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■背景资料
Nesfatin-1是新发
现的多肽, 他可通
过减少摄食、调节
能量代谢平衡等减
轻大鼠体质量, 其
对胃排空及平滑肌
条收缩亦有影响. 

Received: 2011-12-07    Revised: 2012-01-17 
Accepted: 2012-03-10    Published online: 2012-03-18

Abstract 
AIM: To observe the impact of treatment with 
Nesfatin-1 on gastric emptying and stomach 
smooth muscle contraction in obese rats. 

METHODS: Obese rats were fed a high-nutrition 
diet for 6 weeks, while control rats were fed a 
normal diet. Different concentrations of Nesfa-
tin-1 (0.5, 5, 50 μmol/L) were injected into the 
dorsal vagal complex (DVC). Gastric emptying 
was then determined, and the spontaneous con-
traction of isolated circular smooth muscle of 
gastric fundus and gastric body was recorded. 
In addition, the impact of different concentra-
tions of Nesfatin-1 (0.026, 0.26, 2.6 μmol/L) on 
acetylcholine (Ach)-induced muscle contraction 
was observed. 

RESULTS: Various concentrations of Nesfatin-1 
significantly inhibited the contraction of gastric 
smooth muscle strips isolated from both normal 
and obese rats compared to rats treated with 
normal saline (q = 3.93-15.72, all P < 0.05 or 0.01). 
Compared to normal rats, low-concentration 
Nesfatin-1 showed no significant relaxing effect 
on stomach fundus smooth muscle in obese rats 
(P > 0.05); however, medium and high concen-
trations of Nesfatin-1 significantly inhibited the 
contraction of gastric fundus smooth muscle of 
obese rats (t = 2.14, 2.63; both P < 0.05). Com-
pared to normal rats, low and medium concen-
trations of Nesfatin-1 showed no significant re-
laxing effect on stomach corpus smooth muscle 
in obese rats (both P > 0.05); however, high-
concentration Nesfatin-1 significantly inhibited 
the contraction of gastric corpus smooth muscle 
of obese rats (t = 2.53, P < 0.05).

CONCLUSION: Nesfatin-1 inhibits gastric emp-
tying in normal and obese rats and acetylcholine-
induced gastric smooth muscle contraction in 
obese rats in a concentration-dependent manner. 
The inhibitory effect of Nesfatin-1 is stronger in 
normal rats than in obese ones.

■同行评议者
任建林, 教授, 厦
门大学附属中山
医院消化内科 厦
门市消化疾病研
究所
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■研发前沿
N e s f a t i n - 1对肥
胖大鼠胃动力的
影 响 报 道 较 少 , 
Nesfatin-1对胃排
空及离体胃平滑
肌条收缩的影响
及机制有待进一
步研究.

Key Words: Nesfatin-1; Obese; Smooth muscle; 
Gastric emptying; Contraction

Li N, Tian ZB, Sun GR, Wei LZ, Xu L, Wang BH, Kong XJ, 
Ding XL, Cui MJ. Effect of Nesfatin-1 on gastric emptying 
and contraction of gastric smooth muscle strips in obese 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 631-637

摘要
目的: 观察Nesfatin-1对正常及单纯性肥胖大
鼠胃排空及离体胃平滑肌条收缩活性的影响. 

方法: 高脂饲料喂养♂大鼠6 wk, 制作单纯性
肥胖大鼠模型; 正常及肥胖大鼠实验组中枢注
入不同浓度Nesfatin-1(0.5 μmol/L、5 μmol/L、
50 μmol/L)后测胃排空率; 生理记录仪记录
大鼠胃底、胃体平滑肌条自发收缩及不同
浓度Nesfatin-1(0.026 μmol/L、0.26 μmol/L、 
2.6 μmol/L)作用下对乙酰胆碱(Ach)诱导的肌
条收缩的影响. 

结果: Nesfa t in-1可抑制正常及肥胖大鼠胃
平滑肌条收缩 ,  低、中、高浓度组与生理
盐水对照组相比差异均有统计学意义(q  = 
3.93-15.72, P <0.05-0.01). 随Nesfatin-1浓度的
增高, 其抑制作用呈明显剂量依赖关系(q  = 
3.45-5.69, P <0.05-0.01). 低浓度Nesfatin-1抑
制正常大鼠、肥胖大鼠胃底平滑肌条收缩作
用无显著性差异(P >0.05), 中、高浓度对正常
大鼠胃底平滑肌条抑制作用强于肥胖大鼠(t  
= 2.14, P <0.05; t = 2.63, P <0.05). 低、中浓度
Nesfatin-1抑制正常大鼠、肥胖大鼠离体胃体
平滑肌条收缩作用无显著性差异(P >0.05), 但
高浓度抑制正常大鼠离体胃体平滑肌条收缩
作用显著强于肥胖大鼠(t  = 2.53, P <0.05). 

结论: Nesfatin-1可抑制正常及肥胖大鼠胃排
空, 胃排空率随Nesfat in-1浓度增加而降低. 
Nesfatin-1可抑制乙酰胆碱诱导的单纯性肥胖
大鼠离体胃平滑肌条的收缩活动, 其抑制作用
随Nesfatin-1浓度增高而增强; 相同Nesfatin-1
浓度抑制正常大鼠离体平滑肌条收缩作用强
于肥胖大鼠. 

关键词:  Nesfatin-1; 肥胖; 平滑肌; 胃排空; 收缩
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0  引言

肥胖症是高血压病、冠心病、糖尿病等常见疾

病的危险因子, 严重影响现代人的生活质量, 防
治肥胖具有非常重要的意义[1-4]. 大脑对机体能

量的调节是通过一系列复杂多样的化学信号分

子传递的, 在维持能量平衡中发挥重要作用[5-8]. 
Nesfatin-1是新发现的一种摄食调节肽, 可参与

能量代谢, 其前体是NEFA基因编码的420个氨

基酸组成的多肽(nucleobindinⅡ, NUCB2), 脑室

注射给予Nesfatin-1抑制摄食呈剂量依赖性, 而
同时给予其特异性抗体可使摄食量增多[9]. 研究

表明Nesfatin-1有一定的抑制摄食作用, 但是否

也具有调节大鼠胃排空的作用目前尚无报道, 
本实验观察Nesfatin-1对离体胃平滑肌条收缩的

作用及中枢注射Nesfatin-1对正常及肥胖大鼠胃

排空的影响, 探讨肥胖状态下Nesfatin-1对胃排

空及平滑肌条活性影响的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 酚红、三氯乙酸购自国药集团化学试

剂有限公司; 氯化乙酰胆碱购自上海三爱思试

剂有限公司; Nesfatin-1购自Phoenix Pharmaceu-
ticals, USA; 四道生理记录仪RM6240 BD型及四

腔器官浴槽系统购自成都仪器厂. 
1.2 方法

1.2.1 动物准备: 128只♂Wistar大鼠, 体质量在

100-120 g(青岛药检所提供), 随机各分成8个正

常饲料组及模型组. 正常组喂以正常饲料, 模型

组喂以高脂高营养性饲料, 配方为100 g基础饲

料中加入全脂奶15 g、猪油5 g、鸡蛋黄50 g、
黄豆15 g、鱼肝油10滴, 每周观察大鼠体质量、

身长、Lee's指数[(体质量)1/3×103/体长cm],  
6 w k后内眦取血检测甘油三酯和胃排空的变 
化[10]. 正常饲料组及模型组大鼠均在22 ℃±2 ℃
室温条件下饲养, 每天8:00-20:00光照, 自由饮

水, 湿度保持在55%±10%. 
1.2.2 迷走复合体(DVC)区埋置套管: 取♂Wistar
正常及肥胖大鼠, 用400 mg/kg水合氯醛腹腔注

射麻醉, 将大鼠俯卧位固定于脑立体定位仪上, 
头部正中切口, 用3%的双氧水腐蚀软组织, 充分

暴露颅骨, 使前后囟位于同一水平线, 根据大鼠

脑部立体定位图谱(Paxinos&Watson, 第5版)确
定DVC的位置(L+0.4, F-13.8, H+8.0), 用三棱针

钻开颅骨, 清除硬脑膜及蛛网膜, 将长15 mm, 内
径3 mm, 外径4 mm的自制不锈钢套管垂直置入

左侧DVC区, 用502胶及牙托粉固定金属套管, 
并插入不锈钢内芯防止阻塞. 
1.2.3 中枢注射Nesfatin-1测胃排空率: DVC置管
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■相关报道
Oh-I等研究表明
Nesfatin-1对摄食
有抑制作用, 中枢
注射NUCB2重组
蛋白可使大鼠体
重降低, 摄食量也
呈剂量依赖性的
减少; Stengel等动
物实验表明, Nes-
fatin-1能明显抑制
瘦素受体突变小
鼠的摄食, 考虑其
作用可能与α -促
黑素细胞刺激素
(α-MSH)有关.

手术后大鼠单笼饲养, 恢复7 d, 每天予腹腔注射

2万单位青霉素预防感染. 将正常及肥胖大鼠禁

食8 h不禁水. 分别予实验组大鼠DVC区微量注

射Nesfatin-1: 0.5 μmol/L、5 μmol/L、50 μmol/L
各0.5 μL, 2 min内注完, 留针1 min. 生理盐水对

照组大鼠同样方法注入等容积生理盐水(N S) 
0.5 μL. 2.5 h后每只大鼠给予50 mg/dL酚红2 mL
灌胃, 15 m in后将大鼠颈椎脱臼, 打开腹腔, 结
扎贲门和幽门, 取出整个鼠胃, 沿胃大弯切开, 
以蒸馏水冲洗胃内容物, 定容为20 mL. 再加入

0.5 mol/L NaOH 20 mL搅拌混匀, 静置1 h后取 
5 mL上清液, 加入20%三氯乙酸0.5 mL去蛋白, 
以3500 r/m in(离心半径0.1 m)离心10 m in, 取
上清液用分光光度计在560 nm波长下测定吸

光度值. 另取酚红溶液2 mL, 先后加入蒸馏水 
18 mL、0.5 mol/L NaOH 20 mL、20%三氯乙酸

4 mL搅拌混匀, 测定吸光度值. 大鼠胃排空率 = 
(1-实测酚红吸光度/标准酚红吸光度)×100%. 
1.2.4 检验埋管位置准确性: 实验结束后, 正常及

肥胖大鼠均经套管微量注射0.2 μL滂胺天蓝于

DVC, 打开胸腔予心脏灌流生理盐水及4%多聚

甲醛固定脑组织, 将脑组织切成50 μm冠状冰冻

切片, 观察DVC置管定位. 定位不准确的实验结

果不予统计. 
1.2.5 平滑肌条制备及体外肌条舒缩实验: 实验

前大鼠禁食24 h不禁水, 颈椎脱臼法处死, 剖腹取

胃, 沿胃小弯剪开. 用Krebs液(mmol/L: 137.5 Na+, 
5.9 K+, 2.5 Ca2+, 1.2 Mg2+, 134.2 Cl-, 15.5 HCO3

-, 
1.2 H2PO4

-, 11.5 glucose)洗净胃内容物后放入盛

有Krebs液的硅胶盘中, 去掉黏膜及黏膜下层, 分
别取胃体、胃底大小约2 mm×10 mm[11]的环行

肌条, 放入37 ℃恒温浴槽中, 并通入含950 mL/L 
O2和50 mL/L CO2的混合气体. 将肌条一端固定

于浴槽通气侧弯钩上, 另一端悬挂于张力换能器

上, 并连接生理记录仪, 稳定1 h, 并记录肌条张力

曲线, 待肌条的自发收缩活动稳定后加入乙酰胆

碱, 待收缩曲线稳定后实验组加入Nesfatin-1, 对
照组加入等容积的生理盐水, 观察不同浓度Nes-
fatin-1(0.026 μmol/L、0.26 μmol/L、2.6 μmol/L)

对肌条张力的影响. 
统计学处理 应用SPSS18.0统计学软件进行

数据处理, 两组数据间比较采用t检验, 多组间

比较采用单因素方差分析法. 以乙酰胆碱(5×
10-7 mol/L)诱导产生的收缩波之后平台期的张

力为对照值(g), 以加入药物后平滑肌舒张至最

低波谷为效应值(g). 结果以张力变化百分率表

示(张力变化百分率 = 效应值/对照值×100%). 
所有结果用mean±SD表示, P <0.05差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 高脂饲料对大鼠体质量、体长及Lee's指数

的影响 用2种不同饲料喂养的大鼠, 高脂饲料组

体质量增长较快, 明显超过正常对照组, 两组差

异有统计学意义(t  = 6.34, P <0.01). 高脂饲料组

大鼠身长、Lee's指数及甘油三酯含量均明显高

于正常对照组(t = 3.41, P <0.05; t = 5.89, P <0.01; 
t = 2.72, P <0.05, 表1). 
2.2 Nesfatin-1对正常及肥胖大鼠胃排空率的影

响 低浓度Nesfatin-1(0.5 μmol/L)对正常大鼠胃

排空有显著抑制作用(q  = 3.45, P <0.05), 但对肥

胖大鼠胃排空无显著影响(q  = 2.95, P >0.05); 中
浓度和高浓度Nesfatin-1(5.0 μmol/L、50 μmol/L)
均可显著抑制正常大鼠和肥胖大鼠胃排空作用

(P <0.01), 且呈显著量效依赖关系(q  = 3.03-5.20, 
P <0.05-0.01, 表2). 
2.3 Nesfatin-1对正常及肥胖大鼠胃平滑肌条收

缩活动的影响

2.3.1 Nesfatin-1对大鼠胃底平滑肌条收缩活动的

影响: 低、中或高浓度Nesfatin-1对由乙酰胆碱

(5×10-7 mol/L)诱导的正常大鼠胃底离体平滑肌

条的收缩活动均有抑制作用(q  = 6.43, P <0.01; q  
= 10.03, P <0.01; q  = 15.72, P <0.01), 随Nesfatin-1
浓度的增高, 其抑制作用显著加强, 呈明显剂量

依赖关系(q  = 3.60-5.69, P <0.05-0.01, 图1, 表3). 
低、中、高浓度的Nesfat in-1可明显抑制

由乙酰胆碱(5×10-7 mol/L)诱导的肥胖大鼠胃

底离体平滑肌条的收缩活动(q  = 4.18, P <0.01; 

表 1 高脂饲料对大鼠体质量、身长、Lee'S指数及甘油三酯的影响(mean±SD)

     分组       体质量(g)    身长(cm)     Lee's指数 甘油三酯(mmol/L)

对照组 329.96±52.13   20.3±0.95 339.61±11.66      1.22±0.22

高脂组 404.67±53.34b 21.02±0.94a 356.40±13.75b      1.50±0.24a

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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■应用要点
Nesfatin-1对正常
及肥胖大鼠胃排
空及离体胃平滑
肌条收缩活动均
有抑制作用, 且对
正常大鼠抑制作
用较强, 可对临床
上肥胖患者胃动
力障碍方面的研
究提供参考.

q  = 6.70, P <0.01; q  = 11.74, P <0.01). 中浓度组 
(0.26 μmol/L)与低浓度组(0.026 μmol/L)相比较, 
差异无显著性(P >0.05), 高浓度组(2.6 μmol/L)与
中浓度组(0.26 μmol/L)相比较差异有统计学意

义(q  = 5.04, P <0.01, 图2, 表3). 
低浓度Nesfa t in-1(0.026 µmol/L)对正常

大鼠、肥胖大鼠胃底平滑肌条收缩抑制作用

无显著性差异(P >0.05); 但中浓度Nesfa t in-1 

(0.26 μmol/L)和高浓度Nesfatin-1(2.6 μmol/L)
对肥胖大鼠胃底平滑肌条的舒缩张力的抑制

作用弱于正常大鼠 (t  = 2.14, P <0.05; t  = 2.63, 
P <0.05). 
2.3.2 Nesfatin-1对大鼠胃体平滑肌条收缩活动的

影响: 低、中、高浓度Nesfatin-1对由乙酰胆碱

(5×10-7 mol/L)诱导的正常大鼠胃体离体平滑肌

条的收缩活动均有抑制作用(q  = 6.18, P <0.01; q  

表 2 Nesfatin-1对大鼠胃排空率的影响(mean±SD)

     分组      剂量(μmol/L)    正常大胃排空率(%)    肥胖大胃排空率(%)

对照组             -         63.42±6.9         57.17±8.2

Nesfatin-1组

           0.5         54.24±8.9a         49.89±6.9

           5.0         44.65±6.6bc         41.94±7.4bc

           50         30.80±7.5bf         33.99±7.1be

aP<0.05 ,  bP<0.01 vs  对照组;  cP<0.05 vs  0.5 μmol/L; eP<0.05, fP  <0.01 vs  5.0 μmol/L.

2.6 μmol/L 
Nesfatin-1

Ach

NSA

Ach

0.026 μmol/L 
Nesfatin-1

B 0.26 μmol/L 
Nesfatin-1

C

Ach

D

Ach

图 1 Nesfatin-1对正常大鼠胃底平滑肌条收缩影响. A: 生理盐水对照组; B: 0.026 μmol/L Nesfatin-1组; C: 0.26 μmol/L 

Nesfatin-1组; D: 2.6 μmol/L Nesfatin-1组.

2.6 μmol/L 
Nesfatin-1

Ach Ach Ach Ach

NS
0.026 μmol/L 
Nesfatin-1

0.26 μmol/L 
Nesfatin-1

2.6 μmol/L Nesfatin-1A B C D

图 2 Nesfatin-1对肥胖大鼠胃底平滑肌条收缩影响. A: 生理盐水对照组; B: 0.026 μmol/L Nesfatin-1组; C: 0.26 μmol/L 

Nesfatin-1组; D: 2.6 μmol/L Nesfatin-1组.

1.5 g

10 min

1.5 g

10 min

表 3 离体胃平滑肌条张力变化百分率(n = 10, mean±SD, %)

     
部位         对照组

                             Nesfatin-1(μmol/L)

         0.026           0.26               2.6 

正常大鼠胃底   100.10±6.70   84.78±7.90b   76.20±8.50bc     62.65±6.90bf

正常大鼠胃体     99.90±7.00   84.87±8.10b   75.96±7.70bc     63.78±7.90bf

肥胖大鼠胃底   100.80±7.20   90.28±9.20b   83.93±7.60bg     71.25±7.70bfg

肥胖大鼠胃体   101.60±6.60   91.53±9.30a   82.70±8.70bc     72.49±7.50beg

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  0.026 μmol/L; eP<0.05, fP<0.01 vs  0.26 μmol/L; gP<0.05 

vs  正常大鼠同部位同浓度.
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= 9.85, P <0.01; q  = 14.86, P <0.01), 随Nesfatin-1
浓度的增高, 其抑制作用呈剂量依赖关系(q  = 
3.67-5.01, P <0.05-0.01, 图3, 表3). 

低、中、高浓度Nesfatin-1对由乙酰胆碱(5
×10-7 mol/L)诱导的肥胖大鼠胃体离体平滑肌条

的收缩活动均有抑制作用(q  = 3.93, P <0.05; q  = 
7.39, P <0.01; q  = 11.37, P <0.01), 随Nesfatin-1浓
度的增高, 其抑制作用显著加强, 呈明显剂量依

赖关系(q  = 3.45-3.99, P <0.05, 图4, 表3). 
低浓度(0.026 μmol/L)及中浓度(0.26 μmol/

L)Nesfat in-1对正常大鼠、肥胖大鼠离体胃体

平滑肌条作用无显著性差异(P >0.05), 但高浓

度Nesfatin-1(2.6 μmol/L)对肥胖大鼠离体胃体

平滑肌条收缩抑制作用低于正常大鼠(t  = 2.53, 
P <0.05). 

3  讨论 

目前Nesfatin-1/NUCB2的功能及机制等方面仍

有很多未知领域, 但是从大鼠、小鼠到人的Nes-
fatin-1序列具有高度保守性[12]. NUCB2在激肽原

转化酶的作用下可裂解为Nesfatin-1、Nesfatin-2
及Nesfatin-3 3个片段, 但只有Nesfatin-1对摄食

有抑制作用[9]. 已有研究表明中枢注射NUCB2重
组蛋白可使大鼠体质量降低, 摄食量也呈剂量

依赖性的减少[9,13,14]. Nesfatin-1在中枢及外周均

有表达, 在中枢Nesfatin-1主要表达于下丘脑, 包
括下丘脑弓形核(arcuate nucleus, ARC)、室旁核

(paraventricu1ar nucleus, PVN)、视上核和下丘

脑外侧区. 此外Nesfatin-1也存在于脑干, 如迷走

神经背核、孤束核等部位[15-18]. 迷走神经背核大

部分神经元参与调节胃肠道反应, 所以迷走神

经背核释放Nesfatin-1可能参与调控胃肠道收缩

活动, 从而参与摄食调节[19,20]. 已有研究证明, 下
丘脑和孤束核的葡萄糖感受神经元均参与摄食

调控[21,22]. 最近Maejima等[28]报道, 第3脑室注射

Nesfatin-1诱发c-Fos的表达主要位于室旁核和

孤束核(nucleus tractus solitarius, NTS). 这种选择

性c-Fos表达, 提示除室旁核之外, NTS是Nesfa-
tin-1抑制摄食的重要靶点之一. 形态学的研究已

证明, 室旁核催产素神经元发出下行纤维支配

NTS[23]. 目前认为瘦素和促黑细胞皮质素产生的

α-促黑细胞刺激素(alpha-melanocyte-stimulating 
hormone, α-MSH)是摄食调节系统中的关键信号

分子[24]. 动物实验表明[25-28], Nesfatin-1能明显抑

制瘦素受体突变小鼠的摄食, 考虑其作用可能

与瘦素信号系统关系不大. 然而, 注射α-MSH能

增加下丘脑室旁核中NUCB2基因表达, 这表明

黑皮质素对摄食行为的调节, 可能通过NUCB2 
Nesfatin-1这一信号通路发挥作用, Nesfatin-1可
能是与下丘脑中黑皮质素信号表达有关的一种

饱食因子. 本实验研究显示中枢注射Nesfatin-1
呈剂量依赖性抑制大鼠胃排空. 较低剂量Nesfa-
tin-1组即可抑制正常大鼠胃排空, 但对肥胖大鼠

胃排空无明显抑制作用, 推测正常与肥胖大鼠

胃排空机制可能存在差异. 
既往研究表明在外周胰腺、胃、十二指肠

均可发现Nesfatin-1免疫阳性细胞高表达, 而且

胃黏膜NUCB2 mRNA的表达比脑组织高十几

■同行评价
本文的先进性、
科学性均好, 结果
结论可靠, 对临床
上肥胖患者胃动
力障碍方面的研
究可提供参考.

Ach Ach Ach Ach

NS 0.026 μmol/L 
Nesfatin-1

0.26 μmol/L 
Nesfatin-1

2.6 μmol/L Nesfatin-1

A B C D

图 4 Nesfatin-1对肥胖大鼠胃体平滑肌条收缩影响. A: 生理盐水对照组; B: 0.026 μmol/L Nesfatin-1组; C: 0.26 μmol/L 

Nesfatin-1组; D: 2.6 μmol/L Nesfatin-1组.

1.5 g

10 min

Ach Ach Ach Ach

NS 0.026 μmol/L 
Nesfatin-1

0.26 μmol/L 
Nesfatin-1

2.6 μmol/L Nesfatin-1

A B C D

图 3 Nesfatin-1对正常大鼠胃体平滑肌条收缩影响. A: 生理盐水对照组; B: 0.026 μmol/L Nesfatin-1组; C: 0.26 μmol/L 

Nesfatin-1组; D: 2.6 μmol/L Nesfatin-1组.

1.5 g

10 min
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倍[29]. 本实验观察了Nesfatin-1对正常及肥胖大

鼠离体胃平滑肌条收缩活性的影响, 结果显示

Nesfatin-1可呈剂量依赖性地抑制正常及肥胖大

鼠离体平滑肌条收缩. 低浓度Nesfatin-1对肥胖

和正常大鼠胃底、胃体平滑肌条舒缩抑制作用

无显著性差异; 中浓度Nesfatin-1对肥胖和正常

大鼠离体胃体平滑肌条抑制作用无显著性差异, 
对肥胖大鼠胃底平滑肌条舒缩张力抑制作用弱

于正常大鼠. 高浓度Nesfatin-1对肥胖大鼠离体

胃底及胃体平滑肌条抑制作用均弱于正常大鼠. 
简言之, Nesfatin-1对正常大鼠平滑肌条抑制作

用强于肥胖大鼠. 但因Nesfatin-1受体目前尚未

发现, 关于Nesfatin-1抑制平滑肌条作用机制有

待于进一步研究. 
总之, Nesfatin-1能抑制正常及单纯性肥胖

大鼠胃排空及离体胃底和胃体平滑肌条的收缩. 
在相同药物浓度下, Nesfatin-1对肥胖大鼠胃平

滑肌条的抑制作用比正常大鼠作用弱, 这可能

与肥胖大鼠体内Nesfatin-1基础水平及对外源性

注入Nesfatin-1后的敏感性不同有关, 具体原因

未明. 通过上述实验, 对肥胖大鼠胃肠动力等方

面进行实验研究, 为进一步减轻肥胖提供理论

帮助. 
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Abstract
AIM: To establish a HepG2 cell line stably trans-
duced with a lentivirus expressing the HBV X 
(HBx) gene for studying the biological function 
of HBx and its role in hepatocarcinogenesis. 

METHODS: The HBV X gene was amplified 
from plasmid pIERES2-EGFP-HBV by PCR. The 
purified HBx gene fragment was inserted into 
a lentivirus vector (pZac2.1), and the insertion 
was identified by PCR, restriction endonuclease 
analysis and DNA sequencing. HepG2 cells were 
then transfected with the packaged recombinant 
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慢病毒介导HBV X基因稳定表达HepG2细胞系的建立

余桂芳, 严跃红, 王瑞鑫, 李显波, 曾文铤, 朱科伦

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒 X
基因与原发性肝
癌 的 发 生 、 发
展以及侵袭转移
等 关 系 密 切 ,  构
建HBx稳定表达
HepG2为日后研
究HBx的蛋白功
能及其肿瘤发生
的机制奠定基础. 

lentivirus, and resistant cell clones were selected 
with puromycin. The expression of HBx was ex-
amined using RT-PCR, immunohistochemistry, 
and Western blot. 

RESULTS: Restriction enzyme digestion and 
DNA sequencing showed that the full-length 
HBx (489 bp) gene had been successfully sub-
cloned into the lentiviral vector to result in the 
recombinant vector pZac2.1-HBx. The titre of pu-
rified recombinant lentivirus was 1×108 TU/mL. 
Monoclonal cell line HepG2-HBx was produced 
8-10 d after transfection with the recombinant 
lentivirus and selected with puromycin. HBx 
mRNA could be detected on days 3, 14, 30 and 
at 2 mo after cell colony formation. Meanwhile, 
stable expression of HBx protein was verified by 
immunohistochemistry and Western blot. 

CONCLUSION: A HepG2 cell line stably trans-
duced with a lentivirus expressing the HBx gene 
has been successfully generated.

Key Words: Hepatitis B virus; X gene; HepG2; Len-
tivirus; Stable cell line

Yu GF, Yan YH, Wang RX, Li XB, Zeng WT, Zhu KL. E 
stablishment of a HepG2 cell line stably transduced with 
a lentivirus expressing the HBV X gene. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 638-643

摘要
目的: 构建乙型肝炎病毒X基因(HBV X)重组
慢病毒表达载体, 建立稳定表达HBV X蛋白
(HBx)的HepG2细胞系. 

方法: 应用PCR法从质粒pIERES2-EGFP-
HBV中扩增X基因片段, 克隆至慢病毒载体
pZac2.1, 应用PCR、酶切和测序鉴定正确后, 
经病毒包装, 感染HepG2细胞, 经嘌呤霉素
筛选稳定表达细胞株, RT-PCR、免疫组织化
学、Western blot鉴定HBx的表达. 

结果: 酶切鉴定和基因序列测定证实长度为
489 bp的HBx基因成功克隆至慢病毒表达载
体pZac2.1-HBx; 重组慢病毒经包装、纯化后
获得滴度为1×108 TU/mL, 通过感染HepG2

■同行评议者
周霞秋, 教授, 上海
瑞金医院感染科
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■应用要点
本文主要以慢病
毒 表 达 系 统 在
HepG2细胞系稳
定表达HBV X基
因, 这种表达系统
方法有较多的优
势, 可连接其他相
关基因共表达. 该
表达系统有可能
为将来的基因治
疗提供技术条件
和研究基础.

细胞株和嘌呤霉素筛选, 8-10 d形成生长形态
良好的单克隆细胞株HepG2-HBx; RT-PCR鉴
定显示细胞株HepG2-HBx在3 d, 14 d, 30 d和
2 mo后均可见稳定表达的HBx mRNA; 利用
免疫组织化学和蛋白免疫印迹法鉴定, 细胞株
HepG2-HBx可稳定表达HBx蛋白.

结论: 成功构建了HBV X重组慢病毒载体, 获
得稳定表达HBx的HepG2细胞系, 为进一步
研究HBx的生物学功能及致病机制提供细胞
模型. 

关键词: 乙型肝炎病毒; X基因; HepG2; 慢病毒; 稳

定细胞株
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是一

个世界性的健康问题, 也是原发性肝癌(hepato-
cellular carcinoma, HCC)发生的主要原因之一. 
HBV基因组有4个开放读码框架(open reading 
frame, ORF)-C、P、S和X区, 其中X基因是最小

的读码框架, 保守性高, 编码含有154个氨基酸

的X蛋白(HBx). 近年发现, HBx是一种多功能病

毒调节蛋白, 具有广泛的基因转录调控作用, 并
能与宿主细胞的多种蛋白质相互作用, 不但影

响病毒复制, 还调节宿主细胞的信号转导、细

胞增殖与分化、细胞凋亡等[1], 被认为与肝细胞

癌的发生、发展关系非常密切[2,3]. 为进一步探

索HBx蛋白的理化和生物学特性及其与HCC发
生和转归的关系, 有必要建立稳定表达HBx的
HCC细胞模型. 其中源于人类肝癌组织的细胞

株HepG2应用最为普遍, 既往已有许多报道主

要应用脂质体的转染方法[4,5]或电转导方法[6]对

HepG2进行瞬时转染或稳定表达及其应用酵母

表达系统进行HBx蛋白的功能研究[7], 本研究尝

试利用慢病毒载体的方法建立稳定表达HBx蛋
白的HepG2细胞株, 为研究肝癌的分子发生机制

和基因治疗打下良好基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5α、HEK293细胞、人

肝母细胞瘤细胞系HepG2细胞均为本室保存. 
Taq DNA聚合酶、dNTP、限制性内切酶Hind

Ⅲ、EcoRⅠ、T4 DNA连接酶、DNA marker均
购自TaKaRa公司; PCR产物纯化试剂盒、DNA
片段纯化回收试剂盒及质粒抽提试剂盒购自

QIAGEN公司; 慢病毒表达系统由东莞博捷生物

科技公司提供; DMEM培养基、胎牛血清、胰

蛋白酶购自Gibco公司; 嘌呤霉素购自Sigma公
司; TRIzol、Alex568标记的山羊抗人IgG均购自

Invitrogen公司; 逆转录试剂盒购自TOYOBO公

司; 兔源抗HBx抗体购自武汉博士德生物科技公

司; 二抗检测试剂盒购自上海基因公司. 
1.2 方法

1.2.1 HBV X基因的获取: 从中山大学第三附属

医院彭晓谋教授惠赠的pIERES2-EGFP-HBV质

粒扩增X基因. 扩增的上游引物为: 5'GATCAC-
GCGTGCCACCATGGCTGCTAGGCTG3', 内含

NheⅠ酶切位点; 下游引物为: 5'GTCGACTCTA-
GATTAGGCAGAGGTGAAAAAG3', 内含NotⅠ
酶切位点. 
1.2.2 重组质粒的构建和鉴定: 上述PCR产物X基

因和质粒pZac2.1分别以限制性内切酶NheⅠ和

NotⅠ37 ℃双酶切过夜, T4连接酶16 ℃连接4 h, 
连接产物转化到感受态细胞大肠杆菌DH5α, 用
含有氨苄青霉素的LB平板筛选, 挑取阳性克隆, 
扩大培养, 提抽质粒, PCR、酶切鉴定, 将上述2种
方法鉴定正确的质粒送深圳华大基因公司测序. 
1.2.3 慢病毒载体重组: 上述pZac2.1-HBx经Nhe
Ⅰ和NotⅠ酶切后亚克隆至慢病毒载体pCDH1-
MCS1-EF1-Puro形成pCDH1-HBx, 亚克隆过程

同上. 按常规接种HEK293细胞, 次日连接载体

pCDH1-HBx与预先优化的辅助转染质粒混合物

(ViraPower™, Invitrogen, 美国; 包含pLP1、pLP2
和pLP/VSVG), 以及Lipofectamine 2000共同转染

HEK293, 并应用opti-MEM进行培养. 48 h后, 应
用0.45 μm Millex-HV PVDF膜过滤, 最后离心提

纯病毒颗粒. 
1.2.4 病毒滴度测定: 取提纯后的重组慢病毒进

行滴度测定. 测定前对293T细胞进行传代, 并接

种于96孔板, 每孔加入约1.0×104个细胞, 将病

毒储存液按梯度稀释, 依次加到细胞孔中. 培养

4 d后置于倒置显微镜中观察荧光表达, 并在最

大稀释倍数孔中计算荧光表达的细胞数, 病毒

滴度(TU/mL) = (荧光细胞个数×转染时细胞数

/100×每孔加入病毒稀释液体积)×1/稀释浓度. 
1.2.5 重组慢病毒转染HepG2: 按常规方法培养

HepG2细胞, 用含100 mL/L胎牛血清的DMEM/
F12完全培养基, 调整细胞密度为5×105/mL, 于
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■创新盘点
本文介绍慢病毒
表 达 系 统 构 建
稳定表达HBx的
HepG2细胞系的
方法, 其效率和蛋
白表达的动态变
化值得研究者的
借鉴.

转染前1 d胰蛋白酶消化HepG2, 重新接种于培

养瓶中; 待细胞生长汇合度达70%-80%时弃原

培养液, 加入含200 μL的重组慢病毒颗粒(MOI 
= 10). 感染4 h后更换培养液继续培养, 以不含目

的基因的空载体为对照. 
1.2.6 筛选稳定表达株: 感染48 h后加入终浓度

为2 g/L的嘌呤霉素进行稳定表达株筛选. 挑取

抗性细胞克隆于96孔培养板、24孔培养板、6
孔培养板逐级扩大培养. 经过大约14 d建立稳定

表达的HepG2细胞系. 
1.2.7 RT-PCR法鉴定稳定表达HBx的HepG2-
HBx细胞株: TRIzol法提取经筛选稳定表达的细

胞总RNA, 反转录试剂盒合成、扩增cDNA, 琼
脂糖电泳检测, 同时以转染空质粒为对照. 
1.2.8 免疫组织化学鉴定HBx表达: 培养的HepG2-
HBx细胞株(第10代)用多聚甲醛固定, 按照常规

方法进行间接法免疫组织化学反应. 兔源抗HBx
抗体(1∶500)4 ℃孵育过夜, PBS漂洗; 按二抗反

应试剂盒说明书进行二抗结合、底色反应. 
1.2.9 Western blot鉴定HBx表达: 培养的HepG2-
HBx细胞株至第10代, 使用细胞全蛋白抽提试剂

盒抽提细胞总蛋白, 经过常规的定量, 变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳, 转印至PVDF膜, 底物化学发

光法显影曝光. 
统计学处理 反转录PCR凝胶电泳采用美国

Biorad公司Quantity one 4.0图像分析软件进行

扫描分析, 获得灰度值数据, 经过内参照β-actin
条带灰度进行校正. 校正灰度值以mean±SD表

示, 多组比较采用单因素ANOVA检验, 两两比

较应用Bonferroni检验, 以P <0.05作为具有显著

性差异. 

2  结果

2.1 H B V基因组中X基因的获取 根据惠赠的

pIERES2-EGFP-HBV质粒的HBV全长基因组扩

增X基因, 设计PCR产物的长度为489 bp. 扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳图可见清晰的特异性扩增

条带, 近似于500 bp marker条带, 与理论值预期

值相符(图1). 
2.2 重组慢病毒的构建与鉴定 PCR扩增的X基因

经纯化, 连接至慢病毒质粒载体pZac2.1, 连接产

物转化感受态细胞后经抗生素筛选的单克隆扩

大培养, 通过质粒抽提纯化进行PCR和双酶切鉴

定. 在理论预期值489 bp处可见一特异性条带. 
阳性克隆通过测序, Genebank数据库比对, 与目

标序列完全一致, 无突变及缺失, 证实pZac2.1-
HBx载体构建成功. 大量包装后最终得到的病毒

滴度为1×108 TU/mL(图2). 
2.3 基因转染与筛选 将重组慢病毒载体pZac2.1-
HBx和负性参照pZac2.1分别感染HepG2细胞. 
病毒感染后24 h内可见部分细胞死亡(图3A, B), 
经过细胞的传代、嘌呤霉素筛选, 8-10 d逐渐形

成生长形态良好的单克隆细胞株(图3C, D). 
2.4 HBx mRNA的表达 对单克隆细胞株进行扩

大培养, 在不同感染后的时间点进行RT-PCR分
析鉴定. 产物经琼脂糖凝胶电泳分析(图4), 重组

慢病毒载体pZac2.1-HBx感染的细胞在感染后

24 h可见较弱的目的基因表达, 3 d后呈现稳定的

HBx mRNA高表达(P<0.01 vs  24 h, n  = 5); 内参照

(pZac2.1)则未见HBx mRNA表达. 在14 d、30 d
和2 mo后均可见稳定的表达, 组内HBx mRNA表

达量无显著差异(P>0.05). 
2.5 间接免疫组织化学法和Western blot检测HBx
蛋白的表达 经过免疫组织化学分析, 体外扩大

培养稳定表达株HepG2-HBx几乎所有细胞均呈

现HBx的阳性信号, 主要位于胞浆, 未见局部的

高浓度聚集; 野生型HepG2以及负性对照均未见

阳性信号(图5). 应用Western blot技术, 同样证实

2000 bp 

1000 bp 

750 bp 

500 bp 

250 bp 

100 bp 

1 2

图 1 通过PCR扩增获取HBV X基因. 1: DNA marker; 2: HBx 

gene.

5000 bp

2000 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

M1 M2 1 2

图 2 重组慢病毒质粒载体的构建. M1, M2: DNA marker; 

1: 酶切鉴定; 2: PCR鉴定.
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了稳定表达株HepG2-HBx的蛋白表达(图6). 

