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Abstract
Small bowel obstruction, which is caused by a 
variety of etiological factors and mainly mani-
fests as abdominal pain, vomiting and disten-
sion, is one of the most common acute abdo-
mens. A rapid and accurate diagnosis of small 
bowel obstruction is needed to give reasonable 
and effective treatment to avoid its rapid dete-
rioration. In this paper we discuss the strategies 
for diagnosis and treatment of small bowel ob-
struction through comparing different imaging 
methods for diagnosis of small bowel obstruc-
tion and reviewing the current situation of di-
agnosis and treatment of the disease in terms of 
pharmacotherapy, gastrointestinal decompres-
sion, and surgical intervention.
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摘要
小肠梗阻是由多种病因引起的以腹痛、腹
胀、呕吐等为临床常见表现的一种急腹症, 往
往病情发展迅速, 需要快速准确地做出诊断并
予以合理、有效地治疗. 本文围绕小肠梗阻的
诊断和治疗策略, 比较不同影像学诊断方法在
小肠梗阻中的应用以及从药物治疗、胃肠减
压、手术介入的适当时机和方式等多方面论
述了目前对于小肠梗阻诊断和治疗的现状, 以
期更好地为临床上准确有效地处理该类患者
提供一些依据.
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0  引言

小肠梗阻(small bowel obstruction, SBO)是一种

常见的急腹症, 可由肠腔堵塞、肠管受压、肠

壁病变等多种病因引起. 其中粘连、嵌顿疝和

肿瘤是造成梗阻最常见的原因, 可使肠腔狭窄, 
肠内容物通过发生障碍, 常伴随局部血液循环

严重障碍, 导致剧烈腹痛、呕吐或休克等. 本病

发展迅速, 需要快速准确地做出诊断并予以合

理、有效地治疗. 在全球范围内具有较高的发

病率, 且是造成急诊外科住院的主要原因, 给
社会造成了极大的经济负担[1,2]. 单纯性机械性

SBO发展到一定程度时可以引起肠壁血运障碍

形成绞窄性肠梗阻, 造成肠壁缺血、坏死和穿

孔的发生. 因此需要早期准确识别患者是否发

生了绞窄, 从而决定给予手术治疗抑或是进行

非手术治疗.

1  SBO的诊断

急性SBO最典型的临床表现是“胀、痛、吐、
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闭”. 间歇性或持续性的恶心、呕吐, 往往出现

早, 以十二指肠、SBO多见, 胆汁样呕吐物大多

提示梗阻为小肠上部, 而粪便样呕吐物可以是

结肠梗阻的首发症状. 间断性绞痛的程度和部

位可因梗阻近端扩张肠道的不同而变化. SBO
时, 脐周剧烈疼痛, 间歇期短; 大肠梗阻时, 疼痛

较轻, 位置较深, 间歇期较长. 急性发作的剧烈

疼痛, 逐渐加重或疼痛部位固定, 可能提示穿孔

或回、结肠绞窄; 腹部触诊时疼痛加重, 可能

提示腹膜刺激征或肠穿孔. 持续腹痛的程度和

部位可由腹膨胀、肿瘤或肝脏肿大造成. 完全

性梗阻时, 排便排气消失; 不全性梗阻时则间

歇出现不排便. Perea等[3]根据100例粘连性SBO
的前瞻性研究发现: 呕吐(77%)、腹痛(68%)、
停止排便排气(52%)、持续的疼痛(12%)和腹

胀(56%)为常见的临床表现. 此外, 影像技术

的发展也为SBO提供了很好的诊断手段. 腹部

平片对SBO的敏感性为69%(44/64), 对区分高

位和低位梗阻的敏感性分别为86%(24/28)和
56%(20/36)[4,5]. 平片对高位梗阻敏感性较高, 
对于低位肠梗阻或不全性肠梗阻其敏感性则

较低[6-8]. CT可提供比平片检查更多的信息, 更
高的准确率, 全面地评价腹部情况, 形成病因学

诊断[4,6,9]和鉴别低位与高位肠梗阻[9-11], 其诊断

SBO敏感性为80%-90%,  特异性为70%-90%[4], 
通过手术证实CT扫描对缺血和绞窄的敏感性达

85%-100%[12-15]. 并且多排螺旋CT较之普通CT可
使成像的截面更薄, 肠壁和肠腔的强化更加明

显[16,17]. 相对于CT对低位和不全性肠梗阻较低

的敏感性(<50%), 对比造影可以细致地观察肠

管的过渡区带和可疑肠袢, 而不受轴向位的限制, 
这一方法包括小肠连续造影或灌肠造影等[18]. 虽
然检查所需时间要比CT稍长, 但对于肠腔和肠

壁病变的敏感性很高, 当配合CT检查时, 其发现

肠道肿瘤的敏感性和特异性接近100%[19]. CT肠
道造影术有良好可靠性, 可以发现腔外病变. 非
急性的低位梗阻的患者应该常规应用. 泛影葡

胺是一种使用相当广泛的水溶性造影剂, 文献

报道其对粘连性SBO患者具有诊断和治疗的双

重作用, 可缩短住院时间, 降低手术率[20]. 腹部超

声对SBO的诊断、病因和绞窄的判断与平片相

当, 且可更好地识别游离液区[9,21-23]. 腹部MRI对
SBO的诊断敏感性和准确度与CT相当, 但其对

多病灶、大肠梗阻以及炎症的显示不如CT[24-26]. 
Beall等[25]对44例可疑SBO(1997-1998)进行螺旋

CT(口服或静脉注射对比剂)与核磁共振比较的
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前瞻性研究结果显示, 在鉴别有无梗阻方面, CT
敏感性71%, 特异性71%, 核磁共振敏感性95%, 
特异性100%. MRI的局限性包括: 对梗阻亚急性

期、梗阻病因的检查效率较低, 对结肠梗阻的

显影较差. 总之, 不论应用何种诊断措施, 都应

将目标关注于: (1)鉴别机械性肠梗阻与动力性

肠梗阻; (2)形成梗阻的病因学诊断; (3)区分部分

(低位)梗阻和完全性(高位)梗阻; (4)明确是否发

生了绞窄.

2  药物治疗

药物治疗是SBO的基础治疗, 不管患者是否行

手术, 适度的药物治疗都是必需的. 药物治疗目

标是纠正水、电解质和酸碱平衡失调, 防治感

染和中毒, 缓解恶心、呕吐、腹痛和腹胀等症

状[27]. 药物种类主要有液体、抗生素、营养制

剂、抗分泌药、止痛药、止吐药、激素类药等. 
药物治疗的剂量和给药途径需个体化. 大多数

肠梗阻患者不能口服给药, 静脉给药最好经中

心静脉置管给药, 另外还可选择皮下注射、经

直肠或舌下途径给药. 
几乎所有的SBO患者都存在不同程度的体

液丢失, 故补液应常规应用, 但若大量补充液体

反而会引起肠腔分泌过多[28,29]. 补液量一般为

1-1.5 L/d, 成分以5%-10%葡萄糖溶液、生理盐

水、林格液等为主, 并结合患者呕吐、缺水体

征、尿量、血清钠、钾、氯及血气分析结果来

选用. 补液方法有静脉补液和皮下输液, 静脉

补液长期应用会给患者带来不适和不便, 因此

长期静脉补液患者应中心静脉置管, 对于静脉

条件差或无中心静脉置管的患者, 皮下输液是

可行的选择. 另外, 梗阻患者比非梗阻患者更

容易在肠系膜淋巴结发现细菌(39.9% vs  7.3%, 
P <0.001), 术后脓毒血症更易发生于此类肠系

膜淋巴结细菌阳性的梗阻患者(36.1% vs  11.1%, 
P <0.05)[30]. 因此, 有效的抗感染治疗可显著减少

因肠道菌群移位所致的感染、中毒及多器官功

能衰竭. 对于晚期恶性梗阻患者应用阿片类镇

痛药应遵循WHO癌症疼痛治疗指南, 一般均能

达到缓解疼痛的目的[31,32]. 镇痛药物的剂量必须

仔细斟酌, 最好通过非经口途径给药. 强阿片类

药治疗时, 应注意恶心、呕吐、便秘等药物不

良反应. 此外, 对于未明确病因的SBO患者, 应注

意使用阿片类药可能影响病情观察和手术决策. 
抗胆碱类药可用于阿片类药单药控制不佳的腹

部绞痛, 另一方面可抑制胃肠道腺体分泌, 减少

www.wjgnet.com

■相关报道
Beall等对44例可
疑SBO进行螺旋
C T ( 口 服 或 静 脉
注射对比剂)与核
磁共振比较的前
瞻性研究结果显
示 ,  在 鉴 别 有 无
梗阻方面 ,  CT敏
感性71%, 特异性
71%, 核磁共振敏
感性95%, 特异性
100%. 



陈汉卿, 等. 小肠梗阻的诊断和治疗策略								                    553

www.wjgnet.com

肠液潴留[33,34]. 止吐药物有甲氧氯普胺、多潘立

酮、莫沙比利等, 适用于SBO早期、不完全性梗

阻, 但由于其可引起腹部纹痛, 故不推荐用于完

全性肠梗阻[31]. 生长抑素类药物通过全面抑制

胃肠、胰腺及胆汁分泌, 使消化液分泌减少, 从
而减少梗阻以上肠管内液体积聚, 有利于肠壁

血液循环的恢复, 加速炎症消退, 促进肠管再通, 
同时促进肠黏膜对消化液的吸收[35-37], 可降低肠

腔内压, 防止部分梗阻转为完全梗阻[38], 因此可

有效应用于SBO的治疗. 
SBO属中医的“肠结”、“关格”范畴, 其

中对于不完全性SBO的患者, 应用中医中药治疗

往往取得很好的疗效. 这些患者一般受到手术

创伤打击, 脏腑气滞血瘀, 气机运化失调, 传化

之物停滞, 肠腔内容物增多, 故见腹胀、腹痛、

恶心呕吐, 加之数日不能进食, 耗伤元气, 更无

力推动肠管蠕动. 因此在常规运用通里攻下法

如大、小承气汤[39,40]治疗时, 适量加用活血化瘀

中药显得十分必要[41]. 大黄、丹参、桃仁、赤芍

等不仅可改善微循环增加血流量, 而且对肠黏

膜屏障具有直接保护作用, 可防止细菌易位、

促进肠蠕动、清除氧自由基和降低细胞因子的

损伤作用. 另外, 中药复方疗效广泛, 既能促进

组织修复、降低组织炎症反应和渗出, 又可减

少腹腔毛细血管的通透性, 可以多靶点、多环

节地发挥作用[42].

3  胃肠减压

胃肠减压是肠梗阻治疗中十分重要、有效的措

施. 梗阻近端肠腔内容物(消化液、气体等)的积

聚, 造成肠管膨胀, 肠壁血供障碍、肠屏障功能

受损、通透性增加, 引发一系列局部和全身的

病理生理变化. 梗阻不缓解, 肠腔内压力进一步

升高, 甚至导致缺血、坏疽或穿孔. 有效的胃肠

加压可以改善病理生理过程, 促进梗阻的解除, 
减少并发症的发生. 

传统的减压管是鼻胃管, 但由于幽门的作

用, 鼻胃管不能有效减压小肠. 肠梗阻导管是经

内镜或透视下引导, 通过幽门置于小肠内. 由于

头端水囊的特殊结构, 肠梗阻导管可在肠蠕动

作用下到达梗阻部位的近端, 更接近梗阻的部

位, 因此减压效果优于鼻胃管. 对需中转手术的

患者, 有效地肠管减压和身体状况的改善, 也有

利于手术操作, 提高安全性, 减少并发症的发生, 
而且还可以用来进行实时的造影检查, 方便医

生调整治疗方案. 国内对于SBO, 以往常采用单

纯胃管置入行胃、近段小肠减压, 禁食水、液

体疗法以及应用缓泻药物等, 使一部分单纯性

SBO得到缓解, 不缓解者则需行手术治疗. 肠梗

阻导管的应用改变了单纯性SBO手术率较高的

现状, 使大部分单纯性SBO在非手术治疗情况下

得到缓解以至治愈. 
文献报道[43-45], 普通胃管减压无效后, 在排

除绞窄性梗阻的前提下使用肠梗阻导管, 在减

压引流量和腹围缩小程度等方面均明显好于胃

管减压, 且梗阻缓解率可达100%. 牛陆杰等[44]应

用肠梗阻导管治疗38例低位肠梗阻, 缓解率为

100%, 治愈率为84%(32/38), 术后梗阻治愈率为

94%(32/34), 治疗中无急性梗阻病例出现. 金殷

植等[45]对15例常规胃管减压无效的粘连性肠梗

阻患者应用肠梗阻导管进行减压, 置管24-48 h
后症状明显减轻, 5-7 d后症状消失, 并经导管行

小肠造影证实肠道无明显狭窄. 李德春等[46]对36
例排除绞窄的急性粘连性SBO应用经鼻肠梗阻

导管治疗后, 发现梗阻解除平均时间为3.6 d±3 
d, 解除率83.3%(30/36), 中转手术6例, 为肠梗阻

症状减轻但未完全解除, 7 d后日引流量仍>500 
mL的患者. 

4  手术介入的时机

急性SBO的标准治疗是迅速的外科手术介入, 
目的是为了减少肠绞窄的风险, 从而降低死亡

率. 文献报道根据临床症状和简单的影像学检

查即可以识别绝大多数需要外科手术干预的患

者[47,48], 这些症状包括发热、白细胞升高、腹膜

炎、心动过速、代谢性酸中毒, 和持续性的疼

痛[49-51]. 发生绞窄是急性SBO患者中转手术的主

要原因, 当临床上出现下列情况应考虑绞窄的

可能: 腹痛发作急骤且剧烈, 阵发性转为持续性, 
存在腹膜刺激征; 呕吐出现早且剧烈, 肠鸣音减

弱甚至消失; 腹胀不对称, 腹部有隆起且触痛的

包块; 早期出现休克症状, 抗休克治疗效果不明

显; 白细胞计数、血清淀粉酶、血磷、碱性磷

酸酶增高; 呕吐物、胃肠减压液、肛门排出物

为血性; 腹腔内短时间出现积液或腹腔穿刺为

血性液; 影像检查提示有孤立、胀大突出的肠

袢, 不因时间而改变位置; 非手术治疗(12-24 h)
症状体征无明显改善或病情进展等. 此时, 应尽

快行手术治疗. 另外, 老年患者因机体反应差, 
有些虽然已有腹膜炎存在, 但体征却不明显; 年
幼患儿不会叙述病史, 往往病情发展很快, 腹部

体征却不典型, 经常发生误诊. 因此, 对于老年

■应用要点
生长抑素类药物
通过全面抑制胃
肠、胰腺及胆汁
分泌, 使消化液分
泌减少, 从而减少
梗阻以上肠管内
液体积聚, 有利于
肠壁血液循环的
恢复, 加速炎症消
退 ,  促 进 肠 管 再
通, 同时促进肠黏
膜对消化液的吸
收, 可降低肠腔内
压, 防止部分梗阻
转为完全梗阻, 因
此可有效应用于
SBO的治疗.
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和年幼患者不应过分强调典型的症状和体征, 
而应采取更为积极的治疗. 

此外, 根据梗阻病因的不同, 对手术时机的

选择也不尽相同. 相对于嵌顿性疝引起的梗阻, 
粘连性肠梗阻造成肠壁缺血、坏死和穿孔的风

险要低得多. 对于粘连性肠梗阻, 相当一部分患

者(35%-75%), 可经非手术方法安全地解除梗

阻[14,52], 但对于保守治疗有一定效果而较长时间

(>1 wk)不缓解或反复发作的粘连性肠梗阻, 也
主张手术治疗. 腹腔疝造成的SBO占到总数的

8%至25%, 在另一些文献, 这一比例甚至达到

30%-55%[53,54], 并且是形成绞窄的主要原因. 此
类患者需要立即手术治疗, 因为其发生肠壁缺

血、坏死和穿孔的几率较高, 分别可达20%, 8%, 
和2%[55], 绞窄发生率则从7%到42%不等[14,56]. 另
外, 对于完全性SBO的患者, 手术介入应成为早

期治疗的主要方式, 研究表明, 31%-43%的此类

患者仅需手术松解而不需要任何形式的肠道切

除即可解除梗阻[57]. 由于目前还没有任何一项

指标能够成功地评价手术或非手术处理的预后, 
所以对于那些继发于腹壁嵌顿疝或存在绞窄症

状的患者需要立即予以外科手术介入[53], 而那些

粘连性肠梗阻患者, 尤其是多次手术后或存在

基础疾病的, 往往受益于非手术措施[52].

5  腹腔镜手术治疗

自从Moure 1972年第一次施行腹腔镜下粘连性

SBO松解术以来, 这项技术已经越来越多地应用

于那些没有肠壁缺血和坏死表现的粘连性肠梗

阻, 文献报道将近60%的粘连性SBO可应用腹腔

镜松解术治疗. 通过其与常规开腹手术方式比

较, 发现腹腔镜手术所需时间较长, 但对于不同

患者变化较大, 如简单粘连仅需约20 min, 而复

杂病例则需数小时[58,59], 住院时间明显减少[60-62], 
肠道运动恢复时间提前, 术后并发症发生率降

低, 然而中转为开腹手术者则有较高的并发症

发生率[63]. 虽然腹腔镜手术可以免于开腹, 但其

本身也是引起术后粘连和梗阻的一个原因, 而
且发现其引起梗阻复发的几率甚至要高于开腹

手术[58,64]. 
急诊腹腔镜手术的实施必须排除那些可能

存在绞窄或有多次腹部手术史的患者. 实施该技

术的医生首先必须要具备娴熟的外科手术技巧, 
因为术中随时存在开腹探查和中转常规手术的

可能性, 文献报道这一比率从0%至52%不等[65], 
与患者的选择和术者技术相关[66]. 引起中转的原

因主要是粘连带的暴露和处理难度较大[65], 肠管

膨胀后使得操作视野减小[67], 多发的粘连[68], 腹
膜后等难以暴露的粘连, 肠壁坏死需要切除及

肠腔意外切开等. 那些有多次剖腹手术史的患

者在实施腹腔镜下梗阻松解术时更容易发生意

外的肠腔切开[63,69], 另外, 当Verres针插入时也可

损伤肠腔. 当上述情况发生时就必须转至开腹

手术来缝合或切除再吻合损伤肠袢, 以提高安

全性, 降低难度[70], 若术中处理不及时, 则可能

在术后引起腹膜炎. 选择腹腔镜方式治疗粘连

性肠梗阻的适应证包括腹部症状较轻, 具备行

术前检查条件, 近端或不完全性梗阻, 单一的梗

阻而非多发梗阻. 而肠壁的缺血坏死、肠腔扩

张(>4 cm)、腹膜炎体征和严重的心、肺疾病则

是腹腔镜治疗的绝对禁忌证[61,67,71]. 

6  结论

腹胀、呕吐、停止排便排气是最常见的急性

SBO症状. 粘连、疝、恶性肿瘤是引起SBO以

及肠壁缺血、坏死、穿孔的主要原因. 虽然一

部分患者, 特别是那些粘连性SBO的患者, 能安

全有效地通过非手术方式治疗, 但其中大部分

仍需要立即手术. 另外, 嵌顿疝发生绞窄的风险

显著高于其他造成梗阻的病因. 诊疗时要特别

关注那些有肠壁缺血、坏死、穿孔征象的患者, 
应采取进一步措施以鉴别绞窄性梗阻从而确定

适当的治疗方式. 越来越多的SBO患者通过非手

术方式得以缓解梗阻症状, 同时赢得了宝贵的

时间以进行原发病的治疗. 随着诊疗技术的进

步, SBO的治疗方式-包括手术与非手术治疗, 将
变得越来越成熟, 同时也将更迅速地解除症状, 
从而更好地造福患者. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of gastric cancer 
exosomes on tumor cell proliferation and to 
evaluate the role of tyrosine kinase Src in this 
process.

METHODS: Exosomes were isolated and purified 

from gastric cancer SGC7901 cells by serial cen-
trifugation and sucrose gradient ultracentrifuga-
tion and observed by electron microscopy. Cell 
proliferation was measured by MTT assay. Pro-
tein expression was assayed by Western blot.

RESULTS: Gastric cancer exosomes had a char-
acteristic saucer-like shape that was limited by 
a lipid bilayer, and their diameter ranged from 
30 to 100 nm. CD9 and TSG101 were abundant 
on the surface of exosomes. Gastric cancer 
exosomes significantly increased SGC7901 cell 
proliferation in a time- and dose-dependent 
manner. Compared with control cells, the pro-
liferation of cells treated with 200 and 400 mg/L 
exosomes for 72 h were increased to 138% and 
144%, respectively (both P < 0.01). The expres-
sion of phosphorylated Src in SGC7901 cells was 
up-regulated in a time- and dose-dependent 
manner after treatment with exosomes.

CONCLUSION: Gastric cancer exosomes pro-
mote tumor cell proliferation possibly by acti-
vating tyrosine kinase Src.

Key Words: Exosomes; Src; Proliferation; Gastric 
cancer

Qu JL, Qu XJ, Liu YP, Zhao MF, Hou KZ, Jiang YH, Yang 
XH. Role of tyrosine kinase Src in gastric cancer exosome-
mediated promotion of tumor cell proliferation. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 557-561

摘要
目的: 研究胃癌细胞来源的外泌体(exosome)
对肿瘤细胞增殖的影响, 初步探讨Src蛋白激
酶在此过程中的作用.

方法: 采用离心超滤和蔗糖密度梯度超速离
心的方法从胃癌SGC7901细胞的上清液中分
离出胃癌细胞来源的exosome. 透射电子显微
镜下观察exosome形态,  MTT法检测细胞增殖
能力, Western blot检测蛋白的表达.

结果: 透射电子显微镜下观察胃癌SGC7901细
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■背景资料
目前研究发现, 肿
瘤细胞能释放大
量的外泌体(exo-
some), 作为细胞
功能的使者, 参与
多种病理生理过
程. exosome是由
细胞分泌至胞外
的膜性小囊泡, 起
源于内吞途径中
的 多 泡 体 ,  通 过
多泡体与质膜融
合释放至细胞外. 
exosome含有大量
与其来源和功能
密切相关的蛋白
质和脂质成分.

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科三病房



胞来源的exosome具有特征性的盘状结构, 由
双层膜构成, 他们的直径30-100 nm. Western 
blot结果显示exosome表面富含CD9和TSG101
分子. MTT结果显示exosome能以时间和剂
量依赖性的方式促进SGC7901细胞的增殖, 
200 mg/L和400 mg/L的exosome处理SGC7901
细胞72 h, 细胞的增殖比率分别是对照组的
138%(P <0.001)和144%(P <0.001), 在此过程中
伴随有p-Src表达的上调.

结论: 胃癌细胞来源的exosome能促进肿瘤细胞
的增殖, 其机制可能与激活Src蛋白激酶有关.

关键词: 外泌体; Src; 增殖; 胃癌
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0  引言

我国是世界上胃癌发病最高的国家之一, 每年

新发病例近40万, 约占全世界的42%, 并且多数

患者在诊断时已属晚期[1,2]. 尽管手术和放化疗

在一定水平改善了患者的生存, 但5年生存率仍

低于15%[3], 其预后不良的重要原因是肿瘤复

发和转移. 因此深入探讨胃癌细胞自我调控的

增殖机制, 对提高胃癌疗效具有重要意义. 目前

研究发现, 肿瘤细胞能释放大量的外泌体(exo-
some), 作为细胞功能的使者, 参与多种病理生

理过程[4-6]. exosome是由细胞分泌至胞外的膜

性小囊泡, 起源于内吞途径中的多泡体, 通过多

泡体与质膜融合释放至细胞外[7]. exosome含有

大量与其来源和功能密切相关的蛋白质和脂质

成分[8,9]. 由于exosome的膜性结构能阻止血清中

的蛋白酶对其携带的蛋白分子的降解, 所以exo-
some可作为体内细胞之间信息传递的重要载体, 
可通过自分泌或旁分泌的方式作用于自身或远

隔的靶细胞并调节其功能[10,11]. 我们之前的研究

发现肿瘤来源的exosome能通过激活PI3K/Akt
和MAPK/ERK信号转导通路促进肿瘤细胞的增

殖[12,13], 但Src蛋白激酶在此过程中的作用不清

楚. 本研究分离纯化了胃癌SGC7901细胞来源的

exosome, 评价了Src蛋白激酶在胃癌细胞来源的

exosome促进胃癌细胞增殖中的作用, 为进一步

理解胃癌的恶性增殖机制提供了理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自Gibco公司, 胎
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牛血清购自天津血液病研究所 .  100 000 D a 
MWCO Amicon超滤管购自美国Millipore公司, 
重水购自美国Sigma公司. 鼠抗人CD9抗体和

TSG101抗体购自Santa Cruz公司, 鼠抗人Src和
p-Src抗体购自Cell Signaling公司. 辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技

术有限公司, ECL试剂盒购自PIERCE公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人低分化胃腺癌细胞株SGC 
7901细胞为本实验室常规传代培养, 生长于含

有100 mL/L灭活胎牛血清、12 kU/L庆大霉素的

RPMI 1640培养液中, 于37 ℃、50 mL/L CO2、

饱和湿度的培养箱内培养, 2.5 g/L胰酶消化液消

化传代, 2-3 d传代1次. 所有实验均采用对数生

长期细胞. 血清来源的exosome的去除采用两步

法分离, 即10 000 g×30 min, 100 000 g×1 h. 
1.2.2 exosome的制备: 胃癌SGC7901细胞培养

48 h后收集细胞上清液用于exosome的制备. 首
先, 收集的上清液通过一系列离心去除细胞及

碎片: 4 ℃, 300 g×10 min、1 200 g×30 min、
10 000 g×30 min. 然后将上清液移入100 000 
Da MWCO Amicon 50 mL超滤离心管中, 4 ℃离

心, 1 000 g×30 min, 取浓缩液. 将超滤后液体移

至含有30%蔗糖/重水垫的15 mL超速离心管中, 
4 ℃ 100 000 g超速离心1 h. 收集底部含有exo-
some的缓冲垫, 用至少5倍体积的PBS稀释后, 
置于100 000 Da MWCO Amicon超滤离心管中, 
4 ℃ 1 000 g离心30 min, 重复3次. 得到的浓缩液

即为exosome, 0.22 μm滤膜过滤除菌, Bardford
法检测蛋白浓度, 分装备用, -80 ℃保存. 
1.2.3 电镜: 将exosome超速离心成沉淀后, 经固

定液(2%多聚甲醛, 0.25%戊二醛)4 ℃固定1 h, 
PBS洗涤3次(15 min/次), 1%锇酸固定1.5 h, PBS
洗涤3次(15 min/次), 梯度酒精脱水, 环氧树脂浸

透过夜、包埋, 于35 ℃、45 ℃、60 ℃聚合24 h, 
经超薄切片、铅铀染色后透射电镜下观察摄片. 
1.2.4 MTT法检测细胞活力: 取对数生长期的

SGC7901细胞, 常规胰酶消化制成单细胞悬液, 
将细胞浓度调至2.5×107/L接种于96孔板, 每
孔180 μL, 培养12 h后分别加入终浓度为50、
100、200和400 mg/L的exosome. 设置空白、正

常对照组(空白组除不加细胞外, 正常对照组除

不加exosome外, 其余均与exosome实验组同样

处理), 每组设4个复孔, 每孔终体积为200 μL. 分
别培养48和72 h后每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 
μL, 继续孵育4 h后吸弃上清, 每孔加入200 μL 
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DMSO, 振荡摇匀. 用酶标仪于570 nm波长条件

下测定吸光度(A )值. 按下列公式计算细胞增殖

率: 增殖率(%) = (处理组平均A值-空白组平均

A值)/(正常对照组平均A值-空白组平均A值)×
100%. 
1.2.5 Western blot检测蛋白表达: 分别收集对照

组及处理组细胞, 将其裂解于200 μL含有蛋白酶

抑制剂(100 mg/L PMSF, 2 mg/L Aprotitin)的裂

解液中[1% Triton X-100, 50 mmol/L Tris-HCl(pH 
7.4), 150 mmol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA, 100 
mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4], 4 ℃裂解40 
min, 15 000 r/min离心20 min, 取上清, Bardford
法进行蛋白定量. 与3×样品缓冲液混合后, 煮
沸5 min. 将样品在10%的SDS-聚丙烯凝胶中进

行电泳3 h, 然后转印至硝酸纤维素膜上. 用5%
脱脂牛奶封闭1 h后, 分别加入一抗, 4 ℃过夜. 
TTBS洗4次后加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 
室温作用30 min, ECL法显色, GIS凝胶图像分析

系统照相并分析处理.
统计学处理 所有数据均为3次独立实验结

果, 以mean±SD表示. 采用SPSS13.0统计软件进

行统计学分析. 两组之间比较采用t检验, P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 exosome的形态观察 透射电子显微镜下观察

exosome具有特征性的盘状结构, 由双层膜构成, 
他们的直径为30-100 nm(图1). 

2.2 exosomes的蛋白成分分析 Western blot结果

显示与等量的SGC7901细胞裂解物相比, exo-
some表面富含四次跨膜分子CD9和多泡体标志

物TSG101分子(图2). 
2.3 SGC7901细胞来源的exosome对SGC7901
细胞增殖的影响 MTT结果显示exosome以时间

和剂量依赖性的方式促进SGC7901细胞增殖, 
200 mg/L和400 mg/L的exosome处理SGC7901
细胞72 h, 细胞的增殖比率分别是正常对照组的

138%(P <0.001)和144%(P <0.001, 图3). 
2.4 肿瘤来源的exosome对Src蛋白激酶活性的

影响 Western blot结果显示, exosome以剂量依赖

性的方式上调p-Src的表达(图4). 进一步的实验

发现200 mg/L的exosome处理细胞不同时间后, 
p-Src的表达成时间依赖性的上调(图5). 

3  讨论

肿瘤能在人体内发生并长期生存, 一方面是肿瘤

细胞获得了一定水平的自主性生长信号, 使其

不受体内生长调节系统的控制而持续增殖[14]; 另
一方面是由于肿瘤细胞在生长过程中形成了多

重免疫逃逸机制, 使机体的免疫系统无法对肿

瘤细胞进行识别和杀伤[15]. 目前越来越多的证

据表明肿瘤来源的exosome在肿瘤细胞的恶性

增殖和免疫逃逸等方面发挥着重要的作用[16-18]. 
Skog等[19]报道原代培养的恶性胶质瘤细胞释放

图  1  胃癌SGC7901
细 胞 来 源 的 e x o -
somes的电镜下形态. 

100 nm

图  2  Western blot检测exosome蛋白表达.

exosome              Cells

CD9

TSG101

图  3  SGC7901细胞来源的exosome促进SGC7901细胞增殖. 
aP<0.05, bP<0.01, dP<0.001 vs  正常对照组.
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图  4  不同浓度的exosome作用于SGC7901细胞72 h后对Src
活性的影响.

■应用要点
胃癌细胞来源的
exosome能促进肿
瘤细胞的增殖, 其
机制可能与激活
Src蛋白激酶有关.
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的exosome能促进人胶质瘤细胞系的增殖. Koga
等[20]报道人乳腺癌BT-474细胞分泌的exosome
和BT-474细胞共同培养时, exosome能附着在细

胞表面并能促进BT-474细胞的增殖. 也有体内

研究证实小鼠乳腺癌细胞来源的exosome能通

过抑制NK细胞的功能而促进肿瘤的生长[21]. 
基于上述研究结果, 我们以胃癌SGC7901细

胞为模型, 采用离心超滤和蔗糖密度梯度离心

的方法分离中肿瘤细胞来源的exosome, 并从形

态学和分子表达两方面进行了鉴定. Exosome携
带的蛋白质根据其分布大致分为两大类[22,23], 一
类是普通蛋白质(如四次跨膜蛋白家族成员), 在
所有的exosome上都有分布; 一类是细胞特异性

蛋白质, 只存在于特定细胞来源的exosome. 本
研究显示SGC7901细胞来源的exosome表面富

含四次跨膜蛋白CD9和多泡体标志TSG101分
子, 这些蛋白质的表达可能与exosome的生物起

源有关, 进一步证实了SGC7901细胞培养液经

离心超滤和蔗糖密度梯度离心得到的微囊小体

即为exosome. 进一步的研究发现SGC7901来源

的exosome能以时间和剂量依赖性的方式促进

SGC7901细胞的增殖. 国外最新研究显示[24], 表
达EGFRvⅢ的神经胶质瘤细胞能通过分泌的

exosome把自身携带的EGFRvⅢ转运给不表达

EGFRvⅢ的胶质瘤细胞并促进其恶性增殖. 这
些结果提示exosome可能是肿瘤细胞之间传递

恶性增殖信号的重要载体. 
本研究发现SGC7901来源的exosome在促

进胃癌细胞增殖过程中存在Src激酶的持续活

化. Src基因是第1个被发现的有内在酪氨酸激

酶活性的人类癌基因[25]. 在人类许多肿瘤中, 如
胃癌、结肠癌、乳腺癌和胰腺癌都存在Src蛋
白的过度表达和活化[26-29]. 于虹等[30]报道胃癌

SGC7901细胞中Src激酶处于高活性状态, 抑制

Src激酶的活性能抑制SGC7901细胞的增殖、迁

移、基质侵袭和体外诱导血管形成的能力. 研

究提示Src激酶可能在胃癌细胞的恶性增殖和转

移过程中起到促进作用. 但目前尚没有肿瘤来

源的exosome对Src活性的影响的报道. 本研究首

次报道了肿瘤来源的exosome在促进肿瘤细胞

增殖过程中激活了Src蛋白激酶, 提示Src激酶的

活化可能是exosome促进肿瘤细胞增殖的机制

之一. 
尽管肿瘤细胞来源的exosome的生理作用

还不十分清楚, 但可以肯定的是exosomes在体

内细胞之间的信息传递方面发挥着重要的作用. 
本研究结果显示胃癌细胞来源的exosome体外

能促进肿瘤细胞的增殖, 其机制可能与Src激酶

的活化有关. 进一步研究胃癌细胞来源的exo-
some促进肿瘤细胞增殖的机制, 对深入理解胃

癌的生物学行为和寻找治疗胃癌的新的靶分子

具有重要的科学意义和实际价值.
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Abstract
AIM: To investigate the preventive effect of 
Armillariella tabescens against cisplatin-induced 
changes in gastric electromyographic activity in 
rats and to explore the role of 5-hydroxytrypta-
mine (5-HT) in this process.

METHODS: Ninety male Sprague-Dawley rats 
were randomized into control group, model 
group, ondansetron group, low-, medium-, and 
high-dose Armillariella tabescens groups. Rats 
were injected intraperitoneally with cisplatin (6 
mg/kg) to induce pica. The electrical activity of 
gastric antral smooth muscle was recorded and 
analyzed using the Biopac MP100-CE acquisi-
tion system. The concentration of 5-HT in gastric 
antrum tissue was assayed by ELISA. The effect 
of Armillariella tabescens on gastric electromyo-
graphic activity and its relationship with 5-HT 
were then examined.

RESULTS: During 24-72 h after cisplatin ad-
ministration, the cycles per minute (CPM) and 
amplitude of vibration (AV) of slow-wave in the 
gastric antrum were significantly higher in the 
model group than in the control group (all P < 
0.05), medium-, and high-dose Armillariella ta-
bescens groups (all P < 0.01), and the differences 
were most significant between the model group 
(CPM: 7.33 ± 2.92, AV: 249.75 ± 79.09) and the 
control group (CPM: 3.00 ± 1.55, AV: 148.04 ± 
63.51) and high-dose Armillariella tabescens group 
(CPM: 4.13 ± 1.14, AV: 163.46 ± 26.14) at 24 h af-
ter cisplatin administration. Compared with the 
control group, the concentrations of 5-HT (μg/L) 
in the other groups were dramatically increased 
(24 h: 389.7 ± 25.5, 354.5 ± 34.9, 314.5 ± 31.5, 282.2 
± 19.6, 271.0 ± 21.1 vs 244.6 ± 27.3, all P < 0.05 or 
0.01). CMP and AV increased with the increase 
in the concentrations of 5-HT.

CONCLUSION: Armillariella tabescens could ef-
fectively inhibit cisplatin-induced changes in 
gastric electromyographic activity in rats possi-
bly via mechanisms involving 5-HT.

Key Words: Armillariella tabescens ; Electrogastro-
gram; 5-Hydroxytryptamine; Chemotherapy; Vomit-
ing

Du J, Li P, Wang KM, Cai RL, Zhang M, Sun X. Involve-
ment of 5-hydroxytryptamine in the preventive effect of 
Armillariella tabescens against cisplatin-induced changes in 
gastric electromyographic activity in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 562-567
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■背景资料
亮菌(Armillariella 
tabescens )是我国
最初发现并拥有
自主知识产权的
一 种 真 菌 ,  不 仅
具有提取简单方
便、价格便宜及
不良反应小的优
点 ,  且 能 提 高 肿
瘤患者机体免疫
力、改善化疗患
者的胃肠道不良
反应. 

■同行评议者
任超世 ,  研究员 , 
中国医学科学院
生物医学工程研
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摘要
目的: 探讨外源性亮菌抗顺铂(DDP)化疗过
程中并发胃平滑肌电活动改变及5-羟色胺
(5-HT)在此过程中的调控作用.

方法: 90只♂SD大鼠随机分为6组: 空白对照
组、模型组、亮菌低、中、高剂量组及昂丹
司琼组, 参照De Jonghe法以6 mg/kg体质量腹
腔注射DDP制造化疗性大鼠异食癖恶心呕吐
模型, 采用Biopac专用胃肠电记录分析系统检
测胃窦部平滑肌电活动, 运用ELISA方法检
测大鼠胃窦5-HT含量, 观察亮菌对DDP复制
模型后不同时间段的胃电活动的影响及其与
5-HT的关系.

结果: 造模后24-72 h, 模型组大鼠胃窦慢波
每分钟频率(CPM)与平均振幅(AV)均显著高
于空白对照组(P <0.05)与亮菌中、高剂量组
(P <0.01), 以造模后24 h模型组(CPM: 7.33±
2.92, AV: 249.75±79.09)与空白对照组(CPM: 
3.00±1.55, AV: 148.04±63.51)、亮菌高剂量
(CPM: 4.13±1.14, AV: 163.46±26.14)的差异
最明显. 与空白对照组相比较, 其他各组大鼠
胃窦组织5-HT含量(μg/L)均明显升高(24 h: 
389.7±25.5, 354.5±34.9, 314.5±31.5, 282.2
±19.6, 271.0±21.1 vs  244.6±27.3, P <0.05或
0.01). 胃窦CMP及AV总体趋势随着5-HT含量
增加而上升, 尤以造模后24 h趋势最为明显.

结论: 亮菌可有效抑制DDP化疗所诱发的胃
节律性运动紊乱, 其对化疗过程中诱发的胃节
律性运动紊乱的抑制作用机制可能与5-HT的
调控作用有关.

关键词: 亮菌; 胃电图; 5-羟色胺; 化学治疗; 呕吐
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0  引言

化疗诱发恶心呕吐等胃肠道发应是胃肠节律性

运动紊乱的反映[1-3]. 近20年的研究显示, 5-羟色

胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)受体拮抗剂不但

在化疗药所致的恶心呕吐等胃肠道反应中扮演

关键的抗呕吐作用[4-6], 且5-HT受体在胃起搏过

程中对胃慢波活动起着一定的调控作用[7-9]. 本
研究通过腹腔注射顺铂的方法制造化疗性大鼠

异食癖恶心呕吐模型, 探讨亮菌通过改变胃肌

电活动而防治顺铂化疗所诱发的恶心呕吐等胃

肠道反应的机制, 初步了解5-HT在亮菌防治顺

铂化疗诱发胃肌电变化中的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠, 体质量200-250 g(安
徽医科大学实验动物中心). 实验前适应性喂养

1 wk, 饲养期间, 保持实验室清洁安静, 采光及

通风良好, 室温在20 ℃左右, 饲以普通颗粒饲

料(安徽医科大学实验动物中心), 自由饮水. 亮
菌口服液(安徽立方药业, 批号H34020002); 顺
铂(南京制药厂, 批号H20030675); 大鼠5-HT 
ELISA试剂盒(上海朗顿生物技术有限公司, 批
号BPE10493R); 昂丹司琼(江苏奥赛康药业有限

公司, 批号H20060195); 高岭土(金岩高岭土开发

有限责任公司); 甲酸、丙酮、庚烷、氯仿(安徽

医科大学设备科). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 健康♂SD大鼠90只, 随机分为6组: 
第1组空白对照组, 第2组模型组, 第3组亮菌口

服液低剂量组, 第4组亮菌口服液中剂量组, 第5
组亮菌口服液高剂量组, 第6组昂丹司琼组, 每
组24、48及72 h各5只. 
1.2.2 造模: 实验前第3天, 放置50 g高岭土于另

一个标准食物槽内. 实验第1天下午20:00, 第3、
4、5组分别按成人每千克体质量用量的3倍、

7倍和14倍给予亮菌口服液3、7和14 mL/kg灌
胃, 第6组每隔12 h给予昂丹司琼2 mg/kg腹腔注

射[10], 第2组以生理盐水灌胃. 如上法处理4 d. 参
照De Jonghe等[11]法腹腔注射顺铂制造化疗性大

鼠异食癖恶心呕吐模型, 于实验第2天, 对第2、
3、4、5、6组分别按6 mg/kg体质量腹腔注射顺

铂. 第1组均不给试剂. 
1.2.3 观测指标: (1)高岭土: SD大鼠单笼饲养, 每
日下午19:00记录大鼠高岭土摄入量(撒落的高

岭土碎屑收集干燥后称重, 精确到0.01 g); (2)胃
肌电图: 大鼠禁食12 h后, 按70 mL/L的水合氯

醛5 mL/kg体质量腹腔注射麻醉后, 仰卧位固定, 
腹正中线切口开腹, 暴露全胃, 于胃窦部浆膜下

埋植单极Φ0.2 mm铂金丝圆环电极(部分埋植1
对电极). 胃肌电活动记录及分析采用Biopac生
物信号采集系统(MP100-CE, Santa Barbara, CA, 
USA). 放大器参数: LF 0.005 Hz, HF 0.5 Hz. 连
续描记60 min; (3)5-HT: 胃肌电图描记结束后, 
将大鼠颈椎脱臼处死. 取距幽门1 cm内胃窦部全

层组织0.5 g, 均置-80 ℃冰箱中待测. 取胃窦组织

0.1 g并加入2 mL甲酸/丙酮(V /V : 15/85)匀浆[12]. 

■研发前沿
有关胃电快波、
慢波与胃平滑肌
收缩运动的同步
性为学术界关注
的主要问题之一, 
一般认为快波较
慢波能更好地反
映胃平滑肌收缩
运动情况, 但目前
实验中常采用的
单通道记录胃平
滑肌快慢波电活
动, 易引起快波电
位的严重失真, 因
此如何有效的采
用分离双通道法
同步记录胃电快
波、慢波与胃平
滑肌收缩运动亟
待进一步研究.
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用甲酸/丙酮对沉淀物进行离心和萃取后, 混合

的上清用庚烷/氯仿(V /V : 8/1, 其中每1 mL的甲

酸/丙酮加3 mL庚烷/氯仿)振荡清洗10 min. 离
心10 min后(500 g )将有机相和脂质相被抽吸弃

除, 并将水相在37 ℃环境下干燥. 样品用ELISA
洗涤液进行重建. 最后按说明书用ELISA法测定

分析5-HT含量. 采用酶联免疫分析仪(Model550, 
Biorad, USA)在λ = 450 nm处测读A值. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行分

析. 各项指标均以mean±SD表示, 多组间比较方

差齐用LSD检验, 方差不齐用Dunnett's C检验.

2  结果

2.1 不同剂量亮菌对大鼠高岭土摄入量的影响 
造模前72 h高岭土摄入量各组间差异均无统计

学意义(P >0.05); 造模后24 h, 模型组大鼠高岭土

摄入量显著上升, 与空白对照组比较差异具有

统计学意义(2.13±0.96 vs  0.48±0.10, P <0.01), 
造模后48-72 h模型组大鼠高岭土摄入量逐渐下

降, 但均显著高于空白对照组(P <0.05); 造模后

24-72 h, 亮菌高、中剂量组及昂丹司琼组大鼠

高岭土摄入量均显著低于模型组(P <0.05), 其中

以造模后24 h亮菌高剂量组大鼠高岭土摄入量

与模型组比较差异最明显(0.58±0.23 vs  2.13±
0.96, 图1). 

