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Abstract
This paper reviews the photodynamic therapy 
for gastrointestinal tumors and its mechanisms, 
and describes the authors’ experience with it. It 
is feasible and reasonable to use photodynamic 
therapy for gastrointestinal tumors. It is not 
in contradiction with PDT and traditional 
surgical treatment, chemotherapy, radiation 
and immune therapy, etc. The main mechanisms 
of photodynamic therapy for gastrointestinal 
tumors are to damage tumor microvasculature, 
induce cancer cell apoptosis, injure cancer cell 
membrane, and trigger immune reactions. 

Key Words: Photodynamic therapy; Tumor; Gas-
trointestinal system

Ge HY. Advances in photodynamic therapy for 
gastrointestinal tumors and its propect. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 457-462

摘要
本文结合作者自己的研究成果, 对国内外近年
来在应用光动力技术治疗消化系肿瘤方面的
文献报道进行较全面的复习和综述, 介绍光动
力治疗消化系肿瘤的技术方法及其机制. 应用
光动力治疗消化系实体肿瘤具有较好的效果, 

其与传统的手术、化疗、放疗、免疫治疗等
方法并不矛盾, 他的主要机制是破坏肿瘤微血
管、诱导肿瘤细胞凋亡、膜的损伤和引起免
疫反应等. 

关键词: 光动力疗法; 肿瘤; 消化系统
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0  引言

光动力疗法(photodynamic therapy, PDT)是利用

光敏剂对激光照射后产生的光化学反应来诊断

或治疗肿瘤的新技术, 经过20多年来的发展, 其
技术已经日趋成熟[1-2]. 国内外大量的实验研究

和临床观察证明, PDT对血管瘤、息肉、不典

型增生、良性肿瘤以及恶性肿瘤都有一定的作 
用 [3-4].  本文就近年来应用P D T治疗消化系肿

瘤、PDT治疗肿瘤的机制研究所取得的成果、

存在的问题以及解决这些问题的可能途径作

简要介绍. 

1  光动力学对肿瘤细胞的杀伤机制

1.1 对微血管的破坏作用 光动力治疗后可造成

微血管内皮完整性的破坏, 内皮细胞损伤后胶原

裸露促使血小板黏附于胶原纤维, 形成血小板黏

集堆和微血栓; 血管内皮损伤后导致炎性因子释

放, 引起血管收缩, 导致血细胞滞留凝集、血流

停滞, 血管内的静水压增高, 富含蛋白质的液体

从血管内到血管外, 水分流入组织间隙造成组织

水肿、血容量降低; 血管血栓形成及血容量降低

均能造成肿瘤组织缺血、缺氧、从而杀伤肿瘤

组织[5-8]. 
1.2 诱导肿瘤细胞凋亡和坏死 光动力治疗引

发的细胞凋亡 ,  一些研究表明 ,  光敏剂酞箐

(phtalocyanine)光动力治疗引起线粒体的损伤, 细
胞色素C从线粒体快速释放到细胞溶胶中诱导细

胞凋亡, PDT引发凋亡反应的典型特征是细胞色

素C的迅速释放, 半胱天冬酶(caspases)活化和凋

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来, 国内外许
多研究者利用光
动力疗法(PDT)治
疗消化系息肉、

癌前病变和癌症
等, 为肿瘤治疗增
添了新的技术手
段. 

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化内
科



亡小体形成[7,9-12]. 禹丽娜 et al [13]在利用人淋巴肿

瘤细胞系(Jurkat cell)进行的PDT实验中观察到, 
照射30-60 min后细胞色素C释放, caspase23活化

和多聚(ADP2核糖)聚合酶裂解. Mikes et al [14]运

用caspase抑制剂发现, caspase23就足以发动PDT
引起的凋亡发生. 
1.3 免疫反应 PDT可引起照射组织内TNF、IL-
1B、IL-2增加, 其原理可能是巨噬细胞发生吞噬

反应[7,15]在结肠癌细胞系HT29的体外和体内模

型中, PDT均能引起线粒体中HSP60的转录和翻

译[16]. Abdel-Hady et al [17]报道PDT治疗肿瘤时可

以激活补体系统. Korbelik et al长期致力于研究

补体在PDT诱发抗肿瘤免疫反应中的作用, 认为

补体激活是PDT诱发抗肿瘤免疫反应的一个重

要过程, 光动力学疗法诱导的补体级联反应的活

化和受照射肿瘤局部补体蛋白的沉积过程, 对
PDT的抗肿瘤效果有很大影响, 而且补体激活剂

和PDT的联合应用能够扩大PDT诱导的补体激

活效应, 提高PDT的抗肿瘤效果[18-21]. 
1.4 对细胞膜功能的影响  近年来, 部分研究者

深入研究了PDT对细胞膜性结构的影响, 光敏

剂最初接触的部位是细胞膜或细胞内膜 [22-24]. 
膜敏化后细胞膜电位下降, 通过细胞膜的分子

转运受到抑制, 细胞膜相关的酶被激活[17]. 光
敏剂在激光作用下发生光化学反应[25], 使线粒

体膜的通透性增加, 膜电位(ΔΨm)消失, 许多与

诱导细胞凋亡相关的蛋白质因子释放于胞质

中, 这些因子包括细胞色素C、凋亡诱导因子

(apoptosis-inducing factor, AIF)、SMAC(second 
mitochondria 2 derived activator of caspases)
等. 细胞色素C进入胞质, 与胞质中的dATP、
凋亡活化因子21(APAF21)及原caspase29结合

成复合物, 启动了caspase的级联活化, 最终使

许多蛋白质因子活化, 如DNA裂解因子(DNA 
fragmentationfactor, DFF)、多聚腺苷聚合酶[Poly 
(ADP2ribose) polymerase, PARP], DNA依赖蛋

白激酶(DNA2PKcs)、caspase激活的脱氧核糖

酸酶抑制剂(inhibitor of caspase activated DNase, 
ICAD)等, 引起细胞凋亡特征的产生, 如细胞收

缩、染色质凝聚并边缘化、DNA断裂、凋亡小

体形成等[26]. PDT导致线粒体功能受损, 产生ATP
减少, 进而引起线粒体内膜跨膜电位下降, 活性

氧产生, 胞内pH值和Ca离子等改变[27], 从而启动

细胞凋亡程序[17]. 内质网也是PDT作用的重要靶

点. 光敏剂Foscan孵育MCF-7肿瘤细胞时, 内质

网和高尔基复合体是光敏剂优先集中的位置, 并

458                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年2月18日    第16 卷   第5期

且通过激光照射, 他们也是被破坏的位置[26,28]. 许
多光敏剂定位于溶酶体[29], 光照射后经过两种不

同的途径引起细胞的死亡, 一种是通过溶酶体的

酶释放到细胞质引起细胞的死亡, 另一种经过光

照射后光敏剂重新定位于其他非溶酶体的靶点, 
引起细胞的死亡[26].

2  光动力治疗消化系肿瘤

2.1 对消化系癌前病变的治疗消化系癌前病变的治疗癌前病变的治疗 癌前病变在胃肠

道恶性肿瘤的发生、发展中具有重要地位 [30], 
结、直肠的腺瘤、息肉(尤其是家族性息肉病患

者)、血吸虫病肉芽肿等癌前病变都与结、直肠

癌的发生有密切关系[31-33]. 对于胃肠道癌前病变

的处理, 以往都采用手术切除的方法进行治疗, 
病灶虽小, 但是手术和手术引起的创伤往往很

大. 随着微创医学理念的发展, 采用微创技术来

治疗癌前病变, 引起研究者的兴趣. 从不同研究研究

者的研究结果看, 光动力治疗的效果不尽一致, 
同时对利用光动力治疗的患者必须密切随访, 
以便及时发现和处理光动力治疗失败者. Smolka 
et al [34]报道应用氨基酮戊酸作为光敏剂[35-36], 并
通过内镜系统将光导纤维引导到病灶部位, 对
食道、胃和肠道的癌前病变进行PDT治疗, 发现、胃和肠道的癌前病变进行PDT治疗, 发现

每个患者对治疗都产生反应, 其中2例患者的病

灶完全消退, 其他5例患者的病变缩小面积也达

到60%以上, 表明ALA-PDT对胃肠道癌前病变

可能是一种有效的治疗方法[37-38]. Weiss et al [39]对

17例患者Barrett's食道并且高度间变或早期食道食道并且高度间变或早期食道并且高度间变或早期食道食道

癌的患者进行光动力治疗, 并在治疗后的第3、
6、9、12月进行随访, 满一年后则每6 mo一次.月进行随访, 满一年后则每6 mo一次.进行随访, 满一年后则每6 mo一次. 
其结果9例(占60%)患者高度间变或早期食道癌食道癌癌

得到完全消除, 2例早期癌患者无反应, 1例高度

间变患者的间变程度下降, 另1例无变化, 有4例
患者则病情继续发展. 研究者认为光动力治疗研究者认为光动力治疗者认为光动力治疗

食道癌前病变的有效率为60%, 不能奏效者40%,癌前病变的有效率为60%, 不能奏效者40%, 
因此, 在PDT治疗后需要密切随访. 
2.2 对消化系恶性肿瘤的治疗消化系恶性肿瘤的治疗恶性肿瘤的治疗

2.2.1 食道癌:食道癌:癌: Eickhoff et al [40]应用5-氨基酮戊

酸对长达10 cm的上段食道癌进行光动力治疗食道癌进行光动力治疗癌进行光动力治疗

(5-ALA-PDT), 在3个疗程后, 利用内镜直视和超

声内镜检查, 发现肿瘤已经完全消退, 并且组织

活检也证实肿瘤已经完全消除. 该例患者经过

23 mo的随访, 仍然没有复发征象, 因此认为早

期表浅的食道鳞癌可以通过5-ALA-PDT完全治食道鳞癌可以通过5-ALA-PDT完全治鳞癌可以通过5-ALA-PDT完全治

愈, 但是仍需对这些患者进行远期随访. 其他许

多研究者的大量临床研究表明, PDT对食道癌确研究者的大量临床研究表明, PDT对食道癌确者的大量临床研究表明, PDT对食道癌确食道癌确癌确

实具有治疗作用[41-48]. 

www.wjgnet.com
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2.2.2 胃癌: 根治性切除是胃癌的首选治疗措施, 
而且疗效十分肯定. 近几年来, 一些研究者对研究者对者对

部分早期胃癌患者尝试应用PDT治疗, 目的是

在治愈胃癌的同时, 使患者免除巨大的手术创 
伤[49-51]. Nakamura et al [52]用PDT治疗7例早期胃

癌, 均获得成功, 术后病理活检未发现癌组织残

留. Gahlen et al [53]认为, PDT对胃肠道早期小癌

变、癌前病变是可行的, 对于拒绝手术治疗的胃

肠道肿瘤患者, PDT可以用作替代治疗措施之一. 
2.2.3 胆管癌: 胆管癌的发病率近年来一直呈

增高趋势, 尤其是高位胆管癌的切除率仍然偏

低, 远期生存时间并没有显著提高. 最近, Mayo 
Clinic Rochester的Prasad et al [54]采用光动力技术

治疗25例已经无法手术切除的胆管癌患者, 其
中BismuthⅠ型3例, Ⅲ型13例, Ⅳ型9例. 在注射

光敏剂后48 h, 光纤经逆行插管(20例)或经皮肤

穿刺(5例)引导到胆管癌部位, 进行激光照射. 所
有患者每3 mo进行一次PDT治疗, 在PDT治疗

后, 放置10-11.5 F胆管支架进行胆道减压. 患者

总的平均生存期为344 d, 其中PDT治疗后的生

存期为214 d, 1年生存率为30%. 多因素分析表

明, 如果在影像学上存在明显肿块、确诊胆管

癌和开始PDT治疗的时间间隔越长, 愈后就越

差; 血清白蛋白水平越高, 预示PDT治疗后的死

亡率就越低. 
2.2.4 胰腺癌: Bown et al [55]对16例无法切除的胰

腺癌患者进行光动力疗法的观察. 所有患者都

有梗阻性黄疸, 事先通过放置胆道支架进行减

黄处理. 注射光敏剂后3 d, 在CT引导下经皮胰

腺穿刺将光线导引到肿瘤部位, 然后实施PDT. 
其结果, 所有患者都有肿瘤坏死的征象, 14例在

10 d内就出院, 2例由于肿瘤侵犯胃十二指肠动

脉而发生大出血, 未经手术治疗就将出血控制. 
在随访过程中, 3例出现十二指肠梗阻, 没有发

生与PDT相关的死亡. 光动力治疗后的平均生存

期是9.5 mo, 7例患者(44%)1年后健在. 
2.2.5 转移癌: 对于胃肠道恶性肿瘤的腹腔内转

移癌或肝转移癌, 目前仍然是临床治疗中的难

点问题. 大多数患者已经无法根治性切除, 甚至

已经失去手术时机, 而且化疗、放疗、免疫治

疗等综合治疗措施也大多难以取得满意的疗效. 
由于光动力治疗不会影响其他治疗方法的效

果, 并且即使别的方法失败后, 光动力疗法仍然

能够发挥效能, 近年来许多研究者积极探索利研究者积极探索利者积极探索利

用光动力来治疗腹腔内广泛转移癌或肝转移癌, 
取得了一些令人满意的初步疗效[56-58].

3  光动力治疗存在的不足和解决的可能途径

Hahn et al [59]对腹腔内转移性肿瘤和肉瘤的光动

力治疗效果进行了二期临床试验, 他们分别对

33例卵巢癌、37例胃肠道癌和30例肉瘤患者进

行了观察, 其结果对腹腔内肿瘤进行光动力治

疗是可行的, 但是并没有取得显著的完全缓解

或长期控制的效果. 光敏剂摄取和肿瘤内氧化

(tumor oxygenation)的不均一性(heterogeneity)、
肿瘤对光敏剂摄取缺乏特异性以及组织内光学

特性的不均一性是导致治疗效果不佳的主要原

因[60-62]. 
Van Duijnhoven et al [63]对24例结直肠癌伴肝

转移的31例无法手术切除的转移癌灶进行光动

力治疗, 采用的光敏剂为5、10、15、20-羟苯菌

绿素(mTHPBC), 分别在静脉注射光敏剂后12、
48 h经皮穿刺插入光纤进行激光照射(60 J/cm2). 
在PDT治疗后1 mo时检查发现, 所有患者的转移

癌组织均发生坏死. 在副作用方面, 8例有轻微

疼痛, 21例出现短暂的亚临床肝损害, 各有1例
发生皮肤或胰腺损伤. 研究者认为对手术无法

切除的肝转移病灶, 采用间质性mTHPBC光动

力治疗, 是一种安全有效的方法[64].  
进入21世纪以来, 随着PDT在国内的广泛开

展, PDT的不足和局限性逐渐被人们认识, 加上

最初时人们对PDT的期望值过高, 而在实际应

用过程中, 一些患者PDT的疗效不尽满意. 除了

PDT产生的皮肤光敏反应外, 光动力治疗中面临

的问题还有: 由于可见光在组织中穿透性的限

制, PDT对位于体内深部肿瘤的作用很微弱; 根
据国家药事管理的法规, 当前国内还没有合格

的光敏剂可供临床使用. 
为了解决光线在实质性组织内的穿透问题, 

目前主要采用在超声或CT引导下组织内穿刺的

方法, 直接将光纤插入到深部肿瘤内和肿瘤组

织周围. 在应用PDT治疗肝癌、胰腺癌等实质性

肿瘤的过程中, 文献报道中普遍采用在超声或

CT引导下经皮穿刺的PDT技术. 超声动力学治

疗(sonodynamic therapy)是近年来新兴的一种技

术, 他通过超声来激发声敏药物(sonosensitizer), 
从而产生单线态氧等自由基, 启动脂质膜的过

氧化反应, 进而杀伤肿瘤细胞. 超声动力学治疗

的最大优点是可以穿透到深部组织. 
由于光敏剂在体内循环需时较长, 在循环

过程中受到吞噬细胞的破坏, 目前许多研究人

员利用光敏剂激活剂缩短光敏剂到达靶器官或

靶组织的途径及时间. Svensson et al的研究表明, 

■创新盘点
对于脏腔表面的
息肉、癌前病变
和早期癌, PDT具
有比较确切的疗
效, 而对腹腔内的
中晚期癌症, 通过
B超、CT引导下
的经皮穿刺技术, 
也可将光导纤维
插入到肿瘤部位, 
从而产生光动力
效应.
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氢氧化氯苯是一种最潜在性的光敏素激活剂, 
能够促使光敏素迅速进入肿瘤细胞内, 并且能

迅速达到生物分布并从血液中清除[65]. 
光敏剂也可以用于光化学基因转染(photo 

chemicalgene transfection, PCGT). PCGT是一

种新的基因转染技术, 他通过光化学反应, 导
致内吞泡膜损伤 ,  释放泡内转染基因 .  肖卫

东 et al [66]报道, 以阳离子聚合物距乙烯基亚胺

(polyetheneimine, PET)为DNA载体, 增强绿光反

应蛋白(enhanced green fluorescent protein, EGFP)
质粒为目的DNA, 通过流式细胞计数对比观察

光化学作用对阳离子聚合物介导EGFP质粒转

染结肠癌细胞的影响. 结果显示, 光敏剂中介四

-(对苯基磺酸)-卟吩钠(meso-tetraphenylporphine 
with two sulfonate groups on adjacent phenyl 
rings, TPPS2a)的胞内分布与内吞密切相关; 基
于TPPS2a的光化学细胞毒性作用呈剂量依赖

性; 与单纯质粒转染组和阳离子聚合物转染组

相比, 光化学可明显提高阳离子聚合物介导转

染目的DNA的阳性细胞率.
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Abstract
Ampullary tumors are rare. Their appropriate 
treatment is still contraversial. Local resection 
of ampullary tumors is a relatively simple 
procedure with a lower operative morbidity and 
mortality rate than pancreatoduodenectomy. 
However, the mortality of Whipple procedure 
has significantly decreased in the past two 
decades, as reported in many medical centers. 
Since accurate preoperat ive histological 
diagnosis and staging of the tumors are often 
difficult and inconclusive, local resection should 
be limited in those with a poor health status, or 
in those refusing major operations, although it is 
considered an alternative in patients with a high 
co-morbidity.  

Key Words: Tumors of ampulla of Vater; Local re-
section; Pancreatoduodenectomy
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摘要
Vater壶腹肿瘤比较少见, 手术方式的选择目

前仍存争议. 局部切除术与胰十二指肠切除术

相比, 手术操作相对简单, 手术死亡率和并发

症率相对较低, 安全性较高, 但复发率也较高. 
近年来, 在大多数有经验的医学中心Whipple
术的手术死亡率已明显下降, 且壶腹肿瘤术

前、术中准确的组织学诊断及分期常有困难, 
结果常不可靠. 因此, 局部切除的指征应严格

掌握, 仅限于高危人群或拒绝大手术的患者. 

关键词: 壶腹肿瘤; 局部切除术; 胰十二指肠切除术
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0  引言

壶腹肿瘤是发生在Vater壶腹或Vater乳头(十二

指肠乳头)的肿瘤[1]. Abrahamus Vater在1720年
首次描述了Vater壶腹这一解剖结构. 该部位解

剖极为复杂, 范围包括被Oddi括约肌包绕的胆

总管末端、主胰管末端、胆胰管壶腹及壶腹隆

起部(十二指肠乳头)的十二指肠黏膜. 该部位有

3种不同的上皮来源, 即胆管上皮、胰管上皮和

十二指肠黏膜. 1898年Halsted完成第1例壶腹癌

局部切除术, 术后7 mo患者死于肿瘤复发. 1935
年Whipple成功对壶腹癌进行了两阶段的胰头及

十二指肠整块切除术, 使肿瘤的根治程度得到

提高, 术后患者生存25 mo, 死于肝转移. 虽然胰

十二指肠切除术(pancreatoduodenectomy, PD)相
对于局部切除术提高了肿瘤根治程度, 但早年

手术死亡率和并发症率很高, 效果也不尽满意. 
1976年1篇多中心的报道[2]显示壶腹癌Whipple
手术死亡率17%, 5年生存率仅为6%. 而局部切

除术创伤小、操作简单, 被认为是一种相对比

较安全的术式. 如能完整切除肿瘤, 切缘无瘤组

织残留, 患者可望得到与胰十二指肠切除术相

近的效果[3]. 因此外科医生曾又一度热衷于壶腹

癌局部切除这一术式. 
然而, 近20年来随着手术技术的提高、麻

醉和重症监护技术的改进及影像学检查的进步, 
大多数中心的Whipple术围手术期死亡率已降

低至5%以下, 且5年生存率得到了大幅提高, 胰
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选择仍存在较多
争议.
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十二指肠切除治疗壶腹癌的优势得以显现. 但
目前对该肿瘤的术式选择尤其是局部切除的适

应症仍存在争议. 本文复习近年相关文献, 就局

部切除术在壶腹肿瘤治疗中的地位进行讨论.

1  壶腹肿瘤的局部切除

大多数壶腹肿瘤局部切除的文献报道无手

术死亡(表1),  手术并发症低于20%, 且并发

症都比较轻 ,  与W h i p p l e手术相比手术安全

性较高 .  对壶腹良性肿瘤 ,  多数报道复发率 
为0[5,8-9,11], 但也有复发的报道[7,10]. 在无复发的文 
献[5,8-9,11]中, 局部切除的切缘距肿瘤边缘距离常

大于1 cm. 而在报道有复发的文献里, Meneghetti 
et al [10]报道其在局部切除过程中切缘距肿瘤边

缘仅5 mm; Branum et al [7]在文献中未描述切缘

距肿瘤的距离, 且5例复发中2例为Gardner综合

症患者. 因此, 可以认为只要保证一定的切除范

围, 局部切除对于壶腹良性肿瘤可以达到比较

满意的治疗效果. 
对壶腹恶性肿瘤, 虽然有报道局部切除的5

年生存率为33.3%-51%[3-4,10-11], 也能达到Whipple
术相似的5年生存率, 但是局部切除术与胰十二

指肠切除术进行比较存在以下几个问题: (1)局
部切除的例数较少; (2)局部切除的随访时间

相对较短, 除Meneghetti et al [10]、Demetriades  
et al [11]的随访时间超过5年, Rattner et al [8]的2例
分别为46 mo和75 mo, Branum et al [7]的8例平均

随访时间仅为27(21-36) mo; (3)病例缺乏可比

性, 能进行局部切除的病例通常为早期肿瘤, 而
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Whipple术则应用于分期高达T3N1的壶腹癌. 作
者报道[20]的127例壶腹癌, 有3例进行了首次局

部切除, 尽管都获得了阴性切缘, 其中2例在2年
内死于肿瘤复发, 另1例在术后38 mo局部复发

而行Whipple切除术, 与Meneghetti et al [10]的经验

相同. 因此, 与PD术相比, 局部切除术的根治效

果存在疑问, 但目前尚缺乏大样本的前瞻性随

机对照研究资料以得到确定性结论. 此外, 局部

切除术通常不附加淋巴结清扫, 其应用不利于

对壶腹癌的全面分期.

2  胰十二指肠切除术的远期效果

近20年来, Whipple手术的围手术期死亡率在

多数医学中心已降到5%以下, 个别甚至报道

无手术死亡[13,16]. 但手术并发症率仍较高, 大多

数报道的并发症率超过30%, 最高达到59%[19]. 
从远期存活情况来看, 总体的5年生存率平均

42.5%[20], 有报道高达66.7%[16]. 我院胰十二指肠

切除术124例的10年生存率35.7%[20], 即有超过

1/3的Whipple术患者可以达到临床治愈(表2).表2).). 
与局部切除术相比, 早期壶腹癌行胰十二

指肠切除术的根治效果明显优于前者 .  对无

淋巴结转移的病例, Whipple术的5年生存率为

63%[15], 我院为58%[20]. 对肿瘤分化好的壶腹癌, 
Whipple术的5年生存率为54.6%[19]. Duff报道

没有神经侵犯的5年生存率为78.8%[16]、Yoon
报道为62%[17]. 对Ⅰ期壶腹癌, Beger报道5年生

存率为84%[15]、Hsu为77.7%[19]. 就肿瘤侵犯深

度, Yoon et al [17]报道pTis、pT1壶腹癌总5年生

www.wjgnet.com

表  1  局部切除文献报道

     
作者                               年份       n         肿瘤性质(M恶、B良)       手术死亡率(%)      并发症率(%)      5年生存率(%)      复发率(%)

Knox et al [3]	   1986    25	       M	                         0		                        51	        40

Tarazi et al [4]	   1986     11	       M	                         9.1	                                       40.9	        27.3

Asbun et al [5]	   1993      8	       B	                         
0	              30.81

		           0

		                  4	       M				  

Sperti et al [6]	   1994     5	       M				                          60

Branum et al [7]	   1996    18	       B	                         
0	              19.2

		         27.8

		                  8	       M				                                             62.5

Rattner et al [8]	   1996      8	       B	                         
0	              14.31	

	          0

		                  2	       M				                                              0

Treitschke et al [9]        1999    36	       B	                         0	                2.8		           0

Meneghetti et al [10]     2005    24	       B	                         
0	              23

		         12.5

		                  6	       M			                                         50	        33

Demetriades et al [11]   2006      8	       B	                         
0	                0

		           0

		                12	       M			                                         33.3           25(2例pT2)

1全部局部切除病例.

■相关报道
文献报道壶腹癌
根治性切除术后5
年及10年存活率
稳步提高. 但肿瘤
局部切除术后有
较高的复发率. 由
于本病发生率低, 
目前尚没有信服
的前瞻性随机对
照的临床试验结
果.
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存率为83.7%, pTis病例为100%; Beger et al [15]

的pT1和pT2壶腹癌5年生存率79%; Hsu et al [19]

报道pT1的5年生存率83.9%, pT2的59.2%. 我院

20 pTis至pT2病例的5年生存率49.5%. 故对早期

无淋巴结转移壶腹癌, 胰十二指肠切除术几乎

可以达到治愈的效果, 而局部切除后仍有较高

的复发风险. 目前世界范围的绝大多数医疗中

心都将Whipple术作为治疗壶腹癌的首选术式, 
局部切除在壶腹癌治疗中的地位极其有限, 仅
限于高龄、一般情况差, 不能耐受大手术的患 
者[8,15,17]. 

也有学者提出了局部切除的指征标准, 认
为良性肿瘤和早期恶性肿瘤的患者可以应用局

部切除[8-9,11,15], 但临床上外科医生进行具体掌

握时存在一定的困难. 这主要与壶腹肿瘤术前

甚至术中对良、恶性及肿瘤分期难以准确判断 
有关.

3  各种辅助检查的评价

虽然有二次行Whipple手术的并发症与直接行

Whipple术相近的报道[21], 但临床上还是应当在

可能的情况下争取首次手术达到合适且必要的

切除范围, 毕竟首次手术最安全、最可能完全

切除肿瘤, 一旦局部切除失败, 将延误最佳治疗

时机, 影响患者预后. 由于局部切除对壶腹恶性

肿瘤的治疗效果不理想, 且因为技术的原因, 其
切除范围受到限制, 因此术前、术中肿瘤性质

的可靠诊断和分期对局部切除病例的准确选择

显得非常重要. 
3.1 术前十二指肠镜活检的准确率 Cattell et al于

1950年首次报道了壶腹腺瘤发展至壶腹癌的现

象[22]. 随后, 很多作者提出了壶腹肿瘤“腺瘤-非
典型增生-腺癌”的演变过程. Beger et al [15]报道

腺瘤癌变率16.6%. 所以, 由于活检取材的原因, 
术前、术中活检提示为良性腺瘤并不能除外合

并恶性的可能. 
Rattner et al[8]和Beger et al[15]分别报道十二

指肠镜活检对恶性肿瘤的敏感率为42%和40%, 
特异率为79%和78%. Jordan et al[23]发现65%的

绒毛状腺瘤石蜡病理提示有癌变, 如果包括原

位癌, 则癌变率达87%. Komorowski et al[24]报道

首次内镜活检有25%的漏诊率. Heidecke et al[25]

回顾32例壶腹肿瘤病理资料, 尽管活检平均7.6
处/患者, 漏诊率仍达28.1%. 我院76例患者进行

了ERCP检查, 其中36个患者进行了活检, 活检

阳性率仅为53%[20]. 可见, 术前活检对恶性肿瘤

的漏诊率较高, 对选择手术方式的帮助价值有

限. 尽管Branum et al[7]报道术前活检结合术中冰

冻的诊断准确率为100%. 但大多数学者认为术

中冰冻并不完全可靠. Asbun et al[5]的术中冰冻

准确率85.7%, Schoenberg et al[26]的准确率97%. 
由于使用胆道支架、电刀烧灼等原因, 冰冻病

理对切缘残癌的判断也不完全准确. 因此, 虽然

冰冻病理较内镜活检的取材更完整、准确率更

高, 但仍存在一定的偏差. 
3.2 内镜超声(EUS)的效果评价 Jordan et al[23]发

现, 术后证实pT1的病例30%在术前、术中被

认为是原位癌. Ito et al[27]分析23例早期壶腹癌

(pTis、pT1)的病理结果, 肿瘤侵犯胆管下段占

39%, 侵犯胰管占8%, 有胰管侵犯或下段胆管侵

表  2  1990年后大宗Whipple术文献报道

     
作者	                                年份                  n                死亡率(%)              并发症率(%)

                                     生存率(%)

					                                                                             3年            5年            10年

Monson et al [12]	            1991	 104	        5.7	                        91		                  34            25

Talamini et al [13]	            1997	 103	        3.8	                      47		                  38	

			                                          02	                      382			 

Howe et al [14]	            1998	   99	        5			                                   46	

Beger et al [15]	            1999	   98	        3.2	                      25	            72(PPPD)

                                                                                                                                             52(PD)		

Duffy et al [16]	            2003	   55	        0	                      49.1		                  67.7

                                                                                                                                                                  25.53	  9.13

Yoon et al [17]	            2005	 201	        1	                      33.8		                  39.73	 15.63

Balachandran et al [18]           2006             113                 8                            48                                        334	

Hsu et al [19]	            2007	 135	        3	                      59		                  45.7	

Qiao et al [20]	            2006	 124	        9.7	                      40.2	            46.8	 43.3         35.7

1较严重并发症; 21992年后; 3实际生存率; 4去除手术死亡.

■应用要点
局部切除有较高
的复发率, 肿瘤局
部切除适应症应
严 格 掌 握 ,  仅 适
用于pTisN0M0、
pT1N0M0、肿瘤
分化好的高危人
群或拒绝大手术
的患者. 
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犯的占43%. Yoon et al [17]报道早期壶腹癌(pTis、
pT1)中存在淋巴结转移的占9%, 肿瘤小于1 cm
的淋巴结转移率11.6%, 高分化的淋巴结转移率

23.5%, 无溃疡样外观的淋巴结转移率29.9%, 其
中胆管侵犯长度平均7.7 mm, 最长25 mm, 胰管

侵犯长度平均6.3 mm, 最长18 mm, 存在胆管或

胰管侵犯的占22.4%. 因此, 对术前、术中检查已

明确恶性诊断的病例, 进行手术方式的选择时, 
还必须了解肿瘤的分期, 尤其是淋巴结转移的情

况, 以准确选择能够达到完全切除的手术方式. 
近年来有报道内镜超声可以在术前为肿瘤

分期提供有价值的信息, 但准确程度有限. 其对

侵犯深度判断的准确率75%-83%, 对淋巴结转

移判断的准确率54%-68%[28-32]. 有报道EUS不能

准确区别pT1壶腹癌和腺瘤[8]. 内镜超声作为新

兴的影像学方法, 其应用尚处于经验积累阶段, 
随经验的进一步丰富, 其对壶腹肿瘤诊断的可

靠程度有望进一步提高. 
总之, 术前、术中各种检查均不能准确明

确肿瘤性质和肿瘤分期. 因此, 在临床实践中, 
准确选择局部切除术的合适病例仍存在困难.

4  局部切除的地位

对于术前、术中检查明确为恶性肿瘤的病例, 
有作者[8,15,17]建议对无明确禁忌的均行胰十二指

肠切除术, 仅对早期、Whipple手术风险高的患

者使用局部切除术, 并建议局部切除的同时附

加淋巴结清扫. 
对于术前、术中检查提示良性肿瘤的病

例, 手术方式的选择应谨慎. Treitschke et al [9]认

为只要手术操作准确, 局部切除术能够可靠治

愈良性肿瘤. 但是Heidecke et al [25]报道腺瘤伴

重度不典型增生行局部切除术后58%复发, 且
7例复发病例中5例有癌变; 术前活检提示腺瘤

伴重度不典型增生的病例83%术后病理为恶性. 
Meneghetti et al [10]发现术前活检诊断为腺瘤伴重

度不典型增生的术后病理均证实为恶性. 因此, 
有作者[9,33]建议对术前、术中诊为腺瘤伴重度不

典型增生的病例行Whipple术或保留幽门的胰

十二指肠切除术(PPPD). 
另外, Rattner et al [8]通过分析认为: 对于类

癌, 虽然肿瘤较局限, 但有一半以上存在淋巴结

转移, 建议行Whipple术; 无功能神经内分泌肿瘤

常常体积较大, 不适合局部切除; 家族性息肉病

因其复发率较高, 建议行PD切除. 
总之, 对于壶腹肿瘤, 术前、术中准确的组

织学诊断及分期常有困难, 结果常不可靠, 治疗

方式的选择存在争议. 
在这里, 我们建议在壶腹肿瘤治疗中对于

壶腹良性肿瘤, 可考虑行局部切除, 应注意术前

及术中检查证实良性诊断, 并且要获得阴性切

缘, 否则有复发甚至恶变的可能. 对大体形态可

疑恶性、组织学异型性明显的病例应附加淋巴

结清扫. 术后要定期复查十二指肠镜. 对于壶腹

恶性肿瘤, 只要条件允许, 应首先考虑Whipple术. 
局部切除的指征应严格掌握, 仅对pTis N0M0、
pT1N0M0、肿瘤分化好的高危人群或拒绝大

手术的患者作为姑息治疗手段, 并附加淋巴结 
清扫.
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Abstract
AIM: To study the effect of mitochondria 
membrane injury on baicalin-induced liver 
cancer cell apoptosis and its possible mechanism. 

METHODS: Hepatocellular carcinoma (HCC) 
BEL-7402 cells were cultured. Changes in mito-
chondria ultra-structure were observed under 
transmission electron microscope. Changes in 
mitochondria membrane potential, intracellular 
Ca2+ and apoptosis rate were detected by flow 
cytometry. Cytochrome C level was detected us-
ing fluorescence method. Expression of protein 
bcl-2 and activity of capases-3 were assessed by 
flow cytometry. 

RESULTS: Baicalin induced BEL-7402 cell 
apoptosis in a dose-dependent manner and sig-
nificantly changed the ultra-structure of mito-
chondria. The level of mitochondria membrane 

potential was significantly decreased (85.49 ± 
2.17, 82.59 ± 2.18, 28.45 ± 2.39, respectively, at 
6, 24 and 48 h). The release of intracellular Ca2+ 
and cytochrome C was increased, while the ex-
pression of Bcl-2 was decreased and the activity 
of caspase-3 was increased. The values for mito-
chondria membrane potential, intracellular Ca2+ 
and cytochrome C were 19.56 ± 2.09, 14.76 ± 1.03 
and 88.79 ± 4.32 at 6 h; 82.59 ± 2.1, 14.76 ± 1.03 
and 44.57 ± 5.56 at 24 h; 28.45 ± 2.39, 88.79 ± 4.32 
and 78.63 ± 7.65 at 48 h. 

CONCLUSION: Baicalin induces apoptosis of 
HCC BEL-7402 cells in a dose- dependent man-
ner and mitochondria play an important role in 
apoptosis by inhibiting Bcl-2 protein expression 
in liver cancer cells, increasing the activity of 
caspase-3 and the level of intracellular Ca2+, pro-
moting mitochondrial membrane permeability 
and cytochrome C release, decreasing mitochon-
drial transmembrane potential. 

Key Words: Baicalin; Hepatocellular carcinoma; 
Apoptosis; Mitochondria membrane potential; Cyto-
chrome C; Ca2+

Guo X, Guo Y. Effect of baicalin on mitochondrial 
membrane potential, Ca2+ and cytochrome C in HCC cell 
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摘要
目的: 探讨线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌细
胞凋亡中的作用及可能的机制. 

方 法 :  应 用 细 胞 培 养 技 术 培 养 肝 癌 细 胞
BEL-7402, 透射电镜观察线粒体的变化; 应用
流式细胞仪检测细胞凋亡百分率及线粒体膜
电位、细胞内Ca2+的改变, 荧光发光法检测细
胞色素(cytochrome C, Cyt C)含量, Bcl-2蛋白
表达和流式细胞仪测定caspase-3活性. 

结果: 黄芩甙诱导肝癌细胞BEL-7402凋亡呈
剂量依赖关系, 线粒体结构出现明显改变; 肝
癌细胞线粒体膜电位降低, 6 h、24 h、48 h分

®

■背景资料
近年来发现黄芩
甙诱导肿瘤细胞
凋亡, 但既往对凋
亡的形态观察重
点在细胞核的变
化上, 线粒体作为
能量器官其形态
又会有什么变化
研究甚少. 本研究
拟观察黄芩甙作
用后线粒体超微
结构以及细胞内
Ca 2+的含量、线
粒体膜电位和细
胞色素C的变化 , 
探讨线粒体损伤
在黄芩甙诱导肝
癌细胞凋亡中的
机制.

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科
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别为85.49±2.17、82.59±2.18、28.45±2.39; 
细胞内Ca2+和Cyt C的释放增加, Bcl-2蛋白表
达下降和caspase-3活性增加. 在6 h、24 h、48 
h时细胞线粒体膜电位, 细胞内Ca2+和Cyt C的
释放分别为(6 h: 85.49±2.17、19.56±2.09、
35.36±3.21; 24 h: 82.59±2.18、14.76±
1.03、44.57±5.56; 48 h: 28.45±2.39、88.79
±4.32、78.63±7.65). 

结论: 线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌细胞凋
亡中起重要作用, 其机制可能为抑制肝癌细胞
Bcl-2蛋白表达, 促进caspase-3活性增加, 使细
胞内Ca2+增加, 激发线粒体膜通透性转运孔开
放, 降低线粒体跨膜电位, 促进Cyt C的释放. 
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0  引言

黄芩甙是从唇形科植物黄芩中提取、分离出来

的一种黄酮类化合物, 是黄芩的主要有效成分

之一, 除传统意义上的解热、利胆、保肝、抗

菌等药理作用外, 近年来发现黄芩甙具有抗肿

瘤作用[1-2]. 诱导肿瘤细胞凋亡是重要的抗肿瘤

策略之一. 既往对凋亡的形态观察重点在细胞

核的变化上, 线粒体作为能量器官其形态又会

有什么变化? 因此, 本研究拟观察黄芩甙作用后

线粒体超微结构以及细胞内Ca2+的含量、线粒

体膜电位和细胞色素C(Cytochrome C, Cyt C)的
变化, 探讨线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌细胞

凋亡中的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株BEL-7402由本室冻存; 
黄芩甙由四川汉坤植化有限公司提供(纯度≥

95% 分子质量446.35 kDa); RPMI-1640培养液, 
Bcl-2、Cyt C mAb为北京中山试剂公司产品; 
JEM2000EX透射电镜, 流式细胞仪Epics XLⅡ
型为美国Beckman Coulter公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株BEL-7402培养

于RPMI-1640培养液, 内含100 g/L小牛血清、

100 000 U/L青霉素、100 mg/L链霉素, 置37℃, 
50 mL/L CO2, 恒温密闭式孵箱内培养传代. 

1.2.2 黄芩甙对肝癌细胞凋亡的影响: 空白对照

组、1.25 mg/L、2.5 mg/L 、5 mg/L、10 mg/L、
20 mg/L、40 mg/L黄芩甙处理组分别作用48 h
后, 制备各细胞悬液, PI染色流式细胞计数测定

凋亡率. 
1.2.3 透射电镜: 取对数生长期细胞接种于培养

瓶内, 分别加入10 mg/L黄芩甙及等量培养液作

用48 h, 收集细胞, 常规透射电镜样品制备, 透射

电镜下观察亚细胞结构. 
1.2.4 流式细胞仪检测线粒体膜电位、细胞内

Ca2+: 空白对照组、10 mg/L黄芩甙处理组分别

作用6 h、24 h、48 h后制备各细胞悬液, PBS
洗涤、弃上清, 分别加入下列染液: 1 mmol/L 
rhodamine 123, 1 mmol/L Fluo-3, 37℃孵育20 
min, 37℃孵育20 min, PBS洗涤、重悬、流式 
检测. 
1.2.5 免疫荧光检测Cyt C: 40 g/L多聚甲醛固定

细胞20 min, PBS洗涤后用山羊血清封闭30 min, 
加入抗大鼠Cyt C单克隆抗体, 4℃过夜, PBS洗
涤后加入FITC荧光标记二抗, 37℃孵育40 min, 
90%碱性甘油封固, 用Novo start全自动荧光发

光检测仪对荧光强度进行定量分析. 
1.2.6 Bcl-2蛋白表达检测: 作用48 h后, 消化细

胞105左右, PBS洗涤2次后, 20 g/L中性甲醛固定

30 min, 0.3%皂素渗透5 min, 弃上清, 加1∶50稀
释的鼠抗人Bcl-2蛋白单克隆抗体, 冰上孵育45 
min, PBS洗涤后, 流式细胞检测Bcl-2表达. 
1.2.7 caspase-3活性检测: 作用48 h后, 按300 μL
细胞悬液加1 μL FITC-DEVD-FMK, 37℃ 50 
mL/L CO2孵育30 min, 用Wash buffer重悬细胞2
次后加300 μL Wash buffer混匀, 置于冰上, 流式

细胞检测.
统计学处理 计量资料数据以m e a n±S D

表示, 用SPSS10.0软件进行统计分析. 多组间

的均数差异性比较采用单因素方差分析(one-
way ANOVA)及LSD检验. P <0.05为有统计学 
意义.

2  结果

2.1 黄芩甙对肝癌细胞凋亡的影响 1.25 mg/L、
2.5 mg/L、5 mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/
L黄芩甙分别作用肝癌细胞48 h后, 凋亡百分率

分别为2.32%±0.72%、2.42%±0.68%、9.86%
±1.98%、17.59%±3.26%、22.27%±3.89%、

24.34%±3.79%, 与对照组(2.18%±0.66%)比较,与对照组(2.18%±0.66%)比较,%±0.66%)比较,)比较, 
后四者有统计学意义(P <0.01), 呈量效关系.呈量效关系. 

■研发前沿
目前诱导肿瘤细
胞 凋 亡 ,  已 成 为
抗肿瘤的重要策
略 之 一 ,  许 多 学
者已逐渐认识到
线粒体是细胞凋
亡的“中心执行
者” ,  线 粒 体 膜
通 透 性 转 运 改
变 是 线 粒 体 调
节 凋 亡 的 重 要 
机制.
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2.2 透射电镜下观察 发现对照组肝癌细胞具有有

肿瘤细胞典型特点: 核大而圆, 染色质疏松, 核
仁明显, 有多个大核仁, 形态不规则, 常见核仁

边集现象, 细胞质较少, 细胞器都比较简单, 细
胞表面微绒毛细长且密集. 黄芩甙处理组, 细胞

核变小, 皱缩, 异染色质增多, 核仁减少、浓缩

甚至消失, 核质比减少. 部分细胞呈现典型的凋

亡改变: 染色质凝集、固缩, 聚集于核膜下呈境

界分明的团块状、花瓣状或新月体形. 线粒体

数量增多, 有的为基质密度增高, 内外膜间隙增

宽, 内嵴发育较好, 但体积变化不明显; 有的线

粒体体积增大, 肿胀呈空泡状(图1). 
2.3 黄芩甙对肝癌细胞线粒体膜电位的影响 对
照组在不同时间的线粒体膜电位较稳定, 保持

在较高水平, 6 h、24 h处理组与对照组比差别不

大, 48 h处理组显著降低, 两组差异显著(P <0.01, 
表1). 
2.4 黄芩甙对肝癌细胞内Ca2+和Cyt C的影响的影响 细
胞内Ca2+和Cyt C在对照组的不同时间较稳定, 6在对照组的不同时间较稳定, 6对照组的不同时间较稳定, 6的不同时间较稳定, 6不同时间较稳定, 6 
h、24 h处理组与对照组比差别不大, 48 h处理组

升高显著, 两组差别显著(均均P <0.01, 表2, 表3).表3).).   
2.5 Bcl-2蛋白表达和caspase-3活性测定 处理组

Bcl-2蛋白表达显著下降, caspase-3活性显著升

高(P <0.01, 表4). 

3  讨论

目前已逐渐认识到线粒体是细胞凋亡的“中心

执行者”[3-4], 某些与凋亡相关的基因产物(蛋白

质和酶)均可定位于线粒体. 在细胞凋亡的诱导

期, 线粒体的结构和功能就开始发生一些特征

性的变化[5-7]. Reed et al [5]认为在细胞凋亡时线粒

体超微结构的改变主要为: 线粒体嵴失去紧密

排列和有序折叠的外表, 同时在膜间隙中充满

了浓缩的基质, 而线粒体本身的大小改变不明

显. 我们在观察肝癌细胞发生凋亡时, 除了见到

典型的凋亡核型, 同时还发现线粒体的变化有

两种表现: 一种基质密度增高, 内外膜间隙增宽, 
但体积变化不明显; 一种线粒体体积增大, 肿胀

呈空泡状. 前者与Reed et al所描述的在凋亡中

线粒体的改变相似. 沈忠英 et al [6]在研究三氧化

二砷作用于食管癌细胞系时, 认为凋亡的早期

改变为线粒体增多, 中后期是线粒体肿胀. 所以, 
线粒体的这种基质密度增高的改变可能是凋亡

发生的早期改变. 

■创新盘点
本研究深入探讨
了线粒体损伤在
黄芩甙诱导肝癌
细胞凋亡中的机
制.

表  1  黄芩甙对肝癌细胞线粒体膜电位的影响(mean±SD)

     
分组                     6 h	                     24 h	           48 h

对照组	88 .76±2.54      98.56±3.79	   86.38±2.63

处理组	8 5.49±2.17      82.59±2.18	   28.45±2.39b

bP<0.01 vs  处理组.

表  2  黄芩甙对肝癌细胞细胞内Ca2+的影响 (mean±SD)

     
分组                    6 h	                   24 h	          48 h

对照组	 16.27±2.15     15.18±2.19	  14.58±2.89

处理组	 19.56±2.09     14.76±1.03	   88.79±4.32b

bP<0.01 vs  处理组.

表  3  黄芩甙对肝癌细胞Cyt C的影响(mean±SD)

     
分组                    6 h	                  24 h	           48 h

对照组	 30.29±3.36    28.91±2.87	   29.43±2.47

处理组	 35.36±3.21    44.57±5.56b	   78.63±7.65b

bP<0.01 vs  处理组.

表  4  Bcl-2蛋白表达和caspase-3活性(mean±SD)

     
分组                              Bcl-2	                        caspase-3

对照组	            78.55±7.28	                   19.72±2.11

处理组	            35.96±4.26b	                  74.76±8.23b

bP<0.01 vs  处理组.

A B C

图  1  透射电镜观察. A: 对照组(×13 500); B-C: 黄芩甙处理组(×15 000).
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■应用要点
本 研 究 为 揭 示
黄 芩 甙 抗 肿 瘤
作 用 机 制 提 供
了 有 用 的 资 料 , 
为 其 进 一 步 开
发 应 用 奠 定 了 
基础.

