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Abstract
Severe acute pancreatitis (SAP) is one of the cru-
cial acute abdominal diseases. Multiple organ 
dysfunction syndromes (MODS) is the main 
cause of death in SAP patients. The medical 
treatment measures include the fundamental 
cure such as fluid resuscitation, correction of the 
internal environment disorder and hyoxemia, 
and preferred application of somatostatin, ad-
equate use of trypsin inhibitors, antibiotics and 
early enteral nutrition. In addition, immuno-
modulation, antioxidants, blood purification and 
endoscopic interventional therapy may be selec-
tive to improve the prognosis of SAP. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Multiple or-
gan dysfunction syndrome; Treatment

Zhao LM, Feng ZJ. Medical treatment of severe acute 
pancreatitis with multiple organ dysfunction syndrome. 

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1061-1068

摘要
重症急性胰腺炎是一种凶险的急腹症, 其进展
迅速、病情危重, 常常由于并发多器官功能障
碍综合征而造成患者死亡. 在治疗上应重视液
体复苏与纠正内环境紊乱、纠正低氧血症等
基础治疗. 首选应用生长抑素制剂, 足量使用
胰酶抑制剂, 应用抗生素预防感染, 提倡早期
肠内营养. 另外, 免疫调节疗法、抗氧化剂应
用、血液净化疗法以及内镜下介入治疗对改
善重症急性胰腺炎预后也有较好的疗效. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 多器官功能障碍综合征; 

治疗
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
病情凶险, 进展迅速, 在临床表现上有明显的个

体差异, 而且病情转归复杂多变, 常在早期并

发全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)和多器官功能障碍

综合征(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)而导致死亡[1]. 随着对SAP发病机制研究

的深入和临床医疗技术水平的提高, 其疗效有

了明显改善, 但总体病死率仍在10%以上. 大量

的临床报告资料均显示, 过早的手术干预, 会由

于手术的创伤和应激反应而加重局部和全身的

炎症反应, 而手术又易诱发继发感染, 导致多器

官功能衰竭. 因此, 目前多数学者均趋向早期避

免手术而采用以药物为主的内科综合治疗. 

1  基础治疗

1.1 液体复苏与纠正内环境紊乱 SAP发病最初常

出现循环血量不足、休克, 全身组织器官缺血、

缺氧, 随后出现的胰腺坏死. 胃肠黏膜受损和细

菌移位, 心肺肾功能不全的发生均与此有关. 早

www.wjgnet.com
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■背景资料
SAP治疗方法包
括手术和非手术
治疗. 由于手术相
关的创伤、应激
反应和继发感染
等因素可加重局
部和全身炎症反
应, 从而加重或引
起多器官功能衰
竭, 因此多数学者
趋向于早期尽量
避免手术, 而采用
以药物为主的内
科综合治疗.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科

   



期积极抗休克复苏是SAP时预防脏器功能障碍

发生或减轻脏器损伤程度最有效的措施. 液体复

苏过程中应严密监测血流动力学状态, 根据血

气、电解质报告纠正酸碱失衡与电解质紊乱. 在
液体复苏时应适当增加胶体溶液, 以减轻因大量

输液导致组织水肿加重所引起的脏器功能损害, 
要注意心功能的改变而适时予以支持心功能, 也
可以用少量的利尿剂以减轻心脏前负荷, 加速毒

素排除, 保护肾功能. 如果充分的液体复苏不能

恢复动脉血压和组织灌注, 可应用血管活性药物

以维持血压. 
1.2 纠正低氧血症 对呼吸功能不全者, 应早期给

予持续无创正压辅助通气(noninvasive positive 
pressure ventilation, NPPV)[2]纠正低氧血症, 他能

改善氧合作用, 减低呼吸频率, 从而缩短ICU治

疗时间. 如经过治疗, 呼吸频率仍较快, 缺氧得

不到改善, 应尽早行气管插管呼吸机支持, 但应

避免呼吸机治疗本身对其他脏器功能损害和呼

吸机相关性肺损伤和肺炎的发生, 对肺脏顺应

性较差患者可采用较低潮气量通气, 采用能防

止呼气未肺泡塌陷的最低呼气未正压. 

2  胰腺的休息疗法

2.1 生长抑素 生长抑素的主要作用是抑制胃肠

液、胰液、胰酶分泌, 以及减少炎性介质的释

放, 因此能阻断炎性细胞因子链启动. 近几年

来, 生长抑素广泛应用于SAP的治疗, 研究发现

他不仅对胰腺内外分泌有显著的抑制作用, 同
时还可以刺激肝脏网状内皮系统减轻内毒素血

症, 抑制PAF释放, 对胰腺细胞有保护作用. Tang 
et al [3]认为生长抑素可以通过细胞凋亡与白细胞

的黏附作用来调节炎症应答从而减轻SAP的严

重程度, 但其调节作用不能改善疾病的结果. 虽
然对其临床疗效仍有争议, 但多数学者仍主张

一旦诊断为SAP, 应及早使用生长抑素类作为治

疗SAP的首选药物. 张群华 et al [4]实验显示联合

应用生长抑素和生长激素是治疗SAP的有效新

途径并对多器官损伤有保护作用, 他可多水平

的阻断炎性介质的释放, 纠正负氮平衡, 改善胃

肠道黏膜屏障功能, 能有效地缓解SIRS和减少

MODS的发生, 抑制SAP患者的炎性细胞因子高

表达, 促进白蛋白合成. 联合应用生长激素可使

患者在禁食和肠外营养时, 维持机体的正氮平

衡, 保证机体的免疫功能. 蒋龙元 et al [5]在常规

治疗的基础上应用生长抑素联合复方丹参注射

液治疗急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP), 显示
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观察组血清淀粉酶的下降速度和血钙水平恢复

快, 治愈率和总有效率均明显增高, 而MODS发
生率和病死率均显著降低. Zhang et al的动物实

验发现一种药理学效应类似奥曲肽的新药-Ba-
icalin(贝加灵), 其对SAP大鼠多器官损伤具有明

显的保护作用, 而且价格低, 使用范围广, 很有

希望应用于临床治疗SAP[6-7]. 
2.2 胰酶抑制剂 对SAP的患者JPN指导方针提倡

早期连续大剂量的静脉输注蛋白酶抑制剂[8], 但
其应用仍有争议. Ma et al [9]的动物实验通过检测

应用乌司他丁治疗的SAP大鼠脾细胞功能及增

殖的改变以评估其对SAP的治疗作用, 他们发现

乌司他丁可通过改善细胞的增殖反应与细胞因

子的释放从而促进机体免疫功能的恢复, 其资

料表明蛋白酶的调整治疗可能对于治疗SAP导
致的机体免疫抑制是一种有效策略. Ino et al [10]

对于SAP的患者在早期连续的动脉输注加贝酯, 
发现可以有效对抗SAP, 短期内患者的腹痛与

SIRS症状消失, 血清CRP水平与IL-6/IL-10显著

降低. Yasuda et al [11]实验性的应用Caspase抑制

剂治疗逆行注射去氧胆酸钠诱导的SAP大鼠, 结
果发现其能显著抑制细胞凋亡与降低肠道的渗

透性, 从而改善了肠黏膜的紊乱与抑制内毒素

的异位. 
2.3 质子泵抑制剂 质子泵抑制剂(proton pump in-
hibitors, PPI)可以通过抑制胃酸分泌而间接抑制

胰腺的高分泌状态, 同时还具有预防及治疗消化

系应激性溃疡及并发出血的优点, 因此临床上广

泛应用, 并取得了理想的效果, 但其不良反应不

容忽视, 一个来自瑞典的病例对照研究显示抑酸

剂和胃食管反流疾病已经成为AP的危险因素[12]. 
近来也不断有关于应用PPI(奥美拉唑)引发AP的
病例报道[13], 因此主张应该在SAP时使用. 另外

Cai et al [14]的体外试验则发现奥美拉唑对离体的

腺泡细胞释放淀粉酶没有直接的抑制作用, 不能

降低血中淀粉酶和脂肪酶浓度, 可能是由于胰腺

腺泡细胞的损伤, 尚未恢复对外源性刺激的反

应, 使得胰腺对PPI作用敏感性降低. 

3  抗生素的应用

SAP的早期极易引起感染, 而严重感染本身就是

MODS的最重要触发因素. 关于应用抗生素治疗

SAP的问题一直是争论的热点, 国内多数学者认

为在SAP早期就应预防性使用抗生素, 到后期感

染一旦明确, 更应充足、有效使用抗感染药物. 
Fritz et al [15]认为预防性的应用抗生素可使胰腺
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■研发前沿
随着对SAP发病
机制研究的逐渐
深入, 免疫疗法、

抗氧化剂应用等
成为研究的热点, 
但目前多为动物
实验, 尚有待于临
床做进一步研究.
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的感染、菌血症以及死亡率明显降低. De Cam-
pos et al [16]通过随机临床试验与指导方针进行选

择分析以评估抗生素在SAP中的应用, 其结论认

为当前应用抗生素治疗SAP的最好时机是胰腺

坏死大于30%时, 推荐治疗方案为: 亚胺培南3×
500 mg/d静点14 d或环丙沙星(2×400 mg/d)联
合甲硝唑(3×500 mg)静点14 d. Onek et al [17]的试

验也证实应用抗生素对SAP相关的肝、肺损伤

有治疗作用, 他们认为喹喏酮类的药物效果要

优于β-内酰胺类抗生素. Tellado et al [18]则认为提

倡预防性应用抗生素对SAP是不合理的, 因为长

期应用抗生素治疗会对胃肠道的生态学产生潜

在危害. Slavin et al [19]也不主张早期应用抗生素, 
认为早期抗生素的应用会增加细菌耐药性及条

件致病菌的感染, 掩盖病情. 临床证实SAP患者

长期使用抗生素, 极易引起真菌感染, Eggimann 
et al [20]建议在应用广谱抗生素治疗SAP的同时可

预防性的给予抗真菌治疗. 

4  免疫疗法

针对SIRS的炎症调控, 主要是设法阻断或抑制

炎症介质的瀑布效应, 采用不同的细胞因子抗

体及细胞因子受体拮抗剂治疗. Yao et al [21]发现

胸腺素α-1(thymosin alpha 1, TA1)能通过调节

外周血中CD3/CD4+等T细胞以及减少细胞因

子的释放从而减轻SAP大鼠胰腺的炎症, 减缓

SAP的严重性. 在他们的动物实验中, 与对照组

相比TA1治疗组中IL-1β、TNF-α显著减少, 组
织学评分及大鼠的生存率明显得以改善. Oruc 
et al [22]应用Infliximab(一种单克隆TNF-α抗体)
治疗实验性SAP大鼠, 发现其可以显著降低胰

腺组织的病理学评分与MPO活力以及血清淀粉

酶的活性, 还可以缓解胰腺相关性的肺水肿与

急性呼吸窘迫综合征. Alhan et al [23]的动物实验

表明, Celecoxib(COX-2抑制剂)对ANP大鼠导致

的某些器官损害有保护支持作用, 他可以减低

胰腺损害程度以及血浆中IL-6的水平, 并改善

相关的肺、肾功能, 但他对于心血管系统与肝

脏功能的改善没有作用, 对于死亡率的降低没

有太大影响. Almeida et al [24]则认为Celecoxib可
以降低全身炎症因子的释放, 但其对于牛磺胆

酸盐诱导的胰腺损伤的直接作用很弱. Machado 
et al [25]对于实验性的SAP大鼠给予高张盐水溶

液(NaCl 7.5%)发现其能改变了血流动力学, 减
少炎症细胞因子, 减少器官系统的损害与胰腺

腺泡的坏死, 从而阻止了胰腺感染, 降低了死亡

率. Ueda et al [26]则发现血管内皮生长因子(vascu-
lar endothelial growth factor, VFGF)在血浆中升

高对SAP导致的多器官损伤(尤其是肝与肾的功

能不全)有保护作用, 他可以对抗细胞凋亡导致

的器官损伤. Zhao et al [27]研究发现雷公藤内酯

可以通过抑制NF-κB的活性以及减少炎症介质

的释放从而对SAP导致的肝损伤起到保护作用. 
应用丙酮酸乙酯(ethyl pyruvate, EP)[28]治疗SAP
已被证实能提高患者的生存率、改善器官障碍

的发生, 因为他可以抑制炎症的发生与发展. EP
能降低血清中HMGB1的水平, 改善机体的炎症

应答从而对抗SAP引起的远隔的器官损伤, 因
此可能成为对抗SAP炎症反应与MODS发生的

一种新的有效的潜在治疗点[29]. 
皮质激素类药物具有广泛的抗炎、抗毒素

和减轻肺毛细血管通透性作用, 减少肺水肿和肺

纤维化的形成, 可以拮抗ARDS发病过程中的多

个环节, 因此, 在治疗SAP过程中早期短程、大

剂量GC联合用药会有一定疗效. Zhang et al [30-33]

的动物实验表明静脉注射地塞米松可以缓解

SAP大鼠胰腺、肺、肾、肝的损伤, 对多器官的

损伤有保护作用. 他们认为地塞米松治疗SAP的
机制在于他可以抑制炎症介质的增殖以及诱导

胰腺腺泡细胞凋亡. 刘学民 et al [34]报告一组前瞻

性研究, 对26例SAP发病72 h内给予大剂量地塞

米松(30-60 mg/d)、丹参注射液、低分子右旋糖

酐对改善微循环、防治SAP合并肺损伤和ARDS
效果良好, ARDS发生率和病死率明显下降. 另外

在扩容时如果足够的液体复苏后仍需血管活性

药物来维持血压, 可静脉使用糖皮质激素以尽快

纠正SAP导致的分布性休克或作为肾上腺皮质

功能不全的替代[35]. 也有学者认为使用激素会阻

断机体的免疫反应机制, 削弱抗感染能力, 因此

在临床应用上尚存在争议. 

5  胰岛素的应用

Havala et al [36]发现, SAP患者对糖类的耐受性降

低, 大多存在胰岛素抵抗, 81%患者需要使用胰

岛素, 因此在SAP治疗过程中加用胰岛素以维持

正常血糖水平, 不仅能纠正糖代谢紊乱, 有利于

机体恢复正常免疫防御机制, 减少感染等并发症

发生, 还可限制脏器功能损害, 降低病死率, 改善

预后. 李菲 et al [37]的临床经验认为SAP患者应通

过持续静脉输注胰岛素和葡萄糖以维持血糖水

平低于8.3 mmol/L. Tamez-Pérez et al [38]临床静脉

输注胰岛素用以治疗高甘油三酯血症引发AP的

■创新盘点
本文在重视SAP
基础治疗的前提
下, 综述了近年来
有关SAP非手术
治疗的国内外最
新研究现状, 包括
营养支持、血液
净化、高压氧、

缓解腹腔内高压
以及内镜介入治
疗等方法.
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病例, 结果显示应用胰岛素治疗安全有效而且并

发症少. 另有Alagözlü et al [39]报道联用肝素与胰

岛素成功治疗高甘油三酯血症诱发AP病例. 

6  抗氧化剂的应用

氧化应激在S A P发病中的作用越来越受到人

们的重视 ,  应用抗氧化剂治疗也成为研究的

热点. 近来研究发现, 硫辛酸(alpha lipoic acid, 
ALA)具有强效的抗氧化作用, Park et al [40]实验

研究表明, 给予ALA(1 mg/kg)腹腔注射后, 能
够明显减轻胰腺质量/体质量及血清脂肪酶和

淀粉酶水平. Sevillano et al [41]发现N -乙酰半胱氨

酸(N -acetylcysteine, NAC)可以在SAP早期避免

GSH降解, 防止胰腺细胞过氧化损伤, 并保持胰

腺细胞内Ca2+内环境稳定, 防止胰腺的损伤. Seo 
et al [42]的研究显示NAC还可以通过抑制ROS生
成来抑制NF-κB活性, 进而减轻胰腺损伤. 多项

动物实验均证实应用NAC治疗, 可明显减轻胰

腺组织损害及全身器官损伤. Jaworek et al [43]发

现褪黑素(melatonin)有清除氧自由基和抗氧化

剂活性抑制作用, 能降低脂质过氧化反应程度, 
抑制炎症性细胞因子的产生从而减少了器官损

害. Isik et al [44]实验研究发现给予别嘌醇(allopu-
rinol)治疗可使SAP大鼠血清中谷胱甘肽过氧化

物酶(glutathion peroxidase, GSH-Px)和超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase, SOD)显著升高, 而
丙二醛(malondialdehyde, MDA)水平降低即明显

改善氧化应激参数, 另外还可降低胰腺组织的病

理学评分及肠道的细菌异位. Hardman et al [45]最

近的一项随机、双盲临床实验显示静脉应联合

用多种抗氧化剂(如: 乙酰半胱氧酸、硒、维生

素C等)能有效改善胰腺和肺脏损伤, 对SAP患者

的多器官功能障碍有较好的保护作用. Li et al [46]

研究了应用白藜芦醇(resveratrol, RESV), 一种氧

自由基清除剂, 治疗实验性SAP大鼠, 发现其能

降低胰腺的氧自由基与减少胰腺组织中中性粒

细胞的浸润, 从而起到很好的抗氧化与抗炎作用. 
Genovese et al [47]则发现了一种包含了多种聚苯

(有很高的抗氧化潜能)的化合物, 把他用于治疗

雨蛙素诱导的实验性的SAP小鼠发现其5 d死亡

率明显减少, 通过组织学评分、ICAM-1的表达

等多种检测显示通过治疗明显减缓了SAP的发

展. 同样具有抗氧化与抗炎能力的还有硫氧还

蛋白-1(thioredoxin-1, TRX-1), Ohashi et al [48]发现

TRX-1对实验性SAP大鼠有很强的抗氧化与抗

炎作用, 能显著减少肺与胰腺的炎症反应, 从而

降低死亡率, 因此认为应用TRX-1可能会成为改

善SAP预后的一种新的治疗策略. 

7  营养支持

SAP患者由于强烈的炎性反应以及长时间禁食, 
使患者处于一种高营养消耗及严重的营养缺乏

状态, 充足和适当的营养支持是整个治疗的重要

环节, 也是其他治疗的基础. O'Keefe et al [49]认为

营养支持一方面可以为组织的修复与复原提供

基础, 还可调整炎症应答与阻止器官的衰竭, 因
此降低了发病率与死亡率从而改善了SAP患者

的结果. 既往多采用全胃肠道外营养(total paren-
teral nutrition, TPN), 这样既补充了机体的能量

得到营养支持, 又可使胰腺功能处于休息状态. 
但近来研究证实[50], TPN易产生肠道细菌移位, 
增加胰腺感染的机会, 加重炎症反应, 增加传染

性并发症的机率. 相比较而言, 肠内营养(enteral 
nutrition, EN)能减少SAP患者肠源性感染和多器

官功能障碍综合征的发生率, 降低住院时间和费

用. Wojtuń et al [51]认为对于SAP患者, 早期肠内营

养对于肠道屏障有保护作用, 可以降低细菌异位

及内毒素的产生, 还能够减少胰腺的分泌作用. 
Petrov et al [52]的临床研究发现早期应用肠内营养

可显著降低SAP患者感染性并发症的发生率以及

相关多器官衰竭与死亡率. 秦环龙 et al [53]在对犬

SAP模型的实验中发现, 早期肠内营养时, 外周血

及门静脉血内毒素和各脏器中细菌含量均低于

肠外营养(parenteral alimentation, PN)组, 小肠和结

肠肠壁蛋白质、DNA含量、绒毛高度、黏膜及

全层厚度均明显高于PN组. Eckerwall et al [54]研

究发现早期经鼻空肠管实施EN可使SAP患者的

死亡率降低至少4%, 同时还提高了患者的营养

及免疫状态, 促进患者肠道吸收及运动功能的

恢复, 防止肠道细菌易位及感染的发生. Erstad 
et al [55]将EN配方分为三种: 要素或半要素配方

(如短链肽)、整蛋白配方(完整的蛋白成分)、免

疫增强配方(谷氨酰胺等可以作为肠道免疫的促

进剂). 可以根据胰腺炎病程的不同阶段与肠道

功能状况, 选用合适的配方、浓度和速度, 要逐

步加量, 同时严密观察耐受反应. Zhao et al [56]运

用肠内营养联合应用Ebselen与二乙基羟基纤维

素(ethylhydoxyehtyl cellulose, EHEC)治疗实验性

SAP大鼠, 研究发现其对于多器官损害的阻止作

用呈现剂量相关趋势, 他们可以抑制血浆中IL-6
的产生与ICAM-1的表达, 对SAP引起的多器官

损伤有明显的保护作用.

1064                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年4月18日    第17卷   第11期

■应用要点
本文从12个方面
较全面地介绍了
目前国内外有关
SAP非手术治疗
的最新进展, 其中
包括部分动物实
验的研究, 不但对
临床治疗提供了
一个借鉴和参考,
而且对今后SAP
的研究提供了一
些新的思路.



www.wjgnet.com

赵丽梅, 等. 重症急性胰腺炎合并多脏器功能障碍综合征的非手术治疗                                                       1065

8  血液净化

血液滤过通过对流及吸附降低炎症介质峰浓

度,使促炎和抗炎介质达到平衡, 有效纠正电解

质紊乱和维持酸碱平衡, 可能有利于减轻全身

性炎症反应, 改善心、肺、肾等器官的功能. 动
物及临床实验表明, 血液滤过可以增加MODS
患者的心肌收缩力、心脏指数、提高平均动

脉压, 还可通过排除体内过多的水分, 减轻心

脏前负荷; 另外他可最大限度地模拟肾脏的清

除功能, 能持续、缓慢、等渗的清除溶质和体

液, 故在治疗过程中血流动力学状态稳定, 即使

不能耐受间歇性血液透析的低血压和心功能不

稳定的患者也能接受治疗. 目前, 已有不少临床

研究[57]发现连续性静脉-静脉血液滤过(continu-
ous veno-venous hemofiltration, CVVH)用于治疗

SAP, 可有效清除体内TNF-α、IL-6、α-干扰素

等炎性介质和细胞因子, 从而阻断全身炎症反

应, 清除内毒素, 改善氧合和组织氧代谢, 维持

水、电解质、酸碱平衡和内环境稳定, 改善微

循环功能, 维持肾功能, 从而预防并发症的发生. 
Chen et al [58]的临床研究显示: 在应用CVVH治

疗时患者的血流动力学及平均动脉压均很平稳, 
经过CVVH治后患者的APACHE Ⅱ评分得以

显著改善. Yan et al [59]的动物实验发现高流量的

CVVH可以减少急性胰腺炎相关性肺损伤(acute 
pancreatitis-associated lung injury, APALI)与肺水

肿的严重性, 其改善了全身血流动力学, 减少血

浆细胞因子的浓缩, 降低了外周血单核细胞中

NF-κB的活性从而使动脉氧合作用与肺功能得

以改善. 目前, 国内外较一致的观点认为: 只要

SAP诊断成立, 又无严重低血压、重度出血倾向

等禁忌证, 应争取在48-72 h内施行CVVH治疗, 
可显著改善病情, 纠正受累脏器的功能障碍, 提
高抢救成功率, 减少并发症. 在进行血液滤过时

应每日按需要提供营养补充, 根据液体总平衡

量调整超滤量, 防止液体负荷增加引起的急性

心衰等并发症, 为MODS患者提供了赖以生存的

内稳态平衡, 为SAP合并MODS患者的治疗提供

有利的保障. 

9  高压氧治疗

SAP的患者处于高代谢状态, 氧需求和能量需

求大, 需要给予充足的氧气吸入, 以维持血红

蛋白浓度. Cuthbertson et al [60]研究显示高压氧

(hyperbaric oxygen, HBO)在治疗SAP是作为

一种抗炎剂与抗微生物剂, 他可以潜在的改善

SAP引起的胰腺损伤、全身的微循环障碍以及

急性的炎症改变. Christophi et al [61]报道1例SAP
患者在发病72 h内给予高压氧治疗, 患者能很

好地耐受且治疗后患者的APACHE Ⅱ与CTSI
评分均得以降低, 因此他认为高压氧用于治疗

SAP的患者看来是安全而且能很好地改善治疗

结果. Nikfarjam et al用高压氧治疗SAP大鼠结

果显示: 疾病的严重程度得以改善、胰腺坏死

好转, 生存率明显提高[62]. Lisagors et al [63]的临床

研究显示HBO治疗可以在1 wk内使腹内压降低, 
他能影响炎症应答, 调节机体的生态平衡, 降低

死亡率, 减少手术率. Kleinhans et al [64]应用牛血

红蛋白(HBOC-200)与羟乙基淀粉(HES)以提高

氧输送量治疗SAP大鼠, 研究发现其可以改善胰

腺的微循环但对脂质过氧化反应并无多大影响. 
高压氧对SAP作用的确切机制及预后影响有待

进一步研究. 

10  缓解腹腔高压

S A P严重的病例常出现腹腔压力增高(i n t r a-
abdominal hypertension, IAH), 他会严重影响机

体的供氧与循环, 可引起或加重机体肾、肺及

心功能障碍及肠道缺血等变化. Pupelis et al [65]认

为IAH对于SAP患者早期发生器官障碍是一种

重要的危险因素. Oda et al [66]临床应用聚甲基丙

烯酸甲脂薄膜的血液滤器对一所临床医院ICU
的SAP伴发IAH的患者进行了连续的血液滤过, 
发现他们可以去除患者体内一些通透性较高的

致炎因子, 因此可以缓解腹腔高压, 并减少其并

发症. Sun et al [67]结合应用留置导管、腹腔内引

流、肠道内减压以及短期的静脉血液滤过治疗

SAP合并IAH的患者, 发现其可以起到预防及治

疗的作用. 腹部理疗等也可促进胃肠道功能的

恢复, 可用中药皮硝全腹外敷. 早期积极促进胃

肠功能的恢复, 降低腹腔内压力, 并可减少细胞

过量繁殖, 保护胃肠道屏障功能, 减少细胞及内

毒素移位, 也可促进腹腔渗液吸收. Zhang et al [68]

的临床研究显示联合应用中药大承气汤灌肠与

芒硝外敷可以常规用于非手术的保守治疗, 他
能显著降低SAP患者的腹内压, 对于SAP导致的

腹腔间隔综合征有防治作用. 

11  内镜介入治疗

急诊内镜逆行胆胰管造影(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)、Oddi括约肌

切开取石术(endoscopic sphincterotomy, EST), 建

■名词解释
1  连 续 性 静 脉 -
静 脉 血 液 滤 过
(CVVH): 他是在
1 9 7 9 年 由 B a m -
bauer-Bichoff最
早提出采用的, 由
股静脉(或颈内静
脉)插入静脉导管, 
应用血泵驱动引
入高通量血液滤
过器, 然后经过前
臂静脉回输到体
内 ,  每 小 时 可 超
滤600-1000 mL体
液.
2  腹 腔 内 高 压
(IAH): 正常腹腔
内压力与大气压
相 近 ,  当 腹 内 压
大于10 mmHg时, 
即 为 I A H ;  当 腹
内压等于或大于
35 mmHg时 ,  称
腹腔间室综合征
(ACS), 可引起腹
腔内脏及腹腔外
多器官功能损伤. 
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立鼻胆管引流术(endoscopic nasobiliary drainage, 
ENBD)或鼻胰管引流术(endoscopic naso-pancre-
atic drainage, ENPD)等内镜介入治疗可迅速解

决胆胰管梗阻, 使胆胰管压力迅速下降, 对阻止

SAP的发展有良好的作用, 成功率在90%以上, 
患者痛苦小, 安全性高, 可重复进行, 对大部分

高龄及危重患者也能进行, 是治疗胆源性胰腺

炎的重大进展[69]. 临床应用EST+ENBD治疗SAP
患者可发现患者血清淀粉酶恢复正常时间、腹

痛症状消失时间、外科手术率、病死率、并发

症等均明显降低, 因此认为他可以提高SAP的疗

效, 可作为SAP的常规治疗手段. 竺来法 et al [70]

报告应用腹腔镜联合动脉区域灌注治疗SAP患
者, 其并发症少, 而且可使器官衰竭治疗的成功

率增高, 患者死亡率明显降低. 

12  中医中药

应用传统中医药治疗已被证实是一种有价值的

治疗策略, 尤其是其在防治肠麻痹、肠功能衰

竭, 阻止肠道菌群移位以及改善微循环等方面

的作用越来越受到重视[71]. 最新研究显示[72], 许
多传统中药单体可以抑制胰酶, 抵抗炎症, 改善

微循环与免疫调节, 近而阻断SAP的病理学进

程, 显著的减少了并发症与降低了死亡率. 沙建

平 et al [73]的研究表明, 丹参能通过降低黏附分

子的表达从而改善微循环及减轻组织病理损伤, 
提示AP早期使用丹参有助于防止休克及多器官

功能损伤. 许多研究证实[74]大黄有保护黏膜屏

障、抑制细胞因子分泌及肠内细菌移位、防治

内毒素血症的发生等作用; 并能抑制血中肿瘤

坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)、IL-1等炎

性因子浓度的升高, 从而降低了内毒素血症的

毒性; 还能促进肠蠕动, 清除体内氧自由基, 故
其能有效地防止急性胰腺炎患者病程向SIRS甚
至MODS发展. 研究表明根据中医辨证论治原

则, 选择性加减应用通里攻下、疏肝利胆、清

热解毒、活血化瘀之药物(如有报道的胰安合

剂、清胰汤等)能明显促进胃肠道功能恢复, 减
少肠道细菌易位和毒素吸收, 降低胰酶活性, 减
少氧自由基, 减轻急性炎症反应综合征, 保护全

身组织器官的功能, 从而促进SAP患者的顺利恢

复. 另外王新宇 et al [75]在SAP基础治疗的同时加

用电针针刺足三里、上巨虚、公孙、太冲、悬

钟等穴位, 取得良好的治疗效果. 他认为电针治

疗可降低AP患者肠黏膜的渗透性及减少肠黏膜

的内生性炎症介质如ET、TNF-α、NO等的释
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放, 从而减缓了肠壁的坏死, 保护了肠道的黏膜

屏障. 

13      参考文献
1 Zhu AJ, Shi JS, Sun XJ. Organ failure associated 

with severe acute pancreatitis. World J Gastroenterol 
2003; 9: 2570-2573

2 Jaber S, Chanques G, Sebbane M, Salhi F, Delay 
JM, Perrigault PF, Eledjam JJ. Noninvasive positive 
pressure ventilation in patients with respiratory 
failure due to severe acute pancreatitis. Respiration 
2006; 73: 166-172

3 Tang WF, Wang YG, Zhu L, Wan MH, Chen GY, 
Xia Q, Ren P, Huang X. Effect of somatostatin on 
immune inflammatory response in patients with 
severe acute pancreatitis. J Dig Dis 2007; 8: 96-102

4 张群华, 倪泉兴, 蔡端, 张延龄, 姜永锋, 吴树强, 向阳, 
段保兵, 张妞, 侯兰娣. 急性坏死性胰腺炎生长抑素和
生长激素联和治疗对多器官损伤的保护作用. 世界华
人消化杂志 1998; 6: 185-188

5 蒋龙元, 周莉莉, 吴满辉, 杨正飞, 余涛, 黄子通. 生长
抑素联合复方丹参注射液治疗急性胰腺炎临床研究. 
中国中西医结合急救杂志 2007; 14: 237-240

6 Zhang XP, Zhang L, He JX, Zhang RP, Cheng QH, 
Zhou YF, Lu B. Experimental study of therapeutic 
efficacy of Baicalin in rats with severe acute 
pancreatitis. World J Gastroenterol 2007; 13: 717-724

7 Xiping Z, Jie Z, Qin X, Guanghua F, Yang C, 
Tongfa J, Qi X. Influence of baicalin and octreotide 
on NF-kappaB and p-selectin expression in liver 
and kidney of rats with severe acute pancreatitis. 
Inflammation 2009; 32: 1-11

8 Mayumi T, Takada T, Kawarada Y, Hirata K, 
Yoshida M, Sekimoto M, Hirota M, Kimura Y, 
Takeda K, Isaji S, Koizumi M, Otsuki M, Matsuno S. 
Management strategy for acute pancreatitis in the 
JPN Guidelines. J Hepatobiliary Pancreat Surg 2006; 
13: 61-67

9 Ma T, Kang C, Shao H, Qi Q, Hu W. Protective 
effects of ulinastatin on proliferation and cytokine 
release of splenocytes from rats with severe acute 
pancreatitis. Eur Surg Res 2006; 38: 445-450

10 Ino Y, Arita Y, Akashi T, Kimura T, Igarashi H, 
Oono T, Furukawa M, Kawabe K, Ogoshi K, Ouchi 
J, Miyahara T, Takayanagi R, Ito T. Continuous 
regional arterial infusion therapy with gabexate 
mesilate for severe acute pancreatitis. World J 
Gastroenterol 2008; 14: 6382-6387

11 Yasuda T, Takeyama Y, Ueda T, Shinzeki M, Kishi 
S, Sawa H, Nakajima T, Kuroda Y. Protective 
effect of caspase inhibitor on intestinal integrity in 
experimental severe acute pancreatitis. J Surg Res 
2007; 138: 300-307

12 Sundström A, Blomgren K, Alfredsson L, Wiholm 
BE. Acid-suppressing drugs and gastroesophageal 
reflux disease as risk factors for acute pancreatitis-
-results from a Swedish Case-Control Study. 
Pharmacoepidemiol Drug Saf 2006; 15: 141-149

13 Youssef SS, Iskandar SB, Scruggs J, Roy TM. Acute 
pancreatitis associated with omeprazole. Int J Clin 
Pharmacol Ther 2005; 43: 558-561

14 Cai J, Zhou W, Luo HS, Peng LV. Effect of proton 
pump inhibitor on amylase release from isolated 
pancreatic acini. In Vitro Cell Dev Biol Anim 2007; 43: 
25-27

15 Fritz S, Hartwig W, Lehmann R, Will-Schweiger 
K, Kommerell M, Hackert T, Schneider L, Büchler 

■同行评价
本文较系统地综
述了重症急性胰
腺炎合并多脏器
功能障碍综合征
的非手术治疗进
展, 层次清楚, 学
术价值较好, 对临
床有一定参考价
值.



www.wjgnet.com

赵丽梅, 等. 重症急性胰腺炎合并多脏器功能障碍综合征的非手术治疗                                                       1067

MW, Werner J. Prophylactic antibiotic treatment 
is superior to therapy on-demand in experimental 
necrotising pancreatitis. Crit Care 2008; 12: R141

16 De Campos T, Assef JC, Rasslan S. Questions about 
the use of antibiotics in acute pancreatitis. World J 
Emerg Surg 2006; 1: 20

17 Onek T, Erkan N, Zeytunlu M, Sağol O, Coker 
C, Coker A. Effects of selected antibiotics on 
pancreatitis induced liver and pulmonary injury. 
Ulus Travma Acil Cerrahi Derg 2005; 11: 3-10

18 Tellado JM. Prevention of infection following severe 
acute pancreatitis. Curr Opin Crit Care 2007; 13: 
416-420

19 Slavin J, Neoptolemos JP. Antibiotic prophylaxis 
in severe acute pancreatitis--what are the facts? 
Langenbecks Arch Surg 2001; 386: 155-159

20 Eggimann P, Jamdar S, Siriwardena AK. Pro/con 
debate: antifungal prophylaxis is important to 
prevent fungal infection in patients with acute 
necrotizing pancreatitis receiving broad-spectrum 
antibiotics. Crit Care 2006; 10: 229

21 Yao W, Zhu Q, Yuan Y, Qiao M, Zhang Y, Zhai 
Z. Thymosin alpha 1 improves severe acute 
pancreatitis in rats via regulation of peripheral 
T ce l l number and cytokine serum level . J 
Gastroenterol Hepatol 2007; 22: 1866-1871

22 Oruc N, Ozutemiz AO, Yukselen V, Nart D, Celik 
HA, Yuce G, Batur Y. Infliximab: a new therapeutic 
agent in acute pancreatitis? Pancreas 2004; 28: e1-e8

23 Alhan E, Kalyoncu NI, Ercin C, Kural BV. Effects of 
the celecoxib on the acute necrotizing pancreatitis 
in rats. Inflammation 2004; 28: 303-309

24 de Almeida JL, Jukemura J, Coelho AM, Patzina 
RA, Machado MC, da Cunha JE. Inhibition of 
cyclooxygenase-2 in experimental severe acute 
pancreatitis. Clinics 2006; 61: 301-306

25 Machado MC, Coelho AM, Pontieri V, Sampietre 
SN, Molan NA, Soriano F, Matheus AS, Patzina RA, 
Cunha JE, Velasco IT. Local and systemic effects of 
hypertonic solution (NaCl 7.5%) in experimental 
acute pancreatitis. Pancreas 2006; 32: 80-86

26 Ueda T, Takeyama Y, Yasuda T, Matsumura 
N, Sawa H, Nakajima T, Kuroda Y. Vascular 
endothelial growth factor increases in serum and 
protects against the organ injuries in severe acute 
pancreatitis. J Surg Res 2006; 134: 223-230

27 Zhao YF, Zhai WL, Zhang SJ, Chen XP. Protection 
effect of triptolide to liver injury in rats with severe 
acute pancreatitis. Hepatobiliary Pancreat Dis Int 
2005; 4: 604-608

28 Fink MP. Ethyl pyruvate: a novel anti-inflammatory 
agent. J Intern Med 2007; 261: 349-362

29 Yang ZY, Ling Y, Yin T, Tao J, Xiong JX, Wu 
HS, Wang CY. Delayed ethyl pyruvate therapy 
attenuates experimental severe acute pancreatitis 
via reduced serum high mobility group box 1 levels 
in rats. World J Gastroenterol 2008; 14: 4546-4550

30 Zhang XP, Zhang L, Wang Y, Cheng QH, Wang 
JM, Cai W, Shen HP, Cai J. Study of the protective 
effects of dexamethasone on multiple organ injury 
in rats with severe acute pancreatitis. JOP 2007; 8: 
400-412

31 Zhang XP, Chen L, Hu QF, Tian H, Xu RJ, Wang 
ZW, Wang KY, Cheng QH, Yan W, Li Y, Li QY, He 
Q, Wang F. Effects of large dose of dexamethasone 
on inflammatory mediators and pancreatic cell 
apoptosis of rats with severe acute pancreatitis. 

World J Gastroenterol 2007; 13: 5506-5511
32 Zhang XP, Zhang L, Chen LJ, Cheng QH, Wang JM, 

Cai W, Shen HP, Cai J. Influence of dexamethasone 
on inflammatory mediators and NF-kappaB 
expression in multiple organs of rats with severe 
acute pancreatitis. World J Gastroenterol 2007; 13: 
548-556

33 Zhang X, Chen L, Luo L, Tian H, Feng G, Cai Y, Xu R, 
Wang K, Wang Z. Study of the protective effects of 
dexamethasone on ileum mucosa injury in rats with 
severe acute pancreatitis. Pancreas 2008; 37: e74-e82

34 刘学民, 潘承恩, 刘青光. 预防性治疗重症急性胰腺炎
合并肺损伤. 中国急救医学 2002; 22: 109

35 Muller CA, McArthur N, Belyaev O, Burr W, 
Werner J, Meiser A, Weyhe D, Büchler MW, Uhl 
W. The effect of synacthen on acute necrotizing 
pancreatitis in rats. Pancreas 2008; 37: 316-320

36 Havala T, Shronts E, Cerra F. Nutritional support in 
acute pancreatitis. Gastroenterol Clin North Am 1989; 
18: 525-542

37 李菲, 陈宏, 杨磊, 杨鹏, 刘大川, 贾建国, 孙家邦. 重症
急性胰腺炎早期脏器功能不全持续时间与治疗对策. 
中华外科杂志 2007; 45: 736-739

38 Tamez-Pérez HE, Sáenz-Gallegos R, Hernández-
Rodríguez K, Forsbach-Sánchez G, Gómez-de Ossio 
MD, Fernández-Garza N, Zapata-de la Garza E, 
Tamez-Peña AL. [Insulin therapy in patients with 
severe hypertriglyceridemia] Rev Med Inst Mex 
Seguro Soc 2006; 44: 235-237

39 Alagözlü H, Cindoruk M, Karakan T, Unal 
S. Heparin and insul in in the t reatment of 
hypertriglyceridemia-induced severe acute 
pancreatitis. Dig Dis Sci 2006; 51: 931-933

40 Park SJ, Seo SW, Choi OS, Park CS. Alpha-lipoic 
acid protects against cholecystokinin-induced acute 
pancreatitis in rats. World J Gastroenterol 2005; 11: 
4883-4885

41 Sevillano S, De la Mano AM, De Dios I, Ramudo 
L, Manso MA. Major pathological mechanisms 
o f  a c u t e  p a n c r e a t i t i s  a r e  p r e v e n t e d b y 
N-acetylcysteine. Digestion 2003; 68: 34-40

42 Seo JY, Kim H, Seo JT, Kim KH. Oxidative stress 
induced cytokine production in isolated rat 
pancreatic acinar cells: effects of small-molecule 
antioxidants. Pharmacology 2002; 64: 63-70

43 Jaworek J, Nawrot-Porabka K, Leja-Szpak A, 
Bonior J, Szklarczyk J, Kot M, Konturek SJ, Pawlik 
WW. Melatonin as modulator of pancreatic 
enzyme secretion and pancreatoprotector. J Physiol 
Pharmacol 2007; 58 Suppl 6: 65-80

44 Isik AT, Mas MR, Yamanel L, Aydin S, Comert B, 
Akay C, Erdem G, Mas N. The role of allopurinol in 
experimental acute necrotizing pancreatitis. Indian J 
Med Res 2006; 124: 709-714

45 Hardman J, Shields C, Schofield D, McMahon 
R, Redmond HP, Siriwardena AK. Intravenous 
antioxidant modulation of end-organ damage in 
L-arginine-induced experimental acute pancreatitis. 
Pancreatology 2005; 5: 380-386

46 Li ZD, Ma QY, Wang CA. Effect of resveratrol on 
pancreatic oxygen free radicals in rats with severe 
acute pancreatitis. World J Gastroenterol 2006; 12: 
137-140

47 Genovese T, Mazzon E, Di Paola R, Muià C, 
Crisafulli C, Menegazzi M, Malleo G, Suzuki H, 
Cuzzocrea S. Hypericum perforatum attenuates the 
development of cerulein-induced acute pancreatitis 



www.wjgnet.com

1068                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年4月18日    第17卷   第11期

in mice. Shock 2006; 25: 161-167
48 Ohashi S, Nishio A, Nakamura H, Kido M, Ueno 

S, Uza N, Inoue S, Kitamura H, Kiriya K, Asada 
M, Tamaki H, Matsuura M, Kawasaki K, Fukui T, 
Watanabe N, Nakase H, Yodoi J, Okazaki K, Chiba T. 
Protective roles of redox-active protein thioredoxin-1 
for severe acute pancreatitis. Am J Physiol Gastrointest 
Liver Physiol 2006; 290: G772-G781

49 O'Keefe SJ, Sharma S. Nutrition support in severe 
acute pancreatitis. Gastroenterol Clin North Am 2007; 
36: 297-312, viii

50 Koretz RL, Avenell A, Lipman TO, Braunschweig 
CL, Milne AC. Does enteral nutrition affect clinical 
outcome? A systematic review of the randomized 
trials. Am J Gastroenterol 2007; 102: 412-429; quiz 468

51 Wojtuń S, Gil J, Błaszak A. [Dietary treatment in 
acute pancreatitis] Pol Merkur Lekarski 2007; 22: 
469-473

52 Petrov MS, Kukosh MV, Emelyanov NV. A 
randomized controlled trial of enteral versus 
parenteral feeding in patients with predicted severe 
acute pancreatitis shows a significant reduction in 
mortality and in infected pancreatic complications 
with total enteral nutrition. Dig Surg 2006; 23: 
336-344; discussion 344-345

53 秦环龙, 苏振东, 高琦, 林擎天. 早期肠内营养支持对
犬重症急性胰腺炎肠道屏障功能的影响. 肠外与肠内
营养 2002; 9: 312-333

54 Eckerwall GE, Axelsson JB, Andersson RG. Early 
nasogastric feeding in predicted severe acute 
pancreatitis: A clinical, randomized study. Ann 
Surg 2006; 244: 959-965; discussion 965-967

55 Erstad BL. Enteral nutrition support in acute 
pancreatitis. Ann Pharmacother 2000; 34: 514-521

56 Zhao H, Lu HG, Shi YB, Zhao LM, Bai C, Wang X. 
Role of enteral nutrition supplemented with ebselen 
and EHEC in pancreatitis-associated multiple organ 
dysfunction in rats. Inflamm Res 2006; 55: 423-429

57 Jiang HL, Xue WJ, Li DQ, Yin AP, Xin X, Li CM, 
Gao JL. Influence of continuous veno-venous 
hemofiltration on the course of acute pancreatitis. 
World J Gastroenterol 2005; 11: 4815-4821

58 Chen ZH, Liu ZH, Yu C, Ji DX, Li LS. Endothelial 
dysfunct ion in pat ients wi th severe acute 
pancreatitis: improved by continuous blood 
purification therapy. Int J Artif Organs 2007; 30: 
393-400

59 Yan XW, Li WQ, Wang H, Zhang ZH, Li N, Li JS. 
Effects of high-volume continuous hemofiltration 
on experimental pancreatitis associated lung injury 
in pigs. Int J Artif Organs 2006; 29: 293-302

60 Cuthbertson CM, Christophi C. Potential effects of 
hyperbaric oxygen therapy in acute pancreatitis. 
ANZ J Surg 2006; 76: 625-630

61 Christophi C, Millar I, Nikfarjam M, Muralidharan 
V, Malcontenti-Wilson C. Hyperbaric oxygen 
therapy for severe acute pancreatitis. J Gastroenterol 
Hepatol 2007; 22: 2042-2046

62 Nikfarjam M, Cuthbertson CM, Malcontenti-

Wilson C, Muralidharan V, Millar I, Christophi C. 
Hyperbaric oxygen therapy reduces severity and 
improves survival in severe acute pancreatitis. J 
Gastrointest Surg 2007; 11: 1008-1015

63 Lisagors IL, Sondore A, Pupelis G, Oshs P, 
Iaunalksne I, Pavars M, Arons M. [Impact of 
hyperbaric oxygen therapy on the clinical course 
of acute pancreatitis and systemic inflammation 
response syndrome] Anesteziol Reanimatol 2008; (4): 
34-38

64 Kleinhans H, Mann O, Schurr PG, Kaifi JT, Hansen 
B, Izbicki JR, Strate T. Oxygen radical formation 
does not have an impact in the treatment of 
severe acute experimental pancreatitis using free 
cellular hemoglobin. World J Gastroenterol 2006; 12: 
2914-2918

65 Pupelis G, Autrums E, Snippe K, Melbarde-
Gorkusa I. [Increased intra-abdominal pressure--an 
important risk factor of early organ dysfunction in 
severe acute pancreatitis] Zentralbl Chir 2002; 127: 
982-986

66 O d a S , H i r a s a w a H , S h i g a H , M a t s u d a K , 
N a k a m u r a M , W a t a n a b e E , M o r i g u c h i T . 
Management of intra-abdominal hypertension 
in patients with severe acute pancreatitis with 
continuous hemodiafiltration using a polymethyl 
methacrylate membrane hemofilter. Ther Apher Dial 
2005; 9: 355-361

67 Sun ZX, Huang HR, Zhou H. Indwelling catheter 
and conservative measures in the treatment of 
abdominal compartment syndrome in fulminant 
acute pancreatitis. World J Gastroenterol 2006; 12: 
5068-5070

68 Zhang MJ, Zhang GL, Yuan WB, Ni J, Huang LF. 
Treatment of abdominal compartment syndrome in 
severe acute pancreatitis patients with traditional 
Chinese medicine. World J Gastroenterol 2008; 14: 
3574-3578

69 Yu W, Li W, Wang Z, Ye X, Li N, Li J . Early 
p e r c u t a n e o u s t r a n s h e p a t i c  g a l l b l a d d e r 
drainage compared with endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography and papillotomy 
treatment for severe gallstone associated acute 
pancreatitis. Postgrad Med J 2007; 83: 187-191

70 竺来法, 李建平, 陈波. 区域动脉灌注联合腹腔镜下腹
腔灌洗治疗重症急性胰腺炎. 南通大学学报(医学版) 
2007; 27: 507-508

71 重症急性胰腺炎中西医结合诊治常规(草案). 中国中
西医结合外科杂志 2007; 13: 232-237

72 张喜平, 石炎. 中药单体治疗重症急性胰腺炎的研究
概况. 中国中西医结合急救杂志 2005; 12: 184-186

73 沙建平, 祝被得, 徐艳, 陈炫, 赵艳, 刘啸, 芦殿荣, 刘
舟. 丹参对兔急性胰腺炎早期中性粒细胞与内皮细胞
黏附抑制作用的实验研究. 中国中西医结合急救杂志 
2003; 10: 279-281

74 焦东海. 大黄在急救医学中的应用概述. 中国中西医
结合急救杂志 2000; 7: 3-4

75 王新宇. 电针治疗急性胰腺炎及对患者肠道通透性的
影响. 中国针灸 2007; 27: 421-423

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年4月18日; 17(11): 1069-1073
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

E2F-1基因过表达对胃癌细胞动力学影响机制

王连振, 李 雷, 王长青, 谢玉波, 解乃昌, 肖 强

王连振, 李雷, 王长青, 解乃昌, 肖强, 广西医科大学第一附
属医院胃肠腺体外科 广西壮族自治区南宁市 530021
谢玉波, 广西医科大学第一附属医院麻醉科 广西壮族自治
区南宁市530021
王连振, 广西医科大学在读硕士, 主要从事普外专业研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30860273
广西医药卫生重点基金资助项目, No. 桂卫重200844
作者贡献分布: 此课题由肖强与谢玉波设计; 研究过程由王长
青、李雷及王连振操作;数据分析由王连振、李雷与解乃昌完
成; 本论文写作由王连振、谢玉波及肖强完成.
通讯作者: 肖强, 教授, 530021, 广西壮族自治区南宁市, 广西医科
大学第一附属医院胃肠腺体外科. xiaoqiang20050@yahoo.com.cn
电话: 0771-5358325
收稿日期: 2009-01-06   修回日期: 2009-02-12
接受日期: 2009-02-16   在线出版日期: 2009-04-18

Effects of E2F-1 gene 
overexpression on gastric 
cancer cell dynamics 

Lian-Zhen Wang, Lei Li, Chang-Qing Wang, Yu-Bo Xie, 
Nai-Chang Xie, Qiang Xiao

Lian-Zhen Wang, Lei Li, Chang-Qing Wang, Nai-Chang 
Xie, Qiang Xiao, Department of Gastrointestinal and Gland 
Surgery, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical 
University, Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous 
Region, China
Yu-Bo Xie, Department of Anesthesiology, the First Af-
filiated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 
530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30860273; the Medical and Health Projects in 
Guangxi Zhuang Autonomous Region, No. 200844
Correspondence to: Professor Qiang Xiao, Department 
of Gastrointestinal and Gland Surgery, the First Affiliated 
Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, 
Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China. xiaoqiang20050@yahoo.com.cn
Received: 2009-01-06    Revised: 2009-02-12 
Accepted: 2009-02-16    Published online: 2009-04-18

Abstract
AIM: To understand the effect of E2F-1’s over-
expression on gastric cancer cell proliferation, 
growth and cell cycle and to investigate the 
molecular mechanism of E2F-1’s influence on 
gastric cancer cell dynamics.

METHODS: The MGC-803/ E2F-1 (experimental 
group) gastric cancer cells which were stably 
transfected with E2F-1, and containing unpos-
sessed carriers (negative control group), and the 
cells without transfection were performed MTT 

test to draw growing curve, and to compute cell 
proliferation rate. Cell cycles were examined by 
flow cytometry. The total RNA was extracted, 
and the cDNA was obtained using reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR), 
and then the fluorescent probes were hybridized 
with gene chip containing 21 522 human 22K 
gene expression profiles. Subsequently, the two 
signal images were scanned by Lux Scan 10K/A 
dual pathways laser scanner and analyzed by 
LuxScan 3.0 image analysis software.

RESULTS: Compared with two control groups, 
the growth of the MGC-803 gastric cancer cells 
stably transfected with E2F-1 was obviously 
inhibited, and proliferation rate was decreased 
(26.61% ± 5.19% vs 93.4% ± 10.29%, 100% ± 0.00%, 
both P < 0.05), cell cycle staged in periods of 
G0/G1. Of the 21 522 target genes, there were 20 
cell proliferation, growth and cell cycle-related 
differential expression ones. Of the 20 genes, 9 
were up-regulated and 11 were down-regulated. 

CONCLUSION: E2F-1 overexpression inhibits 
gastric cancer cell proliferation, growth and cell 
cycle, then cell cycle remains in periods of G0/
G1, and perhaps the molecular mechanism has 
direct relationship with the 20 selected differen-
tial expression genes.

Key Words: Gastric cancer; E2F-1; Gene expression 
profile; Differentially expressed genes

Wang LZ, Li L, Wang CQ, Xie YB, Xie NC, Xiao Q. 
Effects of E2F-1 gene overexpression on gastric cancer 
cell dynamics. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 
1069-1073

摘要
目的: 了解E2F-1过表达对胃癌细胞MGC-803
增殖、生长和细胞周期的影响, 并探讨E2F-1
对胃癌细胞动力学影响的分子机制. 

方法:  对稳定转染E2F-1的胃癌M G C-803/
E2F-1细胞(实验组)、转染空载体的M G C- 
803/EV(阴性对照组)及未转染的MGC-803细
胞进行MTT法检测, 绘制生长曲线和计算细

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是世界上第
4 种 常 见 恶 性 肿
瘤, 每年约87万新
发病例, 其死亡率
仅次于肺癌, 居世
界癌症死亡的第2
位. 本研究应用基
因表达谱芯片技
术探讨E2F-1影响
胃癌细胞增殖生
长的分子机制, 为
进一步的研究打
下基础.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科



胞增殖率; 流式细胞仪检测各组细胞周期分
布. 提取各组细胞的总RNA, 逆转录成cDNA, 
用荧光探针与含有21 522条人类基因表达谱
芯片进行杂交. 采用LuxScan 10K/A双通道
激光扫描仪扫描芯片上两种荧光信号, 应用
LuxScan 3.0图像分析软件对芯片图像进行处
理和分析. 

