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Abstract
Hepatitis C virus (HCV) is a major causative 
agent of chronic hepatitis, liver cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma. At present, the 
molecular pathogenesis of HCV-induced liver 
diseases is largely unknown. This review will 
highlight recent results providing an idea 
of how HCV structural and non-structural 
proteins affect RNA replication, viral particle 
assembly and release, and how these proteins 
interfere with the intracellular signaling 
pathways and finally evade host defense. 
Elucidation of the molecular mechanism by 
which HCV regulates host response may 
facilitate revealing targets for novel therapeutic 
vaccines and drugs.

Key Words: Hepatitis C virus; Viral protein; Virus-
host interaction; Biological role

Tang N. Biological role of hepatitis C virus proteins. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2863-2870

摘要
丙型肝炎是由丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)引起的传染性疾病, 是慢性肝病的主要
原因之一. 本文系统阐述病毒编码蛋白通过直
接与细胞内重要调节分子结合, 以病毒-宿主
细胞相互作用方式影响细胞重要的信号通路, 
导致细胞增殖、分化等发生异常, 干扰机体免
疫防御功能, 削弱宿主对HCV感染细胞的抗
病毒应答, 有利于慢性持续性感染的建立, 最
终促使HCV相关肝病的发生和发展. 加强对
病毒蛋白生物学功能的研究, 将有助于探讨
HCV致病机制和免疫逃逸机制, 对HCV特异
靶向药物和治疗性疫苗的研究和开发也具有
重要的意义.

关键词: 丙型肝炎病毒; 病毒蛋白; 病毒-宿主相互

作用; 生物学功能
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0  引言

丙型肝炎是由丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)引起的传染性疾病, 主要通过血源传播, 
是慢性肝病的主要原因之一. 目前全球范围内

HCV感染率约3%, 感染总人数超过2亿[1-2], 我
国约4000多万人感染HCV. 成年人感染HCV后, 
慢性持续性感染高达60%-85%, 远远高于乙型

肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染慢性化率

(5%-10%), 并可进一步发展成肝纤维化、肝癌[3-4], 
目前尚无预防HCV感染的疫苗和抗病毒药物, 
HCV感染已经成为严重威胁人类健康的社会公

共卫生问题. 
HCV相关的慢性肝损伤发生在病毒感染后

多年, 传统观念认为机体免疫反应造成肝细胞

的慢性炎症、细胞坏死和肝纤维化等在HCV相

关肝病的发病中起主导地位. 随着HCV感染致

病机制研究的进一步深入, “宿主因素”占致

病主导地位的观念近年来有所改变, 目前更倾

向认同“病毒-宿主”相互作用、相互影响最

www.wjgnet.com
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■背景资料
HCV是有被膜的
单股正链RNA病
毒, 属黄病毒科丙
型肝炎病毒属, 主
要在肝细胞中复
制, 是引起输血后
非甲-非乙型肝炎
的主要致病因子. 
HCV基因组变异
大, 主要分为6个
基因型, 80多个亚
型 .  HCV相关的
慢性肝损伤发生
在病毒感染后多
年, 传统观念认为
机体免疫反应造
成肝细胞的慢性
炎症、细胞坏死
和肝纤维化等在
HCV相关肝病的
发病中起主导地
位. 随着HCV感染
致病机制研究的
进一步深入, “宿
主因素”占致病
主导地位的观念
近年来有所改变, 
目前更倾向认同
“病毒-宿主”相
互作用、相互影
响最终导致疾病
的发生. 加强对病
毒蛋白生物学功
能的研究, 将有助
于探讨HCV致病
机制和免疫逃逸
机制, 对HCV特异
靶向药物和治疗
性疫苗的研究和
开发也具有重要
的意义.

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
器官移植中心病
理室 



终导致疾病的发生. 最近的研究表明病毒能够

以直接的方式, 即通过病毒-宿主细胞相互作用

进而影响细胞重要的信号通路, 导致细胞的增

殖、分化等发生异常, 干扰机体免疫防御功能, 
有利于慢性持续性感染的建立, 最终促使HCV
相关肝病的发生和发展. 

1  HCV编码蛋白生物学功能

HCV是有被膜的单股正链RNA病毒, 属黄病毒

科丙型肝炎病毒属, 主要在肝细胞中复制, 是
引起输血后非甲-非乙型肝炎的主要致病因子. 
HCV基因组变异大, 主要分为6个基因型, 80多个

亚型[5]. HCV基因组全长约9.6 kb, 分为5'非翻译

区(UTR), 一个开放阅读框架(ORF)和3'非翻译区. 
5'UTR含有内部核糖体进入位点(IRES), 3'UTR与
复制起始有关. ORF编码一个约3008-3037个氨

基酸的多蛋白前体, 在宿主细胞信号肽酶和病毒

蛋白酶的共同作用下加工成至少10种病毒蛋白, 
依次为NH2-Core-E1-E2-p7-NS3-NS4A-NS4B-
NS5A-NS5B-COOH[6]. 最近发现了一个由Core编
码序列的核糖体读码框架移位产生的约17 kDa
蛋白, 称为核糖体读框移位替代蛋白(alternative 
ribosomal frameshift protein, ARFP)或F(frameshift)
蛋白[7-8]. 
1.1 结构蛋白生物学功能 
1.1.1 核心蛋白: 核心蛋白位于HCV编码多蛋白

前体N端, 下游是被膜蛋白E1、E2; 编码基因

由573个核苷酸组成, 编码191个氨基酸的核心

蛋白. 加工成熟的核心蛋白约有172-182个残基

(P21), 富含脯氨酸、精氨酸和赖氨酸, 亲水性

高, 抗原性强, 无糖基化位点, 在病毒株和株之

间相对保守[9]. 核心蛋白除主要组成病毒核衣壳

外, 还具有多种功能: 能与病毒RNA结合, 调节

HCV RNA转录, 参与病毒颗粒装配, 并与宿主

细胞糖蛋白相互作用完成病毒颗粒的成熟与分

泌[10]. 
最近的研究表明, HCV核心蛋白同样在细

胞信号转导、转录因子调控、细胞凋亡以及细

胞的转化过程中发挥了重要作用. HCV核心蛋

白具有促进细胞转化功能, HCV核心蛋白的转

基因小鼠肝细胞增殖加快, 肝细胞的氧化应激

反应性明显增强, 肝纤维化发生率增加[11]. 目前

对HCV核心蛋白促细胞增殖效应的作用机制尚

不明确, 推测与Cyclin E上调或STAT3磷酸化导

致的MAPK通路活化相关, 也有报道HCV核心

蛋白转染HepG2细胞后激活NF-κB, 进而增强
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TGF-α转录活性, 最终活化MAPK/ERK通路刺

激细胞增殖[12]. 
核心蛋白能直接和P53[13]、P73[14]、pRb[15]

等肿瘤抑制蛋白结合, 调节C y c l i n-依赖激酶 
(CDK)抑制因子P21/Waf的表达[16], 而P21/Waf
是P53的转录调控靶位, 核心蛋白通过直接调节

Cyclin/CDK复合物的功能, 参与细胞周期异常

改变和肿瘤的发生. 此外, 核心蛋白还能与LZIP
蛋白[17]、hnRNP K蛋白[18]、RNA解旋酶DEAD 
box DDX3蛋白[19]等结合. 

在表达核心蛋白的细胞和转基因小鼠模型

中证实core能与线粒体蛋白伴侣分子Prohibitin
结合[20], 破坏Prohibitin与线粒体DNA编码的细

胞色素C氧化酶(COX)的相互作用, 导致COX活

性下降, 线粒体功能障碍, 肝细胞氧化应激损伤. 
1.1.2 E1和E2: 位于病毒表面的包膜糖蛋白, 介
导病毒与细胞表面受体结合和HCV入胞. E1和
E2高度糖基化, 形成一个非共价异二聚体. 其中

E2是与细胞膜上CD81和清道夫受体B1(SR-B1)
结合的主要配体[21-22]. E2与IFN诱导的蛋白激酶

PRK结合, 抑制了IFN-γ的产生和NK细胞的细胞

毒效应, 是病毒逃逸机体免疫的重要因素之一[23]. 
1.1.3 P7: 由63个氨基酸组成的疏水多肽, N端和

C端均朝向ER腔, 在ER膜上寡聚化并形成具备

离子通道功能的疏水孔, P7不直接参与HCV病

毒的复制, 但对病毒的组装和释放具有重要作

用[24]. 
1.1.4 ARFP/F蛋白: 生物信息学分析表明HCV核

心蛋白编码区存在一段高度保守的基因序列, 
最早被认为是维系HCV RNA的二级结构所需. 
1998年Walewski et al首次利用生物信息学证实

核心蛋白读码框-2/+1位重叠有功能可变的开放

阅读框[7], 随后在体外无细胞系统中成功鉴定了

ARFP/F的表达[8]. 
体外H C V亚病毒复制子模型实验表明 , 

ARFP/F蛋白对于HCV复制不是必需的, 但F蛋
白基因序列中隐藏有保持R N A二级结构完整

性的关键核苷酸(Stem-loop, SL47, nt 388-425; 
SL87, nt 428-508)[25], 一旦破坏了高度保守的

RNA茎环结构, 病毒基因组的复制和翻译将被

阻断[26]. 
ARFP/F蛋白能降低内源性P21 cdk的表达

水平, 通过与MM-1结合阻断MM-1对c-Myc的抑

制作用[27], 增强c-Myc、下调P53的转录活性[28], 
增加凋亡相关基因LGALS1, PRKCZ以及原癌

基因FHL2的表达水平[29]. 因此ARFP/F蛋白可能
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参与感染肝细胞增殖、分化和凋亡调节, 并与

HCV感染慢性化和细胞转化、肿瘤的发生密切

相关. 
研究还发现, ARFP/F蛋白可刺激树突状细

胞IL-6, IL-8和MCP-1和MP-1β的产生, 而IL-6, 
IL-8和MCP-1参与HCV感染慢性肝损伤的发生, 
提示ARFP/F蛋白直接与肝纤维化进程中炎症因

子异常高表达密切相关[30-31]. 
前折叠素(prefoldin)与伴侣素(chaperon)结

合作为伴侣复合物, 对真核细胞内肌球蛋白和

微管蛋白的正确折叠发挥重要作用. HCV 1a F
蛋白与细胞内前折叠素2(prefoldin 2, PFD2)相互

作用, 干扰PFD复合物的正常功能, 导致微管蛋

白细胞骨架的异常装配, 有助于HCV持续性、

慢性感染状态的建立[32]. 
1.2 非结构蛋白

1.2.1 NS2/3蛋白水解酶: NS2/3是翻译的第一个

非结构蛋白, 负责NS2和NS3的分子内切割. 其
高度疏水性的N端包含了多个跨膜片段, 序列同

源性分析表明: NS2/3与GB病毒、牛病毒性腹泻

病毒(bovine viral diarrhea virus)NS2/3区域高度

同源, 其中H952, E972, C993氨基酸残基在HCV
所有基因型的NS2/3区高度保守[33], 提示与蛋白

水解酶功能密切相关. 实验证实, NS2仅需NS3
前两位氨基酸即能发挥基本水解酶活性, NS3的
81-213位氨基酸包含了Zn2+结合位点, 是NS2蛋
白水解酶的重要功能辅助区[34]. 

NS2/3蛋白水解酶对HCV的复制是否必需

目前还有一定争议. 用去除NS2/3的HCV感染黑

猩猩, 病毒丧失了持续感染的能力; 体外亚病毒

复制子系统的复制也需要NS2/3蛋白酶的水解

作用. 体外有效复制的嵌合病毒株Con1, H77或
J6其结构蛋白与JFH-1非结构蛋白的最佳连接

部位均提示位于NS2第1个跨膜域之后[35]. 但在

Huh7细胞模型中, 去除NS2/3后HCV同样能够有

效复制. 由于HCV复制场所位于NS蛋白组成的

膜网复合物中, 而NS2是一种靶向ER的膜内蛋

白, 同时与其他NS蛋白的相互作用已被证实[36], 
因此推测NS2可能作为一种辅助分子间接参与

病毒复制. 
蛋白酶水解后的NS2对NS5A超磷酸化形式

P58的产生有重要作用[37], NS2还抑制NF-κB、
亚铁螯合酶、SV40、CMV、TNF-α等多种报

告基因启动子的表达[38], 瞬时转染和稳定表达

HCV NS2的细胞增殖率减慢, 细胞周期捕获在S
期, 同时细胞周期调节蛋白Cyclin A RNA和蛋白

的表达减少[39]. HCV NS2转基因小鼠肝组织内

Fas介导的细胞凋亡和caspase3/7的活性被抑制, 
CIDE-B诱导的细胞凋亡也被抑制(CIDE-B, cell 
death-inducing DFF-like effector B, 细胞死亡诱

导的DFF45样效应分子, 促进细胞死亡和DNA
片段化)[40]. NS2还能与致炎因子CCL5/RANTZS
的产生密切相关, 通过调节宿主细胞环境, 有利

于病毒持续感染, 参与HCV致病机制的发生[41]. 
1.2.2 NS3: 为69 kDa的多肽分子, 包含2个酶活

性部位: N端1/3(1026-1206位氨基酸)为丝氨

酸蛋白水解酶, 酶催化三联体为His 1083, Asp 
1107以及Ser1165, 该水解酶需要NS4a作为共

辅助分子, 切割所有的下游NS蛋白[42]. C端2/3
包含RNA解旋酶/核苷三磷酸酶, NS3的蛋白水

解酶和解旋酶对于HCV病毒复制至关重要. 此
外NS3/4a蛋白水解酶还参与HCV对机体固有

免疫应答(innate immune)的逃逸: NS3/4a降解

IFN诱导产生的RIG-1经典通路中关键辅助蛋白

VISA, MAVS和cardif[43], 切割Toll样受体转换因

子TRIF[44], 最终抑制Ⅰ型IFN的产生, 削弱宿主

细胞对HCV感染的抗病毒应答. 
NS3 C端解旋酶与N端蛋白水解酶在功能上

有一定交叉, 是DEXD/H-box解旋酶超家族成员

之一[45], 可以解开RNA-RNA底物, 参与病毒的

早期装配. 
1.2.3 NS4A: 由54个氨基酸组成, 作为NS3蛋白

水解酶的共辅助分子, 其跨膜螺旋位于NS4A的

N端疏水区, 能将NS3-NS4a复合物锚定于细胞

膜内, 便于蛋白的水解和RNA复制[46]. NS4A中

心区(21-34 aa)为NS3活化必需区, 而酸性C端通

过调节NS5a磷酸化状态参与HCV的复制[47]. 
1.2.4 NS4B: 为27 kDa的跨膜蛋白, 主要功能

是诱导形成特异的“膜网结构”(Membranous 
w e b), 为H C V R N A在细胞内的复制场所 [48]. 
N S4B能与N S3相互作用, 其基因多态性影响

HCV复制效率. NS4B C端包含GTP结合位点, 初
级内涵体蛋白Rab5能与NS4B C端结合, 参与复

制复合物形成[49]. 
1.2.5 NS5A: N端含有3个结构功能域[50], 结构域

Ⅰ最大也最为保守, 为预测的RNA结合套状结

构, 体外实验证实能与RNA结合. 结构域Ⅱ和Ⅲ

在不同基因型序列差异较大, 其中结构域Ⅲ参

与病毒的产生和释放: 在HCV cc模型中, 结构域

Ⅲ C端缺失或替代突变后, 不能产生感染性病毒

颗粒. NS5A的磷酸化状态也与病毒的复制密切

相关, 磷酸化NS5A的选择性抑制剂能刺激野生

■应用要点
加强对病毒蛋白
的生物学功能研
究, 将有助于探讨
HCV致病机制和
免疫逃逸机制, 特
别是对HCV特异
靶向药物的开发
和治疗性疫苗的
研究具有重要的
意义.
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型HCV RNA的复制[51]. 
此外, N S5A的磷酸化状态可影响其与囊

泡转运蛋白hVAP-A相互作用[52], 并最终调节

病毒复制复合物的形成. 宿主细胞的一些结合

蛋白, 如FBL2(F-box和亮氨酸富集重复蛋白2), 
hVAP-B, FKBP8(免疫亲和素家族成员)等[53-54]通

过与NS5A的结合, 对病毒复制发挥重要作用. 
NS5A还通过干扰细胞内重要信号通路调节蛋白

如Grb2, PI3K, P53或Raf-1的功能, 调控细胞周期

调节基因的表达, 进而影响细胞增殖和凋亡[55-57]. 
1.2.6 NS5B: 为68 kDa的多肽分子, 为RNA依赖

的RNA聚合酶(RdRp), 主要生物学功能为合成

HCV基因组互补的负链RNA[58]. NS5B晶体结构

提示酶活性部位位于手指及拇指结构域, NS5B 
C端跨膜区与细胞膜相互作用, 对HCV的复制也

非常重要. 
蛋白激酶C相关激酶2(P R K2)与N S5B手

指结构域结合 ,  调节N S5A的磷酸化状态 [59], 

表  1  HCV编码蛋白在病毒复制过程中的生物学功能

     
病毒蛋白						      功能				            参考文献

Core protein	 组成病毒核衣壳; 与病毒RNA结合, 调节HCV RNA转录; 参与病毒颗粒装配; 	           9-10, 

		  与LZIP蛋白、hnRNP K蛋白、RNA解旋酶DEAD box DDX3蛋白相互作用	         17-19

		  参与病毒颗粒的成熟与分泌. 	

E1和E2		  介导病毒与细胞表面受体结合和HCV入胞. 				            21-22

P7		  参与病毒的组装和释放. 						              24

ARFP/F蛋白	 对HCV复制不是必需的, 但带有保持HCV RNA二级结构完整性的关键核苷酸	         25-26,32

		  (SL47和SL87); 与PFD2相互作用, 有利于病毒持续感染状态的建立. 		

NS2/3		  对病毒的复制是否必需存在争议, 可作为一种辅助分子间接参与病毒复制. 	         35-36

NS3		  NS3蛋白水解酶和解旋酶对于HCV病毒复制至关重要, 还参与病毒的早期装配. 	         42,45

NS4A		  为NS3蛋白水解酶的共辅助分子, 将NS3-NS4A复合物锚定于细胞膜内, 便于	         46-47

		  蛋白的水解和RNA复制; 通过调节NS5A磷酸化状态参与HCV的复制. 		

NS4B		  诱导形成膜网结构, 为HCV RNA细胞内复制场所; 与Rab5结合, 参与病毒复制. 	         48-49

NS5A		  NS5A磷酸化状态与病毒的复制密切相关; N端结构域I能与RNA结合, 结构域Ⅲ	         50-54

		  参与病毒的产生和释放; 与hVAP-A, FBL2等结合, 调节病毒的复制. 		

NS5B		  RNA依赖的RNA聚合酶, 为病毒复制的关键酶. C端跨膜区与细胞膜的相互作用, 	         58-61

		  对HCV的复制也非常重要, CyPA(Cyclophilin A)与NS5B结合后可以明显抑制

		  HCV RNA的复制. 	

表  2  HCV编码蛋白调控宿主细胞信号通路、参与慢性肝细胞损伤

     
病毒蛋白						      功能				              参考文献

Core protein	 激活NF-κB通路, 增强TGF-α转录活性, 活化MAPK/ERK通路刺激细胞增殖. 	          12

		  和P53、P73、pRb等肿瘤抑制蛋白结合, 调节Cyclin-D依赖激酶(CDK)抑制	          13-16

		  因子P21/Waf的表达. 

		  肝细胞增殖加快, 肝纤维化发生率增加; 与线粒体蛋白伴侣分子Prohibitin结合, 	          11-12,20

		  肝细胞的氧化应激反应性明显增强.  	

 E2		  激活MAPK通路, 使ERK和P38磷酸化, 细胞增殖活跃. 			            63

ARFP/F蛋白	 降低内源性P21 cdk的表达水平, 通过与MM-1结合阻断MM-1对c-Myc的抑制	          27-29

		  作用, 增强P53、c-Myc的转录活性, 增加凋亡相关基因LGALS1, PRKCZ以及原癌

		  基因FHL2的表达水平. 	

NS2/3		  抑制NF-κB、亚铁螯合酶、SV40、CMV、TNF-α等多种报告基因启动子的表达.           38

		  抑制凋亡, 细胞增殖率减慢, 细胞周期调节蛋白Cyclin A表达减少. 		           39-40

		  与致炎因子CCL5/RANTZS的产生密切相关. 				             41

NS3/4A		  激活MAPK, TNF-α, EGF等信号通路, 调控细胞增殖与病毒复制. 		           64-66

NS4B		  激活Akt通路, 增加sterol regulatory element-binding proteins(SREBPs)的转录. 	          67

NS5A		  干扰细胞内重要信号通路调节蛋白如Grb2, PI3K, P53或Raf-1的功能, 还可能	          55-57

		  调控细胞周期调节基因的表达, 进而影响细胞增殖和凋亡. 	

NS5B		  与蛋白激酶C相关激酶2(PRK2)结合, 调节NS5b的磷酸化. 			            59

■同行评价
本文对丙型肝炎
病毒的结构研究
进展进行了系统
梳理, 引用文献恰
当, 文笔流畅, 对
于从事肝病以及
病毒学研究的人
员无疑起到了很
好的参考作用.



www.wjgnet.com

唐霓. 丙型肝炎病毒编码蛋白的生物学功能								                  2867

h VA P-B、核仁素的甘氨酸/精氨酸富集区也

能与NS5B结合[60], 此外CyPA(Cyclophilin A)
与NS5B结合后可以明显抑制HCV RNA的复

制[61]. 
HCV编码蛋白参与病毒复制、调控宿主细

胞信号通路、参与慢性肝细胞损伤以及逃逸机

体固有免疫的分子机制见表1-3.

2  结论

上述HCV编码蛋白的生物学功能, 仅仅是病毒

完成复杂生活周期的一小部分. 加强对病毒蛋

白的生物学功能研究, 将有助于探讨HCV致病

机制和免疫逃逸机制, 特别是对HCV特异靶向

药物的开发和治疗性疫苗的研究具有重要的意

义. 比如了解NS3通过降解RIG-1经典通路中关

键辅助蛋白以及TRIF抑制Ⅰ型IFN的产生, 从
而削弱宿主细胞对HCV感染的抗病毒应答, 已
经设计和开发了针对NS3蛋白水解酶的抑制剂

Telaprevir和boceprevir. 又如CyPA(Cyclophilin A)
与NS5b结合后可以明显抑制HCV RNA的复制, 
可以采用CyPA类似药物环孢霉素D(cyclosporin 
D)可以特异抑制病毒的复制. 再如对病毒复制

过程关键酶NS5B晶体结构的详细解析, 对开发

特异性阻断病毒复制的药物如R1626, VCH916
等具有重要的指导意义[62]. 相信对HCV编码蛋

白生物学功能的认识将随着生物信息学、结构

生物学、分子病毒学等基础学科的不断发展和

更新得到丰富和拓展.  
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of SN-
38-loaded polymeric micelles and compare 
their inhibi tory ef fect on human gastr ic 
adenocarcinoma BGC-823 cells with that of free 
SN-38.

METHODS: SN-38/PCL-PEG nanoparticles 
(SN-38-NP) were synthesized by solvent diffu-
sion method. The morphology of nanoparticles 

were detected by atomic force microscopy and 
transmission electron microscopy. The drug 
loading content, encapsulation efficiency, and 
in vitro release of SN-38-NP were evaluated 
by ultraviolet spectrophotometry and high-
performance liquid chromatography (HPLC). 
The effects of SN-38-NP on the proliferation 
of BGC-823 cells were examined by methyl 
thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. The level of 
reactive oxygen species (ROS) was detected by 
dichlorofluorescein (DCF) assay. 

RESULTS: The average diameter of drug-loaded 
nanoparticles was less than 100 nm. The drug-
loaded nanoparticles had higher drug loading 
content (about 11%) and encapsulation efficiency 
(about 80%) than free SN-38. SN-38 could be ef-
fectively incorporated into nanoparticles with 
core-shell structure to act as a water-soluble con-
trolled release drug delivery system. The results 
of MTT assay showed that the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) of SN-38-NP was 
obviously lower than that of free SN-38 at 24 
and 72 h after treatment (P < 0.05) though there 
was no significant difference at 48 h. Although 
both free SN-38 and SN-38 nanoparticles could 
increase ROS production, the SN-38-NP induced 
more ROS at low concentrations (P < 0.05). 

CONCLUSION: SN-38-NP could be effectively 
incorporated into core-shell nanoparticles to act 
as a water-soluble controlled release drug deliv-
ery system. SN-38-NP is superior to free SN-38 
in restraining the growth of tumor cells even at 
low concentrations. 

Key Words: SN-38; Nanoparticle; Gastric cancer; 
BGC-823; Oxidative stress
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摘要
目的: 检测喜树碱活性代谢产物SN-38载药纳
米微球(SN-38-np)的各项特征, 比较该载药纳
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■背景资料
羟基喜树碱活性
代谢产物SN-38, 
是喜树碱经化学
结构改进而制得
的衍生物, 具有抗
癌作用强、活性
高等特点. 为了提
高SN-38及其他喜
树碱衍生物的水
溶性并延长其体
内半衰期, 学者已
开始对其剂型进
行改造. 

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科



米微球与裸药抗人胃癌肿瘤细胞BGC-823的
效果. 

方法: 用溶剂分散法制备SN-38/PCL-PEG纳
米微球. 原子力显微镜和透射电子显微镜观察
纳米微球形态, 采用高效液相色谱法(HPLC)
测定SN-38浓度并计算该载药微球载药量、

包封率及描绘其体外释放曲线. 采用MTT法
观察该微球对人胃癌细胞株B G C-823的生
长抑制效果, 荧光显微镜检测细胞内活性氧
(ROS)水平.  

结果: 微球为不规则的圆形, 平均粒径小于100 
nm. 载药量11%左右, 包封率80%左右; SN-38
纳米微球可稳定溶解于水中且具有良好的
缓释特性; MTT结果显示, 较低浓度的SN-38
载药纳米微球在72 h抑制肿瘤效果明显优于
SN-38裸药, 同时计算IC50发现SN-38载药纳米
微球在24 h和72 h的IC50明显低于SN-38裸药
(P <0.05), 两者48 h时间点的IC50相当; 细胞内
活性氧(ROS)检测结果显示: 裸药和载药微球
均可明显诱导ROS产生, 在较低作用浓度时, 
SN-38载药纳米微球可比裸药诱导产生更多
的细胞内ROS产物. 

结论: SN-38载药纳米微球可使细胞内达到并
维持有效药物浓度, 即使在较低作用浓度下亦
可持续有效的抑制肿瘤细胞生长, 效果明显优
于相同浓度下SN-38裸药. 
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0  引言

喜树碱(camptothecin, CPT)是一种从珙桐科植

物喜树中分离得到的细胞毒性生物碱, 因其对

哺乳细胞中DNA和RNA的合成有明显的抑制

作用而获得临床的广泛重视[1]. 大规模临床试

验均证实了其对消化系恶性肿瘤, 如胃癌, 肠癌

等以及急慢性粒细胞白血病、膀胱癌等有较好

的疗效[2-3]. 但由于他能引起骨髓抑制、呕吐、

腹泻和严重出血等不良反应限制其在临床的进

一步应用[4]. 羟基喜树碱(7-乙基, 10-羟基喜树

碱, hydroxycamptothecin, HCPT)的活性代谢产

物SN-38, 是喜树碱经化学结构改进而制得的衍

生物, 具有抗癌作用强、抗癌活性高, 在多种人
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肿瘤移植细胞中显示出潜在的活性, 可与多种

抗肿瘤药物配伍产生协同作用且无交叉耐药等

特点[5], 其作用机制主要是通过抑制DNA拓扑异

构酶Ⅰ(TopoⅠ)抑制细胞分裂, 同时诱导细胞内

活性氧产物增多诱导多个凋亡相关途径[6]. 由于

SN-38存在E-内酯环闭环结构而极难溶于水, 目
前临床使用的SN-38是经过碱化开环后溶于水

的羧酸盐注射液, 但是其质量不稳定、开环后

活性降低、体内半衰期短、代谢较快等缺陷严

重影响疗效. 为了提高SN-38及其他喜树碱衍生

物的水溶性并延长其体内半衰期, 学者已开始

对其剂型进行改造[7]. 近年来, 两亲嵌段共聚物

(amphiphilic block polymer)微球药物剂型逐渐成

为生物医学工程以及药物、基因[8]等领域研究

较多的材料之一, 尤其是在药物的控释、缓释、

靶向以及智能药物缓释系统中的应用受到了广

泛的关注[9]. 他由亲水和疏水链节组成球形芯-壳
微球结构. 疏水嵌段组成的微球的芯可以用为微

药库, 而围绕芯核的亲水嵌段构成水合性外壳可

保护内核逃避肝脏吞噬细胞的吞噬, 其粒径小, 
可在体内缓释, 延长药物的体内半衰期并产生独

特分布[10-11]. 因此, 本实验选用美国FDA批准可

用于人体的聚己内酯-聚乙二醇(PCL-PEG)作为

载体高分子材料制备SN-38纳米微球, 并对其性

能, 表征以及体外抑瘤效果等进行了考察. 

1  材料和方法

1.1 材料 SN-38, 聚己内酯(使用前用CaH2干燥后

减压蒸馏), 单甲氧基聚乙二醇(mPEG, 相对分

子质量为4000 Da), MTT试剂, 2, 7二氯二氢荧光

素乙酰乙酸(DCFDA)均购自美国Sigma公司; 人
胃癌BGC-823细胞株购自中国科学院上海细胞

生物所; RPMI 1640培养基、胎牛血清(FBS)购
自美国Invitrogen公司; 其他试剂为进口或国产

分析纯. 激光粒径测定仪(美国Brookheaven公
司), 红外测定仪(美国Brookheaven公司), 原子力

显微镜(日本Seiko公司), 透射电子显微镜(美国

Brookheaven公司), 荧光显微镜(日本Nikon公司). 
1.2 方法 
1.2.1 载体材料的合成以及SN-38纳米微球的制

备: 用开环聚合法制备PCL-PEG二嵌段共聚物[12], 
其中PCL为相对分子质量20000 Da, PEG为相对

分子质量4000 Da. 采用溶剂分散法制备SN-38
微球: 将一定量的SN-38与PCL-PEG溶于丙酮, 
将得到的溶液滴入正在搅拌的水中, 透析除去

其中所含的丙酮即得到SN-38纳米微球. 空白纳
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米微球的制备采用相同的方法但只不加SN-38. 
1.2.2 SN-38纳米微球的形态观察以及粒径分布: 
用原子力显微镜和透射电子显微镜观察SN-38
纳米微球的形态, 并用动态光散射仪测定纳米

微球的粒径. 
1.2.3 SN-38纳米微球的载药量以及包封率的

测定: 取出一定量的载药微球的分散液在40℃
下真空干燥, 残留物经准确称质量后溶解于一

定量的流动相, 高效液相色谱(HPLC)测定微球

中SN-38的含量[13]. SN-38流动相为磷酸二氢钠

(pH3.1, 25 mmol/L)和乙腈胺50∶50体积比配

制. 在紫外波长微265 nm处测定吸光度, 根据

标准曲线求出溶液中的SN-38含量, 进而根据

以下公式得出载药量(loading capacity)和包封

率(encapsulation efficiency): 载药量 = 载药纳米

微球中所含的药物量(MSN-38)/微球的总质量

(MSN-38+MPEG-PBLG)×100%; 包封率 = 载药

纳米微球中所含的药物量(MSN-38)/投入的总药

量(MSN-38投药量)×100%.
1.2.4 SN-38纳米微球的体外释放实验: 将一定

量的SN-38微球溶液放入透析袋中(Cut-off相对

分子质量为12 000 Da), 然后将透析袋完全浸入

0.01 mol/L PBS, pH7.4, 整个释放实验于37℃下

进行. 分别于1、2、5、9、24、36、48、75、
90、100 h时间点取出外液, 并加入新的等量

PBS. 所得到的不同时间点的外液用HPLC法测

定SN-38浓度, 并描绘体外累积释放特征. 色谱

测定方法同上.
1.2.5 SN-38纳米微球作用的细胞增殖实验: 细
胞在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液

中培养. 在96孔板中每孔接种细胞103/100 μL, 

37℃, 50 mL/L CO2, 连续培养24 h后吸弃上清液, 
加入含不同浓度SN-38的培养基每孔100 μL, 继
续培养至不同时间点, 逐孔中加入MTT溶液(5 
g/L)20 μL,  4 h后去上清, 加入150 μL DMSO振

荡10 min后比色, 选择 490 nm波长处测定吸光

值(酶标仪, Bio-Rad680, 美国). 计算SN-38的半

数抑制浓度IC50值. 
1.2.6 SN-38纳米微球对细胞内活性氧(ROS)水
平的影响: 采用荧光探针2, 7-二氯二氢荧光素

乙酰乙酸(DCFDA)检测细胞内活性氧的含量. 
设置SN-38裸药组, SN-38微球组及相应的对照

组. 转种人胃癌细胞株BGC-823细胞于6孔培养

板中, 待细胞生长至70%汇合时更换培养液, 加
入SN-38裸药与SN-38纳米微球(剂量均对应于

SN-38裸药, 15 µg/L)干预相应时间, 于实验结束

前30 min加入4 µmol/L DCFDA, 继续37℃孵育

30 min, PBS洗2次, 应用荧光显微镜检测荧光(激
发光492 nm, 发射光530 nm), 于培养板不同位置

随机选择6处成像, 荧光图片通过Image-Pro  Plus 
version 6.0软件分析细胞内荧光强度, 荧光强度

与ROS产物水平成正相关. 
统计学处理 所有统计分析均通过SPSS11.5 

统计软件完成 .  正态分布的资料应用t 检验和

方差分析比较差异. 数据均用mean±SD表示. 
P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 SN-38纳米微球的表征及载药量, 包封率的

测定 可见所得到的微球为不规则的圆形, 表面

光滑, 其平均粒径小于100 nm. 通过调整投料比, 
从初始投药比5∶1, 提高到10∶4, 所测的载药

量在11%左右, 包封率则在80%左右(图1, 表1). 
2.2 SN-38纳米微球的体外释放实验 SN-38纳米

微球具有良好的体外突释-缓释特性, 在最初的6 
h内, 大约有35%的SN-38释放, 而在随后的3 d内, 
总共释放出了62%左右的SN-38(图2). 由此可以

表  1  SN-38纳米微球的主要性质 (mean±SD)

     
微球               粒径(nm)     多分散性     载药量(%)  包封率(%)

空白微球 　 78.3±0.9  0.14±0.04        NA           NA

SN-38微球  90.1±2.5  0.15±0.06  11.5±2.2   80±6.5

图  2  载药纳米微球的体外释放曲线.
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图  1  所制备的微球形态. A: 电镜; B: 原子力显微镜.
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发现SN-38被载入纳米微球后, 可以达到一个长

时释放的效果, 同时由于两亲嵌段高分子共聚

物的特性, 即一端疏水, 一端亲水, 使得SN-38在
开始的几小时内有一个突释效应, 随后则表现

为缓释的特点. 这样使得该微球在体内发挥疗

效时可以通过最初的突释来达到一个较高的血

药浓度, 而随后的长时释放则为保持一定的有

效浓度提供了保证, 从而达到了长效缓释的抗

肿瘤效果. 
2.3 SN-38纳米微球对细胞增殖活性的影响 对于

人胃癌细胞株BGC-823细胞, SN-38纳米微球与

SN-38裸药都具有明显的杀伤作用, 且都具有浓

度以及时间依赖性(图3A-B); 空白载药微球则对

细胞生长基本无毒性(图3C); 较低浓度的SN-38
载药纳米微球在72 h抑制肿瘤效果明显优于

SN-38裸药(图3D); 同时计算IC50发现SN-38载药

纳米微球在24 h和72 h的IC50明显低于SN-38裸
药, 两者48 h的IC50相当(表2). 
2.4 SN-38纳米微球对细胞内ROS水平的影响 
SN-38引起ROS增多是SN-38作用下的早期变化

之一, 而细胞内ROS的增多则提示细胞凋亡的

发生. 由于SN-38可以显著诱导产生大量ROS, 
在高浓度药物干预下可能会湮没差异, 因此我

们通过文献[6]及预实验结果, 选择15 μg/L这个

轻微抑制肿瘤生长的浓度作为ROS检测的干预

浓度. 结果显示: 载药微球组和裸药组细胞内

ROS水平均明显升高(与对照组比较, P <0.05)并
呈现时间依赖性特征(图4A-B); 而纳米材料对

细胞内ROS水平并没有影响(图4C); 24 h时, 载
药微球组细胞内ROS水平与裸药组无明显差异, 
但随着时间的进行, 我们发现载药微球于48、
72 h诱导产生的ROS产物显著高于裸药(P <0.05, 
图4D), 进一步说明SN-38载药纳米微球良好的

缓释特性. 

3  讨论

本研究选用聚己内酯与聚乙二醇合成的二嵌段

共聚物(PCL-PEG)作为药物载体制备纳米级的

SN-38载药微球, 聚己内酯与聚乙二醇均为美国

FDA批准医用的材料, 具有可生物降解性的特

点. 载药两亲嵌段共聚物纳米微球是一种新型

的药物缓释系统, 聚己内酯作为疏水端, 可以使

脂溶性的药物更容易被载入微球; 聚乙二醇作

为亲水端在水中自组装成较小粒径的纳米粒子, 
有研究表明聚乙二醇修饰的微球能够减少网状

内皮系统(RES)对于微球的摄取从而使微球在

体内能存留更长的时间, 避免其在血清中迅速

代谢, 更容易达到肿瘤组织发挥药效[14]; 同时药

物被高分子材料负载成为载药纳米粒子具有裸
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表  2  两组在不同时间的IC50值比较

     
IC50(μg/L)  　            24 h    　    　   48 h          　     72 h

SN-38裸药   245.08±11.34  49.09±7.62    30.27±4.41

SN-38微球   198.83±6.88    54.07±10.04  12.88±4.57

图  3  SN-38载药纳米微球对人胃癌细胞BGC-823抗肿瘤作用. A: SN-38裸药; B: SN-38纳米微球; C: 空白纳米微球; D: 

SN-38裸药及SN-38纳米微球对BGC-823细胞不同浓度下作用72 h(aP<0.05 vs  SN-38-np, n  = 3).
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药所不能比拟的低毒性, 这为在以后的使用中

增加药物的使用剂量而不引起毒性反应提供了

依据[15-16]. 为临床提供高效低毒的抗肿瘤药物新

载体奠定了基础. 
本实验中二嵌段共聚物(PCL-PEG)作为载

体进行物理包埋获得了不错的载药效率, 所制

备的SN-38纳米微球的载药量达到了11%左右, 
包封率达到80%左右. 

细胞活力实验和ROS水平检测结果证实通

过载药纳米微球的改造, 使得SN-38具有良好的

水溶性和缓释作用, 并且可以使药物的使用浓

度降低, 同时能够较长时间保持在有效杀伤肿

瘤细胞的水平, 继而达到了优于裸药的效果. 纳
米改造后的SN-38在较低的药物浓度下即可诱

导产生大量的细胞内ROS产物, 一方面与纳米微

球的缓释特性有关, 另一方面与纳米微球进入

细胞方式有关: 细胞通过高效的胞吞作用摄取

纳米微球药物[17], 从而在低浓度作用时也能达到

比较高的胞内药物浓度, 从而高效持续的诱导

细胞内活性氧产生参与细胞的凋亡或死亡. 
比较SN-38纳米改造前后, SN-38纳米微球

药物性质更稳定, 杀伤肿瘤细胞的效果更佳. 这
些优势为SN-38载药纳米微球未来临床应用提

供了支持, 同时特异性肿瘤靶向的纳米载体将

■同行评价
本研究设计合理,  
方法先进, 具有较
好的实用性.

图  4  SN-38纳米微球对细胞内ROS水平的影响. A: SN-38裸药(15 μg/L, DCF染色); B: SN-38纳米微球(15 μg/L, DCF染色); 

C: 纳米微球对细胞ROS水平的影响(n = 6); D: ROS水平统计结果, 以相应对照的荧光值为参照, 结果以和参照的比值表示. 

(aP<0.05 vs  SN-38-np, n  = 3). 
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是我们今后努力的方向. 
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Abstract
AIM: To compare the yield of recombinant 
hepatitis C virus (HCV) in different cell lines.

METHODS: BHK-21, HepG2 and SMMC7721 
cells were co-transfected with recombinant 
plasmid pT7HCV and pVHCV, respectively, fol-
lowed by infection with vTF7-3 vaccinia viruses. 
Ninety-six hours later, the presence of HCV 
RNA in culture supernatants was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The titers of HCV were measured by 
fluorescent quantitative PCR (FQ-PCR). The ex-
pression of HCV antigens was detected by West-

ern blot.

RESULTS: HCV RNA was detectable in all cul-
ture supernatants. The titers of HCV in BHK-21, 
HepG2 and SMMC7721 cells were (2.97 ± 0.28) 
× 107, (1.99 ± 0.17) × 105, (1.19 ± 0.17) × 105 (cop-
ies/mL), respectively. The expression of HCV 
E2, NS3 and NS5 antigens could be detected in 
all the three cell lines.

CONCLUSION: Recombinant HCV can be pro-
duced in BHK-21, HepG2 or SMMC7721 cells. 
The yield of recombinant HCV is highest in 
BHK-21 cells.

Key Words: Hepatitis C virus; Vaccinia virus; Fluo-
rescent quantitative PCR

Shu W, Ma Q, Dong HM, Lin GF, Wu YS. Selection of 
cell lines for production of recombinant hepatitis C virus 
using the vaccinia virus expression system. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2877-2880

摘要
目的: 探讨痘苗病毒辅助的重组丙型肝炎病
毒制备体系中生产细胞的选择. 

方法: 将已构建好的质粒pT7HCV及pVHCV
分别共转染BHK21, HepG2, SMMC7721细胞
株, 4 h后用痘苗病毒感染细胞, 96 h后用RT-
PCR检测HCV的RNA表达, 用荧光定量PCR
方法检测培养上清中R N A的拷贝数 ,  并用
Western blot检测结构蛋白E2以及非结构蛋白
NS5的表达. 

结果: RT-PCR检测到各细胞株培养上清中均
有HCV的RNA的存在, 定量PCR显示RNA的
拷贝数在BHK21, HepG2, SMMC7721细胞中
的产量分别为(2.97±0.28)×107, (1.99±0.17)
×105, (1.19±0.17)×105(copies/mL). Western 
blot检测到在这3种生产细胞中均有HCV非结
构蛋白NS5的表达.

结论: BHK21, HepG2, SMMC7721细胞株均可
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■背景资料
丙 型 肝 炎 病 毒
(HCV)体外不易
培养 ,  导致HCV
药物研发进展缓
慢. 本研究拟通过
优化痘苗病毒辅
助生产体系达到
规模化体外培养
HCV病毒颗粒的
目的.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科



生产出重组丙型肝炎病毒颗粒, 且以BHK21为
生产细胞株时产量最高.

关键词: 重组丙型肝炎病毒; 痘苗病毒; 荧光定量聚

合酶链式反应
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0  引言

HCV感染是慢性肝病和肝癌的主要致病原因之

一. 然而, 由于缺乏有效的HCV体外培养体系, 
针对HCV的药物研发工作进展受到严重制约, 
目前还没有一种可以用于广泛接种预防HCV的

特异性药物投入生产. 本实验室目前已经初步

建立了以痘苗病毒辅助的重组HCV体外生产的

体系, 同时, 为了便利该体系规模化应用, 我们

拟尝试性使用该制备体系以多种细胞系为生产

细胞体外培养HCV, 为该体系规模化应用提供

客观依据.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM, opti-MEM培养基购自Gibco公
司; 脂质体LipofectamineTM 2000购自Invitrogen
公司; 小牛血清购自Hyclone公司; 胰蛋白酶、无

RNA酶的DNA酶、无DNA酶的RNA酶和蛋白

酶K均购自Promega公司; DNaseⅠ购自TaKaRa; 
抗NS5蛋白的鼠多克隆抗体购自Biodes ign公
司; HRP-兔抗鼠IgG购自博士德生物技术公司; 
QIAamp® Viral RNA提取试剂盒自Qiagen公司;  
HCV核酸扩增(PCR)荧光检测试剂盒购自广州

达安试剂公司. AMV Reverse Transcriptase购自

Promega公司. RNAsin购自ToYoBo公司. 重组

质粒pT7HCV和pVHCV由本室构建; 重组痘苗

病毒vTF7-3由冯愈博士惠赠; BHK21, HepG2,  
SMMC7721细胞由本室保存. GeneAmp PCR 
system 2400(PE公司), 自动凝胶成像分析仪(英
国Syngene公司), DYY-Ⅲ-5型电泳仪, DYCP-
31D型电泳槽(北京六一仪器厂); 荧光定量PCR 
ABI Prism7000; Beckman Coulter OptimaTM 
L-100XP Ultracentrifuge.
1.2 方法 
1.2.1 重组HCV的培养: 在六孔板中每空接种

5×105个BHK21, HepG2, SMMC7721细胞, 用
DMEM10培养基在37℃、50 mL/L CO2培养箱
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中培养过夜. 第2天按脂质体Lipofectam ineTM 
2000说明书步骤将pT7HCV和pVHCV共转染

细胞, 其中pT7HCV含有T7启动子和终止子控

制下的HCV的全长cDNA. pVHCV含有痘苗病

毒晚起启动子控制下的H C V前体蛋白开放阅

读框架序列. 4 h后, 每孔加入100 μL重组痘苗

病毒vTF7-3(1012 PFU/L), 此重组痘苗病毒表

达T7RNA聚合酶, 直接指导PT7HCV转录HCV 
RNA, 并且直接指导前体蛋白的表达. 2 h后, 吸
去培养上清, 用无血清DMEM洗涤3次, 每孔加

入4 mL DMEM2.5, 37℃, 50 mL/L CO2培养箱

中培养. 细胞培养96 h后, 收集培养上清, 1000 
r/min离心10 min, 分离上清与沉淀, 分别于-20℃
冻存并检测.
1.2.2 RT-PCR检测重组HCV基因组RNA: 取细

胞培养上清用0.22 μm的滤膜过滤, 取滤过培养

上清200 μL, 加入10 U的DNA酶和20 U的RNA
酶, 37℃水浴中孵育1 h, 加蛋白酶K至终浓度为

100 mg/L, 37℃孵育30 min. 处理后的细胞培养

上清用Qiagen病毒RNA提取试剂盒提取HCV
基因组RNA, 提取物用RNAFREE的DNase于
37℃水浴处理30 min以除去可能的DNA污染. 用
HCV 5'-UTR的特异性引物进行PCR鉴定, 以证

实质粒DNA是否彻底去除. 将提取的病毒RNA
进行逆转录反应, 引物采用随机引物Random 
Primer 9. 应用HCV 5'-UTR的特异性引物, 将逆

转录的cDNA进行PCR反应, 上游引物为5'-GCA 
CAA ATC CAA AAC CCC AAA GAA AAA-3'(nt 
346-372), 下游引物为5'-GAC GAG CGG AAT 
GTA CCC CAT GAG GTC GGC-3'(nt 761-732). 
反应条件: 94℃ 5 min; 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 
30 s; 35个循环, 72℃延伸10 min.
1.2.3 Western blot检测重组HCV蛋白在细胞中

的表达: 培养后的细胞用胰蛋白酶消化后, 用
15 mL离心管离心沉淀, 用TBST缓冲液洗涤细

胞3次; 每1×106个细胞加入40 μL SDS上样缓

冲液, 100℃煮沸10 min裂解细胞, 用39 g/L浓缩

胶、120 g/L分离胶进行SDS-PAGE电泳; 将电泳

后的SDS-PAGE胶在冷却条件下45 V、2 h转印

PVDF膜; 转印后的PVDF膜用含50 g/L脱脂奶粉

的TBST缓冲液室温封闭2 h; 封闭后的PVDF膜
用TBST缓冲液洗涤3×10 min, 加1∶100稀释的

抗HCV非结构蛋白NS5多抗以及加1∶5000稀
释的抗HCV结构蛋白E2多抗作为一抗, 4℃孵育

过夜; 然后用TBST洗涤, 加1∶5000稀释的HRP-
兔抗鼠IgG室温孵育1 h; 然后用TBST洗涤3×10 
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■研发前沿
目前该领域的研
究热点是如何建
立HCV大规模体
外 培 养 体 系 ,  为
药物的研发以及
疫苗的研制提供
条件. 目前, 关于
H C V 感 染 的 机
制、复制的方式
还存在许多尚未
解决的问题.

■相关报道
Heller et al已构建
了较先进的HCV
核酶表达系统, 该
法操作简单, 但生
产体系欠稳定, 产
量不高.
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min, ECL显色.
1.2.4 荧光定量PCR检测细胞培养上清中重组

HCV的拷贝数: 收集细胞培养上清, RNA酶处理

后取160 μL, 用Qiagen病毒RNA提取试剂盒提取

HCV基因组RNA, 提取物用RNAFREE的DNase
于37℃水浴处理30 min以除去可能的DNA污染, 
使用丙型肝炎病毒荧光定量PCR检测试剂盒, 用
HCV 5'-UTR的特异性引物和探针PCR反应, 检
测HCV基因组RNA拷贝数.

2  结果

2.1 各种细胞培养上清中HCV RNA的表达 人工

构建的质粒PT7 HCV及PV HCV共转染BHK21, 
HepG2, SMMC7721细胞株, 4 h后用痘苗病毒感

染细胞, 96 h后用RT-PCR检测HCV的RNA表达. 
培养上清提取RNA前后均用DNase消化, PCR鉴
定是否彻底除去质粒DNA的污染. 结果显示: 培
养上清用DNase消化前可以检测到质粒DNA的

存在, DNase消化后未检测到质粒DNA. 3种细胞

培养上清均可以检测到HCV RNA, 而对照组细

胞上清中未发现HCV RNA(图1).