已证实线粒体膜通透性转运改变是凋亡过

程中的重要环节, 在致凋亡因子的刺激下, 线粒

体膜通透性转运孔(permeability transiton pore, 
MPTP)开放, 线粒体跨膜电位降低或丧失, 线粒

体基质中释放出凋亡蛋白, 使细胞凋亡[7-8]. 近年

来陆续有报道线粒体跨膜电位的耗散是细胞凋

亡级联反应过程中最早发生的事件, 而一旦线

粒体跨膜电位耗散, 细胞就会进入不可逆的凋

亡过程[9-10]. MPTP是跨膜多蛋白孔, 定位于线粒

体内外膜接触点, 可能由电压依赖的阴离子通

道(VDAC)-腺苷酸移位酶-亲环蛋白D三联复合

物构成, 有开放与关闭二种构象. MPTP孔道作

为许多生理效应的感受器(二价阳离子、ATP、
ADP、NAD、ΔΨm、pH、巯基与多肽)整合了

电生理、氧化还原与细胞代谢状态的信息. 在
正常情况下, MPTP只允许相对分子质量小于

1500的分子通过, 质子可自由通过线粒体膜形

成稳定的线粒体膜电位, 如果MPTP开放, 导致

线粒体膜电位下降或缺失, 且MPTP作用有自放

大的效应. 如果能稳定线粒体膜电位就能防止

细胞凋亡或可阻止凋亡的进展. 我们的研究结

果发现对照组肝癌细胞在不同时间的线粒体膜

电位较稳定, 保持在较高水平, 黄芩甙作用6 h、
24 h时与对照组比差别不大, 48 h时显著降低肝

癌细胞线粒体跨膜电位. 认为黄芩甙通过某种

途径使MPTP开放, 导致线粒体膜电位下降, 而
阻止凋亡的进展. 

Ca2+是细胞代谢活动重要的第二信使[11]. 他
可能是使MPTP开放的刺激信号. Carboni et al [12]

提出钙依赖性的MPTP孔调节模式, 认为MPTP
孔有低导性和高导性两种不同的开放方式, 前
者是一种可逆的正常调节过程, 后者为不可逆

的细胞死亡信号. 两种开放方式均受线粒体Ca2+

浓度的升高直接或间接调控. 线粒体Ca2+超载, 
启动高导性MPTP孔开放, 线粒体膜电位下降, 
线粒体膨胀, 外膜破裂, 诱导细胞凋亡. 季宇彬 
et al将羊栖菜多糖作用于人胃癌SGC-7901细胞, 
观测到细胞内Ca2+浓度升高, 且细胞凋亡指数

增加, 提示可能是通过Ca2+启动凋亡机制. Takel  
et al研究表明, 抑制细胞Ca2+升高, 可防止凋亡的

发生[13]. 我们观察到黄芩甙作用后肝癌细胞凋

亡增加、细胞内Ca2+含量的增加、线粒体膜电

位的下降, 三者在时间上的变化趋于一致, 并伴

有线粒体的肿胀. 认为线粒体途径在黄芩甙诱

导细胞凋亡中起重要作用, 其机制为增加细胞

内Ca2+含量, 激发MPTP开放, 降低线粒体跨膜电

位. 但是影响细胞外钙的内流, 还是调整细胞内

钙库的释放, 尚需进一步研究. 此外, 细胞内Ca2+

信号的改变与凋亡发生的阶段密切相关[14-15], 有
研究表明一旦凋亡发生, 细胞内依赖Ca2+-Mg2+

核酸酶被大量激活后, 细胞内游离Ca2+可能被

结合而浓度下降. 我们只观察到黄芩甙增加细

胞内Ca2+含量, 这可能与细胞所处的凋亡阶段有

关, 处于本阶段的细胞尚未发生不可逆的凋亡. 
Cyt C作为一种信号物质, 也在细胞凋亡中

发挥着重要的作用. 正常情况下, 他存在于线

粒体内膜和外膜之间的腔中, 凋亡信号刺激使

其从线粒体释放至细胞质. Cyt C一旦释放可引

起两种后果, 一是与Apaf-1(apoptotic protease 
activating factor-1)结合, 在ATP/dATP的介导下, 
使caspase-9前体裂解为活化的caspase-9, 活化

的caspase-9再激活caspase-3, 引起细胞凋亡. 二
是由于Cyt C释放入胞质, 细胞内Cyt C减少或缺

失, 可直接导致呼吸链电子传递中断, 最后导致

细胞坏死[16]. Cyt C的释放是线粒体外膜通透性

增高的结果. Bcl-2蛋白主要聚集在线粒体外膜, 
阻止Cyt C的释放, 使胞质内caspase不能激活, 细
胞凋亡受阻. caspase-3是最重要的凋亡执行者之

一, 在激活的caspase-3能降解Bcl-2蛋白, 阻止其

抗凋亡作用. caspase-3一旦被激活, 细胞凋亡的

发生将不可逆转. 我们的研究结果发现黄芩甙

能抑制肝癌细胞Bcl-2蛋白表达, 增加caspase-3
活性, 促进Cyt C的释放. 

黄芩甙诱导肝癌细胞凋亡的可能途径为增

加细胞内Ca2+含量, 降低线粒体跨膜电位, 促进

Cyt C的释放. Bcl-2蛋白表达的下降和caspase-3
活性增加调控上述过程. 透射电镜下线粒体的

改变进一步支持线粒体损伤在黄芩甙诱导肝癌

细胞凋亡中的作用.
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Abstract
AIM: To study the optimal conditions for in 
vitro induction and culture of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells (MSCs) in order to 
provide the theoretical basis for the treatment of 
severe liver disease patients with MSCs.  

METHODS: MSCs were isolated by gradient 
density centrifugation and plastic adherence 
and purified. MSCs were induced by different 
concentrations of FBS and cytokines. Levels 
of AFP and albumin in the supernatant were 
measured by radioimmunoassay on days 15, 
21 and 27. On day 27, cells were collected. 

Glycogen store of heoatocytes was determined 
by periodic acid-Schiff staining and the ex-
pression of CK-18 and CK-19 in MSCs were 
detected by immunocytochemical analysis. 

RESULTS: The level of AFP was higher in in-
duced MSCs than in non-induced MSCs on days 
15, 21, 27, and reached its highest on day 21. 
There was no significant difference in albumin 
levels on day 15, between induced and non-
induced MSCs. However, on days 21 and 27, 
the albumin level was higher in induced MSCs 
than in non-induced MSCs. Glycogen storage 
in induced MSCs was observed on day 27 but 
not in non-induced MSCs. The induced MSCs 
expressed CK-18 and CK-19 while the non-in-
duced MSCs did not. Multiple factor analysis by 
ANOVA showed that MSCs should be cultured 
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with 200 mL/L FBS, 20 μg/L hepatocyte 
growth factor (HGF) and 20 μg/L fibroblast 
growth factor 4 (FGF-4), which might be the best 
induction conditions for MSCs. 

CONCLUSION: Rat MSCs can differentiate into 
hepatocyte-like cells with hepatic phenotypes 
and functions in the presence HGF and/or 
FGF-4 in vitro. The concentrations of fetal bovine 
serum, HGF and FGF-4 affect the differentiation 
of rat MSCs into hepatocyte-like cells. MSCs can 
be used in the treatment of severe hepatic dis-
eases. 

Key Words: Bone marrow; Mesenchymal stem cells; 
Hepatocyte-like cells; Hepatocyte growth factor; 
Fibroblast growth factor 4

He WY, Liu SX, Jiang HQ. Effect of different induction 
conditions on hepatocyte-like cells induced in vitro by 
rat bone marrow mesenchymal stem cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 473-478

摘要
目的: 探讨实验性大鼠骨髓间充质干细胞
(MSCs)体外培养、诱导的最优条件, 为MSCs
治疗临床重症肝病患者提供参考依据. 
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■背景资料
肝细胞移植越来
越受到重视, 寻找
合适的肝细胞来
源成为重要的研
究课题. MSCs可
以分化为肝细胞, 
可以自体取材, 植
入体内无免疫排
斥反应, 体内外均
有极强分化潜能. 
MSCs有希望成为
治疗重症肝病的
种子细胞.

■同行评议者
秦波, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院感染病科 



方法: 采用密度梯度离心法和贴壁法分离大
鼠MSCs, 经培养传代获得纯化的MSCs. 采
用析因实验，设不同诱导时间、不同浓度的
FBS、不同浓度的细胞因子为3个因素, 每个
因素设不同水平, 对纯化的MSCs进行分组诱
导培养. 留取15、21、27 d细胞培养液进行白
蛋白(Alb)、甲胎蛋白(AFP)检测; 于27 d时收
集细胞爬片, 采用过碘酸希夫(PAS)实验进行
糖原染色和免疫细胞化学染色检测MSCs中
CK-18和CK-19. 

结果: 诱导15、21、27 d, 各MSCs诱导组AFP
水平均高于MSCs非诱导组(P <0.01), 21 d诱导
组AFP水平最高; 15 d各MSCs诱导组与MSCs
非诱导组白蛋白水平无统计学意义, 21、27 d
各MSCs诱导组白蛋白水平均高于MSCs非诱
导组(P <0.01), 27 d诱导组白蛋白水平最高. 27 
d各MSCs诱导组糖原染色阳性, 免疫细胞化学
染色CK-18、CK-19均阳性, 而MSCs非诱导组
糖原染色、CK-18、CK-19均阴性. 多因素方
差分析表明, MSCs体外最佳诱导条件为含200 
mL/L FBS的DMEM+肝细胞生长因子(HGF)20 
μg/L+成纤维细胞生长因子-4(FGF-4)20 μg/L. 

结论: HGF和FGF-4可在体外诱导实验性大鼠
MSCs分化为具有肝细胞样细胞表型和功能
的类肝细胞; 不同浓度的FBS、HGF和FGF-4
影响MSCs的体外分化;  MSCs可作为治疗临
床重症肝病的一种细胞来源.

关键词: 骨髓; 间充质干细胞; 类肝细胞; 肝细胞生
长因子; 成纤维细胞生长因子-4
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0  引言

骨髓间充质干细胞(MSCs)是骨髓干细胞的重要

组成部分. 目前研究表明, 该细胞能在不同理化

环境和细胞因子的诱导下分化为成骨细胞[1-2]、

脂肪细胞[3-4]、神经元样细胞[5-7]、心肌细胞[8-9]

和肝实质细胞[10-11]等组织细胞.
当前重症肝病患者的肝移植已取得重大成

就, 但供移植的肝脏数量有限, 而且直到目前

机体组织的排异性仍未被攻克. 因此, MSCs向
肝细胞分化的研究越来越受到人们的关注[12-13], 
MSCs有希望成为治疗重症肝病的理想方法.

本实验研究旨在发现含不同浓度FBS及细

胞诱导因子的培养基对细胞诱导的影响, 以探

讨MSCs体外培养、诱导的最优条件, 为MSCs
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治疗临床重症肝病提供参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠6只(来自河北医科大

学动物中心, 合格证编号: DK0512051), 体质量

180-200 g, 雌雄各半. DMEM低糖培养基购于美

国HyClone; FBS购于中美合资兰州民海生物工

程有限公司; 细胞因子购于美国Pepro Tech; 淋
巴细胞分离液购于上海恒信化学试剂有限公司; 
AFP放射免疫分析药盒购于北京北方生物技术

研究所; 大鼠Alb放射免疫分析药盒购于北京市

福瑞生物工程公司; CK-18、CK-19单克隆抗体

购于北京中杉金桥生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 M S C s分离培养: 无菌条件下取大鼠胫

骨、股骨, 除去骨表面附着的组织. 用肝素(200  
kU/L)-PBS混合液冲出骨髓腔中的骨髓, 制成单

细胞悬液至无菌离心管中, 将6只大鼠的细胞悬

液混合; 室温1500 r/min离心10 min, 收集沉淀物

用含200 mL/L FBS DMEM重悬后加在等体积的

淋巴细胞分离液(比重1.077 kg/L)上, 室温1500 
r/min离心10 min; 取白膜层到无菌离心管中, 用
含200 mL/L FBS低糖DMEM重悬细胞, 1500  
r/min离心10 min, 洗涤细胞1次, 最后弃上清. 取
10 μL上述细胞悬液与100 μL 20 mg/L醋酸混匀, 
进行细胞计数. 调整单个核细胞数为1×105/cm2, 
接种到25 c m2细胞培养瓶内. 加入5 m L低糖

DMEM完全培养基(含200 mL/L FBS、青霉素

100 mg/L、链霉素100 mg/L), 置37℃、50  mg/L 
CO2、饱和湿度的CO2细胞培养箱中培养.
1.2.2 MSCs纯化: 原代骨髓细胞培养48 h后进行

首次换液弃掉悬浮细胞, 以后每3 d更换新鲜的

低糖DMEM完全培养基. 在细胞接近90%汇合

时, 进行消化传代, 在传至第3代时, 已完全去除

非贴壁的球形骨髓造血细胞, 得到纯化的MSCs.
1.2.3 体外诱导: 采用析因设计, 取诱导时间、

FBS浓度、细胞因子浓度作为3个因素, 其中诱

导时间取15、21、27 d三个水平; FBS浓度取

100 mg/L、200 mg/L两个水平; 细胞因子浓度

取10 μg/L肝细胞生长因子(HGF)+10 μg/L成纤

维细胞生长因子-4(FGF-4)、20 μg/L HGF+20 
μg/L FGF-4、20 μg/L HGF、0 μg/L HGF+0 μg/L 
FGF-4四个水平. 将纯化的MSCs分为8个处理组, 
重复实验2次, 按104/孔接种于24孔培养板. 每3 d
换液一次.

第 1组加用含 1 0 0  m g / L  F B S的低糖

www.wjgnet.com

■研发前沿
MSCs在不同理化
环境和细胞因子
的诱导下可以分
化为多种组织细
胞, 研究MSCs定
向分化为类肝细
胞的最佳诱导条
件是目前的一个
热点问题.
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DMEM+10 μg/L HGF+10 μg/L FGF-4; 第2组
加用含100 mg/L FBS的低糖DMEM+20 μg/L 
HGF+20 μg/L FGF-4; 第3组加用含100 mL/L 
FBS的低糖DMEM+20 μg/L HGF; 第4组加用

含100 mL/L FBS的低糖DMEM, 不加细胞因子; 
第5组加用含200 mL/L FBS的低糖DMEM+10 
μg/L HGF+10 μg/L FGF-4; 第6组加用含200 
mL/L FBS的低糖DMEM+20 μg/L HGF+20 
μg/L FGF-4; 第7组加用含20 mL/L FBS的低糖

DMEM+20 μg/L HGF; 第8组加用含200 mL/L 
FBS的DMEM, 不加细胞因子.
1.2.4 白蛋白与AFP检测: 采用放射免疫分析法, 
分别于细胞诱导分化的15、21、27 d收集细

胞培养液进行白蛋白与AFP检测. 以未诱导的

MSCs细胞培养液为阴性对照.
1.2.5 糖原染色: 采用过碘酸希夫(PAS)实验. 于
诱导27 d收集诱导细胞爬片, 甲醇固定, 以未诱

导培养27 d的MSCs作阴性对照. 载玻片用1%过

碘酸氧化5 min, 蒸馏水漂洗3次. 然后用Schiff试
剂处理15 min, 蒸馏水漂洗5-10 min, 苏木精染色

1 min, 蒸馏水漂洗. 常规脱水、透明, 中性树胶

封片. 红紫色染色的积聚物看作糖原储存, 显微

摄像.
1.2.6 免疫细胞化学染色检测MSCs中CK-18、
CK-19: 于诱导27 d收集诱导细胞爬片, 丙酮固定

10 min, 进行免疫细胞化学染色检测. 按说明操

作, 胞质内呈现棕黄色颗粒为阳性染色.

统计学处理  计量资料组间比较采用t 检
验、方差分析; 所有统计数据均采用SPSS13.0
软件处理; P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 MSCs的显微镜观察 倒置显微镜下观察新

鲜分离的骨髓干细胞大小均匀, 透光度好. 接种

24-48 h后, 几乎所有的细胞都沉积于瓶底, 少部

分细胞贴壁, 呈圆形(图1A). 72 h后, 贴壁细胞数图1A). 72 h后, 贴壁细胞数1A). 72 h后, 贴壁细胞数

增加, 呈小梭形, 并开始分裂增殖. 7 d后, 贴壁

分裂细胞形成不同大小、分散的细胞集落, 细
胞多呈梭形(图1B). 14 d后, 集落中细胞数量增图1B). 14 d后, 集落中细胞数量增1B). 14 d后, 集落中细胞数量增

多, 呈放射状向周围扩张, 集落间渐汇合成单

层. 21 d左右细胞达90%汇合, 可以传代; 传代后

细胞3-4 h开始贴壁, 24 h内完全贴壁, 展成梭形, 
开始迅速增殖, 7 d左右可达90%汇合, 可继续传

代; 经细胞因子诱导处理的细胞与非诱导细胞

在最初1 wk细胞形态变化不大, 随诱导时间延

长, 诱导细胞自梭形逐渐变成多角形, 且细胞数

量逐渐增多(图1C). 单用HGF组的细胞增长速图1C). 单用HGF组的细胞增长速1C). 单用HGF组的细胞增长速

度慢于HGF、FGF-4合用组. 而非诱导细胞仍为

成纤维细胞样, 细胞密度增加, 局部有重叠交错

(图1D).图1D).1D).
2.2 放射免疫检测结果 
2.2.1 细胞培养上清液AFP检测结果: 15、21、
27 d的诱导细胞的培养上清液AFP水平均高于

非诱导细胞(P <0.01), 且21 d各诱导细胞培养

■相关报道
近 年 的 研 究 报
道表明 ,  H G F、

FGF-4、OSM和
EGF等多种细胞
因子及血清浓度
均在MSCs诱导分
化为类肝细胞中
起作用, 但最佳诱
导条件仍需进一
步探讨.

A B

DC

图  1  MSCs的显微镜观察(×100). A: 原代培养48 h; B: 原代培养7 d; C: 诱导培养21 d; D: 非诱导培养21 d.
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■创新盘点
H G F 单 独 或 联
合FGF-4使用是
比较常见的诱导
MSCs分化为类肝
细胞的方法, 但两
种细胞因子浓度
的相关性以及与
血清浓度的相关
性报道较少.

A B

图  3  糖原染色(×100). A: 诱导组; B: 非诱导组.
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图  2  各处理组AFP和白蛋白水平. A: AFP; B: 白蛋白.

A

B

表  1  AFP和白蛋白水平方差分析表

     
分组

	                                        AFP                  白蛋白

                                                   F              P         F              P

FBS×细胞因子                  10.76   <0.01   4.13   <0.05

FBS×细胞因子×时间           0.54   >0.05   2.39   >0.05

上清液AFP水平最高(图2A). 通过多因素方差图2A). 通过多因素方差). 通过多因素方差

分析(表1), 15、21、27 d最佳诱导条件均为含表1), 15、21、27 d最佳诱导条件均为含), 15、21、27 d最佳诱导条件均为含

200 mL/L FBS的DMEM+20mL/L FBS的DMEM+20FBS的DMEM+20 μg/L HGF+20 HGF+20 μg/L 
FGF-4.
2.2.2 细胞培养上清液白蛋白检测结果: 15 d各
诱导组细胞与非诱导组细胞培养上清液白蛋白

水平比较无统计学意义(P >0.05), 而21、27 d诱
导组细胞培养上清液白蛋白水平均高于非诱导

组细胞, 而且呈时间依赖性(P <0.01), 即27 d诱导

组细胞培养上清液白蛋白水平最高(图2B). 通过图2B). 通过). 通过

多因素方差分析(表1)可以看出, 15、21、27 d最表1)可以看出, 15、21、27 d最)可以看出, 15、21、27 d最
佳诱导方案均为含200 mL/L FBS的DMEM+20 

μg/L HGF+20 μg/L(图1D).图1D).1D).
2.3 过碘酸希夫(PAS)实验糖原染色结果 27 d
各诱导组MSCs糖原染色强阳性, 而非诱导组

MSCs糖原染色阴性(图3).
2.4 免疫细胞化学染色检测CK-18、CK-19的结

果 27 d各诱导组MSCs CK-18、CK-19均阳性.非
诱导组MSCs CK-18、CK-19均阴性(图4).

3  讨论

肝移植是肝脏功能衰竭后的理想治疗方案, 但
由于供体肝源不足、移植后的排斥反应及治疗

费用昂贵, 限制了肝衰竭患者接受肝移植. 而肝

细胞移植越来越受到重视, 已显示潜在的应用

前景, 寻找合适的肝细胞来源成为重要的研究

课题. MSCs来源充足, 可以分化为肝细胞, 可以

自体取材, 植入体内无免疫排斥反应, 遗传背景

稳定, 增殖能力强, 体内外均有极强分化潜能, 
易于临床应用.

从骨髓中分离得到MSCs, 有贴壁法[14]、密
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度梯度离心法[15]、免疫磁珠法[16]、流式细胞仪

法[17]. 各种方法各有利弊, 近年研究[18-19]多先采

用密度梯度离心法, 得到含MSCs的骨髓单个核

细胞, 再利用MSCs贴壁生长的特性加以纯化, 
与此同时, 大量不贴壁的造血系细胞随着更换

培养液得以除去. 再通过传代使其更加纯化. 此
种方法操作简单, 很易得到纯化的MSCs. 故我

们采用此种分离方法作为实验手段.
我们采用了不同浓度的FBS和HGF、FGF-4

在体外诱导MSCs的分化. HGF是肝细胞生长

因子, 他是一种普遍存在并具有多能性的细胞

因子, 通过与受体C-met相互作用而对多种细胞

产生促有丝分裂作用及促形态形成作用, 在肝

脏的发育成熟和再生过程中发挥重要作用[20-22]. 
FGF-4在体内是一种重要的来源于中胚层和内

胚层的信号分子, 可促进胚胎肝脏的形成和发

育[23]. 鼠胚胎干细胞在含有FGF-4的培养液中进

行诱导培养, 也可分化为表达肝细胞特征基因

和抗原的细胞[24]. HGF、FGF-4在肝细胞的发育

和再生中起着不可替代的作用[25]. 培养液中FBS
成分复杂, 含有多种生长因子和促分化因子. 我
们发现在诱导过程中单用HGF组的细胞增长速

度慢于HGF、FGF-4合用组, 这可能与FGF-4不
仅诱导细胞分化, 而且可以促进细胞增殖以及

HGF的促分化作用强于促增生作用有关.
本实验从功能和表型对诱导分化后的

MSCs进行了检测, AFP、白蛋白、CK-18、
C K-19和糖原均为肝系细胞较为特异的标志. 
AFP是幼稚肝细胞分泌的, 是肝细胞分化早期的

标志; CK-19也是肝细胞分化早期的标志物; 白
蛋白是肝细胞成熟的标志; CK-18是肝细胞相

对特异性的标志物, 在幼稚的肝前体细胞不表

达, 当肝细胞趋于成熟后表达量增高; 糖原合成

和储存是肝细胞的特征性功能. 本实验诱导组

MSCs能够分泌AFP、白蛋白, 储存糖原, 表达

CK-18、CK-19肝细胞标记. 诱导组MSCs培养

上清液中AFP的水平, 均为21 d最高, 27 d反而

下降; 白蛋白水平呈时间依赖性, 27 d达最高. 这
也说明诱导所得类肝细胞功能逐渐完善. 27 d
诱导组MSCs CK-18、CK-19均阳性, 而非诱导

组MSCs CK-18、CK-19均阴性. 这表明诱导的

MSCs已分化为类肝细胞且并未完全成熟, 仍有

继续分化的潜能. 最终诱导结果显示, 6种诱导

条件均使MSCs诱导分化为类肝细胞, 但通过析

因分析得出: 最佳诱导条件为含200 mL/L FBS
的低糖DMEM合用20 μg/L的HGF和20 μg/L 
FGF-4.说明由于200 mL/L的FBS含有更多的生

长因子和促分化因子, 加之两种细胞因子同时

应用, 促进了细胞的增殖和分化. HGF、FGF-4
和FBS为MSCs体外分化提供了微环境, 是MSCs
分化的关键因素, 尤其是HGF、FGF-4的浓度更

为重要.

■应用要点
HGF、FGF-4可
在体外诱导MSCs
分化为类肝细胞, 
可能成为肝细胞
移植和生物人工
肝的种子细胞, 以
期治疗临床重症
肝病.

C D

图  4  CK-18和CK-19免疫细胞染色(×100). A: 诱导组CK-18阳性; B: 非诱导组CK-18阴性; C: 诱导组CK-19阳性; D: 非诱

导组CK-19阴性.

A B
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总之, MSCs可以在体外通过诱导分化为具

有肝细胞功能和表型的类肝细胞; 可以作为人

工肝和肝细胞移植的一种细胞来源, 为临床治

疗重症肝病提供新的途径.
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Abstract
AIM: To obtain the recombinant consensus 
interferon (cIFN) gene by overlap extension PCR 
and to express it using a prokaryotic expression 
system to identify its activities.

METHODS: Overlap extension PCR was per-
formed to obtain the cIFN gene and to construct 
the high expression vector for the production 
of cIFN protein according the preferred codon 
of E.coli. The expression vector pRA-cIFN was 
transformed with BL21 (DE3) E.coli straining. 

The expression of cIFN was identified by SDS-
PAGE and Western blotting and purified by 
metal-chelating chromatography, and refolded 
by stepwise dialysis method. Then, the immune 
and biological activities of cIFN were detected 
by ELISA, MTS chromometry and hemaggluti-
nation inhibition test.

RESULTS: The cIFN gene was obtained by 
overlap extension PCR. Its DNA length was 534 
bp which is consistent with its theoretical length. 
SDS-PAGE and Western blotting showed that 
the pressed cIFN protein in E.coli BL21 (DE3) 
was in the form of inclusion bodies and its mo-
lecular weight was 23.3 kDa. We achieved the 
refolding of E.coli-expressed cIFN with a step-
wise dialysis method. The biological activity of 
the refolded cIFN was detected by ELISA, MTS 
chromometry and hemagglutination inhibition 
test, showing that cIFN had obvious immuno-
logical activities, dose-dependent suppressive 
activity of PLC/PRF/5 cell proliferation and 
HBsAg secretion inhibitory activity.

CONCLUSION: Overlap extension PCR is a 
simple method to obtain the recombinant genes. 
cIFN protein produced in this study has signifi-
cant anti-virus and anti-tumor cell proliferation 
activities.

Key Words: Recombinant consensus interferon; 
Overlap extension polymerase chain reaction; 
Prokaryotic expression; Activity identification
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polymerase chain reaction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 用重叠延伸PCR(overlap extension PCR)
法获得人工优化的干扰素-重组复合干扰素
(consensus interferon, cIFN)基因, 用原核表达
系统对其进行表达, 鉴定表达的cIFN活性. 

方法: 根据大肠杆菌的偏爱密码子, 人工设
计cIFN的高表达基因, 用overlap PCR法合成
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■背景资料
干扰素是目前治
疗病毒性肝炎的
首选一线药物之
一, 临床使用已多
年, 但尚存在临床
疗效不够理想、

副反应较大等缺
陷, 其原因可能与
宿主和病毒因素
有 关 以 外 ,  还 与
IFN产品本身的性
质、剂型及给药
方式等有关系.

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 苏州市第五人
民医院传染科



cIFN全基因, 用基因重组技术构建其原核表
达载体pRA-cIFN, 在大肠杆菌BL21中进行高
效表达, 用SDS-PAGE和Western blotting鉴定
cIFN表达, 用GuHCl阶段透析法进行蛋白变
性、复性, 用TALON(His)6亲和层析柱进行纯
化, 用ELISA、MTS比色定量法及血凝抑制试
验检测cIFN的免疫活性和生物活性. 

结果: 成功合成了cIFN全基因, 其DNA长度
与理论长度534 bp相符; 用基因重组技术成
功构建了cIFN原核表达载体pRA-cIFN, 并用
大肠杆菌BL21进行了高效表达, SDS-PAGE
和Western blotting鉴定结果显示, 表达蛋白主
要以包涵体形式存在, 其分子质量符合理论
值23.3 kDa; 用GuHCl阶段透析法成功进行包
涵体蛋白的复性, 亲和层析法纯化后cIFN的
ELISA、MTS比色定量法及血凝抑制试验结
果显示, 表达蛋白具有明显的cIFN免疫学活
性、剂量依赖性PLC/PRF/5细胞增殖抑制作
用和HBsAg分泌抑制作用.

结论: 重叠延伸PCR法是获得重组复合基因
的有效简便的方法, 我们通过重叠延伸PCR法
获得并表达的cIFN具有明显的抗病毒、抗细
胞增殖活性.

关键词: 重组复合干扰素; 重叠延伸PCR; 原核表

达; 活性鉴定
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0  引言

干扰素(IFN)是一类具有抗病毒、抗肿瘤、免疫

调节等多种生物学活性的重要细胞因子, 目前广

泛应用于病毒感染性疾病的临床治疗, 但当前的

IFN产品存在临床疗效尚不够理想、难以清除

病毒、复发率较高、副作用多等缺陷, 有必要

寻找更有效的药物来治疗难治性感染和复发感

染. 重组复合干扰素(consensus interferon, cIFN)
是非天然存在的Ⅰ型IFN, 是通过对已知IFNα各
亚型序列筛选, 采用每个位点上最常出现的氨

基酸决定簇, 用基因重组技术复合而成[1]. cIFN
对Ⅰ型受体的亲和力比IFNα高数倍, 生物活性

高出5-10倍, 临床试验也显示比IFNα具有更好

的效果. 美国Amgen公司已生产cIFN, 活性比原

IFNα强10倍, 在临床应用上很受欢迎, 已进入我

国市场, 我国也有多家单位正在研制复合干扰
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素, 还没有一家获准生产. 重叠延伸PCR(overlap 
extension PCR)方法是用重叠延伸连接两个或多

个目的序列的基因复合和基因重构的简便有效

方法[2-4]. 基于以上cIFN的优点和重叠延伸PCR
方法的有效简便性, 我们用重叠延伸PCR方法合

成cIFN全基因, 再用大肠杆菌表达系统实现了

高效表达, 拟使用于病毒性肝炎的靶向治疗等

应用研究.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌高效表达载体pRA获赠于日

本东北大学大学院生物工学蛋白质研究室, 表达

HBsAg的肝癌细胞系-PLC/PRF/5细胞获赠于日

本东北大学加龄医学研究所医用细胞资源中心, 
相关的分子生物学、免疫学及生化学试剂在相

应的生物试剂公司购买.
1.2 方法 
1.2.1 重叠延伸PCR法进行cIFN全基因合成: 参
考文献[1]的序列, 又根据大肠杆菌的偏爱密码

子, 人工设计重组复合干扰素的高表达基因. 人
为地把cIFN全基因分成8个片段并合成其长片

段寡核苷酸, 相临的每两个片段之间均有一部

分重叠序列, 并在N-末端和C-末端各导入限制

性内切酶NcoⅠ、SacⅡ的酶切位点. 混合此8个
长片段寡核苷酸后进行第一次PCR; 把第一次

PCR产物作为模板, 使用两末端引物继续进行第

二次PCR. 图1A为重叠延伸PCR的模式图.
1.2.2 构建cIFN表达载体pRA-cIFN: 用限制性内

切酶NcoⅠ和SacⅡ进行cIFN基因和pRA载体的

双酶切, 用T4连接酶连接后经JM109工程菌的克

隆筛选, 得到cIFN的表达载体pRA-cIFN, 表达载

体pRA被设计为重组基因的N-末端有目的蛋白

纯化用的(His)6 tag和活性测定用的c-myc基因.  
用ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer测序以鉴定

表达载体的序列准确性.
1.2.3 c IFN的表达、纯化及变性复性: 把构建

好的表达载体pRA-cIFN转化到BL21大肠杆菌

中, 使用2YT培养基进行大量培养. 收集的细菌

沉淀用超声破碎后经47℃, 11 000 g离心20 min, 
其沉淀中富含cIFN表达蛋白的包涵体. 参照文 
献[5-7], 用6 mol/L GuHCl变性cIFN包涵体蛋白, 
用TALON(His)6 tag亲和层析柱纯化蛋白, 纯化

后的目的蛋白依次用6、3、2、1、0.5、0 mol/L 
GuHCl阶段透析法进行复性. 用SDS-PAGE和
Western blotting进行蛋白的表达鉴定.
1.2.4 cIFN的免疫活性测定: 用IFNα双抗体夹心

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究根据大肠
杆菌的偏爱密码
子 ,  人 工 设 计 了
cIFN的高表达基
因, 并用重叠延伸
PCR方法成功合
成cIFN的全基因, 
实现了大肠杆菌
表达系统中的高
效表达.
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ELISA试剂盒检测cIFN的抗原活性, 加入的cIFN
浓度依次为0.058、0.58、5.8、58 nmol/L, 按说

明书进行操作, 最后测A 450.
1.2.5 MTS比色定量法测定cIFN的细胞增殖抑

制活性: PLC/PRF/5细胞铺至96孔板后CO2孵箱

培养过夜, 加入cIFN继续培养48 h, cIFN浓度依

次为20、10、5、2.5 mg/L. 弃培养上清后加入

MTS, 测A 492, 按公式计算cIFN对PLC/PRF/5细胞

的增殖抑制率. 增殖抑制率(%) = [1-(A experiment well-
A background well)/(A control well-A back ground well)]×100%.
1.2.6 血凝抑制试验检测cIFN的抗HBV活性: 
PLC/PRF/5细胞铺至96孔板后CO2孵箱培养过

夜, 加入cIFN继续培养, c IFN浓度依次为0、
1.56、3.125、6.25、12.5、25、50 mg/L, 干预培

养48 h后收集培养上清. 用HBsAg血凝抑制检测

试剂盒检测培养上清中HBsAg含量, 观察cIFN
的HBsAg分泌抑制作用, 拟说明cIFN的抗HBV
活性.

2  结果

2.1 cIFN的重叠延伸PCR及其表达载体的构建 
通过重叠延伸PCR方法成功获得了cIFN的全基

因(图1B), 加上酶切位点其全长符合理论长度

534 bp. 用此cIFN基因成功构建了原核表达载体

pRA-cIFN, 基因测序结果显示表达载体的基因

序列完全正确.
2.2 cIFN的表达鉴定及纯化 用BL21大肠杆菌实

现了cIFN的高效表达(图2A-B), 分别显示cIFN
表达蛋白的SDS-PAGE和Western blotting结果, 
其分子质量符合理论大小23.3 kDa. 结果显示质量符合理论大小23.3 kDa. 结果显示量符合理论大小23.3 kDa. 结果显示

目的蛋白主要以包涵体形式表达, 培养上清中

和超声破碎上清中的可溶性表达蛋白量较低. 
cIFN表达蛋白的纯化前和纯化后SDS-PAGE结
果图2C为, 经(His)6 tag亲和层析柱纯化后包涵体

形式的表达蛋白能达到比较高的纯度.
2.3 cIFN的免疫活性鉴定 把纯化后的cIFN经

GuHCl阶段透析法变性复性后进行ELISA干扰

素活性测定, 结果显示cIFN具有很强的IFNα抗
原活性(图3A).
2.4 cIFN的细胞增殖抑制活性测定 MTS比色定

量法测定cIFN对肝癌细胞系PLC/PRF/5的细胞

增殖抑制实验结果显示, 所表达的cIFN在干预

浓度10 mg/L时其细胞增殖抑制率能达到35%, 
说明cIFN具有明显的细胞增殖抑制作用(图3B).

■应用要点
cIFN作为一种高
效的新型干扰素, 
不仅可以单独使
用, 也可以用于抗
体导向干扰素、

长效干扰素等新
剂型干扰素. 抗体
导向干扰素可以
把干扰素特异性
地集中在病毒感
染细胞周围, 是非
常有应用前景的
新型干扰素剂型.

25.0 kDa

16.5 kDa

47.5 kDa

32.5 kDa

1      2      3         4A 1     2          3       4      5C1      2      3         4B

图  2  cIFN的表达及纯化. A: cIFN的SDS-PAGE; B: cIFN的Western blotting. 1: Marker; 2: 培养菌液上清; 3: 超声破碎后上清; 

4: 包涵体成份. 检测抗体为抗(His)6IgG-HRP. C: 亲和层析法纯化后cIFN的SDS-PAGE. 1: Marker; 2: 包涵体总成份; 3: 柱通

过; 4: 柱洗涤; 5: 柱洗脱.

图  1  重叠延伸PCR法扩增
cIFN. A: 重叠延伸PCR法原

理示意图; B: cIFN的PCR产

物. 1: Marker; 2: cIFN第一

次PCR产物; 3: cIFN第二次

PCR产物.
←

←
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2.5 cIFN的抗病毒活性测定 用HBsAg血凝抑制

检测试剂检测cIFN干预培养后的PLC/PRF/5细
胞培养上清中HBsAg含量, 结果显示cIFN在1.56 
mg/L时明显抑制PLC/PRF/5细胞分泌HBsAg, 说
明表达的cIFN具有明显的抗HBV作用(图3C).

3  讨论

IFN是一类具有多种生物学活性的重要细胞因

子, 是迄今为止研究得最为详尽, 同时也是第一

个利用基因工程技术开发生产并用于临床治

疗的细胞因子, 目前广泛应用于病毒感染性疾

病的抗病毒治疗. IFN的抗病毒机制是其与细

胞膜特异性受体结合, 在细胞内产生抗病毒蛋

白, 通过激活核苷酸内切酶, 使病毒单链RNA和

mRNA降解, 抑制病毒合成, 是目前治疗病毒性

肝炎首选一线药物之一[8-9], 临床使用已多年. 但
当前的IFN产品尚存在临床疗效尚不够理想、

副反应较大等缺陷, 其原因可能与宿主和病毒

因素有关以外, 还与IFN产品本身的性质、剂型

及给药方式等也有关系, 很多研究小组和制药

行业正致力于寻找更适合于临床应用的疗效更

强、毒副作用更低的新型IFN[10-12].
目前临床上用于病毒性肝炎治疗的 I F N

包括普通I F Nα、c I F N和聚乙二醇化干扰素

α(PEG-IFNα), 后两者均为改变IFN的性质或剂

型而制成的新型IFN. cIFN是通过筛选已知IFNα
各亚型序列后用基因重组技术复合而成的非天

然IFN, 和普通IFN相比, 其体外抗病毒、抗增

殖、激活自然杀伤细胞和基因诱导活性都有明

显增高. PEG-IFNα是在IFNα分子上交联无活

性、无毒性的PEG分子, 延缓IFNα注射后的吸

收和体内清除过程, 其半衰期较长, 每周1次给

药即可维持有效血药浓度. 除此之外, 正在研究

的IFN剂型还有融合IFN和特异性抗体而制成的

抗体导向IFN、融合IFN和白蛋白而制成的长效

IFN等[13]. 抗体导向IFN是把单克隆抗体作为载

体的导向药物, 从理论上讲, 这种剂型IFN因其

导向载体-单克隆抗体特异性高, 可以特异性地

把IFN集中在HBV感染细胞周围, 不仅提高疗效

和降低毒副作用, 而且还可以延长IFN的半衰期, 
是非常有应用前景的新型IFN剂型. 我院正在进

行实验室阶段或临床试验阶段的新型IFN研究.
在进行不同剂型IFN研究时, 其核心主体

-IFN本身的性质至管重要. cIFN是一种新型IFN, 
因其和Ⅰ型IFN受体的亲和力较强, 其生物学活

性优于普通IFN. cIFN已分别被美国FDA和我国

卫生部批准用于治疗慢性乙型肝炎和慢性丙型

肝炎, 国内外已有很多关于cIFN治疗慢性乙型

肝炎和慢性丙型肝炎的成功报道[14-21]. cIFN治疗

慢性乙型肝炎在抗病毒应答率、持续抗病毒应

答率及诱导HBeAg/抗HBe血清转换方面均优于

普通IFN. cIFN治疗慢性丙型肝炎的研究报道多

于慢性乙型肝炎, 尤其对复发和其他IFN无效的

丙型肝炎患者, cIFN可获得较高的疗效. 因其良

好的应用前景, 国内有实验室进行cIFN的表达

及相关制备工艺研究[22-23].
根据以上理论基础及临床需要, 我们正在

开展c I F N及其导向药物研究 ,  本文报道有关

cIFN蛋白的表达及其活性测定结果. cIFN是人

工优化的非天然IFN, 不能用传统的PCR方法扩

增其基因. 重叠延伸PCR方法是现有基因的重要

改造手段, 也可作为已知序列的基因全合成的

有效手段. 我们参考已报道的cIFN序列, 又根据

大肠杆菌的偏爱密码子, 人工设计了cIFN的高

表达基因, 之后用重叠延伸PCR方法成功合成了

■名词解释
重组复合干扰素
(cIFN): 是通过筛
选已知IFNα各亚
型氨基酸序列每
个位点上最常出
现的氨基酸, 再用
基因重组技术复
合而成的新型非
天然干扰素. cIFN
和普通IFNα相比, 
受体的亲和力和
生物活性均明显
提高.

图  3  cIFN的活性鉴定. A: cIFN的ELISA法免疫活性结果; 

B: cIFN的MTS法细胞增殖抑制活性结果; C: cIFN的血凝抑

制法HBsAg分泌抑制活性结果. a: 实验组, 1: 阳性对照; 2: 0 

mg/L; 3: 1.56 mg/L; 4: 3.125 mg/L; 5: 6.25 mg/L; 6: 12.5 mg/

L; 7: 25 mg/L; 8: 50 mg/L; b: 阴性对照组.
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cIFN的全基因, 其基因长度为534 bp. 我们用此

基因构建了原核表达载体, 在大肠杆菌表达系

统实现了高效表达, 其分子质量为23.3 kDa. 活
性测定结果显示, 在本研究中获得的cIFN蛋白

具有明显的剂量依赖性PLC/PRF/5细胞增殖抑

制活性和抗HBV活性, 我们将用此cIFN进行病

毒性肝炎的靶向治疗等应用研究.
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Abstract
AIM: To study the effect of BxPC-3-conditioned 
medium on the metabolism of DA and NE in 
PC12 cells and its mechanism of action.

METHODS: PC12 cells were treated with BxPC-
3-conditioned medium without IL-6. The rate of 
apoptosis of PC12 cells was detected by flow cy-
tometry. DA, 5-HT and NE in the medium were 
measured by HPLC. IL-6 (0.01 mg/L, 0.1 mg/L, 
0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L, 1.5 mg/L, 2  mg/
L) was added into the medium deprived of se-
rum, then the DA, 5-HT and NE in the medium 
were measured. 

RESULTS: There was no significant difference 
in the rate of apoptosis of PC12 cells in each 
group. After anti-IL-6 was added into the con-
ditioned medium, the quantity of DA and NE in 
the medium was increased. The concentration 
of IL-6 was increased. DA and NE were metabo-
lized in a dose-dependent manner. Addition of 

1mg/L IL-6 significantly decreased DA and NE. 

CONCLUSION: BxPC-3-conditioned medium 
has certain effects on the metabolism of DA and 
NE of PC12 cells by adding IL-6.  

Key Words: Conditioned medium; Interleukine-6; 
PC12 cell; Dopamine; Noradrenalin; Metabolism; 
Mechanism

Li R, Wang JJ, Wu X, Guo J, Wang MM, Wang X, Xie 
J, He XJ. Effect of BxPC-3-conditioned medium on the 
metabolism of DA and NE in PC12 cell line and its 
mechanism of action. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(5): 484-487

摘要
目的: 探讨B x P C-3条件培养液影响分化的
PC12细胞神经递质代谢的机制.  

方法: 用去除IL-6的BxPC-3条件培养液处理
分化的PC12细胞, 采用流式细胞仪检测各组
细胞凋亡率、HPLC检测上清和细胞裂解液
中DA、5-HT和NE的含量. 在不含血清的条件
培养液中加入IL-6(0.01 mg/L, 0.1 mg/L, 0.25 
mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L, 1.5 mg/L, 2 mg/L), 分
别收集上清和细胞裂解液, 采用HPLC检测DA
和NE的含量.  

结果: 各组细胞凋亡率之间差别无统计学意
义, 条件培养液中加入IL-6抗体后, 上清中DA
和NE的含量明显增加, 而细胞内DA和NE代
谢差异无统计学意义, 在加入不同剂量IL-6
后, 随着浓度的增加, DA和NE的代谢近似呈
现剂量依赖性降低, 当IL-6浓度为1 mg/L时
DA和NE的变化有统计学意义. 

结论: BxPC-3条件培养液主要通过IL-6影响
分化的PC12神经递质代谢.

关键词: 条件培养液; 白介素6; PC12细胞; 多巴胺; 

去甲肾上腺素; 代谢; 机制
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在流行病学调查
研究上. DA和NE
是与情绪和行为
密切相关的神经
递 质 .  以 兴 趣 丧
失、失眠、体质
量减轻等情绪和
行为改变为主要
临床表现的抑郁
症 ,  常 伴 有 中 枢
神经系统内DA和
NE的减少.
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0  引言

肿瘤患者普遍伴有抑郁障碍, 其严重影响患者

的治疗与康复, 降低患者的生活质量[1]. 研究显

示, 胰腺癌患者的抑郁发病率高于其他肿瘤患

者[2], 且抑郁与胰腺癌之间存在特殊的密切联 
系[3], 但相关机制不详. 我们在前期实验中发现

胰腺癌细胞微环境可以影响类中枢神经元神经

递质的代谢, 并发现其中含有大量的IL-6. 本研

究继续探讨细胞因子在胰腺癌条件培养液影响

神经递质代谢中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 PC12细胞由第二军医大学神经生物教

研室惠赠(购自ATCC), BxPC-3细胞由第二军医

大学长海医院消化内科实验室惠赠(购自ATCC), 
NGF购自Sigma公司, 胎牛血清、马血清和多聚

赖氨酸均购自Gibco公司, IL-6抗体, IL-6及IL-6
的同型对照兔IgG均购自PEPROTECH公司, 应
用于细胞HPLC检测的溶剂和物质中, 除乙腈外

均购自于Merck公司, 乙腈购于上海中科院药物

研究所.
1.2 方法 
1.2.1 PC12细胞的培养及分组: 按照参考文献[4]
的方法选用第13-15代的PC12细胞, 以6×105 

个/孔接种在铺被有多聚赖氨酸的六孔板中, 培
养液选用含100 mL/L马血清, 50 mL/L胎牛血清

的DMEM, 在含有50 mL/L CO2, 37℃的孵箱中培

育. 接种后第1天, 用50 ng/L的NGF诱导分化, 然
后在含有NGF的DMEM中培养7-10 d, 隔天换液, 
然后用于实验研究. 根据检测项目的不同, 细胞

分组不同, 总体将细胞分为对照组, 去除IL-6的
条件培养液处理组, IL-6抗体同型对照处理组, 
IL-6处理组(0.01 mg/L, 0.1 mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 
mg/L, 1 mg/L, 1.5 mg/L, 2 mg/L).  
1.2.2 条件培养液的制备: 参照参考文献[5]在
B x P C-3处于对数生长期时, 换用不含血清的

DMEM培养24 h, 收集上清, 500 r/min离心5 min, 
存于-80℃低温冰箱备用. 按照参考文献[6]的方

法制备除IL-6的条件培养液, 略有改进, 用终浓

度为0.1 mg/L的IL-6多抗来阻断1mL BxPC-3条
件培养液中IL-6的活性, 加入后共培养15 min, 
收集, 500 r/min离心5 min, 将去除IL-6的条件培

养液用于处理分化的PC12细胞, 对照为1 μg非
特异性兔IGg.  
1.2.3 高效液相检测神经递质的合成和分泌: 按
照参考文献[7]的方法, 分别收集培养液和细胞, 

培养液4℃ 17 500 g离心10 min, 去掉蛋白及可

能存在的细胞碎屑, 立即取5 μL用做HPLC检测. 
收集的细胞用0.2N高氯酸处理后4℃ 17 500 g离
心10 min, 然后参照参考文献[8]将细胞裂解液和

上清应用高效液相电化学检测器检测.
统计学处理 实验数据采用t检验进行分析, 

定量资料以mean±SD表示, P <0.05为统计学有

显著差异.

2  结果

2.1 加入IL-6抗体和同型对照后细胞活性 在各

处理组间, 细胞凋亡率无显著差异. 应用IL-6抗
体处理过的条件培养液处理分化的PC12细胞, 
结果显示DA、NE代谢障碍被纠正, 与条件培养

液相比较结果有统计学意义(图1-2).图1-2).).
2.2 Il-6与DA和NE的关系 将不同剂量IL-6加入

培养液中, 随IL-6剂量的增加, 细胞外液中DA和

NE的含量逐渐下降, IL-6浓度为1 mg/L时处理

组与对照组的差别具有显著统计学意义(图3).图3).).

