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Abstract
Colorectal cancer is one of the most common 
malignant tumors. It can be cured if found and 
treated early. Advances in molecular biology 
make it possible to screen colorectal cancer using 
tumor markers in peripheral blood of patients. 
However, the relationship between tumors and 
tumor markers is very complicated, and more 
tumor markers need to be found. The aim of this 
paper is to review the recent progress in research 
of tumor markers in peripheral blood of patients 
with colorectal cancer.
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摘要
结直肠癌是临床上常见的恶性肿瘤之一, 如能
早期发现、早期治疗, 则有可能治愈. 随着分
子生物学的发展, 外周血中检测肿瘤标志物在
结直肠癌筛查中的应用, 结直肠癌的早期发现
成为可能. 然而, 肿瘤与其标志物之间的关系
错综复杂, 这就需要我们寻找相关的肿瘤标志
物来进行检测. 本文就常用及新发现的外周血
肿瘤标志物综述如下.
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0  引言

结直肠癌是临床上常见的恶性肿瘤之一. 在美

国, 由于一系列筛查项目的开展, 其发病率逐年

下降[1]. 然而, 在我国, 随着人民生活饮食习惯的

改变、人口老龄化的发展及卫生资源分配的不

合理, 结直肠癌发病率却逐年上升[2]. 这就需要

我们寻找一种简单、经济而有效的方法来进行

结直肠癌的筛查. 而肿瘤标志物成为目前研究

的热点, 其对于临床上诊断肿瘤、检测肿瘤的

复发和转移、判断肿瘤诊断治疗效果和预后以

及群体随访观察等均有较大的实用价值. 
自1869年Thomas Ashworth首次在外周血

中发现癌细胞以来, 肿瘤微转移逐步引起人们

的重视. 在前人研究的基础上, 检测循环中的肿

瘤细胞成为可能, 其在癌转移中所起的关键作

用已被证实[3], 微转移是肿瘤转移、复发的基

础. 检测微转移肿瘤细胞已成为目前研究的热

点. Ntouroupi等[4]应用自动扫描荧光显微镜发现

92%结直肠癌患者外周血中存在肿瘤细胞. 而在
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胃肠道的治疗中, 复发和转移是影响其远期疗

效的主要原因. 为了防止肿瘤转移, 降低肿瘤患

者死亡率, 必须寻找肿瘤转移相关生物学标志. 
本文就结直肠癌外周血肿瘤标志物研究进展综

述如下. 

1  细胞角蛋白20

正常情况下, 肿瘤细胞分泌一些蛋白质, 通过分

析这些蛋白质, 可研究相关肿瘤的活性. 细胞角

蛋白(cytokerat in, CK)是分布于上皮细胞的中

间纤维, 是细胞结构的重要组成成分, 表达于胃

肠道及其肿瘤的上皮细胞, 其包含许多个成员, 
CK20 mRNA是一种组织特异性基因, 首先被用

于检测结直肠癌患者骨髓的癌细胞, 且证明具

有高度特异性[5]. CK的表达与肿瘤转移有关, 而
与年龄及性别无关[6]. 通过RT-PCR检测CK20 
mRNA的表达来诊断结直肠癌微转移的方法, 由
于其高度的敏感度和特异度, 已成为术前判断

结直肠癌患者是否发生微转移、识别高危患者

以及判断临床治疗效果的指标. CK20在正常人

血循环中检测不到, 而在癌症患者外周血中阳

性表达率为44.8%-69.0%, 在骨髓中阳性表达率

为77.6%, 在门静脉中阳性表达率为74.1%, 三者

之间表达相似[7]. 因此仅通过外周血的检测即可

获得同骨髓或门静脉同样高的敏感性和特异性. 
然而Yu等[8]通过分析44例结直肠癌患者及18例
良性病变者外周血及门静脉中CK20的表达, 发
现CK20在门静脉中的表达较外周血中明显升

高, 外周血中表达率越高, 术后复发率越高, 仅
门静脉中表达阳性的患者复发率将明显下降. 
另有研究表明[9], CK20在结直肠癌组的表达与

腺瘤中重度不典型增生、腺瘤轻度不典型增生

及炎性息肉组之间没有明显差别, 与正常组间

有差别, 因此认为CK20作为结直肠癌分子标志

物的证据不够充分, 但对结直肠癌及增生性疾

病的监测尚有一定意义. 

2  血管内皮生长因子

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)最早于1989年由Ferrara等从牛脑

垂体滤泡星状细胞的条件培养基中提纯, 由于

VEGF可以增加血管通透性, 故又成为血管通

透因子, 也称为血管调理素, 是一种相对分子

质量为34 000-42 000 Da的二聚糖蛋白. 实验证

实, 实体瘤只有具备了血管生成表型后, 才能恶

性生长和发生转移[10]. VEGF可以刺激毛细血管
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形成、上皮细胞增生、肿瘤侵袭和转移, 因此

在肿瘤的发生发展中起了关键的作用. VEGF
家族受体与配体包括V E G F-A、V E G F-B、

VEGF-C、VEGF-D、血小板源性生长因子及

VEGFR1、VEGFR2、VEGFR3和神经磷脂1、
神经磷脂2. 其中VEGF-A、VEGFR1、VEGFR2
已被国外学者证实与肿瘤分期及预后有关[11]. 另
有研究报道[12], 与正常对照组相比, 结直肠癌患

者血中VEGF-C并没有明显升高,  但与肿瘤浸润

深度及淋巴转移有关. 因此对于结直肠癌治疗

方式的选择具有重要意义. 

3  癌胚抗原

癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA)在1965
年首先由Gold和Freeman等从结直肠癌中发现. 
由于此抗原也出现在胚胎细胞上, 故称癌胚抗

原. CEA属细胞表面的糖蛋白家族, 位于19号染

色体, 有10个基因组成, 可分泌36种不同的糖蛋

白, 其中最主要的一种是CEA, CEA含45%-55%
碳水化合物, 蛋白约40%, 相对分子质量大约为

200 000 Da, 由641个氨基酸组成. 他既存在于正

常组织, 如结肠、胃、唾液腺、食管、宫颈、

汗腺及前列腺等, 在良性疾病如肝硬化、溃疡

性结肠炎、胰腺炎、梗阻性黄疸中也有一定量

的表达. 有报道称, 约90%的结肠癌中其表达增

加, 但在其他肿瘤中如胃癌、肺癌、壶腹周围

癌、卵巢癌等[13]表达也增加. 由于其低敏感性及

特异性, 已不单独作为一种癌症筛查的肿瘤标志

物. 他与生存素(Survivin)或CK20联合检测, 可使

敏感性明显提高(60.9% vs  39.1%)[14]. 陈恺杰[15]亦

报道了CEA与CA199、CA242联合检测可使其

敏感性提高(83.6% vs  46.7%). 他亦可用于无症

状但CEA较正常人高的人群的筛查, 通过筛查

和随访可发现约16.59%的癌症患者, 其阳性率

明显高于一般人群的癌症发生率[13]. 由于CEA
是一种细胞黏附分子, 与肿瘤的浸润和转移有

关, 直接关系患者预后, 术前高CEA水平、术后

CEA清除率指数下降的较非指数下降的群组有

更高的生存率[16], 因此可用于评估患者预后及

术后复发[17]. 

4  生存素

Survivin是凋亡抑制蛋白(inh ibi tor of apop-
tosis proteins, IAP)家族的成员之一, 1997年
由A m b r o s i n i等利用效应细胞蛋白酶受体1 
cDNA在人类基因组库的杂交筛选中将其分离

出来, 表达于细胞周期的G2/M期, 其相对分子
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质量为14 700 Da, 由1.5×103个碱基对组成, 基
因定位于染色体17q25, 含3个内含子和4个外显

子, 蛋白含有142个氨基酸. Survivin具有抑制细

胞凋亡和调节细胞有丝分裂的双重功能, 是联

系细胞周期和细胞凋亡的重要因子. Survivin在
正常人中几乎不表达, 但在癌症患者中, 有学者

研究[18], 应用qRT-PCR每10 mL外周血中可发现

1-10个肿瘤细胞. 另有报道, 外周血中Survivin 
m R N A在结直肠癌中的表达较良性病变或健

康志愿者明显增高, 而与在其他实体瘤患者中

的表达无明显差异. 在检测微转移肿瘤细胞中, 
Survivin的表达是一个渐进的过程, 随着癌前细

胞向癌细胞的转化, Survivin的表达逐渐升高[9]. 
但Ranade等[19]研究Survivin在乳腺癌中的表达显

示, 在良性乳腺疾病中Survivin表达率为53%, 在
恶性肿瘤中表达率为70%-90%, 随着癌前细胞

向癌细胞的转化, Survivin的表达逐渐降低, 可能

与人体激素或所选标本较少有关, 但总的来说, 
癌组织较正常或良性病变明显增加. 

5  人端粒酶逆转录酶

端粒是真核细胞染色体末端的特殊DNA-蛋白

质结构, 是含有大量的(TTAGGG)n串联重复并

富含G的重复序列, 这些序列在进化中高度保

守. 大多数普通体细胞的端粒会随周期性复制

而逐渐缩短, 最终达到一个使染色体完整性丧

失的临界点, 细胞增殖停止. 而端粒酶抑制端粒

的缩短, 使得端粒永生, 其激活被认为是细胞癌

变的重要一步. 肿瘤细胞中普遍存在端粒酶活

性, 且与肿瘤预后有关. 有研究表明[20], 活化端

粒酶及长端粒者肿瘤的预后较差. 端粒酶亦在

分裂旺盛的组织如外周血淋巴细胞、造血干细

胞、生殖细胞、胚胎体细胞、毛发、皮肤、子

宫内膜等组织中表达, 其作用仅是部分补偿末

端复制问题造成的端粒进行性缩短. 端粒酶结

构上主要包括三部分: 端粒RNA成分(hTR)、端

粒酶相关蛋白(TP1/TP2)和人端粒酶逆转录酶

(human telomerase reverse transcriptase, hTERT). 
hTR是端粒酶延长端粒的模板, TP1可介导端粒

酶与端粒之间相互作用; hTERT其N-端包含一

个DNA-结合区域, 对端粒酶活性的表达调节

具有重要意义, 是端粒酶活性的决定性因素[21]. 
Terrin等[22]通过实验证实hTERT在结直肠癌中的

阳性表达率为96%, 敏感度和特异度分别为92%
和100%, 在Ⅰ、Ⅱ期肿瘤中hTERT表达水平较

Ⅲ、Ⅳ期明显降低. 另外Terrin还首次报道了肿

瘤分期与hTERT转录及翻译拷贝数的关系, 使人

们对于hTERT的研究进入分子水平.  

6  斯钙素

斯钙素(stanniocalcin, STC)是一种糖蛋白激素, 
最早在硬骨鱼中发现, 在鱼的腮和肠抑制钙的

摄取, 促进肾对磷酸盐的吸收, 防止血钙过多. 
1995年发现在人中也存在STC样蛋白(以后命名

为STC1), 随后在人和小鼠上克隆出了编码STC
的cDNA. 3年后又从人类骨肉瘤cDNA文库中克

隆了哺乳动物第2个STC(STC2). 前者定位于染

色体8p11.2-p21, 由4个外显子约13 kb组成, 后者

定位于染色体5q35, 含有与STC1相同的外显子-
内含子分界线. 在正常组织中, STC不表达[23]. 近
年来人们发现, STC与人类肿瘤的发生发展也有

着密切的关系. 尤其对于胃肠道的肿瘤具有较

高的敏感性和特异性. 吴平平等[24]发现外周血中

hSTC1 mRNA的表达与肿瘤的浸润深度、临床

病理分期、淋巴结转移有显著相关性; 对于有

无远处转移, 只有结直肠癌与之有相关性, 而食

管癌和胃癌则没有, 因此对于结直肠癌治疗方

案的选择及预后有重要意义. 

7  肿瘤抑制候选基因4

结直肠癌的发生、发展是由于一系列癌基因

的激活和抑癌基因的失活引起的. 肿瘤抑制候

选基因4(tumor suppressor candidate 4, TUSC4), 
是近年新发现的一个抑癌基因, 目前国内对其

研究较少 ,  无论在体内还是体外均能抑制肿

瘤的活性[25], 亦称为NPRL2(nitrogen permease 
regulator-like 2). 该基因定位于人染色体3p21.3
区, 其cDNA全长1 351 bp, 有11个外显子和10个
内含子, 编码380个氨基酸的蛋白质, 从低级生

物酵母到人类都具有一个高度保守的序列[26]. 人
类TUSC4基因表达于许多正常组织(包括心脏、

脑、骨骼肌、肝脏、肾脏、胰腺和肺等), 而在

人类多种肿瘤组织中的表达却明显降低(如肾

癌、肺癌、宫颈癌、乳腺癌、鼻咽癌、肾细胞

癌和卵巢癌等)[25]. 在Ⅰ期小细胞肺癌中,  100% 
TUSC4存在下调,  在非小细胞肺癌中73%表达

下调[27]. 鉴于其高敏感性, TUSC4可作为一个选

择性的基因用于临床肿瘤的筛查. 顺铂可广泛

应用于各种肿瘤的化疗, 但由于其耐药性的增

加明显降低了临床治疗效果. Ueda等[28]通过试

验证实, TUSC4的失活可导致顺铂对非小细胞

肺癌治疗的抵抗, 可能是通过调节DNA错配修

■相关报道
杜雅菊等应用RT-
P C R 的 方 法 ,  检
测结直肠癌患者
外周血中CK20、
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h T E R - T、S u r -
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复及凋亡信号来实现的, 而TUSC4的再激活可

增加顺铂的毒性作用, 从而增加顺铂的敏感性. 
Otani等[29]发现在肝癌组织和癌旁组织中TUSC4 
mRNA的表达无差异, 但其表达的上调与肿瘤大

小相关, 通过单因素和多因素分析发现TUSC4 
mRNA的高表达是肝癌生存期的独立预后因素. 
目前尚无TUSC4与结直肠癌相关性的报道. 

8  结论

到目前为止,  尚未发现一个既敏感又特异的肿

瘤标志物可单独应用于临床结直肠肿瘤的检测. 
临床上常将几项相关的标志物组成联合标志物

组, 同时对某一肿瘤进行检测, 应用多变量分析

的方法,  提高临床诊断的准确性. 肿瘤标志物联

合检测可弥补单项检测的不足,  提高诊断的敏

感性. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of expression of 
Eph receptor tyrosine kinase A2 (EphA2) under 
normoxia and hypoxia on vasculogenic mimicry 
in esophageal squamous cell carcinoma cells.

METHODS: The expression of EphA2 mRNA 
and protein was measured by RT-PCR and 
Western blot in two esophageal cancer cell lines 
Eca109 and TE13 incubated under normoxia and 
hypoxia. Eca109 and TE13 cells were then trans-
fected with a plasmid harboring small interfer-
ing RNA (siRNA) targeting EphA2. Tubular 
network formation in Eca109 and TE13 cells be-
fore and after siRNA transfection was analyzed 

using the three-dimensional Matrigel culture 
system under normoxia and hypoxia.