2.2 不同剂量亮菌对大鼠胃窦慢波频率的影响 
造模后24-72 h, 胃窦慢波每分钟频率均为模型

组显著高于空白对照组(P <0.01), 其中以24 h模
型组(7.33±2.92)与空白对照组(3.00±1.55)胃窦

慢波频率差异最显著. 造模后24-72 h, 亮菌低、

中、高剂量组及昂丹司琼组与模型组的慢波频

率比较显示, 亮菌低、中、高剂量组及昂丹司

琼组的慢波频率均显著低于模型组(P <0.01), 其
中, 以造模后24 h亮菌高剂量(4.13±1.14)与模型

组(7.33±2.92)胃窦慢波频率差异最明显, 而昂

丹司琼组对慢波频率的抑制效果不及亮菌中、

高剂量组, 尤以造模后48-72 h更为显著(图2). 
2.3 不同剂量亮菌对大鼠胃窦慢波振幅的影响 
造模后24、48、72 h, 胃窦慢波平均振幅均为模

型组显著高于空白对照组(P <0.05), 以24 h模型

组(249.75±79.09)与空白对照组(148.04±63.51)
胃窦慢波平均振幅差异最显著; 造模后24-72 h, 
亮菌低、中、高剂量组及昂丹司琼组的慢波

平均振幅均显著低于模型组(P <0.01)(除外24 h
亮菌低剂量组), 其中以造模后24 h亮菌高剂量

(163.46±26.14)与模型组(249.75±79.09)胃窦

慢波平均振幅差异最明显, 而昂丹司琼组对慢

波平均振幅的抑制效果不及亮菌中、高剂量组, 
尤以与造模后72 h亮菌中剂量组比较更为明显

(图3). 
2.4 不同剂量亮菌对大鼠胃窦组织中5-HT含量

的影响 造模后24-72 h, 各组大鼠胃窦组织中

5-HT含量均显著高于空白对照组(P <0.05); 造模

后24-72 h, 亮菌低、中、高剂量组及昂丹司琼

组与模型组的胃窦5-HT含量比较发现, 造模后

24 h亮菌中剂量组、造模后24-72 h亮菌高剂量

组及昂丹司琼组的胃窦5-HT含量显著低于模型

组(P <0.05), 其余各组胃窦5-HT含量均低于模型

组, 但差异均无统计学意义(P >0.05, 表1). 
2.5 大鼠胃窦慢波频率与5-HT含量的关系 对大

■相关报道
余跃等研究显示, 
5 -HT4受体拮抗
剂 G R 11 3 8 0 8 能
引 起 胃 电 紊 乱 , 
而胃起搏以较小
的刺激能量就能
纠 正 之 ,  提 示 胃
起搏可能是通过
5-HT4受体的介
导而对胃慢波进
行调控的.

表  1  各组大鼠胃窦组织5-HT含量的比较 (mean±SD, μg/L)

     
分组         24 h         48 h         72 h

空白对照组 244.6±27.3 244.6±27.3 244.6±27.3

模型组 389.7±25.5b 353.1±24.5b 323.2±28.9b

亮菌低剂量组 354.5±34.9b 341.5±20.2b 303.0±22.6b

亮菌中剂量组 314.5±31.5bd 325.4±28.6b 293.7±32.0b

亮菌高剂量组 282.2±19.6bd 302.2±34.5bd 283.6±33.8bc

昂丹司琼组 271.0±21.1ad 282.2±20.6bd 266.5±18.8bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.
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图  1  亮菌对大鼠高岭土摄入量的影响.



www.wjgnet.com

杜静, 等. 5-HT在亮菌防治顺铂化疗诱发胃肌电变化中的调控作用					                 565

鼠胃窦慢波频率与胃窦5-HT含量作散点图分析

显示, 腹腔注射顺铂后24-72 h, 胃窦慢波频率总

体趋势随着5-HT含量增加而上升, 以腹腔注射

顺铂后24 h变化最为明显; 其中, 腹腔注射顺铂

后24-72 h, 亮菌中、高剂量组的5-HT含量均高

于昂丹司琼组, 但其对胃窦慢波频率的抑制作

用均强于昂丹司琼组, 尤以腹腔注射顺铂后48 h
和72 h更为明显(图4). 
2.6 大鼠胃窦慢波振幅与5-HT含量的关系 对大

鼠胃窦慢波振幅与胃窦5-HT含量作散点图分析

显示, 腹腔注射顺铂后24-72h, 胃窦慢波振幅总

体趋势基本呈现随5-HT含量增加而上升, 尤以

腹腔注射顺铂后24 h变化最为明显; 其中, 腹腔

注射顺铂后24-72 h, 亮菌中、高剂量组的5-HT

含量均高于昂丹司琼组, 但其对胃窦慢波振幅

的抑制作用均强于昂丹司琼组, 尤以腹腔注射

顺铂后48 h和72 h更为明显(图5). 

3  讨论

恶心呕吐是肿瘤化疗常见的胃肠道反应, 其中

顺铂所致的恶心呕吐等消化道反应发生率高达

90%以上, 严重影响肿瘤患者的生存质量与治疗

效果[13-17]. 近20年, 5-HT受体阻滞剂的广泛应用

使得约70%的急性呕吐可被有效控制, 但仍有约

30%的急性呕吐和50%的迟发性呕吐尚未得到有

效的控制[18-20]. 因此, 如何更有效地防治化疗所

致的恶心、呕吐等胃肠道反应的发生, 对改善患

者生活质量并保证化疗的顺利进行有重要意义. 

■创新盘点
本研究以大鼠胃
平滑肌电活动节
律变化为依据, 探
讨顺铂化疗过程
中诱发的胃平滑
肌电活动改变及
5-HT在此过程中
的调控作用. 探讨
亮菌对大鼠顺铂
化疗过程中诱发
的胃节律性运动
紊乱的抑制作用, 
机制可能与5-HT
的调控作用有关.

图  4  大鼠胃窦慢波频率与5-HT含量的关系. A: 24 h; B: 48 h; C: 72 h. a: 空白对照组; b: 亮菌高剂量组; c: 亮菌低剂量组; d: 

亮菌中剂量组; e: 模型组; f: 昂丹司琼组.
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图  5  大鼠胃窦慢波振幅与5-HT含量的关系. A: 24 h; B: 48 h; C: 72 h. a: 空白对照组; b: 亮菌高剂量组; c: 亮菌低剂量组; d: 

亮菌中剂量组; e: 模型组; f: 昂丹司琼组.
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图  2  亮菌对大鼠胃窦慢波频率的影响.
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图  3  亮菌对大鼠胃窦慢波振幅的影响.
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已有研究证实, 大鼠异食癖行为可以用作

有呕吐反射动物的呕吐模型[11,21-24]. 本研究即参

照De Jonghe等[11]法腹腔注射顺铂制造化疗性大

鼠异食癖恶心呕吐模型, 研究结果显示, 造模后

24 h模型组高岭土摄入量显著上升, 与空白对照

组比较差异具有显著性, 表明化疗后异食癖恶

心呕吐模型复制成功; 同时, 在造模前24 h对亮

菌高、中、低剂量组与空白对照组大鼠高岭土

摄入量比较发现, 亮菌三剂量组与空白对照组

大鼠高岭土摄入量差异无统计学意义, 说明亮

菌不影响大鼠高岭土摄入量. 亮菌对顺铂化疗

诱发胃肠道反应的防治效果研究显示, 造模后

24、48及72 h, 亮菌高、中、低剂量组高岭土摄

入量均低于模型组, 其中以造模后24 h亮菌高剂

量组高岭土摄入量的抑制作用最为显著, 由此

可见, 亮菌对顺铂化疗诱发大鼠异食癖反应有

显著的抑制作用. 
国外研究[1-3]表明, 化疗诱发恶心呕吐等胃

肠道发应是胃肠节律性运动紊乱的反映. 呕吐

在很大程度上取决于其内在的电活动, 慢波是

胃肠道肌电活动的起步电位, 慢波调控胃肠平

滑肌收缩的节律、时间、地点、频率和方向, 
是胃动力的基础. 国内谭万初等[25]研究发现, 顺
铂化疗致吐会加快家鸽胃肌电慢波频率, 导致

节律异常, 而予以抗止呕药则能显著减慢慢波

频率, 降低异常节律指数; 此外, 余晓云等[26]应

用顺铂诱发犬呕吐的胃肌电研究发现, 顺铂化

疗致吐会显著增加犬胃肌电慢波频率, 且胃肌

电过速和过缓发生的百分比明显增加. 本研究

结果表明, 腹腔注射顺铂后24-72 h, 与空白对照

组比较, 模型组大鼠胃窦慢波每分钟频率明显

增加、平均振幅显著增高, 其中尤以造模后24 h
变化最为明显, 此外, 在本次试验过程中, 还同

步记录了3例模型组大鼠胃体和胃窦部平滑肌

电活动, 发现外源性顺铂复制模型后, 胃体与胃

窦部平滑肌电活动同步性较差, 常见胃窦部慢

波节律启动时间早于胃体部, 这可能是顺铂诱

发其异位节律所致; 由此可见, 顺铂化疗过程中

可诱发大鼠胃节律性运动紊乱. 而给予亮菌灌

胃后结果显示, 造模后24-72 h亮菌中、高剂量

组的慢波频率与平均振幅均显著低于模型组, 
同步观察的5例亮菌组大鼠胃体和胃窦部平滑

肌电活动经分析发现, 亮菌组胃体与胃窦部平

滑肌电活动同步性较好, 仅1例出现常见胃窦部

慢波节律启动时间早于胃体部, 结果提示亮菌

对顺铂化疗诱发的大鼠胃节律性运动紊乱有明

显的抑制作用. 
目前, 化疗导致胃肠节律性运动紊乱的具体

机制仍不十分清楚, 现有研究认为, 胃肠节律性

运动紊乱与神经系统、脑肠肽及免疫因素等有

密切关系. 余跃等研究[8]显示, 5-HT4受体拮抗剂

GR113808能引起胃电紊乱, 提示胃起搏可能是

通过5-HT4受体的介导而对胃慢波进行调控; 而
5-HT在化疗药所致恶心呕吐等胃肠道不良反应

的机制中扮演关键角色[4-6]. 本研究结果表明, 造
模后24-72 h亮菌组胃窦组织5-HT含量显著低于

模型组, 而对大鼠胃窦慢波频率及振幅与5-HT
含量的关系分析表明, 腹腔注射顺铂后24-72 h, 
胃窦慢波频率及振幅总体趋势随着5-HT含量增

加而上升, 提示亮菌可能通过抑制化疗后大鼠

胃肠道组织5-HT的释放, 从而起到对大鼠胃慢

波的调控作用, 其中以腹腔注射顺铂后24 h调控

作用最为明显, 该结果可能与顺铂化疗所诱发

的急性期恶心呕吐等胃肠道反应的主要机制为

5-HT有关[4-6]. 本研究采用组间比较设计的方法, 
故不能验证5-HT含量与胃窦节律性运动紊乱的

因果关系, 因此, 在探讨5-HT在亮菌防治顺铂化

疗诱发胃肌电变化中的调控作用时尚需考虑时

间因素的影响. 
此外, 对大鼠胃窦慢波频率及振幅与5-HT

含量的关系分析还发现, 腹腔注射顺铂后24-72 
h, 亮菌中、高剂量组的5-HT含量均高于昂丹司

琼组, 但其对胃窦慢波振幅及频率的抑制作用

均强于昂丹司琼组, 尤以腹腔注射顺铂后48 h和
72 h更为明显, 该结果提示, 亮菌对顺铂化疗诱

发胃窦节律性运动紊乱的抑制作用除5-HT机制

外(与昂丹司琼机制相似), 可能还存在其他途径, 
如亮菌通过提高化疗后大鼠体内NO水平而起到

对大鼠胃慢波的调控作用[27-30]. 有关亮菌与5-HT
受体抑制剂对胃肠节律性运动紊乱的抑制作用

的比较, 提示亮菌可能存在其他途径的观点, 在
亮菌能有效治疗慢性胃炎、溃疡性结肠炎和小

儿腹泻等研究结果中亦得到进一步佐证[31], 但该

结论尚需进一步研究. 
总之, 亮菌可有效抑制顺铂化疗所诱发的胃

节律性运动紊乱, 其对大鼠顺铂化疗过程中诱

发的胃节律性运动紊乱的抑制作用机制可能与

5-HT的调控作用有关, 二者均以造模后24 h效果

最为明显. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of ghrelin in 
the liver of rats with acute necrotizing pancre-
atitis (ANP) with liver injury and to explore the 
role of ghrelin and NF-κB in the pathogenesis of 
ANP-associated liver injury and the mechanism 
underlying the therapeutic effects of melatonin 
against ANP.

METHODS: Seventy-two male Sprague-Dawley 
rats were randomly and equally divided into 
control group, ANP group, and melatonin inter-
vention group. Rats of the ANP group and mela-
tonin intervention group were injected with 6% 
L-Arg (1.5 g/kg) intraperitoneally three times 

to induce ANP. Rats of the control group were 
injected with same volume of normal saline. The 
melatonin intervention group was given 1% mel-
atonin (50 μg/kg) intraperitoneally 0.5 h before 
the first injection of L-Arg. Rats were sacrificed 
at 6, 12, and 24 h after the injection of melatonin. 
Pathological changes in the pancreatic and he-
patic tissue were observed and graded under a 
microscope. The expression of ghrelin and NF-
κB mRNAs was evaluated by RT-PCR, while the 
protein expression of NF-κB was detected by 
Western blot.

RESULTS: Pancreatic and hepatic pathological 
scores, serum amylase, and expression of NF-
κB mRNA (6 h: 0.74 ± 0.04 vs 0.40 ± 0.05; 12 h: 
0.77 ± 0.03 vs 0.40 ± 0.02; 24 h: 0.82 ± 0.04 vs 0.40 
± 0.03, all P = 0.001) and protein in the liver at all 
time points were significantly higher (24 h: 0.48 
± 0.07 vs 0.6 ± 0.04, P < 0.05), and ghrelin mRNA 
expression was significantly lower in the ANP 
group than in the control group (6 h: 0.39 ± 0.04 
vs 0.66 ± 0.03; 12 h: 0.14 ± 0.37 vs 0.30 ± 0.05; 24 
h: 0.22 ± 0.02 vs 0.59 ± 0.05, all P < 0.05). Pan-
creatic pathological scores, hepatic pathological 
scores, serum amylase, and expression of NF-κB 
mRNA(6 h: 0.50 ± 0.05 vs 0.74 ± 0.04, 12 h: 0.54 ± 
0.04 vs 0.77 ± 0.03, 24 h: 0.57 ± 0.03 vs 0.82 ± 0.04, 
all P < 0.05) and protein were decreased (24 h: 
0.32 ± 0.04 vs 0.48 ± 0.07, P < 0.05), and ghrelin 
mRNA expression was elevated (6 h: 0.54 ± 0.03 
vs 0.39 ± 0.04, 12 h: 0.40 ± 0.09 vs 0.30 ± 0.05, 24 
h: 0.39 ± 0.04 vs 0.22 ± 0.02, all P < 0.05) in the 
melatonin intervention group compared with in 
the ANP group.

CONCLUSION: The expression of ghrelin may 
be related to the severity of ANP with liver inju-
ry. NF-κB may also be involved in the pathogen-
esis of ANP with liver injury. Exogenous mela-
tonin can reduce ANP possibly by up-regulating 
ghrelin expression and down-regulating NF-κB 
expression.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Liver in-
jury; Ghrelin; Nuclear factor-κB; Melatonin
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■背景资料
Ghrelin可减少炎
症因子的产生, 减
轻组织炎症反应, 
对抗过氧化物形
成; 而褪黑素亦具
有强大的抗氧化
作用. 目前Ghrelin
在急性坏死性胰
腺炎中的作用研
究大多集中于检
测在血清的水平
及其受体的含量, 
但对于胰腺组织
及其他胰外器官
的研究较少; 褪黑
素、Ghrelin与胰
腺炎三者关系的
研究鲜有报道. 

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科
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ghrelin and NF-κB in the pathogenesis of acute necrotiz-
ing pancreatitis–associated liver injury. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 568-574

摘要
目的: 观察Ghrelin、NF-κB在大鼠急性坏死
性胰腺炎并肝损伤及褪黑素干预时在肝脏中
的表达, 探讨两者在其中的作用及褪黑素对
Ghrelin的影响和可能机制. 

方法: 72只♂SD大鼠随机分为对照组(C组, n  
= 24)、急性坏死性胰腺炎组(A组, n  = 24)、
褪黑素干预组(M组, n  = 24). A组分3次腹腔注
射6%左旋精氨酸(L -Arg)1.5 g/kg, 诱发急性坏
死性胰腺炎, C组同法注射等量生理盐水, M
组在首次注射L -Arg前0.5 h腹腔注射1%褪黑
素50 μg/kg. 各组大鼠在末次腹腔注射后6、
12、24 h分批处死. 光镜下观察胰腺及肝脏病
理改变并进行评分, 测定血清淀粉酶水平, RT-
PCR检测肝脏Ghrelin及NF-κB mRNA水平, 
Western blot检测肝NF-κB蛋白表达. 

结果: A组各时点胰腺及肝脏病理评分、血
清淀粉酶、肝NF-κB mRNA(6 h: 0.74±0.04 
vs  0.40±0.05; 12 h: 0.77±0.03 vs  0.40±0.02; 
24 h: 0.82±0.04 vs  0.40±0.03, 均P  = 0.000)
及蛋白表达(24 h: 0.48±0.07 vs  0.16±0.04, P  
= 0.000)均较C组显著升高(均P <0.01). Ghrelin 
mRNA较C组明显降低(6 h: 0.39±0.04 vs  0.66
±0.03; 12 h: 0.14±0.37 vs  0.30±0.05; 24 h: 
0.22±0.02 vs  0.59±0.05, 均P  = 0.000). M组各
时点胰腺及肝脏病理评分、血清淀粉酶、肝
NF-κB mRNA(6 h: 0.50±0.05 vs  0.74±0.04; 
12 h: 0.54±0.04 vs  0.77±0.03; 24 h: 0.57±
0.03 vs  0.82±0.04, 均P <0.05)及蛋白表达(24 
h: 0.32±0.04 vs  0.48±0.07, P <0.05), 均较A组
显著降低(均P <0.05). Ghrelin mRNA较A组升
高(6 h: 0.54±0.03 vs  0.39±0.04; 12 h: 0.40±
0.09 vs  0.30±0.05; 24 h: 0.39±0.04 vs  0.22±
0.02, 均P <0.05).

结论: Ghrelin在急性胰腺炎并肝损伤时的表
达可能与病变严重程度有关; NF-κB在该病变
发展过程中起了重要作用, 外源性褪黑素可以
减轻急性胰腺炎的胰腺和肝脏病变, 该保护作
用可能与提高Ghrelin的表达、下调NF-κB的
活性有关.

关键词: 急性胰腺炎; 肝损伤; Ghrelin; 核因子-κB; 
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP), 临床上分为

轻症与重症两型, 是常见的急腹症之一. 重症

急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)以胰

腺出血、坏死为主要病理基础, 易并发胃肠、

肝、肺、肾等器官的急性损伤, 造成多器官功

能障碍(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)甚至多器官功能衰竭(mu l t ip le organ 
failure, MOF), 病死率高. 各种病因, 包括胆石

症、大量饮酒及暴饮暴食、胰腺本身病变导致

胰管阻塞等, 引起腺泡细胞损伤, 胰酶激活、释

放, 同时活化炎症细胞引起多种炎症介质及细

胞因子产生并释放入血, 氧化应激损伤形成, 导
致胰腺微循环障碍、胰管通透性增高, 各有害

因素进入血循环, 损伤机体其他脏器. Ghrelin
是1999年发现的生长激素促分泌受体的天然配

体, 主要在胃合成分泌, 在肠道、肝、肾、肺、

心脏及中枢神经系统都有表达, 具有刺激生长

激素释放、调节摄食、刺激胃酸及胃蛋白酶分

泌、提高心输出量及升高血压等多种生物学功

能[1,2]; 研究发现Ghrelin和急性胰腺炎的严重程

度有关; 其具有抗炎、抗氧化损伤等作用[3,4]. 而
核转录因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)是目前

较公认的参与胰腺炎合并胰外器官损伤的关键

因子[5]. 本实验通过多次大剂量腹腔注射L -精氨

酸(L -Arg)诱导建立急性胰腺炎并肝损伤的模型, 
观察Ghrelin与NF-κB在肝脏的表达与相关器官

的病理损伤的关系, 探讨Ghrelin、NF-κB在肝脏

损伤中的作用及褪黑素(melatonin, Mel)对其的

影响和可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠72只, 体质量180-250 
g, 由广西医科大学动物实验中心提供. L -Arg(美
国Sigma公司); 1%Mel(德国Ruibio公司); NF-
κ B单克隆抗体、β-a c t i n单克隆抗体、H R P
标记的羊抗鼠二抗 (均为S a n t a  C r u z公司 ) ; 
TRIzol(Invitrogen公司); RT-PCR逆转录试剂盒

(MBI公司); RT-PCR Taq酶(美国Promega公司); 
胞质胞核蛋白抽提、Braford蛋白定量试剂盒(碧
云天公司); ECL(北京普利来公司).

■研发前沿
目前对Ghrelin的
研究重在炎症损
伤中的抗炎症、
抗氧化作用, 尤其
是其在炎症相关
性疾病中的潜在
治疗作用成为热
点. 而褪黑素因抗
氧化应激等作用
对氧化相关疾病
的保护作用亦是
研究热点之一.
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1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 72只大鼠随机分为3组, 对照

组(C组, 24只), 急性坏死性胰腺炎模型组(A组, 
24只), Mel干预组(M组, 24只). 各组大鼠实验

前禁食12 h, 自由饮水. A组: 分3次腹腔注射6% 
L -Arg 1.5 g/kg, 每次间隔1 h, 诱发急性坏死性胰

腺炎[6]; C组同法注射等量生理盐水; M组在首

次注射L - Arg前0.5 h腹腔注射1% Mel 50 μg/kg, 
之后同A组方法. 各组大鼠在末次腹腔注射后

6、12、24 h按时点每批8只分批处死. 留取动脉

血、胰腺、肝脏组织标本. 
1.2.2 胰腺及肝脏组织切片、HE染色: 留取的

标本40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋、切片后进行

HE染色, 在光镜下每张切片随机观察5个视野

并评分, 均由同一病理医师完成.每张切片评分

为5个视野均值, 胰腺、肝脏病理评分分别参考

Kusske[7]、Schmidt[8]评分标准. 
1.2.3 血清淀粉酶测定: 各时点分批处死大鼠后

取动脉血, 全自动生化分析仪测定血清淀粉酶

含量. 
1.2.4 肝脏NF-κB、Ghrelin mRNA水平检测: RT-
PCR测定. TRIzol提取细胞总RNA. 引物依据

GenBank中大鼠NF-κB及Ghrelin mRNA序列设

计. NF-κB上游引物: 5'-AGCTCAAGATCTGCC
GAGTA-3'; 下游引物5'-GATCTGCCCAGGTGG
TAACAC-3'; 扩增片段为557 bP. Ghrelin上游引

物序列: 5'-GTGTCTTCAGCGACTATCT-3'; 下游

引物序列: 5'-CCTGTCAGTGGTTACTTGTT-3'; 
扩增片段为362 bP. β-actin上游引物序列5'-CC
CATCTATGAGGGTTACGC-3'; 下游引物序列: 
5'-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3'; 扩增片

段为150 bP. RT-PCR的具体操作按试剂盒说明

进行. 逆转录合成cDNA反应条件: 65 ℃, 5 min; 
42 ℃, 60 min; 70 ℃, 5 min. 合成的cDNA加相应

引物进行扩增. PCR反应体系为50 μL, 5×buffer 
10 μL, 1.5 mmol/L MgCl2, dNTP 1 μL(10 mmol/
L), 上下游引物各2.5 μL(10 μmol/L), Taq酶0.25 
μL(5 U/μL), cDNA模板1 μL, ddH2O 33 μL. NF-
κB扩增条件为: 预变性94 ℃ 5 min, 94 ℃变性

30 s, 60 ℃退火30 s, 72 ℃延伸45 s, 共35个循

环, 总延伸72 ℃ 10 min. Ghrelin扩增条件为: 预
变性95 ℃ 5 min, 94 ℃变性30 s, 56 ℃退火40 
s, 72 ℃延伸40 s, 共35个循环, 总延伸72 ℃ 10 
min. PCR产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳后进行凝

胶成像系统分析. 

1.2.5 肝脏NF-κB的Western blot检测: 称取一定

量的组织, 按照说明书抽提胞核蛋白后, 按照

试剂盒操作, 制作蛋白标准曲线、测定蛋白浓

度. 取等量蛋白在SDS-PAGE上电泳(12%分离

胶, 5%浓缩胶)后转移至PVDF膜, 5%脱脂奶粉

封闭, NF-κB单抗按1∶800、β-actin单抗过夜冰

敷, TBST洗膜3次后二抗1∶4 000常温孵育, 同
前法洗膜3次, 应用增强的化学发光法(Enhanced 
chemiluminescence, ECL)显影、定影后, 图片经

扫描用Quantity One软件分析.
统计学处理 应用SPSS13.0软件包分析, 实

验数据均用mean±SD表示, 采用单因素方差分

析对数据进行检验, P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2 .1 胰腺大体观及病理变化  C组大鼠胰腺肉

眼观无变化, 镜下见胰腺腺泡结构完整, 腺小

叶清晰, 偶见少量水肿和炎性细胞浸润, 无坏

死、出血. A组胰腺外观呈灰白色或暗紫色, 水
肿明显. 腹腔见淡黄色或血性腹水, 部分脏器

粘连、脂肪皂化. 镜下见胰腺腺泡水肿, 结构

不清, 炎性细胞浸润、甚至片状组织坏死及出

血, 腺小叶结构破坏. 病变在各时点随时间延

续而加重. M组的病变较A组减轻, 胰腺外观稍

肿, 腹水减少, 腹腔脏器无粘连、脂肪皂化. 镜
下见腺泡水肿轻于A组, 腺泡细胞坏死, 少量炎

性细胞浸润, 但无片状出血坏死. 各组胰腺评

分见表1.
2.2 肝脏大体观及病理变化 C组肝脏表面鲜红

色, 光滑无出血、渗出. 光镜下见肝窦、汇管区

无明显变化, 肝细胞结构清晰. A组肝脏外观呈

暗红色, 水肿. 镜下肝细胞浊肿, 肝窦扩张充血

明显, 汇管区见炎性细胞浸润, 少量肝细胞坏

死.各时点病变随时间而加重. M组细胞肿胀程

度较A组减轻, 肝窦扩张, 汇管区炎性细胞浸润

少量, 无肝细胞坏死. 各组肝脏评分见表1.
2.3 血清淀粉酶 A组各时点的淀粉酶比C组显著

升高, 6、12、24 h相应各时点M组比A组降低. 
各组淀粉酶的数值见表1. 
2.4 肝脏NF-κB、Ghrelin mRNA水平 A组各时

点NF-κB mRNA较C组显著升高, 且其表达水平

随时间提高; 同时点M组表达较A组降低, 差异

有统计学意义, 在各个时点的表达随时间增加; 
Ghrelin mRNA在C组表达最高, A组的表达显著

低于C组, 且随着时间的增加, Ghrelin mRNA降

低. M组较A组同时点表达有所回升(P <0.05, 图

■相关报道
Waseem等的研究
提示Ghrelin呈剂
量、时间依赖性
地抑制炎症因子
的产生; 而预先给
予外源性Ghrelin
则减低了NF -κB
的 激 活 程 度 ;  增
强了p38MAPK的
活 性 ,  从 而 提 高
了抑炎因子的释
放. Ni等证实褪黑
素 通 过 抑 制 N F -
κB的活性、减少
TNF-α的表达, 降
低胰腺炎肝损伤
时的细胞凋亡、
坏死.



www.wjgnet.com

苏娟, 等. Ghrelin及NF-κB在急性坏死性胰腺炎并肝损伤中的作用					                 571

1, 表2).
2.5 肝脏NF-κB的Western blot  以β-actin为内

参, 在24 h NF-κB蛋白的表达, M组较C组显著

提高, 而M组较之于A组有所降低(24 h: 0.48±
0.07 vs  0.32±0.04, 0.16±0.04, 均P <0.05, 图2).

3  讨论

肝脏是机体有毒物质代谢、降解、排泄的主要

场所, 尤其是胃肠道吸收的物质, 绝大部分经门

静脉入肝. ANP发生后, 释放入血的胰酶、大量

炎性介质和细胞因子、各种氧自由基、肠道细

菌移位及内毒素等, 经门静脉首先进入肝脏, 损
伤肝实质. 肝功能受损后, 对有害物质清除能力

下降, 从而加剧了疾病的发展, 形成恶性循环, 
最终导致肝功能衰竭. 其中, 炎症反应和氧化损

伤是最关键的机制. 肝Kupffer细胞是体内最大

的巨噬细胞群. 从胰腺、胃肠道产生而到达肝

脏的炎症因子, 包括TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8
及磷脂酶A2(phospholipases, PLA2)等, 不仅直接

损伤肝细胞, 还激活肝血窦内的Kupffer细胞, 后
者经不同的信号转导途径, 活化NF-κB、上调

TNF-α、Fas的表达, 从而分泌TNF-α、Fas-L、
TGF-β1、IL-1、IL-6、IL-8等细胞因子, 介导

细胞凋亡或者坏死[9]. 而各种氧自由基可直接

将胞膜脂质过氧化, 损伤细胞; 其本身也可激

活Kupffer细胞、网状内皮细胞、中性粒细胞

等. 炎性细胞被激活、分泌大量的炎症因子, 参
与触发“瀑布式”级联反应, 使炎症从局部蔓

延至全身, 即所谓的“全身严重反应综合征”( 
systemic inflammatory response syndrome, SIRS), 
最终引起MODS.

Ghrelin最先由Kojima等[10]于1999年从大鼠

胃组织中提纯出来. Ghrelin由28个氨基酸组成, 
在体内包括中枢神经系统、肺、肾、心血管、

消化及免疫系统都有广泛分布. 在消化系统中, 
整个胃肠道及胰腺、肝脏中均有分布, 胃肠道

X/A样细胞是主要的分泌细胞[11]. Ghrelin与其活

■创新盘点
本文通过对急性
坏死性胰腺炎及
褪 黑 素 干 预 下
Ghrelin和NF-κB
表达的研究, 在国
内外首次探讨褪
黑素、Ghrelin与
胰腺炎三者之间
的 关 系 ,  为 临 床
AP的诊疗提供新
的思路.

表  1  各组大鼠胰腺和肝脏病理学评分、血清淀粉酶含量 (mean±SD, n  = 8)

     
分组 胰腺病理评分 肝脏病理评分 淀粉酶 (U/L)

C组

    6 h 0.14±0.37 0.25±0.46 1736.25±435.99

    12 h 0.14±0.37 0.50±0.53 1901.12±777.11                  

    24 h 0.33±0.51  1.00±0.76 2033.00±862.66      

A组

    6 h 4.50±1.19a 4.00±0.76a 2129.42±760.16a

    12 h 5.75±1.49a  4.88±0.83a 3012.22±1424.89a

    24 h 8.43±1.39a 6.13±0.83a 4598.42±2273.79a

M组

    6 h 1.72±0.75c 3.00±0.76c 1824.12±333.55c

   12 h 2.37±1.18c 2.88±0.83c 1834.87±499.07c

    24 h 6.57±0.65c 3.38±0.74c 3990.75±1145.61c

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  A组.

表  2  各组大鼠肝脏Ghrelin及NF-κB mRNA水平 (mean±SD,
n  = 8)

     
分组 Ghrelin mRNA/β-actin   NF-κB mRNA/β-actin

C组

    6 h         0.66±0.03           0.40±0.05

    12 h         0.64±0.09           0.40±0.02

    24 h         0.59±0.05            0.40±0.03

A组

    6 h         0.39±0.04a           0.74±0.04a

    12 h         0.30±0.05a            0.77±0.03a

    24 h         0.22±0.02a           0.82±0.04a

M组

    6 h         0.54±0.03c           0.50±0.05c

   12 h         0.40±0.09c           0.54±0.04c

    24 h         0.39±0.04c           0.57±0.03c

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  A组.

图  1  肝脏Ghrelin mRNA的表达. C: C组; A: A组; M: M组.

C   A  M        C   A  M        C   A  Mbp
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β-actin
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性受体GHS-R1a结合后, 可促使生长激素释放、

参与调控机体的摄食行为, 抑制脂肪降解, 调节

机体的能量平衡[12]. 而在病理状态, Ghrelin能抑

制炎症因子的产生和释放, 减轻机体的炎症反

应. 研究发现, 脂多糖诱导的巨噬细胞活化后, 
炎症因子IL-1β、TNF-α大量生成, 而抗炎因子

IL-10产生减少; 予外源性Ghrelin则可剂量、时

间依赖性地降低IL-1β、TNF-α, 同时提高IL-10
的表达[13]. Ghrelin可提高缺血/再灌注损伤的胃

黏膜血流灌注, 加上抗炎作用, 促进损伤部位的

修复, 从而在胃肠黏膜损伤时发挥保护作用[14,15]. 
Mel是主要在胃肠道和松果体分泌的一种抗氧

化剂, 具有脂溶性, 因而能够直接进入细胞, 对
抗氧自由基、增强过氧化酶活性而保护DNA、

蛋白质及生物膜不受氧化损害, 其抗氧化能力

比维生素E、谷胱甘肽强[16]. 研究显示, 在消化

系统中, Ghrelin对肝脏、胃、肠道及胰腺病变

均具有保护作用[17-20].
NF-κB是一种能与免疫球蛋白κ轻链基因的

增强序列κB序列特意结合的蛋白因子. 静息状

态下, NF-κB与其抑制蛋白I-κB(inhibitor protein-
κB)结合存在于胞质中, 受各种胞外刺激后, I-κB
磷酸化被水解, 两者分离, NF-κB被释放进入胞

核, 与多种目的基因的特定DNA序列结合, 启动

这些基因的转录, 其中包括如ICAM-1、IL-1、
IL-8、IL-10、TNF-α、Fas-L等炎症介质及细胞

因子, 从而介导一系列的炎症反应. 在胰腺炎的

全身炎症反应中, NF-κB可能是触发“瀑布式”

级联反应的重要开关 ,  尤其是在肝脏损伤时 , 
Kupffer细胞的NF-κB被活化后, TNF-α、Fas的
表达也上调, 产生大量的细胞因子, 是胰腺炎肝

损伤的关键步骤[9,21]. 研究发现, Ghrelin与Mel发
挥抗炎、抗氧化作用时, 都与NF-κB活性的降低

有关, 两者可能都通过NF-κB途径下调细胞因子

及炎症介质、氧自由基的表达, 从而对机体发

挥保护作用[22,23].
在本实验中, NF-κB mRNA和蛋白表达水平

在A组显著高于C组, 且随时间而增高, 与病理切

片观察到的两个器官损伤程度改变一致; 与此

相反, 肝Ghrelin mRNA在C组表达最高, 而A组

显著降低, 且随着胰腺、肝脏损伤的加重而降

低. 予Mel预处理, 对应各时点的NF-κB mRNA
和蛋白表达水平较A组均下降, 而肝G h r e l i n 
mRNA的表达有所恢复, 同时可见胰腺及肝脏的

病理改变减轻; 而肝脏的超氧化物歧化酶(super 
oxide dismutase, SOD)含量亦有恢复, 作为脂

质过氧化程度指标的丙二醛(malonaldehyde, 
MDA)含量亦减少. 分析原因可能有如下几个方

面. 首先, 炎性介质、细胞因子及氧自由基进入

肝脏, 通过活化细胞内NF-κB并致一系列炎症反

应损伤肝细胞的同时, 还对在肝脏有少量分布

的Ghrelin细胞有损害作用, 直接使后者Ghrelin 
mRNA的转录、翻译受到阻碍; 其次, 急性坏

死性胰腺炎进展时, 胃肠黏膜亦可因细菌毒素

及应激相关性损伤导致胃肠上皮受损, 可能使

Ghrelin生成减少, 在肝脏的分布减少, 其对肝组

织的保护作用显著减弱, 间接使分泌Ghrelin细
胞的功能降低, mRNA合成减低; 再者, 炎症因

子还可直接对Ghrelin细胞进行干扰. 有实验证

实外源性IL-1β可使大鼠胃Ghrelin mRNA表达

显著下降[24]. 据此推测A组的肝脏Ghrelin mRNA
表达下调也和在此聚集的大量细胞因子有关. 
Mel干预后, 通过下调NF-κB活性, 发挥其抗炎抗

氧化作用, 使得肝细胞及Ghrelin细胞损伤减轻,  
Ghrelin mRNA表达及SOD含量得以升高, MDA
的形成得到控制.这一系列过程, 都与NF-κB途

径有关. 研究表明外源性Ghrelin在急性胰腺炎

过程中可以改善该脏器的血流灌注、抑制炎症

因子产生、促进胰腺细胞增殖[25-27]. 因此, 本实

验虽未给予外源性Ghrelin, 而是通过检测内源

性Ghrelin在胰腺炎及Mel干预组的表达, 间接证

明了Ghrelin的保护作用. 由此我们想到, Ghrelin
有降低细胞因子及炎性介质水平、氧自由基损

■应用要点
本研究再次证实
褪 黑 素 对 胰 腺
炎 有 抑 制 作 用 , 
Ghrelin及NF-κB在
该疾病过程中起
着重要的作用, 提
高Ghrelin的表达
和抑制NF -κB活
性,  为胰腺炎治疗
提供了新思路.

B

图  2  各组大鼠肝脏24 h NF-κB蛋白水平. 
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伤的作用, 那么在胰腺炎初期, Ghrelin的减少很

可能使促炎与抗炎、氧化与抗氧化两个平衡缺

少一个调控因素, 从而打破平衡, 致使病变进一

步加重.
本研究证明: 急性胰腺炎并肝损伤时, 肝脏

Ghrelin的表达下降; 外源性Mel可以减轻急性胰

腺炎的胰腺和肝脏病变, 上调Ghrelin的表达水

平. Ghrelin和Mel有可能通过共同的通路, 即下

调NF-κB的活性在胰腺炎肝损伤中发挥保护作

用. Ghrelin、Mel和以NF-κB为靶点的药物, 可成

为今后胰腺炎治疗研究的一个方向. 
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Abstract
AIM: To investigate how insulin-like growth fac-
tor-1 (IGF-1) regulates the expression of stem cell 
factor (SCF) in colonic smooth muscle cells (SMCs).

METHODS: After rat colonic SMCs were treated 
with different concentrations of IGF-1 (0, 50, 100, 
150 μg/L) for different durations (0, 5, 15, 30, 45, 
60 min), the levels of phosphorylated ERK1/2 
and SCF were determined by RT-PCR and West-
ern blot. Rat colonic SMCs were then transfected 
with siRNA against ERK1/2 to examine the 
impact of ERK1/2 down-regulation on IGF-1-
induced SCF expression.

RESULTS: After treatment with IGF-1, the level 
of phosphorylated ERK1/2 in colonic SMCs 
reached a peak at about 15 min (0.417 ± 0.036 vs 
0.101 ± 0.015; P < 0.05). The optimal concentra-
tion of IGF-1 to induce the expression of phos-
phorylated ERK1/2 and SCF was 100 μg/L (0.790 
± 0.051 vs 0.336 ± 0.013; 0.765 ± 0.061 vs 0.289 ± 
0.021, both P < 0.05). After treatment with IGF-1, 
the expression levels of phosphorylated ERK1/2, 
total ERK1/2, and SCF in colonic SMCs trans-
fected with siRNA against ERK1/2 were lower 
than those in the control group (0.284 ± 0.021 vs 
0.732 ± 0.005; 0.256 ± 0.015 vs 0.712 ± 0.023; 0.219 
± 0.020 vs 0.673 ± 0.013; 0.621 ± 0.027 vs 1.725 ± 
0.012; 0.821 ± 0.019 vs 1.751 ± 0.043; 0.275 ± 0.061 
vs 0.531 ± 0.047; all P < 0.05).

CONCLUSION: IGF-1 treatment up-regulated 
the expression of phosphorylated ERK1/2 and 
SCF in colonic SMCs, while transfection with 
siRNA against ERK1/2 down-regulated IGF-
1-induced expression of phosphorylated ERK1/2 
and SCF, suggesting that the ERK/MAPK path-
way may be involved in IGF-1-induced expres-
sion of phosphorylated ERK1/2 and SCF.

Key Words: ERK1/2; Transfection; Insulin-like 
growth factor-1; Colonic smooth muscle cell; Stem 
cell factor

Yuan YF, Yu YJ, Lin L. Transfection with siRNA against 
ERK1/2 inhibits IGF-1-induced stem cell factor expres-
sion in colonic smooth muscle cells. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(6): 575-580

摘要
目的: 探讨IGF-1诱导的大鼠结肠平滑肌细胞
(SMC)产生干细胞因子(SCF)的信号途径.

方法: 以不同时间(0, 5, 15, 30, 45, 60 min)、不
同浓度(0, 50, 100, 150 μg/L)的IGF-1诱导结肠
SMC; 以ERK1/2 siRNA干扰质粒转染大鼠结
肠SMC, RT-PCR及Western blot检测IGF-1诱导
下结肠SMC产生ERK1/2及SCF的变化.

结果: 在15 min时IGF-1诱导结肠SMC表达
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原因.
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磷酸化ERK1/2最强(0.417±0.036 vs  0.101
±0.015, P <0.05). 在100 μg/L作用15 min
时磷酸化E R K1/2和S C F表达最强(0.790±
0.051 vs  0.336±0.013; 0.765±0.061 vs  0.289
±0.021, 均P <0.05). 在IGF-1诱导下, 转染入
ERK1/2 siRNA的结肠SMC产生的p-ERK1/2、
t-ERK1/2及SCF较对照组明显降低(0.284±
0.021 vs  0.732±0.005; 0.256±0.015 vs  0.712
±0.023; 0.219±0.020 vs  0.673±0.013; 0.621
±0.027 vs  1.725±0.012; 0.821±0.019 vs  
1.751±0.043; 0.275±0.061 vs  0.531±0.047; 
均P <0.05).

结论:  I G F-1可以使结肠S M C表达磷酸化
E R K1/2和S C F增加. E R K1/2 s i R N A可使
ERK1/2和结肠SMC产生的SCF明显降低, 从
而证实IGF-1促进大鼠结肠SMC产生SCF是通
过ERKMAPK通路.

关键词: ERK1/2; 转染; 胰岛素样生长因子1; 结肠

平滑肌细胞; 干细胞因子
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结肠平滑肌细胞产生干细胞因子的影响.  世界华人消化杂志  

2011; 19(6): 575-580

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/575.asp

0  引言

胃肠动力障碍性疾病与胃肠道Cajal间质细胞(in-
terstitial cells of Cajal, ICC)的缺失或病变有关, 干
细胞因子(stem cell factor, SCF)作为ICC生长、功

能及表型维持的主要调控因子, 是影响ICC数量

和超微结构改变的直接原因. 研究发现, 胰岛素

样生长因子1(insulin-like growth factor 1, IGF-1)可
调控胃平滑肌细胞(smooth muscle cell, SMC)合成

SCF, 进而对胃ICC有保护作用[1]. 我们前期实验

发现, IGF-1能促进体外培养的胃和结肠SMC合
成SCF, 呈浓度和时间依赖性[2-4]; 且在细胞水平发

现胃结肠SMC该作用是通过ERKMAPK通路完

成的[3,4]. 本实验从基因水平进一步证实IGF-1诱
导大鼠结肠SMC表达SCF的信号通路. 