结果: 与两个对照组相比, 胃癌M G C-803/
E2F-1细胞的生长受到明显抑制, 增殖率下降
(26.61%±5.19% vs  93.4%±10.29%, 100%±

0.00%, 均P <0.05); 细胞周期阻滞在G0/G1期. 
在检测的21 522条基因中, 与细胞增殖、生长
和细胞周期相关的差异性表达基因有20条, 上
调基因9条, 下调基因11条.

结论: E2F-1基因过表达抑制胃癌细胞的增殖
和生长, 细胞周期停滞在G0/G1期, 其分子机制
可能与筛选出来的20条差异表达基因有直接
的关系.

关键词: 胃癌; E2F-1; 基因表达谱芯片; 差异表达

基因
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0  引言

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 也
是我国最常见的消化系肿瘤, 全球每年新发胃

癌约87万例, 占所有新发癌症病例的9%, 仅次于

肺癌、乳腺癌和大肠癌而位居第4位. 每年约有

64万人因胃癌死亡, 位居癌症死因的第2位[1]. 转
录因子E2F-1是细胞周期调控机制Rb/E2F通路

中重要的转录活化因子, 在调控细胞周期进展

和细胞增殖生长中起关键性作用[2-3]. 本研究应

用MTT法和流式细胞仪检测E2F-1过表达对细

胞增殖生长和细胞周期的影响, 并应用基因表

达谱芯片技术筛选过表达E2F-1的胃癌细胞中

与细胞增殖生长及细胞周期相关的差异表达基

因, 以探讨E2F-1影响胃癌细胞增殖生长的分子

机制, 为进一步的研究打下基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌MGC-803细胞株购自中国科

学院上海生物细胞研究所. 过表达E2F-1的细

胞株(MGC-803/E2F-1)和转染空质粒的细胞株

(MGC-803/EV)由本室保存. TRIzol(Invitrogen), 
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流式细胞仪EPICS XL-MCL购自美国Beckman 
Coulter公司. 基因表达谱芯片采用博奥生物公

司提供22k人类基因组寡核苷酸芯片. LuxScan 
10K/A双通道激光扫描仪购自CapitalBio公司.
1.2 方法 
1.2.1 MTT实验: 分别将MGC-803/E2F-1细胞(实
验组), MGC-803/EV细胞(阴性对照组)和未转染

MGC-803细胞以每孔3×103个接种到96孔板中, 
每孔体积100 μL, 每个样品设3个复孔. 将细胞

培养皿移入CO2培养箱, 在37℃、50 mL/L CO2

及饱和湿度环境下培养, 分别于24、48、72、
96、120、144、168 h后, 每孔加MTT溶液20 μL
呈色, 在37℃ CO2培养箱继续孵育4 h, 终止培养, 
选择492 nm波长, 在酶联免疫监测仪上测定各

孔吸光度值(A值), 并计算细胞增殖率, 细胞增殖

率(%) = A Test/A Control×100%.
1.2.2 细胞周期检测: 取对数生长期细胞, 倒去

培养液, 胰酶适度消化细胞, 用培养液吹打, 800 
r/min离心15 min去上清. 用PBS洗2次, 加0.5 mL 
PBS吹匀, 然后将细胞打入5 mL 700 mL/L(预
冷)乙醇中, 封口膜封口, 4℃固定过夜, 用0.4 
mL PBS重悬细胞并转至Tube中轻轻吹打, 加
RNase-A, 37℃水浴消化30 min; 用PI标记在冰浴

中避光染色30 min, 300目(孔径40-50 μm)尼龙网

过滤, 流式细胞仪EPICS XL-MCL检测样品.
1 .2.3 基因表达谱芯片技术 :  (1)基因芯片扫

描: TRIzol一步法提取MGC-803/E2F-1细胞和

未转染E2F-1的胃癌MGC-803细胞总RNA, 送
博奥生物有限公司检测制备. 芯片用LuxScan 
10K/A双通道激光扫描仪(Capi ta lBio公司)进
行扫描. (2)芯片图像的采集与数据分析: 采用

LuxScan 3.0图像分析软件(CapitalBio公司)对芯

片图像进行分析, 把图像信号转化为数字信号; 
然后对芯片上的数据用Lowess方法进行归一

化; 最后以差异为1.5倍的标准, 即Cy5/Cy3比值

(Ratio)>2或<0.5作为阳性结果, 来确定差异表

达基因. (3)基因芯片质量控制Hex、外标、内

标等阳性对照信号正常, 阴性对照检测为阴性; 
片内看家基因重复性好, Ratio值CV不超过0.3; 
无影响数据的污染, 漏点率不超过3‰, 检测率

正常.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行分

析. 计量资料以mean±SD表示, 组间比较采用

单因素方差分析(One-way ANOVA)或随机区组

设计方差分析(ANOVA of Randomized Complete 
Block-design). P <0.05为差异有统计学意义.

www.wjgnet.com

■研发前沿
基因芯片技术在
胃癌中的研究已
涉及致癌分子的
机 制 ,  胃 癌 的 生
长、增殖和预后
相关基因的表达
以及对化疗药物
敏感性的评价. 目
前研究趋势是应
用基因芯片技术
对肿瘤表型进行
分类, 提高早期诊
断率 ,  预测预后 , 
指导临床.
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2  结果

2.1 细胞增殖动力学变化 MGC-803/E2F-1组
细胞各时间点的A值均小于MGC-803/EV组和

未转染组细胞(表1), 说明MGC-803/E2F-1组细

胞的生长速度明显减慢, 其生长增殖率为未转

染组的26.61%, 为MGC-803/EV组的28.23%;  
MGC-803/EV组与未转染组相比, 差异无统计学

意义(表2).
2.2 细胞周期分布的检测 MGC-803/E2F-1组
的细胞周期分布与其余两组比较, 其G0/G1期

的比例增加, 而S期的比例减少(表3), 这提示

MGC-803/E2F-1组细胞的细胞周期出现G0/G1期

阻滞.
2.3 基因芯片结果

2.3.1 总RNA纯度及完整性鉴定: MGC803/E2F-1
组和未转染MGC-803组提取总RNA结果良好, 
两组细胞总RNA含量均为80-170 μg, 琼脂糖凝

胶电泳结果分析: 28S RNA和18S RNA条带清

晰, 且两者条带亮度比值>1, 5S条带模糊, 说明

RNA纯度和完整性较好(图1), 可满足后续实验

需要.
2.3.2 Cy3信号和Cy5信号计算机叠加图像处理

结果: 芯片为22行×22列×48(亚矩阵), 实验组

用Cy3标记为绿色, 阴性对照组用Cy5标记为红

色. 对于某一点的两种叠加荧光信号, 如果Cy3
信号较强, 该点多显绿色(下调趋势); 如果Cy5信
号较强, 该点多显红色(上调趋势); 如果信号强

度相似, 即显黄色(图2).
2.3.3 MGC-803细胞组和MGC-803/E2F-1细胞组

杂交信号强度: X轴以实验组Cy3荧光强度前景

值为横坐标, Y轴以阴性对照组Cy5荧光强度前

景值为纵坐标, 每一个数据点代表芯片上一个

基因的杂交信号. 红色标记和绿色标记的数据

点分别表示Cy5/Cy3的Ratios>2和<0.5, 属于表

达有差异的基因; 红色表示表达上调的基因, 绿
色表示表达下调的基因; 黑色标记表示Ratio值
在0.5和2之间, 表达基本无差异(图3).
2 .3 .4  生物信息学分析结果 :  21  522条人类

基因表达谱芯片检测结果显示 ,  与未转染组

MGC-803细胞相比, 以差异倍数2为标准, 检出

MGC-803/E2F-1细胞差异表达基因740条, 其中

与细胞增殖、生长和细胞周期有关的差异基因

■创新盘点
本文利用基因芯
片技术探讨E2F-1
基因过表达对胃
癌细胞动力学影
响的分子机制, 在
检测的21 522条
基因中, 与细胞增
殖、生长和细胞
周期相关的差异
性表达基因有20
条, 上调基因9条, 
下调基因11条. 对
于阐明胃癌浸润
与转移的机制, 指
导临床治疗都有
重要意义.

表 1 MTT法测各组各时间点A 值 (mean±SD)

     
分组     24 h            48 h                  72 h         96 h                120 h        144 h               168 h

MGC-803/E2F-1 0.011±           0.020±           0.029±           0.095±           0.158±           0.187±           0.334±

  0.001a             0.002a             0.001a             0.004a             0.005a             0.003a             0.006a

MGC-803/EV 0.025±           0.068±           0.107±           0.310±           0.755±           0.875±           1.075± 

  0.002              0.003              0.006              0.006              0.013              0.015              0.024

MGC-803 0.031±           0.063±           0.112±           0.334±           0.827±           0.846±           1.331± 

  0.001              0.001              0.004              0.007              0.009              0.016              0.029

aP<0.05 vs  MGC-803组.

表 2 各组细胞增殖率比较 (mean±SD)

     
分组       增值率(%)    95%CI

MGC-803/E2F-1   26.61±5.19a       [21.80, 31.41]

MGC-803/EV   93.40±10.29      [83.94, 102.97]

MGC-803 100.00±0.00        [100.00, 100.00]

aP<0.05 vs  MGC-803组.

1       2       3      4 图  1  总 R N A 琼 脂 糖 凝 胶 电
泳图. 1-2: MGC-803组; 3-4: 

MGC-803/E2F-1组.

图  2  M G C - 8 0 3 /
E2F-1组与MGC-803
组双色荧光叠加图.
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20条(表4). 另有功能信息不明的差异基因73条.

3  讨论

基因芯片是伴随着人类基因组计划发展起来的

一项高通量筛选技术, 具有低消耗、高灵敏度

的特点. 他能在同一实验条件下同时筛检众多

基因的差异表达. 目前应用该技术检测肿瘤相

关基因的差异表达已成为肿瘤研究的热点并已

广泛应用在疾病尤其是肿瘤的基因表达谱分析, 
进而成功地应用在肿瘤相关基因功能研究[4]、

恶性肿瘤的分子学分型[5-6]、化疗药物作用及耐

药机制等[7]研究上.
E2F-1是细胞周期调控机制Rb/E2F通路中重

要的转录活化因子, 而细胞周期调控机制的失活

在细胞癌变过程中起着至关重要的作用[2-3]. 有研

究表明, E2F-1过表达可抑制体外胃癌MKN-45
细胞的增殖和生长, 并使其细胞周期停滞在G1/S
期 [8]. 本实验中同样发现过表达E2F-1的胃癌

MGC-803细胞的增殖生长受到了明显抑制, 在
细胞周期中出现G1/G0期阻滞. 通过基因表达谱

芯片技术分析, 我们还发现了与细胞增殖、生

长和细胞周期相关的差异性表达基因20条, 其
中上调基因9条, 下调基因11条, 另有功能信息

不明的差异基因73条.
表达上调的TP53可以激活P21蛋白, 与多

种细胞周期蛋白 -细胞周期蛋白依赖性激酶

(cyclin-CDK)结合形成三聚体, 抑制G1期cyclin-
CDK复合体的激酶活性, 阻止细胞从G1期进入

■应用要点
本文为认识E2F-1
基因过表达对胃
癌细胞动力学影
响的分子机制提
供了科学依据. 为
胃癌的基因治疗
和寻找出胃癌早
期诊断的分子生
物学标志物具有
十分重要的意义.

表 3 各组细胞的细胞周期分布比较 (mean±SD, %)

     
分组                     G0/G1期             S期              G2/M期

MGC-803/E2F-1             70.63±2.45a   16.90±2.77a        12.47±3.74

MGC-803/EV             60.03±3.42    28.70±1.77        11.27±4.54

MGC-803             60.43±2.02    29.70±1.50        10.70±2.29

aP<0.05 vs  MGC-803组.

表 4 与细胞生长、增殖和细胞周期有关的差异表达基因

     
GenBank                 Gene symbol       Pathway    Ratio

NM_000546             TP53  cell growth  2.0404

                cell cycle

NM_000820             GAS6  cell growth  2.0778

                 cell proliferation 

NM_001321             CSRP2  cell growth  2.5802

                 cell proliferation 

NM_018361             PLCE1  cell growth  0.4372

NM_014011             SOCS5  cell growth  0.2701

NM_015934             NOP5/NOP58 cell growth  0.3928

NM_006373             VAT1  cell growth  2.6922

NM_022157             RRAGC  cell growth  2.6514

NM_020244             CHPT1  cell growth  0.3288

NM_002087             GRN  cell proliferation  4.0888

NM_004494             HDGF  cell proliferation  0.4607

NM_002467             MYC  cell proliferation  0.1875

NM_002032, NR_002205            FTH1  cell proliferation  2.6732

NM_016082, NM_016408            CDK5RAP1  cell proliferation  0.3539

NM_032637, NM_005983            SKP2  cell cycle   0.4021

NM_006904             PRKDC  cell cycle   2.1083

NM_006190             ORC2L  cell cycle   0.1933

NM_002358             MAD2L1  cell cycle   0.3756

NM_006306             SMC1L1  cell cycle   0.5192

NM_078467, NM_000389            CDKN1A  cell cycle   4.3546
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S期, 导致G1期阻滞 [9]. 有研究表明E2F-1的过

表达能够诱使TP53的多个氨基酸残基磷酸化, 
特别是丝氨酸-20的磷酸化, 从而阻止mdm2对
TP53结合和降解[10-11]. Teodoro et al的研究表明, 
TP53还可激活胶原蛋白的脯氨酰羟化酶(prolyl 
hydroxylase, PHDs), 该酶有抗血管生成特性, 抑
制血管再生而阻断其营养来源[12-13]. Pajic et al [14]

研究认为c-Myc蛋白是细胞从G0/G1期进入S期的

驱动因子, 其转录调控对象如cdc25A、ODC是
细胞进入S期所必需的, 抑制其表达就可以抑制

细胞由G0/G1期进入S期, 导致细胞的增殖明显下

降. ORC(起点识别复合物)是真核DNA复制的启

动子. 在启动DNA复制之前, ORC与染色体上的

DNA启动位点结合, 与其他起始因子形成复制

前复合物(pre replication complex, pre-RC), 使G0

期的细胞进入Gl期, 并向S期转化. 有研究显示, 
在胃癌细胞周期G1/S转换期, 与DNA代谢有关

的基因(如ORC等)准时在G1末期出现, 为即将到

来的DNA合成做好准备, 即ORC表达上调[15].
在本实验筛选出的差异基因中, TP53表达

上调, CDK、Myc和ORC表达下调, 这些都和已

有的研究结果吻合, 提示E2F-1至少可以通过上

述信号传导通路抑制胃癌细胞MGC-803的增殖

和生长, 并使细胞周期停滞在G1期. 但是, E2F-1
的过表达还引起了其他与细胞增殖生长和细

胞周期相关的16条基因表达上调或下调, 说明

E2F-1还可通过其他的信号通路导致胃癌细胞

生物学行为发生改变. 另外, 还有73条功能信息

不明的差异基因在E2F-1高表达的情况下也出

现了表达改变, 其意义值得进一步研究.
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图 3 基因芯片杂交信号的散点图. Intensity_空2: MGC-803

细胞组; Intensity_E2F-12: MGC-803/E2F-1细胞组. X轴以

实验组Cy3荧光强度前景值为横坐标, Y轴以阴性对照组Cy5

荧光强度前景值为纵坐标, 每一个数据点代表芯片上一个基

因的杂交信号. 红色标记和绿色标记的数据点分别表示Cy5/

Cy3 的Ratio值≥2和≤0.5, 属于表达有差异的基因; 红色表示

表达上调的基因, 绿色表示表达下调的基因; 黑色标记表示

Ratio值在0.5和2之间, 表达基本无差异.
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■同行评价
本文探讨E2F-1基
因过表达对胃癌
细胞动力学影响
的分子机制, 对于
阐明胃癌浸润与
转移的机制, 指导
临床治疗都有重
要意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of 
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 
transplanted through caudal or portal vein for 
the hepatic cirrhosis model of rats induced by 
CCl4.

METHODS: Forty-five healthy SD rats were 
randomly divided into control group, portal-
vein group and caudal-vein group. All rats were 
subcutaneously injected carbon tetrachloride 
oily mixture continuously for 8 weeks. At the 
sixth week, portal-vein group and caudal-vein 
group were transplanted with rat adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells 2×106 each rat, 
respectively from superior mesenteric vein and 
caudal vein. The control group was injected iso-
metric cell culture media. Liver function of rat 

was examined before and after cell transplan-
tation. HE staining was performed on all liver 
specimen slices. The degeneration and necrosis 
of hepatic cells and the degree of liver fibrosis 
were observed under microscope, and further 
pathological evaluation was made according to 
observation results. All experiment data were 
analyzed by statistics. 

RESULTS: The liver function of portal-vein 
group and caudal-vein group was improved 
significantly in comparison with that of control 
group (AST: 142.2 ± 31.2 U/L, 167.9 ± 28.3 U/L 
vs 354.2 ± 26.4 U/L; ALT: 79.4 ± 18.9 U/L, 85.8 ± 
21.4 U/L vs 456.7 ± 35.3 U/L; ALB: 26.3 ± 2.0 g/L, 
24.5 ± 2.2 g/L vs 17.2 ± 1.7 g/L, all P < 0.05), but 
the level of TBIL wasn’t improved. The trans-
plantation of adipose tissue-derived mesenchy-
mal stem cells inhibited the degeneration and 
necrosis of hepatic tissue and improved liver 
fibrosis of the rats. The difference of pathological 
evaluation between cell-transplanted group and 
control group was statistically significant (P < 
0.05). 

CONCLUSION: The transplantation of adipose 
tissue-derived mesenchymal stem cells through 
portal and caudal vein has therapeutic effect for 
the hepatic cirrhosis model of rats. It can im-
prove liver function and inhibit liver fibrosis. 

Key Words: Adipose tissue-derived mesenchymal 
stem cells; Transplantation; Hepatic cirrhosis
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摘要
目的: 探讨脂肪间质干细胞经门静脉及尾静
脉移植后, 对CCl4诱导的大鼠肝硬化模型的治
疗作用.  

方法: SD♂大鼠45只随机分为对照组、门脉
移植组及尾静脉移植组. 所有大鼠经腹腔皮

®

■背景资料
脂肪间质干细胞
目前已有较多的
体外实验研究, 表
明其可向多种体
细胞方向分化. 但
关于其在动物模
型中的应用研究
仍处在起步阶段. 
本文旨在研究脂
肪间质干细胞对
肝硬化动物模型
的治疗作用. 

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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下注射CCl4混合物8 wk. 第6周时门静脉组及
尾静脉组分别从肠系膜上静脉及尾静脉注射
大鼠脂肪间质干细胞悬液每只2 mL(细胞数
量为2×106个), 对照组自尾静脉注射等容量
的细胞培养液. 细胞移植前后取血检测肝功
能指标. 取肝脏标本并行包埋切片, HE染色
后显微镜下观察各标本肝细胞变性坏死及肝
硬化程度并进行病理评分. 对所有实验数据
行统计学分析.  

结果: 门静脉及尾静脉移植组大鼠的肝功能
指标(AST、ALT、ALB)较对照组有明显改善
(142.2±31.2 U/L, 167.9±28.3 U/L vs  354.2±
26.4 U/L; 79.4±18.9 U/L, 85.8±21.4 U/L vs  
456.7±35.3 U/L; 26.3±2.0 g/L, 24.5±2.2 g/L 
vs  17.2±1.7 g/L, 均P <0.05), 但TBIL没有明显
改善. 与对照组相比, 脂肪干细胞移植能抑制
肝组织的变性坏死和纤维化形成. 病理评分对
比差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 经门静脉及尾静脉移植脂肪间质干细
胞对大鼠肝硬化模型有治疗作用, 能改善肝功
能及肝硬化程度. 

关键词: 脂肪间质干细胞; 移植; 肝硬化
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0  引言

目前有众多文献报道[1-5], 从人和动物脂肪组织

中可分离得到脂肪间质干细胞(adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells, ADMSCs). 在一

定培养条件下, ADMSCs表现出与骨髓间质干细

胞相类似的分化能力. 国内外有研究表明[6-9], 在
适合的条件下, ADMSCs可在体外被诱导分化成

形态、表型及功能与肝细胞相似的细胞. 目前

对ADMSCs的研究主要集中在体外基础实验上, 
而对其在活体肝硬化模型的应用研究则鲜有报

道. 本文旨在通过将ADMSCs移植至活体肝硬化

大鼠中, 以探索其对肝硬化的治疗作用. 

1  材料和方法

1 .1  材料  含100  m L/L胎牛血清的D M E M 
(dulbecco's modified eagle's medium)培养液(100 
mL/L FBS+DMEM), 磷酸盐缓冲液(PBS), 100 g/L
胰酶消化液, 倒置相差显微镜, CD44、CD29及
CD45单克隆抗体试剂盒. 

1.2 方法 
1.2.1 ADMSCs的分离培养: 无菌条件下从健康

SD大鼠获取其腹股沟皮下脂肪组织, 剪碎加入

1 g/L胶原酶消化, 振荡摇匀. 下层液体用筛网过

滤, 滤液以800 r/min离心3 min, 沉积的细胞用培

养基制成混合均匀的细胞悬液, 再加入红细胞

裂解液并重新悬浮, 静止15 min后再次离心以充

分去除残余杂质. 弃去上清后加入含100 mL/L 
FBS的DMEM培养液, 吹打均匀并接种于培养皿

中, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱中培养24 h. 24 h后
首次换液, 未贴壁细胞和残渣被清除, 新鲜培养

液加至贴壁细胞, 后每2-3 d换液1次. 待细胞增

殖融合至培养皿底80%时, 胰酶消化按1∶1比例

传代. 取第三代细胞, 用免疫荧光染色方法检测

ADMSCs相对特异细胞表面标志CD44、CD29
及CD45. 将第3-5代所得贴壁细胞制成细胞悬

液, 标定浓度1.0×106, 每试管2 mL, 置于孵箱中

以备动物细胞移植用.  
1.2.2 肝硬化大鼠模型制备: SD♂大鼠45只, 体
质量200-250 g, 随机分3组(对照组、门脉移植

组及尾静脉移植组), 每组15只. CCl4与食用石

蜡油按1∶1混合配成500 mL/L的CCl4溶液, 以2 
mL/kg剂量从大鼠右侧腹部皮下注射, 每周2次, 
共注射8 wk. 第8周后停止诱导大鼠肝损伤处理.  
1.2.3 ADMSCs移植治疗: CCl4诱导肝损伤后第

6周, 门静脉组大鼠用100 mg/L水合氯醛1 mL腹
腔注射麻醉, 取腹部正中切口3 cm, 分离肠系膜

上静脉, 用26G细针穿刺血管, 确定针头于血管

内后将备用的大鼠ADMSCs悬液2 mL(细胞数量

为2×106)缓慢注入血管内. 拔除细针, 穿刺点敷

以明胶海绵止血后关腹. 尾静脉组大鼠从尾静

脉注入同量ADMSCs悬液. 对照组则经尾静脉注

射等量的细胞培养液. 
1.2.4 肝功能指标的检测: 细胞移植治疗前(注
射CCl4后第6周)各组别大鼠从尾静脉取血1.5-2 
mL, 细胞移植治疗后6 wk处死动物时从右心室

取血2-3 mL. 所取血液注入肝素抗凝管. 在生化

自动分析仪上检测治疗前后各组大鼠血浆中天

冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、白蛋白(ALB)及总胆红素(TBIL)的水平, 
并对结果行统计学分析.  
1.2.5 组织病理学检查: 细胞移植治疗后4 wk处
死所有大鼠, 取出肝脏, 生理盐水冲洗后对肝脏

整体进行检查, 观察肝硬化大体标本情况. 标本

用100 g/L甲醛溶液固定72 h, 石蜡包埋切片, 常
规HE染色. 光学显微镜下观察各组标本肝假小

■研发前沿
脂肪间质干细胞
在体内的分化、

功能表达及作用
机制等一系列问
题是该领域热点. 
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叶形成及肝细胞坏死情况, 并参照文献对纤维

化程度、肝细胞坏死及脂肪变性程度进行病理

分级评分. 肝细胞坏死程度分级: 0分为无, 1分
为少量, 2分为轻度, 3分为中度, 4分为重度; 纤
维化分级: 正常肝脏0级; 胶原增多而无间隔形

成为1级; 不完全间隔形成为2级; 完全间隔形成

(假小叶形成)但间隔较细为3级; 较厚的完全间

隔形成, 假小叶明显为4级; 脂肪变性评分: 0分, 
无脂肪变性; 1分, 有少量脂肪变细胞; 2分, 脂肪

变性占小叶比例<1/3; 3分, 脂肪变性占小叶比例

1/3-2/3; 4分脂肪变性占小叶比例>2/3. 对病理分

级评分行统计学分析. 
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  以

SPSS11.0软件进行统计学分析, 两组间样本均数

比较采用T检验. 

2  结果

2.1 脂肪干细胞培养生长及鉴定 分离所得细胞种

植入培养皿48 h后, 有梭形细胞贴壁, 细胞形态不

一, 有短突起, 细胞核居中. 3-5 d后, 细胞生长旺

盛, 显微镜下细胞呈梭形融合聚集, 紧密排列有

一定方向性, 呈螺旋状(图1). 常规免疫荧光染色

显示细胞CD29、CD44均为阳性, CD45为阴性. 
2.2 动物死亡情况 对照组、门脉组及尾静脉组

于诱导肝损伤制备肝硬化模型过程中, 动物死

亡只数分别为2、1、2; 干细胞移植治疗过程顺

利, 门脉组大鼠于细胞移植后1、2 d各死亡1只; 

其余的大鼠处死解剖前均未出现死亡. 
2.3 肝脏大体病理标本 对照组及尾静脉组大鼠

肝脏质地较硬, 肝叶不同程度萎缩变小, 肝脏颜

色灰暗, 表面可见大小不等的硬化节结分布, 节
结形成以对照组尤为明显; 门脉组肝脏标本肝

脏边缘变钝, 表面纹理增粗, 局部可见细小颗粒

样突起, 节结形成较前两组明显减少(图2). 
2.4 肝功能指标检测 细胞移植前各组别大鼠肝

功能指标(AST、ALT、ALB及TBIL)差异无统

计学意义(P >0.05). 细胞移植后6 wk, 门静脉组、

尾静脉组分别与对照组作统计学对比, 其肝功

能指标(AST、ALT、ALB)差异有统计学意义

(P <0.05), 而TBIL各组别间差异无统计学意义

(P >0.05). 细胞移植组大鼠AST、ALT较对照组

有明显降低; 而ALB的表达水平较对照组增高. 
门脉组与尾静脉组间肝功能各指标差异均无统

计学意义(P >0.05, 表1). 
2.5 组织病理学改变及病理评分 对照组肝脏标

本显微镜下可见重度纤维化, 纤维间隔粗厚, 假
小叶形成明显; 肝细胞不同程度变性及坏死, 胞
质疏松化, 并可见多量透明脂肪液滴分布, 肝细

胞脂肪变性占小叶比例2/3以上. 与对照组相比, 
尾静脉组大鼠肝脏呈中度纤维化, 亦可假小叶

形成, 但平均视野下数量较对照组少, 细胞变性

及脂肪变也较前者轻微. 门脉组大鼠肝脏纤维

化程度最轻, 仅见少至中量不完全间隔形成, 平

表 1 细胞移植治疗前后各组别大鼠肝功能指标检测结果 (mean±SD)

     
分组

              治疗前                                                                     治疗后

      AST(U/L)           ALT(U/L)          ALB(g/L)      TBIL(μmol/L)        AST(U/L)           ALT(U/L)         ALB(g/L)     TBIL(μmol/L)

对照组 398.2±29.7    603.4±58.6     18.6±2.0     14.3±2.2     354.2±26.4  456.7±35.3    17.2±1.7    15.3±3.1

门脉组 371.5±25.7    617.6±64.6     20.1±1.8     16.0±1.9     142.2±31.2    79.4±18.9    26.3±2.0    17.1±2.5

尾静脉组 401.2±28.3    598.9±61.5     19.1±2.1     15.2±2.3     167.9±28.3    85.8±21.4    24.5±2.2    15.9±3.0

图 2 肝脏大体病理标本. 左侧为门脉组大鼠肝脏标本, 表

面呈细颗粒状, 节结形成不明显; 右侧为尾静脉组标本, 表

面可见明显大小不等节结.

图 1 培养72 h后ADMSCs镜下观(×100). 

■创新盘点
本研究通过不同
途径移植脂肪间
质干细胞治疗肝
硬化动物模型, 并
通过检测肝功能
变化及进行病理
评分, 比较其疗效
有无差异. 
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均视野下假小叶的数量亦最少, 细胞变性及脂

肪变的程度也是三者中最轻. 光镜下仍可见有

正常肝脏组织结构分布(图3). 结果表明, 细胞移

植组较对照组在肝纤维化、肝细胞变性坏死及

脂肪变等方面均有不同程度改善, 其组织病理

学评分差异有统计学意义(P <0.05). 其中又以门

脉组的改善程度较大, 肝纤维化表现为三组中

最轻(表2). 

3  讨论

肝硬化在我国为常见肝脏疾病, 虽然近年临床

上在肝硬化的多学科综合治疗方面已取得长足

的进步, 但肝硬化患者的总体生存率并没得以

显著提高. 原位肝移植虽已成为终末期肝病最

理想的治疗选择, 但因供体肝脏紧缺, 移植后免

疫排斥反应及高昂的医疗费用等限制了其临床

上的广泛应用[10]. 干细胞移植作为肝硬化治疗的

一个新研究方向, 已有大量的基础实验支持和

相应的临床实践经验, 具有广阔的发展前景[11]. 
目前, 在干细胞移植治疗肝硬化及慢性肝

病的研究中 ,  大部分文献集中在对骨髓间质

干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells, 
BMSCs). 诸多实验研究表明[12-15], 将BMSCs移植

入肝硬化的动物中, 细胞能以较大比例种植于

肝脏, 最终分化成功能性肝细胞, 表达ALB和某

些肝细胞特异性分子标志物, 并有效改善动物

的肝损害程度和抑制纤维化的形成. 在临床应

用方面, 国内有学者[16-17]将从肝硬化患者身上分

离纯化的BMSCs移植至肝脏, 术后患者的肝功

能、凝血功能及一般情况均得以不同程度改善, 
证实了自体BMSCs肝内移植对肝硬化患者可起

到一定的肝脏支持及减轻肝损症状的作用, 同
时未见严重不良反应和并发症发生. 

自Zuk et al [1]于2001年首次从人脂肪组织

中分离出ADMSCs以来, 几个研究小组又先后

证实了这些细胞在合适诱导剂的作用下可向成

骨、软骨、脂肪和成肌等细胞分化, 表现出与

BMSCs相类似的多向分化潜力[2-5]. 近年来, 国
内刘美媛、刘展 et al研究表明ADMSCs在体外

用肝细胞生长因子及成纤维细胞生长因子诱

导, 可定向分化为肝细胞样细胞, 并表达ALB、
AFP及CK18、CK19等[8-9]. 同时, 较之BMSCs, 
ADMSCs有获取容易、获取量大、可反复取材, 
体外培养细胞增殖快、衰老缓慢等优势[18]. 故
ADMSCs已成为干细胞移植治疗慢性肝病又一

颇具发展前景的待选细胞. 
本研究将大鼠ADMSCs通过门脉及尾静脉

移植至CCl4诱导的肝硬化大鼠中, 结果表明, 细
胞移植组动物肝功能损害程度较对照组明显降

低, ALB表达水平升高. 而病理评分也表明移植

组的肝纤维化程度较对照组轻微, 门脉组肝假

小叶形成不明显. 实验数据证明ADMSCs能有效

改善肝硬化动物模型的肝功能, 并在一定程度

上抑制肝纤维化进程. 实验结果提示移植细胞有

可能部分定植于肝脏, 在肝内微环境和某些因子

共同作用下分化成具有功能的肝细胞样细胞, 参
与肝脏代谢和肝组织的结构重建. 对于干细胞在

体内如何起到抗肝纤维化作用, 其机制至今尚未

明确. 有文献认为是多因素作用[19-21], 主要包括

两方面: 一是通过干细胞分化为功能性肝细胞, 
促进肝再生; 二是干细胞通过直接诱导肝星状

细胞凋亡或抑制其激活, 分泌抗纤维化物质如

肝细胞生长因子、粒细胞集落刺激因子、基质

表 2 动物模型的慢性肝损伤标本病理评分(mean±SD)

     
分组              n       肝纤维化   肝细胞变性坏死   脂肪变性

对照组   13    3.50±0.31    2.25±0.23     3.52±0.38

门脉组   12    1.68±0.25    1.27±0.20     1.68±0.27

尾静脉组   13    2.46±0.29    1.34±0.25     1.14±0.23

图 3 肝组织标本镜下观(×100). A: 门脉组标本镜下可见肝细胞变性轻微, 无明显假小叶形成; B: 对照组标本镜下可见纤维

胶原粗大, 假小叶形成明显, 肝细胞不同程度变性及脂肪变.

A B
■应用要点
本文研究结果提
示脂肪干细胞移
植对缓解动物肝
硬化程度, 改善肝
功能有一定作用. 
为下一步深入研
究其作用机制及
将来的临床应用
提供初步实验证
据. 
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金属蛋白酶-9等减少胶原沉积和羟脯氨酸含量, 
从而抑制肝组织纤维化的形成. 

本实验分别通过门静脉及尾静脉途径移植

干细胞, 实验结果表明门脉组的肝细胞变性及

肝纤维化程度更轻微, 提示门脉组的治疗效果

较尾静脉组稍有优势. 其原因可能有以下两方

面: (1)通过外周静脉移植干细胞, 在细胞数量相

同的条件下, 到达肝脏且能定植的细胞较门脉

移植途径要少, 部分细胞可分布于脾脏、肺等

器官[22], 因而参与肝脏修复的有效细胞数目较

少; (2)通过门脉途径移植细胞, 细胞循门脉血管

系统定植, 于肝内分布更均匀, 更接近正常肝索

的分布模式, 同时门脉血流较慢, 移植细胞于肝

内停留相对容易. 而门脉相对较粗大, 因细胞移

植堵塞血管的发生率很低. 因此我们认为经门

静脉移植的方式更有效发挥干细胞的治疗作用. 
本实验仅为初步研究, 对于ADMSCs在肝内

如何定植分布、细胞增殖分化情况及如何表达

功能等一系列问题仍未有涉及. 但实验结果至少

提示, ADMSCs移植对肝硬化动物模型具有一定

的治疗作用. 对于目前尚未解决的问题, 后续的

进一步实验探索具有较大的研究价值. 
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Abstract
AIM: To study the effect of RNA interference 
(RNAi) on Slug gene mRNA expression and 
on radiosensitivity of the BxPC-3 cells line of 
pancreatic cancer.

METHODS: A Slug short hairpin RNA (shRNA) 
plasmid vector labeled with green fluorescent 
protein was contructed. siRNA-Slug and pGCL-
GFP-were transfected into BxPC-3 cells using 
Lipofectamine 2000 methods. Stable transfected 
clony was chosen through G418. BxPC-3 cells 
were divided into three groups: transfected 
siRNA-Slug, transfected pGCL-GFP and control 
group without transfection. BxPC-3 cells (three 
groups) were treated with 3Gy γ-ray. MTT as-
say was used to observe the inhibitory actions 
of γ-ray on BxPC-3 cells. The apoptotic rate of 

the cells were detected by flow cytometry. The 
expression of PUMA and Slug was detected by 
Western blot and RT-PCR. 

RESULTS: siRNA-Slug effectively inhibited 
Slug mRNA and protein expression, induced 
PUMA mRNA and protein expression (0.98 ± 
0.15 vs 0.32 ± 0.08, 1.03 ± 0.16 vs 0.38 ± 0.08, all P 
< 0.05), and inhibited the proliferation of BxPC-3 
cells (37.46% ± 9.63%, P < 0.05), and induced 
apoptosis (32.4% ± 9.5% vs 3.47% ± 0.18%, P < 
0.05). PUMA mRNA and protein expression was 
significantly up-regulated in siRNA-Slug cells 
treated with γ-ray (1.26 ± 0.18, 1.23 ± 0.18); apop-
tosis rate and inhibition rate were significantly 
increased compared with control groups (73.3% 
± 17.4%, 78.4% ± 18.5%).  

CONCLUSION: RNA interference (RNAi) on 
Slug gene enhances the radiosensitivity of the 
cell line BxPC-3 of pancreatic cancer via elimi-
nating puma gene expression. 

Key Words: Pancreatic cancer; P53-up regulated 
modulator of apoptosis; Slug gene; RNA interfer-
ence; Radiotherapy

Wang QQ, Wei XB, Zheng JC. Effect of silencing Slug by 
RNA interference on the radiosensitivity of the pancreatic 
cancer BxPC-3 cell line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(11): 1079-1084

摘要
目的: 探讨siRNA干扰Slug基因表达对BxPC-3
细胞γ射线敏感性的影响.

方法: 制备携带有绿色荧光蛋白(GFP)报告
基因的siRNA-Slug质粒载体, 用脂质体转染
法将siRNA-Slug(实验组)、pGCL-GFP(阴性
对照)导入BxPC-3细胞(空白对照组), G418筛
选阳性细胞, 获得稳定转染的阳性克隆. 将转
染载体的BxPC-3阳性克隆细胞和未转染载体
的BxPC-3细胞采用60Co γ射线对其进行照射3 
Gy. RT-PCR和Western blot检测不同组细胞经
γ射线后的Slug、PUMA表达, MTT检测细胞

www.wjgnet.com
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■背景资料
放射可引起Slug
基因表达的增加,
而后者明显引起
PUMA表达的抑
制 .  P U M A 增 强
胰腺癌对放射的
敏感性. 因此, 干
扰Slug基因表达
后可解除Slug对
PUMA的抑制, 增
强肿瘤细胞对放
射的敏感性.

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军大学唐都医
院放射科



生长抑制, 流式细胞仪(FCM)检测细胞凋亡.  

结果: 实验组细胞内Slug基因被有效沉默; 实验
组细胞内PUMA蛋白和PUMA mRNA的相对值
明显高于对照组(0.98±0.15 vs  0.32±0.08, 1.03
±0.16 vs  0.38±0.08, 均P<0.05). 实验组细胞生
长抑制率和凋亡率分别高于对照组(37.46%±

9.63% vs  2.13%±0.12%, 32.4%±9.5% vs  3.47%
±0.18%, 均P <0.05). 实验组细胞受到γ射线作
用后, PUMA mRNA和PUMA蛋白表达明显增
加, 分别为1.26±0.18和1.23±0.18, 生长抑制率
和凋亡率增加, 分别为78.4%±18.5%和73.3%
±17.4%, 与射线作用的对照组和阴性对照组
比, 差异均有统计学意义(均P<0.01). 

结论: s iRNA干扰Slug基因后, 解除Slug对
PUMA基因的抑制, 增强BxPC-3对γ射线的敏
感性. 

关键词: 胰腺癌; P53正向凋亡上调因子; Slug基因; 

RNA干扰; 放射治疗
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0  引言

放射是胰腺癌治疗的重要方法, 但胰腺癌最终

会对放射不敏感. 如何提高放射敏感性是胰腺

癌研究的一个重要课题. Slug是转录因子家族中

编码锌指蛋白的基因, 与肿瘤转移和血管生成

密切相关, 并在多数恶性肿瘤中过度表达[1-5]. Wu 
et al [6]研究报道, Slug显著抑制P53引起的PUMA
表达上调, 保护造血祖细胞免受γ-射线损伤. 由
于放射通过上调PUMA蛋白发挥促肿瘤细胞凋

亡作用的[7], 在Slug表达细胞, Slug可能抵抗放射

引发的PUMA上调. 因此, 干扰Slug基因表达后

可解除Slug对PUMA的抑制, 增强肿瘤细胞对放

射的敏感性. 本实验旨在研究转染靶向抑制Slug
表达质粒的胰腺癌BxPC-3细胞是否增强γ射线

照射的敏感性. 

1  材料和方法

1.1 材料 Western blot和RT-PCR试剂盒(TaKaRa), 
Lipofectamine 2000, pGCL-GFP(北京本元正阳基

因公司), Plasmid Maxi Kit(QIAGEN), XhoⅠ, Hpa
Ⅰ, T4 DNA连接酶(NEB公司); PUMA抗体(Cell 
Signaling), Slug多克隆抗体及G3PDH抗体(Santa 
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Cruz), MTT(Sigma), RPMI 1640培养基, 小牛血清

为Gibco公司产品. 其他为国产试剂. 胰腺癌细胞

株BxPC-3购自中科院上海细胞所, 细胞用含100 
mL/L胎牛血清的RPMR 1640培养基培养, 细胞

培养条件为37℃恒温, 饱和湿度和50 mL/L CO2, 
指数生长的细胞为实验对象. 
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的设计及载体插入片断的合成: 根
据GenBank中Slug的基因序列, 利用在线设计软

件, 按照RNA干扰序列设计原则, 设计三个以G
开始、GC含量在30%-50%的19 nt的核苷酸序

列作为siRNA靶点. 将选出的序列应用Blast在
EST数据库查询, 确认与其他基因无同源序列. 
根据上述序列合成55 nt的寡核苷酸链, 5'和3'端
分别引入XhoⅠ和HpaⅠ酶切位点, 5'端19 nt编
码siRNA正义链, 3'端19 nt与5'端19 nt反向重复, 
TTTTT为转录终止信号. 将下述序列退火, 然后

以12%非变性PAGE凝胶检测双链DNA片段. 具
体序列如下: 1: GCAAATGTACCCAATGATA; 
2 :  G C C C T C C T C A C A AT A G T C T;  3 : 
GACCAATGCAGTACCCAGA; DNA合成片

段: Slug-1sense: 5-TGCAAATGTACCCAATGA
TATTCAAGAGATATCATTGGGTACATTTGC
TTTTTTC-3; Slug-1 antisense: 5-TCGAGAAA
AAAGCAAATGTACCCAATGATATCTCTTG
AATATCATTGGGCATTTGCA-3; Slug-2sense: 
5-TGCCCTCCTCACAATAGTCTTTCAAGAG
AAGACTATTGTGAGGAGGGCTTTTTTC-3; 
Slug-2 antisense: 5-TCGAGAAAAAAGCCCTC
CTCACAATAGTCTTCTCTTGAAAGACTTGG
AGGAGGGCA-3; Slug-3 sense: 5-TGACCAAT
GCAGTACCCAGATTCAAGAGATCTGGGTA
CTGCATTGGTCTTTTTTC-3; Slug-3 antisense: 
5-TCGAGAAAAAAGACCAATGCAGTACCCA
GATCTCTTGAATCTGACTGCATTGGTCA-3.
1.2.2 VshRNA重组质粒载体的构建: 线性化

pGCL-GFP载体, 并与DNA合成片段连接, 转化

大肠杆菌感受态细胞. 将已知插入片段的载体

设为阳性对照以确定含有引物要钓的目的基因

的载体作为模板. 上游引物5'-GCCCCGGTTAA
TTTGCATAT-3', 下游引物5'-GTAATACGGTTAT
CCACGCG-3'. 连接入vshRNA片段的阳性克隆

PCR片段大小为352 bp, 没有连接入vshRNA片

段的空载体克隆PCR片段大小为299 bp. 扩增条

件: 94℃ 30 s; 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共
30个循环; 72℃ 6 min. 产物经15 g/L琼脂糖凝胶
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■研发前沿
放射是胰腺癌治
疗 的 重 要 方 法 ,   
如何提高放射敏
感性是胰腺癌研
究的一个重要课
题. 
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10 V/cm电泳, 紫外成像. 取PCR鉴定正确的重组

质粒菌液送Invitrogen公司ABI 3730型测序仪进

行测序. 测序引物为5'-CAAGGTCGGGCAGGA
AGAG-3'. 将测序鉴定正确的重组质粒菌液接种

于抗性(Amp)LB培养基中培养, 然后扩大培养

于抗性LB中. 利用QIAGEN Plasmid Maxi Kit抽
提质粒, 阳性克隆质粒经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
紫外线照相. 取PCR鉴定正确的重组质粒菌液送

Invitrogen公司ABI 3730型测序仪进行测序. 测
序引物为5'-CAAGGTCGGGCAGGAAGAG-3'.  
1 . 2 . 3  s h R N A 功 能 筛 选 :  人胰腺癌细胞株

BxPC-3常规培养, 待细胞长满培养瓶瓶底70%
时用2.5 g/L Trypsin-EDTA消化细胞传代. 按照

说明书方法将质粒转染BxPC-3细胞. 转染48 h
后细胞按1∶4传代, G418筛选稳转细胞, 流式

细胞仪检测转染效率. 将实验分为空白对照、

阴性对照、鉴定1、鉴定2、鉴定3, 共5组. 其
中空白对照是未转染质粒的B x P C-3, 阴性对

照是转染空质粒的BxPC-3. 接种48 h后, 待细

胞完全贴壁并呈指数生长时, 收集各组细胞行

RT-PCR和Western blot检测Slug基因的表达, 以
Slug抑制最明显的质粒作为以下的实验. 
1.2.4 BxPC-3细胞射线照射: 在室温条件下,将
BxPC-3三组细胞(对照组、阴性对照组和实验

组)以3 Gy γ射线照射, 之后继续孵箱中培养24 h
并行相应的检测.  
1.2.5 噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞生长抑制率: 
2.5 g/L胰蛋白酶消化单层经γ射线照射后已转染

病毒的细胞, 然后按照文献方法进行操作[8].  
1.2.6 流式细胞仪分析细胞凋亡率: 分别收取γ射

线照射后的三组细胞, 用pH7.4的0.01 mol/L PBS
洗涤后, 体积分数为700 mL/L冰乙醇4℃固定24 
h后, 然后按照文献方法检测细胞凋亡率[9]. 
1.2.7 Western blot检测PUMA及Slug蛋白表达: 
按照文献方法[10]提取细胞总蛋白进行Western 
blot检测. 
1.2.8 RT-PCR检测PUMA及Slug mRNA表达: 
按TRIzol试剂盒(Invitrogen公司)说明书操作

提取药物作用72 h的不同组细胞总R N A,取
1 μg RNA模按RT试剂盒(TaKaRa公司)说明书

反转录得到cDNA. 引物序列: S lug(241bp)R: 
5'-AGA TGCATA TTC GGA CCC ACA-3-3', 
F: 5'-CCTCAT GTT TGT GCA GGA GAG-3'. 
PUMA(285 bp): R: 5'-CCTCAT GTT TGT 
G C A G G A G A G-3', F: 5'-A C A G TA T C T 
TAC AGG CTG CC-3', G3PDH(500 bp): R: 

5'-TCCACCACCCTGT TGCTGTA-3'; F: 5'-AC
CACAGTCCATGCCATCAC-3'. 反应条件: 50℃ 
30 min; 94℃ 2 min, 94℃ 30 s, 55℃ 30 s; 72℃ 1 
min, 72℃延伸7 min, 28循环. 以上引物由赛百盛

公司合成. 取5 μL反应产物在含EB的15 g/L琼脂

糖凝胶上电泳, 用SYNGENE型凝胶成像系统照

相, 以目的基因条带和内参G3PDH条带扫描峰

下面积之比作为目的基因的相对表达量[11]. 实验

重复3次. 
1.2.9 RQ-PCR: 收集约2×106个细胞于1.5 mL的
EP管中, 用1×PBS洗涤1次, 总RNA提取、RNA
逆转录为cDNA步骤同第一部分. 在MJ DNA 
Engine OPTICONTM2荧光定量PCR仪检测Slug, 
GAPDH基因的表达. 按以下公式计算: 相对量 
= 2-△C(T), △C(T) = 目的基因C(T)-内参基因C(T). 
实验组: 对照组的相对量 = 2-△△C(T), △△C(T) = 
实验组△C(T)-对照组△.

统计学处理 采用SAS 9.0统计软件进行统

计学处理, 数据以mean±SD表示. 组间均数的

比较采用SNK-q检验或配对t检验, 检验水准α = 
0.05. 

2  结果

2.1 PAGE电泳检测双链DNA Oligo形成效率 第
3-5泳道均可见明显条带, 与双链对照条带在同

一水平, 滞后于单链对照条带, 在相当于单链对

照水平未见条带, 证明双链退火正确(图1). 
2.2 Hpa Ⅰ和Xho Ⅰ酶切线性化pGCL-GFP载体 
酶切后的载体质粒没有超螺旋形式, 全部为线

性化载体, 电泳证实酶切成功(图2). 
2.3 重组质粒载体PCR鉴定 仅加ddH2O的阴性对

照未见条带, 加入空载体的阴性对照可见条带, 
大小约为300 bp左右, 加入插入片段载体的阳

性对照和加入插入vshRNA片段的载体的鉴定

组可见条带, 大小约为350 bp左右, 略大于阴性

对照的条带. 结论: 编码vshRNA的双链DNA片

段已正确插入到pGCL-GFP质粒载体中(只显示

Slug-shRNA-1质粒, 其他无列出)(图3). 

1            2           3            4            5 

图 1 双链DNA Oligo电泳结果. 1: 单链对照(单链, 发卡结

构); 2: 双链对照(从上到下: 双链>90%, 线性单链<5%, 发卡

结构单链<5%); 3: Slug-1; 4: Slug-2; 5: Slug-3.

■相关报道
Wu et al最近发现, 
缺失Slug蛋白的
小鼠, 对γ-射线非
常敏感, 很快死于
造血祖细胞的耗
竭, 把PUMA基因
从缺失Slug的小
鼠中剔除后, 这些
小鼠就重新拥有
了对 γ -射线的抵
抗力, 他们体内的
造血系统也能恢
复正常工作.
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2.4 阳性克隆质粒抽提琼脂糖凝胶电泳图谱 1-4
泳道的条带在7 kb以下, 小于线性化质粒的7.5 
kb, 证明抽提出的质粒主要以超螺旋形式存在, 
质粒构建成功, 经测序, 序列完全正确(图4).
2.5 质粒转染BxPC-3的效率 流式细胞仪检测显

示各质粒转染组的转染率均>70%, 可以进行下

一步的功能筛选. 
2.6 RQ-PCR结果 对照组1、2、3 mRNA的表

达均有不同程度的抑制(抑制率分别为67.5%、

46.8%、47.9%), 其中以鉴定1的抑制最明显

(P <0.05, 图5).
2.7 Western blot结果 Western blot显示, 相对于

空白对照和阴性对照, 鉴定1、2、3蛋白的表

达均有不同程度的抑制(抑制率分别为48.8%、

18.9%、28.9%), 其中以鉴定1的抑制效果最明

显, 差异有统计学意义(P <0.05, 图6). 
2.8 MTT和FCM检测 与γ射线照射的对照组和

阴性对照组相比, 实验组(siRNA-Slug)细胞受到

γ射线照射后, 细胞的存活率明显降低(P <0.01), 
细胞凋亡率明显提高(P <0.01); 而对照组与相应

阴性对照组比无明显差异(P >0.05). 与非照射的

对照组和阴性对照组相比, 非照射的实验组细

胞存活率明显降低(P <0.05), 细胞凋亡率明显提

高(P <0.05, 表1). 
2.9 Slug和PUMA表达的检测 实验组细胞内Slug
蛋白和Slug mRNA表达明显降低, 而PUMA蛋白

和PUMA mRNA表达明显升高; 实验组细胞受到

γ射线照射后, PUMA蛋白和PUMA mRNA表达

升高更明显. 

3  讨论

胰腺癌具有隐匿性和高度侵袭性特点, 因此早

期即可发生转移, 而胰腺癌早期症状不典型, 确
诊时大多已处于晚期. 大多数患者是外科手术

不能治愈的, 3年生存率不足10%, 5年生存率低

于5%, 迄今为止, 胰腺癌仍然是临床治疗最为困

难的消化系恶性肿瘤之一[12-14]. 放射是胰腺癌治
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1   2   3   4   5   6   7

500 bp
250 bp

图  3  S l u g -
shRNA-1质粒PCR
鉴定. 1: 阴性对照

(ddH2O); 2: Marker; 

3: 阴性对照(空载组); 

4: 阳性对照(插入片

段组); 5: Slug-1-1 

6 :  S l u g-1-2 ;  7 : 

Slug-1-3.

0          1         2         3         4  

图 4 S lug-shRNA重组质粒抽提琼脂糖凝胶电泳. 0: 

Marker; 1: Slug-shRNA-1; 2: Slug-shRNA-2; 3: Slug-

shRNA-3; 4: 阳性对照质粒载体.
图 2 pGCL-GFP载体质粒电泳图. 1: Marker; 2: 没有酶切的

载体质粒; 3: 酶切线性化后的载体质粒.
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500 bp
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■应用要点
本研究显示Slug
干扰与放射治疗
结合, 提高胰腺癌
细胞的放射治疗
敏感性, 这为胰腺
癌的基因治疗与
放射治疗提供了
实验基础. 

     

表 1 不同组细胞基因表达及细胞抑制率、凋亡率的变化

aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  对照组+放射.

分组                                抑制率(%)           凋亡率(%)
                                                                                          Slug(相对值)                     PUMA(相对值)

             蛋白质 mRNA            蛋白质       mRNA

对照组    2.13±0.12        3.47±0.18        0.94±0.1         1.24±0.14         0.32±0.08         0.38±0.08

对照组+放射 14.62±2.41      13.82±2.60        0.95±0.1         1.20±0.14        0.53±0.09  0.51±0.09

阴性对照    2.43±0.17        2.50±0.22        0.94±0.1         1.24±0.13         0.30±0.08  0.37±0.08

阴性对照+放射         15.80±2.65        14.3±3.12        0.93±0.1         1.23±0.14         0.57±0.09  0.53±0.09

实验组  37.46±9.63a       32.4±9.5a         0.16±0.01a      0.18±0.06a        0.98±0.15a       1.03±0.16a

实验组+放射 78.40±18.50b     73.3±17.4b       0.17±0.05b      0.19±0.06b        1.23±0.18b       1.26±0.18b
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疗的重要方法, 但除放射的不良反应外, 胰腺癌

最终会对放射不敏感. 如何提高放射敏感性是

胰腺癌研究的一个重要课题. 
Slug是转录因子SNAIL家族中编码锌指蛋

白的基因, 一般在背部神经管表达, 参与神经胚

的形成和神经干的正常发育有关[15]. 
Wu et al [6]最近发现, 缺失Slug蛋白的小鼠, 

对γ-射线非常敏感, 很快死于造血祖细胞的耗

竭, 把PUMA基因从缺失Slug的小鼠中剔除后, 
这些小鼠就重新拥有了对γ-射线的抵抗力, 他们

体内的造血系统也能恢复正常工作. 进一步研

究证明, Slug保护γ-射线引起的细胞损伤是由于

Slug抑制P53引起的PUMA表达上调有关.  
由于放射治疗可通过上调PUMA促进细胞

凋亡, 因此, 在Slug高表达的细胞, Slug可对抗

PUMA的作用[16], 因此干扰Slug表达可增强放射

治疗效果. 由于大多数肿瘤细胞存在Slug过度上

调, 因此, 表达Slug的细胞可以对抗放射治疗引

起的PUMA上调, 降低细胞对放射治疗的敏感

性. RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术由于

可以高效、特异地抑制目的基因的表达, 在肿

瘤靶向治疗中展示出了其不可比拟的优势, 具
有巨大的潜在应用价值[17-23].

