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高脂血症性急性胰腺炎的发病机制及诊疗进展
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Abstract
Hyperlipidemia is one of the causes for acute 
pancreatitis. Hyperlipidemic acute pancreatitis 
often occurs in patients with type Ⅰ, Ⅴ or 
Ⅳ hyperlipidemia. It results from chemical 
irritation to the pancreas and disturbance of 
pancreatic microcirculation due to the toxicity 
of free fatty acids released from massive 
triglycerides. When the serum triglyceride 
level is elevated, the incidence of complications 
may increase accordingly. However, serum 
amylase levels may be normal in serum of some 
patients or lightly e1evated. The diagnosis of 
hyperlipidemic acute pancreatitis is mainly 
based on the clinical manifestations of acute 
pancreatitis and the serum triglyceride level. 
Therefore, hyperlipidemic acute pancreatitis 
patients are treated mainly by reducing their 
serum triglyceride level. 

Key Words: Acute pancreatitis; Hyperlipidemia; 
Triglyceride; Diagnosis; Treatment

Sun CY,  Pan YZ.  Advances  in  pathogenesis  of 

hyperlipidemic acute pancreatitis and its diagnosis and 
treatment. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 
343-349

摘要
高脂血症(HL)是急性胰腺炎(AP)的病因之一. 
高脂血症性急性胰腺炎通常见于Ⅰ型、Ⅴ型
或Ⅳ型HL患者. 而其发病机制主要是由于高
水平甘油三酯(TG)分解的游离脂肪酸(FFA)对
胰腺本身的毒性作用及其引起的胰腺微循环
障碍, 并且随着血液中TG水平的升高, HL性
AP的并发症发生率也会升高. 但部分HL性AP
患者的血、尿淀粉酶水平可正常或稍增高. 目
前, HL性AP的诊断主要依靠AP的临床表现以
及血液中TG水平, 治疗上通常以降低血液中
TG水平为主.　

关键词: 急性胰腺炎; 高脂血症; 甘油三酯; 诊断; 

治疗
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0  引言

自从Klaskin(1952年)报告1例原发性高脂血症

(hyperlipidaemia, HL)导致胰腺炎反复发作以后, 
高脂血症与胰腺炎的相关性引起了人们的重视. 
此后的临床资料也证明高脂血症是急性胰腺炎

(acute pancreatitis, AP)的危险因素之一, 他是继

胆源性, 酒精性之后AP的常见病因, 急性胰腺炎

与高脂血症的并存率约为12%-38%, 且常常在

病程中导致或者加重[1-2]. 过去在我国AP的发病

原因中, 以胆道疾病为主, 占50%以上. 但是近年

来随着生活水平的提高和饮食结构的改变, 高
脂血症与AP的关系越来越引起人们的关注. 国
外大样本资料表明, 高脂血症性AP占AP病例

1.3%-3.8%[3]. 我国台湾地区的多中心临床流行

病学研究认为, 急性胰腺炎发病率升高, 且其中

HL占急性胰腺炎全部病因的12.3%[4]. 虽然国内

外学者从基础到临床开展大量研究, 并且取得

www.wjgnet.com
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■背景资料
高脂血症为急性
胰腺炎(AP)少见
病因之一, 但随着
我国人民生活水
平的提高和饮食
结构的改变, 高脂
血症所致急性胰
腺炎的发病率呈
上升趋势, 其临床
表现和治疗方法
均有其不同的特
点. 本文就高脂血
症性急性胰腺炎
的病因、发病机
制、临床表现、
诊断及治疗方面
进行了系统阐述. 
其重点在治疗方
面, 强调早期进行
降血脂治疗. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属瑞金医
院微创外科



了令人瞩目的成绩. 但是, 目前高脂血症诱发和

加重急性胰腺炎的确切发病机制尚不清楚. 因
此, 对于高脂血症性急性胰腺炎的及时诊断和

合理治疗, 医务工作者仍面临着巨大的挑战. 如
何在现有条件下提高高脂血症性急性胰腺炎的

早期诊断率, 加强合理的综合治疗, 改善预后, 
需要我们高度重视并进一步努力 . 

1  高脂血症

高脂血症通常是指血浆总胆固醇(TC)和/或甘油

三酯(TG)含量的增高. 血中TG主要以乳糜微粒

(CM)和极低密度脂蛋白(VLDL)形式存在. 血浆

TG有内、外源性两条生成途径, 正常情况下外

源性途径是TG的主要来源. 即食物中的TG在胃

肠道水解、吸收, 形成富含TG的乳糜微粒(CM), 
经过淋巴管进入静脉系统. 内源性TG来自肝脏

合成分泌的VLDL. 乳糜微粒、VLDL与载脂蛋

白C-Ⅱ结合后在脂蛋白脂酶(LPL)的参与下进

行脂质代谢. 乳糜微粒通常在餐后1-3 h出现, 8 
h后被清除, 当血浆TG水平达到1000 mg/dL时
则可持续存在. HL分为5型. Ⅰ型和Ⅴ型的特点

是显著的高TG血症, Ⅱ型、Ⅲ型、Ⅳ型表现为

单纯的高TC血症或同时合并轻、中度高TG血

症. 临床报道Ⅰ型、Ⅳ和Ⅴ型HL发生AP最为多 
见[5]. 原发性HL常见于家族性LPL缺乏[6]和家族

性apo-CII缺乏[7]. 继发性HL主要原因为酗酒、糖

尿病、肥胖、血吞噬综合征、高脂饮食、服用

三苯氧胺、利尿剂等药物[8-11]及妊娠[12]. 

2  高脂血症与急性胰腺炎 
大量动物实验、临床研究表明高脂血症是急性

胰腺炎的病因之一[13], 但同时高脂血症也是急

性胰腺炎代谢异常的表现. 急性胰腺炎可引起

一过性TG升高, Chikamune et al [14]在实验性诱

导犬胰腺炎后检测到血TG水平升高. 分析其原

因: (1)胰腺炎时, 全身应激, 血清儿茶酚胺、胰

高血糖素、生长激素等脂解激素水平升高, 这
些激素作用于脂肪细胞的激素敏感性脂酶, 使
脂肪组织的TG分解. (2)应激时胰岛素分泌相对

减少或出现胰岛素抵抗, 脂蛋白脂酶LPL活性依

赖于胰岛素, 因而LPL的活性下降, 引起高TG, 
同时卵磷脂酰基转移酶活性也下降, 对HDL表
面的胆固醇不能酯化进入HDL核心, 使HDL水
平下降. Hofbauce et al研究发现静脉注入去污剂

Tritum WR1339导致内源性高TG血症, 能使蛙皮

素诱导的鼠胰腺炎病理损害加重. 
近十几年来, 在我国由于饮食结构的改变
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和对高脂血症认识的加强, 高脂血症性(主要是

高甘油三酯)胰腺炎已经成为AP的常见原因之

一[15]. 据统计资料显示, 临床上以甘油三酯升高

为主的Ⅰ, Ⅳ, Ⅴ型高脂血症引起的急性胰腺炎

最为常见. 国外报道胰腺炎发生率在Ⅰ型高脂

血症为30%, Ⅳ型为15%, Ⅴ型为27%-41%, 血清

TG水平>26 mmol/L是AP发生的明确的危险因

素, 此类胰腺炎称之为“高脂血症性胰腺炎”

或“高三酰甘油血症性胰腺炎”[16-18]. 而且, 随
着血浆甘油三酯水平的升高, 发生AP的危险性

也迅速上升. 
动物实验显示, 研究者从犬离体胰腺的肠

系膜上动脉和门静脉注入甘油三酯、游离脂肪

酸(FFA), 发现其胰腺的水肿、出血加重, 血淀

粉酶也明显升高, 支持高脂血症引起AP和FFA
对胰腺的损伤作用. Kimura et al [19]分别采用蛙

皮素、牛磺胆酸钠以及结扎胰管的方法建立大

鼠的AP模型, 然后将病变的胰腺制成灌注模型, 
用TG离体灌注, 发现血淀粉酶、脂肪酶明显增

高, 说明甘油三酯可以加重不同病因诱发的AP. 
Mossner et al [20]在同样的大鼠胰腺腺泡细胞培养

液中加入脂肪酸, 胰腺腺泡细胞的损伤程度与

脂肪酸作用的时间和浓度呈正比. 
临床报道中Ⅰ型和Ⅴ型HL发生AP最为多

见, 也有少数Ⅳ型患者发生AP. 因此, AP的发生

与高TG的关系更为密切. Cameron et al [21]研究

发现, 当血TG值>3.4-4.5 mmol/L, 且空腹血清呈

乳状, 可能诱发AP. Hofbauer et al [22]指出, 血TG
值>10-20 mmol/L是AP发生的危险因素. Berger 
et al [23]则认为, 血TG值>11.3 mmol/L就可以引起

AP. 

3  高脂血症性急性胰腺炎的可能机制

目前普遍认为, 高脂血症能导致AP发生, 其机制

目前还不是很清楚. 经过国内外许多学者的研

究, 目前比较公认的高甘油三酯血症导致胰腺

炎的机制如下.
3.1 TG分解产物对腺泡细胞的直接损伤 在正常

情况下, FFA与白蛋白结合, 这种结合物对细胞

没有毒性. 如FFA产生过多, 超出白蛋白的结合

能力, 胰腺内高浓度聚集的FFA就会产生组织毒

性, 损伤胰腺腺泡细胞和小血管, 导致AP发生. 
FFA对胰腺腺泡细胞损伤的机制可能存在3种情

况[24]: FFA增多诱发酸中毒, 激活胰蛋白酶原, 导
致腺泡细胞自身消化; 高浓度FFA可引起胰腺毛

细血管内皮损伤, 导致胰腺微循环障碍; FFA通
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■研发前沿
目前, 尚无法清楚
地阐明高甘油三
酯血症加重急性
胰腺炎的确切发
病机制. 所以, HL
性AP是一个较新
的课题. 其发病机
制非常复杂, 这还
将需要大量的临
床研究和实验探
索, 以了解其确切
发病机制. 诊断上
期望能有更敏感
的检测指标和更
新的检查方法以
早期确诊. 其治疗
应采取将降脂与
其他多种有效手
段相结合, 另外采
取基因治疗以降
低家族性高TG血
症的血TG值有望
成为研究的方向, 
应用前景广阔.
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过细胞膜脂质过氧化反应对细胞膜有毒性作用, 
损伤胰腺腺泡细胞. 
3.2 胰蛋白酶原激活加速 生理状况下, 胰蛋白酶

原及溶酶体水解酶均由腺泡细胞粗面内质网合

成, 被输送至高尔基复合体, 溶酶体水解酶再被

输送至溶酶体, 而胰蛋白酶原则被输送至浓缩

泡进行浓缩, 最后浓缩的酶原与腔浆膜融合, 借
助胞吐作用, 将酶原释放至胰导管内, 胰腺炎一

旦发生, 由于某种尚不清楚的机制, 酶原向导管

管腔释放受阻, 酶原与溶酶体水解酶形成大空

泡, 酶原被水解酶激活, 引起腺细胞自身消化, 
促使胰腺病理进一步进展[25-26]. 高TG血症时, 胰
腺组织TG分解产物FFA增多, 腺泡细胞内pH下

降, 在酸性环境, 溶酶体水解酶组织蛋白酶B活

性增强, 胰蛋白酶原激活加速, 腺泡细胞自身消

化及胰腺炎的病理损害加重. 
3.3 胰腺微循环障碍 近年来, 胰腺微循环障碍

在AP的发病及病程进展中的作用已成共识. (1)
从解剖学角度分析: 胰腺小叶内中央动脉是唯

一一支供应胰腺腺叶的动脉, 缺乏交通支, 一
旦供血动脉因各种因素导致循环障碍, 就可诱

发相应部位的AP发生. 当血清TG>2.15 mmol/L
时, 患者的血液黏滞度就增高, 高TG时, Ⅶ因子

活性、血液和血浆黏滞度均上升, 并使纤溶酶

原激活抑制物(PAI21)活性增高干扰纤溶, 易于

形成血栓. (2)国外有报道将动物模型进行胰腺

缺血再灌注后观察其血清淀粉酶与胰腺组织学

改变, 发现试验组毛细血管与小血管内黏附的

血小板数量显著增加, 毛细血管的血小板流动

速率显著下降[27]: 再灌注后胰腺组织显著水肿, 
发生炎症反应: 毛细血管通透性的增加和内皮

损伤是急性胰腺炎早期重要的病理现象, 血清

TC、TG增高能诱发动脉粥样硬化, 使内皮细胞

损伤, 从而使内皮合成与分泌前列环素(PGI2)减
少. 高脂血症时可激活血小板, 同时产生一种强

烈的缩血管物质-血栓素A2(TXA2), 继而导致胰

腺血液循环障碍. (3)长期HTG血症及高密度脂

蛋白胆固醇(HDL-C)可致动脉粥样硬化以及TG
血症中大分子的乳糜微栓作用于毛细血管, 使
原已狭窄的血管发生栓塞, 从而使胰腺缺血、

坏死. 
    近年来有研究指出, 高脂饮食可以导致细胞

膜和细胞器膜脂肪酸含量及其构成的比例发生

变化, 因此影响信号传导过程, 引起细胞内钙的

异常增加. 而钙离子是细胞内重要的第二信使, 
参与细胞内众多的生理功能和代谢过程, 包括

酶原激活、细胞凋亡. 　
又有实验发现, 分离高脂肪饮食的大鼠胰腺

腺泡细胞, 再予CCK刺激后, 其细胞内Ca2+的上

升高于正常细胞. 细胞释放的淀粉酶、LDH也

明显上升[28]; 当给予不同浓度的棕榈酸刺激胰

腺腺泡细胞, 细胞内Ca2+持续上升(主要来自于

内质网), 而细胞内钙的上升己经被认为是细胞

酶原激活的重要途径之一[29]. 

4  高脂血症性急性胰腺炎的临床特点

4.1 临床症状 高TG性急性胰腺炎临床症状与其

他病因所致AP相似, 轻重程度不等, 反复发作, 
并发症较多[30-31]; 少数表现为暴发性; 部分高脂

血症伴反复腹痛发作者, 可无胰腺炎的临床特

征与实验室检查异常, 但按胰腺炎治疗, 可使腹

痛缓解. 个体肥胖, 或有家族肥胖史, 日常饮食

不规律, 有暴饮暴食史. 病后腹痛症状和腹膜炎

体征不明显, 早期仅表现为腹胀痛、恶心、发

热, 而中毒性休克在进展期出现. 有学者认为胰

腺有适应性分泌功能, 高血脂症状胰腺炎胰脂

肪酶活性增高, 血清脂肪酶及FFA水平升高. FFA
与血清钙结合可致低血钙, 手足抽搐. 与非高TG
血症性胰腺炎相比较: 肥胖、暴饮暴食、乳糜

血、血尿淀粉酶正常, 早期低钙血症、低钠血

症、低蛋白血症及横结肠中断征等临床征象出

现频次高且明显. 空腹高TG血症伴腹痛应想到

原发性高TG血症性胰腺炎; 慢性饮酒、暴饮暴

食后腹痛, 应想到伴发性高TG血症胰腺炎. 
多数AP患者发病与血TG水平升高有关. 当

TG浓度达到11.3-22.6 mmol/L以上才会产生临

床症状明显的AP. 有学者研究发现, TG水平与

AP病变程度存在着显著的相关性, TG水平升高, 
Ranson评分呈上升趋势, 表明高TG血症可导致

或加重AP的病变. TG浓度达到22-55 mmol/L时
可有轻微腹痛, 66 mmol/L以上有明显腹痛, 但也

有个体反应差异. 若TG极度增高, 则会出现剧烈

腹痛, 发生暴发性AP, 甚至死亡. 但亦有相反报

道, 认为TG对AP可能只起触发作用, 而对AP的
轻重不起决定性作用. 起病初期TG值很高, 峰值

均在起病后3 d内查出, 4-5 d内迅速降至安全水

平(5.65 mmol/L)以下, 但仍高于正常上限, 且维

持此水平15 d以上. 有报道在此期间TG可能波

动, 再次升至危险水平, 应提高警惕. 
乳状血清可在起病后3 d内查出, 4-5 d内消

失. 由于乳糜微粒在体内清除极快, 一般在禁食

48-72 h后即可完全清除(亦有人认为禁食12-14 

■相关报道
王兴鹏, 曾悦 et al
的“高脂血症相
关性胰腺炎发病
机 制 的 研 究 现
状”, 通过动物实
验详尽探讨了该
疾病的发病机制. 
苏军凯 ,  李兆申 
et  al的“血液净
化治疗高脂血症
性胰腺炎研究进
展”在该疾病的
治疗方面给予了
详述.
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h即可清除), 故AP患者入院时应立即检查血脂, 
或将血标本低温保存(4℃冰箱过夜后可在表面

形成乳白奶油状层)备次日检测. 
4.2 实验室检查 高TG性胰腺炎血尿淀粉酶可无

明显升高(50%可正常), 这就给临床诊断造成一

定困难. 其原因可能是由于血浆中存在一种抑

制血淀粉酶活性的因子, 这种非脂类抑制因子

还能通过肾脏进入尿液, 抑制尿淀粉酶的活性. 
4.3 影像学检查 超声检查简便易行, 为AP首选

影像学检查, 通过对肝、胆的观察可排除胆源

性胰腺炎. 但AP患者多有明显肠胀气, 影响检查

致使诊断价值降低. 如B超阴性疑为AP者均应行

CT检查, CT可清楚显示胰腺形态, 有无出血、

坏死及囊肿形成, 测定胰外炎症范围与手术对

照有较高的符合率, 尤其对重症胰腺炎的临床

病理分类预测准确性高. 因此, CT检查既可提高

不典型病例的诊断率, 又有助于对患者实施有

效的治疗方案, 以提高治愈率. 

5  高脂血症性急性胰腺炎的临床诊断

高脂血症性AP的诊断主要依靠AP临床症状结

合高脂血症而定. (1)SAP诊断标准参照中国急

性胰腺炎诊治指南: 具备AP的临床表现和生化

改变, 且Ranson评分≥3; CT分级D或E; APACHE
Ⅱ评分≥8. (2)TG>11.3 mmol/L, 或TG值在

5.65-11.3 mmol/L之间, 但血清呈乳状, 并且排除

AP的其他致病因素如胆道结石、微结石、Oddi
括约肌功能障碍、药物性AP、细菌病毒感染

等. 如同时存在高TG血症的继发性因素或其他

家族性脂蛋白异常, 有助于诊断.

6  高脂血症性急性胰腺炎的治疗

高脂血症性急性胰腺炎(HAP)既表现出AP的共

性, 又有其自身的特殊性. 虽然HAP目前尚无统

一、有效的治疗方案, 但在规范化治疗AP的基

础上, HAP治疗的关键是迅速降低血TG值[23]. 当
血TG值降至5.65 mmol/L以下时, 便可阻止HAP
病情的进一步发展[5], 其具体的治疗措施可归纳

为: (1)常规AP治疗, 包括禁饮食、胃肠减压、胰

酶抑制剂、营养支持和抗感染治疗等. 因为AP
与HL互为因果, 所以缓解HAP的临床症状便可

阻断此恶性循环, 抑制HAP的病程演进. HAP患
者血液黏度增高, 常导致胰腺微循环障碍, 而胰

腺微循环障碍是AP发病的始动因子与病情不断

恶化的促进因子[32]. 因此, 可常规静脉滴注丹参

以改善胰腺微循环障碍从而减轻HAP临床症状. 

(2)全胃肠外营养(TPN). HAP患者实施TPN治疗

时, 脂肪乳剂的摄入应慎重: HAP发病72 h内绝

对禁止静脉输入各种脂肪乳剂, 防止血TG值进

一步升高, 加重胰腺病理损伤; 当患者腹痛减轻, 
血TG值≤5.65 mmol/L而单纯静脉输注高糖补

充能量难以控制血糖者, 可输入短、中链脂肪

乳剂, 使之直接经门静脉代谢而不产生全血乳

糜状微粒[33]; HAP后期, 患者一般状态差而无法

实施肠内营养时, 若血TG值在1.7-3.4 mmol/L, 
在严格监测血脂条件下, 可输入短、中链脂肪

乳剂24 h量≤750 mL, 长链脂肪乳剂24 h量≤

250 mL. 脂肪乳剂输入12 h后, 若血TG值>5.65 
mmol/L, 应立即停用. 脂肪乳剂使用过程中, 应
定期复查脂肪廓清试验, 实验阳性者应及时停

用. 目前, 对于高脂血症性 SAP脂肪乳的应用尚

存争议, Asakura et al [34]给原发性HTG患者100%
中链甘油三酯饮食并不增加其血浆油三酯的浓

度, 但是患者血胆固醇水平显著升高. 有个案报

道1例反复发作AP的家族性高脂血症的女性患

者在妊娠期间通过控制饮食和MCT支持治疗顺

利渡过妊娠期[35]. 所以, HAP患者早期应用肠内

营养不仅可以促进胃肠蠕动、保护肠黏膜屏障

功能、防止肠道菌群易位, 还可缓解因限制脂

肪乳剂输入而导致机体能量不足的矛盾. (3)脂
蛋白脂肪酶(LPL)是内、外源性脂肪代谢的关

键酶, 可水解极低密度脂蛋白中的TG和乳糜微

粒, 对血TG的清除起重要作用. 大量临床研究证

明, 持续静脉滴注肝素和胰岛素能够激活LPL、
加速乳糜微粒降解, 显著降低血TG值, 是治疗

HAP的有效手段. Monga et al [36]对1名HAP患者

进行肝素、胰岛素联合治疗发现, 血TG值降低

且HAP症状明显缓解. Berger et al [23]对5名HAP
患者持续静脉滴注肝素和胰岛素, 3 d后, 5名患

者血TG值<2.8 mmol/L, 无并发症且全部存活. 
皮下注射低分子质量肝素亦可防止中性粒细胞

激活, 促进乳糜微粒降解, 改善胰腺微循环障碍, 
降低血TG值. (4)血浆置换(PE): 血浆置换多用于

重症高TG血症性胰腺炎. 通过将患者血液在体

外分离成血浆和血细胞成分, 弃去血浆后再把

细胞成分与血浆等量的置换液(冰冻血浆及白蛋

白)一起回输体内, 可去除血浆中的病理性物质, 
起到降低淀粉酶、降低血脂、去除炎症介质及

免疫调控作用, 有很好的治疗效果. PE的时机是

此疗法的关键. PE越早, 患者的预后也将更显著

地得以改善[37-38]. Furuya et al [38]对1例HAP患者

在发病后20 d实施PE, 结果患者死于多器官衰竭

■应用要点
本文对高脂血症
性急性胰腺炎的
病 因 、 发 病 机
制、临床表现、
诊断及治疗方面
进行了详细的阐
述, 对该疾病的临
床诊断与治疗有
一定的指导意义.
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和感染; 另1例HAP患者入院后迅速采取PE, 血
TG值很快降到正常水平, 62 d后痊愈. Yeh et al [39]

对17例HAP患者实施单程和双程连续PE, 全组

血TG、胆固醇、淀粉酶和脂肪酶值显著下降; 
其中13例完全康复, 仅2例死于感染性休克和多

器官衰竭. Yeh et al [39]也比较了血浆置换和双重

血液滤过2种方法对清除血脂的疗效, 经治疗

后, TG和总胆固醇(TC)的平均血清浓度分别从

51.40 mmol/L和11.35 mmoL/L降至18.01 mmol/L
和5.77 mmol/L, 血浆置换对胆固醇的清除率更

高(P  = 0.008), 并且治疗期间溶血的发生率低(P 
= 0.403). 

Mao et al报道[41], 通过4 L的血浆置换, TG
可下降73%-82%, 血黏度下降50%, 胰腺炎可较

快获得缓解. (5)血液滤过: 血液滤过是治疗HAP
的有效手段[42], 他可清除和调整循环内的炎症

介质, 同时血滤器又能吸附TG, 故用于SAP早期

(起病72 h内), 作为阻断炎症反应的主要有效治

疗措施, 尤其是高脂血症性SAP的主要有效治

疗措施之一. 由于TG会阻塞聚砜中空纤维而无

法清除中分子质量物质, 所以对高脂血症胰腺

炎必须多次更换血滤器(每1-2 h更换滤器, 约更

换4-5次), 首先吸附血脂, 然后才可行血液滤过, 
以提高细胞因子清除率. (6)中医中药: HL性AP
患者多体态肥胖, 腹内压升高和膈肌抬高, 严重

影响呼吸、循环功能, 易诱发急性呼吸窘迫综

合征. 可采用皮硝全腹外敷等中医疗法协助腹

腔内水肿吸收及患者排气、排便, 从而有效降

低腹内压, 改善症状. 有作者提出, 除AP的常规

治疗措施外, 加用“五联疗法”[42][血液净化(血
脂吸附与血液滤过)、降血脂药物、低分子质

量肝素、胰岛素、全腹皮硝外敷]是治疗HL性
AP的有效措施. 他们对32例重症急性胰腺炎患

者除常规治疗措施外, 均加用“五联疗法”. 结
果, 血液净化结束或发病后7 d内, 31例患者血清

甘油三酯和TNF-α及APACHEⅡ评分较血液净

化前显著降低; 而IL-10浓度在血液净化结束时

显著升高, 发病后7 d则显著降低. 大部分HLP发
作24-48 h后, 因禁食而吸收乳糜微粒到血中的

途径被切断, HLP患者血TG水平迅速降低[43]. 是
否所有的HLP患者均需血液净化, 其费用以及疗

效是否对患者更为有利, 都有待进一步研究. 另
外, 血液净化治疗自身的问题同样困扰他治疗

HLP. 首先是血滤对炎性介质是否有足够的清除

作用? 如TNF-α的生物活性形式是三聚体(分子

质量52 000), 似乎不可能通过一般的滤过膜. 许

多临床研究结果也是相矛盾的. 其次血滤的清

除作用是否总是对机体有益? 众所周知, 血滤的

清除作用是非选择性的, 也就是说他既能清除

促炎因子, 又能清除抗炎因子, 而促炎因子也并

不总是对机体有害. 适当量的TNF-α是机体抗感

染所必需的, 只是在SIRS时, 过量的TNF-α才对

机体有害. 因此, 血滤的时机非常重要. 然而在

疾病的不同阶段, 血液净化对促炎和抗炎因子

的平衡作用还是难以预料. 其三是血液净化的

不良反应, 包括由于血-膜长时间相互作用所诱

导的炎症反应; 糖、氨基酸、维生素及微量元

素的丧失; 基于抗凝的出血并发症等. 常用置换

液中并无蛋白质成分, 血浆蛋白丢失过多, 必须

及时补充白蛋白使治疗成本大幅度上涨. 无论

血液净化技术如何发展, 他也只能是HLP综合

治疗的一个方面, 并不能取代必要的手术、引

流等治疗措施. 另外, 血液净化会影响药物的代

谢, 缩短其半衰期, 在实施的过程中应注意到这

一点. 对基础研究方面, 高脂血症如何诱发AP以
及血液净化对机体代谢的影响, 有待于以基因

或蛋白质代谢组学等分子生物学手段来进一步

明确. 在临床中, 由于单个医疗机构HLP血液净

化治疗的病例是不多的, 更需要多中心联合对

血液净化的疗效、费用与疗效等进行循证医学

研究, 以提出HLP血液净化的适应证、血液净化

模式与血液净化次数等治疗指南. (7)对于妊娠

期妇女, 虽然妊娠期HAP患病率低, 但母婴病死

率高[44-45]. 因此, 妊娠期妇女应于整个妊娠期间

随访血TG和脂蛋白浓度的变化, 以便早期发现

并控制血脂升高. 妊娠期妇女不宜服用降脂药

物, 一旦发现血脂升高, 应及时调整饮食结构以

控制血脂浓度. (8)HAP患者常因脂质代谢障碍

导致心、脑、肾等器官的微血管病变. 治疗时, 
应密切监测患者全身器官功能和血流动力学的

改变. HAP治愈后仍应长期控制血TG值, 从根本

上解决HL状况, 预防其复发; 措施包括禁酒、避

免暴饮暴食、低脂饮食、口服降脂药及治疗引

起血TG升高的相关性疾病(如糖尿病等). (9)对
于暴发性HAP, 他是HAP的一个亚型. 若HAP经
非手术治疗病情仍逐渐加重, 或当HL诱发暴发

性HAP时, 应立即采取手术措施(如坏死组织清

除、腹腔灌洗引流等), 及时阻止HAP病情的持

续恶化. 
目前, 尚无法清楚地阐明高甘油三酯血症加

重急性胰腺炎的确切发病机制. 甘油三酯的分

解代谢产物究竟是通过哪些途径加重胰腺的损

■同行评价
本文内容详尽, 有
一定的参考价值.
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伤? 在这些途径中又有哪些信号传导通路参与

到其中? 是否能够锁定一些关键的靶分子从而

阻断高脂血症对胰腺的损伤? 这将是现在以及

未来我们大家所面临的课题和研究方向. 所以, 
HL性AP是一个较新的课题. 其发病机制非常复

杂, 这将需要大量的临床研究和实验探索, 以了

解其确切发病机制. 诊断上除了注意检测血脂

水平外, 期望能有更敏感的检测指标和更新的

检查方法以早期确诊. 其治疗应采取将降脂与

其他多种有效手段相结合, 另外采取基因治疗

以降低家族性高TG血症的血TG值有望成为研

究的方向. 
高脂血症性AP复发率高, 因此在AP缓解后

控制血脂水平在安全范围内对预防HLP的复发

很重要. 在缓解期, 为避免AP再次发作, 应避免

接触各种继发性因素, 并控制饮食, 限制脂防摄

入, 包括饱和脂防酸与不饱和脂肪酸, 也可使用

中链TG来替代长链TG, 因为中链TG能被直接

吸收入门静脉而不会产生乳糜微粒或TG的升

高, 但长期使用可致肝纤维化. 国外有报道, 低
脂饮食与药物治疗对反复发作AP的HTG患者控

制血脂水平、预防AP复发很有效. 对于遗传性

LPL缺乏引起的原发性HTG患者, 国外学者已提

出使用基因疗法, 他们在LPL缺乏的鼠科和猫科

动物模型im AAVI-LPLS447X后使成肌细胞产生

和分泌具有酶活性的LPL, 从而使血清TG水平

下降97%并维持1年以上时间[47]. 从他们目前的

研究结论来看, 基因疗法有很好的应用前景. 
随着人们生活条件的改善, HAP的发病率会

逐年上升. 我们临床医师应对此予以高度重视, 
血脂测定也应列为AP的入院常规检查之一, 以
便能够早期诊断、及时治疗. 肥胖是AP的独立

危险因素 , 也是判断AP预后的重要指标, 与HL
有着较强的相关性. 肥胖患者的胰周和腹膜后

间隙中过多的脂肪沉积可使胰周脂肪坏死及胰

腺出血、皂化, 从而诱发HAP. 故肥胖患者应增

加运动量、控制体质量, 采取低热、低糖饮食, 
降低HAP的发病率. 虽然降脂治疗是HAP治疗

的核心环节, 但HAP是多因素参与的复杂的病

理生理过程; 各因素间既相互独立, 又相互渗透, 
共同促进HAP的发生、发展. 因此, 只有将降脂

治疗与HAP综合治疗中的其他手段相结合, 同
时控制引发HAP的多种因素, 才能提高治疗的

依从性, 显著改善HAP的预后, 防止其复发. 
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Abstract
AIM: To investigate the activin receptor-
interacting protein 2 (ARIP2) expression and its 
biological function in hepatocytes. 

METHODS: Expression of ARIP2 in mouse liver 
tissue and hepatoma cell line Hepal-6 cells was 
detected by Western blot, immunohistochemis-
try and cytochemical staining. Effect of ARIP2 
on activin-induced gene transcription was ana-
lyzed using CAGA-lux plasmid. Effect of over-
expression of ARIP2 on the proliferation of He-
pal-6 cells was assayed with MTT method. 

RESULTS: ARIP2 was expressed in mouse 
liver tissue and Hepal-6 cells. The expression 
of ARIP2 in activin A-stimulated Hepal-6 cells 
was increased in a time-dependent manner, and 
peaked at 24 h. There was a significant differ-
ence in the expression level of ARIP2 on Hepal-6 
cells at 12 and 24 h in contrast with the control 
group (1.01 ± 0.16, 1.62 ± 0.26 vs 0.82 ± 0.11, P 
< 0.05, P < 0.01). pcDNA3-ARIP2-transfected 
Hepal-6 cells obviously suppressed the gene 
transcription induced by activin A. MTT assay 
displayed that activin A (5 μg/L and 10 μg/L) 
remarkably inhibited the proliferation of He-
pal-6 cells, the A570 nm value was 1.59 ± 0.03 and 
1.49 ± 0.04 vs 1.79±0.07), respectively (P < 0.05, P 
< 0.01). ARIP2 over-expression in Hepal-6 cells 
significantly blocked the inhibitory effects of 
activin A (5 μg/L and 10 μg/L) on the prolifera-
tion of Hepal-6 cells. 

CONCLUSION: ARIP2 can be expected to be-
come a regulation target of genes in treatment of 
liver injury induced by activin. 

Key Words: Activin; Activin receptor-interacting 
protein 2; Signal transduction; Hepal-6 cells; Prolif-
eration

Zhang HJ, Liu ZH, Chen FF, Ma D, Zhou J, Tai GX. 
Activin receptor-interacting protein 2 expression and its 
biological function in mouse hepatocytes. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 350-355

摘要
目的: 探讨激活素受体相互作用蛋白2(ARIP2)
在肝细胞内的表达形式及其介导的生物学 
作用. 

方法: 采用免疫组织化学及细胞化学染色、
Western blot检测ARIP2蛋白在小鼠肝组织及
肝癌细胞系Hepa1-6细胞内的表达; 采用激活
素特异应答的CAGA-lux报告基因质粒分析
ARIP2对激活素诱导的特异基因转录的影响; 
MTT法检测ARIP2过表达对Hepa1-6细胞增殖
的影响. 

结果: ARIP2蛋白可在小鼠肝组织及Hepa1-6

®

■背景资料
激 活 素 以 自 分 
泌/旁分泌形式作
用于肝实质细胞, 
抑制肝细胞的增
殖, 还可以通过活
化肝星形细胞, 促
进肝细胞外基质
异常分泌, 参与肝
纤维化的形成和
发展.

■同行评议者
李涛 ,  主治医师 , 
北京大学人民医
院肝胆外科 
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细胞表达. 激活素A刺激Hepa1-6细胞ARIP2
蛋白表达呈时间依赖性升高, 于24 h达到高
峰; 12 h、24 h测定值与对照组相比有显著
性意义(1.01±0.16, 1.62±0.26 vs  0.82±0.11, 
P <0.05). pcDNA3-ARIP2转染Hepa1-6细胞, 
可以明显抑制激活素诱导的特异基因转录; 
MTT检测显示激活素A(5 μg/L、10 μg/L)可
以明显抑制Hepa1-6细胞增殖, 其570 nm吸光
度值与对照组相比有显著差异(1.59±0.03、
1.49±0.04 vs  1.79±0.07, P <0.05, P <0.01). 在
Hepa1-6细胞内过表达ARIP2可以阻断激活素
A对Hepa1-6细胞的增殖抑制作用. 

结论: ARIP2有望成为治疗激活素诱导的肝脏
损伤性疾病的基因调控靶点.

关键词: 激活素; 激活素受体相互作用蛋白2; 信号

传导; Hepa1-6细胞; 细胞增殖
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0  引言

激活素(Ac t iv in)属于转化生长因子-β(t r ans-
forming growth factor, TGF-β)超家族的多功能

生长、分化因子[1-4]. 近年研究发现激活素与肝

脏疾病关系密切, Act iv in A不仅以自分泌/旁
分泌形式作用于肝实质细胞, 抑制肝细胞的增

殖、影响肝组织再生, 还可以通过活化肝星形

细胞(HSC), 促进肝细胞外基质(extracel lular 
matrix, ECM)异常分泌, 参与肝纤维化的形成和

发展[5-7]. 
激活素受体属于丝/苏氨酸激酶型受体[8-9], 

激活素首先与靶细胞表面的Ⅱ型受体(ActRⅡ)
结合, ActRⅡ再活化Ⅰ型受体(ActRⅠ), 进而

激活细胞内下游信号传导蛋白Smads, 发挥生

物学作用. 激活素受体相互作用蛋白(ARIP)是
最近发现的一组信号传导调控蛋白[10-13], 作为

Smad上游信号调控蛋白可特异结合激活素Ⅱ

型受体, 影响激活素诱导的细胞内信号传导. 研
究发现A R I P2具有抑制激活素信号传导的作

用, Northern blot检测显示ARIP2 mRNA在肝

组织内高表达[10], 我们的研究还显示肝癌细胞

系Hepa1-6高表达ARIP2 mRNA[10]. 因此推测, 
ARIP2表达与激活素调控肝细胞活性有关, 但是

ARIP2在肝细胞中介导激活素信号传导及其对

激活素诱导的肝细胞增殖抑制的影响作用仍不

清楚. 本研究采用Hepa1-6细胞[14], 进一步探讨了

ARIP2蛋白的表达规律及其参与激活素信号传

导和细胞增殖的作用, 为进一步寻找治疗肝脏

疾病的基因作用靶点奠定研究基础.

1  材料和方法

1.1 材料 Act iv in A、MTT购自Sigma公司, 
Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)
高糖培养基是G I B C O产品, L i p o f e c t a m i n e 
2000由I n v i t r o g e n公司提供 ,  G l u t a t h i o n e-
Sepharose 4B以及Protein A-Sepharose 4B为
Amersham Biosciences产品. 免疫组织化学染色

用Ultrasensitive SP试剂盒购置福建迈新公司. 
Hepa1-6细胞株来源于小鼠肝癌细胞系, 由中科

院上海细胞库提供, 采用100 mL/L牛血清(FCS)-
DMEM培养.
1.2 方法 
1.2.1 质粒构建: 根据编码ARIP2全氨基酸cDNA
序列(1-153氨基酸残基), 分别设计并引入Eco R
Ⅰ酶切位点的上游引物: 5'-ggaattcatgattttctcagg
gctggg-3'和引入XhoⅠ酶切位点及终止密码子

的下游引物5'-gctcgagctattcacaagaacagtgtaaa-3'. 
经一步法RT-PCR扩增目的基因片段, TA克隆

入p M D18-T质粒 ,  再亚克隆入真核表达载体

pcDNA3, 构建pcDNA3-ARIP2. 同时构建原核表

达质粒pGEX-4T-1-ARIP2(编码ARIP2 COOH端

的98-153氨基酸残基). 
1.2.2 兔抗ARIP2抗体制备: 构建的pGEX-4T-
1-A R I P2表达质粒转染大肠杆菌B L21, 采用

Glutathione-Sepharose 4B亲和层析柱纯化表达

的GST-ARIP2融合蛋白(按产品说明书操作). 取
GST-ARIP2融合蛋白500 µg与完全弗氏佐剂混

匀, 多点接种免疫家兔, 加强免疫两次后, 静脉

采血、分离血清. 经Protein A亲和层析纯化抗

GST-ARIP2融合蛋白抗体, 再经GST-Sepharose 
4B亲和层析除去抗GST抗体[13]. 获得纯化的抗

ARIP2特异性IgG型抗体, 用于免疫组织及细胞

化学染色. 
1.2.3 免疫组织化学及细胞化学染色检测ARIP2
蛋白表达: 取C57BL/6小鼠肝脏经40 g/L多聚甲

醛固定, 常规石蜡切片, 再经二甲苯脱蜡、梯度

酒精水化; 同时将处于对数生长期的Hepa1-6细
胞接种在放有盖玻片的12孔培养板内, 继续培

养过夜, 贴有Hepa1-6细胞的盖玻片经40 g/L多
聚甲醛固定. 上述标本经3 mL/L H2O2孵育1 h除
去内源性过氧化物酶后, 用20 mL/L BSA-PBS

■研发前沿
激活素受体相互作
用蛋白2(ARIP2)
是新发现的激活
素信号传导的负
向调控蛋白, 有关
其组织学分布、
生物学作用等仍
不清楚.
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室温封闭1 h, 滴加兔抗ARIP2抗体(1∶200稀
释), 4℃过夜. PBS洗3次, 采用Ultrasensitive SP
试剂盒, 按照说明书操作进行显色; 苏木精复

染, 水冲洗返蓝, 常规梯度酒精脱水干燥, 二甲

苯透明, 树胶封片, 光学显微镜观察. 实验同时

以未免疫健康兔IgG做阴性对照, 操作过程同抗

体组. 
1.2.4 Western blot检测ARIP2蛋白的动态表达: 
将对数生长期的Hepa1-6细胞接种于12孔细胞培

养板, 细胞数2×105/孔, 37℃培养过夜后, 更换

培养液为20 mL/L FCS-DMEM培养基, 各孔加入

刺激物Activin A(5 mg/L), 同时设培养液单纯培

养细胞做对照孔, 继续培养8 h、12 h、24 h, 收
集细胞, 每孔细胞加入50 µL组织裂解缓冲液(1 
mL/L Triton X-100; pH7.5 50 mmol/L Tris-HCl; 
150 mmol/L NaCl; 2 mmol/L EDTA; 2 mmol/L 
PMSF; 1 mmol/L NaF; 4 ng/L leupeptin; 1 ng/L 
aprotitin), 4℃, 制备细胞匀浆, 以2000 r/min, 4℃
离心10 min, 取上清液再以12 000 r/min, 4℃离心

30 min, 回收上清液, 加入2×SDS-PAGE上样缓

冲液25 μL, 100℃变性样本5 min, SDS-PAGE凝
胶电泳分离样本, 电转印至PVDF膜, 用抗ARIP2
抗体做探针进行Western杂交, 采用ECL化学发

光检测试剂盒检测杂交结果, 以β-actin为参照, 
将条带进行灰度扫描. 
1.2.5 激活素诱导的特异应答基因转录分析: 
为了研究ARIP2介导的激活素信号传导作用, 
实验选择对激活素特异应答的CAGA-lux质粒

提供荧光素酶报告基因. 采用Lipofec tamine 
2000将CAGA-lux、CMV-gal(用于荧光素酶活

性标准化计算)及pcDNA3-ARIP2质粒共转染

体外培养的Hepa1-6细胞, 采用5 μg/L Activin 
A刺激, 检测细胞内报告基因转录荧光素酶的

活性[10,13]. 
1.2.6 MTT法检测Hepa1-6细胞增殖: 取对数期生

长期的Hepa1-6细胞接种于96孔细胞培养板, 2×
104/孔. 根据ARIP2抑制激活素信号传导情况选

择0.03 μg pcDNA3-ARIP2及0.03 μg pcDNA3空
质粒, 采用Lipofectamine 2000分别将pcDNA3-
ARIP2及pcDNA3转染培养的Hepa1-6细胞, 设
单纯培养液对照及5 μg/L Activin A和10 μg/L 
Activin A刺激组, 每组设3复孔, 培养24 h后, 常
规MTT法检测细胞增殖, 全自动酶标仪读取波

长570 nm的光吸收值(A 570nm), 以A 570nm值表示细

胞生长情况[15].
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用统计学处理软件SPSS9.0进行统计学分析, 组
间比较采用t检验, 各实验组与对照组差异的显

著性以P <0.05或P <0.01表示.

2  结果

2.1 ARIP2在肝脏及Hepa1-6细胞的表达 在肝实

质细胞及Hepa1-6细胞均有明显的抗ARIP2抗
体染色(图1), 提示ARIP2蛋白在小鼠肝脏及肝

癌细胞系Hepa1-6细胞内均存在. 因此实验选择

Hepa1-6细胞进一步研究ARIP2在肝细胞内的生

物学活性. 
2.2 Activin A刺激Hepa1-6细胞ARIP2蛋白的动
态表达 Activin A作用8 h后, ARIP2蛋白表达开

始出现时间依赖性增加, 12, 24 h蛋白的表达与

对照组比较差异显著明显(1.01±0.16, 1.62±
0.26 vs  0.82±0.11, P <0.05, P <0.01, 图2), 尤以24 
h蛋白表达增加最为明显. 
2.3 在Hepa1-6细胞内ARIP2表达抑制激活素信
号传导 ARIP2呈剂量依赖性的抑制激活素诱导

的特异基因转录活性(图3). 上述结果提示在激

活素A刺激Hepa1-6细胞后, 升高的ARIP2可能参

与激活素信号传导的负反馈调节, 对终止激活

素的病理损伤作用具有重要意义. 
2.4 ARIP2过表达对Hepa1-6细胞增殖的影响  
Activin A能明显抑制Hepa1-6细胞的增殖, 并具

有一定的剂量依赖关系, 5 μg/L和10 μg/L Ac-
tivin A组570 nm吸光度值与0 μg/L Activin A组

相比有显著差异(1.59±0.03, 1.49±0.04 vs  1.79
±0.07, P <0.05, P <0.01). 而ARIP2过表达后可以

明显阻断Activin A对Hepa1-6细胞的生长抑制作

用(图4), 5 μg/L和10 μg/L Activin A组570 nm吸

光度值与0 μg/L Activin A组相比无差异(1.69±
0.09, 1.7±0.08 vs  1.65±0.06, P >0.05). 上述资料

提示ARIP2在Hepa1-6细胞内表达可能是通过阻

断激活素特异信号传导途径, 进而翻转激活素A
对Hepa1-6细胞的增殖抑制作用.

3  讨论

肝纤维化是慢性肝病重要的病理特征, 是慢性

肝损伤引起肝脏代谢和细胞间相互作用紊乱的

结果[17-18]. 大量研究表明Activin A在调节肝细胞

生长[19-20], 促进肝纤维化发生发展过程中发挥重

要作用[21-28]. TGF-β是重要的致肝纤维化因子, 
Wada et al [3]的新近研究发现TGF-β在作用于肝

星形细胞(HSC)诱导胶原产生的过程中, 主要依

赖于其对内源性Activin A自分泌的诱导. 该研究

■相关报道
前期研究主要集
中在ARIP2在细
胞内介导激活素
信号传导作用及
其方式, 但有关其
在肝细胞的生物
学作用研究仅有
本实验室的一篇
报道.

■创新盘点
本研究通过蛋白
水 平 首 次 证 实
在 肝 癌 细 胞 系
H e p a 1 - 6细胞中
ARIP2参与激活
素A作用的晚期
信号传导调控, 并
具有阻断激活素
A抑制Hepa1-6细
胞增殖的作用. 
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■应用要点
ARIP2作为激活
素信号传导抑制
蛋白, 可以反转激
活素对Hepa1-6细
胞的增殖抑制作
用, 因此, ARIP2
有望成为治疗激
活素诱导的肝损
伤性疾病的基因
调控靶点.

证实在肝纤维化发病机制中, TGF-β与Activin A
二者不仅仅是功能相似, 而且存在协同和依赖

的关系, TGF-β诱导肝纤维化的功能部分依赖于

Activin A的自分泌, 因此如果能够阻断肝细胞自

分泌激活素, 或抑制其受体后特异信号传导, 都
可能减轻或抑制激活素介导的肝损伤进程, 发
挥治疗肝脏疾病的作用. 

激活素受体相互作用蛋白(ARIP)具有明显

的组织学特异性, 在不同的组织中不仅表达、

分布不同, 其生物学活性也存在很大差异, 是决

定激活素组织学作用特异性的关键分子. 研究

发现ARIPs均能特异结合激活素II型受体, 调控

激活素诱导的细胞内信号传导[11-13]. 其中ARIP1
与Smad3蛋白结合, 抑制ActRI向细胞内传递信

号[11]; ARIP2/2a通过Ral/RalBP1依赖的途径, 促
进ActRII内吞, 降低细胞膜上的ActRⅡ受体表
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图  2  Activin A刺激Hepa1-6细胞ARIP2蛋白的动态表达. 1: 
8 h; 2: 12 h; 3: 24 h; 4: 对照. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 
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图  3  ARIP2 在Hepa1-6细胞抑制激活素诱导的基因转录活
性. aP<0.05 vs  Activin A (+)+ARIP2 (0)组.

图  1  ARIP2免疫组织(细胞)
化学染色. A: 小鼠肝组织
阴性对照(1×100); B: 小鼠

肝组织抗ARIP2抗体免疫

组织化学染色(1×100); C: 

Hepa1-6细胞阴性对照(1

×200); D: Hepa1-6细胞抗

ARIP2抗体免疫细胞化学染

色(1×200).
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图  4  ARIP2过表达对Hepa1-6细胞增殖的影响. aP <0.05, 
bP<0.01 vs  Activin A 0 μg/L组. 
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■名词解释
ARIP2: 激活素受
体相互作用蛋白
2, 具有特异结合
激活素Ⅱ型受体, 
并抑制激活素信
号传导作用的蛋
白.

