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Abstract
Antiplatelet therapy is the basic therapy for car-
diovascular diseases and is widely used in clini-
cal practice. It can cause damage to the gastro-
intestinal tract and induce severe events such as 
gastrointestinal bleeding. It is very important for 
clinicians to prevent and treat this side effect in 
patients taking low-dose aspirin and clopidogrel. 
In this paper we discuss the mechanism, pre-
vention and treament of gastrointestinal injury 
caused by aspirin and clopidogrel, and introduce 
the consensus recommendations on reducing the 
gastrointestinal risk of antiplatelet therapy. 

Key Words: Antiplatelet therapy; Gastrointestinal 
injury; Preventive and therapeutic strategies
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抗血小板治疗导致胃肠道损伤及其防治的研究进展

蓝 宇, 路国涛
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®

■背景资料
随着抗血小板药
物的广泛应用, 其
导致胃肠道损害
渐 被 关 注 .  本 文
就抗血小板药物
致胃肠损害的机
制、特点、防治
措施等问题进行
介绍.

摘要
抗血小板药物治疗是进行心脑血管疾患预防及
治疗的基石, 广泛应用于临床. 但长期使用可造
成胃肠道损害, 导致消化道出血等严重不良事
件发生. 如何在抗血小板治疗的同时进行消化
系不良反应的防治, 是目前临床面临的重要问
题. 本文就常用抗血小板药物阿司匹林和氯吡
格雷导致胃肠道损害的作用机制、特点、防治
措施等相关问题进行阐述, 并对抗血小板药物
相关消化道出血诊治指南和专家共识介绍. 

关键词: 抗血小板药物; 胃肠道损害; 防治策略
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0  引言

大量循证医学证据已证实抗血小板药物对心脑

血管疾病一级、二级预防的重要性. 小剂量阿

司匹林(low dose Aspirin, LDA)广泛应用于冠心

病、短暂性脑缺血发作(transient ischemic attack, 
TIA)、脑梗塞等心脑血管疾病的治疗, 尤其是

对于急性冠脉综合征(acute coronary syndromes, 
ACS)或植入药物洗脱支架(DES)的患者, 临床上

更强调LDA联合氯吡格雷双重抗血小板药物的

使用[1], ACS(非ST段抬高患者), 阿司匹林与氯吡

格雷合用, 较单用阿司匹林者心血管死亡、非

致死性心肌梗死或中风降低20%. 但随着阿司匹

林、氯吡格雷等抗血小板药物的广泛使用, 消
化系不良事件也日渐增多, 而至今仍未引起临

床医师的足够认识和重视, 实际防治工作不容

乐观[2]. 对于需抗血小板治疗的患者, 评价及权

衡心脑血管缺血性疾病发作及胃肠出血风险, 
用药过程中注意认识抗血小板治疗导致的消化

系不良反应的表现, 采取有效的预防措施及正

确处理严重消化系不良反应非常必要. 

1  胃肠道损伤的作用机制

1.1 阿司匹林相关胃肠道损伤的机制

1.1.1 局部作用: 阿司匹林(Aspirin, ASA)对胃黏

■同行评议者
陈贻胜, 教授, 福
建省立医院
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■研发前沿
以往虽曾有阿司
匹林 (ASA)引起
胃黏膜损伤的综
述 性 文 章 ,  但 针
对抗血小板药物
治疗作为专题的
较 少 .  文 中 的 防
治抗血小板治疗
相关胃肠损伤的
对策及氯吡格雷
和PPI的相互作用
等均是当前的热
点话题.

膜有直接的损伤作用. 在酸性环境下ASA不能离

子化而以原物溶解于胃液, 脂溶性的ASA原物能

穿透胃黏膜上皮细胞膜, 破坏黏膜屏障[3]. ASA能

透过胃黏膜上皮脂蛋白膜层, 破坏脂蛋白膜的保

护作用; ASA在胃内崩解, 还可增加白三烯等细

胞毒性物质释放, 进而造成胃黏膜损伤[4]. 
1.1.2 全身作用: 生理性环氧化酶COX-1存在于

胃肠黏膜、肾脏、内皮细胞、血小板等部位, 被
激活后合成前列腺素I2(prostaglandin I2, PGI2)、
前列腺素E2(PGE2)和血栓素A2(thromboxane A2, 
TXA2)等, 起到保护胃肠黏膜, 维持正常肾脏灌

流, 调节血管张力及血小板凝集等作用. ASA可

使环氧化酶(COX)活性中心的丝氨酸乙酰化, 抑
制胃黏膜的COX-1和COX-2活性, 使血小板生成

TXA2受到抑制, 从而起到抗血小板聚集作用. 与
此同时, ASA抑制COX-1, 使前列腺素合成减少, 
进而使胃黏液及HCO3

-分泌减少, 胃黏膜血流减

少, 影响胃黏膜上皮的再生与更新, 从而削弱了

胃黏膜屏障功能, 在胃酸、胃蛋白酶等内源性因

素作用下, 导致胃黏膜损伤. TNF-α及ICAM-1在
小剂量ASA引起的胃黏膜损伤的发病机制中亦

起一定的作用[5]. 
1.2 氯吡格雷引起胃肠道损伤的作用机制 氯吡

格雷作为非竞争性血小板ADP受体拮抗剂, 可
抑制血小板聚集和促血管生长因子合成, 进一

步导致血小板源性生成因子释放减低和血管内

皮生长因子合成减少, 从而导致新生血管形成

障碍, 使得胃肠受损伤黏膜修复受阻[6]. 因此, 氯
吡格雷不是溃疡产生的直接原因, 而是通过抑

制血小板聚集及新生血管形成阻碍溃疡愈合, 
诱发已存在的无临床症状的溃疡出血. 尚无确

切证据表明氯吡格雷具有独立的损伤胃肠道黏

膜的作用. 

2  消化系损伤的临床表现及特点  

2.1 阿司匹林 研究表明, ASA可使消化系损害危

险增加2-4倍[7]. 服用ASA的早期, 更易发生胃黏

膜损伤. 在服药后12 mo内为高发阶段, 3 mo达
高峰[4]. 随着应用ASA时间的延长, 胃黏膜具有

一定的适应性及耐受性, 黏膜损伤反而减低. 此
类适应性改变的发生机制尚不清楚, 但是认为

与PG合成无关. 临床常见的不良反应有恶心呕

吐、上腹疼痛、上腹胀、反酸、烧心、呕血、

黑便等临床症状及消化道糜烂出血、消化道溃

疡或穿孔、食管炎等上消化道病变. 我院进行

的ASA相关胃肠道损伤的调查结果提示, ASA所

导致的消化系症状前3位为反酸、烧心及上腹

痛, 还有腹胀、呕吐、嗳气等消化不良症状及

黑便; 在消化道出血的患者中, 多数无明显消化

系症状. ASA所致溃疡多为无痛性, 易发生出血

及穿孔[4], 所以接受抗血小板药物治疗患者的消

化道出血的监测尤为重要. 
ASA相关消化系损伤呈剂量相关性. Sereb-

ruany等[8]的荟萃分析显示: <100 mg/d、100-200 
mg/d和>200 mg/d剂量ASA的总出血事件发生

率分别为3.7%、11.3%和9.8%. 美国心脏协会、

欧洲心脏协会指南共同推荐对于冠状动脉疾病

以及动脉粥样硬化性血管疾病的患者, 均应长

期服用LDA 100 mg/d(75-150 mg/d). 一项长达5
年的观察队列研究显示, 即使服用LDA, 患者因

上消化道出血而住院的年住院率仍占总人群的

0.6%[9]. 尚无循证医学证据显示ASA肠溶片或

ASA缓释剂能有效减低消化系不良反应[10,11]. 
2.2 氯吡格雷 CAPRIE研究通过对11 300多患者

(其中7 000多患者接受治疗1年或以上)的临床观

察, 评价氯吡格雷的安全性[12]. 研究显示, 氯吡格

雷组胃肠道反应的发生率为27.1%, 由于胃肠道

的不良反应而退出治疗的患者占3.2%. 常见症状

为腹痛(6.0%)、腹泻(4.5%)、消化不良(5.0%)、
消化道出血(2.0%)、消化道溃疡(0.7%)等, 需住

院治疗的出血占0.7%. 国内调查结果显示, 服
用氯吡格雷组患者消化系不良反应发生率为

18.6%, 较ASA低, 而消化性溃疡、出血的比例为

5.9%、5.1%, 与ASA比较无统计学差异[13]. 
2.3 联合用药 联合服用ASA和氯吡格雷双重抗

血小板治疗患者的消化系不良反应事件明显高

于单药抗血小板治疗. Delaney等[14]的研究表明, 
A S A联合应用氯吡格雷消化系不良反应事件

明显增加, 高于ASA或氯吡格雷单一药物治疗. 
CURE研究表明, ASA(75-325 mg)联合氯吡格雷

(75 mg)治疗1年, 能有效减低心血管事件发生率, 
但与单用LDA相比, 消化道出血率明显增高[15]. 
ASA或氯吡格雷合并服用非甾体类抗炎药(non-
steroidalanti-inflammatory drugs, NSAIDs)或华

法令相关的消化系损伤均高于单一用药. 此外, 
ASA合并服用糖皮质激素、螺内酯及抗抑郁药

物等均能增加消化系不良反应的风险[7]. 

3  胃肠道损害的防治措施

3.1 氯吡格雷能否替换阿司匹林 对于长期服

用ASA而出现胃肠道不良事件, 尤其是上消化

道出血患者, 是否可以单独使用氯吡格雷替换

ASA? CAPRIE研究将ASA 325 mg/d与氯吡格

雷75 mg/d进行随机、双盲对照研究, 显示氯吡
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格雷75 mg、ASA 325 mg患者因胃肠道出血住

院率分别为0.7%和1.1%(P  = 0.012), 因此曾认

为, 对于不能耐受ASA的急性冠脉综合征的患

者, 可使用氯吡格雷[12]. 对此, 早在2006年ESC稳
定性冠心病指南就曾提出质疑: 因325 mg ASA
并不是治疗冠心病的最佳疗效剂量(75-150 mg), 
CAPRIE研究中氯吡格雷的疗效可能被高估[16]. 
Lanas等[17]回顾性分析了内镜下确诊的上消化

道溃疡合并出血病例2 777例, 对照病例5 532
例, 结果表明使用氯吡格雷75 mg/d者胃肠道出

血风险与使用ASA 100 mg/d者出血风险相当. 
Serebruany等[18]对51个研究共338 191例患者进

行荟萃分析结果显示: LDA和双嘧达莫的出血

危险最低; 当ASA剂量>100 mg时, 可增加出血

事件发生的危险, 与氯吡格雷和噻氯匹啶相似; 
LDA的安全性高于氯吡格雷. Chan等[19]的一项

前瞻性随机对照试验, 对有消化道出血史的冠

心病患者予以不同的消化道出血二级预防方法, 
随机分成氯吡格雷组(n  = 161, 氯吡格雷75 mg/d)
和ASA+质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, 
PPI)组(n  = 159, ASA 80 mg/d+埃索拉唑20 mg/d), 
随访12 mo. 结果表明: 氯吡格雷组复发溃疡出

血发生率较ASA+PPI组明显升高, 且氯吡格雷

组胃肠外不良事件及死亡人数高于ASA+PPI
组. Hsiao等[20]的研究表明, 氯吡格雷组因消化系

不良事件再次住院率及死亡率均高于ASA+PPI
组, 且氯吡格雷组每人每年医疗费用明显高于

ASA+PPI组. 所以专家共识意见不推荐为降低

复发性溃疡出血风险而用氯吡格雷替代ASA[6]. 
3.2 消化道出血时是否停用阿司匹林 当患者因

服用ASA出现消化道出血不良反应, 在上消化道

出血急性期是否停用ASA, 停服后患者将再次面

临心脑血管疾病的风险, 何时恢复使用ASA仍是

临床医师经常面临亟待解决的问题之一. Collet
等[21]发现475例AMI住院患者中11例(均为病情

平稳的稳定型冠心病患者), 停用ASA后9.4 d±
3.2 d发生急性心肌梗死, 因此推测停用ASA可导

致急性冠状动脉血栓的形成. Ferrari等[22]的研究

得出相似结论, 提示停用ASA可能导致心血管

事件再发. 一项随机双盲对照试验, 纳入156名
ASA导致的急性上消化道出血的患者, 评估继

续服用ASA对于急性上消化道出血患者的影响
[23], 患者随机分为ASA组(n = 78, 80 mg QD)及安

慰剂组(n = 78), 所有患者均接受72 h静脉PPI治
疗后常规口服PPI治疗8 wk, 试验终点为30 d内
的再出血率及死亡率. 结果表明, 30 d内ASA组

患者的消化道再出血率(10.3%)明显高于安慰剂

组(5.4%); ASA组中仅有1人(1.3%)因再发心血

管时间死亡, 安慰剂组却有10名(13.0%)患者死

亡, 死因分别为再发心血管事件(n = 5)、消化系

并发症(n = 3)、肺炎(n = 2). 该研究表明, 消化

道出血期间继续服用ASA有加重消化道再出血

的风险, 但可能会减低患者最终死亡率. 2010年
美国内科学年鉴刊发的国际非静脉曲张消化道

出血患者的诊治共识提出, 对于此类患者, 在治

疗出血的同时, 需着重权衡心血管事件与消化

系事件利弊, 若前者更为重要, 应尽早恢复使用

ASA(一般在7 d之内)[24]. 基于80%的再出血发生

于首次出血的前3 d, 而在骨髓生成新的血小板

之前ASA的抗血小板活性是不可逆的, 亚太非

静脉曲张消化道出血共识提出在停药3-5 d, 在
出血情况稳定的情况下重新使用ASA是较为明

智的做法[25]. 
3.3 如何选择预防用药 不论单独还是联合应用

抗血小板药物治疗造成消化道黏膜损伤的风险

普遍存在, 如何预防高危人群发生严重消化系反

应及消化道出血是临床医生必须面对的问题. 首
先实施抗血小板药物治疗的医师应对该治疗引

起的不良反应有所认识, 并针对性地采取预防措

施, 避免和减少消化道出血的发生. 高危人群包

括: >65岁、有消化道溃疡或出血病史、合并幽

门螺杆菌感染、联合抗血小板治疗或抗凝治疗, 
或合并使用NSAIDs、糖皮质激素类药物[4]. 

治疗胃肠道损伤的药物有PPI、H2受体阻

滞剂(H2RA)、抗酸药及胃黏膜保护剂等. 但上

述药物是否能有效预防ASA相关的胃肠道损害, 
不同研究者的结果不尽相同. Berstad等[26]对健

康志愿者进行的随机双盲试验结果表明: 抗酸

药不能预防ASA相关的胃黏膜损害. Yamamoto
等[27]的研究表明, 对于单用抑酸药无法控制ASA
相关的消化系损害症状时, 加用瑞巴派特可能

是一项有效措施. 另有研究表明, 瑞巴派特、

硫糖铝等胃黏膜保护剂用于预防A S A相关溃

疡无效, 而抑酸药有确切疗效[28]. 米索前列醇

100 mg能有效防治ASA所致的胃十二指肠损

伤. 对于既往有消化道溃疡病史的患者, 米索

前列醇能有效预防患者服用ASA的溃疡复发, 
但腹泻等不良反应限制了其在临床的广泛使 
用[29,30]. 

近年来关于抑酸药用于预防L D A相关的

胃肠道损害的研究报道渐多 .  Ta h a等 [31]的一

项随机双盲安慰剂对照试验 ,  入选了长期服

■创新盘点
本文对临床常见
的通过改变ASA
剂型以及氯吡格
雷替换ASA来减
少胃肠反应的错
误概念及作法予
以特别指出.
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用75-325 mg ASA进行心脑血管疾病预防的

患者, 随机分为安慰剂组和法莫替丁组, 随访

12 w k, 观察内镜下表现显示, 法莫替丁能有

效预防胃十二指肠溃疡及糜烂性食管炎的发

生 .  雷尼替丁在此类患者中的效应亦被证实
[32]. 一项随机对照试验结果表明, 对于>60岁既

往无消化系基础疾病的患者, 埃索美拉唑能有

效减低长期服用A S A所带来的消化道溃疡风 
险[33]. 兰索拉唑及奥美拉唑均能显著减低胃肠道

损害. 对于有消化系疾病的高危患者, ASA联合应

用PPI能减少因消化系疾病风险而造成的再住院 
率[20]. 对于既往有ASA相关的消化道溃疡或糜烂

的患者预防再出血, H2RA法莫替丁的效果不及

PPI潘妥拉唑[34]. 2008年ACCF、ACG和AHA联合

发表《降低抗血小板药物和NSAIDs的消化道出

血风险专家共识》推荐PPI作为预防抗血小板药

物不良反应的首选药物[6]. 对于需联合使用ASA
及华法令的患者, 建议同时服用PPI预防消化系不

良反应, 并监测凝血INR值在2.0-2.5之间[19]. 
与ASA不同的是, 目前关于防治氯吡格雷相

关胃肠道损害的研究多集中于氯吡格雷同PPI的
协同关系, 未见硫糖铝、米索前列醇及其他胃

黏膜保护剂能有效预防氯吡格雷相关胃肠道损

伤的报道. 近年来, PPI对联合服用ASA及氯吡格

雷进行双重抗血小板治疗的患者消化系不良反

应进行预防而带来的心血管风险备受关注. 氯
吡格雷与PPI都在肝内通过P450酶(尤其是2C19)
代谢, 二者同时使用时PPI可能通过竞争性抑制

CYP2C19而影响氯吡格雷的生物转化, 影响其

抗血小板作用, 进而导致不良心血管事件的发生
[35]. 但也有研究显示, 潘妥拉唑及埃索美拉唑不

影响服用氯吡格雷患者的血小板聚集[36,37]. 有人

建议对于消化道出血风险及消化系症状而言, 低
风险患者偶有症状或有持续症状时, 高消化系疾

病风险患者偶有症状或无症状时, 经验性H2RA
治疗; 效果欠佳或症状持续时应用PPI[38]. 但另一

项研究结果显示, H2RA联合氯吡格雷与PPI联合

氯吡格雷效果无显著差异, 但与单用氯吡格雷相

比, 患者的心血管事件(因ACS再住院率及入院

后3 mo内的死亡率)增加[39]. 由此可见, H2RA联合

氯吡格雷不是解决PPI增加氯吡格雷心血管事件

的途径. 新近一项多中心随机双盲双模拟安慰剂

对照研究显示: 应用氯吡格雷和ASA双重抗血小

板治疗的患者, 联用PPI, 与安慰剂比较, 可降低

上消化道出血的风险, 而不增加心血管风险[40], 
为接受双重抗血小板药物治疗的患者上消化道

出血风险的预防带来新的希望. 2010年亚太非静

脉曲张上消化道出血共识中, 专家组建议服用双

重抗血小板药物患者有必要加用PPI[25]. 
3.4 有关幽门螺杆菌根除治疗 幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori , H.  pylori )感染和服用ASA是导致

消化性溃疡的两个独立危险因素. 多项研究结

果均提示二者在溃疡形成过程中有协同作用, H.  
pylori感染可加重ASA所导致的胃肠道损伤, 增
加长期服用小剂量ASA的患者上消化道出血[41]

及胃十二指肠溃疡的发生率的几率[7]. 对于有H.  
pylori感染及既往有上消化道出血病史的患者, 
服用ASA前根除H.  pylori能有效预防上消化道

再出血, 与长期服用奥美拉唑作用相仿[42]. 在决

定长期应用抗血小板药物治疗前, 对于有溃疡

病史的患者, 建议检测并根除H.  pylori [6]. 也有人

对H.  pylori感染与ASA致溃疡及出血的协同作

用提出异议. 日本Kawai等[43]提出, ASA所致的

溃疡多为浅表性溃疡, 且与H.  pylori感染无相关. 
Fletcher等[44]对近年来发表的13篇关于长期服用

ASA出现消化道出血与H.  pylori感染关系的研

究进行回顾性分析, 结果显示: 无足够的证据表

明H.  pylori感染是诱发长期服用ASA患者消化

道出血的独立危险因素. 
3.5 抗血小板药物相关的胃肠道损害防治的专家

共识 2008年, ACCF、ACG和AHA联合发表《降

低抗血小板药物和NSAIDs的消化道出血风险专

家共识》, 该共识建议[6]: (1)由于NSAIDs与抗血

小板制剂(特别是ASA)可以增加患者溃疡性胃肠

道合并症的危险, 故对于高危患者应给予必要的

胃肠道保护性治疗; (2)使用低剂量ASA进行心血

管病预防时可使上消化道出血事件危险性增加

2-3倍. 肠溶制剂并不能降低出血性并发症的危

险. 对于胃肠道出血性事件危险较高的患者, 需
要予以相应的胃肠道保护性治疗. 上消化道出血

事件的危险性随着ASA剂量的增加而升高; (3)联
合应用ASA与抗凝药物(包括华法林、普通肝素

和低分子量肝素)可以显著增加有临床意义的出

血事件的危险性, 其中多数为上消化道出血. 因
此这种联合用药方式需要严格掌握适应征, 且患

者需要同时应用PPI; (4)不推荐为降低复发性溃

疡出血风险而用氯吡格雷替代ASA, 其效果逊于

ASA加PPI; (5)为预防或治疗NSAID与ASA所致

的胃肠道损害, PPI是首选药物; (6)有溃疡病史的

患者, 在开始启动长期抗血小板治疗之前, 建议

先检查H.  pylori , 若结果阳性应首先进行根除H.  
pylori治疗; (7)对于发生急性溃疡出血的患者, 必

■应用要点
了解抗血小板药
物造成胃肠损伤
的机制及特点, 对
照相关的国际国
内专家共识意见, 
可用于指导临床
实践.
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须根据患者具体情况决定是否停用ASA; (8)对于

接受双重抗血小板治疗的高危心血管病患者, 发
生溃疡出血后可能需要内镜治疗. 

2009年,《抗血小板药物消化道损伤的预防

和治疗中国专家共识》颁布. 该指南提出ASA
等抗血小板药物相关的胃肠道风险事先预防优

于事后补救. 同时做出如下总结[4]: (1)ASA是心

脑血管疾病患者长期抗血栓治疗的基石, 包括

一级预防和二级预防. 对于有适应征的患者应

坚持长期抗血小板治疗, 同时采取适当的措施

避免和减少消化系损伤的发生; (2)即使小剂量

的ASA也可导致消化系损伤, ASA长期使用时的

最佳剂量为75-100 mg/d, 不同剂型ASA发生消

化性溃疡及消化道出血危险的差异无统计学意

义; (3)高危人群: >65岁、有消化道溃疡或出血

病史、合并H.  pylori感染、联合抗血小板治疗

或抗凝治疗或联合使用NSAIDs、糖皮质激素类

药物治疗; (4)对于长期服用抗血小板药物的高

危人群应进行H.  pylori筛查并根除, 可联合应用

PPI、H2RA或黏膜保护剂进行防治; (5)发生消

化系损伤后是否停用抗血小板药需平衡患者的

血栓和出血风险; (6)对于ASA所致的溃疡、出

血患者, 不建议氯吡格雷替代ASA治疗, 建议给

予ASA联合PPI治疗; (7)临床医生和患者均需监

测长期服用抗血小板药物治疗引起的消化系损

伤, 注意有无黑便, 定期行便潜血检查. 

4  结论  

抗血小板被广泛用于心脑血管疾病的预防, 其
所导致的胃肠道不良反应受到愈来愈多临床医

师的关注. 了解并熟悉抗血小板药物治疗所致

胃肠黏膜损伤, 临床医生才能权衡心血管事件

与消化道出血等事件的风险, 合理充分地评估

每个患者的风险与获益, 给予每个患者最适合

的治疗方案. 
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Abstract  
AIM: To observe the changes in proliferation 
and apoptosis of gastric mucosal cells in gastric 
ischemia-reperfusion (I/R) injury, and to clarify 
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丙泊酚对小鼠胃缺血/再灌注后细胞增殖及凋亡的影响
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■背景资料
在创伤、休克、肠
道梗阻以及器官移
植 等 外 科 手 术 过
程中均可引起不同
器官缺血 /再灌注
(I/R)损伤, 其中消
化器官是比较敏感
的器官, 较早较易
受累, 还会产生许
多严重的并发症 , 
对远隔器官如心、
肺、肾等造成继发
损害, 因此关于如
何早期采取有效措
施避免或减轻消化
器官I/R损伤的研
究已成为临床研究
的热点. 

whether propofol has a gastric protection effect 
and the possible mechanisms involved.

METHODS: Seventy-two Kunming mice were 
randomly divided into four groups: sham opera-
tion group, I/R injury group, fat emulsion group, 
and propofol group. Except the sham operation 
group, I/R injury was induced in other groups 
by clamping the celiac artery for 30 min and al-
lowing reperfusion for 1 h. The mice were finally 
sacrificed to observe morphological changes 
and investigate gastric mucosal damage index 
(GMDI). The histological changes of the stomach 
were observed using light microscopy. The con-
tent of malondialdehyde (MDA) and activity of 
superoxide dismutase (SOD) in gastric mucosal 
cells were measured by colorimetry analysis. Im-
munohistochemistry and TdT-mediated d-UTP-
biotin nick end-labeling (TUNEL) assay were 
used to observe PCNA expression and apoptosis 
in gastric mucosa, and the expression of Bax and 
Bcl-2 proteins was determined by Western blot. 

RESULTS: Severe mucosal lesions induced by 
gastric I/R were considerably reduced following 
administration of propofol (25 mg/kg); mucosal 
and submucosal hyperemia, edema, and deep 
erosion were improved significantly. Compared 
to the I/R group, treatment with propofol sig-
nificantly reduced gastric mucosal MDA content 
and cell apoptosis (33.9% ± 1.3% vs 60.8% ± 6.9%, 
P < 0.01), enhanced SOD activity, promoted cell 
proliferation (16.0% ± 1.8% vs 6.4% ± 1.2%, P < 
0.01), and regulated Bax (0.453 ± 0.025 vs 0.268 ± 
0.023, P < 0.01) and Bcl-2 (0.513 ± 0.014 vs 0.752 ± 
0.015, P < 0.01) protein expression. 

CONCLUSION: Propofol protects against gastric 
gastric I/R injury possibly by promoting gastric 
mucosal cell proliferation and inhibiting apoptosis. 

Key Words: Propofol; Reperfusion injury; Malondial-
dehyde; Superoxide dismutase; Proliferation; Apop-
tosis

Liu HX, Fei SJ, Ye HH, Zhang JL, Zhang YM. Effect of 
propofol on proliferation and apoptosis of gastric mucosal 
cells in gastric ischemia-reperfusion injury in mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1495-1501
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■研发前沿
丙泊酚是临床上
常用的静脉麻醉
药 ,  现 已 有 研 究
证实其除具有麻
醉 作 用 外 ,  还 具
有较强的抗氧化
作用 ,  对I /R引起
的组织器官损伤
有较好的保护作
用 .  但 目 前 主 要
集 中 在 对 心 、
脑、肠等器官I/R
损伤方面的研究, 
而对GI/RI的研究
却相对较少.

摘要 
目的: 观察丙泊酚对小鼠胃缺血/再灌注(isch-
emia-reperfusion, I/R)后胃黏膜损伤程度及胃
黏膜细胞增殖及凋亡的影响, 探讨丙泊酚的胃
保护作用及可能机制.

方法:  7 2 只♂昆明小鼠随机分为 4 组 :  假
手术组(sham, S组)、I/R组、脂肪乳组(f a t 
emulsion, F组)、丙泊酚组(propofol, P组). 通
过夹闭小鼠腹腔动脉30 m in后松开动脉夹再
灌注1 h制作胃I/R模型. 取胃观察大体形态
变化、计算胃黏膜损伤指数 ,  H E染色光镜
下观察病理形态学变化, 比色法测定丙二醛
(malondialdehyde, MDA)含量和超氧化物歧化
酶(superoxide dismutase, SOD)活性, 免疫组织
化学方法和原位DNA末端标记(TUNEL)染色
法分别检测胃黏膜细胞增殖和凋亡的表达情
况, 蛋白免疫印迹法(Western blotting)测定胃
黏膜组织中Bcl-2、Bax蛋白的表达.

结果: 腹腔注射25 mg/kg丙泊酚后胃黏膜损伤
明显减轻, 具体表现为胃黏膜及黏膜下层的
充血、水肿及糜烂均有明显改善; 与I/R组相
比, P组细胞内MDA含量明显降低, SOD活性
增强(P <0.01); 与I/R组相比, 丙泊酚可明显抑
制胃黏膜细胞凋亡(33.9%±1.3% vs  60.8%±

6.9%)、促进细胞增殖(16.0%±1.8% vs  6.4%
±1.2%)、下调Bax(0.453±0.025 vs  0.268±
0.023)及上调Bcl-2蛋白(0.513±0.014 vs  0.752
±0.015)的表达(均P <0.01).

结论: 丙泊酚能促进小鼠胃I/R后胃黏膜细胞
增殖、抑制细胞凋亡, 对胃I/R损伤有保护作
用, 其可能机制与其清除氧自由基、抑制脂质
过氧化有关.

关键词: 丙泊酚; 再灌注损伤; 丙二醛; 超氧化物歧

化酶; 细胞增殖; 细胞凋亡
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0  引言

胃缺血/再灌注损伤(gastric ischemia reperfusion 
injury, GI/RI)是临床上普遍存在的一种脏器损伤

现象, 各种严重的应激性刺激, 如创伤、烧伤、

严重感染、休克、远隔器官的缺血再灌注、缺

血性肠病及坏死性肠炎等[1-3]情况均可不同程度

的导致GI/RI. GI/RI涉及较多的病理生理过程, 
但主要与氧自由基有关[4]; 丙泊酚又叫异丙酚, 

是临床上常用的静脉麻醉药, 现已有研究证实

其除具有麻醉作用外, 还具有较强的抗氧化作

用, 对缺血/再灌注(ischemia-reperfusion, I/R)引
起的组织器官损伤有较好的保护作用, 但目前

主要集中在对心、脑、肠等器官I/R损伤方面的

研究[5-7], 而对GI/RI的研究却相对较少, 本研究

通过建立小鼠GI/RI模型, 观察丙泊酚对GI/RI的
影响, 进一步探讨其可能的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康昆明小鼠72只, ♂, 8-12周龄, 由徐

州医学院实验动物中心提供[由江苏省科技厅批

准, 许可证号: XYXK苏(2002-0038)]; 丙泊酚注

射液(批号: GM399, Astra Zeneca公司, 意大利); 
脂肪乳注射液(批号: 80EF088, 华瑞制药有限公

司); MDA、SOD试剂盒(南京生物建成生物工

程); 小鼠抗大鼠增殖细胞核抗原(proliferating 
cell nuclear antigen, PCNA)单克隆抗体、SABC
试剂盒(武汉博士德生物工程公司); Bax兔抗鼠

多克隆抗体(P-19, sc-526)和Bcl-2兔抗鼠多克隆

抗体(N-19, sc-492)(Santa Cruz公司, 美国);  SDS-
PAGE试剂盒(碧云天生物科技研究所); 原位细

胞凋亡检测(TUNEL)试剂盒(Roche公司, 德国); 
其他试剂为国产分析纯试剂.
1.2 方法

1.2.1 分组: 在12 h节律下饲养, 室温及湿度分别

维持在20 ℃和50%左右, 实验前禁食24 h、自

由饮水. 将动物随机分为4组: 假手术组(sham, S
组)、I/R组、脂肪乳组(fat emulsion, F组)、丙泊

酚组(propofol, P组), 每组18只小鼠.
1.2.2 GI/RI模型的制备及标本采集: 按照Zhang
等[8]方法制备GI/RI模型, 实验时用10%水合氯醛

0.3 mL/100 g腹腔麻醉, 麻醉完全后将动物仰卧

固定于手术台上, 剪毛, 开腹, 分离并夹闭腹腔

动脉30 min, 去除动脉夹恢复血流. S组仅分离腹

腔动脉, 不进行夹闭; P组及F组按照文献报道[9]

分别在缺血30 min前腹腔注射丙泊酚或脂肪乳

25 mg/kg, 各组于再灌注1 h后处死动物快速取

胃, 向8只小鼠胃内注入40 g/L甲醛溶液10 mL固
定5 min, 沿纵轴大弯侧剖开, 漂洗平铺拍照后继

续固定于40 g/L甲醛溶液中用于病理学检测, 其
余10只用冰的生理盐水洗去内容物取黏膜置于

-80 ℃冰箱保存做分子生物学检测.
1.2.3 胃黏膜损伤指数的测定: 参照Zhang等[10]方

法并加以改进测定胃黏膜损伤指数, 以腺胃区局

限于胃上皮的点状糜烂、溃疡、出血灶的长度

累积计分: 正常为0分, 损伤≤1 mm计1分, -2 mm
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■相关报道
近年来众多实验
研究表明丙泊酚
的抗氧化特性、
对炎性因子的影
响、抑制钙超载
及细胞凋亡等作
用能减轻I/R对组
织器官的病理、
生 理 反 应 ,  从 而
减少组织器官的 
损害.

计2分, -3 mm计3分, 余类推. 损伤宽度超过1 mm
时分数加倍. 每组小鼠损伤分数的平均值为损伤

指数.
1.2.4 组织病理学检测: 取置于40 g/L甲醛溶液中

的胃组织做常规病理学切片, 行苏木素-伊红(HE)
染色, 光学显微镜下观察胃组织病理形态变化.
1.2.5 胃黏膜SOD活性和MDA含量的测定: 按超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、丙

二醛(malondialdehyde, MDA)试剂盒说明操作, 
SOD利用752分光光度计于波长550 nm测定吸光

度(A )值, MDA于波长532 nm测定A值, 然后代入

相应公式计算SOD(U/mg prot)值和MDA(nmol/
mg prot)值.
1.2.6 胃黏膜PCNA检测: 用免疫组织化学法按照

SABC试剂盒说明检测胃黏膜组织PCNA蛋白的

表达, 石蜡切片的抗原修复采用pH 6.0的柠檬酸

修复液, 加热至沸腾后3 min缓慢冷却; PCNA(抗
体稀释比1∶100)4 ℃过夜, 用PBS替代一抗作

为阴性对照. 在高倍镜(×400)下随机选取10个
细胞清晰的视野观察PCNA表达, 记录阳性细胞

数及总细胞数, 以各组的阳性细胞百分率代表

PCNA增殖指数. PCNA增殖指数(%) = PCNA阳

性细胞数/计数细胞总数×100%.
1.2.7 胃黏膜细胞凋亡检测: 采用脱氧核糖核苷

酸末端转移酶介导的缺口末端标记(TUNEL)法
检测细胞凋亡, 操作过程严格按照试剂盒说明

书进行, 将切片贴附于多聚赖氨酸处理过的载

玻片上, 常规脱蜡至水, DAB显色, 苏木素复染, 
脱水, 透明, 封片. 在显微镜下观察凋亡细胞核

呈棕褐色. 每张切片随机取10个高倍镜视野(×
400), 计数凋亡细胞及总细胞, 计算胃黏膜细胞

凋亡指数, 胃黏膜细胞凋亡指数(%) = (凋亡细胞

数目/总细胞数目)×100%.
1.2.8 胃组织蛋白免疫印迹(Western blotting)分
析: 将已制备的细胞蛋白提取液测其蛋白浓度

后, 经100 ℃水浴变性5 m in, 取等量蛋白样品

进行电泳, 经10%聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE)分离后, 以湿转法转至NC膜上, 3%BSA
封闭液封闭2 h后分别加入适当比例稀释的一抗

(Bcl-2、Bax兔抗鼠多克隆抗体1∶500), 4 ℃过

夜. 洗膜后加入相应的碱性磷酸酶标记的二抗, 
室温孵育2 h, 洗膜后加入显色剂(NBT/BCIP显
色试剂盒), 显色后条带经图像处理仪行激光扫

描后测各条带A值, 蛋白激活水平以免疫印迹中

相应条带的灰度值相对于内参组的比值来表示.
统计学处理 各组数据均以mean±SD表示, 

采用SPSS13.0进行统计分析, 组间比较采用单因

素方差分析(One-way ANOVA), 两两比较采用q
检验. P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 丙泊酚对小鼠GI/RI胃组织形态学变化的影

响 假手术组胃黏膜损伤不明显, 缺血30 min再
灌注1 h后胃黏膜损伤明显增加, 胃黏膜损伤指

数为118.0±24.3, 腹腔注射25 mg/kg丙泊酚后胃

黏膜损伤较I/R组明显减少, 胃黏膜损伤指数为

51.0±15.5, 差异有显著统计学意义(P <0.01). 而
腹腔注射25 mg/kg脂肪乳后对缺血30 min再灌

注1 h后胃黏膜损伤无明显影响, 黏膜损伤仍较

重, 胃黏膜损伤指数为112.0±17.2(图1,2).
HE染色光镜下观察小鼠的胃组织形态, 结

果显示: 假手术组胃黏膜上皮细胞及腺体排列

整齐, 除有少量的出血点外无黏膜水肿和脱落, 
胃组织结构基本完整; I/R组及脂肪乳组胃黏膜

及黏膜下层出现严重的充血、水肿及糜烂; 与
I/R组、脂肪乳组相比, 丙泊酚组胃组织病理变

化明显减轻, 仅见轻度的黏膜上皮细胞脱落及

黏膜下层水肿(图3).
2.2 丙泊酚对小鼠G I/RI胃黏膜组织中SOD活

性和MDA含量的影响 胃缺血再灌注后胃黏膜

组织SOD活性显著降低(P <0.01); MDA含量显

著增高(P <0.01), 而丙泊酚组与I/R组比较, SOD
活性显著增加(P <0.01); MDA含量则显著降低

(P <0.01, 表1).
2.3 丙泊酚对小鼠GI/RI胃黏膜细胞增殖活性的

影响 胃黏膜PCNA阳性细胞表达主要在黏膜层

中上1/3交界附近, 假手术组胃黏膜此处有一定

量的增殖细胞, PCNA增殖指数为25.9%±4.9%. 
I/R 1 h后增殖细胞明显减少, PCNA增殖指数

为6.4%±1.2%, 与假手术组比较有显著性差异

(P <0.01), 丙泊酚预处理后明显增加胃黏膜细胞

PCNA蛋白的表达水平, PCNA增殖指数为16.0%
±1.8%, 较I/R组明显增加(P <0.01), I/R组与脂肪

乳组(5.3%±1.1%)相比, 无统计学意义(图4).

表  1  丙泊酚对胃组织黏膜中SOD活性和MDA含量的影
响 (n  = 6, mean±SD)

     分组 SOD(U/mg prot) MDA(nmol/mg prot)

S组  65.82±5.40   0.4273±0.0323

I/R组  49.29±3.71b   0.5584±0.0293b

F组  47.54±5.31   0.5414±0.0470

P组  59.70±7.29d   0.3985±0.0453d

bP<0.01 vs  S组; dP<0.01vs  I/R组.
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■创新盘点
本文通过观察丙
泊酚对小鼠胃I/R
后胃黏膜损伤程
度及胃黏膜细胞
增殖及凋亡的影
响, 发现丙泊酚能
促进胃黏膜细胞
增殖、抑制细胞
凋亡等, 设计恰当
简单, 思路较新颖.

2.4 丙泊酚对小鼠GI/RI胃黏膜细胞凋亡的影响 
胃黏膜TUNEL阳性细胞染色为棕褐色, 主要位

于胞核, 检测结果如图5所示: 在假手术组, 也会

见到凋亡阳性细胞, 平均细胞凋亡率是14.0%. 在
I/R组, 细胞凋亡率明显增加(60.8%±6.9%), 与假

手术组比较有显著统计学意义. I/R组与F组相比

无统计学意义. 然而与I/R组(60.7%±6.9%)和脂

肪乳组(55.7%±2.9%)相比较, 丙泊酚组(33.9%±

1.3%)的凋亡细胞率明显的降低(均P<0.01).
2.5 丙泊酚对小鼠GI/R胃黏膜组织中Bcl-2和Bax
蛋白表达的影响 Western蛋白免疫印迹结果(图
6)显示, 在假手术组中, 胃黏膜细胞Bax的蛋白

表达水平很低(0.213±0.021). 与I/R组(0.453±
0.025)及脂肪乳组(0.416±0.032)胃黏膜Bax蛋
白表达水平相比, 丙泊酚组(0.268±0.023)胃黏

膜Bax蛋白表达水平明显下降, 且有统计学意义

(P <0.01); 而在假手术组中(0.922±0.011)胃黏膜

Bcl-2蛋白表达水平最高, I/R组和脂肪乳组胃黏

膜Bc l-2蛋白表达水平分别为: 0.513±0.014、
0.486±0.298, 与丙泊酚组(0.752±0.015)胃黏膜

Bax蛋白表达水平相比差异均有显著性(P <0.01).

3  讨论

近年来有许多研究证实了I/R损伤与细胞凋亡之

间的关系非常密切, 是I/R损伤中细胞死亡的重

要形式[11-13], 细胞凋亡是由体内外多种因素触发

的、多种基因严格控制的一系列连锁反应的细

胞死亡过程, 也称为程序性细胞死亡, 在正常情

况下, 细胞凋亡与增殖保持着总数的平衡, 当细

胞正常增殖和分化被扰乱, 平衡被打破导致细

胞过度增殖和凋亡异常时, 就会诱发疾病的发

生[14,15]. 胃I/R时, 机体氧化和抗氧化系统失衡, 氧
自由基产生增多, 当在体内蓄积过多时就会使

器官组织的细胞膜脂质过氧化, 细胞线粒体受

损, 进而引起组织细胞凋亡坏死, 造成器官组织

的损伤[16,17]. 而在与细胞凋亡有关的基因中Bcl-2
与Bax被认为是目前研究凋亡调节机制中最重

要的基因之一, 其中Bc l-2是重要的凋亡抑制基

因, Bax是Bcl-2家族成员之一, 但与Bcl-2的作用

相反, 属促凋亡基因, 能促进细胞凋亡[18-22].
丙泊酚又叫异丙酚, 化学名为2,6-双异丙基

苯酚, 作为一种静脉麻醉药已经应用于临床十

余年, 因其具有起效迅速、作用时间短、苏醒

迅速而完全、持续输注后无蓄积等其他静脉麻

醉药所无法比拟的特点, 被麻醉医师广泛运用

于麻醉诱导、麻醉维持等临床情况[23-25]. 近几

年随着消化内镜技术的迅速发展, 消化系统疾

病的诊治率有了显著的提高, 但是普通内镜操

作往往具有一定的风险和创伤, 易引起患者恶

心、呕吐甚至恐惧而拒行内镜检查[26], 从而延误

了疾病诊治的最佳时机, 而无痛内镜的开展解

决了此问题, 在普通内镜的基础上对患者施以

麻醉药物, 让患者在睡眠状态下接受检查, 是一

种安全、舒适、有效的检查方法, 不但可以减

轻患者痛苦, 还可以消除恐惧心理, 越来越受到

患者的青睐, 具有较高的临床应用价值, 其中因

丙泊酚具有其他麻醉药无法比拟的优点, 而被

作为无痛内镜检查中最常用的麻醉药物[27,28]. 目
前普遍认为丙泊酚除具有麻醉作用外, 还具有

抗自由基、抑制脂质过氧化反应, 减轻细胞内

钙超载以及抑制细胞凋亡等作用, 对心、脑、

肺、肾等全身多脏器I/R损伤有较强的保护作用, 
Acquaviva等[29]研究进一步证实了上述观点并认

为Bcl-2家族很可能是丙泊酚抑制细胞凋亡的主

要作用位点. 此外麻醉药丙泊酚预处理的给药

时机为缺血再灌注前, 与手术中麻醉药物的应

用时间非常吻合, 因此麻醉药的合理应用具有

A B DC

图  1  小鼠GI/RI胃组织大体观. A: S组; B: I/R组; C: F组; D: P组.
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图  2  胃黏膜损伤指数比较. bP<0.01 vs  S组; dP<0.01 vs  I/R组.
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更广阔的临床应用价值. 
目前麻醉药丙泊酚的缺血预处理对消化器

官的保护作用多集中在肝、肠等方面的研究, 
Kim等[30]研究表明丙泊酚对肝脏I/R有保护作用, 
Liu等[31]研究表明丙泊酚对肠I/R有保护意义. 而
丙泊酚对胃I/R的影响尚少有报道, 本实验研究

发现, 胃I/R后, MDA升高, SOD下降, 在缺血前

30 min腹腔给予丙泊酚注射液25 mg/kg可以明

显减轻由I/R引起的胃黏膜损伤, 提示丙泊酚可

减少氧自由基产生并减轻体内脂质氧化程, 上
调Bc l-2蛋白和下调Bax蛋白的表达, 降低胃黏

膜细胞凋亡指数, 减轻胃黏膜细胞凋亡程度. 结
果表明丙泊酚能促进小鼠胃I/R后胃黏膜细胞增

殖、抑制细胞凋亡, 对GI/RI有保护作用, 其可能

机制与其清除自由基、抑制脂质过氧化有关.
总之, 丙泊酚可以通过清除自由基、抑制脂

质过氧化, 促进抗凋亡调控因子Bcl-2的表达, 抑
制促凋亡的调控因子Bax的表达, 进而抑制细胞

凋亡、促进细胞增殖, 减轻胃I/R引起的胃黏膜

的出血、糜烂, 从而对GI/RI发挥显著的保护作

用, 初步阐明了丙泊酚对GI/RI的调控及在临床

上更加广阔的应用前景. 本研究只观察了丙泊

■应用要点
本研究提示丙泊
酚可为治疗或预
防消化系统损伤
提供新的药物靶
点, 扩展了临床上
消化系统疾病的
治疗途径.