RESULTS: The expression of EphA2 in Eca109 
and TE13 cells was obviously enhanced under 
hypoxia (P < 0.05). The numbers of tubular 
networks remarkably increased in both Eca109 
and TE13 cells under hypoxia (P < 0.05). Al-
though the numbers of tubules obviously in-
creased under both hypoxia and normoxia, the 
increase was more significant under hypoxia (P 
< 0.01). Tubule-forming ability of cells trans-
fected with a plasmid harboring small inter-
fering RNA targeting EphA2 was significantly 
reduced.

CONCLUSION: Enhanced expression of EphA2 
under hypoxia can increase the numbers of 
tubular networks in esophageal squamous cell 
carcinoma cells. Tubule-forming ability of cells 
transfected with a plasmid harboring siRNA tar-
geting EphA2 was significantly inhibited. EphA2 
may play an essential role in the formation of 
vasculogenic mimicry under hypoxia.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Eph receptor tyrosine kinase A2; Vasculogenic 
mimicry; RNA interference

Wang P, Wang L, Ding ZL, Zeng KF, Jin HL, Zhu H, Shi 
RH. Expression of EphA2 under hypoxia promotes vascu-
logenic mimicry in esophageal squamous cell carcinoma 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(10): 996-1000

摘要
目的: 探讨在正常氧分压和缺氧条件下, 食管
癌细胞中上皮细胞激酶A2(EphA2)表达变化
及其对体外三维培养的影响. 

方法: 正常氧分压及缺氧条件下培养食管癌
Eca109及TE13细胞, RT-PCR及Western blot
分别监测细胞中EphA2表达的变化; EphA2 
miRNA干扰质粒转染Eca109和TE13细胞后, 
采用Matrigel体外三维培养观察正常氧分压和
缺氧条件下, Eca109及TE13细胞在抑制EphA2
表达前后管腔形成数量的变化.

®

■背景资料
EphA2可以通过
一系列信号转导
途径促进肿瘤细
胞的迁移、侵袭
和周围基质的重
塑, 最终导致某些
高度恶性肿瘤细
胞形成血管生成
拟态. 这种独特的
血液供应方式现
已成为恶性肿瘤
治疗的研究热点
之一, 但通过分子
生物学手段探讨
EphA2在食管鳞
癌细胞血管生成
拟态过程中的研
究并不多见.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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结果: 缺氧条件下Eca109和TE13细胞中EphA2
表达明显增加(P<0.05). Matrigel体外培养中, 缺
氧条件下其管腔形成数量明显高于正常氧分
压下(P<0.05). miRNA有效抑制EphA2表达后, 
在正常氧分压和缺氧条件下, 管腔数量明显下
降, 但常氧条件下数量减少更为明显(P<0.01).

结论: 缺氧环境能诱导肿瘤细胞EphA2高表
达, 并导致体外三维培养模型中管腔数量增
加, 抑制EphA2表达能够阻断此现象的发生, 
提示EphA2在缺氧条件下血管生成拟态形成
过程中发挥重要作用.

关键词: 食管鳞癌; 上皮细胞激酶A2; 血管生成拟态; 

RNA干扰
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0  引言

近年来研究发现, 在部分恶性程度较高的肿瘤

组织内存在一种由PAS染色阳性的细胞外基质

包绕, 肿瘤细胞相互连接形成规律的袢环状结

构网络. 在这种血管样结构中可以见到大量红

细胞, 称为血管生成拟态(vasculogenic mimicry, 
V M)[1]. 研究提示V M在肿瘤组织微循环中发

挥重要作用, 他的发生与上皮细胞激酶A2(Eph 
tyrosine kinases A2, EphA2)、血管上皮钙黏附

素(VE-cadherin)、黏附斑激酶(focal adhesion 
kinase, FAK)、蛋白酪氨酸激酶(tyrosine kinase, 
TrK)等活化有关[2-4]. 我们前期研究发现食管癌及

胃癌中也存在VM现象, 并与肿瘤内部缺氧环境

有关[5]. 本研究拟采用VM的体外实验模型-体外

三维培养, 观察在缺氧条件下调控EphA2基因表

达对三维培养系统中细胞管腔结构形成的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞株Eca109和TE13购自

中科院上海细胞所. EphA2的pcDNATM6.2-GW/
EmGFPmiR miRNA及阴性对照质粒(Invitrogen), 
DMEM(Gibco), LipofectamineTM2000(Invitrogen), 
克隆环(Sigma), 小鼠抗人EphA2 mAb(R&D), 鼠
抗人的Tubulin-α mAb(Sigma), HRP标记羊抗

小鼠二抗(Rockland), BCA蛋白定量试剂盒、

化学发光试剂盒(Pierce), 蛋白电泳及转膜系统

(Bio-Rad), 细胞培养箱(Thermo)以及人工基质

Matrigel(BD公司).  

1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 细胞复苏后于含100 mL/L的胎

牛血清的DMEM培养液中, 37 ℃, 50 mL/L CO2

条件下培养, 或于37 ℃, 10 mL/L O2(50 mL/L 
CO2、940 mL/L N2)的缺氧条件下培养. 
1.2.2  细胞转染 :  转染前1  d取对数生长期的

Eca109和TE13, 细胞2.0×105个接种于35 mm培

养皿, 培养于不含抗生素的DMEM培养液, 次日

观察细胞长至约90%聚合开始转染. 取EphA2干
扰质粒4 µg和LipofectamineTM2000 10 µL分别稀

释于250 µL不含抗生素的DMEM培养液, 5 min
内混匀, 室温孵育20 min后加入培养皿. 6 h后更

换新鲜的含100 mL/L胎牛血清DMEM培养液. 
其后每2-3 d换液. 细胞转染后24 h按1∶12的比

例传代, 48 h后开始用含6 mg/L的杀稻瘟菌素

Blasticidin(筛选浓度在转染前制杀伤曲线后获

得)的选择性培养液进行筛选, 约4 wk后挑取克

隆在6 mg/L的杀稻瘟菌素Blasticidin培养液中继

续传代, 扩大培养. 同步转染阴性对照质粒. RT-
PCR、Western blot鉴定干扰效果. 
1.2.3 Western blot: 常规制备总蛋白, 超声破碎

后4 ℃, 12 000 r/min, 离心10 min, 取上清, 采用

BCA法定量蛋白浓度. 取总蛋白40 µg于100 ℃
加热变性5 min后上样, 行120 V恒压SDS-PAGE
电泳, 250 mA恒流冰浴电转至PVDF膜, 5%脱脂

奶粉室温封闭1 h后, TBST漂洗5 min×3, 加入适

当浓度一抗(EphA2 1∶300, Tubulin-α 1∶5 000) 
4 ℃孵育过夜. 次日TBST漂洗5 min×3后再加

HRP标记的二抗(羊抗鼠1∶4 000)室温孵育1 h, 
TBST漂洗5 min×3. ECL化学发光法显影. 
1.2.4 半定量RT-PCR: TRIzol一步法提取细胞

总R N A, 按R N A逆转录试剂盒行逆转录合成

cDNA. 引物以Primer 5软件自行设计, 交由上

海申能博彩公司合成, EphA2上游引物5'-CT-
CACACACCCGTATGGCAAAG-3', 下游引物

5'-TCCTGGTCGCCAGACATCAC-3', 扩增片段

长度104 bp. 扩增结束后取PCR产物上样, 2%琼

脂糖凝胶电泳, EB染色, Tanon凝胶成像系统摄

片并分析结果. 
1.2.5 体外三维培养: 取24孔培养板每孔加入300 
μL Matrigel原液(以上操作在冰浴上进行), 37 ℃
培养箱内孵育30 min待其凝固后, 再往每孔内添

加1 mL浓度为5×108/L的各组细胞悬液, 继续分

别在常规环境氧浓度或于10 mL/L O2(50 mL/L 
CO2、940 mL/L N2)的缺氧条件下培养12 h, 观
察各组食管癌细胞的管状结构排列情况及完整

■创新盘点
本 文 通 过 基 因
干 扰 技 术 调 控
EphA2表达, 进而
观察EphA2表达
变化对缺氧条件
下食管癌血管生
成拟态的影响, 证
实EphA2是这一
过程的重要环节.
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程度. 随机于倒置显微镜下(×200), 取上、下、

左、右、中心5个视野, 计数管状结构数量, 取
每个视野的平均值, 重复实验3次.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件处理数

据. Tanon Gis软件对感光胶片条带进行灰度值

分析, 以目的条带与内参照条带的比值代表目

的基因蛋白的表达水平. P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1  缺氧对E p h A2表达的影响  缺氧条件下

Eca109和TE13中EphA2 mRNA和蛋白表达随着

缺氧时间的延长逐步增加, 到缺氧12 h达顶峰, 
后逐渐减弱. 选定以缺氧12 h作为后续实验缺氧

时间(图1).
2.2 细胞转染 Eca109/7、TE13/6转染效率高, RT-
PCR及Western blot证实EphA2 mRNA及蛋白表

达均被显著抑制(P <0.01, 图2, 3), 转染阴性对照

质粒的细胞EphA2 mRNA和蛋白水平表达与未

转染的细胞无明显差异. 
2.3 三维培养 常氧情况下, Eca109、TE13及空载

体组细胞在Matrigel上均能模拟血管内皮细胞的

特性并相互连接, 约12 h后形成典型的血管网状

样结构, 呈单个环状或多个环相连的网格状. 缺
氧后细胞变形能力加强, 形成管状结构数目较常

氧时明显增加(P <0.05). 转染组细胞在常氧和缺

氧情况下下体外管道形成能力均被显著抑制, 环
状结构断裂, 多为不完全封闭环形及线状结构, 
管状结构数目明显少于对照组(P<0.05, 图4).

3  讨论

恶性肿瘤组织内部的缺氧环境是肿瘤内环境

的一大特点, 同时也是促使肿瘤血管生成、侵

袭、转移、耐药等恶性行为的诱因. 实体恶性

肿瘤为了维持上述恶性行为必须获得血液供应. 

人们长期认为血管发生是肿瘤获得血液供应的

唯一途径, 直到1999年, Maniotis等[1]在对眼葡萄

膜色素瘤及转移性皮肤黑色素瘤的研究中发现

一种全新的肿瘤微循环方式-VM. 相继研究发

现, 肝癌、卵巢癌、结肠癌、骨肉瘤等多种恶

性肿瘤中均存在VM现象[6-11]. 缺氧环境能够显

著促进VM发生. Hendrix等[12,13]在人皮肤黑色素

瘤的裸鼠移植瘤模型中通过诱导移植瘤的缺氧

环境, 发现VM现象明显增加. 缺氧环境似乎可

以诱导高侵袭性的黑色素瘤细胞及其他能形成

VM的恶性细胞基因型发生改变, 选择性表达某

些血管内皮相关细胞基因, 从而能够作为血管

内皮细胞样细胞参与VM. 我们通过改变细胞培

养的环境氧浓度, 也证实低氧环境能够促进三

维培养中食管癌细胞形成管腔趋势[14]. 
目前认为参与VM的基因包括EphA2、VE-

cadherin、FAK、TrK等[15-18]. 其中EphA2又称

上皮细胞激酶(epithelium cell kinase, ECK), 是

EphA2

1          2          3          4

130 000
Da

β-actin 42 000

A

EphA2 130 000
Da

β-actin 42 000

B

图  1  Western blot检测Eca109和TE13细胞在缺氧条件下
EphA2蛋白表达变化. A: Eca109; B: TE13. 1: 正常氧分压; 2: 

缺氧6 h; 3: 缺氧12 h; 4: 缺氧24 h.
图  2  RT-PCR检测Eca109和TE13细胞转染EphA2 miRNA后
EphA2 mRNA表达变化. A: Eca109; B: TE13. M: Marker; 1: 

Eca109; 2: Eca109/Neo; 3: Eca109/miEphA2; 4: TE13/miE-

phA2; 5: TE13/Neo; 6: TE13.
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图  3  Western blot检测Eca109和TE13细胞转染EphA2 miRNA
后EphA2蛋白表达变化. A: Eca109; B: TE13. 1: Eca109; 2: 

Eca109/Neo; 3: Eca109/miEphA2; 4: TE13; 5: TE13/Neo; 6: 

TE13/miEphA2.
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■应用要点
EphA2对于肿瘤
转移及血管生成
拟态均具有重要
意义, 阐明他在肿
瘤发病中的作用
机制, 将有助于发
现针对肿瘤转移
和血管生成拟态
的治疗新靶点.
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Eph受体酪氨酸激酶家族中的一员, 他最先由

Scavelli等[9]化上皮细胞cDNA文库中筛选得到. 
正常低表达时, EphA2与其配体ephrin-A结合, 通
过Eph-ephrin信号转导机制负调节细胞的灶状

黏附和增殖[20]; 而当EphA2过表达或功能异常

时, 可以引起细胞恶变, 促进肿瘤细胞的迁移、

侵袭和周围基质的重塑, 最终导致某些高度恶

性肿瘤血管内皮细胞形成毛细血管样结构以及

肿瘤细胞形成VM[21-25]. 研究发现食管癌中存在

EphA2异常表达[26], 本研究应用RNAi技术有效

抑制EphA2表达后, 发现食管癌细胞体外管道形

成能力显著抑制, 提示食管癌中VM形成可能与

EphA2表达有有关. 这与Margaryan等的研究结

论一致[16,27-29]. 
本研究发现缺氧能够同时促进EphA2表达

和VM的形成. 为了明确在缺氧条件下EphA2表
达增强是作为VM增加的始动因素还是伴随现

象, 我们设计了EphA2 miRNA干扰质粒并成功

转染食管癌细胞中. 发现在有效抑制EphA2表达

后, 无论在正常还是缺氧条件下, 肿瘤细胞管腔

形成能力均受到影响. 而且食管癌细胞在抑制

EphA2表达后进行缺氧培养, 亦不能阻止VM形

成能力的减弱. 这进一步证实EphA2表达是食管

癌VM的重要环节, 而且EphA2可能涉及到缺氧

环境促进食管癌VM形成的信号途径. 

缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible factors, 
HIF-1)是目前机体适应低氧环境的关键信号分子, 
在大多数肿瘤细胞包括食管癌中表达增加[30-32]. 
本研究组前期研究发现[33], 缺氧条件下食管癌

细胞株中HIF-1α和EphA2同时升高; 而在针对

HIF-1α的稳定干扰株中, 缺氧亦不能使EphA2表
达增加. Vihanto等[34]的研究也支持这一结果, 提
示缺氧条件下EphA2的表达受HIF-1α的调控. 结
合本次研究结果, 提示缺氧诱导肿瘤细胞VM形

成过程中, HIF-1α-EphA2通路可能发挥了关键

作用. 这一结果为进一步阐明食管癌VM形成机

制提供了实验依据. 
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Abstract
AIM: To establish a novel rat model of atrophic 
gastritis according to the characteristics of the 
disease in Chinese patients.