达, 具有抑制激活素诱导的信号传导作用[8,29]; 
ARIP2b、2c可以上调ActRⅡ受体表达, 具有促

进激活素诱导的信号传导作用[13]. 我们的研究发

现ARIP2 mRNA在肝脏细胞及Hepa1-6细胞中表

达[16], 提示ARIP2与激活素作用肝细胞的信号传

导调控有关. 
为了探讨ARIP2蛋白在肝细胞中的表达形

式及其生物学作用, 本研究采用免疫组织化学

以及细胞化学染色, 确定在小鼠肝脏组织细胞

以及Hepa1-6细胞均有成熟的ARIP2蛋白表达. 
研究通过Western blot进一步分析了ARIP2蛋白

的动态表达情况, 结果显示在Activin A刺激的

晚期12、24 h ARIP2的表达显著增加, 这一结果

与我们前期研究发现的ARIP2 mRNA动态转录

水平一致[16], 进一步提示ARIP2可能参与激活素

作用后期信号传导调节过程. 为明确ARIP2对激

活素的信号传导调控作用, 实验分析了ARIP2对
激活素诱导的特异基因转录的影响, 结果显示

ARIP2在肝细胞中能够明显抑制激活素诱导的

信号传导. 由此可见ARIP2可能作为激活素信号

传导负调控蛋白, 参与激活素作用晚期的信号

传导的负反馈调节过程. 
为了进一步阐述A R I P2作为激活素信号

传导的负调控分子在肝细胞中的生物学作用, 
本研究采用来源于肝实质细胞的肝癌细胞系

Hepa1-6细胞作为研究对象, 研究发现Activin 
A对H e p a1-6细胞增殖具有明显的抑制作用 , 
Activin A 10 μg/L刺激24 h生长抑制率达27%, 
具有剂量依赖关系. Activin A对Hepa1-6细胞增

殖抑制与有关报道的Act iv in A抑制小鼠肝实

质细胞增殖的结果一致[4-5,17-18]. 实验进一步将

pcDNA3-ARIP2转染至小鼠肝癌细胞系Hepa1-6
细胞, 观察ARIP2表达对激活素诱导的肝细胞增

殖抑制的影响, 结果显示ARIP2过表达可以明显

减弱或消除Activin A对Hepa1-6细胞的增殖抑

制作用, 表明ARIP2可能通过抑制激活素信号

传导, 对激活素的生物学作用具有明显的阻断 
作用. 

上述资料显示ARIP2是一种可在肝细胞内

表达, 具有抑制激活素信号传导作用的负调控

蛋白, 在肝细胞内上调ARIP2的表达, 可以反转

激活素在肝脏介导的生物学作用. 因此在肝细

胞内上调ARIP2的表达对预防和减轻激活素在

肝脏的致病作用, 具有重要意义, ARIP2有望成

为治疗肝病的有效靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of tea polyphenols 
on Tumor necr is is factor-a lpha (TNF-α) 
expression and liver pathological change in rats 
with alcoholic liver disease. 

METHODS: Twenty-nine Wistar rats were ran-
domly divided into normal group, model group, 
and tea polyphenols-intervened group. A model 
of alcoholic liver disease was induced by gastric 
perfusion with alcohol and intervened with tea 
polyphenols. Liver tissue sections were stained 
with H&E. Serum levels of AST, ALT and MDA 
were determined. Serum TNF-α was detected 
by ELISA. RT-PCR was performed to determine 
TNF-α expression in liver tissue.

RESULTS: The scores of pathology (3.00 ± 1.59 
vs 4.50 ± 1.31, P < 0.05), serum levels of AST and 
MDA (87.33 ± 61.00 vs 226.4 ± 81.34, 2.75 ± 0.72 
vs 7.34 ± 3.06, P < 0.05) as well as TNF-α (0.55 ± 
0.05 vs 0.73 ± 0.07, P < 0.05) and TNF-α mRNA 
expression (0.55 ± 0.05 vs 0.73 ± 0.07, P < 0.05; 4.45 

± 0.83 vs 14.33 ± 1.87, P < 0.05) were lower in the 
tea polyphenols-intervened group than in the 
model group.

CONCLUSION: Tea polyphenols can protect he-
patocytes from damage, decrease lipid peroxida-
tion and TNF-α release.

Key Words: Alcoholic liver disease; Tea polyphe-
nols; Tumor necrosis factor-alpha; Enzyme linked 
immunosorbent assay; RT-PCR

Li F, Guan XQ, Liu L. Effect of tea polyphenols on TNF-α 
and hepatocytes in rats with alcoholic liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 356-360

摘要
目的: 探讨茶多酚对酒精性肝病大鼠TNF-α表
达及肝细胞病变的影响. 

方法: 29只大鼠随机分为: 对照组、模型组、
茶多酚干预组. 白酒ig建模, 茶多酚干预. 常规
切片及特染评价肝组织病变, 检测血清AST、
ALT、MDA含量, ELISA法检测血清TNF-α、
RT-PCR检测肝组织TNF-α mRNA表达. 

结果: 与模型组相比, 茶多酚干预组大鼠肝组
织学评分(3.00±1.59 vs  4.50±1.31, P <0.05), 
血清A S T、M D A绝对值(87.33±61.00 v s  
226.40±81.34, 2.75±0.72 vs  7.34±3.06, 
P <0.05), 肝组织TNF-α mRNA表达与TNF-α血
清含量均降低(0.55±0.05 vs  0.73±0.07, 4.45
±0.83 vs  14.33±1.87; P <0.05).

结论: 茶多酚保护肝细胞线粒体, 减轻脂质过
氧化, 减少TNF-α的合成释放.

关键词: 酒精性肝病; 茶多酚; 肿瘤坏死因子α; 酶
联免疫吸附法; 逆转录聚合酶链式反应

李芬, 管小琴, 刘利. 茶多酚对酒精性肝病大鼠TNF-α及肝细胞

的影响.  世界华人消化杂志  2008; 16(4): 356-360
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0  引言

酒精性肝病(ALD)是由于长期大量饮酒所致的

®

■背景资料
酒精性肝病是长
期大量饮酒引起
的肝脏疾病, 近年
来发病率不断上
升 .  其病因复杂 , 
虽然近年来研究
颇多, 但在酒精性
肝炎、肝硬化的
的临床治疗上进
展缓慢. 

■同行评议者
朴熙绪, 教授, 延
边大学医院消化
内科
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肝脏疾病. 临床上分轻症酒精性肝病、酒精性

脂肪肝、酒精性肝炎、酒精性肝纤维化、酒精

性肝硬化. 由于其机制复杂, 涉及乙醇的直接

毒性、乙醛的化学性损伤、氧应激和脂质过

氧化、线粒体损伤、遗传等多个方面. 近年来

ALD的治疗进展缓慢, 对ALD早期疾病的预防

显得尤为重要.  
茶多酚(TP)是茶叶的主要活性成分, 其主

要成分儿茶素占茶多酚总量的60%-80%, T P
经消化道吸收后进入全身各组织, 体内广泛分 
布[1], 抗氧化是其的主要作用. 本研究在建立大

鼠ALD模型的基础上, 利用茶多酚能直接溶于

乙醇的物理特性, 建模的同时给与茶多酚干预, 
观察茶多酚对肝细胞病变及其对血清、肝组织

中TNF-α的影响, 探讨茶多酚用于酒精性肝病早

期预防和治疗的可能性.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级成年♀Wistar大鼠29只, 体质量

200±50 g, 购自重庆医科大学实验动物中心. 实
验期间饲养于重庆医科大学动物中心IVC饲养

间. 实验仪器: Thermo Hybaid PCR仪为英国产

品, Bio-Rad凝胶成像系统为美国产品, Bio-Tec 
酶标仪为美国产品, 透射电镜(Hitachi-7500)为
日本产品. 试剂有55度红星二锅头白酒: 北京红

星二锅头酒厂生产, 苏丹Ⅳ特染试剂盒购自福

州迈新生物技术有限公司, 丙二醛(MDA)检测

试剂盒购自南京建成生物工程研究所, TNF-α
兔抗鼠多克隆抗体及免疫组化SABC试剂盒购

自武汉博士德生物工程有限公司, ELISA定量

检测细胞因子TNF-α试剂购自深圳晶美生物工

程有限公司, RT-PCR引物、TaKaRa RNA PCR 
Kit(AMV)Ver.3.0试剂盒、DNA marker购自宝生

物工程(大连)有限公司, 茶多酚TP98购自无锡世

纪生物药业公司(茶多酚≥98%, 其中儿茶素≥

85%).
1.2 方法 
1.2.1 动物实验: Wistar大鼠29只, 随机分为三组, 
对照组5只, ALD模型组11只, 茶多酚干预组13
只. 灌胃溶液: (1)ALD模型组: 55度白酒+玉米

油. (2)茶多酚干预组: 55度白酒+玉米油+茶多

酚. (3)对照组: 玉米油. 每日上午九点ig 1次. 其
中: 55%白酒以8-15 mL/(kg·d)剂量, 每周递增.  
TP: 0.25 g/(kg·d), 玉米油: 2 mL/(kg·d). 实验结束

得到大鼠: 对照组5只, 模型组9只、干预组9只. 
7 wk末处死大鼠, 下腔静脉穿刺抽血5-6 mL, 分

离血清. 取相同部位肝组织40 g/L甲醛固定, 石
蜡包埋切片及冰冻切片做脂肪特殊染色, 光镜

观察. 取1 mm3肝组织, 固定于4℃预冷的20 g/L
戊二醛中, 备电镜检测. 另取50-100 mg大小的肝

组织若干, 分别用1 mL/L DEPC水处理过的锡箔

纸包裹后存放于液氮中, 备RT-PCR检测. 其余肝

脏组织保存在-80℃冰箱.  
1.2.2 光镜观察: 各组动物肝组织病理切片经HE
染色, 冰冻切片苏丹Ⅳ染色确认细胞内脂滴储

积情况. 依照2006年修订的酒精性肝病诊疗指

南[2]标准进行组织评分, 评分主要内容包括: 肝
细胞脂变及坏死、肝小叶炎症细胞浸润、纤维

化程度.
1.2.3 电镜观察肝细胞超微结构: 按常规透射电

镜样品制备方法固定、脱水、浸透、包埋, 光
镜半薄切片定位后行超薄切片. 枸橼酸铅电子染

色后, 在透射电镜(Hitachi-7500)下观察超微结构.
1.2.4 血清和肝组织指标检测: 用全自动生化仪

测定大鼠血清ALT、AST水平, 血清MDA检测

严格按照说明书进行, ELISA法检测血清TNF-α, 
严格按照说明书进行. 肝组织TNF-α mRNA表

达检测采用半定量RT-PCR法. 内参: β-actin. 应
用TRIzol试剂提取总RNA, 参照RT-PCR试剂盒

说明逆转录成cDNA, 10 μL体系. PCR扩增: 50 
uL体系: 5×PCR Buffer 10 μL, 灭菌蒸馏水28.75 
μL, TaKaRa Taq HS 0.25 μL, TNF-α上下游引物

各0.5 μL, 逆转录产物10 μL. 反应条件: (94℃ 3 
min)1 cycle; (94℃ 30 s, 62℃ 30 s, 72℃ 30 s)40 
cycles; (72℃ 5 min) 1 cycle, TNF-α上游引物: 5'-
TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTCC, 下游引

物: 3'-CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC, 扩
增产物295 bp, β-actin: 反应体系同TNF-α, 反应

条件: (94℃ 3 min)1 cycle; (94℃ 30 s, 62℃ 30 s, 
72℃ 30 s)30 cycles; (72℃ 5 min)1 cycle, β-actin
上游引物: 5'-AGAGCTATGAGCTGCCTGAC-3', 
下游引物: 5'-GTACTCCTGCTTGCTGATCC-3',  
扩增产物374 bp, PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后

用Bio-Rad Gel Doc2000型凝胶电泳成像系统照

相后并用Quantity One软件计算基因相对表达

值. 被检测的目的基因相对表达值 = 目的基因

条带灰度值/β-actin基因条带灰度值.
1.2.5 免疫组化检测: SABC法检测肝组织中的

TNF-α蛋白表达. 石蜡切片脱蜡至水. 30 mL/L 
H2O2灭活内源性过氧化物酶. 封闭非特异性抗

原. 加1∶400稀释的TNF-α一抗. 4℃过夜. 二
抗、三抗工作液37℃孵育各20 min. DAB显色, 

■创新盘点
本研究着眼于肝
脏病变的早期干
预和预防, 选用与
日常生活相关的
茶多酚作为干预
药物, 源于其较强
的抗氧化特性, 本
文研究其对于肝
细胞结构及功能
的影响, 较全面地
了解茶多酚对重
要作用的细胞因
子TNF-α的影响.
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苏木素复染, 封片, 以磷酸盐缓冲液代替一抗作

阴性对照. 结果判断: 北航CM-2000B型生物医

学图像分析系统, 每张切片随机选取10个高倍

视野, 取面密度, 以平均值结果统计分析.
统计学处理 结果以mean±SD表示. 各组均

数先进行方差齐性检验, 计量资料单因素方差

分析. 等级资料采用c2检验. 多组样本均数之间

两两比较采用SNK检验. P <0.05有统计学差异.

2  结果

2.1 实验动物一般情况 对照组被毛光滑, 活泼, 
体质量增加, 大便正常. 灌白酒的大鼠精神萎

靡、行动迟缓, 皮毛黄、无光泽, 有激惹征象, 
部分大鼠大便稀软.
2.2 肝脏大体及组织病理改变 石蜡切片评分: 对
照组: 2.60±1.40. 模型组: 4.50±1.31. TP干预组: 
3.00±1.59(图1), 模型组与TP干预组有显著性差

异. 对照组大鼠肝组织肉眼及光镜下改变不明

显, 其他二组肝脏体积稍增大, 边缘变钝, 色泽

晦暗, 切面油腻感. 模型组大鼠肝细胞胞质疏松

化, 部分细胞气球样变, 胞质内见大小不等的空

泡, 苏丹Ⅳ染色证实空泡变性的肝细胞内含大

小不等、被染成猩红色的脂质. 偶见Mallory小
体, 小叶内少量点状坏死, 汇管区及小叶内少量

淋巴细胞、嗜中性粒细胞浸润, 但纤维增生不

明显. 茶多酚组上述改变明显轻于模型组, 未见

纤维增生(图2). 
2.3 肝细胞超微结构 模型组大鼠肝细胞内易见

脂滴, 线粒体肿胀, 并能见到环状线粒体、内质

网扩张, 而茶多酚干预组肝细胞超微结构基本

正常(图3).

2.4 各组血清指标含量和TNF-α的检测结果 肝
组织TNF-α mRNA RT-PCR琼脂糖凝胶电泳图见

图4; 肝组织TNF-α蛋白表达, 免疫组化结果见表

1. 免疫组化结果显示: 模型组肝组织TNF-α阳性

细胞数明显多于茶多酚组, 表达强度(面密度)明
显高于茶多酚组(P <0.05). 阳性细胞在肝小叶内

弥漫分布, 小叶中央静脉周围细胞数相对较多. 
枯否细胞有表达(图5). 各组血清ALT、AST、
MDA含量比较见表2, 表3.

3  讨论

乙醇进入细胞内, 除了经线粒体氧化代谢, 还
可以活化细胞色素P4502E1, 产生大量ROS. 当
ROS的量超出机体抗氧化系统的清除能力时, 发
生氧应激, 氧应激达到一定强度, ROS氧化细胞

膜上不饱和脂肪酸, 导致脂质过氧化, 损伤膜结

构. 线粒体是细胞内重要的膜性细胞器, 线粒体

膜结构的异常与细胞功能损伤相关联. 肝细胞

中AST大约有80%存在于线粒体中. 而ALT主要

位于肝细胞的细胞质中, 临床上对酒精性肝病

患者血清检测结果呈现AST/ALT>2的特点, 也
提示ALD中肝细胞的超微损伤主要在线粒体. 
我们的实验结果显示: 茶多酚组血清AST明显低

于模型组, 同时组内动物血清AST/ALT>2的比

例小于模型组. 超微结构显示虽然实验动物给

与高浓度的白酒7 wk, 但线粒体的结构未见明显

异常, 说明同时给予的茶多酚对线粒体有保护

作用. 病理切片及特染结果提示该组大鼠肝细

胞脂变程度、肝小叶内炎症情况也轻于模型组, 
同时血清中脂质过氧化产物丙二醛的含量也低

于模型组. 提示茶多酚可减轻ALD病程中的脂

质过氧化损伤. 

■应用要点
本研究结果为将
茶多酚应用酒精
性肝病发病的早
期阶段, 也可将他
用作抗炎治疗的
辅助剂, 减轻肝脏
的病损程度提供
了一定的理论依
据.

表  2  各组血清ALT、AST、MDA含量比较(mean±SD)

     分组        n            AST(U/L)	  ALT(U/L)       MDA(mmol/mL)   

对照       5     123.20±60.19a  37.20±17.42a   3.22±1.27a   

模型       9     226.40±81.34    97.14±37.92    7.34±3.06     

茶多酚   9       87.33±61.00c  57.11±19.12     2.75±0.72a     

aP<0.05 vs  模型; cP<0.05 vs  对照, 模型.

表  3  酒精组与茶多酚组血清AST/ALT的四格表

     
处理	                比值>2	       比值<2                 合计

酒精	                    7	            2	                    9

茶多酚组	                    1	            8	                    9

合计	                    8	          10	                  18

表  1  TNF-α的检测结果(mean±SD)

分组	    肝组织mRNA          血清含量	         免疫组化

对照	     0.43±0.09         3.77±1.02      0.03±0.02

模型	     0.73±0.07       14.33±1.87      0.39±0.19

茶多酚	     0.55±0.05         4.45±0.83      0.09±0.07

6

4

2

0

组
织
评
分

对照组                模型组            TP干预组

图  1  各组HE染色组织切片评分.
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茶多酚抗氧化作用与结构有关, 他的几种

主要成分物质中都含多个羟基, 其B环上的邻二

羟基 (3', 4'_OH), A环上5和7位上的二个羟基, 以
及C环上的3位上的羟基, 提供氢与活性氧的孤

电子结合. 儿茶素结构上的3', 4邻二羟基可将游

离金属离子螯合, 减少金属离子活化而产生的

活性氧离子[3]. 另外, 茶多酚还可以保护抗氧化

酶, 提高抗氧化酶的活性[4], 减少酒精代谢造成

的抗氧化剂的过度消耗, 提高细胞抗脂质过氧

化能力. 
我们的实验还发现 :  茶多酚对肝细胞的

保护作用不仅直观地体现在形态学上, 还影响

ALD病程中的炎症介质. TNF-α是ALD病程中多

效能的前炎症因子, 处于肝细胞损伤的细胞因

子网络的核心, 当机体处于应激损伤、急慢性

感染情况下, 机体的多种细胞可以合成分泌. 他
介导肝细胞的炎症反应, 免疫反应及肝细胞的

凋亡和扩增, 肝纤维化等多种病理生理活动[5]. 
应用TNF-α抑制剂降低TNF-α水平可减轻酒精

性肝损伤[6-7]. 由于血清中TNF-α的量并不能完

全说明TNF-α对肝细胞的作用, 近年来人们越来

越关心其在不同组织中的表达和变化. 
本研究应用RT-PCR、免疫组化、ELISA法

分别检测了肝组织及血清中TNF-α的含量, 从
mRNA与蛋白水平证明了茶多酚可以减少ALD

图  2  各组HE染色
组织切片及苏丹Ⅳ
染色. A-B: 模型组, 
肝细胞脂变; C-D: 

茶多酚组, 肝细胞

脂变明显减少. A, 

C: HE×200; B, D: 

苏丹Ⅳ×400.

A B

C D

1 mm 2 mm

A B 图  3  模型组与茶多酚组
肝细胞超微结构比较(TEM
×10 000). A: 模型组; B: 茶
多酚组.

374 bp
295 bp

1        2       3      M

1200 bp
900 bp
750 bp
600 bp
450 bp

300 bp

150 bp

图  4  RT-PCR肝组织TNF-a mRNA表达(n  = 3). 1: 对照组; 
2: 茶多酚组; 3: 模型组; M: DNA marker; β-actin: 374 bp, 
TNF-α: 295 bp.

■同行评价
本文设计合理, 方
法先进, 逻辑性较
强, 具有一定实验
价值和理论依据.
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病程中TNF-α的合成和释放. 这与张宇、周晓蓉 
et al的研究结果相近[8-9]. 同时发现这三种方法检

测出的TNF-α的变化方向一致. 相对于肝组织中

的TNF-α的量的变化, 血清中TNF-α变化更加敏

感. 分析的茶多酚使TNF-α减少的原因: (1)茶多

酚的抗氧化作用直接减少活性氧, 减少ROS引起

的转录因子NF-kB活化, 减少受NF-kB转录调节

TNF-α的基因表达. (2)ALD肠源性内毒素血症

也是TNF-α增多的原因[10-11]. 过量酒精摄入, 不
仅会改变肠黏膜的通透性, 而且会增加肠道内

细菌的移位, 影响枯否细胞, 导致来源于枯否细

胞NADPH氧化酶的超氧阴离子以及其他种类

的活性氧增多, 而茶多酚本身还有抑菌杀菌调

节免疫的功能, 抑制肠道细菌的过度生长, 降低

ALD大鼠血清中内毒素含量. 减轻LPS对枯否细

胞的刺激, 减少他所产生的氧自由基. 茶多酚可

以通过阻断内毒素诱导的枯否细胞NF-kB的活

化而减少TNF-α的量[12-13]. 
茶多酚作为一种安全高效的抗氧化剂, 大

量存在于茶叶特别是绿茶中, 而现在抗TNF-α
治疗在酒精性肝病的治疗越来越引起人们的重

视, 我们的研究结果提示: 茶多酚对ALD病程中

TNF-α和肝细胞病变有影响, 这为茶多酚预防性

的应用ALD发病的早期阶段或者将他用作抗炎

治疗的辅助剂, 减轻肝脏的病损程度提供一定

的理论依据.
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图  5  肝组织TNF-α免疫组化结果(SABC×100). A: 模型组; B: 茶多酚组.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Toll-like 
receptor 2 (TLR2) in distal ileum of rats with 
acute necrotizing pancreatitis(ANP) and its 
significance.

METHODS: Sixty SD rats were randomly divid-
ed into ANP group (n = 40) and sham-operation 
group (n = 20). TLR2 mRNA expression in distal 
ileum of rats was detected by real-time PCR, and 
its protein expression was determined by immu-
nohistochemistry and Western blot.

RESULTS: The expression levels of TLR2 
mRNA and its protein were significantly higher 
in the ANP group than in the sham-operation 
group. Western blot showed that the TLR2 
mRNA expression level was correlated with 
the pathological scores (r = 0.42, P < 0.01) and 
permeability (r = 0.41, P < 0.011) of intestinal 
mucosa. Immunohistochemistry displayed that 
the TLR2 protein expression was rather high on 
ileum mucosa surface, in T and B lymphocytes, 

histoleucocytes, histoleucocytes and eosinocytes 
of lamina propria, arteries and veins of submu-
cosa, longitudinal and circular muscular layers 
of the ANP group.

CONCLUSION: Expression of TLR2 is increased 
in the distal ileum of rats with ANP. Its overex-
pression may correlate with intestinal mucosa 
injury and development of enterogenic infection.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Toll-like 
receptor 2; Intestinal mucosa permeability; Entero-
genic infection; Western blotting; Immunohisto-
chemistry

Ma JM, Cui J, Yang ZJ. Expression of Toll-like receptor 2 
in distal ileum of rats with acute necrotizing pancreatitis 
and its significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(4): 361-365

摘要
目的: 研究大鼠急性坏死性胰腺炎(ANP)末端
回肠组织中Toll样受体2(TLR2)的表达及意义.

方法: 60只大鼠随机分为2组: 假手术组20只, 
ANP组40只. 采用逆行胰胆管注射5%牛磺胆
酸钠制作大鼠ANP模型, 并又分为8 h和16 h
组. 应用实时定量PCR检测不同组、不同时
点末端回肠组织TLR2 mRNA的表达, 应用
Western blot和免疫组化分析各组TLR2蛋白表
达变化及组织学定位.

结果: 与假手术组相比, ANP时末端回肠组织
TLR2 mRNA及蛋白表达显著升高, TLR2的表
达水平分别与肠黏膜的病理学评分(r  = 0.42, 
P <0.01)和肠黏膜通透性(r  = 0.41, P <0.01)呈
正相关. 免疫组化发现, ANP组的回肠黏膜表
面、黏膜固有层的T、B淋巴细胞、单核细
胞、中性粒细胞、嗜酸性细胞、黏膜下层的
动静脉、纵形和环形肌层等处都有比较强的
TLR2的表达.

结论: ANP时末端回肠组织内TLR2 mRNA和
蛋白表达上调, 可能与ANP肠黏膜的病理改变
和肠源性感染的发生与发展有关.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; Toll样受体2; 肠黏膜
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■背景资料
急性坏死性胰腺
炎 (ANP)是一类
起病急、病死率
高、涉及多个脏
器的危重症疾病, 
胰腺坏死组织继
发感染是ANP患
者死亡的主要原
因 .  To l l样受体
(TLRs)是新近被
认识的病原相关
分子模式(PAMP)
的受体, 是内毒素
信号转导链中致
病的关键环节, 且
被认为是炎症瀑
链式反应的闸门. 
探讨TLRs在急性
坏死性胰腺炎肠
源性感染中可能
的作用, 可望为阐
明ANP肠源性感
染的发病机制, 寻
找ANP新的干预
途径和治疗靶点
提供理论基础.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(ANP)是一类起病急、病死

率高、涉及多个脏器的危重症疾病, 胰腺坏死

组织继发感染是ANP患者死亡的主要原因[1]. 在
急性胰腺炎早期, 肠道是全身炎症反应的一个

靶器官, 而肠道屏障损害所致的肠道细菌或毒

素移位是ANP时细菌入侵的主要途径[2-4]. Toll样
受体(toll-like receptors, TLRs)是病原相关分子模

式(pathogen associated molecular pattern, PAMP)
的受体, 是内毒素信号转导链中致病的关键环

节[5]. TLR2作为脂多糖(LPS)受体, 可能作为急性

炎症反应损伤的扳机点, 启动机体的这种病理

过程. 本实验制作大鼠ANP模型, 观察ANP时末

端回肠组织TLR2的表达情况, 探讨TLR2在ANP
肠源性感染中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料  健康成年S D大鼠60只 ,  体质量200
±20 g,  由东南大学医学院实验动物中心提

供. 牛磺胆酸钠(S igma公司), TRIzo l试剂盒

(Invitrogen公司), Taq聚合酶、MMLV反转录酶

(Promega公司), 10 000×Sybergreen(Molecular 
Probes公司), Rotor-Gene 3000 Real time PCR仪
(Corbett Research公司), 一抗为羊抗大鼠TLR2
多克隆抗体(Santa cruz公司), 鼠抗羊二抗购自

Jacksonimmuno公司. 
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: 60只大鼠随机分为2组, 假手术

组20只, ANP组40只. 试验前大鼠禁食12-16 h, 自
由饮水. ANP组采用逆行胰胆管注射50 g/L牛磺

胆酸钠(1 mL/kg体质量), 假手术组仅轻轻翻动

胰腺3次后关腹. 关腹后背部sc生理盐水4-6 mL
作为补液, 术后将大鼠放回代谢笼. 假手术组在

术后8 h处死大鼠, ANP组分别于术后8 h和16 h
两个时相点(P8、P16)处死大鼠, 提取部分末端

回肠组织. 新鲜回肠组织于40 g/L甲醛溶液中固

定12 h后, 常规石蜡包埋、切片. 其余组织-70℃
冻存备用. 
1.2.2 肠黏膜通透性检测及病理学评分: 采用
99m锝-亚锡喷替酸法(99mtechnet ium diethlene 
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triamine pentacetic acid, 99mTc-DTPA)检测肠黏膜

通透性[6]: 术中于近端空肠内缓慢注入1.5 mCi 
99mTc-DTPA. 术后放入代谢笼, 留取8 h和16 h尿
液, 用放射免疫γ计数器测定上述时点尿中99mTc-
DTPA脉冲数. 末端回肠用40 g/L的甲醛固定后, 
石蜡包埋、切片, 常规HE染色, 光镜下观察. 按
参考文献进行肠黏膜病理学评分[2]. 
1.2.3 总RNA抽提: 用TRIzol法抽提总RNA, 紫
外分光光度计测定总RNA的纯度, 变性琼脂糖

凝胶电泳初步评价总RNA. 符合标准的总RNA 
A 260/A 280在1.8-2.1之间, 琼脂糖凝胶电泳, 18 S和
28 S电泳条带清晰, 28 S和18 S亮度之比≥2.1. 
抽提的总RNA于-70℃保存备用. 
1.2.4 实时定量PCR: 应用Primer premier 5.0软件, 
参照TLR2基因序列设计引物, β-actin作为内参

基因(表1). 引物由上海康成生物公司合成. 每份

标本取5 μg总RNA, 在MMLV反转录酶作用下合

成cDNA, 针对每一需要测量的基因和管家基因, 
进行PCR反应以制备用于绘制标准曲线的梯度

稀释DNA模板, 反应体系: cDNA 1 μL, 上下游引

物各0.5 μL, Sybergreen 0.5 μL, 总反应体积为25 
μL, 反应条件: 94℃ 20 s, 58℃ 20 s, 72℃ 30 s, 45
个循环; 72℃延伸5 min. 将PCR产物进行10倍梯

度稀释: 设定PCR产物浓度为1, 分别稀释为1×
10-1, 1×10-2, 1×10-3, 1×10-4, 1×10-5, 1×10-6和

1×10-7这几个梯度浓度的DNA. 几个梯度稀释

的DNA模板以及所有cDNA样品分别配置Real 
time PCR反应体系: cDNA 1 μL, 上下游引物各

0.5 μL, Sybergreen 0.5 μL, 总反应体积为25 μL. 
反应条件:  β-actin: 94℃ 5 min; 35个PCR循环

(94℃ 20 s, 60℃ 20 s, 72℃ 20 s, 88℃ 10 s, TLR2: 
94℃ 5 min; 40个PCR循环(94℃ 20 s, 59℃ 20 
s, 72℃ 20 s, 85℃ 10 s, TLR4: 94℃ 5 min; 35个
PCR循环(94℃ 20 s, 58℃ 20 s, 72℃ 20 s, 87.5℃ 
10 s). 为建立PCR产物的熔解曲线, 每次扩增反

www.wjgnet.com

■研发前沿
迄今ANP继发肠
源性感染的机制
尚不清楚. ANP时
发生的肠道屏障
损害可能是肠道
细菌移位的一个
重要原因 ,  TLRs 
的激活及引发的
下游一系列信号
分子活化则可能
是过度炎症反应
造成肠黏膜屏障
功能受损的关键
点.

表  1  PCR引物核苷酸序列

     
基因	                         引物序列

                                 产物长

                                                                                             度(bp)

TLR2	

    上游引物: 5'-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'       137

    下游引物: 5'-CCATACCCAGGAAGGAAGGCT-3'

β-actin	

    上游引物: 5'-ACTGGCGTGTTCATCCGTTCT-3'      195

    下游引物: 5'-CGCAATCCAGGCCACTACTTC-3'
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应结束后均继续从72℃缓慢加热到99℃(每5 s升
高1℃). 最后, 用标准曲线法定量. 
1.2.5 免疫印迹: 称取200 mg组织研磨粉碎后, 抽
提总蛋白, 按蛋白质定量试剂盒操作说明测定

蛋白浓度, 配制含50 μg总蛋白的样品液. 将准备

好的样品液和生物素标记的蛋白质分子量标准

分别上样, 行SDS-PAGE电泳. 电转移到膜上, 用
50 g/L BSA封闭. 封闭过的膜加入一抗(1∶300)
室温孵育1.5 h, PBS洗膜3次, 加入HRP标记的二

抗(1∶5000)以结合一级抗体及HRP标记的抗生

物素抗体, 室温孵育1 h, PBS洗膜3次. 对反应好

的膜进行化学发光, 以X光胶片曝光、显影、定

影, 图片扫描保存为电脑文件, 并用Image J分析

软件将图片上每个特异条带灰度值数字化.
1.2.6 免疫组化: 石蜡切片常规脱蜡至水, 30 g/L 
H2O2封闭内源性过氧化物酶10 min, 将切片浸入

0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH6.0)煮沸, 10 min
后重复1次, 加入一抗(1∶100)孵育1 h. 加辣根过

氧化物酶标记的二抗(1∶100)孵育20 min; PBS
洗3次, 加SABC工作液, DAB显色, 最后苏木素

复染, 脱水、透明、封片, 光镜下观察. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示. 用

Prism软件包(美国圣地亚哥GraphPad软件公司)
进行统计学分析. 组间差异用Mann-Whitney U

检验或精确c2检验. 相关性分析用Spearmann 相
关性分析法. P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 淀粉酶测定值和病理形态学观察 ANP组血

清淀粉酶值在相应时间点均显著高于对照组, 
且随时间推移, 其测定值逐渐增加. 开腹后肉眼

观察所见: ANP组大鼠腹腔内可见较多血性腹

水, 肠系膜、大网膜出现皂化斑, 胰腺可见充血

水肿、出血坏死灶及皂化斑, 病变以胰头、体

部为重, 结肠及小肠管壁充血水肿, 小肠色泽暗

红, 肠蠕动明显减少, 弹力减弱, 对照组大鼠腹

腔内无腹水, 胰腺和肠管未见明显异常改变. 肠
黏膜组织病理学评分见表2.
2.2 肠黏膜通透性检测 与假手术对照组相比, 
ANP发生8 h后99mTc-DTPA排泄率明显增加, 到
16 h时, 其排泄率仍在增加, 提示肠黏膜通透性

增加(表2).
2.3 末端回肠组织T L R2 m R N A表达的变化 
TLR2 mRNA在假手术组表达水平较低, 而ANP
组8 h则开始明显增高(P <0.05), 8 h后仍继续升

高, 到16 h仍维持较高水平(图1).
2.4 ANP时TLR2的表达与肠黏膜损害的关系 将
所检测的TLR2的mRNA表达量分别与肠黏膜的

病理学评分及通透性指数进行相关性分析, 结
果发现, TLR2的表达水平分别与肠黏膜的病理

学评分(r  = 0.42, P <0.01)和肠黏膜通透性指数(r  
= 0.41, P <0.01)明显相关(图2).
2.5 末端回肠组织TLR2蛋白表达水平的变化 
Western blot结果显示, 假手术组末端回肠组织

中, TLR2蛋白的表达处于较低水平, 呈一条较淡

的灰色蛋白条带. 在ANP组中, TLR2表达则明显

增加, 与前者相比, 灰度值间差别具有统计学意

义(P <0.05), ANP 8 h和16 h组间, TLR2蛋白的表

达则无显著差别(P >0.05, 图3). 
2.6 TLR2的组织学定位 应用免疫组化技术进行

假手术组和ANP大鼠末端回肠组织中TLR2的组

织学定位. 正常对照组仅在肠黏膜的表面有比

较弱的TLR2的表达. 与之相比, ANP组的回肠黏

膜表面、黏膜固有层的T、B淋巴细胞、单核细

胞、中性粒细胞、嗜酸性细胞、黏膜下层的动

静脉、纵形和环形肌层等处都有比较强的TLR2 
的表达. 至术后16 h上述细胞仍保持高表达(图4). 

3  讨论

胰腺及胰周感染是ANP的严重并发症, 临床上

■相关报道
有文献报道TLRs 
的激活在AP急性
肺损伤(ALI)中具
有重要作用, 应用
TLRs抗体能有效
降低脓毒症引起
的ALI; 在多病原
菌导致的脓毒症
中 ,  TRL2/4表达
的上调与死亡率
的增加密切相关; 
TLRs作为天然免
疫的受体在启动
A L I早期的炎症
反应及连接特异
性免疫中起到了
桥梁的作用 ,  对
A L I发生发展及
改善预后发挥了
重要的作用.

表  2  肠黏膜组织病理学评分及肠黏膜通透性(%)的比较
(mean±SD)

     
分组	            假手术组

	               ANP组

		                         8 h	           16 h

肠黏膜             0.58±0.18     1.90±0.74b    3.10±0.99b

病理学评分
99mTc-DTPA    5.39±0.78   24.61±2.51b  37.12±2.71b

排泄率

bP<0.01.

图  1  对照组和ANP肠组织中TLR2 mRNA的表达.
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■创新盘点
本文通过制作大
鼠ANP模型, 观察
ANP时末端回肠
组织TLR2的表达
情况及其与肠黏
膜通透性改变的
关系 ,  探讨TLR2
在ANP肠源性感
染中的作用.

图  3  Western 
b lo t检测TLR2
和β-actin在假
手术组和ANP
肠组织中的表
达. A:  TLR2
表达结果; B : 

β-actin表达结
果.

A B

ANP患者的死亡主要是由于胰腺坏死组织继发

感染所致[7]. 胰腺感染主要是由移位的肠道细

菌或毒素所致的肠源性感染. 在急性胰腺炎早

期, 肠道是全身炎症反应的一个靶器官, 而发生

的肠道屏障损害则成为肠道细菌移位的一个重

要原因. 发生移位的细菌和内毒素进一步使循

环中的细胞因子和炎症介质升高, 对全身各脏

器造成再次损害, 形成所谓的“二次打击”[8-10],  
即使程度并不严重, 也可引发不同程度全身炎

症反应综合征(SIRS), SIRS过程中将会引起链

式反应, 产生大量的炎症介质, 如肿瘤坏死因子

(TNF)、IL-6、IL-8、IL-2和白三烯等, 加重肠黏

膜屏障损伤, 导致肠黏膜通透性继续增高, 如此

形成恶性循环[11-12]. 因此, 如何保护急性胰腺炎

时的肠道屏障功能、降低肠黏膜通透性, 进而

减少肠道细菌移位, 成为防治胰腺感染的重要

途径. 
TLRs属于Ⅰ类跨膜受体, 广泛分布于单核

巨噬细胞系统、内皮细胞、树突细胞、部分消

化道上皮等[13-14], 其配体包括肽聚糖(PGN)、脂

磷壁酸(LTA)和脂蛋白等, 是连接天然免疫和获

得性免疫的桥梁. 目前已发现人类的TLR有11
位成员(TLR1-11), 其中对TLR4和TLR2的研究

最为广泛. TLR2主要识别革兰氏阳性菌细胞壁

成分. TLRs的激活将引起一系列下游分子的活

化, 最后激活通用转录因子NF-κB, 最终引起以

TNF-a等为中心的前炎症因子激活, 导致多种炎

症因子的瀑链式释放而产生生物学效应[15]. 因
此, TLRs的激活及引发的下游一系列信号分子

活化可能是过度炎症反应造成肠黏膜屏障功能

受损的关键点. 
本试验结果显示: 假手术组大鼠末端回肠

图  4  假手术组和ANP组织
TLR2的表达(免疫组织化学
染色×200). A: 假手术组; B: 
ANP 8 h; C: ANP 16 h.

A B C

图  2  TLR2的mRNA表达量. A: 肠黏膜的病理学评分; B:  肠黏膜通透性.

50

40

30

20

10

0
1                2               3                4                5

TLR2 mRNA

排
泄
率
(%
)

■
■
■

■
■
■

■

■

■
■

■
■■

■■■■■■

■
■
■

■ ■
■
■ ■■ ■ ■

■

■■
■
■

■

B
■

A

■■
■
■

■

■
■
■

■

■

■

■

■

■

■

■■

■

■■■

■

■
■■ ■

■■ ■

■ ■

■■

■
■■

■■

5

4

3

2

1

0
1                2               3                4                5

TLR2 mRNA

病
理
评
分 ■



www.wjgnet.com

马继民, 等. TLR2在大鼠急性坏死性胰腺炎中末端回肠的表达及意义                                                		              365

组织中仅有少量TLR2的表达, 而ANP时TLR2表
达均明显上调, 且TLR2的表达与肠黏膜病理改

变和通透性相关. 此结果提示ANP可引起末端

回肠组织TLR2的表达的上调, TLR2的过度表达

可能参与了ANP的病理生理过程. ANP时末端回

肠组织TLR2表达上调的机制尚不清楚, 内毒素

和LPS可能是重要的刺激因素之一. 急性胰腺炎

时, 肠道屏障的损坏, 可使肠道内大量内毒素和

LPS吸收入血, 从而诱导TLR2的表达. 有文献报

道, 大量LPS存在时TLR2起着加速炎症反应的

作用, 进一步诱导TNF-α产生, 而这些致炎因子

也能增强TLR2 mRNA 表达[12], 如此而形成恶性

循环, 加重器官损害. 因此, ANP时, 对TLR2基因

表达进行适当的调节, 可能为减轻肠屏障的损

害、防治肠源性感染提供新的思路.
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■名词解释
病原相关分子模
式(PAMP): 是病
原体的小分子序
列. 他们被Toll样
受体和其他模式
识别受体 ( P R R )
来识别. 细菌内毒
素脂多糖(LPS)被
认为是原型的病
原相关分子模式.  
其他的病原相关
分子模式包括细
菌鞭毛 ,  革兰氏
阳性菌脂磷壁酸
(LTA), 肽聚糖和
病毒的核酸如双
链RNA或非甲基
化的CpG特征序
列.

■同行评价
本文设计较合理, 
具有一定的参考
价值.
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Abstract
AIM: To evaluate which contrast agents can fully 
distend the intestinal canal and demonstrate the 
enteric cavity and intestinal wall in computed 
tomography (CT) enteroclysis.

METHODS: After 8 healthy grown-up Beagles 
were anesthetized, a catheter was inserted to the 
Treitz ligament of duodenum, 654-2 was injected 
through the veins, and different contrast agents 
including pure water and milk and 10 mL/L 
angiografin were infused through the catheter. 
After MSCT plain scanning, enhancement scan-
ning was performed. Width of the enteric cavity 
and thickness of the intestinal wall measured 
through the transverse section and multi-planar 
reconstruction were statistically analyzed. Plain 
scanning of intestinal wall was performed. CT 
values, contrast coefficient of enteric cavity and 
intestinal wall density, and difference in enteric 
cavity and intestinal wall density were mea-
sured 20 s, 30 s, 40 s, and 50 s after enhancement 

scanning.

RESULTS: All the Beagles finished small-
intestine CT enteroclysis. The enteric cavity 
widths were compared between pure milk, 
pure water and angiografin groups (F = 28.115, 
P < 0.01). There was no statistical significance 
in enteric cavity width between the pure water 
and angiografin groups, as well as in the thick-
ness of intestinal wall between the three groups. 
The difference in CT value was 69.25 ± 6.28 HU 
when the contrast coefficient for the enteric cav-
ity and intestinal wall was the best in pure milk 
and pure water group.

CONCLUSION: Pure milk is an ideal contrast 
agent for small-intestine CT enteroclysis, which 
can fully distend the intestinal canal and demon-
strate the enteric cavity and intestinal wall.

Key Words: Contrast agent; Small-intestine com-
puted tomography enteroclysis; Beagle

Song FZ, Cheng YS, Zhu YQ, Zhao PR, Zhao JG, Zhao 
BH. Optimization of contrast agents for small intestine 
computed tomography enteroclysis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 366-371

摘要
目的: 评价何种对比剂在小肠CT造影时能充
分充盈扩张肠管、不易形成伪影, 在显示小肠
肠腔、肠壁方面最佳. 

方法:  8条健康成年毕格犬麻醉后 ,  插管至
十二指肠屈氏韧带以下, 静脉注射654-2, 经
导管注入不同的对比剂: 纯水、纯牛奶、10 
mL/L泛影葡胺后行MSCT扫描, 平扫结束后行
增强扫描. 通过横断面及多平面重建, 测量肠
腔宽度、肠壁厚度, 对各组测量及评价结果进
行统计学分析. 同时测量平扫、增强后20 s、
30 s、40 s、50 s 时肠壁的CT值, 测量计算肠
腔与肠壁对比程度最好时, 肠腔与肠壁密度的
CT值差值范围. 

结果: 在肠腔宽度的比较上, 纯牛奶组与纯
水组、泛影葡胺组的差异有统计学意义(F  = 
28.115, P <0.01), 纯水组与泛影葡胺组无明显

®

■背景资料
小肠是胃肠道最
长的器官, 其走行
弯曲, 肠管常互相
重叠, 且生理情况
下存在舒张和收
缩状态. 为避免肠
管收缩, 常服对比
剂以充盈胃肠道, 
形成良好的对比, 
获得高质量的图
像. 而肠道清洁良
好、肠腔充分扩
张, 才能更好的观
察肠腔内外及肠
壁的情况.

■同行评议者
魏经国, 教授, 西
安第四军医大学
唐都医院放射科
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统计学差异; 在肠壁厚度的比较上, 纯牛奶
组、纯水组、泛影葡胺组的差异均无明显统
计学差异. 纯水与纯牛奶组肠腔、肠壁显示最
好, 此时肠壁与肠腔密度的差值为69.25±6.28 
HU.

结论: 纯牛奶是较理想的小肠CT造影对比剂, 
能够充分充盈扩张肠腔, 同时能够较好的显示
肠腔、肠壁的情况.

关键词: 对比剂; 小肠CT造影; 毕格犬

宋富珍, 程英升, 朱悦琦, 赵培荣, 赵俊功, 赵炳辉. 小肠CT造影

对比剂的优选.  世界华人消化杂志  2008; 16(4): 366-371
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0  引言

小肠是胃肠道最长的器官, 因其走行弯曲, 肠管

常互相重叠, 且小肠为空腔脏器, 生理情况下存

在舒张和收缩状态[1-3]. 为避免肠管收缩, 常服对

比剂以充盈胃肠道, 形成良好的对比, 获得高质

量的图像. 小肠检查时的肠道准备非常重要, 如
果小肠内有食物残渣, 就会影响肠腔的充盈与

扩张. 因此, 检查前尽量保证肠道的清洁度, 国
外学者大多运用插管法小肠灌肠进行肠道准 
备[4]. 肠道清洁良好、肠腔充分扩张, 才能更好

的观察肠腔内外及肠壁的情况. 影像新技术小

肠CT造影(CT enteroclysis, CTE)就是使用大剂

量对比剂充盈小肠肠腔, 进行CT平扫及增强扫

描, 将图像进行后处理, 使小肠肠腔、肠壁、壁

外系膜、血管、后腹膜及腹内实质脏器全景式

多方位显示出来[5]. 小肠CT造影技术在临床上的

应用已不少见[6-9], 逐渐成为诊断小肠疾病的重

要手段[10]. 使用合适的对比剂将小肠充分充盈扩

张是小肠CT造影检查的关键所在. 本研究旨在

初步探讨纯牛奶作为一种对比剂能够充分充盈

扩张肠腔, 更易于观察肠腔和肠壁的情况.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年毕格犬8条, 体质量12-16 kg, 
雌雄不限, 由上海市第六人民医院实验动物中心

提供. 纯水(温白开水), 纯牛奶(脂肪含量3.5%, 上
海光明乳业股份有限公司), 10 mL/L泛影葡胺(上
海旭东海普药业有限公司生产), 碘帕醇(Bracco, 
Italy生产, 上海博莱科信谊药业有限责任公司包

装), 654-2(山莨菪碱, 上海第一生化药业有限公

司). 16排螺旋CT机器(SOMATOM Sensation 16, 
德国西门子公司)及同级工作站(Volume Wizard), 

DSA机器及同级工作站, 导管(6F Cordis)及配套

导丝.
1.2 方法 
1.2.1 实验步骤: 毕格犬适应性喂养1 wk后, 于实

验前禁食、禁水2 d, 分别于实验前24 h、10 h灌
200 mL/L甘露醇500 mL, 以清洁肠道. 麻醉后, 
在DSA透视下自犬口腔, 在导丝引导下, 将导管

插至十二指肠屈氏韧带以下, iv 654-2 1.5 mL, 2 
min后经导管注入对比剂纯水480 mL, 注射速率

1.5 mL/s, 5 min后进行螺旋CT平扫, 然后静脉注

射碘帕醇行CT增强扫描. 间隔1 wk后, 每条犬用

同样的方法注入对比剂纯牛奶(脂肪含量3.5%), 
进行螺旋CT扫描成像. 再间隔1 wk后, 向每条犬

同法注入对比剂泛影葡胺(浓度为10 mL/L), 进
行螺旋CT扫描成像.
1.2.2 扫描方法: 犬取仰卧位 ,  应用S i e m e n s 
SOMATOM Sensation 16螺旋CT检查, 扫描时应

用CARE DOSE 4D智能剂量软件, 扫描范围从

膈顶至盆腔, 平扫后行CT增强扫描. 参数为120 
kV, 150 mAs, 层厚、层距均为2 mm, 球管旋转

时间0.5 s, 螺距为1.0, 每周进床12 mm, Kernel系
数B31f smooth, FOV 220-300 mm. 对比剂为370 
gI/L碘帕醇20 mL, 注射速率1 mL/s, 分别于20 
s、30 s、40 s、50 s进行扫描, 将数据传至工作

站后观察、分析图像, 并用多平面重建法(MPR)
进行重建.
1.2.3 观察方法: 为便于测量计算, 本实验中将解

剖学上全部小肠分组进行合并后分为3组: 第1
组为十二指肠(中上腹)和上部空肠(左上腹), 第2
组为下部空肠(左下腹)和上部回肠(中腹), 第3组
为中部回肠(右中腹)和下部回肠(中下腹), 分别

简称为第1、2、3组小肠.
1.2.4 观察指标: 分别测量注入不同对比剂的每

组小肠的肠腔宽度、肠壁厚度(以mean±SD表

示), 分别进行组内、组间比较, 利用统计学分析

方法判断有无显著性差异. 分别测量平扫、增

强扫描后20 s、30 s、40 s、50 s时肠壁的CT值, 
计算肠腔与肠壁对比程度最好时, 肠腔与肠壁

密度CT值差值范围. 最后由2名经验丰富的放射

科专科医师采用盲法阅片, 对小肠肠腔的充盈

扩张程度、肠壁结构的显示、肠壁密度及强化

程度的影像质量进行评估, 按照整段小肠的显

示情况分别进行评分. 把整段小肠肠腔扩张的

程度<30%、30%-50%、50%-80%、>80%分别

记作0、1、2和3分; 肠壁结构的显示不满意为0
分、满意为1分; 增强扫描后肠壁与肠腔的对比

■研发前沿
小肠CTE把MSCT
及插管法结合起
来 ,  能够较好地
观察肠腔内、黏
膜、肠壁、邻近
器官及周围组织
结构, 更易于发现
病变. 因此选择能
充分扩张肠管、
不形成伪影而且
对人体无害, 与肠
壁对比度良好的
对比剂非常重要.
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程度差、一般、好分别记作0、1、2分(每组对

比剂有8例实验对象).
统计学处理 各组数据以mean±SD表示, 用

SPSS11.0统计软件, 采用方差分析(F检验), 分别

进行组间、组内比较, 具有显著性差异的标准

为P <0.01.

