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Abstract
Nowadays, malignant tumors have increasingly 
tended to be treated in a comprehensive man-
ner. Pseudomonas aeruginosa-mannose sensitive 
hemagglutinin (PA-MSHA) vaccine is a class of 
immunotherapeutic agents that are being trialed 
for tumor treatment. This paper focuses on the 
research on the effect of PA-MSHA vaccine in 
adjuvant therapy for malignant tumors. 
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摘要
当前, 恶性肿瘤已越来越趋向于多方面的综
合治疗. 带有甘露糖敏感性血凝菌毛的铜绿
假单胞菌(pseudomonas aeruginosa -mannose 
sensitive hemagglutinin, PA-MSHA)制剂是一
类用于免疫治疗的生物制剂, 正被应用于恶性

肿瘤的治疗过程中. 本文重点介绍PA-MSHA
制剂对恶性肿瘤辅助治疗作用的研究进展.  
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0  引言

随着肿瘤免疫治疗的兴起, 以其为基础的生物

治疗(biotherapy)正逐步被接受, 并受到人们的重

视. 生物治疗是指调节和增强机体固有的抗癌

能力, 抑制和杀伤肿瘤细胞, 或使其转化为良性

组织细胞, 已成为恶性肿瘤综合治疗中重要的

一部分. 带有甘露糖敏感性血凝菌毛的铜绿假

单胞菌(pseudomonas aeruginosa -mannose sensi-
tive hemagglutinin, PA-MSHA)制剂是一种通过

基因工程开发和制备的生物制剂[1], 目前已广泛

应用于多种恶性肿瘤的免疫辅助治疗. 我们就

PA-MSHA在常见恶性肿瘤综合治疗中的辅助作

用作一综述. 

1  PA-MSHA简介及其免疫作用机制

早在几个世纪前, 人们从感染可以使肿瘤消退

的临床病例中意识到, 微生物及其产物可以用

来治疗肿瘤. 其中最典型的代表是“Coley疗
法”, 美国外科医生Coley应用杀死的化脓性链

球菌及灵杆菌滤液治疗癌症患者, 成为第1代肿

瘤生物疗法. 但由于不良反应大, 限制了他的临

床应用. 20世纪50年代以来, 卡介苗、短小棒状

杆菌、免疫核糖核酸等相继应用于临床, 并取

得了一定的疗效[2]. 
PA-MSHA由我国著名的微生物学者牟希亚

教授所创建, 是以铜绿假单胞菌为载体, 通过诱

导隐性的甘露糖敏感性血凝(mannose sensitive 
hemagglutination, MSHA)菌毛基因的表达, 使铜

绿假单胞菌表面表达丰富的MSHA菌毛, 经过灭

活和传代后制成. PA-MSHA菌苗是普通Ⅰ型菌
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毛与铜绿假单胞菌自身菌毛及菌体结合在一起

的综合性抗原物质, 高效和广谱免疫原性是其

特征, 因而有诱导产生多种抗体的作用[3]. 实验

证明, 该菌苗能激活小鼠自然杀伤(nature killer, 
NK)细胞和巨噬细胞, 提高获得性免疫系统的

细胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocytes, 
CTL)细胞活性, 诱导小鼠脾细胞产生干扰素, 诱
导巨噬细胞产生IL-1, 激发小鼠多克隆B淋巴细

胞产生能与多种细菌如大肠杆菌、肺炎克雷白

氏杆菌、变形杆菌、绿脓杆菌发生反应的高效

价交叉抗体, 从而有效地防治细菌感染[4]. PA-
MSHA对于移植S180肉瘤小鼠, 较对照组明显延

长了其生存时间, 与通过提高机体对病原体的

免疫防御能力有关[5]. 
CTL和固有免疫系统的NK细胞是负责机

体肿瘤免疫监视职能的最重要的两种效应细胞, 
CTL和NK细胞的有效活化是肿瘤免疫治疗成

败的关键[6]. 相关实验表明, PA-MSHA可以在体

外刺激淋巴细胞活化, 促使外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC)细胞

群表达CD2+、CD69+和CD25+细胞明显增加, 
CD69+和CD25+都是活化T淋巴细胞的标志, 表
明PA-MSHA具有活化T淋巴细胞的功能[7]. 而另

一项实验发现, 随着PA-MSHA浓度梯度的上升, 
小鼠NK细胞的靶细胞杀伤率显著提高, 说明该

菌苗可以刺激增强小鼠NK细胞杀伤活性[8].

2  PA-MSHA在恶性肿瘤治疗中的作用

2.1 乳腺癌 乳腺癌全身治疗的主要手段是化疗, 
但化疗在非特异性杀死肿瘤细胞的同时, 对机

体免疫功能产生了抑制作用. 因此具有特异性

杀伤作用, 同时增强机体免疫功能的生物治疗

逐步受到重视. 
Liu等[9]发现PA-MSHA在体外可以显著抑

制乳腺癌细胞的增殖, 促进其凋亡, 经PA-MSHA
作用后能显著提高G0-G1期细胞比例; 通过电镜

可以观察到肿瘤细胞表面吸附着铜绿假单胞菌

样的棒状物, 并使得肿瘤细胞的生物学行为发

生改变, 包括细胞增殖减慢、细胞体积缩小、

细胞膜结构破坏、细胞器破坏、细胞内出现大

量空泡、微绒毛减少等一系列改变, 表明PA-
MSHA可以特异地与肿瘤细胞结合并且引起细

胞凋亡. 他们认为, 引起肿瘤细胞凋亡主要是通

过表皮生长因子受体(epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR)通路和死亡受体信号转导通路, 使
得肿瘤细胞内高表达caspase3, 8, 9和Fas蛋白. 王
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浩等[10]也通过体外实验发现了PA-MSHA对人乳

腺癌细胞(MCF-7)有着抑制增殖、诱发细胞凋

亡的作用. 
新辅助化疗是乳腺癌进行手术及局部放疗

前的一种全身化疗手段, 可以明显降低分期, 提
高手术切除率, 还可以使潜在的微小转移得以

控制, 减少远处播散的可能. 陈卫东等[11]和徐

峰等[12]在临床试验中发现, 接受新辅助化疗的

患者同时使用PA-MSHA, 可以增加乳腺癌患者

的化疗疗效, 并且试验组对于化疗的不良反应

呈现良好的耐受. 乳腺癌术后发生的常见并发

症, 如皮下积液、皮瓣坏死等, 发生率较对照组

明显降低, 可能与术前使用新辅助化疗和PA-
MSHA后肿块缩小, 从而使手术切除范围变小, 
组织损伤减小有关. 也可能PA-MSHA具有广

谱、较强的免疫原性, 不仅调节体内的体液免

疫功能, 使机体获得了不同菌属的高效价广谱

抗体, 同时调整机体的细胞免疫功能, 诱导辅助

性T淋巴细胞1型(helper T cells type 1, Th1)和NK
细胞的活化, 使机体抗感染能力增强. 王浩等[13]

通过给予乳腺癌癌性溃疡的患者联合使用化疗

和PA-MSHA, 有效率明显高于单纯化疗组, 其能

防止乳腺癌溃疡面感染的发生, 同时杀伤溃疡

面浸润的肿瘤细胞, 诱导创伤修复过程中的炎

症反应, 从而促进溃疡创面的愈合. 
2.2 胃肠道恶性肿瘤 胃肠道恶性肿瘤的治疗已

趋向于手术、化疗、放疗、靶向治疗、免疫治

疗等联合的综合治疗为主. PA-MSHA作为免疫

治疗的一种生物制剂, 已经应用于胃肠道恶性

肿瘤的临床治疗过程中. 
在一项关于PA-MSHA对胃癌细胞体外杀

伤作用的实验中[14], PA-MSHA作用下的胃癌细

胞株MKN45, 其反映活细胞增殖程度的MTT值
显著下降, 且随着用药浓度的增加, 细胞存活

数下降更为明显. 由于PA-MSHA表面表达丰富

的MSHA菌毛, 不仅与胃癌细胞发生特异性结

合, 还可以穿透细胞膜进入到肿瘤细胞内, 使肿

瘤细胞的生物学行为发生改变, 包括细胞增殖

减慢、细胞数量减少、细胞体积缩小、细胞膜

结构破坏、微绒毛明显减少. 透射电镜观察和

TUNEL法检测也证实了上述细胞凋亡的一系

列表现. 这一体外杀伤胃癌细胞的实验, 为PA-
MSHA的临床作用提供了依据. NK细胞作为细

胞免疫的非特异性成分, 不依赖于抗原和补体, 
可直接发挥其在抗肿瘤细胞和调节机体免疫功

能上的作用. 胃癌动物模型实验证实, NK细胞降
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低术后发生肝癌转移及腹膜转移率明显升高[15]. 
PA-MSHA可诱导NK细胞活化, 临床试验证实, 
PA-MSHA可以帮助改善患者的细胞免疫和NK
细胞状况. 胃癌患者使用PA-MSHA进行创面及

腹腔喷洒, 术后继续给予皮下注射, 外周血检测

CD3+、CD4+、CD8+和NK细胞的数量较术前

明显上升, 与对照组相比也均显著上升. 研究认

为, 胃癌的发生发展等与其对免疫系统的抑制

和逃避有着十分密切的关系. PA-MSHA不仅可

以提高胃癌患者术后的T淋巴细胞和NK细胞的

数量, 改善免疫功能, 而且PA-MSHA特异性的

与胃癌细胞结合后, 放大肿瘤细胞的抗原信号

以刺激抗原提呈细胞(树突状细胞、单核巨噬

细胞等), 重新建立免疫监视和免疫应答[16]. PA-
MSHA更能刺激T淋巴细胞向Th1转化, 并诱导

IL-2、INF-γ等细胞因子的产生, 进一步增强NK
细胞活性[17,18]. 

胃癌侵及或突出于浆膜就有可能发生肿瘤

细胞脱落于腹腔, 手术本身也可促使肿瘤细胞

脱落, 形成亚临床病灶或微转移灶, 是胃癌术后

腹腔复发和转移的重要原因. 腹腔内化疗是一

种局部化疗措施, 可以有效地预防肿瘤在腹腔

脏器和腹膜上种植, 杀灭微转移灶、控制癌性

腹水. 但腹腔化疗也有其明显不足之处: 化疗药

物分子量大, 难以渗入腹膜; 此外还可能造成一

定的组织损伤, 比如粘连性肠梗阻、肠麻痹、

一过性肝肾功能损伤、化学性腹膜炎等. 凌伟

等[16]发现, 与常规腹腔内化疗相比, PA-MSHA作

为腹腔内化疗的手段之一, 用药组的腹膜复发

和腹水脱落癌细胞阳性率方面显著低于对照组. 
表明了PA-MSHA可以有效控制和预防腹腔复发

和转移. PA-MSHA通过对胃癌患者免疫功能的

调节, 在特异性结合并诱导肿瘤细胞凋亡的基

础上, 帮助发挥机体自身的免疫功能, 加强对胃

癌细胞的杀伤作用和免疫监视作用, 对胃癌的

复发和转移起到了一定的抑制效果. 比传统的

腹腔内化疗, PA-MSHA更好地与肿瘤细胞发生

反应, 不良反应小这一优点, 更能被医生和患者

所接受.
PA-MSHA在结直肠癌方面的研究尚不及胃

癌, 仅有一项临床试验表明, 晚期结直肠癌患者

术中使用PA-MSHA, 具有提高1年生存率和延长

中位生存期的倾向[19]. 该制剂在结直肠癌中的应

用还有待人们进一步试验. 
2.3 肺癌 杨彦卓等[20]在肺癌患者手术结束前胸

腔内注射PA-MSHA, 并在术后第4天开始连续

皮下注射10 d, 观察到试验组患者的T淋巴细胞

和NK细胞数量显著高于对照组, 提示患者的肿

瘤免疫功能在术后得到了有效的重建. 而且试

验组的患者均无术后感染发生, 对于肺癌患者

术后的预后具有重要的意义. 在一项关于化疗

联合PA-MSHA的临床试验中, 实验组的CD3+、

CD4+、CD4+/CD8+、NK细胞活性和IL-2水平

均高于对照组, 试验组治疗的有效率与对照组

的差异显著, 进一步说明了PA-MSHA对于肺癌

患者的免疫功能有着正向调节作用, 并且依靠

其产生的多价菌苗抗体滴度, 使得肺癌合并感

染的感染率和感染程度下降[21]. 
恶性胸腔积液是晚期肺癌严重的并发症之

一, 预后很差. 但如采用积极的局部治疗和全身

治疗可提高患者的生活质量和延长生存期. 局
部治疗的关键是尽量引净胸腔积液, 这对中等

量或大量恶性胸腔积液显得尤为重要, 然后注

入化疗药物或生物反应调节剂等. 顾洪兵等[22]应

用了微管引流胸腔积液, 引净后灌注PA-MSHA
和顺铂进行治疗, 其有效率为78%, 中位生存期

248 d, 长于恶性胸腔积液的自然生存期4-6 mo. 
他们认为PA-MSHA和顺铂在治疗上有协同作用

或相加作用, 并且由于PA-MSHA特异性与肿瘤

细胞结合并诱导其凋亡, 可以起到控制恶性胸腔

积液的作用. 通过单独使用PA-MSHA胸膜腔注

射后, 也可达到令人满意的治疗效果[23].

3  结论

PA-MSHA是一种新兴的免疫调节制剂, 具有特

异性高、调节和重建机体免疫功能、安全性

好、不良反应低等优点. 大量实验和临床研究

表明, PA-MSHA与手术、化疗、放疗等联合应

用, 对于多种恶性肿瘤均有积极的作用, 其作用

机制也逐渐地被人们揭示. 
对于一些难以手术切除、或者行姑息性切

除的晚期肿瘤患者, 我们在手术中直接将PA-
MSHA注射入残余肿瘤内部, 以及喷洒在转移灶

和血管淋巴丰富的区域, 可以起到有效地抗肿

瘤作用和刺激免疫应答. PA-MSHA已得到了良

好的效果, 但是仍然有一些问题需要进一步探

讨和解决: (1)就目前而言, PA-MSHA使用的剂

量仍不确定, 大多为经验用药, 是否有可能采取

统一的剂量以达到更好的效果, 推出规范化的

使用剂量、方法? (2)PA-MSHA一般在术中及术

后短期使用, 作为一种免疫治疗的生物制剂, 是
否可以在手术前就给肿瘤患者使用, 改善其内

■创新盘点
本文紧扣铜绿假
单胞菌制剂作为
恶性肿瘤治疗中
的新兴方法, 分别
介绍了该制剂在
几种常见恶性肿
瘤综合治疗中的
应用. 
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在的免疫环境, 对于抑制肿瘤进一步生长和转

移是否更有帮助? (3)对于恶性肿瘤的治疗, 规范

的放化疗是手术以外的一种常规且重要的治疗

措施, 但是由于放化疗所引起的免疫抑制等不

良反应一直困扰着我们, 是否可以将PA-MSHA
联合放化疗进行按疗程使用, 从而改善因放化疗

而引起的一系列不良反应? 我们相信, 通过更多

的基础实验以及临床研究, PA-MSHA在不久的

将来可以更多地应用于恶性肿瘤的临床治疗中.
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Abstract
AIM: To investigate the role of insulin resistance 
(IR) in the pathogenesis of nonalcoholic fatty 
liver disease in rats.

METHODS: Spraque-Dawley rats were ran-
domly divided into normal control group and 
model group. The model group was fed a high-
fat cholesterol-rich diet for 8 wk to induce nonal-
coholic fatty liver disease and insulin resistance. 
The model group was further divided randomly 
into two equal subgroups: model control sub-
group and therapeutic subgroup. Physiological 
saline and rosiglitazone maleate were given to 
the model control subgroup and therapeutic 
subgroup for 4 wk, respectively. Hepatic his-
tological changes were then observed. Fasting 
plasma glucose, fasting insulin, plasma ApoC II 

and ApoC III were determined to calculate insu-
lin resistance index. The activity of lipoprotein 
lipase and hepatic lipase was measured, and the 
expression of ApoB-100 mRNA was detected.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the body mass, fasting plasma glucose, 
fasting insulin and insulin resistance index 
were significantly higher in the model control 
subgroup and therapeutic subgroup (fasting 
plasma glucose: 6.46 mmol/L ± 0.75 mmol/L, 
6.61 mmol/L ± 0.45 mmol/L vs 5.48 mmol/L 
± 0.47 mmol/L; fasting insulin: 78.82 mU/L ± 
11.13 mU/L, 78.48 mU/L ± 12.94 mU/L vs 40.90 
mU/L ± 7.76 mU/L; insulin resistance index: 
22.48 ± 2.81, 22.98 ± 3.47 vs 9.85 ± 1.15; all P < 0.05). 
Histological analysis revealed that the rats of the 
model control subgroup and therapeutic sub-
group met the diagnostic criteria for fatty liver. 
Compared with the model control subgroup, 
hepatic histological changes were milder in the 
therapeutic subgroup. Treatment with rosigli-
tazone maleate significantly lowered the fasting 
plasma glucose (6.01 mmol/L ± 0.56 mmol/L 
vs 6.43 mmol/L ± 0.47 mmol/L), fasting insulin 
(68.11 mU/L ± 10.52 mU/L vs 82.48 mU/L ± 
15.20 mU/L), insulin resistance index (18.49 ± 
2.44 vs 23.39 ± 3.16) and plasma ApoC III level, 
but increased plasma ApoC II level and the ac-
tivity of lipoprotein lipase.

CONCLUSION: Improvement of insulin resis-
tance in fatty liver rats can improve the activ-
ity of lipoprotein lipase and hepatic lipase by 
altering plasma ApoC II and ApoC III levels, 
promote the degradation of peripheral very 
low-density lipoprotein and triglycerides, up-
regulate hepatic expression of ApoB-100 mRNA, 
facilitate the synthesis of very low-density lipo-
protein in the liver and the transport of endog-
enous triglycerides, and lessen fatty infiltration 
of the liver.

Key Words: Rosiglitazone maleate; Insulin resis-
tance; Nonalcoholic fatty liver; Triglyceride; Very 
low density lipoprotein; Lipoprotein lipase; Apolipo-
protein C II
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■背景资料
脂肪肝的主要发
病机制是脂质代
谢紊乱, 极低密度
脂蛋白(VLDL)的
分解代谢较为关
键. VLDL在分解
转化过程中, 其关
键酶脂蛋白脂肪
酶(LPL)和肝脂肪
酶(HL)的分泌受
胰岛素的调控, 这
两种酶的活化, 必
须 由 A p o C Ⅱ 激
活, 而ApoCⅢ则
抑制其活化. 

■同行评议者
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摘要
目的: 探讨胰岛素抵抗(IR)在非酒精性脂肪肝
(NAFL)大鼠脂肪肝模型中的作用机制.

方法: 大鼠随机分为空白对照组, 脂肪肝模型
对照组(模型+生理盐水组)和脂肪肝实验组
(模型+罗格列酮组). 其中脂肪肝模型对照组
和脂肪肝实验组分别予生理盐水和马来酸罗
格列酮干预治疗4 wk. 观察各组大鼠肝脏大体
形态和组织学改变; 检测空腹血糖(FPG), 空
腹血胰岛素水平(FINS), 计算胰岛素抵抗指数
(IRI); 检测血浆ApoCⅡ、ApoCⅢ水平及血浆
脂蛋白脂肪酶(LPL)、肝脂肪酶(HL)活性和大
鼠肝组织ApoB-100 mRNA的表达量. 

结果: 治疗前, 脂肪肝组大鼠(包括脂肪肝模型
组和脂肪肝实验组)与空白对照组大鼠比较, 
肝脏组织学改变达到脂肪肝诊断标准, FPG、

FINS明显升高(6.46 mmol/L±0.75 mmol/L, 6.61 
mmol/L±0.45 mmol/L vs  5.48 mmol/L±0.47 
mmol/L; 78.82 mU/L±11.13 mU/L, 78.48 mU/L
±12.94 mU/L vs  40.90 mU/L±7.76 mU/L), IR也
明显升高(22.48±2.81, 22.98±3.47 vs  9.85±
1.15), 血浆ApoCⅡ水平降低、ApoCⅢ水平升
高, LPL和HL酶活性均降低, 肝组织ApoB-100 
mRNA的表达量降低. 马来酸罗格列酮干预治
疗4 wk后, 与脂肪肝模型对照组比较, 脂肪肝
实验组大鼠肝脏大体标本和组织学脂肪变性
情况明显减轻, FPG, FINS降低(6.01 mmol/L
±0.56 mmol/L vs  6.43 mmol/L±0.47 mmol/L, 
68.11 mU/L±10.52 mU/L vs  82.48 mU/L±
15.20 mU/L), IR降低(18.49±2.44 vs  23.39±
3.16), 血浆ApoCⅡ水平升高, ApoCⅢ水平降
低, LPL和HL酶活性均增加, 肝组织ApoB-100 
mRNA的表达量上升.

结论: 高脂肪高胆固醇饮食可以成功造成SD
大鼠有IR的NAFL模型. 通过改善脂肪肝大鼠
的IR, 可以改变血浆ApoCⅡ、ApoCⅢ水平
来提高LPL和HL的酶活性, 加速外周VLDL和
TG的降解, 促使肝组织ApoB-100 mRNA的表
达量上升, VLDL在肝脏合成加快, 从而加快
内源性TG的转运, 减轻肝细胞脂肪浸润.

关键词: 马来酸罗格列酮; 胰岛素抵抗; 非酒精性脂

肪肝; 三酰甘油; 极低密度脂蛋白; 脂蛋白脂肪酶; 

载脂蛋白CⅡ
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver, NAFL)
是一种代谢综合征性疾病, 脂质代谢紊乱, 致使

三酰甘油(triglyceride, TG)在肝细胞内沉积, 其
发病率逐年增高, 是目前研究的热点. 近年来, 
胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)在NAFL发病

中的作用备受关注[1], 新近的研究表明[2], 在极低

密度脂蛋白(very low density lipoprotein, VLDL)
的分解转化过程中, 其关键酶脂蛋白脂肪酶(li-
poprotein lipase, LPL)和肝脂肪酶(hepatic lipase, 
HL)的分泌受胰岛素的调控, 这两种酶的活化, 
必须由载脂蛋白CⅡ(apolipoprotein C Ⅱ, Apo C
Ⅱ)激活, 而ApoCⅢ则抑制其活化[3,4]. 据文献[5]
报道, ApoCⅡ和ApoCⅢ的合成亦受胰岛素的调

控, 并且ApoB-100与脂肪分解代谢间有重要关

联[6]. 本研究以此为思路, 旨在探讨IR在NAFL大
鼠模型中的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级SD大鼠, 24只, ♂, 体质量

190-250 g, 由中国科学院上海实验动物中心提

供. 许可证号: SCXX(沪)2002-0010. TRIzol: In-
vitrogen公司; PCR扩增试剂盒: Fermentas公司; 
逆转录试剂盒: Fermentas公司; 引物: 上海生工

生物工程公司; DNA Marker: 100 bp DNA Lad-
der, TaKaRa公司; DEPC: Sigma公司; 大鼠胰岛

素检测ELISA试剂盒、大鼠ApoCⅡ检测ELISA
试剂盒、大鼠ApoCⅢ检测ELISA试剂盒: 上海

元象医疗器械有限公司. 罗氏便捷血糖仪: 德国

罗氏乐康全活力型血糖仪; PCR反应仪: 德国Ep-
pendorf公司; 凝胶电泳仪(水平): BIO-RAD公司; 
GENE®凝胶图像处理系统: 美国GENE公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组与处理: 将24只健康SD大鼠进行标记

编号并称质量, 随机分为正常对照组(N组)和脂

肪肝模型组(M组). N组6只, 正常喂养. M组18只, 
高脂肪高胆固醇饮食8 wk[7]. 进行8 wk的高脂肪

高胆固醇喂养后, 对所有的大鼠进行肝页部分

切除术, 肉眼及光镜下观察肝脏形态学改变. 实
验过程中2只大鼠因肝页部分切除死亡, 死亡的

2只大鼠均为M组大鼠. 实验结束时共存活大鼠

22只, M组16只, N组6只, 将16只有IR的NAFL大

www.wjgnet.com

■研发前沿
非酒精性脂肪肝
(NAFL)是一种代
谢综合征性疾病, 
脂质代谢紊乱, 致
使三酰甘油(TG)
在肝细胞内沉积, 
其发病率逐年增
高, 是目前研究的
热点. 近年来, 胰
岛素抵抗 ( IR)在
NAFL发病中的作
用备受关注.
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鼠随机等分为2组, 每组8只, 分别称为脂肪肝模

型对照组(D组)和脂肪肝实验组(S组), 仍予高脂

肪高胆固醇饮食. 胰岛素增敏剂马来酸罗格列

酮3 mg/(kg•d)[8]对S组大鼠每天定时进行灌胃干

预治疗, D组每天与S组同时进行安慰剂(生理盐

水)的灌胃干预治疗, 历时4 wk. N组不予处理. 
1.2.2 指标检测: (1)肝组织学检查: HE染色观

察肝组织脂肪变性程度; (2)采用罗氏便捷血糖

仪检测空腹血糖(fasting plasma glucose, FPG), 
ELISA法测定空腹血胰岛素(fas t ing insul in, 
FINS)水平, 利用HOMA-IR公式计算IR值, IR = 
FPG(mmol/L)×FINS(mIU/L)/22.5[7]; (3) ELISA
法检测血浆ApoCⅡ、ApoCⅢ水平; (4)酶法检测

血浆LPL、HL活性; (5)RT-PCR法检测大鼠肝组

织ApoB-100 mRNA的表达量. 引物序列与PCR
反应条件分别为: β-actin: 引物序列上游5'-TTC 
TTT GCA GCT CCT TCG TTG CCG-3', 下游

5'-TGG ATG GCT ACG TAC ATG GCT GGG-3', 
反应条件: 退火温度59 ℃, 共25个循环. 合成

目的片断长度: 457 bp; ApoB: 引物序列上游

5'-CAG TAG TAG TGG TGC GTC TT-3' , 下游

5'-CCT GGA TTT GTC GGT CT-3', 反应条件: 退
火温度56.2 ℃, 共25个循环. 合成目的片断长度

为343 bp.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 同

一组大鼠不同时间之间比较用配对t检验; 不同

组大鼠之间比较用独立样本t检验; 所有数据均

在SPSS15.0统计软件进行分析处理, P <0.05被认

为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝脏病理组织学观察 M组大鼠(高脂饮食8 
wk后)肝脏HE染色显示: 肝小叶界限不清, 肝细

胞索排列紊乱, 多数肝细胞出现严重的脂肪变

性, 以小叶周边部最为严重, 肝细胞肿胀成圆形, 
胞质内可见大小不一, 数量不等的脂滴空泡, 说
明造模成功(图1A). S组大鼠在经过4 wk的罗格

列酮干预治疗之后, 大鼠肝脏HE染色发生了一

定的改变: 肝细胞脂肪变性有所减轻, 并且出现

脂肪变性的细胞数量较治疗前减少(图1B). D组

在经过4 wk的安慰剂(生理盐水)治疗之后未见

明显变化, 仍存在较严重的脂肪变性(图1C). 
2.2 各组大鼠FPG, FINS及IR在干预治疗前后的

变化 在经过4 wk的干预治疗后, S组FPG、FINS
和IR都较治疗前降低(P <0.01), D组FPG、FINS
和IR较治疗前无明显变化(P >0.05). 说明胰岛素

增敏剂马来酸罗格列酮可以通过降低NAFL大
鼠的FPG和FINS来改善IR(表1).
2.3 各组大鼠血浆ApoCⅡ和ApoCⅢ含量在干预

治疗前后的变化 造模成功后(干预治疗前), D组

和S组的ApoCⅡ含量较N组降低(P <0.05), ApoC
Ⅲ含量较N组升高(P <0.05), 在经过4 wk的干预

治疗后, S组大鼠的ApoCⅡ含量较治疗前升高

(P <0.05), ApoCⅢ含量较治疗前降低(P <0.05); 而
D组的ApoCⅡ、ApoCⅢ含量较治疗前无明显

变化(P >0.05). N组大鼠的ApoCⅡ和ApoCⅢ含

量较8 wk时无明显变化(P >0.05, 表2). 
2.4 各组大鼠LPL和HL酶活性在干预治疗前后的

变化 造模8 wk后, D组和S组的LPL和HL的酶活

性均较N组降低(P<0.01). 在经过4 wk的干预治疗

后, S组大鼠的LPL和HL的酶活性较治疗前升高 
(P<0.05); D组大鼠的LPL、HL的酶活性与治疗前

相比无明显变化(P>0.05). N组大鼠的LPL和HL酶

■相关报道
Cho等报道极低密
度脂蛋白(VLDL)
的分解转化过程
中, 其关键酶脂蛋
白脂肪酶(LPL)和
肝脂肪酶(HL)的
分泌受胰岛素的
调控, 这两种酶的
活化, 必须由载脂
蛋白CⅡ(ApoCⅡ)
激活, 而载脂蛋白
CⅢ(ApoCⅢ)则抑
制其活化 ,  ApoC
Ⅱ和ApoCⅢ的合
成亦受胰岛素的
调控. 

A

B

C

图  1  大鼠肝组织病理组织改变(×200). A: M组大鼠8 wk; 

B: S组4 wk; C: D组4 wk.
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活性在治疗前后无明显变化(P >0.05). 说明造模

成功后D组和S组大鼠的LPL和HL的酶活性较N
组大鼠降低, S组大鼠在经罗格列酮干预治疗后

升高, D组大鼠在安慰剂治疗后无明显变化(表3).
2.5 各组大鼠ApoB-100 mRNA表达量在干预治

疗前后的变化 高脂喂养大鼠8 wk后, D组和S组
大鼠分别与N组大鼠比较目的基因ApoB-100与
管家基因β-actin的RT-PCR产物灰度值比值, D组

和S组大鼠的比值较N组明显降低(P <0.01). 在经

过4 wk的干预治疗后, S组大鼠的RT-PCR产物灰

度值比值较治疗前明显升高(P <0.01, 图2), D组

大鼠的RT-PCR产物灰度值比值较治疗前无明显

变化(P >0.05). N组大鼠的RT-PCR产物灰度值比

值在治疗前后无明显变化(P >0.05, 表4).

3  讨论

近年来国内外进行了大量的动物实验和临床

研究, 研究证明IR在脂肪肝的发生发展中起重

要作用[9-11]. 肝脏摄取组织中游离脂肪酸后使之

转变成TG, TG再与特异的载脂蛋白结合生成

VLDL, VLDL分泌入血后在LPL和HL的作用下

逐步水解, 在此过程中, ApoCⅡ是LPL和HL的
激活剂, 在ApoCⅡ存在的情况下, LPL的活性

■创新盘点
本实验应用高脂
饮食喂养法制造
具有胰岛素抵抗
的脂肪肝大鼠模
型 ,  并 检 测 胰 岛
素增敏药罗格列
酮 干 预 前 后 ,  大
鼠模型组及对照
组血浆ApoCⅡ、
A p o C Ⅲ 含 量 和
LPL及HL的含量
和 活 性 ,  并 分 析
其与Apo B-100 
mRNA在肝细胞
表达的关系, 研究
胰岛素抵抗在非
酒精性脂肪肝发
病中的作用. 

表  2  各组大鼠血浆ApoCⅡ和ApoCⅢ含量在干预治疗前后的变化 (mean±SD, g/L)

     
分组

                         ApoCⅡ                          ApoCⅢ

  干预治疗前   干预治疗后   干预治疗前   干预治疗后

N组(n  = 6) 1.28±0.2554 1.38±0.2827 0.29±0.0537 0.29±0.0463

D组(n  = 8) 0.80±0.5149a 1.01±0.4462 0.36±0.0649a 0.33±0.0556

S组(n  = 8) 0.70±0.3457a 1.10±0.4085a 0.43±0.1072a 0.34±0.0621a

aP<0.05 vs  N组治疗前.

表  3  各组大鼠LPL和HL酶活性在干预治疗前后的变化 (mean±SD)

     
分组

                               LPL                               HL

     干预治疗前    干预治疗后    干预治疗前    干预治疗后

N组(n  = 6) 1.452±0.2761 1.435±0.3372 1.308±0.3377 1.263±0.2201

D组(n  = 8) 0.910±0.1364b 0.922±0.1614 0.832±0.1853b 0.842±0.1628

S组(n  = 8) 0.913±0.1760b 1.184±0.1748c 0.790±0.0999b 1.194±0.1737d

bP<0.01 vs  N组治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs  S组治疗前.

表  1  各组大鼠FPG, FINS及IR在干预治疗前后的变化 (mean±SD)

     
分组 FPG(mmol/L)   FINS(mU/L)           IR

N组(n  = 6) 8 wk 5.48±0.47 40.90±7.76   9.85±1.15

12 wk 5.43±0.54 44.69±6.80 10.68±0.99

D组(n  = 8) 干预治疗前 6.46±0.75 78.82±11.13 22.48±2.81

干预治疗后 6.43±0.47 82.48±15.20 23.39±3.16

S组(n  = 8) 干预治疗前 6.61±0.45 78.48±12.94 22.98±3.47

干预治疗后 6.01±0.56a 68.11±10.52a 18.49±2.44b

aP<0.05, bP<0.01 vs  S组治疗前.

图  2  S组大鼠治疗前后β-actin和ApoB-100 mRNA的表达. 

A: 治疗前; B: 治疗后.
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可以提高10-50倍, 而ApoCⅢ则有抑制LPL的作

用. TG被逐步水解后, ApoB-100及ApoE含量相

对增加, 转变为中间密度脂蛋白, 被LPL及HL
进一步水解, 最后仅剩下ApoB-100, 中间密度

脂蛋白即转变为低密度脂蛋白, 低密度脂蛋白

被肝细胞膜表面低密度脂蛋白受体摄取代谢, 
形成VLDL. ApoB-100在VLDL的合成中起重

要作用, ApoB-100为VLDL合成所必需[12], 如果

ApoB-100合成减少, 就会减少VLDL的合成, 肝
脏合成的内源性TG向肝外的转运减少, 导致TG
在肝细胞中沉积. 且ApoB-100在肝细胞的脂质

排泄过程中起限速作用, 因此, ApoB-100合成减

少在NAFL的发生发展过程中可能也有重要作

用[6,13]. IR状态下, 胰岛素抑制TG水解, 而脂肪组

织过度分解释放大量游离脂肪酸被肝细胞摄取, 
加速TG及VLDL合成[14], 同时减弱胰岛素刺激

LPL的作用, 使LPL酶活性下降, TG分解减慢, 导
致VLDL降解减少, 加重高TG血症. TG水平增加

会加重IR, 产生恶性循环[14,15]. IR发生时肝细胞

内出现氧应激反应, 由于TG在肝细胞内蓄积, 大
量的游离脂肪酸在线粒体内氧化, 肝细胞对脂

肪酸的高摄入导致肝细胞线粒体氧化超载, 反
过来影响游离脂肪酸代谢, 进一步加重肝脏的

脂质蓄积, 造成肝细胞内脂肪堆积及肝细胞变

性、肿大, 形成脂肪肝[16,17]. 
我们的研究是健康SD大鼠在经过8 wk的

高脂饮食喂养后, 从肝脏病理切片发现不同程

度的肝细胞脂肪浸润, 达到了脂肪肝的组织学

诊断标准[8]; 通过对大鼠FPG和FINS的测定, 根
据HOMA-IR公式, 发现脂肪肝大鼠的FPG、

FINS、IR都明显高于N组, 说明脂肪肝大鼠发生

了明显的IR, 同时都存在高胰岛素血症和血糖

升高. 从VLDL的代谢途径入手, 分别检测血浆

ApoCⅡ和ApoCⅢ, 血浆中LPL和HL的酶活性, 
以及肝组织中ApoB-100 mRNA的表达量, 结果

显示, 脂肪肝大鼠血浆中LPL和HL的酶活性较

正常大鼠降低, 导致VLDL在外周降解减少, 同
时, 脂肪肝大鼠血浆ApoCⅡ含量降低, ApoCⅢ
含量升高, 可以认为ApoCⅡ含量降低和ApoC
Ⅲ含量升高会使大鼠的LPL和HL的酶活性降

低; 而且脂肪肝大鼠肝组织的ApoB-100 mRNA
表达量较正常大鼠明显降低. 这说明发生了胰

岛素抵抗的脂肪肝大鼠由于外周LPL和HL的
酶活性下降, 以致VLDL的外周降解减少, 反馈

性抑制了VLDL在大鼠肝组织中的合成, 进而

抑制了ApoB-100 mRNA在肝组织中的表达, 使
ApoB-100在肝脏的合成减少, 抑制了运输内源

性TG的VLDL的合成, 造成内源性TG运输受阻, 
加重TG在肝脏的沉积. 我们通过酶法检测大鼠

血浆LPL的活性变化发现, 脂肪肝组大鼠的LPL
活性较空白对照组下降. 脂肪肝组大鼠LPL活性

下降, 会减少血液中VLDL的降解, 加重大鼠的

高TG血症, 促进大鼠脂肪肝的形成. 
罗格列酮为噻唑烷二酮类胰岛素增敏药, 可

通过提高胰岛素的敏感性而有效的控制血糖, 
其机制包括可以改善IR[18-20]. 在我们的研究中, 
采用安慰剂(生理盐水)作为对照的方法, 发现进

行过8 wk高脂饮食饲养的S组大鼠在经过4 wk、
3 mg/(kg•d)的马来酸罗格列酮(文迪雅)干预治

疗后, FPG、FINS和IR较脂肪肝对照组明显减

低; 血浆ApoCⅡ含量较脂肪肝对照组降低, 血
浆ApoCⅢ含量较脂肪肝对照组升高; 血浆LPL
和H L的酶活性较脂肪肝对照组降低; 肝组织

ApoB-100 mRNA表达量也较脂肪肝对照组明显

升高. N组各指标较治疗前(饲养8 wk时)无明显

变化. 说明马来酸罗格列酮能明显减轻脂肪肝

实验组大鼠的FPG、FINS, 改善脂肪肝大鼠的

IR, 并且能通过提高血浆ApoCⅡ水平和降低血

浆ApoCⅢ水平来提高LPL和HL的酶活性, 增加

外周VLDL的降解, 增加肝组织ApoB-100 mRNA
的表达, 减轻肝细胞内TG沉积和肝细胞脂肪浸

润, 改善肝细胞脂肪变性, 对脂肪肝起到一定的

治疗作用. 
NAFL人群发病率约为5%左右, 将成为21世

纪最常见的疾病之一[21-24]. 通过本研究结果, 我
们可以尝试将针对胰岛素增敏治疗, 调控ApoC
Ⅱ、ApoCⅢ的表达等治疗手段作为治疗脂肪肝

的方法, 将对脂肪肝的临床治疗研究起到一定

的启示作用.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of curcumin on 
the expression of plasminogen activator inhibi-
tor-1 (PAI-1) and urokinase-type plasminogen 
activator (u-PA) in carbon tetrachloride-induced 
hepatic fibrosis in rats.

METHODS: One hundred male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into five groups: 
normal group, model group, low-, medium- and 
high-dose curcumin group. Except the normal 
group, the rats of the other groups were intra-
peritoneally injected with carbon tetrachloride 

for 6 wk to induce liver fibrosis. The rats of the 
low-, medium- and high-dose curcumin groups 
were administrated different doses of curcumin. 
On days 4, 7, 21 and 42 after treatment, five rats 
randomly selected from each group were sac-
rificed to take liver specimens for pathological 
examination (HE). The expression of PAI-1 and 
u-PA in hepatic fibrosis was detected by immu-
nohistochemistry.

RESULTS: The expression levels of PAI-1 and 
u-PA were much lower in the normal group 
than in the model group. Compared to the 
model group, PAI-1 expression was significantly 
down-regulated (42 d: 5.60 ± 1.673, 3.40 ± 1.673, 
2.40 ± 1.140 vs 8.80 ± 2.168, all P < 0.05) and u-PA 
expression was significantly up-regulated (42 d: 
6.00 ± 1.414, 9.20 ± 1.643, 9.80 ± 2.049 vs 4.20 ± 
1.095, P < 0.05) in the low-, medium- and high-
dose curcumin groups. Curcumin treatment 
altered the expression of PAI-1 and u-PA in a 
dose- and time-dependent manner.

CONCLUSION: Curcumin exerts anti-fibrotic 
effects possibly by decreasing the expression of 
PAI-1 and increasing the expression of u-PA.

Key Words: Curcumin; Hepatic fibrosis; Plasmino-
gen activator inhibitor-1; Urokinase-type plasmino-
gen activator; Immunohistochemistry

Duan XH, Tang SH, Yang DH, Huang SM. Curcumin 
down-regulates PAI-1 expression but up-regulates u-PA 
expression in carbon tetrachloride-induced hepatic fi-
brosis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(30): 
3181-3186

摘要
目的: 探讨姜黄素对CCl4处理的大鼠肝组织中
PAI-1和u-PA蛋白表达的影响.

方法: 100只♂SD大鼠, 随机分为5组: 正常对
照组(N), 肝纤维化模型组(M), 姜黄素低剂量
组(Cl), 姜黄素中剂量组(Cm), 姜黄素高剂量
组(Ch). M组以CCl4腹腔注射造模, Cl、Cm、

Ch组除腹腔注射CCl4外, 分别以不同剂量的
姜黄素灌胃; 每组分别在实验第4、7、21、

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝纤维化是向肝
硬化发展的中间
环节, 近年已明确
肝星状细胞(HSC)
是肝纤维化的中
心环节, 是肝纤维
化时细胞外基质
(ECM)过多产生
和沉积的主要细
胞来源. 正常情况
下 ,  ECM的合成
与降解处于动态
平衡, 肝纤维化时
这种平衡被打破, 
导致胶原生成增
多、ECM过多沉
积的肝纤维化病
理改变.

■同行评议者
吴俊华, 副主任医
师, 南京大学医学
院功能评价中心



42天随机取大鼠5只处死, 留取同部位肝脏组
织行HE染色, 用免疫组织化学法检测各组大
鼠肝脏组织中PAI-1和u-PA蛋白的表达情况. 

结果: 在M组, 随时间延长, PAI-1和u-PA蛋白
表达均不同程度增加, 姜黄素低、中、高剂
量干预组与M组相比, 姜黄素能降低PAI-1蛋
白表达(42 d: 5.60±1.673, 3.40±1.673, 2.40±
1.140 vs  8.80±2.168, 均P <0.05), 增加u-PA蛋
白表达(42 d: 6.00±1.414, 9.20±1.643, 9.80±
2.049 vs  4.20±1.095, P <0.05), 其作用强度具
有剂量和时间依赖性.

结论: 姜黄素可通过调节肝纤维化大鼠PAI-1
与u-PA蛋白表达, 发挥抗肝纤维化作用.

关键词: 姜黄素; 肝纤维化; 1-型纤溶酶原激活抑

制物; 尿激酶型纤溶酶原激活物; 免疫组织化学法
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0  引言

肝纤维化是进一步向肝硬化发展的主要中间环

节. 目前认为, 肝脏慢性损伤过程中细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)累积所形成的肝纤维

化是可逆的. 随着对肝纤维化发生机制认识地

不断深入, 特别是对ECM的合成与降解的调控

有了更多的了解, 近年来的研究认为加快降解

比抑制合成更重要[1]. 纤溶系统, 特别是尿激酶

型纤溶酶原激活物(urokinase-type plasminogen 
activator, u-PA)及1-型纤溶酶原激活抑制物(plas-
minogen activator inhibitor-1, PAI-1)与以ECM
过多沉积为特征的纤维化疾病关系密切. 近年

来, 大量国内外研究证实姜黄素通过抑制肝星

状细胞(hepatic stellate cell, HSC)活化而具有抗

肝纤维化作用, 但目前尚未见有关姜黄素对纤

溶系统表达影响的研究报道. 本研究旨在探讨

姜黄素通过对大鼠肝纤维化模型纤溶系统成分

(PAI-1, u-PA)表达的影响, 以进一步明确姜黄素

的抗肝纤维化作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物: SPF(special pathogen free)级
SD(Sprague-Dawley)♂大鼠, 购自广东省医学

实验动物中心, 体质量190-220 g. 姜黄素为法国

Fluka公司产品. 兔抗大鼠u-PA多克隆抗体、兔
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抗大鼠PAI-1多克隆抗体、即用型SABC免疫组

织化学染色试剂盒和DAB显色试剂盒均购自武

汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及用药: 100只♂SD大鼠, 随机分为5
组: 正常对照(N)组, 腹腔注射生理盐水, 生理盐

水灌胃; 模型(M)组, 腹腔注射40% CCl4溶液1 
mL/kg, 每周2次, 羧甲基纤维素钠(姜黄素配料)
灌胃, 每天1次, 共6 wk; 姜黄素低剂量(Cl)组, 造
模同时给低剂量(100 mg/kg)姜黄素灌胃, 每天

1次; 姜黄素中剂量(Cm)组, 造模同时给中剂量

(200 mg/kg)姜黄素灌胃; 姜黄素高剂量(Ch)组, 
造模同时给高剂量(300 mg/kg)姜黄素灌胃. 分别

在实验第4、7、21、42天, 每组随机处死5只大

鼠, 切除同一解剖部位的肝脏于3.33 mol/L的甲

醛溶液中固定, 石蜡包埋, 行HE染色. 
1.2.2 检测方法: 按SABC免疫组织化学染色试

剂盒说明操作, 阳性反应呈棕黄色. 结果判断: 
所有病理切片均由资深病理医师在不知病例资

料的前提下阅片. 每张免疫组织化学染色切片

至少在镜下(×100)观察10个不重复视野, 判断

细胞显色部位、显色强度和显色范围. 结果判

断参照免疫组织化学显色标准[2]: PAI-1及u-PA
蛋白阳性表达部位均位于细胞质, 显色程度分

呈浅棕色、棕色、深棕色, 用+、++ 、+++记
录; 细胞显色范围占高倍视野<25%时记录为

+、25%-50%为++、50%-75%为+++、>75%为

++++. 并将显色程度和范围换算成显色指数: 显
色指数 = 显色程度×显色范围(+、++、+++、
++++分别按1、2、3、4分计算).  

统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 
使用SPSS11.50统计软件进行统计分析. 多组数

据间比较采用单因素方差分析(One-way ANO-
VA), 进行方差齐性检验, 若各组总体方差齐同, 
采用Tukey(分组≥5)检验; 若各组总体方差不齐

同, 采用Tamhane's T2检验. P <0.05为差异具有统

计学意义.