METHODS: Fifty-one healthy male Wistar 

rats were randomized into five groups: control 
group (n = 10), sham operation group (n = 10), 
2-mo model group (n = 10), 3-mo model group 
(n = 10), and 4-mo model group (n = 11). Atro-
phic gastritis was induced in rats of the three 
model groups by implanting a spring into the 
pylorus and intragastrically administering hot 
salty starch paste. The control group did not 
underwent any operation and was treated with 
saline twice a week, i.g., for 4 wk, while the sham 
operation group underwent the same operation 
as model rats except for spring implantation and 
was treated with saline for the same duration. 
Serum levels of PGE2 and gastrin were measured 
by radioimmunoassay. Pathological assessment 
of gastric changes was performed after intragas-
tric administration.

RESULTS: Serum levels of PGE2 and gastrin 
in the 4-mo model group were lower than those 
in the control and sham operation groups (all P 
< 0.05 or 0.01). All the rats of the model groups 
had histological manifestations in gastric mu-
cosa mimicking atrophic gastritis. These patho-
logical changes deteriorated in a time-dependent 
manner. The 4-mo model group had the highest 
constituent ratio of gastric mucosal volume (rela-
tive to the control group), followed by the 3- and 
2-mo model groups and sham operation group 
(20.44%, 17.28%, 9.82 %, 3.30 %). The 4-mo mod-
el group also had the highest potency unit of 
gastric mucosa volume, followed by the 3- and 
2-mo model groups, sham operation group and 
control group (1.000, 0.868, 0.527, 0.1884, 0.000). 
Time-response curve equation of gastric mucosa 
atrophy potency (Y, volume change relative per-
centage) and logarithmic time required to induce 
model (X, h) was Y = 0.1882+0.9108/[1+10(11.82800

1-3.709X)] (R = 0.9992), and half atrophy time was 1 
545 h (95% CI: 618.4 h -3 858 h) (approximately 2 
mo).

CONCLUSION: A rat model of atrophic gastritis 
was successfully established by implanting a 
spring into the pylorus and intragastrically ad-
ministering hot salty starch paste.
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■背景资料
萎缩性胃炎属慢
性胃炎, 是消化系
统的常见病和疑
难病之一, 也是常
见的胃癌前疾病
之一. 

■同行评议者
陈 治 水 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第211医院中医
科
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摘要
目的: 建立及改良符合我国萎缩性胃炎(atrophic 
gastritis, AG)发病特点的大鼠模型并对模型进
行评价.

方法: 健康、清洁级、♂、Wistar大鼠51只, 
随机分为空白对照组(10只), 假手术组(10只), 
造模2 mo组(10只), 造模3 mo组(10只), 造模
4 mo组(11只), 空白组大鼠常规饲养, 待造模
组大鼠手术完成后, 生理盐水灌胃2次/wk, 共
4 wk. 假手术组手术过程同造模组但不植入弹
簧, 术后生理盐水灌胃2次/wk, 共4 wk. 造模
2、3、4 mo组行弹簧幽门植入术后, 予高盐热
淀粉糊灌胃2次/wk, 分别在灌胃2、3、4 mo
末取材, 放射免疫法测定灌胃4 mo末时血清
PGE2、胃泌素(gastrin)水平, HE染色法连续
观察灌胃2、3、4 mo时胃黏膜的病理变化. 

结果: 造模4 mo时, 与空白对照组和假手术组
比较, 其血清PGE2、gastrin水平均明显下降
(P <0.05或0.01), 造模组胃黏膜符合AG表现, 
且病变随造模时间延长逐渐加重; 与空白对
照组比较, 假手术组、造模2、3、4 mo组的
胃黏膜体积构成比依次降低3.30%(P >0.05)、
9 . 8 2 % (P < 0 . 0 5 )、 1 7 . 2 8 % (P < 0 . 0 1 )、
20.44%(P <0.01); 胃黏膜体积构成比效能单
位由低到高为空白对照组(0.000),  假手术
组(0.1884), 模型2 mo组(0.527), 模型3 mo组
(0.868), 模型4 mo组(1.000), 胃黏膜萎缩效能
(Y, 体积变化相对百分百)与对数造模时间
(X, h)的时效曲线方程为Y=0.1882+0.9108/
[1+10(11.828001-3.709X)](R = 0.9992), 胃黏膜萎缩
半效时间为1 545 h(95%CI: 618.4 h-3 858 h), 
约2 mo.

结论: 采用弹簧幽门植入术配合高盐热淀粉
糊灌胃法制备的大鼠AG模型, 符合长期胆汁
反流、饮食过热过咸造成的AG, 是一种符合
我国人群AG发病特点、稳定而便捷的大鼠
AG模型.

关键词: 萎缩性胃炎; 模型; 大鼠; 前列腺素E2; 胃

泌素
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0  引言

萎缩性胃炎(atrophic gastritis, AG)是消化系统的

常见病和疑难病之一, 由于AG调整患病率与胃

癌调整死亡率呈明显正相关[1], 研究逆转AG的

方法对预防胃癌的发生具有非常重要的意义, 
故亟待建立一种稳定、便捷、符合我国人群AG
发病特点的AG动物模型, 这是进一步深入研究

该领域的基础. 我国人群AG多见B型萎缩, 即以

胃窦黏膜萎缩为主, 胃体无明显萎缩, 而以自身

免疫为基础的A型AG只有少数病例报道, 且极

少数中重度AG患者经长期的演变可发展成胃

癌[2]. 目前AG的动物模型主要有: (1)生物法: 如
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )感染造

模法[3-6]; (2)免疫法: 如主动免疫法[7]; (3)化学刺激

法: 如水杨酸钠[8]、氨水[9]、去氧胆酸钠[10]、阿司

匹林[11]、致癌剂[12-14]、乙醇[13]、雷尼替丁[12,14]、

热盐水[15]灌胃; (4)放射法, 如运用放射元素60Co
分次照射腹部[16]; (5)胃肠吻合术法[17,18]; (6)基因

工程法[19,20]. 但大多耗时较长, 造模时间大多在

6 mo以上; 有些模型并不符合AG临床发病特点, 
如以N-甲基-N'-硝基-N-亚硝基胍(N-methyl-N'-
nitro-N-nitrosoguanidine, MNNG)诱导的AG模板

致癌率过高, 主动免疫法制备的自身免疫型AG
不符合我国AG患者发病特点. 故研究一种符合

我国人群AG患病特点, 且稳定、便捷的动物模

型很有必要. 本AG模型的造模方法从1993年开

始摸索, 经过多次改进, 逐步摸索而成[21-25]. 本
模型采用幽门弹簧植入术配合高盐热淀粉糊灌

胃造模, 符合长期胆汁反流、过多摄入过热过

咸食物而致AG的特点. 本次实验在造模过程中

动态观察胃黏膜病理, 旨在摸索该模型的最适

造模时间、稳定性和血清学特点, 为今后更深

入研究AG奠定坚实的基础.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠51只, ♂, 体质量200 g±20 g, 
清洁级, 由北京维通利华实验动物技术有限公司

提供, 实验动物许可证编号: SCXK(京)2006-0009. 
大鼠饲养于清洁级实验室, 恒温(20 ℃±1 ℃)
恒湿(50%-60%), 分笼饲养, 常规喂养清洁级

标准颗粒饲料 ,  自由饮用除菌水 .  前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)放射免疫测定试剂

盒(北京华英生物技术研究所)、胃泌素(gastrin)

www.wjgnet.com

■研发前沿
研究符合我国人
群 A G 发 病 特 点
且稳定便捷的一
系列动物模型是
目前研究的热点. 
通过模拟胆汁反
流、进食高热高
盐食物来制备AG
动物模型也是众
多研究者探索的
热点.
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放射免疫测定试剂盒(北京华英生物技术研究

所). 活性金属环型165宫内节育器(上海医用缝

合针厂); 氯化钠(分析纯, 北京化工厂); 可溶性

淀粉(分析纯, 天津福晨化学试剂厂); 温度计; 防
干烧电热杯; 分析天平(上海精密科学仪器有限

公司天平仪器厂制造, 型号JA2003N); r-911全
自动放免计数仪(中国科技大学实业总公司生

产); SLEE MTM-全密闭真空组织处理机; SLEE
石蜡切片机; 蔡司荧光正置显微镜(型号AXIO 
IMAGER A1)系统.
1.2 方法 
1.2.1 AG模型制备: (1)制备幽门弹簧: 将活性金

属环型165宫内节育器中硅橡胶和铜丝去掉, 拉
直, 使弹簧螺距约0.02-0.03 cm, 并剪成约2 cm长

的小段弹簧, 将该小段弹簧的两边断端弯入弹

簧内, 确保其两端光滑, 不损伤胃黏膜. 所有弹

簧高温蒸汽(137.3 kPa, 120 ℃, 30 min)灭菌后备

用; (2)弹簧幽门植入术: 将♂Wistar大鼠(体质量

240-260 g)禁食不禁水16 h后, 称质量, 以3.5%(10 
mL/kg)的水合氯醛腹腔注射麻醉, 固定大鼠四

肢及头部, 在无菌条件下开腹, 暴露胃, 在腺胃

胃前壁距幽门环0.2 cm无或少血管处切一小口, 
将一长约2 cm, 直径约0.2 cm的金属弹簧前1/3插
过其幽门环进入十二指肠, 用缝线将弹簧两端

及中央固定, 按手术常规逐层缝合胃及腹壁切

口. 手术后禁食不禁水24 h, 连续3 d予青霉素(每
只40万U/d)腹腔注射, 预防术后感染, 恢复性饲

养1 wk; (3)药物造模方法: 术后第2周开始药物

造模. 给予高盐热淀粉糊(含15%氯化钠, 25%可

溶性淀粉, 60-70 ℃)灌胃, 每只2 mL/d; 每周2次
(周二、周五), 连续4 mo. 
1.2.2 取材: (1)血清: 分别在造模2 mo末、3mo
末、4 mo末随机抽取10只大鼠和相应的空白

组、假手术组大鼠, 常规麻醉, 腹主动脉取血, 
室温静置1 h以上, 常温3 000 r/min离心10 min, 
取血清备用; (2)胃组织: 取血后, 沿贲门、幽门

剪开, 取出胃, 沿胃大弯剪开, 用自来水冲洗干

净后, 取幽门与前胃与腺胃交界线连线的2/5部
分(图1, 4号码所示区域为取材部位), 40 g/L中性

甲醛固定24 h后换成PBS后备用. 
1.2.3 放射免疫法测定: 运用放射免疫法测定大

鼠血清中PGE2、胃泌素的水平. 
1.2.4 肉眼观察: 按动物病理解剖规范, 观察记录

标本的大体形态和解剖病变. 
1.2.5 苏木素-伊红染色及形态计量: 常规梯度酒

精脱水, 石蜡包埋, 6 μm切片, HE染色, 20倍物镜

下光镜观察质控苏木素分化时间(4 s最清晰), 光
镜下观察记录的组织结构和细胞病变. 针对模

型动物病变, 各组10倍物镜下随机采图10张, 使
用Image-Pro Plus6.0图像分析系统, 对胃黏膜体

积构成比进行形态计量; Prism软件计算取材部

位所代表胃黏膜萎缩效能(Y, 体积变化相对百分

百)与对数造模时间(X, h)的时效曲线方程, 得出

胃黏膜萎缩半效时间.
统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 

采用单因素方差分析, 数据采用SPSS16.0统计软

件包进行统计分析.

2  结果

2.1 放射免疫法测定血清中PGE2、胃泌素水平

2.1.1 PGE2: 弹簧幽门植入术后高盐热淀粉糊灌

胃4 mo即为模型组, 模型组血清中PGE2水平明

显低于空白对照组(F = 4.34, P = 0.018)和假手术

组(F = 4.34, P = 0.019, 表1, 图2).
2.1.2 胃泌素: 弹簧幽门植入术后高盐热淀粉糊

灌胃4 mo即为模型组, 模型组血清中胃泌素水

平明显低于空白对照组(F = 5.856, P = 0.011)和
假手术组(F = 5.856, P = 0.005, 表1, 图3).
2.2 肉眼观察 空白对照组和假手术组: 前胃无明

显变化, 腺胃黏膜被覆较多黏液; 模型组: 前胃

无明显变化, 腺胃黏膜表面黄染, 胃窦小弯侧及

其邻近前后壁黏膜皱襞略显平坦, 胃小凹密度

增加, 肌层明显增厚(表2).

■相关报道
Kato等研究发现
增加淀粉类蔬菜
的摄入, 使癌前病
变进展加速, 淀粉
类蔬菜在肠化生
及胃萎缩方面影
响较大.

表  1  造模对血清PGE2和血清胃泌素水平的影响 (μg/L, 
n  = 8, mean±SD)

     
分组         PGE2       胃泌素

空白对照组 41.23±6.17 92.88±17.98

假手术组 41.14±4.16 96.04±19.13

模型组 35.46±2.24ac 68.37±5.83eh

PGE2, 单因素方差分析, F＝ 4.340, aP ＝ 0.018 vs  空白对照组; 
cP ＝ 0.019  vs  假手术组; 胃泌素, 单因素方差分析, F＝ 5.856, 
eP = 0.011 vs  空白对照组; hP ＝ 0.005 vs  假手术组.