图  3  丙泊酚对小
鼠GI/RI胃组织形态
学 变 化 的 影 响 ( H E
染色×200). A: S组; 

B: I/R组; C: F组; D:  

P组.
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图  4  丙泊酚对小
鼠GI/RI后胃黏膜细
胞 增 殖 的 影 响 ( ×
400). A: S组; B: I/R

组; C: F组; D: P组.
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酚对GI/RI细胞凋亡的影响, 但是丙泊酚对胃黏

膜的保护作用是一个多基因、多环节、多途径

调控的相互作用、相互影响的复杂过程, 并不

单单是某一种或某一类基因表达的结果, 丙泊

酚究竟是通过何种途径调控这一过程的, 这还

有待于我们进一步研究, 以便更加准确地阐述

丙泊酚对脏器I/R的保护作用机制, 并且为临床

治疗GI/RI提供重要的理论依据.

4      参考文献

1	 Brzozowski T, Konturek PC, Konturek SJ, Pajdo R, 
Kwiecien S, Pawlik M, Drozdowicz D, Sliwowski 
Z, Pawlik WW. Ischemic preconditioning of remote 
organs attenuates gastric ischemia-reperfusion 

injury through involvement of prostaglandins and 
sensory nerves. Eur J Pharmacol 2004; 499: 201-213 

2	 Kotani T, Kobata A, Nakamura E, Amagase K, 
Takeuchi K. Roles of cyclooxygenase-2 and pros-
tacyclin/IP receptors in mucosal defense against 
ischemia/reperfusion injury in mouse stomach. J 
Pharmacol Exp Ther 2006; 316: 547-555

3	 Savas C, Ozogul C, Karaöz E, Delibas N, Ozgüner 
F. Splenectomy reduces remote organ damage after 
intestinal ischaemia-reperfusion injury. Acta Chir 
Belg 2003; 103: 315-320 

4	 El Eter E, Hagar HH, Al-Tuwaijiri A, Arafa M. Nucle-
ar factor-kappaB inhibition by pyrrolidinedithiocarba-
mate attenuates gastric ischemia-reperfusion injury in 
rats. Can J Physiol Pharmacol 2005; 83: 483-492

5	 Jin YC, Kim W, Ha YM, Shin IW, Sohn JT, Kim HJ, 
Seo HG, Lee JH, Chang KC. Propofol limits rat 
myocardial ischemia and reperfusion injury with an 
associated reduction in apoptotic cell death in vivo. 

■同行评价
本文观察了丙泊
酚对胃I/R时胃黏
膜细胞增殖、凋
亡及病理变化的
影响 ,  设计合理 , 
层次分明, 对基础
研究和临床研究
具有一定的参考
意义.

图  5  丙泊酚对小
鼠胃黏膜细胞凋亡
的影响(×400). A: S

组; B: I/R组; C: F组; 

D: P组.

A B

DC

b-actin

BaxBcl-2

b-actin

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

Bc
l-2

/ b
-a

ct
io

n 
ra

tio

 S组             I/R组            F组              P组

b

d

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

Ba
x/
b-

ac
tio

n 
ra

tio
A B

图  6  丙泊酚对小鼠GI/RI胃黏膜组织中Bcl-2和Bax蛋白表达的影响. A: Bcl-2; B: Bax. bP<0.01 vs  S组; dP<0.01 vs  I/R组.

b

d

 S组             I/R组            F组              P组

 S组               I/R组            F组                P组  S组             I/R组            F组              P组



www.wjgnet.com

刘河霞, 等. 丙泊酚对小鼠胃缺血/再灌注后细胞增殖及凋亡的影响					               1501

Vascul Pharmacol 2009; 50: 71-77
6	 Wang H, Luo M, Li C, Wang G. Propofol post-con-

ditioning induced long-term neuroprotection and 
reduced internalization of AMPAR GluR2 subunit 
in a rat model of focal cerebral ischemia/reperfu-
sion. J Neurochem 2011; 119: 210-219 

7	 李琳, 张丽, 赵京禹, 郝建华, 李平. 异丙酚对缺血再灌
注大鼠肠黏膜的保护作用. 世界华人消化杂志 2008; 
16: 1461-1464

8	 Zhang JF, Zhang YM, Yan CD, Zhou XP. Neuroreg-
ulative mechanism of hypothalamic paraventricular 
nucleus on gastric ischemia-reperfusion injury in 
rats. Life Sci 2002; 71: 1501-1510

9	 Yuzbasioglu MF, Aykas A, Kurutas EB, Sahinkanat T. 
Protective effects of propofol against ischemia/reper-
fusion injury in rat kidneys. Ren Fail 2010; 32: 578-583

10	 Zhang YM, Wei EQ, Hu X, Xu M, Shi Y, Zhang JF. 
Administration of angiotensin II in the paraventric-
ular nucleus protects gastric mucosa from ischemia-
reperfusion injury. Brain Res 2008; 1212: 25-34 

11	 Valen G. Cellular signalling mechanisms in adapta-
tion to ischemia-induced myocardial damage. Ann 
Med 2003; 35: 300-307

12	 Bedirli N, Akyürek N, Kurtipek O, Kavutcu M, Kar-
tal S, Bayraktar AC. Thoracic epidural bupivacaine 
attenuates inflammatory response, intestinal lipid 
peroxidation, oxidative injury, and mucosal apop-
tosis induced by mesenteric ischemia/reperfusion. 
Anesth Analg 2011; 113: 1226-1232 

13	 Liao YH, Xia N, Zhou SF, Tang TT, Yan XX, Lv BJ, 
Nie SF, Wang J, Iwakura Y, Xiao H, Yuan J, Jevallee 
H, Wei F, Shi GP, Cheng X. Interleukin-17A contrib-
utes to myocardial ischemia/reperfusion injury by 
regulating cardiomyocyte apoptosis and neutrophil 
infiltration. J Am Coll Cardiol 2012; 59: 420-429 

14	 Vollmers HP, Dämmrich J, Hensel F, Ribbert H, 
Meyer-Bahlburg A, Ufken-Gaul T, von Korff M, 
Müller-Hermelink HK. Differential expression of 
apoptosis receptors on diffuse and intestinal type 
stomach carcinoma. Cancer 1997; 79: 433-440

15	 Wagner S, Beil W, Westermann J, Logan RP, Bock 
CT, Trautwein C, Bleck JS, Manns MP. Regulation 
of gastric epithelial cell growth by Helicobacter 
pylori: offdence for a major role of apoptosis. Gas-
troenterology 1997; 113: 1836-1847

16	 张咏梅, 张建福, 阎长栋. 胃缺血再灌注损伤的模型与
机制. 世界华人消化杂志 2001; 9: 675-678

17	 Qiao WL, Wang L, Zhang JF, Zhang YM. Effects 
of gastric ischemia-reperfusion on gastric mucosal 
cellular apoptosis and proliferation in rats. Shengli 
Xuebao 2006; 58: 237-243

18	 Adams JM, Cory S. The Bcl-2 protein family: arbi-
ters of cell survival. Science 1998; 281: 1322-1326 

19	 Park SE, Park C, Kim SH, Hossain MA, Kim MY, 

Chung HY, Son WS, Kim GY, Choi YH, Kim ND. 
Korean red ginseng extract induces apoptosis and 
decreases telomerase activity in human leukemia 
cells. J Ethnopharmacol 2009; 121: 304-312 

20	 Garcia EJ, Lawson D, Cotsonis G, Cohen C. Hepato-
cellular carcinoma and markers of apoptosis (bcl-2, 
bax, bcl-x): prognostic significance. Appl Immunohis-
tochem Mol Morphol 2002; 10: 210-217

21	 Huang YC, Chuang LY, Hung WC. Mechanisms un-
derlying nonsteroidal anti-inflammatory drug-induced 
p27(Kip1) expression. Mol Pharmacol 2002; 62: 1515-1521

22	 Brambilla E, Negoescu A, Gazzeri S, Lantuejoul S, 
Moro D, Brambilla C, Coll JL. Apoptosis-related 
factors p53, Bcl2, and Bax in neuroendocrine lung 
tumors. Am J Pathol 1996; 149: 1941-1952

23	 Thiry JC, Hans P, Deby-Dupont G, Mouythis-Mick-
alad A, Bonhomme V, Lamy M. Propofol scavenges 
reactive oxygen species and inhibits the protein 
nitration induced by activated polymorphonuclear 
neutrophils. Eur J Pharmacol 2004; 499: 29-33

24	 Xia Z, Huang Z, Ansley DM. Large-dose propofol 
during cardiopulmonary bypass decreases bio-
chemical markers of myocardial injury in coronary 
surgery patients: a comparison with isoflurane. 
Anesth Analg 2006; 103: 527-532

25	 Bovill JG. Intravenous anesthesia for the patient 
with left ventricular dysfunction. Semin Cardiothorac 
Vasc Anesth 2006; 10: 43-48

26	 张志强, 高金贵, 安波. 异丙酚联合舒芬太尼或咪达唑
仑用于纤维胃镜检查的临床观察. 临床荟萃 2007, 22: 
243-246

27	 Martínez J, Casellas JA, Aparicio JR, Garmendia M, 
Amorós A. [Safety of propofol administration by 
the staff of a gastrointestinal endoscopy unit]. Gas-
troenterol Hepatol 2007; 30: 105-109

28	 Morse JW, Fowler SA, Morse AL. Endoscopist-
administered propofol: a retrospective safety study. 
Can J Gastroenterol 2008; 22: 617-620

29	 Acquaviva R, Campisi A, Murabito P, Raciti G, 
Avola R, Mangiameli S, Musumeci I, Barcellona 
ML, Vanella A, Li Volti G. Propofol attenuates 
peroxynitrite-mediated DNA damage and apopto-
sis in cultured astrocytes: an alternative protective 
mechanism. Anesthesiology 2004; 101: 1363-1371

30	 Kim SK, Jee D, Kim JY, Choi JH. Effects of propofol 
on early phase of warm hepatic ischemia/reperfu-
sion injury. Hepatogastroenterology 2007; 54: 2333-2336

31	 Liu KX, Chen SQ, Huang WQ, Li YS, Irwin MG, Xia 
Z. Propofol pretreatment reduces ceramide produc-
tion and attenuates intestinal mucosal apoptosis 
induced by intestinal ischemia/reperfusion in rats. 
Anesth Analg 2008; 107: 1884-1891

      编辑  曹丽鸥  电编  鲁亚静  



www.wjgnet.com

张圣林, 刘春丽, 王淑萍, 郝玉静, 李青山, 承德医学院附属
医院放化疗科 河北省承德市 067000
王雅棣, 中国人民解放军北京军区总医院放疗科 北京市 
100700
张圣林, 主治医师, 主要从事肿瘤放射治疗的临床与教学.
承德市科技局课题基金资助项目, No. 201121132
作者贡献分布: 此课题由张圣林、刘春丽及王雅棣设计; 研究过
程由张圣林、刘春丽、王淑萍及郝玉静操作完成; 数据分析由
张圣林、刘春丽及李青山完成; 本论文写作由张圣林、刘春丽
及王雅棣完成. 
通讯作者: 王雅棣, 教授, 100700, 北京市东城区东四十条南门
仓5号, 中国人民解放军北京军区总医院放疗科. 
wangyadi@hotmail.com
电话: 010-66721629
收稿日期: 2012-04-05   修回日期: 2012-05-09
接受日期: 2012-05-18   在线出版日期: 2012-06-18

Erlotinib increases sensitivity 
of MKN45 cells to radiotherapy 

Sheng-Lin Zhang, Chun-Li Liu, Shu-Ping Wang, 
Yu-Jing Hao, Ya-Di Wang, Qing-Shan Li

Sheng-Lin Zhang, Chun-Li Liu, Shu-Ping Wang, Yu-Jing 
Hao, Qing-Shan Li, Department of Radiochemotherapy, 
Affiliated Hospital of Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
Ya-Di Wang, Department of Radiotherapy, General Hospi-
tal of Beijing Military Command of Chinese PLA, Beijing 
100700, China
Supported by: the Foundation of Chengde Science and 
Technology Bureau, No. 201121132
Correspondence to: Ya-Di Wang, Professor, Department 
of Radiotherapy, General Hospital of Beijing Military Com-
mand of Chinese PLA, 5 Nanmencang Road, Dongcheng 
District, Beijing 100700, China. wangyadi@hotmail.com  
Received: 2012-04-05    Revised: 2012-05-09
Accepted: 2012-05-18    Published online: 2012-06-18

Abstract
AIM: To observe the effect of erlotinib combined 
with radiotherapy on cell cycle progression and 
apoptosis of human gastric carcinoma MKN45 
cells to explore the mechanism by which erlo-
tinib increases the sensitivity of MKN45 cells to 
radiotherapy.

METHODS: The effect of erlotinib and radio-
therapy on MKN45 cells was examined  by MTT 
assay and colony formation assay. The median 
inhibitory concentration (IC50) and radiobiologi-
cal parameters D0 and Dq were calculated. Cell 
apoptosis and cell cycle progression were exam-
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厄洛替尼联合放疗对MKN45细胞株的影响

张圣林, 刘春丽, 王淑萍, 郝玉静, 王雅棣, 李青山

®

■背景资料
胃癌是危害人类
健康最常见的恶
性肿瘤之一, 同步
放化疗是胃癌R0
切除术后的标准
治疗, 同时引起的
放化疗不良反应
引起了临床广泛
关注.

ined by flow cytometry. The expression of Bcl-2 
and Bax proteins was detected by Western blot.

RESULTS: Both erlotinib and radiotherapy could 
inhibit MKN45 cell growth in a concentration- 
and dose-dependent manner (both P < 0.01). The 
inhibitory effect of erlotinib combined with radio-
therapy on MKN45 cell growth was better than 
that of erlotinib or radiation alone. Combination 
treatment significantly decreased the percentages 
of cells in S phase cells and increased those in 
G2/M and G0/G1 phases (71.87 ± 0.77 vs 60.72 ± 
0.26, P < 0.01) and cell apoptosis. After treatment 
with erlotinib combined with radiotherapy, Bcl-2 
protein expression decreased and Bax protein ex-
pression increased.

CONCLUSION: Erlotinib increases radiosensitiv-
ity of MKN45 cells by increasing the percentages 
of cells in G2/M and G0/G1 phases and decreas-
ing Bcl-2/Bax ratio to induce apoptosis. 

Key Words: Erlotinib; Radiotherapy; Gastric cancer; 
MKN45 cells; Apoptosis

Zhang SL, Liu CL, Wang SP, Hao YJ, Wang YD, Li 
QS. Erlotinib increases sensitivity of MKN45 cells to 
radiotherapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 
1502-1508

摘要
目的:  观 察 厄 洛 替 尼 联 合 放 疗 对 人 胃 癌
MKN45细胞周期和凋亡的影响, 了解厄洛替
尼对放疗增敏的作用机制. 

方法: 通过MTT法和集落形成实验, 检测厄
洛替尼和放射线对MKN45细胞的生长抑制
作用, 计算出半数抑制浓度(50% inhib i tory 
concentration, IC50)和放射生物学参数平均
致死剂量(mean lethal dose, D0)、准阈剂量
(quasi-threshold, Dq)值, 得出放射增敏比; 流
式细胞仪检测MKN45细胞经厄洛替尼及联合
放射线处理后细胞的凋亡率及周期分布情况; 
Western blot法检测厄洛替尼及联合放射线对
MKN45细胞的Bax与Bcl-2蛋白表达的影响. 

结果: 厄洛替尼及放射线均能抑制MKN45细

■同行评议者
丁士刚, 教授, 北
京大学第三医院
消化科
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■研发前沿
近年来的很多研
究 证 实 ,  分 子 靶
向药物具有放射
增 敏 作 用 ,  且 展
示出其在放射领
域的良好前景和
临床应用价值.

胞的生长, 随用药浓度或剂量的增高, 抑制作
用增强(P <0.01). 厄洛替尼与放射线联合对
MKN45细胞的抑制作用大于单药和单纯照射
(P <0.01); 两者联合使S期细胞比率明显降低, 
放射敏感的G2/M期和G0/G1期细胞比率明显增
加(71.87±0.77 vs  60.72±0.26, P <0.01), 细胞
凋亡率增加; 厄洛替尼联合放射线作用于细
胞后, Bcl-2蛋白表达明显减少, Bax蛋白表达
则明显增加. 

结论: 厄洛替尼通过增加G2/M和G0/G1期细胞
比率, 降低Bcl-2、升高Bax蛋白表达, 从而降
低Bc l-2/Bax比率, 增加细胞凋亡, 以此提高
MKN45细胞的放射敏感性. 

关键词: 厄洛替尼; 放疗; 胃癌; MKN45细胞; 凋亡
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0  引言

胃癌早期症状隐匿, 超过70%的胃癌患者确诊时

已是中晚期, 胃癌5年总存活率仅为20%左右[1]. 
术后同期放化疗可将3年总生存率和无病生存率

由单纯手术的41%、31%提高到50%、48%[2]. 因
此, 2007的NCCN指南将胃癌R0切除术后(T3/4、
N0, 任何T、N+)行5FU同步放化疗列入标准治

疗[3]. 厄洛替尼是表皮生长因子酪氨酸激酶抑制

剂[4], 对非小细胞肺癌[5]、晚期胰腺癌[6]均有明显

的抑制作用. 文献显示表皮生长因子受体(epider-
mal growth factor receptor, EGFR)在胃癌组织中

的阳性率接近50%[7-9], 提示厄洛替尼有可能成为

胃癌的一个靶向药物, 但厄洛替尼在胃癌中的研

究及应用尚未见报道. 最近Kishida等[10]报道吉非

替尼对胃癌细胞有放射增敏作用, 启发我们观察

厄洛替尼对胃癌及对放射线的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基为GIBCO公司产品, 胰蛋

白酶(trypsin)、二甲基亚砜(DMSO)、碘化丙啶

(PI)为Sigma公司产品, MTT为华美生物技术有

限公司产品, Annexin V-EGFP为南京凯基生物科

技发展有限公司产品; 颗粒酶一抗、穿孔素一

抗、β-actin一抗及Western blot二抗为Santa Cruz
公司产品; 厄洛替尼由罗氏公司(Roche, Penz-
berg, Germany)生产. 

1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胃癌MKN45细胞株由南京凯

基生物科技发展有限公司传代保存, 为单层贴

壁生长. 用含100 mL/L胎牛血清, 100 U/mL青霉

素, 100 mg/L链霉素的DMEM培养基, 在37 ℃、

50 mL/L CO2培养箱内进行传代培养. 
1.2.2 MTT法检测厄洛替尼和放射线对MKN45
细胞的作用: (1)MTT法检测厄洛替尼对MKN45
细胞的增殖抑制作用: 取对数生长期的MKN45
细胞, 消化、计数后以3×103/孔密度均匀接种于

96孔板, 24 h细胞贴壁后加入浓度为2.5、5.0、
10.0、15.0、25.0、50.0 µmol/L厄洛替尼培养液, 
每种浓度6个复孔, 并设不加药的细胞对照. 分别

培养24、48、72、96 h, 吸弃原含药培养液, 加
入无血清培养液100 mL, 每孔加MTT(5 g/L)20 
µL, 继续培养4 h, 吸去原培养液, 加入DMSO 150 
µL/孔溶解沉淀, 用酶标仪(波长570 nm)测定每

个孔的吸光度(A )值. 抑制率(%) = [(A c-A 0)-(A t-
A 0)]/(A c-A 0)×100%(A c和A t分别是细胞对照和

实验组的A值, A 0是背景对照的A值), 计算出不

同时间各浓度细胞的存活分数(SF, SF = A t/A c

×100%), 并根据改良Herbst法计算IC50, 以0.2×
IC50作为后续的实验浓度. 实验重复3次; (2)MTT
法检测放射线对MKN45细胞的增殖抑制作用: 
取对数生长期MKN45细胞, 以3×103/孔密度

接种于96孔板, 培养24 h后给予0、2、4、6、 
8 Gy剂量的照射. 每个剂量设6个复孔. 继续培养 
72 h, 用上面同样的方法在酶标仪(波长570 nm)
测定每个孔的A 值, 计算细胞抑制率. 实验重

复3次; (3)MTT法检测厄洛替尼联合放射线对

MKN45细胞的增殖抑制作用: MKN45细胞按4
×103/孔密度接种于96孔板, 培养24 h后, 给予6 
Gy照射, 随后加入含厄洛替尼浓度为2.5、5.0、
10.0、15.0、25.0、50.0 µmol/L的培养液, 100 µL/
孔, 每种浓度6个复孔. 再继续培养72 h, 以同样的

方法计算细胞抑制率. 实验重复3次; (4)单细胞集

落形成实验检测厄洛替尼及放射线对MKN45细
胞的增殖抑制作用: 取对数生长期MKN45细胞, 
消化、计数并逐级稀释后, 将细胞接种于6 cm平

皿中. 分为对照组、照射组、厄洛替尼组和厄洛

替尼+照射组, 每组3个平皿. 照射组、厄洛替尼

+照射组接受0、2、4、6、8 Gy的照射后, 更换

含或不含2 µmol/L厄洛替尼的新鲜培养液培养

2 wk. 显微镜下计数细胞数>50个的克隆数. 单细

胞集落形成率(PE) = (克隆数/接种的细胞数)×
100%. 细胞存活率(SF) = [各实验组克隆数/(各实
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■相关报道
ToGA研究改变了
胃癌的治疗模式, 
使根据患者的基
因特性寻找肿瘤
特定的生物标志
进行个体化治疗
成为可能. 

验接种的细胞数×PE)]×100%. 应用多靶单击

模型S = 1-(1-e-D/D0)N, 采用GraphPad Prism4.0拟
合存活曲线, 分别计算平均致死剂量(mean lethal 
dose, D0)、准阈剂量(quasi-threshold, Dq)值, 放射

增敏比为单纯照射组与厄洛替尼+照射组D0值之

比. 实验重复3次. 
1.2.3 厄洛替尼及放射线对细胞形态的影响: 在
倒置显微镜下观察培养瓶中细胞的生长状况及

形态学改变. 
1.2.4 厄洛替尼及放射线对细胞周期的影响: 取
对数生长期MKN45细胞, 用6 Gy照射, 分组同

上. 每组3瓶, 用含2 µmol/L洛替尼的新鲜培养液

分别培养24、48 h, 胰酶消化后, PBS洗2遍、离

心, 用预冷的75%酒精于-20 ℃固定24 h, 测定前

取固定保存的细胞, PBS洗2遍, 再离心收集细

胞, 加入500 µL PI混匀染色, 置于4 ℃避光保存

0.5 h. 流式细胞仪测DNA-PI的荧光强度, 结果用

Muticycle软件系统进行分析以检测细胞周期分

布. 实验重复3次. 
1.2.5 厄洛替尼及放射线对细胞凋亡的影响: 取
对数生长期的以上4组细胞, 每组3瓶, 照射后

用含2 µmol/L厄洛替尼的新鲜培养液分别培养

24、48 h, 胰酶消化, PBS洗2遍、离心、收集细

胞, 调整细胞浓度为(5×105)/mL; 加入500 µL的
Binding Buffer悬浮细胞和5 µL Annexin V-EGFP
混匀后, 再加入5 µL PI混匀; 置于4 ℃室温避光

反应15 min; 在1 h内上流式细胞仪检测, 结果用

Muticycle软件系统进行分析. 实验重复3次. 
1.2.6 Western blot法检测厄洛替尼及放射线对

Bax和Bcl-2的蛋白表达的影响: 细胞培养及分组

同上. 处理后用含2 µmol/L厄洛替尼的新鲜培养

液培养48 h. 分别收集细胞约5×106个, 加入裂解

液提取蛋白, BCA法测定蛋白浓度. 取已变性并

混有溴酚蓝的蛋白样品, 进行稳压电泳(浓缩胶, 
80 V; 分离胶, 120 V)2 h. 电泳后将蛋白以2 mA/
cm2恒流转膜, β-actin 4 ℃转膜2 h, MMP-1 4 ℃
转膜3 h, MMP-2 4 ℃转膜4 h. 取等体积的蛋白样

品与电泳上样液混合后高温水浴处理10 min, 用
10% SDS-PAGE分离蛋白, 采用湿转法转移蛋白

至膜上, 室温封闭2 h, TBST漂洗3次, 加入一抗

(MMP-1及MMP-2, 1∶200稀释; 鼠抗人β-actin抗
体1∶1 000稀释)4 ℃反应过夜, TBST漂洗3次, 加
入HRP标记的羊抗鼠IgG(1∶5 000稀释), 室温摇

床反应2 h, ECL显色、X线胶片曝光, 以β-actin蛋
白作内参照, 以BAND-SCAN图像分析软件进行

光密度积分值分析. 实验重复3次. 
统计学处理 所有数据资料以mean±SD表

示. 采用SPSS11.5统计学软件进行统计处理, 均
数比较采用单因素方差分析, LSD-t检验, 相关分

析采用析因设计方差分析, 以P <0.05为有统计学

差异. 

2  结果

2.1 MTT法检测厄洛替尼和放射线对MKN45细

胞的生长抑制作用

2.1.1 MTT法检测厄洛替尼对MKN45细胞的作

用: 厄洛替尼能明显抑制MKN45细胞的生长, 随
用药时间的延长和用药浓度的提高, 抑制率明

显增强(P <0.05, 图1). 
2.1.2 MTT法检测放射线对MKN45细胞的作用: 
给予MKN45细胞0、2、4、6、8 Gy照射后72 h, 
显示随着照射剂量的增大, 抑制作用增强. 
2.1.3 MTT法检测厄洛替尼和放射线对MKN45
细胞的抑制作用: 浓度为2.5、5.0、10.0、15.0 
µmol/L厄洛替尼与放射线联合对细胞增殖的抑

制作用大于单药或单独照射的作用, 差异有统计

学意义(P<0.01, 表1). 
2.2 单细胞集落形成实验检测厄洛替尼联合放

射线对MKN45细胞的作用 单细胞集落形成实

验发现厄洛替尼+照射组与单纯照射组的集落

形成率分别是1.97%±0.14%、5.1%±0.21%, 两
者有显著差异(P <0.05), 显示厄洛替尼联合放疗

能明显抑制MKN45细胞的克隆性增殖. 应用多

靶单击模型求得, 经厄洛替尼处理后D0值减低, 
Dq值变小, 放射增敏比为1.54. 提示厄洛替尼对

MKN45细胞有放射增敏作用(图2). 
2.3 厄洛替尼及放射线作用后MKN45细胞形态

变化 厄洛替尼及放射联合作用于MKN45细胞

24 h后, 随着药物浓度的增大和时间的延长, 细
胞表面可见突起小膜泡(凋亡小体)不断地脱落

于培养液中; 48 h后细胞变小变圆, 皱缩变形的
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72 h

96 h
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0.8

0.6
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图  1  厄洛替尼浓度及作用时间对MKN45细胞存活率的影响.
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■名词解释
厄洛替尼(erlotini-
b): 针对表皮生长
因子受体(EGFR)
的靶向药物, 已用
于一线化疗失败
的局部晚期或转
移性非小细胞肺
癌的治疗.

细胞进一步增多; 72 h后细胞数目显著减少, 部
分细胞胞膜破裂, 胞浆浓缩呈泡状, 核仁消失. 
对照组细胞生长活跃, 呈梭形、多角形、大小

不一, 细胞形态完整, 细胞核大, 核仁明显(图3). 
2.4 厄洛替尼及放射线对MKN45细胞周期的影

响 经厄洛替尼作用后, MKN45细胞周期中的G1/
G0期比例明显增多, 随着时间的延长S期比例减

少, 24、48 h各时间段之间的差异有统计学意义

(P <0.01), 显示厄洛替尼可使MKN45细胞相对放

射敏感期细胞增多. MKN45细胞经单纯照射后, 
G2/M期比例明显升高. 厄洛替尼+照射组的G2/M
期比例较对照组也升高, 与照射组比较有统计

学意义(P <0.01, 表2, 图4). 
2.5 厄洛替尼及放射线对MKN45细胞凋亡的影

响 照射后48 h, 对照组、照射组和厄洛替尼组+
照射组的凋亡率分别为4.34%±0.63%、11.10%
±1.45%和23.2±0.41%, 经析因设计方差分析方

法统计, 各组间有统计学意义(P <0.05, 表3, 图5). 
2.6 Wes te rn blot法检测厄洛替尼及放射线对

Bcl-2、Bax蛋白的影响 对照组的Bax蛋白表达

较低, Bcl-2表达较高; 厄洛替尼及照射后, 出现

Bcl-2蛋白表达量明显减少, 厄洛替尼+照射组减

少最明显; Bax蛋白表达则以厄洛替尼+照射组

增加最明显. 厄洛替尼可增强放射调解Bc l-2、
Bax蛋白表达及Bcl-2/Bax比率的作用而在分子

水平上抑制肿瘤生长(图6).

3  讨论

厄洛替尼是一种小分子的酪氨酸激酶抑制剂, 
主要通过与三磷酸腺苷竞争结合至EGFR胞内

酪氨酸激酶功能域, 抑制受体自磷酸化而阻止

下游信号传导, 产生抗肿瘤作用[11], 对EGFR过

表达的肿瘤细胞EGFR自身磷酸化有明显的抑

制作用[12]. 研究发现厄洛替尼可以抑制许多癌

细胞的生长, 如肺癌[13,14]、头颈部恶性肿瘤[15]、

胰腺癌[16]. 但对于仅次于肺癌的世界第2大致死

β
-action

β
-action

表  1  厄洛替尼联和放射作用于MKN45细胞72 h的细胞抑制率 (mean±SD, n  = 6)

     
厄洛替尼(μmol/L)

                 厄洛替尼            厄洛替尼+放射组

        A 570       抑制率(%)            A570      抑制率(%)

2.5 3.157±0.008           6.7 2.298±0.054         31.4

5.0 3.012±0.015           8.9 1.782±0.113         51.2

10.0 1.801±0.072         49.0 0.934±0.043         73.6

15.0 1.139±0.053         69.3 0.261±0.005         91.5

25.0 0.151±0.015         94.8 0.139±0.036         94.7

50.0 0.142±0.012         95.8 0.141±0.023         96.5

t值      38.653 33.786   21.978       37.660 0.672   -0.144

P值        0.000   0.000     0.000         0.000 0.689      0.991

表  2  MKN45细胞经厄洛替尼及放射线作用不同时间G2/M、S期比例变化情况 (mean±SD, n  = 3)

     
分组

                          G2/M期                            S期

        24 h         48 h         24 h         48 h

对照组   6.93±0.12 12.89±0.45 52.87±0.33 33.92±0.54

厄洛替尼组   9.95±0.35ac 12.19±0.42ac 29.43±0.36ac 24.75±0.28ac

放射组 60.72±0.26ac 66.37±0.12ac 26.49±0.17ac 20.54±0.27ac

厄洛替尼+放射组 71.87±0.77ac 78.56±0.23ac 16.24±0.34ac 11.46±0.36ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  24 h.

1.00
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0.00
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图  2  单纯放射组与厄洛替尼及放射联合组细胞生存曲线. 
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肿瘤-胃癌[17], 2007年NCCN提出5FU同步放化疗

是胃癌R0切除术后的标准治疗[3], 治疗疗效较之

前明显提高, 但患者依从性差. Kishida等[10]在研

究吉非替尼抑制胃癌细胞中SN38的诱导作用机

制时提出吉非替尼对胃癌细胞有放射增敏作用. 
Nakata等[18]研究发现选择性环氧合酶-2抑制剂

增强肿瘤细胞对放射的敏感性. 本研究首次显

示厄洛替尼对胃癌MKN45细胞有明显的生长抑

制作用, 厄洛替尼与放射线联合随药物剂量或

放射剂量的增大和作用时间的延长, 抑制增强, 
厄洛替尼联合照射对MKN45细胞的抑制作用, 
要强于二者单独时的作用. 厄洛替尼联合放疗

表  3  MKN45细胞经厄洛替尼及照射作用不同时间后凋亡率变化情况 (mean±SD, n  = 3)

         对照组  厄洛替尼组     放射组 厄洛替尼+放射组        F 值  P 值

24 h 5.23±0.32   9.87±1.65 11.35±1.12     18.09±2.56     13.238 0.002

48 h 4.34±0.63 11.10±1.45 12.14±0.87     23.20±0.41   123.728 0.000

图  3  厄洛替尼及放射线联合作用后细胞形态变化(×400). A: 对照组; B: 联合组作用24 h; C: 联合组作用48 h.
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图  4  厄洛替尼及放射线作用后细胞周期变化. A: 对照组; B: 厄洛替尼组; C: 联合组.
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图  5  厄洛替尼及放射线作用后细胞凋亡的改变. A: 对照组; B: 厄洛替尼组; C: 联合组.

■同行评价
文章利用胃癌细
胞系研究临床药
物对放射治疗的
增敏机制, 解释了
一定的临床现象, 
具有一定的临床
研究意义.
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能明显抑制MKN45细胞的克隆性增殖, 应用多

靶单击模型求得, 放射增敏比为1.54, 提示厄洛

替尼对MKN45细胞有放射增敏作用. 这也是我

们首次报道厄洛替尼对MKN45细胞有放射增敏

效应. 
   ToGA试验[19]结果显示: 22.1%的胃癌Her-2阳
性, 加用赫赛汀的治疗组与仅接受化疗的对照

组比较, 总生存延长了2.7 mo, 且Her-2高表达

者获益更大, 总生存期长达16 mo. ToGA研究改

变了胃癌的治疗模式, 使根据患者的基因特性

寻找肿瘤特定的生物标志进行个体化治疗成

为可能. 胃癌Her-2阳性仅占20%左右, 而文献

报道EGFR在胃癌组织中存在的高表达, 约在

40%-65%之间. 研究[20,21]证实EGFR的高表达与

年龄、分化程度、分级相关, 多因素分析提示

EGFR的高表达可能为一个独立的预后不良的

标志. 一项Ⅱ期临床试验[22]第一次证明使用针对

EGFR的靶向药物在EGFR表达并且低配体水平

的胃癌患者中有较好的预后. 厄洛替尼是EGFR
酪氨酸激酶抑制剂, 有研究[23]显示在人肝癌细胞

系的体外作用中其与西妥昔单抗协同作用的分

子机制是进一步下调了活化EGFR的信号转导

通路关键酶的表达. 多项研究证明EGFR的靶向

治疗可以对胃癌起到治疗作用. 细胞凋亡是电

离辐射所致细胞死亡的主要形式, 为研究厄洛

替尼对胃癌的放射增敏机制, 我们检测了细胞

凋亡和周期. 本研究显示: 经厄洛替尼和放射线

联合作用后MKN45细胞的凋亡率明显增加, 对
放射线最敏感G2/M和G0/G1期细胞比率明显升

高, 显示厄洛替尼通过增加细胞凋亡及增加敏

感的G2/M和G0/G1期细胞比率来发挥放射增敏

作用. 孙晓江等[24]综述探讨了分子靶向药物的放

射增敏作用是使细胞周期阻滞在G2/M期这一放

射敏感性最高的时期, 本研究结果验证了孙晓

江的这一论断. 
在胃癌细胞中Bcl-2家族阳性表达60%-80%[25]. 

目前研究表明Bc l-2是凋亡基因调节蛋白, 可抑

制细胞凋亡, 增加细胞生存和肿瘤的播散侵袭

能力. Bax的功能是拮抗Bcl-2, 促进细胞凋亡. 抗
凋亡的基因Bcl-2和促凋亡基因Bax之间的失衡

可能是肿瘤发生的机制之一[26]. 有研究表明[27,28]

胃癌的发生不仅存在Bc l-2蛋白的表达上调及

Bax蛋白的表达下调, Bax与Bcl-2的异常表达通

过对细胞凋亡的调控共同参与胃癌的发生发展

过程, 并与胃癌的浸润深度及分化程度等密切

相关. 研究发现, Bax蛋白在照射组及厄洛替尼+
照射组表达明显减少; 而Bcl-2蛋白表达相反, 厄
洛替尼+照射组增加最明显. 厄洛替尼可通过增

强放射调解Bcl-2、Bax蛋白表达及Bcl-2/Bax比
率的作用而在分子水平上抑制肿瘤生长. 
　  总之, 厄洛替尼对胃癌的放射增敏机制与诱

导细胞凋亡、干预细胞周期及调解Bcl-2、Bax
蛋白表达有关, 为厄洛替尼应用于胃癌的临床

治疗提供了实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of S100A7 
mRNA and protein in gastric carcinoma, and to 
analyze the relationship between S100A7 expres-
sion and clinicopathological features of gastric 
carcinoma. 

METHODS: In situ hybridization and immuno-
histochemistry were used to detect the expres-
sions of S100A7 mRNA and protein in 53 cases 
of gastric carcinoma and 53 cases of normal 
gastric mucosa, respectively. SPSS13.0 software 
was utilized to analyze the relationship between 
S100A7 expression and clinicopathological fea-
tures of gastric carcinoma. 
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■背景资料
越来越多的研究
显示 ,  S100A7作
为S100蛋白信号
家族的成员之一, 
在多种不同的肿
瘤中呈现高表达, 
包括肺癌、膀胱
癌、皮肤癌和食
管鳞癌等, 提示其
与肿瘤的发生发
展密切相关.

RESULTS: The positive rates of S100A7 mRNA 
and protein expression in gastric carcinoma were 
significantly higher than those in normal gastric 
mucosa (77.36% vs 15.09%, 71.70% vs 13.21%; χ2 

= 41.330, 37.110, both P = 0.000). Expression of 
S100A7 mRNA and protein was not associated 
with age or sex (both P > 0.05), but was closely 
related to differentiation degree, invasion depth, 
TNM stage and lymph node metastasis in gastric 
carcinoma (all P < 0.05). 

CONCLUSION: S100A7 overexpression may play 
a pivotal role in the occurrence and development 
of gastric carcinoma, representing a novel marker 
for evaluating the malignant degree of gastric car-
cinoma. 

Key Words: Gastric carcinoma; S100A7; Immuno-
histochemistry; In situ  hybridization; Clinicopatho-
logical features

Zhao J, Mi W, Sun HY, Chen HJ, Sun XL, Zeng Y, Sheng 
ZL. Significance of expression of S100A7 mRNA and 
protein in gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(17): 1509-1514

摘要
目的: 检测S100A7 mRNA和蛋白在胃癌组织
中的表达情况, 分析其与胃癌临床病理学参数
的关系. 

方法: 应用原位杂交技术和免疫组织化学SP
法分别检测53例胃癌组织和53例正常胃黏膜
组织中S100A7 mRNA和蛋白的表达, 并分析
其表达与临床病理学参数之间的关系. 

结果: 胃癌组织中S100A7 mRNA和蛋白表
达的阳性率(分别为77.36%和71.70%)显著
高于正常胃黏膜组织(阳性率分别为15.09%
和13.21%), χ2分别为41.330、37.110(均P = 
0.000). 此外, S100A7 mRNA和蛋白的表达与
患者年龄、性别无关(均P >0.05), 但与胃癌患
者的分化程度、浸润深度、TNM分期和淋巴
结转移密切相关(均P <0.05). 

结论: S100A7的高表达可能在胃癌的发生发

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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■研发前沿
因 S 1 0 0 A 7 与 多
种不同的肿瘤发
生发展关系密切, 
而备受广大科研
工 作 者 关 注 .  然
而, 迄今为止, 尚
未见S100A7在胃
癌中的研究报道. 
关于S100A7与恶
性肿瘤关系的研
究已成为热点.

展中发挥重要作用, 其高表达可能是判定胃癌
恶性程度十分重要的分子指标. 

关键词: 胃癌; S100A7; 免疫组织化学; 原位杂交; 

临床病理学参数
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0  引言

胃癌是世界上常见的恶性肿瘤之一, 在肿瘤致

死原因中居第2位[1-4]. 由于早期诊断和手术切除, 
胃癌的治疗有很大改善, 然而, 对于具有转移和

不可切除的胃癌其效果仍不理想, 中位存活时

间仅7-10 mo[5]. 因此寻找胃癌发生发展的关键基

因, 对于胃癌的早期诊断和治疗具有十分重要

的意义. S100A7作为S100家族成员之一, 主要定

位于人染色体1q21中, 其表达蛋白的分子量为

11.4 kDa[6,7], 最初在牛皮癣患者破损的皮肤上发

现其表达上调[8], 因而被认为主要参与炎症反应. 
目前, 越来越多的研究显示, S100A7在多种不同

的肿瘤中呈现高表达, 包括肺癌[9]、膀胱癌[10]、

皮肤癌 [11]、食管鳞癌 [12]、口腔鳞癌 [13]和喉鳞 
癌[14]等, 但在唾液腺癌中呈低表达[15], 提示在不

同的肿瘤中S100A7可能发挥不同的作用. 然而, 
迄今为止, 尚未见S100A7在胃癌中的研究报道, 
因此, 本研究利用原位杂交技术和免疫组织化

学方法检测胃癌组织和正常胃黏膜组织S100A7 
mRNA和蛋白的表达, 并分析其与临床病理学参

数之间的关系, 为寻找新的诊断和治疗胃癌的

分子标志提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 53例胃癌标本及其远端正常胃黏膜组

织均取自于2009-06/2010-03河南省开封市中国

人民解放军第155中心医院的手术切除病例, 均
经过病理确诊. >60岁有31例, ≤60岁有22例; 男
35例, 女18例; 高分化胃癌16例, 中分化胃癌14
例, 低分化胃癌23例; 关于浸润深度, 浸入浅层

的27例, 浸入深层的26例; Ⅰ和Ⅱ期占25例, Ⅲ
和Ⅳ期占28例; 有淋巴结转移为23例, 无淋巴

结转移为30例. 所有病例术前均未接收任何放

疗、化疗和免疫治疗史. 
原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司; BCIP/NBT底物显色试剂盒购自天根

生化科技(北京)有限公司; SP免疫组织化学试剂

盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 鼠单

克隆抗体S100A7(sc-52948)购自美国Santa Cruz
公司. S100A7基因探针序列为: 5'-GAGAAGC-
CAAGCCTGCTGACG-3', 探针由北京奥科生物

技术有限公司经过5'端生物素标记并合成. 
1.2 方法

1.2.1 原位杂交和免疫组织化学分析S100A7 
mRNA和蛋白表达: 所有的胃癌组织和正常胃黏

膜组织标本均经过40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包

埋和4-6 μm连续切片. 原位杂交染色步骤: 标本

经脱蜡和脱水后, 采用新鲜配制的0.5%H2O2在

室温下处理30 min(灭活内源性过氧化物酶); 3%
柠檬酸新鲜配制蛋白酶(0.01 g/L)于37 ℃孵育

10 min(消化标本DNA结合蛋白); 滴加20 μL不
含探针的预杂交液于42 ℃预杂交4 h; 加入含探

针(1 ng/L)的杂交液于42 ℃湿盒内杂交12 h; 0.1
×标准柠檬酸盐(SSC)42 ℃漂洗, 加SA-Bio-AP
于37 ℃孵育10 min; 后加NBT/BCIP, 避光显色

2-4 h. 以不含探针的标本作阴性对照. 采用免疫

组织化学SP法, S100A7抗体稀释, 稀释倍数均为 
1∶100, DAB显色, 苏木素复染. 染色步骤严格按

说明书进行, 以PBS液代替一抗作为阴性对照. 
1.2.2 结果评估: S100A7 mRNA阳性信号呈蓝

紫色, 位于细胞质内; 蛋白阳性信号呈浅黄色至

棕黄色, 位于细胞质或细胞核内. 在高倍显微镜

下, 随机选取5个视野(每个视野计不少于200个
细胞数), 按阳性细胞所占比率和着色深浅进行

结果判定. 判定标准如下: 阳性细胞比率<5%, 0
分; 5%-25%, 1分; 25%-50%, 2分; 50%-75%, 3分; 
>75%, 4分. 染色强弱: 阴性为0分, 淡黄(蓝)色染

色为1分, 中度黄(蓝)色染色为2分, 棕黄(紫蓝)色
染色为3分. 然后按照“阳性细胞数分值×染色

强弱分值”计总分, 总分<1为阴性, 其他分值定

为阳性[16]. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

处理, 行χ2检验, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 S100A7 mRNA在胃癌及正常胃黏膜组织中

的表达 S100A7 mRNA主要定位于细胞质中, 呈
蓝紫色(图1). S100A7 mRNA在胃癌组织中的表

达阳性率为77.36%(41/53), 显著高于正常胃黏

膜组织(15.09%), 二者之间S100A7 mRNA表达

具有显著性差异(χ2 = 41.330, P  = 0.000, 表1). 
2.2 S100A7 mRNA表达与胃癌临床病理学参数

■相关报道
国内外研究发现, 
S100A7在多种恶
性肿瘤的发生、
发展中具有十分
重 要 的 作 用 , 其
异常表达可能与
肿瘤的增殖分化
及浸润转移关系 
密切.
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的关系 S100A7 mRNA表达与患者年龄、性别

无关(均P >0.05), 但与分化程度、浸润深度、

TNM分期和淋巴结转移均具有显著的相关性

(均P <0.05, 表2). 
2.3 S100A7蛋白在胃癌及正常胃黏膜组织中的

表达 S100A7蛋白主要定位于细胞质或细胞核

中, 呈棕黄色(图2). S100A7蛋白在胃癌组织中表

达的阳性率(71.70%)明显高于正常胃黏膜组织

(13.21%), 二者表达具有显著性差异(χ2 = 37.110, 
P = 0.000, 表3). 
2.4 S100A7蛋白表达与胃癌临床病理学参数的

关系 S100A7蛋白表达与患者年龄、性别无关

(均P >0.05), 但与分化程度、浸润深度、TNM分

期和淋巴结转移均具有明显的相关性(均P <0.05, 
表4). 