2  结果

2.1 大鼠死亡率 100只SPF级SD♂大鼠中死亡7
只, 其中, N组第31天死亡1只, M组第3天死亡1
只, Cl组第11天死亡1只, Cm组第6、11、17、31
天各死亡1只, 死亡率为7%. 
2.2 肝组织HE染色 N组: 各时间段无明显区别, 
肝组织结构清晰, 肝细胞大小均匀, 无变性、坏

死, 肝小叶结构清晰, 小叶内肝细胞索排列较整

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 国内外对细
胞外基质方面的
研究主要是集中
在抑制肝星状细
胞活化、阻止胶
原生成和促进胶
原降解方面; 关于
肝纤维化过程中
纤溶系统所受影
响的研究文献较
少, 国内外尚未见
有关姜黄素对肝
纤维化纤溶系统
表达影响方面的
研究报道. 
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齐; M组: 4 d时与N组无明显区别; 7 d时肝小叶

中央区中央静脉周围出现较多坏死细胞, 还有

少量细胞气球样变和脂肪变性; 21 d时见大量气

球样变性和脂肪变性, 汇管区见纤维组织汇集; 
42 d时可见肝细胞明显脂肪变性、气球样变性, 
汇管区纤维组织增生明显, 形成小的条索, 但未

形成假小叶. Cl组: 各时间段肝细胞发生气球样

变和脂肪样变较M组少. Cm组: 各时间段肝细胞

变性坏死情况介于Cl组和Ch组之间, 可见少量

肝细胞气球样变性. Ch组: 各时间段肝细胞的脂

肪变性和气球样变性明显减轻, 接近N组, 纤维

组织增生不明显(图1) .
2.3 PAI-1蛋白表达显色指数 N组PAI-1蛋白表达

很低; M组随造模时间延长, PAI-1表达逐渐增多, 
42 d时于汇管区、纤维间隔、血管和肝窦可见

大量PAI-1呈阳性染色, 毗邻的肝细胞质内亦可

见阳性染色; 与M组相比, 姜黄素干预组显色指

数均降低, 以42 d时明显(P <0.05, 表1, 图2) 

2.4 u-PA的蛋白表达显色指数 N组u-PA蛋白表

达很低; M组随造模时间延长, u-PA蛋白表达先

升高后降低, 以7 d时为最大值, 然后下降; 与M
组相比, 在姜黄素干预组, Cm、Ch组, 随时间推

移, u-PA蛋白表达增加, 但Cl组作用不明显(表2, 
图3).

3  讨论

肝纤维化的实质是慢性肝损伤的修复反应, 导
致以胶原为主的ECM各成分合成增多, 降解相

对不足, 致使ECM在肝内过多沉积. 因此, 阻抑

ECM增生与沉积, 促进ECM各成分的降解无疑

是抗肝纤维化治疗的一条重要途径. 
纤溶系统主要包括纤溶酶原、纤溶酶、纤

溶酶原激活物(plasminogen activator, PA)、纤溶

酶原激活物抑制剂(plasminogen activator inhibi-
tor, PAI). PA分为u-PA和组织纤溶酶原激活物

(tissue-type plasminogen activator t-PA). u-PA前

■相关报道
沃兴德等研究发
现姜黄醇提取物
不仅使PAI-1含量
显著降低, 而且也
能提高u-PA的含
量, 故认为姜黄醇
提取物具有很好
的促纤溶活性.

A B

C D

E F

图  1  各组大鼠肝脏组织病理变化(HE×100). A: N组; B: M组4 d; C: M组7 d; D: M组21 d; E: M组42 d; F: Ch组42 d.
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体广泛存在于结缔组织中, 内皮细胞、成纤维

细胞和单核细胞均可合成和分泌u-PA, 培养的

人肝细胞亦可分泌u-PA. u-PA主要作用于生理

和病理条件下细胞迁移、组织重建、肿瘤浸润

及转移等过程, 其中包括ECM的降解过程[3]. PAI
有多种, PAI-1和PAI-2是其中最重要的亚型, 正
常人血浆中主要是PAI-1, PAI-1是PA高效的抑

制因子, 其组织内水平的升高和活性的增强能

有效抑制PA的活化, 从而显著抑制纤维蛋白水

解和ECM降解, 促进肝纤维化. 研究表明PAI-1
的含量及活性在肝脏中最高[4], 正常大鼠肝脏

中u-PA和PAI-1极少或检测不到其表达量, 而
部分肝切除后肝再生时, 纤溶酶、PAI-1表过显

著增多[5]. 研究显示PAI-1表达于病变肝组织肝

■创新盘点
姜黄素通过抑制
HSC增殖达到抗
肝纤维化的作用
已 被 证 实 ,  本 研
究是首次探讨姜
黄素对肝纤维化
纤溶系统成分表
达 的 影 响 ,  以 进
一步探讨姜黄素
抗肝纤维化的作
用机制. 

A B

C D

图  2  第42天各组大鼠肝脏组织中PAI-1的蛋白表达(SABC×100). A: M组; B: Cl组; C: Cm组; D: Ch组.

A B

C D

图  3  第42天各组大鼠肝脏组织中u-PA的蛋白表达(SABC×100). A: M组; B: Cl组; C: Cm组; D: Ch组.
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纤维化活动活跃的部位, 随肝纤维化程度的加

重, PAI-1蛋白表达的着色积分明显增加. 血浆

中PAI-1的抗原水平随肝纤维化程度的增加而

明显增加[6]. u-PA可激活纤溶酶原使之成为纤溶

酶, 两者可以直接或经激活胶原酶降解ECM及

基底膜中胶原成分[7]. u-PA还可激活纤溶酶原并

调节基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)活性以降解ECM, 而PAI-1则可特异性抑

制u-PA的这种作用. MMPs是参与ECM降解的主

要酶家族, 能降解多种胶原性和非胶原性蛋白. 
金属蛋白酶组织抑制物(tissue inhibitor of metal-
loproteinase, TIMPs)可抑制MMPs的活性, MMPs
和TIMPs主要由HSC生成, 当HSC被激活后, 最
终使MMPs表达减少, TIMPs表达增加, 致ECM
降解减少、沉积增加[8,9]. 而u-PA可通过u-PA-纤
溶酶-MMPs级联反应途径上调纤溶酶和MMPs
活性, 降解多种ECM成分, 抑制肝纤维化进程[10]. 
在u-PA、纤溶酶及MMPs构成的级联激活途径

中, u-PA活性的改变会直接影响纤维化进程. 因
此通过调节u-PA和PAI-1表达很有可能成为抗纤

维化治疗的有效方法[11]. 
本研究用CCl4制造大鼠肝纤维化模型, 同

时使用姜黄素干预, 观察在病理条件下肝组织

PAI-1和u-PA蛋白表达变化, 以进一步明确姜黄

素的抗肝纤维化作用机制. 
经病理组织学证实, 持续恒浓度腹腔注射

CCl4 6 wk能成功制造大鼠肝纤维化模型, 同时

使用姜黄素干预发现, 各个剂量的姜黄素均能

明显减少肝细胞变性、坏死, 纤维组织增生程

度较M组明显减轻, 且仅局限于血管周围, 以上

作用强度随着剂量增大而增强, Ch组接近N组, 
与刘永刚等[12]的研究报道结果一致, 提示姜黄

素能够明显改善实验性大鼠肝纤维化. 在明确

姜黄素具有抗肝纤维化情况下, 本研究详细分

析了姜黄素对纤溶系统的影响. 我们的结果显

示, 在N组, 各时间段大鼠肝组织PAI-1和u-PA蛋

白表达极少, 与Thornton等[5]的研究结果一致. 对
M组测定结果显示, PAI-1蛋白表达随肝纤维化

程度的增强而明显增加, 结果导致ECM的大量

合成; u-PA蛋白表达随肝纤维化程度的增加而

先升高后降低, 以7 d时为最大值, 然后下降, 与
Leyland等[10]报道的结果相似, 出现这种情况的

可能原因是: 肝纤维化形成早期u-PA大量表达, 
随着肝纤维化的逐渐形成, PAI-1蛋白表达逐渐

增加, 对u-PA蛋白表达的抑制作用逐渐增强, 继
而抑制纤溶酶原的激活, 因而u-PA对ECM的降

解作用减弱, 这提示u-PA蛋白表达早期增加可

能会导致肝纤维化早期ECM成分的降解, 但是

由于随着肝纤维化的进展, PAI-1对u-PA的抑制

作用加强, 导致ECM的合成增加, 降解减少, 促
进肝纤维化的形成. 在姜黄素干预组, 不同剂量

的姜黄素均可不同程度降低肝组织PAI-1蛋白表

■应用要点
姜黄素可通过调
节肝纤维化大鼠
PAI-1与u-PA蛋白
表 达 ,  发 挥 抗 肝
纤维化作用.

表  2  肝纤维化大鼠肝组织中u-PA的表达水平 (mean±SD)

     
分组          4 d          7 d        21 d         42 d

N组 1.60±0.894   2.00±0.707 2.00±1.000 2.20±0.447

M组 4.60±1.342 10.00±1.871egi 7.40±1.342egi 4.20±1.095

Cl组 5.00±2.000   9.40±1.517egi 7.20±2.168i 6.00±1.414i

Cm组 4.00±1.225   7.40±1.342ei 8.00±1.225ei 9.20±1.643acei

Ch组 3.20±0.837   7.80±1.643ei 9.20±1.643ei 9.80±2.049acei

aP<0.05 vs  M组; cP<0.05 vs  Cl组; eP<0.05 vs  4 d; gP<0.05 vs  42 d; iP<0.05 vs  N组.

表  1  肝纤维化大鼠肝组织中PAI-1的表达水平 (mean±SD)

     
分组          4 d          7 d          21 d         42 d

N组 1.60±0.548 1.80±0.837 1.60±1.342ac 1.40±0.548ac

M组 2.40±1.140eg 4.00±1.225g 6.60±1.949 8.80±2.168

Cl组 2.20±0.837eg 3.20±1.924 5.20±1.095 5.60±1.673a

Cm组 2.20±1.643 2.40±0.894 3.40±0.894a 3.40±1.673a

Ch组 1.60±0.894 2.40±1.140 2.20±0.837ac 2.40±1.140ac

aP<0.05 vs  M组; cP<0.05 vs  Cl组; eP<0.05 vs  21 d; gP<0.05 vs  42 d.
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达, 且降低程度与剂量呈正相关. 随时间推移, Cl
和Ch组中u-PA蛋白表达增加, 表明姜黄素在降

低PAI-1蛋白表达, 使PAI-1抑制u-PA作用减弱的

同时, 促进u-PA蛋白表达, 但Cl组作用不明显, 可
能与低剂量姜黄素主要降低PAI-1蛋白表达的

作用, 尚未达到促进u-PA蛋白表达增加的有效

作用浓度有关. 总之, 在ECM合成与降解之间的

动态平衡中, 姜黄素一方面能够通过增加u-PA
蛋白表达, 而u-PA可通过u-PA-纤溶酶-MMPs级
联反应途径上调纤溶酶和MMPs活性, 降解多种

ECM成分, 抑制肝纤维化进程; 另一方面能够通

过降低PAI-1蛋白表达, 使PAI-1抑制u-PA/u-PAR
和纤溶酶的作用减弱, 阻抑ECM增生与沉积, 达
到抗肝纤维化的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression profile of mi-
croRNAs (miRNAs) in human colorectal cancer 
and to analyze the clinical significance of aber-

rant miRNA expression.

METHODS: The expression of miRNAs in 
colorectal cancer specimens, matched normal 
mucosal specimens, and adenoma specimens 
was detected by miRNA microarray. The differ-
ential expression of some miRNAs was verified 
by real-time RT-PCR. The correlation of aberrant 
miRNA expression with clinical and biopatho-
logic features in colorectal cancer, such as age, 
gender, tumor size, lymph node and distance 
metastasis, clinical stage as well as histological 
grade, was analyzed.

RESULTS: Microarray analysis revealed many 
miRNAs that could clearly differentiate colorec-
tal cancer from adenoma and normal tissue. 
Thirty-five significantly up-regulated miRNAs 
and 30 down-regulated miRNAs were identified 
in carcinoma in comparison to normal tissue (P 
< 0.001), whereas 25 aberrantly expressed miR-
NAs were identified in cancer in comparison 
to adenoma (P < 0.01). In addition, 55 miRNAs 
could distinguish adenoma from normal colorec-
tal mucosa (P < 0.001). Twelve up-regulated 
miRNAs and 13 down-regulated ones were 
simultaneously aberrantly expressed in cancer 
and adenoma. Quantitative RT-PCR analysis 
showed that miR-552 and miR-142-3p were sig-
nificantly up-regulated (2.97 ± 2.72 vs 0.98 ± 0.48, 
P < 0.05; 3.64 ± 3.41 vs 1.31 ± 0.61, P < 0.05) and 
miR-139-3p and miR-133b were down-regulated 
in cancer tissue compared with normal mucosa 
(0.10 ± 0.26 vs 0.82 ± 0.70, P < 0.05; 0.81 ± 0.67 vs 
1.71 ± 1.29, P < 0.05), which is consistent with the 
microarray results. Aberrant miR-552 expres-
sion was correlated with TNM stage and lymph 
node and distance metastasis (all P < 0.05), but 
not with age, gender, tumor size or histological 
grade. Aberrant miR-139-3P expression was cor-
related with TNM stage and distance metastasis, 
while differential expression of miR-142-3p was 
correlated with histological grade.

CONCLUSION: Differential miRNA expression 
could help distinguish malignant tissue from 
adenoma and normal mucosa, suggesting that 
aberrant miRNA expression might be involved 
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■背景资料
目前为止对于结
直肠癌尚无一个
确切的具有早期
诊断意义的临床
指标以及有明确
疗效的治疗靶点. 
近来研究发现微
小核糖核酸(miR-
NAs)可以结合到
靶基因中发挥调
控靶基因表达的
功能, 从而参与肿
瘤的发生和发展. 

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
湖南长沙中南大
学湘雅三医院消
化内科



in colorectal tumorigenesis. Differentially ex-
pressed miRNAs might be used as early diag-
nosis markers or therapeutic targets for human 
colorectal cancer. 

Key Words: Colorectal cancer; microRNAs chip; Mi-
croarray; Real-time polymerase chain reaction

Chen WC, Lin MS, Huang JX, Ye YL, Gao HJ, Song ZY, 
Shen XY. Clinical significance of aberrant microRNAs ex-
pression in human colorectal cancer. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2010; 18(30): 3187-3194

摘要
目的: 研究人结直肠癌、腺瘤和癌旁正常组
织中微小核糖核酸(microRNAs, miRNAs)的
差异表达谱, 并初步探讨其临床意义. 

方法: 选取2008-01/07苏州大学附属第一医院
和泰州市人民医院结直肠癌、对应癌旁正常
组织以及结直肠腺瘤标本, 提取组织总RNA, 
采用illumina microRNA芯片技术检测3种不
同类型组织中miRNAs的表达, 采用实时定量
PCR技术对芯片检测结果进行验证. 将结直肠
癌组织中异常表达的miRNAs与结直肠癌患
者的临床病理资料进行分析. 

结果: 3种不同类型结直肠组织中miRNAs表
达有明显差异, 结直肠癌与癌旁正常组织相
比, 有65个miRNAs表达异常(P <0.001), 其中
35个上调, 30个下调, 而腺瘤与正常结直肠组
织相比, 有55个miRNAs表达差异(P <0.001), 
其中上调29个, 下调26个. 有25个miRNAs相
对于正常组织同时在结直肠癌和腺瘤中异常
表达, 其中高表达12个, 低表达有13个. 与腺
瘤相比, 结直肠癌中有25个miRNAs表达异常
(P <0.01), 其中13个上调, 12个下调. 进一步定
量PCR验证结果显示与正常结直肠黏膜组织
相比, 在癌组织中miR-552, miR-142-3p上调
(2.97±2.72 vs  0.98±0.48; 3.64±3.41 vs  1.31
±0.61, 均P <0.05), miR-139-3p和miR-133b
下调(0.10±0.26 vs  0.82±0.70, 0.81±0.67 vs  
1.71±1.29, 均P <0.05), 与芯片结果相吻合. 
miR-552和miR-139-3p与结直肠癌患者年龄、

性别、组织学、肿瘤大小和浸润深度无关
(P >0.05), 而miR-552与TNM分期、淋巴结和肝
转移相关(P<0.05), miR-139-3p与TNM分期和肝
转移相关(P<0.05), miR-142-3p除与组织学有关
外, 与其他临床病理参数无关, miR-133b与年龄
相关, 而与其他临床病理参数无关.

结论: miRNAs参与了结直肠的癌变过程, 特
异的miRNAs的表达可能成为结直肠癌潜在
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的早期诊断和治疗新靶点.

关键词: 结直肠癌; 微小核糖核酸芯片; 微阵列; 实

时定量聚合酶链式反应
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0  引言

近年来我国的结直肠癌发病率逐渐升高. 研究

认为结直肠癌的发生是多种基因畸变的结果[1,2], 
但是至今尚未发现具有真正早期诊断意义和确

切疗效的靶点. 微小RNA(microRNAs, miRNAs)
是近来在动植物中发现的一个大小约为19-25个
核苷酸, 非蛋白质编码的小分子RNA家族[3,4]. 研
究认为miRNAs可以通过干扰其靶基因mRNAs
的翻译或者导致靶mRNAs的降解, 下调靶基因

的表达[5,6], 从而参与体内许多重要的生命活动, 
如细胞增殖、分化以及凋亡等, 因此认为miR-
NAs的表达失调可能与肿瘤发生密切相关[7-12].

本研究中我们拟先采用illumina microRNA
芯片检测人结直肠癌、结直肠腺瘤和良性癌旁

组织的miRNAs表达, 通过比较他们的表达谱, 
寻找与结直肠癌发生相关的特异miRNAs, 从而

为进一步寻找具有早期诊断意义的标志物和治

疗靶点提供一定的理论依据, 然后我们将在结

直肠癌中发现的一些异常表达的miRNAs与结

直肠癌患者的临床资料进行比较分析, 初步探

讨他们异常表达的临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 所有标本来自于苏州大学附属第一医

院和泰州市人民医院2008-01/07住院和/或门诊

收治的结直肠癌和结肠腺瘤患者, 所有患者均

签署知情同意书, 并获得苏州大学附属第一医

院伦理委员会批准. 其中, 结直肠癌组织标本

来自于手术切除标本, 而腺瘤标本则来自于内

镜下摘除组织, 所有组织标本术后立即液氮保

存. 所有癌症患者术前均未接受放、化疗. 在这

些标本中, 结直肠癌25例, 腺瘤3例, 癌旁正常

结直肠黏膜组织10例. 结直肠癌组织参照全国

结直肠癌协作组结直肠癌诊治规范以及美国

癌症协会/国际抗癌组织(American Joint Com-
mittee on Cancer/Union for International Cancer 
Control, AJCC/UICC). TNM分期标准行诊断、

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前在miRNAs与
肿瘤关系的研究
领域中, 重点在于
寻找与各种肿瘤
发生、发展相关
的特异miRNAs, 
期望获得具有早
期诊断意义的标
志物以及具有治
疗干预的新靶点. 
亟待进一步研究
的是建立统一的
研究标准 .  此外 , 
对于特异的miR-
NAs的功能及其
与靶点之间的复
杂调控网络有待
于进一步明确. 
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分级和分期. 结直肠癌患者中男6例, 女19例, 年
龄43-83(中位年龄63)岁. 根据组织学分化程度

分为: 高分化组1例, 中分化组19例, 低分化组5
例(黏液腺癌及印戒细胞癌并入低分化组). 其中

淋巴结转移阳性10例, 阴性15例, 远处转移(肝转

移)阳性5例, 阴性20例. 根据临床TNM分期分为: 
Ⅰ期5例, Ⅱ期8例, Ⅲ期7例和Ⅳ期5例. 根据肿

瘤大小分为: ≥5 cm 14例, <5 cm 11例, 根据肿瘤

浸润深度: 肌层以下6例, 全层19例. 肿瘤组织均

取自肿瘤中心非坏死部位, 癌旁正常组织取自

距肿瘤≥5 cm的正常组织, 腺瘤组织来自于大肠

镜下摘除标本, 所有组织均经病理证实. microR-
NA芯片(human microRNA assay pool, version 2, 
12样本universal Beadchip, 含1 146个最新人类

miRNAs, 包括覆盖>97% miRbase 12.0版本中收

录最新人类miRNAs以及illumina公司通过测序

法发现的最新符合miRNAs特征, 但是尚未命名

的序列)、miRNAs标志杂交试剂盒购自illumina
公司. miScript Reverse Transcription Kit购自Qia-
gen, SYBR Green Realtime PCR Master Mix购自

TaKaRa.
1.2 方法 
1.2.1 样本RNA的提取与标记: 取液氮保存组织

5 mg, 在液氮下研磨, 采用Invitrogen® TRIzol来
提取组织中的总RNA, 然后用QIAGEN RNeasy 
Kit进一步纯化总RNA, 使用琼脂糖凝胶电泳对

样品总RNA质量进行完整性检测分析. 使用Ep-
pendorf Biophotometer系统对样品总RNA进行质

量(定量)检测, Nano Drop分光光度仪测定吸光

度A 260/A 280值. 取200 ng的总RNA, 按照Illumina® 
microRNA Expression Profiling Assay kit实验手

册操作, 用Polyadenylation Single Reagent将其多

聚腺苷酸化. 取多聚腺苷酸化的总RNA, 以带有

通用引物扩增位点并用生物素标记的Oligo(dT)
为引物进行逆转录合成cDNA一链并纯化, 将含

miRNAs特异序列的通用引物退火至cDNA一链

上, 延伸引物合成双链cDNA. 洗去多余的引物

和错配的产物, 以荧光标记的通用引物进行PCR
扩增. 
1.2.2 芯片杂交、清洗和扫描: 选取6例结直肠

癌、6例癌旁正常组织和3例腺瘤组织进行芯

片检测. 将标记好的PCR产物洗涤后加到芯片

上60 ℃杂交30 min, 45 ℃下杂交14 h, 将芯片用

XC4和UB2缓冲液进行清洗, 真空干燥器干燥. 
用高精度激光共聚焦扫描仪(Illumina scanner: 0.8 
μmol/L)对杂交后的芯片进行扫描及信号提取.

1.2.3 数据处理: 运用Feature Extraction软件对芯

片图像进行分析, 把图像信号转化为数字信号.
1.2.4 荧光定量RT-PCR: 挑选差异表达的miR-
NAs中的4个miRNAs(miR-552、miR-142-3p、
miR-133b和miR-139-3P)进行荧光定量RT-PCR
的验证, microRNA的RT-PCR方法参照QIGEN-
miScript system中操作步骤进行. 上游引物采用

QIAGEN公司miScript SYBR Green PCR Kit中
提供的通用引物, 相应的下游引物由上海英俊生

物技术有限公司合成, 引物序列见表1, 采用U6 
RNA作为内标进行归一化. 结果运用QIGEN软件

数据库分析. 判断标准为癌组织与癌旁组织的表

达量比值>2为表达上调, <0.5为表达下调.
统计学处理  利用随机方差模型的t 检验

对结直肠癌、腺瘤相对于癌旁正常组织的两

组mic roRNA芯片数据进行分析, 计算出每个

miRNA的显著性水平(P值)和误判率(false dis-
covery rate, FDR), 根据P值筛选出两组样本的

差异表达miRNAs, 差异筛选的标准为P <0.001. 
Illumina BeadStudio Application软件对癌和腺

瘤组织microRNA芯片数据进行分析, 计算相比

差异分值(Diffscore)和相比差异基因P值(Diff 
Pvalue)(Diffscore值为正值, 代表两组相比基因

表达上调; Diffscore值为负值, 代表两组相比基

因表达下调; Diffscore绝对值与Diff P值存在一

定的关系: Diffscore>13, P <0.05; Diffscore>20, 
P <0.01; Diffscore>30, P <0.001), 根据P值筛选出

两组样本的差异表达miRNAs, 差异筛选的标

准为P <0.01. 定量RT-PCR结果相对表达量采用

2-ΔΔCt法表示, 不同组别之间miRNAs表达的比较

采用One-way ANOVA分析, P <0.05差异具有统

计学意义.

2  结果

2.1 总RNA和miRNAs提取质量的分析 每份样本

总RNA的A 260/A 280值在1.75-2.00, 电泳结果显示

每份样品总RNA均有清晰的28 s和18 s条带(图1), 
RNA完好无降解, 其质量符合microRNA芯片的

■相关报道
Rosenfeld等发现
83例含22种不同
肿 瘤 组 织 中 ,  有
48个miRNAs的
表达可以成功地
将他们区分开来, 
准确率可达90%, 
且由于 m i R N A s
的数量明显少于
可编码蛋白的基
因 ,  体 现 出 较 检
测编码蛋白的基
因的优越性.

表  1  4种miRNAs及U6下游引物序列

     基因                               引物序列

Has-mir-133b 5'-TTTGGTCCCCTTCAACCAGCTA-3'

Has-mir-139-3p 5'-GGAGACGCGGCCCTGTTGGAGT-3'

Has-mir-142-3p 5'-TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA-3' 

Has-mir-552 5'-GCAACAGGTGACTGGTTAGACA-3' 

U6 5'-CAAGGATGACACGCAAATTCG-3'
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质量要求.
2.2 miRNAs在结直肠癌、腺瘤和癌旁组织中的

差异表达 有65种miRNAs在结直肠癌和癌旁正

常组织中有异常表达, 其中高表达有35个, 低表

达30个(P <0.001). 而腺瘤与正常结肠组织相比, 
有55个miRNAs表达有差异, 其中上调29个, 下
调26个(P <0.001). Illumina BeadStudio Applica-
t ion软件分析发现与腺瘤相比, 结直肠癌中有

25个miRNAs异常表达, 其中13个上调, 12个下

调(P <0.01). 进一步分析结果显示相对于癌旁正

常组织, 在肿瘤组织(结直肠癌和腺瘤)中同时

异常表达的有25个miRNAs, 其中高表达12个, 
分别为miR-592, miR-96, miR-801:9.1, miR-31, 
miR-135b, miR-660, miR-452*:9.1, miR-183*, 
miR-16-1*, miR-21*, miR-182*, miR-17*, 低表达

有13个, 分别为miR-29b-2*, miR-195*, miR-9*, 
miR-885-5p, miR-328, miR-766, miR-30a*, miR-
139-3p, miR-9, miR-1, miR-490-5p, miR-490-3p, 
miR-187(图2).
2.3 荧光定量RT-PCR验证差异表达miRNAs 在
结直肠癌和癌旁组织中明显异常表达的4个
miRNAs包括miR-133b, miR-139-3p, miR-142-3p, 
miR-552, 并采用U6进行归一化. miRNAs定量

PCR扩增曲线和溶解曲线均为单一峰, 说明PCR
扩增特异性好. PCR结果显示与癌旁正常组织相

比在结直肠癌组织中miR-552和miR -142-3p表达

均上调(2.97±2.72 vs  0.98±0.48; 3.64±3.41 vs  
1.31±0.61, 均P<0.05, 图3A), 而miR-133b和miR-
139-3p下调(0.10±0.26 vs  0.82±0.70; 0.81±0.67 
vs  1.71±1.29, 均P<0.05, 图3B), microRNA芯片

结果与定量RT-PCR结果一致.
2.4 差异表达的miRNAs的临床意义 进一步将

miR-133b, miR-139-3p, miR-142-3p, miR-552的
表达与25例结直肠癌患者的临床病理资料进行

对比分析, 其结果显示: miR-552表达与肿瘤的

TNM分期、淋巴结和肝转移有关(P <0.05),而
miR-142-3p表达与肿瘤的组织学分化程度有关

(P <0.05), 与其他临床病理参数无关. miR-133b
表达与患者年龄有关(P <0.05), miR-139-3p表达

与TNM分期和肝转移有关(P <0.05), 与其他病理

参数无关(表2).

3  讨论

目前miRNAs的异常表达已经在一些血液系统和

实体肿瘤中有过报道, 国外学者也已在消化系肿

瘤中对于miRNAs的作用作了相关研究[13-18], 他
们发现了一些与各个器官肿瘤形成有关的特异

表达的miRNAs, 认为miRNAs的异常表达可能

参与了食管、胃、结直肠、肝以及胰腺等肿瘤

的形成过程, 由此丰富了这些消化系肿瘤的发

病机制, 为更全面的认识这些肿瘤的内在分子

机制提出了新的思路.

■创新盘点
本研究创新之处
在于采用了目前
最新的miRNAs芯
片技术. 此外, 同
时研究了结直肠3
种组织(正常、癌
前病变及癌组织)
的miRNAs表达 , 
而既往的研究中
较少同时研究这3
种不同生物学行
为的组织. 

表  2  4种miRNAs在结直肠癌中的表达及其与临床病理
参数之间的关系

               P值

临床病理参数 n
miR-552

  miR-

142-3p

miR-

133b

  miR-

139-3p

年龄(岁) 0.642 0.193 0.028  0.429

    >50 21  

    <50   4

性别 0.471 0.391 0.567  0.252

    男   6  

    女 19

组织学分化程度 0.755 0.000 0.680  0.303

    高   1  

    中 19

    低   5

TNM分期 0.024 0.856 0.476  0.012

    Ⅰ期   5  

    Ⅱ期   8

    Ⅲ期   7

    Ⅳ期   5

淋巴结转移 0.004 0.728 0.255  0.057

    有 12  

    无 13

肝转移 0.016 0.882 0.466  0.001

    有   5

    无 20

肿瘤大小(cm) 0.136 0.239 0.585  0.811

    >5 14

    <5 11

浸润深度 0.268 0.542 0.614  0.178

    肌层   6

    全层 19

16       2        3       4       5        6       7      8      9    10    11    12    13        14       15 图  1  RNA电泳示mi-
croRNA芯片检测样本. 
2, 3, 16: 腺瘤组织; 4, 
6, 8, 10, 12, 14: 癌旁组
织; 5, 7, 9, 11, 13, 15: 
癌组织.
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本研究中我们采用了腺瘤和结直肠癌来与

癌旁正常组织进行对比研究, 以期寻找一些与

结直肠癌发生和发展相关的miRNAs, 从而发现

具有早期诊断意义的标志物, 甚至可作为治疗

靶点的miRNAs. 通过芯片结果分析我们发现

有65个miRNAs在癌与癌旁正常组织中差异表

达, 其中35个miRNAs在结直肠癌中上调, 30个
下调, 25个miRNAs在癌与腺瘤中差异表达, 而
有55个miRNAs在腺瘤与正常组织中差异表达. 
进一步分析我们发现有25个miRNAs相对于正

常组织同时在结直肠癌和腺瘤中异常表达, 其
中高表达的有12个, 分别为miR-592, miR-96, 
miR-801:9.1, miR-31, miR-135b, miR-660, 
miR-452*:9.1, miR-183*, miR-16-1*, miR-21*, 

miR-182*, miR-17*, 低表达有13个, 分别为miR-
29b-2*, miR-195*, miR-9*, miR-885-5p, miR-328, 
miR-766, miR-30a*, miR-139-3p, miR-9, miR-1, 
miR-490-5p, miR-490-3p, miR-187. 以上结果表

明了这些异常表达的miRNAs不仅参与了结直

肠黏膜细胞从正常形态开始转化的早期过程, 
导致了结直肠腺瘤的形成, 而且他们的持续异

常表达作用下对于结直肠腺瘤的最终恶变也起

了关键作用, 因而这25个miRNAs的异常表达可

能是结直肠癌发生的早期事件, 均可能具有结

直肠癌早期诊断的意义, 通过对这些miRNAs
的检测有望尽早发现早期结直肠癌, 从而进行

早期干预达到提高生存率的目的. 而另一些相

对于结直肠腺瘤在结直肠癌中异常表达的miR-

■应用要点
本文发现了一些
在结直肠中特异
表达的miRNAs, 
有助于在将来临
床标本中进一步
扩大样本验证, 从
而获得具有真正
临床意义的早期
诊断标志物和治
疗 靶 点 .  一 旦 证
实后可以通过RT-
PCR等方法在临
床上检测患者的
血液或实体标本
来提高结直肠癌
的早期诊断率. 

图  2  不同组织之间miRNAs的差异表达. A: 4, 6, 8, 10, 12, 14: 癌旁组织; 5, 7, 9, 11, 13, 15: 癌组织(P<0.001); B: 2, 3, 16: 腺

瘤组织; 4, 6, 8, 10, 12, 14: 癌旁组织(P<0.001); C: A: 腺瘤组织; B2+C2: 癌组织(P<0.01).
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图  3  定量RT-PCR检测miR-133b, miR-139-3p, miR-142-3p及miR-552在结直肠癌和癌旁正常组织中的表达. A: miR-552, 

miR-142-3p; B: miR-133b, miR-139-3p. aP<0.05 vs  正常组织.
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NAs(如miR-let-7d*, miR-214, miR-95, miR-29c 
等)则可能在以上miRNAs异常表达的基础上, 进
一步使得这些癌前病变组织获得了恶变的潜能, 
导致了结直肠癌的发生, 是结直肠肿瘤形成过

程中的重要步骤, 在临床上检测腺瘤组织中这

些异常表达的miRNAs的表达, 有助于早期区分

良、恶性组织, 从而能够发现相对早期的结直

肠癌, 早期进行干预如行早期黏膜下切除或手

术切除, 减少了将来腺瘤的恶变和浸润性肿瘤

的发生, 对于减少结直肠癌的发生和提高早期

诊断率以及总体生存率均具有重要的意义.
实际上既往研究还认为肿瘤组织的m i R-

NAs表达具有组织特异性[19,20], 他表示的含义之

一即不同的肿瘤组织来源其miRNAs的表达谱

往往不同, 这也是miRNAs在肿瘤研究中的优势

之一, 通过对于肿瘤组织中miRNAs表达谱的研

究, 我们不仅可以区分良、恶性组织, 而且对于

一些来源不明的肿瘤组织, 通过其miRNAs表达

谱的研究可能判断其起源部位. 因此, 这对于提

高临床上一些起源不明的转移性肿瘤的治疗效

果和预后有着重要的意义. Rosenfeld等[21]发现

83例含22种不同肿瘤组织中, 有48个miRNAs
的表达可以成功地将他们区分开来, 准确率可

达90%, 且由于miRNAs的数量明显少于可编

码蛋白的基因, 体现出较检测编码蛋白的基因

的优越性. 此外, 类似的研究还发现miRNAs
的检测在区分组织类型不明的低分化肿瘤时

明显优于mRNA表达的检测[22]. 既往研究发现

miR-21, miR-191多在胰腺癌中异常表达[17], 乳
腺癌中常有miR-125, miR-145异常表达[23], 这
就在一定程度上体现了这些miRNAs的相对特

异性. 本研究中, 我们发现相对于正常结肠组织

在结直肠癌异常表达的miRNAs中, 也具有一些

类似特点. 其中一部分miRNAs在其他系统肿

瘤中少有报道, 却在结直肠癌组织中多见异常

表达[24-27] , 他们包括13个miRNAs, 其中上调为

miR-96, miR-31, miR-183, miR-135b, miR-142-
3p, miR-335, miR-32, 下调的有miR-9, miR-9*, 
miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-187. 在这些异

常表达的miRNAs中, 研究发现miR-96, miR-31, 
miR-183和miR-135b的同时异常表达在结直肠

癌变中较为多见[24,25], 这与本研究结果相似, 由
此可见检测这些miRNAs的表达有助于对于结

直肠癌组织类型的特异判断, 体现了他们对于

结直肠癌的相对组织特异性. 文献报道和本研

究发现miR-592与结直肠癌发病相关[25], 但是在

其他肿瘤中未见相关报道, 一定程度上也体现

了其在结直肠组织的特异性表达. 因此, 我们有

理由认为在结直肠癌中也具有其组织特异性的

miRNAs表达谱, 在组织中检测一组包括miR-96, 
miR-31, miR-183, miR-592, miR-135b, miR-133b
的表达, 不仅对于其早期结直肠癌的诊断有帮

助, 而且对于其组织来源也提供了一定信息, 他
们同时异常表达可能提示来源于结直肠组织的

恶变.
第1个报道miRNAs在结直肠癌中异常表达

的是2003年Michael等[28], 他们发现在结直肠癌

组织中有2个miRNAs, 即miR-143和miR-145, 
出现明显下调 .  随后多个学者相继做了一些

研究 [29-31], 但是他们的研究结果中miRNAs表
达谱不尽相同. 本研究结果中我们发现有65个
miRNAs相对于正常结直肠组织在结直肠癌中

异常表达, 其中有13个与既往的研究相同, 包括: 
miR-96, miR-31, miR-592, miR-135b, miR-183, 
miR-142-3p, miR-335, miR-32, miR-1, miR-9, 
miR-133a, miR-133b和miR-187, 而在既往研究

中, 另外52个miRNAs未见在结直肠癌中有相关

报道, 说明本研究结果与其他学者的研究也有

不同之处, 究其原因可能有几个方面. 首先, 由
于种族和地区的差异, 所选取的患者其本身也

存在遗传学的异质性. 其次, 由于各个试验所

采用方法的不同也会导致结果的差异, 例如使

用芯片的种类不同, 就可以导致芯片筛选的结

果不同, 我们此次使用的illumina芯片含有1146
个miRNAs, 涉及的miRNAs是根据目前最新的

miRNAs版本进行设计的, 不仅有确定的成熟

miRNAs, 也包括了一些测序具有miRNAs特征

但尚未最终确定的小RNAs, 所以与一些试验采

用的自行设计的芯片或Agilent芯片等结果存在

一定的差异. 最后, 在确定筛选差异基因的统计

学方法上可能有不同, 也与研究者确定的差异显

著性范围有关, 如P值的确定(<0.01或0.05)等. 解
决以上问题的关键在于建立一个芯片检测的全

球“金标准”, 如统一的数据库和统计方法等.
本研究中, 我们进一步发现miR-552与结直

肠癌的TNM分期、淋巴结和肝转移有关, miR-
139-3p与TNM分期和肝转移有关, 表明了他们

的异常表达可能与结直肠癌的进一步转移有关, 
具有潜在的预后意义, 提示miR-552和miR-139-
3p异常表达的患者可能预后差. 此外, miR-142-
3p不仅可以区分肿瘤和正常组织, 而且我们还

发现他在不同的分期中表达也有所不同, 提示

■同行评价
本文为在转录后
层面揭示结肠癌
发生发展的机制
奠定了一定的基
础, 具有一定的科
研价值.
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他可能不仅参与了结直肠癌的早期发生过程, 
而且在肿瘤的进一步进展中也起到了一定的

作用. 至于在不同年龄患者中miR-133b的表达, 
>50岁年龄组表达明显低于<50岁年龄组, 这可

能反应了不同年龄段患者肿瘤发生和发展的内

在分子变化的不同. 当然由于本试验中的样本

数量的限制, 这些异常表达的miRNAs的临床意

义尚有待于更大规模的试验去证实, 其他一些

异常表达的miRNAs的临床意义也有待于今后

的大规模样本去发现.
总之, 通过本研究我们成功地构建了结直肠

癌、结直肠腺瘤和癌旁正常组织的miRNAs表
达谱, 发现了一些结直肠癌差异表达的miRNAs, 
推测他们可能具有结直肠癌的早期诊断意义和

成为潜在的靶向治疗靶点, 为miRNAs参与结直

肠癌的发生提供了一定的理论依据, 丰富了对

结直肠癌的发病机制的阐述. 相信随着越来越

多学者进一步地深入研究, 我们对于miRNAs
在结直肠癌中作用的认识会越加清晰, 从而为

miRNAs在结直肠癌的早期诊断和开发新的治

疗靶点带来更多的证据.
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Abstract
AIM: To investigate the clinicopathological sig-
nificance of expression of histone deacetylase 1 
(HDAC1) and HDAC2 in colorectal adenoma 
and carcinoma.

METHODS: The expression of HDAC1 and 
HDAC2 in normal colorectal tissue, colorectal 
adenoma and carcinoma was determined by 
immunohistochemistry. Immunoreactivity was 
evaluated semiquantitatively using a staining in-
dex (SI). The correlation of the expression of the 
two epigenetic biomarkers with various clinical-

pathological parameters in colorectal adenoma 
and carcinoma, such as age, tumor size and 
stage, was analyzed, and survival curves were 
calculated by the Kaplan-Meier method and the 
Log-rank test.

RESULTS: The expression of HDAC1 and 
HDAC2 was significantly lower in normal colorec-
tal tissue than in colorectal adenoma and carci-
noma (14.3 ± 9.3 vs 22.4 ± 12.4 and 22.8 ± 8.5; 5.6 
± 3.3 vs 12.3 ± 4.2 and 16.2 ± 9.7, all P < 0.05). The 
expression of HDAC2 increased in the following 
order: normal colorectal tissue, colorectal adenoma 
and carcinoma. The expression of HDAC1 was 
significantly higher in tumors ≥5 cm than in those 
< 5 cm (25.1 ± 8.2 vs 20.4 ± 8.5, P < 0.05).

CONCLUSION: Up-regulation of HDAC1 and 
HDAC2 expression plays a significant role in the 
development and progression of colorectal carci-
noma.
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摘要
目的: 研究组蛋白去乙酰化酶1(HDAC1)和组
蛋白去乙酰化酶2(HDAC2)在大肠正常组织、

腺瘤、腺癌组织中的表达, 探讨其可能的临床
病理及预后的关系. 

方法: 以免疫组织化学SP法检测HDAC1和
HDAC2在正常大肠组织、腺瘤、腺癌组织中
的表达. 通过计算染色指数(SI), 评估两者的
表达水平与年龄、肿瘤大小、分期、分化等
临床病理特征之间的关系. 采用Kaplan-Meier
法进行生存分析. 

结果: HDAC1和HDAC2在正常组织表达明显

www.wjgnet.com

®

■背景资料
表观遗传改变是
大肠癌重要发病
机制之一, 其中组
蛋白乙酰化和去
乙酰化是其中的
一个研究热点. 已
有资料表明肿瘤
组织中组蛋白去
乙酰化酶表达增
加, 而组蛋白去乙
酰化酶, 是肿瘤治
疗的新靶点. 目前
国内对于组蛋白
去乙酰化酶在大
肠癌及腺瘤中的
表达还未见系统
研究.

■同行评议者
颜宏利, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学遗传
学教研室



低于腺瘤及癌组织(14.3±9.3 vs  22.4±12.4, 
22.8±8.5; 5.6±3.3, 12.3±4.2 vs  16.2±9.7, 均
P <0.05). HDAC2在三者中的表达呈递增趋势. 
直径≥5 cm的癌组织HDAC1的表达高于<5 
cm的癌组织(25.1±8.2 vs  20.4±8.5), 差异均
有统计学意义.

结论: HDAC1和HDAC2是大肠癌发生的早期
事件, 两者共同促进大肠癌的发生发展, 可能
成为大肠癌治疗的新靶点.

关键词: 大肠癌; 组蛋白去乙酰化酶; 组蛋白去乙酰

化酶1; 组蛋白去乙酰化酶2; 免疫组织化学
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0  引言

大肠癌是常见的胃肠道恶性肿瘤, 近20年大肠

癌发病呈现上升趋势[1]. 基因与环境因素在其发

病中发挥重要作用. 普遍认为大肠癌的发病呈

散发性. 然而, 散发的大肠癌中存在着遗传因素. 
例如有大肠癌家族史的人发病率增高. 目前多

数研究认为80%以上的大肠癌由大肠腺瘤演变

而来, 内镜下摘除息肉可以降低大肠癌的发病

率76%-90%[2]. 正常的肠上皮细胞经过多因素、

多阶段和多种基因改变协同作用, 逐渐经由腺

瘤发展成为癌. 所以癌基因的激活与抑癌基因

的失活是大肠癌发生的分子基础[3]. 近年研究认

为表观遗传修饰通过调控肿瘤相关基因的表达, 
在大肠癌的发生和发展过程中起重要作用[4]. 表
观遗传修饰主要包括组蛋白的乙酰化和去乙酰

化修饰、DNA甲基化修饰、染色质重塑、非编

码RNA调控等. 其中组蛋白去乙酰化酶(histone 
deacetylase, HDAC)是研究的热点之一. 本研

究采用免疫组织化学的方法, 研究HDAC1和
HDAC2在大肠腺瘤及癌组织中的表达, 并探索

其可能的临床病理联系, 为大肠癌的诊治提供新

的线索.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学附属第一医院2003- 
2005年的大肠癌手术标本共94例, 同时选取大

肠癌远端经病理证实的正常黏膜50例, 以及经

肠镜电切的大肠腺瘤36例. 所有大肠癌患者均

为第1次手术, 且术前未经放疗、化疗, 术后病
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理均为腺癌. 其中男54例, 女40例. 年龄36-76岁. 
组织分化程度: 高分化35例、中分化30例、低

分化29例. 伴淋巴结转移39例, 无淋巴结转移55
例. 所有患者随访均满5年, 其中5例失访.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: HDAC1、HDAC2均购

自Santa Cruz生物技术有限公司, 通用型二抗及

DAB显色液购自福州迈新生物技术公司. 进行常

规免疫组织化学SP法染色. 采用微波修复10 min, 
HDAC1按照1∶100稀释, HDAC2按1∶50稀释, 
二抗1∶200稀释. 以PBS代替一抗作为阴性对照.
1.2.2 结果判定: HDAC1与HDAC2均为细胞核阳

性表达, 染色为棕黄色颗粒状, 胞质、胞膜均不

着色或着色很少. 根据多数细胞的染色状况判

定染色结果. 根据细胞核染色强度, 分别记为0, 
1, 2, 4, 6分. 根据阳性染色细胞比例评分, 记为

1-6分. 以染色强度评分与细胞比例评分的乘积

作为染色指数(staining index, SI)[5-8].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 所得

数据以mean±SD表示, 各组之间的HDAC SI采
用t检验或ANOVA方差分析, 采用Kaplan-Meier
法分析HDAC1和HDAC2表达与生存率的关系, 
Log-rank检验, P<0.05有统计学意义.

2  结果

2.1  正常组织、腺瘤、癌组织中H D A C1和

HDAC2的表达 HDAC1表达可见于正常组织, 腺
瘤及腺癌组织中, 主要定位于细胞核中, 细胞质

中着色很少(图1). 在正常组织中的表达较少(图
1A); 而在腺瘤、癌组织中的表达明显增加(图
1B, C), 三者的SI分别为14.3±9.3, 22.8±8.52, 
24.1±2.4(表1). 癌组织及腺瘤中的表达明显高

于正常组织(P <0.01), 但腺瘤和癌组织中的表达

没有统计学意义(P>0.05). HDAC2表达与HDAC1
类似, 可见于正常组织, 腺瘤及癌组织中, 主要定

位于细胞核中, 细胞质中着色很少(图1). 在正常

组织中表达很少(图1D); 而在腺瘤、癌组织中的
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■相关报道
Stephan等研究了
HDAC2变异小鼠
的身体发育和肿
瘤 发 展 .  这 些 Ⅰ
类HDAC变异的
小鼠能够生长发
育, 但是比正常小
鼠小约25%, 并且
结肠黏膜细胞数
和厚度较正常小
鼠 少 .  与 野 生 型
HDAC2相比 ,  由
于HDAC2变异的
胚胎成纤维细胞
失 去 了 对 I G F 的
反应, IGF失去了
诱导细胞增加的
能力.

表  1  正常组织、腺瘤、癌组织中HDAC1和HDAC2的表
达 (mean±SD)

     
分组   n     HDAC1     HDAC2

正常组 50 14.3±9.3   5.6±3.3

腺瘤组 36 22.4±12.4a 12.3±4.2a

腺癌组 94 22.8±8.5a 16.2±9.7ad

aP<0.05 vs  正常组; dP<0.01 vs  腺瘤组.
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表达逐渐增加(图1E, F). 三者的SI分别为5.6±
3.3, 12.3±4.2, 16.2±9.7, 呈现逐渐递增的趋势

(表1). 经ANOVA方差分析, 可以认为三者间差

异有统计学意义(P <0.01). 
2.2 大肠癌中HDAC1和HDAC2表达与临床病理

特征的关系 在不同大小肿瘤中, 直径≥5 cm病

变组的HDAC1表达高于直径<5 cm病变组, 两组

SI分别为20.4±8.5, 25.1±8.2(表2), 差异有统计

学意义(P <0.05). 而HDAC2在不同大小肿瘤中的

表达没有明显差异. HDAC1和HDAC2的表达与

大肠癌的其他临床病理特征间, 包括性别、年

龄、肿瘤的分化程度、浸润深度以及临床分期

间差别均没有统计学意义. 淋巴结转移阳性组

的HDAC2表达强度高于淋巴结转移阴性组, 但
差异无统计学意义. 