3  讨论

HBV感染是肝细胞癌发生的一个主要危险因子
[8]. 大部分HBV感染相关HCC可以检测到HBV 
DNA整合到肝细胞基因组中[9], 整合于染色体上

的HBV DNA不是完整的, 通常发生于DNA链末

端的直接重复序列(DR1和DR2)[10,11]. 由于HBV 
X基因紧邻DR序列, HBV的X基因片段在病毒

DNA序列整合中最为常见[12]. HBV感染肝细胞

后即形成共价闭合环状DNA, 作为转录模板在

宿主RNA聚合酶Ⅱ的作用下产生不同转录子, 
其中包括X基因转录本. X基因的ORF位于调控

元件增强子Ⅰ(EnhⅠ)的下游, 与其他功能区有

高度的重叠, 并可独立转录[13]. 这种功能重叠性

和独立性提示了HBx功能的多样性和重要性. 现
已揭示HBx不但与传染期病毒复制有关, 还可在

宿主细胞发挥重要影响, 可诱导肝细胞染色体

改变和微粒体形成, 影响基因组的稳定性, 促进

细胞癌变; 参与肝细胞转化、细胞凋亡调控、

DNA修复等[2,14]; 还可促进肿瘤血管增生, 加速

肿瘤的侵袭与转移[13,15,16]. 在肝癌细胞中, HBx
蛋白表达可导致β-链蛋白活性增加, 可激活Ras/
Raf/MEK/ERK和PI3K/Akt通路, 从而影响细胞

增殖、周期和凋亡, 间接参与了肝细胞的恶性

转化与癌变[1,17,18]. 进一步的研究提示HBx对上

述信号转导激酶的活化并不是通过与这些蛋白

直接作用来完成的, 而是通过活化其编码基因

的上游序列[2]. HBx不能直接结合双链DNA, 而
是通过蛋白相互作用与转录因子和转录元件结

合, 介导转录起始复合物的形成, 直接或间接作

用于基因启动子或增强子[19,20], 因此被定义为反

式激活因子[21]. HBx的转录调节作用在不同细胞
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图 4 RT-PCR法分析重组慢病毒感染后的HBx mRNA表达
水平. A: RT-PCR电泳图, DNA marker左侧为HBx条带, 右

侧为β-actin作为内参照; 0: 空质粒载体负性对照; 1、2、

3、4、5分别为感染后24 h、3 d、14 d、30 d、2 mo; CA、

1A、2A、3A、4A、5A分别对应上述组的β-actin; B: 电泳的

灰度密度分析, 0: Control组; 1、2、3、4、5分别为感染后

24 h、3 d、14 d、30 d、2 mo. bP<0.01 vs  24 h或Control组.

图 3 重组慢病毒感染HepG2. A: 感染前; B: 感染后24 h; C: 感染后5 d; D: 感染后8 d.

A B
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系表现不一致, 与其相互作用的转录因子等也

非常复杂. HBx在HCC形成、发展、转归的过程

中所发挥的作用尚不清楚, HBx的具体功能及致

病机制还需要进一步的揭示. 
随着分子生物学的发展, 应用基因转导的技

术在肝癌细胞特异表达HBx是研究HBx生物学

功能与病理机制的重要手段. X基因序列具有较

高的保守性, 不含有内含子, 经PCR克隆所得目

的基因可以直接用于该蛋白的原核和真核表达. 
由于HBx对肝癌细胞的影响往往是长期积累的

效果, 因此, 建立一种稳定表达HBx的肝癌细胞

株非常必要. 在既往研究报道中, 已有许多成功

建立长期稳定表达HBx的肝癌细胞株, 最常见的

是HepG2和Huh7细胞系[22-25]. 这些研究大都利用

脂质体转染的方法进行稳定表达株的细胞筛选. 
这种方法操作简单, 含有HBV X基因的重组载

体可直接转染HepG2或Huh7细胞系进行瞬时表

达, 再通过携带的抗性基因进行筛选稳定表达

的细胞株. 这些载体(如pcDNA3)在目的基因上

游使用强启动子, 抗性基因使用弱启动子, 以期

筛选高表达的细胞株[26]. 然而, 这种筛选方法阳

性率低, 难以获得长期稳定表达的细胞株. 在本

研究中探索利用慢病毒载体的方法筛选稳定表

达HBx的HepG2细胞. 与传统的脂质体转染方法

不同, 慢病毒载体的操作相对复杂, 既要和辅助

病毒共转染, 还要经过有效的病毒包装, 产生具

有感染能力的病毒颗粒才能用于感染宿主细胞, 
并将目的基因整合到宿主基因组中. 相比脂质

体转染, 病毒感染可使宿主细胞中发生整合的

频率相对较高, 有助于获得长期稳定表达的细

胞株[27,28]. 在筛选过程中, 我们发现大部分克隆

(>80%)RT-PCR鉴定成阳性(数据未显示), 在8-14 
d便可筛选获得稳定表达株, 效率远高于脂质体筛

选的方法. 筛选出的稳定表达株在3 d-2 mo均有较

高的表达水平, 而在24 h仅有低水平表达. 与其

他载体相比, 慢病毒载体的目的基因表达较为

滞后. 有报道利用腺病毒表达系统筛选稳定表

达HBx的HepG2细胞株[29,30], 腺病毒是双链DNA, 
基因组游离于宿主基因组外, 也较难获得稳定

表达的细胞株. 
由此可见, 慢病毒载体在HepG2-HBx稳定

表达株的筛选具有一定优势. 本研究构建HBx
重组慢病毒表达载体, 实现HBx分子在肝癌细

胞HepG2中的稳定性表达, 为后续研究HBx在细

胞增殖、细胞周期、蛋白降解、基因稳定性、

肿瘤细胞凋亡提供一个细胞模型. 此外, 构建的

HBx慢病毒载体还可应用于其他非分裂细胞系

的基因转导, 研究HBx在不同细胞中的作用. 慢
病毒表达系统是目前基因治疗的主要手段[31], 本
研究利用慢病毒载体在HepG2中稳定表达HBx
的方法, 或许可成为日后研究肝癌基因治疗的

提示和借鉴. 

志谢: 感谢中山大学第三附属医院感染科彭晓

A B

图 5 免疫组织化学法鉴定稳定表达株HepG2-HBx的HBx蛋白表达. A: 野生型HepG2; B: 空质粒载体的负性对照; C: 稳定

表达株HepG2-HBx.
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图 6 Western blot鉴定稳定表达株HepG2-HBx的HBx蛋
白表达. 1: HepG2; 2: HepG2+pZac2.1; 3: HepG2+pZac2.1-

HBx; A: HBx; B: β-actin.



www.wjgnet.com

余桂芳, 等. 慢病毒介导HBV X基因稳定表达HepG2细胞系的建立                 643

谋教授在实验过程中给予的指导！

4      参考文献

1 Arbuthnot P, Capovilla A, Kew M. Putative role of 
hepatitis B virus X protein in hepatocarcinogenesis: 
effects on apoptosis, DNA repair, mitogen-activated 
protein kinase and JAK/STAT pathways. J Gastro-
enterol Hepatol 2000; 15: 357-368 

2 Benhenda S, Cougot D, Buendia MA, Neuveut C. 
Hepatitis B virus X protein molecular functions and 
its role in virus life cycle and pathogenesis. Adv 
Cancer Res 2009; 103: 75-109

3 侯全玲, 唐红, 黄飞骏. 乙型肝炎病毒X蛋白与原发性
肝癌. 世界华人消化杂志 2008; 16: 50-55

4 Li WH, Miao XH, Qi ZT, Ni W, Zhu SY, Fang F. 
Proteomic analysis of differently expressed pro-
teins in human hepatocellular carcinoma cell lines 
HepG2 with transfecting hepatitis B virus X gene. 
Chin Med J (Engl) 2009; 122: 15-23

5 曹鹏飞, 柳永和. 稳定转染HBx基因的HepG2细胞对
raf-1表达的影响. 肿瘤研究与临床 2007; 19: 724-726

6 黄婷婷, 程丽英, 李毅, 蔡雪飞, 刘湘, 黄爱龙, 汤华. 利
用基因敲入技术在肝癌细胞系中稳定表达HBV的X抗
原. 医学分子生物学杂志 2008; 5: 299-302

7 陆荫英, 李克, 成军, 王琳, 刘妍, 段惠娟, 张玲霞. 乙型
肝炎病毒X基因酵母表达载体构建及表达. 世界华人
消化杂志 2002; 10: 15-18

8 Ganem D. Virology. The X files--one step closer to 
closure. Science 2001; 294: 2299-2300

9 Lee AT, Lee CG. Oncogenesis and transforming 
viruses: the hepatitis B virus and hepatocellularcar-
cinoma--the etiopathogenic link. Front Biosci 2007; 
12: 234-245 

10 Nguyen DH, Ludgate L, Hu J. Hepatitis B virus-cell 
interactions and pathogenesis. J Cell Physiol 2008; 
216: 289-294

11 Park EH, Koh SS, Srisuttee R, Cho IR, Min HJ, Jhun 
BH, Lee YS, Jang KL, Kim CH, Johnston RN, Chung 
YH. Expression of HBX, an oncoprotein of hepatitis 
B virus, blocks reoviral oncolysis of hepatocellular 
carcinoma cells. Cancer Gene Ther 2009; 16: 453-461 

12 Zhang X, Zhang H, Ye L. Effects of hepatitis B virus 
X protein on the development of liver cancer. J Lab 
Clin Med 2006; 147: 58-66 

13 Tang H, Oishi N, Kaneko S, Murakami S. Molecular 
functions and biological roles of hepatitis B virus x 
protein. Cancer Sci 2006; 97: 977-983

14 Ye L, Qi J, Li G, Tao D, Song S. The effect of HBx 
gene on the apoptosis of hepatic cells. J Huazhong 
Univ Sci Technolog Med Sci 2007; 27: 167-169

15 Wang XW, Hussain SP, Huo TI, Wu CG, Forgues M, 
Hofseth LJ, Brechot C, Harris CC. Molecular patho-
genesis of human hepatocellular carcinoma. Toxicol-
ogy 2002; 181-182: 43-47

16 Ou DP, Tao YM, Chang ZG, Tang FQ, Yang LY. 
Hepatocellular carcinoma cells containing hepatitis 
B virus X protein have enhanced invasive potential 
conditionally. Dig Liver Dis 2006; 38: 262-267 

17 Kekulé AS, Lauer U, Weiss L, Luber B, Hofsch-
neider PH. Hepatitis B virus transactivator HBx 
uses a tumour promoter signalling pathway. Nature 
1993; 361: 742-745

18 Kim YC, Song KS, Yoon G, Nam MJ, Ryu WS. Acti-
vated ras oncogene collaborates with HBx gene of 
hepatitis B virus to transform cells by suppressing 
HBx-mediated apoptosis. Oncogene 2001; 20: 16-23 

19 Cougot D, Wu Y, Cairo S, Caramel J, Renard CA, 
Lévy L, Buendia MA, Neuveut C. The hepatitis B 
virus X protein functionally interacts with CREB-
binding protein/p300 in the regulation of CREB-me-
diated transcription. J Biol Chem 2007; 282: 4277-4287 

20 Park SG, Chung C, Kang H, Kim JY, Jung G. Up-
regulation of cyclin D1 by HBx is mediated by NF-
kappaB2/BCL3 complex through kappaB site of cy-
clin D1 promoter. J Biol Chem 2006; 281: 31770-31777 

21 Wei Y, Neuveut C, Tiollais P, Buendia MA. Molecu-
lar biology of the hepatitis B virus and role of the X 
gene. Pathol Biol (Paris) 2010; 58: 267-272 

22 杨林, 范红梅, 陈幼明, 谢奇峰, 吴盟, 陈雪娟, 李刚, 高
志良. GFP/HBV X融合蛋白重组载体的构建及稳定
表达细胞系的建立. 热带医学杂志 2007; 7: 112-115, 
125

23 邬国斌, 连芳, 梁安民. 乙肝病毒HBx基因荧光真核表
达质粒的构建与鉴定. 广西医科大学学报 2010; 27: 
357-360

24 He Y, Yang F, Wang F, Song SX, Li DA, Guo YJ, Sun 
SH. The upregulation of expressed proteins in HepG2 
cells transfected by the recombinant plasmid-contain-
ing HBx gene. Scand J Immunol 2007; 65: 249-256

25 Kanda T, Yokosuka O, Nagao K, Saisho H. State of 
hepatitis C viral replication enhances activation of 
NF-kB- and AP-1-signaling induced by hepatitis B 
virus X. Cancer Lett 2006; 234: 143-148

26 Yang JQ, Pan GD, Chu GP, Liu Z, Liu Q, Xiao Y, 
Yuan L. Interferon-alpha restrains growth and inva-
sive potential of hepatocellular carcinoma induced 
by hepatitis B virus X protein. World J Gastroenterol 
2008; 14: 5564-5569; discussion 5568

27 Logan AC, Lutzko C, Kohn DB. Advances in lenti-
viral vector design for gene-modification of hema-
topoietic stem cells. Curr Opin Biotechnol 2002; 13: 
429-436 

28 Young LS, Searle PF, Onion D, Mautner V. Viral 
gene therapy strategies: from basic science to clini-
cal application. J Pathol 2006; 208: 299-318

29 马臻, 沈钦海, 陈国民, He T. 乙型肝炎病毒X基因重组
腺病毒的构建及在HepG2细胞中的表达. 生物医学工
程学杂志 2007; 24: 1338-1342

30 Chen YB, Shi XJ, Lu G, Nie HF, Shen XQ, Yu CH, 
Gong JP. Recombinant adenovirus with human 
indoleamine-2,3-dioxygenase and hepatitis B virus 
preS was constructed and expressed in HepG2 cells. 
Chin Med J (Engl) 2011; 124: 3159-3163

31 Lever AM, Kaye JF, McCann E, Chadwick D, Dor-
man N, Thomas J, Zhao J. Lentivirus vectors for 
gene therapy. Biochem Soc Trans 1999; 27: 841-847 

           编辑  曹丽鸥  电编  鲁亚静  



www.wjgnet.com

卢昕, 肖新波, 武汉市第一医院胃肠外科 湖北省武汉市
430022
卢昕, 副主任医师, 主要从事外科分子生物学的研究. 
武汉市卫生局基金资助项目, No. 0270819
作者贡献分布: 卢昕与肖新波对此文所作贡献均等; 此课题由卢
昕与肖新波设计; 研究过程由卢昕操作完成; 研究所用新试剂及
分析工具由肖新波提供; 数据分析由卢昕完成; 本论文写作由卢
昕完成.
通讯作者: 卢昕, 副主任医师, 430022, 湖北省武汉市硚口区中
山大道215号, 武汉市第一医院胃肠外科. 
luxin2002wh2002@yahoo.com.cn 
电话: 027- 85332695
收稿日期: 2011-11-13   修回日期: 2011-12-19
接受日期: 2012-03-10   在线出版日期: 2012-03-18

Investigation of mechanisms 
underlying inhibition of 
apoptosis-related signaling 
inhibited by survivin in human 
cholangiocarcinoma cells

Xin Lu, Xin-Bo Xiao

Xin Lu, Xin-Bo Xiao, Department of Gastrointestinal Sur-
gery, the First Hospital of Wuhan, Wuhan 450022, Hubei 
Province, China
Supported by: the Science Foundation of Public Health 
Bureau of Wuhan, No. 0270819
Correspondence to: Xin Lu, Associate Chief Physician, 
Department of Gastrointestinal Surgery, the First Hospital 
of Wuhan, Wuhan 450022, Hubei Province, 
China. luxin2002wh2002@yahoo.com.cn
Received: 2011-11-13    Revised: 2011-12-19 
Accepted: 2012-03-10    Published online: 2012-03-18

Abstract 
AIM: To explore the mechanisms by which sur-
vivin regulates apoptosis-related signaling in 
human cholangiocarcinoma cells. 

METHODS: SiRNA targeting the survivin gene 
and control siRNA were constructed and trans-
fected into human cholangiocarcinoma cell line 
QBC939. The knockdown of survivin expression 
in QBC939 cells was confirmed by Western blot. 
Apoptosis rate was evaluated by flow cytom-
etry. Capase-3 activity was determined using 
a commercial kit, and expression of caspase-3, 
caspase-9 and procaspase-9 in QBC939 cells was 
detected by Western blot. 

RESULTS: Transfection of siRNA targeting the 
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Survivin对人胆管癌细胞凋亡相关信号通路的作用机制

卢 昕, 肖新波

®

■背景资料
Survivin基因是新
近发现的凋亡抑
制蛋白基因家族
成员, 其通过抑制
细胞凋亡促进肿
瘤发生发展. 既往
有学者研究发现
Survivin基因在胆
管癌细胞中也呈
现高表达状态, 且
其表达状态与患
者预后相关. 但是
Survivin基因在胆
管癌发生机制中
的作用还不明确. 

survivin gene significantly inhibited survivin 
expression in QBC939 cells (P < 0.05). Inhibition 
of survivin significantly increased apoptosis rate 
(18.9% ± 2.3%, P < 0.05) and caspase-3 activity 
(0.83 ± 0.15, P < 0.01), up-regulated the expres-
sion of caspase-3 and caspase-9 (both P < 0.05), 
and down-regulated the expression of procas-
pase-9 (P < 0.05) in QBC939 cells. No significant 
differences were observed in the above param-
eters between non-transfected QBC939 cells and 
cells transfected with control siRNA (all P > 0.05). 

CONCLUSION: Survivin inhibits apoptosis of 
cholangiocarcinoma cells possibly by inhibiting 
caspase-3 and caspase-9 activities through acti-
vating procaspase-9.

Key Words: Survivin gene; Apoptosis; Cholangi-
ocarcinoma cells

Lu X, Xiao XB. Investigation of mechanisms underlying 
inhibition of apoptosis-related signaling by survivin in 
human cholangiocarcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(8): 644-648

摘要
目的: 探讨Survivin基因对人胆管癌细胞凋亡
信号通路的调节机制.

方法: 构建针对Survivin基因的s iRNA和对
照s iRNA, 分别转染QBC939人胆管癌细胞, 
Western blot检测siRNA对细胞Survivin的干扰
效果. 继而分别用流式细胞仪, 激酶活性测定
和Western blot检测不同Survivin表达状态下, 
QBC939细胞的凋亡状态, caspase-3的活性和
caspase-3, caspase-9及procaspase-9凋亡信号分
子的表达.

结果: siRNA-Survivin显著抑制Survivin在
QBC939细胞的表达(P <0.05). Survivin表达
抑制后, QBC939细胞凋亡明显增加(18.9%±

2.3%, P <0.05), caspase-3活性显著升高(0.83
±0.15, P <0.01), caspase-3和caspase-9表达
明显上调(P <0.05), 而procaspase-9表达降低
(P <0.05). 未转染和转染对照siRNA的QBC939
细胞上述变化无显著性差异(P >0.05).

■同行评议者
秦 建 民 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属普陀医院
普外科
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■相关报道
有 研 究 已 发 现
Survivin基因在胆
管癌细胞中呈现
高表达状态, 且其
表达状态与患者
预后相关.

结论: Survivin基因通过促进procaspase-9的活
化以阻止caspase-3和caspase-9的激活从而抑
制胆管癌细胞的凋亡.

关键词: Survivin基因; 凋亡; 胆管癌细胞
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0  引言

胆管癌是一种对标准化治疗(包括手术疗法、化

学疗法和放射疗法)反应较差的恶性肿瘤, 其发

生发展的机制还不十分确切[1,2]. Survivin基因是

新近发现的凋亡抑制蛋白基因家族成员, 其通过

抑制细胞凋亡促进肿瘤发生发展[3]. 既往有学者

研究发现Survivin基因在胆管癌细胞中也呈现高

表达状态, 且其表达状态与患者预后相关[4]. 但是

Survivin基因在胆管癌发生机制中的作用还不明

确. 目前研究认为Survivin通过直接抑制凋亡终

末效应器caspase-3和caspase-9的活性阻断细胞凋

亡过程[5,6]. 本研究通过siRNA干扰Survivin基因

在胆管癌细胞中的表达, 拟阐明其对胆管癌细胞

凋亡的调节机制.

1  材料和方法

1.1 材料 QBC939胆管癌细胞系由西南医院王

曙光教授惠赠. Survivin, caspase-3, caspase-9
和procaspase-9兔抗人单克隆一抗均购自Santa 
Cruz Biotechnology公司(USA); β-actin兔抗人单

克隆一抗及相应辣根过氧化物酶标记二抗购自

武汉博士德公司; 蛋白裂解液和ECL发光试剂盒

购自Pierce公司; caspase-3活性测定试剂盒购自

Clontech公司(USA); Annexin V-FITC凋亡检测

试剂盒购自南京凯基生物公司; siRNA转染试剂

盒购自北京全式金生物技术公司.
1.2 方法

1.2.1 siRNA设计构建及细胞转染: Survivin基
因cDNA序列为: 5'-GGACCACCGCATCTC-
TACATTCAAGAGATGTAGAGATGCGGTG-
GTCC-3'. 其s iRNA靶序列为: 5'-AAGGAC-
CACCGCATCTCTACA-3'. 阴性对照siRNA
序列为随机序列: 5'-AAGCTTCATAAGGCG-
CATAGC-3', siRNA设计参考本课题前期研究结

论[7]. 设计的siRNA由上海吉玛制药技术有限公

司合成纯化. 接种QBC939胆管癌细胞于24孔板

内, 待生长至30%-50%融合时, siRNA转染依照

北京全式金生物技术公司siRNA转染试剂盒说

明书进行.
1.2.2 细胞凋亡检测: QBC939细胞、QBC939/
siRNA(-)细胞和QBC939/siRNA(+)细胞接种于

100 m L培养瓶中, 待细胞生长至融合度约为

80%(1×106)时, 轻微消化细胞, 并及时加入含

血清的完全培养基终止反应. 轻微吹打使细胞

脱壁, 500 r/min离心5 min收集细胞, 吸弃上清, 
用PBS洗涤细胞2次. 后续步骤按照Annexin V 
FITC凋亡检测试剂盒说明书进行操作, 用流式

细胞仪定量分析细胞凋亡水平.
1.2.3 细胞caspase-3活性测定: QBC939细胞、

QBC939/siRNA(-)细胞和QBC939/siRNA(+)细胞

接种于100 mL培养瓶中, 待细胞生长至融合度

约为80%(1×106)时, 消化收集细胞. 细胞重悬于 
50 µL预冰的细胞裂解缓冲液, 冰上孵育10 min, 
再以13 000 r/min 4 ℃离心10 min, 收集上清液置

于冰上Ep管中, 后续步骤按caspase-3活性测定试

剂盒说明书进行, 最后用酶标仪测定405 nm处底

物裂解产生的荧光强度.
1.2.4 Western blot检测: 以冰PBS分别洗QBC939
细胞、QBC939/siRNA(-)细胞和QBC939/siR-
NA(+)细胞2次, 刮取收集细胞并加入蛋白裂解

液反复抽提, 冰浴5 min后, 13 000 r/min 4 ℃离心

10 min, 收集上清. 蛋白定量后, 30 µg/孔上样, 经
10%SDS-PAGE电泳后电转移至NC膜上, 5%脱

脂奶粉封闭1 h, 分别加入1∶1 000 Survivin, cas-
pase-3, caspase-9和procaspase-9兔抗人单克隆一

抗4 ℃孵育过夜, 相应二抗室温孵育1 h后, ECL
发光显影.

统计学处理 采用 SPSS12.0软件做统计学分

析, 结果以mean±SD表示, 组间数据比较采用方

差分析. P<0.05被认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 siRNA抑制胆管癌细胞Survivin基因表达 本
研究构建的针对Survivin基因的siRNA成功转

染QBC939胆管癌细胞后, 经Western-blot证实

Survivin蛋白的相对表达量在实验组、阴性对

照组、空白对照组分别为0.225±0.028, 0.590
±0.043, 0.581±0.023. 转染siRNA-Survivin的
QBC939胆管癌细胞Survivin蛋白表达与阴性对

照组、空白对照组相比明显减少(P <0.05, 图1).
2.2 S u r v i v i n基因抑制胆管癌细胞凋亡 采用

流式细胞仪定量分析经Annexin V-FITC和PI
染色的QBC939细胞、QBC939/siRNA(-)细胞
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2.3%), 与QBC939细胞(3.4%±0.9%) 和QBC939/
silence(-)细胞(3.9%±1.0%)相比, 差异具有显著

性(P <0.01, 图2).
2.3 Survivin基因抑制细胞caspase-3活性 细胞cas-
pase-3活性测定显示QBC939和QBC939/silence(-)
细胞吸光度(A)值较低(0.39±0.11 vs  0.41±0.13), 
两者之间无显著性差异(P >0.05); 而转染siRNA-
Survivin的QBC939细胞的A值较高(0.83±0.15), 
与对照组相比有显著差异(P<0.01, 图3).
2.4 抑制Survivin基因活化细胞凋亡相关信号分

子 Western blot检测信号分子caspase-3、procas-
pase-9和caspase-9蛋白的表达显示: caspase-3、
caspase-9、procaspase-9 A值在QBC939细胞、

QBC939/siRNA(-)、QBC939/siRNA(+)分别为: 
0.201±0.014, 0.297±0.015, 0.782±0.021; 0.215
±0.013, 0.289±0.009, 0.791±0.081; 1.386±
0.112, 0.892±0.043, 0.281±0.011. QBC939/siR-
NA(+)细胞中caspase-3、caspase-9表达较对照组

明显增加(P<0.01), 而procaspase-9表达明显降低

(P<0.05, 图4).

3  讨论

肿瘤的发生是一种多因素、多阶段、长期相互

作用的过程[8,9]. 近年来, 细胞凋亡在肿瘤发展过

程中的作用引起了广泛关注[10-12]. 目前研究表明

肿瘤细胞中凋亡抑制基因的高表达能明显抑制

细胞的凋亡, 逃避机体免疫系统对肿瘤细胞的识

别和清除[13,14], 导致细胞增殖、分化、凋亡3者间

的平衡失调进而参与肿瘤的发生发展[15,16].
Survivin是1997年发现的凋亡抑制蛋白(in-

hihibitor of apoptosis protein, IAPs)家族的一个

新成员[17]. 他的主要作用是抑制肿瘤细胞凋亡, 
促进肿瘤细胞增殖[18]. 目前研究发现胆管癌中

Survivin表达明显高于正常组织, 并且参与了胆

管癌的发生发展过程[19], 然而Survivin在胆管癌
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图 3 caspase-3在各实验组活性变化直方图. bP <0.01 vs  

其他组.
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图 1 siRNA对Survivin蛋白表达的抑制. 1: QBC939细胞; 2: 

QBC939/silence(-)细胞; 3: QBC939/silence(+)细胞.

图 2 细胞凋亡率检测流式细胞. A: QBC939细胞; B: 

QBC939/silence(-)细胞; C: QBC939/silence(+)细胞.
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■创新盘点
本研究运用 s iR-
NA研究凋亡抑制
基因Survivin对胆
管癌的抑制作用
并初步探讨其机
制. 目前国内外尚
未见相关文献.

和QBC939/s iRNA(+)的凋亡水平, 结果显示: 
QBC939/silence(+)凋亡细胞明显增多(18.9%±

3.4%

3.9%

16.9%
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发生发展中的确切机制仍不明确[20].
Caspases是一个特异性的半胱氨酸蛋白酶家

族, 其活性是细胞内执行凋亡过程中最关键的环

节之一[21]. 其中caspase-3广泛分布于各种类型的

细胞中, 是多种刺激诱导的凋亡中最主要的效应

分子, 其降解凋亡底物的活性最强[22]. Caspase-3
活化后以相同方式作用于另一些成员, 从而构成

蛋白酶级联放大系统, 介导细胞核片段化, 并参

与凋亡小体的形成[23]. 因此对caspase蛋白级联反

应的抑制将导致细胞对凋亡的抵抗[24], 实际上, 
许多抗凋亡蛋白都具有抗caspases活性的作用, 
如Survivin[25]. 在本实验中我们发现, QBC939细
胞高表达Survivin, 而caspase-3的活性水平极低, 
这有利于胆管癌细胞逃避凋亡, 维持较高的增殖

活性, 促进肿瘤发生发展. 而在siRNA-Survivin转
染后, caspase-3活性水平显著升高, 这与以前的

研究发现Survivin具有抑制caspase-3活性的功能

是一致的. 这一结果说明在QBC939细胞中表达

的caspase-3主要以无活性的形式存在, 单独cas-
pase-3的表达不足以诱导凋亡, 以siRNA沉寂Sur-
vivin基因的表达可以导致caspase-3的激活, 活化

的caspase-3再发挥其介导细胞凋亡的作用. 这一

结果也提示在QBC939胆管癌细胞中caspase-3的
低活性状态是由于Survivin的表达所致, 在转染

siRNA-Survivin诱导QBC939细胞发生的凋亡过

程中, caspase-3的活化是一个关键性的步骤.
然而Survivin抑制肿瘤细胞凋亡的信号传

导通路至今仍存在争议, 有研究表明Survivin可
能是通过以下2条途径来抑制细胞凋亡[26,27]: 其
一是通过直接抑制凋亡终末效应器caspase-3和
caspase-7的活性阻断各种刺激诱导的细胞凋亡

过程[28]; 其二是Survivin与周期蛋白激酶cdk4、
p34cdc2相互作用阻断凋亡信号传导通路[29]. Sur-
vivin依赖细胞增殖信号进入核内与cdk4结合, 导
致Cdk2/CyclinE激活和Rb磷酸化以启动细胞进

入生长周期, 加快G1→S期的转换, 同时使p21从
cdk4中释放出来并易位到线粒体与procaspase-3
形成复合物, 抑制caspase-3的活性, 阻断线粒体

释放细胞色素c从而抑制细胞凋亡[30]. Wall等[31]研

究发现Survivin是周期蛋白激酶p34cdc-Cyclin B1
的有丝分裂期底物, Survivin磷酸化后与caspase-9
结合并抑制其活性, 阻断caspase-9依赖性的细胞

凋亡信号传导. 由此可见, Survivin抑制肿瘤细胞

凋亡的机制还不清楚. 本研究发现, 在QBC939细
胞中caspase-9和caspase-3的表达和活性水平均

较低, 这有利于胆管癌细胞逃逸凋亡, 维持较高

的增殖活性, 促进肿瘤的发生和发展. 而在应用

siRNA抑制Survivin表达后, 一些信号分子的表

达发生变化, 主要表现在procaspase-9表达减少, 
而caspase-9和caspase-3表达增加. 由此推测, 抑
制Survivin的表达导致procaspase-9表达减少, 而
caspase-9表达增加, 进而激活procaspase-3产生

caspase-3, 随后激活caspase级联, 导致细胞的凋

亡. 研究认为Survivin抑制肿瘤细胞凋亡的信号

传导通路之一是通过促进procaspase-9的活化而

阻止caspase-3和caspase-9的激活, 抑制肿瘤细胞

的凋亡. 
本研究初步阐明了Survivin抑制胆管癌细胞

凋亡的相关信号分子变化, 探讨了Survivin凋亡

抑制的可能作用机制, 然而本研究所涉及的信

号分子有限, Survivin抑制凋亡信号传导的下游

通路是我们下一步深入研究的重点.
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■背景资料
化疗后胃肠道黏
膜炎已成为近年
来肿瘤支持治疗
的研究热点, 由于
其根本的发病机
制尚未完全阐明, 
研究者无法直接
在人体上开展实
验, 因此动物模型
的应用在该领域
的研究中起到极
为关键的作用. 
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Abstract
The pathogenesis of chemotherapy-induced 
gastrointestinal mucositis is not fully elucidated, 
which makes it extremely difficult to develop ef-
fective interventions. Recently, the use of animal 
models of chemotherapy-induced gastrointes-
tinal mucositis has led to advances in the un-
derstanding of cellular mechanisms and clinical 
pharmacology of various types of chemotherapy 
drugs. Tumor-bearing models, non-tumor-
bearing models, transgenic models and gene 
knockout models have been developed to assess 
the effect of chemotherapy on chemotherapy-
induced gastrointestinal mucositis. In this paper, 
we comprehensively analyze the advantages 
and disadvantages of various methods for de-
veloping chemotherapy-induced gastrointestinal 
mucositis to provide a reference for the choice of 
animal models for future research of chemother-

apy-associated mucosal toxicity and the under-
lying mechanisms.

Key Words: Gastrointestinal mucositis; Intestinal 
mucosal barrier injury; Chemically induced; Animal 
model

Zhang M, Chen JX, Tan JY, Liu XL. Progress towards the 
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摘要
化疗后胃肠道黏膜炎的主要问题之一是其
根本的发病机制尚未完全阐明, 研究者无法
直接在人体上开展实验, 难以制定有效干预
措施. 动物模型的应用在该领域的研究中起
到极为关键的作用. 近年来, 研究者通过复
制接近人体状态的动物模型, 在各类化疗药
物的细胞机制和临床药理学研究方面取得
了显著进展. 本文通过MeSH主题词结合自
由词, 电子检索PubMed(1950-2011)、Science 
Direct(1823-2011)数据库, 对荷瘤大鼠化疗胃
肠黏膜炎模型、胃肠黏膜炎非荷瘤模型、基
因敲除和转基因动物模型进行综述, 全面分析
各种化疗后胃肠道黏膜炎模型的造模方法及
优缺点, 为今后研究化疗的胃肠黏膜毒性反应
及其机制, 提供造模方面的选择和参考依据. 

关键词: 胃肠黏膜炎; 肠黏膜损伤; 药物疗法; 动物

模型 
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0  引言

“黏膜屏障损伤”也称为“黏膜炎”, 是肿瘤

患者化疗过程中主要的剂量限制性不良反应[1], 
ESMO(european society for medical oncology)将
其定义为由肿瘤治疗引起的口腔和/或胃肠道的

炎性病变和/或溃疡性病变[2]. 流行病学资料显

示, 由肿瘤治疗所导致的口腔和胃肠道黏膜炎
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■研发前沿
近 年 来 ,  基 因 敲
除GIM模型和转
基因GIM动物模
型应用日益广泛, 
值 得 关 注 .  但 鉴
于各类模型只侧
重于表现化疗胃
肠道黏膜炎的某
些主要症状及病
理 生 理 变 化 ,  目
前 在 建 立 化 疗
GIM模型方面尚
无 统 一 标 准 ,  对
模型的探索仍是
今后的科研焦点.

总发生率高达100%[3]. 根据化疗方案不同, 胃肠

道黏膜炎(gastrointestinal mucositis, GIM)的发生

率可达40%-76%, 成为近年来肿瘤支持治疗的

研究热点[4,5]. GIM可引起恶心、呕吐、腹泻、

食欲减退等一系列胃肠道症状; 严重时出现厌

食、水电解质及酸碱平衡失调、贫血等反应, 
甚至导致化疗相关性死亡[6-8]. 上述反应致使临

床试验中的绝大多数患者不得不停止或减量化

疗. 肿瘤学家意识到, 要加强药物预防性干预效

果、改善预后, 则必须克服化疗相关毒性反应. 
然而目前胃肠黏膜炎发病机制尚未完全阐明[9], 
研究者无法直接在人体上开展实验, 难以制定

有效干预措施. 因此, 开发和复制接近人体状态

的动物模型显得尤为必要. 本文旨在对各种化

疗致GIM的造模方法进行综述, 以期为化疗引起

的各类胃肠道不良反应的预防、治疗、营养及

预后提供安全、稳定和可靠的造模参考. 

1  纳入文献研究方法

电子检索PubMed(1950/2011)、Science Di-
rect(1823/2011)数据库收录的化疗后胃肠道黏膜

炎模型的相关研究和论文报告. 采用MeSH主题

词结合自由词检索, 英文主题词为“Mucositis/ 
chemically induced; Models Animal”, 自由词为

“Gastrointestinal Mucositis; Intestinal mucosal 
barrier injury; Chemotherapy-Induced Mucositis; 
Alimentary tract mucositis”, 不限定文章语言种

类. 同时进行参考文献的追溯, 并注意“灰色”

文献, 如未发表的学位论文、会议论文等. 
纳入标准: (1)文献主体内容与GIM模型紧密

联系的文章; (2)研究设计和研究方法可靠的实验

研究类文章; (3)观点明确, 分析全面的理论研究

类文章. 排除标准: (1)内容陈旧或重复文献; (2)
体外实验文章; (3)非化疗药物(如放疗等)造成的

胃肠道损伤; (4)研究设计为非随机对照研究. 
经逐一仔细阅读全文, 严格按照纳入和排

除标准筛选文献. 文献的筛选由2人独立完成, 
将2人的筛查结果进行比对, 不一致处由2人讨

论解决或第3方仲裁决定. 电子检索获取文献

390篇, 其中PubMed 201篇、Science Direct 189
篇, 阅读标题和摘要进行初筛, 共113篇文献符

合标准, 进一步阅读全文, 二次筛选后, 共纳入

70篇进行综述. 

2  纳入文献综合分析

2.1 荷瘤大鼠化疗胃肠黏膜炎模型 Gibson等[10,11]

在荷瘤模型基础上, 以♀DA(dark agouti)大鼠为

受试对象, 构建化疗致GIM的荷瘤大鼠模型. 首
先采用肿瘤细胞悬液接种法, 于化疗开始前9 d皮
下植入乳腺腺癌细胞, 制备腺癌模型; 随后选用

200 mg/kg伊立替康(Irinotecan, CPT-11)一次性腹

腔注射, 制备GIM腺癌模型. 72 h内造模成功率为

66%. 结果评价采用盲法, 可见模型大鼠出现腹

泻, 喜卷缩、少动、消瘦等症状. 其中, 以腹泻症

状最为严重, 72 h内达到腹泻高峰, 82%大鼠出现

中重度腹泻, 96 h死亡率达50%. Kim等[12]将CT26
结肠癌细胞株接种到小鼠体内后, 多次腹腔注射

5-氟尿嘧啶[5-Fu 30 mg/(kg·d), 共4 d], 制备CT26
小鼠GIM模型. 观察可见, CT26小鼠化疗后第3
天出现腹泻和体质量下降(25.3%), 上皮细胞增

殖减少. 另有早期研究[12,13]用1.5 mg/kg甲氨喋呤

(Methotrexate, MTX)腹腔注射2 d造模, 结果显示

化疗结束6 h后肠隐窝细胞凋亡增加28倍, 2-4 d
可见绒毛萎缩增加. 同时可见化疗第1天后大鼠

肿瘤扩散减少, 第2天肿瘤质量减低、肿瘤细胞

凋亡增加. 
上述荷瘤模型已被国外学者[14-16]反复多次

应用于抗黏膜毒性药物(如微生物制剂、KGF
等), 以及各种化疗药物(如M T X、C P T-11、
5-FU等)胃肠黏膜损伤机制的研究. 被证实能够

有效模拟人体黏膜炎的发展过程, 值得借鉴. 其
优点在于受试动物在肿瘤生长和化疗黏膜毒性

反应上具有高度的同质性, 可以保证受试动物

个体间病理变化相对一致; 此外, 研究者可以同

时观察肿瘤细胞和黏膜损害对大鼠的影响作用. 
缺点是造模时间长、花费大, 致使研究受限. 
2.2 基因敲除小鼠化疗胃肠黏膜炎模型 目前, 基
因敲除小鼠化疗胃肠黏膜炎模型应用日趋广

泛,其最常见造模药物为MTX和5-Fu[17,18]. 相对

大鼠而言, 小鼠对MTX介导的胃肠黏膜损伤耐

受性更强. Kato等[19]为研制mrp1基因敲除小鼠

化疗GIM模型, 采用♂FVB野生型小鼠(mrp1+/+)
和FVB基因敲除小鼠(mrp1-/-)连续4 d腹腔注射

MTX 50 mg/(kg·d), 各组均未见造模后死亡. 实
验第5天体质量减轻大于5%, mrp1+/+组第7天体

质量开始恢复, 而mrp1-/-组体质量继续下降; 摄
食和饮水与体质量下降水平相一致, 化疗后第

4天摄入量mrp1-/-组显著低于mrp1+/+组; 化疗第

7天, mrp1-/-组全部出现嗜睡、拱背和皮毛枯槁, 
并出现严重腹泻等GIM典型症状. 另有研究[20]

通过皮下注射300 mg/kg MTX诱导TGF-α基因

敲除小鼠GIM模型, 成活率为100%. 观察发现模
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■相关报道
H i r a t a等运用不
同化疗药物成功
建立起非荷瘤模
型, 在一定程度上
符合人类GIM形
成的病理过程, 方
法简便, 可操作性
强, 但缺乏靶向性
特点, 难以对GIM
遗传学和发病机
制方面进行深入
和透彻研究.