1

2

3

4

5

图  1  取材
部位示意图.
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2.3 苏木素-伊红染色光镜观察组织结构 大鼠胃

组织结构清楚. 取材、固定、切片、染色等技

术操作合格; 无组织缺失. 按照胃大弯、胃大弯

与胃小弯之间、胃小弯的顺序观察(图4). (1)空
白对照组: 正常胃黏膜, 胃黏膜分为上皮、固有

层、黏膜肌层, 层次分明, 结构清晰; 固有层胃

底腺主细胞、壁细胞结构正常(图5A, B, C); (2)
假手术组: 正常胃黏膜, 胃黏膜分为上皮、固有

层、黏膜肌层, 层次分明, 结构清晰; 固有层胃

底腺主细胞、壁细胞结构正常(图5D, E, F); (3)
模型2 mo组: 10倍物镜下, 从黏膜肌层到被覆上

皮的腺体厚度变薄, 腺腔扩大而腺体变小, 腺腔

内容物质稀薄, 黏膜肌层轻度增厚, 并向固有层

伸延. 40倍物镜下, 被覆上皮可找到杯状细胞样

细胞和刷状缘明显的小肠样柱状上皮, 管状腺

体体部的壁细胞和主细胞减少; 固有层和黏膜

下层有浆细胞与淋巴细胞散在浸润, 很少见到

淋巴滤泡样结构(图5G, H, I); (4)模型3 mo组: 病
变随造模时间有加重的趋势, 10倍物镜下, 从黏

膜肌层到被覆上皮的腺体厚度变薄, 腺腔扩大

而腺体变小, 腺腔内容物质稀薄, 黏膜肌层及黏

膜下层增厚且血管有不同程度玻璃样变; 40倍
物镜下, 管状腺体体部的壁细胞和主细胞显著

减少, 管状腺体颈部的未分化细胞数量有增多

趋势, 管状腺体底部的增生细胞构成比有增大

趋势; 固有层和黏膜下层有浆细胞与淋巴细胞

散在浸润, 很少见到淋巴滤泡样结构(图5J, K, 
L); (5)模型4 mo组: 与模型3 mo组病变程度相似. 
病变随造模时间有加重的趋势. 10倍物镜下, 从
黏膜肌层到被覆上皮的腺体厚度显著变薄, 腺
腔扩大而腺体变小, 腺腔内容物质稀薄, 黏膜肌

层及黏膜下层增厚且血管玻璃样变明显; 40倍
物镜下, 管状腺体体部的壁细胞和主细胞显著

减少, 管状腺体颈部的未分化细胞数量有增多

趋势, 管状腺体底部的增生细胞构成比有增大

趋势; 固有层和黏膜下层见浆细胞与淋巴细胞

浸润(图5M, N, O, P, Q). 
2.4 形态计量 针对模型动物病变, 各组10倍物镜

下随机采图10张, 使用Image-Pro Plus图像分析

系统, 对胃黏膜体积构成比进行形态计量.
2.4.1 胃黏膜体积构成比: 与空白组比较, 假手

术组、造模2、3、4 mo组的胃黏膜体积构成

比依次降低3.30%(P >0.05)、9.82%(P <0.05)、
17.28%(P <0.01)、20.44%(P <0.01). 与假手术组

比较, 造模2、3、4 mo组的胃黏膜体积构成比

依次降低6.31%(P >0.05)、13.53%(P <0.01)、
16 .59%(P <0 .01) .  与模型2  m o组比较 ,  模

■创新盘点
目前符合中国人
群AG发病特点、
便捷稳定的动物
模型较少, 本模型
模拟了人体长期
胆汁反流, 饮食过
热、过咸造成的
AG, 其血清PGE2
和胃泌素的水平
符合人AG发病特
点, 而且通过连续
取材, 对不同造模
时间模型的胃黏
膜的形态学进行
量化观察, 并找到
萎缩半效时间, 使
该模型的稳定性
提高, 可控性增强, 
减少造模周期.

表  2  AG模型大鼠大体病理变化汇总表 (n )

     
分组   n 黏膜变薄 瘀点 溃疡

空白对照组 10        0    0    0

假手术组 10        0    0    0

造模2 mo组 10        5    0    0

造模3 mo组 10      10    4    0

造模4 mo组 11      11    5    2
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图  3  造模对血清胃泌素水平的影响. aP = 0.011 vs  空白对

照组; dP = 0.005 vs  假手术组.
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图  2  造模对血清PGE2水平的影响. aP = 0.018 vs  空白对照

组; cP = 0.019 vs  假手术组.
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图  4  胃黏膜组织(HE染色×12.5).

0      1        2       3       4 mm



www.wjgnet.com

史瑞, 等. 弹簧幽门植入术结合高盐热淀粉糊灌胃诱导大鼠萎缩性胃炎模型的方法及评价			             1005

■应用要点
本AG模型可以用
于研究针对胆汁
反流、饮食过热
过咸造成的萎缩
性胃炎的药效学
评价.
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图  5  各组大鼠胃黏膜病理表现(HE×100). A: 空白组胃大弯处胃黏膜; B: 空白组胃大弯与胃小弯之间胃黏膜; C: 空白组胃

小弯处胃黏膜; D: 假手术组胃大弯处胃黏膜; E: 假手术组胃大弯与胃小弯之间胃黏膜; F: 假手术组胃小弯处胃黏膜; G: 造模

2 mo组胃大弯处胃黏膜;  H: 造模2 mo组胃大弯与胃小弯之间胃黏膜; I: 造模2 mo组胃小弯处胃黏膜; J: 造模3 mo组胃大弯

处胃黏膜; K: 造模3 mo组胃大弯与胃小弯处胃黏膜; L: 造模3 mo组胃小弯胃黏膜; M: 造模4 mo组胃大弯处胃黏膜; N, O, P: 

造模4 mo组胃大弯与胃小弯之间胃黏膜; Q: 造模4 mo组胃小弯胃黏膜.
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型3、4  m o组的胃黏膜体积构成比依次降

6.79%(P >0.05)、9.67%(P >0.05). 与模型3 mo
组比较, 模型4 mo组的胃黏膜体积构成比降低

2.70%(P >0.05, 表3, 图6). 
2 .4 .2  效能单位 :  效能单位数据分析结果表

明 :  胃黏膜体积构成比效能单位由低到高为

空白组(0.000)、假手术组(0.1884)、模型2 mo
组(0.527)、模型3 mo组(0.868)、模型4 mo组
(1.000)(图6). 
2.4.3 时效曲线: Prism软件计算取材部位所代表

胃黏膜萎缩效能(Y, 体积变化相对百分百)与对

数造模时间(X, h)的时效曲线方程为Y = 0.1882+
0.9108/[1+10(11.828001-3.709X)](R = 0.9992), 胃黏膜萎

缩半效时间为1 545 h(95%CI: 618.4 -3 858 h), 约
为2 mo(图7).

3  讨论

依据Correa等提出了肠型胃癌的发病模式:  AG
→肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM)→异型

增生(dysplasia, Dys)→浸润性癌[26,27],  AG属胃癌

前状态, 其发生与胃癌发生的高危因素相似, 治
疗AG是胃癌二级预防的重要组成部分, 故建立

一种符合我国AG发病特点、稳定、便捷的动物

模型是进行AG防治研究的基础, 降低胃癌发病

率的有效途径. 
AG发病与幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 

H.pylori )感染、高盐高热饮食、胆汁反流等相

关. 经常吃过热的食物可损伤消化道黏膜, 过热

饮食是胃炎的重要的致病原因之一, 同时过热饮

食刺激和损伤消化道黏膜可导致其细胞癌变[28], 
实验室研究发现60-80 ℃的热水可导致动物胃

黏膜损伤[29]. 故本实验灌胃温度为60-70 ℃. 高
浓度的氯化钠能破坏胃黏膜屏障和延长胃排空

时间, 间接促进致癌物进入胃黏膜上皮靶细胞, 
直接损伤胃黏膜上皮, 导致上皮再生性增殖, 故
高盐饮食既是帮助致癌物渗透的辅助致癌因素, 
也是促进癌变细胞增殖的促癌因素[28]. 摄入盐

或用盐加工的食物可以促进胃癌的发生, 平时

喜欢食盐或者喜欢食用用盐加工肉类的人的胃

癌发生率高出普通人群的3倍, 高盐饮食作为胃

恶性疾病的促进因素已经广泛地应用于胃癌及

癌前病变模型制作过程[30], 本实验采用15%氯化

钠溶液灌胃, 模拟高盐饮食习惯. 同时在灌胃溶

液中加入25%的可溶性淀粉, 不仅可以使灌胃溶

液在胃内停留时间延长, 强化灌胃溶液对胃黏

膜的损伤, 更重要的是, Kato等[31]研究发现增加

淀粉类蔬菜的摄入, 使癌前病变进展加速, 淀粉

类蔬菜在肠化生及胃萎缩方面影响较大, 游伟

程等[28]在山东省临朐县进行的人群对照也研究

发现, 高淀粉食物可能增加胃癌的危险性, 故在

灌胃液中掺入淀粉, 不仅仅是辅助作用, 而是AG
形成的一个独立的刺激因素. 临床中发现一部

分AG患者并无H.pylori感染, 但胃镜下可见胆汁

反流. 胆汁反流与胃黏膜腺体萎缩和IM呈正相

关, 是胃癌发生的启动因素之一[32,33]. 其机制与

连续诱导SHP和CDX1转录, 使COX-2基因表达

上调相关[34]. 本实验采用手术法将弹簧由胃穿

过幽门进入十二指肠后固定, 强制使幽门括约

肌功能失常, 导致持续胆汁反流. 所以本模型的

■名词解释
胃黏膜萎缩: 胃黏
膜固有腺体丧失, 
分为非化生性萎
缩和化生性萎缩, 
前者特点是腺体
丧失伴黏膜固有
层中纤维化或纤
维肌性增生, 后者
特点是胃黏膜正
常的腺体被化生
的腺体所替换.

表  3  胃黏膜体积构成比(mean±SD)

     
分组   n 体积构成比

空白对照组 10 0.87±0.03

假手术组 10 0.84±0.04

造模2 mo组 10 0.79±0.06a

造模3 mo组 10 0.74±0.05bd

造模4 mo组 11 0.72±0.02bd

单因素方差分析, F  = 22.773, aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; 
dP<0.01 vs  假手术组.

Y = 0.1882+0.9108/[1+10(11.828001-3.709X)]
EC50: 1 545; CT: 618.4-3 858; R = 0.9992
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图  7  胃黏膜萎缩效能与对数造模时间的时效曲线.
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图  6  各组大鼠胃黏膜体积构成比效能单位变化. aP< 0.05, 
bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  假手术组.
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刺激因素包括高热、高盐、淀粉、胆汁反流、

弹簧刺激等多种因素, 符合我国一部分人群AG
的发病特点. 不仅如此, 本次实验在前几次实验

的基础上做出若干改进, 使本手术成功率显著

提高, 更有利于推广. 具体改进如下: (1)改变弹

簧制作方法: 原来制备弹簧为将避孕环彻底拉

成直线后手工缠绕而成, 这样制作的弹簧直径

大小不好控制, 本次实验直接轻微拉直避孕环, 
使螺距为0.2-0.3 mm, 这样的弹簧直径均为避孕

环出厂的直径0.2 mm, 大小统一且表面光滑, 对
大鼠的物理刺激明显减小, 故出现胃黏膜溃疡

糜烂的数量和比例显著减少, 模型组大部分胃

黏膜发白, 无明显糜烂红肿等急性炎症病变, 更
符合人类AG特点. 而且弹簧在造成胆汁反流的

同时, 其直径大小足以通过胃内容物, 100%不发

生梗阻, 大鼠大便通畅; (2)放入弹簧前用无菌纱

布将胃壁开口包紧, 将胃内容物全部排空到无

菌纱布上, 严禁胃内容物流入腹腔引起腹膜炎, 
使术后腹膜炎发生率下降至2%. 经过以上改进, 
大鼠术后成活率达97%以上. 由于弹簧直径较前

减小, 三处缝线在胃酸及胃蛋白酶的作用下逐

渐被消化, 术后2 mo时50%的弹簧已经脱落, 术
后4 mo弹簧脱落率约为100%, 进入治疗期后弹

簧物理支撑及刺激的作用完全消除, 所有胃黏

膜损伤因素消除, 功能异常的幽门括约肌在药

物的治疗作用下逐渐恢复, 这与以前弹簧即使

在治疗阶段也无法除去相比是一个进步.  
在模型评价方面, 我们采用了动态分析方

法, 从造模2 mo开始每个月取10只进行形态学

评价, 并借用药理学的公式算出半数萎缩有效

时间, 建立胃黏膜萎缩效能与对数造模时间的

时效曲线方程, 使研究者对该模型病理的进展

更加清晰可控. 如果将术后灌胃4 mo的大鼠萎

缩效能设为1, 空白组大鼠胃黏膜萎缩效能设为

0, 那么在术后灌胃2 mo时大鼠胃黏膜萎缩效能

达到0.5, 得出胃黏膜萎缩半效时间为2 mo. 
PGE2保护胃黏膜的作用机制几乎涉及了与

黏膜损伤可能有关的所有因素[35]: (1)增加胃黏

膜血流; (2)促进胃黏液和碳酸氢根的分泌; (3)刺
激胃基底细胞向表面迁移, 促进细胞更新, 加快

胃黏膜修复; (4)提高胃黏膜磷脂含量, 防止水溶

性攻击因子对黏膜的损害; (5)可介导适应性细

胞保护作用[36]. 本AG模型血清PGE2水平显著低

于空白对照组, 说明该模型的制备方法干扰了

胃黏膜保护因子PGE2的合成或释放, 其具体机

制有待于进一步研究.

胃泌素是由胃窦G细胞分泌的胃肠激素 , 
90%以上为17肽的蛋白, AG患者胃窦黏膜萎缩, G
细胞的数量减少, 胃泌素的分泌也下降[37], 在其他

刺激因素下, 胃泌素的分泌不增加或增加不多[38], 
低血清胃泌素是胃窦AG的生物标志[39], 故血清胃

泌素的分泌可反映胃黏膜萎缩的情况[40]. 本大鼠

AG模型的血清胃泌素水平显著低于空白对照组

和假手术组, 这一特点与其他AG大鼠模型的结

果相似[41,42]. 
总之, 幽门弹簧植入术配合高盐热淀粉糊灌

胃法制作的AG大鼠模型以胃窦黏膜萎缩为主, 
其血清PGE2、胃泌素水平低于正常大鼠, 符合

我国人群AG发病特点. 该模型综合了高热、高

盐、高淀粉、胆汁反流、弹簧物理刺激等多种

因素, 各因素之间相互作用大大缩短了单一造

模所需的时间, 其萎缩半效时间为术后2 mo, 继
续造模至4 mo, 胃黏膜全部萎缩, 未见典型的IM
及上皮内瘤变, 模型造模成功率达96%, 是一种

稳定、便捷的AG大鼠模型. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of portal vein ad-
ministration of vascular endothelial growth fac-
tor on the density of hepatic microvessels in rats 
with liver cirrhosis.

METHODS: Twenty-five male Sprague-Dawley 
rats with portal hypertension were randomly di-
vided into two groups: treatment group (n = 15) 
and model group (n = 10). The treatment group 
was given recombinant rat vascular endothelial 
growth factor 165 (30 ng/d) via the portal vein 
for 2 weeks. The model group underwent only 
sham operation. Ten normal rats were used as 
normal controls. After treatment, liver histo-
pathology was examined by light microscopy 
and sinusoidal ultrastructure was observed by 
transmission electron microscopy. The density 
of hepatic microvessels was detected by immu-
nostaining of von Willebrand factor (vWF).