1  材料和方法

1.1 材料 ERK1/2 siRNA由Invitrogen公司合

成, 序列参照文献[5], ERK1/2 siRNA序列为: 
5'-GCCGCCGCCGCCGCCAT-3', 与MAPK 
mRNA翻译起始部位的17个碱基序列互补; 随机

核苷酸序列: 5'-CGCGCGCTCGCGCACCC-3'. 
SD大鼠, 雌雄不拘, 体质量180-200 g(南京医
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科大学动物中心提供). DMEM培养液、胎牛

血清(Gibco公司); 大豆胰蛋白酶抑制剂(Gibco, 
U S A); Ⅱ型胶原酶(S i g m a公司);  重组大鼠

IGF-1(R&D, UK); SCF抗体(Santa Cruz, USA); 
phospho-p44/42 MAPK抗体、p44/42 MAPK抗

体(CST, USA).
1.2 方法 
1.2.1 结肠SMC的分离和培养: SD大鼠断椎处死, 
快速取自肛门上2 cm至回盲部的全部结肠, 含抗

生素的缓冲液反复漂洗、仔细剥离黏膜层和浆

膜层. 将平滑肌组织减碎匀浆, 置入消化液(0.1%
的Ⅱ型胶原酶和0.01%的大豆胰蛋白酶抑制剂)
中, 30 ℃消化20 min, 1 000 r/min离心5 min、弃

消化液, 反复2次, 加入含100 mL/L胎牛血清的

DMEM培养液终止消化, 1 000 r/min离心5 min, 
DMEM培养液重悬细胞、过筛、50 mL/L CO2、

37 ℃孵育箱中培养, SMC长至致密单层时, 传代

培养. 用3-5代SMC进行实验. 
1.2.2 转染: 按FuGENE®步骤进行操作: (1)将状

态良好、处于对数生长期的SMC用2.5 g/L胰
酶、完全培养基悬浮成单细胞悬液, 按照每孔

3-6×106个细胞接种于6孔板中; (2)补充完全培

养液至2 mL, 细胞生长稳定且细胞贴壁覆盖率

70%-80%左右时, 进行转染实验; (3)用100 μL无
血清DMEM培养液稀释2 μg质粒; (4)震荡混悬

FuGENE®, 将6 μL FuGENE®加入质粒稀释液; (5)
充分混合, 室温孵育15 min; (6)将质粒复合物缓

慢加入各培养皿中(加有2 mL不含抗生素的完全

培养液)、混匀、置于37 ℃、50 mL/L的CO2培

养箱中培养; (7)第2天观察转染效率, 培养48 h.
1.2.3 分组: SMC+IGF-1(100 μg/L)[3], 分别培养0, 
5, 15, 30, 45, 60 min. 不同浓度组: SMC+IGF-1(0, 
50, 100, 150 μg/L)培养15 min. 转染组: 将结肠

SMC分为对照组、反义组(加入ERK1/2 s iR-
NA)、随机组(加入随机核苷酸), 培养48 h, 再加

入100 μg/L IGF-1培养16 h. 以上实验重复3次. 
1.2.4 RP-PCR法检测总ERK1、ERK2和SCF 
mRNA: 按TRIzol试剂提取各组细胞的总mRNA, 
以cDNA为模板进行PCR扩增. (1)SCF和内参

GAPDH的循环条件: 94 ℃预变性5 min、94 ℃
变性15 s、55 ℃退火30 s、72 ℃延伸15 s、共

循环30次, 最后于72 ℃延伸8 min. SCF上游引

物: 5'-TTC GCT TGT AAT TGG CTT TGC-3'; 下
游引物: 5'-CAA CTG CCC TTG TAA GAC TTG 
CA-3'(76 bp). GAPDH上游引物: 5'-CCC CCA 
ATG TAT CCG TTG TG-3'; 下游引物: 5'-TAG 
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■研发前沿
尽管已知IGF-1在
多种细胞的增殖
分化过程中扮演
着重要角色, 但在
胃肠道SMC中的
具体作用机制尚
不清楚.



袁玉丰, 等. ERK1/2 siRNA干扰质粒对IGF-1诱导结肠平滑肌细胞产生干细胞因子的影响			               577

www.wjgnet.com

CCC AGG ATG CCC TTT AGT-3'(118 bp). 
(2)ERK1/2循环条件: 94 ℃预变性5 min、94 ℃
变性30 s、58 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s、共循

环30次, 最后于72 ℃延伸7 min. ERK1上游引物: 
5'-TAC ACG CAG TTG CAG TAC ATC G-3'; 下
游引物: 5'-CGC AGG ATC TGG TAG AGG AAG 
T-3'(332 bp); ERK2上游引物5'-GGA GCT TGT 
GGA AAT ACC TTG G-3'; 下游引物: 5'-GAC 
GCA GTG TTC CTC TCT GCT A-3'(499 bp)[6]. 
PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳、观察、拍照. 
1.2.5 Western bolt法检测SMC中的p-ERK1/2、
t-ERK1/2和SCF蛋白: 蛋白裂解液提取各组细胞

蛋白, BCA法测定蛋白浓度. 40 μg蛋白/泳道加

样, 恒流30 mA电泳, 恒压100 V转膜60 min, 封闭

2 h. 分别加入p-ERK1/2、t-ERK1/2和SCF一抗, 
4 ℃过夜; 二抗1∶5 000, 37 ℃孵育, 曝光、显影.

统计学处理 所有数据录入SPSS10.0软件包

分析, 以mean±SD表示, 采用方差分析和成组t
检验, P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 IGF-1诱导结肠SMC不同时间对p-ERK1/2和

t-ERK1/2蛋白的影响 IGF-1(100 μg/L)作用于结

肠SMC 5 min后p-ERK1/2表达开始增高, 15 min
时表达最高(P<0.05), 之后逐渐降低, 但t-ERK1/2
蛋白的表达无变化(P>0.05, 表1, 图1). 
2.2 不同浓度IGF-1诱导结肠SMC对p-ERK1/2、
t-ERK1/2和SCF蛋白的影响 IGF-1在50 μg/L
时, p-ERK1/2和SCF表达开始增加(P <0.05), 在
100 μg/L时表达最多(P <0.05), 之后逐渐下降, 但
t-ERK1/2没有变化(P >0.05, 表2, 图2). 
2.3 IGF-1对于转染ERK1/2 siRNA的结肠SMC产

生p-ERK1/2、t-ERK1/2的影响 与对照组相比, 
反义组结肠SMC产生p-ERK1/2、t-ERK1/2显著

降低(P <0.05), 随机组无显著变化(P >0.05, 表3, 

图3), 说明ERK1/2 siRNA确实降低了ERK1/2的
表达.
2.4 IGF-1对转染ERK1/2 siRNA的结肠SMC产

生SCF的影响 与对照组相比, 反义组结肠SMC
产生SCF显著降低(P <0.05), 随机组无显著变化

(P >0.05, 表3, 图4).

3  讨论

胃肠动力障碍是消化科常见症候群(包括糖尿病

胃肠动力障碍), 严重影响患者的生活质量, 其机

制尚不清楚. ICC是一类起源于间充质的特殊细

胞群, 以网状结构分布于消化系肠神经末梢和

平滑肌细胞之间; ICC、肠神经细胞和SMC构成

■相关报道
H o r v a t h 等 将 糖
尿病小鼠胃窦和
胃 体 组 织 给 予
IGF-1, 可完全阻
止ICC的减少, 提
示IGF-1可能刺激
平滑肌细胞表达
干细胞因子, 进而
对 I C C 起 保 护 作
用. 宁月季等在细
胞水平用IGF-1刺
激大鼠胃和结肠
SMC, 发现IGF-1
通过ERKMAPK
通路刺激SMC产
生SCF.

表  1  IGF-1(100 μg/L)诱导结肠SMC对p-ERK1/2和t- 
ERK1/2蛋白的影响 (mean±SD)

     
分组     p-ERK1/2     t-ERK1/2

0 min 0.101±0.015c   0.132±0.021

5 min 0.214±0.019c   0.135±0.017

15 min 0.417±0.036a   0.134±0.026

30 min 0.306±0.023c   0.136±0.019

45 min 0.293±0.041c   0.134±0.013

60 min 0.209±0.053c   0.136±0.031

aP<0.05 vs  0 min; cP<0.05 vs  15 min.
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图  1  100 μg/L的IGF-1作用于结肠SMC对p-ERK1/2蛋白的影
响. 1: 0 min; 2: 5 min; 3: 15 min; 4: 30 min; 5: 45 min; 6: 60 min.

图  2  不同浓度IGF-1对结肠SMC中p-ERK1/2和SCF蛋白的
影响. 1: 0 μg/L; 2: 50 μg/L; 3: 100 μg/L; 4: 150 μg/L.
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图  3  IGF-1对于转染ERK1/2 siRNA的结肠SMC产生p-ERK1/2
和SCF的影响. A: mRNA; B: 蛋白; M: 100 bp DNA标记; 1: 正

常组; 2: 反义组; 3: 随机组.
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“功能元件”, 共同调控胃肠道的各种生理功

能[7,8]. 近年随着对胃肠道ICC结构、功能及其胃

肠运动调控机制的深入研究, 已经证实ICC数量

和结构异常与多种胃肠疾病相关[9-14]. 
SCF是一种多功能细胞生长因子, 包括可溶

型干细胞因子(soluble stem cell factor, s-SCF)和
膜结合型干细胞因子(membrane-bound stem cell 
factor, m-SCF), 两者都有生物学活性, 在多种细

胞的增殖、分化和迁移过程中发挥重要的调控

作用. 研究发现, 人体SCF可由多种细胞产生, 但
维持胃肠ICC所需的SCF来源于胃肠SMC[1]. SCF
与其天然配体c-Kit组成SCF-Kit系统, 直接参与

ICC的分化、发育、增殖、表型维持等过程[15-18]. 
我们的前期实验发现, SCF减少与胃肠ICC病变

及胃肠运动障碍有直接关系, 给予外源性SCF可

明显改善糖尿病模型鼠胃肠ICC及胃肠运动异

常[16,19-20], 另外前期实验还提示, 体外培养胃和

结肠SMC, 给予IGF-1可促进SCF表达[2-4]. 
IGF-1是胰岛素样生长因子家族中的一员, 

具有促进细胞增殖和分化, 调节细胞周期, 加速

细胞物质代谢, 抑制细胞凋亡等功能[21]. IGF-I的
信号转导途径主要为P13K途径和MAPK途径[22]. 
文献报道, IGF-1可使SMC表面的IGF-1 R磷酸

化, 进而激活细胞内下游的信号通路, 主要通

过PI3K、MAPK信号转导通路, 以协同或分别

或以相反的作用方式, 参与IGF-1介导的细胞增

殖、分化、抗凋亡等效应[23]. 丝裂原活化蛋白

激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)是
细胞内的一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 该家族

主要包括细胞外信号调节蛋白激酶(extracellular 
regulating kinase, ERK)、c-Jun氨基末端激酶和

P38蛋白激酶[24,25], 他将细胞外刺激信号转导至细

胞内及细胞核内, 引起细胞一系列生物学反应如

细胞增殖、分化、转化及凋亡[26,27]. ERK通路是

迄今研究较多、备受关注的重要MAPK信号通

路. 在细胞中各种因素[28,29]激活ERK1/2后, 活化

的ERK1/2激酶移位到细胞核, 调控信号转导途

径的关键效应分子(如NF-κB、AP-1、c-Myc等)
的表达, 在细胞的增殖中起重要作用[30,31]. 我们

前期实验将ERKMAPK的抑制剂PD98059加入

结肠SMC、使IGF-1诱导的SCF表达降低, 提示

IGF-1是通过ERKMAPK通路诱导结肠SMC产
生SCF[2-4]. 本实验向结肠SMC转染ERK siRNA

■创新盘点
本研究首次应用
RNA干扰技术对
结肠SMC进行干
预 ,  结 果 证 实 了
IGF-1调控SMC
产生SCF的信号
通路.

表  2  IGF-1诱导结肠SMC对p-ERK1/2、t-ERK1/2和SCF蛋白的影响 (mean±SD)

     
IGF-1(μg/L)      p-ERK1/2      t-ERK1/2          SCF

0 0.336±0.013 0.409±0.021 0.289±0.021

50 0.554±0.046a 0.410±0.012 0.391±0.017a

100 0.790±0.051ce 0.411±0.013 0.654±0.061ce

150 0.591±0.029a 0.408±0.043 0.498±0.043a

aP<0.05 vs  IGF-1(0 μg/L); cP<0.05 vs  IGF-1(50 μg/L); eP<0.05 vs  IGF-1(150 μg/L).

表  3  IGF-1对转染ERK1/2 siRNA的结肠SMC产生p-ERK1/2、t-ERK1/2和SCF mRNA及蛋白的影响 (mean±SD)

     
分组

        mRNA          蛋白 

        ERK1          ERK2          SCF     p-ERK1/2      t-ERK1/2          SCF

对照组 0.732±0.005 0.712±0.023 0.673±0.013 1.725±0.012 1.751±0.043 0.531±0.047

反义组 0.284±0.021ac 0.256±0.015ac 0.219±0.020ac 0.621±0.027ac 0.821±0.019ac 0.275±0.061ac

随机组 0.721±0.037 0.725±0.037 0.669±0.027 1.754±0.041 1.847±0.011 0.542±0.037

aP<0.05 vs   对照组; cP<0.05 vs  随机组.

图  4  IGF-1对于转染ERK1/2 siRNA的结肠SMC产生SCF的影
响. A: mRNA; B: 蛋白; M: 100 bp DNA标记; 1: 对照组; 2: 反义

组; 3: 随机组.
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使p-ERK1/2、总ERK1/2和SCF表达均降低(包
括mRNA和蛋白), 说明干扰成功, 进而从基因水

平证实IGF-1诱导结肠SMC产生SCF确实通过

ERKMAPK通路. 
总之, 本实验从基因水平证实IGF-1诱导结

肠SMC产生SCF的信号通路, 为进一步探讨SCF
的调控、合成、保护胃肠ICC及其信号途径和

影响因素提供了可靠的实验依据, 有利于进一

步探讨胃肠ICC在胃肠动力障碍性疾病中的作

用、为开发新的治疗药物拓展了思路.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
a Jianpi herbal formula on disease-free survival 
(DFS) in patients with gastric cancer after radical 
gastrectomy.

METHODS: A total of 474 gastric cancer patients 
after radical gastrectomy were assigned to treat-
ment group (n = 196; undergoing treatment with 
the Jianpi herbal formula and chemotherapy) 
and control group (n = 278; undergoing chemo-
therapy only). Independent factors influencing 
DFS in gastric cancer patients after radical gas-
trectomy were analyzed using the Kaplan-Meier 
method and Cox proportional hazards model. 
A stratified analysis was performed by clinico-
pathologic stage.

RESULTS: Cox analysis showed that clinicopath-
ologic stage (P = 0.000) and treatment with the Ji-
anpi herbal formula (P = 0.000) were independent 
factors influencing DFS in gastric cancer patients 
after radical gastrectomy. Stratified analysis in-
dicated that treatment with the Jianpi herbal for-
mula was an independent factor influencing DFS 
in patients with stage IV (M0) gastric cancer after 
radical gastrectomy (P = 0.034). Patients of the 
treatment group had a significantly longer DFS 
than those of the control group (39.78 mo vs 18.38 
mo, P = 0.023). Treatment with the Jianpi herbal 
formula was also an independent factor influenc-
ing DFS in patients with stage III gastric cancer 
after radical gastrectomy (P = 0.000). The 1-, 3-, 
and 5-year DFS rates were significantly higher 
in the treatment group than in the control group 
(94% vs 82%, 76% vs 47%, 67% vs 39%).

CONCLUSION: Treatment with the Jianpi herbal 
formula can prolong DFS in stages III and IV (M0) 
gastric cancer patients after radical gastrectomy.

Key Words: Gastric cancer; Chinese Medicine; Me-
tastasis and recurrence; Disease-free survival

Sun SS, Zhao AG, Yang JK, Zhao G, Cai Y, Li ZY. Effect 
of treatment with a Jianpi herbal formula on disease-
free survival in patients with gastric cancer after radical 
gastrectomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 
581-587

摘要
目的: 研究健脾为基础的中药复方辨证治疗对
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■背景资料
近年来, 胃癌发病
率及死亡率呈上
升趋势, 目前外科
根治性手术被认
为是唯一有可能
获得治愈胃癌的
方 法 .  但 日 本 的
统计数据表明, 术
后复发率仍高达
20%, 美国根治术
后仍有60%患者
会出现局部复发
或远处转移.

■同行评议者
魏睦新, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院中西医
结合科



胃癌根治术后患者无病生存期(DFS)的影响. 

方法: 采用非随机同期对照研究的方法, 将胃
癌根治术后病例分别纳入中药组(中药+化疗)
和对照组(单纯化疗), 采用Kaplan-Meier法和
Cox比例风险模型对影响胃癌根治术后DFS
的相关影响因素进行单因素和多因素分析, 并
根据临床病理分期进行进一步分层分析.

结果: 共入组病例474例, 中药组196例, 对
照组278例. Cox分析显示临床病理分期(P  = 
0.000)和中药治疗(P  = 0.000)是胃癌根治术
后DFS的独立影响因素. 对Ⅰ-Ⅳ(M0)期进行
分层研究显示, 中药治疗是Ⅳ期胃癌根治术
后DFS的独立影响因素(P  = 0.034), 中药组的
DFS较对照组长(39.78 mo vs  18.38 mo, P  = 
0.023); 中药治疗是Ⅲ期胃癌根治术后DFS的
独立影响因素(P  = 0.000), 中药组1、3、5年
无病生存率分别为: 94%、76%、67%, 对照
组分别为: 82%、47%、39%.

结论: 以健脾为基础的中药复方辨证治疗能
延长Ⅳ(M0)期胃癌根治术后中位DFS. 健脾为
基础的中药复方辨证治疗可延长Ⅲ期胃癌根
治术后患者DFS.

关键词: 胃肿瘤; 中药; 复发转移; 无病生存期

孙姗姗, 赵爱光, 杨金坤, 赵刚, 蔡泳, 李朝燕. 健脾为基础的复
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0  引言

近年来, 胃癌发病率及死亡率呈上升趋势[1,2], 目
前外科根治性手术被认为是唯一有可能获得治

愈胃癌的方法. 但日本的统计数据表明, 术后复

发率仍高达20%, 美国根治术后仍有60%患者会

出现局部复发或远处转移[3]. 国外文献对根治

术后治疗方案延长无病生存期(disease-free sur-
vival, DFS)的报道不甚明确[4-9], 我们的前期研究
[10-12]显示, 中医药在延长无病生存期, 改善生存

质量等方面具有一定的作用. 本文将采用非随

机同期对照研究的设计[13-15], 以DFS为主要疗效

指标, 采用Log-rank单因素、Cox多因素回归方

法, 评价健脾为基础的复方对胃癌患者DFS影响

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2001-01-01/2008-12-31在上海中医药大
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学附属龙华医院肿瘤一科、上海交通大学附属

瑞金医院消化外科、上海交通大学附属仁济医

院普外科等诊治的胃癌根治术后病例, 符合以

下各项要求者. 诊断标准: 依据卫生部《中国常

见恶性肿瘤诊治规范》的诊断, 依据手术病理

组织学诊断明确; 依据国际抗癌联盟(UICC第六

版)胃癌TNM分期法进行临床病理分期. 纳入标

准: (1)有明确胃癌病理组织学诊断为腺癌者; (2)
有明确TNM分期患者, TNM分期Ⅰb-Ⅳ期(M0), 
接受根治术(R0)后病例; (3)根治术前未针对胃

癌进行治疗, 如新辅助放化疗; (4)年龄≥18岁, 
男女均可; (5)Karnofsky评分≥60分; (6)预计生

存期6 mo以上; (7)根治术后8 wk内开始化疗, 且
化疗周期≥3个周期; (8)骨髓、肝肾、心等功能

正常; (9)患者知情同意, 并接受长期随访. 排除

标准: (1)二重或多重癌患者; (2)接受靶向药物治

疗患者; (3)孕妇、哺乳期妇女和精神病患者.
1.2 方法 
1.2.1 分组及治疗: 采用非随机同期对照研究, 分
别依据患者自愿的原则, 分为中药组(中药+化
疗)和对照组(单纯化疗). 对照组: 化疗≥3个周

期, 且未在我科接受辨证分型中医药治疗. 中药

组: 化疗≥3个周期, 依据自愿的原则, 在上海中

医药大学附属龙华医院肿瘤一科接受辨证分型

中药治疗持续6 mo及以上. 中医治疗方案: 基本

处方由太子参15 g, 炒白术12 g, 茯苓30 g, 红藤

30 g, 生牡蛎30 g, 夏枯草9 g等组成, 采用水煎剂, 
每日1剂, 分2-4次服. 1-2 wk辨证1次, 修正中药

处方, 记录服药持续的时间. 未服上述中药则纳

入非中药治疗组. 化疗方案: 氟尿嘧啶类化疗药

物为基础的单药或二药、三药联合化疗, 依据

手术方式、病理组织学类型、临床病理分期、

体能状况等情况选择, 21-28 d为1个周期. 
1.2.2 观察项目: 一般体检项目(身高、体质量、

血压、心率、呼吸及体温等); 安全性指标(血常

规、尿常规、粪常规+粪便隐血试验、肝肾功

能、电解质、心电图等); 疗效性指标(CEA、

CA-199等肿瘤标志物). 门诊患者术后两年内每

3 mo复查1次, 第3年每半年复查1次, 之后每年

复查1次, 住院患者每月复查; 腹部CT/MRI(或腹

部及盆腔B超)及胸片: 术后两年内每3 mo复查1
次, 第3年每半年复查1次, 之后每年复查1次; 胃
镜: 术后每年复查1次. DFS以及相应的1、3、5
年无病生存率: 记录患者手术日直到首次出现

肿瘤复发/转移或各种原因导致死亡(或失访)的
时间. 

www.wjgnet.com

■相关报道
文献报道及本课
题组多年的临床
和实验研究健脾
表明, 基础中药对
胃癌术后患者的
复发转移有防治
作用.
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1.2.3 随访: 收集住院病史及门诊记录, 采用门诊

随访、电话随访、信访等方式, 直至出现转移

复发(复发转移是以影像学明确病灶或再次手

术时病理为诊断依据)或死亡或观察截止日期

2010-01-01. 失访患者观察截止日期为最后1次
随访到的时间. 
1.2.4 数据收集及转换: 根据病例报告表(case re-
port form, CRF)的项目采用Microsoft Excel数据

库管理软件建立数据库, 并对有关信息编码赋

值[16-18]. 
统计学处理 统计学处理使用SPSS16.0软件. 

单因素分析: 应用Kaplan-meier法估算中位总生

存期(overall survival, OS)、DFS, 各因素组间生

存分布差异采用Log-rank进行显著性检验. 多因

素分析: 应用Cox模型进行预后因素分析. 基线均

衡性分析采用构成比的χ2检验或Fisher检验. 所
有统计分析的显著性水准为α = 0.05. 预设分层: 
本研究以临床病理分期分层, 并根据研究结束后

多因素分析结果以影响研究终点的因素分层.

2  结果

2.1 病例资料描述 依据纳入排除标准共获得475
例可进行相关统计的胃癌根治术后病例资料, 
其中中药组196例, 没有剔除或退出研究, 最终

纳入统计分析的中药组196例; 对照组279例, 因
发现二重癌(原发肺癌)1例(胃癌术后82 mo)剔
除, 最终纳入统计分析的对照组278例. 随访时

间最长为107.3 mo, 最短6.0 mo, 失访32例, 失访

率6.75%(表1). 
2.2 全组病例分析

2.2.1 单因素分析: 病理类型、临床病理分期、

服用中药治疗及化疗周期4个因素是胃癌根治术

后DFS的影响因素. 其他4个不是影响因素(表2).
2.2.2 多因素分析: Cox多因素回归分析表明: 胃
癌根治术后DFS的独立影响因素为临床病理分

期(P  = 0.000)、服用中药治疗(P  = 0.000). 临床

病理分期中以Ⅳ期为参照, Ⅰb期、Ⅱ期、Ⅲ期

的相对危险度分别为0.113、0.143及0.578; 服
用中药治疗的相对危险度为0.424; 而性别、年

龄、原发部位、病理类型、化疗方案、化疗周

期均不是独立影响因素(P >0.05, 表3). 
多因素分析结果显示临床病理分期和服用

中药治疗是胃癌根治术后DFS的独立影响因素, 
使用卡方检验进行构成比比较, 但结果显示, 两

表  1  胃癌根治术后病例基本资料

     
变量     n

性别

    男 308

    女 166

年龄(岁)

    ≤45   68

    46-60 224

    61-75 168

    >75   14

原发部位

    上区   53

    中、下区残胃 415

    皮革胃     6

病理类型

    高-中分化(腺癌、管状或乳头状腺癌)   93

    低分化腺癌(黏液腺癌、印戒细胞癌或

    未分化癌)

381

临床病理分期

    Ⅰb   41

    Ⅱ期   87

    Ⅲ期 253

    Ⅳ期   93

化疗周期

    <6 102

    6 301

    >6   71

化疗方案

    单药方案   17

    两药方案 259

    三药方案 118

    其他方案   80

服用中药治疗

    未用及服用<6 mo 278

    服用≥6 mo 196

转移复发或死亡事件(DFS终点)

    未出现或失访 303

    出现(终点事件) 171(36.1%)

死于胃癌

    未出现或失访 344

    出现(终点事件) 130(27.4%)

■应用要点
以健脾为基础的
中药复方辨证治
疗能延长Ⅳ(M0)
期胃癌根治术后
中位DFS. 健脾为
基础的中药复方
辨证治疗可延长
Ⅲ期胃癌根治术
后患者DFS.

表  2  影响胃癌根治术后DFS的单因素分析结果

     变量  χ2值   P 值

病理类型 8.529 0.003

临床病理分期 71.260 0.000

化疗周期 9.528 0.009

服用中药治疗 35.662 0.000

性别 0.004 0.947

年龄 1.297 0.255

原发部位 3.344 0.188

化疗方案 4.405 0.221
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组之间构成比有统计学意义, 基线不平衡, 不能

直接比较(表4). 按照预设分层根据临床病理分

期进行分层研究.
2.3 分层研究

2.3.1 中药治疗对Ⅰb-Ⅱ期胃癌根治术后DFS的

影响: 由于Ⅰb期的患者过少, 未达到多因素分

析所需样本量, 故将其与Ⅱ期合并分析. Ⅰb-Ⅱ
期患者共128例. 终点事件发生率低(11.7%), 统
计分析结果可信度较低, 故暂未进行统计分析, 
未对两组进行比较.
2.3.2 中药治疗对Ⅲ期胃癌根治术后DFS的影响: 
Ⅲ期患者共253例, 中药组100例, 对照组153例; 
出现终点事件98例, 发生率为38.7%%. 基本资料

见表5. 单因素分析结果显示: 服用中药治疗(P  = 
0.000)是本组病例中Ⅲ期胃癌根治术后DFS的影

响因素; 而其他因素均不是. 多因素分析结果显

示: 本组病例中Ⅲ期胃癌根治术后DFS的独立影

响因素为服用中药治疗(P  = 0.000), 中药治疗的

相对危险度为0.344, 95.0%CI(0.218-0.544). Ⅲ期

胃癌根治术后两组患者的DFS及1、3、5年无病

生存率结果(表6, 图1), 显示中药组中位DFS未
达到, 但中药组累积无病生存率较化疗组显著

表  3  胃癌根治术后DFS比例风险模型分析

     
因子 回归系数 标准误 统计量   P 值 相对危险度(95%CI) 

临床病理分期 47.847 0.000  

Ⅰb期 vs  Ⅳ期 -2.183 0.522 17.471 0.000 0.113(0.041-0.314)

Ⅱ期 vs  Ⅳ期 -1.944 0.330 34.619 0.000 0.143(0.075-0.274)

Ⅲ期 vs  Ⅳ期 -0.548 0.167 10.741 0.001 0.578(0.417-0.802)

服用中药治疗 -0.859 0.175 24.060 0.000 0.424(0.301-0.597)

■同行评价
本文设计合理, 具
有一定的临床实
用价值.

     
  Ⅰb期    Ⅱ期      Ⅲ期     Ⅳ期

中药组 28(14.3) 41(20.9) 100(51.0) 27(13.8)

对照组 13(4.7) 46(16.5) 153(55.0) 66(23.7)

表  4  中药组与对照组临床病理分期构成比比较 n (%)

P = 0.000

图  1  Ⅲ期胃癌根治术后中药组与对照组患者DFS比较.
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变量     n

性别

    男 170

    女   83

年龄(岁)

    ≤45   42

    46-60 108

    61-75   93

    >75   10

原发部位

    上区   32

    中、下区残胃 219

    皮革胃     2

病理类型

    高-中分化(腺癌、管状或乳头状腺癌)   44

    低分化腺癌(黏液腺癌、印戒细胞癌或

    未分化癌)

209

化疗周期(个)

    3-5   53

    6 158

    >6   42

化疗方案

    单药方案     9

    两药方案 139

    三药方案   69

    其他方案   36

服用中药治疗

    未用及服用<6 mo 153

    服用≥6 mo    100

转移复发或死亡事件(DFS终点)

    未出现或失访 155

    出现(终点事件)   98(38.7%)

死于胃癌

    未出现或失访 182

    出现(终点事件)   71(28.1%)

表  5  Ⅲ期胃癌根治术后病例基本资料
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提高. 由于中药组中位DFS未达到, 对两组四分

位DFS进行比较, 结果显示: 对照组四分位DFS
为14.1 mo, 中药组四分位DFS为36.6 mo, 中药组

较对照组延长22.5 mo(P  = 0.000).  
2.3.3 中药治疗对Ⅳ期胃癌根治术后DFS的影

响: Ⅳ期患者共93例, 中药组27例, 对照组66例; 

出现终点事件58例, 发生率为62.4%, 基本资料见

表7. 单因素分析结果显示: 中药(P  = 0.023)和化

疗周期(P  = 0.015)是本组病例中Ⅳ期胃癌根治术

后DFS的影响因素; 而其他因素均不是. 多因素分

析结果显示: Ⅳ期胃癌根治术后DFS的独立影响

因素为服用中药治疗(P  = 0.034)和化疗周期(P  = 
0.027). 而性别、年龄、原发部位、病理类型、

化疗方案均不是独立影响因素(P>0.05). 服用中药

治疗的相对危险度为0.509(95%CI: 0.272-0.951); 
化疗周期是影响因素, 对其中3个变量两两比

较, 结果显示: 化疗3-5周期与化疗6个周期之间

比较有统计学意义(P  = 0.008), 以化疗6个周期为

参照, 化疗3-5个周期相对危险度为2.274(95%CI: 
1.241-4.169), 而化疗大于6个周期与化疗6个周期

之间和化疗>6个周期与化疗3-5个周期之间比较

无统计学意义(表8). 多因素分析结果显示化疗周

期和服用中药治疗是Ⅳ期根治术后DFS的独立影

响因素, 使用卡方检验进行构成比比较, 结果显

示, 两组之间构成比无统计学意义, 基线平衡, 可
以直接比较(表9). Ⅳ期胃癌根治术后两组患者的

中位DFS及1、3、5年无病生存率结果(表10, 图2)
显示中药组较对照组延长21.4 mo(P = 0.023).
2.4 不良反应 按照研究规定定期进行血象、肝肾

功能等检测, 未发现与中药治疗相关的不良反应.

3  讨论

本研究多因素分析结果显示胃癌根治术后DFS

图  2  Ⅳ期胃癌根治术后中药组与对照组患者DFS比较.
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表  7  Ⅳ期胃癌根治术后病例基本资料

     
变量   n

性别

    男 59

    女 34

年龄(岁)

    ≤45 15

    46-60 40

    61-75 36

    >75   2

原发部位

    上区 13

    中、下区 77

    皮革胃   3

病理类型

    高-中分化(腺癌、管状或乳头状腺癌) 11

    低分化腺癌(黏液腺癌、印戒细胞癌或

    未分化癌)

82

化疗周期(个)

    3-5 24

    6 53

    >6 16

化疗方案

    单药方案   2

    两药方案 42

    三药方案 31

    其他方案 18

服用中药治疗

    未用及服用<6 mo 66

    服用≥6 mo 27

转移复发或死于胃癌(DFS终点)

    未出现或失访 35

    出现(终点事件) 58(62.4%)

死于胃癌

    未出现或失访 44

    出现(终点事件) 49(52.7%)

     
分组     n 中位DFS(mo)

无病生存率(%)

          1年           3年           5年

中药组 100    未达到           94           76           67

对照组 153    31.30           82           47           39

表  6  中药对Ⅲ期胃癌根治术后患者DFS的影响
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的独立影响因素有临床病理分期和服用中药治

疗, 健脾为基础的中药复方辨证治疗是胃癌根

治术后DFS的独立保护性因素. Ⅳ(M0)期胃癌患

者服用中药治疗能够延长DFS. 目前Ⅲ期患者中

药组中位DFS未达到, 但由中药组1、3、5年无

病生存率较化疗组显著提高可以看出, 服用中

药治疗可以延长Ⅲ期患者的DFS. 
近年来, 本科室根据多年治疗经验及实验

室研究总结出健胃为基础, 结合清热解毒, 软坚

化痰等作为胃癌的治法. 先贤张景岳《景岳全

书》中已指出: “治反胃之法……必宜以扶助

正气, 健脾养胃为主”. 本科室主张“脾”为胃

癌的“病本”, 病因病机与“虚”、“痰”、

“瘀”、“毒”有关, 其中尤以脾胃虚弱为胃癌

发生与发展的一个基本因素. 文献报道[19]及我

们多年的临床和实验研究[12,20-21]健脾表明为基础

的中药对胃癌术后患者的复发转移有防治作用. 
中医在中国古代对胃癌及其转移就有一

定的认识 .  胃癌属于中医“胃脘痛”、“噎

膈”、“痞满”、“呃逆”、“反胃”、“伏

梁”、“积聚”等范畴. 并将肿瘤的转移称为

“传舍”. 其后宋•杨士瀛《仁斋直指附遗方

论》曰: “癌者, 上高下深, 岩穴之状, 颗颗累垂. 
毒根深藏, 穿孔透里”. 其中“穿孔透里”的性

质, 是对癌症易于浸润转移这一特点的形象描

述. 中医认为癌毒传舍是胃癌根治术后转移复

发的基本病理过程, 而正气亏虚、余毒未尽、

伏邪流注经络脏腑则是其病因病机[22]. 
胃癌根治术后患者服用中药预防复发转

移, 改善生活质量的思路, 来源于中医“未病先

防”的思想[23]. 胃癌经过根治术治疗后, 体内仍

有可能存在微小的肿瘤病灶, 即中医谓之“伏

邪”、“余毒”、“余邪”, 是肿瘤复发转移

的根源所在, 即癌毒传舍[24]. “未病先防”是指

胃部的原发病灶已经被切除, 但余毒仍可留于

经络, 如遇正虚, 正不胜邪, 余毒蔓延而造成复

发转移, 于是需要提前用药防止其复发转移. 
从本研究Ⅲ期和Ⅳ(M0)期患者的1、3、5

年累积无病生存率可以看出胃癌根治术后患者

复发转移多发生在根治术后3年内, 3年后这种

趋势逐渐减缓, 与其他文献报道相符[25,26], 因此

胃癌根治术后3年内的治疗应该受到特别重视. 
对于Ⅲ, Ⅳ(M0)期胃癌辅助化疗一般认为术后8 
wk内开始, 行6个疗程, 化疗结束后多为术后半

年, 西医认为此时全面复查, 如无复发转移无需

其他治疗, 即可进入观察. 但从本研究和其他文

献来看, 术后1-3年复发转移率最高, 证明很多病

期较晚的患者化疗后仍有癌细胞残存体内, 此
时中药治疗就能够很好地发挥作用, 以其不良

反应小, 患者依从性好的优势成为预防胃癌根

治术后复发转移的重要治疗手段. 所以胃癌术

后1-3年内可以选择中药治疗预防复发转移, 如
有条件可延长服用时间至5年或更久, 以弥补手

术和辅助化疗的不足之处. 
此外, 本研究结果显示化疗周期是Ⅳ(M0)

期胃癌根治术后DFS的独立影响因素, 化疗6个
周期患者较化疗<6个周期患者DFS长, 而化疗

>6个周期与化疗6个周期之间以及化疗>6个周

期与化疗<6个周期之间差异无统计学意义. 这
与大多数辅助化疗方案都以化疗6个周期为标

准相符合, 因此在临床工作中如患者身体状况

允许, 提倡胃癌根治术后尤其是Ⅳ期患者[27,28], 
应积极完成6个周期辅助化疗. 但化疗药物具有

明显的不良反应[29,30], 对人体损伤较大, 中医认

为治疗疾病应中病即止, 过度用药反而会耗伤

正气, 本研究表明化疗>6个周期较化疗6个周期

表  8   Ⅳ期胃癌根治术后DFS比例风险模型分析

     
因子 回归系数   标准误 统计量   P 值 相对危险度(95%CI)

化疗周期 7.209 0.027  

    3-5 vs  >6   0.380   0.370 1.052 0.305 1.462(0.708-3.019)

    6 vs  >6 -0.442   0.340 1.688 0.194 0.643(0.330-1.252)

    3-5 vs  6   0.882   0.309 7.061 0.008 2.274(1.241-4.169)

服用中药治疗 -0.676   0.319 4.489 0.034 0.509(0.272-0.951)

     
3-5个周期 6个周期 >6个周期

中药组   5(18.5) 17(63.0)    5(18.5)

对照组 19(28.8) 36(54.5)  11(16.7)

表  9  中药组与对照组化疗周期构成比比较 n (%)

P = 0.589
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及<6个周期未显示出生存优势, 故认为, 辅助化

疗6个周期即可, 无需延长化疗时间.
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分组     n 中位DFS(mo)

无病生存率(%)

          1年           3年           5年

中药组 27    39.78           96           52           46

对照组 66    18.38           71           30           23

表  10  中药对Ⅳ期胃癌根治术后患者DFS的影响
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Abstract
AIM: To develop a molecular diagnostic index 
for hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: The expression of 11 genes was 
assessed by real-time fluorescent quantitative 

polymerase chain reaction (QRT-PCR) in 40 
HCC specimens and matched tumor-adjacent 
specimens and surgical margin specimens, 10 
cirrhotic tissue specimens, and 10 normal liver 
tissue specimens. Using G3PDH as a control, the 
2-ΔΔCT method was used to calculate the relative 
gene expression levels. HCC-associated genes 
were then selected to establish a molecular diag-
nostic model for HCC.

RESULTS: Compared with normal liver tis-
sue specimens, approximately 65.0%, 75.0%, 
and 67.5% of HCC specimens showed a >3-fold 
increase in the expression levels of tumor sup-
pressor genes PRDM2, IGFBP3, and DLC-1, 
and approximately 87.5%, 77.5%, 82.5%, 85.0%, 
and 67.5% of HCC specimens showed a >3-fold 
decrease in the expression levels of oncogenes 
GPC3, STMN, CCNA2, BIRC5, and AFP, respec-
tively. The expression levels of these eight genes 
differed significantly between HCC and cirrhotic 
tissue (0.45 ± 0.69 vs 0.50 ± 0.20; 0.17 ± 0.20 vs 0.67 
± 0.47; 0.29 ± 0.48 vs 0.58 ± 0.60; 677.57 ± 999.30 
vs 4.41 ± 3.99; 17.56 ± 28.28 vs 1.17 ± 1.08; 53.17 ± 
103.64 vs 2.09 ± 1.50; 16.53 ± 16.39 vs 1.82 ± 1.39; 
4445.70 ± 11642.87 vs 0.86 ± 0.43, all P < 0.05). 
Molecular diagnostic index was estimated based 
on these eight genes, which was 2.2 ± 1.5, 3.0 ± 
1.6, 2.9 ± 1.5, 6.3 ± 1.2 for liver cirrhosis, surgical 
margin, tumor-adjacent tissue, and cancer tis-
sue, respectively. The molecular diagnostic in-
dex for cancer tissue was significantly different 
from those for liver cirrhosis, surgical margin, 
and tumor-adjacent tissue. When a molecular 
diagnostic index of 4 or greater was adopted to 
diagnose liver cancer using liver cirrhosis as a 
control, the sensitivity, specificity, and the area 
under the receiving operative curve (ROC) were 
100%, 90%, and 0.995, respectively. 

CONCLUSION: A molecular diagnostic index 
for HCC was successfully established using 
fluorescence quantitative PCR to detect HCC-
associated genes.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Gene; Ex-
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■背景资料
Capurro等联合检
测 血 清 G P C 3、
AFP用以诊断肝
癌, 结果提高了敏
感性而未降低特
异性. 多基因联合
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于肝癌的早期诊
断及预后评估. 基
因标志物的检测
有助于早期发现
肝癌.

■同行评议者
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摘要
目的: 研究肝细胞癌相关基因表达, 建立肝癌
分子诊断指数, 以期能更准确的诊断肝癌.

方法: 采用实时荧光定量PCR检测40例肝细胞
癌患者癌组织和配对的癌旁2 cm及手术切缘
组织、10例肝硬化组织、10例正常肝脏组织
中11个基因的表达, 以管家基因G3PDH为对
照, 2-ΔΔCT法计算目的基因相对表达量, 挑选出
特异性好且与正常肝、肝硬化组织表达差异
大的肝癌相关基因, 依据这些基因在组织中表
达异常的个数建立分子诊断指数.

结果: 在40例癌组织中, 抑癌基因PRDM2、
I G F B P3、D L C-1分别有65.0%、75.0%、

67.5%的标本表达<3倍正常肝组织, 癌基因
GPC3、STMN、CCNA2、BIRC5、AFP分
别有87.5%、77.5%、82.5%、85.0%、67.5%
的标本表达>3倍正常肝组织, 并且与肝硬化
组织表达差异显著(0.45±0.69 vs  0.50±0.20; 
0.17±0.20 vs  0.67±0.47; 0.29±0.48 vs  0.58
±0.60; 677.57±999.30 vs  4.41±3.99; 17.56±
28.28 vs  1.17±1.08; 53.17±103.64 vs  2.09±
1.50; 16.53±16.39 vs  1.82±1.39; 4 445.70±
1 1642.87 vs  0.86±0.43, 均P <0.05). 以此8个
基因建立分子诊断指数, 其在肝硬化、手术
切缘、癌旁2 cm、癌组织中分别为2.2±1.5、
3.0±1.6、2.9±1.5、6.3±1.2, 癌组与肝硬化
组、切缘组、癌旁2 cm组差异显著. 以肝硬
化组作为对照组, 当分子诊断指数≥4诊断为
肝癌时, ROC曲线的敏感性为100%, 特异性为
90%, AUC = 0.995.

结论: 利用荧光定量PCR检测肝癌相关基因表
达, 成功建立分子诊断指数, 提高了肝癌诊断
的敏感性及特异性.

关键词: 肝细胞癌; 基因; 表达; 实时荧光定量PCR; 

分子诊断指数
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0  引言

血清标志物甲胎蛋白(alpha fetoprotein, AFP)作为

诊断肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的
“金标准”已逐渐被人们质疑, 其敏感性之低在

临床上易造成大量患者漏诊[1]. Capurro等[2]联合

检测血清GPC3、AFP用以诊断肝癌, 结果提高

了敏感性而未降低特异性. 多基因联合检测已

逐渐应用于肝癌的早期诊断及预后评估. 肝癌

的发生涉及到细胞功能的许多方面, 是一个多

因素、多步骤、多基因参与的复杂过程. 基因

表达异常明显早于组织学改变, 基因标志物的

检测有助于早期发现肝癌[3]. 实时荧光定量RT-
PCR(real-time fluorescent quantitative polymerase 
chain reaction, QRT-PCR)是一种简便、快速且

高敏感性的基因表达检测方法, 能准确分析基

因表达水平的改变. 本研究应用QRT-PCR法检

测11个与肝癌相关的基因, 筛选出8个表达特异

的基因建立分子诊断指数, 以提高诊断及鉴别

诊断肝癌的能力, 更早、更准确的诊断肝癌. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-09/2009-12天津市第三中

心医院肝胆外科手术组织标本60例, 包括40例
HCC患者的癌组织(T)、癌旁2 cm(N2)和手术切

缘(M)组织. 其中男32例, 女8例; 年龄38-75(平
均56±9)岁; AFP<20 ng/mL或肿瘤直径<3 cm
共15例; 高、中、低分化肝癌分别为14、19、
7例; 标本均经病理证实. 另有10例肝硬化组织; 
10例正常肝组织(取自手术治疗的肝血管瘤旁组

织)作为对照. 标本切取后立即投入液氮中, 于
-80 ℃保存. 所有标本取材均通过院伦理委员会

审核, 家属知情签字同意.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取和逆转录: 参照Promega公司

RNAgents试剂盒提取总RNA, 每50 mg组织的总

RNA溶于50 μL DEPC水中, 琼脂糖凝胶电泳检测

RNA完整性, 紫外分光光度计检测A值, 计算其浓

度. 逆转录参照Promega公司的ImRrom-ⅡTM使用

说明书, 反应体系为2 μg RNA、3 μL随机引物, 
补DEPC水至24 μL; 70 ℃热变性15 min, 迅速冰

浴3 min; 再依次加入4.8 μL 25 mmol/L MgCl2、

8 μL 5×逆转录缓冲液、2 μL 10 mmol/L dNTP 
Mix、1.5 μL逆转录酶, 至终体积为40 μL; 离心

后置于PCR仪中, 37 ℃, 90 min. 
1.2.2 引物设计: 依据GenBank中癌基因GPC3、
STMN、CCNA2、UBD、CD133、BIRC5、

■相关报道
Llove t等用荧光
定量PCR法检测
55个基因, 从中筛
选出12个肝癌表
达 特 异 基 因 ,  进
一步应用Logistic
回归分析确定了
3个基因组合, 包
括GPC3, LYVE1, 
survivin, 用此3基
因联合检测早期
小肝癌与异型增
生结节, 结果分辨
精确率达94%.
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AFP, 抑癌基因PRDM2、IGFBP3、DLC-1、
WWOX和管家基因G3PDH的mRNA序列设计引

物, 采用Primer Express 2.0软件设计, 由上海生

物工程技术服务有限公司负责合成, 序列见表1. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测12个基因的表达

水平: 优化反应条件, 如引物浓度、退火温度和

延伸时间等, 使目的基因和管家基因的扩增效

率保持一致. 按照TaKaRa公司的QRT-PCR反应

体系, 组成如下: cDNA模板2 μL、上下游引物

各0.4 μL、1 μL Taq聚合酶、2 μL 2.5 mmol/L 
dNTP和2.5 μL 10×PCR缓冲液, 加超纯水至总

体积25 μL. 采用两步PCR法, 扩增条件为: 95 ℃
预变性2 min, 94 ℃变性45 s, 各基因退火温度见

表1. 根据各基因的实时扩增曲线和熔解曲线进

行分析, 取CT值, 按2-ΔΔCT法[4]计算待测目的基因

相对表达量, 其前提是目的基因和G3PDH扩增

效率相似且均接近于100%. 计算各样本平均

CT值和ΔCT值(ΔCT = CT目的基因-CTG3PDH), 计算

2-ΔΔCT(ΔΔCT = ΔCT目的样本-ΔCT参照样本), 其数值用

于表示目的样本相对于参照样本目的基因的相

对倍数. 2-ΔΔCT值相差3倍认为有表达差异.