型小鼠近端小肠有丝分裂减少, 隐窝损失或失

真, 绒毛萎缩、缩短以及炎症细胞浸润等病理

改变, 提示模型复制成功. Tran等[21-23]以C57BL/6
金属硫蛋白基因敲除小鼠MT-/-和C57BL/6野生

型小鼠MT+/+为对象, 分别给予一次性皮下注射

MTX 500 mg/kg, 制备MT基因敲除小鼠GIM模

型和MTX诱导的野生型小鼠GIM模型. 通过比

较发现, 前者肠道组织的损害和中性粒细胞的

浸润更严重, 对MTX引起的肠黏膜损伤较后者

更为敏感, 说明MT基因可能在MTX引起肠道损

伤中发挥保护作用. 除此之外, Tucker等[24-27]采用

5-FU一次性大剂量(450 mg/kg)或分次腹腔注射

(40 mg/kg 5-Fu, 共5 d)造模, 分别对caspase-11、
血小板活化因子(platelet-activating factor, PAF)、
叶酸(folic acid)、肠三叶因子(intestinal trefoil fac-
tor, ITF)等基因敲除小鼠进行研究, 从而为化疗

致GIM的预防和修复提供科学依据. 
以上模型具有靶向性特点, 对于研究动物遗

传与GIM相关基因的功能十分有用, 但仍有其局

限性. 首先, 基因敲除小鼠的培育成功较为复杂

和困难, 特别是基因重组时, 同源基因位点和重

组率相当低, 是获得成功的主要障碍. 其次, 若
所敲除的基因是具有致命功能的基因, 小鼠将

在胚胎早期死亡(如早期出血致死); 若敲除的基

因可被多功能的其他基因功能代偿, 这样就会

使表型改变模糊, 致使结果难以分析. 
2.3 转基因小鼠化疗胃肠黏膜炎模型 转基因小

鼠又称为“智能检测试管”, 可用来研究人类

疾病的生物学基础和各种治疗方案, 检测潜在

的治疗药物, 也可根据意愿在特定类型细胞中

打开或关闭转基因的表达. Huang等[28]利用肠

道表皮细胞生在因子(epidermal growth factor, 
EGF)广泛表达的转基因小鼠模型, 评估EGF对
化疗引起的肠道损伤的影响. 经RT-PCR确认

EGF在转基因小鼠回肠中广泛表达后, 持续4 d
给予5-FU 50 mg/(kg·d)腹腔注射造模. 转基因

小鼠化疗GIM模型存活率为100%. 症状观察发

现, 造模后第4天小鼠体质量开始下降, 第6天下

降达到10%, 直至实验结束仅恢复至基线水平

的50%. 病理显示绒毛高度显著缩短, 隐窝深度

增加. 转基因小鼠模型的优点之一是能够最大

限度地减少因给药所致的混杂因素, 如口服、

皮下或腹腔给药所致差异; 其次是具有器官特

异性, 基因在特异组织(如肠道)中表达, 避免肠

内或肠外给予外源性生长因子对机体带来的系

列影响. 但小鼠与人类具有很大差别, 因此医学

上转基因模型提供的信息与人体并不总是相

关; 实际应用中, 制作和维持转基因动物相对耗

时、耗钱, 使转基因小鼠的应用受到一定限制. 
2.4 化疗致胃肠黏膜炎非荷瘤模型 为了排除混

杂因素, 单独研究化疗药物对胃肠黏膜的毒性

作用, 国外学者根据自身研究目的和观测指标, 
开发了各种胃肠黏膜炎非荷瘤模型. 根据所用

化疗药物的种类、剂量、间隔时间和给药方式

不同, 所造模型的侧重点也各不相同. 因模型动

物黏膜损伤的严重程度和主要症状与给药方案

关系密切, 现根据不同给药方案, 分为以下3类. 
2.4.1 一次性注射给药: (1)5-Fu. 化疗药物对肠黏

膜屏障损伤的众多试验中, 针对5-Fu的研究较多. 
40多年来, 5-Fu作为一种抗嘧啶类抗代谢药, 已
被广泛应用于治疗多种人类肿瘤. Pedro等[29]采

用♂Wistar大鼠, 给予5-Fu 150 mg/kg一次性腹腔

注射, 动物成活率为100%. 大鼠体质指数于化疗

后3 d、5 d、15 d明显下降, 其中以化疗后第3天
减低最为显著. 化疗后第3天, 病理可见胃黏膜固

有层存在散在的嗜酸性粒细胞; 肠绒毛变短变

粗, 互相融合, 并且存在绒毛断裂现象, 肠腔内出

现大小不等的绒毛碎片; 上皮细胞大小不一, 排
列紊乱; 回肠、结肠黏膜层及固有层厚度变薄, 
并见大量炎症细胞, 小肠腺体成萎缩样变. 以上

病变至第15天开始恢复, 可观察到绒毛和隐窝

尚存, 十二指肠肌层仍有少许中性粒细胞浸润. 
学者们[30-38]通过评价各代谢指标(体质量、摄食

量、饮水量和尿量)和病理变化, 分别在BALB/L
小鼠、DBA/2小鼠、SD大鼠、DA大鼠等不同

实验动物中验证了该类造模方法的可行性. 但该

方法未见或少见腹泻症状[39], 研究者若以腹泻为

主要研究内容, 不适合选此模型. (2)CPT-11. 与
5-Fu相比, CPT-11可使患者3-4度GIM的发生率

增加15%[40]. Stringer等[41-44]采用200 mg/kg伊立

替康对DA大鼠行一次性腹腔注射, 观察可见化

疗2 h后23%动物出现腹泻, 24 h腹泻发生率高达

44%, 72 h后33%大鼠轻度腹泻, 144 h后腹泻停

止[45,46], 符合急性肠黏膜损伤过程. 组织形态学

发现, CPT-11早期引起腺体严重萎缩和退化, 胃
腺窝、空结肠隐窝细胞凋亡增加, 化疗后6 h达
到凋亡高峰[47,48]. 黏膜中大量炎性细胞浸润, 黏
液分泌增加[41,48]. 由于CPT-11剂量限制性不良反

应以腹泻为主[49], 且模型大鼠腹泻症状与肠隐

窝细胞增殖、凋亡等改变相一致[50]. 因此, 该方

法较侧重于化疗黏膜毒性所致腹泻的研究. 其局

限性在于造模存活率低, 有研究报道注射高剂量
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■创新盘点
本文对各种化疗
后胃肠道黏膜炎
模型的造模方法
进行全面分析, 为
学者研究化疗的
胃肠黏膜毒性反
应及其机制提供
造模选择和参考
依据.

CPT-11 96 h后动物全部死亡[24], 但目前对此说法

不一[41,45]. 
MTX: 能够诱发大鼠典型黏膜炎的病理改

变, 致使黏膜炎发生率达40%. 若短时间内大剂量

MTX进入体内, 发生率可增至76%. Gulgun等[51]给

予大鼠单剂量MTX 20 mg/kg腹腔注射, 模型存

活率为57%. 大鼠体质量显著下降, 并伴有腹泻; 
病理显示化疗后24 h即出现明显的肠道损伤, 第
3天损伤最重, 表现为小肠绒毛变短变粗, 上皮

细胞脱落, 黏膜固有层炎性细胞浸润, 出现溃疡. 
Fijlstra等[52]通过剂量筛选, 给予Wistar大鼠MTX 
60 mg/kg一次性尾静脉注射. 观察发现大鼠化

疗后3-4 d摄食、饮水、体质量下降最为严重, 
并于第3天出现水样便. 处死后发现大鼠呈现轻

至重度GIM病理变化, 小肠黏膜绒毛萎缩, 降至

正常55.6%. 肠隐窝长度增加至1.3倍, 杯状细胞

分布不均, 黏膜层炎细胞浸润, 肠黏膜蛋白质、

mRNA含量显著下降. MTX单剂量注射诱发模

型具有迅速恢复、过程短暂的特征, 缩短了造

模时间[53]. 
2.4.2 持续性注射给药: (1)腹腔注射给药. 5-Fu对
肠黏膜的不良反应的剧烈程度与给药方案有一

定关系, 在大剂量给药条件下, 剂量分次连续给

予较一次性给予对肠屏障的损伤更大, 损伤恢复

较慢. 各研究中对于5-Fu分次连续给药造模的剂

量和持续时间各有不同, 其动物黏膜损伤的严重

程度和主要症状也不尽相同[54-56]. Hirata等[57]采用

Wistar大鼠, 连续4 d的给药剂量为5-Fu 30 mg/kg, 
与空白组相比, 模型组小肠的干重和湿重均有

明显降低, 小肠MPO活性显著降低, 肠通透性增

加. 但该研究对模型的评价不够全面, 无法完全

反应出模型的损伤程度. (2)皮下注射给药: 多项

研究结果发现[58-60], MTX诱导的GIM大鼠体质量

变化呈现剂量依赖性. Leblond等[28]通过不同剂

量比较, 选用2.5 mg/kg MTX皮下注射, 持续3 d. 
实验第2-3天, 大鼠体质量和摄食量开始下降, 第
5-6天降到最低, 至实验第7天开始恢复, 但仍无

法恢复到正常水平[58-61]. 第4天开始出现严重的

胃肠黏膜损伤, 形态学方面, 表现为肠上皮细胞

增生减慢导致绒毛萎缩、隐窝细胞增殖降低、

杯状细胞排空增加[62,63]; 功能方面, 肠黏膜屏障受

损, 通透性增加, 伴随有细菌移位[58,59]. 肠系膜淋巴

结细菌培养阳性; 生化方面, 肠黏膜蛋白质、DNA
及RNA含量显著下降[58,60]. 以上损伤于第7天开始

恢复. (3)中心静脉给药. Tsuji等[55]以9周龄♂Wistar
大鼠为对象, 通过中心静脉进行100 mg/(kg·d) 5-Fu

滴注, 持续4 d(0-3 d). 实验共7 d(0-6 d). 72 h内无

明显症状发生, 第4天73.9%模型组大鼠出现急

性腹泻, 大便呈水样. 86.2%出现呕吐(异食癖反

应), 符合GIM症状表现, 肉眼可见空肠长度较空

白组短. 实验第6天, 模型组所有大鼠均出现毛

发竖立和眼底渗血等败血症症状; 检查发现急

性炎性细胞因子升高, 内毒素含量增加, 出现肠

道细菌易位. 病理显示胃肠黏膜的萎缩和广泛

糜烂, 空肠肠壁变薄, 出现点状溃疡; 黏膜下层

基本消失, 仅残余少许腺体及黏膜下层水肿组

织. 该模型后期累积毒性反应较重, 可用于5-FU
对胃肠黏膜迟发效应及胃肠微生物屏障损伤的

研究. 
2.4.3 经口给药法: 大鼠经口给药的半数致死量

为230 mg/kg. Shiota等[64]选用7周龄♂SD大鼠, 
实验第5天给予5-FU 300 mg/kg灌胃后大鼠进食

量和体质量急剧下降, 腹泻率为75%. 第8天处

死后组织检查发现小肠绒毛呈不同程度萎缩、

倒伏, 隐窝深度增加, 空肠黏膜IL-6和TNF-α 
mRNA表达降低. Saegusa等[65,66]给予Wistar大鼠

连续5 d 50 mg/kg 5-FU灌胃, 测量发现胃黏膜粘

蛋白含量下降57.6%, 空肠粘蛋白含量自化疗第

1天开始显著下降, 最低降至43.9%, 第13天恢复

正常. 胃和小肠PCNA含量第1天开始降低, 第7
天增加至空白组的2倍. Kotani等[67]为研究5-FU
化疗后胃的形态和功能变化, 给予SD大鼠同等

剂量5-Fu(50 mg/kg, 连续5 d)灌胃, 与Saegusa结
果不同的是, 肉眼和镜下均未见胃黏膜的明显

改变, 改为100 mg/kg 5-Fu连续5 d灌胃后, 大鼠

出现胃功能紊乱, 黏膜对酸等不良刺激的抵抗力

降低. 病理可见胃黏膜高度减低, 上皮细胞基底

层脱离. 上述变化说明胃黏膜对化疗的敏感性相

对低于肠黏膜. Manzano等[68]以小型猪为实验对

象, 每周给予5 d 12 mg/kg 5-FU口服, 持续4 wk, 
成活率为100%. 模型组于化疗第1周后体质量呈

显著下降趋势, 第2周表现出典型的化疗胃肠道

反应(如呕吐和腹泻). 检测发现空肠和回肠重量

明显降低, 空回肠所含蛋白质和DNA数量降低. 
由于猪胃肠道的病理生理与人类非常相似, 因
此该模型非常接近癌症患者化疗致GIM, 为评估

新颖的抗黏膜毒性方法提供了一个有效途径. 
以上非荷瘤模型价格低廉, 相比其他模型

制作方法更为简便快速, 在一定程度上符合人

类GIM形成的病理过程. 在成功的建立起化疗致

GIM模型的前提下, 保证了科研资源的合理利

用. 从实验的可操作性和研究目的来说, 不失为
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化疗胃肠黏膜炎研究的有效方法, 值得借鉴. 

3  结论

由于不同化疗药物引发的胃肠黏膜炎病理基础

不同, 导致的病理学变化、损伤程度和恢复过

程也不相同. 目前在建立化疗GIM模型方面尚无

统一标准. 因此, 研究者在开展实验前必须明确

实验设计上想要了解或研究的内容, 选择合适

的造模方法. 在选用模型时, 除考虑药物种类外, 
还应考虑药物剂量和干预时间. 原则上以能够

引起胃肠道黏膜损伤, 而又远低于致死剂量为

准[33]. 虽然动物模型只是一种间接反映人类疾病

的手段和方法, 尚不能完全代表人类疾病. 但转

基因、基因敲除等技术的发展以及与人类胃肠

道病理生理相似的实验动物的广泛应用, 均为

研究化疗致GIM的提供了新思路与新方法, 在化

疗致GIM的机制研究、药物筛选和治疗方案确

立过程中起到关键性作用. 
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Abstract
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one 
of the most common forms of chronic liver dis-
ease, and its incidence is increasing year by year. 
Many efforts have been made to investigate the 
pathogenesis of this disease. Since 1998 when 
Marshall proposed the conception of "gut-liver 
axis", more and more researchers have paid close 
attention to the role of gut barrier function in the 
pathogenesis of NAFLD. The four aspects of gut 
barrier function, including physical, chemical, 
biological and immunological barriers are interre-
lated closely and related to NAFLD. In this paper, 
we present a summary of research findings on the 
relationship between gut barrier dysfunction and 
the occurrence and development of NAFLD, aim-
ing at illustrating the role of gut barrier function 
in the pathogenesis of this disease.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Gut-
barrier function; Gut-liver axis

Dai X, Lv ZS. Role of gut barrier function in the 
pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 656-661

摘要
非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
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 文献综述 REVIEW

肠道屏障功能在非酒精性脂肪性肝病发病机制中的作用

戴 鑫, 吕宗舜

®

■背景资料
自 马 歇 尔 ( M a r -
shall)于1998年正
式提出了“肠-肝
轴”的概念, 将肠
道和肝脏这两个
以往认为无密切
相关的器官联系
在一起, 肠道屏障
功能在NAFLD的
发病机制中的作
用逐渐成为关注
的热点, 国内外不
少学者都在进行
“肝-肠对话”的
研究, 目前在此方
面已取得较多新
进展.

disease, NAFLD)是一种常见的慢性肝脏疾病, 
且发病率有逐年上升的趋势. 关于其发病的具
体机制的研究从未停止. 自马歇尔(Marshall)
于1998年正式提出了“肠-肝轴”的概念, 肠
道屏障功能在NAFLD发病机制中的作用逐渐
成为关注的重点. 肠道屏障功能的4大方面机
械屏障、化学屏障、生物屏障、免疫屏障相
互密切联系, 并且与NAFLD之间的关系也密
不可分. 本文对近年来关于肠道屏障功能与
NAFLD的发生和发展的相关性研究结果进行
综述, 旨在探讨在NAFLD的发病机制中肠道
屏障功能所起到的作用.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 肠道屏障功能; 肝

肠轴
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)是一种与胰岛素抵抗(insulin resis-
tance, IR)和遗传易感密切相关的代谢应激性肝

脏损伤, 其病理学改变与酒精性肝病相似, 但患

者无过量饮酒史. 疾病谱包括非酒精性单纯性

脂肪肝(nonalcoholic simple fatty liver, NAFL)、
非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic hepatit is, 
NASH)及其相关肝硬化和肝细胞癌[1]. NAFLD
是21世纪全球重要的公共健康问题之一, 亦是

我国愈来愈重视的慢性肝病问题. 其发病的具

体机制目前尚不完全清楚. 近来, 关于NAFLD发

病的多重打击学说受到研究者的广泛关注. 在
多重打击学说中, 包括脂源性因素、肠道屏障

功能、内质网应激、基因等作为平行相关因素

都参与了NAFLD的发生和发展过程[2]. 以往的

研究着重于脂源性因素, 强调一些因素可破坏

脂肪细胞与肝细胞之间脂肪代谢的动力循环平

衡, 引起NAFLD. 但此类研究结果目前还未能圆

满解释NAFLD的发病过程. 自马歇尔(Marshall)
于1998年正式提出了“肠-肝轴”的概念, 将肠
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■研发前沿
越来越多的医师
倾 向 于 将 益 生
菌、益生元、谷
氨酰胺等调整肠
道屏障的药物用
于防治NAFLD的
临床实践, 但由于
伦理条件所限, 目
前此类研究尚少,
且缺少组织学变
化结果支持. 

道和肝脏这两个以往认为无密切相关的器官联

系在一起, 肠道屏障功能在NAFLD的发病机制

的作用逐渐成为学者研究的重要方面. 目前在

此方面已取得较多新进展.

1  肠道黏膜屏障

肠道黏膜屏障是指肠道能防止肠腔内的有害物

质如细菌和毒素等穿过肠黏膜进入体内其他组

织器官和血液循环的结构和功能的总和[3]. 肠
道屏障功能通常可以归纳为机械屏障、化学屏

障、免疫屏障、生物屏障4大方面. 具体来说, 
机械屏障包括粘液层、肠道上皮细胞及上皮间

紧密连接; 化学屏障主要包括胃酸、各种消化

酶、胆汁等; 免疫屏障主要由淋巴细胞及肠道

黏膜分泌的免疫球蛋白A(immunoglobulin, IgA)
组成; 生物屏障由正常菌群的平衡构成, 是能

量吸收, 储存的重要环境因素[4]. 肠道屏障功能

损伤有多种表现形式, 包括肠道菌群失调、小

肠细菌过多生长(small intestinal bacterial over 
growth, SIBO)、肠细胞紧密连接的改变、肠道

黏膜通透性增高、血液循环中脂多糖(lipopoly-
saccharide, LPS)升高等.

2  肠道黏膜机械屏障与NAFLD

多项动物实验及人体实验的研究显示肠道黏膜

机械屏障的损伤与NAFLD的发生发展有明显相

关性. 肠道通透性是指肠黏膜上皮容易被某些

分子物质以简单扩散方式通过的特性, 通透性

的增高是肠道黏膜机械屏障损伤的主要表现之

一. 在NAFLD的患者与健康对照组中, NAFLD
患者的肠道黏膜通透性较对照组明显提高, 而
作为维持肠道机械屏障的重要因素的紧密连接, 
其完整性也较对照组有明显缺失[5]. Rahimi等[6]

的研究显示, 在伊朗, 紧密连接完整性损伤的典

型疾病乳糜泻在NAFLD人群中的发病率显著高

于无NAFLD人群的发病率. 这更提示了肠道黏

膜机械屏障与NAFLD的紧密关系.
正常情况下, 完整的肠上皮细胞间紧密连接

可阻止肠道细菌及毒素等大分子物质通过, 从
而防止其发生易位. 而当肠道上皮细胞之间的

紧密连接完整性损伤时, 肠道黏膜的通透性增

高, 肠道内的革兰氏阴性菌细胞壁的成分脂多

糖可大量涌入门脉系统, 如果肝脏内Kupffer细
胞(kupffer cell, KC)吞噬功能低下, 内毒素的量

超过了肝脏的清除能力, 内毒素“泛溢”进入

体循环, 形成内毒素血症. 目前认为内毒素除了

对肝细胞具有直接毒性作用, 还可以激发KC等
释放[7]. Lefkowitch等[8]所做的免疫组织化学检测

发现, 在NASH发病过程中, 枯否细胞形态、数

量较正常均发生变化. 在对酒精性脂肪肝和非

酒性脂肪肝炎研究中观察到枯否细胞在中央静

脉区域相对集中, 体积增大, 细胞内散落有大的

脂肪空泡, 呈活化状态. 而在NAFLD的发病过程

中, 枯否细胞分泌的促炎因子参与了肝脏疾病

的发生发展. 其中, TNF-α具有关键性作用[9].

3  肠道化学屏障和NAFLD

肝脏分泌的胆汁酸不仅在脂肪类食物的乳化、

脂溶性维生素的吸收中起关键作用[10], 也能抑

制小肠细菌过度生长, 细菌易位的发生从而保

持黏膜屏障功能及肠内环境的稳定[11]. 在建立

高果糖诱导的NAFLD小鼠模型时, 实验组同时

饲服胆汁酸, 可以发现同对照组相比, 实验组的

小鼠肝脏脂肪变情况明显减轻, 门静脉血中内

毒素下降, 十二指肠闭锁小带完整性趋于正常. 
而胆汁酸的受体法尼酯受体(farresoid X recep-
tor, FXR)及FXR介导的小异二聚体伴侣(short 
heterodimer partner, SHP)两组并无明显区别. 这
提示了胆汁酸治疗可以减轻高果糖饮食诱导的

NAFLD, 其机制除了胆汁酸通过FXR-固醇调控

元件结合蛋白-1c(sterol response element-binding 
protein1c, SREBP-1c)瀑布样信号转导系统调节

肝脏甘油三酯代谢继而减轻NAFLD之外[12], 肠
道菌群和内毒素的改变也在其中发挥了不容忽

视的作用[13,14]. 也有研究显示, 一些微生物则能

通过合成胆盐水解酶影响胆汁酸的代谢, 干扰

能量和脂类代谢的信号通路, 进而引起脂质过

氧化及脂肪酸在肝脏的沉积. Martin等[15]将人类

婴儿菌群灌注在无菌小鼠肠道中并定植, 发现

其回肠末端牛磺酸结合胆汁酸的含量增高, 血
浆脂蛋白水平下降, 而肝脏甘油三酯含量则增

加. 推测肠道菌种的改变可以促进胆汁的肝肠

循环, 抑制肝细胞VLDL及LDL合成和分泌进而

导致肝脏甘油三酯沉积[16,17].

4  肠道免疫屏障和NAFLD

肠道上皮还可表达Toll样受体(toll like receptors, 
TLRs). TLRs作为原发免疫的重要分子, 其信

号传导与NAFLD的发生发展相关. 在高脂, 高
果糖及低胆碱或低胆碱低氨基酸饮食诱导的

NAFLD动物模型中, 循环血中LPS水平明显升

高, 而敲除TLR4的小鼠, 予以同样的饮食, 虽然
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其血中LPS升高水平相同, 但NAFLD的发生大大

减少[18]. 一些观点认为, 宿主细胞破坏的产物即

损伤相关分子模式(damage associated molecular 
Patterns, DAMPs)是TLRs的主要配体[19], 主要是

一些内源性的物质, 比如游离脂肪酸(free fatty 
acids, FFAs). FFAs可能直接刺激依赖TLR2或
TLR4的信号通路. 这意味着FFAs是连接饮食中

脂肪摄入与TLR信号介导的疾病的中心环节[20].
但是, Err idge等[21]否认了这个观点, 他们

做了各种细胞(巨噬细胞、脂肪细胞、平滑肌

细胞、内皮细胞等)试验, 都发现FFAs没有诱

导能明显上调TLR刺激造成的基因产物如白介

素1(interleukin-1, IL-1), 肿瘤坏死因子α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)的表达. 而肠道细菌菌

体结构或代谢产物可能参与了TLRs的信号转

导通路. 此后又有较多研究继承了他们的观点, 
支持了人体肠道内微生物来源的病原相关的分

子模式(pathogen-associated molecular patterns, 
PAMPs)在NAFLD发展中的中心地位. 细菌的脂

肽、脂多糖和鞭毛蛋白分别被TLR2、TLR4和
TLR5识别, 而TLR3、TLR7、TLR8和TLR9负
责识别细菌的核酸, TLR1和TLR6虽然不能单独

作用, 但与TLR2形成多聚体后则可识别二酰基

及三酰基的细菌脂肽. 当PAMPs与相应的TLR
结合后大多数可以通过激活核因子-κB(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)和促分裂素原活化蛋白

激酶(mitogen-activated protein kinases, MAPK)信
号转导通路, 快速上调促炎基因如粘附分子、

细胞因子和趋化因子的表达[22]. 依据当今观点, 
这些全身的、低水平的炎症反应在NAFLD的发

生发展中起到了关键作用[23,24].
除了TLRs外, 肠道分泌的IgA也是肠道黏膜

免疫屏障的重要组分. IgA可以遏制病原体在黏

膜表面的黏附及减少病原体的着生, 并在肠腔

内参与行使效应功能[25]. 实验证实, IgA对肠道

革兰氏阴性杆菌具有特殊的亲和力, 人和啮齿

动物肠道中60%-80%革兰氏阴性杆菌被IgA包

裹. 当肠道黏膜受损后, 产生分泌性免疫球蛋白

A的功能明显受到抑制, 主要表现为sIgA的浆细

胞数量减少及被sIgA包被的革兰阴性菌减少等, 
肠道抗定植力下降, 促进肠内细菌易位[26]. 从而

与NAFLD的发生发展相关.
已知谷氨酰胺是肠道黏膜上皮损伤修复的

主要原料, 补充谷氨酰胺可以预防肠道免疫屏

障的损伤. 目前已有大鼠实验显示, 在通过连续

高脂饮食建立大鼠NASH模型后, 经谷氨酰胺治

疗4 wk的治疗组大鼠其血中转氨酶水平及肝脏

炎症计数较对照组明显下降, 

5  肠道生物屏障与NAFLD

来源于小鼠实验的数据支持了肠道菌群的失衡

与NAFLD的发病相关. 小鼠肠道菌群改变造成

NAFLD的原因考虑为以下几个方面: (1)肠腔内

乙醇的产生增多. Nair等[28]使用呼气试验发现肥

胖♂C57BL/6小鼠内源性乙醇显著高于对照组, 
经新霉素治疗后乙醇量下降50%以上, 提示尽管

没有酒精的摄入, 但肠道微生物产生内源性乙

醇在NAFLD发病中起一定作用. 乙醇或其在体

内代谢物乙醛, 会增加活性氧自由基、高价氮

氧合酶的产生、并进一步改变肠道菌群的种类

或比例(如革兰氏阴性杆菌繁殖增加), 这些因素

单独或联合作用于肠道黏膜, 使其完整性受到

破坏, 黏膜屏障受损, 肠道通透性增加, 导致细

菌移位, 最终使门静脉内毒素水平升高; (2)代谢

宿主饮食中的胆碱. 胆碱对甘油三酯有高亲和

力, 可以促进脂肪以磷脂的形式由肝脏通过血

液循环输出, 以防止脂肪在肝脏中的异常积聚, 
从而防止NAFLD的发生. 小鼠实验表明, 肠道

菌群有将饮食中的胆碱转化为甲胺、二甲胺、

三甲胺及其氧化物的能力, 从而降低机体对于

胆碱的生物利用率[29]; (3)释放LPS, 从而激活肠

道上皮细胞的炎症相关的细胞因子或肝脏巨

噬细胞[30]. 不仅是动物, 人类肠道菌群的改变与

NAFLD的发生相关也得到了证实. Miele等[5]通

过葡萄糖呼气试验显示患有NAFLD的患者发生

SIBO的情况远超过健康对照组, 并且SIBO的程

度与肝脏脂肪变的情况成正相关. 
近来的相关基础研究显示肠道菌群能调节

能量代谢[31,32]. 当肠道内菌群平衡被打破时, 人
体能量代谢也相应发生改变. 肠道微生物调节

能量可能与以下机制有关[33]: (1)发酵人的消化

器官未消化的食物, 增加能量代谢效率, 从而

给宿主提供更多能量[34]; (2)抑制肠黏膜上皮中

禁食诱导脂肪因子(fasting-induced adipose fac-
tor, Fiaf)的生成(又被称为类血管生成素4, 一种

可以抑制脂蛋白脂酶活性的蛋白质), 从而使脂

蛋白脂酶持续表达, 结果增加了脂肪酸的摄入

和肝脏甘油三酯的堆积[35]; (3)影响外周脂肪组

织和肝脏细胞中磷酸腺苷激活蛋白激酶(AMP-
activated protein kinase, AMPK)活性进而抑制了

脂肪酸氧化的关键酶(如乙酰辅酶A羧化酶、肉

毒碱棕榈酰转移酶). AMPK是一种在细胞内行

■创新盘点
本 文 从 肠 道 屏
障 功 能 的 4 大 方
面 - 机 械 屏 障 、
化学屏障、生物
屏障、免疫屏障
入 手 ,  介 绍 导 致
NAFLD机制的研
究进展, 又将其之
间是如何相互关
联进行分析, 具有
较好的创新性和
科研学术价值.
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使能量代谢调节的蛋白激酶, 其主要的特征是

能与AMP结合, 通过AMP感知细胞的能量水平

和代谢平衡来调节相关酶的活性, 在肥胖、糖

尿病的发病机制中起重要作用[36,37]. 目前考虑由

于以上原因造成了脂肪细胞与肝细胞之间脂代

谢的动力循环平衡被破坏, 从而促使了NAFLD
的发病.

饮食因素在肠道生物屏障中发挥了怎样的

作用, 近来也有相关研究. 在健康人群中, 小肠

内固有的细菌所产生的可溶性PAMPs浓度非常

低, 以LPS为例, 约为0.3 μg/L[38], 这似乎意味着

与NAFLD密切相关的小肠中的PAMPs更可能来

源于饮食摄入. 对西方人的饮食检测结果显示, 
未经加工的食物中PAMPs水平低至难以检测到, 
而在加工过的食品中却远远超出小肠中的一般

水平[39]. 
Spencer等[31]的人体实验显示, 在短时间内

予完全低胆碱饮食诱导肝脏脂肪变的情况下, 
不同个体的肠道菌群构成仍然各不相同, 但丹

毒丝菌纲和γ-变形菌纲的变化情况同脂肪变的

情况有相关性. 这可能为寻找与NAFLD致病有

关的肠道标志性的菌群开拓了思路, 但目前研

究尚少, 还需要进一步完善.
当然, NAFLD同时也反过来促进肠道的菌

群失调. 在NAFLD的发展过程中, 伴随着多种炎

症介质的产生. IL-1、干扰素(interferon, IFN)可
抑制摄食中枢, 使食欲下降, 反射性使胃肠运动

减弱; 前列素2(prostaglandin, PGE2)、血小板激

活因子(platelet activating factor, PAF)能引起肠

道运动功能异常, 胃肠功能紊乱, 移型性运动复

合(migrating motor complex, MMC)减弱或者消

失, 其最重要的后果是使小肠部内容物淤滞, 从
而导致菌群失调[9]. 在多个动物实验中, 研究者

予实验动物益生元和益生菌类制剂, 可以改善

NAFLD动物的肝脏组织学表现, 降低转氨酶水

平, 同时也减轻胰岛素抵抗的情况. 这也有力的

证明了维护肠道生物屏障在阻止NAFLD发生发

展中的有着重要意义[40-43].

6  结论

肠道屏障功能的4大方面机械屏障、化学屏

障、生物屏障、免疫屏障相互密切联系. 而他

们与NAFLD之间的关系也是密不可分的. 比如

肠道上皮细胞是机械屏障的重要组分, 其通透

性增强可以造成LPS大量的涌入肝脏系统, 诱导

NAFLD的发生发展. 同时肠道上皮细胞还可表

达原发免疫的重要分子TLRs, TLRs信号传导与

NAFLD的发生发展相关. TLRs的配体为微生物

来源的PAMPs. 肠道菌种的改变, 通过抑制肝细

胞VLDL及LDL合成和分泌进而导致肝脏甘油

三酯沉积, 造成NAFLD. 免疫屏障的重要组分

IgA对肠道黏膜的保护作用是通过对革兰氏阴

性杆菌的包裹而效应的. 肠道菌群失调所导致

的乙醇量增多, 会使肠道黏膜的完整性遭到破

坏, 进而破坏机械屏障等. 不论肠道屏障功能的

哪一方面发生了损伤, 必然导致其他方面的变

化, 综合作用造成NAFLD的发生发展. 当然, 如
前所述, 肠道屏障的损伤可以导致NAFLD, 而
NAFLD在发展到一定阶段也会反过来影响肠

道屏障功能, 造成相互影响, 恶性循环. 如果说

肠道屏障(机械、生物、免疫和化学屏障)“构

筑”了人体同外源性物质接触的第一道“防

线”, 那么肝脏则提供了第二道“防线”. 这是

因为肝脏与肠道之间天然具有很多内在联系: 
(1)胚胎发育时, 肝肠共同起源; (2)他们有着共同

的功能单元, 如营养代谢、细菌过滤、药物活

化、毒性稀释等; (3)由于门静脉收纳肠系膜的

血液, 因此使二者拥有了共同的血液联系; (4)肝
脏能为肠道炎症和感染提供保护, 肝脏的炎症

必有肠道的免疫反应发生[44,45]. 当肠道屏障发生

改变时, 肝脏也会发生相应的变化, 这种改变也

包括NAFLD. 至于在肠道屏障改变的众多方面

中, 是哪一种因素起到了核心介导作用, 可能还

需要进一步的研究以明确.
依据已有的研究结果, 肠道黏膜屏障损伤

的形式与程度同NAFLD的演进过程(即NAFL, 
NASH, 相关的肝硬化及肝细胞癌)之间的确切

关系, 尚不清楚, 有待进一步研究. 比如Miele等
[5]的实验显示在NAFLD患者中, 肠道通透性和

SIBO的发生明显与肝脏脂肪变的严重情况成正

相关, 但未发现与NASH中肝脏的炎症程度有明

显正相关. 而Gäbele等[46]用新的实验证据质疑了

这种观点, 他们以高脂饮食与葡聚糖硫酸酯钠

(dextran sulfate sodium, DSS)同时给小鼠饲服, 
诱导建立NASH伴肠道屏障损伤的动物模型, 发
现肝脏炎症较仅予高脂饮食造成的NASH组更

为明显, 且肝脏纤维化的指标也明显升高. 故考

虑Luca的实验结果的发生是否是由于样本量不

足所造成尚不能肯定, 可能需要更大样本的人

类实验来验证. 由于肠道黏膜屏障在NAFLD的

发病机制中的重要作用得到广泛认同, 越来越

多的医师倾向于将益生菌、益生元、谷氨酰胺

■同行评价
肠道屏障功能在
NAFLD的发病机
制中的作用逐渐
成为关注的热点, 
国内外不少学者
都在进行“肝-肠
对话”的研究, 本
综述有一定的临
床意义.
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等调整肠道屏障的药物用于防治NAFLD的临

床实践, 但由于伦理条件所限, 关于益生菌和益

生元治疗NAFLD的效果到目前仅有2项临床实

验结果发表[47,48]. 维护肠道屏障功能入手防治

NAFLD, 重新建立起健康平衡的肝肠对话关系, 
其效果究竟有多大, 尚待更多方面的研究加以

证实[49].