2.3 HDAC1和HDAC2表达与远期生存率间的

关系 通过对患者手术后5年的随访, 我们进行

了Kaplan-Meier法生存分析. 分别以HDAC1
和H D A C2的S I平均值为界限, 将患者分为两

组. 分析结果显示, HDAC2低表达组生存率高

于HDAC2高表达组, 但差异无统计学意义(P  = 
0.08). HDAC1高表达组与低表达组生存率几乎

相同(图2).

3  讨论

组蛋白修饰, 最主要的是组蛋白的乙酰化与去

乙酰化, 受到组蛋白乙酰化酶(histone acetylase, 
HAT)和HDAC的调控, 两者是可逆的. 在肿瘤发

生中, 组蛋白修饰主要是抑癌基因的低乙酰基

化. 组蛋白去乙酰化后染色体处于关闭状态而

■创新盘点
本试验在国内首
先采用免疫组织
化 学 法 ,  系 统 地
研究了正常大肠
组织、腺瘤及大
肠癌组织中组蛋
白去乙酰化酶的
表达.

A B C

D E F

图  1  正常组织、腺瘤、癌组织中HDAC1和HDAC2的表达(×400). A-C: HADC1; D-F: HDAC2; A, D: 正常组织; B, E: 腺瘤

组织; C, F: 腺癌组织.
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图  2  大肠癌患者的Kaplan-
Meier生存曲线. A: HDAC1表达

与生存率的关系, Log-rank: P  = 

0.78; B: HDAC2表达与生存率的

关系, Log-rank: P  = 0.08.
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不利于转录, 因此发生在抑癌基因的组蛋白低

乙酰基化将抑制该基因的表达. 
HDAC不仅对维持正常结直肠黏膜细胞的

功能起着很重要的作用, 而且对于生长发育也

发挥重要作用. HDAC1、2的主要作用是促进结

肠细胞的增殖, 阻碍其异常分化[9]. HDAC2突变

小鼠的上皮细胞数和黏膜厚度明显减少[10]. 敲
除HDAC1的小鼠胚胎由于增殖缺陷和发育障碍

会导致死亡率增加[11]. 在HDAC2敲除的小鼠中, 
发现广泛的HDAC2缺失会导致小鼠围产期死于

一系列心脏缺陷[11]. 但HDAC的过表达或结构的

异常能够通过使组蛋白、非组蛋白去除乙酰基, 
从而减少基因转录子接近的途径, 导致参与细

胞分化的蛋白表达减少, 细胞周期阻滞和受损

细胞凋亡消失. HDAC的过度表达通过至少两种

途径促进肿瘤的进展: 第一, HDAC的过表达通

过诱导启动子核心区组蛋白去乙酰化而有助于

基因的转录阻遏, 从而影响细胞的生长抑制、

转化、凋亡; 第二, HDAC的过表达可以诱导去

乙酰化, 调控多种非组蛋白功能, 包括转录因子

和关键的胞质蛋白[12]. 
腺瘤是一种重要的癌前病变, 随着大肠镜

技术的广泛开展, 其检出率逐渐上升. 我们研究

了正常组织、腺瘤及癌组织中HDAC的表达, 
显示HDAC1在正常组织中表达要明显低于腺

瘤及癌组织, 腺瘤与癌组织中的表达差异不明

显. HDAC2的表达在正常组织、腺瘤、癌组织

中呈现逐渐递增趋势, 差异有统计学意义. 这种

呈递增趋势的表达结果预示腺瘤的恶变可能与

HDAC2的表达水平相关, 高水平的HDAC2表达

可能预示着腺瘤的恶变率升高. Kim等[13]研究证

实, HDAC1的过度表达抑制肿瘤抑制基因P53
的表达, 促进内皮细胞血管生成, 促进肿瘤发生. 
本试验结果显示, 大肠腺瘤中与大肠癌同样存

在着明显的表观遗传改变. 腺瘤是发生大肠癌

的一个独立的危险因素, 预防或治疗腺瘤对于

预防大肠癌具有重要意义. 已有研究证实高纤

维素饮食能降低大肠癌发病率, 其机制是纤维

素能间接引起细胞核中高度乙酰化组蛋白的聚

集, 从而抑制细胞的增殖[14]. 因此良好的饮食习

惯也可以降低腺瘤的发病率, 从而降低大肠癌

发生的风险. 
本实验中, HDAC1和HDAC2的表达与年

龄、性别、肿瘤的浸润深度、淋巴结转移、分

化程度、分期等临床病理特征之间没有明显关

系(P >0.05), 与Ashktorab等[7]和Ishihama等[8]的

研究结果一致. 不同大小肿瘤的HDAC1表达不

同, HDAC1在≥5 cm的肿瘤中的表达明显高于

<5 cm的肿瘤, 而HDAC2在两者中的表达没有

明显差异. 以上结果提示过度的HDAC1表达会

刺激肿瘤细胞的生长, 缩短肿瘤细胞的倍增时

间. Ⅰ型HDAC的过度表达会促进大肠癌细胞的

生长, 基因敲除Ⅰ型HDAC的1, 2, 3会较少, 例
如HCT-116[15], HT-29[16]和SW480[17]细胞株的生

长. 张孟贤等[18]通过转染HDAC1 shRNA体外作

用于大肠癌细胞SW480, 发现HDAC1基因沉默

可以诱导细胞凋亡的发生, 从而抑制细胞的增

殖. 同样, HDAC抑制剂MS-275能够抑制大肠

癌细胞株的生长、激活抑癌基因P21的表达[18]. 
Wilson等[15]和Saito等[19]证实, HDAC的促增殖作

用与P21的抑制相关. 制霉菌素A可使细胞阻滞

在G1和G2期, 其中G1期阻滞表型是由于HDAC对
P21等关键的细胞周期调控基因的转录阻滞作

用被解除所致. 基因敲除HDAC的1、2、3会产

生与HDAC抑制剂类似的P21诱导作用[20]. 这些

表  2  大肠癌中HDAC1和HDAC2表达与临床病理特征的
关系 (mean±SD)

     
临床病理参数   n    HDAC1     HDAC2

性别

    男 54 22.7±8.1 17.1±10.1

    女 40 22.9±9.2 15.4±9.4

年龄(岁)

    ≤60 46 24.6±8.9 16.6±9.6

    >60 48 21.3±8.0 15.8±10.1

肿瘤大小(cm)

    <5 43 20.4±8.5 15.1±9.8

    ≥5 51 25.1±8.2 17.4±9.6

肿瘤分化程度

    高分化 35 18.8±7.1 14.0±10.1

    中分化 30 23.1±9.8 16.1±8.8

    低分化 29 25.6±7.5 10.4±2.0

淋巴结转移

    阴性 55 22.6±8.3 14.6±8.4 

    阳性 39 22.5±8.7 18.3±11.0

浸润深度

    M, SM, MP 16 21.8±9.3 15.8±10.7

    SS, SE, SI 78 23.1±8.4 16.3±9.6

TNM分期

    Ⅰ 18 21.8±10.4 13.0±9.0

    Ⅱ 28 23.3±8.0 15.1±8.2

    Ⅲ 44 23.0±8.8 18.7±11.0

    Ⅳ   4 17.0±6.0 26.0±7.0

M: 癌仅侵及黏膜层; SM: 侵及黏膜下层; MP: 侵及肌层; SS: 

侵及浆膜下层; SE: 侵及浆膜; SI: 侵及临近脏器.

■应用要点
本试验证实了大
肠癌中组蛋白去
乙酰化酶的过度
表达, 进一步为大
肠癌的靶向治疗
提供了理论依据.
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数据均证实HDAC1使抑癌基因发生沉默, 促进

肿瘤细胞生长. 
通过我们对手术后患者5年的随访, 分析了

HDAC1和HDAC2的表达与生存率的关系. 结
果显示二者表达的差异不影响患者的远期生存

率. 这与Ashktorab等[7]和Ishihama等[8]的研究结

果一致. 提示HDAC的过度表达与疾病的进展不

相关. 然而和以往试验一样, 由于早期进行大肠

癌根治手术生存率较晚期明显升高, 且本试验

TNMⅠ期和Ⅱ期患者占总数的50%, 中晚期患

者例数较少, 因此进行生存率比较可能存在偏

倚. HDAC的表达与肿瘤患者的预后是否相关, 
还需要进一步地随访研究.   

以往有实验检测大肠中HDAC1和HDAC2
的表达, 但对于正常组织、腺瘤、癌组织三者的

联合检测还未见报道. 本试验结果证实HDAC1
和HDAC2在大肠癌的发生进展中发挥不同作用. 
虽然作用机制尚不十分明确, 但HDAC的过度表

达会影响一系列抑癌基因的表达, 从而引起上皮

细胞的异型增生. 基因突变是不可逆的, 而表观

遗传的改变是可以逆转的, 在散发的大肠癌在表

观遗传可能起更主要的作用. 目前正在进行的

HDAC抑制剂基础实验表现出了多种机制的抗

肿瘤作用, 因此抗HDAC是未来肿瘤治疗的一个

新靶点. 本试验研究结果进一步对HDAC抑制剂

治疗大肠癌提供了理论依据.
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选择治疗药物具
有很重要的意义.
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Abstract
The incidence rate of gastric stump cancer has 
increased in recent years. The pathogenesis of 
gastric stump cancer is sophisticated and in-
volves many factors, of which Helicobacter pylori 
infection is regarded as an important one. This 
article reviews the recent advances in under-
standing the relationship between Helicobacter 
pylori infection and pathogenesis of gastric 
stump cancer.

Key Words: Gastric stump cancer; Helicobacter py-
lori ; Pathogenesis
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pylori infection and pathogenesis of gastric stump 
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摘要
残胃癌发病率呈上升趋势, 其发生机制与多种
因素有关, 其中幽门螺旋杆菌感染被认为是重
要因素, 但尚无肯定的结论. 本文就残胃幽门
螺旋杆菌感染与残胃癌发生及相关机制作一
综述. 
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0  引言

残胃癌亦称胃手术后胃癌, 1922年由Balfour首
次提出, 是指因胃或十二指肠良性病变而行胃

大部切除术5年以上由残胃发生的原发肿瘤, 有
人把胃癌手术后10年以上残胃再度发生的癌亦

算入其中[1], 称为广义的残胃癌. 残胃癌的发病

率有逐年上升的趋势[2,3], 国内报道残胃癌约占

同期胃癌的0.3%-13.3%, 国外报道为3%-10%[4]. 
文献报道多种因素与残胃癌发生有关, 幽门螺

旋杆菌(Helicobacter pylori, H.pylori )感染被认为

是其中的重要因素. 近年, 随着残胃癌等残胃恶

性病变发病率逐年上升, H.pylori与残胃疾病关

系越来越受到关注, 本文旨在对有关H.pylori与
残胃癌的发生以及可能的发病机制等研究加以

综述.

1  手术因素与残胃H.pylori 感染及残胃癌的发生

手术与残胃癌发生密切相关, 同时也影响着术

后残胃H.pylori感染状态: (1)术前疾病可影响残

胃癌的发生: 文献[5]报道, 远端胃癌根治术后, 
残胃发生癌变的风险比正常人群高4-7倍; 而良

性胃十二指肠溃疡行远端胃切除术后20年, 胃
癌风险也明显增加. Takeno等[6]报道良性胃切除

术后平均癌变时间为360 mo±33.04 mo, 恶性

胃疾患行胃切除术后残胃癌发生平均时间为63 
mo±19.16 mo, 明显短于良性病变术后. Seoane
等[7]分析73例良性胃溃疡部分切除术后, 残胃癌

®

■背景资料
残胃癌发病呈上
升 趋 势 ,  其 发 病
机制目前受到关
注. 幽门螺旋杆菌
感染被认为是残
胃癌发生的重要
因素之一, 研究较
多, 但尚无肯定的
结论.  

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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变情况, 15例诊断残胃癌, 癌变率20.5%, 诊断残

胃癌平均为术后32(14-48)年, 残胃癌中H.pylori
感染100%, 明显高于未癌变组, 表明H.pylori感
染和残胃癌变相关. (2)手术方式影响残胃癌发

生: Takeno等[6]报道胃行BⅠ术后平均癌变时间

为84 mo±26.67 mo, BⅡ术后残胃癌发生平均时

间为276 mo±44.26 mo, 但由于该组病例含有第

1次手术为胃癌患者, 因此对癌变时间影响大, 不
能准确判断术式对癌变的影响. 但不同的手术方

式后, 残胃H.pylori感染状态不同, Nakagawara等[8] 

研究认为, 胃部分切除术后, 间置空肠、Roux-
en-Y、BⅠ、BⅡ术后, 胆汁反流发生率分别为

7%、28%、59%、88%, 而H.pylori感染阳性率

为28%、29%、60%、73%, 残胃炎在BⅠ、BⅡ
术后明显与H.pylori感染有关, 认为术后反流有

利于H.pylori在残胃的存活. Osugi等[9]研究发现, 
Roux-en-Y、BⅠ、BⅡ术后, 胆汁反流发生率

分别为23.9%、40.4%、73.4%, 残胃炎发生率为

33%、76%、100%, 但残胃炎发生与H.pylori感
染无关, 而与胆汁反流相关. 部分研究认为, 胃
远端切除术后残胃H.pylori感染率随着年龄和术

后时间逐渐下降, 因此残胃中H.pylori感染与残

胃癌发生是否密切相关, 尚无完全一致的结论.

2  残胃H.pylori 感染与残胃癌相关致病机制

2.1 H.pylori感染对胃黏膜细胞增殖的影响 Sco-
tiniotis等[10]研究认为从正常胃黏膜到萎缩性胃

炎、肠上皮化生、不典型增生, 以致最终发展

成胃癌, 胃黏膜细胞增殖动力学表现为依次递

增. 慢性胃炎中H.pylori感染导致增殖和凋亡均

增加, 在肠上皮化生中以增殖增加为主, 细胞凋

亡无明显改变, 这是H.pylori感染相关的重要癌

变机制之一. 而研究证实, 细胞增殖加速, 增加

DNA受损机会, 这是人类细胞癌变的基本机制. 
残胃中由于胆汁反流和H.pylori感染, 加重残胃

炎症和组织学改变, H.pylori感染者慢性炎症评

分、炎症活性、胃黏膜的萎缩和肠化明显比未

感染者严重[11]. Giuliani等[12]认为H.pylori感染者

胃黏膜肠化是阴性者4倍, H.pylori感染与残胃病

变的发展存在因果关系. Leivonen等[13]检测残胃

中Ki-67增殖指数, 认为H.pylori感染与残胃增殖

指数明确相关, 胆汁反流有协同作用, 增加了致

癌风险.
2.2 H.pylori 感染与胃黏膜的氧化损伤 H.pylori
感染后其蛋白酶、脂酶产物能降解胃黏液屏障, 
尿素酶水解尿素产生的NH3破坏细胞间紧密连

接从而破坏胃黏膜屏障, 产生OH-可直接对胃黏

膜上皮细胞产生毒性作用, 而摄入的细菌抗原

能促进炎症反应产生, 内源性致癌物质也不断

增加. H.pylori感染后胃内抗坏血酸浓度显著降

低, 使之对自由基的清除能力下降[14]. H.pylori
阳性者胃黏膜NO合成酶显著升高, 导致降解产

生大量氮氧化物, 具有亚硝基化作用, 另外产

生过氧亚硝酸根离子, 能降解产生OH-; 并且活

性氧代谢产物有致癌作用, 氧化损伤可以导致

DNA突变, 是自由基作用的结果. 上述作用导致

胃液中自由基浓度及活性在H.pylori感染阳性者

比阴性者显著升高, 导致黏膜损伤引起DNA突

变[15]. 同时Mashimo等[16]研究认为, H.pylori感染

者外周血中活性氧分子明显增加, 根除H.pylori
感染则下降. Fukuhara等[17]对残胃中胃炎及氧

化应激研究中发现, 远端胃切除术后H.pylori感
染者胃炎活动度悉尼评分及8-羟基脱氧鸟嘌呤

(8-hydroxy-desoxyguanosine, 8-OHdG)均明显高

于无H.pylori感染者, 认为H.pylori导致胃炎及氧

化应激, 从而与残胃致癌密切相关.
2.3 H.pylori 感染与胃液中亚硝基化合物的产生 
已知亚硝酸盐和亚硝基化合物能诱导胃癌的发

生. 研究证实胃内高抗坏血酸能阻止胃癌的产

生, 可能与其灭活自由基、清除亚硝酸盐及亚

硝基化合物及其抑制肿瘤DNA、RNA、蛋白质

的合成有关. 研究证实H.pylori感染后胃液中抗

坏血酸浓度显著低于对照组, 平均下降83.3%, 
胃液中抗坏血酸浓度显著下降, 使其对亚硝酸

盐及亚硝基化合物的清除减少, 因为胃内抗坏

血酸能抑制硝酸盐-亚硝酸盐-亚硝基化合物的

形成过程. 胃内亚硝酸盐及亚硝基化合物的集

聚最终诱导癌变的发生. Guadagni等[18]研究部分

胃切除术后亚硝基化合物(N -nitroso compounds, 
NOC)和pH值变化, 结果发现胃切除组无论是B
Ⅰ或BⅡ术式, 其残胃pH值和NOC浓度高于正

常胃, NOC浓度和胃病变严重程度以及H.pylori
感染具有一致性, 因此认为NOC和H.pylori感染

协同导致残胃癌变. 
2.4 H.pylori 感染与胃黏膜病变中癌基因蛋白表

达的关系 研究证明, p53基因突变在胃癌发生中

起着重要作用, 应用免疫组织化学方法检测胃

癌组织中P53蛋白阳性表达率为49.0%-62.5%[19]. 
H.pylori阳性胃癌及胃黏膜病变组P53阳性表达

率及表达强度亦显著高于H.pylori阴性组, 提示

H.pylor i感染亦有使野生型P53转变为突变型

P53的作用, 导致p53基因丧失抑癌活性; 而最近

■研发前沿
H.pylori 感染被认
为是胃癌的致病
因 素 ,  而 在 残 胃
癌致病中的作用
是目前的研究热
点. 手术因素与残
胃H.pylori 感染及
残胃癌的发生相
关, 临床研究进展
可指导手术方式
的 改 进 ,  而 明 确
H.pylori 感染导致
残胃癌变机制, 是
今后残胃癌的治
疗靶点.

■相关报道
G i u l i a n i 等认为
H . p y l o r i 感 染
者 胃 黏 膜 肠 化
是 阴 性 者 4 倍 , 
H . p y l o r i 感染与
残胃病变的发展
存在因果关系.
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Wei等[20]研究认为H.pylori活化丝氨酸-苏氨酸激

酶(serine/threonine protein kinase, AKT)降解胃

黏膜细胞野生型P53, 从而具有促进胃黏膜细胞

恶性转化的功能. Baas等[21]通过研究比较了原发

胃癌和残胃癌中P53肿瘤抑制途径的作用, 认为: 
原发胃癌和残胃中, P53及P21waf1/cip1表达相

似. H.pylori感染在原发胃癌高于残胃癌, EB病
毒感染在残胃癌中高于原发胃癌中, 认为P53在
原发和残胃癌中均有作用, 但原发和残胃癌发

生原因可能不同, H.pylori和EB病毒可能分别起

作用. 
      当ras和c-myc基因活化或突变时, 产物蛋白

表达增强, 持续向细胞内传递增殖信号, 刺激细

胞无限制增生, 最终导致细胞恶性转化. 研究发

现在胃癌或胃黏膜病变组织中r a s基因12位密

码子点突变者H.pylori感染率高于无突变者, 且
P21蛋白过度表达在H.pylori感染组显著高于无

H.pylori感染组(P <0.01), 提示H.pylori感染可能

具有致ras基因突变的作用[22]. 但van Rees等[23]

研究比较原发胃癌和残胃癌中k-ras突变, 发现

k-ras突变在两种疾病中一致, 均少见12外显子

突变. 而H.pylori和EB病毒感染率不一致, 可能

与癌变有关. 目前研究尚不一致, 有待深入探讨. 
      Xing等[24]研究则通过检测IL-8、COX-2、
TFF-1表达, 发现H.pylori感染增加了BⅠ手术后

残胃黏膜IL-8表达; COX-2表达在接受BⅡ术式

者中表达更高, H.pylori感染也导致COX-2表达

增加, 但无统计学意义. 认为IL-8、COX-2可作

为炎症标记, 也是残胃癌变的风险预测因子, 因
此H.pylori感染可能是致癌因素.

3  抗H.pylori 治疗对残胃癌发生的影响

1994年, 世界卫生组织国际癌症研究机构(inter-
national agency for research on cancer, IARC)将
H.pylori定为一级致癌物, 并且认为H.pylori感染

与胃癌有关. 残胃癌的发生因素和机制复杂, 但
越来越多的证据也表明, H.pylori感染与残胃癌

变密切相关. 而是否对残胃H.pylori感染进行常

规的根除治疗, 或残胃H.pylori持续感染控制能

否减少残胃癌变率, 尚缺乏相关的报道. 2008年
日本一项研究表明, 早期胃癌行内镜切除术后, 
预防性根除H.pylori , 可降低胃癌复发危险. 这项

多中心开放标签的随机对照临床试验纳入544
例患者, 并随机分成H.pylori根除组与对照组. 经
3年随访发现, 根除H.pylori显著降低了异时性胃

癌危险[25]. 但对于胃癌行部分胃切除术后是否抗

H.pylori治疗会减少残胃癌的发生尚缺乏循证医

学证据. 
LokhvitskiÄ等[26]研究观察到胃切除术后

39.7%患者持续H.pylori感染状态, 与胃炎严重

程度一致. Akiyama等[27]研究表明, BⅠ式胃切除

术后5年内发生残胃炎主要由H.pylori感染所致. 
Kato等[28]认为, 残胃抗H.pylori治疗通过促进pH
值正常化, 起到保护残胃黏膜的目的, 减少癌变

的可能. 第2届西班牙会议认为胃癌术后残胃可

否作为抗H.pylori治疗的适应证缺乏可靠的证据

支持, 但目前早期胃癌内镜术后抗H.pylori治疗

已成为部分国家专家共识[29,30]. 但众多的研究更

倾向认为, 残胃抗H.pylori治疗可望阻断残胃癌

变过程, 减少残胃癌发生. 

4  结论

越来越多的证据表明H.pylori的感染与残胃癌

的关系密切, 但还缺乏肯定一致的结论; 部分研

究[31]认为残胃癌发生机制中EB病毒感染更为重

要, 也有研究认为残胃胆汁反流因素才是致癌

的主要因素, 因此H.pylori与残胃癌发生关系尚

存争议, 特别对于胃切除术后残胃的H.pylori感
染是否需要抗H.pylori治疗尚缺乏循证医学证

据. 但相信随着对残胃癌的关注和相关研究的

深入, 对H.pylori感染在残胃中的作用将更加清

楚, 对临床早日制定规范、合理的治疗方案, 减
少残胃癌发生, 改善残胃癌患者的预后具有积

极的作用.
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Abstract
Hepatic encephalopathy is a serious complica-
tion of acute and chronic liver diseases and has a 
high mortality rate. The pathogenesis of hepatic 
encephalopathy remains unclear, and there is 
no means of prevention or effective cure for 
the disease. Therefore, there is an urgent need 
for the basic and clinical research of hepatic en-
cephalopathy to elucidate its pathogenesis. The 
development of animal models is important for 
elucidating the pathogenesis of hepatic encepha-
lopathy and providing new avenues for diagno-
sis and therapy of the disease. Among a variety 
of animal models, rat model is applied most 
widely for similarity to humans, repeatability, 
reliability, applicability, controllability, simplici-
ty and economy. In this paper, we briefly review 
various rat models of hepatic encephalopathy 
that have different origins.

Key Words: Hepatic encephalopathy; Animal mod-
el; Rat
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摘要
肝性脑病是急慢性肝病较严重的并发症, 死亡
率很高, 其发病机制尚未明确, 防治也无特效
疗法, 因此对肝性脑病的基础和临床研究十分
迫切. 肝性脑病动物模型的建立对于发病机
制、诊断和治疗的研究发挥着非常重要的作
用, 目前制备肝性脑病动物模型的动物种类较
多, 其中大鼠模型具有与人类相似性, 良好的
可重复性、可靠性、适用性、可控性、易行
性和经济性等优势, 应用最为广泛. 本文就常
用不同病因大鼠肝性脑病模型的制备方法和
研究进展作简要综述.

关键词: 肝性脑病; 动物模型; 大鼠
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0  引言

肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)是在急慢性

肝病基础上发生的脑神经功能紊乱. 世界消化病

学会将HE分为3种类型: A型为与急性肝衰竭相

关的HE, 不包括慢性肝病伴发的急性HE; B型为

不伴内在肝病的严重门体分流, 并通过肝脏活检

提示肝组织学正常, 此型不易被确诊, 且较少见; 
C型为慢性肝病、肝硬化基础上发生的HE, 无论

其临床表现是否为急性[1]. HE发病机制尚未完全

阐明, 也无有效的防治手段, 且严重影响患者的

生活质量和生存期, 因此HE长期以来一直是国

内外研究的热点. 动物模型的建立是HE研究的

基础, 随着生物技术的发展, 检测、治疗技术的

提高, 动物模型也有了相应的改进和发展, 其中

以大鼠模型应用最为广泛, 本文就3种类型HE常
用大鼠模型的建立和研究进展作一综述.

®

■背景资料
肝性脑病(HE)是
急慢性肝病基础
上发生的以脑神
经功能障碍为主
要表现的代谢紊
乱性疾病, 世界消
化病学会将肝性
脑病分为A、B、
C 3种类型, 其发
病机制尚未明确, 
防治也无特效疗
法 .  HE动物模型
的建立对于探知
其发病机制、寻
求诊断和治疗的
手段发挥着十分
重要的作用, 其中
以大鼠模型应用
最为广泛.

■同行评议者
周伟平, 教授, 上
海东方肝胆外科
医院肝外三科
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1  A型HE大鼠模型

A型H E大鼠模型主要通过硫代乙酰胺(t h i o-
acetamide, TAA)、四氯化碳(carbon tetrachlo-
ride, CCl4)、D -氨基半乳糖(D -galactosamine, 
D -GaIN)/脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、酒精

诱导的肝毒性损伤、对乙酰氨基酚(acetamino-
phen, PAPA)、肝血流阻断及部分或全部肝切除

等方法建立[2]. 
1.1 TAA诱导的A型HE大鼠模型 TAA诱导的急

性肝衰竭大鼠模型常见的给药方式有350 mg/kg
连续3 d腹腔注射、200 mg/kg皮下注射1次、

300 mg/kg连续2 d灌胃等[3-5]. TAA被肝脏摄取

后, 经肝细胞内的细胞色素P450混合功能氧化

酶代谢成为TAA-硫氧化物, 进而引起脂质过氧

化反应和肝细胞损伤, 并可直接作用于肝细胞

DNA、RNA和蛋白质合成酶产生毒性作用, 以
及诱导肝代谢紊乱, 而致肝坏死[6-8]. 在此类模型

中, 血脑屏障是完整的, 但作为气体形式的氨仍

能渗入血脑屏障, 与谷氨酸在谷氨酰胺合成酶

的催化下转变为谷氨酰胺, 后者具有增加渗透

压的作用, 并通过氧化应激和线粒体的渗透性

改变等方式致星形胶质细胞水肿, 进而影响神

经调节功能[9]; 此外TAA尚通过改变脑组织对精

氨酸、鸟氨酸、赖氨酸等氨基酸的摄取指数, 
引起脑代谢异常[10]. TAA制备的A型HE具有良好

的可重复性, 已被国际广泛的接受, 而且具有成

模时间短, 成功率高, 其肝损伤与人类肝损伤具

有相似性的特点[11,12]. 
1.2 CCl4诱导的A型HE大鼠模型 制备CCl4诱导

的急性肝损伤大鼠模型常用CC l4溶于橄榄油或

精制植物油, 配制成40%的浓度, 给药方式有2.5 
mL/kg灌胃、1 mL/kg腹腔注射、2 mL/kg皮下

注射等[13-15], 观察时间点常取6、12、24、48 h
及1 wk. 对于CCl4肝毒性的作用机制, 目前较为

公认的是自由基形成及其引发的链式过氧化反

应, CCl4经肝微粒体细胞色素P450代谢激活, 生
成活性自由基(CCl3O2•和Cl•)及一系列氧化活性

物质, 与肝细胞质膜或亚细胞膜脂质发生过氧

化反应, 降解膜磷脂, 破坏细胞膜完整性, 使其

通透性增加, 致肝细胞坏死[16,17]. 大脑对三磷酸

腺苷有高度的依赖性, 大部分细胞能量是通过

氧化磷酸化获得的, 这一过程需要各种存在于

线粒体内膜特殊结构上的呼吸酶复合体的参与, 
CC l4就是通过抑制呼吸酶复合体Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ而

影响组织代谢的[18]. 
1.3 D -G a I N/L P S诱导的A型H E大鼠模型 将

D -GaIN溶于生理盐水配制成100 g/L的溶液, 
D -GaIN单独制备急性肝损伤模型, 常用剂量

为500、800或1 000 mg/kg腹腔注射, 联合LPS
制备急性肝损伤模型常用剂量为D -GaIN 250 
mg/kg、LPS 100 mg/kg或D -GaIN 500 mg/kg、
LPS 50 mg/kg等, 观察时间一般为24-48 h[19-23]. 
D -GaIN致肝损伤的机制中比较经典的观点认为

D -GaIN在肝细胞内代谢, 与鸟苷酸结合形成鸟

苷二磷酸半乳糖, 后者在肝细胞内聚集, 此种结

合的速度大大超过了鸟苷酸合成的速度, 导致

鸟苷酸耗竭, 进而使依赖其进行合成的核酸、

蛋白质、脂质等物质减少, 阻碍细胞器和酶的

再生, 使细胞器受损[24,25]. D -GaIN联合LPS在肝

脏使库普弗细胞(Kupffer cells, KCs)过度激活, 
后者释放细胞因子, 介导炎症级联反应, 这种机

制在急性肝衰竭模型的形成过程中所起的重要

作用正在受到特别的关注[26,27]. 在此类模型中发

现脑星形胶质细胞足突突起水肿, 突起周围轴

突和树突水肿. Dixit和Chang发现大脑皮层及小

脑的水肿和上述表现同时存在, 且有不同程度

的脑组织坏死和血脑屏障破坏, 脑水肿限于灰

质, 但上述改变与观测到的人类相应变化不全

相符, 该类模型常应用于诱发电位的研究[2,28]. 
1.4 乙醇诱导的A型HE大鼠模型 常用50%-60%
的乙醇4 g/kg灌胃或6 mL/kg腹腔注射的给药

方式建立酒精性肝损伤模型, 观察时间为1-2 
wk[29,30]. 乙醇对肝组织损害的主要机制为: 在脱

氢酶的催化下生成乙醛, 后者为高反应活性因

子, 与蛋白结合形成乙醛-蛋白加合物, 这种加合

物不但直接损伤细胞, 而且可作为新抗原诱导

免疫反应, 致使细胞受到免疫攻击[31]; 乙醇在微

粒体氧化系统代谢中产生活性氧对损害组织并

促使三羧酸循环障碍而影响脂肪代谢; 上述各

种活动均不同程度地激发了免疫炎症反应, 炎
细胞浸润、各种细胞因子释放, 进一步加重组

织损伤[32,33]. 乙醇除通过损伤肝脏, 造成各种毒

物未经灭活大量入脑而损伤脑组织, 尚有直接

的神经毒性, 通过降低硫胺(维生素B1)利用酶的

活性, 减少硫胺含量, 从而损伤脑组织[34]. 出现

情感的认知、执行能力、知觉、判断力和视觉

能力下降, 反应时间延长, 步态和平衡均受到影

响等结果[35]. 
1.5 PAPA诱导的A型HE大鼠模型 PAPA又名扑

热息痛, 为常用的解热镇痛药, 造模剂量一般为

300-600 mg/kg, 一次性腹腔注射, 也可为3 g/kg
灌胃, 观察时间通常为24 h[36-38]. PAPA经P450代

■相关报道
Dixit和Chang发
现大脑皮层及小
脑的水肿和脑星
形胶质细胞足突
突起水肿, 突起周
围轴突和树突水
肿同时存在, 且有
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谢成活性产物N -乙酰-对-苯醌亚胺(N -acetyl-p-
benzoquinone imine, NAPQI), 后者的灭活需还原

型谷胱甘肽的参与, 当NAPQI生成过多而谷胱

甘肽不足时, NAPQI与细胞内大分子共价结合

成加合物, 诱发氧化应激反应, 造成过氧化损伤, 
并与线粒体结合扰乱细胞内能量代谢, 以及致

使生物膜发生脂质过氧化, 终致肝细胞坏死[39,40]. 
此外PAPA诱导的急性肝衰竭可产生亚低温, 而
后者与脑组织谷胱甘肽的代谢, 血氨浓度、脑

水肿程度、促炎症反应细胞活动及脑病进展密

切相关[41]. 
1.6 肝血流阻断、部分或全肝切除制备A型HE
大鼠模型 肝血流阻断、部分或全肝切除分别通

过阻断门静脉、肝动脉和切除部分或全部肝脏

来制备急性肝损伤模型[42-44]. 由于24 h死亡率较

高, 不利于疗效的观察, 从而限制了这些模型的

应用. 近来有学者提出先使用药物诱导损伤, 然
后采用部分肝叶结扎切除, 保留中毒肝组织的

方法, 既避免了创面过大造成大量出血而死亡, 
又符合肝细胞大量坏死导致肝衰竭的机制, 其
HE症状和病理变化是渐进性的, 适合疗效的观

察[45,46]. 此类模型中氨大量聚集于脑内, 使谷氨

酰胺合成过多, 导致脑水肿, 从而引起一系列大

脑血流和内稳态的变化[47]. 目前此类模型也正被

广泛推广和使用. 
对于A型HE模型的建立期望达到如下标准: 

可复制性, 并易于观察分期; 症状的进展包括脑

水肿及其并发症(颅内高压及脑疝); 潜在的可逆

转性; 脑内氨、谷氨酰胺增加; 肝脏、脑组织的

病理变化具有特征性; 对实验人员具有最小的毒

性和感染性[2]. 但几乎没有模型能达到以上标准, 
所有的模型均有低体温、低血糖及其他系统并

发症, 因此需要强调控制好体温、血糖, 及对其

他系统进行检测, 并同时给予一些支持治疗[2,48]. 

2  B型HE大鼠模型

B型HE强调了门体分流的重要地位, 他代表了

门体性脑病的纯粹类型. 由于其相对于临床并

不多见, 有学者甚至质疑单纯门体分流是否足

以导致脑病, 直到第11届世界消化病学会正式将

此种类型独立划分出来. 其模型通过门腔静脉

吻合术(portacaval anastomosis, PCA)[49,50]或胆管

结扎(bile duct ligation, BDL)而建立. 端-侧PCA
术式主要为结扎门静脉近端, 将门静脉和下腔

静脉之间进行端-侧吻合[51]. 侧-侧PCA术式为将

门静脉和下腔静脉之间进行侧-侧吻合, 其中端-

侧PCA在B型HE中应用较广泛, 肝功能障碍限于

肝萎缩, 中央静脉周围肝细胞损伤. PCA普遍应

用于研究门腔静脉分流的效果, 考察肝储备能

力的下降. 门腔分流引起脑组织中氨和谷氨酰

胺增高, 改变昼夜生物节律, 使运动功能、记忆

和学习能力减退, 反射下降, 降低脑的葡萄糖利

用率, 改变多种神经递质功能, 与肝硬化患者出

现的轻微型HE相似. 此种模型对氨非常敏感, 易
造成重度昏迷[2,52]. 

BDL通过结扎胆总管达到肝损伤的目的[53,54]. 
其机制可能与结扎胆管后继发胆管上皮细胞增

生, 后者作为胆汁性肝损伤的启动因素和中心病

理环节, 通过继发一系列脂质过氧化反应, 介导

α-平滑肌肌动蛋白、转化生长因子β1、血小板

衍生生长因子β、Ⅰ型胶原等的表达而实现[55,56]. 
此类模型通过提高海马区肿瘤坏死因子-1、5-
羟色胺的表达, 降低脑源性神经营养因子的表

达, 从而引起认知和行为能力的异常[57,58].

3  C型HE大鼠模型

C型HE即传统意义上的HE, 其临床表现与B型相

似, 并具备B型所没有的肝硬化的症状和体征, 通
常C型HE已发展到肝硬化期, 并建立了完备的门

体侧枝循环. 目前大多数学者认为肝功减退可能

为脑病发生的主要因素, 循环分流起着次要作

用, 两者有协同作用. 大鼠模型常见于CCl4和酒

精等药物引起的慢性肝损伤. 常用40%的CCl4酒

精1-2 mL/kg以及50%-60%的酒精4-6 mL/kg灌胃

8 wk以上[59-62]. 目前国内外广泛应用该类模型进

行生理生化指标及药品疗效的测试[63,64].

4  结论

B型和C型HE大鼠模型期望达到的标准为: 慢性

肝病伴门体分流; 脑病的症状从轻微型HE到重

度HE呈现阶段性; 脑病昏迷阶段Ⅱ型星形胶质

细胞增生; 血氨、脑组织氨、谷氨酰胺升高; 存
在促发因素; 可作为临床药物效果观察[2]. 目前

HE的病理生理研究已达到细胞分子水平, 不断

研究得益于模型的制备. 对HE模型的研究有选

用犬、小型猪及兔[65-70]. 相比之下, 大鼠模型具

有价格低廉, 成功率高, 具有良好的可重复性、

应用广泛等特点. 但目前仍迫切需要稳定的C型
HE大鼠模型, 以及肝移植后的神经精神紊乱的

模型.  
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Abstract
The regenerative capacity of the liver is extraor-
dinary. However, it has been observed preoper-
atively in some patients, such as those with hilar 
cholangiocarcinoma, that obstructive jaundice 
may affect hepatocyte proliferation and even 
cause hepatic failure after hepatectomy. The 
extent of impaired hepatic regeneration caused 
by biliary obstruction may determine whether 
surgical treatment should be conducted. Nowa-
days, the mechanisms of impaired hepatic re-
generation in patients with obstructive jaundice 
have been studied extensively. The possible 
mechanisms include restricted portal venous 
flow, increased hepatocyte apoptosis, and al-
tered expression of liver regeneration-associated 
factors. Thus, regulation of these factors might 
have beneficial effects on liver regeneration after 
hepatectomy in patients with obstructive jaun-
dice.

Key Words: Obstructive jaundice; Liver regenera-

tion; Apoptosis
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摘要
肝脏具有惊人的再生能力. 然而, 部分肝门胆
管癌患者术前所出现的梗阻性黄疸将会影响
到术后的肝再生, 甚至引起肝衰竭. 从某种意
义而言, 梗阻性黄疸患者肝再生的受损程度将
决定着是否可以进行外科手术治疗. 目前, 研
究者对梗阻性黄疸肝再生受损机制已经进行
了大量的研究. 研究结果表明, 肝再生受损机
制主要包括: (1)门静脉血流量减少; (2)肝细胞
凋亡率增加; (3)肝再生相关因子表达的变化. 
因此, 调节上述因素将有可能改善梗阻性黄疸
患者术后的肝再生.

关键词: 梗阻性黄疸; 肝再生; 凋亡
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0  引言

近些年来, 肝大部分切除术已经广泛应用于进展

期肝细胞癌和胆管细胞癌的治疗过程中. 然而, 
梗阻性黄疸患者肝大部分切除术后往往出现肝

衰竭等并发症, 这表明梗阻性黄疸有可能影响肝

再生并导致肝大部分切除术后的肝衰竭[1,2]. Yo-
koyama等[3]的研究表明肝外胆汁淤积抑制肝部

分切除后的肝再生. 目前, 国内外研究者已经对

梗阻性黄疸术后肝再生相关因子表达、门静脉

血流量及肝细胞凋亡等方面展开了一系列研究, 
但梗阻性黄疸肝再生受损的具体作用机制尚不

清楚. 因此, 本文对最近几年梗阻性黄疸肝再生

受损机制的研究进展综述如下.

1  门静脉血流量

梗阻性黄疸时肝脏有效供血不足与肝脏血流动

®

■背景资料
近些年来, 肝大部
分切除术已经广
泛应用于进展期
肝细胞癌和胆管
细胞癌的治疗过
程中. 然而, 梗阻
性黄疸患者肝大
部分切除术后往
往出现肝衰竭等
并发症, 这表明梗
阻性黄疸可以影
响肝再生并导致
肝大部分切除术
后的肝衰竭. 明确
梗阻性黄疸肝再
生受损机制有助
于改善梗阻性黄
疸患者术后肝再
生, 对提高手术的
安全性及降低术
后严重并发症的
发生有着重要的
意义. 
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力学改变有关. 胆管发生梗阻时肝内胆管扩张

压迫门静脉分支, 使门静脉血流减少, 同时门静

脉下腔静脉侧支分流, 使门静脉血流进一步减

少, 肝组织受压小叶内血流淤滞, 导致全肝血流

减少, 肝组织血流障碍[4]. Kanda等[5]用实时超声

流计仪检测胆总管结扎犬发现, 胆道梗阻后肝

动脉血流迅速增加, 门静脉血流明显减少, 而肝

总血流量只在胆道梗阻后的最初2 h内增加, 此
后逐渐减少. 在门静脉血流减少的同时, 肝脏的

微循环亦发生障碍. 在内毒素产生的早期, 肝脏

的循环灌注量显著减少, 这可能与血管收缩物

质释放致使肝脏血流阻力增加有关. 后期, 胆道

梗阻加重了肝脏微血管对内毒素的炎症反应[6].

2  细胞凋亡率

梗阻性黄疸时肝内胆汁酸盐蓄积, 诱发肝细胞

和胆管细胞凋亡, 过多的细胞凋亡又造成抗凋

亡异常, 这种凋亡与抗凋亡的失衡是梗阻性黄

疸肝再生受抑制的又一因素. 肝内毒性胆盐通

过Fas依赖机制诱导肝细胞的凋亡. 另外, 肝内

自然杀伤细胞中的Toll样受体2(Toll-like receptor 
2, TLR2)和Fas配体表达增加也与肝细胞凋亡相

关[7]. 有研究表明, 胆盐中的甘氨鹅脱氧胆酸钠

(glycochenodeoxycholic acid, GCDC)通过蛋白激

酶C介导肝细胞凋亡, 随着GCDC浓度增高, 细
胞凋亡率明显增加[8,9]. 上述结果表明, 梗阻性

黄疸可以启动肝细胞的凋亡程序. 正常肝细胞

增殖过程中肝细胞通过核因子κB(nuclear factor 
kappa-B, NF-κB)、Bcl-2家族、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)、白介素

-6(interleukin-6, IL-6)的抗凋亡效应能有效减少

细胞凋亡. 胆管梗阻大鼠行肝部分切除术后胆

管内和正常肝细胞周围均可观察到凋亡细胞, 
而这在正常大鼠肝脏很少发生. 此外, 肝部分切

除后出现的DNA片段寡核苷酸酶和caspase3活
性的增加在胆管梗阻大鼠也较正常大鼠明显[10]. 
Kurosawa等[11]用胆总管结扎大鼠作为梗阻性黄

疸模型, 研究了Bcl-2在胆汁酸盐诱导的肝细胞

凋亡中的作用, 结果在此模型的肝细胞上观察

到了正常情况下的肝细胞不表达的Bcl-2受体. 
提示这可能是抵抗毒性胆汁酸盐诱导的凋亡机

制. 王剑明等[12]研究表明, Bcl-2和Bax蛋白均参

与了梗阻性黄疸肝细胞凋亡的调节.

3  肝再生相关因子的表达变化

肝再生过程中一些生长因子可以促进或抑制肝

细胞增殖, 在肝再生调节机制中起着重要的作

用. 表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF), 
转化生长因子α(transforming growth factor-alpha, 
TGF-α), 肝细胞生长因子(hepatocyte growth fac-
tor, HGF)等生长因子在体内、体外实验中均可

以促进肝细胞合成DNA, 而其中HGF被公认为

最强烈的促肝细胞增殖因子. HGF主要由肝内

非实质细胞中的肝星形细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)产生, 并通过其受体c-met以旁分泌的方式

作用于肝细胞[13-15]. TGF-β1是一种强烈的肝细

胞增殖抑制因子, 正常肝脏中其mRNA表达量很

低甚至不能被测出, 但在肝部分切除术后其表

达量明显增加[16]. 从正常肝再生的肝脏中进行

细胞分离培养发现: TGF-β1 mRNA主要由肝窦

内皮细胞、库普弗细胞(kupffer cell, KC)、HSC
表达[17,18]. HSC是分布在肝窦Disse间隙内的非

实质细胞, 正常条件下处于静止状态, 表达为结

蛋白(desmin), 一旦被活化后转化为肌成纤维样

细胞, 则表达为α-平滑肌肌动蛋白(alpha-smooth 
muscle actin, α-SMA). 而且, 活化的HSC会合成

大量的TGF-β1, 而新合成的TGF-β1会进一步促

进活化的HSC产生更多的TGF-β1, 形成逐级放

大效应, 从而导致TGF-β1大量生成和激活[19]. 虽
然HGF主要由处于静止状态下的HSC合成, 但
HSC一旦被活化后将失去合成HGF的能力[20]. 
梗阻性黄疸影响了一些肝再生相关因子的表达, 从
而抑制肝再生, 这在许多研究中已被证实. 梗阻性

黄疸早期, 肝部分切除后IL-6表达水平与正常对照

组相比明显减弱[21]. Bissig等[22]发现, 梗阻性黄疸也

抑制了肝内血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)的表达, 肝部分切除后

其表达水平也未见明显增高. Zhao等[23]认为, 梗
阻性黄疸抑制CCAAT增强子结合蛋白α和β的

表达和激活, 进而抑制细胞周期蛋白E的表达. 
Makino等认为, 梗阻性黄疸引起HSC的增殖活

化, 使其通过自分泌及旁分泌作用方式使肝再

生抑制因子如TGF-β1大量表达, 而同时也引起

促肝再生因子如HGF及VEGF表达量明显降低, 
从而抑制了肝部分切除术后或肝门静脉分支结

扎术后的肝再生[24,25]. 促肝再生因子表达的减

弱和肝再生抑制因子表达的增强是梗阻性黄疸

肝再生受抑制的直接表现. Deneme等[26]实验表

明: 梗阻性黄疸大鼠行肝部分切除术同时给予

抗TGF-β1单克隆抗体可降低血清中TGF-β1的
含量, 并从形态上和功能上促进了肝部分切除

术后的肝再生. Makino等[24]研究表明, 随着黄疸

■研发前沿
改善梗阻性黄疸
肝再生已日益成
为肝胆外科研究
领域中亟待解决
的 问 题 之 一 .  目
前, 国内外研究者
对梗阻性黄疸术
后肝再生相关因
子表达、门静脉
血流量及肝细胞
凋亡等方面展开
了大量的研究.