2  结果

2.1 肠腔充盈扩张程度 注入不同对比剂后, 肠腔

充盈扩张情况如图1所示. 由图像可看出, 在小

肠肠腔的充盈扩张程度及增强扫描后肠壁结构

的显示方面, 纯牛奶组优于纯水组, 且明显优于

泛影葡胺组.
2.2 肠腔宽度和肠壁厚度的比较 在肠腔宽度之

间的比较上, 纯牛奶组与纯水组、泛影葡胺组

的差异有统计学意义(F  = 28.115, P <0.01), 纯水

组与泛影葡胺组无明显统计学差异; 在肠壁厚

度的比较上, 纯牛奶组与纯水组、泛影葡胺组

的差异无统计学意义, 纯水组与泛影葡胺组亦

无明显统计学差异(表1).
2.3 肠腔与肠壁对比程度 分别测量平扫、增强

后20 s、30 s、40 s、50 s时肠壁的CT值. 通过测

量CT值可知, 增强扫描40 s肠壁强化最明显; 观
察图像可知, 腔内对比剂为纯水及纯牛奶时, 肠
腔与肠壁对比程度最好(图1), 此时肠腔与肠壁

密度的差值为69.25±6.28 HU. 而泛影葡胺为高

密度对比剂, 由于容积效应, 极易形成伪影, 平
扫时所测肠壁CT值高于纯水及纯牛奶组, 增强

扫描时肠壁CT值与肠腔内差异小, 肠壁显示效

果极差(图1, 表2).
2.4 注入不同对比剂的8例实验对象的总评分  
由2名经验丰富的放射科专科医师阅片后, 根据

评分可知, 纯牛奶在肠腔充盈扩张程度上, 优于

纯水及泛影葡胺; 在显示肠壁结构及其与肠腔

对比程度上, 纯牛奶与纯水相似; 泛影葡胺对肠

腔的充盈扩张尚可, 但在显示肠壁结构及其与

肠腔对比程度方面较差(表3).

3  讨论

小肠长度较长、走行弯曲, 随着呼吸及蠕动, 其
形态也在不断变化[11]. 小肠肠管互相重叠, 空虚

状态下因其收缩性容易形成“假瘤征”, 因而

小肠的检查比较复杂. 以往的常规钡剂造影检

查只能单纯的观察腔内结构及黏膜表现, 多层

螺旋CT具有扫描速度快、采集信息量大及强大

的图像后处理功能等优点, 能够比较完整的显

示肠腔内外的情况, 成为诊断肠道病变的一种

重要设备[12-14]. 而小肠CTE就是把这二种检查方

法的优点结合起来[15-19], 但只有在肠腔充分充盈

扩张时, 小肠腔内、黏膜、肠壁、邻近器官及

■创新盘点
近年来关于小肠
CTE技术的研究
较多, 对于肠道对
比剂的研究也比
较多, 但牛奶作为
肠道对比剂的研
究相对较少, 本课
题通过动物实验
证明纯牛奶是比
较合适的对比剂, 
能够使小肠充分
充盈扩张.

表  2  肠腔与肠壁对比程度的CT值范围(HU)

     
对比剂	   对比剂CT值       肠壁平扫	       20 s	               30 s                 40 s                   50 s

纯水	 10.29±4.15     40.71±5.6      68.2±2.36      72.7±3.3      83.7±5.25      74.7±2.8

纯牛奶	   9.38±3.06     40.66±6.2      68.5±3.4	       73.8±4.1      84.1±5.1        75.8±3.5

泛影葡胺	    105±5.6         52.6±12.7    76.2±8.38      88.0±9.7       107±10.9    105.8±9.8

表  3  三种对比剂的评分

     
 对比剂

           肠腔充盈            肠壁结构         肠壁与肠腔

                        扩张程度            显示程度           对比程度

纯水	             6	                      6	             14

纯牛奶	           15	                      7	             14

泛影葡胺	           11                       2                        2

表  1  注入三种对比剂后3组小肠的肠腔宽度和肠壁厚度(mm)

     
分组

		        纯水		                           牛奶                                         泛影葡胺

	       肠腔宽度           肠壁厚度	 　   肠腔宽度           肠壁厚度	 　    肠腔宽度          肠壁厚度

第1组	   10.59±0.76b      2.19±0.38       15.17±1.74     1.85±0.32       11.69±1.29b   2.20±0.55

第2组	     9.94±1.43b      1.97±0.34       14.19±2.20     1.73±0.19       11.40±1.86b   2.10±0.57

第3组	     9.99±1.23b      2.18±0.43       14.84±2.39     1.73±0.37       10.36±1.59b   2.06±0.54

整段小肠    10.17±0.95b      2.11±0.30       14.74±1.45     1.77±0.21       11.14±1.39b   2.12±0.41

bP<0.01 vs  纯水组.
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周围组织结构才能显示良好, 才更易发现病变. 
小肠CTE检查技术的关键是用合适的对比剂将

小肠充分充盈扩张[20]. 因此, 选择能充分扩张肠

管、不形成伪影而且对人体无害, 与肠壁的对

比度良好的对比剂非常重要.
目前常用的阳性对比剂主要是泛影葡胺、

硫酸钡的混悬液, 以泛影葡胺应用最多, 但伪影

较重, 由于容积效应, 肠壁结构常常显示不清 
楚[21-22]; 而且增强扫描时, 肠腔内与肠壁CT值相

仿, 对比程度较差, 不易发现病变.
中性对比剂水的应用较为广泛, 他可以增

加肠腔与肠壁间的对比, 使腔内及黏膜显影, 而
且经济、便捷, 易被患者接受, 但其常常快速通

过肠道, 导致肠腔扩张较差, 充盈不均. 张联合 
et al报道, 用等渗甘露醇作为口服对比剂行小肠

CT检查[23], 肠腔充盈尚可, 但会引起腹泻.
植物油乳剂属于阴性对比剂, 但其脂肪含

量太高(12.5%), 患者常常难以耐受, 且价格较

高, 临床上几乎没有应用. 国外Hebert et al [24]将

聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)作为口服

对比剂应用于腹盆部的CT检查, 与水、纤维素

溶液及碘水溶液对比, 在肠壁的显示、肠腔的

扩张以及肠道的充盈方面, 均取得了良好的效

果. Doerfler et al [25]应用新型口服阴性对比剂

Mucofalk来诊断小肠Crohn病, 效果尚可. 国内报

道[26-28]把脂肪对比剂应用于胃肠道, 提高了胃肠

道疾病的检出率.
Thompson et al [29]已经报道用牛奶作为胃

肠道对比剂 ,  他们的研究证明牛奶优于水、

钡剂悬浮液等. 由于脂肪含量的差异, 纯牛奶

(whole milk, 脂肪含量4%)优于脱脂或低/减脂

牛奶. 纯牛奶脂肪含量不高, 患者耐受性好, 一
般无不良反应出现, 此外牛奶中含有的脂肪能

够减慢胃肠蠕动, 使肠腔充分充盈, 是较理想的

肠道对比剂. 2006-12在芝加哥召开的RSNA年

会上, 纽约St Luke's-Roosevelt Hospital的研究

员们提出[30], 在肠腔扩张及肠壁强化方面, 牛奶

和VoLumen(不含甘露醇, 是一种硫酸钡的混悬

液)有相似的作用, 而在患者耐受性、口感、来

源、价格等方面, 牛奶明显优于VoLumen, 他们

的实验证明牛奶是较优的对比剂. 刘智明 et al [31]

报道把纯牛奶作为口服低密度对比剂用于腹部

螺旋CT增强扫描中, 明显提高了对腹部淋巴结

的检出率. 

■应用要点
小肠CT造影技术
可以同时观察肠
腔内外的病变, 牛
奶作为对比剂能
使肠腔充分充盈
扩张, 肠腔内、黏
膜、肠壁及邻近
器官结构显示良
好, 为临床医生及
患者提供一种观
察小肠病变的技
术方法.

图  1  注入不同对比剂小肠CT造影图像. A: 纯水; B: 纯牛奶; C: 泛影葡胺; 1: 平扫; 2: 增强; 3: MPR重建.

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3
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通过本实验可知, 纯水与纯牛奶对肠壁结构

的显示及对周围图像的影响无明显差异, 但在

肠腔充盈扩张方面, 纯牛奶明显优于纯水, 而扫

描后进行的MPR重建, 能更立体直观地观察肠

腔充盈扩张情况. 泛影葡胺对肠腔的充盈扩张

尚可, 但其密度较高, 由于容积效应, 常常掩盖

肠壁结构, 显示不清楚; 尤其增强扫描后, 肠腔

内与肠壁CT值相仿, 不能形成良好的对比, 肠壁

显示效果极差; 纯牛奶组肠壁结构显示效果好,
对周围结构无影响, 且增强扫描后, 肠腔内与肠

壁形成明显的对比, 易于观察肠腔内外、肠壁

及周围结构. 不同密度的肠腔对比剂对肠壁显

示的效果不同, 本实验通过测量CT值可知, 增强

扫描40 s时, 毕格犬肠壁强化最明显; 观察分析

图像可知, 腔内对比剂为纯水及牛奶时, 肠腔与

肠壁对比程度最好, 此时肠腔与肠壁密度的差

值约为69.25±6.28 HU. 
本实验选用的纯牛奶(脂肪含量3.5%), 与

植物油乳剂相比, 既可增加患者的耐受性, 又可

有效的减慢肠道蠕动, 从而使对比剂缓慢通过

消化道, 产生良好的肠腔内外、邻近器官及与

周围结构的对比, 而在患者耐受性、口感、来

源、价格等方面, 纯牛奶亦明显优于其他对比

剂, 因此是一种比较合适的小肠CTE对比剂.
本实验对插管技术要求较高, 导管到达合适

的位置, 才能够使小肠充分充盈扩张, 但插管属

于侵入性的有创检查, 同时CT扫描时患者会受

到辐射[32], 而且部分患者可能对牛奶过敏. 另外, 
毕格犬为标准实验动物, 价格较昂贵.
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Abstract
AIM:  To explore whether platelet-activating 
factor (PAF) can disrupt the intestinal epithelial 
barrier and is associated with tight junction, 
and to observe the protective effect of intestinal 
trefoil factor (ITF). 

METHODS: Caco-2 cells were cultured with 
RPMI 1640 containing 15% fetal bovine serum 
for 7 days. Cells were then treated with differ-

ent concentrations of PAF (0, 50, 100 and 200 
ng/L) for 24 hours until they became fused. The 
protective effect of ITF was observed. rITF (0.3 
g/L) was treated 30 minutes before (prevention 
group) and after PAF (treat proup) was given 
and cells were incubated for 24 hours. MTT was 
used to detect cell vigor. Epithelial monolayer 
permeability was measured by trans-epithelial 
electrical resistance (TER) and mucosal to sero-
sal flux of paracellular marker luminal yellow. 
RT-PCR was used to detect mRNA expression 
of ZO-1 and Occludin. Indirect immunofluores-
cence was used to localize ZO-1 and Occludin.

RESULTS: PAF had no effect on the Caco-2’s 
vigor and proliferation. Different concentra-
tions of PAF increased the intestinal epithelial 
paracellular permeability. TER decreased and 
luminal yellow flux increased. Treatment and 
prevention group of rITF partially recovered 
the increased permeability (122.2 ± 14.7, 100.3 
± 10.9 vs 210.3 ± 26.4, P < 0.05; 10226.1 ± 
556.2, 9711.2 ± 364.9 vs 11601.2 ± 693.5, P < 0.05). 
RT-PCR demonstrated that the mRNA expres-
sion of ZO-1 and Occludin in PAF groups 
treated with different concentrations (especilly 
100 ng/L) for 24 hours was significantly dif-
ferent from that in the prevention group (1.07 
± 0.05 vs 1.28 ± 0.06, 0.81 ± 0.06 vs 1.13 ± 0.07, 
P < 0.05). However, treatment of rITF did not 
change the expression of mRNA. In the con-
trol Caco-2 monolayers, ZO-1 and Occludin 
proteins were localized at the apical cellular 
junctions and appeared as continuous belt-like 
structures encircling the cells at the cellular 
borders. PAF caused a progressive disturbance 
in the continuity of ZO-1 and Occludin local-
ization at the cellular borders characterized by 
zig-zagging appearance at points of multiple 
cellular contact. rITF could partially recover 
the disrupted distribution of ZO-1 and Occlu-
din proteins.

CONCLUSION: PAF disrupts the intestinal epi-
thelial barrier. Its mechanism may be correlated 
to the decreased expression of ZO-1 and Occlu-
din proteins, which can be partially recovered 
after treatment of rITF.

®

■背景资料
早在20世纪80年
代 就 有 学 者 提
出 “ 胃 肠 道 是
M S O F的始动器
官”, 目前认为肠
黏膜受损最早的
表现是通透性增
加, 而通透性增加
与紧密连接的破
坏密切相关. 肠三
叶因子在肠道的
自我保护和修复
中具有重要作用, 
但其机制是否与
紧密连接相关尚
无报道.

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上海
交通大学附属第
六人民医院外科
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Xu LF, Dong YL, Sun M, Ma L, Mao ZQ. Effect of platelet-
activating factor on tight junction in intestinal epithelial 
cells and protective effect of intestinal trefoil factor. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 372-378

摘要
目的: 探讨血小板活化因子(PAF)是否会引起
肠黏膜屏障的破坏以及这种破坏机制是否与
紧密连接相关, 并观察肠三叶因子(ITF)的保
护作用. 

方法: 培养人结肠腺癌细胞株Caco-2, 分别
设正常对照组: 不加刺激物及干预因素; 实验
组: 加入PAF, 终浓度分别为50 ng/L、100 ng/L
和200 ng/L; ITF预防组: 先加入ITF0.3 g/L, 30 
min后加入PAF 100 ng/L; ITF治疗组: 先加入
PAF 100 ng/L, 30 min后加入ITF0.3 g/L, 24 h
后进行实验. MTT比色法检测细胞活力; 测定
跨上皮电阻TER和荧光黄的透过量反映肠上
皮细胞单层通透性; RT-PCR法检测紧密连接
蛋白ZO-1和Occludin mRNA表达的变化; 免疫
荧光染色观察紧密连接蛋白ZO-1和Occludin
的形态学. 

结果: PAF未影响到细胞的增殖和细胞活力. 
各浓度PAF作用24 h后, 细胞单层通透性增加, 
跨上皮电阻(TER)下降, 荧光黄透过增加. ITF
治疗组及预防组TER下降值较模型组明显降
低(122.2±14.7, 100.3±10.9 vs  210.3±26.4, 
P <0.05), 荧光黄透过量减少(10226.1±556.2, 
9711.2±364.9 vs  11601.2±693.5, P <0.05), 预
防组作用更明显. PAF作用后, ZO-1和Occludin 
mRNA 表达均有下降, 以100 ng/L组改变最为
明显, ITF预防组较之表达增加(1.28±0.06 vs  
1.07±0.05, 1.13±0.07 vs  0.81±0.06, P <0.05), 
ITF治疗组改变不明显. 免疫荧光染色发现
ZO-1和Occludin主要分布在细胞内近胞膜处. 
PAF作用后, ZO-1及Occludin形态学改变, 预
防性给予ITF后, 可明显减轻这种改变.

结论: PAF可引起肠黏膜屏障破坏, 其机制可
能和紧密连接蛋白的破坏相关; ITF可以通过
改变紧密连接蛋白的表达而部分恢复肠黏膜
正常通透性, 起到保护作用.

关键词: 紧密连接; 血小板活化因子; 肠三叶因子; 

跨上皮电阻; ZO-1; Occludin; MTT法; 跨上皮电阻; 

逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

肠黏膜屏障的破坏在儿科急慢性疾病的发生发

展中具有显著的意义[1-4]: 急性期, 细菌移位可引

起败血症及多器官功能衰竭, 而婴儿时期的肠

黏膜屏障破坏将会成为随后产生的部分变应性

疾病的始发因素, 如: 湿疹, 食物过敏, 腹部肠病, 
1型糖尿病, 哮喘, 炎症性肠病及孤独症等. 而肠

黏膜通透性的升高是早期和主要的病理生理基

础. 紧密连接作为细胞间通路最主要的屏障直

接影响肠黏膜屏障的通透性[5-6].
血小板活化因子(PAF)是一种内源性脂性

介质, 目前被认为是一种独特的细胞因子, 具有

广泛的生物学特性, 研究认为[7]PAF在诸多参与

胃肠黏膜损害的炎症介质中可能起到“中心放

大”的介导作用. 动物实验也注意到PAF可引起

肠黏膜通透性的增高[8]. 已有实验证实[9], 用PAF
和LPS引起的坏死性小肠结肠炎的改变相似, 用
PAF受体拮抗剂可明显减轻LPS所致的肠坏死[10]. 
但其机制是否与紧密连接的破坏相关尚无报道. 

肠三叶因子(ITF)属三叶肽家族, 因其对胃

肠道黏膜屏障有重要保护和修复作用而受到越

来越多的关注. 大量的动物实验证明[11-13]ITF在维持

肠上皮细胞的完整性, 恢复肠黏膜的正常通透

性方面起到重要作用. 本研究试图在细胞水平

观察ITF对紧密连接的保护作用从而为临床应

用提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠腺癌细胞株(Caco-2)购于中国科

学院上海细胞所; RPMI 1640培养基、胰酶和胎

牛血清(fatal bovine serum, FBS)购自Gibco公司; 
PAF、荧光黄购自Sigma公司; ZO-1、Occludin
单抗、异硫氰酸荧光素(fluorescinisothiocyate, 
FITC)标记羊抗兔IgG购自Zymed公司; rITF(基
因重组肠三叶因子)由北京大学蛋白质工程及

植物基因工程国家重点实验室提供; M T T和

DMSO为AMRECO产品; t ranswe l l购自美国

Corning公司; 电阻仪购自美国Millipore公司; 
RT-PCR试剂盒购自TaKaRa公司; 引物也由该公

司合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养条件及方法: Caco-2细胞常规培

■研发前沿
PA F是一种脂质
类炎性介质 ,  很
可能是内毒素作
用的主要效应因
子. 研究认为PAF
在诸多参与胃肠
黏膜损害的炎症
介质中可能起到
“中心放大”的
介导作用. PAF引
起的肠黏膜屏障
通透性升高的作
用机制及寻求有
效的预防和治疗
手段是目前研究
的热点.
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养, 培养液为RPMI 1640培养基, 含150 mL/L进
口胎牛血清, 10 mL/L青链霉素双抗液, 通入50 
mL/L CO 2(相对湿度90%), 置37℃培养箱, 传代

后在细胞生长达到各项实验要求时进行实验, 
每项实验均选取3组非同代细胞进行.
1.2.2 实验分组: 分别设正常对照组、实验组(含
模型对照组)、ITF预防组、ITF治疗组. 正常对

照组: 不加刺激物及干预因素. 实验组: 加入PAF, 
终浓度分别为50 ng/L、100 ng/L和200 ng/L, 并把终

浓度100 ng/L的组作为模型对照组, 刺激24 h. ITF
预防组: 先加入ITF 0.3 g/L, 30 min后加入PAF 
100 ng/L, 24 h后进行实验. ITF治疗组: 先加入

PAF 100 ng/L, 30 min后加入ITF 0.3 g/L, 24 h后进

行实验. 
1.2.3 血细胞活力检测(MTT比色法): 取对数生

长期Caco-2细胞, 消化后加入一定量的培养液, 
制成细胞悬液, 按密度为5000细胞/(100 μL·孔)
接种在96孔板, 通入50 mL/L CO2(相对湿度90%), 
置37℃培养箱中进行培养. 24 h细胞贴壁融合

后, 换无血清培养液, 加入不同浓度PAF(0, 10, 20, 
40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120 ng/L), 每个

浓度设4个复孔继续培养24 h, 加入5 g/L MTT 20 
μL/孔, 继续培养4 h, 吸去培养液, 加入150 μL/孔
DMSO, 振荡10 min, 用酶标仪在492 nm处测定

吸光度.
1.2.4 肠上皮细胞单层通透性: 跨上皮电阻(TER)
的测定: 肠上皮细胞C a c o-2以105/c m2接种于

transwell的顶层小室微孔膜上(直径6.5 mm, 孔
径大小0.4 mm)培养, 待细胞长至融合, 形成致密

的单层屏障后开始实验(10-14 d). 先将培养液换

成无血清培养液平衡0.5 h, 然后用电阻仪测定

TER, 每个transwell测定3个不同位置, 记录电阻

值(Ω/cm2). 按照实验分组于transwell底层小室加

入PAF及ITF, 加药后24 h分别测电阻. 荧光黄测

定: 加药后24 h, 细胞用HBSS(pH7.4)小心冲洗3
次, 37℃孵育30 min, 吸净孔内的HBSS以防止干

扰; 在transwell顶端加入80 mg/L荧光黄, 37℃孵

育1 h后收集基底侧液体, 4℃避光保存, 用荧光

分光光度计测定荧光黄浓度(激发波长427 nm, 
发射波长536 nm)
1.2.5 紧密连接蛋白ZO-1和Occludin mRNA表达
的变化: 于50 mL细胞培养瓶中培养细胞至接近

融合时换无血清培养液, 按照实验分组加入PAF
及ITF, 24 h后收集细胞. TRIzol提取总RNA, 行
RT-PCR反应, 反应条件: 94℃ 2 min; 94℃ 30 s; 
58℃ 30 s; 72℃ 30 s, 32个循环. 扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察RT-PCR产物并拍

照, 用Kodak ID型凝胶成像系统输入计算机, 以
该软件进行扩增产物的半定量分析. ZO-1引物: 
上游: 5'-AGCCTGCAAAGCCAGCTCA-3', 下游: 
5'-AGTGGCCTGGATGGGTTCATAG-3'; 扩增片

段131 bp. Occludin引物: 上游: 5'-AAGAGTTGA
CAGTCCCATGGCATAC-3', 下游: 5'-ATCCACA
GGCGAAGTTAATGGAAG-3'; 扩增片段133 bp. 
GAPDH引物: 上游: 5'-GCACCGTCAAGGCTG
AGAAC-3', 下游: 5'-ATGGTGGTGAAGACGCC
AGT-3'; 扩增片段142 bp. 
1.2.6 紧密连接蛋白ZO-1和Occludin 免疫荧光染
色: 置盖玻片于六孔板中接种细胞爬片生长至

融合, 换无血清培养液, 按照实验分组加入PAF
及ITF, 刺激24 h. 弃培养液, PBS洗涤, 40 g/L多
聚甲醛固定, 0.5% Triton X-100打孔, 10% BSA
封闭, 加一抗4℃过夜(1∶50), 加二抗(1∶100)避
光染色2 h后甘油封片, 用荧光显微镜观察并拍照.
统计学处理 所有实验均重复3次以上, 结

果用mean±SD表示, 统计由SPSS12.0软件完成. 
采用One-Way ANOVA法比较总体和组间差异, 
P <0.05为有显著差异.

2  结果

2.1 PAF对细胞活力的影响 MTT还原物甲攒是

细胞能量代谢的反映, 其生成量随细胞数的增

多而增加. 由表1可以看出, 即使大剂量的PAF也
未影响到细胞的增殖和细胞活力, 各加药浓度

与对照组相比无显著性差异.
2.2 PAF对Caco-2单层细胞通透性的影响及ITF
的干预作用 各浓度PAF作用24 h后, TER出现下

■相关报道
有报道PAF可引
起肠黏膜通透性
的增高 ,  PA F和
LPS引起的坏死
性小肠结肠炎的
改变相似, 且PAF
受体拮抗剂可明
显减轻LPS所致
的肠坏死 .  体外
实验发现 I T F可
以调控紧密连接
蛋白Claudin-1和
Claudin-2的表达
而 影响肠上皮
的跨上皮阻力 .

表  1  不同浓度PAF刺激后Caco-2细胞MTT比色结果

     
分组

               PAF给药                    
A 值                          P 值

                     浓度(ng/L)      

Control              0              0.7803±0.0078           

1	    5120              0.7893±0.2577           1.000

2	    2560              0.8073±0.3150           0.674

3	    1280              0.7917±0.2329           0.997

4	      640              0.7730±0.1418           1.000

5	      320              0.7713±0.0839           1.000

6	      160              0.7653±0.3539           0.979

7	        80              0.7623±0.1602           0.939

8	        40              0.7707±0.1732           0.999

9	        20              0.7573±0.1217           0.812

10                   10              0.8063±0.0027           0.710 
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3  讨论

肠黏膜屏障包括肠上皮细胞屏障、免疫屏障和

微生物屏障, 肠上皮细胞屏障是最重要的一道

屏障, 是肠黏膜屏障具有选择性通透的基础. 目
前研究发现肠上皮细胞屏障通透性增高参与多

种疾病的发生, 如: 炎症性肠病[14]、脓毒血症、

烧伤、终末期肝病、重症胰腺炎等. 而他在儿

科急慢性疾病的发生发展中所具有的显著意义

使得肠黏膜屏障功能及其完整性这一课题在儿

科领域也受到越来越多的关注.
正常情况下肠上皮细胞细胞旁间隙是由

连接复合体封闭的 ,  其中最重要的是紧密连

接(tight junction, TJ). 紧密连接由多种紧密连

接蛋白分子组成 ,  包括跨膜蛋白O c c l u d i n、
Claudins、连接黏附分子(junctional adhesion 
molecule, JAM)和胞质附着蛋白ZOs、AF6、
7H6等. Occ ludin是最先分离出来的TJ跨膜蛋 
白[15], 分子质量为65 kDa, 形成两个细胞外环和一

个短的细胞内环. 免疫电镜显示Occludin定位在

TJ上[16-18], 是TJ的主要功能蛋白, 对于屏障功能

的维持和紧密连接的完整性具有重要作用. 有
研究表明用Occludin转染L-纤维母细胞(缺乏TJ)
后, 相邻细胞之间可以形成TJ样结构[19]. ZOs是
一种外周膜蛋白, 有三种异构体即ZO-1, ZO-2和
ZO-3, 含有PDZ等保守序列. 这些保守序列能够

与细胞质内的其他蛋白如Occludins蛋白的C末
端连接, 而ZO-1的C末端则可结合肌动蛋白和应

力纤维, 从而将Occludin蛋白和肌动蛋白骨架系

统连接在一起, 构成稳定的连接系统. ZO-1的N
末端可直接与α2连锁蛋白(catenin)或细胞质E-
钙黏连素结合, 介导紧密连接的开启和闭合[20-25]. 
因此, Occludin和ZO-1蛋白对维持TJ的正常结构

和功能具有重要意义.
既往研究发现PAF可激活巨噬细胞和中性

表  2   PAF作用后Caco-2单层细胞通透性的变化

     
 分组

                                 TER下降值          荧光黄透过量

                                            (Ω/cm2)                   (mg/L)         

正常组	                       99.7±7.27        9712.5±337.1

实验组     

    200 ng/L                  141.2±5.25     10 107.6±423.5

    100 ng/L                  210.3±26.4a    11 601.2±693.5a

      50 ng/L                  113.6±10.7        9902.7±514.8

ITF预防组	                    100.3±10.9c       9711.2±364.9c

ITF治疗组                    122.2±14.7c    10 226.1±556.2c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型组.

图  1  RT-PCR电泳结果. A: Occludin; B: Zo-1; C: GAPDH; 
1: Marker; 2: 正常组; 3-5: 50, 100, 200 ng/L PAF组; 6: 预防

组; 7: 治疗组.

     1      2        3       4        5       6        7A

  1      2         3       4        5       6        7B

     1             2     3      4     5     6      7C

■创新盘点
目前关于PAF引
起肠黏膜通透性
增高的体外实验
报道极少, 他对于
肠上皮细胞间紧
密连接蛋白ZO-1
和Occludin表达
变化的文章国内
尚未见报道. 研究
ITF对肠黏膜损伤
的保护作用并从
紧密连接的角度
探讨其作用机制
是本研究的创新.

降, 荧光黄透过增加. 给予ITF可明显提高TER, 
减少荧光黄透过. 预防组作用更明显(表2).
2.3 ZO-1和Occludin mRNA表达的动态变化 PAF
作用后, ZO-1和Occludin mRNA表达均有下降, 
以100 ng/L组改变最为明显. ITF预防组表达增

加, ITF治疗组改变不明显(表3, 图1). 
2.4 ZO-1和Occludin形态学改变情况 正常对照

组上皮细胞ZO-1主要分布在细胞内近胞膜处, 
排列紧密, 边缘光滑, 勾勒出内皮细胞典型的

铺路石形状, 细胞间连接紧密, 无明显间隙. 小
浓度PAF(50 ng/L)作用后, ZO-1边缘粗糙呈锯

齿状, 连接处可见“蜂窝”状改变. 随PAF浓度

加大(100 ng/L)改变更加明显, 细胞间出现间

隙, ZO-1环断裂, 甚至崩解. 但PAF浓度继续加

大, 改变并未继续加重. 预防性给予ITF后, 可
明显减轻ZO-1的破坏, 边缘变得连续, 但没有

完全恢复. ITF治疗组改变较预防组重. Occlu-
d i n表达位置和变化规律与Z O-1基本一致(图
2-3).

表  3  PAF作用后ZO-1和Occludin mRNA 表达

     
分组	                       ZO-1	                      Occludin

正常组	                1.62±0.06                 1.45±0.06

模型组  

    200 ng/L             1.22±0.07                 1.05±0.03

    100 ng/L             1.07±0.05                 0.81±0.06a

      50 ng/L             1.45±0.05                 1.11±0.04

ITF预防                   1.28±0.06c   	  1.13±0.07c 

ITF治疗                   1.10±0.08                  0.86±0.08

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型组.
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粒细胞, 促进其黏附到血管内皮细胞, 释放氧自

由基和蛋白水解酶, 破坏内皮细胞的形态和功

能. 在血栓形成、休克、过敏性哮喘、内毒素

血症和肠道坏死中均起重要作用[26], 但PAF是
否可以直接破坏紧密连接而引起肠上皮屏障破

坏、肠通透性增高尚不清楚. 

Caco-2细胞来源于人的直肠癌, 在细胞培养

条件下, 可融合并分化为肠上皮细胞, 形成连续

的单层, 细胞亚显微结构研究表明, Caco-2细胞

与人小肠上皮细胞在形态学上相似, 具有相同

的细胞极性和紧密连接, 是国际上公认的研究

紧密连接和药物小肠吸收的体外模型[27].

图  3  药物作用24 h后Occludin表达情况. A: 正常组; B: PAF 50 ng/L组; C: PAF 100 ng/L组; D: PAF 200 ng/L组; E: PAF 100 ng/L
加ITF 0.3 g/L预防给药组.

E

A B C

D

图  2  药物作用24 h后ZO-1表达情况. A: 正常组; B: PAF 50 ng/L组; C: PAF 100 ng/L组; D: PAF 200 ng/L组; E: PAF 100 ng/L
加ITF 0.3 g/L预防给药组.

ED

CBA■应用要点
本文为大家进一
步深入研究PA F
损伤肠黏膜屏障
的机制提供了基
础, 同时为ITF生
物制剂的开发和
应用提供了理论
基础.
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本实验应用Caco-2细胞构建肠黏膜屏障的

体外模型, 观察PAF破坏肠黏膜屏障的机制, 发
现给予不同浓度的PAF, 在不影响细胞活力的情

况下, 已经引起了TER的降低及肠屏障通透性的

升高, 而且这种改变具有一定的剂量依赖性, 在
PAF浓度为100 ng/L时最强, 研究认为PAF通过

PAF受体起作用, 考虑这种浓度依赖性与受体饱

和性有关. 进一步的研究发现构成紧密连接最

重要的两个蛋白-膜周边蛋白ZO-1和跨膜蛋白

Occludin在基因和蛋白水平上均发生了改变, 推
测PAF可以通过影响紧密连接蛋白的表达而影

响肠上皮屏障. 
ITF在肠道的自我保护和损伤后修复中占

有重要地位, 其机制涉及促进细胞迁移、增殖

和抗凋亡等作用. 近期研究发现, ITF高表达的细

胞, 其TER明显增高, 肠通透性降低[28]. 本实验也

证明ITF可以通过影响紧密连接蛋白的表达而

恢复紧密连接的结构, 恢复正常的肠屏障结构, 
从而发挥其保护作用. 
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■名词解释
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胃肠道黏膜屏障
有重要保护和修
复作用, 是一种新
型的生长因子类
多肽物质. 他可与
黏液糖蛋白相互
作用或交联, 固定
和支持肠道黏液
层并促进细胞增
殖与移行, 在肠道
的自我保护机制
中占据重要地位.
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Abstract
AIM: To elucidate the characteristics and 
mechanism of perineural invasion in hilar 
cholangiocarcinoma. 

METHODS: A clinicopathologic study was 
conducted on tissue sections from 73 patients 
with hilar cholangiocarcinoma to observe the 
incidence and modes of perineural invasion. 
Clinicopathologic factors, such as tumor differ-
entiation and pathologic stage, were analyzed 
when perineural invasion was observed in the 
sections. Immunohistochemical staining for 
CD34 and D2-40 in cancer tissue samples was 
performed to clarify the association of perineu-
ral invasion with vessels.  

RESULTS: The overall incidence of perineural 
invasion was 91.78% (67 of 73 patients). Howev-

er, the incidence of perineural invasion did not 
show any remarkable difference in various dif-
ferentiated adenocarcinomas. Logistic regression 
analysis identified that penetration of bile duct 
was significantly correlated with perineural in-
vasion (P < 0.01). The microvessel density (MVD) 
was significantly lower in well-differentiated 
adenocarcinomas than in moderately- and poor-
ly- differentiated adenocarcinomas (P < 0.05). 
Five patterns were observed as the tumor cells 
invaded nerve fibers. Although tumor cells were 
found to invade microvessels and microlym-
phatics, immunohistochemical staining for CD34 
and D2-40 respectively showed no association 
between perineural invasion and lymphatic or 
vascular invasion. 

CONCLUSION: Perineural invasion is common 
in hilar cholangiocarcinoma and does not devel-
op via the lymphatic or vascular network, but is 
a continuous extension from the primary tumor. 
Nerve plexus around the membrana adventitia 
should be completely divested during radical 
excision of hilar cholangiocarcinoma.

Key Words: Hilar cholangiocarcinoma; Perineural 
invasion; Immunohistochemical staining

Li CG, Huang ZQ, Wei LX, Dong JH, Liu JG, Wang 
YS. Clinical pathology of perineural invasion in hilar 
cholangiocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(4): 379-384

摘要
目的: 总结肝门部胆管癌神经浸润的方式和
规律, 探讨肿瘤浸润神经的途径和机制. 

方法: 光镜观察73例肝门部胆管癌患者1082
张组织病理切片, 总结归纳肿瘤浸润神经的
方式和规律; 分析肿瘤浸润神经与肿瘤分化
程度、肿瘤浸润范围、肿瘤标志物水平等
临床病理学因素的关系; 通过免疫组织化学
CD34、D2-40染色分别显示肿瘤浸润神经与
微血管和微淋巴管的关系. 
 
结果: 肝门部胆管癌神经浸润率为91.78%, 
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■背景资料
肝门部胆管癌术
后 复 发 率 超 过
50%, 当前对此类
疾病进行的各类
治疗, 包括手术方
式的改进和切除
范围的扩大, 总体
上并不能提高患
者的治疗效果, 如
何降低术后复发
率、延长患者生
存时间是长期以
来困扰外科医生
的难题.

■同行评议者
周伟平, 教授, 上
海东方肝胆外科
医院肝外三科 



高、中、低分化腺癌组肿瘤神经浸润发生率
之间的差异无统计学意义(P >0.05). Logistic回
归分析显示肿瘤浸润胆管壁全层与神经浸润
间的相关性具有统计学意义(P <0.01). 高分化
腺癌与中、低分化组微血管密度之间的差异
有统计学意义(P <0.05). 肿瘤浸润神经有五种
方式, 肿瘤可以发生微血管和微淋巴管的侵
犯, 未发现肿瘤通过血管、淋巴管途径浸润 
神经.  

结论: 肝门部胆管癌神经浸润率高; 肿瘤侵犯
胆管壁全层后直接浸润神经, 而不是经过血管
和淋巴管途径; 行根治性切除时应紧贴血管
外膜仔细剥除其周围神经纤维组织.

关键词: 肝门部胆管癌; 神经浸润; 免疫组织化学染色

李成刚, 黄志强, 韦立新, 董家鸿, 刘军桂, 王燕生. 肝门部胆管
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0  引言

肝门部胆管癌在诊断和手术切除率上都取得了

很大的进展, 但大多数患者在得到确诊时已是

疾病的晚期, 总体预后仍然不佳[1-5]. 只有根治性

切除才能使患者获得最佳疗效, 但术后肿瘤的

复发率非常高[2-3]. 在人体多种实体瘤中, 肿瘤常

常围绕神经组织发生扩散, 因此很多学者都强

调, 在切除肿瘤组织的同时, 应该注意对瘤组织

周围神经组织的清除. 尽管有研究表明, 肝门部

胆管癌神经浸润对患者预后有不良影响[4], 但各

组报道间的肿瘤神经浸润发生率差异很大, 肿
瘤浸润神经的途径和确切机制尚不清楚. 本研

究旨在阐明肝门部胆管癌神经浸润发生率及肿

瘤浸润神经的方式及其与血管和淋巴管的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 本组73例患者均为2003-08/2007-01在
北京解放军总医院肝胆外科治疗的肝门部胆管

癌病例, 男41例, 女32例, 男女比例1.28∶1, 年龄

32-82(平均57.4±11.9)岁. 共获得患者1082张组

织病理切片.
1.2 方法 
1.2.1 肿瘤浸润神经的判断标准: 光镜下观察发

现肿瘤包绕神经外膜、侵入神经周围间隙和神

经纤维内部生长者, 即确认为肿瘤浸润神经. 图
像采集应用奥林帕斯BX51型显微镜及Image pro 
plus 5.0图像处理软件.
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1.2.2 免疫组织化学方法: 鼠抗人CD34 mAb(1
∶50)、鼠抗人D2-40 mAb(1∶50)、免疫组化

SP试剂盒, 均购于北京中杉生物公司. 石蜡切

片, 片厚3-4 μm, 梯度酒精水化, 30 mL/L H2O2室

温孵育30 min, 微波炉抗原修复10 min, 分别滴

加CD34、D2-40一抗(1∶100)工作液4℃孵育过

夜; 加入即用型兔抗鼠二抗工作液, 37℃孵育30 
min, 3, 3'二氨基联苯胺(DAB)显色剂显色; 复染, 
脱水, 中性树胶封片. 用TBS替代一抗、二抗作

阴性对照, 已知阳性切片作阳性对照.
1.2.3 微血管密度(microvessel density, MVD)测
定方法: 两名病理医师双盲法统计结果. MVD计

数方法用Weidner[5]方法计数: 任何被CD34抗体

染色的单个内皮细胞或细胞团, 不管有没有形

成管腔, 只要与周围的微血管、肿瘤细胞和其

他连接组织有一个清楚的分离, 都认为是一个

可计数的微血管. 每一标本先低倍镜(×10)下选

5个微血管数最多的区域即“热点”, 在每一个

区域中计数一个高倍镜(×20)下的微血管数取

其均值计为MVD值.
统计学处理 结果以mean±SD表示, 经SPSS 

11.0统计软件处理, 依据资料类型的不同分别采

用χ2检验、Logistic回归分析和单因素方差分析.

2  结果

2.1 临床病理学结果 本研究中73例患者, 病理学

诊断全部为腺癌(表1); 神经与淋巴结浸润发生

率分别为91.78%(67/73)和27.40%(20/73); 高、

中、低分化腺癌组肿瘤神经浸润发生率之间的

差异无统计学意义(P >0.05).
2.2 肿瘤浸润神经的相关因素分析 73例中仅2
例肿瘤未侵犯胆管壁全层(高分化腺癌1例, 中
分化腺癌1例), 均未发生神经浸润; 其余71例侵

犯胆管壁全层, 其中67例(94.37%)发生神经浸

润. 将淋巴结浸润、血清CA19-9水平、Bismuth-
Cor l l e t分型和胆管壁侵犯程度与神经浸润作

Logistic单变量回归分析, 结果显示肿瘤侵犯胆

管壁全层与神经浸润间的相关性具有统计学意

义(P <0.01).
2.3 肿瘤浸润神经方式的观察 胆管癌细胞浸润

神经主要方式可归纳为5种类型: Ⅰ型, 包绕神

经束膜生长; Ⅱ型, 神经周围间隙内生长; Ⅲ型, 
神经纤维内弥漫性生长; Ⅳ型, 神经内膜间隙内

生长; Ⅴ型, 直接浸润无被膜包绕的神经末梢. 
同一患者病灶内肿瘤浸润神经的方式相似, 但
可有多种浸润方式并存, 肿瘤浸润神经方式的

发生频率由高至低依次是: Ⅱ型>Ⅲ型>Ⅴ型>Ⅰ
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■研发前沿
肿瘤浸润神经对
患者预后有不良
影响, 肿瘤浸润神
经是肿瘤术后复
发的重要因素, 但
其发生的机制和
途径尚知之甚少, 
对应的治疗策略
尚停留在分子和
动物实验水平, 距
离临床应用尚有
距离.
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型>Ⅳ型(图1A-F).
2.4 肿瘤浸润神经与微血管的关系 CD34特异性

染色于血管内皮细胞胞膜, 棕褐色着色. 高分化

腺癌与中、低分化组微血管密度之间的差异有

统计学意义(P <0.05), 而中、低分化腺癌组之间

差异无统计学意义(P >0.05)(图2). 肿瘤可以发生

微血管浸润(图3A-B), 肿瘤浸润神经时伴有微血

管增生(图3C), 但未发现肿瘤细胞通过血管途径

浸润神经(图3C-D).
2.5 肿瘤浸润神经与微淋巴管的关系 D2-40染色

于淋巴管内皮细胞膜, 棕褐色着色; 神经细胞胞

■创新盘点
本研究对大样本
病例进行了系统
研究, 明确了肝门
部胆管癌神经浸
润的真实发生率, 
总结了肿瘤浸润
神经的方式和一
般规律, 有助于学
术交流时相关概
念的明确. 对肿瘤
浸润神经的机制
和途径进行了探
讨, 为临床外科治
疗此类疾病提供
了实验依据.

表  1  73例肝门部胆管癌患者临床病理学资料

     
病理类型                 n             神经浸润              淋巴结浸润

高分化腺癌           9                  8                           1   

中分化腺癌         34                32                           9  

低分化腺癌         28                25                           9  

黏液腺癌               2                  2                           1   

合计                    73                67                         20  
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图  1  肿瘤浸润神经的方式(A-C, F: HE×100; D: HE×200; E: HE×400). A: 肿瘤细胞(箭头)包绕神经束膜生长; B: 肿瘤细胞(箭
头)于神经周围间隙内生长; C: 肿瘤细胞(箭头)于神经内弥漫性生长; D: 肿瘤细胞(箭头)于神经内膜间隙内生长; E: 肿瘤细胞

(箭头)直接浸润无被膜包绕的神经末梢; F: 肿瘤细胞(箭头)浸润神经的方式相似.
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图  2  肝门部胆管腺癌微血管密度的比较. aP<0.05 vs  高分
化组.
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■应用要点
本文有助于临床
外科治疗肝门部
胆管癌时手术范
围的确定, 制定相
应的治疗策略, 有
望减少肿瘤术后
复发率, 延长患者
生存时间和改善
生存质量.

图  3  肿瘤浸润神经与微血管的关系(A-B: CD34×400; C-D: CD34×100). A: 肿瘤(箭头)侵犯微血管; B: 微血管内的肿瘤(箭
头)细胞团; C: 肿瘤(箭头)浸润神经伴有微血管增生; D: 肿瘤(箭头)直接浸润神经. 

→

→

→

→

→

N

A B

DC

质着色, 为棕褐色颗粒状; 血管不染色(图4A-B). 
肿瘤区域内观察到丰富的淋巴管存在, 虽然有

些患者未发现局部淋巴结侵犯, 但肿瘤已浸润

局部微淋巴管(4C-D); 肿瘤浸润神经时无淋巴管

增生, 未发现肿瘤通过淋巴管途径浸润神经(图
4E-F).

3  讨论

肝门部胆管癌无法根治性手术的原因多为肝

十二指肠韧带、淋巴结和门静脉的侵犯 ,  而
行根治性手术后患者 5年生存率仅能达到

30%-50%, 并且术后复发率很高[1-3]. 肝门部胆管

癌即使发现体积很小或患者无症状时, 已发生

了胆管系统、神经纤维及局部淋巴结的转移[6-7]. 
有研究表明, 肿瘤发生神经浸润后, 患者生存时

间显著缩短, 而第一站淋巴结转移对预后无显

著影响[4]. 然而, 近15年来国内外关于肝门部胆

管癌神经浸润发生率的报道为28.6%-100%[2,8-14], 
结果极不一致. 我们分析原因主要来自两方面: 
一方面是研究样本量太少, 另一方面是病理医

生未报告. 我们的研究表明, 肝门部胆管癌神经

浸润率高达91.78%. 观察中发现, 肿瘤主病灶区

域内无神经纤维分布, 进展期肿瘤呈辐射状由

胆管壁向周围组织浸润性生长, 肿瘤浸润神经

常发生在肿瘤侵犯胆管壁全层之后. 虽然观察

到肝门部胆管癌可以发生微血管和微淋巴管侵

犯, 但其发生的频率远低于神经浸润. 我们以前

的研究也发现, 肿瘤细胞可以在神经纤维内部

以“跳跃”性方式生长并发生远处转移[15]. 因
此, 我们认为神经浸润可能是肿瘤切除后局部

复发的重要原因, 而肿瘤的局部残留, 微血管、

微淋巴管的浸润也可能是潜在的复发因素. 肿
瘤的神经浸润应该引起临床医生的重视, 并研

究相应的治疗对策, 对提高患者预后并预防术

后肿瘤复发可能具有重要意义.
以往认为肿瘤是沿着“最小阻力”方向

侵犯神经的, 或是沿着血管和淋巴管途径转运 
的[16-17]. Hassan et al [18]应用电镜观察发现, 神
经周围间隙与血管、淋巴管并不是连续

的 ;  肿瘤浸润神经的三维重建也显示肿瘤

浸润神经是肿瘤的直接延续 [15,19].  在我们的

研究中 ,  通过微淋巴管和微血管特异性染

色 ,  未观察到肿瘤细胞通过血管、淋巴管浸

润神经 .  我们的结果进一步证实了 ,  肿瘤浸

润神经是一相对“独立的事件” ,  不是经

过血管、淋巴管途径 ,  而是肿瘤侵犯胆管

壁全层后直接蔓延的结果 ,  这与Ya m a g u c h i  
et al [6]的研究结果相似. 但肿瘤浸润神经时伴有

血管增生, 增生的血管可能进一步促进了肿瘤

对神经的侵犯和远处转移. 另外, 我们还观察到, 
肿瘤在神经纤维内部生长时也不是沿着“最小

阻力”方向生长的, 肿瘤在神经纤维内部的生
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■名词解释
肝门部胆管癌: 曾
经有Klatskin瘤、
肝管分叉部癌、
肝内大胆管癌、
上段胆管癌等称
谓, 在肝胆管癌的
分类上, 现在能大
致达成的共识是: 
凡侵犯肝门部肝
管分叉者, 不论其
开始时在肝外还
是肝内胆管, 都归
于肝门部胆管癌.