3  讨论

胰腺癌合并抑郁的研究属于肿瘤精神学的交叉

领域, 当前, 这一研究领域主要集中在流行病学

调查研究. 在以往的实验中, 我们采用胰腺癌细

胞株BxPC-3条件培养液处理类中枢神经元-分
化的PC12细胞, 发现其合成分泌的DA和NE明
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受 体 抗 体 所 导 
致.



www.wjgnet.com

486                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年2月18日    第16卷   第5期

显下降. DA和NE是与情绪和行为密切相关的神

经递质. 以兴趣丧失、失眠、体质量减轻等情

绪和行为改变为主要临床表现的抑郁症, 常伴

有中枢神经系统内DA和NE的减少. 
我们在前面的实验中还发现BxPC-3条件

培养液中含有较多量的IL-6. Yang et al [9]和Kim 
et al [10]都发现抑郁患者外周血中IL-6水平明显

高于非抑郁患者, Capuron et al发现给动物注射

IL-6会使动物产生症状类似抑郁症的病态综合

征[11], 这些研究显示IL-6水平与抑郁密切相关. 
Ebrahimi et al研究发现胰腺癌患者外周血IL-6
水平明显高于其他消化系统肿瘤患者和健康 
人[12], 基础研究也显示胰腺癌细胞株可以合成和

分泌相对较高量的IL-6[13], 提示IL-6水平与胰腺

癌也关系密切. 基于IL-6水平与肿瘤及抑郁都存

在密切关系, 我们在本实验中进一步了解IL-6与
BxPC-3条件培养液影响PC12细胞神经递质代谢

的关系. 
首先应用IL-6抗体处理过的条件培养液处

理分化的PC12细胞, 结果显示, DA、NE代谢

障碍被纠正, 与条件培养液相比较结果有统计

学意义, 但神经递质的量并未完全恢复到对照

组的水平. Kunioku et al [14]发现IL-6可使分化的

PC12细胞免于无血清导致的凋亡, 为排除细胞

数量可能对神经递质检测的影响, 我们检测各

处理组中细胞凋亡率的影响. 结果在处理时间

段内, 各组细胞凋亡率没有明显区别. 进一步将

不同剂量IL-6加入培养液中提示, 随IL-6剂量的

增加, 细胞外液中DA和NE的含量逐渐下降, 当
IL-6浓度为1 mg/L时处理组与对照组的差别具

有显著统计学意义. 这些实验结果提示, 胰腺癌

细胞合成和分泌的IL-6影响PC12细胞神经递质

代谢. 
关于胰腺癌与抑郁之间的关系, 临床流行

病学和基础研究的结果都提示两者之间存在甚

为密切的联系. Carney et al通过前瞻性研究认为

胰腺癌与抑郁之间存在因果联系[15], 并认为抑

郁可以导致胰腺癌的产生和发展, 而Brown et al
认为胰腺癌导致抑郁, 并认为可能是胰腺癌细

胞合成和分泌的单胺类神经递质受体抗体所导 
致[16]. 我们以体外研究的模式发现, 胰腺癌合成

和分泌的IL-6可以降低PC12细胞内DA和NE的
合成代谢, 也就是说, 抑郁患者胰腺癌细胞株合

成和分泌的细胞因子导致抑郁的产生, 这一结

论支持Brown et al的观点, 但是与Brown et al的
研究结果还有差异, 究其原因, 除与研究方法不

同外, 也与不同时期实验研究的背景有关. 在抑

郁症的研究方面, 经历不同的过程, 在19世纪90
年代以前, 多数学者的实验结果提示抑郁症患

者处于免疫抑制状态, 而近代, 许多学者发现抑

郁症患者呈现以炎症细胞因子、急性期反应蛋

白增多为主要表现的免疫激活状态, 甚至有学

者认为抑郁症的发病机制与免疫细胞活化后分

泌的细胞因子有关, 进而提出“抑郁症的细胞

因子学说”[17]. 另外, 在肿瘤合并抑郁免疫状态

的结果也显示, 免疫功能处于激活状态[18]. 
IL-6是一种炎症细胞因子, 不仅在胰腺癌患

者、抑郁症患者血清内明显升高, 而且在肿瘤

合并抑郁患者外周血清内也明显升高[18]. 现代神

经生理研究证实, 外周血内的IL-6可以通过缺乏

血脑屏障的区域、特殊的转运机制等方式而最

终通过血脑屏障影响神经系统内的功能[19]. 虽然

在正常情况下, 中枢神经系统内有少量的IL-6, 
在神经细胞的生长发育中发挥重要作用[20-21], 但
在病理情况下, 中枢神经系统内IL-6的浓度升

高, 发挥破坏学习能力以及记忆能力的作用[22], 
动物实验也证实过高浓度的IL-6会影响神经递

质的代谢[23]. 由此我们认为, 胰腺癌细胞合成和

分泌过多的IL-6, 通过不同的途径进入中枢神经

系统, 影响神经递质的代谢, 可能是胰腺癌合并

高抑郁发病率的原因.
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Abstract
AIM: To investigate the role of PUMA in 
development of pancreatic cancer (PC) and its 
mechanism as well as its correlation with P53 
up-regulate dmodulator of apoptosis (PUMA) 
expression and clinicopathologic parameters. 

METHODS: Expression of PUMA, P53 and 
Bcl-2 in 60 PC tissue samples and 19 normal 
pancreatic tissue samples was assessed with im-
munohistochemical Envision method. Apoptosis 
index (AI) was detected with TUNEL method. 
Correlations between expressions of P53 up-
regulated modulator of apoptosis (PUMA), P53, 
Bcl-2, AI and clinicopathologic parameters were 
analyzed. 

RESULTS: The positive rate of PUMA expres-
sion was significantly lower in PC tissue samples 
than in normal pancreatic tissue samples (30% 
vs 52.6%, P < 0.05). The PUMA expression was 
correlated with tumor size, lymph node and dis-
tant metastasis (P < 0.05), but not with any other 

clinical or pathological parameters. The AI of 
positive and negative PUMA expression in PC 
tissue samples was 20.63% ± 6.27% and 17.44% ± 
5.86%, respectively (P < 0.05). The positive rate 
of P53 and Bcl-2 expression in PC tissue samples 
was 46.7% (28/60) and 41.7% (25/60), respec-
tively. Expression of PUMA was closely related 
with that of Bcl-2 and P53 in PC tissue samples (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: Absent PUMA expression in PC 
tissue is related with the development of PC and 
lymph node and distant metastasis. PUMA may 
be a new target for the treatment of PC. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; P53 up-regulat-
ed modulator of apoptosis; P53; Bcl-2; Metastasis 

Zhang KJ, Li DC, Zhu DM. PUMA expression in 
pancreatic cancer and its clinical significance. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 488-492

摘要
目的: 初步探讨P U M A(P53 u p-r e g u l a t e d 
modulator of apoptosis)蛋白在胰腺癌发生发
展中的作用及其可能机制, 并研究PUMA蛋白
表达与临床病理学指标的关系. 

方法: 应用免疫组化Envision方法检测60例导
管胰腺癌组织石蜡标本中PUMA, Bcl-2和P53
蛋白表达以及19例正常胰腺组织石蜡标本中
PUMA蛋白表达; TUNEL检测细胞凋亡(AI); 
分析PUMA表达与临床病理学指标的关系以
及其与AI和P53、Bcl-2表达的相关性. 

结果: PUMA在胰腺癌组织中的阳性率低于
正常胰腺组织, 有统计学差异(30% vs  57.9%, 
P <0.05); PUMA表达与肿瘤大小, 淋巴结转
移和远处转移有关(P <0.05), 而与肿瘤分化程
度和TNM分期无关; AI在PUMA阳性和阴性
表达的肿瘤组织中, 有统计学差异(20.63%±

6.27% vs  17.44%±5.86%, P <0.05); P53和Bcl-2
在胰腺癌中的表达率分别为46.7%(28/60)和
41.7%(25/60); PUMA与P53和Bcl-2表达分别
有显著的相关性(P  = 0.013, P  = 0.046). 

®

■背景资料
PUMA是近年发
现的位于P53下游
的基因, 具有强大
的促凋亡作用和
细胞生长抑制作
用. 许多肿瘤组织
存在PUMA低表
达, 其低表达水平
与肿瘤的发生、

发展有关, 而增加
肿瘤细胞PUMA
表达可明显地抑
制肿瘤生长, 并能
增强肿瘤细胞对
放疗和化疗的敏
感性. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科



张克君, 等. PUMA蛋白在胰腺癌中的表达及临床意义                                                                                                      489

www.wjgnet.com

结论: 胰腺癌的生长、淋巴结和远处转移与
PUMA蛋白表达缺失有关, PUMA可能是胰腺
癌基因治疗的新粑点.

关键词: 胰腺癌; P53上调细胞凋亡调控因子; P53; 

Bcl-2; 转移
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0  引言

细胞凋亡受阻是胰腺癌发生的重要原因, 而高

侵袭性和高转移性是大部分患者无法获得根

治性治疗的主要因素[1-4]. 深入阐明胰腺癌浸润

转移和生长的分子机制, 对于寻找胰腺癌诊治

的新靶点 ,  提高其疗效具有重要的临床意义 . 
PUMA(P53 up-regulated modulator of apoptosis)
是新近发现的Bcl-2家族BH-3亚家族中的成员, 
是P53介导的下游促凋亡基因[5-7]. 体外实验表 
明[6-8], 转染外源性PUMA基因可以诱导肿瘤细

胞的快速凋亡和抑制集落形成, 而PUMA基因

沉默后, 肿瘤细胞的凋亡能力明显减弱, 说明

PUMA能促进细胞凋亡, 抑制肿瘤细胞生长, 而
PUMA表达缺失可促进肿瘤细胞的生长. 临床研

究中发现[9-11], 许多恶性肿瘤中存在PUMA表达

缺失, 而PUMA表达缺失与肿瘤的远处和淋巴结

转移有相关性, 在某些肿瘤, PUMA表达缺失与

肿瘤大小和5年生存率明显相关. 本文采用免疫

组化技术研究PUMA蛋白表达与胰腺癌临床病

理因素的相关性及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集苏州大学第一附属医院、青岛大

学第一附属医院、四川大学华西医院普外科

2001-05/2006-05病理诊断均为导管腺癌的60例
胰腺癌石蜡标本(临床资料完整), 男39例, 女21
例, 年龄35-71(中位数56)岁; 肿瘤直径小于4 cm
者22例, 大于或等于4 cm者38例; 高分化30例, 
中分化13例, 低分化17例; 根据TNM分期(1997
恶性肿瘤国际临床病期分类)标准: Ⅰ13例、Ⅱ

12例、Ⅲ 15例、Ⅳ 20例; 伴有淋巴结转移32例, 
无淋巴结转移28例; 远处转移者20例(肝转移、

腹膜和网膜种植等); 19例正常胰腺组织标本, 取
自壶腹癌、胰腺内分泌肿瘤和外伤的患者. 所
有患者均为第一次手术, 术前未经任何放化疗. 
兔抗人PUMA多克隆抗体为美国Cell Signaling

公司产品, Bc l-2和P53抗体购自北京中山, 二
抗:  Envision试剂为即用型试剂, 购自Dako公司, 
TUNEL检测试剂盒购自罗氏公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 采用Envision二步法检

测操作流程, 具体操作步骤按照说明书进行. 判
定结果: PUMA和Bcl-2阳性判断标准以胞质内

出现棕黄染色为阳性, P53阳性判断标准以胞核

内出现棕黄染色为阳性. 用专业图像分析系统

分析阳性程度: 阳性反应的强度分为-(≤10%), 
弱阳性+(10%-20%), 中度阳性++(20%-51%), 强
阳性+++(>51%).
1.2.2 凋亡细胞原位缺口末端标记(TUNEL)法
检测细胞凋亡: 具体操作按照说明书进行. 结果

判断以细胞核中有棕黄色颗粒为阳性细胞, 即
凋亡细胞. 随机计数5个以上高倍视野, 不少于

1000个细胞, 将凋亡细胞与总细胞比值定义为

凋亡指数(AI). 
统计学处理 应用SAS6.0统计软件, 采用χ2

检验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 PUMA在胰腺癌和正常胰腺组织中的表达正常胰腺组织中的表达胰腺组织中的表达 
PUMA阳性表达主要在细胞质内, 部分质核内

同时表达. 60例胰腺癌组织中18例表达阳性, 阳
性率30%; 在19例正常胰腺组织中11例表达阳正常胰腺组织中11例表达阳胰腺组织中11例表达阳

性, 阳性率57.9%. PUMA在肿瘤组织中的阳性

率明显低于正常胰腺组织, 差异有显著性(正常胰腺组织, 差异有显著性(胰腺组织, 差异有显著性(P  = 
0.028)(图1, 表1). 
2.2 PUMA表达与胰腺癌临床病理指标的关系 
在胰腺癌组织中, PUMA蛋白表达与肿瘤分化

程度、TNM分期无关(P >0.05); PUMA在远处

转移组和淋巴结转移组的阳性表达率低于非远

处转移组和非淋巴结转移组(P <0.05), 在肿瘤

大于4 cm组的阳性表达率低于肿瘤小于4 cm组

(P <0.05, 表2).
2.3 TUNEL法检测细胞凋亡 在PUMA阳性和阴

性表达的胰腺癌组织中, AI分别20.63%±6.27%
和17.44%±5.86%, 差异有显著性(P <0.05, 图2).
2.4 PUMA和P53和Bcl-2表达的相关性分析 18

■相关报道
PUMA在实体肿
瘤表达的文献报
道只见于肝癌、

胃 癌 、 结 直 肠
癌、鼻咽癌、头
颈癌、恶性黑色
素瘤等, 在胰腺癌
中未见报道. 

表  1  PUMA在胰腺癌和良性胰腺组织中的表达

     
分组	                         -       +       ++       +++           %

胰腺癌组织	     42      8	       5	    5          30

正常胰腺组织	       8      8	       3	    0          57.9
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例PUMA阳性表达胰腺癌组织中, Bcl-2阳性4胰腺癌组织中, Bcl-2阳性4中, Bcl-2阳性4
例, P53阳性4例, 42例PUMA阴性表达的胰腺癌胰腺癌

组织中, Bcl-2阳性21例, P53阳性24例, PUMA中, Bcl-2阳性21例, P53阳性24例, PUMA
与Bcl-2明显相关(χ2 = 4.0, P  = 0.046), PUMA与

P53表达有明显相关性(χ2 = 6.173, P = 0.013)(图
3, 表3). 

3  讨论

PUMA是P53下游的关键性促凋亡基因, 许多

恶性肿瘤存在PUMA表达缺失, 而且PUMA表

达缺失在不同肿瘤组织中的意义不尽相同. 如 
PUMA表达缺失与结肠癌远处转移有相关性, 而
与其他病理因素无相关性[9]; 在恶性黑色素瘤 

中[10-11], PUMA表达缺失与淋巴结转移和5年生

存率明显相关, 除此之外, PUMA表达缺失还与

黑色素瘤大小和分期相关.     
本研究显示, PUMA在胰腺癌组织中的阳

性表达率明显低于正常胰腺组织, 提示胰腺癌

组织中存在PUMA表达缺失. 分析PUMA表达与

临床病理学指标的关系中发现, PUMA蛋白表

达水平与胰腺癌肿块的大小有关: 在<4 cm的肿

瘤组织中, PUMA表达率较高(10/22), 在≥4 cm
的肿瘤组织, PUMA表达较低(8/38). 凋亡检测证

实PUMA缺失的肿瘤组织中AI较低, 而PUMA
阳性表达的肿瘤组织中AI较高. 由于PUMA具

有凋亡促进作用, PUMA表达高者加快细胞凋

图  1  PUMA蛋白的免疫组织化学检测结果. A: PUMA在胰腺癌组织表达(×400, +++); B: PUMA在正常胰腺组织中表达(×

400, ++).

A B

图  2  TUNEL检测胰腺癌组织细胞凋亡(× 200). A: PUMA阳性表达; B: PUMA阴性表达. 

A B

图  3  P53和Bcl-2的免疫组织化学检测结果(×200, +++). A: P53在胰腺癌组织表达; B: Bcl-2在胰腺癌组织表达. 

A B

■创新盘点
本 文 以 免 疫 组
化 的 方 法 研 究
PUMA在胰腺癌
组织的表达情况
以及与临床病理
因素的关系, 并探
讨PUMA在胰腺
癌中的作用及其
可能机制. 
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亡, PUMA表达缺失者细胞凋亡减慢[8-9], 因此, 
PUMA表达缺失所导致的细胞凋亡能力的下降

可能是胰腺癌肿瘤生长和肿块大小不同的原因

之一. 
PUMA可以通过P53依赖性途径以及P53非

依赖性两条途径促进细胞凋亡[14-17]. 在本实验中, 
PUMA表达缺失肿瘤组织存在高频率P53突变, 
而在PUMA表达阳性肿瘤组织存在低频率P53突
变, PUMA和P53表达明显负相关, 说明PUMA在

胰腺癌内是依赖内源性P53途径发挥作用. P53
变异后丧失了对PUMA的正向调节作用, 致使

PUMA表达缺失. Bcl-2是PUMA下游的凋亡抑制

基因, 当PUMA基因诱导表达后, PUMA可以与

Bcl-2/bcl-xL结合, 中和Bcl-2/bcl-xL的凋亡抑制

活动[18-19]. 本研究发现, 胰腺癌中PUMA和Bcl-2
表达有明显负相关关系, 所以胰腺癌中PUMA
表达缺失后, 对Bcl-2/与Bcl-XL的中和作用减弱

或消失, 从而使Bcl-2抑凋亡效用加强. 本实验表

明, 胰腺癌组织中PUMA的凋亡调节作用可能是

P53-PUMA-Bcl-2途径. 
分析PUMA表达与临床病理学指标的关系

中发现: PUMA表达水平与淋巴结转移和远处转

移有明显相关性, 在淋巴结和远处转移组织中

存在PUMA表达缺失, 在非转移组织存在高水平

的PUMA表达. Gansauge et al [20]和Tomaszewska  
et al [21]报道, P53突变和Bcl-2高表达与胰腺癌的

淋巴结转移和远处转移明显相关, 在高转移性

胰腺癌中存在高频率P53突变和Bcl-2表达. 本实

验证实了P53和Bcl-2与PUMA表达有明显的负

相关, 而PUMA既受P53调节又调节下游的Bcl-2, 
因而, PUMA是否直接参入胰腺癌的转移过程有

待于进一步研究. 
我们的研究还发现, PUMA在不同分期和不

同分化肿瘤组织的阳性表达率差异分别无统计

学意义(P >0.05), 说明PUMA与肿瘤分化程度和

分期无明显相关. 我们收集的资料由于失访及

其他原因亦未进行生存分析. 
Ad-P53是胰腺癌治疗的有效基因, 但P53对

于来不同源甚至同种来源的肿瘤细胞对P53的
易感性不一致, 使得P53进入细胞受到阻碍, 因
此P53并不是对所有肿瘤有效, 对来源相同的肿

瘤细胞的治疗效果也不相同[22-25]. 
本研究发现, PUMA表达缺失与肿瘤生长和

转移有关, 因此转染外源性PUMA基因对促进细

胞凋亡及抑制肿瘤转移可能有重要作用, 也为

外源导入P53诱导凋亡效果不好的肿瘤提供了

新的可能治疗靶点. 但要使其成为可能, 一方面

需要明确PUMA的作用通路, 阐明他与其他相关

基因相互作用的机制; 另一方面需要寻找到能

导致PUMA激活的DNA元件、转录因子及其他

无毒性的小分子物质, 这样就可以利用这些物

质激活PUMA在肿瘤细胞内强表达, 达到治疗的

目的.
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Abstract
Although the concept of early gastric cancer 
(EGC) has been accepted, lymph node metastasis 
is the most important prognostic factor for EGC. 
Submucosal gastric cancer is greatly concerned 
because of its high lymph node metastasis 
incidence accounting for about 20% of all lymph 
node metastases. Many researchers suggest 
that reduction surgery should be performed for 
submucosal gastric cancer patients at a lower 
risk of developing lymph node metastasis. 
Submucosal gastric cancer can be divided into 
3 levels (Sm1, Sm2, Sm3) based on its depth 
of invasion, which has been proven useful for 
predicting lymph node metastasis, directing 
treatment and evaluating prognosis. Recently, 
with the advances in clinical pathology and 
molecular biology, the risk factor for lymph 

node metastasis of submucosal gastric cancer 
can be accurately evaluated and its treatment 
has become rather rational. This paper reviews 
the relative factors for lymph node metastasis of 
submucosal gastric cancer and advances in its 
rational surgical treatment.

Key Words: Early gastric cancer; Submucosal gas-
tric cancer; Lymph node metastasis; Reduction sur-
gery

Wang SH, Wang ZN, Xu HM. Lymph node metastasis in 
submucosal gastric cancer and reduction surgery. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 493-497

摘要
虽然早期胃癌(early gastric cancer, EGC)的概
念已经得到认同, 但有无淋巴结转移仍是影响
预后的首要因素. 其中黏膜下癌(Sm)具有相
对较高的淋巴结转移率而备受关注. Sm癌中
淋巴结转移的病例约占20%, 很多学者希望可
以选出淋巴结转移风险小的Sm癌病例予以缩
小手术治疗. Sm癌依浸润深度可分为Sm1、
Sm2、Sm3, 研究证明这种分型法对评估有无
淋巴结转移, 指导治疗, 评估预后颇有价值. 近
年来, 随着对EGC淋巴结转移相关规律的认识
和进展, 结合临床病理学和分子生物学淋巴结
转移相关因素, 更加准确地评估淋巴结转移风
险, Sm癌的治疗也趋向合理化. 本文综述了目
前Sm癌的淋巴结转移相关因素及外科合理化
治疗的研究进展．

关键词: 早期胃癌; 黏膜下癌; 淋巴结转移; 缩小

手术 
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0  引言

早期胃癌(early gastric cancer, EGC)是指癌细

胞局限于黏膜层及黏膜下层 ,  无论肿瘤大小

及有无淋巴结转移. EGC术后5年、10年生存

率分别达到95%和85%左右, 其中淋巴结转移
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阴性者5年生存率显著优于淋巴结转移阳性

病例[1-2]. 因此, 尽管目前EGC的概念已得到认

同 ,  但有无淋巴结转移仍是影响E G C预后的

首要因素 [1-3].  癌细胞浸润最深处局限于黏膜

下层 ,  未突破基底膜的早期胃癌称为黏膜下

癌(S m)[3]. S m癌据浸润深度被进一步细分为

Sm1(上1/3), Sm2(中1/3), Sm3(下1/3)[4]. 文献报

道黏膜内癌的淋巴结转移率为0%-3%, 而Sm癌

达到17.6%-21.0%[2,5-7]. 因此, 寻找Sm癌的淋巴

结转移规律, 确定高转移风险人群, 制定个体

化治疗方案, 具有重要的临床意义. 研究显示

与淋巴结转移可能相关的病理学因素包括: 浸
润深度、癌灶的直径、血管和淋巴管的浸润 
等[2-3,5]. 除此以外, 在早期胃癌分子水平的研究

提示, 某些基因的突变失活, 表达异常等与EGC
的生物学行为及预后亦相关, 如血管内皮生长

因子(VEGF), E-钙黏蛋白等. 因此, 从临床病理

学和分子生物学两个层面来描述EGC, 尤其是

Sm癌, 可能有助于准确地预测淋巴结转移.

1  病理学因素与Sm癌的淋巴结转移

1.1 浸润深度 肿瘤浸润黏膜下层的深度与淋巴

结转移的关系目前已被较多学者接受, 但仍缺少

一个较为公认的临界值, 多数研究提示浸润黏

膜下层深度<500 μm(即Sm1)的淋巴结转移率极 
低[3-4,7-9]. Kurihara et al [3]在一项对Sm癌淋巴结转

移规律的研究中将黏膜下层均分为三层(Sm1, 
Sm2, Sm3), 其淋巴结转移率分别为2%, 12%, 
20%, 其中直径<2 cm的Sm1无淋巴结转移, 提示

此类患者外科治疗可考虑缩小手术. 另有研究

结果亦支持在无淋巴管和血管浸润时, Sm1癌
无淋巴结转移[10]. 在将Sm癌浸润黏膜下层深度

数字化分级的研究中发现随着癌浸润黏膜下层

深度的增加, 淋巴结转移程度亦随着增加. Park  
et al [4]报道浸润黏膜下层深度为500-2000 μm和

>2000 μm的Sm癌淋巴结率分别为19%, 33%. 而
Yasuda et al [11]将黏膜下层分为<300 μm, 300-1000 
μm和>1000 μm三个层次, 浸润黏膜下层深度为

300-1000 μm和>1000 μm的Sm癌的淋巴结转移

率分别为19%和14%(在该项研究中Sm3癌的转

移率虽然小于Sm2癌, 但其中4例患者发现胃周

淋巴结以外的淋巴结转移). 目前每项研究提出

的浸润黏膜下层深度临界值仍有所区别, Park  
et al [4]将临界值设定为500 μm, Yasuda et al [11]为

300 μm, Shimada et al [12]和Kashimura et al [13]为200 
μm. 因此, 未来大样本多中心的研究将有利于Sm
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癌的合理分级. 
1.2 肿瘤直径 研究表明肿瘤的直径与淋巴结转

移亦有关[2-7], 直径<2 cm的Sm癌淋巴结转移明显

减少[4,14], 其中隆起型病变无淋巴结转移[15]. 浅表

广泛型EGC(SSC)是一种特殊类型, 被定义为肿

瘤浸润黏膜层或黏膜下层且直径≥5 cm[16], 多数

为Sm癌, 其淋巴结转移率可达30%以上[17-18], 常
伴有较高的淋巴管和静脉的癌栓发生率[16]. 
1.3 联合肿瘤浸润深度和直径 联合癌灶直径与

浸润深度两个病理学指标评估淋巴结转移风险

是研究的热点之一. 研究提示Sm癌, 浸润黏膜

下层深度<500 μm且直径<15 mm者无淋巴结转 
移[9], Gotoda et al [7]进一步扩展发现肿瘤直径

<30 mm, 浸润黏膜下层深度<500 μm的分化型

腺癌, 且无淋巴管和静脉受侵者无淋巴结转移. 
Park et al [4]则称浸润深度<500 μm, 直径<4 cm
的S m癌亦无淋巴结转移; 而癌直径<2 cm时, 
只有浸润深度超过2000 μm的病例才有淋巴结

转移. 可见肿瘤直径小于2 cm或浸润黏膜下层

深度小于500 μ m(S m1)时淋巴结转移明显减

少, 联合二者预估Sm癌的淋巴结转移状况很有 
意义. 
1.4 淋巴管及血管浸润 淋巴管及血管浸润是

独立的淋巴结转移危险因素 [3,5,10].  淋巴管及

血管浸润阳性的E G C中淋巴结转移率达到

36.6%-39%[7,19], 其中, 伴有淋巴管浸润的Sm癌淋

巴结转移率更是达到58.9%[8], 而淋巴结转移阳

性的Sm癌伴淋巴管浸润的占65%[20]. 
1.5 组织学分型 研究发现分化型Sm癌淋巴结转

移率约为3.2%, 而未分化型达到20.9%[6], 未分化

型EGC较分化型更容易发生淋巴结转移[5-7,14]. 印
戒细胞癌可能是一种特殊类型的早期癌, 虽然分

化程度较差, 但淋巴结转移率偏低[21], 在相同淋

巴结转移程度时预后反而较好[22].

2  分子生物学标志物与Sm癌的淋巴结转移

某些基因的突变失活(金属蛋白酶家族, E-钙黏黏

蛋白家族, 以及家族, 以及p53基因等), 表达异常等与EGC
的生物学行为及预后亦相关, 但在Sm癌中与淋

巴结转移关系较为明确的有以下几种.
2.1 VEGF 在VEGF家族中VEGF-C与EGC的

淋巴结转移有关[23-25]. Onogawa et al [23]报道Sm
癌的VEGF-C的阳性表达率为22.9%, 与淋巴

结转移和淋巴管受侵相关. 淋巴管受侵的EGC
中VEGF-C阳性表达率为36%明显高于对照组

(14%)[24]. 关于VEGF-D是否与淋巴结转移有关

www.wjgnet.com

■研发前沿
确定Sm癌的淋巴
结高转移风险人
群, 制定个体化治
疗方案是Sm癌治
疗中亟待解决的
问题.



王世贺, 等. 黏膜下层胃癌的淋巴结转移规律与缩小手术                                                                                                  495

www.wjgnet.com

仍存有争议. 部分研究结果称在EGC中VEGF-D
的阳性表达与淋巴结转移等病理学因素无显著

相关性[24], 另有部分研究结果提示未分化型的

EGC中VEGF-D阳性表达可能与淋巴结转移相

关[25].  
2.2 E-钙黏蛋白和连环蛋白黏蛋白和连环蛋白和连环蛋白 E-钙黏蛋白、连环黏蛋白、连环、连环

蛋白及其相互结合形成的复合物在细胞间粘附

中起着重要作用. E-钙黏蛋白是钙黏蛋白家族黏蛋白是钙黏蛋白家族是钙黏蛋白家族黏蛋白家族家族

中的一个成员. 研究发现在EGC中E-钙黏蛋白黏蛋白

的低表达与淋巴结微转移关系密切[26-27]. Nakajo  
et al [28]报道在pN0患者中1.5%的淋巴结存在微

转移, 而且几乎所有微转移病例均有E-钙黏蛋白黏蛋白

表达异常或缺失. 这些提示E-钙黏蛋白在EGC的黏蛋白在EGC的在EGC的
淋巴结转移过程中可能发挥重要作用. 连环蛋

白是一种细胞骨架蛋白, 包括α、β、γ三种亚型, 
这三种亚型与淋巴结转移的关系亦有争议. Joo 
e t a l [29]报道仅α亚型表达异常与淋巴结转移有

关, 而Tanaka et al [30]称β亚型表达缺失与淋巴结

转移关系密切. 对于E-钙黏蛋白/连环蛋白复合黏蛋白/连环蛋白复合/连环蛋白复合

物, 目前研究认为其表达异常多出现在弥漫型

胃癌[29], 而与淋巴结转移的关系仍有待进一步研

究证实.
总之 ,  S m癌淋巴结转移的危险因素可概

括为: (1)癌浸润黏膜下层深度>500 μm(即Sm2, 
Sm3), 直径≥2 cm, 伴有淋巴管及血管的浸润, 
组织学分化程度较差者; (2)VEGF表达异常、E-
钙黏蛋白表达异常者, 其他转移相关分子有待黏蛋白表达异常者, 其他转移相关分子有待表达异常者, 其他转移相关分子有待他转移相关分子有待转移相关分子有待

进一步研究鉴定.

3  Sm癌的治疗原则

Sm癌中无淋巴结转移的病例约占80%, 所以依

据肿瘤的病理生物学行为筛选无淋巴结转移的

Sm癌病例群予以微创治疗, 可以防止过度治疗, 
而不影响预后[4,31]. 目前, 新技术不断地应用于

胃癌的治疗中, 包括EMR, ESD和腹腔镜技术等, 
可明显减少传统胃癌的手术造成的创伤, 术后

的生活质量得到了显著提高. 这些治疗方法已

得到广泛推广, 但在Sm癌的治疗中的应用尚存

争议. 
3.1 Sm1癌的缩小手术治疗 此种EGC淋巴结转

移少见, 其中直径≤20 mm者几乎没有淋巴结

转移, 且ESD的整块切除率较高, 可行ESD治疗. 
据日本的一项多中心研究结果显示, 与EMR相

比, ESD降低了局部复发率, 并提高整块切除率, 
随访3年的无复发率及生存率分别为94.4%和

99.2%[32]. Onozato et al [33]报道直径>21 mm的病

例ESD的整块切除率达93.2%, 若不合并其他淋

巴结转移相关因素, Sm1癌可行ESD治疗. 
3.2 Sm2、Sm3癌的治疗 Sm2、Sm3癌的淋巴

结转移率达19%-33%[4], 因此ESD治疗的根治率

明显下降, 建议行腹腔镜胃癌根治术. 他与传统

胃癌手术相比, 在手术时间、并发症的发生率

及5年生存率等方面均无明显差别, 而手术失血

量、住院时间、术后镇痛时间均有减少[34]. 近年

来应用前哨淋巴结(SN)技术引导的腹腔镜胃癌

手术, Tonouchi et al [35]对17名早期癌患者进行了

初步研究发现, 术中所有患者都找到了SN, 术后

被证明有淋巴结转移的3名患者术中亦判断SN
转移阳性. 
3.3 特殊类型Sm癌的治疗 以下两种Sm癌应行传

统的开腹胃癌根治手术: (1)SSC型Sm癌, 常合并

其他淋巴结转移相关因素, 淋巴结转移率较高, 
而且胃切除范围应充分[16], (2)多发癌累及胃的

几个部位.

4  结论

近年来对早期胃癌的诊断和治疗技术及分子生

物学上都有了新的进展, 内镜活检, 超声内镜, 
PCR, 免疫组织化学等先进的检测手段使EGC的
cTNM分期更加准确. 先进的治疗技术, 如ESD
和腹腔镜技术等, 使Sm癌的缩小手术治疗成为

可能. 因此, 为每一位Sm癌患者选择最适宜的个

体化治疗方案是我们的目标, 进一步寻找明确

的Sm癌的淋巴结转移规律意义重大.
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Abstract
Blister beetle or mylabris, pungent in flavor and 
toxic in nature, has been used for more than 
2000 years as traditional Chinese medicine in 
China. Cantharidin, an active ingredient of the 
blister beetle, is an effective therapeutic agent 
against cancers of the liver, breast, esophagus, 
lung and intestine, etc. However, it is very 
toxic. Nocantharidin (NCTD), a derivative 
of cantharidin first synthesized in China, is a 
new anti-tumor drug with strong anti-tumor 
activities and increases the number of while 
blood cells. Cantharidin can be used in the 
treatment of hepatitis B and pointed condyloma. 
This paper reviews the progress in its clinical 
applications at home and abroad. 

Key Words: Cantharidin; Treatment; Hepatitis B; Tumor
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摘要
斑蝥为芫青科昆虫, 南方大斑蝥或黄黑小斑
蝥的干燥虫体, 味辛、热, 有大毒, 在我国已
经应用两千多年. 斑蝥的有效成分为斑蝥素
(cantharidin), 对肝癌、乳腺癌、食道癌、肺
癌、贲门癌和肠癌治疗有效, 但毒性较大. 去
甲基斑蝥素(noncantharidion, NCTD)为斑蝥素
的衍生物, 是我国首先合成的具有较强抗肿瘤
活性和独特升高白细胞作用的新型抗肿瘤药
物. 斑蝥有较强的抗病毒作用, 治疗慢性乙型
肝炎、尖锐湿疣取得一定疗效, 现将其在国内
外的临床应用进展作一综述.

关键词: 斑蝥素; 治疗; 乙型肝炎; 肿瘤
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0  引言

斑蝥素及其衍生物具有较强抗肿瘤活性和独特

的升高白细胞作用, 广泛用于消化系肿瘤的治

疗. 此外, 其还具有较强的抗病毒作用, 是治疗

慢性乙型肝炎较有潜力的药物, 值得深入研究. 

1  抗病毒作用

斑蝥素具有较强的抗RNA、DNA病毒作用, 内
服治疗乙型肝炎, 外涂治疗尖锐湿疣, 均取得较

好疗效. 抗病毒治疗是治疗慢性乙型肝炎的最

关键、最重要的手段[1]. 常用抗病毒药物贺普丁

虽能有效抑制乙肝病毒复制, 实现转氨酶的正

常化, DNA保持阴性, 但必须长期用药, 而长期

用药带来病毒YMDD变异, 产生耐药性[2-4]. 研
究表明斑蝥制剂有良好的抗病毒作用, 甲基斑

蝥素对2.2.15细胞株分泌的HBsAg和HBeAg具
有抑制作用, 并有一定抗HBV病毒作用, 为临

床应用甲基斑蝥胺抗乙型肝炎抗病毒治疗提

供理论依据[4-6]. 临床研究表明斑蝥及其制剂对

慢性肝炎具有良好作用[7]. 采用去甲基斑蝥素

(nocantharidion, NCTD)对44例肝炎及肝硬化患

者(其中慢性活动性肝炎39例)进行第一期疗效

观察. 2 mo可见80%患者临床症状改善, ALT和

®

■背景资料
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虫, 味辛、热, 有
大毒, 在我国已经
应用两千多年, 斑
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斑蝥素. 斑蝥素类
药物有刺激骨髓
的作用, 促进骨髓
干细胞向粒-单系
祖细胞分化. 去甲
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第一个有升高白
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球蛋白等肝功能检查明显好转. 7例黄疸患者治

疗1-3 mo完全消退. 对13例患者测定淋巴细胞

转化百分率, 治疗后有11例不同程度的升高. 对
10例患者治疗前后作PHA皮内试验, 显示NCTD
有提高机体免疫功能的作用. 以随机双盲法, 用
NCTD治疗HBsAg携带者80例(治疗及对照各40
例), 治疗前半年内两次检查乙型肝炎表面抗原

持续阳性, 治疗3 mo HBsAg及HBeAg转阴率依

次为12.5%(5/40)及11.7%(2/17); 继续服药6 mo
者, 转阴率依次为35%(7/20)及18.2%(2/11), 服药

3, 6 mo合计HBsAg转阴率为30%(12/40), HBeAg
的转阴率为23.5%(4/17). 周志武应用去甲斑蝥

胺治疗慢性乙型肝炎53例, 结果HBsAg转阴13
例, HBeAg转阴33例, HBV DNA转阴10例, 表明

斑蝥制剂对HBsAg转阴、乙型肝炎病毒抑制有

良好作用. 
尖锐湿疣(pointed conndyloma)是由人乳头

病毒感染引起的性传播疾病之一, 潜伏期为1-3 
mo, 好发于外阴部、大小阴唇、阴蒂、肛门周

围. 初期为微小散在乳头状疣, 逐渐增大或互相

融合形成鸡冠状或菜花样团块, 质地柔软, 表面

湿润, 多为粉红、暗红色或污灰色, 也有部分患

者发生感染而溃烂. 约30%患者可同时见于阴

道壁和宫颈上. 该病治疗方法较多, 多为外治法, 
如氟脲嘧啶、争光霉素、竹叶草脂, 亦有用冷

冻、电灼及激光破坏疣组织等治疗方法, 但均

适宜较小疣体的治疗, 对较大疣体治疗疗效则

不显著, 且易复发, 达不到彻底治疗的目的. 斑
蝥素是中药斑蝥的提取物, 有抗病毒作用, 具有

较强的抗RNA、DNA病毒作用, 外涂治疗尖锐

湿疣, 由于乳膏吸收后杀死疣体中病毒, 而使疣

体变色、萎缩、脱落, 取得非常理想的效果[8-12]. 
杨柳 et al采用斑蝥素溶于脂肪制成的乳膏治疗

本病共63例, 全部为下生殖道尖锐湿疣患者, 年
龄18-37(平均25.5)岁; 病程7 wk-6 mo; 均为非妊

娠期妇女; 性伴侣患同样病症者15例(占23.6%). 
63例患者中57例疣体主要分布于小阴唇、会阴

体及肛门周围, 占90.48%, 6例分布于大阴唇外

侧、阴蒂, 占9.52%, 少数合并阴道下段湿疣. 临
床治疗效果: 63例病例中, 疣体较小患者, 多数

病例局部涂抹乳膏5次, 疣体就已萎缩、脱落, 
继涂2次则可治愈; 较大疣体钳除后, 根部涂抹

药物疗效亦很显著, 约5次根部完全萎缩消失, 
遗留黏膜充血于停药后2 d即可恢复. 王新华[8]

治疗尖锐湿疣30例, 1疗程治愈率达90%, 有效率

达100%, 而且治疗后未见复发. 儿童传染性软疣

是由一种双链DNA痘类病毒引起的皮肤疾病, 
主要是经过皮肤-皮肤或接触传染, 临床表现为

在四肢、躯体、腋窝、腹股沟部位斑蝥现半透

明、珍珠状的丘疹, 直径约2-8 mm, 中央有凹陷, 
传染性强, 治疗困难. 国外文献报道应用斑蝥治

疗取得了较好疗效, 约98%患者治疗后传染性软

疣消失或好转, 说明斑蝥素具有较强的抗病毒

作用[13-17].

2  抗癌作用

NCTD对肝癌、宫颈癌、食管癌、肺癌、膀胱

癌、结肠癌、胆囊癌细胞, 乳腺癌以及胶质瘤

等多种肿瘤细胞株的生长有抑制作用[18-22]. 近来

文献报道NCTD体外对白血病细胞株尤其是耐

药的K562细胞株抑制作用明显[23-26]; 动物实验

证明, NCTD对S-180、艾氏腹水癌、肝癌(实体

癌)及腹水H22肝癌(实体癌)有轻至中度抑制作

用, 或可延长荷瘤小鼠的生存期, 说明NCTD具

有良好的抗癌作用[27-29]. 
2.1 抗癌作用机制 斑蝥素是磷酸化酶1(PP1)和
2A(PP2A)的抑制剂[19-20,30-34]. PP1和PP2A通过磷

酸化过程调控多种细胞内信号传导、糖原合

成、T细胞活化和细胞增殖过程, 并已经成为抗

肿瘤治疗的新靶位[35-36]. 
2.1.1 抑制癌基因的表达和诱导凋亡基因表达:  
肿瘤的发生、发展与细胞增殖和凋亡的不平

衡有关. NCTD既对肿瘤细胞的增殖有抑制作

用, 又可诱导肿瘤细胞凋亡, 从而发挥抗癌作 
用[21,23,37-45]. Zhang et al应用基因芯片技术研究了

斑蝥对HL60细胞基因表达图谱影响, 结果发现

斑蝥素可促进与DNA复制、修复相关基因和与

能量相关基因的表达, 减少癌基因蛋白的表达, 
减少癌基因和多耐药基因的表达, 从而具有抑

制肿瘤生长及增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性. 研究还表明斑蝥素可促进编码细胞因子及

炎症反应因子的基因表达, 部分解释了斑蝥素

的升高白细胞的作用机制[46]. 研究发现斑蝥酸

钠体外可诱导肝癌细胞的凋亡, 细胞生长阻断

在G2+M期. NCTD可以诱导人肝癌细胞发生凋

亡, 该凋亡过程与癌基因蛋白Bcl-2表达下调相

关. 戎煜 et al [43]研究也证实NCTD对人乳腺癌细

胞系的凋亡诱导作用与Bel-2基因的表达有关.有关.. 
安巍巍 et al研究表明, NCTD通过诱导小鼠肺纤表明, NCTD通过诱导小鼠肺纤

维瘤细胞L929细胞凋亡而抑制其生长, 这种作

用可能与丝裂原激活的蛋白激酶介导细胞信号

转导中JNK、ERK通路激活有关, NCTD诱导人

■相关报道
文献报道, 去甲基
斑蝥素为斑蝥素
的衍生物, 是我国
首先合成的具有
较强抗肿瘤活性
和独特的升高白
细胞作用的新型
抗肿瘤药物. 
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宫颈癌HeLa细胞、白血病细胞凋亡与caspase、 
MAPK和线粒体途径相关[39,44,46-49]. 
2.1.2 抑制核因子kappaB(NF-κB): NF-κB是一组

具有启动基因转录功能的重要蛋白质, 通过和

某些基因上启动子增强子区的固定核苷酸序列

结合, 而启动癌基因转录. 抑制NF-κB的活性有

助于提高TNF、辐射和化疗药物杀伤癌瘤细胞

株的能力, 其机制与NF-机制与NF-与NF-κB可抑制细胞凋亡、促

进癌细胞生长有关. NF-κB在胞质中与ⅠNF-胞质中与ⅠNF-中与ⅠNF-κB
结合在一起, 限制了NF-κB向核内的移动. 实验

表明, NCTD在体外有良好的抗肿瘤效应, 此效

应与增强肿瘤细胞中ⅠNF-κB的表达, 抑制NF-
κB的表达有一定的关系[50-51]. 
2.1.3 干扰肿瘤细胞分裂: 细胞周期调控是当前

肿瘤研究的热点, 几乎所有癌基因/抑癌基因的

生物学效应最终都归结到细胞周期. 癌基因/抑
癌基因的变异, 导致细胞周期失控, 无限增殖

(形成克隆群体)肿瘤. 在细胞周期调控中G2/M
期是细胞增殖的主要调控点. 在G2期内主要是

cyclinb1/p34cdc2复合物呈现功能并直接与细胞

成熟进行有丝分裂相关. 研究表明斑蝥素对人

肺癌A 549细胞的增殖有抑制作用, 可特异性地引

起肺癌A 549细胞周期G2/M期阻滞, 其机制可能是机制可能是可能是

与cyclinb1/p34cdc2活性下降有关cyclinb1/p34cdc2活性下降有关[35,52-53].
2.2 斑蝥素及其衍生物的临床疗效

2.2.1 原发性肝癌: 近年来研究表明, NCTD治疗

原发性肝癌无论是从实验研究, 还是临床治疗

均取得了不错的效果[28,38,54-58], 可使患者食欲增

加, 腹胀、肝区疼痛减轻或消失, 生存期明显延

长. 国内6所医疗单位用他治疗原发性肝癌244他治疗原发性肝癌244治疗原发性肝癌244
例, 其中单纯型占51.6%, 硬化型47.5%, 治后食

欲增加者占46%, 腹胀减轻或消失者占24%, 肝
区疼痛减轻或消失者占39%, 甲胎蛋白(AFP)转
阴者占8%, 有不同程度下降者占27.9%, 且下降

者的生存期明显延长, 肝脏回缩者占37.1%, 有
效率为58.6%, 治愈后的中位生存期为7 mo, 平愈后的中位生存期为7 mo, 平后的中位生存期为7 mo, 平
均生存期为11.1 mo, 1年生存率为30%, 较一般

常用化疗药物明显提高. 杨敏一 et al采用瘤体中

心注射甲基斑蝥素法, 治疗41例原发性肝癌患

者, 结果平均生存期11.6 mo, 1年生存率34.1%, 
且2例患者治疗后生存期超过2年, 证明NCTD是

治疗原发性肝癌的较理想药物. 
2.2.2 卵巢癌: 是女性生殖系统最常见的恶性肿

瘤, 由于患者早期无症状, 大多数人就诊时已是

晚期, 故其预后差、死亡率高. 唐龙英 et al [59-61]

研究发现, NCTD对卵巢癌3AO和AO细胞株均

有中等杀伤作用, 且呈浓度依赖性和时间依赖

性, 光镜下癌细胞变圆呈悬浮状、结构模糊和

立体感差; 电镜下则表现为微绒毛消失、细胞

脱落和线粒体受损等, 提示NCTD可直接杀伤

3AO、AO细胞, 引起细胞形态及超微结构的改

变. 将卵巢癌3AO细胞接种于重度联合免疫缺陷

型小鼠(SCID鼠, 是由C, B-17系小鼠突变而来的, 
表现为T-B淋巴细胞功能联合缺陷)鼠皮下, 观察

NCTD对卵巢癌移植瘤的抑瘤效应. 结果表明, 
NCTD无论是腹腔内注射还是瘤内直接注射均

有抑瘤效应, 且随着治疗时间的延长抑瘤效果

增强, 提示NCTD治疗卵巢癌可能有效. 
2.2.3 胆囊癌: 早期诊断困难, 胆囊癌手术切除率

不高, 术后易转移、复发, 因而非手术综合治疗

显得尤为重要. 范跃祖 et al [62-67]研究发现NCTD
对人胆囊癌(GBC-SD)细胞的生长、增殖有明显

的抑制杀伤作用, 随浓度升高或时间延长作用

增强, 呈剂量/时间效应关系, 光镜下NCTD作用

后见细胞固缩、胞膜突出、核碎裂和凋亡小体; 
电镜示细胞微绒毛卷缩、高尔基体和线粒体等和线粒体等线粒体等

细胞器衰退和典型凋亡细胞. 通过流式细胞仪

检测显示: NCTD作用后GBC-SD细胞的G2/M期

细胞明显增多, S期细胞明显减少, 说明NCTD抑

制胆囊癌GBC-SD细胞增殖的作用机制可能与

干扰细胞的有丝分裂将细胞阻滞于生长周期的

G2/M期, 并抑制干扰细胞DNA合成代谢有关. 细
胞外基质的降解和基底膜的破坏是癌细胞突破

正常细胞基底膜在别处形成转移灶的关键步骤. 
研究发现, NCTD在低浓度下就可促进基质金属

蛋白酶组织抑制因子表达, 抑制基质金属蛋白

酶表达, 维持BM和ECM完整性, 这可能与其抑

制人胆囊癌细胞的体外侵袭、运动能力, 防止

癌细胞转移有关.