RESULTS: Light microscopy examination 
showed that hepatic fibrosis improved in the treat-
ment group compared with the model group. 
Electron microscopy analysis showed decreased 
number of fenestrations in sinusoidal endothe-
lial cells, basement membrane formation, and 
irregular hepatic sinus endothelial cells. These 
pathological changes were more severe in the 
model group than in the treatment group. Mi-
crovessel density was higher in fibrotic stroma 
(2.04 ± 0.61 vs 1.26 ± 0.30, P < 0.01) but lower in 
liver parenchyma (0.74 ± 0.05 vs 1.32 ± 0.48, P < 
0.01) in the treatment group than in the model 
group. However, microvessel density in both 
liver stroma and parenchyma was higher in the 
treatment and model groups than in the normal 
control group (1.26 ± 0.30, 2.04 ± 0.61 vs 0.70 ± 
0.07; 1.32 ± 0.48, 0.74 ± 0.05 vs 0.28 ± 0.08, all P < 
0.05).

CONCLUSION: Exogenous administration of 
vascular endothelial growth factor is capable of 
increasing the number of microvessels in fibrotic 
stroma but decreasing that in liver parenchyma.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Liv-
er cirrhosis; Portal hypertension; Hepatic microves-
sels
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摘要
目的: 研究外源性血管内皮生长因子对肝硬
化大鼠肝脏组织内血管的影响, 以检测肝硬化
大鼠肝脏微循环变化.

方法: 25只肝硬化门静脉高压造模成功SD♂

大鼠, 体质量180-220 g, 随机分为肝硬化门静
脉高压对照组(B组, n  = 10)和肝硬化门静脉高
压实验组(C组, n  = 15), C组应用Alzet微渗泵
从大鼠门静脉连续泵入血管内皮生长因子持
续2 wk, 正常对照组(A组, n  = 10)和B组开腹
后关腹作对照, 2 wk后对各组大鼠在光镜和电
镜下进行肝组织病理学观察, 用免疫组织化学
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■背景资料
门静脉高压是肝
硬化失代偿期主
要临床表现, 由此
引起的上消化道
出血及腹水等严
重并发症是引起
高死亡率的主要
原因. 目前临床治
疗中外科手术, 内
科药物及介入手
术均存在不同的
风险, 且不能从根
本上降低门静脉
压力.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科



方法, 以Ⅷ因子相关抗原标记微血管数目, 检
测大鼠肝脏微血管变化.

结果: 光镜下观察C组肝纤维化程度较B组减
轻, 电镜下观察B组肝窦内皮细胞形态不规则, 
窗孔缺失, 基底膜形成, C组病变减轻. 免疫组
织化学显示, 在肝脏间质组织中, C组肝脏微
血管数目较B组数目增加(2.04±0.61 vs  1.26
±0.30, P <0.01), 在肝脏实质组织中, C组微血
管数目较B组数目减少(0.74±0.05 vs  1.32±
0.48, P <0.01). 在肝脏实质与间质组织中, B组
和C组微血管数目均高于A组(1.26±0.30, 2.04
±0.61 vs  0.70±0.07; 1.32±0.48, 0.74±0.05 
vs  0.28±0.08, 均P <0.05).

结论: 外源性血管内皮生长因子能够增加肝
硬化大鼠肝脏间质组织中微血管数目, 并同时
减少肝脏实质组织中微血管数目, 能够改善肝
脏的微循环情况. 

关键词: 血管内皮生长因子; 肝硬化; 门静脉高压; 

肝组织血管
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0  引言

门静脉高压(portal hypertension, PHT)是肝硬

化失代偿期主要临床表现, 由此引起的上消化

道出血及腹水等严重并发症[1-3], 是引起高死亡

率的主要原因. 肝硬化是以缺血为特征, 由此

引起微循环障碍, 导致肝脏内血管阻力增加是

PHT的主要机制. 我国是慢性乙型肝炎大国, 研
究肝硬化PHT的发生机制, 改善肝脏微循环状

况[4], 从而降低门静脉压力, 是一种具有高可行

性和价值性的研究. 本文旨在通过血管生成方

法, 应用血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)干预肝硬化PHT大鼠后, 检
测肝脏微血管变化, 以研究肝硬化大鼠肝脏微

循环变化.

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠50只, ♂, 体质量180-220 g, 购
于中国医科大学实验动物部. 硫代乙酰胺(thio-
acetamide, TAA)购于国药集团化学试剂有限公

司. 重组大鼠血管内皮生长因子165(recombinant 
rat vascular endothelial growth factor 165, rr-
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VEGF165)购于美国PeproTech公司. 兔抗人第

Ⅷ因子相关抗原(von willebrand factor, vWF)多
克隆抗体, 免疫组织化学兔二步法检测试剂盒

(辣根过氧化物酶)购于北京中山生物科技有限

公司. 液体DAB底物显色试剂盒购于福州迈新

生物技术开发公司. Alzet微渗泵(Alzet osmotic 
minipump, 2002型)购于美国健康医疗仪器国际

公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 50只大鼠随机分为: 正常对照

组10只(A组, n  = 10), 给予正常饮水, 正常进食; 
肝硬化PHT诱导组40只, 采用TAA法造模[5,6], 共
成模25只, 1-5 wk使用0.03% TAA, 6-10 wk使用

0.04% TAA作为其饮水, 10 wk后[7]随机将其分为

肝硬化PHT对照组(B组, n  = 10)和肝硬化PHT实
验组(C组, n  = 15), C组应用Alzet微渗泵通过门

静脉将rr-VEGF165(30 ng/d)[8]持续泵入门静脉2 
wk, A组及B给予开腹后关腹对照处理, 术后3 d
每天肌注4万U青霉素预防感染.
1.2.2 肝纤维化病理光镜观察: 第12周末, 取各组

大鼠肝左叶相同部位肝组织, 大小约1.5 cm×1.5 
cm×0.5 cm于40 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包

埋、脱水, 切片厚4 μm, 做苏木素-伊红(HE)染
色, 进行肝脏组织学观察.
1.2.3 肝脏超微结构观察: 第12周末, 各组大鼠随

机选取2例肝左叶相同部位新鲜肝组织, 约1 mm
×1 mm×1 mm, 立即置于预冷的2.5%戊二醛中

于4 ℃冰箱中固定后, 二甲砷酸钠缓冲液(pH7.3)
洗2次后, 1%四氧化锇后固定、包埋、超薄切

片, 然后依次染色、观察、拍照、冲片, 透射电

镜观察.
1.2.4 免疫组织化学检测vWF标记微血管数目[9]: 
多聚赖氨酸处理的石蜡切片脱蜡至水, PBS冲洗

3×5 min, 微波抗原修复, 冷却至室温, 滴加内源

性过氧化物酶阻断剂50 μL, 室温10 min, PBS冲
洗3×5 min, 滴加一抗(vWF: 1∶100)50 μL室温

孵育60 min, PBS冲洗3×5 min, 滴加辣根过氧

化物酶标记羊抗兔IgG 50 μL, 室温孵育30 min, 
DAB显色, 显微镜下控制显色时间, 自来水流水

冲洗, 苏木素复染, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 
中性树胶封片. 阴性对照以PBS代替一抗. 光镜

下观察染色结果, vWF标记血管染色为棕黄色, 
表示阳性, 与背景同色为阴性.
1.2.5 免疫组织化学染色图片分析: 每组大鼠各

随机选取5张来自不同大鼠的切片, 首先在光镜

下放大100倍观察, 确定待观察区域, 后在400倍

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝硬化是以缺血
为特征, 由此导致
肝脏微循环障碍, 
从而引起一系列
临床症状和体征. 
近年来血管生成
疗法成为研究热
点, 旨在通过血管
生成以改善肝脏
的微循环状态.
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镜下每张切片连续观察10个视野, 计数每视野

下vWF标记的微循环血管数目, 以平均血管数

目为记录结果.
统计学处理 所有数据输入计算机建立数据

库, 采用SPSS16.0软件包进行数据统计分析, 计
量资料以mean±SD表示, 不同组微血管数目组

间比较用方差分析(ANOVA), P <0.05有统计学

意义.

2  结果

2.1 光镜下肝脏组织学观察 12 wk末各组大鼠肝

组织行HE染色显示, A组肝脏肝细胞索排列整

齐, 肝细胞直径约13 μm, 肝窦腔隙规则可见, 宽
约4 μm(图1A); B组肝脏正常肝小叶结构消失

或破坏而被假小叶所取代, 部分假小叶由几个

不完整的肝小叶构成, 肝细胞的排列和血窦的

分布极不规则, 肝细胞可有不同程度的水肿、

脂肪浸润, 直径约22 μm, 肝窦腔隙扩张, 宽约6 

μm(图1B); C组肝脏假小叶结构不明显, 肝细胞

索排列较B组规则, 肝细胞水肿减轻, 直径约16 
μm, 肝窦腔隙宽约5 μm(图1C).
2.2 电镜下肝脏组织学观察 12 wk末各组大鼠肝

组织标本在电镜下观察显示, A组大鼠肝窦内皮

细胞扁平, 有窗孔存在, 内皮下缺乏基底膜(图
2A). 在B组大鼠肝组织, 可见肝窦内皮细胞形

态不规则, 增厚, 窗孔减少或缺失, 有基底膜形

成(图2B). 在PHT实验组大鼠肝组织, 内皮细胞

变薄, 窗孔存在但数量减少, 内皮下基底膜不连

续、减少或消失(图2C). 
2.3 vWF标记的微血管免疫组织化学染色 正常

对照组大鼠vWF标记血管阳性表达仅见于中央

静脉和汇管区门静脉血管内皮, 肝窦壁几乎未

见阳性表达(图3A); B组大鼠肝组织vWF标记血

管阳性表达明显增多, 在大多数纤维间隔内表

达较多, 在再生的肝结节的肝窦内皮及肝小叶

■相关报道
Brodsky等表明在
肝硬化早期阶段
VEGF表达及微血
管数目增加, 而在
肝硬化晚期阶段
VEGF及微血管数
目减少, VEGF表
达与血管数目呈
正相关.

A

B

C

50 mm

50 mm

50 mm

a b

a
b

a

b

图  1  肝脏组织学(HE×400). A: A组; B: B组; C: C组. a: 肝窦; 

b: 肝细胞.

A
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C

a
b

a
c

a

b

图  2  肝脏组织学(电镜). A: A组(×10 000); B: B组(×12 000); 

C: C组(×12 000). a: 肝窦内皮细胞; b: 窗孔; c: 基底膜.

c
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中央静脉附近肝窦可见较多的微血管表达(图
3B). C组大鼠vWF标记血管在纤维间隔内表达

较B组增多, 但在肝窦壁微血管表达较B组表达

减少(图3C). 
2.4 肝脏间质组织与实质组织中微血管数目

半定量分析 在肝脏间质纤维组织中, C组微血

管数目高于B组, 两者相比差异有统计学意义

(P <0.01), 且二者均高于A组(均P <0.05, 表1); 在
肝脏实质组织中, C组微血管数目低于B组, 两者

相比差异有统计学意义(P <0.01), 二者均高于A
组(均P <0.05, 表1, 图4).

3  讨论

肝脏的微循环是以窦状隙为中心, 包括流入窦状

隙的门静脉、肝动脉末梢支及流出窦状隙的肝

静脉末梢支. 良好的肝内循环能够保证肝细胞

从外界获得充足的养分, 并带走代谢物质, 从而

维持肝脏正常的功能[10]. 肝硬化时肝内微循环障

碍, 引起门静脉血管阻力增加导致门静脉压升高

是肝硬化PHT发生的重要机制. 肝纤维化、再生

结节形成和肝内血管狭窄是肝硬化引起血管阻

力增加的典型机制. 最新研究表明血管生成可作

为门静脉分流通道“疏通”压力[4], 同时一些抑

制血管生成的干预实验在临床前研究中提供了

有害的证据[11,12], 改善肝硬化时血管异常可以改

善肝脏微循环[13], 从而减轻肝硬化.
VEGF在促进血管生成方面的生物学作用

近年受到研究者的重视[14]. VEGF诱导内皮细胞

表达的生物学特点使治疗性血管生成疗法成为

研究新热点[15-17]. 最近Brodsky等[18]表明在肝硬

化早期阶段VEGF表达及微血管数目增加, 而
在肝硬化晚期阶段V E G F及微血管数目减少, 
VEGF表达与血管数目呈正相关. Ueno等[19]的

研究证明肝移植血管生成细胞具有治疗肝纤

维化的作用和改善肝功能的作用. 国内外应用

VEGF治疗PHT少见, 且大都通过大鼠尾静脉注

入VEGF[20], 并已有统计学意义. 由于VEGF半衰

期较短, 仅为6 min, 考虑到通过尾静脉间断注射

用药难以维持稳定的有效血药浓度, 且经过体

循环后影响靶器官有效药物浓度. 本实验应用

Alzet微渗泵通过导管持续2 wk将rr-VEGF-A直

接泵入门静脉干预大鼠肝硬化门静脉压力, 解
决了VEGF半衰期短的问题, 且目前在国内外尚

未见报道.
vWF是第Ⅷ因子相关抗原, 主要由血管内

皮细胞合成, 并在血管基膜下与Ⅳ型胶原纤维

(type Ⅳ collagen, Coll Ⅳ)构成联合体, 免疫组

■创新盘点
本文综合分析考
虑应用外源性血
管内皮生长因子
(VEGF), 半衰期
短, 只有6 min, 且
不能过长时间应
用, 否则将导致血
管过度增生, 引起
不良反应, 本实验
应用了Alzet微渗
泵持续通过大鼠
门静脉泵入VEGF 
2 wk, 解决了以上
问题, 目前国内外
尚未见报道.

表  1  各组大鼠vWF标记微血管数目的比较 (mean±SD)

     
分组

   间质组织

微血管数目

  
P 值

   实质组织

微血管数目

  
P 值

A组 0.70±0.07 0.28±0.08

B组 1.26±0.30 <0.05 1.32±0.48 <0.01

C组 2.04±0.61 <0.01 0.74±0.05 <0.01

A

B

C

100 mm

100 mm

100 mm

图  3  vWF标记微血管数目(免疫组织化学染色). A: A组(×

200); B: B组(×400); C: C组(×200).