长方式也是多样的, 可以在神经纤维内部弥漫

性生长, 最终破坏整条神经纤维. 有研究表明肿

瘤浸润神经与神经营养因子(neurotrophin, NT)
及其受体(如Trk)有关[20-23]. 基于他们针对肿瘤神

经浸润的特异性实验治疗已有研究报道[24-25], 但
目前的研究尚处于动物试验阶段, 离临床实际

应用尚有距离.
由于肝门部胆管癌具有高的神经浸润发生

率, 肝门部胆管癌行根治性切除术时, 对肝十二

指肠韧带及一、二级胆管所在的Glisson鞘“骨

骼化”时, 应仔细剥除胆管与肝动脉和门静脉

间的神经纤维组织, 以防肿瘤细胞通过浸润的

神经组织而发生局部残留和术后的局部复发. 
然而, 剥离血管外膜是否可以满足神经纤维清

除的需要, “去神经支配”的肝脏功能是否受

到影响, 尚需要更多的研究工作证实. 基于以上

研究结果, 我们认为, 肝门部胆管癌神经浸润发

生率高, 术后应给予局部抗神经浸润治疗; 亟待

研制新型、高效亲神经的肿瘤化疗药物; 研究

活体组织中神经纤维染色剂, 指导术中对肿瘤

周围神经组织的清除, 确定肿瘤切除的范围; 从
而预防肿瘤通过神经浸润而发生的远处转移和

局部复发.
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Abstract
Acute pancreatitis is a frequent acute abdomen 
in clinic, causes damages not only to pancreas, 
but also to distant organs. Liver is one of the 
mainly involved organs. The development of 
liver injury may aggravate pancreatitis. The 
pathogenesis of acute pancreatitis with liver 
injury is mainly related to cytokines, pancreatic 
enzyme, oxidative stress, microcirculation 
disturbance, apoptosis and pancreatit is-
associated ascitic fluid, etc. Its treatment is 
also to eradicate these factors. However, more 
methods are still under animal studies. Their 
clinical application requires further study. 

Key Words: Acute pancreatitis; Liver injury
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摘要
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见
的急腹症, 常常引起胰外器官损伤, 肝脏是主
要受损器官之一, 其损害的不断加重可导致胰

腺炎病情恶化, 目前认为肝脏损伤的机制主
要有细胞因子、胰酶、氧化应激、微循环障
碍、细胞凋亡和胰腺炎相关性腹水等. 目前
AP肝损伤的治疗也主要从上述各方面着手, 
但更多的方法仍仅仅局限于动物实验, 临床应
用还需进一步研究. 

关键词: 急性胰腺炎; 肝脏损伤
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见的

急腹症, 其发病机制尚未完全阐明. 而急性重症

胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)常常并发

肝、肾、肠道等胰外器官损伤, 进而发生多器

官功能障碍(MODS), 死亡率较高. 在一项对178
名SAP相关MODS患者的回顾性研究中, 具有最

高死亡率的是肝衰竭患者(83%); 而联合器官衰

竭中, 又以肝肾衰竭死亡率最高(91%)[1]. 围绕急

性胰腺炎相关肝损伤的机制和治疗有着众多的

研究, 现将目前研究进展作一综述.

1  急性胰腺炎肝损伤的发病机制

1.1 细胞因子的作用 目前研究表明, AP时中性

粒细胞分泌大量细胞因子 ,  在A P的病理生理

变化中起着重要的作用 .  常见的致炎因子主

要有TNF-a、IL-1β、IL-6、IL-8等, 他们参与

了局部炎症和全身炎症级联反应, 不仅引起胰

腺水肿、出血坏死等, 还导致了胰外器官的损 
伤[2-3]. Pastor et al [4]发现, 在雨蛙肽诱导的大鼠AP
中, 给予抗中性粒细胞血清后胰腺等器官损伤

减轻, 肝脏中IL-6、IL-10水平明显降低, 认为中

性粒细胞的激活是AP时器官损伤的原因之一. 
Zhang et al [5]在牛磺胆酸钠诱导的大鼠AP中发现, 
AP时TNF-a、IL-6、IL-10等炎症因子水平明显

升高, 且与胰腺炎严重程度和器官损伤程度密切

相关, 给予生长抑素后TNF-a mRNA的表达降低, 
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细胞因子水平也下降, 推测TNF-a在疾病的进展

中可能起很重要的作用. 另外, 有人在胆碱缺乏

和乙硫氨酸补充饮食(choline-deficient/ethionine-
supplemented diet, CDE)诱导的C57BL/6大鼠SAP
中, 在实验36 h监测到肝脏中NF-kappa B的激活

并且随之出现IL-6、MIP-2和转氨酶的显著升高, 
认为NF-kappa B依赖的细胞因子参与了AP时的

肝损伤[6-7].
1.2 胰酶的作用 AP时在致病因素作用下大量胰

酶在胰腺内激活, 胰蛋白酶原激活成胰蛋白酶, 
继而激活糜蛋白酶、弹力蛋白酶、磷脂酶A2等, 
造成胰腺局部损伤, 刺激中性粒细胞产生大量炎

性介质. 这些介质入血后进一步引起机体炎性介

质释放形成瀑布似的连锁反应, 形成全身的炎症

反应造成多器官的损伤[8]. Zhang et al [9]从人体和

大鼠的胰液中分离出一种甘露糖结合蛋白, 他曾

从血清、肝脏、肺等器官分离出来, 证实在急性

宿主防御反应第一线发挥重要作用. 而该蛋白属

于一种胰弹性蛋白酶, 可以引起巨噬细胞激活、

增强TNF-a的表达, 推测其可能在急性胰腺炎和

全身炎症反应中起中介作用. Jaffray et al [10]的实

验证实了AP胰弹性蛋白酶造成了肝脏的炎症反

应和损伤. 而胰腺炎时胰酶的多少影响着胰腺

炎的严重程度, 这已得到Coelho et al [11]实验证实: 
在牛磺胆酸钠诱导的AP中, 造模前通过给予生

理剂量的雨蛙肽[0.133 mg/(kg·h)]以降低胰酶和

胰蛋白酶原的含量, 从而减少了AP时致炎细胞

因子的生成以及肝细胞线粒体功能障碍的发生. 
胰腺炎相关蛋白(pancreatitis-associated protein, 
PAP)是一种胰弹性蛋白, AP时过度表达. Folch-
Puy et al [12]在牛磺胆酸钠诱导的大鼠AP中, 经腔

静脉外源注入PAP(400 mg/kg), 发现3 h后肝脏中

NF-kappaB激活、肝细胞中TNF-a mRNA过度表

达、TNF-a含量异常增加, 胰腺组织中的中性粒

细胞浸润、氧化应激程度均较对照组明显升高, 
说明AP时PAP由胰腺释放后引起肝细胞TNF-a
过度表达, TNF-a生成增加引起炎症造成组织

损伤.
1.3 氧自由基的作用 在AP的发展中, 被损坏的腺

泡细胞与激活的白细胞、巨噬细胞产生大量的

氧自由基及其衍生物, 氧自由基的失衡导致了

细胞的损伤, 这些自由基不仅仅局限在胰腺内, 
也影响到身体的其他器官, 特别是在肝、肺等

器官中[13]. Esrefoglu et al [14]在雨蛙肽诱导的大鼠

AP中发现, 肝脏细胞出现变性、空泡化、血管

充血、血窦膨大、炎症性浸润等病变同时伴有

386                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2008年2月8日       第16 卷      第4期

显著的丙二醛(malondialdehyde, MDA)升高、过

氧化氢酶(catalase, CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase, GPx)的活动降低. 给予抗

氧化剂褪黑素或N-乙酰半胱氨酸+维生素C后可

以明显改善肝脏的损伤. 认为氧化损伤在AP肝
损伤中起重要作用. Szabolcs et al [15]采用L-精氨

酸(3.2 g/kg, 2次ip)诱导大鼠坏死性胰腺炎模型, 
发现精氨酸引起肝脏脂质过氧化物反应水平升

高, 髓过氧化物酶激活, 造模24 h后Cu/Zn过氧化

物歧化酶(Cu/Zn-SOD)以及CAT和GPx显著增加. 
Czako et al [16]在L-精氨酸诱导的大鼠AP模型中也

发现了胰腺、肝脏等器官中MDA浓度升高, 而
肝脏中Mn过氧化物歧化酶(Mn-SOD)和GPx的活

动在发病初降低, 胰腺腺泡细胞、肝细胞出现坏

死等病变, 认为在精氨酸诱导的AP早期, 胰腺、

肝脏等器官产生的氧自由基造成了器官的损害. 
但也有研究显示, 小剂量L-精氨酸对AP具有治

疗作用, Dobosz et al [17]在雨蛙肽诱导的AP大鼠

中, 以L-精氨酸作为NO底物(100 mg/kg)给予大

鼠后, 发现可以改善胰腺、肝脏等脏器的微循环

灌注.
1.4 微循环障碍 微循环的改变是AP早期重要的

病理生理过程, 他不仅仅发生于胰腺, 而是涉及

到众多器官诸如肝脏、肺脏和肠道等. 肝脏中微

循环的变化参与了肝组织损伤和肝功能障碍的

发生发展过程[18]. Foitzik et al [19]通过活体显微镜

检查法(intravital microscopy)和计算机图像分析

发现, 肝脏、胰腺等的微循环障碍在大鼠SAP模
型早期发生, 持续存在48 h以上, 不仅影响毛细血

管血流量, 还影响毛细血管渗透性和白细胞内皮

细胞的相互作用, 认为微循环障碍可能与胰腺炎

相关的MODS发生有关. Forgacs et al [20]在雨蛙肽

诱导的AP大鼠中, 也观察到造模6 h后, 与对照组

相比, AP大鼠肝脏毛细血管流量显著降低, 给予

雨蛙肽拮抗剂可以明显改善肝血流灌注. Dobosz 
et al [17]的实验也证实了AP造成了肝脏微循环灌

注的显著下降, 而给予L-精氨酸后, 能够改善肝

脏微循环, 减轻器官损伤.
1.5 肝细胞凋亡 各种原因造成的肝损伤都可以

出现肝细胞凋亡. 肝细胞的凋亡是AP肝脏受损

的表现之一, 大量的肝细胞凋亡可造成肝功能

障碍, 严重时可进展至肝衰竭. Takeyama et al [21]

在大鼠SAP模型中发现肝细胞凋亡的存在, 同
时用S A P时产生的胰腺炎相关性腹水培养体

外大鼠肝细胞时发现细胞的死亡是通过凋亡

实现的, 给予转化生长因子β1的(TGF β1)中和
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抗体可以部分阻止凋亡的诱导 ,  推测凋亡产

生可能部分与胰腺炎相关性腹水(pancreatitis-
associated ascitic fluid, PAAF)中的TGF β1有关. 
Hori et al [22]和Nakamura et al [23]也发现, 大鼠AP
时TGF β1在血浆、PAAF、肝组织和腹膜巨噬

细胞中的水平都升高, 其中和抗体可以减少肝

细胞的凋亡、降低血清谷丙转氨酶, 而巨噬细

胞的清除明显降低了血浆和PAAF中TGF β1蛋
白的水平, 且明显抑制了肝组织中TGF β1的激

活 ,  因此认为A P肝损伤与巨噬细胞引起的凋

亡有关, 而其衍生的T G F β1是诱导肝细胞凋

亡的重要因子. 研究发现AP时Kupffer细胞衍

生的Fas配体(FasL)、p38-促分裂原活化蛋白

激酶(p38-mitogen-activated protein kinase, p38-
MAPK)、细胞凋亡蛋白酶-3(caspase-3)表达增

加并且诱导了肝细胞的凋亡损伤[24-25]. Gallagher  
et al [26]又进一步发现, 在Fas/FasL基因敲除大鼠

中, AP诱导的p38-MAPK表达显著降低, 肝细胞

的凋亡也明显减少, 推测Fas/FasL在AP肝细胞的

凋亡中起关键作用. Peng et al [27]通过CDE诱导大

鼠AP模型, 并用胰弹性蛋白酶在p65 siRNA转染

的大鼠离体Kupffer细胞株中模拟AP损伤模型. 
实验发现, CDE胰腺炎引起p65 NF-kappa B/RelA
核转位、Fas/FasL和caspase-3表达增加以及大

鼠肝细胞核内DNA断裂. 而在体外实验中, p65 
siRNA的转染减弱了弹性蛋白酶诱导的p65 NF-
kappa B/RelA核转位和Kupffer细胞的凋亡, 证明

AP通过NF-kappa B途径诱导Kupffer细胞凋亡, 
并推测Kupffer细胞衍生的Fas/FasL诱导的肝细

胞凋亡和NF-kappa B途径诱导的Kupffer细胞凋

亡之间的平衡失调决定了AP时肝脏损伤的程度.
1.6 胰腺炎相关性腹水(PAAF) AP时形成腹水不

仅作为一种损伤体征出现, 而且具有很强的致

病性, 可以促使AP病情进一步加剧, 并造成胰外

器官的损害. Murr et al [28]用PAAF灌注健康大鼠

肝脏60 min后, 发现血清中AST、ALT、LDH水

平升高15倍以上, 且不能被蛋白抑制因子所抑

制. 而将人肝细胞株(CCL-13)暴露于PAAF后, 死
亡细胞达到了15%而且PAAF的这一作用不受蛋

白酶抑制因子或热灭活所影响. 推测PAAF对AP
时肝脏的影响并不是通过其含有的胰酶或者局

部Kupffer细胞诱导的细胞因子, 而是通过一种

热稳定因子实现的. Yang et al [29]又进一步发现, 
向大鼠ip灭菌的PAAF, 同时将离体人肝细胞株

(CCL-13)暴露于PAFF, 24 h后, 大鼠血清ALT、
AST、LDH水平和肝细胞凋亡的数量都明显增

加. 在CCL-13中检测到p38-MAPK的激活, 细胞

凋亡出现了时间和剂量的依赖性, 而caspase-3
抑制剂Ⅱ可以减少凋亡, 故而认为PAAF通过

p38-MAPK的激活和caspase-3依赖的途径引起

肝细胞凋亡从而造成了肝损伤. Ueda et al [30]认为

PAAF通过其含有的细胞毒性物质造成了肝细胞

凋亡, 并发现PAAF还可引起肝细胞酸中毒、细

胞内钠潴留、线粒体内ATP衰竭等, 认为PPAF中
含有的血色素可能是造成肝脏损伤的细胞毒性

物质之一. 而此前Ueda et al [31]认为PAAF可造成

肝细胞内钙超载, 这也可能是AP时肝脏受损以

及AP造成多器官功能损伤的原因之一.
1.7 其他 AP发病初期, 病损的胰腺组织作为抗原

或炎症刺激物激活巨噬细胞等炎症细胞释放各

种细胞因子等, 他们对肝脏的损伤被认为是重要

的引发效应和第一次打击, 继之而来的瀑布级联

反应引发的全身炎症反应以及细菌移位、内毒

素血症等具有感染性的打击构成了对肝脏的第

二次打击. Okabe et al [32]用雨蛙肽诱导大鼠AP模
型形成第一次打击, 之后造成内毒素血症以形成

第二次打击. 实验发现雨蛙肽+内毒素血症组的

大鼠, 其肝脏对吲哚花青绿的血浆清除率较其他

组显著降低, 提示肝脏功能受损严重, 而单纯的

内毒素血症组该指标变化较轻微, 认为AP时的

第一和第二次打击对造成肝脏损伤都具有重要

作用. Gray et al [33]用雨蛙肽诱导大鼠AP模型后注

射内毒素, 24 h后发现肝脏NF-kappa B激活, 推测

内毒素通过肝脏NF-kappa B引起器官损伤.

2  急性胰腺炎肝损伤的治疗

AP相关肝损伤的治疗与AP的治疗密切相关, 因
为胰外器官的损伤程度取决于胰腺炎的严重程

度. 根据AP肝损伤的机制, 进行抗炎、抗氧化、

改善微循环、抑制凋亡、促进肝细胞再生以及

支持疗法等.
2.1 抗炎治疗 一些细胞因子参与了肝脏炎症

反应并造成损害, 故抑制这些细胞因子发挥作

用或者阻断其激活和表达都可以起到保护作 
用[34]. 抑制细菌移位以阻止其诱发炎症反应, 有
人应用血小板活化因子抑制剂以及血小板活化

因子受体抑制剂-BN52021, 降低了大鼠AP时细

菌移位的发生并减轻了器官损伤[35-36]. Cevikel  
et al [37]发现, NO对AP时细菌移位可能具有调节

作用, 通过每日给予NO合酶作用底物-L-精氨酸

(100 mg/kg)2 d后, 细菌易位的发生明显低于对

照组, 器官损害亦较轻. Chen et al [38]经静脉给予

AP大鼠表皮生长因子(epidermal growth factor, 

■应用要点
对于急性胰腺肝
脏损伤的机制, 国
内外研究涉及到
诸多方面. 肝脏损
伤的治疗也有不
同方法, 但大多集
中于动物实验的
研究. 本文可以为
今后急性胰腺炎
肝损伤机制和治
疗的研究提供一
个借鉴和参考.
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EGF)后, 可以改善肠道的渗透性从而阻止细菌

移位发生, 保护胰腺、肝脏等器官. IL-10作为

一种内源性抗炎细胞因子, 可以抑制单核巨噬

细胞合成和表达TNF-a、IL-1β、IL-6、IL-8等, 
减轻AP严重程度, 改善预后. Zou et al [39]进行了

针对人IL-10(hIL-10)基因治疗的研究, 给AP大
鼠ip一种“阳性脂质体/质粒-hIL-10(pcDNA3-
hIL-10)复合物”后, 胰腺、肝脏、肺脏hIL-10水
平升高, TNF-a水平降低和组织学改善, hIL-10
基因治疗组的死亡率较对照组明显降低, 7 d存
活率分别为70%和10%, 认为该疗法可能具有积

极的临床意义. Wang et al [40]在大鼠SAP实验中, 
用阳性脂质体介导的pcDNA3-IL-10基因疗法治

疗也证明能够有效降低SAP严重程度和死亡率. 
Ueno et al [41]给AP大鼠造模前注射重组大鼠IL-
18(rmIL-18)蛋白, 降低了AP时血清淀粉酶、脂

肪酶、腺泡细胞空泡化水平, rmIL-18还增加了

胰腺、肝脏等器官NO水平和iNOS基因表达, 认
为rmIL-1在AP早期的保护作用可能是通过引起

iNOS来源的NO释放形成的, 可能对AP具有治

疗作用. 早期给予抗生素治疗也可以减少肝脏

的损伤, Miyahara et al [42]在狗胆汁反流性AP实
验中, 造模6 h后, 经肠系膜上动脉持续给予抗生

素亚胺培南治疗, 发现治疗组存活率较对照组

明显升高, 血清转氨酶和门静脉内毒素水平显

著降低, 发病24 h后, 对照组肝细胞和Kupffer细
胞损伤加剧, TNF-a表达急剧增加, 而治疗组的

损伤则轻微. 认为抗生素可以控制内毒素易位, 
从而减少肝损伤. Onek et al [43]实验也证实抗生

素具有治疗效果, 并发现喹喏酮类的药物效果

要优于β-内酰胺类抗生素. 
2.2 抗氧化治疗 应用氧自由基清除剂可以降低

AP时肝脏的氧化损伤. 褪黑素(melatonin)具有

很强的抗氧化作用, Szabolcs et al [15]发现褪黑素

可以降低AP大鼠血清淀粉酶、过氧化氢酶的

水平, 降低脂质过氧化反应程度, 减少器官损害. 
褪黑素还具有抑制中性粒细胞浸润作用, Barlas  
et al [44]发现其在胰管梗阻性胰腺炎中可以保护

肝脏等胰外器官, 认为通过其清除氧自由基和

抗氧化剂活性抑制了嗜中性白细胞对组织的浸

润. 白藜芦醇(resveratrol)是葡萄属植物产生的一

种植物抗毒素, 为多酚类物质, 具有很强的抗氧

化和抗炎作用. Szabolcs et al [45]发现, 在胆囊收缩

素诱导的大鼠AP中, 白藜芦醇可以增加肝脏还

原性谷胱甘肽含量并减少肝过氧化氢酶的激活. 
此外还有维生素C, N-乙酰半胱氨酸等也具有抗

氧化的作用[46-47]. Esrefoglu et al [14]在其实验中发

现, 维生素C联合N-乙酰半胱氨酸可以增加大鼠

肝脏中GPx和CAT的活性, 减少了胰腺和肝脏的

损伤.
2.3 改善微循环 Dobosz et al [48]通过激光多普勒

血流仪发现, 大鼠AP时各个器官微循环灌注都

显著降低, 而肝素钠增加了微循环灌注, 具有一

定的治疗作用. Machado et al [49]发现AP时平均动

脉压显著降低, 而高渗盐水(7.5% NaCl)治疗可

以升高动脉压, 改善血液动力学并且降低IL-6、
IL-10等细胞因子水平和髓过氧化物酶(myelo-
peroxidase, MPO)活性, 减轻肝脏等器官损伤, 死
亡率降低. Chen et al [50]发现, 给予大鼠ip褪黑素

(2或10 mg/kg)后, 可以减轻全身动脉压降低的程

度, 维持器官灌注水平, 大剂量组对于AP的治疗

效果要优于小剂量组, 能够降低促炎介质-前列

腺素的水平, 使之趋于正常.
2.4 生长抑素 生长抑素对AP的治疗疗效较为确

切, 能够进一步减轻肝脏的损伤[51]. 研究发现, 
生长抑素能够抑制AP大鼠血清TNF-a mRNA
的过度表达, 减轻胰腺和肝脏组织的损伤[5,52-53]. 
Tang et al [54]对39名SAP患者, 于发病早期给予生

长抑素(250 mg/h)治疗持续72 h, 发现可以减少

炎症应答, 恢复细胞免疫功能, 改善患者一般状

况, 但对于死亡率的疗效还需进一步研究. Xia  
et al [55]对60名SAP患者应用生长抑素治疗后, 血
清C-反应蛋白水平降低, APACHEⅡ评分明显有

改善, 器官功能障碍的发生率较常规药物治疗

组降低.
2.5 糖皮质激素 糖皮质激素的使用存在有争议,  
研究显示, 给予地塞米松或者氢化可的松后, 大
鼠肝脏中ATP水平明显升高, MPO、细胞间黏

附因子-1(ICAM-1)水平降低, 认为糖皮质激素

在AP早期炎症反应中发挥重要作用[56-59]. Cosen-
Binker et al [60]则发现糖皮质激素对AP大鼠具有

预防损伤作用且与给药时间和剂量相关, 在诱

导AP前30 min给予氢化可的松4 mg/kg效果最

佳, 过高或过低则效果欠佳. Zhang et al [61]观察到

地塞米松可以明显降低AP大鼠血清中淀粉酶、

内毒素、TNF-a的水平, 但并没有改变大鼠的死

亡率.
2.6 血液滤过 血液滤过作为一种净化血液的方

法, 在A P以及相关器官损伤的治疗中可能具

有重要意义. Yang et al [62], 对猪SAP模型使用高

容量零差额(high-volume and zero-balance)的
血液滤过疗法, 与对照组相比, 治疗组的平均

■名词解释
胰腺炎相关性腹
水(PAAF): 是指
胰腺炎时含有胰
酶的胰液渗漏进
入腹腔, 引起慢性
炎症, 导致大量液
体在腹腔内聚集.
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动脉压、动脉血氧分压显著增加, 而尿蛋白含

量、血清ALT水平则显著下降, 造模6 h后, 血清

TNF-a、IL-1β水平降低, IL-10/TNF-a比率更高, 
认为早期血滤可以有效清除猪血液中TNF-a、
IL-1β, 升高IL-10/TNF-a比率, 改善血流动力学, 
减轻肝、肾等器官损伤. Yang et al [63]对37名SAP
患者的随机分组实验, 采用连续性静脉-静脉血

液滤过(continuous veno-venous hemofiltration, 
CVVH)组的治疗效果明显优于常规治疗组, 死
亡率低(18.2% vs  33.3%)、住院天数少(18.3±5.7 
d vs  27.5±8.6 d), 认为该法对SAP造成的组织和

器官损伤具有显著的保护效果.
2.7 其他 研究证实, 肠内营养的方法可以有效减

少细菌移位的发生, 降低了血清淀粉酶、转氨

酶[64-65]. 但Alhan et al [66]却发现肠道内营养和静

脉营养联合疗法对AP大鼠并没有显著效果. Yol 
et al [67]对大鼠采用胰胆管结扎法诱导AP, 并于

造模开始给予大量聚乙二醇持续灌肠6 h, 结果

显示72 h后, 灌肠组血清淀粉酶、ALT、LDH、

乳酸水平和肝损伤的发生率均显著低于对照组. 
Alhan et al [68]在大鼠AP实验中发现, 给予Omega-
3(ω-3)脂肪酸可以减少胰腺、肝脏等器官的细

菌感染, 降低血清TNF-a、IL-6含量, 减少氧自

由基的破坏, 降低死亡率. Ueda et al [69]发现肝

细胞生长因子在AP损伤器官中表达增加, 肝细

胞生长因子具有一定营养作用, 并且可以抑制

PAAF引起的肝细胞凋亡.

3  结论

AP肝损伤机制仍未完全阐明, 目前研究认为与

炎性细胞因子、胰酶活性、氧化应激、微循环

障碍、肝细胞凋亡、胰腺炎相关性腹水等损伤

因素有关, 这些方面相互影响, 构成了一个复杂

的病理生理过程. 治疗上包括抗炎、抗氧化、

改善微循环、应用生长抑素、糖皮质激素和血

液滤过等方法, 目前AP肝损伤治疗的研究主要

为动物实验, 其临床疗效有待进一步证实.
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic 
inflammatory condition of the gastrointestinal 
tract and clinically presents either as Crohn’s 
disease (CD) or as ulcerative colitis (UC). The 
incidence of IBD has increased in recent years 
and there is an increased risk for developing 
IBD in cohorts with a higher socioeconomic 
class. The underlying cause for the disease 
remains unknown. Studies have shown that 
IBD is associated with environmental, genetic 
and immunological factors. Immunoregulation 
disorder pays a key role in the development 
o f IBD. IBD i s a bac ter ia and cy tok ine -
driven pathologic immune response and CD 
is mainly involved in the immune reaction 
mediated by type 1 helper T-cel ls (Th1) . 
IL-23 plays an important role in the immune 
reaction mediated by Th1 cells. In this paper, 
w e r e v i e w t h e m o l e c u l a r i m m u n o l o g i c 
pathogenesis of IL-23 and IL-23R in CD for a 
better understanding of the etiology of and the 
therapy for IBD. 

Key Words: IL-23; IL-23 receptor; Crohn’s disease; 
Inflammatory bowel disease
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摘要
炎症性肠病(IBM, 包括克罗恩病和溃疡性结
肠炎)是一种非特异性肠道炎症性疾病, 发病
率近年有所上升. IBD病因学研究一直是该领
域的研究重点, 其发病与遗传、免疫、环境因
素密切相关, 免疫调节紊乱是其发病的关键因
素. 克罗恩病是Th1介导的肠道免疫反应. 近几
年来, 越来越多的研究显示, IL-23在Th1介导
的免疫反应中起重要作用. 因此, 研究IL-23及
其受体IL-23受体(IL-23R)与克罗恩病之间的
关系有重要意义.  

关键词: IL-23; IL-23受体; 克罗恩病; 炎症性肠病
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0  引言

克罗恩病(crohn's d isease, CD)和溃疡性结肠

炎(UC)合称炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD), 是一种非特异性肠道炎症性疾病. 
IBD的发病率近年有所上升, 尤其是城市里社会

经济地位较高的群体[1]. IBD病因学研究一直是

该领域的研究重点. 大多数研究者认为该病主

要由免疫反应介导, 并与遗传因素、环境因素

密切相关, 属于自身免疫性疾病的一种, 免疫调

节紊乱是发病的关键因素[2]. 克罗恩病是Th1介

导的肠道免疫反应, 而溃疡性结肠炎是以Th2介

导的肠道免疫反应[3-4]. 目前研究表明IL-23在Th1

介导的免疫反应中起重要作用. 因此研究IL-23
及其受体IL-23受体(IL-23R)与克罗恩病之间的

关系有重要意义, 本文就这一方面的研究进展

作一综述.

1  IL-23及IL-23R的结构

2000年, 在异源二聚体细胞因子白细胞介素IL-
12(p40p35)被确定后的第10年, 人们发现了一个

新的异源二聚体细胞因子IL-23(p40p19)[5-6].  因

®
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为两者有共同的p40亚基, 所以早期人们用p40
的拮抗剂作为IL-12的特异性抗体得到夸大的

IL-12的功能. IL-23的受体是由IL-12Rβ1以及IL-
23R两部分组成, 而IL-12R是由IL-12Rβ1及IL-
12Rβ2组成. 人类IL-23R定位在染色体lp31上, 与
IL-12Rβ2基因的编码区处于同一区域内. IL-23R
的ORF(开放读码框)由分布在长92 kb的人类基

因组DNA上的12个外显子组成, 由不同的剪接

构成已知6种亚型, 最常见的亚型为缺失外显子

7或外显子10. IL-23R由胞外区、跨膜区和胞内

区3部分组成[7]. IL-23生物学作用的发挥是其两

种亚单位(p40和p19)分别和IL-23受体复合物的

两个亚单位(IL-12β1和IL-23R)相互作用的结果.

2  IL-23对免疫的调控作用

人们发现细菌产物与Toll-l ike受体结合后可诱

导细胞表达IL-23[8]. 既往研究表明, LPS(脂多糖)
和SAC(金黄色葡萄球菌)是IL-12的最强诱生剂
[5], 马小彤 et al [9]发现LPS和SAC也是IL-23的强

诱生剂; 用LPS和SAC处理外周血单个核细胞

(PBMC), 发现他们均可上调p19和p35 mRNA
的表达, LPS和SAC可分别诱导p19 mRNA表

达增加最高达2.9和4.7倍, p35 mRNA达2.5和3 
倍. IL-23是由p40和p19组成的异源二聚体, 其
中p19 mRNA可见于各种组织和细胞, 包括内皮

细胞、极化的Th1型细胞和活化的Mφ和DC等,
而p40却表达受限, 由于有生物活性的异二聚体

的形成需要两种亚单位共同表达在同一细胞

内, 因而IL-23主要来源于活化的中性粒细胞Mφ

和DC等具有吞噬功能的细胞[6]. 研究发现DC细
胞的Toll-like受体被激活后, p19基因成为转录

因子NF-κB的一个重要的靶基因[8]. T细胞、NK
细胞、Mφ和DC的细胞膜上都有IL-23受体的表 
达[6]. 因此, Mφ和DC能通过自分泌作用产生大量

的IL-23, 使炎症反应级联放大. 
IL-23与靶细胞膜上的IL-23受体结合后可

激活信号分子JAK2、Tyk2、STAT1、STAT3、
STAT4和STAT5[10]. IL-23最主要是经STAT3途径

转导信号, 而IL-12则是通过STAT4. STAT4被激

活后转移至细胞核, 结合到基因组的启动子区, 
同时也包括INF的管辖区, 由此诱导Th0细胞转

化为Th1细胞, 并产生大量的INF. 而STAT3被激

活后则是诱导记忆性T淋巴细胞分化为IL-17的
分泌细胞, 也称之为ThIL-17细胞[11]. 

IL-23细胞因子对宿主的先天和过继性免疫

均有重要的作用. IL-23有前炎症反应活性, 通过

STAT3信号通路激活记忆性CD4+ T细胞并刺激

CD4+ T细胞增殖. 记忆性T细胞被IL-23因子激活

后分泌大量前炎症介质IL-17、IL-6和IFN-γ, 这
正是慢性肠炎和其他自身免疫炎症性疾病发生

的主要机制[12]. IL-23可趋化炎症细胞聚集与迁

移, 在多种炎症病灶中都有P40和P19 mRNA的

高表达. IL-23能与DC结合, 并激发DC和巨噬细

胞产生IL-1和肿瘤坏死因子(TNF), 并能刺激DC
自分泌产生IL-12. 而IL-12只激活Th0细胞(幼稚T
细胞)[46]以及NK细胞产生以IFN-γ为主的细胞因

子[13-15].
起初对IL-23和自身免疫病关系的研究主

要集中在实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)的
研究方面, 他作为人类炎性脱髓鞘性疾病-多
发性硬化(MS)的实验模型, 是一种由CD4+ Th1

细胞介导的中枢神经系统的自身免疫性疾病. 
Cua  et al [16]发现p40KO小鼠(特异性的缺乏IL-12
和IL-23)和p19KO小鼠(特异性的缺乏IL-23)对
EAE的敏感性较之野生型的参照小鼠(wild type 
mice, WT mice)明显降低, 而p35KO小鼠(特异

性的缺乏IL-12)的敏感性明显升高. 对p40KO小

鼠分别使用IL-12和IL-23重组蛋白, 只有后者才

能重新形成EAE. 使人们重新认识到IL-23才是

这种自身免疫病发病的关键因子. 体内研究实

验清楚证实: 以前认为的由IL-12发挥作用的实

验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)主要由两种细

胞因子发挥作用, 即IL-12促进了幼稚T细胞(Th0

细胞)的分化, 而IL-23促进中晚期Th1细胞的进

一步分化[16], 参与后期免疫反应. IL-23在中枢

神经系统中由小胶质细胞和激活的吞噬细胞产

生, 而IL-23R只表达于激活的吞噬细胞表面, 提
示他在自身免疫性炎症反应中有组织特异性[17]. 
IL-23可以诱导巨噬细胞产生IL-1和肿瘤坏死因

子(TNF)从而参与先天性免疫反应, 也能诱导激

活的CD4+记忆T细胞产生IFN-γ, 但是IL- 23刺激

记忆T细胞产生IFN-γ的能力明显小于IL-12[18]. 
IL-23同时亦参与获得性免疫反应, 体外培养髓

鞘蛋白脂质蛋白(PLP)特异性CD4+ T细胞发现, 
IL-23能诱导并扩增分泌IL-17的T细胞(ThIL-17
细胞), 而IL-12则诱导扩增分泌IFN-γ的T细胞. 
过继转移这两种细胞, 发现接受了IL-23激活的

ThIL-17细胞的小鼠发生了严重的EAE, 而接受

了IL-12激活的Th1细胞的小鼠并没有发病. 利
用抗体阻断IL-17对于主动诱导的EAE具有部

分的保护作用, 说明IL-23-IL-17通路在EAE病
理过程中发挥重要作用[19]. 其他由IL-23诱导的
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因子如IL-6、TNF也在EAE发病中起了一定作 
用[19]. 高水平的IL-17与几种以Th1介导为主的

慢性炎症性疾病如类风湿性关节炎 [20]、牛皮 
癣 [21-22]、多发性硬化症 [23]和克罗恩病等有关, 
IL-23可促进IL-17的产生, 因此IL-23可能促进这

些慢性炎症性疾病的发展[24]. 
实验证明IL-23在抵抗病原微生物中起重要

的作用. 仙台病毒(sendai virus)感染的Mφ分泌的

IL-23、 IFN-αβ、IL-12和IL-18协同作用于NK
细胞和T细胞, 诱导IFN-γ的产生, 能促进病毒的

清除. 丙肝病毒感染过程中, IL-23能引起针对

丙肝病毒包膜蛋白(envelope protein 2, E2)较之

IL-12更为强烈、更为长久的CTL和Th1型免疫

反应[25]. 虽然淋巴细胞活化的最为理想的调控

因子是IL-12, 但是在其缺失的情况下其作用可

以被IL-23所替代, 并且后者可能在免疫反应的

晚期阶段或者感染的慢性期发挥更为主导的作

用, 例如在肺结核分枝杆菌感染的小鼠模型中, 
感染后肺部的IL-23来源于形成中的肉芽组织的

Mφ和DC[26]. 
IL-23具有和IL-12相当的抗肿瘤和抗肿瘤

转移的活性. 但是二者的作用明显不同: IL-12
能迅速引起肿瘤的消退, 而IL-23是在治疗2-3 
wk后才能起效. 早期抗肿瘤作用是由IL-12激活

CD4+ T细胞或NK细胞产生高水平的IFN-γ的结

果, 而IL-23诱导产生的IFN-γ水平较低, 发挥作

用的效应细胞是CD8+ T细胞. 另外经IL-23治疗

的小鼠模型在原有肿瘤消退后可以产生强烈

的抗肿瘤免疫记忆. IL-23抗肿瘤的作用机制可

能包括: IFN-γ诱导骨髓来源的Mφ表达IL-23R, 
IL-23活化Mφ分泌促炎性因子; IL-23直接作用于

DC促进肿瘤肽的呈递; IL-23对记忆性T细胞的

作用导致T细胞反应的扩增等[27]. IL-12和IL-23
都具有较强的抗肿瘤作用, 但IL-12诱导的高水

平的IFN-γ出现严重的毒副作用而使其在临床上

的应用受到限制, 而IL-23因其所诱导的IFN-γ的
产生较少将有望成为肿瘤治疗中一种新的、更

为安全的选择.

3  IL-23及其受体在CD中的作用

大量的遗传流行病学的统计结果和分子生物学

的实验室数据证实IBD的发病与遗传因素有关. 
2001年两个研究小组各自独立地报道CD易感

人群的第一个相关基因-NOD2(CARD15)[28-29]. 
N O D2位于16q12, 大约30%的高加索人群的

CD发病与该基因的突变有关[30]. Richard et al

利用以第三代遗传标志系统(S N P s)为基础的

基因分型芯片技术进行全基因组扫描, 发现除

N O D2基因外, 既往用S TR(微卫星扫描)未发

现的IL-23R基因上有10个SNP与IBD有显著相

关. 10个位点中, 4个O R 值(相对危险度)小于

1, 是保护性的SNP, 其余6个位点OR值均大于

1, 表明是易感SNP, 其中统计学差异最明显的

是位点rs11209026(R381Q), 位于外显子, 是一

个非同义的SNP, 碱基G由A代替, 使其编码的蛋

白质中的一个谷氨酸变成精氨酸(c.1142G>A, 
p.Arg381Gln), 从而影响蛋白质功能[31]. Marla  
et al也证实IL-23R基因上的R381Q变异与非犹

太人儿童的CD显著相关[32]. IL-23R基因上SNP
与IBD的密切联系提示IL-23在IBD的发病过程

中有举足轻重的地位. 
IBD亦属于自身免疫性疾病的范畴, 多个

实验证明CD是以Th1介导的肠道免疫反应, Th1

介导的细胞因子和IFN-γ、TNF-α升高; 而溃疡

性结肠炎是以Th2介导的肠道免疫反应, Th2介

导的细胞因子(如IL-5 和IL-13)升高[33-34]. 既往

用p40作为I L-12的特异性抗体所做的研究证

明IL-12是介导Th1型免疫反应的重要因子 [35]. 
IL-23的发现, 使人们进行一系列实验区分IL-12
和IL-23的作用并且证明IL-23是介导肠道慢性

炎症的重要因子, 并且IL-23介导的免疫反应只

局限于受累器官, 而I L-12则引起全身性免疫 
反应. 

Hue et al [36]先用H hepaticus (一种细菌)激发

的不依赖T细胞的肠道炎症模型小鼠, 这些小鼠

出现的慢性盲肠结肠炎是通过先天性的免疫细

胞包括粒细胞和单核细胞介导的免疫反应, 代
表先天性免疫反应; 再用幼稚CD4+ T细胞过继

转染免疫缺陷的小鼠诱发严重的结肠炎模型, 
这种小鼠的肠炎是由肠道固有层活化的T细胞

和树突状细胞介导的免疫反应, 代表继发性免

疫反应. 这两种模型均证明是IL-23而并非IL-12
在这种口服细菌引起结肠炎中起重要的作用, 
同时亦发现IL-23的升高只出现在盲肠和结肠, 
与全身性的炎症反应无关. 

H o l m e t a l 给T和B细胞缺陷老鼠注射抗

CD40的mAb引发老鼠的局部和全身的炎症性疾

病, 包括消瘦、脾大、血清中炎症性因子升高

及结肠炎, 经研究发现全身性的炎症反应是由

IL-12升高引起, 与IL-23无关, 而结肠的局部炎

症需要IL-23的存在, IL-12可以不升高, 从而认

为抗IL-23是治疗IBD更特异性的靶点[37]. 

■创新盘点
本文是目前国内
外首篇关于IL-23
及其受体IL-23R
与克罗恩病的关
系的综述报道 . 
IL-23被发现了7
年, 大量的研究证
明了其在Th1介导
的免疫反应中起
了重要作用, 既往
众多综述都描述
了IL-23在免疫反
应中与IL-12的相
同和不同之处以
及IL-23对免疫的
调控, 在抗菌抗肿
瘤方面的作用; 近
年发现IL-23与几
种以Th1介导为主
的慢性炎症性疾
病有密切关系, 特
别是发病机制还
不明确的克罗恩
病, 因此本文就这
方面内容作一综
述. 
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Christoph et al用能表达荧火虫荧光素酶的

IL-12 p40增强子转基因小鼠研究p40基因在体

内的转录调控机制, 只有在小肠中能检测到转

基因的表达, 而全身的其他组织器官中并未检

测到. p40增强子的活性只局限末端回肠, 末端回

肠的CD11c+的固有层树突状细胞(LPDCs)(小肠

固有层的主要细胞群)表达高水平的p40 mRNA 
和p40以及p19蛋白. 同时发现p40增强子的NF-
κB结合靶点有变异的转基因小鼠不能表达p40, 
IL-12 p40增强子转基因小鼠在无菌的环境中培

养时却亦未检测到p40的表达. 通过上述实验表

明细菌是引起IL-23升高最强的免疫原. 肠道固

有层树突状细胞(LPDCs)吞噬病原体或LPS等抗

原后激活核因子NF-κB引起p40和p19的表达增

强, 从而使LPDCs分泌IL-23升高[38]. LPDCs主要

分布在小肠, 而在结肠仅仅是在淋巴结和上皮

下区可见极少量. 多个研究已经证明小肠和身

体其他部位的树突状细胞(DCs)在平衡自身的

免疫耐受和慢性炎症以及自身免疫性疾病中有

重要的作用, 此功能的发挥很可能是通过吞噬

凋亡的上皮细胞以及细菌并把抗原提呈给T细 
胞[39-40]. 末端回肠的IL-23高表达也可能由于细

菌较近端小肠相比更容易在此处定植有关[38]. 
David et al [12]建立了两种小鼠模型(a)IL-10

基因敲除小鼠(能自发出现肠炎症状)和(b)用
CD4+ T细胞转染Rag基因敲除小鼠(T和B淋巴细

胞缺陷小鼠)发生了结肠炎的小鼠模型, 用于研

究IL-23在结肠炎发病中的作用以及其触发的下

游炎症因子. 他们观察IL-12 p35和IL-10双基因

敲除小鼠发现其与IL-10基因敲除小鼠相似出生

第7周就出现肠炎的表现并很快加重; 相反的是

IL-12 p19和IL-10双基因敲除小鼠在出生后第12
个月仍未发病, 从而证实了是IL-23并非是IL-12
在IL-10基因敲除小鼠肠炎的发病中起重要的

作用. 他们给CD4+ T细胞转染Rag基因敲除小鼠

注入IL-23, 发现IL-23能明显缩短这种小鼠出现

结肠炎的时间; 并检测到多种炎症因子及基因

的表达升高, 最引人注目的是IL-17基因的升高, 
IL-6基因亦伴随升高; 同时发现记忆性淋巴细

胞占了发生炎症部位结肠区\淋巴细胞的60%–
80%. 已有研究表明IL-23能特异性诱导记忆性T
淋巴细胞, 而IL-12只能诱导幼稚T淋巴细胞[13-15]. 
记忆性T淋巴细胞介导的免疫反应具有组织器

官的靶向性[41]. IL-17主要由记忆性T淋巴细胞产

生, IL-17已经被证明了能刺激成纤维细胞、上

皮细胞、内皮细胞、巨噬细胞分泌多种炎症因

子, 例如IL-1、IL-6、TNF、NOS-2、金属蛋白

酶[42]. 某一部位的IL-17升高能诱导相应部位的

炎症反应, 具有部位的专一性[43]. 他们还发现联

合抗IL-17和IL-6的治疗能明显减轻IL-23诱发的

肠炎. 
以上实验都限于小鼠模型, 在人类身上所

做的研究发现, IL-23 p19 mRNA在CD患者的转

录水平明显升高, 在UC患者轻度升高, 在特异

性肠炎和正常人中没有升高[44]. Fuss et al也发现

CD患者中IL-23水平升高, 并且用IL-12 p40 mAb
治疗后IL-23的水平下降[45]. 

可见IL-23主要介导肠道的免疫反应而并非

全身性. 针对IL-23或其受体的方案使IBD的治

疗更加有靶向性.

4  以IL-23为靶向治疗CD

常用的治疗炎症性肠病的药物(如5-ASA、糖皮

质类固醇激素和各种免疫抑制剂)对免疫系统

均表现出强大而广泛的抑制作用, 但均容易出

现严重感染等并发症, 且停药后容易复发. 因此, 
寻找一种新的特异的针对炎症连锁反应的关键

步骤的治疗措施十分必要. 
目前已经开展大量针对细胞因子的治疗策

略, 出现了抗TNF mAb英利昔(Infliximab)、人

类抗IL- 6受体mAb[46]和抗炎因子IL-10[47]等称之

为生物制剂的新一类药物. 其中英利昔2003年
获食品与药品管理局(FDA)批准用于治疗IBD, 
他是一种人-鼠嵌合抗TNF-α mAb, 其不仅与可

溶性TNF结合并可与膜结合TNF结合, 并通过激

活补体和抗体介导的细胞毒性反应(ADCC)诱
导炎症细胞溶解, 使表达TNF的T细胞克隆消除, 
并通过增加凋亡蛋白BAX/Bcl22的活化来促进T
细胞凋亡, 抑制炎症反应的发生. 临床试验已经

证实英利昔对难治性结肠CD及CD瘘管(肛周或

腹部瘘管)患者都有较好疗效[48]. Schmidt et al [49]

用抗p40的mAb(同时拮抗IL-12和IL-23)对79名
CD患者进行随机双盲试验显示治疗组有效率

75%, 安慰剂组只有25%, 同时观察到治疗组的

IL-12和IL-23治疗前升高, 经过治疗后达正常水

平, IFN-γ、TNF-α及由IL-23诱生的IL-17和IL-6
亦明显下降, 治疗后观察18 wk, 治疗组及安慰剂

组副作用相当, 治疗组可见部分患者出现注射

部位疼痛反应. 有人发现STA-5326, 一种三嗪类

的衍生物(triazine derivative)能阻断p35和p40的
转录, 从而选择性的抑制Th1型的炎症反应. 口服

的STA-5326已经用于治疗克罗恩病和类风湿性

■应用要点
本文介绍了IL-23
在免疫调控方面
的作用以及在炎
症性肠病方面的
研究情况以期方
便有此研究兴趣
的同行了解近期
的研究成果, 以及
能对炎症性肠病
的发病机制以及
开发新药的研究
者提供帮助. 
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关节炎的2期临床试验中[50]. 但无论是Infliximab
或是抗IL-12在CD的治疗都会出现或潜在抑制

全身性免疫反应的副作用(如诱发严重感染和结

核等)[51-52]. IL-23在炎症反应中只局限于肠道, 特
别是回肠末端, 针对IL-23R的拮抗剂更具有靶向

性. p19 mAb已经被证实能抑制IBD小鼠模型的

肠道慢性炎症[36]. 据此可以推断用特异性拮抗

IL-23的p19 mAb治疗CD, 特别是有末段回肠累

及的患者可以得到很大的裨益.

5  结论

随着基因治疗的发展, 自身免疫性疾病也被纳

入基因治疗的范围, 可通过基因转移使机体表

达免疫相关蛋白质, 从而下调致病的炎症和免

疫反应, 上调保护性反应. 胃肠道上皮面积大、

肠干细胞数量丰富、局部给药方法简单, 因而

成为基因治疗的理想靶器官. 由于肠上皮细胞

不断更新, 衰老的细胞脱落至肠腔, 新的细胞则

由位于肠隐窝底部的干细胞不断补充, 因此位

于肠腺底部的干细胞成了基因治疗的最佳靶细 
胞[53]. 而M细胞是存在于黏膜集合淋巴结滤泡顶

部上皮中的一种特殊细胞, 其主要功能是将肠

腔内抗原和病原体跨上皮转运至上皮下淋巴组

织. 也可利用M细胞能广泛摄取各种抗原物质的

功能, 及其与免疫细胞之间的对话方式, 通过M
细胞将载体导入黏膜淋巴组织, 从而调节局部

黏膜免疫反应和机体的系统免疫反应[54]. 设想

构建表达IL-23反义寡核苷酸的载体, 予灌肠甚

至经肠镜局部给药可以达到特异性抑制肠道由

IL-23介导的炎症反应. 而IL-23R基因上IBD的保

护性或易感SNPs对编码的IL-23R蛋白如何造成

结构功能的改变而发挥保护或易感的作用以及

如何利用IL-23R基因上的IBD的保护性SNPs进
行基因治疗值得进一步的研究.