■相关报道
Deneme等实验表
明: 梗阻性黄疸引
起的TGF-β1高表
达抑制了肝部分
切除术后的肝再
生, 行肝部分切除
术的同时给予抗
TGF-β1单克隆抗
体可以降低血清
中TGF-β1的含量, 
并从形态上和功
能上促进了肝部
分切除术后的肝
再生.
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时间延长TGF-β1 mRNA的表达量逐渐增加, 而
且TGF-β1 mRNA主要由HSC表达. 同时, desmin
染色阳性的HSC和α-SMA染色阳性的HSC在门

静脉区域表达也随着黄疸时间的延续而逐渐增

加. Makino等认为, 梗阻性黄疸大鼠肝部分切除

术后或门静脉分支结扎术后HSC大量增殖活化, 
而且活化的HSC在梗阻性黄疸肝再生中TGF-β1 
mRNA的表达量升高和HGF mRNA表达量降低

调节机制中起着重要的作用[24,25]. 因此, 通过调

节HSC的增殖活化或改变肝再生调节因子的表

达将会改善梗阻性黄疸肝部分切除术后或门静

脉分支结扎术后的肝再生.

4  梗阻性黄疸HSC激活途径及治疗策略

梗阻性黄疸时胆汁的肝肠循环量减少, 胆汁对

肠内细菌的抑制作用减弱, 同时分泌型IgA减

少, 使得肠内细菌过度繁殖, 内毒素释放增多. 
在肠道内毒素产生增加的同时, 肠道黏膜上皮

细胞间的紧密连接构成的机械屏障亦受到损

害. 这些病变进一步造成肠道生物屏障、机械

屏障受损, 肠道化学、免疫屏障功能下降, 导
致内毒素吸收增加[27,28]. 此外, 肝脏网状内皮系

统和全身免疫功能亦受损, 不能有效清除血中

的细菌和内毒素, 从而使内毒素血症(endotox-
emia, ETM)持续存在[29,30]. 因此, 梗阻性黄疸发

生的同时往往并发E T M. E T M发生后脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)通过TLR4/LPS信号途

径激活HSC. LPS在TLR4和髓样分化因子88(my-
eloid differentiation factor 88, Myd88)调节下进

行信号传导, 使活化的HSC内的NF-κB激活进而

增加趋化因子和黏附分子的表达量[31,32]. HSC激
活过程中NF-κB表达水平上调, 介导大量细胞因

子的转录如TGF-β1、TNF-α和IL-6等. 用阻断剂

阻断NF-κB信号途径可以阻断上述细胞因子的

表达, 从而减轻肝脏的损伤. 上述结果提示NF-
κB激活后各种细胞因子表达分泌的增加是诱导

肝脏损伤的关键因子[33]. HSC活化后细胞表面将

会表达CD40受体, 一些表达CD40配体的免疫细

胞可以激活HSC的CD40信号途径进而激活NF-
κB[34]. KC条件培养基内的KC可以释放一些细

胞因子, 刺激HSC活化. 而LPS可以进一步刺激

KC合成该类细胞因子, 进而增强KC条件培养基

对HSC活化的作用. 同时, 也发现抗TGF-β1单克

隆抗体可以减弱但并不能完全消除LPS上述的

促进作用. 这表明LPS可以促进KC合成TGF-β1
和一些其他的细胞因子进而促进HSC活化[35]. 

而IL-10可以抑制KC诱导的HSC增殖活化, 并
呈剂量依赖性抑制[36]. 在IL-10对肝纤维化大鼠

TGF-β1及相应受体表达影响的实验中发现: 外
源性IL-10可以抑制肝组织中TGF-β1及相应受

体的表达[37]. 此外, 外源性IL-10还可以抑制体外

培养活化的HSC表达TGF-β1和碱性成纤维生长

因子的mRNA及促进HSC的凋亡[38-41]. 上述研究

结果表明: IL-10可以通过抑制NF-κB表达进而

减少TGF-β1等细胞因子的表达. 目前研究表明: 
IL-10至少通过两条途径抑制NF-κB的活性: (1)
通过抑制IκB激酶的活性, 阻断NF-κB与其抑制

蛋白IκB的解离; (2)抑制NF-κB与DNA转录调控

区的结合, 从而抑制相应炎症因子的转录[42].
Louis等[43]利用基因敲除技术证明内源性

IL-10的抗炎作用, 并发现内源性IL-10的抗炎机

制可能在于降低炎症介质TNF-α的表达, 但同

时, 也发现IL-10具有抑制肝细胞增殖的作用. 林
羡屏等[44]在IL-10对大鼠原代肝细胞增殖影响的

研究中发现: 大鼠原代肝细胞表达IL-10/IL-10R 
mRNA, IL-10抑制大鼠原代肝细胞增殖. 然而, 
Dinant等[45]从组织学水平上对IL-10进行研究, 却
发现IL-10可以促进缺血再灌注损伤后大鼠的

肝再生. 从上述研究结果, 我们可以看出: IL-10
抑制HSC活化、肝再生抑制因子TGF-β1的表达

的同时也抑制了肝再生重要的启动因子TNF-α
和IL-6的表达. 因此, 将有待于进一步综合评价

IL-10对梗阻性黄疸肝再生的作用.

5  结论

梗阻性黄疸肝再生受抑制影响因素繁多, 涉及

许多细胞因子, 相互作用非常复杂, 其精确机制

尚未完全认识. 梗阻性黄疸肝再生的受损使部

分患者失去手术治疗机会. 明确梗阻性黄疸肝

再生受损机制, 有助于寻找纠正这种损伤的对

策, 对提高手术的安全性及降低术后严重并发

症的发生有着重要意义, 这将成为今后研究的

重点. 
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Abstract
Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic, 
debilitating disease associated with severe dam-
age to the intestinal mucosa whose etiology is 
still unknown. The two most common forms 
of IBD are ulcerative colitis (UC) and Crohn’s 
disease (CD). DPP-4 inhibitors are a new class 
of agents developed for treatment of diabetes. 
However, recent studies have indicated that 
DPP-4 inhibitors have therapeutic effects against 
IBD in animal models. This may provide a new 
avenue to cure IBD.

Key Words: dipeptidyl peptidase-4 inhibitor; Inflam-
matory bowel disease; Glucagon-like peptide-2
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一种病因未明的慢性非特异性肠道炎症
性疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD). DPP-4

抑制剂是近年来发现的一种治疗糖尿病的新
靶点药物, 而最近有研究表明, DPP-4抑制剂
对动物肠炎模型有一定的治疗作用, 这可能为
炎症性肠炎的治疗开辟新的治疗途径.

关键词: 二肽基肽酶-4抑制剂; 炎症性肠病; 胰高

血糖素样肽-2
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一种病因未明的慢性非特异性肠道炎症性疾

病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和
克罗恩病(Crohn's disease, CD), UC以局限于结

肠的弥漫性黏膜炎症为特征, CD以斑片状, 透
壁性炎症为特征, 并可累及消化系的任何部位. 
该病的发病率及患病率在全球均报道有继续升

高的趋势. 近年来研究发现, 胰高血糖素样肽

-2(glucagon-like peptide-2, GLP-2)具有促进肠

黏膜增长, 抑制炎性介质表达的作用, 而二肽基

肽酶-4(dipeptidyl peptidase-4, DPP-4)抑制剂能

够通过抑制DPP-4而达到降低GLP-2降解失活

的作用, 这为IBD的治疗开辟新的途径. 本文就

DPP-4抑制剂在IBD治疗中的作用及研究进展

作一综述.

1  药物治疗IBD的研究现状

近年来对IBD的研究很多, 在其发病机制及其治

疗上也取得了重大的进展. 迄今为止, 虽然IBD
的特异性致病因素尚不明确, 但大量临床研究

和动物实验表明[1,2], 在遗传易感性的个体中, 免
疫系统异常是造成炎症和组织损伤的内在因素. 
而对IBD的治疗, 目前着眼于控制炎症和调节免

疫紊乱, 以有效控制疾病发作和维持缓解. 对传

统治疗IBD的3大类药物(水杨酸类, 类固醇激素

类, 免疫抑制剂)的研究取得了很大的发展, 他们

目前仍是治疗IBD最常用的药物. 随着IBD发病
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■背景资料
随着遗传、免疫
学、细胞分子生
物学方面的重大
进展, 生物制剂和
各种生长激素等
对肠黏膜的修复
和益生菌的应用, 
使炎症性肠病的
治疗发生了重大
变化, 但还不很理
想. DPP-4有望成
为炎症性肠病治
疗的潜在选择性
药物.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
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机制的深入研究, 特别是遗传, 免疫学, 细胞分

子生物学方面的重大进展, 使IBD的治疗发生了

重大的变化, 许多治疗IBD的新型药物如生物制

剂开始应用于临床.
在IBD的发病过程中, 对肠道菌群的作用研

究中发现了益生菌和益生元这种新的治疗IBD
的方法[3], 益生菌是指在消化过程中对身体有益

的活的微生物, 由于其能够恢复肠道健康, 目前

已经将其作为治疗IBD的新药物[3,4]. IBD的生

物疗法包括许多以细胞和基因为治疗基础的

抗体[5], 其中就包括目前使用最为广泛的生物疗

法: 鼠/人嵌合单克隆抗体的抗肿瘤坏死因子[6]. 
最近, 全人化的单克隆抗体抗肿瘤坏死因子已

经发展用于英夫利昔单抗的选择[7]. 初步研究表

明其对阿达木单抗具有临床作用, 然而, 这个生

物制剂对人体长远的影响还有待进一步研究.
重组肽包括生长激素[如人类生长激素(hu-

man growth hormone, HGH)], 生长因子[如角质

细胞生长因子(keratinocyte growth factor, KGF), 
胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor, 
IGF)], 由于其具有促进肠道细胞生长, 对肠黏膜

有修复作用, 可能会在IBD的治疗中发挥重要作

用[5,8]. GLP-2对胃肠道细胞具有修复作用, 成为

IBD治疗的潜在选择性药物.

2  DPP-4家族

DPP-4与DPP-8, DPP-9和成纤维细胞激活蛋白

(fibroblast activation protein, FAP)同属于S9b丝
氨酸蛋白酶的家族成员, 此家族成员具有罕见

的底物特异性, 能够裂解来自于包括排在倒数

第2位置的调节因子脯氨酸或丙氨酸的N端肽, 
而DPP-4是这其中研究最为广泛的成员, DPP-4
无所不在地表达跨膜糖蛋白, 包括部分神经肽, 
趋化因子和生长因子. DPP-4还被称为细胞表面

抗原CD26, 能够刺激某些功能的免疫反应[9]. 而
近年来, 对DPP-8和DPP-9的生理功能研究越来

越得到研究人员的重视. 属于S28丝氨酸蛋白酶

家族成员的DPP-2虽然与S9b家族成员结构不

同, 但却能够与部分DPP抑制剂结合[10].
     最初, 由于DPP-4作为2型糖尿病的治疗靶点, 
能够降低肠促胰岛素GLP-1的水平而受到人们

的广泛重视. 近年来, 世界各大制药公司纷纷推

出新的DPP-4抑制剂用于延长GLP-1的促胰岛素

分泌的作用, 如Gliptins等. 在最近的体内和体外

实验中, 研究者发现DPP抑制剂对炎症性疾病具

有治疗作用.
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2.1 DPP-4的作用 DPP-4是DPP-4家族最早的成

员之一, 1966年由Hopsu-Havu和Glenner[11]研究

发现, DPP-4的结构是一个二聚体, 而其催化活

性正是由于此二聚体的作用. 这种具有催化活

性结构由两部分构成, 一部分是α/β水解酶部

分, 另一部分是八叶β-螺旋桨部分. DPP-4在体

内是由一种相对分子质量为110 000 Da的Ⅱ型

膜糖蛋白表达. 在小鼠、大鼠以及人的肠道、

肾脏、肝脏、胸腺、淋巴结、脾、前列腺的上

皮细胞中以及脂肪细胞、活化的淋巴细胞和单

核细胞中都有DPP-4的表达[9]. DPP-4作为细胞

表面抗原CD26能够与淋巴细胞表面分子CD45
和腺苷脱氨酶有免疫反应中的协同刺激作用. 
DPP-4在抗原刺激后, 上调静止期B淋巴细胞和

自然杀伤(natural killer, NK)细胞表面CD26的表

达水平[12].
2.2 DPP-4与IBD的关系 最近有研究发现, DPP-4
可能与IBD的发病机制有一定的关系. DPP-4能
够降解肠道内的GLP-1和GLP-2, 其降低GLP-1
在肠道的表达, 使人体内血糖水平降低, 从而达

到控制糖尿病的作用, 日前DPP-4抑制剂已经作

为新一代的降糖药通过FDA批准上市, 而对于

DPP-4降解GLP-2, 则能对IBD有一定的治疗作

用[13], 其对于IBD的治疗作用却很少有人注意.

3  GLP-2

GLP-2属于胰高血糖素原衍生肽类(proglucagon-
derived peptide, PGDP), 是胰高血糖素原(proglu-
cagon, PG)被激素原转化酶(prohormone conver-
tase, PC)降解的产物之一, 是由33个氨基酸残基

组成的单链多肽. 在目前的动物实验中, GLP-2
显示出惊人的肠道特性, GLP-2刺激肠黏膜生长, 
促进修复的功能毋庸置疑, 而且由于GLP-2的受

体高度局限性表达, GLP-2的生长功能仅限于胃

肠道黏膜上皮. 因此GLP-2可能提供一个相比于

其他肠道生长因子如EFG/TGF-α, 生长激素, 胰
岛素生长因子, 角化细胞生长因子在治疗上的

优越性. L'Heureux等[14]的研究证实, 右旋糖酐硫

酸酯钠诱导的小鼠结肠炎中, GLP治疗组可提

高生存率, 增加小肠质量, 减轻体质量的丢失和

结肠的损伤. 韩伟等[15]研究发现GLP-2明显促进

小鼠小肠隐窝细胞增殖, 抑制肠细胞凋亡, 使肠

绒毛高度, 肠质量明显增加. Xiao等[16]的研究发

现, GLP-2在治疗CD时与其在体内的浓度有很

大的关系, 在测量IBD患者血循环中的GLP-2浓
度时发现, 相比正常人, UC和CD患者有生物活
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■相关报道
Geier等的研究表
明, DSS诱导的正
常小鼠和DPP-4
基因敲除小鼠在
肠炎的发生和发
展中没有区别, 但
DPP-4抑制剂能
够减轻DSS诱导
的正常小鼠肠炎
的症状.
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性的GLP-2在血循环中的浓度升高, GLP-2所占

GLP-2的比例也较正常人高, 而DPP-4活性则下

降. 表明IBD患者在肠道损伤后, 可能通过某些

反应来维持GLP-2水平, 以尽可能地修复损伤的

肠道上皮. 由此可以看出, 提高GLP-2的浓度对

治疗IBD具有重要的意义.
3.1 GLP-2的表达、合成、分泌和调控 胰高血糖

素基因通过3个原发部位表达: 胰岛素细胞、远

端回肠和结肠、整个脑干和丘脑. 胰高血糖素

基因的特点是该组织的经翻译后加工成他的组

成肽. 在胰腺的α细胞中, GLP的主要作用是胰高

血糖素的加工, IP-1和激素原转化酶-2形成的胰

高血糖素的主要片段. 在肠道L细胞中, GLP能够

生成GLP-1, GLP-2以及PC1/3能够生成胰高血糖

素、GRPP、胃泌酸调节素和干扰肽-2(interven-
ing peptide-2, IP-2). 

具有生物活性的GLP-2是由营养, 激素和神

经刺激引起回肠和结肠的肠道内L细胞分泌. 在
动物体内的研究和人体内的数据表明, 膳食纤

维和短链脂肪酸(short chain fatty acids, SCFA),
碳水化合物和脂肪对GLP-2的分泌具有很强的

刺激作用[17,18], 而对蛋白质几乎没有任何作用. 
GLP-2的分泌可能受到双胍类药物的影响, 包括

二甲双胍, 丁基双胍和苯乙双胍[19]. 一直用于Ⅱ

型糖尿病治疗的双胍类药物能够增加GLP-1的
分泌[20,21]. 由于GLP-1和GLP-2是同时分泌产生

的, 在这些研究中推断: 双胍类药物可能同时增

加GLP-2的分泌.
3.2 DPP-4和GLP-2 GLP-2半衰期相对较短, 并且

由DPP-4迅速水解, 从而失去生物活性. DPP-4对
GLP-2的调控在体外, 动物体内模型及人体的组

织样本中已经得到了充分的证明. Thulesen等[22]研

究发现, 在代谢过程中, GLP-2同时还可以在一

个负反馈机制中充当GLP-2受体较弱的部分受

体激动剂. 为了解决DPP-4对GLP-2的降解作用, 
Jeppesen等[23]使用没有DPP-4的N端裂解位点的

GLP-2类似物用于阐明GLP-2的作用机制. 许多

以选择性为目的的DPP-4抑制剂已经被研究和

使用, 以探讨GLP-2的生物活性. 
GLP-1和GLP-2的体外半衰期已经在Lam-

be i r等[24]的研究中发现, DPP-4水解GLP-1和
GLP-2的过程中存在一个动力学常数. Deacon
等[25]在早期的研究中就发现, DPP-4优先裂解

GLP-1, 其裂解GLP-1和GLP-2的动力学常数

Kca t分别为7.1s-1和0.87s-1, 而在人体内, 与
GLP-2相比, GLP-1的半衰期为1-2 min, 并且在

分泌7 min以后全部降解.
3.3 GLP-2的生理作用及其作用机制 GLP-2对
肠黏膜的修复作用及维持肠道功能的作用机制

是通过许多不同的途径进行的. 在生理状况下, 
GLP-2通过抑制胃肠道分泌和胃肠道蠕动来促

进肠道营养的运输, 增加肠道血流量以及促进

隐窝细胞增殖, 同时也加强肠道的屏障功能, 抑
制隐窝细胞的凋亡. GLP-2与大肠与小肠细胞的

生长密切相关, 此生理功能已经大量通过动物

模型和临床研究证明.
有文献报道, GLP-2是通过G-蛋白偶联受体

而发挥作用, 内分泌细胞、小鼠肠道神经元和

肠道肌纤维母细胞上都有GLP-2 G-蛋白偶联受

体的表达. GLP-2和其受体信号之间的影响尚未

得到充分的证实. 近年发现, GLP-2R特异性表

达于人类胃肠道的内分泌细胞和大鼠, 小鼠的

肠神经系统[26], Bjerknes等[27]采用RT-PCR方法在

大鼠肠黏膜的神经细胞检测到GLP-2R分布, 进
而采用体细胞诱变谱系分析技术证明, GLP-2可
特异性作用于肠隐窝的柱状细胞祖细胞, 并且

发现这种作用可被河豚毒素阻断, 由此提出, 肠
道病理损伤可刺激肠道内分泌细胞分泌GLP-2, 
GLP-2作用于肠道的黏膜, 黏膜下和肌间神经元, 
神经元通过信号转导特异性作用于柱状上皮的

祖细胞, 从而促进柱状上皮细胞增生和营养底

物吸收, 加速包括内分泌细胞在内的整个肠隐窝

部细胞群的分化, 生长和修复. Jasleen等[28]报道, 
GLP-2刺激人肠上皮细胞株Caco-2约5 min, 细胞

内ERK1, ERK2活化形式明显增加, 肠上皮细胞

的增殖反应增加了10倍, 而用丝裂素活化蛋白

激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)抑
制剂以剂量依赖性方式可阻断GLP-2的促细胞

增生作用, 证实GLP-2通过激活MAPK信号转导

通路, 诱导肠上皮细胞增生.
3.4 GLP-2和IBD 关于GLP-2的生物学作用的研

究, 可以追溯到20世纪70年代. 陆续有文献报道

某些伴有胰高血糖素原产生过多的内分泌肿瘤

患者, 其小肠黏膜表现为过度增生, 切除肿瘤后, 
小肠黏膜的异常增生则逐渐恢复, 提示这类内

分泌肿瘤患者的肠黏膜异常增生与过度产生的

血小板生长因子(platelet derived growth factor, 
PDGP)有关, 但究竟是PDGP中的何种成分起作

用却不清楚. 真正明确GLP促进肠黏膜增长是在

近10年. 1996年, Drucker等[29]率先提出PDGP中
参与肠黏膜生长调控的成分是GLP-2, 且其促生

长作用具有器官特异性(仅限于肠黏膜). 他们还

■创新盘点
本文从药物治疗
炎症性肠病的研
究 现 状 入 手 ,  对
DPP-4抑制剂治
疗炎症性肠病进
行了深入的阐述, 
而近年的研究发
现, 胰高血糖素样
肽 -2具有促进肠
黏膜增长、抑制
炎性介质表达的
作用, 而DPP-4抑
制剂能够通过抑
制DPP-4而达到
降低GLP-2降解
失活等的作用, 为
炎症性肠病的治
疗开辟新的途径.
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比较了GLP-2、EGF、IGF-1及生长激素对正常

鼠肠黏膜的促生长作用, 结果GLP-2的作用最明

显, 尤其是耐受DPP-4的GLP-2[30]. 这一发现揭开

了GLP-2研究的序幕.
在硫酸葡聚糖钠(dextran sulphate sodium, 

DSS)诱导的炎症性肠炎小鼠的实验过程中, 给
予耐DPP-4降解的GLP-2类似物Teduglutide后, 
表现出明显的治疗作用. Drucker等[31]用浓度为

5%的DSS替代小鼠饮用水, 同是每天两次给予

Teduglutide治疗, 10 d后观察发现治疗组小鼠的

体质量及结肠长度明显好于DSS模型组, 并且有

组织形态学的改变及隐窝细胞增殖的变化. Te-
duglutide的治疗与其他几个传统的治疗方法比

较, Teduglutide能够有效的治疗疾病, 改变疾病

引起的组织学病变[14].
Teduglutide在人类CD的研究中已经证明有

确切的作用[32], 在用高剂量Teduglutide治疗了

8 wk以后, 55%的患者症状有所缓解, 而安慰剂

患者仅缓解33%. 此次研究结果为我们提供了

Teduglutide治疗肠道疾病的有力证据. 然而, 外
源性物质控制肠道内GLP-2的浓度是否会增加

肿瘤的患病率还需要进一步研究.
最近有研究发现, DPP-4抑制剂可能作为

一种替代Teduglut ide的新物质来控制肠道内

GLP-2浓度. Geier等[33]的研究表明, DSS诱导的

正常小鼠和DPP-4基因敲除小鼠在肠炎的发生

和发展中没有区别, 但DPP-4抑制剂能够减轻

DSS诱导的正常小鼠肠炎的症状. 此外, 经过

DPP-4抑制剂治疗后处在恢复阶段的小鼠隐窝

细胞增殖更加明显, 这说明GLP-2的活性增加[34]. 
在Yazbeck等[35]的研究中发现, 在正常的DPP-4
基因敲除小鼠体内, GLP-2的浓度较普通小鼠高, 
而且在DSS诱导的正常小鼠肠炎模型中, 在给予

DPP-4抑制剂治疗后, 小鼠体内GLP-2的浓度显著

升高. 这些研究结果表明DPP-4抑制剂可能是一

种治疗IBD安全有效的辅助治疗药物. 相对于Te-
duglutide的静脉给药, 口服DPP-4抑制剂治疗IBD
这种慢性疾病能够更好地提高患者的依从性.

4  结论

大量动物实验表明, DPP-4抑制剂对IBD具有治

疗作用, 而人们一直将其的治疗作用机制归结

于增加肠道内GLP-2的浓度, 但最近有研究发

现, 将DPP-4抑制剂Val-Pyrrolidide应用于正常

大鼠, 能够增加GLP-2促进肠道的生长作用, 但
其研究也同时发现, 仅CD对GLP-2浓度具有依

赖性, 而IBD动物模型中GLP-2的活性却与正常

组无显著性差异, 此研究说明, DPP-4抑制剂对

IBD的治疗作用并不仅仅是因为其增加了GLP-2
在体内的分泌而产生的, 而DPP-4抑制剂可能在

IBD的炎症反应中具有重要的作用[16].
对于IBD的治疗目前的研究很多, 但真正应

用于临床的有效药物却很少, DPP-4抑制剂作为

近年来FDA批准的治疗糖尿病的新药而受到广

泛的重视, 但对于其治疗IBD的研究却不够深入, 
各方面的研究都表明DPP-4抑制剂对IBD有一定

的治疗作用, 但其疗效还需进行更深入的研究, 
DPP-4抑制剂可能对开发新的IBD治疗药物具有

很大帮助, 为IBD的治疗提供更广阔的前景.
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Abstract
Nucleic acid aptamers, selected from a synthe-
sized library of random single-stranded oligo-
nucleotides by systematic evolution of ligands 
by exponential enrichment (SELEX), are oligo-
nucleotide ligands binding to target molecules 
with high specificity and affinity. Nucleic acid 
aptamers have similar functions to antibodies, 
but possess the advantages of wider range of 
targets, better stability, easier modification and 
synthesis, showing promising prospects for di-
agnosis and treatment of diseases. In terms of 
digestive diseases, nucleic acid aptamers have 
been applied in the research of tumor markers, 
anti-tumor therapy, hepatitis virus C and liver 
imaging.
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ease; Application
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摘要
核酸适配子是能特异性结合靶分子的单链寡
核苷酸配体, 通过指数富集的配体系统进化技
术从人工合成的单链随机寡核苷酸文库中筛
选得到. 适配子的功能类似于抗体, 但某些特
性优于抗体, 具有特异性高、亲和力强、靶标
范围广、稳定性好、易于修饰、可人工合成
等优点, 在疾病的诊断和治疗中有良好的应用
前景. 在消化系统疾病中, 适配子在肿瘤标志
物、肿瘤治疗、丙型肝炎病毒、肝脏成像等
领域的研究应用中已有报道. 
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0  引言

1990年, Tuerk等[1]和Ellington等[2]建立了一种基

于组合化学和PCR扩增的体外筛选新技术, 从
人工合成的单链随机寡核苷酸文库中分别筛选

出能与噬菌体T4 DNA聚合酶和有机染料分子

高特异性和高亲和力结合的单链寡核苷酸配体. 
这种体外筛选技术称为指数富集的配体系统进

化(systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment, SELEX)技术, 筛选出的单链寡核

苷酸配体称为核酸适配子(aptamer). 问世之后, 
SELEX技术不断丰富和发展[3], 并筛选到针对

不同靶标的适配子[4], 在疾病的诊断和治疗中显

示出良好的应用前景[5,6]. 针对血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)165
的适配子已开发为治疗老年性视网膜黄斑变性

(age-related macular degeneration, AMD)的上市

药品Macugen(pegaptanib sodium)[7]. 本文将简要

®

■背景资料
1990年, 两个研究
组分别在《S c i -
e n c e》和《N a -
t u r e》上发表论
文, 首次报道了应
用体外筛选技术
筛选出能与靶分
子高特异性、高
亲和力结合的寡
核苷酸配体-核酸
适配子. 此后, 核
酸适配子在生命
科学和化学领域
的研究应用不断
深入.
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介绍核酸适配子的筛选及其特性, 并在此基础

上对核酸适配子在消化系统疾病研究中的应用

作一综述. 

1  核酸适配子的筛选和特性

核酸适配子的SELEX技术筛选过程大致如下: 
构建人工合成的单链随机DNA(ssDNA)文库, 其
中的寡核苷酸分子两端为固定序列, 用作PCR扩
增时的引物结合部位, 中间为随机序列, 长度一

般在20-110 nt, 库容量为1×1014-1×1015. ssDNA
文库可直接用于筛选, 也可转录为RNA文库后

用于筛选(RNA文库构象较ssDNA文库丰富, 易
于筛选出特异性和亲和力更好的适配子, 但操

作相对复杂, 且稳定性不及ssDNA). 将随机寡核

苷酸文库与靶标孵育, 然后分离靶标-核酸结合

物, 洗脱下结合的寡核苷酸, 进行PCR扩增, 制
备出新的文库, 开始下一轮筛选. 如此反复数轮, 
一般进行4-20轮筛选后, 靶标与文库的结合率不

再升高, 终止筛选, 并将最后1轮文库进行克隆

测序, 分离出适配子, 进行特异性和亲和力鉴定, 
其中有价值的适配子可用于与靶标相关的分子

识别研究. 
RNA或s sDNA片段的特点是易于形成发

卡、口袋、假节、G-四聚体等丰富的分子构象, 
能与构象互补的分子通过“假碱基对”的堆

积、氢键、静电等作用机制而特异性结合. 用
于核酸适配子筛选的文库多样性达到1×1014以

上, 理论上可以通过SELEX技术筛选出与自然

界中存在的几乎所有分子相结合的核酸适配子. 
适配子的功能与抗体类似, 但与抗体相比, 

有其独特的优点: (1)靶分子广: 用于筛选的靶标

可以是蛋白、多肽、小分子有机物、无机离子, 
也可以是完整的病毒、细菌、细胞, 有毒分子

也可作为靶标. (2)高亲和力和高特异性: 适配子

与靶分子结合的解离常数可达纳摩尔和皮摩尔

每升的水平, 可以区分分子结构上一个甲基或

一个羧基的差别. (3)易于标记和修饰: 适配子易

与某些标记分子结合, 从而标记上荧光素、生

物素等. 适配子为寡聚核苷酸片段, 在体内容易

被降解, 可进行化学修饰以避免核酸酶的降解

作用, 且修饰后的适配子保持原有的生物学活

性. (4)稳定性好: 适配子为核酸, 可在常温下运

输、保存, 高温变性后可复性. (5)易于制备: 可
通过PCR扩增、人工合成或分子克隆等手段制

备, 满足不同的用量需要. (6)适合体内应用: 适
配子无免疫原性且比抗体小, 可用于体内甚至

细胞内诊断和治疗. 适配子的上述特性, 使之在

临床诊断和治疗方面有良好的前景[8-11], 目前在

病毒[12-14]、肿瘤[15,16]、心血管系统[17,18]、泌尿系

统[19]、血液系统[20-22]及神经系统疾病[23-25]等方

面已有研究报道. 

2  核酸适配子在消化系疾病研究中的应用

核酸适配子能与靶分子高特异性和高亲和力结

合, 使之可作为分子识别工具应用于靶分子的

检测和分析, 也可作为功能分子应用于靶分子

的功能阻断或激活, 因而在疾病的诊断、治疗

及发病机制研究中发挥重要作用. 在消化系疾

病研究中, 核酸适配子的应用主要在肿瘤和丙

型肝炎两个领域. 
2.1 在肿瘤标志物研究中的应用 以消化系肿瘤

相关的标志物为靶标筛选适配子, 可为消化系

肿瘤的诊断开辟新途径. 粘蛋白(mucin, MUC)是
黏液的主要成分, 是由上皮细胞分泌的高糖基

化、高分子量糖蛋白, 其中MUC1在肿瘤组织中

表达丰富, 糖基化不完全, 在消化系统上皮源性

肿瘤中广泛表达, 是一种新的肿瘤标志物[26-29]. 
Ferreira等[30]筛选到一组MUC1的DNA适配子, 
其检测低限为1 mg/L, 线性范围在8-100 mg/L, 
在MUC1检测中具有良好的应用前景. 癌胚抗原

(carcinoembryonic antigen, CEA)广泛存在于内

胚叶起源的消化系统肿瘤, 是经典的结肠癌标

志物. 王立峰等[31]经过7轮筛选, 获得的CEA适

配子能与纯化的和天然的CEA蛋白特异性结合, 
为高表达CEA的肿瘤的体外诊断及体内靶向诊

断奠定了实验基础. 我们采用甲胎蛋白的异质

体AFP-L3为靶标进行SELEX技术筛选, 获得1组
适配子, 其中部分适配子对肝癌血清具有较高

的特异性[32]. 最近有人通过体内筛选, 得到在结

直肠癌中表达上调的p38分子的RNA适配子, 在
结直肠癌肝转移的诊断中可能有重要价值[33]. 

以细胞为靶标的核酸适配子筛选是“盲

筛”[34-36], 无需事先知道靶分子的相关知识和分

离纯化靶分子, 因此可以在适配子筛选出来后

用来捕获靶分子, 然后对捕获的靶分子进行分

析鉴定, 从而发现新的标志物[37]. Shangguan等[38]

通过SELEX技术筛选出1组能够特异性识别白

血病细胞的核酸适配子, 并通过适配子发现了

白血病细胞的特异性标志物-蛋白酪氨酸激酶

7(protein-tyrosine kinase-7, PTK7)[39]. 
2.2 在肿瘤细胞表面分子研究中的应用 肿瘤细

胞的发生和演变过程中, 各种相关基因表达异

■研发前沿
新生血管形成在
实体瘤的生长过
程 中 极 为 重 要 , 
也是目前抗肿瘤
策略研究的热点
之一.
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常, 导致细胞各种表面分子尤其是表面蛋白分

子的改变, 成为肿瘤细胞区别于正常细胞的分

子基础[40-42]. Shangguan等[43]以小鼠MEAR肝癌

细胞系为靶标, 进行细胞SELEX筛选, 获得一组

适配子, 能特异性识别MEAR细胞, 解离常数达

到纳摩尔每升的水平, 在小鼠体内能与肝癌细

胞特异性结合, 为适配子用于肿瘤的体内诊断

提供了实验依据. Zhang等[44]将小鼠MEAR肝癌

细胞的特异性适配子TLS9a标记上量子点(quan-
tum dot, QD)构建的量子点适配子(QD-Apt)只
识别MEAR细胞, 不识别BNL细胞和Hela细胞, 
且与细胞结合后不影响细胞的生长和活性, 适
合于活细胞成像. 核仁素(nucleolin)在胃癌细胞

表面丰富表达, 与胃癌的发生发展关系密切[45], 
Watanabe等[46]发现核仁素的适配子AS1411与核

仁素结合后明显抑制细胞增殖, 使细胞周期阻

滞. 此外, 适配子AS1411在肾细胞癌和急性髓系

白血病的治疗已进入临床试验阶段[47]. 
以肿瘤细胞为靶标进行核酸适配子筛选[48], 

有可能获得1组针对细胞表面不同分子的适配

子, 通过这些适配子的联合检测, 可以了解细胞

间表面分子的表达差异, 达到肿瘤分子分型的

目的[49,50], 为肿瘤的个体化诊断与治疗奠定基础. 
2.3 在抗肿瘤研究中的应用 调控肿瘤生长相关

的功能蛋白表达, 可以抑制肿瘤细胞的生长, 达
到抗肿瘤的目的. 大肠癌的β-连环素(catenin)/T
淋巴细胞因子(T-cell factor, TCF)的活力上调, 其
原因可能为结肠腺瘤性息肉(adenomatous pol-
yposis coli, APC)基因突变失活, 或β-catenin发生

突变后表达上调, 从而激活其下游目的基因, 抑
制凋亡, 促进肿瘤细胞的生长[51]. Lee等[52]筛选

出针对β-catenin的高亲和力RNA适配子, 可抑

制结肠癌细胞内的β-catenin依赖细胞周期蛋白

D1(cyclin D1)和细胞癌基因(cellular oncogene)c-
Myc表达, 阻滞细胞周期的进程, 使肿瘤形成

能力下降, 有可能发展成为特异性肿瘤治疗药

物. 过氧化物酶增殖体激活受体δ(peroxisome 
proliferator-activated receptor delta, PPAR-δ)是
PPAR的3种亚型之一, 参与炎症和肿瘤的形成. 
Kwak等[53]为了了解PPAR-δ在结肠癌发生发展

中的作用, 筛选出其特异性适配子并使之表达

于数种结肠癌细胞系中, 发现能抑制VEGF-A和

环氧化酶2(cyclooxygenase-2, COX-2)的表达, 特
别是高水平表达PPAR-δ适配子的HCT116细胞

显示其致瘤性丧失, 提示基于适配子的特异性

抑制可能将成为肿瘤治疗的一种新途径. 约90%

的胰腺癌存在K-ras基因突变, 是胰腺癌发生的

重要分子事件. Cogoi等[54]将一段能特异性作用

于K-ras基因启动子的寡核苷酸序列T-22AG稳

定表达于胰腺癌细胞系Panc-1中, 可使细胞的

K-ras基因的mRNA及其蛋白表达产物p21 ras下
降为对照的52%和40%, 集落形成能力及增殖能

力下降分别为对照的42%和34%. 上述研究结果

不但表明适配子可用于肿瘤发病分子机制研究, 
还为肿瘤的治疗提供了新的策略. 
2.4 在抗肿瘤新生血管研究中的应用 新生血管

形成在实体瘤的生长过程中极为重要, 也是目

前抗肿瘤策略研究的热点之一[55,56]. 与新生血管

形成相关的因子可以作为SELEX的筛选靶标, 
筛选相应的适配子, 应用于抗肿瘤新生血管形

成的研究. VEGF在肿瘤的新生血管形成过程中

起重要作用. Jellinek等[57]筛选到1组能与VEGF
特异结合的RNA适配子, 可以抑制VEGF与细

胞表面受体结合, 阻断其功能. 酪氨酸激酶受体

T i e 2介导的细胞内事件在肿瘤新生血管形成

过程中也发挥重要作用, 其配体促血管生成素

2(angiopoietin 2, Ang 2)在VEGF存在时起促血管

生成作用. Sarraf-Yazdi等[58]将小鼠结肠癌细胞

CT26移植到小鼠的皮脊翼视窗(dorsal skinfold 
window chamber)内, 再腹腔内注射Ang 2的适

配子, 发现可抑制Tie 2受体磷酸化, 使移植瘤血

管密度较对照组明显减少, 肿瘤体积只有对照

的50%, 表明可抑制肿瘤新生血管形成和肿瘤

生长. 血小板衍生因子B(platelet-derived growth 
factor-B, PDGF-B)阻断剂可使肿瘤血管周细胞

(pericytes)减少, 抑制新生血管形成. Sennino等[59]

应用PDGF-B的适配子AX102可使转基因鼠的

胰岛肿瘤的血管周细胞衰退, 进而血管网变稀, 
这种现象在肺癌更为明显. 
2.5 在丙型肝炎研究中的应用 以病原微生物的

成分或完整的病原体颗粒为靶标筛取特异的

核酸适配子, 可用于微生物感染的诊断和治疗. 
HCV相关的适配子研究已有不少报道[60]. Chen
等[61]利用细胞表面SELEX技术筛选出HCV外壳

E2糖蛋白的适配子, 其中适配子ZE2能与E2阳
性细胞高特异性和亲和力结合, 可以特异性捕

获HCV颗粒, 使用ZE2检测丙型肝炎患者血清中

E2蛋白的结果与HCV RNA定量和抗-HCV抗体

检测具有良好的相关性, 因而认为ZE2有希望用

于丙型肝炎表面抗原的早期诊断试剂开发. 同
时, 适配子ZE2能竞争性抑制E2蛋白结合到HCV
受体CD81, 并且显著地阻断HCV体外感染肝细

■相关报道
Vo 等 筛 选 到 1 组
HCV的NS5B蛋白
的适配子, 可以特
异性结合HCV的
多聚酶, 抑制其活
性, 具有潜在的抗
HCV价值.
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胞Huh7.5.1, 因而有希望发展成为治疗丙型肝炎

的药物. Lee等[62]以HCV核心抗原为靶标进行筛

选, 得到的RNA适配子只特异性结合核心抗原, 
不与非结构蛋白5区(non-structure 5, NS5)结合, 
用于检测血清中的HCV核心抗原具有良好的特

异性, 可用于早期诊断HCV感染. Jones等[63]筛选

出3a亚型HCV多聚酶的适配子, 不与其他亚型

HCV结合, 对于HCV的分型诊断具有潜在应用

价值. Vo等[64]筛选到1组HCV的NS5B蛋白的适

配子, 可以特异性结合HCV的多聚酶, 抑制其活

性, 具有潜在的抗HCV价值. 詹林盛等[65]筛选出

HCV NS3螺旋酶(non-structure 3 helicase, NS3h)
的适配子, 其中适配子H2在体外对HCV NS3h的
活性具有一定的抑制作用, 抑制率达44%, 显示

出治疗的应用前景. 
核酸适配子应用于HCV感染的诊断具有高

度的敏感性. Cho等[66]建立的基于微球的适配子

亲和色谱芯片可从0.8 μL标本中检测出低达9.6 
fmol的HCV RNA聚合酶. Hwang等[67]建立的基

于HCV螺旋酶适配子的纳米化学检测技术能检

测出极微量(100 pg/mL)的HCV螺旋酶. 
2.6 在肝脏成像研究中的应用 肝脏去唾液酸糖

蛋白受体(asialoglycoprotein receptor, ASGPR)
是一种数量丰富的异源低聚物的内吞受体, 主
要存在于肝脏实质细胞朝向窦状隙一侧的细胞

膜表面, 又称为肝糖凝集蛋白或肝凝集素. 由于

ASGPR在正常肝细胞和病变肝细胞表面均大量

且特异性的表达, 多年来一直被用于肝脏成像

方面的研究. 刘嘉等[68]经过12轮筛选获得了具有

高亲和力的肝脏ASGPR特异性RNA适配子, 为
开发诊断肝脏疾病的靶向性试剂奠定基础.

3  结论

目前, 核酸适配子在消化系疾病研究中的应用

主要集中在消化系肿瘤和丙型肝炎两个方面, 
虽然相关报道不多, 真正意义上的临床应用也

还没有, 但现有的研究成果已经显示出良好的

应用前景. 随着核酸适配子在消化系疾病的不

断深入研究, 可以预见适配子将为消化系疾病

的诊断和治疗开辟全新的途径. 