3  讨论

S100基因家族包含至少20个成员, 具有共同的

结构特征, 即Ca2+结合的EF手指基序. S100蛋白

参与多种不同的生物学过程, 包括: 免疫反应、

细胞分化、细胞骨架重塑、酶活性以及细胞的

增殖[17-19]. 目前研究显示, S100A7作为S100蛋白

表  1  S100A7 mRNA在胃癌和正常胃黏膜组织中的表达 (n  = 53)

     
分组

                     S100A7 mRNA
  χ2值   P值

 +  -  阳性率(%)

胃癌组织 41 12    77.36 41.330 0.000

正常胃黏膜组织   8 45    15.09

■创新盘点
本文采用原位杂
交和免疫组织化
学2种方法联合检
测食管鳞癌组织
S100A7 mRNA和
蛋白的表达情况, 
并分析其与临床
病理学参数之间
的关系.

表  2  S100A7 mRNA表达与胃癌临床病理学参数的关系

     
病理特征  n

S100A7 mRNA
    χ2值   P值

 +   - 阳性表达率(%)

年龄   0.427 0.513

  >60 31 23   8 74.19

 ≥60 22 18   4 81.82

性别   0.411 0.522

  男 35 28   7 80.00

  女 18 13   5 72.22

分化程度   6.636 0.036

  高 16   9   7 56.25

  中 14 11   3 78.57

  低 23 21   2 91.30

浸润深度   6.512 0.011

  浅层 27 17 10 62.96

  深层 26 24   2 92.31

TNM分期 12.325 0.000

  Ⅰ＋Ⅱ 25 14 11 56.00

  Ⅲ＋Ⅳ 28 27   1 96.43

淋巴结转移   7.764 0.005

  无 30 19 11 63.33

  有 23 22   1 95.65

表  3  S100A7蛋白在胃癌和正常胃黏膜组织中的表达 (n  = 53)

     
分组

                      S100A7蛋白
  χ2值   P值

 +  - 阳性率(%)

胃癌组织 38 15    71.70 37.110 0.000

正常胃黏膜组织   7 46    13.21
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信号家族的成员之一, 因其与多种不同肿瘤的

发生、发展关系密切, 而备受广大科研工作者

关注. 研究显示[20-25], S100A7在乳腺导管上皮癌

的原位癌中高表达, 但在正常乳腺导管上皮及

其侵袭性癌中则低表达或不表达. 此外, S100A7
表达与升高的血管生成密切相关[26]，并被证实

其能激活多种不同的信号途径调控肿瘤细胞的

增殖[27-29]. Banerjee等[30]研究发现S100A7在恶性

进展中的重要功能, 他们通过基因芯片和免疫

组织化学证实, S100A7是口腔癌形成初期表达

上调最显著的基因之一. 这些研究提示S100A7
可能与肿瘤的发生、发展关系十分密切, 进一

■应用要点
S100A7 mRNA和
蛋白有望成为食
管鳞癌早期诊断
和分子靶向治疗
的指标之一.

A B
图  2  免疫组
织 化 学 检 测
S100A7蛋白在
正常胃黏膜和
胃癌组织中的
表达(×200) . 
A:  正常胃黏

膜组织; B: 胃

癌组织.

A B
图  1  原位杂
交检测S100A7 
mRNA在正常
胃黏膜和胃癌
组织中的表达
(×200). A: 正

常胃黏膜组织; 

B: 胃癌组织.

表  4  S100A7蛋白表达与胃癌临床病理学参数的关系

     
病理特征  n

                     S100A7蛋白
     χ2值   P值

 +   - 阳性表达率(%)

年龄     0.020 0.889

  >60 31 22   9        70.97

 ≥60 22 16   6        72.73

性别     0.496 0.481

  男 35 24 11        68.57

  女 18 14   4        77.78

分化程度          10.516 0.005

  高 16   7   9        43.75

  中 14 10   4        71.43

  低 23 21   2        91.30

浸润深度     7.068 0.008

  浅层 27 15 12        55.56

  深层 26 23   3        88.46

TNM分期   13.097 0.000

  Ⅰ＋Ⅱ 25 12 13        48.00

  Ⅲ＋Ⅳ 28 26   2        92.86

淋巴结转移   11.490 0.001

  无 30 16 14        53.33

  有 23 22   1        95.65



www.wjgnet.com

赵洁, 等. S100A7 mRNA和蛋白在胃癌组织中的表达及其意义						                1513

步研究有望成为多种不同肿瘤的分子治疗靶点. 
目前, S100A7在胃癌中的表达如何? 国内外尚

未见报道, 因此, 为了了解胃癌组织中S100A7 
mRNA和蛋白的表达情况, 在本研究中, 我们通

过原位杂交、免疫组织化学检测53例胃癌组织

和相应的53例正常胃黏膜组织中S100A7 mRNA
和蛋白的表达. 结果表明, 53例胃癌组织中41例
呈现S100A7的阳性表达, 阳性率为77.36%, 而
相应的正常胃黏膜组织中, 其阳性表达率仅为

15.09%, 二者表达具有显著性差异(χ2 = 41.330, 
P = 0.000), 提示胃癌组织中呈现S100A7 mRNA
的高表达. 进一步的免疫细胞化学结果也显示

胃癌组织中S100A7蛋白的表达显著高于正常胃

黏膜组织的表达, 差异具有统计学意义(P <0.05), 
提示高表达的S100A7蛋白可能参与胃癌的发生

发展过程. 
此外, 为了初步阐明S100A7 mRNA和蛋

白在胃癌组织中高表达的可能意义, 我们利用

SPSS13.0软件分析S100A7表达与胃癌临床病理

学参数之间的关系, 结果发现, S100A7 mRNA和

蛋白与胃癌患者的年龄、性别无关(均P >0.05), 
但与分化程度、浸润深度、TNM分期和淋巴结

转移显著相关(均P <0.05), 表明S100A7可能成为

胃癌临床应用的关键指标, 但其详细的分子机

制还有待进一步探讨. 
总之, 我们初步的研究结果显示, S100A7 

mRNA和蛋白在胃癌组织中呈现高表达, 其高

表达可能与胃癌的发生、发展密切相关, 但相

关的分子机制有待进一步研究, 未来深入研究

S100A7的功能有望为胃癌的基因治疗提供新的

分子靶点. 
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本研究丰富了胃
癌分子生物学的
研究, 对研究胃癌
的发生发展有一
定帮助, 并对胃癌
的生物治疗和预
后判断有意义.
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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
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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
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Abstract
AIM: To evaluate the role of Fibroscan (FS) in the 
diagnosis of liver fibrosis in patients with nonal-
coholic fatty liver disease (NAFLD). 

METHODS: A total of 83 patients who were 
pathologically diagnosed with NAFLD and 
underwent liver stiffness measurement using 
FibroScan at Beijing Youan Hospital from April 
2008 to February 2011 were included in this 
study. Staging of liver fibrosis based on a liver 
biopsy was performed in all patients. Other 
clinical tests included liver function, FBG, blood 
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瞬时弹性成像与非酒精性脂肪性肝病病理纤维化分期的
相关性

范丽娟, 廖慧钰, 姜太一, 黄云丽, 刘燕敏
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■背景资料
瞬时弹性成像(FS)
是近年来研发的
无创、简便的测
定肝脏纤维化的
新方法, 已经在慢
性乙型肝炎及肝
硬化、慢性丙型
肝炎肝纤维化的
无创性诊断方面
做了大量的探索.

lipids and UA. The correlation between liver 
stiffness and liver fibrosis degree was analyzed. 
The receive operating characteristic (ROC) curve 
was used to analyze the accuracy of Fibroscan in 
diagnosing liver fibrosis with NAFLD.

RESULTS: The liver stiffness differed among 
patients with different stages of liver fibrosis. 
The Fibroscan values were 4.28 kPa ± 1.32 kPa, 
7.40 kPa ± 2.13 kPa, 11.52 kPa ± 3.86 kPa, and 
19.99 kPa ± 5.42 kPa for patients with S0 to S3 
liver fibrosis, respectively, and liver stiffness was 
closely related to stage of liver fibrosis (r = 0.768, 
P < 0.001). Fibroscan score was positively cor-
related with ALT and AST, but negatively with 
HDL and ApoA (all P < 0.05). The area under 
the ROC curve for FibroScan score in assessing 
liver fibrosis was 0.889 (0.813, 0.965) in patients 
with S1 liver fibrosis, 0.838 (0.729, 0.948) in those 
with S2, and 0.938 (0.000, 1.000) in those with S3. 
The cut off values were 8.95 kPa, 10.60 kPa and 
15.66 kPa, respectively. 

CONCLUSION: Fibroscan is valuable for the di-
agnosis of liver fibrosis in patients with NAFLD. 

Key Words: Transient elastography; Liver fibrosis; 
Diagnostic equipment; Diagnosis; Nonalcoholic 
fatty liver disease

Fan LJ, Liao HY, Jiang TY, Huang YL, Liu YM. Correlation 
between liver stiffness measurement by Fibroscan and 
liver fibrosis staging based on a liver biopsy in patients 
with NAFLD. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 
1515-1519

摘要
目的: 评价瞬时弹性成像(F ibroscan, FS)在
非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)肝纤维化诊断中的作用. 

方法: 选取2008-04/2011-02在北京佑安医院住
院, 且经病理检查诊断为NAFLD的患者83例, 
临床检测肝功能、空腹血糖、血脂、尿酸, 同
时应用FS进行肝脏硬度检测. 以病理检查结
果为金标准, 分析肝脏硬度、生化学指标及病

■同行评议者
李健丁, 教授, 山
西医科大学第一
医院放射科CT室
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■研发前沿
研究表明FS与肝
组织纤维化程度
相 关 .  但 目 前 国
内外尚未建立FS
弹性测定针对非
酒精性脂肪性肝
病(NAFLD)的肝
纤维化分期诊断
标准.

理肝纤维化程度的相关性, 采用受试者工作特
征(ROC)曲线分析FS诊断NAFLD肝纤维化的
准确性. 

结果:  不同程度肝纤维化分期的肝脏硬度
值, S0期: 4.28 kPa±1.32 kPa, S1期: 7.40 kPa
±2.13 kPa, S2期: 11.52 kPa±3.86 kPa, S3
期: 19.99 kPa±5.42 kPa. 肝脏硬度与肝纤维
化程度呈正相关, Spearman相关系数为0.768, 
P <0.001. Pearson相关分析显示, FS肝脏硬
度检测值与ALT、AST呈正相关, 与HDL、
ApoA呈负相关(P <0.05). FS诊断S0-S1、S2、
S3期的ROC曲线下面积分别为0.889(0.813, 
0.965)、0.838(0.729, 0.948)、0.938(0.000, 
1.000), 诊断界值分别为8.95 kPa、10.60 kPa、
15.66 kPa. 

结论: FS对NAFLD肝纤维化有较高的诊断
价值, 可作为NAFLD患者诊断和动态随访的 
依据. 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)是21世纪全球重要的公共健康问

题之一, 亦是我国愈来愈重要的慢性肝病问题. 
目前肝活检被认为是诊断金标准. 但有病理学

学者认为NAFLD肝损伤后肝脂肪变及纤维化在

肝脏分布是不均匀的, 肝穿所获样本的病理变

化差异是造成误差的根本原因[1], 且因其为侵入

性操作, 在临床应用中受到一定限制. 瞬时弹性

成像(Fibroscan, FS)是一项无创测量肝组织纤维

化程度的新方法, 其工作原理为以超声检查为

基础, 脉冲回声测出低频弹性波在肝脏组织中

的传导速度, 通过计算得到组织的弹性数值, 以
千帕(kPa)表示[2]. 文献报道FS检测与病理活检具

有良好的相关性[3]. 本文以NAFLD的病理学检

查结果为金标准, 探讨FS在NAFLD肝纤维化诊

断中的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-04/2011-02在首都医科大学

附属北京佑安医院住院, 且经病理检查诊断为

NAFLD的患者83例, 男62例, 女21例, 年龄33.71
岁±10.64岁, 平均年龄16-63岁. 其中单纯性脂肪

肝患者42例, 非酒精性脂肪性肝炎患者41例, 诊
断符合2010年修订版《非酒精性脂肪性肝病诊

疗指南》[4]. 排除条件: 急性炎症、肿瘤、病毒性

肝炎、药物性肝病、全胃肠外营养、肝豆状核

变性、自身免疫性肝病等可导致脂肪肝的特定

疾病; 摄入乙醇量>140 g/wk(女性>70 g/wk); 年
龄>70岁或<16岁. 
1.2 方法 全部患者入院后详细询问病史, 进行

体格检查, 测量身高、体质量、血压, 根据公式

计算BMI(kg/m2) = 体质量(kg)/身高(m2). 肝组

织活检前后3 d内常规检测肝功能、血脂、空

腹血糖、尿酸. 血生化由OLYMPUS AU5400全
自动生化分析仪进行检测. 肝组织活检后10 d
内应用瞬时弹性扫描仪(Fibroscan; Echosens, 
Paris, France)进行肝脏硬度检测(liver stiffness 
measurement, LSM)值测量. 检测方法: 检测区域

选择右侧腋前线至腋中线第7、8、9肋间, 连续

检测, 要求成功检测10次, 取中位数作为最终测

定结果, 并以弹性值kPa表示, 最终检测要求成

功率≥60%, 四分位间距(IQR)低于测量值中位

数的1/3. FS检查由接受过专业培训的操作熟练

医师完成. 肝组织病理标本由我院病理科进行

纤维化评分. 肝组织炎症分级(G)分为G0、G1、
G2、G3、G4共5级, 肝纤维化分期(S)分为S0、
S1、S2、S3、S4共5期. 

统计学处理 应用SPSS17.0进行统计学分析, 
计量资料用mean±SD表示. 肝脏硬度与肝纤维

化程度的相关性用Spearman秩相关分析, 检验

水准α = 0.05. 肝脏硬度与临床生化特征的相关

性分析采用Pearson相关分析. 用受试者工作特

征(ROC)曲线分析FS诊断肝纤维化的准确性. 

2  结果

2.1 NAFLD肝脏硬度与肝脏纤维化程度(S)的相

关性 本研究入组病例83例, 其中S0期9例, S1期42
例, S2期24例, S3期8例, 无S4期病例. FS检测失败

率为9.6%(8/83). 不同程度肝纤维化分期的肝脏

硬度值, S0期4.28 kPa±1.32 kPa, S1期7.40 kPa±
2.13 kPa, S2期11.52 kPa±3.86 kPa, S3期19.99 kPa
±5.42 kPa. 肝脏硬度与肝纤维化程度呈正相关, 
Spearman相关系数为0.768(P <0.001, 表1). 
2.2 NAFLD肝脏硬度与临床及生化学指标的相

关性 Pearson相关分析显示, FS肝脏硬度检测值

与血清丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransfer-
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ase, ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(aspartate ami-
notransferase, AST)呈正相关, 与HDL、ApoA呈

负相关(表2). 
2.3 FS诊断NAFLD各期肝纤维化的ROC曲线 FS
诊断S0-S1、S2、S3期的ROC曲线如图1-3所示, 
诊断评价结果见表3. 各阶段肝纤维化的ROC曲
线下面积均>0.8, 敏感度及特异度较高, 表明FS
检查对NAFLD有较高的诊断价值. 

3  讨论

目前NAFLD的诊断主要根据询问病史、体检、

生物化学检测、影像诊断及肝组织活检. 生物

化学检测诊断本病特异性不高, B型超声检查诊

断脂肪肝的特异性仅为62%, 且当肝脂肪变程度

低于30%时, 超声检出能力大大降低[5]. 肝组织

活检是诊断NAFLD的金标准, 但该检查为侵入

性, 且存在抽样误差和标本穿刺偏倚现象等缺

点[6,7], 亦不适宜作为动态监测及评估病情的检

查方法. 肝脏FS测定方法已经在慢性乙型肝炎

及肝硬化、慢性丙型肝炎肝纤维化的无创性诊

断方面做了大量探索, 研究表明FS与肝组织纤

维化程度强相关[8]. 但目前FS检测在NAFLD肝

纤维化诊断的应用研究尚少, 国内外尚未建立

针对NAFLD的肝纤维化分期诊断标准. 本研究

对NAFLD应用FS检测的诊断肝纤维化价值进行

总结分析. 
FS是一种非侵入性的检测方法, 其测量信息

的采集来源为肝脏内约1 cm×2 cm×5 cm的区

域, 约是肝穿刺活检组织的100倍, 受样本误差的

几率降低, 观察者组内及组间重复性好[9-11], 且较

表  1  NAFLD肝脏硬度与肝脏纤维化程度(S)的相关性

         S0期     S1期      S2期    S3期

n       9     42      24      8

FS检测失败(n )       0       2        4      2

FS检测值(kPa) 4.28±

1.32

7.40±

2.13

11.52±

  3.86

19.99±

  5.42
r值                        0.768

P值                      <0.001

表  2  肝脏硬度与临床及生化学指标的相关性

          mean±SD     r值   P值

年龄(岁)   33.71±10.64 -0.015 0.911

收缩压(mmHg) 125.77±18.64   0.128 0.248

舒张压(mmHg)   69.66±14.14 -0.080 0.471

BMI(kg/m2)   26.35±2.54   0.178 0.170

ALT(U/L)   79.46±50.34   0.253 0.049

AST(U/L)   48.77±25.12   0.439 0.000

TBIL(μmol/L)   16.95±6.81 -0.990 0.446

GGT(U/L)   81.83±56.04   0.032 0.805

ALP(U/L)   79.95±28.47   0.052 0.690

TG(mmol/L)     2.15±1.07 -0.118 0.336

CHO(mmol/L)     4.23±0.98   0.090 0.142

LDL(mmol/L)     3.14±0.91   0.018 0.892

HDL(mmol/L)     1.27±10.40 -2.56 0.046

ApoA(mmol/L) 104.54±25.03 -0.364 0.004

ApoB(mmol/L)   87.95±21.33   0.060 0.643

Glu(mmol/L)     4.98±1.64 -0.037 0.743

UA(μmol/L) 345.00±79.02   0.147 0.184
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图  1  Fibroscan诊断NAFLD S0-S1期肝纤维化的ROC曲线.
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图  2  Fibroscan诊断NAFLD S2期肝纤维化的ROC曲线.
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图  3  Fibroscan诊断NAFLD S3期肝纤维化的ROC曲线.

■应用要点
本研究结果显示, 
NAFLD肝脏硬度
与肝脏纤维化程
度 呈 正 相 关 ,  对
N A F L D 肝 纤 维
化有较高的诊断 
价值.
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肝组织活检更适用于对慢性肝病的动态随访, 反
映肝组织纤维化这一动态的发展过程[12-14]. 

文献报道F S诊断(慢性丙型肝炎)S≥2、
S≥3、S = 4的阈值分别为7.1-8.8、9.5-9.6、
12.5-14.6, 且肝纤维化程度愈严重, FS诊断准确性

愈高[15-18]. 本研究结果显示, NAFLD肝脏硬度与

肝脏纤维化程度呈正相关, 不同程度肝纤维化分

期的肝脏硬度值, S0期4.28 kPa±1.32 kPa, S1期
7.40 kPa±2.13 kPa, S2期11.52 kPa±3.86 kPa, S3
期19.99 kPa±5.42 kPa. S0-1期、S2期、S3期的诊

断界值分别为8.95 kPa、10.60 kPa、15.66 kPa, 较
文献报道的慢性病毒性肝炎的诊断界值稍高, 因
脂肪组织对低频剪切波和超声波具有强烈的衰

减作用[19], 故肝组织脂肪变可能导致FS检测值较

同一纤维化分期的其他病因引起的慢性肝病更

高. 亦有研究者报道, 未发现肝脏脂肪变性对FS
测定值有显著影响[20,21], 与本文结果不同, 有待于

进一步进行大样本量的研究分析. 
本研究Pearson相关分析显示, FS肝脏硬度

检测值与ALT、AST呈正相关, 与HDL、ApoA
呈负相关. 目前已有研究认为FS弹性值与肝组

织炎症(ALT)相关, 同一纤维化分期患者中, 生
化指标改善者弹性值相应降低[12,22-24], 与本研究

结论相符合. 故可考虑进行大样本量的研究以

观察F S弹性值是否能够较敏感地区分单纯性

脂肪肝和非酒精性脂肪性肝炎. HDL及ApoA反

映机体的脂代谢失衡程度, NAFLD存在较高比

例的脂代谢异常, 故可认为FS弹性值与NAFLD
的临床生化学指标有较好的相关性 .  F S诊断

NAFLD各期肝纤维化的ROC曲线下面积均>0.8, 
敏感度及特异度较高, 表明FS检查对NAFLD肝

纤维化有较高的诊断价值. 
总之, FS诊断NAFLD各期肝纤维化与肝

组织病理有较好的相关性 ,  与人体学指标(如
BMI、腰围)、生化学指标、B型超声结合分析, 
可部分替代肝组织活检, 且具有可重复性, 可作

为动态观察随访手段监测肝组织纤维化和炎症

程度. 但FS检测亦具有一定的局限性, 文献报

道有2.4%-9.4%的失败率[11]. 本研究检测失败率

为9.6%(8/83). 影响检测成功率可能的因素有

BMI>28、糖尿病、年龄>50岁、肋间隙相对狭

窄的女性, 其中BMI>30是影响FS弹性测定的最

主要因素[25-27]. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of secreted friz-
zled-related protein 1 (sFRP-1) protein in differ-
ent pancreatic tissues (normal pancreatic duct, 
NP; pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC; 
pancreatic intraepithelial neoplasia, PanIN; 
and intraductal papillary mucinous neoplasm, 
IPMN) and evaluate its significance in the carci-
nogenesis of PDAC.

METHODS: Immunohistochemical detection of 
sFRP1 protein was performed in 21 foci of NP, 
73 foci of PanIN-1, 29 foci of PanIN-2, 16 foci of 
PanIN-3, 20 cases of IPMN-adenoma (IPMA), 
13 cases of IPMN-borderline (IPMB), 19 cases of 
IPMN-carcinoma (IPMC), and 50 cases of PDAC. 
The correlation between sFRP-1 expression and 
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sFRP-1在胰腺导管腺癌组织中的表达及其临床意义

满晓华, 王 伟, 王世峰, 高 军, 龚燕芳, 李兆申

®

■背景资料
胰腺癌是一种凶
险 的 恶 性 肿 瘤 , 
然而目前临床上
尚缺乏有效的早
期诊断与治疗方
法, 被称为“21世
纪医学的顽固堡
垒”. 因此, 深入
研究胰腺癌侵袭
转移的分子机制, 
探索并建立新的
分子靶标以提高
胰腺癌的诊疗水
平显得尤为迫切.

clinicopathologic characteristics of PDAC was 
analyzed. 

RESULTS: Immunohistochemical score (IHCS) 
of sFRP1 expression escalated with the severity 
of tissue atypia along the progressive multistage: 
NP→PanIN-1→PanIN-2, PanIN-3, PDAC or NP
→IPMA, IPMB→IPMC, PDAC. sFRP-1 expres-
sion was significantly associated with tumor dif-
ferentiation and neural infiltration. 

CONCLUSION: sFRP-1 expression enhancement 
is an early event in the carcinogenesis of PDAC, 
representing an important molecular character-
istic of neural infiltration.

Key Words: Pancreatic ductal adenocarcinoma; 
Pancreatic intraepithelial neoplasias; Intraductal 
papillary mucinous neoplasms; Secreted frizzled-
related protein 1

Man XH, Wang W, Wang SF, Gao J, Gong YF, Li ZS. 
Clinical significance of sFRP-1 protein expression in 
pancreatic ductal adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(17): 1520-1525

摘要
目的: 检测sFRP-1在不同胰腺组织(正常胰腺
导管、胰腺导管腺癌及癌前病变胰腺上皮内
瘤变和胰腺导管内乳头状粘液性肿瘤)中的表
达水平, 分析其在胰腺癌发生过程中的作用, 
为胰腺癌的临床诊疗提供新线索. 

方法: 免疫组织化学SP法检测sFRP-1在21灶
正常胰腺导管(normal pancreatic duct, NP), 73
灶胰腺上皮内瘤变(pancreatic intraepithelial 
neoplasia-1, PanIN-1), 29灶PanIN-2, 16灶
P a n I N-3,  20例胰腺导管内乳头状粘液性
肿瘤(IPMN-adenoma, IPMA), 13例(IPMN-
borderline, IPMB), 19例(IPMN-carcinoma, 
IPMC)及50例胰腺导管腺癌(pancreatic ductal 
adenocarcinoma, PDAC)中的表达, 并分析
sFRP-1的表达与临床病理特征及患者术后生
存期的关系. 

结果: sFRP-1的免疫组织化学评分在由NP导
管→PanIN-1→PanIN-2、PanIN-3、PDAC及

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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■研发前沿
近 年 来 ,  研 究 证
实Wnt/β-catenin
信号通路的异常
活化促进了胰腺
癌 的 进 展 ,  而 分
泌型 W n t 受体拮
抗剂sFRP-1可以
在细胞外阻断异
常的 W n t 信号通
路 ,  从 而 抑 制 肿
瘤细胞的增殖、
诱导肿瘤细胞凋
亡 ,  提示sFRP-1
可能成为胰腺癌
的潜在治疗靶点.

NP→IPMA、IPMB→IPMC→PDAC的逐级进
展过程中逐渐升高, sFRP-1的表达与肿瘤分化
程度、神经浸润显著相关. 

结论: sFRP-1的异常表达是PDAC发生中的早
期事件, sFRP-1高表达是PDAC神经浸润的重
要分子特征. 

关键词: 胰腺导管腺癌; 胰腺上皮内瘤变; 导管内乳

头状黏液性肿瘤; 分泌型卷曲相关蛋白
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0  引言

近年来, 研究发现Wnt信号通路在细胞转运、

细胞凋亡及生物发育等生命过程中发挥重要作

用[1-3], 其异常活化与多种人类疾病[4,5]及肿瘤[6-8]

的发生密切相关, 已经成为肿瘤发病机制研究

的热点. 并且已有研究证实Wnt信号通路在胰

腺组织发育及肿瘤形成中起到重要作用, 经典

的Wnt/β-Catenin信号不仅是胰腺前内胚层及外

分泌腺形成的关键因素[9-11], 而且其异常活化促

进了胰腺癌的进展[12-14], 这些研究为进一步揭

示胰腺癌发病机制、探寻新的分子诊疗靶标提

供了有力线索. 分泌型卷曲相关蛋白(secreted 
frizzled-related proteins, sFRPs)是重要的Wnt受
体拮抗剂, 他可以在细胞外阻断异常的Wnt信
号, 从而抑制肿瘤细胞的增殖, 诱导肿瘤细胞凋

亡[15,16]. sFRP-1是sFRPs家族重要成员, 被证实参

与了乳腺癌、宫颈癌、结直肠癌、前列腺癌、

肺癌、膀胱癌等多种人类肿瘤的发生过程. 大
多研究认为sFRP-1基因的表观遗传改变和表达

下调是Wnt通路异常活化的重要原因[17-25], 因此

sFRP-1被疑似为一种新的抑癌基因, 成为肿瘤

治疗研究的新靶点. 目前, sFRP-1在胰腺癌中的

作用机制仍不清楚. 
本研究通过免疫组织化学方法检测sFRP-1

蛋白在不同胰腺组织包括正常胰腺导管(normal 
pancreatic duct, NP)、胰腺导管腺癌(pancreatic 
ductal adenocarcinoma, PDAC)及癌前病变胰腺

上皮内瘤变(pancreatic intraepithelial neoplasia-1, 
PanINs)和胰腺导管内乳头状黏液性肿瘤(intra-
ductal papillary mucinous neoplasm, IPMN)中的

表达, 分析其在胰腺癌逐级进展过程中的表达

变化及其与PDAC临床病理指标的相关性, 初步

揭示sFRP-1在PDAC发病中的作用, 为PDAC发
病机制及临床诊疗研究提供新线索. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2001-2010年我院的胰腺组织标

本, 其中NP 12例(尸检9例、胰腺外伤1例、脾亢

1例、异位胰腺1例)、IPMN 52例; 另从我院病

理科获赠胰腺癌组织芯片1片、PanIN芯片3片. 
胰腺癌组织芯片共计198个组织点, 包含病例及

随访资料完整的PDAC 50例; 3张PanIN芯片共

计466个组织点, 包含PanIN共118灶, PanIN-1、
PanIN-2、PanIN-3分别为73、29和16灶, PanIN与

IPMN的分级诊断参照郑建明等[26]、Tanaka等[27]

的分级方法. 
1.2 方法 收集50例PDAC患者临床病例资料, 主
要包括患者年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部

位、神经浸润、血管浸润、分化程度、增殖活

性、T分期、淋巴转移、远处转移及TNM分期

(国际胰腺癌TNM分期, UICC 2002年标准); 并
随访了50例患者, 计算了术后生存期. 

石蜡4 μm连续切片 ,  使用兔抗人多克隆

sFRP-1抗体(Abcam, ab4193, 工作浓度1∶1 000)
行SP法染色. NP、PanIN仅统计导管上皮细胞

及其阳性细胞数, IPMN统计导管内细胞及其阳

性细胞数, 每例标本至少随机观察5-10个高倍视

野(×400). sFRP-1染色结果以阳性细胞数及染

色强度判定: 阳性细胞数<25%记1分, 25%-50%
记2分, 50%-75%记3分, >75%记4分; 无染色记0
分, 弱阳性记1分, 中等阳性记2分, 强阳性记3分. 
两者的乘积作为每例标本的免疫组织化学评分

(immunohistochemical score, IHCS). 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行, 不同

病变组之间sFRP-1的IHCS比较采用单变量方差

分析; sFRP-1的表达与临床病理特征的相关性

分析采用χ2检验; sFRP-1的表达与患者生存期的

关系采用Kaplan-Meier法并行long-rank检验, 所
有统计均以双尾P <0.05为显著性判断标准. 

2  结果

2.1 sFRP-1在PanINs中的表达 sFRP-1蛋白在正

常胰腺导管上皮细胞中不表达(图1A), 而在个

别正常胰腺腺泡及胰岛细胞中可呈现棕黄色均

质的胞浆表达. sFRP-1蛋白在PanIN-1A中开始

出现弱阳性表达, 并随组织异型程度增加表达

逐渐增强(图1B-E). 比较各组sFRP-1 IHCS时发

现, 高级别瘤变组PanIN-2、PanIN-3中sFRP-1表
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■相关报道
大 多 研 究 认 为 , 
sFRP-1在肿瘤中
发挥抑癌基因功
能 ,  其 启 动 子 区
高甲基化导致的
sFRP-1基因沉默
是 W n t 通路异常
活化的重要原因.

达明显高于低级别组PanIN-1(3.59±1.842, 4.44
±2.366 vs  1.22±1.387, P <0.05), 而PanIN-2、
PanIN-3、PDAC(3.86±2.065)之间无明显差异

(P >0.05, 图2).
2.2 sFRP-1在IPMNs中的表达 sFRP-1在IPMA
中开始出现弱阳性表达, 随组织异型程度增高

其表达逐渐增强(图1F-H). 比较各组sFRP-1的
IHCS时发现: IPMC(2.59±1.387)组显著高于

IPMB和IPMA组, PDAC(3.86±2.065)组高于

IPMC组(P <0.05, 图3).

2.3 sFRP-1的表达与胰腺癌临床病理特征及患

者术后生存期的关系 PDAC中sFRP-1的IHCS第
75百分位数(P75)为4, 选取P75 = 4作为sFRP-1
高低表达的临界值, 结果显示, sFRP-1的表达与

肿瘤分化程度、神经浸润有关(P <0.05), 与患

者年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤部位、血管浸

润、增殖活性、T分期、淋巴转移、远处转移

及TNM分期无关(P >0.05); 高分化组与低分化组

的高表达率明显高于中分化组, 神经浸润组的

高表达率明显高于对照组(57% vs  27%, P <0.05, 

图  1  sFRP-1在胰腺组织中的表达. A: NP(×400); B: PanIN-1A; C: PanIN-1B; D: PanIN-2; E: PanIN-3; F: IPMA; G: IPMB; 

H: IPMC; I: PDAC(×200).
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图  2  sFRP-1在PanINs中的阳性比较. aP <0.05 vs  PDAC; 
cP<0.05 vs  PanIN-2; eP<0.05 vs  PanIN-3.
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图  3  SFRP-1在IPMNs中的阳性比较. aP <0.05 vs  IPMA; 
cP<0.05 vs  IPMB; eP<0.05 vs  IPMC.
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■应用要点
本研究证明, sFR-
P - 1 异 常 表 达 是
胰 腺 导 管 腺 癌
(PDAC)的早期事
件, sFRP-1高表达
与PDAC神经浸润
密切相关, 提示其
可能成为PDAC的
早 期 分 子 诊 断 靶
标, 并且有助于揭
示胰腺癌神经浸润
的分子病理机制.

表1). sFRP-1的表达与患者的生存期无明显相

关, 低表达组的中位生存期为20 m o(95%C I: 
15.403, 24.597), 而高表达组中位生存期为18 mo 
(95%CI: 12.814, 23.186, P = 0.430, 图4). 

3  讨论

肿瘤信号通路是一个非常复杂的网络系统, 大
部分情况下并非独立发挥作用. 同样Wnt信号通

路在肿瘤的形成过程中也受到其他调节因子的

正向或负向调控, 通过与其他信号通路之间的

相互作用, 共同调节基因的转录和表达. 越来越

多的研究表明, 分泌型Wnt受体拮抗剂sFRPs家
族成员在Wnt信号传导中发挥重要作用, 他可以

在细胞外阻断异常的Wnt信号通路, 从而抑制肿

瘤细胞的增殖、诱导肿瘤细胞凋亡[15,16]. 
sFRPs分子结构最重要的特征是位于N-末端

的半胱氨酸富集区(cysteine rich domain, CRD), 
他包含10个保守的半胱氨酸残基与一些其他的

保守残基, 与Wnt受体(frizzled, Fz)蛋白的CRD区

域有30%-50%的序列相似. sFRPs通过CRD区域

与Wnt配体结合, 也可能与Fz受体相互作用形成

无功能的复合物, 从而阻断Wnt信号通路[28-30]. 
sFRP-1已被发现参与了人类多种肿瘤的发

病过程. sFRP-1基因定位于染色体8p11.2上, 该
位点在多种肿瘤中存在缺失现象, 因此sFRP-1
基因被疑似为一种抑癌基因. 其编码的Wnt信号

通路抑制因子sFRP-1失活可导致Wnt信号转导

途径的紊乱, 影响肿瘤的发生发展. 近年来, 关
于sFRP-1基因在乳腺癌、结直肠癌、前列腺

癌、肺癌、膀胱癌等多种人类肿瘤发病机制中

的研究报道越来越多, 大多学者认为sFRP-1基
因的表观遗传改变和表达下调是Wnt通路异常

活化的重要原因. 
目前, 关于sFRP-1基因在胰腺疾病中的研究
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图  4  sFRP-1的表达与胰腺癌患者术后生存期的关系.

表  1  sFRP-1的表达与胰腺癌临床病理特征的相关性分析 
(n  = 50)

     

临床病理指标  n
        sFRP-1

  P值
低表达 高表达

年龄 0.068

  <60 18      7    11

  ≥60 32    11    11

性别 0.144

  男 26    12    14

  女 24    16      8

肿瘤部位 0.251

  头 38    23    15

  体尾 12      5      7

肿瘤大小(cm) 0.962

  <4 18    10      8

  ≥4 32    18    14

神经浸润 0.035

  有 28    12    16

  无 22    16      6

血管浸润 0.144

  有 24    16      8

  无 26    12    14

分化程度 0.02

  高 11      4      7

  中 31    22      9

  低   8      2      6

增殖活度 0.775

  高 18    10      8

  中 16      8      8

  低 16    10      6

T分期 0.709

  T2 11      5      6

  T3 30    18    12

  T4   9      5      4

淋巴转移 0.451

  无 44    26    18

  有   6      2      4

远处转移 0.437

  无 46    27    19

  有   4      1      3

TNM 分期 1

  Ⅰ+Ⅱ 39    22    17

  Ⅲ+Ⅳ 11      6      5

总计 50    28    22

较少, 但已有证据表明sFRP-1基因在胰腺的生

理功能及胰腺肿瘤的发生中起到了作用. Heller
等[31]研究认为, Wnt信号通路中Wnt、Frizzled、
sFRP、DKK等多条基因在成人胰腺的生理功能

方面发挥重要作用. Zou等[32]研究发现, sFRP基
因甲基化发生于胰腺癌、肺癌、结肠癌、黑色

素瘤等多种人类肿瘤. 然而, sFRP-1基因在胰腺
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肿瘤中的具体作用机制及其蛋白表达水平鲜有

报道. 
本研究采用免疫组织化学方法检测了

sFRP-1蛋白在PDAC及其癌前病变PanINs和
IPMNs的表达, 结果发现sFRP-1蛋白在正常胰

腺导管上皮中不表达, 在PanIN-1A和IPMA中开

始出现弱阳性表达, 并随组织异型程度增加表

达逐渐增强, 高级别瘤变PanIN-2、PanIN-3中
sFRP-1蛋白的IHCS接近于PDAC组, 并且明显

高于PanIN-1; 同样, 在由NP→IPMA、IPMB→
IPMC→PDAC的进展过程中sFRP-1蛋白表达逐

级增高, 说明sFRP-1蛋白表达增强是PDAC发生

中的早期事件, 并且表达越强提示病变级别越

高. 然而, 大多研究认为sFRP-1在肿瘤发生中发

挥抑癌作用, 并且在多种肿瘤中发生表观遗传

学改变而表达降低或缺失. Caldwell等[33]研究认

为sFRP-1甲基化失活是结肠肿瘤发生中的早期

事件, IHC检测结果显示sFRP-1蛋白在结肠肿瘤

中低表达. 因此, sFRP-1蛋白在PDAC进展过程

中逐渐增强的表达方式说明: sFRP-1在PDAC的
发生中的作用可能与其他肿瘤不同. sFRP-1蛋白

在PDAC中有可能未发生甲基化改变, 其表达增

强有可能是对抗肿瘤作用加强的表现, 也有可

能是基因突变导致的无功能蛋白过度表达, 具
体的分子机制有待于进一步研究. 

我们进一步分析了 s F R P - 1蛋白表达与

PDAC临床病理特征的相关性, 结果表明sFRP-1
的表达与肿瘤的神经浸润和分化程度密切相

关, 神经浸润组的高表达率明显高于对照组, 高
分化组与低分化组的高表达率明显高于中分化

组. 近年来, 研究认为神经浸润是PDAC常见的

转移途径, 并且是引起胰腺癌复发和癌性疼痛

的重要原因, 但胰腺癌神经组织浸润的确切分

子机制至今尚不明朗. 以往研究认为, 胰腺癌神

经浸润是在平面最小阻力处侵入神经, 并在神

经周围间隙内连续浸润到达远处形成新的转移

灶. 而新近研究发现, 某些特异性分子和神经组

织周围微环境在肿瘤的嗜神经性生长上可能

发挥重要作用. 本研究证实sFRP-1蛋白的高表

达与PDAC神经浸润呈正相关, 提示sFRP-1异
常表达可能参与了PDAC的神经浸润, 并预示

PDAC的恶性生物学行为. 然而, sFRP-1蛋白与

PDAC分化程度在统计学上的相关性, 并未体现

出sFRP-1蛋白的表达与肿瘤分化程度之间的递

变关系, 无实际临床意义. 此外, 生存分析结果

显示sFRP-1低表达组的中位生存期长于高表达

组(20 mo vs  18 mo), 但差异无统计学意义(P  = 
0.430). 

总之, 本研究结果证实sFRP-1的异常表达

是PDAC发生中的早期事件, sFRP-1高表达是

PDAC神经浸润的重要分子特征, sFRP-1高表达

提示PDAC患者预后不良. 
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本文初步研究结
果 表 明 s F R P - 1
异常表达可能与
PDAC发生相关 , 
并且是其神经浸
润的重要分子特
征 ,  有 一 定 的 创 
新性.
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Abstract
Preoperative chemoradiotherapy plays an im-
portant role in the comprehensive treatment of 
patients with esophageal cancer. Concurrent 
administration of radiation and chemotherapy 
can produce additive or even synergistic effects, 
improve local control rate, help kill tumor cells 
in metastatic lesions located outside the target 
area, raise resection rate, reduce recurrence, 
and improve prognosis. However, preoperative 
chemoradiotherapy is also associated with many 
side effects, such as hematologic toxicity, cardiac 
toxicity, and radioactive lung damage, and often 
causes surgical difficulties, such as difficulty 
in intraoperative tumor manipulation and in-
creased risk of complications. This paper focuses 
on the theoretical basis and possible mecha-
nisms of preoperative chemoradiotherapy and 
discusses its role in reducing esophageal cancer 
stage and improving resection rate, pathologic 
response rate, and survival rate. We also briefly 
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 文献综述 REVIEW

术前同步放化疗在食管癌综合治疗中的作用

周国志, 吴清泉

®

■背景资料
食管癌患者大多
数确诊时已是中
晚 期 , 预 后 不 佳 , 
其主要原因在于
复发和转移. 而远
处转移是食管癌
远期生存的重要
影响因素. 单纯手
术5年总体生存率
很低, 为改善患者
预后, 众多学者热
衷研究放化疗辅
助外科手术治疗
食管癌的综合治
疗方式. 研究证实
术前同步放化疗
有益于提高切除
率、减少复发、
改善预后. 

discuss the pathogenesis and prevention of 
adverse reactions associated with preoperative 
chemoradiotherapy. 