基于上述理论, 我们利用干扰技术成功构建

了携带编码靶向Slug的小发夹状干扰RNA的三

种真核表达质粒. 其中编码1号序列的真核表达

质粒稳定转染人胰腺癌细胞株BxPC-3后产生的

小片段干扰RNA抑制Slug mRNA和蛋白表达最

显著, 该序列为有效序列. 
本研究通过干扰技术抑制Slug基因表达后, 

BxPC-3细胞内的PUMA蛋白和mRNA表达明显

升高, 细胞存活率下降, 细胞凋亡率明显提高, 
提示抑制SLUG可解除对PUMA的抑制作用, 发
挥PUMA的生长抑制作用. 实验还发现: 细胞经

过放射作用后, PUMA在不同细胞中表达增加, 
而在经过放射作用的实验组细胞, PUMA增加更

加明显, 与经过放射作用的对照组比有明显的

差异, 与此同时, 细胞生存率在经过放射作用的

实验组下降最明显. 所以, 干扰细胞内Slug表达

后, 可解除Slug对PUMA的抑制, 增加放射引起

的PUMA表达, 增加细胞对放射治疗的敏感性. 
本研究显示Slug干扰与放射治疗结合, 提高

胰腺癌细胞的放射治疗敏感性, 这为胰腺癌的

基因治疗与放射治疗提供了实验基础. 
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Abstract
AIM: To construct a recombinant survivin 
promoter (SurP)-mediated adeno-associated 
virus expression vector carrying a fusion gene 
constituted with cytosine deaminase (CD) gene 
and glycin-linked survivin mutant (glySurMut), 
and to examine the expression of CDglySurMut 
fusion protein in cancer cells transfected with 
this vector. 

METHODS: The CD gene and glySurMut frag-
ments were amplified by polymerase chain reac-
tion (PCR), and cloned into the adeno-associated 

virus expression vector PAM with survivin 
promoter (PAM/SurP). The recombinant vector 
was transformed into E.coli DH5α. and the posi-
tive clones were selected. The plasmid DNA was 
identified using restriction enzyme analysis and 
sequencing. The recombinant vector pAM/SurP-
CDglySurMut was transfected into gastric cancer 
cells MKN45. The expression of fusion protein in 
cancer cells was detected using Western blot. 

RESULTS: The CD gene and glySurMut were 
cloned from E.coli and gastric cancer cells, re-
spectively. The restrictive enzyme analysis and 
sequencing showed that the fusion gene of CD 
and glySurMut was successfully inserted into the 
PAM/SurP vector. Western blot showed that the 
recombinant vector expressed the CDglySurMut 
fusion protein in gastric cancer cells. 

CONCLUSION: Our results show the pAM/
SurP-CDglySurMut vector can efficiently ex-
press the recombinant CDglySurMut fusion pro-
tein in gastric cancer cells, thus provides experi-
ment evidence for targeting cancer gene therapy 
using this pAM/SurP-CDglySurMut vector. 

Key Words: Survivin promoter; Survivin mutant; 
Cytosine deaminase gene; Vector construction

Sun PH, Wu YL, Dong WJ, Qiao MM, Zhu LM, Tu SP. 
Construction of a survivin promoter-mediated adeno-
associated virus expression vector carrying a fusion gene 
constituted with cytosine deaminase and survivin mutant. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1085-1090

摘要
目的: 构建Survivin启动子介导自杀基因胞
嘧啶脱氨酶(CD)与Survivin Cys84Ala突变
体(SurMut)融合基因的重组腺相关病毒质粒
(pAM/SurP-CDglySurMut), 探讨其在肿瘤细
胞中有效表达融合基因的能力. 

方法: PCR扩增E.co l i  CD基因和带有甘氨
酸(gly)连接体的Survivin突变体片段, 亚克
隆至具有S u r v i v i n启动子的腺相关病毒载
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■背景资料
肿瘤基因治疗已
经成为当今医学
生物学的研究热
点之一, 提高肿瘤
治疗的靶向特异
性, 减少或避免治
疗过程中对正常
组织细胞的伤害
是研究的关键所
在. 应用肿瘤特异
性启动子介导的
肿瘤基因治疗, 是
提高肿瘤治疗靶
向性的有效手段
之一. 

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院消化科



体pAM/SurP, 获得重组表达载体pAM/SurP-
CDglySurMut. 重组载体瞬时转染胃癌细胞, 
Western blot检测融合蛋白的表达.  

结果: 经PCR扩增成功克隆E.coli  CD基因和带
有gly连接体的Survivin突变体片段. 重组阳性
克隆经限制性酶切鉴定和基因测序, 证实目的
基因CDglySurMut已正确插入pAM/SurP载体
中. Western blot证实Survivin启动子能够驱动
CDglySurMut融合基因在胃癌细胞中表达. 

结论: pAM/SurP-CDglySurMut载体能够在肿
瘤细胞中表达融合蛋白, 为进一步探讨其靶向
治疗肿瘤奠定了实验基础. 

关键词: Survivin启动子; Survivin突变体; 胞嘧啶

脱氨酶基因; 载体构建
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0  引言

Survivin是凋亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis, 
IAP)家族的成员, 他在成熟的高度分化的组织

(除胸腺、造血干细胞、分泌期子宫内膜等)中
不表达[1], 而在大多数恶性肿瘤中特异性高表

达[2]. 而Survivin突变体(Cys84Ala)可以通过和

有丝分裂器结合, 替代野生型生存素结合到聚

合微管, 引起细胞凋亡和有丝分裂障碍[3]. 近年

来研究发现Survivin启动子在肿瘤细胞和组织

中具有较强的转录活性, 其介导目的基因能特

异性表达于各种肿瘤细胞, 而不表达于正常分

化细胞和静止的血管内皮细胞, 具有高度的肿

瘤组织特异性[4-5]. 
我们先前研究结果证明 ,  腺相关病毒

(adeno-associated virus, AAV)载体介导Survivin
突变体能够诱导肿瘤细胞和肿瘤血管内皮细胞

凋亡, 抑制肿瘤血管生成. 然而, 我们也发现, 单
独应用Survivin突变体基因治疗虽能抑制结肠癌

裸鼠移植瘤的生长, 但是并没能完全消退肿瘤; 
而与化疗药物5-氟尿嘧啶(5-FU)联合应用, 获得

了肿瘤的完全消退, 显著延长了动物的生存期[6]. 
由于CAG启动子缺乏肿瘤靶向特异性, 5-FU又

是系统给药, 不良反应大, 这些缺点将限制其今

后的临床应用. 
自杀基因胞嘧啶脱氨酶(cytosine deaminase, 

CD)能够自体内将无活性前药5-氟胞嘧啶(5-FC)
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代谢为有毒性产物5-FU[7]. 将CD基因靶向性表

达于肿瘤组织, 使5-FC只在肿瘤组织中转化成

5-FU, 从而可以显著提高5-FU的治疗效果, 减轻

不良反应. 结合Survivin启动子高度的肿瘤组织

和肿瘤血管的靶向特异性, 因而利用Survivin启
动子介导的CD基因治疗, 能更特异性地诱导肿

瘤组织细胞和肿瘤血管内皮细胞死亡(凋亡), 实
现诱导凋亡和抗肿瘤血管生成的双重治疗, 从
而显著提高治疗效果,降低不良反应. 本研究将

首先构建Survivin启动子介导的含CD和Survivin
突变体(Cys84Ala)的融合基因的真核表达载体, 
验证重组载体在肿瘤细胞中有效表达融合蛋白, 
为进一步研究Survivin启动子介导融合基因靶向

治疗肿瘤奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒pcDNA3-SurMut(pcDNA3-survivin-
mutant Cys84Ala), pAM/SurP-EGFP(Survivin启动

子介导的EGFP的腺相关病毒载体)由本课题组

前期实验构建所保存[8]. JM109和E.coli  DH5α感

受态菌购自上海生工. 胎牛血清、DMEM培养基

购自Gibco公司. DL2000 Marker、 限制性内切酶

KpnⅠ、EcoRⅠ、BamHⅠ和XhoⅠ、T4 DNA连

接酶、pMD-18T simple vector为宝生物工程(大
连)有限公司产品. HotStar Taq PCR MaSterMix、
SuperFect_Transfection_Reagent、质粒小量抽提

试剂盒、凝胶回收试剂盒购自Qiagen公司. 无内

毒素质粒抽提试剂盒为天根生化科技有限公司

产品. BCA Protein Assay Kit为Pierce公司产品. 
Survivin (6E4) 鼠抗购自Cell Signaling Technology
公司. PVDF膜为Millipore 公司产品. 人胃腺癌低

分化细胞株MKN45由本实验室传代培养. 
1.2 方法 
1.2.1 Survivin启动子序列的测定: 以限制性内

切酶KpnⅠ和Bam HⅠ双酶切pAM/SurP-EGFP
质粒, 琼脂糖凝胶回收纯化小片段, 与p M D-
18T simple vector载体相连, 转化至感受态E.coli  
DH5α内. 筛选出阳性克隆, 经invitrogen公司测

定, 测序结果与GenBank的Survivin启动子序列

对照比较.  
1.2.2 E.col i  CD目的基因的获得: 以JM109细
菌为模板, 据GenBank序列, 设计CD上游引物: 
5'-CGGGATCCATGTCGAATAACGCTTTAC-3', 
下划线为Bam HⅠ酶切位点, 下游引物5'- CCGC
TCGAGTCCACGTTTGTAATCGATGGCTT-3', 
下划线为酶切位点XhoⅠ, 使扩增出来的CD基
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■相关报道
Survivin启动子介
导的表达载体能
在人结肠癌、宫
颈癌和非小细胞
肺癌等多种肿瘤
细胞系中使目的
基因Bik突变体有
效表达, 而在人正
常细胞中不表达
或表达量极低. 

■研发前沿
Survivin是一个具
有高度肿瘤特异
性的凋亡抑制基
因, 其启动子具有
较强的肿瘤特异
性 表 达 活 性 .  由
Survivin启动子构
建的基因治疗载
体不仅具有肿瘤
组织细胞和肿瘤
内新生血管的靶
向特异性, 并且能
够有效介导目的
基因的表达. 
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因的起始密码子为ATG, 终止密码子TGA改为

编码甘氨酸的GGA. 高保真PCR扩增, PCR产物

经凝胶电泳回收纯化后连接于pMD-18T simple 
vector载体, 得到重组质粒pMD18T-CD. 重组

质粒转化E.co l i  DH5α感受态菌, 筛选阳性克

隆, 对重组体中CD基因序列测定. 测序结果与

GenBank的E.coli  CD的cDNA序列对照比较. 小
量抽提pMD18T-CD质粒, Bam HⅠ/XhoⅠ双酶

切, 酶切后分离并纯化小片段.  
1 .2 .3  p M D18T-g l y S u r M u t载体的构建和

鉴定 :  以质粒p c D N A3-S u r M u t为模板 ,  应
用P r e m i e r  5 .0软件设计上下游引物 ,  上游 
5'-CCGCTCGAGGGTGGCGGAGG TGGAGGA
GGTGGCATGGGTGCCCCGACGTT-3', 下划线

为酶切位点XhoⅠ, 下游 5'-CCGGAATTCTCA
ATCCATGGCAGCCAGCTGCT-3', 下划线为酶

切位点Eco RⅠ, PCR扩增出5'端带有8个编码甘

氨酸密码子的glySurMut基因. 10 g/L的琼脂糖

凝胶电泳回收纯化PCR产物, 与pMD-18T simple 
vector载体连接, 转化, 挑选阳性克隆, 抽提质粒

DNA, 采用双限制性内切酶XhoⅠ和Eco RⅠ酶

切电泳、以pMD-18T通用引物DNA测序法对重

组质粒进行鉴定. 凝胶回收双酶切后小片段. 
1.2.4 pAM/SurP-CDglySurMut重组质粒的构

建、克隆及鉴定: 将质粒pAM/SurP-EGFP以Xho
Ⅰ和Eco RⅠ双酶切, 凝胶电泳回收大片段, 得
到含有Survivin启动子的pAM/SurP片段, 以T4 
DNA ligase连接经相同酶切(XhoⅠ和Eco RⅠ)
并纯化的小片段glySurMut, 连接产物转化E.coli  
DH5α感受态菌, 蓝白筛选白色克隆, 抽提重组

质粒pAM/SurP-glySurMut, 再次双酶切(Bam H 
Ⅰ和XhoⅠ), 纯化回收大片的段线性pAM/SurP-
glySurMut后连接于经相同酶切的CD基因片段, 
转化感受态菌, 挑选阳性克隆并抽提质粒pAM/
SurP-CDglySurMut. 

采用PCR电泳、酶切电泳法及DNA测序法. 
CD基因的上游引物: 5'-CGGGATCCATGTCGAAT

AACGCTTTAC- 3', glySurMut的下游引物: 5'-CCG
GAATTCTCAATCCATGGCAGCCAGCTGCT-3'. 重
组质粒以BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切电泳, 并以相同

的酶切pcDNA3空载体, 分别凝胶回收前者的小片

段和后者的大片段经T4 DNA连接酶连接, 转化感

受态菌, 筛选阳性克隆, 以pcDNA3通用引物测序. 
1.2.5 重组质粒pAM/SurP-CDglySurMut瞬时转染

胃癌细胞: 人胃腺癌低分化细胞株MKN45在含

100 mL/L胎牛血清的DMEM完全培养基中生长, 
细胞培养条件为37℃, 50 mL/L CO2. 转染前18 h
将胃癌细胞以1×105/孔浓度12孔板铺板. 转染时

将pAM/SurP-CDglySurMut质粒DNA 1.5 μg和7.5 
μL SuperFect® Transfection Reagent混合, 加入400 
μL/孔完全培养液, 孵育3 h(按说明书操作). 3 h后
洗涤细胞并更换新鲜完全培养液. 37℃ 50 mL/L 
CO2培养48 h. 48 h后收获所有贴壁和不贴壁细

胞, 进行Western blot检测. 
1.2.6 Western blot检测pAM/SurP-CDglySurMut
的表达: 细胞蛋白的抽提采用RIPA裂解液, 浓度

测定步骤按照BCA Protein Assay Kit操作说明进

行. 取25-30 μg蛋白质, 进行变性聚丙烯酰胺凝

胶垂直电泳, 将蛋白质转移至PVDF膜上. 先后

用特异性的Survivin一抗和二抗孵育, ECL显影. 

2  结果

2.1 成功构建pAM/SurP-CDglySurMut重组质粒

2.1.1 Survivin启动子序列的验证:  Survivin启动

子序列测定结果BLAST后, 证实长度为667 bp的
基因序列与GenBank的完全一致. 
2.1.2 CD基因片段和glySurMut基因片段的扩增

及鉴定: CD基因和glySurMut基因PCR产物经10 
g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定表明, CD基因片段约为

1284 bp, glySurMut基因片段约为453 bp, 扩增的

片段大小与预期相符(图1). 质粒pMD18T-CD和

pMD18T-glySurMut分别双酶切后凝胶电泳各得

到两条条带(图2), 其中大小约为1280 bp和450 
bp的即为目的条带, 大小约为2700 bp为pMD18T

M         1         2 图 1 CD和glySurMut基因片
段PCR扩增电泳图. M: DNA 

Marker DL2000(从上到下

依次为2000、1000、750、

500、250、100 bp); 1: CD基

因片段; 2: glySurMut基因片

段.

M        1        2 图 2 pMD18T-CD和pMD18T-
glySurMut质粒双酶切电泳图. 
M: DNA Marker D15 000(从上

到下依次为15 000、10 000、

7500、5000、2500、1000、

250 bp); 1: pMD18T-CD; 2: 

pMD18T-glySurMut.

■创新盘点
本研究构建的表
达 载 体 不 仅 具
有 瘤 特 异 性 的
Survivin启动子 , 
并且目的基因为
自 杀 基 因 C D 和
Survivin突变体的
融合基因, 为进一
步研究该重组病
毒载体双靶向特
异性诱导肿瘤细
胞凋亡和抗肿瘤
血管生成的基因
治疗奠定了实验
基础. 

■应用要点
本研究构建的载
体不仅具有高度
的肿瘤组织靶向
性, 并且联合自杀
基因的功能, 可明
显减少化疗中对
正常组织细胞的
损害. 
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载体. 测序结果示除因实验需要改变的序列外

余序列均与GenBank的相符. 
2.1.3 重组质粒pAM/SurP-CDglySurMut的构

建及鉴定: 以初步构建的重组质粒pAM/SurP-
CDglySurMut为模板, 用扩增CD基因的上游引

物和扩glySurMut的下游引物组合起来进行用

PCR鉴定CDglySurMut融合基因片段, 能特异地

扩增出1.7 kb左右大小的条带(图3), 包含CD、

SurMut及连接序列, 符合预期. 双酶切后凝胶电

泳得到大小两片段, 其中小片段长约1730 bp(图
4), 并且与pcDNA3连接后测序得到的序列为CD
和glySurMut的拼接序列(图5), 表明重组质粒

pAM/SurP-CDglySurM构建成功. 
2.2 Western blot检测到融合蛋白的表达 West-
ern blot显示, 瞬时转染了重组质粒pAM/SurP-
CDglySurMut的胃癌细胞MKN45, 用Survivin抗
体能够检测到两条蛋白条带, 其中在相对分子

质量约68 kDa处有特异性蛋白条带, 其大小与

CDglySurMut基因产物相吻合; 相对分子质量约

为16 kDa处的蛋白条带为内源性Survivin蛋白条

带. 而转染pAM/SurP-EGFP质粒的胃癌细胞只

呈现16 kDa处的单一条带(图6). 证明Survivin启
动子能有效介导CDglySurMut融合基因在肿瘤

细胞中表达. 

3  讨论

肿瘤基因治疗已经成为当今医学生物学的研究

热点之一, 提高肿瘤治疗的靶向特异性, 减少或

避免治疗过程中对正常组织细胞的伤害是研究

的关键所在. 
Survivin基因是在1997年由Ambrosini et al [1]

利用效应细胞蛋白酶受体-1(EPR-1)cDNA在人类

基因组文库的杂交筛选中首次分离出, 该基因定

位于17q25, 含4个外显子和3个内含子, Survivin
基因编码产物是由142个氨基酸组成的蛋白, 分
子质量为16.2 kDa. Survivin是目前发现特异性最

强的凋亡抑制因子, 具有抑制细胞凋亡[9], 促进细

胞转化并且参与细胞的有丝分裂[10]、血管的生

成[11]和肿瘤细胞耐药性的产生[12]等功能. 近几年

开展多种靶向Survivin基因的肿瘤治疗的研究. 已
证明Survivin反义核苷酸[13]、显性负突变体[6,14]和

siRNAs[15]等能够抑制内源性Survivin的表达和功
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图 3 CDglySurMut融合基因
片段PCR扩增电泳图. M: DNA 

Marker D15000(从上到下依

次为15 000、10 000、7500、

5000、2500、1000、250 bp).

M             1 图 4 pAM/SurP-CDglySurMut载
体经Bam HⅠ/ Eco RⅠ双酶切电泳
图. M: DNA Marker D15 000(从

上到下依次为15 000、10 000、

7500、5000、2500、1000、250 

bp).

M             1

图 6 Western blot法检测MKN45胃癌细胞表达融合蛋白. 1: 

转染了重组pAM/SurP-CDglySurMut表达载体组; 2: 转染质

粒pAM/SurP-EGFP组.

CDglySurMut

Survivin

β-actin

68 kDa

16 kDa

42 kDa

1                        2

■名词解释
自杀基因(suicide 
gene)疗法: 来自
原核或低等生物
的“自杀”基因
编 码 的 酶 类 ,  能
使一些药物前体
转化而获得对哺
乳动物细胞的毒
性, 并将这些基因
导入肿瘤细胞, 再
用相应药物前体, 
可使肿瘤细胞因
表达此类基因而
“自杀”. 

图 5 重组pAM/SurP-CDglySurMut表达载体部分测序结果. CD基因的终止密码子TGA改为编码甘氨酸的GGA, 其后为带

有XhoⅠ酶切位点的glySurMut基因序列.

A A C G T G G A C T C G A G G G T G G C G G A G G T G G A G G A G G T G G C A T G G G T



www.wjgnet.com

孙萍胡, 等. Survivin启动子介导自杀基因与突变体融合基因真核表达载体的构建                                                         1089

能, 能够诱导肿瘤细胞凋亡. Grossman et al [14]研究

显示Survivin Cys84Ala突变体能够诱导黑色素细

胞凋亡, Tu et al [6]采用腺病毒载体介导的Survivin 
Cys84Ala突变体, 能够显著的诱导结肠癌细胞凋

亡和细胞有丝分裂障碍, 并抑制肿瘤的血管生成

和肿瘤的生长, 表明Survivin突变体(Cys84Ala)能
够有效治疗肿瘤. 

肿瘤内新生血管的形成在肿瘤的生长和

发展中起着关键作用. 因此, 探讨既能诱导肿

瘤细胞凋亡, 又能诱导肿瘤血管内皮细胞凋亡

而抑制肿瘤血管的生成的方法, 实行诱导凋亡

和抗血管生成的双靶向性治疗, 有望进一步提

高肿瘤的治疗疗效. 研究发现Survivin在静息

的血管内很少表达, 而在肿瘤的新生血管内大

量表达[16], Survivin表达异常增高则促进VEGF
诱导的内皮细胞增殖和三维毛细血管网的形

成[17]. 进一步研究发现, 由Survivin启动子构建

的基因治疗载体不仅具有肿瘤组织细胞和肿

瘤内新生血管的靶向特异性, 并且能够有效介

导目的基因的表达[5].  
 临床肿瘤治疗中化疗药物的使用仍是主

要的治疗方法, 虽然化疗药物能有效地杀伤肿

瘤细胞, 但是有很大的不良反应. 应用基因介导

的酶解药物前体疗法(gene-dependent enzyme 
prodrug therapy, GDEPT)即自杀基因(suicide 
gene)疗法, 如单纯疱疹病毒Ⅰ型的胸苷激酶基

因(HSV1-tk)/更昔洛韦(GCV)系统与胞嘧啶脱氨

酶基因(EC-CD)/5-FC系统可明显减少化疗中对

正常组织细胞的损害[18]. 新近应用CD自杀基因

与其他基因构建的融合蛋白, 如A33scFV-CD、

endostatin-CD等研究结果展示了含CD自杀基因

的融合基因治疗肿瘤的良好疗效[19-20]. 我们先前

的研究已证明, AAV介导Survivin突变体而与化

疗药物5-FU联合应用, 显著提高了肿瘤的治疗

效果, 显著延长了动物的生存期[6]. 研究构建的

Survivin启动子介导的SurMut(Cys84Ala)和CD
融合基因的表达载体, 能够在胃癌细胞中表达

SurMut(Cys84Ala)和CD基因的融合蛋白, 为进

一步研究该重组病毒载体双靶向特异性诱导肿

瘤细胞凋亡和抗肿瘤血管生成的基因治疗奠定

了实验基础. 
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Abstract
AIM: To construct a recombinant survivin 
promoter (SurP)-mediated adeno-associated 
virus expression vector carrying a fusion gene 
constituted with cytosine deaminase (CD) gene 
and glycin-linked survivin mutant (glySurMut), 
and to examine the expression of CDglySurMut 
fusion protein in cancer cells transfected with 
this vector. 

METHODS: The CD gene and glySurMut frag-
ments were amplified by polymerase chain reac-
tion (PCR), and cloned into the adeno-associated 

virus expression vector PAM with survivin 
promoter (PAM/SurP). The recombinant vector 
was transformed into E.coli DH5α. and the posi-
tive clones were selected. The plasmid DNA was 
identified using restriction enzyme analysis and 
sequencing. The recombinant vector pAM/SurP-
CDglySurMut was transfected into gastric cancer 
cells MKN45. The expression of fusion protein in 
cancer cells was detected using Western blot. 

RESULTS: The CD gene and glySurMut were 
cloned from E.coli and gastric cancer cells, re-
spectively. The restrictive enzyme analysis and 
sequencing showed that the fusion gene of CD 
and glySurMut was successfully inserted into the 
PAM/SurP vector. Western blot showed that the 
recombinant vector expressed the CDglySurMut 
fusion protein in gastric cancer cells. 

CONCLUSION: Our results show the pAM/
SurP-CDglySurMut vector can efficiently ex-
press the recombinant CDglySurMut fusion pro-
tein in gastric cancer cells, thus provides experi-
ment evidence for targeting cancer gene therapy 
using this pAM/SurP-CDglySurMut vector. 

Key Words: Survivin promoter; Survivin mutant; 
Cytosine deaminase gene; Vector construction

Sun PH, Wu YL, Dong WJ, Qiao MM, Zhu LM, Tu SP. 
Construction of a survivin promoter-mediated adeno-
associated virus expression vector carrying a fusion gene 
constituted with cytosine deaminase and survivin mutant. 
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摘要
目的: 构建Survivin启动子介导自杀基因胞
嘧啶脱氨酶(CD)与Survivin Cys84Ala突变
体(SurMut)融合基因的重组腺相关病毒质粒
(pAM/SurP-CDglySurMut), 探讨其在肿瘤细
胞中有效表达融合基因的能力. 

方法: PCR扩增E.co l i  CD基因和带有甘氨
酸(gly)连接体的Survivin突变体片段, 亚克
隆至具有S u r v i v i n启动子的腺相关病毒载
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■背景资料
肿瘤基因治疗已
经成为当今医学
生物学的研究热
点之一, 提高肿瘤
治疗的靶向特异
性, 减少或避免治
疗过程中对正常
组织细胞的伤害
是研究的关键所
在. 应用肿瘤特异
性启动子介导的
肿瘤基因治疗, 是
提高肿瘤治疗靶
向性的有效手段
之一. 

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院消化科



体pAM/SurP, 获得重组表达载体pAM/SurP-
CDglySurMut. 重组载体瞬时转染胃癌细胞, 
Western blot检测融合蛋白的表达.  

结果: 经PCR扩增成功克隆E.coli  CD基因和带
有gly连接体的Survivin突变体片段. 重组阳性
克隆经限制性酶切鉴定和基因测序, 证实目的
基因CDglySurMut已正确插入pAM/SurP载体
中. Western blot证实Survivin启动子能够驱动
CDglySurMut融合基因在胃癌细胞中表达. 

结论: pAM/SurP-CDglySurMut载体能够在肿
瘤细胞中表达融合蛋白, 为进一步探讨其靶向
治疗肿瘤奠定了实验基础. 

关键词: Survivin启动子; Survivin突变体; 胞嘧啶

脱氨酶基因; 载体构建
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0  引言

Survivin是凋亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis, 
IAP)家族的成员, 他在成熟的高度分化的组织

(除胸腺、造血干细胞、分泌期子宫内膜等)中
不表达[1], 而在大多数恶性肿瘤中特异性高表

达[2]. 而Survivin突变体(Cys84Ala)可以通过和

有丝分裂器结合, 替代野生型生存素结合到聚

合微管, 引起细胞凋亡和有丝分裂障碍[3]. 近年

来研究发现Survivin启动子在肿瘤细胞和组织

中具有较强的转录活性, 其介导目的基因能特

异性表达于各种肿瘤细胞, 而不表达于正常分

化细胞和静止的血管内皮细胞, 具有高度的肿

瘤组织特异性[4-5]. 
我们先前研究结果证明 ,  腺相关病毒

(adeno-associated virus, AAV)载体介导Survivin
突变体能够诱导肿瘤细胞和肿瘤血管内皮细胞

凋亡, 抑制肿瘤血管生成. 然而, 我们也发现, 单
独应用Survivin突变体基因治疗虽能抑制结肠癌

裸鼠移植瘤的生长, 但是并没能完全消退肿瘤; 
而与化疗药物5-氟尿嘧啶(5-FU)联合应用, 获得

了肿瘤的完全消退, 显著延长了动物的生存期[6]. 
由于CAG启动子缺乏肿瘤靶向特异性, 5-FU又

是系统给药, 不良反应大, 这些缺点将限制其今

后的临床应用. 
自杀基因胞嘧啶脱氨酶(cytosine deaminase, 

CD)能够自体内将无活性前药5-氟胞嘧啶(5-FC)
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代谢为有毒性产物5-FU[7]. 将CD基因靶向性表

达于肿瘤组织, 使5-FC只在肿瘤组织中转化成

5-FU, 从而可以显著提高5-FU的治疗效果, 减轻

不良反应. 结合Survivin启动子高度的肿瘤组织

和肿瘤血管的靶向特异性, 因而利用Survivin启
动子介导的CD基因治疗, 能更特异性地诱导肿

瘤组织细胞和肿瘤血管内皮细胞死亡(凋亡), 实
现诱导凋亡和抗肿瘤血管生成的双重治疗, 从
而显著提高治疗效果,降低不良反应. 本研究将

首先构建Survivin启动子介导的含CD和Survivin
突变体(Cys84Ala)的融合基因的真核表达载体, 
验证重组载体在肿瘤细胞中有效表达融合蛋白, 
为进一步研究Survivin启动子介导融合基因靶向

治疗肿瘤奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒pcDNA3-SurMut(pcDNA3-survivin-
mutant Cys84Ala), pAM/SurP-EGFP(Survivin启动

子介导的EGFP的腺相关病毒载体)由本课题组

前期实验构建所保存[8]. JM109和E.coli  DH5α感

受态菌购自上海生工. 胎牛血清、DMEM培养基

购自Gibco公司. DL2000 Marker、 限制性内切酶

KpnⅠ、EcoRⅠ、BamHⅠ和XhoⅠ、T4 DNA连

接酶、pMD-18T simple vector为宝生物工程(大
连)有限公司产品. HotStar Taq PCR MaSterMix、
SuperFect_Transfection_Reagent、质粒小量抽提

试剂盒、凝胶回收试剂盒购自Qiagen公司. 无内

毒素质粒抽提试剂盒为天根生化科技有限公司

产品. BCA Protein Assay Kit为Pierce公司产品. 
Survivin (6E4) 鼠抗购自Cell Signaling Technology
公司. PVDF膜为Millipore 公司产品. 人胃腺癌低

分化细胞株MKN45由本实验室传代培养. 
1.2 方法 
1.2.1 Survivin启动子序列的测定: 以限制性内

切酶KpnⅠ和Bam HⅠ双酶切pAM/SurP-EGFP
质粒, 琼脂糖凝胶回收纯化小片段, 与p M D-
18T simple vector载体相连, 转化至感受态E.coli  
DH5α内. 筛选出阳性克隆, 经invitrogen公司测

定, 测序结果与GenBank的Survivin启动子序列

对照比较.  
1.2.2 E.col i  CD目的基因的获得: 以JM109细
菌为模板, 据GenBank序列, 设计CD上游引物: 
5'-CGGGATCCATGTCGAATAACGCTTTAC-3', 
下划线为Bam HⅠ酶切位点, 下游引物5'- CCGC
TCGAGTCCACGTTTGTAATCGATGGCTT-3', 
下划线为酶切位点XhoⅠ, 使扩增出来的CD基

www.wjgnet.com

■相关报道
Survivin启动子介
导的表达载体能
在人结肠癌、宫
颈癌和非小细胞
肺癌等多种肿瘤
细胞系中使目的
基因Bik突变体有
效表达, 而在人正
常细胞中不表达
或表达量极低. 

■研发前沿
Survivin是一个具
有高度肿瘤特异
性的凋亡抑制基
因, 其启动子具有
较强的肿瘤特异
性 表 达 活 性 .  由
Survivin启动子构
建的基因治疗载
体不仅具有肿瘤
组织细胞和肿瘤
内新生血管的靶
向特异性, 并且能
够有效介导目的
基因的表达. 
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因的起始密码子为ATG, 终止密码子TGA改为

编码甘氨酸的GGA. 高保真PCR扩增, PCR产物

经凝胶电泳回收纯化后连接于pMD-18T simple 
vector载体, 得到重组质粒pMD18T-CD. 重组

质粒转化E.co l i  DH5α感受态菌, 筛选阳性克

隆, 对重组体中CD基因序列测定. 测序结果与

GenBank的E.coli  CD的cDNA序列对照比较. 小
量抽提pMD18T-CD质粒, Bam HⅠ/XhoⅠ双酶

切, 酶切后分离并纯化小片段.  
1 .2 .3  p M D18T-g l y S u r M u t载体的构建和

鉴定 :  以质粒p c D N A3-S u r M u t为模板 ,  应
用P r e m i e r  5 .0软件设计上下游引物 ,  上游 
5'-CCGCTCGAGGGTGGCGGAGG TGGAGGA
GGTGGCATGGGTGCCCCGACGTT-3', 下划线

为酶切位点XhoⅠ, 下游 5'-CCGGAATTCTCA
ATCCATGGCAGCCAGCTGCT-3', 下划线为酶

切位点Eco RⅠ, PCR扩增出5'端带有8个编码甘

氨酸密码子的glySurMut基因. 10 g/L的琼脂糖

凝胶电泳回收纯化PCR产物, 与pMD-18T simple 
vector载体连接, 转化, 挑选阳性克隆, 抽提质粒

DNA, 采用双限制性内切酶XhoⅠ和Eco RⅠ酶

切电泳、以pMD-18T通用引物DNA测序法对重

组质粒进行鉴定. 凝胶回收双酶切后小片段. 
1.2.4 pAM/SurP-CDglySurMut重组质粒的构

建、克隆及鉴定: 将质粒pAM/SurP-EGFP以Xho
Ⅰ和Eco RⅠ双酶切, 凝胶电泳回收大片段, 得
到含有Survivin启动子的pAM/SurP片段, 以T4 
DNA ligase连接经相同酶切(XhoⅠ和Eco RⅠ)
并纯化的小片段glySurMut, 连接产物转化E.coli  
DH5α感受态菌, 蓝白筛选白色克隆, 抽提重组

质粒pAM/SurP-glySurMut, 再次双酶切(Bam H 
Ⅰ和XhoⅠ), 纯化回收大片的段线性pAM/SurP-
glySurMut后连接于经相同酶切的CD基因片段, 
转化感受态菌, 挑选阳性克隆并抽提质粒pAM/
SurP-CDglySurMut. 

采用PCR电泳、酶切电泳法及DNA测序法. 
CD基因的上游引物: 5'-CGGGATCCATGTCGAAT

AACGCTTTAC- 3', glySurMut的下游引物: 5'-CCG
GAATTCTCAATCCATGGCAGCCAGCTGCT-3'. 重
组质粒以BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切电泳, 并以相同

的酶切pcDNA3空载体, 分别凝胶回收前者的小片

段和后者的大片段经T4 DNA连接酶连接, 转化感

受态菌, 筛选阳性克隆, 以pcDNA3通用引物测序. 
1.2.5 重组质粒pAM/SurP-CDglySurMut瞬时转染

胃癌细胞: 人胃腺癌低分化细胞株MKN45在含

100 mL/L胎牛血清的DMEM完全培养基中生长, 
细胞培养条件为37℃, 50 mL/L CO2. 转染前18 h
将胃癌细胞以1×105/孔浓度12孔板铺板. 转染时

将pAM/SurP-CDglySurMut质粒DNA 1.5 μg和7.5 
μL SuperFect® Transfection Reagent混合, 加入400 
μL/孔完全培养液, 孵育3 h(按说明书操作). 3 h后
洗涤细胞并更换新鲜完全培养液. 37℃ 50 mL/L 
CO2培养48 h. 48 h后收获所有贴壁和不贴壁细

胞, 进行Western blot检测. 
1.2.6 Western blot检测pAM/SurP-CDglySurMut
的表达: 细胞蛋白的抽提采用RIPA裂解液, 浓度

测定步骤按照BCA Protein Assay Kit操作说明进

行. 取25-30 μg蛋白质, 进行变性聚丙烯酰胺凝

胶垂直电泳, 将蛋白质转移至PVDF膜上. 先后

用特异性的Survivin一抗和二抗孵育, ECL显影. 

2  结果

2.1 成功构建pAM/SurP-CDglySurMut重组质粒

2.1.1 Survivin启动子序列的验证:  Survivin启动

子序列测定结果BLAST后, 证实长度为667 bp的
基因序列与GenBank的完全一致. 
2.1.2 CD基因片段和glySurMut基因片段的扩增

及鉴定: CD基因和glySurMut基因PCR产物经10 
g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定表明, CD基因片段约为

1284 bp, glySurMut基因片段约为453 bp, 扩增的

片段大小与预期相符(图1). 质粒pMD18T-CD和

pMD18T-glySurMut分别双酶切后凝胶电泳各得

到两条条带(图2), 其中大小约为1280 bp和450 
bp的即为目的条带, 大小约为2700 bp为pMD18T

M         1         2 图 1 CD和glySurMut基因片
段PCR扩增电泳图. M: DNA 

Marker DL2000(从上到下

依次为2000、1000、750、

500、250、100 bp); 1: CD基

因片段; 2: glySurMut基因片

段.

M        1        2 图 2 pMD18T-CD和pMD18T-
glySurMut质粒双酶切电泳图. 
M: DNA Marker D15 000(从上

到下依次为15 000、10 000、

7500、5000、2500、1000、

250 bp); 1: pMD18T-CD; 2: 

pMD18T-glySurMut.

■创新盘点
本研究构建的表
达 载 体 不 仅 具
有 瘤 特 异 性 的
Survivin启动子 , 
并且目的基因为
自 杀 基 因 C D 和
Survivin突变体的
融合基因, 为进一
步研究该重组病
毒载体双靶向特
异性诱导肿瘤细
胞凋亡和抗肿瘤
血管生成的基因
治疗奠定了实验
基础. 

■应用要点
本研究构建的载
体不仅具有高度
的肿瘤组织靶向
性, 并且联合自杀
基因的功能, 可明
显减少化疗中对
正常组织细胞的
损害. 
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载体. 测序结果示除因实验需要改变的序列外

余序列均与GenBank的相符. 
2.1.3 重组质粒pAM/SurP-CDglySurMut的构

建及鉴定: 以初步构建的重组质粒pAM/SurP-
CDglySurMut为模板, 用扩增CD基因的上游引

物和扩glySurMut的下游引物组合起来进行用

PCR鉴定CDglySurMut融合基因片段, 能特异地

扩增出1.7 kb左右大小的条带(图3), 包含CD、

SurMut及连接序列, 符合预期. 双酶切后凝胶电

泳得到大小两片段, 其中小片段长约1730 bp(图
4), 并且与pcDNA3连接后测序得到的序列为CD
和glySurMut的拼接序列(图5), 表明重组质粒

pAM/SurP-CDglySurM构建成功. 
2.2 Western blot检测到融合蛋白的表达 West-
ern blot显示, 瞬时转染了重组质粒pAM/SurP-
CDglySurMut的胃癌细胞MKN45, 用Survivin抗
体能够检测到两条蛋白条带, 其中在相对分子

质量约68 kDa处有特异性蛋白条带, 其大小与

CDglySurMut基因产物相吻合; 相对分子质量约

为16 kDa处的蛋白条带为内源性Survivin蛋白条

带. 而转染pAM/SurP-EGFP质粒的胃癌细胞只

呈现16 kDa处的单一条带(图6). 证明Survivin启
动子能有效介导CDglySurMut融合基因在肿瘤

细胞中表达. 

3  讨论

肿瘤基因治疗已经成为当今医学生物学的研究

热点之一, 提高肿瘤治疗的靶向特异性, 减少或

避免治疗过程中对正常组织细胞的伤害是研究

的关键所在. 
Survivin基因是在1997年由Ambrosini et al [1]

利用效应细胞蛋白酶受体-1(EPR-1)cDNA在人类

基因组文库的杂交筛选中首次分离出, 该基因定

位于17q25, 含4个外显子和3个内含子, Survivin
基因编码产物是由142个氨基酸组成的蛋白, 分
子质量为16.2 kDa. Survivin是目前发现特异性最

强的凋亡抑制因子, 具有抑制细胞凋亡[9], 促进细

胞转化并且参与细胞的有丝分裂[10]、血管的生

成[11]和肿瘤细胞耐药性的产生[12]等功能. 近几年

开展多种靶向Survivin基因的肿瘤治疗的研究. 已
证明Survivin反义核苷酸[13]、显性负突变体[6,14]和

siRNAs[15]等能够抑制内源性Survivin的表达和功
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图 3 CDglySurMut融合基因
片段PCR扩增电泳图. M: DNA 

Marker D15000(从上到下依

次为15 000、10 000、7500、

5000、2500、1000、250 bp).

M             1 图 4 pAM/SurP-CDglySurMut载
体经Bam HⅠ/ Eco RⅠ双酶切电泳
图. M: DNA Marker D15 000(从

上到下依次为15 000、10 000、

7500、5000、2500、1000、250 

bp).

M             1

图 6 Western blot法检测MKN45胃癌细胞表达融合蛋白. 1: 

转染了重组pAM/SurP-CDglySurMut表达载体组; 2: 转染质

粒pAM/SurP-EGFP组.

CDglySurMut

Survivin

β-actin

68 kDa

16 kDa

42 kDa

1                        2

■名词解释
自杀基因(suicide 
gene)疗法: 来自
原核或低等生物
的“自杀”基因
编 码 的 酶 类 ,  能
使一些药物前体
转化而获得对哺
乳动物细胞的毒
性, 并将这些基因
导入肿瘤细胞, 再
用相应药物前体, 
可使肿瘤细胞因
表达此类基因而
“自杀”. 

图 5 重组pAM/SurP-CDglySurMut表达载体部分测序结果. CD基因的终止密码子TGA改为编码甘氨酸的GGA, 其后为带

有XhoⅠ酶切位点的glySurMut基因序列.

A A C G T G G A C T C G A G G G T G G C G G A G G T G G A G G A G G T G G C A T G G G T
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能, 能够诱导肿瘤细胞凋亡. Grossman et al [14]研究

显示Survivin Cys84Ala突变体能够诱导黑色素细

胞凋亡, Tu et al [6]采用腺病毒载体介导的Survivin 
Cys84Ala突变体, 能够显著的诱导结肠癌细胞凋

亡和细胞有丝分裂障碍, 并抑制肿瘤的血管生成

和肿瘤的生长, 表明Survivin突变体(Cys84Ala)能
够有效治疗肿瘤. 

肿瘤内新生血管的形成在肿瘤的生长和

发展中起着关键作用. 因此, 探讨既能诱导肿

瘤细胞凋亡, 又能诱导肿瘤血管内皮细胞凋亡

而抑制肿瘤血管的生成的方法, 实行诱导凋亡

和抗血管生成的双靶向性治疗, 有望进一步提

高肿瘤的治疗疗效. 研究发现Survivin在静息

的血管内很少表达, 而在肿瘤的新生血管内大

量表达[16], Survivin表达异常增高则促进VEGF
诱导的内皮细胞增殖和三维毛细血管网的形

成[17]. 进一步研究发现, 由Survivin启动子构建

的基因治疗载体不仅具有肿瘤组织细胞和肿

瘤内新生血管的靶向特异性, 并且能够有效介

导目的基因的表达[5].  
 临床肿瘤治疗中化疗药物的使用仍是主

要的治疗方法, 虽然化疗药物能有效地杀伤肿

瘤细胞, 但是有很大的不良反应. 应用基因介导

的酶解药物前体疗法(gene-dependent enzyme 
prodrug therapy, GDEPT)即自杀基因(suicide 
gene)疗法, 如单纯疱疹病毒Ⅰ型的胸苷激酶基

因(HSV1-tk)/更昔洛韦(GCV)系统与胞嘧啶脱氨

酶基因(EC-CD)/5-FC系统可明显减少化疗中对

正常组织细胞的损害[18]. 新近应用CD自杀基因

与其他基因构建的融合蛋白, 如A33scFV-CD、

endostatin-CD等研究结果展示了含CD自杀基因

的融合基因治疗肿瘤的良好疗效[19-20]. 我们先前

的研究已证明, AAV介导Survivin突变体而与化

疗药物5-FU联合应用, 显著提高了肿瘤的治疗

效果, 显著延长了动物的生存期[6]. 研究构建的

Survivin启动子介导的SurMut(Cys84Ala)和CD
融合基因的表达载体, 能够在胃癌细胞中表达

SurMut(Cys84Ala)和CD基因的融合蛋白, 为进

一步研究该重组病毒载体双靶向特异性诱导肿

瘤细胞凋亡和抗肿瘤血管生成的基因治疗奠定

了实验基础. 

4      参考文献
1 Ambrosini G, Adida C, Altieri DC. A novel anti-

apoptosis gene, survivin, expressed in cancer and 
lymphoma. Nat Med 1997; 3: 917-921

2 O'Connor DS, Grossman D, Plescia J, Li F, Zhang 
H, Villa A, Tognin S, Marchisio PC, Altieri DC. 

Regulation of apoptosis at cell division by p34cdc2 
phosphorylation of survivin. Proc Natl Acad Sci U S 
A 2000; 97: 13103-13107

3 Adida C, Crotty PL, McGrath J, Berrebi D, Diebold J, 
Altieri DC. Developmentally regulated expression 
of the novel cancer anti-apoptosis gene survivin in 
human and mouse differentiation. Am J Pathol 1998; 
152: 43-49

4 Bao R, Connolly DC, Murphy M, Green J, Weinstein 
JK, Pisarcik DA, Hamilton TC. Activation of cancer-
specific gene expression by the survivin promoter. J 
Natl Cancer Inst 2002; 94: 522-528

5 Chen JS, Liu JC, Shen L, Rau KM, Kuo HP, Li YM, 
Shi D, Lee YC, Chang KJ, Hung MC. Cancer-specific 
activation of the survivin promoter and its potential 
use in gene therapy. Cancer Gene Ther 2004; 11: 740-747

6 Tu SP, Cui JT, Liston P, Huajiang X, Xu R, Lin 
MC, Zhu YB, Zou B, Ng SS, Jiang SH, Xia HH, 
Wong WM, Chan AO, Yuen MF, Lam SK, Kung 
HF, Wong BC. Gene therapy for colon cancer by 
adeno-associated viral vector-mediated transfer of 
survivin Cys84Ala mutant. Gastroenterology 2005; 
128: 361-375

7 Lee KC, Hamstra DA, Bullarayasamudram S, 
Bhojani MS, Moffat BA, Dornfeld KJ, Ross BD, 
Rehemtulla A. Fusion of the HSV-1 tegument 
protein vp22 to cytosine deaminase confers 
e n h a n c e d b y s t a n d e r e f f e c t a n d i n c r e a s e d 
therapeutic benefit. Gene Ther 2006; 13: 127-137

8 Tu SP, Jiang XH, Lin MC, Cui JT, Yang Y, Lum 
CT, Zou B, Zhu YB, Jiang SH, Wong WM, Chan 
AO, Yuen MF, Lam SK, Kung HF, Wong BC. 
Suppression of survivin expression inhibits in vivo 
tumorigenicity and angiogenesis in gastric cancer. 
Cancer Res 2003; 63: 7724-7732

9 Deveraux QL, Reed JC. IAP family proteins--
suppressors of apoptosis. Genes Dev 1999; 13: 
239-252

10 Altieri DC. The case for survivin as a regulator of 
microtubule dynamics and cell-death decisions. 
Curr Opin Cell Biol 2006; 18: 609-615

11 Tran J, Rak J, Sheehan C, Saibil SD, LaCasse E, 
Korneluk RG, Kerbel RS. Marked induction of the 
IAP family antiapoptotic proteins survivin and 
XIAP by VEGF in vascular endothelial cells. Biochem 
Biophys Res Commun 1999; 264: 781-788

12 Giodini A, Kallio MJ, Wall NR, Gorbsky GJ, Tognin 
S, Marchisio PC, Symons M, Altieri DC. Regulation 
of microtubule stability and mitotic progression by 
survivin. Cancer Res 2002; 62: 2462-2467

13 Du ZX, Zhang HY, Gao da X, Wang HQ, Li YJ, Liu 
GL. Antisurvivin oligonucleotides inhibit growth 
and induce apoptosis in human medullary thyroid 
carcinoma cells. Exp Mol Med 2006; 38: 230-240

14 Grossman D, McNif f JM, L i F , Al t ie r i DC. 
Expression and targeting of the apoptosis inhibitor, 
survivin, in human melanoma. J Invest Dermatol 
1999; 113: 1076-1081

15 Carvalho A, Carmena M, Sambade C, Earnshaw 
WC, Wheatley SP. Survivin is required for stable 
checkpoint activation in taxol-treated HeLa cells. J 
Cell Sci 2003; 116: 2987-2998

16 O'Connor DS, Schechner JS, Adida C, Mesri M, 
Rothermel AL, Li F, Nath AK, Pober JS, Altieri 
DC. Control of apoptosis during angiogenesis by 
survivin expression in endothelial cells. Am J Pathol 
2000; 156: 393-398

17 Mesri M, Morales-Ruiz M, Ackermann EJ, Bennett 

■同行评价
本研究立题较好, 
设计合理, 材料详
实, 具有较好的学
术价值.



www.wjgnet.com

CF, Pober JS, Sessa WC, Altieri DC. Suppression 
of vascular endothelial growth factor-mediated 
endothelial cell protection by survivin targeting. 
Am J Pathol 2001; 158: 1757-1765

18 Xia K, Liang D, Tang A, Feng Y, Zhang J, Pan Q, 
Long Z, Dai H, Cai F, Wu L, Zhao S, Chen Z, Xia J. 
A novel fusion suicide gene yeast CDglyTK plays 
a role in radio-gene therapy of nasopharyngeal 
carcinoma. Cancer Gene Ther 2004; 11: 790-796

19 Deckert PM, Renner C, Cohen LS, Jungbluth A, 

1090                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年4月18日    第17卷   第11期

Ritter G, Bertino JR, Old LJ, Welt S. A33scFv-
cytosine deaminase: a recombinant protein 
construct for antibody-directed enzyme-prodrug 
therapy. Br J Cancer 2003; 88: 937-939

20 Ou-Yang F, Lan KL, Chen CT, Liu JC, Weng CL, 
Chou CK, Xie X, Hung JY, Wei Y, Hortobagyi GN, 
Hung MC. Endostatin-cytosine deaminase fusion 
protein suppresses tumor growth by targeting 
neovascular endothelial cells. Cancer Res 2006; 66: 
378-384

           编辑  李军亮  电编  吴鹏朕

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”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. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×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mmol/L, 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 μg, 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酒精; 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.  (常务副总编辑: 张海宁 2009-04-18)
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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t  o f  t h e 
Bifidobacterium on the gut barrier function, 
intestinal flora and immunologic function in 
allergic mice.

METHODS: Forty BALB/c mice fed on the 
OVA-free diet were randomly divided into four 
groups with ten mice in each group. Mice in A 
group were sensitized by intraperitoneal injec-
tion with SEB+OVA and mice in the other three 

groups were separately induced with normal sa-
line (NS), SEB or OVA on the 0, 3rd and 9th days; 
and all of the mice were challenged by means of 
intragastric gavage with OVA on the 7th and 14th 
days. Then the natural recovery group, interven-
tion by Bifidobacterium group, intervention by 
smcta group and intervention by both Bifidobac-
terium and smcta group were set on the base of 
SEB+OVA experimental group. From the 15th 

day after sensitization, all mice were induced 
with different contents by means of intragastric 
gavage 7 times, 24 h apart. The intestinal micro-
bial flora was detected by culturing the feces. 
The serum levels of IgE, IL-4, INF-γ and diamine 
oxidase (DAO) were analyzed by ELISA. The 
mesenteric lymph nodes (MLN), homogenated 
tissues of the livers, kidneys and lungs were 
cultured to determine for bacterial translocation. 
The number of CD4+CD25+ regulatory T cells 
(CD4+CD25+ Treg cells) in spleens was measured 
using flow cytometry. 

RESULTS: The levels of IgE(A), DAO(A), IL-4 
(51.314 ± 3.785 ng/L vs 69.980 ± 9.103 ng/L, P < 
0.05) decreased significantly in Bifidobacterium 
intervention group compared with those of 
SEB+OVA group, but the INF-γ increased signif-
icantly (194.281 ± 12.144 ng/L vs 133.875 ± 33.822 
ng/L, P < 0.05). The number of CD4+CD25+ Treg 
cells increased significantly in Bifidobacterium 
intervention group (5.778% ± 0.773% vs 4.216% 
± 0.439%, P < 0.05). The numbers of Lactobacillus 
and Bifidobacterium in Bifidobacterium interven-
tion group increased significantly compared 
with those of SEB+OVA group (6.670 ± 0.443 vs 
5.654 ± 0.289, 8.611 ± 0.295 vs 7.491 ± 0.339, both 
P < 0.05). In contrast, the numbers of Escherichia 
col and Bacteroideae in Bifidobacterium interven-
tion group decreased significantly compared 
with those of SEB+OVA group (5.364 ± 0.537 vs 
6.718 ± 0.267, 7.427 ± 0.544 vs 8.606 ± 0.317, both 
P < 0.05). The frequency of bacteria translocation 
of MLNs, livers, kidneys and lungs in Bifidobacte-
rium intervention group decreased significantly 
compared with that of the SEB+OVA group 
(12.5% vs 37.5%, P < 0.05). 
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■背景资料
近年来食物过敏
和相关疾病在全
球范围内迅速增
加. 有关食物过敏
领域的研究进展
迅速, 但其发病机
制还不清楚, 其治
疗策略仍是以排
除致敏食物为主, 
但 效 果 欠 佳 .  由
于益生菌如乳酸
菌、双歧杆菌等
所独有的生物学
特点和肠道黏膜
炎症反应的特异
性, 使肠道益生菌
疗法作为治疗食
物过敏的一种新
兴疗法日益受到
人们的重视.