图  4  各组大鼠肝脏间质组织与实质组织中微血管数目分布.
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织化学技术中vWF及Coll Ⅳ可使血管基膜着色, 
因此常被用作血管标志物计数微血管密度 [21]. 
最近研究表明, 肝脏疾病中vWF合成增加, 而
vWF mRNA浓度在肝纤维化患者中最高, 肝组

织的免疫组织化学染色证实了这一观察[22]. 郝
菁华等[23]研究发现检测vWF表达可以反映肝纤

维化的程度. vWF作为血管生成的直接标志物, 
可反映肝纤维化形成过程中血管生成及肝窦毛

细血管化[10]. 研究表明, 肝脏实质中肝窦毛细血

管化能够导致肝脏微循环障碍[24].
本实验应用Alzet微渗泵通过导管将VEGF

直接泵入C组大鼠门静脉, 持续2 wk后, 应用

vWF标记肝脏微血管数目, 并对各组大鼠微血

管数目进行半定量分析, 发现在肝脏间质组织

与实质组织中各组大鼠微血管数目分布特点不

同, 在肝脏间质组织中, C组大鼠微血管数目较B
组增加(P<0.01), 而在肝脏实质组织中, C组较B组
有明显降低(P<0.01), 在间质组织及实质组织中, B
组及C组大鼠血管数目均高于A组(P <0.05). 我们

的前期研究工作已经证实, 大鼠门静脉及肝动脉

系统均有VEGF受体分布, VEGF受体2在内皮细胞

增殖最终形成新生血管中起重要作用[25]. 本实验

结果提示, 在肝硬化大鼠肝组织中微血管数目

较A组增加, 表明肝硬化过程中, 由于缺血缺氧

等原因导致血管的代偿性增生, 但这种增生会

产生肝窦毛细血管化引起肝脏微循环异常[13]. 我
们在应用VEGF进行干预后, 在肝脏间质组织中, 
C组大鼠vWF标记的微血管数目较B组增加, 表
明肝硬化PHT治疗组应用VEGF后, VEGF与相

应受体结合, 产生新生毛细血管, 形成分流通道, 
能够疏通肝脏微循环[4]. 在肝脏实质组织中, C组
大鼠微血管数目较B组减少, 表明外周间质组织

新生血管能够穿过纤维隔代偿性增加肝实质细

胞供血[20], 同时我们实验中光镜及电镜下观察

肝细胞水肿减轻、肝窦腔隙变窄、基底膜变薄, 
说明应用VEGF后, 肝细胞形态及功能逐渐恢复, 
原有的代偿性血管增生被抑制, 肝窦毛细血管

化减轻.
本实验中光镜下观察C组较B组假小叶结构

减轻, 肝细胞直径变小、水肿减轻、肝窦排列

较规则、腔隙变小, 表明应用VEGF治疗后, 肝
脏微循环血管得到“疏通”, 肝窦压力降低, 肝
细胞新生及修复. 电镜下观察PHT实验组比B组
肝窦内皮细胞变薄、窗孔增加、基底膜减少或

消失, 提示VEGF可促进内皮细胞窗孔形成[26,27], 
增加内皮细胞通透性[28], 肝脏血管阻塞减轻, 肝

脏结构得到改善. 实验结果表明, 肝脏结构发生

病理改变导致微循环障碍引起门静脉血管阻

力增加是肝硬化PHT发生的重要机制[29], 应用

VEGF后微循环改善, 肝脏组织新生重构, 使肝

脏结构得到不同程度的恢复, 增加了肝细胞与

肝窦的血流量, 最终使肝细胞获取更多的氧气

和营养, 进一步改善肝脏功能[19,30].
本实验应用VEGF血管生成疗法检测肝硬

化PHT大鼠肝组织血管数目变化, 反映肝脏微循

环状况. 结果显示VEGF可使肝硬化PHT大鼠肝

脏微循环得到改善, 为进一步探讨在临床中应

用VEGF改善肝硬化患者微循环状况提供了实

验依据.
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Abstract
AIM: To investigate inhibitory effect of transfec-
tion of eukaryotic expression plasmids carrying 
specific microRNA (miRNA) on insulin-like 
growth factor II (IGF-II) gene and protein ex-
pression in human HepG2 cells.

METHODS: Four miRNAs targeting the IGF-
II gene were synthesized and inserted into the 
pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR vector. The recombi-
nant plasmids were identified and transiently trans-
fected into HepG2 cells. Their inhibitory efficiency 
on IGF-II expression was determined at gene level 
by real time-PCR and at protein level by ELISA.

RESULTS: Four eukaryotic expression plasmids 
carrying miRNA targeting IGF-II were con-
structed successfully and confirmed by sequenc-
ing. HepG2 cells were then transfected with 
these plasmids (MR-IGF-II-1 to 4). The highest 
transfection efficiency was up to 50%. The re-
duced rates of IGF-II gene expression were 33%, 
43%, 0% and 3% in cells transfected with MR-
IGF-II-1 to 4, respectively. Transfection of the 
MR-IGF-II-2 plasmid for 72 h reduced IGF-II 
protein expression by 44% in HepG2 cells.

CONCLUSION: The expression plasmids carry-
ing miRNA targeting IGF-II have been success-
fully constructed. Transfection of these plam-
sids can efficiently inhibit IGF-II expression in 
HepG2 cells. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Insulin-like 
growth factor 2; microRNA; Plasmid construction; 
Gene silencing

Yao NH, Yao DF, Qian J, Dong ZZ, Qiu LW, Yu DD. Con-
struction of expression plasmids carrying miRNA target-
ing IGF-II and detection of their inhibitory effect on IGF-II 
expression in human HepG2 cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(10): 1015-1021

摘要
目的: 研究miRNA干扰质粒对胰岛素样生长
因子Ⅱ(IGF-Ⅱ)在肝细胞癌表达的抑制作用, 
探讨IGF-Ⅱ在肝细胞癌治疗中的价值.

方法: 以人IGF-Ⅱ基因序列设计并合成4条
miRNA, 将miRNA插入质粒构建pcDNATM6.2-
GW/EmGFP miR 1-4干扰载体; 筛选、转染
HepG2细胞, 以荧光定量PCR分析靶向肝癌
IGF-Ⅱ基因表达的干扰效果; 以ELISA法比较
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■背景资料
肝癌发展是由遗
传学和表观遗传
学改变引起的原
癌基因的活化和
抑癌基因的失活, 
而表遗传修饰主
要包括DNA甲基
化、组蛋白乙酰
化状态异常以及
染色体结构改变
等, IGF-Ⅱ表达异
常与肝癌发生密
切相关. 

■同行评议者
田字彬, 教授, 青
岛大学医学院附
属医院消化内科



转染前后IGF-Ⅱ蛋白表达水平.

结果: 测序证实, 成功构建了真核IGF-Ⅱ干
扰质粒MR-IGF-Ⅱ-1-4, 将干扰质粒转染至
HepG2细胞, 镜下显示转染效率50%; 经荧光
定量PCR扩增, 沉默IGF-Ⅱ基因表达效率MR-
IGF-Ⅱ-1为33%、MR-IGF-Ⅱ-2为43%、MR-
IGF-Ⅱ-3为0%、MR-IGF-Ⅱ-4为3%. 将其中
MR-IGF-Ⅱ-2转染至HepG2细胞, 在转录和蛋
白水平上对IGF-Ⅱ具有较高干扰效率, 分别达
43.0%和43.5%.

结论: 成功构建了人miRNA干扰质粒, 他能有
效抑制HepG2细胞IGF-Ⅱ的表达.

关键词: 肝细胞癌; 胰岛素样生长因子Ⅱ; 微小

RNA; 质粒构建; 基因沉默
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的发

生、发展是多病因、多步骤及多因子协同的

复杂过程, 其中多种基因的调控和表达与HCC
密切相关[1-3]. 胰岛素样生长因子(insul in-l ike 
growth factors, IGFs)家族异常表达与多种肿

瘤的发生相关. IGFs中的配体IGF-Ⅰ(insulin-
like growth factor 1)和IGF-Ⅱ(insulin-like growth 
factor 2)氨基酸序列有62%同源性, 均可与细胞

表面的胰岛素样生长因子Ⅰ受体(the type Ⅰ 
insulin-like growth factor, IGF-1R)结合, 发挥促

有丝分裂作用, 促进正常细胞增殖, 参与肿瘤细

胞增生及分化. IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ和IGF-1R在多

种肿瘤中分别或共同高表达, HCC组织中则发

现IGF-Ⅱ异常表达, 且与肝细胞持续性增殖、异

常生长、分化及癌变密切相关[4,5]. IGF-Ⅱ基因

在胎肝和新生儿肝脏中大量表达, 成人肝中不

表达, 在肝细胞发生癌变时IGF-Ⅱ呈胚胎性过量

表达[6,7]. 本文构建IGF-Ⅱ表达干扰质粒, 经筛选

将有效干扰质粒转染肝癌细胞(HepG2), 观察对

HCC细胞IGF-Ⅱ的表达干扰和抑制效果.

1  材料和方法

1.1 材料 人HCC HepG2细胞株购自南京凯基生

物科技发展有限公司; BLOCK-iTTM Pol II miR 
RNAi Expression Vector Kit with EmGFP(No. 
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K4936-00)、质粒载体pcDNATM6.2-GW/EmGF-
PmiR、TRIzol、感受态细胞DH5α、超纯水及

基因扩增引物合成等均来自Invitrogen公司; T4
快速连接酶试剂盒(Promega); 胰化蛋白胨、酵母

提取物(OXOID); 壮观霉素(Sigma); FuGENE® HD 
Transfection Reagent(Roche); RIPA裂解液(强)、
PMSF、BCA蛋白浓度测定试剂盒、DEPC、

Hoechst 33342、琼脂糖及高纯度质粒抽提试剂

盒(碧云天); Cell culture RNA提取试剂盒(富士); 
cDNA合成试剂盒(Fermentas); SYBR® Premix 
Ex TaqTM II(TaKaRa)购自大连宝生物工程有限

公司; 人IGF-Ⅱ ELISA试剂盒(武汉华美)购自南

京生兴生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 靶向IGF-Ⅱ miRNA干扰载体的构建: 根据

IGF-Ⅱ基因序列(NM_000612)设计并合成4条
miRNA寡聚核苷酸单链DNA及阴性对照核苷酸

单链DNA(Invitrogen), 序列见表1.
将4对Oligo各自退火成双链, 用三蒸水溶解

成100 μmol/L, 互补单链各5 μL两两混合, 总体

积20 μL(100 μmol/L top strand Oligo 5 μL, 100 
μmol/L bottom strand Oligo 5 μL, 10×Oligo an-
nealing buffer 2 μL, 三蒸水8 μL)在95 ℃加热5
分钟, 然后放置室温自然冷却20 min, 形成双链

Oligo. 然后用载体构建试剂盒BLOCK-iTTM Pol 
Ⅱ miR RNAi Expression Vector Kit with EmGFP 
进行重组克隆, 将双链的miRNA Oligo各自插

入到miRNA表达载体pcDNATM6.2-GW/EmGFP-
miR中, 构建miRNA质粒. 
1.2.2 干扰载体转化与测序分析: 将退火的双

链Oligo稀释成10 nmol/L浓度, 在室温连接30 
min, 总体积20 µL, 含5×Ligation Buffer 4 µL, 
pcDNA6.2-GW/EmGFP 2 µL, ds Oligo(10 nmol/
L) 4 µL, T4 DNA Ligase(106 U/L)1 µL, 双蒸水

9 µL. 构建质粒, 转化入DH5α. 每个转化平板分

别挑取4个克隆, 用载体通用引物进行菌落PCR
筛选. 筛选得到的阳性克隆进行测序验证重组

克隆中插入序列, 扩增质粒. pcDNATM6.2-GW/
EmGFPmiR反向测序引物5'-CTCTAGATCAAC-
CACTTTGT -3', 针对靶基因IGF-Ⅱ构建的4个干

扰质粒pcDNATM 6.2-GW/EmGFPmi-1-4.
1.2.3 靶向IGF-Ⅱ miRNA干扰载体的筛选: 制备

LB培养基含壮观霉素(50 g/L), 37 ℃增菌15 h后, 
提取质粒. 将处对数生长期HepG2细胞以2.5 g/L
胰酶消化, 用完培悬浮细胞, 计数后按照每孔5
×105个细胞种板, 过夜. 在细胞覆盖率90%时, 
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■研发前沿
重组DNA技术使
肝癌基因治疗成
为 可 能 ,  以 肝 癌
发生机制制定的
基因治疗已成为
肿瘤治疗的热点.
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常规消化收集细胞, 分别以90 µL DMEM高糖基

培稀释10 µL干扰质粒及阴性对照质粒Neg(200 
µg/L), 92 µL DMEM高糖基培稀释高效转染试

剂8 µL, 总体积100 µL, 混匀, 室温12 min; 用200 
µL含转染试剂-质粒复合物DMEM高糖基培重

悬细胞, 37 ℃, 50 mL/L CO2中静置20 min; 加
RPMI 1640完培后种板, 37 ℃, 50 mL/L CO2培

养; 8 h更换培养液. 在所设定时间点, 以荧光显

微镜观察转染效率.
1.2.4 IGF-Ⅱ cDNA合成: 使用Quickgene-81自
动提取仪(富士)制备细胞总RNA. 预冷管中加

入总RNA 1 μg和1 μL随机引物[Oligo-dT(18), 
0.5 g/L], 加DEPC处理水至12 μL, 离心5 s, 70 ℃ 
5 min, 离心5 s; 将EP管冰浴, 加4 μL 5×反应

缓冲液; 1 μL核酸酶抑制物(2×107 U/L)和2 μL 
dNTP(10 mmol/L), 离心5 s, 37 ℃ 5 min; 加1 μL
逆转录酶(2×107 U/L), 终体积20 μL, 42 ℃ 60 
min, 70 ℃ 10 min, 备用.
1.2.5 引物合成与定量PCR扩增: 引物设计: IGF-
Ⅱ-F1: 5'-CGTGGCATCGTTGA GGAGTG-3' 
(942-961 nt)和IGF-II-R1: 5'-CTGAACGCCTC-
GAGCTCCTT-3'(1 182-1 201 nt), 片段260 bp; 内
参引物: GAPDH-F: 5'-CACTGGCGTCTTCAC-
CACCA T-3'(396-416 nt)和GAPDH-R: 5'-GTG-
CAGGAGGCATTGCTGAT-3'(541-560 nt), 片段

165 bp. 体系25 μL: 双蒸水9.5 μL, 上游引物(10 
μmol/L)0.5 μL, SYBR® Premix Ex TaqTM II 12.5 
μL; 下游引物(10 μmol/L)0.5 μL; 模板2.0 μL. 反
应条件: 95 ℃ 2 min后, 以95 ℃ 10 s; 60 ℃ 30 s; 
70 ℃ 45 s, 重复40个循环.
1.2.6 IGF-Ⅱ沉默效率: 经定量PCR检测细胞

IGF-Ⅱ和内参基因表达, 根据PCR反应曲线得到

各样品IGF-Ⅱ和GAPDH基因Ct值(threshold cy-

cle number), 以ΔΔCt法相对定量. 以转染阴性干

扰载体为对照, 比较各转染干扰载体组IGF-Ⅱ基

因表达. 靶向IGF-Ⅱ基因干扰效果计算: ΔΔCt = 
(待测IGF-Ⅱ基因Ct平均值-待测GAPDH基因Ct
平均)-(对照IGF-Ⅱ基因Ct平均值-对照GAPDH
基因Ct平均值)基因表达量F = 2-ΔΔCt, IGF-Ⅱ基因

沉默效率为1-2-ΔΔCt.
1.2.7 IGF-Ⅱ蛋白测定: 分别在24、48和72 h收集

细胞, 以RIPA裂解液(含1/100 PMSF)与冰上裂解

细胞, 10 min后收集裂解产物, 12 000 g  4 min离
心收集上清, 以BCA法测定总蛋白和ELISA法测

IGF-Ⅱ蛋白水平.
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 .  以

Sigma Stat 2.0软件行配对t检验或单因素方差分

析, 以P <0.05表示差异显著.