Key Words: Esophageal carcinoma; Preoperative 
chemoradiotherapy; Survival rate; Resection rate; 
Side effects

Zhou GZ, Wu QQ. Role of preoperative chemoradiotherapy 
in the comprehensive treatment of esophageal cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1526-1530

摘要
术前同步放化疗在食管癌综合治疗中起到了
重要作用. 利用放疗与化疗的互补和协同作
用, 提高局控率, 有助于杀灭靶区以外转移病
灶内的肿瘤细胞, 有益于提高切除率、减少复
发、改善预后. 但术前同步放化疗也会带来相
应的不良反应, 如血液学毒性、心脏毒性、放
射性肺损伤等, 同时也会给手术带来一定的难
度, 如术中游离肿瘤困难可能性加大、术后并
发症风险增加等. 本文将重点阐述术前同步放
化疗的理论基础、可能机制及其在降低食管
癌分期、提高手术切除率及病理缓解率、提
高生存率中的作用. 同时也将简单阐述术前同
步放化疗不良反应的机制和预防. 

关键词: 食管肿瘤; 术前同步放化疗; 生存率; 切除

率; 不良反应
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0  引言

食管癌居世界癌症死因第7位, 中国癌症死因第

4位[1], 大多数患者确诊时已是中晚期, 预后不

佳[2,3], 其主要原因在于复发和转移. 而远处转移

是食管癌远期生存的重要影响因素[4]. 单纯手术

5年总体生存率只有20%-30%[5], 为改善患者预

后, 众多学者热衷研究放化疗辅助外科手术治

疗食管癌的综合治疗方式. 研究证实术前同步

放化疗有益于提高切除率、减少复发、改善预

■同行评议者
张力为 ,  副教授 ,  
新疆医科大学第一
附属医院胸外科
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后[6-8]. 为此, 本文将重点讨论术前同步放化疗在

食管癌综合治疗中的作用. 

1  术前同步放化疗的理论基础及可能机制

食管癌是局部区域性病变, 更是全身性疾病. 多
年来许多学者为提高食管癌的疗效进行了多种

综合治疗模式的探索和研究[9,10], 但疗效甚微. 然
而, 探求综合治疗的最佳措施和手段却一直没有

停滞. 其中主要的是手术前后放化疗, 而目前最

受关注的是术前同步放化疗[11]. 术前同步放化疗

在欧洲和日本被认为是标准治疗方式[12], 其目的

是希望利用放疗与化疗的互补和协同作用, 提高

局控率, 也有助于杀灭靶区以外转移病灶内的肿

瘤细胞. 同步放化疗主要基于以下理论[13]: (1)化
疗药本身可使肿瘤缩小, 改善血供, 改善肿瘤缺

氧情况, 提高放疗敏感性; (2)许多抗癌药物, (如
顺铂、甲氨喋呤、5氟尿嘧啶、博来霉素等)作
用于细胞DNA合成期, 使肿瘤细胞同步分化而

起放疗增敏作用; (3)化疗药物干扰或抑制肿瘤

细胞放疗后亚致死性损伤及潜在致死性损伤的

修复, 协同于放疗的作用; (4)化疗有助于消灭亚

临床转移灶. 放化疗同时进行, 化疗药物可增强

放疗敏感性, 能增加局部肿瘤控制率, 提高治愈

率. 同步放化疗较序贯放化疗更能提高肿瘤的

局控率和有效率, 且能缩短治疗时间, 减少放疗

初期的局部水肿反应. 其轻中度不良反应虽有

增加, 但重度不良反应增加不明显, 绝大多数患

者能够耐受. 因此, 术前同步放化疗在局部病灶

的控制、减少复发与转移、提高手术切除率与

远期生存率方面优于术前序贯放化疗[14]. 
基于上述理论, 经过长期的基础研究与临床

实践, 我们总结出了术前同步放化疗的优点: (1)
肿瘤血运完整, 靶区内化疗药物强度和氧浓度

相对稳定; (2)术前的患者耐受性较好; (3)可降低

肿瘤病期, 提高手术切除率; (4)早期杀灭靶区外

亚临床转移灶内的肿瘤细胞, 甚至有完全控制

的可能; (5)减少术中肿瘤种植转移; (6)放化疗具

有互相增敏的协同作用; (7)可作为肿瘤对化疗

药物体内敏感性的评价[15]. 同步放化疗更是作为

不宜手术食管癌的基本治疗手段. 

2  术前同步放化疗的作用

既往一些术前化疗与单纯手术治疗食管癌的研

究显示其病理完全缓解率(pCR)的结果令人失

望, 这会严重影响患者的生活质量. 联合应用同

步放化疗与手术治疗是一个合理的治疗策略, 可
降低食管癌分期[16], 提高完全切除率, 达到病理

完全缓解, 从而提高预后. 在前期研究中也显示

了较好的病理缓解率及临床疗效[17-20]. 术前同步

放化疗与单纯手术对比治疗食管癌的Meta分析

显示术前同步放化疗可取得10%-45%的临床及

病理完全缓解率[21]. 另有系列文献也均证实了术

前同步放化疗能取得10.0%-53.8%的病理完全缓

解率[1,22-29]. 虽然存在肿瘤的异质性和个体化的不

同, 但统计结果还是令人满意的. 众多研究表明

化疗联合放疗可提高杀伤不同周期肿瘤细胞的

敏感性, 当放疗在空间上发挥抗肿瘤作用时, 化
疗还可发挥抗肿瘤微转移灶的效用, 疗效互补并

增益. 从而达到延长生存期的目的. 
单纯手术治疗食管癌疗效并不满意. 迄今

为止, 各式各样的综合治疗手段层出不穷[9,10]. 无
论是术前放疗还是术后放疗, 都缺乏有力证据

显示其有益于延长生存期[24,30-32]. 既往研究结果

表明, 完全切除和术前放化疗后病理完全缓解

率是提高食管癌长期生存率、降低局部复发率

的独立预后因素[33]. 术前放化疗提高切除率及远

期生存率主要机制为: 术前放疗可以使瘤体缩

小, 与周围器官的癌性粘连因放疗坏死转为纤

维性粘连而便于切除, 局部淋巴结转移癌也可

能消失, 适量的放疗可能使癌体周围的淋巴管

和小静脉闭合, 减少手术后的扩散和转移. 而化

疗药物可改变细胞增殖周期, 使之趋于同步分

化, 提高放疗敏感性, 以提高食管癌局部控制率, 
同时能抑制或杀灭微小转移灶, 减少远处转移. 
从而可提高切除率, 降低转移和复发, 增加生存

率. 术前放化疗可使ⅡB-Ⅲ期食管癌患者病理

完全缓解率达21%, 手术的完全切除率提高至

55.0%-95.7%[26,34,35]. 同样Lv等[21]研究亦证实术

前同步放化疗完全手术切除率明显比单纯手术

高(OR = 1.53, 95%CI: 1.33-2.84; P  = 0.007). van 
de Schoot等[22]报道了应用紫杉醇和卡铂方案的

术前放化疗Ⅱ期临床试验. 病理完全缓解率达

38%, 完全切除率达96%, 3、5年生存率分别为

56%和48%. 
亦有相关研究表明术前同步放化疗较单纯

手术能明显提高患者生存率[9]. 吕进等[36]通过一

项前瞻性研究, 在1997-2007年, 将477例诊断为

食管鳞癌, 分期为ⅡB-Ⅳ期患者随机分为4组: 
术前化疗组、术前放疗组、术前放化疗组及单

纯手术组(对照组), 3年生存率术前放疗组、术

前放化疗组及对照组分别为69.5%、72.9%、

53.4%, 对比差异具有统计学意义(P <0.05). 术前

放化疗组与对照组5年生存率对比差异具有统
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计学意义(P <0.05). 
此外, 胡巧英[37]综合了所有8个随机对照试

验(n  = 1 110)进行Meta分析, 结果显示术前同步

放化疗可以延长食管癌患者1年生存率(OR = 
1.33; 95%CI: 1.03-1.72; P  = 0.03)和3年生存率

(OR = 1.62; 95%CI: 1.19-2.20; P  = 0.002). 最新

Meta分析显示术前同步放化疗与单纯手术比

较, 1年生存率对比无差异, 但术前放化疗可使

2、3、4、5年生存率显著提高. 同时显示同步

放化疗5年生存率显著优于单纯手术(OR = 1.45; 
95%CI: 1.26-1.79; P  = 0.015)[21]. 术前同步放化疗

有益于可切除性食管癌患者的长期生存[38-41], 其
原因与降低食管癌的分期、提高病理完全缓解

率、降低了肿瘤的局部区域复发率有关. 2009
年Ariga等[42]报道, 应用同步放化疗治疗食管癌, 
结合挽救性外科手术治疗, 可以取得远高于单

纯手术治疗的长期生存率. 

3  术前同步放化疗的不良反应

术前同步放化疗辅助手术治疗食管癌是一个非

常有前景的治疗模式, 诸如可以提高病理完全

缓解率、手术切除率、生存率等优点, 但放化

疗的不良反应不容忽视. 其不良反应主要包括: 
肺部并发症、放射性食管炎、放射性气管炎、

心脏毒性、脱发、恶心呕吐、白细胞减少、血

小板减少、肝肾功能异常等. 
肺部并发症是食管切除术后最常见的死亡

原因, 亦是术前同步放化疗的重要不良反应. 肺
毒性主要来源于放疗. 术前同步放化疗后围手术

期肺部并发症的发生率为19.9%[43,44]. 其主要机

制为: 食管癌术前放疗患者病程较长, 病变向周

围脏器的浸润也较重, 在放射治疗中, 部分肺组

织因不可避免地受到一定剂量的射线照射而造

成不同程度的放射损伤, 导致肺毛细血管的通透

性升高, 造成肺间质水肿和炎性细胞浸润; 而肺

泡Ⅱ型上皮细胞的损伤, 破坏了肺泡表面的稳定

性, 引起肺泡塌陷, 导致缺氧和呼吸困难[45]; 食管

炎也是术前同步放化疗最常见的不良反应之一, 
发生率为63%-80%[26]. 其主要机制为: 放射到达

一定剂量时出现食管黏膜的炎症、充血、水肿; 
继而发生上皮坏死、脱落, 食管黏膜逐渐发生

慢性炎症及上皮再生, 黏膜下及部分肌层开始

纤维化, 上皮在一度增生之后出现萎缩. 同时化

疗药物可直接损伤食管黏膜, 并可间接通过增

敏机制加重放疗对食管黏膜的损伤. 此外心脏

毒性是一种急性不良反应, 尤其胸中、下段食

管癌的患者术前放化疗的围手术期心力衰竭发

生率分别为6.9%、1%-4%[46]. 其主要机制为: 放
疗早期会诱导中小血管炎症, 但是炎症处于潜

伏状态, 此时心肌的毛细血管内皮细胞损伤, 血
栓在毛细血管内腔形成, 心肌缺血、坏死和纤

维化随之产生[47]. 放化疗后肝损害也是常见的

一种毒性反应, 由于药物经代谢产生亲电子产

物, 通过共价结合, 损伤肝细胞膜和肝线粒体、

微粒体膜, 引起细胞损伤. 肾功能损伤主要为化

疗药物(如DDP)与体内亲核胺基和含巯基团结

合, 沉积于肾小管, 引起肾小管上皮细胞急性坏

死、变性、间质水肿, 肾小管扩张, 重吸收功能

下降, 严重时引起肾功能衰竭[48]. 放化疗导致白

细胞减少主要是由于: 正常情况下骨髓内细胞

的增殖成熟和释放, 与外周血液中粒细胞的衰

老、死亡、破坏和排出呈相对恒定状态. 放化

疗在其治疗过程中破坏了这种平衡, 即出现白

细胞减少, 甚至全血细胞减少[49]. 
此外亦有Kelley等[50]报道, 术前同步放化疗

手术后并发症发生率为22.9%(14/61), 两组并发

症分类比较: 肺部并发症为4.9%; 心律失常为

6.5%; 狭窄发生率为6.5%. 故控制放化疗的不良

反应是保证术前同步放化疗顺利完成及获得理

想疗效的关键. 既往研究表明术前同步放化疗

的毒性反应可通过调低化疗药物剂量和对症治

疗得到缓解. 但对化疗和放疗结合的时机、化

疗的疗程、合理组合治疗方案的掌握以减少不

良反应有待进一步研究. 
另外, 术前放化疗后外科医生将面临手术难

度和术后并发症增加的可能. 根治性放疗后食管

癌的周围组织纤维化, 肿瘤与周围组织无边界, 
分离困难易破损, 加之肿瘤与气管膜部、胸主动

脉浸润, 冒然切除有生命危险时只能残留而造

成污染, 从而增加了脓胸的发生率. 放疗还可能

会增加吻合口漏和术后急性肺损伤的风险[35]. 因
此, 食管癌放化疗后再手术, 患者应充分术前准

备、手术时间应尽量缩短、术后采取有效综合

措施可预防、减少低氧血症、呼吸衰竭的发生. 

4  结论

目前食管癌的治疗主要以手术为主, 但以术前同

步放化疗为主的综合治疗不容忽视. 大多数试验

均认为术前同步放化疗的食管癌患者预后更好, 
并且Meta分析结果显示术前同步放化疗与单纯

手术治疗食管癌相比, 能提高患者长期生存率, 
降低肿瘤局部区域复发率. 但不容忽视的是术前
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同步放化疗治疗食管癌伴随着术后死亡率增加

的风险. 如何权衡利弊, 是临床工作中需要重视

的问题. 由于文献的研究对象来自不同种族、人

群, 受到多种因素的影响, 故此结论尚需大样本

多中心随机对照临床研究进一步论证. 
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Abstract 
Epidemiological studies have suggested that 
the onset of some symptoms in patients with 
irritable bowel syndrome (IBS) is related with 
food. Although the potential mechanisms are 
not fully elucidated, there is some evidence that 
the inherent prokinetic and crinogenic effects of 
food components, food intolerance and allergies, 
as well as poor eating habits could plausibly 
contribute to symptom onset. Food elimination, 
supplemental dietary fiber, and special additives 
such as probiotics and prebiotics could relieve 
IBS symptoms. In this article we will review cur-
rent advances in understanding the relationship 
between food and onset of IBS symptoms, the 
possible mechanisms, and emerging therapeu-
tics involving dietary administration.
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饮食在肠易激综合征症状发作和治疗中的作用

王维达, 方秀才, 柯美云

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肠易激综合征(I-
BS)作为病因不明
的常见功能性胃
肠病, 目前认为其
发病可能涉及饮
食因素.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Food; Food 
intolerance; Dietary fiber; Probiotics

Wang WD, Fang XC, Ke MY. Role of food in onset of 
symptoms and treatment of irritable bowel syndrome. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1531-1536

摘要
流行病学研究资料提示, 肠易激综合征(irritable 
bowel syndrome, IBS)患者的症状发作与饮食有
关. 饮食影响IBS症状的机制仍未完全阐明, 可
能与食物的促动力和促胃肠激素分泌作用、

食物不耐受、食物过敏和不良进食习惯等有
关. 有证据表明采用食物剔除和添加膳食纤
维、益生菌和益生元等特殊食物成分的饮食
调整治疗能缓解IBS的症状. 本文从IBS与食物
有关的表现、饮食影响IBS症状的原因和机
制、饮食对IBS治疗的作用3个方面总结了相
关研究的进展. 

关键词: 肠易激综合征; 饮食; 食物不耐受; 膳食纤

维; 益生菌
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种常见的功能性胃肠病, 其临床表现以腹痛

或腹部不适伴随排便习惯或粪便性状的改变为

主, 缺乏可解释症状的形态学和生化学异常[1]. 
我国IBS患病率在4.6%-5.67%[2], 已经注意到IBS
的症状发作与饮食有一定关系, 另一方面症状

反复发作或持续不缓解影响患者正常进食, 使
其生活质量下降. 目前IBS的治疗手段有限, 探
明饮食在IBS症状发作与治疗中的作用具有重

要意义. 

1  IBS和食物有关的表现

2005年美国对I B S患病的流行病学调查发现, 
64%IBS患者存在引发症状发作的食物诱因[3]; 
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瑞典的一项临床研究发现, 50%IBS患者腹痛发

生在进餐后90 min内[4]. 与饮食相关的常见IBS症
状有餐后上腹痛、腹胀、饱胀感或胀气以及餐

后腹泻发作等[5], 在亚洲患者中上腹部不适的发

生比例相对更高[6]. 鉴于饮食和IBS的密切关系, 
62%患者希望能够了解哪些食物是“忌口”的, 
而12%IBS患者为了缓解症状被迫采取营养不均

衡的饮食[7]. 因此, 2010年亚洲IBS共识意见[8]认

为: 强调饮食和IBS症状之间的关系十分重要. 

2  饮食影响IBS症状的可能机制

饮食因素诱发或加重IBS症状的具体机制尚未

完全明确, 目前提出以下3种主要途径. 
2.1 食物的促动力和促胃肠道激素分泌作用 进
餐时食物刺激口腔、咽部感受器, 反射性引起

胃容受性舒张和适应性舒张, 小肠和结肠的运

动增加 [9], 并刺激胃肠道激素分泌, 这种生理

现象在IBS患者中得到放大, 从而产生疼痛感. 
十二指肠内灌注脂肪后IBS患者较正常对照者

结肠敏感性增加, 引起内脏疼痛和胀气阈值下

降[10-12]. 腹泻型IBS(IBS-D)患者进餐后皮质醇水

平显著升高, 餐后迷走神经兴奋性较正常对照

和便秘型IBS(IBS-C)患者显著升高[13]. IBS患者

摄入水和脂肪之后, 胃动素分泌较正常人降低, 
但胆囊收缩素分泌较正常人群显著延长[14]. 某些

食物中含有的生物活性物质(如5-羟色胺及其底

物色氨酸)可能会影响胃肠功能, 但IBS患者和正

常人群在日常菜谱中对这些食物的摄入并无差

异[15]. 咖啡因也是改变胃肠道动力和神经内分

泌的常见诱因, 约30%IBS患者在进食咖啡、茶

或巧克力后症状加重[16], 但在日常生活中IBS患
者和正常人群在食用上述食物的频率和量方面

没有差异[13]. 因此, 我们认为IBS患者进餐后的

神经、体液内分泌改变可能不是源于食物本身, 
而是患者对胃肠道激素的调控出现了异常. 
2.2 食物不耐受 食物不耐受主要指对食物的非

毒性、非免疫性不良反应, 包括对食物中生物

活性物质的药理反应、对吸收不良的高度发

酵性碳水化合物(fermentable oligosaccharides, 
disaccharides, monosaccharides and polyols, FOD-
MAPs)的代谢反应和酶缺乏导致的食物吸收不

良. 可能诱发食物不耐受的生物活性物质主要

包括水杨酸盐、谷氨酸单钠盐和胺类等[17], 约
0.6%IBS患者中对水杨酸盐不耐受[18], 这些患者

可能对阿司匹林、非甾体抗炎药以及含有水杨

酸盐的食物(例如咖啡、茶、土豆等蔬菜及大多

数水果)产生胃肠道乃至系统性的非变应性超敏

反应, 导致腹痛、腹泻等症状. 流行病学资料显

示IBS的发病和镇痛药物的使用相关[19]. 
FODMAPs主要指果糖等单糖、乳糖等双

糖、果聚糖和多缩半乳糖等寡糖以及山梨醇等

多元醇. 给予IBS患者低FODMAPs膳食, 并随机

间歇性给予为期2 wk不同梯度的果糖、果聚糖

膳食, 约70%接受果糖、果聚糖膳食的患者出现

了IBS症状或原有症状加重, 其症状的严重程度

和剂量正相关[20]. 结合FODMAPs的性质推测其

可能的原因是: FODMAPs多不易被肠道吸收, 从
而使肠腔内渗透压升高, 导致渗透性腹泻; 能够

迅速被肠道菌群分解、产气, 诱发或加重腹胀. 
因此, 果糖、乳糖等对IBS患者的症状诱发和加

重可能是肠神经系统对肠道扩张的不适反应. 
在西方IBS患者人群中, 乳制品是常见饮食

诱因之一, 乳糖吸收不良在IBS患者的发生率为

4%-78%[21]. 亚洲人群中发生率可能更高, 印度

北部IBS患者中乳糖吸收不良占66%-72%, 与当

地正常人群相当, IBS的各分型之间无显著性差 
异[22]. 巴西的一项研究通过对人乳糖酶基因标记

C/T_13910和G/A_22018的测定, 证实在IBS和正

常人群中等位基因和基因型频率没有显著性差

异[23]. 因此, 乳糖吸收不良可能不是IBS的主要

病因, 乳糖吸收不良应该成为独立于IBS的诊断, 
或至少应该对IBS中的乳糖吸收不良患者区别

处理. 
谷蛋白不耐受(celiac disease), 又称乳糜泻, 

因为缺乏特异性症状往往被诊断为IBS, 但血清

抗麦胶IgA、IgG抗体、上皮膜抗原抗体(EMA 
IgA)、抗肌动蛋白抗体(AAA IgA)和抗组织谷氨

酰胺转移酶IgA抗体可能有一定标志性[24]. 土耳

其的Korkut等[25]研究发现, 在符合罗马Ⅲ标准诊

断的IBS患者中2%上述抗体阳性; 我国Wu等[26]

研究指出, IBS-D患者中血清抗麦胶IgG抗体和

抗组织谷氨酰胺转移酶IgA抗体的阳性率分别

为7.7%和2.6%, 这些患者可能从剔除谷蛋白膳

食中获益. 在德国, IBS患者中HLA-DQ2阳性率

为35%[27], 这些患者可能是潜在的谷蛋白不耐受

者. 另外也有一些所谓的“非乳糜泻的谷蛋白

不耐受(non-celiac gluten intolerance)”患者, 其
症状能够在剔除膳食谷蛋白后得到控制, 他们

缺乏诊断乳糜泻的客观证据[28]. 因此, 谷蛋白不

耐受虽然与IBS是2个不同的疾病整体, 但由于

临床症状的相似和抗体筛查的不普及, 在临床

上往往相混杂. 

■相关报道
Carrocio等通过粪
便类胰蛋白酶、
嗜酸性粒细胞阳
离子蛋白(ECP)和
人肌钙网蛋白水
平 的 检 测 ,  提 出
25%的IBS患者存
在乳蛋白或谷蛋
白的不耐受. 但由
于检测试验的敏
感性、特异性, 患
者人群的区域性, 
该结果可能不能
代表世界各地的
患者.
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2.3 食物过敏 主要指由于食物中成分或食品添

加剂导致的由IgE或非IgE(主要是IgG)介导的消

化系统乃至全身的变态反应, 在儿童中发生率

为6%-8%, 成人为1%-4%[29]. 在IBS的发病和症

状发作中可能起作用的是包括IgE、IgG、T淋
巴细胞、肥大细胞和嗜酸性粒细胞在内的一系

列黏膜免疫因素介导的慢性、迟发性食物过敏

反应, 导致长期轻度炎症刺激和内脏高敏感. 目
前对食物过敏的检测手段包括皮肤测试、血清

抗体检测、结肠镜下变应原刺激试验等, 但最

为严格的检查应该是食物剔除. 在IBS患者人群

中食物剔除试验阳性反应的比例为15%-71%[30], 
但鉴于临床试验数量有限, 食物过敏在IBS中扮

演的角色仍有待进一步研究. 
2.4 其他可能诱发或加重IBS症状的饮食习惯 
Crowell等[31]指出, 暴食行为能使患IBS相对风

险增加2-4倍, 肥胖和IBS发病可能相关, 如加快

结肠通过时间, 导致IBS患者排便急迫、排稀软

便和排便次数增加[32]. 2007年美国的IBS患者教

育需求问卷调查(patients educational needs ques-
tionnaire, PEQ)结果显示, 69%IBS患者认为避免

暴食有助于缓解腹部症状[7]. 但来自美国明尼苏

达州的流行病学调查资料未能证实暴食与IBS
的关系[13]. 

3  饮食对IBS治疗的作用

目前主要研究的饮食调整治疗包括以下几方面. 
3.1 食物剔除治疗 Atkinson等[33]在2004年进行的

一项随机双盲对照临床试验纳入150例IBS患者, 
根据食物特异性IgG检测结果随机给予食物剔

除方案和“假方案”, 结果显示“真方案”能

够显著性改善患者腹部症状和全身症状, 而重

新摄入“致敏食物”后症状恶化. Drisko等[34]的

研究完善评估了食物剔除治疗IBS的有效性: 患
者通过食物特异性IgG检测制定个体化的剔除

方案并试用3-4 wk, 随后添加“致敏食物”, 证
实其致敏作用并修正剔除方案, 并在第2个月起

补充益生菌, 治疗干预阶段为期6 mo, 随访时间

1年, 结果显示: 6 mo后患者的血清IgG水平显著

下降, 排便频率、腹痛症状及IBS生活质量评分

(IBS quality of life, IBS-QOL)显著改善, 肠道微

生态菌群有改善趋势; 随访结果显示, 患者IBS
症状发作频率有所减少, 发作时症状严重程度

有所减轻, 食物剔除方案能够被患者接受. 
食物引起IBS症状的机制途径并不只是IgG

介导的超敏反应, 完全依照IgG检测结果制定剔

除方案仍有争议. 低FODMAPs膳食旨在总体性

减少FODMAPs的摄入, 而不是片面禁止某些食

物的摄取, 通过营养师推荐的个体化食谱, 适当

减少FODMAPs摄入的同时, 增加葡萄糖等的摄

入, 平衡摄入的碳水化合物构成. 单纯限制果糖

和/或甘露醇的若干临床试验均证实了其对IBS
症状控制的作用, 62名果糖氢呼气试验阳性的

IBS患者, 调整膳食方案并平均随访14 mo, 74%
患者腹部症状缓解, 能够坚持膳食调整的患者

中有85%获益, 显著高于不能坚持者(36%)[35]. 
IBS症状发作期与缓解期对食物的耐受性也

有所不同, 所采取的饮食方案也应有所区别. 食
物剔除治疗的缺陷在于平均要对每个患者剔除

6-7种食物, 有时患者较难接受, 且长期的饮食控

制对患者生活质量、营养状况可能产生不良影

响. 37.7%IBS患者认为IBS可能导致营养不良[7], 
但没有证据表明IBS患者和一般人群之间存在体

质指数(body mass index, BMI)的差异, IBS患者每

日能量、蛋白质和维生素的摄入与正常人群无

显著性差异[13]. IBS患者中少有营养不良, 但IBS
患者症状发作时他们往往倾向于控制饮食, 而
食物剔除治疗更迫使他们选择营养“不均衡饮

食”. Maudgal等[36]的研究发现, IBS患者中视黄

醇结合蛋白(retinol-binding protein, RBP)和甲状

腺素结合前白蛋白(thyroxine-binding pre-albumin, 
TBPA)的显著降低, 这意味着IBS患者可能存在

亚临床蛋白营养不良. 因此, 在临床通过大规模

地控制患者食物摄入种类来控制症状, 一方面可

能加重IBS患者生活质量的下降, 另一方面也加

重患者潜在的营养摄入不均衡乃至营养不良. 我
们建议, 结合现有的食物特异性IgG检测及呼气

氢检测, 通过个体化的膳食症状日记发现明确的

“致敏食物”并加以限制, 在达到控制症状同时

最小限度地干预患者生活习惯、提高生活质量, 
纠正营养摄入不均衡. 
3.2 添加特殊饮食成分 在临床工作中, IBS患者

往往希望能得到推荐、了解能够缓解IBS症状

的饮食, 不过这方面的研究起步较缓, 由于食物

的特殊性, 严格的双盲安慰剂对照临床试验较

难开展, 目前尚未形成指南类的共识. 下文总结

了近期临床试验的食物或食物成分. 
3.2.1 膳食纤维: 指由非淀粉多糖组成的不可消

化的食物成分, 多来自于植物, 包括不可溶性

(小麦、玉米等具有代谢惰性的谷物纤维)和可

溶性纤维(来自大豆及根茎作物, 可以被结肠内

菌群稳定分解). 膳食纤维显著增加肠腔内粪便

■创新盘点
本文主要就饮食
因 素 在 I B S 的 发
病, 和治疗对IBS-
食物相互作用进
行论述, 概括总结
了饮食因素诱发
或加重IBS症状的
不同机制, 将饮食
干预IBS的临床证
据进行阐述, 在复
习基础的同时展
现了最新的研究
结果.
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体积和含水量, 缩短胃肠通过时间, 对慢性便秘

(包括IBS-C)的治疗作用已得到公认[37]. 荟萃分

析发现以欧车前子(ispaghula)为代表的可溶性

膳食纤维对改善IBS的排便、腹痛以及全身症

状明显有效, 以麦麸为代表的不可溶膳食纤维

对IBS的疗效与安慰剂无显著性差异[38]. 以可溶

性膳食纤维瓜尔胶制作的部分水化瓜尔胶(par-
tially hydrolyzed guar gum, PHGG)作为食品添加

剂, 其可通过润滑肠道、增加粪便体积来改善

IBS-C的症状; 在IBS-D患者, 其可吸收结直肠多

余水分, 维持粪便连续性. 他和他的代谢产物可

作为益生元促进双歧杆菌、嗜酸乳杆菌等益生

菌生长, 从而减轻IBS患者的腹痛和腹胀感. 在
一项包括IBS-C和IBS-D的多中心开放试验中, 患
者随机分组, 分别给予30 g/d小麦纤维素和5 g/d 
PHGG, 1 mo后两组患者可以自由更换治疗方案, 
治疗共12 wk, 结果显示PHGG能够显著改善排便

习惯、腹痛症状和综合评分, 且耐受性较好[39]. 
因此英国胃肠病学会建议: 当需要使用膳食纤

维治疗IBS时, 推荐选用可溶性纤维[40]. 
3.2.2 益生菌及益生元: IBS患者存在小肠细菌

过度生长(small intestinal bacteria overgrowth, 
SIBO)[41]和肠道菌群异常, 主要表现为乳酸杆

菌、双歧杆菌减少. 在IBS患者中, 乳果糖呼气

试验阳性率54%, 葡萄糖呼气试验阳性率31%, 
空肠吸取物细菌培养阳性率为4%, 均较正常人

群升高(OR = 3.45, 95%CI: 0.9-12.7)[42]. 肠道菌

群异常可通过慢性炎症应激、细菌发酵产气等

机制导致动力异常、内脏敏感性增高、肠道运

动感觉功能和通透性的改变以及精神症状等[43], 
从而诱发或加重IBS症状. 

益生菌通过改善宿主微生态平衡而发挥

有益作用, 对人类来讲主要是乳酸杆菌、双歧

杆菌、放线菌、酵母菌等. 补充的益生菌竞争

性与肠黏膜上皮结合 ,  抑制病原微生物的吸

附, 增强黏膜功能; 酸化肠腔改善发酵, 减少产

气; 改善局部应激, 免疫调节以及降低内脏高

敏感等, 在许多胃肠道疾病中起到治疗作用[44]. 
Moayyedi等[45]在系统性回顾了19篇有关益生菌

治疗IBS的随机对照临床试验后指出, 益生菌

在改善IBS患者总体症状方面优于安慰剂, 对
腹痛的缓解效果也明显高于安慰剂. 婴儿双歧

杆菌35624(Bifidobacterium infantis 35624)和乳

酸双歧杆菌DN-173-010(Bifidobacterium lactis 
DN-173-010)较其他益生菌疗效稍好. 复合制剂

与单个菌种之间的疗效差别尚无定论[46]. 

益生元是不被消化的食品成分, 通过选择性刺

激某些细菌的生长与活性来调节益生菌生长, 
以间接改善IBS症状. 部分益生元可在结肠发酵

产气, 归入FODMAPs范畴, 也可归入膳食纤维

范畴, 因此在益生元的选择上有必要平衡促益

生菌生长作用和发酵产气的不良反应, 使患者

更好地耐受. 在健康志愿者, 不同浓度梯度的短

链低聚果糖(short chain fructo-oligosaccarides, 
scFOS)能显著增加双歧杆菌浓度, 且7.5 g/d和 
10 g/d用量的不良反应与安慰剂组无显著性差

异[47]. PHGG作为益生元, 能够显著增加粪便中

益生菌的代谢产物-短链脂肪酸的含量[48]. 
3.2.3 其他: 随机双盲临床试验显示, 为期4 wk的
薄荷油治疗能够显著缓解IBS患者腹部症状优

于安慰剂[38]. 非随机双盲对照临床试验结果显

示, 姜提取物[49]和朝鲜蓟叶子提取物[50]均能够

显著缓解IBS整体症状, 前者能够显著改善IBS-
QOL评分, 后者能够显著改善IBS患者排便状况. 
其疗效和机制需要进一步研究证实. 

4  结论

饮食因素在IBS症状的发作和加重中起到一定

作用, 其作用机制尚未完全阐明且个体差异大. 
饮食调整治疗能够帮助控制IBS症状, 通过食物

特异性IgG检测制定的食物剔除方案、低FOD-
MAPs饮食、可溶性纤维和益生菌的添加等均

取得了一定的临床证据, 为IBS患者的个体化饮

食治疗提供了可行性. 
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of aspirin com-
bined with arsenic trioxide (As2O3) on human 
hepatocarcinoma cell line Bel-7402 and to ex-
plore the possible mechanisms involved. 

METHODS: Cultured Bel-7402 cells were incu-
bated with different concentrations of aspirin 
and As2O3, alone or in combination. After treat-
ment, cell morphology was observed using 
an inverted microscope, cell proliferation was 
determined by MTT assay, cell apoptosis was 
measured by flow cytometry with annexin V/
propidium iodide staining, and cell cycle pro-
gression was analyzed by fluorescence-activated 
cell sorting. 

RESULTS: As2O3 and aspirin showed differ-
ent degrees of inhibitory effect on the growth 
of Bel-7402 cells, and both were concentration-
dependent. The two drugs had a synergistic ef-
fect, and the inhibitory effect in the combination 
group was more significant than those in the 
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As2O3联合Aspirin对诱导肝癌细胞凋亡的影响
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■背景资料
As2O3是中药砒霜
的主要成分, 早在
20世纪70年代, 哈
尔滨医科大学就
已用他治疗急性
早幼粒性白血病
(APL), 并取得可
喜成就, 随之关于
其治疗实体瘤的
研究接踵而至, 然
而其有较强的毒
性及致畸作用, 本
实验旨在为实现
A s 2O 3低 毒 高 效
抗肝癌作用进行 
研究.

two monotherpay groups (both P < 0.05). Com-
pared to treatment with 2.0 μmol/L As2O3 alone, 
treatment with 2.0 μmol/L As2O3 combined with 
0.2 mmol/L aspirin significantly increased the 
apoptosis rate (5.64% ± 0.56% vs 7.35% ± 0.62%, 
P < 0.05), decreased the percentage of cells in G1 
phase (0.52% ± 0.64% vs 32.03% ± 0.97%), and in-
creased the percentages of cells in G2 phase or S 
phase (9.57% ± 0.82% vs 13.66% ± 0.82%, 50.41% 
± 0.32% vs 54.37% ± 0.69%).

CONCLUSION: Aspirin enhances As2O3–induced 
apoptosis of Bel-7402 cells possibly by altering 
cell cycle progression.

Key Words: Arsenic trioxide; Aspirin; Hepatocarci-
noma; Apoptosis; Cell cycle

Hao LX, Liu TF. Aspirin enhances arsenic trioxide-induced 
apoptosis of hepatocarcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(17): 1537-1541

摘要
目的: 观察As2O3与Aspirin联合应用对肝癌细
胞Bel-7402的影响, 并探讨其作用机制. 

方法: 体外培养肝癌Bel-7402细胞, Aspirin、
As2O3不同浓度孵育细胞. 倒置显微镜观察细
胞形态学改变, 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测
As2O3和Aspirin单独及联合应用对Bel-7402细
胞增殖情况的影响, 流式细胞术观察细胞凋亡
情况, 并通过流式软件分析细胞周期变化. 

结果: As2O3及Aspirin对肝癌Bel-7402细胞生
长均呈不同程度的抑制, 且呈浓度依赖性. 二
者联合具有协同作用, 药物联用组抑制率均
显著高于单独应用同等剂量As2O3组和Aspirin 
组(P <0.05). 2.0 μmol/L As2O3与0.2 mmol/L 
Aspirin联用组与2.0 μmol/L As2O3单药组相
比, 凋亡率从5.64%±0.56%提高到7.35%±

0.62%, 差异具有统计学意义(P <0.05). 且通
过对两组细胞周期检测发现 ,  G 1期细胞从
40.52%±0.64%下降到32.03%±0.97%, G2

期及S期细胞分别从9.57%±0.82%、50.41%
±0.32%上升到13.66%±0.82%、54.37%±

0.69%, Aspirin能显著增强As2O3诱导细胞集中

■同行评议者
黄缘, 教授, 南昌
大学第二附属医
院消化内科, 江西
省分子医学重点
实验室
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■研发前沿
As2O3治疗实体瘤
疗 效 确 切 ,  但 其
抗癌效力呈剂量-
时 间 效 应 关 系 , 
所以如何实现其
低毒高效的抗癌
效力一直备受关
注 .  近 年 来 联 合
用 药 引 起 关 注 , 
包括与常规化疗
药、中药等联合, 
寻求与其具有协
同抗癌作用且不
良反应小的药物
值得深入研究.

于S及G2期的作用, 从而增强其促凋亡作用. 

结论: Aspirin能增强As2O3诱导细胞凋亡的作
用, 该作用可能与影响细胞周期有关. 

关键词: 三氧化二砷; 阿司匹林; 肝癌; 细胞凋亡; 细

胞周期
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0  引言

As2O3是中药砒霜的主要成分, 早在20世纪70年
代, 哈尔滨医科大学就已用他治疗急性早幼粒

性白血病(acute promyelocytic leukemia, APL), 取
得可喜成就[1]. 这一成就引起世人关注, 随之关

于其治疗实体瘤的研究接踵而至. 秦叔逵等[2]在

国内外最早报道用于临床治疗原发性肝癌, 开
创了亚砷酸对肝癌治疗研究的先河. 随着我们

对As2O3治疗肝癌研究的深入, 认识到As2O3的抗

癌效力呈剂量-时间效应关系, Cai等[3]报道As2O3 
10 mg/d治疗肝功能正常的APL复发患者47例, 2 
wk后1/3的患者出现肝损害, 7例表现为肝中毒, 
说明以As2O3治疗肝功能已受损的肝癌患者可

能需要选择更小剂量. 所以, 如何应用低剂量的

As2O3达到高效率抗肿瘤的目的成为医学界的一

大难题, 于是研究者们想到了联合用药. 本研究

初步探讨As2O3与Aspirin联合应用在诱导肝癌细

胞Bel-7402凋亡的协同作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株Bel-7402由东北师范大学遗

传与细胞研究所朱筱娟教授馈赠. As2O3及Aspi-
rin肠溶片购自本院. 
1.2 方法

1.2.1 细胞系及培养: 细胞株置于37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中, 用含100 mL/L小牛血清DMEM培

养液培养, 每24 h更换培养液1次, 隔天传代1次, 
取传代后 2 d处于对数生长期细胞用于实验. 
1.2.2 细胞形态观察: 取对数生长期Bel-7402细
胞, 0.25%胰酶消化, 调整细胞浓度为4×105/mL, 
接种于灭菌6孔板, 每孔2 mL. 实验分为空白对

照组, 0.4 mmol/L Aspirin处理组、4 μmol As2O3

处理组. 作用24 h后, 收集细胞, 倒置显微镜观察

细胞形态变化. 
1.2.3 MTT法测细胞抑制率: 实验设阴性对照

组, 不同浓度As2O3组(终浓度分别为4.0、2.0、
1.0 μmol/L)、Aspirin组(终浓度为0.4 mmol/L、
0.2 mmol/L、0.1 mmol/L)、药物联用组(As2O3

浓度为4.0、2.0、1.0 μmol/L与Aspirin浓度为0.4 
mmol/L、0.2 mmol/L、0.1 mmol/L分别组合). 取
对数长期的Bel-7402细胞制成每毫升含5×103

个细胞的悬液, 加入96孔培养板中, 每孔200 μL, 
培养24 h后各组分别加入相应药物, 每个剂量设

3个平行孔. 50 mL/L CO2培养箱中培养至24 h, 
取出96孔板, 吸出液体, 在每孔中加入无血清培

养基180 μL和0.5%MTT 20 μL后继续培养4 h, 
弃上清液, 再加入二甲亚砜(DMSO)150 μL, 微量

震荡约10 min, 于自动酶标仪490 nm处测定各孔

吸光度(A )值, 重复3次, 求平均值. 抑制率(%) = 
(阴性对照组A值-实验组A值)/阴性对照组A值×

100%. 
1.2.4 流式细胞术: 实验设阴性对照组、As2O3组

(4.0 μmol/L、2.0 μmol/L)、Aspirin组(0.4 mmol/
L)、联用组(2.0 μmol/L As2O3+0.2 mmol/L Aspi-
rin). 给药培养至24 h, 用0.25%胰酶将各组细胞

消化下来, 用磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗2次, 调整

细胞浓度, 加碘化丙啶(PI), 暗处作用30 min, 用
流式细胞仪检测并分析结果. 
      统计学处理 实验结果采用SPSS13.0统计软

件进行分析. 计量资料以mean±SD来表示. 配对

组间比较采用样本t检验, 多组件比较采用方差

分析. 

2  结果

2.1 细胞形态观察 空白对照组细胞呈梭形, 形态

均一, 贴壁良好, 透光性强. As2O3及Aspirin处理

组细胞贴壁能力明显减弱, 细胞变圆变小, 大小

不一, 数量减少. 
2.2 MTT法检测对肝癌细胞的抑制作用 不同浓度

的As2O3组(4.0 μmol/L、2.0 μmol/L、1.0 μmol/L)
以及Aspirin组(0.4 mmol/L、0.2 mmol/L、0.1 
mmol/L)、对细胞生长均呈不同程度的抑制, 
并且呈浓度依赖性, 药物联用组(As2O3浓度为 
4.0 μmol/L、2.0 μmol/L、1.0 μmol/L与Aspirin浓
度为0.4 mmol/L、0.2 mmol/L、0.1 mmol/L)抑制

率均显著高于单独应用同等剂量As2O3组和Aspi-
rin组(均P<0.05, 表1). 
2.3 流式细胞仪检测Annex in-V/PI检测细胞凋亡 
细胞膜不对称丧失导致磷脂酰丝氨酸(phospha-
tidyl serine, PS)外翻发生在细胞凋亡的早期. An-
nexin-V可以特异性地与PS结合, 而被用来检测
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■相关报道
As2O3与Aspirin能
抑制多系统肿瘤
生长, 二者单独抗
肝癌以及协同抗
胃癌疗效已为研
究者证实, 但二者
联合治疗肝癌至
今尚未有人研究. 

暴露在细胞表面的PS. 用PI可以区分膜的完整性. 
药物联用组(2.0 μmol/L As2O3+0.2 mmol/L Aspirin)
处理Bel-7402细胞后凋亡细胞群与对照组及单用

As2O3组(2.0 μmol/L)有显著性差异(P <0.05, 图1, 
表2). 细胞周期分析可知As2O3主要诱导细胞的S
及G2期细胞凋亡, Aspirin显著增强了As2O3诱导细

胞集中于S及G2期的作用(图2, 表2). 