6      参考文献
1	 Ouyang Q, Tandon R, Goh KL, Ooi CJ, Ogata H, 

Fiocchi C. The emergence of inflammatory bowel 
disease in the Asian Pacific region. Curr Opin 
Gastroenterol 2005; 21: 408-413

2	 Ince MN, Elliott DE. Immunologic and molecular 
mechanisms in inflammatory bowel disease. Surg 
Clin North Am 2007; 87: 681-696 

3	 Mariani P, Bachetoni A, D'Alessandro M, Lomanto 
D, Mazzocchi P, Speranza V. Effector Th-1 cells 
with cytotoxic function in the intestinal lamina 
propria of patients with Crohn's disease. Dig Dis Sci 
2000; 45: 2029-2035

4	 MacDonald TT, Monteleone G, Pender SL. Recent 
developments in the immunology of inflammatory 
bowel disease. Scand J Immunol 2000; 51: 2-9  

5	 Cooper AM, Kipnis A, Turner J , Magram J , 

Ferrante J, Orme IM. Mice lacking bioactive IL-12 
can generate protective, antigen-specific cellular 
responses to mycobacterial infection only if the 
IL-12 p40 subunit is present. J Immunol 2002; 168: 
1322-1327

6	 Oppmann B, Lesley R, Blom B, Timans JC, Xu Y, 
Hunte B, Vega F, Yu N, Wang J, Singh K, Zonin 
F, Vaisberg E, Churakova T, Liu M, Gorman D, 
Wagner J, Zurawski S, Liu Y, Abrams JS, Moore 
KW, Rennick D, de Waal-Malefyt R, Hannum C, 
Bazan JF, Kastelein RA. Novel p19 protein engages 
IL-12p40 to form a cytokine, IL-23, with biological 
activities similar as well as distinct from IL-12. 
Immunity 2000; 13: 715-725

7	 Zhang XY, Zhang HJ, Zhang Y, Fu YJ, He J, Zhu 
LP, Wang SH, Liu L. Identification and expression 
analysis of alternatively spliced isoforms of human 
interleukin-23 receptor gene in normal lymphoid 
cells and selected tumor cells. Immunogenetics 2006; 
57: 934-943

8	 Carmody RJ, Ruan Q, Liou HC, Chen YH. Essential 
roles of c-Rel in TLR-induced IL-23 p19 gene 
expression in dendritic cells. J Immunol 2007; 178: 
186-191

9	 马小彤, 吴克复, 张秀军, 李戈, 林永敏, 宋玉华. 脂多
糖和金黄色葡萄球菌对IL-23、IL-12表达的调控. 中
国免疫学杂志 2006; 22: 33-36

10	 Parham C, Chirica M, Timans J, Vaisberg E, Travis 
M, Cheung J, Pflanz S, Zhang R, Singh KP, Vega 
F, To W, Wagner J, O'Farrell AM, McClanahan T, 
Zurawski S, Hannum C, Gorman D, Rennick DM, 
Kastelein RA, de Waal Malefyt R, Moore KW. A 
receptor for the heterodimeric cytokine IL-23 is 
composed of IL-12Rbeta1 and a novel cytokine 
receptor subunit, IL-23R. J Immunol 2002; 168: 
5699-5708

11	 Mathur AN, Chang HC, Zisoulis DG, Stritesky GL, 
Yu Q, O'Malley JT, Kapur R, Levy DE, Kansas GS, 
Kaplan MH. Stat3 and Stat4 direct development 
of IL-17-secreting Th cells. J Immunol 2007; 178: 
4901-4907

12	 Y e n D , C h e u n g J , S c h e e r e n s H , P o u l e t F , 
McClanahan T, McKenzie B, Kleinschek MA, 
Owyang A, Mattson J, Blumenschein W, Murphy 
E, Sathe M, Cua DJ, Kastelein RA, Rennick D. IL-23 
is essential for T cell-mediated colitis and promotes 
inflammation via IL-17 and IL-6. J Clin Invest 2006; 
116: 1310-1316 

13	 Belladonna ML, Renauld JC, Bianchi R, Vacca C, 
Fallarino F, Orabona C, Fioretti MC, Grohmann U, 
Puccetti P. IL-23 and IL-12 have overlapping, but 
distinct, effects on murine dendritic cells. J Immunol 
2002; 168: 5448-5454

14	 Lankford CS, Frucht DM. A unique role for IL-23 in 
promoting cellular immunity. J Leukoc Biol 2003; 73: 
49-56  

15	 Trinchieri G, Pflanz S, Kastelein RA. The IL-12 
family of heterodimeric cytokines: new players in 
the regulation of T cell responses. Immunity 2003; 
19: 641-644

16	 Cua DJ, Sherlock J, Chen Y, Murphy CA, Joyce B, 
Seymour B, Lucian L, To W, Kwan S, Churakova 
T, Zurawski S, Wiekowski M, Lira SA, Gorman 
D, Kastelein RA, Sedgwick JD. Interleukin-23 
rather than interleukin-12 is the critical cytokine 
for autoimmune inflammation of the brain. Nature 
2003; 421: 744-748

17	 Zhang GX, Gran B, Yu S, Li J, Siglienti I, Chen X, 

■名词解释
1 Th0细胞(幼稚T
细胞): Th细胞是
CD4 +的辅助性T
淋巴细胞 ,  Th0由
Th细胞前体分化
而来 ,  在IL-12的
诱导下转化为Th1

细胞, 而在IL-4的
诱导下转化为Th2

细胞, 后两者属于
记忆性T淋巴细
胞. 
2 Th1细胞: Th1细
胞主要介导与细
胞毒和局部炎症
有关的免疫反应, 
参与细胞免疫及
迟发型超敏性炎
症反应, 故Th1细
胞又称为炎症性T
淋巴细胞, 在机体
的抗胞内病原体
感染中发挥重要
作用. 
3 Th2细胞: Th2细
胞的主要功能为
刺激B细胞增殖
并产生抗体参与
体液免疫. 



www.wjgnet.com

李媚, 等. IL-23及其受体IL-23R与克罗恩病的关系                                                				                397

Kamoun M, Rostami A. Induction of experimental 
autoimmune encephalomyelitis in IL-12 receptor-
beta 2-deficient mice: IL-12 responsiveness is not 
required in the pathogenesis of inflammatory 
demyelination in the central nervous system. J 
Immunol 2003; 170: 2153-2160

18	 Frucht DM. IL-23: a cytokine that acts on memory T 
cells. Sci STKE 2002; 2002: PE1

19	 Langrish CL, Chen Y, Blumenschein WM, Mattson 
J, Basham B, Sedgwick JD, McClanahan T, Kastelein 
RA, Cua DJ. IL-23 drives a pathogenic T cell 
population that induces autoimmune inflammation. 
J Exp Med 2005; 201: 233-240

20	 Furuzawa-Carballeda J, Vargas-Rojas MI, Cabral 
AR. Autoimmune inflammation from the Th17 
perspective. Autoimmun Rev 2007; 6: 169-175

21	 朱建建, 陈静, 黄进华. 白介素-23与银屑病的关系. 国
际皮肤性病学杂志 2007; 33: 177-179

22	 Li J, Li D, Tan Z. The expression of interleukin-17, 
interferon-gamma, and macrophage inflammatory 
protein-3 alpha mRNA in patients with psoriasis 
vulgaris. J Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci 
2004; 24: 294-296 

23	 Li Y, Chu N, Hu A, Gran B, Rostami A, Zhang GX. 
Increased IL-23p19 expression in multiple sclerosis 
lesions and its induction in microglia. Brain 2007; 
130: 490-501

24	 Aggarwal S, Ghilardi N, Xie MH, de Sauvage FJ, 
Gurney AL. Interleukin-23 promotes a distinct 
CD4 T cell activation state characterized by the 
production of interleukin-17. J Biol Chem 2003; 278: 
1910-1914  

25	 Ha SJ, Kim DJ, Baek KH, Yun YD, Sung YC. IL-23 
induces stronger sustained CTL and Th1 immune 
responses than IL-12 in hepatitis C virus envelope 
protein 2 DNA immunization. J Immunol 2004; 172: 
525-531

26	 Cooper AM, Kipnis A, Turner J , Magram J , 
Ferrante J, Orme IM. Mice lacking bioactive IL-12 
can generate protective, antigen-specific cellular 
responses to mycobacterial infection only if the 
IL-12 p40 subunit is present. J Immunol 2002; 168: 
1322-1327

27	 Lo CH, Lee SC, Wu PY, Pan WY, Su J, Cheng CW, 
Roffler SR, Chiang BL, Lee CN, Wu CW, Tao MH. 
Antitumor and antimetastatic activity of IL-23. J 
Immunol 2003; 171: 600-607

28	 Ogura Y, Bonen DK, Inohara N, Nicolae DL, Chen 
FF, Ramos R, Britton H, Moran T, Karaliuskas 
R, Duerr RH, Achkar JP, Brant SR, Bayless TM, 
Kirschner BS, Hanauer SB, Nunez G, Cho JH. A 
frameshift mutation in NOD2 associated with 
susceptibility to Crohn's disease. Nature 2001; 411: 
603-606

29	 Hugot JP, Chamaillard M, Zouali H, Lesage S, 
Cezard JP, Belaiche J, Almer S, Tysk C, O'Morain 
CA, Gassull M, Binder V, Finkel Y, Cortot A, 
Modigliani R, Laurent-Puig P, Gower-Rousseau 
C, Macry J, Colombel JF, Sahbatou M, Thomas G. 
Association of NOD2 leucine-rich repeat variants 
with susceptibility to Crohn's disease. Nature 2001; 
411: 599-603

30	 Zhou Z, Lin XY, Akolkar PN, Gulwani-Akolkar 
B, Levine J, Katz S, Silver J. Variation at NOD2/
CARD15 in familial and sporadic cases of Crohn's 
disease in the Ashkenazi Jewish population. Am J 
Gastroenterol 2002; 97: 3095-3101

31	 Duerr RH, Taylor KD, Brant SR, Rioux JD, 

Silverberg MS, Daly MJ, Steinhart AH, Abraham C, 
Regueiro M, Griffiths A, Dassopoulos T, Bitton A, 
Yang H, Targan S, Datta LW, Kistner EO, Schumm 
LP, Lee AT, Gregersen PK, Barmada MM, Rotter JI, 
Nicolae DL, Cho JH. A genome-wide association 
study identifies IL23R as an inflammatory bowel 
disease gene. Science 2006; 314: 1461-1463

32	 Dubinsky MC, Wang D, Picornell Y, Wrobel I, 
Katzir L, Quiros A, Dutridge D, Wahbeh G, Silber G, 
Bahar R, Mengesha E, Targan SR, Taylor KD, Rotter 
JI. IL-23 receptor (IL-23R) gene protects against 
pediatric Crohn's disease. Inflamm Bowel Dis 2007; 
13: 511-515 

33	 Fuss IJ, Neurath M, Boirivant M, Klein JS, de la 
Motte C, Strong SA, Fiocchi C, Strober W. Disparate 
CD4+ lamina propria (LP) lymphokine secretion 
profiles in inflammatory bowel disease. Crohn's 
disease LP cells manifest increased secretion of IFN-
gamma, whereas ulcerative colitis LP cells manifest 
increased secretion of IL-5. J Immunol 1996; 157: 
1261-1270

34	 Heller F, Florian P, Bojarski C, Richter J, Christ 
M, Hi l lenbrand B , Manker tz J , Gi t ter AH, 
Burgel N, Fromm M, Zeitz M, Fuss I, Strober W, 
Schulzke JD. Interleukin-13 is the key effector Th2 
cytokine in ulcerative colitis that affects epithelial 
tight junctions, apoptosis, and cell restitution. 
Gastroenterology 2005; 129: 550-564  

35	 Peluso I, Pallone F, Monteleone G. Interleukin-12 
and Th1 immune response in Crohn's disease: 
pathogenetic relevance and therapeutic implication. 
World J Gastroenterol 2006; 12: 5606-5610

36	 Hue S, Ahern P, Buonocore S, Kullberg MC, Cua DJ, 
McKenzie BS, Powrie F, Maloy KJ. Interleukin-23 
drives innate and T cell-mediated intestinal 
inflammation. J Exp Med 2006; 203: 2473-2483

37	 Uhlig HH, McKenzie BS, Hue S, Thompson C, 
Joyce-Shaikh B, Stepankova R, Robinson N, 
Buonocore S, Tlaskalova-Hogenova H, Cua DJ, 
Powrie F. Differential activity of IL-12 and IL-23 in 
mucosal and systemic innate immune pathology. 
Immunity 2006; 25: 309-318

38	 Becker C, Wirtz S, Blessing M, Pirhonen J, Strand 
D, Bechthold O, Frick J, Galle PR, Autenrieth I, 
Neurath MF. Constitutive p40 promoter activation 
and IL-23 production in the terminal i leum 
mediated by dendritic cells. J Clin Invest 2003; 112: 
693-706

39	 Steinman RM, Turley S, Mellman I, Inaba K. The 
induction of tolerance by dendritic cells that have 
captured apoptotic cells. J Exp Med 2000; 191: 
411-416

40	 Liu K, Iyoda T, Saternus M, Kimura Y, Inaba K, 
Steinman RM. Immune tolerance after delivery of 
dying cells to dendritic cells in situ. J Exp Med 2002; 
196: 1091-1097

41	 Davidson NJ, Leach MW, Fort MM, Thompson-
Snipes L, Kuhn R, Muller W, Berg DJ, Rennick DM. 
T helper cell 1-type CD4+ T cells, but not B cells, 
mediate colitis in interleukin 10-deficient mice. J 
Exp Med 1996; 184: 241-251

42	 Shin HC, Benbernou N, Esnault S, Guenounou M. 
Expression of IL-17 in human memory CD45RO+ T 
lymphocytes and its regulation by protein kinase A 
pathway. Cytokine 1999; 11: 257-266 

43	 Fossiez F, Banchereau J, Murray R, Van Kooten 

■同行评价
本研究内容新颖, 
参考文献引用恰
当, 有较大的理论
意义. 



www.wjgnet.com

398                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2008年2月8日       第16卷      第4期

C, Garrone P, Lebecque S. Interleukin-17. Int Rev 
Immunol 1998; 16: 541-551

44	 Schmidt C, Giese T, Ludwig B, Mueller-Molaian 
I, Marth T, Zeuzem S, Meuer SC, Stallmach A. 
Expression of interleukin-12-related cytokine 
transcripts in inflammatory bowel disease: elevated 
interleukin-23p19 and interleukin-27p28 in Crohn's 
disease but not in ulcerative colitis. Inflamm Bowel 
Dis 2005; 11: 16-23  

45	 Fuss IJ, Becker C, Yang Z, Groden C, Hornung 
RL, Heller F, Neurath MF, Strober W, Mannon PJ. 
Both IL-12p70 and IL-23 are synthesized during 
active Crohn's disease and are down-regulated by 
treatment with anti-IL-12 p40 monoclonal antibody. 
Inflamm Bowel Dis 2006; 12: 9-15

46	 Ito H. Treatment of Crohn's disease with anti-IL-6 
receptor antibody. J Gastroenterol 2005; 40 Suppl 16: 
32-34

47	 Fedorak RN, Gangl A, Elson CO, Rutgeerts 
P, Schreiber S, Wild G, Hanauer SB, Kilian A, 
Cohard M, LeBeaut A, Feagan B. Recombinant 
human interleukin 10 in the treatment of patients 
with mild to moderately active Crohn's disease. 
The Interleukin 10 Inflammatory Bowel Disease 
Cooperative Study Group. Gastroenterology 2000; 
119: 1473-1482

48	 Probert CS, Hearing SD, Schreiber S, Kuhbacher 
T, Ghosh S, Arnott ID, Forbes A. Infliximab 

in moderately severe glucocorticoid resistant 
ulcerative colitis: a randomised controlled trial. Gut 
2003; 52: 998-1002

49	 Schmidt C, Marth T, Wittig BM, Hombach A, 
Abken H, Stallmach A. Interleukin-12 antagonists 
as new therapeutic agents in inflammatory bowel 
disease. Pathobiology 2002; 70: 177-183

50	 Wada Y, Lu R, Zhou D, Chu J, Przewloka T, Zhang 
S, Li L, Wu Y, Qin J, Balasubramanyam V, Barsoum 
J, Ono M. Selective abrogation of Th1 response by 
STA-5326, a potent IL-12/IL-23 inhibitor. Blood 
2007; 109: 1156-1164

51	 Uhlig HH, McKenzie BS, Hue S, Thompson C, 
Joyce-Shaikh B, Stepankova R, Robinson N, 
Buonocore S, Tlaskalova-Hogenova H, Cua DJ, 
Powrie F. Differential activity of IL-12 and IL-23 in 
mucosal and systemic innate immune pathology. 
Immunity 2006; 25: 309-318

52	 Kusugami K, Ina K, Ando T, Hibi K, Nishio Y, Goto 
H. Immunomodulatory therapy for inflammatory 
bowel disease. J Gastroenterol 2004; 39: 1129-1137 

53	 During MJ, Xu R, Young D, Kaplitt MG, Sherwin 
RS, Leone P. Peroral gene therapy of lactose 
intolerance using an adeno-associated virus vector. 
Nat Med 1998; 4: 1131-1135

54	 Man AL, Prieto-Garcia ME, Nicoletti C. Improving 
M cell mediated transport across mucosal barriers: 
do certain bacteria hold the keys? Immunology 2004; 
113: 15-22  

           编辑  李军亮  电编  郭海丽  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2008年版权归世界华人消化杂志

•  消息 •

                
中国学术期刊综合引证报告(2007)

本刊讯  根据《中国学术期刊综合评价数据库(CAJCED)》2006年从6500种统计刊源析出的290余万条中国期

刊引文数据库及CNKI “中国期刊网”中心网站2006-01/12全文下载记录(2.1亿篇次)的大样本数据统计分析

得到: 世界华人消化杂志[标准刊号: ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R; 类目名称: 医药科学\临床科学\呼吸及消化

系统疾病(YK5.2.3)]总被引频次为2611, 影响因子为0.460, 5年影响因子为0.482, 即年指标为0.148, 他引总引比

为0.80, 被引期刊数为585, 被引半衰期为4.6, 2006载文量为696, 基金论文比为0.44, Web即年下载率为17.7. [中

国学术期刊(光盘版)电子杂志社; 中国科学文献计量评价研究中心].



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年2月8日; 16(4): 399-405
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

炎症性肠病与免疫学关系研究进展

施华秀, 任建林, 董卫国

施华秀, 任建林, 厦门大学附属中山医院消化内科 福建省厦
门市  361004
董卫国, 武汉大学人民医院消化内科 湖北省武汉市 430060
作者贡献分布: 该综述由施华秀撰写, 董卫国、任建林审校. 
通讯作者: 董卫国, 430060, 湖北省武汉市, 武汉大学人民医院
消化内科. dongwg@public.wh.hb.cn
电话: 027-88041911-6448
收稿日期: 2007-11-09   修回日期: 2008-01-15

Advances in studies on relation 
between inflammatory bowel 
disease and immunity 

Hua-Xiu Shi, Jian-Lin Ren, Wei-Guo Dong

Hua-Xiu Shi, Jian-Lin Ren, Department of Gastroenterol-
ogy, Affiliated Zhongshan Hospital of Xiamen University, 
Xiamen 361004, Fujian Province, China
Wei-Guo Dong, Department of Gastroenterology, People’s 
Hospital of Wuhan University, Wuhan 430060, Hubei Prov-
ince, China
Correspondence to: Wei-Guo Dong, Department of Gastro-
enterology, People’s Hospital of Wuhan University, Wuhan 
430060, Hubei Province, China. dongwg@public.wh.hb.cn
Received: 2007-11-09    Revised: 2008-01-15 

Abstract
Inflammatory bowel disease is a chronic 
inflammatory disease of the gastrointestinal 
tract. Its main clinical manifestations are 
abdominal pain and diarrhea. Its etiology 
i s compl ica ted . Immune sys tem i s very 
important. Following factors, such as intestinal 
environment, immune cells, human leukocyte 
antigens, antibodies, anti- laminaribioside 
antibody, anti-chitobioside antibody IgA, 
cytokines, cell adhesion molecules, NO and 
NF-κB, play a key factor in the pathogenesis 
of inflammatory bowel disease. Inflammatory 
bowel disease is related to all these factors. This 
paper reviews the possible role of these immune 
factors in the pathogenesis of inflammatory 
bowel disease. 

Key Words: Immune factors; Inflammatory bowel dis-
ease

Shi HX, Ren JL, Dong WG. Advances in studies on 
relation between inflammatory bowel disease and 
immunity. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 
399-405

摘要
炎症性肠病是一组病因未明的慢性肠道炎症
性疾病, 其临床症状以腹痛和腹泻为主, 病因
和发病机制错综复杂, 包括多种因素, 其中与
机体免疫系统关系密切, 目前研究发现免疫异
常是炎症性肠病发病的重要因素, 包括肠道
内环境、免疫细胞、人类白细胞抗原、自身
抗体、抗Laminaribioside糖抗体(ALCA)和抗
Chitobioside IgA糖抗体(ACCA)、细胞因子、
黏附分子、一氧化氮和核因子NF-κB等, 他
们在炎症的起始和持续发展中起重要的作用, 
本文就免疫因素在炎症性肠病中的作用作一 
综述.  

关键词: 免疫因素; 炎症性肠病
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展.  世界华人消化杂志  2008; 16(4): 399-405

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/399.asp

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), 其病因和发病机制仍不

清楚. 目前认为IBD发生与多因素有关, 即在遗

传物质基础上, 由于抗原刺激和体内免疫系统

的激活, 各种环境因素相互作用而引起的慢性

肠道炎症[1-5]. 本文就IBD与免疫学关系的研究进

展作一综述. 

1  IBD与肠道内环境

目前研究表明, 肠内细菌的存在是IBD发病的必

要条件, 同一种小鼠在普通环境和无特定病原

体环境中可以建立结肠炎模型, 而在无菌环境

中无法形成炎症模型, 黏膜炎症经抗生素治疗

后改善, 表明肠道内定居的微生物与本病的启

动有关[6-8]. Van et al [9]证实微生物的代谢产物丁

酸盐、异戊酸盐和铵能影响肠上皮细胞代谢的

完整性, 从而诱发黏膜免疫反应. 胃肠道内有大

量的抗原物质存在, 如致病菌、正常菌群、细

菌毒素及病毒等, 肠免疫系统具有两个方面的
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功能, 既要保护肠黏膜, 抵御致病因子的入侵, 
又要吸取营养物质, 耐受正常的肠道菌群, 所有

这些肠内容物均可能是潜在的免疫原, 上皮细

胞黏膜屏障的破坏为大量摄取肠抗原创造条件, 
无节制的免疫反应及免疫调节失衡是IBD的免

疫学特性[10]. 

2  IBD与免疫细胞

引起炎症反应的T细胞与调节性T细胞平衡是机

体调节免疫反应的主要模式, 其紊乱可诱发IBD
等免疫性疾病. 肠道共生的微生物抗原刺激肠

黏膜T细胞, CD4+ T细胞在IL-12的作用下分化

为Th1细胞, 分泌干扰素-γ(IFN-γ)介导肠黏膜炎

症, IFN-γ活化单核巨噬细胞, 使之释放前炎性

细胞因子肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-6和IL-1
参与炎症过程, 形成IFN-γ、TNF-α升高的Th1型
黏膜炎症, 表现与CD相似[11-14]. CD4+ T细胞分泌

IL-4、IL-5和IL-13, 形成Th2型黏膜炎症, 表现与

UC相似, 因此推测UC可能是Th2细胞介导的疾

病, 目前支持该观点的证据有: (1)UC患者比CD
患者体内存在更多自身抗体, Th2细胞有助于B
细胞活化产生抗体; (2)UC中增加的自身抗体主

要为Th2相关的抗体类型; (3)EB病毒诱导的产

物现在被鉴定为Th2型细胞因子, 这种细胞因子

增加见于UC[15-17]. 
调节性T细胞被认为是一类能产生免疫抑制

作用的相对独立的T细胞亚群. 调节性T细胞Tr1
可分泌高水平的IL-10, 肠道内环境的稳定需要

Tr1, 当肠道病原体被清除后, Tr1可通过IL-10下
调炎症反应[18]. 在研究口服诱导耐受过程中发现

的Th3细胞可通过分泌转化生长因子-β(TGF-β)
在黏膜免疫中承担调节作用, TGF-β具有广泛的

抗炎症作用, 能抑制Th1和Th2细胞的活化, 是自

身免疫调节的重要因素. CD4+ CD25+ T调节细

胞是目前研究的热点, 在正常个体体内, 生理性

CD4+ CD25+ T细胞约占CD4+ T细胞的5%-10%, 
其数量及活性足以抑制自身免疫性疾病的发生. 
CD4+ CD25+ T细胞的免疫抑制作用主要是抑制

自身反应性T细胞, 以维持自身免疫平衡, 研究

表明CD4+ CD25+ T调节细胞功能失调与IBD发

病有关[19-21]. 

3  IBD与人类白细胞抗原(human leucocy te  

antigens, HLA)

I B D的发病具有遗传倾向, 研究表明U C的发

病与HLA-DR2呈正相关, CD患者HLA-DR1和
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HLA-DQW5明显升高. 国外研究表明, CD患者的

HLA-DR1出现率增加, UC患者的HLA-DR2出现

率增加, 而HLA-DR4与HLA-DRW6出现率均减少. 
无论细胞免疫还是体液免疫, HLA在免疫反应

中起了关键作用[22-26].

4  IBD与自身抗体

抗中性粒细胞胞质抗体(antineutrophil cytoplas-
mic antibodies, ANCA)是一类作用于中性粒细

胞胞质成分的自身抗体, 最先发现于肾小球肾

炎和系统性脉管炎等患者的血清中. ANCA可通

过毛细血管中的中性粒细胞、单核细胞或肠上

皮细胞引起溶菌酶释放, 导致大面积血管或肠

组织损害; ANCA亦可引发T细胞介导的细胞免

疫协同作用造成组织损伤[27-29]. 近几年ANCA与

IBD的关系是研究热点之一, Preda et al [30]测定

UC患者和CD患者血清, 发现36.4%的UC患者血

清ANCA阳性, 而仅15% CD患者阳性, 且均限于

结肠受累的情况. ANCA可分为胞质型(cANCA)
和核旁型(pANCA), 后者与IBD相关. 研究发现

普遍人群中pANCA阳性率为2.9%, CD患者阳性

率为10%-20%, 而UC患者的阳性率达50%-85%, 
反映了病变过程中机体存在免疫功能紊乱. 由
于ANCA在UC患者中呈家族聚集现象, 有望成

为UC较特异的血清标记物[31-32]. 
近年来研究报道抗酿酒酵母抗体 (a n t i -

sacchromyces cerevisia antibody, ASCA), 是大多

数CD患者的血清学标志物. 进一步研究表明, 
ASCA在CD的特异性表达, 不仅是肠道受侵犯

时的一种简单副现象(epiphenomenon), 而且是

CD患者的一种家族免疫性的表达. 文献报道, 
ASCA在CD患者阳性率为48%-69%, 在UC患者

中的阳性率达6%-15%. ASCA研究的意义在于: 
(1)CD患者亲属中罹患CD易感性增高, ASCA水

平可作为有价值的CD标志物; (2)CD患者ASCA
阳性与阴性亚群, 可能在预后、治疗反应以及

明确的遗传学标志物上均不同[33-36].

5  IBD与抗Laminaribioside糖抗体(ALCA)和抗

Chitobioside IgA糖抗体(ACCA)

以色列Dotan et al [37]报道, ALCA和ACCA是两种

与CD密切相关的新的血清学标志物, 他们首次

应用多聚糖间接免疫荧光芯片技术检测了72例
CD患者、56例UC患者和41例健康对照者血清

中的抗多聚糖抗体谱, 再用ELISA技术对124例
CD患者、106例UC患者和101例健康对照者的
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■研发前沿
 IBD病因和发病
机制仍不清楚, 目
前认为 I B D发生
与多因素有关, 即
在遗传物质基础
上, 由于抗原刺激
和体内免疫系统
的激活, 各种环境
因素相互作用而
引起的慢性肠道
炎症. 但究竟哪一
种免疫因素起主
要作用, 各免疫因
素之间有哪些相
互联系及针对哪
一免疫因素治疗
更有效, 都有待于
进一步研究. 
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血清学进行筛查, 发现ALCA和ACCA是鉴别CD
和UC最有诊断价值的两种新抗体, 其在CD患者

的阳性率显著高于UC患者, 且在44% ASCA阴

性的CD患者中, ALCA或ACCA检测呈阳性. 如
IBD患者对ALCA和ACCA中至少一种呈阳性结

果, 其诊断CD敏感性为77.4%, 特异性为90.6%, 
在CD患者中, 高水平的ALCA与小肠病变密切

相关. 

6  IBD与细胞因子

细胞因子(cytokines, CK)是由多种细胞产生的

多肽或低分子糖蛋白. IBD活动期患者肠黏膜固

有层与肠系膜淋巴结中淋巴细胞产生的IL-1、
IL-6和TNF-α水平增加, 增加程度与病变的活动

性有关. 这些炎性前细胞因子可能通过下列机

制介导肠道炎症反应: (1)对中性粒细胞和巨噬

细胞有趋化作用; (2)通过黏附分子的作用来增

加白细胞对血管壁的黏附性; (3)激活巨噬细胞; 
(4)激活T、B淋巴细胞, 具有上调免疫反应的作

用; (5)促使巨噬细胞、内皮细胞和成纤维细胞

合成前列腺素E2(PGE2)、前列腺素12(PG12)
增加; (6)使内皮细胞血小板激活因子(PAF)增
多. 由活化的T细胞产生、与IBD发病有关的CK
包括IL-1、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-10、
IL-11、IFN-γ和TNF-α等. CK既可以使大量的T
细胞, 尤其是CD4+ T细胞迅速分裂、增殖, 形成

致敏淋巴细胞, 又可以活化粒细胞, 增强NK细胞

和LAK细胞的杀伤力, 并诱导黏附分子表达及

肥大细胞脱颗粒, 以增进炎症反应[38-43]. 
Fantini et al研究认为IL-1、IL-2参与IBD发

生, T细胞活化产生的IL-2可通过激活T细胞、B
细胞和巨噬细胞产生多种CK, 从而参与IBD的

炎症过程[44]. TNF-α也是CD黏膜损伤的重要介

质. 用抗TNF抗体治疗CD患者, 可以使肠道炎症

很快消退[45]. T细胞分泌的IL-22作用于结肠上

皮下肌纤维母细胞(subepithelial myofibroblasts, 
SEMFs), 可以促进前炎性细胞因子表达[46-47]. 
Yen et al对IL-23缺失模型和IL-12缺失模型的研

究表明IL-23是慢性肠道炎症出现临床表现的必

需因子[48]. IL-23的一个重要靶细胞群是记忆性T
细胞亚群, 他们可以被IL-23特异性激活, 产生促

炎性细胞介质IL-17和IL-6, 这一途径可能与慢

性肠道炎症和其他慢性自身免疫性炎症性疾病

密切相关[49]. 
IL-25由肠道T细胞分泌, 也可由嗜酸性粒细

胞产生, 近年来研究表明, 他能促进Th2细胞活

化增殖、分泌IL-4、IL-5和IL-13, 抑制Th1细胞

分化增殖进而抑制Th1型细胞因子的产生, 说明

IL-25在调节胃肠道炎症中起重要作用[50]. Whit-
tall et al [51]研究发现在CD患者中分离出的树突

状细胞被热休克蛋白70(HSP70)刺激后分泌的

TNF-α浓度明显增高, 这与细胞外信号转导途

径有关. IFN-γ诱导的蛋白-10(interferon-gamma-
inducible protein-10, IP-10)是一个T细胞和单核

细胞的趋化因子, Inatomi et al [52]研究发现IFN-γ
能强烈诱导IP-10 mRNA表达, IP-10能介导IBD
慢性炎症. 此外, 肾素血管紧张素系统(RAS)也
与结肠的免疫系统相关, RAS可通过调节结肠内

的前炎症性和抗炎症性细胞因子而参与三硝基

苯磺酸(TNBS)诱导的结肠炎的发病过程[53].

7  IBD与细胞黏附分子

细胞黏附分子(cell adhesion molecules, CAMs)是
一类介导免疫与内皮细胞相互作用的糖蛋白分

子. 淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)与细胞间

黏附分子-1(ICAM-1)结合能使吞噬细胞移出血

管进入肠道病变组织, 在IBD初期, 内皮细胞表

达ICAM-1明显增加, 同时伴有单核巨噬细胞表

达LFA-1增加, 提示黏附分子在炎性细胞进入病

变组织过程中起重要作用[54-57]. Bachmann et al [58]

报道黏膜地址素细胞黏附分子-1(MAdCAM-1)
在U C、C D和肠易激综合征的表达是不同的, 
MAdCAM-1丰富地表达于UC、CD的炎症黏

膜, 且CD在溃疡基底部表达比UC丰富, 提示

MAdCAM-1可能与CD透壁性炎症相关. Rijcken  
et al [59]研究应用UC、CD及对照的肠标本检测多

种黏附分子在肠道的表达, 结果提示活动性UC
患者黏膜中静脉及血管周围的单核细胞上血小

板内皮细胞黏附分子-1(PECAM-1)表达明显增

强, PECAM-1在炎症时淋巴细胞跨越移行中起

重要作用, 与IBD炎症细胞的渗出机制有关. 
选择素及他们的配体、 I C A M - 1 、

VCAM-1、VLA-4和整合素β等CAMs在UC和

CD患者肠病变中有重要作用, 用于治疗IBD的

经典药物糖皮质激素和5-氨基水杨酸的作用

机制即部分与CAMs的合成与功能有关, 说明

CAMs与IBD发病有关[60-61]. 

8  IBD与NO

一氧化氮(NO)是一种多效性的自由基信号分子, 
他可促进和抑制氧自由基介导的组织损伤. 大
量资料证实, NO参与了UC发生过程中的炎症

■相关报道
以 色 列 D o t a n  
et al报道, ALCA
和ACCA是两种
新的与CD密切相
关的血清学标志
物 ,  他们首次应
用多聚糖间接免
疫荧光芯片技术
检测了CD患者和
U C患者血清中
的抗多聚糖抗体
谱, 发现ALCA和
ACCA是鉴别CD
和UC最有诊断价
值的两种新抗体, 
其诊断CD敏感性
为77.4%, 特异性
为90.6%. 此项研
究表明该抗体检
查有望成为最有
诊断价值的血清
学诊断指标. 
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和组织损伤. 检测UC活动期患者结肠黏膜的还

原型辅酶Ⅱ(NADPH)发现: 黏膜隐窝中NADPH
依赖性酶(NADPH-diaphourase, Nd)染色增多, 
表明在UC中有一氧化氮合酶(NOS)诱导存在. 
NOS分为原生酶(cNOS)和诱生酶(iNOS)两种, 
在UC结肠黏膜层主要以iNOS为主. NO在UC炎
症过程中充当了双重角色, 既有保护作用, 又有

杀伤毒性和促炎作用. 在炎症初期, 可抑制激活

的巨噬细胞和T细胞的功能, 并能抑制血小板聚

集, 防止血栓形成, 同时抑制髓过氧化物酶的活

性, 保护上皮屏障及促进上皮修复. 随着炎症的

发展, 大剂量NO由iNOS催化产生, 从而一方面

可通过伴随产生的自由基损伤组织, 另一方面

启动机体免疫防御系统, 如巨噬细胞、中性粒

细胞, 抑制靶细胞内DNA复制, 降低靶细胞内

cAMP/cGMP比例, 激活NK、LAK细胞, 直接增

强其细胞毒性, 若作用过强, 即可造成正常组织

的损伤. 在体外实验或体内急性炎症研究中表

明NO有较强的抗黏附作用, NO在IBD的抗黏附

作用, 参与调节体内内皮细胞黏附分子(ECAM)
表达的分子机制, 抑制所谓的趋集瀑布机制中

各步骤的反应剂, 有望成为新药来控制和逆转

IBD的炎症反应[62-68]. 

9  IBD与核因子NF-κB

血液循环和肠道细胞因子表达异常是IBD发病

的重要机制, 核因子NF-κB是一种调节各种细

胞因子、趋化因子、黏附分子的转录因子, 在
IBD复杂的细胞因子网络失调中, NF-κB活化是

一个中心环节. IBD中NF-κB活性增高的同时伴

有IL-1、IL-6、TNF-α等升高, IL-1和TNF-α可
促进NF-κB进一步活化, 后者通过正反馈使IL-1
和TNF-α分泌进一步增加, 同时使其他细胞因子

IL-6、IL-8等表达增加, 产生级联反应, 使炎症

过程得以持续和放大. 研究表明, 在IBD患者肠

浆膜组织纤维母细胞中 NF-κB和ICAM-1表达

明显增强[69-70]. Guidi et al [71]研究发现活动期IBD
患者的黏膜固有层单核细胞中可检测到增加的

NF-κB, 说明NF-κB在IBD中调节炎症性细胞因

子的分泌. 
总之, IBD病因和发病机制复杂, 涉及免疫

学、遗传学以及环境因素等多方面问题, 免疫

因素在IBD发病过程中起重要作用, 但究竟哪一

种免疫因素起主要作用, 各免疫因素之间有哪

些相互联系及针对哪一免疫因素治疗更有效, 
都有待于进一步研究.
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Abstract
Heparanase plays a key role in promoting tumor 
angiogenesis, vasiveness and metastasis. This 
predominant enzyme is primarily responsible 
for c leaving heparin sulphate , the main 
polysaccharide constituent of extracellular 
matrix and basement membrane, thus having 
become a novel target of tumor therapy. It 
can prevent tumor growth and metastasis 
by inhibiting its expression and reducing its 
activity. This paper reviews the biological 
characteristics of heparanase as a target of tumor 
therapy, its significance in cancer progression 
and certain tumor therapies as well as its 
prospect in clinical applications.  

Key Words: Heparanase; Tumor metastasis; Inhibi-
tor; Antibody; Vaccine

Tian SG, Gao HW, Chang HY, Li SB, Wang XL, Zhang YP, 
Gong F. Heparanase: a novel target of tumor metastasis 
therapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 406-412

摘要
肝素酶是肿瘤发生、浸润和转移过程中的关

键酶, 主要通过降解硫酸肝素, 破坏细胞外基
质和基底膜完整性而发挥作用. 肝素酶与肿瘤
发生和转移的密切相关性, 使得肝素酶成为肿
瘤治疗的新靶标. 本文主要阐述肝素酶的生物
学特性、促肿瘤转移的作用机制和在肿瘤发
生发展中的重要作用, 并且对目前以肝素酶为
靶标的肿瘤治疗方法和临床前景进行综述. 

关键词: 肝素酶; 肿瘤转移; 抑制剂; 抗体; 疫苗
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0  引言

肿瘤已经成为人类生存和健康的重要威胁, 全
世界每年有600多万人死于各种肿瘤, 而且死亡

人数呈递增趋势. 癌症的预防和治疗已经成为

全世界生命科学研究共同瞩目的课题. 肿瘤治

疗药物一直是药物研究领域的热点. 传统的细

胞毒类抗癌药物特异性差、毒副作用高, 在捕

杀肿瘤细胞的同时对患者正常细胞造成严重

损伤, 影响组织或器官功能恢复. 新型肿瘤药物

的研究突破传统的抑制核酸合成、有丝分裂的

理念, 向针对肿瘤发展过程中某一重要分子设

计药物的方向发展具有良好选择性、高特异

性、无(或低)毒副作用的新型抗肿瘤药物将成

为研究和开发的新目标. 近20年来, 肿瘤分子生

物学、肿瘤细胞生物学、肿瘤免疫学等学科取

得长足的发展, 肿瘤的发生机制日渐明朗, 越
来越多的肿瘤相关蛋白被发现, 为肿瘤的治疗

提供了新靶点. 肝素酶(heparanase, HPA)是一

种β-葡萄糖醛酸酯酶, 为迄今发现唯一作用于

细胞外基质多聚糖的内切酶[1]. 能够特异性识

别硫酸肝素(heparan sulfate, HS)结构, 并能将

其降解为10-20糖单位的寡糖链[2-3]. 其基因定位

于4q21.3, 全长约为40 kb, 编码一个由543个氨

基酸残基组成、相对分子质量为61 192 kDa的
蛋白前体. HPA前体经蛋白酶切除N端157个氨

基酸残基, 形成由386个氨基酸组成、相对分

子质量约为50×103 kDa的成熟高活性蛋白. 在

®

■背景资料
硫酸肝素是细胞
外基质和基底膜
的重要组成部分. 
肝素酶是一种β -
葡萄糖醛酸酯酶, 
能够识别硫酸肝
素链上的特异位
点, 并将其降解为
较短的寡糖链, 从
而破坏细胞外基
质和基底膜 ,  促
使肿瘤细胞越过
“天然屏障”浸
润周围组织或转
移到机体其他部
位. 同时肝素酶还
通过释放各种细
胞因子、促进新
生血管的生成、
启动信号转导通
路等途径在肿瘤
生成、发展和转
移过程中发挥积
极作用.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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肿瘤发生时HPA特异性高表达, 通过降解细胞

外基质(extracelluar matrix, ECM)及血管基底膜

(basement membrane, BM)上乙酰肝素蛋白多糖

(heparan sulfate protoglycan, HSPG)的HS侧链, 
破坏细胞间质的屏障功能, 同时释放结合于HS
的各种生长因子, 促进肿瘤组织新生小血管生

成, 对肿瘤细胞的侵袭、转移和定居发挥关键

作用[4-9]. 

1  肝素酶与肿瘤发生、发展的相关性

HPA主要表达于细胞内, 分布于高尔基体和溶酶

体, 细胞间质和细胞膜上也有少量存在[10]. HPA
的表达和分泌受严格控制, 以避免过量降解ECM
和BM上的HSPG, 造成细胞迁徙和组织损伤, 引
起机体病变[11-12]. HPA在胚胎的形成、机体的

发育、免疫应答、炎症反应、血管生成、创伤

愈合、组织修复和肿瘤转移等方面发挥重要作 
用 [13-17]. 生理条件下, 胚胎、脾脏、淋巴、胸

腺、骨髓等组织以及白细胞、血小板中HPA含

量较高, 其他组织中含量则很低. 机体处于病理

状态时HPA被激活而过量表达, 活化后发挥高

效的酶活力[18-19]. 例如炎症发生时, HPA通过降

解HSPG使血管通透性增高, 帮助炎性因子(如
IL-2)和白细胞突破分子屏障到达炎症部位. 同
时HPA能够促进HS上的细胞因子释放, 如血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factors, 
VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、血

小板源性生长因子(PDGF)等, 他们通常以非活

性形式结合于HS, 释放到组织后, 有利于新生血

管形成和组织修复[20-21]. 特别是HPA与肿瘤的发

生、发展以及转移的密切相关性, 引起了生命科

学领域的广泛关注[22-24]. 
大量的研究结果证明, 恶性肿瘤及转移性

肿瘤组织中HPA明显高于良性肿瘤和正常组织, 
即HPA与肿瘤转移密切相关[25-33]. 目前的研究

提示HPA促进肿瘤转移机制主要包括以下几个

方面: (1)破坏ECM和BM屏障. 肿瘤细胞的浸润

和转移需要首先突破细胞外间质形成的包裹和

穿透毛细血管内皮细胞. 基质金属蛋白(matrix 
metalloproteinases, MMP)、胶原酶Ⅳ(collagenase 
Ⅳ)、血纤溶酶原激活物(plasminogen activator)、
组织蛋白酶B(cathepsin B)和HPA等参与了ECM
和BM中蛋白和蛋白多糖的降解, 其中HPA通过

作用于HS链的特异性位点, 破坏ECM和BM结

构完整性, 使肿瘤细胞得以突破屏障, 侵袭邻近

器官和组织, 或通过血管转移到机体的其他部

位. (2)促进新血管生成. HPA不仅仅通过降解

ECM和BM屏障而发挥促肿瘤转移的作用, 而
且能以间接方式诱导新血管的生成. bFGF和其

他细胞生长因子通常以无活性的方式固定或局

限于HS链上, 在HPA降解HSPG过程中得到释

放和活化, 共同诱导肿瘤血管生成, 为肿瘤的生

长、浸润和转移提供营养和通道[34-35]. COX-2 
(cyclooxygenase-2)能够促进微血管的生成, 而
HPA与COX-2的表达有密切的联系, 他对COX-2
的表达具有正调控作用[36]. (3)通过促进释放尿激

酶型纤溶酶原激活物(urokinase type-plasminogen 
activator, uPA)和组织型纤溶酶原激活物(tissue 
type-plasminogen activator, tPA), 激活纤溶酶原, 
活化MMP, 酶解ECM和BM中的结构蛋白[37], 降
低屏障功能. (4)通过破坏ECM和BM屏障, 释放

多种细胞因子, 诱导T细胞介导的迟发性超敏反

应, 促进以渗出、黏附和趋化作用为主的炎症反

应, 从而加剧ECM和BM的损伤, 引起肿瘤细胞

与ECM和BM的黏附, 提高肿瘤细胞的渗透和迁

徙能力. (5)随着研究的深入, 有人提出HPA促进

肿瘤的转移和生长的作用不仅仅依赖他的HPA
活性(降解HS), 而且与他启动了信号转导通路

密切相关. Goldshmidt et al [38]认为细胞表面或分

泌型的HPA具有介导细胞与细胞间质的黏附作

用. Zetser et al [39]实验证明HPA超表达时, VEGF 
mRNA水平明显增加, 并伴有细胞外信号调节激

酶(extracellular signal-regulated kinase, ERK)的磷

酸化水平增加, 说明VEGF等细胞因子增加不仅

仅由于HPA降解HS导致细胞因子的释放, 而是启

动了信号通路[40].

2  肝素酶与肿瘤的治疗

随着基因组学、蛋白组学、细胞生物学、药理

学研究的飞速发展以及在肿瘤学上的深入研究, 
细胞周期的调控、细胞凋亡的诱导、血管生成

以及细胞与胞外基质的相互作用过程得到了进

一步认识, 肿瘤形成的分子机制、肿瘤细胞的

信号转导过程也被逐步阐明, 一些与肿瘤细胞

分化增殖以及转移相关的关键酶逐步被发现. 
以这些关键酶作为药物筛选新靶点, 研究和开

发靶向抗肿瘤药物将是肿瘤预防和治疗有力武

器. 通过不断深入的研究, HPA的生物学特性及

作用机制逐步得到揭示, 他与肿瘤转移的高度

相关性也不断得到证明. 这一特定靶点受到越

来越多研究者的关注, 以HPA为靶点而进行的抗

肿瘤药物的研发将可能在肿瘤治疗上获得突破

■研发前沿
肝素酶是肿瘤转
移过程中的关键
酶, 他与肿瘤转移
的高度相关性逐
渐得到认识和重
视, 以其为靶标的
抗肿瘤药物的研
发将可能在肿瘤
治疗上获得突破
性进展, 具有十分
光明的前景 .  目
前, 有几种药物已
经被批准进入临
床试验 .  特别是
PI-88(肝素酶抑制
剂) ,  已经顺利进
入Ⅲ期临床试验. 
更多的相关抗肿
瘤药物将会陆续
开发出来.
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性进展, 具有十分光明的前景[41-42]. 
对于HPA抑制剂的研究已有20年, 早期的

研究已经部分揭示了HPA抑制剂具有抗炎和抗

肿瘤的作用, 但是HPA用于肿瘤治疗的概念始

于1991年. 当时Nakajima et al [43]报道了苏拉明

(surnamin), 一种杀寄生虫药物, 具有抗肿瘤转移

的作用, 进一步的研究证实他是通过抑制HPA活

性发挥作用的. 此后一些硫酸化多糖或寡糖作

为HPA抑制剂的研究受到关注, 但是由于当时

HPA生物特性及其促肿瘤转移的机制尚不清晰, 
以HPA作为肿瘤治疗靶标的研究进展缓慢. 1999
年HPA基因克隆的研究结果报道后[44], 有关HPA
生物特性以及在促肿瘤转移机制上的研究获得

突破, 许多科学家从抑制HPA过量表达和降低

其酶活性以及机体免疫清除为出发点展开了一

系列的研究, 并且取得了很好的成绩[45]. 目前以

HPA为靶标的肿瘤治疗方案主要有三种: HPA抑

制剂、HPA抗体、HPA疫苗, 其中有许多药物和

方案已获得专利, 另外有几种药物已经被批准

进入临床试验. 
2.1 肝素酶抑制剂的研究 HPA的异常高表达是

造成肿瘤转移的关键因素, 有效抑制HPA的表达

及降低其活性可以保护ECM和BM免遭破坏, 抑
制新生血管生成, 防止肿瘤细胞突破屏障迁徙

到正常组织和器官[46]. 实验发现硫酸海带多糖

(laminarin sulfate)能够显著的降低(>90%)B16恶
性黑素素瘤、Lewis肺癌、乳腺癌细胞在肺内

转移范围, 说明抑制HPA活性能够有效阻止肿瘤

的侵袭和转移[47-49]. 同时实验还发现, 通过抑制

HPA活性可以治疗或减缓炎症反应和一些自身

免疫疾病, 如实验性自身免疫脑脊髓炎(experi-
mental autoimmune encephalomyelitis, EAE)、佐

剂性关节炎(adjuvant arthritis)和移植排斥反应

(graft rejection). 最近人们还发现可以通过抑制

HPA的活性能够治疗心血管疾病和动脉粥样硬

化等, 所以HPA抑制剂的开发具有更加重要的临

床意义. 
HPA抑制剂的研究现已获得突破性进展, 在

1999年后的几年内就有多项专利和大量论文发

表. 这些抑制剂按照化合物结构可分为以下几

类: (1)模拟硫酸肝素的多阴离子化合物; (2)硫
酸化单糖、多糖或寡糖; (3)卡巴唑衍生物; (4)
二苯基醚衍生物; (5)吲哚类衍生物; (6)多肽类

化合物; (7)制唾酸酶B的衍生物等[50]. 其中模拟

硫酸肝素的多阴离子化合物活性最为明显, 他

能够竞争性的与HPA结合, 从而降低HPA对底物

HS的酶解, 发挥抗肿瘤转移的作用[51-55]. PI-88, 
一种五糖成分的硫酸化低聚甘露醇糖磷酸酯

(phosphomannopenlaose sulfate), 具有良好的抑

制血管生成和抑制HPA活性的作用, 是目前最受

关注的肿瘤抑制药物之一. 动物试验发现他对

高侵润性鼠乳腺癌1376MAT细胞抑制率达50%, 
同时发现肿瘤周围的血管生成减少了30%. 采用

PI-88抑制了HPA活性后, 白血病动物模型中恶

性程度高的细胞明显减少. 通过第Ⅰ期、第Ⅱ

期临床实验, PI-88对转移性肿瘤良好的抑制作

用也得到了证实[56]. 最近, 一种新型的来源于海

洋的硫酸化低聚糖JG3被报道[57], 他在体内外都

能够抑制肿瘤的发生和转移. JG3通过与HPA分

子的KKDC和QPLK肽段结合形成JG3-HPA复合

物, 竞争性地抑制其与小分子质量的肝素结合, 
从而抑制HPA的活性. 同时, JG3抑制细胞外基质

HS所锚定的bFGF释放. 而且, JG3作为一个拟HS
物和竞争性抑制剂, 能阻止bFGF与其受体的结

合. 但是这类化合物抑制剂存在着不同的缺陷: 
抗凝血、毒性以及影响组织修复等, 例如PI-88
可引起免疫介导的剂量限制性的血小板减少症, 
这些副作用很大程度上阻碍了抑制剂的开发, 
所以人们需要找到一些更加有效、无(或低)毒
副作用的HPA抑制剂用于肿瘤的治疗. 