4      参考文献
1	 Tuerk C, Gold L. Systematic evolution of ligands 

by exponential enrichment: RNA ligands to bacte-
riophage T4 DNA polymerase. Science 1990; 249: 
505-510

2	 Ellington AD, Szostak JW. In vitro selection of RNA 
molecules that bind specific ligands. Nature 1990; 

346: 818-822 
3	 张慧卿, 方念, 张焜和. 适配子筛选技术. 中国生物工

程杂志 2008; 28: 113-118
4	 谭新颖, 张焜和. 从靶标的多样性看核酸适配子在分

子识别中的优势与前景. 实验与检验医学 2010; 28: 
161-164  

5	 邬芳玉, 张贝, 张焜和. SELEX技术及核酸适配子在临
床诊断中的应用前景. 国外医学·内科学分册 2006; 
33: 489-492

6	 张贝, 邬芳玉, 张焜和. 核酸适配子及其在肿瘤诊断与
治疗中的应用. 国际肿瘤学杂志 2006; 33: 756-759

7	 Rosina C, Bottoni F, Staurenghi G. Clinical experi-
ence with pegaptanib sodium. Clin Ophthalmol 2008; 
2: 485-488

8	 Thiel KW, Giangrande PH. Therapeutic applica-
tions of DNA and RNA aptamers. Oligonucleotides 
2009; 19: 209-222

9	 Cerchia L, Giangrande PH, McNamara JO, de Fran-
ciscis V. Cell-specific aptamers for targeted thera-
pies. Methods Mol Biol 2009; 535: 59-78 

10	 Barbas AS, White RR. The development and testing 
of aptamers for cancer. Curr Opin Investig Drugs 
2009; 10: 572-578

11	 Perkins AC, Missailidis S. Radiolabelled aptamers 
for tumour imaging and therapy. Q J Nucl Med Mol 
Imaging 2007; 51: 292-296

12	 甘龙杰, 兰小鹏. SELEX技术在病毒感染诊断和治疗
中的应用. 生物技术通讯 2009; 20: 745-748

13	 Kissel JD, Held DM, Hardy RW, Burke DH. Active 
site binding and sequence requirements for inhibi-
tion of HIV-1 reverse transcriptase by the RT1 fam-
ily of single-stranded DNA aptamers. Nucleic Acids 
Res 2007; 35: 5039-5050

14	 Jang KJ, Lee NR, Yeo WS, Jeong YJ, Kim DE. Isola-
tion of inhibitory RNA aptamers against severe 
acute respiratory syndrome (SARS) coronavirus 
NTPase/Helicase. Biochem Biophys Res Commun 
2008; 366: 738-744

15	 许川山, Albert WING Nang Leung, 杨青, 曾霞波. 利
用SELEX技术构建靶向光敏药物. 中国激光医学杂志 
2006; 15: 386-388

16	 张飞, 牛瑞芳. 核酸适配子在肿瘤学研究中的进展. 中
华肿瘤防治杂志 2006; 13: 1911-1914

17	 Mann MJ, Whittemore AD, Donaldson MC, Bel-
kin M, Conte MS, Polak JF, Orav EJ, Ehsan A, 
Dell'Acqua G, Dzau VJ. Ex-vivo gene therapy of 
human vascular bypass grafts with E2F decoy: the 
PREVENT single-centre, randomised, controlled 
trial. Lancet 1999; 354: 1493-1498

18	 Kuliczkowski W, Floyd J, Malinin A, Serebruany V. 
Aptamers: the emerging class of future anticoagula-
tion for vascular disease. Expert Rev Cardiovasc Ther 
2010; 8: 503-507

19	 Farokhzad OC, Cheng J, Teply BA, Sherifi I, Jon 
S, Kantoff PW, Richie JP, Langer R. Targeted 
nanoparticle-aptamer bioconjugates for cancer che-
motherapy in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 
103: 6315-6320

20	 Shangguan D, Li Y, Tang Z, Cao ZC, Chen HW, 
Mallikaratchy P, Sefah K, Yang CJ, Tan W. Aptam-
ers evolved from live cells as effective molecular 
probes for cancer study. Proc Natl Acad Sci U S A 
2006; 103: 11838-11843

21	 Tang Z, Shangguan D, Wang K, Shi H, Sefah K, 
Mallikratchy P, Chen HW, Li Y, Tan W. Selection 
of aptamers for molecular recognition and char-
acterization of cancer cells. Anal Chem 2007; 79: 

■应用要点
核酸适配子与抗
体都是生物分子
的特异性配体, 但
适配子有许多抗
体不具备的特性, 
如毒性分子、无
免疫原性的小分
子均可用作制备
适配子的靶标. 因
此, 当抗体制备或
应用有困难时, 可
选择核酸适配子.



www.wjgnet.com

3224               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志  2010年10月28日  第18卷  第30期

4900-4907
22	 Herr JK, Smith JE, Medley CD, Shangguan D, Tan 

W. Aptamer-conjugated nanoparticles for selective 
collection and detection of cancer cells. Anal Chem 
2006; 78: 2918-2924

23	 袁超, 刘慧, 张天炜. SELEX技术在神经系统疾病研究
中的应用. 医学分子生物学杂志 2010; 7: 254-257

24	 Takahashi T, Tada K, Mihara H. RNA aptamers 
selected against amyloid beta-peptide (Abeta) in-
hibit the aggregation of Abeta. Mol Biosyst 2009; 5: 
986-991

25	 de Franciscis V, Esposito CL, Catuogno S, Cellai L, 
Cerchia L. Aptamers as innovative diagnostic and 
therapeutic agents in the central nervous system. 
CNS Neurol Disord Drug Targets 2009; 8: 393-401

26	 Inagaki Y, Xu H, Nakata M, Seyama Y, Hasegawa 
K, Sugawara Y, Tang W, Kokudo N. Clinicopathol-
ogy of sialomucin: MUC1, particularly KL-6 mucin, 
in gastrointestinal, hepatic and pancreatic cancers. 
Biosci Trends 2009; 3: 220-232

27	 Guo Q, Tang W, Inagaki Y, Midorikawa Y, Kokudo 
N, Sugawara Y, Nakata M, Konishi T, Nagawa H, 
Makuuchi M. Clinical significance of subcellular 
localization of KL-6 mucin in primary colorectal 
adenocarcinoma and metastatic tissues. World J Gas-
troenterol 2006; 12: 54-59

28	 Xu HL, Inagaki Y, Seyama Y, Sugawara Y, Kokudo 
N, Nakata M, Wang FS, Tang W. Expression of 
KL-6 mucin, a human MUC1 mucin, in intrahepatic 
cholangiocarcinoma and its potential involvement 
in tumor cell adhesion and invasion. Life Sci 2009; 
85: 395-400

29	 Zhang K, Tang W, Qu X, Guo Q, Inagaki Y, Seyama 
Y, Abe H, Gai R, Kokudo N, Sugawara Y, Nakata M, 
Makuuchi M. KL-6 mucin in metastatic liver cancer 
tissues from primary colorectal carcinoma. Hepato-
gastroenterology 2009; 56: 960-963

30	 Ferreira CS, Papamichael K, Guilbault G, Schwar-
zacher T, Gariepy J, Missailidis S. DNA aptamers 
against the MUC1 tumour marker: design of aptam-
er-antibody sandwich ELISA for the early diagnosis 
of epithelial tumours. Anal Bioanal Chem 2008; 390: 
1039-1050

31	 王立峰, 魏嘉, 殷海涛, 钱晓萍, 禹立霞, 刘宝瑞. 癌胚
抗原特异性寡核苷酸适配子的体外筛选及其意义. 医
学研究生学报 2007; 20: 903-907

32	 Zhang KH, Fang N, Zhang HQ, Chen WX, Zhu X, 
Lv NH. Selection and analysis of aptamers binding 
Lens culinaris agglutinin-reactive alpha-fetoprotein. 
Hepatol Int 2009; 3: 154

33	 Mi J, Liu Y, Rabbani ZN, Yang Z, Urban JH, Sul-
lenger BA, Clary BM. In vivo selection of tumor-
targeting RNA motifs. Nat Chem Biol 2010; 6: 22-24

34	 Sefah K, Shangguan D, Xiong X, O'Donoghue MB, 
Tan W. Development of DNA aptamers using Cell-
SELEX. Nat Protoc 2010; 5: 1169-1185

35	 Kim Y, Liu C, Tan W. Aptamers generated by Cell 
SELEX for biomarker discovery. Biomark Med 2009; 3: 
193-202

36	 Guo KT, Ziemer G, Paul A, Wendel HP. CELL-
SELEX: Novel perspectives of aptamer-based thera-
peutics. Int J Mol Sci 2008; 9: 668-678

37	 Ulrich H, Wrenger C. Disease-specific biomarker 
discovery by aptamers. Cytometry A 2009; 75: 
727-733

38	 Shangguan D, Cao ZC, Li Y, Tan W. Aptamers 
evolved from cultured cancer cells reveal molecular 
differences of cancer cells in patient samples. Clin 

Chem 2007; 53: 1153-1155
39	 Shangguan D, Cao Z, Meng L, Mallikaratchy P, Se-

fah K, Wang H, Li Y, Tan W. Cell-specific aptamer 
probes for membrane protein elucidation in cancer 
cells. J Proteome Res 2008; 7: 2133-2139

40	 罗飞兵, 张焜和. Glypican-3与原发性肝癌关系研究进
展. 世界华人消化杂志 2010; 18: 155-159

41	 常彬霞, 辛绍杰. 甲胎蛋白及其临床应用研究进展. 世
界华人消化杂志 2010; 18: 576-580

42	 唐光华, 倪润洲, 肖明兵, 江枫, 陈健华, 黄华. 血小板
衍化内皮细胞生长因子在胰腺癌组织中的表达及其
临床意义. 世界华人消化杂志 2010; 18: 143-148

43	 Shangguan D, Meng L, Cao ZC, Xiao Z, Fang X, Li Y, 
Cardona D, Witek RP, Liu C, Tan W. Identification 
of liver cancer-specific aptamers using whole live 
cells. Anal Chem 2008; 80: 721-728

44	 Zhang J, Jia X, Lv XJ, Deng YL, Xie HY. Fluorescent 
quantum dot-labeled aptamer bioprobes specifical-
ly targeting mouse liver cancer cells. Talanta 2010; 
81: 505-509

45	 Watanabe T, Tsuge H, Imagawa T, Kise D, Hirano 
K, Beppu M, Takahashi A, Yamaguchi K, Fujiki H, 
Suganuma M. Nucleolin as cell surface receptor for 
tumor necrosis factor-alpha inducing protein: a car-
cinogenic factor of Helicobacter pylori. J Cancer Res 
Clin Oncol 2010; 136: 911-921

46	 Watanabe T, Hirano K, Takahashi A, Yamaguchi 
K, Beppu M, Fujiki H, Suganuma M. Nucleolin on 
the cell surface as a new molecular target for gastric 
cancer treatment. Biol Pharm Bull 2010; 33: 796-803

47	 Mongelard F, Bouvet P. AS-1411, a guanosine-rich 
oligonucleotide aptamer targeting nucleolin for the 
potential treatment of cancer, including acute my-
eloid leukemia. Curr Opin Mol Ther 2010; 12: 107-114

48	 李真真, 韩跃武, 刘玲玲,韩亚萍, 路艳, 王春霞. SELEX
法体外筛选胃癌细胞适配子方法的建立. 生物技术 
2009; 19: 42-46

49	 Sefah K, Tang ZW, Shangguan DH, Chen H, Lopez-
Colon D, Li Y, Parekh P, Martin J, Meng L, Phillips 
JA, Kim YM, Tan WH. Molecular recognition of 
acute myeloid leukemia using aptamers. Leukemia 
2009; 23: 235-244

50	 Li N, Ebright JN, Stovall GM, Chen X, Nguyen HH, 
Singh A, Syrett A, Ellington AD. Technical and bio-
logical issues relevant to cell typing with aptamers. 
J Proteome Res 2009; 8: 2438-2448

51	 Morin PJ, Sparks AB, Korinek V, Barker N, Clevers 
H, Vogelstein B, Kinzler KW. Activation of beta-
catenin-Tcf signaling in colon cancer by mutations 
in beta-catenin or APC. Science 1997; 275: 1787-1790

52	 Lee HK, Choi YS, Park YA, Jeong S. Modulation of 
oncogenic transcription and alternative splicing by 
beta-catenin and an RNA aptamer in colon cancer 
cells. Cancer Res 2006; 66: 10560-10566

53	 Kwak H, Hwang I, Kim JH, Kim MY, Yang JS, Jeong 
S. Modulation of transcription by the peroxisome 
proliferator-activated receptor delta--binding RNA 
aptamer in colon cancer cells. Mol Cancer Ther 2009; 
8: 2664-2673

54	 Cogoi S, Quadrifoglio F, Xodo LE. G-rich oligo-
nucleotide inhibits the binding of a nuclear protein 
to the Ki-ras promoter and strongly reduces cell 
growth in human carcinoma pancreatic cells. Bio-
chemistry 2004; 43: 2512-2523

55	 Saijo N. [Treatment with antiangiogenic drugs] Nip-
pon Rinsho 2010; 68: 1007-1013

56	 Sato Y. [Anti-angiogenic drugs] Nippon Rinsho 2010; 

■同行评价
本文可读性好, 具
有较好的临床参
考价值.



www.wjgnet.com

徐国峰, 等. 核酸适配子在消化系疾病研究中的应用							                 3225

68: 1054-1058
57	 Jellinek D, Green LS, Bell C, Janjić N. Inhibition of 

receptor binding by high-affinity RNA ligands to 
vascular endothelial growth factor. Biochemistry 
1994; 33: 10450-10456

58	 Sarraf-Yazdi S, Mi J, Moeller BJ, Niu X, White RR, 
Kontos CD, Sullenger BA, Dewhirst MW, Clary 
BM. Inhibition of in vivo tumor angiogenesis and 
growth via systemic delivery of an angiopoietin 
2-specific RNA aptamer. J Surg Res 2008; 146: 16-23

59	 Sennino B, Falcón BL, McCauley D, Le T, McCau-
ley T, Kurz JC, Haskell A, Epstein DM, McDonald 
DM. Sequential loss of tumor vessel pericytes and 
endothelial cells after inhibition of platelet-derived 
growth factor B by selective aptamer AX102. Cancer 
Res 2007; 67: 7358-7367

60	 徐冬, 曹俊娜. 丙型肝炎病毒相关适配分子的研究进
展. 世界华人消化杂志 2008; 16: 1440-1445

61	 Chen F, Hu Y, Li D, Chen H, Zhang XL. CS-SELEX 
generates high-affinity ssDNA aptamers as molecu-
lar probes for hepatitis C virus envelope glycopro-
tein E2. PLoS One 2009; 4: e8142

62	 Lee S, Kim YS, Jo M, Jin M, Lee DK, Kim S. Chip-
based detection of hepatitis C virus using RNA ap-
tamers that specifically bind to HCV core antigen. 

Biochem Biophys Res Commun 2007; 358: 47-52
63	 Jones LA, Clancy LE, Rawlinson WD, White PA. 

High-affinity aptamers to subtype 3a hepatitis C 
virus polymerase display genotypic specificity. An-
timicrob Agents Chemother 2006; 50: 3019-3027

64	 Vo NV, Oh JW, Lai MM. Identification of RNA li-
gands that bind hepatitis C virus polymerase selec-
tively and inhibit its RNA synthesis from the natu-
ral viral RNA templates. Virology 2003; 307: 301-316

65	 詹林盛, 卓海龙, 王会中, 彭剑淳, 王全立. 丙型肝炎病
毒NS3螺旋酶寡核苷酸适配子的筛选与鉴定. 生物化
学与生物物理进展 2005; 32: 245-249

66	 Cho S, Lee SH, Chung WJ, Kim YK, Lee YS, Kim 
BG. Microbead-based affinity chromatography chip 
using RNA aptamer modified with photocleavable 
linker. Electrophoresis 2004; 25: 3730-3739

67	 Hwang KS, Lee SM, Eom K, Lee JH, Lee YS, Park JH, 
Yoon DS, Kim TS. Nanomechanical microcantilever 
operated in vibration modes with use of RNA ap-
tamer as receptor molecules for label-free detection 
of HCV helicase. Biosens Bioelectron 2007; 23: 459-465

68	 刘嘉, 杨燕, 胡斌, 马智勇, 余源, 黄红平, 陆蒙古, 冯新
华, 郭培宣, 杨东亮. 肝脏去唾液酸糖蛋白受体特异性
RNA适配子的SELEX筛选与鉴定. 医学分子生物学杂
志 2009; 6: 197-202

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2010年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志》[国际标准刊号ISSN 1009-3079 (print), ISSN 2219-2859 (online), 国内统一刊号

CN 14-1260/R, Shijie Huaren Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology ], 是一本由来自国内23个省、

市、自治区、特別行政区的496位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国

内各地的胃肠病学和肝病学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文

章, 使其成为一种公众资源, 同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的平台来免费获取全

文, 了解其领域的所有的关键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的

患者及基础研究提供进一步的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年10月28日; 18(30): 3226-3230
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

淤血预处理对大鼠小肠黏膜通透性的影响  

王仕忠, 朱春富, 李 飞, 翁立新

王仕忠, 李飞, 南京医科大学附属常州市第二人民医院中心
实验室 江苏省常州市 213003
朱春富, 翁立新, 南京医科大学附属常州市第二人民医院普
外科 江苏省常州市 213003
常州市科技局指导性基金资助项目, No. CS2008914
作者贡献分布: 王仕忠与朱春富对此文所作贡献两均等; 此课题
由翁立新与朱春富共同设计和申请; 研究过程由王仕忠、朱春
富及李飞完成; 模型建立由李飞完成; 数据分析和写作由翁立新
与朱春富共同完成.
通讯作者: 翁立新, 主任医师, 硕士生导师, 213003, 江苏省常州
市兴隆巷29号, 南京医科大学附属常州市第二人民医院普外科. 
zcfmlm@yahoo.com.cn
电话: 0519-88125373   传真: 0519-88125373
收稿日期: 2010-07-18   修回日期: 2010-08-09
接受日期: 2010-08-17   在线出版日期: 2010-10-28

Congestion preconditioning 
protects against intestinal 
mucosal hyperpermeability 
induced by congestion-
reperfusion injury in rats 

Shi-Zhong Wang, Chun-Fu Zhu, Fei Li, Li-Xin Weng

Shi-Zhong Wang, Fei Li, Department of Central Labora-
tory, Changzhou Second People’s Hospital Affiliated to 
Nanjing Medical University, Changhzou 213003, Jiangsu 
Province, China
Chun-Fu Zhu, Li-Xin Weng, Department of General Sur-
gery, Changzhou Second People’s Hospital Affiliated to 
Nanjing Medical University, Changhzou 213003, Jiangsu 
Province, China
Supported by: the Leading Fund of Changzhou Municipal 
Science and Technology Bureau, No. CS2008914
Correspondence to: Li-Xin Weng, Department of General 
Surgery, Changzhou Second People’s Hospital Affiliated to 
Nanjing Medical University, 29 Xinglong Lane, Changhzou 
213003, Jiangsu Province, China. zcfmlm@yahoo.com.cn
Received: 2010-07-18    Revised: 2010-08-09 
Accepted: 2010-08-17    Published online: 2010-10-28

Abstract
AIM: To investigate the effects of congestion pre-
conditioning on intestinal barrier dysfunction 
caused by portal occlusion in rats.

METHODS: Sprague-Dawley rats were divided 
into three groups: congestion-reperfusion group 
(CR group), congestion preconditioning group 
(CP group) and sham operation group (SO 
group). In the CR group, portal vein flow was 
occluded using a micro-clamp for 45 min and 
then unclamped by removing the micro-clamp. 

In the CP group, the portal vein was clamped 
for 5 min and then unclamped for 5 min, fol-
lowed by one repeat of this procedure before 
portal vein flow occlusion for 45 min. In the SO 
group, all the procedures were conducted except 
for the clamping of the portal vein. Portal blood 
samples were collected at baseline, 12 h and 24 
h after the portal procedure for measurement of 
plasma endotoxin and TNF-α concentrations. 
Meanwhile, the intestine was loaded with 5 mL 
FITC-dextran 4400 (FD4, 0.2%). One hour later. 
portal blood samples were taken for detection 
of intestinal mucosal permeability by measuring 
the appearance of fluorescent probe FD4 in por-
tal plasma.

RESULTS: The concentrations of FD4, endo-
toxin and TNF-α in portal plasma in the CR 
group were significantly higher than those in 
the SO group (24 h: 0.621 mg/L ± 0.074 mg/L 
vs 0.107 mg/L ± 0.015 mg/L, P < 0.01; 0.636 
EU/mL ± 0.064 EU/mL vs 0.056 EU/mL ± 0.019 
EU/mL, P < 0.01; 107.14 ng/L ± 15.71 ng/L vs 
11.98 ng/L ± 3.15 ng/L, P < 0.01). Plasma en-
dotoxin concentration was positively correlated 
with FD4 level in portal plasma (r = 0.9118, P < 
0.01). The levels of FD4, endotoxin and TNF-α 
in portal plasma in the CP group were remark-
ably attenuated compared with those in the CR 
group (24 h: 0.391 mg/L ± 0.070 mg/L vs 0.621 
mg/L ± 0.074 mg/L, P < 0.01; 0.452 EU/mL ± 
0.048 EU/mL vs 0.636 EU/mL ± 0.064 EU/mL, 
P < 0.01; 73.38 ng/L ± 5.37 ng/L vs 107.14 ng/L 
± 15.71 ng/L, P < 0.01).

CONCLUSION: Congestion preconditioning 
has a protective effect against intestinal mucosal 
hyperpermeability induced by congestion-reper-
fusion injury and could therefore alleviate endo-
toxemia and systemic inflammatory reaction.

Key Words: Congestion preconditioning; Intestinal 
mucosal barrier; Permeability; Congestion-reperfu-
sion injury
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■背景资料
长时间阻断肝门
(如肝移植、肝叶
切除)可导致肠道
的淤血再灌注损
伤、肠黏膜通透
性增高, 进而发生
肠道细菌移位、
肠源性内毒素血
症, 激发全身炎症
反应, 甚至诱发多
脏器功能衰竭. 淤
血预处理可以减
轻淤血再灌注导
致的肠黏膜损伤, 
但预处理对肠黏
膜通透性的影响
仍未见报道. 
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摘要
目的: 探讨淤血预处理对大鼠小肠黏膜通透
性的影响. 

方法: SD大鼠分为淤血组、预处理组和对照
组. 通过阻断门静脉、45 min后开放门静脉的
方法制作小肠淤血再灌注损伤模型; 预处理
组预先夹闭门静脉5 min, 开放5 min并重复1
次, 然后阻断门静脉45 min后开放; 对照组不
夹闭门静脉. 各组于门静脉处理前、处理后12
和24 h分别取门静脉血检测内毒素和TNF-α, 
同时测定肠黏膜通透性. 

结果: 大鼠小肠淤血再灌注损伤后肠黏膜通
透性较对照组显著增大(24 h FD4浓度: 0.621 
mg/L±0.074 mg/L vs  0.107 mg/L±0.015 
mg/L, P <0.01), 门静脉血内毒素(24 h: 0.636 
EU/mL±0.064 EU/mL vs  0.056 EU/mL±
0.019 EU/mL, P <0.01)和TNF-α浓度显著升高
(24 h: 107.14 ng/L±15.71 ng/L vs  11.98 ng/L
±3.15 ng/L, P <0.01); 相关性分析提示内毒素
浓度与肠黏膜通透性显著正相关(r  = 0.9118, 
P <0.01); 与淤血组比较, 淤血预处理则可显著
减轻肠黏膜通透性增大的程度(24 h FD4浓度: 
0.391 mg/L±0.070 mg/L vs  0.621 mg/L±0.074 
mg/L, P <0.01), 同时可显著降低门静脉血内毒
素(24 h: 0.452 EU/mL±0.048 EU/mL vs  0.636 
EU/mL±0.064 EU/mL, P <0.01)和TNF-α浓度
(24 h: 73.38 ng/L±5.37 ng/L vs  107.14 ng/L±
15.71 ng/L, P <0.01).

结论: 淤血预处理可对淤血再灌注损伤小肠
黏膜通透性产生显著的保护作用, 并因此而减
轻肠源性内毒素血症和全身炎症反应.

关键词: 淤血预处理; 肠黏膜屏障; 通透性; 淤血再

灌注损伤
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0  引言

肝门阻断不仅可导致肝脏的缺血再灌注损伤[1], 
同时由于门静脉的阻断而导致小肠的淤血再灌

注损伤[2,3]. 肠道损伤可导致肠黏膜屏障功能障

碍, 肠黏膜通透性增大, 肠道细菌或内毒素通过

受损的肠黏膜屏障进入血液循环, 引起细菌移

位或内毒素血症, 进而引发一系列全身性改变[4]. 
研究发现, 采用淤血预处理的方法可以显著改

善小肠的淤血性损伤[5], 但该种预处理方法对肠

黏膜通透性的影响尚未见报道. 在前期研究[3,5]

的基础上, 本文进一步探讨淤血预处理对大鼠

小肠黏膜通透性的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年Sprague-Dawley大鼠(购自中

科院上海实验动物研究所), 质量为200-250 g, 周
龄6 wk, 适应性喂养1 wk后进入实验. 异硫氰酸-
葡聚糖4400(FD4)购自Sigma公司, ELISA试剂盒

购自R＆D公司, 显色基质鲎试剂内毒素检测试

剂盒购自厦门市鲎试剂实验厂有限公司. F-4000
荧光分光光度计(日本Hitachi), Bio-Rad680型酶

标仪(美国伯乐).
1.2 方法 
1.2.1 小肠淤血再灌注损伤及预处理模型的建

立: 实验前大鼠禁食12 h, 自由饮水. 腹腔注射

40 mg/kg戊巴比妥麻醉后, 固定后颈、腹部剃

毛, 碘伏消毒, 铺无菌单. 颈部小切口切开, 找到

颈外静脉, 行颈外静脉插管, 作术中输液及静脉

压测定用. 腹部中线切开, 解剖出门静脉主干后, 
经颈外静脉输注0.3%肝素溶液(3 mL/kg). 淤血

再灌注损伤模型的建立: 显微血管夹夹闭门静

脉主干, 45 min后开放门静脉血流. 预处理模型

的建立: 先行夹闭门静脉主干5 min, 开放5 min, 
再次夹闭5 min, 开放5 min后, 阻断门静脉45 
min, 然后开放门静脉血流. 假手术模型: 仅仅作

门静脉简单分离而不作门静脉血流阻断, 其他

操作与前两组相同. 造模结束后关闭腹腔, 拔除

颈外静脉插管并缝合伤口.
1.2.2 大鼠分组及标本获取: 大鼠随机分为3组: 
淤血组(淤血再灌注损伤模型大鼠)、预处理组

(预处理模型大鼠)和对照组(假手术模型大鼠), 
每组大鼠雌雄各半. 各组获取标本分3个时间点: 
0、12和24 h, 其中各组0 h时间点为开腹后即

刻、处理门静脉前, 故3组标本合为一组(n  = 6), 
各组12和24 h时间点各取6只大鼠完成实验, 并
分别取标本.
1.2.3 门静脉血液标本的获取: 各组于大鼠开腹

后即刻、处理门静脉前抽取门静脉血1 mL(0 h
时间点), 同时经颈外静脉注入生理盐水1 mL; 造
模后12和24 h分别在戊巴比妥麻醉下无菌开腹, 
12和24 h抽取门静脉血1 mL, 同时注入生理盐水

1 mL. 抽取门静脉血肝素抗凝并立即1 000 r/min
离心10 min, 提取血浆后-20 ℃保持, 留待作内毒

素和细胞因子检测.
1.2.4 小肠黏膜通透性检测: 本模型采用肠道内

灌注荧光物质FD4、1 h后测定门静脉血液中

■相关报道
曹德权等报道了
全肝血流阻断20 
min, 血流再灌注
后 4  h 肠 黏 膜 屏
障 损 伤 明 显 ;  朱
春富报道了淤血
预处理可对淤血
再灌注损伤肠黏
膜产生显著的保
护 作 用 ,  其 机 制
可能与减轻肠黏
膜 的 氧 化 性 损
伤、降低组织中
I C A M - 1 的 表 达
和改善肠道微循
环等因素有关.
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FD4浓度的方法来定量检测肠黏膜的通透性[6]. 
各组大鼠分别于0 h、造模后12、24 h分别结扎

小肠远、近端和肾蒂血管, 从近端小肠向肠腔

内注入0.2% FD4溶液5 mL, 1 h后抽取门静脉血

1 mL, 肝素抗凝并立即1 000 r/min离心10 min, 取
血浆, 采用荧光光度计测定血浆中FD4浓度. FD4
检测激发波长为492 nm, 发射波长为515 nm.
1.2.5 内毒素测定: 采用鲎试剂偶氮基质显色法

定量检测门静脉血内毒素浓度. 实验中所用无菌

物品皆经过去热原处理, 实验严格按照试剂盒说

明书进行. 主要步骤: 取标本100 μL与鲎试剂50 
μL轻轻混匀, 置37 ℃水浴25 min, 加入鲎三肽50 
μL, 37 ℃水浴3 min, 取出后依次加入亚硝酸钠、

氨基磺酸钠、苯乙胺各500 μL, 混匀后于波长

545 nm处比色, 根据标准曲线换算内毒素量.
1.2.6 细胞因子TNF-α测定: 采用双抗体夹心法

测定门静脉血TNF-α浓度, 实验严格按照试剂

盒说明书进行. 主要步骤: 取标本50 μL加入反

应板, 充分混匀后37 ℃温育60 min, 弃反应液、

洗涤液冲洗干净, 分别加入显色液, 避光反应15 
min, 加入终止液50 μL, 充分混匀, 酶标仪450 nm
处测定A值, 根据标准曲线换算TNF-α量.

统计学处理 计量资料均采用mean±SD表

示, 各组均数之间的比较采用One-way ANOVA, 
相关性分析采用偏相关分析法(Partial Correla-
tions), SPSS16.0统计软件进行统计分析, P <0.05
认为有统计学意义.

2  结果

2.1 肠黏膜通透性 3组资料12 h和24 h时间点比

较, 淤血组和预处理组FD4值皆显著高于对照

组(均P <0.01), 而预处理组FD4值显著低于淤血

组(P <0.01); 各组内不同时间点比较, 对照组各

FD4值差异无统计学意义(P >0.05), 淤血组和预

处理组12、24 h时间点FD4值皆显著高于0 h(均
P <0.01), 而24 h时间点FD4值皆显著高于12 h(均
P <0.01). 结果表明, 小肠淤血性损伤后肠黏膜通

透性明显增大, 且随着时间的延长(24 h内)肠黏

膜通透性进一步增大; 预处理尽管不能防止肠

黏膜通透性的增大, 但可显著降低其增大的程

度(表1).  
2.2 门静脉血内毒素浓度 3组资料12和24 h时间

点比较, 淤血组和预处理组内毒素值皆显著高

于对照组(P <0.01), 而预处理组内毒素值显著低

于淤血组(P <0.01); 各组内不同时间点比较, 对
照组各内毒素值差异无统计学意义(P >0.05), 淤
血组和预处理组12、24 h时间点内毒素值皆显

著高于0 h(P <0.01), 而24 h时间点内毒素值皆显

著高于12 h(P <0.01). 结果表明, 小肠淤血性损伤

后门静脉内毒素浓度显著增大, 且随着时间的

延长(24 h内)内毒素浓度进一步增大; 预处理不

能防止内毒素浓度的增大, 但可以显著降低其

增大的程度(表2).
2.3 门静脉血TNF-α浓度 3组资料12 h和24 h时
间点比较, 淤血组和预处理组TNF-α值皆显著

高于对照组(P <0.01), 12 h时间点预处理组与淤

血组比较无统计学意义(P >0.05), 而24 h时间点

预处理组显著低于淤血组(P <0.01); 各组内比较, 
对照组在不同时间点内毒素浓度差异无统计学

意义(P >0.05), 淤血组随着时间的延长, TNF-α
值逐步增大(P <0.01), 预处理组12与24 h时间点

比较无统计学意义(P >0.05), 但皆显著高于0 h时
间点(P <0.01). 结果提示, 小肠淤血性损伤导致

血液中TNF-α浓度显著升高, 且随着时间的延长

(24 h内)TNF-α浓度进一步增大, 而预处理在一

表  1  3组大鼠不同时间点门静脉血FD4浓度 (mean±SD, 
n  = 6, mg/L)

     分组           0 h          12 h         24 h

对照组 0.095±0.016 0.098±0.013 0.107±0.015

淤血组 0.095±0.016 0.440±0.085bd 0.621±0.074bd

预处理组 0.095±0.016 0.270±0.040bdf 0.391±0.070bdf

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  同组0 h; fP<0.01 vs  淤血组.

表  2  3组大鼠不同时间点门静脉血内毒素浓度 (mean
±SD, n  = 6, EU/mL)

     分组           0 h          12 h         24 h

对照组 0.048±0.019 0.062±0.013 0.056±0.019

淤血组 0.048±0.019 0.438±0.075bd 0.636±0.064bd

预处理组 0.048±0.019 0.303±0.035bdf 0.452±0.048bdf

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  同组0 h; fP<0.01 vs  淤血组.

表  3  3组大鼠不同时间点门静脉血TNF-α浓度 (mean±
SD, n  = 6, ng/L)

     分组           0 h          12 h         24 h

对照组 5.61±0.44 11.30±2.67   11.98±3.15

淤血组 5.61±0.44 72.11±7.66bd 107.14±15.71bd

预处理组 5.61±0.44 68.18±4.05bd   73.38±5.37bdf

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  同组0 h; fP<0.01 vs  淤血组.

■创新盘点
本文研究了淤血
预处理对淤血再
灌注损伤肠黏膜
通 透 性 的 影 响 , 
结果表明淤血预
处理可对肠黏膜
通透性产生保护
作用.
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定程度上可以降低其升高的程度(表3).
2.4 相关性分析 将上述3个指标进行相关性分

析. 控制TNF-α变量情况下, 内毒素与FD4显著

正相关(r  = 0.9118, P <0.01); 控制内毒素变量情

况下, TNF-α与FD4无显著相关性(r  = -0.1632, P 
= 0.504); 控制FD4变量情况下, TNF-α与内毒素

无显著相关性(r  = 0.4434, P  = 0.057). 结果表明

门静脉血内毒素浓度随着肠黏膜通透性的增大

而增大, 而门静脉血TNF-α浓度与肠黏膜通透

性、内毒素浓度无显著相关性.

3  讨论

长时间阻断肝门会导致严重的肠道淤血, 产生

肠道缺血、缺氧性损伤; 血流恢复可进一步产

生肠道的再灌注损伤[2,3], 且这种淤血性损伤远

重于缺血性损伤[7]. 肠道损伤可导致肠黏膜屏障

功能障碍, 后者的重要表现之一即为肠黏膜通

透性增高. 研究表明, 早在肠黏膜形态学出现明

显损伤变化之前肠通透性增高已经发生, 肠黏

膜通透性增高可反映早期肠黏膜和肠屏障损伤

的程度[8,9]. 肠道是体内最大的细菌和内毒素库, 
肠黏膜通透性增高导致肠道细菌移位、肠源性

内毒素血症, 进而导致体内系列炎性介质和细

胞因子的产生, 激发全身炎症反应, 甚至诱发多

脏器功能衰竭. 因此, 肠道被认为是多器官功能

衰竭的起源、外科应急条件下的中心器官[10,11]. 
如何避免或减轻肠道的损伤、保持肠黏膜屏障

功能的完整性一直是医学研究的重要课题.
研究表明, 在组织或器官经历长时间缺血

前, 预先使其经历数次短时间的缺血(即预处理)
则可增强其对长时间缺血的耐受力, 从而对缺

血再灌注损伤的组织、器官产生一定的保护作

用[12]. 预处理已经被证明具有普遍性. 我们前期

研究表明, 采用淤血预处理的方法可以显著减

轻淤血再灌注损伤小肠黏膜损伤程度, 提示淤

血预处理对于小肠的淤血再灌注损伤有明显的

保护作用[5], 同时发现其机制与淤血预处理减轻

肠黏膜的氧化性损伤、降低组织中细胞间黏附

分子1(intercellular adhesion molecule, ICAM-1)
的表达和改善肠道微循环等因素有关[5].

在前期研究的基础上, 本文进一步研究淤

血预处理对小肠黏膜通透性的影响. 研究结果

表明预处理组小肠黏膜通透性显著低于淤血组, 
提示淤血预处理在减轻肠道淤血再灌注损伤的

同时, 亦对肠黏膜通透性产生了显著的保护作

用. 同时发现, 预处理组门静脉血液内毒素浓度

亦显著低于淤血组, 且门静脉血内毒素浓度与

肠黏膜通透性显著正相关. 该结果表明, 一方面

由于内毒素进入血液循环的量随着肠黏膜通透

性的增加而增加, 另一方面预处理对肠黏膜屏

障产生显著保护作用, 从而导致内毒素进入血

液循环的量明显减少. 进入血液循环的内毒素

可激活巨噬细胞、中性粒细胞、血管内皮细胞

和补体系统, 并进一步诱导炎性细胞因子的合成

与释放[13], 后者可引起肠黏膜的损伤和肠黏膜通

透性增大. 因此, 血液循环中内毒素浓度的降低

既是预处理对肠黏膜屏障产生保护作用的结果, 
又可能是其发挥肠黏膜保护作用的机制之一.

本研究发现, 预处理组血液循环中炎症介质

TNF-α浓度明显低于淤血组, 表明预处理可以减

少促炎细胞因子的释放, 从而减轻淤血再灌注损

伤大鼠的全身炎症反应. 由于肠道损伤和肠源性

内毒素血症可导致炎症介质的合成与释放[14,15], 
因此, 减轻肠道组织损伤程度[5]和减轻内毒素血

症可能是预处理降低淤血再灌注损伤大鼠炎症

介质释放的重要机制. 研究发现, 炎症介质亦是

引起肠黏膜损伤的重要因素, TNF-α则是参与

肠缺血再灌注损伤的关键介质之一. 研究表明, 
TNF-α可通过多种途径直接或间接引起肠黏膜

损伤[13,16,17], 且与黏膜损伤的程度直接相关[18]. 同
时, 降低TNF-α水平可减轻肠黏膜损伤并因此而

降低肠黏膜通透性[19]. 因此, 减少炎症介质的释

放亦可能是预处理对肠黏膜屏障产生保护作用

的重要机制. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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■同行评价
本文科学性较好, 
有一定的临床实
际意义, 可以为临
床工作提供试验
依据.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of Lac-
tobacilli acidophilus on metronidazole-resistant 
Helicobacter pylori (H.pylori).

METHODS: Four metronidazole-sensitive 
H.pylori strains (including two standard strains) 
were used to induce metronidazole-resistant 
strains in vitro. The culture supernatant of Lac-
tobacilli acidophilus was added to culture plates 
containing H.pylori strains. After micro-aerobic 
culture for 72 h at 37 ℃, the diameter of inhibi-
tion rings was measured. Lactobacilli acidophilus 
culture was then added into the liquid cultures 
of H.pylori strains. The culture medium was 
sampled at different time points to count colo-
nies and determine the activity of urease.

RESULTS: Metronidazole-resistant H.pylori 
strains were successfully induced. The inhibi-
tory effects of test Lactobacilli acidophilus strains 
(L4 and L6) on metronidazole-resistant H.pylori 

strains were more obvious than those of stan-
dard Lactobacilli acidophilus strain LA (904: 1.92 
± 0.32, 1.95 ± 0.25 vs 1.25 ± 0.33; 906: 1.98 ± 0.31, 
2.11 ± 0.23 vs 1.42 ± 0.29; all P < 0.05). L4 and L6 
strains in either solid or liquid culture condi-
tions had apparent inhibitory effects on both 
metronidazole-resistant and -sensitive H.pylori 
strains.

CONCLUSION: Lactobacilli acidophilus (L4 and 
L6 strains) has apparent inhibitory effects on 
metronidazole-resistant H.pylori strains.

Key Words: Helicobacter pylori ; Drug resistance; 
Lactobacilli acidophilus ; Metronidazole

Siqingtunala, Wang JB, Li Y, Zhang YG, Li HY. Inhibitory 
effect of Lactobacilli acidophilus on metronidazole-resistant 
Helicobacter pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(30): 3231-3235

摘要
目的: 探讨嗜酸乳杆菌对甲硝唑耐药H.pylori
菌株的抑制作用.

方法: 选用4株甲硝唑敏感H.pylori 菌株(其中
2株为标准菌株)通过E-tes t法测定最低抑菌
浓度(MIC)后进行体外诱导, 获得甲硝唑耐
药H.pylori 菌株. 将嗜酸乳杆菌上清液加入含
H.pylor i 菌株培养板的孔中, 37 ℃微需氧培
养72 h, 记录抑菌环. 嗜酸乳杆菌菌液加入含
H.pylori 菌株的培养液中, 于不同时间点分别
取培养液, 计算菌落数和测定尿素酶活性.

结果: 4株H.pylori 菌株均诱导出甲硝唑耐药
菌株. 本研究室分离培养的抗H.pylori 嗜酸乳
杆菌L4和L6诱导耐药后的抑制效应明显大
于标准菌株(LA), 差异有统计学意义(H.pylori
临床分离904: 1.92±0.32, 1.95±0.25 vs  1.25
±0.33; 906: 1.98±0.31, 2.11±0.23 vs  1.42±
0.29; 均P <0.05). 酸乳杆菌L4和L6在固体和液
体培养条件下对甲硝唑耐药和非耐药H.pylori
菌株均有明显的抑制作用, 与布氏肉汤组比差
异有统计学意义(P <0.05).

结论: 抗H.pylori嗜酸乳杆菌L4和L6对甲硝唑
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H.pylori )是慢性
胃炎、消化性溃
疡以及胃癌等多
种胃肠道疾病的
主 要 致 病 因 素 , 
近 年 随 着 根 除
H.pylori 治疗的普
及和抗生素不规
范的广泛应用, 细
菌对抗生素耐药
的现象日益严重, 
这成为根除治疗
失败的主要原因. 
因此寻找一种既
有治疗和预防作
用, 又不增加人群
耐药性的治疗方
法成为研究热点.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )感染

与慢性胃炎、消化性溃疡以及胃癌等多种胃肠

道疾病密切相关, 已是人们的共识[1,2]. 目前质

子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)联合两

种抗生素的三联疗法或在此基础上加用铋剂的

四联疗法是国内外推荐的一线治疗方案[3], 但
随着根除治疗的普及和抗生素不规范的广泛应

用, H.pylori对抗生素耐药的现象日益严重, 其
中H.pylori对甲硝唑的耐药最为常见. 根据我国

2005年进行的全国16个省市的大规模H.pylori耐
药菌株流行病学调查和治疗相关多中心临床研

究报道H.pylori在不同地区对甲硝唑耐药率为

50%-100%, 平均73.3%[4], 因此H.pylori对抗生素

的耐药已成为根除失败的主要原因[5-8]. 近年来

对H.pylori耐药流行病学和耐药机制方面的研

究较多, 但针对耐药H.pylori菌株的基础研究非

常少, 因此研究耐药H.pylori菌株的非抗生素治

疗具有重要意义. 近年来有研究者发现嗜酸乳杆

菌(lactobacilli acidophilus )对预防和治疗H.pylori
感染有较好的疗效[9-11]. 有研究发现嗜酸乳杆菌

虽然不能完全根除H.pylor i , 但可以抑制胃内

H.pylori的繁殖、减轻炎症反应并明显减少应用

抗生素所产生的不良反应, 从而提出嗜酸乳杆

菌是否可用于抗生素耐药H.pylori的根除以及根

除后再感染预防的新观点[12,13]. 本项工作是在课

题组预先已经筛选到抗H.pylori嗜酸乳杆菌, 并
已证实其的确可预防小鼠H.pylori感染以及根

除后再感染的基础上, 体外诱导出甲硝唑耐药

菌株, 观察抗H.pylori嗜酸乳杆菌对甲硝唑耐药

H.pylori菌株的拮抗作用, 为H.pylori相关疾病的

防治提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 H.pylori标准菌株SS1、NCTC11637由
中国疾病预防控制中心诊断室张建中、何利华

教授惠赠. 临床分离株904、906、812为吉林省

消化系病重点实验室分离培养的菌株. 具体分
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离培养方法: 取患者胃窦部和体部黏膜的活检

组织放在0.9%氯化钠溶液中, 采用直接划线法

接种于Skirrow's选择性培养基上, 37 ℃微需氧

(50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 850 mL/L N2)培养5 
d, 对可疑菌落进行鉴定. H.pylori的鉴定方法: 经
触酶试验、尿素酶试验、氧化酶试验均阳性. 每
次进行实验前, 复苏的H.pylori菌株都在布氏培

养基上至少培养3代, 以保证H.pylori纯度及活力.
抗H.pylori嗜酸乳杆菌(L4、L6)是本研究室

分离培养并筛选出来的保存菌株. 嗜酸乳杆菌

标准株(LA)购自广州市微生物研究所. 嗜酸乳

杆菌鉴定: 取乳白色, 表面光滑湿润菌落, 革兰

氏染色阳性, 形态为长杆状, 单个、成双或短链

状, 触酶实验、葡萄糖产气实验、硝酸盐还原试

验阴性. 糖发酵实验显示甘露糖、纤维二糖、

半乳糖、乳糖、麦芽糖、蔗糖、棉子糖、蜜

二糖、七叶苷阳性; 甘露醇、山梨醇、海藻糖

甙、木糖、鼠李糖、阿拉伯糖、松三糖阴性.
1.2 方法 
1.2.1 标准菌株及临床分离菌株甲硝唑耐药状

况: 收取培养72 h的新鲜H.pylori于布氏肉汤中,
用分光光度计调整细菌浓度为1×108 cfu/mL(1
麦氏浊度), 吸取100 μL菌液, 滴加至MH培养

皿上, 用L棒均匀涂开, 晾干后放置含甲硝唑的

E-test试纸条, 于37 ℃微需氧(50 mL/L O2, 100 
mL/L CO2, 850 mL/L N2)环境中培养72 h, 在椭

圆抑菌环与试纸条的交界处读取最小抑菌浓度

(minimum inhibitory concentration, MIC)值.
1.2.2 甲硝唑耐药H.pylori 菌株的制备: 选取对

甲硝唑敏感的临床分离株和标准菌株在无抗生

素的平板上培养3代后接种在1/2 MIC值的甲硝

唑平板上培养72 h, 观察H.pylori生长情况. 若
H.py lo r i生长良好则接种至浓度为前次2倍的

甲硝唑平板和无甲硝唑的平板上培养72 h, 继
续观察H.pylori生长情况. 重复上述步骤, 直至

H.pylori停止生长或H.pylori诱导成高度耐药菌

株. 为了保证H.pylori选择性耐药的稳定性, 再次

确定MIC值之前, 在无抗生素培养基中培养3代. 
H.pylori耐药的判定标准: 甲硝唑浓度>8 mg/L
为耐药; >16 mg/L为中度耐药; >64 mg/L为高度

耐药.
1.2.3 抗H.pylori 嗜酸乳杆菌在固体培养条件下

对甲硝唑耐药H.pylori的抑菌实验: (1)嗜酸乳杆

菌上清液的制备: 将复苏、鉴定的嗜酸乳杆菌

(L4、L6)置于MRS培养液中, 调整细菌浓度为1
×109 cfu/mL(2麦氏浊度), 取0.1 mL菌液分别接

www.wjgnet.com
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人类对胃肠道疾
病有了新的认识, 
H . p y l o r i 感染治
疗的研究也成为
H.pylori研究领域
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种于5 mL MRS液体培养液中, 37 ℃厌氧培养96 
h, 1 000 r/min 4 ℃离心后收集上清液, 0.22 µm
膜过滤, 分别测pH值, -80 ℃保存备用. (2)固体培

养打孔法观察嗜酸乳杆菌对甲硝唑耐药H.pylori
菌株抑制作用. 将不同H.pylori菌株分别接种于

布氏肉汤中, 37 ℃微需氧环境(50 mL/L O2、100 
mL/L CO2、850 mL/L N2)振荡培养48 h, 分离后

弃上清, 应用生理盐水将H.pylori重新悬浮, 调整

细菌浓度为2×109 cfu/mL. 取0.5 mL菌液分别置

于直径9 cm平板中央, 倾注冷却至40 ℃左右的

含小牛血清的布氏肉汤琼脂9.5 mL, 迅速混匀, 
待凝固后于平板上均匀打出直径约为0.5 cm的

4个孔, 并用琼脂封底. 将抗H.pylori嗜酸乳杆菌

(L4、L6)和LA上清液分别加入到上述制备好的

含H.pylori菌株培养板的孔中, 以含5%小牛血清

的布氏培养液为对照. 37 ℃微需氧培养3 d, 记录

抑菌环.
1.2.4 抗H.pylori 嗜酸乳杆菌在液体培养条件下

对甲硝唑耐药H.pylor i 的抑菌实验: 500 μL含
H.pylori菌株(浓度为105 cfu/mL)的培养液中分别

加入嗜酸乳杆菌菌液(L4、L6和LA, 浓度为2×
109 cfu/mL)1 500 μL同时以布氏肉汤作为对照, 
37 ℃微需氧振荡培养. 于培养72 h后取10 μL培
养液进行不同浓度倍比稀释后分别接种于含小

牛血清的布氏培养基上培养, 观察H.pylori生长

情况并计算菌落形成单位. 数菌落形成单位(cfu) 
= 3个平皿上的平均菌落数×稀释倍数.
1.2.5 抗H.pylori 嗜酸乳杆菌在液体培养条件下

对甲硝唑耐药H.pylori 尿素酶活性的抑制实验: 
在500 μL含H.pylori菌株(浓度为105 cfu/mL)的培

养液中分别加入嗜酸乳杆菌菌液(L4、L6和LA, 
浓度为2×109 cfu/mL)1 500 μL, 同时以布氏肉汤

作为对照, 37 ℃微需氧振荡培养. 于培养后不同

时间点(4、8、12、24 h)从各培养管中分别取出

10 μL培养液, 加入1 mL反应液中(含1 g/mL尿素

和850 mg/L酚红), 室温反应1 h, 应用分光光度计

550 nm下测A值.
统计学处理 实验数据mean±SD表示, 采用t

检验, 用SPSS13.0统计软件处理.

2  结果

2.1 甲硝唑对不同H.pylor i 菌株的最小抑菌浓

度 通过E-test法测定甲硝唑对H.pylori标准株

和临床分离株的M I C值显示 ,  标准株(S S1、
NCTC11637)和临床分离株(904、906)MIC值<8 
mg/L, 为甲硝唑敏感株. 临床分离株812 MIC值

为128 mg/L, 为原发耐药菌株. 诱导耐药之前临

床分离株的MIC值大于LA. 经甲硝唑诱导试验, 4
株甲硝唑敏感菌株均诱导出甲硝唑耐药菌株, 其
中标准株SS1和NCTC11637诱导出中等耐药菌

株, 而临床分离株则诱导出高度耐药菌株(表1).
2.2 不同嗜酸乳杆菌菌株培养上清液在固体培

养条件下对甲硝唑耐药H.pylori菌株的抑制效应 
在固体培养基上通过打孔法观察嗜酸乳杆菌上

清液对H.pylori菌株的抑制效应, 以含5%小牛血

清的布氏肉汤为对照组, 结果发现嗜酸乳杆菌

培养上清液无论对诱导耐药前H.pylori菌株还是

诱导耐药后H.pylori菌株均有抑制作用, 其中本

研究室分离培养的抗H.pylori嗜酸乳杆菌L4和
L6的抑制效应明显大于LA, 差异有统计学意义

(P <0.05). 对不同H.pylori菌株的抑制效应没有显

著性差异(表2).
2.3 不同嗜酸乳杆菌在液体培养条件下对甲硝

唑耐药H.py lo r i 菌株的抑制效应 采用倍比稀

释, 菌落计数法对混合培养液中H.pylor i菌株

的增殖状况进行检测, 结果表明, 混合培养24 h
后抗H.pylori嗜酸乳杆菌(L4和L6)能明显降低

H.pylor i菌株的平均菌落计数单位. 其中本研

究室分离出的嗜酸乳杆菌L4和L6对H.pylori增
殖的抑制作用明显强于LA, 差异有统计学意义

(P <0.05), 与固体培养条下抑菌环实验结果相一

致. 说明嗜酸乳杆菌对诱导耐药前和诱导耐药

后H.pylori菌株均有抑制作用, 对H.pylori标准菌

株和临床分离株的抑制作用之间差异无统计学

意义(图1). 
2.4 不同嗜酸乳杆菌在液体培养条件下对甲硝

唑耐药H.pylori 尿素酶活性的抑制效应 在不同

H.pylori菌株液体培养液中加入嗜酸乳杆菌L4和
L6菌株进行混合震荡培养, 于培养的不同时间

点(4、8、12、24 h)测定液体培养液中H.pylori
的尿素酶活性, 以布氏肉汤为对照组. 结果表

明, 嗜酸乳杆菌在混合培养4 h就能抑制耐药

H.pylori菌株尿素酶活性, 随着培养时间的延长

H.pylori尿素酶活性逐渐降低. 布氏肉汤对照组

H.pylori尿素酶活性则随着培养时间的延长明显

■相关报道
王锦鸿等筛选出
2株抗H.pylori 活
性强的嗜酸乳杆
菌 菌 株 ,  并 通 过
体内动物实验证
明抗H . p y l o r i 嗜
酸乳杆菌菌株不
仅可以预防小鼠
感染H.pylori , 而
且对于已经感染
了H . p y l o r i 的小
鼠也有一定的治
疗作用.