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
科

   



CONCLUSION: Bifidobacterium could coordinate 
the immunologic function, cure the alteration of 
intestinal flora, and protect the intestinal tract 
mucosa barrier function. 

Key Words: Food allergy; Intestinal flora; Bac-
terial translocation; Intestinal permeabil ity; 
CD4+CD25+Treg cells; Th1/Th2 cytokine

Zhang LL, Zheng PY, Luo Y, Wang XT, Liu ZQ, Huang 
H. Influence of Bifidobacterium on gut barrier function and 
Th1/Th2 cytokine in food allergic mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1091-1097

摘要
目的: 探讨双歧杆菌在改善食物过敏动物肠
道屏障功能、调整肠道菌群结构以及对免疫
功能调节方面的作用及其机制.

方法: 无受试蛋白喂养BALB/c小鼠40只, 随
机分为4组: 分别于0、3、9 d腹腔注射生理
盐水, 金黄色葡萄球菌肠毒素B(SEB), 卵清
蛋白(OVA), SEB+OVA; 并于第7、14天给予
OVA灌胃. 在SEB+OVA致敏组的基础上设立
自然恢复组、双歧杆菌作用组、思密达作用
组、双歧杆菌+思密达共同作用组, 第15天开
始分别经灌胃给予不同的药物, 连续7 d, 每
日1次. 培养法分析粪便菌群, 检测血清二胺
氧化酶(DAO)含量, ELISA法测定血清IgE、
IL-4、INF-γ含量. 对肠系膜淋巴结(MLN)及
肝、肾、肺组织进行培养以探讨有无细菌移
位(BT)发生. 同时, 采用流式细胞术分析其脾
细胞悬液中CD4+CD25+调节性T细胞的数量
变化. 

结果: 与SEB+OVA实验组相比, 双歧杆菌作
用组小鼠血清IgE、DAO含量(A 值)、血清
IL-4(51.314±3.785 ng/L vs  69.980±9.103 
ng/L, P <0.05)含量显著降低; 血清INF-γ水平
显著升高(194.281±12.144 ng/L vs  133.875
±33.822  n g/L,  P <0.05 ) ;  脾细胞悬液中
CD4+CD25+T细胞数量显著升高(5.778%±

0.773% vs  4.216%±0.439%, P <0.05); 肠道
固有菌群中益生菌乳酸杆菌的含量(6.670±
0.443 vs  5.654±0.289, P <0.05)、双歧杆菌的
含量(8.611±0.295 vs  7.491±0.339, P <0.05)显
著升高, 条件致病菌大肠杆菌的含量(5.364±
0.537 vs  6.718±0.267, P <0.05)、类杆菌的含
量(7.427±0.544 vs  8.606±0.317, P <0.05)显著
降低; MLN及外周器官细菌移位率显著降低
(12.5% vs  37.5%, P <0.05).

结论:  双歧杆菌可以有效调节机体免疫功
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能、调整肠道菌群失调及保护肠道黏膜屏障
功能.

关键词: 食物过敏; 肠道菌群; 细菌移位; 肠通透性; 

CD4+CD25+调节性T细胞; Th1/Th2
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0  引言

随着新型抗生素和疫苗的发展及其在临床上的

应用, 感染性疾病的治疗已取得巨大成功, 但是

在过去的几十年中, 过敏性疾病却呈现出明显

上升趋势[1], 食物过敏在世界上广泛存在, 食物

过敏的症状轻者仅表现为轻度不适, 如进食过

敏食物后出现呕吐、腹痛、腹泻, 严重者会发

热、呕血、便血, 重则表现为威胁生命的过敏

性休克[2]. Fuller[3]研究证实摄入益生菌例如乳酸

杆菌和双歧杆菌与预防各种过敏性疾病有关. 
相关报道提示应用益生菌在调节和控制免疫反

应方面的必要性. Herz et al [4], Kim et al [5-6]研究证

实益生菌在人和小鼠模型上均有表现出抗过敏

的作用. 在种类繁多的益生菌中双歧杆菌作为

人类正常肠道的原籍菌群, 极具研究价值. 由于

益生菌所独有的生物学特点和肠道黏膜免症反

应的特异性, 使肠道益生菌疗法作为治疗食物

过敏的一种新疗法, 日益受到重视. 益生菌可能

参与调节肠道免疫失衡, 其机制需要进一步研

究[7]. 食物过敏是以Th2极化为特征的免疫反应, 
然而, 还没有满意的方法来抑制失常的Th2型细

胞反应[8]. 抗原特异性CD4+CD25+调节性T细胞

(CD4+CD25+ regulatory T cells, CD4+CD25+ T)细
胞能够调节失衡的Th1或Th2反应[9]. 人类肠道致

敏的起始过程仍不清楚. 可能同时暴露于微生

物感染和食物抗原可以协同作用使静息型T细
胞分化为抗原特异性Th2型T细胞, 随后损害免

疫耐受而导致肠道致敏. 金黄色葡萄球菌通常

存在于人体肠道内, 许多证据表明金黄色葡萄

球菌肠毒素B(staphylococcal enterotixn B, SEB)
与过敏性疾病的发病有关[10], SEB被用作有代

表性的微生物产物; 卵清蛋白(ovalbvmin, OVA)
因具有可靠的抗原性而被认为是一种理想的食

物抗原模型, 经常用于研究食物过敏症和食物

抗原相关性炎症. 本文选用SEB+OVA共同作用

于BALB/c小鼠构建动物模型, 对其肠道菌群、

www.wjgnet.com

■研发前沿
食物过敏的发生
机制尚不清楚, 日
前的研究多集中
在Th1/Th2细胞失
衡与卫生假说、

细菌毒素及食物
蛋 白 的 共 同 作
用、口服耐受受
损等方面 .  其中 , 
CD4+CD25+调节
性T细胞作为贯穿
各个假说的线索
备受研究者的关
注.
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肠通透性进行全面评价, 探讨在食物过敏中是

否存在细菌移位现象并检测其血清IL-4、INF-γ
水平, 分析CD4+CD25+Treg细胞的变化. 使用双

歧杆菌进行干预, 探讨益生菌在改善食物过敏

动物肠道屏障功能、调整肠道菌群结构以及对

Th1/Th2免疫反应调节方面的作用及其机制. 思
密达是临床常用的治疗腹泻的肠道黏膜保护剂, 
我们将思密达和双歧杆菌联合使用, 观察两者

在保护肠道黏膜屏障功能有无协同作用.

1  材料和方法

1.1 材料 卵清蛋白(OVA, Sigma公司), 青春型双

歧杆菌(由金双歧胶囊分离, 郑州金百合生物工

程公司), 思密达蒙脱石散(博福-益普生天津制药

公司), 小鼠IgE、IL-4、INF-γ ELISA定量试剂盒

(美国ADL公司), 邻连茴香胺(O-dianisidine), 辣
根过氧化物酶(peroxidase-horseradish), 盐酸戊二

胺(cadaverine dihydrochloride), 二胺氧化酶标准

品(diamine oxidase)均为Sigma公司产品. FITC-
抗鼠CD4、PE-抗鼠CD25(美国eBioscience公司), 
SEB由郑州大学生物工程系提供, BALB/c小鼠购

于北京维通利华实验动物技术有限公司(合格证

号SCXK(京)2007-0001).
1.2 方法 
1.2.1 动物模型实验: 无受试蛋白喂养BALB/c小
鼠40只, 体质量18-22 g, ♀, 随机分为4组: 空白

对照组(A)、SEB作用组(B)、OVA作用组(C)、
SEB+OVA共同作用组(D), 每组10只. 按照文献

[11]方法进行造模, D组小鼠的致敏和激发过程

如下:取BALB/c小鼠10只, 第0、3、9天使用10 
μg SEB及20 μg OVA无菌生理盐水(NS)溶液0.2 
mL ip进行基础致敏; 于第7、14 d以OVA生理盐

水溶液0.25 mL(含OVA 20 μg)对D组小鼠进行灌

胃激发; A、B、C组小鼠(每组10只)分别以等体

积的生理盐水、SEB(10 μg)、OVA(20 μg) ip和
OVA ig, 以腹泻为造模成功标志, 如果被致敏小

鼠未出现明显腹泻, 可观察处死后小鼠的肠道

内容物, 相对于正常小鼠结肠中的球样大便, 水
样粪便亦可被视为腹泻. 第15天处死小鼠, 留取

血清标本. 
1.2.2 益生菌干预实验: 无受试蛋白喂养BALB/c
小鼠60只, 体质量18-22 g, ♀, 随机分为6组: 空
白对照组(A)、SEB+OVA实验组(D)、自然恢

复组(E)、双歧杆菌作用组(F)、思密达作用组

(G)、双歧杆菌思密达共同作用组(H), 每组10只. 
E、F、G、H组按照D组的方法造模, 造模成功

后分别予以含以下试剂的溶液0.4 mL ig: 生理盐

水、双歧杆菌1×1011 CFU/L、思密达0.6 g/kg、
双歧杆菌1×1011 CFU/L+思密达0.6 g/kg, 每天1
次, 共7 d, 第8天处死动物, 留取血清标本. 益生

菌实验与动物模型实验同时进行, 可不设空白

对照组(A)、SEB+OVA共同作用组(D)两组对照. 
1.2.3  血清I g E、I L-4、I N F-γ、二胺氧化酶

(DAO)测定: 造模第15天, 摘眼球取血并处死小

鼠. 全血37℃静止1 h后, 4℃低温离心取血清. 按
试剂盒说明进行血清总IgE、IL-4、INF-γ测定, 
于酶标仪450 nm处读出A值. 取血清按照黎君有 
et al [12]方法使用分光光度计进行血清DAO测定, 
436 nm处读出吸光度A值.
1.2.4  流式细胞仪测定脾脏单个核细胞悬液: 
CD4+CD25+T细胞: 无菌取脾, 置于缚有200目
筛网的平皿上细细剪碎, 以预冷的Hank's液收

集细胞, 1500 r/min 10 min离心, 弃上清. 取Tris-
NHCl4溶液3 mL吹匀细胞, 静置5 min裂解红细

胞, 加入PBS缓冲液至10 mL, 1500 r/min 10 min, 
弃上清. PBS液洗涤3次, 使用含100 mL/L胎牛血

清的RPMI 1640培养液重悬细胞. 调整细胞浓度

至(1-2)×106/L. 将FITC-抗鼠CD4 0.2 μL、PE-
抗鼠CD25 0.25 μL加入流式样管底部, 加入500 
μL(细胞总数为5×105-1×106)细胞悬液混匀, 避
光静置30 min后1 mL PBS洗涤2次, 500 μL PBS
重悬细胞上机检测. 
1.2.5 粪便菌群分析: 造模第15天, 取小鼠新鲜粪

便, 制成101-106稀释倍数的混悬液. 分别接种于

相应的培养基上培养大肠杆菌(伊红美兰培养

基)、类杆菌(Bds培养基)、乳酸杆菌(Lbs培养

基)、双歧杆菌(Blb培养基). 大肠杆菌需氧培养

24 h, 其余三菌置于厌氧罐中厌氧培养48 h. 根据

菌落形态、涂片分析及耐氧实验结果计算各个

菌种每克粪便中菌落形成单位(CFU/g) . 
1.2.6 细菌移位研究: 小鼠处死后以750 mL/L
乙醇浸泡1 h, 于超净台内无菌取肠系膜淋巴结

(mesenteric lymph node, MLN)、肝脏、肾脏、

肺脏于增菌液中分别进行培养. 需氧35℃ 24 h后
或厌氧48 h后观察是否有细菌生长. 增菌阳性标

本进行涂片观察并分别接种于伊红美兰平板及

厌氧基础平板上培养, 24 h或48 h后观察并涂片

鉴定. 有大肠杆菌(G-兼性厌氧菌)及类杆菌(G-专

性厌氧菌)生长者记为阳性. 移位率 = 阳性器官

个数/(小鼠个数×4).
统计学处理 实验结果采用SPSS l3.0统计

软件包分析. 组间均数比较选用单因素方差分

■相关报道
Hirofumi et al 研
究表明过敏小鼠
Th1/Th2异常偏向
Th2漂移. 喻晓辉 
et al 认为, 益生菌
能通过调节机体
的免疫应答, 使免
疫系统处于一个
健康和稳定的状
态, 抑制过敏的发
生.有研究者证实
在哮喘等过敏性
疾病的动物模型
中. CD4+CD25+T
细胞的数量显著
下 降 .  诱 导 口 服
耐受失败的牛奶
过敏儿童的外周
血单个核细胞中
CD4+CD25+T细胞
的数量显著降低.
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析, 移位率的比较采用行×列表χ2检验. 采用α = 
0.05为假设检验标准.

2  结果

2.1 血清总IgE(A )和DAO(A )测定 正常对照组小

鼠的平均IgE为0.426±0.249, SEB+OVA实验组

的平均IgE为0.634±0.220, SEB+OVA实验组较

其他3组对照的平均IgE明显升高, 与正常对照组

相比组间有显著性差异(P  = 0.044), 双歧杆菌治

疗后, 血清总IgE明显下降(P = 0.035, 表1). DAO
是一种具有高度活性的细胞内酶, 存在于哺乳

类动物的黏膜或绒毛上层, 当小肠黏膜机械屏

障受损导致通透性增高时, DAO将释放入血导

致外周血中DAO含量升高. 正常对照组小鼠的

平均DAO为0.145±9.462E-02, SEB+OVA实验

组的平均DAO为0.385±0.186, SEB+OVA实验

组较其他3组对照的平均DAO明显升高, 与正常

对照组相比组间有显著性差异(P = 0.000), 经双

歧杆菌治疗后, 血清DAO含量(A值)明显下降(P 
= 0.035); 双歧杆菌+思密达组IgE、DAO水平与

双歧杆菌组无明显差异(表1).
2.2 脾脏单个核细胞悬液CD4+CD25+Treg细胞 
流式细胞仪测定各组小鼠CD4+CD25+ T细胞占

脾脏单个核细胞的百分比, SEB+OVA实验组较

其他3组对照的CD4+CD25+T细胞水平明显降低, 
与正常对照组相比组间有显著性差异(4.216%
±0.439% vs  5.969%±0.469%, P = 0.000, 图1), 
经双歧杆菌治疗后CD4+CD25+T细胞水平明显

升高(5.778%±0.773% vs  4.216%±0.439%, P = 
0.000); 双歧杆菌+思密达组CD4+CD25+T细胞水

平与双歧杆菌组无明显差异(表1).
2.3 Th1/Th2测定 血清IL-4(ng/L)水平: 正常对照

组小鼠的平均IL-4为45.877±2.804, SEB+OVA
实验组的平均IL-4为69.980±9.103, SEB+OVA
实验组较其他3组对照的平均IL-4明显升高, 与
正常对照组相比组间有显著性差异(P  = 0.000), 
经双歧杆菌治疗后, 血清IL-4含量明显下降(P  = 
0.000, 表2); 血清INF-γ(ng/L)水平正常对照组小

鼠的平均INF-γ为204.018±32.031, SEB+OVA实

验组的平均INF-γ为133.875±33.822, SEB+OVA
实验组较其他3组对照的平均INF-γ明显下降, 与
正常对照组相比组间有显著性差异(P = 0.000), 
经双歧杆菌治疗后, 血清INF-γ含量明显升高(P 
= 0.000); 双歧杆菌+思密达组IL-4、INF-γ水平

与双歧杆菌组无明显差异(表2).
2.4 粪便菌群分析 SEB+OVA实验组大肠杆菌(P  
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表 1 双歧杆菌治疗及对照组小鼠血清IgE、DAO; CD4+CD25+ T细胞比较 (mean±SD, n  = 10)

     
分组                      IgE(A )              DAO(A )               CD4+CD25+ T细胞(%)

正常对照组  0.426±0.249ce     0.145±9.462E-02ce 5.969±0.469ce

实验组   0.634±0.220a     0.385±0.186a  4.216±0.439a

自然恢复组  0.629±0.196a     0.344±0.106a  4.752±0.875a

双歧杆菌组  0.440±0.126ce     0.157±7.126E-02ce 5.778±0.773ce

思密达组   0.624±0.122a     0.150±5.984E-02ce 4.933±0.738a

双歧杆菌+思密达组  0.431±0.247ce     0.137±7.883E-02ce 5.869±1.793ce

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  实验组; eP<0.05 vs  自然恢复组.

A B

图 1 正常对照组、SEB+OVA及双歧杆菌组小鼠脾细胞悬液CD4+CD25+ T细胞的表达. A: 正常对照组; B: SEB+OVA组; C: 双

歧杆菌组.
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C■创新盘点
本文探讨微生物
产物和食物抗原
协同作用损害肠
道免疫耐受和诱
导肠道高敏感性
的分子机制, 即微
生物产生的SEB
和食物抗原OVA
交互作用于机体
的免疫系统, 抑制
免疫耐受从而有
益于Th2细胞的分
化. 
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= 0.000)和类杆菌(P = 0.000)Log10CFU/g较正常

对照组的平均值明显升高, 与正常对照组相比

组间有显著性差异; SEB+OVA实验组双歧杆菌

(P = 0.000)和乳酸杆菌(P = 0.000)的Log10CFU/g
较正常对照组的平均值明显下降, 与正常对照

组相比组间有显著性差异(图2); 经双歧杆菌治

疗后, 大肠杆菌(P = 0.000)和类杆菌(P = 0.000)
的Log10CFU/g均明显下降, 双歧杆菌(P = 0.000)
和乳酸杆菌(P = 0.000)Log10CFU/g均明显回升; 
双歧杆菌+思密达组大肠杆菌、类杆菌、乳酸

杆菌、双歧杆菌Log10CFU/g水平与双歧杆菌组

无明显差异(表3).
2.5 细菌移位 MLN及肝、肺、肾培养显示实验

组与对照组小鼠均有BT现象发生, 但实验组细

菌移位率显著高于空白对照组(P = 0.001, 表4). 
双歧杆菌及思密达治疗后, 实验组移位率降低(P 
= 0.001); 双歧杆菌+思密达组移位率与双歧杆

菌组无明显差异(表4).

3  讨论

食物过敏症和相关疾病在全球范围内迅速增

加[13], 大约4%-8%的儿童和1%-2%的成年人对

食物抗原具有IgE介导的高反应性[14]. “卫生假

设”(hygiene hypothesis)提出幼年时期过少暴露

于细菌和病毒等病原体导致对Th1细胞克隆的

不充分刺激, 从而不能与Th2细胞克隆的扩增相

表 3 双歧杆菌作用组及对照组小鼠肠道菌群比较 (mean±SD, n  = 10, Log10CFU/g)

     
分组                  大肠杆菌        类杆菌    双歧杆菌      乳酸杆菌

正常对照组 5.368±0.329ce 7.518±0.326ce 8.706±0.153ce     6.649±0.231ce

实验组  6.718±0.267ae 8.606±0.317ae 7.491±0.339ae     5.654±0.289ae

自然恢复组 5.876±0.491ac 8.053±0.340ac 7.745±0.334ac     6.277±0.396ac

双歧杆菌组 5.364±0.537ce 7.427±0.544ce 8.611±0.295ce     6.670±0.443ce

思密达组  5.465±0.282ce 7.576±0.318ce 8.568±0.280ce     6.639±0.355ce

双歧杆菌+思密达 5.392±0.494ce 7.599±0.376ce  8.598±0.340ce     6.691±0.336ce

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  实验组; eP<0.05 vs  自然恢复组.

表 4 双歧杆菌作用组及对照组小鼠细菌移位比较

     
  

 MLN    肝   肾    肺
  细菌移位  

器官数  移位率(%)
                     器官数

正常对照组    2     0    0     1         3          40          7.5ce           

实验组           8g    2    2     3       15          40        37.5a

自然恢复组    7     1    1     2       11          40        27.5a

双歧杆菌组    3     1    0     1         5          40        12.5ce

思密达组       1     1    0     1         3          40          7.5ce

双歧杆菌+      0      0    0     1         1          40          2.5ce

思密达组

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  实验组; eP<0.05 vs  自然恢

复组; gP<0.05 vs  同组肝、肾、肺.

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

图 2 食物过敏小鼠肠道菌群变化示意图. 

大肠杆菌  类杆菌    乳酸杆菌 双歧杆菌
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表 2 双歧杆菌治疗及对照组小鼠IL-4 、INF-γ比较 (mean±SD, n  = 10)

     
分组              IL-4(ng/L)   INF-γ(ng/L)              IL-4/INF-γ

正常对照组            45.877±2.804ce            204.018±32.031ce  0.225

实验组             69.980±9.103ae            133.875±33.822ae  0.526

自然恢复组            63.955±7.189ac            161.950±21.768ac  0.395

双歧杆菌组            51.314±3.785ce            194.281±12.144ce  0.264

思密达组             62.423±6.964ac            169.734±17.218ac  0.368

双歧杆菌+思密达组            50.821±4.749ce            197.786±19.190ce  0.257

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  实验组; eP<0.05 vs  自然恢复组.

■应用要点
双歧杆菌可以有
效治疗食物过敏, 
其与思密达联合
使用没有意义, 提
示在临床实践中, 
可以使用益生菌
治疗食物过敏.
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平衡, 最终导致一种敏感症易患体质[15]. 最近几

年有关食物过敏领域的研究进展迅速, 一般认

为, 口服耐受的打破或诱导口服耐受失败会导

致食物过敏, 口服耐受状态与肠上皮细胞的各

组成部分的完整性、树突状细胞(dendritic cell, 
DC)的提呈作用、CD4+CD25+Treg细胞的作用

等因素密切相关[16]. 我们前期研究发现SEB在食

物过敏反应中发挥重要作用[17], SEB在免疫调控

过程中发挥多方面作用: SEB是一种超抗原, 它
可以强有力地诱导能表达特异性TCR Vβ链的T
细胞活化增殖和产生细胞因子. 由于益生菌所

独有的生物学特点和肠道黏膜炎症反应的特异

性, 使肠道益生菌疗法作为治疗食物过敏的一

种新兴疗法日益受到人们的重视. 
本研究显示食物过敏小鼠肠道内正常菌

群发生明显改变, 条件致病菌大肠杆菌、类杆

菌的数量高于空白对照组小鼠, 益生菌双歧杆

菌、乳酸杆菌数量的则明显减少. 经双歧杆菌

治疗后, 肠道内条件致病菌数量下降, 益生菌

明显回升. 益生菌可以通过占位效应、营养竞

争及其分泌的各种代谢产物及细菌素等抑制条

件致病菌的过度生长及外来致病菌的入侵, 维
持肠道益生菌生长优势, 维持肠道的微生态平

衡[18]. 致敏组小鼠血清DAO结果增高提示FA小

鼠小肠通透性增高, 肠道屏障遭到破坏. 研究发

现, 当肠黏膜屏障被破坏, 上皮通透性增高时, 
食物抗原的经上皮转运会明显加强, 肠道免疫

系统对微生物产物和食物大分子抗原摄取增

多, 这样会加剧机体对食物抗原的Th2极化, 发
生食物过敏[19]. 通过对MLN、肝脏、肾脏、肺

脏的细菌培养, 本研究证实了食物过敏过程中

细菌移位的存在, MLN更易发生细菌移位. 本
实验同时表明, 双歧杆菌能有效治疗细菌移位

的发生发展, 说明双歧杆菌能帮助机体清除细

菌及毒素.
致敏组小鼠血清I L-4升高、I F N-γ降低 , 

IL-4/IFN-γ比值升高, 说明食物过敏以Th2型细

胞占优势, 食物过敏时Th2型细胞活化增加, 产
生高水平IL-4, 进而诱导B细胞生成大量sIgE, 并
诱发机体产生过敏性炎症反应. 研究[20]发现牛

奶过敏儿童血CD4+T细胞数量与对照组无差异, 
而产生INF-γ的CD4+ T细胞数量明显减少, 提示

在牛奶过敏儿童中CD4+ T细胞表达INF-γ功能低

下; 表明机体对食物或环境中的过敏原发生Th2
型反应时, 易发生过敏症, 本研究结果与之接近. 
本实验发现, 双歧杆菌能有效降低血清IL-4, 抑
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制增强的Th2反应.
C D4+C D25+T细胞是具有免疫抑制功能

的T细胞亚群 ,  在维持机体内环境的稳定、

抗感染、诱导移植耐受及自身免疫性疾病等

方面发挥重要作用 [21].  本研究发现致敏小鼠

CD4+CD25+T细胞数量显著低于对照组, 证实

了CD4+CD25+T细胞的下降有可能打破口服耐

受或诱导口服耐受失败, 诱发食物过敏. 体外

实验和动物疾病模型均证实, CD4+CD25+T可
抑制初始T细胞向T h2型分化 [22]. 过敏症患者

CD4+CD25+ T细胞的这种抑制作用大大降低[23].
食物过敏时肠道菌群紊乱、肠道屏障功能

受损、Th2反应增强, 经双歧杆菌治疗, 上述现

象得到有效纠正, 提示我们可以使用益生菌治

疗食物过敏. 根据我们前期研究, 食物过敏小鼠

存在肠道菌群失调与肠道通透性增高并存的现

象[24], 本文中我们将双歧杆菌及思密达联合使

用, 结果表明两者均能有效保护肠道屏障功能, 
预防及治疗细菌移位, 并减轻食物过敏引起的

腹泻等肠道症状, 但两者联合与单独使用双歧

杆菌, 小鼠的肠道菌群、细菌移位现象及相关

免疫学指标无明显差异, 表明双歧杆菌和思密

达之间无协同作用. 结果提示我们应用双歧杆

菌可以有效治疗食物过敏, 二者联合使用没有

应用意义.
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Abstract
AIM: To construct an iceA gene mutant strain of 
Chinese H pylori.

METHODS: The iceA gene and its partial upper 
and downstream flank DNA fragments were 
cloned into plasmid pBluescript SK II (-). And 
kanamycin resistance gene from pEGFP-N2 was 
inserted into iceA gene to construct objective 
plasmid pBS-iceA-kam. Then pBS-iceA-kam was 
transformed into H pylori cells by electroporation 

and the strains expressing kanamycin resistance 
genes were selected by kanamycin agar, which 
were identified by PCR and sequencing analysis. 

RESULTS: The result of PCR amplified and se-
quencing analysis from the genome DNA of the 
constructed mutant strain showed that kanamy-
cin resistance genes were inserted into iceA gene 
successfully.

CONCLUSION: The iceA mutant strain of H pylori 
isolated from China is constructed successfully. 

Key Words: Helicobacter pylori ; iceA gene; Mutant

Ma YJ, Duan GC, Zhang RG, Fan QT, Zhang WD. 
Construction and identification of iceA gene mutant 
strain of Helicobacter pylori isolated from Chinese patients. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1098-1102

摘要
目的: 构建幽门螺杆菌(H pylori )iceA基因突
变株. 

方法: 克隆iceA基因及两侧的部分序列至载
体pBluescript SKⅡ(-)多克隆位点中. 运用基
因重组方法将卡那霉素抗性基因(kam)插人
iceA基因片段之间, 构建出带卡那霉素抗性标
志的突变载体pBS-iceA-kam. 再将突变载体
转化至H pylori中国临床分离株MEL-H pylori  
27中, 用卡那霉素筛选iceA基因的突变株, 经
PCR和DNA测序鉴定.  

结果: 用PCR方法扩增突变株基因组DNA, 结
果显示卡那霉素抗性基因已插入iceA基因片
段中, 测序进一步证实已筛选获得H pylori 中
国临床分离株iceA基因的突变株. 

结论: 成功构建一株H pylori  iceA基因突变株. 

关键词: 幽门螺杆菌; iceA基因; 突变株
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■背景资料
H py lo r i 感染后
可以导致再发性
腹痛、胃炎和消
化性溃疡、胃癌
等胃肠疾病的发
生 .  但 不 同 人 群
H py lo r i 的感染
率和发病情况不
尽 相 同 ,  这 种 差
异除因宿主因素
外, 还与H pylori
菌株的多样性有
关. H pylori 的致
病机制的阐明是
从根本上解决各
种 问 题 的 关 键 , 
H  py lo r i 的感染
和发病涉及多个
毒 力 因 子 ,  各 致
病因子对胃黏膜
的损伤机制至今
尚未完全明了. 

■同行评议者
喻荣彬 ,  副教授 , 
南京医科大学公
共卫生学院流行
病与卫生统计学
系
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )是一种专寄生于人胃黏膜

的革兰阴性微需氧菌, 是各地最常见的感染性

病原之一, 世界上至少有50%人口感染H pylori . 
许多研究表明, H pylori感染后可导致再发性腹

痛、胃炎和消化性溃疡、胃癌等胃肠疾病的发

生, 1994年国际癌症研究中心将其归为Ⅰ类致

癌因子. H pylori的感染和发病涉及多个毒力因

子. 近年研究发现, H pylori接触胃黏膜上皮后

可诱导表达一种毒力相关因子-黏膜接触诱导

因子, 由iceA(induced by contact with epithelium, 
iceA)基因编码, 可能通过调控相关毒素基因的

表达等机制, 参与H pylori的致病作用[1]. 也有

研究发现, iceA与消化性溃疡及IL-8的黏膜浓

度增高显著相关, 而IL-8在H pylor i相关性炎

症和H pylori相关性疾病中发挥着重要作用[2]. 
虽然国内外研究人员针对iceA基因与H pylori
所致临床疾病的相关性进行了多项研究 [3-6], 
但iceA基因作为一毒力相关基因, 其生物学功

能及其致病机制尚不十分清楚. 因此本研究拟

利用中国临床分离株MEL-H pylori  27进行研究, 
根据同源重组原理, 利用分子克隆方法, 构建

iceA基因的突变株, 为探讨iceA基因的作用提

供重要的实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 含iceA基因的H pylori菌株MEL-H pylori  
27(H pylori  27)由本教研室从郑州市慢性萎缩性

胃炎患者体内分离并保种. 载体pBluescript SK 
Ⅱ(-)由中国人民解放军军事医学科学院韩聚

强博士惠赠, 质粒pEGFP-N2(含卡那霉素抗性

基因)由河南省医学科学研究所范天黎博士惠

赠. 大肠杆菌DH5α为本室保存. PMD19-T载
体、Pyrobest DNA聚合酶、T4 DNA连接酶、

DNA Marker、各限制性内切酶等均为TaKaRa公
司产品, 蛋白酶K、RNA酶A为Sigma公司产品, 
胰蛋白胨、酵母提取物购自Oxoid公司, 胶回收

试剂盒购自Xsigen公司. 
1.2 方法 
1.2.1 PCR扩增: 参照GenBank公布的H pylori菌
株i ceA基因及其上下游核苷酸序列设计引物, 
用于扩增包括iceA基因在内的序列: F: 5'-GGG
TGCGATTTGCGTGGGCGATGATGTG-3', R: 
5'- GATCATGGCCTACAACCGCATGGATATT-
3', 扩增片段长度约790 bp. 根据质粒pEGFP-N2
全序列设计用于扩增抗性筛选标记基因卡

那霉素的引物: K1: 5'-CCAAGCTTATGATT 
GAACAAGATGGATTG-3'(含Hin d Ⅲ酶切位

点), K2: 5'-CCAAGCTTCAGAAGAACTCGT
CAAGAAG-3'(含Hin d Ⅲ酶切位点), 扩增片段

长度约800 bp. 引物设计软件为Primer 5.0. 所
有引物均由北京赛百盛公司合成. 以H pylor i  
27基因组DNA为模板, 用F、R引物扩增包括

iceA基因及两侧部分序列; 以质粒pEGFP-N2
为模板, 用K1、K2引物扩增卡那霉素抗性基

因. 反应体系50 μL, 扩增条件为: 94℃ 3 min×
1; 94℃ 50 s, 54℃ 50 s, 72℃ 50 s×30; 72℃ 8 
min×1.  
1.2.2 i c e A基因的克隆 :  P C R产物回收并与

pMD19-T载体连接并转化E. coli  DH5α, 菌落

PCR筛选阳性克隆, 送北京博尚生物技术有限公

司测序并分析. 提取质粒, 将重组质粒pMD19-T-
iceA及质粒pBluescript SK Ⅱ(-)分别用限制性内

切酶Hin cⅡ、Bam HⅠ酶切处理后纯化并连接, 
构建重组质粒pBS-iceA, 转化E. coli  DH5α, 筛选

阳性克隆并鉴定.  
1.2.3 突变载体的构建: 将重组质粒pBS-iceA和

卡那霉素抗性基因扩增产物经Hin d Ⅲ酶切后连

接并转化大肠杆菌, 筛选并鉴定, 突变载体记作

pBS-iceA-kam. 
1.2.4 突变菌株的构建与鉴定: 参考黄志刚 et al [7]

从固体培养基上刮取H pylor i菌落于1 mL 15 
mL/L甘油-9 g/L蔗糖溶液中, 4℃ 5000 r/min离心

10 min(重复3次), 沉淀重悬于50 μL甘油蔗糖溶

液中, 4℃ 10 min后加入质粒pBS-iceA-kam, 冰
上静置5 min, 移入-20℃预冷的电击杯中冰浴5 
min. 电击后吸出电转液均匀涂布于普通H pylori
平板培养. 刮取菌落, 转涂于含25 mg/L卡那霉素

H pylori平板上, 培养3-5 d. 提取基因组DNA进

行鉴定: 分别用F/R及K1/K2为引物进行PCR扩

增, 并以野生株H pylori  27作为对照. 将引物F/R
的扩增产物克隆后, 送北京博尚生物技术有限

公司测序并分析.  
1.2.5 突变株与野生株尿素酶活性的比较: 实
验在96孔板上进行, 分A、B、C三组, 每组6个
复孔, 每孔内分别加入尿素酶检测试剂100 μL. 
然后A组每孔分别加入含野生株H pylor i 27的
PBS菌液10 μL, B组每孔分别加入含突变株的

PBS菌液10 μL, C组每孔分别加入PBS液10 μL
作为空白对照. A、B加入菌液浓度均为1×1011 

CFU/L(A 600nm = 1). 在不同时点用酶标仪检测各

孔A 492nm吸光度值. 

■相关报道
Figueiredo et al
在来自感染患者
的胃黏膜活检标
本 上 成 功 转 录
出iceA1, 体外实
验中也成功诱导
了 i ceA1的表达 . 
Peek et al 研究发
现, H pylori 菌株
CH4的iceA1基因
序列有一全长的
nlaⅡR开放阅读
框架(0RF)的同源
物, 表明该序列可
能编码一个有功
能的限制性内切
酶. 研究人员从人
的胃黏膜中也已
成功转录出iceA2, 
并从所研究的基
因序列中发现了
明显的高度保守
的盒式结构. 

■研发前沿
H pylori 的致病因
子及其致病机制
一直受到国内外
研究人员的广泛
关注. iceA是独立
于cagA和vacA之
外的毒力相关基
因, 根据各国研究
人员的流行病学
调查, 大部分认为
iceA基因与消化
道炎症具有明显
的相关性 .  但是 , 
迄 今 为 止 ,  对 于
iceA基因在疾病
中的作用及其生
物学功能尚缺乏
直接的证据. 
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2  结果

2.1 目的基因的扩增 以H pylori  27基因组DNA
为模板, 用引物F、R扩增包括iceA基因及两侧

部分序列, 扩增片段长约790 bp(图1). 
2.2 目的基因的克隆鉴定 重组质粒pBS-iceA用

Bam HⅠ单酶切, 用Hin cⅡ、Bam HⅠ双酶切进

行鉴定, 单酶切产生约3820 bp片段, 双酶切产生

约3000 bp和820 bp片段(图2A), 与预期相符. 
2.3 突变载体的构建鉴定 构建的质粒pBS-iceA-
kam用Bam HⅠ单酶切, 用Hin cⅡ、Bam HⅠ双

酶切进行鉴定, 单酶切产生约4600 bp片段, 双酶

切产生约3000 bp和1600 bp片段(图2B), 与预期

相符. 
2.4 突变菌株的鉴定 提取构建的突变株与野生

株的基因组DNA, 分别用F/R、K1/K2为引物进

行PCR扩增, 结果显示用F/R为引物突变株可以

扩增出长约1600 bp的基因片段, 而野生株扩增

片段长度约为780 bp; 用K1/K2为引物突变株可

扩增出800 bp左右的卡那抗性基因片段, 而野生

株不能扩增出(图3). 测序结果进一步证实突变

株构建成功.  
2.5 突变株与野生株尿素酶活性的比较 将构建

的突变株和野生株分别与尿素酶试剂作用, 野
生株组在25 min完全分解尿素酶试剂达到其最

大吸光度值, 且在此之前其吸光度值均高于突

变株组. 突变株组在50 min达到其最大吸光度

值, 且在作用25 min后的吸光度值均高于野生株

组(图4). 

3  讨论

作为H pylor i接触胃黏膜上皮后诱导表达的一

种毒力相关因子, iceA有两个不同的等位基因

型,其侧翼序列上游是cysE(丝氨酸乙酰基转移

酶的同源物), 下游是hpylM(DNA腺嘌呤甲基化

酶). iceA1基因序列可能编码一个有功能的限制

性内切酶, 而且iceA在大部分H pylori菌株中并

不是编码一个功能蛋白, 而是在转录水平调节

腺嘌呤甲基转移酶基因hpyIM的表达, 通过DNA
甲基化水平的改变来调控相关毒素基因的表达, 
从而间接参与H pylori的致病作用[1]. 也有研究

发现, iceA还与消化性溃疡及IL-8的黏膜浓度

增高显著相关[2]. 因此, 目前多数学者认为iceA
可能是独立于cagA和vacA之外的又一毒力相

关基因[1-2,8]. 根据各国研究人员的流行病学调

查, 大部分认为iceA基因与H pylori感染引起的

消化道炎症具有明显的相关性 [9-12]. 为了进一

步研究iceA基因的功能, 本研究构建了iceA基

因的插入失活突变株. 利用同源重组原理构建

H pylori中某基因失活的突变体一直是研究该

基因在H pylori中作用的一个非常有效和常用

M       1      2
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1000
750
500

250
100

图 1 iceA基因的PCR扩增
产物. 1-2: H pylori  27 iceA

基因的PCR扩增产物; M: 标

准相对分子质量DNA.

M      1      2     3     4
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图 3 野生株H pylori 
27及其iceA基因突变
株的PCR产物凝胶电
泳. 1: 野生株用引物

F/R扩增; 2: 突变株

用引物F/R扩增; 3: 

野生株用引物K1/K2

扩 增 ;  4 :  突 变 株 用

引物K1/K2扩增; M: 

标 准 相 对 分 子 质 量

DNA.

图 4 H pylori 菌株作用尿素酶试剂后各时点吸光度比较.
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图 2 重组质粒pBS-iceA及pBS-iceA-kam的酶切鉴定结果. 
A: pBS-iceA; B: pBS-iceA-kam; 1: 重组质粒BamHⅠ单酶切

产物; 2: 重组质粒用HincⅡ、BamHⅠ双酶切产物; M: 标准

相对分子质量DNA.
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■创新盘点
本文根据同源重
组原理, 应用插入
失活方法, 用中国
临床分离株构建
基因突变株, 为探
讨 iceA基因的生
物学功能及其与
疾病的关系奠定
了重要的实验基
础. 
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的手段, H pylor i许多重要的黏附、定植、毒

力等相关基因功能都是通过这种技术得到了

验证[13-16]. 由于质粒pBluescript SK Ⅱ(-)在大肠

杆菌中能自主复制但不能在H pylori中复制, 并
且对H pylori转化效率较高, 在相关基因功能研

究中得到广泛应用. 因此本课题选择pBluescript 
SK Ⅱ(-)作为来源质粒, 采用卡那霉素抗性基因

作为筛选标记, 构建重组打靶质粒. 本研究首先

克隆MEL-H pylori 27菌株iceA基因及两侧cysE
和hpyIM的部分序列, 测序后发现在该基因读

码框中间有一个较为合适的Hin dⅢ酶切位点, 
直接在卡那霉素抗性基因两端添加该酶切位

点, 采用基因重组的方法将卡那霉素抗性基因

插入目的基因序列中, 从而大大简化了构建突

变打靶载体的步骤. 通过电穿孔转化方法, 将
突变载体转化进入野生株, 突变载体与野生株

染色体之间发生同源重组, 卡那霉素抗性基因

插至目的基因序列中, iceA基因的插入失活突

变株得以构建. 结果表明用这种同源重组方式

构建H pylori的突变株行之有效. 
为了检测突变株的构建是否成功, 本研究

对突变株和野生株的基因组DNA进行PCR的检

测, 用iceA基因两端序列设计引物分别扩增突变

株和野生株, 结果突变株的扩增片段长度比野

生株长约800 bp, 且突变株能扩增出卡那霉素抗

性基因片段, 野生株则不能. 为进一步确定, 又
用突变株基因组为模板, 以iceA基因两端序列所

设计的引物进行扩增, 产物的测序结果表明卡

那霉素抗性基因插入目的基因序列中. 
由于产生高活性的尿素酶是H pylori的重

要特征之一, 本研究将构建的突变株和野生株

H pylori 27分别与尿素酶试剂作用, 二者均立即

发生颜色改变, 由橘黄色变为紫红色, 吸光度值

的变化趋势表现出一定的差异. 野生株组在25 
min完全分解尿素酶试剂达到其最大吸光度值, 
且在此之前其吸光度值均高于突变株组. 而突

变株组在约50 min达到其最大吸光度值, 且在作

用25 min后的吸光度值均高于野生株组. 其他性

状的差异及其与iceA基因突变的相关性需进一

步研究. 
iceA基因作为一毒力相关基因, 其生物学功

能尚不十分清楚. 近年来, 国内外研究人员虽然

针对iceA基因的功能及与疾病的相关性进行了

广泛研究, 但均是利用iceA基因阳性菌株进行的

相关研究, 通过构建iceA基因突变株对其生物学

功能进行研究尚未见报道, 对于iceA基因在疾

病中的作用及其生物学功能仍缺乏直接的证据. 
另外, 由于iceA等位基因在世界各地的分布不

同, 具有明显的地区差异, 利用来源于西方国家

的菌株研究的结果不一定能够反映中国分离菌

株该基因的特征和作用. 
本研究利用本实验室保存的中国临床分

离株首次构建iceA基因突变株, 为进一步研究

H pylor i i ceA基因的生物学功能及其与消化

性炎症相关的致病机制奠定了实验基础, 对于

探讨iceA基因的地位和作用具有重要意义, 也
将为H pylori感染相关疾病的基因诊断提供新

的依据. 目前, 有关MEL-H pylori  27野生株与

MEL-H pylori  27菌株iceA基因突变株的相关

功能差异研究正在进行当中. 
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Abstract
AIM: To investigate relationships among STAT1, 
Caspase-7 and p21waf in gastric adenocarcinoma 
tissue and gastric adenocarcinoma cell SGC7901, 
and to shed light on features of IFN-γ-STAT1 
pathway in gastric adenocarcinoma. 

METHODS: Gastric adenocarcinoma tissue 
was tested by immunohistochemical method. 
SGC7901 cell was treated with IFN-γ and STAT1 
antisense oligonucleotides, and mRNA and 
protein expression was detected using RT-PCR, 
immunocytochemistry and image analysis meth-

ods. Apoptosis was determined by Hoechest 
33258.

RESULTS: Caspase-7 was positive correlation 
with STAT1 and p21waf (r = 0.32, 0.22, both P < 
0.05) in gastric adenocarcinoma tissue. IFN-γ 
promoted mRNA and protein expression of 
STAT1, Caspase-7 and p21waf was up-regulated 
in SGC7901 cell (P < 0.05). After treatment 
with IFN-γ along with varied concentrations of 
STAT1 antisense oligonucleotides, significantly 
lower STAT1 mRNA and protein expression 
was observed than IFN-γ used alone in SGC7901 
cells, which showed a concentration-dependent 
manner (P < 0.05); significantly lower Caspase-7 
and P21waf protein expression was observed than 
IFN-γ used alone in SGC7901 cell in a concen-
tration-dependent manner (P < 0.05). However, 
mRNA expression of Caspase-7 was down-reg-
ulated first and then up-regulated, while mRNA 
expression of p21waf was up-regulated first and 
then down-regulated. 

CONCLUSION: There is a IFN-γ-STAT1 path-
way in gastric adenocarcinoma tissue and 
SGC7901 cell line. IFN-γ-STAT1 could up-
regulate the expression of Caspase-7 and p21waf 

in gastric adenocarcinoma, but could not induce 
apoptosis. The downstream molecular of IFN-γ- 
STAT1 pathway has different expression fea-
tures in mRNA and protein expression level in 
gastric adenocarcinoma. 

Key Words: Interferon γ; Signal transducer and ac-
tivator of transcription 1; Caspase-7; p21 waf; Gastric 
adenocarcinoma

Deng H, Zhen HY, Zhou HY, Chen QX, Liu LJ. Role of 
IFN-γ-STAT1 pathway in human gastric adenocarcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1103-1107

摘要
目的: 分析人胃癌组织和胃癌SGC7901细胞中
STAT1、Caspase-7及p21 waf的表达关系, 并探
讨胃癌中IFN-γ-STAT1分子通路特点. 

方法: 人胃癌组织免疫组织化学染色, IFN-γ
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■背景资料
胃癌是一类严重
威胁我国人群健
康的恶性肿瘤, 其
凋 亡 率 较 低 .  迄
今 ,  有 关 胃 癌 低
凋亡率的机制尚
未取得突破性的
研 究 进 展 .  干 扰
素γ(IFN-γ)是Ⅱ型
干扰素中的唯一
成 员 ,  其 可 通 过
STAT1促进肿瘤
细 胞 凋 亡 .  所 涉
及的主要环节可
能是通过STAT1
上 调 p 2 1 w a f 、

Caspase-7等表达, 
进而促细胞凋亡. 
关于胃癌 IFN-γ -
STAT1分子通路
的特点以及与胃
癌凋亡的关系当
前研究较少. 

■同行评议者
龚建平, 教授, 重
庆医科大学附属
第二医院肝胆外
科



及STAT1反义寡核苷酸处理SGC7901细胞. 免
疫细胞化学、RT-PCR及图像分析的方法检测
mRNA和蛋白水平变化, 应用Hoechest 33258
观察细胞凋亡.  

结果: 人胃癌组织Caspase-7与STAT1和p21 waf

正相关(r  = 0.32, 0.22, 均P <0.05); SGC7901细
胞经IFN-γ处理后, STAT1、Caspase-7和p21 waf 
mRNA和蛋白表达明显上升(P <0.05). 经IFN-
和不同浓度STAT1反义寡核苷酸联合处理后, 
STAT1 mRNA和蛋白表达较IFN-γ单独处理
明显下降, 有浓度依赖性(P <0.05). Caspase-7
和P21waf蛋白表达较IFN-γ单独处理明显下降, 
有浓度依赖性(P <0.05), 但是mRNA表达量
则随着STAT1反义寡核苷酸浓度变化, 出现
Caspase-7先下降后上升, p21 waf先上升后下降
的变化. 经IFN-γ和STAT1反义寡核苷酸处理
后细胞无明显凋亡. 

结论: 人胃癌组织和胃癌细胞系SGC7901中
存在IFN-γ-STAT1通路, 且可上调Caspase-7和
p21 waf的表达, 但无明显凋亡调控作用; 胃癌
IFN-γ-STAT1分子通路的下游分子在mRNA水
平和蛋白水平表达变化不一致. 

关键词: 干扰素-γ; 转录信号转导子和活化子1; 

Caspase-7; p21 waf; 胃腺癌
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0  引言

胃癌是一类严重威胁我国人群健康的恶性肿

瘤[1-2]. 临床资料和实验研究显示胃癌细胞的凋

亡率较低[3]. 转录信号转导子和活化子1(signal 
transducer and activator of transcription 1, STAT1)
是干扰素γ(IFN-γ)信号传导通路中的重要分子, 
可促进肿瘤细胞凋亡[4-6]. IFN-γ是Ⅱ型干扰素中

的唯一成员, 在抗病毒, 细胞生长调节以及细胞

凋亡调节等方面发挥其生物学作用[7-8]. IFN-γ
主要通过与Jak蛋白酪氨酸激酶(janus protein 
tyrosine kinase, JAK)2受体结合, 促进STAT1蛋
白的Y701和S727位点磷酸化并使STAT1同源

二聚化. STAT1同源二聚体入核后, 可与具有

GAS(gamma activated sequence)结构的启动子序

列结合发挥转录调控作用[9-11]. 在细胞凋亡方面, 
所涉及的主要环节可能是STAT1可促进p21 waf、

Caspase-7等表达 [12-13]. 本研究拟通过使用临
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床病理学和细胞生物学的方法, 观察STAT1、
Caspase-7和p21 waf在胃癌组织和细胞系中的表

达关系, 及经IFN-γ处理后三者分子水平的变化

以及细胞凋亡情况, 探讨胃癌IFN-γ-STAT1分子

通路的特点以及在胃癌中发挥的生物学作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集江汉大学附属医院1989-2003年胃

腺癌根治性手术切除标本102例. 所有病例术前

均未进行放疗和化疗. 胃癌细胞株SGC-7901, 使
用含100 g/L小牛血清(Gibcol)的RMPI 1640培养

基(Gibcol), 置于37℃, 50 mL/L CO2(体积分数)的
培养箱中培养, 2-3 d换液1次. 抗STAT1 mAb(P84/
P91, C-136, Santa Cruz公司产品)购至北京中

山公司, 即用型鼠抗人Caspase-7 mAb(7CSP01, 
N e o M a r k公司产品 ) ,  即用型鼠抗人p 2 1 w a f 
mAb(F-5, sc-6246, Santa Cruz公司产品)和SP法即

用型检测试剂盒均购至福州迈新生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 ASON的转染以及药物处理: 使用1000 
IU/mL IFN-γ[14](102CY27, PEPROTECH EC)分
别处理细胞0.5、3和24 h. 反义寡核苷酸及引物

序列由赛百胜生物技术有限公司合成, 使用阳

离子脂质体Transfectin(TianGENE)进行转染. 反
义寡核苷酸的序列设计以及浓度的使用根据

已发表的文献, STAT1反义寡核苷酸(ASON)5'-
CCACTGAGACATCCTG CCACC-3', 按照600 
nmol/L和800 nmol/L的浓度转染[15]. 将STAT1 
ASON与1000 IU/L IFN-γ联合处理细胞24 h; 细
胞的转染严格按照说明书操作, 反义寡核苷酸:
脂质体约为1∶2-3.  
1 .2 .2  RT-P C R检测及图像分析 :  用T R I z o l 
(Invitrogen)提取总RNA, 样品纯度和浓度经核

酸测定仪测定, A 260/280为1.8-2.0. 严格按照RT-
PCR试剂盒(TaKaRa)说明书操作进行RT-PCR. 
使用Primer 5.0引物设计软件分别设计STAT1、
Caspase-7、p21 waf和β-actin的上游和下游引物

(表1). 目的引物与β-ac t in用一管法进行PCR. 
PCR产物经1.5 g/L的琼脂糖凝胶电泳检测, 使
用Biostep Photoimpact软件分析各组目的基因

与β-actin条带的平均吸光度, 计算两者的比值, 
进行相对定量.  
1.2.3 免疫组织化学、免疫细胞化学及图像分

析: 使用DAB显色, STAT1以癌组织细胞质和

/或细胞核内呈棕黄色表达为阳性. Caspase-7和
p21 waf以癌组织细胞质内呈棕黄色表达为阳性. 
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■研发前沿
传 统 观 念 认 为
STAT1是IFN-γ信
号传导途径中极
其重要的一环, 几
乎所有IFN-γ刺激
表达的蛋白均要
通过其转录调控
实 现 表 达 ,  但 是
近期研究发现当
STAT1通路缺如
时 ,  仍有接近1/3
的蛋白被激活表
达; 同时, IFN-γ在
促进STAT1磷酸
化时, 也激活了大
量其他信号通路
分 子 ,  这 些 现 象
及其发挥的作用
远非IFN-γ-JAK2-
STAT1经典通路
可以解释. 胃癌中
IFN-γ的生物学作
用以及其信号通
路的特点尚待研
究.
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染色操作严格按照说明书要求进行. 免疫细胞

化学染色结果, 经图像采集, 使用MOTIC图像分

析系统测量其平均吸光度. 
1.2.4 Hoechest3325染色检测细胞凋亡: 无菌条

件下取出细胞爬片并固定后, Hoeches t33258
孵育15 min, 0.01 mol/L PBS洗5 min×1次. 水
溶性封片剂封片 ,  荧光显微镜紫外光下观察 , 
Hoechest33258染料呈现蓝色荧光. 高倍镜下观

察, 凋亡细胞为蓝色亮点, 亮度明显强于未凋亡

细胞, 形态学上出现核膜消失、核固缩、核碎

裂等特征. 随机数取1000个细胞进行凋亡细胞

记数.  
统计学处理 全部数据经SPSS12.0统计学软

件处理, 相关因素分析采用Spearman等级相关

分析, 各组平均光密度值通过t检验分析. P <0.05
有统计学意义. 

2  结果

2.1 人胃癌组织中各指标的相关性  S TAT1,  
p21 waf与Caspase-7呈正相关关系(r = 0.32, 0.22, P  
= 0.001, 0.02). STAT1与p21 waf无关(r  = 0.03, P = 
0.75). 
2.2 IFN-γ处理后各指标基因及蛋白水平的表

达变化 RT-PCR结果显示: IFN-γ刺激SGC7901
细胞0.5、3和24 h后STAT1、Caspase-7和p21 waf 
mRNA表达呈先下降后上升的趋势,并于IFN-γ
处理24 h时三者表达量达到峰值(P <0.05, 图1A). 
免疫细胞化学结果显示: IFN-γ刺激SGC7901细
胞24 h后与对照组比较, STAT1蛋白表达明显上

调(P  = 0.04); Caspase-7与p21 waf的表达量较未处

理组相应上升(均P = 0.03, 图1C). 
2.3 IFN-γ联合STAT1 ASON处理后各指标基因

及蛋白水平的表达变化 RT-PCR结果显示: 使
用IFN-γ处理的同时, 使用STAT1反义寡核苷酸

600 nmol/L和800 nmol/L浓度抑制STAT1表达, 
与IFN-γ组比较, IFN-γ+600 nmol/L组STAT1(P = 
0.008)和Caspase-7(P = 0.0002)表达量显著降低, 
p21 waf表达量显著升高(P = 0.002); 与未处理组

比较, STAT1(P = 0.003)、Caspase-7(P = 0.0005)

和p21 waf(P = 0.006)表达量升高(图1B). 与IFN-γ
组比较, IFN-γ+800 nmol/L组STAT1 (P = 0.002)
表达量显著降低, 而Caspase-7(P = 0.2)和p21 waf(P 
= 0.8)无显著变化. 与未处理组比较, STAT1表达

量无显著变化(P = 0.9), Caspase-7(P = 0.0005)和
p21 waf(P = 0.006)表达量升高(图1B). IFN-γ+600 
nmol/L组和IFN-γ+800 nmol/L间STAT1(P = 
0.005)、Caspase-7(P <0.0001)和p21 waf(P = 0.03)
表达有显著性差异(图1B). 