2.2 各种细胞H C V结构蛋白E2和非结构蛋白

NS5的免疫印迹结果 收集病毒培养细胞及上清

进行蛋白质印迹鉴定, 由图2可观察到, 收集的

病毒培养细胞的E2蛋白呈阳性(只感染痘苗病

毒的细胞作为阴性对照), 收集的病毒培养上清

的NS5蛋白呈阳性(只感染痘苗病毒的细胞上清

作为阴性对照), 表明在收集的培养细胞中存在

NS5蛋白, 收集的培养上清中存在E2蛋白.
2.3 FQ-PCR方法测定各种细胞培养上清中HCV
的拷贝数 BHK21, HepG2, SMMC7721作为HCV
的生产细胞 ,  各细胞培养上清中H C V的拷贝

数分别为(2.97±0.28)×107 copies/mL, (1.99±
0.17)×105 copies/mL, (1.19±0.17)×105 copies/
mL(图3).

3  讨论

HCV是输血后非甲非乙型肝炎的主要病因, 丙
型肝炎呈全球性流行, 是终末期肝病的最主要

原因. 目前在HCV分子生物学方面[1-6]的研究已

有很大进步, 但体外大规模培养及其感染的机

制、复制的方式及疫苗研制[7]等问题尚未完全

明确和解决. 首先研究人员建立了复制子体外

培养体系[8-12], 但是病毒复制水平不高, 随后构

建HCV的嵌合体[13-16], 目前较先进的核酶表达系 
统[17-18]体系产量仅可以达到1×105 copies/mL. 并
且生产细胞颇具局限性, 主要以Huh-7为主, 使
得体系产量在很大程度上受到生产细胞的制约. 
此外, Huh-7细胞不易培养, 以此系统为基础的生

产体系产量欠稳定, 比较耗时[10,17-18]. 以Huh-7.5细
胞株为生产细胞时, 体系产量会更高[19], 但仍存

在细胞不易培养的问题. 
本研究小组已经利用并改造VV/T7[20]瞬时

500 bp
250 bp

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10 11 12

图  1  人工构建的质粒PT7 HCV及PV HCV共转染BHK21, 
HepG2, SMMC7721细胞株后, 培养上清中HCV RNA的PCR
产物凝胶电泳图. M: DL2000; 1: BHK21上清未用DNA酶处

理; 2-3: BHK21上清用DNA酶处理后; 4: 正常BHK21上清; 

5: HepG2上清未用DNA酶处理; 6-7: 转染后HepG2上清用

DNA酶处理后; 8: 正常HepG2上清; 9: SMMC7721上清未用

DNA酶处理; 10-11: 转染后SMMC7721上清用DNA酶处理; 

12: 正常SMMC7721上清. 

图  2  HCV蛋白NS5及E2在BHK21, HepG2,  SMMC7721细胞中
的表达. A: NS5; B: E2. M: 蛋白Marker; 1: 共转染pT7HCV 

和pVHCV的BHK21细胞; 2: BHK21细胞; 3: 共转染pT7HCV 

和pVHCV的HepG2细胞; 4: HepG2细胞; 5: 共转染pT7HCV 

和pVHCV的SMMC7721细胞; 6: SMMC7721细胞.

M      1      2       3      4      5       6
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图  3  FQ-PCR方法测定各种细胞培养上清中HCV的拷贝数. 
A: 检测丙型肝炎病毒质粒标准品中丙型肝炎病毒脱氧核糖

核酸的荧光值Rn循环数变化曲线; B: 标准曲线.
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■创新盘点
本研究通过比较
BHK 21,  HepG2,  
SMMC7721三个
生产细胞株, 拟探
索生产HCV最适
合的细胞株, 本系
统同时也为其他
RNA病毒的生产
提供了一个技术
平台.

■应用要点
本研究通过比较
几株常用细胞株, 
发现在B H K 2 1细
胞中, HCV病毒颗
粒产量最高, 由此
为本系统的进一
步应用提供客观
依据.
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表达系统, 初步建立了痘苗病毒辅助的重组丙

型肝炎病毒生产体系[21,23]. 此体系采用BHK21为

生产细胞, 然而由于痘苗病毒表达对于宿主细

胞选择性较低[22], 为了便利该体系的病毒制备方

式, 我们拟尝试性使用多种细胞株作为生产细

胞, 探索该体系生产HCV时的产量高低.
目前 ,  本实验室利用B H K 2 1,  H e p G 2 ,  

SMMC7721作为生产细胞, 生产重组丙型肝炎

病毒. 对病毒培养上清用DNase和RNase进行处

理, 去除破碎细胞中释放的质粒DNA和未被包

膜蛋白包装的HCV RNA, 只有当RNA被包膜蛋

白包裹才能不被RNA酶降解, 由此可以推断在

培养上清中存在HCV颗粒. DNase和RNase处理

后培养上清RT-PCR结果为阳性. 荧光定量PCR
检测到BHK21, HepG2, SMMC7721上清中HCV
的拷贝数分别为(2.97±0.28)×107 copies/mL, 
(1.99±0.17)×105 copies/mL, (1.19±0.17)×105 
copies/mL. 本系统在以BHK21为生产细胞时, 所
得到的HCV的拷贝数最高, 显示本系统以BHK21

为生产细胞最佳, 可能BHK21易于培养和繁殖, 
痘苗病毒容易在该细胞中复制.

通过此研究探索, 我们发现使用比较通用

的肝癌细胞系时, 该系统均有可能生产出HCV
病毒颗粒, 但以BHK21细胞产量最高, 提示该系

统制备病毒颗粒对细胞选择性低, 由此为本系

统的进一步应用提供客观依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transcatheter 
arterial embolization (TAE) on angiogenesis in 
rabbit VX2 liver tumor.

METHODS: VX2 tumors were implanted in the 
liver of 20 New Zealand White rabbits. The ani-
mals were then divided into two groups: rabbits 
undergoing TAE with 150-250-μm polyvinyl 
alcohol particles (TAE group, n = 10) and those 
undergoing sham embolization with distilled 
water (control group, n = 10). The animals were 
sacrificed six hours or three days after TAE, and 
tumor samples were harvested. Immunohisto-

chemistry was performed to evaluate vascular 
endothelial growth factor (VEGF) protein ex-
pression and microvessel density (MVD). Real-
time reverse transcription-polymerase chain re-
action (RT-PCR) was performed to examine the 
expression of VEGF mRNA. 

RESULTS: TAE-treated tumors showed in-
complete central necrosis with residual viable 
tumor cells in the periphery. The levels of VEGF 
protein and mRNA and mean MVD were sig-
nificantly higher in the TAE group than in the 
control group (P = 0.001, 0.000 and 0.001, respec-
tively). The expression level of VEGF protein 
was positively correlated with MVD in residual 
viable tumor cells (r = 0.677, P = 0.001).

CONCLUSION: TAE can promote angiogenesis 
in residual rabbit VX2 liver tumor after TAE per-
haps in a VEGF-dependent manner. 

Key Words: Embolization; Vascular endothelial 
growth factor; Angiogenesis; Pathology; Liver tumor

Liang B, Zheng CS, Feng GS, Wang Y, Zhao H, Xia 
XW. Transcatheter arterial embolization promotes 
angiogenesis in rabbit VX2 liver tumor. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2881-2886

摘要
目的: 探讨肝癌经导管动脉栓塞(transcatheter 
arterial embolization, TAE)对残存肿瘤血管生
成的影响.

方法: 建立20只兔VX2肝癌模型. TAE处理组
(n  = 10), 接受150-250 μm聚乙烯醇经导管肝
动脉栓塞; 对照组(n  = 10), 接受蒸馏水经导管
肝动脉注入模拟TAE. 栓塞后6 h或3 d, 处死实
验兔进行肿瘤组织取样, 采用免疫组织化学
方法评价样本的血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)蛋白表达和
微血管密度(microvessel density, MVD), 微血
管标记采用CD31抗体, 实时PCR检测VEGF 
mRNA表达. 

结果: TAE处理组肿瘤呈不完全性中央坏死, 
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■背景资料
TAE是肝癌经导
管介入治疗技术
的重要组成部分. 
该治疗技术通过
栓塞肿瘤供血动
脉诱导肿瘤缺血
缺氧性坏死, 达到
控制肝癌的目的. 
然而, TAE作为肝
癌姑息性治疗方
法, 其近期疗效显
著, 但远期疗效仍
不 够 理 想 .  肝 癌
TAE后肿瘤复发
和转移是限制其
疗效的主要因素.

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



坏死区周围可见肿瘤细胞存活. TAE处理组
肿瘤的VEGF蛋白、mRNA水平和平均MVD
均显著高于对照组(P  = 0.001, 0.000, 0.001). 
VEGF蛋白水平与MVD呈显著性正相关(r  = 
0.677, P  = 0.001).

结论:  肝癌TA E可激活残存肿瘤血管生成 , 
VEGF在TAE相关性血管生成中发挥重要调节
作用.

关键词: 栓塞; 血管内皮生长因子; 血管生成; 病理

性; 肝肿瘤
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0  引言

经导管动脉栓塞 ( t r a n s c a t h e t e r  a r t e r i a l 
embolization, TAE)是肝癌经导管介入治疗技术

的重要组成部分. 该治疗技术通过栓塞肿瘤供

血动脉诱导肿瘤缺血缺氧性坏死, 当结合动脉

内灌注化疗药物(即化疗栓塞)或放射性物质(即
放疗栓塞), 则可导致更广泛的肿瘤坏死[1]. 以栓

塞为基础的介入疗法已成为目前治疗不可切除

性肝癌的主要方法. 然而, 二十余年的临床应用

结果发现, 介入栓塞作为肝癌姑息性治疗方法, 
其近期疗效显著, 但远期疗效仍不够理想. 肝癌

栓塞后肿瘤复发和转移是限制其疗效的主要因

素[2-3]. 研究证实, 肝癌作为典型的富血管肿瘤[4], 
肿瘤血管生成在肝癌的生长和浸润转移等肿瘤

生物学方面发挥重要作用[5]. 了解栓塞与血管生

成的关系对阐明TAE治疗肝癌的确切疗效具有

重要意义. 因此, 我们采用兔VX2肝癌模型研究

TAE对肝癌血管生成的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔, ♂, 体质量3.0-3.5 kg, 购
于华中科技大学同济医学院动物学部. VX2瘤
株购于中国典型培养物保藏中心. MR成像采

用1.5 T MR成像仪(Magnetom Avanto; Siemens 
medical solutions, Germany). 介入监视采用DSA
仪(Angiostar Plus, Siemens medical solutions, 
Germany). 介入器械均购自泰尔茂公司(Terumo, 
Japan). 对比剂为欧乃派克(Omnipaque 350; GE 
Healthcare, Shanghai, China). 二抗试剂盒采用

EnVisionTM非生物素检测系统(Dako, Glostrup, 
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Denmark). 一抗分别为小鼠抗VEGF(Millipore, 
B i l l e r i c a ,  U S A )、小鼠抗C D 3 1 ( D a k o , 
Glostrup, Denmark)单克隆抗体. 实时PCR所

用试剂包括RNA保存液(Applygen, China)、
TRIzol(Invitrogen, Carlsbad, USA)、cDNA第一

键合成酶(Toyobo, Japan)和SYBR Green Realtime 
PCR master mix (Toyobo, Japan).
1.2 方法 
1.2.1 动物模型、MR成像和实验分组: 新西兰大

白兔, 雌雄不限, 体质量3.0-3.5 kg, 动物麻醉采

用戊巴比妥钠, 静脉注射, 剂量30 mg/kg体质量. 
兔VX2肝癌模型制作: 先将VX2瘤从用于传代的

荷瘤兔中取出, 剪成1 mm×1 mm×1 mm大小的

瘤组织块, 再将实验用兔全麻后无菌手术下开

腹、暴露肝脏, 将瘤组织块直接植入肝左叶内, 
植入深度距肝包膜约10 mm. 肿瘤移植后17-18 
d, 采用MR成像仪监测VX2癌成瘤情况. 所有动

物取仰卧位, 选用6通道体部相控阵线圈联合2
通道脊柱相控阵线圈, 进行T2加权MR成像, 参
数: TR 3700 ms, TE 87 ms, 层厚4 mm, 层间距 
15%, 带宽 168 Hz, 视野200×200 mm2, 矩阵320
×320. 成功建立兔VX2肝癌模型20只, 将其分

为2组: TAE处理组(n  = 10), 采用150-250 μm聚

乙烯醇栓塞; 对照组(n = 10), 采用蒸馏水代替聚

乙烯醇模拟TAE. 再根据处死时间, 将每组实验

兔分成2个亚组: A亚组(TAE处理组5只, 对照组5
只), TAE后6 h处死动物; B亚组(TAE处理组5只, 
对照组5只), TAE后3 d处死动物.
1.2.2 TAE操作: TAE在DSA监测下进行. 实验兔

全麻固定, 无菌手术下切开腹股沟皮肤, 暴露股

动脉, 直视下采用18G穿刺针穿刺股动脉成功

后, 交换导丝, 引入4 F血管鞘, 先采用4 F Cobra
导管选择性插入腹腔干, 手推对比剂进行腹腔

干造影用以了解腹腔干内脏血管解剖, 再采用

2.7 F同轴微导管相继超选择性插入肝总动脉、

肝固有动脉和肝左动脉内. 先进行肝固有动脉

或肝左动脉选择性血管造影证实移植瘤血供来

源于肝左动脉, 之后实施栓塞处理. 栓塞剂采用

150-250 μm大小的聚乙烯醇颗粒, 每瓶聚乙烯

醇以10 mL对比剂进行混悬, 在透视监测下将

0.1-0.4 mL聚乙烯醇混悬液经导管注入肝左动脉

内, 栓塞程度以顺行血流的完全停滞为准. 对照

组经导管注入0.4 mL蒸馏水代替栓塞剂.
1.2.3 免疫组织化学: TAE后6 h、3 d, 采用静脉

注射过量戊巴比妥钠(100 mg/kg体质量)的方法

处死实验兔, 肿瘤取样(包括最大层面的肿瘤组
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■相关报道
以往相关研究的
结果存在争议, 如
Gupta et al 采用大
鼠NF13762肝肿
瘤模型进行实验, 
发现经TAE处理
的动物血清VEGF
水平和肿瘤组织
MVD较未经TAE
处理的肝癌明显
升高; 而Li et al 报
道栓塞并不增加
大鼠Walker-256
肝肿瘤的血管生
成水平.

■研发前沿
血管生成在肿瘤
的生长和浸润转
移等关键生物学
方面发挥重要作
用. 肝癌属于富血
管肿瘤, 了解栓塞
与血管生成的关
系对阐明TAE治
疗肝癌的确切疗
效具有重要意义.
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织和少量癌旁肝组织), 标本中性甲醛固定, 石
蜡包埋, 制成4 μm切片用于组织学染色. 切片采

用H-E染色和免疫组织化学染色. 免疫组织化学

染色采用EnVisionTM非生物素检测系统(Dako, 
Denmark). 简单步骤如下: 柠檬酸盐缓冲液(0.01 
mol/L, pH6.0)微波抗原修复, 3%的H2O2孵育10 
min阻断内源性过氧化物酶, 分别滴加小鼠抗

VEGF(工作浓度, 1∶50)和小鼠抗CD31(工作浓

度, 1∶20) mAb, 4℃孵育过夜, EnVisionTM二抗

育温孵育30 min, DAB显色, 苏木素复染. 磷酸

盐缓冲液代替一抗作阴性对照. 免疫组织化学

染色由2位病理科医师采用盲法进行评价, 差异

采用商讨显微镜方式解决. 所有切片均在光镜

下全面观察. 根据所有视野内阳性染色细胞的

百分比, 将VEGF蛋白水平分为4级: -, 无染色; 
+, <10%的细胞出现胞质染色; ++, 10%-50%的

胞质染色; +++, >50%的胞质染色[6]. MVD采用

Weidner et al介绍的方法进行评价: 首先在低倍

镜(×40)下预览切片, 找出血管密集区(即热点), 
然后在高倍镜(×200)下分别计数5个不同视野

内的微血管, 任一被CD31染色的与邻近组织成

分区分开的内皮细胞或细胞束均被视为一支血

管数, 以5个高倍视野的微血管平均数作为该切

片的MVD值[7].
1.2.4 实时PCR: VEGF mRNA表达采用实时PCR
进行检测. 实验兔处死后, 收集肿瘤标本并置

于RNA保存液中-70℃保存. TRIzol提取细胞总

RNA, 各样本取1 μg总RNA, 用cDNA第一链合

成酶逆转录成第一链cDNA. PCR引物序列如

下: VEGF, 5'-GCAGAAGAAGGAGACAATAA
ACC-3', 5'-GCACGCAGGAAGGCTTGAATA-3'; 
β-actin, 5'-CGAGATCGTGCGGGACAT-3', 5'-CA
GGAAGGAGGGCTGGAAC-3'. 实时PCR反应采

用SYBR Green Realtime PCR master mix, 反应体

系25 μL. PCR程序: 50℃ 2 min, 1次循环; 95℃ 2 
min, 1次循环; 95℃ 15 s, 60℃ 15 s, 72℃ 45 s, 40
次循环; 收集荧光, 绘制解离曲线. 每个标本PCR
重复3次, 取均值. 采用2-ΔΔCt方法分析VEGF相对

基因表达[8].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, t检验

比较TAE-处理组与对照组之间肿瘤直径的差异, 
Mann-Whitney U检验比较两组间VEGF mRNA
及其蛋白和MVD的差异, Spearman's相关分析检

测VEGF蛋白与MVD的关系. P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 VX2肿瘤模型、TAE MR图像显示所有移植

肿瘤生长于兔肝左叶内(图1). TAE处理组和对

照组肿瘤的直径分别1.24±0.25 cm和1.33±0.26 
cm, 两组间差异无统计学意义(P = 0.439). 20只
实验动物成功实施TAE(图2).
2.2 组织病理学 TAE处理组肿瘤的坏死程度明

显大于对照组. 尽管TAE处理组肿瘤显示了大

范围的中央性坏死, 但周边区域仍可见肿瘤细

胞存活. VEGF蛋白呈浆染色. 该蛋白主要表达

于分布在坏死区周围和肿瘤边缘的存活肿瘤细

胞内(图3), 然而在血管内皮细胞和癌旁肝细胞

内也发现有VEGF蛋白表达. TAE处理组肿瘤的

VEGF蛋白水平明显高于对照组(表1). 肿瘤内微

血管呈不均匀分布, 血管密集区位于肿瘤侵犯

缘(图4). TAE处理组肿瘤的平均MVD明显高于

对照组. 尽管6 h处死的处理组肿瘤MVD较对照

组升高, 但差异无统计学意义; 相比之下, 3 d处
死的肿瘤两组间MVD差异显著(表1).
2.3 VEGF mRNA TAE处理组和对照组VX2肿瘤

表  1  不同处死时间点两组间VEGF蛋白、VEGF mRNA和MVD的比较

     
分组			 

VEGF蛋白水平
		    P 值	

VEGF mRNA
         P 值 	                

 MVD
	   P 值

 

		  0	 +              ++           +++		  (mean±SD)	           (mean±SD)

6 h	

    TAE组(n  = 5)	 0	 0	 3	 2	 0.031	 3.51±2.16       0.009       20.40±6.39	 0.094

    对照组(n = 5)	 0	 3	 2	 0		  0.62±0.28 	         14.44±2.83	

3 d

    TAE组(n = 5)	 0	 0	 2	 3	 0.020	 4.64±2.27       0.009       33.04±7.99	 0.009

    对照组(n = 5)	 0	 3	 2	 0		  0.63±0.26	         13.80±3.52	

合计

    TAE组(n = 10)	 0	 0	 5	 5	 0.001	 4.07±2.17       0.000       26.72±9.54	 0.001

    对照组(n = 10)	 0	 6	 4	 0		  0.63±0.25 	         14.12±3.03	

■创新盘点
本研究采用标准
TAE技术处理兔
VX2肝肿瘤模型, 
动态研究TAE后
残存肿瘤组织的
VEGF mRNA、

蛋白水平及MVD, 
并对VEGF蛋白与
MVD进行相关分
析, 用于评价TAE
对肝癌血管生成
的影响, 以及了解
VEGF在TAE相关
性肿瘤血管生成
中的作用.



www.wjgnet.com

均检测有VEGF mRNA表达. TAE处理组VEGF 
mRNA表达水平明显高于对照组(表1). 
2.4 VEGF蛋白与MVD的关系 VX2肿瘤VEGF蛋
白水平与MVD呈正相关(r = 0.677, P = 0.001).

3  讨论

TAE通过栓塞肿瘤供血动脉可诱导肿瘤缺血缺

氧以及后继的肿瘤坏死, 当结合动脉内灌注化

疗药物(即化疗栓塞)或放射性物质(即放疗栓

塞), 则可导致更广泛的肿瘤坏死[9]. 以栓塞为基

础的经导管介入技术已成为目前治疗不可切除

性肝癌的主要方法[1]. TAE治疗肝癌的目的在于

祛除肿瘤血管, 但是由于肝癌血供的复杂性以

及TAE技术的局限性, 栓塞肿瘤供养血管是不可

能完全的[10-12]. 这使得TAE后肝癌病灶坏死不够

彻底, 在肿瘤周边常有不同程度的肿瘤细胞存

活[13]. 这些残存的肿瘤细胞很可能会产生适应

性基因改变并调整其生物学进程, 如激活肿瘤

血管生成, 以避免肿瘤缺血缺氧性损伤.
VEGF是血管生成的重要启动子, 而MVD

标志血窦毛细血管化状态, 两者最常用于评价

肿瘤血管生成[5]. 有关TAE对肝癌血管生成的影

响已经在人肝细胞癌及几种动物肝癌模型中得

到研究. 然而研究结果存在争议. 大多数研究发

现经TAE处理的肝癌VEGF表达和MVD较未经

TAE处理的肝癌明显升高[14-18]. 但也有报道显示
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图   1   V X 2 瘤
MR图像. T2加

权 M R 像 示 兔

肝左外叶内高

信号病灶(箭).

A B

图  2  TAE处理的VX2瘤DSA图像. A: TAE前选择性左肝动脉

造影实质期示兔肝左外叶内富血管病灶(箭); B: TAE后选择

性肝固有动脉造影示原病灶不显影, 证实肿瘤栓塞成功.

图  3  VX2瘤VEGF免疫组织化学图像(×100). A: 处理组肿瘤显示大量的VEGF阳性表达细胞(箭); B: 对照组肿瘤显示散在的

VEGF阳性细胞(箭).

A B

图  4  VX2瘤MVD免疫组织化学图像(CD31标记×200). A: 处理组肿瘤显示丰富的肿瘤血管(箭); B: 对照组肿瘤内血管稀

少(箭).

A B

■应用要点
肝癌TAE可通过
上调VEGF表达激
活残存肿瘤血管
生成. 因此, 有必
要采用TAE与抗
血管生成的综合
治疗策略, 以提高
肝癌介入疗效.
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TAE并不增加肝癌VEGF表达和MVD[19]. 
与以往大多数研究结果一样, 本研究发现

TAE处理组VX2肿瘤VEGF mRNA、蛋白水平

及平均M V D较对照组明显升高, 并且肿瘤的

VEGF蛋白表达与MVD相关. 这些数据表明肝癌

TAE激活残存肿瘤血管生成可能是更为普遍的

现象, 而VEGF在TAE相关性血管生成中发挥重

要调节作用.
根据对不同处死时间点血管生成的观察, 

我们发现TAE后6 h和3 d两组间的VEGF mRNA
和蛋白水平存在显著性差异; 然而, 尽管两组

间MVD在不同处死时间点均有差异, 但差异仅

在TAE后3 d有统计学意义. 我们推测本结果可

能与缺氧诱导血管生成的机制有关. 众所周知, 
VEGF是缺氧反应基因之一, 其表达受缺氧诱

导, 反应迅速, 并可持续高水平表达直到缺氧刺

激解除[20]. 肝癌TAE后残存肿瘤细胞由于血供

相对减少而处于缺血缺氧状态, 存活的肿瘤细

胞可以感受缺氧并上调VEGF基因表达. 本实验

显示VEGF在TAE后6 h及3 d的高表达很可能是

TAE产生的肿瘤内缺氧引起的. 相比之下, MVD
作为血窦毛细血管化的标志, 代表血管化程度. 
肝癌中的血管生成同样遵循血管生成的基本原

理, 即包括内皮细胞的激活、增殖和迁移, 以及

后续的新生肿瘤血管的形成、稳定和成熟, 该
过程通常需要在受到血管源性因子的调节后数

小时才能完成[5]. 本实验显示MVD的动态变化, 
很可能与检测时间点的选择有关. 很可能6 h期
限不足以让残存肝癌形成足够数量的新生血管, 
而3 d代表适合的时间点采用免疫组织化学方法

检测肿瘤新生血管化情况. 
另外, 本研究发现大量VEGF阳性细胞位于

肿瘤坏死区周围, 进一步证实了VEGF的过表达

与TAE产生的肿瘤内缺氧有关, 因为研究已经

证实肿瘤坏死周围区域距离血管最远, 代表最

大程度的缺氧[21]. 然而在肿瘤边缘也可见到成

簇的VEGF阳性细胞. 我们认为这种现象与TAE
诱导缺氧肿瘤VEGF表达的推断并不矛盾, 因
为研究发现可变的缺氧带可出现在远离坏死的

肿瘤区域[22]. 是否这些出现VEGF阳性表达的肿

瘤边缘区域存在缺氧; 或是否有独立于缺氧的

其他因素(如生长因子、细胞因子和激素等)作
用导致VEGF在这些区域表达[23], 有待进一步研

究证实. 另一方面, 本研究显示肿瘤新生血管密

集区主要位于肿瘤对外侵犯缘, 该发现可能与

VEGF是通过旁分泌方式刺激肿瘤血管生成的

机制有关[24].
总之, 本研究结果表明肝癌TAE可诱导残存

肿瘤VEGF过表达, 进而促进肿瘤新生血管形成. 
这可能对TAE治疗肝癌的疗效产生负面影响. 因
此, 有必要采用TAE与抗血管生成的综合治疗策

略, 以提高肝癌介入疗效.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-10-08)
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Abstract
AIM: To evaluate the expression of hypoxia-
inducible factor-1α (HIF-1α) and proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA) in the residual 
tumor in rabbits after radiofrequency ablation 
(RFA) of VX2 liver tumor with hepatic inflow 
occlusion.

METHODS: A rabbit VX2 liver tumor model 
was established by implantation of VX2 tumor 
fragment into the liver. The model rabbits were 
divided into two groups: rabbits undergoing 
RFA alone (control group) and those undergoing 
RFA with hepatic inflow occlusion (experimental 
group). Radiofrequency lesions were created in 

vivo using a cool-tip radiofrequency electrode 
(parameters: burn time, 8 min; power, 30 W). 
The animals were sacrificed one week later. HIF-
1α and PCNA expression in the residual tumor 
was examined by immunohistochemistry.

RESULTS: The expression of HIF-1α in the 
residual tumor was weakly and moderately 
positive in 4 and 3 rabbits in the control group, 
respectively. In contrast, the number of rabbits 
showing weakly, moderately and strongly posi-
tive HIF-1α expression were 1, 2 and 4 in the ex-
perimental group, respectively. The expression 
intensity of HIF-1α protein in the residual tumor 
was significantly higher in the experimental 
group than in the control group (P < 0.05). The 
expression of PCNA in the residual tumor was 
weakly, moderately and strongly positive in 3, 
2 and 2 rabbits in the control group, while the 
number of rabbits showing weakly, moderately 
and strongly positive PCNA expression were 2, 
4 and 1 in the experiment group, respectively. 
No significant difference was noted in the ex-
pression intensity of PCNA in the residual tu-
mor between the two groups.

CONCLUSION: HIF-1α expression is upregulat-
ed in the residual tumor in rabbits after RFA of 
VX2 liver tumor with hepatic inflow occlusion, 
which may have an impact on the invasion and 
metastasis of residual tumor.

Key Words: Radiofrequency ablation; Hepatic inflow 
occlusion; VX2; Hypoxia-inducible factor-1α; Prolif-
erating cell nuclear antigen

Han JB, Qiu YD, Zhang WW, Chen J. Expression of 
hypoxia-inducible factor-1α and proliferating cell 
nuclear antigen in the residual tumor in rabbits after 
radiofrequency ablation of VX2 liver tumor with hepatic 
inflow occlusion. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(28): 2887-2891

摘要
目的: 评价血流阻断射频术后残余肿瘤细胞
的缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)及细胞增殖核抗
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■背景资料
射频消融是一种
局 部 热 疗 措 施 , 
“热流失效应”

影响射频毁损灶
的 大 小 .  入 肝 血
流阻断联合射频
可以减少“热流
失”效应, 扩大消
融范围, 但术中将
会因为阻断入肝
血流而发生“缺
血再灌注损伤”.

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
器官移植中心病
理室 



原(PCNA)的表达. 

方法: 兔VX2肝肿瘤接种成功后分为2组: 单独
射频组和射频联合入肝血流阻断组(联合射频
组). 射频采用冷循环射频消融治疗(参数设定
为30 W、8 min); 联合射频组的消融同单独组, 
在射频消融同时采用Pringle法射阻断入肝血
流. 1 wk后处死动物, 通过免疫组织化学方法
检测肿瘤细胞HIF-1α及PCNA的表达. 

结果: 射频术后HIF-1α的表达: 单独射频组弱
阳性(+)4例, 阳性(++)3例; 联合射频组弱阳性
(+)1例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)4例; 联合射
频组残余肿瘤细胞HIF-1α的表达水平较单独
射频组高, 且差异有统计学意义(P <0.05). 射
频术后PCNA的表达: 单独射频组弱阳性(+)3
例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)2例; 联合射频
组弱阳性(+)2例, 阳性(++)4例, 强阳性(+++)1
例; 联合射频组残余肿瘤细胞PCNA的表达与
单独射频组之间差异无统计学意义. 

结论: 射频联合血流阻断增加射频后残留肿
瘤细胞HIF-1α的表达, 其可能影响残余肿瘤
细胞的侵袭和转移.

关键词: 射频消融; 血流阻断; VX2; 缺氧诱导因子

-1α; 细胞增殖核抗原

韩建波, 仇毓东, 张炜炜, 陈骏. 入肝血流阻断下射频消融后残
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0  引言

射频消融是一种局部热疗措施 ,  “热流失效

应”影响射频毁损灶的大小, 研究发现, 入肝血

流阻断可以减少热流失[1-4], 扩大消融范围, 但是

术中将会因为阻断入肝血流而发生“缺血再灌

注损伤”. van der Bilt et al研究[5]发现, 缺血再

灌注后肿瘤周围微环境将会发生失平衡, 对术

后残余肿瘤生长和转移有一定的促进作用. 进
一步研究发现, 微环境的失平衡与肿瘤周围的

缺氧及其缺氧诱导因子-1α(hypoxia-inducible 
factor-1α, HIF-1α)的表达密切相关. 但是, 以往

对于入肝血流阻断下局部消融治疗后残余肿瘤

细胞的生物学改变研究较少, 本研究目的是了

解入肝血流阻断下进行射频消融后, 残余肿瘤

细胞内反应缺血再灌注损伤的HIF-1α及细胞增

殖的细胞增殖核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)变化, 初步探讨对血流阻断联合

2888                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年10月8日     第17卷     第28期

射频术后残余肿瘤复发转移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔14只, 雌雄不限, 体质量

为2.6-3.2 kg, 由南京大学附属鼓楼医院动物中

心提供. 荷瘤VX2种兔由东南大学附属中大医

院放射科滕皋军教授惠赠. 冷循环射频治疗仪

(Cool-tip RF system)由美国Radionics公司制造. 
小鼠抗兔HIF-1α mAb购自美国Abcam公司, 小
鼠抗兔PCNA mAb购自武汉博士德生物工程有

限公司, PV-6002非生物素二步法免疫组织化学

试剂盒购自北京中山金桥生物工程公司.
1.2 方法 
1.2.1 兔VX2肝肿瘤模型的建立: 氯胺酮与氟哌

利多(1∶1)静脉麻醉荷瘤种兔, 无菌条件下取出

VX2肿瘤, 于超净台剔除瘤周组织、肿瘤包膜和

坏死组织, 选取靠近瘤体边缘的质嫩灰白色鱼

肉样组织, 用眼科剪剪成约1.5 mm×1.5 mm×

1.5 mm大小的瘤块备用.  参照文献[6]中的方法, 
略加改进. 6 mL氯胺酮与6 mL氟哌利多加入500 
mL生理盐水中静脉滴入维持麻醉, 麻醉成功后

取仰卧位固定, 常规上腹部剪毛、备皮及消毒, 
经腹白线正中切口进腹, 暴露肝脏左前叶, 轻压

腹部将其挤出, 用盐水纱布拉出体外. 将2-3块
备用瘤组织塞入16号针头, 后接1 mL注射器, 在
距肝脏下缘约1.0-1.5 cm处斜向下插入约1.5 cm. 
将瘤组织注入后拔出, 盐水纱布压迫至不再出

血后用1号丝线两层关腹. 所有实验动物术前12 
h禁食、不禁水. 术后连续3 d后肢肌肉注入青霉

素40万单位、硫酸阿米卡星0.1 g预防感染.
1.2.2 分组和操作: 2 wk后种植VX2兔肝脏可形

成直径约1.5 cm的单发肿瘤, 模型建立成功后随

机分为2组: 单独射频组和射频联合肝脏血流阻

断组(联合射频组). 
术前准备及麻醉同上, 兔双后肢内侧备皮

后贴电极板, 上腹部常规消毒、铺巾, 原切口进

腹. 冷盐水纱布将荷瘤肝叶与周围的脏器分开. 
射频采用射频针垂直插入肿瘤中心, 射频参数

设定为30 W、8 min, 肝脏血流阻断采用Pringle
法即绕扎肝十二指肠韧带阻断入肝血流. 确定

无活动性出血及周围脏器损伤后关腹. 射频术

后腹腔灌洗生理盐水50 mL补充丢失的水分. 术
后抗生素应用同上. 
1.2.3 HE染色及免疫组织化学检查: 术后1 wk处
死动物, 切取荷瘤肝叶置于40 g/L甲醛中固定至

少24 h. 将石蜡包埋标本切成5 µm厚的组织片, 

www.wjgnet.com

■相关报道
van der Bilt et al
研究发现, 缺血再
灌注后肿瘤周围
微环境将会发生
失平衡, 对术后残
余肿瘤生长和转
移有一定的促进
作 用 ,  其 可 能 与
HIF-1α的表达密
切相关.



韩建波, 等. 入肝血流阻断下射频消融后残余肿瘤细胞HIF-1α及PCNA的表达				             2889

www.wjgnet.com

常规病理切片行HE染色及免疫组织化学检查. 
石蜡切片于梯度二甲苯中脱蜡, 梯度酒精至水; 
30 mL/L H2O2去离子水中孵育10 min, 以阻断内

源性过氧化物酶; 微波炉内抗原热修复; 滴加适

当比例稀释的小鼠抗兔HIF-1α及PCNA mAb 50 
µL, 4℃过夜; 滴加山羊抗小鼠IgG抗体-HRP多
聚体, 37℃孵育20 min; DAB显色, 显微镜下控

制显色时间; 以上步骤均用PBS冲洗3次, 每次

2 min. 每张切片在镜下对残余肿瘤组织进行免

疫组织化学评分. 高倍镜下观察肿瘤细胞以胞

核出现棕色或棕黄色为阳性细胞, 无论其颜色

深浅均认为阳性细胞, 无棕色或棕黄色的为阴

性细胞. HIF-1α及PCNA的表达根据染色强度和

阳性细胞数分为4级: 阴性(-): 无阳性细胞; 弱阳

性(+): 细胞轻度着色染成淡黄色, 阳性细胞数

<25%; 阳性(++): 细胞着色成黄色, 阳性细胞数

25%-50%; 强阳性(+++): 细胞明显着色, 呈棕黄

色, 阳性细胞数>50%.
统计学处理 采用SPSS11.5统计学软件进行

分析, HIF-1α及PCNA的表达差异采用秩和检验, 
P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 病理学变化 毁损肿瘤细胞与残余肿瘤细胞

之间的边缘带内可见大量红染的纤维结缔组织. 
残余肿瘤细胞呈癌巢聚集, 细胞形态不规则, 结
构完整, 胞质很少, 胞核较大, 呈圆形或椭圆形, 
核内可见深染的染色质. 毁损肿瘤细胞基本的

细胞结构消失, 胞核浓缩深染, 核内见不到染色

质, 胞质模糊一片红染(图1). 
2.2 射频术后残余肿瘤细胞HIF-1α及PCNA的表

达 HIF-1α染色阳性细胞为肿瘤细胞核内出现棕

色或棕黄色颗粒. HIF-1α主要在肿瘤组织中表

达, 其主要位于肿瘤细胞核中(图2). 在残余肿瘤

组织中的HIF-1α表达不均匀, 靠近毁损灶周边

的肿瘤细胞HIF-1α表达最强. 射频术后HIF-1α

的表达: 单独射频组弱阳性(+)4例, 阳性(++)3例; 
联合射频组弱阳性(+)1例, 阳性(++)2例, 强阳性

(+++)4例; 联合射频组残余肿瘤细胞HIF-1α的表

达明显强于单独射频组残余肿瘤细胞, 且两者

之间差异有统计学意义(P  = 0.025). 残余肿瘤细

胞中细胞核有黄色标志物的为PCNA阳性细胞

(图3). 射频术后PCNA的表达: 单独射频组弱阳

性(+)3例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)2例; 联合射

频组弱阳性(+)2例, 阳性(++)4例, 强阳性(+++)1
例; 本实验研究发现两治疗组残余肿瘤细胞的

增殖活性之间的差异没有统计学意义(P  = 0.945, 
表1).

3  讨论

恶性肿瘤射频的局部复发率为2%-60%[7], 肿瘤

大于3-4 cm、血管周围的肿瘤、肿瘤多发是肿

瘤复发的危险因素[7-8], 肿瘤的复发被解释为肿

瘤的局部消融不完全. 实验证明Pringle联合射

频将会增加射频的毁损面积, 减少肿瘤的局部

残留, 但是因为残余的肿瘤细胞都被留在体内, 
Pringle联合射频对于射频后残余肿瘤细胞的生

物学影响研究较少. Pringle法是阻断肝十二指肠

韧带, 其后将会发生I/R即缺血再灌注, 动物实验

表明缺血再灌注是肝脏肿瘤生长和转移的一个

图  1  射频术后肿瘤组织学(HE×100). a: 毁损肿瘤细胞; b: 

边缘带; c: 残余肿瘤细胞.

a

b

c A

B

图  2  射频术后残余肿瘤细胞HIF-1α的表达(×100). A: 实验

组; B: 对照组.

■创新盘点
本实验从微观评
价了血流阻断联
合射频治疗这一
手术方式对残余
肿瘤细胞的影响.
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重要刺激因素[9]. 同时van der Bilt et al [5]发现缺

血再灌注术后的肿瘤生长和转移与长时间的肿

瘤周围微循环的失平衡有关, 与肿瘤周围的缺

氧及其HIF-1α的表达有关. 我们的研究目的即

是血流阻断Pringle联合射频是否改变残余肿瘤

的相关因子的变化. 
HIF-1α是低氧条件下具有转录活性的一类

核转录因子, 对缺氧反应基因的转录和激活发

挥关键作用, 进而对缺氧状态下血管生成起核

心调控作用, HIF-1α参与肿瘤血管生成以及细

胞能量代谢等. 在肿瘤的进展和转移中HIF-1α
的表达发挥重要作用. PCNA是一种细胞周期

特异性相关蛋白, 相对分子质量为36 kDa, 在调

节DNA合成和细胞增殖方向起重要作用. 因此, 
PCNA作为细胞周期的内源性组织标志物, 是反

映细胞增殖活性的指标. 
本研究表明, HIF-1α在射频后残余肿瘤组

织中的表达不均匀, 靠近毁损灶周边的肿瘤细

胞HIF-1α表达最强, 这在文献[10-11]中也是有

所报道的. 联合射频后残余肿瘤细胞HIF-1α的

表达明显强于单独射频组残余肿瘤细胞, 且两

者之间差异有统计学意义(P  = 0.025). 因此, 血
流阻断后射频将会导致残余肿瘤细胞的HIF-1α
高表达, HIF-1α的高表达进而调控VEGF的表达

增加, 促进肿瘤微血管生成, 从而使残留肿瘤得

以生存并促进肿瘤的侵袭和转移, 而HIF-1α的

高表达往往是和肿瘤的高侵袭性相关的. 
我们的结论就是如果Pringle联合射频, 肿瘤

仍然不能完全被毁损, 残余肿瘤细胞的生物学

特性将会发生改变, 这将会导致肿瘤的侵袭和

远处转移. 我们的建议是Pringle联合射频消融仅

仅用在肿瘤可以完全被毁损, 同时保证一定的

安全边缘的情况时. 同时van der Bilt et al [5]发现

防止缺血再灌注后引起的微环境失平衡, 防止

HIF-1α的高表达, 可以降低肿瘤的复发和转移, 
其应用17-DMAG减少局部HIF-1α的表达, 可以

减少I/R引起的肿瘤侵袭和转移. 肝癌的综合治

疗可以提高射频疗效, 这包括射频治疗和针对

HIF-1α的生物学治疗相结合. 针对HIF-1α的靶

点逐渐被认为是理想的药物靶点[12-13], 包括近

年的索拉非尼等用于晚期肝癌患者的药物, 这
是否可以在手术前用, 从而减少缺血再灌注引

起的肿瘤生长和转移, 这仍需进一步探索. 因为

HIF-1α仍然在一些生理反应中有一定作用, 如
果应用针对HIF-1α的相应治疗措施, 可能会影

响手术后切口及吻合口的愈合, 进而增加死亡

率, 更多的实验需要研究这在手术前后应用的

可行性. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship among 
pancreatic acinar cell apoptosis, mitochondrial 
apoptosis pathway and mitochondrial DNA 
repair enzyme in severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Thirty Sprague-Dawley rats were 
randomly divided into sham operation group (n 

= 10), model control group (SAP rats induced by 
retrograde injection of sodium taurocholate, n = 
10), and resveratrol treatment group (SAP rats 
injected with resveratrol, n = 10). Serum amy-
lase and caspase-3 and -9 activity in pancreatic 
acinar cells were detected. The level of 8-oxo-
deoxyguanosine (8-oxodG) in mitochondrial 
DNA (mtDNA) was measured by high-pressure 
liquid chromatography (HPLC). Mitochondrial 
cross-membrane potential (ΔΨ) was measured 
by monitoring the fluorescence spectrum of 
rhodamine 123. Pancreatic acinar cell apoptosis 
was detected by flow cytometry. Cytochrome c 
release and mitochondrial 8-oxoguanine DNA 
glycosylase 1 (OGG1) protein expression were 
determined by Western blot. Pathological dam-
age of pancreatic tissue was scored.

RESULTS: Serum amylase level, mitochondrial 
cross-membrane potential, mitochondrial OGG1 
protein expression level and pancreatic patho-
logical score were lower in the resveratrol treat-
ment group than in the model control group 
(4761.98 ± 501.45 vs 7428.91 ± 526.49, 18.42 ± 2.04 
vs 22.01 ± 2.93, 73.97 ± 6.49 vs 159.46 ± 12.85, and 
5.74 ± 0.95 vs 12.95 ± 1.54, respectively; all P < 
0.05). Pancreatic acinar cell apoptosis index, cy-
tochrome c release, 8-oxodG level and caspase-3 
and -9 activity were higher in the resveratrol 
treatment group than in the model control group 
(19.63 ± 2.07 vs 12.45 ± 1.93, 174.31 ± 15.93 vs 100 
± 0.00, 0.0590 ± 0.074 vs 0.0336 ± 0.0061, 2.37 ± 
0.35 vs 1.95 ± 0.19, and 2.07 ± 0.25 vs 1.62 ± 0.15, 
respectively; all P < 0.05).

CONCLUSION: Resveratrol can reduce pancre-
atic pathological damage in SAP rats possibly by 
downregulating mitochondrial OGG1 protein 
expression and inducing pancreatic acinar cell 
apoptosis.

Key Words: Resveratrol; Severe acute pancreatitis; 
Apoptosis; OGG1; Mitochondrion
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■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)病情危重 , 
病 死 率 高 .  近 年
来研究表明细胞
凋亡与SAP病程
及预后密切相关, 
SAP的严重程度
与胰腺细胞的凋
亡呈负相关, 诱导
损伤的胰腺细胞
凋亡可能成为治
疗SAP的一种有
效策略. 基础研究
及临床实践表明, 
白藜芦醇可通过
多种途径对SAP
发挥治疗效应. 有
报道表明白藜芦
醇可通过线粒体
途径诱导肿瘤细
胞凋亡, 因而通过
线粒体途径诱导
胰腺腺泡细胞凋
亡可能是白藜芦
醇对SAP治疗的
一种途径.

■同行评议者
宋振顺, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学西京
医院肝胆外科; 陈
海龙, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院院办
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摘要
目的: 观察白藜芦醇对重症急性胰腺炎(SAP)
胰腺细胞凋亡的影响, 探讨线粒体凋亡通路及
线粒体DNA修复酶OGG1与SAP腺泡细胞凋
亡的关系. 

方法: 30只SD大鼠随机分为假手术组(Sham
组, 只行开腹术, n  = 10), SAP模型组(SAP组, 
胆管逆行性注射牛黄胆酸钠制备SAP模型, n  
= 10), 白藜芦醇治疗组(Res组, SAP模型制作
成功后, 注射白藜芦醇溶液, n  = 10). 测定各组
血清淀粉酶, caspase-3, -9活性, 高压液相色谱
法测定线粒体DNA 8-氧鸟嘌呤(8-oxodG)含
量, 罗丹明123法测定线粒体膜电位, 流式细胞
法检测胰腺腺泡细胞凋亡, Western blot法测定
细胞色素C释放及线粒体OGG1蛋白表达, 并
对胰腺组织进行病理学评分. 

结果: Res组与SAP组比较, 血清胰淀粉酶、线
粒体膜电位、线粒体OGG1蛋白表达量及胰
腺病理损害评分显著降低(4761.98±501.45 vs  
7428.91±526.49, 18.42±2.04 vs  22.01±2.93, 
73.97±6.49 vs  159.46±12.85, 5.74±0.95 vs  
12.95±1.54, 均P <0.05). 胰腺腺泡细胞凋亡
指数、线粒体细胞色素C释放、线粒体DNA 
8-oxodG含量及caspase-3, -9的活性显著升高
(19.63±2.07 vs  12.45±1.93, 174.31±15.93 vs  
100±0.00, 0.0590±0.074 vs  0.0336±0.0061, 
2.37±0.35 vs  1.95±0.19, 2.07±0.25 vs  1.62±
0.15, 均P <0.05).

结论: 白藜芦醇通过下调胰腺腺泡细胞线粒
体DNA修复酶OGG1, 增加SAP胰腺腺泡细胞
凋亡以减轻胰腺组织病理损害, 对SAP具有治
疗意义.