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件包进行

数据分析, 计量资料以mean±SD表示, 如数据不

呈正态分布或方差不齐采用秩和检验, 两组间

均数比较采用t检验, P <0.05为差异有统计学意

义. 生存分析应用Kaplan-Meier法, 生存率比较

采用Log-rank检验.

2  结果

2.1 荧光定量PCR体系建立 提取的总RNA纯度及

完整性较好, 逆转录为cDNA. 随机混合5份cDNA
样品模板按2的倍数连续梯度稀释, QRT-PCR
检测11个基因与G3PDH的实时荧光曲线, 通过

cDNA浓度梯度的log值对ΔCT值(ΔCT = CT目的基因

-CT内参基因)作图比较两基因扩增效率. 所得直线

斜率绝对值<0.1, 说明目的基因和内参基因扩增

效率一致, 实验结果可以应用2-ΔΔCT法进行相对

定量分析.
2.2 2-ΔΔC T法检测11个基因的相对表达水平并

建立分子诊断指数 在40例癌组织中, 抑癌基

因PRDM2、IGFBP3、DLC-1分别有65.0%、

75.0%、67.5%的标本表达呈3倍量下调; 癌基因

表  1  12个基因的引物序列

     
引物                           序列5'→3'片段 大小(bp) 退火温度(℃)

G3PDH CTCATGACCACAGTCCATGCCATCACTG    140       62.5

CATGAGGTCCACCACCCTGTTGCTGTA

PRDM2 GGGATGGATGTGCATTGATG    350       60.0

GCAGAGGTGAAATCTGGCTCA

IGFBP3 GGGCTCTGCGTCAACGCTAGTG    445       62.5

CCCGCTTCCTGCCTTTGGAAGG

DLC-1 TTTACCACCTGCTGAATTACTCACGCC    300       63.0

ACGTCTGTGTAGTGCACAGGAAAGCC

WWOX AGGGCGAGTGAAGCAGTGTCACGC    601       62.5

CGGTGGTGGCAGCTCCCTGTTG

STMN TATCCAGGTGAAAGAACTGGAGAAG    381       60.0

TCTTCAATGTGCTTATCCTTCTCTC

GPC3 TGACCTGAAAGTATTTGGGAATTTCC    427       63.0

CAATAGTGGTGGTCAGCTTTCCTG

CCNA2 ATGTCACCGTTCCTCCTTGG    401       60.0

CCAGTCCACGAGGATAGCTCTC

BIRC5 CCATTAACCGCCAGATTTGAA    249       65.0

TTCCAGCTCCTTGAAGCAGAA

AFP TCAGTGAGGACAAACTATTGG    395       62.5

CTCTTCAGCAAAGCAGACTTC

CD133 GACCCATTGGCATTCTCTTTGA    251       63.0

ACACATACAAAAGAAATACCCCACC

UBD AGAGATGGCTCCCAATGCTTCCT    250       60.0

　 CTTCACCACTTTCAGGGTAAGGTG　 　

■创新盘点
本研究应用实时
荧光定量PCR法
检测11个与肝癌
相关的基因, 筛选
出8个表达特异的
基因建立分子诊
断指数, 对40例肝
癌(包括15例AFP
阴性及肿瘤直径
<3 cm肝癌)及10
例肝硬化进行诊
断, 结果诊断精确
度达98%.
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GPC3、STMN、CCNA2、BIRC5、AFP分别有

87.5%、77.5%、82.5%、85.0%、67.5%的标本

表达呈3倍量上调; 而WWOX只有30.0%的标本

呈3倍量下调, CD133只有10.0%的标本呈3倍量

上调; UBD有90.0%的标本呈3倍量上调, 但亦

有70.0%的肝硬化标本呈3倍量上调, 特异性差; 
最终选取PRDM2、IGFBP3、DLC-1、GPC3、
STMN、CCNA2、BIRC5、AFP作为肝癌高度

相关基因.
     GPC3等8个基因在正常肝(NL)、肝硬化

(LC)、手术切缘(M)、癌旁2 cm(N2)、癌(T)组的

两组或多组间表达存在差异(均P <0.01, 表2). 其
中抑癌基因PRDM2、IGFBP3、DLC-1从正常

肝、肝硬化到癌组表达呈明显递减趋势, 癌基因

GPC3、STMN、CCNA2、BIRC5、AFP从正常

肝、肝硬化到癌组表达呈明显递增趋势; 在肝癌

标本中, 癌组的抑癌基因表达明显低于癌旁2 cm
组及切缘组, 而癌基因正相反; 8个基因在癌旁2 
cm组及切缘组中的表达差异不明显(表2). 进一

步以8个基因在NL, LC, M, N2, T组的表达量做

散点图, 从散点图可以看出各基因在个体中的

差异表达(图1).
依据这8个基因在组织中3倍量上调或下调

的个数建立分子诊断指数, 即标本中每有一个

基因表达量与正常组相差3倍则分子诊断指数

增加1, 因此分子诊断指数从0到8. 结果在正常

肝、肝硬化、切缘、癌旁2 cm、癌组中诊断指

数分别为0、2.2±1.5、3.0±1.6、2.9±1.5、6.3
±1.2, 显示癌组>癌旁2 cm组、切缘组>肝硬化

组>正常组, 癌组明显高于其他4组, 平均值是肝

硬化组的2.9倍, 是癌旁2 cm及切缘组的2.1倍, 均
P <0.01; 癌旁2 cm及切缘组略高于肝硬化组, 但

无统计学意义(P >0.05). 结果还显示在10例肝硬

化标本中诊断指数0-4; 38例切缘标本中除246指
数为6, 其余均≤5; 40例癌旁2 cm标本中除348
指数为6, 其余均≤5(此2例标本肿瘤直径均>10 
cm, TNM分期为Ⅲ期、Ⅳ期, 病理均为低分化); 
40例癌组织中除217、262、369、374标本指数

为4, 其余的36例均≥5(此4例标本肿瘤直径为8 
cm, 2 cm, 3 cm, 4 cm, TNM分期均为Ⅱ期, 病理

为中、高、高、高分化).
2.3 分子诊断指数在40例肝癌标本中的比较 通
过成对比较40例HCC患者切缘、癌旁2 cm与癌

组织的分子诊断指数, 有50%的切缘组织诊断指

数大于癌旁2 cm组织, 且除1例标本外(标本374
在切缘、癌旁2 cm、癌中指数分别为1、5、4)
切缘及癌旁2 cm组指数均小于配对的癌组, 癌组

与癌旁2 cm及切缘组差异明显(P <0.01); 切缘组

与癌旁2 cm组之间无统计学差异(P >0.05, 表3). 
当分子诊断指数取≥4诊断为恶性组织时, 能鉴

别出100%的肝癌和90%的肝硬化组织(图2).
2.4 肝癌标本中分子诊断指数与临床资料的联

系 所有肝癌标本病理回报手术切缘未见癌侵

及, 但切缘组织诊断指数明显高于正常组织. 分
子诊断指数与肿瘤大小、血清AFP高低、分化

程度没有明显联系: 40例肝癌标本中AFP阴性或

肿瘤直径<3 cm的共有15例, 其癌组中分子诊断

指数从4到8, 平均5.8±1.4, 其余25例肝癌诊断

指数从4到8, 平均6.5±1.1, 两者无统计学差异

(P >0.05); 14例高分化肝癌、19例中分化肝癌与

7例低分化肝癌诊断指数分别为5.9±1.4、6.3±
1.1、6.7±1.1, 三者无统计学差异(P >0.05).
2.5 癌组织中分子诊断指数与患者预后的关系 
在40例癌标本中, 诊断指数从4到8, 如将诊断指

表  2  8个基因在各组中的表达存在差异

     
           NL            LC            M           N2                T   P 值

n 10 10 38 40      40 　

PRDM2   1.08±0.43   0.50±0.20   0.91±1.19   0.82±0.88        0.45±0.69 0.000 

IGFBP3   1.11±0.52   0.67±0.47   0.59±0.53   0.61±0.49        0.17±0.20 0.000 

DLC-1   1.04±0.30   0.58±0.60   0.57±0.63   0.66±0.74        0.29±0.48 0.000 

STMN   1.02±0.22   1.17±1.08   2.37±2.27   2.13±1.76      17.56±28.28 0.000 

GPC3   1.05±0.33   4.41±3.99   8.18±16.12   6.55±10.58    677.57±999.30 0.000 

CCNA2   1.04±0.31   2.09±1.50   4.77±5.77   3.65±4.32      53.17±103.64 0.000 

BIRC5   1.04±0.31   1.82±1.39   2.51±2.31   3.48±6.50      16.53±16.39 0.000 

AFP   1.10±0.50   0.86±0.43 10.76±26.71 54.44±249.26 4 445.70±11 642.87 0.000 

NL: 正常肝; LC: 肝硬化; M: 手术切缘; N2: 癌旁2 cm; T: 癌. P值: NL, LC, M, N2, T多组独立样本间秩和检验.

■应用要点
分子诊断指数可
以 有 效 地 诊 断
AFP阴性肝癌及
小肝癌, 提示多基
因联合诊断肝癌
有望提高肝癌诊
断的准确度, 以更
早的发现肝癌.
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数7、8列为高诊断指数组(共15例样本), 6, 5, 4
例为低诊断指数组(共25例样本), 对两组采用

Log-rank检验进行生存分析并绘制Kaplan-Meier
生存曲线, 结果低诊断指数组比高诊断指数组

生存曲线高、下降平缓, 两条曲线差异具有统

计学意义(P  = 0.044), 提示低诊断指数组预后较

好(图3).

3  讨论

近30年来, 随着分子生物学的飞速发展, 人们逐

步在分子水平上认识了肝癌的本质. 肝癌发生

的分子机制复杂, 根本原因在于肝炎病毒的慢

性感染, 癌基因、癌相关基因的激活及抑癌基

因的失活, 引起细胞生长失控, 肝细胞出现持续

增殖, 最后导致癌变[5]. 分子诊断技术及基因标

志物在肝癌早期发现、术后复发和转移监测中

的应用, 正向高度灵敏、特异诊断方向发展[6]. 
单基因研究很难说明肝癌变化的本质, 单凭单

个基因诊断早期肝癌易造成漏诊与误诊. 以本

研究中在癌中表达差异最大的GPC3为例, 在40
例癌标本中有35例表达量上调, 造成了5例标本

漏诊; 而10例肝硬化标本有6例标本上调, 又会

造成肝癌的误诊. 因而寻找新型肝癌诊断标志

物并采用多个标志物联合检测可望提高肝癌诊

断率.
Paradis等[7]用筛选的13个基因做分子诊断

指数研究, 结果显示25例正常肝和22例肝硬化

标本分子诊断指数0-4, HCC标本中除2例标本分
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图  1  8个基因在正常肝(NL)、肝硬化(LC)、手术切缘(M)、癌旁2 cm(N2)、癌(T)组织中的相对表达量. A: PRDM2; B: IGFBP3; 

C: DLC-1; D: STMN; E: GPC3; F: CCNA2; G: BIRC5; H: AFP.

■同行评价
本文学术性较高, 
对原发性肝癌的
早期诊断有重要
的理论指导价值.
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子诊断指数为2和3外, 其余的34例标本分子诊

断指数均>5. 王伟丽等[8]报道了用6个基因建立

分子诊断指数, 同时检测了正常肝、肝炎、肝

硬化、肝癌组织, 结果正常组和肝炎组分子诊

断指数接近于0; 肝硬化组中除1例标本外分子

诊断指数介于0-2, 平均值为1.58; 肝癌组中除1
例标本外都≥3, 分子诊断指数平均值为5.24, 与
肝硬化等组差异显著. 以上结果表明分子诊断

指数所具有的可行性和优越性.
J i a等[6]用GPC3等5个基因对58例HCC标

本、36例肝硬化非癌标本进行检测, 结果表明5
个基因组合评分能检测出100%的非癌组织, 71%
的癌组织, 说明相对于单个基因检测, 5个基因组

合诊断能改善预测的精确性, 包括AFP阴性肝癌

及小肝癌. Llovet等[9]用荧光定量PCR法检测55个
基因, 从中筛选出12个肝癌表达特异基因, 进一

步应用Logistic回归分析确定了3个基因组合, 包
括GPC3、LYVE1、survivin, 用此3基因联合检

测早期小肝癌与异型增生结节, 结果分辨精确率

达94%. 本研究从以往文献和实验基础上选择肝

表  3  40例肝癌标本的分子诊断指数

     
样本 M N2 T         样本 M N2 T

215 3 2 5 320 3 5 7

217 1 2 4 339 4 5 7

220 3 2 6 348 5 6 7

221 4 3 6 349 4 4 5

222 3 3 7 358 5 5 8

233 3 4 6 359 5 4 6

245 5 5 7 363 2 0 5

246 6 5 7 365 3 2 6

262 3 1 4 369 3 3 4

265 5 3 8 374 1 5 4

267 5 3 8 376 4 2 7

269 3 1 8 381 1 2 6

270 2 1 6 386 1 1 5

273 3 1 5 398 0 1 6

291 1 4 8 399 0 3 7

296 4 3 7 402 3 5

301 1 2 8 407 2 6

302 5 3 7 409 4 3 6

306 1 4 7 410 4 2 5

310 2 2    7　 411 3 2 7

M: 手术切缘; N2: 癌旁2 cm; T: 癌. 从编号215到411共40例肝癌标本, 他们在手术切缘、癌旁2 cm、癌组织中的分子诊断指

数是根据8个基因相对表达量>或<3倍正常组织表达量的基因个数确定的, 即标本中每有一个基因表达量与正常组织相差3倍

则分子诊断指数增加1, 因此分子诊断指数0-8, 数字表示基因变异表达的个数.
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图  3  肝癌低诊断指数组与高诊断指数组的生存曲线.图  2  分子诊断指数的ROC曲线.
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癌中表达水平较正常组织差异大、特异性好的

多个基因进行分子诊断指数的初步研究. 选择抑

癌基因PRDM2[10,11]、IGFBP3[12,13]、DLC1[14,15]、

WWOX[16,17]、癌基因STMN[18]、CCNA2[19]、

GPC3[20-22]、BIRC5[23]、AFP[24-26]、CD133[27,28]、

UBD[29]作为分子诊断指数的候选基因, 包括了细

胞增殖相关基因、黏附功能相关基因、坏死凋

亡相关基因等. 本次实时荧光定量PCR结果表明, 
抑癌基因PRDM2、IGFBP3、DLC1、WWOX, 
癌基因STMN、CCNA2、GPC3、BIRC5、
AFP、CD133、UBD的表达与文献相符. 筛选其

中8个基因建立分子诊断指数. 本研究采用分子

诊断指数的方法诊断肝癌, 其相对于单基因诊

断具有高灵敏性及特异性. 以肝硬化组作为对

照组, 肝癌组为实验组, 当分子诊断指数≥4诊断

为肝癌时, ROC曲线的敏感性为100%, 特异性为

90%, AUC为0.995, 阳性结果预示值PPV = 97.6%, 
阴性结果预示值NPV = 100%, 准确度 = 98%. 分
子诊断指数明显优于单个基因的诊断, 提高了

肝癌诊断的准确性, 包括AFP阴性及肿瘤直径<3 
cm的肝癌(分子诊断指数均≥4), 可以更早期的

发现肿瘤.
从分子诊断指数中还可以看出: 高分化肝

癌共有14例, 平均诊断指数为5.9, 是肝硬化组

(平均诊断指数为2.2)的2.7倍, 可以有效地对临

床上组织病理学难以鉴别的高分化癌结节与肝

硬化结节进行诊断; 手术虽然可以将肿瘤完整

切除, 病理回报手术切缘亦未见癌侵及, 但在手

术切缘仍存在许多分子变异, 并且在肝硬化、

癌旁2 cm的硬化组织中亦存在分子变异, 这些分

子变异在肝硬化组织、癌旁硬化组织中即已出

现, 他们参与了从细胞变性、癌前病变到癌的

整个过程. GPC3、AFP、STMN等基因在细胞

生长、分化及迁移中起重要作用, 他们在癌旁

及肝硬化组织中的变异表达提示着某些组织具

有恶性潜能, 将来有可能恶变, 正如Hoshida等[30]

研究发现癌旁组织比癌组织基因差异表达能更

可靠的预测肝癌复发. 
在本研究数据中, 可以发现个别基因在个别

样本中的异常表达, 比如癌基因STMN在374癌
组织中、CCNA2在386癌组织中、AFP在270、
301、381、399癌组织中却呈现低表达, 而抑癌

基因PRDM2在349癌组织中呈现高表达, 这可

能是分子异质性的结果. 从分子诊断指数上看, 
246、348标本在切缘或癌旁2 cm组织中指数偏

高(值为6), 而217、262、369、374在癌组中偏

低(值为4), 这可能与肿瘤生长特性有关, 从临床

资料中可以看出前2例标本肿瘤直径大, 分化差, 
恶性度高, 癌向周围广泛浸润, 而后4例肿瘤直

径较小, 分化好, 基因变异表达少. 标本374的癌

组诊断指数低于癌旁组, 可能与肿瘤组织坏死

影响血供从而基因表达减少有关.
本研究通过定量检测肝癌相关基因表达, 成

功建立了分子诊断指数. 初步结果表明: 由多基

因组成的分子诊断指数比单一基因能更准确的

诊断肝癌; 分子诊断指数能有效鉴别肝硬化结

节、肝癌结节; 分子诊断指数在AFP阴性及小肝

癌中有较高灵敏度, 可以更早诊断肝癌. 由于从

组织中获取基因操作复杂、费用昂贵, 不易在

临床开展. 下一步的工作是在外周血中筛选更

多、更能反应肝癌生物行为的基因, 优化组合, 
并增加癌前病变和早期肝癌的临床样本量, 建
立费用低廉、结果可靠、操作简便、可用于临

床的分子诊断指数.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between pit 
patterns of colorectal polypoid lesions classified 
by magnifying chromoendoscopy and expres-
sion of human MutL homolog 1/2 (hMLH1/2) 
proteins in colorectal mucosa.

METHODS: Colorectal lesions in 146 patients 

were classified as type I to V pit patterns 
by magnifying chromoendoscopy using the 
Kudo criteria. All lesions were pathologically 
confirmed as nonneoplastic, adenomatous or 
cancerous lesions. Colorectal mucosal biopsy 
specimens were used to detect the expression of 
hMLH1 and hMSH2 proteins by immunohisto-
chemistry.

RESULTS: A total of 256 polypoid lesions were 
found in 146 patients by magnifying chromo-
endoscopy. The rates of loss of hMLH1 and 
hMSH2 protein expression increased gradually 
from type I to type V pit patterns in 256 polyp-
oid lesions [hMLH1: 0.0% (0/11), 1.61% (1/62), 
19.68% (25/127), 33.33% (1/3), 32.26% (10/31), 
36.36%(8/22); hMSH2: 0.00% (0/11), 3.22% (2/62), 
16.53% (21/127), 33.33% (1/3), 35.48% (11/31), 
40.90% (9/22); all P < 0.01]. The rates of loss of 
hMLH1 and hMSH2 expression were 2.70% 
and 4.05% in nonneoplastic lesions, 23.07% and 
16.92% in adenoma lesions, and 25% and 30.76% 
in cancerous lesions. The rates of loss of hMLH1 
and hMSH2 protein expression were significantly 
higher in cancerous lesions than in adenomatous 
and nonneoplastic lesions (both P < 0.01).  There 
was no significant difference between the rate of 
loss of hMLH1 and that of hMSH2 protein ex-
pression in all lesions (all P > 0.05).

CONCLUSION: The rates of loss of hMLH1 and 
hMSH2 protein expression gradually increased 
from type I to type V pit patterns, suggesting 
that mutation or functional deficiency of DNA 
mismatch repair genes is an early event in 
colorectal carcinogenesis. Lesion classification 
by magnifying chromoendoscopy or detection of 
the loss of hMLH1 and hMSH2 protein expres-
sion can help identify precancerous and colorec-
tal lesions from colorectal lesions.

Key Words: Colorectal Neoplasm; hMLH1; hMSH2; 
Immunohistochemistry; Pit pattern; Magnifying 
chromoendoscopy
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■背景资料
大肠肿瘤是常见
肿 瘤 ,  在 我 国 绝
大部分大肠癌在
发现时已近中晚
期, 5年生存率在
30%-60%, 所以早
期诊断大肠癌和
研究其发病机制
以期寻找更加有
效的治疗方法显
得尤为重要. 近年
来, 我国部分医院
开展了染色放大
内 镜 工 作 ,  并 发
表了一些研究报
道, 但通过染色放
大内镜观察肠的
微细结构及其与
DNA错配修复酶
hMLH1、hMSH2
表达的相关性国
内报道很少.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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摘要
目的: 探讨染色放大内镜下大肠病变的腺管
开口分型与病变组织hMLH1和hMSH2蛋白表
达的关系.

方法: 根据Kudo分型方法, 染色放大内镜下大
肠病变腺管开口分为Ⅰ-Ⅴ型; 所有病灶性质
由病理组织学分别确诊为非肿瘤性病变、腺
瘤性病变及癌性病变; 免疫组织化学方法检
测活检组织hMLH1和hMSH2蛋白的表达.

结果: 应用染色放大内镜对146例患者的大
肠黏膜进行细微结构形态学观察, 共检出息
肉样病变256枚. 随着腺管开口分型序数的递
增, 活检组织中hMLH1与hMSH2蛋白的丢失
率逐渐增高, Ⅰ-Ⅴ型hMLH1丢失率分别为
0.00%(0/11)、1.61%(1/62)、19.68%(25/127)、
33.33%(1/3)、32.26%(10/31)、36.36%(8/22); 
h M S H2蛋白丢失率分别为0.00%(0 /11)、
3.22%(2/62)、16.53%(21/127)、33.33%(1/3)、
35.48%(11/31)、40.90%(9/22), 组间两两比
较差异有统计学意义 (均P <0.01 ) ;  74例大
肠黏膜非肿瘤性病变中2例h M L H1表达阴
性, 占2.70%(2/74), 3例hMSH2表达阴性, 占
4.05%(3/74); 130例腺瘤组织中30例hMLH1
表达阴性, 占23.07%(30/130), 22例hMSH2表
达阴性, 占16.92%(22/130); 52例癌变组织中
13例hMLH1表达阴性, 占25%(13/52), 16例
hMSH2表达阴性, 占30.76%(16/52), 癌性病变
组hMLH1与hMSH2蛋白的丢失率明显高于
腺瘤性病变组及非肿瘤性病变组(均P <0.01); 
hMSH2与hMLH1蛋白的丢失率在不同病变组
织中(非肿瘤性病变、腺瘤性病变及癌性病变)
无相关性(均P>0.05).

结论: 随着大肠腺管分型序数的递增, hMLH1
和h M S H2蛋白的丢失率逐渐增加 ,  与大肠
病变病理诊断中的丢失率具有一致性, 提示
DNA错配修复基因突变或功能缺失可能是大
肠发生癌变进程中的早期事件, 染色放大内镜
下随访大肠腺管组织中hMLH1和hMSH2蛋白
的丢失率有助于发现癌前病变、大肠癌.

关键词: 大肠肿瘤; hMLH1; hMSH2; 免疫组织化学; 

腺管开口; 染色放大内镜
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0  引言

DNA错配修复基因作为一组高度保守的看家基

因, 主要功能是纠正复制和重组中的碱基配对

错误及因基因损伤所致的碱基配对错误、碱基

插入、缺失等损伤, 对DNA基因组的稳定性起

着重要的作用. 研究表明[1-8], 错配修复基因的突

变是结直肠癌发生发展的重要途径之一, 其中

hMLH1和hMSH2是最重要的两个错配修复基

因. 日本学者Kudo等[9]研究发现, 结直肠腺管开

口即凹窝形态在不同性质的病变中有不同特征, 
并提出Kudo分型. 为此, 本研究采用染色放大

内镜观察大肠腺管开口分型, 同时应用免疫组

织化学的方法检测大肠病变组织中错配修复基

因hMSH2、hMLH1蛋白的表达丢失情况, 探讨

hMSH2和hMLH1蛋白的丢失率与染色放大内镜

下大肠腺管开口分型之间的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2008-01/2010-06在徐州医学院第

三附院消化科行结肠镜检的结直肠疾病患者

146例, 其中男97例、女49例, 年龄27-83(平均

58.3)岁. 放大电子结肠镜为日本Olympus公司产 
CF TYPE H260AZI型, 染色剂采用0.2%靛胭脂

液, 所有检查均由同一内镜医师操作及做出内

镜下诊断. 146例患者经0.2%靛胭脂染色放大后

发现息肉样病变256枚. 患者检查前均签署知情

同意书, 并经医院伦理委员会批准.
1.2 方法 
1.2.1 腺管开口类型: 采用工藤进英Kudo的分型

方法, 其分类如下:Ⅰ型为规则圆形小窝; Ⅱ型为

规则星状或乳头样小窝; ⅢL型为大管状或大圆

形小窝; Ⅲs型为圆管状小窝; Ⅳ型为脑沟或脑

回状; Ⅴ型不规则或无结构. Ⅰ型为正常或黏膜

下肿物, Ⅱ型为炎性息肉, Ⅲ型为凹陷性肿瘤或

隆起性肿瘤, Ⅳ型为绒毛状腺瘤, Ⅴ型为大肠癌. 
最终非肿瘤性病变、腺瘤性病变及癌性病变判

定以病理组织学诊断为标准. 
1.2.2 SP法观察hMLH1和hMSH2蛋白的表达: 
hMSH2和hMLH1单克隆抗体购自美国Santa Cruz
生物制剂公司, SP(鼠)免疫组织化学试剂盒购自

福州迈新生物技术开发公司. 采用免疫组织化学

方法进行染色, 一抗浓度均稀释为1∶200. 标本

经甲醛固定, 石蜡包埋, 切成4 μm厚的组织切片, 

■相关报道
Fu等应用染色放
大内镜在122例患
者中发现206个大
肠息肉样病变, 最
后经病理学证实
染色放大内镜对
瘤性的和非瘤性
病变的诊断准确
性达95.6%, 而普
通电子结肠镜仅
84%.
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附于玻片上. 实验采用免疫组织化学SP法, 步骤

按试剂盒说明书进行操作. 用正常大肠细胞核

棕黄色染色为阳性对照, 用PBS液代替一抗作为

阴性对照, 切片内细胞hMLH1或hMSH2蛋白检

测缺乏核染色者记录为失表达, 每次实验均设

阴性及阳性对照. hMLH1和hMSH2蛋白表达主

要表现为细胞核出现棕色或棕褐色颗粒. 结果

判定: hMLH1和hMSH2蛋白表达情况, 以每张切

片的阳性细胞数<5%为蛋白表达缺失, ≥5%为

蛋白表达阳性.
统计学处理 用SPSS13.0统计软件对实验数

据进行统计学分析, hMSH2、hMLH1蛋白在大

肠病变活检组织中的表达变化结果及其与腺管

开口分型之间的比较采用χ2检验, 以P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 染色放大内镜下观察腺管开口分型结果 146
例患者经0.2%的靛胭脂染色放大后发现息肉样

病变256枚, 息肉样病变腺管开口分型按照工藤

进英提出的pit分型标准, 本组256枚息肉样病变

pit分型为Ⅰ型11枚, Ⅱ型62枚, Ⅲs型3枚, ⅢL型
127枚, Ⅳ型31枚, Ⅴ型22枚(图1). 根据病理组织

学诊断结果, 256枚Ⅰ型至Ⅴ型息肉样病变经病

理诊断为非肿瘤性病变、腺瘤性病变、癌性病

变例数详见表1.
2.2 腺管开口分型与hMLH1和hMSH2的表达

的关系 Ⅰ-Ⅴ型腺管开口形态中均有h M L H1
与hMSH2蛋白表达, 随着腺管开口分型序数的

递增, hMLH1与hMSH2蛋白的丢失率逐渐增

高, Ⅰ-Ⅴ型hMLH1丢失率分别为0.0%(0/11)、
1.61%(1/62)、19.68%(25/127)、33.33%(1/3)、
32.26%(10/31)、36.36%(8/22); hMSH2蛋白

丢失率分别为0.00%(0 /11)、3.22%(2 /62)、
16.53%(21/127)、33.33%(1/3)、35.48%(11/31)

40.90%(9/22), 组间两两比较差异有统计学意义

(P <0.01, 表2).
2.3 hMLH1与hMSH2在大肠病变活检组织中的

表达 非肿瘤性病变、腺瘤及癌变组织中hMLH1
和hMSH2有不同程度的表达. 74例大肠黏膜非

肿瘤性病变包括炎性息肉、增生性息肉、幼年

性息肉、黑斑息肉及肥大赘生物等, 其中2例
hMLH1表达阴性, 3例hMSH2表达阴性; 130例
腺瘤组织中hMLH1和hMSH2多呈弥漫性表达, 
部分区域呈局灶性表达增强, 其中30例hMLH1
表达阴性, 22例hMSH2表达阴性; 52例癌变组织

中hMLH1和hMSH2为灶性表达(图2), 其中13例
hMLH1表达阴性, 16例hMSH2表达阴性; 腺瘤组

及癌变组hMLH1、hMSH2蛋白丢失率与非肿瘤

性病变组比较差异显著(P <0.001, 表3). 另外, 在
不同病变组织中(非肿瘤性病变、腺瘤性病变

及癌性病变), hMSH2与hMLH1蛋白的丢失率经

Spearman关联性分析, 无相关性(P  = 0.3333).

3  讨论

肿瘤的发生是一个多基因参与多阶段的过程, 
人体细胞有一系列的机制保证遗传物质的稳

定性, DNA错配修复系统是其中之一. 错配修

复基因是一组高度保守的管家基因, hMLH1和
hMSH2基因是人类错配修复系统的重要成员, 

表  1  256枚息肉样病变pit类型与组织学改变的关系

     
Pit分型    n

病理诊断

非肿瘤性病变 腺瘤性病变 癌性病变

Ⅰ型   11         11        0        0

Ⅱ型   62         55        7        0

ⅢL型 127           8    107      12

Ⅲs型     3           0        3        0

Ⅳ型   31           0        8      23

Ⅴ型   22           0        5      17

合计 256         74    130      52

表  2  256枚息肉样病变pit类型与hMLH1和hMSH2表达的关系  (n)

     
Pit分型    n

        hMLH1         hMSH2

阳性 阴性 阳性 阴性

Ⅰ型   11   11    0   11    0

Ⅱ型   62   61    1   60    2

ⅢL型 127 102  25 106  21

Ⅲs型     3     2    1     2    1

Ⅳ型   31   21  10   20  11

Ⅴ型   22   14    8   13    9

P值     0.0002     0.0001

χ2值   24.13   27.35

表  3  hMLH1与hMSH2在大肠病变活检组织和正常组织
中的丢失结果 (n )

     
分组     n   hMLH1    hMSH2

非肿瘤性病变   74   2   3

腺瘤性病变 130 30 22

癌性病变   52 13 16

P值   0.0003   0.0003

χ2值 15.99 16.37

■创新盘点
本研究通过染色
放大内镜的方法, 
观察大肠表面微
细结构改变, 按大
肠腺管开口形态
进 行 分 型 ,  对 大
肠病变hMLH1和
hMSH2蛋白表达
进行同步检测, 分
析其在不同大肠
病变组织中的表
达差异, 对大肠癌
的发病机制提出
新的观点, 评价大
肠腺管开口类型
结合肿瘤相关基
因的检测对于判
断大肠非肿瘤性
和肿瘤性病变的
诊断价值. 
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其中任何一种错配修复基因突变最终将导致机

体DNA错配修复系统功能的异常, 可引起广泛

的体细胞突变和DNA复制错误, 错配修复功能

缺失也可导致一些抑癌基因突变率的增加和突

变的积累而促进肿瘤的发生.  
hMLH1和hMSH2与多种肿瘤的发生、发

展关系密切, 他们的异常表达无论在遗传性肿

瘤还是散发性肿瘤中均有发现[10-14]. 资料表明, 
hMLH1在碱基错配修复过程中发挥着解旋及

切开错配碱基的关键作用, hMSH2基因是最早

被发现的人类错配修复基因, 是细菌MutS和酵

母菌MSH2的人类同源体, 其编码蛋白参与组成

hMuts二聚体, 此二聚体能识别DNA复制中的错

配碱基及插入缺失环, 是完成DNA修复的必需

组件. hMLH1和hMSH2蛋白表达水平的降低能

引起DNA错配修复功能低下, 使癌相关基因突

变不能及时得以纠正, 从而导致肿瘤的易感性

增加[15-18]. 
近年来, 随着内镜放大倍数和分辨率的提

高, 染色放大内镜在大肠疾病诊断中的应用逐渐

增多[19-24]. 日本学者Kudo等[9]提出的黏膜腺管开

口分型为染色放大内镜检查提供了诊断标准, 对
染色黏膜观察后再采用放大肠镜对大肠腺管开

口分型进行仔细观察, 可以大致判断是否为肿瘤

性病变以及病变的浸润程度[25-29]. Emura等[30]研

究表明染色放大内镜按Kudo分类法鉴别良恶性

腺瘤, 其敏感性和特异性均在90%以上. 染色放

大内镜有助于早期大肠癌发现, 但目前染色放

大内镜下大肠黏膜微细结构改变与致癌基因突

变的关系尚相见关报道. 

A B C

D E

图  1  256枚息肉样病变pit类型与组织学改变的关系. A: Ⅰ型; B: Ⅱ型; C: ⅢL型; D: Ⅳ型; E: Ⅴ型.

图  2  大肠癌变组织(免疫组织化学×200). A: hMSH2; B: hMSH1.

A B

■应用要点
随着大肠腺管分
型 序 数 的 递 增 , 
hMLH1和hMSH2
蛋白的丢失率逐
渐 增 加 ,  与 大 肠
病变病理诊断中
的丢失率具有一
致性 ,  提示DNA
错配修复基因突
变或功能缺失可
能是大肠发生癌
变进程中的早期
事 件 ,  染 色 放 大
内 镜 下 检 测 大
肠 腺 管 组 织 中
hMLH1和hMSH2
蛋白的丢失率有
助于发现癌前病
变、大肠癌.
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本研究采用染色放大内镜观察到256枚大

肠黏膜息肉样病变, 在大肠黏膜腺管开口Ⅰ-Ⅴ
型中hMLH1蛋白的丢失率分别为0.0%(0/11)、
1.61%(1/62)、19.68%(25/127)、33.33%(1/3)、
32.26%(10/31)、36.36%(8/22), hMSH2蛋白

的丢失率分别为0.00%(0/11)、3.22%(2/62)、
16.53%(21/127)、33.33%(1/3)、35.48%(11/31)
40.90%(9/22), 随大肠黏膜腺管开口分型序数的

递增, 其丢失率逐渐升高. 病理诊断中非肿瘤性

病变-腺瘤性病变-癌性病变hMLH1和hMSH2基
因蛋白的丢失率亦逐渐升高, 与大肠黏膜腺管

开口Ⅰ-Ⅴ型中hMLH1蛋白的丢失率具有一致

性. 本研究比较了大肠黏膜非肿瘤性病变、腺

瘤性病变及癌性病变中hMLH1和hMSH2蛋白表

达丢失率, 经统计学分析hMLH1和hMSH2蛋白

表达丢失率无相关性, 所以两者在大肠癌变的

过程中各自发挥不同作用. 
本研究显示, 随着大肠腺管开口序数的升

高, hMLH1和hMSH2蛋白的丢失率逐渐增加, 
与大肠病变病理诊断中的丢失率具有一致性. 
hMLH1和hMSH2基因蛋白的丢失率从非肿瘤

性病变、腺瘤性病变到癌性病变逐渐升高, 提
示在肿瘤发生的早期阶段已经有MMR的基因

的突变或功能异常, 尤其是hMLH1和hMSH2的
突变可能是大肠癌发生的早期事件之一. 因此, 
染色放大内镜下随访大肠腺管组织中hMLH1和
hMSH2蛋白的丢失率有助于发现癌前病变、大

肠癌.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Kruppel-
like factor 6 (KLF6) and WW domain-containing 
oxidoreductase (WWOX) proteins in colorectal 
carcinoma and to analyze their clinicopathologi-
cal significance.

METHODS: The expression of KLF6 and WWOX 
proteins was detected by immunohistochemis-
try in 40 colorectal carcinoma specimens and 40 
normal colorectal mucosa specimens.

RESULTS: The positive rates of KLF6 and 
WWOX protein expression differed signifi-
cantly between colorectal carcinoma and nor-
mal colorectal mucosa (KLF6: 45.0% vs 82.5%, 
WWOX: 37.5% vs 90.0%, both P < 0.05). The 
expression of KLF6 and WWOX proteins was 

found to be associated with tumor differentia-
tion, lymph node metastasis, and tumor invasion 
in colorectal carcinoma (all P < 0.05). A positive 
correlation was noted between the expression of 
KLF6 and that of WWOX in colorectal carcinoma 
(r = 0. 320, P < 0.05).

CONCLUSION: Reduced expression of KLF6 
and WWOX proteins may be related with the 
development, progression, and prognosis of 
colorectal carcinoma. Combined detection of 
KLF6 and WWOX protein expression is helpful 
for diagnosis and evaluation of the prognosis of 
colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal carcinoma; Kruppel-like fac-
tor 6; WW domain-containing oxidoreductase; Im-
munohistochemistry
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摘要
目的: 探讨KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组
织中的表达及其临床病理意义. 

方法: 采用免疫组织化学法分别检测40例结
直肠癌及40例正常结直肠黏膜组织中KLF6和
WWOX蛋白的表达, 并分析两者的表达水平
与其临床病理因素的关系. 

结果: 结直肠癌组织中的KLF6和WWOX蛋白
的阳性表达率明显低于正常结直肠黏膜组织
(45.0% vs  82.5%; 37.5% vs  90.0%, 均P <0.05), 
KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组织中的表
达呈正相关(r  = 0.320, P <0.05), 并与肿瘤组织
的分化程度、淋巴结转移及浸润深度均密切
相关(均P <0.05).

结论: KLF6和WWOX的低表达可能与结直肠
癌的发生、发展及预后有关, 联合检测两者对
结直肠癌的诊断及预后判断具有重要意义.

关键词: 结直肠癌; Kruppel样因子6; 包含氧化还原

酶的WW域; 免疫组织化学

®

■背景资料
结直肠癌是消化
系统常见的恶性
肿 瘤 之 一 .  近 年
来 ,  随 着 我 国 生
活水平的不断提
高及饮食习惯的
改 变 ,  结 直 肠 癌
的发病率及死亡
率 呈 上 升 趋 势 , 
严重危害人们的
健康. 因此, 探讨
结直肠癌的发病
机 制 ,  寻 找 有 效
预防及治疗的途
径 ,  是 目 前 迫 切
需要解决的问题.

■同行评议者
顾 国 利 ,  副 主 任
医 师 ,  中 国 人 民
解放军空军总医
院普通外科
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0  引言

结直肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一, 在
欧美国家居恶性肿瘤死因的第2位[1]. 近年来, 随
着我国生活水平的不断提高及饮食习惯的改变, 
结直肠癌的发病率及死亡率呈上升趋势[2], 严
重危害人们的健康. 因此, 探讨结直肠癌的发病

机制, 寻找有效预防及治疗的途径, 是目前迫切

需要解决的问题. Kruppel样因子6(Kruppel-like 
factor 6, KLF6), 又称锌指转录因子9(zinc finger 
factor9, ZP9), 是一种具有抑制细胞生长、促进

凋亡、参与细胞衰老调控的抑癌基因[3,4], 虽然

在肝癌[5,6]、前列腺癌[7-10]等方面的研究较多, 但
在结直肠癌方面的报道相对少见. 包含氧化还

原酶的WW域(WW domain-containing oxidore-
ductase, WWOX)是Bednarek等[11]在2000年应用

鸟枪基因测序技术鉴定出的一种候选抑癌基

因. 有文献报道, 在人类卵巢癌、肺癌、胃癌等

多种肿瘤中WWOX呈现低表达, 并与肿瘤浸润

深度、淋巴结转移及临床病理分期有关, 还发

现过表达的WWOX可以诱导肿瘤细胞调亡并

抑制其生长[12-15]. KLF6和WWOX蛋白分别在多

种恶性肿瘤中存在异常表达, 但联合检测两者

在结直肠癌的表达及相关性研究, 迄今国内外

均未见报道. 本实验采用免疫组织化学法检测

KLF6和WWOX蛋白在40例结直肠癌及40例正

常结直肠黏膜组织中的表达, 并探讨两者与结

直肠癌发生、发展的关系及其临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第一附属医院2008-2009
年期间手术切除的结直肠癌标本40例及40例相

应的癌旁正常组织(距肿瘤边缘≥5 cm). 患者术

前均未行放化疗及免疫治疗. 其中男19例, 女21
例, 年龄30-81岁, 均经病理学确诊并有完整的临

床资料. 所有组织均用40 g/L中性甲醛固定, 常
规石蜡包埋, 4 μm厚的连续切片. 其中有淋巴结

转移17例, 无淋巴结转移23例; 按组织学分级, 
高+中分化21例, 低分化+黏液腺癌19例; 有浆膜

浸润22例, 无浆膜浸润18例; 浓缩型兔抗KLF6多
克隆抗体、浓缩型兔抗WWOX多克隆抗体、SP
免疫组化染色试剂盒均购自北京博奥森生物技

术有限公司, DAB显色试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学: 采用链霉菌抗生物素蛋白-
过氧化物酶连结法(streptavidin- peroxidase, SP). 
KLF6和WWOX抗体稀释浓度均为1∶100, DAB
显色, 苏木素复染, 操作步骤严格按照说明书进

行. 实验中以已知的阳性组织(KLF6: 肺癌组织; 
WWOX: 胃癌组织)作阳性对照, PBS液代替一抗

作阴性对照.
1.2.2 评分方法: 参考许红霞等[16]的计分方法, 并
做适当修改: KLF6以腺体胞质和(或)胞核出现

黄色颗粒为阳性, WWOX以腺体胞质中出现黄

色颗粒为阳性, 随机选取5个高倍视野计数, 以
阳性细胞数和着色强度综合判断. 着色强度计

分: 无色0分, 淡黄色1分, 棕黄色2分, 黄褐色3分; 
阳性细胞数计分: 0%-5%为0分, 6%-25%为1分, 
26%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分, 以
上两项之积, 0-4分为蛋白表达降低或缺失(阴
性), 5-12分为中(+)、高(++)度阳性表达(阳性).

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行数

据分析, 统计方法采用χ2检验及Spearman关联性

分析, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 KLF6蛋白在结直肠不同组织中的表达及其

与结直肠癌临床生物学行为的关系 KLF6蛋白

主要定位于胞质中, 部分胞质、胞核可同时呈

阳性表达, 在正常组织中有较强表达, 呈棕黄色

或黄褐色颗粒, 在癌组织中着色较弱, 表达缺失

常见(图1). KLF6蛋白在结直肠癌及正常组织的

阳性表达率分别为45.0%、82.5%, 组间差异有

统计学意义(P <0.05, 表1). KLF6蛋白在结直肠癌

组织的表达与患者的性别、年龄无关(P >0.05), 
而与肿瘤的分化程度、浸润深度及淋巴结转移

有关(P <0.05, 表2).
2.2 WWOX蛋白在结直肠不同组织中的表达及

其与结直肠癌临床生物学行为的关系 WWOX
蛋白主要在胞质中表达, 呈棕黄色或黄褐色颗

粒, 其在正常组织中可见强阳性表达, 在癌组

织中呈弱表达或表达缺失(图2), WWOX蛋白

在结直肠癌及正常组织的阳性表达率分别为

37.5%、90.0%, 组间差异有统计学意义(P <0.05, 
表1). WWOX蛋白在结直肠癌组织中的表达与

患者的性别、年龄无关(P >0.05), 但与肿瘤的分

化程度、浸润深度及淋巴结转移有关(P <0.05, 
表2).

■研发前沿
一般认为肿瘤的
发生、发展及转
移是个复杂而有
序的多阶段生物
学过程, 受多个基
因 的 调 控 ,  结 直
肠癌的发生亦是
如 此 ,  近 年 来 对
抑癌基因KLF6和
WWOX的研究成
为国内外的热门
课题.
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2.3 KLF6与WWOX蛋白在结直肠癌组织中表达

相关性分析 KLF6与WWOX蛋白在结直肠癌中

的表达水平呈正相关(P <0.05, 表3).