3  讨论

As2O3中药名砒霜, 最早用于治疗APL, 新近研

究发现, 他对其他多系统肿瘤均具有抑制作用, 
主要机制集中在诱导肿瘤细胞凋亡[4,5]. 其诱导

     
Aspirin(mmol/L)

                                            As2O3(μmol/L)

        0         1         2           4

0 4.51±0.02 5.67±0.12 7.68±0.17 11.30±0.31

0.1 4.83±0.01 6.26±0.13 8.37±0.13 12.45±0.31

0.2 5.54±0.10 7.62±0.26 9.48±0.17 14.33±0.90

0.4 6.68±0.13 8.76±0.17 10.30±0.30 16.48±0.36

表  1  不同浓度As2O3及Aspirin单独及联合应用对肝癌Bel-7402细胞增殖的抑制 (mean±SD, %)

表  2  不同浓度As2O3及Aspirin对Bel-7402细胞凋亡率及细胞周期的影响

     

分组 凋亡率(%)
                                细胞周期(%)

          G1         G2            S

对照组 3.94±0.40 46.11±0.69   8.44±0.56 45.45±0.834

4 μmol/L As2O3 8.32±0.82   29.70±0.86 14.62±0.84 56.68±0.74

0.4 mmol/L Aspirin 6.74±0.786 33.93±1.23 11.64±0.64 53.44±0.36

联合组 7.35±0.62 32.03±0.97 13.66±0.82 54.37±0.69

2 μmol/L As2O3 5.64±0.56    40.52±0.64   9.57±0.82 50.41±0.32
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图  1  Bel-7402细胞凋亡情况. A: 对照组; B: 联合用药组; C: 0.4 mmol/L Aspirin组; D: 4 μmol/L As2O3.
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肿瘤细胞凋亡的主要机制有[6]: (1)改变细胞内

氧化还原状态; (2)开放MPT、活化caspase家族; 
(3)抑制bcl-2基因, 抑制NF-κB活化, 使胞质Ca2+

浓度升高; (4)影响细胞周期. 刘湘国等[4]发现经

As2O3作用后的Bel-7402细胞, 在琼脂糖电泳中

出现了典型的DNA凋亡条带, 用流式细胞仪检

测出了典型的凋亡峰, 电镜下观察到了典型的

凋亡细胞形态学改变: 如细胞核仁消失, 染色质

浓缩、碎裂, 聚于核膜边缘并形成凋亡小体. 
    Aspirin属于非甾体类抗炎药(non-steroidal 
anti-inflammatory drugs, NSAIDs), 是临床传统

的抗炎镇痛药. 近年来也用于某些肿瘤防治及

研究, 发现其对多种体内移植瘤或诱发性肿瘤

具有一定的抗肿瘤作用[7,8]. 研究表明, 其抗癌机

制包括抑制环氧化酶COX-2减少, 抑制前列腺素

PGE2生成和抑制NF-κB活性或降低NF-κB结合

活性诱导凋亡等[9-11], 诱导肿瘤细胞凋亡与Bax
基因的上调有关[12,13]等, 但机制尚未完全阐明. 
本实验主要通过单独及联合应用As2O3与Aspirin
于肝癌Bel-7402细胞, 通过倒置显微镜观察细胞

形态变化, MTT观察药物作用后细胞的抑制率, 
流式细胞仪检测细胞凋亡及周期情况明确二者

在抗肝癌方面是否具有协同效应以及初步探讨

两种药物的协同抗癌机制, 以期为临床制定科

学有效的化疗方案提供理论和实验依据. 
研究表明, 倒置显微镜下观察As2O3与Aspi-

rin处理细胞, 发现细胞活力下降, 变小变圆, 且
形态不均, 贴壁能力下降. 我们通过MTT实验

得到证实, As2O3与Aspirin在抗肝癌效力方面呈

浓度依赖性, 随着药物浓度的增加, 抗癌效力越

来越强, 与对照组相比, 差异具有统计学意义

(P <0.05), 且联合组与单用As2O3组比较, 具有显

著性差异(P <0.05). 通过流式细胞仪检测发现, 
阴性对照组Bel-7402凋亡率仅为3.94%±0.40%,  
2 μmol/L As2O3、4 μmol/L As2O3、0.4 mmol/L 
Aspirin和2 μmol/L As2O3+0.2 mmol/L Aspirin联
合作用后24 h, Bel-7402细胞凋亡率分别上升

至5.64%±0.56%、8.32%±0.822%、6.74%±

0.78%和7.35%±0.62%, 与阴性对照组相比, 凋
亡率均显著升高(P<0.05), 而2 μmol/L As2O3+0.2 
mmol/L Aspirin联合用药组与2 μmol/L As2O3单

用药组相比, 差异仍具统计学意义(P <0.05), 说
明两种药物联合应用, 在诱导Bel-7402细胞凋亡

方面具有协同作用. 通过对细胞周期的检测我

们发现, 在细胞周期方面, As2O3与Aspirin作用于

Bel-7402细胞后与阴性对照组相比, G1期细胞明

显减少, 而G2以及S期细胞明显增多, 差异具有统

计学意义(P <0.05). 细胞生长周期有G1/S和G2/M
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图  2  Bel-7402细胞周期情况. A: 对照组; B: 0.4 mmol/L Aspirin组; C: 4.0 μmol/L As2O3组; D: 联合用药组.
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■应用要点
本研究发现As2O3

与Aspirin具有协
同抗肝癌作用, 可
同时降低两药用
量, 实现了As2O3

的低毒高效抗癌
作用, 为临床制定
科学有效的化疗
方案提供了实验
及理论依据. 
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两个转换限制点, 其中G1/S决定周期时间[14], 故
二者协同诱导细胞凋亡作用可能通过影响这两

个转换限制点来影响细胞周期从而达到抑制细

胞增长的作用. 肿瘤细胞的G0期细胞是肿瘤复

发的根源,处于DNA复制前期阶段的G1期细胞的

减少会导致细胞增殖的抑制. 本实验研究表明, 
As2O3和Aspirin在抗肝癌方面具有协同效应, 二
者均可诱导肝癌细胞凋亡, 其作用机制可能与细

胞周期有关. 至今为止, 不同的NSAIDs可以诱导

肺腺癌细胞发生凋亡已有报道但其作用机制仍

不明确[15,16], 同一作者对不同的NSAIDs诱导食管

癌细胞凋亡的研究, 也先后得出不同的结论[17,18]. 
Aspirin作为临床常用的解热镇痛药, 价格低廉, 
易于购买, 不良反应小, 为肝癌联合用药提供了

新思路, 但其诱导肝癌细胞凋亡的作用机制有待

进一步研究与探讨. 
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本研究验证了As2-

O3与Aspirin协同
抗肝癌作用, 其作
用机制可能是通
过影响细胞周期
从而达到促细胞
凋亡, 具有一定的
临床应用价值.
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Abstract
AIM: To establish a rat model of Walker 256 liver 
cancer to evaluate the role of embolic agents, 
lipiodol (LP) and chemotherapeutic agents in 
transcatheter arterial chemoembolization. 

METHODS: Subcapsular implantation of carci-
noma tissue of Walker 256 in the liver was car-
ried out in 35 male SD rats. Tumor volume (V1) 
was measured by magnetic resonance imaging 
(MRI) on day 9 after implantation. All rats were 
randomly divided into experiment groups and 
control group by the agents which were injectd 
via the gastroduodenal artery to hepatic artery. 
The experiment groups included group A (n = 7), 
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联合丝裂霉素、碘油及肝动脉栓塞对大鼠肝癌的介入治疗

周利华, 彭俊红, 钱 坤, 钱 骏

®

■背景资料
60%-70%的肝癌
患者临床发现时
已进展到中晚期, 
失去了手术切除
的机会. 这部分患
者一般采用非手
术方法进行治疗, 
可获得较好的疗
效. 其中, 经导管
肝动脉化疗栓塞
术(TACE)已成为
治疗不可切除性
肝癌的重要手段.

mitomycin (MMC, 0.1 mg) + LP (0.1 mL) + he-
patic artery ligation (HAL); group B (n = 7), MMC 
(0.1 mg) + LP (0.1 mL); group C (n = 7), MMC (0.1 
mg) + HAL; group D (n = 7), LP (0.1 mL) + HAL. 
The control group (group E, n = 7) was given 
0.9% NaCl (0.1 mL). Tumor volume (V2) was as-
sessed by MRI (on day 9 after treatment) and the 
growth ratio of tumor (V2/V1) was calculated.

RESULTS: The mean tumor volume before and 
after treatment was 0.017 cm3 ± 0.008 cm3, 
0.038 cm3 ± 0.017 cm3; 0.019 cm3 ± 0.011 cm3, 
0.152 cm3 ± 0.069 cm3; 0.022 cm3 ± 0.010 cm3, 
0.302 cm3 ± 0.134 cm3; 0.019 cm3 ± 0.008 cm3, 
0.382 cm3 ± 0.049 cm3; and 0.021 cm3 ± 0.006 cm3, 
0.715 cm3 ± 0.307 cm3 in groups A, B, C, D and 
E, respectively. The tumor growth ratio (V2/V1) 
was 2.50 ± 1.08, 8.73 ± 2.38, 14.66 ± 4.96, 21.26 ± 
5.19, 33.10 ± 8.17 in groups A, B, C, D and group 
E, respectively. The tumor growth ratio was sig-
nificantly lower in the experiment groups than 
in the control group (all P < 0.05). There were 
significant differences in the tumor growth ratio 
among groups A, B, C and D (all P < 0.05).

CONCLUSION: Combined use of mitomy-
cin, lipiodol and hepatic artery ligation could 
achieve satisfactory results in the treatment of 
liver cancer.

Key Words: Mitomycin; Lipiodol; Hepatic artery in-
terventional therapy; Liver cancer

Zhou LH, Peng JH, Qian K, Qian J. Combined use of 
mitomycin, lipiodol and hepatic artery ligation for 
treating liver cancer in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(17): 1542-1546

摘要

目的: 建立Walker256大鼠肝癌模型, 探讨碘
油、栓塞及化疗在肝动脉化疗栓塞术中的
作用.

方法: 将皮下种植生长出的Walker256细胞
瘤结节切成约1.5 mm3大小的瘤块, 植入35
只♂SD大鼠肝包膜下, 植入后9 d用磁共振
(magnetic resonance imaging, MRI)测量肿瘤

■同行评议者
钱林学, 主任医师, 
首都医科大学附
属北京友谊医院
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■研发前沿
以 TA C E 为 基 础
的综合治疗方法
越来越多地用于
临 床 ,  充 分 了 解
TACE中各要素的
作用, 有助于制定
有效的治疗方案, 
提高疗效, 延长患
者的生存率.

体积V1, 经胃十二指肠动脉逆行插管至肝动
脉注入不同药物, 分为实验组: A组(n  = 7), 
0.1 mg丝裂霉素(mitomycin, MMC)+0.1 mL碘
油(lipiodol, LP)+肝动脉结扎(hepatic artery 
l igation, HAL); B组(n  = 7), 0.1 mg MMC 
+0.1 mL LP; C组(n  = 7), 0.1 mg MMC+HAL; 
D组(n  = 7), 0.1 mL LP+HAL; 对照组: E组(n  
= 7), 0.1 mL 0.9%生理盐水. 介入术后9 d采用
MRI测量肿瘤体积V2及肿瘤增长率(V2/V1).

结果: 介入治疗术前, A、B、C、D、E各组肿
瘤平均体积V1分别为: 0.017 cm3±0.008 cm3、

0.019 cm3±0.011 cm3、0.022 cm3±0.010 cm3、

0.019 cm3±0.008 cm3、0.021 cm3±0.006 cm3, 
术后肿瘤平均体积V2分别为: 0.038 c m3±

0.017 cm3、0.152 cm3±0.069 cm3、0.302 cm3

±0.134 cm3、0.382 cm3±0.049 cm3、0.715 cm3

±0.307 cm3. 肿瘤平均增长率V2/V1分别为: 
2.50±1.08、8.73±2.38、14.66±4.96、21.26
±5.19、33.10±8.17. 治疗后A、B、C、D各
实验组肿瘤平均增长率明显低于对照组E组
(P <0.05); A、B、C、D各组间两两比较肿瘤
平均增长率也具有显著性差异(P <0.05).

结论: 丝裂霉素与碘油及肝动脉结扎(LP+MMC+
HAL)三者联合应用治疗肝癌取得了满意的疗
效, 较其中任2种联合应用有明显优势, 有较好
的临床应用前景.

关键词: 丝裂霉素; 碘油; 肝动脉介入; 肝癌
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0  引言

目前, 外科手术包括部分肝切除及肝移植仍然

被认为是治愈肝癌最彻底、最有效的治疗手

段, 但符合治疗条件的患者不多, 西方国家大概

只有30%, 亚洲不到10%[1,2]. 而非手术疗法多种

多样, 如经导管肝动脉化疗栓塞术(transcatheter 
arterial chemoembolization, TACE)、射频消融

术(radio frequency ablation, RFA)、经皮无水

酒精瘤内注射(percutaneous ethanol injection, 
PEI)、微波治疗(microwave coagulation thera-
py, MCT)、电化学治疗(electrochemotherapy, 
ECT)、激光诱导热疗(laser-induced thermother-
apy, LITT)、冷冻治疗(cryotherapy)、放射治疗

(radiotherapy, RT)等. 其中, TACE已成为治疗不

可切除性肝癌的重要手段, 在部分选择性病例

中能取得显著疗效, 并能延长患者的生存率. 
TACE中化疗药一般与碘油混合形成碘油

乳剂使用, 提高瘤内化疗药的浓度, 并减轻全身

不良反应. 但近年来碘油作为栓塞剂这一说法

存在争议, 有学者认为其不能栓塞动脉, 而且没

有数据表明其可以缓慢地释放化疗药, 因此不

应被应用. 另外, 比较肝动脉注入化疗药-碘油

乳剂和TACE的疗效, 有研究表明两种治疗方法

无显著性差异[3,4]; 也有报道[5]认为采用肝动脉

注入化疗药-碘油乳剂治疗肝癌的生存率高于

TACE组, 还有研究结果与之完全相反[6]. 对于化

疗药而言, Pleguezuelo等[7]报道TACE的疗效并

不一定优于肝动脉栓塞(transarterial emboliza-
tion, TAE). 基于以上研究, 本实验主要建立与人

类原发性肝癌血供特点和生长方式极其相近的

Walker256大鼠肝癌模型, 探讨碘油、栓塞及化

疗在TACE术中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 200 g±20 g SD♂大鼠35只, 100 g±10 g 
SD♂幼鼠1只, 由华中科技大学同济医学院动物

中心提供. 其中幼鼠皮下种瘤用, 35只成年大鼠

供肿瘤肝脏移植所用. Walker256细胞悬液由上

海索研生物科技有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 Walker256大鼠肝癌模型的建立: 参考文

献[8,9]制作肝癌模型: 将Walker256细胞悬液

以1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 取0.4×107个

Walker256细胞注射于幼鼠背部皮下, 8 d后长出

直径约1 cm大小的瘤结节. 将携带母瘤动物处

死后取出瘤结节, 选择新鲜活组织部分切取约

1.5 mm3大小的瘤块, 植入另外35只大鼠肝左叶

包膜下. 
1.2.2 介入治疗前磁共振检查: 于瘤块接种9 d后
行磁共振扫描. 采用MR仪(Siemens, 3.0T), 选择

腕部小线圈, 测量肿瘤体积. 序列参数如下: SE
序列, T1WI: TR200 ms, TE3.98 ms; FSE序列, 
T2WI: TR3373 ms, TE86 ms; 矩阵256×256, 层
厚2.0 mm, 无间断横断面扫描. 根据肿瘤体积公

式V(cm3)=ab2/2计算肿瘤介入术前体积V1(其中

a: 肿瘤最大径, b: 与之呈垂直方向的最小径)[10]. 
1.2.3 介入治疗: 在完成MRI检查后将35只大鼠

随机分为实验组和对照组, 行肝动脉插管介入治

疗, 具体治疗方案如下: 实验组: A组(n  = 7): 经肝

动脉灌注丝裂霉素(mitomycin, MMC)(0.1 mg)+
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■创新盘点
临 床 上 由 于 肿
瘤、病例的多样
性 因 素 ,  通 过 收
集临床病例评价
TACE有一定难度. 
本研究主要建立
与人类原发性肝
癌血供特点和生
长方式极其相近
的Walker256大鼠
肝癌模型, 采用肝
动脉结扎和肝动
脉插管的方法, 评
价TACE中的三要
素: 碘油、栓塞及
化疗在TACE术中
相辅相成的作用. 

碘油(lipiodol, LP)(0.1 mL)+肝动脉结扎(hepatic 
artery ligation, HAL)(HAL替代栓塞术, 即TACE); 
B组(n  = 7): 经肝动脉灌注MMC(0.1 mg) + LP(0.1 
mL); C组(n  = 7): 经肝动脉灌注MMC(0.1 mg)+ 
HAL; D组(n  = 7): 经肝动脉灌注LP(0.1 mL)+ 
HAL. 对照组: E组(n  = 7): 经肝动脉灌注0.9%生

理盐水(0.1 mL). 根据各组治疗方案缓慢注药. 其
中, A、C及D组另外均行肝动脉结扎. 
1.2.4 MRI复查: 介入治疗术9 d后对各组大鼠

再次行MRI检查, 测得肿瘤体积V2. 根据介入

术前术后体积V1、V2计算肿瘤增长率(V2/V1×

100%). 
统计学处理 采用SPSS16.0进行统计分析, 

数据以mean±SD表示, 计量资料采用单因素方

差分析, 两两间比较采用LSD检验; 以P <0.05为
差异有统计学意义. 

2  结果

插管方法参照文献[8,9], 行胃十二指肠动脉逆行

插管(聚乙烯微导管, PortexPE10, 内径0.28 mm, 
外径0.61 mm, 德国海德堡Wenzel公司)至肝固有

动脉(图1). 所有大鼠均成功制作成肝癌模型, 肝
癌移植率100%, 3只大鼠在第2次MRI扫描前抵

抗力低下感染死亡. 介入治疗前肝癌移植大鼠

行常规MRI扫描, T1WI呈均匀低信号, T2WI呈
中－高信号, 边界较为清楚, 周围未见明显子灶, 
无腹水形成. 行不同介入治疗方案治疗后, 各组

肿瘤体积均有不同程度增大, MR信号欠均匀, 
病灶主体在T1WI上呈低信号, 在T2WI呈中-高
信号. 

M R I评价各组动物模型肝癌治疗效果如

下: MMC+LP+HAL治疗组的T1WI、T2WI图像, 
约为术前的2.5倍; MMC+LP治疗组的T1WI、
T2WI图像, 约为术前的8.7倍; MMC+HAL治
疗组的T1WI、T2WI图像, 约为术前的14.7倍; 
LP+HAL治疗组, 约为术前的21.3倍; 阴性对照

组T1WI、T2WI图像, 约为术前的33.1倍(图2). 
经统计学分析, A、B、C、D和E各组在介

入治疗前肿瘤体积无显著性差异(P >0.05), 而在

介入治疗9 d后LP+MMC+HAL组、LP+MMC
组、MMC+HAL组、LP+HAL组与对照组相

比, 肿瘤体积及增长率具有显著性差异(P <0.05); 
LP+MMC+HAL组、LP+MMC组、MMC+HAL
组、LP+HAL组两两间进行方差分析比较, 肿瘤

增长率具有显著性差异(P <0.05). 治疗前后, A、

B、C、D和E组肿瘤平均体积及增长率见表1. 

3  讨论

我国是肝癌高发国, 肝癌严重威胁着我国人民

的健康, 由于其发病隐匿, 进展迅速, 60%-70%
的病例临床发现时已进展到中晚期, 失去了手

术切除的机会. 这部分患者一般采用非手术方

法进行治疗, 可获得较好的疗效. 其中, TACE已
成为治疗不可切除性肝癌的重要手段[11]. TACE
治疗肝癌主要依赖于肝脏的双重血供, 正常肝

组织的血供75%来源于门静脉, 25%来自肝动脉. 
原发性肝癌大部分属于富血供肿瘤, 其血供正

好相反, 90%以上来自于肝动脉, 瘤周由门静脉

和肝动脉双重供血. TACE通过栓塞剂在不影响

正常肝组织血液灌注的情况下阻断肝癌的血供, 
引发肝癌组织缺血、缺氧, 促使癌细胞坏死. 

本实验用HAL替代栓塞术[12,13], MMC+LP+
HAL疗效优于MMC+LP, 通过肝动脉结扎阻断

肝动脉血流, 造成肿瘤组织局部缺血缺氧坏死, 
并且减少血流对碘油乳剂的冲洗, 使化疗药物

表  1  各组治疗方案治疗前后肿瘤平均体积及增长率比较 (mean±SD)

     分组 n       V1(cm3)       V2(cm3)      增长率

A组(MMC +LP+HAL) 6 0.017±0.008 0.038±0.017   2.50±1.08

B组(MMC+LP) 6 0.019±0.011 0.152±0.069   8.73±2.38

C组(MMC+HAL) 7 0.022±0.010 0.302±0.134 14.66±4.96

D组(LP+HAL) 6 0.019±0.008 0.382±0.049 21.26±5.19

E组(生理盐水) 7 0.021±0.006 0.715±0.307 33.10±8.17

图  1  胃十二指肠动脉逆行插管至肝动脉. 
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高浓度积聚于肿瘤组织, 高效杀伤肿瘤细胞. 该
结果与Hatanaka等[6]的报道相符: 应用碘油-化疗

药混合乳剂加明胶海绵的患者1、3、5年生存

率分别为86.3%、34.8%、26.1%, 而应用单纯碘

油-化疗药混合乳剂的分别为65.9%、36.2%、

18.1%. Takayasu等[14]也认为TACE组疗效优于没

有栓塞剂的碘油-化疗药组, TACE组1、3、5年
生存率分别为81%、46%、25%; 无栓塞剂治疗

组的分别为71%、33%、16%. 但也有研究表明

两种治疗方法无显著性差异[3,4], 还有报道[5]认为

采用肝动脉注入化疗药-碘油乳剂治疗肝癌的生

存率高于TACE组. 分析其原因可能与使用的栓

塞剂类型有关, 研究中没有统一永久性栓塞剂

和短暂性栓塞剂, 不能达到相同的效果. 
TACE中的化疗药一般与碘油混合, 以乳剂

的形式应用于进展性肝癌的治疗. 由于肝癌富

血供以及肝癌组织缺乏正常肝组织的Kupffer细
胞系统的特点, 碘油可以破坏毛细血管床, 通过

导向“虹吸”的作用, 携带化疗药物沉积于肿

瘤组织中, 延长化疗药与肿瘤组织的作用时间, 
诱导肿瘤细胞广泛坏死, 同时减轻全身不良反

应. 碘油可在肿瘤组织中沉积数星期甚至数月, 
靶向提高局部化疗药物的浓度. Nakamura等[15]

比较肝动脉注射阿霉素与阿霉素-碘油乳剂2种
治疗方法, 发现后者阿霉素可以从碘油乳剂中

缓慢释放, 集中于肿瘤组织中, 而血液中阿霉素

浓度很低. 这充分表明了碘油的携带作用. 本实

验中MMC+LP+HAL组疗效优于MMC+HAL组
体现了碘油的用处. 但单独使用碘油的意义不

大, 所以MMC+HAL组疗效优于LP+HAL组, 正
如Takayasu等[16]报道, 单纯的碘油是没有实在的

治疗作用的. 
碘油除了携带剂的作用外, 还具有栓塞功

能, 他可以栓塞肿瘤周边供血门静脉分支[17]. 有
研究表明[18], 与无碘油的化疗栓塞相比, TACE中
的碘油沉积于肿瘤周边的门静脉分支, 有加强

抗肿瘤的作用, 被认为是抗肿瘤的增强因子. 而
且碘油大量沉积于门静脉可以使局部肿瘤的复

发率大大降低[19]. 
TACE和TAE在肝脏恶性肿瘤中经常应用, 

TACE是TAE与化疗药物联合使用的综合治疗方

法. Takayasu等[16]阐明经肝动脉注射阿霉素-碘
油乳剂, 随后栓塞疗效优于单纯栓塞. 本实验中

肝动脉结扎替代栓塞术, MMC+LP+HAL疗效优

于LP+HAL, 与报道相符. Llovet等[20]也通过临床

病例证实TACE的疗效优于TAE, 统计TACE患者

1、2年生存率分别为82%、63%, TAE的分别为

75%、50%. 但也有研究表明, TACE疗效并不一

定优于TAE[9]. 追其原因可能与肝癌对化疗药的

敏感性、单一用药和联合用药以及TACE的技

术问题以致化疗药未产生作用等有关. 
临床上由于肿瘤、病例的多样性因素, 通

A B C D

E F G H

I J

图  2  MRI评价各组动物模型肝癌治疗效果. A, B: MMC+LP+HAL治疗组的T1WI、T2WI图像, 约为术前的2.5倍; C, D: 

MMC+LP治疗组的T1WI、T2WI图像, 约为术前的8.7倍; E, F: MMC+HAL治疗组的T1WI、T2WI图像, 约为术前的14.7倍; 

G, H: LP+HAL治疗组, 约为术前的21.3倍; I, J: 阴性对照组T1WI、T2WI图像, 约为术前的33.1倍.

■同行评价
本文实验设计思
路很好, 有很好的
创新性, 并有较好
的临床研究和应
用价值.
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过收集临床病例评价TACE有一定难度. 本研究

主要建立与人类原发性肝癌血供特点和生长方

式极其相近的Walker256大鼠肝癌模型, 采用肝

动脉结扎和肝动脉插管的方法, 评价TACE中的

3要素(碘油、栓塞及化疗)在TACE术中相辅相

成的作用. 但是仍存在一些问题: Walker256大
鼠肝癌模型没有经过自然条件下肝炎、肝硬化

的过程, 不能完全等同于人类原发性肝癌, 选取

更好的肝癌模型还有待进一步研究. 目前国际

上对栓塞剂的种类、标准大小、剂量尚没有统

一标准方案, 以致同种治疗方案的治疗效果可

能存在差异. 碘油与化疗药结合形成油包水型

制剂、水包油型制剂、三明治式法注入肝动脉, 
哪种更能缓慢释放化疗药; 化疗药如何选择疗

效更好; 化疗药-碘油与栓塞剂何时注入肝动脉

可以充分发挥各自的作用等还有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To explore the regulatory effect of ethanol 
extract from radix of Actinidia chinensis (EERAC) 
on tumor growth and cell apoptosis in HT-29 hu-
man colon cancer xenografts in nude mice. 

METHODS: Forty Balb/c-nu/nu nude mice 
were used to prepare xenograft models of HT-29 
human colon cancer, and model mice were ran-
domly divided into five groups (n = 8), including 
three treatment groups (treated with 5, 10 and 20 
mg/kg of EERAC, respectively), normal control 
group (treated with normal saline) and positive 
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藤梨根提取物对HT-29荷瘤裸鼠的抑制及诱导凋亡作用
的影响

陈永杰, 史仁杰

®

■背景资料
大肠癌是最常见
的消化系肿瘤之
一, 对人类健康的
威胁性极大, 中药
藤梨根是大肠癌
术后常用的有效
药 物 ,  其 抗 癌 的
机制尚未完全明
确; Bcl-2、Bax、
Caspase-3调控肿
瘤增殖与凋亡的
重要调控基因, 可
在一定程度上反
应抗肿瘤药物的
内在机制.

control group (treated with 5-FU, 25 mg/kg). 
After 8 d of treatment, spleen index and tumor in-
hibition rate were determined; the degree of NK 
cell activity was measured by culturing spleen ef-
fect cells; and the expression of apoptosis-related 
proteins Bcl-2, Bax and Caspase-3 in tumor tissue 
was determined by immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared to the control group, EE-
RAC treatment had obvious inhibition on the 
growth of HT-29 xenograft tumor. The inhibi-
tion rate for each dose group was 9.12%, 20.13% 
and 37.81%, and there is a positive correlation 
between tumor growth inhibition and drug 
dose. Compared to the saline group and 5-Fu 
group, EERAC treatment significantly increased 
the spleen index (all P < 0.05) and the activity of 
NK cells (all P < 0.05), decreased the expression 
of Bcl-2 and Bcl-2/Bax ratio, and up-regulated 
the expression of Bax and Caspase-3 in a dose-
dependent manner. 

CONCLUSION: EERAC inhibits tumor growth 
and induces cell apoptosis in HT-29 human co-
lon cancer xenografts in nude mice possibly via 
mechanisms associated with the inhibition of 
Bcl-2 expression, lowering of Bcl-2/Bax ratio, and 
up-regulation of  Bax and Caspase-3 expression.

Key Words: Ethanol extract from radix of Actinidia 
chinensis; HT-29 cells; Transplanted tumors; Prolif-
eration; Apoptosis

Chen YJ, Shi RJ. Effect of ethanol extract from radix of 
Actinidia chinensis on tumor growth and cell apoptosis 
in HT-29 human colon cancer xenografts in nude mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1547-1552

摘要
目的: 研究藤梨根提取物(ethanol extract from 
radix of Actinidia chinensis, EERAC)对人大肠
癌HT-29荷瘤裸鼠移植瘤的抑制和诱导凋亡
作用. 

方法: 提取EERAC, 以大肠癌HT-29细胞对40
只Balb/c-nu/nu裸鼠进行荷瘤造模, 并随机将分

■同行评议者
牛英才 ,  研究员 , 
齐齐哈尔医学院
医药科学研究所
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■研发前沿
肛肠科常用中药
藤 梨 根 ,  经 临 床
实 践 证 明 ,  有 着
较好的抗肿瘤作
用 ,  其疗效确切 , 
越来越受到人们
关注藤梨根抗肿
瘤的化学成分和
药理作用虽己有
初 步 的 研 究 ,  但
其有效部位、作
用机制缺乏系统
的药理跟踪研究.

为3个EERAC处理组(低剂量组5 mg/kg、中剂
量组10 mg/kg、高剂量组20 mg/kg), 空白对照
组(生理盐水)和阳性对照组(5-Fu, 25 mg/kg), 
每组8只, 连续用药8 d后, 测定各实验组的肿
瘤抑制率、脾脏指数. 通过脾脏效应细胞培
养, 测定NK细胞的活性度. 免疫组织化学法
测定各组荷瘤裸鼠体内凋亡相关基因Bcl-2、
Bax、Caspase-3的蛋白表达水平. 

结果: 与空白对照组相比, EERAC对HT-29移
植瘤均有明显的抑制作用, 各剂量组的抑瘤率
为9.12%、20.13%、37.81%, 与药物剂量呈正
比; EERAC各剂量组对荷瘤裸鼠脾脏指数较
生理盐水组和5-Fu组有显著增加(P <0.05); 不
同剂量的EERAC均可使NK细胞活性度增加
(P<0.05); EERAC作用后, HT-29荷瘤裸鼠体内
的Bcl-2表达减弱, Bax、Caspase-3表达水平
增高, Bcl-2/Bax比值下降, 其作用也呈剂量相 
关性. 

结论: EERAC对大肠癌细胞HT-29荷瘤裸鼠具
有抑制瘤体生长和诱导癌细胞凋亡的作用, 其
作用机制可能为抑制荷瘤裸鼠体内Bcl-2的表
达, 提高Bax、Caspase-3表达水平, 下调Bcl-2/
Bax. EERAC对荷瘤裸鼠免疫系统无不良影
响, 且能一定程度上提高机体的免疫功能. 

关键词: 藤梨根提取物; HT-29细胞; 移植瘤; 增殖; 

凋亡
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0  引言

藤梨根是植物猕猴桃科猕猴桃属中华猕猴桃

(actinidia chinensis planch)的根, 又名阳桃根. 其
味咸、酸、涩, 性凉, 无毒, 主要功效为清热解

毒、祛风除湿、利尿止血, 是常用的治疗大肠

癌的中草药之一. 其抗癌作用符合的中医有关

大肠发病的“癌毒”[1]和“湿热致病”学说的

相关治则. 临床上, 朱秀山等[2]用昭黄散(藤梨

根为主药)治疗不能手术胃癌患者72例, 疗效与

5-Fu相当, 能明显提高生存质量和延长生存时

间, 不良反应明显小于西药对照组. 薛瑞等[3]将

体外培养的人胃腺癌SGC-7901细胞接种于Balb/
c裸鼠的皮下, 建立人胃癌移植瘤模型, 以藤梨根

醇提物大、中、小剂量组、阴性对照组、康力

欣胶囊对照组进行疗效对比观察, 提示藤梨根

乙酸乙酯提取物具有抑瘤作用, 其机制可能与

提高机体的免疫功能有关. 基于上述的研究基

础, 本实验将观察藤梨根提取物(ethanol extract 
from radix of Actinidia chinensis, EERAC)对大肠

癌细胞HT-29荷瘤裸鼠的肿瘤抑制作用和诱导

凋亡的影响, 并探讨其可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 藤梨根提取物根据中国科学院化学研

究所公布的藤梨根抗癌有效活性成分醇提取工

艺(专利公开号: CN1977869A), 由中国药科大

学生命科学院实验中心制备; 胎牛血清为上海

尚宝产品; RPMI 1640培养基为Hyclone公司产

品; 0.25%胰酶为天津吉诺生物公司产品; DAB
显色试剂盒; Bcl-2、Bax、Caspase-3抗体(鼠抗

人多抗, 稀释度1∶80)、生物素IgG为南京凯基

产品; MTT、BIOSHARP、Amresco0793; 5-氟
尿嘧啶(5-Fu)注射液为北京舟鼎国公司产品; 倒
置显微镜(LeicaDMIL, Germany); 24孔/96孔培

养板及细胞培养瓶为美国Corning/costar公司产

品; Elx800多功能酶标仪为美国Bioelisa reader公
司产品; Balb/c-nu/nu裸鼠,♂, 7周龄, 40只, 体质

量18-22 g, 购自上海克莱斯动物公司, 许可证号: 
SCXK(沪)2003-0003; 裸鼠在中国药科大学中

心实验室, 无特定病原体SPF级动物房饲养, 温
度21 ℃-25 ℃, 湿度45%-55%. 人大肠癌细胞株

HT-29购自中国科学院上海细胞库. 
1.2 方法

1.2.1 藤梨根抗癌有效活性成分的制取: (1)称取藤

梨根1 000 g, 溶于5 000 mL乙醇, 回流10 h, 提取3
次, 合并提取液后蒸发, 干燥后进行硅胶柱色谱

分离并利用二氯甲烷、甲醇和乙酸溶液进行梯

度洗脱, 在400 ℃除去溶剂, 收集粉状物, 真空干

燥24 h; (2)蒸馏水100 mL, 加入步骤(1)所制作的

干燥品100 g, 原液稀释成50 mg/L、100 mg/L、
200 mg/L药物浓度, 所得溶液用0.22 μm微孔滤膜

无菌过滤, 分装, 置4 ℃冰箱备用. 
1.2.2 藤梨根有效活性成分醇提取物的质量控

制: (1)EERAC主要成分的鉴定: EERAC的主要

活性化学成分为三萜皂苷类, 对所提取的EE-
RAC采用醋酐浓硫酸反应和泡沫实验加以鉴定: 
醋酐浓硫酸反应(Liebrmann Burchard反应)呈现

红紫色并接着变成污色绿色. 可考虑样品中含

三萜类、皂苷或甾类. 泡沫实验, 若显示两管中

泡沫高度相等, 证实其主要成份为三萜皂苷. 
1.2.3 HPLC(高效液相色谱)指纹图谱鉴定: 药藤

梨根由南京中医药大学中药与生药重点实验室
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■相关报道
朱秀山等用昭黄
散(藤梨根为主药)
治疗不能手术胃
癌患者72例, 疗效
与5-Fu相当, 能明
显提高生存质量
和延长生存时间, 
不良反应明显小
于西药对照组, 证
实昭黄散能明显
抑制胃癌患者的
病情进展.

物进行测定, 标本存放于南京中医药大学标本

馆. 在测定中, 运用HPLC-DAD对10批次的藤梨

根样品进行了分析研究. 结果显示, HPLC-DAD
获得的指纹图谱, 显示本实验使用的中药藤梨

根各批次化学成分稳定均一, 具有可重复性. 
1.2.4 HT-29荷瘤裸鼠造模: (1)分组: 随机将40只
Balb/c♂裸鼠, 分为5组: 生理盐水组(空白对照

组)、5-Fu组(阳性对照组)、EERAC高剂量组20 
mg/kg、EERAC中剂量组10 mg/kg、EERAC低
剂量组5 mg/kg, 每组8只; (2)造模: 在无菌操作

环境下, 将HT-29传代后, 稳定培养24 h, 在指数

生长期, 调整细胞浓度至1×107个/mL. 加入适量

的生理盐水, 以200 μL/只的细胞悬液浓度, 注射

器接种于裸鼠右腋皮下, 操作在1 h内完成; (3)给
药: 分组后, 5-Fu组按25 mg/kg体质量, 腹腔注射; 
EERAC组, 按0.2 mL/10 g等容量不等浓度(分别

为EERAC 20 mg/kg、10 mg/kg、5 mg/kg[4,5]), 灌
胃给药, 每天1次, 连续8 d. 生理盐水组灌服相同

体积的生理盐水. 
1.2.5 EERAC对荷瘤裸鼠体质量的影响: 造模

后、取材前测量实验裸鼠体质量, 记录差值. 
1.2.6 EERAC对裸鼠种植瘤的生长抑制作用: 裸
鼠颈椎脱臼处死, 750 mL/L乙醇浸泡3 min, 取出

裸鼠置于无菌纸上, 取出瘤体和脾脏并称质量. 
瘤质量(g). 抑瘤率 = (C-T)/C×100%, T为各处理

组平均瘤质量, C为生理盐水组平均瘤质量. 
1.2.7 EERAC对荷瘤裸鼠免疫功能的影响: 前期

处理同实验2.4, 摘取裸鼠脾脏并测量, 脾指数 = 
脾脏质量(mg)/裸鼠体质量(g). 
1.2.8 MTT法测定NK细胞活性度: (1)HT-29细胞

传代并用RPMI 1640培养液调配细胞终浓度为

4×105个/mL; (2)脾细胞悬液的制备: 无菌取脾, 
在完成脾脏测量后, 移入的培养皿中, 进行沉

降, 高速离心, 裂解红细胞后, 用RPMI 1640培养

液调整细胞浓度为2×107个/mL; (3)NK细胞(效
应细胞)分离: 步骤(2)所得溶液取1 mL用RPMI 
1640稀释至2×106/mL, 分别按5 mg/L的终浓度

加入ConA, 于37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养

24 h, 利用贴壁效应去除成纤维细胞、单核巨

噬细胞等基质细胞, 通过尼龙毛柱过滤去除B细
胞, 余液加入rhIL-2, 令NK细胞贴壁生长, 收集

NK细胞; (4)NK细胞活性检测: 取靶细胞和效应

细胞各50 μL(效靶比50∶1), 置37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中培养4 h, 在酶标仪490 nm处测定各

孔吸光度(A )值, 以各组A值代表NK细胞活力. 
1.2.9 免疫组织化学法测定凋亡相关基因Bax、

Bcl-2、Caspase-3的蛋白表达变化: (1)组织处理: 
取厚度<0.2 cm的组织块, 10%的中性缓冲甲醛

液固定10-12 h; (2)组织脱水、透明、浸蜡: 组织

经固定后进行无水酒精脱水l h×3次、二甲苯

透明化处理l h×2次, 65 ℃以下进行浸蜡及包埋; 
(3)切片: 切片厚度为5 μm, 切片在60 ℃温箱中

60 min, 垂直烤片; (4)免疫组织化学染色: 切片常

规脱蜡至水; 加入3%H2O2于室温下10 min灭活

内源性酶; 0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH 6.0)进
行热修复抗原; 5%BSA封闭液; 滴加Caspase-3、
Bcl-2、Bax抗体, 用PBS(pH 7.4)洗2 min×3次; 滴
加IgG, PBS(pH 7.4)洗2 min×3次; 再滴加SABC, 
37 ℃ 20 min. PBS(pH 7.4)洗5 min×4次; DAB显
色: 室温显色, 时间为5-30 min; HE染色, 脱水, 透
明, 封片. 显微镜观察, 摄片. 采用Image-Pro Plus 
6.0图像分析系统, 计算积分吸光度(IA)值. 

统计学处理  SPSS17.0分析, 数据以mean±
SD表示, 计量资料用t检验, 计数资料用χ2检验分

析, 多组间比较用方差分析, 百分数用U检验.

2  结果

2.1 EERAC对荷瘤裸鼠体质量的影响 实验进行

过程到第4天, 5-Fu组出现1只裸鼠死亡, 症状表

现为极度瘦弱, 其原因可能与5-Fu所导致的不

良反应有关. 与生理盐水组比较, 除EERAC低

剂量组能明显增加荷瘤裸鼠的体质量(P <0.05)
外, EERAC中、高剂量组对荷瘤裸鼠的体质量

均无明显影响, 而5-Fu组裸鼠体质量明显下降

(P <0.05, 表1). 
2.2 EERAC对裸鼠种植瘤生长抑制作用 与生理

盐水组比较, EERAC中、高剂量组和5-Fu组能

显著降低荷瘤裸鼠的瘤体质量(P <0.05 vs  中剂

量组, P <0.01 vs 高剂量组和5-Fu组), 与5-Fu组比

较, 而EERAC高剂量组无明显差异(P >0.05); 在
肿瘤抑制率上, EERAC实验组随着剂量的增加, 
抑瘤率不断上升, 而EERAC各剂量组均与5-Fu
组有明显差异(高剂量组为P <0.05, 中、低剂量

组为P <0.01, 表1). 
2.3 EERAC对荷瘤裸鼠免疫器官的影响 脾脏指

数高剂量组为6.14±0.42、中剂量组为6.67±
0.59、低剂量组为3.98±0.45、5-Fu组为3.98±
0.45、生理盐水组为4.91±0.38. 与生理盐水组

比较, EERAC各剂量组均能非常显著增加荷瘤

裸鼠的脾脏指数(P <0.01), 而5-Fu组则非常显著

降低荷瘤裸鼠的脾脏指数(P <0.01). 
2.4 EERAC对NK细胞活性的影响 NK细胞活
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性高剂量组为0.924±0.041、中剂量组为1.067
±0.082、低剂量组为0.958±0.129、5-Fu组为

0.642±0.061、生理盐水组为0.812±0.027. 与
生理盐水组比较, E E R A C各剂量组均能明显

增加荷瘤裸鼠体内NK细胞的活性度(P <0.05或
0.01), 而5-Fu组则显著降低荷瘤裸鼠的NK细胞

的活性(P <0.05). 
2.5 HT-29荷瘤裸鼠体内Bcl-2、Bax、Caspase-3
的表达变化 经过HE染色后, 吸光度测量的IA值

显示, EERAC高剂量组为Bcl-2: 0.308±0.024, 
Bax: 0.341±0.006, Caspase-3: 0.331±0.008; EE-
RAC中剂量组为Bcl-2: 0.319±0.011, Bax: 0.322
±0.008, Caspase-3: 0.325±0.014; EERAC低剂

量组为Bcl-2: 0.329±0.021, Bax: 0.314±0.037, 
Caspase-3: 0.308±0.048; 5-Fu组为Bcl-2: 0.255
±0.097, Bax: 0.353±0.012, Caspase-3: 0.338±
0.031; 生理盐水组为Bcl-2: 0.354±0.018, Bax: 

0.309±0.023, Caspase-3: 0.309±0.023; 与生理

盐水组比较, 5-Fu组、EERAC高剂量组的Bax、
Caspase-3的表达水平均有明显升高(P <0.01, 其
中EERAC中剂量组也能显著增强Caspase-3的表

达, P <0.01), 从Bax表达图像可见, 随着EERAC
剂量的增加, 蓝染颜色变深, 蓝染细胞的数量增

多; 而5-Fu组、EERAC高剂量组均能明显降低

Bcl-2的表达(P <0.05). EERAC对Bcl-2、Bax、
Caspase-3蛋白表达的影响呈剂量相关性(图1). 