关键词: 白藜芦醇; 重症急性胰腺炎; 凋亡; 8-氧鸟

嘌呤DNA糖基化酶; 线粒体
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
病情危重, 并发症多, 病死率高. 胰腺腺泡细胞

损伤释放胰酶和炎症介质是其病情危重的关键

因素. 近年来人们在SAP发病机制方面的研究

注意到细胞凋亡与S A P病程及预后密切相关, 
发现SAP的严重程度与胰腺细胞的凋亡呈负相 
关[1]. 诱导胰腺细胞凋亡可改善胰腺炎的病变发

展, 而抑制胰腺细胞凋亡可加重胰腺炎的病变

发展[2]. 提示细胞凋亡可能是SAP时宿主自身的

保护性反应, 诱导损伤的胰腺细胞凋亡可能成

为治疗SAP的一种有效策略. 白藜芦醇(3', 4', 5-
三羟基-反-均二苯代乙烯)是中药大黄、虎杖等

的活性成分, 具有抗炎、抗癌、诱导肿瘤细胞

凋亡等多种药理特性, 其可通过多种途径对SAP
发挥治疗效应[3]. 最近, Madan et al [4]报道, 白藜

芦醇可通过线粒体途径诱导肿瘤细胞凋亡. 我
们通过建立大鼠SAP模型, 观察白藜芦醇对SAP
胰腺腺泡细胞凋亡的影响以及线粒体相关通路

的变化规律, 从而探讨其治疗SAP的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康Sprague-Dawley大鼠30只, 
♂, 体质量238-264 g, 由中国人民解放军军事医

学科学院实验动物中心提供, 饲养温度为18℃
-24℃, 相对湿度为55%-65%. 白藜芦醇、牛磺

胆酸钠、8-oxodG标准品、罗丹明123(Sigma公
司), caspase-3, -9 Colorimetric Assay Kit试剂盒

(江苏碧云天生物技术研究所). 血清淀粉酶试剂

盒(北京科美东雅生物技术有限公司). 线粒体

DNA提取试剂盒(上海杰美基因医药科技公司). 
细胞色素C、COXⅣ、OGG1和actin抗体、ECL
发光底物(Santa Cruz公司). 辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔IgG(H+L)(TBD公司).
1.2 方法 
1.2.1 分组及SAP模型制备: 实验大鼠随机分为

白藜芦醇治疗组(RES组, n  = 10)、SAP模型组

(SAP组, n  = 10)和假手术对照组(Sham组, n  = 
10). 各组大鼠术前禁食24 h, 禁水6 h. (1)Sham
组: 仅进行开腹手术, 轻轻翻动十二指肠和胰腺

数次后关腹; (2)SAP组: 按照本组前期方法[5], 腹
腔注射4 g/L戊巴比妥拉钠(60 mg/kg体质量)腹
腔麻醉, 上腹部正中切口进腹, 找到大鼠十二指

肠和胆胰管后, 用无创血管夹夹闭胆胰管肝端, 
用钝头针头经十二指肠浆膜层行胆胰管逆行穿

刺, 穿刺成功后, 微量注射器逆行胆胰管内注射

50 g/L牛磺胆酸钠(1 mL/kg体质量), 推注速度

0.20 mL/min, 推药后用无创血管夹夹闭胆胰管

入十二指肠处, 确认大鼠胃、十二指肠间的胰

腺组织出现异常, 颜色变为砖红色或出现出血

■研发前沿
诱导损伤的胰腺
细胞凋亡治疗是
治疗SAP的重要
途径, 而线粒体结
构功能与细胞凋
亡发生密切相关, 
白藜芦醇对相关
通路的作用有待
进一步研究.
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点后拔出针头, 去除血管夹后关腹; (3)RES组: 
具体操作同SAP组, 在SAP模型制备成功后5 min
内将10 g/L白藜芦醇溶液(1 mL/kg体质量)通过

阴茎背静脉注入. 术后15 min Sham组和SAP组
以与RES组相同方式注射等体积无菌生理盐水. 
制模后6 h大鼠麻醉下打开腹腔, 腹主动脉采血, 
静置后离心, 留取血清-20℃保存待测淀粉酶; 迅
速切取部分胰腺组织, 其中50 mg, -80℃保存待

Western blot实验, 其余立即分离胰腺腺泡细胞

和线粒体, 检测相关指标; 切取剩余部分胰腺组

织, 置于10%中性磷酸盐缓冲液-甲醛中固定, 石
蜡包埋.
1.2.2 指标检测: (1)血清淀粉酶测定: 严格按

照试剂盒说明书操作, CX9全自动生化分析仪

(Beckman公司)检测血清淀粉酶. (2)胰腺组织病

理学评分: 胰腺组织蜡块行4 μm连续切片, 常
规苏木素-伊红(HE)染色. 请两名病理医师按双

盲法分别阅片, 每片随机选取5个高倍视野(200 
倍), 参照Sha et al [6]镜下病理评分标准对5个单项

(水肿、炎性细胞浸润、脂肪坏死、实质坏死、

出血灶)进行评分, 5项之和为该标本的病理学评

分. (3)胰腺腺泡细胞提取: 参照文献[7], 新鲜胰

腺组织迅速放入由4% BSA加0.2 g/L Ⅺ型胶原

酶配成的消化液5 mL中, 眼科剪剪碎胰组织, 消
化10 min后离心3 min(500 r/min), 弃上清, 收集

沉积物PBS液反复清洗3次, 通过200目的铜网过

滤和离心(100 g离心)共3次分离得到胰腺腺泡细

胞. (4)胰腺腺泡细胞线粒体制备: 参照本组前期

方法[8], 将胰腺腺泡细胞800 g离心5 min. 弃沉淀, 
上清液于12 000 g离心10 min. 沉淀用介质(120 
mmol/L KCl, 20 mmol/L Hepes, 5 mmol/L MgCl2, 
1 mmol/L EDTA, pH7.4)悬浮, 以上操作均在冰

浴中进行. 线粒体蛋白含量用考马斯亮蓝法测

定. (5)流式细胞法检测胰腺腺泡细胞凋亡指数: 
取胰腺腺泡细胞, 用冷PBS调至细胞为5×106/L. 
加入0.8 mL含RNase的碘化丙啶(PI), 4℃避光15 
min. 流式细胞仪检测腺泡细胞凋亡率. (6)线粒

体膜电位(ΔΨ)测定: 参照本组前期方法[8], 采用

罗丹明123(Rhodamine123)作为荧光探针测定. 
在2 mL反应介质(0.25 mol/L Succose, 3.0 mmol/L 
Hepes, 0.5 mmol/L EDTA, pH7.4)内加入2 μL的
0.8 μmol/L Rhodamine123, 荧光分光光度计上设

定激发波长500 nm、发射波长525 nm, 检测基础

荧光值F1, 测定加入0.5 mg线粒体, 25℃孵育15 
min, 测定荧光值F2, 计算ΔF = (F1-F2), 即用线粒

体跨膜电位淬灭Rhodamine123的荧光强度量反

映ΔΨ. (7)线粒体DNA 8-氧鸟嘌呤(8-oxodG)含
量测定: 严格按照试剂盒说明书提取mtDNA. 参
照文献[9], 高效液相色谱法(HPLC)检测mtDNA
中8-oxodG含量. 色谱柱采用粒径4 μm的C18反相

柱(250 mm×4.6 mm), 流动相采用6%甲醇, 12.5 
mmol/L柠檬酸, 30 mmol/L氢氧化钠, 25 mmol/L
醋酸钠, 10 mmol/L醋酸, 流速0.8 mL/min, 检测

波长为260 nm. 称取8-oxodG标准品制备标准应

用液, 上述同样条件绘制标准曲线. 计算各样品

中8-oxodG的浓度(mg/L). (8)caspase-3, -9活性测

定: 严格按照按试剂盒说明书操作, 将提取的胰

腺腺泡细胞加入10倍体积的低张力缓冲液, 冰
上裂解20 min, 4℃ 3000 g离心5 min, 取上清, 4℃ 
10 000 g离心20 min, 取上清, 考马斯亮蓝法测定

蛋白含量, 280 nm下读取吸光度值. 再加入1 mL
蛋白分析缓冲液和20 μL caspase底物, 37℃避光

水浴2 h, 405 nm下读取吸光度值. caspase活性 = 
A 405nm/A 280nm. 
1.2.3 Western blot法检测细胞色素C的释放: 参照

文献[10], 提取细胞质(含细胞核)将提取的胰腺

腺泡细胞悬液低速离心于2000 g离心5 min, 使
细胞沉淀, 加入500 μL细胞裂解液(250 mmol/L
蔗糖, 50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 1 
mmol/L EGTA, 1 mmol/L二硫苏糖醇, 1 mmol/L 
PMSF, pH7.4), 冰上裂解30 min, 超声(3-5 s/次, 
3次)破碎细胞, 冰浴5 min, 4℃ 10 000 g离心20 
min, 取上清, 考马斯亮蓝法测定蛋白含量. 10 µg
蛋白质样品经15% SDS-PAGE分离后, 转移于

PVDF膜上. 1∶1000兔抗大鼠细胞色素C抗体

4℃静置孵育过夜, PBS洗涤3次, 再以1∶1000辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG(H+L)抗体室温

孵育1 h, PBS充分洗涤后, 在暗室使用ECL试剂

盒发光显影, X光胶片压片曝光. 采用ChampGel 
2000凝胶系统分析软件, 扫描定量各条带的相

对灰度值, 以SAP组条带灰度值为100%, 其他两

组条带灰度值与对照组条带灰度值的比值, 即
为其相对表达量(%). 
1.2.4 Western blot法检测腺泡细胞线粒体OGG1
蛋白表达量: 将提取的胰腺腺泡细胞或线粒体

根据样品浓度不同加入2×SDS上样缓冲液, 混
合液100℃加热5 min, 冰浴冷却. SDS-PAGE凝
胶电泳及Western杂交条件同方法1.2.3. 以Sham
组条带灰度值为100%, 其他两组条带灰度值与

Sham条带灰度值的比值, 即为其相对表达量(%).
统计学处理 采用SPSS11.0统计分析软件进

行处理, 所有结果均以mean±SD表示, 样本间均

■相关报道
前 期 研 究 表 明 , 
白藜芦醇可通过
包括诱导胰腺腺
泡细胞凋亡在内
的多种机制改善
SAP中胰腺的病
理 损 伤 .  如 白 藜
芦 醇 能 通 过 上
调Bax、Bcl-2及
FasL蛋白的表达, 
在SAP早期诱导
胰腺细胞凋亡. 近
几年线粒体DNA
修复系统逐渐为
研究者认识并重
视, 其与细胞凋亡
发生在肿瘤细胞
中 有 报 道 ,  但 在
SAP发生及治疗
中的变化规律尚
未见报道.
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数比较采用单因素方差分析, P <0.05为具有统计

学意义．

2  结果

2.1 白藜芦醇对SAP各项指标的影响 与Sham组

比较, SAP组和RES组血浆淀粉酶及线粒体DNA 
8-oxodG含量均显著升高, 而ΔΨ显著降低. 与
SAP组比较, RES组血浆淀粉酶水平及ΔΨ显著

降低, 而8-oxodG含量均显著升高(表1).
2.2 光镜下胰腺组织病理学改变 Sham组胰腺未

见炎性改变, 腺泡细胞形态结构正常, 排列紧密. 
SAP组胰腺大量炎性细胞浸润, 可见部分腺泡结

构消失, 小叶结构破坏, 细胞核大量固缩、溶解, 
实质出血, 血管扩张, 可见片状脂肪变性、坏死. 
RES组胰腺组织充血、水肿、炎症细胞浸润、

脂肪变性等均较SAP组明显减轻(图1).
2.3 白藜芦醇对SAP腺泡细胞凋亡相关指标的影

响 与Sham组比较, SAP组和RES组caspase-3, -9

活性及胰腺腺泡细胞凋亡率显著升高. 与SAP组
比较, 以上指标均显著升高(表2).
2.4 白藜芦醇对SAP腺泡细胞线粒体细胞色素C
释放的影响 Sham组无明显细胞色素C的释放, 
蛋白条带仅有清淡显影. SAP组及RES组可见明

显细胞色素C释放进入胞质, 且RES组更为显著. 
3组胞质中基本无线粒体内膜蛋白COXⅣ检出, 
表明本研究提纯的胞质中基本不含线粒体(图2).
2.5 白藜芦醇对SAP腺泡细胞线粒体OGG1蛋白

表  2  各组caspase-3, -9活性和胰腺腺泡细胞凋亡率结
果 (mean±SD)

     
分组	     caspase-3        caspase-9      细胞凋亡率(%)

Sham组	   1.04±0.02       1.03±0.03        2.15±0.43

SAP组	   1.95±0.19a      1.62±0.15a     12.45±1.93a

RES组	   2.37±0.35ac     2.07±0.25ac    19.63±2.07bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  Sham组; cP<0.05 vs  SAP组.

■创新盘点
本研究发现, 白藜
芦醇可能通过抑
制 O G G 1 等 线 粒
体DNA修复酶的
修 复 能 力 ,  增 加
mtDNA损伤 ,  引
起线粒体功能障
碍, 从而激活线粒
体凋亡途径, 以诱
导损伤胰腺腺泡
细胞凋亡, 从而达
到对SAP的治疗
效果.

表  1  各组血清淀粉酶、ΔΨ和线粒体DNA 8-oxodG含量比较 (mean±SD)

     
分组		    血清淀粉酶(U/L)		           ΔΨ		        8-oxodG(mg/L)

Sham组		    995.25±106.25		  25.72±2.35	     0.0031±0.0005

SAP组		  7428.91±526.49b		  22.01±2.93a	     0.0336±0.0061b

RES组		  4761.98±501.45ac		  18.42±2.04ac	     0.0590±0.0074bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  Sham组; cP<0.05 vs  SAP组.

图  1  各组大鼠胰腺病理学变化及评分. A: Sham组; B: SAP组; C: RES组; D: 各组病理评分比较. aP<0.05, bP<0.01 vs  Sham组; 
cP<0.05 vs  SAP组.
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含量的影响 与Sham组比较, SAP组OGG1蛋白

表达量显著升高(P <0.05), 而RES组OGG1蛋白

表达量显著降低(P <0.05, 图3).

3  讨论

SAP发生时最早的病理变化是出现在胰腺腺泡

内, 而腺泡细胞的死亡方式与胰腺炎的病情变

化有密切的关系[11]. 凋亡和坏死均是细胞受创后

的死亡方式, 他们的本质区别在于凋亡不释放

细胞内容物和炎症介质, 不引起炎症反应, 而坏

死引起强烈炎症反应[12]. 目前较多实验均支持这

样一种假说, 即胰腺腺泡细胞的凋亡与胰腺炎

的严重程度呈负相关[1]. Luge et al发现抑制腺泡

细胞凋亡后, 坏死细胞明显增多, 胰腺炎的严重

程度明显加重[13]. 纪涛 et al [14]发现, TNF-α抑制

剂可通过上调caspase-3蛋白表达促进SAP胰腺

细胞凋亡, 明显改善炎症反应和组织病理学评

分. 以上提示诱导胰腺细胞凋亡可能是治疗SAP
的一种有效途径. 

线粒体异常与胰腺炎的发病密切相关, 线
粒体通过影响腺泡细胞钙稳态、能量代谢紊乱

及产生活性氧等途径参与SAP的发生及预后[15]. 
线粒体是细胞凋亡调控的活动中心. 是细胞凋

亡信号途径的重要感受者与放大者. 在细胞凋

亡早期, 核染色体DNA还未改变之前, 线粒体即

已出现结构和功能的变化, 说明线粒体在细胞

凋亡过程中起重要的早期启动作用. 研究表明, 
线粒体细胞色素C的释放是凋亡重要的早期事 
件[16]. 在本研究中, 与Sham组比较, SAP组胰腺

腺泡细胞凋亡率增加, 线粒体Δψ显著降低, 细
胞色素C释放增加, caspase-3及caspase-9活化增

加. 这与Sung et al [17]的研究结果基本一致, 他们

的研究还发现, 胰腺腺泡细胞ATP水平与P53、
BAX、caspase-3, 9等凋亡因子的表达水平负相

关. 这表明线粒体功能失调、线粒体细胞色素C 
的释放, 激活caspase-3这条凋亡通路参与了SAP
胰腺腺泡细胞凋亡. 研究表明, 病理条件下受损

的腺泡细胞发生凋亡可以减少因坏死释放的活

性胰酶, 减轻炎症介质的瀑布样级联释放, 这可

能是急性胰腺炎时机体的自我保护机制之一[18]. 
线粒体DNA(mtDNA)是具有复制、转录、

翻译等半自主功能的细胞器DNA, 有13种ATP
酶和细胞色素氧化酶的编码基因. mtDNA无内

含子, 因此任何突变都会影响到其编码的重要

功能基因. mtDNA缺乏组蛋白保护, 复制频率

高, 且离活性氧(ROS)产生位点极近, 因此对内

外环境改变极为敏感. mtDNA突变引起线粒体

功能紊乱, 活性氧产生增加, 线粒体膜电位或线粒

体膜通透性发生改变, 从而引起细胞凋亡[19]. 在诸

多类型的氧化碱基修饰中, 8-氧鸟嘌呤(8-oxo-7, 
8-dihydroguanine, 8-oxodG)是最常见也是在诱

发突变中有重要意义的一种碱基的氧化修饰. 
8-oxodG可以引起复制过程中的dAMP的错配, 

■应用要点
本研究进一步证
明并揭示白藜芦
醇对SAP的治疗
作用及具体机制, 
提出抑制线粒体
DNA修复系统可
能是治疗SAP的
新靶点, 为临床正
确使用白藜芦醇
及开发新药提供
实验依据.
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从而导致C/G→A/T的颠换突变, 因此与衰老、

肿瘤、退行性病变等许多疾病相关[20]. 本研究

中, SAP组胰腺腺泡细胞线粒体8-oxodG含量显

著高于Sham组, 表明mtDNA氧化损伤参与了

SAP的病理过程. 近年来发现, 线粒体内亦存在

DNA损伤修复机制, mtDNA中8-oxodG的修复

主要通过碱基切除修复(BER)途径[21]. BER过

程中首先通过DNA糖基化酶特异性识别氧化

碱基. 8-氧鸟嘌呤DNA糖基化酶(8-oxoguanine 
DNA glycosylase, OGG1)是哺乳动物线粒体最

主要的8-oxodG酶[22]. OGG1缺陷小鼠成纤维细

胞mtDNA 8-oxodG含量比野生型小鼠高8倍[23]. 
线粒体特异性OGG1-α基因突变可导致包括胰

腺癌在内的多种恶性肿瘤发生几率增加[24]. 一
般认为mtDNA损伤修复是一有益的过程, 对维

护细胞正常的生物学功能非常关键. 但近年来

的研究表明, mtDNA修复酶表达过高亦会引起

恶性病理变化. Li et al [25]研究发现, 对放射治疗

抵抗的骨肉瘤其BER另一个关键限速酶脱嘌呤

脱嘧啶核酸内切酶-1(APE1)线粒体转位出现较

早, 且增加幅度较大. Phadnis et al [26]报道, 线粒

体的另外一种糖基化酶Ntg1p过表达并未降低

酵母mtDNA点突变率, 反而增加了mtDNA中致

突变中介物的表达. mtDNA修复对衰老及退行

性疾病的意义尚在广泛争论中. 我们认为在不

同的组织, 不同的病程中, mtDNA修复的效应和

意义存在差异. 在本研究中, SAP胰腺腺泡细胞

线粒体OGG1表达显著升高(P <0.01), 这可能与

8-oxodG升高造成组织损伤后激活了机体自我

修复机制有关. 抑制胰腺细胞凋亡可加重胰腺

炎的病变发展, 因而本研究中OGG1表达升高抑

制了腺泡细胞凋亡, 在后期反而增加了SAP的
严重程度. 最近Ueta et al [27]的研究表明, 线粒体

OGG1过表达增加了口腔鳞癌细胞对γ射线放疗

的抵抗性, 而通过RNA干扰技术抑制OGG1、
DNA聚合酶γ(POLG)及线粒体转录因子A(Tfam)
等线粒体DNA修复相关物质, 可通过促进口腔

鳞癌细胞凋亡提高肿瘤放疗效果. 我们推测在

SAP治疗中, 抑制线粒体DNA修复系统可能是

一个有效的措施. 
临床实践及实验研究表明, 白藜芦醇可通

过多种机制改善SAP中胰腺的病理损伤, 其中一

个重要机制是通过诱导胰腺腺泡细胞凋亡[3,28]. 
研究发现, 白藜芦醇能通过上调Bax、Bcl-2及
FasL蛋白的表达, 在SAP早期诱导胰腺细胞凋 
亡[29]. 但目前对于白黎芦醇诱导SAP胰腺腺泡细

胞凋亡的具体机制尚不清楚. 本研究中, RES组
胰腺腺泡细胞凋亡率显著高于SAP组和Sham组, 
线粒体Δψ显著降低, 细胞色素C释放和caspase-3
活化进一步增加, 胰腺病理损害明显减轻. 这表

明白藜芦醇对重症急性胰腺炎具有治疗作用, 
且这种治疗作用可能与通过线粒体凋亡途径促

进胰腺细胞凋亡有关. 进一步研究表明, RES组
腺泡细胞线粒体8-oxodG较SAP组进一步升高, 
而OGG1表达显著低于SAP组. Robb et al [30]报

道, 白藜芦醇作用人肺成纤维细胞72h后, 线粒

体DNA修复酶中的POLGβ活性显著降低, 这与

本研究的结论一致. 白藜芦醇可调控多种组织

细胞凋亡[31]. Kao et al [32]报道, 白藜芦醇可通过

促进畸胎瘤CD133细胞凋亡, 增加其放疗敏感

性. 最近的研究表明, 白藜芦醇可通过抑制JAK/
STAT通路和增强线粒体凋亡通路, 诱导人表皮

样癌细胞凋亡, 发挥其治疗作用[4]. 因而我们推

测, 白藜芦醇可能通过抑制OGG1等线粒体DNA
修复酶的修复能力, 增加mtDNA损伤, 引起线粒

体功能障碍, 从而激活线粒体凋亡途径, 以诱导

损伤胰腺腺泡细胞凋亡, 从而达到对SAP的治疗

效果. 抑制线粒体DNA修复系统有望成为治疗

SAP的新靶点. 白藜芦醇下调OGG1表达的信号

通路以及对于其他线粒体修复酶的影响尚需进

一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of PD-1 on 
the surface of T cells in CHB patients in immune 
clearance phase and the dynamic changes in 
PD-1 expression on the surface of T cells in 
CHB patients during IFN-alpha 2b therapy, 
and analyze the prognostic significance of 
PD-1 expression in CHB infection patients after 
antiviral therapy.

METHODS: Twenty CHB patients with long-
term elevated serum alanine aminotransferase 
(ALT) level were enrolled. All the patients un-
derwent IFN-alpha 2b therapy (1.5 μg/kg, once 
a week) for 6 months. PD-1 expression on the 
surface of total peripheral CD8+ and CD4+ T cells 
was evaluated using flow cytometry at different 
time points during the therapy. 

RESULTS: The positive rates and mean fluo-
rescence intensity (MFI) of PD-1 expression on 
CD4+ and CD8+ T cells were significantly higher 
in CHB patients in immune clearance phase than 
in normal controls (all P < 0.05). During IFN-al-
pha 2b therapy, the positive rate of PD-1 expres-
sion on CD8+ T cells declined significantly over 
time. In CHB patients undergoing IFN-alpha 2b 
therapy, the positive rate of PD-1 expression on 
CD8+ T cells was positively correlated with both 
serum ALT level and HBV DNA level. 

CONCLUSION: PD-1 is upregulated on total 
peripheral T cells in CHB patients in immune 
clearance phase. Interferon treatment-induced 
suppression of HBV replication results in a sig-
nificant reduction in PD-1 expression on the sur-
face of CD8+ T cells. 

Key Words: Hepatitis B; Programmed death-1; In-
terferon; Antiviral therapy

Liang XS, Li CZ, Wan MB, Zhang Q. Dynamic changes in 
programmed death-1 expression on the surface of T cells in 
chronic hepatitis B patients undergoing interferon therapy. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2899-2902

摘要
目的: 观察慢性HBV感染(CHB)免疫清除期
PD-1的表达状态以及干扰素抗病毒治疗期间
T细胞PD-1的表达, 明确免疫清除期CHB患者
PD-1表达的临床意义.

方法: 伴有长期ALT反复升高的CHB患者20例
被纳入本研究, 所有病例均接受为期6 mo的Peg
干扰素(1.5 μg/kg)抗病毒治疗, 每周1次. 应用流
式细胞术对所有患者抗病毒治疗不同时间点
(0、12、24 wk)的外周血总CD8+ T细胞和CD4+ 

T细胞PD-1表达百分比和表达强度进行检测. 

结果: 免疫清除期CHB患者外周血总CD8+ T
细胞和CD4+ T细胞PD-1阳性率和PD-1表达荧
光强度均明显高于健康对照组(P <0.05); PEG
干扰素治疗早期CD8+ T细胞PD-1阳性率呈现
明显下降, 且CD8+ T细胞PD-1表达阳性率同
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■背景资料
在慢性HBV感染
进程中, 宿主免疫
反应特别是细胞
免疫反应在病毒
清除中起重要作
用. 慢性乙型肝炎
(CHB)患者宿主
免疫特点为严重
的H B V特异性T
细胞功能缺陷, 其
中程序型坏死因
子1(PD-1)是CHB
进程中T细胞功能
缺陷原因之一.
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ALT水平和病毒水平均呈现明显正相关(R2 = 
0.22, 0.357, P = 0.001, 0.002).

结论: CHB患者外周血T细胞PD-1呈高表达; 
干扰素治疗诱导的病毒水平下降可导致CD8+ 

T细胞PD-1表达明显下降.

关键词: 慢性乙型肝炎; 程序性坏死因子; 干扰素; 
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0  引言

HBV感染引起的乙型病毒性肝炎是一种常见的

严重肝脏疾病. 在慢性HBV感染进程中, 宿主免

疫反应特别是细胞免疫反应在病毒清除中起重

要作用. 慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)
患者宿主免疫特点为严重的HBV特异性T细胞

功能缺陷, 其中程序型坏死因子1(programmed 
death 1, PD-1)是CHB进程中T细胞功能缺陷原

因之一[1-7]. 为了明确干扰素(interferon, IFN)抗病

毒治疗对宿主T细胞PD-1表达影响, 本研究对20
例免疫清除期CHB患者Peg(polyethylene glycol, 
Peg)IFN治疗中T细胞PD-1表达进行了检测.

1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2008-09长海医院感染科收

治的CHB患者20例, 其中男15例, 女5例, 年龄

21-41(平均29.6±5.9)岁, 所有患者均处于免疫

清除期(ALT≥2倍). 诊断符合2000年修订《病

毒性肝炎防治方案》标准. 所有患者排除其他

肝炎病毒现症感染及合并自身免疫性肝炎、酒

精性肝病等, 同时在入组前6 mo内未经任何抗病

毒及免疫抑制治疗. 所有患者均接受为期6 mo的
Peg IFN-α2b抗病毒治疗, 剂量为1.5 μg/kg, 每周

1次. 分别在3个时间点进行了随访和检测: 基线

(T1), 治疗12 wk(T2), 治疗24 wk(T3). 另选年龄

和性别与患者相匹配的健康献血员10例为正常

对照组. 所有病例均签署了知情同意, 并且本研

究获得本院伦理委员会同意; FITC-CD4流式抗

体、APC-CD8流式抗体购自美国eBiosciences公
司、PD-1-PE流式抗体购自美国BD公司; HBV 
DNA荧光定量PCR法为罗氏Amplifier COBAS; 
FACSCalibur流式细胞仪为美国BD公司.
1.2 方法 
1.2.1 外周血总T细胞PD-1表达水平的检测: 应
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用流式细胞术对20例免疫清除期CHB患者接受

抗病毒治疗前和10例健康献血员外周血总T细
胞PD-1表达状态进行检测. 取50 μL抗凝血, 加
抗-CD4-FITC、抗-CD8-APC和抗-PD-1-PE流
式抗体各5 μL, 常温避光孵育20 min标记, 用流

式细胞裂解液1 mL常温避光裂解10 min, 1500 
r/min常温离心5 min, 弃去上清并用PBS 1 mL
冲悬沉淀, 1500 r/min常温离心5 min洗沉淀1次, 
标记处理好后, 将细胞收集冲悬在400 μL PBS
中, 避光放置待上机, 上机浓度为106/mL. 激光

器波长为488 nm与635 nm, 用Cellquest(Becton 
Dickinson Rutherford, NJ)软件获取和分析数据. 
1.2.2 病毒检测: 抗HAV、抗HCV、抗HDV、抗

HEV、抗EB、抗CMVIgM和HBV病毒学指标用

第3代ELISA法进行检测(SABC公司). 血清HBV 
DNA水平应用罗氏Amplifier COBAS法检测. 肝
功指标和血清HBV DNA水平在住院期间每周

和随访期1年内每月门诊进行检测.
统计学处理 统计学处理采用SPSS12.0软

件, 数据进行样本均数t检验和两变量相关性分

析, 以及线性相关性分析.

2  结果

2.1 临床转归 9例患者在治疗12 wk时病毒载量

水平较基线平均下降1.5个Log, 治疗24 wk时, 
其中5例达到了完全病毒学应答, 发生eAg血清

学转归和病毒载量水平下降为500拷贝以下, 且
ALT水平复常. 根据eAg转变将病例分为eAg转
换组和eAg阳性组. 其中两组病毒载量水平和

ALT变化见表1. 治疗12 wk时，病毒载量下降幅

度两组差异具有统计学差异(P <0.05). 
2.2 免疫清除期CHB患者外周血总T细胞PD-1表

达 其阳性表达率波动在6.24%到63.5%之间, 平
均14.64%±5.38%; 外周血总CD4+ T细胞PD-1
阳性表达率波动在6.07%到16.19%之间, 平均

为11.03%±2.83%, 都明显高于健康对照组(均
P <0.05). 免疫清除期CHB外周血总CD8+ T细胞

和CD4+ T细胞PD-1单细胞表达强度(MFI)分别为

5.04±1.09与4.16±0.66, 健康对照为3.64±0.76
与3.46±0.38, CHB组明显高于对照组(均P<0.05). 
2.3 Peg IFN-α2b抗病毒治疗期间外周血T细胞

PD-1表达 治疗12 wk时CD4+ T细胞PD-1表达阳

性率明显升高, 由基线的11.03%±2.83%上升

到25.03%±14.18%(P <0.01), 治疗12-24 wk期间

CD4+ T细胞PD-1阳性率基本趋于稳定(25.03%
±14.18% vs  25.24%±14.22%)(图1A); Peg INF-
α2b治疗期间CD8+ T细胞PD-1表达阳性率随着
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治疗时间呈现下降趋势, 基线到治疗12 wk时
PD-1阳性CD8+ T细胞比例由14.64%±5.38%
下降为9.84%±3.62%, 显著降低(P <0.01), 治疗

12-24 wk期间CD8+ T细胞PD-1阳性率略有下降, 
但未见统计学意义(图1B).
2.4 Peg IFN-α2b治疗期间CD8+ T细胞PD-1表达

与ALT和病毒载量 Peg IFN治疗基线T细胞PD-1
表达水平同ALT水平之间未见明显相关性, 且在

治疗结束时发生完全病毒学应答组和未获得组

相比T细胞PD-1表达水平无明显差异(P >0.05). 
然而, Peg IFN抗病毒治疗期间CD8+ T细胞PD-1
表达阳性率却同ALT水平呈正相关(R2 = 0.22, 
P = 0.001)(图2A); 经单因素线性回归分析, IFN
治疗期间CD8+ T细胞PD-1阳性率同病毒载量

呈现正相关, 且具有统计学意义(R2 = 0.357, P = 
0.002)(图2B). 另外, 治疗12 wk时同基线相比, 
病毒载量水平明显下降, 同时CD8+ T细胞表面

PD-1表达水平也发生明显变化(均P <0.05)见图

2C; 但治疗12 wk到24 wk病毒载量水平下降幅

度减弱, 同时CD8+ T细胞PD-1表达水平变化也

明显减弱, 甚至个别病例还出现PD-1表达水平

回升(P >0.05, 图2C).
2.5 Peg IFN-α2b治疗早期T细胞PD-1表达与抗病

毒治疗 基于IFN抗病毒期间前12 wk T细胞PD-1
变化明显的发现, 我们进一步对IFN治疗基线到

12 wk期间CD8+ T细胞PD-1表达阳性率变化对疗

效预测作用进行了分析. CD8+ T细胞PD-1变化对

疗效无明显预测作用(F  = 1.43, P = 0.25).

3  讨论

本研究结果显示CHB患者免疫活动期T细胞表

面PD-1表达水平较对照组明显升高. 抗病毒治

疗诱导病毒载量水平明显下降的早期, CD8+ T细
胞表面PD-1明显下降, 但CD4+ T细胞表面PD-1

表  1  不同治疗应答组抗病毒治疗期间的变化比较

     
分组

                     基线HBV DNA	      HBV DNA水平(Log10 IU/mL)	     
基线ALT(IU/mL)

		  ALT水平

	             Log10(IU/mL)	          T1-T2	 T2-T3			         T1-T2		  T2-T3

eAg血清转换组    7.94±0.51      3.15±1.94a      0.27±1.48       311.2±204.6       193.4±264.3       40.6±67.5

eAg阳性组           7.42±1.06      0.78±1.18        0.92±1.79       298.4±204.6       189.8±192.3       46.6±82.3

aP<0.05 vs  eAg阳性组.

图  1  Peg IFN-α2b
治疗不同时间外周
血T细胞PD-1阳性
率. A: CD4+ T细胞; 

B: CD8+ T细胞.

100

80

60

40

20

0

%
PD

-1
+

CD
4+

 T
 c

el
ls

0            12          24 

P  = 0.002
P  = 0.967

P  = 0.002 30

25

20

15

10

5

0

%
PD

-1
+

CD
8+

 T
 c

el
ls

0            12           24 
治疗时间(wk)

P  = 0.007
P  = 0.132

P  = 0.000

治疗时间(wk)

BA

图  2  Peg IFN-α2b治疗CD8+ T细胞PD-1表达与ALT和病毒载量变化关系. 
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■应用要点
本研究结果更进
一步明确了HBV
复制同T细胞功能
缺陷的关系. 病毒
载量水平和CD8+ 

T细胞PD-1表达
之间具有明显相
关性, 抗病毒治疗
诱导的病毒载量
水平下降可导致
CD8+ T细胞PD-1
表达的明显下降.
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水平却明显升高. Evans et al对直接抑制HBV复

制抗病毒药物治疗期间宿主T细胞表面PD-1表
达研究中也发现[6-7], 在抗病毒治疗诱导病毒明

显下降后, 可以见到CD8+ T细胞表面PD-1表达

明显下降, 同时伴有功能恢复. 
我们发现在IFN抗病毒治疗过程中CD4+ T

细胞和CD8+ T细胞PD-1表达具有不同的模式, 且
CD4+ T细胞PD-1表达同病毒载量水平之间呈现负

相关, 该研究结果同Evans et al [7]的报道相悖, 原因

可能是两个研究设计差异导致; IFN抗病毒治疗

过程中虽然总体病毒载量水平随抗病毒时间呈现

下降趋势, 但一些病例病毒载量水平基本未变, 甚
至还有上升, 因此不能很好确定CD4+ T细胞PD-1
表达同病毒载量变化之间的因果关系; 随着病毒

水平下降, 无论是否发生eAg血清转换, CD8+ T细
胞PD-1表达均明显下降, 但是未发现CD8+ T细胞

PD-1表达水平下降同eAg血清转换之间具有相关

性. Cooksley et al发现在阿德福韦酯抗病毒治疗患

者, eAg转阴会伴随HBV DNA水平的明显下降, 及
CD4+ T细胞功能恢复, 这些结果提示PD-1表达下

降可能不足以完全恢复T细胞功能[8-10].
抗病毒治疗基线ALT水平对抗病毒疗效具

有很好的预测作用[11-15]. 如果ALT是宿主针对

HBV病毒免疫反应的标志, 那么在基线ALT水平

和PD-1表达之间就应该存在一定的相关性, 本
研究却未发现存在这种关系. 可能部分源于不

同的患者基线PD-1表达水平存在很大差异. 抗
病毒治疗期间随着病毒水平下降, ALT水平复常, 
CD8+ T细胞PD-1表达也呈现下降趋势, 并同ALT
水平变化之间呈正相关性, 这在一定程度上提

示: ALT可能更多的是代表病毒复制启动的针对

肝细胞的炎症反应程度.
总之, 本研究结果更进一步明确了HBV复

制同T细胞功能缺陷的关系. 病毒载量水平和

CD8+ T细胞PD-1表达之间具有明显相关性, 抗
病毒治疗诱导的病毒载量水平下降可导致CD8+ 

T细胞PD-1表达的明显下降.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
matrix metalloproteinase-7 (MMP-7) expression 
in hepatocellular carcinoma (HCC) and analyze 
the correlation of MMP-7 expression with some 
pathologic parameters in HCC.

METHODS: Sixty-three HCC specimens, 10 he-
patic cirrhosis specimens and 10 normal liver tis-
sue specimens were used in the study. Immuno-
histochemistry was used to detect MMP-7 expres-
sion and microvessel density in these specimens. 
The correlation of MMP-7 expression with some 
pathologic parameters in HCC was analyzed. 

RESULTS: MMP-7 expression level was signifi-

cantly higher in HCC than in hepatic cirrhosis 
and normal liver tissue (χ2 = 21.19, P < 0.05). 
MMP-7 expression was correlated with tumor 
size and number, vascular cancer embolus, in-
vasion, tumor stage and angiogenesis (χ2 = 7.1, 
14.55, 4.24, 4.49 and 7.11, respectively; t = 4.30, 
all P < 0.05), but was not correlated with serum 
alpha-fetoprotein, age and sex (all P > 0.05).

CONCLUSION: MMP-7 may play a critical role 
in the development, progression, metastasis and 
angiogenesis of HCC. MMP-7 expression can be 
used as an important prognostic factor for HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Matrix met-
alloproteinase-7; Microvessel density
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摘要
目的: 探讨基质金属蛋白酶7(MMP-7)与肝细
胞癌(HCC)生物学行为及预后的关系, 试图阐
明HCC的发生发展和微转移机制, 并了解其
预后. 

方法: 应用ElivisionTM plus二步法(AB法)免疫
组织化学检测CD34和MMP-7单克隆抗体在
63例HCC、10例肝硬化和10例正常肝组织标
本的表达, 分析MMP-7表达与HCC临床病理
因素之间的关系.

结果: MMP-7在HCC组织中的表达明显高于
肝硬化和正常肝组织, 差异有显著性统计学意
义(χ2 = 21.19, P <0.05); MMP-7的表达与HCC
的大小、病灶数目、浸润、血管癌栓、临
床分期和肿瘤血管生成具有相关性(χ2 = 7.1, 
14.55, 4.24, 4.49, 7.11, t  = 4.30, 均P <0.05).

结论: MMP-7可能在HCC的发生发展过程中
起重要作用. MMP-7促进HCC浸润转移和血
管生成, 可成为临床判定预后的良好指标. 

关键词: 肝细胞癌; 基质金属蛋白酶7; 微血管密度
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■背景资料
MMP-7在正常细
胞或肿瘤细胞都
以无活性的酶原
(pro-MMP-7)形式
存在, 能被多种因
素所激活, 如胰蛋
白酶, 白细胞弹性
蛋白酶和组织蛋
白酶; 同时MMPs
之间也能通过相
互作用调节自身
活 性 ,  降 解 细 胞
外 基 质 ( E C M ) . 
MMP-7区别于其
他MMP家族成员
的另一特点是在
基质细胞中并不
表达, 而仅表达于
肿瘤细胞内和肿
瘤细胞邻近的血
管内皮细胞中.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

基质金属蛋白酶7(matrix metalloproteinase 7, 
MMP-7)属于基质金属蛋白酶基因家10族的成

员之一, 其基因定位于11q-22q, DNA长1.6 kb, 
编码267个氨基酸[1], 在其家族中相对分子质量

最小(28 kDa), 为锌依赖肽链内切酶, 具有消化

特定的细胞外基质成分作用; M M P-7分子结

构中缺乏与基质金属蛋白酶组织抑制剂(tissue 
inhibitor of metalloproteinases, TIMPs)相互作用

的区域. 因此, MMP-7具有强大的基质降解活

性和广泛的底物特异性, 如Ⅳ型胶原、层黏蛋

白、纤维结合素、蛋白多糖、Ⅰ型明胶和可

溶性弹性蛋白等底物, 而受TIMP的负调节较

小. MMP-7在正常细胞或肿瘤细胞都以无活性

的酶原(pro-MMP-7)形式存在, 能被多种因素所

激活, 如胰蛋白酶, 白细胞弹性蛋白酶和组织蛋

白酶; 同时MMPs之间也能通过相互作用调节

自身活性, 降解细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM). MMP-7区别于其他MMP家族成员的另

一特点是在基质细胞中并不表达, 而仅表达于

肿瘤细胞内和肿瘤细胞邻近的血管内皮细胞中. 
实体肿瘤是一个典型的血管依赖性疾病, 他的

生长和转移等生物行为与其间质的血管形成密

切相关. 组织标本微血管计数(microvessel count, 
MVD)检测是血管形成的量化指标, 是评价肿瘤

内血管生成的标准. 近年来, 国内外学者研究[2]

发现MVD定量高者易发生转移或复发, 且预后

较差. 随着对肿瘤血管生成的深入研究, MVD被

作为肿瘤浸润、转移和预后判断的重要参考指

标. CD34抗原是近年来人们发现的一种新的与

小血管相关的抗原, 他在各种血管源性肿瘤及

多种肿瘤间质小血管中的表达已得到证实. 故
血管标志物CD34 mAb可被用于标记癌组织血

管内皮细胞, 计算MVD[3]. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-01/2007-12江西省人民医院

和南昌大学一附医院经病理确诊为H C C的患

者63例, 病例具有肿瘤原发病灶组织的蜡块, 手
术前未经过放疗、化疗、微波刀等针对肿瘤的

任何治疗, 并有手术前后完整的病案资料. 63例
患者均有HBV感染; 其中男54例、女9例, 比例 
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6∶1; 年龄18-69(平均年龄44.8)岁; AFP≥400组
29例, AFP<400组34例; 肿瘤直径>5 cm组32例, 
直径≤5 cm组31例(HCC单病灶时取最大直径, 
多个病灶时取直径之和); 肿瘤数单个组44例, 
肿瘤数多个组19例; 有血管癌栓(门静脉、肝静

脉、下腔静脉)组15例, 无血管癌栓组48例; 有远

处转移5例(膈肌、壁腹膜、网膜、胃、肺的转

移各1例); 采用2001年第八届全国肝癌学术会议

制定的分期标准: Ⅰ期22例, Ⅱ期29例, Ⅲ期12
例. 鼠抗人MMP-7 mAb(美国NEOMARKERS公
司)、CD34抗体和浓缩型DAB试剂盒(福州迈新

生物技术有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 符合以上条件的63例HCC标本作为

实验组; 同时取10例肝硬化(来自肝硬化门脉高

压手术)和10例正常肝组织(来自肝内胆管结石

行肝叶切除的肝组织)作为对照组. 实验组和对

照组中每例样本均做MMP-7、CD34的免疫组

织化学检测.
1.2.2 免疫组织化学染色ElivisionTM plus二步法

(AB法): 采用二步法(AB法)检测MMP-7的表达. 
切片脱蜡至水, PBS液(pH7.4)洗3次每次5 min. 
0.3% H2O2中室温孵育10 min以阻断内源性过氧

化物酶. 先将0.01 mol/L枸橼酸钠缓冲液(pH6.0)
于压力锅中加热至沸腾后, 将切片置于高温塑

料切片架上, 放入已沸腾的缓冲液中, 盖上锅盖

扣上压力阀, 继续加热至喷气, 计时3 min. 室温

冷却30 min. 滴加一滴(50 mL)一抗鼠抗人MMP-
7Ab, 4℃过夜. 滴加一滴聚合物增强剂(试剂A), 
37℃孵育30 min. 滴加一滴酶抗鼠聚合物(试剂

B), 室温孵育30 min. 切片浸入修复液经高档微

波处理10 min修复抗原. 显色液(终浓度为0.05% 
DAB, 0.3% H2O2, 用PBS新鲜配制)显色后用苏

木精稍稍衬染、脱水、透明、封片等. 上述各

步未加说明者, 皆为室温条件. 免疫组织化学检

测CD34的表达, 步骤同上(CD34无需抗原修复). 
1.2.3 MMP-7阳性结果判定标准: MMP-7表达以

细胞质出现棕黄色颗粒、且其着色强度高于背

景非特异性染色者判定为阳性, 以每例切片中

阳性癌细胞占全部癌细胞的比例计算, 完全阴

性或阳性率<5%者为(-), 阳性细胞占5%-35%、

36%-65%、66%分别评为1、2、3分, 根据细胞

内黄色的深浅将无显色、淡黄色、橘黄色和棕

黄色分别评为0、1、2、3分, 以上两者之和最

高为6, 0-2视为阴性, 3-6视为阳性[4]. 
1.2.4 MVD: 按照Weidner et al的判评标准, 计算

www.wjgnet.com

■相关报道
Crawford et al在鼠
模型胰腺癌细胞
中发现, MMP-7不
但可以裂解FasL
抗凋亡, 而且可能
诱导抗凋亡蛋白
Bcl-2抑制凋亡, 并
提出MMP-7可以
通过水解蛋白激
活潜在的营养因
子抑制化生的细
胞凋亡.
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肿瘤内着色的毛细血管和微小血管. 凡呈现棕

色单个内皮细胞或细胞群者均作为一个血管计

数, 但肌层较厚及管腔面积大于8个细胞直径的

血管不计在内. 计数方法: 每张染色切片先在低

倍镜(×100)下全面观察切片以确定肿瘤内血管

密度最高处; 再在高倍镜(×400)下计算微血管

密度, 以与周围肿瘤细胞和结缔组织成分明显

区别的任何一个棕色的内皮细胞或细胞丛作为

一个血管计数, 记录5个视野内微血管数, 取其

平均数作为MVD值.
统计学处理 统计学分析采用SPSS10.0统计

软件进行, 计量资料用t检验, 计数资料用χ2检验,  
P≤0.05认为有统计学差异.

2  结果

2.1 MMP-7分别在HCC、肝硬化和正常肝组织

中的表达 MMP-7在HCC组织中的表达阳性者

光学显微镜下观察癌细胞胞质染色呈棕黄色(图
1A); 63例HCC组织中MMP-7阳性表达者37例, 
阴性表达者26例, 阳性率为58.7%; MMP-7在肝

硬化和正常肝组织中均未表达, 阳性率为0.00%. 
经χ2检验(χ2 = 21.19, P <0.05) MMP-7在HCC组织

中的阳性表达率与肝硬化和正常肝组织中的阳

性表达率有显著性差异(P <0.05). 
2.2 MMP-7的表达与HCC临床病理参数之间的

关系 HCC组织中MMP-7的表达与患者性别、年

龄和AFP均无明显相关性(P >0.05). MMP-7的表

达与肿瘤大小、肿瘤数为单个或多个、血管癌

栓、被膜浸润及临床分期具有相关性(P <0.05); 
肿瘤直径大于5 cm组MMP-7表达率(75.0%)高于

肿瘤直径小于或等于5 cm组(41.9%); 肿瘤数多

个组MMP-7表达率(94.7%)高于肿瘤数单个组

(43.2%), 有血管癌栓组MMP-7表达率(81.3%)高
于无血管癌栓组(51.1%); 有被膜浸润组MMP-7
表达率(67.4%)高于无被膜浸润组(40.0%), 差异

有显著性意义; MMP-7表达临床分期越晚其表达

率越高, Ⅱ、Ⅲ期比Ⅰ期高,Ⅰ期为36.4%, Ⅱ期

为69.0%, Ⅲ期为75.0%, 具有显著性差异(表1).
2.3 MVD在HCC、肝硬化和正常肝组织中的表

达及与MMP-7的关系 CD34在HCC毛细血管和

微小血管染棕黄色(图1B); 肝硬化和正常肝组

织中无染色. 63例HCC中MVD范围24.8-68.2, 
MVD平均值44.73±9.75. MMP-7的表达与MVD
具有相关性, MMP-7阳性组MVD值高于阴性组; 
63例HCC中, MMP-7阳性组MVD平均值48.63±
8.81, MMP-7阴性组MVD平均值39.16±8.29. 差

表  1  MMP-7的表达与肝细胞肝癌临床病理参数之间的关系

     
临床病理                       MMP-7(n )  

阳性率(%)  χ2值      P 值
参数                        

n
       +       -                

性别     

    男	            54     32     22      59.3       0.44  >0.05  

    女	              9       5       4      55.6    

年龄(岁)     

    >44	            34     20     14      58.8       0.00  >0.05

    ≤44	            29     17     12      58.6   

AFP     

    ≥400	            29     16     13      55.2       0.28  >0.05

    <400	            34     21     13      61.8

肿瘤大小(cm)    

    >5	            32     24       8      75.0       7.10  <0.05

    ≤5	            31     13     18      41.9

肿瘤数目     

    单个	            44     19     25      43.2       14.55 <0.05

    多个	            19     18       1      94.7   

血管癌栓

    有	            16     13       3      81.3        4.49  <0.05

    无	            47     24     23      51.1   

被膜浸润

    有	            43     29     14      67.4        4.24  <0.05

    无	            20       8     12      40.0

分期

    Ⅰ期	            22       8     14      36.4

    Ⅱ期	            29     20       9      69.0        7.11  <0.05

    Ⅲ期	            12       9       3      75.0

A

B

图  1  HCC中MMP-7和CD34的表达(AB×100). A: MMP-7;  

B: CD34.

■应用要点
MMP-7促进HCC
浸润转移和血管
生成, 可成为临床
判定预后的良好
指标.
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别具有显著性意义(t  = 4.30, P <0.05).

3  讨论

M M P-7在肿瘤的发生发展过程起重要作用 . 
Takeuchi et al [5]研究MMP-7 mRNA在散发性

和家族性大肠腺瘤中的表达时发现, M M P-7 
mRNA在散发性大肠腺瘤中表达水平与腺瘤的

增生程度和大小具有相关性, 而在大部分家族

性大肠腺瘤性息肉病中, MMP-7 mRNA表达水

平与腺瘤的增生程度和大小无相关性. MMP-7
表达于具有恶性潜能的腺瘤中, 提示MMP-7可
能促进腺瘤向恶性肿瘤转变的过程, 参与大肠

癌的发生过程. Crawford et al [6]在鼠模型胰腺癌

细胞中发现, MMP-7不但可以裂解FasL抗凋亡, 
而且可能诱导抗凋亡蛋白Bcl-2抑制凋亡, 并提

出MMP-7可以通过水解蛋白激活潜在的营养因

子抑制化生的细胞凋亡. 
本研究结果显示: MMP-7在HCC组织中呈

过表达, 63例HCC组织中MMP-7阳性表达者37
例, 阳性率为58.7%; MMP-7在肝硬化和正常肝

组织中均未见阳性表达, 提示MMP-7的过表达

可能是HCC发生发展的重要因素, MMP-7分解

细胞外基质结构促进肿瘤增生, 这与Rath et al [7]

在结肠组织的研究结果一致. 
MMP-7不但在肿瘤的发生发展过程起作用, 

而且促进肿瘤血管形成和侵犯转移. 早期HCC
常被纤维囊包裹, 因而ECM的降解是肿瘤侵犯

和转移的重要一步. MMP-7可以水解ECM成分, 
破坏机体防御肿瘤浸润与转移的自然屏障, 导
致肿瘤细胞自身黏附能力下降, 细胞脱落, 穿过

ECM侵犯正常组织, 进入淋巴管或血管, 黏附

驻留在内皮细胞的适应部位, 诱导肿瘤血管形

成, 最终在远隔部位形成转移灶. 同时, 在内皮

细胞中MMP-7表达的蛋白水解松散了血管的结

构, 肿瘤细胞更容易浸润血管; 在细胞外基质降

解的同时, MMP-7有助于为新的血管生长提供

空间. Noë et al [8]发现MMP-7通过裂解细胞表面

的上皮细胞钙黏蛋白(E-cadherin), 释放可溶性

E-cadherin片段, 这种可溶性E-cadherin片段能够

竞争性抑制E-cadherin的作用. 由于E-cadherin
在肿瘤的浸润与转移中发挥了重要的抑制作用, 
所以MMP-7也间接地促进了肿瘤浸润与转移. 