3  讨论

一般认为肿瘤的发生、发展及转移是个复杂而

有序的多阶段生物学过程, 受多个基因的调控, 
结直肠癌的发生亦是如此, 近年来对抑癌基因

KLF6和WWOX的研究成为国内外的热门课题.  
KLF6是转录因子Kruppel家族成员之一, 位

于人类10p15区域, 因其羧基末端具有锌指结

构, 故称锌指转录因子, 可特异性的与多种基

因启动子中GC盒结合, 与其他家族成员不同的

是, 其氨基末端富含酸性氨基酸残基, 与转录活

性有关, 参与细胞的增殖、分化、凋亡、生长

等过程. 近年研究发现其在肿瘤的发生发展中

起到一定的作用, 并在多种肿瘤组织中呈现低

表达或表达缺失. KLF6的抑癌作用是Narla等[7]

在对前列腺癌的研究中发现的, 野生型KLF6能
以P53非依赖方式上调P21的表达, 从而显著降

低细胞增殖, 而突变型则没有上述作用, 同时, 
在前列腺癌组织中还发现存在KLF6基因的杂

合性丢失(loss of heterozygosity, LOH), KLF6基
因的LOH在前列腺癌组织中发生率高达77%, 
对发生LOH的癌组织进行基因测序, 结果显示

KLF6等位基因中有71%发生了突变, 突变导致

了KLF6蛋白非保守氨基酸的序列变化, LOH和

点突变等导致的KLF6基因的失活、在肿瘤的发

生、发展及转移过程中起了重要作用, 并认为

KLF6是前列腺癌潜在的抑癌基因, 在人类其他

肿瘤的发生、发展及演进过程中可能也起着重

要作用. 在对胃癌[17]的研究中也发现KLF6基因

存在LOH. 本实验发现KLF6蛋白在结直肠癌组

织的阳性表达率显著低于正常结直肠组织; 随

■相关报道
王少平等应用RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot技术对肝癌研
究发现, 癌组织中
KLF6 mRNA及蛋
白表达水平明显
低于正常组织.

表  1  KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌及正常黏膜组织中的表达 (n  = 40)

     
组织类别

            KLF6
   χ2值    P 值

          WWOX
  χ2值   P值

 -  + ++ 阳性率(%) - + ++ 阳性率(%)

结直肠癌 22 11   7   45.0 25   9   6   37.5

正常组织   7 15 18   82.5 12.170 0.000   4 20 16   90.0 23.854 0.000

A B

图  1  KLF6蛋白的表达(SP×400). A: 正常组织中阳性表达; B: 结直肠癌组织中阴性表达.

A B

图  2  WWOX蛋白的表达. A: 正常组织阳性表达(SP×200); B: 结直肠癌组织弱阳性表达(SP×400).
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着肿瘤浸润程度加深及淋巴结转移, KLF6蛋白

的阳性表达率也随之下降; 随着分化程度的降

低, KLF6蛋白的表达率亦下降, 有的甚至表达

缺失, 提示KLF6蛋白的表达水平与肿瘤的分化

程度、浸润深度及淋巴结转移均有关, 与王夫

景等[18]的研究结果一致. 但Cho等[19]的研究发现

仅有36.6%的结直肠癌组织呈现KLF6表达降低

或表达缺失, 且与肿瘤的大小密切相关, 而与肿

瘤分期, 部位及淋巴结转移无关, 与本实验及王

夫景等的研究结果存在差异. 关于KLF6蛋白在

结直肠癌组织的表达水平及其与临床病理因素

关系的报道少见, 有待于更多的研究来证实. 在
神经胶母细胞瘤CRL2020和A235细胞株中进行

KLF6重建, 细胞增殖减少将近50%, 而KLF6敲
出后, 细胞增殖增加2.5-4.5倍[20]. 抑癌基因KLF6
的转染可以明显抑制前列腺癌P C-3细胞的生

长增殖并诱导其凋亡, 其作用机制可能与下调

Bcl-2和cyclin D1的表达有关[21]. KLF6可直接

激活转录因子3(activating transcription factor 3, 
ATF3), 结合并激活其启动子, 进而诱导肿瘤细

胞的凋亡. Huang等[8]用siRNA敲出ATF3后能阻

断KLF6诱导的细胞凋亡, 而肿瘤来源的突变型

KLF6却不能激活ATF3, 无法诱导凋亡. KLF6可
通过多种途径抑制细胞的增殖并诱导其凋亡, 
发挥抑癌基因的作用, 而KLF6的表达缺失将使

肿瘤细胞逃逸凋亡, 从而促进肿瘤的发生发展. 
野生型KLF6能以P53非依赖方式上调P21的表

达[7], 还能与cyclin D1作用, 并破坏cyclin D1和
CDK4的复合体, 从而引起细胞周期停滞, KLF6
可能是细胞周期的一个检查点[22], 由于KLF6不
依赖P53, 设想KLF6和P53可能在细胞周期的调

控上发挥着类似的作用. 以上关于KLF6抑制细

胞增殖及促进细胞凋亡的途径有待于在结直肠

癌的进一步研究中证实.       
WWOX基因跨越了基因组内STS markers 

D16s518和D16s516的一个>106 bp的区域, 这个

区域位于染色体的16q23.3-q24.1(普通型脆性

位点, FRA16D), 与对应于常见染色体脆性位点

FRA3B的FHIT基因非常相像, 他的结构异常也

与多种肿瘤密切相关, 故被认为是继FHIT基因

之后的又一个新的抑癌基因[11,23]. WWOX易受外

界因素的影响, 当环境致癌因素作用于FRA16D
时, 引起WWOX基因发生断裂, 变异和失活, 从
而导致肿瘤的产生. 本实验发现WWOX蛋白主

要在胞质中表达, 在结直肠癌组织中的阳性表

达率显著低于正常结直肠组织, 与李秋芳等[24]

在肺癌方面的报道基本一致. 并且随着分化程

度的降低, WWOX蛋白的阳性表达率下降, 有的

■创新盘点
本实验应用免疫
组 织 化 学 法 联
合 检 测 K L F 6 和
WWOX蛋白在结
直肠癌及癌旁正
常黏膜组织中的
表达情况, 从而在
蛋白水平上探讨
二者与结直肠癌
各项临床病理参
数之间的关系, 为
KLF6和WWOX
成为判断结直肠
癌生物学行为的
重要参考指标提
供理论依据.

表  2  KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组织中的表达与临床病理因素的关系

     
因素   n

          KLF6
   χ2值   P 值

        WWOX
   χ2值    P值

- + ++ 阳性(%) - + ++ 阳性(%)

性别

    男 19   9 3  7 52.6 11 4  4 42.1

    女    21 13 4  4 38.1 0.852 0.356 14 3  4 33.3 0.327 0.567

年龄(岁)

    <60 20   8 7  5 60.0 10 4  6 50.0

    ≥60 20 14 4  2 30.0 3.636 0.057 15 2  3 25.0 2.667 0.102

淋巴结转移

    有 17 13 2  2 23.5 14 1  2 17.6

    无 23   9 6  8 60.9 5.507 0.019 11 6  6 52.2 4.972 0.026

分化程度

    高+中 21   7 5  9 66.7   9 5  7 57.1

    低+黏液腺癌 19 15 3  1 21.1 8.386 0.004 16 3  0 15.8 7.278 0.007

浆膜浸润

    有 22 16 4  2 27.3 17 3  2 22.7

    无 18   6 8  4 66.7 6.208 0.013   8 3  7 55.6 4.552 0.033

表  3  KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌组织中表达的相关性 (n)

     
KLF6

       WWOX   
合计    r值    P值

+-++ -

+-++ 10   8 18

-   5 17 22

合计 15 25 40 0.320 0.033
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甚至呈阴性表达; 随着肿瘤浸润程度加深及淋

巴结转移, WWOX蛋白的阳性表达率也随之下

降, 提示WWOX蛋白的表达水平与肿瘤的分化

程度、浸润深度及淋巴结转移均相关, 与许红

霞等[16]、陈志英等[25]的研究结果基本相符, 其正

常表达可能在结直肠组织中发挥着抑癌基因的

作用, 低表达或表达缺失可能参与了结直肠癌

的发生、发展及转移的过程. 在对肝外胆管癌

的研究中发现WWOX mRNA的表达显著低于正

常胆管组织, 47%表达缺失, WWOX蛋白表达的

缺失频率为57%, 且与组织学分级显著相关[26]. 
WWOX蛋白含有414个氨基酸, 在他的氨基酸末

端有2个WW结构域, 主要与蛋白之间相互作用

有关, 而蛋白之间的相互作用是抑癌基因通过

信号转导途径抑制肿瘤生长所必需的. Chang
等[27]研究指出WWOX蛋白主要位于线粒体, 在
凋亡应激因素TNF/十字胞碱、苍术苷等作用下, 
WWOX蛋白合成增加, 第1个WW结构域中的

Try33磷酸化, 线粒体通透性改变, WWOX蛋

白从线粒体转位至细胞核 ,  上调促凋亡因子

P53, 下调抑制凋亡因子Bcl-2、Bcl-xL, 从而

增强TNF介导的细胞毒性; 同时增强TRADD
介导的细胞凋亡 .  而郭文娟等 [28]的研究发现

B c l-x L在结肠腺癌中的阳性率明显高于正常

组织. 在对胃癌、肺癌的研究中发现W W O X
调节位点的超甲基化现象 [14,15],  Qin等[29]认为

在前列腺癌中WWOX基因的表达下调归因于

WWOX基因调节带的DNA超甲基化, 而用脱

氧杂氮胞苷(5-aza-2-deoxycytidine, AZA), 一种

DNA甲基转移酶抑制剂进行治疗, 增加了癌细

胞中WWOX mRNA和蛋白的表达, 并且肿瘤的

生长也被抑制. 杨巍等[30]所构建的pcDNA4/myc-
WWOX真核表达载体转染肿瘤细胞能抑制肿瘤

生长并诱导其凋亡, 使得人为促进肿瘤细胞高

表达WWOX蛋白有希望作为一种新的基因治疗

手段. 但关于WWOX在结直肠癌的具体作用机

制尚未完全明确, 有待于更深入的研究. 
本实验还发现KLF6与WWOX蛋白在结直

肠癌组织中的表达呈正相关(r  = 0.320, P <0.05), 
且随着肿瘤分化程度的降低以及临床分期和淋

巴结转移的增加, 两者的表达均在降低, 提示两

者的低表达共同促进结直肠癌的发生及侵袭转

移. 在前面的叙述中已提到KLF6可引起细胞周

期停滞, KLF6可能是细胞周期的一个检查点[22], 
野生型KLF6能以P53非依赖方式上调P21的表

达, 降低细胞的增殖[7], KLF6和P53可能在细胞

周期的调控上发挥着类似的作用[6], 而WWOX
可上调促凋亡因子P53[27], 那么, 我们可设想

WWOX可通过某种机制来上调KLF6的表达, 从
而共同发挥抑癌基因的作用, 两者的低表达又

共同促进结直肠癌的发生及侵袭转移. 但到目

前为止, 两者之间相互作用的具体机制尚未见

报道, 故上述的假设有待于广大学者的进一步

研究来证实. 
总之, KLF6和WWOX蛋白在结直肠癌中的

表达均明显低于正常组织, 其低表达可能与结

直肠癌的发生、发展及转移有关. 联合检测两

者对结直肠癌的诊断, 恶性程度及预后的判断

具有重要意义.
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Abstract
The PTEN (phosphatase and tensin homolog 
deleted on chromosome ten) gene is another 
important tumor suppressor gene found after 
p53 gene, and its encoded protein is involved in 
cellular differentiation, reproduction and apop-
tosis, as well as cellular adhesion and mobility, 
and genetic stability that is often lost in various 
human cancers. Recently, some studies have 
indicated that down-regulation of PTEN protein 
expression due to genetic or epigenetic changes, 
like mutation, loss of heterozygosity (LOH) and 
promoter hypermethylation, participates in gas-
tric carcinogenesis. These studies could help us 
understand the pathogenesis of gastric cancer 
(GC), and show us a new molecular marker that 
could be used to evaluate TNM stage, histologi-
cal type, or differentiation grade of GC biopsies, 
and GC treatment. In this article, we will focus 

on the functions of PTEN, the mechanisms of its 
inactivation in GC, and the important role of its 
inactivation in the development and prognosis 
of GC.

Key Words: Phosphatase and tensin homolog de-
leted on chromosome ten; Gastric cancer; Carcino-
genesis
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摘要
第10号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋白基
因(phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome ten, PTEN)是继p53之后发现的另
一重要的抑癌基因, 其编码的蛋白质可调控多
种细胞信号转导通路或功能分子, 构成一个复
杂的网络系统, 在调控细胞增殖与凋亡、迁移
与黏附和遗传稳定等方面发挥重要作用. 目前
研究发现人类许多肿瘤均存在PTEN的失活, 
PTEN失活也与这些肿瘤的发生、发展有关. 
近年来, 人们对PTEN在胃癌中的作用也进行
了大量的研究, 发现PTEN失活在胃癌中亦是
一个多发事件, 其表达下降与胃癌的发生、发
展、预后都有着密切的关系, 有助于我们理解
胃癌发生、发展的机制, 也为早期诊断和基因
治疗提供了新的思路.

关键词: 第10号染色体同源缺失性磷酸酶-张力蛋

白基因; 胃癌; 致癌机制
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0  引言

胃癌是一种常见的恶性肿瘤, 随着诊疗水平的

提高, 其发病率和死亡率虽较前已有所下降, 但
仍居各类癌症的第4位和第2位[1,2]. 目前只有早

期胃癌患者才可望通过手术治愈; 而大多数胃

癌病例确诊时已处晚期, 治疗方法有限、预后

不佳, 给人类健康带来了巨大的危害. 为此, 研
究人员一直致力于明确胃癌发生、发展的机制, 

®

■背景资料
胃癌是一种常见
的恶性肿瘤, 其发
病率和死亡率居
高不下. 目前只有
早期胃癌患者才
可望通过手术治
愈; 而大多数胃癌
病例确诊时已处
晚期, 治疗方法有
限、预后不佳, 给
人类健康带来了
巨大的危害. 
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探索胃癌早期诊断及基因治疗的新方法. 目前

认为, 胃癌的发生、发展是一个多阶段、多步

骤、有序的过程, 是多因素的综合结果, 而抑癌

基因的失活和癌基因的活化可能在其中发挥了

重要的作用. 第10号染色体同源缺失性磷酸酶

-张力蛋白基因(phosphatase and tensin homolog 
deleted on chromosome ten, PTEN)是1997年发

现的一种抑癌基因[3-5], 其编码的蛋白质可调控

多种细胞信号转导通路或功能分子, 构成一个

复杂的网络系统, 在调控细胞增殖与凋亡、迁

移与黏附和遗传稳定等方面发挥重要作用. 目
前研究发现, 人类许多肿瘤均存在PTEN的失活, 
PTEN的失活也与这些肿瘤的发生、发展有关. 
PTEN失活在胃癌中亦是一个多发事件, 其表达

下降与胃癌的发生、发展、预后有着密切关系, 
有助于我们理解胃癌发生、发展机制, 也为早

期诊断和基因治疗提供了新的思路. 

1  PTEN的结构

PTEN基因[3], 又名MMAC1(muted in multiple 
advanced cancers)基因[4]或TEP1(TGF-β-regulated 
and epithelial cell enriched phosphatase)基因[5], 
是1997年由3个实验室分离鉴定并统一命名而

确认的新的抑癌基因. PTEN基因位于染色体

10q23.3, 全长200 kb, 有9个外显子和8个内含子, 
编码着由403个氨基酸残基组成、相对分子质

量约为47 000 Da的蛋白质. PTEN蛋白中与抑癌

功能相关的结构包括: (1)N端磷酸酶结构域: 存
在保守的磷酸酶基序HCSSGSSR, 其与酪氨酸

磷酸酶和丝/苏氨酸磷酸酶催化域具有高度同源

性, 故具有去磷酸化酪氨酸、丝/苏氨酸残基的

作用, 是PTEN发挥肿瘤抑制活性的功能区; (2)C
端C2结构域: 能以Ca2+非依赖性方式与磷脂结

合, 参与PTEN在胞膜的有效定位和体内细胞的

信号转导; (3)尾区的PDZ结合基序和两个PEST
序列: 调节PTEN的稳定性和生物学活性.

2  PTEN的功能

目前的研究表明, PTEN可调控多种细胞信号转

导通路或功能分子, 构成一个复杂的网络系统, 
在调控细胞增殖与凋亡、迁移与黏附和遗传稳

定等方面发挥重要作用. 
PTEN具有脂质磷酸酶和蛋白磷酸酶的双重

活性, 可通过磷酸酶依赖的方式调控细胞信号转

导, 亦具有非磷酸酶依赖的生物学功能. 与大多

数抑癌基因不同, PTEN基因编码的蛋白质不仅

可在胞核内发挥作用, 在胞质中亦具功能, 而细

胞内不同的亚定位对PTEN的稳定及功能发挥影

响甚大. 目前, 对PTEN蛋白研究最为深入的是其

对PI3K/Akt信号通路的负性调控作用[6], 而后者

在介导细胞存活、促进细胞增殖和抑制细胞凋

亡中发挥重要作用. PI3K通过其3位羟基磷酸化

产物, 第二信使-PIP3转移Akt到细胞膜上, 并改

变Akt的构象使之能被3'-磷脂酰肌醇依赖蛋白

激酶1/2所磷酸化和激活, 从而传递抗凋亡信号, 
而胞质内的PTEN可脱去PIP3肌醇环的3位磷酸, 
使PIP3去磷酸化为PIP2[7]. 正常情况下, PI3K和

PTEN分别发挥磷酸化和去磷酸化的作用, 维持

着PIP2和PIP3的动态平衡; 当PTEN功能失活时, 
PIP3不能去磷酸化为PIP2, 过多的PIP3积聚, 从
而激活Akt通路, 通过调控P27、BAD、FOXO、

mTOR、GSK-3等下游因子, 发挥抑制细胞凋

亡、促进细胞存活和增殖的作用. 除调控Akt通
路外, 胞质内的PTEN还可抑制EGF刺激引起的

shc磷酸化, 进而抑制Ras/MAPK通路的活化[8]; 
亦可通过FAK脱磷酸化等途径, 抑制细胞迁移、

伸展和黏附[9,10]. 
与大多数抑癌基因相仿, 胞核内的PTEN亦

具有重要的生物学功能. 核内的PTEN可下调

cyclin D1水平, 诱导细胞G0-G1期阻滞, 抑制肿瘤

生长[11]. 新近的一项研究表明, 胞核内的PTEN
还可通过非磷酸酶依赖的方式与着丝粒蛋白

CENP-C结合, 维持着丝粒稳定; 也可与E2F1协
同, 激活Rad51转录, 调控DNA双链断裂(DNA 
double-strand breaks, DSBs)修复, 抑制因DSBs 
引起的染色体不稳定, 从而发挥染色体结构、

功能监护者的作用[12]. 且与胞质中的PTEN相比, 
胞核内的PTEN半衰期更长、更稳定, 故认为

PTEN胞核内分布在肿瘤抑制中可能发挥更大

的作用.

3  PTEN在胃癌中的失活方式 
PTEN基因是与人类肿瘤相关性较高的一种抑

癌基因. 目前的研究发现, 在多种肿瘤组织或细

胞中均存在PTEN的失活. 新近的研究也表明, 
PTEN基因的失活与胃癌的发生、发展有着密

切的关系, 这些失活的主要方式有: 基因突变、

杂合性丢失(1oss of heterozygosity, LOH)和启动

子甲基化. 
3.1 PTEN基因突变 基因突变是PTEN失活的主

要方式之一. 目前在多种人类恶性肿瘤中均发

现了PTEN基因的突变, 但情况却不尽相同, 在

■研发前沿
目前胃癌确切的
发生、发展机制
仍不清楚, 而抑癌
基因的失活和癌
基因的活化可能
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要的作用. 明确各
种抑癌基因、癌
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恶性胶质瘤、黑素瘤、前列腺癌中, PTEN基因

突变多发生在病变的晚期, 而在甲状腺癌、子

宫内膜癌则多见于癌变的早期, 另有一些类型

的肿瘤却并未检测到PTEN基因的突变, 表明

PTEN基因突变只参与了某些肿瘤的发生、发

展. 目前, 大多数的研究显示胃癌中PTEN基因

的突变率并不高. Sato等[13]检测了10株胃癌细

胞株和58例原发性胃癌组织, 发现仅有1例原发

性胃癌存在PTEN基因第7内含子5个碱基的缺

失, 且这一缺失并不改变mRNA序列. Lima等[14]

利用PCR-SSCP方法检测了48例胃腺癌标本的

PTEN基因外显子, 也仅发现1例标本存在易位

突变, 认为PTEN基因突变在胃癌中属偶发事

件, 另有多项研究也得到了类似的结果[15-17]. 但
Wang等[18]的一项研究却发现, 60例进展期胃癌

中有17例(28.3%)存在PTEN基因的突变, 包括8
例错义突变、5例沉默突变、2例无义突变、1
例碱基缺失和1例内含子拼接供体位点突变, 认
为PTEN基因突变在进展期胃癌的发生中可能

起重要作用.
3.2 PTEN基因LOH LOH是PTEN失活的另一

重要方式, 在恶性胶质瘤、子宫内膜癌、前列

腺癌、恶性黑素瘤等肿瘤细胞株或组织中均

常见PTEN的LOH. 虽然PTEN基因突变在胃癌

中较少见, 但随着研究的日趋深入, 近年来发

现PTEN的LOH却较常见. Byun等[19]研究发现, 
33%(5/15)的胃癌细胞株和36%(22/55)的胃癌组

织PTEN基因mRNA低表达, 而PTEN基因LOH率

高达47%, 与PTEN mRNA低表达密切相关; 且
进展期胃癌LOH率显著高于早期胃癌, 低分化

胃癌LOH率显著高于高、中分化胃癌; 此外, 存
在LOH的胃癌组织仅存的等位基因均未检测出

基因突变, 推测胃癌变过程中无需PTEN功能完

全失活, 单基因失活即足以促进胃黏膜癌变. Li
等[20]检测了不同胃黏膜损伤中PTEN基因突变

和LOH情况, 发现随着胃黏膜癌变进展, LOH
率逐渐升高, 在萎缩性胃炎、肠上皮化生、不

典型增生、早期胃癌和进展期胃癌中, LOH率

分别为10%(3/30)、10%(3/30)、13.3%(4/30)、
20%(6/30)和33.3%(9/30); 此外, 在癌前病变和早

期胃癌中均未检测到PTEN基因突变, 而在10%
的进展期胃癌中发现PTEN基因突变, 且同时存

在LOH, 认为PTEN基因LOH在胃癌前病变中即

可出现, 而基因突变则只在进展期胃癌中存在, 
PTEN基因突变和LOH可共同促进胃癌的浸润

和转移. 此外, 有研究认为PTEN基因的LOH状

态与胃癌患者对化疗的敏感性有关[21], 也与胃癌

相关死亡有关, 可作为一独立因素判断预后[22]. 
3.3 PTEN基因启动子甲基化 DNA甲基化是基

因调控的重要方式之一, 特别是在富含CpG的

区域. CpG岛位于多数基因的启动子区域, 其异

常甲基化可引起抑癌基因的失活. 目前在脑肿

瘤、血液系统恶性肿瘤、恶性黑色素瘤等肿瘤

中均已观察到PTEN基因启动子的甲基化, 认为

启动子甲基化亦是PTEN失活的重要方式之一. 
Kang等[23]检测了66例胃癌组织, 发现其中有26
例(39%)存在PTEN启动子甲基化, 而26例启动

子甲基化病例中又有19例(73%)存在PTEN表达

缺失, 认为在胃癌中PTEN失活与其启动子甲基

化密切相关. H ino等[24]的一项研究发现43%的

EB病毒阳性胃癌PTEN表达缺失, 显著高于阴性

者(10%), 而PTEN基因启动子甲基化亦多见于

EB病毒阳性的胃癌, 并进一步证实EB病毒可通

过其潜伏膜蛋白2A激活DNA甲基转移酶1, 进而

引起PTEN启动子甲基化. 但Sato等[13]检测了10
株胃癌细胞株和20例胃癌组织, 却未发现PTEN 
mRNA的表达缺失和启动子CpG岛甲基化. 另有

学者认为, 胃癌细胞株和胃癌组织中启动子甲

基化的是PTEN的拟基因, 而非PTEN基因[19]. 
除基因突变、LOH和启动子甲基化外, 新

近的一项研究推测微小RNA(miRNAs)可能也在

PTEN失活中发挥一定的作用[25].

4  PTEN在胃癌发生、发展中的作用

目前, 大部分研究认为PTEN失活在胃癌中是

一个多发事件 ,  与胃癌的发生、发展密切相

关. Zheng等[26,27]对113例胃癌组织及癌旁正常

组织中PTEN表达进行分析, 发现胃癌组织中

PTEN表达率为54.9%, 显著低于癌旁正常组织

(89.4%). Zheng等[28]和Yang等[29]还进一步按照

“正常胃黏膜-肠上皮化生-不典型增生-胃癌”

的发展模式检测了不同胃黏膜损伤中PTEN的

表达率, 结果发现随着胃黏膜癌变的进展, PTEN
表达率逐渐降低, 不典型增生和胃癌中PTEN
表达率显著低于正常胃黏膜和肠上皮化生; 并
发现进展期胃癌PTEN表达率显著低于早期胃

癌, 胃癌淋巴结转移者表达率显著低于未转移

者, 弥漫型胃癌显著低于肠型胃癌, 而印戒细胞

癌PTEN表达率最低, 显著低于高中分化型胃癌; 
认为PTEN表达减少或缺失在胃黏膜癌变及胃

癌进展的过程中是一个多发事件, PTEN可作为

判断胃癌病理生物学行为的一个指标. 另有多
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项研究也得到了与上述研究相似的结果[17,30-37], 
并有研究发现P T E N表达缺失的胃癌患者较

PTEN表达阳性者3年生存率更低[35], 但PTEN低

表达与肿瘤大小、远处转移等生物学行为的相

关性尚有争议之处. 
此外, 许多研究对PTEN在胃黏膜癌变及胃

癌进展中的可能作用及机制也进行了探讨. 有研

究显示, 胃癌组织caspase-3表达显著低于癌旁正

常组织, 与PTEN表达正相关, PTEN低表达可能

通过下调caspase-3表达, 引起细胞凋亡异常, 从而

促进胃黏膜癌变及胃癌进展[27]. Zhou等[36]研究发

现, PTEN表达阴性胃癌的微血管密度(microves-
sel density, MVD)显著高于PTEN表达阳性者, 而
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
fac tor, VEGF)表达阳性胃癌的MVD显著高于

VEGF表达阴性者, 并发现PTEN表达阴性胃癌

的VEGF表达显著高于PTEN表达阳性者, 故推

测PTEN低表达可能通过上调VEGF, 进而导致

血管生成, 促进胃癌进展, 其他学者的多项研究

也支持这一观点[28,29,38-40]. 学者们还推测PTEN除

引起细胞凋亡异常和促进血管生成外, 还可能

通过抑制细胞黏附、促进细胞迁移等途径促进

胃癌的发生、发展. 

5  PTEN和胃癌化疗耐药与基因治疗

手术治疗是根治胃癌的唯一途径, 但胃癌患者

确诊时多处于病变晚期, 单纯手术治疗难以根

治胃癌、预防复发, 化疗便成为胃癌治疗的另

一重要手段. 然而, 目前胃癌的化疗效果也不尽

如人意, 究其原因主要是肿瘤细胞对化疗药耐

药. 大量研究显示, Akt信号转导通路活化是肿

瘤细胞产生化疗耐药的重要途径之一, Akt磷酸

化活化后可降低肿瘤细胞对化疗药物的敏感性, 
导致化疗失败. Oki等[21]研究发现存在PTEN基因

LOH的胃癌患者化疗敏感性较差. Hwang等[41]的

研究进一步显示, SNU-5或SNU-216胃癌细胞株

过表达PTEN均可提高依托泊苷或阿霉素诱导

的细胞凋亡. Yu等[42]还将PTEN转染BGC-823细
胞, 发现过表达PTEN可降低BGC-823细胞的Akt
基础活性及化疗后活性, 并可增加BGC-823对
依托泊苷或阿霉素的敏感性, 促进肿瘤细胞凋

亡、抑制肿瘤细胞生长, 推测PTEN失活可能是

胃癌组织中Akt通路活化, 进而引起肿瘤耐药的

重要原因. 
给予外源性PTEN除可提高胃癌细胞化疗

敏感性外, 也可直接对胃癌细胞增殖、凋亡、

细胞周期调控产生影响. He等[43]将外源性PTEN
导入胃癌细胞株SGC7901, 发现PTEN-SGC7901
细胞较未转染PTEN的SGC7901细胞倍增时间

显著延长 ,  集落形成率及集落大小也较未转

染者减小, G1期细胞显著增多; 并发现PTEN-
S G C7901细胞培养上清液及胞质中V E G F和
MMP-9表达量显著降低, 推测PTEN可能通过抑

制VEGF、MMP-9表达进而抑制SGC7901细胞

生长、增殖. 此外, Hwang等[41]、Yi等[44]、Hang
等[45]的研究也发现, 外源性PTEN可显著抑制胃

癌细胞增殖、促进细胞凋亡、阻滞细胞周期. 
Hang等的研究还发现, 外源性PTEN可抑制胃癌

细胞Akt、FAK和p44/42MAPK通路, 而对正常

细胞则无此影响, 推测这可能是外源性PTEN选

择性诱导肿瘤细胞死亡的机制之一, 认为外源

性PTEN可望成为胃癌治疗的新策略[45]. 

6  结论

在后P53时代, PTEN被学者们视为又一重要的

抑癌基因. 随着研究的日益深入, PTEN复杂的

功能网络也逐渐清晰. 目前, 大多数研究认为

PTEN表达减少或缺失在胃黏膜癌变和胃癌进

展中是一个多发事件, 与胃癌的发生、发展、

化疗耐药性密切相关, 但亦存在不同意见. PTEN
是否可作为胃癌生物学行为和预后判断的指标, 
进而成为胃癌生物治疗的新靶标, 仍有待我们

进一步研究. 此外, 对于PTEN在胃癌中失活的

机制, 目前较为公认的是: PTEN基因突变在胃

癌中属偶发事件, 可能仅在进展期胃癌中存在; 
而PTEN的LOH和启动子甲基化却较常见, 可能

是胃癌中PTEN失活的主要方式. 但对于这些失

活方式尚存在争议之处, 不同的研究结果是否

与样本大小、病例进展阶段、组织学亚型和人

种不同有关, 亦有待进一步研究. 
因此, 深入研究胃黏膜癌变和胃癌进展过

程中PTEN细胞信号网络的变化及其机制和生

物学作用, 对探讨PTEN的抑癌作用及胃癌发

生、发展的机制有着重要的意义, 也为胃癌及

其癌前病变防治策略的制定, 进一步开发基于

PTEN的转基因治疗提供新的理论和实验依据.
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Abstract
Animal and clinical studies have shown that alco-
hol and its metabolic products, endotoxin, viral 
infection, drinking pattern, smoking, obesity, ge-
netic variability, and gene polymorphisms were 
very important in the pathogenesis of alcoholic 
acute pancreatitis (AAP). The morbidity of AAP 
has been increased in the past decade, and male 
gender is strongly associated with increased risk 
of AAP. The mortality of AAP is high, while the 
quality of life of survivors of severe AAP is low. 
In this paper, we review the pathogenesis and 
clinical characteristics of AAP.

Key Words: Alcoholic acute pancreatitis; Pathogen-
esis; Clinical characteristics

Yu XE. Alcoholic acute pancreatitis: pathogenesis and 
clinical characteristics. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(6): 614-618

摘要
动物实验及临床研究表明, 酒精及其代谢产
物、细菌内毒素、病毒感染、饮酒方式、吸
烟、肥胖及宿主的基因突变及基因多态性在
酒精性急性胰腺炎发生中具有重要作用. 酒精

性急性胰腺炎的发病率已明显增加, 其以男性
为主, 病死率高, 重症存活者生活质量低下. 本
文综述了酒精性急性胰腺炎的发病机制及临
床特征.

关键词: 酒精性急性胰腺炎; 发病机制; 临床特征
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是由胆道疾

病、酒精、高脂血症等多种原因引起的全身炎

症性疾病. Frey等[1]研究表明AP发病率已明显增

加, Yadav等[2]报道美国酒精性急性胰腺炎(alco-
holic acute pancreatitis, AAP)发病率从7.5例/10万
人增加到8.1例/10万人, 约增加12%. 酒精消费与

胰腺炎的关系在国际上受重视已超过100多年, 
分析认为酒精消费与发生胰腺炎的危险之间存

在量一效关系[3]. 并非所有嗜酒的人都发生胰腺

炎, 既往认为5%嗜酒者有胰腺炎的临床表现[4], 
Maruyama等[5]报道日本男性嗜酒者9.1%-17.4%
患酒精性胰腺炎. 为何只有少部分嗜酒者发生

胰腺炎? 因此, 进一步探索及了解AAP发病机制

及临床表现特征, 对于胰腺炎的预防、诊治很

有意义. 

1  AAP发病机制

AAP的发生是酒精、宿主、环境因素的相互作

用及共同影响的结果, 这些作用及影响无论在

动物还是在人体都具有一定的特征. 
1.1 动物实验

1.1.1 酒精及其代谢产物的作用: 给大鼠喂食酒

精, 8 wk后胰腺RNA表达出现改变, 激活的转录

因子3、热休克蛋白70、热休克蛋白27及meso-
trypsinogen增加, 而叶酸转运蛋白、金属硫蛋白

减少, 引起胰腺实质损失、持续炎症及纤维化. 
乙醇也使大鼠血清及胰腺组织中的铁离子增加, 
此与胰腺的氧化损伤有关[6], 而且非氧化代谢产

®
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物-脂肪酸乙酯中介了AP早期胰腺细胞损伤[7,8]. 
用乙醇喂养♂Wistar大鼠后, 大鼠胰腺caspase表
达减少, cathepsin B表达增加, 阻止细胞凋亡, 促
进细胞死亡. 胰腺细胞的死亡(坏死)就会导致胰

腺炎[9]. 
乙醇对离体的大鼠胰腺腺泡细胞(pancre-

atic acinar cell, PAC)的损伤是通过蛋白激酶

C-ε(protein kinase C-ε, PKC-ε)来激活NF-κB而
发生的, 其增强CCK-8引起的NF-κB激活的作

用至少部分是通过PKC-ε来实现的[10], 并使胰腺

PKC-α中介的Munc18c细胞膜电位改变, 进而导

致胰腺炎[11]. Siech等[12]对离体大鼠PAC及胰腺

星状细胞(pancreatic stellate cells, PSC)进行了详

细研究. PAC培养24 h后, 再加入乙醇及/或脂肪

(VLDL), 通过检测淀粉酶、脂肪酶、乳酸酶、

细胞凋亡因子、氧化应激物等了解PAC功能及

培养PSC来了解恢复情况. 加入观察物培养6 h
后发现, VLDL及酒精通过氧化应激来加重PAC
的损伤, 且出现具有量一效变化关系的细胞凋

亡及/或死亡. VLDL及酒精还促进PSC增生及细

胞外基质蛋白的合成. 
长期用乙醇喂养大鼠, 可使其白细胞黏附

性增加, 导致胰腺微循环障碍[13], 增加动物重

症坏死性胰腺炎(severe necrotizing pancreatitis, 
SNP)肝脏、胰腺损伤, 而氧化钆可以改善肝、

胰微循环, 减少肝、胰的损伤程度[14,15]. 
1.1.2 细菌感染-细菌内毒素的作用: 对大鼠在

体及离体胰腺研究发现 ,  细菌内毒素-脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)增加酒精引起的胰腺组

织损伤及纤维化. 撤除酒精后, 胰腺损伤(包括纤

维化)会恢复, 并增加PSC凋亡. 如果继续使用酒

精, 则使胰腺损伤永存, 并阻止PSC凋亡. 酒精及

LPS明显抑制PSC凋亡, LPS的这种作用可以被

Toll样受体4 siRNA所阻滞[16,17]. 研究还发现用酒

精喂养的大鼠注射LPS后, 出现多器官损伤, 胰
腺坏死及炎症较非酒精喂养的动物严重, 且这

种损伤与LPS之间存在量一效关系. LPS引起胰

腺损伤是胰腺细胞坏死, 而非凋亡[18,19]. 说明内

毒素协同酒精对胰腺损伤. 
1.1.3 病毒感染: Jerrells等[20]对小鼠研究发现, 让
酒精喂养C57BL/6小鼠感染科萨其病毒B3, 动物

胰腺、脾脏的病毒增加, 体液免疫下降, 结果出

现较严重胰腺炎. 表明病毒感染是酒精引起胰

腺炎的一个重要共同致病因素. 
1.2 临床研究 基因-环境因素共同促发了人群患

酒精性胰腺炎[21], 即酒精、宿主性别、年龄、民

族、种族、体质量指数、吸烟情况、饮酒方式

及饮食等情况以及各因素间的相互影响在酒精

性胰腺炎发生中具有重要作用. Whitcomb提出

了Sentinel Acute Pancreatitis Event(SAPE)假设模

型, 酒精作用于中枢神经系统及胰腺, 影响细胞

死亡或凋亡、组织内巨噬细胞及星状细胞的反

应及功能, 酒精还影响免疫系统反应; 中枢神经

系统对胰腺进行调节; 吸烟等环境因素也影响

对炎症反应及星状细胞功能. 
1.2.1 酒精种类及饮酒方式的影响: 各种酒精饮

料含有乙醇及多种非乙醇成分, 可以引起胰腺

细胞发生不同反应[22], Barreto等[23]报道, 印度

乡村生产的酒精含有多种副产物, 如丁醇、丙

醇、乙醛、醋酸及微量的甲醇, 而含有这些副

产物的酒精较白兰地、威士忌等导致了人群中

酒精性胰腺炎高发病率. 
饮酒方式对胰腺炎发生也有影响. 饮酒超

过100 g/d(8次/d), 饮酒时间>5-10年, 则发生酒精

性胰腺炎, 但也有报道饮酒≥60 g/d, 20-30年发

生酒精性胰腺炎. 饮酒量与胰腺炎的相关性不

如饮酒量与酒精性肝炎或肝硬化的相关性那么

高. 近来研究认为每天饮酒4次是发生酒精性胰

腺炎的阈值[3]. 
1.2.2 吸烟的影响: 超过90%酒精性胰腺炎患者

是长期吸烟者. 吸烟是酒精性胰腺炎的共同病

因, 吸毒也会增加AP的发病率[2,24]. DiMagno等[25]

报道吸烟是发生AP、复发性AP及慢性胰腺炎

的共同病因, 且存在量一效关系. 但也有报道吸

烟与慢性胰腺炎明显相关, 而与AP相关的证据

不足[26]. 
1.2.3 肥胖的影响: 肥胖多伴有高脂血症及高粘

血症, 易造成胰腺微循环障碍. 同时脂肪组织及

脂联素的作用, 使免疫功能失调. 肥胖不仅是AP
发生局部及全身并症的危险因素, 也是酒精性

慢性胰腺炎的重要危险因素[27,28]. 
1.2.4 炎症细胞因子及调节物的影响: 炎症细

胞因子及调节物参与了许多炎症反应及细胞

组织坏死过程. 炎症性细胞因子IL-6、IL-8及
TNF-α、抵抗素、生长素释放肽在AAP发生及

发展中具有重要促进作用[29,30]. SAP患者血高迁

移率族蛋白1(high-mobility group box chromo-
somal protein 1, HMGB1)浓度增加, 且与AP严重

程度有关, 其导致严重炎症及器官衰竭[31]. 
1.2.5 基因的影响: 基因突变及基因多态性在AP
发生中具独特作用. 基因差异会引起是否患病

以及病变程度不同的结局. 

■相关报道
Barreto等报道, 印
度乡村生产的酒精
含有多种副产物, 
如丁醇、丙醇、乙
醛、醋酸及微量的
甲醇, 而含有这些
副产物的酒精较白
兰地、威士忌等导
致了人群中酒精性
胰腺炎高发病率.
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酗酒者及酒精中毒者的乙醇脱氢酶、乙醛

脱氢酶、微粒体细胞色素P-450系统都具有基因

多态性. 且乙醇脱氢酶2及乙醛脱氢酶2的多态

性是亚洲人患酒精性肝硬化、酒精性胰腺炎及

酒精中毒危险因素[2]. Miyassaka等[4]研究认为羧

化脂肪酶(carboxyl ester lipase, CEL)基因的多态

性, 尤其是L等位基因增加, 与酒精性胰腺炎发

生密切相关. Chao等[32]报道, CD14基因中的C等
位基因与中国人患AAP密切相关. 而囊性纤维

化跨膜传导调节因子(cystic fibrosis transmem-
brane regulator, CFTR)、免疫反应性阳离子胰蛋

白酶原(cationic trypsinogen, PRSS1)、蛋白酶抑

制因子Kazal型1(serine protease inhibitor Kazal 
type 1, SPINL1)基因突变增加AP发生, 且CFTR
基因突变在ARP患者中常见, 但在慢性胰腺炎

中不明显. 而N34S SPINK1基因突变在急性复发

性胰腺炎及慢性胰腺炎中不明显. 61%的急性复

发性胰腺炎患者至少携带1种基因突变及/或基

因多态性[2,33]. 但对日本378名健康者及604例胰

腺疾病患者研究发现, AP患者无基因变异携带

者, 且AP患者的p.G191R基因较健康者少见[34]. 
Joergensen等[35]对首次AP发作的青年患者进行

研究表明, 32%特发性胰腺炎患者的病因是基因

病变, 在全部AP患者中4%病因是基因问题. 所
以有关基因对胰腺炎的影响还需要研究不同性

别、民族、种族、年龄等相关情况.

2  AAP的临床特征

2.1 临床表现及诊断 AAP多见于男性, 男/女为

2.5-5/1, 好发于年龄为35-44岁的男性及25-34岁
的女性. 大多有腹痛或者AP复发的相关表现[2]. 
Nardback等[36]研究发现, 首次发生AAP者, 腹
痛、恶心、呕吐等大部分症状是出现在停止饮

酒数小时到48 h内. 超声内镜检查发现酒精性

胰腺炎患者的胰腺在早期已有明显图像改变[37]. 
Kim等[38]研究发现, 与急性胆源性胰腺炎相比, 
AAP病例胰腺CT检查显示胰腺周围的渗出病变

更明显、更严重. SPINK1基因特异性使得AAP
病例胰腺组织出现坏死、慢性损害等改变[39,40]. 

依据病史及临床表现, 对AAP诊断不难. 血
清二唾液酸转铁蛋白是AAP区别于其他AP在病

因诊断上准确、简便、快速的生化标志物[41,42]. 
2.2 发病率增加 有关AAP发病率报道不一致. 
Miyasaka等[4]于2005年报道5%嗜酒者患AAP. 对
重度酒精依赖者研究发现至少3%患AAP[24], 而
Yadav等[2]报道美国AAP发病率从7.5例/10万人

增加到8.4例/10万人. Maruyama等[5]研究表明

9.1%-17.4%饮酒日本男子患AAP, 而且发现患者

开始饮酒的年龄较轻, 每天饮酒量大. 在荷兰研

究表明, 1992-2004年住院AP及慢性胰腺炎患者

已增加, 增长为11.8-19.2例/100 000人/年, 并预

测认为, 与2004年相比, 2010年至少增加9.9%[43]. 
2.3 复发率受多因素影响 半数AAP复发, 复发者

的C-反应蛋白及白细胞均较高[44]. 持续饮酒是复

发的重要危险因素, 假性囊肿形成似乎与胰腺

炎复发密切相关[45], 而基因改变也在急性复发

性胰腺炎中具有重要作用[46]. 为减少AAP复发, 
Nordback等[47]进行了一个2年的对照研究, 一组

为住院期间的单次健康教育咨询, 另一组为每

隔半年定期健康教育咨询. 结果显示定期健康

教育咨询组5例AP患者复发9次, 而对照组13例
AP患者复发20次. 第1个半年时两组复发率相近

(4次/5次), 后续观察发现定期教育组复发率较对

照组明显减少(5次/15次, P  = 0.02). 研究表明, 通
过定期健康教育咨询以减少酒精消费, 可以防

止AAP复发. 
2.4 病死率较高 酒精性胰腺炎病死率较非酒精

性胰腺炎的高[1,48]. Deng等[49]研究表明, 狂饮者中

男性患胰腺炎较多、血三酰甘油较高、Baltha-
zar CT评分高、APCHE Ⅱ评分较高、总的并发

症及总的病死率较高. Lowenfels等[50]报道表明

AP总的病死率<5%. 病死率增加与肥胖率及饮

酒量增加等有关. 
2.5 重症存活者的生活质量较低 存活者生活质量

与组织器官受疾病损伤程度、康复效果等有关. 
与胆源性AP相比, AAP易转化为慢性胰腺炎[44], 
慢性胰腺炎患者生活质量较其他疾病患者生活

质量差, 而酒精性慢性胰腺炎患者生活质量又

较非酒精性慢性胰腺炎患者生活质量差[2]. 酒精

性胰腺炎的胰腺坏死感染者经手术治疗后活质

量仍较低[51-53]. 
总之, 无论是动物实验或是临床研究都显示

AP发生与酒精、吸烟、肥胖、细菌内毒素、病

毒感染、基因多态性及基因突变等共同致病因

素有关. AAP发病率逐年提高, 其病死率也较高. 
因此积极地进行健康宣传教育, 减少酒精消费

是降低AP发生及防止其复发的有效途径.
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Abstract
AIM: To investigate whether epigallocatechin-
3-gallate (EGCG) enhances 5-fluorouracil (5-FU)-
induced cell growth inhibition in human hepa-
tocellular carcinoma cell line BEL-7402 and to 
explore potential mechanisms involved.