表  1  甲硝唑对不同H.pylori 菌株的MIC值 (mg/L)

     
分组

      H.pylori 标准株  H.pylori临床分离株

SS1 NCTC11637 904 906 812

诱导耐药前   0.064   0.094   0.75   1.5 128

诱导耐药后 16 32 64 64 128
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增高, 差异有统计学意义(P <0.05, 图2).

3  讨论

H.pylori的发现使人类对胃肠道疾病有了新的认

识, H.pylori感染治疗的研究也成为H.pylori研究

领域中的热点. 但随着抗生素根除H.pylori治疗

的广泛应用, 耐药H.pylori菌株的发生率不断上

升, H.pylori根除率逐年下降. 反复根除治疗还可

能会破坏肠道正常菌群, 发生抗生素相关性腹

泻, 甚至出现伪膜性肠炎等不良反应. 另一方面

表  2  嗜酸乳杆菌上清液对不同H.pylori 菌株的抑制效应 (mean±SD)

     
菌株

抑菌环直径(cm) 

        LA        L4         L6  

H.pyloriSS1

    诱导耐药前 1.41±0.32 2.26±0.17 2.30±0.24

    诱导耐药后 1.45±0.42 2.11±0.32 2.07±0.43

H.pylori11637

    诱导耐药前 1.47±0.31 2.15±0.21 2.06±0.26

    诱导耐药后 1.35±0.41 2.09±0.39 2.25±0.20

H.pylori临床分离904

    诱导耐药前 1.48±0.27 2.03±0.19 2.01±0.19

    诱导耐药后 1.25±0.33 1.92±0.32 1.95±0.25

H.pylori临床分离906

    诱导耐药前 1.60±0.19 2.06±0.19 2.02±0.18

    诱导耐药后 1.42±0.29 1.98±0.31 2.11±0.23

H.pylori临床分离812

    原发耐药菌株 1.06±0.24 1.89±0.14 1.86±0.21
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图  2  嗜酸乳杆菌对不同H.pylori 尿素酶活性的抑制效应. A: 诱导耐药前H.pylori11637菌株; B: 诱导耐药后H.pylori11637菌

株; C: 诱导耐药前H.pylori904菌株; D: 诱导耐药后H.pylori904菌株.
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图  1  嗜酸乳杆菌在液体培养条件下对不同H.pylori 菌株的抑制效应. A: 非甲硝唑耐药菌株; B: 甲硝唑耐药菌株.
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■应用要点
通 过 观 察 抗
H.pylori 嗜酸乳杆
菌对甲硝唑耐药
H.pylori 的抑制作
用, 说明嗜酸乳杆
菌除了调节肠道
菌群、增强机体
免疫力、降低血
胆固醇等作用外, 
还有抗H.pylori 作
用, 对耐药H.pylori
菌株也有明显的
抑制作用, 可用于
难以根除的耐药
菌株的治疗.
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耐药H.pylori菌株仍有一定的致病性, 患者临床

症状不缓解或加重, 成为H.pylori感染治疗的难

点, 因此耐药H.pylori菌株的研究也引起人们的

普遍关注. 近年有研究报道嗜酸乳杆菌有提高

“三联”或“四联”药物H.pylori根除率及减少

药物不良反应等作用.
嗜酸乳杆菌是人体正常菌群的重要成员之

一, 定植于胃肠道, 具有耐胃酸胆汁的特性. 田
村明•他等[14]报道, 胃内已定植乳酸菌的小鼠难

以经口感染H.pylori ; 已感染H.pylori的小鼠灌胃

乳酸杆菌能使胃内H.pylori定植减少. 龙敏等[15]

分离并筛选出的具有明显拮抗H.pylori作用的

嗜酸乳杆菌菌株, 本研究室从62株人源嗜酸乳

杆菌中筛选出16株对H.pylori具有抑制效应的

菌株, 其中2株(暂命名为L4和L6)抑制作用强并

可以在模拟胃、十二指肠环境中存活, 而且毒

性很小. 进一步研究还发现这2株抗H.pylori嗜
酸乳杆菌与人SGC-7901胃癌细胞具有较强的黏

附能力, 明显抑制H.pylori诱导SGC-7901细胞分

泌的IL-1β、IL-6和IL-8; 通过动物实验证明抗

H.pylori嗜酸乳杆菌可以预防H.pylori在小鼠胃

黏膜上的定植并减轻H.pylori感染诱发的胃黏膜

病理损伤[16,17].
本研究在课题组前期工作的基础上, 选4株

甲硝唑敏感H.pylori菌株在体外诱导出耐药菌

株, 另选一株原发耐药H.pylori菌株, 通过体外

实验观察嗜酸乳杆菌对甲硝唑耐药菌株是否也

有拮抗作用. 结果发现无论在固体培养条件下

还是液体培养条件下嗜酸乳杆菌对甲硝唑耐药

H.pylori菌株具有明显的抑制作用. 3组实验均

证明抗H.pylori嗜酸乳杆菌菌株(L4和L6)拮抗

H.pylori作用明显强于LA). 从而为耐药H.pylori
的治疗提供了新途径.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of com-
bined administration of low-dose propofol and 
sufentanil for sedation in cirrhotic patients un-
dergoing endoscopic variceal ligation.

METHODS: Forty-six patients with cirrhosis 
scheduled for endoscopic variceal ligation were 
randomly allocated into general anesthesia 
group and conscious sedation group. The gen-
eral anesthesia group was injected intravenously 
with fentanyl 1.5 μg/kg as well as propofol 1 
mg/kg, and the endoscope was inserted after 
the eyelash reflex was lost and the patient was 

unresponsive. The conscious sedation was given 
sufentanil 0.12 μg/kg as well as propofol 0.25-0.5 
mg/kg, and the endoscope was inserted when 
an OAA/S score of 3 was achieved. Mean arte-
rial pressure, pulse oxygen, and heart rate were 
recorded. The duration of endoscopy procedure 
and recovery time were also recorded.

RESULTS: In the conscious sedation group, no 
significant changes in mean arterial pressure, 
pulse oxygen and heart rate were noted after in-
duction, whereas patients in the general anesthe-
sia group suffered hypotension and hypoxemia 
that need intervention after induction (45.8% vs 
4.5%, and 33.3% vs 9.1%, both P < 0.05). The re-
covery time in the conscious sedation group was 
shorter than that in the general anesthesia group 
(9.6 min ± 1.4 min vs 16.5 min ± 1.9 min, P < 0.05). 
There were no significant differences in the dura-
tion of endoscopy procedure and patient/doctor 
satisfaction between the two groups (all P > 0.05).

CONCLUSION: Low-dose propofol combined 
with sufentanil can provide better hemodynamic 
stability, less respiratory depression and shorter 
recovery time compared with general anesthesia 
in cirrhotic patients undergoing endoscopic vari-
ceal ligation.

Key Words: Propofol; Sufentanil; Esophageal vari-
ces; Ligation

Zhang HW, Li JX, Wu JC, Chen L, Wang X. Low-dose 
propofol combined with sufentanil for sedation/anal-
gesia during endoscopic variceal ligation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(30): 3236-3240

摘要
目的: 探讨小剂量异丙酚联合舒芬太尼用于
肝硬化患者内镜下食管静脉曲张套扎术中镇
静的安全性和有效性.

方法: 择期行胃镜下食管静脉曲张套扎术的
患者46例, 随机分成全身麻醉组(G组)和清醒
镇静组(S组). G组给予芬太尼1.5 µg/kg, 异丙

®

■背景资料
食管静脉曲张破
裂出血是肝硬化
患者最严重的并
发症之一. 自从内
镜下食管静脉曲
张套扎术 ( E V L )
在临床上应用以
来, 已经发展成为
治疗肝硬化食管
静脉曲张的一种
安全有效的方法. 
但是, 内镜下进行
套扎, 患者常常存
在剧烈的呕吐和
呛咳反应, 同时伴
随有紧张, 焦虑和
恐惧感, 这些因素
可能会影响套扎
的顺利进行和患
者继续治疗的积
极性. 

■同行评议者
何松, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科
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酚1 mg/kg, 待患者睫毛反射消失, 呼之不应
时进行操作; S组给予舒芬太尼0.12 µg/kg, 异
丙酚0.25-0.5 mg/kg, 待患者OAA/S评分达3分
时即进行操作. 记录患者的心率、血压、脉
搏血氧饱和度, 同时记录胃镜操作时间、恢
复时间、患者和内镜医师满意度评分以及术
中、术后不良反应.

结果: S组患者血压、脉搏氧饱和度、心率在
诱导后无明显变化, 而G组的低血压、低氧
血症的发生率明显高于S组(45.8% vs  4.5%, 
33.3% vs  9.1%, 均P <0.05); S组的恢复时间明
显短于G组(9.6 min±1.4 min vs  16.5 min±1.9 
min, P <0.05), 两组的操作时间, 患者和内镜医
师满意度评分无明显差异(P >0.05).

结论: 小剂量异丙酚联合舒芬太尼能安全有
效地用于肝硬化患者内镜下食管静脉曲张套
扎术, 患者具有较好的血流动力学稳定性和较
少的呼吸抑制.

关键词: 异丙酚; 舒芬太尼; 食管静脉曲张; 套扎
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0  引言

食管静脉曲张是肝硬化门脉高压最常见的并

发症之一 ,  曲张静脉破裂出血的病死率高达

30%-50%, 再出血的发生率为30%[1,2]. 内镜下食

管静脉曲张套扎术(endoscopic variceal ligation, 
EVL)自1986年问世以来, 已经成为一种安全有

效的一线治疗方法[3,4]. 但胃镜下治疗通常比普通

的胃镜检查刺激更大, 如果仅在咽喉部表面麻醉

下操作, 患者反应剧烈, 加之患者极度紧张和恐

惧导致机体强烈的应激反应, 使患者体内儿茶酚

胺类激素水平显著升高, 诱发曲张静脉破裂岀血

和严重的心脑血管并发症[5]. 无痛胃镜下EVL, 患
者舒适, 为内镜医师提供了良好的操作条件, 患
者和内镜医师满意度较高[6,7]. 但是, 由于全身麻

醉下患者的意识和气道保护性反射消失, 一旦术

中出现治疗失败, 曲张静脉破裂出血, 极易导致

反流误吸危及生命. 清醒镇静是介于浅镇静(抗
焦虑)和深镇静之间的一种镇静状态, 在这种镇

静水平, 患者的意识得到一定程度的抑制, 同时

能够对于言语指令做出反应, 而且患者的气道保

护性反射存在, 循环功能基本正常, 因此在临床

中应用十分广泛[8]. 本研究通过与传统的全身麻

醉比较, 探讨舒芬太尼联合小剂量异丙酚清醒镇

静用于EVL的安全性及有效性.

1  材料和方法

1.1 材料 美国麻醉医师协会(american society of 
anesthesiologists, ASA)分级Ⅱ-Ⅲ级, Child-Pugh
分级B-C级, 年龄18-75岁, 择期行EVL的肝硬化

患者46例. 排除标准: 有严重的心肺疾病及肾功

能不全; 有精神心理疾病; 有阿片类药物和镇静

药依赖; 有相关药物过敏. 采用Excel随机数字表

随机分成全身麻醉组(G组)和清醒镇静组(S组), 
G组24例, 男18例, 女6例, 年龄50.9岁±12.3岁, 
体质量56.8 kg±8.5 kg, ASA分级Ⅱ级19例, Ⅲ级

5例, Child-Pugh分级B级16例, C级8例; S组22例, 
男14例, 女8例, 年龄51.8岁±13.1岁, 体质量58.2 
kg±8.6 kg, ASA分级Ⅱ级18例, Ⅲ级4例, Child-
Pugh分级B级15例, C级7例. 两组的年龄、体质

量、性别、ASA分级和Child-Pugh分级无统计

学差异.
1.2 方法 
1.2.1 麻醉: 每例患者在麻醉准备间开放右上肢

静脉通路, 在检查前5 min含服利多卡因凝胶. 
患者入胃镜室后左侧卧位于检查车上, 常规以

8 L/min流量面罩吸氧, 同时连接各项监测. S组: 
患者首先静脉给予舒芬太尼0.12 μg/kg, 2 min
后给予异丙酚0.25-0.5 mg/kg, 待患者意识状态

达到Observer's Assessment of Alertness/Sedation 
(OAA/S, 表1)评分3分时, 即可进行胃镜检查, 术
中根据患者情况追加异丙酚. G组: 静脉给予芬

太尼1.5 μg/kg, 2 min后缓慢静注异丙酚0.8-1.0 
㎎/kg(时间>60 s), 待患者睫毛反射消失, 呼之

不应时, 我们则认为患者达到全身麻醉状态, 此
时即可进行检查, 术中根据情况每次给予异丙

酚10 mg, 以保证患者不动. 术中患者心率(heart 
rate, HR)<每分钟50次给予阿托品0.2-0.5 mg, 血
压(blood pressure, BP)<80/50 mmHg时给予麻黄碱

6-12 mg, 脉搏血氧饱和度(pulse oxygen saturation, 
SpO2)<90%时, 则托下颌, 必要时行辅助通气.
1.2.2 内镜操作: 所有患者的EVL术均由一名有

丰富套扎操作经验的内镜医师在Olympus电子

胃镜下完成, 采用天津天医公司生产的6环连发

套扎器. 首先, 按常规方法插入胃镜, 以确定有

无静脉曲张以及观察曲张静脉的部位, 数目和

曲张程度, 然后退出胃镜, 安装套扎器后再次插

入胃镜, 对准曲张静脉进行套扎, 根据曲张程度

可以套扎4-12点.
1.2.3 监测指标: 术中连续监测无创血压(nonin-

■研发前沿
探求新的镇静方
法, 使肝硬化患者
既能够舒适的完
成EVL, 同时又不
至于导致明显的
呼吸抑制和剧烈
的血流动力学变
化是麻醉医生的
目标. 清醒镇静是
目前门诊内镜麻
醉与镇静研究中
的热点和重点.

■相关报道
睫毛反射消失长
期以来被作为全
身麻醉诱导的终
点, Mourisse等使
用异丙酚麻醉/镇
静 时 并 通 过 B I S
监测患者的麻醉
/镇静深度 ,  他们
发现随着异丙酚
的效应室浓度的
增加, 患者的电诱
发的瞬目反射和
OAA/S镇静深度
评分之间存在很
强的相关性.
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vasive blood pressure, MAP), SpO2, HR, 并每隔

1 min通过OAA/S评分系统评估患者的意识状

态. 观察并记录麻醉前, 诱导后即刻, 套扎时, 退
镜时4个时点的生命体征(MAP, SpO2, HR)和操

作时间(从第1次进镜开始到套扎结束退镜), 术
毕所有患者送麻醉恢复室进行监护. 记录恢复

时间(从操作结束到患者Aldrete评分达9分, 表2), 
以及苏醒期不良反应. 在术毕对内镜医师满意

度进行视觉模拟评分法(visual analogue scales, 
VAS)(0-10, 0为最不满意, 10为非常满意), 术毕

24 h内随访患者是否发生麻醉相关的不良反应

并对患者满意度进行VAS评分.
统计学处理 所有数据采用SPSS13.0统计软

件进行处理. 计量资料采用mean±SD表示, 组内

比较采用重复测量的方差分析, 组间比较采用

两独立样本的t检验; 计数资料采用非参数秩和

检验. 以P <0.05表示有统计学意义.

2  结果

2.1 术中呼吸循环参数  G组患者在麻醉诱导

后MAP, SpO2都降低, 与术前比较, 下降明显

(P <0.05), 随后逐渐恢复至术前水平, 而HR无明

显改变; S组患者诱导后的MAP, SpO2, HR与术

前比较均无统计学意义(表3).
2.2 患者的恢复时间和操作时间 两组的操作时

间几乎相同(9.0 min±1.2 min vs  8.9 min±1.7 
min), 但S组的恢复时间明显短于G组(9.6 min±
1.4 min vs  16.5 min±1.9 min, P <0.05).
2.3 麻醉期间的不良反应 G组的低血压和低氧血

症的发生率明显高于S组, 而S组呕吐反射和进

境时呛咳的发生率高于G组(表4).
2.4 患者满意度和内镜医师满意度评分 G组的患

者和内镜医师满意度VAS评分为(9.0±0.3)分和

(9.2±0.5)分, 而S组分别为(8.9±0.4)分和(9.0±
0.4)分, 两组比较无统计学差异.

3  讨论

EVL是预防和治疗肝硬化食管静脉曲张破裂出

血的一种有效方法[3]. 无痛胃镜下行EVL, 不但

可以缓解患者的焦虑和恐惧感, 使患者有更好

的依从性, 而且有利于内镜医师进行检查和治

疗, 增加成功率, 在我国应用十分广泛[6,7]. 但是, 
深镇静或者全身麻醉下, 患者的呼吸道保护性

反射消失, 有高度反流误吸的风险, 而且容易导

致心肺方面的并发症[9]. 因此, 清醒镇静可能更

适合这类患者.
异丙酚起效快, 苏醒迅速而完全, 但是异丙

酚对呼吸和循环有一定的抑制作用, 且与剂量

相关, 异丙酚与阿片类药物具有协同作用, 可以

减少其用量, 从而减少药物的不良反应[10-12]. 舒
芬太尼镇痛效果强, 起效快, 治疗指数大, 是阿

片类中最安全的一种镇痛药. 在本研究中, 我们

使用了小剂量的异丙酚(<0.5 mg/kg)用于镇静, 
同时复合0.12 μg/kg的舒芬太尼实施清醒镇静, 
患者比使用异丙酚全身麻醉具有更好的血流动

力学稳定性和更少的呼吸抑制. 因此, 我们认为, 
对于一般情况较差的患者, 小剂量的异丙酚足

以达到缓解焦虑和镇静的目的, 而且避免了全

表  1  OAA/S评分

     
评分            语音 面部表情                 眼睛                    反应性

5(警觉) 正常 正常 清澈, 无眼睑下垂 对正常语调呼名反应快

4 稍减慢或含糊 稍微放松 凝视或眼睑轻度下垂 对正常语调呼名反应冷漠

3 不清或明显变慢 明显放松 凝视或眼睑明显下垂 仅对大声或反复呼名有反应

2 吐词不清 仅对挤压三角肌有反应

1(深睡眠) 对挤压三角肌无反应

表  2  Aldrete评分系统

     
分类                           描述 评分

意识 完全清醒, 定位准确   2

能够唤醒   1

无反应   0

活动度 能够按要求移动四肢   2

能够移动两个肢体   1

肢体不能移动   0

呼吸 能够进行深呼吸和咳嗽   2

呼吸受限和呼吸浅快   1

呼吸暂停   0

循环 血压变化为麻醉前的±20%   2

血压变化为麻醉前的±20%-49%   1

血压变化为麻醉前的±50%   0

脉搏氧饱和度 吸空气SpO2>92%   2

需要给氧才能维持SpO2>92%   1

给氧后SpO2仍然<92%   0

满分 10

■创新盘点
有关肝硬化患者
在EVL术中镇静
问题, 国内以芬太
尼联合异丙酚全
身麻醉为主, 欧美
国家则由内镜医
师给予咪达唑仑
联合哌替啶行清
醒镇静为主, 二者
均不能很好的同
时解决舒适与安
全 问 题 .  本 研 究
联合使用短效的
异丙酚和强效的
镇痛药舒芬太尼
对肝硬化患者在
EVL时实施清醒
镇静, 不但效果确
切, 而且安全性也
较高.
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身麻醉引起的剧烈血流动力学波动以及严重的

低血氧症. 而且, 小剂量的异丙酚具有良好的遗

忘和镇静作用, 在此剂量下的异丙酚对呼吸循

环干扰小, 患者恢复迅速, 这可能是S组患者离

院时间明显短于G组的主要原因, 从患者安全角

度来看, 比全身麻醉更具有优势.
术中患者出现呕吐反射和剧烈呛咳是麻醉

医师和内镜医师共同关注的焦点, 术中呕吐反

射和剧烈呛咳不仅会影响内镜医师的操作, 而
且有可能导致套扎失败, 甚至曲张静脉破裂岀

血. 舒芬太尼通过影响下丘脑血管运动中枢和

交感神经的兴奋性, 降低血浆儿茶酚胺、β-内啡

肽和抗利尿激素水平, 从而抑制应激反应, 同时

舒芬太尼还可以抑制咽部传入神经冲动[13]. 因
此, 在进镜时患者不会有明显的咽部不适, 同时

吞咽和咳嗽等气道保护性反射存在, 有效地避

免了反流误吸的发生. 但是在S组分别有2例患

者在进境时出现呕吐反射和轻微呛咳反应, 而
且在术后随访发现患者对整个操作过程有记忆, 
对于这些患者来说, 镇静/镇痛可能不足.

尽管如此, 肝硬化患者由于一般情况较差, 
同时并存有低蛋白血症和慢性贫血等并发症, 
使得其对麻醉药物的耐受力减弱. 在本研究中, 
即使采用了小剂量的异丙酚和舒芬太尼, 仍然

有2例患者出现了低氧血症和1例低血压, 因此, 

在临床中, 我们仍然需要密切监测患者的呼吸

循环变化, 尤其是ASA分级≥Ⅲ级的患者.
虽然以往的研究表明, 异丙酚联合阿片类

药物深度镇静或者全身麻醉用于EVL取得了良

好的效果, 患者和内镜医师满意度均比较高[7,14]. 
但是, 本研究提示小剂量异丙酚联合舒芬太尼

清醒镇静能安全有效地用于EVL, 患者和内镜医

师满意度与全身麻醉组相比无明显统计学意义. 
因此, 对于这些体质较差, 有反流误吸高度危险

的患者, 清醒镇静无疑是一种更好的选择.
脑双频指数(bispectral index, BIS)作为一种

镇静深度的监测手段, 近年来在全身麻醉和镇

静中应用日益广泛[8], 但是由于其高昂的价格, 
BIS监测在门诊麻醉的应用受到了一定的限制. 
因此, 在本研究中我们并没有使用BIS来监测患

者的麻醉或镇静深度, 而是每隔1 min通过OAA/
S评分来评估患者的意识状态. 以往的研究证明, 
OAA/S评分在评价患者的意识状态中的作用是

值得肯定的, 而且, 他和BIS之间具有较高的相

关性[15,16]. 
总之, 本研究联合使用短效的异丙酚和强

效的镇痛药舒芬太尼对肝硬化患者在EVL时实

施清醒镇静, 不但效果确切, 安全性高, 而且简

单方便, 在内镜镇静中值得推广.
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Abstract
AIM: To compare the clinical features of gastro-
esophageal reflux disease (GERD) between pa-
tients with and without cough.

METHODS: The clinical data for 42 GERD pa-
tients with cough and 30 GERD patients without 
cough, who were positive for 24-h esophageal 
pH and bile monitoring, were analyzed in this 
study.

RESULTS: The majority of GERD patients with 
cough had irritating cough. Of all the GERD 
patients with cough, 76.2% (32/42) had throat 
discomfort, such as foreign body sensation, pha-
ryngeal itching, and sound dumb, and 69.0% 
(29/42) had substernal discomfort, such as feel-
ing of chest tightness, chest congestion and chest 
pain. Typical reflux symptoms such as acid re-
flux, heartburn and upper abdominal pain were 
seen only in 11.9% (5/42), 19.0% (8/42) and 9.5% 
(4/42) of the patients, respectively. There was 
a significant difference in symptoms between 
GERD patients with and without cough (P < 

0.05). No significant differences were noted in 
the reflux time and reflux contents between the 
two groups of patients (P > 0.05). After acid sup-
pression therapy, the symptoms were relieved 
or disappeared in 14 d in 73.8% of patients with 
cough and in 90.0% of patients without cough. 
There is a significant difference in the percentage 
of patients achieving symptom improvement be-
tween the two groups (P < 0.05).

CONCLUSION: GERD patients with cough 
have unique clinical features. Besides cough, the 
majority of GERD patients with cough have no 
typical reflux symptoms. GERD patients with 
cough are less responsive to acid suppression 
treatment than those without cough.

Key Words: Gastroesophageal reflux cough; Diag-
nosis; Treatment; 24-h esophageal pH monitoring; 
24-h esophageal bile monitoring

Chen WS, Luo HY, Zhou T. Comparative analysis of gas-
troesophageal reflux disease in patients with and with-
out cough. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(30): 
3241-3244

摘要
目的: 探讨咳嗽与非咳嗽胃食管反流病(GERD)
的临床特征, 比较两者的差异, 为GERD的诊治
提供临床理论依据. 

方法: 对65例伴有咳嗽的患者(呼吸科申请者
58例)进行了24 h食管pH及胆汁反流监测, 取
其中42例监测结果阳性者作为观察组. 另取同
期24 h食管pH及胆汁监测阳性, 不伴咳嗽的30
例GERD患者进行对照. 

结果: (1)本组GERC的咳嗽多为刺激性干咳, 
76.2%(32/42)的患者伴有咽喉部的不适, 如
咽内异物感、咽痒、咽干, 声音嘶哑等不适, 
69.0%(29/42)有胸骨后不适, 如胸闷、胸骨后
阻塞感、胸骨后疼痛等, 但其他较典型的反流
症状较少如反酸仅11.9%(5/42)、烧心19.0% 
(8/42)、上腹痛9.5%(4/42), 其临床症状与无咳
嗽的GERD比较有显著性差异(P <0.05); (2)24 
h食管pH及胆汁反流监测, 两组反流时间及反
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■背景资料
胃 食 管 反 流 病
(GERD)是临床常
见病, 其不但引起
反酸、烧心等食
管相关症状, 而且
有食管外表现, 其
中咳嗽是GERD常
见的食管外症状, 
称其为胃食管反
流性咳嗽(GREC). 
由于其与支气管
炎、肺炎等所致
的急慢性咳嗽不
易鉴别, 临床常易
误诊误治. 

■同行评议者
施诚仁, 教授, 上
海交通大学医学
院附属新华医院
小儿外科 ;  沈薇 , 
教授, 重庆医科大
学附属第二医院
消化内科



流物性质无显著差别(P >0.05); (3)14 d的抑酸
治疗, 咳嗽组73.8%的患者症状减轻或消失, 非
咳嗽组90.0%的患者症状减轻或消失, 两组比
较有显著性差异(P<0.05). 提示GERC的治疗效
果不及非咳嗽患者, 特别是治疗无效者较多.

结论: GERC有其独特的临床特征, 部分患者
除咳嗽外, 其反流症状不典型, 而且其治疗效
果也不及典型的胃食管反流病.

关键词: 胃食管反流性咳嗽; 诊断; 治疗; 食管24 h

动态pH监测; 食管24 h动态胆汁监测

陈维顺, 罗虹雨, 周婷. 咳嗽与非咳嗽胃食管反流病的比较.  世

界华人消化杂志  2010; 18(30): 3241-3244

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3241.asp

0  引言

关于胃食管反流病(gastroesophageal reflux dis-
ease, GERD)相关的食管和食管外表现的研究

越来越多, 研究证实GERD可单独或与其他原因

共同导致慢性咳嗽, 称胃食管反流性咳嗽(gas-
troesophageal reflux cough, GREC). 流行病学研

究发现其引起慢性咳嗽的发生率为5%-41%, 是
引起成年人慢性咳嗽的最常见原因之一[1-3]. 但
GERC的临床误诊率极高, 大多以感染性咳嗽进

行治疗, 疗效不佳. 为进一步提高对GERC的认

识, 本文对湖南省株洲市一医院42例经24 h食管

pH监测诊断为GERC的患者进行临床分析, 并与

无咳嗽的GERD进行比较, 现将结果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-01/2010-05湖南省株洲市一医院

对65例伴有咳嗽的患者(呼吸科申请者58例)进行

了24 h食管pH监测, 其中42例监测结果为阳性, 
男13例, 女29例, 年龄22-65(平均32.2±6.7)岁(观
察组). 另取同期24 h食管pH监测阳性, 但不伴咳

嗽的30例GERD患者(消化内科申请)进行对照. 
男11例, 女19例, 年龄19-63(平均34.1±7.2)岁.
1.2 方法 
1.2.1 症状记录: 在对患者进行食管内24 h动态

pH监测前以表格形式记录其病程、临床症状、

症状发生时间及程度等. 
1.2.2 24 h食管动态p H及胆红素监测 :  应用

S y n e c t i c s D i g i t r a p p e r便携式p H监测仪和

Synectics Bilitec 2000胆汁监测仪(Medtronic 
Functional Diagnostics A/S公司)进行食管内24 
h动态pH和胆汁监测, 检查前禁食8-12 h, 将校
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准的pH电极和胆汁监测光纤探头自鼻腔插入, 
置于下食管括约肌(lower esophageal sphincter, 
LES)上方5 cm处, 开始记录. 经计算机软件分析

pH图形, 以Demeester score>12.70和(或)pH<4的
总时间>4.2%为病理性酸反流, 以胆红素光吸收

值≥0.14为病理性胆汁反流. 
1.2.3 诊断性治疗试验: 对监测有酸反流的患者

予以埃索美拉唑20 mg, 每天2次, 多潘立酮10 
mg, 治疗每天3次, 疗程14 d. 疗程结束后门诊或

电话随访疗效. 
1.2.4 GERC诊断标准: 根据2009年我国《咳嗽的

诊断和治疗指南》[4]中的GERC的诊断标准为: 
(1)慢性咳嗽, 以白天咳嗽为主. (2)24 h食管pH值

监测Demeester积分≥12.70, 和(或)SAP≥75%. 
(3)抗反流治疗后咳嗽明显减轻或消失. 

2  结果

2.1 两组患者反流症状比较 两组比较差异显著

(χ2 = 5.04, P <0.05, 表1), 说明两组症状分布有差

异, 其中观察组以胸骨后痛或不适, 咽内异物感

为主, 而对照组以反酸、烧心、上腹痛为主.
2.2 两组食管内24 h动态pH和胆汁监测结果比较  
两组反流比较差异不显著(χ2 = 1.24, P>0.05, 表2), 
说明两组反流物性质基本相同.
2.3 埃索美拉唑治疗试验结果 两组有效率(症状

消失和减轻)之间差异显著(χ2 = 7.56, P<0.05, 表3), 
说明观察组治疗效果不及对照组. 

3  讨论

GERC的临床特征: 本组观察发现, GERC的咳

嗽多为刺激性干咳, 无痰或少痰, 以白天为主, 
但晚上也有刺激性咳嗽者. 咳嗽症状常反复发

作, 病程迁延, 可持续数月, 有时可自行缓解, 但

www.wjgnet.com

表  2  两组食管内24 h动态pH和胆汁监测结果的比较 (n )

     
分组               n             酸反流        胆汁反流      混合反流

观察组 42 30  3   9

对照组 30 22  1   7

表  1  两组患者反流症状的比较 (n )

     
分组   n 反酸 烧心

胸骨后痛

  或不适 

咽内异

  物感
上腹痛

观察组 42   5   8      29     32      4

对照组 30 17 12      21     11    19   

■相关报道
Merat i等学者认
为, GERC的发病
机制一方面是反
流物直接刺激咽
喉及食管, 另一方
面是反流物增加
了气管敏感性, 导
致轻微的有害刺
激即可引起咳嗽. 
因此, 气道反应性
高 可 能 是 G E R C
的发病基础.
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患者多无心悸、呼吸困难等. 本组71.4%(30/42)
的患者在诊断GERC前均考虑为感染性咳嗽而

使用过抗生素治疗, 提示GERC的临床误诊率

较高, 主要是因为其反流症状不典型所致. 虽
然本组76.2%(32/42)的患者伴有咽喉部的不适

如咽内异物感、咽痒、咽干, 声音嘶哑等不适, 
69.0%(29/42)有胸骨后不适, 如胸闷、胸骨后阻

塞感、胸骨后疼痛等(其中7例患者曾诊断冠心

病进行治疗), 但其他较典型的反流症状较少如

反酸仅11.9%(5/42)、烧心19.0%(8/42)、上腹痛

9.5%(4/42), 其临床症状与无咳嗽的GERD比较

有显著性差异, 上述表现与文献报道基本一致[5], 
反流造成咳嗽症状与反流症状不一致的的原因

还不很清楚, 一般认为造成咳嗽是因为反流物

误吸入气管内刺激气管或支气管所致, 但多数

患者并无反流物达咽喉或口腔的现象, 有可能

通过其他机制引起, 有文献通过随机对照研究

证实, GERD也可通过刺激食管-支气管咳嗽反

射引起慢性咳嗽[6]. 通过这个神经反射, 反流至

远端食管就可以引起咳嗽. 当喉镜、支气管镜

及胸片检查都正常, 则可认为反流物通过刺激

食管-支气管反射而导致咳嗽, 很多临床研究认

为后一种病理生理最常见[7-9]. 
GERC食管pH监测特征: GERC的反流物仍

以酸反流为主, 部分伴有胆汁的混合反流, 而仅

以胆汁反流者较少, GERC的反流各指标与非咳

嗽组比较无显著性差异(P <0.05), 提示其咳嗽的

发生并非与反流物的性质或反流量有关, 而在

于不同个体对反流物的敏感性不同所致, 患者

对反流物敏感性高可能与患者存在气道高反应

性, 对化学、物理刺激容易产生气道收缩反应

有关[10-12]. 因此, 有必要对GERC患者进行气道方

面的检查. 
GERC的治疗效果: 抑酸治疗同样是GERC

的主要治疗方法[13,14], 经14 d的抑酸治疗, 观察

组73.8%的患者症状减轻或消失, 对照组90.0%
的患者症状减轻或消失, 两组比较有显著性差

异, 提示GERC的治疗效果不及非咳嗽患者, 特
别是治疗无效者较多, 可能有以下几方面的原

因: (1)GERC有其独特的临床特征和病理生理特

征, 有研究认为胃食管反流引起的咳嗽类似于

咳嗽变异性哮喘, 可能有一种咳嗽变异性胃食

管反流存在[15], 尽管抑酸后反流症状得到有效

控制, 但咳嗽仍然存在. (2)酸反流与其他慢性咳

嗽原因并存, 如与过敏性支气管炎、鼻后滴漏

等重叠引起咳嗽, 单纯抗反流只能使咳嗽减轻. 
(3)非酸性反流, 大量研究表明, 除酸反流外, 一
部分患者尚存在胆汁、胰液等碱性反流混合存

在, 如单纯抗酸反流也是疗效欠佳的原因之一. 
(4)疗程不够, 一般GERC抗反流治疗时间应>3 
mo[16], 本组仅给予14 d疗程, 可能也是疗效不满

意的原因. 因此, 对于短期抗反流疗效不佳的患

者, 还应具体分析原因, 提出更可行的诊治方案. 
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骨后不适, 部分患
者伴有烧心、反
酸, 因此, 详细询
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态监测是鉴别诊
断的较好方法, 如
无此条件, 短期的
质子泵治疗试验
对诊断也有帮助.
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Abstract
AIM: To identify possible predictors of func-
tional delayed gastric emptying (FDGE) after 
laparoscopic reconstructive gastric surgeries.

METHODS: The clinical data for 471 patients 
who underwent laparoscopic reconstructive gas-
tric surgeries (including laparoscopic fundopli-
cation, repair of hiatal hernia, adjustable gastric 
banding and Heller myotomy) from January 
2001 to December 2009 were collected and ana-
lyzed retrospectively.

RESULTS: The possible predictors of FDGE af-
ter laparoscopic reconstructive gastric surgeries 
include: age over 65 years, a history of diabetes, 
preoperative hypoproteinemia, anxiety disorder, 
duration of surgery longer than 150 min, and 
preoperative abdominal infection (all P < 0.05).

CONCLUSION: The etiology of FDGE after 

laparoscopic reconstructive gastric surgeries is 
multi-factorial. The above-mentioned predictors 
are high risk factors for postoperative FDGE.

Key Words: Laparoscopy; Reconstructive gastric 
surgery; Functional delayed gastric emptying; Risk 
factor

Yue P, Qin MF, Wang Q, Zou FS. Assessment of function-
al delayed gastric emptying after laparoscopic reconstruc-
tive gastric surgeries. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(30): 3245-3248

摘要
目的: 探讨非切除性胃部手术后出现功能性胃
排空障碍(functional delayed gastric emptying, 
FDGE)的危险因素.

方法: 回顾性分析自2001-01/2009-12, 9年间接
受腹腔镜非切除性胃部手术(腹腔镜胃底折叠
术、食管裂孔疝修补术、可调节胃束带术、

Heller肌切开术)的471例患者的病历资料.

结果: 年龄≥65岁、糖尿病病史、术前低蛋
白血症、焦虑症、手术时间≥150 min、术后
并发腹腔感染可能是腹腔镜非切除性胃部手
术后发生FDGE的危险因素(P <0.05).

结论: 非切除性胃部术后FDGE的原因是多因
素的, 但上述因素是其发生的高危因素. 在围
手术期如能及时纠正并有效避免上述因素的
影响, 将有可能降低术后FDGE的发生率.

关键词: 腹腔镜; 非切除性胃部手术; 功能性胃排空

障碍; 危险因素
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0  引言

功能性胃排空障碍(functional delayed gastric 
emptying, FDGE)指腹部术后所并发的胃排空延

迟所导致的恶心、呕吐、上腹部饱胀感等一系
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■背景资料
随着腹腔镜广泛
应用于临床, 在腹
部外科中的特色
日益明显, 甚至开
创了传统开腹手
术难以开展的术
式. 但是腹腔镜手
术也出现了类似
于传统开腹手术
的术后并发症.

■同行评议者
戴冬秋, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科



列胃动力紊乱综合征, 但必须排除器质性梗阻

因素. FDGE的发生率为0.47%-28%[1], 常见于胃

大部切除、胃全切除、胰十二指肠切除术后等. 
本文所探讨的非切除性胃部手术主要指治疗胃

食管结合部良性疾病[2](胃食管反流病, 食管裂

孔疝, 贲门失迟缓症)所实施的腹腔镜胃底折叠

术(laparoscopic fundoplication, LF)、食管裂空疝

修补术、贲门括约肌切开术(Heller手术)及单纯

性肥胖病行腹腔镜可调节胃束带术(laparoscopic 
adjustable gastric banding, LAGB). 旨在回顾性分

析上述4种胃部术式后FDGE的临床资料, 探讨

非切除性胃部术后发生FDGE的危险因素. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-01/2009-12, 天津市微创外科中

心采用腹腔镜手术治疗胃食管结合部良性疾病

及单纯性肥胖共计471例, 其中LF 288例(Nissen 
128例, Toupet 57例, Dor 103例), 食管裂孔疝修补

加LF 116例, Heller手术33例, LAGB 34例. 术后

出现FDGE 19例(4.03%), 其中男8例, 女11例, 年
龄23-74(平均年龄53.4)岁, 其中LF 9例, 食管裂

孔疝修补加LF 7例, Heller手术1例, LAGB 2例.
1.2 方法 
1.2.1 FDGE的诊断标准: (1)临床症状: 持续性

上腹部饱胀、嗳气、呕吐等症状, 或术后数日

拔除胃管进流质或由流质改为半流质时逐渐出

现上述症状, 可伴有顽固性呃逆; (2)经1项或多

项检查提示无胃流出道机械性梗阻; (3)胃镜和

(或)上消化系造影提示胃蠕动差, 胃内大量胃液

存留. 近年来国内外开展了放射性同位素检查

-99mTc标记的低脂饮食测定胃排空的情况, 被
认为是诊断FDGE的金标准[3]; (4)术后第7天仍

需胃肠减压, 且鼻胃管引流量>500 mL, 或术后

第10天鼻胃管引流量>300 mL, 或术后第14天仍

不能适应正常进食而频繁出现呕吐者[4]; (5)无明

显水和电解质平衡紊乱; (6)排除围手术期应用

影响平滑肌收缩药物. 
1.2.2 评定焦虑程度量表选用汉密尔顿焦虑量表

hamilton anxiety scale, HAMA): 评定标准[5]: 评
分为0-4分, 共分为5级; 无症状为0分, 症状轻为

1分, 症状中度为2分, 症状重为3分, 症状极重为

4分. 根据测评总分判断焦虑程度, 总分>29分为

严重焦虑, >21分为有明显焦虑, >14分为有焦虑, 
>7分为可能有焦虑, ≤7分为无焦虑.

统计学处理 应用χ2检验做统计学分析, 以
P <0.05为差异有统计学意义.
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2  结果

在471例病例中, 发生FDGE19例, 占4.03%. 本组

研究对象中, 19例患者全部采用非手术保守治

疗, 拔除胃管平均时间为术后21 d±9 d, 最长为

术后42 d, 住院平均时间为48 d±15 d, 逐渐恢复

正常饮食, 全部治愈. 其中年龄≥65岁、糖尿病

病史、术前低蛋白血症、焦虑症、手术时间≥

150 min、术后并发腹腔感染是发生FDGE的危

险因素, 而联合腹腔手术(腹腔镜阑尾切除、胆

囊切除、肝囊肿开窗引流、卵巢囊肿剥除等术

式)并不能成为FDGE的危险因素(表1). 在以上6
个危险因素中, 危险因素个数与术后FDGE的发

生率呈正相关, 当危险因素增加到4个时, 其发

生率高达21.05%(表2). 随着危险因素的逐渐增

多, PDGE发生率成倍增长. 

3  讨论

FDGE常见于腹部术后, 尤其是胃部切除性手术, 
大多临床报道是以开腹方式术后. 而以腹腔镜

行胃部非切除性手术后出现FDGE的危险因素, 
临床鲜有系统性总结. 由于特殊的手术方式及

特点, 分析其发生的危险因素有重要意义. 
对于FDGE的发病机制, 目前尚无统一的意

见. 但是, 大部分学者认同, 腹部外科术后, 尤其

是胃部术后, 胃肠交感神经活动性增强, 胃壁释

放去甲肾上腺素等抑制性物质, 直接与胃肠平

滑肌细胞膜上的α、β受体结合, 阻止胃肠平滑

肌中的副交感神经释放乙酰胆碱, 从而抑制胃

的肌电活动, 延缓胃的排空[6]. Harberson等[7]在

一项研究中发现, 通过对28例FDGE患者的胃窦

部取病理组织, 通过病理切片发现胃窦肌间神

经丛神经结构减少, 如Cajal间质细胞、NOS+及

NOS-神经减少. 实验模型进一步证实, 肌间神经

节受炎性浸润的影响导致神经结构减少以及胃

平滑肌失去神经支配, 由此导致了胃排空障碍

的一系列临床症状. 临床上而引起FDGE的因素

是多方面的, 本文所探讨的腹腔镜胃部非切除

性手术后出现FDGE的危险因素, 根据临床资料

分析, 我们认为, 主要与高龄、糖尿病病史、术

前低蛋白血症、术前焦虑症、手术时间过长、

术后腹腔感染密切相关. 而且危险因素个数与

术后FDGE的发生率呈正相关. 
分析上述危险因素造成术后FDGE的原因: 

(1)高龄: 高龄患者, 胃的消化、吸收及内分泌功

能减弱, 胃排空功能受神经激素调节的能力容

易更受到外界的影响. 由于麻醉药物及炎性因

www.wjgnet.com

■相关报道
Harberson等通过
对2 8例F D G E患
者的胃窦部取病
理 组 织 ,  通 过 病
理切片发现胃窦
肌间神经丛神经
结 构 减 少 ,  证 实
F D G E 发 生 与 胃
部神经结构变化
相关. Speicher等
报道, 对于顽固性
FDGE, 经保守治
疗无效时, 可行全
胃切除术.
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子刺激, 术后胃排空功能受到抑制, 恢复缓慢. 
(2)糖尿病: 文献报道糖尿病与FDGE的发生显著

相关, 本研究也再次表明这一相关性. 可能原因

为高血糖对胃动力的抑制作用, 以及糖尿病引

起植物神经病变进而引起胃动力减弱[8]. 一般认

为, 血糖控制在6-8 mmol/L较为适宜. (3)术前低

蛋白血症: 术前患者营养状况差, 尤其是低蛋白

血症, 术后容易导致胃壁水肿, 可引起胃局限性

排空功能障碍. 有文献报道血清白蛋白≥30 g/L
是预防术后FDGE的保护因素[9]. 由此提示, 术前

使用白蛋白或营养支持纠正低蛋白血症, 使血

清白蛋白水平保持或接近正常值, 能降低FDGE
发生的几率. (4)术前焦虑症: 焦虑及植物神经调

节功能紊乱会抑制胃排空功能, 胃呈无张力状

态进而导致FDGE. 本研究对象中, 部分患者长

期经受胃食管反流或梗阻症状折磨或肥胖所造

成的社会压力, 加之惧怕手术, 所造成的焦虑症, 
从而增加了术后FDGE的风险. (5)手术时间过

长: 胃部手术操作时间过长, 反复刺激胃壁黏膜, 
易于导致术后胃壁水肿, 或麻醉时间相应延长, 
或因操作困难, 对胃壁挤压、牵拉容易损伤迷

走神经幽门支, 胃近端张力性收缩和远端蠕动

收缩失去迷走神经调控, 胃收缩动力减弱, 使胃

储存食物和机械运动能力降低, 导致胃排空迟

缓[10]; 虽然本研究显示, 联合手术与FDGE无相

关性, 但是联合手术会延长手术时间, 在一定意

义上讲, 不能排除增加术后FDGE风险的可能性. 
(6)术后腹腔感染: 本研究显示, 术后腹腔感染会

增加发生术后FDGE的可能. 其中1例行腹腔镜

食管裂空疝修补加LF后出现间断高热及FDGE, 
CT提示食管裂孔间隙出现感染灶, 加强抗感染, 
随着感染得到控制后, FDGE也逐渐好转. 可能

因为感染灶临近迷走神经, 对迷走神经造成炎性

刺激, 影响胃的蠕动与排空功能. Hayakawa等[11]

的研究结果显示, 幽门螺旋杆菌阳性患者发生

表  1  可能引起FDGE的相关因素

     
相关因素     n FDGE组(n ) 非FDGE组(n )  χ2值     P值

年龄(岁) 18.87 <0.005

    ≥65   53         8         45

    <65 418       11       407

糖尿病   5.99 <0.025

    有   33         4         29

    无 438       15       423

术前低蛋白血症   5.20 <0.025

    有(Ab<35 g/L)   82         7         75

    无(Ab≥35 g/L) 389       12       377

术前焦虑症1   3.92 <0.050

    有(HAMA≥14分)   14         2         12

    无(HAMA<14分) 457       17       440

手术时间(min)   4.89 <0.050

    ≥150   67         6         61

    <150 404       13       391

术后腹腔感染 11.05 <0.005

    有     7         2           5

    无 464       17       447

联合手术   1.36 >0.050

    有   23         2         21

    无 448       17       431

1HAMA为汉密尔顿焦虑量评分表, ≥14分提示存在焦虑症.