3  升高白细胞作用

N C T D不仅对癌细胞有明显抑制作用 ,  而且

具有升高白细胞作用 [68],  与多数抗癌药物的

骨髓抑制的不良反应相比 ,  具有一定的优 
势[55,57,69-70]. 斑蝥素类药物有刺激骨髓的作用, 促
进骨髓干细胞向粒-单系祖细胞分化. 研究发现, 
NCTD对人早幼粒白血病HL-60细胞株DNA和蛋

白质合成有抑制作用, 促进细胞因子和炎症反应

因子合成, 对骨髓细胞有一定的促进作用[46].

4  结论

斑蝥的有效成分斑蝥素及其衍生物对病毒感染

性疾病乙型肝炎、尖锐湿疣有一定疗效. NCTD

■应用要点
斑 蝥 有 较 强 的
抗 病 毒 作 用 ,  对
2 .2 .15细胞株分
泌 的 H B s A g 和
HBeAg具有抑制
作用, 治疗慢性乙
型肝炎对HBsAg
转阴、抑制乙型
肝炎的病毒复制
有一定作用, 值得
深入研究.
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是国内第一个有升高白细胞作用的抗癌药物, 
其独特的抗癌和升高白细胞作用备受推崇, 其
抗癌机制可能与抑制癌基因蛋白的表达、诱导

肿瘤细胞凋亡、抑制NF-κB活性和干扰肿瘤细

胞分裂有关.
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Abstract
Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the 
most common cancers in the world. Studies 
indicate that the development of HCC is 
related to signal transduction of Ras-MAPK.
P38MAPK, an important member of the 
family of mitogen-activated protein kinases. 
P38MAPK participates in cell proliferation, 
apoptosis and differentiation and plays a key 
role in cell apoptosis. P38MAPK is closely 
related with carcinogenesis, rapid generation 
and infinite growth of liver cancer and plays 
a role in the occurrence and development of 
liver cancer induced by organics, HBV and 
HCV. Drugs exert their anti-tumor effects 
through p38MAPK which also takes part in 
the formation of drug resistance to HCC. This 
paper reviews the advances in studies on 
p38MAPK-related HCC. 
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摘要
肝细胞癌(HCC)是最常见的恶性肿瘤之一, 研
究表明肝细胞癌的发生与Ras-MAPK信号转
导有关. p38分裂原激活蛋白激酶(p38MAPK)
是丝裂原活化蛋白激酶(MAPKs)家簇中重要
的一员, 他参与细胞增殖、凋亡和分化, 在细
胞凋亡过程中起重要作用. p38MAP K与肝癌
的发生发展、快速增殖、无限生长和转移密
切相关, 其还参与乙型肝炎病毒、丙型肝炎
病毒和一些有机物致肝癌的过程. 某些抗肿
瘤药物通过p38MAPK发挥抗肿瘤效应. 此外, 
p38MAPK还参与肝癌耐药形成. 本文就近年
来肝细胞癌在有关p38MAPK方面的研究进展
作一综述. 

关键词: 肝细胞癌; 丝裂原活化蛋白激酶; p38分裂

原激活蛋白激酶

邱建武, 郭薇, 申丽娟. p38MAPK在肝细胞癌中的研究进展.  世

界华人消化杂志  2008; 16(5): 503-509

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/503.asp

0  引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最

常见的恶性肿瘤之一, 全球50%以上肝癌发生在

我国, 我国肝癌死亡率占全部恶性肿瘤死亡的

18.8%, 患者主要集中在大陆[1-3]. 研究发现, 肝癌

的发生与其Ras-MAPK信号转导有关,  而有关

p38分裂原激活蛋白激酶(p38 mitogen-activated 
protein kinase, p38MAPK)在肝癌中作用的研究

目前报道不多. 
与所有肿瘤的发生一样, HCC的发生是多

步骤过程, 宿主因素先有肝细胞的增生, 随后恶

性化. 信号分子在信号转导过程中起到不可缺

少的作用, 常成为外源性蛋白的靶作用目标, 引
起细胞正常生理活动的改变. 丝裂原活化蛋白
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■背景资料
肝细胞癌(HCC)是
世界上最常见的
恶性肿瘤之一, 对
HCC的信号转导
通路的研究显示
有多条通路的参
与了HCC的发生
发展. p38MAPK
是丝裂原活化蛋
白激酶(MAPKs)
家簇中重要的一
员, 他在肝细胞癌
发生、发展、转
移和耐药等过程
中起着重要作用.
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激酶(mitogen-activated protein kinases,  MAPKs)
是细胞内的一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. 研究

证实, MAPKs信号转导通路存在于大多数细胞

内, 在将细胞外刺激信号转导至细胞及其核内,  
并引起细胞增殖、分化、转化及凋亡等细胞生

物学反应, MAPKs在这过程中具有至关重要的

作用. 
目前所知M A P K s超家族至少包含四条

平行的M A P K通路: (1)细胞外信号调节激酶

(extracellular signal-regulated kinase, ERK)信号

通路; (2)JNK/SAPK通路: c-Jun氨基末端激酶

(c-Jun N-terminal kinase, JNK)又被称为应激活化

蛋白激酶(stress-activated protein kinase, SAPK); 
(3)p38MAPK通路; (4)ERK5/BMK1通路: 细胞外

信号调节蛋白激酶5(extracellular-signal regulated 
protein kinase 5, ERK5), 也叫大丝裂素活化蛋

白激酶1(big mitogen-activated protein kinase 1, 
BMK1), 这是近年来新克隆出的一条通路, 这条

通路可以被高渗刺激激活[4]. MAPKs信号转导通

路在细胞内具有生物进化的高度保守性, 以三

级激酶级联的形式(MAPKKK-MAPKK-MAPK)
转导信号[5]. 他们拥有各自的底物和调节蛋白激

酶, 接受不同的信号刺激引起特异的细胞效应, 
这些信息流之间的“交流”构成信号转导网. 
其中p38MAPK信号途径是MAPKs家族中的重

要组成部分, 经外界刺激而激活, 引起细胞内蛋

白激酶的连锁反应, 作用于细胞周期的各个检

验点,  参与调控细胞的增殖、凋亡和分化. 细胞

信号转导异常, 可导致恶性肿瘤快速增殖, 无限

生长.

1  p38MAPK通路的构成

1.1 p38MAPK的发现 p38MAPK是1993年发现

的一条MAPKs通路. Han et al [6]用高渗和内毒素

刺激小鼠肝脏细胞, 分离纯化出分子质量为38 
kDa的酪氨酸磷酸化蛋白激酶-p38MAPK, 并从

肝细胞cDNA文库中筛选到编码p38MAPK的克

隆. 系列分析显示, p38MAPK与酿酒酵母HOG1
基因编码的MAPK分子有52.3%的同源性. 功能

研究表明, 哺乳动物p38MAPK与酵母HOG1系
统功能十分相似. 目前发现有4个异构体, 分别

为p38α(p38)、p38β、p38γ和p38δ[7]. 不同亚型

其分布具有不同的组织特异性: p38α在各种组

织细胞中广泛存在, p38β在脑组织中表达最高, 
p38γ仅在骨骼肌细胞中存在, 而p38δ主要存在于

腺体组织, 肝组织中p38α有较高的表达. 不同亚
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型氨基酸个数不同, 但同源性超过50%. 
1.2 p38MAPK信号传导通路 p38信号通路也

由三级激酶链组成 ,  一些促炎因子、应激刺

激、脂多糖和革兰氏阳性细菌细胞壁成分可

通过激活p38MAPK, 把细胞外信号向细胞内

传递. 首先, MAPKKK磷酸化激活MAPKK, 再
由MAPKK对MAPK双位点磷酸化, 从而激活

p38MAPK[8]. 其上游激活物为MKK3、MKK4
及M K K6, 而M K K3、M K K6仅特异性激活

p38MAPK, 以及MAPKK类的TAK, MIK和

ASK也可激活p38MAPK, 其再作用于多种转

录因子, 如ATF2, Elk-1, PRAK等发挥生理作 
用[9-11]. p38MAPK激活导致的细胞生物学效应

多种多样, 具有细胞类型依赖性和刺激类型依 
赖性.

2  p38MAPK的生物学功能

主要参与细胞应激反应和炎症反应 ,  还参与

细胞增殖、凋亡和分化 [ 1 2 ] .  近期研究发现 , 
p38MAPK在细胞凋亡过程中起重要作用. 研
究发现不同细胞在受到不同刺激影响时 , 
p38MAPK所扮演的角色是完全不同的[13]. 多种

细胞株内p38MAPK均可以通过G1/S检验点阻

滞细胞分裂, 抑制细胞增殖, 认为可能是下调了

cyclinD1 的表达[14]. G1/S检验点的另一个重要的

调控因子是P53, 体内外都有实验证明p38MAPK
可以通过P53发挥效应[15-16]. p38MAPK也可能通

过影响cdc25B和cdc25C的磷酸化而影响G2/M
检验点[17], 但p38MAPK引导的cdc25B磷酸酯

酶的磷酸化依赖的失活机制目前还不是很清

楚. p38MAPK参与细胞凋亡过程, 与激活c-jun
和c-fos [18-20]; 诱导bax转位[21]; 介导caspases的活 
化[22]; 增强c-myc表达[23]; p53磷酸化[24]; 增强

TNF-α的表达[25]及参与Fas/FasL介导的凋亡[26]

有关. 但也有研究表明,  p38MAPK信号通路也

通过抑制前凋亡信号的产生, 参与介导细胞存

活信号通路而抑制细胞凋亡[27].

3  p38MAPK在肝癌中的作用

3.1 p38MAPK在肝癌中的表达 与正常非肿瘤

组织相比较, p38MAPK在许多人类肿瘤, 如结

肠癌[28], 食管癌[29], 乳腺癌[30]等呈普遍持续的激

活表达. Iyoda et al [31]研究肝癌患者标本时发现, 
p38MAPK和MKK6的活性, 大病灶组(>20 mm)
相对于小病灶组来说显示出低水平活性, 瘤体

组织(T)组p38MAPK和MKK6活性明显低于非
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■研发前沿
p38MAPK是近年
来肿瘤研究中的
一个热点, 有关肝
细胞癌的研究报
道也日益增多. 抗
肿瘤药物可通过
p38MAPK发挥抗
瘤效应. 
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瘤体组织(NT)组. 说明降低p38MAPK和MKK6
的活性, 从某种意义上来说可以抑制凋亡, 导致

肝癌细胞的无限生长. 国内研究发现, p38MAPK
在肝癌组织中表达较癌旁组织中明显增高, 而
J N K的表达在癌旁组织中较肝癌组织中高 , 
p38MAPK与JNK结果相反, 说明在肝癌组织中

至少通过两种途径使得MKK3、MKK4激活不

平衡, 使得JNK和p38MAPK表达不同[32-33]. 陈茂

伟 et al [34]用多重逆转录聚合酶链式反应(Multi 
RT-PCR)的方法对22例肝癌组织检测, 结果表明

在肝癌组织中ERK1、JNK1、p38mRNA阳性率

分别为95.83%、100%、100%, 且在表达丰度上

有明显的变化. 
3.2 p38MAPK在HBX致肝癌中的作用 乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus, HBV)X蛋白(HBX)与
肝癌的发生具有密切的关系, 两者相关率高达

80%[35]. 目前p38MAPK在HBX致肝癌中发挥的

作用不是很明确. 有研究表明, HBX可能激活

MAPK通路[36], Tarn et al [37]观察到HBX激活已分

化肝细胞有丝分裂Ras/Raf/MAPK通路, 去分化

的肝细胞则发现JNK通路被激活. MAPK通路

与肝细胞的增殖、恶性转化有关, 也是肝炎病

毒蛋白作用的重要靶位. 肝癌发生过程中, p16, 
p21(Cip-1/WAF1/MDA6)和p27的表达下降, 可增

加MAPK信号系统和HBx蛋白的表达能力, 导致

肝细胞增生[38-40], MAPKs是肝细胞生存和增生

中极其重要的分子, 起着整合细胞内信号诱导

通路的信息, 并将胞质信号与基因表达程序偶

联在一起的作用. MAPKs对肝细胞的作用有加

快肝细胞进入S期, 促进肝细胞转化肝癌细胞的

转移, 提高缺氧诱导因子(HIF-1a)的转录活性[41], 
诱导一些血管生成因子的生成. 
3.3 p38MAPK在HCV致肝癌中的作用 有人证

明[42-43]核心蛋白激活MAPK/ERK及血清反应

元件从而增强生长因子功能, 对细胞生长有刺

激作用, 同时核心蛋白通过抑制p38MAPK的

活化而抑制血清饥饿诱导的细胞凋亡. 但也有 
人[44]认为丙型肝炎病毒核心蛋白的表达可激活

p38MAPK通路, 增强cyclin B1-Cdk1复合物的

活性, 导致细胞异常增殖而形成肝细胞癌. 李波  
et al [45]发现HCV核心蛋白可抑制MAPK通路激

酶的激活, 降低NF-κB, AP-1等转录因子的活性, 
使caspase-3蛋白表达明显降低, 是抑制细胞增殖

和凋亡的重要机制. 
3.4 p38M A P K与有机物致肝癌机制  二恶英

(TCDD)是一种很强的多位点致癌物. 可引起人

类的肝损伤、卟啉病、氯痤疮、生殖发育和智

力影响及致癌、致畸、致突变等. 因为TCDD的

毒性作用机制还不完全清楚, 他产生作用不是

通过直接损伤, 而主要是通过芳香烃受体诱导

基因表达、诱导酶活性、改变蛋白质功能等起

作用. 刘燕群 et al [46]研究TCDD对人肝癌细胞株

(HepG2)和肺腺癌细胞株(SPC2A1)中p53基因和

p38MAPK基因表达的影响, 发现p38MAPK基

因在2株细胞都有表达. 在HepG2中, p38MAPK
基因表达随TCDD浓度增加表现为先抑制再升

高再降低, 呈先抑后扬再修复. 多环芳烃类化合

物广泛存于环境中, 能引起哺乳动物致癌. Kim  
et al [47]研究多环芳烃类物质诱导凋亡时发现: 用
苯并芘处理过的肝癌细胞Hepalclc7中p53介导

的凋亡作用可以被p38MAPK的抑制剂所抑制. 
说明苯并芘介导的凋亡受p53活化信号调节, 而
这种活化信号又受p38MAPK的调节. 脂肪酸-
辅酶A连接酶4(FACL4)是一种对花生四烯酸酯

有亲和力的酶, Liang et al [48]发现他在人肝癌的

发生过程中起重要作用, p38在FACL4所致肝癌

的过程中起着促进作用, 用p38抑制剂作用后

FACL4的表达显著降低. Parekh et al [49]在二乙基

亚硝胺致肝癌形成模型中发现, ERK1/2, p38和
JNK表达量和活性增高, p38MAPK能上调cyclin 
D1的表达, 干扰G1/S调节点, 导致细胞异常增

殖. 此外, p38MAPK在酒精致肝癌中也起重要作 
用[50]. 
3.5 p38MAPK在肝癌转移中的作用 肝癌的转移

率高与许多因素有关, 血管内皮细胞生长因子

是其中重要因素之一. 毛华 et al [51-53]研究发现血

管内皮细胞生长因子(VEGF)可通过p38MAPK
信号传导通路诱导的肝癌细胞转移 ,  阻断

p38MAPK信号传导通路可以抑制VEGF诱导肝

癌细胞转移, 他们还发现VEGF可使肝癌细胞穿

过基底膜胶原纤维向下室浸润能力增加10倍以

上, 而预先使用p38MAPK信号传导通路特异性

阻断剂SB203580, 可抑制95%向下室浸润能力,  
也可减少87% VEGF诱导肝癌细胞浸润膜能力. 
他们还发现[54]VEGF可通过p38MAPK信号传导

通路增加肝癌细胞异质性黏附作用, 以及降低

肝癌细胞同质性黏附作用, 促进肝癌细胞的侵

袭与转移. 
环氧化酶2(COX-2)和前列腺素E2(PGE2)的

合成与细胞迁移、金属蛋白酶(MMPs)分泌、肝

癌细胞黏附有关, 在这过程中有多条传导途径

参与, 其中就有p38MAPK途径[55]. 

■创新盘点
本文整理了近年
来 p 3 8 M A P K 在
肝细胞癌中的研
究 成 果 ,  阐 述 了
p 3 8 M A P K 在 肝
细胞癌的发生发
展、转移和治疗
中的作用, 希望能
为更深入的研究
肝癌发生机制及
治疗提供参考依
据.  
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3.6 肝癌治疗中p38MAPK的作用

3.6.1 p38M A P K与肝癌的基因治疗: 宋霆婷  
et al [56]用脂质体转染法将MAPK反义寡核苷酸

(antisense oligodeoxynucleotide, ASO)导入肝癌

细胞系SMMC-7721细胞中, 对细胞恶性表型起

逆转作用, 阻断MAPK信号转导就有可能阻止

肝癌的发生. 陈涛 et al [57]也证明了封闭survivin
表达可引起p38MAPK的活化, 其介导的活化功

能与其作用浓度有关, 呈剂量依赖性, 他们还

发现[58]转染survivin的细胞出现G2/M期阻滞, 细
胞内微丝形态结构破坏 .  从另一方面也说明 , 
survivin基因阻止肝癌细胞凋亡可能是通过抑

制p38MAPK活性来实现的. 这一结果也提示

p38MAPK有可能成为治疗肝癌的新靶标,  即通

过调节p38MAPK的活性达到治疗肝癌的目的. 
3.6.2 p38MAPK与肝癌的化学药物治疗: 许多抗

肿瘤药物都是通过诱导癌细胞凋亡而发挥抗癌

效应的, 抗癌效应的发挥往往不是通过单一途

径诱导肿瘤细胞发生凋亡, 而是多条信号传导

通路共同完成, p38MAPK途径就是其中的一条. 
不同的药物在不同的肝癌细胞中p38MAPK所

起的作用可能不同. 大多数文献报道p38MAPK
诱导肝癌细胞凋亡, 也有报道p38MAPK可抑制

细胞凋亡. 郑壬鸿 et al [59]体外用顺铂诱导肝癌

SMMC-7721细胞凋亡, 发现细胞质和细胞核中

MAPKs(JNK/SAPK, p38MAPK, ERK)及转录

因子(JUN, CREB)均有明显表达, 在实验中发

现JNK/SAPK、p38MAPK和ERK三条途径均

诱导促进肝癌SMMC-7721细胞的凋亡并且顺

铂诱导肝癌细胞凋亡存在明显的量效和时效关

系. Sutter et al [60]用他汀类药抑制肝癌细胞的增

殖, 发现用他汀类药可诱导人肝癌细胞凋亡, 并
有特征性形态变化, 而且还发现ERK1/2活性下

调时p38MAPK仍保持活性状态, 说明他汀类药

物通过p38MAPK介导肝癌细胞发生凋亡. Lin 
et al [61]发现灵芝提取物三萜类物质WEES-G6可
以抑制人肝癌Huh-7细胞的生长, 但对张氏肝细

胞(正常人肝细胞株)无抑制作用, 经WEES-G6
处理后的肝癌细胞可引起细胞生长调节蛋白、

PKC、JNK和p38MAPK急剧下降, 这种变化导

致细胞周期延长和强烈生长抑制, 但对正常肝

细胞似乎没影响. Tong et al [62]用合欢酸(EA)在人

肝癌细胞HepG2中诱导bid和bcl-2蛋白的减少, 
还引起线粒体膜的缺损和细胞色素C的释放, 用
JNK和p38MAPK特异性抑制剂可阻止bid的平

截、bcl-2的减少、细胞色素C释放、capase激

活、DNA片段化等一系列细胞内反应. 说明EA
诱导的肝癌细胞凋亡是通过JNK和p38MAPK路

径介导的线粒体方式. Yeh et al [63]研究莱菔硫烷

(sulforaphane)在肝癌细胞株HepG2中诱导金属

硫蛋白(MT)的分子机制和抗增殖机制时发现低

浓度时莱菔硫烷激活MAPKs通路,  导致金属硫

蛋白的表达, 高浓度通过bcl-2家族和ICE/Ced-
3(capase-3)级联反应引起凋亡. 使用p38MAPK
和ERK的抑制剂可阻断莱菔硫烷诱导的金属硫

蛋白表达. 
而p38MAPK抑制肝癌细胞凋亡的文献很

少, Wen et al [64]在人肝癌细胞HepG2细胞中蒜

臭素(DADS)可影响细胞增殖和活力以及引起

典型的细胞凋亡形态学改变. 用DADS处理过

的肝癌细胞磷酸化的p38MAPK和p42/44MAPK
活性暂时性增高, 存在时间和浓度依赖性, 结果

表明, DADS和MAPK特异性抑制剂可以诱导

HepG2细胞的凋亡, 说明在HepG2细胞的凋亡

的过程中, 至少存在内源性活化的p38MAPK和

P42/44MAPK起着细胞保护作用. MAPK抑制剂

可加强蒜臭素处理过的HepG2细胞的凋亡效果. 
3.6.3 p38MAPK与肝癌的生物治疗: Zauberman  
et a l [65]发现在人肝癌细胞HepG2中, IL-6介导

C-反应蛋白的分泌, p38MAPK起关键作用, 并
认为在此过程中MAPKs路径和STAT路径可能

有“交谈”作用. Kim et al [66]在FaO鼠肝癌细

胞和人肝癌细胞Hep3B中, 发现用TGF-β1处理

后可致MLK3活性增加, MLK3过表达的细胞,  
ERK、JNKs和p38MAPK都随着TGF-β1活性增

加进一步增加. 他们还发现只有用p38MAPK
抑制剂能抑制T G F-β1诱导的细胞凋亡, 可以

说,  在TGF-β1诱导肝癌细胞凋亡过程中MLKs
激活p38MAPK发挥效应. Bianchiet et al [67]发现

在人肝癌细胞HepG2中, 花生四烯酸(AA)代谢

产物产生活性氧(ROS), 活性氧激活p38MAPK
和还原氧化敏感转化因子AP-1和NF-κB, 再通

过这些因子发挥生物学效应, AA通过氧化应激

的方式可以抑制HepG2细胞的生长. 肿瘤坏死

因子(TNF)-α是最强的信号诱导剂之一,  李湘竑  
et al [68]发现在肝癌细胞Hepa 1-6中过表达丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶(HIPK1)时, 可以增加TNF-α
所诱导的JNK/p38的激活, TNF-α所诱导肝癌

细胞凋亡有p38的激活. Smad通路是TGF-β信
号转导的主要通路. Yang et al [69]发现Smad3可
以促进肝癌细胞凋亡, 这个过程中要有TGF-β1
信号的参与和p38的激活. 热休克蛋白(HSP)27

■应用要点
p38MAPK有促进
肝细胞癌凋亡的
作用, 有望成为治
疗肝癌的一个新
靶点. 
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磷酸化水平和肝癌相关, 蛋白激酶C(PKC)可通

过p38MAPK参与热休克蛋白(HSP)27磷酸化过 
程[70]. 也有一些生物因子诱导肝癌细胞凋亡过

程中没有p38MPAK的参与, 任正刚 e t a l [71]发

现一氧化氮(NO)的供体JSK可以激活MAPKs
通路引起肝癌细胞凋亡, 但在这过程中并没有

p38MPAK的参与. 
3.7 p38MAPK与肝癌耐药性 Zhang et al [72]用肝

癌细胞株HepG2、Huh7和HLE转染且过表达整

合素B1后, 其抗化疗药物诱导凋亡作用均加强,  
而当采用ERK或p38MAPK抑制剂时, 癌细胞可

以消除这种整合素B1的保护作用. 由此认为肝

癌细胞中过表达的整合素B1通过MAPK信号传

导通路起抗凋亡作用.

4  结论

p38MAPK在肝癌发生过程中是如何调控细胞增

殖和凋亡的, 目前尚不完全清楚. 不同细胞因子

作用于肝癌细胞, 激活p38MAPK具体机制以及

p38MAPK通路与其他胞内信号通路是否存在

“交谈”等问题, 还有待进一步研究的阐明. 研
究p38MAPK通路在肝癌发生过程中的作用和机

制, 探讨肝癌发生机制, 可为早期诊断和预防治

疗肝癌提供实验依据和技术手段, 为临床治疗

肝癌提供新的思路.
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Abstract
Antibiotic-resistant Helicobacter pylori (H pylori) 
and the resistance rate are increased due to the 
wide use of antibiotics. At present, the detection 
of antibiotic-resistant H pylori is focused on the 
clarithromycin and metronidazole resistance 
testing using PCR-based molecular biology 
techniques. However, PCR-restriction fragment 
length polymorphism and real-t ime PCR 
in combination with melting curve analysis 
techniques have a broad prospect in detecting 
drug-resistant clarithromycin. They can detect 
it from tissue biopsy and stool samples, and 
thus can be used in detecting the resistance of 
a wide range of antibiotics. Western blot and 
PCR- restriction fragment length polymorphism 
can also detect the resistance of metronidazole, 
and can therefore develop into the routine 
procedures for detect ing drug-res is tant  
H pylori.� 

Key Words: Helicobacter pylori ; Drug resistance 
mechanisms; Drug-resistant gene; Detection methods
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摘要
抗生素的广泛应用使幽门螺杆菌(H pylori )对
抗生素的耐药性和耐药率逐渐增加, 目前对幽
门螺杆菌耐药的检测方法重点在对克拉霉素
和甲硝唑两种抗生素耐药的检测, 其检测方法
主要是基于聚合酶链式反应为基础的分子生
物学技术, 其对克拉霉素发展前景广阔的是聚
合酶链式反应-限制性片段长度多态性分析技
术和实时定量聚合酶链式反应结合解链曲线
分析技术, 可对活检组织和粪便两种样本进行
检测, 同时可以对多种抗生素进行耐药检测; 
其对甲硝唑耐药的检测主要是免疫印迹法和
聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性分
析技术, 有望发展成检测H pylori 耐药的常规 
项目.  

关键词: 幽门螺杆菌; 耐药机制; 耐药基因; 检测方法
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )在人群中传播广泛, 致病

性强, H pylor i的感染与慢性胃炎、消化性溃

疡、胃癌以及胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋
巴瘤密切相关, H pylori的清除与根治, 直接关

系到这些疾病的转归及预后[1-5]. 随着抗生素的

广泛应用, H pylor i耐药菌株的发生率逐年上

升, 根除的难度逐渐增加. 最近报道H pylori耐
药是全球性的, 其耐药是导致根除治疗失败的

主要原因[6-7]. 对H pylori根除治疗的常用抗生

素有: 克拉霉素、甲硝唑、阿莫西林、四环素

及喹诺酮类等, 大多数H pylori菌株对这些抗生

素的耐药是由突变引起的, 包括自发突变和通

过耐药信息的传递引起的突变等. H pylori对抗

生素耐药的检测目前已经不再局限于传统的

药物敏感性试验, 由传统的细菌培养、药物敏

®

■背景资料
抗生素的广泛应
用使H pylori 对抗
生素的耐药性和
耐药率逐渐增加, 
而对H pylori 的根
除率却逐渐降低, 
选择快速敏感价
廉的分子生物学
技术对H pylori 耐
药基因进行检测, 
成为了临床医生
选择合理抗生素
的关键.

■同行评议者
杨昭徐, 教授, 首
都医科大学附属
北京天坛医院消
化科
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感试验逐渐转向分子生物学检测方法, 耐药基

因突变的检测若能成为H pylori检查的常规项

目, 无论从患者的医药费开支还是药物对患者

引起的不良反应方面, 均有重要意义, 本文就

目前对H pylori耐药基因检测的最新进展作一 
综述. 

1  H pylori 对克拉霉素耐药的基因检测

克拉霉素的化学名称是6-甲基红霉素, 是当前

应用最广泛的大环内酯类抗生素. 该药具有耐

酸和能溶解于酸性pH胃液中的特性及po后生

物利用率好、副作用少等优点. 因而, 近年新的

抗H pylori三联或四联治疗方案中将其作为主

要首选药物. 克拉霉素的抗菌机制是药物穿透

入菌体细胞内, 与核糖体紧密结合, 作用于23S 
rRNA V区的多肽转移环, 抑制多肽转移酶, 影响

核糖体的移位过程, 阻止肽链延长, 从而抑制细

菌蛋白质的合成, 达到杀菌目的. 但是据报道克

拉霉素对敏感菌株和耐药菌株的根除率分别为

95%和40%[8]. 关于H pylori对克拉霉素的耐药机

制, 比较一致的观点是H pylori  23S rRNA基因

点突变引起克拉霉素与核糖体结合力下降[9-10], 
突变位点包括A2142G、A2142C、A2143G、

A2143C、T2717C、T2182C、A2144T、

C2245T、T2289C等[11-15], 其中主要突变位点是: 
A2142G、A2142C和A2143G. 新近快速发展的

应用分子生物学技术检测H pylori耐药性的实验

方法多是检测上诉突变位点. 用来检测的样本

主要为活检胃组织、胃液, 以及近年来备受关

注的可用来无创检测的粪便样本等. 检测的方

法主要是基于分子生物学的PCR技术, 其中近年

来应用较广, 效果较好的检测方法有以下几种: 
1.1 聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性

分析技术(PCR-Restriction Fragment Length 
Polymorphism, PCR-RFLP) PCR-RFLP是将目的

基因片段PCR扩增后, 利用多种限制性内切酶对

扩增产物进行酶切, 不同的基因序列会产生不

同的酶切产物, 从而产生不同的电泳图谱, 通过

与标准物的对比即可检测出有无变异. Fontana 
et al [16]先利用半巢式PCR扩增长约783 bp的23S 
rRNA基因, 扩增的敏感度和特异度均为100%, 
然后用限制性内切酶Bsa Ⅰ A2143G, Mbo Ⅱ 
(A2142C/G), 和HhaⅠ(T2717C)切割目的片段, 
可以检测23S rRNA基因点突变的位点. Rimbara 
et al [17]用巢式PCR-RFLP技术检测粪便中的23S 
rRNA基因的点突变, 结果在耐药菌株(MIC>1 
m g/L)中检测出A2143G位点的突变 ,  S e v i n  

et al [18]用此方法检测出A2143G和A2144G位点

的突变, 与通过培养H pylori来检测耐药菌株的

方法相比, 此方法简单、敏感、准确, 是一种非

创伤性的检测方法, 临床应用前景广阔, 但是存

在临床标本易被污染的缺点. 
1.2 实时定量PCR(real-time PCR) 结合解链曲线

(melting curve)分析技术此方法的基本原理是寡

核苷酸探针与模板结合时, 不匹配碱基将显著

影响双链解链温度(Tm), 探针与模板完全配对

时的Tm值比单个碱基错配时的Tm值要高, 通过

LightCycler实时监测升温时Cy5的荧光信号强

度变化以LightCycler软件生成的解链曲线, 了
解不同扩增产物的Tm值, 便可判断耐药基因的

突变. Schabereiter-Gurtner et al [19]应用实时定量

PCR结合解链曲线分析的方法, 分别检测92个 
H pylori感染的胃组织标本及粪便标本, 结果显

示野生型H pylori解链温度为63℃, A2142C突变

的菌株解链温度为58℃, A2142G和A2143G突变

的菌株解链温度为54℃, 用E-test检测患者的标

本, 耐药菌株的最小抑菌浓度(MIC)≥1.0 mg/L, 
92例患者中有11例对克拉霉素耐药, 相比之下

实时定量PCR检测活检组织有9例耐药, 粪便样

本检测中有8例耐药, 其敏感度为64%, 特异度分

别为94%和97%. 此方法简单准确, 除可以用来

检测克拉霉素耐药基因以外, 其检测H pylori感
染的敏感度和特异度都达到了90%以上, 是检测

H pylori治疗后情况的一种非创伤性的方法. 
1 .3  荧光原位杂交 ( f l u o r e s c e n c e  i n  s i t u 
hybridization, FISH) PCR-FISH是将DNA探针用

特殊修饰的核苷酸分子标记(如biotin-dUTP或
digoxigenin-dUTP), 然后将标记的探针直接原位

杂交到染色体或DNA纤维切片上, 再用与荧光

素分子偶联的单克隆抗体与探针分子特异性结

合来检测DNA序列在染色体或DNA纤维上的定

位. H pylori对克拉霉素耐药性的3个突变位点可

以特异性的被ClaR1(A2143G), ClaR2(A2144G), 
及ClaR3(A2143C)探针所标记, 不同的突变位

点对应不同的抗生素最小抑菌浓度, ClaR1>64 
mg/L, ClaR2和ClaR3抑菌浓度为8-64 mg/L[20-22]. 
Morris et al [20]应用琼脂扩散法确定的敏感与耐

药样本, 从286例H pylori培养阳性的样本中, 随
机选取35例克拉霉素敏感样本和33例克拉霉素

耐药样本, 对PCR-FISH的检验效能进行验证, 结
果表明PCR-FISH对克拉霉素耐药检测的敏感度

达94%, 特异度达86%, 并且此方法可以解释用

琼脂扩散法确定的敏感菌株为何治疗失败, 因
其存在对克拉霉素耐药和敏感的混合菌株. 但

■研发前沿
目前对H pylori 研
究的重点是耐药
基因及其检测, 开
发快速、敏感、

价廉的应用分子
生物学技术对其
耐药基因进行检
测 ,  并 应 用 于 临
床, 成为亟待解决
的问题. 
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是也存在此法不能确定除克拉霉素外其他抗生

素的耐药性. 此方法具有快速、特异性高、准

确、经济的优点, 是检测H pylori感染及其对大

环内脂类抗生素敏感性的方法[23]. 
1.4 以P C R为基础的变性高效液相色谱分析

技术(PCR-based denaturing high-performance 
liquid chromatography assay, PCR-DHPLC) PCR-
DHPLC检测系统的原理是基于未解链的和部分

解链的双链DNA在部分失活条件下具有不同保

留的性质. 杂合子个体的DNA经PCR扩增产生

异源双链, 由于错配位点的氢键被破坏, 因此在

异源双链上形成“鼓泡”, 导致他与纯合子个

体的DNA扩增产物(完全匹配的同源双链)的解

链特征不同. 在部分加热变性的条件下, 异源双

链DNA分子更易于解链形成Y形结构, 与固定

相的结合能力降低, 将先于同源双链被洗脱出

来, 带有突变序列的样品呈现出异源双链和同

源双链混合物的峰形特点, 而不含突变序列的

样品则只有同源双链的峰形. 据此可检测出含

有单个碱基的置换、插入或缺失的异源双链片

段, 从而提供有无突变的信息, 然后再利用序列

分析的方法来确定突变的类型和位点. Posteraro  
et al [24]用此方法检测94例H pylori感染的样本, 结
果发现有51例存在对克拉霉素的耐药, 与E-test
的检验结果一样 ,  其敏感度和特异度都达到

100%, 并且分析检测的51例耐药菌株的DNA序

列, 发现有25例A2143G突变, 15例A2142G突变, 
7例A2142C突变, 此外还发现了3例T2182C突变, 
1例C2195T突变, 此方法是一种简单, 快速, 功能

强大发现基因突变的技术, 使临床上检测耐药

基因的突变成为可能, 但是只能提供样本有无

突变的信息, 需要结合序列分析才能得出具体

的突变类型. 
1 . 5  优势同源形成分析技术 (p r e f e r e n t i a l 
homoduplex formation assay, PHFA) PHFA是根

据同源双链较异源双链优先形成的原理, 将双

标记的双链DNA探针与未标记的双链DNA样

品进行混合、变性, 当标记的DNA的序列与未

标记的DNA序列相同时, 同源双链之间可以进

行杂交. 由于未标记的DNA分子的稀释, 双标

记的双链DNA的比例将会减少. 当两者的DNA
序列不相同甚至仅一个碱基存在差异时, 同源

双链优先形成, 双标记双链DNA分子的比例不

会减少. 在双标记双链DNA中, 一条标有生物

素的DNA链可通过生物素与亲和素之间的亲

和力连接于亲和素包被的微量滴定板上, 当加

入碱性磷酸酶标记的抗DNP抗体和硝基苯酚磷

酸盐(p-NPP), 标有DNP的DNA链就可以通过与

酶标DNP抗体和p-NPP结合发生的显色反应进

行检测. 通过制备针对H pylori  23S rRNA基因

特定位点突变的双标记双链DNA探针, 可以检

测耐药的突变基因. Maeda et al [25]应用PHFA测

定412例H pylori感染的患者23S rRNA基因的突

变, 发现337例是纯野生菌株感染, 38例发生单

纯A2144G突变, 37例存在野生菌株和突变菌株

的混合感染(30例A2144G突变, 5例A2143G突变, 
2例A2144G突变和A2143G突变). 与琼脂糖稀释

法作比较测定186例H pylori感染的患者, 结果

显示PHFA测定的纯野生菌株感染的149例中有

147例在琼脂糖稀释法中的最小抑菌浓度小于

0.2 mg/L, 纯突变菌株感染的18例最小抑菌浓度

都大于3.13 mg/L, 而在19例混合菌株感染的病

例中, 10例最小抑菌浓度小于0.1 mg/L, 9例大于

3.13 mg/L, 其敏感度达到95%以上, 并且与PCR-
RFLP相比较, PHFA最大的优势是可以检测到只

有10个基因拷贝的H pylori , 检测出耐药菌株和

野生菌株同时感染的患者. 
1.6 反向杂交 反向杂交是用标记的待检测核

酸与未标记的固化D N A探针杂交 ,  目前研究

较多的是PCR线性探针分析(PCR-l ine probe 
assay[LiPA]). PCR-LiPA检测H pylori  23S rDNA
突变的位点, 即先用PCR的方法, 以生物素标记

的引物来扩增23S rDNA的某一基因片段, 生物

素化的PCR扩增产物变性后, 再与固定在硝酸纤

维膜上的特殊寡聚核苷酸探针杂交, 从而确定

有无突变及突变的位点. van Doorn et al [26]通过

多中心实验研究, 在不同国家六个实验室的299
例H pylori感染的患者中, 利用最小抑菌浓度试

验区分出133例耐药菌株和169例敏感菌株, 而
利用PCR-LiPA技术检测其结果在133例耐药菌

株中127例存在23S rDNA点突变, 其主要突变位

点A2143G占45.2%, A2142G占33.3%. 而多位点

突变占19.8%, 在169例敏感菌株中167例未发生

基因突变. 其敏感度和特异度都在95%以上, 此
方法准确可靠, 并且可以检测多个耐药基因位

点的突变, 其临床发展前景十分广泛. 

2  H pylori 对硝基咪唑类似物耐药的基因检测

近年H pylori对硝基咪唑的耐药也呈上升趋势, 
严重影响H pylori的根除. 据报道, 兰索啦唑+克
拉霉素+甲硝唑的三联疗法对咪唑敏感菌株的 
H pylori根除率为83%, 而对耐药菌株的根除率

仅为63%[27]. 硝基咪唑类药物治疗H pylori的主要

■相关报道
胡 伏 莲  e t  a l 在 
H  py lo r i 耐药研
究 进 展 中 ,  从 
H pylori 的流行病
学、耐药机制、

根除失败原因、

治疗及研制和开
发H py lo r i 疫苗 
的 重 要 性 进 行 
了多层次分析. 



www.wjgnet.com

何恒, 等. 幽门螺杆菌耐药基因检测的研究现状                                                                                                                 513

机制是在特有的低氧化还原电势和硝基还原酶

的作用下, 还原产生亚硝基衍生物和羟胺衍生

物引起DNA的损伤和细菌的死亡[28]. 研究表明 
H pylori对硝基咪唑耐药性的产生, 主要是由于

无法获得足够低的氧化还原电位[29]. H pylori有
多个硝基还原酶, 包括: NADPH黄素氧化还原

酶、氧不敏感的NAPH硝基还原酶、铁氧还蛋

白和黄素氧还蛋白等, 其中rdxA基因编码的氧

不敏感的NADPH硝基还原酶起主要作用[30-31]. 
rdxA基因的突变包括易位突变、错义突变、片片

段缺失、片段插入等, 可使此酶活性降低, 是导缺失、片段插入等, 可使此酶活性降低, 是导片段插入等, 可使此酶活性降低, 是导插入等, 可使此酶活性降低, 是导

致H pylori对硝基咪唑耐药的主要机制[32-33]. 但
是rdx突变类型与耐药程度不相关, 而且发现耐

药菌株来自敏感菌株r d x 基因的起始突变, 并
非水平基因的转移. 此外f r x A基因(编码黄素

氧化还原酶)、frxB基因(编码铁氧还原蛋白类

似物)、rdxA基因、rdxB基因、porA基因的突

变也可能影响H pylori对硝基咪唑类药物的耐 
药[34-35], Han et al [36]研究发现frxA基因突变能够

增强rdx基因突变导致的耐药性. 
虽然硝基咪唑类药物的耐药与rdx基因和其

他编码还原酶的基因突变有关, 但是到目前为

止还没有一种高效的分析方法来检测硝基咪唑

类药物的耐药. 公认的检测H pylori抗生素敏感

性方法, 如琼脂糖稀释法、E-test、肉汤微量稀

释法等在检测硝基咪唑类药物耐药方面得不到

满意的结果, 且这些方法费时, 费用高, 技术含

量要求较高, 需胃镜下取材, 给患者带来一定的

痛苦和创伤. 目前对甲硝唑的耐药的检测主要

有两种分子生物学技术. 
2.1 免疫印迹法 Latham et al [37]用PCR扩增26695
菌株中的rdxA基因, 扩增产物经限制性内切酶

Eco RⅠ and PstⅠ酶切后的限制性片段转入到质

粒表达载体PMAL-C2上, 用亲和层析法得到净

化的MalE-rdxA融合蛋白(M r 66 000), 和费氏完

全佐剂一起免疫兔子, 6 wk之后分离得到抗rdxA
蛋白抗体. 再利用免疫印迹的方法, 用特异性的

抗rdxA蛋白抗体检测耐药菌株, 结果发现27株
甲硝唑耐药菌中有25株存在M r 24 000 rdxA蛋白

的免疫化合物缺失(93%), 而17株甲硝唑敏感菌

株均表达此蛋白. 此方法的最大优点是能够检

测出所有影响rdxA基因表达的耐药菌株, 包括

那些用核苷酸序列分析没有被发现的菌株, 有
望成为新的用于临床的检测方法. 
2.2 PCR-RFLP 田拥军 et al [38]利用PCR-RFLP
将rdxA基因分成两个基因型: rdxA基因Ⅰ型和

rdxA基因Ⅱ型, 同时与甲硝唑耐药进行统计学

分析, 有显著意义, 其rdxA基因Ⅱ型中耐药菌株

占84%,敏感菌株占16%. 可以认为rdxA基因Ⅱ

型是H pylori耐甲硝唑的特征型别, 如果菌株为

Ⅱ型, 则耐药机率大.

3  H pylori 对阿莫西林耐药的基因检测

阿莫西林是用于治疗H pylor i感染的唯一β内
酰胺药物, 其对H pylori的MIC非常低, β内酰胺

族抗生素能穿越细菌细胞壁, 与细菌内膜的青

霉素结合蛋白酶结合, 干扰细胞壁合成导致细

菌死亡. 由于这些位点能与青霉素G共价结合, 
故称之为青霉素结合蛋白酶(penicillin-binding 
protease, PBP). 尽管过去20多年中阿莫西林广泛

用于抗菌治疗, 但H pylori对阿莫西林的耐药仍

非常少见[39]. 对阿莫西林耐药的H pylori菌株中

没有检测到β内酰胺酶活性, 其基因的青霉素结

合位点的突变是引起阿莫西林耐药的原因. Dore 
e t a l [40]报道阿莫西林耐药株仅有3种青霉素结

合蛋白酶(PBP-A、B、C), 其PBP-D缺失, 敏感

菌株中PBP 4种成分都有. 表明PBP-D表达的改

变在H pylori对阿莫西林的耐药中起重要作用. 
DeLoney et al[41]报道的结果为: PBP1结合能力的

下降和细胞对β-内酰胺类抗生素的摄取能力下

降为H pylori对阿莫西林耐药的主要原因. 在分

子水平的研究显示PBP1的氨基酸序列发生改变

导致PBP与阿莫西林的结合力下降, 并且细胞内

青霉素的浓度也由于H pylori质子泵蛋白B、C
的结构改变而下降[42]. 目前研究H pylori对阿莫

西林耐药基因的检测的方法很少, 其H pylori对
阿莫西林的最小抑菌浓度的报道也没有统一的

标准. Gerrits et al [43]提出的在PBP1A基因多重突

变变化是H pylori对阿莫西林耐药的主要原因, 
目前这项研究的发现否定了用分子生物学技术

快速检测H pylori对阿莫西林耐药的可能性.

4  H pylori 对喹诺酮耐药的基因检测

随着H pylori对克拉霉素和甲硝唑类的耐药率

不断地上升, 喹诺酮类作为二线根除H pylori的
抗生素成为关注的重点[44], 对喹诺酮类耐药性

的研究也越来越多[45-47]. 喹诺酮类药物主要是

抑制细菌复制过程中所必需的DNA回旋酶和

拓扑异构酶Ⅳ的作用, 从而抑制细菌的繁殖, 产
生抗菌活性. DNA回旋酶的A、B两个亚单位分

别由gyrA和gyrB基因编码, 而拓扑异构酶Ⅳ的

C亚单位和两个E亚单位分别由parC和parE基因

编码. 其中gyrA和parC基因突变导致的耐药比

■创新盘点
本文根据国内外
最新资料, 分析了
目前H pylori 对抗
生素的耐药及其
耐药基因位点的
突变, 并对目前研
究的多种分子生
物学技术的原理
及其检测耐药基
因的优缺点做了
相应的比较.
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较常见, 突变位点集中的区域称为喹诺酮耐药

决定区(quinolone resistance-detemining region. 
QRDR)[48], 这个区域内发生基因突变会导致大

部分细菌产生高水平的耐药. 研究显示, H pylori
对喹诺酮类抗生素的耐药机制主要是由于编

码回旋酶的gyrA基因QRDR区域内点突变造成 
的[49], gyrA基因突变相对应的氨基酸位置主要

有87位天冬酰胺突变为赖氨酸, 88位丙氨酸突

变为缬氨酸, 91位天冬氨酸突变为谷氨酸, 或者

天冬酰胺, 或者酪氨酸[50], 此外Cattoir et al [51]发

现了三个新的突变位点分别是86位天冬氨酸突

变为天冬酰胺、87位苏氨酸突变为异亮氨酸、

87位天冬酰胺突变为丙酮酸, 并且发现后两种

87位氨基酸突变与H pylori对喹诺酮类抗生素的

获得性耐药有关. 目前H pylori在传统的检测抗

生素敏感的试验中存在易污染和生长不足的缺

点, Glocker et al [52]应用实时定量PCR结合荧光

共振能转换技术(fluorescence resonance energy 
transfer-based real-time PCR)对gyrA基因进行检

测, 结果发现87位氨基酸基因突变菌株的解链

温度为48.7℃, 91位氨基酸基因突变的解链温度

分别为: 58.5℃、52℃、44.6℃, 而野生型菌株

的解链温度分别为57℃和47.4℃, 从而可以检测

出对喹诺酮类药物耐药的菌株, 筛选出敏感的

患者用喹诺酮类药物进行H pylori根除治疗.

5  H pylori 对四环素耐药的基因检测

四环素是一种廉价有效的治疗H pylori感染的

抗生素. 作为二线治疗的药物, 四环素通过结合

核糖体的30S小亚基, 阻止蛋白质的翻译过程

达到抗菌的目的, 主要的结合点位于16S rRNA
区域[53]. 但是近几年来据报道, 四环素耐药性

显著的增加. Dailidiene et al [54]已经从159例临

床病例中分离出六种四环素耐药的菌株. 研究

发现16S rRNA基因的突变是导致四环素耐药

的主要机制. 其分离的六个耐药菌株中有五个

是16S rRNA基因发生突变. Gerrits et al [55]发现

16S rRNA基因的三个碱基对AGA926-928突变

为TTC与H pylori对四环素高水平的耐药(MIC 
8-64 mg/L)有关, 而单个碱基对或者两个碱基

对的突变只会导致低水平的耐药(MIC<4 mg/L)
或者H pylori生长速度的减慢. 而Nonaka et al [56]

研究发现16S rRNA的965-967位点的核苷酸的

替换也和四环素的耐药有关. 目前研究其耐药

机制并不单纯集中在16S rRNA基因突变上, 还
与幽门螺杆菌细胞膜的通透性等多方面的因素 
有关. 