本研究结果显示, 在HCC组织中, 肿瘤直径

大于5 cm组MMP-7表达率高于肿瘤直径小于或

等于5 cm组, 肿瘤数多个组的MMP-7表达率高

于肿瘤数单个组, 有血管癌栓组MMP-7表达率

高于无血管癌栓组, 有被膜浸润组的MMP-7表

达率高于无被膜浸润组, MMP-7表达临床分期

越晚其表达率越高, 表明MMP-7在HCC早期阶

段的发生、后期阶段的浸润转移和发展中起关

键作用, 可作为判断HCC预后的指标, 这与Ozaki 
et al [9]和Ishii et al [10]研究结果一致; MMP-7表达

和MVD有关, MMP-7阳性组MVD值高于阴性

组, 与Huachuan et al [11]在胃癌组织的研究结果

一致, 提示MMP-7和HCC的血管形成密切相关, 
可能参与肿瘤血管的形成和转移. 本实验显示: 
HCC组织中MMP-7的表达与患者性别、年龄和

AFP均无相关性(P >0.05); MMP-7在HCC组织中

表达具有显著性意义, 通过降解ECM, 参与HCC
血管形成过程和肿瘤的生长侵袭过程. 

总之, M M P-7在H C C组织中的表达明显

高于肝硬化和正常肝组织, 提示MMP-7可能在

HCC的发生发展过程中起重要作用. MMP-7的
表达与H C C的大小、病灶数目、肿瘤被膜浸

润、血管癌栓、临床分期和肿瘤血管生成具有

正相关性; 因此认为他促进HCC浸润转移和血

管生成, 可成为临床判定预后的良好指标.
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Abstract
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
is one of the most common chronic liver dis-
eases. As NAFLD is frequently associated with 
many insulin resistance-related diseases such 
as obesity, hyperglycosemia, hyperlipidemia, 
hyperinsulinism and hypertensive disease, it is 
greatly threatening human health. In this article, 
we will review the association of NAFLD with 
glucose and lipid metabolism from a perspective 

of metabolic network. Furthermore, we suggest 
that metabonomics could be used to clarify the 
pathogenesis of NAFLD to provide a basis for 
diagnosis and treatment of the disease. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Me-
tabolism; Pathogenesis

Wu T, Ji G. Pathogenesis of nonalcoholic fatty liver 
disease: a perspective from metabolism. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2908-2914

摘要
非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是常见的慢性肝脏疾病, 往往
与肥胖、高血糖症、高脂血症、高胰岛素血
症、高血压病等胰岛素抵抗相关性疾病并存, 
严重威胁着人类的健康. 本文主要从代谢网络
调控角度探讨NAFLD与机体糖、脂代谢间的
相关性, 并提出运用现代代谢组学的方法研究
两者之间的可能内在关系, 旨在为临床诊断和
治疗提供依据.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 代谢; 发病机制

吴涛, 季光. 非酒精性脂肪性肝病的代谢发病机制.  世界华人消

化杂志  2009; 17(28): 2908-2914

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2908.asp

0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是遗传-环境-代谢应激相关性

疾病, 包括单纯性脂肪肝以及由其演变的脂肪

性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)和肝

硬化. NAFLD往往与肥胖、高血糖症、高脂血

症、高胰岛素血症、高血压病等胰岛素抵抗相

关性疾病并存, 严重威胁着人类的健康[1-2]. Day 
et al [3]在1998年提出了“二次打击”学说, 初次

打击主要是胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)[4-5]. 
在此阶段, 由于机体组织适应性反应机制的抗

氧化、抗细胞凋亡、瘦素的抗脂肪毒性等防御

功能可与之相抗衡, 故大多数单纯性脂肪肝的

结构和功能改变是可逆的[6]. 二次打击主要是反

®

■背景资料
肝脏是机体代谢
的枢纽, 承担了大
部分的合成、分
解、转化和排泄
等代谢过程, 其中
某些酶系和功能
是肝脏所特有的. 
从代谢的角度对
肝脏和肝脏疾病
进行系统研究十
分重要. 

■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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应性氧化代谢产物增多, 导致脂质过氧化伴细

胞因子、线粒体解偶联蛋白及Fas配体被诱导

活化, 使脂肪变性的肝细胞发生变性、坏死, 甚
至发生坏死性肝纤维化[7]. 在脂肪的演变中, 发
生肿瘤坏死因子-瘦素-胰岛素反馈轴改变, IR进
一步削弱了抗葡萄糖变性和抗脂肪变性的能力, 
适应性反应出现缺陷, 细胞防御机制减弱. 另外, 
缺氧、内毒素、药物等作为附加因素实行多重

打击. 虽然对该疾病的发病机制和治疗研究有

所进展, 但目前NAFLD的发病机制仍然未能完

全阐明[8]. 肝脏是糖、脂代谢的主要场所, 本文

主要从代谢网络调控角度探讨NAFLD与机体

糖、脂代谢间的相关性, 解析NAFLD的代谢发

病机制, 并提出运用现代代谢组学的方法研究

两者之间的可能内在关系, 旨在为临床诊断和

治疗提供依据. 

1  NAFLD与糖代谢异常

当肝脏受损肝功能异常时, 可干扰葡萄糖的生

成(糖原分解、糖原异生)或利用糖原合成、甘

油三酯(triglyceride, TG)合成的机制, 引起低血

糖或葡萄糖耐量降低而血糖升高. 一般肝细胞

损害超过80%时, 几乎均伴有糖代谢异常, 其中

70%表现为低血糖[9]. 
肝脏脂肪代谢与许多调节能量代谢维持组

织完整性的代谢产物、激素、细胞因子和神经

介质的作用相关. 脂肪肝不仅仅是代谢障碍的

受害者, 他也能触发信号使得肝内脂肪代谢正

常化, 这样就不可避免也改变了在其他组织中

调节脂肪代谢的细胞因子、激素和神经介质的

活性. 这些因素相互作用, 引起神经体液和免疫

系统的功能障碍, 导致IR、代谢综合征的发生. 
IR是发生发展的基础, 随着肝脏疾病的慢性进

展, 肝细胞反复受损伤, 肝纤维化程度加重, 同
时糖代谢异常及IR的发生率逐渐增高,常伴有高

血糖和高胰岛素血症[10]. 这种现象与肝脏对血糖

摄取、糖原合成及分解功能障碍及高血糖刺激

胰岛素分泌, 肝脏摄取、降解胰岛素的作用减

弱等因素有关. 不同糖代谢状态人群均存在IR, 
且通过高胰岛素正常葡萄糖钳夹实验等方法发

现, NAFLD患者几乎都存在IR. Knobler et al [11]

研究发现, NAFLD与IR综合征(insulin resistance 
syndrome, IRS)共同表现为糖耐量异常, 高胰岛

素血症, 总胆固醇增高, 高密度脂蛋白胆固醇

(high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C)下
降, 高血压, 肥胖. Chitturi et al [12]研究表明, IR对
于NASH肝组织学改变至关重要. NAFLD、2型

糖尿病、肥胖之间共同之处是肝脏胰岛素敏感

性减低, 伴随有胰岛素对糖脂代谢的调节效应减

低, 提示NAFLD已存在肝IR, 并不是伴发于IRS.
然而NAFLD的发生与糖代谢调节受损的发

生是否同步? 从NAFLD形成的可能机制看, IR
患者之代谢紊乱先于糖代谢. 首先, 脂肪分解、

葡萄糖的处置、脂肪β氧化通路对IR的敏感性

不同, 常常是依次降低. IR时首先是胰岛素的抑

制脂肪效应受损, 产生大量的游离脂肪酸(free 
fatty acids, FFA), 并被肝脏摄取, 同时存在从先

利用糖氧化向先利用脂质氧化转变, 由于脂质

β氧化通路对胰岛素的敏感性最小, IR时肝细胞

的FFA的β氧化相对正常或升高, 从而产生大量

的肝脂质过氧化物, 并伴随有线粒体损伤. 其次, 
NAFLD形成过程中有瘦素抵抗的参与. 胰岛素

受体底物-2(insulin receptor substrate, IRS-2)基
因缺乏引起肝脏IR, 导致高胰岛素形成, 脂肪组

织的糖和脂质摄取增高, 脂肪细胞增生肥大, 后
者最终导致下丘脑的瘦素抵抗, 可见脂肪细胞

改变先于瘦素抵抗, 瘦素可增高外周组织的糖

摄取及更新. 瘦素抵抗时, 上调固醇调节元件结

合蛋白(sterol regulatory element-binding proteins, 
SREBP-c)基因的表达, 引起脂肪肝[13]. 

再次, 许多研究探讨了NAFLD与糖代谢异

常的关系. Jimba et al [14]发现在1950例体检者中有

599例NAFLD患者(29%),其中27%正常血糖, 43%
空腹血糖升高, 62%诊断为糖尿病. Haukeland 
et a l [15]研究发现糖耐量异常可能提示NAFLD
患者进展为脂肪性肝炎和纤维化. 也有学者认

为, NAFLD可能是糖尿病前的一个阶段[16]. Xu 
et al [17]研究显示NAFLD患者糖代谢异常的发生

率高达53.4%, 且随着糖代谢异常的发生肝功能

损伤更加明显, 高敏C反应蛋白(high-sensitivity 
C-reactive protein, hsCRP)水平升高. hsCRP是一种

敏感、非特异性的炎症标志物, 近年来已被公认

为是糖代谢异常的独立危险因素[18-19]. Temelkova-
Kurktschiev et al [20]和Festa et al [21]研究结果已经证

实, CRP与血糖相关的原因与高血糖及胰岛素水

平异常等状态导致血管内皮细胞损伤, 引起炎症

反应有关, 通过检测血清hsCRP可以判断NAFLD
患者肝脏炎症与合并糖代谢异常的情况 .  陈 
阳[13]探讨了不同糖代谢状态与NAFLD相关性, 
结果显示: 随着糖耐量受损的加重, NAFLD患病

增加, 且在空腹血糖受损(impaired fasting blood 
glucose, IFG)、2型糖尿病状态处存在高峰点, 表
明IFG、2型糖尿病时IR及胰岛β细胞功能受损程

度相关. Tripathy et al [22]研究了IFG与正常葡萄糖

■研发前沿
NAFLD与糖、脂
质代谢紊乱有关, 
他们互为因果、

互 相 影 响 .  目 前
NAFLD和IR间谁
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耐量两组NAFLD患者, 发现前者年龄、体质量

指数(body mass index, BMI)、总胆固醇、TG显

著增高, HDL-c降低. 表明在不同糖耐量状态IR
及β细胞功能受损程度不同, NAFLD始终与IR伴
随并平行发展, 最终导致糖尿病. 李锋 et al [23]为

探讨NAFLD对代谢异常及多元代谢紊乱发病的

影响, 选取随访4-7年的NAFLD及其对照人群作

为研究对象, 证实NAFLD促进高血压、高脂血

症、IFG、糖尿病以及多元代谢紊乱的发生, 而
且这种作用不依赖肥胖. 阎彩凤 et al [24]评价不同

程度肝脏脂质浸润对糖脂代谢的影响, 结果发

现随着NAFLD并发NASH和(或)合并糖代谢异

常可以进一步加重机体代谢紊乱, NAFLD患者

尽管具有与正常对照组相似的BMI, 但腰围和IR
指数仍明显增加. Su et al [25]研究了23例脂肪肝患

者的糖代谢情况, 结果发现ALT/AST异常组(13
例)r-GT、空腹胰岛素、空腹瘦素、自我平衡模

型分析法(homeostasis model assessment, HOMA)-
IR、HOMA-IR β细胞功能明显较ALT/AST正
常组高; C肽水平较之低. OGTT实验显示, 在
0、30、60、90 min血糖水平无明显差异, 但是

2 h血糖两组均有升高, 且ALT/AST异常组高于

ALT/AST正常组. 提示脂肪肝是发生2型糖尿病

的危险信号, 尤其在转氨酶升高时. 丁钢 et al [26]

用丹参素和熊去氧胆酸培养脂肪肝模型鼠肝细

胞, 细胞经1 wk培养后, 再调整培养液中糖至13.9 
mmol/L和胰岛素至250 mU/L 2 h和24 h测定糖含

量, 24 h测定胰岛素含量. 结果表明脂肪肝模型鼠

肝细胞经丹参素培养后, 对胰岛素的摄取、结合

能力提高, 糖代谢能力增强. 虽然目前关于糖耐

量异常与NAFLD的研究较多, 但两者的风险关

系以及孰前孰后, 至今未完全明了.

2  NAFLD与脂质代谢异常

血脂主要包括胆固醇 (游离胆固醇、胆固醇

酯)、T G、磷脂、H D L和低密度脂蛋白(l o w 
density lipoprotein, LDL)的载脂蛋白. 血脂只有

与蛋白质结合合成脂蛋白, 才能呈溶解状态并

在血浆中转运. HDL是唯一通过胆固醇的逆向

转运来产生抗动脉硬化作用的脂蛋白, 可以有

效地防护心脑血管硬化及血栓形成[27]. HDL的载

脂蛋白是在肝脏合成, 在肝内具有激活卵磷脂

-胆固醇酰基转移酶(lecithin cholesterol acyltrans-
ferase, LCAT), 参与胆固醇逆向运转及HDL受体

识别等作用. 肝脏是体内脂肪代谢的重要场所, 
如果肝内脂质长期堆积, 引起肝细胞变性, 可能

导致肝功能异常或脂肪性肝纤维化、肝硬化[28]. 
许多研究结果显示NAFLD患者存在明显的

脂代谢紊乱和IR[29-32]. Lee et al [33]发现NAFLD患

者存在相对增高的内脏脂肪. 肝脏脂质代谢是

一个复杂的过程与体内多种物质转化有关, 因
而脂肪肝与多种疾病存在着内在联系. 肝细胞

中TG、极低密度脂蛋白(very low density lipo-
protein, VLDL)合成和排出不平衡是形成脂肪

肝的主要原因. 当进入肝脏的脂肪量超过肝脏

的脂质和氧化能力, 或肝脏合成LDL障碍, 肝脏

合成的内源性TG就不能以脂蛋白的形式进出

肝脏, 则在肝细胞内外堆积形成脂肪肝. 而脂肪

肝病变又影响脂代谢, 加重高血脂而形成恶性

循环[34]. 以TG为主的脂肪在肝内沉积是发展为

NAFLD的绝对必要条件, 远距离产生的内分泌

激素以及局部产生的激素和细胞因子共同调控

着肝脏的脂肪代谢. 但也有人认为, 当肝功能损

伤或不全时, 脂质合成和代谢的酶系损伤或功

能不全, 血清TG及胆固醇均会降低[35]. 
几乎所有的NAFLD患者都存在周围组织和

肝脏的IR, 而且不一定伴有糖耐量异常或肥胖,
但IR的严重程度与NAFLD的病程进展及预后相

关[36]. 目前研究认为, IR是由于脂肪在胰岛素敏

感组织如骨骼肌[37]和肝脏等部位的蓄积, 使该

组织对胰岛素的敏感性下降所致. IR主要通过

两个途径导致脂肪在肝细胞内储积: 脂质过多

症和高胰岛素血症. IR导致血清中FFA增多, 而
肝细胞对脂肪酸的高摄入导致线粒体氧化超载, 
加重肝细胞内脂肪酸的储存; 增多的FFA又可通

过抑制胰岛素的信号传导并减少胰岛素的清除, 
加重IR. 高胰岛素血症是糖降解增加, 从而增加

脂肪酸的合成, 减少ApoB的合成, 使TG储积增

加. 当脂肪细胞内脂肪过度堆积时, 可使脂肪细

胞的代谢效应和内分泌功能下降, 正常的脂肪

合成及氧化途径减弱, 结果脂肪通过FFA形式由

脂肪细胞向肝细胞等非脂细胞流动, 从而导致

脂肪异位沉积[31]. 
NAFLD时与IR伴随的主要的代谢异常是周

围组织脂解作用的增加, 肝糖原排出增加, 导致

糖原异生和脂质过氧化增加[38-39]. 脂蛋白脂肪酶

(lipoprotein lipase, LPL)与肝酯酶(hepatic lipase, 
HL)是血循环中与内源性TG代谢有关的两种关

键酶. LPL为TG水解酶, 由肝外细胞合成, 分泌后

附着于周围组织毛细血管表面, 尤其是脂肪组织; 
主要分解TG, 并在脂蛋白之间转移胆固醇、磷脂

及载脂蛋白. HL由肝实质细胞合成仅存在于肝

■相关报道
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内皮细胞表面; HL具有两种生物功能, 血液中HL
能水解TG, 是TG分解的限速酶; 肝细胞膜上HL
与细胞膜上的硫酸乙酰肝素多糖结合, 在脂蛋白

与肝细胞膜间起“桥梁”作用, 有利于肝细胞摄

取血中脂质. 此二酶活性降低, 可以引起高脂血

症, 与脂肪肝形成密切相关[40]. 近期研究发现, 甘
油二酯酰基转移酶1(diacylglycerol acyltransferase, 
DGAT1)和DGAT2, 作为合成TG的最后一步的酶

类, 已经被证实在肝脏TG的代谢中起着重要的作

用[41]. 细胞和鼠类NAFLD模型中DGAT酶类表达

的变化, 提示这些酶在肝脏脂肪变性中起着重要

的作用, 可作为NAFLD新的治疗靶点. 
LXR-α(liver X receptor α)是一种与脂类代

谢有关的核受体, 调控着胆固醇和脂肪酸的代

谢[42], 摄入过多的胆固醇与NAFLD发病相关. 
Higuchi et al [43]研究表明LXR通过调节SREBP-1c
的表达调控着NAFLD患者的脂质代谢. Naka-
muta et al [44]检测了NAFLD患者肝组织中胆固醇

代谢相关基因的表达, 结果发现在NAFLD中存

在胆固醇代谢失调, 且胆固醇的过多产生会导

致LDL的升高、LXR-α及SREBP-1c的活化, 脂
肪酸合成的增加. 许多动物实验证明摄入磷脂

类物质能刺激胆汁酸和胆固醇的分泌, 并能影

响血清和脂蛋白的水平, 但这一有效性仍然需

要大量对照临床实验去证明[45]. 
不少研究认为, FFA过多是NAFLD重要的

发病机制之一. 这是因为FFA是具有很强细胞

毒性的分子, 增多的FFA除了介导IR参与第1次
打击外, 还作为去垢剂损害细胞质、线粒体和

溶酶体膜等, 且能加强TNF-α等细胞因子的毒

性, 加剧生物膜的损伤, 导致肝细胞线粒体肿

胀和通透性增加, 肝细胞变性、坏死和炎细胞

浸润. 虽然增多的FFA仅占肝脏脂质的极少部

分, 但有实验证明, 极低浓度的FFA即有可能损

伤细胞膜[46-47]. Kohjima et al检测NAFLD患者活

检肝组织中脂肪酸代谢相关基因的表达发现, 
脂肪酸的合成和吸收进一步加重了脂肪酸在肝

内的聚集, 其机制可能与脂肪酸氧化途径的上

调, 脂肪分解的抑制相关[48-49]. 研究表明NAFLD
中肝脏的多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty 
acid, PUFA)n6∶n3的比例明显的升高; 内源性大

麻素结合肝脏的中枢性大麻受体(CB1), 引起了

SREBP-1c的过表达[50-51]. 应用CB1受体拮抗剂可

以改善肥胖小鼠的脂肪变性和血浆ALT水平[52]. 
人类NAFLD内源性大麻素激活的研究尚缺乏. 
Tanaka et al [53]研究显示, NASH患者服用二十碳

五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)(n3 PUFA的

主要成分)12 mo, 所有的患者在血浆ALT和FFA
水平上均有明显改善, 少数在组织学上有所改

善, 但EPA在治疗NASH中起抗脂质作用仍然需

要进一步证实. 如何减少脂肪酸及TG在肝脏中

的沉积, 使脂肪肝得以逆转或使其发展得以控

制, 阻止其向NAFLD的终末阶段进展是临床上

研究的热点.
目前对脂肪肝治疗的方法包括如何减少IR, 

减少反应性氧化体系的生成增多, 减少肝脂质

过氧化等因素, 减少糖和脂质代谢异常的发生, 
就有可能阻碍脂肪肝的形成. 

3  NAFLD与氨基酸代谢异常

Kalhan et al [54]提出脂肪肝影响着甲硫氨酸的代

谢. 其作为一种必需氨基酸, 由激素、胰岛素和

胰高血糖素和氧化还原状态所调节, 所以甲硫

氨酸的代谢容易受环境、营养因素和病理状态

的影响. 卢艳华 et al [55]通过随机对照临床研究证

实, 以复方氨基酸胶囊为主, 配合调脂药对脂肪

肝患者具有减轻临床症状、改善肝功能等疗效. 
说明在一定程度上, NAFLD存在氨基酸代谢的

异常, 但具体的机制需要在以后的研究工作中

进一步发现和证实. 

4  NAFLD与铁代谢异常

有研究认为NAFLD常伴有铁代谢紊乱. Facchini 
e t  a l [56]研究显示了铁和超高胰岛素血症在

NAFLD发病机制中的作用. 此外, 研究发现铁蛋

白的增加和转铁蛋白的饱和在脂肪肝患者中常

见, 但仅反应了正常饮食的NAFLD患者的铁超

负荷[57]. Baptista-Gonzalez et al [58]提出铁代谢紊

乱与NAFLD的发病机制相关. Mitsuyoshi et al [59]

通过对74个NAFLD患者活检组织中与脂肪酸代

谢和铁代谢相关基因的定量检测表达结果显示, 
随着NAFLD的发展, 脂肪变性相关的代谢减弱, 
与铁相关的代谢进一步恶化. 

但也有学者认为铁的蓄积并未与死亡率

和肝硬化的发展相关, 且大部分NAFLD患者未

见明显的铁蓄积, 此外铁并未与临床和病理结

局相关[60]. Moon et al [61]认为肝脏铁沉积并不与

肝脏炎症和纤维化的程度相关, 肝脏铁并不是

NAFLD肝损伤的独立预测因素. 目前关于铁超

负荷与NAFLD的关系不是很清楚[62]. 
此外, Aigner et al [63]研究表明大部分NAFLD

患者出现铜缺乏 ,  铜的状态与铁平衡相关

■创新盘点
肝脏是糖、脂代
谢 的 主 要 场 所 , 
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联, 提示铜生物利用度降低, 通过降低铁蛋白

(ferroprotein-1, FP-1)表达和亚铁氧化酶血浆铜

蓝蛋白活性引起了肝脏铁分数增加, 因而阻断

了铜缺乏患者的肝脏铁的输出. 

5  代谢组学在探讨NAFLD发病机制中的应用

NAFLD与糖、脂质代谢紊乱有关, 他们互为因

果、互相影响. 但目前NAFLD和IR间谁是因谁

是果未能明确, NAFLD、IR和糖脂代谢间的相

互关系还需进一步研究. 肝脏是机体代谢的枢

纽, 承担了大部分的合成、分解、转化和排泄等

代谢过程, 其中某些酶系和功能是肝脏所特有的. 
Mitsuyoshi et al [59]提出对NAFLD的治疗必须在代

谢变化的基础上进行考虑. 因此从代谢的角度对

肝脏和肝脏疾病进行系统研究非常重要.
1999年Nicholson博士首次提出代谢组学

概念 [64-65].  代谢组学最早应用于发现疾病的

分子诊断标志物 ,  最成功的例子是V L D L、

LDL、HDL和胆碱浓度变化区分冠心病患者

与正常人[66]. 代谢组学目前在NAFLD中的应

用研究不多. Dumas e t a l [67]采用NMR对易患

脂肪肝的129S6小鼠进行血清和尿液代谢表

型分析, 显示高脂饮食的129S6小鼠NAFLD的

形成与体内胆碱代谢紊乱是相伴随的; 129S6
小鼠体内微生物群使得胆碱向甲胺转变,并且

降低了胆碱的生物利用度, 进而引起NAFLD. 
van Ginneken et a l [68]应用代谢组学方法研究

了24 h禁食后引起的肝脏脂肪变性大鼠模型. 
高效薄层色谱法(high performance thin layer 
chromatography, HPTLC)发现模型组血浆游离胆

固醇(free cholesterol, FC)较正常组增长至192%, 
TG至456%, 胆固醇脂类(cholesterol esters, CE)至
268%; LC-MS方法研究肝组织匀浆中的磷脂酰

胆碱(phosphatidylcholine, PC)较正常组降低至

90%, CE增长至157%和TG增长至331%. 说明哺

乳动物中肝脏脂质是一个动态系统, 容易被如饥

饿等环境因素所调节. Debois et al [69]采用飞行时

间-次级离子质谱分析法(time-of-flight-secondary 
ion mass spectrometry, TOF-SIMS), 分析了少数

NAFLD患者肝组织中的脂质的变化情况, 结果

发现TG、甘油二酯、一酰甘油、脂肪酸和豆蔻

酸大量积聚, Vit-E丢失和选择性的大空泡性胆固

醇出现在脂肪肝的脂肪变性区域. Yang et al [70]用

HPLC技术结合PCA软件对肝炎、肝硬化和肝癌

患者尿液的代谢指纹图谱进行分析, 能够有效地

将肝炎、肝硬化患者从肝癌患者中区分开, 降低

临床诊断中假阳性比率, 在肝癌诊断方面显示出

比传统的肿瘤标志物(甲胎蛋白)更好的相关性. 
国内已有学者通过建立GC/MS检测肝病血清代

谢谱的方法, 在肝衰竭动物血清中检测到25种内

源性代谢物; 建立了UPLC/MS检测肝病血清和

尿液代谢组学的方法. 在实验动物研究方面, 已
开展NAFLD代谢组学的探索, NAFLD大鼠血浆

中类脂(主要是VLDL、LDL)、乳酸等主要代谢

物峰较正常组含量明显降低; 模型大鼠尿液中马

尿酸、α-酮戊二酸、柠檬酸等较正常组含量明

显降低, 而肌酸酐、丙酮等含量明显增高. 这种

变化可以被荷叶碱所调节. 

6  结论

我们可以借助代谢组学的方法对NAFLD进行

研究, 应用现代分析仪器(核磁共振, 色谱质谱

联用等), 定性定量研究生物体(包括人类和动

物)体液中(包括血清、尿液、组织液、细胞培

养液等)的内源性代谢产物, 结合模式识别等信

息学技术, 分析生物体在不同状态下(如生理与

病理状态、给药前后等)的代谢指纹图谱的差

异, 获得相应的生物标志物, 从而揭示生物体在

特定时间、环境下的整体功能状态. 诸如, 可以

采用以下方法, 临床试验(收集伴有肥胖或非肥

胖NAFLD患者的血样和尿样), 动物实验(造模

不同程度的NAFLD大鼠或小鼠模型), 细胞实

验(脂肪肝模型鼠肝细胞, 收集不同时间段的细

胞培养上清液), 进行某种药物干预的临床或者

动物实验等等. 但由于代谢组学正处于初步发

展阶段, 数据分析手段、各种分析技术仍需进

一步完善, 但相信随着技术的进一步革新, 其在

NAFLD乃至肝脏疾病领域必有广阔的应用前

景, 从而寻找出新的各阶段肝脏疾病的早期特

征性标志, 为其诊断、治疗及预后评价提供新

的客观依据. 
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Abstract
Induction of apoptosis to prevent unlimited 
growth of tumor cells has become a hot spot 
in the field of tumor research in recent years. 
Previous s tudies have shown that some 
Chinese medicines and their extracts can induce 
apoptosis of hepatocellular carcinoma cells, 
which has aroused widespread concern. In this 
article, we will provide an overview of recent 
advances in research on Chinese medicines 
that can induce apoptosis of hepatocellular 
carcinoma cells.
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noma cell; Apoptosis; Progression
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摘要
如何诱导肿瘤细胞凋亡, 以阻止肿瘤的无限生
长一直是近年来肿瘤研究领域里的热点. 研究
表明, 中药及其提取物对诱导肝癌细胞凋亡具
有确切的作用, 已引起学术界的普遍关注. 本
文将通过对近年来有关文献的回顾与复习, 就
中药及其提取物诱导肝癌细胞凋亡的相关研
究进展作一综述. 
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0  引言

细胞凋亡的概念自1972年Kerr和Wyllie提出后, 
已成为当前生命科学的研究热点. 近年的研究

证实, 凋亡与肿瘤的发生、发展、消退等存在

着紧密的联系. 肝癌的发病机制与细胞增殖和

凋亡的失衡密切相关. 肝癌的迅速生长是癌细

胞增殖旺盛与凋亡减少的结果. 国内外已将细

胞凋亡作为评估抗肿瘤药物疗效的一个重要指

标. 中药与传统的手术、放疗及化疗相比, 具有

多成分、多环节、多靶点效应的特点, 因此成

为近年研究的热点. 本文就近年来研究较多的

单味中药及其提取物对诱导肝癌细胞凋亡的研

究进展作一综述. 

1  清热解毒类中药

1.1 苦参碱 苦参碱为豆科植物苦参中提取的有

效成分, 为一种生物碱, 其基本结构为苦参次

碱-15酮, 具有抗炎、抗氧化、免疫抑制及抗

肿瘤等作用. 研究[1]发现, 苦参碱能诱导人肝癌

SMMC-7721细胞凋亡. 在苦参碱浓度为1.0 g/L
时, 作用48 h的凋亡率为29.6%-32.8%, 机制与下

调stat3、stat5的基因表达, 抑制JAK-STAT细胞

信号转导通路有关. 程向东 et al [2]以HepG2细胞
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为研究对象, 发现苦参碱0.5 g/L作用48 h后, 凋
亡率约为22%. 而苦参碱1.0 g/L作用Bel-7402细
胞48 h后, 凋亡率仅为18.01%[3]. 进一步的研究表

明, 其作用可能是通过调节细胞内Bax和Bcl-2蛋
白的表达, 经线粒体信号转导途径实现的[2], 机
制可能与苦参碱能将肝癌细胞周期阻滞在G0/G1

期有关[3]. 
1.2 白花蛇舌草 白花蛇舌草为茜草科植物白花

蛇舌草的全草, 味甘淡, 性凉, 内含多种类型的

化学成分, 主要为蒽醌、萜类、多糖、微量元

素和甾醇及其苷类化合物, 具有清热利湿、解

毒抗癌之功效. 研究表明, 100 mg/L白花蛇舌草

乙醇提取物对SMMC-7721的增殖抑制率达到

39.40%, 有效靶基因达20条, 考虑是其多途径抗

肿瘤所致[4]. 白花蛇舌草提取物也可抑制人肝癌

细胞Bel-7402的生长, 诱导细胞凋亡, 且呈剂量

依赖性, 其机制可能与激活抑癌基因P53、抑制

原癌基因Bcl-xL表达、直接影响肿瘤细胞能量

代谢有关[5]. 亦有研究显示, 在小鼠体内, 白花蛇

舌草在50 mg/kg时对H22的抑瘤率可达48.6%[6].  
1.3 半枝莲 半枝莲又名狭叶韩信草, 为唇形科黄

芩属植物的干燥全草, 性辛、苦、寒, 具有清热

解毒、活血化瘀、消肿止痛等功效. 半枝莲提

取物对肝癌细胞的凋亡率为24.03%-36.3%. 研
究表明, 其诱导H22细胞凋亡的机制可能与降

低肿瘤细胞线粒体膜电位有关[7]. 而对于诱导

肝癌SMMC-7721细胞凋亡, 研究显示其能够上

调caspase-3蛋白表达以及下调Bcl-2和Survivin
蛋白的表达 [8]. 另外, 半枝莲提取物还可诱导

HepG2及QGY-7701等细胞发生凋亡[9]. 
1.4 鸦胆子油乳 鸦胆子系苦木科植物鸦胆子属

植物的成熟果实, 其醇提取物即为鸦胆子油乳. 
油乳主要成分为油酸和亚油酸, 具有抗肿瘤及

增强机体免疫功能的作用. 鸦胆子油乳对肝癌

细胞的抑制率约为20%-30%, 可将细胞阻滞于

G0-G1期, 其诱导凋亡的作用与抑制P53和Bcl-2
的表达密切相关, 其中P53途径起主导作用[10]. 
1.5 青蒿素 是青蒿叶中分离的抗疟有效成分, 具
有过氧基团的倍半萜内醋. 近年研究发现, 青蒿

素及其衍生物包括青蒿琥酯等均对肿瘤细胞有

明显的杀伤作用. 青蒿琥酯100 mg/L对肝癌细胞

的抑制率约为16%, 凋亡率不超过12%. 其分子

机制是P53非依赖性的, 与凋亡调节基因Bcl-2下
调有关[11].

2  扶正祛邪类中药

2.1 人参皂苷 人参是五加科人参属的植物, 具
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有大补元气, 补气益肺, 安神益智的作用, 主要

活性成分是人参皂苷. 人参皂苷中有多种有效

成分, 研究最多的是Rh2和Rg3两种单体. 体外

实验显示Rh2在浓度为100 mg/L、作用48 h, 对
Bel-7404细胞的凋亡率为39.6%, 虽与浓度、时

间呈正相关, 但到达一定浓度后不再随浓度增

加而增加. 其作用与上调Bax和下调突变型P53
表达有关[12]. 另外, Rh2对SMMC-7721细胞亦有

一定的诱导凋亡作用. Rg3是参一胶囊的主要

成分, 文献[13]报道其对肝癌细胞株抑瘤率不超

过67.76%, 凋亡率不超过43.39%. 机制可能与其

能直接诱导细胞凋亡, 并能抗肿瘤血管生成有

关. 最近一项研究显示人参皂苷Rg3还可抑制

Pim-3(丝/苏氨酸蛋白激酶Pim家族)表达而阻止

细胞生长[14]. 
2.2 黄芪 黄芪为豆科植物蒙古黄芪或膜荚黄

芪的干燥根, 为补气的代表药物之一. 黄芪含

有多种多糖、黄酮、氨基酸、微量元素等物

质, 具有抗肿瘤、调节免疫、抗辐射等作用, 研
究[15]表明, 黄芪多糖对各种肝癌细胞凋亡率为

11.97%-54.76%, 可以将细胞周期阻滞于G1期, 
上调与凋亡密切相关的wtP53(野生型P53)和Bax
基因的表达.

3  活血化瘀类中药

3.1 姜黄素 姜黄素是从姜科姜黄属植物姜黄根

茎中提取的一种酚性色素, 是姜黄的主要成分. 
姜黄素诱导肿瘤细胞凋亡的效应随作用时间延

长而衰减, 而脂质体-姜黄素则不会衰减, 优于一

般的姜黄素水溶制剂[16]. 孙立群 et al [17]研究表

明, 姜黄素对肝癌细胞株HepG2细胞有明显的生

长抑制作用. 浓度在15 mg/L时对HepG2的抑制

率为34.52%, 而凋亡率只有5.4%. 其机制与抑制

HepG2细胞端粒酶hTERT mRNA的转录可能相

关. 而10 mg/L脂质体-姜黄素抑制率为38.67%, 
凋亡率可达68.9%. 其机制与Bax、Bcl-2的表达

无明显相关性, 可能与其通过转录后机制和蛋

白酶体途径抑制细胞中HIF-1α蛋白表达有关[18]. 
3.2 莪术 莪术是姜科植物郁金的根茎, 性温、味

辛苦, 有活血破瘀、消积止痛等多种功效. 莪术

挥发油中含有多种抗癌有效成分, 如榄香烯、

莪术醇、莪术酮等. 有研究探讨了莪术油对肝

癌细胞生长的抑制作用. 结果显示: 细胞凋亡

率可达37.8%. 机制是莪术油通过抑制COX-2
和VEGF的表达, 导致HepG2细胞凋亡[19]. 体内

实验观察莪术油对小鼠HepA细胞抑制率超过
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50%, 且抑制率随浓度增加而增加, 其强度同

5-FU相同, 其机制则与下调Bcl-2表达[20]及上调

P16、P21表达[21]有关. 
3.3 丹参酮 丹参酮是从丹参中提取的脂溶性有

效成分. 丹参具有破癥除瘕的作用, 丹参酮ⅡA
是其主要有效成分. 丹参酮ⅡA对肿瘤细胞具

有天然的杀伤、诱导分化和凋亡等作用. 其对

SMMC-7721的凋亡率在6.59%-24.17%之间, 可
能与细胞内TGF-β1、COX-2 mRNA及VEGF的
表达水平下调、p38MAPK的表达上调有关[22]. 
另一方面, 丹参酮ⅡA对HepG2细胞凋亡率却可

达60%[23]. 丹参酮的另一有效成分-丹参酮Ⅰ对

HepG2亦有较明显的抑制作用[24].

4  利水消肿类中药

4.1 紫杉醇 紫杉醇是从红豆杉属植物紫杉的树

皮和树干中提取并开发利用的天然抗癌新药, 
是目前抗肿瘤的代表药物之一. 紫杉醇在诱导

肝癌细胞凋亡方面呈现浓度、时间依赖效应. 
药物作用24 h, 凋亡率达13.8%-32.62%. 机制是

其破坏了微管系统的聚合解聚平衡, 扰乱了有

丝分裂, 使细胞周期阻滞于G2/M期, 并诱导Bax/
Bcl-2比率增高. 王海霞[25]研究发现, 紫杉醇的衍

生物-多西紫杉醇在诱导肝癌细胞凋亡的过程中

存在氧化应急以及氧化-抗氧化失衡, 细胞内活

性氧可能参与了细胞凋亡的过程, caspase-3是此

过程中的关键分子[26]. 
4.2 薏苡仁 薏苡仁具有健脾渗湿、除痹止泻、

清热排毒的作用, 对多种肿瘤有显著的抗癌活

性, 包括肝癌、胃癌、肺癌、鼻咽癌、宫颈癌

等[27]. 薏苡仁不仅可以与放疗、化疗起到协同增

敏效果, 其单药也有很好的疗效, 并能提高患者

免疫功能, 减轻放化疗带来的不良反应, 改善晚

期肿瘤患者的生活质量[28]. 
薏苡仁抗癌谱广, 近年对抑制肝癌细胞增

殖的报道不多. 韦长元 et al [29]发现薏苡仁提取物

对肝癌细胞抑制作用可达30%以上. 其作用机制

主要与上调P53基因表达有关. 

5  以毒攻毒类中药

5.1 三氧化二砷(As2O3) As2O3是中药砒霜的主

要成分, 以毒攻毒的代表药物, 长期以来被认

为是一种致癌剂, 能抑制细胞DNA和RNA的合

成, 干扰细胞代谢, 致染色体畸变. 首次应用砷

制剂是治疗急性早幼粒细胞白血病, 取得了显

著疗效. 进一步的研究证实, As2O3应用于肝癌

的疗效亦令人满意. As2O3可诱导人肝癌细胞株

HepG-Ⅱ、Bel-7402与SMMC-7721发生凋亡, 凋
亡率随着浓度变化波动在9.74%-77.41%之间, 而
抑制率则稳定40%-80%之间[30-31]. 其引起凋亡的

机制复杂, 主要是启动凋亡基因Bcl家族、激活

caspase酶、抑制端粒酶活性等[32]. 亦有研究[33]认

为与上调P27kip1蛋白及下调Skp2、CDK2有关.
5.2 华蟾素 华蟾素提取自干蟾皮中的脂溶性成

分, 运用蟾毒治疗恶性肿瘤已取得很好的疗效. 
顾伟 et al [34]通过小鼠实验发现, 给予蟾毒后小鼠

的肝癌细胞凋亡显著增加, 1.5 mg/kg蟾毒作用

24 h后对癌细胞的抑制率为79.3%, 其机制可能

与上调Bax表达有关. 
5.3 斑蝥酸钠 斑蝥酸钠为斑蝥素的衍生物, 是
从斑蝥中运用现代药理技术提取的抗癌药物. 
其对肝癌细胞有明显的凋亡作用, 凋亡率可达

40.02%, 机制可能是通过下调Survivin表达和激

活caspase-3来实现的[35].

6  其他

除上述药物外, 近年来对守宫、白藜芦醇、吴

茱萸碱、雷公藤、甘草黄酮等诱导肝癌细胞亦

有少量报道[36-40], 凋亡率多不超过35%. 

7  结论

由于中药种类繁多, 成分复杂, 涉及面广, 目前

的研究还多集中在单体或主要成分上, 对复方

的研究较少; 实验手段和实验条件的差异, 亦影

响了实验结果的可重复性, 甚至出现相反的结

论, 因此今后如何更系统、科学、客观地深入

研究中药诱导肝癌凋亡的机制还有待于我们做

深入的探索. 

8      参考文献
1	 赵军艳, 郑艳敏, 赵红艳, 姚树坤. 苦参碱和氧化苦参

碱对肝癌细胞增殖凋亡及JAK-STAT信号通路的影
响. 中药药理与临床 2008; 24: 18-20

2	 程向东, 杜义安, 黄灵, 郑智国, 姜志明. 苦参碱在调节
Bax和Bcl-2蛋白表达诱导HepG2细胞凋亡中的作用. 
中国肿瘤临床 2008; 35: 711-713 

3	 金艳书, 吴学敏, 娄金丽. 苦参碱对人肝癌细胞增殖、
细胞周期及细胞凋亡的影响. 中国临床康复 2006; 10: 
107-109

4	 张硕, 宋衍芹, 周三, 倪同尚, 岳旺. 白花蛇舌草总黄
酮抑制人肝癌细胞的靶基因调控. 世界华人消化杂志 
2007; 15: 1060-1066  

5	 孟庆宇, 吕秀芳, 任凤云. 白花蛇舌草多糖对Bel7402
细胞基因表达的影响. 中国老年学杂志 2008 ; 28 : 
1271-1272

6	 张硕, 宋衍芹, 周三, 杨志宏, 刘占涛, 倪同尚, 岳旺. 白
花蛇舌草总黄酮对肝癌的体内外抑制作用及对小鼠
移植性肝癌H22细胞增殖周期、凋亡、免疫环境的影

■同行评价
本文选题一般, 但
内容较新, 具有一
定的可读性.



www.wjgnet.com

2918                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年10月8日     第17卷     第28期

响. 世界华人消化杂志 2007; 15: 1347-1352
7	 代志军, 王西京, 薛茜, 纪宗正, 刘小旭, 康华峰, 管海

涛, 马小斌, 任宏涛. 半枝莲含药血清对肝癌H22细胞
凋亡及线粒体膜电位的影响. 中西医结合学报 2008; 6: 
821-826

8	 韦鹏涯, 浦洪琴, 韦星, 宾晓芸, 李朝敢. 半枝莲提取物
诱导人肝癌SMMC-7721细胞凋亡及其对凋亡相关蛋
白表达的影响. 时珍国医国药 2007; 18: 3020-3022

9	 林敬明, 刘煜, 罗荣城. 半枝莲抑制人肝癌QGY-7701
细胞增殖研究. 南方医科大学学报 2006; 26: 591-593 

10	 马力, 张月宁. 鸦胆子油乳诱导肝癌细胞凋亡及对
相关基因表达的影响. 世界华人消化杂志 2004; 12: 
559-562

11	 杨小平, 张星. 青蒿酯钠诱导人肿瘤细胞凋亡及其分
子机制的探讨. 中草药 2002; 33: 819

12	 	姜浩, 樊光华. 人参皂甙Rh2对人肝癌Bel-7404细胞
增殖和凋亡的影响. 中国肿瘤临床与康复 2004; 11: 
289-292

13	 何芳, 曾文铤, 沈浩贤. 人参皂甙Rg3联合三氧化二砷
对人肝癌细胞增殖性的影响. 疑难杂病杂志 2007; 6: 
724-726

14	 简捷, 刘利珍, 李小燕, 胡志方, 王稻, 黄缘. 人参皂苷
Rg3对人肝癌细胞Pim-3及Bad凋亡蛋白表达的影响. 
世界华人消化杂志 2008; 16: 2229-2233

15	 杨雁, 陈敏珠. 黄芪总苷对肝癌细胞凋亡及wtp53基因
表达的影响. 中国药理学通报 2001; 17: 447-451

16	 李瀚旻, 晏雪生, 明安萍, 彭亚琴, 桂文甲. 脂质体-
姜黄素水溶制剂抗肝癌效应的稳定性研究. 中草药 
2006; 37: 561-565

17	 孙立群, 陈鸥, 赵明, 韩岚. 姜黄素诱导Hep-2细胞凋
亡及其对细胞周期各时相的影响. 中国实验诊断学 
2006; 10: 45-46

18	 孙军, 李岩. 姜黄素对人肝癌细胞BEL-7402中HIF-1α
表达的影响. 中国药理学通报 2006; 22: 1379-1383

19	 唐渊, 李晓辉. 莪术提取物对肝癌细胞系HepG2的
抗癌作用及机制研究. 中国药理学通报 2007 ; 23 : 
790-794

20	 张维彬, 谭敏, 肖刚, 胡少为. 莪术油诱导小鼠HepA肝
癌细胞凋亡及其对bcl-2蛋白表达的影响. 现代中西医
结合杂志 2009; 18: 370-371

21	 梁朝晖, 张维彬, 胡少为. 莪术油对小鼠原位移植
HepA肝癌细胞影响的研究. 陕西中医 2009 ; 30 : 
107-109

22	 李琦, 王炎, 范忠泽, 冯年平, 高虹, 南艺蕾, 倪雷, 鲍文
磊, 隋华. 丹参酮ⅡA及其纳米粒诱导肝癌细胞凋亡及
对p38 MAPK、TGFβ_1信号蛋白表达的影响. 肿瘤 
2008; 28: 8-12

23	 钟志宏, 陈文贵, 柳永和, 李启星, 邱月. 丹参酮ⅡA抑
制HepG2细胞生长及诱导其凋亡的实验研究. 中南大

学学报(医学版) 2007; 32: 99-103
24	 郑国灿, 李智英. 丹参酮I抗肿瘤作用及作用机制的实

验研究. 实用肿瘤杂志 2005; 20: 33-35
25	 王海霞. 多西紫杉醇诱导SMMC-7721肝癌细胞凋亡

中的氧化-抗氧化失衡研究. 肿瘤学杂志 2008; 14: 
432-434

26	 张浩, 刘小方, 李昱骥, 周建平, 孔凡民, 董明. 多西紫
杉醇诱导人肝癌细胞凋亡及其机制的研究. 中华肝胆
外科杂志 2008; 14: 901-903

27	 杨红亚, 王兴红, 彭谦. 薏苡仁抗肿瘤活性研究进展. 
中草药 2007; 38: 附7-附9

28	 褚娟红, 叶骞. 薏苡仁的药理及临床研究概况. 辽宁中
医药大学学报 2008; 10: 159-160

29	 韦长元, 李挺, 唐宗平, 埃高莫·比佐, 刘剑仑, 杨南武. 
薏苡仁提取物对人肝癌细胞增殖、凋亡及p53表达的
影响. 广西医科大学学报 2001; 18: 397

30	 王晓娟, 刘小敏, 曾春亚, 张杨, 梁晓秋. 三氧化二砷诱
导人肝癌HepG2细胞凋亡及细胞周期阻滞的研究. 北
京中医药大学学报 2008; 31: 404-407

31	 李航宇, 钟鑫平, 隋春阳, 孔凡民, 董明, 张浩, 刘金
钢. JNK/SAPK信号转导系统在三氧化二砷诱导肝
癌细胞凋亡中的作用. 世界华人消化杂志 2007; 15: 
688-693

32	 聂林, 余卫, 何冬梅, 任玮玮, 张洹, 李弘. 三氧化二砷
对肝癌细胞survivin基因和端粒酶活性的影响. 肿瘤 
2006; 26: 1064-1068

33	 秦军, 钱海鑫, 王酉, 沈爱国, 陈莉, 陆牡丹, 樊勇, 邱
晓霞. 三氧化二砷对人肝癌细胞株SMMC-7721中
p27kip1及其相关分子Skp2表达的影响. 苏州大学学
报(医学版) 2008; 28: 191-193

34	 顾伟, 韩克起, 苏永华, 黄雪强, 凌昌全. 蟾毒灵对裸鼠
人肝癌移植瘤的抑制作用及对Bcl-2和Bax蛋白表达的
影响. 中西医结合学报 2007; 5: 155-159

35	 桂尤胜, 曹献英, 陈筠. 斑蝥酸钠体外诱导肝癌细胞
凋亡的实验研究. 武汉大学学报(医学版) 2004; 25: 
493-496

36	 侯新楠, 赓迪, 蔡昂, 王春梅. 壁虎鲜品和炮制品抗肿
瘤活性比较研究. 中药材 2008; 31: 957-959

37	 李覃, 王伟, 李彤. 白藜芦醇抗肝癌Bel-7402及调节荷
瘤鼠IL-8分泌机制的研究. 中药材 2008; 31: 697-702

38	 朱丽红, 刘小东, 谭宇蕙, 李杰芬, 杜标炎, 吴映雅. 吴
茱萸碱对人肝癌细胞HepG2的生长抑制及诱导凋亡
作用. 中国药理学通报 2009; 25: 68-71

39	 李瀚旻, 罗春华, 晏雪生, 明安萍, 彭亚琴. 雷公藤甲素
对人肝癌Bel-7402细胞增殖及凋亡的影响. 中华中医
药学刊 2009; 27: 8-10

40	 张世蘋, 周翌婧, 刘艳, 蔡云清. 甘草黄酮诱导肝癌
SMMC-7721细胞凋亡及其对相关蛋白survivin表
达的影响. 南京医科大学学报(自然科学版) 2008; 28: 
330-334

           编辑  李军亮  电编  何基才  



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年10月8日; 17(28): 2919-2921
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

胰腺及胰腺周围侵及血管的肿瘤手术难点对策与分析

罗地来, 杨成义, 章永恩, 朱栋良, 罗 刚

罗地来, 杨成义, 章永恩, 朱栋良, 罗刚, 南昌大学第二附属
医院肝胆外科 江西省南昌市 330006
通讯作者: 杨成义, 教授, 主任医师, 330006, 江西省南昌市, 南
昌大学第二附属医院肝胆外科. ldilai868@163.com
电话: 0791-6300249
收稿日期: 2009-05-15   修回日期: 2009-07-28
接受日期: 2009-08-03   在线出版日期: 2009-10-08

Surgery for pancreatic and 
peripancreatic tumors invading 
blood vessels: problems and 
management 

Di-Lai Luo, Cheng-Yi Yang, Yong-En Zhang, 
Dong-Liang Zhu, Gang Luo

Di-Lai Luo, Cheng-Yi Yang, Yong-En Zhang, Dong-Li-
ang Zhu, Gang Luo, Department of Hepatobiliary Surgery, 
the Second Affiliated Hospital of Nanchang University, 
Nanchang 330006, Jiangxi Province, China
Correspondence to: Professor Cheng-Yi Yang, Depart-
ment of Hepatobiliary Surgery, the Second Affiliated Hos-
pital of Nanchang University, Nanchang 330006, Jiangxi 
Province, China. ldilai868@163.com
Received: 2009-05-15    Revised: 2009-07-28
Accepted: 2009-08-03    Published online: 2009-10-08 

Abstract
Due to the anatomic location of the pancreas, 
the surgery for pancreatic and peripancreatic 
tumors invading blood vessels is very difficult, 
often leading to massive hemorrhage and even 
endangering the patient's life. In this article, 
we will summarize our clinical experience on 
the management of problems arising from the 
surgery for pancreatic head carcinoma invad-
ing the portal vein and superior mesenteric 
vein, pancreatic body carcinoma involving the 
splenic vein and splenic artery, and peripancre-
atic retroperitoneal malignant tumors involving 
the inferior vena cava and left renal vein. Use 
of Peng's multi-functional operative dissector 
(PMOD), careful and gentle operation, being 
familiar with the anatomy of the tumor region, 
better anastomotic skill, and surgical resection of 
tumors involving blood vessels can help increase 
the success rate of the surgery and improve the 
therapeutic effect against pancreatic and peri-
pancreatic tumors invading blood vessels. 