随着基因技术高速发展, 人们将基因技术

也应用于抑制HPA的表达, 特别是通过反义核

酸技术和RNA干扰技术实现了对HPA表达的抑 
制[58-60]. 2001年Uno et al [61]成功构建了HPA反义

腺病毒载体(adenoviral-delivered antisense hepa-
ranase, AD-AS/hep), 经AD-AS/hep转染的食道

癌细胞和A549肺癌细胞HPA表达明显受到抑制, 
而且被AD-AS/hep转染A549肺癌细胞BALB/c
小鼠体内肿瘤数量和体积显著降低. Edovitsky  
et al [62]曾尝试使用siRNA技术降低HPA的表达, 
结果显示实验模型中肿瘤细胞的转移活性明显

的削弱, 研究的肿瘤细胞包括: 黑色素瘤、乳腺

癌、淋巴瘤、神经胶质瘤细胞. 他们的实验不

仅进一步证实了HPA在肿瘤转移中所起到的关

键作用, 而且为抗肿瘤治疗提供了一个全新的

方案. 
2.2 肝素酶抗体的研究 随着人源化技术的日益

成熟, 治疗性抗体的应用越来越广泛, 目前全世

界在临床试验中的治疗性抗体产品有100多个, 
占所有基因工程蛋白质药物的70%以上, 治疗肿

■相关报道
自从V l o d a v s k y  
et  al成功克隆人
的 肝 素 酶 基 因
后 ,  有关肝素酶
的研究取得了重
大突破 ,  其促进
肿瘤转移的机制
逐步被揭示 ,  而
且他与肿瘤之间
的 密 切 联 系 也
不断得到证实 . 
1991年Nakajima 
et  al报道苏拉明
(surnamin)能够抑
制肝素酶活性, 发
挥抗肿瘤转移的
作用, 从此以肝素
酶为靶标的抗肿
瘤药物的开发受
到了广泛关注.
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瘤的抗体药物也不断的被开发出来. 抗体作为

肿瘤治疗性药物具有十分突出的优点: 他能与

相关抗原特异性结合、对肿瘤细胞选择性的杀

伤作用、在机体内靶向分布、对肿瘤治疗中作

用显著等, 与小分子药物、毒素或放射性有效

载荷有关的结合性抗体相比在理论上显示出了

强大的潜力, 部分治疗性抗体药物在临床使用

中也已取得十分优越的疗效. 同时人们广泛关

注的还有其较低甚至几乎可以忽略的毒副作用. 
所以治疗性抗体药物有望成为传统肿瘤治疗手

段的替代方法. 近年来由于抗体药物的兴起, 特
别是一些治疗肿瘤的抗体药物的相继上市, 抗
体治疗已经成为继外科手术、放疗、化疗、激

素治疗之后的恶性肿瘤临床治疗的常规手段

之一. 
肿瘤组织中细胞表面HPA表达量增高, 使得

针对HPA的抗体药物更具特异性. 针对HPA分子

靶标的抗体, 主要通过三种途径发挥作用: 一是

抗原与抗体特异性结合, 使HPA分子结构发生改

变而失去酶活性; 二是使效应细胞将其吞噬破

坏; 三是使抗原表面弱化被补体破坏, 从而减弱

HPA在肿瘤侵袭和转移中发挥的作用, 达到治疗

肿瘤的目的[63]. 基于以上原理一些研究单位和公

司已经研究和开发出治疗性的HPA mAb, 他们

能够与HPA活性中心的部分氨基酸序列结合的

抗体, 引起HPA活性丧失. Myler et al [64]获得了治

疗性HPA抗体, 他与HPA有很强的结合力, 可以

抑制HPA活性, 降低细胞的活动性, 阻碍肿瘤细

胞的迁徙和转移. 
2.3 肝素酶疫苗的研究 治疗性疫苗已经出现200
多年. 利用致病因子增强机体的特异免疫应答, 
尤其是细胞免疫应答, 是治疗性疫苗的发展方

向, 其目标是使特异性抗原具有免疫原性及免

疫反应性, 产生保护性细胞免疫应答. 
针对HPA的疫苗已经出现, 主要分为两类: 

一类是多肽型疫苗, 另一类为核酸型疫苗. 他们

分别由HPA来源的多肽和核酸构成, 能够作为肿

瘤患者的疫苗发挥作用, 从而达到抑制其促肿

瘤生长和转移的目的. Schirmacher et al [65]获得了

人HPA来源的九肽, 既可以作为治疗性疫苗, 也
可以促进机体产生特异性免疫细胞发挥细胞免

疫作用, 还能够提高机体对肿瘤转移关键酶HPA
的免疫反应. 也有些学者开始了核酸型HPA疫苗

的研究. Cai et al [66-67]试验证实通过HPA基因刺

激细胞毒性T细胞(CTL)能够有效的诱导机体的

免疫应答, 而对自身同源的淋巴细胞没有杀伤

作用, 所以HPA将可以作为肿瘤基因治疗的新靶

标. 随着研究的不断深入, HPA治疗性疫苗将会

逐步进入临床应用, 在肿瘤治疗中发挥越来越

重要的作用.

3  结论

HPA的研究经历了一个较长的时期, 他在肿瘤转

移中的关键作用得到研究者的广泛认可, 特别

是1999年HPA基因克隆的研究结果报道后[44,68], 
有关HPA的研究发展迅速, 对其促肿瘤转移的机

制的认识也不断深入, 并为肿瘤的临床治疗提

供了新方向. 但是目前还存在一些尚待解决的

问题: (1)HPA促肿瘤转移的机制尚有许多未知

因素, 特别是HPA在调控信号通路方面的作用和

途径存在分歧. (2)HPA能否像常规肿瘤标志物

一样作为肿瘤检测、恶性程度分析、疗效的监

测等的指标有待探讨. 而且目前HPA的检测操作

繁琐、成本昂贵, 应用于临床需要在方法上进

行探索和改进[69]. (3)HPA在除肿瘤之外的组织

和细胞中也有表达, 如胎盘、白细胞等, HPA在

机体内发挥复杂而又重要的作用[70], 是否还有

尚未触及的领域需要进一步考证. 相信, 随着对

HPA研究的不断深入, 上述问题将会凸现答案, 
以H PA为靶标的肿瘤治疗也将随之获得重要

突破. 
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■名词解释
硫酸乙酰肝素蛋
白多糖 (HSPG) : 
是一种蛋白聚糖
类碳水化合物, 是
脊椎动物和无脊
椎动物组织细胞
外基质(ECM)和
基底膜(BM)的主
要成分之一, 能与
细胞表面及ECM
中的活性分子结
合, 黏附于细胞表
面 ,  是ECM聚集
和稳定的基础, 在
组织构成、血管
形成和细胞黏附
等诸多方面发挥
重要的生理作用.
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Abstract
AIM: To confirm the primary structure of heavy 
chain variable regions (VH) of antibody against 
human gastric cancer based on the sequence 
analysis method and to model i ts three-
dimensional structure using homology modeling 
method.

METHODS: The VH gene selected from the phage 
display library of antibodies against human 
gastric cancer was sequenced and analyzed. Its 
three-dimensional structure was modeled with 
computer homology modeling techniques and 
optimized using molecular mechanism method.

RESULTS: The sequence of VH was in agree-
ment with the characteristics of the mouse an-
tibody variable region. The FR and CDR were 

determined by Kabat analysis. The spatial struc-
ture of the VH was constructed and optimized 
with molecular mechanism method to obtain the 
stable 3-D structure.

CONCLUSION: The primary and three-dimen-
sional structures of VH are reasonable and reli-
able and lay the theoretical foundation for fur-
ther biological experiments.

Key Words: Gastric cancer; Computer homology 
modeling techniques; Variable region

Yang LJ, Hou YC, Yao LB, Su CZ. Analysis of primary 
structure and modeling of spatial structure of heavy chain 
variable region of antibody against human gastric cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 413-416

摘要
目的: 通过序列分析确定抗胃癌抗体重链可
变区(VH)的一级结构, 并借助同源模建方法模
拟其三级结构. 

方法: 从抗人胃癌噬菌体抗体库中筛选出VH

基因, 并进行序列测定、翻译和分析. 利用计
算机辅助蛋白质空间模拟技术, 采用同源模
建、力学优化合理模建VH的三维空间结构. 

结果: 序列比对分析表明获得的VH序列符合
鼠抗体可变区特征, 通过Kaba t分析确定了
FR、CDR; 合理搭建了抗体重链可变区的空
间构象, 并通过分子力学优化获得了稳定的三
维结构.

结论: 所测得的VH一级结构和构建的三维空
间结构均有较高的可靠性, 为进一步的生物学
实验奠定了基础.

关键词: 胃癌; 计算机辅助分子模拟; 抗体可变区
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■背景资料
在肿瘤的诊断治
疗中, 抗体占有很
重要的作用. 本研
究利用噬菌体抗
体库技术, 绕过杂
交瘤技术, 获得了
鼠抗人胃癌重链
可变区片段, 为今
后胃癌的显像和
导向治疗奠定了
一定的基础.

■同行评议者
李奇林, 教授, 南
方医科大学珠江
医院消化内科



更多的实践表明, 抗体可能成为较理想的肿瘤

诊断和治疗的新型药物[1]. 本研究利用噬菌体抗

体库技术, 绕过杂交瘤技术, 获得了鼠抗人胃癌

重链可变区片段, 为今后胃癌的显像和导向治

疗奠定了一定的基础. 然而, 由于其为鼠源性, 
在应用过程中会引发HAMA反应而限制了其应

用. 必须先进行人源化改造, 才能更好地应用于

临床. 而进行人源化设计必须了解其三维结构. 
因此本研究利用同源蛋白结构模建及分子力学

优化技术, 采用Biosym公司开发的计算机辅助

分子设计系统搭建了VH的三维结构. 

1  材料和方法

1.1 材料 细菌菌株E.coli  TG1, 克隆及表达载体

pCANTAB5E, 扩增VH可变区基因引物RS Primer 
Mix, S3和S6引物均为Pharmacia公司产品. 其他

有关分子生物学试剂系华美公司和Promega公司

产品. InsightⅡ(2005)软件包为MSI公司产品.
1.2 方法 抗人胃癌单链抗体基因文库及噬菌体

表面呈现文库的构建和筛选见文献[2].
1.2.1 VH基因序列的测定及分析: 从4℃贮存的阳

性克隆菌种取100 μL接种于25 mL含氨苄青霉

素(100 mg/L)的SOC培养液中, 30℃振荡培养过

夜, 碱裂解法大量制备噬菌粒DNA, 经FPLC Hi 
Trap Q柱纯化, 经Eco RⅠ、Hin dⅢ双酶切鉴定

后, 作为测序模板, 用S3 和S6引物从基因两端测

序. 将所测得的DNA序列通过www.expasy.ch进
行氨基酸序列的翻译, 并通过www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST对其序列进行相似性比较.
1.2.2 VH三维结构模建及结构优化: 通过www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLASTP, 利用BLASTp[3]软

件搜索蛋白质晶体结构数据库(PDB), 获得V H

的同源蛋白, 利用Ins igh tⅡ(2000)软件, 选择

HOMOLOGY[4]程序包, 经过同源蛋白结构叠加

以确定结构保守区(structural conserved region, 
SCR)和Loop区, 以该同源蛋白为模板对V H的

主链、侧链进行结构模建. 模建获得的VH初始

结构利用DISCOVERY-3[5]程序包, 应用CVFF/
Gromos96力场通过最陡下降、共轭梯度、牛顿

力学对初始模型进行分子力学优化及常温分子

动力学动态模拟, 获得VH的三维结构的能量最低

构象. 所有工作均在SGI Indigo 2工作站上完成.

2  结果

2.1 抗人胃癌VH基因序列的测定及同源性分析 
用S3和S6引物从基因两端测序, 测出相应的核
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苷酸序列并进行同源性分析(图1). 将VH基因序

列输入计算机与Internet网中的所有基因数据库

中的已知基因进行同源性比较, 其同源序列均

为鼠Ig重链可变区基因, 与之同源性最高的为

MM2F2A(Score 1464).
2.2 抗人胃癌VH氨基酸序列的推导分析 VH基因

长度为354 bp, 系一开放读框, 利用www.expasy.
ch对其进行序列分析, 对应的翻译模式见图2. 根
据推导的氨基酸序列进行Kabat分类分析, 确定

4个FR区和3个CDR区(图2). 通过确定的FR、

CDR区以及抗体结构所必须的两个恒定半胱氨

酸残基, 表明其结构符合鼠Ig重链可变区的氨基

酸序列特征.
2.3 抗人胃癌VH三维结构的同源模建 以VH序列

为探针, 用BLASTp程序在PDB库中搜索VH的

同源蛋白. 选择模板蛋白免疫球蛋白重链(PDB
号: 1E4X)和目标蛋白VH两者具有85%的序列相

似性. 将1E4X和VH进行序列比对, 考虑残基的

理化性质, 确定6个SCR区, 5个Loop区. 利用模

板蛋白1E4X重链可变区晶体结构的Cα原子坐

标确定了VH主链构象并完成了侧链安装, 组装

出完整的VH三维结构. 对模建的VH三维结构在

CVFF力场下, 经过最陡下降, 牛顿力学等方法

进行能量的分子力学优化, 获得能量最低构象. 
该稳定构象为全-β模式, N端5个反平行β片层, C
端6个反平行β片层, N端2个高度保守的半胱氨

酸残基形成1对二硫键结构(图3). 模建获得的VH

空间构象与1FVB晶体结构进行主链C原子的Cα

迭合, 迭合后的均方根位移RMS = 0.15 nm, 表明

理论模建的VH空间结构是可靠的. 应用Profile-
3D对优化后的VH三维结构进行理论评估. 结果

显示, 模建结构中无不兼容的残基, 说明结构较

合理, 而且优化后结构更合理. 

3  讨论

在肿瘤的诊断和治疗方面, 小分子抗体具有极

高的理论和应用价值. 因为其具有分子小, 免疫

原性弱, 穿透力强易于进入实体瘤周围的微循

环, 血清和全身廓清快, 无肾脏蓄积作用, 肿瘤

显像时清晰度高, 可作载体与药物、同位素、

毒素等结合之优点[6]. 本研究从已构建的抗人胃

癌单链抗体基因文库及噬菌体表面呈现文库中

筛选出了抗人胃癌VH基因, 经序列测定及同源

性分析表明其结构符合鼠Ig重链可变区的氨基

酸序列特征, 为今后的基因工程改造提供了条件. 
为了能更好地应用于临床, 必须将鼠源性
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■研发前沿
目前所获得的抗
体大部分为鼠源
性, 在应用过程中
会引发HAMA反
应而限制了其应
用, 必须先进行人
源化改造, 才能更
好地应用于临床, 
如何进行人源化
改造是亟待研究
的问题.
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的抗体先进行人源化改造. 而进行人源化设计

必须了解其三维结构. 人们通过对类似蛋白质

空间结构的对比发现, 蛋白质的三维结构较其

一级序列更为保守. 氨基酸残基序列有50%相

同的蛋白质, 约有90%的Cα原子偏差不超过0.3 
nm, 均方根偏差约0.1 nm, 氨基酸的残基替换通

常发生在蛋白质表面回折区域. 蛋白质主链结

构, 特别是疏水中心的结构受序列变异的影响

很小[7]. 因此, 用类似蛋白来预测目标蛋白的空

间构象是比较可靠的. 根据此原理, 人们已成功

预测了许多目标蛋白, 在抗体的结构预测中尤

为突出[8-14]. 本研究利用Biosym公司的Homology
软件包, 同源模建了用噬菌体抗体库技术获得

的抗人胃癌抗体VH结构域的三维空间结构. 经
过分子力学和分子动力学优化, Profile-3D的合

理性评价, 提示所获得的VH结构域的三维结构

有较高的可靠性, 为今后制备人源化单链抗体

■相关报道
人们通过对类似
蛋白质空间结构
的对比发现, 蛋白
质的三维结构较
其一级序列更为
保守. 氨基酸残基
序列有50%相同
的蛋白质 ,  约有
90%的Cα原子偏
差不超过0.3 nm, 
均方根偏差约0.1 
nm, 氨基酸的残
基替换通常发生
在蛋白质表面回
折区域. 蛋白质主
链结构, 特别是疏
水中心的结构受
序列变异的影响
很小. 因此, 用类
似蛋白来预测目
标蛋白的空间构
象是比较可靠的.

Query:    1 CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTAGGGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAACTG 60
                 | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | |  | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | |
Sbjct:     1 CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGACTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGCTG 60

Query:    61 TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTATTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGG 120
                  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | |
Sbjct:     61 TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCGGAGG 120

Query:    121 CCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGATTAATCCTAGCAACGGTCGTACTAACTAC 180
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  |  | | | | | | | | | | | | | |  | | |  | | | | |  | | | | |
Sbjct:     121 CCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAAA TATTAATCCTAGCAATGGTGGTACTGACTAC 180

Query:    181 AATGAGAACTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTTGACAAATCCTCCAGCTCAGCCTAC 240
                    | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | |
Sbjct:     181 AATGAGAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTAC 240

Query:    241 ATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATATGAG 300
                    | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | |  |  | |  
Sbjct:     241 ATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGAGGAC 300

Query:    301 GACTACGATCTCCATGACTACTGGGGCCAAGGGACCTCGGTCACCGTCTCCTCA 354
                      | |      |   |   | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | |  |   | | | |  | | | | | | | | |
Sbjct:     301 TACGGTAGTGACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA 354

图  1  VH基因序列及同源性分析结果.

图  3  以1EXB晶体结构为模
板同源模建获得的目标蛋
白VH的三维空间结构.

  Q    V    Q    L    Q    Q    S    R     A    E    L    V    K     P    G    A    S    V    K    L    S    C    K    A
CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTAGGGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAACTGTCCTGCAAGGCT
                    12                    24                    36                     48                    60                   72

  D    K    S    S    S    S    A    Y    M    Q    L    S    S    L    T    S    E    D    S    A    V    Y    Y    C
GACAAATCCTCCAGCTCAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGT
                  228                 240                  252                  264                  276                  288

  S    G    Y    T    F    T    S    Y   W   M    H   W    V    K    Q    R    P    G    Q    G    L    E    W   I
TCTGGCTACACCTTCACCAGCTATTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATT
                     84                   96                  108                  120                    132                  144

CDR1

  G    E     I    N    P    S    N    G    R    T    N    Y    N    E    N    F    K    S    K    A    T    L    T    V
GGAGAGATTAATCCTAGCAACGGTCGTACTAACTACAATGAGAACTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTT
                   156                 168                 180                  192                  204                  216

CDR2

   A    R    Y    E    D    Y    D    L    H    D    Y   W    G    Q    G    T    S    V    T    V    S    S
GCAAGATATGAGGACTACGATCTCCATGACTACTGGGGCCAAGGGACCTCGGTCACCGTCTCCTCA
                 300                  312                  324                   336                  348

CDR3

图  2  VH CDR区、FR区的确定.
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奠定了基础.
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■创新盘点
本文先从噬菌体
抗体库着手, 得到
抗体后, 利用三维
重建得到空间结
构, 为人源化改造
奠定基础.
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Abstract
AIM: To explore the effects of panax notoginseng 
saponins (PNS) on gene expression of cultured 
human hepatic stellate cells (HSCs) and its 
mechanism. 

METHODS: PNS (10-3 mg/L) and HSCs (LX02 
cells) were cultured for 48 h. Total RNA was iso-
lated from HSCs, reverse transcrpted into cDNA 
and hybridized with GeneChip. The expres-
sion of mRNA was examined with the human 
GeneChip analysis system.

RESULTS: Differential expression was found 
in 41 genes of HSCs, of which, 20 were down-
regulated and 21 up-regulated. Some differ-
entially expressed genes were associated with 
metabolism, cell adherence, DNA binding 
phosphorylation and methylation. The function 

of some genes was unknown.  

CONCLUSION: Panax notoginseng saponins 
can change the gene expression in HSCs by 
regulating their expression and inhibiting the 
function of HSCs. 

Key Words: Panax notoginseng saponins; Total 
notoginseng saponins; Hepatic stellate cell; Liver  
fibrosis; Genechip

Li GL,  Wei HS,  Qiu S,  Zeng H. Effect  of  panax 
notoginseng saponins on gene expression of cultured 
human hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(4): 417-421

摘要
目的: 探讨注射用血栓通对肝星状细胞LX02
基因表达的影响及其机制. 

方法: 将10-3 mg/L的注射用血栓通与人肝星
状细胞LX02共同孵育48 h, 提取mRNA, 并逆
转录成cDNA. 与芯片杂交, 根据杂交信号强
弱筛选相关基因.  

结果: 41条肝星状细胞基因差异表达, 其中表
达上调的基因21条, 下调基因20条, 这些基因
主要与能量代谢、细胞黏附、D N A结合、
磷酸化、甲基化等相关, 还有部分基因功能
不详. 

结论: 经注射用血栓通作用后, 肝星状细胞
基因表达发生变化, 其可能通过调控这些基
因的表达实现了对肝星状细胞功能的抑制
作用. 

关键词: 注射用血栓通; 三七总皂甙; 肝星状细胞; 

肝纤维化; 基因芯片
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0  引言

三七总皂甙中的人参皂甙Rg1、Rb1和三七皂甙

R1三种组分的含量达80%以上, 其具有较好的
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■背景资料
自从发现肝星状
细胞表达血管受
体Ⅰ及血管紧张
素促肝纤维化发
生的现象以来, 越
来越多的研究表
明肝纤维化和其
他系统硬化性疾
病有相似的发病
机制, 由此本文研
究了对缓解动脉
硬化有良好效果
的中成药注射用
血栓通对肝纤维
化也有一定疗效,  
本实验旨在进一
步研究注射用血
栓通抗肝纤维化
的分子机制. 

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 成都军区昆明
总医院病理实验
科 



扩血管和改善微循环的作用. 近年来研究表明, 
三七总皂甙对肝星状细胞生物功能具有抑制作

用[1], 提示其对肝纤维化可能具有一定疗效. 注
射用血栓通是用特殊工艺从三七主根中提取出

三七总皂甙制成, 其特点是纯度高、生物活性

高、水溶性好和毒性低.  我们以基因芯片技术

对注射用血栓通作用的肝星状细胞LX02基因表

达进行分析, 初步探讨注射用血栓通对肝星状

细胞功能抑制的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞株LX02为徐列明教授惠赠, 
细胞培养相关试剂及总RNA提取试剂TRIzol均
购自Invitrogen公司, 注射用血栓通为广西梧桐

制药有限公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 在25 cm2培养瓶中常规培养

LX02细胞, 细胞生长至对数期时分别将三七总

皂甙及溶剂DMEM加入细胞培养液中, 使终浓

度达到10-3 mg/L(根据MTT实验提示三七总皂甙

在此浓度时对肝星状细胞增殖抑制最明显), 72  
h后收获细胞约1×107, 按每5×106个细胞加入1 
mL TRIzol试剂, 立即于液氮中保存.  
1.2.2 总RNA提取和mRNA纯化: 使用TRIzol试
剂一步法提取三七总皂甙和DMEM处理的LX02
细胞总RNA(分别标记为实验组和对照组), 样
品经分光光度计检测吸光度A值, 并行热稳定实

验, 于-20℃和70℃保温1 h后, 经琼脂糖凝胶电

泳检测28 S、18 S条带变化.  
1.2.3 探针标记: 总RNA逆转录标记cDNA探针

并纯化, Cy3-dUTP标记对照组细胞mRNA(5 
μg), Cy5-dUTP标记实验组细胞mRNA(5 μg). 
乙醇沉淀后溶解在20 μL 5×SSC+0.2% SDS杂
交液中. 
1.2.4 芯片制备: 芯片包含的4096个cDNA由上

海博星基因芯片有限公司提供, 包括原癌基因

和抑癌基因、免疫调节相关基因、细胞凋亡和

应激反应蛋白相关基因、信号转导相关基因

等. 以通用引物进行PCR扩增, PCR产物长度为

1000-3000 bp. 靶基因以0.5 g/L溶解于3×SSC溶
液中, 用Cartesian公司的Cartesian 7500点样仪

及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片

经水合(2 h)、室温干燥(0.5 h), UV交联, 再分别

用0.2% SDS、水及0.2%的硼氢化钠溶液处理10 
min, 晾干备用.  
1.2.5 杂交及洗涤: 将基因芯片和杂交探针在
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95℃水浴变性5 min, 将混合探针加在基因芯片

上, 置于60℃杂交15-17 h. 依次以2×SSC+0. 2% 
SDS、0.1%×SSC+0.2% SDS、0.1% SSC洗涤

10 min, 室温晾干.  
1.2.6 检测与分析: 用General Scanning公司的

ScanArray3000扫描芯片. 为了监控芯片杂交技

术体系的整个过程, 用预先选定的内参照基因

(24条管家基因, 每个基因点2个点, 共48个点)
对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡和修正. 
用ImaGene3.0软件分析Cy3、Cy5两种荧光信

号的强度, 计算Cy5/Cy3比值. 阳性结果判断: 
Cy5/Cy3>2.0, 红色荧光, 显示表达增强; Cy5/
Cy3<0.5, 为绿色荧光, 显示表达减弱; 黄色代表

表达水平无差异. 

2  结果

2.1 肝星状细胞总RNA和mRNA的定性、定量
分析 总RNA的吸光度A 260/A 280>1.80, 热稳定实

验70℃保温1 h与-20℃1 h电泳条带比较, 显示28 
S条带无明显降解, 电泳结果证实已抽提高纯度

的总RNA(图1). mRNA主要集中于900-4000 bp
的连续条带. 
2.2 芯片杂交体系验证及分析 实验组探针标记

Cy5(红色), 对照组探针标记Cy3(绿色), 红绿颜

色的差异就显示该基因在实验组和对照组中基

因表达水平上的差异, 黄色代表表达水平无差

异(图2-3). 
2.3 差异表达基因分析 本研究共筛选出41条
差异表达的基因, 其中20条基因表达下调, 21
条基因表达上调, 差异表达的基因中有6条基

因功能未知(表1). 

3  讨论

活化的肝星状细胞能大量增殖, 分泌大量胶原

成分[2], 是肝纤维化、肝硬化时细胞外基质的主

要来源和细胞学基础[4]. 魏红山 et al在国内首次

发现肝纤维化大鼠肝星状中血管紧张素Ⅰ的表

达, 提示肾素-血管紧张素系统在主导循环系统

疾病之外, 对肝纤维化的发病也有一定影响, 动
物实验证明依那普利等循环系统疾病的治疗药

对肝纤维化也具有较好的治疗作用[5]. 

www.wjgnet.com

■相关报道
2005年以来, 王文
兵et al对三七总皂
甙在肝纤维、肝
损伤、诱导肝星
状细胞凋亡等方
面的研究作了相
关的报道. 

1      2      3     4 图  1  肝星状细胞总RNA电泳. 
1-2: 为实验对照, 3-4: 为三七

总皂甙10-3 mg/L.
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近年来研究表明, 常用于循环系统疾病的

中药提取物三七总皂甙在实验性肝损伤和肝纤

维化中也具有一定的防治作用[6-7], 提示三七总

皂甙在肝脏疾病方面具有一定的应用前景. 
注射用血栓通是用特殊工艺从三七主根

中提取出三七总皂甙制成, 其特点是纯度高、

生物活性高、水溶性好. 注射用血栓通作用的

LX02细胞共有41条基因表达发生差异变化, 其
中21条基因表达上调, 20条基因表达下调. 表
达下调的基因包括与合成代谢, 细胞增殖、抑

制凋亡等信号传导相关的基因: F O L H1为叶

酸吸收所必需[8]; COASY是辅酶A合成酶, 参
与细胞的能量代谢和多种生物合成过程 [ 9 ] ; 
S L C1A6是谷氨酸和天冬氨酸的转运载体 [10]; 

表  1  三七总皂甙上调和下调LX02细胞的表达基因

     
序号                                                                        编码基因                                                                                  Cy5/Cy3

1                 FOLH1: folate hydrolase (prostate-specific membrane antigen) 1                                                     0.148

2                 Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 4331862                                                                                      0.274

3                 Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 5767167                                                                                      0.311

4                 COASY: Coenzyme A synthase                                                                                                           0.327

5                 SLC1A6: solute carrier family 1 (high affinity aspartate/glutamate transporter), member 6                0.332

6                 SUPT3H: suppressor of Ty 3 homolog                                                                                                 0.342

7                 APEH: N-acylaminoacyl-peptide hydrolase                                                                                        0.350

8                 PECAM1: platelet/endothelial cell adhesion molecule (CD31 antigen)                                                0.351

9                 INSIG1: insulin induced gene 1                                                                                                            0.352

10               SHROOM2: shroom family member 2                                                                                                 0.360

11               RUSC2: RUN and SH3 domain containing 2                                                                                        0.362

12               Homo sapiens cDNA clone UI-1-BC1p-asi-c-08-0-UI 3'                                                              0.364

13               RBM14: RNA binding motif protein 14                                                                                                0.365

14               RAB5C: member RAS oncogene family                                                                                                0.368

15               ZNF508: zinc finger protein 508                                                                                                           0.370

16               TEX264: testis expressed 264                                                                                                             0.379

17               Homo sapiens, clone IMAGE: 3914313                                                                                               0.381

18               ILK: integrin-linked kinase                                                                                                                   0.382

19               HCN1: hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 1                               0.385

20               SNTA1: syntrophin, alpha 1 (dystrophin-associated protein A1, 59kDa, acidic component)               0.387

21               GLMN: glomulin, FKBP associated protein                                                                                          2.441

22               ATPase, H+ transporting, lysosomal 56/58 kDa, V1 subunit B2                                                          2.447

23               MAN2B2: mannosidase, alpha, class 2B, member 2                                                                           2.453

24               CFTS3: cleavage and polyadenylation factor subunit                                                                           2.458

25               TTC35: tetratricopeptide repeat domain 35                                                                                         2.470

26               PLCB4: phospholipase C, beta 4                                                                                                         2.480

27               FOXN2: forkhead box N2                                                                                                                      2.491

28               MTR: 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase                                                    2.529

29               ICAM1: intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor                                    2.561

30               Homo sapiens cDNA clone UI-E-CK1-afi-a-04-0-UI                                                                      2.599

31               ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 2                                                                    2.606

32               SEPT4: septin 4                                                                                                                                    2.622

33               KCNJ10: potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 10                                        2.622

34               CD302 molecule                                                                                                                                  2.643

35               ABHD2: abhydrolase domain containing 2                                                                                          2.657

36               phosphorylase, glycogen                                                                                                                     2.680

37               MEGF9: multiple EGF-like-domains 9                                                                                                2.700

38               Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 5755160                                                                                     2.750

39               ID1: inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein                                     2.889

40               CYP2J: cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2                                                          2.932

41               OPCML: opioid binding protein/cell adhesion molecule-like                                                               3.540

■创新盘点
本文主要应用基
因芯片技术初步
筛选了中药成分
三七总皂甙对肝
星状细胞的基因
表达. 



www.wjgnet.com

SUPT3H是STAGA乙酰基转移酶复合体的重

要成分, STAGA与DNA复制纠错, 损伤修复相

关[11], Myc蛋白在与靶基因启动子结合时需要

STAGA的辅助[12]; APEH能够从肽段中水解末

端酰基化的氨基酸, 该反应对水解活细胞中氧

化损伤的蛋白十分重要, 与机体抗氧化损伤密

切相关, 在多种肿瘤中都能够监测到此基因位

点的缺失[13]; PECAM1即CD31, 研究显示CD31
在某些肿瘤表面表达升高, 以往研究显示其可

以抑制线粒体依赖的凋亡和Bax介导的凋亡[14]. 
封闭肿瘤细胞表面的CD31能够诱导细胞凋亡, 
从而抑制细胞增殖[15]; RAB5C属于RAS癌基因

家族, 与细胞增殖及肿瘤形成密切相关[16]; ILK
位于细胞增殖等信号传递的上游, 在TGF-β1介
导的肝星状细胞增殖过程中非常重要[17]; HCN1
能够介导肌细胞等细胞的兴奋性动作电位, 注
射用血栓通作用后肝星状细胞表达该基因下调, 
提示肝星状细胞活化表型减少[18]. 表达上调的基

因中: OPCML: 最近研究发现其表达能抑制肿

瘤生长、抑制细胞增殖[19]; CYP2J: 属于细胞色

素P450家族, 参与药物和甾体类激素的代谢, 其
表达升高有助于维持细胞稳定状态, 降低对激

素的反应[20]; ID1具有抑制细胞表型转化的作用, 
能拮抗TGF-β1促分化、增殖的作用[21]; SEPT4
能够促进多种途径诱导的凋亡过程[22]. 

总之, 通过基因芯片筛选, 经注射用血栓通

作用后肝星状细胞基因表达发生变化, 提示注

射用血栓通可能通过调控这些基因的表达实现

了其对肝星状细胞功能的抑制作用. 目前实验

结果的验证工作正在进行, 这些基因在肝星状

细胞中的具体生物功能还需进一步研究. 
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■名词解释
三七总皂甙 :  是
从药用植物三七
提取的化学混合
物, 其成分中的活
性成分人参皂甙
Rg1、Rb1和三七
皂甙R1三种组分
的含量达80%以
上, 其具有较好的
扩血管和改善微
循环的作用. 

图   2   双 色 荧 光
标记叠加图.

图  3  杂交信号强度散点图.
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一个编者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程. (总编辑: 马连生 2007-11-15)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年2月8日; 16(4): 422-425
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

血红素氧合酶2在吗啡诱导的结肠慢传输型便秘小鼠结肠
中的表达及意义

姜柳琴, 林 琳, 张红杰, 胡晔东, 林 征, 王美峰

姜柳琴, 林琳, 张红杰, 胡晔东, 林征, 王美峰, 南京医科大学
第一附属医院消化内科 江苏省南京市 210029
江苏省“135工程”医学重点人才基金资助项目, N o.  
RC2003087
作者贡献分布: 林琳与姜柳琴对此文所作贡献均等; 此课题由林
琳、姜柳琴、张红杰、胡晔东及林征、王美峰设计; 研究过程
由姜柳琴、胡晔东及王美峰合作完成; 研究所用试剂和分析工
具由姜柳琴提供; 数据分析由姜柳琴和胡晔东完成; 本论文写作
由姜柳琴完成.
通讯作者: 林琳, 210029, 江苏省南京市, 南京医科大学第一附
属医院消化内科. lin9100@yahoo.com.cn
电话: 025-83718836-6920
收稿日期: 2007-01-21   修回日期: 2007-02-08

Expression of heme 
oxygenase-2 in mouse model 
of colon slow transit motility 
constipation induced by 
morphine and its significance 

Liu-Qin Jiang, Lin Lin, Hong-Jie Zhang, Ye-Dong Hu, 
Zheng Lin, Mei-Feng Wang

Liu-Qin Jiang, Lin Lin, Hong-Jie Zhang, Ye-Dong Hu, 
Zheng Lin, Mei-Feng Wang, Department of Gastroen-
terology, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical 
University, Nanjing 210029, Jiangsu Province, China
Supported by: “135 Program” for Medical Key Person 
Foundation of Jiangsu Province, No. RC2003087
Correspondence to: Dr. Lin Lin, Department of Gastro-
enterology, the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical 
University, Nanjing 210029, Jiangsu Province, 
China. lin9100@yahoo.com.cn
Received: 2007-01-21    Revised: 2007-02-08 

Abstract
AIM: To study the expression and changes of 
heme oxygenase-2 (HO-2) in a mouse model of 
morphine induced colon slow transit motility 
and the role of HO-2 in the development of slow 
transit motility constipation. 

METHODS: Forty-eight mice were randomly 
divided into test A group (n = 16), test B group (n 
= 16) and control 1 group. A mouse model was 
established by subcutaneous injection of mor-
phine (2.5 mg/(kg•d) in test A1) and 3.5 mg/(kg
•d) in test B1) for 45 days, and the control group 
1 was established by normal saline injection at 
the same dosage. On the 45 day, 8 mice from 

each group were killed. The remaining as test 
A2, test B2 and control group 2 mice received no 
treatment and were observed for 15 days, and 
then killed. The intestinal transit rate for mice in 
each group was detected by activated charcoal 
suspension pushing test, and the expression of 
HO-2+ cells in proximal colon tissue was deter-
mined by immunohistochemistry. 

RESULTS: The intestinal transit rate was de-
creased obviously in all test groups than in the 
control group, which was lower in test B than 
in test A. The intestinal transit rate for all test 
groups was significantly lower 15 days after co-
lon slow transit motility constipation induced by 
morphine than 45 days before colon slow transit 
motility constipation induced by morphine. 

CONCLUSION: The c-kit+ cells are more obvi-
ously decreased in mouse proximal colon tissue 
with slow-transit motility constipation induced 
by morphine, and correlated with the dose and 
time of morphine used, suggesting that changes 
in nerve transmitter CO are one of the factors for 
colon slow-transit motility constipation. 

Key Words: Colon slow transit; Morphine; Heme 
oxygenase-2; Immunohistochemistry

Jiang LQ, Lin L, Zhang HJ, Hu YD, Lin Z, Wang MF. 
Expression of heme oxygenase-2 in mouse model of colon 
slow transit motility constipation induced by morphine 
and its significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(4): 422-425

摘要
目的: 探讨血红素氧合酶2(HO-2)在吗啡诱导
的结肠慢传输运动小鼠近端结肠组织中的表
达, 和其在慢传输型便秘发生发展中的作用.

方法: 将48只小鼠随机分为实验组A, 实验组
B和对照组, 每组16只. 实验组小鼠sc不同剂
量吗啡, 实验组A: 2.5 mg/(kg•d)和实验组B: 
3.5 mg/(kg•d), 共45 d, 建立肠道慢传输运动
小鼠模型, 对照组以等量生理盐水处理; 45 d
后各组小鼠随机处死一半. 剩余小鼠分别对

®

■背景资料
慢性便秘是消化
系统常见疾病之
一, 影响了相当多
患者的工作生活; 
慢性便秘分类较
多, 结肠慢传输型
便秘是其中之一; 
目前临床越来越
关注患者的生活
质量, 对功能性疾
病的研究不断深
入. 

■同行评议者
李华山, 副主任医
师, 中国中医科学
院广安门医院肛
肠科 
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应作为实验组A2, 实验组B2和对照组2, 不作
处理观察15 d, 再全部处死. 用免疫组化技术
比较各组小鼠近端结肠组织中HO-2阳性细胞
的表达情况. 

结果: 在实验组和对照组小鼠结肠组织中
HO-2均有表达; 实验组较正常组表达显著减
少; 实验组B较实验组A的表达明显减少; 停用
吗啡观察15 d后各实验组较45 d时各实验组表
达明显减少. 

结论: 吗啡诱导的肠道慢传输运动小鼠结肠
组织中HO-2表达显著减少, 并与吗啡剂量和
时间有关, 提示抑制性神经递质CO异常减少
可能是肠道慢传输运动的病因之一. 

关键词: 结肠慢传输; 吗啡; 血红素氧合酶2; 免疫

组化
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0  引言

内源性一氧化碳(CO)是肠道非肾上腺素非胆碱

能神经(NANC)分泌的抑制性神经递质, 对调节

胃肠运动有重要作用[1]. 血红素氧合酶(HO)是
CO合成的关键酶, 有三种同工酶[2], 即诱导型

HO(HO-1), 原生型HO(HO-2)和HO-3[3](不产生

CO, 功能尚不清楚). CO和NO在人体某些功能

中的作用较相似, 是重要的化学信号物质, 调节

神经递质传导、平滑肌的紧张性及其对细胞损

伤的反应[4], 并在细胞功能和信息联络发挥重要

的信号转导作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级ICR小鼠48只, 雌雄各半, 每只体

质量25-30 g, 购于江苏省实验动物中心(南京医

科大学实验动物中心). 
1.2 方法 
1.2.1 造模和分组[5]: 将48只小鼠随机分为实验组

A, 实验组B和对照组(n = 16). 实验组A和B分别

sc吗啡2.5 mg/(kg•d)和3.5 mg/(kg•d),  对照组以

等量生理盐水, 处理45 d. 各组随机处死小鼠一

半(为实验组A1、B1及对照组1). 其余小鼠继续

饲养并停药观察15 d(实验组A2、B2及对照组2). 
第60天处死全部小鼠, 处死前予炭末推进法评价

结肠传输运动功能符合结肠慢传输运动小鼠模

型[5], 取各组小鼠近端及远端结肠组织各0.5 cm. 
小鼠粪便性状采用Bristol分级[5]. 
1.2.2 免疫组织化学检测HO-2表达: HO-2一抗及

免疫组化试剂盒均购自Promega公司, 二抗(羊抗

兔抗体, 工作液浓度)购自北京中山生物科技公

司, 按说明书进行常规免疫组化检测, PBS代替

一抗作为阴性对照. 阳性结果判断: 胞质染色呈

棕色者判定为阳性细胞.  
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

录入SPSS软件包, 采用两均数t检验, P <0.05为有

显著性差异. 

2  结果

2.1 小鼠粪便性状 第45天各实验组小鼠粪便性

状1-2级较对照组4-5级明显干硬. 第60天各实验

组小鼠粪便性状较第45天时无明显改变, 但较

对照组明显干硬. 
2.2 肠道碳墨推进率 第45天各实验组小鼠的肠

道碳墨推进率较对照组明显减慢(P <0.01). 第60
天各实验组小鼠的肠道碳墨推进率较对照组明

显减慢(P <0.01), 且比45 d时相应实验组的肠道

碳墨推进率也减慢(P <0.05, 表1).
2.3 免疫组化结果分析 结肠黏膜下神经丛与肌

间神经丛可见丰富的深棕色颗粒, 即HO-2阳性

神经纤维, 环肌和纵肌内HO-2阳性细胞较黏膜

下、肌间层明显减少. 各实验组阳性细胞较对照

组明显减少; 大剂量吗啡处理的实验组比小剂量

组阳性细胞明显少; 第60天时各实验组较第45天
时各实验组HO-2阳性细胞的表达减少(图1).

3  讨论

内源性CO和NO都是气体分子, 两者在理化性

质、分子结构和生物学作用上有许多相似之

处[1]. NO作为抑制性神经递质, 其在体内的生理

病理作用已得到广泛的肯定[1]. 而内源性的CO
与NO一样起着抑制性神经递质的作用, 在消化

系统影响胃肠运动[1,6]; 其含量异常增多时, 胃肠

道有效的推进性收缩幅度、频率减少; 其含量

异常减少时, 兴奋性和抑制性神经活动失平衡, 
导致胃肠道持续性剧烈地非推进性收缩幅度、

频率增加, 使胃肠平滑肌不协调运动. 
HO-1和HO-2都位于细胞内质网中[7]; HO-1

主要分布于单核-巨噬细胞系统(脾、肝和骨髓)
及网状内皮细胞内, H O-2则主要分布于脑和

胃肠道平滑肌[8], 胃肠道的HO-2主要分布于肠

道黏膜下神经丛与肌间神经丛[9], 应激能提高

HO-2活性[10-11]. 

■研发前沿
目前已经开始在
分子水平对慢性
便秘疾病进行研
究, 临床上已获得
一部分成果 ;  小
分子神经递质的
研究取得了相当
的成绩, 而内源性
CO也为其中之一. 

■创新盘点
通过本实验室以
吗啡构建结肠慢
传输型便秘小鼠
模型, 在此基础上
观察内源性CO及
HO的变化; 此类
模型为本实验室
首次应用在便秘
研究上. 
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本实验用吗啡诱导的小鼠结肠慢传输运动

模型, 根据大便性状改变及肠道推进率基本符

合慢传输型便秘的临床特征[5]. 在本实验中, 各
实验组小鼠近端结肠组织内HO-2+细胞面积的

表达均较对照组的明显减少, 并且随着吗啡剂

量的增加减少更明显, 推测吗啡诱导的结肠慢

传输运动小鼠其内源性CO生成减少可能导致结

肠运动异常, 胃肠道内源性CO可能参与了结肠

慢传输运动的发生, 与NO的作用机制可能相似. 
而停药观察15 d后, 各实验组较45 d组进一步减

少, 说明短期停药不能逆转吗啡诱导的结肠传

输运动障碍, 可能其停药时间过短发生的病理

改变尚未恢复, 也可能其改变为不可逆性的. 
胃肠道平滑肌细胞HO-2免疫活性阴性, 而

其临近的ICC为阳性[12]. 肠道某些非神经细胞也

表达HO-2, 包括黏膜上皮细胞、血管平滑肌细

胞、血管内皮细胞和ICC[13-14]. CO在ICC与平滑

肌间作为第二信使而调节胃肠运动[15]. 本实验中

吗啡诱导的结肠慢传输运动小鼠近端结肠组织

内HO-2的表达减少, 是否与ICC自身产生减少或

与ICC调节CO对胃肠平滑肌的作用减弱有关尚

待进一步研究. 
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■应用要点
本文拟说明内源
性CO可能在慢传
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重要作用; 对将来
治疗慢性便秘带
来新的启发和思
路.
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Abstract
AIM: To determine the expression of DNA 
methyltransferase and histone methyltransferase 
(HMT) mRNA in different colonic cancer cell 
lines.

METHODS: Expression of Dnmt1, Dnmt3a, Dn-
mt3b and HMT mRNA was detected in HT-29, 
Lovo and Caco-2 cells by RT-PCR.

RESULTS: Dnmt3b mRNA was over-expressed in 
HT-29 and Lovo cells, while Dnmt1 and HMT were 
moderately expressed and Dnmt3a was poorly ex-
pressed in colon cancer cell lines. A significant dif-

ference was found in the expression of Dnmt3b and 
Dnmt3a in HT-29, Lovo and Caco-2 cells.  

CONCLUSION: Differentiated colon cancer cell 
lines may have a different epigenetic mecha-
nism. Dnmt3b may play a vital role in the pro-
cess of establishing and maintaining the DNA 
methylation pattern.

Key Words: DNA methyltransferases; Histone 
methyltransferase; Methylation; Epigenetics; Colon 
cancer; Reverse transcription-polymerase chain re-
action

Zhai RL, Cai KL, Wang GB, Xu F, Tian Y, Zhang JH. 
Expression of Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b and HMT in 
different colonic cancer cell lines and its significance. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 426-430

摘要
目的: 探讨不同结肠癌细胞系中表观遗传学
酶谱的表达水平. 