传统对四环素的敏感检测主要为琼脂扩散

法和琼脂稀释法, 但是其检测缓慢、费时, 并且

其培养过程中存在H pylori生长缓慢、易被其他

细菌污染的缺点, 目前对其耐药基因的检测主

要集中在分子生物学技术, 实时定量PCR技术发

展成为其快速准确检测16S rRNA点突变的主要

技术[57-58], Lawson et al [57]利用实时定量PCR技术

从1006例H pylori感染的患者中检测出18例患者

对四环素降低了敏感性, 其野生型菌株的解链

温度68℃, 而点突变A928C的解链温度是66℃, 
A926C的解链温度是64℃, A926G的解链温度

是63℃, A926T/A928C的解链温度是62℃, 三个

碱基对AGA926-928突变为TTC的解链温度是

61℃, 从而可以确定H pylori菌株的耐药性. 
了解H pylori的耐药状况对选择正确的治疗

方案有非常重要的作用[59], 上述分子生物学检

测技术何时成为一种快速敏感价廉的方法, 对 
H pylori耐药基因进行检测, 并广泛的应用到临

床, 成为目前研究的重点, 相信在不远的将来必

会有新的研究方法应用到临床, 指导临床医生

选择合理有效的抗生素, 提高H pylori的根除率.
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Abstract
AIM: To study the change of renal aquaporin 
3 (AQP3) expression in rats after release of 
obstructive jaundice in biliary tract and its 
significance. 

METHODS: Fifty Wistar rats were divided into 
control group (n = 10) and experimental group 
(n = 40). A model of experimental obstructive 
jaundice was established. Seven days after re-
lease of obstructive jaundice, serum biochemical 
parameters were detected. Rats in the experi-
mental group were randomly divided into five 
subgroups: OJ 0 h, OJ 24 h, OJ 72 h, OJ 1 wk and 
non-operated control (NC). Biochemical param-
eters in venous blood were detected and the ex-
pression level of renal AQP3 was determined by 
Western blot. 

RESULTS: The TBIL and ALT gradually de-
creased after release of obstructive jaundice in 
biliary tract (TBIL: 93.26 ± 1.32 vs 63.31 ± 1.85, 
30.78 ± 1.40, 5.04 ± 0.24, P < 0.05; ALT: 70.95 ± 
1.22 vs 69.96 ± 0.82, 30.74 ± 1.52, 11.84 ± 1.12, P 
< 0.05). There was no significant difference in 
levels of BUN and Cr between the OJ 0 h and 
NC subgroups, but the expression level of AQP3 
was lower in the OJ 0 h subgroup than in the 
NC subgroup. Both BUN and Cr were signifi-
cantly decreased 24 h after operation and the 
expression of AQP3 was further decreased. The 
levels of BUN and Cr did not markedly change 
between the OJ 24 h and OJ 72 h subgroups. The 
expression level of AQP3 was slightly higher, 
but still lower in the OJ 24 h subgroup than in 
the NC subgroup (P < 0.05). The expression lev-
els of BUN, Cr and AQP3 were not significantly 
different between the two groups 7 days after 
operation. 

CONCLUSION: The renal function is further 
damaged after release of obstructive jaundice 
in biliary tract. The expression level of AQP3 
becomes higher when renal function improves. 
The sensitivity and specificity of AQP3 are high-
er than those of BUN and Cr. 

Key Words: Obstructive jaundice; Renal dysfunc-
tion; Aquaporin3; Urea Nitrogen; Serum creatinine
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摘要
目的: 探讨大鼠胆道梗阻再通术后肾脏水通
道蛋白3(AQP3)的变化及其意义.   

方法: 50只大鼠, 任选10只为对照组, 其余为
实验组, 实验组先建梗阻性黄疸(obstructive 
jaundice, OJ)模型, 7 d后解除梗阻; 按取材时
间不同随机分为5组: OJ 0 h、OJ 24 h、OJ 72 
h、OJ 1 wk和NC. 测定血生化指标,  Western 
blot法检测肾脏AQP3水平.   

结果: 随梗阻解除时间延长血清总胆红素

www.wjgnet.com
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■背景资料
梗阻性黄疸围手
术期可发生多种
并发症, 其中以肾
功能衰竭最为常
见. 肾脏AQP是一
类功能性整合膜
蛋白 .  研究表明 , 
肾功能受损时都
伴有AQP的变化. 
但梗阻性黄疸术
后肾脏AQP的变
化及其意义尚少
有研究.

■同行评议者
李胜, 研究员, 山
东省肿瘤防治研
究院肝胆外科



(TBIL)和谷丙转氨酶(ALT)逐渐下降(TBIL: 
93.26±1.32 vs  63.31±1.85, 30.78±1.40, 5.04
±0.24, P <0.05; ALT: 70.95±1.22 vs  69.96±
0.82, 30.74±1.52, 11.84±1.12, P <0.05); OJ 0 
h与NC相比尿素氮(BUN)、血肌酐(Cr)无明显
变化(P >0.05), AQP3表达降低; OJ 24 h BUN、

Cr下降, AQP3表达进一步降低. OJ 72 h与OJ 
24 h相比BUN、Cr无明显变化, AQP3表达增
强, 但仍弱于NC(P <0.05); 到第7天, BUN、Cr
和 AQP3均与NC无明显差别.  

结论: 大鼠胆道梗阻解除后短期内因肾功能
受损加重, AQP3表达下降后随肾功好转表达
增强, 其灵敏性和特异度均高于BUN和Cr. 

关键词: 梗阻性黄疸; 肾功能衰竭; 水通道蛋白3; 尿

素氮; 血肌酐
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0  引言

水通道蛋白(aquaporin, AQP)是一组构成水通道

并与水通透有关的细胞膜转运蛋白[1]. 迄今, 在
人体已发现13种[2-3]. 存在于肾脏的AQPs至少有

7种, 即AQP1-7, 其中AQP3主要分布于集合管主

细胞基底侧膜, 在介导水通过集合管主细胞基

底侧膜转运时起重要作用[4]. AQP3除对水有高

度通透性外, 对尿素和甘油也有较高通透性, 属
可通透其他分子的AQP[5-6]. 研究表明, 各种原因

导致的肾功能衰竭都可使AQP3表达下降, 但关

于梗阻性黄疸(obstuctive jaundice, OJ)术后肾脏

AQP3的变化尚少有研究. 本实验旨在探讨胆道

梗阻解除后肾脏AQP3的变化及其意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年(鼠龄为4 wk)♂Wistar大鼠, 由中

国医科大学实验动物中心提供, 共50只、体质

量250-300 g, 全部经检疫合格, 实验前饲养7 d
无疾病. 任选10只作为对照组(NC), 其余为实验

组. 主要实验器材和试剂包括Hitachi7600全自动

生化分析仪、德国UP200H组织超声匀浆器、

德国Heraus-Biofuge-PrimoR超速低温离心机、

日本岛津UV-260紫外分光光度计、美国B IO-
RAD-PAC300型垂直电泳槽、美国B IO-RAD 
MiniPROTEAN Ⅱ cell型转印电泳槽、上海天能

公司产GIS-2020型凝胶扫描成像系统; AQP-3一
抗: SANTA CRUZ, AQP-3(C-18)SC-9885, 二抗: 
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SANTA CRUZ, SC-2351 BOVINE anti-goat IgG-
AP; 电泳用聚丙烯酰胺凝胶、Tris及甘氨酸等均

购自上海生物工程公司.
1.2 方法 所有大鼠术前12 h禁食, 4 h禁水, 以0.3 
mL/100 g体质量的给药量腹腔内注射水合氯醛

麻醉. 术区备皮, 安尔碘消毒, 上腹正中切口长

约1.5-2 cm入腹. 实验组于肝门区游离胰腺前段

胆总管, 7号丝线穿过胆总管下端暂不结扎, 丝
线两端分别通过圆针在腹直肌外缘穿过肌层, 
后用9号胰腺导管作为衬垫至于结扎处胆总管

上打结, 力度适中, 以导管产生轻度形变为宜. 
然后逐层关腹. 全程注意无菌操作. 我们这里用

7号丝线结扎, 可防丝线过细切断胆总管; 以胰

管作衬垫, 可以利用导管的弹性确切的封闭胆

总管, 又不至于使胆总管产生缺血坏死, 而且在

解除梗阻时原切口入腹, 利用胰管做标记易于

快速找到胆总管, 只需剪断胰管表面线结取出

胰管便可做到梗阻的再通, 从而大大减轻了二

次手术的打击. 另外, 该模型也更符合临床病理

生理, 因为梗阻性黄疸患者其胆道梗阻无外乎

胆管内肿瘤或结石阻塞以及胆管外的异常压

迫, 而并不是完全的胆总管离断或封闭[7]. 麻醉

清醒后6 h自由进食标准大鼠饲料, 饮用自来水, 
分笼饲养. 每日以青霉素2万单位肌注以预防感

染. 假手术对照组仅打开腹腔游离胆总管, 不予 
结扎. 

梗阻性黄疸模型建立后7 d, 动物无一死亡, 
部分有轻微切口感染. 两组大鼠分别称质量, 如
前法麻醉、解除梗阻. 实验组又按解除梗阻后

的取材时间不同随机分为4组, 每组10只: OJ 0 h: 
梗阻解除即刻取材组(相当于梗阻未解除时的情

况); OJ 24 h: 梗阻解除24 h后取材组; OJ 72 h: 梗
阻解除72 h后取材组; OJ 1 wk: 梗阻解除7 d后
取材组; 按上述分组打开腹腔, 见实验各组不同

程度的腹水. 抽取腔静脉血5-8 mL, 保存于-20℃
冰箱内待测生化指标; 取左侧肾脏称质量, 置于

-80℃冰箱内待测AQP3(右侧肾脏另作他用), 肝
脏也一并取出称质量. 

全自动生化分析仪检测血清总胆红素

(TBIL)、谷丙转氨酶(ALT)、尿素氮(BUN)、血

肌酐(Cr). 
采用半定量免疫印迹(Western blot)检测肾

脏AQP3. 取肾脏标本(已作分组标记)用生理盐

水冲净后剪碎, 加入10 mL细胞裂解液用组织

超声匀浆器进行匀浆, 匀浆液4℃ 4000 g离心30 
min, 去除完整的细胞、细胞核和线粒体等. 然

www.wjgnet.com

■研发前沿
自AQP发现以来, 
肾脏AQP在各种
条件下的变化一
直是人们研究的
热点. 但梗阻性黄
疸围手术期肾脏
AQP的变化尚较
少研究. 本实验就
胆道梗阻解除后
肾 脏 A Q P 3 的 变
化及其意义进行
了探索, 以期有所 
发现.
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后取其沉淀(含膜的成分)加入裂解液进行匀浆, 
4℃ 17 500 g离心约1.5 h, 其上清富含胞膜蛋白, 
用以进行电泳. 各取富含胞膜蛋白的上清样品

50 μL, 在12%的聚丙烯酰胺凝胶上电泳进行免

疫印迹并转移到硝酸纤维素(NC)膜上; NC膜在

1×TBS中浸泡10 min, 100 g/L脱脂奶粉封闭1 h, 
1×TBS-T洗膜两次, 5 min/次; 浸入一抗溶液中

4℃过夜取出NC膜, 用1×TBS快速洗一次, 后用

1×TBS-T洗膜两次, 5min/次; 转到二抗溶液中

浸泡2 h(室温), 1×TBS-T洗膜两次, 5 min/次, 1
×TBS洗膜5 min, 染色至条带呈现, 终止染色. 
用GIS-2020凝胶图象分析系统扫描分析结果.

统计学处理 数据均以mean±SD表示, 采用

SPSS13.0统计软件包处理, 用单因素方差分析

(ANOVA), P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 各组动物体质量(BW)、肾脏质量(LKW)、质量(LKW)、量(LKW)、
肝脏质量(LW)及生化测量结果质量(LW)及生化测量结果量(LW)及生化测量结果 与NC组相比梗

阻第7天(OJ 0 h)和梗阻解除后24 h(OJ 24 h), 体天(OJ 0 h)和梗阻解除后24 h(OJ 24 h), 体(OJ 0 h)和梗阻解除后24 h(OJ 24 h), 体体
质量和肾脏质量明显减轻, 而肝脏质量则明显和肾脏质量明显减轻, 而肝脏质量则明显质量明显减轻, 而肝脏质量则明显量明显减轻, 而肝脏质量则明显质量则明显量则明显

增加(P <0.05); 至梗阻解除后72 h(OJ 72 h)到
1 wk(OJ 1 wk), 体质量、肾脏质量和肝脏质量体质量、肾脏质量和肝脏质量、肾脏质量和肝脏质量质量和肝脏质量量和肝脏质量质量量

均恢复至与NC组无明显差异(P >0.05); TBIL和
ALT均随梗阻解除时间的延长而下降, 至术后1 
wk(OJ 1 wk)恢复至与NC组无明显差异(P >0.05); 
梗阻第7 d时(OJ 0 h), Cr和BUN与对照组相比无

明显差异(P >0.05), 在术后24 h(OJ 24 h)两者均

显著升高(P <0.05), 虽然术后72 h与24 h相比两者

有下降趋势, 但没有明显差异(P >0.05), 至术后1 
wk恢复至与NC 组无明显差异(P >0.05, 表1).
2.2 Western blotting结果 胆道梗阻第7天(OJ 0天(OJ 0(OJ 0 
h)AQP3表达较NC组弱(P <0.05); 梗阻解除后24 
h(OJ 24 h)AQP3表达进一步减弱(P <0.05);至术

后72 h(OJ 72 h)AQP3表达仍弱于NC组(P <0.05), 
但与OJ24 h、OJ0 h相比已有所升高(P <0.05); 至
术后1 wk(OJ 1 wk)AQP3表达与NC组相比已无

明显差异(P >0.05), 35 kDa和29 kDa分别为糖基

化和未糖基化的AQP3(图1).

3  讨论

OJ是肝胆外科常见疾病. OJ围手术期可发生多

种并发症如脓毒血症、胃肠道出血、急性肾功

能衰竭(acute renal failure, ARF)等, 其中ARF最
为常见. 在接受手术的OJ患者中约8%-9%发生

ARF, 死亡率高达68%[8-9]. 
导致O J围手术期肾功能受损的因素十分

复杂, 已有的研究表明, 缺血再灌注损伤、胆汁

酸对肾脏的毒性作用、内毒素血症和一氧化氮

(NO)及大量氧自由基等都是肾功能受损的危险

因素[10-15]. 本实验结果显示, 胆道梗阻时由于上

述各种有害因素的作用使肾功能受损, AQP3合
成受到抑制, 表达下降(OJ 0 h); 而解除梗阻后, 
由于手术打击、麻醉等作用短期内使血内本已

很高的胆红素进一步入血, 再加上其他有害因

子使肾脏受损加重, AQP3表达进一步下降(OJ 
24 h). 随各种损伤因子的减少, 肾功能逐渐改善, 
AQP3表达也逐渐增强, 直至恢复正常(OJ 72 h、
OJ 1 wk、NC). 当然, 调节AQP3表达的因素众

多, 如抗利尿激素(血管加压素)、盐皮质激素、

血浆渗透压、糖皮质激素、胰岛素水平等均影

响AQP3的表达[16-20]. 胆道梗阻解除后这些因素

的变化如何, 尚需进一步研究. 

■相关报道
新近研究发现梗
阻性黄疸时肾脏
AQP2表达下调 , 
并发现多巴胺对
其表达有调节作
用. 

表  1  各组动物体质量(BW)、肾脏质量(LKW)、肝脏质量(LW)及生化指标(n  = 10)

     
分组                       BW(g)                LKW(g)               LW(g)              ALT(U/L)            TBIL(μmol/L)          Cr(μmol/L)        BUN(μmol/L)

OJ 0 h            269.2±10.4a   1.13±0.03a    13.5±0.4a     70.95±1.22       93.26±1.32      24.13±0.30      7.60±0.23

OJ 24 h          265.3±9.8a     1.13±0.04a    13.5±0.3a     69.96±0.82       63.31±1.85      28.31±0.37a     9.18±0.27a

OJ 72 h          277.4±7.3      1.16±0.02     12.3±0.4      30.74±1.52       30.78±1.40      28.17±0.33      9.07±0.13

OJ 1 wk         278.4±9.4      1.17±0.02     12.4±0.5      11.84±1.12         5.04±0.24      24.09±0.22      7.54±0.33

NC                  278.4±6.3      1.18±0.02     12.3±0.7      11.36±0.90         5.13±0.34      24.00±0.20       7.39±0.32

aP<0.05 vs  NC.

1           2          3        4           5

1-OJ 0 h
2-OJ 24 h
3-OJ 72 h
4-OJ 1 wk
5-NC

35 kDa

29 kDa

图  1  各组AQP3表达. 



www.wjgnet.com

520                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年2月18日    第16卷   第5期

■应用要点
检测AQP3有助于
早期发现肾功能
受损, 从而指导临
床更加及时地进
行预防和治疗. 

目前, 监测肾功能变化的常用指标是BUN
和Cr. 但其只能定性不能定位, 而且肾脏有强大

的贮备能力, 出现异常时肾脏疾病往往已进展

到晚期. 临床上, 当肾小球滤过率(GFR)降至正

常的25%-50%时, 才发生氮质血症, Cr升高, 但
患者可仍无临床症状[21]. 肾活检虽能早期发现

并判断肾脏受损的程度, 但由于他的有创性, 临
床应用受到限制. 因此, 寻找一种灵敏度高、特

异性强, 又能从功能和结构两方面反映肾功能

变化的指标十分必要. AQPs是肾小管上的功能

性整合膜蛋白, 分别定位于肾小管的不同部位. 
如本实验所示胆道梗阻第7天(OJ 0 h)时AQP3
表达弱于NC组, 显然说明肾脏功能受损; 但此

时BUN、Cr却与NC组无明显差异. 另外, 胆道

梗阻解除后短期内(OJ 24 h)由于各种损伤因子

对肾脏的损害加重, AQP3表达也进一步减弱, 
此时BUN、Cr才出现异常升高; 术后3 d(OJ 72 
h)BUN、Cr与OJ 24 h相比无明显变化, AQP3
表达虽弱于NC组却较前两者(OJ 0 h、OJ 24 h)
明显增强. 这表明AQP3反映肾功能受损的灵敏

性高于BUN、Cr, 能更好地说明肾功能的变化. 
AQP3主要分布于集合管主细胞基底侧膜, 其表

达的下降和增强至少说明了这部分肾小管功能

和结构的变化. 到解除梗阻后第7天(OJ 1 wk)损
害肾脏的各种因子逐渐下降, 肾功能好转, AQP3
表达恢复, BUN、Cr也降至正常. 这说明通过检

测肾脏AQP3可以早期发现胆道梗阻解除后肾

功能不全, 并能从结构和功能两方面反映肾功

的变化, 其灵敏度和特异性均好于BUN、Cr. 最
近, 有研究表明, OJ大鼠肾脏AQP2的表达是进

行性下降的[22]. 一个关于急性肾盂肾炎患儿尿液

中AQP变化的研究发现, 急性肾盂肾炎早期尿

液AQP2的排泌显著高于NC组及治疗后的患儿, 
而AQP3则没有显著变化; 该研究认为这可能

是由于肾小管上皮细胞受损导致脱落入小管腔

的顶质膜碎片增多所致[23]. 据此我们推测, 由于

AQP2是肾小管上的功能性整合膜蛋白, 各种损

伤因子使得肾小管上皮细胞坏死脱落, AQP2也
存在其中随终尿排出, 其多少与肾小管损伤程

度成正比. 国内许顶立 et al [24]研究认为可以通过

检测尿液AQP2的量来预测充血性心力衰竭的

程度, 检测方法简单易行. 我们是测量肾脏原位

的AQP3, 那么胆道梗阻再通术后尿液AQP3的
变化如何; 由于本研究所显示的AQP3对肾功能

预测的灵敏性和其固有的特异性, 如果可以通

过检测尿液AQP3的变化来估计肾功能受损的

程度, 则更有利于临床推广应用. 这些都需要进

一步深入研究.  
大鼠胆道梗阻解除后短期内AQP3表达下

降; 随梗阻解除时间延长, AQP3表达增强. AQP3
变化反映了肾功能的变化, 且其早于BUN和Cr
两者变化的出现, 反映肾功能变化的灵敏性和

特异度高于BUN、Cr.
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Abstract
AIM: To observe the protein level changes of 
Toll-like receptor 4 (TLR4) as well as the effects 
of Kuijieling Decoction (KD) on TLR4 in colonic 
mucosa of rats with ulcerative colitis (UC). 

METHODS: Rat UC model was induced by 
trinitrobenzene-sulfonic acid (TNBS). The rats 
were randomly divided into normal control 
(NC) group, model control (MC) group, Kuijiel-
ing low dose (KLD) group, Kuijieling medium 
dose (KMD) group, Kuijieling high dose (KHD) 

group and salazossulfapridine (SASP) group. 
The rats were killed to get their colonic mucosa 
and extract the whole-cell protein after 10 days 
of treatment. Western blot was performed to 
detect the protein level of TLR4. β-actin was 
used as an internal index. Relative expression of 
target protein was calculated from the gray scale 
ratio of target protein and β-actin. 

RESULTS: The relative protein expression of 
TLR4 was significantly higher in the MC group 
than in the NC group (0.843 ± 0.201 vs 0.472 ±
0.072, P < 0.01). The relative protein expression 
of TLR4 was significantly lower in the KHD 
group than in the MC group (0.620 ± 0.178 vs 
0.843 ± 0.201, P < 0.05). 

CONCLUSION: TLR4 may be involved in the 
pathogenesis of UC, and KD can inhibit the 
relative protein expression of TLR4 in colonic 
mucosa of rats with UC induced by TNBS. The 
inhibitory effects of KD on UC might be associ-
ated with the inhibition of protein expression of 
TLR4.

Key Words: Kuijieling Decoction; Ulcerative colitis; 
Toll-like receptor 4; Trinitrobenzen-sulphonic acid; 
Western blot
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摘要
目的: 观察溃疡性结肠炎(UC)大鼠结肠黏膜
Tol l样受体4(TLR4)的变化特点及溃结灵对
TLR4的影响. 

方法: 采用三硝基苯磺酸(TNBS)法制作UC大
鼠模型, 大鼠随机分为6组: 正常对照组、模
型对照组、溃结灵低、中、高剂量组、阳性
药柳氮磺胺吡啶(SASP)组. 治疗10 d后处死大
鼠取新鲜结肠黏膜标本提取全细胞蛋白, 采用
蛋白免疫印迹(Western blot)方法对TLR4的蛋

®

■背景资料
肾上腺皮质激素
类药物和氨基水
杨酸类药物治疗
UC已有几十年历
史, 目前仍是治疗
U C 的 一 线 药 物 . 
虽有一些治疗UC
新药问世, 但由于
疗效及毒副作用
问 题 ,  只 能 作 为
二、三线药物使
用 .  中药对UC有
较好的治疗效果, 
毒副作用小, 应用
前景广阔, 但作用
机制不明确严重
限制了其推广使
用.

■同行评议者
陈治水, 主任医师, 
解放军第二一一
医院中医科
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白表达水平进行检测, 以β-actin作为内参, 以
目的蛋白与β-actin密度的比值作为目的蛋白
的相对含量并进行统计学分析.   

结果: 模型组T L R4蛋白相对表达量明显高
于正常组(0.843±0.201 v s  0.472±0.072, 
P <0.01); 溃结灵高剂量组TLR4相对表达量明
显低于模型组(0.620±0.178 vs  0.843±0.201, 
P <0.05).

结论: TLR4可能参与了UC大鼠的发病过程, 
溃结灵使TNBS法UC大鼠模型结肠黏膜TLR4
的蛋白表达水平明显降低, 这可能是其治疗
UC作用的机制之一.

关键词: 溃结灵; 溃疡性结肠炎; Toll样受体4; 三硝

基苯磺酸; 免疫印迹法 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称非特异

性溃疡性结肠炎, 是一种慢性直肠和结肠炎性

疾病, 病机复杂, 病因尚不明确, 与多种因素相

关, 其中免疫因素是主要方面. 随着免疫学和分

子生物学等学科的迅速发展, 通过抑制Toll样受

体(toll-like receptors, TLRs)/核因子-κB(nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)通路的关键分子进而阻

断UC过激的炎症反应已成为众多学者研究的 
方向.

脾胃研究所在多年临床实践的基础上, 以
清热健脾活血为治则, 总结出治疗UC疗效较满

意的中药复方溃结灵[1], 前期实验研究[2-3]采用三

硝基苯磺酸(trinitrobenzen sulphonic acid, TNBS)
灌肠成功复制了UC大鼠模型, 并发现溃结灵对

TNBS法UC大鼠模型有明显的治疗作用; 采用免

疫组织化学(immunohistochemistry, IHC)法观察

溃结灵对UC大鼠结肠黏膜NF-κB P65蛋白表达

的作用, 发现TNBS所致大鼠UC的发生与NF-κB
的活化密切相关, 溃结灵对UC大鼠模型过度激

活的NF-kB有抑制作用. 为了进一步研究溃结灵

对UC的作用机制, 本研究观察了溃结灵对TNBS
法UC大鼠模型结肠黏膜TLR4蛋白表达水平的

影响, 以期对溃结灵治疗UC的较深层次的作用

机制进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠由广东省医学实验动物中

心提供(合格证号: 粤监证字2005A010), 体质量

180-220 g, SPF级环境饲养. 溃结灵药材购于采

芝林连锁药店, 经广州中医药大学中药学院中

药标本中心张秋镇老师鉴定, 所购药材均符合

中华人民共和国药典标准. 按组方比例称取药

材, 常规方法制备水煎液. 大鼠低、中、高剂

量按成人用量的5倍、10倍、20倍计算, 即4.6 
g(生药量, 下同)/kg、9.2 g/kg、18.3 g/kg, 药物

用蒸馏水配成460 g/L、920 g/L、1830 g/L. 柳
氮磺胺吡啶(SASP, 上海三维制药有限公司, 每
片0.25 g): 用作阳性对照药物, 大鼠用量取10倍
成人用量即0.5 g/kg, 药物用蒸馏水配成50 g/L. 
5% TNBS(Sigma公司), 全细胞蛋白提取试剂盒

(Active motif公司), BCA-100蛋白质定量测定试

剂盒(上海申能博彩生物科技有限公司), 预先染

色的蛋白分子量标准品(Marker, Fermentas life 
Sciece公司), 兔抗TLR4多克隆抗体(Santa Cruz 
Biotechnology公司), 兔抗β-Actin多克隆抗体(北
京博奥森生物技术有限公司), 显色法免疫检测

试剂盒(Invitrogen公司), ZFMQ050PE型超纯水

器(Millipore公司), 3K-30Z型高速冷冻离心机

(Sigma公司), A5002型酶联免疫检测仪(Tecan公
司), Mini Protean 3 cell型凝胶电泳装置(Bio-Rad
公司), Power PAC 1000型电泳仪(Bio-Rad公司), 
DYY-40B型电转移装置(北京市六一仪器厂), 
TS-1型脱色摇床(江苏海门市其林贝尔仪器制造

有限公司), GS-800型光密度扫描仪(BIO-RAD 
公司).
1.2 方法 
1.2.1 造模: 采用TNBS灌肠法制作UC大鼠模 
型[2,4]. 取3 mo SD大鼠, 造模型前禁食24 h, 留取

部分动物作为正常对照组, 其余大鼠乙醚麻醉, 
用大鼠灌胃针头轻轻从肛门插入, 深度为8 cm, 
推入TNBS溶液(含25 mL/L TNBS和500 mL/L乙
醇)4 mL/kg体质量, 捏紧肛门平放5 min即可, 术
后常规饲养.
1.2.2 给药和标本留取: 造模后d 3 , 模型动物分

为空白对照组, 溃结灵低、中、高剂量组和阳

性药SASP组, 并同时开始按上述剂量给药, 给
药体积为10 mL/kg. 空白对照组及正常对照组

给等体积蒸馏水, 每天1次, 连续10 d. 末次给药

24 h后, 脱颈椎法处死大鼠, 取距肛门8 cm结肠, 
沿纵轴剪开, 刮取结肠黏膜组织, 即置于液氮中, 
-70℃保存.

■研发前沿
通过活化To l l样
受 体 ,  激 活 N F -
κB, 进而引起持
续扩大的炎症反
应是近年来UC发
病机制研究的新
发现, 相关研究受
到广泛重视, 针对
TLRs/NF-κB通路
开展UC的治疗研
究是当前研制抗
U C 新 药 的 热 点 , 
把这一新进展引
入中药研究中, 对
揭示抗UC中药的
深层次作用机制
及开发高水平中
药有积极作用.

■创新盘点
通过抑制To l l样
受体表达量, 抑制
NF-κB活化, 进而
治疗UC可能是中
药发挥抗UC作用
的部分机制. 本文
从Toll样受体表达
角度探讨清热健
脾活血治则的中
药方剂治疗UC的
作用机制, 尚未见
类似的文献报道.
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1.2.3 Western blot方法检测结肠黏膜TLR4蛋白

水平: 取结肠黏膜按试剂盒说明书提取全细胞

蛋白, 用BAC-100蛋白质定量测定试剂盒测定蛋

白浓度, 取100 μg蛋白在100 g/L十二烷基磺酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
恒压198 V 40 min后, 取下凝胶进行4℃湿法过夜

转移至尼龙膜上, 参考Western blot试剂盒说明

书及文献[5]进行免疫检测, 室温下封闭90 min, 
洗膜2次, 加入TLR4一抗(稀释度为1∶400)4℃
摇床上孵育24 h, 用抗体清洗液洗膜4次, 加入二

抗摇床上孵育2 h, 洗膜4次, 用DAB显色法在1 h
内完成显色并照相. 同时β-actin作为内参. 用光

密度扫描仪对蛋白含量进行密度分析, 以目的

蛋白与β-actin的密度比值作为目的蛋白的相对 
含量.

统计学处理 结果以mean±SD表示, 组间两

两比较, 采用t检验分析.

2  结果

TNBS法UC模型大鼠结肠黏膜TLR4蛋白相对含黏膜TLR4蛋白相对含膜TLR4蛋白相对含

量明显高于正常组, 溃结灵高剂量组和SASP组的

TLR4蛋白相对含量明显低于模型组(图1, 表1). 

3  讨论

UC与克隆病(crohn's disease, CD)合称为炎症性

肠病(inflammatory bowel disease, IBD), UC是一

种慢性直肠和结肠炎性疾病, 病变主要位于结

肠的黏膜层, 以溃疡为主, 多累及直肠和远端结

肠, 也可遍及整个结肠. UC病因与发病机制尚不

十分明确, 但与宿主遗传易感性、机体免疫应

答及肠黏膜免疫识别失调密切相关[6], 可以认为

UC是有遗传易感性患者肠黏膜系统免疫调节性

疾病, 免疫反应异常是其发病中的重要的环节[7]. 
TLRs是近十多年来发现的天然免疫受体, 

既在抗感染免疫及先天性免疫中起关键作用, 
也是重要的获得性免疫的调节因子[8-9]. 他使人

类重新认识并定位了机体天然免疫系统在免

疫始动环节及调控中的重要作用, 因而被誉为

“免疫学领域的重大突破”[10]. 该受体族作为

机体炎性反应链的启动蛋白, 从源头为炎症性

疾病的发病机制的研究提供了新的方向. 至今

已克隆出人的TLRs家族成员共11个[8,11], 并被证

明可以识别各种病原体相关分子模式(pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs)[12]. 其中

TLR4与宿主的免疫功能有着密切的联系, 可识

别不同类型的病原分子. TLR4的特异性配体主

要为内毒素中的类脂A、热休克蛋白等, 供体病

原体具有特异性, 如革兰氏阴性菌、厌氧菌、

致密螺旋体和藤黄微球菌等. 
TLRs识别病原体后, 向细胞内传递活化信

号, 激活NF-κB等转录因子, 进而调节炎症递质

的产量, 导致IBD炎症黏膜的损伤. 正常肠道对

自身的菌群是耐受的, 这些菌群不会引起正常

肠道的免疫反应, 肠上皮细胞持续表达TLR3和
TLR5, 而TLR4则几乎无法测到, 这使得肠上皮

细胞对正常的肠道共生细菌及其毒力成分不应

答, 但在IBD中TLR4的表达呈显著上调, 而发生

对自身菌群耐受缺失[13]. TLRs对肠腔内PAMPs
进行模式识别, 经一系列信号传导分子最终促

发NF-κB的激活, NF-κB的激活导致肿瘤坏死因

子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白细胞介

素-1(interleukin-1, IL-1)转录增加, 而体外实验发

现TNF-α、IL-1能上调肠上皮TLR4的表达[14-15], 
又进一步激活NF-κB. 因此TLR4在结肠组织中

高表达是UC发病过程中的关键环节, 也是UC
治疗研究中极受重视的靶位. 如髓样分化蛋白

-2(myeloid differential protein-2, MD-2)是TLR4
介导NF-kB激活必需的膜表面分子, 其糖基化是

关键步骤. TLR4-MD2抑制剂tunicavnycin能阻止

MD-2N端糖基化, 明显下调NF-κB活性[16]. TLR4
的中和性抗体MTS510能识别TLR4-MD2复合体, 
阻断NF-κB的激活及TNF-α的产生[17]. 

前期研究 [ 1 8 ]采用逆转录 -聚合酶链反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, 
RT-PCR)方法观察溃结灵对TNBS法UC大鼠模

型结肠黏膜TLR4基因表达的作用, 发现UC大鼠

表  1  溃结灵对UC大鼠结肠黏膜TLR4蛋白表达的影响
(mean±SD)

     
分组                                 n     剂量(g/kg)	  TLR4相对含量

正常组		      6      等体积水	 0.472±0.072

模型组		    10      等体积水	 0.843±0.201b

溃结灵治疗组低剂量    8        4.6	 0.762±0.153

溃结灵治疗组中剂量    8        9.2	 0.694±0.160

溃结灵治疗组高剂量    8      18.3	 0.620±0.178c

SASP组	                     8        0.5	 0.581±0.152d

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
TLRs/NF-κB通路
调控众多基因的
转录, 能在一个较
高水平发挥调控
细胞因子水平总
环节的作用, 对其
进行研究会明显
增加药物研究的
有效性和针对性, 
突破以往研究模
式, 本文对中药抗
UC作用机制研究
有借鉴意义. 

89 kDa
42 kDa

TLR4
β-actin

正常     模型   低剂量  中剂量 高剂量  SASP

图  1  Western blot法检测大鼠TLR4蛋白的表达情况.  
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模型组TLR4基因相对表达量明显高于正常对照

组, 溃结灵高剂量组TLR4的基因相对表达量均

明显低于模型组. 本实验结果表明, UC大鼠模型

组TLR4蛋白相对表达量明显高于正常对照组, 
溃结灵高剂量组TLR4蛋白的相对表达量均明显

低于模型对照组, 这与前期研究的结果相一致. 
研究表明, TLR4的高表达与UC的发病密切相关, 
这与文献报道的一致[5,19]; 同时溃结灵对TNBS
法UC大鼠过量表达的TLR4有下调作用, 这可能

是溃结灵抑制NF-κB活性并治疗UC的作用机制

之一. 
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Abstract
AIM: To study the posit ive rate of auto-
antibodies, locations of their target antigens 
in esophageal cancer patients and correlation 
between auto-antibodies and esophageal cancer. 

METHODS: Auto-antibodies in sera of 92 esoph-
ageal cancer patients and 135 healthy controls 
were detected with indirect immunofluorescence 
(IIF). 

RESULTS: The positive rate of auto-antibodies 

in esophageal cancer patients was significantly 
higher than that in normal controls (55.43% vs 
20.00%, P < 0.01). A significant difference was 
found in the fluorescence pattern and location 
of target antigens between the two groups. Al-
though the positive rate of auto-antibodies in-
creased with increasing age (P < 0.05, χ2 = 4.68, 
χ2 = 3.93; P < 0.05, χ2 = 5.93, χ2 = 3.86), it was sig-
nificantly higher in esophageal cancer patients 
than in normal controls (P < 0.05, χ2 = 5.01; P < 
0.01, χ2 = 9.43, χ2 = 18.1). The positive rate of au-
to-antibodies was significantly higher in normal 
controls and in women with esophageal cancer 
than in males with esophageal cancer (P < 0.01, 
χ2 = 8.34, χ2 = 6.90). 

CONCLUSION: The spectra of auto-antibodies 
in esophageal cancer patients are different from 
those in normal controls and patients with au-
toimmune disease, thus contributing to the dif-
ferentiation between healthy persons and cancer 
patients. 

Key Words: Esophageal neoplasm; Auto-antibody; 
Indirect immunofluorescence

Chen ZG, Li H, Zhou D, Yang J, Zhou T, Qin JM. 
Correlation between auto-antibodies and esophageal 
cancer: an analysis of 92 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(5): 526-529

摘要
目的: 了解食管癌患者体内自身抗体阳性
率、细胞内定位及荧光模式特点, 分析自身抗
体与食管癌的相关性. 

方法: 应用间接免疫荧光法(indirect immuno-
fluorescence, IIF)检测92例食管癌以及135例
不同年龄段正常人血清中自身抗体.  

结果: 92例经IIF检查的食管癌患者中, 51例自
身抗体阳性, 显著高于正常对照组27例的检
出率(55.43% vs  20.00％, P <0.01). 两者在荧光
模式、靶抗原细胞内定位上均有显著差异. 两
组人群的自身抗体阳性率随年龄增长而增高
(P <0.05, χ2 = 4.68, χ2 = 3.93; P <0.05, χ2 = 5.93, 

®
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χ2 = 3.86), 在不同年龄段食管癌组皆显著高于
对照组(P <0.05, χ2 = 5.01; P <0.01, χ2 = 9.43, χ2 
= 18.1). 在正常人及食管癌患者中女性自身抗
体阳性率均明显高于男性(P <0.01, χ2 = 8.34, 
χ2 = 6.90). 

结论: 食管癌患者中的自身抗体谱与正常人
生理性自身抗体谱和自身免疫性疾病中的自
身抗体谱不同, 有助于鉴别诊断健康人与癌症
患者.

关键词: 食管癌; 自身抗体; 间接免疫荧光法
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0  引言

食管癌的发病率在我国逐年增加, 且预后极差,
中晚期患者5年生存率仅10%左右 [1],  是一种

恶性程度高、预后差, 严重危害人民健康的疾

病. 其早期诊断异常困难, 由于早期患者缺乏

特异症状, 首次就诊时约90%为中晚期[2]. 而肿

瘤患者体内查及自身抗体, 始报道于1972年, 
Whitehouse发现肿瘤患者体内存在抗平滑肌抗

体. 20多年来国内外陆续报道了肿瘤患者体内

存在抗细胞质或(和)细胞核成分的自身抗体[3], 
同时这很可能是一种肿瘤发生发展过程中的早

期事件. 这些自身抗体有希望成为鉴别诊断正

常人与肿瘤患者的标志物[4]. 国内外学者也曾

研究食管癌, 并在食管癌患者血清检测到P53抗 
体[1,5-9], 还有报道认为增殖细胞核抗原(PCNA)
阳性表达与食管癌发生相关[10-12]. 但目前对于

食管癌患者体内自身抗体谱的系统研究的文献

还很少, 对抗体谱及其靶抗原本质的研究将有

助于深入认识食管癌患者的自身免疫现象, 为
自身抗体应用于肿瘤诊断、治疗的潜在可能

性提供更多信息. 我们用间接免疫荧光(indirect 
immunofluorescence, IIF)法分析食管癌患者及正

常人血清中的自身抗体, 以探讨自身抗体与食

管癌的相关性, 并为今后更深入认识食管癌中

的自身免疫现象提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 经临床确诊的原发性食管癌患者92例, 
男52例, 女40例, 年龄31-84(平均59.78)岁, 正常

对照组源于正常体检者, 共135例, 其中男80例, 

女55例, 年龄23-83(平均53.89)岁, IIF检测自身抗

体试剂盒购自德国欧盟公司.
1.2 方法 IIF检测自身抗体试剂盒联合使用为已

固定在载玻片上的人类上皮细胞(Hep-2)和灵长

类肝脏组织切片这两种基质. 荧光二抗为FITC
标记的羊抗人IgG. 实验步骤按试剂盒所附说

明书进行, 滴度高于1∶100者报告为阳性. 结果

判定在石河子大学医学院一附院医学实验室进

行, 同时, 由石河子大学医学院病理教研室及新

疆医科大学病理教研室的专家对结果进行确定, 
一致率达到90%以上.

统计学处理 阳性率间比较均采用性χ2检验.

2  结果

2.1 IIF检验 血清由1∶100稀释后, 92份经IIF检
测的食管癌患者中, 51份(55.43%)自身抗体阳

性, 显著高于正常对照组27(20.00%)的检出率

(P <0.01, χ2 = 30.46). 将食管癌和对照组按年龄

分为3组, 结果显示: 随着年龄增高, 两组阳性率

都有增高趋势, 而各年龄段食管癌组皆显著高

于对照组(表1).
2 . 2  荧 光 显 微 镜 下 观 察 自 身 抗 体 细 胞 内 定

位  食管癌组自身抗体阳性中以抗核质为主

52.94%(27/51), 其次为抗核仁35.29%(18/51), 
胞质11.76%(6/51). 与此相比较, 对照组抗核

质为77.78(21/27), 抗核仁18.52(5/27); 抗胞质

3.70(1/27), 对照组抗核仁、抗胞质阳性率明显

低于食管癌组. 分析银光图形, 肺癌组自身抗

体显示出多种荧光图形, 包括核质细颗粒18份
35.29%, 核质均质型4份(7.84%), 核质粗颗粒2
份3.92%, Jo-1型3份5.88%. 抗胞质包括抗着丝

点2例、抗溶酶体2例、抗高尔基体1例, 抗线粒

体1份, 抗核仁阳性包括抗核仁形成区抗体14
份, 抗核点型2份, 抗核少点型2份. 对照组抗体

荧光类型不如食管癌组多样, 27份正常人阳性

血清中, 细颗粒17份, 均质型2份, 粗颗粒2份, 抗
着丝点1份, 看核仁形成区抗体5份. 另外本研究

发现食管癌患者中女性阳性率72.50%(29/40), 
男性40.38(22/52); 正常男性12.5(10/80), 女性

30.90(17/55), 在食管癌患者及正常人中女性自

身抗体阳性率均明显高于男性(χ2 = 8.34,, χ2 = 
6.90, P <0.01).

3  讨论

吕顺 et al [13]报道, 肿瘤细胞能直接诱导机体产生

抗核抗体(antinuclear antibody, ANA), 其没有种

■研发前沿
目前对食管癌的
研究主要集中在
相关基因及蛋白
上, 对于食管癌患
者体内自身抗体
谱的系统研究还
很少.
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属、构象和序列特异性; 癌症患者有较高的自

身抗体检出率. 但有关食管癌患者体内自身抗

体的检出率国内外鲜见报道. 为探讨自身抗体

与食管癌的相关性, 为自身抗体应用于食管癌

的诊断的潜在可能性提供更多的信息, 我们以

人喉癌上皮细胞(Hep-2)及猴肝组织冰冻切片为

基质, 采用IIF法对正常人和食管癌患者体内自

身抗体进行研究. Hep-2细胞为目前国际通用的

检测自身抗体的基质, 他具有以下优点: 作为人

喉癌上皮传代细胞株, Hep-2含有人类的抗原, 其
抗原谱较其他非人源性抗原更适合检测人的特

异性抗体; 具有大而明显的细胞核, 镜下容易区

分各种细胞核蛋白、核内细胞器抗体的银光模

式; 细胞有丝分裂的比例较高, 容易检测到有丝

分裂特异性蛋白及细胞器, 如着丝点、中间体

等; 此外该细胞容易大规模培养, 制作基质片方

便, 容易被标准化等. 采用猴肝组织冰冻切片为

基质的IIF, 其灵敏度虽低于前者, 但对抗可溶性

肝抗原(SLA)等抗肝胆组织特异性抗体以及抗

核仁成分抗体的灵敏度高, 同时其银光模式的

观察, 有助于鉴别在Hep-2细胞中银光模式相似

的自身抗体, 如SS-A/SS-B与RNP抗体等. 
本研究结果证实, 食管癌中存在以自身抗

体为表现的自身免疫现象. 一定比例正常人存

在着生理性自身抗体, 且随着年龄增长阳性率

增加, 这与肿瘤发病率随年龄增长而增加相似, 
因此, 对肿瘤患者的自身抗体是否具有肿瘤相

关性, 或只是反映肿瘤的高龄发病性也存有争

论. 我们将正常对照组与食管癌组分为20-40, 
41-60, 61岁以上3个年龄段. IIF检测结果显示, 
两组在3个年龄段皆查及针对细胞不同成分的

自身抗体随年龄增长阳性率皆增高, 但各年龄

段食管癌组阳性率皆显著高于相应对照组. 比
较两组自身抗体的荧光图形和细胞内定位, 值
得注意的是食管癌组荧光图形比对照组类型

丰富, 特别是抗胞质、核仁阳性率高于对照组, 

已知核仁、胞质内含有核糖体蛋白等, 是与细

胞生长、增值过程密切相关的蛋白质, 这提示

食管癌患者体内自身抗体相应的靶抗原可能

是某些与细胞的生物合成或增值有关的蛋白

质. 国外学者曾报道肝癌中抗核仁抗体阳性率

(6.56%)较正常人增高, 并鉴定出3种核仁内靶抗

原: NOR-90/人类上游结合因子(Hubf)、原纤维

蛋白、B23蛋白, 他们均参与核糖体RNA的处理

过程, 在细胞生长和增值过程中这些蛋白质含

量或活性均有明显升高[14]. 我们的研究说明食管

癌组的抗体谱较正常人宽, 表明食管癌患者自

身免疫反应不同于正常人生理性自身免疫反应. 
这些扩大的抗体谱可能是由于细胞转化或肿瘤

进展过程中异常出现的某些新的胞内抗原, 诱
发机体免疫系统针对这些新的抗原产生免疫反

应; 也可能是由于癌基因在转化过程中伴随着

某些正常蛋白质的过量表达, 刺激那些在胸腺

发育过程中由于低量表达而逃开清除从而进化

到外周的正常状态下无反应性T淋巴细胞, 导致

非生理性的自身抗体产生. 这就为用自身抗体

鉴别诊断正常人与肿瘤患者, 甚至治疗肿瘤提

供了理论上的可能性[15]. 另外我们发现在正常

人及食管癌患者中女性自身抗体阳性率均明显

高于男性(P <0.01), 具体原因有待于进一步探讨. 
刘保池 et al [2]检测了河南食管癌高发区391例无

症状居民的血清自身抗体, 得出结论: 血清肿瘤

相关自身抗体检测有助于提高食管癌高发区无

症状居民食管癌前和早期食管癌的检出率, 血
清肿瘤相关自身抗体与食管上皮组织中相应肿

瘤抗原的表达变化明显相关. 李颖 et al [16]对117
例慢性丙型肝炎患者和30例健康体检者的血清

中自身抗体进行检测, 阳性率分别为27.35%和

3.33%. 
目前, 自身免疫在不同疾病中的作用日益得

到重视, 关于食管癌与自身抗体相关性的研究

还不多见, 自身抗体的检测是否有助于食管癌

的早期诊断和治疗, 这些自身抗体相对应靶抗

原的阐明及其生物学和临床意义, 还有待今后

继续探讨.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy and safety of 
esomeprazole with omeprazole on symptom 
relief and improvement of quality of life in 
gastroesophageal reflux disease (GERD) patients.