免疫细胞化学结果显示: 使用I F N-γ处理

的同时, 使用STAT1反义寡核苷酸600 nmol/L
和800 nmol/L浓度抑制STAT1表达, 与IFN-γ组
比较, IFN-γ+600 nmol/L组STAT1(P = 0.28)、
Caspase-7(P = 0.18)和p21 waf(P = 0.52)表达量无

显著性差异; 与未处理组比较, STAT1(P = 0.18)
表达量无显著变化, Caspase-7(P = 0.001)和
p21 waf(P = 0.002)表达量升高(图1C). 与IFN-γ组
比较, IFN-γ+800 nmol/L组STAT1(P = 0.01)、
Caspase-7(P = 0.03)和p21 waf(P = 0.03)表达量显著

降低. 与未处理组比较, STAT1(P = 0.2), Caspase-
7(P = 0.4)和p21 waf(P = 0.5)表达量无显著变化(图
1C). IFN-γ+600 nmol/L组和IFN-γ+800 nmol/L
间STAT1(P = 0.04)、Caspase-7(P <0.0001)和
p21 waf(P = 0.005)表达有显著性差异(图1C) . 
2.4 细胞凋亡的变化 Hoechest33258染色结果显

示, SGC7901胃癌细胞在未处理组、IFN-γ处理

组、IFN-γ+STAT1反义寡核苷酸600 nmol/L组、

IFN-γ+STAT1反义寡核苷酸800 nmol/L组, 凋亡

细胞数无明显变化(P >0.05). 

3  讨论

胃癌是全球第二大常见的恶性肿瘤, 是我国最

常见的恶性肿瘤之一, 一经发现多为进展期. 迄
今, 有关胃癌的发生与发展的机制尚未取得突

破性的进展. 信号转导子和转录活化子(s ignal 
transducer and activator of transcription, STAT)
家族至少包括STAT1(α和β)、2、3、3β、4、
5、6和果蝇STAT蛋白[即D-STAT(mrl)]等8个成

员. STAT1是该家族的重要成员, 可促肿瘤细胞

表 1 STAT1、Caspase-7、p21 waf及β-actin的引物

     
引物             上游           下游             长度(bp)

STAT1     5'-CATGCGGTTGAACCCTACA-3'  5'-TTCTACAGAGCCCACTATCC-3'              342 

Caspase-7  5'-ATTTGACAGCCCACTTTAGG-3'  5'-GCATGATTTCCAGGTCTTTT-3'              297 

p21 waf     5'-GCGACTGTGATGCGCTAATGG-3'  5'-TAGAAATCTGTCATGCTGGTCTGC-3'           358

β-actin 1     5'-TGCTGTCCCTCTACGCCTCT-3'  5'-GCTTCTCCTTGATGTCGC-3'              234

■应用要点
本研究证实人胃
癌中存在 IFN-γ -
JAK2-STAT1及其
通路, 并可调节其
下游凋亡相关调
控分子, 但无明显
凋亡调节作用, 该
结论可望进一步
完善当前凋亡调
控理论, 并为临床
治疗提供新的角
度和思考. 
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凋亡[16]. 虽然其机制尚未完全阐明, 但所涉及的

主要环节可能是: (1) IFN-γ等信号因子作用于

Jak 2等, 使胞质中STAT1激活并形成二聚体, 进
入细胞核促进相应靶基因转录, 从而促进细胞

凋亡[17]. (2)STAT1直接上调细胞质Caspase-3、7
的水平, 诱发细胞凋亡[18]. (3)STAT1促进p21 waf表

达, 后者与细胞周期调节因子CDK4结合为复合

物, 使肿瘤细胞生长停滞, 继而诱发凋亡[19]. 胃
癌细胞中STAT1促凋亡及其机制的研究较少. 
Beppu et al研究发现, IFN-γ可同时促进胃癌细胞

系MK-1和GCTM中STAT1(促凋亡)和NF-κB(抑
凋亡)表达上调[20], 当IFN-γ和环孢菌素A(CsA, 抑
制NF-κB活性)同时使用时, 凋亡明显增加, 继而

使用STAT1反义寡核苷酸抑制STAT1活性时, 胃
癌细胞系凋亡发生率大大下降. 证实IFN-γ主要

通过JAK-STAT1途径促进胃癌凋亡. 但STAT1在
胃癌中抑制凋亡的分子通路, 尚未见文献报道. 

本研究在人体胃癌组织中发现S TAT1与
Caspase-7正相关, p21 waf与Caspase-7正相关. 提
示人胃癌中STAT1的作用机制可能与其他肿瘤

一致. 因此, 选用胃癌细胞系SGC7901进一步研

究. SGC7901是1981年建立的一株胃癌淋巴结转

移癌细胞系, 该细胞系凋亡率低[17]. 
本研究通过使用IFN-γ处理细胞后, STAT1

在mRNA和蛋白水平的表达量均明显升高, 而
当同时使用IFN-γ和STAT1反义寡核苷酸作用与

细胞时, STAT1表达量出现不同程度的降低, 且
下降程度与STAT1反义寡核苷酸的浓度有关. 提
示, 本研究中使用IFN-γ和反义寡核苷酸对于细

胞的处理是成功的, 同时, IFN-γ-STAT1可促进

Caspase-7以及p21 waf表达的上调. 在IFN-γ处理不

同时间点, 三者mRNA有先下降再上升的趋势未

见报道, 其机制有待进一步研究. 
当同时使用IFN-γ和STAT1反义寡核苷酸作

用与细胞时, Caspase-7以及P21waf的蛋白表达量

出现下降的变化, 而且下降程度与STAT1反义寡

核苷酸的浓度有关. 该现象与STAT1通过上调

Caspase-7和p21 waf的表达, 实现促细胞凋亡功能

的理论一致. 
但在mRNA水平, 两者表达量的变化则与

蛋白水平不同步, 出现Caspase-7先下降后上升, 
p21 waf先上升后下降的变化. 该结果提示: STAT1
在胃癌中分子通路的调控形式与其他肿瘤不同, 
其下游分子(Caspase-7和p21 waf)在mRNA水平和

蛋白水平表达并不一致, 可能存在其他上游调

控基因或在mRNA和蛋白水平之间存在调控, 具

体机制有待进一步研究. 
本研究中, 使用IFN-γ作用于SGC7901细胞, 

细胞凋亡水平无明显变化, 该结果与Beppu et al
研究结果一致[20]. 

传统观念认为STAT1是IFN-γ信号传导途

径中及其重要的一环, 几乎所有IFN-γ刺激表达

的蛋白均要通过其转录调控实现表达, 但是近

期研究发现IFN-γ信号网络非常复杂, 当经典的

IFN-γ-JAK2-STAT1通路缺如的情况下, 仍有接

近1/3的蛋白被激活表达[21-24]; 同时, IFN-γ在促

进STAT1磷酸化时, 也激活了CAMKⅡ(Calcium/
Calmaculint Kinase Ⅱ), 3-kinase(PI3-K)/Akt, 
MAPK(Mitogen Activated Protein Kinase)和
PKC(Protein Kinase C)等信号通路分子[25-29], 
这些现象及其发挥的作用远非I F N-γ-J A K2-
STAT1经典通路可以解释. 本研究发现, 人胃癌

中存在IFN-γ-JAK2-STAT1通路; 人胃癌细胞系

SGC7901中, IFN-γ可促进STAT1表达继而上调

Caspase-7和p21 waf表达, 而当STAT1缺如时, 两者

在蛋白质和mRNA水平的表达却不一致, 同时
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A

图 1 胃癌SGC7901细胞经IFN-γ以及STAT1 ASON处理后各
指标mRNA及蛋白水平的表达变化. A: IFN-γ(1000 U/mL)处

理0.5、3、24 h后各指标mRNA表达的变化; B: IFN-γ(1000 

U/mL)联合STAT1 ASON处理后各指标mRNA表达的变化; 

C: IFN-γ(1000 U/mL)联合STAT1 ASON处理后各指标蛋白

表达的变化.

B
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■名词解释
转 录 信 号 转 导
子 和 活 化 子
1(STAT1): 是干扰
素γ(IFN-γ)信号传
导通路中的重要
分子, 参与调节许
多正常功能活动, 
如: 分化、增殖、

生存、凋亡和血
管发生等, 在肿瘤
中主要发挥促凋
亡作用. 
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IFN-γ-JAK2-STAT1通路对胃癌凋亡无明显调节

作用; 提示胃癌细胞中存在IFN-γ-JAK2-STAT1
及其通路, 且该通路可被IFN-γ激活但无明显凋

亡调节作用, 该通路在胃癌中的作用及其机制

尚需进一步研究. 
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Abstract
Acupuncture at Zusanli point can affect 
esophageal motor function, but its mechanism 
is still not clear. Most researchers consider that 
its action is associated with neurohumoral 
factors. This article reviews recent advancement 
of acupuncture at Zusanl i (ST 36) point 
on esophageal motor function, including 
acupoints hierarchical structure and dissection 
characteristics, neural conduction mechanism, 
neurotransmitters regulation, etc. Acupuncture at 
ST 36 point might lead to wholesome regulation 
on esophagus, which was of notably significant 
for dynamic esophageal disease therapy.

Key Words: Acupuncture; Zusanli; Esophagus

Zhang XY, Xie PY. Advances in acupuncture at Zusanli 
point on esophageal motor function. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1108-1111

摘要
针刺足三里穴对食管运动功能的影响机制尚
未完全阐明, 但大多学者认为其作用的发挥与

神经-体液因素有关. 本文综述近年来对足三
里穴与食管功能关系研究的进展, 包括穴位的
层次结构及解剖特征、神经传导机制及神经
递质调控等, 以期为解释针刺足三里穴对食管
功能良性调理作用提供更多的依据. 

关键词: 针刺; 足三里穴; 食管
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0  引言

近年来, 针刺足三里穴对食管功能的调理作用

是研究的热点之一. 食管完成蠕动与收缩的功

能受到各级神经系统, 包括中枢神经系统、周

围神经系统(包括交感神经系统和副交感神经系

统)、肠神经系统的支配, 及体液的调控. 针刺足

三里穴对食管运动功能的影响机制尚未完全阐

明, 但大多数学者认为其作用的发挥与神经-体
液因素有关. 国内外学者从不同角度对足三里

穴与食管功能关系进行深入研究, 包括穴位的

层次结构及解剖特征、神经传导机制、神经递

质调控等, 为解释针刺足三里穴对食管功能良

性调理作用提供了更多的依据. 

1  针刺足三里穴对食管功能的良性双向调理作用

临床实践表明, 针刺足三里穴在治疗食管疾病

的过程中有良好的疗效, 从实践的角度证明了

足三里穴和食管功能之间确实存在着特异性的

联系. 针刺胃经“足三里”等穴对治疗消化系

统动力障碍性疾病有良好的效果. 针刺足三里

穴对食管运动有明显的良性双向调理作用. 一
方面, 针刺足三里穴可以治疗食管动力障碍的

患者, 改善了食管运动功能, 针刺足三里穴对

确诊食管癌的患者吞咽困难的缓解作用有效率

达82.9%[1]; 而另一方面, 对于食管下段括约肌

(lower esophageal sphincter, LES)兴奋性异常增

高的患者, 如贲门失弛缓症, 针刺足三里穴能缓

解LES痉挛, 促进食管蠕动, 使吞咽顺畅[2]. 针刺

®
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足三里穴对食管的双向调节作用取决于机体的

原先机能状态及针刺的刺激强度, 针刺前如果

机能处在较低水平, 针刺则使之增强, 相反如果

处于机能亢进的状态, 针刺可使之降低[3-4]. 
同样也有很多动物实验研究表明, 针刺足

三里穴对食管功能存在着良性调理作用. 电针

健康猫足三里穴可使食管体部下段蠕动波压力

及传导速度明显增加, 并可使下食管括约肌压

力(lower esophageal sphincter pressure, LESP)增
加[5]. 而电针健康大鼠足三里穴后同样对LES存
在明显兴奋作用, LESP明显升高, 且生物学效应

在电针停止之后仍继续存在; 并且使用胆碱能M
受体阻断剂阿托品可使LESP下降, 而电针足三

里后可使LESP恢复正常[6]. 通过食管滴注盐酸方

法建立的猫食管炎症模型中, LESP显著低于正

常, 电针双侧足三里穴后LESP可升高到正常水

平[5]. 动物实验研究表明针刺足三里穴可以增加

食管的LESP, 增强抗胃食管反流的屏障, 为针刺

足三里穴治疗胃食管反流提供了基础理论依据.

2  足三里穴位的层次结构及解剖特征

中医学认为, 足三里穴是足阳明胃经之合穴. 由
于长期经验积累, 人体针灸足三里穴位的定位

比较合理, 《灵枢·本输》中足三里穴的定位为

犊鼻穴下3寸(同身寸), 胫骨前缘一横指处, 是目

前中医常常参照的穴位定位. 针刺足三里穴时

进针的解剖层次依次为: 皮肤、皮下组织、胫

骨前肌、小腿骨间膜. 在穴位的腓侧有胫前动

脉和腓深神经经过, 在穴位深处, 胫骨后肌与比

目鱼肌之间, 还有胫神经和胫后血管通过. 一般

针灸书上, 笼统的提到进针1-2寸(同身寸); 而有

的学者根据解剖和质子诱导X射线发射光谱法

研究钙元素聚集的情况, 将之定位于胫骨骨膜

和骨间膜交界处1.5-2.0寸(同身寸)[7].  
近年来研究表明, 足三里穴位的针刺感受

区是血管、神经和淋巴的复合结构. 足三里穴

区的淋巴管、微血管及神经数目均多于非穴

区, 穴区内钙离子浓度明显高于非穴区, 大鼠实

验发现高浓度的钙离子可以降低周围血管神

经肽-降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related 
peptide, CGRP)和神经肽Y(neuropeptide Y, NPY)
阳性神经元的数量, 说明穴位的微血管立体构

筑是产生效应的形态学基础[8]. 一些学者研究认

为在针刺作用的过程中, 穴区的结缔组织发生

缠绕拉紧, 并通过此途径来介导穴位的机械信

号的传导[9], 并且通过与细胞外基质蛋白的结合, 

引起细胞相应生物大分子的变化, 产生细胞内

信号的传导[10]. 虽然针刺足三里穴对胃肠系统

产生良性调理作用的机制仍未明确, 但足三里

穴富集了血管、神经和淋巴组织, 这种特殊解

剖学结构决定了足三里穴功能方面的特殊性.

2  足三里穴对食管功能调理作用的神经传导机

制研究

针刺足三里穴对食管运动功能影响的机制尚未

完全阐明, 但大多数学者认为其作用的发挥与

神经-体液因素有关, 足三里穴区具有神经、血

管及淋巴管复合结构的感受器, 针刺足三里穴

区的局部组织会因刺激而引起一些局部的生物

化学变化, 产生针感冲动传入相应的各级中枢, 
改变中枢神经系统电活动及中枢递质水平, 通
过神经反射或神经-体液的综合性调节活动来实

现足三里穴对食管机能的调整作用[11]. 这种神

经反射作用的调节可以是通过突触间的相互作

用来完成, 也可通过脊髓节段间的反射来完成; 
有的还可能通过生理或病理反射引起的近节段

或跨越几个神经节段的反射性联系而发挥作用; 
更可以通过特异投射系统、非特异投射系统影

响大脑皮层、边缘系统以及脑干网状结构有关

调节中枢, 并通过中枢内部的机能联系而产生

更远隔距离或全身性的调节和影响. 
中枢神经系统对食管调节作用十分复杂, 

其机制至今了解甚少 .  下丘脑是调节胃肠运

动、控制摄食的皮质下高级中枢, 接受来自端

脑(大脑皮层、杏仁、海马)的传入纤维, 与脑

干内脏感觉运动核, 即迷走背核复合体(dorsal 
vagal complex, DVC), 有直接双向投射联系; 延
髓通过迷走神经运动背核及迷走神经实现了对

食管重要的兴奋和抑制作用[12]. 而近来研究表

明, 针刺足三里穴所引起神经末梢的兴奋, 可经

脊髓上传, 行走与其第Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ板层, 进
入迷走神经运动核、网状核等区域[13]. 还有学

者观察到, 针刺足三里穴可引起同侧视丘下部, 
延髓背侧, 双侧岛叶, 对侧中脑和桥脑背侧中部, 
尾状核头部, 额叶及颞叶的岛盖部, 小脑深部, 
中央前、后回上部及旁中央小叶, 扣带回中部

的糖代谢率增加, 同时引起了其他区域的糖代

谢减弱, 进一步说明足三里的作用机制是通过

皮层及其下属单位进行的多层次的调节[14]. 
中枢神经系统影响食管的作用是通过直接

作用和间接作用两条途径实现的, 直接作用指

通过交感和副交感神经(主要是迷走神经), 间

■研发前沿
近年来, 针刺足三
里穴对食管功能
的调理作用是研
究的热点之一.
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接作用指通过体液途径及激素或神经内分泌途

径[15]. 其中迷走神经是中枢神经系统控制食管

运动和括约肌功能主要途径. 迷走神经躯体运

动神经纤维支配食管上段横纹肌部分; 支配食

管下段平滑肌部分的迷走神经起源于延脑的背

核、疑核, 在胸部食管浆膜面形成食管神经丛, 
并发出众多小支支配食管[16-17]; 支配LES的迷走

神经由兴奋性胆碱能和抑制性非肾上腺能非胆

碱能(non-adrenergic non-cholinergic, NANC)神
经元组成, 形成突触分布介导了LES压力的增加

和减低. 谢氏等对健康猫行迷走神经阻断及迷

走神经主干切断后, LES对电针无反应, 揭示了

迷走神经是针刺对食管动力作用的主要途径[18]. 
针刺足三里穴对食管的治疗意义可能与穴位刺

激后激发相关的迷走神经功能增强, 改善肌间

神经(auerbach)丛神经节细胞变性[2], 恢复LES正
常生理功能. 而在电针大鼠的研究中, 阻断胆碱

能M受体后, 电针刺足三里穴增加LESP的作用

明显减弱, 进一步说明了迷走神经中的胆碱能

神经是电针对食管动力作用的主要途径. 但是, 
胆碱能M受体阻断仅部分减弱电针的作用, 电针

足三里穴仍可使胆碱能神经阻断的大鼠降低的

LESP恢复至正常水平, 说明电针兴奋LES的效

应除迷走神经中的胆碱能神经这一主要途径外, 
还有其他传出途径, 具体机制仍需进一步研究[6].

4  足三里穴对食管功能调理作用的神经递质调

控研究

近年来对足三里穴与脑肠肽关系的研究逐步深

入, 并已渗透到整个神经系统的研究, 探讨针刺

足三里穴对食管调节功能是否通过神经递质途

径已成为一新的研究热点. 在食管存在着兴奋

性神经元和抑制性神经元两种, 他们通过多种

神经递质相互作用而决定了食管的紧张度、蠕

动与收缩. 而电针刺激足三里穴在调控胃肠功

能的同时可使脑垂体中合成和释放胃泌素(gas-
trin, GAS)、胃动素(motilin, MTL)、CGRP、P
物质、血管活性肠多肽增多, 进而使外周血和

消化系黏膜组织中多种脑肠肽的含量发生变化, 
如, 血浆GAS、MTL、一氧化氮和CGRP含量显

著上升, 生长激素抑制素含量显著下降[2,11]. 并且

中枢和外周血中各种激素的变化均呈显著正相

关, 提示针刺足三里穴通过神经内分泌系统产

生食管功能调节作用[6,11,19-22]. 
针刺足三里穴与食管调理关系研究中, 研究

较多神经递质为GAS和MTL. 人与动物体内与

体外大量实验研究证明, GAS、MTL能引起LES
收缩. 电针刺足三里可以在中枢神经系统激活脑

内肽能神经元, 使下丘脑胃泌素和胃动素含量

上升[23-24]. 同时, 电针刺足三里在升高LESP的同

时增加血GAS和MTL水平, 血GAS和MTL浓度

和LESP成相关性; 腹腔注射阿托品可以降低了

GAS和MTL的血浆浓度, 说明了胆碱能神经参与

了GAS和MTL的释放. 上述研究提示了针刺足三

里穴通过中枢及周围神经系统对神经递质GAS
和MTL释放而产生了对LES功能的调节作用. 

针刺足三里对GAS和MTL释放可能有以下

三条途径: (1)躯体神经-植物性神经-脑肠肽神经

通路. 电针足三里穴时, 穴位感受器的传入冲动, 
通过腓总神经及腹部躯体神经进入脊髓, 到达

与胃肠传入神经汇聚的延髓孤束核与迷走背核, 
兴奋迷走背核发出的迷走神经释放GAS和MTL. 
应用静脉灌流阿托品可以完全取消电针对GAS
和MTL的释放作用, 表明存在躯体神经-植物性

神经-脑肠肽神经通路. 烟碱神经节抑制因子六

羟季铵可部分取消电针对GAS和MTL的释放作

用, 提示上述两种脑肠肽作用不仅通过节后胆碱

能途径, 而且还通过节前交感神经节的作用[25]. 
(2)躯体神经-脑肠肽-最后区(area postrema, AP)
通路. AP是调节摄食及呕吐的中枢, 该部位是

脑室周器官之一. 由于血脑屏障薄弱, 可以接受

外周各种体液信息. 电毁损AP后可抑制GAS和
MTL的释放以及减弱胃肠移行运动复合(migrat-
ing motor complex, MMC)收缩活动. 因此认为, 
电针足三里穴兴奋了DVC的AP使迷走神经释放

的胃动素和胃泌素浓度升高, 这两种激素信号

在外周5-HT参与下, 通过血液循环正反馈的影

响AP, 再促进内源性脑肠肽的释放[26-27]. (3)下丘

脑腹内侧(ventromedial hypothalamic, VMH)-延
髓DVC-迷走神经-食管中枢调控机制. 电针刺足

三里可以在中枢神经系统激活脑内肽能神经元, 
使下丘脑GAS和MTL含量上升[28-29]. 而中枢MTL
可能作为调节因子, 当循环于脑脊液内的MTL
含量生理性增高时, VMH神经元可感受其作用

而将信息传至脑干, 并由此而激发中枢多突触

性的神经体液调节机制[27]. 这一复杂的具体信号

传递机制有待进一步研究. 经由VMH或侧脑室

的微量MTL可能通过下丘脑神经元的感受和传

出, 影响DVC细胞而引起食管的兴奋, 而迷走神

经, 可能是迷走神经中的胆碱能兴奋性纤维实

现此作用的必要途径[23,27].  
降钙基因相关肽是一种抑制LES收缩的神

■相关报道
近 年 来 研 究 表
明, 足三里穴位的
针刺感受区是血
管、神经和淋巴
的 复 合 结 构 .  足
三里穴区的淋巴
管、微血管及神
经数目均多于非
穴区, 穴区内钙离
子浓度明显高于
非穴区, 大鼠实验
发现高浓度的钙
离子可以降低周
围血管神经肽-降
钙素基因相关肽
(CGRP)和神经肽
Y(NPY)阳性神经
元的数量, 说明穴
位的微血管立体
构筑是产生效应
的形态学基础.
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经递质, 同时也为一种脑肠肽. CGRP免疫反应

性神经细胞和纤维几乎见于中枢神经系统各部, 
但CGRP对中枢神经系统影响机制目前知之甚

少. 电针足三里穴, 观察到电针前后脊髓灌流液

中的CGRP水平有明显升高, 同时外周血CGRP
水平明显升高, 提示了电针足三里穴可引起中

枢神经系统和周围神经系统的CGRP的变化, 从
而有可能起到对食管功能的调节作用. CGRP在
对食管功能的调节机制尚不明确, 或是独立起

作用、或与其他胃肠激素或神经肽相互影响、

相互作用而发挥其调控作用, 或通过对免疫系

统的影响而产生其生物学效应, 所以电针在调

控食管功能中, CGRP参与其调节过程, 但机制

尚待深入探讨[21]. 仍有很多神经递质同时在食管

及中枢神经系统中存在, 例如, 一氧化氮及一氧

化氮合酶、一氧化碳、组氨酸异亮氨酸肽、垂

体腺苷酸环化酶激活多肽、蛙皮素、促皮质激

素释放激素受体1免疫阳性神经元、钙视网膜

蛋白等等, 在电针足三里穴调整食管功能时, 他
们在中枢神经系统及周围神经系统的变化、作

用及机制, 需要进一步研究.

5  结论

针刺足三里穴可以调控食管运动功能, 其中医

理论基础为“经络内属脏腑, 外络于肢节”; 而
在实验研究及临床经验均支持了针刺足三里穴

对食管运动功能有明显的良性双向调理作用, 
对治疗食管动力性疾病具有一定的临床意义. 
足三里穴对食管功能调理作用的内在机制尚未

完全阐明, 可能通过神经反射或神经-体液的综

合性调节活动来实现的, 需要深入研究. 
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Abstract
The immune function disorders in patients with 
chronic hepatitis B (CHB) lead to persistent 
damage of their liver cells and have impact 
on the ability to clear the virus. Dendritic cells 
(DCs) are the most important antigen-presenting 
cells in body. They help to generate sufficient 
immune response by the invasion of pathogens. 
The quantity and functionality of DCs directly 
correlate with the normal function of the host's 
immune response. Not only can DCs be resistant 
to the virus, but also serve as vehicles for the virus 
to spread and escape immune injury. Therefore 
the research on DCs and improving their function 
under the state of CHB is quite significant.

Key Words: Dendritic Cells; Chronic hepatitis B; 
Hepatitis B virus

Xie Q, Wang JH, Niu B. Dendritic cells and chronic 
hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 
1112-1116

摘要
慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)患者免

疫功能发生紊乱, 导致持续性肝细胞损害, 影
响对病毒的清除能力. 树突状细胞(dendritic 
cells, DCs)是体内最主要的抗原递呈细胞, 激发
机体能够针对外界病原体的侵入产生足够的
免疫反应, 其数量、功能正常与否直接影响机
体的免疫应答. 他不仅可以作为宿主抗病毒的
功能细胞, 也可以作为有利于病毒传播和逃避
免疫损伤的载体. 因此, 对CHB状态下DCs性质
的研究及功能提高途径的探索具有重要意义. 

关键词: 树突状细胞; 慢性乙型肝炎; 乙型肝炎病毒
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic Hepatitis B, CHB)的发展

和结局, 取决于环境、病毒和宿主的免疫应答

等多方面因素. 其中患者自身的免疫状态极大

地影响到治疗效果. 目前传统治疗方法多采用α-
干扰素, 通过降解病毒mRNA直接抑制肝细胞中

病毒的复制, 并间接刺激免疫系统, 但乙型肝炎

病毒(hepatitis B virus, HBV)清除率仅为30%, 核
苷酸类似物和其他病毒复制的抑制剂如拉米夫

定、阿得福韦酯等虽能有效抑制病毒复制, 但
长期服用易导致抗药性突变体的发生, 病毒反

弹, 宿主的免疫系统未能得到根本的改善与调

节. 树突状细胞(dendritic cells, DCs)是人体内最

主要的抗原递呈细胞, 是T细胞依赖性免疫应答

的重要辅助细胞, 能够激发机体针对外界病原

体的侵入产生足够的免疫反应. 因此在各类感

染性疾病包括HBV感染中受到了广泛关注和重

视, 研究日益深入. 

1  DCs生理功能

DCs在体内广泛分布, 但含量很少, 仅占人外周

血单个核细胞的1%以下. 根据成熟状态主要分

为未成熟DCs和成熟DCs, 正常情况下体内绝

大多数是未成熟DCs, 表达低水平MHCⅡ类分

®

■背景资料
树突状细胞是人
类最重要的抗原
提呈细胞, 促进细
胞免疫的功效是
其他抗原提呈细
胞的100倍. HBV
感染持续存在的
基础是其复制的
模板cccDNA, 目
前的抗病毒药物
对此无直接作用, 
主要靠机体病毒
特 异 性 T 淋 巴 细
胞清除被病毒感
染的肝细胞以及
长期病毒复制导
致的cccDNA库耗
竭. 因此恢复或增
强机体的特异性
免疫格外重要, 关
于慢性乙型肝炎
的免疫治疗研究
也日益深入. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院消化内
科
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子, 共刺激分子和黏附分子, 主要参与抗原的摄

取、加工、处理. 随着DCs的分化成熟, 逐渐丧

失了摄取、加工、处理抗原的能力, 而表达高

水平的MHCⅠ/Ⅱ类分子及共刺激分子B7等, 获
得递呈抗原, 刺激机体产生免疫应答的能力. 在
T淋巴细胞增殖反应中, DCs是重要的辅佐细胞, 
通过与抗原特异性的T淋巴细胞形成DCs-T簇, 
DCs表面的淋巴细胞功能相关抗原-3(LFA-3)和
黏附分子ICAM-1等可分别与T细胞上的LFA-2
及CD11a发生作用, 促进信号传递, 同时DCs表
达B7-1、B7-2等共刺激信号, 这些信号协同作

用, 诱导T细胞的活化, 活化的T细胞分泌IL-2等
因子, 进一步促进T细胞的增殖, 从而能够针对

外界病原体的侵入激发足够的免疫反应. 
D C s启动初始细胞免疫应答, 驱使初始T

淋巴细胞发育成效应T淋巴细胞以及抗原特异

性的记忆T淋巴细胞. 根据表型和功能的差别, 
外周血中D C s分为2个亚群, 髓样树突状细胞

(myeloid dendritic cells, mDCs)和浆细胞样树突

状细胞(plasmacytoid dendritic cells, pDCs), 均
起源于多能造血干细胞 .  细菌和病毒感染时 , 
mDCs主要发挥抗原提呈功能,释放大量的IL-12, 
诱导Th0细胞分化为Th1细胞, 后者产生Th1型细

胞因子介导细胞免疫应答; pDCs则随之产生高

水平的Ⅰ型干扰素, 不仅对病毒复制产生直接

抑制作用, 还能激活NK细胞、B细胞、T细胞和

mDCs细胞, 从而诱导并增强抗病毒的免疫应答. 
mDCs在激活初始T细胞引发适应性免疫应答中

具有重要作用. 动物模型和临床研究均发现过

继性回输病毒抗原体外致敏的mDCs能介导产

生大量的特异性T细胞免疫应答. 

2  CHB状态下DCs功能受损

抗病毒免疫主要依赖于细胞免疫, 但在机体产

生免疫应答的过程中, T细胞不能识别游离的蛋

白质抗原, 必须经由DCs等抗原递呈细胞将其摄

取、加工处理成多肽并与MHC分子连接后, 才
能为T细胞所识别. 被病毒感染的患者通常有免

疫低下或免疫耐受的表现, 研究发现许多病毒

感染如丙型肝炎病毒、 艾滋病毒、单纯性疱疹

病毒、麻疹病毒等宿主体内都伴随有不同程度

的DCs功能受损[1-4]. DCs的作用与其细胞亚群、

成熟程度有关. HBV感染中, DCs表达共刺激分

子及MHC Ⅱ类分子明显低于正常, 同时刺激T
淋巴细胞增生和细胞因子分泌的能力亦低于正

常. 因此HBV感染后的慢性化与DCs功能缺陷有

关. 由于DCs功能的缺陷, 进一步造成CD8+细胞

毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)功
能不足, 因而形成HBV慢性持续性感染状态. 因
此CTL应答的强弱对控制HBV感染具有重要的

作用[5-6]. 
国内外学者对此进行了大量研究工作. Ku-

rose et al [7]用HBV转基因鼠模型研究HBV感染

后机体免疫耐受状态和DCs的关系, 结果发现机

体对HBV的耐受状态并不是因为淋巴细胞功能

缺陷, 而是由于抗原提呈功能缺陷, 特别是DCs
功能缺陷引起. 因此诱导成熟的DCs细胞进行免

疫过继治疗对重建慢性乙肝患者的细胞免疫有

重要的意义. 
诸多文献报道认为CHB外周血DCs细胞数

量、表型及功能均存在异常 [8-10], 直接导致患

者体内的天然免疫损伤. 慢性乙肝患者外周血

mDCs频数与血清谷丙转氨酶(ALT)水平、病毒

载量呈负相关. 患者组中不同病程患者的mDCs
频数存在差异[11]. Zheng et al [12]调查了包括CHB
患者、急性HBV感染完全恢复者(血清anti-HBs
阳性)和HBV疫苗接种有效应答者(血清anti-HBs
阳性)共75例, 发现只有CHB患者的DCs在HB-
sAg刺激后并不能有效地增加MHCⅡ类分子, 
B7家族和IL-12的表达与分泌, 这进一步影响到

T细胞的激活与增殖, 在HBV病毒负荷量高的患

者中这一功能缺陷尤为明显, 两者呈负性相关. 
Zhang et al [13]研究认为循环DCs亚群数量的减低

可能是由于DCs从血液迁移到肝脏的结果. 31名
处于免疫活动期的HBV患儿外周循环DCs数量

明显低于15名处于免疫耐受期的患儿, 但均伴

随肝内DCs亚群的数量增高, 并与血浆病毒载量

呈负相关, 与血清中ALT量呈正相关, 提示进入

肝内的DCs亚群直接参与病毒的清除和肝脏的

损伤. 在CHB和丙型肝炎患者体内, NK/NKT淋
巴细胞亚群的功能也呈下降趋势. 

最近, Tavakoli et al [14]提出不同看法, 认为

多数相关实验研究是基于外周血单核细胞来源

刺激分化出的DCs, 存在诸多干扰因素. 而将外

周血DCs的前体细胞CD11c+ mDCs和CD123+ 
pDCs分选出来进行研究可能更有助于直接了

解DCs的相关功能变化及与HBV持续化感染的

关系. 研究人员调查了血清中含高病毒载量的

CHB患者(HBV DNA>108拷贝数/L, ALT高于2倍
正常值)、低病毒载量CHB患者(HBV DNA<108

拷贝数/L, ALT波动于正常-2倍, 抗-HBeAg阳性)
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和正常对照组各38名, 采用上述方法发现三者

外周循环总的DCs细胞数量、mDCs、pDCs的
频数之间并无统计学差异, 体外激发混合淋巴

细胞反应(MLR)的能力也并无显著差别. 个体

DCs随着时间的变化在一定程度上发生数量和

表型分子表达比例上的波动. 此项研究无疑是

从另一个角度上重新审视CHB状态下DCs发生

的变化. 
当机体遭受HBV入侵时, 未成熟DCs摄取

抗原, 并进行相应的加工处理. 研究发现DCs功
能缺陷与患者血清中HBV DNA负荷量存在相

关性, 病毒在DCs细胞内是否能大量复制, Unter-
gasser et al [15]对这一问题进行了细致的研究. 将
HBV基因组DNA通过腺病毒载体转染入单核

细胞来源的DCs内, 发现HBsAg和HBeAg低水

平表达, 无HBV DNA复制. 野生型HBV直接作

用于DCs细胞或采用连接有海洋腔肠荧光素酶

(renilla reniformis)报告基因的HBV重组体时, 仅
有少数细胞内能检测到HBV DNA, 胞核内HBV-
cccDNA与荧光素酶活性均未被发现, 表明病毒

颗粒在DCs细胞内脱衣壳和内化过程被阻止. 电
子显微镜观察到DCs细胞内吞小泡中含有亚病

毒颗粒, 胞质内未见病毒颗粒和衣壳. 从而推测

循环血液中DCs细胞只是摄取病毒抗原进行相

关的加工处理从而能有效提呈, 并不涉及HBV
内化和核内转运, 参与病毒转录和复制. 这一现

象同样存在于慢性丙型肝炎患者DCs细胞中[16]. 
尽管目前关于HBV感染如何导致DCs功能

受损机制并不甚清楚, 但已知与下列因素有关: 
程序性死亡受体-1(programmed death 1, PD-1), 
他是CD28共刺激家族中的一种抑制性受体, 在
T淋巴细胞和B淋巴细胞等都表达, 他的配体PD-
L1(B7-H1)组成性表达在肝脏中的抗原呈递细

胞如DCs、Kupffer细胞和星形细胞上. 许多研究

表明内源性PD-L1的高表达参与着抗肿瘤抗病

毒反应. PD-L1与肝浸润T淋巴细胞上的PD-1之
间的相互作用导致T淋巴细胞抗病毒效应功能

的抑制和细胞凋亡[17]. 在慢性乙型肝炎患者中, 
外周血mDCs和单核细胞上PD-L1表达水平均高

于健康人[18-19], 抑制mDCs发育成熟和细胞因子

分泌, 导致DCs功能受损. 
Geng et al [20]研究发现B7-H1/ PD-L1共抑制

信号途径的异常升高与HBV特异性CD8+ T淋巴

细胞功能耗竭有关, 后者可能直接导致HBV慢

性持续性感染. 这一现象同样存在于HCV, HIV-1

感染中. 
免疫活动期时, 伴随着下降的病毒负荷载

量, CHB患者mDCs上调的PD-L1与血清ALT含
量呈正相关. 当阻断PD-L1的信号传导时能提高

HBV特异性T细胞的频数, 增加IFN-γ和1型细胞

因子IL-12等的分泌[19]. 
CHB患者会发生特异性免疫损伤, 体内针

对HBV的特异性T淋巴细胞反应减弱, 不同T淋
巴细胞亚群的受损程度不同, 往往在削弱针对

病毒优势表位的T淋巴细胞反应的同时, 却增强

了对次优势表位的反应[21]. 从这些患者的外周血

中分离出来的病毒特异性T淋巴细胞大部分已

经失去了增殖和产生细胞因子的能力, 极大影

响着机体的抗病毒能力. 因此诱导出高数量的

特异性CTL就十分有必要. 

3  关于CHB的DCs研究进展

3.1 诱导特异性CTL产生 通过在体外扩增DCs
的同时采用病毒抗原冲击刺激, 能够提高其抗

原提呈能力, 诱导抗原特异性免疫反应清除病

毒感染. 可以通过抗原蛋白或多肽片段与DCs共
培养, 病毒载体(腺病毒、逆转录病毒)介导, 裸
DNA化学或物理方法转染等. 外周循环中的HB-
sAg不能引起完全的免疫应答, 使免疫调节和抗

原提呈功能低下, 而在体外用病毒相关抗原冲

击致敏DCs, 再回输体内, DCs就可以把HBV抗

原提呈给T细胞, 从而提高CTL和CD4+ Th功能, 
打破免疫耐受、恢复细胞免疫应答, 这对有效

清除HBV具有关键作用. Chisari et al [22]研究发现

用含HBsAg DNA的疫苗只能在一部分HBV转基

因小鼠中出现刺激抗体反应, 但无特异CTL反应

出现, 而用IL-4, GM-CSF活化骨髓来源的DCs疫
苗在所有小鼠均能刺激脾细胞CTL反应. Akbar 
et al [23]制备了HBsAg冲击脾细胞来源的DCs疫苗

治疗HBV转基因鼠模型, 虽然只有进行了腹腔

内注射的10%发生了完全应答, 但无疑为乙肝的

治疗提供了新的有效思路. 使用HBcAg多肽刺

激DCs可比HBsAg多肽更有效地提呈病毒抗原, 
提高诱导特异性T细胞应答的能力[24]. 研究人员

将HBV-S、HBV-C和HBV-E基因分别携带入腺

相关病毒(AAV), 并用之转染DCs, 诱导特异的抗

HBV的CTL, 结果发现携带有核心抗原的DCs所
诱导的CTL能产生最多的IFN-γ, 细胞毒活性最

强[25-26]. 
有学者利用HBsAg和HBcAg两种外源蛋白

含有的丰富体液与细胞免疫抗原表位将两者重
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组混合抗原, 以期介导出更强的机体免疫. 实
验证明在小鼠中可以产生以IFN-γ反应为主的

Th1细胞免疫, 增强针对HBV的特异性体液免

疫和细胞免疫, 为研制新的治疗性乙型肝炎疫

苗提供了新的思路和理论依据[27-28]. 国内王福

生 et al制备了HBsAg和HBcAg共负载的乙肝

特异性DCs疫苗, 使树突状细胞得以负载双重

抗原而增强免疫反应. 
利用热休克蛋白70(heat shock protein 70, 

HSP70)具有的免疫载体分子作用, Peng et al [29]

将HBV核心区的表位肽18-27连接于结核分枝

杆菌HSP70的C端, 转化至毕氏酵母菌株GS115
中表达出的融合蛋白发现能够有效激活D C s, 
CD40、CD86分子表达上调, IL-12p70和TNF-α
大量分泌, 介导出HBV特异性CTL产生. 
3.2 与CIK细胞协同研究 除了以上各种直接修饰

DCs的方法外, 人们使用细胞因子诱导的杀伤细

胞(cytokine-induced killer, CIK)时发现他能够影

响患者体内的DCs, 两者相辅相成的关系有助于

进一步加速病毒的清除. 
CIK细胞是体外培养的单核细胞经多种细

胞因子(IFN-γ、 IL-2、 anti-CD3和IL-1α)共同诱

导产生的一类MHC非限制性高效细胞毒细胞. 
与DCs共同培养时, 前者能直接促进DCs高表达

特异性共刺激分子、MHCⅡ类分子、黏附分

子, 加强抗原提呈作用, 分泌大量IL-12参与机体

免疫调节, 同时也增强了CIK细胞毒活性[30]. CIK
细胞过继免疫治疗CHB, 除可以有效抑制HBV
复制也能改善受损的DCs. 李元元 et al [31]发现

HBV病毒载量下降≥2个log或转阴, HBeAg阴转

和血清转换率显著增高的同时外周血mDCs、
pDCs比例明显提高, 病毒应答者mDCs产生的

IL-12, pDCs产生的IFN-γ也明显增多. Shi et al [32]

也观察到相同结果. 此外在治疗HCV感染时也

能够很好的改善外周循环DCs[33]. 
刘树人 et al [34]探讨了采用HBsAg冲击致敏

的自体DCs细胞诱导的HBsAg特异性CIK细胞

对CHB的治疗作用. 将研究对象分为HBsAg特
异性CIK细胞治疗组(特异性CIK组, 23例), 拉米

夫定组(LAM组, 17例)和干扰素组(IFN-2b组, 13
例), 所有病例均按标准诊断为CHB常规分离外

周血单个核细胞, 进一步培养诱导成为HBsAg
冲击致敏的DCs及HBsAg特异性CIK细胞, 分别

经皮下(起到抗原递呈作用, 诱导机体的免疫识

别功能)和静脉回输. 另选LAM和IFNα2b常规

治疗作为对照, 观察HBV标志物、肝功能的变

化和不良反应, 治疗结束后随访. 结果发现自体

HBsAg冲击致敏的DCs及其诱导的HBsAg特异

性CIK细胞可促进CHB患者HBeAg和HBV DNA
阴转, HBeAg/HBeAb的血清转换率提高, 同时

肝功能也得到恢复[35-36], 疗效高于拉米夫定治疗

组, 显示出了较好的临床应用前景. 

4  结论

从多方面研究DCs与CHB的关系具有重要意义, 
能更清楚阐明病毒侵袭机体的作用机制, 协同

免疫效应细胞建立更有效的免疫反应来清除病

毒具有潜在的巨大优势, 但一系列问题诸如介

导病毒清除的免疫细胞的最佳数量、表型和效

应功能等需要做更深入的研究. 大量的新方法

新思路无疑为今后DCs细胞治疗CHB的大规模

临床应用开辟了新的道路. 
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Abstract
The relationship between fibrosis and normal re-
pair are not understood. Acute injury may cause 
normal mesenchymal cells to convert to fibro-
genic phenotype that may lead to fibrosis when 
inappropriately sustained. Crohn's disease (CD)-
associated fibrosis results from chronic transmu-
ral inflammation. Intestinal inflammation in CD 
is transmural, often associated with extracellular 
matrix changes, luminal narrowing and stricture 
formation. But the pathogenesis of stricture for-
mation remains unclear. Current therapies do 
not alter its progression to intestinal fibrosis and 
obstruction. The aim of this review is to discuss 
the current understanding of fibrogenesis in CD. 

Key Words: Crohn's disease; Intestinal fibrosis; In-
flammatory bowel disease; Ulcerative colitis
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摘要
正常组织修复与慢性炎症、脏器纤维化之间的

关系尚不明确, 急性炎症可导致正常间质细胞
转化为纤维化型, 但如果急性炎症转化为慢性
炎症且异常持续下去, 则会导致纤维化. 克罗恩
病(Crohn's disease, CD)患者的肠壁慢性炎症可
导致肠道产生大量细胞外基质沉积, 从而引起
瘢痕收缩式狭窄. 目前CD中肠道纤维化机制尚
不明确且临床尚无有效的治疗方案, 有关CD肠
壁纤维化的研究日益引起重视. 本文就CD肠壁
纤维化的发病机制的研究进展作一概述. 

关键词: 克罗恩病; 肠壁纤维化; 炎症性肠病; 溃疡

性结肠炎
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0  引言

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

炎(ulcerative colitis, UC), 是一种病因和发病机

制至今不明的慢性非特异性肠道疾病, 均具有

慢性及反复发作的特点. 尽管目前一些好的治

疗方案可以诱导活动期炎症性肠病的肠道炎症

缓解, 却不能长期使疾病维持于不活动的状态, 
且CD和UC的慢性炎症均刺激大量细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)沉淀[1]. 但UC以直肠

和结肠的浅表性、非特异性炎症病变为主, 因
此肠壁纤维化一般只限于黏膜下层, 而CD以肠

道透壁性炎症为特征, 导致大量ECM的异常沉

淀, 从而导致肠壁各解剖层均发生纤维化而产

生纤维化性狭窄, 并最终导致肠梗阻. 有数据表

明, 40%以上CD有程度不等的肠梗阻, 且反复发

生, 80%的患者最终需要手术治疗. 目前, CD的

大部分治疗药物都不可逆转已引发的肠壁纤维

化反应, 致使大部分患者需要外科手术或者内

镜治疗, 但手术及内镜干预治疗由于复发率高, 
并非最好的治疗手段[2]. 

1  CD肠壁纤维化的特征

CD造成的狭窄肠段主要表现为肠壁各层的增厚, 
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■背景资料
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性炎症为特征. 伴
大量异常的细胞
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引发了肠壁纤维
化性狭窄, 并最终
导致肠梗阻. 溃疡
性结肠炎也有类
似的肠壁纤维化, 
但只限于黏膜下
层. 目前临床上治
疗克罗恩病以内
科保守治疗为主, 
虽可缓解肠道炎
症, 但却不能改变
其进展至肠壁纤
维化及肠梗阻的
自然病程. 内镜治
疗及外科手术并
不能阻止肠纤维
化和狭窄的再次
发生. 因此, 肠道
纤维化性狭窄是
克罗恩病的严重
并发症之一, 但目
前其机制尚不明
确, 且无有效的治
疗方法. 
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尤以黏膜下层及肌层平滑肌细胞区域为主, 且
Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型胶原mRNA和胶原蛋白表达

增加[3], 胶原蛋白为ECM主要的成分. 正常肠道

中, 主要的胶原蛋白亚型为Ⅰ(70%), Ⅲ(20%)和
Ⅴ(12%), 而在CD狭窄肠段中, 总胶原蛋白显著

增多, 且以Ⅲ、Ⅴ亚型增高为主[4]. 大量的胶原蛋

白过度沉积, 分隔、延伸至平滑肌细胞之间, 最
终导致了肠壁结构破坏及增厚, 产生类似瘢痕收

缩式的肠腔狭窄. Ⅲ型胶原具有较强的收缩能

力, 其过度表达可促进肠壁瘢痕收缩和狭窄形成, 
CD活检标本中的Ⅲ型胶原含量较UC组和对照

组明显增加, 因此, CD较UC更易发生狭窄、梗

阻等并发症[5]. 另外, 纤维连接蛋白为ECM中的

结构糖蛋白, 在ECM各组分的相互关系中起重要

作用. 有学者发现, CD狭窄肠段中纤维连接蛋白

的过度增生与ECM增多相平行, 并使成纤维细胞

局部聚集[6]. 

2  肠壁纤维化的机制

肠壁纤维化的产生机制尚不清楚. 而在肝脏纤

维化的研究中, 发现星状细胞(stellate cells)为介

导肝纤维化的主要细胞, 急性和慢性炎症损伤都

可使星状细胞活化, 并分泌少量的平滑肌肌动蛋

白, 但只有慢性炎症才能造成活化的星状细胞大

量聚集并最终产生纤维化[7]. 在肠道中, 肠壁纤维

化和肠道正常损伤修复间的关系并不明确, 但急

性和慢性炎症均导致了肠道间质细胞活化这一

点是明确的, 即转化为可大量合成ECM的纤维化

型间质细胞. 急性损伤导致的活化可受到正常肠

道修复机制的调控, 通过对胶原蛋白转录及翻译

的调节及对活化的纤维化型间质细胞促凋亡作

用, 阻止了大量细胞外基质沉淀, 而一旦这些措

施未发挥功效, 则会导致肠壁因纤维化而狭窄. 
CD中的纤维化是由于慢性透壁性炎症等因素的

存在, 致机体对损伤的修复反应过度. 慢性2, 4, 6
三硝基苯磺酸(TNBS)所致的肠炎动物模型以透

壁性炎症、肠腔狭窄、近端扩张为特征, 模拟了

CD中肠壁纤维化性狭窄特点[8]. 最近研究表明, 
TNBS停止后, 炎症反应中与炎症相关的基因表

达和炎症细胞浸润均下降, 但同时, 纤维化相关

基因表达上调, 说明纤维化相关基因在肠道炎症

下降后仍保持了活性[9]. 
许多研究证实了CD患者, 肠道细胞外基质

沉淀和降解不平衡, 正常肠道的ECM由基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)调控, 
基质金属蛋白酶为肽链内切酶, 可降解许多重
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要的细胞外基质蛋白, 如胶原蛋白、层黏连蛋

白、纤维连接蛋白等, 其在ECM的代谢调节中

起着非常重要的作用, 受许多参与肠壁纤维化

的细胞因子和生长因子的同步调控. 相反, 组织

金属蛋白酶抑制物(tissue inhibitor of metallopro-
teinases, TIMPs)可抑制MMP的活性. 目前MMPs 
和TIMPs的平衡调控机制尚不十分清楚, 但可以

明确的是CD狭窄肠道的肌成纤维细胞TIMP-1
活性增高, MMP的活性下调阻止了正常修复系

统对ECM的调控, 由此可抑制细胞外基质的降

解, 导致纤维化反应过早过强, 疤痕形成[10]. Mei-
jer et al [11]发现编码MMPs和TIMPs的基因具有单

核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms, 
SNPs)的特点, TIMPs的SNP存在于X染色体上, 
与CD易感性相关, MMP-3的SNP可增加狭窄并

发症的机率. 但目前的数据并不说明MMPs或
TIMPs的SNP与CD的临床表型相关. 

3  肠壁纤维化中的相关细胞

在肠道中, 急性和慢性炎症导致了纤维化型间

质细胞活化, 因为他所包括的间质细胞种类繁

多, 相当一部分间质细胞能合成胶原蛋白. 肠道

中的纤维化型间质细胞大体分为成纤维细胞、

平滑肌细胞、肌成纤维细胞, 他们可通过免疫

染色vimentin(V)和α-SMA(A)来区分: V+/A-成
纤维细胞存在于正常肠道组织的黏膜下层和浆

膜层, V-/A+平滑肌细胞主要存在与正常肠道的

黏膜肌层和固有肌层, 肌成纤维细胞V+/A+则与

上皮细胞毗邻[12], 成纤维细胞和肌成纤维细胞

是肠壁纤维化过程中胶原蛋白的主要来源. 黏
膜成纤维细胞活化识别是肠道急性炎症向肠道

慢性炎症和纤维化转化的关键步骤, 成纤维细

胞被激活后, 电子显微镜下可见细胞质内有丰

富的粗面内质网、核糖体和高尔基体, 细胞表

型和功能均有改变, 是产生ECM的主要细胞. 有
研究表明, 成纤维细胞转化为表达α-SMA的肌

成纤维细胞后, ECM合成能力显著增强[13]. 平滑

肌细胞根据表达的α-SMA水平不同, 可以分为

成熟型和非成熟型, 两者在CD中产生细胞调节

作用, 体外孵育CD狭窄肠道的平滑肌细胞依然

保持了平滑肌细胞表型, 仍表达α-SMA和原肌

球蛋白, 却能够合成胶原蛋白. 尽管证实了CD中

的平滑肌细胞能够合成大量的胶原蛋白, 成纤

维细胞及肌成纤维细胞依然是增长的胶原蛋白

mRNA及肌层中胶原蛋白的主要来源[14]. 
但是更多的证据表明肠道纤维化型间质细
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胞远不止这几种类型. CD患者黏膜下层和固有

肌层中的肥大细胞数目增多, 肥大细胞可刺激

成纤维细胞增殖, 并合成胶原蛋白和具有促胶

原蛋白聚集活性, 同时表达的c-kit受体, 通过干

细胞受体c-ki t产生趋化作用, 刺激间质细胞增

殖[15]. Wershil et al [16]发现肥大细胞缺乏小鼠中

DSS诱导的炎症下降, 并可减少肠道损伤后的纤

维化. 肥大细胞在纤维化中的作用有待进一步

研究. 此外, CD患者肠道中浸润的巨噬细胞、

淋巴细胞和浆细胞, 都对间质细胞和纤维化产

生了巨大的影响, 有学者认为调节胃肠动力的

Cajal细胞也参与了肠壁纤维化的形成[17]. 
另外, 大量纤维细胞来源于上皮细胞-间质

细胞转化(epithelial-to-mesenchymal transition 
EMT). 胚芽时期的炎症和肿瘤状态时, 上皮细

胞细胞表型和功能发生改变, 上皮细胞变为纺

锤状, 上皮细胞标志物消失, 取而代之的是大

量纤维化型间质细胞经典标志物, 如成纤维细

胞特异蛋白-1(fibroblast-specific protein-1)、
α-SMA、vimentin, 并具备产生大量胶原蛋白和

纤维连接蛋白的能力[18]. EMT对各组织器官纤

维化均产生影响, 并在成人肝纤维中存在[19-20]. 
内皮细胞-间质细胞转化(EndoMT)与EMT类似, 
Frid et al [21]表明成人内皮细胞在体外可分化为

平滑肌细胞, 而在心肌纤维化小鼠动物模型中, 
TGF-β1诱导上皮细胞的EndoMT状态, 显著上调

胶原蛋白 mRNA的表达和胶原蛋白的沉积. 但
目前, EMT和EndoMT在IBD相关性纤维化中的

作用尚无研究报道. 