3  讨论

肿瘤的发生是一个多因素、整体病变的过程, 
其过程涉及机体多方面的改变[6], 其中免疫监控

的失效或功能状态的低下是其重要的发病因素. 
既往研究表明[7], 癌细胞移植造模后, 能引起裸

鼠脾脏指数下降, NK细胞活性度低下, 免疫功能

抑制的紊乱状态. 机体内的NK细胞是早期肿瘤

表  1  EERAC对HT-29裸鼠体质量、平均瘤重和肿瘤抑制率的影响

     
分组 剂量 [mg/(kg•d)]

       n                 体质量(g)
平均瘤质量(g) 肿瘤抑制率(%)

始 末           始           末

高剂量组         20  8  8 19.53±1.08 22.73±0.52   1.02±0.10b        37.81d

中剂量组         10  8  8 19.97±1.10 23.21±0.46   1.31±0.12a        20.13c

低剂量组           5  8  8 20.04±1.21 25.87±1.16a   1.53±0.25          9.12c

5-Fu组         25  8  7 19.82±1.12 21.68±1.33a   0.86±0.14b         46.84

生理盐水组  8  8 19.73±1.03 24.21±0.29   1.71±0.18

aP<0.05, bP<0.01 vs  生理盐水组; cP<0.05, dP<0.01 vs   5-Fu组.

A B

ED

C

图  1  Balb/c裸鼠瘤组织在不同剂量EERAC作用下Bax的表达(×200). A: 生理盐水组; B: 5-Fu组; C: EERAC高剂量组; D: 

EERAC中剂量组; E: EERAC低剂量组.

■应用要点
本研究为中药藤
梨根治疗大肠癌
的临床应用和新
剂型的开发, 提供
客观的实验依据.
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免疫的重要效应细胞, 具有广谱的抗肿瘤性, 既
能直接杀伤肿瘤细胞, 又可以通过细胞毒性作

用间接抑制癌细胞增殖[8,9]. 本研究结果显示, 荷
瘤裸鼠NK细胞的活性处于明显低下的状态, 脾
指数降低, 表明其免疫功能紊乱, 而EERAC实验

组荷瘤裸鼠的脾脏, NK细胞的活性度明显升高, 
提示EERAC能在一定程度纠正荷瘤裸鼠免疫失

衡状态, 提高免疫功能, 从而实现肿瘤生长的调

控. 在实验过程中发现, EERAC对大肠癌细胞荷

瘤裸鼠的瘤体生长具有明显抑制作用, 与剂量

呈正相关作用, 虽然EERAC实验组的抗肿瘤作

用要弱于5-Fu组, 但5-Fu组荷瘤裸鼠脾脏指数和

NK细胞活性度显著下降, 对免疫系统有较强的

不良反应, 而EERAC无免疫抑制作用, 还能一定

程度地增加裸鼠的免疫力, 体现出其药物的安

全性. 在EERAC低剂量时, 有明显增加荷瘤裸鼠

体质量的作用(P <0.05), 该现象的原因初步估计

为低剂量EERAC作用时, 与诱导肿瘤细胞的分

化有关, 有待今后的实验进一步验证. 
细胞凋亡是在凋亡刺激信号作用下, 激活

细胞内部的程序变性和死亡机制, 并经过各种

凋亡信号和转导途径协同完成, 而细胞表面死

亡受体通路和线粒体通路是目前公认的两条重

要的调节细胞凋亡的途径[10]. Bcl-2家族蛋白在

细胞凋亡中具有重要作用, 其主要功能为调控

线粒体凋亡途径. Bcl-2属于Bcl-2家族中抑制细

胞凋亡的重要基因, 在大肠癌的发生发展中具

有重要意义[11,12], Bax是Bcl-2家族中最重要的凋

亡促进基因, 同时也对凋亡抑制基因Bcl-2起着

主要调控作用[13,14], 其表达水平的变化, 能反映

肿瘤的发生发展和预后及肿瘤细胞对治疗药物

的敏感性[15]. 在线粒体凋亡途径中, Caspase蛋白

家族处于细胞凋亡信号转导的中心位置, 而Cas-
pase-3是信号转导通路中的核心效应分子, 他能

导致细胞发生一系列凋亡形态和生化改变[16,17].
本研究发现, 经EERAC作用后, 裸鼠肿瘤

组织中Bax蛋白表达水平较空白对照组增高, 而
Bcl-2蛋白的表达降低, Bcl-2/Bax比值显著低于

对照组(P <0.05), 其中以增强Bax的表达为主; 
在Caspase-3的表达上也显著高于空白对照组

(P <0.01), 提示EERAC的抗癌机制可能是通过

抑制Bcl-2的表达, 下调Bcl-2/Bax的比值, 增强

Bax、Caspase-3的表达, 从而激活线粒体凋亡途

径来实现的. 从EERAC对HIT-29荷瘤裸鼠机体

免疫功能的提高, 抑制肿瘤增殖和诱导肿瘤细

胞凋亡方面, 说明中药藤梨根的抗肿癌作用具

有多靶点、多中心的效应, 其应用和开发前景

良好. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of intestinal epi-
thelial cell (IEC)-derived integrin αVβ6 on the 
biological characteristics of bone marrow-derived 
dendritic cells (BMDCs).

METHODS: IECs and BMDCs were separated 
from BALB/c mice and cultured. After IECs were 
stimulated with ovalbumin (OVA), exosomes 
were prepared by multiple-step centrifugation. 
The expression of integrin αVβ6 in exosomes was 
examined by using the immune colloidal gold 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年6月18日; 20(17): 1553-1558
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

肠上皮细胞来源整合素αVβ6对树突状细胞功能的影响

李晓蕾, 郑鹏远, 李付广, 刘志强

®

■背景资料
食物过敏在世界
上广泛存在, 最近
几十年发病率在
全球范围内提高, 
然而食物过敏的
病因和发病机制
尚不清楚. 

technique. Dendritic cells (DCs) were separated 
using immunomagnetic beads, and the concentra-
tion of DCs was determined by flow cytometry. 
DCs were then divided into five groups: blank 
group, OVA group, exosomes group, exosomes 
plus anti-αVβ6 antibody group, and exosomes 
plus goat anti-mouse IgG group. After these 
groups of DCs were treated with LPS, the expres-
sion of IL-12p70 was detected. In addition, the ex-
pression of active and total TGF-β1 was detected 
before LPS stimulation. 

RESULTS: Compared to the blank group, the 
expression levels of total TGF-β1 increased (both 
P < 0.05) and those of active TGF-β1 showed no 
significant changes (both P > 0.05) in the OVA 
group and exosomes plus anti-αVβ6 antibody 
group; and the expression levels of both active 
and total TGF-β1 increased in the exosomes 
group and exosomes plus goat anti-mouse IgG 
group (both P < 0.05). Compared to the blank 
group, the expression of IL-12p70 was signifi-
cantly reduced (both P < 0.05) in the exosomes 
group and exosomes plus goat anti-mouse IgG 
group, but showed no significant changes in the 
OVA group and exosomes plus anti-αVβ6 anti-
body group (both P > 0.05) 48 h after stimulation 
with LPS.

CONCLUSION: Intestinal epithelial cell-derived 
integrin αVβ6 can increase the expression of 
active TGF-β1 and total TGF-β1 in DCs and an-
tagonize LPS-induced BMDC maturation.

Key Words: Exosome; Integrin αVβ6; Dendritic 
cells; Transforming growth factor-β1

Li XL, Zheng PY, Li FG, Liu ZQ. Intestinal epithelial cell-
derived integrin αVβ6 affects the function of dendritic 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1553-1558 

摘要　
目的: 研究肠上皮细胞(intest inal ep i thel ial 
cells, IEC)来源的整合素αVβ6对骨髓来源树
突状细胞(bone marrow-derived dendritic cells, 
BMDCs)功能的影响. 

方法: 分离、培养小鼠IEC和DC, IEC经卵清

■同行评议者
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■研发前沿
最 新 研 究 发 现 , 
I E C 来 源 的 整 合
素αvβ6在肠道耐
受型树突状细胞
(TolDC)产生中可
能具有关键作用, 
成为研究热点. 

蛋白(ovalbumin, OVA)刺激后, 多步离心法制
备外泌体(exosome). 应用免疫胶体金对外泌
体中的整合素αVβ6进行定性, 通过免疫磁珠
技术, 分离获取DC, 流式细胞仪检测分离后
DC纯度. 然后将分离后的DC分5组, 分别为空
白组、OVA组、外泌体组、外泌体+抗整合
素αVβ6抗体组、外泌体+羊抗小鼠IgG组, 观
察各组对脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)刺激
的反应. ELISA法检测DC在LPS刺激前后IL-
12p70的表达. LPS刺激前活性转化生长因子
β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)以
及总TGF-β1的表达. 

结果: O VA组与空白组相比, 总T G F-β1表
达明显增高(226.636±40.355 vs  176.947±
23.072, P <0.05), 但活化TGF-β1表达无明显变
化(P >0.05). 空白组与外泌体+抗整合素αVβ6
抗体组相比, 活化T G F-β1表达无明显变化
(P >0.05), 但总TGF-β1表达明显增高(P <0.05). 
外泌体组和外泌体+羊抗小鼠IgG组与空白组
相比, 活化TGF-β1和总TGF-β1表达均明显增
高(P <0.05). 相比空白对照组, LPS刺激48 h后
外泌体组和外泌体+羊抗小鼠IgG组IL-12p70
表达明显降低(P <0.05), OVA组及外泌体+抗
整合素αVβ6抗体组IL-12p70表达无明显差异
(P >0.05).

结论: IEC来源整合素αVβ6能增加DC活性, 以
及TGF-β1和总TGF-β1的表达量, 并拮抗LPS
对BMDC的促成熟作用. 

关键词: 外泌体; 整合素αVβ6; 树突状细胞; 转化生

长因子β1
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0  引言

随着新型抗生素和疫苗的发展及其在临床上的

应用, 感染性疾病的治疗已取得巨大成功, 但是

在过去的几十年中, 过敏性疾病却呈现出明显

上升趋势[1]. 食物过敏(food allergy, FA)和相关疾

病在全球范围内迅速增加, 大约4%-8%的儿童

和1%-2%的成年人对食物抗原具有IgE介导的高

反应性[2]. FA是以肠道口服耐受受损和Th2极化

为特征的免疫反应, Treg功能失常将导致过敏性

疾病的发生[3,4], 导致口服耐受(oral tolerance)受
损和以Th2细胞为主的免疫反应. 耐受型树突状

细胞(tolerogenic dendritic cell, TolDC)[5,6]是一类

未成熟DC亚型, 高表达TGF-β或/和IL-10, 但表

达低水平共刺激分子, TolDC在Treg产生和口服

耐受中起关键作用. 
肠道黏膜细胞特别是肠上皮细胞(intes t i-

nal epithelial cells, IEC), 能够促进TolDC的分化
[7-9]. 正常IEC能够增加DC细胞表达TGF-β, 而
T G F-β在维持D C耐受表型中起重要作用 [10]. 
TGF-β主要通过与TGF-β受体结合来调节免疫

功能, 可通过凋亡方式诱导细胞死亡[11]. 整合

素αVβ6(integrin αVβ6)可结合在非活性(latent 
f o rm)TGF-β的羧基末端的精氨酸-甘氨酸-天
冬氨酸(arginine-glycine-aspartic acid)RGD序列 
上[12], 从而使TGF-β更易于与其受体结合并进一

步形成活化TGF-β. 外泌体是由一些细胞分泌

的直径在30-100 nm的小囊泡, 由多囊泡体膜与

细胞膜融合而生成[13,14], 他可作为细胞间信息传

递、转运的载体. IEC来源的外泌体能够携带细

胞成分和摄入的蛋白质成分, 从而诱导肠道免疫

反应[15,16]. 
卵清蛋白(OVA)因具有可靠的抗原性而被

认为是一种理想的食物抗原模型. 脂多糖(lipo-
polysaccharide, LPS)是内毒素, 可引起强烈免疫

反应, 促进炎性细胞分泌多种细胞因子. 由于肠

道组织分离的DC数量少, 无法满足实验需求, 所
以本研究是通过体外培养小鼠IEC和骨髓来源

DC, 用OVA刺激IEC后来源的外泌体与DC共同

培养, 用来研究整合素αVβ6对TolDC产生的影

响, 从而进一步了解食物过敏发生的分子机制, 
并为临床治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c小鼠购自河南省实验动物中心. 
明胶、胶原酶Ⅺ、中性蛋白酶Ⅰ、LPS、OVA
均购自北京鼎国公司; 高糖DMEM完全培养基

由高糖DMEM培养液(Gibco公司)、HEPES 2×
10-2 mol/L、L -谷氨酰胺2×10-3 mol/L、青霉素

100 kU/L、链霉素0.1 g/L和100 mL/L胎牛血清

(杭州四季青公司)构成; RPMI 1640完全培养基

由RPMI 1640培养液(Gibco公司)、HEPES 2×
10-2 mol/L、L -谷氨酰胺2×10-3 mol/L、青霉素

100 kU/L、链霉素0.1 g/L和100 mL/L胎牛血清

(杭州四季青公司)构成. 重组小鼠表皮生长因

(epidermal growth factor, EGF)、重组小鼠GM-
CSF(rmGM-CSF)、重组小鼠IL-4(rmIL-4)均购自

Peprotech公司. PE-抗小鼠CD11c(美国BioLegend
公司), 抗整合素αVβ6的单克隆抗体2G2(Biogen
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■相关报道
Y a n g 等 研 究 表
明, 体外培养IEC, 
经食物抗原刺激
后, IEC中整合素
αvβ6的表达量增
加; 体外得到的外
泌体经食物抗原
刺激后, 能够携带
整合素αvβ6和抗
原, 并可被树突状
细胞(DC)捕获.

公司, 美国), 小鼠IL-12p70、TGF-β1 ELISA定量

试剂盒(武汉博士德生物科技有限公司), 胶体金

标记马抗小鼠lgG(华美公司), 羊抗小鼠lgG(上海

工硕生物技术有限公司).
1.2 方法

1.2.1 小鼠肠上皮细胞的分离培养: 小鼠IEC分离

培养参照文献[17]: 孕17-19 d Balb/c小鼠, 颈椎

脱臼法处死, 浸入750 mL/L乙醇中5-7 min, 无菌

条件下取胎鼠肠组织, PBS液冲洗多次, 眼科剪

将肠组织剪碎至1 mm3, 用胶原酶Ⅺ和中性蛋白

酶Ⅰ消化肠组织, 滤网过滤后离心洗涤4次, 将
沉淀物用含有EGF 10 μg/L的高糖DMEM培养基

重悬后转移至铺有2%明胶的细胞培养板上, 置
于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中常规培养, 48 h
后换液. 以后每72 h换液1次, 细胞为贴壁细胞, 
培育14 d收取细胞. 参照文献[17], 用HE染色进

行细胞形态学检查, 细胞呈圆形或多角形, 细胞

核为圆形或卵圆形, 核周可见空泡结构. 免疫组

织化学染色, 用抗小鼠CK-18抗体来定性小鼠肠

上皮细胞, 可见细胞质中出现棕黄色颗粒, 染色

细胞占细胞总数90%以上, 满足实验的要求. 
1.2.2 外泌体的制备: IEC在培养液中加入OVA 
20 mg/L刺激4 h后, 收集IEC, PBS液冲洗细胞

3次, 以去除多余的OVA, 再重新置于不含胎牛

血清的培养基过夜. 4 ℃ 300 r/min离心10 min, 
4 ℃ 1 200 r/min离心20 min, 4 ℃ 10 000 r/min离
心30 min, 以去除细胞碎片, 然后将上清液4 ℃ 
100 000 r/min超速离心1 h后, 收集外泌体, 重悬

于PBS液备用. 用紫外分光光度计对外泌体进

行定量, 最后用RPMI 1640完全细胞营养液调

整其浓度为1 g/L, Western blot和胶体金检测参

照试剂说明书进行操作. 每孔加入外泌体30 μL, 
6%PAGE分离胶进行SDS-PAGE电泳分离, 电转

移至醋酸纤维膜上, 加入一抗4 ℃结合10 h, 加入

胶体金标记的二抗孵育2 h, 观察染色结果.
1.2.3 小鼠骨髓来源树突细胞的分离培养: 取
Balb/c小鼠, 颈椎脱臼法处死, 浸入750 mL/L乙
醇中5-7 min, 无菌取出股骨和胫骨, 用灭菌注射

器抽取PBS液, 将针头从两端插入骨髓腔, 反复

冲洗出骨髓, 收入离心管中, 以1 500 r/min离心 
6 min, 弃上清, 加入红细胞裂解液, 移液管吹打

2-3 min, 离心洗涤后, 用RPMI 1640完全培养液调

整细胞浓度为2×108/L, 接种于6孔培养板, 每孔

3 mL, 加入添加20 μg/L的rmGM-CSF和10 μg/L
的rmIL-4的培养基, 置于37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱中培养. 48 h后全量换液, 之后隔天半量换

液. 收集培养7 d后的悬浮细胞, PBS液重悬细胞, 
轻轻吹打混匀. 取200 μL链霉亲和素标记磁珠与

CD11c抗体混匀, 磁条上过柱, 然后将含有DC细
胞PBS液在磁条上过柱, 磁珠抗体与DC复合物

滞留于柱内, 样品滴加完毕后, 将分选柱从磁分

离器上取下, 再向柱内滴加PBS液洗涤磁珠, 收
集冲洗液, 用PBS液重悬细胞, 调整细胞浓度至

1×109/L, 1 mL PBS重悬细胞, 流式细胞仪检测

CD11c阳性细胞达到90%以上, 达到实验要求. 
1.2.4 DC细胞和外泌体的共培养: 培养7 d的DC分
为5组: 分别为OVA组(加入OVA 20 mg/L)、空白

对照组(不加任何刺激物质)、外泌体组(加入外

泌体10 μL)、外泌体+抗整合素αVβ6抗体组(加
入外泌体10 μL和抗整合素αVβ6抗体10 mg/L)、
外泌体+羊抗小鼠IgG组(加入外泌体10 μL+羊抗

小鼠IgG 10 mg/L), 各组分别加入1 mg/L LPS共
培养, 收集LPS加入前后的上清液冻存待测. 
1.2.5 活性TGF-β1和总TGF-β1的检测: 收集各组

LPS刺激前的上清液, 分成2份, 一份加入2 mol/L
盐酸10 μL, 反应10 s后, 再加入2 mol/L的碳酸

氢钠10 μL; 另一份加入2 mol/L盐酸10 μL和 
2 mol/L的碳酸氢钠10 μL发生化学反应后的混

合液. 按ELISA试剂盒说明书进行操作, 未经过

盐酸酸化的为活化TGF-β1量, 经盐酸酸化的为

总TGF-β1量. 
1.2.6 IL-12p70的检测: 收集各组LPS刺激前后的

上清液, 检测各组LPS刺激前后IL-12p70的表达

量, 按ELISA试剂盒说明书进行操作. 
统计学处理 结果以mean±SD表示, 实验结

果采用SPSS17.0统计软件包分析, 用单因素方差

分析比较各组间的统计学差异, 采用α = 0.05为
假设检验标准. 

2  结果

分离培养后的小鼠IEC的HE和CK-18免疫组织化

学染色如图1. 整合素αVβ6的免疫胶体金标注如

图2, 流式细胞仪筛选分析DC的结果如图3.
2.1 细胞因子TGF-β1量的变化 OVA刺激DC后,
与空白组对比, 总TGF-β1表达(226.636±40.355 
vs  176.947±23.072, P <0.05)明显增加, 而活化的

TGF-β1表达(43.322±13.479 vs  35.930±10.108, 
P >0.05)无明显变化. 外泌体组与空白组相比, 
活化TGF-β1表达(80.532±26.167 vs  35.930±
10.108, P <0.05)和总TGF-β1表达(210.749±
31.509 vs  176.947±23.072, P <0.05)均明显增加. 
与空白组对比, 抗整合素αVβ6抗体组总TGF-β1

李晓蕾, 等. 肠上皮细胞来源整合素αVβ6对树突状细胞功能的影响					               1555
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■应用要点
本研究结果显示, 
I E C 来 源 的 整 合
素αvβ6可以使转
化生长因子(TGF)
发 生 活 化 ,  并 能
够有效抑制脂多
糖(LPS)对DC的
催 熟 作 用 ,  提 示
IEC来源的整合素
αvβ6在TolDC产
生中具有重要作
用, 为后期研究提
供理论依据.

表达明显增加(P <0.05), 而活化TGF-β1表达无

明显变化(P >0.05), 作为对照抗体羊抗小鼠IgG
组活化T G F-β1和总T G F-β1表达均明显上升

(P <0.05, 图4A, 表1). 结果提示IEC来源的αVβ6
可以使非活性的TGF-β1转换成活化状态. 
2.2 细胞因子IL-12p70量的变化 LPS刺激前, 各
组IL-12p70表达无明显的差异. LPS刺激后, 与空

白组对比, 外泌体组和对照抗体羊抗小鼠IgG组

IL-12p70表达明显降低(P <0.05), OVA组和抗整

合素αVβ6抗体组与空白组对比表达无明显差异

(P >0.05). 外泌体组有效地抵抗了LPS的促成熟

作用(图4B, 表2). 

3  讨论

FA和相关疾病在世界上广泛存在 ,  但其发病

机制仍不清楚. 一般认为Th2细胞极化、DC激

活、Treg、微生物产物及食物蛋白等参与FA的

发生发展[18,19]. 口服耐受是指通过口服途径接触

抗原后, 机体免疫系统对该抗原表现为低反应

状态, 即免疫抑制状态. 口服免疫耐受功能受损

或诱导口服耐受的失败将导致肠道对食物抗原

的高反应性[20]. 口服耐受表现为肠道免疫环境的

一种特殊状态, 是多种免疫细胞参与的复杂网

路[20], 其机制可能包括克隆无反应力或克隆清

除, 或Treg产生及其调节作用, 活化的Treg能够

表达调节性分子TGF-β、IL-10, 从而抑制其他T

细胞(如Th1和Th2细胞)的功能. Treg活性丧失很

可能在打破口服耐受和食物过敏发生中起重要

作用[21,22], 而TolDC在Treg产生和口服耐受中起

关键作用. 肠道固有层拥有更多的TolDC, IEC在
该细胞产生过程中具有重要作用, 而TolDC能够

使肠道针对食物抗原保持免疫耐受状态. 
α V β6是整合素α V亚家族的一种 (包括 : 

αVβ1、αVβ3、αVβ5、αVβ6和αVβ8), 只在肠

道、呼吸道上皮细胞中表达. 他在正常上皮细

胞中表达量很少或难以检测, 但其表达量随着

上皮细胞的激活而迅速增加[23]. 我们前期研究结

果显示: 体外培养IEC, 经食物抗原刺激后, IEC
中αVβ6的表达量增加; 体外得到的外泌体经食

物抗原刺激后, 能够携带αVβ6和抗原, 并可被

DC捕获. DC可表达具有生物活性的IL-12p70, 
他是启动Th1反应的关键细胞因子, 可诱导Th0
向Th1分化, 启动细胞免疫, 决定免疫激活还是

免疫耐受. 基于前期研究基础, 我们推测: IEC来
源的αVβ6在肠道TolDC产生中可能具有关键作

用, 本实验表明经OVA刺激的IEC来源外泌体含

有αVβ6, 外泌体使DC表达活性TGF-β1的量明

显增加. TolDC高表达TGF-β, TGF-β1不影响DC

A

B

图  1  肠上皮细胞的HE以及CK-18免疫组织化学染色(×
200). A: HE染色; B: CK-18免疫组织化学染色.

aV b6

图  2  整合素αVβ6的免疫胶体金标注.

1000

  800

  600

  400

  200

      0

SS
C-

H
ei

gh
t

100           101          102           103          104

CD11c-PE

图  3  树突状细胞流式细胞分析图. 
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的分化, 因此也不影响DC的特异性标志CD11c
的表达, 但他抑制DC的成熟和IL-12p70的表达. 
研究发现, 当肠黏膜屏障被破坏, 上皮通透性增

高时, 食物抗原的经上皮转运会明显加强, 肠道

免疫系统对微生物产物和食物大分子抗原摄取

增多, 这样会加剧机体对食物抗原的Th2极化, 
发生食物过敏[24]. 

总之, 本实验证明, 完整的IEC经OVA刺激

后形成的含有αVβ6的外泌体对DC的成熟、功

能以及细胞因子的表达均有抑制作用. 在DC的
培养体系中加入IEC来源的αVβ6能够培养出更

为幼稚的DC, 且对外源性的刺激(LPS)呈低反应

性, 所以IEC来源的αVβ6在诱导免疫耐受上可

能更有优势, 对TolDC的产生具有关键作用. 
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图  4  TGF-β1以及IL-12p70的剂量曲线图. A: TGF-β1; B: IL-12p70; 1: 空白组; 2: OVA组; 3: 外分泌组; 4: 外分泌+抗整合素

αVβ6; 5: 外分泌组+羊抗小鼠IgG组.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Ezrin 
and human epidermal growth factor receptor 2 
(HER2) proteins in normal gastric mucosa and 
gastric cancer tissues and to analyze their corre-
lation with tumor invasion and metastasis. 

METHODS: Immunohistochemistry was per-
formed to detect Ezrin and HER2 protein expres-
sion using tissue microarray (TMA) containing 
paraffin-embedded normal gastric mucosa and 
gastric cancer tissue samples. Of 485 primary 
gastric adenocarcinoma samples detected, 19 
had well differentiated caner, 235 had moderate-
ly differentiated cancer, and 231 had poorly dif-
ferentiated cancer; 353 had lymph node metas-
tasis; 166 had TNM stage I to II cancer, 319 had 
stage III to IV cancer. Forty paraffin-embedded 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年6月18日; 20(17): 1559-1563
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

Ezrin和HER2在胃癌组织芯片中的表达及意义

郭云娣, 李小宁, 白光辉

www.wjgnet.com

®

■背景资料
近年来, Ezrin蛋白
在肿瘤的浸润和
转移中的作用逐
渐受到重视, 但研
究结果不尽相同.

tissue blocks of normal gastric epithelium were 
used as controls. 

RESULTS: Ezrin and HER2 protein expression 
in gastric cancer was significantly higher than in 
normal gastric mucosa. Ezrin and HER2 protein 
expression was closely associated with Lauren’
s histological type and tumor differentiation (χ2 
= 17.625, 20.386, both P = 0.000; χ2 = 9.474, P = 
0.009, χ2 = 13.377, P = 0.010). Ezrin protein expres-
sion was also closely associated with Japanese 
histological type, TNM stage, depth of invasion 
and lymph node metastasis (χ2 = 37.542, 12.237, 
21.194, 9.868; P = 0.000, 0.002, 0.002, 0.007). The 
expression of Ezrin was positively correlated to 
that of HER2 in gastric cancer (r = 0.129, P = 0.004).  

CONCLUSION: Ezrin protein may be a useful 
marker for predicting the invasion and metas-
tasis of gastric cancer. Combined detection of  
expression of Ezrin and HER2 proteins can help 
predict prognosis and devise individualized 
treatment in patients with gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Ezrin; Human epidermal 
growth factor receptor 2; Tissue microarray

Guo YD, Li XN, Bai GH. Clinical significance of expression 
of Ezrin and HER2 proteins in gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1559-1563

摘要
目的: 探讨Ezrin蛋白在胃癌组织中的表达, 与
肿瘤浸润、转移的关系及与HER2的相互作用.

方法: 485例原发性胃癌组织中高、中、低分
化胃癌分别为19例、235例和231例; 有淋巴结
转移者353例; TNM分期Ⅰ、Ⅱ期166例, Ⅲ、

Ⅳ期319例. 另外取距肿瘤7 cm的正常胃黏膜
组织40例. 制成8个组织芯片蜡块, 用免疫组
织化学方法检测石蜡包埋的胃及胃癌组织
中的Ezrin和人类表皮生长因子受体2(human 
epidermal growth factor receptor 2, HER2)蛋白
表达. 所有患者均经外科手术治疗, 病理诊断
明确, 术前未经放、化疗.  

结果: Ezrin和HER2在胃癌组织中高表达, 二

■同行评议者
刘冰熔, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二临床医院
消化内科
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者均与肿瘤Lauren's分型和肿瘤分化程度相

关(χ2 = 17.625, χ2 = 20.386, 均P  = 0.000; χ2 = 
9.474, P  = 0.009, χ2 = 13.377, P  = 0.010); Ezrin
同时还与组织学(日本分型)、T N M分期、

浸润深度和淋巴结转移相关(χ2 = 37.542, P  = 
0.000; χ2 = 12.237, P  = 0.002; χ2 = 21.194, P  = 
0.002; χ2 = 9.868, P  = 0.007). Ezrin和HER2蛋
白表达呈正相关(r  = 0.129, P  = 0.004).  

结论: Ezrin可能是预测胃癌组织浸润、转移
有用的指标; 联合检测Ezrin和HER2可作为判
断胃癌预后、筛选高危转移患者的有效指标
并有可能用于指导胃癌的个体化治疗. 

关键词: 胃癌; Ezrin; 人类表皮生长因子受体2; 组

织芯片

郭云娣, 李小宁, 白光辉. Ezrin和HER2在胃癌组织芯片中的表

达及意义.  世界华人消化杂志  2012; 20(17): 1559-1563
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0  引言

胃癌是发病率较高的胃肠道恶性肿瘤, 其早期

症状不明显但病情发展迅速并易转移, 而淋巴

结转移给临床治疗和预后带来巨大影响. 胃癌

发生发展的分子机制尚不十分清楚, 人们一直

在致力寻找胃癌恶性程度、侵袭转移的预测及

靶向治疗的指标. 近年来的研究[1-4]发现肿瘤转

移相关基因Ezrin蛋白的表达可以促进多种肿瘤

的浸润和转移, 在胃癌[5]组织中的高表达也与其

恶性进展和不良预后相关. 人类表皮生长因子

受体2(human epidermal growth factor receptor 2, 
HER2)目前已经在卵巢癌、子宫内膜癌等多种

人类肿瘤中检测到, HER2基因的扩增及其蛋白

的阳性表达, 尤其在乳腺癌中已得到深入地研

究. 以HER2为靶点的人源化单克隆抗体曲妥珠

单抗, 可以抑制HER2相关肿瘤的增殖, 并用于

临床乳腺癌的靶向治疗, 而在胃癌中存在HER2
的过表达是Sakai等[6]于1986年首次报道. 现在

已经有前期临床试验证实曲妥珠单抗对HER2
阳性的裸鼠胃癌模型有显著的抗肿瘤作用[7], 而
符合怎样条件的胃癌患者能受益于曲妥珠单抗

的治疗尚未研究清楚, 对于不能接受曲妥珠单

抗的部分患者是否可以考虑以Ezrin为靶点的治

疗? 本实验通过免疫组织化学方法并结合组织

芯片技术对Ezrin和HER2蛋白在胃癌组织中的

表达情况进行检测, 分析其与不同的临床病理

指标的关系, 旨在探讨二者在胃癌发生、侵袭

和转移过程中可能发挥的作用及二者表达之间

的相关关系, 从而为胃癌的浸润、转移、预后

及可能的个体化治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集苏州市立医院手术切除胃癌标本

490例, 为病理科2004-01/2010-12的存档蜡块, 均
为住院患者, 均有详细的临床资料, 年龄22-85
岁, 中位年龄63.1岁; 取同期患者胃癌旁7 cm正

常黏膜组织40例为对照组织. 全部患者术前均

未接受放疗或化疗, 所有标本均经2位病理专家

进行组织病理证实.
1.2 方法

1.2.1 组织芯片制备: 490例胃癌组织标本经4%
甲醛固定、常规石蜡包埋制片, HE染色后, 在显

微镜下标记定位、找出石蜡块上标记的对应肿

瘤组织, 自制成10×14组织阵列(每1标本取2块
组织芯, 其直径1.6 mm)蜡块7块(有定位用芯点). 
其中5例由于未取到肿瘤或染色后掉片予以剔

除, 本实验有效组织485例. 正常组织取自手术

残端(选取距肿瘤7 cm以上的胃黏膜组织)共40
例, 并做成一个独立的组织芯片蜡块1块(芯片技

术的专利号为: 200920350099.2). 
1.2.2 免疫组织化学染色: Ezrin为鼠抗人单克隆

浓缩型抗体, 采用1∶100比例稀释, 用柠檬酸盐

缓冲液修复, HER2为兔抗人多克隆抗体(福州迈

新公司). 常规石蜡包埋, 4 μm厚连续切片. 采用

Envision免疫组织化学法, 以PBS液代替一抗作

为阴性对照; 以试剂公司提供的阳性对照片作

为阳性对照. 
1.2.3 结果判定: 采用Olympus光学显微镜观察. 
Ezrin阳性表达定位于细胞浆, 呈现棕黄色颗粒

为阳性信号, 结果判定方法按照Fromowitz等[8]

方法: 表达强度由染色深度(A)及阳性细胞百分

比(B)共同评分, A: 阳性细胞染色深度按无着

色、淡黄色、棕黄色、棕褐色分别计0、1、
2、3分; B: 阳性细胞所占百分比按阳性细胞数

≤5%、6%-25%、26%-50%、51%-75%、>76%
分别计0、1、2、3、4分, A+B即为免疫组织化

学评分. 评分≥4者为阳性高表达, 2-4者低表达, 
≤1为阴性. HER2阳性表达于胃癌肿瘤细胞膜, 
呈黄褐色细颗粒状. 其评分标准按照施达仁[9]胃

癌中HER2的检测评分标准. 分为: 0, +为阴性; 
++为低表达或不明确; +++为阳性或高表达.

统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计

分析, 定性资料的统计学分析应用χ2检验; 采用

■相关报道
Li等在2011年的
研究提示Ezrin蛋
白的高表达与胃
癌组织的侵袭与
转 移 相 关 ,  而 同
年, 牛嫣阳的研究
结果却与之相反; 
另一些研究发现: 
Ezrin蛋白在高度
恶性肿瘤中的表
达比低度恶性肿
瘤高3倍.
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Spearman等级相关性分析Ezrin和HER2蛋白表

达的相互关系, 以α = 0.05为检验水准, P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 Ezrin、HER2在正常胃黏膜及胃癌组织中

的表达  40例正常胃黏膜组织中E z r i n的表达

率为5.0%(2/40)且均为弱阳性; Ez r in(图1)和
HER2(图2)在485例胃癌中的阳性表达率分别为

64.90%(271+44/485)和16.9%(40+42/485). Ezrin
的表达在胃癌组织和正常胃黏膜组织中的阳性

表达情况间差异有统计学意义(P <0.01). 
2.2 Ezrin和HER2表达与胃癌组织临床病理特

征的关系 在485例胃癌中, Ezrin蛋白的表达与

患者年龄、性别无关(P >0.05)、但与肿瘤组织

学Lauren's分型[10]、日本分型[11]、肿瘤分化程

度、TNM分期、浸润深度[12]、淋巴结转移相

关(P <0.05); HER2的表达仅与胃癌组织分化程

度、组织学Lauren's分型相关(P <0.05, 表1). 
2.3 胃癌组织中Ezrin和HER2的相关性 Spearman
等级相关分析结果显示Ezrin和HER2呈正相关(r 
= 0.129, P = 0.004, 表2). 

3  讨论

Ezrin是ERM(Ezrin, radixin, moesin)家族中研究

较深入的细胞内骨架蛋白, 通过其C-、N-末端

分别与细胞骨架和细胞膜蛋白结合, 其结合不

仅具有结构功能而且对细胞的分化、形态、迁

移性等有重要的调节作用. 研究[5]显示: Ezrin蛋
白家族在控制癌细胞分化、浸润、转移的生物

学特性上显得尤为重要. 翟建文等[13]检测Ezrin
在食管癌及癌旁正常组织中的表达, 表明Ezrin
在食管鳞状细胞癌中的表达率明显高于癌旁正

常组织, 提示Ezrin可能在食管癌的发生、发展

过程中发挥着重要作用; 更有意义的是, 其表达

与肿瘤的浸润深度和淋巴结转移密切相关, 说

A B

DC

图  1  Envision免疫
组织化学染色法检
测Ezrin在正常胃黏
膜和胃癌组织中的
表达(×400). A: 低

表达, 正常胃黏膜; 

B: 高表达, 低分化

腺癌; C: 高表达, 中

分化腺癌; D: 高表

达, 高分化腺癌.

图  2  Envision免疫组织化学染色法检测HER2在胃癌组织中的表达(×400). A: 高表达, 低分化腺癌; B: 高表达, 中分化腺癌; 

C: 高表达, 乳头状腺癌.

CBA

■应用要点
联合检测Ezrin和
HER2可作为判断
胃癌预后、筛选
高危转移患者的
有效指标, 并有可
能用于指导胃癌
的个体化治疗.
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明Ezrin的高表达预示着肿瘤患者浸润深度及淋

巴结转移率高, Ezrin的高表达也就预示着患者

预后不佳. Shi等[14]的研究结果与我们的研究结

果相同, 485例胃癌组织中Ezrin的阳性表达率为

64.90%, 与Li等[5]报道的59.2%相似; 而在正常胃

黏膜组织中为5%且均表达弱阳性, 提示Ezrin可
能同样在胃癌的发生、发展过程中发挥着重要

作用; Ezrin蛋白的高表达还与淋巴结转移、浸

润深度和TNM分期相关, 即随着TNM分期的增

高、肿瘤浸润达肌层后, 淋巴结癌转移者Ezrin
蛋白的表达增强, 提示预后不良. 

HER2/erbB2属Her/erbB家族, 受体二聚体化

是Her/erbB家族活化的重要方式, 胞外信号诱导

二聚体形成, 活化胞内段酪氨酸激酶, 使自身酪

氨酸位点磷酸化, 并通过募集各种接头蛋白, 依

表  1  胃癌组织中Ezrin和HER2蛋白表达与临床特征间的关系n (%)

     
临床特征    n

                           Ezrin
  P值

                         HER2 
  P 值

     阴性        低       高    阴性      低     高

年龄(岁) 0.533                        0.787 

  <65 267   89(33.3)   27(10.1) 151(56.6) 224(83.9)   21(7.9) 22(8.2)

  ≥65 218   81(37.2)   17(7.8) 120(55.0) 179(82.1)   21(9.6) 18(8.3)

性别 0.672 0.842

  男 375 121(33.9)   33(9.2) 203(56.9) 295(82.6)   31(8.7) 31(8.7)

  女 128   81(37.2)   11(8.6)   68(53.1) 108(84.4)   11(8.6)   9(7.0)

Lauren分型 0.000 0.009

  肠型 254   67(26.4)   26(10.2) 116(63.4) 199(78.3)   26(10.2) 29(11.4)        

  弥散型 231 103(44.6)     18(7.8) 110(47.6) 204(88.3)   16(6.9) 11(4.8)

  组织学 0.000 0.084

Pap     4     2(50.0)         0     2(50.0)     3(75.0)     1(25.0)        0

  Tub1   17     4(23.5)         0   13(76.5)   13(76.5)     3(17.6)   1(5.9)

  Tub2 234   60(25.6)   24(10.3) 150(64.1) 182(77.8)   26(11.1) 26(11.1)  

  Por1 165   65(39.4)   16(9.7)   84(50.9) 144(87.3)   11(6.7) 10(6.1)

  Por2     2     1(50.0)         0     1(50.0)     2(100)       0        0 

  Muc   11     4(36.4)     2(18.2)     5(45.5)     9(81.8)       0   2(18.2)

  Sig   52   34(65.4)     2(3.8)   16(30.8)   50(96.2)     1(1.9)   1(1.9)

组织分化 0.000 0.010

  高   19     5(26.3)           0   14(73.7)   14(73.7)     4(21.1)   1(5.3)              

  中 235   62(26.4)   26(11.1) 147(62.6) 184(78.3)   24(10.2) 27(11.5)

  低 231      103(44.6)   18(7.8) 110(47.6) 205(88.7)   14(6.1) 12(5.2)

浸润深度 0.002 0.870

  T1   12   11(91.7)         0     1(8.3)   11(91.7)     1(8.3)       0

  T2   74   28(37.8)     6(8.1)   40(54.1)   61(82.4)     7(9.5)   6(8.1)

  T3 386 128(33.2)   35(9.1) 223(57.8) 319(82.6)   34(8.8)     33(8.5)

  T4   13     3(23.1)     3(23.1)     7(53.8)   12(92.3)        0   1(7.7) 

TNM分期 0.002 0.342

  I and II 166   75(45.2)   10(6.0)   81(48.8) 139(83.7)   17(10.2) 10(6.0)

  III and IV 319   95(29.8)   34(10.7) 190(59.6) 264(82.8)   25(7.8) 30(9.4)  

淋巴结转移 0.007 0.397

  是 132   60(45.5)     7(5.3)   65(49.2) 110(83.3)   14(10.65)   8(6.1)        

  否 353 110(31.2)   37(10.5) 206(58.4) 293(83.0)   28(7.9) 32(9.1)  

Tub1: 高分化管状腺癌; Tub2: 中分化管状腺癌; Por1: 实体低分化腺癌; Por2: 非实体低分化腺癌; Pap: 乳头状腺癌; Muc: 黏液腺癌; 

Sig: 印戒细胞癌.

表  2  胃癌组织中Ezrin和HER2蛋白表达的相关性 (n )

     

HER2
                Ezrin 

总计   P值    r值
阴性 低  高

阴性 154 10   6 170

低   33   4   7   44 0.004 0.129

高 216 28 27 271   

总计 403 42 40 485

■名词解释
Ezrin: ERM细胞
骨架相关蛋白家
族 成 员 之 一 ,  参
与细胞骨架组建; 
Ezrin亦是酪氨酸
激酶底物, 可能诱
导肿瘤细胞侵袭
表型发生, 参与细
胞迁移和转移.
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次激活下游信号通路并参与肿瘤细胞的增殖、

分化、迁移、黏附、抗凋亡和细胞转化[15,16]. 迄
今, 对胃癌组织的HER2检测尚未像乳腺癌一样

做到标准化, 评价标准亦未能达成共识. 用免疫

组织化学方法检测HER2在胃癌组织中表达的

异质性很高, 文献报道约5%-30%[16,17], 本组实验

HER2在胃癌组织中阳性表达为16.9%, HER2蛋
白的阳性表达与肿瘤分化、Lauren's分型相关, 
而与年龄、性别、浸润深度、TNM分期、淋巴

结转移不相关. 胃癌患者是否能受益于曲妥珠

单抗的治疗是至关重要的, Bang等[18]研究结果

令人振奋, 曲妥珠单抗联合化疗较单纯化疗可

延长胃癌患者中位生存时间2.7 mo. 但又引发了

诸多有待进一步研究的问题, 单一靶向HER2在
胃癌治疗中价值仍属有限: HER2过表达在胃癌

患者中所占比例有限, 即使是HER2过表达患者, 
仍有超过50%患者未获治疗反应, 有可能是在细

胞内信号转导过程中存在其他通路或通路之间

的相互作用影响其疗效[19]. 
对于HER2不表达和HER2虽表达但未获治

疗反应者, 急需另外的靶向分子. 而胃癌的发生

发展是一个多因素、多阶段的复杂过程, 在癌

细胞增殖过程中, 需要不同的生长因子信号通

路的参与, 单独分析一个信号转导通路对肿瘤

的影响可能只会得出片面的结论. 因此, 联合分

析肿瘤细胞增殖和转移过程信号转导通路中关

键蛋白的表达特征及其对肿瘤的影响, 有重要

临床意义. 虽然Ezrin和HER2相关的分子机制尚

不清楚, 但本组实验中Ezrin和HER2蛋白表达呈

正相关, 而且二者均高表达于肠型和中分化胃

癌中, 推测二者可能均参与了胃癌的发生、发

展. 相信随着对Ezrin和HER2研究的深入, 对二

者进行联合检测将可作为判断胃癌预后、筛选

高危转移患者的有效指标, 并有可能为胃癌的

临床治疗开辟一条新的路径而用于指导胃癌的

个体化治疗. 
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Abstract 
AIM: To discuss the epidemiology, diagnosis, 
and treatment of mucobilia in China to provide 
a reference for clinicians. 

METHODS: All statistical data were obtained 
from the available literature. Non-overlapping 
cases were all selected, while cases with the lon-
gest time span or with the largest number were 
selected when overlapping cases existed. A total 
of 12 papers were included, and 4 of them re-
ported more than 5 cases. The largest number of 
cases in a single paper is 22. 