7      参考文献

1 中华医学会肝病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组. 非
酒精性脂肪性肝病诊疗指南(2010年修订版). 胃肠病
学和肝病学杂志 2010; 19: 483-487

2 Tilg H, Moschen AR. Evolution of inflammation in 
nonalcoholic fatty liver disease: the multiple paral-
lel hits hypothesis. Hepatology 2010; 52: 1836-1846 

3 蒋朱明, 蔡威. 临床肠外与肠内营养. 第1版. 北京: 科
学技术文献出版社, 2000: 364-365

4 张燕, 罗予. 肠道黏膜受损及保护机制的研究进展. 中
国微生态学杂志 2010; 22: 85-87, 91

5 Miele L, Valenza V, La Torre G, Montalto M, Cam-
marota G, Ricci R, Mascianà R, Forgione A, Gabrieli 
ML, Perotti G, Vecchio FM, Rapaccini G, Gasbarrini 
G, Day CP, Grieco A. Increased intestinal perme-
ability and tight junction alterations in nonalcoholic 
fatty liver disease. Hepatology 2009; 49: 1877-1887

6 Rahimi AR, Daryani NE, Ghofrani H, Taher M, 
Pashaei MR, Abdollahzade S, Kalani M, Ajdarkosh 
H. The prevalence of celiac disease among patients 
with non-alcoholic fatty liver disease in Iran. Turk J 
Gastroenterol 2011; 22: 300-304

7 Cani PD, Amar J, Iglesias MA, Poggi M, Knauf 
C, Bastelica D, Neyrinck AM, Fava F, Tuohy KM, 
Chabo C, Waget A, Delmée E, Cousin B, Sulpice 
T, Chamontin B, Ferrières J, Tanti JF, Gibson GR, 
Casteilla L, Delzenne NM, Alessi MC, Burcelin R. 
Metabolic endotoxemia initiates obesity and insulin 
resistance. Diabetes 2007; 56: 1761-1772

8 Lefkowitch JH, Haythe JH, Regent N. Kupffer cell 
aggregation and perivenular distribution in steato-
hepatitis. Mod Pathol 2002; 15: 699-704

9 Wigg AJ, Roberts-Thomson IC, Dymock RB, Mc-
Carthy PJ, Grose RH, Cummins AG. The role of 
small intestinal bacterial overgrowth, intestinal 
permeability, endotoxaemia, and tumour necrosis 
factor alpha in the pathogenesis of non-alcoholic 
steatohepatitis. Gut 2001; 48: 206-211

10 Hofmann AF. Bile Acids: The Good, the Bad, and 
the Ugly. News Physiol Sci 1999; 14: 24-29

11 Begley M, Gahan CG, Hill C. The interaction be-
tween bacteria and bile. FEMS Microbiol Rev 2005; 
29: 625-651 

12 魏珏, 叶丽静, 邱德凯, 马雄. 胆汁酸核受体FXR在非酒
精性脂肪性肝病中的作用. 胃肠病学 2010; 15: 21-24

13 Volynets V, Spruss A, Kanuri G, Wagnerberger S, 
Bischoff SC, Bergheim I. Protective effect of bile 
acids on the onset of fructose-induced hepatic ste-
atosis in mice. J Lipid Res 2010; 51: 3414-3424

14 魏珏, 叶丽静, 邱德凯, 马雄. 胆汁酸改善胰岛素抵抗
和非酒精性脂肪性肝病的研究进展. 中华消化杂志 
2007; 27: 791-792

15 Martin IV, Schmitt J, Minkenberg A, Mertens JC, 
Stieger B, Mullhaupt B, Geier A. Bile acid retention 
and activation of endogenous hepatic farnesoid-X-
receptor in the pathogenesis of fatty liver disease in 

ob/ob-mice. Biol Chem 2010; 391: 1441-1449
16 李灏, 姜颖, 贺福初. 胆汁酸功能及其与肠道细菌

相互关系. 中国生物化学与分子生物学报 2007; 23: 
817-822

17 Pumbwe L, Skilbeck CA, Nakano V, Avila-Campos 
MJ, Piazza RM, Wexler HM. Bile salts enhance bac-
terial co-aggregation, bacterial-intestinal epithelial 
cell adhesion, biofilm formation and antimicrobial 
resistance of Bacteroides fragilis. Microb Pathog 
2007; 43: 78-87

18 Miura K, Seki E, Ohnishi H, Brenner DA. Role of 
toll-like receptors and their downstream molecules 
in the development of nonalcoholic Fatty liver 
disease. Gastroenterol Res Pract 2010; 2010: 362847. 
Epub 2011 Jan 17

19 Tsan MF, Gao B. Endogenous ligands of Toll-like 
receptors. J Leukoc Biol 2004; 76: 514-519

20 Shi H, Kokoeva MV, Inouye K, Tzameli I, Yin H, 
Flier JS. TLR4 links innate immunity and fatty acid-
induced insulin resistance. J Clin Invest 2006; 116: 
3015-3025

21 Erridge C, Samani NJ. Saturated fatty acids do not 
directly stimulate Toll-like receptor signaling. Arte-
rioscler Thromb Vasc Biol 2009; 29: 1944-1949 

22 Kawai T, Akira S. The role of pattern-recognition 
receptors in innate immunity: update on Toll-like 
receptors. Nat Immunol 2010; 11: 373-384

23 Ferrante AW. Obesity-induced inflammation: a 
metabolic dialogue in the language of inflamma-
tion. J Intern Med 2007; 262: 408-414

24 Erridge C. Diet, commensals and the intestine as 
sources of pathogen-associated molecular patterns 
in atherosclerosis, type 2 diabetes and non-alcoholic 
fatty liver disease. Atherosclerosis 2011; 216: 1-6 

25 包士三. 细胞因子在肠道黏膜免疫中的重要作用. 上
海免疫学杂志 2001; 21: 133-135

26 于勇. IgA在肠道免疫屏障中的作用及其创伤后的改
变. 国外医学 1994; 15: 15-18

27 李生, 吴万春, 何池义, 韩真, 金道友. 谷氨酰胺对非酒
精性脂肪肝炎大鼠肠黏膜屏障的保护作用. 临床消化
病杂志 2008; 20: 241-244

28 Nair S, Cope K, Risby TH, Diehl AM. Obesity and 
female gender increase breath ethanol concentra-
tion: potential implications for the pathogenesis 
of nonalcoholic steatohepatitis. Am J Gastroenterol 
2001; 96: 1200-1204 

29 Dumas ME, Barton RH, Toye A, Cloarec O, Blanch-
er C, Rothwell A, Fearnside J, Tatoud R, Blanc V, 
Lindon JC, Mitchell SC, Holmes E, McCarthy MI, 
Scott J, Gauguier D, Nicholson JK. Metabolic profil-
ing reveals a contribution of gut microbiota to fatty 
liver phenotype in insulin-resistant mice. Proc Natl 
Acad Sci USA 2006; 103: 12511-12516 

30 Ruiz AG, Casafont F, Crespo J, Cayón A, Mayorga 
M, Estebanez A, Fernadez-Escalante JC, Pons-
Romero F. Lipopolysaccharide-binding protein 
plasma levels and liver TNF-alpha gene expression 
in obese patients: evidence for the potential role of 
endotoxin in the pathogenesis of non-alcoholic ste-
atohepatitis. Obes Surg 2007; 17: 1374-1380 

31 Spencer MD, Hamp TJ, Reid RW, Fischer LM, Zeisel 
SH, Fodor AA. Association between composition 
of the human gastrointestinal microbiome and 
development of fatty liver with choline deficiency. 
Gastroenterology 2011; 140: 976-986 

32 Frazier TH, DiBaise JK, McClain CJ. Gut microbiota, 
intestinal permeability, obesity-induced inflamma-
tion, and liver injury. JPEN J Parenter Enteral Nutr 



www.wjgnet.com

戴 鑫, 等. 肠道屏障功能在非酒精性脂肪性肝病发病机制中的作用                 661

2011; 35: 14S-20S 
33 Musso G, Gambino R, Cassader M. Obesity, dia-

betes, and gut microbiota: the hygiene hypothesis 
expanded? Diabetes Care 2010; 33: 2277-2284

34 Turnbaugh PJ, Ley RE, Mahowald MA, Magrini V, 
Mardis ER, Gordon JI. An obesity-associated gut 
microbiome with increased capacity for energy har-
vest. Nature 2006; 444: 1027-1031

35 Bäckhed F, Ding H, Wang T, Hooper LV, Koh GY, 
Nagy A, Semenkovich CF, Gordon JI. The gut 
microbiota as an environmental factor that regu-
lates fat storage. Proc Natl Acad Sci USA 2004; 101: 
15718-15723 

36 Delzenne NM, Cani PD. [Gut microflora is a key 
player in host energy homeostasis]. Med Sci (Paris) 
2008; 24: 505-510

37 Yoon MJ, Lee GY, Chung JJ, Ahn YH, Hong SH, 
Kim JB. Adiponectin increases fatty acid oxidation 
in skeletal muscle cells by sequential activation of 
AMP-activated protein kinase, p38 mitogen-activat-
ed protein kinase, and peroxisome proliferator-acti-
vated receptor alpha. Diabetes 2006; 55: 2562-2570 

38 Lappin DF, Sherrabeh S, Erridge C. Stimulants of 
Toll-like receptors 2 and 4 are elevated in saliva of 
periodontitis patients compared with healthy sub-
jects. J Clin Periodontol 2011; 38: 318-325

39 Erridge C. Accumulation of stimulants of Toll-like 
receptor (TLR)-2 and TLR4 in meat products stored 
at 5 °C. J Food Sci 2011; 76: H72-H79

40 Li Z, Yang S, Lin H, Huang J, Watkins PA, Moser 
AB, Desimone C, Song XY, Diehl AM. Probiotics 
and antibodies to TNF inhibit inflammatory activity 
and improve nonalcoholic fatty liver disease. Hepa-
tology 2003; 37: 343-350

41 Paik HD, Park JS, Park E. Effects of Bacillus poly-

fermenticus SCD on lipid and antioxidant metabo-
lisms in rats fed a high-fat and high-cholesterol 
diet. Biol Pharm Bull 2005; 28: 1270-1274

42 Lee HY, Park JH, Seok SH, Baek MW, Kim DJ, Lee 
KE, Paek KS, Lee Y, Park JH. Human originated 
bacteria, Lactobacillus rhamnosus PL60, produce 
conjugated linoleic acid and show anti-obesity ef-
fects in diet-induced obese mice. Biochim Biophys 
Acta 2006; 1761: 736-744

43 Yadav H, Jain S, Sinha PR. Antidiabetic effect of 
probiotic dahi containing Lactobacillus acidophilus 
and Lactobacillus casei in high fructose fed rats. 
Nutrition 2007; 23: 62–68

44 Zeuzem S. Gut-liver axis. Int J Colorectal Dis 2000; 
15: 59-82 

45 Szabo G, Bala S, Petrasek J, Gattu A. Gut-liver axis 
and sensing microbes. Dig Dis 2010; 28: 737-744 

46 Gäbele E, Dostert K, Hofmann C, Wiest R, Schölm-
erich J, Hellerbrand C, Obermeier F. DSS induced 
colitis increases portal LPS levels and enhances he-
patic inflammation and fibrogenesis in experimen-
tal NASH. J Hepatol 2011; 55: 1391-1399 

47 Loguercio C, De Simone T, Federico A, Terracciano 
F, Tuccillo C, Di Chicco M, Cartenì M. Gut-liver 
axis: a new point of attack to treat chronic liver 
damage? Am J Gastroenterol 2002; 97: 2144-2146 

48 Loguercio C, Federico A, Tuccillo C, Terracciano F, 
D'Auria MV, De Simone C, Del Vecchio Blanco C. 
Beneficial effects of a probiotic VSL#3 on param-
eters of liver dysfunction in chronic liver diseases. J 
Clin Gastroenterol 2005; 39: 540-543 

49 Lirussi F, Mastropasqua E, Orando S, Orlando R. 
Probiotics for non-alcoholic fatty liver disease and/
or steatohepatitis. Cochrane Database Syst Rev 
2007: CD005165

           编辑  李军亮  电编  鲁亚静  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2012年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

WJG 成功通过评审被 PMC 收录

本刊讯 PubMed Central(PMC)是由美国国家医学图书馆(NLM)下属国家生物技术信息中心(NCBI)创立的开放

存取(Open Access)的生物医学和生命科学全文数据库. 此数据库只收录采取国际同行评审制度评议的期刊, 并

对收录期刊有较高的科学、编辑及数据文件质量要求.

截至目前, 我国只有两本期刊被PMC收录.《浙江大学学报B》(英文版)(Journal of Zhejiang University 
Science B )是我国第一本通过PMC评审并于2006-03-15被收录的期刊.《世界胃肠病学杂志》(英文版)(World 
Journal of Gastroenterology , WJG )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://

www.pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive (WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-03-26)



www.wjgnet.com

牛国超, 刘蕾, 张晓岚, 河北医科大学第二医院消化科 河北
省消化病重点实验室 河北省消化病研究所 河北省石家庄市 
050000
作者贡献分布: 本文综述由牛国超与刘蕾完成; 由张晓岚审校.
通讯作者: 张晓岚, 主任医师, 教授, 博士生导师, 050000, 河北
省石家庄市和平西路215号, 河北医科大学第二医院消化科, 河
北省消化病重点实验室, 河北省消化病研究所. 
xiaolanzh@126.com
电话: 0311-66002955
收稿日期: 2011-11-24   修回日期: 2012-01-29
接受日期: 2012-03-10   在线出版日期: 2012-03-18

Hepatobiliary complications of 
inflammatory bowel disease

Guo-Chao Niu, Lei Liu, Xiao-Lan Zhang

Guo-Chao Niu, Lei Liu, Xiao-Lan Zhang, Department 
of Gastroenterology, the Second Hospital of Hebei Medi-
cal University, Hebei Key Laboratory of Gastroenterology, 
Hebei Institute of Gastroenterology, Shijiazhuang 050000, 
Hebei Province, China
Correspondence to: Xiao-Lan Zhang, Professor, Depart-
ment of Gastroenterology, the Second Hospital of Hebei 
Medical University, Hebei Key Laboratory of Gastroenter-
ology, Hebei Institute of Gastroenterology, Shijiazhuang 
050000, Hebei Province, China. xiaolanzh@126.com
Received: 2011-11-24    Revised: 2012-01-29 
Accepted: 2012-03-10    Published online: 2012-03-18

Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic 
idiopathic immune-mediated inflammatory 
disease of the gastrointestinal tract, including 
ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD). 
Extraintestinal manifestations (EIMs) are fre-
quently encountered in IBD patients. Hepatobili-
ary manifestations are common extraintestinal 
manifestations of IBD, including primary scle-
rosing cholangitis (PSC), nonalcoholic fatty liver, 
cholelithiasis, primary biliary cirrhosis (PBC), 
small-duct PSC, IgG4-associated cholangitis 
(IAC), granulomatous hepatitis, amyloidosis, 
autoimmune hepatitis (AIH), PSC/AIH overlap 
syndrome, and portal vein thrombosis. In this 
paper, we describe the progress in understand-
ing the hepatobiliary complications associated 
with IBD.

Key Words: Hepatobiliary complications; Inflamma-
tory bowel disease; Primary sclerosing cholangitis; 
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 文献综述 REVIEW

炎症性肠病肝胆并发症的研究进展

牛国超, 刘 蕾, 张晓岚

®

■背景资料
炎症性肠病(IBD)
是一种与感染、
免疫异常、遗传
及精神等多种因
素有关的免疫性
疾 病 .  除 肠 道 病
变外, 还可累及皮
肤、关节及肝胆
系统. 随着临床检
查手段的提高及
有创检测技术的
应用, 肝脏并发症
的检出率随之增
多, 逐渐引起国内
外临床和基础学
者的关注. 

Epidemiology; Clinical feature

Niu GC, Liu L, Zhang XL. Hepatobiliary complications 
of inflammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(8): 662-669

摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克
罗恩病(Crohn's disease, CD), 是一种免疫介导
的慢性特发性胃肠道炎症性疾病, 常伴随有
肠外表现(extraintestinal manifestations, EIMs), 
且涉及多个器官. 肝胆系统病变是IBD常见的
肠外表现, 包括原发性硬化性胆管炎(primary 
sclerosing cholangitis, PSC)、非酒精性脂肪
肝、胆石症、原发性胆汁性肝硬化(primary 
biliary cirrhosis, PBC)、小胆管性PSC、IgG4
相关性胆管炎(IgG4-associated cholangitis, 
IAC)、肉芽肿性肝炎、淀粉样变性、自身免
疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)、PSC/
AIH重叠综合征和门静脉血栓形成等. 本综述
从IBD相关的肝胆并发症方面简述了该领域
的研究进展, 以期能为认识IBD相关肝病的发
病机制和临床治疗提供新的启示.

关键词: 肝胆并发症; 炎症性肠病; 原发性硬化性胆

管炎; 流行病学; 临床特征
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克

罗恩病(Crohn's disease, CD), 是一种免疫介导

的慢性复发性胃肠道炎症性疾病, 常伴有多个

器官受累的肠外表现(extraintestinal manifesta-
tions, EIMs). 有报道显示, IBD的EIMs发生率为

21%-47%[1–4]. 其中累及皮肤、眼和关节的EIMs
常与IBD疾病活动平行, 而肝胆系统病变, 主要

包括原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing 
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■研发前沿
I B D 的肝胆并发
症近年备受关注, 
I B D 肝胆并发症
的流行病学、临
床表现、诊断及
治疗是近年关注
的 热 点 ,  但 是 其
发病机制仍有待
于研究.

cholangitis, PSC)、非酒精性脂肪肝、胆石症和

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)等却与IBD的疾病进程不相一致, 往往独

立于肠道炎症发生, 因此, 很难为临床医生所识

别. 本综述主要从IBD相关肝胆并发症的流行病

学、临床诊断及治疗和预后等方面简述该领域

的研究进展, 以期为更好地认识IBD相关肝胆病

变并进一步指导临床治疗提供新思路. 

1  原发性硬化性胆管炎

PSC是一种病因不明, 以胆管的进行性炎症、

纤维化和多发性狭窄为主要病理特征的慢性胆

汁淤积性肝病. 大部分PSC患者最终演变成终

末期肝病, 约10%-30%的患者还可并发胆管上

皮癌[5,6].
1.1 流行病学 目前, 有关PSC流行病学的报道

较少, 主要来自西方国家, 现已公认PSC是IBD
最常见的肝胆并发症. PSC好发于30-50岁之间, 
特别是有IBD易患因素者, 男女比例为2∶1. 与
IBD的关系密切是PSC的独特特征, 事实上, 至
少有70%的PSC患者同时患有IBD, 尤其是UC, 
而仅有2.5%-7.5%的IBD患者发展为PSC[7]. UC
中有2%-7.5%的患者并发P S C, 而C D中则为

1.4%-3.4%[8-10]. PSC可与其他许多疾病共存, 包
括腹膜后纤维化、纵膈纤维化、甲状腺炎、关

节炎、脉管炎、胰腺炎、迟发性皮肤卟啉病、

结节病、乳糜泻、干燥综合征、嗜酸粒细胞增

多症、系统性肥大细胞增多症、抗磷脂抗体综

合症和系统性硬化病[11]. 
1.2 临床特征与诊断 大多数PSC患者在就诊时

无症状, 仅在体检时发现血清碱性磷酸酶(alka-
line phosphatase, ALP)升高. 症状发展隐匿, 以乏

力、皮肤瘙痒、右上腹痛和体质量减轻等表现

最为常见[12]. 除非在胆道探查后, 否则很少出现

发热、寒战等急性胆管炎的表现[13]. 约有50%的

患者可出现异常体征, 最常见的是黄疸和肝、

脾肿大[6]. 晚期患者可并发诸如静脉曲张出血、

腹水和肝性脑病等失代偿期肝病的并发症[12].
PSC的诊断条件如下, 包括: (1)除外硬化性

胆管炎的明确病因; (2)临床表现和实验室检查

相符合; (3)胆管造影术的典型表现. 而肝脏组织

的病理学证据却不是必需的. 
肝脏生化学检测指标主要以胆道淤积性

损伤为主, 多数患者ALP升高至正常上限的3-4
倍, 而转氨酶仅轻、中度升高, 早期患者血清

总胆红素(total bilirubin, TBIL)和总胆固醇(total 

cholesterol, TC)水平多在正常范围, 进展期患

者两者水平均升高; 血清白蛋白和凝血酶原时

间通常正常, 直到病程晚期才出现异常[5]. 除非

为了排除如PBC或AIH等其他疾病, 一般情况

下, 血清学指标对PSC的诊断作用不大, 也不是

疾病预后的指标. 此外, 在PSC患者血清中可

检测到多种自身抗体, 包括抗中性粒细胞胞浆

抗体、抗核抗体、抗平滑肌抗体、抗内皮细

胞抗体、抗心磷脂抗体等, 有报道其检出率分

别为50%-80%、7%-77%、13%-20%、35%和

4%-66%[12], 但这些自身抗体在PSC或PSC-IBD
诊断与鉴别诊断中的价值尚未确定. 

内镜下逆行胰胆管造影(endoscopic retro-
grade cholangiography, ERCP)仍是目前诊断PSC
的金标准. 典型的胆管造影显示多处不规则的

狭窄和扩张, 肝内肝外胆管呈串珠样或枯树枝

样表现[14], 肝内胆管支减少. ERCP诊断PSC的

敏感性和特异性都较高. 同时, 核磁共振胆道造

影(magnetic resonance cholangiography, MRCP)
因具有非侵入性和良好的操作性也越来越多地

被用于PSC的诊断. 通常MRCP可特异性地发现

胆道节段性纤维化狭窄伴囊状扩张, 但也必须

指出, 他可能漏检PSC的早期病变. 一项针对疑

有PSC患者进行的456例Meta分析显示, MRCP
诊断PSC的敏感性为86%, 特异性达94%[15]. 此
外, PSC患者的胆道造影表现也可见于硬化性

胆管炎的继发原因, 如IgG4相关性胆管炎(IgG4-
associated cholangitis, IAC)、胆管局部缺血损

伤、先前胆道手术、AIDS相关胆道病变、肿瘤

转移、肝细胞癌、淀粉样变性或肉瘤样病等浸

润病变以及射线或毒素损伤等[12]. PSC诊断前需

排除这些疾病.
PSC的肝组织病理学检查典型表现为洋葱

皮样胆管纤维化, 门脉带有淋巴细胞、多形粒

细胞浸润, 肉芽肿少见或缺如. 病理学改变可作

为诊断依据和确定病变程度的指标, 但因其缺

乏特异性和获取率低等因素, 故其诊断价值有

限. 肝穿刺活检仅适用于胆道造影正常, 但转氨

酶不对称升高的小胆管PSC的确诊和排除重叠

综合症时. 一项包括138例PSC患者的回顾性研

究结果提示, 当PSC患者经胆道造影检查诊断

后, 肝组织活检并不能提供更多的诊断信息[16]. 
故有典型胆道造影病变的患者将不再推荐行肝

穿刺活检术[12]; 但当诊断ERCP可疑时, 可行肝

穿刺进一步明确诊断. 此外, 肝活检组织病理学

也可作为判定PSC治疗疗效的指标.
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■相关报道
Stawarski等报道, 
50%的溃疡性结
肠炎(UC)患者和
80%的克罗恩病
(CD)患者至少伴
发一种肠外表现. 
肝胆并发症检出
率增多逐渐受到
重 视 ,  其 中 原 发
性硬化性胆管炎
(PSC)在临床上最
常见.

1.3 治疗与预后 在PSC伴或不伴IBD的治疗上, 其
治疗策略无明显差别. 药物治疗方面, 目前仍没有

任何一种药物可改变PSC的疾病进展或自然病程. 
其中, 最常用的药物是熊去氧胆酸(ursodeoxycho-
lic acid, UDCA), 一项关于UDCA的随机对照试验

表明, 13-15 mg/(kg·d)的剂量可使PSC患者的肝酶

异常得到改善, 但对其肝脏组织学却并无影响[17]. 
同时, 在一项219例PSC的随机对照临床试验中也

发现, 应用较高剂量UDCA 17-23 mg/(kg·d)进行治

疗时, 其在死亡率、对肝移植的需求以及胆管上

皮癌的预后等方面并没有显著性差异[18]. 也有研

究表明, 更高剂量的UDCA 28-30 mg/(kg·d)可能提

高患者的生存率[19], 但在另一大规模、多中心、

随机对照临床试验中, 却因药物不良反应明显增

加而早期终止UDCA使用[20]. 上述研究表明, 尽管

UDCA能使PSC患者生化指标得到改善, 但却没有

临床疗效. 
内镜介入和手术治疗的目的是缓解PSC患

者的胆道闭塞情况, 提高生存率. 内镜介入常用

的方法包括Oddi括约肌切开、探条或气囊管扩

张胆管狭窄处、胆管取石、冲洗或引流和狭窄

处放置内支架等[6]. 当PSC患者出现恶性黄疸、

胆管炎或疑似胆管癌时, 需行内镜检查及治疗[12]. 
约20%的患者伴有肝外胆管系统的完全狭窄, 行
内镜下单纯球囊扩张术或内支架植入术, 在临

床上均能提高患者生存率[21]. 胆管闭塞, 无论是

良性的还是恶性的, 均是外科手术的指征. 手术

方法主要包括胆道旁路术(胆肠吻合术)和狭窄

胆管切除、肝管空肠吻合术, 但目前仍无证据

表明外科手术能改变PSC的自然病程和疾病进

展[6]. 内镜介入和外科手术在一定程度上可缓解

胆道梗阻、减轻肝脏损害, 但对于终末期PSC或
PSC并发胆管癌的治疗则应首选肝移植, 肝移植

是唯一有效的方法. 肝移植对PSC治疗的意义

较大, 5年和10年存活率分别为85%[22]和70%[23], 
但仍有20%-25%的患者在术后5-10 year内复 
发[24,25], 因此, 易复发仍是临床PSC治疗中面临的

难题之一. 
PSC患者预后较差, 10年生存率仅65%[6]. 此

外, PSC与IBD尤其是UC并存更增加了其发展为

结直肠癌的风险.

2  脂肪肝

2.1 流行病学与发病机制 CD或UC患者的肝穿

刺活检组织病理学表现主要为脂肪变性, 有报

道CD和UC脂肪肝检出率高达13.5%-100.0%[26], 

以非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)和非酒精性脂肪性肝炎(nonal-
coholic steatohepatitis, NASH)较为常见, 并可缓

慢进展为晚期肝病[27]. 其中, NAFLD是最常见的

IBD并发肝损害的病因, 因其对损伤较为敏感, 
因此, NAFLD发展为急性和慢性肝衰竭的风险

性也增加. CD是发展为NAFLD的危险因素, 可
进展为NASH. 对匈牙利的IBD患者进行研究发

现, 约9.4%的UC患者发生了NASH, 而其在CD
中的发生率则为19.3%[27]; 同时, 另一项调查报

告也显示NAFLD在CD和UC的发病率分别是

39.5%和35.5%[28]. UC患者的脂肪变性可能与结

肠炎的严重程度有关, 大多数患者表现为肝功能

异常. 此外, 也有研究发现, 约10%的重建性结直

肠切除术患者的肝功能异常与脂肪变性有关[29]. 
目前, IBD并发脂肪肝的发病机制尚不明确. 

有研究表明, 营养不良、蛋白丢失和应用类固

醇激素治疗可能是其诱发因素[30,31], 近来也有学

者认为IBD肠源性内毒素血症可能是NAFLD的

重要发病机制[32-34].
2.2 临床诊断与治疗 此类脂肪肝患者通常无症

状, 或表现为流感样症状, 转氨酶升高, 少数患者

体检可发现肝肿大. 因此, 对IBD患者进行肝功

能的检测显得尤为重要. 脂肪肝的治疗有利于

肠道疾病和肝脏病变的诱导缓解. NASH患者则

需阻止肝病进展, 减少或防止肝硬化, 肝癌及其

并发症的发生[35-45]. 治疗方法包括改变生活方式, 
控制体质量, 改善胰岛素抵抗、纠正代谢紊乱, 
减少附加打击以免加重肝脏损, 保肝抗炎药物防

治肝炎和纤维化, 积极处理肝硬化的并发症[46].

3  胆石症

3.1 流行病学与发病机制 早在40年前就公认, 胆
石症是IBD常见的并发症. 胆石症尤其常见于

CD患者, 其发病率为13%-34%. 有研究表明, UC
患者胆石症的发生率高于普通人群, 而意大利

的一项对429例CD和205例UC患者进行的11年
随访研究发现, 仅CD患者发展为胆结石的风险

增加. 也有研究显示, CD患者的胆结石年发病率

是1.4%, 而正常人群和UC为0.8%, UC患者与正

常人群的胆石症患病率无显著性差异[47]. 由此可

见, 胆石症与CD之间有关, 但其与UC之间是否

存在联系仍有争议[48,49].
IBD并发胆石症的发生机制尚不明确. 通常

认为回肠末端病变行回肠切除的患者, 由于胆

汁酸吸收减少或丢失过多, 导致胆汁中胆固醇
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过饱和而促使胆结石形成, 但也有CD患者行回

肠切除后, 胆汁胆固醇饱和度正常或较低, 这表

明尚有其他致病因素. 对回肠和结肠病变的CD
患者研究发现, 脂肪餐使胆囊排空障碍, 提示胆

囊动力减低, 促使胆固醇过饱和; IBD患者长期

全肠外营养者, 胆囊排空能力明显减低[50]; 有研

究表明住院超过40 d者全肠外营养, 胆石症风险

增加20倍. 综上所述, IBD的病变部位、回肠切

除手术、住院时间以及全肠外营养等因素均与

胆石症发病相关[51]. 
3.2 临床诊断与治疗 典型症状是餐后右上腹痛

伴有恶心, 有时伴有呕吐. 常常出现血清ALP升
高. 超声检查即可确诊. 治疗包括腹腔镜胆囊切

除术和体外震波碎石术.

4  原发性胆汁性肝硬化

PBC是一种病因不明的慢性进行性肝胆疾病, 他
以肝脏内进行性小胆管毁损伴门静脉炎症、慢

性胆汁淤积、肝纤维化为特点, 最终进展为肝

硬化和肝衰竭. 
4.1 流行病学 PBC是一种病因不明的慢性肝内

胆汁淤积性疾病, 其发病率逐年上升. 目前认为

PBC是一种自身免疫性疾病, 其确切病因和发病

机制尚不清楚, 多见于35-65岁女性, 男女发病率

之比为1∶9. 从确立诊断到死亡的平均时间为

5-8年. 研究表明PBC的发生与自身免疫性疾病

和高脂饮食关系密切, 与IBD特别是UC有一定

联系, 伴PBC的UC病情往往较轻, 结肠炎也较局

限(如仅有直肠炎)[52,53]. 
4.2 临床特征与诊断 本病起病隐匿, 早期症状

轻微. 临床症状可表现为乏力、皮肤瘙痒、门

静脉高压、骨质疏松、黄疸、脂溶性维生素缺

乏、复发性无症状尿路感染等[54].
P B C患者血清生化检测呈胆汁淤积改

变, P B C患者常表现为A L P、γ谷氨酸转肽酶

(γ-glutamyl transpeptidase, γGGT)、TBIL及TC、
甘油三酯(triglyceride, TG)水平的升高[55]. 患者

可出现自身抗体, 95%以上患者抗线粒体抗体阳

性, 滴度>88.1%, 为本病特征性改变. 确诊有赖

于肝穿刺活检, 显示有胆管炎、肉芽肿、局灶

性汇管区淋巴细胞积聚, 汇管区周围胆汁淤积; 
肝小叶完整, 轻度碎屑样坏死. 
4.3 治疗 在药物治疗中, 免疫抑制剂的效果尚不

明确. UDCA被认为是现今治疗PBC最常用的药

物[55], 有报道认为UDCA是唯一可以提高PBC存
活率的药物, 一般治疗剂量为13-15 mg/kg·d, 长

期应用可改善各项生化指标, 稳定或改善肝脏

的炎症, 但并不能缓解临床症状. 终末期PBC可
进行肝移植, 肝移植后部分PBC可能复发[54].

5  其他少见的肝胆病变

5.1 小胆管PSC 小胆管PSC, 过去称为胆管周围

炎, 是一种与IBD相关的肝胆系统紊乱性疾病. 
与PSC有相同的生化和组织学特征, 但胆道造影

正常. 一项大规模多中心研究表明, 先前的小胆

管PSC经过长时间随访, 约有80%的患者在诊断

或随访中伴有IBD发生[56], 其中78%为UC, 21%
为CD, 1%为肠纤维化[56]. 但小胆管PSC与CD的

关联更密切, 伴有ALP增高, 而ERCP或MRCP胆
道造影正常的IBD患者, 在除其他肝胆系统疾

病后, 需要肝活检才能确诊小胆管PSC. 小胆管

PSC的临床进展缓慢, 一项针对83例小胆管PSC
患者的随访研究表明, 23%患者发展为典型PSC, 
平均时间为7.4年(5.1-14年)[56]. 目前尚无报道显

示单纯小胆管PSC可发展为胆管上皮癌, 除非为

大胆管PSC[56].
目前尚无有效的治疗药物, 常用的药物是

UDCA, 但并不能延缓肝移植的时间[57]. 小胆管

PSC并发IBD并不影响肝脏疾病的预后. 一些并

发疾病可能行肝移植后才确诊为小胆管性PSC, 
而这些疾病在肝移植后可能还会复发. 研究表

明, 小胆管型PSC较大导管型预后好[48-60].
5.2 PSC/AIH重叠综合征 PSC/AIH重叠综合征是

以具有AIH临床、生化、组织学改变和PSC典

型胆道造影表现为特征的一种疾病[5]. 
PSC/AIH重叠综合征与IBD的关系早有报

道, 尤其是UC患者更易并发PSC/AIH重叠综合

征[61]. 由于PSC/AIH重叠综合征诊断和分类困

难, 关于本病的流行病学报道呈多样化. 有报

道称, IBD伴发AIH的患者通过肝活检或ERCP
证明不伴PSC者可能发展为PSC[62]. 研究显示

7.6%-53.8%的PSC患者伴有AIH, 42%的AIH和

UC患者胆道造影异常[63]. PSC/AIH重叠综合症

患者以儿童多见, 通常被描述为自身免疫性硬

化性胆管炎. PSC/AIH重叠综合征的诊断并不完

善, 诊断标准尚未确立. PSC患者肝穿活检显示

明显的界板性肝炎、血清IgG水平升高、出现

AIH的自身抗体包括ANA、SMA和肝肾微粒体

抗体、转氨酶显著升高或ALP比预期值降低应

怀疑本病. 相反, AIH患者出现皮肤瘙痒、ALP
升高、组织学或胆道造影显示胆管异常时也应

怀疑本病[63]. 
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治疗方面, 免疫抑制剂对PSC/AIH重叠综合

征患者似乎有效. 患者对类固醇激素、UDCA、

用或不用乙酰唑胺(AZA)/6-巯基嘌呤(6MP)的联

合治疗有较轻的反应. 研究显示, 与单纯PSC患
者相比, PSC/AIH重叠综合征患者即使不行肝移

植也有更长的生存期, 然而较AIH患者生存期短. 
PSC/AIH重叠综合征患者联合应用UDCA、免

疫抑制剂治疗, 血清中AST水平明显降低, ALT
降低不明显, 而GGT和ALP没有变化. 典型的

PSC患者单独用UDCA治疗, 以上的血清指标没

有明显改善. PSC/AIH重叠综合症患者比单纯性

PSC患者生存期长[63]. 
5.3 IgG4相关性胆管炎 IgG4相关性胆管炎(IgG4-
associated cholangitis, IAC)是近年来才被人们认

识的一种临床疾病, 其特点是血清IgG4水平升

高、胆管周围大量IgG4阳性浆细胞浸润以及对

激素治疗敏感.
IAC以60-70岁男性好发. 70%-80%PSC患

者合并IBD, 而大约5%IAC患者合并IBD[64]. IAC
症状包括梗塞性黄疸、体质量减轻、腹部不适. 
HISORt诊断标准包括胆管组织学、胆道系统成

像、血清学、其他系统受累和对激素治疗的反

应. 超过90%患者胆管活检标本IgG4免疫染色

阳性(>10 IgG4+cells/hpf)[65]. IgG4诊断IAC的敏

感性达75%, 特异性和阳性预测值不确切. 最近

一项研究显示, 9%PSC患者血清IgG4升高(>140 
mg/dL). 其他器官受累是诊断IAC的重要线索, 
包括胰腺、唾液腺、腹膜后器官、淋巴结和肾

脏等. 2010年AASLD指南建议所有可疑PSC患
者检测IgG4以除外IgG4相关的硬化性胆管炎[4]. 
对可疑IAC患者给予激素试验性治疗可出现肝

酶正常化、胆管狭窄消失或改善.
尽管只有9%的PSC患者血清IgG4水平增 

高[65], 但与PSC不同的是, IAC似乎有独立的组

织学改变和发病机制, 而且对类固醇激素治疗反

应较好. 在99例PSC患者的肝移植标本中, 发现

有23%的患者伴有IgG4+浆细胞增多[66], 2例并发

IBD的同时发现IAC[67], 且这2例患者都并发UC, 
并对低剂量类固醇激素反应较好. 
5.4 门静脉血栓形成 门静脉血栓形成是IBD患者

非外科治疗少见的并发症, 但其发病率高于普

通人群, 近期有腹部手术史的患者更常见. 门静

脉血栓形成是EIMs的一部分, 可能与慢性肠道

炎症引起的凝血异常有关. IBD患者血小板、凝

血因子Ⅴ和Ⅷ、纤维蛋白原增多和抗凝血酶Ⅲ
减少等因素, 都可导致血栓形成. 其他危险因素

还包括吸烟、活动性肠道炎症和围手术期的败

血症等. 研究表明, UC患者行重建性结直肠切除

术后可发生门静脉血栓[68]. 同时, 有研究对UC患
者行回肠肛管吻合术(ileal pouch-anal anastomo-
sis, IPAA)后行CT扫描也发现, 45%患者出现门

静脉血栓. 此外, IPAA的血栓形成可能与隐窝炎

发生有关, 最近研究表明, 45%的围手术期门静

脉血栓形成患者可能发展为隐窝炎, 而15.4%的

患者则没有门静脉血栓形成. 门静脉血栓形成

的临床意义及其与隐窝炎的关系仍需进一步研

究. 治疗上, 除非是上消化道大出血有血流动力

学异常改变时, 否则肝素或低分子肝素不能作

为IBD患者门静脉血栓治疗和预防的禁忌证.
5.5 肝淀粉样变性 淀粉样变性是多种原因所致

的以特异性糖蛋白纤维即淀粉样物质在血管壁

及器官、组织细胞外沉积为特征的一种进行性

疾病. 淀粉样物质可沉积于局部或全身, 主要累

及心、肝、肾、脾、胃肠、肌肉及皮肤等组织. 
肝淀粉样变性是IBD罕见的并发症, 在CD和UC
的发病率分别为0.9%和0.07%. 长期慢性肠道炎

症、淀粉样蛋白沉积在血管和窦状隙导致本病

发生. 在18例IBD伴有淀粉样变性患者中, 3例有

肝淀粉样变性, 有5例患者在确诊IBD之前已有

淀粉样变性, 这就对慢性肠道炎症对肝脏或肠

道淀粉样变性的影响提出了质疑. 
肝淀粉样变性可以出现肝肿大, 而一些患

者只能在尸检中诊断. 大多数患者无症状, 需肝

脏活检才能诊断. 诊断的参考依据是: 肝组织切

片刚果红染色证实存在淀粉样物质, 免疫组织

化学等检查证实淀粉样物质系淀粉样轻链成分

κ或λ; 血清胆红素高于85 μmol/L; 显微镜下肝组

织内有肝内胆汁淤积的证据; 无肝外胆道梗阻

的证据; 除外多发性骨髓瘤等恶性浆细胞病所

伴发的淀粉样变性及其他继发性系统性淀粉样

变性[69]. IBD治疗肠道炎症缓解时可使淀粉沉积

减少. 
5.6 肉芽肿性肝炎 肝脏肉芽肿可能与IBD有关, 
见于不足1%的IBD患者, CD患者较UC患者常

见. 其典型表现为孤立的ALP升高.

6  结论

IBD相关的肝胆并发症比较常见. 因此, IBD的

诊断、治疗需要内科医生着重于上述肝胆表现. 
鉴于肝胆病变和IBD可能存在共同的免疫缺陷, 
而且发病机制、临床表现不典型对原发病的临

床经过、治疗方案和预后有明显的影响, 故在

■应用要点
本文从 I B D 相关
的肝胆并发症等
方面, 较全面地概
括了该领域研究
的 现 状 ,  为 认 识
I B D 相关肝病的
发病机制和临床
治疗提供参考.
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IBD患者中重视筛查上述肝胆病变及在PSC、

PBS、AIH等肝胆疾病诊断中重视筛查IBD是很

有必要的, 从而为IBD的综合治疗提供思路, 使
患者的痛苦程度减少到最小.
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Abstract
AIM: To explore the effect of a metabolic inhibi-
tor of hydrogen sulfide on apoptosis of liver 
cells in rats with cirrhosis, and to explore the 
mechanism underlying the protective effect of 
hydrogen sulfide against cirrhosis. 