4  肠壁纤维化中的相关因子

4.1 TGF TGF-β是组织器官纤维化中进程中的关

键调节因子, 支持这一理论的有利证据是发现

CD狭窄肠道中成纤维细胞中的TGF-β及其受体

均过度表达[23]. TGF-β1和TGF-β2涉及在纤维化

机制中起特殊作用, TGF-β1在胶原大量合成时

抑制ECM降解酶, 即MMP和纤溶酶原蛋白酶的

活性, 通过刺激TIMP-1的产生而抑制MMP-1和
MMP-3的表达[24]. 另外, TGF-β1可直接作用成纤

维细胞合成大量的ECM产生促纤维化作用. 而
TGF-β3则显示出抗纤维化特性. 

肠道肌成纤维细胞根据自身组织特性表达

不同的TGF-β亚型, 正常及炎症黏膜组织的肌

成纤维均表达TGF-β1和TGF-β3, 而纤维化组

织减少TGF-β3的表达, 增加TGF-β1和TGF-β2
的表达[23]. TGF-β和其受体结合导致Smad传导

途径激活, TGF-β受体Ⅰ激酶直接磷酸化Smad 2
和Smad 3, 然后与正常的Smad 4结合转入细胞

核内, 加强特定的TGF-β目的基因作用. Smad7
通过阻碍Smad2/3配体与Smad 4结合从而抑制

TGF-β信号传导[25-26]. TGF-β/Smad信号通路由

丝裂原活化蛋白激酶(Mitogen activated protein 
MAP-kinase)调控, MAP激酶是丝氨酸/苏氨酸

激酶, 受到细胞外刺激反应, 与其他信号通路结

合, MAP激酶改变转录因子的磷酸化状态, 致使

细胞可根据细胞外刺激调整基因表达. ERK 1/2 
MAP激酶信号通路与蛋白激酶C结合在肠道成

纤维细胞TGF-β依赖信号传导中起关键调节作

用[27]. TGF-β细胞信号通路也收到其他调节因子

的调控, 如TNF-α可通过增加环前列腺素诱导

JNK MAP激酶和Smad 7表达下调TGF-β依赖反

应[28-29], IFN-γ通过Smad 7下调从而负调控TGF-β
活性[28]. 另外, 最新数据表明, 肠道菌群可调节

TGF-β1的促纤维化活性[30]. 
4.2 TNF-α TNF-α被认为是IBD发病机制中的一

个关键因子. 英夫利昔(infliximab)作为TNF-α抗
体, 对活动性炎症十分有效, 通过其强大的抗炎

性作用, 减少炎症细胞聚集和肠道水肿. 有学者

认为, Infliximab虽然可快速修复CD肠道黏膜, 
但可能由于快速黏膜修复诱导肠壁中更多更广

泛的纤维化, 或由于TNF-α对TGF-β信号通路的

对抗效应作用致使大量过度的瘢痕组织重塑致

肠道狭窄[31]. 另一方面, Di Sabatino et al [32]认为

肠道成纤维化细胞表达膜结合型TNF-α, inflix-
imab可减少胶原的分泌, 增加TIMP-1的表达, 所
以, 阻断TNF-α不但能够促进伤口修复, 而且能

阻断肠壁纤维化. 有研究表明[31], 肠道菌群可刺

激上皮下的肌成纤维细胞的促纤维化作用, 在
疾病早期给予infliximab, 可有效减少细菌对上

皮细胞的刺激作用, 因此减少促纤维化反应. 但
是却不能改变纤维性狭窄的既定事实[33]. 
4.3 IL-13及其他 IL-13最近被认为是某些器官

中的促纤维化因子. 在TNBS诱导慢性结肠炎

动物模型中, 辅助性CD4+辅助性T细胞2型可刺

激IL-13产生TGF-β1依赖型肠壁纤维化[34]. 另外

CD狭窄肠段中大量产生的黏附分子和生长因子

可促进细胞的聚集、细胞间的相互作用、大量

ECM合成. 除传统的细胞因子, 肠道成纤维细胞

可被一些非细胞因子激活, 如上皮细胞来源的

半乳凝素-3[35], NF-κB调节半乳凝素的活化, 反
义寡核苷酸及诱导寡核苷酸可阻滞这一过程, 
从而减低TNBS诱导慢性结肠炎动物模型的炎

■相关报道
最近的研究表明, 
一些新的促纤维
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式 损 伤 修 复 ,  如
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症及纤维化[9]. 最近的研究表明, 一些新的促纤

维化的介质, 如骨桥素, 炎症相关皮肤纤维化动

物模型中敲除骨桥素基因可致疤痕减少式损伤

修复, 如果类似的反应在IBD中观察到, 可为根

除肠壁纤维化打开大门[36]. 

5  动物模型

由于人类临床试验的局限性, 建立类似于人类

C D肠壁纤维化的动物模型, 是研究其发病机

制、观察药物疗效以及寻找新的治疗手段的必

要条件. 尽管有大量的炎症性肠病动物模型可

供选择, 但是只有小部分动物模型可用于研究

肠道狭窄的机制研究中, 因为大部分动物模型

只伴发了少量的肠壁纤维化. 
动 物 模 型 中 ,  炎 症 是 肠 壁 纤 维 化 的

先决条件 ,  在肠壁中注射p e p t i d o g l y c a n - 
polysaccharide(PG-PS)可导致基因敏感大鼠品系

产生进展性肉芽肿性小肠结肠炎和严重的回盲

部及结肠透壁性纤维化[37], 这种模型虽然与IBD
动物模型特征不一致, 但可以用于肠壁纤维化

的研究. 慢性TNBS动物模型通过重复的TNBS
灌肠可致小鼠结肠肠壁产生纤维化, 以透壁性

炎症、肠道形态狭窄为特征, 模拟CD中的疾病

特点, 是较为成功及成熟的动物模型之一. 
TGF-β1通过腺病毒载体转入小鼠肠壁细

胞内[38], 其过度表达导致慢性炎症伴随成纤维

细胞进入平滑肌层中, 肠壁增厚, 大量ECM浸润

导致肠道梗阻. 用类似的腺病毒转导系统, 过度

表达的细胞因子单核细胞趋化蛋白-1(monocyte 
chemoattractant protein-1, MCP-1)也最终可致大

鼠肠道的慢性炎症和纤维化[39]. 
尽管取得了这些进步, 但这些模型仍有缺

点. 如耗费劳力且动物死亡率高、肠壁纤维化

的部位和密度不同、虽然证实了某种纤维化细

胞因子过度表达在肠壁纤维化的重要作用, 但
未充分说明纤维化的机制等. 

Grassl et al [30]用沙门氏菌ΔaroA品系诱导

C57/B16小鼠产生一种严重的和持续的肠壁纤

维化动物模型. 这个动物模型由肠道菌群导致

肠道慢性感染, 致ECM大量聚集在回盲部和结

肠, 纤维化和广泛的透壁性炎症延伸至全结肠, 
但是最严重和广泛的纤维化发生在回盲部. 由
于这种肠壁纤维化的高度集中性, 模拟了CD特

点, 为说明肠道菌群与肠壁纤维化之间的联系

提供了直接证据. 但目前此模型的纤维化机制

尚需进一步研究完善. 

6  结论

IBD是一种肠道慢性炎症反应性疾病, 炎症因子

长期刺激可引起成纤维细胞、肌成纤维细胞甚

至平滑肌细胞等细胞活化, 但尽管目前有大量

关于炎症性肠病的抗炎性治疗, 但是针对CD肠

道狭窄的治疗却相对匮乏. 今后肠壁纤维化的

特异性靶向治疗有赖于对肠道狭窄机制更好的

了解, 肠壁局部组织纤维化的发生机制尚待进

一步深入研究.  
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Abstract
AIM: To investigate the effect of the emodin 
and berberine on leptin in patients with non-
alcoholic fatty liver disease and its mechanism.

METHODS: The concentration of emodin and 
berberine-treating HepG2 cells was screened by 
MTT assay. Then high concentration of leptin 
was added (10-6 mol/L) to the HepG2 cells to 
establish a model group, and emodin, berberine 
and dexamethasone were given in the model 
group respectively. RT-PCR was used to detect 
the level of leptin receptor long-and short-recep-
tor mRNA expression.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, mRNA expression levels of leptin long- 
receptor and short-receptor in cells were signifi-
cantly elevated in model group (P < 0.01). Emo-
din, berberine and dexamethasone obviously 

improved the expression (P < 0.01) compared 
with normal group. However, no significant 
change was noted (P > 0.05). 

CONCLUSION: Emodin and berberine are effec-
tive for high-concentration leptin-induced non-
alcoholic fatty liver disease through up-regulat-
ing the mRNA expression of leptin receptor.

Key Words: Emodin; Berberine; Dexamethasone; 
Leptin; Leptin receptor; HepG2 cell

Yin CM, Wang Q, Wang HL. Impact of emodin and 
berberine on the mRNA expression of leptin receptor in 
HepG2 cells treated with high concentrations of leptin. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1122-1125

摘要
目的: 探讨大黄素、小檗碱改善非酒精性脂
肪肝患者体内高瘦素水平的作用及机制.  

方法: 用MTT法筛选大黄素、小檗碱作用于
HepG2细胞实验浓度, 在HepG2细胞中加入高
浓度的瘦素(10-6 mol/L)作为模型组, 在模型组
中分别加入大黄素、小檗碱及地塞米松, 并设
对照组进行比较. 用RT-PCR检测细胞上瘦素
长型受体及短型受体mRNA的表达水平. 

结果: 模型组细胞上瘦素长型受体及短型
受体m R N A的表达水平较对照组显著下调
(P <0.01), 大黄素、小檗碱及地塞米松组较模
型组显著上调(P <0.01), 较对照组无明显改变
(P >0.05).

结论: 大黄素和小檗碱具有通过上调瘦素受
体mRNA的表达来治疗高浓度瘦素诱导机体
产生非酒精性脂肪肝的作用. 

关键词: 大黄素; 小檗碱; 地塞米松; 瘦素; 瘦素受

体; HepG2细胞
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■背景资料
随着人们饮食结
构的改变, 近年来
NAFLD已成为我
国常见的慢性肝
病之一, 现代医学
多使用的化学合
成药物由于其对
心血管系统具有
严重的不良反应
且长期服用具有
肝毒性, 故中医中
药的研究对于脂
肪肝药物治疗具
有重要意义.

■同行评议者
党双锁, 教授, 西
安交通大学第二
医院感染科
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0  引言

瘦素系肥胖基因表达、由脂肪细胞分泌的循环

激素, 在调节机体能量平衡中起重要作用, 可调

节非脂肪细胞中游离脂肪酸和甘油三脂含量的

稳定, 避免细胞发生脂毒性[1-2]. 作为蛋白质激素,
瘦素的多种生物学作用是通过靶细胞膜上的瘦

素受体(obese receptor, OB-R)和相应信号转导系

统实现的, 信号发送主要是通过其受体基因编

码的两种细胞表面受体长型受体(OB-Rb)和短

型受体(OB-Ra)[3]. 许多研究发现[4-6]非酒精性脂

肪肝(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)患
者存在高瘦素水平, 机体在高浓度瘦素的作用

下可对能量物质代谢产生不利影响, 高瘦素水

平可提高胰岛素水平、促进胰岛素抵抗(insulin 
resistance, IR), 并改变胰岛素信号, 增加肝细胞

内脂肪酸含量, 最终引起脂肪肝. 
瘦素受体或受体后缺陷在高浓度瘦素引起

机体产生NAFLD中可发挥一定的作用[7-9], 大量

实验研究发现小檗碱及大黄素具有减肥降糖, 
降低血胰岛素水平, 改善脂代谢紊乱及IR等作

用[10-11], 但其对于NAFLD患者体内存在的高瘦

素现象有无影响及其分子生物学作用机制尚不

明确, 故本实验采用高浓度瘦素作用于HepG2细
胞后, 加入大黄素、小檗碱, 通过检测细胞上瘦

素受体的表达情况, 以探讨他们对高浓度瘦素

引起的NAFLD治疗作用, 为临床治疗NAFLD提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 小檗碱、大黄素、软脂酸购于Sigma
公司; 人类瘦素为法国Diaclone Reserch公司产

品; RPMI 1640培养基购于美国Gibco BRL公司; 
MTT北京夏斯生物技术有限公司; RNA提取试

剂盒购于美国Gentra公司; PCR反应试剂盒购于

美国Promega公司.
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞的培养: 在含100 mL/L胎牛血

清的RPMI 1640培养液中培养HepG2细胞, 将增

殖状态良好的细胞用胰酶消化, 对其进行传代

并置于37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度的培养箱中.
1.2.2 MTT实验: 取大黄素浓度为0.1、5、10、
15、20、25、30 µmol/L, 小檗碱(浓度分组同大

黄素)用MTT法, 分别于酶标仪上检测570 nm、

490 nm吸光度A值, 计算细胞存活率(细胞存活

率=实验组A值/对照组A值×100%), 取细胞存活

率为90%时的浓度为实验浓度. 

1.2.3 细胞模型制作: 将瘦素溶于含有100 mL/L
胎牛血清的RPMI 1640培养液中, 使其终浓度为

10-6 mol/L, 小心吸弃HepG2细胞中的培养液, 加
入含高浓度瘦素的培养液, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2饱和湿度的培养箱中孵育24 h, 即成为细胞

模型(模型组). 
1.2.4 分组: 吸弃模型细胞中的培养液, 分别加入

含大黄素、小檗碱及地塞米松的培养液以及正

常培养液, (即将模型组分为4组: 模型组、大黄

素组、小檗碱组、地塞米松组, 并设HepG2细胞

作为对照组), 置于37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度

的培养箱中孵育24 h. 
1.2.5 RT-P C R检测细胞中瘦素长型受体及短

型受体mRNA的表达: (1)细胞总RNA的提取: 
TRIzol一步法提取细胞总RNA, 操作按说明书

进行, 紫外分光光度仪测定RNA的A 260/A 280值. 
(2)cDNA第一链的合成: 逆转录反应体系为20 
µL, 其中5×逆转录缓冲液4 µL, 核糖核酸酶抑

制剂0.4 µL, 10 mmol/L dNTP 2 µL, 寡聚T引物

0.4 µL, 细胞总RNA5 µg, M-MLV(逆转录酶)1 
µL(200 U), 用DEPC-双蒸水补充至20 µL. 反应

条件为42℃水浴1 h, 然后70℃水浴10 min以灭活

逆转录酶. (3)RT-PCR: OB-Ra、OB-Rb的引物设

计是根据GenBank库中OB-Ra、OB-Rb的cDNA
序列进行, OB-Ra的上游引物: 5'-ATGTTCCGA
ACCCCAAGAAT-3', 下游引物: 5'-CAATAGTG
GAGGGAGGGTCA-3', 扩增片段221 bp. OB-Rb
的上游引物: 5'-CAGAAGCCAGAAACGTTTG
AG-3',下游引物5'-AGCCCTTGTTCTTCACCA
GT-3', 扩增片段344 bp; 内参照为GAPDH, 其上

游引物: 5'-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3', 下
游引物: 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3', 扩
增片段307 bp. 反应体系25 µL, 其中Buffer 20.5 
µL, cDNA 1 µL, Taq DNA聚合酶1.5 µL(5 U), 0.2 
µmol/L上游引物及下游引物各1 µL. 扩增条件: 
首次95℃预变性2 min, 然后95℃变性30 s, 60℃
退火30 s, 72℃延伸45 s, 循环35次, 最后72℃延

伸10 min. 取扩增产物5 µL, 用20 g/L的琼脂糖凝

胶(EB浓度为0.5 mg/L)电泳, 以100 bp为分子质

量标准, 在300 nm紫外光下摄影, 通过图像分析

软件进行分析. 内参照也采用上述同样的实验方

法进行分析. OB-Rb、OB-Ra的表达水平用他们

的平均灰度值与内参的平均灰度值的比值表示.
统计学处理 全部数据使用SPSS13.0统计软

件进行数据处理; 每组数据以mean±SD表示, 
进行单因素方差分析, 组间两两比较用SNK检

■研发前沿
大黄素及小檗碱
是否可以通过调
节瘦素受体的表
达来改善浓度瘦
素对NAFLD的影
响 ,  值 得 深 入 研
究.
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验, 取α = 0.01为显著性检验水准, P <0.05有统计

学意义.

2  结果

2.1 大黄素、小檗碱实验浓度的确定 MTT实
验测得大黄素、小檗碱可抑制H e p G2细胞的

生长并可诱导其凋亡, 这一作用呈剂量依赖性. 
大黄素浓度为10 µmol/L时, HepG2存活率为

90.8%, 小檗碱浓度为10 µmol/L时, HepG2存活

率为91.3%, 故本实验大黄素、小檗碱均采用10 
µmol/L作为实验浓度(表1).
2.2 瘦素受体mRNA的表达 HepG2细胞用高

浓度软脂酸培养24 h后, OB-Ra mRNA、OB-
R b m R N A的表达的较正常组显著下降(P a = 
0.00047, P b = 0.00032). 大黄素(P a = 0.00067, P b = 

0.00042)、小檗碱(P a = 0.00054, P b = 0.00039)、
地塞米松组(P a = 0.00041, P b = 0.00022)OB-Ra 
mRNA、OB-Rb mRNA的表达较模型组显著增

高(均P <0.01), 与正常组相比无统计学差异(图1).

3  讨论

瘦素受体是Ⅰ类细胞因子受体家族的成员, 为
一跨膜受体, 由胞外区、跨膜区和胞内区组成. 
目前已知瘦素受体至少存在5种亚型, 其中最主

要的为OB-Rb和OB-Ra. OB-Rb的胞内区有JAK/
STAT结合位点, 能进行信号转导以调节热量摄

入及能量消耗, 为功能受体, 他主要分布于下丘

脑的弓形核、腹内侧核、背内侧核、室旁核等

与体质量调节有关的核团上, 瘦素主要通过与

下丘脑的OB-Rb结合, 从而激活JAK-STAT途径

发挥作用[12-14]. OB-Ra几乎分布于全身各组织, 
主要与瘦素的转运、代谢等有关[15]. 

瘦素在调节机体能量平衡中起重要作用, 
可调节非脂肪细胞中游离脂肪酸和甘油三脂含

量的稳定, 避免细胞发生脂毒性, 他的生物学作

用是通过靶细胞膜上的瘦素受体和相应信号转

导系统实现的, 信号发送主要是通过OB-Rb和
OB-Ra.  

Liu e t a l研究表明[15], 高浓度瘦素可抑制

HepG2细胞上瘦素受体mRNA的表达水平, 在
瘦素浓度为10-6 mol/L时这种抑制作用最为明

显, 这可能与NAFLD患者体内存在高瘦素水平

有关. 在本实验中我们亦观察到瘦素浓度为10-6 
mol/L时可显著抑制HepG2细胞上瘦素长型及短

型受体mRNA的表达水平, 这与他们的研究结果

一致, 同时我们也观察到大黄素、小檗碱可以

通过上调瘦素受体mRNA的表达水平来改善这

种抑制作用, 上调后, 瘦素受体mRNA的表达量

与对照组相似, 结果无统计学差异. 由此可见大

■相关报道
Liu et al研究表明, 
高浓度瘦素可抑
制HepG2细胞上
瘦素受体mRNA
的 表 达 水 平 ,  在
瘦 素 浓 度 为 1 0 - 6 
mol/L时这种抑制
作用最为明显, 这
可能与NAFLD患
者体内存在高瘦
素水平有关.

表 1 不同浓度大黄素、小檗碱对HepG2存活率的影响 
(mean±SD, n  = 5)

     
分组浓度                                  细胞存活率(%)

(µmol/L)  大黄素        小檗碱

0.1            1.116±0.053  1.032±0.050

5            0.986±0.031  0.972±0.028

10            0.908±0.035  0.913±0.024

15            0.882±0.024  0.887±0.033

20            0.806±0.048  0.811±0.055

25            0.670±0.032  0.671±0.030

30            0.491±0.021  0.512±0.047
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图 1 HepG2细胞中OB-Ra mRNA及OB-Rb mRNA的表达. A: 

OB-Ra mRNA; B: OB-Rb mRNA; C: GAPDH内参照; 1: 

对照组; 2: 模型组; 3: 大黄素组; 4: 小檗碱组; 5: 地塞米松组.
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黄素、小檗碱可通过影响瘦素受体mRNA的表

达来调节机体内瘦素在调节能量平衡中所起的

作用, 从而影响NAFLD的发展及预后, 这对于临

床用于治疗NAFLD有一定的应用价值. 
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截至目前, 我国只有两本期刊被PMC收录.《浙江大学学报B》(英文版)(Journal of Zhejiang University 
Science B )是我国第一本通过PMC评审并于2006-03-15被收录的期刊.《世界胃肠病学杂志》(英文版)(World 
Journal of Gastroenterology )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://www.

pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive(编辑部主任: 程剑侠 2009-04-18)

■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 对探讨
大黄素、小檗碱
治疗脂肪肝有重
要意义.
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Abstract
AIM: To study the effectiveness of MEGX test in 
evaluating liver reserve of rats with experimental 
liver cirrhosis in different hepatectomy. 

METHODS: A rat model of liver cirrhosis was 
established with improved and complex factors 
(CCl4, cholesterol, alcohol). Forty male SD cir-
rhosis rats were randomly divided into 4 groups; 
the rats of all groups underwent different partial 
hepatectomy (A group: 0%; B group: 15%; C 
group: 30%; D group: 45%). MEGX, ICGR15 and 
common hepatic function were performed, and 
the liver tissue samples were taken for patho-
logic examination. 

RESULTS: MEGX were lower following partial 
hepatectomy in experimental groups (B, C, D 
groups) (30.22 ± 10.6 μg/L vs 37.52 ± 14.01 μg/L, 

22.68 ± 6.19 μg/L vs 38.47 ± 15.24 μg/L, 12.60 ± 5.88 
μg/L vs 37.26 ± 13.87 μg/L, all P < 0.05). With the 
extracted liver tissue increased, the serum level 
of MEGX was decreased obviously. There were 
significant differences among all postoperative 
groups for MEGX concentrations (P < 0.05). 

CONCLUSION: The MEGX test can sensitively 
reflect the damage to liver reserve capacity, 
which is better than ICGR15 test or conventional 
liver function tests. 

Key Words: MEGX test; Liver reserve; Hepatec-
tomy; Liver cirrhosis; Rat; Model

Li JH, Wu LQ, Liu SL, Luo ZQ, Fu HQ. Evaluation of the 
liver reserve of rats with experimental liver cirrhosis in 
hepatectomy by MEGX test. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(11): 1126-1129

摘要
目的: 探讨单乙基甘胺酰二甲苯胺(MEGX)试
验对肝脏储备功能评估的价值. 

方法: 采用改良复合因素(C C l4、胆固醇、

乙醇)制备大鼠肝硬化模型, 将40只雄性肝硬
化大鼠完全随机分成A、B、C、D组4组, 每
组10只, 分别行不同肝切量的肝切除(0%、

15%、30%、45%). 术前、术后行MEGX试
验、吲哚氰绿排泄(ICGR15)试验、常规肝
功能检测, 并对切除的肝组织进行常规病理
检查.   

结果: 实验组(B、C、D组)肝切后大鼠血清
M E G X的量较肝切前均有不同程度的下降
(30.22±10.6 μg/L vs  37.52±14.01 μg/L, 22.68
±6.19 μg/L vs  38.47±15.24 μg/L, 12.60±5.88 
μg/L vs  37.26±13.87 μg/L, 均P <0.05). 且随着
肝切量的增加, MEGX的量明显减少, 术后各
组间比较均有显著性差异(P <0.05). 

结论: MEGX试验能较灵敏反映肝储备功能受
损的程度, 优于常规肝功能检测及ICGR15试验. 

关键词: MEGX试验; 肝储备功能; 肝切除; 肝硬化; 

大鼠; 模型

®

■背景资料
肝细胞癌是我国
常 见 的 恶 性 肿
瘤 ,  我 国 肝 细 胞
癌伴肝硬化率高
达72.1%-82.3%, 
肝切除术后并发
症发生率和手术
死 亡 率 分 别 为
23.4%-40.0%和
1.6%-7.5%. 正确
评估肝硬化患者
的肝功能损害程
度和肝脏储备功
能, 是肝脏外科的
重要课题.

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科
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0  引言

肝细胞癌是我国常见的恶性肿瘤, 我国肝细胞

癌伴肝硬化率高达72.1%-82.3%, 肝切除术后并

发症发生率和手术死亡率分别为23.4%-40.0%
和1.6%-7.5%[1]. 正确评估肝硬化患者的肝功

能损害程度和肝脏储备功能, 是肝脏外科的重

要课题. 本实验通过建立肝硬化大鼠肝切除模

型, 研究血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)、血清总蛋白(TP)等常规肝功能指标和

MEGX试验、吲哚氰绿排泄试验(ICGR15)等肝

储备功能指标与肝切除量间的变化关系, 探索

估计肝储备功能的敏感指标和方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 标准♂SD大鼠60只, 体质量270-300 
g, 由南昌大学医学院动物科学部提供. 分析纯

CCl4(天津市恒兴化学试剂有限公司); 盐酸利

多卡因(山东益健药业有限公司);  氯胺酮(福
建古田药业有限公司); 盐酸MEGX(瑞典Astra 
Zeneca公司产品); 吲哚氰绿(辽宁省辽阳市第三

制药厂产品).
1.2 方法 
1 . 2 . 1  肝 硬 化 大 鼠 模 型 制 作 :  将大鼠按0 . 3 
mL/100 g体质量给予400 mL/L CCl4橄榄油溶

液2 wk, 2 wk后改为500 mL/L CCl4橄榄油溶液

应用2 wk, 从第5周改为600 mL/L CCl4橄榄油

溶液应用4 wk. 行大鼠ip, 每周2次. 第1-2周给

予50 mL/L乙醇溶液作为饮用水, 第3-4周给予

100 mL/L乙醇溶液作为饮用水, 第5-8周给予

200 mL/L乙醇溶液作为饮用水. 共诱导8 wk给
予普通鼠料混合猪油及葵花籽喂养, 8 wk后制

成肝硬化模型. 每天观察大鼠的一般状况、饮

食变化、行为(自主活动、精神状态)变化、毛

发变化.  
1.2.2 分组: 将40只肝硬化大鼠完全随机分成

A、B、C、D组, 每组10只, A组只开腹搔扰腹腔

不作肝切除; B组切除右肝叶(约占肝总量15%); 
C组切除左肝叶(约占肝总量30%); D组切除左、

右肝叶(约占肝总量45%).  
1.2.3 实验操作步骤: 各组用氯胺酮70 mg/kg
剂量肌注 ,  大鼠麻醉成功后经阴茎静脉丛注

射0.1%利多卡因1 mg/kg及0.05%吲哚氰绿0.5 

mg/kg, 15 min后经眼眶后静脉丛取血0.5 mL两
肝素管, 离心出血清后置-20℃冰箱中冷冻保存

后分别送LC-10A高效液相色谱仪检测MEGX
浓度及UV-2450紫外分光光度计805 nm处检测

ICGR15浓度. 
取上腹正中切口, 长约6 cm, 逐层开腹后从

腔静脉取血约1 mL, 静置后离心取血清, 送全自

动生化分析仪检测谷丙转氨酶(ALT)、谷草转

氨酶(AST)、总蛋白(TP)三项指标. 再游离肝周

各韧带, 采用肝叶根部结扎法分别作不同肝组

织量的肝切除术, 将切除的肝组织小块置于100 
g/L中性甲醛溶液中固定. 缝闭切口各层, 术后喂

以普通鼠料及自由饮水. 术后48 h重复如上取血

处理. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 采

用SPSS13.0版本的统计软件进行数据分析处理, 
多组变量采用单因素方差分析, 多个样本均数

两两比较采用q检验等, 确定P <0.05为有统计学

意义. 

2  结果

2.1 一般情况 观察大鼠1-2 wk无明显变化, 3 wk
以后体毛不顺, 饮食饮水稍减少, 但体质量有所

减轻. 5 wk后毛发凌乱无光泽, 食欲差, 精神萎靡

活动少, 对外界刺激反应慢, 体质量增长缓慢. 8 
wk后造模结束, 造模过程中大鼠共死亡8只. 各
组大鼠经麻醉剖开腹腔后, 见肝脏呈黄褐色, 其
表面可见细小颗粒状结节, 形成典型肝硬化外

观, 腹腔内有腹水, 量不等. 各组肝硬化大鼠完

成不同肝切除后48 h内无死亡. 
2.2 肝脏病理学改变光镜下观察 大鼠肝内小叶

结构紊乱, 中央静脉偏离或消失; 肝细胞索排列

紊乱, 中央静脉区及肝小叶周边区出现明显肝

细胞大泡性脂肪变性, 气球样变性, 少数细胞肿

胀及嗜酸性变, 散在不同程度的小叶内坏死、

碎屑坏死、桥接坏死; 汇管区扩大, 有较多炎性

细胞浸润, 纤维结缔组织增生, 部分假小叶形成. 
其结果显示大鼠肝硬化模型成功(图1). 
2.3 常规肝功能 肝切后大鼠血中总蛋白(TP)值
下降, 与肝切前比较, B、C、D组差异均有显

著性(P <0.05). 肝切后各组转氨酶亦均有不同

程度升高. B组和C组ALT、AST水平肝切前后

差异无显著性(P >0.05). D组肝切后的A LT、
AST、TP水平明显高于肝切前, 差异有显著性

(P <0.05), 且与A、B、C各组比较差异均有显

著性(P <0.05, 表1). 

■相关报道
Addario et al 研究
认为MEGX试验
在患者肝硬化诊
断方面优于Child-
Pugh和终末期肝
病模型(MELD)评
分法. 
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2.4 MEGX与ICGR15的水平 实验组肝切后大鼠

血清MEGX含量较切肝前均有不同程度的下降

(P <0.05). 随着肝切量的增加, MEGX的量明显

减少, 术后A、B、C、D各组间比较(P <0.05)均
有显著性差异. 实验组肝切后大鼠血清ICGR15
的量较切肝前明显升高(P <0.05), ICGR15的量随

着肝切量的增加均有不同程度的升高, 术后B、
C、D组与A组比较(P <0.05)均有显著性差异, 但
C组与D组之间比较无统计学差异(P >0.05, 表2). 

3  讨论

以往建立大鼠肝硬化模型的方法是采用高脂

低蛋白的食物, 300 g/L乙醇为唯一饮料. 每隔

3 d 1次皮下或腹腔内注射400 mL/L CCl4油剂

3 mL/kg. 但是此种方法需要时间较长, 约12 wk, 

死亡率约为20%. 本实验大鼠采用逐渐增加乙醇

及CCl4浓度的方法, 使大鼠有一个逐渐适应的过

程[2]. 同时在饲料中混合猪油, 通过监测体质量, 
发现大鼠早期体质量下降并不十分明显, 肝功

能衰竭导致的死亡率11.7%. 
测定利多卡因经肝细胞色素P450-ⅢA4 

酶代谢的产物MEGX是最近国内外研究热点,  
MEGX试验的结果在肝移植领域得到较广泛的

应用[3-4]. Ollerich et al [5]在研究中也发现MEGX
试验优于咖啡因清除试验和Child分级. Addario 
et al [6]研究认为MEGX试验在患者肝硬化诊断

方面优于Child-Pugh和终末期肝病模型(MELD)
评分法. 

吲哚氰绿试验是检测肝储备功能的指标. 有
学者比较了肝细胞癌肝切除术前吲哚氰绿15 min

表 1 不同肝切量大鼠肝功能的变化 (mean±SD)

     
分组

                               ALT(U/L)            AST(U/L)                         TP(g/L)

          术前       术后           术前        术后                    术前                      术后

A组  141.54±48.1     141.78±53.5           348.50±189.7     350.80±196.1         56.00±3.9         55.00±3.4

B组  177.44±90.4     182.80±53.8           309.63±94.8       385.67±268.6         60.56±7.6         50.87±5.4a

C组 146.32±52.2     201.36±93.4           335.20±93.3       407.81±395.3         59.72±4.5         50.12±5.6a

D组 143.80±95.7     372.80±153.7ac       345.80±183.9     606.30±193.4ac       60.60±4.4         47.53±4.2ac

aP<0.05 vs  同组术前; cP<0.05 vs  A、B、C组.

表 2 不同肝切量大鼠MEGX、ICGR15水平的变化 (mean±SD)

     
分组

                               MEGX (μg/L)                                                       ICGR15(%)

          术前             术后              术前              术后    

A组 38.11±14.83 37.05±13.55 14.08±1.97 15.22±1.40

B组 37.52±14.01 30.22±10.67ac 13.52±3.72 21.64±2.73ac

C组 38.47±15.24 22.68±6.19ace 14.65±3.35 28.31±3.61ace

D组 37.26±13.87 12.60±5.88aceg 14.93±3.14 31.20±2.27ace

aP<0.05 vs  同组术前; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  B组; gP<0.05 vs  C组.

图 1 光镜下肝脏病理学改变(HE染色×400). A: 纤维结缔组织增生; B: 假小叶.

A B
■应用要点
MEGX试验能较
灵敏反映肝储备
功能受损的程度, 
优于常规肝功能
检测及ICGR15试
验. 
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潴留率(ICGR15)、氨基酸清除率及安替比林呼

吸试验, 认为ICGR15是肝细胞癌患者术前肝储备

功能评估的最佳指标[7]. 
测定MEGX浓度的方法既往多用FPIA法, 

其方法有灵敏度高、快速、简捷等优点, 但不

能有效区分MEGX与3-OH-MEGX, 尤其在啮齿

类动物实验中有较大的影响[8], 且仪器昂贵和试

剂盒的局限性, 测定成本高. 而HPLC法有专一

性强、准确性高、成本低、分析速度快、分离

效率高、易于实现操作自动化等优点[9-10]. 一般

来说, 荧光偏振免疫法(FPIA法)和高效液相色谱

法(HPLC法)的结果甚为符合. 然而, FPIA法测定

会受到胆红素等内源性物质的影响, 使测定值

偏高. 故本实验选择了HPLC法测定MEGX浓度. 
麻醉药中有许多种在肝细胞色素P450-Ⅲ

A4酶系统内代谢, 因此很可能影响利多卡因在

肝内的代谢, 氯胺酮影响较小. 本实验中B、C、
D组的术后血清MEGX水平与对照组之间差异

有统计学意义(P <0.05), 且A、B、C、D各组组

间差异有统计学意义(P <0.05), 随着肝硬化大鼠

肝切量的增加, 血清MEGX水平逐渐降低, 即切

除的肝量越多, 残余的肝细胞越少, 代谢利多卡

因产生MEGX的量也相应降低, 与Druckenbrod 
et al [11]实验结果相类似. 可以说明MEGX试验是

一项比较灵敏的检测肝脏储备功能的指标, 而
在常规肝功能检测中, 随着肝切量的增加肝硬

化大鼠血清TP逐渐下降, 各组转氨酶均有不同

程度升高, 但B组、C组ALT、AST肝切前后及

组间的差异无显著性(P >0.05), 只有D组肝切前

后及与其他各组之间比较有明显差异(P <0.05). 
说明常规肝功能检测指标在反映肝储备功能方

面不够准确. 本实验中ICGR15的量随着肝切量

的增加明显升高, 术后B、C、D组与A组比较均

有显著性差异(P <0.05), 这证实了ICGR15试验具

有定量评价肝功能损害的临床意义. 但C组与D
组之间比较无统计学差异(P >0.05), 可能的原因

是ICGR15对反映肝细胞数量减少方面欠敏感. 
本实验显示血清MEGX浓度测定其敏感性、准

确性均较ICGR15测定更有价值, 更能反映有功

能肝细胞的总体数量及肝功能损害的程度[12-13]. 
总之, MEGX试验是一种准确、快捷的方

法, 较敏感反映肝储备功能受损的程度, 优于常

规肝功能检测及ICGR15试验. 适用于临床肝脏

储备功能的检测, 尤其对临床合并肝硬化的肝

细胞癌患者围手术期肝功能储备的评估有很好

的指导价值. 
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Abstract
AIM: To synthetically evaluate the relationship 
between human papillomavirus (HPV) infection 
and the tumorigenesis of esophageal carcinoma.

METHODS: Research articles about HPV infec-
tion and the development of esophageal carci-
noma were collected from journals published 
from Jan 1987 to Nov 2008. The searching 
criteria included all randomized evidence for 
HPV DNA detection with polymerase chain 
reaction (PCR) or in situ hybridization (ISH). 
Meta-analysis was performed to re-analyze 

those references synthetically.  

RESULTS: A total of 15 trials including 1174 
esophageal carcinoma patients and 988 normal 
controls were collected. Meta-analysis revealed 
that the combined odds ratios (ORc) for HPV in-
fection in esophageal carcinoma was 4.29 (95%CI: 
2.38-7.70) times higher than that of normal 
esophagus mucosa. The mean positive rates for 
HPV infection in esophageal carcinoma and nor-
mal esophageal mucosa tissues were both sig-
nificantly higher in areas with high prevalence 
than in areas with low prevalence (59.26% vs 
34.66%, χ2 = 66.05, P < 0. 001; 42.50% vs 15.82%, 
χ2 = 66.02, P < 0. 001). 

CONCLUSION: HPV infection increases the risk 
of tumorigenesis of esophageal carcinoma, espe-
cially in areas with high prevalence of esopha-
geal carcinoma in China.  

Key Words: Human papillomavirus; Esophageal car-
cinoma; Meta analysis

Zhang DH, Shen ZY, Zhu Y, Zhang QY. Meta-analysis 
of relationship between tumorigenesis of esophageal 
carcinoma and human papillomavirus infection. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1130-1134

摘要
目的:  综合评价人乳头状瘤病毒 ( h u m a n 
papillomavirus, HPV)感染与食管癌发生的相
关性. 

方法: 检索1987-01/2008-11国内外公开发表
的有关我国人群食管癌和正常食管组织中
HPV感染的文献报道. 研究纳入标准是以聚合
酶链反应和/或原位杂交法检测HPV DNA的
食管癌病例-对照研究, 对所得资料进行Meta
分析.  

结果: 共有15组病例-对照研究符合入选标准, 
累积食管癌患者1174例和正常对照人群988
例. Meta分析显示, 食管癌组织中HPV感染的
合并优势比是正常食管组织的4.29倍(95%CI: 
2.38-7.70). 食管癌组织和正常食管组织中

®

■背景资料
我国是世界上食
管癌高发区之一, 
然而食管癌病因
尚 不 明 确 .  其 中
人乳头状瘤病毒
(HPV)感染与食
管癌发生的关系
逐渐引起人们的
重视, 其研究也日
趋增多, 但HPV在
食管癌组织中的
检出率差异较大, 
因此二者的相关
性仍存在争议.  

■同行评议者
伊力亚尔•夏合丁, 
教授, 新疆医科大
学第一附属医院
胸外科
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H P V的平均感染率在高发区均显著高于低
发区(59.26% vs  34.66%, χ2 = 66.05, P <0.001; 
42.50% vs  15.82%, χ2 = 66.02, P <0.001). 

结论: 人乳头状瘤病毒感染可增加国人食管
癌发生的危险性, 尤其是在食管癌高发区. 

关键词: 人乳头瘤状病毒; 食管癌; Meta分析
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0  引言

食管癌在我国地区的发病有两大特点 ,  发病

率高和地区分布差异[1]. 研究认为食管癌发生

的分子水平改变是受遗传和环境等多种相关

因素的影响, 其中以人乳头状瘤病毒(h u m a n 
papillomavirus, HPV)的感染来探讨食管肿瘤的

发生机制越来越引起人们的关注, 由于目前已

发表的有关此类研究在样本量、检测方法、检

测的病毒类型等方面的不同, 造成HPV感染与

食管癌发生发展的相关性至今尚存在争议[2]. 为
进一步探讨HPV在中国地区食管癌和正常食管

组织中的感染状况, 本研究对1987-2008年开展

的相关研究文献进行Meta分析. 

1  材料和方法

1 .1  材料  中文文献在中国生物医学数据库 
(CBMdisc)、中国期刊网全文数据库(CNKI)
和维普全文电子期刊中进行检索 ,  检索词为

“HPV感染”联合“食管癌”. 英文文献在美

国国立生物技术信息中心(NCBI)中进行检索, 
检索词为“HPV infection”联合“Esophageal 
carcinoma”联合“China”. 限定发表年限为

1987-01/2008-11. 同时参考近期杂志目次及相关

文献以补充可能遗漏的研究. 
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入标准: (1)研究内容为HPV在我国

食管癌及正常人食管组织中的感染状况; (2)采
用通用引物PCR法或通用探针原位杂交法进行

HPV DNA的检测; (3)研究对象包括确诊为食管

癌患者和正常对照人群; (4)食管癌患者病例数

>30, 正常对照人数>10.  
1.2.2 文献排除标准: (1)缺乏原始数据的综述文

献; (2)调查资料可能存在严重偏倚、调查人群

性别比例差异过大的研究资料; (3)调查时间与

研究要求不符合的文献资料; (4)同批标本重复

报道文献资料.  
1.2.3 文献评价: 由2位研究者分别独立搜集并阅

读文献, 严格按纳入及排除标准对每一篇检索

到的论文文献进行评价, 最后共同讨论是否作

为Meta分析选用文献. 
1.2.4 食管癌高低发区界定: 根据“中国肿瘤防

治数据库”数据资料, 以1990-1992年不同地区

食管癌中国调整死亡率≥50/105为食管癌高发

区, <50/105为食管癌低发区. 某些地区在上述数

据库中有缺失的死亡率数据以最新文献报道为

补充.  
统计学处理 对各项文献数据作异质性检验

(Q检验), 若各研究效应量无异质性, 用固定效

应模型进行分析; 若各文献效应量存在异质性, 
则进行亚组分析或用随机效应模型来分析. 计
算各项研究食管癌病例组和正常食管对照组中

HPV的比数比(OR )、权重(Weight)、95%可信区

间(95%CI)及合并后的权重和95%CI. Meta分析

使用Rev Man 4.2软件. 应用SPSS10.0软件统计

分析不同地区食管癌病例组和正常食管对照组

中HPV平均感染率的差异. 

2  结果

2.1 文献选用情况 共收集相关文献17篇, 包括中

文13篇, 英文4篇, 在中文文献中, 有两篇所收集

的正常食管对照组织均小于10例, 故删除[3-4], 其
余15项研究均符合文献入选标准[5-19]. 入选总样

本量2162例, 其中食管癌患者1174例, 正常对照

人群988例. 
2.2 HPV在食管癌病例及对照组中的感染状况 
Meta分析显示: 15项入选研究的异质性检验Q = 
55.80, P <0.001, 认为存在异质性, 即采用随机效

应模型分析. HPV在食管癌和正常食管对照组

织中的综合感染率分别是50.77%(596/1174)和
35.73%(353/988), 合并效应量OR为4.29(95%CI: 
2.38-7.70), Z检验分析显示HPV在食管癌组织

中的综合感染率显著高于正常食管对照组织

(P <0.001, 表1). 
2.3 HPV在不同地区食管组织中的感染状况 在
食管癌高发区, 如河南安阳、新疆哈萨克族地

区、广东汕头、四川盐亭和河北磁县, HPV在食

管癌组织中的平均感染率高于正常对照食管组

织, 差异有显著性(P <0.001); 而在食管癌低发区, 
如河南郑州、广东中山、广东广州、湖北武汉

/钟祥、重庆、福建三明和香港地区, HPV在食

■相关报道
截至目前, 人乳头
状瘤病毒 (HPV) 
感染与食管癌相
关关系的研究已
有上百篇, 大多数
研究表明HPV可
感染食管癌、癌
旁和正常黏膜鳞
状上皮组织, 但食
管癌组织中HPV
检出率高低不一, 
甚至有完全阴性
的结果报道. 

■研发前沿
国内外许多学者
采用多种方法针
对HPV感染与食
管癌发生的相关
性进行了大量研
究, 然而所得结果
差异甚大, 造成这
些差异的原因可
能与研究对象的
地区来源、病变
取材部位、标本
数量和检测方法
等有关. 因而HPV
的感染是否为食
管癌的发病因素
至今尚无定论. 
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管癌组织中的平均感染率亦高于正常对照食管

组织, 差异有显著性(P <0.001). 另外, HPV在高

发区食管癌及正常食管组织中的平均感染率均

显著高于低发区(表2). 

3  讨论

研究发现, HPV感染与15%的人类肿瘤相关, 在
宫颈、外阴、尿道、膀胱、咽、口腔、鼻腔及

支气管等部位的肿瘤组织中均有HPV感染的报

道[20], 尤其在上皮性肿瘤的发病中起重要作用. 
1982年Syrjanen et al [21]首先发现HPV感染可能与

食管癌发病有关, 二十余年来, 许多学者采用多

种方法针对两者的相关性进行了大量研究, 然
而所得结果差异甚大, HPV在食管癌中的检出率

为0%-70%[22-24], 造成这些差异的原因可能与研

究对象的地区来源、病变取材部位、标本数量

和检测方法等有关. 因而HPV的感染是否为食

管癌的发病因素至今尚无定论. 
有关我国食管癌发生和H P V感染的相关

性研究始于1987年, 周建 e t al [3]报道关于河南

地区食管癌标本中HPV DNA序列的检测. 因
此本研究基于1987-2008年, 在国内外公开发

表的有关H P V在中国地区食管癌病例组和正

常人食管对照组的感染状况. 考虑到采用研究

方法的差异, 我们以灵敏性较高的P C R和/或
原位杂交方法检测HPV DNA为纳入标准, 因
为二者分别用通用引物或探针能够检测几乎

所有常见类型HPV的感染情况, 包括HPV -6、
-11、-16、-18、-31、-33、-39、-45、-52、
-58、59、-66等, 而且可以通过采用特异性引

物或探针还可用来分型 .  然而即使在保证方

法学统一的基础上 ,  H P V在食管癌和正常人

食管组织中的感染率分别为8.70%-78.11%和

0%-59.76%, 因此有必要对现有文献进行综合

分析. 在所收集15项研究资料的合并分析中发

现, HPV感染率存在一定的异质性, 这可能与

食管癌病例采集的地区、患病时间, 病情轻重, 
治疗状况以及所采用的病例数等方面的差异

有关, 但这并不影响应用随机效应模型对数据

进行Meta分析. 我们分析发现, HPV在食管癌

表 1 15篇文献的Meta分析结果

     Study                         食管癌病例组 (n )    正常食管对照组 (n )         OR  (random)                 Weight                   OR  (random)  
时间/地区                  HPV感染/样本          HPV感染/样本                   95%CI                         (%)                           95% CI

1994  福建三明         18/30                   40/77

1996  河南郑州         33/91                     2/20

1997  广东汕头         45/68                     2/12

1998  广东中山           8/33                     0/33

1998  四川盐亭         20/40                   36/58

2001  河南林县           2/23                     4/57

2002  河南安阳         39/62                   49/82

2002  河北磁县         12/31                     1/40

2005  河南安阳       207/265               203/357

2003  香港         11/59                     0/23

2004  广东广州         14/30                     1/30

2006  湖北钟祥/武汉        23/82                     0/40

2007  河南安阳         65/110                   7/45

2008  新疆哈萨克族         58/150                   4/40

2008  重庆         41/102                   4/74

 

Total(95% CI)       596/1174             353/988

Test for heterogeneity: χ2 = 55.80, df = 14 (P < 0.00001), I2 = 74.9%

Test for overall effect: Z  = 4.87 (P  < 0.00001)

    9.03             1.39 [0.59, 3.27]

    6.38             5.12 [1.12, 23.46]    

    6.09           10.71 [2.15, 53.29]

    2.99           22.33 [1.23, 450.20] 

    9.20         0.61 [0.27, 1.38]

    5.53          1.26 [0.21, 7.42] 

    9.73         1.14 [0.58, 2.25]

    4.56           24.63 [2.98, 203.66]

  10.74             2.71 [1.89, 3.88]    

    3.03           11.14 [0.63, 197.33]

    4.54           25.38 [3.05, 211.10] 

    3.10       31.99 [1.89, 541.82]

    8.89          7.84 [3.22, 19.12]

    8.09          5.67 [1.92, 16.77] 

    8.10       11.76 [3.98, 34.72] 

100.00             4.29 [2.38, 7.70]

0.001 0.01  0.1    1    10   100  1000

表 2 HPV在食管癌高、低发区中的感染状况

     
地区

                    HPV 感染        
χ2  P

                食管癌组织 (%)    正常食管组织 (%)

高发区   59.26(448/756)     42.50(306/720)    41.45   <0.001

低发区   34.66(148/427)     15.82(47/297)      31.58   <0.001

χ2           66.051         66.020  

P             <0.001         <0.001  

■创新盘点
本文通过收集国
内外已发表的此
类文献, 采用Mete
分析方法综合探
讨HPV感染与我
国食管癌病因学
的相关性. 
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组织中的合并感染率显著高于正常食管对照

组织(50.77% vs  35.73%). 同时, HPV感染率随

食管癌的发生呈现一定的区域性, 即在食管癌

高发区, 如河南安阳、河北磁县、广东汕头和

四川盐亭等地区, HPV是在食管癌组织或正常

对照食管组织中的感染率均显著高于在食管

癌低发区, 如河南郑州、广东广州和中山等地

区, 其他国家高低发区的感染趋势相一致[25-27]. 
我们的分析可以初步证实H P V感染是我国食

管癌发生的重要危险因素之一. 
Meta分析是对具有相同目的的多个研究结

果进行系统合并和定量综合评价的研究方法, 
现已应用于许多医学领域研究. 同时Meta分析

是基于现有研究数据所作出的二次分析, 其本

身存在一定的局限性. 首先, 在文献的纳入过程

中可能忽略了一些未能发表的阴性结果, 致使

存在数据发表的偏倚. 其次, 由于各项研究采用

方法不同, 在合并分析时很难达到统一的标准, 
因此不免会产生混杂偏倚. 进一步更大规模的

Meta分析将有助于减少因分析方法或病例来源

本身所产生的偏倚. 
总之, HPV作为环境中的生物致癌因素受到

越来越广泛的关注, 同时, 不同地域上的差异作

为食管癌的发病因素也不容忽视[28]. 我们的研究

进一步提示HPV感染在我国, 特别是食管癌高

发区极有可能是致使食管癌发生的因素中的重

要因素之一. 鉴于HPV与食管癌的发生密切相

关, 积极开展防治HPV感染对降低食管癌的发

病率及死亡率具有重要指导意义. 
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型 .  按 病 毒 是 否
致癌 ,  可将H P V
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危 型 ,  前 者 包 括
HPV-16、-18、31
等与宫颈癌、食
管癌等肿瘤密切
相关, 后者主要有
HPV-6、-11、-43
等, 与尖锐湿疣等
良性疾病相关. 
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有一定的学术价
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Abstract
AIM: To investigate the local infi ltrating 
characteristics of advanced proximal gastric 
cancer in order to provide advice to the 
approaches and scope of radical resection. 

METHODS: A total of 42 patients with advanced 
proximal gastric cancer who underwent gastrec-
tomy were eligible. After specimen isolation, the 
strip tissues were cut off along the longitude of 

lesion in succession. Before and after formalde-
hyde fixation, the lengths of tissue proximal and 
distal margins to the lesion were measured re-
spectively. The pathological giant sections were 
observed under light microscope to calculate the 
proximal and distal infiltration lengths accord-
ing to the principle of length changing unifor-
mity.  

RESULTS: The proximal infiltration lengths ex-
ceeded the distal ones significantly (Z = -5.377, 
P < 0.01). The infiltration lengths were closely 
related to lesion size(Z = -2.907, -2.734, both P < 
0.01) and gross types (Z = -3.219, -2.876, both P < 
0.01).  

CONCLUSION: The upper resection line may be 
less than 3 cm to tumor proximal margin for ad-
vanced PGC with lesion size < 5.0 cm, or local-
ized type; but should reach 5 cm for ones with ≥ 
5.0 cm, or invasive type.  

Key Words: Stomach neoplasm; Proximal gastric 
cancer; Infiltration; Giant section

Zhao DH, Xu HM, Li WG. Pathological characteristics 
and clinical significance of local infiltration of advanced 
proximal gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(11): 1135-1138

摘要
目的: 研究进展期胃上部癌局部浸润特点, 以
期为合理选择手术径路, 确定根治切除范围提
供依据. 

方法: 选择进展期胃上部癌手术患者42例. 手
术标本离体后, 沿病灶纵轴连续取长条形组
织, 于甲醛固定前后分别测量组织上、下缘至
病灶的距离. 将组织制成病理大切片, 于光镜
下观察, 按等比回缩原理测算病灶近、远侧浸
润距离.  

结果: 病灶近侧浸润距离明显大于远侧浸润距
离(Z  = -5.377, P<0.01). 近、远侧浸润距离均与
病灶大小(Z  = -2.907, -2.734, 均P<0.01)、大体
类型密切相关(Z  = -3.219, -2.876, 均P<0.01). 
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■背景资料
胃上部癌发病率
近年来呈明显上
升趋势. 手术是其
治疗的主要手段, 
但在术式选择方
面仍存在广泛争
议. 研究胃上部癌
病灶的局部浸润
特点, 对确定手术
路径和切除范围
具有重要意义. 