METHODS: MTT assay was used to evaluate 
cell viability. Western blotting analysis was per-
formed to detect protein expression, and small 
interfering RNA was used to suppress COX-2 
expression. ELISA assay was applied to test the 
release of prostaglandin E2 (PGE2).

RESULTS: Treatment with different concentra-
tions of EGCG (5, 10, 25, or 50 mmol/L) signifi-
cantly inhibited the growth of BEL-7402 cells 

compared with control cells (treated with 0.1% 
DMSO, all P < 0.05). When cells were treated 
with 10 mmol/L 5-FU in combination with 
either 5, 10, 25, or 50 mmol/L EGCG, the per-
centages of viable cell significantly decreased 
when compared with cells treated with each 
drug alone, suggesting a synergistic effect be-
tween the two drugs. Moreover, EGCG down-
regulated the expression of COX-2 and reduced 
the release of PGE2 in BEL-7402 cells.

CONCLUSION: EGCG enhances 5-FU-induced 
cell growth inhibition in human hepatocellular 
carcinoma cell line BEL-7402 possibly by down-
regulating COX-2 expression and inhibiting 
PGE2 release.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; 5-Fluoroura-
cil; Hepatocellular carcinoma

Lin SM, Cao LQ, Zhang ZH, Xiao JB, Li Q. EGCG en-
hances 5-fluorouracil-induced cell growth inhibition in 
human hepatocellular carcinoma cell line BEL-7402. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 619-623

摘要
目 的 :  研 究 表 没 食 子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯
(EGCG)是否具有增强5-氟尿嘧啶(5-FU)抑制
肝癌BEL-7402细胞生长的作用, 并探讨其中
的机制.

方法: 应用M T T法观察肝癌细胞的生存率; 
Western blot进行蛋白分析; 应用小RNA干扰
(siRNA)法来沉默BEL-7402细胞中COX-2蛋
白的表达; ELISA定量测定细胞培养上清液中
前列腺素E2(PGE2)的含量.

结果: 与对照组(0.1% DMSO)相比, 工作浓度
为5、10、25、50 mmol/L的EGCG显著抑制
BEL-7402细胞的生长(P <0.05), 分别下降至为
76.55%±1.98%、52.88%±4.28%、18.54%
±2.88%和7.95%±0.90%(q  = 0.86, 1.31, 1.33, 
1.17). 当与10 mmol/L 5-FU联合用药时, 细
胞生存率下降更为显著, 即浓度为5 mmol/L 
E G C G与5-F U联合用药表现出两药相加作
用; 10、25、50 mmol/L EGCG浓度为与5-FU
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■背景资料
原发性肝癌恶性
程 度 高 ,  死 亡 率
高. 5-FU是肝癌化
疗中常用药物, 表
没食子儿茶素没
食子酸酯(EGCG)
为儿茶素单体成
分, 已经证实他能
够防治肝硬化和
诱导肝癌细胞凋
亡的作用. 利用联
合用药, 克服化疗
药物耐药, 产生协
同作用成为当今
晚期肝癌治疗的
突破口.

■同行评议者
王悦华, 副主任医
师, 首都医科大学
宣武医院普外科



联合用药表现出协同作用. 进一步研究发现, 
EGCG下调BEL-7402细胞中COX-2蛋白表
达, 降低PGE2的释放, 这一系列分子活动参与
5-FU协同抗肝癌细胞生长作用.

结论: EGCG具有协同增强5-FU抑制BEL-7402
细胞生长作用.

关键词: 表没食子儿茶素没食子酸酯; 5-氟尿嘧啶; 

肝肿瘤
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0  引言

原发性肝癌(primary liver cancer, PLC)是我国常

见的恶性肿瘤之一, 年死亡率占肿瘤死亡率的

第2位, 就世界范围内而言, 其发病率呈上升趋

势, 严重危害人类的健康和生命. 表没食子儿茶

素没食子酸酯(epigallocatechin-3-gallate, EGCG)
是从绿茶提取的儿茶素单体成分. 先前的研究

已经证实EGCG能够防治肝硬化和诱导肝癌细

胞凋亡的作用, 其机制尚在探索之中[1-3]. 5-氟尿

嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)是肝癌化疗中常用药

物, 也是各种联合化疗方案中必不可少的化疗

药物之一. 由于肿瘤细胞对药物产生耐药性则

严重影响了肝癌的疗效, 成为晚期肝癌化疗的

障碍[4,5]. 因此, 临床和科研工作者正努力寻找更

好的化疗药物或新的联合化疗方案从肝癌发生

发展的基因调控机制中寻找新的药物靶点, 以
求提高对肝癌的治疗效果. 本文通过体外实验

观察EGCG联合5-FU对肝癌细胞生长的影响, 并
探讨其中的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 EGCG, 5-FU和Celecoxib购于美国Cay-
man公司, 这些化学药品溶于DMSO(终浓度为

0.1%). 兔多克隆抗人COX-2(72 000 Da)和辣根

过氧化物酶耦联的羊抗兔二抗均为美国Santa 
Cruz公司产品, PGE2-ELISA试剂盒购于深圳晶

美生物有限公司. 人肝癌细胞系BEL-7402细胞

由中山大学第一附属医院肝胆外科汪谦教授惠

赠. 细胞培养在含100 mL/L胎牛血清, 青霉素100 
kU/L和链霉素100 mg/L的DMEM高糖(由Gibco
公司提供)培养基中, 于37 ℃、50 mL/L CO2培养

箱中静置培养. 待细胞融合至80%-90%时常规
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消化传代, 每2-3 d传代1次, 取对数生长期的细

胞进行实验.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法测定细胞生存率: 取对数生长期细

胞, 以含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基调

整细胞浓度为1×105/mL, 按200 μL/孔接种于96
孔板, 37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养8 h; 观察

细胞贴壁后弃去培养液, 每孔重新加入含不同

工作浓度的EGCG或/和5-FU培养液200 μL, 每
一浓度设置5个复孔, 对照组仅加含0.1% DMSO
等体积的培养液 ,  并设无细胞培养液的空白

对照; 常规培养48 h后取出培养板, 每孔加入

MTT(5 g/L)20 μL并继续孵育4 h后弃培养液,  每
孔加入DMSO 200 μL, 微量振荡器振荡10 min至
结晶溶解, 空白对照调零, 酶标仪上测定570 nm
波长处吸光度值(A ), 计算细胞存活率及抑制率. 
细胞存活率 = 实验孔A值/对照孔A值×100%, 
细胞抑制率 = 1-细胞生存率. 药物相互作用的结

果根据金正均法[6-8]进行判断, 即在量效曲线区

间内根据两药合并用药的抑制率及两单药的抑

制率计算q值: q  = 两药合用的抑制率/两单药预

计抑制率 = EA+B/(EA+EB-EA×EB). 当0.85≤q
≤1.15时, 两药有相加作用; 当q >1.15时, 两药有

协同作用; 当q <0.85时, 两药有拮抗作用. 
1.2.2 细胞总蛋白提取和We s t e r n b l o t分析: 
BEL-7402细胞经各处理因素处理24 h后, 预冷

P B S漂洗3次后, 每孔加入冰冷的蛋白裂解液

200 μL, 放置于4 ℃, 30 min, 15 000 g离心10 min
收集裂解物总蛋白, 取50 μg总蛋白行十二烷基

磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)并原

位电转印至PVDF膜; 膜经封闭液[含20 mmol/L 
Tris-HCl(pH7.6)、150 mmol/L NaCl、0.1%吐温

-20和5%脱脂奶粉]处理1 h后, 与目的蛋白一抗

或内参照β-actin分别4 ℃孵育过夜. 膜经漂洗后

再与辣根过氧化物酶耦联的二抗常温孵育1 h, 
应用增强化学发光法(ECL)发光试剂曝光、显

影并成像.  
1.2.3 小RNA干扰: 人COX-2基因的小RNA干

扰(small interfering RNA, siRNA)序列由广州

锐博生物科技公司设计并合成. 干扰的靶序列

为GGAACGTTGTGAATAACAT, 正义链(5'-3'): 
GGAACGUUGUGAAUA ACAU dTdT反义链

(3'-5'): dTdT CCUUGCAACACUUAUUGUA. 
将BEL-7402细胞接种至6孔板, 用无抗生素的

培养基培养24 h至细胞完全贴壁, 保证细胞密

度达到50%融合, 弃去旧的培养基, 重新加入

www.wjgnet.com

■研发前沿
原发性肝癌是我
国常见的恶性肿
瘤 之 一 ,  发 病 率
和 死 亡 率 高 ,  对
于失去手术机会
的 肝 癌 患 者 ,  常
规 化 疗 效 果 差 , 
并容易产生耐药. 
因 此 ,  寻 找 高 效
的化疗药物或新
的联合化疗方案, 
探索药物间相互
作 用 的 机 制 ,  以
求提高对肝癌的
治疗效果成为当
今研究的热点.
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无抗生素的培养液1 500 μL. 取转染试剂(Lipo-
fectamine2000)10 μL, 用250 μL的Opti-MEMI培
养基(不含血清, 不含抗生素)进行稀释, 轻晃, 室
温静置5 min. 再用250 μL的Opti-MEMI培养基

稀释10 μL的siRNA或control siRNA(两种siRNA
终浓度均为100 nmol/L)溶液加入上述混合液

共同室温孵育20 min. 然后, 将含有转染试剂和

siRNA或control siRNA混合液加入上述6孔板中

于培养箱中培养48 h后处理. 
1.2.4 PGE2的定量检测: 调整BEL-7402细胞浓

度为1×105/mL, 按200 μL/孔接种于96孔板, 
37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养8 h; 观察细胞贴

壁后弃去培养液, 每孔重新加入含不同工作浓

度的EGCG或/和5-FU培养液200 μL, 每一浓度

设置3个复孔, 无药对照组仅加含0.1% DMSO等

体积的培养液, 并设无细胞培养液的空白对照. 
培养24 h后收集上清, 按PGE2-ELISA试剂盒说

明进行测定.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 采

用SPSS11.0统计软件进行完全随机设计的单因

素方差分析, 多个样本均数间的两两比较采用

Student-Newman-Keuls q检验, 以P <0.05表示差

异有显著性.

2  结果

2.1 EGCG协同5-FU抑制BEL-7402细胞生长 工
作浓度为 5、10、25、50 mmol/L的EGCG处理

BEL-7402细胞48 h后的生存率分别是92.94%
±3.19%、81.62%±3.59%、49.32%±2.27%、

27.07%±3.46%, 各组生存率之间两两比较有显

著性差异(P <0.05). 10 mmol/L 5-FU作用于该细

胞48 h后, 细胞生存率为78.30%±4.78%; 当与

EGCG联合用药时, 细胞生存率明显降低, 分别

下降至为76.55%±1.98%、52.88%±4.28%、

18.54%±2.88%和7.95%±0.90%(q  = 0.86、
1.31、1.33、1.17), 即浓度为5 mmol/L EGCG与

5-FU联合用药表现出两药相加作用, 而浓度为

10、25、50 mmol/L EGCG与5-FU联合用药表

现出两药之间存在协同效应. 
2.2 EGCG下调BEL-7402细胞COX-2蛋白表达 
如图1所示, 与对照组相比, EGCG明显下调了

BEL-7402细胞COX-2蛋白表达; 单药10 mmol/L 
5-FU处理细胞后, COX-2蛋白表达未见明显变

化, 与EGCG联合后显著下调COX-2蛋白表达. 
2.3 EGCG联合5-FU抑制PGE2的释放 BEL-7402
细胞经各处理因素处理24 h后, 上清液PGE2的测

定值如下: 单药10 μmol/L 5-FU组: 66.76 μg/L±
2.60 μg/L; 25 μmol/L EGCG组: 26.22 μg/L±2.29 
μg/L; 联合用药组(25 μmol/L EGCG+10 μmol/L 
5-FU): 9.08 μg/L±1.10 μg/L; 阳性(50 μmol/L 
Celecoxib)对照组: 31.62 μg/L±3.72 μg/L; 对
照组(0.1% DMSO): 72.64 μg/L±3.72 μg/L; 这
些处理组均显著低于对照组. 根据各处理组对

BEL-7402细胞PGE2释放的抑制率(q  = 1.30), 这
表明联合用药有协同作用. 
2.4 COX-2表达下调参与联合用药的协同作用 
如图2A所示, 我们利用特异性COX-2 s iRNA
敲出C O X-2的高表达状态, 而非特异性C o n t 
s i R N A对C O X-2的表达与对照组相比未见明

显改变 .  敲出C O X-2蛋白后的细胞生存率为

70.50%±5.62%, 与5-FU联合后的细胞生存率

为47.01%±6.75%(q  = 1.18). 这些数据表明特

异性敲出C O X-2蛋白的表达参与了联合用药

(5-FU+COX-2 siRNA组)对BEL-7402细胞的生

长抑制作用, 并显示出协同效应(图2B). 这些数

据表明EGCG下调BEL-7402细胞COX-2的表达

参与了联合用药的协同效应.

3  讨论

EGCG是茶叶中所提取的儿茶素单体成分, 具
有抗氧化、抗炎、抗病毒、清除自由基以及抗

肿瘤等生物学作用. 化疗是肿瘤综合治疗的有

效手段之一, 对于晚期肝癌, 尤其是伴有门脉癌

栓者, 被证明是有效的. 然而, 化疗最大的障碍

是肿瘤细胞的耐药. 业已证实, 当前临床上使用

的化疗药物是通过抑制肿瘤细胞增殖, 诱导细

胞凋亡以达到杀死肿瘤细胞为目的. 然而, 当恶

性肿瘤细胞接触一种抗癌药物后, 肿瘤细胞本

身可获得抗增殖、抗凋亡的抗药性, 甚至产生

了对多种结构不同、作用机制不同的其他抗癌

药的抗药性, 这些就成为肿瘤耐药的主要原因

之一[9,10]. 5-FU是临床上常用的化疗药, 也是肝

癌化学治疗不可缺少的药物之一. 5-FU在体内

COX-2

β-actin

1         2        3         4         5        6

图  1  EGCG下调BEL-7402细胞COX-2蛋白的表达. 1: 对照

组; 2: 10 μmol/L 5-FU; 3: 10 μmol/L EGCG; 4: 25 μmol/L 

EGCG; 5: 50 μmol/L EGCG; 6: 5-FU+25 μmol/L EGCG.

■创新盘点
本 研 究 发 现 , 
E G C G 能够下调
人 肝 癌 细 胞 系
BEL-7402细胞中
COX-2蛋白的表
达 ,  减少PGE 2分
泌, 增强5-FU抗肝
癌作用, 产生协同
效应. 从而揭示了
EGCG协同5-FU
抑制肝癌细胞生
长的机制.



www.wjgnet.com

622                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年2月28日   第19卷   第6期

必须转化为相应的核苷酸才能发挥其抑制肿瘤

生长的作用. 他在体内首先转变成5-氟-2-脱氧

尿嘧啶核苷酸, 抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶, 阻
断脱氧尿嘧啶核苷酸转变为脱氧胸腺嘧啶核苷

酸, 从而抑制DNA的生物合成; 此外, 还能渗入

RNA, 阻止尿嘧啶渗入RNA以抑制RNA的合成. 
5-FU代谢后主要生成两种活性物质: 一个为尿

氟三磷(FUTP), 结合到RNA上, 干扰其功能; 另
一个是通过尿苷激酶的作用, 生成氟去氧尿一

磷(FdUMP), 他抑制胸苷酸合成酶而阻止DNA
的合成, 后者是其抗肿瘤的主要原因[11,12]. 由于

5-FU的耐药导致化疗效果较差, 因此有必要寻

找一个能够增强5-FU抗肿瘤作用的药物. 我们

实验结果结果显示: EGCG联合5-FU具有显著地

抑制肝癌细胞生长作用, 并具有协同效应, 这在

国内外未见报道. 
C O X是花生四烯酸代谢途径中的关键限

速酶 ,  也是前列腺素合成过程中主要限速酶 . 
包括两种亚型: COX-1和COX-2. COX-1在正

常组织中表达, 维持正常前列腺素的合成, 发
挥正常的生理功能. COX-2在组织正常的生理

状态下一般检测不到, 但在细胞因子、炎性介

质、促癌剂等作用下, 表达迅速上调. PGE2作

为COX-2的主要代谢产物, 具有促进细胞生长

增殖作用, COX-2表达上调, PGE2产生增加, 形
成一种COX-2/PGE2生物轴, 调节细胞的生长, 其

中也包括肿瘤细胞[13,14]. 李刚等[15]报道EGCG诱

导肝癌SMMC-7721细胞早期凋亡, 涉及多种基

因和蛋白的表达变化. 陈锡林等[2]报道, EGCG
能够抑制肝癌HepG2和SMMC-7721细胞生长, 
并能下调COX-2和Bcl-2蛋白的表达, 这一点与

我们的结果相似. 此外研究结果还发现, EGCG
下调COX-2的表达具有剂量依赖性. 同时, 应
用25 μmol/L EGCG与10 μmol/L 5-FU联合显

著抑制P G E2的释放 ,  并具有协同效应 .  特异

性地敲出C O X-2蛋白的表达参与了联合用药

(5-FU+COX-2 siRNA组)对BEL-7402细胞的生

长抑制作用, 并显示出协同效应. 进一步说明

EGCG下调BEL-7402细胞COX-2的表达参与了

联合用药(EGCG+5-FU)的协同效应. 近来的研

究也报道[16,17], 抑制COX-2的表达, 提高肿瘤化

疗或放疗的疗效. 
总之, EGCG通过下降肝癌细胞中COX-2蛋

白的表达, 抑制PGE2分泌, 增强5-FU抗肝癌作用, 
产生协同效应, 为晚期肝癌的化疗提供新的治疗

靶点, 也为EGCG抗肝癌治疗提供理论依据.
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■应用要点
本 研 究 通 过 体
外 实 验 证 实 了
EGCG增强5-FU
抑制肝癌细胞生
长的作用, 揭示了
E G C G可能成为
晚期肝癌可供选
择的化疗药物之
一, 也为EGCG抗
肝癌治疗提供理
论依据. 其临床疗
效仍需要进一步
验证.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of therapy of vari-
oliform gastritis between patients with and with-
out eradication of Helicobacter pylori (H.pylori).

METHODS: Three hundred and twenty-five 
patients with varioliform gastritis were divided 
into two groups: patients with and without 
H.pylori infection. Patients with H.pylori infection 
were treated by standard triple or quadruple 
therapy and simultaneously with H2-recetor 
blockers or proton pump inhibitors, while those 
without H.pylori infection were treated simply 
with H2-recetor blockers or proton pump inhibi-
tors. Treatment efficacy and pathological altera-
tions were compared between patients received 
H.pylori therapy and those who did not as well 
as between H.pylori-infected patients with and 

without eradication of H.pylori.

RESULTS: There was no significant difference 
in the total response rate between patients with 
and without H.pylori infection (73.68% vs 72.50%, 
P > 0.05). The total response rate was signifi-
cantly higher in H.pylori-infected patients with 
H.pylori eradication than those without H.pylori 
eradication (89.02% vs 37.84%, P < 0.01). There 
were significant differences in the percentages 
of patients achieving improvement in atrophic 
inflammation, intestinal metaplasia and dyspla-
sia between patients with and without H.pylori 
eradication.

CONCLUSION: H.pylori eradication is assoicat-
ed with a better therapeutic efficacy in patients 
with varioliform gastritis and more significant 
improvement in atrophic inflammation, intesti-
nal metaplasia and dysplasia.

Key Words: Varioliform gastritis; Helicobacter py-
lori ; Intestinal metaplasia; Dysplasia; Atrophic in-
flammation

Zhang YM, Jiang K, Wang BM, Zhang MF, Wang R. Vari-
oliform gastritis: comparative therapy between patients 
with and without eradication of Helicobacter pylori. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 624-627

摘要
目 的 :  评 价 痘 疹 样 胃 炎 根 除 幽 门 螺 杆 菌
(H.pylor i )后的治疗效果以及病理变化情况, 
明确根除H.pylori对痘疹样胃炎的治疗意义. 

方法: 325例痘疹样胃炎患者根据H.pylori 检
测结果分为阳性组(标准三联或四联疗法)与
阴性组(单纯抑酸), 比较治疗效果; 阳性组根
据复查胃镜和H.pylori 的结果再分为两组, 比
较病理情况的改善. 

结果: H.pylor i 阳性组总有效率(73.68%)与
H.pylori阴性组总有效率(72.50%)差异无统计
学意义(P >0.05); H.pylori根除后痘疹样胃炎治
疗总有效率优于未根除者, 差异有统计学意义
(89.02% vs  37.84%, P <0.05); 根除H.pylori与否
对萎缩性炎症、肠化生、不典型增生的病理

®

■背景资料
痘疹样胃炎又称
疣状胃炎 ,  1990
年悉尼会议又将
其定义为隆起糜
烂 性 胃 炎 ,  其 病
因及发病机制至
今尚未完全阐明. 
国内外有关研究
显示痘疹样胃炎
与胃癌发生密切
相 关 .  第 十 届 世
界胃肠病大会视
为高危癌前病变. 
目前对该病治疗
尚无统一的理想
治疗方案. 

■同行评议者
张 小 晋 ,  主 任 医
师, 北京积水潭医
院消化内科
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改善情况差异有统计学意义(均P <0.05).

结论: 根除H.pylori对痘疹样胃炎的治疗有显
著意义, 且能部分逆转肠化生、不典型增生等
病理改变.

关键词: 痘疹样胃炎; 幽门螺杆菌; 肠化生; 不典型

增生; 萎缩性炎症
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0  引言

痘疹样胃炎又称疣状胃炎, 1990年悉尼会议又

将其定义为隆起糜烂性胃炎, 临床上主要依据

其内镜下表现诊断, 病理表现主要以淋巴细胞

浸润为主. 其病因及发病机制至今尚未完全阐

明, 随着研究的深入, 目前公认的看法是与幽门

螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )产生的空泡

毒素、免疫机制异常及高酸分泌有关. 国内外

有关研究显示痘疹样胃炎与胃癌发生密切相关. 
第十届世界胃肠病大会视为高危癌前病变. 因
此, 寻找积极有效的措施治疗痘疹样胃炎, 以提

前阻止癌变、减少胃癌发生显得尤为重要. 目
前对该病治疗尚无统一的理想治疗方案.

1  材料和方法

1.1 材料 收集1999-04/2009-12在天津医科大学

总医院初次行胃镜检查诊断为痘疹样胃炎, 经
过治疗后复查胃镜,并且治疗前后行H.pylori检
查的病例. 符合入选标准的患者325例, 其中男

150例, 女175例. 年龄21-79(平均55.6±12.0)岁, 
主要以上腹痛或不适及胸骨后疼痛就诊, 部分

伴有反酸、烧心的症状.
1.2 方法 
1.2.1 入选标准: 所有入选对象必须同时符合以

下两个条件: (1)内镜诊断以1990-08悉尼慢性胃

炎分类法中隆起糜烂性胃炎的诊断为依据, 胃
黏膜出现多个疣状、膨大皱襞状或丘疹样隆

起, 顶端可见黏膜缺损或脐样凹陷, 中心有糜

烂; (2)H.pylori感染的判定标准: 1999/2007-07病
例以黏膜活检进行快速尿素酶试验(rapid urease 
test, RUT), 2007-08/2009-12采用13C或14C尿素呼

气试验, 其中一项阳性即诊断为H.pylori阳性, 反
之则为阴性. 
1 . 2 . 2  分组治疗 :  将3 2 5例病例根据治疗前

H.pylori检查结果分为阳性组与阴性组. 阳性组

均接受正规三联或四联疗法7 d, 再予H2受体拮

抗剂或质子泵抑制剂单纯抑酸对症治疗2-4 wk,
停药4 wk后复查; 阴性组予H2受体拮抗剂或质

子泵抑制剂单纯抑酸对症治疗4-6 wk, 停药4 wk
后复查. 治疗后再根据复查胃镜及H.pylori的情

况分组. 
1.2.3 疗效判定标准[1]: 采治愈: 内镜下疣状隆起

消失, 单纯表现为胃黏膜光滑, 蠕动正常, 色泽

红白相间; 有效: 疣状隆起消失, 但仍有不典型

增生和/或肠化及萎缩; 无效: 疣状隆起未消失, 
不典型增生和/或肠化萎缩无变化. 病理结果: 萎
缩性炎症﹑肠化生和不典型增生消失者称为逆

转; 重度转为轻中度或中度转为轻度者称为减

轻; 程度无变化者称为无变化; 轻度转为中重

度或中度转为重度者称为加重. 根除H.pylori疗
效判断: (1)根除H.pylori成功: 治疗结束后, 以
RUT、13C或14C尿素呼气试验其中一项阴性者; 
(2)根除H.pylori失败: 治疗结束后复查胃镜实行

RUT、13C或14C尿素呼气试验其中一项阳性.
统计学处理 所有数据资料用SPSS11.5软件

处理, 采用χ2检验, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 临床疗效比较 H.p y l o r i 阳性组总有效率

为73.68%, H.py lo r i 阴性组总有效率72.50%, 
H.pylori阳性组经标准三联疗法治疗后的总有

效率与H.pylori阴性组经单纯抑酸对症治疗差

异无统计学意义(表1, P >0.05). 治疗后复查胃镜

及H.pylori , H.pylori阳性组中根除组总有效率为

89.02%, 未根除组组总有效率37.84%, H.pylori
根除后痘疹样胃炎治疗总有效率优于未根除者, 
差异有统计学意义(表2, P <0.05).
2.2 病理结果比较

2.2.1 萎缩性炎症病理结果比较: H.pylori阳性组

中, 治疗后复查胃镜及H.pylori , 根除组与未根除

组萎缩性炎症改善情况的病理表现差异有统计

学意义(表3, P <0.05), 即根除H.pylori对萎缩性炎

症的程度有较明显改善.
2.2.2 肠化生病理结果比较: H.pylori阳性组中, 

■研发前沿
H.pylori 对痘疹样
胃炎的发病机制
一直是研究热点.

表  1  两组患者临床疗效比较 (n  = 325)

    
 

H.pylori 治愈(n ) 有效(n ) 无效(n ) 总有效率(%)  χ2值  P值

阳性  104    78    65     73.68 0.015 0.992

阴性    33    25    20     72.50

■相关报道
金海等观察到痘
疹 样 胃 炎 不 仅
H . p y l o r i 感染率
高, 而且中度以上
的肠化生及异型
增生均明显增高; 
程秀莲等进一步
发现痘疹样胃炎
H.pylori 感染者肠
化生及异型增生
有一定相关性.
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治疗后复查胃镜及H.pylori , 根除组与未根除组

肠化生改善情况的病理表现差异有统计学意义

(表4, P <0.05), 即根除H.pylori对肠化生的程度有

较明显改善. 
2.2.3 不典型增生病理结果比较: H.pylori阳性组

中, 治疗后复查胃镜及H.pylori , 根除组与未根除

组不典型增生改善情况的病理表现差异有统计

学意义(表5, P <0.05), 即根除H.pylori对不典型增

生的程度有较明显改善.

3  讨论

痘疹样胃炎是1990年悉尼国际胃肠病大会确认

的特殊类型的慢性胃炎之一. 随着纤维内镜的

推广及人们认识的提高, 痘疹样胃炎有越来越

高的检出率.其临床表现缺乏特异性, 以上腹痛

或胸骨后疼痛为主[2], 常伴有反酸、烧心或不适

感, 有部分以水肿为主要表现[3], 为一种蛋白丢

失性胃肠病. 内镜下主要表现为胃窦和/或胃体

黏膜的1个或多个直径约0.3-1.0 cm的隆起, 最大

直径可达2 cm, 中央凹陷呈脐样, 凹陷充血, 糜
烂, 部分可附血痂, 少数附薄白苔. 病理特点是

胃上皮细胞与基底膜间有大量淋巴细胞浸润, 
常伴有萎缩性炎症、肠化生或不典型增生. 依
内镜下表现痘疹样胃炎分为不成熟性和成熟型. 
研究显示痘疹样胃炎与胃癌发生的关系密切[1]. 
日本学者广田甚至提出了痘疹样胃炎→增生→

胃癌的假说. 有研究采用蛋白印记法对痘疹样

胃炎和正常胃黏膜的21种不同蛋白表达做了测

定和比较, 并且这些蛋白都与代谢、氧化、细

胞骨架、凋亡等相关, 发现11种蛋白表达上调

和10种蛋白表达下调, 其中包括脑磷脂结合蛋

白-1的下调和硫氧还蛋白结构域结合蛋白-5的
上调[4]. 在第十届世界胃肠病大会上, 已认定痘

疹样胃炎为胃癌的危险因素之一. 因此, 探讨治

疗痘疹样胃炎的病因及发病机制以指导其治疗

十分重要.
目前多数学者认为本病与H.pylori感染密切

相关[5,6]. 国内外报道的痘疹样胃炎患者H.pylori
感染率不一, 波动在57.1%-97.0%, 且与糜烂

程度成正相关. 本次研究H.pylori阳性者247例
(76.00%), 伴有急性炎症者77例(23.69%), 同
时合并十二指肠溃疡者43例(13.23%), 合并胃

溃疡者9例(2.77%), 合并十二指肠球炎者27例
(8.31%), 合并食管炎者56例(17.23%), 合并胃息

肉或十二指肠息肉者18例(5.54%), 单纯痘疹样

胃炎者132例(40.62%). H.pylori根除与否与痘疹

样胃炎治疗的总有效率密切相关(P <0.05), 可见

H.pylori感染在疣状胃炎的致病过程中起着至

关重要的作用, 其机制可能是H.pylori产生的各

种酶和毒素(VaCA、VagA、LPs)使胃黏膜上皮

退变、坏死产生炎症, 影响胃黏膜上皮细胞的

增殖和凋亡, 并在局部产生免疫反应, 使炎症转

变为糜烂, 进一步引起糜烂处的腺管及腺体增

生和腺颈部延长, 从而使周边隆起, 形成中央坏

死凹陷的疣状物. H.pylori感染后参与胃黏膜的

免疫反应, 产生细胞因子, 如白介素, 肿瘤坏死

因子等能刺激细胞释放胃泌素, 高胃泌素血症

又刺激壁细胞分泌胃酸增多, 损害胃黏膜. 另外, 
H.pylori感染后引起胃液表皮生长因子的降低, 
在疣状胃炎的形成过程中可能起一定作用[7]. 在
痘疹样胃炎中, 不仅H.pylori感染率高, 而且其

肠化生、不典型增生均占有较高比例. 有研究

发现痘疹样胃炎组有较高的ras基因, P21蛋白、

癌抗原CEA的表达水平[8], 说明痘疹样胃炎是一

种具有一定转化趋势的胃黏膜慢性增生性病变, 

表  3  H.pylori 阳性组患者治疗后萎缩性炎症病理结果改善
比较 (n )

     
分组 逆转 减轻 无变化 加重  χ2值  P值

根除组 13   9   13   3 13.550 0.004

未根除组   2   6   19 10

表  4  H.pylori阳性组患者治疗前后肠化生病理结果改善
比较 (n )

     
分组 逆转 减轻 无变化 加重  χ2值  P值

根除组 16  19     6    4 8.247 0.041

未根除组   5    4   12    4

表  5  H.pylori 阳性组患者治疗前后不典型增生病理结果改
善比较 (n )

     
分组 逆转 减轻 无变化 加重  χ2值  P值

根除组 19   9     4    6 8.362 0.039

未根除组   7   2     7    8

表  2  H.pylori 根除组与未根除组患者临床疗效比较 (n = 247)

     
分组 治愈(n ) 有效(n ) 无效(n ) 总有效率(%)  χ2值  P值

根除组  98 56 19      89.02 80.71 0.000

未根除组    6 22 46      37.84

■应用要点
由于病因不明确, 
目前尚无统一的
理想治疗方案. 通
过本实验可对治
疗提供一定启发, 
对H.pylori 阳性者
根除H.pylori治疗, 
H.pylori 阴性者单
纯抑酸治疗亦有
一定疗效.
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痘疹样胃炎与胃癌有相关性. Moss等[9]研究证

实: H.pylori感染患者胃黏膜同时存在细胞凋亡

增加和上皮高增殖状态, H.pylori被根除后细胞

凋亡及上皮高增殖均恢复至正常. 因此, 对于痘

疹样胃炎伴有H.pylori感染的患者, 根除H.pylori
是必要的. 在我们的研究中, 有效的根除H.pylori
对慢性萎缩性炎症、肠化生和不典型增生均有

显著意义(P <0.05), 能有效的逆转肠化生及不典

型增生.
但H . p y l o r i 阳性组予标准三联治疗与

H.pylori阴性组予单纯抑酸对症治疗的总有效率

无统计学显著差异, 提示酸与痘疹样胃炎有一

定相关性. 如陈建芝等[10]报道雷尼替丁加硫糖铝

以及奥美拉唑胶囊加麦滋林-S颗粒均能有效地

治疗痘疹样胃炎. 但有研究认为, 单纯痘疹样胃

炎胃酸分泌、壁细胞密度、空腹血清胃泌素水

平与对照组相比均无显著差异, 说明虽然痘疹

样胃炎常伴胃酸相关疾病, 但尚未发现痘疹样

胃炎与胃酸分泌异常有明确的关系[11]. 有研究发

现, 在肝硬化患者中, 痘疹样胃炎也有较高的发

病率, 警示医师在发现痘疹样胃炎的患者时应

考虑是否合并肝硬化[12].
因此, 根除H.pylori是治疗H.pylori阳性的痘

疹样胃炎的重要手段, 目前多采用三联或四联

疗法. 单纯H.pylori根除疗法对未成熟型痘疹样

胃炎的疗效好[13,14]. 有研究采用胃镜下高频电凝

消除痘疹样突起配合西药抗H.pylori和中药保护

胃黏膜改善临床症状, 经过对比观察有一定临

床意义, 认为高频电凝、抗H.pylori治疗、中药

序贯治疗不失为一种安全有效的方法[1]. 有研究

认为单纯H.pylori根除疗法对成熟型痘疹样隆起

的逆转疗效差, 胃镜下高频电凝联合H.pylori根
除疗法治疗成熟型痘疹样隆起近期和远期疗效

显著[15].
本文主要针对H.pylori根除后痘疹样胃炎的

治疗情况进行了一定的探讨, 此外, 还有多种因

素可能与痘疹样胃炎的发病有一定关联, 如胃

酸、过敏, 且有研究认为与胆汁有一定相关性, 
尚须进一步探讨以指导治疗. 另外,  因为本研究

为回顾性研究, 入选例数较少, 尚须进一步完善. 
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Abstract
AIM: To study the impact of Helicobacter pylori 
(H.pylori) infection and other risk factors on the 
development of gastric ulcer (GU) and duodenal 
ulcer (DU).

METHODS: A total of 204 patients who were 
treated at our hospital from 2003 to 2008 were 
included. The association of H.pylori infection 
status (14C-UBT), endoscopic findings, personal 
habits (smoking, alcohol intake), and medica-
tion (non-steroidal anti-inflammatory drugs 
(NSAIDs), aspirin intake) with the development 
of GU and DU was investigated using multi-
way frequency analysis.

RESULTS: GU in the presence of H.pylori had 
significant association with aspirin (P = 0.0010), 
alcohol (P = 0.0091) and NSAIDs (P = 0.0321). 
DU in the presence of H.pylori had significant 
association with aspirin/smoking/NSAIDs (P 
= 0.0256), aspirin/alcohol (P = 0.0020) and as-
pirin/smoking (P = 0.0221). In the absence of 

H.pylori, GU had significant association with 
alcohol/NSAIDs (P = 0.0435) and NSAIDs (P 
= 0.0431), while DU had significant association 
with smoking/alcohol/NSAIDs (P = 0.0014), as-
pirin/NSAIDs (P = 0.0331), and aspirin/alcohol 
(P = 0.0032).

CONCLUSION: In the presence of H.pylori, 
intake of aspirin, alcohol or NSAIDs acts as in-
dependent risk factors for the occurrence of GU 
but affects the occurrence of DU only when com-
bined together.

Key Words: Helicobacter pylori; Peptic ulcers; Risk factors

Sun BH, Lu SY, Chen DD, Pan XZ. Helicobacter pylori 
infection and other risk factors associated with peptic 
ulcers: an analysis of 204 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(6): 628-630

摘要
目的: 研究福建省立医院胃、十二指肠溃疡
患者幽门螺杆菌(H.pylori )感染及其他致病因
素对疾病发生的作用.

方法: 选取2003-2008年福建省立医院胃镜
中心进行检查并确诊为消化性溃疡的患者
204例, 所有患者在胃镜检查前记录详细情
况, 包括H.pylori 感染, 胃黏膜活检尿素酶法
(14C-UBT), 吸烟史(每日>10支), 饮酒史, 非甾
体类药物服用史.

结果: H.pylori 阳性的胃溃疡患者与阿司匹林
(P  = 0.0010)、饮酒(P  = 0.0091)和其他非甾体
类服用(P  = 0.0321)单独因素间呈显著性相关; 
H.pylori阳性的十二指肠溃疡与吸烟、饮酒、

其他非甾体类服用三者共同作用呈显著性相
关(P  = 0.0256), 与阿司匹林、饮酒共同作用
呈显著性相关(P  = 0.0020), 与阿司匹林/吸烟
共同作用呈显著性相关(P  = 0.0221); H.pylori
阴性的胃溃疡患者与饮酒/其他非甾体类服
用共同作用呈显著性相关(P  = 0.0435), 与单
纯非甾体类服用呈显著性相关(P  = 0.0431); 
H.pylori阴性的十二指肠溃疡患者与吸烟、饮

®

■背景资料
胃、十二指肠溃
疡是消化系统常
见病、多发病, 其
病因主要是胃酸
分泌过多或胃黏
膜防御机制缺陷, 
其中造成防御机
制缺陷的主要原
因是幽门螺杆菌
(H.pylori )感染和
非甾体类药物的
长期服用.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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酒、其他非甾体类服用共同作用呈显著性相
关(P  = 0.0014), 与阿司匹林、非甾体类服用
呈显著性相关(P  = 0.0331), 与阿司匹林、饮
酒显著性相关(P  = 0.0032).

结论: H.pylori 感染、服用阿司匹林、饮酒和
服用非甾体药物均是加重胃溃疡的发生的独
立因素, 而对于十二指肠溃疡, 只有以上病因
联合作用才能加重溃疡发生.

关键词: 幽门螺杆菌; 胃十二指肠溃疡; 风险因素

孙保华, 卢世云, 陈登登, 潘秀珍. 胃、十二指肠溃疡幽门螺杆菌

感染及相关病因回顾性分析204例.  世界华人消化杂志  2011; 

19(6): 628-630

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/628.asp

0  引言

胃、十二指肠溃疡是消化系统常见病、多发病, 
其病因主要是胃酸分泌过多或胃黏膜防御机制

缺陷, 其中造成防御机制缺陷的主要原因就是

幽门螺杆菌(H.pylori )感染和非甾体类药物的长

期服用. 近期有美国学者发现[1], 除了H.pylori感
染外, 患者的年龄及经济状况、吸烟和受教育

水平也是导致胃、十二指肠溃疡的原因, 挪威

学者也有同样的报道[2]. 鉴于H.pylori的感染受

地域和人种的影响而分布不同, 本研究主要针

对福州市及周边地区胃、十二指肠溃疡H.pylori
感染情况及其他可能的致病因素进行回顾性分

析, 结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例选自2003-2008年以腹胀、上腹

痛、嗳气、反酸等症状就诊, 并经福建省立医

院胃镜检查确诊的消化性溃疡204例, 其中去除

服用抗生素、质子泵抑制剂等治疗2 m o以上

和同时患有十二指肠溃疡和胃溃疡患者. 年龄

16-83(平均48.3±14.7)岁, 其中女性占48.3%. 全
部患者在胃镜检查前均详细记录病史, 包括吸

烟史(每日>10支香烟), 饮酒史(每日饮用酒中的

乙醇总量>40 g, 相当于58度白酒69 g), 非甾体类

药物服用史. 并进行H.pylori检测, 胃黏膜活检尿

素酶法(14C-UBT).
1.2 方法 两变量间比较采用χ2检验, 多个变量间

比较采用多重率比较和相关性分析. 

2  结果

2.1 胃溃疡和十二指肠溃疡患者H.pylor i、吸

烟、饮酒、阿司匹林及非甾体类药物服用比率 

204例检查的患者中, 14C-UBT测定H.pylori阳性

率为62.7%(表1). 十二指肠溃疡患者H.pylori阳
性比例大于胃溃疡患者(75.6% vs  60.6%), 男性

消化性溃疡患病率大于女性(67.2% vs  36.2%); 
男性吸烟与饮酒的比率大于女性 (32.5% v s  
14.5%; 12.6% vs  1.3%), 男性服用阿司匹林的比

率大于女性(7.3% vs  3.3%), 但是其他非甾体类

药物男女间无差别(25.3% vs  28.6%), 十二指肠

溃疡和胃溃疡间以上病因无显著性差异(表1). 
2.2 几种致病因素与胃溃疡和十二指肠溃疡的

相关性 H.py lo r i 阳性的胃溃疡患者与阿司匹

林、饮酒和其他非甾体类服用单独因素间呈显

著性相关(P <0.01或0.05); H.pylori阳性的十二

指肠溃疡患者与吸烟、饮酒及其他非甾体类

服用三者共同作用呈显著性相关(P  = 0.0256), 
与阿司匹林和饮酒共同作用呈显著性相关(P  = 
0.0020), 与阿司匹林和吸烟共同作用呈显著性

相关(P  = 0.0221, 表2, 3); H.pylori阴性的胃溃疡

患者与饮酒和其他非甾体类服用共同作用呈显

著性相关(P  = 0.0435), 与单纯非甾体类服用呈

显著性相关(P  = 0.0431); H.pylori阴性十二指肠

溃疡患者与吸烟、饮酒及其他非甾体类服用共

同作用呈显著性相关(P  = 0.0014), 与阿司匹林

和非甾体类服用呈显著性相关(P  = 0.0331), 与
阿司匹林和饮酒显著性相关(P  = 0.0032, 表2, 3).

3  讨论

H.pylori感染明显增加胃、十二指肠溃疡发病

的危险. 日本科学家研究证明, 由于日本人感染

H.pylori较多, 其消化性溃疡的发病率较其他人

种高, 因此H.pylori感染是消化性溃疡发病的重

■相关报道
Smith等认为, 少
量摄入乙醇可以
降低H.pylori的繁
殖, 但是大量乙醇
的摄入将会导致
消化性溃疡, 每日
饮用的乙醇总量
>40 g, 消化性溃
疡出血的发病率
将高于无饮酒者.

表  1  胃溃疡和十二指肠溃疡患者H.pylori 、吸烟、饮
酒、阿司匹林及非甾体类药物服用比率(%)

     H.pylori

 阳性
吸烟 饮酒

服用其他非

甾体类药物

阿司

匹林

十二指肠溃疡 75.6 27.8   8.1       24.6   5.3

    男 73.3 35.2 11.2       24.6   6.6

    女 78.6 16.0   1.3       24.5   3.2

胃溃疡 60.6 27.6   9.3       25.0   9.3

    男 58.6 31.6 14.5       21.2 10.7

    女 62.4 18.2   2.1       38.1   4.2

胃炎 71.7 19.6   5.2       21.5   2.6

    男 58.6 26.5 10.6       19.1   3.3

    女 11.5 14.0   1.1       23.9   2.1

合计 62.7 21.8   6.2       22.5   4.2

    男 63.2 32.5 12.6       25.3   7.3

    女 35.0 14.5   1.3       26.8   3.3
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要原因之一. 但是也有学者研究发现, H.pylori感
染只有很少一部分人患胃、十二指肠溃疡. 