Key Words: Pancreatic neoplasm; Blood vessel; 
Management; Method
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摘要
由于胰腺位置深在, 部位特殊, 胰腺及胰腺周
围侵及血管的肿瘤手术难度大, 极易导致大出
血, 危及患者生命. 作者结合自己的经验, 总结
了胰头癌侵及门静脉及肠系膜上静脉、胰体
癌侵及脾静脉及脾动脉、胰头周围腹膜后恶
性肿瘤累及肝下下腔静脉及左肾静脉的手术
难点对策与分析, 使用彭氏多功能手术解剖器
(Peng's multiple operative dissector, PMOD), 细
心操作, 动作轻柔, 熟悉肿瘤区域解剖, 熟练掌
握血管吻合技术, 对高难度侵袭血管的肿瘤采
用手术切除的方法, 提高了手术切除率. 努力
探索解决这些临床问题的方法是进一步提高
胰腺及胰腺周围恶性肿瘤治疗效果的关键.  

关键词: 胰腺肿瘤; 血管; 对策; 方法
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0  引言

手术切除仍然是肿瘤治疗的首选, 胰腺位置深

在, 且其周围毗邻血管丰富, 肿瘤极易侵犯一根

及多根血管, 手术切除的风险极大. 本文结合作

者的经验, 总结分析手术的难点与对策. 

1  胰头癌侵及门静脉及肠系膜上静脉

胰头癌进展隐匿, 位置深在, 与门静脉(por ta l 
vein, PV)及肠系膜上静脉(superior mesenteric 
vein, SMV)关系密切. 有的胰头癌已侵及PV及

SMV, 勉强将肿瘤从血管剥离不仅达不到根治

的目的, 而且更存在术中大出血的风险. 肿瘤是

否侵犯PV及SMV是影响根治性切除的一个重
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要因素[1-2], 但Leach et al [3]认为肿瘤与PV/SMV
关系密切可能是其起源临近血管, 并非是恶性

生物学行为的表现. Allema et al [4]对23例PV和

(或)SMV受侵的胰头癌联合切除术进行研究发

现, 其切缘阳性率、淋巴结阳性率、肿瘤DNA
含量与同期未侵及血管的36例相比均无显著差

异, 这些结果提示PV和(或)SMV受侵主要是肿

瘤的特殊部位, 而不是预后不良指标. 一般认为

术中发现肿瘤与PV及SMV无法分离即认为血管

受侵, 但这种情况下尚有37%-52%的患者术后

病理证实并无门静脉管壁受累[5-6], 而仅是炎性

粘连, 这部分患者手术切除效果好, 若放弃手术

则失去根治性治疗的机会. 因此, 联合血管切除

的胰十二指肠切除术是胰腺外科工作者追求的

极致手术. 如果肿瘤已侵及门静脉腔内, 则不应

勉强切除PV及SMV, Fuhrman et al主张, 肿瘤侵

犯门静脉腔内应视为根治手术的禁忌[7]. 
联合血管切除的胰十二指肠切除术, 是一

种手术时间长、创面大、高风险的手术. 联合

切除的过程中, 可能出现难以控制的大出血, 要
求术者有良好的胰腺外科和血管外科的基础与

技术. 手术的关键在于能分离解剖出胰腺上下

缘的门-肠系膜上静脉和切除胰腺, 因肿瘤周围

炎症反应或淋巴回流障碍, 局部组织水肿增厚, 
正常的解剖间隙不清; 且又因肿瘤侵及及压迫

致胰腺周围小血管扩张, 分离时, 不应牵拉过度, 
细心操作, 动作轻柔, 门静脉血流阻断时间过长

会增加肠道淤血和毒素吸收, 因此阻断门静脉

并切除连同血管的肿瘤标本, 应在清扫完成后, 
仅留待离断PV/SMV并做好血管吻合准备后再

进行, 阻断时间最好控制在45 min内, 吻合血管

预留扩展环, 以免吻合口狭窄, 影响PV入肝血

流. 本组2002-01起完成联合血管切除的胰十二

指肠切除术18例, 其中单独的门静脉(PV)或肠

系膜上静脉(SMV)节段性切除为7例和4例, 门
静脉及肠系膜上静脉(PV/SMV)同时切除者7例, 
围手术期死亡率为5.6%(1/18), 并发症发生率为

16.7%(3/18). 获随访的17例胰腺癌患者, 术后生

存5-34 mo. 

2  胰体部癌侵及脾动脉及脾静脉

胰体部癌由于其在胰腺部位的特殊性, 早期缺乏

特异的症状与体征, 一经诊断多为中、晚期癌, 
因此, 手术切除率低. 胰体肿瘤紧邻脾动脉及脾

静脉, 尤其是脾静脉有被侵及包绕的可能. 对于

胰腺外科医师而言, 淋巴结转移和神经浸润与手
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术的彻底性密切相关[8], 腹腔动脉干及脾动脉周

围包绕有大量的神经组织, 胰体癌极易在这些

组织中发生“微转移”[9]. 因而脾动脉的“骨骼

化”以及脾静脉的节段性切除, 对于切除可能存

在“微转移”淋巴管和神经纤维极其重要. 同
时, 由于有重要内分泌功能的胰岛细胞其50%分

布在尾侧胰腺, 最大限度的保留尾侧胰腺5 cm以

上, 同时头尾侧胰腺切缘0.5 cm范围内癌细胞阴

性. 联合节段性脾静脉切除的胰体切除术, 对胰

腺外科医生提出了更高、更精的要求. 
联合节段性脾静脉切除的胰体切除术, 手

术难度极大, 联合切除的过程中, 可能出现难以

控制的大出血. 首先, 病例的选择应结合患者的

全身情况, 影像学评估, 脾静脉受累长度应<3 
cm, 而肿瘤未侵犯腹腔动脉干及肠系膜上动脉

根部. 手术时应先游离胰体部上缘, 将肝总及脾

动脉“骨骼化”. 再于肠系膜上动脉根部以左

游离胰体部下缘. 手术的关键在于在肿瘤的胰

头侧分离出约1 cm长的汇入门静脉处的脾静脉, 
及肿瘤的胰尾侧约1 cm长的脾静脉, 两者之间应

<3 cm, 头尾侧胰腺切缘0.5 cm范围内癌细胞阴

性. 我们的经验是, 使用PMOD边刮吸边电凝及

缝扎小血管的办法, 分支血管一定要缝扎, 细心

操作, 控制减少出血, 同时手术游离时, 不应牵

拉过度, 动作轻柔. 因此游离完成后, 阻断脾静

脉, 联合节段性脾静脉切除的胰体标本一并切

除, 重建脾静脉. 本组完成联合节段性脾静脉切

除的胰体切除术共3例, 无手术期死亡, 近期疗

效较好, 远期疗效还需作进一步观察及病例数

的积累.

3  邻近胰头的腹膜后恶性肿瘤累及肝下下腔静

脉及左肾静脉

邻近胰头的腹膜后恶性肿瘤呈膨胀性生长. 将第

一肝门, 胰腺及门静脉一并向左上方推挤. 同时

向右向下压挤肝下下腔静脉及左肾静脉(图1). 肿
瘤位置深在, 基底很广, 血液供应丰富, 尤其与肝

下下腔静脉及左肾静脉关系密切. 肿瘤早期并无

特征性的临床表现, 往往表现为下腔静脉受压引

起阴囊, 会阴及下肢水肿, 压迫输尿管引起肾盂

积水, 十二指肠肠腔受累引起上消化道梗阻症

状. 肿瘤压迫或侵犯神经可产生疼痛和麻木感. 
一般不出现胆道及胰腺受压的临床表现. CT扫
描是最有价值的影像学定位手段, 他可以清楚地

显示肿瘤的大小, 部位, 范围, 与重要器官及大血

管的关系, 以及有无肝脏及腹腔内转移等, 对评
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估肿瘤切除的可能性具有很好的参考价值. MRI
具有相似的作用, 但他可以作冠状面及矢状面的

扫描, 构建肿瘤的三维图像. 
手术切除是主要的治疗手段, 其中根治性

切除是唯一有希望治愈肿瘤的方法. 手术切除

率仅为35%-76%[10], 由于与肝下下腔静脉及左

肾静脉的关系紧密, 手术就很复杂, 又由于肿瘤

位置深压, 常深及腰椎并从腰椎发出营养肿瘤

的血管, 一旦出血, 止血特别困难, 故手术风险

极大. 我们的体会是, 首先剪开十二指肠降部外

侧腹膜(Kocher切口)在肿瘤胰头侧寻找间隙, 细
心操作, 使用PMOD, 细心潜行, 边刮吸边电凝及

缝扎小血管的办法, 逐渐将肿瘤与十二指肠降

部及胰头部分开. 再于肿瘤的上后缘使用PMOD
分离出左肾静脉以上的肝下下腔静脉. 其次在

肿瘤的下后缘使用PMOD, 分离出左肾静脉以

下的肝下下腔静脉, 在分离后面基底部时使用

钳夹、缝扎的方法, 使肿瘤与腰椎分离. 术者左

手于分离出的间隙内, 轻柔的提举肿瘤, 与助手

协同, 使用PMOD细心分开肿瘤与左肾静脉的粘

连, 完整切除肿瘤. 本组完成腹膜后恶心肿瘤切

除术5例, 无围手术期死亡, 近期疗效较好, 远期

疗效还需作进一步观察及病例数的积累. 
 
4  结论

胰腺及胰腺周围侵及血管的肿瘤手术难度大, 术
前应全面评估患者的全身状况, 对影像学资料进

行详尽的解读, 尤其是对侵及的血管进行客观的

评估, 评估血管侵及的范围及长度, 制定预手术

方案. 术中按预手术方案逐步推进, 使PMOD, 细

心操作, 动作轻柔, 熟悉肿瘤区域解剖, 熟练掌握

血管吻合技术, 在逐步推进过程中, 可能遇到各

种困难, 应在保证患者的生命为第一原则的前提

下将肿瘤切除, 努力探索进一步提高胰腺及胰腺

周围侵及血管的肿瘤的治疗效果. 
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图  1  患者的术前影像. ■同行评价
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Abstract
Proton pump inhibitors (PPIs) are commonly 
used to treat acid-related diseases. At present, 
the mechanisms by which long-term use of 
PPIs induces bone fracture remain unclear. One 
possible mechanism is that PPIs can induce acid 
inhibition, impair intestinal calcium absorption, 
promote parathyroid hormone (PTH) secretion, 
and increase bone absorption. Long-term use 
of high-dose PPIs appears to be associated with 
an increased risk of hip or vertebral fractures 
in patients at high risk for bone fractures. 
Therefore, PPIs should be used for appropriate 
indications but not at higher doses or for longer 
durations than necessary to achieve desired 
outcomes.

Key Words: Proton pump inhibitor; Calcium me-
tabolism; Bone fracture
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use with altered calcium metabolism and bone fractures. 
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摘要
质子泵抑制剂(PPI)是常用于治疗酸相关疾病
的药物. PPI长期使用导致骨折的机制尚不清
楚. 一个可能的机制是PPI导致酸抑制, 影响肠
道钙的吸收, 甲状旁腺素分泌增加, 增加骨吸
收. 对于有骨折高危因素的患者PPI长期高剂
量应用增加脊柱或髋骨骨折的危险. PPI应该
有合适的适应证, 为达到期望的治疗结果而不
要超出必要的剂量和疗程. 

关键词: 质子泵抑制剂; 钙代谢; 骨折
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0  引言

质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)为强效

抑酸药, 主要用于上胃肠道酸相关性疾病的治

疗. PPI的长期使用主要与胃食管反流病的维持

治疗有关, 有学者主张消化性溃疡患者为预防

复发要长期用药维持治疗, 还有学者认为预防

非甾体消炎药的消化系出血等不良反应要长期

用PPI维持治疗. 国外已有关于PPI短期使用导致

低血钙和长期应用导致骨折可能性增加的研究

报道, 国内未见报道和讨论, 现综述如下. 

1  PPI短期应用与钙代谢的关系

奥美拉唑 (O M)短期使用对钙代谢影响的研

究中 ,  部分研究提示O M能减少肠道钙吸收 . 
Graziani et al [1]的交叉试验中, 30例终末期肾病

患者每周透析3次, 每次透析4-5 h; 透析前给予

1 g钙, OM治疗(20 mg/次, 每8 h 1次)3天, OM治

疗者血清钙浓度明显降低, 血清钙高峰时间延

迟, 肠道钙吸收减少. Graziani et al [2]的交叉安

慰剂控制研究中, 8例健康男性试验者, 平均年

龄38(36-52)岁, 先进食7 d低钙饮食刺激钙的吸

收, OM治疗(20 mg/次, 每8 h 1次)2 d后口服1 g
钙负荷量, 继续口服OM治疗1 d, 测定24 h尿中

的钙含量和试验餐后的血钙含量; OM治疗组

的餐后血钙含量(4.2%±0.7%)低于对照(6.1%

®
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±1%); OM治疗组的尿钙含量(238±15 mg)低
于对照(360±21 mg)(P <0.0001). Hardy et al [3]

的交叉研究, 16个平稳透析患者, 每日平均摄

入碳酸钙9.4±4 g, 口服OM(20 mg每8 h 1次)2 
mo, 血清钙由2.41±0.18 mmol/L降至2.36±
0.16 mmol/L(P  = 0.04). O'Connell et al [4]的交叉

安慰剂控制试验中试验对象为23例年龄为65岁
-89岁的健康女性, 18例完成试验, 年龄为76±7
岁, 试验中每个受试者每日服用OM 20 mg连续

7 d、含有400 U的维生素D的多种维生素、45钙

-标记的碳酸钙2 g(含有500单位钙). 安慰剂组

的钙吸收为9.1%(6.5%-11.6%), OM组钙吸收为

3.5%(1.6%-5.5%)(P  = 0.003). Mizunashi et al将32
个有溃疡病史而用H2受体拮抗剂(H2RA)维持治

疗的患者分成2组, 分别改为OM和安慰剂治疗; 
与对照组相比, OM治疗组的尿羟脯氨酸(一种骨

吸收标志物)和尿钙减少. 上述实验提示OM短期

用药导致低胃酸, 减少肠道钙的吸收, 血钙降低.
但是也有研究报道OM短期用药对钙的吸

收没有影响, Serfaty-Lacrosniere et al的实验是灌

洗肠道后4 h后给予实验餐, 12 h再次灌洗肠道并

测定实验餐中未吸收的矿物质含量. 13个健康

个体参与试验, 试验组每日给予40 mg OM(n  = 
5)、对照组未给予OM(n  = 8); 给与不给外源性

盐酸的试验组与对照组的钙吸收没有差异. 这
个试验中试验组平均年龄为39岁而对照组为59
岁, 钙的吸收随年龄增加而降低有可能导致这

种没有差异. Kocsis et al [5]对34个胃食管反流病

或消化不良的儿童患者用OM 20 mg/d治疗14 d, 
OM治疗后骨转化标志物与基线值相比没有显

著改变, 治疗前后儿童的尿钙含量没有变化; 儿
童的高骨转化率可能掩盖了PPI对骨骼的作用. 

上述研究中的疾病状态可能影响钙的代谢, 
部分实验采用非直接或者非侵入性的方法测定

钙的吸收[6]. 目前没有PPI的长期应用对肠道钙

吸收、血钙水平、骨转化的研究报道, 钙在肠

道的吸收减少的机制没有进一步的研究.

2  PPI长期应用与骨折的关系

Vestergaard et al [7]的病例对照研究分析了2000
年时丹麦的骨折病例(n  = 124 655)和对照病例

(n  = 373 962)的危险因素, 多元回归分析显示

PPI是危险因素之一. 与H2RA相比, 最后1次使

用PPI在1年内者发生骨折的危险性有限的升高, 
发生各种骨折的危险性OR  = 1.18(1.12-1.43); 
髋骨骨折的O R  = 1.45(1.28-1.65);  脊柱骨

折的O R  = 1.60(1.25-2.04). 而过去1年内使

用 H 2 R A 发生骨折的危险性降低 [ 所有骨

折O R  = 0 .88(0 .82-0 .95)、髋骨骨折O R  = 
0.69(0.57-0.84)]. 使用其他抗酸剂的髋骨和

脊柱骨折的危险性升高. 没有发现PPI剂量与

骨折之间的量效关系; 而最后一次使用PPI超
过1年以上者的骨折的危险性没有增加. Yang  
e t a l [8]利用1987-2003年英国GPRD(Genera l 
Practice Research Database)数据库资料进行病例

对照研究(nested case control analysis), 这个数据

库包含了英国98%人群中的医学记录资料, 国外

的述评和综述文献对此数据库的评价颇高. Yang 
et al [8]分析了50岁以上者发生髋骨骨折的危险因

素, 多元回归分析显示PPI是危险因素之一, 有
13 556髋骨骨折患者和135 386对照病例, PPI使
用超过1年者调整后的OR  = 1.44(1.30-1.59); 从
剂量效应来看, 平均剂量1.75倍以下组的髋骨骨

折OR  = 1.40(1.26-1.54), PPI平均剂量1.75倍以上

组的髋骨骨折OR  = 2.65(1.80-3.90); 使用PPI时
间为1年者的髋骨骨折的OR  = 1.22(1.15-1.30)、
使用P P I时间为2年者的髋骨骨折的O R  = 
1.41(1.28-1.56)、使用PPI时间为3年者的髋骨骨

折的OR  = 1.54(1.37-1.73)、使用PPI时间为4年
者的髋骨骨折的OR  = 1.59(1.39-1.80). H2RA治

疗1年以上者骨折(脊柱、髋骨)发生的危险性轻

微增加1.23(1.14-1.39). Yang et al [8]认为长期PPI
治疗, 尤其是高剂量, 与髋骨骨折的危险性增加

有关. 从流行病学的角度看, OR值不是很高; OR
值从1.82调整为1.44, 考虑的因素仅仅为数据库

中的因素; 如果考虑社会经济因素等的影响, 经
过调整的OR值可能就没有统计学意义. Kaye 
et al [9]同样用英国GPRD数据库中1995-2005年
的资料进行两期配对病例对照研究(two phase, 
matched, nested case control study); Ⅰ期研究中

的目的是发现髋骨骨折的危险因素, Ⅰ期研究

中有4414例髋骨骨折(50-79岁), 这些病例在数

据库中至少有2年的病历记录, 每例髋骨骨折患

者配对10例对照的非骨折病例, 主要危险因素

定义为OR≥2; Ⅱ期则为排除Ⅰ期中所发现的

主要危险因素的患者, 研究1098例使用PPI者的

髋骨骨折危险性, 对照为10 923例没有髋骨骨折

的主要危险因素的患者; 在Ⅱ期中与无PPI治疗

组相比, PPI治疗组的髋骨骨折发生的相对危险

度(relative risk, RR)为0.9(0.7-1.1); 对于没有骨

折危险因素的PPI长期使用并不增加骨折的风

险, 没有特殊的制剂发现与髋骨骨折有关. Yang 
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et al [8]和Kaye et al [9]的2个试验存在差异, 可能与

Yang et al的研究没有排除髋骨骨折的危险因素; 
而Kaye et al [9]排除了髋骨骨折的危险因素, 这
些髋骨骨折的危险因素很多, 包括既往骨折病

史、外伤、胸痛、踝部水肿、风湿性关节炎、

惊厥眩晕、缺铁、肺栓塞、尿失禁、心衰、呕

吐、便秘、C V D、酒精依赖、老龄化、痴呆

等七十余种疾病状态; 而50岁以上人群很多都

合并有髋骨骨折的危险因素. 从临床实用的角

度看, 对于有危险因素的患者长期PPI治疗尤其

是高剂量PPI治疗与髋骨骨折有关. Targownik 
et al [10]研究1996-2004年加拿大Manitoba健康数

据库中50岁以上患者的脊柱、腕和髋骨骨折

与PPI的关系, 骨折患者有15 792例, 对照病例

有47 289例; 发现PPI治疗1年所有骨折的OR  = 
0.99(0.90-1.11)、2年的OR  = 0.94(0.82-1.07)、
3年的O R  = 0.92(0.78-1.07)、4年的O R  =  
1.05(0.86-1.27)、5年的OR  = 1.16(0.91-1.46)、
6年的OR  = 1.28(0.93-1.77)、7年PPI的OR  = 
1.92(1.16-3.18). PPI使用1年的髋骨骨折OR  = 
1.22(1.15-1.30)、PPI使用5年的髋骨骨折OR  = 
1.62(1.02-2.58)、PPI使用7年的髋骨骨折OR  = 
4.55(1.68-12.29). 作者认为使用PPI后5年的髋骨

骨折、7年后的所有骨质疏松相关的骨折的概

率增高. 在美国进行的年龄大于65岁的骨质疏

松骨折患者的队列研究中, 男性(MrOS研究, n  = 
5755, 2000-2002年, 6个中心)和女性(SOF研究, n  
= 5339, 1986-1988年, 4个中心)的骨折危险因素

用多因素回归分析研究, 使用PPI的女性的非脊

柱骨折的风险增加, 相对危险度(relative hazard, 
RH) = 1.34(1.10-1.64). 未补充钙剂的男性用PPI
的非脊柱骨折的风险增加, RH = 1.49(1.04-2.14). 
H2R A使用与非脊柱骨折无关, 男性或女性的

H2RA和PPI使用与髋骨骨折发生率无关[11]. 
上述研究中有4个回顾性研究发现PPI应用

增加了髋骨骨折的危险性, 但有1个回顾性分析

显示对于没有骨折主要危险因素的患者PPI应
用并不增加髋骨骨折的危险性. 2个病例对照研

究发现长期PPI应用导致脊柱骨折增加. 病例对

照研究中PPI与骨折的联系强度处于低值, 大部

分研究的OR <2, 仅有1个研究中PPI使用7年或以

上的髋骨骨折OR = 4.55. Yang et al [8]的研究发现

PPI与骨折有剂量效应关系, 1.75倍平均剂量以

上组的髋骨骨折危险性(OR = 2.65)高于1.75倍
平均剂量以下组. 仅有的一个前瞻性研究中, 奥
美拉唑(OM)的使用是脊柱骨折的独立的和重要

的危险因素(RR = 3.50). 
对于回顾性分析发现的PPI与骨折的关系

需要前瞻性的随机双盲安慰剂对照实验或队

列研究进一步证实. 2009-01 Calcif Tissue Int杂
志发表了Roux et al [12]的OPUS(The Osteoporosis 
and Ultrasound Study)研究, 这个研究为5个欧

洲中心的前瞻性研究, 参加人群为1999-2001年
普通人群中1211名急救的绝经后妇女, 随访至

2007-03, 平均随访6.1年. 实验开始时和随访期

结束时用X线判断脊柱骨折情况. 实验开始时

有61名服用OM, 1150名未服用OM. OM使用者

和非使用者的年龄调整的脊柱骨折发生率为

1.89和0.60/100年人(P  = 0.009); 多因素分析显

示OM是脊柱骨折的明显和独立危险因子, RR = 
3.10(1.14-8.44)(P  = 0.027). 其他的预测因子有年

龄>65岁(RR = 2.34, 95%CI: 1.02-5.34). 这个实

验的缺点是仅限于绝经后妇女, 服用OM的比例

较低, 仅5%. 今后的研究还应该包括有非绝经妇

女和男性患者参与的实验.

3  PPI的骨折不良反应分析

在分析药物的不良反应方面, Shakir et al [13]认为

Austin Bradford-Hill标准有重要的价值. 这个标

准包括联系的强度(Strength)、结果的一致性

(Consistency)、量效关系(Biological gradient)、
合理性(Plausibility)等. 下面对此进行分析. 
3.1 联系的强度 在分析药物的不良反应时, Sir 
Austin Bradford-Hill认为强的联系比弱的联系更

有可能成为原因; 从流行病学的角度来看, 相对

危险性<2被认为是弱的联系, 可能为偏倚所致. 
文献报道的PPI长期应用与骨折的关系时, 大部

分实验的OR值<2, 故认为病因学联系比较弱, 可
能为偏倚所致[14]; 但从药物流行病学来看存在

的问题是很少发现相对危险性>2的药物不良反

应, 因为>2的药物因为毒性太强而不能进入市

场[13,15]. 但是有学者认为PPI长期治疗与髋骨骨

折有明显的相关性, 证据是老年患者长期PPI应
用导致维生素B12缺乏, 而维生素B12缺乏与高同

型半胱氨酸水平有关, 而同型半胱氨酸是老年

患者髋骨骨折的预测因子, 在一个研究中老年

男性有高同型半胱氨酸者发生髋骨骨折的危险

性增加4倍, 老年女性增加1.9倍; 在一个以人群

为基础的前瞻性研究中的OR  = 2.42[16]. 
3.2 结果的一致性 在结果的一致性方面, 发现了

PPI长期应用导致骨质疏松性骨折, 4个回顾性分

析显示PPI的使用是髋骨骨折的危险因素, 2个回

■应用要点
PPI长期使用应有
合适的指征、不
能长时间超过必
要的剂量.
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顾性分析显示PPI的使用是脊柱骨折的危险因

素, 一致性的差异可能有其他的影响因素. 唯一

的前瞻性研究提示PPI的使用是脊柱骨折的危险

因素. 
3.3 量效关系  Ya n g e t a l [8]的研究发现高剂

量者[P P I平均剂量1.75倍以上者O R  = 2.65 
(1.80-3.90)]的OR高于低剂量者[PPI平均剂量

1.75倍以下者为OR  = 1.40(1.26-1.54)]. 
3.4 合理性 体外实验中碳酸钙的分解和溶解是

pH依赖的, pH上升, 碳酸钙的溶解和分解减慢, 
由pH1时的96%降到pH6.1时的23%. 有学者认为

近端十二指肠的胃酸和酸性环境对钙的离子化

和吸收极为重要, 没有胃酸或者胃酸减少将会

延缓食物中钙的吸收. O'Connell et al [4]的小样本

实验中, 18名65-89岁的健康女性, 用Ca同位素

示踪不同肠段钙的吸收, 实验对象每天服用OM 
20 mg, 连续7 d, 发现用PPI者的肠道钙吸收减少. 
PPI长期使用导致骨折的可能机制为: (1)Tcirg1
基因编码破骨细胞V-H+-ATP酶(vacuolar-type 
H+-ATPases)和胃的壁细胞质子泵的一部分; 无
Tcirg1基因的小鼠分泌胃酸减少, 其低胃酸导致

低钙血症、PTH升高、骨吸收增加, 给无Tcirg1
基因的小鼠补充钙剂和维生素D能够预防骨质

疏松的发生[17-18]. PPI制剂的应用导致胃酸分泌

减少, 近端消化系低胃酸, 食物中钙的离子化和

吸收减少, 引起血钙浓度降低, 继发性的甲状旁

腺功能亢进, 循环中甲状旁腺素(PTH)升高, PTH
升高导致破骨细胞活跃, 骨吸收增加, 骨质减少, 
增加骨质疏松相关骨折的危险性[19]. 但是目前还

没有PPI应用对长期的健康人体的PTH水平的影

响的资料. (2)PPI长期使用导致继发性的高胃泌

素血症, 高胃泌素血症可能通过高PTH血症而增

加骨吸收[20]. 破骨细胞促进骨的吸收, V-H+-ATP
酶在破骨细胞的质膜和囊泡膜上高表达, 抑制

V-H+-ATP酶可以预防骨折的发生. Bafilomycin 
A1、SB242784是选择性的破骨细胞V-H+-ATP
酶抑制剂 ,  能够预防实验动物骨折的发生 [21]. 
OM在毫摩尔浓度时抑制胃壁细胞的H+/K+-ATP
酶, 浓度>100 μmol/L也能够抑制破骨细胞的

V-H+-ATP酶, 抑制人骨吸收[22]. 从这个角度来看, 
OM治疗应该是有预防骨折的作用. 与此矛盾的

是, OM的短期和长期试验提示OM能够降低血

钙, 促进骨折的可能. 

4  结论

OM短期应用导致血钙降低; PPI长期应用导致

髋骨、脊柱等骨折的危险性增加, 但关联不是

很强; 服用PPI发生骨折的患者年龄多大于50岁, 
使用时间>12 mo; 还有研究提示PPI剂量越高, 
发生骨折的OR值越高. 因此PPI长期使用应有合

适的指征、不能长时间超过必要的剂量. 
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Abstract
AIM: To investigate the impact of targeting 
protein for Xklp2-speicific siRNA on TPX2 
expression and cell proliferation in human 
esophageal carcinoma EC9706 cells.

METHODS: TPX2-specific siRNA was in-
troduced into EC9706 cells by lipofectamine 
2000-mediated transfection. After 24, 48, 72 and 
96 hours of transfection, the expression levels of 

TPX2 mRNA and protein were determined by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively, and 
cell proliferation was detected by methyl thiazo-
lyl tetrazolium (MTT) assay.

RESULTS: After siRNA transfection, RT-PCR 
and Western blot assays showed that there was 
a significant decrease in EC9706 mRNA and 
protein levels. The lowest expression levels of 
TPX2 mRNA and protein were detected 72 h af-
ter transfection (0.31 ± 0.08 and 0.39 ± 0.12 rela-
tive to blank control, respectively; both P < 0.05). 
MTT assay indicated that cell proliferation was 
restrained remarkably, and the growth inhibi-
tion rate was 35.4% relative to blank control (P < 
0.05).

CONCLUSION: TPX2-specific siRNA can ef-
fectively downregulate TPX2 expression and 
inhibit cell proliferation in EC9706 cells.

Key Words: Targeting protein for Xklp2; Small in-
terfering RNA; Esophageal carcinoma; EC9706 cell

Liu HC, Li YH, Zhao PR, Li SL. Small interfering RNA-
mediated downregulation of targeting protein for Xklp2 
suppresses the proliferation of human esophageal 
carcinoma EC9706 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(28): 2927-2930

摘要
目的: 研究TPX2基因特异性小干扰RNA(small 
RNA interference, siRNA)对食管鳞癌EC9706
细胞基因表达的抑制作用及对食管癌细胞生
长的影响. 

方法: 以食管鳞癌EC9706细胞为研究对象, 利
用Lipofectamine2000介导TPX2 siRNA分组
转染EC9706细胞24, 48, 72, 96 h(实验组), 并
设立阴性对照组和空白对照组. RT-PCR检测
siRNA转染前后TPX2 mRNA的表达水平的变
化; Western blot检测转染前后EC9706细胞中
TPX2蛋白表达水平的变化; MTT法检测瞬时
转染TPX2 siRNA对EC9706细胞增殖的影响.  

www.wjgnet.com
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■背景资料
TPX2蛋白在细胞
有丝分裂纺锤体
形成过程中发挥
重要作用. TPX2
在多种恶性肿瘤
中存在过表达, 阻
断其表达可抑制
肿瘤细胞的生长, 
有望成为肿瘤治
疗的候选靶点. 选
用 高 表 达 T P X 2
基 因 的 食 管 癌
EC9706细胞 ,  应
用RNAi技术, 观
察s iRNA能否有
效抑制TPX2的表
达, 从而抑制细胞
的生长增殖, 为基
因治疗食管癌提
供实验依据.

■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



结果: 导入有效siRNA后, PT-PCR及Western 
blot结果显示, TPX2 siRNA可使EC9706细胞
中TPX2 mRNA水平及蛋白表达水平下降, 
至72 h时表达量最低, 与空白对照组相比分
别为0.31±0.08和0.39±0.12, 差异有统计学
意义(P <0.05); MTT实验显示细胞的生长增
殖受到明显抑制, 与对照组相比抑制率可达
35.4%(P <0.05).

结论: s i R N A可以有效抑制E C9706细胞中
TPX2的表达, 并降低EC9706细胞的增殖能力.

关键词: TPX2基因; 小干扰RNA; 食管癌; EC9706
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0  引言

TPX2(targeting protein for Xklp2)基因是近年来

发现的一个候选的癌基因, 他的表达受到细胞

周期的严格调控, 可能成为肿瘤细胞增殖的更

确切的评估指标[1-3]. 肿瘤的发生和发展涉及到

多个基因变化和相互作用, 是多阶段受多种因

素调控的过程, RNAi相关技术可用于抑制其突

变基因表达, 恢复正常基因的功能, 增加肿瘤细

胞对现有治疗手段的敏感性, 还能研究各种作

用因子的功能, 筛选有效的基因治疗的靶点[4]. 
本实验利用siRNA技术, 通过体外设计合成针对

靶基因TPX2的siRNA作用于食管癌EC9706细胞

后观察其对细胞的作用效果及TPX2的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌EC9706细胞为中国医学科学

院肿瘤医院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实

验室惠赠; RPMI 1640培养液、胎牛血清、胰

蛋白酶购于美国Hyclone公司; siRNA模板由上

海吉玛生物工程公司合成; Lipofectamine 2000
购于Invitrogen公司; MTT购于Sigma公司; RT-
PCR与DNA Marker 1000试剂购于美国TaKaRa 
公司; β-ac t in的兔多克隆抗体, 山羊抗兔辣根

酶标记IgG(H+L)二抗均购自天根生化科技有

限公司; 抗人T P X2的兔多克隆抗体为G r u s s
博士(European Molecular Biology Laboratory, 
Heidelberg, 德国)馈赠.
1.2 方法 
1.2.1 细胞株及其培养: 本实验采用食管鳞癌
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EC9706细胞作为研究对象. EC9706细胞在100 
mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基中, 置于

37℃, 50 mL/L CO2浓度, 饱和湿度下进行培养. 
1.2.2 siRNA的设计与合成: TPX2的mRNA序列

号为NM-012112, 针对靶基因TPX2设计siRNA, 靶
序列为: 5'-CCA UUA ACC UGC CAG AGA ATT-3', 
5'-UUC UCU GGC AGG UUA AUG GTG-3'.
1.2.3 siRNA特异性的转染: 按照Lipofectamine 
2000说明书的要求进行转染, 转染前, 将处于对

数生长期的EC9706(5×104个)铺于6孔板中, 使
用无抗生素的培养基培养24 h. 待其细胞达到

80%-90%融合度时, 将含有siRNA的转染试剂与

细胞共孵育5 h后, 置换含100 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640培养基再孵育. 在培养24,  48, 72和96 
h后分别收集转染细胞, 用于以下实验, 实验组

重复4次. 每次实验设3组: 分别为siRNA组、阴

性siRNA对照组和空白对照组(无siRNA). 每组

设4 个平行孔, 实验重复2次.
1.2.4 RT-PCR检测EC9706细胞TPX2 mRNA的

表达: 分别于转染后24, 48, 72和96 h收集各组

细胞各2×106个, PBS洗涤2遍, 提取各组细胞总

RNA, 再进行RT-PCR. 反应条件: 50℃ 30 min; 
94℃ 2 min; 94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 1 min 35
个循环, 4℃保存RT-PCR产物. 用12 g/L琼脂糖凝

胶对RT-PCR产物进行电泳, GeneTools图像系统

分析结果, 分别得出各组TPX2基因条带和内参

条带β-actin的A比值, 以其表示TPX2 mRNA含

量的相对强度. PCR引物为: TPX2: 上游5'-GCC 
CTT TGT TCC CAA GAA AGA-3', 下游5'-AGC 
AGT GGA ATC GAG TGG AGA-3'; β-actin: 上游

5'-GGG ACC TGA CTG ACT ACC TCA-3', 下游

5'-GAC TCG TCA TAC TCC TGC TTG-3'. 具体

操作过程按RT-PCR试剂盒说明书进行. TPX2扩
增片段为335 bp,  β-actin扩增片段为500 bp. 
1.2.5 Western blot检测TPX2蛋白: 分别于转染后

24, 48, 72和96 h收集细胞, 加入细胞裂解液提取

细胞的总蛋白, 用Bradford法测定蛋白浓度. 制
备SDS-聚丙烯酰胺凝胶, 每孔上样量为60 μg, 
进行常规电泳后, 凝胶转移至硝酸纤维素膜上. 
取出转移膜, 用50 g/L的脱脂牛奶封闭. 兔抗人

TPX2一抗(1∶1500), β-actin一抗(1∶300)孵育

过夜. TBST洗涤3次, 加入(1∶10 000)稀释的山

羊抗兔辣根酶标记IgG(H+L)二抗, 室温1 h. ECL
发光液处理后, 暗室内曝光, 将胶片显影固定, 
实验重复4次. 图像应用TotalLab 2.0软件进行灰

度分析并作统计学处理. 
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■研发前沿
有研究人员用RT-
P C R 和 We s t e r n 
blot对肺癌细胞系
中TPX2的表达水
平进行了检测. 研
究评价了TPX2异
常表达在肺鳞癌
发生、发展中的
重 要 性 .  还 有 研
究表明胰腺癌中
TPX2基因也明显
扩增. 国外更多是
研究TPX2的各种
调控功能, 食管癌
中的表达和干扰
尚未见报道.

■创新盘点
有关食管癌TPX2
文献报道尚未见
到 ,  本 研 究 采 用
RNAi技术干扰食
管癌细胞后, 采用
RT-PCR 、Western 
b l o t检测 s i R N A
干 扰 前 后 T P X 2 
mRNA的表达水
平和蛋白表达水
平 的 变 化 ,  以 及
MTT法检测瞬时
转染TPX2 siRNA
对EC9706细胞增
殖的影响, 具有一
定的创新性.
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1 .2 .6  干涉T P X2表达后细胞增殖抑制实验

(MTT): 为了直观地验证抑制TPX2的表达是否

会抑制细胞的增殖, 用MTT来直接检测[5]. 用96 
孔培养板分别于转染24、48、72和96 h时检测

EC9706细胞增殖状态. 将转染siRNA后的细胞

浓度调整为2×104/L, 96孔培养板内每孔加入培

养液体积为200 μL. 分别在转染后的24、48、
72和96 h, 在各组孔内加入20 μL MTT工作液(5 
g/L), 继续37℃孵育4 h. 吸去上清液, 每孔加入

二甲基亚砜(DMSO)200 μL, 置平板摇床震荡10 
min. 至结晶完全溶解后, 酶标仪测定492 nm波

长各孔的吸光度(A )值. 实验重复3次. 绘制细胞

生长曲线, 计算生长抑制率. 生长抑制率 = (空白

对照组A值-实验组A值)/对照组A值×100%.
统计学处理 使用SPSS13.0软件进行方差分析.

2  结果

2.1 转染TPX2 siRNA后TPX2 mRNA表达 RT-
PCR产物电泳条带显示, 转染TPX2 siRNA后, 
EC9706细胞TPX2 mRNA表达量随时间的增

加而减少, 在72 h达最低(图1), 之后又增高, 但
不影响β-act in的表达, 而空白和阴性对照组的

EC9706细胞TPX2 mRNA无明显改变. 用H检

验进行分析, 转染TPX2 siRNA 72 h后EC9706
细胞的mRNA表达量与空白对照组之间的差异

有显著性意义(n  = 4, P <0.05). 阴性对照组TPX2 
mRNA的量为空白对照组的1.01±0.11, 瞬时转

染24, 48, 72, 96 h后TPX2 mRNA的量仅为空白

对照组的0.87±0.06, 0.62±0.09, 0.31±0.08和
0.74±0.10.
2.2 siRNA TPX2转染后TPX2蛋白表达 在72 h时
siRNA TPX2瞬时转染后的EC9706细胞中TPX2
蛋白表达水平较转染阴性对照细胞组和空白对

照细胞组的TPX2蛋白表达水平显著降低. TPX2 
mRNA表达下调后, 在蛋白质层次上引起TPX2

表达下调(图2). Bandscan图像系统分析结果所

示, 以EC9706细胞空白对照组的TPX2蛋白带为

标准(亮度定为100), 其他几组与之比较, 转染阴

性对照siRNA TPX2的条带强度为0.98±0.11, 干
扰后24, 48, 72和96 h的条带强度分别为0.91±
0.06, 0.68±0.07, 0.39±0.12和0.77±0.09. 
2.3 干扰TPX2表达后细胞增殖抑制实验(MTT) 
通过比较细胞的3条生长曲线(图3), 可以看出阴

性对照组和空白对照组细胞的生长曲线较为接

近, 而转染TPX2 siRNA组细胞的生长曲线则位

于前二者的下方. 这表明细胞在转染siRNA后48 
h其增殖特性开始受到抑制, 至72 h抑制作用最

为明显, 生长抑制率为0.35.

3  讨论

食管癌是世界上常见的消化系恶性肿瘤之一,  
我国是世界上食管癌发病率和死亡率最高的国

家, 鳞癌是最多见的组织学类型[6-7], 占90%以上. 
基因治疗是近年来治疗恶性肿瘤的主要研究方

向, 探寻食管鳞癌新的基因治疗方法具有重要

意义. 与此同时, RNAi技术已经成为科学研究

的前沿, 他为基因功能研究、疾病治疗及药物

开发等提供了全新的构思和技术途径[8]. RNAi
技术, 指内源性或外源性双链(dsRNA)在细胞内

诱导同源序列的基因表达受抑的现象, 主要借

助转录后的加工特异性抑制靶mRNA生成, 并
导致特异性蛋白合成减少, 所以也称为转录后

图  1  半定量RT-PCR检测TPX2 siRNA干扰结果. M: DNA 

Marker 1000; N: EC9706细胞空白对照组; NC: EC9706细胞

阴性对照组.

NC  96 h 72 h 48 h 24 h   N      M

β-actin
TPX2

500 bp

100 bp

96 h  72 h   48 h   24 h      N      NC

TPX2

β-actin

100 kDa

43 kDa

图  2  Western blot分析TPX2蛋白表达抑制情况. N: EC9706

细胞空白对照组; NC: 阴性对照组.

图  3  TPX2 siRNA干扰EC9706细胞生长曲线.
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■应用要点
s iRNA可以有效
抑制EC9706细胞
中TPX2的表达 ,  
并降低EC9706细
胞的增殖能力.
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基因沉默(PTGS). 其基本原理是将dsRNA裂解

为21-25个核苷酸组成的小的siRNA作为介导子, 
引起同源序列特异性的mRNA降解[9]. 

TPX2是在爪蟾的微管相关蛋白中被首次发

现的[10]. TPX2是一种微管相关蛋白, 对于有丝分

裂纺锤体的稳定有重要作用[11]. TPX2的表达受

细胞周期的严格调控, 只在G1-S交界期开始可以

被检测到, 在胞质分裂完成后消失. 在S和G2期, 
人TPX2弥漫分布在整个细胞核, 而在分裂期细

胞, 他与有丝分裂的纺锤体密切结合, 是一种细

胞周期蛋白[12]. 已有文献证明TPX2在肺鳞状细

胞癌, 唾液腺癌, 卵巢癌中有高表达[11-13], 但关于

TPX2在食管鳞癌细胞中表达情况的报道较为

少见. 目前国内外应用RNAi技术干扰TPX2基因

表达的报道甚少, Zhang et al [14]曾用RNAi技术成

功地沉默了恶化的人支气管上皮细胞细胞TPX2
基因, 实验结果显示: 化学合成的靶向siRNA在

转染48 h时能够显著下调TPX2基因表达, 阻滞

细胞周期于S期, 抑制细胞增殖. 在本研究中, 我
们选用高表达TPX2基因的食管癌EC9706细胞, 
应用RNAi技术观察化学合成的TPX2 siRNA对

EC9706细胞的增殖抑制影响, 以及对TPX2的基

因和蛋白表达的作用. 结果发现siRNA能有效抑

制TPX2的表达, 从而抑制细胞的生长增殖. 
本研究提示RNA干扰TPX2能有效抑制食管

鳞癌EC9706细胞的生长增殖, 揭示了RNA干扰

在食管癌基因治疗上的潜在应用价值, 为今后应

用该技术治疗食管癌提供了一定的实验室依据.
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Biology Laboratory, Heidelberg, 德国)馈赠TPX2
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Abstract
AIM: To investigate the regulatory role of the 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) 
signaling pathway in sensitivity of gastric cancer 
cells to cis-platinum (CDDP).

METHODS: Gastric cancer cells (MGC-803 and 
BGC-823) were first treated with CDDP for 72 
hours. Twenty-four hours after culture with 
PD98059, cells were treated with CDDP for 48 
hours. Cell proliferation was then measured by 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. The 
expression of glutathione S-transferases π (GST-π) 

and p-ERK was detected by Western blot.

RESULTS: The half maximal inhibitory con-
centration (IC50) of CDDP for 72 hours in 
MGC-803 and BGC-823 cells were 0.71 and 1.21 
mg/L, respectively. The proliferation rate of 
MGC-803 cells was significantly lower than that 
of BGC-823 cells (P < 0.05). MGC-803 cells did 
not express GST-π, while BGC-823 cells highly 
expressed GST-π. After PD98059 treatment for 
24 h, the expression levels of p-ERK and GST-π 
significantly decreased in BGC-823 cells, and 
BGC-823 cells became more sensitive to CDDP.

CONCLUSION: Inhibition of the ERK signaling 
pathway may enhance the sensitivity of gas-
tric cancer cells to CDDP, which is induced by 
downregulation of GST-π expression.

Key Words: Gastric cancer; Extracellular signal-
regulated kinase; Drug sensitivity; Glutathione 
S-transferases π

Jing W, Zhang Y, Liu YP, Hou KZ. Regulatory role of the 
extracellular signal-regulated kinase signaling pathway 
in sensitivity of gastric cancer cells to cis-platinum. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2931-2935

摘要
目的: 研究在人胃癌细胞中, 细胞外信号调节
蛋白激酶(extracellular signal-regulated kinase, 
ERK)通路对人胃癌细胞顺铂敏感性的影响. 

方法:  采用M T T法测定顺铂对两种胃癌细
胞MGC-803、BGC-823的增殖抑制影响, 测
定P D98059作用B G C-823细胞后顺铂对细
胞的增殖抑制影响. Western b lo t方法检测
MGC-803、BGC-823细胞中谷胱甘肽-S-转移
酶π(glutathione S-transferases π, GST-π)蛋白
的表达; 及PD98059作用BGC-823细胞24 h后
BGC-823细胞中p-ERK、GST-π蛋白的表达. 

结 果 :  顺 铂 作 用 两 种 胃 癌 细 胞 7 2  h 后 , 
M G C-803, B G C-823细胞的I C50值分别为
0.71和1.21 mg/L, 且MGC-803细胞的增殖率
明显低于B G C-823细胞的增殖率(P <0.05). 
MGC-803细胞顺铂的敏感性高于BGC-823
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■背景资料
胃癌原发及继发
性耐药是严重影
响化疗疗效及患
者预后的重要原
因 之 一 .  谷 胱 甘
肽 -S-转移酶π是
一种多药耐药相
关蛋白, 与肿瘤对
铂类等化疗药物
耐药相关. 下调谷
胱甘肽-S-转移酶
π的表达可以提高
胃癌对铂类药物
的敏感性.
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细胞 .  M G C-803细胞不表达G S T-π蛋白 , 
BGC-823细胞强表达GST-π蛋白. 20 μmol/L 
PD98059作用BGC-823细胞24 h后, p-ERK蛋
白表达明显下调, GST-π蛋白表达亦明显下调. 
20 μmol/L PD98059作用BGC-823细胞24 h后, 
加入顺铂培养48 h, BGC-823+PD98059组增殖
率明显低于对照组, BGC-823细胞对顺铂的敏
感性明显增强.