■同行评议者
葛海燕, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院普通外
科; 熊斌, 教授, 武
汉大学中南医院
肿瘤科



结论: 对病灶<5.0 cm或局限型胃上部癌, 近侧
切断线可距病灶上缘3.0 cm以内; 对≥5.0 cm
或浸润型胃上部癌, 近侧切断线应距病灶上缘
5.0 cm. 

关键词: 胃肿瘤; 胃上部癌; 浸润; 大切片
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0  引言

胃上部癌或称近端胃癌(proximal gastric cancer, 
PGC), 是指癌中心位于胃近侧1/3的癌, 其发病率

近年呈明显上升趋势[1-3]. 研究证实, PGC具有明

显不同于中、下部胃癌的临床病理特点, 其病期

较晚, 侵袭范围广, 恶性程度高, 预后不良[4-5]. 手
术是PGC治疗的主要手段, 但在术式选择方面仍

存在争议. 本研究采用病理大切片方法, 比较进

展期PGC近、远侧浸润距离的差别, 分析浸润范

围和程度与胃癌病理因素的关系, 以期为合理

选择手术路径, 确定根治性切除范围提供理论

和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-03/2008-01中国医科大学附

属第一医院肿瘤外科原发性进展期PGC切除标

本42例, 其中男32例, 女10例, 年龄39-80(平均

59.7)岁. 所有患者术前未经化疗或放疗, 病灶均

为单发, 术后上、下切缘病理切片检查除外癌

残留. 
1.2 方法 
1.2.1 标本收集和固定: 手术标本离体后, 立即在

肿瘤对侧剖开胃壁, 将其充分伸展, 平置于操作

台上. 沿病灶纵轴连续取材6-8条标本, 每条宽约

0.3 cm, 包括病灶近侧组织全长、病灶纵轴全长

及远侧5.0-6.0 cm长组织. 分别测量标本上缘至

病灶上缘、标本下缘至病灶下缘距离, 然后将

标本展开固定于木板上, 浸入40 g/L甲醛溶液中

固定72 h以上.  
1.2.2 病理大切片的制作: 取甲醛固定后条形标

本, 分别于病灶近、远侧边缘切断, 将上、下两

部分用于制作癌浸润组织病理大切片. 如组织

长度超过3.0 cm, 可分两段进行处理. 常规行切

片HE染色.  
1.2.3 浸润距离判定和计算: 在普通光学显微镜

下, 由经验丰富的病理学医师阅片, 以目镜测微
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尺测量并记录病灶边缘至癌细胞浸润最远处的

垂直距离(cm). 根据等比回缩原理, 将切片测得

浸润距离换算为离体后标本实际浸润距离[6]. 以
近端癌浸润组织为例, 设定离体后标本上缘至

病灶上缘距离为A1, 标本近侧实际浸润距离为

A2, 大切片上组织长度为a1, 大切片镜下测得浸

润距离为a2, 则A1/a1 = A2/a2, 即A2 = (A1/a1)a2. 
同法可计算远侧实际浸润距离. 

统计学处理 近、远侧浸润距离的比较采

用配对设计的符号秩和检验, 不同病理因素之

间浸润距离的比较采用独立样本的秩和检验. 
P <0.05视为有统计学意义. 数据处理采用SPSS 
10.0软件. 

2  结果

2.1 病灶近、远侧浸润距离的比较 观察切片可

见, PGC浸润以黏膜下直接浸润为主. 42例PGC
中, 浸润距离近侧大于远侧者39例, 远侧大于近

侧者3例. 经Shapior-Wilk正态性检验, 病灶近、

远侧浸润距离均不符合正态分布. 近、远侧浸

润的中位距离(M)分别为2.425和2.145 cm, 二者

间存在显著差别(Z = -5.377, P <0.01), 表明病灶

的近侧浸润距离明显大于远侧浸润距离. 
2.2 浸润距离与胃癌临床病理因素的关系 近
侧、远侧浸润距离与病灶大小和大体类型的关

系最为密切(P <0.01), 与浸润深度亦明显相关

(P <0.05, 表1). 进一步分层比较不同病灶大小和

大体类型与浸润距离的关系见表2. 

3  讨论

沿管壁向纵深和周围浸润生长是消化系恶性肿

瘤生物学行为的重要组成部分. 就胃癌而言, 病
灶浸润深度不仅是TNM分期的重要依据, 也是

患者的独立预后因素之一; 而癌细胞向近、远

侧的浸润距离对确定手术径路和切除范围具有

重要意义[7-8]. 
研究证明, PGC比中、下部癌具有较强的近

侧浸润倾向, 病灶可沿黏膜或黏膜下直接向食管

浸润, 而食管-胃连接部黏膜肥厚, 淋巴管丰富, 
无幽门样屏障结构, 利于癌细胞向上侵袭[9-10]. 上
述观点得到了多数学者的认可, 但关于PGC远

侧浸润特点, 特别是与近端浸润的对比则罕有

报道. 有学者发现, 10%的PGC向上浸润>4 cm, 
而向下浸润均在4 cm以内; 也有报道称PGC近
侧平均浸润距离小于远侧[11]; 还有研究对105例
胃癌近、远侧壁内浸润距离进行比较, 发现二
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■研发前沿
与其他部位胃癌
相比, 胃上部癌具
有较强的近侧浸
润倾向. 多数学者
更重视对其近侧
浸 润 的 研 究 ,  对
远侧浸润特点及
近、远侧浸润范
围和程度的比较
鲜有报道, 且结论
尚不一致. 

■创新盘点
本研究采用病理
大切片技术对进
展 期 胃 上 部 癌
近、远侧浸润距
离进行定量比较, 
分析了浸润距离
与病理因素的关
系, 深化了对胃上
部癌局部浸润特
点的认识. 



赵东晖, 等. 进展期胃上部癌局部浸润的病理学特点及其临床意义                                              1137

www.wjgnet.com

者无显著差别[12], 但此结论并不一定适合PGC. 
本研究通过病理大切片方法对42例进展期

PGC近、远侧浸润距离进行了测定. 制作病理大

切片是一项传统的组织病理学技术, 于1941年
由Muir率先用于乳癌的研究, 但至今在胃癌研

究方面很少应用. 与常规切片相比, 大切片能够

较全面地反映病变特征, 具有观察范围广, 整体

性和连续性强等优点, 可对病灶浸润距离进行

量化比较. 但应注意的是, 离体标本经过固定、

脱水、包埋、切片等处理后, 其长度会有一定

比例的回缩, 使镜下测得的浸润距离小于实际

浸润距离, 因此, 我们根据等比回缩原理, 由切

片测得浸润距离推算出离体后标本的近、远侧

实际浸润距离; 而文献证实, 食管、胃等组织离

体后的长度与其在手术中充分游离而未受牵拉

时的长度相等[12], 由此推断, 上述实际浸润距离

即相当于手术中器官完全游离而未受牵拉时病

灶近、远侧待切除的最小长度. 
本研究表明, PGC主要通过黏膜下层向周围

浸润, 且近侧浸润距离明显超过远侧浸润距离, 
提示PGC有明显的近侧浸润倾向. 关于浸润距离

与胃癌病理因素关系的研究发现, 病灶大小和

大体类型与浸润距离的关系最为密切, 病灶≥

5.0 cm和Borrmann Ⅲ+Ⅳ型病灶的浸润性较强. 
研究癌浸润距离的实际意义在于指导根治

性切除范围的确定, 减少或避免癌残留. 有资料

表明, 贲门癌阴性切缘的中位生存期为15.4 mo, 
而切缘癌残留者仅为5.7 mo[13]. 癌残留使本来可

以根治切除的病例仅获得姑息治疗效果, 而对

病灶浸润距离估计不足是导致癌残留的重要原

因. 本研究证实, 病灶<5.0 cm和Borrmann Ⅰ+Ⅱ
型病灶的近侧浸润距离均<3.0 cm; 有2例近侧浸

润超过4.0 cm者, 病灶直径均超过5.0 cm, 且均

为Borrmann Ⅳ型. 此结果提示, 对病灶<5.0 cm
或局限型PGC, 近侧切断线可距病灶上缘3.0 cm
以内; 而对病灶≥5.0 cm或浸润型PGC, 近侧切

断线应距病灶上缘5.0 cm. Borrmann Ⅳ型胃癌

属特殊类型, 其特点是病灶界限不清, 浸润广泛
[14-15]. 本组中1例Borrmann Ⅳ型胃癌近侧浸润超

过5 cm, 因此, 对此型病例, 建议在全胃切除基础

上, 进行近侧切缘术中冰冻, 明确无癌残留后再

行吻合. 
此外 ,  本组病例中远侧浸润距离小于近

侧, 且均在4 cm以内, 由此推断, 除病灶巨大或

Borrmann Ⅳ型外, 施行近端胃大部切除即可基

本避免远侧切缘癌残留, 是否需要全胃切除可

依据临床病理因素综合分析确定. 
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分化程度
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表 2 42例胃上部癌近侧/远侧浸润距离的分布 (n )

     
病理因素                

                  浸润距离(cm)
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病灶大小(cm)

    <5.0  0/1    9/13   14/9    0/0    0/0     0/0
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■同行评价
本研究证据充足, 
结论明确, 对临床
手术切除范围的
确定有一定的参
考意义.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志修回稿须知   

本刊讯 为了保证作者来稿及时发表, 同时保护作者与世界华人消化杂志的合法权益, 本刊对修回稿要求

如下. 

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、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.

2      稿件修改 

来稿经同行专家审查后, 认为内容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原稿连同审稿意见、编辑意

见寄回给作者修改, 而作者必须于15 d内将修改后的稿件及光盘寄回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上

传至在线办公系统; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.

3      版权 

本论文发表后作者享有非专有权, 文责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集中汇编出版以及用于宣讲和

交流, 但应注明发表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 编辑部可将文章

在《中国学术期刊光盘版》等媒体上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文摘》、《荷兰医学文摘库/医

学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外相关文摘与检索系统收录. (常务副总编辑: 

张海宁 2009-04-18)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年4月18日; 17(11): 1139-1142
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

缬沙坦对肝硬化患者门静脉压力及肝纤维化指标的影响

霍丽娟, 刘 莹, 张锁娟

霍丽娟, 刘莹, 张锁娟, 山西医科大学第一医院消化科 山西
省太原市 030001
作者贡献分布: 此课题由霍丽娟与刘莹共同设计; 在霍丽娟指导
下, 研究过程由刘莹与张锁娟共同完成; 数据分析与论文写作由
霍丽娟与刘莹共同完成.
通讯作者: 霍丽娟, 主任医师, 030001, 山西省太原市, 山西医科
大学第一医院消化科. mymail5296@163.com
电话: 0351-4639796
收稿日期: 2009-02-08   修回日期: 2009-03-05
接受日期: 2009-03-09   在线出版日期: 2009-04-18

Effect of valsartan on portal 
pressure and hepatic fibrosis in 
patients with hepatic cirrhosis  

Li-Juan Huo, Ying Liu, Suo-Juan Zhang

Li-Juan Huo, Ying Liu, Suo-Juan Zhang, Department of 
Gastroenterology, the First Hospital of Shanxi Medical Uni-
versity, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Correspondence to: Li-Juan Huo, Department of Gastro-
enterology, the First Hospital of Shanxi Medical University, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, 
China. mymail5296@163.com
Received: 2009-02-08    Revised: 2009-03-05 
Accepted: 2009-03-09    Published online: 2009-04-18

Abstract
AIM: To observe the effects of valsartan on 
hemodynamic markers, CGRP, HA, CG and 
PAI-1 in patients with hepatic cirrhosis.

METHODS: Thirty-six patients with hepatic 
cirrhosis were divided into control group and 
observation group. Eighteen patients in control 
group received routine treatment for 1 month 
and eighteen patients in observation group 
received valsartan 80 mg/d based on routine 
treatment for the same time. Diameter of portal 
or splenic vein and their mean velocity were 
measured before and after treatment by color 
Doppler. Blood levels of calcitonin gene related 
peptide (CGRP), hyaluronic acid (HA), choly-
glycine (CG) were simultaneously assessed by 
radioimmunoassay. Plasminogen activator in-
hibitor-1 (PAI-1) was measured by ELISA.

RESULTS: Valsartan reduced the diameter of 
portal or splenic vein and increased the mean 
velocity of portal or splenic vein.Valsartan also 

reduced the concentrations of CGRP, HA, CG 
and PAI-1 in blood (73.15 ± 14.59 vs 75.79 ± 
15.06, 422.34 ± 183.94 vs 498.39 ± 197.53, 12.50 
± 8.92 vs 24.23 ± 13.05, 28.09 ± 10.80 vs 32.56 ± 
11.18, all P < 0.05).

CONCLUSION: Valsartan can reduce portal 
hypertension and it may have the effect of anti-
hepatic fibrosis.

Key Words: Valsartan; Hepatic cirrhosis; Hemody-
namic; Calcitonin gene related peptide; Hepatic 
fibrosis

Huo LJ, Liu Y, Zhang SJ. Effect of valsartan on portal 
pressure and hepatic fibrosis in patients with hepatic 
cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 
1139-1142

摘要
目的: 观察缬沙坦对肝硬化患者血流动力学
指标及CGRP、HA、CG、PAI-1的影响. 

方法: 肝硬化患者随机分为对照组和治疗组
各18例, 对照组给予常规治疗, 治疗组在此基
础上加用缬沙坦80 mg/d po , 疗程1 mo. 治疗前
后应用彩色多普勒超声仪检测门、脾静脉的
内径与流速, 同时采用放免法检测血CGRP、
HA、CG的水平, 酶联免疫法测定血PAI-1的
水平. 

结果: 缬沙坦可使门、脾静脉的内径减小, 流
速增快. 缬沙坦亦可降低患者CGRP、HA、

CG、PAI-1的水平(73.15±14.59 ng/L vs  75.79
±15.06 ng/L, 422.34±183.94 μg/L vs  498.39
±197.53 μg/L, 12.50±8.92 mg/L vs  24.23±
13.05 mg/L, 28.09±10.80 μg/L vs  32.56±
11.18 μg/L, 均P <0.05).

结论: 缬沙坦能够在一定程度上降低门静脉
压力, 同时具有一定的抗肝纤维化作用.

关键词: 缬沙坦; 肝硬化; 血流动力学; 降钙素基因

相关肽; 肝纤维化
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■背景资料
肝硬化门静脉高
压症是消化科的
常见病, 其所致的
食管胃底静脉曲
张破裂出血常危
及生命, 加之肝硬
化患者凝血功能
差及血管收缩性
差, 常引起肝功能
进一步恶化, 诱发
肝性脑病. 因此如
何能有效平稳地
降低门静脉高压
日益受到人们的
关注.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科 ;  张晓岚 , 
教授, 河北医科大
学第二医院消化
内科
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0  引言

肝纤维化是指肝弥漫性纤维结缔组织的沉积, 
是对各种病因导致肝细胞损伤的修复反应. 多
数患者未经及时治疗进展至肝硬化, 失代偿期

出现门静脉高压症状. 发生于门静脉高压基础

之上的食管胃底静脉曲张破裂出血病死率达

39%-54%. 肝硬化患者手术耐受性差且远期疗

效不佳, 因此积极寻找能够降低门静脉压力并

有抗肝纤维化作用的药物具有重要的临床意义, 
有报道称缬沙坦具有上述作用[1-2]. 本文对其疗

效进行了临床观察.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-03/10我院消化科肝硬化住院

患者36例, 男26例, 女10例, 年龄35-66(平均年龄

49.89)岁. 符合2005-12中华医学会肝病学分会及

感染病学分会联合制订的《慢性乙型肝炎防治

指南》诊断标准[3], 经B超、CT或胃镜证实为肝

硬化. 既往有硬化剂注射史及分流断流史、门

静脉系统血栓、近期使用血管活性药物、有活

动性出血或合并肝癌、低血压、肾衰者均为剔

除对象. 肝功能按Child-Pugh分级A级23例, B级
13例.
1.2 方法 将肝硬化患者按随机数字表法随机分

为对照组和治疗组各18例, 对照组给予常规治

疗+还原型谷胱甘肽注射液1.8 g/d静点, 治疗

组在此基础上加用缬沙坦80 mg/d口服, 疗程为

1 mo. 36例患者中12例有少量腹水, 其余患者

无腹水. 对腹水患者限制钠盐摄入, 不口服利

尿剂. 两组患者年龄、性别、Child分级比较无

显著性差异. 所有患者于治疗前后空腹状态下: 
(1)采血并离心后-70℃保存, 放免法检测血降

钙素基因相关肽(calcitonin gene-related peptide, 
CGRP)、透明质酸(hyaluronic acid, HA)、甘胆

酸(cholyglycine, CG)的水平. 酶联免疫法测定血

纤溶酶原激活物抑制物-1(plasminogen activator 
inhibitor-1, PAI-1)的水平. (2)安静仰卧位行彩色

多普勒超声检查, 探头频率为3.5 MHz, 取样容

积接近血管内径, 声束与血流方向夹角小于60
度, 于吸气后屏气的情况下由同一位B超医师盲

法探查门脾静脉的内径(DPV、DSV)及门脾静

脉的平均流速(VPV、VSV), 用药期间监测血

压、心率的变化.
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统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 
应用SPSS13.0统计分析软件处理, 组内比较采

用配对t检验, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 治疗前后门静脉压力指标的变化 缬沙坦

治疗后患者门、脾静脉的内径减小 ,  流速增

快, 血CGRP的水平下降, 差异均有统计学意义

(P <0.05). 而对照组治疗前后上述指标虽有变化, 
但差异无统计学意义(P >0.05, 表1).
2.2 治疗前后肝纤维化指标的变化 缬沙坦治疗

后患者HA、CG、PAI-1的水平较治疗前下降, 
差异有统计学意义(P <0.05), 对照组治疗前后上

述指标的变化无显著性差异(表2).
2.3 不良反应 缬沙坦治疗过程中有4例患者出现

头晕, 血压平均下降5 mmHg, 但均未低于90/60 
mmHg, 1例患者出现体位性低血压, 平卧后可自

行缓解, 未影响药物的继续应用.

3  讨论

肝硬化门静脉高压症(portal hypertension, PHT)
是严重威胁人类生命的常见病, 其所致的食管

胃底静脉曲张破裂出血病情凶险、死亡率高, 
是肝硬化患者死亡的主要原因之一. 关于肝硬

化PHT的血流动力学的变化, 目前认为门静脉回

流受阻是PHT的始动因素, 随后伴发的内脏高动

力循环状态, 决定了PHT的持续存在.
经典的经颈静脉肝内门体分流术(t r a n s-

jugular intrahepatic portosystemic shunt, TIPS)短
期能够降低PHT, 但术后容易发生分流道狭窄

或闭塞, 术后1年内出血复发率为18%-31%[4]. 另
外, TIPS术后门静脉血流的改变十分显著, 由于

分流道建于门静脉近心端, 分流量大, 甚至会出

现全门体分流, 肝性脑病和肝功能损害不容忽

视. 故使用药物降低PHT成为近年来研究的热

点之一. 长期应用心得安可以降低门静脉压力, 
减少食管静脉曲张破裂出血患者再出血的危险 
性[5], 但由于其不良反应和其应用的禁忌证使其

临床应用受到限制. 钙离子拮抗剂可阻滞细胞

膜上的钙通道, 松弛肌成纤维细胞, 降低肝内阻

力, 进而降低门静脉压力, 但他可能加重肝硬化

患者存在的血管曲张状态. 理想的降门脉压药

物应在调节入肝血流的基础上能够抑制细胞外

基质(extra-cellular matrix, ECM)的沉积, 发挥抗

肝纤维化的作用且不良反应及并发症少. 缬沙

坦即血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)1型受体(AT1R)拮抗

剂能够调节门静脉血流, 降低门静脉高压[1], 并

www.wjgnet.com

■研发前沿
经典的TIPS手术
短期内能够降低
门静脉压力, 但远
期并发症较多, 故
使用药物降低门
静脉高压成为目
前研究的热点.

■相关报道
研究发现血管紧
张素Ⅱ与肝硬化
门静脉高压症的
形成密切相关, 使
用血管紧张素Ⅱ1
型受体拮抗剂即
沙坦类药物能够
降低门静脉高压, 
并有一定抗肝纤
维化的作用, 且不
良反应少, 不引起
明显的血压、心
率的改变.
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有一定的抗肝纤维化作用[2], 且不引起明显的

血压、心率的改变. 但对于Child-PughC级患者

应用沙坦类药物降门静脉压力的作用并不明 
显[6], 国外亦有此类报道[7-8]. 故本试验选择Child-
PughA、B级患者进行观察.

Fierbinteanu et al [9]报道肝硬化患者口服缬

沙坦后门静脉内径减小、流速增快, 本试验结

果与上述报道结果一致. CGRP是一种强大的扩

血管物质, 肝硬化患者CGRP的水平升高可导致

外周血管顺应性增加和水钠潴留[10], 参与了肝

硬化高动力循环状态的形成, 加重了PHT. CGRP
与肝功能Child-Pugh分级[11]以及门、脾静脉内 
径[12]呈显著正相关. 本试验结果显示缬沙坦治疗

组肝硬化患者血CGRP的水平下降, 对照组治疗

前后CGRP的变化无显著性差异. 说明缬沙坦能

够减少血CGRP的水平, 缓解内脏血管的高动力

循环状态从而缓解PHT.
肝内E C M的沉积导致肝窦毛细血管化以

及再生结节对肝窦和肝内血管的压迫, 使得门

静脉血回流受阻, 亦可引起PHT. ECM合成增

加及降解相对不足, 导致肝内ECM的沉积. HA
是ECM的重要成分, 参与蛋白聚糖多聚体的形

成. 研究发现HA与肝纤维化组织学分级呈显著

正相关, 较Ⅲ型前胶原肽更具有诊断价值[13], 是

反映肝纤维化程度的有效指标[14]. 本试验结果

显示治疗组患者血清HA的水平显著下降, 说明

缬沙坦能够抑制肝间质细胞合成或促进肝窦内

皮细胞分解HA, 从而使得蛋白聚糖多聚体的生

成受限, 阻碍ECM的合成; CG在肝硬化患者明

显升高, 可反映肝细胞的损伤程度[15]. 缬沙坦能

够降低CG的水平, 推测肝细胞的损伤得到了一

定程度的缓解, 与其抗肝纤维化、改善肝脏血

供、促进肝细胞修复有关; PAI-1是尿激酶型纤

溶酶原激活物(uPA)的抑制因子, 可以抑制纤溶

酶的活性, 使其直接降解或通过活化基质金属

蛋白酶系统(matrix metalloproteinases, MMPs)
途径降解ECM减少[16]. 肝硬化时AngⅡ升高[17], 
AngⅡ能够促进PAI-1基因的表达[18]并使其合

成与分泌增多 [19],  从而使得E C M的降解受到

抑制, 促进肝硬化的发生发展. 本试验结果显

示, 缬沙坦能够降低PAI-1的水平, 增强纤溶酶

活性, 促进ECM的降解. 以上结果说明缬沙坦

不仅能够抑制ECM的合成, 还能促进ECM的降

解, 从而发挥抗肝纤维化的作用, 更有利于缓解

PHT.
缬沙坦作为一种新型RAAS抑制剂, 可以降

低体内扩血管活性物质水平, 缓解高动力循环

状态. 还可以通过其他机制如抑制AngⅡ引起的

肝星状细胞的收缩与活化[20]、减少体内醛固酮

的分泌[21]抑制水钠潴留缓解PHT. 他还能通过

降低血HA、CG及PAI-1的水平起到抗肝纤维化

的作用, 降低门静脉回流阻力, 加之其不良反应

少、患者耐受性好, 故缬沙坦用于治疗肝硬化

PHT有广泛的应用前景.
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良反应少, 患者耐
受性好. 因此缬沙
坦用于治疗肝硬
化门静脉高压症
有广泛的应用前
景.
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Abstract
AIM: To investigate the influence of loss of 
FADD and Caspase-8 on TRAIL resistance in 

hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Immunohistochemistry method was 
used to detect FADD expression in HCC, and in 
situ hybridization was employed to determine 
Caspase-8 expression. The effects of TRAIL in 
combination with chemotherapeutic agents or 
anticancer cytokines on promoting apoptosis in 
the HCC cell lines were analyzed, the Caspase-8 
activity was detected by Caspase-8 Fluorescent 
Assay Kit and FADD expression was detected 
by Western blot before and after treatment. 

RESULTS: Fifteen out of 60 HCC cases were 
found to express FADD protein. The positive 
rate was significantly lower in HCC than in non-
cancerous adjacent liver tissues (25% vs 70%, P < 
0.01). Caspase-8 positive rate (19/20) was higher 
in normal liver tissues than in HCC (33/60) (P 
< 0.01). Chemotherapeutic agents (mitomycin, 
5-FU or actinomycin D) dramatically augmented 
TRAIL-induced apoptosis in HCC cell lines by 
increasing FADD and Caspase-8 expression. 

CONCLUSION: The down-regulated expression 
of FADD and loss of Caspase-8 expression might 
play important roles in resistance to TRAIL-
induced apoptosis. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Tumor 
necrosis factor related apoptosis-inducing ligand; 
FADD; Caspase-8; Apoptosis; Resistance

Zhao YZ, He SQ, Lin Z, Wang B, Zhou YQ, Wang LL. 
Influence of loss of FADD and Caspase-8 on TRAIL 
resistance in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1143-1146

摘要
目的: 探讨FADD和Caspase-8表达缺失在肝细
胞癌TRAIL耐受机制中的作用. 

方 法 :  免 疫 组 织 化 学 方 法 检 测 肝 细 胞 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)组织中FADD
蛋 白 的 表 达 ,  原 位 杂 交 方 法 检 测 H C C 中
Caspase-8的表达, 并结合临床资料进行分析. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
TRAIL通过与细
胞膜上的死亡受
体结合, 可选择性
诱导某些肿瘤细
胞凋亡, 而对绝大
多数正常细胞无
毒 性 作 用 ,  这 一
特性提示TRAIL
在肿瘤治疗中具
有很好的应用前
景. 然而有研究表
明, 约60%肿瘤细
胞株对TRAIL不
敏感, 从而限制了
TRAIL抗肿瘤的
临床应用 .  因此 , 
如何提高这些肿
瘤细胞对TRAIL
的敏感性成为国
内外学者们研究
的热点. 

■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; 
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科

   



采用TRAIL联合应用亚毒性剂量的化疗药及
细胞因子, 观察其对于肝癌细胞株(HepG2、
SMMC-7721)的胞毒作用, 荧光分光光度计检
测Caspase-8活性变化, Western blot检测FADD
表达的变化.  

结果: 60例HCC中FADD阳性率, 显著低于癌
旁肝组织FADD阳性率(25% vs  70%, P <0.01); 
HCC中33例Caspase-8表达阳性率, 低于癌
旁组织阳性率(19/20, 95%). 亚毒性剂量的
化疗药(丝裂霉素、5-氟尿嘧啶、放线菌素
D)可显著增强TRAIL的细胞毒活性, 治疗后
Caspase-8活性及FADD表达量显著增高. 

结论: HCC中FADD、Caspase-8的表达下调
可能参与TRAIL耐受的机制, 化疗药物可通过
上调FADD的表达、增强Caspase-8活性来加
强TRAIL的抗癌作用. 

关键词: 肝细胞癌; 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配

体; FADD; Caspase-8; 凋亡; 耐受
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Caspase-8的表达缺失在肝细胞癌TRAIL耐受机制中的作

用. 世界华人消化杂志  2009; 17(11): 1143-1146

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1143.asp

0  引言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(tumor necrosis 
factor related apoptosis-inducing ligand, TRAIL)
因具有特异性杀伤肿瘤细胞的作用倍受重视[1]. 
我们以前的研究发现肝细胞癌(hepatocellu lar 
carcinoma, HCC)细胞株对TRAIL不敏感, 提示

存在抑制TRAIL诱导凋亡的因素[2]. 在TRAIL
的凋亡信号传递过程中FADD、Caspase-8起
关键性作用[3]; 推测FADD、Caspase-8可能在

H C C对T R A I L耐受中起重要作用. 据此我们

检测了HCC中FADD、Caspase-8的表达. 同
时, 采用TRAIL联合应用亚毒性剂量的化疗药

及细胞因子, 观察其对肝癌细胞株(H e p G2、
SMMC-7721)的胞毒作用, 并检测了Caspase-8
活性及FADD表达的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2、SMMC7721由华

中科技大学同济医学院附属同济医院肝脏外科

中心实验室冻存. 细胞培养于RPMI 1640培养液,
内含100 mL/L胎牛血清, 青霉素(100 kU/L)、链

霉素(100 mg/L). 培养条件为37℃, 50 mL/L CO2,
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饱和湿度. 60例肝细胞癌组织及20例癌旁组织选

自外科手术切除标本, 全部标本均经病理检查

证实. 其中男53例, 女7例, 年龄18-75(平均45.8±
13.5)岁, HBsAg阳性55例. 根据TMN分期将60例
肝细胞癌分为Ⅰ级5例、Ⅱ级23例、Ⅲ级27例、

Ⅳ级5例. 根据组织学观察, 高中低分化成HCC
分别为35、15、10例. 所有标本均选自术前未经

化疗或放疗或免疫治疗, 且无广泛坏死的肿瘤组

织. 所有标本均经40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包

埋, 5 µm连续切片备用. 正常对照肝组织20例. 
1.2 方法 
1.2.1 HCC组织FADD蛋白的检测: 羊抗人FADD
蛋白的单抗(Santa Cruz Biotech公司产品, 购自

武汉博士德生物工程公司), 采用免疫组化SABC
法检测. 结果判定: FADD阳性着色为细胞质染

成棕黄色, 阳性程度分为三级: 低倍镜视野阳

性细胞少于1/3为(+), 1/3-2/3为(++), 大于2/3为
(+++).  
1.2.2 HCC中Caspase-8表达检测: 地高辛标记的

Caspase-8探针及检测试剂盒购自博士德公司, 
5 µm厚的经40 g/L多聚甲醛固定、石蜡包埋的

组织切片常规脱蜡、水化, 预处理30 min, 蛋白

酶K消化30 min, 预杂交液20 µL预杂交2-4 h, 加
含5-10 ng地高辛标记DNA探针的杂交液30 µL 
42℃杂交36 h, 加入抗地高辛抗体, 37℃孵育1 h, 
DAB显色37℃ 3 h左右, 典型切片加上不含探针

的杂交液做阴性对照.  
1.2.3  T R A I L联合化疗治疗H C C细胞:  采用

TRAIL(100 µg/L, Santa Cruz Biotech公司产品)
联合化疗药物[丝裂霉素(0.1 mg/L)、5-氟尿嘧

啶(5-FU 0.1 mg/L)或放线菌素D(0.1 mg/L)]处
理HCC细胞, MTT法检测细胞活性. 原位末端

标记检测法及流式细胞仪检测细胞凋亡率. 采
用荧光分光光度计检测了各组间及治疗前后

Caspase-8活性变化, 并用Western blot检测FADD
表达的变化. Caspase-8活性检测按Clontech公司

Caspase-8荧光分析试剂盒操作说明进行, 绘制

标准曲线, 计算Caspase-8活性. 
统计学处理 采用SPSS12.0软件进行数据处

理,数据以mean±SD表示, 多组间差异性检验采

用方差分析, 两组间比较采用t检验. P <0.05定义

为有统计学意义. 

2  结果

2.1 HCC组织中FADD、Caspase-8蛋白的表达 
FADD阳性信号为胞质染成棕黄色, 主要位于胞

www.wjgnet.com

■相关报道
国内有学者研究
了TRAIL与化疗
药 ( 阿 霉 素 、 顺
铂、紫杉醇及丝
裂霉素C)联用对
人骨肉瘤及前列
腺癌细胞具有显
著的协同抗瘤作
用. 但未见与本文
相同报道. 

■研发前沿
深入研究肝癌细
胞发生TRAIL诱
导凋亡抵抗的机
制无疑是今后抗
癌治疗研究中的
重点之一. 弄清楚
TRAIL通路的精
确调控机制以及
肿瘤的遗传背景,
对TRAIL在肿瘤
治疗中的应用无
疑具有决定性作
用. 
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质(图1). 60例HCC中15例FADD阳性(25%), 显著

低于癌旁肝组织FADD阳性率(14/20, 70%). HCC
组织中FADD的表达与肿瘤分级有关, Ⅲ/Ⅳ期肿

瘤FADD的阳性率(4/35, 12.5%)显著低于Ⅰ/Ⅱ级

表达阳性率(11/28, 39.3%, P <0.05). 与FADD表

达类似, 60例HCC中共有33例HCC Caspase-8表
达阳性, 显著低于癌旁组织阳性率(19/20, 95%). 
Caspase-8及FADD的表达与患者的性别、年

龄、HBsAg阳性与否、AFP水平、肿瘤的大

小、分化以及是否转移无关. 
2.2  化疗药物可与T R A I L发挥协同细胞毒作

用 MTT法检测TRAIL(100 µg/L)及联合应用亚

毒性剂量的化疗药丝裂霉素(1 mg/L, M)组、

5-FU(0.1 mg/L)组、放线菌素D(0.1 mg/L, AcD)
对肝癌细胞株SMMC-7721、HepG2的杀伤作

用. 结果如图2所示, 单独使用T R A I L及亚毒

性剂量的化疗药对肝癌细胞株SMMC-7721、
H e p G2仅有微弱的杀伤作用 ,  结果分别为 : 
TRAIL(9.2%±0.3%, 9.5%±0.6%), M(12.5±
0.4%,11.2%±0.7%), 5-FU(10.6%±1.3%, 9.2%
±1.0%), AcD(9.8%±1.5%, 9.7%±1.1%); 而联

合使用T R A I L和亚毒性剂量的化疗药能够大

大提高杀伤率, 结果分别为: TRAIL+M(48.6%
±2.8%, 50.2%±3.6%), TRAIL+5-FU(48.8%±

3.0%, 46.6±3.3%), TRAIL+AcD(58.9%±2.9%, 

52.3%±3.5%). 差异有显著性(与单一治疗比

较, 均P <0.01). Caspase-8活性检测发现化疗增加

Caspase-8活性2-4倍, Western blot检测发现丝裂

霉素(1 mg/L)化疗后FADD表达量较化疗前增加

2-3倍(1.425±0.359, 0.632±0.175, P <0.01, 图3). 

3  讨论

TRAIL通过与死亡受体结合, 激活Caspase通路, 
传递和放大凋亡信号, 从而诱导靶细胞发生快

速、大量、高效的凋亡反应, 特异性地杀伤肿

瘤细胞[4-5]. 其抗肿瘤作用为P53非依赖型[6]. 我们

以前的系列研究表明: HCC普遍存在TRAILR
的表达, 并存在受体类型的表达差异, HCC细

胞株高表达DR, 同时存在DcR的表达缺失, 但
HCC对TRAIL治疗不敏感[2-3]. 据此推测HCC
中TRAIL耐受的主要机制存在于胞内, 其中凋

亡信号传递受阻及抗凋亡信号的过度激活可

能是某些肿瘤细胞对TRAIL耐受的重要原因. 
FADD、Caspase-8在TRAIL的凋亡信号传递

过程中起关键作用[7-11]. Hopkin et al发现人成

纤维神经肿瘤细胞有高度恶性的N型细胞株有

Caspase-8的缺失、对TRAIL耐受, 而低恶性的

S型细胞株表达Caspase-8、对TRAIL敏感, 临
床Ⅳ期患者Caspase-8表达下调[11]. FLIP(FLICE 
inhibitory protein)是Caspase活性抑制剂, 他的

序列与procaspase-8的序列相似, 但缺乏重要的

催化残基, 他通过与procaspase-8竞争性结合凋

图 3 丝裂霉素化疗后FADD表达量显著增加. A: Western 

blot检测丝裂霉素(1 mg/L)化疗前后FADD的表达; B: FADD

表达的相对定量; bP<0.01.
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图 2 TRAIL及联合应用抗癌药对肝癌细胞株SMMC-7721、
HepG2的杀伤作用(图示均值比较, SD均小于5, 未表示).

图 1 肝组织中FADD的表达. A: HCC; B: 癌旁(SABC×200).
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■应用要点
TRAIL与化疗药
物联用后既能提
高 肿 瘤 细 胞 对
TRAIL的敏感性, 
同时又可降低化
疗药的剂量, 减轻
不良反应, 提高患
者的生活质量. 为
临床开发新的抗
癌药物提供了理
论依据. 

■创新盘点
本 文 立 足 于
HCC中FADD、

C a s p a s e - 8 表 达
的 研 究 ,  揭 示 了
TRAIL与化疗联
合可以显著增强
TRAIL的抗癌效
果. 
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亡通路上的接合器蛋白分子, 封闭凋亡通路, 阻
止Caspase的活化, 从而使细胞逃逸TRAIL诱
导的凋亡. 本研究结果表明: HCC中存在FADD
及Caspase-8的表达缺失, 只有25%的HCC检测

到FADD蛋白表达, 阳性率显著低于癌旁组织; 
45%的HCC中未见Caspase-8的表达, 而癌旁组

织中Caspase-8表达的阳性率为95%. HCC中

FADD及Caspase-8的表达缺失可能参与TRAIL
耐受. 

如何逆转TRAIL耐受是在TRAIL发展成为

有效的抗癌药物前必须解决的重要课题. 本实

验中我们采用亚毒剂量的化疗药物联合TRAIL
治疗H C C细胞株 ,  发现化疗药物可显著加强

HCC细胞对TRAIL的敏感性. 在以前的系列研

究中, 我们发现IL-12可通过抑制surv iv in表达

增强TRAIL对细胞的杀伤作用[12]. 本实验发现

化疗药物能显著增加Caspase-8活性及FADD表

达量, 提示化疗可通过上调FADD的表达, 增强

Caspase-8活性来加强TRAIL的抗癌作用. 
本研究表明, HCC中FADD、Caspase-8的表

达下调可能参与TRAIL耐受的机制; 化疗药物可

通过上调FADD的表达, 增强Caspase-8活性来加

强TRAIL的抗癌作用, TRAIL与化疗联合治疗可

能是一种新的HCC治疗策略. 
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■同行评价
本 文 通 过 研
究 F A D D 、

C a s p a s e - 8 的 表
达,  探讨HCC对
TRAIL的耐受机
制, 为今后开发抗
HCC药物提供了
一定的基础.

■名词解释
FADD: 指Fas相
关死亡结构域, 属
于一种死亡受体
分 子 ,  可 与 配 体
TRAIL结合诱导
细胞凋亡. 
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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32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500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1980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). (常务副总编辑: 张海宁 2009-04-18)
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Abstract
AIM: To analyze clinical features of interferon 
alpha-induced severe thrombocytopenia.

METHODS: Twenty six cases with interferon 
alpha-induced severe thrombocytopenic purpu-
ra were collected from Medline and CNKI and 
another case from our clinical practice, and all 
cases were classified into two groups: immune 
thrombocytopenic purpura group and throm-
botic thrombocytopenic purpura group accord-
ing to their mechanism. Clinical manifestations, 
results of laboratory examinations, treatment 
and prognosis of different groups were observed 
and analyzed.

RESULTS: Twenty four cases of ITP presented 
hemorrhagic tendency, severe thrombocytope-
nia, elevated antiplatelet antibody or platelet 
related IgG, megacaryocyte hyperplasia. The 
platelet counts increased after discontinuation of 
IFNα and treatment with immune suppression 
agents for 1 or 2 weeks and the prognosis of ITP 

was good. Three cases of TTP presented fever, 
decreased platelet count, hemolytic anemia, neu-
ropsychological symptoms and renal disorder. 
Plasma transfusion was the main therapy with 
poor prognosis and high mortality. ITP and TTP 
usually occurred in the process of anti- HCV 
treatment of IFNα.

CONCLUSION: Two kinds of IFNα-induced se-
vere thrombocytopenia could occur during the 
process of anti-virus. Physicians should recog-
nize and treat them in time correctly.

Key Words: Interferon α; Immune thrombocyto-
penic purpura; Thrombotic thrombocytopenic pur-
pura

Li L, Lv J, Xiao M, Luo XL, Zheng JF, Han DK. Clinical 
features of 27 cases with interferon alpha- induced severe 
thrombocytopenia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(11): 1147-1151

摘要
目的: 分析干扰素α(interferon α, IFNα)导致的
严重血小板减少性紫癜患者临床特点. 

方法: 检索PubMed和CNKI数据库26例及我院
所见1例IFNα导致的严重血小板减少性紫癜, 
共27例, 根据发病机制分成免疫性血小板减
少性紫癜(immune thrombocytopenic purpura, 
ITP)及血栓性血小板减少性紫癜(thrombotic 
thrombocytopenic purpura, TTP)2组, 分析临床
表现、实验室检查特点、治疗和转归. 

结果: ITP组24例主要表现为出血倾向, 血小板
显著减少, 血小板抗体或血小板相关IgG明显
升高, 骨髓增生活跃, 停IFNα及应用免疫抑制
剂治疗后血小板于1-2 wk上升, 预后较好. TTP
组3例主要表现为发热, 血小板显著减少, 溶血
性贫血, 神经系统损害及肾脏损害. 血浆置换
是主要的治疗手段, 预后差, 死亡率高. ITP及
TTP多发生在IFNα抗丙肝治疗过程中.

结论: IFNα抗病毒过程中可能出现ITP或TTP
两种严重血小板减少性紫癜的发生, 须提高认
识给予及时正确处理.
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®

■背景资料
干 扰 素 α 广 泛 用
于慢性乙型、丙
型病毒性肝炎抗
病毒治疗 .  IFNα
导致血小板下降
是常见不良反应
之一, 但导致严重
的血小板减少性
紫癜非常罕见. 为
提高对IFNα诱导
血小板减少性紫
癜的认识, 本文对
IFNα抗乙、丙型
肝炎病毒治疗导
致严重血小板减
少共27例的临床
特点进行了分析.

■同行评议者
陈 国 凤 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第302医院感染
七科
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0  引言

干扰素α(interferon α, IFNα)由于其强大的抗病

毒及免疫调节作用, 已广泛用于慢性乙型、丙

型病毒性肝炎抗病毒治疗. IFNα导致血小板下

降是常见不良反应之一, 血小板减少通常程度

较轻(下降幅度20%-50%)[1], 出现严重的血小板

减少性紫癜非常罕见. 我院近期遇到1例慢性

丙型肝炎患者, 在聚乙二醇干扰素α(pegylated-
interferon α, PEG-IFNα)抗病毒治疗过程中发生

了严重的血小板减少性紫癜, 为提高对IFNα诱
导血小板减少性紫癜的认识, 本文检索了自应

用IFNα治疗以来的国内外文献, 对IFNα抗乙、

丙型肝炎病毒治疗导致严重血小板减少共27例
的临床特点进行了分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索PubMed及CNKI数据库, 与IFNα
抗病毒治疗相关且资料较完整的血小板减

少性紫癜患者26例, 我院1例, 共27例用于分

析 ;  根据发病机制不同分为免疫性血小板减

少性紫癜(immune thrombocytopenic purpura, 
ITP)及血栓性血小板减少性紫癜(thrombot ic 
thrombocytopenic purpura, TTP)两组.
1 . 2  方 法  登录 P u b M e d 数据库 ,  采用

“interferon”和“thrombocytopenic purpura”
作为检索词, 检索时间段不限, 检出干扰素治疗

相关的血小板减少性紫癜报道共28篇, 其中4篇
仅有题录, 全文非英语而无法得到全文, 其余24
篇共25例患者; 登录中国知网, 采用“干扰素”

和“血小板减少性紫癜”为检索词, 检索时间

段为1994-2008年, 有1例关于干扰素抗乙型肝炎

病毒导致的血小板减少性紫癜的病例报告; 我
院临床观察1例, 为干扰素抗丙型肝炎病毒治疗

致血小板减少性紫癜. 用于分析的病例共27例, 
对患者的原发病及治疗前临床特点、伴随疾

病、IFNα诱发血小板减少的临床表现、实验室

检查结果、治疗情况及转归进行分析. 

2  结果

2.1 ITP的临床特点 诊断为ITP的有23例[2-23], 其
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中国外22例, 国内报道1例[2], 我院1例, 共计24例
用于分析. 平均年龄为43.46±13.41(20-73)岁; 
男∶女为11∶13, 无显著差异; 除国内报道慢性

乙型肝炎患者1例外, 其余均为慢性丙型肝炎患

者, 治疗前合并代偿期肝硬化2例[3-4], 红斑狼疮1
例[5], 特发性血小板减少性紫癜1例[6], 伴自身免

疫抗体阳性2例[7-8], 但均无活动性自身免疫性疾

病; 丙肝患者中7例进行了病毒血清基因型检测, 
1型4例[4,8-9], 3型2例[10-11], 4型1例[4]; 应用的干扰

素种类: 普通IFNα 14例, PEG-IFNα 10例, 其中

联合利巴韦林抗病毒治疗7例; 治疗前血小板基

线水平仅1例低于正常值下限[9], 为75×109/L, 其
余均在正常水平. 

24例患者除IFNα或利巴韦林外无其他药

物应用史, 抗病毒开始至出现ITP的中位时间为

3.6(1-48) mo, 最早出现在IFNα应用1 mo(4 wk) 
后[12-13], 晚则出现在停药后数周至数月, 有2例
分别出现在停用IFNα后4 wk[4]和6 mo[14]. 22例
(92%)有明显的出血倾向, 临床表现主要为鼻

衄、牙龈出血、口腔黏膜出血、躯干或下肢皮

肤淤点或淤斑, 1例出现血尿[2], 无严重内脏出

血; 血小板显著下降, 平均为(4.8±3.1)×109/L, 
最低为1×109/L(我院病例); 16例(67%)血小板

抗体或血小板相关IgG阳性, 4例(16.7%)血小板

抗体阴性[1,5,11,15], 4例(16.7%)未报道; 骨穿: 15例
(62.5%)表现为骨髓增生活跃, 巨核细胞增生, 但
多伴有巨核细胞小, 周围血小板减少; 2例(8%)
骨髓增生不良[5,12], 1例(4%)巨核细胞数量正常但

形态多样[16]; 6例(25%)无骨穿结果报道. 
诊断为IFNα诱导ITP后, 1例单纯停药血小

板即恢复[9]; 1例在严密观察下, 坚持抗病毒治疗

疗程结束, 血小板未继续下降[9]; 其余22例停药

后应用了免疫抑制剂, 联合血小板输注7例、联

合免疫球蛋白治疗11例, 其中有4例采用免疫抑

制剂、血小板输注、免疫球蛋白三联疗法. 一
般1-2 wk血小板开始上升, 2 wk-3 mo恢复正常. 
预后好, 无严重出血或死亡. 

报道中对7例患者进行了随访, 2例随访1年
丙型肝炎病毒RNA仍为阴性[10,17]; 5例停用IFN
后丙型肝炎病毒RNA转阳, 其中1例于1年后改

用IFNβ并取得了较好的疗效[7], 另1例2年后应

用IFN和利巴韦林联合治疗1年, 未再出现血小

板减少[16], 还有1例再次给予IFN后血小板再次

下降 [9], 其余2例未进行抗病毒治疗(包括我院

病例)[4]. 
2.2 TTP的临床特点 IFNα诱发的TTP极为罕见, 
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■研发前沿
IFNα抗病毒过程
中可能出现ITP或
TTP两种严重血
小板减少性紫癜
的发生, 两者临床
特点、处理原则
及预后有很大不
同.
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文献中仅有3例, 全部为慢性丙型肝炎患者, 平
均年龄59.67±2.52岁, 病例基本资料见表1. 本
组患者临床表现相似: 均突然起病, 相继出现

发热, 血小板减少性紫癜, 溶血性贫血, 不稳定

的神经系统症状及肾脏功能受损 ,  外周血可

见破碎红细胞, 符合TTP的特征性表现. 拟诊

T T P后均接受了血浆置换及激素治疗, 2例死

亡, 1例治愈. 有报道认为TTP与von Willebrand
因子(VWF)多聚体裂解酶(ADAMTS13)有关, 
ADAMTS13缺乏将使血浆中出现超大VWF多
聚体, 从而在高剪应力的情况下, 导致血小板

聚集及血栓形成. 病例2血清抗ADAMTS13抗
体阳性, ADAMTS13活性明显降低, 病例3检测

到ADAMTS13活性下降, 但未能检测到抗AD-
AMTS13抗体. 病例1未进行相关检测.

3  讨论

多种药物可能诱发血小板减少, 药物应用与血

小板减少发作间的因果关系是诊断药物诱发的

血小板减少的主要依据[24-25]. 药物诱发的血小板

减少根据发病机制不同分为三类[26]: (1)一过性

骨髓抑制; (2)免疫介导的血小板破坏; (3)血小板

聚集. 前者多表现为血小板缓慢下降, 后两者常

急性起病, 表现为血小板破坏增加, 病情严重. 
血小板轻度下降是IFNα诱发的常见不良反

应, 骨髓抑制被认为是血小板下降的主要机制, 
通常程度较轻并且可逆. 而IFNα诱导的严重血

小板下降如ITP及TTP则临床罕见. 
上述24例IFNα诱发的ITP患者主要存在以

下特点: (1)除IFNα或IFNα与利巴韦林外无其他

药物应用史; (2)血小板减少显著下降, 低于20×
109/L; (3)骨髓活检见巨核细胞增生; (4)抗血小

板抗体或血小板相关IgG阳性; (5)无其他活动性

自身免疫性疾病并存; (6)应用免疫抑制剂治疗

有效. 其中(1)、(2)、(5)、(6)为共有特点; 接受

骨穿的患者中, 2例骨髓增生不良, 可能同时存

在骨髓抑制, 其余均表现为巨核细胞活跃增生; 
4例血小板抗体阴性, 但不排除药物诱导的ITP
的可能, 患者体内可能产生针对药物的抗体从

而引发血小板免疫性破坏[27]. 本组患者出现血小

板减少性紫癜的时间均在应用IFNα 1 mo后出现, 
符合抗血小板抗体生成及免疫破坏过程. IFNα治

疗其他疾病过程中也有诱发ITP的报道[28-31].
本组病例预后较好, 在病程中无严重内脏出

血, 停用IFNα、加用免疫抑制剂后血小板能较

快恢复, 但单纯输血小板及免疫球蛋白无效. 值
得关注的是停用IFNα并加用免疫抑制剂后, 相
当一部分患者丙型肝炎病毒RNA阳转, 对这部

分患者的治疗是影响患者长期预后的重要因素, 
能否在血小板恢复正常后继续抗病毒治疗成为

临床内科医师必须面对的问题. 
本组中1例在1年后改用IFNβ, 丙型肝炎病

毒RNA转阴且耐受性较好, 提示IFN不同亚型可

能对自身抗体的产生影响不同; 另1例于2年后

采用IFNα联合利巴韦林取得了较好的抗病毒疗

效, 事实上有些患者联合用药过程中也出现了

血小板下降, 因此不足以推广. McLaughlin et al
曾报道4例IFNα抗肿瘤诱发ITP的患者, 2例加用

激素、2例行脾切除后再次接受IFNα治疗, 产
生了良好的耐受性[28]. Weitz et al于2005年报道

1例IFNα诱发ITP后, 加用Rituximab, (anti-CD20 
humanized monoclonal antibody, 抗CD20人化单

克隆抗体)成功地在抗病毒的同时使血小板恢复

正常[32]. Rituximab靶向于恶性增殖或正常B细胞

表面的CD20受体, 通过补体介导的细胞毒作用

破坏B细胞, 在欧美被批准用于治疗非何杰金氏

淋巴瘤[33], 有报道用于治疗血小板减少性紫癜[34]. 
上述报道是对再次抗病毒治疗的有益尝试, 方
案的选择及疗效评价仍有待于进一步研究. 

TTP主要有5个特征性表现[21]: 发热, 血小

板减少性紫癜, 溶血性贫血, 不稳定的神经系统

症状及肾脏功能受损. TTP发病过程中, 血小板

表 1 3例TTP的临床特点

     
  年龄/ 病毒    抗病        血小板             出现TTP     ADAMTS-   抗ADAMTS13       

治疗 转归
  性别       基因型    毒药          计数                 时间      13活性             抗体

1[22] 57/M 未测 IFNα      7×109/L       16 wk        未测            未测         血浆置换  死亡

                    及激素治疗

2[23] 62/M 1b PEGIFNα      6×109/L       治疗满48 wk,        下降            上升         血浆置换疗  治愈

               停药后2 wk              及激素治

3[24] 60/F 1b PEGIFNα      9×109/L       8 wk        下降            -              血浆置换  死亡

                    及激素治疗

■应用要点
干扰素导致严重
血小板减少性紫
癜非常罕见, 本文
对其临床特点及
发病机制进行了
总结, 在广大临床
医师认识及正确
处理这一不良反
应的方面有重要
价值.
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过度聚集在全身微血管内形成血小板血栓. 血
小板消耗性下降可导致出血, 红细胞穿过血栓

区破碎则产生溶血性贫血; 血栓形成可导致器

官功能受损; TTP的发生频率为1/100万, 年轻

女性发病频率较高, 40岁左右多见, 可能的病因

包括妊娠, 感染性疾病, 药物, 自身免疫性疾病

及遗传易感性, 90%以上的患者未能明确病因. 
TTP预后差, 死亡率高, 主要治疗手段为血浆置

换. 本文纳入的3例患者, 除了丙型肝炎及应用

IFNα外无其他诱发因素, 1993年日本曾报道1例
丙肝患者应用IFNα后出现TTP, IFNα治疗慢性

髓细胞性白血病过程中, 也有诱发TTP的相关

报道[35]. 故3例均考虑为IFNα诱发的TTP. IFNα
诱发的TTP极为罕见, 但因其预后极差, 病死率

远高于ITP, 认识该病、及时诊断, 并立刻停用

IFNα、积极应用血浆置换疗法、抗血小板药物

非常重要. 
上述病例中26例发生在丙型肝炎抗病毒

治疗过程中, 且基因1型较为多见. 丙型肝炎病

毒可引发多种肝外自身免疫现象, 其中ITP是
慢性丙型肝炎患者的肝外表现之一[9,36-37]. IFNα
具有免疫调节作用, 可促进巨噬细胞的活化及

INFγ的产生, 增强IFN介导的吞噬作用从而恶

化ITP[22]. 其诱导的基因表达产物可能会损伤血

管内皮细胞, 释放细胞因子[38], 或通过诱导抗

ADAMTS13抗体形成、使原有的抗ADAMTS13
抗体滴度升高而导致TTP. 确切的机制尚不明确. 