METHODS: A prospective, randomized con-
trolled study was designed. A total of 78 GERD 
patients diagnosed with endoscope and/or their 
24 h esophageal pH monitored were random-
ized into esomeprazole treatment group and 
omeprazole treatment group (39 patients each 
group). Patients in the two groups received stan-
dard doses of esomeprazole (20 mg, twice a day, 
po) or double doses of omeprazole (20 mg, twice 
a day, po) for 8 wk. Symptom relief, efficiency, 
cure rate and quality of life were compared be-
tween the two groups.

RESULTS: Seven-six patients completed the 

8-week therapy. One patient in each group 
was dropped out because of running counter 
to the RE testing procedure. Symptoms of the 
two groups at weeks 4 and 8 were significantly 
improved. Symptoms of patients in the esome-
prazole group were much better improved 
than those in the omeprazole group (P < 0.01). 
There was a significant difference in remission 
of heartburn and chest pain between the two 
groups (78.3% vs 45.5%, 64.3% vs 37.5%, P < 0.05). 
However, there was no significant difference in 
remission of acid regurgitation and dysphagia 
between the two groups. There was a signifi-
cant difference in the efficiency and cure rate at 
weeks 4 and 8 between the two groups (4 wk: 
88.8% vs 59.3%, 80.0% vs 51.9%, P < 0.05; 8 wk: 
96.0% vs 70.4%, 88.0% vs 63.1%, P < 0.05). The 
quality of life, cure rate, vitality (VT) and social 
function (SF) were much better improved in the 
esomeprazole group than in the omeprazole 
group (92.5 ± 5.7 vs 85.3 ± 7.1, 85.2 ± 4.6 vs 76.8 ± 
6.5, P < 0.05).

CONCLUSION: Standard doses of esomepra-
zole have better effects on improving heartburn 
and chest pain, cure rate, VT and SF in GERD 
patients than double doses of omeprazole.

Key Words: Esomeprazole; Omeprazole; Gastro-
esophageal reflux disease; Non-erosive reflux dis-
ease; Quality of life

Zhu FS, Chen XM, Wang ZR, Zhang DW, Zhang X. Effect 
of esomeprazole on symptom relief and improvement of 
quality of life in gastroesophageal reflux disease patients. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 530-534

摘要
目 的 :  探 讨 埃 索 美 拉 唑 对 胃 食 管 反 流 病
(GERD)患者症状和生活质量的影响.

方法: 采用前瞻、随机、阳性对照研究, 将
经内镜或24 h食管p H监测明确诊断的78例
GERD患者随机分为标准剂量的埃索美拉唑
(20 mg, 2 次/d, po )组和加倍剂量的奥美拉唑
(20 mg, 2 次/d, po )组, 每组39例. 2组分别治疗
8 wk, 比较2组症状控制、RE内镜下有效率和

®

■同行评议者
沈薇, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科

■背景资料
有 关 P P I 治 疗
G E R D的研究已
充分证实埃索美
拉唑至少不逊于
其它PPI, 其中, 标
准剂量埃索美拉
唑(40 mg/d)较标
准剂量奥美拉唑
(20 mg/d)在治疗
G E R D上有更好
的疗效, 而标准剂
量的埃索美拉唑
与加倍剂量奥美
拉唑(40 mg/d)治
疗G E R D的疗效
差异, 目前研究尚
不充分.
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愈合率、生活质量等区别. 

结果: 共76例患者完成试验. 埃索美拉唑组和
奥美拉唑组各有1例RE因违反试验方案退出. 
4 wk和8 wk两组症状总积分治疗后均明显下
降, 但两组间差异无统计学意义. 埃索美拉唑
组和奥美拉唑组使NERD症状积分下降程度
不如RE患者, 但埃索美拉唑组使NERD患者
症状积分下降优于奥美拉唑组(P <0.01); 两
组在烧心和胸痛缓解率上差异明显(78.3% vs  
45.5%, 64.3% vs  37.5%, 均P <0.05), 在反酸、

咽下困难上无明显差异; 4 wk和8 wk对RE内
镜有效率和愈合率差异明显(4 wk: 88.8% vs  
59.3%, 80.0% vs  51.9%; 8 wk: 96.0% vs  70.4%, 
88.0% vs  63.1%, 均P <0.05), 埃索美拉唑组患
者活力和社会功能疗效明显(92.5±5.7 vs  85.3
±7.1, 85.2±4.6 vs  76.8±6.5, 均P <0.05).

结论: 标准剂量的埃索美拉唑较加倍剂量的
奥美拉唑更有效的控制GERD患者(尤其是RE
患者)的临床症状, 改善活力和社会功能相关
的生活质量.

关键词: 埃索美拉唑; 奥美拉唑; 胃食管反流病; 非

糜烂性反流病; 生活质量
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0  引言

随着质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)
不断升级换代和根除幽门螺杆菌(H pylori )方案

的优化, 消化疾病谱发生了变化. 消化性溃疡发

病率逐年下降, 胃食管反流病(gastroesophageal 
reflux disease, GERD)逐年增加[1-2]. GERD包括反

流性食管炎(reflux esophagitis, RE)和非糜烂性反

流病(non-erosive reflux disease, NERD). GERD
严重影响患者生活质量(quality of life, QL). 目前, 
PPI是治疗GERD的主要药物, 埃索美拉唑作为

较新的PPI制剂, 较既往上市的其他PPI有理论上

的优越性. 国内外较多文献报道[3-5], 标准剂量埃

索美拉唑治疗GERD的疗效至少不逊于其他标

准剂量PPI制剂, 而且一项多中心的临床试验结

果显示[6], 半标准剂量(20 mg/d)埃索美拉唑和标

准剂量奥美拉唑治疗糜烂性食管炎时, 在症状

缓解和内镜愈合率上无明显差异. 鉴于此, 本文

比较标准剂量埃索美拉唑和加倍奥美拉唑治疗

GERD的内镜下愈合率、症状控制和生活质量

的差异.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2004-03/2006-04符合条件的患者

78例进行前瞻、随机、阳性对照临床研究. 试验

方案符合赫尔辛基宣言, 并得到临床药物试验

(GCP)中心伦理委员会批准. 所有受试对象均签

署知情同意书. 入选标准: 18-75岁, 性别不限; 男
性或未怀孕、非哺乳期的妇女; 入选10 d内内镜

或24 h食管pH明确诊断的GERD患者. RE诊断及

分级参考洛杉矶(LA)标准分为A-D 4级. 排除标

准: 胃、食管和十二指肠手术史; 患有卓-艾综合

征、原发性食管动力疾病; 内镜显示有上消化道

恶性疾病; 怀疑或证实患有恶性疾病; 患严重的

心、肺、肾、胰、肝等疾病影响研究评估; 血糖

控制不稳定的糖尿病; 因脑血管疾病而妨碍研究

进行; 最近3 mo内患有胃溃疡、十二指肠溃疡或

十二指肠糜烂; 胃、食管反流性有关的并发症, 
内镜证实的Barrett食管或食管狭窄; 入选前10 d
内使用过PPI或H2受体阻断剂的患者; 任何早期

预警症状; 语言障碍; 有药物滥用史、酗酒史、

依从性差或不能合作者; 已知或怀疑对埃索美拉

唑或奥美拉唑过敏者.
1.2 方法 
1.2.1 分组及用药: 入选时行症状评价(烧心、反

酸、咽下困难、胸痛)、生活质量评价、体格

检查、内镜检查、血清白细胞计数、丙氨酸转

氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST)检测. 患者

随机分入埃索美拉唑组(商品名: 耐信)和奥美拉

唑组(商品名: 洛赛克). 埃索美拉唑组: 每次服用

埃索美拉唑20 mg, 2 次/d; 奥美拉唑组: 每次服

用奥美拉唑20 mg, 2 次/d, 两药均饭前30 min服
用. 用药时间先均为4 wk. 4 wk后随访, 询问不良

事件、症状改变、内镜检查、复查血白细胞、

ALT和AST、清点患者退还的药物数量确定依

从性. 若4 wk时RE患者内镜下愈合, 继续服药4 
wk, 但默认wk 8时RE仍旧愈合而不行内镜复查. 
若尚未达到上述目标, 继续如前治疗4 wk, 在wk 
8继续评价上述内容. RE总共疗程4 wk或8 wk. 
所有NRED患者均治疗8 wk, 评价治疗前、后的

疗效变化, 在wk 8不再行24 h食管pH复查. 
1.2.2 发作频率及症状程度计分标准: 治疗开始

前、复诊时记录烧心、反酸、咽下困难、胸痛

的发作频率和严重程度并计分[7-8]. 发作频率计

分标准: 无症状为0分, 症状出现频度<1、1、
2-3、4-5以及6-7 d/w分别记为1、2、3、4及5分, 
最高分可达20分. 症状程度计分: 症状不明显, 

■相关报道
国外已报道半标
准剂量埃索美拉
唑 和 标 准 剂 量
奥 美 拉 唑 治 疗
G E R D疗效上的
差异, 结果显示在
症状控制、镜下
愈合率等方面二
者差异无统计学
意义, 但对生活质
量的改善情况不
明.
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在提醒下发现1分; 症状明显, 影响日常生活, 偶
尔服药3分; 症状非常明显, 影响日常生活, 需长

期服药治疗5分, 症状介于1分和3分之间2分, 介
于3分和5分之间4分, 最高分可达20分. 症状频率

计分加程度计分总分最高可达40分.
1.2.3 评估RE愈合: 用药4 wk和/或8 wk后RE受
试者均接受内镜检查, 评估黏膜破损情况. RE愈
合标准是食管黏膜无破损, 改善≥1个级别为有

效, 改善不明显为无效[7].
1.2.4 生活质量评价: 用浙江大学社会医学与全

科医学研究所研制的汉化版SF-36健康量表行

问卷调查[9], 包括生理功能、生理职能、躯体

疼痛、总体健康、活力、社会功能、情感职能

和精神健康等8个方面. 每个方面积分为最差(0
分)-最好(100分).

统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行. 
计数资料比较采用c2或Fisher确切概率法, 计量

资料用两样本均数差异的t检验、两配对样本t
检验或Wilcoxon秩和检验. P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 试验完成情况及组间可比性 按PP分析78例
GERD患者入选, 2组各有1例A级RE因未按试验

方案进行退出试验. 在76例完成试验入选者中, 
埃索美拉唑组和奥美拉唑各38例. 埃索美拉唑

组38例包含RE 25例(A+B级19例、C+D级6例)
和NERD 13例, 奥美拉唑组包含RE 27例(A+B级
19例、C+D级8例)和NERD 11例. 一般资料具有

可比性(表1).
2.2 治疗前后临床症状变化 埃索美拉唑患者

症状基线积分为17.03±4.99, 奥美拉唑组为

16.66±5.93, 两组具有可比性. wk 4两组症状

积分分别为12.45±4.02和11.13±4.47, 两组症

状评分均较基线明显下降(P均<0.01), 但两组

下降幅度无统计学意义(P = 0.66). wk 8两组症

状积分分别为5.11±2.84和6.66±3.60, 两组症

状评分较基线均明显下降(P均<0.01), 但两组

下降幅度无统计学意义(P  = 0.36). 症状积分上, 
两组RE患者较NERD患者症状积分明显下降

(P <0.05), 且埃索美拉唑组RE患者症状积分下

降较奥美拉唑组明显(P <0.01). 具体症状上, 两
组烧心、反酸、咽下困难、胸痛8 w k的缓解

率相比分别为78.3%(18/23) vs  45.5%(8/22)(P 
= 0.02)、65.0%(13/20) v s  35.3%(6/17)(P = 
0.07)、70.0%(7/10) vs  50.0%(4/8)(P  = 0.70)和

64.3%(9/14) vs  37.5%(6/16)(P = 0.03). 可见两组8 
wk的症状缓解率中烧心和胸痛差异明显.
2.3 内镜下RE有效率和愈合率 wk 4埃索美拉

唑组RE有效率为88.8%(22/25), 奥美拉唑组为

59.3%(16/27), 两组差异有统计学意义(P = 0.02); 
两组愈合率分别为80.0%(20/25)和51.9%(14/27), 
两组差异有统计学意义(P = 0.03). wk 8埃索美

拉唑组RE有效率为96.0%(24/25), 奥美拉唑组

为70.4%(19/27), 两组差异有统计学意义(P  = 
0.04); wk 8两组愈合率分别为88.0%(22/25)和
63.1%(17/27), 两组差异有统计学意义(P  = 0.04). 
可见, 埃索美拉唑组在wk 4, 8均较奥美拉唑组有

较好的有效率和愈合率.
2.4 生活质量改善 两组治疗后, 除生理功能和

生理职能无明显变化以外, 其他维度, 如躯体疼

痛、总体健康、活力、社会功能、情感职能和

精神健康均明显好转(P均<0.05, 表2). 其中, 埃
索美拉唑组对活力和社会功能的作用较奥美拉

唑组明显(P均<0.05, 表2).
2.5 依从性、耐受性和不良反应 所有随机入选

患者在治疗期间, 服用过1次以上治疗药物即被

纳入安全性等分析中. 大多患者(97.4%)按期完

成试验, 依从性良好. 总体上, 两组耐受性良好. 
埃索美拉唑组不良反应率为10.3%(4/39), 患者

分别表现为口腔异味、腹泻、皮肤瘙痒和荨麻

疹, 前3者均停药后消失, 后者停药并服用氯雷

他定抗过敏后症状消失. 奥美拉唑组不良反应

发生率为12.8%(5/39), 与埃索美拉唑组比较差与埃索美拉唑组比较差埃索美拉唑组比较差

异无统计学差异(P = 0.72). 分别为腹泻/大便稀

松(2例)、荨麻疹(1例)、腹痛(2例), 上述患者经

过停药或对症治疗后均症状消失.

3  讨论

GERD是抗反流机制减弱和反流物对食管黏膜

攻击共同作用的结果. 目前主要的内科治疗措

表  1  入选患者一般资料比较(n  = 38, PP分析)

     
项目	             埃索美拉唑组          奥美拉唑	    P

男/女		    30/8	            28/10	 0.59

年龄(岁)	             50.7±13.5         52.5±14.9	 0.84

RE /NERD	   25/13	            27/11	 0.62

RE A+B/C+D	   19/6	            19/8	 0.65

烧心 有/无                  23/15                22/16	 0.82

反酸 有/无                  20/18	            17/21	 0.65

咽下困难 有/无	   10/28	              8/30	 0.79

胸痛 有/无                  14/24	            16/22	 0.81

■创新盘点
本文全面的比较
标准剂量埃索美
拉唑和加倍标准
剂量奥美拉唑对
G E R D患者症状
控制、镜下愈合
率、生活质量和
不良反应等方面
的差异.
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施是运用PPI制剂. 研究表明, 埃索美拉唑作为

较新的PPI, 理论和实践上至少不逊色于其他PPI
制剂[10-11]. 大量随机大样本的临床试验业已证

明, 标准剂量的埃索美拉唑(40 mg/d)治疗GERD
较标准剂量的奥美拉唑(20 mg/d)有较好的疗 
效[5]. 临床上对于疗效欠佳的GERD患者, 我们常

采用加倍剂量的奥美拉唑(20 mg, 2 次/d, po )进
行治疗. 为了解该剂量与标准剂量的埃索美拉

唑(40 mg/d)治疗的疗效, 我们比较两组治疗方法

的疗效差异.
本研究结果显示: 症状控制上, 4 wk和8 wk

时, 两组症状总积分治疗后明显下降, 但两组

间差异无统计学意义(P >0.05). 可见, 标准剂

量的埃索美拉唑和加倍剂量的奥美拉唑治疗

GERD同样有效. 亚组分析显示, 埃索美拉唑组

和奥美拉唑组对RE患者症状积分下降明显, 对
NERD患者疗效不如RE患者. 这从临床上证明

了NERD发病机制复杂, 对PPI反应较差. 即使这

样, 我们仍可发现, 埃索美拉唑组使NERD患者

症状积分下降明显于奥美拉唑组(P <0.01). 具体

到常见的4种症状上, 两组在烧心和胸痛缓解率

上差异明显(P <0.05), 在反酸、咽下困难上无明

显差异(P >0.05). 提示该剂量的埃索美拉唑较加

倍剂量的奥美拉唑有较好的控制烧心和反酸能

力, 但也不排除由于样本量的关系, 结果出现偏

倚可能.
在内镜下有效率和愈合率方面, 埃索美拉

唑在4 wk和8 wk对RE的内镜有效率和愈合率明

显高于奥美拉唑组(P <0.05). 我们同时观察到, 
有1例患者临床症状完全消失, 但患者内镜下RE
级别并没有改善, 仍可见活动性酸反流存在. 这
说明, 临床症状和内镜下病变程度不成比例. 其

原因可能与个人的食管敏感性、饮食习惯甚至

心理素质有一定的关系[12].
临床上, 慢性消化系统疾病, 如慢性乙肝、

肠易激综合征、GERD对患者生活质量影响明

显. 在长期治疗与反复的过程中, 很多患者出现

抑郁和/或焦虑[13-15]. 因此, 改善慢性疾病患者

的生活质量亦是治疗的重点目标之一. 本研究

结果显示, 埃索美拉唑组和奥美拉唑组均可明

显改善患者总的生活质量, 其中活力和社会功

能维度上, 埃索美拉唑组疗效明显. McDougall  
et al [16]认为, 无论RE是否愈合, 加倍剂量的奥美

拉唑均可改善总体健康和活力. 本研究显示, 标
准剂量的埃索美拉唑在上述生活质量改善上更

胜一筹. 这说明, 虽然两组均有效改善生活质量, 
但标准剂量的埃索美拉唑较加倍剂量的奥美拉

唑疗效更好. 
总之, 标准剂量的埃索美拉唑和加倍剂量

的奥美拉唑均可有效控制GERD患者症状, 治愈

GERD, 改善患者的生活质量. 但标准剂量的埃

索美拉唑在烧心、胸痛改善上疗效明显. 同时, 
两组在治疗NERD患者方面疗效不如治疗RE, 
但以埃索美拉唑疗效显著.
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科徐晓蓉博士和复旦大学附属华东医院消化内

科项平教授在量表和食管pH监测方面给予本研

究的帮助.
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Abstract
AIM: To study the role of H pylori in chronic 
hepatitis C.

METHODS: Serum anti-H pylori-IgG was de-
tected by ELISA to determine whether there is  
H pylori infection according to the diagnostic 
criteria of H pylori epidemiology. Serum HCV 
RNA level was detected by real time fluores-
cence quantitative polymerase chain reaction 
(FQ-PCR). HCV genotypes were identified by 
polymerase chain reaction-microplate hybridiza-
tion-enzyme linked immunosorbent assay (PCR-
MPH-ELISA). 

RESULTS: H pylori infection was more preva-
lent in patients with chronic hepatitis C, cirrho-
sis due to chronic hepatitis C and HCC than in 
healthy controls (55.5%, 76.5%, 78.6% vs 43.4%, 
P < 0.05). H pylori infection aggravated with the 
extent of hepatic lesions and the load of hepati-

tis C virus. H pylori infection was 59.5%, 66.7%, 
65.0% and 59.2% in patients with genotypes 1a, 
1b, 2a and 2b, respectively. However, there was 
no significant difference in these genotypes. 

CONCLUSION: H pylori infection is higher in 
patients with chronic hepatitis C than in healthy 
controls. H pylori might play a role in the prog-
ress from chronic hepatitis C to cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma.  

Key Words: Helicobacter pylori ; Hepatitis C virus; 
Hepatitis C virus RNA; Real time fluorescence quan-
titative polymerase chain reaction
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摘要
目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori )在慢性丙型
肝炎中的作用. 

方法: 采用H pylori流行病学诊断标准检测血
清anti-H pylori -IgG, 来判定是否存在H pylori
感染, 实时荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)
方法检测血清中HCV RNA的含量, 聚合酶链
反应-微板核酸杂交-酶联免疫测定法检测血
清中HCV基因型. 

结果: H pylori感染率在慢性丙型肝炎组、丙
型肝炎肝硬化组和合并肝癌组明显高于健康
对照组(55.5%、76.5%、78.6% vs  43.4%, P < 
0.05), 且随着病变程度的加重, H pylori 感染
率增加. 不同HCV载量的慢性丙型肝炎患者
H pylori 感染率均增加. 基因1a型、1b型、2a
型和2b型患者H pylori 感染率分别为59.5%、

66.7%、65.0%和59.2%, 各基因型之间比较无
显著性差异.  

结论: 慢性丙型肝炎患者幽门螺杆菌感染率明
显增加, H pylori在慢性丙型肝炎向肝硬化和肝
癌的发展过程中可能与HCV发挥协同作用.

关键词: 幽门螺杆菌; 丙型肝炎病毒; 丙型肝炎病毒
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■背景资料
丙 型 肝 炎 病 毒
(HCV)感染是慢
性肝炎、肝硬化
和原发性肝癌的
主要病因, 同样是
HCV感染、且基
因型相同者, 其临
床表现及疾病转
归却相差甚远. 因
此, 有些研究者认
为还存在其他协
同致病因素, 如细
菌 感 染 等 .  近 年
来, 国外相继有研
究发现HCV相关
性肝硬化、原发
性肝癌的H pylori  
血清阳性率明显
高于健康献血者, 
且在HCV相关性
慢性肝病患者的
肝脏组织中发现
了螺杆菌特异的
16S rRNA基因的
存在.

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科; 唐
晓鹏, 教授, 中南
大学肝病研究所
/中南大学湘雅二
医院感染科
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0  引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染是世界上公共卫生健

康的主要问题, 全世界约有1.7亿人感染HCV. 在
我国HCV感染者占总人口的3%, 且有逐年增加

的趋势, HCV感染已成为慢性肝炎、肝硬化和

原发性肝癌的主要病因, 严重威胁人类健康[1]. 
但是, 同样是HCV感染、且基因型相同者, 其临

床表现及疾病转归却相差甚远. 有人可发展至

慢性肝炎、肝硬化甚至原发性肝癌, 而有人却

不发病, 疾病进展的机制尚不明确. 除遗传因素

外, 是否还存在其他协同致病因素的作用, 如细

菌感染等, 越来越受到人们关注. 人们一直在寻

找与HCV在慢性肝损伤及癌变发生过程中具有

协同作用的其他感染因素.   
1992年美国的F o x e t a l [2]发现肝螺杆菌 

(H hepaticus )与A/J Cr小鼠肝脏疾病的发生发展

关系密切. 自发现H hepaticus以来, 全球范围内

的多个研究组就螺杆菌与慢性肝病的关系作了

大量研究. 虽然H hepaticus在超微结构和生物

学特征方面与幽门螺杆菌(H pylori )不同, 但二

者为同一菌属. 而H pylori感染广泛分布, 人类

对H pylori普遍易感, 自然人群H pylori感染率约

为50%左右. 因此近年来人们开始关注H pylori
与慢性肝病之间的关系, 发现慢性丙型肝炎患

者的H pylori感染率明显增高. 国外几组流行病

学方面的研究表明, HCV相关性肝硬化、肝癌

患者的H pylori血清阳性率明显高于健康献血 
者 [3-4]. 同时还有研究者应用P CR技术在H CV
相关性慢性肝病患者的肝脏组织中相继发现

了H pylori及其他螺杆菌属16S rRNA基因的存 
在[5-7], 提示螺杆菌感染可能在慢性丙型肝炎向

肝硬化和原发性肝癌进展过程中发挥作用. 
目前关于探讨螺杆菌在慢性丙型肝炎中的

作用, 欧美等许多发达国家做了大量研究, 而亚

洲尤其是中国等许多发展中国家作为H C V感

染的高发地区, 尚无相关方面的研究报道. 为了

探讨我国人群中H pylori感染与慢性丙型肝炎

之间的关系, 我们进行了一组病例对照研究, 调
查了本地区188例慢性丙型肝炎患者的H pylori
感染状况, 以探讨H pylori在慢性丙型肝炎中的 
作用.
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1  材料和方法

1 .1  材料 病例组为吉林大学中日联谊医院

2005-01/2006-12门诊及住院HCV RNA阳性和

(或)anti-HCV抗体阳性的慢性丙型肝炎患者188
例, 男91例, 女97例, 年龄18-80(平均年龄49.6±
15.6)岁, 其中慢性丙型肝炎126例, 丙型肝炎肝

硬化34例, 丙型肝炎合并肝癌28例. 合并其他肝

病因素如H B V感染、自身免疫疾病、代谢性

疾病、饮酒、药物等因素者除外. 对照组为性

别、年龄相匹配的同期健康献血者136例, 男67
例, 女69例, 年龄21-65(平均年龄47.8±14.1)岁
和慢性胃炎患者132例, 男64例, 女68例, 年龄

23-61(平均年龄47.1±13.3)岁. 3组病例半年内

均未接受过抗生素治疗. 分别检测3组的血清

anti-H pylori -IgG、HCV RNA定量、HCV RNA
基因分型. H pylori IgG抗体酶联检测试剂盒由

华美生物工程公司提供. 丙型肝炎病毒核酸扩

增荧光定量检测试剂盒由广州中山大学达安基

因股份有限公司提供. 聚合酶链反应-微板核酸

杂交-酶联免疫测定试剂由中国广州第一军医大

学蓝星生物科技开发有限公司提供. 
1.2 方法 
1.2.1 H pylori感染的判定: 采用H pylori流行病

学诊断标准, 即应用酶联免疫吸附法(ELISA)检
测血清anti-H pylori -IgG来判定是否存在H pylori 
感染. 
1.2.2 HCV RNA定量及分型检测: (1)HCV RNA
定量 :  采用实时荧光定量聚合酶链反应(F Q-
PCR)方法检测血清中HCV RNA的含量. 最低检

测下限为1.0×106 copies/L. (2)HCV RNA分型: 
采用聚合酶链反应-微板核酸杂交-酶联免疫测

定法, 即选取HCV RNA核心区的保守序列作引

物, 通过聚合酶链反应法扩增患者的血清标本, 
然后再与特异性探针夹心杂交, 最后通过酶联

显色对血清中HCV基因型进行检测. 
统计学处理 样本均数的比较采用t检验, 率

的比较采用χ2检验和Fisher精确检验, P <0.05有
统计学意义. 所有统计分析应用SPSS11.0软件 
完成.

2  结果

2.1 慢性丙型肝炎患者H pylori 感染状况的调查 
对188例HCV RNA阳性和(或)anti-HCV抗体阳

性的慢性丙型肝炎患者H pylori感染状况进行

调查, 结果显示HCV RNA阳性和(或)anti-HCV
抗体阳性的慢性丙型肝炎患者H pylori感染率

www.wjgnet.com

■研发前沿
我国作为HCV感
染的高发地区, 目
前尚无H pylori 与
慢性丙型肝炎关
系的研究. 本研究
通过一组病例对
照 研 究 ,  旨 在 探
讨本地区人群中 
H pylori 与慢性丙
型肝炎的关系.
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为62.8%, 明显高于健康对照者(43.4%), 与慢性

胃炎患者(57.6%)的感染率相接近. 为进一步分

析不同程度病变对H pylori感染是否有影响, 将
HCV RNA阳性和(或)anti-HCV抗体阳性的慢

性丙型肝炎患者根据病变程度分为慢性丙型肝

炎组、丙型肝炎肝硬化组和合并肝癌组, 分别

分析各组H pylori感染状况, 结果显示慢性丙型

肝炎组感染率为55.5%, 丙型肝炎肝硬化组为

76.5%, 合并肝癌组为78.6%, 各组H pylori感染

率均高于健康对照组. 丙型肝炎肝硬化组以及组. 丙型肝炎肝硬化组以及. 丙型肝炎肝硬化组以及

合并肝癌组H pylori感染率明显高于单纯肝炎组

(P <0.05, 表1).
2.2 慢性丙型肝炎患者血清HCV RNA载量与 
H pylori感染的关系 将188例慢性丙型肝炎患者

根据HCV RNA载量进行分组, 分别比较各组之

间H pylori感染状况, 结果显示不同病毒载量的

慢性丙型肝炎组的组的的H pylori感染率均高于健康对

照组(组((P <0.05), 但不同病毒载量之间比较无统计

学差异(表2).
2.3 不同基因型慢性丙型肝炎患者H p y l o r i
感染率分析  将188例慢性丙型肝炎患者根据

HCV RNA基因分型进行分组, 分别比较各组

之间H pylor i感染状况, 结果显示基因1a型、

1b型、2a型、2b型的H p y l o r i 感染率分别为

59.5%(25/42)、66.7%(38/57)、65.0%(26/40)和
59.2%(29/49), 各组之间比较无统计学意义.

3  讨论

H C V是慢性肝炎、肝硬化和原发性肝癌的主

要致病因子, 且在人群中的感染率较高. 但同

样是HCV感染者, 其临床表现及疾病转归却相

差甚远. 已有大量研究证实H pylori作为HCV
的辅助因子参与诱导肝硬化和肝癌. 人们已相

继在人类肝硬化、肝癌患者和胆囊疾病患者

的肝脏和胆汁标本中发现多种螺杆菌属的存 
在[8-9]. Pellicano研究组对23例HCV相关性肝硬

化后肝癌患者和6例结直肠癌肝转移患者的肝

脏组织应用P C R技术检测是否存在螺杆菌特

异的16S rRNA基因, 结果发现23例肝癌患者

中有17例(85%)发现螺杆菌特异的16S rRNA基

因, 经DNA测序证实其中16例为H pylori , 另1例
为Helicobacter pullorum , 而6例肝转移癌中仅2
例发现螺杆菌特异的16S rRNA基因[10]. Rocha  
et al [7]通过在109例伴或不伴原发性肝癌的丙型

肝炎肝硬化患者的肝组织检测是否存在螺杆

菌16S rRNA基因, 发现伴肝癌的肝硬化组、不

伴肝癌的肝硬化组、慢性肝炎组、对照组分

别有68.0%、61.3%、4.2%、3.5%存在螺杆菌

特异的16S rRNA基因, 提示肝脏组织中存在螺

杆菌DNA, 并与丙肝肝硬化进展相关, 这些细

菌的存在能够导致肝脏结构的改变, 螺杆菌可

能是HCV相关性慢性肝病的协同危险因素. 此
外, Ward et al [11]还通过小鼠实验动物模型证实 
(H hepaticus感染可引起A/J Cr小鼠的慢性活动

性肝炎和原发性肝癌.   
我们通过病例对照研究调查了本组188

例慢性丙型肝炎患者的H pylor i感染状况. 结
果表明慢性丙型肝炎组 (55 .5%)、丙型肝炎

肝硬化组 ( 7 6 . 5 % )、丙型肝炎合并肝癌组

(78.6%)的H py lo r i感染率均明显高于健康对

照组(43.4%)(P <0.05), 提示慢性丙型肝炎患者 
H pylori感染率明显增加, 与Pellicano et al的多项

研究结果一致, 但各组与慢性胃炎患者(57.6%)
的感染率相接近(P >0.05). 丙型肝炎肝硬化组以

及合并肝癌组H pylori感染率明显高于单纯肝

炎组(P <0.05), 即随着病变程度的加重H pylori
感染率增加, 提示H pylori在慢性丙型肝炎向肝

硬化和肝癌的发展过程中可能与HCV发挥协同

作用. 同时我们还发现不同病毒载量的慢性丙

型肝炎患者的H pylori感染率均高于健康对照

者(P <0.05), 但不同病毒载量之间无明显差异, 
提示H pylori感染率与HCV病毒载量之间缺乏

■相关报道
Spinzi et al 报道
了意大利丙型肝
炎肝硬化患者的
H pylori感染状况. 
Rocha et al 在109
例伴或不伴原发
性肝癌的丙型肝
炎肝硬化患者的
肝组织发现了螺
杆 菌 特 异 的 1 6 S 
r R N A 基 因 的 存
在, 提示螺杆菌可
能是HCV相关性
慢性肝病的协同
危险因素.

表  1  慢性丙型肝炎患者H pylori 感染状况的调查

     
分组	                               n                 感染数         感染率(％)

慢性丙型肝炎患者              188	         118	              62.8a

    慢性丙型肝炎组              126	           70	              55.5a

    丙型肝炎肝硬化组            34	           26	              76.5a

    丙型肝炎合并肝癌组        28	           22	              78.6a            

慢性胃炎组                          132	           76	              57.6a

健康对照组                          136	           59	              43.4

aP<0.05 vs  健康对照组.

表  2  慢性丙型肝炎患者血清HCV-RNA载量与H pylori
感染的关系分析

     
分组	                                 n 	                H pylori 阳性n (％)

健康对照组                         136	     59(43.4)

慢性丙型肝炎组                  188	   118(62.8)a

103-105 copies/L                102   	     63(61.8)a

＞105 copies/L                      86 	     55(64.0)a

aP<0.05 vs  健康对照组.
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相关性. 另外, 有研究表明, 宿主因素在慢性丙

型肝炎的进展中发挥作用, 如基因1b型感染者

肝脏病变进展较迅速, 且预后较差[12]. 我们按照

HCV RNA基因分型对本地区慢性丙型肝炎患者

进行分组后比较各组之间H pylori感染状况, 结
果表明基因1a型、1b型、2a型、2b型的H pylori
感染率分别为59.5%(25/42)、66.7%(38/57)、
65.0%(26/40)和59.2%(29/49), 各组之间比较无

统计学意义(P >0.05), 即尚未发现H pylori感染与

HCV RNA基因型之间存在相关性. 目前国内外

尚无相关方面的研究报道.   
关于H pylori感染在慢性丙型肝炎中的作

用机制尚不清楚, 可能与炎症介质和细胞免疫

的参与有关. 慢性肝炎是炎症性疾病, 是以促炎

症因子如IL-1、IL-6、TNF-α水平升高以及淋

巴单核细胞浸润和淋巴样滤泡形成为特征的炎

症过程[13]. 允许血流中的炎症细胞进入肝脏需

要多对肝细胞和效应淋巴细胞表面的黏附分

子. ICAM-1是其中最重要的因子. HCV能诱导

其在肝细胞上的表达, 高水平的IL-1、IL-6和
TNF-α能增强其表达. 但病毒如HCV, 仅能引起

有限的炎症, 通过封闭循环中的IL-1受体, 从而

限制IL-1与细胞表面受体的结合[14]. 螺杆菌是

炎症反应的强烈激活因子, H pylori是靠近肝门

束最常见的引起感染的细菌, 研究显示H pylori
是IL-1、IL-6、TNF-α和ICAM-1的强烈诱导 
剂[5-6]. 这些因子能促进淋巴细胞归巢和增加肝

细胞毒性. 因此, 螺杆菌感染能导致感染部位大

量淋巴细胞和多形核细胞的聚集. IL-1基因群

的多态性虽然产生IL-1β产物, 但对H pylori感染

者来说却增加了一个危险因子[15]. 此外, Meyer-
ter-Vehn et al最近研究证实CagA(+)H pylori菌株

能激活ERK/MAP激酶级联反应, 导致Elk-1磷酸

化, 增加c-fos复制. 原癌基因活化可能是H pylori
诱发肿瘤发病机制中极为重要的一步. 此外, 细
胞培养证实一些螺杆菌还能分泌一种肝脏特异

性毒素而引起肝细胞坏死, 也有可能参与体内

肝脏实质的损伤机制[16]. 有实验动物模型显示

H pylori感染可以通过下调病毒特异的Th1细胞

因子和T细胞抑制效应而影响并发感染病毒清 
除[17].     

总之, H pylor i在胃肠道外表现的致病机

制中发挥作用的假说可能基于以下特点: (1) 
H pylori感染是一种慢性持续性感染; (2)局部

感染可能引起系统性反应; (3)持续感染可诱发

慢性炎症和免疫反应, 导致原位和远处损伤[6].  

H pylori感染特别是毒力菌株感染可通过引起局

部炎症、释放毒素入血、诱导炎性因子增多、

增加自由基生成及形成交叉免疫反应等途径而 
致病.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of FXYD6 in 
pancreatic carcinoma and its clinical significance. 

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of FXYD6. The relation be-
tween the expression of FXYD6 and the clinical 
pathological factors was analyzed.

RESULTS: FXYD6 was expressed in 42 of 47 
pancreatic carcinoma tissue samples. The posi-
tive expression rate of FXYD6 in 47 pancreatic 
cancer tissue samples was 89.34% (42/47). Com-
pared to the expression of FXYD6 in normal pan-
creatic tissue samples, the expression of FXYD6 

in pancreatic carcinoma tissue samples had a 
statistically significant difference (χ2 = 10.8631, 
P = 0.0125). According to the FXYD6 expression 
level, 47 patients were divided into high expres-
sion group and low expression group. There was 
no statistically significant difference in age, gen-
der, tumor size and distant metastasis between 
the two groups, while there were statistical 
significances in tumor-differentiation degree(χ2 
= 11.562, P = 0.0031), lymphatic metastasis (χ2 = 
4.1947, P = 0.0406), TNM staging (χ2 = 9.5995, P 
= 0.0223). The expression level of FXYD6 protein 
was related to tumor size (r = 0.2991), differen-
tiation degree (r = 0.6980), lymphatic metastasis (r 
= 0.4971) and distant metastasis (r = 0.4967). 

CONCLUSION: FXYD6 protein plays an impor-
tant role in the development and progression of 
pancreatic cancer. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; Immunohisto-
chemistry; FXYD6 protein

Liu JG, Zhou NX, Xia HT, Li CG, Li YZ, Li CH. Expression 
of FXYD6 in pancreatic adenocarcinoma and its clinical 
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 
540-543

摘要
目的: 探讨FXYD6蛋白在胰腺癌中的表达及
临床意义.   

方法: 应用免疫组化法检测FXYD6蛋白在胰
腺癌中的表达, 并分析其与临床病理因素的 
关系.   

结果: 47例胰腺癌病例中, FXYD6蛋白阳性表
达42例, 阳性表达率为89.34%, 而正常胰腺组
织中不表达或低表达, 两组相比有显著性差
异(χ2 = 10.8631, P  = 0.0125). 按FXYD6蛋白表
达程度将47例胰腺癌病例分为高表达组和低
表达组, 两组年龄、性别、肿瘤大小及远处
转移之间的差异无统计学意义, 而肿瘤分化
程度(χ2 = 11.562, P  = 0.0031)、淋巴转移(χ2 = 
4.1947, P  = 0.0406)、TNM分期(χ2 = 9.5995, P  
= 0.0223)之间的差异有显著统计学意义, 肿瘤
分化程度低、出现淋巴转移、TNM分期为Ⅲ

®

■背景资料
胰腺癌发病率在
世界范围内呈明
显上升趋势, 在美
国和日本其病死
率占全部肿瘤病
死率的第4位, 也
是我国十大恶性
肿瘤之一. 胰腺癌
早期缺乏敏感及
特异性的诊断方
法, 不易被早期发
现 ,  一 旦 临 床 确
诊 ,  多属中晚期 , 
手 术 切 除 率 低 . 
FXYD6是一种新
近发现的离子通
道相关的单跨膜
小分子蛋白, 由于
其对肿瘤的作用
机制尚不清楚, 是
否可以作为肿瘤
早期诊断的分子
标志物还需要进
一步研究. 

■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
院肝胆胰外科中
心 
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-Ⅳ期的胰腺癌组织中FXYD6蛋白表达明显
增高. Spearman等级相关分析显示, FXYD6蛋
白表达程度与肿瘤大小(r  = 0.2991)、分化程
度(r  = 0.6980)、淋巴转移(r  = 0.4971)、远处
转移相关(r  = 0.4967).   

结论: FXYD6蛋白在胰腺癌发病机制中发挥
重要作用.  

关键词: 胰腺癌; 免疫组织化学; FXYD6蛋白

刘军桂, 周宁新, 夏洪天, 李成刚, 李亚卓, 李崇辉. 胰腺癌中

FXYD6蛋白的表达及临床意义.  世界华人消化杂志  2008; 

16(5): 540-543
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0  引言

FXYD6(FXYD domain-containing ion transport 
regulator 6, FXYD6)是一种新近发现的离子通

道相关的单跨膜小分子蛋白. 我们在前期的研

究中发现FXYD6蛋白在胆管癌的演变过程中发

挥重要作用[1-2], 鉴于胰腺和肝外胆管有着共同

的胚胎学起源, 发生于这些部位的胰腺导管上

皮癌和胆管癌具有相似的组织学特征, 我们推

测FXYD6蛋白在胰腺癌的发生和发展中也可能

具有重要的作用. 本研究旨在通过检测FXYD6
蛋白在胰腺癌中的表达情况, 初步探讨其临床 
意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2006-11中国人民解放军

总医院肝胆外科因胰头导管腺癌行胰十二指肠

切除手术的标本47例, 所有标本均经病理学证

实, 其中男28例, 女19例, 年龄26-71(平均54.1)
岁. 术前未经过任何化疗和放疗. 临床病理特征

按年龄、性别、肿瘤大小、淋巴转移、远处转

移、肿瘤分化程度和临床分期进行分组, 临床

分期采用胰腺癌TNM分期. 正常胰腺组织6例, 
男5例, 女1例, 年龄21-56(平均43.2)岁, 由我科器

官移植供体获得. FXYD6兔抗人多克隆抗体由

本课题组前期研究制备, 通用型二步法免疫组

化检测试剂盒由福建迈新生物技术公司提供. 
1.2 方法 采用PV 6000二步法检测FXYD6蛋白

的表达. 标本经40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm
连续切片, 常规脱蜡、枸橼酸盐抗原修复, 滴加

内源性过氧化物酶阻断剂室温孵育10 min, 滴
加一抗FXYD6(1∶100), 4℃过夜, 滴加通用型

IgG抗体37℃孵育30 min, DAB显色, 苏木精复

染, 中性树胶封片后镜下观察. 以PBS代替一抗

作为阴性对照. 以胞质和(或)胞膜出现明显的深

棕色或棕黄色颗粒为FXYD6染色阳性. 每例标

本随机取2张切片进行高倍镜观察(×400), 每张

切片分别随机选10个视野, 每个视野计数100个
肿瘤细胞中的染色阳性细胞数, 计算阳性细胞

平均百分数, 并根据肿瘤细胞中FXYD6蛋白染

色的范围, 将染色分为“0-3+”4级(3+: >50%; 
2+: 10%-50%; +: <10%; 0: 无染色). “2+”与

“3+”级归为高表达组, “0”与“+”归为低

表达组.
统计学处理 应用SPSS13.0统计分析软件进

行数据分析, 包括χ2检验或Fisher确切概率检验, 
并进行Spearman等级相关分析. 

2  结果

2.1 FXYD6蛋白在正常胰腺组织、胰腺癌中的

表达 FXYD6蛋白棕黄色染色颗粒位于胞膜和

(或)胞质, 以胞膜为主. 胰腺癌中FXYD6呈阳性质, 以胞膜为主. 胰腺癌中FXYD6呈阳性, 以胞膜为主. 胰腺癌中FXYD6呈阳性

表达, 阳性表达率为89.34%(42/47), 正常胰腺

组织中不表达或微弱表达, 两种组织中的表达

程度差异有显著统计学意义(χ2 = 10.8631, P  = 
0.0125)(表1). 
2.2 FXYD6蛋白表达与临床病理特征之间的关

系 FXYD6低表达组与高表达组之间, 年龄、

性别、肿瘤大小及远处转移的差异无统计学

意义(χ2 = 0.1325, 1.1634, 3.1006, 1.0475; P  = 
0.7159, 0.2808, 0.0783, 0.3061), 而肿瘤分化程

度、淋巴转移、TNM分期的差异有统计学意义

(χ2 = 11.562, 4.1947, 9.5995; P  = 0.0031, 0.0406, 
0.0223)(表2). S p e a r m a n等级相关分析显示, 
FXYD6蛋白表达程度与肿瘤大小、分化程度、

淋巴转移、远处转移相关(r  = 0.2991, 0.6980, 
0.4971, 0.4967; P <0.05). 

3  讨论

目前认为胰腺癌的发生发展是一个多基因、多

步骤、多阶段的复杂过程, 在不同的发展阶段

有不同的基因改变和肿瘤标志物的表达. 研究

表  1  FXYD6蛋白在正常胰腺和胰腺癌中的表达

     
分组                     n

                    FXYD6(n )                         
P

                                       -          +        ++     +++

胰腺癌             47       5        13       18      11       0.0125

正常胰腺           8        3          5         0        0

■创新盘点
本文应用免疫组
化法检测FXYD6
蛋白在胰腺癌中
的表达, 并分析其
与临床病理因素
的关系. 
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发现FXYD蛋白家族的多个成员在胰腺癌的发

病机制中发挥着重要作用, 如FXYD3在胰腺癌

中的表达不仅远远高于正常胰腺组织, 而且也

高于慢性胰腺炎组织. 体外实验显示FXYD3的
过表达可以增加胰腺癌组织的分裂增殖能力[3-5]; 
另外FXYD5与胰腺癌的浸润及淋巴转移密切相

关, FXYD5强阳性表达被认为是两个独立危险

预后因素之一, 其作用机制可能是通过影响E-钙
黏蛋白实现的[6-7]. 

FXYD6蛋白是FXYD家族新成员, 其mRNA
由Yamaguchi et al [8]首先在大鼠脑和肾脏中克隆

获得. 染色体比较基因组杂交结果表明, 11号染

色体长臂是包括胆管癌、胰腺癌在内的多种肿

瘤细胞最常见的异常区域[9], 主要表现为11号染

色体长臂的部分或全部获得, 而人fxyd6基因正

是定位于11号染色体长臂(11q23.3). 初步的研究

表明FXYD6只在脑中表达, 并作用于成年大鼠

中枢神经元的兴奋. 我们前期发现, 从正常胆管

上皮细胞、高分化胆管癌细胞到低分化胆管癌

细胞, FXYD6 mRNA含量依次递增, 其表达与胆

管癌分化程度呈负性相关[10-12]; hFXYD6反义核

酸可以明显抑制人胆管癌细胞的体外增殖能力, 
推测FXYD6基因及其表达产物在胆管癌的发生

和发展中可能具有重要的作用[2]. 
本实验研究显示FXYD6蛋白在胰腺癌组织

中呈高表达, 而在正常胰腺组织中不表达或低

表达, 提示FXYD6在胰腺癌的发病机制中发挥

一定作用. 在对FXYD6蛋白与临床病理特征之

间关系的分析中, 我们发现随着胰腺癌分化程

度的由高到低, FXYD6蛋白免疫反应强度逐渐

增强; 在出现淋巴转移的胰腺癌组织中, FXYD6
蛋白表达也明显增强. 上述结果表明, FXYD6蛋
白高表达者, 其肿瘤细胞的分化程度较差, 恶性

程度较高, 易发生淋巴结转移, 这提示我们对于

临床中FXYD6蛋白高表达的胰腺癌病例, 即使

术中未见有明显的淋巴转移, 也要扩大手术范

围, 进行周围淋巴清扫. 另外, 我们还发现不同

TNM分期FXYD6蛋白的表达有明显的差异, Ⅱ-
Ⅳ期胰腺癌组织中的FXYD6蛋白表达要明显高

于在Ⅰ-Ⅱ期的表达, 因此术中测定FXYD6蛋白

的表达程度有助于术中胰腺癌的正确分期, 对
于手术方式及范围具有指导意义. 

FXYD6蛋白与胰腺癌的发生、发展密切相

关, 可能是一个潜在的肿瘤相关蛋白, 但是其作

用机制还不是很清楚. 鉴于FXYD6是Na+/K+-ATP
酶的组织特异性调节蛋白[13-16], 推测FXYD6可能

通过调节Na+/K+-ATP酶的活性而影响肿瘤细胞

的分化和增殖, 具体机制有待于进一步探讨. 
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■应用要点
FXYD6蛋白可能
是一个潜在的肿
瘤相关蛋白, 其对
于肿瘤临床分期
的判断、手术方
式的选择及手术
范围具有指导作
用. 
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Abstract
AIM: To summarize the experience with the 
diagnosis and treatment of pancreatic cystic 
tumors.

METHODS: Thirty-four patients with pancreatic 
cystic tumors admitted between 1980 and 2006 
were analyzed retrospectively.

RESULTS: Clinical manifestations of the pa-
tients with pancreatic cystic tumors were ab-
dominal pain, abdominal bump, abdominal 
distention and epigastric discomfort. The correct 
diagnostic rate of ultrasonography, CT and MRI 
for pancreatic cystic tumors was 50%, 66.7% and 
80%, respectively. All the patients underwent 
surgery with a resection rate of 82.4%. The com-
plications were pancreatic fistulae and hydrops 
of spleen fossa. Twenty-one patients with pan-
creatic cystoadenoma were alive without re-
lapse. Mucinous cystoadenoma recurred in one 
patient 90 months after operation, one patient 

with intraductal papillary mucinous neoplasm 
was alive 39 months after operation, 3 patients 
with mucinous cystoadenocarcinoma were alive 
7, 27 and 76 months after operation, mucinous 
cystoadenocarcinoma metastasis was found in 2 
patents 2 and 4 months after resection, and one 
patient died 27 months after operation because 
of tumor recurrence.