方 法 :  R T- P C R分别检测结肠癌细胞系
HT-29、Lovo和Caco-2中Dnmt1、Dnmt3a、
Dnmt3b和HMT mRNA表达水平. 

结果: Dnmt3b mRNA在结肠癌细胞系HT-29、
Lovo中高度表达, Dnmt1与HMT次之, Dnmt3a
表达水平最低; Dnmt3b、Dnmt3a在不同结肠
癌细胞系之间的表达水平存在显著的差异.

结论: 不同分化程度的结肠癌细胞系可能存
在不同的表观遗传学发生机制; Dnmt3b在建
立和维持结肠癌细胞系DNA甲基化模式中可
能起更为重要的角色.

关键词: DNA甲基化酶; 组蛋白甲基化酶; 甲基化; 

表观遗传学; 结肠癌; 逆转录聚合酶链式反应
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■背景资料
表遗传学研究是
目前国内外研究
的热点之一, 回顾
性的研究资料表
明, 肿瘤细胞中存
在异常的DNA甲
基化模式, 甲基化
等表遗传学修饰
与癌症的发生密
切相关. 

■同行评议者
曹杰 ,  主任医师 , 
广州市第一人民
医院普通外科
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0  引言

基因的表遗传学修饰是一种不依赖DNA序列改

变的可逆的基因表达调控过程. 主要包括DNA
甲基化与去甲基化、组蛋白乙酰化与脱乙酰化

和组蛋白甲基化去甲基化等改变. 这些可逆的

表遗传学修饰可以方便地关闭和开放某些特定

基因, 有选择性表达基因组的信息, 在维持染色

体结构的稳定、基因组的完整、组织特异性基

因的表达调节、胚胎发育、基因组印记、女性

X染色体失活、细胞分化和个体成长等过程中

发挥着至关重要的作用[1-3]. 回顾性的研究资料

也表明, 肿瘤细胞中存在异常的DNA甲基化模

式: 基因组整体甲基化水平降低, 导致遗传不稳

定性增加; 组织特异性基因的启动子区域出现

从头甲基化; 原癌基因多为低甲基化或不充分

甲基化, 低甲基化使原癌基因活化, 导致重新开

放或异常表达, 形成突变热点, 增加染色体的不

稳定性; 某些调控细胞生长分化的基因和抑癌

基因启动子因异常甲基化而失活关闭[4-6]. 这些

都提示我们, 甲基化等表遗传学修饰与癌症的

发生密切相关[7]. 甲基化必然离不开甲基化酶的

催化作用[8], Dnmt1, Dnmt3a和Dnmt3b的过度表

达在很多恶性肿瘤中都有报道[9-10], 本文分析比

较了不同结肠癌细胞系中表遗传学酶谱的表达

水平, 为进一步研究结肠癌表观遗传学发生机

制打下基础.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM(Hyclone), 胎牛血清(Gibco), 
T R I z o l(武汉晶美), 逆转录酶S u p e r s c r i p tⅡ 
(Invitrogen), RevertAidTM First Strand cDNA 
Synthesis Kit(MBI Fermentas), PCR仪(Rotor 
Gene 3000), PCR引物由上海生工合成.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  结肠癌细胞株体外培养 :  结肠癌细

胞株H T-29、L o v o、C a c o-2培养于高糖型

DMEM+100 mL/L胎牛血清. 在pH7.4、37℃、

50 mL/L CO2培养箱中孵育. 每天观察细胞生长

状况,每2 d换液, 每3-4 d传代. 
1. 2. 2 RT-PCR检测Dnmts、HMT基因mRNA表
达情况: 收集HT-29、Lovo、Caco-2细胞, 采用

TRIzol分别抽提各种细胞的总RNA, 以人18 S 
rRNA为内参照, 行逆转录PCR扩增. 15 g/L琼脂

糖凝胶电泳分别检测各自扩增产物, 凝胶成像

分析系统进行半定量分析, 以目的基因与内参

的灰度比代表mRNA表达丰度. 反应条件: 94℃

预变性5 min, 94℃变性30 s, Tm退火45 s, 72℃延

伸30 s, 72℃终末延伸7 min, 共进行45个循环. 引
物序列及Tm值见表1. 
统计学处理 各组实验数据之间的比较采用

方差分析t检验. P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 不同酶在结肠癌细胞系中的表达情况 不同

酶之间, 从头甲基化酶Dnmt3b mRNA在结肠癌

细胞系HT-29中呈现高度表达, 维持甲基化酶

Dnmt1与组蛋白甲基化酶HMT次之, 从头甲基

化酶Dnmt3a mRNA在结肠癌细胞系中的表达水

平最低 (P <0.05, 图1, 图2). 这表明不同的DNA甲

基化酶在建立和维持DNA甲基化过程中的作用

和份量不同, Dnmt3b在结肠癌形成中可能扮演

更为重要的角色.
2.2 不同结肠癌细胞系中酶的表达情况 不同细

胞之间, 维持甲基化酶Dnmt1与组蛋白甲基化

酶HMT的mRNA表达水平没有显著差异, 从头

甲基化酶Dnmt3b、Dnmt3a mRNA表达水平存

在明显的差异(P <0.05). HT-29细胞中Dnmt3b呈
现为高度表达, Lovo和Caco-2细胞中Dnmt3b则
为中低度表达; Dnmt3a也是如此, 在HT-29中表

现为中度表达水平, 在Lovo和Caco-2中则几乎

不表达(P <0.05, 图1, 图2). HT-29为高分化的结

肠癌细胞株, 呈上皮细胞样, Caco-2为中分化结

肠癌细胞, Lovo则为未分化, Dnmt3b和Dnmt3a
在HT-29、Lovo和Caco-2细胞中不同表达水平

提示, 不同类型与分化程度的结肠癌细胞系可

图  1  RT-PCR检测不同结肠癌细胞系中Dnmts与HMT 
mRNA表达水平. H: HT-29; L: Lovo; C: Caco-2; 18 S: 18 S 
rRNA内参; Marker: DNA分子量标准.

    Dnmt1   Dnmt3b  HMT    Dnmt3a    18 S Marker

H   L  C   H  L   C  H   L  C  H   L  C  H   L  C    

2000 bp
1000 bp
  750 bp
  500 bp
  250 bp
  100 bp

图  2  Dnmts与HMT mRNA在不同结肠癌细胞系中的相对表
达量.

H: HT-29
L: Lovo
C: Caco-2
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■创新盘点
分析不同结肠癌
细胞系中表观遗
传学酶谱的表达
水平对研究结肠
癌表观遗传学发
生机制有较好的
指导作用, 国内目
前尚未见相关报
道.
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能存在着迥然不同的表观遗传学发生机制, Dn-
mt3b、Dnmt3a尤其在分化程度良好的结肠癌细

胞株中表现为高表达状态(与在正常结肠上皮中

的表达水平类似), 而在分化不良或未分化的癌

细胞中表现为中低表达水平.

3  讨论 
Dnmt1的正确表达和阶段特异性的翻译后调节,
是维持胚胎正常DNA甲基化模式和顺利发育所

不可或缺的[1]. Dnmt1、Dnmt3a、3b这三个基因

在几乎所有的正常组织中均呈现广泛的共同表

达, 在肿瘤组织中则为过度表达[9]. Dnmt1高表

达是甲基化的重要因素之一, 与CpG岛甲基化紊

乱有关, Dnmt1高表达总是伴有总基因组DNA
低甲基化和癌基因低甲基化或抑癌基因高甲基

化[11-12]; RNA干扰抑制Dnmt1表达后RASSF1A和

p16等肿瘤相关基因启动子发生去甲基化而重

新表达[13], Dnmt1基因敲除则与染色质不稳定性

密切相关[14]. 与结肠黏膜和良性病变相比, 结肠

癌组织Dnmt1和Dnmt3a表达显著增高, 结直肠

癌的表遗传学调节是通过甲基化活性增强而不

是去甲基化活性减弱来实现的[9]. 有研究表明, 
Dnmt1蛋白在胃癌和结直肠癌患者中的表达与

年龄、性别不相关 ,  与肿瘤分化程度显著相

关 [15-16]. Girault et al [17]检测130例乳腺癌中Dnmt1, 
Dnmt3a, Dnmt3b的mRNA表达情况, 结果显示

Dnmt3b的表达量最高, 而Dnmt1、Dnmt3a表达

丰度较低. 我们的研究也发现, 结肠癌细胞株

HT-29中Dnmt3b mRNA表现为高表达, Dnmt1和
Dnmt3a则分别为中低度表达. 不过也有报道认

为, 结肠癌组织中DNA甲基化酶与CpG岛的甲

基化并不相关[18-19], 说明基因启动子的甲基化过

程有多种蛋白和机制参与. 
尽管在哺乳动物中, Dnmt1的主要功能被认

为是维持甲基化, 而Dnmt3a和Dnmt3b的功能主

要是从头甲基化, 有研究却表明这三个酶很可

能共同参与、协同作用于维持和建立DNA甲基

化模式的过程[20-22]. Dnmt1和Dnmt3a同时起作用

时, 表现出近5倍的相比于各自单独作用的甲基

化酶活性, Dnmt3a始发启动从头甲基化后, 半甲

基化DNA底物激活Dnmt1完成后续的从头甲基

化修饰, 两者在从头甲基化过程中发挥协同作

用[20]. Hsieh[21]分析比较了Dnmt1和Dnmt3a的作

用发现, Dnmt1可以催化基因组上瞬时出现的单

链DNA(如复制起始区)的局部位点发生从头甲

基化并向周围扩布, 也可以被甲基化的CpG岛底

物所激活. 而Dnmt3a则不能催化单链DNA底物

发生甲基化, 也不被甲基化的CpG岛所激活. 这
表明尽管两者都具有从头甲基化活性, 但是作

用机制却是完全不同的. 在从头甲基化过程中

Dnmt3a扮演启动始发的作用, 他启动双链DNA
中的其中一条链发生从头甲基化, 形成的半甲

基化位点激活Dnmt1完成后续的从头甲基化和

维持甲基化修饰. 深入研究发现, Dnmt1可以催

化未修饰的DNA发生甲基化, 他的从头甲基化

活性是通过甲基化的DNA结合到Dnmt1酶位于

N端的变构位点上而被激活的[23-24]. 
Rhee et al [25]通过同源重组将Dnmt1基因敲

除后发现, 结肠癌细胞DNA甲基转移酶活性明

显下降, 然而基因组甲基化程度却只下降了20%
左右, p16等很多基因仍处于甲基化致转录失活

的状态. Dnmt1与Dnmt3b的共同灭活则几乎消

除了甲基化转移酶的活性, 基因组DNA甲基化

程度减少了95%以上, p16基因重新表达, 肿瘤

表  1  RT-PCR检测引物序列表

     
              Gene                accession no.                          Primer sequence                                      Position              Tm(℃)       Products

   Dnmt1	          NM_001379           5'-TCCACAGTGTTCACAGAGG-3'             3787-4013            54.0            227 bp
                                                        5'-CGGTAGTAGTCGCAGTAGC-3'                                  

   Dnmt3a	         NM_175629           5'-GAAGCGGGCAAAGAACAG-3'                  780-1024           52.7            245 bp

                                                        5'-TCTTCCACAGCATTCAATTCC-3'   

   Dnmt3b         NM_006892           5'-GCTCTTACCTTACCATCG-3'                     809-937             48.2            165 bp

                                                      5'-GATACTCTGAACTGTCTCC-3'

   HMT              NM_024757           5'-TCATCAGTCGCTACCTCAGAAC-3'           749-1023           57.3            275 bp

                                                        5'-AGTCCATCTCCAGGCTCTCC-3'

   18S                 M10098                 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3'              551-750               60.0            200 bp

                                                        5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3'

■应用要点
表遗传学酶谱作
为甲基化等表遗
传学修饰的决定
因素, 对其的研究
和调控在结直肠
肿瘤的靶向化疗
方面具有潜在的
临床应用价值.
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细胞生长受到抑制[26]. Leu et al [27]应用RNAi下
调Dnmt1和Dnmt3b在卵巢癌细胞CP70中的表

达水平后发现, 单独抑制Dnmt1能部分消除目的

基因(TWIST, RASSF1A, HIN-1)的高甲基化状

态并诱导表达, 单独下调Dnmt3b的去甲基化和

转录激活效应非常小, 但同时下调这两个酶却

能明显增加去甲基化效应, 目的基因的表达增

加7-15倍. Ting et al [28]的研究也表明, 即使采用

RNA干扰技术下调人结肠癌细胞中Dnmt1基因

的表达, 细胞基因组CpG岛甲基化模式仍然能

够得以维持. 正反两方面的资料告诉我们, Dnmt
不同成员在细胞中并不单独发挥作用, 他们在

维持DNA甲基化和基因甲基化致沉默过程中协

同作用, 共同发挥生物学效应. 此外, DNA甲基

化酶(Dnmt)与组蛋白甲基化酶(HMT)之间也可

能存在着协同作用[29-30], DNA CpG岛甲基化与

组蛋白H3-K9甲基化在异染色质形成与基因沉

默过程中共同发挥作用, 新发现的组蛋白甲基

化酶(HMT)SETDB1/ESET与DNA甲基化酶尤其

是从头甲基化酶Dnmt3a和Dnmt3b之间在功能

上有密切的关联, 而与维持甲基化酶Dnmt1之间

没有关系[31]. 然而Espada et al [32]的研究却发现,  
Dnmt1在维持组蛋白H3位点正常甲基化和乙酰

化模式方面发挥重要的作用. 对此有待进一步

的研究. 
总之, 我们的研究发现, Dnmt1、Dnmt3a、

Dnmt3b和HMT在结肠癌细胞系中呈现不等的

表达水平, Dnmt3a、Dnmt3b在分化良好的结肠

癌细胞系中呈现过度表达状况, 而在分化不良

或未分化的癌细胞则被抑制表达. 这提示表遗

传学酶谱之间在建立和维持DNA甲基化过程中

的作用和份量可能并不相同, 不同分期与分化

程度的结肠癌细胞系可能存在着不同的表观遗

传学发生机制. 此外, 既然癌基因低甲基化与抑

癌基因高甲基化在恶性肿瘤组织中是个普遍事

件, 那么对在甲基化过程中发挥枢纽作用的甲

基化酶的研究必然为结肠癌等肿瘤的防治提供

了一个重要的靶点和方向. 下一步我们将在此

实验资料基础上通过对特定基因的调控来进一

步研究结肠癌表观遗传学发生机制.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of vascular 
endothelial growth factor-C (VEGF-C) and its 
receptor VEGFR-3 in esophageal squamous 
carcinoma and para-tumorous tissue samples 
and the relationship between VEGF-C and 
VEGFR-3. 

METHODS: Expression of VEGF-C and VEG-
FR-3 was tested by immunohistochemistry in 37 
esophageal squamous carcinoma and 12 para-
tumorous tissue samples. The number of stained 
lymphatic vessels in VEGFR-3 positive tissue 
samples was recorded. 

RESULTS: The positive expression rate of 
VEGF-C was 43.24% in esophageal carcinoma 
tissue samples (16/37), which was much higher 
than that in para-tumorous tissue samples 
(7.69%, P < 0.05) and correlated to lymph node 
metastasis and depth of tumor invasion (P = 
0.000, P = 0.026), but not to the patient age, tu-
mor size or differentiation. Immunohistochem-
istry showed that the mean number of VEGFR-3 
in stained lymphatic vessels of the VEGF-C posi-
tive group was higher than that in the VEGF-C 
negative group (5.50 ± 1.37/HPF vs 2.81 ± 1.12/
HPF, P < 0.05). The mean number of VEGFR-3 in 
stained lymphatic vessels in patients with lymph 
node metastasis was higher than that in those 
without metastasis (5.60 ± 1.45/HPF vs 2.86 ± 1.04 
/HPF, P < 0.001).  

CONCLUSION: The positive expression rate of 
VEGF-C is higher in carcinoma tissue samples 
than in para-tumorous tissue samples. Expres-
sion of VEGF-C is closely related with lymph 
node metastasis and depth of tumor invasion. 
VEGF-C and VEGFR-3 may promote the growth 
of canalis haemalis and metastasis of esophageal 
squamous carcinoma. 

Key Words: Vascular endothelial growth factor-C; 
Vascular endothelial growth factor-receptor; Esopha-
geal squamous carcinoma; Immunohistochemistry 

Liu PF, Liu BT, Shen WD, Shi RH, Zhu H. Expression of 
vascular endothelial growth factor-C and its receptor in 
esophageal squamous carcinoma tissues and its clinical 
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 
431-435

摘要
目的: 研究血管内皮生长因子C(VEGF-C)及其
受体VEGFR-3在食管鳞癌组织和癌旁组织中
的表达, 并分析他们与肿瘤病理分级、淋巴结
转移等临床病理特征之间的关系.  

方 法 :  运用免疫组织化学法检测 3 7例食
管鳞癌组织和1 2例癌旁组织中V E G F - C
和V E G F R - 3的表达情况 ,  并对阳性表达

www.wjgnet.com

®

■背景资料
V E G F - C在多种
肿瘤组织和细胞
株中都有表达 , 
V E G F - C及其受
体VEGFR-3的结
合可以参与胃癌
等多种肿瘤的淋
巴管的形成, 但是
二者在食管癌浸
润、转移过程中
所起的作用有待
进一步研究. 
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院肿瘤外科 



VEGFR-3的组织进行染色管腔计数.  

结果: 37例食管鳞癌组织和12例癌旁组织中
VEGF-C的阳性表达率分别为43.24%(16/37)
和7.69%(1/12), 二者有显著性差异(P <0.05). 
在肿瘤组织中V E G F-C的表达与淋巴结转
移和肿瘤浸润深度显著相关(P  = 0.000, P  = 
0.026), 而与患者年龄、肿瘤大小和肿瘤分级
无明显相关性; VEGF-C阳性组的VEGFR-3
染色脉管计数较VEGF-C阴性组高, 二者有明
显相关性(5.50±1.37/HPF vs  2.81±1.12/HPF, 
P <0.05); 淋巴结转移组VEGFR-3阳性染色脉
管计数较无转移组的计数高(5.60±1.45/HPF 
vs  2.86±1.04/HPF, P <0.001). 

结论: VEGF-C在食管鳞癌组织中的表达明显
高于癌旁组织, 且与淋巴结转移和肿瘤浸润
深度有相关性. VEGF-C和VEGFR-3可能介导
食管鳞癌中脉管的生成, 并参与肿瘤的淋巴结 
转移. 

关键词: 血管内皮生长因子C; 血管内皮生长因子

受体3; 食管鳞癌; 免疫组织化学
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0  引言

食管癌是我国常见恶性肿瘤之一 ,  发病率高 , 
预后较差, 鳞癌为其主要病理类型, 发生淋巴

结转移是造成预后不佳的主要原因之一. 研究

认为, 血管内皮生长因子C(VEGF-C)及其受体

VEGFR-3的结合可以参与胃癌等多种肿瘤的

淋巴管的形成[1-4], 参与淋巴结转移[5-7], 但对于

二者在食管癌组织中表达的研究较少. 本研究

即应用免疫组化法检测了37例食管鳞癌组织中

VEGF-C和VEGFR-3的表达, 旨在探讨二者在食

管癌发生、发展和淋巴管生成中的作用及其与

食管癌临床病理特征之间的关系, 从而为食管

癌的临床诊断以及判断预后提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 37例食管鳞癌、12例癌旁组织标本取

自2005-09/2007-06经江苏省人民医院和江阴

市人民医院病理科组织病理学证实, 患者年龄

36-80(平均年龄58)岁, 男27例, 女10例, 其中发

生淋巴结转移的有15例. 山羊抗人VEGF-C抗

体购自R&D公司, 兔抗人VEGFR-3抗体购自
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CHEMICON公司, S-P免疫组化试剂盒及DAB染
色试剂盒购自福州迈新生物技术公司. 
1.2 方法 免疫组织化学法按朱宏 et al [8]报道方

法操作, 本实验以PBS液代替一抗作为阴性对

照. VEGF-C免疫组化染色结果的判断: 在放大

200倍视野下, 每张切片观察5个视野, 根据染色

程度和染色细胞百分比进行评分. 染色程度: 基
本不着色为0级; 着色呈淡黄色为1级; 着色呈

黄色为2级; 着色呈棕褐色为3级. 染色阳性细胞

百分比: 着色阳性细胞占计数细胞<5%为0级; 
6%-25%为1级; 26%-50%为2级; 超过51%为3级. 
将染色程度分级与着色细胞百分比分级相乘, 
乘积大于4者为阳性表达, 0-3者为阴性表达[9]. 
VEGFR-3免疫组化染色结果判断: 首先低倍镜

下确定脉管着色最密集区(热区), 然后在高倍视

野(high power field, HPF)下计数5个高倍视野中

阳性脉管密度, 取均数作为淋巴管数. 
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件包进行

统计分析, 运用χ2检验、t检验及Fisher确切概率

法统计. P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

V E G F-C主要定位于肿瘤细胞质内(图1A-B), 
37例食管癌组织中V E G F-C的阳性表达率为

43.24%(16/37), 12例癌旁组织的阳性表达率为

7.69%(1/12), 二者有显著性差异(P<0.05). 肿瘤组

织中VEGF-C的表达与淋巴结转移和肿瘤浸润深

度显著相关(P <0.05), 与年龄、肿瘤大小、肿瘤

分级和肿瘤位置等无明显相关性(表1); 根据S-P
法免疫组化的结果我们还发现, 在VEGF-C表达

阳性的16例肿瘤组织中VEGFR-3阳性脉管的

平均计数为(5.50±1.37)/HP, 显著高于VEGF-C
阴性组织(2.81±1.12)/HPF, 二者有明显相关性

(P <0.05, 图1C). 淋巴结转移组VEGFR-3阳性染

色脉管计数(5.60±1.45/HPF)与无转移组的计数

(2.86±1.04/HPF)有显著性差异(P <0.001).

3  讨论

食管癌是严重危害人民生命安全的疾病, 在我

国发生率高, 手术为主要治疗手段, 但手术切除

率较低, 术后复发率高, 预后较差. 目前认为, 食
管癌发生淋巴结转移是造成预后不佳的主要原

因之一, 因此研究肿瘤细胞淋巴管转移有重要

的临床意义. 
人类V E G F基因位于染色体6 p 2 1 . 3上 , 

全长24 kb, 编码VEGF的基因长约14 kb, 有

www.wjgnet.com

■研发前沿
近 年 来 人 们
对 V E G F - C和
VEGFR-3与肿瘤
的研究文献较多, 
并且发现他们是
胃癌等多种肿瘤
淋巴结转移的重
要指标, 但在食管
鳞癌中的报道较
少, 且其具体机制
尚不完全清楚, 今
后研究的重点是
进一步探究二者
介导肿瘤转移的
确切机制. 
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VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D和

PIGF等五种亚型, 目前认为VEGF与肿瘤的血

管和淋巴管等生成有密切的关系[10]. VEGF-C
是Joukov et al [11]最先在前列腺PC-3细胞系中

提纯出来, 目前被认为是淋巴管生长因子之一, 
在促进淋巴管内皮细胞的增殖过程中发挥重

要作用[12], 其受体主要是位于内皮细胞膜上的

VEGFR-2(KDR)和VEGFR-3(Flt4), 其中VEGF-C
对VEGFR-3的亲和能力较VEGFR-2高得多, 主
要参与淋巴管生成. 近年研究发现VEGF-C在多

种恶性肿瘤如乳腺癌、甲状腺癌等都高表达, 

且与淋巴结转移有一定相关性[3,13-17], 并影响患

者的预后[18]. Wang et al [19]发现胃癌患者的血浆

VEGF-C水平和淋巴管密度与肿瘤的淋巴管转

移及其患者的预后有关. 有人发现在肿瘤边缘

生长旺盛的部分VEGF的表达强度高于中心位

置[20], 原因尚不清楚. Kitadai et al [21]用RT-PCR法
检测食管鳞癌中VEGF-C mRNA的表达, 发现

66.7%的食管癌表达而正常食管黏膜无表达, 并
发现在5种食管癌细胞株中有4种表达. 有人研

究了食管鳞癌中VEGF-C和P53的表达, 发现二

者与肿瘤的淋巴结转移有相关性[22]. 
VEGFR-3即血管内皮生长因子受体3, 在

胚胎时期, 他主要表达于淋巴管从胚胎静脉发

芽处, 在胚胎后期以及出生以后则主要表达在

淋巴管内皮细胞. 他是目前发现的淋巴管生成

的主要受体, 也是淋巴管较为特异的标志物[23],  
Valtola et al [24]发现在正常乳腺组织和乳腺癌组

织内的淋巴管内皮细胞皆有VEGFR-3的高表达. 
Roberts et al [25]的动物实验研究显示VEGFR-3
可以介导乳腺癌的淋巴转移和肺转移 ,  而通

过对其抑制可以降低转移风险 .  有研究发现 , 
VEGF-C可以和VEGFR-3结合并使受体自身磷

酸化, 引起淋巴内皮细胞的增殖, 促进淋巴管生

成[26]. VEGF-C和VEGFR-3对肿瘤转移的诱导作

用已经在多种肿瘤中发现[27-29]. 
实验结果显示, 37例食管鳞癌组织中16例

VEGF-C表达阳性, 阳性率为43.24%, 明显高于

癌旁组织表达(7.69%, P <0.05). 提示VEGF-C可
能与肿瘤的发生有一定相关性. 同时我们也研

究了VEGF-C与食管鳞癌临床病理特征之间的

关系, 发现VEGF-C的表达与淋巴结转移和浸润

深度相关, 已发生淋巴结转移或浸润已达到浆

膜层的组织VEGF-C表达高(P <0.05), 表明其表

达可能与食管癌的浸润、转移有一定相关性, 
这与Kitadai的研究结果基本一致[21]. 本研究未发

■相关报道
Skobe et al发现
V E G F - C能够介
导乳腺癌的转移, 
Sergio Dias et al研
究发现VEGF-C通
过与其受体FLT-4 
(即VEGFR-3)的
结合能够促进和
增强白血病细胞
的增殖、存活和
对化疗的抵抗力.

表  1  VEGF-C的表达与临床病理特征之间的关系

     
临床特征	              n

                 VEGF-C	   
χ2            P值

                                                +          -

年龄

    ≥50                   29       12       17

    ＜50                     8         4         4         -           0.705

性别

    男                       27       10       17

    女                       10         6         4         -           0.274

肿瘤大小

    ≥5 cm               10         5         5

    ＜5 cm               27       11       16         -           0.716

浸润深度

    有浆膜浸润         20      12          8         

    无浆膜浸润         17        4        13        4.98       0.026

淋巴结转移情况

    有转移                15       12         3

    无转移                22         4       18      13.89       0.000  

分化程度

    Ⅰ-Ⅱ                 24       10       14

    Ⅲ                       13         6         7        0.069      0.793  

肿瘤位置

    上段                      6         2         4                 

    中段                    19         8        11       0.473      0.793

    下段                    12        6          6           

图  1  食管鳞癌组织及癌旁组织VEGF-C的表达(DAB染色×400). A: 食管鳞癌组织VEGF-C的表达; B: 癌旁组织VEGF-C的
表达; C: 食管鳞癌组织脉管内皮细胞中VEGFR-3的表达.

A B C



www.wjgnet.com

434                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2008年2月8日       第16卷      第4期

■应用要点
本文对食管鳞癌
组织中VEGF-C和
VEGFR-3联合检
测, 发现二者具有
相关性, 并且是食
管鳞癌浸润、转
移的一项重要指
标, 可为以后的临
床应用提供参考.

现VEGF-C与患者年龄、性别、肿瘤大小、肿

瘤分化程度和肿瘤位置等临床病理特征之间有

明显相关性. 我们对肿瘤组织中VEGFR-3染色

阳性的淋巴管进行计数, 并将其进行统计分析, 
发现VEGF-C阳性组染色淋巴管计数较VEGF-C
阴性组高, 二者有统计学差异(P <0.05), 提示

VEGF-C与VEGFR-3之间有相关性, 且发生淋巴

结转移组的VEGFR-3计数较未发生转移组的计

数要高, 提示VEGF-C可能通过激活食管癌淋巴

管内皮细胞膜上的受体VEGFR-3引起淋巴管增

生, 从而促进肿瘤的转移. 
我们通过对食管鳞癌组织中V E G F-C和

VEGFR-3的联合检测, 发现他们是浸润、转移

情况的一项重要指标, 具有一定的临床应用前

景. 但目前对VEGF-C和VEGFR-3作用于肿瘤的

确切机制尚不完全清楚, 需要进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To study the effect and safety of systemic 
chemotherapy for gastric cancer.

METHODS: Articles on systemic chemotherapy 
for gastric cancer published in 2002 to 2006 were 
retrieved using the key word "Gastric Cancer" with 
the secondary retrieval key word "Treatment" or 
"Chemotherapy" from "Vip Chinese Science and 
Technology Periodicals database", then the whole 
text was read to get all-related information. The 
data were descriptively analyzed. 

RESULTS: There were 274 articles on systemic 
chemotherapy for gastric cancer, 156 of which 
were on oxaliplatin, paclitaxel, docetaxel, 
capecitabine and irinotecan. Among the 134 arti-
cles statistically studied, randomized controlled 
test was reported in 31, median survival time 
in 53, and median time of tumor progress in 30, 
respectively. The response rate of FOLFOX4, 
FOLFOX6, and other oxaliplatin-related regi-
mens was 21.21%-56.00%, 38.78%-61.29%, and 
34.09%-66.67%, respectively. The response rate 
of paclitaxel-, docetaxel- and capecitabine-relat-

ed regimens was 23.53%-75.00%, 20.00%-66.67%, 
and 29.17%-71.88%, respectively. 

CONCLUSION: Drugs and regimens used for 
gastric cancer are in agreement with the those re-
ported abroad. However, there are certain short-
comings in the design of domestic clinical studies, 
thus affecting the results of studies. 

Key Words: Gastric cancer; Chemotherapy; Docu-
ment study

Cao ND, Zhao AG, Zhu YJ, Yang JK. Chinese Reports 
on the effect and safety of systemic chemotherapy for 
advanced gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(4): 436-442

摘要
目的: 研究胃癌全身化疗的疗效及安全性. 

方法: 以“胃癌”为关键字, “治疗”或“化
疗”为二次检索关键字, 搜索“维普中文科技
期刊数据库”2002-2006年国内有关胃癌全身
化疗的文献, 并搜集所有文献信息, 进行描述
性分析. 

结果: 搜得胃癌全身化疗方案文献274篇, 草
酸铂类、紫杉醇类、卡培他滨及拓扑异构酶
Ⅰ抑制剂相关文献156篇, 可进行统计者134
篇, 其中31篇提及为随机对照试验, 53篇提
及中位生存时间, 30篇提及中位疾病进展时
间. FOLFOX4方案有效率在21.21%-56.00%, 
FOLFOX6方案有效率在38.78%-61.29%, 其他
OXA+CF/5-FU方案有效率在34.09%-66.67%, 
紫杉醇相关方案有效率在23.53%-75.00%, 多
西紫杉醇相关方案有效率在20.00%-66.67%, 
卡培他滨相关方案有效率在29.17%-71.88%. 

结论: 国内胃癌全身化疗用药趋势与国际相
符, 但在临床试验设计上尚存在不足, 影响试
验的结果.

关键词: 胃癌; 化疗; 文献研究

曹妮达, 赵爱光, 朱莹杰, 杨金坤. 进展期胃癌化疗疗效的中国文
献分析.  世界华人消化杂志  2008; 16(4): 436-442
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■背景资料
胃癌是全球最常
见的恶性肿瘤之
一, 居恶性肿瘤死
因的第2位. 目前
手术切除仍是治
疗胃癌的首选方
法, 但胃癌有“三
高三低”的特点, 
晚期胃癌患者中
位生存期仅为6-9 
mo, 总体5年生存
率20%-30%. 为提
高晚期胃癌患者
的中位生存期, 辅
助化疗得到日益
重视, 全身化疗对
晚期胃癌有主要
作用. 

■同行评议者
刘宝瑞, 教授, 南
京大学医学院附
属鼓楼医院肿瘤
中心
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0  引言

胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一, 居恶性肿

瘤死因的第2位[1]. 外科手术彻底扫除癌灶仍是

胃癌治疗的首选方法. 但除日本外大多数国家

由于没有实施筛查, 早期诊断率较低, 超过50%
的病例早期症状不明显或不典型, 一经诊断, 常
常已达到局部晚期或发生侵犯腹膜, 包围大血

管或远处转移而无法手术. 30%-50%的胃癌患

者可以进行手术切除, 但60%的根治切除术后患

者出现复发或远处转移. 晚期胃癌患者的中位

生存期仅为6-9 mo, 总体5年生存率20%-30%. 为
提高胃癌术后的疗效, 辅助化疗已受到日益重

视, 针对局部与全身的抗癌药物治疗有重要的

地位与作用, 围手术药物起辅助治疗作用, 对于

局部进展转移期(晚期)胃癌, 药物治疗发挥主要

作用[2-5]. 2002年Panzini et al  Meta分析统计17篇
文献共3118例患者, 分析辅助化疗对于胃癌患者

生存期的影响, 结果为接受辅助化疗的患者在

生存期上有明显优势. Janunger et al  Meta分析也

得出类似结果[6-7].  
近10年来, 随着化疗新药物的不断出现, 胃

癌的化学治疗已得到长足的进步, 虽然目前尚

缺乏一致公认的“金标准”方案, 但新化学药

物治疗晚期胃癌研究已出现高潮, 其客观缓解

率(RR)多已超过40%. 目前, 晚期胃癌全身化疗

新药研究主要有4大类6种新药, 口服5-FU前药: 
卡培他滨(capecitabine, CAPE, xeloda)和替吉

奥(S-1). 紫杉类: 紫杉醇(paclitaxel, taxol, TAX, 
PCT)和多西紫杉醇(docetaxel, taxotere, TXT, 
DTX). 第三代铂: 奥沙利铂(oxaliplatin, LOHP, 
OXA, eloxatin). 拓扑异构酶Ⅰ抑制剂: 伊立替康

(irinotecan, camptosar, IRI, CPT-11)[3,5]. 本文对国

内已发表的中文文献进行研究, 尤其关注含有

上述新药的化疗方案之疗效, 以对胃癌术后全

身化疗的疗效及安全性进行评价.

1  材料和方法

1.1 材料 搜索“维普中文科技期刊数据库” 
2002-2006年国内已发表的文献, 以“胃癌”为

关键字, “治疗”或“化疗”为二次检索关键

字, 分别搜索胃癌全身化疗(静脉及口服给药)的
临床试验观察类文献.
1.2 方法 纳入标准: (1)全身化疗(包括静脉及口

服用药)的临床疗效观察类试验; (2)提及病例的

纳入条件(如病理证实为胃癌; 有客观可测量的

指标; 不能手术或术后转移复发; 复治病例末次

接受化疗结束时间; 体力评分; 预计生存期等); 
(3)有明确纳入试验病例数及可评价疗效病例

数; (4)有疗效评估标准和化疗副反应评估标准; 
(5)有疗效评价情况; (6)包括随机对照试验与不

设对照试验. 排除标准: (1)不符合以上纳入标准

者; (2)全身化疗同时接受局部化疗(包括腹腔灌

注化疗、介入治疗、免疫生物治疗及放疗等其

他抗肿瘤治疗). 观察指标: 化疗组所用的化疗药

物、剂量和用法等以及疗效评价情况.

2  结果

2.1 研究描述 共搜索到胃癌全身化疗文献274
篇, 其中术后化疗265篇, 新辅助化疗9篇. 此外, 
另有4篇为全身静脉化疗为主并同时辅以腹腔

灌注化疗. 
经过阅读摘要、查阅全文等过程后, 统计

胃癌术后全身化疗文献的化疗方案中, 治疗对

象均为晚期胃癌或进展期胃癌患者. 化疗方案

中, 含草酸铂的化疗方案文献共有125篇, 含卡

培他滨的16篇, 含CPT-11的1篇, 含羟基喜树碱

的47篇, 含蒽环类的30篇, 含多西紫杉醇的23篇, 
含紫杉醇的38篇, 其他还用到的化疗药物包括5-
氟脲嘧啶(包括口服制剂如优福定, FT-207和方

克等)、顺铂、卡铂、庚铂、VP-16、VM-26、
丝裂霉素、长春花碱、氨甲喋呤及吉西他滨等, 
所用到的化疗方案多达64种之多.
2.2 纳入研究的文献一般情况描述 本次研究主

要统计以草酸铂、紫杉类药物、卡培他滨及伊

立替康为主化疗方案文献的情况. 各类药物相

关文献搜索所得篇数、所占比例、是否随机对

照等情况见表1.
以草酸铂、亚叶酸钙/5-氟脲嘧啶联合化疗

方案的文献中, 另有1篇记录1, 3年的生存率及

疾病进展率, 2篇提及总生存率, 1篇提及总无疾

病进展期(PFS). 84篇文献中, 未提及疗效及副反

应评价标准的1篇, 文中所述病例数与实际参加

■研发前沿
目前胃癌全身化
疗虽缺乏公认的
“金标准”方案, 
但近年来较集中
于卡培他滨、紫
杉类、草酸铂及
伊立替康等药物
组成的方案. 

表  1  各类药物相关文献一般情况描述

     
                       

总数   比例(%)
     随机        排除         纳入统

                                                    对照        篇数         计篇数

OXA+CF/       84      30.7         23          12             72

5-FU

PCT	       37      13.5	  3            5             32

DCT	       21        7.7	  2            2             19

CAPE	       13        4.7	  2            3             10

CPT-11	         1        0.4	  1            -               1
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疗效评价例数不符者7篇, 观察化疗后总生存率

的文献2篇, 胃癌与其他病种肿瘤混合统计疗效

无法分开者2篇, 上述4种情况均不纳入统计范

围. 余下72篇进行化疗方案及疗效的统计. 以紫

杉醇为主的化疗方案的文献中, 有2篇作者、单

位、病例数、病例情况、用药、疗效评价标准

完全一致, 但疗效评价结果不同, 均予以排除在

统计范围之外; 另外无疗效及副反应评价标准

的1篇, 胃癌与其他病种肿瘤混合统计疗效无法

分开者1篇, 观察化疗后血清免疫学指标者1篇, 
均不纳入统计范围内. 剩余32篇进行化疗方案

及疗效的统计. 以多西紫杉醇为主的化疗方案

的文献中, 有用药剂量明显错误者2篇, 不纳入

统计范围内. 其余19篇进行化疗方案及疗效的

统计. 以卡培他滨为主的化疗方案的文献中, 文
中所述病例数与实际参加疗效评价例数不符者

1篇, 胃癌与其他病种肿瘤混合统计疗效无法分

开者2篇, 上述两种情况不纳入统计范围, 余下

10篇进行化疗方案及疗效的统计.
2.3 疗效结果 在所有提及疗效评价标准的文献

中, 评价标准基本有两种: 一为WHO实体瘤近期

客观疗效评价标准(1981年); 另一种为1998年欧

洲癌症研究与治疗协会(EORTC)、美国国立癌

症研究所(NCI)、加拿大国立癌症研究所(NCIC)

■相关报道
金懋林及秦叔逵
教授 et al近年对
胃癌化疗药物、
方案以及疗效等
有较多报道, 包括
综述概括类及临
床试验等, 对于国
内此方面的研究
有较大指导意义. 

表  2  以草酸铂为主化疗方案疗效比较

     
                                                                                                                                          疗效
化疗方案	       文献篇数        n       可评价数(n )

     CR(n )      PR(n )	         RR(%)	            MS(mo)(篇)       PFS(mo)(篇)     TTP(mo)(篇)

FOLFOX4	         11	         403	        389	           19       160      21.21-56.00     6.0-10.5(5)      3.0-6.3(5)      4.2-6.8(4)

FOLFOX6	           9	         282	        282	           22	      118     38.78-61.29      9.0-11.8(4)      5.0(1)             5.5-5.8(3)

非标准	          53	       1631	      1623	         104	      720     34.09-66.67      8.0-14.0(16)    3.5-9.5(13)    3.0-7.8(5)

表  4  以多西紫杉醇为主化疗方案疗效比较

     
                                                                                                                                                  疗效 
化疗方案	                       文献篇数       n     可评价数(n )

   CR(n )    PR(n )          RR(%)            MS(mo)(篇)    PFS(mo)(篇)   TTP(mo)(篇)

DTX+CF/5-FU	          3	       93	     93	      6       41    42.11-66.67	     -	        -	         7.6(1)

DTX+DDP+5-FU	          7	     206	   204	    10       93    41.18-56.52     8.9-11.0(4)      -	         5.5(1)

DTX+DDP+CF/5-FU        2	       63	     63	      5       30    47.62-59.52   10.0-11.1(2)    8.0(1)	         5.6(1)

DTX+DDP	          2	       60	     60	      0       22    33.33-40.00     9.7(1)	        -	         5.6(1)

其他DCT为主1	          5	     102	     98	      8       41    20.00-63.16   11.0(1)	      9.5(1)	         5.3-7.0(2)

合计	                        19	     524	   518	    29     227    20.00-66.67     8.9-11.1(8)    8-9.5(2)      5.3-7.6(6)

15篇其他DCT为主文献中, 多西紫杉醇联合草酸铂联合为主化疗的文献2篇, 联合卡培他滨的方案1篇, 多西紫杉醇单药应用者1篇, 

及混合使用上述方案中的两种方案同时治疗晚期胃癌的1篇.

表  3  以紫杉醇为主化疗方案疗效比较

     
                                                                                                                                                          疗效	   
化疗方案	                      文献篇数        n     可评价数(n)

    CR(n )     PR(n )              RR(%)             MS(mo)(篇)     PFS(mo)(篇)   TTP(mo)(篇)

PCT+5-FU	          1	      30	  28	    3         14      60.71	               11.5(1) 	        6.4(1)               -

PCT+CF/5-FU	          8	    231       229	  13       111      46.15-68.00      7.9-13.1(2)      4.0(1)           4.3-8.0(3)

PCT+DDP+5-FU	          3	      88	  88	    9         39      52.00-57.14    13.0(1)	            -             6.5-9.0(2)

PCT+DDP+CF/5-FU          5	    155       155	  11         69      41.67-65.00	     -	            -                  -

PCT+DDP	                          1	      22	  22	    3           7      45.45	                     -	       5.5(1)                -

PCT+OXA	                          4	    106       106	  11         59      57.69-75.00    11.8(1)	       8.7(1)                -   

其他PCT为主1	        10	    313       303	  17       123      23.53-61.90      9.3-11.2(6)     2.9-5.0(2)    5.6-6.7(3)

合计	                         32	    945       931	  67       422      23.53-75.00      7.9-13.1(11)   2.9-8.7(6)    4.3-9.0(8)

110篇其他PCT为主文献中, 4篇在同一试验里同时应用上述方案中的两种治疗晚期胃癌患者, 联合表阿霉素的方案1篇, 联合卡培他

滨、VP-16 的文献各2篇, 紫杉醇单药应用方案1篇. 
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提出的《抗肿瘤药对实体肿瘤客观疗效评定标

准》(RECIST). 
2.3.1 化疗方案 以草酸铂的化疗方案: 需要提

出的是, 以标准FOLFOX6方案为基础化裁的

全身化疗文献共9篇, 但化疗药物剂量严格符

合FOLFOX6方案的文献仅为2篇, 其余文献中

L-OHP用量在85-135 mg/m2之间, CF的用量有

200 mg/m2与400 mg/m2不同, 快速静滴5-FU的剂

量也有400 mg/m2与500 mg/m2不同, 但因5-FU静

脉维持静滴的剂量与时间均符合FOLFOX6标
准, 故本研究将上述文献均归于FOLFOX6为基

础的化疗方案中. 其余53篇均为草酸铂、亚叶

酸钙/5-氟脲嘧啶联合组成的化疗方案, 但药物

剂量与用法都不符合FOLFOX系列方案用法. 以
紫杉醇、多西紫杉醇和卡培他滨为主的化疗方

案见表2-5.
2.3.2 其他: 关于使用拓扑异构酶Ⅰ抑制剂单药

或联合其他药物治疗胃癌的文献在本次国内文

献的搜索中较少, 仅为1篇, 并且提及为随机对

照试验, 使用药物为CPT-11、顺铂及5-氟脲嘧

啶, 病例数25例, 可评价疗效病例25例, 完全缓

解(CR)0例, 部分缓解(PR)13例, 有效率(RR)为
52%. 关于含S-1的文献在此次搜索中没有所获. 
2.3.3 随机对照文献结果: 将纳入统计的文献中

提及为随机对照的文献单独分析(表6). OXA、

CF/5-FU联用方案中, 因各试验药物剂量、用法

均不相同, 主要体现在5-FU的用量和用法上, 故
严格意义上无法将其全部进行合并统计有效率, 
只能按用药方法的基本类似将其分成3类: 一是

5-FU单纯静脉点滴, 但用药剂量各有不同, 500 
mg/m2的4篇, 300 mg/m2的4篇, 375 mg/m2和750 
mg/m2的各1篇; 二是先用5-FU 400 mg/m2快速静

脉推注, 再用600 mg/m2静脉维持22 h; 三是单用

5-FU静脉维持22 h的方法.
2.4 副反应 在提及毒副反应评价标准的文献

中, 所使用的标准有以下几种: (1)WHO抗癌药

物急性与亚急性毒性表现和分度标准观察和判

断, 分为0-Ⅳ度; (2)按照美国国立癌症研究所

(national cancer institute, NCI)通用不良反应分

级标准(common terminology criteria for adverse 
events, CTCAE)3.0进行评价. (3)在使用草酸铂

类药物的方案中, 神经毒性按照奥沙利铂专用

表  6  随机对照文献情况表

     
                                                                                                                                         疗效
化疗方案	                           随机对照文献数         n 	 可评价数(n )

      CR(n )	      PR(n )	         RR(%)

FOLFOX4                                  1                   40           36                 1          17        50.00

FOLFOX6                                  4                  121         121               11          53        45.00-58.53

5-FU单独静滴                         10                 312         312              18         154        43.75-66.67

5-FU bolus+CIV                        1                   41           41                4          16         48.78

5-FU CIV22H                            2	       56	      56	          3	      28	  54.55-56.52

PCT+DDP+CF/5-FU                 1	       31	      31	          1	      15	  51.61

PCT+DDP                                  1	       22	      22	          3	        7	  45.45

PCT+CF/5-Fu+VP-16              1	       32	      32	          6	      13	  59.83

DTX+DDP+5-FU                      1	       23	      23	          2	      10	  52.17

DTX                                           1	       15	      15	          1	        2	  20.00

CAPE+OXA                               1	       28	      28	          1	      16	  60.71

CPT-11+DDP+5-FU                1	       25	      25	          0	      13	  52.00

表  5  以卡培他滨为主化疗方案疗效比较

     
                                                                                                                                          疗效  
化疗方案	              文献篇数    n       可评价数(n )

    CR(n )     PR(n )             RR(%)            MS(mo)(篇)     PFS(mo)(篇)      TTP(mo)(篇)

Xelox	                   8        204        196	           17	       89     29.17-71.88      8.3-12.0(4)     7.5-8.0(3)      4.5-7.2(4)

其他CAPE为主1          2         46           46	            2	        18     37.50-46.67           -                     -	             -

合计	                 10        250        242	          19	      107     29.17-71.88      8.3-12.0(4)     7.5-8.0(3)      4.5-7.2(4)

12篇其他CAPE为主文献分别为卡培他滨单药应用, 及卡培他滨联合表阿霉素及顺铂方案.

■创新盘点
本文对国内已发
表的中文文献进
行研究, 尤其关注
含有卡培他滨、
紫杉类、草酸铂
及伊立替康等药
物的化疗方案之
疗效, 以对胃癌术
后全身化疗的疗
效及安全性进行
评价. 
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分级法评价, 包括肢端感觉异常或感觉迟钝、

麻木, 咽喉部感觉异常, 面部感觉异常和喉部痉

挛综合征或Caussanel et al描述的感觉神经毒性

标准评分: 1级为感觉异常和/或感觉迟钝, 持续

不超过7 d; 2级为感觉异常和/或感觉迟钝持续

8-14 d; 3级为感觉异常和/或感觉迟钝, 在化疗间

歇期持续存在; 4级为感觉异常和/或感觉迟钝引

起功能障碍. 
因为并非全部进入统计的文献都分别列出

各项不良反应的具体人数, 大多文献将不良反

应按种类统计, 也有仅在文中列出几个3/4度不

良反应的项目, 个别文献统计总周期数中发生

不良反应的例数, 因此无法作详尽的统计及讨

论, 故在此仅列举各化疗方案常见的不良反应. 
文献中提及的各化疗方案的血液学毒性主

要为白细胞减少、贫血及血小板减少, 以白细

胞和血小板减少为主, 可出现3/4度毒性. 非血

液学毒性中, 主要有恶心呕吐、腹泻等消化道

反应, 口腔黏膜炎, 轻中重度各有分布, 肝肾功

能的损害以轻度为主, 少见3/4度毒性, 脱发以含

紫杉醇类药物为多见, 多在轻中度, 少数为重度. 
含有草酸铂类药物的, 观察外周神经毒性; 含有

卡培他滨的化疗方案, 加观察手足综合征的发

生率; 含紫杉醇类药物的方案, 亦有少数文献记

录过敏反应的情况; 其他有个别文献记录化疗

的心脏毒性等毒副反应.