RESULTS: A total of 12 qualified papers re-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

黏胆症临床文献复习及诊治分析80例

禹正杨, 郭 涛, 李汉贤, 王婷安, 邓国庆, 朱 钢

®

■背景资料
黏胆症在临床上
较为“罕见”, 误
诊率很高、预后
较差, 临床医生对
此病症认识又相
对不足, 目前对黏
胆症尚缺乏系统
性文献回顾. 

porting 80 cases of mucobilia were included. 
Preoperative diagnosis of mucobilia is difficult. 
The rate of misdiagnosis reached 48%, and mu-
cobilia has no significant specificity compared 
with some diseases presenting with benign and 
malignant obstructive jaundice. The annual 
mortality rate was 16.44%. Preoperative diag-
nosis mainly depends on clinical presentation 
and ultrasound, CT, ERCP, PTC and other aux-
iliary examinations. If intraoperative bile duct 
exploration reveals a large amount of jelly-like 
mucus in the cavity, a diagnosis of mucobilia 
can be established. 

CONCLUSION: Mucobilia is a rare biliary dis-
ease having many causes such as inflammation 
of the bile duct and carcinoma of the bile duct. 
The location, extent and nature of the primary 
disease can be confirmed by choledochofibersco-
py and biopsy. Preferred treatment is a complete 
resection of primary lesions to ensure both good 
and smooth drainage of the bile duct.

Key Words: Mucobilia; Diagnosis; Treatment; Biliary 
surgery; Retrospective analysis

Yu ZY, Guo T, Li HX, Wang TA, Deng GQ, Zhu G. 
Diagnosis and treatment of mucobilia: A review and 
analysis of 80 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(17): 1564-1569

摘要 
目的: 探讨国内黏胆症的流行病学、诊断、

治疗等情况, 为临床医生提供借鉴. 

方法: 将文献数据全部统计后, 无重叠病例者
全部选用; 重叠病例选用时间跨度最长、病
例数最多的文献. 共查到有效统计文献12篇, 
加上我院病例, 一共80例. 其中报告5例以上的
文献4篇, 病例数最多的为22例. 

结果: 黏胆症术前诊断困难, 临床误诊率高
达48%, 与一般外科性质梗阻性黄疸相比, 并
无显著特异性, 但其预后欠佳, 1年死亡率为
16 .44%. 术前诊断主要依靠临床表现及超
声、CT、ERCP、PTC等辅助检查, 术中胆道
探查发现胆管腔内大量胶冻样黏液, 则黏胆症

■同行评议者
于聪慧, 教授, 中
国人民解放军北
京军区总医院肝
胆外科
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■研发前沿
传统手术探查经
验往往片面强调
保持胆管物理流
出 通 道 的 通 畅 , 
认为扩张的胆道
下端必有物理狭
窄 ,  而 忽 视 了 胆
道流动力学的重
要 性 .  受 临 床 惯
性思维和传统经
验 的 影 响 ,  医 生
通常对大量“果
冻状”黏液视而
不 见 ,  因 而 延 误
了黏胆症的诊治.

诊断成立. 

结论: 黏胆症临床上少见, 但其有着较广的病
因分布, 纤维胆道镜和活体组织检查可明确诊
断原发病变的部位、范围和性质. 黏胆症预后
欠佳, 彻底切除原发病灶、保证胆道通畅引流
是首选的治疗方法. 

关键词: 黏胆症; 诊断; 治疗; 外科手术; 回顾分析

禹正杨, 郭涛, 李汉贤, 王婷安, 邓国庆, 朱钢. 黏胆症临床文

献复习及诊治分析80例.  世界华人消化杂志  2012; 20(17): 

1564-1569

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1564.asp

0  引言

黏胆症[1](Mucobilia)是一种罕见病症, 其特征为

大量胶冻样黏液淤积于肝内外胆道, 形成“黏

液栓”, 使胆管梗阻、扩张, 引起梗阻性黄疸

和反复发作的胆管炎. 黏胆症可由多种病因导

致, 故称其为一种“症”, 其病因包括可产生黏

液的各种肝内胆管疾病如胆管乳头状瘤病、肝

内胆管黏液腺瘤、产黏液胆管癌、胆管囊腺瘤

恶性变、肝内胆管囊肿恶性变或胆管细胞性肝 
癌[2]等. 由于临床医生对此种合并症情况认识不

足, 我们通常无法将黏胆症作为一种单独的疾

病来进行详细调查统计, 因此国内黏胆症具体

发病情况, 目前尚无完整资料. 对此, 本文将近

年来国内(含台湾地区)公开发表的部分黏胆症

文献并结合我院的病例进行了总结分析, 以期

为各位同仁提供一些有益的借鉴. 现将结果报

道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 文献信息来源及筛选: 以“粘胆(症)”、

“黏胆(症)”、“胆栓”、“胆道栓子” “粘液

栓塞”为关键词检索中国期刊网全文期刊数据

库(CNKI)、维普中文科技期刊数据库、万方数

据等资源系统. 去除无关文献, 去除内部刊物文

献, 去除综述性文献. 共得到文献12篇[3-14], 全部得

到原文. 
1.2 方法 将文献数据全部统计后, 首先去除病例

一稿多投的文献, 无重叠病例者全部选用; 重叠

病例选用时间跨度最长、病例数最多的文献. 
共查到有效统计文献12篇, 加上我院病例, 一共

80例. 其中报告5例以上的文献4篇, 病例数最多

的是台湾地区Chen等报告22例, 此外大陆黄颖

鹏报告18例. 

2  结果

2.1 一般资料 12篇文献加我院病例共报道黏胆

症80例: (1)性别: 男24例, 女56例, 男女比例为 
1∶2.33; (2)年龄: 有明确年龄报告的69例中, 发
病年龄最小者35岁, 最大者78岁, 平均年龄为

56.5岁; (3)既往病史: 80例病例中, 有肝胆胰病史

者31例, 占38.8%(44/80). 
2.2 诊断 黏胆症术前诊断困难, 与一般外科性质

梗阻性黄疸相比, 并无显著特异性. 其术前诊断

主要依靠临床表现及超声、CT、ERCP、PTC
等辅助检查; 术中胆道探查发现胆管腔内大量

胶冻样黏液, 则黏胆症诊断成立. 结合6篇文献

数据及我院病例初略统计, 临床医生对黏胆症

缺乏认识, 误诊率高达48%(12/25). 
2.2.1 临床表现: 黏胆症的临床表现主要是右上腹

痛、发热、肝脏肿大、黄疸. 从报道的病例来看, 
患者腹痛主要表现为隐痛或钝痛, 均无剧烈疼痛

病史, 发热主要为间歇性, 以中低热为主, 偶尔有

高热、寒战, 肝肿大也以轻中度为主. 黄疸为所

有患者最显著的表现. 80例患者中, 其中首发症

状为腹痛的有51例(63.75%), 黄疸63例(87.75%), 
发热34例(42.50%), 肝肿大35例(43.75%). 
2.2.2 辅助检查: 80例患者均行B超检查, 行CT
检查的有63例(87.75%), 行MR I检查的有49例
(61.25%). 腹部B超、CT、MR I往往只有肝内

外胆管扩张等间接表现. 经皮肝胆管造影(per-
cutaneous transhepatic cholangionraphy drainage, 
PTCD)引流出大量的黏液或内镜下逆行性胰胆

管造影(endoscopic retrograde cholangiopancrea-
tography, ERCP)发现十二指肠腔内大量的黏液, 
均有助于黏胆症的诊断. 术中胆道探查发现胆

管腔内大量的胶冻样黏液, 是诊断黏胆症最确

切的证据. 病理报告: 肝内胆管乳头状瘤病29例
(36.25%), 肝内胆管恶性肿瘤31例(38.75%), 肝
叶纤维化、肝内胆管囊状扩张伴黏膜上皮增生

15例(18.75%), 不详5例(6.25%). 
2.3 治疗 黏胆症的治疗首选外科手术, 良性病

变可局部切除产黏液病灶, 恶性肿瘤应根治性

切除, 清除胆道系统内黏液胶冻样物质, 通畅

胆道引流. 80例患者中, 行手术治疗的有73例
(91.25%), 其治疗主要包括胆囊切除、相应肝叶

切除、胆总管切开取石、“T”管引流术等. 非
手术治疗主要应用于晚期远处转移、不能切除

的局部病灶以及伴随急慢性消耗性疾病的患者. 
其主要包括尝试取得组织病理学诊断和缓解胆

道感染、胆道阻塞的症状. 一般可以采用内镜
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■应用要点
本文通过文献复
习及结合具体临
床病例分析, 希望
能引起广大医师
对黏胆症的重视.

下鼻胆管引流(endoscopic nasobiliary drainage, 
ENBD)或PTCD. 但由于引流液黏稠, 经常致管

腔阻塞, 需要及时冲洗甚至更换置管. 但如果能

通畅进行胆道引流, 也能减轻症状并延长患者

生存时间. 
2.4 预后 结合12篇文献数据及我院病例初略统

计, 73例患者术后1年死亡率为16.44%(12/73), 2
例围手术期(1 mo内)死亡, 总体预后欠佳. 由于

黏胆症病因复杂, 且常伴有胆管结石或胆总管囊

肿, 常因不能明确病因, 又或因病灶广泛、涉及

双侧胆管, 或肿瘤位置不能确定, 或由于内科情

况不允许(败血症休克、化脓性胆管炎等), 有相

当病例无法接受肝切除术, 仅行姑息性手术, 如
胆总管切开T管引流术. 这些姑息性手术后患者

常因原发病灶持续再次产生黏液阻塞胆管而出

现胆管炎症状, 故T管不能早期拔除, 建议定时冲

洗T管, 或用胆道镜清除黏液物质, 一部分患者可

以期待再次手术以根治性切除产黏液病灶. 
2.5 我院黏胆症典型病例临床诊治体会 女, 49岁, 
因上腹胀痛、全身黄染、发热半月于2010-10-18
入院. 11年前曾因“胆囊结石、胆总管结石、胆

道蛔虫”行“胆囊切除、胆总管探查取石术”. 
查体: T 37.6 ℃, 急性痛苦面容, 皮肤巩膜中度黄

染, 肝脏肋下、剑突下三横指, 质韧有轻度压痛, 
无反跳痛. WBC 11×109/L, N 71.6%, TB 233.6 
µmol/L, DB 182.6 µmol/L, ALT 311 U/L, AST 217 

U/L. B超: 肝内外胆管囊状扩张, 多考虑胆道下

段梗阻. ERCP: Vater壶腹部通畅, 可见大量胆汁

及少量脓性分泌物流出, 反复网套亦未网到结

石, 逆行造影未成功, 疑为胆管外肿瘤压迫所致

梗阻, 留置鼻胆管未引出胆汁. MRI及MRCP示: 
肝内外胆管极度扩张, 多考虑胆道下段梗阻及壶

腹部肿瘤(图1). 内科行保守治疗9 d无好转, 转肿

瘤外科继续治疗. 2010-10-31行胆道探查术, 发现

全肝肿大变硬, 呈淤胆样表现, 肝总管胆总管均

明显增粗, 直径约2.5-3 cm, 肝胆各部均未扪及肿

瘤或结节, 肝外胆道全程通畅, 充满大量黏稠呈

胶冻样液体, 未见结石, 吸净黏稠液体后有少量

白胆汁和黄绿色胆汁流出, 留置开多个侧孔的直

径1 cm橡胶引流管自肝门处经Oddis氏括约肌、

十二指肠降部引出. 术后经胆道引流管共引出黄

绿色胆汁约600 mL, 黄疸一度减退至TB 179.99 
µmol/L, DB 136.1 µmol/L. 术后第3天起胆道引流

管引流液以肠液为主, 黄疸再次逐渐加重, 经加

压冲洗等措施无改善, 行增强薄层CT检查, 提示

胆道再次梗阻、肝内外胆管扩张, 其中肝左外叶

有囊状扩张病灶. ERCP再次提示Vater壶腹部通

畅, 但T管逆行造影未成功(图2, 3). 在胆道完全

梗阻的情况下, 于2010-11-14再次手术探查, 发现

肝外胆道全程及胆道引流管内充满大量黏稠呈

胶冻样液体, 行“肝左外叶切除, 肝总管空肠引

流术”, 切除主要病灶-呈囊状扩张的肝左外叶

A

B

图  1  MRI及MRCP观察患者胆管病变. A: MRI示肝内外胆管

极度扩张; B: MRCP示胆道下端梗阻.

A

B

图  2  第一次术后64排CT扫描图. A: 肝内外胆管扩张; B: 肝

左外叶呈囊状扩张病改变.
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■名词解释
黏 胆 症 :  一 种 由
多种病因导致的
较为少见的病症, 
其特征为大量胶
冻样黏液淤积于
肝 内 外 胆 道 ,  形
成“黏液栓”使
胆管梗阻、扩张, 
引起梗阻性黄疸
和反复发作的胆 
管炎.

(图4). 术后4 d患者死于多器官功能衰竭, 病理检

查报告显示为肝内胆管黏液性癌(图5). 

3  讨论

黏胆症是相对少见疾病, 详细发病率尚未知, 据
文献报道以我国台湾较多[14,15], 欧美地区[16]和大

陆地区[3-13]也有个案报道. 由于缺少黏胆症的疾

病诊治概念, 即使是患者的症状、体征和影像

学资料已在术前和术中充分展示, 因临床各科

医生对其认识与重视程度常常不足, 致其诊断

困难或漏诊. 
黏胆症主要临床表现主要为腹痛、黄疸和

肝肿大[14,17], 与一般外科性质梗阻性黄疸相比, 
并无显著特异性. 辅助检查MRI和CT可发现肝

内和肝外胆管呈树枝样极度扩张, 且胆总管下

端并无狭窄; ERCP发现胆管内有大量胶冻样黏

液, 部分合并有胆道结石. 以上检查均有助于术

前诊断. 另外要着重指出的是, 对于该病的正确

认识, 也同样是术前正确诊断的重要因素. 

病因及病理生理[18]: 正常时胆管内压力表现

为胆汁的分泌压15-25 cmH2O, 在此压力下, 胆汁

成分顺利地由肝细胞及毛细胆管向远侧胆管分

泌. 胆道发生梗阻时, 胆道内压力增高, 当其超

过30-35 cmH2O时, 则可使胆汁停止分泌并返流

入血, 形成黄疸; 同时导致梗阻近侧的胆管扩张. 
肝管和胆总管是输送胆汁的通道, 但也具有重

吸收与分泌的功能. 其管壁由黏膜、纤维基层

和外膜构成. 黏膜中的疏松结缔组织固有层内

含分支管状黏液腺, 外膜富含血管、神经, 同时

含有分泌浆-黏液的复管泡状腺. 正常情况下, 肝
内胆管的容量约是数十毫升, 肝外胆道的容量

(含胆囊)约为100-120 mL. 在梗阻性黄疸的情况

下, 肝内外胆管极度扩张, 容量可增至正常的2-3
倍. 黏液为胶体, 流动性较差, 当部分胶体缓慢

流至胆总管下端狭窄区, 形成完全的充盈性阻

塞. 在病理情况下, 如胆管结石和炎症的长期刺

激可以导致胆管上皮增生, 组织易位, 可进一步

引起乳头状增生甚至乳头状瘤. 胆管细胞呈高

A B
图  3  术后ERCP造
影和二次手术. A: 

第一次术后T管逆

行造影提示胆道梗

阻; B: 第二次手术

行肝总管空肠端侧

吻合.

A B C

FED

图  4  切除主要病
灶-呈囊状扩张的
肝左外叶图. A: 胆

道 大 量 粘 稠 液 体 ; 

B: 胆道大量胶冻样

液体; C: 液体含有

少量血性成分; D: 

肝左外叶胆管呈囊

状扩张; E: 病灶切

开剖面观; F: 局部

胆道黏膜下呈粘液

瘤样改变.
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分泌状态, 大量分泌的黏液占据胆道, 完全阻碍

了肝细胞分泌的胆汁的流出. 当其管腔内压力

过大时, 肝内胆汁分泌被抑制甚至停止, 造成梗

阻性黄疸. 与胆石症和肿瘤所形成的梗阻性黄

疸相比, 黏胆症形成梗阻的过程较为“柔和”, 
是一个胶冻样黏液逐渐累积, 胆汁流出道扩张

与梗阻并存的过程. 其梗阻的部位, 推测是由第

3、2级胆管顺行蔓延至胆总管. 胆道的扩张是

由距肝门远端至近端, 逐步波及胆道树中大的

分支. 而与常见的原因如胆道结石或肿瘤所致

的胆道梗阻, 胆道扩张由肝门近端至远端不同. 
在黏胆症梗阻的终末端, 并没有一个明显的物

理狭窄或实性的栓塞. 从目前文献报道所见, 胆
管结石、肿瘤和炎症因素是黏胆症的可能诱因

之一. 
病理学: 胆管管腔充分扩张, 上皮组织易于

脱落, 管腔内有较多的胶冻状黏液; 镜下可见肿

瘤呈乳头状增生, 间有纤维血管结缔组织, 表面

覆盖规则柱状上皮, 一般不向胆管壁深层和肝

实质浸润, 部分患者可见细胞异型增生和恶变. 
临床: 主要表现为黄疸和胆管炎反复发作, 黄疸

呈波动性, 与胆管癌和胰头癌所造成的进行性

持续黄疸和全身情况迅速恶化不同. 本病容易

与黄疸型肝炎和胆石症混淆. 影像学: B超检查

通常提示肝内外胆管扩张, 而ERCP是有创检查

方法且成功率不高, ERCP和B超检查对本病的

诊断价值有限; 利用CT和MRI是比较理想的检

查方法, 自从MRI尤其是MRCP应用于胆道检查, 
其理想程度已远远超过以往的所有方法, 诊断

准确性高而且无创. 
由于本病相对“少见”, 临床医生对黏胆症

多认识不足, 黏胆症术前多被误诊为胆道下段

梗阻或壶腹部肿瘤等外科性黄疸. 黏胆症术中

探查可发现胆道树全程扩张, 极度扩张的胆道

内充满大量“果冻状”黏液, 当吸尽胶冻样黏

液后,“正常”胆汁随即流出. 
传统手术探查经验往往片面强调保持胆

管物理流出通道的通畅, 认为扩张的胆道下端

必有物理狭窄, 而忽视了胆道流动力学的重要

性. 受临床惯性思维和传统经验的影响, 医生通

常对大量“果冻状”黏液视而不见, 而对探查

“阴性”(即未发现胆道结石、胆道下段狭窄、

肿瘤等)的意外情况感到困惑不解, 当术中探查

发现胆道全程通畅并且扩张时, 常常对本病难

以诊断, 仅仅行胆道探查T管引流或胆肠内引流

术, 易导致术后“黏液栓”再次形成, 阻塞胆道

致使症状复发和再次手术. 应当警惕的是, 对于

胆道而言, 手指或胆道探子能通过, 并不意味着

胆汁就能流过. 面对扩张但不通畅的胆道, 应当

高度警惕本病的可能. 
我们认为, 对该病症的正确认识是诊断该

病的重要前提条件. 另外, 在病例调查的过程中, 
手术室洗手护士及ERCP医生曾多次告知作者, 
既往胆道手术及胆道镜探查时也曾发现过数例

“果冻状”黏液样胆汁的情况, 但未予重视并

深究. 所以本文认为, 黏胆症可能并不象既往所

认为的那样少见, 只是由于缺乏对本病的足够

认识, 未提出本病的独立诊断, 造成了病例的漏

诊和报道的减少. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
( 2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of oral magnesium 
on the development of post-endoscopic retro-
grade cholangiopancreatography (ERCP) pan-
creatitis (PEP) and hyperamylasemia. 

METHODS: One hundred and twenty patients 
with cholelithiasis were randomly divided 
into two groups: magnesium group (n = 60), in 
which 50% magnesium was given 30 min before 
ERCP, and control group (n = 60), in which no 
magnesium was given. Serum levels of amylase 
were measured in all the patients before ERCP 
and at 3 and 24 h after ERCP. The incidences of 
hyperamylasemia and PEP were also observed.

RESULTS: Serum levels of amylase did not dif-
fer significantly before ERCP between the two 
groups (P > 0.05), but were higher in both groups 
at 3 and 24 h after ERCP than before ERCP, and 
were lower in the magnesium group than in the 
control group at 3 and 24 h after ERCP. The inci-
dences of hyperamylasemia and PEP in magne-
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口服硫酸镁对ERCP术后胰腺炎发生和血淀粉酶水平的影响

丁国乾, 秦鸣放, 邹富胜, 赵宏志

®

■背景资料
内镜后腺炎是内
镜逆行胰胆管造
影术(ERCP)术后
最常见的并发症
之一, 有少数可发
展为重症胰腺炎, 
会给患者带来很
大痛苦, 同时也给
临床医生带来一
定的麻烦, 如何减
少和预防ERCP术
后高淀粉酶血症
和急性胰腺炎已
成为广大内镜工
作者关注的焦点.

sium group were significantly lower than those in 
the control group (both P < 0.05).

CONCLUSION: Oral magnesium may decrease 
serum levels of amylase and prevent the occur-
rence of PEP and hyperamylasemia in patients 
after ERCP.

Key Words: Magnesium; Endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography; Hyperamylasemia; 
Sever acute pancreatitis

Ding GQ, Qin MF, Zou FS, Zhao HZ. Oral magnesium pr-
events the development of pancreatitis and hyperamylas-
emia in patients after ERCP. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(17): 1570-1573

摘要
目的: 探讨口服硫酸镁对预防经内镜逆行胰
胆管造影术(encoscopic retrograde cholangio-
pancreatography, ERCP)后胰腺炎发生和血淀
粉酶水平的影响. 

方法:  将120例拟行E R C P的胆总管结石患
者随机分为观察组和对照组各60例, 观察组
ERCP前30 min口服50%硫酸镁100 mL, 对照
组不予硫酸镁, 观察两组术前及术后3、24 h
血清淀粉酶水平及术后高淀粉酶血症和胰腺
炎发生情况.

结果: 两组患者术前血清淀粉酶水平的差异
无统计学意义(P >0.05), 观察组术后3、24 h血
清淀粉酶水平均显著低于对照组3、24 h血清
淀粉酶水平(P <0.05). 观察组ERCP术后的高
淀粉酶血症和胰腺炎发生率均分别显著低于
对照组(P <0.05).

结论: 口服硫酸镁在一定程度上可降低ERCP
术后血清淀粉酶水平, 对预防ERCP术后高淀
粉酶血症及胰腺炎可能有一定积极作用, 当需
大样本证实. 

关键词: 硫酸镁; 内镜逆行胰胆管造影术; 血清淀粉

酶; 重症胰腺炎

丁国乾, 秦鸣放, 邹富胜, 赵宏志. 口服硫酸镁对ERCP术后胰
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0  引言

内镜逆行胰胆管造影术(encoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)是广泛用于肝

胆胰疾病的重要诊治手段, 内镜后胰腺炎(post-
ERCP pancreatitis, PEP)是ERCP术后最常见的

并发症,文献报道发生率为1%-40%, 在多数前瞻

性研究中, 其发生率在5%-10%[1]. 有少数PEP患
者可发展为重症胰腺炎(sever acute pancreatisis, 
SAP), 其发生率为0.3%-0.6%[2]. 2009-06/12, 我们

观察了口服硫酸镁对ERCP术后血清淀粉酶及术

后高淀粉酶血症和PEP发生情况, 探讨口服硫酸

镁预防ERCP术后高淀粉酶血症及PEP的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2009-06/12我院胆总管结石患者

120例, 男59例, 女61例; 年龄39-87岁, 平均年龄

58岁, 两组患者性别及年龄的差异无统计学意

义(P >0.05). 内镜前均经CT或磁共振证实胆管结

石. 术前血清淀粉酶正常, 排除急慢性胰腺炎、

糖尿病及心肺、肝肾功能、凝血机制不全患者. 
将120例患者随机分为观察组和对照组各60例, 
两组一般资料具有可比性, 所有ERCP治疗均由

同一固定操作者及护士协助完成. 两组均采用

日本Fujinon EPX-2200电子十二指肠镜, ERBE 
ICC80高频电刀, 美国BOSTON公司生产的斑马

导丝和造影管, 造影剂为复方泛影葡胺注射液

(湖南汉森制药有限公司), 按1∶1比例与0.9%氯

化钠稀释. 乳头切开刀为聪明刀及针状切开刀, 
机械碎石网篮, 普通取石网篮、取石气囊及美

国COOK9-12Fr 1.7 m鼻胆管. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 常规内镜准备, 术前空腹8-12 h, 术前

30 min肌注山莨菪碱10 mg、地西泮10 mg、哌

替啶50 mg. 观察组ERCP前30 min口服50%硫酸

镁100 mL, 对照组不予硫酸镁. 患者取左侧卧位, 
插入内镜至十二指肠降部, 提拉法寻找十二指肠

乳头并调整好乳头位置找到十二指肠乳头, 通过

监视器直视下观察十二指肠乳头及周围情况: 乳
头及开口形状、有无胆汁流出及颜色、有无憩

室、有无结石嵌顿. 经内镜逆行性胆管插管成

功后, 先行诊断性ERCP, 在X线下以明确胆总管

结石的存在及结石的位置、大小和数量, 然后行

EST, 综合乳头情况及结石的特点, 选择性行乳

头切开术, 常用的切开方法有电针开窗、拉式切

开刀退刀切开、推进刀推进切开等. 乳头切开均

为中到大切开, 切开长度均较为充分, 如果切开

长度小, 在取石过程中将加大结石对切开缘摩擦

的机会, 结石直径<1.0 cm时直接用网篮或气囊

从胆管内把结石取出, 以减少结石嵌顿、胆道感

染发生的危险性. 插入网篮于胆管内, 并抖动网

篮把结石网入篮内, 在网篮完全张开的情形下拉

出胆管. 对于泥沙样结石可应用气囊取石, 将气

囊置于结石上方, 充气后边下拉边适当注入造影

剂, 将结石带出乳头外, 气囊造影有无残余结石, 
可行多次取石. 当EST后, 胆管内结石较大, 直径

>1.0 cm临床评估难以用普通取石网篮及气囊取

石时, 则用机械碎石器碎石治疗, 最后插入气囊

对胆道结石彻底清理, 并确认结石已取净. 所有

操作者均为相对固定、有经验的医生和护士. 两
组术后均禁食水24 h, 常规补充水、电解质, 静滴

三代头孢类抗生素. 
1.2.2 ERCP难易程度: ERCP过程中十二指肠乳

头插管难易程度的判断十二指肠乳头插管难易

程度主要依据插管次数来决定[3]. 插管次数是指

任何一次胰管或胆管的插入次数之和. 插管容

易: 插管次数<5次; 插管中等困难: 插管次数5-10
次; 插管困难: 插管次数>10次. 
1.2.3 观察指标: 两组患者均于术前、术后3 h和
24 h检测血清淀粉酶, ERCP术后淀粉酶高于正

常上限(620 U/L, 速率法)即定义为高淀粉酶血

症[4]. 同时观察ERCP术后腹痛、呕吐、发热等

症状及腹部体征, ERCP术后出现持续性的胰腺

炎相关性疼痛, 并持续至术后24 h以上, 且血清

淀粉酶超过正常上限的3倍即定义为PEP[5]. 
统计学处理 使用SPSS13.0统计软件进行

统计学处理. 对两组患者胰腺炎及高淀粉酶血

症发生率比较采用χ 2
检验或Fisher的精确检验. 

两组患者术前、术后淀粉酶以mean±SD表示, 
组间比较采用完全随机化t检验比较组间差异. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组十二指肠乳头插管难易程度的比较 所
有患者十二指肠乳头插管均成功, 口服硫酸镁

组与对照组相比, 插管难易程度差异无统计学

意义(P >0.05), 说明口服硫酸镁并不能降低插管

的难度(表1). 
2.2 两组血清淀粉酶术前、术后检测 两组患

■相关报道
避免内镜后胰腺
炎可以通过提高
内镜操作、药物
等方法来预防, 当
操作经验丰富时, 
药物预防就显得
尤为重要 .  2004
年李兆申教授发
表了奥曲肽预防
E R C P 术 后 胰 腺
炎及高淀粉酶血
症的多中心随机
对照临床研究, 开
创了药物预防之 
先河.
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者术前血清淀粉酶水平的差异无统计学意义

(P >0.05), 两组术后3 h和24 h的血清淀粉酶水平

均高于术前水平(P <0.05), 但口服硫酸镁组又

明显低于对照组相对应时相的血清淀粉酶水平

(P <0.05, 表2). 
2.3 两组高淀粉酶血症及P E P发生情况 口服

硫酸镁组E R C P术后的高淀粉酶血症发生率

(11.67%, 7/60)和PEP发生率(1.67%, 1/60)均分别

显著低于对照组高淀粉酶血症30%(18/60), PEP 
13.33%(8/60), 两组间比较差异有统计学意义(均
P <0.05, 表3). 在25例发生高淀粉酶血症的患者

中, 均给予禁食、水, 常规抗炎补液、抑酸抑酶

等治疗, 于术后3-4 d内血、尿淀粉酶均恢复正

常. 9例PEP患者中, 7例患者在上述治疗基础上

行中西医结合治疗(清胰汤或清胰腺胸汤200 mL
胃注, 400 mL灌肠), 血、尿淀粉酶于3-4 d恢复

正常, 临床症状基本消失, 行CT复查均提示胰腺

形态略饱满, 胰腺周围无明显渗出; 对照组有1
例患者, 血淀粉酶7 d恢复正常, 尿淀粉酶10 d恢
复正常, 但上腹疼痛、腹胀持续约2 wk, 经B超
证实出现胰腺假性囊肿. 

3  讨论

ERCP是广泛用于肝胆胰疾病的重要诊治手段, 
在国、内外已广泛应用, 由于其创伤小、恢复

快而越来越多地受到广大患者及医务工作者欢

迎[6]. 但是他也存在相当多的并发症[7], 如穿孔、

出血、胰腺炎等, 而高淀粉酶血症和PEP就是

最常见且难以避免的重要并发症[8], 其发生率占

5%左右[9], 在高危人群中发生率高达30%-40%, 
严重时可危及生命. ERCP术后发生胰腺炎, 其
机制目前尚未完全明确, 分析可能与下列因素

有关: 胰管的机械损伤、胰腺的压力损伤, 过度

注射或高压注射、造影剂的化学或过敏反应引

起的损伤、肠道内容物使胰酶激活后引起的损

伤、内镜和配件的污染引起感染导致的损伤、

热损伤导致胰管入口水肿、胰管梗阻和胰液流

出受阻引起的损伤等. 他是包含机械因素、化

学因素、感染性因素、细胞因子等多因素造成

的病理结果[10]. 
ERCP术后胰腺炎在一些危险因素存在的

情况下有时很难避免, 一旦出现并发症会给患

者带来痛苦, 同时也给临床医生带来一定的麻

烦. ERCP术后急性胰腺炎和高淀粉酶血症增

加痛苦, 增加患者住院时间和治疗费用, 甚至危

及患者生命. 如何减少和预防ERCP术后高淀

粉酶血症和急性胰腺炎已成为广大内镜工作者

关注的焦点. 因此, 能否通过一定的方法来预防

ERCP术后胰腺炎的发生, 则具有重要意义, 相
关的基础及临床研究已有所报道[11-13]. 目前的研

究主要通过如何避免出现操作性危险因素、通

过药物和内镜介入等方法来预防, 当操作经验

丰富时, 药物预防就显得尤为重要. 
硫酸镁能刺激十二指肠黏膜, 反射性地引起

总胆管括约肌松弛[14], 钙离子的跨膜流动和细胞

内钙离子的浓度变化对炎性因子的合成和释放

是必不可少的, 镁剂是钙离子的拮抗剂, 对炎性

因子的产生有抑制作用. 同时, 镁离子还可减少

表  1  十二指肠乳头插管数据 [n  = 60, n (%)]

     分组 插管容易 插管中等困难 插管困难

口服硫酸镁组 37(61.67)    18(30.00)  5(8.33)

对照组 36(60.00)    17(28.33)  7(11.67)

■创新盘点
本文提出术前口
服硫酸镁对高淀
粉酶血症和内镜
后胰腺炎均有一
定的预防作用, 可
以降低内镜后胰
腺炎和高淀粉酶
血症的发生率, 具
有重要的临床指
导意义. 表  2  两组血清淀粉酶术前、术后检测 (n  = 60)

     
分组         术前

                               术后

            3h            24h

口服硫酸镁组 58.29±25.36 118.35±141.07   89.63±110.92

对照组 54.64±21.19 198.30±231.28 238.64±411.36

血清淀粉酶正常上限111 U/L.

表  3  两组高淀粉酶血症及PEP发生情况n (％)

     口服硫酸镁组   对照组    χ2    P值

高淀粉酶血症     7(11.67) 18(30.00) 6.25 ＜0.05

PEP     1(1.67)   8(13.33) 7.06 ＜0.05
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自由基的生成, 防止脂质过氧化反应引起的细

胞损害, 这些作用可能是硫酸镁预防ERCP术后

胰腺炎的药理学基础, 其机制可能为松弛Oddi
括约肌; 降低胆道和胰管压力, 使胆汁排出迅速, 
缓解胆管内压力, 防止胆汁反流; 同时使胰液流

出更通畅, 从而减轻胰腺炎性反应, 降低术后血

清淀粉酶水平. 另外, 高浓度硫酸镁使肠道内处

于高渗状态, 可降低肠道毛细血管通透性, 迅速

阻止或减轻肠壁水肿, 促进肠道蠕动, 促使患者

早日排便, 迅速排出肠道内过度繁殖的细菌和

毒素, 起肠道去污和肠道透析的作用, 从而阻止

肠道细菌移位以及全身炎性反应综合征的发生, 
有效降低二次打击的可能性. 

本研究表明: 两组患者术前血清淀粉酶差

异无统计学意义, 但在处理因素基本相同的情

况下, 口服硫酸镁组术后3 h和24 h血清淀粉酶水

平明显低于对照组, 提示ERCP术前30 min口服

硫酸镁可显著降低ERCP术后血清淀粉酶的水

平; 同时我们也发现口服硫酸镁组患者ERCP术
后高淀粉酶血症和PEP的发生率亦明显低于对

照组, 两组差异有统计学意义, 提示术前口服硫

酸镁对高淀粉酶血症和PEP均有一定的预防作

用, 可以降低PEP和高淀粉酶血症的发生率. 
PEP的预防应是综合性预防, 从现有资料

看, 对PEP的预防并不十分理想. 虽抗胰酶分泌

及抗胰蛋白酶活性药物多数临床试验证明能有

效治疗ERCP术后胰腺炎, 但是我们还需严格掌

握ERCP的适应症, 在ERCP前充分评估风险, 在
ERCP操作时尽量避免胰管的损伤. 由于ERCP
后大部分是轻度胰腺炎, 且有效的药物或支架

预防都比较昂贵, 而口服硫酸镁简便易行, 疗效

可靠, 物美价廉, 值得临床推广使用. 然而本文

病例相对较少, 有待进一步积累更多资料, 还需

做进一步多中心、大样本研究. 
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Abstract
AIM: To explore the impact of infection on the 
immune-nervous-endocrine network in patients 
with irritable bowel syndrome (IBS).  

METHODS: Forty-five patients with postin-
fectious IBS (PI-IBS), 60 patients with non-
postinfectious IBS (non-PI-PBS), and 30 healthy 
controls were included. Immunohistochemical 
staining was performed to analyze the expres-
sion of substance P (SP), interleukin (IL)-2, 
5-hydroxytryptamine (5-HT), interferon (IFN)-γ, 
substance P receptor (SPR) in the colon mucosa 
of these subjects. Mast cells (MCs) were stained 
with toluidine blue.  

RESULTS: The expression of SP, MCs, 5-HT, 
SP-R, IFN-γ, and IL-2 in PI-IBS patients was 
higher than that in non-PI-IBS patients and 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

感染对IBS患者肠黏膜细胞因子表达的影响

鞠 辉, 刘希双, 魏良洲, 刘 华, 尹继平

®

■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)的病因和发
病机制迄今还不
完全清楚 .  免疫-
神经-内分泌网络
机制是新近提出
的观点之一.

controls (t = 2.5, 2.8, both P < 0.01; t = 11.5, 12.1, 
both P < 0.01; t = 13.6, 14.1, both P < 0.01; t = 3.8, 
6.1, both P < 0.05; t = 13.8, 15.2, both P < 0.05; 
t = 12.6, 14.7, both P < 0.05). The expression of 
ileocecal mucosal MCs was positively correlated 
with that of SP in PI-IBS patients (r = 0.71, P < 
0.01). The expression of ileocecal mucosal 5-HT 
was closely associated with that of SPR in PI-IBS 
patients (r = 0.18, P < 0.05). SP expression in PI-
IBS patients who were positive for IFN-γ or IL-2 
was higher than that in non-PI-IBS patients (t = 
2.22, 2.3, P < 0.05) and controls (t = 2.3, 2.4, P < 
0.05). 

CONCLUSION: Nerve fibers are critical for the 
immune-nervous-endocrine network in IBS pa-
tients after intestinal infection.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Infection; 
Cytokine

Ju H, Liu XS, Wei LZ, Liu H, Yin JP. Effect of infection on 
cytokine expression in the colon mucosa of patients with 
irritable bowel syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(17): 1574-1578

摘要
目的:  探讨感染对肠易激综合征(i r r i t a b l e 
bowel syndrome, IBS)患者神经-免疫-内分泌
网络的影响. 

方法: 感染后肠易激综合征(post infec t ious 
irritable bowel syndrome, PI-IBS)患者45例, non-
PI-IBS患者60例及30例对照者, 结肠镜下活检
回盲部黏膜标本, 采用免疫组织化学法检测其
肠黏膜SP、IL-2、IFN-γ、SPR与5-HT的表达, 
肥大细胞(mast cells, MC)采用甲苯胺蓝染色.  

结果: PI-IBS患者的SP表达分别高于non-PI-
IBS与对照组(t = 2.5, 2.8, P <0.01); PI-IBS患
者的MC表达分别高于non-PI-IBS与对照组(t 
= 11.5, 12.1, P <0.01). PI-IBS患者的5-HT表达
分别高于non-PI-IBS与对照组(t = 13.6, 14.1, 
P <0.01); PI-IBS患者的SPR表达分别高于non-
PI-IBS与对照组(t = 3.8, 6.1, P <0.05); PI-IBS患
者的IFN-γ表达分别高于non-PI-IBS与对照组

■同行评议者
黄恒青, 主任医师, 
福建省第二人民
医院消化内科
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■相关报道
李延青等研究表
明 I B S 患 者 存 在
T h 1 / T h 2细胞因
子的漂移. 

(t = 13.8, 15.2, P <0.05); PI-IBS患者的IL-2表达
分别高于non-PI-IBS与对照组(t = 12.6, 14.7, 
P <0.05). PI-IBS患者回盲部黏膜MC和SP的表
达呈高度正相关(r = 0.71, P <0.01). PI-IBS患
者回盲部黏膜5-HT和SPR的表达呈密切相关
(r = 0.18, P <0.05). IFN-γ、IL-2阳性表达的PI-
IBS患者, SP表达高于非PI-IBS组(r = 2.2, 2.3, 
P <0.05)和对照组(t = 2.3, 2.4, P <0.05). 

结论: 肠道感染后, 神经纤维在IBS的免疫-神
经-内分泌发生机制中的作用至关重要. 

关键词: 肠易激综合征; 感染; 细胞因子
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0  引言

临床发现约1/3肠易激综合征(i r r i table bowel 
syndrome, IBS)患者在其患病前曾有急性胃肠

道感染史; 部分被肠道病毒、细菌或寄生虫感

染的患者, 在病原体已清除及黏膜炎症消退后, 
可发生IBS样的症状, 称之为感染后肠易激综

合征(postinfectious irritable bowel syndrome, PI-
IBS)[1]. 本研究分析了PI-IBS患者回盲部肠黏

膜SP、SP受体-1(SPR-1, 又称NK-1, 以下简称

为SPR)、肥大细胞(mast cells, MC)、5-羟色胺

(5-hydroxytryptamine, 5-HT)、IFN-γ与IL-2的表

达, 探讨感染对IBS患者免疫-神经-内分泌网络

机制的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2007-10/2008-06青岛大学医

学院附属医院消化内科门诊IBS患者105例, 其
中PI-IBS患者45例, 男20例, 女25例, 平均年龄

39.2岁±10.9岁, PI-IBS纳入标准: (1)罗马Ⅲ诊

断标准; (2)既往有胃肠道急性感染病史, 在急性

感染后至少伴有以下2种症状或检查: 发烧、呕

吐、急性腹泻、大便培养阳性, 经治疗后痊愈, 
而以后出现腹部不适、腹胀、腹痛或大便性状

改变等IBS症状. non-PI-IBS患者60例, 男25例, 
女35例, 平均年龄37.2岁±10.6岁. 对照组30例, 
男12例, 女18例, 平均年龄38.5岁±10.9岁, 纳入

标准: 为结肠息肉电切除术后复查无异常发现

者(术后至少半年)或因大便带少量鲜血行结肠

镜检查诊断为痔疮者, 无其他消化系症状与体

征, 无免疫疾病、感染病史, 无近期服药史. 兔
抗人IL-2抗体、兔抗人IFN-γ抗体及SABC试剂

盒均购自武汉博士德生物工程公司, 抗人P物质

多克隆抗体(ZA-0235, 北京中杉金桥生物技术

有限公司提供). 兔抗人5-HT多克隆抗体(中杉金

桥生物技术有限公司提供ZA-0231), SPR兔抗人

多克隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司提

供), 甲苯胺蓝和PV-9000二步法免疫组织化学检

测试剂盒(北京中杉公司提供). 
1.2 方法 分别取回盲部黏膜2块, 所有蜡块均行

4 μm连续切片, 每例各取一张切片HE染色, 进
行常规病理组织学诊断. 切片常规脱蜡, 梯度乙

醇水洗, 双氧水室温孵育10 min, 放入枸橼酸钾

缓冲液(pH 7.0)中5 min, 后进行微波修复10 min, 
PBS缓冲液冲洗15 min, 水洗去PBS, 分别滴加

抗体(兔抗人P物质多克隆抗体、兔抗人IL-2抗
体、兔抗人IFN-γ抗体、兔抗人5-HT多克隆抗

体与SPR兔抗人多克隆抗体). 行SABC法免疫

组织化学染色: PBS缓冲液冲洗15 min, 滴加通

用型IgG抗体(Fab段)-HRP多聚体, 37 ℃孵育20 
min, PBS缓冲液冲洗5 min×3次, 水洗去PBS, 滴
加新鲜配置的DAB显色剂. 采用双盲法判断结

果, 每张切片观察5个不重复视野, 取每个视野

的平均数. 对SP行定量分析用VIDAS图像分析

系统, 检测其吸光度(A )值. 
MC采用甲苯胺蓝染色染成紫蓝色, 在400

放大倍数下观察5个不重复视野, 取每个视野的

平均数. 采用SPSS11.0统计软件包进行处理, 应
用t检验与回归性分析.  

2  结果   

2.1 电子镜下结肠黏膜的观察 电子结肠镜下观

察105例IBS患者与对照组的结肠黏膜均无充

血、水肿、渗出等炎症改变. 肠道组织经HE染
色, 显微镜下观察见黏膜上皮完整, 黏膜下及固

有腺体之间可见少量淋巴细胞及浆细胞浸润, 
个别可见少量中性粒细胞浸润, 组间及各组与

对照组相比, 无显著性差异. 
2.2 免疫组织化学染色观察 肠道组织经HE染色, 
显微镜下观察见黏膜上皮完整, 黏膜下及固有

腺体之间可见少量淋巴细胞及浆细胞浸润, 个
别可见少量中性粒细胞浸润. SP分布于腺体周

围的固有层中, 呈散在点状或簇状分布. 5-HT阳
性细胞分布于肠黏膜上皮基部及腺泡上皮细胞

之间, 细胞呈圆形/椭圆形. 免疫反应阳性细胞的

胞质被染成黄褐色或褐色, 细胞核无色或为浅
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黄色. SPR免疫反应阳性细胞分布于肠黏膜上皮

基部和黏膜固有层, 免疫阳性细胞胞质被染成

黄褐色或褐色, 胞核细胞多为圆形、椭圆形、

梭形和不规则形. IFN-γ、IL-2的表达在肠黏膜

固有膜, 呈现棕黄色, 分布于腺体周围. 肥大细

胞呈现紫蓝色, 胞核呈蓝色, 散布于黏膜固有层, 
细胞大小不等. 
2.3 细胞因子的表达及相关性 PI-IBS患者的SP
表达分别高于non-PI-IBS与对照组(t = 2.5, 2.8, 
P <0.01); PI-IBS患者的MC表达分别高于non-
PI-IBS与对照组(t = 11.5, 12.1, P <0.01); non-PI-
IBS与对照组的MC表达差异无统计学意义(t = 
1.3, P >0.05). PI-IBS患者的5-HT表达分别高于

non-PI-IBS与对照组(t = 13.6, 14.1, P <0.01); PI-
IBS患者的SP-R表达分别高于non-PI-IBS与对

照组(t = 3.8, 6.1, P <0.05); PI-IBS患者的IFN-γ
表达分别高于non-PI-IBS与对照组(t = 13.8, 
15.2, P <0.05); PI-IBS患者的IL-2表达分别高于

non-PI-IBS与对照组(t = 12.6, 14.7, P <0.05, 表
1). PI-IBS患者回盲部黏膜MC和SP的表达呈

高度正相关(r = 0.71, P <0.01, 表2). PI-IBS患
者回盲部黏膜5-H T和S P R的表达呈密切相关

(r = 0.18, P <0.05, 表3). IFN-γ, IL-2阳性表达的

PI-IBS患者, SP阳性表达高于非PI-IBS组(t = 
2.2, 2.3, P <0.05)和对照组(t = 2.3, 2.4, P <0.05,  
表4). 