METHODS: Forty female SD rats were ran-
domly divided into four groups: normal con-
trols (group N), normal controls treated with 
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内源性硫化氢对肝硬化大鼠肝细胞凋亡的影响

刘 浩, 郑 勇, 陈卫刚, 赵 瑾, 李 睿, 张 宁, 刘 芳, 阎继攀 

®

■背景资料
硫化氢是存在于
哺乳动物体内的
第3种新型的内源
性气体信号分子, 
有着广泛的生物
学效应. 近年研究
证实其具有调节
病理状态下细胞
凋亡的作用, 课题
组前期研究也表
明其在肝纤维化
的发生发展过程
中及门脉高压的
调节方面起着重
要作用. 

propargylglycine (PPG) (group P), cirrhotic rats 
(group H), and cirrhotic rats treated with PPG 
(group PH). Rats in groups H and PH were 
subjected to induction of cirrhosis by injecting 
carbon tetrachloride (CCl4). Rats in groups P 
and PH were injected with PPG (30 mg/kg·d) to 
decrease the content of hydrogen sulfide in the 
liver. Rats in groups N and H were injected with 
equal volume of normal saline. The distribution 
of cystathionine-γ-lyase (CSE) in the liver was 
examined by immunohistochemistry. The apop-
tosis of liver cells was detected by TUNEL assay. 
The expression of Bax and Bcl-2 in liver cells was 
detected by Western blot. 

RESULTS: Compared to group N, apoptosis 
index (AI) significantly increased (P = 0.000) and 
expression of Bax was significantly up-regulated 
(P = 0.001) in group H. Compared to group H, 
AI and expression of Bax significantly increased 
(P = 0.000, 0.021), and CSE decreased (P = 0.029) 
in group PH.

CONCLUSION: Inhibition of hydrogen sulfide 
promotes apoptosis of liver cells in rats with 
cirrhosis possibly by regulating the expression 
of Bax.

Key Words: Hydrogen sulfide; Cirrhosis; Bax; Bcl-2; 
Apoptosis

Liu H, Zheng Y, Chen WG, Zhao J, Li R, Zhang N, 
Liu F, Yan JP. Effect of endogenous hydrogen sulfide 
on apoptosis of cirrhosis rat liver cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 670-674

摘要 
目的: 探讨硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)代谢
酶抑制剂对肝硬化大鼠肝细胞凋亡的影响, 进
一步了解内源性H2S在大鼠肝硬化过程中发
挥保护性作用的机制.

方法: 将40只♀SD大鼠分为4组, 正常对照组
(N组), 正常对照组+炔丙基甘氨酸(PPG)组(P
组), 肝硬化组(H组), 肝硬化+PPG组(PH组). H
组、PH组利用CCL4复合因素法复制肝硬化
大鼠模型, P组和PH组给予腹腔注射PPG(30 
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■研发前沿
肝细胞的病理性
凋亡是各种肝脏
疾病中最重要的
影响因素之一, 研
究表明其可启动
并促进肝纤维化
的发生, 因此, 如
何能有效阻止肝
细胞的病理性凋
亡将成为慢性肝
病治疗的新方向.

mg/kg·d)减少大鼠体内H2S含量; N组和H组腹
腔注射同等剂量的生理盐水. 免疫组织化学法
检测大鼠肝组织中细胞胱硫醚γ裂解酶(CSE)
的表达, Tunel法检测大鼠肝组织中肝细胞的
凋亡, Western-blot法检测大鼠肝组织中凋亡
相关蛋白Bax、Bcl-2的表达.

结果: H组与N组相比, 凋亡指数(AI)明显升
高(P  = 0.000), 凋亡促进蛋白Bax表达升高(P = 
0.001); PH组与H组相比, CSE表达降低(P  = 
0.029), AI明显升高(P  = 0.000), Bax表达增高(P 
= 0.021), 差异均具有统计学意义. Bcl-2在各
组间的表达无显著性差异(P  = 0.742).

结论: H2S代谢酶抑制剂可促进肝硬化大鼠肝
细胞的凋亡, 其作用机制可能与其调节Bax的
表达有关.
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0  引言  

内源性硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)是继NO和

CO之后发现的第3种新型气体信号分子, 在体内

主要是通过细胞胱硫醚β合成酶(CBS)、CSE催
化L-半胱氨酸而产生. 目前研究证实其存在于人

体多个系统中, 具有扩张血管[1]、心肌保护[2]、

抗炎等作用[3]. 近年研究证实其在肝纤维化及门

脉高压的发生发展过程中起着重要的保护性作

用[4-6]. 本实验通过复制肝硬化大鼠模型, 给予干

预措施改变大鼠体内H2S含量后观察肝组织中

肝细胞凋亡的变化及凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2
表达的变化, 进而探讨H2S在肝硬化过程中发挥

保护性作用的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 实验所用40只SD大鼠(SPF级)购自新疆

医科大学实验动物中心, 为同期出生纯种系, ♀, 
体质量200 g左右. Tunel试剂盒购自Roche公司; 
小鼠抗大鼠CSE单克隆一抗购自SANTA Cruz公
司; 兔抗鼠Bcl-2多克隆一抗购自Abcam公司; 兔
抗鼠Bax单克隆一抗购自SANTA Cruz公司; 二抗

检测试剂盒均购自北京中杉金桥有限公司, 化
学光试剂盒购自Pierce公司; 变性型裂解液购自

Bioteke公司; PPG购自Sigma公司, 其余试剂为

国产分析纯.
1.2 方法

1.2.1大鼠分组及肝硬化模型的制备: 将40只大

鼠平均分为4组, H组、PH组给予皮下注射40%
的CCL4植物油溶液, 4 d 1次, 以30%的乙醇溶液

代替饮用水; 先给予高脂饮食2 wk, 再给予高胆

固醇饮食; 非造模组大鼠给予同期皮下注射同

等剂量的生理盐水. 造模时间为52 d. 模型制备

成功后, P组与PH组大鼠给予腹腔注射PPG(30 
mg/kg·d)干预体内H2S的合成, 进而降低体内H2S
的含量, N组和H组给予腹腔注射同等剂量的生

理盐水, 共注射7 d.
1.2.2 标本的留取: 干预措施完成后, 采用颈椎脱

臼法处死大鼠. 取大鼠肝组织一块置于30%甲醛

溶液中固定后进行石蜡包埋, 另取新鲜肝组织

一块置于液氮中速冻后转移至-80 ℃冰箱备用.
1.2.3 免疫组织化学法检测肝组织中CSE蛋白的

表达: 石蜡包埋组织制作切片(4 μm). 切片常规

脱蜡至水, 3%双氧水甲醇中浸泡10 min以阻断

内源性过氧化物酶. 枸橼酸修复液微波炉中高

火修复至冒泡后再低火修复20 min, 冷却至室温

后加小鼠抗大鼠CSE一抗(1∶1 200), 置于4 ℃
冰箱过夜. 次日PBS冲洗切片5 min×3, 后加山

羊抗小鼠二抗(两步法PV60002), 37 ℃温箱中孵

育30 min后PBS冲洗5 min×3, DAB显色, 显微镜

下边显色边观察以观察控制显色时间, 显色后

用自来水冲洗去DAB, 苏木素复染, 脱水, 透明, 
中性树胶封片. 阳性部位在胞质处显棕黄色. 按
阳性细胞百分率及染色强度进行双评分每张标

本切片随机选择5个区域, 计数阳性细胞数和阴

性细胞数, 进而计算其阳性表达率(%) = 阳性细

胞数/(阳性细胞数+阴性细胞数)×100%.
1.2.4 Tunel法检测肝组织中肝细胞的凋亡: 石
蜡切片常规脱蜡至水 ,  3%双氧水甲醇中浸泡 
10 min以阻断内源性过氧化物酶, PBS冲洗5 min
×3; 蛋白酶K(15 mg/L)37 ℃温箱中孵育7 min;  
200 mL/L胎牛血清室温下封闭20 min; 用滤纸吸

去残留液后滴加反应液50 μL(TdT 3 μL, 荧光素

连接的核苷酸混合缓冲液47 μL, 阴性对照片不加

TdT), 37 ℃温箱中孵育45 min, PBS冲洗5 min×3; 
20%山羊血清室温下封闭20 min, 加POD转换剂

(原液1∶2稀释), 置于37 ℃温箱中孵育30 min, 显
微镜下DAB显色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片. 
阳性部位在细胞核处显棕黄色或棕褐色. 计数5
个高倍镜视野下100个肝细胞核中阳性细胞的

个数, 取其均值为凋亡指数.
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■相关报道
康凯等的研究表
明, 在大鼠缺血再
灌注损伤模型建
立后, 大鼠肝细胞
的凋亡明显增加, 
而给予H2S代谢酶
抑制剂降低组织
中H2S含量后, 肝
细胞的凋亡进一
步增加, 表明H2S
缺乏可促进缺血
再灌注所引起的
这种病理性肝细
胞凋亡.

1.2.5 Western Blot法检测肝组织中Bax、Bcl-2
的表达: 组织裂解液提取肝组织中总蛋白, 核算

测定仪测定蛋白浓度, 均衡各组间蛋白浓度后

加上样缓冲液煮沸, 置于-20 ℃冰箱保存备用. 
加样10 μL在SDS-PAGE凝胶中进行电泳分离,  
Mark进行位置标记. 湿转法将蛋白从凝胶中转

至PVDF膜上(21 V 40 min). 5%BSA室温下封闭

2 h, 分别加Bax(1∶400)、Bcl-2(1∶400)一抗, 室
温下孵育2 h后转至4 ℃冰箱过夜. TBST洗膜后

加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温下孵育

90 min, TBST洗膜后加入化学发光试剂曝光, 显
影、定影后将胶片置于凝胶成像系统中测条带

吸光度值(A ).
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行统计学

分析, 采用完全随机设计方差分析法及χ2检验对

数据进行组间比较, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 肝组织中CSE蛋白的表达 CSE蛋白定位于细

胞浆, 染色后呈棕黄色(图1). 主要表达于肝细胞, 
各组大鼠肝组织CSE蛋白表达(表1). PH组(40%)
较H组(88.9%)表达降低, 两组之间的差异有统计

学意义(P＜0.05). H组较N组阳性率略降低, 差异

无统计学意义.
2.2 肝组织中肝细胞的凋亡 凋亡肝细胞核呈棕

黄色或黄褐色. N组大鼠偶见肝细胞凋亡, P组
大鼠较N组大鼠其凋亡指数略降低, 差异无统

计学意义. H组大鼠凋亡指数较N组明显增高

(P <0.01), 给予PPG干预后的PH组其凋亡指数较

H组明显升高(P <0.05), 差异均具有统计学意义

(表1).
2.3 肝组织中Bax、Bcl-2的表达 凋亡抑制蛋白

Bcl-2条带的A值在各组之间无明显差异. 与N组

比较, H组Bax条带的A值降低, 表明其蛋白表达

升高(P <0.05); 与H组相比, PH组Bax条带的A值

降低, 表明其蛋白表达增高(P <0.05), 差异均具

有统计学意义(表2).

3  讨论

肝硬化是一种由不同损伤因素长期作用于肝脏, 
引起的以肝组织弥漫性纤维化、假小叶和结节

再生形成为特征的慢性肝病. 临床上有多系统

受累, 以肝功能损害和门静脉高压为主要表现, 

图 1 CSE在各组肝组织中的表达(DABX200). A: N组; B: P组; C: H组; D: PH组.

A B

DC

表 1 肝组织中CSE蛋白的表达及凋亡指数

     分组       n        CSE 阳性率(%)   凋亡指数(AI)

± ＋ ＋＋

N组     10  0  6   4   100.0   4.10±3.02

P组     10  2  7   1     80.0   3.82±2.47

H组       9  1  6   2     88.9 12.58±3.45b

PH组     10  6  4   0     40.0a 16.51±3.08ab

aP<0.05 vs  H组; bP<0.01 vs  N组.
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■创新盘点
本研究结果表明, 
肝 硬 化 大 鼠 H 2S
缺乏可促进肝细
胞的病理性凋亡, 
而病理性凋亡又
可能通过相应的
途径加快肝纤维
化的进展, 甚至增
加门静脉压力. 因
此, 如何避免体内
H2S缺乏甚至增加
体内H2S含量可能
会成为肝硬化及
门脉高压治疗的
新的发展方向.晚期常出现消化系出血、肝性脑病、继发感染

等严重并发症. H2S是一种新型的内源性气体信

号分子, 存在于人体多个系统中, 有着广泛的生

物学效应. 课题组前期研究结果表明H2S在肝硬

化的发生发展过程中表达逐渐降低且门静脉血

中H2S的下降程度大于下腔静脉[6,7]; 肝硬化大鼠

给予H2S代谢酶抑制剂后门静脉压力升高[4,5]; 且
H2S与先前的2种气体信号分子NO、CO存在相

互作用[8]. 提示H2S在肝硬化的发生发展过程中

及调节门静脉压力方面发挥重要的作用.
肝细胞凋亡是肝脏疾病中最重要的影响因

素之一, 在正常肝脏发育及多种肝脏疾病的发生

过程中起着重要作用[9,10]. 肝脏在受到持续性损

伤因素作用时, 体内预存的肝细胞死亡程序被激

活, 肝细胞凋亡增加, 产生大量的凋亡小体. 凋亡

小体被肝星状细胞吞噬后则可激活肝星状细胞, 
进而产生大量的细胞外基质及胶原蛋白, 最终导

致肝纤维化的形成. 因此, 可以认为肝细胞病理

性凋亡和肝纤维化发生密切相关, 病理性肝细胞

的凋亡启动并促进了肝纤维化的发生[11]. 在细胞

凋亡过程中, Bcl-2家族成员起着至关重要的作

用. Bcl-2家族可以分为2大类: 一类凋亡促进基

因, 包括Bax、Bad、Bak等; 另一类是以Bcl-2为
代表的凋亡抑制基因. 研究发现Bax/Bcl-2两蛋白

之间的比例关系是决定对细胞凋亡抑制作用强

弱的关键因素, 因此认为, Bax是极重要的促细胞

凋亡基因之一. 已有研究表明, H2S在调节各种病

理性细胞凋亡中发挥重要作用. 在自发性高血压

大鼠中, H2S缺乏可引起大鼠主动脉平滑肌细胞

凋亡减少[12], 促进了血管的重建, 加重自发性高

血压的高压状态; 另外, H2S还可调节由缺氧诱导

的人胚肺成纤维细胞的凋亡[13]; 在心肌及肝脏缺

血再灌注损伤中, H2S缺乏均可加重由缺血再灌

注引起的心肌细胞及肝细胞的凋亡[14,15].
本实验的研究结果表明, 正常肝组织中存

在CSE的表达, 肝硬化大鼠肝组织中CSE的表达

较正常组略降低, 肝硬化大鼠在给予H2S代谢酶

抑制剂PPG后CSE表达明显降低, 这与课题组前

期研究结果一致, 表明PPG可下调H2S/CSE体系, 
进而引起肝组织中H2S含量的降低. 细胞凋亡在

确保组织的正常发育及维持内环境稳定方面发

挥重要作用, 因此正常大鼠中偶可见凋亡细胞, 
正常大鼠给予PPG后凋亡指数无明显变化, 表明

在正常大鼠中, 病理性凋亡程序未被启动时H2S
对细胞的凋亡无明显调节作用; 肝硬化发生时

体内预存的肝细胞死亡程序被激活, 所以凋亡

细胞较正常大鼠明显增多, 而给予H2S代谢酶抑

制剂降低肝组织H2S含量后肝硬化大鼠肝细胞

凋亡进一步增多, 说明H2S缺乏可促进肝硬化大

鼠肝细胞凋亡.
有研究表明, H2S在心肌缺血再灌注损伤时

发挥其保护性作用是通过调节心肌中Bax的表

达来实现的, 而该过程中Bcl-2的表达则无明显

变化; 关于H2S调节中性粒细胞的凋亡实验也表

明H2S可调节中性粒细胞的凋亡, 而在该调节过

程中凋亡抑制蛋白Bcl-2的表达则无明显变化[16]. 
Bax和Bcl-2作为线粒体凋亡通路上的2个凋亡调

节蛋白, 具有相互拮抗的作用, 每一种蛋白的表

达变化均不能反应凋亡的发展, 而最终能决定

凋亡进展方向的是Bax/Bcl-2的比值. 在本实验

中, 尽管给予PPG后Bcl-2的表达无明显变化, 但
由于Bax的明显升高引起Bax/Bcl-2的升高, 仍可

以促使细胞向凋亡方向发展.
所以, 我们推测肝硬化大鼠给予了H2S代谢

酶抑制剂后H2S/CSE体系表达下调, H2S的下调

引起Bax表达的上调, 而对Bcl-2的表达无显著影

响, 故Bax/Bcl-2比值增高, 进而促使肝细胞向凋

亡方向发展, 使肝细胞凋亡增多. 而肝细胞凋亡

后产生的凋亡小体被肝星状细胞吞噬后引起肝

星状细胞激活, 进而引起细胞因子生成增加, 细
胞外基质合成增加,Ⅰ、Ⅲ型胶原合成增多. 同
时, 由于肝细胞凋亡增多, 肝细胞代谢、降解细

胞外基质及胶原的能力降低, 引起细胞外基质

的生成与降解的失衡, 进而促进肝纤维化的发

生与发展. 另外, 肝内细胞外基质及胶原的增多, 
可引起肝血窦闭塞或窦周纤维化, 进而引起窦

性门静脉循环受阻, 最终导致H2S缺乏状态下门

静脉压力的进一步升高.
总之, 我们的研究结果表明, 在H2S缺乏的

状态下, 肝硬化大鼠肝细胞的凋亡增加, 进而促

进肝纤维化启动与发生甚至引起门静脉压力的

进一步增高. 而在调节凋亡这一过程中, H2S又
有可能通过调节肝组织中Bax的表达进而改变

表 2 Bcl-2与Bax 吸光度值(mean±SD)

     分组          Bcl-2            Bax Bax/Bcl-2

N组   225.3±20.8    151.9±32.6      0.67

P组   227.3±19.4    181.7±31.8      0.79

H组   230.7±19.4    196.4±31.2a      0.85

PH组   227.1±18.4    220.1±14.9ac      0.97

aP<0.05 vs  N组; cP<0.05 vs  H组.
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Bax/Bcl-2比值来实现的.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of parecoxib on 
cell proliferation and apoptosis in human pan-
creatic cancer cell lines BxPC-3 and AsPC-1 and 
to explore possible mechanisms involved.

METHODS: After BxPC-3 and AsPC-1 cells 
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■背景资料
胰腺癌已成为全
球第4大死因, 5年
生存率仅1%-4%. 
胰腺癌由于诊断
困难、预后差、
发生率高, 已成为
一个世界性的健
康问题. 

were incubated with different concentrations of 
parecoxib, cell viability was measured by MTT 
assay to calculate the half maximal inhibitory 
concentration (IC50); cell apoptosis was evalu-
ated by TUNEL assay; and the expression of 
COX-2 was detected RT-PCR.

RESULTS: Cell viability was apparently inhibited 
by parecoxib in both cell types, and the inhibitory 
effect was time- and dose-dependent. The IC50 
values in the two cell lines were 400.98 μmol/L ± 
10.78 μmol/L and 256.3 μmol/L ± 2.98 μmol/L, 
respectively. Treatment with parecoxib increased 
apoptosis rate and down-regulated COX-2 expres-
sion in both cell lines.

CONCLUSION: Parecoxib potently inhibits cell 
proliferation and induces apoptosis in human 
pancreatic cancer cell lines BxPC-3 and AsPC-1 
possibly by suppressing the expression of COX-2. 

Key Words: Pancreatic cancer; Parecoxib; Prolifera-
tion; Apoptosis; COX-2

Li P, Liu JW, Xu YH, Zhu SP, Guo F, Dong X. Parecoxib 
inhibits cell proliferation and induces apoptosis in human 
pancreatic cancer cell lines BxPC-3 and AsPC-1. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 675-679

摘要
目的: 研究帕瑞昔布(parecoxib, PCB)对人胰
腺癌细胞株BxPC-3和AsPC-1的增殖、凋亡及
其可能的分子机制. 

方法: BxPC-3、AsPC-1细胞用不同浓度PCB
的培养液孵育后, 利用MTT法测定细胞活性, 
计算IC50值, TUNEL法检测处理后细胞的凋
亡情况, RT-PCR验证相关蛋白的变化表达. 

结果: PCB对两种细胞生长呈时间和计量依赖
性抑制; PCB处理后BxPC-3、AsPC-1两种细胞
IC50值为: 400.98 μmol/L±10.78 μmol/L、256.3 
μmol/L±2.98 μmol/L; TUNEL法检测证明凋亡
率增加; RT-PCR显示COX-2表达明显降低. 

■同行评议者
谭晓冬, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院
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■研发前沿
药 物 治 疗 仍 然 是
胰 腺 癌 治 疗 的 基
础, 而COX-2抑制
剂 的 研 究 已 经 进
入白热化的阶段 , 
随着新型C O X - 2
抑 制 剂 的 上 市 , 
COX-2抑制剂应用
于 肿 瘤 领 域 成 为
研究的重要课题.

结论: PCB可以抑制胰腺癌细胞增殖, 并诱导
其凋亡生长, 其可能机制是通过抑制COX-2表
达来实现的. 

关键词: 胰腺癌; 帕瑞昔布;  增殖;  凋亡;  COX-2
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0  引言

胰腺癌(pancreatic cancer, PC)是一种起源于胰

腺导管上皮的恶性肿瘤, 恶性程度高, 侵袭和

转移率高, 早期诊断困难, 进展期症状缺乏特

异性, 是消化系统治疗效果差的恶性肿瘤之一. 
胰腺癌已成为全球第4大死因[1], 5年生存率仅

1%-4%[2]. 胰腺癌由于诊断困难、预后差、发生

率高成为了一个世界性的健康问题[3,4]. 胰腺癌

明确诊断时已经为晚期, 还可能发生远处转移. 
因此手术切除已经不能延长大多数患者的生存

时间. 药物治疗是胰腺癌治疗的基础, 尽管开展

很多大规模的药物临床试验, 但结果却令人沮

丧. 因此, 寻找有效的口服药物成为治疗胰腺癌

的必经之路. 帕瑞昔布(parecoxib, PCB)是非甾

体抗炎药的其中一个亚型, 选择性COX-2抑制

剂[5]. 非甾体抗炎药物抑制COX-1、COX-2, 仅
有COX-2抑制剂发挥止痛、抗炎、解热的功效. 
PCB是一种COX-2抑制剂的新药, 广泛应用于术

后镇痛. 流行病研究显示非甾体抗炎药能够降

低结直肠癌的风险[3,4]. 非甾体抗炎药是花生四

烯酸转化成前列腺素过程中的关键酶, COX有2
种亚型: COX-1和COX-2, 之前的报道显示胰腺

癌中COX-2 mRNA和蛋白的表达增加, 且COX-2
高表达与肿瘤细胞凋亡相关[5-9]. 自美国FDA将

塞来昔布(celecoxib, CCB)的适用范围扩大, 用
于治疗家族性腺瘤病, COX-2抑制剂的应用范围

较之前更为广阔, 也成为了众多学者研究的焦

点所在. COX-2抑制剂显示了强大的解热镇痛作

用. 而在大多数的研究中, COX-2抑制剂也不负

重望地发挥了抗肿瘤作用. PCB的上市为患者术

后镇痛带来了福音, 但其在肿瘤中的作用仍未

见相关文献报道. 为此, PCB能否像CCB那样发

挥抗肿瘤的作用, 其抗肿瘤的可能机制是我们

研究的着眼点. 

1  材料和方法

1.1 材料 PCB购自辉瑞制药; 高糖DMEM培养

基和胎牛血清购自Gibco公司; 四甲基偶氮唑

盐(MTT)及二甲基亚砜(DMSO)购自Amersco; 
Trizol及琼脂糖购自Invitrogen; RT-PCR试剂盒、

Marker购自TaKaRa; TUNEL试剂盒购自Pro-
mega; β-actin、COX-2引物由上海生工合成; 所
用仪器包括C1000核酸扩增仪、酶标仪、电泳

槽(Bio-Rad, 美国). 
1.2 方法

1.2.1 细胞系和细胞培养: 在含有50 mL/L CO2 
37  ℃  95%湿度培养箱中培养 .  培养液为含 
100 mL/L胎牛血清和双抗(100 U/mL青霉素和

100 U/mL链霉素)的高糖DMEM培养基. 当细胞

融合90%时, 用0.25%胰酶消化传代, 对数生长期

的细胞为实验对象. 
1.2.2 PCB药液配置: PCB用高糖DMEM稀释为不

同浓度, 针式过滤后, 4 ℃保存. 
1.2.3 MTT法检测药物对细胞抑制率: 细胞接种

于96孔板中(5×103/孔). 贴壁24 h后, 分别加入

含有不同浓度(0、10、40、160、320、640、
1 000 μmol/L)PCB孵育, 分别加入MTT, 再孵育4 
h, 弃去孔内液体, 加入二甲基亚砜, 在酶标仪490 
nm波长处检测各孔吸光度(A)值, 抑制率 = (1-实
验组A/对照组)×100%. 
1.2.4 TUNEL法检测细胞凋亡: 细胞接种于24孔
板, 贴壁后分别用不同浓度(0、10、40、160、
320、640、1000 μmol/L)PCB孵育. 48 h后弃去

孔内培养液, 按照TUNEL试剂盒方法操作, DAB
显色后镜下观察并照相. 
1.2.5 RT-PCR法检测COX-2表达: 细胞接种于

6孔板中, 贴壁后分别用1/2 PCBIC50孵育48 h. 
收获细胞1×106, TRIzol法提取RNA后反转录

为cDNA, 反转录体系为: 5×PrimeScript Buffer  
5 μL, PrimeScript Enzyme MixⅠ1.25 μL, Oligo 
dT primer 1.25 μL, Random 6 mers 5 μL, RNA 
500 ng, dd H2O(免酶)补齐至25 μL. PCR反应体

系: TaKaRa Ex Taq 0.125 μL, 10×Ex Taq Buffer 
2.5 μL, MgCl2 0.5 µL, dNTP Mix 2 µL, cDNA  
1 μL, Primer forward 1 μL, Primer reverse 1 μL, dd 
H2O补齐至25 μL. COX-2引物(上游: 5'-TCCA-
GATCACATTTGATTGACAG-3', 下游: 5'-TGT-
GGGAGGATACATCTCTCC-3'); β-actin为内参

(上游: 5'-GGACTTCGAGCAGGAGATGG-3', 下
游: 5'-GCACCGTGTTGGCGTAGAGG-3'). PCR
产物扩增条件为: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s, 60.5 ℃ 
30 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环; 72 ℃ 5 min. COX-2
扩增产物440 bp, β-actin产物322 bp. 电泳后凝胶

成像仪紫外成像, Quantity One软件行灰度扫描. 

■相关报道
刘江伟等学者研
究发现, COX-2在
胰腺癌中的表达
率为74.5%, 认为
COX-2可能在胰
腺癌的发生、发
展及肿瘤的浸润
和转移中其重要
作用, COX-2的过
表达可能是反映
胰腺癌预后的有
用指标.



图 1 帕瑞昔布对人胰腺癌细胞株IC50值.
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统计学处理 所得数据采用SPSS17.0软件分

析. 计量资料以mean±SD表示, 多个样本比较

采用单因素方差分析, 两样本均数采用t检验, 以
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 PCB对细胞增殖的影响 随着药物浓度升高

和时间延长, 2种细胞活性均明显下降, 2种细

胞对PCB的反应稍有不同, BxPC-3、AsPC-1的
IC50分别为400.98 μmol/L、256.3 μmol/L. 2种
细胞IC50值如图1.
2 .2  T U N E L法检测P C B对细胞凋亡的影响 
BxPC-3、AsPC-1细胞正常对照组、PCB干预

BxPC-3、AsPC-1细胞组凋亡率分别为: 5.35%
±0.92%、17.52%±0.75%、2.44%±0.57%、

20.35%±0.78%, 干预组与对照组比较, 差异有

统计学意义(P <0.05, 图2). 
2.3 RT-PCR检测COX-2表达变化 COX-2的表达

明显下调, 结果见图3, 表1.

3  讨论

PCB是选择性COX-2抑制剂, PCB在癌症领域的

研究尚属空白, 其大部分的研究都立足于其极

强的术后镇痛作用[10,11], 而COX-2抑制剂CCB早
已成为肿瘤界研究的热点. 很多学者[12-21]的研究

证明COX-2抑制剂在肿瘤进展过程中发挥重要

作用, 其具体机制尚未阐明. 
胰腺癌发病后病情隐匿, 早期诊断极为困

难, 很多患者晚期时才有明显症状, 且很多药物

耐药成为胰腺癌治疗的难点[22]. COX-2抑制剂有

望被应用于抗肿瘤药物的范围内. 国内学者[23-28]

研究发现, COX-2在胰腺癌中的表达率为74.5%, 
认为COX-2可能在胰腺癌的发生、发展及肿瘤

的浸润和转移中起重要作用, COX-2的高表达可

图 2 TUNEL法检测帕瑞昔布对细胞凋亡的影响(×200). 
A: BxPC-3细胞对照组; B: BxPC-3细胞帕瑞昔布组; C: 

AsPC-1细胞正常组; D: AsPC-1细胞帕瑞昔布组.

A

B

D

C

■创新盘点
新型COX-2抑制剂
帕 瑞 昔 布 在 胰 腺
癌 中 的 研 究 并 探
讨 其 可 能 机 制 是
本文的一大亮点.

表 1 BxPC-3、AsPC-1 2种细胞RT-PCR灰度值比较

           实验组       对照组

BxPC-3细胞 0.161±0.171a 1.011±0.774

AsPC-1细胞 0.171±0.017a 0.863±0.036

aP<0.05 vs  对照组.
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能是反映胰腺癌预后的有用指标. COX-2在胰腺

癌组织中高表达, 而在相邻正常组织中不表达, 
其高表达均与胰腺癌细胞增殖、血管生成、抗

凋亡有关. 我们曾将CCB与顺铂联合作用于胰

腺癌BxPC-3, 可明显抑制细胞的增殖, 诱导细胞

凋亡并增加胰腺癌细胞对化疗药物的敏感性. 
本研究应用PCB处理胰腺癌细胞, 发现其增殖抑

制, 凋亡增加. 
COX-2的过度表达具有以下作用: (1)刺激

肿瘤细胞的增殖; (2)抗凋亡; (3)促进肿瘤血管形

成; (4)促浸润和转移. 因此, COX-2抑制剂是抗

胰腺癌很有潜力的药物之一. 
本研究中PCB的应用验证了在体外细胞水

平上抑制细胞增殖, 并诱导细胞凋亡, 这种作用

的可能机制是抑制了COX-2的表达, 从而发挥重

要作用. 还有很多分子机制是在整个肿瘤发生

发展过程中COX-2表达产生了重要影响. 故此, 
对于COX-2抑制剂在肿瘤中的重要作用还有待

进一步从体内试验证明. 
PCB不仅有强大的镇痛作用, 尤其是外科手

术后的镇痛, 而且为胰腺癌的治疗提供了新希

望, 本研究为PCB治疗胰腺癌提供理论依据. 
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■应用要点
本文研究显示新
型COX-2抑制剂
可诱导胰腺癌凋
亡 ,  抑制其增殖 , 
这为胰腺癌的药
物治疗提供新思
路及实验基础.
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图 3 帕瑞昔布对BxPC-3、AsPC-1细胞mRNA表达的影响. 
M: Maker; L1: BxPC-3 PCB; L2: BxPC-3正常对照组; L3:

AsPC-1 PCB; L4: AsPC-1正常对照组.
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■同行评价
本研究立题有一
定新意, 实验设计
合理, 数据详实准
确, 论文逻辑性较
强, 研究结果有助
于进一步明确胰
腺癌细胞增殖及
凋亡的调控机制, 
具有较好的科学
价值.
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Abstract
AIM: To establish human colon cancer SW480 
cell lines in which the phosphatase of regen-
erating liver-3 (PRL-3) gene is stably overex-
pressed or knocked down to study the role of 
this gene in regulating the biological behaviors 
of SW480 cells.

METHODS: The impact of PRL-3 overexpres-
sion and knockdown on cell proliferation was 
assessed by MTT assay, colony formation assay 
and flow cytometry in vitro. 

RESULTS: Knockdown of the PRL gene signifi-
cantly reduced the proliferation of SW480 cells 
when compared to control cells. In addition, 
knockdown of the PRL gene significantly im-
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PRL-3基因对结直肠癌细胞增殖能力的影响

柳玉红, 温寿青, 陈 蕾, 邱 立, 汪春福, 曹亚平, 邹桂华

®

■背景资料
PRL-3属于蛋白
质酪氨酸磷酸酶
家族成员, 与大肠
癌的肝转移关系
密切. PRL-3基因
是大肠癌转移治
疗的重要潜在靶
点, 其参与的信号
通路还不清楚.

paired the ability of SW480 cells to form colonies 
compared to control cells. 

CONCLUSION: The PRL-3 gene plays an im-
portant role in the proliferation of human colon 
cancer SW480 cells. 

Key Words: Colon cancer; PRL-3 gene; Proliferation

Liu YH, Wen SQ, Chen L, Qiu L, Wang CF, Cao YP, Zou 
GH. Role of the PRL-3 gene in the proliferation of human 
colon cancer SW480 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(8): 680-684

摘要
目的: 探讨PRL-3的过表达或敲低对结直肠癌
细胞增殖能力的影响.

方法: 利用MTT法、平板克隆形成实验检测
PRL-3对细胞体外增殖的影响; 应用流式细胞
术检测PRL-3对细胞周期的影响.

结果:  应用M T T法, 检测P R L-3对S W480/
EGFP、SW480-EGFP-PRL-3、SW480/EGFP/
Mock及SW480-PRL-3-KD1细胞体外增殖能
力的影响, 经析因方差分析, 4组差异具有显著
性(F  = 23.463, P  ＝ 0.000); 不同时间点对细胞
体外增殖的影响差异具有显著性(F  = 71.515, 
P  ＝ 0.000); 各组细胞与各时间组两因素交
互效应显著(F  = 2.128, P  ＝ 0.008); 除第1天
外, 其他各时间点细胞组间的细胞增殖差异
具有显著性. 经LSD法多重比较, 结果表明, 与
SW480/EGFP/Mock和SW480/EGFP细胞相比, 
SW480-EGFP-PRL-3细胞的增殖速度加快, 而
SW480-PRL-3-KD1细胞的增殖速度减慢. 平
板克隆形成实验显示SW480-EGFP-PRL-3细
胞克隆形成能力明显增强, 而SW480-PRL-3-
KD1细胞克隆形成能力显著下降, 差异具有显
著的统计学意义(F  = 44.411, P  = 0.000).

结论: PRL-3基因可促进结直肠癌细胞的增殖. 

关键词: 结直肠癌; PRL-3; 肿瘤增殖
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■应用要点
PRL-3基因可促
进结直肠癌细胞
的增殖, 为进一步
揭示PRL-3与结
直肠癌的关系提
供新的实验依据.

20(8): 680-684

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/680.asp

0  引言

PRL-3(phosphatase of regenerating liver-3, PRL-3)
是现已发现与结直肠癌转移相关的少数特异性

表达分子之一[1,2], 研究发现, 将PRL-3转染到上

皮细胞, 可引起细胞形态发生改变, 且形态改变

与细胞运动能力相关[3]; 另外, PRL-3可调节肿瘤

细胞与细胞外基质的粘附[3]. Fagerli等[4]将PRL-3
特异性小干扰RNA转染到多发性骨髓瘤细胞系

INA-6中, 发现下调细胞PRL-3的表达降低了细

胞的迁移能力. 我们已经建立了PRL-3基因过表

达[5]及基因敲低[6]2种细胞模型, 利用这2种细胞

模型, 我们从正反两方面来研究PRL-3对结肠癌

细胞的增殖能力的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 胎牛血清、DMEM细胞干粉培养基购

自美国HyClone公司; MTT购自Sigma公司; Tran-
swell Chamber购自Chemicon公司.
1.2 方法

1.2.1 噻唑蓝(MTT)比色试验检测细胞增殖能力: 
以每孔1×103个细胞接种于96孔培养板中, 每孔

体积200 µL, 每组4孔, 同时设空白对照(仅加培

养液), 置CO2培养箱中孵育, 分别于1 d, 2 d, 3 d, 
4 d, 5 d, 6 d, 7 d取出, 每孔加入5 g/L的四氮唑蓝

盐(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide, MTT)20 µL, 37 ℃继续孵育4 h, 
终止培养, 小心吸弃孔内培养上清液, 加入二甲

基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)150 µL, 室温

孵育10 min, 振荡10 min, 使结晶物充分溶解, 以
空白对照孔调零, 酶标仪上490 nm测定各孔吸

光度(A )值, 以相对应A比值表示细胞增殖能力

大小. 各组取4孔平均值, 绘制增殖曲线.
1.2.2 平板克隆形成实验: 生长状态良好的培养

细胞, 用D-Hanks液洗3次, 0.25%胰酶消化, 细胞

悬液反复吹打, 使细胞充分分散, 接种100个细

胞到6孔培养板中, 每种细胞接种3孔, 十字形轻

轻晃动培养板, 使细胞分散均匀, 37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中培养2 wk. 出现肉眼可见的细胞克

隆时, 终止培养, 弃去培养液, 用PBS液洗2次, 空
气干燥; 甲醇固定15 min, 弃甲醇后空气干燥; 用
Giemsa应用液染色15 min, 流水缓慢洗去染液, 
空气干燥; 在显微镜下对形成的克隆计数(≥50
个细胞为1个克隆), 平板克隆形成率 = 形成克隆

数/接种细胞数×100%, 实验重复3次.
1.2.3 利用流式细胞术检测细胞生长周期: 生
长状态良好的培养细胞, 用D-Hanks液洗3次, 
0.25%胰酶消化, 细胞悬液离心, PBS洗3次, 用
750 mL/L乙醇固定, 标本送中山医中心实验室

检测.
统计学处理 用SPSS 13.0软件进行数据分

析, 细胞体外生长实验采用析因方差检验, 细胞

生长周期、平板克隆形成实验、细胞粘附实验

及运动小室实验采用One-Way ANOVA检验.