3  讨论

在本次搜索到的全部文献中, 出现的化疗方案

达64种之多, 一方面表现出目前胃癌术后化疗

尚无统一的标准方案, 应用的药物种类较多, 而
应用以草酸铂、紫杉类、卡培他滨、伊立替康

为主的化疗方案占到总数的57%, 另一方面也表

现目前国内胃癌术后化疗用药与国际上的趋势

相符. 同时, 国内的临床研究尚存在诸多问题. 
草酸铂为主化疗方案的有效率较高 , 

FOLFOX4有效率为21.21%-56.00%, 其中1篇
为随机对照, 有效率50%; FOLFOX6有效率为

38.78%-61.29%, 其中有4篇为随机对照试验, 有
效率为45.00%-58.53%, 略高于FOLFOX4, 不排

除与两者总病例数相差较多有关, 但这一情况

与国外类似报道结果相仿. 意大利De Vita et al [8]

用FOLFOX4方案治疗晚期胃癌患者61例, 全部

参加评价疗效及毒副反应评价, CR 4例、PR 19
例, 有效率38%. Louvet et al [9]用FOLFOX6方案

治疗53例晚期胃癌患者, 有效率为45%. 其他

用草酸铂、亚叶酸钙及5-氟脲嘧啶联合化疗

方案的有效率在34.09%-66.67%, 与FOLFOX6
接近 ,  此间提及为随机对照的文献有效率在

43.75%-66.67%之间, 但因此类文献中, 3种药物

剂量、用药途径均各有出入, 其有效率难以与

单纯FOLFOX4或FOLFOX6方案相比. 
以紫杉类为主的化疗方案在本次研究中方

案比较多, 但大多与顺铂、亚叶酸钙及5-氟脲

嘧啶多药联用, 因此存在每种方案文献篇数较

少、病例数也较少的问题, 相应的, 提及随机对

照的文献更少, 不同方案的仅各有1篇. 紫杉醇

与多西紫杉醇为主的化疗方案有效率分别为

23.53%-75.00%与20.00%-66.67%, 均高于国外

的随机对照试验结果. 目前唯一完成的紫杉类

药物治疗晚期胃癌Ⅲ期多国多中心试验V325, 
其Ⅱ期试验TCF和DC的有效率分别为43%和

26%, 中位疾病进展时间(TTP)为5.9 mo和5.0 mo, 
中位生存期的比较结果是9.6 mo和10.5 mo[10];  
Ⅲ期试验中TCF的有效率为38.7%[11]. 而本研究

中DCF方案的有效率高达41.18%-56.52%, DC方
案也有33.33%-40.00%, 故考虑两者出现较大差异

仍与样本量过小及是否随机化而产生偏差有关. 
以卡培他滨为主的化疗方案中, 卡培他滨

联合草酸铂方案占到大多数, 10篇文献中有8篇
使用此方案, 有效率在29.17%-71.88%, 悬殊较

大. 国外文献中此方案的报道较少. 韩国的Ⅱ期

试验用卡培他滨单药1250 mg/m2 po 2次/d, 每3
周一次, 治疗45例晚期或转移性胃癌患者, 44例
可评价疗效病例, CR 0例, PR 15例, 有效率34%, 
中位TTP 3.2 mo, 中位生存期(MS)9.5 mo[12]. 一
项包括中国在内的多国多中心随机Ⅲ期临床研

究比较了XP方案与5-FU/DDP(FP)方案一线治

疗晚期胃癌的疗效及安全性. 结果显示两组的

疾病无进展时间分别为5.6 mo和5 mo, 总体生存

时间分别为10.5 mo和9.3 mo, XP组均优于FP组
[13]. 尚在继续进行中的REAL-2 Ⅱ期试验, ECF、
EOX、ECX以及EOF 4组有效率分别为31%、

48%、35%和39%, EOX组明显高于其他3组[14]. 
含伊立替康的化疗方案在本次研究中仅一

篇文献, 有效率为52%. 这一结果与日本Hiroshi 
et al的实验结果相仿, 具体用伊立替康60 mg/m2, 
第1、15天静脉维持输注, 联合顺铂10 mg/m2, 第
1、2、3、15、16、17天使用, 治疗31例晚期胃

癌患者, CR 0例, PR 16例, 有效率为52%, 中位生

存时间为378 d[15]. 而随机Ⅱ期试验V306的第一

阶段, 比较了CPT-11+DDP(欧洲方案)与CPT-11

■应用要点
本文对国内现行
化 疗 药 物 、 方
案、疗效及安全
性等进行分析, 并
发现国内临床试
验中存在设计不
足等缺陷, 在今后
的工作中有一定
参考意义. 
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联合静脉滴注5-FU和LV治疗晚期胃癌的疗效, 
前者的有效率为40%[16]. 

从本次研究中, 看到国内临床试验中存在

的不少问题, 或多或少影响到试验的结果. 首先, 
国内的临床研究缺乏多中心的随机对照实验, 
所收集病例多为作者本医院的门诊或住院患者. 
金懋林教授 et al用奥沙利铂联合亚叶酸钙及5-
氟脲嘧啶先静脉快速静滴, 后大剂量静脉维持

的试验在目前国内较为权威和标准的临床试验

结果. 病例来自7个研究中心, 最终可评价疗效

例数40例, CR 4例, PR 13例, 有效率达42.5%[17]. 
国内其他使用该三药联合化疗的临床试验亦与

此结果作比较. 
其次, 随机对照试验的文献为数相当少, 各

方案的随机对照试验篇数在10%左右, 不超过

25%. 且对于随机的分配方法也缺乏具体交待, 
对随机组患者与对照组患者的同质性没有分析, 
不能排除其对试验结果的偏倚影响. 

再次, 临床实验的纳入样本量也相对较少, 
大多为门诊或病房收集的病例, 没有样本量需

求的计算, 在本次收索的文献中, 治疗组病例数

最多不超过60例, 最少的仅16例, 故试验结果可

能有因样本量过小而产生的误差. 此次统计虽

然尽量将使用药物、剂量、方法相同的方案

一并统计, 但因胃癌本身尚无国际统一的所谓

“金标准”方案, 各临床试验使用的药物组合

各不相同, 相同药物联合应用时, 剂量及用药途

径、时间亦各不相同, 从严格意义上而言, 难以

合并病例总数以进行综合的疗效评价, 或与国

外类似文献进行比较. 
此外, 国内文献对生存期的关注度尚不足, 

进行统计的134篇文献中, 仅48篇提到了中位生

存时间, 占35.82%(48/134), 提及中位疾病进展

时间的文献也仅为29篇, 占21.65%(29/134). 与
此同时, 国外同类文献中对生存期、疾病进展

期等及有效率均给予相当的重视. 这提示我们, 
国内临床试验需要对病例进行更长时间的随访

并进行生存期、疾病进展时间等资料的收集. 
值得注意的是, 如各化疗药物或方案之间有效

率相近, 则生存期、生存质量等对患者有更重

要的意义, 在今后的研究中应予更多的重视. 
另外, 在我国, 有越来越多的文献报道中医

药治疗晚期胃癌在延长生存期、延迟术后复发

转移时间或降低复发转移率、改善生活质量、

减轻化疗副反应等有一定的作用, 中医药治疗

胃癌日益受到关注, 开展大样本多中心的临床

■同行评价
本文内容新颖, 文
笔流畅 ,  分析可
观, 有较大的参考
价值. 

研究客观评价中医药治疗胃癌的疗效是我国胃

癌研究的重要课题之一. 
总之, 晚期胃癌术后化疗目前在国内外尚

无明确的“标准方案”, 所用方案众多, 但在药

物应用上已基本趋向于草酸铂、紫杉类、卡培

他滨等药物为主的联合用药方案, 有待在药物

联合、剂量及给药途径上做进一步的研究, 加
之靶向药物联合化疗的研究也逐渐成为热点, 
以期提高有效率和延长生存期、提高生存质量. 
而国内的临床试验在试验设计上存在不足, 如
缺少多中心的随机对照试验、随机的设计缺乏

严密性、样本量较少、对生存期的关注度不够

等, 需要我们在今后的研究和工作中加以重视

和改进.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and tolerability of 
levofloxacin-based triple regimen therapy for 
Helicobacter pylori infection.

METHODS: Ninety-four patients with H pylori in-
fection accompanied with peptic ulcer or chronic 
gastritis were randomly divided into clarithro-
mycin treatment group and amoxicillin treatment 
group combined with levofloxacin and rebepra-
zole. The course of treatment was six days. The 
eradication rate of H pylori was evaluated 1 week 
before and 4-8 weeks after treatment. 

RESULTS: The eradication rate of H pylori for 
levofloxacin-based tripel regimen therapy was 
81.9%. The eradication rate of H pylori (85.4%) 
in clarithromycin treatment group was not sig-
nificantly higher than that (78.3%) in amoxicillin 
treatment group (P = 0.368). 

CONCLUSION: Levofloxacin and rebeprazole-
based triple regimen therapy is effective and 
safe for H pylori infection.

Key Words: Levoflaxacin; Rebeprazole; Helicobacter 
pylori  

Zhang XM, Zhang ZY. Levofloxacin and rebeprazole-
based triple regimen therapy for 94 cases of Helicobacter 
pylori infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 
443-445

摘要
目的: 评价含左氧氟沙星的三联方案治疗幽
门螺杆菌的有效性和安全性 

方法:  将94例幽门螺杆菌(H e l i c o b a c t e r ,  
H pylori )阳性的消化性溃疡及慢性胃炎患者
随机分为克拉霉素治疗组和阿莫西林治疗组, 
两组联合的抗菌药均含左氧氟沙星, 抑酸剂选
用雷贝拉唑, 疗程6 d. 各组在治疗前1 wk内和
治疗后4-8 wk分别检测H pylori感染情况.

结果: 含左氧氟沙星的三联方案H pylori根除
率为81.9%, 克拉霉素治疗组H pylori根除率与
阿莫西林治疗组比较无显著性差异(85.4% vs  
78.3%, P  = 0.368).

结论: 含左氧氟沙星的雷贝拉唑联合克拉霉
素或阿莫西林是安全有效的幽门螺杆菌根除
方案.

关键词: 左氧氟沙星; 雷贝拉唑; 幽门螺杆菌

张喜梅, 张振玉. 含左氧氟沙星、雷贝拉唑的三联方案治疗幽门

螺杆菌94例.  世界华人消化杂志  2008; 16(4): 443-445

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/443.asp

0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter , H pylori )是慢性活动

性胃炎、消化性溃疡、胃癌和黏膜相关淋巴组

织淋巴瘤的重要病因[1]. 目前临床上H pylori推
荐根除方案包括抑酸剂或铋剂联合两种抗生素

(如阿莫西林、克拉霉素、甲硝唑和四环素等). 
据统计有近20%的患者初次根除失败[2], 抗生素

耐药被认为是根除失败的主要原因. 我们应用

含左氧氟沙星的三联方案治疗幽门螺杆菌, 观
察其疗效和安全性.

www.wjgnet.com
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■背景资料
据统计幽门螺杆
菌感染有少数患
者初次根除失败, 
抗生素耐药被认
为是根除失败的
主要原因, 因此更
换敏感抗生素进
行根除治疗是解
决根除失败的要
点.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科



1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2006-05/2006-07消化科门诊

经胃镜确诊的胃、十二指肠溃疡及慢性萎缩性

胃炎患者94例, 年龄l8-65岁, 其中H pylori阳性作

为入选对象, 排除严重肝、肾及肺等器官功能

障碍, 有关药物过敏史、孕妇和哺乳期妇女以

及近4 wk内已接受抗菌素或PPI治疗的患者. 随
机分为克拉霉素治疗组和阿莫西林治疗组. 治
疗前1 wk内和治疗结束后4-8 wk进行胃镜和 
H pylori检测.
1.2 方法 
1.2.1 H pylori检测: 采用快速尿素酶试验、胃黏

膜组织学检查和14C-尿素呼气试验(14C-UBT). 胃
镜检查时, 于胃窦和胃体各取2块进行快速尿素

酶试验或胃黏膜组织学检查, 试验阳性者即诊

断H pylori感染. 治疗结束后至少4 wk后进行
14C-UBT检测, 结果为阴性, 确定为H pylori已
根除.
1.2.2 治疗方法: 克拉霉素治疗组: 雷贝拉唑10 
mg, 克拉霉素0.5 g, 左氧氟沙星0.2 g, 2次/d. 阿
莫西林治疗组: 雷贝拉唑10 mg, 阿莫西林1.0 g, 
左氧氟沙星0.2 g, 2次/d, 各组疗程均为6 d.
统计学处理 采用χ2检验, P <0.05为结果有显

著性差异.

2  结果

含左氧氟沙星的三联方案H p y l o r i 根除率为

81.9%, 克拉霉素治疗组H pylori根除率(85.4%)
与阿莫西林治疗组 (78.3%)间无显著性差异

(P >0.05, 表1). 本研究过程中克拉霉素治疗组6
例(12.5%)(男2例, 女4例), 阿莫西林治疗组3例
(6.52%) (男1例, 女2例). 在治疗结束后, 第1次随

访时诉口苦、纳差、腹胀, 在第2次随访时上述

症状消失. 本研究中9例(9.57%)不良反应轻微, 
停药后消失, 总体安全性良好.

3  讨论

H p y l o r i 是慢性胃炎和消化性溃疡的主要病

因, 是人类胃癌的I类致癌源, 因此, 临床上根除 
H pylori极其重要. 根据Maastr icht 2-2000共 
识[3]中初次根除方案治疗后仍有近20%的患者

根除失败[2]. 随着根除治疗的普遍开展, H pylori
耐药率呈上升趋势. Ling et al [4]报道, 1991-1995 
H pylori对甲硝唑、克拉霉素的耐药率也在逐渐

上升. 因此更换敏感抗生素进行根除治疗是解

决根除失败的要点. 
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左氧氟沙星是氧氟沙星的左旋体, 抗菌活

性两倍于后者, 且抗菌谱广泛. 现已有多项研究

表明左氧氟沙星可安全、有效地初次和补救

治疗H pylori . 其中左氧氟沙星联合质子泵抑制

剂、阿莫西林或替硝唑初次根除率逾90%[5-6], 
联合质子泵抑制剂、阿莫西林补救根除率分别

为63%、69.7%[7-8]. 阿莫西林尽管应用广泛, 但
H pylori对该药的耐药仍少见, 克拉霉素的耐药

率虽在逐渐上升, 但仍是目前根除H pylori的一

线用药. 故选择左氧氟沙星联合克拉霉素或阿

莫西林可作为治疗方案中抗生素之选. 雷贝拉

唑是新一代PPI, 具有较高的解离常数, 起效快, 
作用持久稳定, 同时, 由于其独特非酶代谢形式, 
药物之间的影响较小, 在人体中的清除不因同

工酶代谢的强弱而明显不同[9], 个体差异小, 均
为强效抑酸, 有利于提高整体H pylori根除率, 对
本方案取得较好的效果具有重要意义. 

国内舒建昌 et al [10]和唐丽安 et al [11]报道雷

贝拉唑联合克拉霉素、阿莫西林对H pylori的根

除率分别为78.79%、70.97%; 不良反应发生率

分别为10.62%、3.23%. 本试验含左氧氟沙星的

三联方案对H pylori的根除率同上述报道基本一

致, 且不良反应发生率亦较低. 
由此本试验提示含雷贝拉唑、左氧氟沙

星、克拉霉素或阿莫西林的新三联6 d疗法 , 
是一种短程、高效、依从性好、安全的根除 
H pylori的治疗方案, 值得在临床上进一步推广

应用.
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表  1  克拉霉素组和阿莫西林组H pylori 根除率
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Abstract
AIM: To observe the relationship between 
d u o d e n o b i l i a r y r e f l u x i n p a t i e n t s w h o 
underwent choledocholithotomy plus T-tube 
drainage and pressure of Oddi sphincter.

METHODS: A total of 51 patients who under-
went choledocholithotomy plus T-tube drainage 
were studied. After duodenobiliary reflux due 
to oral 185 MBq (5 mCi) of technetium-99m di-
ethylenetriaminepentaacetatic acid (99mTc-DTPA) 
was observed, the patients were divided into 
reflux group positive for duodenobiliary reflux 
and control group negative for duodenobiliary 
reflux. Thirty-three of them were selected ran-
domly and the pressure of Oddi sphincter was 
assessed by choledochoscope manometry to find 
if there is a certain relationship between them.

RESULTS: Duodenobiliary reflux was detected 
in 31% (16/51) of the patients who underwent 
choledocholithotomy plus T-tube drainage 

and in 10 of the 33 randomly selected patients, 
while no duodenobiliary reflux was detected in 
the remaining 23 patients of the control group. 
The basal pressure and contraction amplitude 
of Oddi sphincter and the pressure of common 
bile duct were significantly lower in the reflux 
group than in the control group (7.2 ± 3.9 mmHg 
vs 14.7 ± 11.0 mmHg, 53.5 ± 24.5 mmHg vs 117.2 
± 65.6 mmHg, 5.1 ± 1.6 mmHg vs 11.5 ± 7.4 
mmHg, P < 0.05). No significant difference was 
found in the frequency of contractions, duration 
of contractions or pressure of common bile duct 
between the two groups.

CONCLUSION: The occurrence of duodenobili-
ary reflux is related with the contraction ampli-
tude and basal pressure of Oddi sphincter and 
the common bile duct pressure, but not with 
the contraction frequency and duration of Oddi 
sphincter and the pressure of common bile duct. 
Duodenobiliary reflux may paly a role in the 
pathogenesis of choledocholithiasis.

Key Words: Cholelithiasis; Duodenobiliary reflux; 
Manometry; Biliary kinetics

Sun SL, Cui DX, Dai XW, Wu SD, Xu YQ. Relationship 
between duodenobiliary reflux and pressure of Oddi 
sphincter. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(4): 
446-449

摘要
目的: 探讨胆石症患者十二指肠胆道反流的
发生与Oddi括约肌压力之间的关系. 

方法: 采用口服核素观察十二指肠胆道反流
的方法, 将51例胆道残石患者分为反流组和对
照组, 并从中随机双盲选择33例患者进行Oddi
括约肌测压研究, 比较十二指肠胆道反流的发
生与O d d i括约肌压力之间是否存在一定的
关系. 

结果: 51例行胆道取石T型管引流术后的患
者中有16例检测到十二指肠胆道反流(31%); 
所选择的33例患者中有10例检测到十二指
肠胆道反流(反流组), 余23例未检测到反流
的作为对照组, 反流组Oddi括约肌基础压、

®

■背景资料
Oddi括约肌在维
持胆道压力, 调节
胆汁排泄及防止
十二指肠胆道反
流方面起重要作
用, 而T管引流术
后的患者十二指
肠胆道反流的发
生情况如何, 以及
其发生与Oddi括
约肌压力之间关
系还不是很清楚. 

■同行评议者
乔岐禄 ,  主任医
师, 北京大学第一
医院外科
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收缩波幅、胆总管压显著低于对照组(7.2±
3.9 mmHg vs  14.7±11.0 mmHg, 53.5±24.5 
mmHg vs  117.2±65.6 mmHg, 5.1±1.6 mmHg 
vs  11.5±7.4 mmHg,  P <0.05). 两组十二指肠
压(DP)、Oddi括约肌收缩频率(SOF)及收缩间
期(SOD)无显著性差异(P >0.05).

结论: 肠胆反流的发生与Oddi括约肌收缩波
幅、基础压及胆肠压力差显著性下降有关, 而
与Oddi括约肌的收缩频率、间期及十二指肠
压无关.

关键词: 胆石症; 肠胆反流; 压力测量法; 胆道动力学

孙韶龙, 崔东旭, 戴显伟, 吴硕东, 许永庆. 肠胆反流与Oddi括约

肌压力之间的关系.  世界华人消化杂志  2008; 16(4): 446-449

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/446.asp

0  引言

胆道探查取石加T管引流术后的患者有较高的

胆石复发率, 为6.4%-18%[1], 其复发率因结石的

部位、类型及手术的不同而不同. 一些因素, 如
Oddi括约肌狭窄、残余结石、慢性胆管炎、胆

道细菌感染、胆管狭窄、不健康的饮食习惯、

不适当的治疗或不正规的操作等, 可能与胆管

结石的高复发率有关. 关于胆道中的细菌, 目前

公认是来源于肠道, 或者经过十二指肠大乳头

逆行感染, 或者穿透肠黏膜进入胆道, 但是这方

面的证据并不多见; 而且, 关于胆石症患者肠

胆反流的发生率如何, 以及肠胆反流的发生与

Oddi括约肌压力之间的关系怎样, 国内外鲜见

报道. 由于Oddi括约肌在维持胆道压力, 调节胆

汁排泄及防止十二指肠胆道反流方面起重要作

用, 因此, 我们采用放射性核素标记大分子物质

锝-99m二乙三胺五乙酸(technetium-99m diethyle
netriaminepentaacetatic acid, 简称99mTc-DTPA)来
观察T管引流术后的患者十二指肠胆道反流的

发生情况, 并且经胆道镜测量这些患者Oddi括
约肌压力; 对于有无发生肠胆反流的患者之间, 
比较其Oddi括约肌的压力差异. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-04/2005-02因胆道残石在中国医科

大学附属二院住院治疗的患者51例, 男15例, 女
36例, 年龄27-90(平均59.2)岁, 全部患者均已行

胆囊切除、胆总管探察取石及T型管引流术, 平
均手术后时间2 mo. 观察所有患者肠胆反流的发

生情况, 将发生十二指肠胆道反流的患者作为反

流组, 其余作为对照组; 并从中随机双盲的选择

33名患者, 男10例, 女18例, 年龄27-73(平均56.6)
岁, 进行Oddi括约肌测压研究. 测压器械为PC 
polygram HR高分辨、多通道胃肠功能测定仪及

相应测压软件、三通道测压导管、低顺应性水

灌注系统、氮气泵及PENTEX LX-750p纤维胆道

镜. 三通道测压导管长2 m, 直径1.7 mm, 末端有3
个侧孔, 相隔2 mm, 每孔开口于不同方向.
1.2 方法 患者于检查前禁食1夜, po  1 mL含有

185 MBq(5 mCi)的99mTc-DTPA水, 接着240 mL水
漱服, 患者立即平卧位. 经T型引流管收集接下

来的2 h胆汁, 取其中的20 mL, 采用放射活度检

测仪计数放射性活度. 如果胆汁中可以检测到

放射性活度, 则该患者存在十二指肠胆道反流.  
所有的99mTc-DTPA均在服用前配制, 并且经放射

色谱检测其放射化学纯度(radiochemical purity). 
所有选用的药品, 99mTc-DTPA的放射化学纯度大

于99%, 即游离99mTc小于1%[2-3]. 受试者检查前2 
d不使用对胆道压力有影响的药物, 禁食1夜. 设
置电脑测压系统参数, 氮气压力为40 kPa, 水流

速度为0.5 mL/min, 连接测压导管, 经T型管窦道

导入胆道镜, 观察乳头部是否蠕动良好、有无

狭窄及纤维化或结石, 取净结石后, 由胆道镜侧

孔插入测压导管, 直视下经乳头达十二指肠, 稳
定30 s后测压, 后拽导管至Oddi括约肌部, 直视

结合电脑出现时相波可明确导管处于Oddi括约

肌内, 测压后导管拽至胆总管内进行测压[4].
统计学处理 数据结果以mean±SD表示, 组

间差异采用Student's t检验, P <0.05认为有显著

性差异.

2  结果

51例行胆道取石T型管引流术后的患者中有16
例检测到十二指肠胆道反流(31%), 此16例反

流阳性患者的2 h胆汁中锝计数为209.5±264.0 
kBq, 占摄入剂量的1.1%左右, 其余35例胆汁样

品中未检测到放射性活度. 从所有患者中按照

随机双盲原则选择了33例进行Oddi括约肌测

压, 经po  99mTc-DTPA证实, 10例存在十二指肠胆

道反流(反流组), 其余23例无反流(对照组). 两
组Oddi括约肌测压结果见表1. 两组患者在年

龄及性别组成方面无显著性差异. 反流组Oddi
括约肌基础压(SOBP)、收缩波幅(SOCA)、胆

总管压(CBDP)显著低于对照组(P <0.05), 特别

是SOCA, 其平均值在反流组尚不及对照组的

1/2(53.5±24.5 mmHg vs  117.2±65.6 mmHg). 两

■创新盘点
本研究采用新的
方法检测十二指
肠胆道反流, 率先
发现肠胆反流的
发生与Oddi括约
肌基础压、收缩
波幅及胆总管压
力的显著性下降
有关.
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组十二指肠压(DP)、Oddi括约肌收缩频率(SOF)
及收缩间期(SOD)无显著性差异.

3  讨论

消化道反流是一种不正常现象, 临床上多见的

有十二指肠胃反流和胃食管反流, 分别形成反

流性胃炎和反流性食管炎; 除此之外, 还有十二

指肠胆道反流和胰液胆道反流, 分别与胆管炎

和胆总管囊肿的发病有关. 十二指肠胆道反流

发生后, 由于会有十二指肠液、肠道细菌及内

毒素、食物等进入胆道, 这些物质都有可能引

起胆结石的发病, 因此肠胆反流有可能与胆石

形成有关. 
目前用于检测十二指肠胆道反流的方法主

要有: po泛影葡胺后放射线检查[5], po苏打后超

声波检测[6], 以及服用核素标记的大分子物质, 
如99mTc-DTPA等, 闪烁扫描检测[7-8]. 这些方法有

一个共同特点, 就是都需要使用复杂且昂贵的

医疗检测设备(如X线发射仪, 超声仪, SPECT
等), 其中的一些结果只有依靠影像专家才能识

别, 个体判定变化大, 灵敏度不高, 难定量评价. 
我们首次对胆道取石T管引流术后的患者采用
99mTc-DTPA检测十二指肠胆道反流, 此方法唯一

用到的设备就是RM905型放射活度检测仪. 其
原理是高分子质量的99mTc-DTPA(M r 549 000)难
以穿透肠道黏膜[9], 并且经过肾脏而非肝脏排泄. 
因此如果我们在患者的胆汁中检测到放射性活

度, 就可以判断其存在十二指肠胆道反流. 因为
99mTc-DTPA再没有其他的途径进入胆汁了, 这
就是可以用po 99mTc-DTPA检测十二指肠胆道反

流的原理. 此方法简单易行, 廉价、安全, 由于

锝半衰期短(仅6 h), 可以在短时间内重复研究. 
其检测结果可以很容易的被那些不是很精通影

像诊断学的研究者所理解. 此方法有很高的特

异性(可达100%), 但敏感性尚不清楚, 因为十二

指肠胆道反流的发生可以被一些因素影响, 如
O d d i括约肌的功能状态、十二指肠的蠕动及

胆道运动情况等. 这意味着在胆道取石术后的

患者中实际反流发生率比我们的研究结果可

能要高. 
本研究首次对T管引流术后的患者采用

99mTc-DTPA检测十二指肠胆道反流, 发现这些

患者中肠胆反流的发病率为31%, 反流的核素

剂量占摄入量的1.1%左右, 尽管此方法无法用

于健康志愿者, 缺乏对照, 但是我们认为正常

人是不应该存在肠胆反流的. 这是因为正常的

Oddi括约肌具有单向阀门作用, 可以维持胆道

压力, 调节胆汁排泄, 防止十二指肠胆道反流的

发生. 那么是否说明在T管引流术后的患者中, 
其较高的肠胆反流发病率与Oddi括约肌功能异

常有关呢? 由于目前Oddi括约肌测压是公认的

研究Oddi括约肌功能的金标准, 在胆道动力学

及Oddi括约肌功能判断上有重要意义, 于是我

们从所有受试对象中随机双盲的选择了33例(经
po 99mTc- DTPA证实, 10例存在肠胆反流, 反流发

病率30.3%, 卡方检验证实与总体发病率无显著

性差异)进行Oddi括约肌测压, 结果发现, 反流组

Oddi括约肌收缩波幅显著低于对照组, 而且该

组Oddi括约肌基础压和胆总管压亦低于对照组, 
而两组在十二指肠压、Oddi括约肌收缩间期及

频率方面无显著性差异. 进一步的分析发现, 由
于反流组胆总管压低于对照组, 两组间十二指

肠压无显著性差异,  二者的差值即胆肠压力差

(CBDP-SOBP), 反流组低于对照组, 经统计学分

析, 此差异具有显著性. 
Oddi括约肌的存在, 维持了胆道的压力, 使

胆总管压力高于十二指肠压, 即胆肠压力差为

正值. 本项研究中, 反流组胆肠压力差(1.0±
0.8 mmHg)与对照组(5.2±1.3 mmHg)比较, 差
异具有显著性(P <0.05). 可见, 胆肠压力差减小

是发生十二指肠胆道反流的直接原因. 然而, 如
果Oddi括约肌的功能正常, 即使胆肠压力差下

降至负值, 即胆总管压力小于十二指肠压, 也
可以不发生肠胆反流. 这个负值是有一定限度

的, Calabuig et al [10]研究发现, 以100 cm水柱的

压力灌注负鼠十二指肠, 未观察到有十二肠液

表  1  T型管引流术后患者Oddi括约肌测压结果(mean±SD, mmHg)

分组	  n 　       男/女         年龄(岁)	         DP	           SOBP                 SOCA                  SOD              SOF             CBDP

反流        10          3/7          62.6±9.3       4.6±4.5      7.2±3.9         53.5±24.5       5.1±1.5     6.4±2.0      5.1±1.6

对照        23          5/18        54.0±12.5     5.6±3.2    14.7±11.0a    117.2±65.6a      5.8±1.3     6.3±1.9    11.5±7.4a

aP<0.05 vs  反流.

■应用要点
本文建立了简洁
有效的检测十二
指肠胆道反流的
方法, 并且探讨该
反流的发生因素, 
有利于指导临床
预防因反流导致
的诸如胆道感染
等并发症.
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反流进入胆道. 如果Oddi括约肌的功能正常, 那
么胆肠压力差是不可能减小的, 更不可能为负

值. 也就是说, 反流组胆肠压力差的下降, 归根

于Oddi括约肌的功能异常. 本研究发现, 反流组

O d d i括约肌的基础压和收缩波幅显著低于对

照组, 尤其以SOCA的降低明显, 不及对照组的

1/2. SOCA和SOBP的下降, 说明Oddi括约肌的

“泵”的功能减弱, 其后果是胆肠压力差下降, 
肠胆反流发生. 

胆道取石T管引流术后的患者存在十二指

肠胆道反流, 可能与胆总管结石取石术后较高

的结石复发率有关, 因为在存在十二指肠胆道

反流的患者中, 肠道细菌和内毒素更容易进入

肝胆系统, 而该实验则为此细菌易位提供了间

接的证据. 这些细菌进入肝胆系统后, 其中的一

些可以产生β-葡萄糖苷酸酶和磷脂酶A, 分别水

解胆汁中的结合胆红素和卵磷脂, 其产物非结

合胆红素和软脂酸可以与钙离子结合成沉淀, 
作为色素结石的主要成分. 而且, 内毒素可以通

过细胞毒效应或其他机制激活肝脏细胞、胆道

上皮细胞或胆汁中的白细胞, 释放内源性β-葡萄

糖苷酸酶[11], Ho et al [12-13]发现内源性β-葡萄糖苷

酸酶在色素结石的发病中可能也起重要作用. 
除了细菌和内毒素以外, 十二指肠液和食

物也有可能通过反流进入胆道. 在离体实验中, 
成石性胆汁中加入十二指肠液可以促进结石的

形成, 说明十二指肠胆道反流在结石的形成中

起一定的作用. 而且, 反流入胆道的食物, 如鱼

骨、樱桃柄[14]等, 可以作为胆道异物起到结石的

成核作用, 胆汁中的黏蛋白、胆红素钙、细菌

及其他物质会围绕此核心聚集, 形成结石[15]. 所
有这些证明十二指肠胆道反流在结石的发病中

起到一定的作用. 
总之, 根据以上研究, 我们推测, 由于某种

原因造成Oddi括约肌功能障碍(sphincter of oddi 
dysfunction), 表现在SOCA、SOBP及胆肠压力

差显著性下降, 导致肠胆反流的发生, 反流物(包
括十二指肠液、食物等异物、肠道细菌及毒素

等)通过不同的途径参与胆总管色素结石的发

病. 但是, 由于本研究所选择的对象均为那些因

胆总管结石已经行手术治疗的患者, 故究竟是

先有胆石症的发病, 还是先有Oddi括约肌功能

障碍的发生, 尚有待于进一步的研究. 
T管引流术后的患者中存在肠胆反流, 其发

病率在31%左右; 肠胆反流的发生与Oddi括约肌

收缩波幅、基础压及胆肠压力差显著性下降有

关, 而与Oddi括约肌的收缩频率、间期及十二

指肠压无关. 肠胆反流有可能参与胆总管结石

的发病.
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■名词解释
十二指肠胆道反
流: 是指肠液的物
质经过十二指肠
逆流到胆管的反
常现象, 即经常文
献中出现的胆肠
反流, 但笔者认为
“从胆到肠”不
是反流, 故十二指
肠胆道反流更贴
切.

■同行评价
本文设计合理, 结
论可靠, 具有一定
的科学价值.
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Abstract
AIM: To investigate the IL-8 mRNA expression 
in cancerous tissue from patients with colorectal 
carcinoma and to evaluate its clinic significance. 

METHODS: Fluorescent quantitative PCR (FQ-
PCR) was used to detect the IL-8 mRNA expres-
sion in cancerous tissue from 56 patients with 
colorectal carcinoma and to observe its relation-
ship with pathologic parameters. 

RESULTS: The expression of IL-8 mRNA was 
significantly higher in cancerous tissue from pa-
tients with colorectal carcinoma than in normal 
tissue (1.106 ± 0.420 vs 0.792 ± 0.374, P < 0.05). 
IL-8 mRNA expression was closely related with 
the pathologic parameters, such as presence of 
venous invasion, lymph node metastasis, histo-

logical type, liver metastasis and clinicopatho-
logical stage (Dukes) (P < 0.05). However, tumor 
site was not significantly related to the age and 
sex of the patients.  

CONCLUSION: IL-8 mRNA expression is sig-
nificantly correlated with the biological behavior 
of colorectal carcinoma. The high expression 
of IL-8 may be related with the occurrence and 
progress of colorectal cancer.  

Key Words: Colorectal carcinoma; Interleukin-8; 
Fluorescent quantitative PCR

Zhou WP, Fan QX, Fan KS, Wang RL, Wu JM. Expression 
of interleukin-8 mRNA in patients with colorectal 
carcinoma detected by real-time quantitative PCR. Shijie 
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摘要
目的: 探讨大肠癌组织IL-8 mRNA表达及其临
床意义.   

方法: 用实时荧光定量PCR检测56例大肠癌组
织及癌旁正常组织IL-8 mRNA表达, 分析IL-8 
mRNA表达与大肠癌临床病理因素之间的关系.

结果: 癌组织和癌旁正常组织IL-8 mRNA表
达有显著差异(1.106±0.420 vs  0.792±0.374, 
P <0.05). 癌组织IL-8 mRNA表达与淋巴结转
移、组织学类型、血管侵犯、肝转移及肿瘤
病理分期密切相关, 与肿瘤部位、肿瘤大小、
及患者的性别和年龄等无关.  

结论: IL-8高表达同大肠癌生物学行为密切相
关, 可能与大肠癌的发生、发展及预后有关. 

关键词: 大肠肿瘤; 白细胞介素8; 实时荧光定量聚

合酶链式反应

周文鹏, 樊青霞, 范魁生, 王瑞林, 吴金民. 实时荧光定量PCR

检测IL-8 mRNA在大肠癌的表达.  世界华人消化杂志  2008; 
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0  引言

趋化因子是一组对白细胞有趋化作用和激活功

®

■背景资料
近年来研究表明, 
趋化因子与肿瘤
生长和转移有密
切关系, 因此, 本
文应用实时荧光
定量PCR法检测
大肠癌患者癌组
织IL-8 mRNA表
达, 并分析其与临
床病理因素之间
关系.
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能的细胞因子. 近年来研究表明, 趋化因子与肿

瘤生长和转移有密切关系, 其中研究较为深入

的是白介素-8(IL-8). 在许多肿瘤组织中均可检

测到IL-8蛋白质分泌及其mRNA表达, 而在其

相应正常组织IL-8不表达或呈低表达状态, 说
明IL-8与肿瘤发生、发展有关. 因此, 我们应用

实时荧光定量P C R法检测大肠癌患者癌组织

IL-8 mRNA表达, 并分析其与临床病理因素之间 
关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-07/2004-07浙江大学附属邵逸

夫医院肿瘤外科的住院大肠癌患者56例. 男33
例, 女23例. 年龄31-85(中位年龄55)岁. 所有标

本均经过病理证实. 其中, 结肠癌22例, 直肠癌

34 例. 组织学类型: 乳头状腺癌7例, 管状腺癌44 
例, 黏液腺癌5例. 我们将乳头状腺癌和高、中

分化腺癌定为分化好型, 将低分化及黏液腺癌

定为分化差型. 临床病理分期按Dukes分期. 全
部病例术前均未接受化疗及放疗. FQD-33A荧

光定量PCR仪由杭州大和热磁电力有限公司提

供. 总RNA抽提试剂盒和M-MuLV逆转录酶购自

Promega公司. 逆转录实时荧光定量PCR试剂购

自Roche公司.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  引物设计与合成 :  引物和探针在

G e n B a n k查到基因序列 ,  使用软件P r i m e r-
E x p r e s s 2 . 0进行设计 .  I L - 8上游引物 :  5 ' - 
AGAGTGGACCACACTGCGC-3', 下游引物: 
3'-ACATCCCAACGGTCTACGTTA-5', 扩增片

段为251 bp; GAPDH上游引物为5'-GAAGATGG
TGATGGGATTT-3', 下游引物为5'-CAAGCTTC
CCGTTCTCAGCC-3', 扩增产物长226 bp. 上述

引物均由上海博亚生物技术服务公司合成. 
1.2.2 标本制备、RNA提取和cDNA合成: 标本

采集后迅速放至液氮中冷冻, -80℃保存. 使用

TRIzol RNA提取液, 按照其说明书对大肠癌

组织和癌旁正常组织提取总RNA, 通过甲醛变

性凝胶电泳定性和紫外分光光度仪定量. 取总

RNA 1 µg, 进行逆转录, 按照说明书进行cDNA
合成, 所得cDNA置于-20℃保存. GAPDH和

IL-8 mRNA的PCR反应: 反应体系为25 µL, l0×
PCR buffer 2.5 µL, 25 mmol/L MgCl 21.5 µL, l0 
mmol/L dNTP 0.5 µL, l0 nmol/L Primer 1 µL/L, l 
nmol/L probe 2.5 µL, 5 µL/L Taq 0.25 µL, cDNA 
2.5 µL, 无菌双蒸水15 µL, 反应条件: 94℃变性5 
min, 94℃ 30 s, 58℃ 45 s, 72℃ 30 s, 共40个循环, 

循环结束后72℃延伸10 min, 每个标准品和标本

均作复管PCR反应. 
1.2.3 PCR产物定量的校正和判定分析: 采用 
GAPDH作为内参照. IL-8 mRNA和GAPDH 
m R N A根据标准曲线得出m R N A的分子拷贝

数. 用GAPDH的拷贝数作为校正基数, 即目的

基因mRNA精确含量 = 目的基因CT值/内参照

GAPDH CT值, 以此比值作统计处理. 根据FQ-
PCR原理, 被激发的荧光信号达到一定阈值后被

荧光探头采集, 最后将其转换成CT值, 该数值与

扩增片段的实际拷贝数呈反比, 即CT值越低, 实
际拷贝数含量越高. 
统计学处理 各数据均以mena±SD表示, 进

行配对t检验, 应用SPSS11.0统计软件对所得数

据进行统计学处理, 以P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 IL-8在大肠癌组织和癌旁正常组织中的表达 
大肠癌癌旁正常组织和大肠癌组织均表达IL-8 
mRNA, 其表达水平分别为1.306±0.448和1.028
±0.456, 大肠癌组织IL-8 mRNA表达明显高于

癌旁正常组织(P <0.05). 
2.2 癌组织IL-8表达与大肠癌临床病理指标的关
系 IL-8 mRNA在乳头状腺癌和管状腺癌组织中

的表达明显高于黏液腺癌组织(1.106±0.420 vs  
0.792±0.374, P <0.05). 在有淋巴结转移者中的

表达明显低于无淋巴结转移者(P <0.05). 肝脏转

移者IL-8 mRNA表达低于无肝脏转移者(0.756±
0.328 vs  1.103±0.424, P <0.05). 按大肠癌Dukes
分期标准, 本组A期和B期20例, C期和D期36
例. C、D期IL-8 mRNA表达平均指数为0.891±
0.349, A、B期为1.223±0.449, 前者IL-8 mRNA
表达明显低于后者(P <0.05, 表1).

3  讨论

浸润、转移及复发是肿瘤生物学主要特性, 具
有重要的临床意义, 因而备受关注. 而血管形成

在肿瘤浸润、复发及转移过程中有非常重要的

作用. 肿瘤的持续生长必须依赖新生血管的形

成, 如果肿瘤不能血管化, 生长至2-3 mm便发生

退化. 血管化不仅能通过“灌注”效应促进肿

瘤生长, 并为肿瘤细胞进入血液循环和转移提

供可能, 在肿瘤形成中起着重要的作用[1]. 目前

的研究显示, IL-8参与肿瘤血管形成, IL-8与肿瘤

的侵润、转移密切相关[2-5].  Lee et al [6]检测35例
胃癌患者癌组织和癌旁正常组织中的IL-8表达, 
癌组织中IL-8表达显著高于癌旁正常组织, 随

■研发前沿
血管化不仅能通
过“灌注”效应
促进肿瘤生长, 而
且能为肿瘤细胞
进入血液循环和
转移提供可能, 在
肿瘤形成中起重
要的作用. 目前的
研究显示, IL-8参
与肿瘤血管形成, 
IL-8与肿瘤的侵
润、转移密切相
关.
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着病理分期的升高, IL-8的表达也逐步升高, 二
者有显著相关性. 同时IL-8的表达与病理分型也

有显著的相关性, 而IL-8的高表达与胃癌患者的

生存时间有显著负相关性, 这表明IL-8的表达在

预测胃癌癌变过程中是非常重要的有效的指标. 
研究者在肺癌 [7-9]和卵巢癌 [10]、乳腺癌 [11]、肝 
癌[12]等也得出了类似的结果, 提示IL-8参与肿瘤

的发生和发展. 本研究显示, 大肠癌患者癌组织

IL-8 mRNA表达强度明显高于正常组织, 而且随

着大肠癌临床病理分期的升高而明显上升, 呈
显著正相关, 癌组织IL-8 mRNA的高表达与血

管侵犯、淋巴结转移和肝脏转移呈显著正相关, 
提示IL-8参与大肠癌的浸润和转移. 

研究表明IL-8除参与肿瘤血管形成外, 还通

过阻滞细胞凋亡[13]、促进细胞和细胞及细胞和

基质间黏附[14]、自分泌[15-16]、上调基质金属蛋

白酶[17]及通过调节EGFR[18]等作用而参与肿瘤

的发生发展. 由于IL-8与血管形成及肿瘤生长

密切相关, Inoue et al [19]用IL-8反义cDNA全序列

抑制肿瘤组织血管形成和肿瘤转移, 而Hjortoe  
et al [20]用乳腺癌细胞系MDA-MB-231接种动物, 
对产生肿瘤的动物分别用抗IL-8抗体和对照抗

体处理, 结果表明, 与对照组相比, 抗IL-8抗体处

理的肿瘤生长明显延缓, 出现转移时间明显延

长. Zhang et al [21]研究前列腺癌细胞PC-3MM2时
也有类似发现. 提示IL-8可成为抗肿瘤治疗的一

个新的靶点.
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电话: 0592-2292017 
收稿日期: 2007-12-20   修回日期: 2008-01-20

《世界胃肠病学杂志》西安地区编委及作者读

者座谈会于2007-12-18在西安交通大学医学院

第二附属医院召开(图1). 杂志社社长兼总编辑

马连生教授、名誉总编辑潘伯荣教授、副总编

辑王苑本教授、副总编辑杨思凤教授及西安地

区编委、作者读者共40余人出席会议. 会议由

西安交通大学医学院第二附属医院副院长李宗

芳教授主持(图2). 
马连生社(图3)长首先介绍了本刊的工作

流程及发展现状, 包括编辑、组稿、出版、发

行、被引频次和影响因子等, 并提出了不断提

升本刊质量和学术水平, 更好地服务于广大读

者、作者和编委的工作方针. 大家就本刊的发

展方向、读者群定位、期刊的审稿形式、以及

如何将杂志办得更好等问题进行了热烈的座谈

与会专家仁者见仁, 智者见智, 集思广益, 共谋

发展. 一致认为, 本刊发表的文章学术水平近年

来不断提高, 并且受国家基金资助的文章及国

外作者的文章也逐年增多, 为促进国际学术交

流、推动学科进展发挥了重要的作用. 参会专

家还建议, 本刊的中、英文两个杂志在刊登文

章的选择上应该有不同的侧重, 中文版《世界

华人消化杂志》应更加重视对临床有指导作用

的、优秀的临床实用性论文的刊出, 既要确实

显示出国家级的水平, 又要照顾对广大临床医

师的可读性及实用性, 而英文版《World Journal 
of Gastroenterology》则应该更多的增加原创性

和基础研究类文章, 以提高期刊的国际学术影响

力 ,  同时也要适当刊登一些有争议性的文章 , 
以便更好地促进学术发展, 今后应该更加发挥

本刊的自身优势, 加快特色化建设的进程, 打
造“精品”, 提高知名度, 吸引更多的高水平

文章投稿, 为国内外学者更好地提供展示自己

的平台. 

®

图  3  本刊社长兼总编辑马连生教授在会上.

图  1  《世界胃肠病学杂志》西安地区编委及作者读者座
谈会会场.

图  2  西安交通大学医学院第二附属医院副院长李宗芳教
授主持会议.
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名誉总编潘伯荣教授(图4)指出 :  “今后

的工作要更加脚踏实地, 文章发表要注重创新

性、可读性及临床实用性, SCI的影响因子是办

好杂志的结果, 而不是目的”. 他对杂志今后的

发展寄予了深切期望. 
最后总编马连生教授对本次会议作总结, 本次

图  5  与会人员合影.

座谈会的圆满召开给予高度评价, 并充分肯定西安

地区编委及其作者、读者多年来对杂志的积极支

持给与(图5). 同时, 还表明今后将增加稿件评审意

见的内部评价系统、并在在欧美、日本等地设立

办事处、邀请国际学术权威为本刊撰写述评等, 使
本刊的学术水平更上一层楼, 发表更多的精品文章. 

           编辑  程剑侠  电编  何基才
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2      征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3      联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com

图  4  本刊名誉总编辑潘伯荣教授在会上.
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蔡开琳 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

陈立波 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院肝胆外科中心

陈其奎 教授

中山大学附属第二医院消化内科

程英升 副教授 

上海交通大学附属第六人民医院放射科, 上海交通大学影像

医学研究所

曹蕾 教授

西安交通大学第二附属医院消化内科

杜群 副研究员

广州中医药大学脾胃研究所药理室

范志宁 主任医师

南京医科大学第二附属医院内镜中心

房静远 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院, 上海市消化疾病研究所

巩鹏 副教授 

大连医科大学附属第一医院普外二科

郭晓钟 教授

沈阳军区总医院消化内科

何超 教授

浙江大学医学院附属邵逸夫医院肛肠外科

黄志勇 副教授

华中科技大学同济医院普外科

纪小龙 教授 

武警总医院纳米医学研究所

江学良 主任医师

济南军区总医院消化科

李旭 副教授 

广东省广州市南方医院急诊科

                                                                 • 致谢 •	

致谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李延青 教授  

山东大学齐鲁医院消化科

林勇 讲师 

上海长征医院消化内科

刘宝瑞 教授  

南京大学医学院附属鼓楼医院肿瘤中心

陆云飞 教授 

广西医科大学第一附属医院胃肠外科

欧希龙 副教授

东南大学中大医院消化科  

潘秀珍 教授   

福建省立医院消化研究室

秦环龙 教授

上海交通大学附属第六人民医院外科  

王春友 教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院胰腺外科中心  

王小众 教授

福建医科大学附属协和医院消化内科   

魏经国 教授 

中国人民解放军第四军医大学唐都医院放射科 

闻勤生 教授

中国人民解放军第四军医大学唐都医院消化内科

郁宝铭 教授

上海市第八人民医院结直肠中心

周丁华 主任医师

中国人民解放军二炮总医院普外科 

朱春兰 主任医师

黑龙江省医院附属消化病医院消化二科

邹小明 教授

哈尔滨医科大学附属第二医院普外二科

www.wjgnet.com
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