结论: 下调胃癌细胞GST-π蛋白的表达可增强
其对顺铂的敏感性; 抑制胃癌细胞中ERK通
路的活化, 可以降低其细胞内GST-π蛋白表达; 
ERK通路通过调节人胃癌细胞GST-π基因表
达影响其对顺铂的敏感性. 

关键词: 胃癌; 细胞外信号调节蛋白激酶; 耐药; 谷

胱甘肽-S-转移酶π

荆薇, 张晔, 刘云鹏, 侯柯佐. ERK通路对胃癌细胞顺铂敏感性的
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 死亡率高达

29.31/10万. 临床发现病例多以进展期为主[1]. 因
此在其综合治疗中, 除根治性手术外, 化疗亦

占有重要的地位. 目前胃癌化疗方案多以氟尿

嘧啶、铂类、阿霉素类等药物联合为主, 但由

于胃癌原发或继发的多药耐药的存在, 严重影

响了化疗的疗效及患者预后. 谷胱甘肽-S-转移

酶π(glutathione S-transferases π, GST-π)作为Ⅱ

相代谢酶家族的主要成员, 在胃癌中呈现高表

达. 以往的研究显示, GST-π一方面可以作为肿

瘤标志物提示肿瘤负荷[2]. 另一方面GST-π还与

胃癌的原发或继发的多药耐药相关[3]. 细胞外信

号调节激酶(extracellular signal-regulated kinase, 
ERK)是丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)家族的一员, 与细胞增

殖、分化、细胞形态维持、细胞凋亡和细胞的

恶变等多种生物学反应有关[4]. 其可通过抑制凋

亡促进细胞生长. 本研究旨在分子水平探讨影

响人胃癌细胞顺铂敏感性的因素, 以期为临床

胃癌患者个体化治疗提供基础支持. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640购于Gibco公司, 胎牛血清购

于中国医学科学院血液研究所; GST-π抗体(兔
抗人, 武汉博士德), p-ERK抗体(Promega), 二抗

(山羊抗兔, 中杉公司), 顺铂(齐鲁制药).
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1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 胃癌MGC-803、BGC-823细胞

株生长于含有100 mL/L, 56℃, 30 min灭活胎牛

血清, 12 kU/L庆大霉素的RPMI 1640培养液中. 
于37℃,  50 mL/L CO2饱和湿度的培养箱内传代

培养.
1.2.2 MTT法测定铂类对细胞的增殖抑制作用: 
取对数生长期细胞, 调整细胞浓度为4×107个/L, 
接种于96孔培养板内, 每孔180 μL, 培养24 h后
加药, 实验组加作用药物顺铂, 终浓度分别为

0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg/L. 对照组不加任何处理因

素. 空白组为等体积RPMI 1640培养液. 每组设

3个平行孔, 培养72 h. PD98059(20 μmol/L)作
用BGC-823细胞24 h后, 方法同上培养接种于

96孔板, 加入顺铂后, 培养48 h. 各孔加入20 μL 
MTT(5 g/L), 孵育4 h后弃上清, 加100 μL DMSO
混匀震荡15 min后, 用酶联免疫测定仪于570 nm
波长条件下测定各孔的吸光度值(A值). 算出3
孔平均值, 并按公式计算细胞增殖率, 画出细

胞生存曲线, 求出IC50, 以上实验重复3次. 细胞

生长的增殖率(%) = (实验组A均值-空白组A均

值)/(对照组A均值-空白组A均值)×100%. 
1.2.3 Western blot方法检测p-ERK、GST-π蛋

白的表达:  收集4℃预冷P B S洗涤M G C-803, 
BGC-823, PD98059(20 μmol/L)作用24 h后的

BGC-823细胞, 裂解于100 μL含有蛋白酶抑制

剂的RIPA裂解液中, 超声粉碎后4℃裂解40 min, 
4℃ 15 000 r/min, 离心30 min取上清. 以上步骤

均于冰上操作. 采用Lowry法进行总蛋白定量. 
以1∶2比例与3×样品缓冲液混匀, 煮沸5 min. 
将样品在12% SDS-聚丙烯凝胶中进行电泳2 h. 
后通过半干式转印(恒流60 mA, 20 min, 后120 
mA, 15 min)转印到硝酸纤维素膜上, 50 g/L脱
脂奶粉封闭2 h, 按预染Marker标记的分子量剪

裁转印膜, 一抗(兔抗人GST-π 1∶500; p-ERK  
1∶250), 4℃过夜, 二抗(山羊抗兔1∶800)室温

孵育30 min, 显色, 图像采集及分析处理.
统计学处理 所有的实验均重复3次, 采用

SPSS11.0软件进行统计学分析, 差异的显著性采

用t检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT法测定铂类药物对胃癌细胞的增殖抑

制作用 0.1-10 mg/L的顺铂(cis-platinum, CDDP)
处理2种胃癌细胞72 h, CDDP以剂量依赖方式抑

制胃癌细胞增殖, 将所得结果绘制细胞增殖抑

制曲线, 示MGC-803组增殖率明显低于BGC-823

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的多药耐药
是目前肿瘤化疗
领域的研究热点. 
本研究通过阻断
E R K 通 路 活 化 , 
下调人胃癌细胞
中GST-π蛋白的
表 达 ,  增 强 胃 癌
细胞对顺铂的敏
感 性 .  为 解 决 胃
癌患者铂类等化
疗药物耐药提供
理论依据.

■相关报道
Tsai et al研究发现
大蒜有机硫化物
通过活化ERK通
路, 诱导Colon 9
细胞中GST-π蛋
白 的 表 达 .  抑 制
ERK活性后, 可下
调细胞中GST-π
蛋 白 表 达 .  K i m  
et al提出在氧化应
激条件下, 肿瘤细
胞通过ERK通路
的活化使Nrf2进入
细胞核内与Maf形
成杂二聚体与抗
氧化剂反应元件
结合促进GSTP1
基因的转录.
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组(图1), 且2组间差异有统计学意义(P <0.05). 
MGC-803, BGC-823细胞72 h抑制细胞增殖50%
的药物浓度IC50分别为0.71、1.21 mg/L. 
2.2 GST-π蛋白表达 在2种胃癌细胞系中GST-π
蛋白表达存在差异. MGC-803细胞无GST-π蛋白

表达, BGC-823细胞GST-π呈强表达(图2). 
2.3 P D98059作用B G C-823细胞后p-E R K、

GST-π蛋白的表达 20 μmol/L PD98059处理

BGC-823细胞24 h后, 明显下调了p-ERK的表达, 
通过抑制ERK的磷酸化, 从而抑制ERK通路的

传导. 同时出现GST-π蛋白表达的下调(图3).
2.4 M T T法测定顺铂对预处理后的胃癌细胞

BGC-823的增殖抑制作用 PD98059(20 μmol/L)
作用BGC-823细胞24 h后, 0.1-10 mg/L CDDP处
理48 h, 实验组细胞增殖率明显低于对照组(图
4), 对顺铂的敏感性明显增加.  

3  讨论

胃癌是我国常见的消化系统恶性肿瘤之一, 目
前主要以包含手术和化疗的综合治疗为主. 进
展期胃癌患者化疗临床反应性差异导致肿瘤复

发及总生存缩短. 研究表明肿瘤原发性及继发

性耐药在其中发挥重要的作用. 尤其是肿瘤的

多药耐药(multidrug resistance, MDR), 严重影响

了化疗的疗效及患者预后[5]. 
铂类药物具有广泛的抗癌活性, 已成为癌症

化疗中不可缺少的药物. 药理学特性为以DNA
为靶点, 与DNA链上的G共价结合并可能形成链

间交联从而阻断DNA的复制及转录. 顺铂为第

一代铂类药物, 在肺癌、食管癌、卵巢癌、胃

肠道肿瘤中成为推荐用药. 在临床上胃癌的治

疗中多采用以铂类和氟尿嘧啶类药物联合方案, 
但大部分患者存在原发耐药, 从而导致化疗失

败, 疾病复发. 
GST-π是一种酸性蛋白质, 包含2个亚基, 每

个亚基由209个氨基酸构成, 在除大部分的前列

腺癌外, 在如结肠癌、胃癌、膀胱癌、食管癌、

肺癌等多种恶性肿瘤组织中高表达[6]. Doğ ru-
Abbasoğlu et al的研究显示, GST-π在胃癌组织

及血清中的表达明显高于正常患者[7]. 但目前的
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图  1  顺铂作用72 h后, MGC-803组及BGC-823组的增殖率
变化.
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图  2  GST-π蛋白表达. 1: MGC-803; 2: BGC-823.
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图  3  PD98059作用BGC-823细胞24 h后, p-ERK、GST-π蛋
白的表达.

图  4  顺铂作用48 h后, BGC-823组及BGC-823+PD98059
组的增殖率变化.
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■创新盘点
本研究探讨了除
GSTP1基因启动
子甲基化及编码
启动子区基因异
常等外其他影响
GST-π蛋白表达
的因素, 为解决胃
癌耐药的靶向治
疗提供新的靶点.
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研究表明其与肿瘤耐药亦具有重要的相关性. 
作为谷胱甘肽转硫酶(glutathione S-transferases, 
GSTs)Ⅱ相代谢酶家族的重要成员之一, GST-π
一方面能够催化谷胱甘肽与抗肿瘤药物结合促

进这些药物的排出, 最新的研究证实其还能够

通过蛋白-蛋白相互作用, 调节丝裂原活化的蛋

白激酶信号通路(MAPK), 从而影响细胞生长及

细胞凋亡[8-9]. Townsend et al研究结果显示GST-π
的高表达导致肿瘤对如顺铂、阿霉素等多种化

疗药物耐药, 并提示GST-π在肿瘤的原发及继

发耐药中发挥重要的作用[10]. 针对GST-π的耐

药作用机制, 临床出现了多种如GST-π抑制剂-
谷胱甘肽类似物TER199、谷胱甘肽转硫酶抑

制剂等靶向治疗方法. 部分已试验性应用于临

床治疗, 提高了化疗药物的细胞毒性作用. 另外

RNA干扰技术可通过基因沉默作用, 根本上抑

制GSTP1基因蛋白水平的表达, 从而有望成为

未来靶向治疗的发展方向[11]. 目前有关GST-π与
化疗药物耐药报道多集中于卵巢癌、肺癌、前

列腺癌和消化系等肿瘤. 然而国内在GST-π与胃

癌耐药的关系研究上多局限于对患者的病理组

织表达量的评价与其可能存在耐药的推测上. 
本研究中以不同浓度的顺铂作用于两种胃癌细

胞系72 h, CDDP组中发现MGC-803细胞IC50值

低于BGC-823细胞系, 分别为0.71、1.21 mg/L. 
MGC-803细胞对顺铂的敏感性高于BGC-823
组. 进行两组增殖率配对t检验分析P <0.05, 具有

统计学意义. 同时对多药耐药相关蛋白进行检

测发现BGC-823细胞GST-π蛋白强表达, 这与免

疫组化研究中所得的胃癌GST-π强表达的结果

相一致[12]. 而人胃癌细胞MGC-803的GST-π蛋
白表达缺失. 两种胃癌细胞对顺铂的敏感性与

其GST-π蛋白水平的差异表现相关. 经本实验室

利用RT-PCR方法检测两种细胞GST-π的mRNA
的表达情况, 证实其与蛋白表达水平一致(数据

未显示). 这与Wang et al [13], Chan et al [14]报道的

GST-π蛋白的表达在转录水平受到调控的结果

一致. 
ERK是MAPK家族的一员, 控制着细胞增殖

与分化、细胞形态维持、细胞凋亡和细胞的恶

变等多种生物学反应[4]. 在人类的许多恶性肿瘤

中都可发现ERK的过度激活. 其一方面接受生长

因子、丝裂原、环境刺激等信号; 另一方面通过

ERK信号级联反应激活后由胞质转位入胞核, 作
用于核转录因子如转录因子AP-1(activator protein 
1, AP-1)、核转录因子-κB(nuclear factor kappa B, 

NF-κB)等调控基因表达. 由此广大研究者将ERK
通路视为肿瘤的治疗的新靶点[15-16]. Kim et al提
出在氧化应激条件下, 肿瘤细胞启动细胞保护

机制, 通过ERK通路的活化使转录因子NF-E2相
关因子2(Nuclear factor-E2 related factor2, Nrf2)
磷酸化 ,  导致其与胞质蛋白伴侣分子K e a p1 
(kelch-like ECH associating protein 1, Keap1)蛋白

的解离, 进入细胞核内与Maf家族蛋白形成杂二

聚体与抗氧化剂反应元件(antioxidant response 
element, ARE)结合从而促进GSTP1基因的转 
录[17]. 另外Tsai et al研究发现大蒜有机硫化物通

过活化ERK通路, 增强AP-1与GSTP1基因的结

合诱导Colon 9细胞中GST-π蛋白的表达. 抑制

ERK活性后, 下调了Colon 9细胞中GST-π蛋白表

达[18]. 本实验中采用MEK/ERK抑制剂PD98059
作用BGC-823细胞24 h, 与对照组相比p-ERK的

表达明显下调, ERK磷酸化明显降低, 同时伴随

GST-π蛋白表达的下调. 提示胃癌细胞BGC-823
中, PD98059作为ERK上游激酶MEK1(mitogen-
activated protein kinase kinase-1)的抑制剂, 通过

抑制ERK信号通路活化下调的GST-π蛋白的表

达. 其可能是通过抑制ERK信号通路活化, 降低

Nrf2磷酸化, 降低其与抗氧化剂反应元件(ARE)
结合, 及降低AP-1与GSTP1基因的结合等途径

来实现的. 
本次研究发现 ,  人胃癌M G C-803细胞无

GST-π蛋白表达, BGC-823细胞GST-π呈强表

达, 同时伴有MGC-803细胞对顺铂敏感性强于

BGC-823细胞. MEK/ERK抑制剂PD98059作用

于BGC-823细胞24 h, ERK磷酸化水平明显降低, 
同时伴随GST-π蛋白表达的下调. 我们发现阻断

ERK通路活化, 可以实现对人胃癌细胞GST-π蛋
白的表达的下调, 同时伴随对顺铂的敏感性增

加. 本研究探讨了除GSTP1基因启动子甲基化及

编码启动子区基因异常等其他影响GST-π蛋白

表达的因素, 为解决胃癌患者顺铂、阿霉素、

烷化剂类等化疗药物耐药问题提供进一步的理

论依据, 并为解决胃癌耐药的靶向治疗提供新

的靶点.

4      参考文献
1	 Sun XD, Mu R, Zhou YS, Dai XD, Zhang SW, 

Huangfu XM, Sun J, Li LD, Lu FZ, Qiao YL. 
[Analysis of mortality rate of stomach cancer and its 
trend in twenty years in China] Zhonghua Zhongliu 
Zazhi 2004; 26: 4-9

2	 Kim B, Bang S, Lee S, Kim S, Jung Y, Lee C, Choi 
K, Lee SG, Lee K, Lee Y, Kim SS, Yeom YI, Kim 
YS, Yoo HS, Song K, Lee I. Expression profiling 

■应用要点
通过利用ERK上
游激酶M E K 1的
抑制剂PD98059, 
抑 制 E R K 信 号
通 路 活 化 ,  下 调
GST-π蛋白表达 , 
增强胃癌细胞对
顺铂的敏感性, 为
进一步解决肿瘤
耐药提供了方法
及途径, 具有重要
的临床实践意义.



www.wjgnet.com

荆薇, 等. ERK通路对胃癌细胞顺铂敏感性的调节作用							                2935

and subtype-specific expression of stomach cancer. 
Cancer Res 2003; 63: 8248-8255 

3	 Townsend DM, Findlay VL, Tew KD. Glutathione 
S-transferases as regulators of kinase pathways and 
anticancer drug targets. Methods Enzymol 2005; 401: 
287-307

4	 Ramos JW. The regulation of extracellular signal-
regulated kinase (ERK) in mammalian cells. Int J 
Biochem Cell Biol 2008; 40: 2707-2719  

5	 Kwon HC, Roh MS, Oh SY, Kim SH, Kim MC, 
Kim JS, Kim HJ. Prognostic value of expression 
of ERCC1, thymidylate synthase, and glutathione 
S-transferase P1 for 5-fluorouracil/oxaliplatin 
chemotherapy in advanced gastric cancer. Ann 
Oncol 2007; 18: 504-509

6	 McCarver DG, Hines RN. The ontogeny of human 
drug-metabolizing enzymes: phase II conjugation 
enzymes and regulatory mechanisms. J Pharmacol 
Exp Ther 2002; 300: 361-366

7	 Doğru-Abbasoğlu S, Mutlu-Türkoğlu U, Türkoğlu 
S, Erbil Y, Barbaros U, Uysal M, Aykaç-Toker G. 
Glutathione S-transferase-pi in malignant tissues 
and plasma of human colorectal and gastric cancers. 
J Cancer Res Clin Oncol 2002; 128: 91-95

8	 Ruscoe JE, Rosario LA, Wang T, Gaté L, Arifoglu 
P, Wolf CR, Henderson CJ, Ronai Z, Tew KD. 
Pharmacologic or genet ic manipulat ion of 
glutathione S-transferase P1-1 (GSTpi) influences 
cell proliferation pathways. J Pharmacol Exp Ther 
2001; 298: 339-345

9	 Wang T, Arifoglu P, Ronai Z, Tew KD. Glutathione 
S-transferase P1-1 (GSTP1-1) inhibits c-Jun 
N-terminal kinase (JNK1) signaling through 
interaction with the C terminus. J Biol Chem 2001; 
276: 20999-21003 

10	 Townsend DM, Tew KD. The role of glutathione-S-

transferase in anti-cancer drug resistance. Oncogene 
2003; 22: 7369-7375

11	 Turella P, Cerella C, Filomeni G, Bullo A, De Maria 
F, Ghibelli L, Ciriolo MR, Cianfriglia M, Mattei 
M, Federici G, Ricci G, Caccuri AM. Proapoptotic 
activity of new glutathione S-transferase inhibitors. 
Cancer Res 2005; 65: 3751-3761

12	 易永芬, 于冬青, 林晓, 王娅兰, 徐曼. 三种耐药蛋
白在胃癌中的表达及意义. 实用肿瘤杂志 2003; 18: 
185-187

13	 Wang YY, Teicher BA, Shea TC, Holden SA, Rosbe 
KW, al-Achi A, Henner WD. Cross-resistance and 
glutathione-S-transferase-pi levels among four 
human melanoma cell lines selected for alkylating 
agent resistance. Cancer Res 1989; 49: 6185-6192

14	 Chan QK, Khoo US, Chan KY, Ngan HY, Li SS, 
Chiu PM, Man LS, Ip PP, Xue WC, Cheung AN. 
Promoter methylation and differential expression 
of pi-class glutathione S-transferase in endometrial 
carcinoma. J Mol Diagn 2005; 7: 8-16

15	 Roberts PJ, Der CJ. Targeting the Raf-MEK-ERK 
mitogen-activated protein kinase cascade for the 
treatment of cancer. Oncogene 2007; 26: 3291-3310

16	 Wong KK. Recent developments in anti-cancer 
agents targeting the Ras/Raf/ MEK/ERK pathway. 
Recent Pat Anticancer Drug Discov 2009; 4: 28-35

17	 Kim SG, Lee SJ. PI3K, RSK, and mTOR signal 
networks for the GST gene regulation. Toxicol Sci 
2007; 96: 206-213

18	 Tsai CW, Chen HW, Yang JJ, Sheen LY, Lii CK. 
Diallyl disulfide and diallyl trisulfide up-regulate 
the expression of the pi class of glutathione 
S-transferase via an AP-1-dependent pathway. J 
Agric Food Chem 2007; 55: 1019-1026

           编辑  李军亮  电编  何基才  

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》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

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

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

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

45位. (科学编辑: 李军亮 2009-10-08)

■同行评价
本实验试图研究
ERK信号通路对
人胃癌细胞顺铂
敏感性的影响, 设
计较为严谨, 研究
方法得当, 研究结
果具有一定的学
术价值.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年10月8日; 17(28): 2936-2939
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

旋覆代赭汤对胃窦平滑肌细胞收缩和钙离子浓度的影响

时昭红, 陶春晖, 石 拓, 林丽莉, 王湘宁, 韦秀明

时昭红, 石拓, 武汉市第一医院消化内科 湖北省武汉市 
430022
陶春晖, 林丽莉, 王湘宁, 韦秀明, 湖北中医学院中医系 湖北
省武汉市 430061
武汉市卫生局临床重点学科研究基金资助项目, 武卫No. 
[2004]241
作者贡献分布: 时昭红对此文做出主要贡献; 此课题由时昭红、
石拓及陶春晖设计; 研究过程由陶春晖、林丽莉及王湘宁操作
完成; 研究所用新试剂及分析工具由陶春晖与林丽莉完成; 数据
分析由陶春晖、林丽莉及韦秀明完成; 本论文写作由时昭红、
陶春晖及林丽莉完成.
通讯作者: 时昭红, 教授, 430022, 湖北省武汉市中山大道215
号, 武汉市第一医院消化内科. ycfyx2000@126.com
电话: 027-85855332
收稿日期: 2009-06-24   修回日期: 2009-08-29
接受日期: 2009-09-07   在线出版日期: 2009-10-08

Effects of Xuanfu Daizhe 
Decoction on cell contraction 
and intracellular calcium 
concentration in rat gastric 
antral smooth muscle cells 

Zhao-Hong Shi, Chun-Hui Tao, Tuo Shi, Li-Li Lin, 
Xiang-Ning Wang, Xiu-Ming Wei

Zhao-Hong Shi, Tuo Shi, Department of Gastroenterology, 
Wuhan No.1 Hospital, Wuhan 430022, Hubei Province, 
China 
Chun-Hui Tao, Li-Li Lin, Xiang-Ning Wang, Xiu-Ming 
Wei, Hubei University of Chinese Medicine, Wuhan 
430061, Hubei Province, China
Supported by: the Foundation of Wuhan Hygiene Bureau 
for Clinical Key Disciplines, Wu Wei No. [2004]241
Correspondence to: Professor Zhao-Hong Shi, Depart-
ment of Gastroenterology, Wuhan No.1 Hospital, Wuhan 
430022, Hubei Province, China. ycfyx2000@126.com
Received: 2009-06-24    Revised: 2009-08-29 
Accepted: 2009-09-07    Published online: 2009-10-08

Abstract
AIM: To observe the ef fects of di f ferent 
concentrations of serum from rats medicated 
w i t h X u a n f u D a i z h e D e c o c t i o n o n c e l l 
contraction and intracellular calcium (Ca2+) 
concentration in rat gastric antral smooth muscle 
cells (SMCs).

METHODS: After single SMCs were isolated 
and cultured, motilin or different concentrations 
(5%, 10% or 20%) of serum from rats medicated 
with XuanFu Daizhe Decoction were added, 
respectively. The contraction of SMCs was then 

determined, and intracellular Ca2+ concentration 
was measured using the o-cresolphthalein com-
plexone (CPC) method.

RESULTS: Serum from rats medicated with 
XuanFu Daizhe Decoction could significantly 
stimulate the contraction of gastric antral SMCs 
in a concentration-dependent manner (P < 0.05). 
After cell contraction was induced, the total in-
tracellular calcium concentration showed no sig-
nificant difference among each serum treatment 
group and control group.

CONCLUSION: Serum from rats medicated 
with XuanFu Daizhe Decoction can induce ob-
vious contraction of gastric antral SMCs in rats 
perhaps via a mechanism involving activation of 
inositol trisphosphate receptor to stimulate the 
release of Ca2+ from intracellular stores.

Key Words: Xuanfu Daizhe Decoction; Medicated 
animal serum; Gastric antral smooth muscle cells; 
Ca2+

Shi ZH, Tao CH, Shi T, Lin LL, Wang XN, Wei XM. 
Effects of Xuanfu Daizhe Decoction on cell contraction 
and intracellular calcium concentration in rat gastric 
antral smooth muscle cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(28): 2936-2939

摘要
目的: 观察不同浓度旋覆代赭汤含药血清对
大鼠胃窦平滑肌细胞(SMC)Ca2+浓度的影响, 
并探讨其对胃SMC收缩力作用机制. 

方法:  分离大鼠胃窦S M C, 加入不同浓度
(5%、10%、20%)含药血清和胃动素, 观察含
药血清对胃窦SMC收缩作用, CPC法检测细胞
Ca2+总浓度变化. 

结果: 5%、10%、20%旋覆代赭汤含药血清
刺激胃窦SMC, 随剂量的增加细胞收缩活动
逐渐增强(P <0.05). 细胞收缩后, 各剂量组与
无钙缓冲液组的细胞内钙离子总浓度相比较
无明显差异.

结论: 旋覆代赭汤可使胃窦SMC明显收缩, 其

®

■背景资料
胃动力障碍疾病
是临床常见胃肠
道 疾 病 之 一 ,  其
人群发病率高达
20%-54%, 约占消
化门诊的52.85%, 
中医学对胃肠运
动障碍疾病的治
疗积累了丰富的
经验. 旋覆代赭汤
作为治疗胃动力
障碍疾病的有效
方剂, 但缺少中药
作用机制的系统
研究.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室
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机制可能是与IP3R使细胞内质网释放Ca2+引
起胃窦SMC Ca2+升高有关.

关键词: 旋覆代赭汤; 含药血清; 胃窦平滑肌细胞; 
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0  引言

胃肠道为中空的肌性器官, 其肌层由数层平滑

肌构成, 胃肠动力性疾病的发生与平滑肌收缩

的改变密切相关. Ca2+在介导平滑肌细胞收缩反

应中起核心作用, 是重要的“第二信使”. 外来

刺激作用细胞膜, 引起细胞内游离Ca2+的浓度升

高, 启动平滑肌细胞(smooth muscle cell, SMC)
的兴奋-收缩偶联过程. 旋覆代赭汤出自《伤寒

论》, 是用以治疗伤寒解后胃虚气逆, 心下痞硬

之痰气痞, 具有涤痰化饮, 镇肝降逆, 调补脾胃

之功效. 研究表明[1-2], 旋覆代赭汤具有较强的促

胃动力作用, 但是关于其含药血清对胃窦SMC 
Ca2+的影响尚未见报道. 本实验通过镜下观察

含药血清对胃窦SMC收缩作用, 并应用CPC法

检测含药血清对大鼠胃窦SMC收缩后Ca2+总浓

度变化, 探讨旋覆代赭汤含药血清对大鼠胃窦

SMC收缩的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠♂, 体质量180-250 g, 10只, 购
自华中科技大学同济医学院实验动物学部, 动
物许可证号为scxk(鄂)2004-0007. 旋覆代赭汤

方中中药由湖北省武汉市中西结合医院中药房

提供. Ⅱ型胶原酶、大豆胰蛋白酶抑制剂、胃

动素均购自Sigma公司. 高糖DMEM培养液购自

Gibco公司. 胎牛血清购自三利公司. N2-羟乙基

哌嗪-N-2, 2-乙烷磺酸(HEPES)购自Amerseco公
司. BSA购自Roche公司. 台盼蓝购自北京有机化

工厂. 钙试剂购自上海复星长征医学科学有限

公司. Hepes-Ringer缓冲液按照文献[3]配制.
1.2 方法 
1.2.1 旋覆代赭汤的制备: 旋覆代赭汤根据《伤

寒论》161条原剂量折算, 由旋覆花9 g、代赭石

30g、生晒参6 g、生姜15 g、炙甘草9 g、半夏9 
g, 大枣4枚组成. 将上述中药饮片置于煎煮容器

内, 加相当于药材量5倍的冷水浸泡60 min, 煮沸

30 min; 再加3倍量水继续煎煮20 min; 煎煮液浓

缩后, 制成含煎剂2.52 g/mL(根据人与动物体表

面积换算, 相当于成人每日剂量的11倍)的浓缩

液200 mL. 
1.2.2 旋覆代赭汤含药血清的制备: 按文献[4]制
备含药血清.  
1.2.3 游离单个大鼠胃窦SMC的制备: 参考文献

[2]方法, 成年SD♂大鼠经麻醉, 无菌剖腹取胃, 
剪取胃窦(距幽门约0.5 cm), 剪碎成1-2 mm2的小

肌块, 用含0.1%胶原酶和0.01%大豆胰蛋白酶抑

制剂的消化液消化2次, 制成胃窦SMC悬液. 台
盼蓝检测细胞活性, 调整细胞数目为2.5×107/ L. 
1.2.4 旋覆代赭汤含药血清对大鼠胃窦SMC收缩

反应的影响: 在24孔培养板中分设5组, 每组3孔, 
将250 μL的胃窦SMC悬液依次加入24孔培养板

中, 不同组中分别5%、10%、20%的含药血清

10 μL, 空白对照组中加入10%的未含药血清10 
μL, 胃动素组中加入, 加入生理剂量胃动素10-10 
mol/L(此剂量对平滑肌细胞的收缩效应最强)[3] 

10 μL. 每孔终反应体积为1 mL. 作用60 s后, 再
分别加入80 μL 2.5%戊二醛终止反应. 在倒置显

微镜下测量, 用显微测微尺随机测量在视野中

细胞长轴变化情况, 计算细胞长度和细胞收缩

变化百分率. 细胞收缩变化百分数 = (给药组细

胞平均长度值-对照组细胞平均长度值)/对照组

细胞平均长度值×100%. 
1.2.5 旋覆代赭汤对大鼠胃窦SMC收缩后细胞内

钙离子总浓度的影响: 收集细胞悬液1500 r/min, 
3 min离心, 去上清液, 调整细胞浓度约2.5×107

细胞/L, 分6组, 分别为: 空白对照组(含10%的未

含药血清)、胃动素组(10-10 mol/L胃动素), 无钙

的HEPES缓冲液组(含20%含药血清)、5%含药

血清剂量组、10%含药血清剂量组、20%含药

血清剂量组. 各组作用60 s后, 用无钙的HEPES
缓冲液冲洗2次, 收集细胞, 超声粉碎, 1500 r/min, 
3 min离心, 取上清液. 按照钙试剂盒说明, 运用

AU2700 Olympus检测仪器CPC法检测钙离子总

浓度. 重复10次.
统计学处理 结果以mean±SD表示, 统计学

分析用SPSS12.0软件进行方差分析, 样本均数

之间两两比较采用t检验.

2  结果

2.1 旋覆代赭汤含药血清对大鼠胃窦SMC收缩

效应的影响 旋覆代赭汤代对大鼠胃窦平滑肌均

有明显的收缩作用. 其中, 20%含药血清组对于

■研发前沿
对胃肠动力学及
其相关疾病的研
究是近十几年来
国际国内医学研
究的热点, 运用中
药治疗胃肠运动
障碍疾病已逐渐
得到人们重视, 本
课题紧紧围绕临
床急需解决的关
键技术进行研究, 
具有较高的研究
价值和研究前景, 
尤其是对中药现
代化研究, 提高中
医药竞争力意义
重大. 

■相关报道
周吕 et al 就游离
单 个 大 鼠 胃 窦
SMC的制备做出
了详细的论述. 齐
清会 et al 钙离子
在胃肠平滑肌动
作电位产生中的
重要地位进行深
入阐明.
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大鼠胃窦SMC收缩作用最强, 20%含药血清组与

胃动素组无明显差异(表1).
2.2 旋覆代赭汤含药血清对大鼠胃窦S M C总

Ca2+的影响 5%、10%、20%的含药血清、胃动

素、无钙的缓冲液组引起细胞收缩后, 所测细

胞内Ca2+总浓度分别为: 0.119±0.0128 mmol/L、
0.111±0.0269 mmol/L、0.116±0.0331 mmol/L、
0.121±0.0131 mmol/L、0.124±0.0317 mmol/L. 
5%、10%、20%的含药血清组、胃动素组、空

白对照组(0.118±0.0379 mmol/L)与无钙缓冲液

组比较无显著差异; 20%的含药血清组与胃动素

比较也无明显差别.

3  讨论

胃动力障碍(gastric dysmotility)疾病是临床常见

胃肠道疾病之一, 是以胃运动异常, 胃正常的生

理性协调运动被扰乱为特征, 出现胃平滑肌收

缩下降、张力低下, 正向节律性传导能力下降

的一类疾病. 中医学虽然没有“胃动力障碍疾

病”这一病名, 但根据胃动力障碍疾病的临床

表现, 可将其归于痞证、嗳气、呕吐、呃逆、

反胃等范畴. 旋覆代赭汤主要用于伤寒失治或

误治, 导致脾胃虚弱, 而脾胃虚弱, 脾失运化, 痰
湿内生, 气机阻滞, 胃气上逆之“痞证”. 

代二庆 et al [2]研究发现旋覆代赭汤能明显

增大食管肌条的收缩幅度及加快其收缩频率. 
于强 e t a l [5-6]研究表明本方能提高大鼠血清中

胃动素和胃泌素的水平, 促进胃的排空. 本实验

通过检测不同浓度旋覆代赭汤含药血清对胃窦

SMC作用后长度的改变, 结果表明旋覆代赭汤

对胃窦SMC有明显的收缩作用. 
“血清药理学”由日本学者首次提出, 就

是指在动物经口服给药一段时间后采血分离血

清, 用此含药血清进行体外药理实验的一种实

验方法[7]. 这种研究方法不仅可以排除中药制剂

的杂质成分、不同酸碱度、电解质等因素的影

响, 克服中药粗制剂直接加入反应系统所带来

的干扰, 而且含药血清能较接近地反映药物在

体内的状态, 使体外试验能较好地重复在体试

验的结果, 有利于从细胞分子水平阐明中药作

用机制[8]. 一般认为含药血清浓度不宜过高, 超
过某种限度, 将对细胞或组织活动产生不利影

响, 以不超过20%为宜[9]. 我们实验也表明20%含

药血清组对于大鼠胃窦SMC收缩作用最强. 
由于胃肠道平滑细胞膜上的钙通道远比骨

骼肌细胞膜上的钙通道多, 而钠通道又比骨骼

肌少许多, 所以钙离子和钙通道在胃肠平滑肌

动作电位产生中居主导地位[10]. 平滑肌细胞胞

质游离Ca2+在平滑肌细胞收缩过程中起重要的

“第二信使”. 平滑肌收缩时的Ca2+来源于细

胞外液Ca2+内流和细胞内钙库Ca2+释放[11]. 肌质

网是平滑肌细胞的细胞内钙贮存库, 已证实肌

质网上存在着两种钙释放通道: IP3受体(IP3R)
和ryanodine受体(Ry3R)[12-15]. 这2种钙通道的开

放有赖于胞外胃肠肽等激动剂与其G蛋白偶联

受体结合后激活磷脂酶C(PLC), 产生第二信使

IP3
[16]. IP3受体接受IP3和钙离子的双重调节. IP3

介导Ca2+释放是量子化的, 具有“全或无”的

特性. 在无Ca2+条件IP3几乎不能诱导其受体开

放, 当细胞Ca2+浓度升高时, IP3R释放Ca2+增加, 
构成正反馈; 如果Ca2+浓度升高超过300 nmol/L
时, IP3R对IP3变得不敏感, Ca2+释放被抑制, 此
属负反馈, 如此反复, 形成了钙振荡(ca lc ium 
oscillation)和钙波(calcium wave), 从而引起平滑

肌节律性的收缩[17]. 
本实验采用CPC法检测收缩后细胞Ca2+总

浓度, 显示在含钙与无钙的缓冲液悬浮的胃窦

SMC Ca2+浓度比较无明显差异. 胃动素对胃收

缩的调节不依赖胞外钙的存在, 而是作用于肌

细胞膜, 通过受体活化性钙通道, 使细胞内肌浆

网释放Ca2+引起胞内钙浓度升高, 造成平滑肌

细胞收缩[3]. 20%的含药血清组与胃动素收缩后

Ca2+总浓度也无明显差异. 由此推测引起的胃窦

SMC收缩时, Ca2+的升高可能来源于胞内钙库, 
并且介导这一反应的第二信使是IP3途径. 

目前对于胃动力障碍疾病的治疗, 西医多

以促胃动力药为主. 中医药治疗本病有着突出

的优势, 但是对于其机制的研究比较局限. 旋覆

代赭汤作为治疗胃动力障碍疾病的有效方剂, 
目前的研究多以临床为主, 基础研究也多以在

体动物为主, 缺乏相应的细胞分子机制研究, 进
一步对旋覆代赭汤细胞分子作用机制的研究

表  1  旋覆代赭汤对胃窦SMC的收缩作用 (n = 10, mean±SD)

     
分组		      反应后(μm)	  收缩百分数(%)

对照组		    84.32±8.21	  -

胃动素组		    60.20±7.52	  29.21±2.46ac

 5%含药血清组	   69.76±6.86	  17.28±2.04a

 10%含药血清组	   65.21±7.15	  22.66±2.56b

 20%含药血清组	   60.58±6.74	  28.15±2.64bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组比较; cP<0.05 vs  10%含药血清组.

■创新盘点
本课题首次从细
胞分子水平来探
讨旋覆代赭汤促
进胃动力的作用
机制, 从信号转导
通路的角度来探
讨旋覆代赭汤治
疗胃动力障碍疾
病的可能机制. 

■应用要点
旋覆代赭汤作为
治疗胃动力障碍
疾病的有效方剂, 
对其在细胞分子
学方面的作用机
制的研究有助于
进一步明确其作
用范围, 推广其在
临床上的应用.
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有重要意义. 下一步, 我们将探讨旋覆代赭汤

对大鼠胃窦SMC中IP3R mRNA、CCKB/GASR 
mRNA、VIPR2 mRNA等表达的影响, 进一步揭

示其促进胃平滑肌动力的信号转导机制.

4      参考文献
1	 王长洪, 陈多, 吴春福, 陆宇平. 旋复代赭汤促胃肠动

力作用的实验研究. 中国中西医结合脾胃杂志 1999; 7: 
4-7

2	 代二庆, 李海英, 赵占考, 袁红霞, 刘子泉, 王义和. 旋
覆代赭汤及其拆方对大鼠离体食管肌条收缩活动的
影响. 现代中西医结合杂志 2004; 13: 1268-1270 

3	 周吕, 王新. 胃动素对大鼠胃平滑肌细胞收缩活动的
作用. 生理学报 1996; 48: 165-172

4	 李仪奎, 吴健宇. 血清药理实验中采血时间的通法方
案. 中国药理学通报 1999; 15: 569-570  

5	 于强, 袁红霞, 郭世铎. 旋覆代赭汤对酸性反流性食管
炎模型大鼠胃窦黏膜胃泌素表达的影响. 天津中医药 
2006; 23: 275-278

6	 于强, 袁红霞, 崔乃强. 旋覆代赭汤对酸性反流性食
管炎模型大鼠血浆胃动素水平的影响. 中医药学刊 
2003; 21: 890-891

7	 贺玉琢. 日本汉方药“血清药理学、血清药化学”的
研究概况. 国外医学·中医中药分册 1998; 20: 3-7

8	 赵万红, 曹永孝, 袁泽飞. 中药血清药理学的方法学探
讨. 中药新药与临床药理 2002; 13: 122-124

9	 潘卫松, 刘美凤, 石钺, 邢东明, 杜力军, 何希辉, 张宏

印. 血清药理学、血清化学和中药药代动力学. 世界
科学技术-中药现代化 2002; 4: 53-56 

10	 陈哲宇. 胃肠平滑肌运动的细胞信号转导机制. 国外
医学·消化系疾病分册 2003; 23: 138-141

11	 Sanders KM. Invited review: mechanisms of 
calcium handling in smooth muscles. J Appl Physiol 
2001; 91: 1438-1449

12	 White C, McGeown JG. Regulation of basal 
intracel lular calc ium concentrat ion by the 
sarcoplasmic reticulum in myocytes from the rat 
gastric antrum. J Physiol 2000; 529 Pt 2: 395-404

13	 Carl A, Lee HK, Sanders KM. Regulation of ion 
channels in smooth muscles by calcium. Am J 
Physiol 1996; 271: C9-C34

14	 McCarron JG, Flynn ER, Bradley KN, Muir TC. 
Two Ca2+ entry pathways mediate InsP3-sensitive 
store refilling in guinea-pig colonic smooth muscle. 
J Physiol 2000; 525 Pt 1: 113-124

15	 Takeuchi M, Watanabe J, Horiguchi S, Karibe A, 
Katoh H, Baba S, Shinozaki T, Miura M, Fukuchi 
M, Kagaya Y, Shirato K. Interaction between L-type 
Ca2+ channels and sarcoplasmic reticulum in the 
regulation of vascular tone in isolated rat small 
arteries. J Cardiovasc Pharmacol 2000; 36: 548-554

16	 刘凯, 齐清会. 胃肠肽受体及受体后信号传导与胃肠
动力. 世界华人消化杂志 2002; 10: 1445-1449

17	 Cannell MB, Cheng H, Lederer WJ. The control of 
calcium release in heart muscle. Science 1995; 268: 
1045-1049

           编辑  李军亮  电编  何基才  

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》数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! (科学编辑: 李军亮 2009-10-08)

■同行评价
本文应用中药血
清学技术从旋覆
代赭汤对胃窦平
滑肌细胞收缩的
影响及其作用机
制方面进行了研
究, 这对于全面揭
示临床常用方剂
旋覆代赭汤的作
用机制, 具有一定
的理论意义与临
床指导价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical value of pasty 
iohexol (4%) used as an oral contrast agent in 
spiral computed tomography (CT) for diagnosis 
of esophageal cancer.

METHODS: Ten milliliters of 30% iohexol injec-
tion were diluted to 75 mL with water at a tem-
perature above 95℃. Ten grams of konjac flour 
were then added and mixed fully to result in 
pasty iohexol (4%). A half dose of pasty iohexol 
was initially given to the patients. Subsequently, 
the patients were instructed to hold another 
half-dose in the mouth until the command to 
swallow was given. Spiral CT scan was then per-
formed.

RESULTS: A total of 113 esophageal cancer pa-
tients underwent pasty iohexol-enhanced spiral 
CT scan, of which 71 were initially diagnosed 

as esophageal cancer. The diagnostic accuracy 
of pasty iohexol-enhanced spiral CT was sig-
nificantly higher than that of conventional CT 
(90.1% vs 68%). Postoperatively, pasty iohexol-
enhanced spiral CT scan was performed in 
15 patients. It was found that two developed 
anastomotic stenosis and one developed local 
recurrence. After radiotherapy, 21 patients un-
derwent pasty iohexol-enhanced spiral CT scan. 
It was found that 13 patients developed a rigid 
esophageal wall, of which 11 had mass lesions 
and thickened wall, and 6 underwent stent im-
plantation. Of 64 esophageal cancer patients, 37 
developed mediastinal lymph node metastasis, 
and 23 developed pulmonary metastasis. Pasty 
iohexol-enhanced spiral CT can clearly show 
luminal and extraluminal lesions, tumor shape 
and size, adjacent invasion, relationship between 
tumor mass and great vessels, and mediastinal 
lymph node and lung metastasis. However, it 
has some limitations in early esophageal cancer 
patients who do not develop thickened wall and 
significant mass lesions. Pasty iohexol-enhanced 
spiral CT is superior to endoscopy in patients 
who have difficulty in inserting the endoscope 
into the esophagus or have esophageal obstruc-
tion due to extrinsic lesions.

CONCLUSION: Pasty iohexol (4%) is useful as 
an oral contrast agent in spiral CT for diagnosis 
of esophageal cancer.

Key Words: Esophageal cancer; Computed tom-
ography; X-ray computed tomography; Contrast 
agent; Endoscopy

Hu XR, Cui XN, Qiu NN. Use of pasty iohexol as an 
oral contrast agent in spiral computed tomography for 
diagnosis of esophageal cancer: an analysis of 113 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 2940-2943

摘要
目的: 探讨口服4%碘海醇精粉糊状造影剂螺
旋CT扫描结合内镜检查在诊断食管癌的临床
应用价值. 

方法: 取30%碘海醇注射液10 mL用95℃以上
开水稀释成4%低浓度碘剂75 mL, 加入魔芋精

®

■背景资料
食管癌是食管最
常见的恶性肿瘤
之 一 ,  严 重 危 害
我国人民身心健
康. 食管部位检查
常用的内镜及影
像学检查, 各有优
势, 但也有一定的
盲区.

■同行评议者
王 文 跃 ,  主 任 医
师, 中日友好医院
普通外科 ;  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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粉10 g充分搅拌, 即制成4%碘海醇精粉黏稠
糊剂. 患者先口服1/2量糊状造影剂, 再将剩下
造影剂嘱咐患者大口含于口中, 定位像准备好
后, 嘱患者快速咽下后立即屏气扫描. 

结果: 113例食管癌患者全部行4%碘海醇精粉
糊状造影螺旋CT扫描. 其中初诊食管癌71例, 
诊断准确64例, 准确率90.1%, 显著高于常规
CT平扫68%; 术后复查15例, 出现吻合口狭窄
2例, 局部复发1例; 放疗后复查21例, 13例可
见管壁僵硬, 其中11例伴有肿块及管壁增厚, 
支架植入术后6例; 发现纵隔淋巴结转移37例, 
肺内转移23例. 螺旋CT造影对腔内外病变, 肿
块形态、大小, 邻近侵犯及肿块与大血管的关
系, 纵隔淋巴结和肺转移等均显示清楚. 但对
管壁增厚不明显、肿块形成不明显的早期食
管癌显示有限. 对内镜插管困难和食管外压性
病变所示食管梗阻, 螺旋CT扫描明显优于内
镜检查.

结论: 4%碘海醇精粉糊可用作螺旋CT扫描结
合内镜检查诊断食管癌.

关键词: 食管肿瘤; 体层摄影术; X线计算机; 造影

剂; 内镜
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0  引言

食管癌是食管最常见的恶性肿瘤之一, 据国际

癌症研究所(IARC)报告, 全世界每年死于肿瘤

的患者中, 消化系肿瘤占35%, 在我国食管癌占

各部位癌症死亡的第2位, 仅次于胃癌, 因此食

管癌是危害我国人民健康的主要恶性肿瘤. 鄂
西南地区也是相对集中的高发地区, 可能与当

地少数民族集居特殊饮食习惯, 爱好吃腌、熏

制食品有关. 食管部位检查常用内镜及影像学

检查, 常用食管钡餐、CT平扫及增强等方法, 这
些检查方法各有优势, 但也有一定的盲区. 食管

造影及电子内窥镜检查是诊断食管疾病的主要

方法, 两者相互配合能使大多数疾病得到正确

的诊断, 这方面的理论经验已经十分丰富, 而人

们对CT诊断食管疾病还不够重视. 内镜和食管

钡餐不能观察到食管腔外的情况, 食管CT平扫

及增强不能了解食管腔的狭窄情况等, 食管CT
扫描一般显示欠佳, 如何使其管腔充盈, 病灶

显示清楚是病变诊断的关键, 国内、外许多学 

者[1-6]运用气体、液体及糊状造影剂行造影CT扫
描诊断食管癌, 并取得了成功, 但多数学者没有

详细介绍造影剂的配制方法, 得不到广泛应用. 
我院应用口服4%碘海醇精粉糊状造影剂行螺旋

CT食管扫描, 结合内镜检查进行诊断, 对上述问

题迎刃而解. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2007-01/2008-05经胃镜和手

术病理证实的食管癌患者113例, 其中男81例, 
女32例, 年龄39-76(平均64)岁. 113例患者中鳞

癌97例, 腺癌16例, 其中伴食管癌食管气管瘘1
例, 其中治疗前71例均因吞咽梗阻而入院检查, 
病史1 wk-6 mo. 其中术后15例, 放化疗后21例, 
支架置入6例.
1.2 方法 使用Toshiba Xvision/EX螺旋CT机. 范
围从肺尖至贲门胃底, 准直10 mm, 床速10 mm/s, 
螺距1, 重建层厚为3-5 mm. 取30%碘海醇注射液

10 mL用95℃以上开水稀释成4%低浓度碘剂75 
mL, 加入魔芋精粉10 g充分搅拌, 即制成4%碘海

醇精粉黏稠糊剂. 患者扫描前口服1/2量糊状造

影剂, 剩下1/2量造影剂嘱咐患者大口含于口中, 
按常规胸部CT扫描定位片完成后, 嘱患者快速

咽下, 迅速屏气行螺旋CT扫描. 具体扫描方法: 
体位取仰卧位.

2  结果

113例食管癌患者全部行口服4%碘海醇精粉糊

状造影螺旋CT扫描. 71例初诊行造影CT检查前

常规胸部CT平扫25例, 17例考虑食管癌, 8例漏

诊, 阳性率68%; 71例行口服4%碘海醇精粉糊

状造影螺旋CT扫描后诊断食管癌64例, 阳性率

90.1%. 造影检查较常规CT扫描明显提高阳性

率. 42例食管癌治疗后复查患者全部行造影检

查, 其中术后15例行口服4%碘海醇精粉糊状造

影螺旋CT扫描吻合口显示清楚, 吻合口狭窄2
例, 疑局部复发1例, 行内窥镜活检证实局部复

发; 行局部放疗21例, 复查见13例管壁僵硬, 局
部仍见肿块、管壁增厚11例; 支架置入术后6例
见管壁增厚, 管腔尚通畅. 113例中CT扫描发现

纵隔淋巴结肿大37例, 肺内小结节状转移23例, 
单发5例, 多发18例, 其中5例行CT引导下穿刺活

检证实为肺内转移灶.