3  讨论

IBS的病因和发病机制迄今还不完全清楚. 目前

认为其病因与精神心理因素、胃肠动力异常、

内脏感觉过敏、脑-肠轴的改变和炎症免疫等有

关[2]. 免疫-神经-内分泌网络机制是新近提出的

观点之一. 
Koon等[3]报道肠道炎症可致使SP表达增加. 

SP是在脑和肠道中均存在的肽, 在肠道内主要存

在于肠神经系统的内源性神经元. 本实验发现, 
PI-IBS的SP表达高于non-PI-IBS与对照组. 我们

认为, 肠道发生感染后, 炎症可致使SP表达增加. 
SP表达增加后, 通过与非胆碱能的传递促进肠道

的蠕动; 通过特异性受体活化内皮细胞钙离子依

赖性NO合酶, 促进NO合成, 增加血管通透性; 刺
激黏膜下分泌运动神经以增加黏膜离子的转运, 
从而发生腹泻. SP表达的增加还可以通过刺激胆

碱能神经和依赖NO的抑制性神经系统, 引起肠

道压力的升高[4], 诱发痛觉过敏的发生. 
通过检测IBS患者外周血T淋巴细胞亚群水

平的变化, 发现IBS患者存在T淋巴细胞功能减

弱和调节紊乱, 细胞免疫异常可能参与IBS的发

病. 李延青等[5]研究发现IBS患者存在Th1/Th2
细胞因子的漂移. IBS患者肠黏膜IFN-γ、IL-2
表达增加, 二者可以促进血管通透性增加; 促使

组织胺、花生四烯酸代谢产物(PGD2、LTC4、
LTD4、TXE4)、血小板活化因子(platelet acti-
vating factor, PAF)表达增多, 使平滑肌收缩增强, 
肠道蠕动增加[6], 导致腹泻; 可以介导局限于黏

膜的轻微炎症反应, 干扰胃肠反射, 活化内脏感

觉系统, 出现腹痛和直肠敏感性增加. 
在培养的细胞系中, 加入SP就可以使IL-2 

mRNA的表达增加, 若加入SP拮抗剂后, 则抑制

其表达[7]. 我们的研究表明, PI-IBS患者IFN-γ、
IL-2阳性的SP表达明显高于non-PI-IBS与对照

组, PI-IBS的SPR表达高于non-PI-IBS与对照

组. 我们分析, 感染可能促使SP表达增加, SP与
Th1细胞膜表面的SPR结合, 促使Th1细胞释放

IFN-γ、IL-2等因子, 诱发Th1反应, 激活免疫细

胞如T细胞、NK细胞等, 促进炎症因子的释放

如IL-1β、TNF-α、PGE2、IL-6等[8], 破坏肠黏

膜上皮屏障功能. Th1反应增强还可能导致机体

打破对肠道常住细菌的耐受状态, 使抗原微生

物免疫和异物排斥反应增强. 感染的持续时间

与IBS的发生风险有关, 感染持续2 wk或以上者

发生IBS的OR值明显高于1 wk者, 且回肠末端和

直肠乙状结肠的IL-1β mRNA表达也明显增加[3]. 
MC是一种具有免疫活性, 又能分泌多种介

质的重要免疫细胞, 可以引起生物活性介质(生
物胺、酶、花生四烯酸、腺苷、神经肽等)的释

放, 使微血管平滑肌和通透性增加, 也可致肠道

平滑肌蠕动加快, 导致腹泻. 研究表明IBS患者

的结肠黏膜免疫反应阳性神经纤维(SP与血管

活性肠肽等)与MC有“膜膜”接触[9]. 我们的结

果表明, PI-IBS患者肠黏膜的MC与SPR表达明

表  1  各组回盲部细胞因子的表达 (mean±SD)

     细胞因子    PI-IBS组 non-PI-IBS组    对照组        

SP强度 14.7±2.3bd   12.3±2.7   8.8±2.2      

MC 30.8±3.1bd   19.5±2.0 18.3±1.7

5-HT 34.2±2.8bd   17.4±1.8 15.0±1.2

SPR   7.6±1.6ac     5.3±1.4   3.2±1.0  

IFN-γ 33.2±2.7ac   16.7±1.8 13.8±1.1

IL-2 32.9±2.7ac   15.6±1.7 13.1±1.1

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs non-PI-IBS组.

■应用要点
本文研究了SP神
经纤维与其他细
胞因子的表达, 认
为神经纤维在IBS
的免疫-神经-内分
泌发生机制中的
作用至关重要, 进
一步研究其他神
经 纤 维 与 M C、
EC的相关性, 可能
对今后IBS的治疗
起指导作用.
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显高于non-PI-IBS与对照组, 差异有统计学意义; 
PI-IBS患者回盲部MC和SP的回归分析表明, MC
和SP存在高度相关性. 我们分析, IBS患者发生

肠道感染后, 诱发肠黏膜局部抗原抗体反应, 引
起MC致敏后, 激活SP神经纤维, 使SP表达增加, 
诱发一系列IBS症状的发生; 另一方面, 由于MC
表面有SPR[7], 在PI-IBS患者肠黏膜SP表达增加

后, 又可能形成正反馈导致MC表达上调, 导致

IBS症状出现或加重. 另外, 部分PI-IBS患者可能

存在不同程度的焦虑和抑郁, 可导致自主神经

系统活动增加, 而这种神经活动可导致MC脱颗

粒, 释放炎性介质, 使肠分泌型神经元兴奋性增

加, 出现腹泻. 
5-HT是一种广泛存在于中枢神经系统和胃

肠道的神经递质[10], 主要由肠嗜铬细胞(entero-
chromaffin cells, EC)合成和储存, 可以导致肠道

动力紊乱. 各种肠道刺激包括肠腔压力增加、

迷走神经刺激、过敏反应、多种化学物质等均

能刺激EC细胞释放大量的5-HT. 本研究发现PI-
IBS的5-HT表达高于non- PI-IBS与对照组, 且PI-
IBS患者回盲部5-HT和SPR存在相关性, 考虑PI-
IBS患者肠黏膜SP表达上调, SP与SPR结合后可

激活胆碱能神经元, 并且促使结肠黏膜的淋巴细

胞和内分泌细胞(主要是EC)明显增多, 5-HT表达

增加, 促使结肠蠕动增强, 排便次数增加[11]; 另一

方面, 5-HT在肠道可以兴奋肠囊腺细胞和促分泌

神经细胞上的5-HT4受体[12], 从而增加肠腔内液

体的容量, 致腹泻和稀便. 有研究支持我们的实

验, Lacoste等[13]通过透射电镜观察到5-HT神经元

上有SP的主要受体NK-1, 加入NK-1拮抗剂可使

5-HT释放减少. 
PI-IBS患者存在局限于黏膜的轻微炎症反

应, 而这种炎症可引起包括PG、缓激肽、神经

生长因子等炎性介质增加[14,15], 我们认为这些

介质可以直接作用于初级传入纤维或间接经由

MC, 启动活化和致敏机制的级联效应, 使附近

的神经纤维(SP与降钙素基因相关肽等)与他们

的受体激活, 这些神经纤维与其受体结合后, 可
以激活胆碱能神经元及EC(致使5-HT表达增加), 
导致腹泻; 另一方面SP又可导致炎性细胞因子

(IL-2与IFN-γ等)表达增加, 促进Th1反应增强, 出
现IBS症状. 

因此, 我们认为肠道感染后, 神经纤维在

IBS的免疫-神经-内分泌发生机制中的作用至关

重要, 进一步研究其他神经纤维与MC、EC的相

关关系, 可能会对今后IBS的治疗起指导作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
polymorphisms in the promoter region (-1195G/
A, rs689466) and 3’-untranslated region (8473T/
C, rs5275) of the cyclooxygenase-2 (COX-2) gene 
and risk of colorectal cancer (CRC). 

METHODS: A case-control study was performed 
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环氧化酶-2基因启动子区多态性与结直肠癌的易感性
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®

■背景资料
随着我国生活水
平的不断提高, 人
们的生活方式也
有 了 很 大 变 化 , 
结直肠癌 (CRC )
发 病 率 呈 明 显
上升趋势 .  其中 . 
90%CRC的发生
是环境因素与遗
传因素交互作用
的结果.

in 343 patients with CRC and 340 healthy indi-
viduals. The polymerase chain reaction and re-
striction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method was used to genotype the COX-2-
1195G/A and COX-2-8473T/C polymorphisms. 
The SPSS 10.0 software was used to analyze geno-
typic and allelic frequencies. 

RESULTS: We found no differences in allele 
or genotype distributions of COX-2-8473T/C 
between cases and controls (all P > 0.05). How-
ever, there was an obvious difference in the 
polymorphism distribution of COX-2-1195G/A 
between the CRC group and control group (P < 
0.001). Stratification analysis revealed a signifi-
cantly increased risk in CRC patients carrying 
the AG genotype (adjusted OR = 2.23; 95% CI 
1.50-3.32), AA genotype (adjusted OR = 2.46; 95% 
CI 1.51-4.02) or (AG/AA) genotype (adjusted OR 
= 2.27; 95% CI 1.55-3.34) compared to the control 
group. There was no difference in the distribution 
of each COX-2 genotype between colon and rectal 
cancer. Patients carrying the COX-2-1195A allele 
had a higher risk of lymph node metastasis and 
CRC progression.  

CONCLUSION: COX-2-1195AG/AA genotype 
is associated with a higher risk of CRC, lymph 
node metastasis and CRC progression.

Key Words: Colorectal cancer; Polymorphism; Cy-
clooxygenase-2

Zhang Y, Liu CM, Peng HP, Zhang JZ, Cai XQ, Feng QL. 
Relationship between polymorphisms in the promoter 
region of the COX-2 gene and susceptibility to colorectal 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 
1579-1584

摘要
目的: 探讨环氧化酶-2(cyc looxygenase-2, 
COX-2)基因启动子区的-1195(G/A, rs689466)
及3'非翻译区的8473(T/C, r s5275)2个位点
的基因多态性与结直肠癌(colorectal cancer, 
CRC)发病风险的相关性. 

方法: 采用病例-对照研究, 利用聚合酶链式

■同行评议者
李革, 副教授, 延
边大学附属医院
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反应和限制性片段长度多态性(po lymerase 
chain reaction-restrictive fragment length 
polymorphism, PCR-RFLP)分析方法, 对343例
CRC患者和340例健康人的COX-2基因的2个位
点的多态性进行检测, 采用SPSS11.0软件包统
计分析各位点的基因型分布和等位基因频率. 

结果: COX-2-8473位点多态性的各基因型频
率在病例组及对照组中分布均无显著差异
(P >0.05), 但COX-2-1195位点多态性的基因型
频率在二组中分布有显著性差异(P <0.001), 
结果显示CRC患者COX-2-1195AG基因型在
病例组的频率较对照组显著增高(校正后OR 
= 2.23; 95%CI: 1.50-3.32), AA基因型在病例
组中的频率亦较对照组高(校正后OR = 2.46; 
95%CI: 1.51-4.02), A等位基因携带者在病例
组中的频率高于对照组(校正后OR = 2.27; 
95%CI: 1.55-3.34). 各基因型分布在结肠癌及
直肠癌中的分布无显著性差异(P >0.05). COX-
2-1195A等位基因与淋巴结转移及TNM分期
有显著相关性. 

结论: COX-2-1195位点AG/AA基因型是CRC
的风险因素, 且与CRC的淋巴结转移及TNM
分期相关. 

关键词: 结直肠癌; 多态性; 环氧化酶-2
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是常见的消化

系恶性肿瘤, 发生率仅次于胃癌和食管癌. 在我

国常见恶性肿瘤死亡中CRC在男性占第5位, 女
性占第6位. 随着我国生活水平的不断提高, 人
们的生活方式也有了很大变化, CRC发病率呈

明显上升趋势. 分子流行病学证实肿瘤发生与

个体的遗传背景及环境的交互作用关系密切, 
90%CRC的发生是环境因素与遗传因素交互作

用的结果. 近年来研究显示, 环氧化酶-2(cyclo-
oxygenase-2, COX-2)在一些肿瘤中存在过度表

达现象, 提示COX-2可能与肿瘤的发生发展密

切相关[1]. COX-2位于染色体1q25.2-q25.3, 包
括10个内含子和9个外显子. 位于COX-2 3'非
翻译区的8473T>C(rs5275)位点可影响调节蛋

白的结果进而对COX-2 mRNA的稳定性及表

达产生影响[2]. 亦有研究显示, COX-2启动子区

的-1195G>A(rs689466)变异形成1个转录因子

c-Myb结合位点, 且A等位基因与COX-2的高表

达相关[3]. 因此探讨COX-2启动子区的基因多

态性与C R C发生的相关性有着重要的理论意

义. 本研究拟采用病例-对照的分子流行病学方

法, 用聚合酶链式反应和限制性片段长度多态

性(polymerase chain reaction-restrictive fragment 
length polymorphism, PCR-RFLP)技术对COX-2
基因-8473和-1195位点的基因多态性与CRC发

生的相关性进行研究, 并旨在探讨COX-2基因多

态性与CRC发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-08/2011-03收集于江苏省昆山市

中医院的进行手术并经病理确诊的CRC患者343
例设为病例组, 最大年龄为93岁, 最小年龄为30
岁, 平均年龄为63.22岁±12.29岁, 男女性别比为 
230∶113. 选取同期到医院参加体检健康的340
名志愿者设为健康对照组, 最大年龄为91岁, 最
小年龄为44岁, 年龄平均为62.47岁±11.20岁, 
男女性别比为212∶128. 收集研究人群的基本

资料, 包括吸烟、饮酒及CRC组的病理资料, 临
床分期采用国际抗癌协会UICC 1987年的TNM
分期法. DNA提取试剂盒购自美国Gentra公司; 
DNA聚合酶由大连Takara公司提供; 限制性内切

酶Pvu  Ⅱ和BclⅠ购自Ferments Life Sciences公
司; 引物由上海Invitrogen有限公司合成; Master-
cycler gradient PCR购自德国Eppendorf公司; UVP 
EC3 Imaging System购自美国UVP公司. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集及基因组DNA提取: 经研究对象

知情同意后, 采集静脉血置于3 mL EDTA抗凝管

中, 离心去血清后在剩下的细胞中加入300 mL
人红细胞裂解液, 混匀震荡3 min溶解红细胞, 
10 000 g离心30 s, 沉淀白细胞, 加入细胞裂解液

后按Gentra公司说明书提取DNA. 
1.2.2 COX-2基因多态性检测: 采用PCR-RFLP技
术分析COX-2基因启动子区的-1195G>A位点及

3'非翻译区8473T>C位点的基因多态性. PCR扩
增的引物序列依次为: COX-2 1195G>A F: 5'TCT-
CACCCTCACATGCTCCT3', R: 5'TCTTTTCT-
GTCCACTTTTCCA3'; COX-2 8473T>C F: 
5'A G A AT T T TA A A G TA C T T T TA G T3', R: 
5'CTTTTACAGGTAGTTCTACCC3'. 2个PCR反
应体系均为50 μL, 包括以下组分: 10×Buffer  
5.0 μL, MgCl2 3.0 μL, dNTPs 4.0 μL, 上下游引物

■研发前沿
环氧化酶-2(COX-
2 ) 在 一 些 肿 瘤 中
存 在 的 过 度 表 达
现 象 与 肿 瘤 的 发
生发展密切相关 , 
COX-2基因多态性
因 影 响 其 功 能 与
多种肿瘤相关. 
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各1.0 μL, DNA聚合酶1.25 U, 模板50 ng, 灭菌双

蒸馏水补足反应体积至50 μL. 扩增条件为94 ℃ 
45 s, 54 ℃(COX-2-8473)或55 ℃(COX-2-1195) 
45 s, 72 ℃ 45 s, 共40个循环. PCR产物分别用

Pvu  Ⅱ和BclⅠ酶切, 体系均为PCR产物10 μL, 酶 
10 U, 10×Buffer Tango 3.0 μL, 灭菌双蒸馏水补

足反应体积至30 μL, 水浴37 ℃过夜. 3%琼脂糖

凝胶电泳鉴定结果, 同时选取10%样本进行重复

检测. 
统计学处理 用SPSS11.0软件包进行统计学

分析. 计算各组等位基因和基因型频率的分布, 
χ2检验分析各组等位基因和基因型频率分布的

差异, 并通过比数比(OR)计算进行相关性分析. 

2  结果

2.1 COX-2基因启动子区-8473及-1195位点的

PCR扩增及酶切分析 COX-2-8473位点的PCR产
物为177 bp, 经BclⅠ酶切电泳后产生156 bp、
21 bp 2个片段为CC型, 产生177 bp、156 bp、
21 bp 3个片段为TC型(图1); COX-2-1195位点的

PCR产物为237 bp, 经Pvu  Ⅱ酶切后仅有237 bp
为AA基因型, 含有237 bp、164 bp、73 bp 3个
片段为AG基因型, 而含有164 bp、73 bp 2个片

段为GG基因型(图2); 计算以上位点的多态性基

因型分布, 经检验对照组基因型分布符合Hardy-
Weinberg遗传平衡, 可认为研究人群来自于平衡

群体, 具有群体代表性. 
2.2 CRC组与对照组的人群的基本特征 研究人

群基本特征所示, 在性别、年龄、吸烟、饮酒

特征上没有显著性差异(表1). CRC组的病理特

征如表1所示. 
2.3 COX-2基因-8473及-1195位点的基因型分布

与CRC的危险性分析 COX-2-8473的各基因型频

率在对照组与病例组之间均无显著差异(P>0.05). 
但COX-2-1195 AG基因型在病例组中的分布

频率显著高于对照组(校正后OR = 2.23; 95%CI 
1.50-3.32), AA基因型在病例组中的频率亦较对照

组高(校正后OR = 2.46; 95%CI 1.51-4.02), A等位

基因携带者在病例组中的频率高于对照组(校正

后OR = 2.27; 95%CI 1.55-3.34, 表2). 
2.4 COX-2-8473及-1195位点的多态性基因频率与

结肠癌和直肠癌的相对风险性分析 COX-2-8473
的各基因型频率在病例组及对照组中的频

率分布没有显著性差异(P >0.05), 且在结肠癌

及直肠癌中分布也没有显著性差异(P >0.05); 
COX-2-1195 AG及AA基因型在结肠癌及直肠癌

中的频率均高于对照组, 在结肠癌及直肠癌中分

布频率没有显著性差异(表3). 
2.5 COX-2-1195位点的多态性基因频率与CRC
病理特征 COX-2-1195各基因型在高、中分化

200 bp

图  1  COX-2-8473位点基因多态性RFLP分析. 

Marker TT    CC    TT     TT    TT     CT    CT

200 bp

Marker  AA     AG    AG    AG    AG     AG    GG

图  2  COX-2-1195位点基因多态性RFLP分析.

表  1  CRC组及对照组样本的基本情况n (%)

            CRC组       对照组   P 值

年龄(岁) 63.22±12.29 62.47±11.20 0.408

性别

  男    230(67.06)    212(62.35) 0.198

  女    113(32.94)    128(37.65)

吸烟情况 0.535

  不吸烟    247(72.01)    252(74.12)

  吸烟      96(27.99)      88(25.88)

饮酒情况 0.463

  不饮酒    276(80.47)    281(82.65) 

  饮酒      67(19.53)      59(17.35)

分化程度

  高、中    212(61.81)

  低    131(38.19)

淋巴结转移

  无转移    182(53.06)

  有转移    161(46.94)

TNM分期

  Ⅰ      76(22.16)

  Ⅱ      73(21.28)

  Ⅲ      89(25.95)

  Ⅳ    105(30.61)

■创新盘点
本研究拟采用病
例-对照的分子流
行 病 学 方 法 ,  用 
PCR -RFLP技术
对COX-2基因多
态性与CRC发生
的相关性进行研
究 ,  具 有 一 定 创
新性.
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及低分化CRC组与对照组的分布频率均有显著

性差异(P <0.05), 高、中分化程度与低分化程度

组间没有显著性差异(P  = 0.360); COX-2-1195各
基因型在淋巴结转移组与对照组的分布有显著

性差异(P <0.001), 而在无淋巴结转移组与对照

组中的分布频率没有显著性差异(P  = 0.061); 基
因型分布在淋巴结转移组及无转移组间有显著

性差异(P  = 0.015). 在与TNM分期的分组比较中

结果显示, COX-2-1195基因型在Ⅰ-Ⅱ期组与对

照组的分布没有显著性差异(P  = 0.260), 而在Ⅲ

-Ⅳ组中各基因型与对照组中的分布频率有显著

性差异(P <0.001); 且COX-2-1195各基因型在Ⅰ-
Ⅱ期及Ⅲ-Ⅳ期组间分布有显著性差异(P <0.001, 
表4). 

3  讨论

COX-2是催化花生四烯酸产生前列腺素族的关

键限速酶之一, 正常生理状态下表达甚少, 而在

各种刺激因子存在时表达增加[4]. 近年来研究显

示COX-2在包括CRC在内的一些肿瘤中存在过

度表达现象, 提示COX-2在CRC的发生过程中

起着重要作用. 研究显示COX-2的基因多态性与

多肿瘤发生相关[5-7], 本文采用PCR-RFLP技术对

343例CRC患者和340例健康人进行病例-对照研

究, 探讨COX-2基因多态性与CRC的易感性关

系, 并分析其与CRC患者病理特点相关性. 研究

结果显示COX-2启动子区-1195位点的基因多态

性与CRC的发病风险相关, A等位基因是CRC的
风险因素, 且A等位基因与淋巴结转移和TNM分

期有显著相关性. 
COX-2基因多态性有种族差异, 不同种族中

基因型的频率不同, 本研究的COX-2-1195基因

型在对照组中的分布与Zhang等[3]在中国汉族人

群中开展的食管癌研究中的对照组结果相一致

表  2  COX-2-8473及-1195 SNP在病例组及对照组中的分布

     基因型         病例组n (%)         对照组n (%)          OR(95%CI)           OR(95%CI)1            P值 

COX-2-8473

  TT       218(63.56)       202(59.41)               1.00               1.00         0.533

  TC       105(30.61)       115(33.82)       0.85(0.61,1.17)       0.84(0.60,1.16)

  CC         20(5.83)         23(6.76)       0.81(0.43,1.51)       1.35(0.63,2.90)

  TC/CC       125(36.44)       138(40.59)       0.83(0.62,1.14)       0.82(0.43,1.57)

COX-2-1195

  GG         50(14.58)         94(27.65)               1.00               1.00         0.000

  AG       216(62.97)       184(54.12)       2.21(1.49,3.28)       2.23(1.50,3.32)

  AA         77(22.45)         62(18.24)       2.33(1.45,3.77)       2.46(1.51,4.02)

  AG/AA       293(85.42)       246(72.35)       2.24(1.53,3.28)       2.27(1.55,3.34)

1经性别、年龄、吸烟、饮酒校正后.

表  3  COX-2-8473、COX-2-1195基因多态性与结肠癌和直肠癌发生的分层分析

     
基因型        对照组n (%)

                            结肠癌                            直肠癌

            n (%)        OR(95%CI)1              n(%)         OR(95%CI)1

COX-2-8473

  TT       202(59.41)       136(64.15)            1.00         82(62.60)            1.00

  TC       115(33.82)         68(32.08)     0.83(0.57,1.21)         37(28.24)     0.80(0.50,1.26)

  CC         23(6.76)           8(3.77)     0.52(0.22,1.22)         12(9.16)     1.12(0.43,2.95)

  TC /CC       138(40.59)         76(35.85)     0.77(0.54,1.10)         49(37.40)     1.41(0.65,3.07)

COX-2-1195

  GG         94(27.65)         30(14.15)             1.00         20(15.27)             1.00

  AG       184(54.12)       134(63.21)     2.28(1.43,3.65)         82(62.59)     2.11(1.22,3.67)

  AA         62(18.24)         48(22.64)     2.63(1.49,4.67)         29(22.13)     2.23(1.15,4.34)

  AG/AA       246(72.35)       182(85.85)     2.34(1.48,3.69)       111(84.73)     2.13(1.25,3.64)

1经性别、年龄、吸烟、饮酒校正后.

■应用要点
本研究分析COX-
2的基因多态性与
CRC发生风险及
肿瘤的生物学特
征 ,  有 助 于 阐 明
结肠癌易感性的
分 子 基 础 ,  为 结
肠癌的预防提供
了实验依据.
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(GG: 22.5%, AG: 53.4%, AA: 24.1%). COX-2-1195 
A等位基因是肿瘤发生的危险因素, 在包括胃 
癌[8]、食管癌[9]、胰腺癌[10]及胆囊癌[11]中都得到

了证实. COX-2启动子含有多个转录因子的结合

位点, 有研究报道COX-2-1195的G>A突变形成

了1个c-Myb转录因子结合位点, 增强了COX-2
的启动子活性, 进而提高了其转录活性, A等位

基因与高水平的COX-2转录相关[3]. 而其高表达

可以通过多种途径促进肿瘤的形成, 其中最为

关注的是COX-2高表达可使金属蛋白酶-2活性

增加, 膜金属蛋白酶表达增多, 有利于癌肿侵袭

淋巴结而发生转移. 本研究也显示高表达基因

型(AG/AA)与CRC的淋巴结转移及TNM分期相

关, 可能与这一机制相关. 陈志刚等[12]对118例
CRC样本进行分析, 结果显示COX-2高表达与淋

巴结转移及肿瘤的分期相关, 本研究结果与之

相一致. 本研究对3'非翻译区的8473 T>C基因多

态性与CRC的发病风险性分析结果表明, 该基

因多态性与CRC的发病风险无相关性, 结果与

Siezen等[13]及Cox等[14]报道相一致. 
之前研究学者始终将结肠癌与直肠癌统一

为CRC, 然而结肠和直肠不管是在胚胎学、解

剖学, 生理学还是在遗传学上都有不同[15], 研究

表明结肠癌和直肠癌的发病机制尚存在差异. 
本研究还对病例组针对C R C的不同部位进行

了分层分析, 此前我们开展的一项研究亦显示

CRC与基因多态性的发生有部位的特异性[16], 但
在此研究中我们没有发现结肠癌与直肠癌对于

COX-2基因多态性存在显著性差异, 提示COX-2
的表达对于CRC的发生没有部位特异性, 现有

研究未见相关的报道, 有待于进一步证实. 

本研究对C O X-2基因启动子区多态性与

CRC发病风险进行了探讨, 但仍存在有一些不

足的地方, 首先是研究虽然纳入了CRC患者343
例, 但进行分层分析来说样本量相对较少, 可能

会对研究结果产生影响. 总之, 本研究结果表明, 
COX-2-1195AG/AA基因型是CRC的风险因素, 
且与CRC的淋巴结转移及TNM分期有显著相关

性, 此研究有助于阐明CRC易感性的分子基础, 
为CRC的预防提供了实验依据. 
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Abstract
Autoimmune hepatitis (AIH) is a clinically com-
mon type of non-viral hepatitis. Sjogren syndrome 
(SS) and Hashimoto’s thyroiditis (HT) are common 
autoimmune diseases. However, AIH complicated 
by SS and HT, which starts with leucopenia, rarely 
occurs. Here we report such a case and performed 
a literature review to summarize its clinical mani-
festations, diagnosis and treatment. Attention 
should be paid to the possibility of AIH compli-
cated by other autoimmune diseases.

Key Words: Autoimmune hepatitis; Sjogren syn-
drome; Hashimoto thyroiditis

Dai M, Zhao P, Bei ML, Zhang GQ. Autoimmune hepatitis 
complicated by Sjogren syndrome and Hashimoto 
thyroiditis with leukopenia: A report of one case. Shijie 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年6月18日; 20(17): 1585-1587
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 病例报告 CASE REPORT

自身免疫性肝炎合并干燥综合征、桥本甲状腺炎伴白细
胞减少1例

戴 敏, 赵 鹏, 贝明龙, 张国强
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■背景资料
自身免疫性肝炎( 
AIH)是临床上较
常见的非病毒性
肝炎类型, 干燥综
合征、桥本甲状
腺炎也是常见的
自身免疫性疾病, 
但合并以上3种自
身免疫性疾病的
病例较为少见.

Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(17): 1585-1587

摘要
自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是
临床上较常见的非病毒性肝炎类型, 干燥综合
征、桥本甲状腺炎也是常见的自身免疫性疾
病, 但合并以上3种自身免疫性疾病的病例较
为少见. 该文报道和回顾了1例以白细胞减少
起病的AIH合并干燥综合征、桥本甲状腺炎
的临床表现、诊断治疗过程, 在临床工作过程
中应注意非病毒性肝炎合并其他自免疾病的
可能, 提高诊疗质量. 

关键词: 自身免疫性肝炎; 干燥综合症; 桥本甲状

腺炎
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是临

床上较常见的非病毒性肝炎类型, 其总发病率

占世界人口的3%-5%. AIH通常可以伴随着肝外

表现, 如关节炎、自身免疫性甲状腺炎等. 干燥

综合征、桥本甲状腺炎也是常见的自身免疫性

疾病, 但合并以上3种自身免疫性疾病的病例较

为少见. 该文报道和回顾了1例以白细胞减少起

病的AIH合并干燥综合征、桥本甲状腺炎的临

床表现、诊断治疗过程, 旨在为临床上相关疾

病的诊疗提供一些依据和参考.

1  病例报告

女, 45岁, 因发现白细胞减少2年, 乏力、纳差、

尿黄1 mo, 入院. 患者于2009年发热、咳嗽, 被
诊断为“肺炎”住院治疗 ,  查白细胞(w h i t e 
blood cells, WBC)2.8×109/L, 2010年单位体检

WBC 2.9×109/L, 肝功能正常. 1 mo前出现乏

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科
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力、纳差、尿黄. 于外院查血常规: WBC 2.94×
109/L, 中性粒细胞(neutrophils, N)48.7%, 淋巴细

胞(lymphocyte, L)33.3%, 血红蛋白(hemoglobin, 
HB)106 g/L, 血小板(platelet, PLT)108×109/L; 功
能: 总胆红素(total bilirubin, TBIL)109.8 μmol/L, 
直接胆红色素(DBIL)77.4 μmol/L, 丙氨酸氨基

转移酶(alanine aminotransferase, ALT)433.6 IU/L, 
天门冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransfer-
ase, AST)693.3 IU/L, 白蛋白(albumin, ALB)43.4 
g/L, 球蛋白(globulin, GLB)40.9 g/L; 尿分析: 胆
红素17 μmol/L. 甲乙丙丁戊肝炎病毒抗体阴性, 
考虑“肝炎”予保肝退黄治疗, 乏力、尿黄稍

有改善, 纳差依旧, 3 d前出现发热, 双下肢出现

大小不等红斑伴瘙痒, 全身其他处散在分布, 转
入我院. 追问病史患者有口干、眼干史半年, 否
认病毒性肝炎史, 家族中无类似患者.  

查体: T 37.6 ℃, BP 128/84 mmHg, 神志清, 
皮肤巩膜中度黄染, 双肺未闻及干湿啰音. 心率

70次/分, 律齐. 腹平坦, 无压痛, 肝肋下未及, 剑
突下3 cm, 质软, 表面光滑, 边缘钝, 无压痛. 脾脏

肋下未扪及, Murpy征阴性, 移动性浊音阴性, 双
下肢大小不等斑丘疹.  

辅助检查: 查WBC 3.04×109/L, L 51.3%, 
HB 109 g/L, PLT 117×109/L. TBIL 78.1 μmol/L, 
DBIL 42.5 μmol/L, ALT 120 IU/L, AST 140 IU/L, 
GLB 44.8 g/L, ALB 25.6 g/L, γ谷氨酰基转移酶

(γ-GT)95 IU/L. IgG 34.2 g/L, IgA 4.44 g/L, 补体

C3 653 mg/L, C4正常. 抗HAV-IgM阴性, 甲乙丙

丁戊肝炎病毒抗体均阴性. 纤维5项: 透明质酸

酶(hyaluronidase, HA)128.61 μg/L, 层粘连蛋白

(laminin, LN)77.04 μg/L, Ⅳ型胶原77.91 μg/L, Ⅲ
型Ⅹ胶原209.54 μg/L. 抗核抗体(ANA): 1∶320阳
性, 核浆颗粒型. 抗平滑肌抗体均阴性. Coomb's
试验弱阳性; 血小板抗体IgA弱阳性. 凝血6项: 凝

血酶原时间(prothrombin time, PT)16.0 s, 国际标

准化比值(international normalized ratio, INR)1.39, 
部分凝血活酶时间(partial thromboplastin time, 
APTT)46.8 s, 凝血酶时间(thrombin time, TT)20.1 
s. 甲状腺功能7项测定: 甲状腺过氧化物酶抗体

(AntiTPO)424.91 IU/mL, 血清总甲状腺素(total 
thyroxine, TT4)9.17 μg/dL, 血清总三碘甲状腺原

氨酸(TT3)0.96 ng/dL, 游离三碘甲状腺原氨酸

(FT3)2.06 pg/L, 游离甲状腺素(FT4)0.93 ng/dL, 甲
状腺球蛋白抗体(Anti Tg) 139.71 IU/mL, 促甲状

腺激素(thyroid stimulating hormone, TSH)15.2446 
IU/mL. 甲状腺彩超: 甲状腺弥漫性改变伴左叶

小结节. SS-A阳性, SS-B阳性, Ro-S2阳性. 干眼

症3项: BUT、Shirmer's试验阳性; 唇腺病理: 唇
腺小叶内见淋巴细胞团浸润, 符合干燥综合征

(Ⅱ级, 图1). MRCP: 肝硬化可能, 肝右叶异常信

号, 轻度脾肿大. 上腹增强CT: 轻度肝硬化、脾

肿大、肝脏异常强化. 胸部CT: 右肺中下叶小结

节, 两侧腋窝多发小淋巴结. 骨髓涂片: 基本正常. 
B超下行肝右叶穿刺病理: 肝板周围小汇管区淋

巴浆细胞浸润(图2).
入院诊断: AIH合并干燥综合征、桥本甲状

腺炎. 给予甲泼尼龙40 mg/d、还原型谷胱甘肽

2.4 g/d静脉滴注, 熊去氧胆酸胶囊0.25 g Tid, 口
服, 补充甲状腺素、白蛋白和补钙对症治疗. 2 
wk后患者体温正常, 无明显乏力、纳差, 尿色

正常. 查体: 巩膜轻度黄染, 全身红斑消退, 呼吸

音清, 心律齐, 肝区无叩痛, 肝脾肋下未触及. 复
查血常规: WBC 5.2×109/L, N 66.2%, L 25.6%, 
Hb 115 g/L, PLT 126×109/L. 肝功能: TBIL 43.3 
μmol/L, DBIL 24.5 μmol/L, ALT 55 IU/L, AST 46 
IU/L, GLB 41.8 g/L, ALB 24.5 g/L, γ-GT 91 IU/L. 
出院口服泼尼松龙片, 早30 mg, 晚10 mg/d.  

出院2  w k后随访调整为甲泼尼龙片 ,  早 

■相关报道
文献报道, 干燥综
合征在世界不同
人群中的发病率
介于0.5%至3%, 
可累及其他组织
器官如肝. 

图  1  唇腺病理学检查(HE,×200). 唇腺小叶内见淋巴细胞

团浸润.

图  2  肝组织活检病理学检查(HE,×200). 肝板周围小汇管

区淋巴浆细胞浸润.
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■同行评价
鉴于AIH等相关
疾病越来越常见, 
本研究选择典型
意义的病例进行
报道, 对临床有重
要的指导意义.

24 mg, 晚8 mg/d, 逐渐减量. 4 mo后复查血常规正

常, 肝功能: TBIL 10.1 μmol/L, DBIL 5.3 μmol/L, 
AST 26 g/L, ALB 29.3 g/L, GLB 29.9 g/L, γ-GT 21 
IU/L, 血常规正常. 加用免疫抑制剂硫唑嘌呤维

持治疗.  

2  讨论   

根据2008年Hennes等[1]对AIH确诊的简化评分系

统评分: ANA≥1∶80(2分), IgG≥1.1倍正常上

限(2分), 病理肝板周围小汇管区淋巴细胞浸润

(1分), 排除病毒性肝炎(2分), 总分7分, AIH确诊. 
根据干燥综合征(Sjogren syndrome, SS)、桥本

甲状腺炎(Hashimoto's thyroiditis, HT)诊断标准, 
结合上述临床资料, SS、HT诊断明确. 此3种自

身免疫病(autoimmune disease, AID)首选肾上腺

皮质激素, HT需加甲状腺素替代治疗. AIH症状

缓解后需减量, 必要时加用免疫抑制剂硫唑嘌

呤, 与SS、HT的治疗不矛盾.
随着对AID认识的提高, 临床经验积累和实

验室技术的进步, AID的发病率明显上升, 其总

发病率占世界人口的3%-5%. AIH通常可以伴随

着肝外表现, 如关节炎、自身免疫性甲状腺炎

等. 干燥综合征是一种主要侵犯外分泌腺的慢

性自身免疫性疾病[2], 女性多见, 其可累及其他

组织器官如肝、肾、肺、血液、关节等. 

上述3种AID同时合并较为罕见, 王娜等[3]

曾有1例报道. 本例伴白细胞减少、双下肢皮疹, 
更为罕见. 临床上可能由于对其缺乏认识而导

致无法确诊甚至误诊误治, 早期诊断治疗有助

于病情缓解. 结合本例我们有如下体会: (1)临床

中青年女性出现白细胞减少伴肝功能异常, 也
需考虑自身免疫性疾病可能; (2)干燥综合征对

造血系统有影响, 表现为白细胞减少或(和)血小

板减少, 激素使用后可缓解. 本例双下肢出现皮

疹伴瘙痒、发热, 考虑干燥综合征伴过敏性紫

癜可能; (3)在临床工作中, 我们应注意AIH合并

其他多种自身免疫性疾病的可能, 病理检查可

对其进行确诊. 本例患者白细胞减少2年后确诊, 
予激素治疗, 预后良好, 故提供此病例, 引起重

视, 以望提高诊疗质量.  
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.694   

本刊讯 2011-12-02, 一年一度的中国科技论文统计结果由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2010年《世界华人消化杂志》总被引频次3458次, 影响因子0.694, 

综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)的第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献

量712, 文献选出率0.90, 参考文献量17963, 平均引文数25.23, 平均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 

基金论文比0.45, 海外论文比0.01. (编辑部主任: 李军亮 2012-01-01)
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和中国知识资源总库收录. 《中国科技期刊引

证报告(核心版)》统计显示, 2010年《世界华人

消化杂志》总被引频次3 458次, 影响因子0.694, 
综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期

刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中

国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)的
第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率

0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献量712, 文献选出

率0.90, 参考文献量17 963, 平均引文数25.23, 平
均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 
基金论文比0.45, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价68.00元, 全年

2448.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源

期刊)、《中文核心期刊要目总览》(2011年版)
内科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研

究报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2011年版)
收录的学术期刊. 

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志    2012年6月18日     第20卷     第17期            1589



www.wjgnet.com

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾
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病研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材
料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐

条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2012年国内国际会议预告

2012-05-26/31
2012年世界医学物理与生物医学工程大会
会议地点: 北京市
联系方式: info@wc2012.org

2012-06-01/03
2012中国北京超声医师学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: zhumin301@163.com

2012-06-15/17
第一届糖尿病大会、第二届内分泌与代谢大会
会议地点: 北京市
联系方式: medical585@163.com

2012-06-15/17
第九届全国抗菌药物临床药理学术会议
会议地点: 北京市
联系方式: doctorzhengbo@163.com; liyun1907@sina.com

2012-06-29/07-01
第二十四次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 宁波市
联系方式: qgzxyjhxh@163.com

2012-06-30/07-01
中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-07-01/31
第一届全国普通外科青年医师学术论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmacjs@cma.org.cn

2012-07-01/31
第二届全国普通外科手术技术学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lining@126.com

2012-07-27/29 
第十届全国胃病学术大会
会议地点: 哈尔滨市 
联系方式: xiaohuahuiyi2012@163.com

2012-08-08/10 
第五届全国生物信息学与系统生物学学术大会暨国际生
物信息学前沿研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: bioinfo@hrbmu.edu.cn

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会暨第九届IUPAC化学生
物学国际研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-01/30 
中华医学会第三次全国肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 郑州市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2012-09-01/30 
第十五届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会
会议地点: 济南市
联系方式: doclf@163.com

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-21/30
2012中华影像技术第20次全国学术大会暨国际影像技术
论坛 
会议地点: 长春市 
联系方式: ting@dxyer.com

2012-09-23/27 
第九届海峡两岸细胞生物学研讨会 
会议地点: 丽江市
联系方式: cscb@sibs.ac.cn

2012-10-21/11-10 
第十四次全国中医肛肠学术交流大会 
会议地点: 长沙市
联系方式: gcfh2012@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn

2012-12-21/23 
2012生物医学工程生物信息学国际会议 
会议地点: 昆明市 
联系方式: beb2012@126.com
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范学工 教授

中南大学湘雅医院感染病科

颜宏利 教授

中国人民解放军第二军医大学医学遗传学教研室

李勇 副教授

上海中医药大学附属市中医医院消化科

梁力建 教授

中山大学附属第一医院肝胆外科

刘丽江 教授

江汉大学医学院病理学

刘占举 教授

同济大学附属上海市第十人民医院

沈薇 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

谭德明 教授

中南大学湘雅医院感染病科

王凤山 教授

中国医科大学附属第一医院普外一科

王江滨 教授

吉林大学中日联谊医院

王俊平 教授

山西省人民医院消化科

王蒙 副教授

中国人民解放军第二军医大学附属东方肝胆外科医院肝外综

合治疗一科

 

王娅兰 教授

重庆医科大学基础医学院病理学教研室	

王悦华 副主任医师

首都医科大学附属宣武医院外科

吴俊华 副主任医师

南京大学功能生物分子研究所

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

夏时海 副教授

中国人民解放军武警后勤学院附属医院肝胆胰脾科(中心)

向德兵  副教授

中国人民解放军第三军医大学大坪医院野战外科研究所肿瘤

中心

谢丹 教授

中山大学肿瘤防治中心-华南肿瘤学国家重点实验室 

徐列明 教授

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝二科

许剑民 教授

上海市复旦大学附属中山医院普外科 

许文燮 教授

上海交通大学基础医学院, 病理、生理与病理生理系

严惟力 副教授

上海交通大学医学院附属仁济医院 

于颖彦 教授 

上海市瑞金医院消化外科研究所与器官移植中心

禹正杨  副教授

南华大学附属第一医院

张俊 副研究员

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科  

张小晋 主任医师

北京积水潭医院

郑培永 副教授

上海中医药大学脾胃病研究所 上海中医药大学附属龙华医院

消化内科

周晓武 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普外科

朱传武 主任医师

江苏省苏州市第五人民医院传染科
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