2  结果

2.1 PRL-3与结直肠癌细胞增殖的关系 经析因

方差分析, 4组差异具有显著性(F  = 23.463, P  ＝ 
0.000); 不同时间点对细胞体外增殖的影响差异

具有显著性(F  = 71.515, P  ＝ 0.000); 各组细胞

与各时间组两因素交互效应显著(F  = 2.128, P 
＝ 0.008); 除第1天外, 其他各时间点细胞组间

的细胞增殖差异具有显著性(表1, 图1). 经LSD
法多重比较, 结果表明, 与SW480/EGFP/Mock
和SW480/EGFP细胞相比, SW480-EGFP-PRL-3
细胞的增殖速度加快, 而SW480-PRL-3-KD1
细胞的增殖速度减慢. 平板克隆形成实验, 经
One-Way ANOVA检验, 3组差异具有显著性(F  = 
44.411, P  = 0.000); 经LSD多重比较显示SW480-
PRL-3-KD1细胞的增殖速度较其他组缓慢, 差
异有统计学意义(51.667%±3.786% vs  64.000%
±3.606%, 76.667%±2.082%, F  = 44.411, P  = 
0.000, 图2).
2.2 对细胞周期的影响 SW480/EGFP、SW480-
EGFP-PRL-3、SW480/EGFP/Mock和SW480-
PRL-3-KD1 4种细胞的S期细胞平均比例分别

为17.633%±0.351%、27.467%±0.503%、

18.600%±0.400%和14.067%±0.306%, 统计

分析结果显示4种细胞的S期差异有统计学意义

(F  = 617.59, P  = 0.000, 图3), 同时, 4种细胞的

流式分析结果中均未见到细胞凋亡峰的存在, 
表明PRL-3基因的表达变化并不导致细胞凋亡

的出现.

3  讨论

PRL-3又称为PTP4A3, 属于蛋白质酪氨酸磷酸

酶(protein tyrosine phosphatase, PTP)家族成员, 
家族中3个成员PRL-1、PRL-2及PRL-3蛋白质

分子量大约为20 kDa, 具有超过75%的同源性, 
在功能上具有相似性[7-9]. 本实验对PRL-3基因过
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■相关报道
最 新 研 究 报 道
PRL-3通过上调
MMP-7促进结肠
癌细胞侵袭与转
移.

表达与敲低的SW480细胞体外生物学特性进行

了对比实验研究, 从正反2个方面确定PRL-3对
结直肠癌细胞增殖等生物学特性的影响, 希望

能为进一步揭示PRL-3与结直肠癌的关系提供

新的实验依据, 并为探讨结直肠癌侵袭转移的

具体机制提供新的思路.
肿瘤的主要特征是细胞的无限增殖能力. 肿

瘤增殖标签(proliferation signature)概念的提出, 
最初是在分析乳腺癌基因表达谱时发现的肿瘤

组织中存在一类与肿瘤增殖率高度相关的基因

群, 将这一类基因群命名为增殖标签[10]. 虽然增

殖标签在肿瘤发病机制中的作用及增殖标签作

为肿瘤诊断和预后的标志物(biomarker)可行性

仍待进一步研究, 但肿瘤生长动力学的大量研

究已经显示, 肿瘤细胞的增殖能力和肿瘤的浸

润、转移及复发等生物学行为密切相关, 也与

患者的预后显著相关[11,12]. Rhodes等[13]利用荟萃

分析(meta-analysis)的方法对40个已公布的肿瘤

芯片表达谱数据库(包含3 700个肿瘤样本)进行

数据分析, 结果发现, 这群增殖标签基因高表达

于肿瘤组织中, 并且随着肿瘤恶性程度的增加

而表达上调. 由于增殖相关基因的鉴定简便, 展
示了广阔的临床应用前景, 如Ki-67, 核增殖抗原

(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)已经广

泛应用于肿瘤的辅助诊断中. 因此, 如果能明确

鉴定更多的肿瘤相关增殖基因, 并结合基因芯

片技术, 建立增殖标签芯片, 不仅有助于更好地

理解肿瘤发生的分子机制, 而且也可以作为临

床上肿瘤诊断及预后判断的重要工具.
在本研究中, 我们观察到PRL-3基因与结直

肠癌细胞的增殖相关. 我们以真核表达载体在

SW480细胞中稳定过表达PRL-3基因和慢病毒

干扰载体稳定沉默结直肠癌细胞株PRL-3的表

达, 通过MTT法, 我们检测了PRL-3对结直肠癌

细胞增殖的影响, 通过7 d的连续观察及比较, 我
们发现PRL-3沉默明显降低了结直肠细胞的增

殖能力. 平板克隆形成实验结果也显示PRL-3基
因敲低的细胞其生存活力显著下降. 流式细胞

表 1 SW480/EGFP、SW480-EGFP-PRL-3 、SW480/EGFP/Mock和SW480-PRL-3-KD1 cells 4组细胞体外MTT法增殖能力比较

     
SW480/EGFP cells SW480-EGFP-  

PRL-3 cells

SW480-PRL-3-    

KD1 cells

SW480/EGFP/

Mock cells

          合计     F 值   P 值

第1天    0.294±0.097 0.261±0.147   0.353±0.125   0.245±0.128   0.288±0.125   0.861 0.478

第2天    0.570±0.045 0.628±0.050 0.4853±0.061   0.417±0.238 0.5250±0.144   3.217 0.045

第3天    0.623±0.075 0.704±0.090   0.480±0.115 0.6173±0.121   0.606±0.126   4.966 0.010

第4天    0.636±0.059 0.844±0.165   0.510±0.147   0.618±0.107   0.652±0.170   7.326 0.002

第5天    0.714±0.216 0.944±0.158   0.637±0.105   0.773±.172   0.767±0.194   3.633 0.031

第6天    0.957±0.098 1.274±0.201   0.797±0.131   0.966±0.268   0.998±0.247   7.639 0.001

第7天    1.020±0.223 1.245±0.244   0.779±0.045   1.004±0.185   1.012±0.245   5.962 0.004

合计  0.6875±0.261 0.843±0.366   0.574±0.181   0.663±0.310   0.696±0.302 23.463 0.0001

F 值        19.930       28.980        13.808         13.697         71.515   2.128

P 值          0.000         0.000          0.000           0.000           0.0001   0.0082

1主效应的F统计量和P值; 2交互效应的F统计量和P值.
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图 1 胰SW480/EGFP、SW480-EGFP-PRL-3、SW480/
EGFP/Mock及SW480-PRL-3-KD1细胞的体外生长曲线.

A B C

D E F

图 2 细胞的平板克隆形成实验. A, D: SW480/EGFP; B, E: 

SW480-EGFP-PRL-3; C, F: SW480-PRL-3-KD1.
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■创新盘点
本 研 究 利 用 已
经 建 立 起 来 的
PRL-3基因过表
达及基因敲低的2
种细胞模型, 从正
反两方面来研究
PRL-3对结直肠
癌细胞增殖能力
的影响.

术检测细胞周期发现PRL-3基因沉默的细胞其S
期比例明显减少, 表明其细胞DNA合成减少. 这
些结果均说明PRL-3表达水平沉默后, 能显著性

地抑制肿瘤细胞体外生长, 这与其他小组的研

究也是一致的[14,15]. 结果表明PRL-3基因可促进

结直肠癌细胞的增殖. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
primary bile reflux gastritis (PBRG) and gastro-
esophageal reflux disease (GERD). 

METHODS: A total of 1 060 patients diagnosed 
with PBRG comprised the observation group, 
and 1 060 people without PBRG were used as 
controls. The incidence rate of GERD in the two 
groups was compared. The patients with PBRG 
and GERD were divided into mild group, mod-
erate group, severe group based on the severity 
of PBRG. The degree of esophageal mucosal 
injury and the distribution of GERD symptoms 
were then compared. 

RESULTS: The incidence rate of GERD in the 
PBRG group was higher than that in the control 
group (24.5% vs 9.8%, P < 0.05). The incidence 
rate of esophageal mucosal injury increased with 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

原发性胆汁反流性胃炎与胃食管反流病的关系

刘 芳, 姚 萍

www.wjgnet.com

®

■背景资料
长期以来胃酸一
直被认为是引起
胃 食 管 反 流 病
(GERD)患者食管
损伤的主要因素, 
随着对动物实验
模型的观察研究, 
食管内24 h PH监
测及胆红素监测
的应用, 胆汁反流
在G E R D发生发
展中的作用日益
受到重视. 

the aggravation of PBRG. The degree of PBRG 
showed no significant association with the dis-
tribution of GERD symptoms. 

CONCLUSION: PBRG has a positive correlation 
with the formation of reflux esophagitis (RE), 
and PBRG does not play a major role in produc-
ing typical GERD symptoms. 

Key Words: Primary bile reflux gastritis; Gastro-
esophageal reflux disease; GERD symptoms

Liu F, Yao P. Relationship between primary bile gastritis 
and gastroesophageal reflux disease. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 685-689

摘要
目的: 探讨原发性胆汁反流性胃炎(pr imary 
bile reflux gastritis, PBRG)与胃食管反流病
(gastroesophageal reflux disease, GERD)之间的
相关性. 

方法: 选取我院确诊为PBRG的患者1 060例为
观察组, 无痛胃镜下未查见有PBRG的体检者
1 060例为对照组, 比较两组GERD的发生率; 
依据内镜下PBRG的诊断标准, 将260例PBRG
伴有GERD的患者分为轻度、中度及重度3组, 
对比各组食管黏膜损伤的程度以及GERD症
状积分的分布. 

结果: PBRG组GERD的发生率高于对照组
(24.5% vs  9.8%, P <0.05). 食管黏膜损伤程度
加深的发生率随着PBRG程度的加重而增加. 
PBRG的程度与GERD症状分级无相关性. 

结论: PBRG与反流性食管炎(reflux esophagitis, 
R E)形成存在正性相关, P B R G并非是引起
GERD症状的主要原因. 

关键词: 原发性胆汁反流性胃炎; 胃食管反流病; 胃
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■研发前沿
P B R G 患 者 的 胆
汁反流究竟是否
是食管黏膜损伤
发生的一个独立
危险因素尚需系
统全面的基础研
究 .  症 状 只 是 主
观 感 觉 ,  其 发 生
有复杂的机制且
与个体敏感性有
关 ,  这 可 能 需 要
转向大规模的基
础研究.

0  引言

胆汁反流又称为十二指肠胃反流(duodenogastric 
reflux, DGR), 是机体普遍存在的一种生理现象, 
而过多的胆汁反流可致胃黏膜损伤, 称之为胆

汁反流性胃炎(bile reflux gastritis, BRG)[1], 其中

发生于非手术胃的称为原发性胆汁反流性胃炎

(primary bile reflux gastritis, PBRG). 胃食管反

流病(gastroesophageal reflux disease, GERD)[2]是

基于胃或十二指肠内容物反流入食管, 引起不

适症状和/或并发症的一种疾病, 分为非糜烂性

反流病(nonerosive reflux disease, NERD)、反流

性食管炎(reflux esophagitis, RE)、巴雷特食管

(Barrett's esophagus, BE)3种类型. 长期以来胃酸

一直被认为是引起GERD患者食管损伤的主要

因素, 随着对动物实验模型的观察研究, 食管内

24 h pH监测及胆红素监测的应用, 胆汁反流在

GERD发生发展中的作用日益受到重视. 原发性

胆汁反流性胃炎与胃食管反流病之间的相关性

为目前的研究焦点之一, 我们通过对大样本资

料的统计分析, 以探讨二者之间的相关性, 为临

床治疗原发性胆汁反流性胃炎及胃食管反流病

时药物的选择及抗反流手术的应用提供一定的

参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2010-09/2012-02我院确诊为PBRG
的患者1 060例为观察组, 其中男540例, 女520
例, 平均年龄44.8岁±17.9岁, 无痛胃镜下未查

见有PBRG的体检者1 060例为对照组, 其中男

530例, 女530例, 平均年龄44.2岁±17.9岁. 两组

研究对象的性别、年龄、体质量等一般资料无

显著差异. 以上入选者均要求无消化性溃疡, 无
上消化道手术史, 无肝脏及胰腺疾病, 无糖尿

病、腹部占位等可能导致腹压增高的疾病, 孕
妇及哺乳期妇女不纳入选择范围. 
1.2 方法

1.2.1 纳入标准及分级标准: PBRG的内镜下诊断

标准[3]: (1)胃黏膜尤其是胃窦部黏膜有水肿、出

血或脆性增加; (2)胃镜插至胃内静止1 min后仍

可见含有胆汁的十二指肠液呈泡沫状或水流状

从幽门口反流入胃; (3)胃黏液湖有黄色或绿色

胆汁染色; (4)胃黏膜有胆汁染色; (5)无胃肠道手

术史, 其中包括胆囊切除术, 无消化性溃疡、胃

息肉、胃癌等疾病. 胆汁反流分3度, 轻度: 少量

黄色泡沫从幽门口涌出或/和黏液湖呈淡黄色; 
中度: 黄色泡沫从幽门口涌出或/和黏液湖呈黄

绿色; 重度: 黄色从幽门口频繁涌出或/和持续性

喷射出或胃内布满黄绿色黏液物. 
GERD的内镜下诊断标准: (1)虽然内镜检查

无反流性食管炎, 但有典型的、不少于3 mo的
反流及反流引起的刺激症状(如反食、反酸、嗳

气和烧心), 排除继发因素可诊断为NERD[4,5]; (2)
内镜下有反流性食管炎的表现, 并按照第10届
洛杉矶国际消化会议提出的内镜分级标准[6]: A
级为病灶局限于食管黏膜皱襞, 其长径<0.5 cm; 
B级为病灶局限于食管黏膜皱襞, 互相不融合, 
但其长径>0.5 cm; C级病灶在黏膜顶部有融合, 
但不超过75%食管壁环周; D级为病灶互相融合, 
且病变累及大于75%食管壁环周. 

GERD的症状分级标准采用王其璋《胃食

管反流病学》中的评分标准: (1)根据烧心、反

酸、吞咽痛、吞咽困难这几个GERD的常见症

状的发作频率, <1次/mo: 1分; <1次/wk: 2分; < 
1次/d: 3分; 每日均有发作: 4分; (2)病程长短, < 
6 mo: 1分; <6-24 mo: 2分; <24-60 mo: 3分; > 
60 mo: 4分; (3)患者自觉的严重程度, 轻度厌烦: 1
分; 影响生活兴趣: 2分; 干扰正常生活: 3分; 难以

忍受: 4分. 分别计分, 总分 = (发作频率+病程)×
严重程度, 2-7分为轻度、8-15分为中度、16-23
分为重度、24-32分为极重度. 
1.2.2 样本处理: 比较P B R G组与对照组两组

GERD的发生率; 依据内镜下PBRG的诊断标

准, 将260例PBRG伴有GERD的患者分为轻度

PBRG、中度PBRG及重度PBRG 3组, 对比各

组食管黏膜损伤的程度以及GERD症状积分的

分布. 
统计学处理 应用SPASS17.0统计学软件进

行数据分析. 

2  结果

2.1 PBRG组与对照组GERD发生情况 PBRG组

GERD的发生率高于对照组GERD的发生率(表1). 
2.2 不同程度PBRG的食管黏膜损伤情况 随着

PBRG程度的加重, 食管黏膜严重损害的发生率

也随之增加(表2, 3). 
2.3 PBRG与GERD症状的相关性 PBRG的严重

程度与GERD症状分级无相关性(表4). 

3  讨论

食管有3道保护屏障以抵抗反流物的损伤作 
用[7], 第1道屏障是食管下括约肌和膈肌; 第2道
屏障是食管腔廓清机制, 主要包括食管蠕动、
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■相关报道
张 莉 等 根 据 症
状 积 分 将 4 1 例
G E R D 患者分为
轻度、中度、重
度、极重度组, 观
察各组胆汁反流
的情况, 发现无论
是反流次数、反
流强度还是反流
指数, 均与GERD
症状严重程度无
相关性.

表 1 PBRG组与对照组GERD的发生情况

     
分组 存在GERD(n ) 无GERD(n )  合计 GERD发生率(%)

对照组       104     956 1060         9.8

PBRG组       260     620 1060       24.5

合计       364   1576 2120       17.2

χ2 = 111.450, P<0.05.

食物重力、唾液腺和食管黏膜下分泌的碳酸氢

盐; 第3道屏障是食管黏膜屏障, 这一屏障在反

流物与黏膜上皮直接接触时发挥着重要的作

用. 胃食管反流病的发生与食管的抗反流防御

因素与反流物的侵袭因素之间的不平衡有关[8]. 
胆汁反流需要2个前提[9]: (1)逆行的十二指肠收

缩活动推动十二指肠内容物逆向移动; (2)幽门

口开放. 任何导致胃肠动力紊乱和解剖结构异

常的因素均可能导致胆汁反流的发生, 如胃部

分切除后胃十二指肠运动异常、胆囊功能障碍

等, 同样可引起胃食管返流病的因素(如食管廓

清能力障碍、抗返流屏障功能减低等)均有可能

使返流入胃内的十二指肠内容物, 其中包含有

胆汁, 连同胃内容物一起反流入食管, 引起食管

黏膜的损伤或临床症状. 本研究发现PBRG患者

GERD的发生率高于不伴有PBRG的人群. 临床

上很多胃食管反流病患者都同时合并有胆汁反

流性胃炎, 尤其是对那些长期抑酸治疗效果欠

佳的患者应当考虑到胆汁反流的存在, 进而考

虑到是否还存在胆汁反流性胃炎. 而对于已确

诊为PBRG的患者, 在行胃镜检查时应仔细观察

患者是否还存在胆汁反流相关性食管炎. 这一

点对于临床治疗原发性胆汁反流性胃炎及胃食

管反流病时, 药物的选择应用具有指导意义. 
在GERD食管黏膜损伤的发生机制中, 对胃

酸、胃蛋白酶的研究已较多、较明确, 两者可

直接损伤食管黏膜, 导致严重的食管炎[10]. 胆汁

在GERD的发生、发展中的作用也已逐步被认

识. 胆汁是混合性液体, 其主要成分包括结合型

胆汁酸、未结合型胆汁酸和磷脂, 磷脂在肠道

内胰液中的磷脂酶A的作用下被水解为溶血卵

磷脂. 生理浓度的胆汁酸对食管黏膜的损伤作

用表现为黏膜屏障的破坏, 导致跨食管电阻和

跨膜电位差降低, 黏膜对各种离子和分子的通

透性增高, 但不引起显著的黏膜病理改变, 当其

浓度超过生理水平并延长作用时间时, 则能引

起黏膜糜烂和溃疡[11]. 在酸性环境中, 结合型胆

汁酸及溶血卵磷脂的损伤作用显著增强[4], 其中

结合型胆汁酸在酸性溶液中保持非离子化状态

而具有脂溶性, 能穿透细胞膜进入细胞内, 在细

胞碱性环境中, 结合型胆汁酸转变成非离子化

状态而失去脂溶性, 不能再通过细胞膜回到细

胞外, 导致其在细胞内大量积聚从而破坏细胞

的膜性结构, 使酸和胃蛋白酶到达黏膜下而造

成深部严重损害[12]. 在碱性环境下, 非结合型胆

汁酸起主要破坏作用[13]. 中性环境下对黏膜损伤

作用最大的可能为未结合型低羟化胆汁酸, 此
时离子化及非离子化状态的胆汁酸可同时存在, 
非离子化胆汁酸较容易弥散入黏膜而被认为损

伤作用更大[14]. 
此次研究发现PBRG与食管黏膜损伤程度

间存在正性相关, 与国内外一些学者[15,16]的观点

相一致. 然而此次研究实际上是评估了胃酸和

胆汁的协同作用, 随着PBRG患者胆汁反流的加

重其GERD的严重程度也随之加深, 那么胆汁反

流是GERD发生的一个独立危险因素还是继发

于酸反流的增加呢? 根据反流物的性质可分为

酸性反流、胆汁反流及混合反流3种形式. 多数

表 2 不同程度PBRG患者食管黏膜损伤情况n (%)

     分组(PBRG组)    NERD LA-A、B LA-C、D 合计

轻度 65(73.9) 20(22.7)   3(3.4)   88

中度 47(54.7) 29(33.7) 10(11.6)   86

重度 24(27.9) 47(54.7) 15(17.4)   86

合计    136      96      28 260

χ2 = 38.099, P<0.05.

表 3 组间食管黏膜损伤情况

     对比组    χ2值    P值     α’ 

轻度PBRG组与中度PBRG组   8.293  0.016  0.017

轻度PBRG组与重度PBRG组 37.750  0.000  0.017

中度PBRG组与重度PBRG组 12.714  0.002  0.017

表 4 PBRG患者的GERD症状分级

     
分组(PBRG组)                              GERD症状(n )

     轻度        中度      重度     极重度

轻度       41         32       9         6

中度       38         33     10         5

重度       35         34       9         8

合计     114         99     28       19
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■应用要点
本研究结果可为
临床治疗PBRG及
GERD时, 药物的
选择及抗反流手
术的应用提供一
定的参考依据.

研究[13,14,17]表明混合反流是GERD患者中最常见

的病理性反流类型, 在酸反流的基础上合并胆

汁反流会增加反流性食管炎的程度, 2种成分对

食管黏膜的损伤有协同作用. 上海[14]的一项对胆

汁反流在GERD发病机制中的作用的研究中, 通
过胆汁反流与食管病变严重程度的相关性分析

后发现A、B、C、D级食管炎中胆汁反流发生

的百分比分别为67%、68%、80%、100%. 由此

提出随着食管炎程度的加重, 胆汁反流的发生

率也相应增加. 张俊等[18]通过对86例有病理性反

流的GERD患者行24 h食管pH和胆汁反流监测, 
发现RE组单纯酸反流、单纯胆汁反流、混合反

流所占百分比分别为20%、11.42%、68.57%, 从
而认为混合反流对食管黏膜的损害较单纯反流

严重. 综上所述, PBRG患者的胆汁反流在食管

黏膜损伤的发生发展中扮演了重要的角色, 然
而胆汁反流究竟是否作为食管黏膜损伤发生的

一个独立危险因素尚需系统全面的基础研究. 
临床上当我们遇见GERD并PBRG的患者时, 除
抑酸、促动力之外尚需给予相应的中和胆汁的

药物治疗. 
目前多数学者[19-21]认为胃食管反流症状的

发生更多地与混合反流相关, 其中酸反流占主

导地位, 胆汁反流似乎并非是引起食管症状的

主要因素. 胆汁反流引起GERD症状的机制尚未

明确, 酸反流引起GERD症状考虑原因在于酸性

反流物可致食管上皮细胞屏障功能异常, 进而

活化食管化学感受器, 从而产生胸骨后疼痛症

状[22]. 张峻等[23]对有典型反流症状的56例患者进

行24 h食管内pH及胆汁联合监测, 发现56例患者

中共发生典型症状事件357次, 其中大部分症状

(27.25%)与酸反流有关, 仅7.56%的症状与单纯

胆汁反流有关. RE组的243次症状事件中, 105次
(43.21%)事件与酸反流相关, 而21次(8.64%)与
胆汁反流有关, 两种症状相关指数均值比较差

异有显著性. 这些结果提示引发大多数患者症

状的机制可能还是酸反流或是混合反流的作用. 
张莉等[24]根据症状积分将41例GERD患者分为

轻度、中度、重度、极重度组, 观察各组胆汁

反流的情况, 发现无论是反流次数、反流强度

还是反流指数, 均与GERD症状严重程度无相关

性. 此次调查研究我们也发现PBRG与GERD患

者症状的严重程度无明显相关性, PBRG并非是

引起GERD症状的主要原因, 但症状只是主观感

觉, 其发生有复杂机制且与个体敏感性有关, 这
可能需要我们转向大规模的基础研究, 旨在了

解易感细胞、分子及遗传因素等. 
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Abstract 
AIM: To explore the association between two 
non-synonymous single nucleotide polymor-
phisms (C677T and G1793A) of the methylene-
tetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene and 
risk of gastric cancer. 

METHODS: Ninety patients with advanced 
gastric cancer and 114 normal controls were 
included in the study. DNA samples isolated 
from peripheral blood which were used to geno-
type C677T and G1793A polymorphisms by 
polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP).

RESULTS: No significant differences in allele 
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MTHFR基因多态性与胃癌的相关性

郭 威, 陈 萍, 郑立红, 李 松

®

■背景资料
近些年来, 随着对
胃癌研究的不断
深入, 遗传因素在
胃癌发病中所起
的作用日益引起
人们的重视. 亚甲
基四氢叶酸还原
酶(MTHFR)基因
突变可能也会影
响DNA合成和甲
基化, 进而影响许
多疾病的遗传易
感性. 

frequencies and genotype frequencies were 
found between the patients and controls, sug-
gesting that there might be no association be-
tween the two MTHFR gene polymorphisms 
and risk of gastric cancer.

CONCLUSION: It is necessary to classify gastric 
cancer according to causes of disease to inves-
tigate the association between MTHFR gene 
polymorphisms and risk of this disease since 
MTHFR gene polymorphisms may be associated 
with only some subtypes.

Key Words: Gastric cancer; MTHFR; Gene polymor-
phisms; C677T; G1793A

Guo W, Chen P, Zheng LH, Li S. Association between m
ethylenetetrahydrofolate reductase gene polymorphisms 
(C677T and G1793A) and risk of gastric cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 690-693

摘要
目的: 探讨MTHFR基因多态性与胃癌发病风
险的相关性. 

方法: 收集进展期胃癌患者97例, 应用PCR对
C677T、G1793A多态位点进行检测; 采用病
例对照研究设计, 比较病例组和对照组多态位
点基因频率和基因型频率.

结果: 677T等位基因频率在病例组和对照组中
差异无显著性意义, 病例组CC基因型频率、

CT基因型频率、TT基因型频率与对照组相应
基因型频率差异无显著性意义; 1793A等位基
因频率在病例组和对照组中差异无显著性意
义, 病例组GG基因型频率、GA基因型频率与
对照组相应基因型频率差异无显著性意义.

结论: MTHFR多态性可能参与了胃癌的发
生、发展, 但他仅是导致胃癌发生的因素之
一. 因此研究MTHFR多态性与胃癌发生之间
的关系, 有必要对胃癌病因进行分类, MTHFR
多态性可能参与了某一类胃癌的发生.

关键词: 胃癌; M T H F R; 基因多态性; C677T; 

G1793A

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
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属第二医院普外
二科
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■研发前沿
大 量 研 究 表 明 , 
癌基因的低甲基
化和抑癌基因的
高甲基化参与了
多 种 肿 瘤 的 发
生、发 展 ,  探 讨
MTHFR基因多态
性、DNA甲基化
与各种肿瘤(包括
胃癌)之间的关系
已成为当前肿瘤
病因学研究的一
项重要课题.

郭威, 陈萍, 郑立红, 李松. MTHFR基因多态性与胃癌的相关

性. 世界华人消化杂志  2012; 20(8): 690-693
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0  引言

胃癌是最常见的消化系恶性肿瘤 ,  在我国的

发病率也较高, 一般北方比南方高. 在胃癌的

发生中, 遗传因素起到了非常重要的作用, 约
10%-15%的胃癌患者有家族聚集现象, 这已被

一些研究所证实[1]. 多数学者认为遗传因素使致

癌物质对易感者更易致癌. 亚甲基四氢叶酸还

原酶(MTHFR)活性的改变会导致5-甲基四氢叶

酸生成障碍, 从而造成同型半胱氨酸复甲基化

障碍, 引起高半胱氨酸血症、高半胱氨酸尿症

和血浆低甲硫氨酸[2,3]; 同时可能也会影响DNA
合成和甲基化, 进而影响许多疾病的遗传易感

性. 现已发现MTHFR基因上有近30个SNP位点, 
其中C677T和G1793A突变是较为常见的2种类

型. 我们采用分子生物学方法对97例进展期胃

癌与这2个基因多态性的关系进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 根据“知情同意”的原则, 收集齐齐哈

尔医学院第一附属医院消化内科进展期胃癌患

者97例, 所有患者均经胃镜活检病理支持. 所有

患者均为汉族, 男62例、女35例, 年龄15-83岁, 
平均年龄55.53岁±12.80岁; 114例健康对照来

自齐齐哈尔医学院第一附属医院同期健康体检

者, 根据年龄和性别与病例组进行频数配对. 所
有样本之间无血缘关系. 取外周静脉血, 用ACD
抗凝, -20 ℃保存, 提取基因组DNA.
1.2 方法 
1.2.1 MTHFR基因型分析: C677T多态位点: PCR
反应体系(20 μL): 模板DNA 50 ng、4×dNTP  
2.5 mmol、PCR引物各5 μmol、rTaq 0.5 U; PCR
反应条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃ 30 s, 64 ℃  
20 s, 72 ℃ 20 s, 共30个循环, 72 ℃延伸10 min; 电
泳检测PCR扩增产物: 取PCR产物5 μL, 加1 μL加样

缓冲液, 在1%琼脂糖凝胶上200 V恒压电泳20 min; 
HinfⅠ酶切: 酶切体系15 μL: 含PCR扩增产物

7 μL, HinfⅠ酶2.5 U, 37 ℃水浴过夜; 琼脂糖凝

胶电泳检测酶切产物: 取酶切产物8 μL, 加2 μL
加样缓冲液, 在3%琼脂糖凝胶上200 V恒压电泳 
40 min.
1.2.2 MTHFR基因型分析: G1793A多态位点: 
PCR反应体系(20 μL): 模板DNA 50 ng、4×dNTP  

2.5 mmol、PCR引物各5 μmol、rTaq 0.5 U; PCR
反应条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃ 30 s, 68 ℃ 20 
s, 72 ℃ 20 s, 共30个循环, 72 ℃延伸10 min; 电泳

检测PCR扩增产物: 取PCR产物5 μL, 加1 μL加
样缓冲液, 在1%琼脂糖凝胶上200 V恒压电泳

20 min; BsrBⅠ酶切: 酶切体系15 μL: 含PCR扩
增产物7 μL, BsrBⅠ酶2.5 U, 37℃水浴过夜; 琼
脂糖凝胶电泳检测酶切产物: 取酶切产物8 μL, 
加2 μL加样缓冲液, 在2%琼脂糖凝胶上200 V恒

压电泳40 min.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行分析, 

计算MTHFR C677T和G1793A基因突变率、等

位基因频率、基因型频率、基因多态性与疾病

的相关性及相对危险度. 计算资料组间比较用χ2

检验, 基因型及等位基因相对风险率以比数比

(odds ratios, OR)及95%可信区间(CI)表示.

2  结果

2.1 琼脂糖凝胶电泳检测C677T基因型 通过PCR-
RFLP(HinfⅠ), 其CC野生型只有一条198 bp长度

的片段, CT杂合型有198 bp、175 bp和23 bp 3条
片段, TT纯合突变型有175 bp和23 bp 2条片段. 
用3%的琼脂糖凝胶电泳检测, 23 bp的片段将跑

出凝胶(图1). 经χ2检验, 677T等位基因频率在病

例组和对照组中差异无显著性意义, 病例组CC
基因型频率、CT基因型频率、TT基因型频率与

对照组相应基因型频率差异无显著性意义(表1). 
2 . 2  琼脂糖凝胶电泳检测  G 1 7 9 3 A 基因型 
G1793A位点PCR扩增产生310 bp长度片段, 经
BsrBⅠ酶切后产生233 bp和77 bp 2种长度片段. 
由于MTHFR1793位点出现G→A的突变, 消除了

1个BsrBⅠ酶切位点, 故野生型GG产生233 bp和
77 bp 2种片段, 突变型AA只产生310 bp 1种片

段, 杂合型GA产生310 bp、233 bp和77 bp 3种片

段. 电泳结果(图2). 经χ2检验, 1793A等位基因频

率在病例组和对照组中差异无显著性意义, 病
例组GG基因型频率、GA基因型频率与对照组

相应基因型频率差异无显著性意义(表2).

198 bp
175 bp

1     2      3     4      5       6     7     8       M

图 1 MTHFR C677T位点3％琼脂糖凝胶电泳检测结果. M: 

Marker(DL2000); 1, 2, 5, 7: 677CT(198 bp, 175 bp and 23 bp); 

3, 4, 8: 677TT(175 bp and 23 bp); 6: 677CC(198 bp).
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在我们的研究中, MTHFR基因C677T突变

和G1793A突变与胃癌的发生没有统计学意义的

关联.

3  讨论

导致胃癌发生的病因是多方面的, 既有诸多的

遗传因素, 又有环境因素, 包括幽门螺杆菌感

染、胃病史、生活方式和习惯、精神心理因素

等[4]. 有研究表明, C677T突变引起的MTHFR活
性下降会引起血中同型半胱氨酸水平升高, 甲
硫氨酸含量下降, 进而产生高半胱氨酸血症、

高半胱氨酸尿症和低甲硫氨酸血症, 是心脑血

管疾病、出生缺陷疾病, 尤其是神经管畸形的

肯定危险因素[5,6]不是导致胃癌发生的主要危险

因素.
DNA甲基化是生物体在DNA甲基转移酶

(DNMT)的作用下, 以S-腺苷蛋氨酸(SAM)作为

甲基供体, 将活化的甲基引入到DNA链中特定

碱基上. DNA甲基化是基因的表观遗传修饰形

式之一, DNA甲基化的高低与基因的表达程度

往往呈负相关. 通常甲基化水平较低时, 基因表

达水平高; 甲基化水平较高时, 基因表达水平低, 
从而在维持细胞的正常功能方面发挥着重要作

用[7]. 大量研究表明, 癌基因的低甲基化和抑癌

基因的高甲基化参与了胃癌的发生、发展[8,9]. 
有研究认为MTHFR基因C677T多态性通过

影响DNA的甲基化和核酸的稳定性, 参与了胃

癌的发生. 在Homberger和Weisberg的研究中, 纯
合突变型(TT)的酶活性仅为野生型(CC)的30%, 
杂合突变型(T C)的酶活性仅为野生型(C C)的
60%, 同时酶的热稳定性下降[10,11]酶活性的降低

间接改变了SAM水平, 导致DNA低甲基化, 同时

增加了染色体的不稳定性[12]. 一般来讲, 5%-10%
的酶活性即可使该酶所催化的代谢反应正常进

行, 并维持底物和产物在适当的水平. 当然也有

一些酶需要具有较高活性才能使机体代谢途径

正常进行. 在我们的研究中, 未得出MTHFR基因

C677T和G1793A突变与胃癌的发生具有相关性

的结论, 可能是由于MTHFR基因突变导致酶活

性降低尚不足以影响机体的DNA甲基化过程.
5, 10-亚甲基四氢叶酸在MTHFR催化下转

变为5-甲基四氢叶酸, 后者通过合成SAM参与

了多种甲基化过程. 研究表明, 叶酸缺乏可导致

DNA低甲基化和染色体损害[13,14]. 在我国北方地

区, 冬天气候寒冷, 而且持续时间较长, 较易发

生蔬菜和水果摄入不足, 导致叶酸缺乏. Ma等[15]

研究发现, 叶酸摄入充足, 虽然MTHFR活性降

低, 仍可保证DNA甲基化的正常进行; 而叶酸摄

入不足, C677T变异基因型携带者可能既有DNA
甲基化异常, 又有DNA合成、修复异常, 使细胞

癌变风险增加. 故而叶酸摄入不足和MTHFR基
因突变导致的酶活性降低可能存在协同作用. 
在我们的研究中, 未得出MTHFR基因C677T和

表 1 MTHFR C677T基因型及等位基因频率在病例和对照中的分布及其与胃癌的关系

      
    病例组n (%)    对照组n (%)             OR(95%CI)       P  值

CC     22(22.68)      32(28.07)              1(参考值)       

CT           48(49.48)      57(50.00)      1.225(0.630-2.382)     0.550

TT     27(27.84)      25(21.93)        1.57(0.728-3.388)     0.248

对照组相应基因型频率       0.5258        0.4693                     -     0.248

表 2 MTHFR G1793A基因型及等位基因频率在病例和对照中的分布及其与胃癌的关系

     基因型     病例组n (%)      对照组n (%)            OR(95%CI)    P 值

GG      89(91.75)     106(92.98)           1(参考值)       -

GA        8(8.25)         8(7.02)    0.840(0.303-2.328)   0.737

AA        0(-)         0(-)                   -       -

对照组相应基因型频率      0.0412       0.0351                   -   0.728

M     1      2     3      4      5      6       7     8

310 bp
233 bp

图 2 MTHFR G1793A位点2%琼脂糖凝胶电泳检测结果. M: 

Marker(DL2000); 1, 2, 4, 8: 1793GG(233 bp and 77 bp); 3, 5, 6, 

7: 1793GA(310 bp, 233 bp and 77bp).

■相关报道
有 研 究 表 明 , 
C677T突变引起
的MTHFR活性下
降会引起血中同
型半胱氨酸水平
升高, 甲硫氨酸含
量 下 降 ,  进 而 产
生高半胱氨酸血
症、高半胱氨酸
尿症和低甲硫氨
酸血症, 是心脑血
管疾病、出生缺
陷疾病, 尤其是神
经管畸形的肯定
危险因素不是导
致胃癌发生的主
要危险因素.
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G1793A突变与胃癌的发生具有相关性的结论, 
也可能是由于叶酸摄入不足, 不论MTHFR基因

突变是否存在, 都可导致DNA低甲基化的发生.
胃癌的发生是多途径、多因素、多步骤的, 

MTHFR多态性可能参与了胃癌的发生、发展, 
但他仅是导致胃癌发生的因素之一. 因此, 研究

MTHFR多态性与胃癌发生之间的关系, 有必要

对胃癌病因进行分类, MTHFR多态性可能参与

了某一类胃癌的发生. 对于MTHFR基因多态性

与胃癌发生、发展的关系, 仍有待于今后更多

大样本的研究来证实.
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Abstract
AIM: To evaluate the computed tomography (CT) 
imaging features of intrahepatic mass-forming 
cholangiocarcinomas (IMCCs), with a special 
emphasis on the degree and pattern of arterial 
enhancement, and to determine whether the 
clinicopathologic features of IMCCs with arterial 
enhancement differ from those of IMCCs with 
less arterial enhancement.

METHODS: Thirty-two patients with 34 patho-
logically confirmed IMCCs after surgical resec-
tion underwent multiphasic CT-unenhanced, 
hepatic arterial phase (HAP), portal venous 
phase, and/or equilibrium phase imaging. CT 
images were retrospectively evaluated for tu-
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肿块型肝内胆管细胞癌: 多排CT的动脉期强化与临床病理
的相关性

周建雄, 戴洪修, 杨 静

®

■背景资料
胆管癌是起源于
肝内外胆管上皮
细胞的腺癌. 在欧
洲、北美洲、亚
洲 ,  其 发 病 率 有
所 上 升 ,  死 亡 率
也 随 之 上 升 .  目
前, 胆管癌占所有
原发性肝癌的近
15%-20% , 且是
全球的第2位常见
的原发性肝脏肿
瘤 .  肝 内 胆 管 癌
(IMCC)发生于肝
内胆管的2级分支
到末梢胆管, 根据
形态和生长方式
可分为3型: 肿块
型、胆管周围浸
润型和胆管内生
长型. 3型中, 肿块
型最常见(占所有
IMCC的60%), 且
生长迅速, 并向周
围的肝实质浸润. 

mor morphology and enhancement features. 
Patients were placed into typical or atypical 
enhancement groups according to the presence 
of enhancement in the largest volume (> 50%) of 
the tumors during the HAP. Imaging features of 
IMCCs were correlated with pathologic features. 
The typical and atypical enhancement groups 
were compared with respect to disease-free sur-
vival and overall survival. Survival rates were 
calculated by using the Kaplan-Meier method, 
and differences in survival were compared by 
using the log-rank test. A Cox proportional haz-
ards model was used for multivariate survival 
analysis. 