3  讨论

我国魔芋产区主要分布在云、贵、川、陕西南

■研发前沿
研究诊断食管癌
是一项非常有意
义的工作, 尤其是
应用魔芋精粉为
一种天然食用植
物来造影, 更是有
开发资源利用的
优势.

■相关报道
国内外许多学者
运用气体、液体
及糊状造影剂行
造影CT扫描诊断
食管癌, 并取得了
成功, 但多数学者
没有详细介绍造
影剂的配制方法, 
限制了广泛应用.
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部和湖北西部, 以四川盆地周围山区的魔芋资

源最为丰富. 魔芋精粉为一种天然食用植物, 更
是一种绿色食品、保健食品[7-8], 具有减肥、降

压抗癌、补钙、洁胃、排毒通便等保健功能, 
其主要成分为葡甘露聚糖(KGM), 是以β-1, 4糖
苷键连接的杂多糖, 并各有分支. KGM具有亲水

性、增稠性、稳定性、悬浮性等多种特性, 在
弱碱环境中能保持长时间凝胶状态, 物理性能

极其稳定, 其可分散在热水或冷水中形成高黏

度的溶胶, 属一种高相对分子质量、非离子型

KGM[9-11]. 作为一种造影剂正好利用其良好的食

用安全性和稳定的凝胶状态不易改变, 经过多

次反复比较、试验, 运用4%浓度的碘海醇精粉

糊既能保证良好的饮入, 又能在卧位状态下稳

定的充盈食管腔而达到造影效果. 
食管壁没有浆膜层, 癌组织一旦发展, 早期

即可发生周围组织侵犯. 正常食管壁周围都有

一层疏松脂肪层包绕, 所以CT能较清楚地显示

出食管壁的外形. 一般认为CT片上所见正常食

管壁的厚度约3 mm, 如超过5 mm为异常. 食管

常规螺旋CT平扫及增强能够了解肿块的位置及

长度, 气管及支气管的受侵情况, 肿块与血管的

关系, 心包有无受侵, 纵隔、胃周、腹腔淋巴结

有无肿大, 是否有胸膜及膈肌脚的浸润, 有无胃

壁受累, 有无远处转移, 特别是肝和肾上腺的转

移. 螺旋CT扫描的优势在于其进行容积扫描, 扫
描速度快, 不但克服了食管蠕动和呼吸造成的

伪影、漏扫和重叠扫描, 而且还可以根据要求

对病变部位进行任意厚度的薄层扫描, 为术前

分期诊断提供更多、更全面的信息. 对于食管

钡餐及胃镜检查起到了一定的补充及拓展作用. 
食管CT平扫及增强给影像科医生提供了较广阔

的信息量, 但是他仍有一定的盲区, 如: 由于管

腔内未有造影剂, 医生不能了解食管腔具体狭

窄到何种程度; 是炎症性病变的均匀性狭窄, 还
是恶性病变的不规则狭窄, 哪个壁的肿物, 狭窄

段以上食管扩张情况, 是否有瘘管等, 是食管钡

剂造影和胃镜检查所不及的, CT扫描仍是食管

癌术前评价主要影像检查[12]. 电子内窥镜检查

能够直视食管内壁病变情况, 并能对病变取组

织活检而确诊, 但对了解病变范围欠准确, 限制

了术前诊断, 对病变浸润深度及食管周围病变

无法显示. 食管由于解剖结构的特殊性, 易受到

纵隔内一些脏器运动的干扰, 致图像模糊不清, 
而影响诊断的正确性, 平时多处于松弛状态, 而
且造影剂通过快不易停留, 给CT扫描带来困难, 

只有当食管充分扩张才能清楚显示腔内外的病

变, 有利于与邻近的纵隔结构区分. 可以在食管

CT检查时用小剂量低扩张药物来诱使蠕动麻

痹, 使食管CT获得一时性满意的扩张. 因糊状造

影剂在食管滞留时间较长, 优于食管钡透, 在吞

咽过程中对食管内壁有支撑作用, 便于了解食

管内外病情的掌握, 通过食管口服4%碘海醇精

粉糊状造影后, 在对CT检查食管病变, 有了新的

补充, 对病变显示更加直观, 对肿瘤特征, 食管

狭窄, 黏膜皱襞增粗, 管壁不均匀增厚, 龛影形

成都有较好的判别, 同时对邻近器官浸润、粘

连, 淋巴结转移情况都会给予较清晰的了解, 并
可帮助临床制订治疗方案预后评估做出决策. 
对上述食管钡餐、电子内窥镜及常规CT平扫甚

至增强扫描的问题迎刃而解, 对临床制定合理

的治疗方案和判断预后有重要价值. 而更容易

发现和确定原发病变的存在及制定原发病灶和

纵隔脏器的关系. 较常规食管CT更能提供准确

可靠的影像学信息. 口服糊状造影剂后CT平扫

同时可以解决部分患者不能站立配合做食管钡

透的问题, 对于食管癌行放疗定位或治疗后复

查的病例, 能够提供更加准确全面的信息. 食管

癌的首选治疗方法是外科治疗, 虽然近年来外

科技术有了明显提高, 但进展期食管癌患者仍

常因术后复发和转移而死亡, 75%的肿瘤复发出

现在术后2年内, 其中大部分死于复发后的2年
内[13-14]. 本组患者术后15例发现吻合口狭窄及复

发3例(20%), 通过口服4%碘海醇精粉糊状造影

螺旋CT扫描, 吻合口显示清楚, 且螺旋CT扫描

图像能够三维显示肿瘤与周围器官的关系. 矢
状位和曲面图像沿食管长轴方向显示肿瘤与周

围器官的关系, 观察食管肿瘤与气管膜部、左

主支气管后壁、心包、椎前筋膜的关系优于横

断面图像, 食管癌患者由于进食困难多数消瘦, 
食管周围脂肪少, 矢状位和曲面图像能够全面

直观地显示肿瘤与主动脉之间的脂肪间隙情况, 
能够减少横断面的过高评估和可疑评估. 冠状

面图像观察肿瘤与隆突、主动脉弓上下缘、纵

隔胸膜的关系优于横断面图像, 观察上段食管

癌与颈总动脉和颈内静脉的关系也优于横断面

图像, 对肿瘤侵犯纵隔胸膜的判定明显优于横

断面CT. 斜位成像观察肿瘤与下肺静脉和左主

支气管后壁的关系优于横断面图像[15]. 
使用口服4%碘海醇精粉糊状造影螺旋CT

扫描除能对常规CT扫描的病变进行诊断外, 还
具有以下优点: (1)具有一定的黏度, 可附在管壁

■应用要点
使用口服4%碘海
醇精粉糊状造影
螺旋CT扫描除能
对常规CT扫描的
病变进行诊断外, 
还具有一定的黏
度, 易附于管壁并
充盈管腔而显示
病变的部位、范
围及程度, 造影剂
无伪影产生, 更是
一种健康食品, 患
者无特殊不适感
觉, 使用方便, 价
格低廉等优点.
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并充盈管腔而显示病变的部位、范围及程度等; 
(2)造影剂无伪影产生, 不致影响诊断; (3)精粉为

健康食品, 患者无特殊不适感觉; (4)使用方便, 
价格低廉. 总之, 口服4%碘海醇精粉糊状造影食

管螺旋CT扫描不失为对食管病变检查的良好手

段, 有着重要的临床应用价值. 碘海醇的浓度不

能太高, 出现伪影影响诊断, 精粉糊不能太黏稠, 
影响患者吞咽; 口服糊状造影剂后, 尽量采用螺

旋CT平扫, 避免病灶增强后与造影剂无法区分, 
便于对病变部位行多方位重建. 另外对食管癌

患者行口服碘海醇精粉糊状造影螺旋CT扫描

后, 除给患者一张纵隔窗片的同时还应给一张

肺窗片, 以便发现肺内转移瘤.
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Abstract
AIM: To investigate changes in serum leptin and 
adiponectin levels in patients with nonalcoholic 
liver disease (NAFLD).

METHODS: Sixty NAFLD patients and equal 
number of healthy volunteers were included in 
the study. Serum leptin and adiponectin levels 
were measured by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). Body mass index (BMI), 
waist-to-hip ratio (WHR), triglyceride (TG), total 
cholesterol (Tchol), high-density lipoprotein 
cholesterol (HDL-C), aspartate aminotransferase 
(AST), alanine aminotransferase (ALT), gamma-
glutamyl transpeptidase (GGT), fasting blood 
glucose (FBG), and HOMA-IR (homeostasis 
model assessment insulin resistance) were eval-
uated.

RESULTS: Serum leptin level was significantly 
higher in NAFLD patients than in healthy con-
trols (12.37 ± 1.99 μg/L vs 5.20 ± 1.03 μg/L, P < 
0.01), while serum adiponectin level was signifi-
cantly lower in NAFLD patients than in healthy 
controls (12.69 ± 2.83 mg/L vs 22.83 ± 4.61 mg/L, 
P < 0.01). Logistic regression analysis showed 
that serum leptin level was correlated positively 
with WHR (β = 8.175, P < 0.01), HOMA-IR (β = 
0.974, P < 0.01), and FBG (β = 0.564, P < 0.01), 
while serum adiponectin level was indepen-
dently associated with HOMA-IR (β = -0.495, P 
< 0.01), and MI (β = -0.314, P < 0.01).

CONCLUSION: NAFLD patients have increased 
serum leptin level and decreased serum adipo-
nectin level, both of which are independently 
associated with HOMA-IR.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Leptin; 
Adiponectin; Insulin resistance

Li YL, Tian Z, Yang M, Wang BY. Changes in serum leptin 
and adiponectin levels in patients with nonalcoholic fatty 
liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 
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摘要
目的: 探讨非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, NAFLD)患者血清瘦素、脂
联素的变化. 

方法: 选取NAFLD患者60例, 与健康组60例
相对照. ELISA法测定血清瘦素、脂联素水
平, 并与体质量指数(BMI)、腰臀比(WHR)、
甘油三脂(TG)、总胆固醇(Tchol)、高密度脂
蛋白胆固醇(HDL-C)、血糖(FBG)、谷丙转
氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、谷氨酰转肽
酶(GGT)、稳态模型评估的胰岛素抵抗指数
(HOMA-IR)相结合, 从而判定瘦素、脂联素
在NAFLD中的作用. 

结果: NAFLD组与正常对照组相比, 血清瘦素
水平升高(12.37±1.99 μg/L vs  5.20±1.03 μg/L, 
P <0.01), 脂联素水平降低(12.69±2.83 mg/L 
vs  22.83±4.61 mg/L, P <0.01). Logistic多因

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)的
发病率近几年呈
上 升 趋 势 ,  且 表
现出低龄化的特
点 ,  目 前 已 经 成
为发达国家和富
裕地区的第一大
肝 病 ,  是 成 人 肝
功异常的最常见
原 因 .  “多 次 打
击”学说是解释
NAFLD发病机制
最为成熟的学说, 
其中脂肪细胞因
子尤其是瘦素和
脂联素在这两次
打击中起到了重
要的作用.

■同行评议者
王怡 ,  主任医师 , 
天津市传染病医
院 天津市肝病研
究所
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素回归分析显示瘦素与WHR、HOMA-IR、
FBG呈独立正相关(β = 8.175, 0.974, 0.564, 
P <0.01). 脂联素与HOMA-IR、BMI呈独立负
相关(β = -0.495, -0.314, P <0.01).

结论: NAFLD患者血清瘦素水平升高, 脂联
素水平降低, 这两种细胞因子均与胰岛素抵
抗相关.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 瘦素 ; 脂联素; 胰岛

素抵抗
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是以弥漫性肝细胞大泡性脂

肪变和脂肪蓄积为病理特征 ,  但无过量饮酒

史的临床综合征, 与胰岛素抵抗, 肥胖及代谢

综合征密切相关[1-3]. 包括单纯性脂肪变(non-
alcoholic fatty live, NAFL)以及由其演变的脂肪

性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)和肝

硬化, 是最常见的肝脏疾病之一[4], 在总人口中

NAFLD和NASH的发病率分别为20%和3%, 但
在肥胖人群中可能达到75%[5], N A S H还可能

发展成肝纤维化甚至肝细胞癌 [6]. 因此, 研究

NAFLD的发病机制, 寻找有效的治疗途径具

有重要的意义. 近年来研究发现, 脂肪细胞因

子中的瘦素和脂联素与NAFLD密切相关, 本
文旨在探讨瘦素和脂联素在NAFLD发病过程

中的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-10/2008-06中国医科大学附

属第一医院门诊的NAFLD患者60例, 平均年龄

41.9±5.49岁, 男女比例为1.46∶1, 均符合2006
年中华医学会肝病学分会脂肪肝和酒精性肝

病学组制定的NAFLD诊断标准[7]. 选取同期门

诊健康体检者60例为对照组, 平均年龄42.26±
4.95岁, 男女比例1.5∶1. 所有研究对象均签署

知情同意书, 由专人负责测量身高、体质量、

腰围、臀围, 计算BMI(BMI = 体质量(kg)/[身高

(m)2])、腰臀围之比.
1.2 方法 
1.2.1 实验室指标检测: 静脉采血前低脂饮食

3 d, 禁食8-10 h, 次日晨采集空腹时肘静脉血, 
进行空腹血糖(fasting blood glucose, FBG)、
空腹血胰岛素(fasting blood insulin, FINS)、
甘油三脂(t r iglyceride, TG)、总胆固醇(total 
cholesterol, Tchol)、高密度脂蛋白(high-density 
lipoprotein cholesterol, HDL-C)、谷丙转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶

(aspartate aminotransferase, AST)、γ-谷氨酰转

肽酶(gamma-glutamyl transpeptidase, GGT)测定. 
稳态模型评估的胰岛素抵抗指数(HOMA-IR) = 
FBG×FINS/22.5. 采用ELISA法检测血清脂联

素和瘦素水平, 试剂盒为美国R&D公司, 按照试

剂盒说明书进行操作. 
1.2.2 影像学检查: 由专门的有经验的超声医生

进行肝脏彩超检查, NAFLD组符合中华医学会

肝病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组制定的轻

中度脂肪肝的B超诊断标准, 而健康对照组肝脏

超声正常.
统计学处理 采用SPSS10.0软件包进行统

计学分析, 数据以mean±SD表示, 计量资料间

差异性用方差分析和t 检验 ,  多因素相关性用

Spearman分析和Logistic回归分析.

2  结果

2.1 一般资料比较 性别比例和年龄分布在两组

之间差异无统计学意义(P >0.05). 腰臀围比和体

质量指数在NAFLD组明显高于对照组, 两者之

间有显著差异(P <0.05, 表1).
2.2 临床生化指标比较 NAFLD组瘦素、ALT、
GGT、TG、FBG、HOMA水平明显高于对照组

(P <0.05); HDL-C、脂联素水平明显低于对照组. 
AST、Tchol在NAFLD组和对照组无显著差异

(P >0.05, 表2).
2.3 血清脂联素、瘦素与各临床指标间的相

关性分析 血清瘦素、脂联素与性别、年龄、

Tchol和AST无显著相关. 瘦素与ALT、GGT、
TG、FBG、HOMA-IR、WHR、BMI呈显著正

相关(P <0.01), 与HDL-C呈显著负相关. Logistic
回归分析提示, 瘦素与WHR、FBG、HOMA-

■研发前沿
瘦 素 抵 抗 和 低
脂 联 素 血 症 在
NAFLD的发生发
展中具有重要作
用, 通过增加瘦素
的敏感性和补充
外源性脂联素均
对NAFLD的治疗
具有重要意义.

表  1   2组患者一般资料比较

     分组	    平均年龄(岁)      男∶女    腰臀围比        BMI

NAFLD组	    41.90±5.49    1.46∶1    1.066a   25.71±1.68a

对照组	    42.26±4.95    1.50∶1    0.743    20.46±1.40

aP<0.05 vs  对照组.

■创新盘点
本文应用ELISA
法检测血清瘦素
和脂联素水平, 并
与血糖、血脂代
谢以及肝脏功能
有关的指标相结
合, 通过直线分析
和多元回归分析
瘦素和脂联素在
NAFLD中的变化
以及相关因素.
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IR呈独立正相关; 脂联素与ALT、GGT、TG、

FBG、HOMA-IR、WHR、BMI呈显著负相关

(P <0.01), 与HDL-C呈显著正相关. Logistic回归

分析发现, 脂联素与BMI、HOMA-IR呈独立负

相关(表3-4).

3  讨论

本研究通过比较N A F L D组和健康对照组的

脂肪细胞因子和临床生化指标 ,  结果显示 : 
(1)NAFLD的肝功异常以ALT和GGT为主, AST
在两组间无差异. 血脂异常表现为TG的升高和

HDL-C的降低, 而Tchol水平对NAFLD的发生影

响不大. (2)NAFLD患者的BMI、WHR均较对照

组高, 说明NAFLD常发生于发生于肥胖, 尤其是

腹型肥胖的患者中. (3)在NAFLD患者中有高瘦

素血症和低脂联素血症, 并且这两种脂肪细胞

因子的变化均与胰岛素抵抗有关. 
“多次打击”是目前最为成熟的解释

NAFLD发病机制的学说, 研究提示NAFLD可能

是促炎和抑炎因子在胰岛素抵抗初次打击的基

础上触发或抑制氧化应激和肝内脂质过氧化不

平衡, 对肝细胞进行多次打击的结果[8-9]. 其中脂

肪细胞因子活性的不平衡可能是患者体质量减

轻, 体脂减少后NAFLD仍继续进展的原因. 脂肪

细胞分泌的蛋白已达近百种, 其中与NAFLD关

系密切的有瘦素、脂联素、肿瘤坏死因子、白

介素等[10-12]. 国内外研究结果表明, 瘦素能够阻

止FFA对非脂肪组织的侵入和积聚, 是一种抗脂

肪变性激素[13]. 本研究结果显示NAFLD组瘦素

水平显著高于对照组, 说明这部分患者体内可

能存在瘦素抵抗. 由于多因素回归分析显示瘦

素与WHR、FBG、HOMA-IR呈独立正相关, 而
HOMA-IR是代表胰岛素抵抗较敏感的指标, 说
明在肥胖患者中, 由于高瘦素血症和瘦素抵抗, 
导致胰岛素水平升高, 促进了胰岛素抵抗, 从而

增加糖原分解和糖异生, 增加肝脏脂质的沉积, 
加速NAFLD的进展. 

脂联素是脂肪组织基因表达最丰富的蛋

白之一, 是抑制炎症反应的蛋白 [12,14]. 本研究

表明NAFLD患者的血清脂联素水平明显低于

健康对照组, 这与Pagano et al的研究结果相一 
致 [15].  直线相关分析显示血清脂联素水平与

TG、FBG、WHR、BMI、HOMA-IR呈显著负

相关, 与HDL-C呈显著正相关, 说明脂联素受肥

胖、血脂、血糖的影响. 本研究还提示, 血清脂

表  2  2组患者临床资料比较 (mean±SD)

     
分组

                       ALT             AST             GGT             TG             Tchol         HDL           FBG      
HOMA-IR

     脂联素         
瘦素

	             (U/L)           (U/L)            (U/L)        (mmol/L)    (mmol/L)   (mmol/L)   (mmol/L)                       (mg/L)

NAFLD组	        68.97±     38.52±     49.85±     2.63±       5.09±     1.06±     6.37±     4.86±     12.69±     12.37±

	         18.71a          9.08         14.86a        0.47a          0.98         0.13a        0.70a       0.63a          2.83a         1.99a

对照组	         24.67±     29.97±     29.8±       1.26±       4.69±     1.46±     4.66±     1.91±     22.83±       5.20±

	           6.61           6.19           9.81         0.37           0.51         0.27         0.55         0.41           4.61           1.03

aP<0.05 vs  对照组.

表  3  脂联素、瘦素与相关因素Spearman分析

     
	   ALT(U/L)         GGT(U/L)         TG(mmol/L)       HDL(mmol/L)      FBG(mmol/L)            WHR            BMI          HOMA-IR 

瘦素      

    γ值	       0.76	         0.57	               0.767	       -0.64	               0.826	       0.879          0.79	           0.877

    P值	    <0.01	       <0.01	             <0.01	       <0.01	                <0.01	     <0.01	       <0.01	         <0.01

脂联素    

    γ值	    -0.643	       -0.489            -0.671	         0.567            -0.710	     -0.732	      -0.719       -0.752

    P值	    <0.01	       <0.01	             <0.01	       <0.01	                <0.01	     <0.01	       <0.01	         <0.01

表  4  脂联素、瘦素与相关因素Logistic回归分析

     因变量       自变量     OR 值        γ值           P 值            95%CI 

瘦素      HOMA-IR   2.56      0.914     <0.01      0.46-1.42

             WHR           3.55      8.175     <0.01      3.41-12.94

             FBG             1.76      0.564     <0.01      0.11-1.01

脂联素  HOMA-IR   0.14    -0.495     <0.01      1.19-2.79

             BMI             0.52    -0.314     <0.01      0.24-1.06

■应用要点
在临床上给予瘦
素增敏剂或者脂
联素诱导剂来治
疗NAFLD均有一
定的应用前景.
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联素与ALT、GGT显著负相关, 说明低脂联素血

症将导致肝细胞炎症反应. 多因素回归分析显

示脂联素与BMI、HOMA-IR呈独立负相关, 说
明脂联素在肥胖人群中分泌明显减少, 并且与

胰岛素抵抗的程度密切相关. 已有的研究结果

显示血清脂联素水平无昼夜变化, 因此不能被

精细的调节, 反应的是长期的代谢变化[16-17], 这
与胰岛素抵抗的发生是一个长期过程且受多种

因素的控制相一致, 因此在NAFLD患者中可以

用血清脂联素的变化来检测胰岛素抵抗的改善

情况以及监测治疗的效果. 国内陶婷 et al对老年

男性NAFLD患者的血清瘦素、脂联素水平进行

研究[18], 结果显示脂联素的降低与WHR呈独立

相关, 而本研究人群的平均年龄是41.9±5.49岁, 
结果显示瘦素水平的升高与WHR呈独立相关, 
由此我们可以推断在40岁左右的人群中腹型肥

胖的NAFLD的发生主要以高瘦素血症为主, 而
在60岁以上的人群中, 低脂联素血症对NAFLD
的发生可能起着更重要的作用.

NAFLD中存在着瘦素抵抗和低脂联素血

症, 临床上可以通过补充瘦素或脂联素来治疗

NAFLD, 目前已在动物实验阶段得到了证实. 
噻唑烷二酮类是过氧化物酶体增殖物激活受体

的选择性激动剂, 可提高机体脂联素水平, 也为

NAFLD的治疗带来新的曙光. 
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Abstract
AIM: To analyze the diagnosis and treatment of 
internal biliary fistula. 

METHODS: The clinical data of 32 internal bili-
ary fistula patients treated at our hospital from 
December 1990 to December 2006 were retro-
spectively analyzed. 

RESULTS: The preoperative diagnosis rate of 
internal biliary fistula was only 12.5% (4/32). Of 
all 32 patients with internal biliary fistula, 68.8% 
(22/32) had cholecystoduodenal fistula, 12.5% 
(4/32) had cholecystocholedochal fistula, 3.1% 
(1/32) had cholecysto-hepatic duct fistula, 6.3% 
(2/32) had cholecystocolonic fistula, 6.3% (2/32) 
had choledochogastric fistula, 3.1% (1/32) had 
choledochoduodenal fistula, and 6.3% (2/32) 
had gallstone ileus; 15 underwent selective oper-
ation, and 17 underwent emergency laparotomy. 
The mean hospital stay was 16.2 days. Postop-
eratively, three patients developed bile leakage, 

five developed wound infection, and two died. 

CONCLUSION: The preoperative diagnosis rate 
of internal biliary fistula is low. Intraoperative 
cholangiography is a reliable method for accu-
rate diagnosis of internal biliary fistula. Fistula 
can be repaired directly or using a part of the 
gallbladder wall. 

Key Words: Internal biliary fistula; Diagnosis; Therapy
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摘要
目的: 探讨胆内瘘患者的诊断和治疗, 为临床
医师提供参考依据.

方法: 我院1990-12/2006-12共收治胆内瘘患
者32例, 回顾性分析患者临床资料.  

结果: 胆内瘘术前诊断率仅为12.5%. 患者中
胆囊十二指肠瘘68.8%(22/32), 胆囊胆总管瘘
12.5%(4/32), 胆囊肝总管瘘3.1%(1/32), 胆囊
横结肠瘘6.3%(2/32), 胆囊胃瘘6.3%(2/32), 胆
总管十二指肠瘘3.1%(1/32). 胆石性肠梗阻占
胆内瘘的6.3%(2/32). 本组行择期手术15例, 
急诊手术17例. 平均住院时间16.2 d, 术后3例
发生胆瘘漏, 5例切口感染, 2例死亡. 

结论: 胆内瘘术前诊断率低, 术中胆道造影有
助于明确诊断. 发生胆囊炎后及时手术是预防
胆内瘘发生的关键. 

关键词: 胆内瘘; 诊断; 治疗
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0  引言

胆内瘘是胆囊、胆管树之间或与临近脏器之间

形成的病理通道, 是胆道疾病发展过程中的一

种少见并发症. 术前诊断率低, 术中处理有一定

®

■背景资料
胆内瘘病情复杂, 
术前确诊率低, 探
讨胆内瘘的诊断
和治疗方式具有
重要临床意义.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科
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难度. 我院1990-12/2006-12共收治胆内瘘患者32
例, 现将其诊断和治疗等报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 我院1990-12/2006-12共收治胆内瘘患者

32例, 其中男13例, 女19例, 年龄22-68(平均42±
5.3)岁, 病程10年以上26例, 10年以下6例. 既往有

肝胆手术史者12例. 均有反复右上腹绞痛或隐痛

史. 黄疸7例, 畏寒、发热9例, 慢性腹泻、体质量

下降3例. 并发胆石性肠梗阻2例. 术前均经B超

检查, 其中12例行CT检查, 21例胆囊壶腹部结石

嵌顿, 18例提示胆囊萎缩, 9例有胆道积气征, 对
其中8例行钡餐消化系造影, 4例发现胆肠瘘. 腹
平片发现肠梗阻2例, 其中1例同时发现有胆道积

气, 故术前怀疑胆内瘘、胆石性肠梗阻. 
1.2 方法 患者均行手术治疗, 行择期手术15例, 
急诊手术17例. 其中2例为腹腔镜中转开腹手术, 
其余均为开腹手术. 术中发现: 胆囊十二指肠瘘

22例(其中2例为胆囊癌侵犯十二指肠), 胆囊胆总

管瘘4例, 胆囊肝总管瘘1例, 胆囊结肠瘘2例, 胆
囊胃瘘2例, 胆总管十二指肠瘘1例. 术中有胆囊

存在的21例中, 行胆囊切除者16例、部分胆囊切

除者5例; 行相应的胃、十二指肠或结肠瘘口修

补或切除术23例、胃大部切除毕Ⅰ式1例; 胆总

管探查26例; 对于胆总管瘘口, 直接缝合1例; 用
带蒂胆囊瓣膜修补2例; 胆管空肠Roux-Y吻合内

引流术6例; 剖腹探查、末端回肠切开取石术2
例, 观察取出之结石, 发现为混合性胆石, 探查胆

道发现均为胆囊十二指肠内瘘, 其中1例同时修

补了胆内瘘. 另1例因患者高龄, 耐受性差, 故仅

行肠切开取石,  6 mo后行Ⅱ期胆内瘘手术. 

2  结果

患者均随访4-60 mo, 治愈30例, 其中3例并发胆

漏, 经充分引流治愈; 单纯胆囊造瘘或胆总管切

开取石术的3例, 1例术后造影发现胆道残余结

石, 3 mo后再次手术治愈. 切口感染5例, 肺部感

染2例. 经积极治疗后痊愈. 死亡2例, 均为胆囊

癌十二指肠瘘患者, 死于肿瘤转移. 

3  讨论

胆内瘘通常为胆道疾病少见并发症, 国内外报

道发病率较低0.2%-1.7%[1-4], 胆道结石长期梗阻

压迫、炎症反复发作, 导致胆道发生坏死、穿

透, 是引起胆内瘘的最常见原因, 其他少见的病

因为胆道和十二指肠肿瘤、溃疡病以及胆道医

源性创伤. 本组除2例为胆囊癌外, 其余均为胆

道结石引起的胆内瘘, 均为胆肠内瘘或胆间瘘. 
90%的胆内瘘合并慢性胆囊炎, 其往往表现

为右上腹隐痛不适, 大部分病例曾合并有黄疸, 
缺乏特异性临床表现, 医生主观上往往满足于

胆囊炎的诊断, 故胆内瘘容易漏诊、误诊. 本组

病程10年以上者占78.13%(25/32). 我们认为, 长
期患胆道结石的患者, 既往胆绞痛发作并有发

热、寒战、黄疸, 自行或经消炎处理后缓解; 长
期呃逆、呕吐胆汁; 胆囊萎缩、慢性腹泻者, 应
考虑到胆内瘘的可能. B超、CT能发现胆道积气

及瘘口, 对诊断有一定帮助, 但应排除Oddi's扩
约肌松弛、穿透性十二指肠溃疡、产气性胆囊

炎及胆肠吻合因素. ERCP检查时, 如发现十二指

肠内有异常开口, 并有胆汁或造影剂溢出, 即考

虑该病. 有报道显示胃肠镜、ERCP对胆肠内瘘

的诊断率高达88%[4]. 行CT扫描, 若见到胆囊内

有口服造影剂, 则胆囊内瘘诊断成立. 而钡餐消

化系造影可显示胆肠瘘的部位或瘘口大小, 最
具有诊断价值. 胆石症急性发作缓解后出现肠

梗阻, B超检查发现胆石消失, 尤其是胆石较大

难以从胆囊管或胆总管排出者, 应考虑到胆石

性肠梗阻的可能. 胆石性肠梗阻是胆道向肠道

形成瘘管导致胆结石异位到肠道造成的结果[5]. 
梗阻点最常见于末端回肠. 表现可因梗阻部位

而异, 常见恶心、呕吐、疼痛和便秘症状[6]. 梗
阻症状通常会延迟出现, 多在症状出现3-8 d后
方能做出诊断[7]. Rigler三联征为胆石性肠梗阻

的典型放射学表现: (1)部分或全部肠道梗阻; (2)
胆道积气; (3)肠道内异位胆石影[4,8-9]. 较近期的

研究报道, 胆石性肠梗阻的CT结果比腹部平片

或超声更敏感. 据报道, CT诊断胆石性肠梗阻的

敏感度高达93%[10]. CT检查的Rigler三联征检出

率较高[9-11]. 
本组术前检查9例有胆道积气征, 对其中8

例行钡餐消化系造影, 4例明确胆肠瘘. 而术中

如发现胆囊与周围组织紧密粘连, 难以分离, 应
想到内瘘的可能, 且不可盲目硬行分离, 应术

中胆道造影, 本组22例通过术中胆道造影, 明
确胆内瘘及确定瘘口位置. 其中胆囊十二指肠

瘘22/32, 胆囊肝管瘘1/32. 文献报道胆内瘘中, 
胆囊十二指肠瘘占到70%-90%, 胆囊结肠瘘占

10%, 接下来依次为胆总管十二指肠瘘、胆总

管胃瘘、胆囊胃瘘等[1]. 这与本研究基本相符, 
68.8%(22/32)为胆囊十二指肠瘘, 12.5%(4/32)
为胆囊胆总管瘘, 6.3%(2/32)为胆囊横结肠瘘, 
6.3%(2/32)为胆囊胃瘘, 3.1%(1/32)为胆囊肝总

■研发前沿
胆内瘘是胆囊、

胆管树之间或与
临近脏器之间形
成的病理通道, 是
胆道疾病发展过
程中的一种少见
并发症. 术前诊断
率低, 术中处理有
一定难度.
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管瘘,  3.1%(1/32)为胆总管十二指肠瘘. 
胆内瘘容易胆道逆行感染反复发作, 继发

肝功能损害, 难以自愈, 应积极行手术治疗. 对
有症状的胆囊内瘘, 手术指征是明确的. 但对无

明显症状者的治疗, 则意见不一. 我们认为对

以下无症状者应行手术治疗: (1)多发胆囊结石; 
(2)胆囊结肠瘘; (3)怀疑恶性肿瘤者; (4)复杂性

肠瘘; (5)胆囊管闭塞. 手术基本原则为: 去除病

灶, 解除梗阻, 切除瘘管, 修复瘘口, 重建胆道生

理性通道. 具体术式则因人而异. 首先要细致探

查, 掌握胆道与周围组织器官的病变全貌, 切不

可强行分离, 导致灾难性损伤. 粘连最紧密处往

往是瘘口周围, 务必谨慎, 而术中胆道造影有助

于明确诊断, 减少医源性损伤. 术中应明确胆总

管是否通畅. 只有胆总管通畅, 才能保证术后安

全、顺利. 对胆囊炎病史较长、术中发现胆囊

壁厚、坚硬者应行冰冻检查, 以及时诊断, 早作

处理. 
对于胆肠瘘一般行胆囊切除, 并直接修补

或采用带血管蒂的胃壁、空肠壁或圆韧带修复

肠管瘘口即可. 手术的难点在于胆管瘘口的修

补, 需探明胆管瘘口的大小及位置, 胆管下端是

否狭窄瘘口直径<胆总管周径1/3者可直接缝合, 
放置T管支撑, 但胆总管内的T管不宜经瘘口引

出, 否则易发生晚期的胆管狭窄. 瘘口直径<胆
总管周径2/3者, 若瘘口周围胆管壁尚正常而无

明显的肝胆管扩张, 可以采取带蒂胆囊壁瓣修

补, T管引流. 若瘘口直径>2/3胆总管周径, 瘘口

处胆管炎症重, 上段胆管扩张明显或瘘口已破

坏整个胆管壁, 胆总管下端狭窄时, 须采用胆管

空肠Roux-en-Y吻合术. 一般而言, 腹腔镜胆囊

切除术中发现胆内瘘需中转开腹手术, 但近年

来国外有学者提出腹腔镜下也可行胆内瘘修补

术, 并获成功[3,13]. 提示随着腹腔镜技术的发展, 
胆内瘘并非腹腔镜手术禁忌.

此外, 并发胆石性肠梗阻时, 多数主张仅做

肠切开取石解除肠梗阻, 胆内瘘Ⅱ期手术解决. 
对于发病时间短、年龄轻、全身情况较好, 可
考虑Ⅰ期切除胆囊胆内瘘管修补瘘口, 但对于

老年人, 一般不主张Ⅰ期胆内瘘手术, 因为可能

会增加并发症和死亡率[13-15]. 本组2例胆石性肠

梗阻, 均为胆囊十二指肠瘘, 1例解除肠梗阻的

同时修补了胆内瘘. 另1例因患者高龄, 耐受性

差, 故仅行肠切开取石, 术后胆道感染反复发作, 
6 mo后行Ⅱ期胆内瘘手术, 可恢复. 

总之, 发现胆囊炎及早手术, 是避免胆内瘘

发生的关键. 如遇胆道术中粘连致密、分离困

难, 应警惕胆内瘘的存在, 避免发生医源性损伤. 
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of palliative 
operation in combination with iodine-125 
(I-125) seed implantation and postoperative 
chemotherapy in the treatment of unresectable 
pancreatic carcinoma.

METHODS: A total of 149 pancreatic carcinoma 
patients were retrospectively analyzed. These 
patients were divided into two groups accord-
ing to therapeutic protocol: patients undergoing 
palliative operation in combination with postop-
erative chemotherapy and I-125 seed implanta-
tion (study group, n = 62) and those  undergoing 
palliative operation only in combination with 
postoperative chemotherapy (control group, n = 
87). Objective tumor response, clinical benefit re-
sponse, median survival time and complication 
rate were compared between the two groups.

RESULTS: Significant differences were noted 
in clinical benefit response and median survival 
time between the two groups (χ2 = 7.361 and 
10.090, respectively, both P < 0.05). No signifi-
cant differences were observed in objective tu-
mor response and complication rate between the 
two groups (both P > 0.05).

CONCLUSION: Palliative operation in combi-
nation with I-125 seed implantation and post-
operative chemotherapy is safe and effective in 
the treatment of unresectable pancreatic carci-
noma.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Palliative opera-
tion; Iodine-125 seed implantation; Postoperative 
chemotherapy

Wu HQ, Wu HS, Yang ZY, Wang CY, Yuan WW. Efficacy 
of iodine-125 seed implantation in pancreatic carcinoma. 
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摘要
目的: 分析姑息性手术联合I125粒子植入和化
疗对晚期胰腺癌患者的疗效. 

方法: 回顾性分析我科2004-2008年收治的晚
期胰腺癌患者149例, 按治疗方法分为2组, 姑
息手术+I125粒子植入+化疗62例(A组), 姑息手
术+化疗87例(B组). 比较2组患者客观有效率
(OTR)、临床受益率(CBR)、中位生存期以及
并发症发生率. 

结果: 与B组相比, A组患者临床受益率, 中位
生存期差异有统计学差异(χ2 = 7.361, 10.090, 
P <0.05), 而客观有效率与并发症发生率差异
无统计学差异(P >0.05).

结论: 姑息性手术联合I125粒子植入和术后化
疗治疗晚期胰腺癌患者, 是一种安全有效的治
疗方法.

关键词: 胰腺肿瘤; 姑息手术; I125粒子植入; 术后化疗
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■背景资料
胰腺癌是一种常
见而又恶性程度
很高的消化系肿
瘤, 5年生存率仍
低于5%, 且其发
病率在近数十年
有明显升高. 如何
提高胰腺癌患者
生存质量和生存
期为当今治疗的
难点和重点. 文献
报道多种恶性肿
瘤术中联合放射
性粒子为近年发
展起来的一种针
对晚期不能切除
恶性实体肿瘤新
的治疗手段. 将放
射性粒子应用到
不能根治切除胰
腺癌, 并评价其效
果, 为临床胰腺癌
治疗提供依据.

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科



2951-2954

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2951.asp

0  引言

胰腺癌因其隐匿性及生物学特性, 患者早期多

无明显临床症状, 就诊时大多失去根治性切除

机会. 对于不能行根治切除的中晚期胰腺癌, 治
疗方法较多, 但效果不尽人意[1]. 华中科技大学

同济医学院附属协和医院胰腺外科中心自2004
年采用姑息性手术联合I125粒子植入和术后化疗

治疗患者, 取得了较好的疗效, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-01/2008-06华中科技大学同

济医学院附属协和医院胰腺外科收治的中晚期

胰腺癌患者149例, 患者术前均经彩超和CT, 或
者经术中病理确诊肿瘤已广泛侵犯肠系膜血管

和(或)门静脉血管, 无法施行根治性手术. 其中

男91例, 女58例, 年龄31-72(平均52)岁; 既往未

接受化疗和放疗, 无严重的心脏病及其他脏器

病史等.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 根据患者所受的治疗方法分为2组, 
A组62例, 行姑息性手术(如胆管空肠吻合和/或
胃空肠吻合等), 术中同时在肿瘤中植入I125粒子, 
术后行化疗(吉西他滨); B组87例, 行姑息性手术

(同A组), 术后行化疗(同A组). 2组病例性别、年

龄和病程方面无差异, 具有可比性. 
1.2.2 治疗: 手术前彩超和CT检查结果评价瘤体,
根据胰腺肿瘤病灶大小、位置以及与周围正常

组织的关系从而确定手术方案及I125粒子植入的

数目及进针的深度. I125粒子植入是在术中直视

下采用粒子植入枪植入, 常用的粒子数目估算

公式为: 粒子植入总数 = [(肿瘤长+宽+高)/3×
5]/每个粒子的活度, 常用的每个粒子的活度为

(1.1-1.8)×107 Bq, 一般粒子数目为20-40粒. 姑
息性手术常常为胆管空肠吻合和/或胃空肠吻合

术, 其目的常常为解除黄疸及肠道梗阻. 吉西他

滨的化疗常常在患者术后2 wk内施行, 用量根据

患者体表面积大小决定常常为1000 mg/m2经外

周静脉滴入30 min, 每周1次, 连续3 wk, 随后休

息1 wk, 每4 wk重复1次. 依据患者的毒性反应相

应减少剂量. 
1.2.3 临床疗效标准和临床受益反应: 临床疗效

标准按照世界卫生组织(WHO)疗效评价标准, 
将患者治疗疗效评价为完全缓解(CR)、部分缓
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解(PR)、疾病稳定(SD)和疾病进展(PD). 临床受

益反应根据1997年Burris et al制定的临床受益

反应标准对患者的疼痛强度对患者的疼痛强度

(VAS评分, 10分制)、镇痛药物消耗量、卡氏评

分和体质量变化综合评估. 凡符合下列一项指

标(持续4 wk以上), 并无任何一项恶化者, 定义

为临床受益者: (1)疼痛强度减轻≥50%; (2)镇痛

药物用量减少≥50%; (3)体力状况按卡氏评分

标准改善≥20分; (4)如疼痛程度及体力状况均

稳定, 则非体液滞留的体质量增加≥7%.
统计学处理 在SPSS13.0软件上进行统计学

分析, 2组间样本客观有效率, 临床受益率以及

并发症发生率等采用χ2检验. 对生存率比较采用

Log-rank检验法. P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 患者治疗后客观有效率、临床受益率和

并发症发生率  客观有效率 (P R+C R)A组为

32.3%(20/62), B组为28.7%(25/87), 2组差异无统

计学差异(χ2 = 0.213, P  = 0.640). 临床受益率A
组为58.1%(36/62), B组为35.6%(31/87), 2组差异

有统计学差异(χ2 = 7.361, P  = 0.007<0.05). 术后

1 mo中患者发生的并发症A组为6.5%(4/62), B
组为5.7%(5/87), 2组间差异无统计学差异(χ2 = 
0.032, P  = 0.859), 并发症主要为腹腔感染, 恶心

呕吐为主, A组有1例患者出现粒子游走至肝脏

(表1). 
2.2 患者生存时间 A组中位生存期为12.0 mo, B
组中位生存期为8.0 mo, 平均生存时间A组为

11.3 mo, B组为8.9 mo. Log-rank检验发现2组差

异有统计学意义(χ2 = 10.09, P <0.05, 表2, 图1).

3  讨论

胰腺癌是恶性程度较高的消化系肿瘤, 其发病

率在近数十年明显升高. 胰腺癌患者的1年生存

率低于25%, 可手术切除者的5年生存率也不超

过5%[1-2], 局部进展期和伴转移的胰腺癌患者中

位生存时间分别为6-10 mo和3-6 mo[3]. 因此, 如
何有效提高胰腺癌患者的生活质量和生存期成

为临床医学的重要课题. 
对大多数手术不能根治切除的胰腺癌, 目

前主要的治疗方法有以下几种: 姑息性外科手

术治疗, 体内外放疗[4-5], 以吉西他滨为主的化 
疗[6]等. 姑息性外科手术治疗主要目的在于缓解

临床症状, 改善生活症状, 包括以下手术: (1)解
除黄疸: 胰腺癌中大多数为胰头癌, 易引起梗阻

www.wjgnet.com

■研发前沿
不能根治切除的
胰腺癌单纯应用
化疗药物由于可
能产生耐药性从
而导致治疗效果
不佳. 由于放射性
粒子的应用取得
了很大的进展, 故
联合化疗和放疗
将成为不能根治
切除胰腺癌的一
个重要治疗方法.
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性黄疸. 手术方式有胆囊空肠吻合、胆管空肠

吻合和胆道外引流等. 本次收集的患者中, 有黄

疸者82例, 占所有患者比例为55%. (2)解除或预

防十二指肠梗阻: 手术方式通常为胃空肠吻合, 
对尚未发生梗阻行预防性胃空肠吻合尚存在争

议. 本次患者中有十二指肠梗阻者9例, 占所有

患者比例为6%, 对其他患者未行预防性胃空肠

吻合. (3)缓解疼痛: 引流减压胆胰管; 内脏神经

切断或神经节切除等. 放射性粒子近距离治疗

肿瘤是指将微型放射源(I125放射性粒子)植入肿

瘤内或受肿瘤浸润侵犯的组织中, 包括肿瘤淋

巴扩散途径的组织, 通过微型放射源发出的持

续低能量射线, 使肿瘤组织遭受最大程度的毁

灭性损伤, 而正常组织不损伤或仅有微小损伤. 
肿瘤的内部放射治疗既能达到一定治疗效果, 
同时也无严重并发症. 据文献报道, I125内放射粒

子植入可有力控制胰腺癌局部病变的发展, 降
低肿瘤生长速度. 与此同时, 内放射粒子副损伤

小, 可有力保留周围功能性组织(如血管和神经

等)[7]. 从上述实验结果可以看出, 通过放射性粒

子植入治疗中晚期手术不能切除的胰腺癌病例, 
可以明显改善生活质量减少患者尤其是疼痛对

患者的影响, 同时不引起明显并发症. 结果说明

粒子植入有比较确切的止痛效果, 可以明显改

善患者的生活质量. 本实验A组患者行粒子植入

后, 对比B组未行粒子植入患者, 生活质量明显

改善, 这可能与减轻患者疼痛有关. 吉西他滨对

胰腺癌的治疗作用最早在1999年Storniolo et al [8]

一项临床试验, 证实了吉西他滨对晚期胰腺癌

的治疗益处. 此后吉西他滨成为晚期胰腺癌的

标准一线药物, 并逐渐用于术后治疗. 近年的研

究多针对吉西他滨为基础的化疗方案. 而吉西

他滨作为新合成的脱氧胞苷类似物, 具有完全

不同的抗肿瘤活性, 美国FDA以批准吉西他滨

作为抗胰腺癌的一线用药[9], 在无法行根治切除

术的进展期胰腺癌患者, 吉西他滨可以获得较

高的反应率和更长的生存期. 在2007年ASCO年

会上, Yoshitomi et al [10]报道了胰腺癌术后辅助化

疗的Ⅱ期随机临床试验结论是吉西他滨为基础

的联合化疗方案对术后患者是安全有效的. 
本研究结果显示对肿块不能切除、伴有消

化系梗阻的晚期胰腺癌患者, 在应用姑息手术

以解除日渐加重的胆道和胃肠道梗阻的基础上, 
结合术后吉西他滨化疗加行术中I125粒子植入可

明显提高晚期胰腺癌患者的客观有效率和临床

受益率. 同时结果显示I125粒子植入组临床受益

率明显高于未加用粒子组, 说明I125粒子植入可

持久的改善患者生活质量, 减轻痛苦, 这可能与

I125粒子既可以使肿瘤局部变性坏死, 减轻局部

张力, 也可以破坏胰腺周围的腹腔神经丛有关. 

■相关报道
放射性粒子植入
被广泛应用到晚
期不能切除的恶
性实体肿瘤. 有学
者认为 ,  应用I125

粒子植入对于晚
期不能根治切除
的胰腺癌不能提
高其远期生存率. 
还有学者认为, 应
该应用更优越性
的Pd103治疗胰腺
癌, 但还需要样本
支持. 

表  1  患者临床指标的比较

     
分组	   PR+CR	    SD+PD	     客观有效率(%)      临床受益n (%)          并发症n (%)

A组	      20	       42	           32.3                 36(58.10)                4(6.5) 

B组	      25	       62	           28.7                 31(35.60)                5(5.7)

总计	      45	     104	           30.5                 67(46.85)                9(5.6)

表  2  患者生存时间

     
分组

		       平均生存时间(mo)		                中位生存时间(mo)

	          mean±SD	              95%CI		   mean±SD	       95%CI

A组	    11.316±0.866	      9.618-13.014	             12.000±1.631	 8.804-15.196

B组	      8.908±0.584	      7.763-10.053	               8.000±0.666	 6.694-9.306

总计	    10.102±0.541	      9.042-11.162	               9.000±0.495	 8.029-9.971

图  1  2组患者的生存率的Log-rank检验结果.
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在并发症的发生率上, I125粒子植入组并发症发

生并没有高于未植入粒子组, 这说明在粒子植

入对于患者是比较安全的. 在生存率的比较上, 
I125粒子植入组与未植入组有明显的统计学差异, 
所以粒子的植入能够提高患者的远期生存率, 
这可能与I125粒子的放射性能够局部杀灭肿瘤细

胞, 抑制肿瘤的生长, 从而提高患者中位生存期. 
但I125粒子种植治疗也有其不利的因素, 如粒子

游走等. A组患者有1例患者出现粒子游走至肝

脏, 但因患者无不良反应, 肝功能正常未作处理. 
由于I125的半衰期特点以及穿透力的局限性, 目
前许多学者正进行更具优越性的Pd103粒子治疗

胰腺癌的探讨, 如Bernard et al [11]应用Pd103粒子

治疗一组晚期胰腺癌患者, 但确切疗效尚需要

大样本资料对照研究来证实. 
总之, 姑息性手术联合I125粒子植入和吉西

他滨化疗对局部进展期胰腺癌, 能控制局部肿

瘤的生长, 提高患者生存率, 是一种安全有效的

晚期胰腺肿瘤治疗手段. 