CONCLUSION: Pancreatic cystic neoplasm has 
no specific symptoms. CT and MRI are its main 
diagnostic techniques. CT in combination with 
MRI can improve its diagnostic rate. Surgical re-
section remains the main choice of its treatment. 
Exploratory operation should be performed for 
serous pancreatic cystic cystoadenoma if its di-
ameter is greater than 5 cm and its diagnosis is 
not unclearly established.

Key Words: Pancreatic cystic tumors; Serous 
cystoadenoma; Mucinous cystoadenoma; Cystoad-
enocarcinoma; Surgery

Guo CG, Tian YT, Liu Q, Wang CF, Zhao P. Diagnosis 
and treatment of pancreatic cystic tumors: an analysis 
of 34 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 
544-547

摘要
目的: 探讨胰腺囊性肿瘤的临床诊治特点. 

方法: 回顾性分析1980-2006年我院收治的34
例胰腺囊性肿瘤患者的临床资料. 

结果: 胰腺囊性肿瘤常见症状为腹痛, 腹部包
块, 腹胀和上腹不适. 各项检查及确诊率分别
为: B超50%, CT 66.7%和MRI 80%. 全组病例
皆行手术治疗, 手术切除率82.4%. 手术并发
症主要为胰瘘和脾窝积液. 21例囊腺瘤生存, 
未见复发. 1例黏液性囊腺瘤术后90 mo复发. 1
例导管内乳头状囊腺癌随访39 mo生存. 黏液
性囊腺癌中3例分别随访7, 27和76 mo健在, 2
例分别在术后2 mo和4 mo出现腹腔转移, 1例
术后27 mo肿瘤复发死亡.

结论: 胰腺囊性肿瘤缺乏特异性临床表现. CT

®

■背景资料
胰腺囊性肿瘤发
病率低, 易与胰腺
假性囊肿相混淆, 
而其生物学特性
各异, 时有误诊误
治. 近年随影像技
术的进步, 越来越
多的无症状胰腺
囊性肿瘤被发现, 
如何鉴别诊断, 选
择合适的治疗方
案成为当前关注
的焦点. 

■同行评议者
李淑德, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
长海医院消化内
科
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和MRI是主要诊断方法, 联合应用影像手段可
以提高确诊率. 手术切除是主要治疗手段. 大
于5 cm的浆液性囊性肿瘤建议手术治疗. 未明
性质的胰腺囊性肿瘤应积极手术探查.

关键词: 胰腺囊性肿瘤; 浆液性囊腺瘤; 黏液性囊腺

瘤; 囊腺癌; 手术
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疗34例.  世界华人消化杂志  2008; 16(5): 544-547
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0  引言

随着现代医学影像技术的进步, 越来越多的无

症状胰腺囊性肿瘤被发现. 这类肿瘤发病率低, 
生物学特性各异, 诊断与治疗还不够规范, 时有

误诊误治. 为此, 我们总结1980-02/2006-11我院

34例胰腺囊性肿瘤病例资料, 报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 全组34例胰腺囊性肿瘤, 男9例, 女25例, 
年龄14-82(平均50.3)岁. 就诊时间1 wk到10年, 中
位就诊时间2 mo. 常见症状为腹痛(20例), 腹部肿

块(5例), 腹胀(3例)和上腹不适(2例). 10例肿瘤在

行其他疾病检查或体检中发现. 体格检查中, 阳
性体征主要为腹部肿块(10例)和压痛(4例). 
1.2 方法 
1.2.1 辅助检查: 浆液性囊腺瘤和黏液性囊腺瘤

的血清肿瘤标志物Ca19-9, Ca242和CEA皆在正

常范围. 3例黏液性囊腺癌行血清Ca19-9检查, 2
例大于1×106 U/L. CT对胰腺囊性肿瘤的确诊率

为66.7%(14/21), 其中5例误诊胰腺癌, 1例误诊

胰岛细胞瘤, 1例将囊腺癌诊为囊腺瘤. 5例误诊

胰腺癌中有4例为浆液性囊腺瘤. 超声确诊率为

50%(12/24), 5例误诊为胰岛细胞瘤, 2例囊腺癌

诊为囊腺瘤. MRI为80%(4/5), 1例囊腺癌诊为囊

腺瘤. 
1.2.2 治疗: 全组病例皆行手术治疗并获取病理, 
手术切除率82.4%(28/34). 浆液性囊腺瘤中, 1例
行胰腺局部切除术, 3例行胰十二指肠切除术, 4
例行胰腺中段切除术, 4例行胰体尾联合脾脏切

除术. 黏液性囊腺瘤中, 2例因体积较小, 行胰腺黏液性囊腺瘤中, 2例因体积较小, 行胰腺性囊腺瘤中, 2例因体积较小, 行胰腺

局部切除术, 1例行胰十二指肠切除术, 7例行胰

体尾联合脾脏切除术. 1例由于患者高龄, 只行

囊液抽吸, 囊壁灭活术. 1例术中误诊为胰腺假

性囊肿而行囊肿空肠内引流术. 其余3例由于肿

瘤粘连广泛而无法切除, 1例行胃肠胆肠短路术, 

2例行单纯剖腹探查术. 囊腺癌中6例行根治性

手术, 其中5例由于侵犯周围脏器, 行胰体尾联

合脾脏、结肠和部分胃壁的扩大切除术. 1例在

外院误行囊肿外引流术, 术后反复感染发热, 4
年后行胰体尾联合脏器切除. 另1例由于病期较

晚, 仅行减状手术. 术后并发症主要为胰瘘(6例)
和脾窝积液(6例), 没有围手术期死亡.

2  结果

2.1 病理类型 浆液性囊腺瘤12例, 黏液性囊腺瘤黏液性囊腺瘤性囊腺瘤

15例, 黏液性囊腺癌6例, 导管内乳头状囊腺癌1黏液性囊腺癌6例, 导管内乳头状囊腺癌1性囊腺癌6例, 导管内乳头状囊腺癌1
例. 肿瘤直径2-20 cm, 平均7.8 cm. 14例位于胰腺

头颈部, 20例位于胰腺体尾部. 浆液性囊腺瘤、

黏液性囊腺瘤和黏液性囊腺癌的平均直径分别性囊腺瘤和黏液性囊腺癌的平均直径分别黏液性囊腺癌的平均直径分别性囊腺癌的平均直径分别

为5.6 cm, 8.9 cm和10.7 cm. 以有无症状分组分

析后, 浆液性囊腺瘤无症状组和症状组的平均

直径分别为3.3 cm和7.2 cm.
2.2 预后 全组29例获得随访, 随访率85.3%. 随访

时间2 mo至20年, 平均随访42 mo. 21例囊腺瘤

生存, 未见复发. 1例黏液性囊腺瘤术后90 mo复黏液性囊腺瘤术后90 mo复性囊腺瘤术后90 mo复
发. 1例导管内乳头状囊腺癌随访39 mo生存. 黏黏
液性囊腺癌中3例分别随访7、27和76 mo健在.性囊腺癌中3例分别随访7、27和76 mo健在. 
2例分别在术后2 mo和4 mo出现腹腔转移, 1例
术后27 mo肿瘤复发死亡.

3  讨论

胰腺囊性肿瘤占胰腺囊性疾病的10%-15%, 以
女性多见, 主要由浆液性囊腺瘤、黏液性囊腺

瘤和导管内乳头状黏液瘤组成, 其中浆液性囊

腺瘤占32%-39%, 黏液性囊腺瘤10%-45%, 导管

内乳头状黏液瘤21%-33%[1]. 浆液性囊腺瘤主

要位于胰头部, 由许多小囊构成0.1-2.0 cm的囊

肿, 有时伴有特征性的中心星状瘢痕. 根据囊肿

形态分为微囊型、少囊型和混合型, 以微囊型

多见. 黏液性肿瘤包括囊腺瘤和囊腺癌, 多位于

体尾部, 单腔或多腔, 囊肿与胰管不相通, 囊壁

有乳头状突起. 导管内乳头状黏液瘤发病年龄

60-80岁, 男女比例相当, 以胰头部多见. 肿瘤沿

扩张胰管生长, 形成乳头结构, 囊腔与胰管相通. 
组织学上类似浸润性胰腺癌的表现. 

胰腺囊性肿瘤多无明显症状, 常见症状为

腹部不适、腹痛和腹部肿块, 有时伴有黄疸和

体质量减轻. 临床表现缺乏特异性, 容易被患者

忽视. 其中约1/3的病例在诊治其他疾病或体检

过程中偶然发现[2]. 胰腺囊性肿瘤的血淀粉酶、

尿淀粉酶、血清Ca19-9和CEA基本都在正常范

围, 对肿瘤的诊断和鉴别难以提供帮助. 

■研发前沿
胰腺囊性肿瘤生
物学行为各异, 预
后不同 ,  约1/3患
者通过体检可发
现. 如何术前准确
诊断, 把握适合的
手术指证是当前
研究的热点.
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影像检查对胰腺囊性肿瘤的诊断非常重要. 
超声善于区分囊实性病变, 能够确定肿瘤的位

置、分隔、乳头等成分, 但难以对囊性肿瘤分

型. 浆液性囊腺瘤囊壁较薄, 囊内有粗细不等的

分隔光带, 蜂窝样外观是其典型表现. 黏液性囊

腺瘤多大于2 cm, 囊壁厚薄不均, 囊肿中常见细

分隔和钙化. CT是诊断胰腺囊性肿瘤的主要手

段. 浆液性囊腺瘤平扫时肿瘤分叶状, 与周围界

限欠清. 增强后囊内分隔显示清楚, 肿瘤呈典型

的蜂窝样表现. 个别病例可见特征性的中央星

状瘢痕. 约20%的浆液性囊腺瘤存在中心性钙

化, 细孔样, 借此可与黏液性囊腺瘤的蛋壳样钙

化区别. 黏液性囊腺瘤的囊壁和囊内分隔血管

少, 增强期不强化. 多表现为边缘清晰的单腔囊

肿, 无分叶, 囊壁厚约1-2 cm. 外周囊壁的蛋壳

样钙化是其特征性表现[3]. 如果存在囊壁增厚、

乳头状增生、蛋壳样钙化和侵犯周围结构等特

征, 则提示囊腺瘤可能癌变[4]. 胰胆管水成像和

ERCP有助鉴别浆液性囊腺瘤和导管内乳头状

黏液瘤, 特别是肿瘤位于胰头或钩突时, 能够清

晰显示扩张的主胰管及其内的乳头结构. 如果

肿瘤与Wirsung管不相通, 即可诊断浆液性囊腺

瘤[5]. 在影像表现不典型时, 准确鉴别囊性肿瘤

是比较困难的. 本组B超和CT的诊断效果并不

理想. 误诊分析表明, 最易误诊的三种病变为胰

岛细胞瘤, 胰腺癌以及囊腺癌误诊囊腺瘤. 浆液

性囊腺瘤的误诊率甚至高达52.9%(9/17), 肿瘤

囊内分隔厚度是造成误诊的主要原因. 分隔偏

厚时易误诊为实性肿瘤, 纤细时易误诊为单腔

囊肿, 常与黏液性囊腺瘤混淆. 如能综合运用多

种影像手段将有利提高确诊率. 全组34例中共

有29例行超声、CT和MRI中的1-3项, 总确诊率

可达82.8%(24/29). 近年, 超声内镜(endoscopic 
ultrasonography, EUS)被认为是诊断胰腺肿瘤的

理想手段, 除获取高分辨率的病变影像, 还可穿

刺肿瘤获取肿瘤标志物和细胞学证据. 当EUS结
合囊液CEA和CA199诊断囊腺癌时, 敏感性可达

94.4%[6]. Brugge et al [1]建议对常规影像不能确定

性质的胰腺囊肿应行EUS检查, 根据结果决定下

一步治疗方案. 
手术切除是胰腺囊性肿瘤的主要治疗手

段. 黏液性囊腺瘤中可能并存良性和恶性上皮

细胞, 需要手术切除. 术中单纯切取活检并不可

靠, 只有详细检查标本后才能诊断为良性, 否则

存在漏诊囊腺癌的可能[7]. 一般认为浆液性囊腺

瘤是无恶性倾向的良性病变, 不需要外科干预. 

但一定体积的浆液性囊腺瘤却多伴有症状. 本
组12例浆液性囊腺瘤中, 直径小于等于5 cm者

有8例, 其中3例伴有症状. 直径大于5 cm者皆有

临床症状. 无症状组和症状组的平均直径分别

为3.3 cm(n  = 5)和7.2 cm(n  = 7), 囊腺瘤呈现随肿

瘤体积增大, 症状增多的趋势. Tseng et al [8]报道, 
浆液性囊腺瘤总中位生长速率为0.6 cm/年, 小
于4 cm的肿瘤为0.12 cm/年, 大于4 cm则为1.98  
cm/年. 体积越大的肿瘤生长越快, 也越容易出现

临床症状. 由于囊性肿瘤性质不易诊断, Sahani  
et al [9]分析了肿瘤大小与恶性的关系, 发现肿瘤

小于3 cm时鲜有恶性. 此外, Galanis et al [10]对158
例浆液性囊腺瘤的分析表明, 病理虽为良性, 但
存在局部浸润表现时却预示复发和转移. 我们

认为, 体积小的浆液性囊腺瘤可以随访观察, 而
伴有临床症状, 肿瘤直径大于5 cm, 体积进行性

增大, 无法与黏液性囊腺瘤区别时则应手术治疗. 
由于部分良性肿瘤位于胰颈部, 且多不伴临

床症状, 所以该部位的切除应尽量减小手术风

险, 保留胰腺功能. 局部切除术具有创伤小, 术
后恢复快的优势. 但当肿瘤偏大, 包绕胰腺时, 
则有伤及胰管、术区残留的可能. 如果采用胰

十二指肠切除或胰体尾切除, 则增加了手术风

险、胰腺功能不全等并发症的发生, 手术代价

过大[11]. Crippa et al [12]的经验表明, 胰腺中段切

除与扩大的胰体尾切除相比, 没有增加手术风

险及并发症. 由于保留了较多的胰腺实质, 避免

了胰腺内外分泌功能不全的发生. 本组行胰腺

中段切除术4例, 皆为浆液性囊腺瘤, 肿瘤平均

直径2.1 cm, 均位于胰颈部. 除1例出现胰瘘和腹

腔感染, 余皆恢复顺利. 我们认为, 胰腺中段切

除对于胰颈部的良性和低度恶性肿瘤是比较理

想的术式. 
胰腺囊性肿瘤的手术治疗还需考虑几个问

题: (1)个体化的治疗方案. 由于30%的病例通过

体检发现, 因此要谨慎把握手术指征. 在确定治

疗方案时要考虑患者年龄、胰腺手术风险、肿

瘤的性质和部位. 当前大型医疗中心的胰腺围

手术死亡率已低于5%, 手术安全性得到明显提

高[13]. 鉴于胰腺囊性肿瘤手术切除后有较好的预

后, 对难以明确性质者应积极手术探查. (2)区别

肿瘤和非肿瘤性疾病. 依据囊壁是否存在上皮

性成分与单纯囊肿和假性囊肿相鉴别. 本组有2
例黏液性囊腺瘤误为假性囊肿而行囊肿空肠内

引流术, 术后症状反复, 最后病理证实黏液性囊

腺瘤. 因此, 术中应常规冰冻病理证实囊肿的性

■应用要点
本文为胰腺囊性
肿瘤的治疗提供
借鉴, 体现出胰腺
外科的发展方向, 
即以微创方式取
得最佳的治疗效
果.
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质[14]. 而盲目进行内外引流则不可取. (3)术中处

理. 黏液性囊腺癌有时表现为周围脏器浸润, 但
少有远处转移和重要血管侵犯. 经仔细分离后

一般都能得到切除, 预后较好. 本组有5例黏液

性囊腺癌通过胰体尾、脾脏、结肠和部分胃壁

的联合切除而得到根治, 3例获得了长期生存. 
因此, 不要轻易放弃手术治疗. 一般认为导管内

乳头状黏液瘤是一种前恶性病变, 存在一个从

良性到恶性的渐变过程, 一旦发现即应手术切

除. 由于导管内乳头状黏液瘤多沿胰管生长, 故
术中应对可疑区域行冰冻病理检查, 以保证胰

管切缘阴性[15].
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Abstract
AIM: To discuss the clinical characteristics of 
acute pancreatitis in middle and late pregnancy 
stage and its treatment.

METHODS: Twenty-three patients with acute 
pancreatitis in middle and late pregnancy stage 
were conservatively treated with drugs under 
close observation. Operation was performed for 
those with their conditions worsened to elimi-
nate the necrotic tissues and terminate their 
pregnancy.

RESULTS: Two mothers with their fetus died, 
21 mothers were discharged from the hospital 
after their entire recovery and 13 fetuses were 
successfully saved.

CONCLUSION: Women in the middle and late 
pregnancy stage, especially those with a history 
of gallbladder and biliary tract diseases are easy 
to suffer from pancreatitis. Changes in endocrine 

during this stage can also lead to the develop-
ment of acute pancreatitis.

Key Words: Pregnancy; Pancreatitis; Surgery
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摘要
目的: 探讨妊娠中晚期伴发急性胰腺炎的临
床特点和治疗经验. 

方法: 23例妊娠中晚期伴发急性胰腺炎的患
者均经药物保守治疗, 密切观察, 并部分病情
变化转为手术治疗. 手术以清除坏死组织和终
止妊娠为主. 

结果: 2例母婴死亡, 21例母亲痊愈出院, 保胎
成功13例.

结论: 妊娠中晚期的患者容易发生急性胰腺
炎, 特别是既往胆囊或胆道疾病病史的患者, 
同时妊娠中晚期内分泌变化也容易导致胰腺
炎的发生.

关键词: 妊娠; 胰腺炎; 手术
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0  引言

重症急性胰腺炎(acute severe pancreatitis, ASP) 
是普通外科急症中最严重的一种疾病. 其发病

急, 发展迅速, 并发症多, 死亡率高, 一直是普通

外科处理最困难的疾病之一. 妊娠并发急性胰

腺炎并不常见, 国外报道妊娠人群的发病率为

1/1000-1/5000[1,14], 但有逐年增加的趋势. 妊娠合

并急性胰腺炎具有发病急, 进展快, 临床过程凶

险, 对母婴危害大, 孕产妇及围生儿病死率高达

20%-50%. 现在就我院2000-01/2005-12救治的23
例病例总结经验如下. 

®

■背景资料
在临床工作中, 妊
娠中晚期由于饮
食和胆道疾病的
因素可能导致急
性胰腺炎的发生. 
对于此方面的治
疗, 一直没有深入
的探讨和明确的
理论指导, 常常由
于治疗经验的欠
缺导致母婴死亡.

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京
积水潭医院消化
内科
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1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2005-12我院救治患者23例, 年
龄22-34(平均27.3)岁. 初产妇16例, 经产妇7例. 其
中中期妊娠14例, 晚期妊娠9例, 平均妊娠6.3 mo. 
孕前有慢性胆囊炎1例, 孕期发现胆囊结石4例, 
发病前摄油腻食物过多11例.
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准及分型: 根据临床表现, 生化检

查, B超或手术探查明确诊断. 临床症状和体征

有以下2-3项者即可考虑本病: (1)中上腹持续性

疼痛, 频繁恶心呕吐, (2)血尿淀粉酶升高>128
或256 U/L, 或突然下降到正常但病情恶化, (3)B
超或CT显示胰腺肿胀, 质地不均或胰外有浸润. 
根据AP临床诊断及分级标准, 重症17例, 轻度 
6例.
1.2.2 治疗方法: 23例均先经禁食, 胃肠减压, 抑酶

及广谱广菌素治疗. 24 h之内转为手术5例. 24 h后
手术3例. 2例术中终止妊娠后行胰腺包膜切开引

流及部分病灶切除. 转入ICU 2例. 肾脏透析1例.

2  结果

临床首发症状均为腹痛, 伴腹膜炎13例, 呼吸困例, 呼吸困, 呼吸困

难2例, 肾功能衰竭1例. 16例伴恶心呕吐, 发热4例, 肾功能衰竭1例. 16例伴恶心呕吐, 发热4, 肾功能衰竭1例. 16例伴恶心呕吐, 发热4例. 16例伴恶心呕吐, 发热4. 16例伴恶心呕吐, 发热4
例, 体温平均39.1℃, 入院后检查, 上腹部压痛18
例, 腹膜刺激征13例, 入院后出现先兆早产3例, 
胎心快11例. 血白细胞及中性粒细胞升高8例, 最
高白细胞20×109/L, 中性89%. 血淀粉酶升高23
例, 为984-4532 U/L(正常值70-170 U/L). 高脂血

症21例, 总胆固醇升高明显, 肝酶升高15例, 其
中谷丙转氨酶最高达600 U/L, 电解质异常7例, 
其中低血钾1例, 血糖升高3例, 最高12.1 mmol/L. 
B超提示胰腺边缘模糊不清, 有腹腔渗出18例, 
胰腺肿大6例, 探及胆囊结石4例. 2例母婴死亡, 
21例母亲痊愈出院. 保胎成功13例.

3  讨论

急性胰腺炎的病因很多, 现在研究认为主要与

胆道疾病及饮食因素有关. Gürsoy et al [7]报道认

为肥胖, 妊娠期营养增加特别是高脂饮食是妊

娠合并急性胰腺炎的重要诱因. 
本组患者情况, 23例中4例合并胆结石, 1例

合并慢性胆囊炎, 4例合并胆囊结石, 11例有暴饮

暴食病史, 胆道疾病[15]和饮食因素仍然是妊娠

期胰腺炎的主要病因. 另外妊娠期常伴有自己

疾病的特殊性: 妊娠期本身导致的不利因素, (1)
血液流变学发生改变. 孕妇高蛋白、脂肪的摄

入增加及体内孕、雌激素含量的显著变化引起

妊娠晚期血清总胆固醇含量明显升高. Athyros  
et al [3]报道妊娠期甘油三酯较非孕时升高2-3倍, 
而脂蛋白酶活性降低, 严重的甘油三酯升高可

能在妊娠晚期产生不良后果, 胰腺血管被凝集

的血清脂质颗粒栓塞, 容易诱发急性胰腺炎[12,15]. 
甘油三酯的升高也使血浆黏滞性增加, 血液流

动的阻力增大[4-5]. (2)微循环抗紊乱能力减弱, 但
当孕周达终末期时, 因腹腔压力增加胆胰管内

阻力增加, 和血液高黏滞综合征其耐受能力下

降. Hernandez et al [2]指出, 胰管高压可致导管-腺
泡屏障破裂, 使胆汁分布于胰间质血管周围, 可
致胰腺微循环出血及血栓形成, 可致胰腺微循

环障碍. (3)妊娠导致的并发症, Badja et al [6]报道

妊高征可引起微血管内凝血和血管炎, 诱发胰

腺坏死而导致急性胰腺炎. 因此临床上认为妊

娠性胰腺炎病理分型以坏死型为主而水肿型较

少. (4)甘油三脂一般可升高30%左右, 并在孕后

期达到高峰, 严重者血浆呈乳糜状. 事实证明妊

娠高脂血症也是诱发胰腺炎的原因之一[8]. (5)妊
娠时由于盆腔脏器充血及激素的影响, 毛细血

管壁通透性增加, 促使炎症发展, 同时膨大的子

宫机械性压迫也不利于炎症的消退; 炎症的扩

散又可刺激子宫收缩, 易引起流产, 早产等. 其
他不利因素: (1)妊娠期间对抗生素治疗有明显

的限制. 一般主要应用青霉素类或头孢类药物. 
大多数医生参照药物说明都对抗生素应用持谨

慎态度. 如果青霉素类阳性, 选择药物将更加十

分困难. 加重了治疗上的困难. (2)生长抑素类药

物的限制应用. 应用生长抑素类药物是胰腺炎

保守治疗中非常重要的环节. 但是由于对胎儿

可能有潜在的影响, 所以到现在为止国际上也

没有对生长抑素类药物在孕妇中是否应用作出

明确规定. (3)CT是诊断胰腺炎的国际上的金标 
准[9-11], 但是由于胎儿的存在, 使一些特异性检查

应用起来非常困难. 只能以无创性的B超作为必

要检查手段, 但是对于腹腔深部的器官来说, 在
炎症状态下, 前方的肠管常常高度积气, 影响检

查效果, 可能妨碍诊断效果. 由于上述不利因素, 
所以对于妊娠期胰腺炎治疗变的非常困难, 而
且如果保守治疗效果不好, 常可以使可能导致

母婴双亡的悲惨局面. 
通过上述病例我们总结治疗妊娠期胰腺

炎的常用方法: (1)补液, 纠正水电紊乱, 抑酶及

抗生素治疗: 禁食, 频繁呕吐可致水电解质异

常, 为满足胎儿生长营养需要及让胃肠和胰腺

充分休息, 应及早给予胃肠外营养, 每日补液

■创新盘点
本文主要提出作
者的观点, 根据病
情变化认为积极
采取外科治疗对
母婴的安全性可
以提高. 治疗这方
面疾病不能瞻前
顾 后 ,  要 当 机 立
断 ,  争 取 治 疗 时
间.

■应用要点
本文通过介绍妊
娠伴发急性胰腺
炎的治疗经验, 为
此疾病的深入研
究提供借鉴和参
考依据.
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3000-4000 mL, 其中1/3-1/4为胶体溶液, 提高胶

体渗透压, 维持血容量, 纠正水电解质紊乱. 按
医嘱给予抑肽酶及广谱抗菌素治疗. (2)必要的

产科护理: 据报导孕妇并发急性胰腺炎约75%发

生在晚期妊娠, 早产发生率高达60%. 本组发生

在晚孕期占80%, 早产发生率占10%, 可见保守

治疗胰腺炎的同时应进行保胎治疗, 密切观察

胎心率, 腹痛及腹部体征, 宫缩等变化, 并进行

胎动计数, B超, NST检查, 加强胎儿监护, 及时

了解胎儿宫内情况, 尽量延长胎龄. (3)适时终止

妊娠. 如果胎儿超过32 wk, 在应用抗生素的情况

下, 应给予地塞米松以促胎肺成熟不论是自然

分娩或手术分娩, 均需做好新生儿抢救的准备. 
对于中晚期妊娠应常规每4 h听胎心1次, 必要时

还应缩短时间. (4)行B超和血酶学的跟踪检测, 
每4 h检测一次血淀粉酶和脂肪酶. B超每12 h复
查1次. 必要时仍然要行CT检查. (5)细心观察体

征. 如腹膜炎出现, 血象超过20×109/L, 紧急手

术治疗. (6)观察呼吸和尿量的变化, 可以行血气

检查和留置到尿, 急检肾功能. 如果有器官功能

不全的病妇, 应急诊手术治疗. (7)如果保守24 h
治疗效果不好, 应紧急手术治疗. 必要时能果断

终止妊娠挽救患妇生命. 
无论何种类型的胰腺炎, 对孕妇和胎儿的

危害都很大[13]. 重症胰腺炎起病凶险, 胰腺发生

出血坏死, 腹腔有大量血性渗出, 急性渗出物和

毒素可刺激子宫, 引起持续性宫缩, 最终导致子

宫胎盘血循环障碍, 使胎儿缺氧而死亡. 毒素也

可直接通过胎盘引起死胎. 而且不利因素较非

妊娠胰腺炎更多, 所以治疗起来更加困难. 
治疗原则是首先以保证病妇的生命为主, 

其次兼顾胎儿. 保守治疗时间不易过长. 严密观

察病妇各项指标变化, 当机立断, 不能延误治疗

时机. 手术以清除胰腺坏死组织充分引流, 同时

终止妊娠状态, 减少胰腺炎加重的因素. 
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Abstract
AIM: To investigate the normal expression 
of endogenous biotin (EB) in colonic tissues 
and its influence on the results of immuno-
histochemistry (IHC). 

METHODS: Fourteen specimens were tested and 
analyzed with different immunology methods.  

RESULTS: EB was expressed on the fundic 
endoplasm of surface epithelial cells in 8 of the 
14 colonic tissue samples, and 15% egg white 
blocking fluid could eliminate EB in colonic tis-
sues from human beings. Traditional SP, SP + 
15% egg white blocking fluid, two-step PV-6002 
and improved two-step PV-6002 showed that 
Bax was positively expressed in 12 (85.71%), 10 
(71.43%), 4 (28.57%) and 8 (57.14%) colonic tis-
sue samples, respectively, whereas moderately 
and strongly expressed in 10, 6, 0, and 5 colonic 

tissue samples, respectively. 

CONCLUSION: Endogenous biotin is expressed 
mostly in the fundic endoplasm of surface epi-
thelial cells in colonic tissue samples from hu-
man beings. The biotinylated detection system is 
the first choice of method during IHC. 

Key Words: Immunohistochemistry; Endogenous 
biotin; Colon; Paraffin-embedded tissue; Egg white 
blocking fluid
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摘要
目的: 探讨内源性生物素在结肠组织中的表
达及其对免疫组化结果的影响. 

方法: 14例结肠黏膜组织标本按不同的免疫
学方法进行实验和分析. 

结 果 :  8 例 出 现 内 源 性 生 物 素 阳 性 表 达 
(57.14%), 主要位于表面上皮细胞胞质, 尤其
近基底侧. 15%蛋清封闭液可以封闭结肠组
织中的内源性生物素. 传统SP法、SP法+15%
蛋清液、PV-6002两步法和改进后的两步法
Bax阳性表达数分别为12例(85.71%)、10例
(71.43%)、4例(28.57%)和8例(57.14%), 在这
四种方法中Bax中等强度以上表达数分别为
10例、6例、0例和5例. 

结论: 内源性生物素在结肠组织中主要表达
在表面上皮细胞胞质, 尤其是近基底侧; 免疫
组化时可首选生物素标记的检测系统.

关键词: 免疫组织化学; 内源性生物素; 结肠; 石蜡

包埋组织; 蛋清封闭液

高春, 王爱英, 韩亚京. 内源性生物素在结肠组织中的表达

及其对免疫组化的影响.  世界华人消化杂志  2008; 16(5): 

551-555

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/551.asp

www.wjgnet.com

®

■背景资料
随着免疫组化技
术越来越广泛的
运用, 内源性生物
素因其对免疫组
化结果的影响而
受到极大关注. 目
前 ,  国 内 外 文 献
对结肠组织中内
源性生物素的表
达及其影响未见 
报道.
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0  引言

随着免疫组化技术在临床诊断和科学研究中获

得越来越广泛的运用, 内源性生物素因其对免

疫组化结果产生较大影响而受到极大关注. 常
用的检测系统中, 包括SP、SABC和LSAB等, 均
是用生物素标记的二抗, 而文献报道加热抗原

修复会重新暴露内源性生物素的活性[1-2], 由此

导致实验结果的假阳性也引起学者们的广泛关

注[3]. 因为内源性生物素较多分布在线粒体中, 
以往的研究过多的集中在含线粒体丰富的组织, 
如肝脏、肾脏和乳腺等[4-5]. 而肠道作为内源性

生物素产生的重要部位之一, 对其表达情况却

研究甚少, 国内外文献中均未见报道.
目前, 免疫组化的检测系统较多, 既包括上

述以S P为代表的生物素标记的三步法检测系

统, 也包括许多非生物素标记的检测系统, 例如

EnVision、PicTureTM、PowerVision等, 他们大

都是简化的两步法检测系统. 后者显示较高的

特异性, 而且敏感性也较高, 因此有学者认为, 
内源性生物素含量丰富的组织应该放弃以SP为
代表的生物素标记的三步法检测[6]. 本研究旨在

通过不同的实验方法探讨内源性生物素在结肠

组织中对免疫组化结果的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 结肠黏膜标本取自北京大学第三医院

消化内镜中心, Bax一抗和SP检测系统由美国

NeoMarkers公司提供, PV-6002为两步法的非生

物素标记的检测系统, 购自北京中杉公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本的制备: 结肠镜黏膜活检, 标本立即

用40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 µm厚连续

切片, 每份标本均制作成8张免疫组化用的切片, 
另有1张作HE染色.
1.2.2 蛋清封闭液的制备: 取新鲜鸡蛋蛋清, 无菌

操作, 纱布过滤后4℃冰箱保存, 使用时用去离

子水稀释成不同的浓度, 室温孵育均为30 min, 
其后PBS冲洗3次, 每次各5 min.
1.2.3 免疫组化: (1)按照SP/PV-6002步骤进行; 
(2)抗原修复采用微波高火15 min, 修复液采用

0.01 mol/L柠檬酸(pH 6.0); (3)对照设立包括阳

性对照、阴性空白对照和阴性替代对照, 阳性

对照由NeoMarkers公司提供, 空白对照由既往

实验证实, 替代对照用PBS取代一抗.
1.2.4 实验方法: (1)切片脱蜡水化后常规使用过

氧化氢液封闭内源性过氧化物酶活性, 使用血

552                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年2月18日    第16卷   第5期

清减轻非特异性背景染色, 随之直接滴加SP液, 
DAB显色, 普通光学显微镜下观察; (2)在上一步

基础上增加微波高温抗原修复, DAB显色和镜

下观察; (3)微波抗原修复后增加蛋清封闭液的

处理过程, 余同上; (4)传统的免疫组化SP法操

作; (5)增加蛋清封闭液的处理后, 按照常规SP法
操作; (6)按照PV-6002两步法说明书操作; (7)将
PV-6002两步法的二抗作用条件由室温30 min
改为37℃孵育60 min, 余仍按照说明书操作; (8) 
PV-6002两步法的操作, 不加一抗观察二抗的单

一影响; (9)HE染色进行普通病理诊断, 并辅助

免疫组化结果的判断.
1.2.5 结果判定:  记分参照Rahman et a l的标

准并作适当修改. 染色强度记分: 无色0分; 淡
黄色1分; 黄色2分; 棕褐色3分. 阳性细胞数记

分: <25%, 1分; 26%-50%, 2分; 51%-75%, 3分; 
>75%, 4分. 根据染色强度和阳性细胞数计分之

和进行判断: 0分为阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 
3-5分为阳性(++), 6-7分为强阳性(+++). 所有结

果均经3位作者在病理医师帮助下分别阅片, 若
有疑义共同商议后确定.

2  结果

2.1 内源性生物素在结肠组织的表达 方法1和2
操作前者反应是石蜡包埋结肠组织未经热修复

的情况, 后者反应的是微波热修复后的情况. 前
者均未见阳性表达; 后者出现明显的内源性生

物素表达, 14份标本中8份出现阳性(57.14%), 其
中中等强度以上的表达有6份(42.86%). 表达部

位主要是在结肠黏膜表面上皮细胞的胞质, 且
绝大多数在近核的基底侧(表1, 图1).表1, 图1).图1).
2.2 蛋清封闭液对结肠组织内源性生物素的效果 
观察不同浓度的蛋清封闭液对结肠组织内源性生

物素的封闭效果, 浓度分别为5%、15%和30%, 孵
育均为室温30 min. 结果显示, 15%蛋清封闭液可

以得到满意的效果, 内源性生物素被成功封闭 
(图2); 5%的蛋清封闭液不能完全封闭, 在内源

性生物素表达部位存在部分着色, 但强度明显

下降; 30%蛋清封闭液的封闭效果不满意, 整个

背景均有轻微的着色. 15%蛋清封闭液的结果见见

表1..
2.3 不同免疫组化实验方法结果 方法4反应的是

未经蛋清封闭液处理, 用生物素标记SP系统的

检测结果; 方法5反应的是经过蛋清封闭液封闭

内源性生物素后, SP系统的检测结果; 方法6反
应的是按说明书操作的两步法非生物素标记系

www.wjgnet.com

■研发前沿
探讨免疫组化中
各个影响因素及
有效的消除方法, 
是免疫组化方法
学研究的重点. 本
文探讨内源性生
物素在结肠组织
中对免疫组化结
果的影响, 并提出
合适的消除方法.
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统的检测结果; 方法7反应的是调整两步法检测

系统二抗作用条件后的结果(图3).
4种方法的样本阳性数有明显差异 ,  其中

方法4阳性数最多 ,  14例标本中有12例阳性

(85.71%), 中等度以上表达的有10 例; 增加蛋

清液封闭内源性生物素后(方法5), 阳性表达数

降至10例(71.43%), 而中等度以上表达的仅有6
例(42.86%). 增加了内源性生物素的封闭后, 原
有的12例阳性标本中有7例出现不同程度的强

度下降(58.33%), 甚至有2例均为中等强度以上

表达的阳性标本从阳性直接转为阴性(表1).表1).).
更换两步法非生物素的检测系统后 ,  按

照步骤操作 (二抗作用条件为室温3 0  m i n )
实验 ,  阳性数仅为4例(28.57%), 且强度均较

弱 ,  无1例达到中等度及以上表达 ;  提高二

抗的作用温度至3 7℃、延长作用时间至6 0 
min, 阳性数上升至8例(57.14%), 其中中等度

以上表达的有5例 (35.71%),  仅略低于S P系
统 .  调整后的P V-6002系统与S P系统逐一比

较 ,  14例标本中有9例检测结果完全一致 ,  5
例存在差异 ,  其中4例P V-6002系统强度弱于

S P系统 ,  3例S P法阳性而两步法为阴性 ,  仅
有1例两步法为弱阳性而S P法为阴性 .  方法

8证实了非生物素检测系统的二抗对结果没

有影响, H E染色是为了辅助免疫组化结果的 
判定.

3  讨论

生物素是一种含硫水溶性维生素, 广泛分布于动

物及植物各组织, 是多种羧化酶辅基的成分, 在
人体内主要位于线粒体和细胞质中, 参与多种生

理和病理反应. 内源性生物素是指体内所含有的

能够和抗生物素蛋白结合的分子或基团, 肠道是

其产生的主要部位之一. Rodriguez-Soto et al发
现在甲醛固定、石蜡包埋组织中内源性生物素

活性被封闭, 而经过微波高温修复后活性重新恢

复[1-2]. 本研究证实了这一观点, 14例石蜡包埋结

肠组织如果不经高温热修复, 在常规脱蜡水化后

直接与外源性的抗生物素蛋白反应, DAB显色, 
并未发现有阳性着色. 经过微波高温热修复, 8例
出现明显着色, 且有6例表达强度在中等度及以

上; 主要部位在黏膜表面上皮细胞的胞质, 尤其

近核基底侧. 本研究证实了结肠是内源性生物素

高表达的组织之一, 详细报道了内源性生物素在

石蜡包埋结肠组织中的表达情况.
早在1981年Wood et al [7]就发现内源性生物

素会对免疫组化的结果产生影响, 并且初步找

到解决的方法, 随后又陆续有研究报道[8]. 目前

■相关报道
国外学者认为在
内源性生物素含
量丰富的组织中
应该放弃以生物
素标记的免疫组
化检测系统.

■创新盘点
本文首次报道了
内源性生物素在
石蜡包埋结肠组
织中的表达情况, 
并且通过实验证
实了尽管结肠组
织中内源性生物
素含量丰富, 但是
处理得当依然可
以获得理想的结
果.

A B

图  1  内源性生物素在石蜡包埋结肠组织中的表达情况(微波处理后(×400). A: 主要在黏膜表面上皮细胞胞质表达, 以近核

基底侧为主; B: 单一在上皮细胞胞质近核基底侧表达.

A B

图  2  蛋清封闭液对结肠组织中内源性生物素的封闭效果(×400). A: 蛋清液封闭前; B: 蛋清液封闭后.
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■应用要点
在结肠组织中进
行免疫组化操作
时, 生物素标记的
检测系统依然可
列为首选方法之
一. 本研究结果对
应用免疫组化技
术时合理选择不
同的检测系统有
一定意义.

有很多厂家提供内源性生物素的封闭液, 然而, 
有研究表明在某些情况下, 这些封闭液并不能

达到满意的效果[9]. Miller et al推荐了一种简单

的封闭液, 即蛋清封闭液[10]. 考虑到蛋清来源容

易、价格便宜、操作简单、并且可以自由调整

浓度, 我们研究了蛋清封闭液的效果, 结果发现

采用合适的浓度在结肠组织中可以取得满意的

效果, 浓度过高或过低时效果均不满意. 封闭的

效果存在较高的浓度依赖性, 这可能是即用型

的封闭液在某些组织中不能取得满意效果的原

因之一. 本研究结果提示, 在石蜡包埋结肠组织

中, 内源性生物素的活性可以被完全封闭, 影响

可以被消除; 考虑到封闭的效果存在较高的浓

度依赖性, 蛋清封闭液可成为首选的内源性生

物素封闭液.
因为内源性生物素会对免疫组化的结果产

生影响. 有学者认为应该在生物素含量丰富的

组织放弃以生物素标记的免疫组化检测系统[6]. 
本研究重点是在结肠组织中免疫组化时是否应

该抛弃生物素标记的检测系统. 根据预实验的

结果, 我们选择了在同一部位表达的Bax抗体作

为研究所用的一抗, Bax是Bcl-2家族促凋亡亚家

族的成员之一, 在正常多种组织有表达, 其中包

括正常的结肠组织. 经过封闭后SP系统依然表

现出高敏感性, 每一份标本均设立了阴性对照, 
对照片未见着色, 同时实验片背景清晰, 未见非

特异性着色, 表现出较高的特异性. 由实验结果

可以看出, 经过合适的封闭过程, 用生物素标记

的系统是可以取得理想结果.
反观两步法系统的检测结果, 按照说明书

步骤操作, 阳性表达数很低, 14例标本中仅有4
例出现阳性, 且表达均较弱, 没有1例达到中等

DA B C

图  3  不同免疫组化实验方法(×400). A: 未加蛋清液封闭的SP系统的检测结果; B: 蛋清液封闭后的SP系统的检测结

果; C: PV-6002两步法原检测系统的结果(二抗为室温30 min); D: 调整二抗作用条件后PV-6002两步法系统的检测 

结果.

表  1  各种实验方法的结果

     
实验方法	     1	    2	     3	     4	    5	     6	    7	 8

001	    -	 -	    -	 +++	 +++	    +	 +++	 -

002	    -	 ++	    -	 +++	 ++	    -	 ++	 -

003	    -	 ++	    -	 ++	 -	    -	 -	 -

004	    -	 +++	    -	 +++	 -	    -	 +	 -

005	    -	 -	    -	 +	 +	    -	 -	 -

006	    -	 -	    -	 +++	 +++	    +	 +++	 -

007	    -	 -	    -	 -	 -	    -	 -	 -

008	    -	 +	    -	 ++	 ++	    +	 ++	 -

009	    -	 ++	    -	 ++	 +	    -	 -	 -

010	    -	 +	    -	 ++	 +	    -	 -	 -

011	    -	 +++	    -	 +++	 ++	    -	 +	 -

012	    -	 +++	    -	 +++	 ++	    +	 ++	 -

013	    -	 -	    -	 -	 -	    -	 -	 -

014	    -	 -	    -	 +	 +	    -	 +	 -

1-8对应材料和方法中的方法编号; 001-014是各标本的编号.
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度以上表达; 与SP系统比较, 背景更为清晰, 表
现出非常高的特异性, 但低敏感性过低. 考虑到

这一情况, 本研究改进实验条件, 将二抗的作用

条件进行改善, 得到了较为理想的结果, 8例出

现阳性表达, 但依然低于SP系统. 而且有3例SP
系统检测为阳性在该方法中为阴性, 敏感性相

对较低. 敏感性和特异性很难同时获取, 这也正

是不同检测系统难以取舍的原因. SP为代表的

生物素标记的检测系统由于采取三级放大, 敏
感性高于两步法的检测系统, 特异性降低, 非特

异性的背景染色增加. 本研究成功消除了内源

性生物素的影响, 并且获得了理想效果. 根据研

究结果, 在结肠组织中进行免疫组化操作时, 生
物素标记的检测系统可作为首选方法之一.

致谢:  感谢吕愈敏教授、李柯主治医师、张

颖、尚惠茹在标本收集和处理上给予本课题的

帮助.
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Abstract
AIM: To explore the psychosocial factors for 
ulcerative colitis (UC). 

METHODS: Individuals enrolled in this study 
were divided into UC patient group and control 
group (30 in each group). Minnesota multipha-
sic personality inventory (MMPI), Hamilton 
depression scale (HAMD), Hamilton anxiety 
scale (HAMA), life event scale (LES), Toronto 
alexithymia scale (TAS), social support scale (SS) 
were used to evaluate UC patients and normal 
controls. 

RESULTS: UC patients had higher scores of 
Hs (t = 4.39, P < 0.01), D (t = 4.48, P <0.01), Pt (t 
= 2.67, P < 0.05), Sc (t = 2.55, P < 0.05), HAMD 
(t = 4.19, P <0.01), HAMA (t = 3.48, P < 0.01) 

and TAS (t = 3.81, P < 0.01) than the normal 
controls. 

CONCLUSION: The personality characteristics 
and style of emotional expression of UC patients 
are abnormal. 

Key Words: Ulcerative colitis; Psychosocial factors; 
Minnesota multiphasic personality inventory

Luo QH, Zou TR, Chen ZZ, Sun XL. Psychosocial factors 
for ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(5): 556-558

摘要
目的: 探讨心理社会因素在溃疡性结肠炎
(UC)中的作用.

方法: U C患者30例, 正常对照组30例.采用
明尼苏达多相人格调查表(MMPI)、汉米尔
顿抑郁量表(H A M D)、汉米尔顿焦虑量表
(HAMA)、生活事件量表(LES)、社会支持量
表(SS)、多伦多述情障碍量表(TAS)对UC患
者及正常人进行评定. 

结果: UC患者在Hs(t  = 4.39, P <0.01)、D(t = 
4.48, P <0.01)、Pt(t  = 2.67, P <0.05)、Sc(t  = 
2.55, P <0.05)和HAMD(t  = 4.19, P <0.01)、
HAMA(t  = 3.48, P <0.01)、TAS(t  = 3.81, P  
<0.01)量表的评分高于正常对照组.

结论: UC患者的人格因素及述情方式有明显
异常.

关键词: 溃疡性结肠炎; 心理社会因素; 明尼苏达多

相人格调查表

罗秋华, 邹天然, 陈掌珠, 孙学礼. 心理社会因素在溃疡性结肠炎

中的作用.  世界华人消化杂志  2008; 16(5): 556-558
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原

因不明的直肠和结肠炎性疾病. 目前认为本病

®

■背景资料
心身障碍是指一
类心理社会因素
在疾病的发生、

发展和转归中起
了很重要作用的
生理功能障碍或
疾病, 无明显精神
活动或行为障碍. 
根据有无已知的
组织和器官的形
态学改变, 分为心
理生理障碍和心
身疾病. 随着医学
模式的转换, 心身
医学作为一门研
究精神和躯体相
互关系的医学亚
科, 从某种意义上
说, 已经成为一种
特定的疾病观的
体现, 即任何疾病
的发生、发展、

转归都渗透着心
身医学的影响. 

■同行评价者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
研究室



罗秋华, 等. 心理社会因素在溃疡性结肠炎中的作用                                                                                                         557

www.wjgnet.com

的发生除与免疫异常、遗传因素和感染因素有

关外, 心理因素与本病的发生和复发有密切关 
系[1-4]. 本文主要研究UC患者的个性以及情绪因

素等.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2000-2001年华西医院消化内科门

诊和住院确诊的UC患者30例, 平均年龄37.69
±8.95岁, 男18例, 女12例. 入组条件: 有UC的

典型症状并经纤维肠镜确诊; 有反复发作的病

史; 无严重并发症; 无精神疾病和家族史; 无其

他躯体疾病. 另设一对照组: 为华西医院研究

生、精神科工作人员和成都飞机设计研究所

职工, 均排除UC、其他严重躯体疾病及精神疾

病. 共30例, 平均年龄34.04±7.04岁, 男16例, 
女14例. UC组与对照组间的年龄及性别构成比

差异无显著性. 
1.2 方法 明尼苏达多相人格调查表(MMPI)、汉

米尔顿抑郁量表(HAMD)、汉米尔顿焦虑量表

(HAMA)、生活事件量表(LES)、社会支持量表

(SS)和多伦多述情障碍量表(TAS)[10]对30例UC
患者进行评定, 并与30例正常人进行比较.  