2  结果

2.1 真核表达质粒构建与测序 将真核表达质粒

约5.7 kb; IGF-Ⅱ片段真核表达质粒pcDNATM6.2-
GW/EmGFPmiR经测序和比对, 重组克隆中插入

片段序列与设计的Oligo序列完全一致, IGF-Ⅱ 
miRNA干扰载体构建成功.
2.2 构建质粒筛选和干扰效率比较 以4种构建的

干扰载体转染HepG2细胞, 瞬时转染48 h后收集

样品, 定量PCR分析IGF-Ⅱ基因的表达(图1)及
实际对IGF-Ⅱ的沉默效果. MR-IGF-Ⅱ-1和MR-
IGF-Ⅱ-2均可沉默IGF-Ⅱ, 以MR-IGF-Ⅱ-2对
IGF-Ⅱ基因的沉默效果最佳, 干扰效率为43%. 
而MR-IGF-Ⅱ-3和MR-IGF-Ⅱ-4对IGF-Ⅱ基因几

乎无沉默效果(表2).
2.3 IGF-Ⅱ-miRNA转染HepG2效率 pcDNATM6.2-
GW/EmGFP miRNA重组质粒转染HepG2细胞48 
h后, 使用倒置荧光显微镜观察转染效果, 转染

■相关报道
肝癌动物模型动
态观察肝细胞癌
变过程中IGF-Ⅱ
基因P2 CpG岛的
甲基化状态改变, 
同时观察了不同
肝脏组织中IGF-
Ⅱ基因P3 CpG岛
的甲基化状态的
差异. 该基因启动
子区域CpG岛甲
基化状态改变在
肝癌形成中起重
要作用.

表  1  IGF-Ⅱ miRNA Oligo序列及阴性序列

     
名称                                                                        寡聚核苷酸单链DNA序列

MR122-1 F: 5'-TGCTGCAGCAATGCAGCACGAGGCGAGTTTTGGCCACTGACTGACTCGCCTCGCTGCATTGCTG-3'

R: 5'-CCTGCAGCAATGCAGCGAGGCGAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTCGCCTCGTGCTGCATTGCTGC-3'

MR122-2 F: 5'-TGCTGTAAGCAGCAATGCAGCACGAGGTTTTGGCCACTGACTGACCTCGTGCTATTGCTGCTTA-3'

R: 5'-CCTGTAAGCAGCAATAGCACGAGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCTCGTGCTGCATTGCTGCTTAC-3' 

MR122-3 F: 5'-TGCTGTGCGACGGCTCACACGGCTTGGTTTTGGCCACTGACTGACCAAGCCGTGAGCCGTCGCA-3'

R: 5'-CCTGTGCGACGGCTCACGGCTTGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCAAGCCGTGTGAGCCGTCGCAC-3'

MR122-4 F: 5'-TGCTGTCAACGATGCCACGGCTGCGAGTTTTGGCCACTGACTGACTCGCAGCCGGCATCGTTGA-3'

R: 5'-CCTGTCAACGATGCCGGCTGCGAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTCGCAGCCGTGGCATCGTTGAC-3'

阴性 F: 5'-TGCTGAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCATGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT-3'  

R: 5'-CCTGAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTC-3'
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效率50%(图2).
2.4 miRNA干扰质粒对IGF-Ⅱ基因表达的抑制 
以MR-IGF-Ⅱ-2进行种板、转染, 分别在第24、
48和72 h提取RNA及合成IGF-Ⅱ cDNA, 再以定

量PCR分析HepG2细胞IGF-Ⅱ mRNA表达程度. 
对IGF-Ⅱ基因表达的实际沉默效率34%、44%

和42%(表3).
2.5 miRNA干扰质粒对IGF-Ⅱ蛋白表达抑制 以
MR-IGF-Ⅱ-2进行种板、转染, 分别在第24、48
和72 h收集、裂解细胞, 提取总蛋白, 以ELISA
法测定HepG2细胞中IGF-Ⅱ蛋白水平, 以蛋白

比浓度(每g总蛋白中IGF-Ⅱ mg数)表示, 正常

■创新盘点
本实验构建了人
源性真核IGF-Ⅱ
表 达 干 扰 质 粒 , 
从基因转录和蛋
白表达水平上观
察对HepG2细胞
IGF-Ⅱ的表达抑
制 ,  这 为 今 后 的
肝癌基因治疗奠
定基础.

表  2  构建的4种干扰载体对HepG2细胞干扰效率比较

     
分组 IGF-ⅡCt值   ΔCt   ΔΔCt 2ΔΔCt 沉默效率(1-2ΔΔCt)

MR-IGF-Ⅱ-1组 28.42±0.19 17.70   0.58 0.67          0.33

MR-IGF-Ⅱ-2组 28.09±0.26 17.92   0.80 0.57          0.43

MR-IGF-Ⅱ-3组 27.23±0.22 16.98 -0.14 1.10          0.00

MR-IGF-Ⅱ-4组 27.60±0.13 17.17   0.05 0.97          0.03

阴性组 26.74±0.13 17.12   0.00 1.00          0.00

A B

图  2  IGF-Ⅱ-miRNA转染HepG2细胞48 h后的转染效果. A: Hoechst 33342; B: 转染后荧光表达.

图  1  转染48 h后IGF-Ⅱ基因与内参基因扩增曲线和熔解曲线. A: IGF-Ⅱ基因扩增曲线; B: IGF-Ⅱ基因基因熔解曲线; C: 

内参基因扩增曲线; D: 内参基因熔解曲线.
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组与阴性组的差别未见明显的统计学意义, 但
对干扰组不同时间的I G F-Ⅱ表达抑制分别为

35.80%、43.18%和43.58%, 组间差异显著(均
P <0.01, 表4).

3  讨论

H C C的发生是多中心、多病因、多阶段的发

展过程[8,9]. HCC癌变和胎肝组织中IGF-Ⅱ呈过

量表达, 并受胚胎型启动子调控. 以前的肝癌

模型动态证实IGF-Ⅱ异常表达与肝细胞癌变关

系十分密切, 且为肝细胞癌变的早期事件[7,10]. 
miRNA是21-23个碱基的小分子RNA, 存在于真

核生物中. miRNA可通过部分互补或者完全互

补结合到目的靶mRNA, 以诱发蛋白质翻译抑制

(翻译抑制子)或者介导目的mRNA的降解调节

基因表达, 包括细胞分化、生物发育、疾病的

发生、发展, 与病毒的复制和癌症等有关[11]. 肝
癌治疗以手术为主, 因肝癌细胞对放疗、化疗

不敏感, 重组DNA技术使肝癌基因治疗成为可

能, 以肝癌发生机制制定的基因治疗已成为肿

瘤治疗的热点[12,13]. 本文利用分子克隆手段, 成
功构建人源性真核IGF-Ⅱ表达干扰质粒, 从基因

转录和蛋白表达水平上, 观察对HepG2细胞IGF-
Ⅱ的表达抑制, 为肝癌基因治疗奠定基础.

肝癌发展是由遗传学和表观遗传学改变引

起的原癌基因的活化和抑癌基因的失活, 而表

遗传修饰主要包括DNA甲基化、组蛋白乙酰化

状态异常以及染色体结构改变等, IGF-Ⅱ表达

异常与肝癌发生密切相关, 不同肝组织中该基

因启动子的甲基化状态的研究已有报道[14,15]. 肝
癌动物模型动态观察肝细胞癌变过程中IGF-Ⅱ
基因P2 CpG岛的甲基化状态改变, 同时观察了

不同肝脏组织中IGF-Ⅱ基因P3 CpG岛的甲基化

状态的差异. 该基因启动子区域CpG岛甲基化状

态改变在肝癌形成中起重要作用[16,17]. 本研究中

IGF-Ⅱ miRNA重组质粒的成功构建, 并将该质

粒及阴性质粒分别转染HepG2细胞株, 经抗生素

筛选后成功建立稳定表达miRNA质粒的HepG2
细胞株. 非编码RNA(miRNA)是体内的RNA干

扰触发器, 可通过在经典的RNA干扰途径降解

靶基因mRNA、也可直接抑制靶基因的蛋白翻

译、还可经快速脱腺苷化降解mRNA, 被看做体

内固有的基因调控子中最大家族. 
以真核表达载体构建了IGF-Ⅱ表达干扰载

体, 模拟天然miRNA构建表达miRNA质粒, 以调

控相关基因IGF-Ⅱ表达, 先以调控目标基因的

miRNA表达质粒的构建和有效质粒筛选, 确定

针对IGF-Ⅱ基因的miRNA的有效作用位点, 观
察构建的候选质粒对肝癌中IGF-Ⅱ靶基因的调

控效应, 针对IGF-Ⅱ基因分别构建了4个质粒, 筛
选出了2个有效质粒, 选用最有效的MR-IGF-Ⅱ
-2用于体外研究; 并确定了2 035-2 055为IGF-Ⅱ

■应用要点
本 研 究 将 有 效
质 粒 瞬 时 转 染
H e p G 2 细 胞 后 , 
miRNA使肝癌细
胞IGF-Ⅱ在转录
水平和蛋白水平
上都明显下调, 肝
癌细胞增殖受抑
制, 其结果将会为
今后研究肝癌的
发生机制及生物
治疗提供有价值
的基础研究信息
和实验依据.

表  4  miRNA干扰质粒对肝癌细胞IGF-Ⅱ蛋白表达的影
响 (mean±SD, n  = 3)

     
分组 IGF-Ⅱ(mg/g总蛋白)       q 值

正常组      113.23±4.66

 阴性组      102.60±4.23   4.0949

 干扰组

    24 h        73.83±3.83b 15.6483

    48 h        64.34±4.42b 19.4108

    72 h        63.88±4.54b 19.5837

bP<0.01 vs  正常组.

表  3  MR-IGF-Ⅱ-2干扰载体转染HepG2细胞IGF-Ⅱ基因的沉默效率 (mean±SD)

     
分组 GAPDH Ct IGF-II Ct     ΔCt ΔΔCt 2ΔΔCt 沉默效率(1-2ΔΔCt)

24 h

    正常组 10.07±0.12 20.97±0.12   10.90

    阴性组   9.97±0.12 20.90±0.17   10.93 0.03 0.979         0.02

    干扰组   9.87±0.12 21.37±0.38   11.50 0.60 0.659         0.34

48 h

    正常组 10.93±0.15 25.43±0.72   14.50

    阴性组 10.83±0.12 25.35±0.50   14.52 0.02 0.986         0.01

    干扰组 10.50±0.35 25.83±0.21   15.33 0.83 0.562         0.44

72 h

    正常组   9.73±0.15 23.47±0.46   13.74

    阴性组   9.67±0.06 23.43±0.23   13.76 0.02 0.986         0.01

    干扰组   9.70±0.10 24.23±0.25   14.53 0.79 0.578         0.42
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有效位点; 将有效质粒瞬时转染HepG2细胞后, 
观察到miRNA使肝癌细胞中IGF-Ⅱ表达在转录

水平和蛋白水平上都明显下调; 并使肝癌细胞

增殖受抑制, 最高抑制率可达到51.1%, 表现为

细胞周期改变, 癌细胞增殖受阻于G0-G1期, 癌细

胞凋亡率增加, 进一步证实了IGF-Ⅱ异常表达与

肝癌发生的密切关系[15,18,19].
IGF-Ⅱ在胎肝和新生儿肝脏中基因有大量

表达, 成人肝中未见表达. 肝细胞在恶性转化过

程中, IGF-Ⅱ呈胚胎性过量表达, 并具有强烈的

致有丝分裂剂作用, 促进细胞增殖分化, 参与肿

瘤细胞增生及分化. IGF-Ⅱ在HCC组织中异常表

达, 与肝细胞持续性增殖、异常生长、分化及

癌变密切相关[20-22]. 针对IGF-II表达的相关信号

通路的基因治疗或改变IGF-Ⅱ基因启动子P3的
甲基化状态, 纠正IGF-Ⅱ基因异常, 可成为基因

治疗新靶点[15,23,24]. 研究结果将会为今后研究肝

癌的发生机制及生物治疗提供有价值的基础研

究信息和实验依据[25,26].
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Abstract
AIM: To determine whether nitric oxide (NO) 
protects against pancreatic and renal injury in 
rats with acute necrotizing pancreatitis (ANP) 
and hyperlipidemia.

METHODS: Forty male Sprague-Dawley rats 
were fed a high-fat diet for 4 weeks to induce 
hyperlipidemia. The rats were randomly divid-
ed into three groups: group A (hyperlipidemia + 
ANP + normal saline), group B ( hyperlipidemia 
+ ANP + L-arg), and group C (hyperlipidemia 
+ ANP + L-Name). ANP was induced by retro-
grade injection of 3.5% sodium taurocholate into 
the biliopancreatic duct. Each group was treated 
30 min before and 2 h after ANP induction. At 6 
h after ANP induction, serum amylase (Amyl), 
creatinine (Cr), urea nitrogen (BUN), NO, and 
pancreatic NO and endothelial nitric oxide syn-

thetase (eNOS) were measured; pancreatic his-
topathology was detected by light microscopy; 
ultrastructure of glomerular podocytes was ob-
served by election microscopy; and expression 
of nephrin in glomerular podocytes was exam-
ined by immunohistochemistry.

RESULTS: Serum Amyl, Cr and BUN in group 
B were significantly lower than those in groups 
A and C (Amyl: 4 219.8 ± 900.0, 6 643.2 ± 1 135.4 
vs 2 434.4 ± 831.6; Cr: 15.8 ± 1.6, 22.4 ± 3.3 vs 9.9 
± 0.8; BUN: 135.9 ± 23.6, 206.4 ± 23.4 vs 103.2 ± 
13.2; all P < 0.01). Pancreatic injury and changes 
in glomerular podocytes were milder in group B 
than in groups A and C. The levels of serum and 
pancreatic NO (59.46 ± 11.21, 44.84 ± 10.72 vs 
78.88 ± 9.76; 5.23 ± 0.48, 4.39 ± 0.45 vs 6.18 ± 0.57; 
all P < 0.01) and pancreatic eNOS, and expres-
sion of nephrin in glomerular podocytes were 
significantly higher in group B than in groups A 
and C.

CONCLUSION: NO produced by eNOS can pro-
tect against pancreatic and renal injury in rats 
with ANP and hyperlipidemia.