现有资料表明, ITP或TTP的出现与性别、

所应用的IFN种类无关, 而存在肝硬化、治疗前

自身抗体阳性或并存其他自身免疫性疾病可能

是其危险因素. 
总之, IFNα在抗病毒治疗过程中, 可能出现

严重的血小板减少性紫癜, 甚至危及生命, 临床

医师有必要了解这些并发症, 在治疗过程中加

强随访, 而一旦发生则要采取正确有效的治疗

措施, 使患者得到及时救治. 
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Abstract
AIM: To assess the value of fecal calprotectin as a 
non-invasive screening biomarker in differential 
diagnosis of irritable bowel syndrome (IBS) and 
inflammatory bowl disease (IBD) using ELISA 
quantitative analysis.

METHODS: A total of 92 fresh fecal samples 
were collected from the patients, including 23 
cases of UC, 4 cases of CD, 55 cases of irritable 
bowel syndrome (IBS) and 20 healthy volun-
teers. EK-CAL was used to quantitatively dete 
rmine the level of fecal calprotection.

RESULTS: The level of fecal calprotection was 
77.15 ± 160.9 μg/g in healthy volunteers, 46.08 
± 131.97 μg/g in IBS patients, 851.34 ± 522.19 
μg/g in IBD patients, respectively. There was no 
significant difference between IBS patients and 
healthy volunteers (P > 0.05) in levels of fecal 
calprotection, but there was remarkable differ-
ence between the patients with IBS and healthy 
volunteers. The sensitivity and specificity of fe-

cal calprotection in differentiating the IBD from 
IBS was 86.7%, 96.3%, respectively.

CONCLUSION: Detection of fecal calprotectin 
is simple, inexpensive, repeatable and non-inva-
sive. It can be used as a biomarker in differenti-
ating irritable bowel syndrome from inflamma-
tory bowel disease.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Irritable 
bowel syndrome; Calprotection; Diagnosis
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摘要
目 的 :  研 究 粪 钙 卫 蛋 白 在 炎 症 性 肠 病
(inflammatory bowel disease, IBD)与肠易激综
合征(irritable bowel syndrome, IBS)鉴别诊断
中的意义. 

方法: 收集中国人民解放军北京军区总医院消
化内镜中心接受肠镜检查患者的新鲜粪便标
本共92例, 其中溃疡性结肠炎(UC)23例、克罗
恩病(CD)4例、IBS 55例、健康人20例. 采用
ELISA法半定量检测粪便中钙卫蛋白浓度. 

结果: 健康人粪钙卫蛋白浓度为77.15±160.9 
μg/g, IBS患者为46.08±131.97 μg/g, IBD患者
为851.34±522.19 μg/g. IBS患者和健康人粪
钙卫蛋白浓度差异无显著差异(P >0.05); IBD
与IBS和健康人粪钙卫蛋白水平有显著差异
(P <0.001). 以60 μg/g为临界值时鉴别IBD与
IBS的敏感性86.7%, 特异性为96.3%.

结论: 粪便钙卫蛋白含量检测作为一种非侵入
性筛选试验, 为临床鉴别IBD和IBS提供了手段.

关键词: 炎症性肠病; 肠易激综合征; 钙卫蛋白; 诊断
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■背景资料
有 相 当 数 量 的
IBD患者, 因早期
发病时表现出功
能性胃肠道疾病
症状, 而被诊断为
IBS. 相似的临床
表现给诊断带来
一定的困难, 临床
医师不得不进行
相应的辅助检查
(包括结肠镜和钡
灌肠等) ,  除外有
症状的器质性肠
病后才能得出IBS
的诊断, 拉网式的
排除性诊断在一
定程度上增加了
医疗费用和患者
的 痛 苦 ,  急 需 一
种简单、简便经
济、无创的鉴别
方法.

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院消化内科
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0  引言

非特异性炎症性肠病(i n f l a m m a t o r y b o w e l 
disease, IBD)与肠易激综合征(irritable bowel 
syndrome, IBS)是两类不同性质的疾病. 目前

认为, 前者的发生主要可能是遗传、环境及肠

道菌群等多种病因导致机体对肠道抗原免疫

应答失调所致. 后者是一种常见的胃肠功能紊

乱性疾病, 病理生理学基础主要是胃肠动力障

碍和内脏感知异常. 近年发现, IBD患者发病早

期或缓解期时常表现为IBS症状, 且IBD与IBS
在发病机制和临床表现方面具有一定的相似

性[1], 给临床诊断带来一定的困难. 钙卫蛋白是

(calprotectin, S100A8/S100A9)是一种来源于中

性粒细胞和巨噬细胞的钙结合蛋白, 是一种炎

性标志物, 由于能与钙离子结合, 在粪便中极其

稳定, 优于以往的粪便标志物, 因此其作为一种

肠道炎症的标志物, 可用来鉴别炎症性(包括细

菌感染性肠炎、活动性IBD)和非炎症性肠道疾

病. 本研究用ELISA法定量检测患者粪便中钙卫

蛋白浓度, 研究粪钙卫蛋白在IBS与IBD鉴别诊

断中的应用价值, 从而为临床诊断提供更多有

意义的证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 以2007-12/2008-04在中国人民解放军

北京军区总医院消化内镜中心接受肠镜检查的

门诊及住院患者92例为研究对象. 依据临床表

现、镜下所见及病理分别诊断为IBD、IBS和
健康对照, 诊断标准依据2007-05中华医学会消

化病学分会炎症性肠病协作组制定的《中国

炎症性肠病诊断治疗规范的共识意见》[2]、罗

马Ⅲ标准[4]. 正常对照20例(16.5%), 平均年龄46
岁; IBS组55例(45.4%), 其中腹痛15例(12.4%), 
平均年龄37岁, 便秘18例(14.9%), 平均年龄45
岁, 混合型12例(9.9%), 平均年龄47岁; 炎症性

肠病27例(46.3%), 其中溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)23例(39.7), 平均年龄34岁, 克罗恩

病(Crohn's disease, CD)4例(6.6%), 平均年龄36
岁. 凡入选者均无明显上消化道症状及胃和小

肠疾病; 无严重心、肺、肝、肾和神经、精神

疾病等; 并排除孕妇、酗酒者、药瘾者、长期

服用质子泵抑制剂、激素或非甾体类消炎药

者. 粪便钙卫蛋白检测试剂盒(瑞士Bühlmann公
司生产, 北京海瑞祥天生物科技有限公司惠赠),
酶标仪为全自动多功能酶标仪(芬兰雷勃公司 
Multiskan MK3). 本研究经中国人民解放军北京

军区总医院伦理委员会伦理审查批准, 所有受

试者均签署知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 标本收集: 所有入组患者留取结肠镜检查

前日, 口服清肠药前的粪便10-20 g. 粪便样本在

采集后12 h之内送达实验室, 新鲜粪便样本密封

后2-8℃冷藏保存<6 d, 抽提液放置在-20℃冻存, 
统一检测.
1.2.2 粪便钙卫蛋白定量检测: 试验严格按照试

剂盒说明书进行. (1)萃取: 按照粪便重量(g): 萃
取液体积(m L) = 1∶49的比例加入专用萃取

液,充分振荡混匀后取5 mL匀浆10 000×g离心

5 min, 取上清液-20℃冻存备用. (2)ELISA检测: 
将粪便钙卫蛋白提取液室温解冻后, 以1∶50稀
释, 标本均设复孔, 常规ELISA操作流程(双抗体

夹心法)检测. (3)测定: 标准品包括五个标准品

浓度(10、30、100、150、300、400 μg/g), 采用

全自动多功能酶标仪(芬兰雷勃公司Multiskan 
M K3)及检测统计软件, 分别记录标准品、样

品、阳性对照、阴性对照和空白孔的A值, 取平

均值进行结果计算和判断. 如果以1∶49体积比

稀释的标本超出标准曲线范围而不能测出, 则
进一步扩大或缩小稀释比例至可测出为止. 
1.2.3 粪便钙卫蛋白鉴别IBD与IBS的敏感性和

特异性: 应用SPSS13.0软件, 计算粪便钙卫蛋白

鉴别IBD与IBS的敏感性和特异性, 绘制受试者

工作特征曲线(receiver operating characteristic 
curve, ROC曲线), 确定诊断找出最佳截断点, 一
般取ROC曲线上最左上方的点[5]. 并计算ROC
曲线下面积AUC(area under curve). 一般情况下, 
ROC曲线下面积为<0.5时, 表示该指标无诊断价

值; >0.7时, 表示诊断准确性较高, 且面积越大, 
诊断准确性越大.

统计学处理 实验数据采用SPSS13.0统计

软件进行统计学分析. 计算中位数、四分位间

距、全距, 组间比较采用非参数检验Kruskal-
Wallis H检验. P <0.05具有统计学意义. 计算检测

指标的灵敏度、特异度, 应用ROC曲线对这些

检测指标进行综合评价.

2  结果

2.1 各组粪钙卫蛋白浓度 本研究中IBS与正常对

照患者粪便钙卫蛋白浓度较为接近, 比较差异

无统计学意义(P  = 0.078, 表1). 炎症性肠病患者

粪便钙卫蛋白浓度明显升高, 与IBS组和正常对

照组, 差异均有统计学意义(P <0.001, 表1). UC与

■研发前沿
I B D 患者中钙卫
蛋白含量明显升
高, 与肠道炎症反
应 呈 正 相 关 ,  而
IBS患者肠道炎症
反应较轻, 可以作
为二者鉴别的依
据.

■相关报道
钙卫蛋白是一种
在粪便中稳定的
炎性标志物, 国外
有研究显示, 国外
研究显示是一项
很好的鉴别功能
性疾病及器质性
疾病的标志物, 已
经广泛应用于临
床.
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CD组比较, 差异无统计学意义(P  = 0.168).
2.2 粪便钙卫蛋白鉴别IBD与IBS的敏感性和

特异性 如下图ROC曲线所示(图1): 以点SEN 
0.867(1-SPE 0.037). 为最佳临界点, 其对应的临

界值为60 μg/g, 曲线下的面积为0.971(95%CI: 
0.944-0.997; P <0.001)此时钙卫蛋白鉴别IBD与

IBS的敏感性和特异性分别为86.7%和96.3%.

3  讨论

IBS是一种常见的胃肠功能紊乱性疾病, 病理生

理学基础主要是胃肠动力障碍和内脏感知异常, 
病因研究主要集中在肠道感染和心理社会因素. 
IBD是以反复发作的慢性肠道炎症为特点的一

组疾病, IBD发病可能是遗传、环境及肠道菌

群等多种病因导致机体对肠道抗原免疫应答失

调所致. 典型的IBS和IBD在临床表现上各有不

同, 一般不会轻易将两者混为一谈. 但是, 当IBD
患者处于发病前期, 或是缓解期时, 若仅表现为

不明原因的腹痛、排便习惯改变, 那么想要明

确区分IBS和IBD就显得相当困难. 有相当数量

IBD的患者, 因早期发病时表现出功能性胃肠道

疾病的症状, 而被诊断为IBS. 依据IBS罗马Ⅰ诊

断标准[1], IBS样前驱症状在CD患者可持续6.8
年, 在UC患者可持续2.7年, 大部分的患者在此

阶段可出现腹胀、腹泻、过度产气、胃部不适

等类似功能性消化不良以及IBS的症状. 相似的

临床表现给诊断带来一定的困难, 临床医师不

得不进行相应的辅助检查(包括结肠镜和钡灌肠

等), 除外有症状的器质性肠病后才能得出IBS的
诊断, 拉网式的排除性诊断在一定程度上增加

了医疗费用和患者的痛苦. 
肠道炎症可能为IBS和IBD共有的发病机制

之一, 早在20世纪60年代Hia和Katz在经外科手

术获取的IBS患者结肠标本内检测到增多的肥

大细胞, 这是关于IBS患者肠壁内可能有炎症成

分参与的最早证据[6]. Chadwick et al检测了77例

符合罗马标准IBS患者的黏膜标本, 发现约90%
的IBS患者都存在黏膜活化的证据(上皮内淋巴

细胞、固有层CD3细胞以及CD25细胞增多)[7]. 
但是这一类研究主要集中在感染后IBS(PI-IBS)
的患者中, 而IBD患者的结肠存在明显的炎症反

应, 肠道黏膜存在大量炎症细胞, 固有层淋巴细

胞大量增加, 腺体大量增生. 
钙卫蛋白是中性粒细胞、单核细胞的主要

蛋白质, 其含量约为5-15 g/L, 约占细胞总蛋白的

5%, 且是中性粒细胞更新的标志物, 在许多炎症

情况下可升高[8]. 而且由于钙卫蛋白是由两条相

对分子质量为14 kDa的重链和一条相对分子质

量为8 kDa的轻链以共价键连接的异三聚体, 每
条链可结合两个Ca2+, 从而具有耐热性和耐水解

的特性, 能保证其在常温下可以保存1 wk而不被

细菌和各种酶类降解, 不随温度变化而变化, 具
备良好的粪便标志物的条件[8-9], 这样为患者取

样带来了很大的方便. 
Rugtveit et al [10]认为在炎性肠病结肠病变部

位的黏膜和黏膜下有大量钙卫蛋白阳性的中性

粒细胞和单核细胞存在, 明显高出非炎症部位

的黏膜和正常对照者. 我们从粪便中取样并定

量测定钙卫蛋白, 结果显示IBS与正常对照患者

表 1 各组钙卫蛋白含量检测值 (mean±SD, μg/g)

         n    粪钙卫蛋白浓度                 M                QL-QU    Min-Max

正常对照  20     77.15±160.9             16.75        11.21-39.53                  1.65-645.9

IBS  55     46.08±131.97             14.14          5.79-28.02                  0.11-879.92

炎症性肠病 27   851.34±522.19bd           957.90bd      464.51-1373.9bd                42.49-1618.2bd

溃疡性结肠炎 23     785.5±535.69           791.7      444.49-1618.2                42.49-1618.2  

克罗恩病    4 1218.36±219.29         1225.9      984.52-1437.1              1225.9-1420.4

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  IBS组; M: 中位数; QL-QU: 四分位间距; Min-Max: 最小值-最大值.
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图 1 IBD和IBS组粪便钙卫蛋白含量ROC曲线. AUC = 0.971, 

P  = 0.000, 拒绝无效假设(AUC = 0.5).

■创新盘点
粪 便 钙 卫 蛋 白
ELISA检测(EK-
CAL)试剂盒即将
在我国投入临床
使用, 目前仅有欧
洲诊断临界值, 本
试验随机收集了
92例病例, 检测其
粪便中的钙卫蛋
白浓度, 确定了中
国人粪便钙卫蛋
白鉴别IBS及IBD
的临界值.
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粪便钙卫蛋白浓度较为接近, 比较差异无统计

学意义(P  = 0.078). IBD患者粪便钙卫蛋白浓度

明显升高, 与IBS组和正常对照组, 差异均有统

计学意义(P <0.001). 当其正常临界值≥60 μg/g
时有96.3%的患者可排除IBS, 这样的患者就可

以安排下一步的肠镜检查明确诊断, 既减少了

结肠镜给假阳性患者带来的痛苦和风险, 也减

低了患者的经济负担. 
因此, 粪便钙卫蛋白ELISA检测(EK-CAL)作

为一种非侵入性的初筛试验, 其检测方法简便经

济、无创, 可以弥补肠镜、结肠造影等有创检查

痛苦、昂贵、不能随时复查等不足, 对IBD具有

较好的敏感性和特异性, 为临床鉴别炎症性和非

炎症性肠道疾病有一定的临床应用价值. 
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Abstract
AIM: To evaluate the quality of life and local 
recurrence for rectal cancer which under vent 
posterior pelvic exenteration (PPE) with anal 
sphincter preservation.

METHODS: Sixty cases with rectal cancer invad-
ing female reproductive system underwent PPE 
with anal sphincter preservation (SP group) or 
colon stoma (CS group) respectively. Thirty cas-
es with low anterior resection rectal cancer were 
selected as control group (LAR group).Wexner 
scoring systems and vectorial manometry were 
used to compare the quality of life between the 
SP group and LAR group, and compare the 
2-year local recurrence rate and survival rate be-
tween the SP group and CS group.

RESULTS: Three months after surgery, the 
Wexner score of SP group was higher than that 
of the LAR group (10.1 vs 6.1, P < 0.05), but there 
were no significant difference in score 1 year af-

ter surgery between two groups (P > 0.05), and 
the results of vectorial manometry between two 
groups also showed no significant difference (P 
> 0.05). The local recurrence rate and survival 
rate were 20% and 83.3% for SP group, 23.3% 
and 80% for CS group with no significant differ-
ence observed (both P > 0.05).

CONCLUSION: The quality of life after posterior 
pelvic exenteration with anal sphincter preserva-
tion could reach the level of low anterior resec-
tion, and the local recurrence rate and survival 
rate were similar with colon stoma operation.

Key Words: Posterior pelvic exenteration; Anal 
sphincter preservation; Quality of life; Local recur-
rence

Ma MX, Chen CS, Cong JC. Quality of life and local 
recurrence of posterior pelvic exenteration with anal 
preservation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 
1156-1159

摘要
目的: 探讨侵犯女性生殖系统的直肠癌患者
行保留肛门的后盆脏器切除术(posterior pelvic 
exenteration, PPE)后的生活质量和局部复发. 

方法: 对侵犯女性生殖系统的直肠癌患者60
例分别行保留肛门的PPE(SP组)及不保留肛
门的PPE(CS组), 另外选择30例直肠癌低位前
切除术的患者作为对照组(LAR组), 分别用
Wexner评分及向量测压比较SP组和LAR组的
生活质量, 同时对比SP组和CS组的2年局部复
发和生存率. 

结果: 在术后3 mo, SP组的Wexner评分高于
LAR组(10.1分 vs  6.1分, P <0.05), 但在术后1
年, 两者的Wexner评分之间无差异(P >0.05), 
两者术后1年的向量测压结果之间无差异
(P >0.05), SP组的2年复发率及生存率与CS组
比较无统计学差异(20% vs  23.3%, 83.3% vs  
80%, 均P >0.05).

结论: 保留肛门的后盆脏器切除术可以达到
与低前切除术相同的生活质量, 而且其局部复

®

■背景资料
传统的后盆脏器
切除术需要结肠
造口, 随着患者对
生活质量要求的
提高, 在临床上越
来越多的患者要
求能够保留肛门
括约肌.

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科
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发率及生存率与不保留肛门的后盆脏器切除
术没有区别.

关键词: 后盆脏器切除; 保留肛门; 生活质量; 局部

复发
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0  引言

对于女性直肠癌患者, 生殖系统受侵的几率已

经高达18%[1-3], 手术则需要整块切除直肠、子

宫和双侧卵巢, 即后盆脏器切除(posterior pelvic 
exenteration, PPE)[4-6]. 如果肿瘤侵及其他结构, 
非整块切除将会导致较高的局部复发率及较差

的预后[7]. PPE是一种根治性手术, 并且有较高的

并发症和死亡率[8-10]. 通常这种根治性的手术需

要腹会阴联合切除, 同时乙状结肠腹壁造口. 在
过去的20年中, 随着人们对直肠癌保肛手术适

应证的认识, 认为位于直肠上段、中段或有足

够的远切缘的肿瘤可以保留肛门, 即所谓的肛

提肌上PPE[1]. 但对于保留肛门的PPE, 术后局部

复发率和生存率如何, 以及保留肛门的PPE术后

生存质量如何, 报道甚少. 本研究的目的主要是

比较保留肛门的PPE组与不保留肛门的PPE组术

后局部复发率和生存率, 并且比较保留肛门的

PPE组和直肠癌低前切除术组术后生活质量. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-03/2006-09我科行PPE手术的女性

直肠癌患者60例, 其中保留肛门的30例(SP组), 
年龄56.2±10.3岁, 组织分化高、中、低各8、
16、6例, 肿瘤距肛缘距离5.2±1.9 cm(采用侧卧

位硬质乙状结肠镜测量), 对其进行肛门直肠向

量测压并进行2年随访; 不保留肛门的30例(CS
组), 年龄58.3±12.4岁, 组织分化高、中、低各

6、17、7例, 肿瘤距肛缘距离6.2±2.5 cm, 对其

进行2年随访, 另外选择30例低前切除术的女性

直肠癌患者为对照组(LAR组), 年龄57.6±11.7
岁, 组织分化高、中、低各9、16、5例, 肿瘤距

肛缘距离6.4±2.7 cm.  
测压采用瑞典Ctd-synectics公司生产的高

分辨率多通道胃肠功能监测系统(PC Polygram 
H R )及压力换能器 ,  分析采用瑞典C T D -
SYNECTICS公司生产的向量测压软件分析系

统, 测压选择8通道聚乙烯测压导管.

1.2 方法 
1.2.1 手术: 所有的患者都由同一组医生手术, 每
位患者术前3 d替硝唑0.5, tid, po ; 庆大霉素8万U, 
tid, po ; 术前3 d给予维生素k3, 8 mg, bid, im. 术
前1 d患者均口服聚乙二醇4000两盒(每盒69.56 
g), 其中加水2000 mL, 2 h内饮入, 手术当日洗净

肠为止. 手术间, 所有患者均全身麻醉, 腹部手

术采取正中切口. 位于直肠上1/3的肿瘤要切除

足够的系膜, 位于直肠中1/3和下1/3的肿瘤施行

全直肠系膜切除, 所用结直肠的吻合均为端端

吻合, 没有施行保护性的造口. 通过随访了解患

者术后主观生活质量和生存时间, 通过术后定

期复查获得患者复发率的资料, 对SP组、CS组
的两组患者的局部复发率、生存资料进行分析, 
将SP组与LAR组术后生活质量进行对比研究. 
对SP组和LAR组术后3 mo和1年的生活质量进

行Wexner评分, 术后1年进行向量测压. 
1.2.2 失禁评分: 采用Wexner评分分别对SP组
和LAR组术后3 mo和1年的生活质量进行评估. 
Wexner评分是一项20分的标准, 0分表示正常[11]. 
1.2.3 向量测压检测: 左侧卧位, 安静下检测. 测
压导管连接在8个换能器上, 压力定标范围0-50 
mmHg, 导管插入肛门6-8 cm, 观察肛管纵轴8个方

位上每一横断面的压力值, 启用恒速拖拽系统以

0.17 cm/s匀速向外牵拉, 分别观察肛管在松弛(R)
和收缩肛门(S)状态时的压力变化, 信号经传感器

输入计算机进行分析和储存. 检测指标: 最大静息

压、最大收缩压、静息向量容积、收缩向量容积.
统计学处理 数据分析采用SPSS15.0统计软

件, 对数据进行正态性检验, 结果以mean±SD
表示, 数据之间比较分别采用Wilcoxon秩和检验

和完全随机设计方差分析, 组间比较分别采用

LSD-t检验, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 术后3 mo及术后1年Wexner评分 在术后3 
mo, SP组和LAR组的Wexner评分之间差别有

统计学意义(P <0.05), SP组高于LAR组; 1年以

后, SP组与LAR组的Wexner评分无明显差异

(P >0.05, 表1).

■研发前沿
随着生物医学模
式 向 生 物 - 心 理 -
社会医学模式的
转变, 在根治的前
提下, 对生活质量
的要求越来越高. 
对于低位直肠癌
患者来说, 能否保
留肛门是很多患
者首先考虑的问
题. 在达到肿瘤学
安全的基础上, 保
留肛门术后排便
功能及患者对其
所引起的生活质
量的改变显得尤
为重要.

表 1 术后3 mo及术后1年Wexner评分: (Wilcoxon秩和检验)

     
                SP组         LAR组                 P 值

术后3 mo         10.1(5-15)           6.1(2-10)           0.012

术后1年           4.7(2-8)             4.2(2-7)             0.378
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2.2 术后一年直肠肛管向量测压结果 在术后一

年进行的直肠肛管向量测压中, SP组与LAR组

无统计学差异(表2).
2.3 SP组和CS组术后复发率及生存率比较 SP
组术后2年局部复发率为20%(6/30), 生存率

为83.3%(25/30), CS组术后2年局部复发率为

23.3%(7/30), 生存率为80%(24/30), 两者之间无

统计学差异(P >0.05).

3  讨论

随着生物医学模式向生物-心理-社会医学模式

的转变, 在根治的前提下, 对生活质量的要求越

来越高. 对于低位直肠癌患者来说, 能否保留肛

门是很多患者首先考虑的问题. 在达到肿瘤学

安全的基础上, 保留肛门术后排便功能及患者

对其所引起的生活质量的改变显得尤为重要[12]. 
盆腔脏器切除术是Brunschwig et al [13]1948年首

次提出的, 当时主要用于宫颈癌中央型复发的

患者或宫颈癌残留癌细胞的患者. 后盆脏器切

除是指同时切除女性的直肠、乙状结肠、内生

殖器官及引流的淋巴结、盆腔腹膜, 这种根治

性的手术通常需要腹会阴联合切除, 同时乙状

结肠腹壁造口[1]. 随着对直肠癌肿瘤远端安全切

缘的认识, 目前对于肛提肌以上的PPE, 认为能

否保留肛门与肿瘤距离肛缘的距离有关, 而与

肿瘤的大小以及是否侵及周围脏器无关[14], 目前

许多学者主张行PPE的同时保留肛门. 
对于直肠癌低位前切除术后的生活质量问

题目前依然比较复杂, 除了心理方面的优势以

外, 与Miles手术同样存在着便频及失禁等, 即低

前切除综合征. 保留肛门的后盆脏器切除会不

会同样存在这种问题, 目前尚无这方面的研究. 
另一方面, 在有关全子宫切除术后生活质量的

报道中, Schreuder et al [15]分析40例全子宫切除术

后的患者, 发现33%的患者术后排便时间延长, 
18%的患者出现便秘. 并且20%的患者开始用轻

泻药, 48%的患者大便变硬, 其中40%需助排大

便. Karasick et al [16]对354例妇女直肠排粪造影研

究发现, 子宫切除术后阴道后壁疝的形成及盆

底过度下降是引起女性排便功能紊乱的一个重

要原因. 由于直肠移位、肛门直肠自主性神经

支配功能障碍而导致严重便秘. 长期便秘可造

成盆腔器官的脱垂和膨出[17]. 
但在我们的研究中, 分别采用Wexner评分

及向量测压来评估保留肛门的后盆脏器切除术

的生活质量. Wexner评分结果显示, 在术后3 mo, 
SP组Wexner评分要明显高于LAR组, 但是在1年
以后, 2组间却无显著差异. 我们采用的另一种

评价肛门功能的方法为肛门直肠向量测压. 传
统的直肠肛管测压技术不能全面反应肛门的功

能, 因为不仅肛管压力是评价括约肌的重要指

标, 肛管高压区的长度同样重要, 由于肛门括约

肌是一环状控制系统, 各个方向均参与排便控

制功能, 单一的任何一个指标, 无论是肛管内压

力或是肛管高压区的长度都不能准确全面反映

括约肌功能, 只有把二者结合起来才能更精确

和全面. 向量测压即是在传统测压方法基础上

发展起来的一项新的检测技术, 已广泛应用于

临床. 本组研究中, 在术后1年, 无论是最大静息

压、收缩压还是静息向量容积、收缩向量容积, 
SP组与LAR组均无明显区别, 但是2组均未达到

正常水准. 
对于低位直肠癌, 根治性切除肿瘤并保留

肛门括约肌的完整一直是外科努力的目标, 这
需要对肿瘤侵袭、扩散方面的进行深入的了解. 
近20年的研究表明, 直肠癌通过直接浸润、淋

巴管癌栓、小静脉癌栓等途径向远侧肠壁内浸

润的发生率为8%-24%, 浸润距离绝大多数在1 
cm以内, 超过2 cm者仅0%-2.5%. 临床资料显示

切除直肠癌远侧肠管2 cm与切除5 cm者的术后

局部复发率、生存率等均无明显差异. 个别直

肠癌远侧肠壁扩散超过2 cm者多为分化不良、

高度恶性或已有广泛转移的病例, 即使远端肠

管切除长度超过5 cm, 也并不能改善其不佳预 

表 2 术后1年直肠肛管向量测压结果: (完全随机设计方差分析和LSD-t 检验, n  = 30)

     
分组

    最大静息压 最大收缩压   静息向量容积                  收缩向量容积

      (mmHg)      (mmHg)     cm×(mmHg)2  cm×(mmHg)2

SP组  167.2±23.1a 276.6±48.7a 33 532.3±8101.2a             83 394.3±8165.5a

LAR组  160.1±24.0 295.6±42.8 34 822.3±8556.2             84 719.6±8357.9

正常对照组 206.4±23.4 325.2±33.6 50 688.9±6124.7             99 203.0±9478.9

aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
从研究中可以看
出保留肛门的后
盆脏器切除术同
样能够保证足够
的肿瘤学安全性, 
而且其术后的生
活质量完全可以
达到单纯的低位
直肠切除术, 所以
在条件允许的情
况下可以采用保
留肛门括约肌的
后盆脏器切除.
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后[18]. 在安全切缘的研究中, 经典5 cm法则早已

经被抛弃, 甚至有人提出在前切除术中距离肿

瘤1 cm的切缘与多于1 cm的切缘在肿瘤学上没

有区别[19-20]. 不过目前分歧仍然存在, 多数外科

医生还是坚持至少2 cm的切缘. 除了远端切缘, 
不少学者还将直肠癌术后的局部复发归咎于侧

方的扩散, 因此对侧方及环周的切缘开始了病

理学方面的研究, 认为一旦肿瘤扩散到直肠系

膜, 就应该行全直肠系膜切除术(total mesorectal 
excision, TME), 这样保留肛门括约肌的安全性

就得到极大地提高. 如果肛提肌以上的正常直

肠长度达3 cm或肿瘤以下有多于3 cm的正常直

肠则可保住肛门[21]. 
对于后盆脏器切除, 手术则需要整块切除

直肠、子宫和双侧卵巢以降低局部的复发率. 
多数的研究显示, 后盆脏器切除的生存率、复

发率与直肠癌Dixon术或直肠癌Miles术后的都

没有统计学差异. 本研究中SP组与CS组术前均

无远处转移, 随访调查2年, 结果显示保留肛门

的后盆脏器切除与不保留肛门的后盆脏器切除

术2年生存率和局部复发率之间并无统计学差

异. PPE手术是在直肠癌TME的基础上切除子

宫, 但我们整块切除, 所以术后的复发率和生存

率与TME无明显区别.   
保留肛门的后盆脏器切除术与直肠癌低前

切除组术后的长期生活质量无明显区别, 与不

保留肛门的后盆脏器切除术2年复发率也没有

明显区别, 在条件允许的情况下, 对行PPE手术

的患者保留肛门, 可以提高生活质量. 
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本文立题较好, 对
指导临床工作有
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Abstract
AIM: To systematically evaluate the efficacy and 
tolerability of levofloxacin-based triple regimen 
and quadruple rescue regimen therapy during 
anti-H pylori treatment for people who failed 
eradication previously.

METHODS: Eligible articles were identified by 
searching electronic databases. We included all 
randomized trials comparing levofloxacin-based 
triple regimen and quadruple rescue regimen 
during anti-H pylori treatment. Statistical analy-
sis was performed with Review Manager 5.0.10. 
Sensitivity analysis was also performed.

RESULTS: We identified 13 randomized trials (n 
= 1181). Pooled H pylori eradication rates were 
77.5% (95%CI 74.1%-80.9%) and 70.5% (95%CI 

66.8%-74.2%) for patients with levofloxacin-
based triple regimen and quadruple rescue regi-
men by intention-to-treat analysis, respectively. 
The odds ratio (OR) was 1.51 (95%CI 0.91-2.53); 
the occurrences of total side effects were 
21.3% (95%CI 17.7%-24.9%) and 36.0% (95%CI 
31.8%-40.2%) for groups with levofloxacin-based 
triple regimen and quadruple rescue regimen, 
and the summary OR was 0.45 (95%CI 0.29-0.71).

CONCLUSION: Our review suggests that levo-
floxacin-based triple regimen has equal efficacy 
compared with quadruple rescue regimen in 
patients with eradication failure. Furthermore, 
levofloxacin-based triple therapy shows fewer 
side effects during anti-H pylori treatment.

Key Words: Levofloxacin; Helicobacter pylori ; Res-
cue treatment; Meta-analysis; Side effects

Zou J, Dong J, Yu XF. Meta-analysis of the efficacy of 
levofloxacin-based triple regimen and quadruple rescue 
regimen therapy for eradication of Helicobacter pylori. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(11): 1160-1165

摘要
目的: 系统性评价含左氧氟沙星的三联方
案 与 常 规 四 联 补 救 方 案 治 疗 幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )感染的疗效和不良反应发生率. 

方法: 从常用电子数据库检索含左氧氟沙星
的三联方案与四联补救方案根除H pylori的随
机临床试验, 荟萃分析各项研究的根除率和不
良反应发生率的合并OR 值; 进行敏感性分析; 
以漏斗图检测发表偏倚. 

结果: 共13项随机临床试验(1181例)符合纳
入标准. 含左氧氟沙星的三联方案和四联补
救方案按意向治疗(ITT)分析的H py lo r i 的
根除率分别为77.5%(95%CI 74.1%-80.9%)
和70.5%(95%CI 66.8%-74.2%), 合并OR 值
为1.51(95%C I 0.91-2.53); 总不良反应发
生率分别为21.3%(95%C I 17.7%-24.9%)
和36.0%(95%CI 31.8%-40.2%), 合并OR 值

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )感染是
一个十分普遍的
公共卫生问题, 但
是其耐药现象的
发生率逐年升高, 
现有根除方案疗
效逐渐下降, 临床
上迫切需要改良
H pylori治疗方案. 
近年来, 许多研究
发现左氧氟沙星
在体内外均具有
很强的抗H pylori
活性, 而且他使用
安全、不良反应
小、价格便宜, 具
有广泛的应用前
景.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科; 
蓝宇, 教授, 北京
积水潭医院消化
科
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0.45(95%CI 0.29-0.71).

结论: 含左氧氟沙星的三联方案具有与常规
四联补救方案相似的根除H pylori 疗效, 而且
可以显著降低根除过程中的不良反应发生率. 

关键词: 左氧氟沙星; 幽门螺杆菌; 补救治疗; Meta

分析; 不良反应
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0  引言

根除幽门螺杆菌(H p y l o r i )是治疗慢性活动

性胃炎和消化性溃疡等疾病的关键 ,  最新的

Maastricht共识推荐的H pylori根除治疗方案为

质子泵抑制剂或铋剂联合克拉霉素和阿莫西林

或甲硝唑[1], 可获得75%-98%的根除率. 虽然大

多数的一线方案的根除率可以达到80%[2-3], 仍
有20%的患者治疗失败, 在耐药菌株流行的地区

根除失败率还要升高[4]. 随着根除治疗的普遍开

展, H pylori耐药率呈上升趋势. 二线根除方案一

般由质子泵抑制剂和铋剂联合两种抗生素组成, 
但是其费用高、不良反应大、患者依从性差. 
近年来, 许多研究发现左氧氟沙星在体内外均

有很强的抗H pylori活性, 应用于初治失败的病

例, 取得了较好的疗效. 因此, 本研究严格纳入

相关随机对照临床试验进行荟萃分析, 系统性

评价含左氧氟沙星的三联方案与四联补救方案

在H pylori根除失败病例中的疗效, 以及根除过

程中不良反应的发生率. 

1  材料和方法

1.1 材料 通过英文检索词“Helicobacter pylori”,  
“H p y l o r i ” ,  “L e v o f l o x a c i n”以及中

文 检 索 词 “ 左 氧 氟 沙 星 ” ,  “ 幽 门 螺

杆菌”检索P u b M e d ( 1 9 6 6 - 0 1 / 2 0 0 8 - 1 2 ) , 
EMBase(1980-01/2008-12), Cochrane Controlled 
Tr i a l s R e g i s t e r(I s s u e 4, 2008), S c i e n c e 
Ci ta t ion Index(1945-01/2008-12), 中国期刊

全文数据库(1994-01/2008-12)和万方数据库

(1981-01/2008-12), 对检索到文献的参考文献进

行再检索, 以查全相关文献. 同时对一些主要国

际性消化会议(如美国消化疾病周、亚太消化疾

病周、世界胃肠病学会议、欧洲H pylori研究组

Maastricht会议等)的会议摘要进行手工检索, 并

向医药公司咨询是否有尚发表的随机对照试验. 
共检索到138篇相关文献. 根据出版类型剔除24
篇综述、19篇评论、10篇述评、8篇会议报道, 
共77篇.
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入标准: 随机临床试验; 研究对象只

包括接受过H pylori根除治疗并且失败者; 对照

组接受四联或含有RBC的三联标准补救治疗, 治
疗组接受含左氧氟沙星的三联方案; H pylori根
除率和(或)不良反应数据齐全; 根除治疗至少4 
wk后以活检组织学或13C呼气试验证实H pylori
感染情况; 文献不受语种限制. 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. 纳入文献的质

量评价采用Jadad评分标准(0-5分), 评分标准基

于以下3点: 随机化、双盲和失访的描述. 由两

名研究者独立评分, 低于2分者为低质量试验, 
予以剔除. 多次发表的试验仅提取最近发表的

数据.
1.2.2 数据提取: 从纳入文献中提取关键数据, 包
括H pylori根除率和总不良反应发生率, 以及进

入试验患者例数、年龄、国家、左氧氟沙星的

剂量和用药时间、根除治疗方案、既往根除次

数和方案、H pylori检测方法等. 
统计学处理 将数据输入Cochrane协作网

提供的R e v M a n5.0.10软件进行分析. 以卡方

检验评估各研究间的异质性, 临界值设为0.1. 
不存在异质性时, 采用固定效应模型(Mante l-
Haenszel法); 存在异质性时, 采用随机效应模型

(DerSimonian-Laird法). 分别计算H pylori根除治

疗按意向治疗(ITT)分析和按方案(PP)分析的根

除率, 以及不良反应的发生率. 为保证结果的稳

定性行敏感性分析. 以漏斗图检测发表偏倚, 并
作Egger线性回归分析证明漏斗图结果.

2  结果

2.1 纳入文献 从77篇文献中剔除21篇研究对象

为动物的文献后, 通过阅读文献标题和摘要进

一步剔除25篇非临床试验和7篇无关文献; 对剩

余的24篇文献详细阅读全文. 其中7篇未联合三

联或四联疗法, 4篇无根除率和不良反应信息, 
结果共13篇文献入选[5-16]. 值得强调的是, 其中3
篇来自同一研究机构-意大利Nista教授领导的课

题组. 根据干预措施和受试者进入试验的时间

判断为非重复发表, 故同时纳入. 所有纳入文献

的基本特征见表1.

■相关报道
多项研究表明左
氧氟沙星可以安
全 、 有 效 地 初
次 和 补 救 治 疗 
H pylori 感染. 虽
然目前国内已有
不少应用左氧氟
沙星根除H pylori
的临床实验, 但未
见有针对该方案
的系统性荟萃分
析发表.
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表 1 纳入文献的基本特征

              n    失败                        不良反应                  疗程         不良反应
作者

    (L/con)      
诊断方法

   次数         
L方案

  
根除率(%)

    发生率(%)     
标准补救方案

        (d)     
根除率(%)

  发生率(%)  
Q

马春曦 et al [5]     50    RUT, UBT/    1     L 200 mg bid     76(19/25)     24(6/25)     O 20 mg bid          7     60(15/25)   20(5/25)   4

                   (25/25)    RUT, UBT            A 1 g bid       B 200 mg bid  

  (4 wk后)           O 20 mg bid       A 1 g bid   

           C 500 mg bid   

Gisbert et al [6]  100    UBT/UBT      1     L 500 mg bid     68(34/50)     36(18/50)   RBC 400 mg bid    7     68(34/50)   38(19/50)  3

                   (50/50)    (8 wk后)           O 20 mg bid       M 250 mg qid  

             A 1 g bid       T 500 mg qid    

梁志根 et al [7]     72    RUT, UBT/    1     L 200 mg bid     87(33/38)       5(2/38)     E 40 mg oid         10/    65(22/34)   29(10/34)  3

                   (38/34)    UBT(4 wk后)       A 1 g bid       B 200 mg bid       14   

             E 40 mg oid       T 1 g bid    

           F 200 mg bid 

Wong et al [8]    106    RUT, 培养, ≥1    L 500 mg bid     57(31/54)     33(18/54)   Lan 30 mg bid        7     71(37/52)   40(21/52)  5

                   (54/52)    病理/UBT           Lan 20 mg bid       B 120 mg qid 

  (6 wk后)           A 1 g bid       M 400 mg tid   

           T 500 mg qid   

Gisbert et al [9]    67    UBT/UBT      1     L 500 mg bid     67(21/31)     40(12/31)   RBC 400 mg bid    7     68(24/36)   39(14/36)  2

                   (31/36)    (8 wk后)           A 1 g bid       T 500 mg qid   

             O 20 mg bid       M 250 mg qid

Nista et al [10]    146    UBT/UBT      1     L 500 mg oid     LAR10         R 20 mg bid           7     68(34/50)        2

                   (96/50)    (4 wk后)           A 1 g bid  91(42/46)      B 120 mg qid

             R 20 mg bid       LAR7       T 500 mg qid  

      74(37/50)      M 400 mg tid 

Bilardi et al [11]     90    RUT, 培养,  1-6  L 250 mg bid     70(31/44)     25(11/44)   O 20 mg bid          7     37(17/46)   28(13/46)  3

                   (44/46)    病理/UBT           A 1 g bid       B 240 mg bid   

  (4 wk后)           P 40 mg bid       T 250 mg qid  

           M 500 mg bid   

Nista et al [12]      95    UBT/UBT      1     L 500 mg oid     LAE             LAE           R 20 mg bid           7     71(25/35)   60(21/30)  2

                   (60/35)    (4 wk后)           A 1 g bid/           87(26/30)     27(8/30)     B 120 mg qid   

             Az 500 mg oid   LAzE            LAzE      T 500 mg qid  

             E 40 mg oid       80(24/30)     23(7/30)     M 500 mg tid  

Nista et al [13]    280    UBT/UBT      1     L 500 mg oid     LAR             LAR      R 20 mg bid           7/    63(44/70)   28(20/70)  3

               (140/140)    (4 wk后)           A 1 g bid/  94(66/70)     10(7/70)      B 120 mg qid       14       7 days        7 days

             T 500 mg bid  LTR             LTR      T 500 mg qid           68(48/70)   43(30/70)

             R 20 mg bid  90(63/70)     11(8/70)     M 400 mg tid        14 days      14 days

Orsi et al [14]      100    RUT和UBT/  1     L 500 mg oid     86(43/50)       8(4/50)     R 20 mg bid         12     88(44/50)   22(11/50)  2

                   (50/50)    UBT(4 wk后)       A 1 g bid       B 240 mg bid   

             R 20 mg bid       T 500 mg tid  

           M 500 mg bid   

Perri et al [15]     120    UBT/UBT      1     L 500 mg oid     63(38/60)       5(3/60)     P 40 mg bid 7     83(50/60)   28(17/60)  2

                   (60/60)    (4 wk后)           A 1 g bid       B 240 mg bid   

             P 40 mg bid       T 500 mg qid   

           M 500 mg bid   

Wong et al [16]   109    RUT, 培养, ≥1    L 500 mg oid     91(51/56)     34(19/56)   R 20 mg bid 7     91(48/53)   58(31/53)  5

                   (56/53)    病理/UBT             Rif 300 mg oid       B 120 mg qid   

  (6 wk后)           R 20 mg bid       T 500 mg qid   

           M 400 mg tid

C: 克拉霉素; A: 阿莫西林; Az: 阿奇霉素; R: 雷贝拉唑; T: 四环素; E: 埃索美拉唑; Lan: 兰索拉唑; O: 奥美拉唑; P: 泮托拉唑; RBC: 
枸橼酸铋雷尼替丁; B: 铋剂; L: 左氧氟沙星; M: 甲硝唑; Rif: 利福布汀; F: 呋喃唑酮; Pb: 益生菌; UBT: 13C-呼气试验; RUT: 快速尿
素酶试验; Q: Jadad评分.

■创新盘点
本研究发现, 左氧
氟沙星三联方案
具有与四联补救
方案相似的根除
H pylori 疗效, 而
且可以显著降低
根除过程中不良
反应的发生率. 由
左氧氟沙星、阿
莫西林和质子泵抑
制剂组成的7 d疗
法, 可以成为一种
有效的抗H pylori
补救治疗方案.
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2.2 H pylori根除率 13篇文献对H pylori根除率

进行了描述, 其中7项研究报道含左氧氟沙星的

三联方案较四联补救方案具有较高的根除率, 
其余6项研究表明两种方案的根除率无明显变

化. 按ITT分析, 数据合并后治疗组592例患者中

459例H pylori获根除, 根除率为77.5%(95%CI = 
74.1-80.9%); 对照组415例患者中589例获根除, 
根除率为70.5%(95%CI = 66.8-74.2%), 合并OR
值为1.51 (95%CI = 0.91-2.53)(表2).
2.3 不良反应发生率 11篇文献报道了总不良反

应发生率, 其中6项研究表明含左氧氟沙星的

三联方案能降低不良反应发生率. 数据合并后, 
治疗组和对照组的总不良反应发生率分别为

21.3%(95%CI = 17.7-24.9%)和36.0%(95%CI = 
31.8-40.2%), 合并OR值0.45(95%CI = 0.29-0.71) 
(表3). 分别对特定不良反应症状进行分析, 结果

显示含左氧氟沙星的三联方案主要副反应为恶

心、腹泻、头晕、乏力、味觉障碍等.
2.4 敏感性分析 敏感性分析显示, 排除低质量文

献后, 治疗组与对照组之间的H pylori根除率依

然无明显差异, 合并OR值为1.64(95%CI = 0.79- 
3.39); 排除一项联用利福布汀的研究后, 根除率

仍无明显改变(OR  1.56, 95%CI = 0.90-2.69).
2.5 发表偏倚 漏斗图肉眼观察无明显不对称(图1), 
Egger线性回归分析显示无显著发表偏倚(P = 0.92).

3  讨论

H pylori是一种特异性定植于胃黏膜的微生物, 
在世界范围内, 其感染率超过50%, 对于消化性

溃疡、MALT淋巴瘤、萎缩性胃炎等患者须行 
H pylori根除治疗. 但是, 随着根除H pylori治疗

的普遍开展, 其耐药率逐年上升. 目前主要的

耐药药物是甲硝唑和克拉霉素, H pylori对甲硝

唑的耐药是全球性的, 并且不断上升. H pylori
对克拉霉素的耐药也呈上升趋势, 1995年未发

现耐药, 但2000年耐药率已达20%以上, 上海地

区的耐药率已由1995年的0%上升至2001年的

14.93%[17]. 含甲硝唑或克拉霉素根除方案治疗

失败的患者中, H pylori对上述两药的耐药率分

别高达75%和58%[18]. 现在认为克拉霉素和甲硝

唑的耐药性是根除失败的主要原因, 更换敏感

抗生素进行补救治疗是解决初次根除失败的关

键. 改良H pylori的治疗方案, 提高根除率, 已经

成为临床医生面临的一个重要课题. 
左氧氟沙星是氧氟沙星的左旋体, 体外抗

菌活性约为后者的2倍, 其作用机制是通过抑制

细菌DNA螺旋酶的活性, 阻止细菌DNA的合成

和复制而导致细菌死亡. 具有抗菌谱广、半衰

期长、性质稳定、耐酸、口服易吸收等特点. 
体外实验对H pylori杀菌活性左氧氟沙星强于

克拉霉素, 耐药率与阿莫西林接近, 明显低于克

拉霉素. 多项研究表明左氧氟沙星可以安全、

表 2 治疗组与对照组ITT根除率比较

     
Study or                   Levofloxacin            Control         

Weigh(%)
           Odds Ratio           Odds Ratio

Subgroup               Events      Total     Events     Total  M-H. Random. 95%CI M-H. Random. 95%CI

Bilardi 2004 31         44         17         46         8.5            4.07 [1.68, 9.83]

Gisbert 2005 21         31         24         36         7.9            1.05 [0.38, 2.92]

Gisbert 2007 34         50         34         50         8.8            1.00 [0.43, 2.32]

梁志根 2007 33         38         22         34         7.2            3.60 [1.11, 11.65]

马春曦 2008 19         25         15         25         7.0            2.11 [0.62, 7.13]

Nista 2003 66         70         44         70         7.4            9.75 [3.18, 29.87]

Nista 2004 26         30         25         35         6.7            2.60 [0.72, 9.38]

Nista 2005 37         50         34         50         8.6            1.34 [0.56, 3.19]

Orsi 2003  43         50         44         50         7.2            0.84 [0.26, 2.70]

Perri 2003 38         60         50         60         8.7            0.35 [0.15, 0.81]

Wong 2003 51         56         48         53         6.6            1.06 [0.29, 3.90]

Wong 2006 31         54         37         52         8.9            0.55 [0.24, 1.22]

Total (95%CI)            558                     561    100.0            1.49 [0.86, 2.58]

Total Events          430                    394

Heterogeneity: Tau2 = 0.65; Chi2 = 38.31, df = 11 (P<0.0001); I2 = 71%

Test of overall effect: Z  = 1.43 (P  = 0.15)                    0.01      0.1          1          10       100

        Favours control       Favours experimental

■应用要点
本 文 对 左 氧 氟
沙 星 三 联 方 案
与 常 规 四 联 补
救 方 案 治 疗 
H pylori 的随机临
床试验进行了荟
萃分析, 确定了左
氧氟沙星三联方
案在补救治疗中
的有效性, 为临床
应用奠定基础.
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有效地初次和补救治疗H pylori感染. 虽然目前

已有不少应用左氧氟沙星根除H pylori的临床

实验[15,19-20], 但未见有针对该方案的系统性荟萃

分析发表. 本文对含左氧氟沙星的三联方案与

常规四联补救方案治疗H pylori的随机临床试

验进行了荟萃分析, 结果显示无论是按ITT分析, 
还是按PP分析, 左氧氟沙星三联疗法均具有与

常规四联补救方案相似的疗效(77.5% vs  70.5%, 
P >0.05), 而且该三联方案的根除不良反应显著

降低(21.3% vs  36.0%, P <0.01). 
在根除治疗过程中 ,  常会发生腹泻、乏

力、恶心、呕吐、中上腹痛等抗生素相关不良

反应, 在四联疗法中发生率尤其升高. 这些不良

反应常常会造成治疗的中断, 从而增加H pylori
的耐药性. 本荟萃分析发现, 左氧氟沙星具有安

全性高、不良反应小的特点, 含有左氧氟沙星

的三联治疗方案在根除H pylori过程中, 不良反

应发生率也较之四联方案显著降低; 而且前者

的不良反应症状较轻、持续时间短. 
目前的临床实践中, 多采用Maast r ichtⅢ

-2005共识及中华医学会消化学分会幽门螺杆菌

共识意见中推荐的补救方案(PPI标准剂量+铋
剂三联疗法)[21]. 一般均为PPI三联疗法, 多联用

耐药率低的阿莫西林或呋喃唑酮. 联用克拉霉

素则要视各地区耐药情况而定, 青霉素过敏患

者可考虑联用克拉霉素, 甲硝唑因国内耐药率

较高则不宜联用. 本研究结果显示, 大多数纳入

的临床实验均采用PPI+左氧氟沙星+阿莫西林

的三联方案, 少数研究采用了替硝唑、利福布

汀、阿奇霉素等抗生素. 阿莫西林尽管应用广

泛, 但H pylori对该药的耐药仍少见, 而且价格便

宜、胃肠道不良反应小, 故阿莫西林可作为与

左氧氟沙星联用的抗生素之首选. 铋剂以高密

度的胶体状结构与H pylori细胞壁的脂质层紧密

缔结, 影响其合成, 致使细菌死亡, 该机制独立

于细菌耐药变异, 因此铋剂也可以考虑应用于

左氧氟沙星补救治疗方案中. 左氧氟沙星用于

一线方案时疗程为1 wk, 用于二线或补救方案

时疗程至少7 d, 剂量为200 mg(每天2次)或500 
mg(每天1次). 

总之, 本荟萃分析结果显示左氧氟沙星三联

表 3 治疗组与对照组不良反应发生率比较

     
Study or                   Levofloxacin            Control         

Weigh(%)
           Odds Ratio           Odds Ratio

Subgroup               Events      Total     Events     Total  M-H. Random. 95%CI M-H. Random. 95%CI

Bilardi 2004 11         44         13         46       10.1            0.85 [0.33, 2.16]

Gisbert 2005 12         31         14         36         9.6            0.99 [0.37, 2.66]

Gisbert 2007 18         50         19         50       11.3            0.92 [0.41, 2.07]

梁志根 2007   2         38         10         34         5.5            0.13 [0.03, 4.84]

马春曦 2008   6         25           5         25         6.9            1.26 [0.33, 0.66]

Nista 2003   7         70         20         70       10.1            0.28 [0.11, 0.71]

Nista 2004   8         30         21         35         8.5            0.16 [0.05, 0.48]

Orsi 2003    4         50         11         50         7.7            0.31 [0.09, 1.05]

Perri 2003   3         60         17         60         7.3            0.13 [0.04, 0.48]

Wong 2003 19         56         31         53       11.6            0.36 [0.17, 0.79]

Wong 2006 18         54         21         52       11.5            0.74 [0.33, 1.63]

Total (95%CI)       508                506           100.0            0.45 [0.29, 0.71]

Total Events          108                    182

Heterogeneity: Tau2 = 0.30; Chi2 = 21.53, df = 10 (P  = 0.02); I2 = 54%

Test of overall effect: Z  = 3.45 (P  = 0.0006)                     0.01      0.1          1          10      100

        Favours control       Favours experimental

图 1 荟萃分析入选文献漏斗图.
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■同行评价
本文选材及数据
纳入较为合理, 结
论客观, 有临床指
导意义.
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方案具有与四联补救方案相似的根除H pylori
疗效, 而且可以显著降低根除过程中不良反应

的发生率. 由左氧氟沙星、阿莫西林和质子泵

抑制剂组成的7 d疗法, 可以成为一种有效的抗

H pylori补救治疗方案. 
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