RESULTS: Twenty-four (71%) of 34 IMCCs 
showed typical arterial enhancement, and 10 
(29%) showed atypical enhancement. The mean 
diameter of atypical IMCCs was significantly 
smaller than that of typical IMCCs (P = 0.001). 
Chronic liver disease was more frequent in the 
group with atypical lesions (P = 0.021). During 
the HAP, the prevalent enhancement pattern 
in this group was a mixed pattern of peripheral 
rim and internal heterogeneous enhancement. 
At pathologic evaluation, atypically enhancing 
IMCCs showed less central stroma and necrosis 
and larger cellular areas and more frequently 
had a cholangiolocellular component than typi-
cally enhancing IMCCs. Arterial enhancement 
of IMCCs was found to be an independent prog-
nostic factor for longer disease-free survival. 

CONCLUSION: Arterially enhancing IMCCs are 
not rare; thus, enhancement pattern analysis of 
arterially enhancing IMCCs will be helpful in 
differentiating them from hepatocellular carcino-
mas. In addition, arterial enhancement of IMCCs 
appears to correlate with disease-free survival. 

Key Words: Liver neoplasms; Cholangiocarcinomas; 
Computed tomography; Enhancement pattern

Zhou JX, Dai HX, Yang J. Correlation between CT arterial 
enhancement patterns and clinicopathologic findings for 
intrahepatic mass-forming cholangiocarcinomas. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 694-698
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■相关报道
Nanash ima等报
道, 近一半肝内胆
管癌为富血供强
化类型.

摘要
目的: 评估肿块型肝内胆管细胞癌(intrahepatic 
mass-forming cholangiocarcinomas, IMCCs)的
CT的影像特征, 重点分析动脉期强化的方式
和程度, 进而分析IMCCs典型动脉期强化与非
典型强化两组的临床病理特点. 

方法: 本研究回顾性分析了32例患者34个病
理证实IMCCs病灶. 均行多排CT平扫、动脉
期、门脉期和/或平衡期的影像检查, 根据肿
瘤的形态和增强特点进行回顾性评估. 依据肿
瘤动脉期增强的体积是否>50%, 将患者分为
典型(强化体积>50%)和非典型两组; 分别分
析两组的影像特点与病理特点的相关性. 并
且比较两组的生存状况. 生存率的计算依据
Kaplan-Meier法, 分析采用Long-rank检验, 生
存的多变量分析采用Cox proportional hazards 
模型. 

结果: 24个IMCCs病灶(占71%)呈典型的动脉
期强化; 10个瘤灶(占29%)呈非典型性强化. 
非典型组的平均直径小于典型组的直径(P  = 
0.001). 慢性肝病多见于非典型组(P  = 0.021). 
动脉期强化的主要特点是周边和中央混合性
不均匀强化. 病理所见: 同典型组比较, 非典
型组病灶的中央基质和坏死少、细胞面积较
大, 且胆管细胞成分多见.

结论: IMCCs病灶的动脉期强化并不少见; 动
脉期的强化有助于与原发性肝细胞癌的鉴别, 
动脉期强化可作为病灶切除后生存期较长的
独立性预后指标.  

关键词: 肝脏肿瘤; 胆管细胞癌; 计算机断层扫描; 

强化类型
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0 引言
胆管癌是起源于肝内外胆管上皮细胞的腺癌. 
在欧洲、北美洲、亚洲, 其发病率有所上升, 死
亡率也随之上升. 目前, 胆管癌占所有原发性肝

癌的近15%-20%, 且是全球的第2位常见的原发

性肝脏肿瘤. 肝内胆管癌(intrahepatic mass-form-
ing cholangiocarcinomas, IMCCs)发生于肝内胆

管的2级分支到末梢胆管, 根据形态和生长方式

可分为3型: 肿块型、胆管周围浸润型和胆管内

生长型. 3型中, 肿块型最常见(占所有IMCCs的

60%), 且生长迅速, 并向周围的肝实质浸润. 虽
然, 理想的治疗是肝脏切除, 但根治性切除者不

足50%, 其3年的生存期在22%-66%之间[1-6]. 影
像对IMCCs的诊断、分期、治疗方案的确定起

着重要的作用. 目前, CT动态增强造影是肝脏

病灶检出以及肝脏恶性肿瘤分期的主要影像学

方法[7-15]. IMCCs的CT表现为肝内密度不均的肿

块, 增强后的动脉期和门脉期均显示为周边不

完全强化. 本研究旨在评估IMCCs的CT表现特

点, 重点分析动脉期的增强方式和程度, 同时分

析IMCCs动脉期的临床病理特点与典型的动脉

期低强化病灶有何不同. 另外, 我们也试图确定

病灶动脉期增强和患者手术预后的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 经过三峡大学伦理委员会批准, 回顾

性分析2002-08/2011-08病理科记载的术后证实

为IMCCs的患者40例. 所有患者入选标准为: 均
有术前C T多时相肝脏影像资料(包括3时相平

扫、动脉期和门脉期或4时相的3时相平扫、动

脉期、门脉期和平衡期)及选择性动脉期和门脉

期的影像资料; 患者未经过术前治疗(如经动脉

化疗栓塞、穿刺酒精灌注和射频消融等). 6例患

者因缺乏术前肝脏多时相CT资料给予排除, 2例
患者应术前CT检查前曾行经动脉化疗栓塞治疗

也予除外. 符合研究标准的32例患者平均年龄

为62.6岁±9.1岁, 男22例, 平均年龄62.4岁±9.5
岁(年龄范围40-80岁), 女10例, 平均年龄63.0±
7.9岁(年龄范围49-75岁). 32例患者中, 病理证实

IMCCs的病灶共有34个(30例患者为单病灶, 2例
患者为双病灶). 
1.2 方法

1.2.1 CT影像检查: 32例患者中, 行CT 3时相检

查者17例, 4时相检查者15例. 所有CT影像资料

均由2名腹部放射学医师共同商议评估(2名医师

分别有24年和9年的肝胆影像工作经验). 影像分

析时已知IMCCs的诊断, 各病灶的所在部位也

给予告知. CT评估包括增强特点和形态特点. 选
用PACS工作站, 用软组织窗(窗宽400 HU; 窗位

70-100 HU)观察. 分析肿瘤CT的增强特点包括: 
(1)肿瘤的各时相衰减均与肝实质的衰减相对

比; (2)动脉期、门脉期和/或平衡期增强程度的

变化; (3)动脉期的增强方式. 肿瘤增强衰减在平

扫和增强后分为高衰减、等衰减和低衰减; 增强

后不均与强化衰减>50%的部分为病灶的主要成

分. 另外, 为保证病灶相对衰减的准确性, 用兴趣
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区(ROI)分别定位于病灶和肝实质内, (在病灶区

设两个兴趣区, 取CT值的平均值)并测量其CT值. 
分别测量各时相(平扫、动脉期、门脉期和平衡

期)衰减的CT值, 该作者不参与随后的定量分析. 
病灶较大者的ROI衰减相对均匀, 病灶ROI平均

面积0.5 cm2 (范围为0.2-2.4 cm2); 肝实质ROI平
均面积2.0 cm2 (范围1.8-2.3 cm2). 肿瘤和肝实质

衰减大于10 Hu者被视为有重要意义. 根据动脉

期、门脉期和平衡期的相对衰减分为3型: (1)动
脉期低强化, 门脉期低、等、高强化为典型组; 
(2)动脉期高强化, 门脉期低强化为非典型组1(动
脉期强化, 快出); (3)动脉期和门脉期高和等强化

为非典型组2(动脉期强化, 并非快出). 为评估动

脉期强化方式, 将强化>50%病灶分为5种方式: 
均匀强化、不均匀强化、周边强化、周边和中

央混合强化、弱强化. 肿瘤的形态学评估包括: 
肿瘤的直径、形态(圆形、分叶或不规则)、边界

(清或不清)、平扫影像病灶的均匀性. 其他影像

表现包括: 包囊牵拉、动门脉漏、血管受侵、胆

管扩张、钙化、肝内胆管结石等也予注明. 另依

据平扫所见将病灶分为均匀和不均匀两种结构. 
病灶的大小以3 cm为界进行划分. 
1.2.2 病理学评估: 所有32例患者的34个病灶中, 
仅有28个病灶有病理切片. 病理医师不知病变

影像特点, 并对病灶的标本切片进行观察评估. 
分别对肿瘤的大小、分化程度、坏死有无、中

央纤维基质的含量、细胞面积的比例等进行评

估. 中央纤维基质的含量用半定量方法进行分

度评估: 无(任意放大无基质成分); 最小(×400
放大, 腺样成分与基质混合); 轻度(×200放大, 
无腺样成分); 中度(×100放大, 无腺样成分); 显
著(×40放大, 无腺样成分). 另外, 肿瘤细胞面积

和无细胞面积(纤维和坏死面积)比例分为最小

(<25%); 轻度(25%-50%); 中度(<50%-70%); 显
著(>75%). 评估IMCCs病灶病理和CT影像特点

的相关性及典型组和非典型组的病理学差异.  
统计学处理  选用Student t检验、χ2检验、

Fisher exact检验以及linear-by-linear association
检验, 根据CT增强特点(典型的衰减和不典型

的动脉期增强)分析其临床病理和影像特点的

差异. 比较典型与非典型增强组分别与去瘤后

生存和全生存的差异. 生存率的计算用Kaplan-
Meier; 生存的差异用log-rank检验; 生存多变量

分析采用Cox proportional hazards模型分析. 

2  结果

2.1 病灶影像 32例IMCCs患者共34病灶的平均直

径为5.10 cm±2.22 cm(1.5-11.0 cm). 8个IMCCs病
灶直径≤3 cm, 占23%; 26个病灶直径>3 cm, 占
77%. 所有34个IMCCs病灶平扫为低衰减(33/34, 
占97%)或等衰减(1/34, 占3%); 动脉期: 9个病灶

(26%)为高衰减, 1个病灶(3%)为等衰减, 其他24
个病灶(71%)仍为低衰减; 门脉期: 8个病灶(24%)
为高衰减, 1个病灶(3%)为等衰减, 其他25个病

灶(73%)为低衰减. 34个IMCCs病灶的32例患者

中, 10个病灶(占29%)为非典型性动脉增强. 10个
动脉增强结节的动脉期、门脉期和/或平衡期的

强化程度评估时, 2个病灶显示为快出, 8个病灶

(占80%)为在门脉期和/或平衡期的持续性增强. 
因此, 32例患者34个IMCCs病灶中, 24个病灶(占
71%)显示为典型的相对衰减(典型强化); 2个病

灶(占5%)显示动脉增强并快出(非典型强化1); 8
个病灶(占24%)显示动脉期增强无快出, 特点不

明显(非典型强化2). 
2.2 病理观察 IMCCs动脉期强化的病理观察

表明:  中央基质(P  = 0.018)、细胞面积比例

(P  = 0.046)、胆管细胞成分(P <0.001)、坏死(P  
= 0.045)的显著差异. 同其他IMCCs病灶比较, 
IMCCs的动脉期强化显示中央基质较少、细胞

面积较大和胆管细胞成分多见、坏死相对少见. 
肿瘤的细胞分化分析显示动脉期的强化无显著

性差异. 
2.3 患者生存率 IMCCs非典型强化的1、3、5年
的生存率分别为92.9%、78.6%和51.6%, 而典

型强化组生存率分别为93.1%、67.3%和42.0%. 
log-rank检验两组无显著性差异(P  = 0.298). 然
而, 单变量检验表明: IMCCs动脉强化与去瘤后

生存(disease-free survival)显著相关 (P = 0.010). 
非典型增强组的去瘤后1、3年的生存率分别为

65.0%和57.8%, 典型低衰减组的分别为38.9%和

18.8%. 其他的单变量分析表示: 肝内转移是肿

瘤切除后生存预后差的指标(P  = 0.046), 肿瘤分

化差的肿瘤切除后生存率较中等分化和分化好

的生存率要低(P  = 0.084). 单变量log-rank检验显

示慢性肝病(P  = 0.832)、肿瘤大小(P  = 0.274)和
患者年龄(P  = 0.627)不是肯定的肿瘤切除后生

存率的预后指标. 多变量(包括肿瘤的动脉期CT
强化、肝内转移和肿瘤的分化程度)分析表明: 
肿瘤的动脉期增强是肿瘤切除后长期生存率的

独立预后指标. 

3  讨论

本组病例中, 71%(n  = 24/34)的IMCCs显示: 动脉

■应用要点
如肝结节多时相
增强CT显示动脉
期周边环形强化
或延迟相的持续
性强化时, 应想到
非典型的IMCCs
可能性, 并建议行
其他方法(如磁共
振、PET或活检)
进一步检查.
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期、门脉期和/或平衡期典型低、等、高的强化

方式. 其余29%(n  = 10/34)为非典型CT强化. 本
文结果表明: IMCCs在以往报道的可手术切除

病例中, 非典型强化者更为多见[6-12]. 我们相信

这种差异是不同型的肿瘤所致. 本研究中, 所有

的IMCCs病灶均是外科可切除性病灶, 影像分

析仅为原发性肿瘤的分析. 然而, 以前的影像分

析报道的许多患者均是晚期胆管癌(>5 cm)并有

多发子灶[5-9]. 子灶可具有原发性肿瘤相似的影

像特点, 小的子灶影像特点也可不同于小的原

发胆管癌灶. 近来, Nanashima等[10]报道, 近一半

IMCCs为富血供强化类型. 尽管本文的研究和以

前的报道有所不同, 但有关胆管癌富血供的强

化表现是一致的.  
更重要的是, 本研究非典型强化组的慢性

肝病(如乙型肝炎)显著高于典型强化组(20%, 
10/49) (P  = 0.021), 这与Nanashima等[10]报道相

似. 临床上, IMCCs非典型强化可被认为是无法

确定的结节, 非典型强化可因动脉期高强化和

快出表现被误诊为肝细胞癌, 然而,  30%-50%的

肝细胞癌并不表现为典型的动脉期强化和快出

的特点[12-15]. 如肝硬化患者, 非典型组2病灶不易

与肝细胞癌相区分. 这种误诊可导致不适当的

治疗方案的选择, 如经动脉化疗栓塞、射频消

融或经皮穿刺酒精灌注, 这些治疗多用于肝细

胞癌的治疗[14-15]而不适于胆管癌的治疗. 根据本

文结果, 仔细的动脉期强化类型分析有助于避

免上述误诊和不适当的治疗方案的选择. 本研

究表明动脉期周边强化和中央不均匀强化的混

合方式是IMCCs第2种常见的增强类型, 以往报

道晚期IMCCs的CT强化特点是周边环形强化和

略强化[6-12]. 因肝细胞癌的这些增强方式并不常

见, 所以IMCCs的动脉期增强分析有助于与肝细

胞癌的鉴别. 因此, 如肝结节多时相增强CT显示

动脉期周边环形强化或延迟相的持续性强化时, 
应想到非典型的IMCCs可能性, 并建议行其他方

法(如磁共振、PET或活检)进一步检查. 
我们还发现典型的和非典型动脉期强化

IMCCs有不同的形态学特点, 包括肿瘤的大小、

平扫的密度均匀性和胆管扩张等. 非典型动脉

期强化IMCCs病灶的平均直径(3.7 cm±1.5 cm)
显著小于典型强化组的直径(5.6 cm±2.3 cm). 
如IMCCs病灶直径≤3 cm, 45%为非典型强化

和14%为典型强化组. 我们认为典型的较大的

IMCCs病灶CT显示为平扫的密度不均匀以及胆

管扩张. 恶性肿瘤的生长常可产生坏死、纤维

化、相邻结构受压等病理改变. Nanashima 等[10]

报道肿瘤的大小不能区分非典型动脉增强和低

血供性的肿瘤. 这可解释为: Nanashima等[10]报道

的病理包含所有3型的胆管癌(导管周围浸润、

肿块型和胆管内生长型), 而本研究仅为肿块型. 
另外, 同肝细胞癌动脉期早期强化类型相似, 有
关富血供的解释也尚不明确. 

另外, 本研究的影像和病理对照中, IMCCs
动脉强化显示 :  中央纤维基质显著减少(P  = 
0.018)、细胞面积显著增加(P  = 0.046)、胆管

细胞成分更为常见(P <0.001), 而坏死少见(P  = 
0.045). 这与有关胆管细胞癌的报道一致[11-13]. 肿
瘤的细胞分化与IMCCs的动脉期强化无显著的

相关性(P  = 0.221), 这与以往报道动脉期强化的

肿瘤分化高于低强化, 且分化高的预后较好的

观点有所不同. 因本研究和以往报道的分化较

好的胆管癌的患者例数均太少, 故需大样本的

研究加以证实. 
本研究显示动脉期强化的肿瘤切除后生存

率相关性好于典型强化组的相关性. 多变量分析

显示: IMCCs的动脉期强化是肿瘤切除后生存率

的独立性预后指标. Asayama等[11]报道: 延迟强化

>2/3的病灶与肝硬化基质变性有关, 这种强化类

型是预后较差的独立指标. 本研究表明: 肿瘤增

强>50%者与中央基质少相关, 并且是良好的预

后指标, 这与Asayama等[11]报道一致. 据此我们认

为: IMCCs患者的肿瘤切除后生存率评估可在术

前通过多时相CT表现进行预估. 
本研究的限度, 首先是回顾性分析的限度. 

但本研究含有病例数量相对较多的病理和手术

证实为胆管癌的多时相CT影像资料; 第2点是分

析者已知诊断和肿瘤部位信息, 所以不确定多

时相CT诊断的假阳性或假阴性, 但我们主要的

目的是分析IMCCs强化的影像特点与临床病理

的相关性; 第3个限度是我们用了不同螺旋CT设
备和不同采集参数, 尽管每次CT检查动脉强化

后的时间和衰减的准确性分析是可行的; 第4个
限度是术后的随访时间可能不足以评估长期的

生存率.  
总之, IMCCs的动脉期强化并非像以往认为

的少见, IMCCs的动脉期强化有助于同肝细胞癌

相鉴别, 且与IMCCs患者的预后密切相关. 病理

上, IMCCs动脉期强化显示中央基质、非细胞

面积和坏死少, 胆管细胞成分多于其他类型的

IMCCs. 同较大的病灶比较, <3 cm的IMCCs病灶

密度衰减更均匀、呈圆形、动脉期高强化. 另

■同行评价
本文不仅病例数
量较多, 且仅从一
种分型出发分析, 
具有说服力, 较好
的临床参考价值.
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外, IMCCs的动脉强化是肿瘤切除后生存率预后

评估的独立指标, 据此有助于在术前评估患者

的临床预后.  
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Abstract
AIM: To summarize the clinical features of co-
lonic lipoma and to analyze reasons for misdiag-
nosis of this disease. 

METHODS: The clinical data for six patients 
with colonic lipoma who underwent treatment 
at our hospital from 1995 to 2010 were reviewed 
retrospectively to analyze  the iconographic and 
clinicopathologic characteristics of the disease 
and the reasons for misdiagnosis. 

RESULTS: Three patients initially diagnosed 
with colonic carcinoma at barium enema exami-
nation revealed a radiolucent spherical filling de-
fect with well-defined margins. One patient was 
initially diagnosed with colonic polyposis by 
abdominal CT scanning. In all patients, colonos-
copy revealed a lump located in the submucosa 
of the colon. Of six patients, one was diagnosed 
with colonic lipoma, three were misdiagnosed 
with colonic carcinoma, and two were misdiag-
nosed with colonic polyposis. Only one case was 
accurately diagnosed before hemicolectomy, and 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年3月18日; 20(8): 699-702
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

结肠脂肪瘤6例

田新社, 张慧松

®

■背景资料
结肠脂肪瘤是消
化系良性肿瘤, 临
床少见. 易误诊为
结肠息肉、结肠
癌等. 有些病例甚
至进行了结肠癌
根治手术.

the misdiagnosis rate was 83.3%. The reasons for 
misdiagnosis included rarity, unspecific clinical 
manifestations, absence of typical endoscopic 
findings because of inflammation and erosion of 
tumor surface, and docter’s insufficient knowl-
edge of colonic lipoma.

CONCLUSION: Correct diagnosis of colonic 
lipoma can be achieved by multiple endoscopic 
biopsies. Endoscopic electroresection or local in-
testinal resection can be selected in patients with 
colonic lipoma.

Key Words: Symptomatic colonic lipoma; Diagnosis; 
Therapy

Tian XS, Zhang HS. Colonic lipoma: an analysis of six 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 699-702

摘要 
目的: 探讨结肠脂肪瘤的临床特点及误诊原
因, 以提高诊断率.  

方法: 调阅病历、结肠镜、腹部CT、结肠钡
剂造影图像、结肠镜活检病理切片、手术切
除标本病例切片等资料. 对我院1995-2010年
病理确诊的6例结肠脂肪瘤病例的临床、内镜
下、影像学表现、病理图片及误诊原因进行
回顾性分析. 

结果: 3例行结肠钡剂造影, 见结肠充盈缺损, 
诊断结肠癌; 1例行腹部CT检查, 诊断结肠息
肉; 6例均行结肠镜检查, 均发现结肠黏膜下
肿块; 诊断结肠癌3例、结肠息肉2例、结肠
脂肪瘤1例. 6例患者中, 仅1例术前获确诊. 误
诊率83.3%(5/6). 误诊原因主要有: 该病发病
少, 临床少见; 临床表现无特异性; 瘤体表面
因炎症、糜烂等, 失去内镜下典型表现而酷似
结肠癌; 医生对本病认识不足.  

结论: 内镜检查时结肠脂肪瘤瘤体同一部位
多次深挖活检应可做出正确诊断. 治疗可根据
情况行内镜下高频电切除或行手术作肠段切
除术. 

关键词: 结肠脂肪瘤; 诊断; 治疗
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0  引言 

结肠脂肪瘤为消化系良性肿瘤, 90%患者脂肪

瘤体位于结肠黏膜下层, 少数可位于肌层和浆

膜下层. 75%患者能出现腹痛, 大便性状及排便

习惯改变等临床表现, 仅有25%患者可出现肠梗

阻和肠套叠严重并发症[1]; 瘤体因炎症、糜烂及

溃疡在内镜下与结肠癌极其相似, 而活检时亦

难以取到特异性脂肪组织, 给内镜下活检定性

带来了困难. 因结肠脂肪瘤缺乏特异性临床表

现及辅助检查, 所以诊断困难且易于误诊. 现对

1995-2010年我院病理确诊6例结肠脂肪瘤进行

回顾分析.  

1  材料和方法

1.1 材料 本组结肠脂肪瘤6例, 均来至1995-2010
年在本院就诊的病例. 其中男4例, 女2例, 年龄

43-64岁, 平均57岁. 
1.2 方法

1.2.1 体格检查: 右中腹、左下腹压痛各2例; 右
中腹、左下腹可触及肠管各1例, 均未扪及腹部

包块; 腹部无阳性体征2例. 
1.2.2 影像学检查: 3例行钡剂灌肠检查, 分别于

升结肠、结肠肝曲、乙状结肠见长径1.0-3.0 cm
椭圆形充盈缺损. 诊断考虑: 结肠占位病变, 结
肠癌可能. 1例行腹部CT检查, 见结肠肝曲肠腔

内直径2.0 cm之类椭圆形低密度块影, 边缘光滑, 
CT值-101HUPS, 密度均匀, 增强扫描无强化. 诊
断考虑结肠息肉. 
1.2.3 结肠镜检查: 6例均行结肠镜检查: 均见肠

腔肿块, 肿块长径1.0-4.0 cm. 位于升结肠、结肠

肝曲各2例, 乙状结肠、指肠各1例. 其中肿块表

面糜烂、破溃并肠腔狭窄3例, 诊断结肠癌可能. 
2例肿块表面充血, 呈草莓色, 诊断为结肠息肉. 
1例肿块为亚蒂, 表面呈黄色, 诊断结肠脂肪瘤. 
1.2.4 结肠镜活检病理检查: 黏膜慢性炎症及少

量坏死组织5例; 细胞异型增生2例; 脂肪瘤1例. 
均未见癌细胞. 
1.2.5 实验室检查: 血、尿、便常规均正常; CEA
等肿瘤标志物轻度升高2例, 正常4例; 大便潜血

试验(++)3例, (+)1例. 

2  结果

2.1 主要临床表现 出现症状2-24 mo. 慢性腹痛4

例, 大便次数增多3例, 便血1例. 无症状2例(因痔

疮术前常规结肠镜检查发现). 
2.2 钡剂结肠造影 3例行钡剂结肠造影检查, 诊
断结肠癌. 
2.3 腹部CT检查 1例行腹部CT检查, 诊断结肠

息肉. 
2.4 结肠镜检查 均发现结肠有肿块. 其中肿块

表面破溃、糜烂并肠腔变窄3例; 肿块表面充血

2例; 亚蒂肿块表面呈黄色1例. 诊断结肠癌3例, 
结肠息肉2例, 结肠脂肪瘤1例. 瘤体位于升结

肠、乙状结肠各2例, 肝曲、直肠各1例. 肿块长

径1-4 cm(图1). 
2.5 切除标本病例检查 均为结肠黏膜下脂肪瘤

(图2). 
2.6 治疗 5例行开腹手术肠段切除, 1例行内镜下

电凝电切术. 切除标本病理检查: 均为黏膜下脂

肪瘤. 6例均治愈出院, 无并发症. 住院时间8-18 d. 
2.7 误诊情况  6例结肠脂肪瘤 ,  仅1例术前确

诊, 误诊为结肠癌3例, 结肠息肉2例, 误诊率

83.3%(5/6). 

3  讨论

结肠脂肪瘤的发病机制尚未阐明. 可能与炎症

刺激致结缔组织变性, 组织内纤维小梁的腺管

周围浸润或由于组织的淋巴供应和血循环障碍

导致脂肪组织沉积有关[2], 也可能与全身脂肪代

谢缺陷和Whipple病及肠营养不良有关[3]. 
结肠脂肪瘤分为6型: (1)腔内型: 肿瘤突入

肠腔内生长, 组织学为黏膜下脂肪瘤, 其表面糜

烂、溃疡可反复出血, 甚至出现梗阻、肠套叠

等相应的临床征象; (2)腔外型: 肿瘤向腹腔突出

生长, 即组织学为浆膜下脂肪瘤, 但临床多无症

状, 瘤体较大者腹部可触及光滑、活动的包块; 
(3)腔内外型: 肿瘤既向肠腔内、也向肠腔外同

时生长; (4)肠壁间型: 肿瘤局限于肠壁间生长; 
(5)腔内外及肠壁间型; (6)环行生长型: 肿瘤环

绕肠管生长[4]. 以上各型分别占82.5%、3.6%、

6.2%、6.2%、1%和0.5%. 本组6例均为黏膜下

脂肪瘤. 
结肠镜是诊断结肠脂肪瘤的重要手段[5]. 结

肠脂肪瘤典型内镜表现为淡黄色球形肿块, 有
时被黏膜血管颜色掩盖, 在对肿块表面施压时

可呈现脂肪瘤特异性的淡黄色[6]. 因脂肪瘤质地

松软, 活检钳推压后其表面局部凹陷, 放开后迅

速恢复原状, 称为“枕垫征”(pillow or cushion 
s ign); 活检钳揪起其表面黏膜, 其内部脂肪组
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织可随之隆起[7], 称为“帐篷征”(tent sign); 对
瘤体同一部位反复取活检, 其下方脂肪组织可

以从黏膜破损处突出, 称为“裸脂征”(naked 
s ign)[3]. 但有时因肿瘤表面慢性炎症、增生变

硬、变厚而没有以上典型征象, 且活检难于取

到深部组织送病检, 往往术前结肠镜检查未能

明确诊断. 此外, 钡剂灌肠造影CT、MRI、B超
等检查对结肠脂肪瘤的诊断有重要意义[3,8]. 而
超声内镜检查确诊率为93.8%[9], 并可明确脂肪

瘤的类型. 
结肠脂肪瘤术前诊断较为困难, 易误诊为

结肠息肉、结肠癌等. 误诊原因与以下因素有

关: (1)发病少、临床少见. 国外报道发生率为

0.035%-4.4%[10,11]; (2)临床症状、体征缺乏特异

性. 一般瘤体达到2-3 cm以上才会出现症状, 主
要表现有腹痛、腹块、大便次数增多、肠梗阻

等[1]. 与结肠炎、结肠癌、肠梗阻等症状相似. 
本组6例, 4例有慢性腹痛, 3例有大便次数增多; 
(3)结肠镜下往往因瘤体表面炎症、糜烂、溃疡, 
失去典型脂肪瘤内镜下表现而酷似结肠癌. 且
由于反复糜烂修复, 表面黏膜增厚, 内镜活检时

不易取到特征性脂肪组织; (4)临床医生, 尤其是

内镜医生对本病认识不足, 仅满足于较常见的

结肠癌、结肠息肉等诊断, 活检时未能深部取

材而导致漏诊、误诊. 在行结肠镜时, 若医生对

结肠脂肪瘤的内镜下特征有充分认识, 直视下

深部取材活检应能取到瘤体脂肪组织而作出正

确诊断. 本组1例采用瘤体同一部位多次深挖取

材而确诊.  
结肠脂肪瘤术前确诊, 关键在于与结肠癌的

鉴别. 其临床意义在于: 避免行不必要的结肠癌

根治术, 从而减轻患者痛苦, 降低手术风险, 减
少治疗费用.  

结肠脂肪瘤的治疗应根据其类型、瘤体大

小、有无肠梗阻等并发症而有所选择. 脂肪瘤很

少癌变, 直径<2 cm, 无临床症状者可不予处理, 
定时内镜随访; 蒂较长的腔内型脂肪瘤, 只要结

肠镜圈套器能完整横断蒂部、横断部位距肠壁

2-3 mm且瘤体可悬于肠腔者, 则可行内镜下电凝

电切治疗. 因脂肪为不良导体, 电凝时瘤体中心

脂肪组织不易凝固, 易导致出血或深部损伤, 要
严格掌握适应症, 并仔细操作. 本组1例行高频电

圈套切除, 未出现出血、穿孔等并发症.  
非腔内型脂肪瘤及并发肠梗阻、肠套叠等

并发症者, 则采用手术治疗, 作肠段切除[12,13]. 结
肠脂肪瘤可伴消化系恶性肿瘤[14]. 因此术中应送

快速冰冻切片, 并仔细检查结肠, 以避免遗漏另

外的病灶[15]. 
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of YB-1 and 
P53 in colorectal carcinoma (CRC) of different 
stages and to analyze their correlation with clini-
copathological features of CRC. 

METHODS: Expression of YB-1 and P53 proteins 
in normal colorectal mucosa (NCM, n = 20), low-
grade colorectal intraepithelial neoplasia (LGIN, 
n = 30), high-grade colorectal intraepithelial neo-
plasia (HGIN, n = 30), and colorectal carcinoma 
(CRC, n = 50) was detected by immunohisto-
chemistry. 

RESULTS: The strong positive rate of YB-1 ex-
pression in NCM was significantly lower than 
those in LGIN, HGIN, and CRC (0% vs 76.7%, 
80.0%, 80.0%, all P < 0.05). The strong positive 
expression of YB-1 was statistically correlated 
with lymph node metastasis and TNM stage 
in CRC (both P > 0.05). The positive rate of P53 
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YB-1和P53蛋白在结直肠肿瘤中的表达及意义

刘露露, 房新志, 郭云泉, 王晓璐, 杨丽丽

®

■背景资料
结直肠癌的发生
发展是一个多阶
段 的 过 程 ,  涉 及
癌基因、抑癌基
因、错配修复基
因、细胞周期调
节基因还有一些
蛋白质的改. p53
是与肿瘤关系最
为亲密的抑癌基
因 ,  而YB-1作为
细胞周期的重要
正向调控因子, 其
在肿瘤发生、发
展、调控细胞生
长, 介导耐药, 参
与DNA的转录和
修复等方面也发
挥重要作用. 

in NCM was significantly lower than those in 
LGIN, HGIN, and CRC (0% vs 6.7%, 40.0%, 
60.0%, all P < 0.05). The positive expression of 
P53 was statistically correlated with degree of 
tumor differentiation, lymph node metastasis 
and TNM stage in CRC (all P < 0.05). The ex-
pression of YB-1 was positively correlated with 
that of P53 in CRC (r = 0.306, P < 0.05).

CONCLUSION: YB-1 and P53 play an impor-
tant role in the development and metastasis of 
colorectal carcinoma. Combined detection of 
YB-1 and P53 proteins may be useful for judging 
the severity and prognosis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal tumors; YB-1; P53; Immu-
nohistochemistry

Liu LL, Fang XZ, Guo YQ, Wang XL, Yang LL. Clinical 
significance of expression of YB-1 and P53 in colorectal 
tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(8): 703-707

摘要
目的: 探讨YB-1和P53蛋白在结直肠肿瘤不同
发展阶段表达水平的差异及其与结直肠癌临
床病理特征的关系.

方法: 采用免疫组织化学方法检测结直肠20
例正常组织、30例低级别上皮内瘤变组织、

30例高级别上皮内瘤变组织和50例癌组织中
YB-1和P53蛋白的表达.

结果: YB-1蛋白在结直肠正常组织(NCM)、
低级别上皮内瘤变组织(LGIN)、高级别上皮
内瘤变组织(HGIN)和癌组织(CRC)中的强阳
性率分别为0%、76.7%、80.0%、80.0%, 低
级别、高级别上皮内瘤变组织和癌组织中的
强阳性表达率均与正常组织比较差异有统计
学意义(P <0.05), 且在癌组织中其强阳性表达
与淋巴结转移和TNM分期有关(P <0.05); P53
蛋白在结直肠正常组织、低级别上皮内瘤变
组织、高级别上皮内瘤变组织、癌组织中表
达分别为0%、6.7%、40.0%、60.0%, 高级
别上皮内瘤变组织和癌组织中其表达率均与
正常组织和低级别上皮内瘤变组织比较差异
有统计学意义(P <0.05), 其在癌组织中的表达

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
南大学
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■研发前沿
结直肠癌患者的
生存率是关注的
重点 ,  所以YB-1
和 P 5 3 蛋 白 的 表
达与患者的预后
及其影响因素有
待深入研究.

与分化程度、淋巴结转移和T N M分期有关
(P <0.05). 在癌组织中YB-1和P53的表达呈正
相关性(r = 0.306, P <0.05).

结论: YB-1和P53蛋白在结直肠癌的发生发
展、转移中起重要作用, YB-1和P53蛋白的联
合检测可能为判断结直肠癌恶性程度和转移
提供重要参考.

关键词: 结直肠肿瘤; YB-1; P53; 免疫组织化学

刘露露, 房新志, 郭云泉, 王晓璐, 杨丽丽. YB-1和P53蛋白在

结直肠肿瘤中的表达及意义. 世界华人消化杂志  2012; 20(8): 

703-707
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0  引言

结直肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一. 近
年来, 随着我国生活水平的不断提高及饮食习

惯的改变, 结直肠癌的发病率及死亡率呈上升

趋势[1], 严重危害人们的健康. 研究发现, 结直肠

癌的发生发展除了涉及以癌基因和抑癌基因协

同作用为基础的基因水平外, 还与多种蛋白质

表达的差异相关. 这些蛋白质往往具有不同的

功能, 常与肿瘤的发生、发展、生物学行为和

预后有关. 本研究应用免疫组织化学方法检测

结直肠肿瘤中YB-1和P53蛋白的表达, 旨在探讨

二者在结直肠癌的发生发展过程中的差异及其

与临床病理参数的关系和意义.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-01/2010-12新疆医科大学附属肿

瘤医院手术切除结直肠癌标本及内镜活检标本

130例, 结直肠低级别上皮内瘤变30例, 高级别

上皮内瘤变30例, 癌50例, 20例正常结直肠黏膜

组织作为对照. 50例结直肠癌中, 结肠癌25例, 
直肠癌25例; 男26例, 女24例; 年龄36-81岁, 平均

年龄为59.14岁; 均为腺癌, 高分化9例, 中分化22
例, 低分化19例; Ⅰ-Ⅱ期20例, Ⅲ-Ⅳ期30例; 有
淋巴结转移22例, 无淋巴结转移28例. 所有患者

均为散发病例, 术前未作任何抗肿瘤治疗. 兔抗

人单克隆抗体YB-1购自美国Abcam公司, 兔抗

人单克隆抗体P53及通用型两步法HRP二抗均

购自北京中杉金桥生物制品有限公司.
1.2 方法 将10%中性甲醛固定、石蜡包埋的标

本4 μm连续切片, 采用PV-9000二步法, 一抗分

别为YB-1、P53兔抗人单克隆抗体, 用PBS替代

一抗做阴性对照, 用已知乳腺癌阳性切片作阳

性对照. P53表达在细胞核, YB-1主要表达在细

胞浆, 结果判断标准参考许良中等[2]的免疫组织

化学反应结果的判断标准, 以细胞浆或细胞核

出现黄至棕褐色颗粒为阳性显色, 结合染色强

度和阳性细胞百分比来评定阳性表达病例. 光
镜下每张切片中选取癌细胞较多的5个高倍视

野, 每个视野计数100个细胞. 染色强度分级如

下: 无着色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 
棕褐色为3分; 阳性细胞百分比分级为: 无阳性

细胞为0分, 阳性细胞数≤10%为1分, 11%-50%
为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分. 两项得分

相乘结果≥3分为阳性表达病例, <3分为阴性

表达病例, 其中0-2为(-), 3-4为(+), 6-8为(++), 
9-12为(+++). 本文根据结果分析将YB-1表达为

(++-+++)者分为强阳性组, 将P53表达为(+-+++)
者归为阳性组.
    统计学处理 采用SPSS19.0统计软件, 计数资

料率的比较采用χ2
检验, 相关性分析采用Spear-

man相关检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 YB-1和P53蛋白在4种组织中的表达 YB-1
在结直肠正常组织(normal colorectal mucosa, 
N C M)、低级别上皮内瘤变组织(l o w-g r a d e 
colorectal intraepithelial neoplasia, LGIN)、高

级别上皮内瘤变组织(high-grade colorectal in-
traepithelial neoplasia, HGIN)和癌组织(colorectal 
carcinoma, CRC)中均表达, 但根据其表达强度

不同, 其强阳性表达率(++-+++)在4种组织中不

同. LGIN、HGIN和CRC中的强阳性表达率均与

NCM比较差异有统计学意义(P <0.05), 但其3者
之间比较差异无统计学意义(P >0.05, 图1, 表1). 
P53在NCM中无表达, 在LGIN和HGIN中少量表

达; 在HGIN和CRC中的阳性表达率均与NCM
比较差异有统计学意义(P <0.05); 而在LGIN和

HGIN及HGIN和CRC之间差异无统计学意义

(P >0.05, 图2, 表1).
2.2 YB-1和P53蛋白在结直肠癌中的表达与临床

病理参数的关系 在结直肠癌组织中YB-1强阳性

表达率与淋巴结转移和TNM分期有关(P <0.05); 
而与年龄、性别、肿瘤部位和分化程度无关

(P >0.05). P53阳性率则与分化程度、淋巴结转

移和TNM分期有关(P <0.05), 与其他病理参数无

关(P >0.05, 表2).
2.3 YB-1和P53蛋白在结直肠癌组织中表达的相

关性 在结直肠癌组织中, YB-1和P53表达呈正相

关性(r  = 0.306, P <0.05, 表3).
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2.4 YB-1和P53在结直肠癌组织中共表达与临床

病理参数的关系 在结直肠癌组织中, YB-1和P53
的共表达率(YB-1++-+++和P53+-+++)与淋巴结

转移和TNM分期有关, 有淋巴结转移组高于无

淋巴结转移组, TNM分期Ⅲ-Ⅳ期组高于Ⅰ-Ⅱ期

组(P <0.05, 表4); 而与年龄等无关.