研究表明, 长期吸烟、大量饮酒、服用非

甾体类抗炎药物均可以引起消化性溃疡发生, 
而这些因素的致病作用会随着人口和地域的不

同而异[3]. 有研究发现[4], 长期大量吸烟的患者容

易发生消化性溃疡, 并且药物治疗溃疡后不易

愈合, 且易发生溃疡穿孔. 虽然吸烟可能不是导

致消化性溃疡的直接原因, 但是吸烟可以通过

促进H.pylori感染, 削弱消化系黏膜的防御机制, 
起协同、放大H.pylori的致病作用. 有报道, 每天

吸烟>15支以上的消化性溃疡患者发生溃疡穿

孔的机率是不吸烟患者的3倍[5]. 也有报道认为, 
吸烟只能增加合并H.pylori感染的消化性溃疡的

危险, 而对正常人或无H.pylori感染的消化性溃

疡者影响很小. 本研究结果也提示, 对于消化性

溃疡患者, 吸烟与H.pylori的感染之间无必然联

系, 吸烟不会直接导致消化系黏膜的损伤, 也不

是抑制消化系黏膜修复的独立因素. 另外, 吸烟

虽然不是导致消化性溃疡的独立因素, 但他可

以与其他致溃疡因素协同作用. 
有学者发现 [6], 12%的早期十二指肠溃疡

患者, 虽然H.pylori为阴性, 但其临床表现和症

状与H.pylori阳性的十二指肠溃疡患者是一致

的, 这些患者后来被证实以前曾服用非甾体类

药物. 也有学者报道, 服用非甾体类药物是消化

系出血的病因之一, 但还尚未有关非甾体类药

物促进H.pylori增殖的证据. 本研究提示, 在有无

H.pylori感染的胃溃疡患者中, 非甾体类药物均

是独立或者与其他病因一起协同作用于胃黏膜

导致胃溃疡的病因之一; 而对于有无H.pylori感
染的十二指肠溃疡患者, 非甾体类药物只与其

他病因一起协同作用于十二指肠黏膜导致溃疡. 
服用阿司匹林也是导致消化性溃疡的原

因之一. 研究发现[7], 低剂量阿司匹林的长期使

用可以导致上消化道出血. 本研究结果亦提示, 
H.pylori阳性的胃溃疡患者, 服用阿司匹林是独

立加重胃溃疡致病原因; 而对于是否有H.pylori
感染的十二指肠溃疡患者, 服用阿司匹林只有

和其他病因一起才能促进十二指肠溃疡的发生. 
早期有报道, 酒精的摄入可以降低消化性溃

疡的发生, 但是随即就被许多学者否认. Smith等[7]

认为, 少量摄入乙醇可以降低H.pylori的繁殖, 但
是大量乙醇的摄入将会导致消化性溃疡, 每日

饮用的乙醇总量>40 g, 消化性溃疡出血的发病

率将高于无饮酒者. 本研究表明, 大量饮酒不是

一个独立的导致消化性溃疡的原因, 而是能够

促发消化性溃疡的原因之一. 
由于本研究选取的病例尚少, 今后将进一步

加大样本量, 进行详细的流行病学调查, 以期为

临床诊治提供有用数据.
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表  2  胃溃疡与几种致病因素的相关性

     
胃溃疡    G2   P 值

H.pylori+、阿司匹林 14.56 0.0001

H.pylori+、饮酒   6.78 0.0091

H.pylori+、NSAID   4.32 0.0321

H.pylori-、饮酒、NSAID   4.09 0.0435

H.pylori-、NSAID   4.05 0.0431

G2: 卡方检验似然比; NSAID: 非甾体类抗炎药物.

表  3  十二指肠溃疡与几种致病因素的相关性

     
十二指肠溃疡    G2   P 值

H.pylori+、饮酒、吸烟、NSAID   4.89 0.0256

H.pylori+、阿司匹林、饮酒 13.58 0.0020

H.pylori+、阿司匹林、吸烟   5.24 0.0221

H.pylori-、饮酒、吸烟、NSAID 10.34 0.0014

H.pylori-、阿司匹林、NSAID   4.56 0.0331

H.pylori-、阿司匹林、饮酒   4.60 0.0032

G2: 卡方检验似然比; NSAID: 非甾体类抗炎药物.

■同行评价
本文对临床医师
有一定的参考价
值, 但此类研究应
为多中心、大样
本, 这样的研究结
果更具有临床指
导意义. 
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Abstract
AIM: To analyze the clinical and pathologi-
cal characteristics of colorectal polyps, and to 
explore the correlation of lifestyles and dietary 
habits with risk of colorectal polyps in Qingdao.

METHODS: An investigation of general infor-
mation, lifestyles, and dietary habits was car-
ried out in 1 331 patients with colorectal polyps 
using a uniform questionnaire. Of all patients 
investigated, 1 164 patients who had complete 
data were included for statistical analysis.

RESULTS: The total detection rate of colorectal 
polyps was 26.67%. Males were more likely to 
suffer from colorectal polyps than females. Most 
patients with colorectal polyps were 50 to 69 
years old. In males, cigarette smokers or alcohol 
users had a higher risk of polyps and adenomas 

(P < 0.01). Overweight people and obese people 
accounted for 72.17% and 20.53%, respectively. 
People whose diet was characterized by imbal-
anced nutrition, high animal protein, lack of 
vegetables and fruits, or insufficient Laminaria 
japonica and nori had a higher risk of polyps. 
People who were obese or ate a high-animal-
protein diet were more likely to suffer from pol-
yps and adenomas (P < 0.01).

CONCLUSION: Cigarette smokers, alcohol us-
ers, obese people, and those eating a high-ani-
mal-protein diet are more likely to suffer from 
colorectal polyps and adenomas.

Key Words: Colorectal polyps; Smoking; Alcohol; 
Obesity; High-animal-protein diet

Yu YN, Zhang Q, Tian ZB, Zhao QX, Kong XJ, Zhang CP, 
Wei LZ. Correlation of lifestyles and dietary habits with 
risk of colorectal polyps in Qingdao. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(6): 631-635

摘要
目的: 分析青岛地区大肠息肉发生的临床病
理特点及其与生活方式和饮食习惯的相关性. 

方法: 收集2009-08/2010-04青岛地区三甲医
院大肠息肉患者共1 331例, 采用统一设计问
卷, 调查一般情况、生活方式、饮食习惯等, 
对1 164例获取完整资料者进行多项指标统计
学分析. 

结果: 大肠息肉总检出率26.67%, 男多于女, 
年龄集中在50-69岁. 72.17%患者超重, 20.53%
患者达到肥胖标准. 男性吸烟、饮酒者息肉
(腺瘤)多发(均P <0.01). 饮食中营养欠均衡、

多食高动物蛋白、缺乏蔬菜水果及海带紫菜
类者均占有很高比例. 肥胖及高动物蛋白饮食
者大肠息肉(腺瘤)多发(均P <0.01).

结论: 吸烟、饮酒、肥胖、高动物蛋白饮食
者大肠息肉及腺瘤多发.

关键词: 大肠息肉; 吸烟; 酒精; 肥胖; 高动物蛋白

饮食
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■背景资料
随着环境因素及
生活习惯的改变, 
结直肠癌 (CRC)
的发病率日渐增
高, 其主要癌变途
径是经典的腺瘤-
腺癌途径. 了解大
肠息肉发生的相
关危险因素对于
预防CRC的发生
具有重要意义, 但
目前此类研究尚
缺乏. 

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科, 上海市
消化疾病研究所
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0  引言

大肠息肉尤其是大肠腺瘤性息肉(c o l o r e c t a l 
adenoma, CRA)被认为是结直肠癌(colorectal 
cancer, CRC)的癌前病变, 其发病率与地理位

置、生活习惯、饮食因素、遗传因素等有关. 
随着CRC的发病率不断增加, 了解其癌前病变

-大肠息肉的流行病学及临床病理特点, 对于防

治CRC具有重要意义. 目前关于CRC危险因素

的流行病学研究较多, 而对大肠息肉危险因素

的研究则相对不足. 我们对青岛市所有三级甲

等医院自2009-08/2010-04经结肠镜及病理证实

的大肠息肉患者进行了生活方式及饮食习惯的

回访, 并对多项指标进行统计学归纳和分析, 以
期总结分析青岛地区大肠息肉的发生与生活方

式及饮食习惯的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-08/2010-04期间青岛市三级甲等

医院(青岛大学医学院附属医院、市立医院、

中心医院)行电子结肠镜检查检出的大肠息肉患

者, 范围覆盖青岛各市区及所辖县级城市. 所有

大肠息肉均根据电子结肠镜及活检病理确定诊

断并分型. 本调查在患者知情同意下进行, 并通

过医院伦理委员会的批准.
1.2 方法 采用统一设计的调查问卷, 对1 331例
检出大肠息肉患者进行同期(结肠镜检查5 d内)
当面采访或电话回访, 由同一研究者填写收集

完整资料. 调查主要内容有: 一般状况(性别、

年龄、身高、体质量、地址), 个人生活嗜好(吸
烟、饮酒), 饮食习惯(营养均衡、蛋白类、海

鲜、海带紫菜类、蔬菜、水果等)及家族史. 记
录大肠息肉的分布部位、大小及病理类型, 病
理类型根据病理科医师诊断分为炎性息肉、炎

性增生性息肉、增生性息肉、管状腺瘤、管状

绒毛状腺瘤、绒毛状腺瘤、幼年性息肉及潴留

性息肉. 其中CRA包括管状腺瘤、管状绒毛状

腺瘤及绒毛状腺瘤, 其余类型息肉列为非腺瘤

性息肉. 调查原则上由被调查者回答, 特殊情况

下由配偶和子女回答, 共获得完整资料1 164例, 
男726例, 女438例.

统计学处理 病例的所有资料存入SPSS13.0
数据库, 计量资料以mean±SD描述, 计数资料以
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例数和百分率描述. t检验用于两个均数之间的

比较, χ2检验用于计数资料的各组间率的比较. 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 性别 4 991例行结肠镜检查者共检出大肠息

肉1 331例, 检出率26.67%, 其中2 560例男性受

检者检出810例, 2 431例女受检者检出521例, 男
女之比1.55∶1.
2.2 年龄 1 164例获取完整资料的大肠息肉患者

年龄3-89岁, 男平均年龄58.49±13.78岁, 女平均

年龄58.89±12.01岁. 按年龄大小分为<30岁组, 
30-39岁组, 40-49岁组, 50-59岁组, 60-69岁组, 
70-79岁组, ≥80岁组. 各年龄组例数依次为31、
77、169、392、365、255和42例. 患者年龄集

中在50-69岁, 占总人数的56.87%, 40岁以上者高

达91.89%.
2.3 总体病理特点 1 164例大肠息肉患者中多

发息肉634例(54.47%), 男442例, 女192例. 统计

除外16例结肠息肉病及2例P-J息肉综合征后

共3 047枚息肉, 其分布以直肠最多为762例, 占
25.01%, 其余依次为乙状结肠(22.43%), 横结肠

(16.86%), 升结肠(15.54%), 降结肠(15.37%), 盲
肠(4.79%). 病理类型以管状腺瘤最多为1 755例, 
占57.60%, 其余依次为炎性息肉(21.53%), 炎性

增生性息肉(10.24%), 管状-绒毛状腺瘤(6.50%), 
增生性息肉(2.10%), 绒毛状腺瘤(1.87%), 幼年

性息肉(0.13%), 潴留性息肉(0.03%). 检出CRA
共2 010枚, 其中男1 677枚, 女3 33枚; 检出进展

型CRA 390枚, 占总息肉数的12.80%, 其中8枚
(2.05%)进展型CRA伴有高级别上皮内瘤变. 134
例息肉合并CRC, 其伴癌发生率为11.51%. 病理

证实癌变的息肉18例(1.55%), 均为进展型CRA, 
其中管状腺瘤1例, 管状-绒毛状腺瘤4例, 绒毛状

腺瘤13例. 癌变CRA中仅1例为直径在10-19 mm
的绒毛状腺瘤, 其余17例均直径≥20 mm, 直径

≥20 mm的CRA癌变率16.04%.
2.4 疾病史 1 164例获取完整资料患者中148例
有CRC或大肠息肉家族史, 其中家族性结肠息

肉病(familial polyposis coli, FPC)12例, 家族性

腺瘤性息肉病(familial adenomatous polyposis, 
FAP)2例, Peutz-Jeghers息肉综合征2例, 一级直

系亲属CRC患者74例(未具体区分遗传性非息肉

病性CRC和散发性CRC), 一级直系亲属患大肠

息肉者58例. 伴有溃疡性结直肠炎病史者22例
(1.89%). 既往有大肠息肉病史者177例, 息肉再
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发率15.21%, 其中142例(80.23%)为CRA. 合并糖

尿病、高血压、冠心病、高脂血症、脂肪肝及

胆囊疾病者分别为117例, 160例, 76例, 110例, 80
例及89例. 
2.5 生活方式 吸烟者467例, 男466例, 女1例. 男
吸烟者息肉多发309例, 单发157例; 不吸烟者多

发133例, 单发127例. 吸烟时间长达30年以上者

高达80.24%息肉多发. 男吸烟者共有息肉1 691
枚, 腺瘤1287枚; 不吸烟者共有息肉626枚, 腺瘤

390枚; 吸烟者比不吸烟者更易多发大肠息肉, 
且腺瘤多见(均P <0.01). 有饮酒习惯者(指饮酒

≥20年且摄入酒精≥50 g/d)354例, 男346例, 女
8例. 男饮酒者息肉多发272例, 单发74例; 不饮

酒或偶尔少量饮酒者多发170例, 单发210例. 男
饮酒者共有息肉1 497枚, 腺瘤1178枚; 不饮酒或

偶尔少量饮酒者共有息肉820枚, 腺瘤499枚; 饮
酒者更易多发大肠息肉, 且腺瘤多见(均P <0.01). 
根据身高、体质量计算体质量指数(BM I, kg/
m2), 采用中国肥胖问题工作组2003年建议的肥

胖诊断标准, 即24 kg/m2≤BMI<28 kg/m2为超

重, BMI≥28 kg/m2为肥胖, 819例(70.36%)患者

超重, 达到肥胖标准的有223例男(30.72%)和57
例女(13.01%). 男肥胖患者共有息肉852枚, 腺瘤

701枚; 未达到肥胖标准者共有息肉1294枚, 腺
瘤976枚. 经χ2检验结果显示达到肥胖标准的男

性更易多发腺瘤(P <0.01). 
2.6 饮食习惯 不注意营养均衡者716例(61.51%), 
男586例, 女130例. 956(82.13%)例大肠息肉患者

几乎每日均摄入鱼、蛋、豆制品, 男676例, 女
280例. 385例男和153例女患者每日动物蛋白摄

入量超过100 g/d, 占总人数的46.22%, 共有息肉

1 857枚, 腺瘤1 326枚; <100 g/d的684例患者共

有息肉1 190枚, 腺瘤684枚; 摄入量超过100 g/d
比低于100 g/d的患者更易发生腺瘤(P <0.01). 每
日蔬菜摄入量<200 g者284例, 200 g-500 g者662
例, ≥500 g者218例. 每周蛤蝲、虾、螃蟹等海

鲜类摄入≥500 g者621例, 是摄入<250 g者的

2.77倍. 每周水果摄入<500 g者792例, 是摄入≥

500 g者的2.13倍. 每周海带、紫菜类摄入<250 g
者963例, 是摄入≥250 g者的4.79倍. 男性患者饮

食中以肉类、海鲜类、禽蛋类为主, 而蔬菜、

水果以及海带和紫菜类的摄入较少. 女性患者

饮食中蔬菜、水果以及海带和紫菜类的摄入多

于男性患者, 但肉类摄入较男性患者少. 每周海

鲜摄入量<250 g的224例大肠息肉患者共有息肉

361枚, 腺瘤72枚; 摄入量≥500 g的621例患者共

有息肉1 957枚, 腺瘤1 581枚. 海鲜类摄入量≥

500 g者较<250 g者更易发生腺瘤(P <0.01).

3  讨论

本文结果提示青岛地区大肠息肉的检出率

26.67%, 符合文献报道的10%-60%[1], 男性多于

女性. 大肠息肉在各年龄段均可发病, 但随着年

龄的增长, 其发生率呈增加趋势, 有研究者认为

年龄>50岁为危险因素[2]. 本调查显示50-69岁
为大肠息肉高发年龄, 40岁以上者达到90%以

上, 男女年龄无显著性差异. 对于40岁以上尤其

是有腹部症状的就诊者应尽量提倡结肠镜检

查, 以早期检出大肠息肉. 直肠是大肠息肉最常

见的部位, 也是各病理类型的好发部位. 近2/3
的大肠息肉病理类型为CRA, 进展型CRA 占息

肉总数的12.80%, 合并CRC的大肠息肉患者占

11.51%; 息肉再发率15.21%, 其中80.23%为CRA. 
CRA的癌变率为8.96%, 且均为进展型CRA, 直
径≥20 mm的CRA癌变率高达16.04%. 进展型

CRA定义为: 息肉或病变直径≥10 mm; 绒毛状

腺瘤或混合性息肉中绒毛样结构超过25%; 伴有

高级别上皮内瘤变. 目前普遍认为进展型CRA
在CRA至CRC的发展过程中具有较高的危险性. 
对于内镜发现进展型CRA者应早期结肠镜下完

全切除, 并定期复查结肠镜. CRC家族史和大肠

息肉史被认为是大肠息肉发生的危险因素[3]. 本
调查中12.71%的患者有一级直系亲属患CRC
或大肠息肉的家族史, 1.89%的患者有溃疡性结

直肠炎病史, 15.21%的患者既往患大肠息肉切

除后再发, 对于这些患者应提高警惕, 定期随访

结肠镜检查, 早期发现大肠息肉并切除以预防

CRC的发生.
本研究重点分析生活方式及饮食习惯与大

肠息肉发生的相关性, 并比较其在CRA及非腺

瘤性息肉发生中的异同, 发现64.18%的男大肠

息肉患者吸烟, 吸烟者比不吸烟者更易息肉多

发, 且更易发生腺瘤. 许多研究资料[4-7]均支持吸

烟是大肠腺瘤发生的危险因素, 并表明吸烟年

数、量与腺瘤发病危险间的剂量反应呈显著阳

性. 香烟的烟雾中含有多环芳烃类致癌物和亚

硝胺, 可能与其致病有关. 饮酒是大肠息肉发生

的独立危险因素[8]. 酒精摄入可增加大肠增生性

息肉和腺瘤的发生[9], 其摄入量>51.3 g/d与直肠

腺瘤的发病率有阳性联系[9-11]. 更有学者细化不

同类型的酒, 发现摄入啤酒比葡萄酒和烈酒与

CRC的关系更为密切. 本研究显示47.66%的男

■创新盘点
本文在临床资料
基础上调查大肠
息肉患者的生活
方式及饮食习惯, 
并进一步分析其
在腺瘤及非腺瘤
性息肉中的异同.
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大肠息肉患者饮酒(饮酒≥20年且摄入酒精≥50 
g/d), 且饮酒者更易多发大肠息肉和腺瘤, 也支

持了上述观点. 另外, 青岛地区为啤酒产地, 本
地居民饮酒类型以啤酒为主且摄入量较高, 这
可能会增加大肠息肉的癌变几率.

国内学者也做了肥胖与大肠腺瘤的相关研

究, 认为二者的发生存在显著相关性. BMI升高

者发生大肠腺瘤的危险性明显增高, 尤其是BMI
≥28 kg/m2的肥胖人群, 其患大肠腺瘤的危险度

为正常人的2.48倍; 而肥胖男性的患病风险显

著高于女性, 其患大肠腺瘤的危险度是正常人

的4.10倍[12]. 他们通过基因芯片技术研究发现

Foxa2在肥胖人群的大肠腺瘤组织中mRNA水平

表达增高, 并推测其可能机制为肥胖人群中存

在胰岛素抵抗时, 激活了Foxa2, 从而可能进一

步参与PI-3K信号通路的传导, 促进细胞增殖. 本
研究显示近三分之一的男性患者达到肥胖标准

(BMI≥28 kg/m2), 男性多于女性, 息肉病理类型

以腺瘤为主.
日本的一项饮食因素与肿瘤死亡率的研究

中发现高动物性食物(肉类、鱼类、禽蛋、牛奶

等)及高动物蛋白的摄入与CRC的发生有明显正

相关作用, 而植物性食物(蔬菜、水果、谷物)呈
负相关[13]. 马来西亚的学者也有类似的研究报

道[14]. 青岛与日本的相同之处在于都为沿海地

区, 居民日常饮食结构中动物性食物所占比例

较大, 而谷物等碳水化合物的比例相对降低. 本
研究中高达82.13%的大肠息肉患者几乎每日均

摄入鸡蛋、鱼、海鲜、贝类、虾及肉类等动物

蛋白, 近一半患者动物蛋白摄入量超过100 g/d, 
摄入量超过100 g/d的患者比低于100 g/d者更易

发生腺瘤. 高动物蛋白饮食与大肠腺瘤及CRC
的发生关系密切, 可能是由于高动物蛋白加重

了肠道负担, 延长了内容物在肠道中的滞留时

间, 或其代谢物对肠道产生不良反应, 促进了细

胞增殖. 增加膳食中纤维素的摄入能降低大肠

息肉及CRC发生的风险. 纤维素在大肠中经厌

氧菌酵解可产生短链脂肪酸, 后者具有抑制细

胞增殖、诱导细胞分化和凋亡的作用[15]. 蔬菜和

水果的抗癌机制主要有: (1)含有纤维素成分, 减
少结肠蛋白酵解; (2)含有支持细菌酵解的纤维, 
保护上皮细胞屏障; (3)含有叶酸, 影响DNA甲基

化, 减少细胞增殖, 降低突变频率; (4)含有大量

抗氧化剂, 抑制自由基反应而防止对DNA的氧

化损伤, 阻止结肠上皮过度增生[14,16]. 海带紫菜

类也是CRC发生的保护性因素[17,18], 其含有丰富

的钙、硒等微量元素. 钙可与脂肪酸及胆汁酸

结合, 延迟他们刺激的过度增殖; 也可以干预

细胞增殖分化、凋亡、血管形成和调控细胞周

期[19,20]. 硒可改变致癌原代谢, 抑制细胞增殖, 保
护机体免受氧化剂损害[21]. 本研究中男性患者

饮食以高动物蛋白类为主, 而蔬菜、水果以及

海带和紫菜类的摄入减少, 女性患者中注意均

衡饮食者明显多于男性. 该调查结果倾向于日

本的研究, 提示女性大肠息肉的发生与饮食因

素的关系弱于男性, 可能女性较男性更注意营

养均衡饮食, 同时出于对身材和健康的要求, 有
意识的减少了油脂和动物蛋白等高能量食物的

摄入并增加了蔬菜、水果和海带紫菜类等低能

量食物的摄入.
本研究通过调查青岛地区大肠息肉患者的

临床病理、生活方式及饮食习惯, 发现吸烟、

饮酒、肥胖及高动物蛋白饮食的男患者更易多

发大肠息肉及腺瘤. 女性较男性更注意均衡饮

食, 大肠息肉的检出率少于男性. 应重视生活方

式及均衡饮食在大肠息肉发生中的作用. 
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及 腺 瘤 多 发 ,  如
在分子生物学水
平 上 深 入 研 究 , 
有望为大肠息肉
乃至结直肠癌的
化学预防提供新
的思路.



www.wjgnet.com

于亚男, 等. 大肠息肉的发生与青岛地区生活方式及饮食习惯的相关性					                 635

tion, alcohol dehydrogenase 3 polymorphism, and 
colorectal adenomas. Cancer Epidemiol Biomarkers 
Prev 2003; 12: 419-425

11	 周晓东, 吕农华. 大肠癌的流行病学研究现状. 现代消
化及介入诊疗 2006; 11: 149-151

12	 王娜, 黄志刚, 陈锡美, 叶荣菊, 王讳, 张霞, 张建培. 肥
胖与大肠腺瘤关系的临床及分子机制. 世界华人消化
杂志 2008; 16: 3283-3288

13	 Cai YQ, Aoshima K, Katoh T, Teranishi H, Kasuya 
M. The relationship between diet and morality of 
cancer and Non-communicable disease in Japan. 
Journal of Nanjing Medical University 2003; 17: 10-17

14	 Ramadas A, Kandiah M. Food intake and colorectal 
adenomas: a case-control study in Malaysia. Asian 
Pac J Cancer Prev 2009; 10: 925-932

15	 房静远. 纤维素饮食及其代谢产物与结直肠癌的化学
预防. 胃肠病学 2008; 13: 707-709

16	 陈坤. 国人结直肠癌的病因学及综合防治策略. 国外
医学•流行病学, 传染病学分册 2005; 32: 193-195

17	 杨工, 高玉堂, 季步天, 金凡, 高汝聂, 郑树. 结、直肠
癌与营养因素的流行病学研究. 中华流行病学杂志 
1994; 15: 299-303

18	 Lynch MB, Sweeney T, Callan JJ, O'Sullivan JT, 
O'Doherty JV. The effect of dietary Laminaria-
derived laminarin and fucoidan on nutrient digest-
ibility, nitrogen utilisation, intestinal microflora and 
volatile fatty acid concentration in pigs. J Sci Food 
Agric 2010; 90: 430-437

19	 陆嵘, 房静远. 钙和维生素D预防结直肠癌的机制及其
临床应用. 世界华人消化杂志 2005; 13: 2360-2363

20	 Pufulete M. Intake of dairy products and risk of 
colorectal neoplasia. Nutr Res Rev 2008; 21: 56-67

21	 陆嵘, 房静远. 饮食因素与结肠癌. 肠外与肠内营养 
2006; 13: 316-319

           编辑  李薇  电编  李薇  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》外文字符标准

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

蛋白.

1-2

■同行评价
本文可读性较好, 
有一定的临床实
用价值.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年2月28日; 19(6): 636-639
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

β-catenin与VEGF-C和-D在结直肠癌中的表达及其相
关性

牟江洪, 向德兵, 肖华亮, 林 俐

牟江洪, 向德兵, 肖华亮, 林俐, 中国人民解放军第三军医大
学附属大坪医院野战外科研究所病理科 重庆市 400042
国家自然科学基金资助项目, No. 30801096
作者贡献分布: 此课题由牟江洪、向德兵及肖华亮设计; 研究过
程由牟江洪及林俐完成; 研究所用新试剂及分析工具由向德兵提
供; 数据分析由牟江洪与向德兵完成; 本论文写作由牟江洪完成.
通讯作者: 牟江洪, 主治医师, 400042, 重庆市, 中国人民解放军第三
军医大学附属大坪医院野战外科研究所病理科. mjh945@hotmail.com
电话: 023-68757649
收稿日期: 2010-11-19   修回日期: 2011-01-15
接受日期: 2011-01-21   在线出版日期: 2011-02-28

Expression of β-catenin and 
VEGF-C/-D in colorectal cancer 

Jiang-Hong Mou, De-Bing Xiang, Hua-Liang Xiao, 
Li Lin

Jiang-Hong Mou, De-Bing Xiang, Hua-Liang Xiao, Li 
Lin, Department of Pathology, Research Institute of Sur-
gery, Daping Hospital, the Third Military Medical Univer-
sity, Chongqing 400042, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30801096
Correspondence to: Jiang-Hong Mou, Department of 
Pathology, Research Institute of Surgery, Daping Hospital, 
the Third Military Medical University, Chongqing 400042, 
China. mjh945@hotmail.com
Received: 2010-11-19    Revised: 2011-01-15 
Accepted: 2011-01-21    Published online: 2011-02-28

Abstract
AIM: To investigate the expression of β-catenin 
and vascular endothelial growth factor-C/-D 
(VEGF-C/-D) in colorectal cancer (CRC) and to 
analyze their significance.

METHODS: The expression of β-catenin and 
VEGF-C/-D in 96 CRC specimens were detected 
by immunohistochemistry.

RESULTS: In normal colonic mucosa, β-catenin 
was detected on the plasma membrane of epi-
thelial cells. Reduced membrane expression of 
β-catenin was noted in CRC, and 67.71% of cases 
of CRC showed cytoplasmic and nuclear expres-
sion of β-catenin. The positive rates of VEGF-C/
-D expression were significantly higher in tumor 
tissue than in normal mucosa (43.75% vs 19.79%; 
38.54% vs 13.54%, both P < 0.01). The expression 

of β-catenin had a significantly positive correla-
tion with that of VEGF-C/-D (both P < 0.01).

CONCLUSION: Cytoplasmic and nuclear 
β-catenin expression may induce VEGF-C/-D 
overexpression in CRC, which may play an im-
portant role in lymphangiogenesis in CRC.

Key Words: Colorectal cancer; β-catenin; Vascular 
endothelial growth factor-C; Vascular endothelial 
growth factor-D; Lymphangiogenesis

Mou JH, Xiang DB, Xiao HL, Lin L. Expression of β-catenin 
and VEGF-C/-D in colorectal cancer. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(6): 636-639

摘要
目的: 探讨结直肠癌β-连环素(β-catenin)与血
管内皮生长因子-C和-D(VEGF-C, VEGF-D)的
表达相关性及其意义.

方法: 应用免疫组织化学SP法检测96例结直
肠癌及正常结直肠组织中β-catenin与VEGF-C
和-D的表达, 并分析其相关性和意义. 

结果: 正常结直肠黏膜β-catenin细胞膜阳性
表达, 结直肠癌β-catenin主要呈细胞核和/或
细胞质异位表达, 异位表达率为67.70%; 结
直肠癌组织VEGF-C和-D阳性率明显高于正
常结直肠组织(43.75% vs  19.79%; 38.54% vs  
13.54%, 均P <0.01); 而且β-catenin与VEGF-C
和-D的表达呈显著正相关(均P <0.01). 

结论:  结直肠癌β-c a t e n i n异位表达可能是
VEGF-C和-D高表达的重要原因, 其在结直肠
癌淋巴管生成中可能起重要作用.

关键词: 结直肠癌; β-连环素; 血管内皮生长因子

-C; 血管内皮生长因子-D; 淋巴管生成
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■背景资料
淋巴管生成是肿
瘤淋巴结转移的
一个重要因素. 研
究 表 明 ,  多 种 肿
瘤VEGF-C/-D表
达 显 著 增 加 ,  结
合 并 激 活 受 体
VEGFR-3, 诱导肿
瘤周围和/或肿瘤
内部淋巴管生成, 
促进肿瘤淋巴结
转移.

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
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0  引言

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth, 
VEGF)-C和-D是主要的淋巴管生成因子, 其可

能与肿瘤发生、发展有关, 尤其是VEGF-C和-D
通过其受体VEGFR-3信号传导途径诱导肿瘤

淋巴管生成, 促进肿瘤淋巴结转移的潜在作用

已越来越引起人们的重视[1,2]. β-catenin信号通

路异常激活可以启动多种下游靶基因转录(如
c-Myc、cyclin D1、NF-κB、COX-2、MMP等), 
在肿瘤的发生、发展、侵袭、转移中起重要作

用; β-catenin胞质和/或胞核异位表达是其发挥作

用的物质基础[3,4]. 新近有研究表明VEGF-C和-D
基因启动子含有β-catenin/Tcf-4复合体的结合位

点, 其可能是β-catenin信号通路的下游靶基因[5,6]. 
为此, 我们拟检测结直肠癌β-catenin异位表达和

VEGF-C/D表达的相关性, 探讨β-catenin信号通

路在结直肠癌淋巴管生成中可能的潜在作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取中国人民解放军第三军医大学附

属大坪医院1996-1998年间结直肠癌根治术石蜡

标本96例, 其中男50例, 女46例, 男女比例为1∶
1; 年龄22-83(平均53)岁, 中位年龄57岁; 术前均

未进行抗肿瘤治疗.
1.2 方法 所有标本经40 g/L中性甲醛液固定, 常
规石蜡包埋, 4 µm切片, 水化后行免疫组织化

学S P法染色 ,  切片均采用胰酶消化和微波抗

原修复, 其余步骤参照试剂盒说明进行. 每例

标本均对癌组织和相应正常结直肠黏膜染色. 
鼠抗人β-catenin(1∶200)、VEGF-C(1∶50)、
VEGF-D(1∶200)单克隆抗体均为Novus Bio公
司产品; SP试剂盒购自北京中杉生物技术公司. 
β-catenin染色结果判断标准参照Maruyama等[7]

的方法, 胞质和/或胞核着色细胞比例>10%为阳

性, 称为β-catenin异位表达. VEGF-C和-D表达采

用半定量计分法判定[8], 细胞着色强弱分为四级: 
不着色 = 0, 弱着色 = 1, 中等着色 = 2, 强着色 = 
3; 着色细胞比例也分为四级: 无细胞着色 = 0、
着色细胞比例<25% = 1, 着色细胞比例25-50% 
=2, 着色细胞比例>50% = 3. 细胞着色强弱和着

色细胞比例两者乘积≤2为阴性表达, >2为阳性

表达. 
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件对数据

进行显著性和相关性检验, 组间差异显著性采

用χ2或Fisher精确检验, β-catenin和VEGF-C/-D
表达的相关性采用Spearman秩相关分析, P <0.05

表示有显著统计学意义.

2  结果

2.1 结直肠癌β-catenin、VEGF-C和-D表达 图1
显示β-catenin阳性物质呈棕黄色细颗粒状, 正常

结直肠黏膜β-catenin定位于黏膜上皮细胞胞膜, 
结直肠癌β-catenin胞膜表达不同程度缺失, 主
要呈胞质和/或胞核表达, 异位表达率为67.70%. 
图2显示VEGF-C和-D阳性物质也呈棕黄色细

颗粒状, 主要定位于结直肠癌癌细胞胞质. 结直

肠癌组织VEGF-C和-D阳性率分别为43.75%和

38.54%, 经χ2或Fisher精确检验, 均显著高于正常

结直肠组织的表达率19.79%和13.54%(P <0.01; 
P <0.01).
2.2 结直肠癌β-catenin异位表达和VEGF-C/-D
表达相关性分析 结直肠癌组织中β-catenin和
VEGF-C或-D共同阳性或共同阴性的病例很多

(表1), 通过Spearman秩相关分析表明β-catenin异
位表达与VEGF-C或-D表达有显著的正相关性(r  
= 0.576, P <0.01; r  = 0.494, P <0.01).

3  讨论

VEGF-C和-D是目前发现的少数几个强有力的

淋巴管内皮生长因子, 属于VEGF家族成员. 但
是与VEGF等其他家族成员不同的是, VEGF-
C/-D具有双重作用: 在胚胎时期与血管内皮细

胞VEGFR-2结合诱导血管生成, 而在成年主要

与淋巴管内皮细胞VEGFR-3结合诱导淋巴管生

成[9]. 体内体外实验已经证实, VEGF-C/-D在多

种实体肿瘤中高表达, 并诱导肿瘤内和/或肿瘤

周围淋巴管生成, 促进肿瘤转移[10,11]. 我们以前

的研究也显示, 结直肠癌VEGF-C/-D表达较正常

结直肠组织显著增加, 并与癌周淋巴管密度、

淋巴结转移及远处器官转移密切相关, 提示结

直肠癌VEGF-C/-D可能主要诱导癌周淋巴管生

成, 进而促进结直肠癌转移[12]. 
但是到目前为止, 人们对VEGF-C/-D的调控

机制还缺乏足够的认识, 一个重要原因是淋巴管

生成机制与血管生成不尽相同, 缺氧等诸多影响

表  1  结直肠癌β-catenin异位表达和VEGF-C/-D表达 (n = 96)

     
VEGF-C(+) VEGF-C(-) VEGF-D(+) VEGF-D(-)

β-catenin

异位表达

      35       30       31       34

β-catenin

胞膜表达

        7       24         6       25

■相关报道
K a t o h 等 通 过 生
物 信 息 学 和 人
类 情 报 库 发 现
VEGF-C/-D基因
启动子区域含有
β -catenin/Tcf-4
复合体的结合位
点 ,  首 次 找 到 了
β-catenin信号通路
可能参与淋巴管
生成的直接证据.
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血管生成的因素并不调控VEGF-C/-D的表达. 现
有的研究仅发现细胞接触、类固醇激素以及几

种细胞因子(如Heregulin-β1)和致炎因子(如IL-
1α、TNF)等少数VEGF-C/-D调控因素[13,14], 而且

对其具体调控机制也还不甚清楚. 
β-catenin信号通路是近年来发育生物学及

肿瘤生物学研究的热点, 在胚胎发育过程以及

多种肿瘤的发生发展中起重要作用[4]. β-catenin
信号通路致癌的关键是: β-c a t e n i n胞质累积

(包括β-catenin突变、表达激活、降解减少、

E-cadherin-β-catenin复合体裂解等诱因), 然后转

位进入细胞核内, 结合并激活Tcf-4转录因子, 启
动下游靶基因转录(如c-Myc、cyclin D1、NF-
κB、COX-2、MMP等), 在肿瘤的发生、发展、

侵袭、转移中起重要作用[15]. 大约90%的结直肠

癌存在β-catenin信号通路异常, 被公认为结直肠

癌发生发展过程中的关键信号通路之一. 
更令我们感兴趣的是 ,  已有研究显示

β-catenin信号通路通过调控VEGF等对血管生

成具有重要的作用[5,16], 但是在淋巴管生成中是

否也有类似的功能尚不清楚. 新近有研究表明

VEGF-C和-D基因启动子含有β-catenin/Tcf-4复
合体的结合位点, 其可能是β-catenin信号通路的

下游靶基因[5,6]. 我们以前的研究发现β-catenin
异位表达与结直肠癌癌周淋巴管密度密切相关, 
可能与结直肠癌淋巴管生成有关, 但其具体机

制不清楚. 本次实验结果显示β-catenin异位表达

和VEGF-C/-D有显著的正相关性, 提示结直肠

癌VEGF-C/-D可能是β-catenin/Tcf-4信号通路的

下游靶基因, β-catenin可能通过该通路直接调控

VEGF-C/-D表达, 进而在结直肠癌淋巴管生成中

发挥作用. 其具体调控机制和作用位点的进一

步研究, 将有助于阐明结直肠癌淋巴管生成和

转移机制; 同时拓展β-catenin功能, 为潜在的靶

向β-catenin信号通路的分子、基因治疗提供新

的理论依据.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
bacterial translocation and acute systemic in-
flammatory syndrome (SIRS) in patients who 
underwent moderate or major upper abdominal 
operations.

METHODS: Sixty patients who underwent 
moderate or major upper abdominal operations 
were observed. Blood samples were collected 
before surgery and 1, 3, 5 d after surgery to de-
tect plasma D-lactate and isolate genomic DNA. 
PCR analysis was performed to amplify the 
β-galactosidase gene of Escherichia coli and 16S 
rRNA gene. SIRS was monitored in all patients 
for 10 days.

RESULTS: PCR results were negative in all the 

patients before operation, while positive PCR re-
sults were obtained in 14 patients after surgery. 
Twelve patients who showed positive PCR re-
sults had SIRS (12/14, 85.7%), while only 21.7% 
of patients (10/46) with negative PCR results 
had SIRS (P < 0.01). The positive rate of PCR test 
was significantly higher in patients with SIRS 
than in those without SIRS [54.5% (12/22) vs 
5.3% (2/38), P < 0.01], and in patients undergo-
ing major operations than in those undergoing 
moderate operations [38.5% (10/26) vs 11.8% 
(4/34), P < 0.05]. Plasma level of D-lactate was 
significantly higher in patient with positive PCR 
results than in those with negative PCR results (5 
d: 11.53 mg/L ± 0.68 mg/L vs 5.70 mg/L ± 2.46 
mg/L, P < 0.01) and in patients with SIRS than 
in those without SIRS (5 d: 10.61 mg/L ± 1.77 
mg/L vs 5.02 mg/L ± 1.8 mg/L, P < 0.01).

CONCLUSION: Increased intestinal permeabil-
ity is closely related to bacterial translocation, 
and bacterial translocation is closely related to 
SIRS.

Key Words: Gut barrier dysfunction; Bacterial 
translocation; D -lactate; Systemic inflammatory re-
sponse syndrome

Shao CC, Ding LA, Niu DG. Bacterial translocation after 
moderate or major upper abdominal surgery: an analy-
sis of 60 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(6): 
640-643

摘要
目的: 探讨上腹部中、大手术后肠道细菌易
位(BT)与术后全身炎性反应综合征(SIRS)的
关系. 

方法: 选择60例大、中型上腹部手术患者, 于
术前和术后1、3、5 d采集外周血, 进行血浆
D -乳酸, 全血细菌DNA检测. 全血DNA提取后
进行PCR扩增, 采用靶基因为大肠杆菌特异性
β半乳糖苷酶基因和16SrRNA基因. 观察患者
术后10 d以监测SIRS情况. 

结果: 术前P C R检测全血细菌D N A均为阴
性,术后共有14例阳性. PCR阳性组SIRS发生

®

■背景资料
1979年Berg等提
出细菌易位是指
肠道内活的细菌
穿过肠道黏膜层
进入固有层. 继而
到达肠系膜淋巴
结以及更远处的
器 官 .  在 严 重 的
创伤、出血、应
激、手术、感染
以及休克等应激
状态下, 会导致肠
屏障功能障碍、
细菌易位, 并由此
诱发全省炎症反
应综合征、脓毒
症、多器官功能
障碍 ,  甚至死亡 . 
可 见 ,  细 菌 易 位
极可能是SIRS及
MODS发生发展
中的关键环节. 细
菌易位理论研究
已在动物模型中
明确地证实, 但在
人类临床研究中, 
对其存在和意义
仍存在较大争议. 

■同行评议者
陈敬贤, 教授, 安
徽医科大学微生
物 教 研 室 ;  李 晓
波, 教授, 上海交
通大学药学院
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率为85.7%(12/14), 阴性组为21.7%(10/46), 
差异显著(P <0.01);  术后出现S I R S的患者
P C R阳性率为54 .5%(12/22), 无S I R S组为
5.3%(2/38), 差异显著(P <0.01); 大手术组PCR
阳性率为38.5%(10/26),中手术组PCR阳性率
为11.8%(4/34), 差异显著(P <0.05). PCR阳性
的患者外周血血浆D -乳酸浓度较PCR阴性者
明显升高(5 d: 11.53 mg/L±0.68 mg/L vs  5.70 
mg/L±2.46 mg/L, P <0.01), 有SIRS的患者外
周血血浆D -乳酸浓度较无SIRS患者明显升高
(5 d: 10.61 mg/L±1.77 mg/L vs  5.02 mg/L±1.8 
mg/L, P <0.01).

结论: 上腹部大、中型手术后肠黏膜屏障损
伤与BT关系密切, 术后SIRS和与BT密切相关. 
PCR技术对术后SIRS有较好的早期预警价值.

关键词: 肠黏膜屏障功能障碍; 细菌易位; D -乳酸; 

全身炎症反应综合征

邵长春, 丁连安, 牛冬光. 上腹部中、大手术后肠道细菌易位60

例.  世界华人消化杂志  2011; 19(6): 640-643
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0  引言

越来越多的学者及临床工作者关注肠屏障功能的

研究, 肠道作为多脏器功能障碍的始动器官[1], 已
被许多学者接受. 肠道缺血/再灌注损伤引起肠

道黏膜屏障功能障碍, 使肠腔中的细菌、内毒

素易位, 各种炎症介质的共同作用可触发全身

炎症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS), 而SIRS可能是导致多器官功

能障碍(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)的重要原因[2]. 当机体遭受创伤、出血、

应激、手术、感染以及休克等损害时, 可首先

造成肠黏膜的缺血、缺氧, 肠通透性增加, 寄
生于肠道内的微生物和/或内毒素 ,  通过某种

途径越过肠黏膜屏障, 大量侵入正常情况下为

无菌的肠道以外的组织, 如肠系膜淋巴结、门

静脉、肝、脾以及全身血液循环 ,  其结果可

能引发肠源性感染, 并且触发SIRS, 导致脓毒

症、休克、MODS, 甚至死亡[3,4]. 这一现象可

在动物实验中获得直接的证据, 临床上用以判

断肠黏膜屏障损伤及肠道细菌易位(bac t e r ia l 
translocation, BT)的指标与方法或可行性差, 人
体内难以得到直接证明. 本研究通过检测外周

血D -乳酸浓度判断肠黏膜通透性 ,  用提取全

血细菌DNA, 进行PCR扩增判断肠道BT, 探讨

上腹部中大型手术后肠黏膜屏障损伤、BT与

SIRS之间的联系.