4      参考文献
1	 Cooperman AM, Kini S, Snady H, Bruckner H, 

Chamberlain RS. Current surgical therapy for 
carcinoma of the pancreas. J Clin Gastroenterol 2000; 
31: 107-113

2	 Parkin DM, Bray FI, Devesa SS. Cancer burden in 

the year 2000. The global picture. Eur J Cancer 2001; 
37 Suppl 8: S4-S66 

3	 Haller DG. New perspectives in the management of 
pancreas cancer. Semin Oncol 2003; 30: 3-10

4	 Willett CG, Safran H, Abrams RA, Regine WF, 
Rich TA. Clinical research in pancreatic cancer: the 
Radiation Therapy Oncology Group trials. Int J 
Radiat Oncol Biol Phys 2003; 56: 31-37  

5	 Moore MJ. Pancreatic cancer: what the oncologist 
can offer for palliation. Can J Gastroenterol 2002; 16: 
121-124

6	 B ö t t g e r  T C ,  J u n g i n g e r  T .  F a c t o r s 
inf luencing morbidi ty and morta l i ty a f ter 
pancreaticoduodenectomy: critical analysis of 221 
resections. World J Surg 1999; 23: 164-171; discussion 
171-172

7	 Cooperman AM. Pancreatic cancer: the bigger 
picture. Surg Clin North Am 2001; 81: 557-574

8	 Storniolo AM, Enas NH, Brown CA, Voi M, 
Rothenberg ML, Schilsky R. An investigational 
new drug treatment program for patients with 
gemcitabine: results for over 3000 patients with 
pancreatic carcinoma. Cancer 1999; 85: 1261-1268

9	 Oya N. Chemoradiotherapy for pancreatic cancer: 
current status and perspectives. Int J Clin Oncol 
2004; 9: 451-457 

10	 Yoshitomi H, Togawa A, Kimura F, Shimizu H, 
Yoshidome H, Miyazaki M. A randomized phase II 
trial of adjuvant chemotherapy with uracil/tegafur 
(UFT) and gemcitabine (GEM) vs gemcitabine alone 
in patients with resected pancreatic cancer. ASCO 
Annual Meeting, 2007: Abstract 454

11	 Bernard S, Vynckier S. Dosimetric study of a new 
polymer encapsulated palladium-103 seed. Phys 
Med Biol 2005; 50: 1493-1504

           编辑  李军亮  电编  何基才  

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》英文摘要要求 

本刊讯 本刊英文摘要包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与中文摘要一致. 具体格式要求如下: (1)题名 

文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致; (2)作者 署名一般不

超过8人. 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多作者时姓

名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”; (3)单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 067000, 

Hebei Province, China; (4)基金资助项目 格式如: Supported by National Natural Science Foundation of China, 

No.30224801; (5)通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 

for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com; (6)收稿及修回

日期 格式如: Received:  Revised: . (科学编辑: 李军亮 2009-10-08)

■同行评价
本研究设计合理, 
具有一定的临床
应用价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年10月8日; 17(28): 2955-2957
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

ERCP在梗阻性黄疸病因鉴别诊断中的应用

任粉玉, 朴熙绪, 崔顺子

任粉玉, 朴熙绪, 崔顺子, 延边大学附属医院消化内科 吉林
省延吉市 133000
通讯作者: 任粉玉, 教授, 133000, 吉林省延吉市局子街1327号, 
延边大学附属医院消化内科. fenyu65@yahoo.com.cn
电话: 0433-2670332       传真: 0433-2513610
收稿日期: 2009-03-25   修回日期: 2009-09-01
接受日期: 2009-09-07   在线出版日期: 2009-10-08

Diagnostic value of 
endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography in 
obstructive jaundice 

Fen-Yu Ren, Xi-Xu Piao, Shun-Zi Cui

Fen-Yu Ren, Xi-Xu Piao, Shun-Zi Cui, Department of 
Hepatology and Gastroenterology, Yanbian University Hos-
pital, Yanji 133000, Jilin Province, China
Correspondence to: Professor Fen-Yu Ren, Department of 
Hepatology and Gastroenterology, Yanbian University Hospital, 
Yanji 133000, Jilin Province, China. fenyu65@yahoo.com.cn
Received: 2009-03-25    Revised: 2009-09-01
Accepted: 2009-09-07    Published online: 2009-10-08 

Abstract
AIM: To evaluate the application of endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography (ERCP) in 
the diagnosis of obstructive jaundice (OJ).

METHODS: A total of 49 patients with surgi-
cally and pathologically confirmed OJ were ret-
rospectively analyzed. Of all patients included, 
40 underwent routine ERCP, B-mode ultrasonic 
examination and computed tomography (CT) 
examination simultaneously. The diagnostic ac-
curacy of these examinations was compared. 

RESULTS: The diagnostic accuracy of ERCP in 
the detection of choledocholithiasis-induced OJ 
was 96.6%. The diagnostic accuracy of ERCP, 
B-mode ultrasonic examination and CT exami-
nation for OJ was 77.7%, 35.72% and 64.77%, 
respectively. The diagnostic accuracy of ERCP in 
investigating the etiology of OJ was significantly 
higher than that of B-mode ultrasonic examina-
tion and CT examination (both P < 0.05). 

CONCLUSION: ERCP is superior to B-mode ul-
trasonic examination and CT examination in the 

investigation of the etiology of OJ. 

Key Words: Endoscopic retrograde cholangiopan-
creatography; Obstructive jaundice; Diagnosis

Ren FY, Piao XX, Cui SZ. Diagnostic value of endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography in obstructive 
jaundice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 
2955-2957

摘要
目的: 探讨逆行胰胆管造影术(endoscop ic 
retrograde cholangiopancreatogahpy, ERCP)在
梗阻性黄疸的病因鉴别诊断中的应用价值.

方法: 行ERCP检查并经术后或病理检查确诊
的梗阻性黄疸患者49例, 其中40例行ERCP、
B超、CT检查, 比较分析三者的诊断符合率.  

结果: 40例患者同时行ERCP、B超、CT检
查, 三种影像学诊断符合率分别为77.7%、

35.72%、64.77%, 其中ERCP对梗阻性黄疸病
因的诊断率明显高于B超及CT检查(P <0.05). 

结论: ERCP在梗阻性黄疸的病因鉴别诊断中
具有较高的诊断价值, 且优于B超和CT检查.

关键词: 逆行胰胆管造影术; 梗阻性黄疸; 诊断
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0  引言

在梗阻性黄疸的病因鉴别诊断中, 影像学检查

具有重要的作用. 自1968年Mccune et al首次报

道内镜下逆行胰胆管造影(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatogahpy, ERCP)在胆胰疾病中

的临床应用以来, ERCP作为诊断胆胰疾病的金

标准已在临床应用多年, 其诊断价值得到公认. 
随着ERCP术的广泛应用, 现已成为胆胰疾病诊

治的主要手段之一. 本文总结我院行ERCP检查, 
并经手术治疗后证实的梗阻性黄疸患者49例, 

www.wjgnet.com
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现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-01/2008-12因梗阻性黄疸在我院

行ERCP并接受手术治疗的患者49例, 其中男28
例, 女21例, 年龄34-86(平均60.5)岁. 同时有3种
影像学(B超、CT、ERCP)资料患者40例. 行内

镜下乳头括约肌切开(endoscpicduo-denal papilo-
sphincterotomy, EST)取石术8例, 经内镜行内镜鼻

胆管引流术1例. 其余均经手术或病理证实黄疸

的病因. Olympus JF-240型电子十二指肠镜、取

石网篮、碎石器和PSD-20高频电发生器, Boston
切开刀、导丝、取石气囊和鼻胆引流管, Philips
数字胃肠机, 造影剂用30%泛影葡胺. 
1.2 方法 在十二指肠镜下行十二指肠乳头插管

成功后, 注入30%泛影葡胺10-20 mL, 透视下明

确肝内外胆管病变后, 行EST或留置鼻胆引流

管. EST选用电切30 W、电凝25 W的混合电流, 
于乳头11-12点位置之间切开, 切开长度约10-15 
mm, 用取石网篮+气囊取尽结石, 完成ERCP操
作术后于24 h检查血淀粉酶. 胰管拍片取俯卧与

仰卧位, 胆管取俯卧位、仰卧位、立位及左右

斜位等,  ERCP术后行手术治疗. 
统计学处理 40例同时有ERCP、B超、CT

检查, 3种影像学诊断符合率比较采用χ2检验, 
P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

良性胆道梗阻31例(包括包括胆总管结石、胆

总管炎性狭窄、乳头炎), 其中胆总管结石29例, 
胆总管炎性狭窄1例, 乳头炎1例. 8例胆总管结

石行EST(endoscopicduo-denal papilosphincter-
otomy, EST)取石术, 其中5例用取石网篮一次取

尽结石, 2例经碎石器碎石后取尽, 1例泥沙样结

石用取石网篮+内镜下乳头气囊扩张术(endo-
scopic papillary balloon dilatation, EPBD). 结石

取尽率为100%. 恶性胆道梗阻18例(包括胰腺

癌, 胆管癌, 壶腹周围癌), 占36.7%(18/49), ERCP
诊断符合率见表1. 40例3种影像学诊断符合率

分别为占77.7%、35.7%、64.8%, 采用χ2检验, 
P <0.05(表2). 

ERCP术后出现一过性高淀粉酶血症的6例, 
其中2例血淀粉酶值高于正常值3倍以上, 但无

腹痛、腹胀和发热, 经药物治疗, 48 h内降至正

常: 3例出现急性胰腺炎(经CT检查结合血尿淀

粉酶检测后确诊), 发生率为6.12%(3/49), 未见其
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他严重并发症. 

3  讨论

ERCP是诊断梗阻性黄疸病因的一种既准确又

安全的方法. 其价值在于确定梗阻的性质、部

位和范围[1-4]. 梗阻性黄疸常见的病因有胆总管

结石、胰腺癌、胆管癌. 临床研究均表明ERCP
对胆胰疾病的诊断优于B超、CT等[5-7], ERCP是
确诊胆管结石的最佳方法, 对胆总管结石的确

诊率为92.1%-94.6%, 肝内胆管显影率为86.6%, 
诊断符合率96.6%. B超、CT虽为无创检查, 但
不能全面清晰显示胆胰管. B超对胆总管结石

的诊断, 由于胆总管下端位于十二指肠背侧, 受
腹腔气体和肥胖影响易漏诊, 其诊断准确率约

60%, 而ERCP达90%以上[8]. 我们的研究显示B
超对胆总管结石的诊断准确率为85%, 而ERCP
达96.9%. CT对胆红素结石无法显示, 且受设备

分辨率高低、分层厚度等的影响大. 本组40例
梗阻性黄疸的病因诊断率ERCP高于B超和CT, 3
者对比差异有显著意义. 任旭 et al [9]对32例梗阻

性黄疸患者ERCP诊断与B超和CT进行对比, 其
定位诊断率分别为93.7%、87.5%和81.3%, 定
性诊断率分别为0.6%、62.5%和56.3%, ERCP
对梗阻性黄疸的病因诊断率明显优于B超和CT. 
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表  1  梗阻性黄疸患者ERCP诊断符合率比较 (n  = 49)

     
                               ERCP确诊 	  术后确诊	        符合率(%)

胆总管结石	 28	      29	             96.6

胆总管炎性狭窄	   1	        1	           100.0

乳头炎		    1	        1	           100.0

胰腺癌		    5	        7	             71.4

胆囊癌		    2	        3	             66.7

胆管癌		    4	        5	             80.0

壶腹周围癌	   2	        3	             66.7

表  2  ERCP、B超、CT检查对梗阻性黄疸患者病因诊断 
(n  = 40)

     
                                 

n
          ERCP            B超               CT

                                        确诊  误诊  确诊  误诊  确诊  误诊

胆总管结石           20     19      1      17      3      18      2

胆总管炎性狭窄      2       2      0        0      2        1      1      

乳头炎	                2       2      0        0      2        1      1

胰腺癌	                7       4      3        4      3        5      2

胆囊癌	                2       1      1        1      1        1      1

胆管癌	                4       3      1        1      3        3      1

壶腹周围癌             3       2      1        1      2        2      1
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ERCP不仅可直观胆石的大小、数目、部位, 而
且可及时对胆总管结石进行EST后取石, 达到诊

断和治疗同时进行, 这是其他影像学检查所不

能比拟. 
胆管癌ERCP在早期诊断胆管癌方面明显

优于B超及CT检查, 其诊断符合率可达90.3%[10], 
高于B超(80.7%)和CT(85.0%), 并能清晰地显示

胆道系统的全貌, 对治疗及手术方案选择有重

要价值. 胆管癌ERCP的主要表现是狭窄、充盈

缺损或梗阻. 常伴有管壁僵硬, 病变以上胆管普

遍扩张. 本组手术证实胆管癌5例, 符合率80%,  
误诊1例手术证实为胆管下端炎性狭窄. 

ERCP是诊断胰腺癌的主要方法之一. 本组

ERCP、B超、CT的诊断符合率为71.4%(5/7)、
57.1%(4/7)、71.4%(5/7). 由于胰腺癌多起源于

胰管上皮细胞, 故早期就可引起胰管狭窄或梗

阻、扩张和移位, 因此ERCP对发现早期胰腺癌

有重要意义, 胰头癌时可引起胆总管、主胰管

梗阻, 出现“双管征”影像, 这对胰腺癌的诊断

有特异性的诊断价值. 通过ERCP收集胰液作脱

落细胞学检查, 对胰腺癌诊断阳性率可达75%.
国内学者 [11]通过对E R C P下收集的胰液进行

K-ras基因点突变检测, 胰腺癌阳性率为80%, 明
显高于胰腺良性疾病33%, 为胰腺癌的早期诊断

开辟了一条新途径. 
尽管ERCP技术已成熟, 但仍存在一定的并

发症. ERCP的并发症主要是胰腺炎、出血、感

染和穿孔. 主要由EST、反复多次的胰管插管和

高压注射造影剂等引起, 表现为ERCP术后出现

腹痛、腹胀, 伴有发热, 血淀粉酶常常高于正常

值3倍以上. ERCP术后并发胰腺炎的原因除了与

操作者的操作技术有关外, 与患者本身因素也

存在着高危因素, 即使操作技术娴熟也难避免

其发生[12-16]. 因此, 除了严格掌握ERCP术的适应

证以及重视ERCP术中、术后的处理之外, 规范

操作者的操作技术和加强操作技巧的培训, 可
减少ERCP并发症的发生. 预防措施包括: (1)乳
头插管时避免盲目插管; (2)在透视下注射造影

剂, 要用缓力, 胰管显影时立即停止注射; (3)因
插管困难使用导丝来引导时, 注意导丝的行走

方向, 避免反复进入胰管等. 本组有3例发生急

性轻型胰腺炎, 经保守治疗后痊愈. ERCP术后出

现一过性高淀粉酶血症的6例, 其中3例血淀粉

酶值高于正常值3倍以上, 但无腹痛、腹胀和发

热, 经药物治疗, 48 h内降至正常. 并发症处理的

关键是术前预防用药、术后加强抗感染和使用

抑酶制剂(如加贝酯、生长抑素)等, 内镜下胆道

引流也是不可忽视的处理手段之一. 
ERCP对梗阻性黄胆的诊病因断符合率高, 

优于B超和CT. 特别是随着内镜技术的发展, 治
疗性ERCP的广泛应用, 更显示出其不可替代的

作用. 
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Abstract
AIM: To establish a risk prediction model and a 
risk scoring system for adenomatous polyps.

METHODS: A cross-sectional study was per-
formed in consecutive asymptomatic average-
risk patients. The potential risk factors were se-
lected from the following aspects: general data, 
past medical history, personal history, dietary 
history, frequency of defecation, and menstrual 
history. The chi-square test and t-test were used 
for univariate analysis. Univariates with a P val-
ue equal to or lower than 0.25 were selected to 
perform multivariate analysis. Potential predic-
tive factors were gradually selected using step-
wise regression analysis to build a predictive 
model to estimate the risk of colorectal cancer. 
Scores were assigned to each predictive factor 
according to the β value to establish a scoring 
system to evaluate the precision and predictive 
ability of the model.

RESULTS: The prevalences of polyps, adenoma, 

progressive adenocarcinoma and infiltrating 
cancer were 21.5%, 7.9%, 1.2% and 2.0%, respec-
tively. The potential predictive factors identified 
for adenomatous polys included gender, educa-
tion level, history of smoking and drinking, oc-
cupation, intake of fruit, milk, pickled and fried 
food as well as red meat, menstrual history, 
body mass index (BMI), and alcohol and tea 
consumption. These factors were used to build 
a risk predictive model for adenomatous polys. 
History of smoking, fruit intake, and red meat 
intake were three independent predictive factors 
for adenomatous polys. A risk scoring system 
for adenomatous polyps was also established: 
patients with a score more than 1 were consid-
ered to have adenomatous polyps.

CONCLUSION: The risk prediction model and 
risk scoring system built in this study have rela-
tively high diagnostic and predictive efficiency 
in an asymptomatic average-risk population. 
They are expected to be used to predict the risk 
of colorectal cancer among asymptomatic aver-
age-risk persons.

Key Words: Colorectal cancer; Screen; Predictive 
model; Logistic regression; Risk stratification
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摘要
目的: 建立具有实用价值的大肠息肉发病风
险预测模型和方便易用的大肠息肉发病风险
预测评分系统. 

方法: 采用横断面研究设计. 调查内容包括一
般情况、既往史、个人史(手术史、服药史、

吸烟史、饮酒史、毒物接触史等)、饮食史、

排便频率、月经史(女性检查者)等. 采用χ2检
验、t 检验等方法进行单因素分析. 选择单因
素中P 值小于或等于0.25的因素进行多因素分
析, 逐步Logistic回归后退法逐步筛选潜在预
测因子, 建立大肠癌癌前病变-息肉发病风险
的预测模型. 将模型中的连续变量转变成分类

®

■背景资料
无症状平均风险
人群是指无大肠
癌 相 关 症 状 或
预 警 症 状 、 无
大肠癌和大肠腺
瘤性息肉病史及
家 族 史 ,  无 遗 传
性大肠癌和炎症
性肠病病史的人
群 .  国 外 研 究 认
为, 70%-75%大肠
癌患者来自于50
岁以上的平均风
险 人 群 .  如 果 每
1 位 5 0 岁 以 上 的
无症状平均风险
人群都能按照筛
查指南定期进行
筛 查 ,  大 肠 癌 的
发病率可以减少
76%-90%, 死亡率
可以减少60%

■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科
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变量后对模型中的所有变量进行多元Logistic
回归分析, 根据模型中的β值而赋予分值, 建
立评分系统. 

结果: 息肉发生率为21.5%, 腺瘤发生率为
7.9%, 进展期腺瘤发生率为1.2%, 浸润癌发生
率为2.0%. 性别、文化程度、吸烟史、饮酒
史、工作性质、水果、奶类、腌制食品、油
炸食品、红肉摄入、月经史、体质量指数、

饮酒量、饮茶量14项是息肉的潜在预测因子
(P≤0.25). 多因素分析-Logistic回归发病风险
预测模型的建立. 吸烟史、水果摄入、红肉摄
入是息肉的独立预测因子. 息肉发病风险预测
评分系统分值>1分被判断为息肉患者.

结论: 本研究所建立的大肠癌无症状平均风
险人群息肉发病风险预测模型和评分系统具
有较高的诊断预测效能, 可望用于无症状平
均风险人群大肠癌癌前病变-息肉发病风险
预测.

关键词: 大肠癌; 筛查; 预测模型; Logistic回归; 危

险分层
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0  引言

大肠癌在全球范围均是发病率较高的恶性肿

瘤之一. 根据2008年最新统计数据, 在美国, 大
肠癌占常见肿瘤的第3位, 死亡率占第2位[1]. 亚
洲大肠癌呈急速攀升趋势, 却仍然缺乏行之有

效的筛查指南[2]. 无症状平均风险人群(average-
risk population)是指无大肠癌相关症状或预警症

状、无大肠癌和大肠腺瘤性息肉病史及家族史, 
无遗传性大肠癌和炎症性肠病病史的人群[3-4]. 
国外研究认为, 70%-75%大肠癌患者来自于50
岁以上的平均风险人群[3]. 如果每1位50岁以上

的无症状平均风险人群都能按照筛查指南定期

进行筛查, 大肠癌的发病率可以减少76%-90%, 
死亡率可以减少60%[3]. 所以, 通过对无症状平

均风险人群进行大肠癌筛查, 可以检出早期癌

和癌前病变并进行及时治疗, 从而有效降低大

肠癌的发病率、死亡率和病死率.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象来自长海医院研究开始起连续

的无症状平均风险人群. 采用横断面研究设计.

1.2 方法 
1.2.1 纳入标准: 拟行结肠镜检查; 年龄≥40岁; 
汉族; 满足下列条件之一者: (1)无症状体检人群; 
(2)非特异性症状(轻微腹痛, 间歇腹泻和便秘).
1.2.2 排除标准: (1)无家族史: 1-2级亲属中无

结、直肠肿瘤史, 60岁以下的一级亲属中无腺

瘤性息肉病史和家族遗传性综合征史, 主要包

括家族性腺瘤性息肉病、遗传性非息肉性结直

肠癌、Turcot综合征、Oldfield综合征及青少年

性息肉病等. (2)无以下疾病史: 包括大肠癌、息

肉病、炎症性肠病、其他器官肿瘤(乳腺、卵

巢、子宫及泌尿系统等). (3)无以下情况(6 mo内
未曾行血常规和FOBT检查者须先进行这2项检

查): 6 mo内缺铁性贫血; 6 mo内FOBT阳性; 12 
mo内直肠出血或便血; 体质量减轻(非减肥原因

6 mo内体质量减轻≥4.5 kg); 黑便; 里急后重; 近
5年结肠镜检查史; 结、直肠手术史.  
1.2.3 调查内容: 调查内容由两部分组成. 第1
部分包括: 一般情况、既往史、个人史(手术

史、服药史、吸烟史、饮酒史、毒物接触史

等)、饮食史、排便频率、月经史(女性检查

者). 第2部分包括: 是否完成全结肠检查、有

无并发症、肠镜检查诊断及病理结果. 调查方

法以面对面问卷调查为主. 第1部分为患者口

述信息采集, 均由专人负责填写; 第2部分为专

业医师填写信息, 肠镜及病理结果为最终诊断

标准. 
统计学处理 以SPSS15.0统计软件建立数据

库并进行统计分析. 根据数据性质, 连续变量选

用t检验, 二分类变量选用χ2检验进行单因素分

析. 多因素分析-建立预测模型并评价: 第1步选

择单因素分析中P值小于或等于0.25的危险因素

进行多因素Logistic回归分析建立预测模型. 第
2步对预测模型的区分能力(ROC曲线下面积)
和准确度进行评价. 模型拟合优度采用Hosmer-
Lemeshow方法检验. 建立评分系统并评价: 根
据危险因素变量中最小β值的绝对值为基数, 各
危险因素变量的β值与之相除得到各变量所转

化为其得分, 四舍区五入取整数以便使用. 总得

分等于各变量得分之和. 根据总得分最佳诊断

界值判定, 总得分≤n分, 赋值0(无病); 总得分>n
分, 赋值1(有病). 进一步对评分系统的区分能力

(ROC曲线下面积)和准确度进行评价. 所有统计

学分析均采用双侧检验, 单因素分析中P <0.05被
认为具有统计学差异, 多因素分析中P≤0.25被
认为具有统计学差异.

■相关报道
陈安海 et al 认为
老年人大肠息肉
的检出率、癌变
率均显著高于中
青年组, 随年龄增
长检出率有逐渐
增加的趋势.
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2  结果

2.1 一般情况 共纳入病例344例. 其中331例完

成结肠镜检查, 完成率96.2%, 13例未完成结肠

镜检查, 未完成原因: 梗阻性肿瘤6例, 不能耐受

者5例, 其他原因2例. 无一例出现并发症. 年龄

最大者81岁, 年龄最小者40岁, 平均年龄54.83
±9.52岁. 男154例(46.5%), 女177例(53.5%), 结
肠镜结果中发现息肉71例(21.5%), 腺瘤26例
(7.9%), 其中进展期腺瘤4例(1.2%), 7例确诊结

肠癌(2.0%). 
2.2 病变流行和解剖部位分布 息肉、腺瘤、

进展期腺瘤和浸润癌的发生率分别为21.5%、

7.9%、1.2%、2.0%, 各病变中解剖学部位近

端、远端均无显著性差别. 
2.3 单因素分析 由于进展期腺瘤及结肠癌病例

数较少, 共11例, 各变量P >0.05, 无统计学差异. 
息肉单因素分析后得到: 性别、文化程度、吸

烟史、饮酒史、工作性质、水果、奶类、腌制

食品、油炸食品、红肉摄入、月经史、体质量

指数、饮酒量、饮茶量14项P值均小于0.25, 是
息肉的潜在预测因子. 
2.4 多因素分析结果 Logist ic回归建立预测模

型中提示吸烟史、水果摄入、红肉摄入是息

肉的独立预测因子. 吸烟及红肉摄入是危险因

子, 水果摄入为保护因子. 多因素Logistic回归

模型中的独立预测因子见表1. 其ROC曲线下面

积0.705(0.634, 0.776), P <0.001; 敏感度为69%, 
特异度为65.4%, 准确度为66.2%, 阳性预测值

35.3%, 阴性预测值88.5%, 阳性似然比1.994, 
阴性似然比0.474. 通过模型拟合优度Hosmer-
lemeshow检验χ2 = 0.850, P  = 0.932, 说明预测值

与观察值无显著差别. 模型拟合优度良好.
2.5 建立评分系统并评价 吸烟、水果、红肉的

β值分别为: 1.178、-0.490、0.897, 以水果摄入

的β值-0.490取绝对值0.490为基数, 分别得到吸

烟、水果摄入及红肉摄入的得分分别为: 2.4、
1、1.83四舍区五入取整数为最终得分系统分

值: 2、-1、2. 其中负值表示为保护因素. 根据

各变量的β值建立评分系统: 吸烟史, 吸2分, 否0
分; 水果摄入, 是-1分, 否0分; 红肉摄入, 是2分, 
否0分. 总得分 = 2×吸烟史+(-1)×水果摄入+2
×红肉摄入. 危险因素存在是取1, 不存在示取

0. 验证其有效性的ROC曲线下面积0.704(0.633, 
0.775), P <0.001, 说明此评分系统的预测能力较

佳. 总得分(二分类赋值): 得分≤1分, 赋值0(无
息肉); 得分>1分, 赋值1(有息肉). 以评分系统二

分类判定分析试验结果中敏感度为57.7%, 特异

度为80.4%, 准确度为75.5%, 阳性预测值44.6%, 
阴性预测值87.4%, 阳性似然比2.94, 阴性似然比

0.53. 说明该评分系统有效可行.

3  讨论

本课题试图通过危险因素调查建立其评分系统

对大肠癌早期发现进行初步探讨. 本课题研究

共纳入病例344例, 结肠镜结果中发现息肉71例
(21.5%), 腺瘤26例(7.9%), 其中进展期腺瘤4例
(1.2%), 7例确诊结肠癌(2.0%), 阳性率教高. 结
直肠息肉是下消化系中的常见病, 本组结直肠

息肉检出率为21.5%. 结直肠息肉分为肿瘤性息

肉和非肿瘤性息肉, 肿瘤性息肉即腺瘤, 虽然腺

瘤是腺上皮发生的良性肿瘤, 但Morson的腺瘤

一癌因果关系学说证实结肠腺瘤是癌前病变, 
目前得到国内外学者的一致公认[5]. 

本研究结果显示, 71例息肉患者中男性49例
(68.5%)显著高于女性22例(31.5%), 性别是息肉

发生的影响因素, 与朱元民 et al [6]和McCashland 
et al [7]研究的结果相一致. 全世界大肠癌的流行

病学研究显示, 男性大肠癌的发病率普遍高于

女性, 这可能与吸烟、喝酒、在工作中的压力

状况等因素有关. 
本研究结果显示提示50岁以上息肉的检出

率较高, 与国内外学者研究结果基本一致. 陈安

海 et al [8]认为老年人大肠息肉的检出率、癌变

率均显著高于中青年组, 随年龄增长检出率有

逐渐增加的趋势. 究其原因可能与随年龄增大, 
免疫功能下降有关以及从结肠正常肠黏膜-腺瘤

-癌一般历时5-15年, 息肉早期患者可无任何症

状有关. 待出现症状而就医时, 息肉已生长5-15
年, 初次检出年龄也就推迟到中老年. 

Ashktorab et al [9]在对南美人种结肠息肉危

险因素的分析中并未发现烟酒的摄入是危险因

素之一. 陈坤 et al [10]对国内14个研究的Meta分
析后发现其OR值超过1, 且P <0.05, 故仍认为吸

烟是一危险因素因素. Shin et al [11]认为肉类尤其

表  1  多因素Logistic回归模型中的独立预测因子

     
独立预测因子	     OR 值		          95%CI

吸烟史		     3.249		    1.786-5.909

水果摄入		     0.613		    0.340-1.104

红肉摄入		     2.453		    1.372-4.386

■应用要点
本研究对于无症
状平均风险人群
大肠癌癌前病变-
息肉发病风险预
测具有较好的准
确性, 其预测模型
及评分系统对于
息肉的发病风险
有较好的诊断价
值, 可望用于无症
状平均风险人群
大肠癌发病风险
预测.
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是红肉类的大量摄入与结肠息肉发生有关. Wolf  
et al [12]认为绝经后妇女补充雌激素可以降低结

肠腺瘤的危险. Dubé et al [13]认为阿司匹林的使

用能预防结肠癌. Willett et al [14]认为钙和维生

素D的摄入能预防结肠腺瘤. Cole et al [15]则认

为叶酸可以起到预防患腺瘤性息肉. 食物方面, 
Agurs-Collins et al [16]认为豆类摄入能减低结肠

腺瘤的风险. 此外, Vinikoor et al [17]认为胆囊切

除术会增加腺瘤性息肉的再发几率. Bingham  
et al [18]通过对比欧洲10个国家519 978人的饮食

习惯和大肠癌的发病后发现, 膳食纤维的摄入

和大肠癌的发病呈负相关, 且对左半结肠保护

作用最大, 对直肠保护作用最小, 和膳食纤维的

来源无关. 一项在美国波士顿进行的包括88 757
名34-59岁女护士的研究[19], 平均随访期16年, 未
发现膳食纤维的摄入和大肠癌及腺瘤有关. 相
反, 却发现摄入较多植物纤维者结肠癌的发病

危险增加. 陈坤 et al [10]Meta分析表明: 肠道相关

症状或疾病、饮食因素中的油腻性食物等、精

神刺激和家族肿瘤史与大肠癌的发生有关, 而
轻体力活动、膳食纤维为保护性因素. 饮酒因

素未达到统计学上显著性, 而吸烟是否可以致

大肠癌各方观点不一, 经过综合分析后发现其

OR值超过1, 且P <0.05, 故仍认为是一危险因素

因素. 周伦 et al [20]研究发现轻度体力活动是大

肠癌的保护因素. 综合国内外对大肠癌的危险

因素研究分析中, 可能的危险因素: 遗传性因

素; 环境因素(高脂膳食、高糖膳食、吸烟、饮

酒等)、肥胖、糖尿病、Crohn's病、溃疡性结

肠炎等. 可能的保护因素: 水果、叶酸/VitB6、
VitC、β-胡萝卜素、膳食镁、铁、硒、高纤维

质膳食、 高体力活动、阿司匹林/NSAIDs等. 本
研究中单因素分析中得出性别、文化程度、吸

烟史、饮酒史、工作性质、水果、奶类、腌制

食品、油炸食品、红肉摄入、月经史、体质量

指数、饮酒量、饮茶量为14项危险因素. 
国内外针对无症状人群大肠癌筛查研究中, 

发病风险预测或危险分层的研究中有代表性的

是Imperiale et al [21]、Betés et al [22-23]、Lin et al [24]

和陈坤 et al [25]课题组. 但他们的模型各有其缺

点. Imperiale TF课题组以无症状体检人群为研

究对象, 建立了基于年龄、性别和远端结肠病

变的近端结肠进展期腺瘤发病风险评分系统, 
但该研究所建立的危险分层方法阳性预测值很

低. Betés M课题组以无症状平均风险人群为研

究对象, 建立了基于年龄、性别和体质量指数

(BMI)的进展期腺瘤发病风险评分系统, ROC曲
线下面积仅为0.65, 说明该方法区分病例与非病

例的能力差, 筛查效能很差. Lin et al [24]以无症状

人群为研究对象, 建立了基于年龄、性别和家

族史的进展期腺瘤发病风险评分系统. ROC曲

线下面积为0.596, 说明该方法区分病例与非病

例的能力很差. 国内陈坤 et al [25]1988年报道了基

于模糊数学的用隶属度判别危险性的用于人群

大肠癌筛查的数量化方法, 后来又进一步完善

该方法, 在代谢酶遗传多态性、环境暴露与大

肠癌关系的病例对照研究的基础上, 建立包含

环境和遗传因素的结肠癌、直肠癌危险度数学

模型. 在此基础上, 提出了以个体危险度指标AD
值结合FOBT为普通人群初筛手段, 结直肠镜检

为精筛的大肠癌普通人群序贯筛查方案[26-28]研

究结果结肠癌、直肠癌的AD阈值分别设定为

0.13和0.19时, 结肠癌的灵敏度和特异度分别为

82.2%和73.3%, 直肠癌的灵敏度和特异度分别

为73.1%和78.0%, ROC曲线下面积分别为0.851
和0.845. 其研究虽然按结肠癌、直肠癌建立的

危险度评估模型诊断价值都较高, 但该模型较

复杂, 难以临床推广及应用于无症状平均风险

人群. 本课题针对单因素分析中14项显著危险

因素中剔除月经史(女性)、饮酒量(35例)、饮

茶量(36例)进行Logistic逐步回归建立预测大肠

息肉发病模型, 分析结果提示吸烟及红肉摄入

是危险因子, 水果摄入为保护因子. 与国外Shin  
et al [11], Gatof et al [29]研究结果一致. 验证预测模

型ROC曲线下面积0.705, 说明模型区分度良好. 
根据此3项建立评分系统ROC曲线下面积0.704, 
说明此评分系统评判效果较高, 且简洁方便, 更
符合大肠癌初筛要求. 

本研究对于无症状平均风险人群大肠癌癌

前病变-息肉发病风险预测具有较好的准确性, 
其预测模型及评分系统对于息肉的发病风险有

较好的诊断价值, 可望用于无症状平均风险人

群大肠癌发病风险预测, 从而对于进一步探讨

符合我国国情的大肠癌初筛策略[30-33]具有重要

的实际意义.
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Abstract
A I M :  T o e v a l u a t e t h e s i g n i f i c a n c e o f 
arylsulphatase (ARS) activity in the screening of 
colorectal and breast cancer.

METHODS: Fifty-nine healthy volunteers, 22 
colorectal cancer patients and 110 breast can-
cer patients were included in the study. Urine 
samples were collected from these subjects to 
measure the activity of arylsulphatase to cata-
lyze 4-methyl umbelliferone sulfate to produce 
4-methyl umbelliferone. Serum tumor mark-
ers including CEA, CA199, CA72.4, CA242 and 
CA153 were also measured. Statistical analysis 
was performed using the SPSS 11.5 software.

RESULTS: The positive rates of arylsulphatase 
in urine samples from colorectal cancer patients, 
breast cancer patients and healthy controls were 
68.2%, 55.5% and 8.4%, respectively. The mean 
arylsulphatase activity in colorectal and breast 

cancer patients was significantly higher than that 
in healthy controls (0.373 U/L and 0.342 U/L vs 
0.156 U/L, respectively; t = 10.266 and 5.735, 
respectively; df = 109, 21; both P < 0.05). The 
positive rates of tumor markers CEA, CA199, 
CA72.4 and CA242 in colorectal cancer patients 
were 18.2%, 22.7%, 4.54% and 13.6%, respective-
ly, whereas the positive rates of tumor markers 
CA153 and CEA in breast cancer patients were 
3.03% and 5.05%, respectively. No significant 
correlation was noted between arylsulphatase 
activity and serum tumor markers for colorectal 
and breast cancers (P > 0.05).

CONCLUSION: Arylsulphatase activity in the 
urine is valuable for screening colorectal and 
breast cancer though it is not correlated with 
routinely used serum tumor markers for colorec-
tal and breast cancer.

Key Words: Arylsulphatase; Colorectal cancer; 
Breast cancer; Tumor marker

Zhang J ,  Zhang QY,  Dong DH.  S igni f icance  of 
arylsulphatase activity in the screening of colorectal and 
breast cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(28): 
2964-2967

摘要
目的: 探讨芳香基硫酸酯酶(ARS)法对结直肠
癌和乳腺癌筛查价值及适用性. 

方法:  利用酶催化底物的方法检测正常人
59例、结直肠癌22例、乳腺癌110例患者
组共191例临床尿液标本中ARS及其同工酶
的活性, 同时测定相关肿瘤标志物, 如CEA, 
CA199, CA72.4, CA242, CA153. 

结果: 芳香基硫酸酯酶的检测结果显示, 结直
肠癌该酶活力的平均数为0.373 U/L, 阳性率
为68.2%; 乳腺癌该酶活力的平均数为0.342 
U/L, 阳性率为55.5%, 正常人该酶活力平均数
为0.156 U/L, 阳性率为8.4%. 与正常人组比较, 
乳腺癌和结直肠癌患者尿液中芳香基硫酸酯
酶阳性百分比及酶活力增高, 差异有统计学意
义(t  = 10.266, 5.735, df = 109, 21, 均P <0.05). 

®

■背景资料
肿瘤是危害人类
健康最严重的疾
病之一, 随着肿瘤
患者的发病率升
高, 早诊断早治疗
已成为现在抗癌
的主要手段. 研究
和寻找可以实现
肿瘤早期诊断的
检测方法尤其重
要. 尤其是利用血
液、尿液等体液
标本检测方式, 更
是简单、方便, 易
于为患者所接受, 
达到早查早治的
目的.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科
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直肠癌和乳腺癌相关肿瘤标志物与芳香基硫
酸酯酶活力无相关性(P >0.05). 结直肠癌的肿
瘤标志物检测CEA阳性率为18.2%, CA199阳
性率为22.7%, CA72.4阳性率为4.54%, CA242
阳性率为13.6%, 乳腺癌的肿瘤标志物检测
CA153阳性率为27.3%, CEA阳性率为3.03%. 
直肠癌和乳腺癌相关肿瘤标志物与芳香基硫
酸酯酶活力无相关性(P >0.05).

结论: 芳香基硫酸酯酶活性对结直肠癌和乳
腺癌筛查具有一定的价值, 但与常规肿瘤标志
检测结果不直接相关.

关键词: 芳香基硫酸酯酶; 结直肠癌; 乳腺癌; 肿瘤
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0  引言

癌症是当前危害人类健康最严重的疾病之一, 
就人群的死亡病因而言, 肿瘤是西方国家仅次

于冠心病, 中国仅次于脑血管疾病的第2病因[1]. 
伴随着肿瘤患者的发病率升高, 早诊断早治疗

已成为现在抗癌的主要手段. 芳香基硫酸酯酶

(arylsulphatase, ARS)及其同工酶能水解芳香族

的硫酸酯类, 与机体解毒功能有关. 研究表明

尿中ARS活性升高多与恶性肿瘤有关[2-5]. 本实

验利用尿液样本中的ARS及其同工酶可催化4-
甲基伞形酮硫酸盐(4-MUS), 生成4-甲基伞形酮

(4-MU)的生化反应,  通过荧光酶标仪检测4-MU
的荧光强度, 并根据已知浓度的标准溶液绘制

标准曲线, 从而定量检测尿液样本中的ARS及其

同工酶的活性, 比较正常人与结直肠癌以及乳

腺癌的区别, 来判断良恶性, 已达到筛查肿瘤的

目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常对照组59例为北京大学临床肿瘤

学院经体检及辅助检查排除各种恶性疾病的健

康人员(男14例, 女45例), 年龄30-73(平均年龄

43)岁. 肿瘤组132例: 结直结肠22例(男12例, 女
10例), 年龄44-80(平均年龄63)岁; 乳腺肠癌110 
例, 年龄28-78(平均年龄51)岁, 均为北京大学临

床肿瘤学院门诊和住院患者, 肿瘤手术后标本

均经病理证实. ARS检测试剂盒北京雅康博生物

科技有限公司提供, 通过荧光酶标仪检测. CEA, 

CA199, CA72.4, CA153试剂盒购自德国罗氏公

司. CA242试剂盒购自瑞典康乃格公司. 550酶标

仪购自BIO-RAD公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本要求及检测: 尿液样本, 必须采用晨

尿, 若有杂质, 可室温3000 r/min离心10 min, 去
除杂质. 先将试剂盒、质控品、尿液样本及所

有试剂必须摇匀但不能起泡. 用微量取液器吸

取40 μL尿液、质控品、零控制液R4至EP管中, 
再加入40 μL沉淀剂R5, 混匀, 4℃放置5 min(注
意在不同的样本间更换吸头).  室温下 ,  3000 
r/min离心5 min. 用微量取液器尽量吸尽上清

后, 向管中加入40 μL底物制剂R2, 混匀, 不要

残留结块(可用手指轻弹管底), 37℃温育30-40 
min, 反应时间记为T. 迅速将反应管置于冰上, 
加入200 μL终止液R3, 混匀. 将反应管于室温下, 
6000-8000 r/min离心1 min. 分别吸取200 μL反
应后的尿液样本上清、质控品上清、零控制液

R4上清, 逐一加入荧光酶标仪的酶标板(酶标板

在加入待测样本前应洁净无杂质, 无积液). 用荧

光酶标仪进行荧光测定: 365 nm激发, 3 s内记录

445 nm发射光数值. 其中待测尿液样本、质控

品的读数记为Ai, 零控制液R4的读数记为A0. 绘
制标准曲线: 用荧光酶标仪分别对4个标准溶液

(B1-B4)进行荧光测定, 365 nm激发, 3 s内记录

450 nm发射光数值, 分别记为B1, B2, B3, B4. 质
控品的酶活力值在允许数值范围内, 本次试验

有效. 参考值: 酶活力≤0.300 U/L, 样本为阴性; 
酶活力>0.300 U/L, 样本为阳性. 
1.2.2 肿瘤标志物CEA, CA153, CA199, CA72.4
检测: 空腹取血2 mL经4000 r/min离心10 min, 
取上清血清用双抗体夹心法在罗氏E170全自

动免疫分析仪采用电化学发光方法按标准程

序检测. 肿瘤标志检测结果判断, CEA>5 μg/L, 
CA153>25 kU/L, CA199>37.0 kU/L, CA72.4>6.7 
kU/L为阳性.
1.2.3 肿瘤标志物CA242检测: 空腹取血2 mL经
4000 r/min离心10 min, 取上清血清, 分别加入标

准品和患者血清, 孵育后洗涤然后加入抗体后再

■相关报道
近年来, 结肠癌的
发病率不断上升, 
已由恶性肿瘤的
第4位上升到第3
位, 发达国家如美
国估计大肠癌死
亡人数56 290人, 
占全年癌症死亡
总数的9.9%, 仅次
于肺及气管癌而
位居第2位.

表  1  191例尿液标本芳香基硫酸酯酶的检测

     
分组	             n            阳性n (%)      酶活力平均值(IU/L)

正常人	          59             5(8.4)                0.15630

结直肠癌	          22           15(68.2)              0.37355

乳腺癌	        110           61(55.5)              0.34150
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洗涤, 最后加入底物450 nm比色, 采用酶联免疫

法方法(ELISA), 通过标准曲线, 获得样品数值. 
CA242试剂盒购自瑞典康乃格公司, 采用ELISA
标准程序检测, 通过BIO-RAD公司550酶标仪检

测A值, 进行比计较分析. CA242>20 kU/L为阳性.
统计学处理 计量资料采用SPSS11.5统计软

件对临床数据进行统计学分析, 采用独立样本t
检验.

2  结果

2.1 芳香基硫酸酯酶的检测 与正常人组比较, 乳
腺癌和结直肠癌患者尿液中芳香基硫酸酯酶阳

性百分比及酶活力增高, 差异有统计学意义(t  = 
10.266, 5.735, df = 109, 21, 均P <0.05, 表1).
2.2 患者肿瘤标志物的检测及与芳香基硫酸酯

酶活力的关系 结直肠癌肿瘤标志的检测结果 
CEA阳性率为18.2%, CA199阳性率为22.7%, 
CA72.4阳性率为4.54%, CA242阳性率为13.6%, 
结果表明直肠癌相关肿瘤标志物与芳香基硫酸

酯酶活力无相关性(P >0.05). 乳腺癌的肿瘤标志

物检测结果CEA阳性率为3.03%, CA153阳性率

为5.05%, 结果表明乳腺癌相关肿瘤标志物与芳

香基硫酸酯酶活力无相关性(P >0.05, 表2).

3  讨论

近年来, 结肠癌的发病率不断上升, 已由恶性肿

瘤的第4位上升到第3位, 发达国家如美国估计

大肠癌死亡人数56 290人, 占全年癌症死亡总数

的9.9%, 仅次于肺及气管癌而位居第2位[6-14]. 另
外, 乳腺癌是严重威胁女性健康的恶性肿瘤. 在
美国, 每8位女性中会有1位患乳腺癌[15-20]. 随着

人民生活水平的不断提高, 我国乳腺癌发病率

也呈逐年上升趋势, 年增长率达到2%, 在城市, 
乳腺癌已成为女性最常见的恶性肿瘤. 因此, 乳
腺癌的早期诊断对改善患者预后和提高治愈

率意义重大[21]. 所以早诊断, 早治疗对改善患

者的预后就意义重大. 随着社会的进步和人民

生活水平的提高, 人们对健康的需求与渴望越

来越高, 医疗消费者的需求心理也随之发生变

化, 人们对健康有了新的追求和目标, 不再是因

病就医. “有病没病先查查, 有病早治, 没病早

防”, 已经成为越来越多人的健康理念, “健康

体检”已经成为一种健康消费形式[22]. 虽然目

前对恶性肿瘤的检测手段多种多样, 但都存在

着局限性[1], 如结肠镜检查, 乳腺影像学检查确

等等虽然直观准, 但是操作复杂, 存在技术难度, 
不利于大规模普查, 还有一些肿瘤标志物的检

测, 如AFP、CEA、VCA-IgA、CA199、CA153, 
CA72.4, CA242等, 虽然检测的灵敏度好, 但检

测范围不够广, 不适于肿瘤筛查[1]. 
以往对于乳腺癌和结直肠癌的检测研究中

尝试了许多检测的方法[23-26], 同时多年来也对出

尿液的检测开始了探讨[27-30]. 由于检测患者尿液

方便、简单, 无需特殊仪器, 无创伤, 易被患者

接受, 有利于大规模地进行普查筛选[30]. 本文中

ARS试剂盒的检测原理是ARS及其同工酶能水解

芳香族的硫酸酯类, 与机体解毒功能有关. 研究

表明尿中ARS活性升高多与恶性肿瘤有关[2-5]. 因
此ARS检测试剂盒通过一个生化反应, 利用样

本中ARS及其同工酶催化试剂盒中4-MUS, 生
成4-MU, 再利用荧光酶标仪检测4-MU的荧光

强度, 并根据已知浓度的标准溶液绘制标准曲

线, 从而定量检测尿液样本中的ARS及其同工

酶的活性. 本文对119例标本的检测结果显示: 
结直肠癌的酶活力的平均数为0.373 U/L, 阳性

率为68.2%; 乳腺癌的酶活力的平均数为0.342 
U/L, 阳性率为55.5%; 正常人的酶活力的平均

数为0.156 U/L, 阳性率为8.4%, 与正常人组比

较, 乳腺癌和结直肠癌患者尿液中芳香基硫酸

酯酶阳性百分比及酶活力增高, 差异有统计学

意义(t  = 10.266, 5.735, df = 109, 21, 均P <0.05). 
结直肠癌肿瘤标志的检测结果C E A阳性率为

18.2%, CA199阳性率为22.7%, CA72.4阳性率为

4.54%, CA242阳性率为13.6%, 结果表明直肠癌

相关肿瘤标志物与芳香基硫酸酯酶活力无相关

性(P >0.05). 乳腺癌的肿瘤标志物检测结果CEA
阳性率为3.03%, CA153阳性率为5.05%, 结果表

明乳腺癌相关肿瘤标志物与芳香基硫酸酯酶活

■应用要点
芳香基硫酸酯酶
活性对结直肠癌
和乳腺癌筛查具
有一定的价值, 但
与常规肿瘤标志
检测结果不直接
相关.

表  2  患者肿瘤标志物的检测及与芳香基硫酸酯酶活力的关系

     
			         结直肠癌			               乳腺癌

	           CEA	                CA199	    CA72.4	            CA242	     CEA	        CA153

r值	     -0.213            -0.386            -0.052            -0.414            -0.045            0.063

P值	       0.177               0.042              0.412              0.031               0.319            0.225



www.wjgnet.com

张晶, 等. 芳香基硫酸酯酶法对结直肠癌和乳腺癌筛查的价值						               2967

力无相关性(P >0.05). 结合本试验可以认为结直

肠癌患者、乳腺癌患者尿液中平均ARS活力高

于正常人. 可见ARS检测试剂盒对结直肠恶性

肿瘤、乳腺恶性肿瘤的筛查具有一定的价值. 
同时也可弥补肿瘤标志检测的一些不足, 其操

作简便, 患者标本留取方便, 适合于结直肠恶性

肿瘤、乳腺恶性肿瘤体检筛查和辅助诊断. 但
是本试验中的可能出现某些假阳性或假阴性可

疑病例, 对待这些病例, 要进步检查, 应严密随

访、定期复查, 减少漏诊或误诊. 
总之, ARS检测试剂盒对结直肠恶性肿瘤、

乳腺恶性肿瘤的筛查具有一定的价值. 有望通

过进一步的研究用于癌症患者的初步筛查.
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■同行评价
本文内容较新, 设
计与推理都较合
理, 提供了有价值
的信息, 但尚属初
步研究, 其准确率
与灵敏度等尚需
进一步探讨.
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