3  讨论

Y B-1属于Y-b o x结合蛋白家族成员 ,  是一类

特异性结合目的基因启动子和增强子内部

Y-box(CTGATTGGCCAA)序列的转录因子. YB-1
存在于从细菌到人类的多种物种中 ,  可参与

mRNA的选择性剪接、稳定和翻译功能调控、

A B

DC

图 1 YB-1在4种组织中的表达(PV-9000,×400). A: 结直肠正常组织; B: 低级别上皮内瘤变组织; C: 高级别上皮内瘤变组织; 

D: 癌组织.

A B

图 2 P53在结直肠正常组织和癌组织中的表达(PV-9000,×400). A: 结直肠正常组织; B: 癌组织.

表 1 YB-1和P53蛋白在4种组织中的表达

     
 分组 n

                    YB-1
   强阳性率

                      P53
      阳性率

      +      ++     +++      -      +    ++     +++

正常黏膜 20     20       0       0          0%     20     0     0       0          0%

低级别上皮内瘤变 30       7     13     10     76.7%a     28     2     0       0       6.7%

高级别上皮内瘤变 30       6     11     13     80.0%a     18     4     3       5     40.0%ac

结直肠癌 50     10     19     21     80.0%a     20     2     5     23     60.0%ac

aP<0.05 vs  正常黏膜; cP<0.05 vs  低级别上皮内瘤变.
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■应用要点
本研究用免疫组
织化学的方法检
测YB-1和P53在
结直肠癌组织中
的表达, 有助于探
讨其在结直肠癌
发生、发展中的
作用, 并为结直肠
癌恶性程度判断
和评估预后提供
参考.



www.wjgnet.com

DNA的修复、细胞增殖和再生调节, 表现出多

功能核转录调控因子特性[3]. 研究证明, YB-1在
癌旁正常组织低表达甚至不表达[4], 但在多种应

激、致癌因素及化疗药物作用下, 通过多种信

号传导途径, 将诱导YB-1在细胞质中过表达[5,6]. 
YB-1已被证实和多种恶性肿瘤的发生发展相关, 
如肺癌、乳腺癌、骨肉瘤和肠癌[7,8]等. 本研究结

果显示, YB-1蛋白在结直肠正常黏膜组织中全呈

弱表达, 这一点与YB-1在乳腺癌等的研究中完

全不同, 原因可能归因于组织特异性[9], 因为肠黏

膜腺体不断增殖和脱落再生, 而乳腺腺体的生长

却分为静止期和活动期. YB-1在低级别、高级

别上皮内瘤变组织和癌组织中均呈强阳性表达, 
且3者之间比较强阳性表达率差异无统计学意义

(P>0.05), 但3者均与正常黏膜组织比较差异有统

计学意义(P <0.05). 提示YB-1蛋白的检测在正常

结直肠和结直肠低级别上皮内瘤变的鉴别诊断

中具有重要意义. 在50例结直肠癌组织中, 我们

研究发现随着临床分期的增加, YB-1蛋白的强阳

■名词解释
Y B - 1 蛋 白 :  即
Y- b o x  b i n d i n g 
protein-1结合蛋
白, 他结合在人类
MHC ClassII基因
的 启 动 子 区 ,  即
Y-box DNA序列
(CTGATTGGC-
CAA), 作为顺式
作用元件在基因
转录调控中扮演
重要角色.

表 3 YB-1和P53蛋白在结直肠癌组织中表达的相关性分析

     
P53

                    YB-1
      r 值       P 值

     +       (++)-(+++)

+      9             21

-      1             19       0.306      0.045

表 4 YB-1和P53共表达与临床病理参数的关系

     

参数
                YB-1/P53(n)

    P 值
     (+)-(+++/+)(21)     +/-(1)

年龄

  ≥60              12       0  

  <60                9       1   0.455

性别

  男              11       1

  女              10       0   1.000

肿瘤部位

  结肠                8       1

  直肠              13       0   0.409

分化程度

  高-中分化                3       1

  低分化              18       0   0.182

淋巴结转移

  有              21       0

  无                0       1   0.045

TNM分期

  Ⅰ-Ⅱ                0       1

  Ⅲ-Ⅳ              21       0   0.045

表 2 YB-1和P53蛋白在结直肠癌中的表达与临床病理参数的关系

     
参数         n

            YB-1
    χ2值      P 值

               P53
     χ2值         P 值

       +  (++)-(+++)        -    (+)-(+++)

年龄

  ≥60       28       6       22      10         18

  <60       22       4       18     0.000    1.000      10         12      0.487       0.485

性别

  男       26       8       18      11         15

  女       24       2       22     2.649    0.104        9         15      0.120       0.729

肿瘤部位

  结肠       25       6       19      12         13

  直肠       25       4       21     0.500    0.480        8         17      1.333       0.248

分化程度

高-中分化       31       7       24      16         15

低分化       19       3       16     0.000    1.000        4         15      4.584       0.032

淋巴结转移

  有       22       1       21        1         21

  无       28       9       19     4.266    0.039      19           9    20.576       0.000

TNM分期

  Ⅰ-Ⅱ       20       8       12      12           8

  Ⅲ-Ⅳ       30       2       28     6.380    0.012        8         22      5.556       0.018

性表达率也逐渐增加, 提示YB-1蛋白表达升高

与结直肠癌的进展有关, 其可能在促进肿瘤细胞

浸润中起到了一定的作用. 而且, 有淋巴结转移

组的YB-1蛋白强阳性表达率(95.5%)显著高于无

淋巴结转移组67.9%(P <0.05), 表明YB-1蛋白在

肿瘤的转移、侵袭等活动中发挥作用.
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p53基因是一种抑癌基因, 编码一种分子量

为53 kDa的蛋白质, 因此命名为p53 [10,11]. 正常细

胞中P53蛋白是无突变的野生型P53, 他通过参

与细胞周期的负调控而调节细胞的增殖与分化, 
具有肿瘤生长抑制功能; 当发生缺失或突变后

转变为突变型P53, 可促使细胞无限制生长, 引
起癌变, 对肿瘤发生、发展起重要作用. 当组织

中有P53蛋白的高表达时, 即表明有p53基因的

突变. 研究表明, p53基因突变是癌变进程中的

早期事件, 且随着肿瘤的发展, P53蛋白的阳性

表达率明显升高. 本研究用免疫组织化学方法

检测结直肠正常黏膜组织、低级别、高级别上

皮内瘤变组织及癌组织中P53的表达水平, 发现

他们之间存在显著差异(P <0.05). 表明p53基因

突变在结肠癌的形成、发生发展中起重要作用. 
在本研究中也发现, P53蛋白在TNM分期的Ⅲ-
Ⅳ期中的阳性表达率为73.3%, �高于TNM分期

中的Ⅰ-Ⅱ期; 低分化组、有淋巴结转移组的阳

性率也都明显升高(分别为78.9%、95.5%), 统计

学差异明显(P <0.05), 且肿瘤分化程度越低, P53
阳性表达率越高; 而与患者的性别、年龄、肿

瘤部位无关(P >0.05), 与文献报道一致[12]. 说明

P53在结直肠癌组织中的表达与TNM分期、淋

巴结转移和分化程度均有相关性, 提示p53基因

突变对癌细胞增殖的抑制作用减弱, 促进了癌

细胞浸润及转移, 是结直肠癌发生发展及转移

中的一个重要因素, 可能是反应结直肠癌生物

学行为和预测预后的重要参数.
研究表明, YB-1蛋白可以作为抑癌基因p53

的负调节因子 [13], 结合启动子, 从而抑制其转 
录[14]. YB-1蛋白减少了内生P53的水平, 从而降低

了P53的活性, 这对依赖P53来达到细胞死亡的路

径来说有着重要意义. 本研究也发现, YB-1与P53
蛋白之间具有正相关(P <0.05), 提示YB-1可能会

通过对P53的调节而促进肿瘤的发生发展. 有研

究发现, 在鼠细胞中, YB-1可以和AP2、P53形成

复合体, 然后结合到MMP2基因的增强子上从而

激活MMP2的转录[15], 而MMP2在肿瘤的侵袭和

转移中起关键作用. 在本研究发现YB-1与P53蛋
白的共表达均与肿瘤淋巴结转移和TNM分期密

切相关(P <0.05), 由此推断, YB-1和P53的协同作

用与结直肠癌组织的侵袭能力、转移倾向密切

相关. 总而言之, YB-1和P53在结直肠的发生发展

中具有重要意义, 联合检测可以作为判断结直肠

癌恶性程度和转移的重要参考.

4      参考文献

1 王双双, 关景明, 范玉晶. 大肠癌发病的相关因素. 世
界华人消化杂志 2005; 13: 534-536

2 许良中, 杨文涛. 免疫组织化学反应结果的判断标准. 
中国癌症杂志 1996; 6: 229-231

3 Kohno K, Izumi H, Uchiumi T, Ashizuka M, Ku-
wano M. The pleiotropic functions of the Y-box-
binding protein, YB-1. Bioessays 2003; 25: 691-698 

4 Shibahara K, Sugio K, Osaki T, Uchiumi T, Maehara 
Y, Kohno K, Yasumoto K, Sugimachi K, Kuwano M. 
Nuclear expression of the Y-box binding protein, 
YB-1, as a novel marker of disease progression in 
non-small cell lung cancer. Clin Cancer Res 2001; 7: 
3151-3155 

5 Bader AG, Vogt PK. Phosphorylation by Akt dis-
ables the anti-oncogenic activity of YB-1. Oncogene 
2008; 27: 1179-1182

6 McCubrey JA, Steelman LS, Abrams SL, Lee JT, 
Chang F, Bertrand FE, Navolanic PM, Terrian DM, 
Franklin RA, D’Assoro AB, Salisbury JL, Mazzarino 
MC, Stivala F, Libra M. Roles of the RAF/MEK/
ERK and PI3K/PTEN/AKT pathways in malignant 
transformation and drug resistance. Adv Enzyme 
Regul 2006; 46: 249-279

7 Gu C, Oyama T, Osaki T, Kohno K, Yasumoto K. 
Expression of Y box-binding protein-1 correlates 
with DNA topoisomerase IIalpha and proliferating 
cell nuclear antigen expression in lung cancer. Anti-
cancer Res 2001; 21: 2357-2362

8 Huang J, Tan PH, Li KB, Matsumoto K, Tsujimoto M, 
Bay BH. Y-box binding protein, YB-1, as a marker 
of tumor aggressiveness and response to adjuvant 
chemotherapy in breast cancer. Int J Oncol 2005; 26: 
607-613

9 Shibao K, Takano H, Nakayama Y, Okazaki K, Na-
gata N, Izumi H, Uchiumi T, Kuwano M, Kohno K, 
Itoh H. Enhanced coexpression of YB-1 and DNA 
topoisomerase II alpha genes in human colorectal 
carcinomas. Int J Cancer 1999; 83: 732-737 

10 肖薇 .  p 5 3在大肠癌中表达的研究. 中国当代医药 
2010; 17: 82 

11 张常华, 何裕隆, 詹文华, 王方金, 汪建平, 蔡世荣, 黄
美近. 多发性结肠癌中抑癌基因p53的表达与突变. 中
华实验外科杂志 2005; 23: 305-306

12 赵东兵, 高纪东, 单毅, 周志祥, 袁兴华, 吴健雄, 邵永
孚. 结直肠癌根治术后转移复发的特点及预后分析. 
中华胃肠外科杂志 2006; 9: 291-293

13 Lasham A, Moloney S, Hale T, Homer C, Zhang YF, 
Murison JG, Braithwaite AW, Watson J. The Y-box-
binding protein, YB1, is a potential negative regula-
tor of the p53 tumor suppressor. J Biol Chem 2003; 
278: 35516-35523

14 Guay D, Gaudreault I, Massip L, Lebel M. Forma-
tion of a nuclear complex containing the p53 tumor 
suppressor, YB-1, and the Werner syndrome gene 
product in cells treated with UV light. Int J Biochem 
Cell Biol 2006; 38: 1300-1313

15 Matsumoto K, Abiko S, Ariga H. Transcription 
regulatory complex including YB-1 controls expres-
sion of mouse matrix metalloproteinase-2 gene in 
NIH3T3 cells. Biol Pharm Bull 2005; 28: 1500-1504

           编辑  曹丽鸥  电编  鲁亚静  

■同行评价
本 文 联 合 检 测
YB-1和P53在结直
肠癌中的表达, 更
有助于结直肠癌
浸润转移的判断, 
立意新颖, 数据可
信, 论证有据.

刘露露, 等. YB-1和P53蛋白在结直肠肿瘤中的表达及意义                  707



www.wjgnet.com

王渭滨, 郭晓军, 郑政, 李旭虎, 中国人民解放军第323医院
普外科 陕西省西安市 710054
司海流, 西安521医院普外科 陕西省西安市 710065
张勇, 中国人民解放军兰州军区机关门诊部 甘肃省兰州市 
730000
作者贡献分布: 王渭滨与司海流对此文所作贡献均等; 此课题由
王渭滨、司海流及张勇设计; 研究过程由张勇、郭晓军、郑政
及李旭虎临床操作完成; 数据分析由王渭滨与司海流完成; 本论
文写作由王渭滨、司海流及张勇完成. 
通讯作者:  王渭滨, 医学博士, 副主任医师, 710054, 陕西
省西安市建设西路6号, 中国人民解放军第323医院普外科. 
273052529@qq. com
收稿日期: 2011-11-09   修回日期: 2011-12-19
接受日期: 2012-03-10   在线出版日期: 2012-03-18

Surgical treatment of acute 
abdomen in geriatric patients: 
an analysis of 97 cases

Wei-Bin Wang, Hai-Liu Si, Yong Zhang, Xiao-Jun Guo, 
Zheng Zheng, Xu-Hu Li 

Wei-Bin Wang, Xiao-Jun Guo, Zheng Zheng, Xu-Hu Li, 
Department of General Surgery, the 323rd Hospital of Chi-
nese PLA, Xi’an 710054, Shaanxi Province, China 
Hai-Liu Si, Department of General Surgery, Xi’an 521 Hos-
pital, Xi’an 710065, Shaanxi Province, China
Yong Zhang, the Clinic of Lanzhou Military Region of 
Chinese PLA , Lanzhou 730000, Gansu Province, China. 
Correspondence to: Wei-Bin Wang,  Associate Chief Phy-
sician, Department of General Surgery, the 323rd Hospital 
of Chinese PLA, Xi’an 710054, Shaanxi Province, 
China. 273052529@qq.com 
Received: 2011-11-09    Revised: 2011-12-19 
Accepted: 2012-03-10    Published online: 2012-03-18

Abstract
AIM: To discuss the surgical treatment strategies 
for acute abdomen in geriatric patients. 

METHODS: A retrospective analysis of the clini-
cal data for 97 patients aged 60 years and above 
who had undergone emergency surgical inter-
ventions from 2006 to 2011 in our department 
was performed in terms of age, comorbidity, 
causes of acute abdomen, methods of surgery 
and outcome. 

RESULTS: The patients ranged in age from 60 
to 98 years (mean, 69 years ± 8 years), including 
63 between 60-69 years, 23 between 70-79 years, 
and 11 above 80 years. The time between onset 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

老年急腹症外科治疗97例

王渭滨, 司海流, 张 勇, 郭晓军, 郑 政, 李旭虎

®

■背景资料
老年人的急腹症
起病隐匿、症状
不典型、预后不
佳等特点给外科
医生们的诊断和
处理带来困难, 社
会和家庭对于老
年人手术的态度
又给我们带来很
大的困扰, 因此有
必要对这一问题
进行更加深入的
探讨. 

of symptoms and diagnosis or surgical treat-
ment is 2-240 h (mean, 69 h ± 61 h). Causes of 
acute abdomen include acute appendicitis (27%), 
bowel obstruction (26%), hollow viscus perfora-
tion (18%), strangulated hernia (16%), colonic 
neoplasm (11%), and primary peritonitis (2%). 
Of all patients, 22% had 1, 37% had 2, 33% had 
3, and 8% have 4 or more comorbidities. Surger-
ies performed include appendectomy (23%), 
abdominal drainage (8%), ankylenteron lysis 
(16%), enterostomy (13%), bowel resection (11%), 
perforation repair (18%), and hernia repair (16%). 
About 42% of patients recovered without com-
plications; 54% experienced one or several com-
plications, including pneumonia, stress ulcer, 
urinary system infection, renal disfunction; 2% 
died; and 2% refused further treatment.  

CONCLUSION: Although acute abdomen is 
severe and sometimes has worse results in ge-
riatric patients, satisfactory results could be 
achieved through careful preparation, simple 
and rapid anesthesia and surgeries, and periop-
erational treatment. 

Key Words: Geriatric surgery; Acute abdomen; Sur-
gical treatment

Wang WB, Si HL, Zhang Y, Guo XJ, Zheng Z, Li XH. 
Surgical treatment of acute abdomen in geriatric patients: 
an analysis of 97 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(8): 708-711

摘要
目的: 探讨老年急腹症的外科治疗策略. 

方法: 对2006-2011年收治的97例老年急腹症
患者的年龄分布、并存病种类、急腹症原因
和手术方法、预后等进行回顾性分析. 

结果:  全组年龄60-98岁(平均69岁±8岁): 
60-69岁63例, 70-79岁23例, 80岁以上11例. 从
发病到就诊所用时间2-240 h (69 h±61 h). 引
起急腹症的原因包括急性阑尾炎/伴穿孔26
例(27%), 肠梗阻25例(26%), 空腔脏器穿孔
18例(18%), 嵌顿疝15例(16%), 肠道肿瘤11例
(11%), 原发性腹膜炎2例(2%). 并存1种疾病

■同行评议者
张进祥 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
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者21例(22%), 2种36例(37%), 3种32例(33%), 
4种以上8例(8%). 经过以外科手术为中心、

多学科联合围手术期处理, 行阑尾切除术22
例(23%), 腹腔引流术8例(8%), 肠粘连松解术
16例(16%), 肠造瘘术13例(13%), 肠部分切除
11例(11%), 穿孔修补术18例(18%), 腹股沟疝
还纳、疝修补术15例(16%), 术后痊愈且没有
并发症41例(42%). 共52例(54%)发生1种或数
种并发症, 其中并发肺部感染38例(39%), 应
激性溃疡4例(4%), 泌尿系统感染6例(6%), 肾
功能异常2例(2%), 心功能不全3例(3%), 切口
感染7例(7%), 切口裂开4例(4%), 维尼克脑病
1例(1%), 均经及时治疗后痊愈出院. 死亡2例
(2%), 放弃治疗2例(2%). 

结论: 采取快速和创伤最小的麻醉手术治疗, 
配合多学科协作治疗老年急腹症可以取得满
意的临床效果. 

关键词: 老年外科; 急腹症; 外科治疗策略
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0  引言

2010年度我国首次发布了国家老龄事业数据

《2009年度中国老龄事业统计公报》, 文中披

露, 截止2009年底全国60岁及以上老年人口达

到1.6714亿, 占总人口的12.5%. 80岁以上老年

人口达到1 899万, 占1.4%[1]. 随着这样的老龄

化进程, 外科医生们所要面对的老年患者将会

越来越多, 其中急腹症是普外科较常见的急诊

之一 .  老年人的急腹症起病隐匿、症状不典

型、预后不佳等特点给外科医生们的诊断和

处理带来困难, 社会和家庭对于老年人手术的

态度又给临床医师带来很大的困扰, 因此有必

要对这一问题进行更加深入的探讨. 现将我科

2006-07/2011-06收治的60岁以上老年急腹症患

者的处理情况报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组患者共97例, 其中男56例, 女41
例, 年龄60-98岁(平均69岁±8岁): 60-69岁63例, 
70-79岁23例, 80岁以上11例. 从发病到就诊所用

时间2-240 h(±61 h). 急腹症分类: 急性阑尾炎

/伴穿孔26例(27%), 肠梗阻25例(26%), 空腔脏器

穿孔18例(18%), 嵌顿疝15例(16%), 肠道肿瘤11
例(11%), 原发性腹膜炎2例(2%). 感染性疾病者

共采集到有效标本21例, 培养分离出病原菌26
株, 其中大肠埃希氏菌12例(46%), 肺炎克雷伯

菌8例(31%), 屎肠球菌5例(19%), 金黄色葡萄球

菌1例(4%). 其他标本经普通培养无致病菌生长. 
并存病的确定标准以在二级以上医院相应专科

确诊该病的病历为依据, 本组包括: 慢性支气管

炎/肺气肿/肺心病35例(36%), 高血压42例(43%), 
冠心病31例(32%), 脑血管疾病29例(30%), 糖尿

病27例(28%), 前列腺增生25例(26%), 肾功能

不全11例(11%), 其他13例(13%). 其中并存1种
以上疾病者21例(22%), 2种36例(37%), 3种32
例(33%), 4种以上8例(8%). 肠道肿瘤患者11例
中, 并存有高血压10例(91%), 并存有糖尿病9例
(82%), 并存有冠心病7例(64%), 并存有脑血管

疾病7例(64%), 并存有前列腺增生4例(36%), 并
存有慢性支气管炎/肺气肿/肺心病3例(27%). 肿
瘤患者中并存1种疾病者为0, 并存2种疾病者3
例(27%), 并存3种疾病者5例(45%), 并存4种以

上疾病者3例(27%).
1.2 方法 入院后或者从急诊科即开始快速、有

重点的全面检查, 根据并存病情况常规请心血

管内科、呼吸内科、神经内科、内分泌科、肾

内科、泌尿外科等相应专科会诊, 针对各种并

存病提出围手术期处理意见和注意事项, 由我

科与麻醉科综合评估手术风险[2]. 
经过对全身状况的迅速调整、改善, 如补充

液体、纠正水电解质紊乱、保护心肌等措施后, 
术前30 min开始静滴敏感抗生素, 有感染性标

本者及时取标本行细菌培养+药敏试验. 酌情采

取全麻或硬脊膜外麻醉, 以最快速度、最小创

伤、最简单术式行剖腹探查, 并采用针对性手

术方式迅速解决最主要病变问题, 全组共行阑

尾切除术22例(23%), 腹腔引流术8例(8%), 肠粘

连松解术16例(16%), 肠造瘘术13例(13%), 肠部

分切除11例(11%), 穿孔修补术18例(18%), 腹股

沟疝还纳、疝修补术15例(16%). 其中11例肠道

肿瘤患者中2例(18%)行肿瘤根治性切除(左/右
半结肠切除术), 3例(27%)行姑息性肠部分切除

肠吻合术或短路术, 4例(36%)行肠造瘘术, 2例
(18%)仅行剖腹探查为肿瘤晚期已无手术机会. 

术后给予强力有效抗感染(依据细菌培养+
药敏试验结果)、保护肺功能、保护心肌、保护

肾功能、维持酸碱平衡和水电解质平衡等处理, 
期间随时组织相关科室专家就全身状况和阶段

性问题进行讨论和会诊. 

■相关报道
Costamagna等对
291例老年急腹症
的研究发现, 234
例(80.4%)完全缓
解且没有并发症, 
病死率仅5.3%, 除
了一些确实严重
的病例以外, 绝大
多数老年急腹症
的手术治疗效果
还是满意的. 由此
他们认为对老年
人急腹症进行手
术治疗是安全和
可行的.
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2  结果

术后痊愈且没有并发症41例(42%). 52例发生1
种或数种并发症, 其中并发肺部感染38例(39%), 
应激性溃疡4例(4%), 泌尿系统感染6例(6%), 肾
功能异常2例(2%), 心功能不全3例(3%), 切口感

染7例(7%), 切口裂开4例(4%), 维尼克脑病1例
(1%), 均经及时治疗后痊愈出院. 死亡2例(2%), 
放弃治疗2例(2%). 

3  讨论

由于器官生理功能的衰退及各种老年病的侵袭, 
老年急腹症患者较一般外科患者更为复杂多变, 
其腹部情况往往症状隐蔽或不典型. 老年患者都

有不同程度和种类的并存病, 易与外科疾病相混

淆, 造成患者或家属的麻痹和忽视, 就诊往往比

较晚[3]. 本组患者就诊时间平均在69 h±61 h, 很
多患者来院时甚至已经发病1 wk到10 d(本组

最高时长为240 h). 很多情况下, 医生在面对错

综复杂的老年外科患者时也是难以定论, 鉴别

诊断困难, 医生经验不足时甚至会贻误诊断和

治疗, 造成严重后果. 国外已经有学者开始针对

老年患者的术前状况评估进行专门研究, 提出

了一套针对老年肿瘤患者的规范评估程序称

为PACE(preoperative assessment of cancer in the 
elderly)[4]. 

在本组老年急腹症患者中, 尚有一部分肠道

肿瘤患者(11%), 这部分患者往往病期较晚、肠

道条件很差, 并存疾病比其他患者更多一些, 如
糖尿病、高血压、冠心病、脑血管疾病等, 对
于外科医生的临床决策带来极大挑战, 不及时

手术可能会贻误病情, 盲目冒进则很容易引起

全身衰竭、严重感染、并存疾病加重等危象, 
需要慎之又慎[5]. 即使及时诊断了老年急腹症, 
由于老年人身体基础条件很差, 并存病较多且严

重, 手术条件不如其他年龄患者好, 临床和麻醉

医师在手术的决策方面也是难于决断[6]. 老年急

腹症患者的基础条件导致其术后恢复缓慢而困

难, 并发症较多[7], 甚至死亡[8], 本组患者中就有2
例因腹腔感染过重引起多器官衰竭(MOF)死亡

病例. 20世纪初期医学界一般认为50岁以上患

者的手术是困难的, 甚至有些医院将50岁以上

人群列为手术禁忌[9]. 由于年龄、体质、家庭状

况、风俗习惯、经济状况等因素, 有的老年人

及其家属在老人病重时态度不够积极, 甚至很

早就放弃治疗, 尤其是西部地区农村人群中由

于经济原因放弃的情况时有发生, 令人惋惜. 

虽然老年患者有着上述一些不利因素, 但
是随着科学技术的进步和社会生活条件的改善, 
我们已经有能力也有必要对老年外科患者尤其

是急腹症患者进行积极的干预. Costamagna等[10]

对291例老年急腹症的研究发现有234例(80.4%)
完全缓解且没有并发症, 病死率仅5.3%, 除了一

些确实严重的病例以外, 绝大多数老年急腹症

的手术治疗效果还是满意的. 由此他们认为对

老年人的急腹症进行手术治疗是安全和可行的. 
本组患者普遍年龄偏大, 但是经过综合评估和

多学科协作, 我们还是对大多数患者进行了手

术治疗, 阑尾切除术、肠粘连松解术、穿孔修

补术、腹股沟疝还纳疝修补术都取得满意的效

果, 部分肿瘤患者还行根治性右或左半结肠切

除术, 也都顺利康复. 部分腹腔感染严重者做了

腹腔引流也取得不错效果. 而比较晚期或肠道

条件差的肠道肿瘤患者不宜根治性切除, 而仅

做了姑息性的肠部分切除甚至肠造瘘术[11], 还有

更晚期无手术机会者则只能遗憾地选择放弃手

术-“开关术”. 
老年急腹症的处理最重要的是多学科的团

队合作. 本组患者大多都有一定程度的并存病, 
一般都有2-3种(2种37%, 3种33%), 多者达到4种
以上(8%). 外科处理之前首先要清楚患者的全

身状况、并存病的种类和程度、治疗进程以及

整体耐受麻醉手术的能力, 有一些并存病还需

要立即进行有效干预, 比如血糖升高、心肌缺

血、呼吸功能不全等, 使其达到麻醉手术的需

求. 老年急腹症往往同时出现腹腔感染、肺部

感染、泌尿系统感染等情况, 目前认为感染又

往往成为MOF的始动因子, 因此及时控制感染

至关重要. 我们一般在患者入院手术前先根据

感染部位和经验选用常用广谱抗生素和抗厌氧

菌药物, 第一时间采取标本做细菌培养+药敏试

验, 以后严格根据药敏试验结果选用抗菌药物, 
一方面及时治疗原发部位感染, 另一方面有效

预防和治疗可能的肺部感染和泌尿系感染等感

染性并发症. 老年人的器官功能衰退, 免疫防御

能力较弱, 组织愈合能力较差, 在麻醉和手术方

式的选择方面力求简单、快速、创伤最小化[12]. 
尽可能缩短麻醉手术时间, 减少手术创伤, 简化

手术操作和术后处理. 例如对于肠梗阻患者, 在
剖腹探查明确梗阻原因后, 尽快决策, 尽量以最

简单的方式处理梗阻, 肿瘤患者在没有肠道准

备的情况下尽可能不做肠切除肠吻合, 以先期

肠造瘘较为稳妥, 待一般情况恢复、肠道情况

■研发前沿
老年人的急腹症
情况比较危重, 并
发症和病死率都
比较高, 手术条件
较差, 术后恢复效
果也不及年轻人
那么理想 .  但是 , 
面对日益增多的
老年人口, 外科医
生们有责任有义
务转变观念、运
用现代化先进的
设备技术和药品
尽力去治疗老年
急腹症问题.
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改善后再二期行肠切除肠吻合. 个别右半结肠

病变且肠道情况良好的病例也可以考虑先肠道

灌洗再行肠切除肠吻合[13]. 老年急腹症的术后营

养支持非常必要, 我科对于此类急腹症患者常

规进行静脉营养治疗, 补充足够的热量和蛋白

质, 确保全身状况尽快改善, 促进手术部位愈合. 
肠功能恢复后尽快改用肠道内营养, 以恢复肠

道正常内环境, 为手术部位和切口愈合、抵御

感染、避免并发症提供足够的能量和物质基础. 
应该看到, 虽然老年人的急腹症情况比较

危重, 并发症和病死率都比较高, 手术条件较差, 
术后恢复效果也不及年轻人那么理想[14]. 但是, 
面对日益增多的老年人口, 外科医生们有责任

有义务转变观念、运用现代化先进的设备技术

和药品尽力去治疗老年急腹症问题[15]. 我们也相

信, 随着技术的进步、人们观念意识的转变、

经验的积累, 老年急腹症的治疗会更加成功和

满意. 
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Abstract
Here we report a case of prostate metastasis 
from gastric tumor in a 69-year-old man. Three 
years ago, he underwent gastrectomy for muci-
nous gastric carcinoma. He was admitted to our 
hospital due to micturition arduous and perineal 
pain. Ultrasound-guided biopsy of the prostate 
indicated prostate infiltration of the mucino-
secretory adenocarcinoma. Immunohistochem-
istry indicated PSA negativity and positivity 
for CK20, CA19-9, and CEA. We arrived at the 
conclusion that we were dealing with the same 
neoplasia.

Key Words: Gastric tumor; Metastasis; Prostate 
metastasis
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 病例报告 CASE REPORT

胃癌前列腺转移1例

陈 颖, 金 波, 刘云鹏

®

■背景资料
胃癌晚期可以出
现肺脏、肝脏、
网膜等多处转移, 
主要转移途径有
淋巴结转移, 血行
转移及种植转移. 
但由于前列腺的
血供占心排量的
比例很小, 因此胃
癌血行转移至前
列腺的概率很小. 

摘要
胃癌前列腺转移为临床少见病例. 本例患者, 
男性, 69岁, 3年前行胃大部切除术, 术后病理
为黏液腺癌. 2011-10因排尿费力伴有会阴部
疼痛就诊, 前列腺穿刺活检病理考虑为黏液腺
癌, 免疫组织化学PSA阴性, CK20、CK19-9、
CEA阳性, 结合病史考虑为胃癌前列腺转移. 

关键词: 胃癌; 转移: 前列腺转移癌
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0  引言

胃癌是我国常见消化系恶性肿瘤之一, 晚期患

者可以出现肺脏、肝脏、网膜等多处转移, 但
前列腺转移少见, 现将我院1例胃癌术后确诊为

前列腺转移的病例报道如下.

1  病例报告

男 ,  69岁 ,  3年前因出现腹痛、体质量减轻就

诊 .  行胃镜示:  胃窦部溃疡;  病理为:  黏液腺

癌. 2008-07行胃大部切除术, 术后病理: 黏液

腺癌, 侵出浆膜, 大网膜阴性, 区域淋巴结1/25
枚转移, 完善肺CT等检查未见转移; 术后分期: 
T4N1M0(ⅢA期). 术后给予FOLFOX方案化疗4
周期, 患者因为化疗的不良反应而未再接受抗

肿瘤治疗. 之后每3 mo定期随访, CEA、CA19-9
一直在正常范围内, 腹部增强CT未见异常, 1年
前曾行胃镜检查未见异常. 2011-08患者出现排

尿费力, 伴有会阴部疼痛, 未在意. 2 mo后患者上

述症状加重遂就诊于我院泌尿外科. 直肠指诊: 
前列腺Ⅱ度大, 质硬, 有压痛, 右侧叶触及1枚结

节. 血清PSA正常. 前列腺彩超示: 前列腺52×48
×49 mm大小. 前列腺MRI: 前列腺占位不除外. 
于2011-10-17行超声引导下前列腺穿刺活检. 病
理回报: 前列腺黏液腺癌; 免疫组织化学检查显

示: PSA(-), CK20(+), CA19-9(+), CEA(+)(图1), 
结合病史考虑为胃癌转移. 转入我科, 进一步完

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
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善骨ECT、腹部增强CT、肺CT均未见异常. 
综上诊断为胃癌(Ⅳ期, 前列腺转移), 给予

患者多西他赛联合替吉奥方案化疗2周期, 排尿

费力及会阴部疼痛明显好转, 现继续治疗中. 

2  讨论

胃癌发生前列腺转移很罕见, 之前曾有相关报

道多为胃印戒细胞癌转移至前列腺, 关于胃黏

液腺癌转移至前列腺鲜有报道. 胃黏液腺癌是

胃癌的少见亚型, 其所占比例为2.4%-4.9%, 其
预后较非黏液腺癌差[1]. 胃黏液腺癌的转移方

式与其他类型胃癌的转移方式相同, 主要有淋

巴结转移, 血行转移及种植转移. 其血行转移以

肝、肺最多见, 这与门脉系统和肺的血流动力

学相关. 由于前列腺的血供占心排量的比例很

小, 因此胃癌血行转移至前列腺的概率也很小. 
前列腺转移病灶多是周围组织的浸润, 但该患

者腹部增强CT及前列腺MRI未显示前列腺周围

有受累, 且腹腔内未见种植转移病灶. 前列腺的

淋巴系统由沿髂内动脉分布的髂内淋巴结汇入

髂总淋巴结, 再汇入腰淋巴结. 这并不是胃癌常

规的转移通路[2], 综上考虑为血行转移. 此时我

们需要注意与原发前列腺黏液腺癌相鉴别. 
目前前列腺黏液腺癌的报道仍不多见, 文

献统计其约占前列腺肿瘤的0.4%左右. 分泌大

量黏液为前列腺黏液腺癌的病理学特点, 前列

腺黏液腺癌细胞对PAP、PSA标识阳性, 对癌

胚抗原则为阴性. 有研究认为大约有77.8%的

患者血清PSA可升高[3]. 该患者胃癌术后病理

为黏液腺癌, 前列腺穿刺活检病理为黏液腺癌, 
并且免疫组织化学检查显示: PSA(-), CK20(+), 
CA19-9(+), CEA(+), 结合病史考虑为胃癌前

列腺转移, 不过遗憾的是患者无法提供胃癌手

术的病理切片进行对比核实. 该患者根据胃癌

NCCN指南, 给予多西他赛联合替吉奥化疗, 2
周期后患者排尿费力及会阴部疼痛的症状明显

缓解, 现仍规律治疗中. 对于该病例提示我们在

临床上对于胃癌的患者, 应注意到前列腺等少

见部位转移的情况, 并注意与转移病灶的原发

癌鉴别, 尽量获取转移病灶的病理学资料尤为

重要. 
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图 1 前列腺转移灶免疫组织化学染色. A: HE; B: PSA; C: CA19-9; D: CEA.
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批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价68.00元, 全年

2448.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源

期刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)
内科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研

究报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾
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病研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材
料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐

条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2012年国内国际会议预告

2012-01-04/10
2011全国中医药创新发展学术交流大会
会议地点: 南宁市
联系方式: yxhy2000@163.com

2012-03-16/19
第三十二期全国超声诊断新进展暨介入超声高级研修班
会议地点: 北京市
联系方式: 13311335788@163.com

2012-03-22/25
2012年北京第六届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: cmameeting@163.com

2012-03-23/25
国际肝胆胰协会中国分会第五届全国学术研讨会
会议地点: 武汉市
联系方式: lilu19870509@163.com

2012-03-31
第二届国际消化道内镜活检和病理学诊断研讨会
会议地点: 杭州市
联系方式: fyanfei@sina.com

2012-04-06/08
2012年脂质代谢与器官损害国际学术研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: islt2012@yahoo.com.cn

2012-04-27/30
中华医学会2012年第十三届中华肝胆胰脾外科专业学术
论坛
会议地点: 九江市
联系方式: zhgdwkzz@vip.163.com

2012-04-20/22
中国医学影像技术研究会第二十六次全国学术大会
会议地点: 济南市
联系方式: camit@vip.163.com

2012-05-26/31
2012年世界医学物理与生物医学工程大会
会议地点: 北京市
联系方式: info@wc2012.org

2012-06-01/03
2012中国北京超声医师学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: zhumin301@163.com

2012-06-15/17
第一届糖尿病大会、第二届内分泌与代谢大会
会议地点: 北京市
联系方式: medical585@163.com

2012-06-15/17
第九届全国抗菌药物临床药理学术会议
会议地点: 北京市
联系方式: doctorzhengbo@163.com; liyun1907@sina.com

2012-06-29/07-01
第二十四次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 宁波市
联系方式: qgzxyjhxh@163.com

2012-06-30/07-01
中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-07-01/31
第一届全国普通外科青年医师学术论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmacjs@cma.org.cn

2012-07-01/31
第二届全国普通外科手术技术学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lining@126.com

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会暨第九届IUPAC化学生
物学国际研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn
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