1  材料和方法

1.1 材料 选择青岛大学医学院附属医院普外科

2009-12/2010-07大中型上腹部手术患者60例, 其
中根治性远端胃切除术18例, 根治性近端胃切

除术9例, 根治性全胃切除术8例, 胰十二指肠切

除术12例, 胆肠吻合术13例. 男32例, 女28例, 平
均年龄55.8(36-70)岁. 所有研究的患者均知情同

意, 该研究课题已通过大学伦理委员会会的批

准. 术前有严重全身性疾病、脏器功能障碍及

严重并发症的患者不列入本研究. 术前准备按

常规进行. 所有研究的患者均常规预防性使用

抗生素.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按手术时间及术中失血量粗略地分

为大手术组[手术时间>3 h和(或)术中失血>500 
mL]和中等手术组; 按PCR扩增结果分为PCR阳
性组与PCR阴性组. 按术后是否出现SIRS分为

SIRS组及无SIRS组. 
1.2.2 血D -乳酸水平的测定: 分别于术前1 d及术

后1、3、5 d各取静脉血3 mL, 经肝素抗凝, 离
心, 血浆置EP管中-80 ℃冻存后成批检测. 血浆

D -乳酸采用酶学分光光度法检测. 原理: D -乳酸

与氧化型辅酶在碱性环境中和D -乳酸脱氢酶存

在条件下, 可生成丙酮酸和还原型辅酶, 在反应

体系中加入肼类化合物, 除去丙酮酸, 使反应向

右进行, 测定还原型辅酶的吸光度即可定量D -
乳酸. 简要步骤如下[5]: 取血浆0.4 mL+5.8 mol/L
高氯酸0.04 mL, 振荡20 s混匀后冰浴10 m in, 
4 000 r/min 4 ℃离心10 min; 取上清0.2 mL+11.6 
mol/L氢氧化钾0.02 mL, 混匀后冰浴10 min, 3 
200 r/min 4 ℃离心10 min; 取上清0.125 mL+辅
酶I-甘氨酸缓冲液0.375 mL+D -乳酸脱氢酶0.025 
mL, 混匀后置25 ℃水浴90 min; 采用Beckman 
DU-7紫外分光光度计(波长340 nm)测定A值, 并
以不同浓度的D -乳酸作标准曲线. 
1.2.3 血细菌DNA检测: 分别于术前1 d及术后

1、3、5 d各取静脉血3 mL, 经Na2EDTA抗凝处

理, 4 ℃保存后成批检测. 经高速离心后, 采用血

细菌DNA提取盒(Biospin细菌DNA提取盒)提取

细菌DNA, 以标准菌株为阳性对照, 进行PCR扩
增. 引物设计: 大肠杆菌特异性β半乳糖苷酶基

因的BG-1、BG-4; 所有细菌共有16SrRNA基因

的高度保守区引物16SrRNA+、16SrRNA. 引物, 
引物序列, 靶基因及扩增产物长度见表1. 
1.2.4 观察术后SIRS情况: 观察术后10 d有无

■相关报道
Ono等研究了52
例外科患者, 包括
肝叶切除、食管
切除及结肠癌化
疗患者, PCR检测
阳性, 大部分为肠
源性细菌及少量
白念珠菌, 而对照
组健康人群全部
阴性. 说明肠屏障
的破坏确可引起
细菌易位的发生, 
但缺乏与术后脓
毒症发生的关联. 

■创新盘点
目前, 尚无非常可
靠的方法来明确
人类细菌易位的
诊断, 肠系膜淋巴
结培养受到多方
面 的 限 制 ,  而 血
培养阳性率较低. 
本研究采用PCR
技术测定细菌易
位, PCR方法可检
测全血细菌DNA, 
可提供细菌易位
的直接证据, 较传
统的血培养敏感. 
本研究将PCR技
术应用于临床研
究, 研究表明细菌
易位与术后SIRS
的发生有着密切
的关系.
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SIRS发生, 具备以下两项或两项以上体征可诊断

为SIRS: 体温>38 ℃或<36 ℃; 心率>90次/min; 呼
吸频率>20次/min或PaCO2<4.27 kPa(32 mmHg); 
外周血白细胞计数>12.0×109/L或<4.0×109/L, 
或未成熟粒细胞>10%.

统计学处理 数各分组所得计量数据采用

mean±SD表示, 用SPSS17.0软件处理数据, 计数

资料采用χ2检验, 计量资料采用t检验及ANOVA
分析.

2  结果

2.1 PCR结果和术后SIRS情况 术前PCR检测全

血细菌DNA均为阴性, 术后共出现14例PCR阳

性, 其中具有代表性的图谱见图1, 2. 22例患者

术后发生SIRS, 其中有12例患者PCR阳性, 有6
例手术时间超过4 h, 失血超过1 000 mL. PCR
阳性组SIRS发生率为85.7%(12/14), 阴性组为

21.7%(10/46), 差异有显著统计学意义(P <0.01, 
表2 ) .  术后出现S I R S的患者P C R阳性率为

54.5%(12/22), 无SIRS组为5.3%(2/38), 差异有

显著统计学意义(P <0.01, 表2). 大手术组PCR
阳性率为38.5%(10/26), 中手术组PCR阳性率为

11.8%(4/34), 差异有统计学意义(P <0.05, 表2).
2.2 血浆D -乳酸, PCR及SIRS情况 上腹部中大型

手术后, 血浆D -乳酸水平较术前升高. 在术后同

一时间, PCR阳性组血浆D -乳酸水平显著高于

PCR阴性组, 有显著统计学意义(P <0.01, 表3). 在
术后同一时间, SIRS组血浆D -乳酸水平显著高于

无SIRS组, 有显著统计学意义(P<0.01, 表3). 

3  讨论

BT及其并发症已在大量的动物模型中明确地证

实存在, 尤其在发生严重创伤或失血性休克后, 
但在人类临床研究中, 对其存在和意义仍存在

较大争议[6-8]. 
D -乳酸是肠道多种细菌发酵的代谢产物, 

当肠道发生急性缺血时, 局部细菌大量繁殖, 破
坏肠黏膜生物屏障, 由于肠缺血导致肠黏膜绒

毛顶端上皮脱落, 细胞旁路径增加而导致肠黏

膜通透性增加[9]. 此时肠道中细菌产生的大量D -
乳酸透过受损的肠黏膜经循环进入血液, D -乳
酸在肝内不被分解, 因此外周血浆D -乳酸水平

与门静脉血浆D -乳酸水平相比无明显变化, 通
过测定外周血血液中D -乳酸水平可及时反映肠

黏膜损害程度和通透性变化[10,11]. 因此, 外周血

表  1  PCR扩增细菌DNA的引物

     
引物                                  引物序列         靶基因 扩增产物长度(bp)

BG-1(+strand) 5'-CTT TGC CTG GTT TCC GGC ACC AGA A-3' 

(201-225)

大肠杆菌特异性β-

半乳糖苷酶基因

         762

BG-4(-strand) 5'-AAC CAC CGC ACG ATA GAG ATT CGG G-3' 

(963-939)
16SrRNA+(+strand) 5'-AGT TTG ATC CTG GCT CAG -3'(8-27) 16S rRNA基因           768

16SrRNA-(-strand) 5'-GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT-3'(806-787) 

表  2  PCR技术检测全血细菌DNA结果 (n )

     
分组

  
n PCR(+)

                              BG                                                           16SrRNA

0 d 1 d 3 d 5 d 0 d 1 d    3 d 5 d

SIRS组 22 12 0 5 12 10 0 7 12 11

Non-SIRS组 38   2 0 2   1   0 0 2   1   0  

大手术组 26 10 0 4 10   9  0 6 10 10

中手术组 34        4 0 3   2   1 0 4   3   1

     bp
1 000
   762
   500
   100

1                  2                   3

图  1  PCR检测BG阳性. 1: Marker; 2: 对照; 3: 样本.

1             2            3              4     bp
1 000
   798
   500

   100

图  2  PCR检测16SrRNA阳性. 1: Marker; 2: 对照; 3: 样本1; 4: 

样本2.

■应用要点
本研究提示上腹
部中大型手术后
肠通透性升高, 可
能发生肠黏膜屏
障损伤导致细菌
易 位 ,  诱 发 全 身
炎症反应综合征, 
PCR技术可早期
诊断细菌易位, 对
术后SIRS有较好
的早期预警价值, 
具有一定的理论
价值和临床意义.
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中血浆D -乳酸的测定可作为判断肠黏膜屏障功

能的敏感指标. 本研究采用PCR方法可检测全血

细菌DNA, 较传统的血培养敏感[12]. 
本研究表明上腹部中大型手术可发生BT, 

术后发生SIRS与BT有着密切的关系. 术后发生

BT的原因可能主要是手术中麻醉与手术创伤刺

激引起内脏血管痉挛, 加之术中失血,肠道处于

缺血缺氧状态, 缺血再灌注损伤, 释放炎症介质,
导致肠屏障功能破坏, 从而易于发生BT[13,14]. 大
手术组PCR阳性率较中手术组高(P <0.05). 在60
例手术中, 有6例手术时间>4 h, 失血超过1 000 
mL, 这6例患者术后PCR结果均为阳性. 这表明

术后BT与手术创伤有关, 手术创伤越大, 时间越

长, 术中失血越多, 肠道缺血缺氧越严重, 越容

易发生BT. 
本研究结果提示, 上腹部中大型手术创伤

较大可引起机体缺血再灌注损伤、炎症介质释

放, 肠道黏膜损伤, 使肠黏膜通透性增高, 造成

肠道BT, 机体对其的反应表现为SIRS; 而SIRS
启动后进一步激发大量炎性介质的全身性释放, 
作用于肠道造成肠道血流的低灌注, 肠黏膜缺

血缺氧, 进一步加重肠黏膜屏障的功能损害, 易
于导致肠道BT发生. 上腹部中大型手术术后发

生SIRS与BT有着密切的关系, BT与SIRS的关

系是相互的[15]. PCR技术可早期诊断BT, 对术后

SIRS有较好的早期预警价值. 此外, 适度的麻醉, 
缩短手术时间、减少手术创伤及术中失血有

助于预防术后BT的发生. PCR有自身的局限性, 
PCR仅能检出细菌DNA的碎片, 并不能确定细

菌是否具有活力, 另外PCR不能进行药物敏感试

验来指导临床抗生素治疗而血培养可以做到这

些, 故将血培养与PCR检测配合起来更有意义. 
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表  3  患者外周血D-乳酸的变化 (μg/mL)

     
分组   n         0 d         1 d         3 d          5 d

PCR(+)组 14 0.48±0.11 17.98±1.86b 13.30±0.84b 11.53±0.68b

PCR(-)组 46 0.52±0.15   9.96±3.51   7.46±3.17   5.70±2.46

SIRS组 22 0.49±0.11 16.96±2.26d 12.79±1.20d 10.61±1.77d

Non-SIRS组 38 0.51±0.16   8.87±2.69   6.52±2.59   5.02±1.8

bP<0.01 vs  PCR阴性组; dP<0.01 vs  Non-SIRS组.

■同行评价
本文实验设计较
合理 ,  思路清楚 , 
具有一定的理论
价值和临床意义. 
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Abstract
AIM: To assess the safety, efficacy and patient 
satisfaction of endoscopic stent placement for 
stenosis of the digestive tract.

METHODS: A total of 273 patients with steno-
sis of the digestive tract were included in the 
study, of whom 242 had esophageal and cardial 
stenosis, 24 had gastroduodenal stenosis, 7 had 
colorectal stenosis; 256 had malignant stenosis, 
17 had benign stenosis; 273 had gastrointestinal 
obstruction symptoms; 15 suffered from esopha-
geal fistula. Endoscopic placement of stents was 
performed in all patients. The safety, efficacy 
and patient satisfaction were evaluated after 
stent placement.

RESULTS: Stents were successfully placed in 
all patients (100%). Gastrointestinal obstruc-
tion symptoms were alleviated in 266 patients 
(97.4%). Esophageal fistula was successfully 
closed in 15 patients (100%). Stent-related ad-

verse effects occurred in 156 patients (57.1%), 
mainly including chest (abdominal) pain in 87 
cases (31.9%) and bleeding in 39 cases. Only one 
patient with malignant esophageal stenosis died 
of gastrointestinal bleeding after esophageal 
stent placement. Re-stenosis was detected in 43 
patients (15.8%). Approximately 93.8% of pa-
tients were satisfied with the treatment.

CONCLUSION: Endoscopic stent placement 
is an effective and relatively safe treatment for 
stenosis of the digestive tract and esophageal fis-
tula. The rate of treatment satisfaction is high.

Key Words: Stent; Treatment; Stenosis of the di-
gestive tract

Sun J, Liu WT, Wang BM, Zhang QY, Lv ZS. Endoscopic 
stent placement for stenosis of the digestive tract: an 
analysis of 273 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(6): 644-649

摘要
目的: 探讨内镜下支架置入术治疗消化道狭
窄的临床疗效、安全性及患者的治疗满意度. 

方法: 273例消化道狭窄患者, 食管贲门狭窄
242例, 胃十二指肠狭窄24例, 结肠直肠狭窄7
例; 恶性狭窄256例, 良性狭窄17例, 所有患者
均有不同程度的消化道梗阻症状, 其中15例合
并食管气管瘘, 均行内镜直视下支架置入术, 
术后观察临床疗效和不良反应, 并进行治疗满
意度调查. 

结果: 所有患者均成功置入支架 ,  2 6 6 例
(97.4%)消化道梗阻症状缓解, 15例(100%)食
管气管瘘者瘘口得到有效封堵. 156例(57.1%)
于架置入术后出现不良反应, 主要为胸(腹)痛
87例(31.9%), 出血39例(14.3%), 其中1仅例食
管恶性狭窄者术后当天因消化道大出血死亡. 
43例(15.8%)出现再狭窄. 256例(93.8%)对治疗
表示满意.

结论: 内镜下支架置入术是一种治疗消化道
狭窄、解除梗阻、封堵瘘口非常有效的治疗
方法, 手术安全性较高, 使患者获得较高的治

®

■背景资料
消化道狭窄是临
床上常见的疾病, 
严重者可导致消
化道梗阻, 甚至危
及生命. 近年来支
架置入术在消化
道狭窄中的应用
越来越广泛. 

■同行评议者
丁士刚, 教授, 北
京大学第三医院
消化科 ;  肖恩华 , 
教授, 中南大学湘
雅二医院放射教
研室
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0  引言

消化道狭窄通常见于消化道良恶性肿瘤以及消

化道疾病手术后吻合口狭窄、食管烧灼伤后瘢

痕性狭窄、贲门失弛缓症、幽门不全梗阻等, 
近年来随着支架操作技术的不断成熟, 置入支

架已经成为治疗消化道狭窄的一种重要方法[1]. 
本文对天津医科大学总医院2000-01/2010-05期
间内镜下支架置入术治疗消化道狭窄273例进

行回顾性分析, 旨在探讨其临床疗效、安全性

及患者的治疗满意度, 为今后开展临床工作提

供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 273例患者, 住院157例, 门诊116例; 男
211例, 女62例; 年龄17-95(平均72.9±11.0)岁. 其
中食管贲门狭窄242例, 胃十二指肠狭窄24例, 
结肠直肠狭窄7例. 恶性狭窄256例, 包括食管贲

门癌222例, 食管癌术后吻合口复发3例, 胸腺癌

1例, 胃窦癌12例, 十二指肠球部恶性肿瘤1例, 
胃窦癌术后复发浸润十二指肠3例, 胃窦癌合并

胆管癌、肝癌1例, 胰头癌4例, 壶腹癌2例, 结肠

癌3例, 直肠癌2例, 直肠癌术后吻合口复发2例. 
其中有15例食管恶性狭窄者合并食管气管瘘, 
最多的1例有4个瘘口. 良性狭窄17例, 包括食管

癌术后吻合口良性狭窄8例, 化学物品腐蚀2例
(均为误服过氧乙酸), 食管炎4例, 短食管1例, 食
管平滑肌瘤术后狭窄1例, 胃大部切除术后吻合

口良性狭窄1例.
1.2 方法 
1.2.1 食管贲门狭窄支架置入: 常规进入胃镜, 观
察食管狭窄上口, 记录距门齿的距离, 如胃镜能

够通过狭窄段, 则记录狭窄段的长度, 如胃镜不

能通过狭窄段, 则进入引导钢丝, 退出胃镜, 沿
引导钢丝用沙氏扩张器进行扩张0.9-1.1 cm, 再
次进镜记录狭窄段长度, 根据长度及部位选择

合适的支架, 沿引导钢丝进入, 到合适位置释放, 
然后再次进入胃镜观察以确定支架释放是否合

适. 有瘘管存在的, 要注水观察患者有无呛咳. 
1.2.2 胃十二指肠狭窄支架置入: 进入胃镜至胃

腔后, 找到狭窄部位, 观察狭窄方向, 沿狭窄方

向插入引导钢丝至狭窄段远端, 沿引导钢丝插

入造影导管, 注入造影剂在X线透视下观察, 观
察狭窄位置、程度及长度, 若狭窄明显, 则退出

造影导管后沿引导钢丝置入气囊行狭窄段扩张, 
然后沿引导钢丝进入支架, 到合适位置释放. 最
后观察支架的位置及扩张情况. 
1.2.3 结肠直肠狭窄支架置入: 结肠镜下找到狭

窄口, 进入引导钢丝至狭窄段远端, 沿引导钢丝

进入造影导管, 注入造影剂在X线透视下观察, 
观察狭窄位置、程度及长度, 沿引导钢丝进入

支架, 到合适位置后释放. 观察支架位置及扩张

均正常后退出结肠镜. 
1.2.4 支架选择: 我们根据病变的位置选择不同

的支架, 食管贲门狭窄者选择食管支架, 其中贲

门狭窄者选择带防反流瓣膜支架; 胃十二指肠

狭窄者选择十二指肠支架, 结肠直肠狭窄者选

择结肠支架. 根据病变长度选择不同长度的支

架, 一般是病变长度加4 cm为支架长度. 
1.2.5 疗效判断: 食管贲门狭窄者进行吞咽功能

Stooler分级[2]: 0级, 无吞咽困难; 1级, 能进固体

食物; 2级, 能进半流质饮食; 3级, 能进流质饮

食; 4级, 完全不能进食. 支架置入前后进行分

级比较, 改善1个级别以上者视为有效. 合并食

管气管瘘者, 呛咳症状消失为有效. 胃十二指肠

狭窄者术后恶心呕吐等梗阻症状解除者视为有

效. 结肠直肠狭窄者术后肠梗阻症状解除者视

为有效. 
1.2.6 术后随访: 术后对患者进行密切随访观察

临床疗效、不良反应以及恶性狭窄患者的术后

生存时间, 并进行治疗满意度调查. 随访方式为

电话和门诊随访. 治疗满意度调查采用门诊问

卷及电话调查的方式进行, 分为满意、基本满

意、不满意3个等级, 满意率 = (满意人数+基本

满意人数)×100%/该组人数, 评价为不满意者, 
记录原因.

统计学处理 数采用SPSS17.0软件进行统计

学处理, 食管狭窄患者术前术后吞咽困难评分

采用t检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 临床疗效 273例消化道狭窄患者均成功置入

支架, 成功率100%. 其中19人分两次置入2枚支

架, 2人分3次置入3枚支架, 5人1次置入2枚支架, 
其余均为1次置入1枚支架, 共置入301枚支架. 
支架位置及长度见表1. 有2例食管支架因患者

咳嗽较剧烈第1次置入失败, 第2次置入获得成

■研发前沿
支架置入术后的
不良反应一直是
临床上迫切需要
解决的问题.
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功(其中1例第2次运用超细胃镜), 其余均1次成

功. 有21例食管支架上端均门齿20 cm以内, 有1
例距门齿16 cm. 部分支架为扩张后置入: 其中沙

氏扩张器扩张后置入食管支架147例, 球囊扩张

后置入十二指肠支架3例. 术后消化道梗阻解除

者266例, 有效率97.4%. 242例食管狭窄患者, 术
前吞咽困难的平均级数由3.13±0.74改善为术

后的1.78±0.72, 有效236例, 占97.5%, 其中15例
合并食管气管瘘者, 支架置入后呛咳症状全部

解除, 有效率100%; 24例胃十二指肠狭窄患者, 
23例梗阻症状解除, 占95.8%; 7例结肠直肠狭窄

患者, 过渡治疗4例, 姑息治疗3例, 支架置入术

后梗阻症状均解除, 占100%, 详见表2, 表3. 无效

者7例, 食管支架置入术后无效6例, 其中1例食

管支架置入后因进食没有明显改善, 应患者要

求于1 wk后取出; 3例术后放置胃肠营养管; 1例
术后行胃镜下胃造瘘术失败后放置胃肠营养管; 
1例应患者要求未再做进一步处理; 十二指肠支

架置入术后无效1例, 患者拒绝进一步治疗, 于
术后25 d死亡.
2.2 不良反应 消化道支架置入术中术后共156
例(57.1%)患者出现一项或多项不良反应, 主要

为: (1)胸(腹)痛: 87例(31.9%)于支架放置部位疼

痛, 大部分能自行缓解, 少部分对症处理后2-7 
d症状消失; (2)出血: 39例(14.3%)出现出血, 其
中37例术中少量出血, 1例出现术后呕血, 均经

处理后缓解, 仅1例恶性食管狭窄者于手术当天

因大出血死亡; (3)支架移位: 15例(5.5%)发生支

架移位, 均为食管支架, 其中向上移位3例, 向下

移位8例, 掉入胃中4例; (4)肿物再生长: 共36例
(13.2%)出现肿物再生长, 其中支架上部肿物生

长14例, 支架下部肿物生长8例, 支架中间部肿

物生长4例, 支架两端都有生长5例; (5)食团(或
粪团)阻塞: 共发生11例(4.0%), 全部为食团阻塞, 
均经内镜下清除; (6)呃逆: 17例(6.2%)见于食管

支架及十二指肠支架置入术后患者, 均经对症

处理后于2-7 d缓解; (7)呼吸困难: 3例(1.1%)食
管支架置入术后出现呼吸困难, 经吸氧等处理

后于7-10 d症状缓解; (8)吸入性肺炎: 3例(1.1%)
食管支架置入术后患者出现吸入性肺炎, 均经

抗生素治疗后痊愈(表3).
2.3 术后再狭窄 食管恶性狭窄者, 共36例发生

再狭窄, 其中支架移位11例, 肿物再生长25例, 
治疗方法: 扩张7例, 调整支架位置3例, 加放支

架21例, 重放支架3例, 高频电烧灼2例. 再狭窄

均有效得到解除. 食管良性狭窄中2例化学物品

腐蚀者 , 因反复出现狭窄, 1例共叠加3枚支架, 
1例共叠加2枚支架, 并反复多次扩张, 最后2例
均选择外科姑息手术治疗, 余有9例随访1年, 均
未发生再次狭窄. 胃十二指肠恶性狭窄支架置

入术后有4例分别于术后4、6、11、13 mo因肿

物生长出现再狭窄, 其中1例加放1枚支架, 1例
又选择外科姑息手术治疗, 1例置入十二指肠营

养管, 1例拒绝任何特殊处理. 3例姑息治疗的结

肠直肠支架置入术患者,  1例于术后4 mo又因肿

物生长出现再狭窄致不完全梗阻, 患者拒绝进

一步治疗. 
2.4 术后生存时间 术后随访, 恶性狭窄患者死亡

184例, 其中食管恶性狭窄者死亡167例, 生存时

间为1 d-27 mo, 平均10.5 mo; 胃十二指肠恶性狭

窄者死亡15例, 生存时间为1-19(平均7) mo; 结
肠直肠恶性狭窄姑息治疗者死亡2例, 分别为术

后5、8 mo, 平均6.5 mo. 死亡主要原因为肿瘤转

移和全身衰竭. 
2.5 治疗满意度调查 术后进行治疗满意度调查, 
门诊问卷46例, 电话调查227例, 其中调查患者

本人92例, 对于部分已经死亡患者对其家人进

■相关报道
Khot等对1990-
2000年发表的关
于直肠结肠支架
置入相关文献进
行 总 结 ,  发 现 穿
孔率4%, 移位率
1 0 % ,  再 梗 阻 率
10%.

表  1  支架的位置及长度 (n )

     
0-8 cm 9-10 cm 11-12 cm 13-14 cm 15-16 cm >16 cm

食管贲门    57     89    100       7     16     1

胃十二指肠      2     20        1       1       0     0

结肠直肠      0       6        1       0       0     0

总计    59   115    102       8     16     1

表  2  242例食管狭窄患者支架置入术前术后主要临床
表现比较

     
分组

            吞咽苦难(n )
呛咳%(n )

0级  1级  2级  3级 4级   
平均级数

术前   0   0   53 105 84 3.13±0.74 100(15/15)

术后   2 87 116   36   1 1.78±0.72b     0(0/15)

bP<0.01 vs  术前.
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行调查, 共181例, 结果对支架治疗的满意率为

93.8%. 详见表3. 有17例表示对治疗不满意, 原
因有: 梗阻症状没有解除(13例), 术后出现不良

反应(4例).

3  讨论

目前, 支架已经被广泛应用于消化道各种原因

所导致的狭窄, 特别是食管狭窄[3]. 食管狭窄是

食管疾病尤其是晚期食管癌的常见并发症, 主
要引起吞咽困难等临床症状, 严重者甚至无法

进食、合并食管气管瘘, 严重影响了患者的生

活质量并可危及生命[4-6]. 放置支架后, 能明显提

高患者的生存质量. 国内外学者报道[4,7-9], 食管

支架置入后吞咽困难症状缓解率94.6%-100.0%, 
而食管气管瘘呛咳症状解除的有效率为100%. 
本组病例273例中, 食管支架置入者242例, 占
88.6%. 食管支架置入术后236例吞咽困难症状

缓解, 有效率97.5%, 食管气管瘘呛咳症状的缓

解率为100%. 2例化学品腐蚀者均多次出现再狭

窄, 虽经反复扩张及重叠放置支架, 但因效果欠

佳而患者最终都选择外科手术治疗. 有文献报

道[10], 食管狭窄的支架治疗只适用于距门齿21 
cm以下的病变, 若支架位置过高, 置入后易引起

疼痛、异物感, 甚至发生出血、穿孔等严重不

良反应. 而Eleftheriadis等[11]认为支架置入术治

疗高位食管狭窄同样有效、安全且患者耐受性

好. 本研究中, 共放置了21例上端距离门齿不足

20 cm的食管支架, 其中1例距门齿16 cm, 均耐受

性好, 无严重不良反应出现. 也有学者[12]认为, 高
龄患者应为食管扩张和支架置入的禁忌. 而潘

元海等[13]则认为对80岁以上高龄老人而言, 食
管支架置入术也仍然是一种安全有效的治疗狭

窄、解除梗阻的方法. 在本研究中, 242例食管

狭窄患者中, 年龄超过80岁的75例(其中年龄>90
岁的8例), 扩张27例, 均顺利成功置入, 未发生严

重不良反应. 国内外文献报道[14-18]胃十二指肠支

架置入成功率为94%-100%, 梗阻症状解除率为

94%-100%. 本研究中24例支架均成功置入, 成
功率100%, 23例梗阻症状缓解, 有效率为95.8%. 
文献[19,20]报道结肠支架置入成功率为75%-85%, 
24 h内梗阻的临床缓解率为94%-95%, 支架置入

成功率与狭窄的位置有关, 位置越高, 成功率越

低. 本研究中, 7例直肠结肠支架置入术均操作

成功, 成功率为100%, 所有患者梗阻均解除, 有
效率为100%. 我们认为, 内镜下消化道支架置入

术是治疗消化道狭窄缓解梗阻的非常有效的手

段, 对于食管恶性狭窄合并的食管气管瘘的封

堵尤为有效, 对于高龄及高位食管狭窄同样适

用. 操作相对简单, 成功率高, 部分患者不用住

院就可以治疗. 但对于食管腐蚀性损伤, 食管扩

张并支架置入术远期治疗效果较差. 
消化道支架置入术的不良反应较多, 常见

的有疼痛、移位以及消化道大出血、穿孔等严

重不良反应. Selinger等[21]报道137例食管支架

置入术患者中, 41.6%的患者至少出现一种不良

反应, 而穿孔等严重不良反应的发生率为5.8%. 
Keller等[8]报道35例食管支架置入患者中, 1例死

于术后消化道大出血. 曾有Sanyal等[22]报道1例
食管支架移位致肠梗阻穿孔, Han等[23]报道了1
例结肠癌支架置入术后致结肠穿孔. 国外文献

报道[16-18,24]胃十二指肠支架置入术主要不良反

应的发生率在21%-36%. Khot等[25]对1990-2000
年发表的关于直肠结肠支架置入相关文献进

行总结, 发现穿孔率4%, 移位率10%, 再梗阻率

10%. 本研究中, 156例出现1项或多项不良反应, 
发生率为57.1%, 发生率最高的是胸(腹)痛, 为
31.9%, 主要与支架对消化道扩张的机械性刺

激和对肿物的压迫性缺血、周围组织挤压、牵

拉有关. 出血是支架置入术的严重不良反应之

一, 本研究中有1例晚期食管癌患者支架置入术

■应用要点
本研究对高龄、
高位食管狭窄患
者支架置入术安
全性进行了评价, 
并详细分析了支
架置入术不良反
应的发生原因, 有
利于临床医生参
考和借鉴.

表  3  消化道支架置入术后不良反应及治疗满意度调查

     
部位 n 有效率(%)

                                                                   不良反应n (%)
满意率(%)

胸/腹痛    出血  移位 肿物

再生

食团/粪团

堵塞

   呃逆 吸入性

肺炎

呼吸

困难
食管贲门 242   97.5 79(32.6) 34(14.0) 15(6.2) 31(12.8) 11(4.5) 13(5.4) 3(1.2) 3(1.2)   93.8

胃十二指肠   24   95.8   6(25.0)   3(12.5)   0(0.0)   4(16.7)   0(0.0)   4(16.7) 0(0.0) 0(0.0)   91.7

结肠直肠     7 100.0   2(28.6)   2(28.6)   0(0.0)   1(14.3)   0(0.0)   0(0.0) 100.0

合计 273   97.4 87(31.9) 391(14.3) 15(5.5) 36(13.2) 11(4.0) 17(6.2) 3(1.1) 3(1.1)   93.8

1: 其中1例消化道大出血死亡.
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后当天因消化道大出血死亡, 考虑为在置入支

架的过程中机械性刺激使受肿瘤浸润的血管壁

破裂而致, 这一类出血比较迅猛, 几乎没有抢救

的机会[26]. 少量的出血在支架置入的过程中亦

比较常见, 主要见于狭窄明显, 需要预扩张的患

者, 由于操作过程中反复机械性作用引起黏膜

损伤, 往往取出探条或球囊时就发现带有血迹; 
有些癌组织较脆, 稍碰触即会出血. 支架移位也

是消化道支架置入术的一个重要不良反应, 本
研究中共有15例发生, 主要由于术前扩张直径

偏大、狭窄部位太短所致. 肿物再生为后远期

不良反应, 放置无覆膜支架, 黏膜受到不断刺激

可出现过度增生, 经支架网孔向腔内生长; 全覆

膜支架置入术后可发生支架两端肿物再生, 主
要是由于放置支架两端超出病变较短, 肿物生

长迅速所致. 食团阻塞导致梗阻也是支架置入

术后容易出现的问题, 本研究中, 11例出现食团

的堵塞, 虽然全部经内镜清除, 但是部分患者产

生了恐惧心理, 不敢进软食, 改为流质或半流质, 
生活质量下降, 我们的体会是: 术后对患者的宣

教以及随访非常重要, 可以有效避免食团阻塞, 
对患者生活质量提高有帮助. 再狭窄是支架术

后最为突出的临床问题, 本研究273例中, 发生

再狭窄43例, 发生率为15.8%, 除2例良性食管再

狭窄外, 30例系由肿瘤组织生长、11例系由支架

移位所致. 对于支架置入术后再狭窄的处理, 我
们的体会是: 恶性狭窄, 由支架移位所致者, 尽
量通过调整支架位置来解决; 支架移位但不能

拖动或者单纯由肿瘤生长所致狭窄者, 则可以

通过扩张、加放支架或射频烧灼来处理; 化学

品腐蚀的狭窄, 扩张、加放支架有时效果欠佳, 
部分最终需要外科手术治疗. 再狭窄的预防很

重要: 进行扩张时, 扩张直径不宜太大; 支架置

入术后定期复查, 可有效避免支架移位所致再

狭窄. 
总之, 经内镜支架置入术是治疗消化道狭窄

非常有效的手段之一, 操作简单、费用较低、

创伤较小、安全性较高, 能显著提高患者的生

活质量, 患者易于接受, 术后治疗满意度较高. 
但是术后不良反应仍是较为突出的问题, 应引

起我们的重视. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of body position on 
respiratory mechanics in patients during laparo-
scopic surgery.

METHODS: Reserve trendelenburg position was 
adopted in 20 patients undergoing laparoscopic 
gastrectomy, while conventional trendelenburg 
position was adopted in 20 patients undergo-
ing laparoscopic enterectomy. All patients were 
subjected to general anaesthesia, and controlled 
ventilation was selected. The compliance of the 
lungs (Cpat) and airway pressure (Paw) were 
monitored with the Drager primus anesthesia 
machine. PaCO2 and PaO2 were monitored with 
the Siemens Rapidlab1265 Blood Gas Analyzer. 
Measurements were divided into five distinct 
phases: 5 minutes after the induction of anesthe-
sia (T1); 5 minutes after pneumoperitoneum (T2); 

5 minutes after position change (T3); 5 minutes 
after adjusting ventilation parameters (T4); and 
5 minutes after peritoneal deflation (T5). Respi-
ratory mechanics were analyzed using SPSS15.0 
statistics software.

RESULTS: PaCO2 and Paw at T2 in the conven-
tional trendelenburg group were significantly 
higher than those in the reserve trendelenburg 
group (both P < 0.05). PaO2 and Cpat at T2 and 
T3 in the conventional trendelenburg group 
were significantly lower than those in the re-
serve trendelenburg group (all P < 0.01).

CONCLUSION: Body position can affect respira-
tory parameters during laparoscopic surgery.

Key Words: Pneumoperitoneum; Body position; Re-
spiratory mechanics; General anesthesia

Hao D, Zhang J. Impact of body position on respiratory 
mechanics in patients during laparoscopic surgery. Shijie 
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摘要
目的: 研究腹腔镜手术气腹时不同体位变化
对患者动脉血二氧化碳分压(PaCO2)、动脉
血氧分压(PaO2)、肺顺应性(Cpat)、气道压
(Paw)的影响, 为术中麻醉呼吸管理提供依据.

方法: 根据体位不同分两组, 头高位组: 取头高
位30-45度, 腹腔镜行胃切除术20例; 头低位组: 
取头低位30-45度, 腹腔镜结肠切除术20例. 全
部病例采用全身麻醉. 用Drager primus麻醉机
监测麻醉后5 min(T0), 气腹后5 min(T1), 体位
改变后5 min(T2), 呼吸参数调整后5 min(T3), 
放气腹后、拔除气管插管前5 min(T4)的Cpat, 
Paw; 用Siemens Rapidlab1265动脉血气分析仪
监测各时间点的PaCO2、PaO2. 用SPSS15.0统
计学软件进行分析、处理.

结果: T2时头低位组PaCO2、Paw高于头高位
组(均P <0.05), PaO2、Cpat明显低于头高位组
(P <0.01); T3时头低位组Cpat、PaO2仍明显低
于头高位组(P <0.01); 两组拔管前各项指标无
统计学差异.

®

■背景资料
腹腔镜手术较传
统的直视手术具
有创伤小、对机
体 内 环 境 干 扰
轻、手术并发症
和死亡率低、住
院时间短等优点.

■同行评议者
蔡开琳 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院普通外科
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结论: 体位变化使患者呼吸参数发生改变, 头
低位对呼吸力学的影响更为明显, 但远不及头
高位. 因此, 腹腔镜头低位手术时, 特别重视呼
吸力学和氧分压的变化, 应加强术中呼吸管理.

关键词: 气腹; 体位变化; 呼吸力学; 全麻
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0  引言

腹腔镜手术较传统的直视手术具有创伤小、对

机体内环境干扰轻、手术并发症和死亡率低、

住院时间短等优点. 同时, 腹腔镜气腹也可对患

者呼吸, 循环产生影响. 如何纠正对呼吸力学的

负面影响, 有关此报道尚少. 本文通过观察气腹

时体位变化对呼吸力学影响的对比, 探讨其原

因, 找出解决方案, 为术中呼吸管理提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 根据手术体位的不同分2组, 头高位

组: 行腹腔镜胃切除择期手术患者20例, 年龄

40-65(平均48.3±5.1)岁; 头低位组: 行腹腔镜结

肠切除择期手术患者20例, 年龄44-72(平均50.2
±7.3)岁. ASA级Ⅰ-Ⅱ. 记录麻醉后5 min, 气腹

后5 min, 体位改变后5 min, 呼吸参数调整后5 
min, 放气腹后、拔除气管插管前5 min的动脉血

氧分压(PaO2)、二氧化碳分压(PaCO2)、气道压

(Paw)、肺顺应性(Cpat).
1.2 方法 
1.2.1 麻醉、手术、气腹: 术前药安定注射液10 
mg, 阿托品注射液0.5 mg术前30 min肌注. 麻醉诱

导用药: 舒芬太尼注射液0.3 µg/kg, 丙泊酚注射

液1.5 mg/kg, 琥珀胆碱注射液1.5 mg/kg; 术中维

持用药: 吸入七氟烷, 气体流量2 L/min, O2∶N2O 
= 1∶1, 瑞芬太尼0.1-0.2 µg/(kg•min)持续泵人, 维
库溴铵注射液间断静注. 头高位组术中取头高位

30-45度, 头低位组术中取头低位30-45度. 气腹时

应用注气压力14 mmHg, 流率4 L/min. 
1.2.2 麻醉机和呼吸力学监测仪: Drager primus麻
醉机, Siemens Rapidlab1265动脉血气分析仪. 呼
吸参数设定潮气量(VT) = 体质量×8, 呼吸频率

(RR) = 13次/分. 体位改变后5 min调整呼吸参数: 
VT = 体质量×6、7, RR = 16-18 次/min. 维持气

腹前、呼吸参数调整后的PaCO2为35-45 mmHg.
统计学处理 应用SPSS15.0统计学软件对所

观察数据进行统计学分析、处理. 所得数据用

mean±SD表示, 计量资料采用方差分析、t检验, 
P <0.05为显著性统计学差异.

2  结果

2.1 PaCO2 麻醉后, 两组PaCO2无统计学无差

异; 气腹后, 两组PaCO2明显增加, 头低位组由

T0时的38.24±3.11增至44.80±2.41, 头高位组

由T0时的37.60±2.47增至43.82±2.14; 体位

改变后, 头低位组增至48.48±1.78高于头高位

组(P <0.05); 呼吸参数调整后, 头低位组回落到

39.82±1.82, 头高位组回落到38.92±1.62; 放气

腹后, 两组PaCO2均回落到气腹前水平(图1A). 
2.2 Paw 麻醉后, 两组Paw统计学无差异; 气腹

后, 两组Paw明显增加, 头低位组由T0时的13.55
±1.64增至18.65±2.01, 头高位组由麻醉后时的

13.85±2.11增至20.15±3.17; 体位改变后, 头低

位组增至(22.95±1.67)高于头高位组(P <0.05); 
呼吸参数调整后, 头低位组回落到18.55±1.39, 
头高位组回落到17.25±2.10; 放气腹后, 两组

Paw均回落到气腹前水平(图1B). 
2.3 Cpat 麻醉后, 两组Cpat统计学无差异; 气腹

后, 两组Cpat明显下降, 头低位组由麻醉后时的

54.37±7.00降至37.84±5.60, 头高位组由麻醉

后时的56.74±7.58降至39.97±8.38; 体位改变

后, 头低位组降至31.50±5.05明显低于头高位

组(P <0.01); 呼吸参数调整后, 头低位组略微降

至29.87±4.81, 仍明显低于头高位组(P <0.01); 
放气腹后, 两组C p a t均回落到气腹前水平(图
1C). 
2.4 PaO2 吸入氧浓度为50%的情况下, 麻醉后, 
两组PaO2统计学无差异; 气腹后, 两组PaO2明

显下降, 头低位组由麻醉后时的226.39±25.74
降至183.38±17.05, 头高位组由麻醉后时的

232.96±28.43降至187.06±24.03; 体位改变后, 
头低位组降至151.58±15.32明显低于头高位组

(P <0.01); 呼吸参数调整后, 头低位组升至167.40
±18.05, 仍明显低于头高位组(P <0.01); 放气腹

后, 两组PaO2均回落到气腹前水平(图1D).

3  讨论

腹腔镜技术由于创伤小、术后恢复快、住院时

间短、术后疼痛轻等优点[1], 被越来越多的应用

于外科手术. 腹腔镜下胃肠道手术的优点也得

到认同[2-4], 同时也为广大患者所接受, 也是现代

科技发展之必然趋势. 但腹腔镜手术中有许多

风险值得我们注意, 国外报道腹腔镜手术并发

■相关报道
国外报道腹腔镜
手术并发症的发
生率为0.8%-2.9%.
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症的发生率为0.8%-2.9%[5]. 如: 气体栓塞[6]、皮

下气肿[6]、静脉血栓形成等[7,8], 随时危及患者生

命. 除此之外, 术中不同体位变化也可致使麻醉

风险增加. 我们对腹腔镜下不同体位对呼吸力

学的影响进行研究. 研究表明麻醉后, 两组各项

指标间统计学无差异(P >0.05); 气腹后, 两组间

PaCO2、Paw均增加(P <0.05)且增加幅度间统计

学无差异(P >0.05), Cpat、PaO2均降低(P <0.05), 
且降低幅度间统计学无差异(P >0.05). 而体位变

化对呼吸力学有很大影响. 头高位时, PaCO2进

一步增高(P <0.05), Paw也进一步增高(P <0.05), 
而Cpat进一步下降(P <0.05), PaO2也进一步下

降(P <0.05); 头低位时, P a C O2进一步增高至

(P<0.01), Paw进一步增高(P<0.01), Cpat进一步下

降(P<0.01), PaO2进一步下降(P<0.01). 结果提示: 
无论头高位还是头低位时, 气腹均可使PaCO2、

Paw进一步增高、Cpat、PaO2进一步降低. 同时, 
头低位组PaCO2、Paw高于头高位组(P <0.05), 
Cpat、PaO2明显低于头高位组(P<0.01). 

这是由于气腹使腹腔压力增加、膈肌上移

使胸腔容积减小, 致使气道压增高、胸肺顺应

性可减少20%-30%[9], 引起的肺泡通气量下降, 
同时心输出量下降, 死腔通气增加所导致. 本研

究结果表明头低位对呼吸力学影响更严重, 其
发生机制可能与下列因素有关: (1)头低位内脏

更易将膈肌向胸腔挤压, 胸腔压力进一步增加,
肺通气量进一步减少, 气道压上升, 呼吸系统顺

应性进一步下降[10-12]; (2)头低位时, 下肢静脉血

回流增多, 肺血容量增加, 通气/血流失调, 造成

PaCO2上升、PaO2下降[13]. 
因气腹导致腹内压、胸内压升高, 增加潮

气量只能增加胸内压力加重心肺负担, 最终引起

Paw和PaCO2增加, Cpat下降, 肺泡舒缩功能降低, 
呼吸阻力增大, 心率加速, 心排血功能降低. 因此, 
必须采取减低胸腔压力的方法来纠正[10]. 为了使

两组患者肺泡通气量增加, 我们的研究采用减

少原潮气量的1/8-1/4, 增加呼吸次数3-5次, 适度

增加肺泡通气量的方法. 呼吸参数调整后两组

的PaCO2及Paw均降至正常范围. 因潮气量下降, 
两组Cpat稍有下降, 但与呼吸参数改变前Cpat
无统计学差异(P >0.05). 可头低位组Cpat仍明显

低于头高位组Cpat(29.87±4.81 vs  37.66±7.11, 
P <0.01), 头低位组PaO2仍明显低于头高位组

PaO2(167.40±18.05 vs  182.14±19.07, P <0.01). 
研究结果提示头低位组Cpat、PaO2比头高

位组改变明显可能与血流改变有密切的关联. 
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图  1  腹腔镜手术不同体位变化时的PaCO2、Paw、Cpat和PaO2变化. A: PaCO2; B: Paw; C: PaO2; D: Cpat. T0: 麻醉后5 

min; T1: 气腹后5 min; T2: 体位改位后5 min; T3: 呼吸参数调整后5 min; T4: 拔除气管插管前5 min. aP<0.05, bP<0.01 vs  T0; 
cP<0.05, dP<0.01 vs  高头位组.

■同行评价
本文对临床工作
中麻醉管理具有
一定的指导意义.
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头低位组全身血液淤积在肺, 导致肺血容量增

多, 通气/流失调, 不利于气体交换, 导致体内二

氧化碳蓄积, 甚至引起酸碱平衡紊乱; 肺毛细

血管受酸性代谢产物的影响通透性增强, 使液

体渗漏到肺间质, 滤过的液体及蛋白量超过肺

淋巴引流的代偿能力时, 则出现血管外肺水储

留, 使肺内压力增加, Cpat下降[14,15], 进而PaO2

下降. 放气腹后、拔除气管插管前两组患者间

PaCO2、PaO2、Paw, Cpat均与气腹前指标无统

计学差异. 
总之, 体位变化使患者呼吸参数发生变化, 

头低位对呼吸力学的影响更为明显, PaCO2、 
Paw、明显增高, Cpat、PaO2明显降低; 通过呼吸

参数调整, 呼吸力学得到明显改善, 但远不及头

高位, 因此, 腹腔镜头低位手术时, 特别重视呼吸

力学和氧分压的变化, 应加强术中呼吸管理.
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