统计学处理 所有数据均采用SPSS软件进行

统计分析. 组间比较用t检验或方差分析. 

2  结果

与正常对照组比较, UC组HAMD 、HAMA和

TAS量表评分较高, 差异具有显著性, 而在LES
及SS评分上两组间的差异无显著性. 在MMPI的
因子评分中, 患者组Hs、D、Pt和Sc评分高于对

照组, 差异具有显著性(表1). 
在患者组中, 有轻中度抑郁者11例, 重度抑

郁者1例, 共计12例, 占40%; 肯定有焦虑者9例, 
有明显焦虑者4例, 有严重焦虑者1例, 共计14例, 
占46.7%; 而对照组只有1人的抑郁评分高于9分, 
无1人焦虑评分超过14分. 

3  讨论

个性亦称人格, 表现为个体对现实事物和环境

所采取的态度及习惯化了的行为方式, 是指一

个人各项比较重要的、相当稳定的心理特征的

总和. 个性特征决定着个体对生活事件的认知

和评价, 决定着是否对事件作出反应以及反应

程度的强弱、持续时间的久暂, 决定着情绪反

应的形式, 表现出情绪的强度、情绪稳定性、

情绪倾向性、情绪的持久性等方面的不同, 影
响个体对社会支持网络的利用[6-9]. 而不同的情绪

反应作为中介因素导致神经内分泌系统、免疫

系统发生各种改变, 产生各种心身疾病. 因此. 个
性特征被认为是心身疾病的内在致病因素[11-12]. 
本研究中, UC患者在客观社会支持、生活事件

方面与对照组无明显区别, 而主要异常表现在

人格特征及述情方式方面, 表明个性特征与UC
有着密切联系. 

那么, UC患者存在怎样的个性特征呢？张

成林 et al [13]、顾华英 et al [14]以及程文芳 et al [15]

采用症状自评量表、艾森克人格量表及卡特尔

16项人格测评问卷对UC患者进行研究, 结果表

明UC患者情绪稳定性差, 容易紧张、焦虑、抑

郁. 本研究中, UC患者在Hs、D、Pt、Sc的评分

明显高于正常受试者, 表明UC患者存在较多的

疑病和抑郁焦虑症状. 患者在疑病量表上的高

分表明UC患者有许多叙述不清的身体不适, 同
时对自己的健康有过度的担忧. 抑郁症和精神

衰弱的分值高, 反映了这类患者有一定程度的

焦虑抑郁. UC组的轻至重度抑郁和焦虑患者分

别占40%和46.7%, 进一步说明了这个问题. 
本研究还发现UC患者不善于区别情绪状态

和躯体感觉, 多以躯体不适感来表达情绪的不

畅, 在表露内心感受和态度方面较差. 他们较少

自发地倾诉抑郁、焦虑情绪, 更多的表现为躯

体症状如全身软弱无力和胃肠功能障碍等. 
由此可见, 由于UC患者的个性特征, 容易出

现抑郁、焦虑等负性情绪, 这些负性情绪通过

神经内分泌系统、免疫系统影响UC, 加重其炎

表  1  UC组与对照组的各量表评分

     
项目                对照组                 UC组               t               P

MMPI

       Hs    49.74±8.31      59.19±8.37     4.39     <0.01

       D      45.48±9.28      56.45±9.67     4.48     <0.01

       Hy    49.96±9.09      54.73±13.93   1.57     >0.05

       Pd    51.66±9.03      52.69±8.59     0.45     >0.05

       Mf    49.17±8.39      48.07±8.34     0.51     >0.05

       Pa     44.13±11.62    49.72±10.56   1.95     >0.05

       Pt     46.83±9.66      53.46±9.56     2.67     <0.05

       Sc    44.98±8.92      50.78±8.71     2.55     <0.05

       Ma   46.57±6.50      47.84±7.62     0.70     >0.05

       Si     43.08±11.66    46.98±8.05     1.51     >0.05

HAMD      2.00±2.27      13.86±8.93     4.19     <0.01

HAMA      2.64±1.89      10.56±8.04     3.48     <0.01

TAS        63.48±9.20      72.66±9.47     3.81     <0.01

LES        13.84±16.00    19.31±17.14   1.28      >0.05

SS          41.08±7.46      39.20±7.81     0.91      >0.05

■相关报道
张成林 et al 采用
症状自评量表、

艾森克人格量表
及卡特尔16项人
格测评问卷对UC
患者进行研究, 结
果表明UC患者情
绪稳定性差, 容易
紧张、焦虑、抑
郁. 
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症损伤及溃疡形成[16]. 提示我们在诊治UC患者

时, 要重视其个性缺陷, 有针对性地指导其改变

个性薄弱环节, 改变不良的行为方式, 有助于使

病情长期处于稳定状态, 改善疾病的预后. 而对

于伴有焦虑和抑郁的 UC患者, 在常规治疗的基

础上, 可同时给予抗焦虑药和抗抑郁药. 
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Abstract
AIM: To study the expression of S-phase kinase-
asociated protein 2 (Skp2) in large intestine 
adenoma tissue.

METHODS: Expression of Skp2 was detected in 
20 cases of tubular adenoma, 15 cases of villous 
adenoma, 18 cases of mixed type adenoma and 
20 cases of normal tissue using RT-PCR and im-
munohistochemical technique.

RESULTS: The expression level of Skp2 mRNA 
was significantly higher in villous adenoma 
and mixed type adenoma than in normal tissue 
(0.71 ± 0.34, 0.63 ± 0.20 vs 0.34 ± 0.20, P < 0.01). 
However, there was no difference in the relative 
amount of Skp2 mRNA between tubular ad-
enoma and normal tissue. However, there was a 

significant difference in villous adenoma, mixed 
type adenoma and tubular adenoma (0.71 ± 0.34, 
0.63 ± 0.20 vs 0.43 ± 0.22, P < 0.05). There was no 
difference in villous adenoma and mixed type 
adenoma. The positive rate for the expression 
of Skp2 in tubular adenoma, villous adenoma, 
mixed type adenoma and normal tissue was 
15% (3/20), 46.7% (7/15), 27.8% (5/18) and 5.0% 
(1/20), respectively(P < 0.05).

CONCLUSION: Positive expression of Skp2 in 
large intestine adenoma is related with its histol-
ogy type and may promote the development of 
large intestine adenoma.

Key Words: Large intestine adenoma; S-phase kinase-
asociated protein 2; Reverse transcriptase polymerase 
chain reaction; Immunohistochemical technique

Liu XJ, Du YJ, Shen B. Expression of S-phase kinase-
asociated protein 2 mRNA in large intestine adenoma 
tissue. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(5): 
559-562

摘要
目的: 研究细胞S期激酶相关蛋白2(S-phase 
kinase-asociated protein 2, Skp2)在大肠腺瘤组
织中的表达. 

方法: 应用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)和
免疫组化方法检测20例管状腺瘤、15例绒毛
状腺瘤、18例混合性腺瘤和20例正常黏膜组
织中Skp2的表达情况. 

结果: 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤Skp2 mRNA
的表达水平显著高于正常对照组(0.71±0.34, 
0.63±0.20 vs  0.34±0.20, P <0.01), 而管状腺瘤
Skp2 mRNA的相对含量与正常对照组无显著
差异, 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤Skp2 mRNA
的相对含量与管状腺瘤组亦有显著差异(0.71
±0.34, 0.63±0.20 vs  0.43±0.22, P <0.05); 但
是绒毛状腺瘤和混合性腺瘤间无显著差异. 大
肠管状腺瘤、绒毛状腺瘤、混合性腺瘤及正
常组Skp2蛋白表达阳性率分别为15%(3/20)、
46.7%(7/15)、27.8%(5/18)和5.0%(1/20), 各组
间有显著差异(P <0.05).
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■背景资料
Skp2是细胞周期
中重要的调节因
子, 在肿瘤发生中
备受关注. 目前研
究发现许多恶性
肿瘤组织中Skp2
的表达呈不同程
度增高, 与细胞周
期调控及肿瘤的
发生、发展和预
后密切相关, 有原
癌基因的潜能. 

■同行评议者
李华山, 副主任医
师, 中国医科大学
广安门医院肛肠
科



结论: 从基因及蛋白水平证明, Skp2的阳性表
达与大肠腺瘤的组织学类型有关, 可能对大肠
腺瘤的发生发展起促进作用.

关键词: 大肠腺瘤; 激酶相关蛋白2; 逆转录聚合酶

链式反应; 免疫组化技术
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0  引言

大肠腺瘤虽然是一组良性肿瘤性病变, 但多项

研究显示80%的结直肠癌是由腺瘤演变而来[1]. 
在大肠腺瘤发生发展过程中, 有多种因子参与, 
并分别在不同阶段起着不同的作用, 对腺瘤生

长的促进或抑制等产生影响. 细胞S期激酶相关

蛋白2(S-phase kinase-asociated protein 2, Skp2)
是细胞周期中重要的调节因子, 在肿瘤发生中

备受关注. 我们应用RT-PCR及免疫组织化学技

术检测Skp2在大肠腺瘤中的表达.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-2005年哈尔滨医科大学附属

二院腔镜中心大肠黏膜活检诊断病例: 管状腺瘤

20例(男13例, 女7例, 平均年龄55.7岁)、绒毛状

腺瘤15例(男9例, 女6例, 平均年龄58岁)、混合

性腺瘤18例(男12例, 女6例, 平均年龄57.2岁)、
正常黏膜20例(平均年龄35岁)患者的病变组织, 
一部分40 g/L甲醛固定, 用于病理学及免疫组织

化学检测; 另一部分液氮速冻后置于-80℃冰箱

保存, 备于提取RNA. TRIzol®Reagent购于Gibco 
BRL公司, M-MLV Reverse Transcriptase, Tag 
DNA聚合酶为Pramega产品, 引物由上海生工合

成. Skp2鼠抗人mAb(克隆系: 1G12E9), PV-9000
二步法免疫组化检测试剂盒均购于北京中山生

物技术有限公司. 冰冻高速离心机, PTC-100热循

环仪, GE-100凝胶电泳仪, 全自动数码凝胶图像

系统, 紫外分光光度计和Olmpus CX40显微镜等. 
1.2 方法 
1.2.1 组织总RNA提取和cDNA合成: 按试剂

盒说明书进行操作. PCR扩增, 引物设计为: F: 
5'-AGTCTCTATGGCAGACCTTAGACC-3', R: 
5'-TTTCTGGAGATTCTTTCTGTAGCC-3', 扩
增片段长度500 bp, 设置β-actin为阳性参照, 同
时设H2O为阴性对照. 反应体系: 10×Buffer 2.5 
μL, dNTP(2.5 mmol/L)2 μL, MgCl2(25 mmol/L)2 
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μL, 上、下游引物(10 pmol/L)各1 μL, Tag DNA
聚合酶 0.5 μL, cDNA 2 μL, 水补足体系至25 μL; 
反应条件: 95℃预变性5 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 
min, 72℃ 2 min, 35个循环, 72℃ 10 min. 产物20 
mg/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色(10 mg/L)
后, 通过凝胶成像系统对目的电泳条带进行光

密度扫描, 与自身β-actin形成条带比较的相对值

表示Skp2 mRNA的表达水平(图1). 
1.2.2 免疫组化方法: 4 μ连续切片, 常规脱蜡和

水化. 30 mg/L H2O2室温处理10 min, 以阻断内原

性过氧化物酶. 加EDTA缓冲液用高压锅抗原热

修复2 min. 滴加Skp2鼠抗人mAb 50 μL, 4℃孵育

过夜. 按照PV-9000二步法免疫组化检测试剂说

明, 加入试剂1, 室温静止20 min; 再滴加试剂2, 
室温孵育20 min. DAB显色, 苏木精复染. 以PBS
代替一抗作为阴性对照. 阳性结果判定: Skp2阳
性细胞为细胞核呈棕黄色(图2). 每张病理切片

随机选取10个视野, 每个视野计数100个细胞, 
共1000个细胞, 计算着色细胞所占比例, <10%者

为阴性, ≥10%者为阳性. 
统计学处理 所有数据采用SPSS10.0软件

处理, 采用χ2检验及q检验, P <0.05为有统计学 
意义.

2  结果

2.1 S k p2 m R N A的表达 大肠管状腺瘤S k p2 
mRNA的相对含量与正常对照组无显著差异(q  
= 1.52、P >0.05); 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤Skp2 
mRNA的表达水平显著高于正常对照组(q 绒-正 = 
5.69, P <0.01; q混-正 = 4.73, P <0.01); 绒毛状腺瘤

和混合性腺瘤Skp2 mRNA的相对含量与管状腺

瘤组亦有显著差异(q 绒-管 = 4.28, P <0.01; q 混-管 = 
3.26, P <0.05); 但是绒毛状腺瘤和混合性腺瘤间

无显著差异(q  = 1.15, P >0.05)(表1).
2.2 Skp2蛋白的表达 细胞核着色呈棕黄色为

Skp2蛋白表达阳性. 大肠管状腺瘤、绒毛状腺

瘤、混合性腺瘤及正常组Skp2蛋白表达阳性率

分别为15%(3/20)、46.7%(7/15)、27.8%(5/18)
和5.0%(1/20), 各组间有显著差异(χ2 = 11.6, 
P <0.05)(表1).

3  讨论

自1974年Morson[2]提出“腺瘤-癌”顺序的大肠

癌发生的理论, 越来越多的流行病学、病理学

以及临床研究方面的证据表明大肠腺瘤是大肠

癌的癌前病变. 研究显示, 肠镜下摘除腺瘤可降

www.wjgnet.com

■研发前沿
大肠腺瘤是大肠
癌的癌前病变, 从
腺瘤到癌是一个
复杂的积累过程, 
可能伴随着细胞
周期调控机制的
紊乱, 这是研究的
热点. 
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低76%-90%的大肠癌发病率[3]. 因此, 积极诊治

大肠腺瘤成为控制和减少大肠癌发病的重要

途径. 
有研究认为腺瘤的生长过程受到不同的因

子影响, 有决定形态的因子, 有促进或抑制生长

的因子. 因此, 只有在特定人群, 一定大小的腺

瘤, 在某个阶段受到促发因素作用, 使其自身的

自限性发生了变异才导致癌变. 这是一个复杂

的积累过程, 可能伴随着细胞周期调控机制的

紊乱. 目前, 研究发现与正常黏膜比较, 小于5 
mm的大肠腺瘤处在细胞周期的S期和G2期细胞

明显增加. 
Skp2是细胞从G1期进入S期的必需因子, 是

DNA复制所必需的人类F-box蛋白家族成员[4-5], 
通过泛素蛋白酶体途径(ubiquitin proteasome 
pathway)参与细胞周期的调控. 泛素蛋白酶体

途径是真核细胞中一种蛋白降解方式, 主要降

解胞内泛素化的蛋白质, 在细胞周期发展、基

因转录及信号转导过程中发挥重要作用. Skp2
作为泛素连接酶复合物SCF(Skpl-Cullin-F-Box)
的底物识别亚基, 特异性识别磷酸化的底物并

介导其泛素化降解. 目前研究发现许多恶性肿

瘤组织中Skp2的表达呈不同程度增高, 通过对

多种靶蛋白的泛素化降解如E2F、cyc l inD1、

cyclinE、cyclinA、cyclinB、CDC25B、p27kipl、

p21w a f l及p53, 而与细胞周期调控及肿瘤的发

生、发展和预后密切相关[6-11], 有原癌基因的潜

能. 国内外大量研究显示, Skp2与肿瘤组织的

许多生物学性状相关[12-13]. Ishii et al [14]在肺腺癌

细胞珠A549中发现, Skp2过表达不但能够降低

细胞周期蛋白p27kipl, cyclinE蛋白表达, 还能增

加S期细胞数, 抵抗腺病毒感染引起的细胞凋

亡. Hershko et al [15]通过免疫印迹分析和免疫组

化的方法检测的20例人结肠直肠癌标本中, p27
和Skp2的表达水平呈负相关, 且Skp2在分化良

好的结肠直肠癌标本中几乎缺如, 其表达随分

化程度的降低而逐渐增高. Shim et al [16]建立了

前列腺特异性表达Skp2的转基因鼠模型, 结果

这种鼠中Skp表达足以导致前列腺体积增大, 促
进不典型增生及低度前列腺癌的发生, Skp2过
量表达可下调p27kipl, 但仅局限于不典型增生区

域. 我们的实验发现, Skp2 mRNA在大肠腺瘤

组织中有不同程度的增高, 并且在3个组织类型

中的表达水平不同. 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤

Skp2 mRNA的表达水平显著高于正常对照组

(P <0.01); 而管状腺瘤Skp2 mRNA的相对含量与

正常对照组无显著差异(P >0.05); 绒毛状腺瘤和

混合性腺瘤Skp2 mRNA的相对含量与管状腺瘤

组亦有显著差异(P <0.05); 但是绒毛状腺瘤和混

合性腺瘤间无显著差异. 免疫组化结果显示, 15
绒毛状腺瘤患者中有7例阳性表达Skp2, 阳性率

46.7%; 混合性腺瘤的检出率是27.8%, 管状腺瘤

的阳性率为15%, 正常组1例阳性, 统计学分析, 
各组间有显著差异(P <0.05). 研究表明, Skp2的
表达与大肠腺瘤的组织学类型有关, Skp2在绒

毛状腺瘤和混合性腺瘤中呈高表达, 可能对大

肠腺瘤的发生发展起促进作用.
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表  1  Skp2 mRNA和Skp2蛋白的表达情况(mean±SD)

     
分组	            n

	      Skp2 mRNA	   Skp2蛋白
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图  1  大肠腺瘤Skp2阳性表达.

图  2  Skp2 PCR扩增条带. 1: Marker; 2-6: 阳性扩增条带;  7: 

阴性对照.

1      2    3     4      5     6     7

500 bp

■创新盘点
研究Skp2在不同
病理类型大肠腺
瘤中的表达, 并且
从基因及蛋白双
重水平上加以证
明. 



www.wjgnet.com

562                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年2月18日    第16 卷   第5期

adenomas. N Engl J Med 1992; 326: 658-662
2	 Morson BC. Evolution of cancer of the colon and 

rectum. Cancer 1974; 34: suppl: 845-849 
3	 Winawer SJ, Zauber AG, Ho MN, O'Brien MJ, 

Gottlieb LS, Sternberg SS, Waye JD, Schapiro 
M, Bond JH, Panish JF. Prevention of colorectal 
cancer by colonoscopic polypectomy. The National 
Polyp Study Workgroup. N Engl J Med 1993; 329: 
1977-1981

4	 Ganoth D, Bornstein G, Ko TK, Larsen B, Tyers M, 
Pagano M, Hershko A. The cell-cycle regulatory 
protein Cks1 is required for SCF(Skp2)-mediated 
ubiquitinylation of p27. Nat Cell Biol 2001; 3: 321-324  

5	 Sutterluty H, Chatelain E, Marti A, Wirbelauer C, 
Senften M, Muller U, Krek W. p45SKP2 promotes 
p27Kip1 degradation and induces S phase in 
quiescent cells. Nat Cell Biol 1999; 1: 207-214

6	 Yokoi S, Yasui K, Saito-Ohara F, Koshikawa K, 
Iizasa T, Fujisawa T, Terasaki T, Horii A, Takahashi 
T, Hirohashi S, Inazawa J. A novel target gene, 
SKP2, within the 5p13 amplicon that is frequently 
detected in small cell lung cancers. Am J Pathol 2002; 
161: 207-216

7	 Ezoe S, Matsumura I, Nakata S, Gale K, Ishihara K, 
Minegishi N, Machii T, Kitamura T, Yamamoto M, 
Enver T, Kanakura Y. GATA-2/estrogen receptor 
chimera regulates cytokine-dependent growth 
of hematopoietic cells through accumulation of 
p21(WAF1) and p27(Kip1) proteins. Blood 2002; 100: 
3512-3520

8	 Gstaiger M, Jordan R, Lim M, Catzavelos C, Mestan 
J, Slingerland J, Krek W. Skp2 is oncogenic and 
overexpressed in human cancers. Proc Natl Acad Sci 
U S A 2001; 98: 5043-5048

9	 Li JQ, Wu F, Masaki T, Kubo A, Fujita J, Dixon DA, 
Beauchamp RD, Ishida T, Kuriyama S, Imaida K. 

Correlation of Skp2 with carcinogenesis, invasion, 
metastasis, and prognosis in colorectal tumors. Int J 
Oncol 2004; 25: 87-95 

10	 DeSalle LM, Pagano M. Regulation of the G1 to S 
transition by the ubiquitin pathway. FEBS Lett 2001; 
490: 179-189

11	 Shapira M, Ben-Izhak O, Linn S, Futerman B, 
Minkov I, Hershko DD. The prognostic impact 
of the ubiquitin ligase subunits Skp2 and Cks1 in 
colorectal carcinoma. Cancer 2005; 103: 1336-1346

12	 Takanami I. The prognostic value of overexpression 
of Skp2 mRNA in non-small cell lung cancer. Oncol 
Rep 2005; 13: 727-731

13	 M a s u d a T A , I n o u e H , S o n o d a H , M i n e S , 
Yoshikawa Y, Nakayama K, Nakayama K, Mori 
M. Clinical and biological significance of S-phase 
kinase-associated protein 2 (Skp2) gene expression 
in gastric carcinoma: modulation of malignant 
phenotype by Skp2 overexpression, possibly via 
p27 proteolysis. Cancer Res 2002; 62: 3819-3825

14	 Ishii T, Matsuse T, Masuda M, Teramoto S. The 
effects of S-phase kinase-associated protein 2 (SKP2) 
on cell cycle status, viability, and chemoresistance 
in A549 lung adenocarcinoma cells. Exp Lung Res 
2004; 30: 687-703

15	 Hershko D, Bornstein G, Ben-Izhak O, Carrano A, 
Pagano M, Krausz MM, Hershko A. Inverse relation 
between levels of p27(Kip1) and of its ubiquitin 
ligase subunit Skp2 in colorectal carcinomas. Cancer 
2001; 91: 1745-1751

16	 Shim EH, Johnson L, Noh HL, Kim YJ, Sun H, Zeiss 
C, Zhang H. Expression of the F-box protein SKP2 
induces hyperplasia, dysplasia, and low-grade 
carcinoma in the mouse prostate. Cancer Res 2003; 
63: 1583-1588

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
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■应用要点
对Skp2的监测及
干预有可能成为
控制和减少大肠
癌发病的重要途
径. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical features and 
subtypes of irritable bowel syndrome (IBS) 
based on Rome III diagnostic criteria. 

METHODS: A total of 487 consecutive out-
patients presented to the gastroenterological 
clinic were diagnosed with IBS based on Rome 
III diagnostic criteria. The forms of stool were 
assessed by Bristol stool form scale. Statistical 
analysis was performed using SPSS.  

RESULTS: All the patients fulfilled the Rome 
III criteria for IBS. Their age was 18 to 78 years 
and the disease course was 6 to 720 months. 
The disease course was over 12 months in 420 
patients (86.2%) and 6-12 months in 67 patients 
(13.8%). The other symptoms outside the gas-
trointestinal (GI) tract were acratia, backache, 
insomnia, dizziness, chest distress, weight 
loss(≥ 5 kg), headache, frequency of micturi-
tion, foreign body sensation in throat, shoulder 

pain, eyeball pain and chest pain. Three hun-
dred and sixteen patients (65%) were diagnosed 
as IBS with diarrhea(IBS-D), 59 (13%) as IBS 
with constipation(IBS-C), 24 (5%) as mixed IBS 
(IBS-M) and 88 (18%) as unsubtyped IBS (IBS-U). 
Of the 487 patients, subtype alteration occurred 
in 16 (3.29%) patients during the disease course. 
Among the four subtypes, sex difference was 
significant (P < 0.05). IBS-C and IBS-U were 
more prevalent in females, while IBS-D was 
more common in males(P < 0.05). However, the 
subtypes of IBS were similar among different 
ages(P > 0.05).  

CONCLUSION: Rome III diagnostic criteria can 
improve the early diagnostic rate of IBS. Accord-
ing to Rome III diagnostic criteria, IBS-D is most 
common, accounting for about 2/3 of IBS cases 
followed by IBS-U, IBS-C and IBS-M. IBS-U de-
serves further investigation. 

Key Words: Irritable bowel syndrome; Epidemiol-
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摘要
目的: 应用功能性胃肠病罗马Ⅲ诊断标准研
究肠易激综合征(IBS)的临床特点及亚型分布. 

方法: 应用罗马Ⅲ诊断标准, 对消化科门诊
IBS患者进行诊断和亚型分类, 大便性状按照
Bristol分级, 统计学分析应用SPSS软件进行统
计学处理. 

结果: 罗马Ⅲ标准诊断IBS患者487例, 年龄
18-78岁, 病程6-720 mo; 病程达12 mo以上者
420例, 占86.2%, 6-12 mo者67例, 占13.8%. 常
见的消化道外的伴随症状依次为乏力、腰
背痛、失眠、头晕、胸闷、体质量下降(≥5 
kg)、头痛、尿频、咽部异物感、肩痛、眼球
痛、胸痛. 诊断为腹泻型IBS(IBS-D)者316例
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■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是以腹痛或
腹部不适, 伴有大
便性状改变和排
便习惯改变为特
征的功能性肠道
疾病, 是临床最常
见的功能性胃肠
病之一. 2006-05
颁布的功能性胃
肠病罗马Ⅲ分类
及诊断标准将IBS
诊断时间重新进
行了定义, 并提出
了新的亚型分类.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
研究室



(65%), 便秘型IBS(IBS-C)者59例(13%), 混合
型IBS(IBS-M)者24例(5%), 未定型IBS(IBS-U)
者88例(18%). 病程中发生亚型转化者16例, 
占3.29%. 不同的IBS亚型性别分布不同(χ2 = 
30.86, P <0.05), IBS-C和IBS-U中女性较多, 
IBS-D中男性较多(P <0.05). 不同的IBS亚型年
龄分布无统计学差异(χ2 = 16.67, P >0.05). 

结论: 罗马Ⅲ诊断标准可提高IBS的早期诊断
率. 按照IBS罗马Ⅲ诊断标准, IBS-D最多见, 
约占2/3; 其次为IBS-U, IBS-C及IBS-M. IBS-U
在临床上不少见, 这一新的亚型值得进一步 
研究.

关键词: 肠易激综合征; 流行病学; 罗马Ⅲ标准; 罗

马Ⅱ标准
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
以腹痛或腹部不适, 伴有大便性状改变和排便习

惯改变为特征的功能性肠道疾病, 是临床最常见

的功能性胃肠病之一. 2006-05颁布的功能性胃

肠病罗马Ⅲ分类及诊断标准将IBS诊断时间重新

进行了定义, 并提出了新的亚型分类. 本研究旨

在按照功能性胃肠病罗马Ⅲ分类及诊断标准, 研
究我国IBS患者的临床特点和亚型分布等, 以便

对应用罗马Ⅲ标准诊断IBS提供新的认识. 

1  材料和方法

1.1 材料 应用功能性胃肠病罗马Ⅲ分类及诊断

标准, 对2006-08/2007-03中国人民解放军总医院

消化科门诊就诊的IBS患者进行连续的诊断和

相关研究.
1.2 方法 采用问卷调查法, 由专人询问填写, 主
要调查患者的性别、年龄、学历和职业等一般

情况, 消化道症状及排便情况, 患者以往的诊断

及花费情况. 大便性状按照Bristol分级. 所有诊

断为IBS的患者均进行体格检查未见异常; 血液

生化、HBsAg、抗-HCV、抗-HIV检查均阴性; 
大便常规检查未见寄生虫及红、白细胞; 肠道

内镜检查未见异常. 同时排除其他可能影响肠

道功能的器质性疾病, 如胃、小肠、结肠或直

肠切除史、结肠或直肠癌、炎症性肠病、糖尿

病、甲状腺功能亢进症或减退症、先天性巨结
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肠、硬皮病、神经性厌食症等.
1.2.1 IBS罗马III诊断标准: 在最近的3 mo内每月

至少有3 d具有反复发作的腹痛或腹部不适, 并
有下列症状中的2个或以上: (1)排便后症状改善, 
(2)排便频率的改变, (3)粪便性状的改变. 在诊断

前6 mo出现症状, 最近3 mo症状发作符合上述

诊断标准[1]. 
1.2.2 IBS亚型分类标准: (1)便秘型IBS(IBS-C): 
硬便或块状便占大便量≥25%, 稀便(糊状便)或
水样便占大便量<25%; (2)腹泻型IBS(IBS-D): 稀
便(糊状便)或水样便占大便量≥25%, 硬便或块

状便占大便量<25%; (3)混合型IBS(IBS-M): 稀
便(糊状便)或水样便占大便量≥25%, 硬便或块

状便占大便量≥25%; (4)未定型IBS(IBS-U): 粪
便的性状不符合上述IBS-C、D、M之中的任一

标准. 硬便或块状便为Bristol分级1-2级, 稀便(糊
状便)或水样便为Bristol分级6-7级[1]. 
1.2.3 Bristol分级: 1级: 分散的硬块, 似坚果; 2级: 
腊肠状, 但成块; 3级: 腊肠状, 但表面有裂缝; 4
级: 似腊肠或蛇, 光滑柔软; 5级: 软团, 边缘清楚; 
6级: 绒状物, 边缘不清, 糊状便; 7级: 水样便, 无
固体成分, 完全是液体[2]. 为保证分级准确可靠, 
提供大便Bristol分级图形[3], 供患者参考.

统计学处理 全部调查表经校对后统一录

入计算机, 建立数据库. 正态分布的计量资料

以mean±SD表示, 非正态分布的计量资料以中

位数表示, 构成比以百分率(%)表示, 计数资料

采用χ2检验. 采用SPSS软件10.0作统计分析, 以
P <0.05为差异显著性.

2  结果

2.1 IBS患者一般情况 罗马Ⅲ标准诊断IBS患者Ⅲ标准诊断IBS患者标准诊断IBS患者

487例, 男221例, 女266例, 男女比例为1∶1.2; 年
龄18-78(平均43.5±12.9)岁. 居住在农村者202例, 
城市者285例. 学历分布及职业分布情况见表1.见表1.表1.

www.wjgnet.com

■研发前沿
肠易激综合征罗
马Ⅲ标准将其分
为便秘型、腹泻
型、混合型和未
定型四型, 但目前
各亚型分布情况
尚不清楚.

表  1  IBS患者学历和职业分布情况

     
学历                    n 	   比例(%)	    职业              n      比例(%)

小学及            102      20.94    工人             108     22.17

小学以下

初中               123      25.26     

高中               112      23.00     

大学               132      27.10     

大学以上          18        3.70     

农民               84     17.25

技术人员        80     16.43

公务员           73     14.99

经商               41       8.42

退休               33       6.78

学生               26       5.34

军人               23       4.72

无业               19       3.90
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2.2 临床特点 病程6-720(平均病程38) mo, 病程

达12 mo以上者420例, 占86.2%, 6-12 mo者67例, 
占13.8%. 表现有腹痛者318例(65%), 腹部不适

者169例(35%), 腹痛或腹部不适排便后可缓解

者472例(97%), 无缓解者15例(3%). 
2.3 伴随症状 常见的伴随症状依次为乏力、

腰背痛、失眠、头晕、胸闷、体质量下降(≥
5 kg)、头痛、尿频、咽部异物感、肩痛、眼球

痛、胸痛, 发生的比例见表2. 在69例体质量明

显下降的患者中, IBS-D患者48例(70%), IBS-C
患者8例(12%), IBS-M患者5例(7%), IBS-U患者8
例(11%). 
2.4 患者以往的诊断及花费情况 IBS患者此次就

诊前诊断为慢性结肠炎者294例(60.37%), 诊断

为便秘者70例(14.37%), 诊断为慢性胃炎者43例
(8.83%), 诊断为消化不良者28例(5.75%), 诊断

为IBS者20例(4.11%), 其他诊断者32例(6.57%). 
72%的患者诊断来自中小城市和农村医院. 既往

诊治总费用自200-300 000元不等, 平均2500元. 
2.5 患病亚型比例 IBS-D患者316例(65%), IBS-C
患者59例(13%), IBS-M患者24例(5%), IBS-U患

者88例(18%). 病程中发生亚型转化(即在发病过

程中由一种亚型转化为另一种亚型)者16例, 占
3.29%.
2.6 亚型分布与性别及年龄的关系 不同的IBS
亚型性别分布不同(χ2 = 30.86, P <0.05), IBS-C和
IBS-U中女性较多, IBS-D中男性较多(P <0.05). 
不同的I B S亚型年龄分布无统计学差异(χ2 = 
16.67, P >0.05)(表3, 表4). 

3  讨论

IBS的流行病学调查一般认为IBS青年、中年多

见, 患病率女性高于男性[4-8]. 关于罗马Ⅲ标准

的流行病学资料尚未见报道. 本研究为连续的

门诊就诊患者, 采用罗马Ⅲ诊断标准, 发现IBS
患者男女比例为1∶1.2, 提示IBS在女性仍较多

见. 本研究中IBS患者的平均年龄43.5±12.9岁, 
与文献报道的情况基本一致. 潘国宗 et al [9]应用

Manning诊断标准所做的IBS流行病学调查表明, 
IBS与职业有关, 干部和知识分子的患病率高于

农民. 我们发现IBS在工人、农民所占的比例高

于公务员和技术人员, 低学历者(高中以下)占近

3/4. 二者虽然采用的调查方法不同, 但我们的资

料提示工人、农民和低学历者在因IBS就诊的

患者中占主要比例, 需要引起高度重视. 
I B S是一种消化系统常见病, 但误诊率很 

高[10-11]. 本研究发现, 60.37%的IBS患者曾被诊

断为慢性结肠炎, 其次是便秘、慢性胃炎、消

化不良, 正确诊断为IBS者不足5%. 尽管本研究

所纳入的患者多数来自中小城市和农村, 结果

可能不甚全面, 但可在一定程度上表明在我国

IBS的诊断尚未被完全认识. 本研究中IBS患者

以往诊治总费用多少不等, 最高达300 000元, 平
均2500元. 表明IBS在我国仍是医疗花费较高的

疾病之一, 如何有效地诊治IBS值得进一步的 
研究. 

罗马Ⅲ诊断标准将罗马Ⅱ标准诊断IBS的
最短病程由12 mo缩短为6 mo. 本研究发现, 按
照IBS罗马Ⅲ诊断标准, 有近1/7罗马Ⅱ标准不能

诊断的IBS患者被早期诊断, 对于及时有效的诊

治等具有积极的意义, 同时未发现因病程缩短

■相关报道
按照罗马Ⅱ标准, 
国内流行病学调
查显示腹泻型肠
易激综合征最多
见 ,  其 次 是 便 秘
型, 而腹泻和便秘
交替型最少见.

■创新盘点
本文按照新的罗
马 Ⅲ 诊 断 标 准 , 
研究我国肠易激
综合征患者的临
床特点和亚型分 
布等.

表  2  IBS患者常见的伴随症状

     
伴随症状                                   n                               比例(%)

乏力                                    285                           58.52

腰背痛                                123                           25.26

失眠                                      95                           19.51

头晕                                      93                           19.14

胸闷                                      72                           14.78

体质量下降                           69                           14.17

头痛                                      53                           10.88

尿频                                      51                           10.47

咽部异物感                           37                             7.60

肩痛                                      26                             5.34    

眼球痛                                  15                             3.08

胸痛                                      14                             2.87

表  3  亚型分布与性别的关系

     
亚型                        男性(%)                   女性(%)              合计

IBS-C                 12(20%)               47(80%)a             59

IBS-D               171(54%)             145(46%)            316

IBS-M                  7(29%)               17(71%)              24

IBS-U                 31(35%)               57(65%)a             88

aP<0.05 vs  IBS-D.

表  4  亚型分布与各年龄段的关系(n )

     
亚型

                                            年龄

             18-30     31-40     41-50     51-60      61-70      71-80

IBS-C     12           8          16          18            4            1

IBS-D     51         85          99          59          14            8

IBS-M      3           4            8            6            3            0

IBS-U     16         29          21          16            5            1
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■应用要点
本研究可对应用
罗马Ⅲ标准诊断
和治疗肠易激综
合征提供新的认
识.

而将器质性疾病误诊为IBS的患者. 
IBS患者常伴随多种消化道外症状[10,12-14], 

本研究发现, 其中超过半数的患者伴有乏力, 超
过1/4的患者伴有腰背痛. 体质量下降被认为是

器质性疾病的报警症状之一[15]. 本研究中近15%
的IBS患者伴有明显体质量下降, 尤其在IBS-D
患者中, 可能与患者摄入减少, 营养物质排出增

加等因素有关, 提示功能性疾病也可出现体质

量下降. 
根据罗马Ⅱ诊断标准, IBS分为三个临床

亚型, 即腹泻型I B S、便秘型I B S和腹泻、便

秘交替型I B S. 国内的几个较大规模的I B S流
行病学调查 [4,9,16-17]均显示腹泻型I B S最多见 , 
其次是便秘型I B S, 而腹泻、便秘交替型I B S
最少见. IBS分型与患者性别相关, 女性IBS患
者多以便秘型为主 ,  而男性患者以腹泻型居

多[18]. 罗马Ⅲ诊断标准将IBS分为四个临床亚

型, 即腹泻型、便秘型、混合型和未定型, 其
分型标准主要依据大便性状并参照Br i s to l分
级. 重新定义的IBS分型标准由于提供了明确

的分型依据, 使IBS分型更加准确, 易于在临床

实践中掌握和应用. 我们的研究结果显示, 按
照罗马Ⅲ诊断标准, IBS-D最多见, 约占2/3; 其
次为IBS-U, IBS-C及IBS-M. IBS-U在临床上

不少见, 值得重视和进一步研究. 在性别分布

上, IBS-C和IBS-U中女性较多, IBS-D中男性

较多. 另外, 少部分I B S患者在病程中发生了

亚型转化, 这在以往的研究中很少被提及或注

意. I B S亚型转化提示部分I B S患者肠道功能

紊乱随着时间而改变 ,  对于其诊治也应进行

相应的调整, 这部分IBS的特点还有待进一步 
研究.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical practical value of 
epiploon biopsy in the diagnosis of tuberculous 
peritonitis. 

METHODS: A total of 152 ascetic patients with 
uncertain diagnosis were selected to puncture 
the thickened peritoneum under the guidance 
of ultrasonic puncture probe. Biopsy tissue was 
sent for pathological examination. Serum PPD, 
ESR and CRP were and LDH in ascites were de-
tected. Abdomen was examined by X-rays. 

RESULTS: The success rate of epiploon biopsy 

was 96.05%. Of the 152 patients, 64 were diag-
nosed as tuberculous peritonitis, accounting for 
42.11% of ascetic patients with uncertain diag-
nosis. The positive rate of epiploon biopsy was 
obviously higher than that of traditional clinical 
examinations. Serum ESR (χ2 = 1.265, P = 0.261), 
PPD (χ2 = 26.669, P = 0.000), CRP (χ2 = 8.125, P = 
0.004) and LDH in ascites (χ2 = 20.403, P = 0.000) 
and positive findings of abdominal X-ray find-
ings (χ2 = 7.169, P = 0.007) were increased in tu-
berculous peritonitis patients with a significantly 
statistical difference (P < 0.05). Following patho-
logic findings of TB were observed in peritoneal 
tissue samples: cheese necrosis, Langhan's cells-
like and epithelial cells-like multinucleated giant 
cells, a large number of fibers within adipose 
tissue. 

CONCLUSION: Percutaneous biopsy can be 
confirmed tuberculosis peritonitis, secure, reli-
able, less restriction on the use, is one of the 
most practical clinical means of inspection. 

Key Words: Epiploon biopsy; Tuberculous peritoni-
tis; Ascites
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摘要
目的: 评价腹膜活检在结核性腹膜炎诊断中
的临床实用性. 

方法: 152例腹水原因待查患者, 采用超声穿
刺探头引导下经皮于增厚的腹膜处进行活
检, 活检组织行病理学检查, 所有患者均进行
PPD、血沉、血清C反应蛋白(CRP)和腹水乳
酸脱氢酶(LDH)、腹部X线检查. 

结果: 腹膜活检的成功率为96.05%, 结核性腹
膜炎64例, 占腹膜活检者的42.11%. 152例腹
膜活检患者中, 诊断为结核性腹膜炎者64例, 
占总不明原因腹水42.11%, 腹膜活检阳性率
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■背景资料
结核性腹膜炎是
临床的常见疾病, 
临床上常靠试验
性抗结核治疗诊
断 ,  常 和 恶 性 腹
水相混淆, 容易误
诊, 近年来开展的
超声引导下经腹
壁穿刺腹膜活检, 
可以达到确诊结
核性腹膜炎的目
的. 

■同行评议者
唐晓鹏, 教授, 中
南大学肝病研究
所, 中南大学湘雅
二医院感染科



明显高于目前用于临床提示结核性腹膜炎的
一般性辅助检查包括血沉增快(χ2 = 1.265, P  
= 0.261)、PPD阳性(χ2 = 26.669, P  = 0.000)、
CRP升高(χ2 = 8.125, P  = 0.004), 腹水LDH增
高(χ2 = 20.403, P  = 0.000)、腹部X线检查阳性
所见(χ2 = 7.169, P  = 0.007), 统计处理差异显
著. 腹膜活检病理组织内可见结核的病理改
变: 干酪样坏死, 朗罕氏细胞、类上皮细胞及
多核巨细胞, 组织内有大量纤维脂肪组织.

结论: 经皮腹膜穿刺活检可以确诊结核性腹
膜炎, 安全可靠, 使用限制少, 是一种最具有临
床实用价值的检查手段.

关键词: 腹膜活检; 结核性腹膜炎; 腹水
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0  引言

结核性腹膜炎起病隐匿, 临床缺乏特异性表现

及特异性检查指标, 极易和恶性腹水相混淆, 二
者的鉴别一直是临床医生面临的一大难题, 尽
管临床影像、腹水细胞学检测和内镜等检查

可以使一些腹水的病因得到明确, 但仍有相当

一部分病例腹水原因不明. 结核性腹膜炎的治

疗、预后和恶性腹水截然不同, 因此两者的鉴

别极为重要. 腹膜穿刺活检是近年来国内外开

展的一种用于诊断原因不明的腹水的一种特

殊手段[1-3]. 我们总结了近5年来我院开展的152
例经皮超声引导下腹膜穿刺活检病例, 分析比

较了腹膜活检在结核性腹膜炎诊断中的临床实 
用性. 

1  材料和方法

1.1 材料 152例腹水原因待查患者 ,  男性82
例, 女性70例, 年龄在22-68岁, 平均44.5岁, 为
2001-01/2006-03我院住院患者, 经B超检查均

有不同程度不同部位的腹膜增厚, 腹膜厚度在

1.2-3.5 cm, 平均厚度在1.68 cm.
1.2 方法 检查前所有患者均测定出凝血时间、

血小板计数、凝血酶原时间, 腹膜活检采用在

超声穿刺探头引导下于增厚的腹膜处进行活检, 
穿刺针规格为14-18 G, 采用半自动活检枪, 嘱患

者短暂屏气, 触发活检枪瞬间活检, 每例活检1-3
次, 活检组织置于950 mL/L乙醇中固定送检, 术
中按压伤口10 min, 组织石蜡包埋, HE染色后作
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病理学诊断. 血沉正常范围: 男性0-15/1 h末, 女
性0-20/1 h末. PPD判断标准: 硬结平均直径如小

于5 mm为阴性, 大于等于5 mm小于20 mm为阳

性反应, 其中5-9 mm为弱阳性(+), 10-19 mm为阳

性(++), 20 mm以上或局部有水疱、坏死、淋巴

管炎均为强阳性(+++). 血清CRP浓度测定采用

免疫散射速率比浊法, 正常范围是0-0.8 mg/dL, 
用美国BECKMAN公司IMMAGE全自动免疫分

析仪测定, 试剂购自美国BECKMAN公司, 腹水

LDH检测为酶学速率法, 正常值为82-268 U/L, 
用日立7600自动生化分析仪, 试剂购于日本第

一化学株式会社, 腹部X线阳性所见为腹部有结

核钙化灶.
统计学处理 统计学处理采用统计分析软件

SPSS11.5, 对资料行χ2检验. P＜0.05差异显著.

2  结果

152例腹膜活检病例中, 有6例病理回报为平滑

肌组织和无成分组织 ,  腹膜活检的成功率为

96.05%, 结核性腹膜炎64例, 占腹膜活检者的

42.11%. 152例腹膜活检的患者中, 有57例在活

检后24 h内, 有轻微可以忍受的疼痛, 未予处置

自行缓解, 无出血, 无脏器穿孔等并发症. 64例
结核性腹膜炎患者的临床辅助检查与腹膜活检

阳性率比较(表1). 结核性腹膜炎腹膜活检病理

改变见图1.见图1.

3  讨论

结核性腹膜炎是临床一种常见病, 结核性腹膜

炎的腹水常规和生化学检测无诊断意义[1-4], 以
往诊断上缺乏病理学的确切依据, 临床上仅靠

试验性抗结核治疗来证实结核性腹膜炎的诊断
[5], 随着结核耐药菌的增多, 试验性抗结核治疗

疗效不显著, 同时抗结核药物对肝肾功能的损

www.wjgnet.com

表  1  64例结核性腹膜炎患者的临床辅助检查与腹膜活
检阳性率比较(%)

     
项目	          总体阳性率     结腹阳性率         χ2 	   P

血沉增快	       88.82(135/152) 92.19(59/64)   1.265  0.261 

PPD≥(++)     38.82(59/152)  64.06(41/64) 26.669  0.000

腹部X线阳性  17.76(27/152)  28.13(18/64)   8.125  0.004

所见

腹水LDH增高  51.98(79/152)  73.44(47/64) 20.403  0.000

血CRP增高     35.53(54/152)  54.69(35/64)   7.169  0.007

χ2值和P值是所检查的项目和腹膜活检确诊结核性腹膜炎分

别比较的结果. 

■应用要点
鉴于结核性腹膜
炎目前缺乏临床
确诊的手段, 腹膜
穿刺活检可以达
到确诊结核性腹
膜炎的目的, 故经
皮腹膜穿刺活检
是目前最有临床
实用价值的检查
手段.
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伤, 使试验性抗结核治疗的实际应用受到限制. 
自从腹腔镜开展以来, 结核性腹膜炎可以靠此

手段确诊[6-7], 但需要全身麻醉, 费用较高. 腹膜

活检是近年用于诊断和鉴别结核性腹膜炎腹水

和恶性腹水的一种临床检查方法[8-11]. 本研究结

果显示腹膜活检的阳性率是96.05%(146/152), 结
核性腹膜炎占活检总数的43.84%, 同步进行的

临床常用的辅助检查, 任何单项检测血沉增快、

血CRP增高、腹水LDH增高、PPD阳性、腹部

X线阳性所见对临床诊断的实用价值都明显低

于腹膜穿刺活检, 我们所采用的全自动组织切割

腹膜活检, 使腹膜活检瞬间完成, 不易造成腹腔

内器官的损伤和腹膜出血, 安全可靠, 使用限制 
小[12-14]. 活检病理可直接给出诊断金标准-病理

诊断, 腹膜穿刺活检的病理可以见到典型的结

核病理改变: 干酪样坏死、朗罕氏巨细胞、类

上皮细胞和大量纤维脂肪细胞. 对于原因不明

的腹水当临床疑诊结核性腹膜炎时, 尽管腹膜

穿刺活检为有创性检查, 但鉴于结核性腹膜炎

目前缺乏临床确诊的手段, 而腹膜穿刺活检可以

达到确诊结核性腹膜炎的目的, 且无明显并发症
[15], 故在有条件的医院, 经皮腹膜穿刺活检是一

种确诊结核性腹膜炎最有临床实用价值的检查 
手段.
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图  1  结核性腹膜炎腹膜活检组织病理(1×20). A: 组织内

可见干酪样坏死, 周边为类上皮细胞及多核巨细胞; B: 可见

大量纤维脂肪组织, 其中见较多的朗罕氏巨细胞及类上皮 

细胞.

A

B
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