表  2  危险因素的个数与FDGE发生率的关系

     
危险因素

个数

    
n

FDGE

组(n )

非FDGE

  组(n )

     FDGE

发生率(%)

≤1 284    6   278      2.11ac

2-3 168    9   159      5.36e

≥4   19    4     15    21.05

aP<0.05 vs 危险因素2-3个; cP<0.05, eP<0.05 vs 危险因素≥4个.

■应用要点
随着腹腔镜技术
的推广及术式的
拓宽, 腹腔镜非切
除性胃部手术将
越来越广泛地应
用于临床. 对于存
在FDGE危险因素
(尤其是多种危险
因素)的患者 ,  可
在术前消除可逆
性危险因素, 从而
降低FDGE风险.
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FDGE的可能性大大高于阴性患者, 而且发生率

与H.pylori感染的严重程度呈正相关. 而本组研

究中尚缺乏支持此研究结果的证据. 
FDGE与腹腔镜非切除性胃部手术的术式

之间也存在一些联系. 行LF时, 游离食管、缝合

针对胃部进行折叠, 可能损伤迷走神经, 折叠的

胃底对食管下端过度牵拉, 造成迷走神经张力

过高, 可能会导致胃排空功能障碍; 行食管裂孔

疝修补术, 放置补片包绕食管, 加之膈下易形成

高位感染灶, 异物或炎性刺激迷走神经, 可能是

形成FDGE的原因之一; Heller手术在纵行切开

食管和食管-胃连接部前壁浆膜和基层时, 容易

误伤迷走神经, 从而影响胃排空功能; 腹腔镜可

调节胃束带术, 分离胃大小弯建立胃后隧道[12], 
束带穿过胃后隧道, 将胃腔一分为二, 使胃在束

带上方形成胃小囊, 操作时间过长易使胃壁水

肿, 束带紧勒胃壁, 压迫迷走神经而致FDGE. 
术后FDGE一旦明确诊断后, 首选非手术治

疗[13]. 主要包括: (1)心理疏导, 建立良好医患沟

通, 消除患者疑虑, 帮助患者树立信心; (2)禁食

水、胃肠减压、肠内外营养支持治疗; (3)胃肠

动力药, 常用胃复安、吗丁啉, 红霉素等. 早期

禁食水选择可经静脉给药剂型的药物; Kuo等[14]

通过实验观察到, 头孢菌素类药物对实验小鼠

胃排空的作用比红霉素或胃复安的作用更为明

显; (4)中医与针灸的使用, 一般与促胃肠动力药

同步进行等; Speicher等[15]报道, 对于经保守治疗

难以起效的患者可行全胃切除术. 我们认为, 保
守疗法实际就是一种“耐心等待”疗法, 多数

患者能得到有效缓解, 应格外谨慎, 切忌贸然采

取激进手术治疗.
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Abstract
AIM: To characterize the role of survivin in the 
pathogenesis of gastric adenocarcinoma and to 
investigate the regulatory effect of interferon-γ 
(IFN-γ) on the survivin signaling pathway in 
gastric adenocarcinoma.

METHODS: Protein expression was examined 
by immunohistochemistry. After IFN-γ and an-
tisense oligonucleotide against survivin were 
used to treat SGC7901 cells, mRNA and protein 
expression was tested by RT-PCR and immuno-
cytochemistry, respectively, and apoptosis was 
determined by Hoechst 33258 staining. Statisti-

cal analysis was performed using the Spearman’
s rank correlation test and student’s t-test.

RESULTS: There was a positive correlation 
between caspase-7 and survivin expression (P 
= 0.03) as well as between caspase-7 and p21waf 

(P = 0.02) expression in gastric adenocarcinoma. 
Treatment with survivin antisense oligonucle-
otide down-regulated the protein expression of 
survivin (P < 0.05) but had no significant impact 
on caspase-7 and p21waf protein expression (both 
P > 0.05). IFN-γ treatment down-regulated the 
mRNA expression of survivin (P < 0.05) but up-
regulated the mRNA expression of caspase-7 
and p21waf (both P < 0.05). Treatment with either 
IFN-γ or survivin antisense oligonucleotide had 
no significant impact on cell apoptosis.

CONCLUSION: Although the expression of 
survivin is correlated with that of caspase-7 and 
p21waf, survivin can not regulate apoptosis in 
gastric adenocarcinoma by regulating caspase-7 
and p21waf expression. IFN-γ can regulate apop-
tosis in gastric adenocarcinoma by down-reg-
ulating survivin expression and up-regulating 
caspase-7 and p21waf expression.

Key Words: Survivin; Caspase-7; p21waf; Interferon-γ; 
Gastric adenocarcinoma

Deng H, Huang X, Gao YJ, Zhen HY, Liu LJ. Regulatory 
effect of IFN-γ on the survivin signaling pathway in gas-
tric adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(30): 3249-3253

摘要
目的: 探讨胃癌中可能存在的Survivin通路以
及IFN-γ对该通路可能存在的调控. 

方法: 人胃癌组织经免疫组织化学染色行相
关性分析, SGC7901细胞经IFN-γ及Survivin反
义寡核苷酸处理, 应用RT-PCR和免疫细胞化
学及图像分析的方法检测mRNA及蛋白水平
的改变, 应用Hoechst33258染色观察细胞凋
亡. 组织学指标相关性采用Spearman等级相关
分析, 平均光密度值采用t检验分析. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
Survivin是迄今发
现作用最强的肿
瘤细胞凋亡抑制
因子之一. 34.5%
胃癌组织不同程
度表达Survivin, 
且其表达水平与
胃癌凋亡指数呈
负相关. Survivin
可与caspase-7和
p21waf等结合抑制
细胞凋亡. 干扰素
γ(IFN-γ)是Ⅱ型干
扰素中的唯一成
员 ,  可 通 过 上 调
p21waf和caspase-7
的表达而促进细
胞凋亡.

■同行评议者
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结果: 人胃癌组织中Survivin与caspase-7正
相关(P  = 0.03); p21waf与caspase-7正相关(P  = 
0.02); 胃癌SGC7901细胞, 经不同浓度Sur-
vivin反义寡核苷酸处理后, Survivin蛋白表达
明显下降(P <0.05), caspase-7和p21waf无明显变
化. 经IFN-γ处理后, Survivin mRNA表达明显
下降(P <0.05), p21waf和caspase-7 mRNA表达明
显上升(P <0.05). 经IFN-γ和Survivin反义寡核
苷酸处理后细胞无明显凋亡.

结论: 胃癌中Survivin表达与caspase-7及p21waf

相关, 但不能通过调节caspase-7及p21waf的表
达发挥其抑制凋亡作用; IFN-γ可使Survivin表
达下调, 同时上调其下游促凋亡分子caspase-7
以及p21waf的表达, 以发挥其生物学作用.

关键词: 生存素; caspase-7; p21waf; 干扰素-γ; 胃

腺癌
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0  引言

胃癌是严重威胁中国人群健康的恶性肿瘤之一. 
临床资料和实验研究显示: 胃癌细胞的凋亡明

显受阻[1]; 34.5%胃癌组织不同程度表达生存素

(Survivin), 且其表达水平与胃癌凋亡指数呈负

相关[2]. Survivin是迄今发现作用最强的肿瘤细

胞凋亡抑制因子之一, 可通过不同途径保护细

胞周期不受checkpoint调控, 并抑制内、外源性

因素(如BAX、Fas和化疗药物等)所诱导的肿瘤

细胞凋亡[3]. Survivin是凋亡抑制蛋白(inhibitor 
of apoptosis protein, IAP)家族的成员, 其具有

调节细胞分化以及抑制凋亡的双重功能[4]. IAP
家族最早是在对杆状病毒的研究中发现的, 具
有在宿主细胞受到病毒感染时抑制其死亡的功

能[5,6]. IAP家族是一个高度保守的抑制细胞死

亡的家族, 其结构特征是, 具有1个到多个接近

70个氨基酸的锌指结构, 即杆状病毒IAP重复序

列(the baculoviral IAP repeat, BIR)[7], 该结构被

认为与抗凋亡功能有关. Survivin是分子最小的

仅有一个BIR结构的IAP家族成员[8]. 与IAP家族

其他成员不同的是, Survivin在有丝分裂时表达

达到峰值[9], 在胎儿组织中大量表达[4,10], 而在正

常的分化成熟的组织中无表达[11], 在恶性肿瘤

组织中过度表达. Survivin抑制凋亡的主要作用

机制为: (1)Survivin直接与caspase-3和caspase-7
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结合, 通过抑制其酶活性而抑制凋亡[12]; (2)Sur-
vivin与细胞周期调节因子CDK4结合为复合物, 
使p21waf从p21waf/CDK4复合物中释放, 并形成

procaspase-3/p21waf复合物, 抑制procaspase-3水
解为活化的caspase-3, 从而抑制凋亡[13]; (3)可在

有丝分裂前期与纺锤体微管结合, 分裂中后期

与纺锤体全长结合, 分裂末期与颗粒体结合, 通
过保护有丝分裂过程中纺锤体和颗粒体的完整

性, 间接抑制caspase对纺锤体的水解作用, 从而

抑制细胞凋亡[14]. 近期的研究发现: 分别向胃癌

细胞系HS-746T和MKN-45中导入Survivin反义

寡核苷酸(antisense oligonucleotide, ASON), 胃
癌细胞凋亡均明显增强[15,16]. 胃癌中Survivin的
表达具有重要的临床意义[17,18], 但Survivin在胃

癌中抑制凋亡的分子机制, 尚未明确. IFN-γ是Ⅱ

型IFN中的唯一成员, 可促进肿瘤细胞凋亡[19], 所
涉及的主要环节可能是IFN-γ可通过膜受体途径

上调p21waf和caspase-7的表达而实现对细胞生长

的调节[20,21]. 在前期研究中, 我们发现人胃腺癌

中存在该现象[22]. Survivin和IFN-γ均可通过p21waf

和caspase-7分子调控细胞凋亡, 提示IFN-γ信号途

径可能存在对Survivin的调节作用或者两者之间

存在相关性, 但胃癌中该方面的研究较少. 据此, 
本研究拟首先通过临床病理学方法, 对人胃癌组

织中Survivin、p21waf和caspase-7表达情况进行检

测, 观察三者在人体组织中的相互关系; 其次, 通
过细胞生物学及细胞病理学的方法, 使用Survivin 
ASON对胃癌细胞系SGC7901进行处理, 观察Sur-
vivin等分子在Survivin表达量改变时的变化及相

互关系以及细胞凋亡情况, 以进一步明确人胃癌

中存在的Survivin分子通路, 继而使用IFN-γ对胃

癌细胞系SGC7901进行处理, 观察细胞凋亡以及

Survivin和其相关分子的变化及相互关系, 探讨胃

癌中IFN-γ对Survivin通路可能存在的调控作用.

1  材料和方法

1.1 材料 收集江汉大学附属医院1989-2003年胃

腺癌根治性手术切除并有完整病理学检查数据

的标本102例. 所有病例术前均未进行放疗和化

疗. 胃癌细胞株SGC7901用含10%小牛血清(Gib-
col)的RMPI 1640培养基(Gibcol), 置于37 ℃, 50 
mL/L CO2的培养箱中培养. 每2-3 d换1次液.
1.2 方法 
1.2.1 ASON转染以及药物处理: ASON及引物

由赛百胜生物技术有限公司合成. 用阳离子脂

质体Transfectin(TianGENE)进行转染. ASON的

www.wjgnet.com

■相关报道
近 期 的 研 究 发
现: 分别向胃癌细
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MKN-45中导入
Survivin反义寡核
苷酸, 胃癌细胞凋
亡均明显增强.
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序列设计以及浓度根据已发表的文献. Survivin 
ASON: 5'-CCCAGCCTTCCAGCTCCTTG-3', 
按照200和400 nmol/L的浓度转染[23], 处理细胞

24 h. 细胞转染严格按照说明书操作, 反义寡核

苷酸∶脂质体 = 1∶2-3. 使用1 000 IU/mL IFN-
γ[24](102CY27, PEPROTECH EC)处理细胞0.5、3
和24 h.
1.2.2 免疫组织化学及免疫细胞化学染色: 免疫

组织化学及免疫细胞化学染色使用抗体为: 抗
Survivin多克隆抗体(RAB-0536, Neomarker公
司产品), 即用型鼠抗人caspase-7单克隆抗体

(7CSP01, Neomarker公司产品), 即用型鼠抗人

p21waf单克隆抗体(F-5, Santa Cruz, sc-6246)和
SP法即用型检测试剂盒均购自福州迈新生物公

司. 所有染色均经DAB显色. Survivin、caspase-7
和p21waf以癌细胞质内呈棕黄色表达为阳性. 操
作过程严格按照说明书要求进行. 各细胞处理

组免疫细胞化学染色步骤保持严格一致, 并同

时进行操作, 染色结果经MOTIC图像分析系统

(Med-6)测量其平均光密度, 进行相对定量. 
1.2.3 RT-PCR检测及图像分析: 用TRIzol(Invitrogen)
提取总RNA, 样品纯度和浓度经核酸测定仪测

定, A 260/280值在1.8-2.0. 严格按照RT-PCR试剂盒

(TaKaRa)说明书操作进行RT-PCR. 使用Primer 
5.0引物设计软件分别设计Survivin、caspase-7、
p21waf和β-actin的上游和下游引物(表1). 目的引

物与β-actin用一管法进行PCR. PCR产物经1.5 
g/L的琼脂糖凝胶电泳检测, 使用Biostep Photo-
impact软件分析各组目的基因与β-actin条带的

平均光密度值, 计算两者的比值, 进行相对定量.
1.2.4 Hoechst33258染色检测细胞凋亡: 无菌条

件下取出细胞爬片并固定后, Hoechst33258孵育

15 min, 0.01 mol/L PBS洗5 min. 水溶性封片剂

封片, 荧光显微镜紫外光下观察, Hoechst33258
染料呈现蓝色荧光. 高倍镜下观察, 凋亡细胞为

蓝色亮点, 亮度明显强于未凋亡细胞, 形态学上

出现核膜消失、核固缩、核碎裂等特征. 随机

数取1 000个细胞进行凋亡细胞数的判定.

统计学处理 全部数据经SPSS12.0统计学软

件处理, 相关因素分析采用Spearman等级相关

分析, 各组平均吸光度值采用t检验分析. P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌组织Survivin、caspase-7、p21waf分子表

达之间的关系 全组102例胃癌, 男69例, 女33例. 
年龄26-77岁, 中位年龄59岁. Survivin阳性率为

51%(52/102), caspase-7阳性率为35.3%(36/102), 
p21waf阳性率为79.4%(81/102). 各指标表达情

况经Spearman等级相关分析显示: Survivin与
caspase-7正相关(P  = 0.03, r  = 0.21); p21waf与cas-
pase-7正相关(P  = 0.02, r  = 0.22). 
2.2 Survivin ASON处理后Survivin、caspase-7、
p21waf蛋白表达的变化 经Survivin ASON 200和
400 nmol/L浓度抑制Survivin的表达后, Survivin
蛋白表达量在200 nmol/L组(P  = 0.0005)和400 
nmol/L组(P <0.0001)较未处理组出现不同程度

的降低. 且降低程度有浓度依赖性(P  = 0.0005). 
caspase-7表达量在200 nmol/L组(P  = 0.9)和400 
nmol/L组(P  = 0.7)较未处理组无明显变化. p21waf

表达量在200 nmol/L组(P  = 0.72)和400 nmol/L组
(P  = 0.11)较未处理组无明显变化(图1). 
2.3 IFN-γ处理0.5、3和24 h后Survivin、cas-
pase-7、p21waf mRNA表达的变化 胃癌细胞

SGC7901经IFN-γ处理0.5、3和24 h后, Survivin 
mRNA表达量下降(P <0.0001), caspase-7和p21waf 
mRNA的表达量均上升(均P  = 0.03), 且均出现先

下降后上升的趋势(图2). 
2.4 细胞凋亡的变化 SGC7901胃癌细胞在未处理

组、IFN-γ处理组、Survivin ASON 200 nmol/L组
和Survivin ASON 400 nmol/L组中, 凋亡细胞数无

明显变化(P>0.05).

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 一经发现

多为进展期, 5年生存低. 胃癌细胞凋亡率较低,

表  1  经Primer 5.0软件设计的引物序列

     
基因                               正义链                               反义链 长度(bp)

Survivin 5'-CAGACTTGGCCCAGTCTTTC-3' 5'-TTTCTCCGCAGTTTCCTCA-3'     236

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

p21waf 5'-GCGACTGTGATGCGCTAATGG-3' 5'-TAGAAATCTGTCATGCTGGTCTGC-3'     358 

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

β-actin 2 5'-ATCATGTTTGAGACCTTCAACA-3' 5'-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3'     318

■应用要点
本研究证实IFN-γ
对Survivin通路存
在调控作用. 该结
论可望进一步完
善当前凋亡调控
理论, 并为临床治
疗提供新的角度
和思考.



www.wjgnet.com

3252               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志  2010年10月28日  第18卷  第30期

且Survivin表达水平与胃癌凋亡指数呈负相关[2]. 
Survivin是IAP家族的成员具有强抑制凋亡作用. 
Survivin主要存在与胚胎期及婴儿期, 在成熟的

组织中完全下调或消失, 但是在恶性肿瘤中又

会出现. 
本研究在人体胃癌组织中发现Survivin与

caspase-7正相关; p21waf与caspase-7正相关. 其
结果提示人胃癌中Survivin的作用机制可能与

其他肿瘤一致, 主要通过与caspase-7以及p21waf

的结合, 实现抑制细胞凋亡功能. 为证实这一推

测, 本研究选用了胃癌细胞系SGC7901作为研

究模型. SGC7901是1981年建立的一株胃癌淋

巴结转移癌细胞系, 该细胞系具有凋亡率低而

Survivin表达高的特点[25], 是良好的符合本研究

的体外模型.
通过使用不同浓度的Survivin ASON直接抑

制Survivin的表达时, 我们发现Survivin表达出现

明显抑制, 但是caspase-7以及p21waf表达并无明显

变化. 印证了Survivin并非通过调控caspase-7以及

p21waf的表达实现抑制细胞凋亡功能的理论推测. 
通过IFN-γ刺激SGC7901细胞时, caspase-7以

及p21waf表达上升, 同时, Survivin的表达明显下降. 
结合前期研究[22], 该现象提示胃癌中, IFN-γ可抑

制Survivin的表达, 同时促进caspase-7以及p21waf

表达, 通过调控多条途径发挥其生物学作用, 其
下游途径间调节机制及意义有待进一步研究. 

在本研究中, IFN-γ作用于胃癌SGC7901细
胞, 其细胞凋亡水平无明显变化, 该结果与Reed
等研究结果一致[25]. 而当Survivin ASON抑制

Survivin表达时, 细胞凋亡水平也无明显变化, 该
结果与胃癌细胞系HS-746T和MKN-45中的实验

结果不一致[17,18], 我们认为可能与本研究使用的

Survivin ASON浓度有关, 并提示SGC7901细胞

中可能存在多条凋亡抑制的途径.
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Abstract
AIM: To investigate the diagnostic value of 
strain ratio in the differentiation of benign and 
malignant liver tumors.

METHODS: Ultrasonic elastography was per-
formed in 145 patients with 157 liver tumors to 
obtain the strain images. The strain ratio of the 
tumors was then calculated. By comparing with 
the results of pathological diagnosis, the cut-off 
point for the strain ratio was determined using 
the receiver operating characteristic curve.

RESULTS: The strain ratio of benign tumors 
was significantly lower than that of malignant 
ones (2.75 ± 1.26 vs 8.33 ± 4.45, P < 0.01). The 
strain ratio of intrahepatic cholangiocarcinoma 

was highest, followed by hepatocellular carci-
noma, metastatic liver carcinoma, and hepatic 
hemangioma. The cut-off point for strain ratio 
was set as 4.0. The sensitivity, specificity, accu-
racy, positive predictive value and negative pre-
dictive value were 89.4%, 86.8%, 88.5%, 93.0% 
and 80.7%, respectively. The area under the 
curve was 0.941.

CONCLUSION: Strain ratio could reflect the 
stiffness of liver tumors and represents a more 
objective diagnostic parameter for differentia-
tion of benign and malignant liver tumors.

Key Words: Ultrasonic elastography; Strain ratio; 
Liver tumor

Ji JF, Zhou W, Guo J. Value of strain ratio in the diagnosis 
of liver tumors by ultrasonic elastography. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨弹性应变率比值(SR)对肝脏良恶性
肿瘤的诊断价值. 

方法: 对145例患者共157个肝脏肿瘤进行超
声弹性成像检查, 获得弹性成像图后, 测量病
灶与周围组织的SR, 经病理对照后, 采用接收
者工作特征(ROC)曲线分析SR诊断良恶性肿
瘤的准确性, 并确定临界点. 

结果: 良性肿瘤的S R显著低于恶性肿瘤的
SR, 两者差异具有统计学意义(2.75±1.26 vs  
8.33±4.45, P <0.01). 其中胆管细胞型肝癌组
的SR最高, 肝细胞型肝癌组与转移性肝癌组
次之, 肝血管瘤组最低. 通过ROC曲线确定
的最佳诊断临界点是4.0, 敏感性、特异性、

准确性、阳性预测值和阴性预测值分别是
89.4%、86.8%、88.5%、93.0%和80.7%. 曲线
下面积(AUC)为0.941.

结论: SR测量可以较为客观的反映病灶的硬
度情况, 是一种更为准确客观的诊断肝脏良恶
性肿瘤的超声弹性成像新方法.

关键词: 超声弹性成像; 弹性应变率比值; 肝脏肿瘤
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■背景资料
超声弹性成像是
近年来发展的超
声诊断新技术之
一, 他通过探测肿
瘤的硬度获得彩
色图像, 为鉴别肿
瘤的良恶性提供
了 新 的 途 径 ,  已
被广泛应用于乳
腺、甲状腺等浅
表器官, 但在肝脏
方面的研究报道
不多.

■同行评议者
袁友红 ,  副教授 , 
湖南省人民医院
科研部
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0  引言

肝癌严重威胁人类健康, 全球每年约有60万人死

于肝癌, 其中我国占56%, 约有34万人因肝癌死

亡, 为恶性肿瘤的第2死因[1]. 超声检查在肝癌的

影像学诊断中占据重要的地位, 随着技术的发

展, Ophir等[2]于1991年首先提出了“弹性成像”

的概念, 他通过探测肿瘤的硬度从而获得彩色图

像, 为鉴别肿瘤的良恶性提供了新的途径. 目前

超声弹性成像诊断标准仍参考Itoh等[3]提出的5
分法, 但在实际临床应用中, 我们发现不同的医

生对同一弹性图像可以给出不同的评分, 其人为

主观因素对评分影响较大, 对肿瘤良恶性性质的

判断存在一定的偏差. 而弹性应变率比值(strain 
ratio, SR)为超声弹性成像诊断中的定量指标, 能
客观的反映肿瘤的软硬度, 从而对肿瘤的良恶性

进行较为准确的判断[4]. 本研究组即探讨SR对肝

脏良恶性肿瘤的鉴别诊断价值.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-11/2010-05东方肝胆外科医院

肝脏肿瘤患者145例(男103例, 女42例), 共157
个病灶, 患者年龄22-67(平均48±9.6)岁, 肿瘤

最大直径0.5-12.6(平均3.7±1.8) cm, 病灶深度

1.3-10.8(平均4.6±1.4) cm. 所有病例均经手术或

超声引导下穿刺病理确诊. 本研究中所取病例

均征得患者同意, 并经过医院伦理委员会批准.
1.2 方法 仪器使用HITACHI公司的HIVISON 
900型彩色超声诊断仪, 凸阵探头EUP-C532, 频
率4-8 MHz, 具备弹性成像功能. 患者取仰卧位

及左侧卧位, 由同一医师进行操作, 将探头置于

剑突下或肋间, 在二维超声模式下充分显示病

灶, 加彩色多普勒显示病灶的内部血流情况, 进
行初步的诊断, 然后启动弹性成像功能. 操作时

尽量保持探头的稳定性, 给予轻微的加压操作, 
压力与压放频率维持在2-3之间, 维持2 s稳定的

动态弹性成像, 冻结保存静态图像. 获得弹性图

像后, 先进行5分法评分, 然后启动仪器附带的

SR测量按钮. 5分法评分标准为: 病变区与周围

组织完全为绿色覆盖, 评为1分; 病变区蓝绿混

杂, 以绿色为主, 评为2分; 病变区以蓝色为主, 
周边见部分绿色, 被评为3分; 病变区完全为蓝色

覆盖, 为4分; 病变区完全为蓝色覆盖, 周围部分

组织也为蓝色, 为5分. 以评分4-5分的病灶诊断为

恶性病变, 3分以下的病灶诊断为良性病变[5]. 测
量病灶与周围组织的SR的具体方法为: 利用超

声仪器提供的测量方法, 分别勾画两处需要对

比的感兴趣区域, 进行SR测量. 首先选取病灶区

域作为感兴趣区A, 再选取周围组织作为感兴趣

区B作为对照, 计算两者SR, 推断病灶相对于周

围组织的硬度, SR = 周围肝脏组织应变率B/病
灶应变率A[6].

为试图找出肝脏良恶性肿瘤SR的诊断临界

点, 将所有157个病灶的SR尝试作为截断点, 分
别计算相应的敏感性与特异性指标. 根据约登

指数(敏感性+特异性-1)的最大值确定截断点即

最佳诊断临界点. 采用接收者工作特征(receiver 
operator characteristic, ROC)曲线分析SR诊断良

恶性肿瘤的准确性, 计算曲线下面积(area under 
the curve, AUC).

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件包进行

分析. 计量资料采用mean±SD表示, 良恶性病灶

的SR比较用t检验, 不同病理类型的SR比较用秩

和检验, P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 良恶性肿瘤的SR 经病理结果证实, 157个
病灶中, 良性53个, 全部为肝血管瘤; 恶性104
个, 其中肝细胞型肝癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)72个, 胆管细胞型肝癌(intrahepatic cholan-
giocarcinoma, ICC)17个, 转移性肝癌15个. 良性

肿瘤的SR为2.75±1.26(图1A), 恶性肿瘤的SR为
8.33±4.45(图1B), 二者差异显著, 具有统计学意

义(t  = 11.88, P <0.01). 在这4种病理类型中, ICC
的SR为12.67±5.19, 转移性肝癌的SR为8.81±
3.60, HCC的SR为7.20±3.77, 肝血管瘤的SR为
2.75±1.26(图2). 经秩和检验分析各组数据, 除
了HCC组与转移性肝癌组之间差异没有统计学

意义外(P  = 0.078), 其余任两组之间的差异都具

有统计学意义.
2.2 最佳诊断临界点的确定 取约登指数最大值

(0.762)时的截断点, 确定SR = 4.0为肝脏良恶性

肿瘤的最佳诊断临界点, 即当SR≥4.0判断为恶

性, 否则为良性, 此时的敏感性为89.4%, 特异性

为86.8%, 准确性为88.5%, 阳性预测值为93.0%, 
阴性预测值为80.7%(表1). 将不同截断点时的

1-特异性为横轴, 敏感性为纵轴, 绘制ROC曲

线, 曲线下面积AUC = 0.941, 95%可信区间为

0.905-0.976(图3).

■相关报道
智慧等提出乳腺
良恶性肿瘤的诊
断界点为3.08, 弹
性应变率比值法
的 准 确 性 高 于 5
分法.
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3  讨论

超声检查在肝癌的影像学诊断中占据重要的地

位, 目前临床主要依赖普通二维超声和彩色多

普勒超声对肝脏肿瘤的病变性质做出判断, 但
敏感性和特异性均不理想. 我们知道组织的硬

度可以随着肿瘤的发生、发展、恶变而不同, 
恶性肿瘤的硬度大于正常组织或良性病变组

织, 利用这一特性, 超声弹性成像就可对良恶性

肿瘤进行鉴别诊断[7]. 该技术在浅表器官的检

查中已有较为成熟的应用, 尤其对鉴别诊断乳

腺良恶性病变的价值得到了肯定, 准确性可达

94.5%[8]. 但超声弹性成像在肝脏肿瘤中的研究

和应用较少, 其价值还需进一步地探讨. 目前超

声弹性成像诊断的方法仍以传统的5分评分法

为主, 以评分4-5分的病灶诊断为恶性病变, 3分
以下的病灶诊断为良性病变. 5分法通过弹性成

像图像颜色分布特点进行评分, 受人为主观因

素影响较大, 有时不同的医生在相同条件下, 对
同一张超声弹性成像图可以给出不同的评分. 
而SR是一定量指标, 他可以将病灶和周围组织

的弹性图像色彩分布数值化, 客观的反映病变

组织的硬度信息. SR测量工具是超声仪器附带

的软件, 在对病灶区域及周围组织区域进行比

较测量时, 应该力求保持这两个感兴趣区域的

划定范围同大小、同形状、同深度. 关于SR选

取的方法, 国内已有学者研究, Zhi等[9]对乳腺超

表  1  SR不同截断点的分析

     
截断点 敏感性(%) 特异性(%) 准确性(%) 阳性预测值(%) 阴性预测值(%) 约登指数

3.710     89.4     81.1     86.6         90.3         79.6    0.705

3.755     89.4     83.0     87.3         91.2         80.0    0.724

3.875     89.4     84.9     87.9         92.1         80.4    0.743

4.000     89.4     86.8     88.5         93.0         80.7    0.762

4.070     88.5     86.8     87.9         92.9         79.3    0.753

4.155     87.5     86.8     87.3         92.9         78.0    0.743

4.215     86.5     86.8     86.6         92.8         76.7    0.733
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图  2  肝脏肿瘤不同病理类型的SR分布情况.
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图  3  肝脏肿瘤SR的ROC曲线.
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图  1  肝内占位性病灶. A: 肝血管瘤(SR = 1.32) ;  B: 

HCC(SR = 9.75).

■创新盘点
本文研究分析了
超声弹性成像应
变率比值对肝脏
良恶性肿瘤鉴别
的准确性, 提出了
诊断临界点, 并结
合肝脏不同于乳
腺等浅表器官的
特殊性, 确定了超
声弹性应变率比
值的诊断价值.
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声弹性图像分析发现: 在进行乳腺SR测量时, 应
选取病灶同一深度的乳腺组织作为参照, 得出

的结果更能反应病灶的相对硬度, 因为同一深

度的乳腺组织理论上与病灶接受的外力相同.
在本研究中, 我们发现肝脏良恶性肿瘤的

SR各不相同, 其差异具有统计学意义, 反映了在

一定外力作用下, 良恶性肿瘤的形变程度不同, 
良性肿瘤质软形变大, 恶性肿瘤质硬而形变小. 
Masuzaki等[10]用瞬时弹性技术(fibroscan)分析研

究了不同病理类型肝脏肿瘤的硬度, 显示ICC的
平均硬度约为75 kPa, 转移性肝癌的平均硬度约

为66.5 kPa, 而HCC的平均硬度约为55 kPa, ICC
的硬度高于转移性肝癌及HCC. 病理研究也证

实, 从大体标本上来看, 切开肿瘤后, HCC内部

结构稀松而ICC则相对致密, 这是因为HCC富含

血供, 肿瘤细胞之间布满了血窦, 肿瘤细胞在肿

瘤内部分布比较均匀[11]; 而ICC则少血供, 并且

在肿瘤边缘以肿瘤细胞为主, 中央区则肿瘤细

胞较少而纤维组织含量丰富, 其内血管分布较

稀疏, 且多被包埋在间质纤维中, 肿瘤内部有很

多纤维组织成分将其分隔[12]. 而肝血管瘤瘤体质

地柔软, 切面呈蜂窝状, 可压缩, 状如海绵, 镜下

见充满血液扩张的血窦[13]. 从病理角度分析, 肝
内肿瘤的硬度: ICC>HCC>肝血管瘤. 本研究显

示肿瘤的SR与肿瘤的实际硬度之间存在一定的

相关性, 能较为准确的反映肿瘤的实际硬度.
在本研究中, 共有157个病灶, 其中良性肿

瘤53个, 恶性肿瘤104个, 比较根据SR进行良恶

性诊断的敏感性与特异性, 绘制ROC曲线, 用
A U C评价诊断试验的准确性 ,  其取值范围在

0.5-1.0之间, AUC越接近1说明诊断的准确性越

高, AUC = 0.5时说明该试验毫无诊断价值, 一
般认为AUC为0.5-0.7时, 表示诊断准确性较低, 
0.7-0.9时表示诊断价值中等, 0.9以上表示诊断

价值较高[14]. 本研究组的AUC是0.941, 说明以

SR作为肝脏良恶性肿瘤的诊断标准具有较高的

准确性. 根据约登指数最大值, 取得SR最合适

诊断临界点为4.0, 即SR≥4.0者诊断为恶性肿

瘤, 而SR<4.0者诊断为良性肿瘤. 以此为标准, 
在本研究组104个恶性病灶中, 经SR测量确诊93
个, 漏诊11个, 53个良性病灶中, 确诊46个, 误诊

7个, 其肝脏良恶性肿瘤的诊断敏感性为89.4%, 
特异性为86.8%, 准确性为88.5%, 阳性预测值为

93.0%及阴性预测值为80.7%, 表明以该点为临

界点有较高的诊断准确性.
目前关于超声弹性成像研究的报道多采用

5分评分法来确定所检测病灶的良恶性, 1-5分表

示病灶相对于正常组织的弹性系数是由小到大, 
1-3分是相对较软的病灶, 为良性, 4-5分是相对

较硬的病灶为恶性[15]. 但是在本研究中, 我们发

现: 评分为1-2分的主要为良性病灶, 4-5分的主

要为恶性病灶, 这是值得肯定的. 而3分是良恶

性的交界区间, 不能笼统的定义为良性, 在这一

区间, 良恶性肿瘤重叠较多. 对照病理结果进一

步分析, 在3分位置的重叠主要是纤维化程度较

高的肝血管瘤以及一些中心出现出血、坏死等

病理改变的恶性肿瘤. 况且对于弹性图像蓝绿

色彩的分布情况, 不同的人会给出不同的评分, 
存在人为主观因素, 在2-3分间, 尤为明显, 造成

了5分法评价肿瘤的良恶性, 会出现一定的漏诊

及误诊. 而SR这一定量指标的引入, 可以弥补这

一缺陷, 在评价肿瘤性质上, 更为客观和准确.
目前超声弹性成像技术在肝脏肿瘤中的研

究和应用较少, 因为其不同于乳腺、甲状腺等

浅表器官, 具有一定的特殊性. 肝脏位置较深, 
且被肋骨所遮盖, 有时弹性图像不能令人满意; 
部分病灶体积较大, 不能被感兴趣区完全包绕, 
影响到了弹性图像的分级; 特别是肝硬化基础

上的肝脏肿瘤会造成SR偏低, 由于肝硬化肝组

织的硬度大于正常肝组织, 而SR反映的是病灶

对周围组织的相对硬度, 因此在肝硬化程度较

重的肝脏肿瘤, 如测得SR<4.0, 却不能排除恶性

肿瘤的可能, 需结合常规超声及彩色多普勒进

行综合评价.
总之, 我们认为SR测量可以较为客观地反

映病灶的硬度情况, 避免了5分法的一些人为主

观影响, 是一种更为准确客观的诊断肝脏良恶

性肿瘤的超声弹性成像新方法.
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Abstract
AIM: To analyze the changes in the age of pa-
tients with Budd-Chiari syndrome in Henan 
Province, China between 1995 and 2009, and to 
analyze the possible etiological factors contribut-
ing to such changes.

METHODS: The clinical data for 909 patients 
with Budd-Chiari syndrome treated at the De-
partment of Interventional Radiology of the First 
Affiliated Hospital of Zhengzhou University 
from 1995 to 2009 were analyzed using the SPSS 
13.0 statistical software.

RESULTS: The mean age of patients with Budd-
Chiari syndrome is 39.17 ± 11.40. An ascending 
trend was observed for the mean age of patients 
with Budd-Chiari syndrome in Henan Province 
from 1995 to 2009 (P < 0.05). Patients aged 35-44 
years accounted for 19.87% during 1995-1997, 

and 38.51% during 2007-2009. The percentage 
of patients aged 35-44 years showed an upward 
trend. In contrast, the percentage of patients aged 
25-34 years showed a downward trend during 
this period. The percentages of other age groups 
of patients did not change greatly (all P > 0.05).

CONCLUSION: The age at diagnosis of patients 
with Budd-Chiari syndrome shows an upward 
trend in Henan Province from 1995 to 2009.

Key Words: Budd-Chiari syndrome; Age of onset; 
Etiology; Environmental factor
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摘要
目的: 分析1995-2009年15年期间河南地区
Budd-Chiari综合征发病年龄变化趋势, 推测其
发病原因.

方法: 选择1995-2009年郑州大学第一附属医
院介入治疗中心保存资料齐全的909例Budd-
Chiari综合征发病资料为研究对象, SPSS13.0
对其进行数据分析.

结果: B u d d-C h i a r i综合征患者平均年龄
为39.17岁±11.40岁 ,  发病年龄有上升趋
势 (P < 0 . 0 5 ) ,  3 5 - 4 4岁年龄组的构成比从
1995-1997年间的19.87%上升至2007-2009年
间的38.51%, 总体呈逐年上升趋势(P <0.05), 
25-34岁年龄组的构成比相对出现下降趋
势 (P <0.05) ,  其余年龄组未发生明显变化
(P >0.05).

结论: 河南地区Budd-Chiari综合征患者的发
病年龄有上升趋势及年龄构成比发生变化, 可
能与饮食因素改变有关.

关键词: Budd-Chiari综合征; 发病年龄; 病因学; 环

境因素
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■背景资料
Budd-Chiari综合
征在世界范围内
均有报道, 国内已
有不少单位曾先
后报道过大宗病
例 ,  公 认 我 国 的
河南、河北、江
苏、山东和辽宁
地区为该病的高
发地区. 虽然对我
国Budd-Chiari综
合征的治疗已取
得了满意的疗效, 
然则其病因仍不
确切, 尚未有文献
报道其发病年龄
趋势有无变化.
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0  引言

Budd-Chiari综合征在世界范围内均有报道, 国
内已有不少单位曾先后报道过大宗病例, 公认

我国的河南、河北、江苏、山东和辽宁地区

为该病的高发地区. 虽然对我国Budd-Chiari综
合征的治疗已取得了满意的疗效, 然则其病因

仍不确切, 尚未有文献报道其发病年龄趋势有

无变化, 本研究目的皆在了解河南地区Budd-
Chiari综合征患者的发病年龄有无变化, 探讨引

起发病年龄上升的原因, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择1995-2009年郑州大学第一附属

医院介入治疗中心保存资料齐全的909例Budd-
Chiari综合征发病资料为研究对象, 全部经数字

减影血管造影证实, 其中男569例, 占62.60%, 女
440例, 占38.40%, 男∶女 = 1.29∶1, 男女构成比

为62.60∶38.40.
1.2 方法 按年限分为7组(最低保持每组病例数超

过100例), 按每增加10岁在各年限内划分年龄组, 
比较不同年限内患者平均年龄的变化; 比较不同

年限内相同年龄组构成比随时间的变化趋势. 
统计学处理 对所得数据采用SPSS13.0统计

软件进行统计学处理, 使用χ2检验, 检验标准按α 
= 0.05.

2  结果

Budd-Chiari综合征发病年龄分布见图1, 不同

年限内各年龄组构成比随时间变化趋势见表

1. 在909例Budd-Chiari综合征病例中, 年龄最

小者为3岁半 ,  最长者为75岁 ,  疾病年龄主要

集中在25-34岁、35-44岁和45-54岁3个年龄组

中, 约占总数的82%. 35-44岁年龄组构成比从

1995-1997年的19.87%上升到2007-2009年的

38.51%(P <0.05), 总体呈逐年上升趋势, 由于该

年龄段的比例增高, 相应的25-34岁年龄组构

成比从1995-1997年的45.70%下降到2007-2009
年的17.70%(P <0.05), 其余年龄组尚未发生明

显变化(P >0.05), 由于年龄构成比的变化, 使
1995-1997年患者的平均年龄从35.1岁±10.24
岁上升到2007-2009年的41.55岁±10.87岁
(P <0.05). 
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3  讨论

Budd-Chiari综合征是指由于各种原因引起的肝

静脉和肝后段下腔静脉部分或完全性梗阻性血

液回流障碍而致的门静脉高压症候群和/或下腔

静脉高压症候群. Budd-Chiari综合征的病因复

杂, 多随地域、民族和病理类型不同而异, 在西

方国家, 此病大多数由血液凝固异常, 血栓形成

引起[1,2]. 而我国目前则尚未统一定论[3-5], 现多集

中在先天性发育异常、感染或炎症、血液凝固

异常与血栓形成或其他因素引起. 
随着对Budd-Chiari综合征地深入研究, 除

了上述病因外, 近来来已有学者开始意识到环

境因素, 如饮食结构、饮食习惯等也有可能参

与Budd-Chiari综合征的发病和进展, 郭成浩等[6]

发现Budd-Chiari综合征患者的尿碘明显高于对

照组正常人群, 因此提出Budd-Chiari综合征的

发病与外环境高碘有关的假说, 认为微量元素

也可能参与Budd-Chiari综合征的形成. 
根据流行病学特征可以推测疾病的病因和

发病机制, 患者的发病年龄、地区分布等流行

病特征, 是形成病因假设的基础和重要来源[7]. 
对于慢性非传染性疾病的病因研究, 应重视环

境因素的问题[8]. 我国Budd-Chiari综合征主要分

布在河南、河北、江苏、山东和辽宁5省的农

村地区[9], 而这5省恰恰分布在黄淮海冬麦区, 那
么是否饮食因素也参与该病的形成? 两者之间

是否存在着相关性? 鉴于此, 我们提出慢性食

物中毒学说、营养失调学说, 即认为我国Budd-
Chiari综合征高发地区的日常饮食中含有某些

微量可致病因子, 随着饮食的摄入, 这些致病因

素在体内不断累积, 间接或直接参与下腔静脉

阻塞隔膜的形成, 逐渐产生临床症状, 最终形成

Budd-Chiari综合征. 
查阅文献并对Budd-Chiari综合征河南高发

地区进行查访, 我们发现, 近年来随着农民收入

的不断提高, 生活水平逐渐改善, 农村地区的膳

食结构发生了明显变化, 蛋白含量和维生素等

www.wjgnet.com

■相关报道
郭 成 浩 等 发 现
Budd-Chiari综合
征患者的尿碘明
显高于对照组正
常 人 群 ,  因 此 提
出Budd-Chiari综
合征的发病与外
环境高碘有关的
假 说 ,  认 为 微 量
元素也可能参与
Budd-Chiari综合
征的形成.
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图  1  909例Budd-Chiari综合征发病年龄分布.
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摄入量已明显提高. 我们认为正是饮食结构的

改变, 间接或直接影响了Budd-Chiari综合征的

发生和进展, 使发病年龄发生变化. 由于膳食结

构的改变, 减少了原来致病因子的摄入量, 使发

生Budd-Chiari综合征所需的致病因子的累积时

间延长, 进而推迟了该病的发生, 使发病年龄推

迟. 但是由于农村地区长期的饮食习惯、饮食

环境等仍未发生变化, 仍或多或少地摄入或接

触致病因子, 这些致病因子一旦进入在体内, 就
会不断积累, 直至达到可产生Budd-Chiari综合

征的水平, 然后出现临床症状而就诊. 另外随着

人口老龄化, Budd-Chiari综合征亦高龄化. 然而

这只是种推测, 缺乏有充分证据的深入研究和

系统研究, 尚需要进一步证实. 
总之, 近年来Budd-Chiari综合征的发病年

龄已发生变化, 年龄构成比也已随之改变. 我们

推测这可能与农村地区饮食结构的改变有关, 
饮食因素可能参与Budd-Chiari综合征的发生和

进展. Budd-Chiari综合征的病因和发病机制与疾

病的治疗和预防紧密相关, 需要继续深入地研

究, 而且关于Budd-Chiari综合征的病因从现场

到临床, 从临床到实验室还有许多研究内容需

要开展, 希望我国的农民早日摆脱Budd-Chiari
综合征的困扰.
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表  1  1995-2009年Budd-Chiari综合征各年龄组年龄构成比变化

     
时间     n    平均年龄(岁)

≤14岁

   n (%)

15-24岁

    n (%)

25-34岁

     n (%)

35-44岁

     n (%)

45-54岁

     n (%)

55-64岁

    n (%)

 ≥65岁

     n(%)

1995-1997 151 35.10±10.24   3(1.99) 15(9.93)   69(45.70)   30(19.87)   30(19.87)   4(2.65)   0(0.00)

1998-2000 150 35.85±12.37   6(4.00) 16(10.67)   53(35.33)   41(27.33)   22(14.66)   9(6.00)   3(2.00)

2001-2003 128 38.26±11.70   2(1.56)   8(6.25)   41(32.03)   42(32.81)   22(17.18) 10(7.81)   3(2.34)

2004-2006 158 42.11±10.36   1(0.63)   5(3.16)   29(18.35)   69(43.67)   37(23.42) 12(7.59)   5(3.16)

2007-2009 322 41.55±10.87   3(0.93) 19(5.90)   57(17.70) 124(38.51)   77(23.91) 36(11.18)   6(1.86)

合计 909 39.16±11.40 15(1.65) 63(6.93) 249(27.39) 306(33.66) 188(20.68) 71(7.81) 17(1.87)
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)

■同行评价
本文资料完整, 数
据统计处理恰当, 
讨论符合科学规
律, 结论可靠.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of PTEN, 
HER-2 and protein kinase B (PKB) in cholangio-
carcinoma and to analyze their correlation with 
the tumorigenesis and progression of cholangio-
carcinoma.

METHODS: The expression of PTEN, HER-2/
neu and PKB in 80 cholangiocarcinoma speci-
mens and 24 normal bile duct tissue specimens 
was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: The positive rate of PTEN expression 
in cholangiocarcinoma was significantly lower 
than that in normal bile duct tissue (40.00% vs 
79.17%, χ2 = 11.33, P = 0.001). The positive rates 
of HER-2/neu and PKB expression were signifi-
cantly higher in cholangiocarcinoma than in nor-
mal bile duct tissue (HER-2: 73.75% vs 33.33%, 
χ2 = 13.16, P = 0.000; PKB; 80.00% vs 54.17%, χ2 = 
6.41, P = 0.01). There was a negative correlation 
between PTEN and HER-2/neu expression (r = 
-0.456, P = 0.000) and between PTEN and PKB 

expression (r = -0.355, P = 0.001) but a positive 
correlation between HER-2/neu and PKB expres-
sion (r = 0.374, P = 0.001) in cholangiocarcinoma.

CONCLUSION: Loss of PTEN expression and 
HER-2/neu overexpression may lead to deregu-
lated cell proliferation, which is closely related 
with the development and progression of chol-
angiocarcinoma. Both PTEN expression and 
HER-2/neu expression are associated with PKB 
expression, suggesting that PTEN and HER-2/
neu regulate the development and progression 
of cholangiocarcinoma perhaps via the PI3K-
PKB signaling pathway.

Key Words: Cholangiocarcinoma; PTEN; HER-2/neu; 
Protein kinase B; Immunohistochemistry

Cui DX, Yu YL. Significance of expression of PTEN, 
HER-2/neu and PKB in cholangiocarcinoma. Shijie Hua-
ren Xiaohua Zazhi  2010; 18(30): 3262-3266

摘要
目的: 观察PTEN、 HER-2/neu和PKB在胆管
癌组织中的表达, 并探讨其与胆管癌发生、发
展的关系及其意义. 

方法: 应用免疫组织化学SP法检测80例胆管
癌组织和24例正常胆管组织(取自其他良性疾
病行胆管切除者)中PTEN、HER-2/neu和PKB
的表达. 

结果: 胆管癌组织中PTEN表达显著低于正
常胆管组织(40.00% vs  79.17%, χ2 = 11.33, P  = 
0.001), HER-2/neu的表达显著高于正常胆管
组织(73.75% vs  33.33%, χ2 = 13.16, P  = 0.000), 
PKB的表达显著高于正常胆管组织(80.00% vs  
54.17%, χ2 = 6.41, P  = 0.01). PTEN和HER-2/neu
蛋白表达呈明显负相关(r  = -0.456, P = 0.000); 
PTEN与PKB蛋白表达呈明显负相关(r  = -0.355, 
P  = 0.001); HER-2/neu与PKB蛋白表达呈明显
正相关(r  = 0.374, P  = 0.001).

结论: PTEN表达的缺失和HER-2/neu过表达
可能导致细胞增殖失控, 与胆管癌的发生、发
展密切相关, 二者均与PKB呈相关性, 提示二

®

■背景资料
胆管癌是起源于
胆管上皮细胞的
恶 性 肿 瘤 ,  恶 性
程度高、发展迅
速 ,  临 床 上 难 于
早 期 发 现 ,  因 此
对其发生、发展
机制的研究有利
于找出肿瘤发展
过程中的标志物, 
从而有利于早期
诊断或是为肿瘤
的生物治疗找到
新的靶点. 

■同行评议者
荚卫东, 教授, 安
徽省立医院肝胆
外科
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者均可能通过PI3K-PKB信号转导参与胆管癌
的发生发展.

关键词: 胆管癌; PTEN; HER-2/neu; 蛋白激酶B; 

免疫组织化学
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0  引言

胆管癌是起源于胆管上皮细胞的恶性肿瘤, 近
年来其发病率呈上升趋势[1]. 胆管癌恶性程度

高、发展迅速, 临床上难于早期发现; 另外由

于胆管癌所在解剖部位复杂使得手术切除率很

低; 加上一般的放、化疗疗效不满意, 所以胆

管癌预后非常差. 鉴于胆管癌的上述特性, 有必

要对其发生、发展机制进行更深入地研究. 研
究证实, PTEN、人表皮生长因子受体2(human 
epidermal growth factor receptor 2, HER-2)和蛋

白激酶B(protein kinase B, PKB)在人类多种肿瘤, 
如神经胶质瘤、前列腺癌、子宫内膜癌、黑色

素瘤及胃肠道肿瘤、肝癌、胰腺癌、上皮性卵

巢癌等[2-4]均存在异常表达, 提示PTEN、HER-2/
neu和PKB的改变与肿瘤的发生、发展有关. 本
研究旨在探讨PTEN、HER-2/neu和PKB在胆管

癌组织中的表达和三者在胆管癌发生发展中的

关系及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-01/2008-10在中国医科大学

附属盛京医院普通外科住院并行手术治疗的胆

管癌患者资料, 选择其中临床资料完整的胆管

癌患者80例, 均经病理检查确诊, 术前均未行放

化疗. 另收集同期24例经病理证实的正常胆管组

织标本(取自其他良性疾病行胆管切除者)作为

正常对照. 标本均用10%甲醛溶液固定, 石蜡包

埋, 4 μm连续切片. 兔抗人HER-2/neu多克隆抗体

(DAKOUSA)、鼠抗人PTEN单克隆抗体、SP和
DAB(购自北京中杉金桥生物技术有限公司), 鼠
抗人PKB多克隆抗体为Santa Cruz公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检测: 所有标本均经石蜡包

埋、切片, 常规脱蜡, 水化后经3%过氧化氢处

理, 微波抗原修复, 其余染色步骤按各试剂说明

书分别进行PTEN、HER-2/neu和PKB免疫组织

化学SP法检测. 以PBS代替一抗作阴性对照, 用

已知阳性片为阳性对照. 
1.2.2 结果判定: (1)PTEN与PKB蛋白结果判定: 
在显微镜下(×400)观察, 随机计数10个高倍

视野, 无阳性或阳性细胞<25%为(-), 阳性细胞

25%-50%为(+), 阳性细胞数50%-75%为(++), 阳
性细胞数≥75%为(+++), +或++视为PTEN、

PKB过表达阳性, +++视为PTEN、PKB过表达

强阳性. 不以染色深浅作为判断阳性程度指标, 
以排除一抗浓度、DAB染色时间、标本保存时

间等因素的干扰; (2)HER-2/neu结果判定: 按照

DAKO标准进行染色强度分级: 在显微镜下(×
400)观察, 随机计数10个高倍视野, 阴性(-):未着

色或<10%的肿瘤细胞膜着色; (+): >10%的肿瘤

细胞膜呈微弱的着色且仅为细胞膜的不完全着

色; (++): >10%的肿瘤细胞呈弱到中等强度的细

胞膜完全着色; 强阳性(+++): >10%的肿瘤细胞

呈强的细胞膜着色, +或++视为HER-2/neu过表

达阳性, +++视为HER-2/neu过表达强阳性. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件包进行统计

学分析, 计数资料以χ2检验和Fisher精确概率法

进行统计分析, PTEN、HER-2/neu和PKB之间的

相关性采用Spearman等级相关分析, 均以P <0.05
认定为有统计学意义.

2  结果

2.1 PTEN、HER-2/neu和PKB蛋白在胆管癌和

正常胆管组织中的表达 PTEN蛋白在胆管癌组

织阳性表达率为40.00%, 多表达于胞质, 少数表

达于细胞核, 出现明显棕黄色颗粒; 正常组织阳

性表达率为79.17%, 两者存在显著性差异(χ2 = 
11.33, P  = 0.001). HER-2/neu蛋白在胆管癌组织

阳性表达率为73.75%, 细胞膜和细胞质出现棕

黄色颗粒; 正常组织阳性表达率为33.33%, 两者

存在显著性差异(χ2 = 13.16, P = 0.000). PKB蛋
白在胆管癌组织阳性表达率为80.00%, 多表达

于胞质, 少数表达于细胞核, 出现明显棕黄色颗

粒; 正常组织阳性表达率为54.17%, 两者存在显

著性差异(χ2 = 6.41, P = 0.01, 图1, 表1).
2.2 PTEN、HER-2/neu和PKB蛋白在胆管癌组织

中表达的相关性 PTEN和HER-2/neu表达存在显

著的负相关(r  = -0.456, P  = 0.000); PTEN和PKB
表达亦存在显著的负相关(r = -0.355, P = 0.001); 
HER-2/neu和PKB表达则存在显著的正相关(r = 
0.374, P = 0.001, 表2-4).

3  讨论

癌基因和抑癌基因的表达失常或失衡所导致的

■研发前沿
检测胆管癌中不
同基因的表达, 进
一步研究胆管癌
发生发展机制一
直以来是研究的
热点与难点, 结合
临床特征, 对未来
判定胆管癌的恶
性程度、侵袭性
以及评价预后具
有重要意义, 同时
或可为胆管癌的
靶向药物治疗提
供新的靶点.

■创新盘点
本 研 究 探 讨
PTEN、HER-2/
neu和PKB在胆管
癌组织中的表达
和三者在胆管癌
发生发展中的关
系及意义, 这在国
内发表的相关文
章中尚不多见.
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细胞信号转导紊乱、细胞无控增殖在肿瘤的发

生、发展和转归上具有关键性作用. 如前所述, 
大量研究表明, 抑癌基因PTEN、癌基因HER-2/
neu在多种肿瘤中均有异常表达, 并且在调节肿

瘤细胞生长、分化、侵袭转移和肿瘤血管新生

等各方面均有重要作用[5,6]. 另一方面, 细胞信号

转导通路紊乱是肿瘤细胞的重要生物学特性之

一, 其中三磷酸肌醇激酶(phosphatidyl inositol 
3-kinase, PI3K)/PKB信号转导通路在维持细胞

恶性生物学特性中起着重要作用[7]. 
PTEN是迄今为止发现的第1个具有磷酸酶

活性的抑癌基因, 定位于人染色体10q23[8], 其表

达产物是PI3K/PKB信号转导通路上的关键蛋

白. Furnari等[9]在对脑胶质瘤细胞系的研究中也

发现外源性野生型PTEN能显著抑制脑胶质瘤

细胞系的生长. PTEN基因缺失和突变率非常高, 
在人类多种肿瘤中均有PTEN杂合性丢失或突

变致畸失活, 如在神经胶质瘤、子宫内膜癌、

前列腺癌、在乳腺癌、卵巢癌、肾细胞癌、甲

状腺癌、淋巴瘤、肝细胞癌, 肺癌等多种恶性

组织中均有PTEN表达的不同程度下降[10]. 本研

究结果显示, PTEN蛋白在胆管癌组织中表达显

著低于在正常胆管组织, 提示胆管癌的发生发

展过程中同样可能存在PTEN基因的突变或杂

合性缺失. 
HER-2/neu基因则位于人染色体17q-12-21.3

的一种细胞癌基因, 主要参与细胞的分裂和生

长, 于胚胎发育时期开始表达, 成年后正常组织

中仅可检测到少量的HER-2/neu基因. 在正常情

况下该基因处于非激活状态, 其编码产物是具

有酪氨酸酶活性的细胞跨膜糖蛋白(P185), 其在

某些肿瘤的细胞信号转导中起着重要作用, 是
肿瘤细胞生长、分化的重要调节因子[11]. 目前认

为HER-2/neu主要通过对细胞转导通路的影响

来参与细胞的增殖、分化、迁移、黏附、转化

与凋亡, 使细胞增殖加快, 周期加速, 使细胞呈

现恶性表现. 一些研究认为HER-2的过表达与临

床进展相关系, 认为他是决定患者生存期的独

立因素, 并且有人认为血清HER-2蛋白水平是复

发后预期存活的最强因素[6]. 本试验研究结果显

示, HER-2/neu蛋白在胆管癌组织表达明显高于

正常胆管组织; 表明HER-2蛋白过表达同样与胆

管癌发生、发展密切相关. 
PKB是一个相对分子质量约60 000 Da的蛋

白, 是一类调解细胞凋亡/存活的胞质信号转导

蛋白[12], 其在多种细胞中充当抗凋亡信号激酶的

作用, 参与调控细胞内若干程序信号转导, 介导

肿瘤发生发展[13], 因此PKB被认为是一个潜在的

癌基因. 细胞外生长信号通过PI3K作用产生磷

脂酰肌醇3, 4, 5-三磷酸(phosphatidyl inositol 3, 
4, 5-triphosphate, PIP3), 后者激活PKB从而启动

表  1  PTEN、HER-2/neu和PKB蛋白在胆管癌组织和正常组织中的表达率

     
分组   n

    PTEN(n )
表达率(%)   χ2值   P值

 HER-2/neu
表达率(%)  χ2值 P 值

      PKB
表达率(%)         χ2值 P 值

 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性      

正常组 24    5  19   79.17 11.33 0.001   16     8    33.33 13.16 0.00   11  13    54.17 6.41 0.01

病例组 80  48  32   40.00   21   59    73.75   16  64    80.00

表  2  胆管癌组织PTEN与HRE-2/neu表达间的相关性 (n )

     
HER-2/neu

                            PTEN                                 
合计

 阴性 阳性 强阳性

阴性      4     7     10   21

阳性    20     3       5   28

强阳性    24     5       2   31

合计    48   15     17   80

表  3  胆管癌组织HRE-2/neu与PKB表达间的相关性 (n )

     
PKB

                                   HER-2/neu                            
合计

阴性 阳性 强阳性

阴性     5     6       5   16

阳性   15     4       5   24

强阳性     1   18     21   40

合计   21   28     31   80

表  4  胆管癌组织PTEN与PKB表达间的相关性 (n )

     
PTEN

                                       PKB                                   
合计

阴性 阳性 强阳性

阴性     7  10    31   48

阳性     2    8      5   15

强阳性     7    6      4   17

合计   16  24    40   80

■应用要点
本文为胆管癌发
生发展的研究提
供了一些线索, 并
可能为胆管癌的
靶向药物研究提
供一些方向.
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一系列与细胞凋亡、细胞周期调控、端粒酶活

性、血管生成、细胞亲信迁移相关的程序[14-16], 
此信号转导通路即为PI3K/PKB信号转导通路. 
本试验研究结果显示胆管癌组织中PKB蛋白明

显高表达, 并与PTEN、HER-2表达均显著相关, 
表明PTEN、HER-2亦可能通过PI3K/PKB信号

转导通路参与胆管癌的发生、发展. 有研究表

明, PTEN可催化PIP3和PIP2去磷酸化, 进而抑

制PKB的活性, PTEN突变则可引起PKB活性增

强[17]. HER-2/neu的激活多表现为野生型基因的

扩增和过表达, 其激活后则可引起下游蛋白磷

酸化而激活多条通路, 主要有Ras/Raf/MAPK、

PI3K/PKB和cAMP等. HER-2/neu的激活可以活化

PI3K, 在细胞膜内生成PIP3与PIP2, 进而与PKB相
互作用介导细胞分化、迁移、存活、凋亡. 

总之, 本研究结果表明PTEN、HER-2/neu
和PKB与胆管癌的发生、发展密切相关, 并提示

肿瘤的发生是多种癌基因活化与抑癌基因失活

共同作用的结果. 检测胆管癌中不同基因的表

达, 可为胆管癌的基因靶向药物治疗提供新的

靶点. 
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图  1  PTEN、HER-2和PKB在胆管癌组织中的表达. A: 

PTEN; B: HER-2; C: PKB.
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■同行评价
本文内容较新颖, 
有一定的创新性, 
学术价值较好, 为
进一步研究胆管
癌发生发展的相
关机制以及治疗
提供了新途径.
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2008 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
     	                                           			                   总被引频次 		                  影响因子                   

                                                    				      数值      学科排名       离均差率	 数值       学科排名     离均差率

1170	 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY		        7	 41	 -0.99 	 0.043 	 41            -0.92 

G275	 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY	 5432	   1	   3.71 	 0.792 	   6              0.52 

G803	 肝脏					       586	 25	 -0.49 	 0.594 	 11              0.14 

G938	 国际呼吸杂志				      645	 22	 -0.44 	 0.294 	 34            -0.43 

G415	 国际内分泌代谢杂志				      663	 20	 -0.43 	 0.379 	 28            -0.27 

G501	 临床肝胆病杂志				      582	 27	 -0.50 	 0.441 	 22            -0.15 

G658	 临床荟萃					     1709	   8	   0.48 	 0.356 	 32            -0.32 

G257	 临床内科杂志				      875	 16	 -0.24 	 0.412 	 24            -0.21 

G855	 临床消化病杂志				      314	 32	 -0.73 	 0.294 	 34            -0.43 

G261	 临床心血管病杂志				      836	 17	 -0.28 	 0.371 	 29            -0.29 

G293	 临床血液学杂志				      408	 31	 -0.65 	 0.329 	 33            -0.37 

G491	 岭南心血管病杂志				      161	 39	 -0.86 	 0.158 	 40            -0.70 

G662	 内科急危重症杂志				      308	 34	 -0.73 	 0.279 	 36            -0.46

G523	 内科理论与实践				        34	 40	 -0.97 	 0.171 	 39            -0.67 

G746	 实用肝脏病杂志				      312	 33	 -0.73 	 0.562 	 14              0.08 

G190	 世界华人消化杂志				    2480	   6	    1.15 	 0.547 	 17	 0.05 

G800	 胃肠病学					       619	 23	 -0.46 	 0.621 	 10              0.19 

G326	 胃肠病学和肝病学杂志				     580	 28	 -0.50 	 0.415 	 23            -0.20 

G083	 心肺血管病杂志				      246	 37	 -0.79 	 0.361 	 31            -0.31 

G419	 心血管病学进展				      585	 26	 -0.49 	 0.410 	 25            -0.21 

G260	 心脏杂志					       553	 29	 -0.52 	 0.406 	 26            -0.22 

G610	 胰腺病学					       268	 35	 -0.77 	 0.366 	 30            -0.30 

G234	 中国动脉硬化杂志				      934	 15	 -0.19 	 0.557 	 16	 0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2309	   7	   1.00 	 0.487 	 20            -0.06 

G211	 中国糖尿病杂志				    1567	 11	   0.36 	 0.570 	 13	 0.10

G380	 中国心血管杂志				      256	 36	 -0.78 	 0.225 	 37            -0.57 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     657	 21	 -0.43 	 0.562 	 14	 0.08 

G633	 中国血液净化				      680	 19	 -0.41 	 0.546 	 18	 0.05 

G119	 中国循环杂志				      694	 18	 -0.40 	 0.406 	 26            -0.22 

G231	 中华肝脏病杂志				    3283	   4	   1.84 	 1.119 	   2	 1.15 

G235	 中华高血压杂志				    1168	 14	   0.01 	 0.730 	   8	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     166	 38	 -0.86 	 0.207 	 38            -0.60 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     588	 24	 -0.49 	 0.442 	 21            -0.15 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1612	 10	   0.40 	 0.897 	   5	 0.73 

G156	 中华内科杂志				    3484	   3	   2.02 	 0.788 	   7	 0.52 

G161	 中华肾脏病杂志				    1643	   9	   0.42 	 1.068 	   3	 1.05 

G285	 中华消化内镜杂志				    1314	 13	   0.14 	 0.578 	 12	 0.11 

G168	 中华消化杂志				    2571	   5	   1.23 	 1.025 	   4	 0.97 

G892	 中华心率失常学杂志				      494	 30	 -0.57 	 0.657 	   9	 0.26 

G170	 中华心血管病杂志				    4186	   2	   2.63 	 1.375 	   1	 1.64 

G172	 中华血液学杂志				    1501	 12	   0.30 	 0.489 	 19            -0.06 

	 平均值					     1154			   0.520 		

以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.

代码	                          期刊名称

17	 Pore N, Liu S, Haas-Kogan DA, O'Rourke DM, Ma-
ity A. PTEN mutation and epidermal growth factor 
receptor activation regulate vascular endothelial 
growth factor (VEGF) mRNA expression in human 
glioblastoma cells by transactivating the proximal 
VEGF promoter. Cancer Res 2003; 63: 236-241
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Abstract
AIM: To assess the efficacy and safety of endo-
scopic submucosal dissection (ESD) conducted 
in the operating room for gastrointestinal le-
sions.

METHODS: A total of 102 patients with gas-
trointestinal lesions diagnosed by endoscopy 
from March 2008 to May 2010 were enrolled. 
Chromoendoscopy and endoscopic ultrasonog-
raphy were performed to confirm the extent and 
depth of the lesions. All the patients underwent 
routine preoperative evaluation. Tracheal intu-
bation and general anesthesia were conducted 
in the operating room. The operation duration, 
volume of submucosal injection solution used, 

changes in blood Hb levels, and the rates of en 
bloc resection and complications were recorded.

RESULTS: The maximum diameter of resected 
samples was 2.72 cm ± 0.81 cm. The volume of 
submucosal injection solution used was 35.5 mL 
± 14.05 mL. The average operation duration was 
65.91 min ± 25.49 min. The en bloc resection rate 
was 95.1%. The perforation rate was 2.9%. Two 
patients received emergency surgery because of 
perforation and uncontrolled delayed hemorrhage.

CONCLUSION: ESD conducted in the operating 
room is associated with less complications and 
permits prompt, convenient handling of compli-
cations and avoiding medical risks.

Key Words: Endoscopic submucosal dissection; Endo-
scopic surgery; Operating room; Gastrointestinal tract

Ding YB, Sun JH, Chen YS, Deng B, Sui W, Chen HY, 
Zhao Y. Endoscopic submucosal dissection for gastro-
intestinal lesions in the operating room: an analysis of 
102 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(30): 
3267-3270

摘要
目的: 初步评价在手术室内行内镜黏膜下剥离
术(ESD)治疗胃肠道病变的安全性及有效性.

方法: 收集2008-03/2010-05共102例病例患者, 
内镜检查发现的胃肠道病灶患者作为入选对
象, 术前行染色内镜和超声内镜检查, 确定病
变范围和深度, 常规行术前评估, 手术室内行
气管插管全身麻醉. 观察手术时间、黏膜下注
射液体量、手术前后血红蛋白水平变化、手
术成功率及并发症发生率.

结果: 切除标本最大直径平均2.72 cm±0.81 
cm; 术中平均黏膜下注射量为35.5 mL±14.05 
mL; 手术平均手术操作时间65.91 min±25.49 
min; 手术完整剥离成功率95.1%, 穿孔发生率
2.9%, 其中1例穿孔行外科手术治疗, 1例发生
迟发型出血, 行手术治疗.

结论: 手术室内行ESD有利于降低并发症的发
生率, 而且有利于并发症的及时处理, 可有效

www.wjgnet.com
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■背景资料
内镜黏膜下剥离
术 ( E S D ) 是在内
镜下黏膜切除术
(EMR)的基础上
发展起来的新技
术, 由日本学者在
1994年首先提出, 
可完整大块地切
除消化系病变, 提
供完整的病理诊
断资料, 达到实现
根治肿瘤的效果.

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第三医院消化内
科
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0  引言

内镜下黏膜剥离术(endoscopic submucosal dis-
section, ESD)是在内镜下黏膜切除术(endoscopic 
mucosal resection, EMR)的基础上发展起来的新

技术, 可完整大块地切除病变, 具有创伤小、治

疗成本低, 疗效与外科手术相当, 可提供完整切

除病灶进行病理检查等优点, 充分体现了微创

治疗的优越性[1]. 但其由于ESD切除范围较大, 
操作时间长, 治疗过程中出现并发症的概率也

相应增加, 达到10%-30%[2-4], 限制了其推广应用. 
我们自2008年始实施在手术室内ESD手术治疗

胃肠道病变, 到目前为止共完成治疗102例, 现
初步评价其安全性及有效性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-03/2010-05扬州市第一人民医院

共实施ESD手术102例, 其中男62例, 女40例, 年
龄33-82(平均年龄61.4)岁. 所有患者术前行染

色内镜和超声内镜检查, 确定病变范围和深度, 
手术前签署知情同意书. 病变部位分布: 食管

21例, 贲门9例, 胃底5例, 胃角6例, 胃体10例, 胃
窦26例, 十二指肠2例, 结肠4例, 直肠19例. 采用

Olympus XQ260-J电子胃镜、Olympus CF-260
电子肠镜、EU-M2000超声探头主机, UM-2R小
探头; NM-4L-1注射针、德国爱尔博APC300治
疗仪、热活检钳、止血钛铗、头端绝缘的针状

刀(insulated-tip knife, IT刀)、钩刀(hook knife, 
HOOK刀)等内镜手术器械. 医用透明质酸钠凝

胶(上海其胜生物有限公司)、甘油果糖(四川美

大康佳乐药业公司)、0.2%靛胭脂(南京微创医

学科技公司)、间苯三酚(南京恒生制药厂)、瑞

素(华瑞制药, 500 mL).
1.2 方法 
1.2.1 手术: 术前常规行心肺功能、凝血功能等

评估, 明确无手术禁忌证, 禁食12 h, 禁饮4 h; 手
术室内予患者留置静脉通道, 缓慢静脉滴注间

苯三酚80 mg减轻胃肠蠕动, 专职麻醉师常规行

经鼻气管插管全身麻醉, 监测血压、脉搏、呼
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吸, 创造良好的操作条件. 手术步骤: (1)标记: 应
用氩气刀(argon plasma coagulation, APC)于病灶

边缘0.5 cm处进行标记; (2)黏膜下注射: 于病灶

边缘标记点外侧进行多点黏膜下注射, 每点约2 
mL, 可重复注射直至病灶明显抬起, 黏膜下注射

0.2%靛胭脂5 mL、医用透明质酸钠凝胶4 mL、
甘油果糖100 mL(含甘油10 g、果糖5 g), 肾上腺

素(浓度为1∶10 000)混合液; (3)切开病变外侧

缘黏膜: 应用HOOK刀沿病灶边缘标记点切开黏

膜, 先切开远端, 再切开近端; (4)剥离病变: 应用

HOOK刀或IT刀于病灶下方对黏膜下层进行剥

离, 剥离过程中可反复黏膜下注射, 保持病灶处

于隆起状态, 剥离过程中如有出血可应用HOOK
刀直接电凝止血或应用热活检钳钳夹出血点电

凝止血; (5)创面处理: 切除病灶若可见裸露血管

可应用APC凝固治疗, 必要时应用金属止血夹夹

闭粗大血管; (6)上消化道病灶在内镜直视下置

入三腔胃肠管, 前端送至十二指肠降部以下. 
1.2.2 ESD术后处理: 治疗结束后, 禁食24-48 h, 
常规补液、应用防治感染和止血药物, 上消化

系病例术后即经三腔胃肠管行胃肠减压, 并于

术后12 h内空肠内注入肠内营养剂(瑞素)行早期

肠内营养. 观察腹部体征、有无皮下气肿. 所有

切除组织送检病理检查, 确定病变性质, 观察病

灶边缘或基地部有无病变累及. 2 mo内复查胃

肠镜, 观察创面愈合情况. 
1.2.3 观察指标: (1)测量切除标本最大直径; (2)
切除标本病理诊断; (3)计算黏膜下注射液量; (4)
操作时间; (5)手术成功率及并发症发生率; (6)术
后病例随访.

2  结果

2.1 标本最大直径 切除标本最大直径2.4-6.5 cm, 
平均2.72 cm±0.81 cm, 其中2.1-3.0 cm 41例, 
3.1-4.0 cm 45例, 4.1-5.0 cm 8例, 5.1-6.0 cm 6例, 
>6.1 cm 2例.  
2.2 病理诊断 黏膜慢性炎症7例, 黏膜炎症伴肠

化6例, 低级别上皮内瘤变12例, 高级别上皮内

瘤变15例, 黏膜内腺癌5例, 绒毛管状腺瘤14例, 
管状腺瘤15例, 绒毛管状腺瘤伴局灶癌变2例, 
类癌7例, 平滑肌瘤9例, 间质瘤7例, 异位胰腺2
例, 脂肪瘤1例. 
2.3 黏膜下注射液总量及手术时间 术中黏膜

下注射液量12-76(平均黏膜下注射量为35.5±
14.05) mL; 手术操作时间25-167(平均手术操作

时间65.91±25.49) min. 
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■研发前沿
ESD需要相当高
的 内 镜 操 作 技
术, 术中、术后出
血、穿孔等严重
的并发症发生率
远高于EMR,  如
何掌握ESD操作
技巧、减少严重
并发症的发生, 是
该技术广泛推广
应用的前提和研
究热点.
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2.4 手术成功率及并发症发生率 1例十二指肠

间质瘤剥离困难, 中止剥离; 1例直肠类癌剥离

标本基底部见局灶肿瘤细胞残留, 遂接受外科

手术治疗; 2例贲门部病灶剥离困难, 改行圈套

器电切, 切除标本送检病理诊断分别为低级别

上皮内瘤变及高级别上皮内瘤变, 基底部及边

缘均未发现病灶残留, 1例食管低级别上皮内瘤

变病例术中剥离困难, 改行APC治疗. 手术完整

剥离成功率95.1%(97/102); 1例胃窦部间质瘤

剥离过程中见穿孔, 金属夹夹闭后保守治疗痊

愈; 1例直肠类癌术中穿孔, 出现皮下气肿, 内
科保守治疗痊愈; 1例结肠腺瘤术中穿孔, 遂行

外科手术治疗. 穿孔发生率2.9%(3/102), 其中

胃窦穿孔发生率为16.7%(1/26), 直肠穿孔发生

率为5.3%(1/19), 结肠穿孔发生率为25%(1/4). 
迟发性出血发生率0.98%(1/102), 术后狭窄率

0.98%(1/102), 术后复发率0.98%(1/102). 所有

ESD治疗中均有创面少量出血, 经电凝、氩离

子凝固能成功止血, 1例贲门早期癌患者术后第

9天出现上消化系大出血, 行紧急外科手术发现

剥离创面小动脉活动性出血, 结扎后治愈. 1例
食管高级别上皮内瘤变术后2 mo出现病灶剥离

部位环周狭窄, 行内镜下球囊扩张, 并予类固醇

激素曲安奈德狭窄局部注射, 2 mo后复查胃镜

食管狭窄治愈.
2.5 术后随访 目前所有ESD病例随访中, 平均随

访时间5.2 mo, 所有病例术后2 mo左右复查内镜. 
1例结肠巨大腺瘤病例术后2 mo复查, 肠镜见创

面边缘病灶复发, 行分片黏膜切除术(endoscopic 
piecemeal resection, EPMR)治疗, 其余病例手术

创面愈合良好, 无复发. 

3  讨论

ESD术中出血发生率4.6%-7%, 穿孔的发生率约

为4%-4.6%[5-8], 并存在术中窒息、麻醉意外等风

险, 如何尽可能避免并发症的发生, 如何在发生

并发症后及时正确处理, 是ESD能否开展并普及

的关键所在. 
目前国内ESD工作刚刚开展, 尚无统一的

操作规范, 各家单位的内镜室设施环境及操作

者的水平不一, 各种并发症发生导致严重后果

并不鲜见, 我们在总结学习国内外经验并在动

物模型训练基础上, 目前已开展E S D手术102
例, 开展此项工作伊始即将ESD操作定位于手

术室内, 在实际操作中体会到在手术室内实施

ESD的优势如下: (1)虽然消化内镜诊疗相关的

穿孔多可通过内镜下钛铗夹闭、生物胶黏堵等

方法处理 [9], 然而因病灶位置、穿孔大小等因

素, 为使并发症危害的严重性降低到最低限度, 
部分病例必须得到及时的外科处理[5], 在术前与

患者充分沟通、充分评估的基础上, 手术室内

行ESD, 一旦发生需要外科手术处理的穿孔等

并发症, 可以及时实施外科手术治疗, 本组研究

中结肠腺瘤病例术中穿孔, 能在最短时间内(30 
min)及时安排外科手术, 与在内镜室内治疗出

现并发症后转科治疗相比, 医疗效率明显提高, 
有效地规避了医疗风险, 并在一定程度上避免

了医疗纠纷; (2)本组研究的一次性完整剥离率

95.1%, 较以往研究稍高(91.4%-94.2%)[1,5-8], 而不

能顺利完成ESD的病例, 无论十二指肠间质瘤或

直肠类癌病例, 在放弃ESD治疗后均能及时转为

外科手术治疗, 避免了ESD至外科手术时间窗内

出血等并发症的风险, 有效地保证了医疗安全, 
并缩短了治疗周期; (3)ESD与普通胃肠镜检查

相比, 耗时多, 操作复杂, 难度更大, 手术室相对

封闭的环境有利于内镜操作医师从容进行手术, 
尤其部分术前合并有心血管等系统疾病的老年

患者, 术中有可能会发生心脑血管意外, 充分利

用手术室内各种监护及抢救设备, 及时妥善处

理, 可避免严重并发症的发生, 本组研究中无1
例术中发生严重的心血管系统等并发症; (4)全
身麻醉下行ESD可避免因术中腔内内容物反流

造成窒息, 防止因恶心、呕吐、呛咳影响操作

造成的出血、穿孔, 提高了手术质量和安全性, 
有学者认为经口气管插管行全身麻醉为影响胃

镜操作的不利因素[10], 我们在术中采用经鼻气管

插管全身麻醉, 从而最大限度地降低了对内镜

操作的影响, 本组研究的穿孔率为2.9%, 低于以

往文献报道[5-8,11], 且无一例因术中不可控制的出

血影响ESD操作.
术中减少出血、穿孔等并发症的最好方法

是使病灶黏膜层充分的抬起[12], ESD实施过程

中黏膜下注射为病灶切开、剥离前的关键步骤. 
目前国内在内镜治疗中多应用生理盐水加少量

肾上腺素的配伍行黏膜下注射, 显示其基本能

满足内镜下治疗的需要[13,14], 但生理盐水为等渗

溶液, 黏膜下注射难以维持理想高度, 且很快被

周围组织吸收, 需反复注射. 近年来, 有多项在

内镜治疗中应用高渗盐水或高渗葡萄糖、羟丙

基甲基纤维素、人纤维蛋白原、果糖、透明质

酸等行黏膜下注射的研究报道, 临床应用实践

显示各有优劣[15,16]. 我们选择透明质酸钠、甘油

■应用要点
手术室内行ESD
有利于降低并发
症的发生率, 而且
有利于并发症的
及时处理, 可有效
地规避医疗风险.
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果糖混合液作为黏膜下注射液实施ESD手术治

疗胃肠道黏膜及黏膜下病变, 平均黏膜下注射

量为35.5 mL±14.05 mL, 可使黏膜下层隆起厚

度>10 mm, 长时间维持黏膜下液体垫, 避免了反

复注射, 简化了操作程序, 缩短了手术操作时间, 
而且可在一定程度上避免肾上腺素过量导致的

心动过速、血压升高等不良反应. 
本组研究中上消化道病例均在术后置入三

腔胃肠管行胃肠减压, 可以通过观察引流液的

颜色、引流量等判断有无活动性出血, 以便及

时干预, 而对于穿孔病例胃肠减压则有利于创

面愈合. 另外, 通过三腔胃肠管术后12 h内即实

施早期肠内营养, 与全胃肠外营养比较可减少

医疗费用, 尚可有力地保障正常肠道功能, 控制

炎症反应. 
总之, 我们开展ESD治疗消化系肿瘤的工

作尚处于起步阶段, 病例数较少, 随访时间较短, 
需要在实践操作中进一步总结和体会. 各种处

理方法的优劣有待进一步大宗病例的随机、对

照临床研究证实, 但从控制风险的角度考虑, 手
术室内实施ESD不失为一种安全高效的选择.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between chron-
ic diarrhea with normal colonoscopic findings 
and terminal ileal lesions.

METHODS: Forty patients with chronic diar-
rhea and normal colonoscopic findings and 40 
healthy controls without diarrhea were included 
in this study. Colonoscopy was inserted 20 cm 
or up into the terminal ileum for examination in 
both groups. Diarrhea patients were adminis-
tered metronidazole and probiotics for 10-14 d 
after being diagnosed with ideal lesions.

RESULTS: Of 40 patients with chronic diarrhea 
and normal colonoscopic findings, 29 showed 
hyperemia, edema, erosion, ulcer of the terminal 
ileum, 10 showed hyperplasia and enlargement 
of lymphoid follicles (maximum diameter up 
to 7-8 mm), and 1 was normal. After treatment, 

clinical symptoms disappeared in 35 patients, 
and endoscopic ileal lesions disappeared in 30 
patients. In healthy controls, the terminal ileum 
showed scattered hyperplasia of lymphoid fol-
licles in 5 patients, but the size of lymphoid fol-
licles was small (maximum diameter, 3 mm). 
No congestion, edema, erosion and ulcer of the 
terminal ileum were found in controls. Colo-
noscopic manifestations were significantly dif-
ferent between the two groups of subjects (χ2 = 
58.38, P < 0.05).

CONCLUSION: Patients with chronic diarrhea 
and normal colonoscopic findings often have le-
sions in the terminal ileum, such as erosion and 
ulcer of the terminal ileum, and hyperplasia of 
lymphoid follicles. Metronidazole and probiotics 
show good therapeutic effects in these patients.

Key Words: Chronic diarrhea; Negative colonos-
copy; Terminal ileal lesion

Li HL, Wang CC, Liu SQ, Xu DS, Zhang J, Chen HM. Re-
lationship between chronic diarrhea with normal colono-
scopic findings and terminal ileal lesions. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(30): 3271-3273

摘要
目的: 探讨大肠镜检阴性慢性腹泻与回肠末
端病变关系.

方法:  病例组为徐州医学院附属淮安医院
2009-01/2010-06内镜大肠镜检阴性慢性腹泻
患者40例, 排除甲状腺功能亢进症、糖尿病
等. 正常对照组为徐州医学院附属淮安医院同
期体检无腹泻患者40例. 两组患者均进镜至回
肠末端20 cm或以上, 腹泻伴回肠末端有病变
者予灭滴灵及微生态制剂治疗10-14 d. 

结果: 内镜大肠镜检阴性慢性腹泻患者40例, 
29例内镜下表现为回肠末端充血、水肿、糜
烂、溃疡, 10例内镜下表现为回肠末端淋巴
滤泡明显增生, 淋巴滤泡较大, 最大7-8 mm, 1
例回肠末端正常. 治疗后症状消失35例, 内镜
复查30例回肠末端病变消失. 对照组有5例散
在淋巴滤泡增生, 淋巴滤泡较小, 最大3 mm, 
无充血、水肿糜烂、溃疡. 慢性腹泻组治疗
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■背景资料
慢性腹泻发生率
为3%-5%. 腹泻是
长期以来危害我
国人民健康的常
见多发病, 很多慢
性腹泻患者往往
去多个医院就诊, 
但找不到病因.
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前镜下表现与对照组比较有显著性差异(χ2 = 
58.38, P <0.05).

结论: 大肠镜检正常的慢性腹泻患者, 回肠末
端往往有病变, 内镜下表现为糜烂、溃疡、淋
巴滤泡增生等, 予灭滴灵及微生态制剂治疗效
果较好.
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0  引言

人群中持续腹泻4 wk以上(即慢性腹泻)发生率

为3%-5%[1]. 腹泻是长期以来危害我国人民健康

的常见多发病. 但很多慢性腹泻患者往往去多

个医院就诊, 但找不到病因. 大肠镜检阴性的患

者, 往往被当作肠易激综合征患者处理, 效果不

佳, 导致患者反复就医, 腹泻仍迁延不愈. 本文

旨在从循证医学角度研究大肠镜检阴性慢性腹

泻与回肠末端病变的相关性. 大肠镜检阴性慢

性腹泻, 排除慢性胰腺炎、肝硬化等, 进镜至回

肠末端往往发现病变, 大肠镜检阴性慢性腹泻

患者即可得到诊断. 

1  材料和方法

1.1 材料 2009-01/2010-06徐州医学院附属淮安

医院慢性腹泻或伴有腹痛患者40例为病例组, 
男26例, 女14例, 年龄19-56(平均年龄38)岁, 患
者病史1-3年, 平均腹泻每日3次, 其中伴腹痛16
例, 腹胀5例, 便血1例, 经肠镜检查大肠无明显

充血、水肿、糜烂、溃疡、隆起, 无呼吸道感

染史, 粪培养阴性, 近1 mo内未使用抗生素史, 
排除甲状腺功能亢进、糖尿病、慢性胰腺炎、

肝硬化、萎缩性胃炎、短肠综合征, 结缔组织

病. 腹泻定义参照文献[2], 腹泻(diarrhea)是一种

消化系统常见的症状, 多表现为排便的次数明

显超过平时习惯的频率, 粪质稀薄, 含水分增多, 
含水量超过60%-75%, 每日排便超过200 g, 或含

有未消化的食物、脓血及黏液等[2]. 慢性腹泻是

指腹泻持续或反复超过4 wk[1]. 正常对照组40例, 
为徐州医学院附属淮安医院同期体检无腹泻患

者, 男26例, 女14例, 年龄18-58(平均年龄39)岁. 
两组性别、年龄均匹配.
1.2 方法 两组均进行肠镜检查, 均进镜至回肠末
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端20 cm或以上, 回肠末端有病变者行组织活检, 
送病理检查, 有症状组回肠末端有病变者予灭

滴灵0.4 bid po及培菲康(微生态制剂)2 g tid po治
疗, 疗程共10-14 d. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行处理. 
两组计数资料比较采用χ2检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

内镜大肠镜检阴性慢性腹泻患者40例, 29例内

镜下表现为回肠末端10-20 c m黏膜充血、水

肿、糜烂、溃疡, 溃疡最大6 mm, 底被白苔, 10
例内镜下表现为回肠末端淋巴滤泡明显增生, 
每位患者回肠末端20 cm内淋巴滤泡>40个, 淋
巴滤泡较大, 部分表面充血, 最大7-8 mm, 病理

均示慢性炎症, 1例回肠末端正常, 39例腹泻患

者, 予灭滴灵0.4 bid及培菲康(微生态制剂)2 g 
tid, 疗程共10-14 d, 上述治疗后, 症状消失35例, 
内镜复查30例回肠末端病变消失, 另9例病变好

转. 正常对照组有5例回肠末端10-20 cm处有散

在的淋巴滤泡增生, 每个人回肠末端淋巴滤泡

<15个, 淋巴滤泡较小, 最大3 mm, 活检送病理检

查无炎症改变. 
慢性腹泻组治疗前回肠末端镜下表现与对

照组比较, 有显著性差异(χ2 = 58.38, P <0.05), 说
明慢性腹泻患者, 排除其他原因, 回肠末端往

往有病变; 予灭滴灵0.4 bid po及培菲康2 g tid 
po (微生态制剂), 疗程共10-14 d, 症状消失35例, 
有效率为90%. 内镜复查30例回肠末端病变消

失, 短期治愈率为77%.

3  讨论

WHO统计, 全世界每年发生腹泻病例达30-50亿
例次, 人群中慢性腹泻发生率为3%-5%[1]. 腹泻

是长期以来危害我国人民健康的常见多发病. 
急性腹泻病因诊断相对容易. 慢性腹泻病因复

杂, 从腹泻的病因、发病机制等思路很难快速

得出诊断. 很多慢性腹泻患者往往去多个医院

就诊而找不到病因, 大肠镜检阴性的患者, 往往

被当作肠易激综合征患者处理, 治疗效果不佳, 
导致患者反复就医, 耗费大量的精力和财力, 腹
泻仍迁延不愈. 慢性腹泻可引起电解质紊乱, 特
别是严重低钾血症可引起低钾性肾病, 横纹肌

溶解引起急性肾功能衰竭, 严重心律失常等危

及生命[3]; 慢性腹泻可引起营养障碍; 慢性腹泻

严重影响人们的生活和工作. 腹泻根据部位分

为结肠性腹泻和结肠前性腹泻[4]. 如果大肠检查

正常, 考虑结肠前性腹泻, 排除肠道以外病变, 
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进镜至回肠末端, 可发现病变. 以末端回肠炎为

主, 内镜下表现为回肠末端10-20 cm以内黏膜

充血、水肿、糜烂, 或并有溃疡, 淋巴滤泡增生, 
予灭滴灵及微生态制剂效果较好. 末端回肠炎与

慢性腹泻有极强的相关性. 回肠末端病变内镜漏

诊率较高, 主要是认识不足及肠镜未插至回肠末

端. 本文旨在从循证医学角度研究大肠镜检阴性

慢性腹泻与回肠末端病变的相关性, 排除其他病

因, 大肠镜检阴性慢性腹泻病变在回肠末端, 大
部分大肠镜检阴性慢性腹泻患者可得到诊断.

目前对末端回肠炎认识不充分, 能检索到

的文献较少. 目前国内有的学者认为末端回肠

炎与淋巴滤泡增生症是两个概念, 但无界定标

准, 一般认为末端回肠炎以充血、水肿、糜烂

为主, 淋巴滤泡增生症炎症改变不明显, 淋巴滤

泡增生显著[5], 正常人在回肠末端可有散在颗粒

样淋巴滤泡[6]. 有的学者认为末端回肠炎可分

为浅表型、增殖型、萎缩型, 浅表型镜下主要

为黏膜充水肿、糜烂、溃疡, 增殖型主要为黏

膜粗糙呈颗粒状, 结节样病变, 萎缩型为黏膜变

薄, 绒毛稀疏. 他们之间关系尚不清楚, 可能是

该病的3个不同时期, 浅表型、增殖型是早期表

现, 萎缩型是后期表现[7-9]. 另有学者建议分为: 
浅表型、增殖型、萎缩型、溃疡型. 本研究组

在观察回肠末端病变时, 经常发现各种病变并

存, 所以把充血水肿、糜烂、溃疡明显, 淋巴滤

泡增生不显著病例, 放在一起统计, 淋巴滤泡增

生显著病例, 归在一起统计, 淋巴滤泡增生显著

病例, 部分回肠末端亦有充血水肿等. 本文病例

组未见到萎缩型, 可能与病史短有关, 支持该观

点. 慢性末端回肠炎的发生、发展与感染因素

和免疫因素有关, 可能是回盲瓣功能紊乱, 结肠

内容物反流入末端回肠, 造成细菌移位, 形成内

源性感染, 肠道微生态改变, 有害菌尤其是厌氧

菌增多, 有益菌减少, 刺激有丰富淋巴组织回肠

末端, 产生免疫反应引起局部黏膜损伤或淋巴

滤泡增大[7-9]. 在回肠末端炎中发现肠道淋巴组

织显著增生, 淋巴滤泡扩大, 生发中心明显, 同
时弥漫性淋巴组织增生, 充填于绒毛间质及腺

体间等病理学变化. T淋巴细胞, B淋巴细胞增多, 
提示局部细胞免疫、体液免疫应答增强, 为本

病免疫反应参与提供形态学依据, 免疫组织化

学示代表神经纤维的S-100阳性纤维增多, 5-羟
色胺阳性细胞增多, 提示神经内分泌和免疫系

统之间联系是密切的[10,11]. 慢性末端回肠炎时杯

状细胞明显增多, Ⅱ型细胞为主, 引起分泌旺盛, 
杯状细胞数目多, 可使吸收细胞受压, 影响吸收, 

可引起腹泻[12]. 回肠末端炎予抗厌氧菌及予微

生态制剂治疗效果较好, 支持末端回肠炎与感

染、微生态失衡有关观点[13]. 少数患者治疗效果

不好, 需用柳氮磺胺吡啶[9]. 
回肠末端是小肠病变的好发部位, 以末端回

肠炎较多[14,15]. 胶囊内镜及双气囊小肠镜的临床

应用使小肠疾病诊断水平有了显著的提高, 但由

于检查费昂贵, 普及率低, 目前仍然以结肠镜逆

行检查至回肠末端, 还能活检行病理检查[11,16,17]. 
我们认为回肠末段炎分为: 回肠末段炎充血、

水肿为主; 回肠末段炎糜烂、溃疡为主, 回肠末

段炎淋巴滤泡增生为主; 回肠末段炎黏膜萎缩

为主; 可能更合理一些. 末端回肠炎一般仅累及

回肠末端20 cm以内, 不发展为克罗恩病、淋巴

瘤, 但难治性末端回肠炎是否会与克罗恩病有

关, 有待进一步研究.
本文研究表明, 大肠镜检正常的慢性腹泻患

者排除肠外病变, 回肠末端往往有病变, 内镜下

表现为糜烂、溃疡、淋巴滤泡增生等, 予灭滴

灵及微生态制剂治疗效果较好.
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