Key Words: Nitric oxide; Acute pancreatitis; Kidney 
injury; Glomerular podocyte; Hyperlipemia

Wu T, Wang ZZ. Nitric oxide protects against pancreatic 
and renal injury in rats with acute necrotizing pancreatitis 
and hyperlipidemia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(10): 1022-1027

摘要
目的: 探讨一氧化氮(NO)含量变化对伴高脂
血症急性出血坏死性胰腺炎(A N P)大鼠胰
腺、肾损害的作用和对肾小球足细胞的影响. 

方法: ♂SD大鼠30只, 高脂饲料喂养4 wk建
立大鼠高脂血症模型 ,  将大鼠随机等分为
3组; A组即高脂血症+A N P; B组即高脂血
症+ANP+L -精氨酸(L -arg); C组即高脂血症
+ANP+L -硝基精氨酸甲基酯(L -name), 3组均
逆行胰胆管注射3.5%牛磺脱氧胆酸钠制作大

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是消化科常见的
急 腹 症 ,  约 2 5 %
的患者发生全身
炎 症 反 应 综 合
征 ( S I R S ) ,  继之
发展为多器官功
能 不 全 综 合 征
(MODS), 成为急
性出血坏死性胰
腺 炎 ( A N P ) ,  并
发症涉及全身各
脏器 .  AP时胰腺
外器官损伤中肾
功能障碍的发生
率 仅 次 于 肺 功
能 障 碍 ,  大 约 在
14%-43%. ANP伴
发急性肾功能衰
竭(ARF)的死亡率
高达71%-84%.

■同行评议者
沈薇, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科
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鼠SAP模型. A组给予适量生理盐水, B组给予
L -arg, 每次250 mg/kg, C组给予L -name, 每次
10 mg/kg, 3组均在造模前30 min和造模后2 h
给药. 术后6 h监测血清淀粉酶(Amyl)、肌酐
(Cr)、血尿素氮(BUN)、NO水平, 胰腺组织
NO和内皮型一氧化氮合成酶(eNOS)含量变
化, 光镜观察胰腺组织病理学变化, 电镜观察
肾小球足细胞病理学变化, 免疫组织化学技术
分析肾小球足细胞nephrin蛋白的表达情况.

结果: 与B组比较 ,  A、C组A m y l(U /L)、
Cr(μmol/L)、BUN(mmol/L)水平显著升高
(Amyl: 4 219.8±900.0, 6 643.2±1 135.4 vs  2 
434.4±831.6; Cr: 15.8±1.6, 22.4±3.3 vs  9.9±
0.8; BUN: 135.9±23.6, 206.4±23.4 vs  103.2±
13.2, 均P <0.01), 胰腺组织及肾脏足细胞损伤
加重, 血清和胰腺组织NO(μmol/L)水平显著降
低(59.46±11.21, 44.84±10.72 vs  78.88±9.76; 
5.23±0.48, 4.39±0.45 vs  6.18±0.57, 均P<0.01), 
胰腺组织eNOS、肾脏足细胞nephrin蛋白表达
降低.

结论: 在伴高脂血症ANP合并肾功能障碍时, 
eNOS催化产生的NO不仅可以保护胰腺组织, 
并且对肾小球足细胞和肾脏功能也具有一定
的保护作用.

关键词: 一氧化氮; 急性胰腺炎; 肾损害; 肾小球足

细胞; 高脂血症
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0  引言

急性肾功能障碍是急性坏死性胰腺炎(acute nec-
rotizing pancreatitis, ANP)常见的并发症之一[1]. 
ANP合并肾损害的发病机制尚不完全清楚, 一
般认为血流动力学异常, 微循环障碍(microcir-
culatory disorder, MCD)和炎症介质、细胞因子

的作用是ANP并发肾损害的主要原因. 内皮型

一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase, 
eNOS)产生的NO可能参与调节血压和器官的血

流分布, 抑制血小板的黏附和活化, 抑制多核粒

细胞的聚集. 在ANP时, 外源性增加或减少体内

NO含量, 是否加重或减轻胰肾损害程度, 以及对

肾小球足细胞有怎样影响, 目前少有研究报道. 
高脂血症作为ANP继发于胆源性, 酒精性之后

的常见病因之一[2], 近年来呈上升趋势. 本研究

拟通过建立伴高脂血症ANP大鼠模型, 应用L -精
氨酸(L -arg)和L -硝基精氨酸甲基酯(L -name)对
实验大鼠进行干预, 观察NO含量变化对胰肾损

害和肾小球足细胞的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠30只, 体质量180-220 g 
(购自上海斯莱克实验动物有限公司). 3.5%牛磺

脱氧胆酸钠(购自厦门泰京生物技术有限公司), 
L -arg, L -name, DAB显色试剂盒(购自中山金桥

生物技术有限公司), NO试剂盒(购自南京建成

生物工程研究所), 兔抗大鼠eNOS多克隆抗体

(购自美国Santa公司), 兔抗大鼠nephrin多克隆抗

体(购自美国Biaworld公司).
1.2 方法 
1.2.1 造模: ♂SD大鼠30只, 清洁级, 质量180-220 
g. 全部大鼠高脂饲料(主要成分为87.8%基础

饲料+10%猪油+2%胆固醇+0.2%胆酸钠)喂养

4 wk, 建立高脂血症模型[3]. 随机等分为3组, 每
组10只, 实验前12 h开始禁食, 自由饮水, 10%(3 
mL/kg)水合氯醛ip麻醉, 无菌条件下经上腹正中

切口进腹, 暴露胰腺, 5号头皮针经肠壁从十二

指肠乳头插人胆胰管约1 cm, 用动脉夹固定针头

近十二指肠乳头处. 近肝门处也用动脉夹阻断

胆总管, 用微量注射泵注入3.5%牛磺脱氧胆酸

钠1.0 mL/kg[4], 注射速度0.2 mL/min, 保持压力7 
min. A组制备ANP模型前30 min和后2 h ip注射

适量生理盐水(NS)[5],  B组相同时间和途径给予

L -arg(每次250 mg/kg), C组相同时间和途径给予

L -name(每次10 mg/kg). 
1.2.2 标本采集: 各组大鼠于造模6 h后麻醉开腹, 
经右心房取血3-5 mL, 3 000 r/min离心10 min, 部
分上清液置于-20 ℃冰箱, 部分置于-80 ℃冰箱

待测. 切取胰腺组织, 一部分-80 ℃冰箱冻存; 另
一部分置于40 g/L中性甲醛溶液固定备用. 切取

右肾上极组织, 一部分置于40 g/L中性甲醛溶液

固定备用, 另一部分切取1 mm×1 mm×1 mm组

织3-5块, 放入1%锇酸溶液中固定. 
1.2.3 检测指标及方法: (1)血清淀粉酶(amylase, 
Amyl)、肌酐(creatinine, Cr)、血尿素氮(blood 
urea nitrogen, BUN)检测: 吸取-20 ℃冰箱冻存的

各组实验大鼠血清上清液1 mL, 用全自动生化

分析仪(美国Beckman公司)检测; (2)血清、胰腺

组织NO测定: 吸取-80 ℃冰箱冻存的各组实验

大鼠血清上清液0.1 mL, 采用硝酸还原酶比色法

测定血清NO2
-/NO3

-含量, 间接反应NO的生成量. 

■研发前沿
NO已成为近年来
研究的热点 ,  NO
对于ANP作用方
面的研究也层出
不穷.
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将冻存于-80 ℃冰箱的各组实验大鼠胰腺组织

匀浆, 2 000 r/min离心10 min, 取上清液0.5 mL, 
其余操作同血浆NO测定, 按说明书进行操作. 试
剂盒购自南京建成生物工程研究所; (3)胰腺组

织形态学检查及光镜下胰腺组织损伤定量评估: 
取固定于40 g/L甲醛的各组大鼠胰腺组织, 常规

石蜡包埋、切片, 苏木素-伊红(HE)染色, 光学显

微镜下观察胰腺组织病理改变, 并参照Grewal等[6]

对胰腺组织损伤进行定量评估. 评分标准: 水肿: 
0分 = 无水肿, 1分 = 轻度叶间隙增宽, 2分 = 重
度叶间隙增宽, 3分 = 腺泡间隙增宽, 4分 = 细胞

间隙增宽; 炎症: 以每高倍视野计, 每5个炎细胞

计0.5分, 超过40个计4分; 出血: 0分 = 无出血, 1
分 = 有出血; 坏死: 0分 = 无坏死, 1分 = 坏死面

积1%-10%, 2分 = 坏死面积11%-20%, 3分 = 坏
死面积21%-30%, 4分 = 坏死面积>30%; (4)电镜

下肾小球足细胞组织形态学观察: 取固定于1%
锇酸溶液的肾脏组织, 逐级酒精、丙酮脱水, 环
氧树脂618包埋, 半薄切片定位、超薄切片经醋

酸铀和枸橼酸铅双重染色, Philips EM208S型透

射按常规制备超薄切片, 电镜观察肾小球足细

胞的组织形态学改变; (5)免疫组织化学技术检

测胰腺组织eNOS、肾小球足细胞nephrin表达

水平: 取固定于40 g/L甲醛的各组大鼠胰腺组织

和肾脏组织, 常规石蜡包埋、切片, 采用兔超敏

二步法, DAB显色. 以PBS代替一抗作为空白对

照. 试剂盒购自中山金桥生物有限公司. 具体判

定标准如下: 将染色程度分为4级: 基本不着色

者为0分, 着色淡者为1分, 着色适中者2分, 着色

深者为3分; 着色细胞占计数细胞百分率≤5%为

0分、6%-25%为1分、26%-50%为2分、≥51%
为3分. 将每个点阵着色程度与着色细胞百分率

得分乘积, 为其最后得分. 0-1分为阴性(-), 2-3分
为弱阳性(+), 4-6分为阳性(++), 6分以上为强阳

性(+++).
统计学处理 本实验采用SPSS17.0统计软件, 

计量资料用Levene法进行方差齐性检验, 组间两

两比较用LSD-t (方差齐)或Tamhane's T2(方差不

齐)法进行显著性分析, 等级资料用两个独立样

本比较的Wilcoxon秩和检验. P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 A m y l、C r、B U N水平 与A组比较, B组

Amyl、Cr、BUN水平显著降低, C组上述各项

指标显著升高, 均具有统计学意义(P <0.01, 表1).
2.2 血清、胰腺组织NO浓度 与A组比较, B组血

清、胰腺组织NO浓度显著升高, C组这些指标

显著降低, 均具有统计学意义(P <0.01, 表2). 
2.3 胰腺组织病理学表现 A组: 叶间隙及腺泡间

隔显著扩张, 大量炎症细胞浸润, 可见较多红细

胞, 面积不等的腺细胞坏死. B组: 叶间隙轻度增

宽, 炎症细胞浸润, 红细胞较A组减少, 偶见腺细

胞坏死. C组: 同样出现水肿、炎症细胞浸润、

出血、坏死等改变, 尤以坏死更为严重, 部分细

胞内可见脂质空泡形成. 参照Grewal法, 与A组

比较, B组水肿、炎症、出血、坏死均减轻, C组
明显加重, 差异有统计学意义(P <0.05, 表3). 
2.4 肾小球足细胞电镜表现 A组: 足细胞结构尚

完整, 胞质密度下降, 体积增大, 细胞内空泡形成, 
部分细胞器消失. B组: 足细胞足突宽度明显增加, 
部分可见融合, 并有微绒毛形成. C组: 足细胞线

粒体等细胞器消失, 细胞膜消失, 细胞结构及完

整性破坏, 并可见红细胞自血管袢溢出(图1). 
2.5 胰腺组织eNOS、肾小球足细胞nephrin水平 
与A组比较, B组胰腺组织eNOS、肾小球足细胞

nephrin染色程度较深, 全部细胞均染色, C组染

色程度浅, 染色细胞较A组明显减少. 差异有统

计学意义(P <0.05, 表4, 图2, 3).

3  讨论

ANP常并发多器官功能不全综合征(multiple or-
gan dysfunction syndrome, MODS), 在胰外器官损

伤中, 肾功能障碍发生率仅次于肺功能障碍[1], 大

表  1  大鼠Amyl、Cr、BUN水平测定结果 (n  = 10, mean
±SD)

     
分组     Amyl(U/L)  Cr(μmol/L)  BUN(mmol/L)

A组 4 219.8±900.0 15.8±1.6 135.9±23.6

B组 2 434.4±831.6b   9.9±0.8b 103.2±13.2b

C组 6 643.2±1135.4b 22.4±3.3b 206.4±23.4b

bP<0.01 vs  A组.

表  2  血清、胰腺组织NO浓度测定结果 (n  = 10, mean±
SD, μmol/L)

     
分组           血清          胰腺组织

A组   59.46±11.21       5.23±0.48

B组   78.88±9.76b       6.18±0.57b

C组   44.84±10.72b       4.39±0.45b

bP<0.01 vs  A组.

■创新盘点
多数研究结果显
示高脂血症不仅
能诱发急性胰腺
炎(AP), 而且能加
重AP的损伤程度. 
本研究采用3.5%
牛磺脱氧胆酸钠
( 而 非 5 % 牛 磺 脱
氧胆酸钠)建立伴
高脂血症ANP大
鼠模型, 不仅确保
建模成功, 还可降
低大鼠死亡率, 为
成功建立伴高脂
血症ANP大鼠模
型提供实验依据.
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约在14%-43%. 其发病机制仍不明确, 目前认为

可能与以下因素有关: (1)毛细血管渗漏综合征

的发生, 大量炎性渗液和组织液进入第三间隙, 
同时释放大量血管活性物质, 造成有效循环血

容量不足, 血流量减少, 引起肾脏局部的血液动

力学改变, MCD; (2)炎症介质、细胞因子直接损

伤肾小球内皮细胞和肾小管上皮细胞[7]; (3)大量

腹腔炎性渗液吸收进入血液循环对肾脏的毒性

作用. 其中血液动力学改变, MCD和炎症介质、

细胞因子的作用被认为是ANP时肾功能障碍的

重要因素[8]. 因此, 改善血液动力学、MCD, 抑制

炎症介质和细胞因子成为治疗ANP合并肾功能

障碍的关键. 
NO是一种很强生物活性物质, 具有广泛且

重要的生物学功能. 在体内L -arg通过一氧化氮

合成酶(nitric oxide synthase, NOS)作用合成NO
是NO的唯一合成途径. eNOS是3种NOS中的一

种, 由内皮细胞产生. eNOS催化作用下合成的

NO能有效改善胰腺微循环, 抑制白细胞内皮细

胞相互作用, 抑制血小板黏附和聚集, 抗血栓形

表  3  胰腺组织病理学评估结果 (n )

     
分组

     水肿(分)                  坏死(分)  炎症(分)   出血(分)

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 0    1

A组 0 0 7 3 0 0 1 3 6 0 0 0 0 0 2 6 2 0 6    4

B组 0 8 2 0 0 0 7 3 0 0 0 1 0 5 3 2 0 0 3    7

C组 0 0 1 7 2 0 0 0 2 8 0 0 0 0 0 1 1 8 0  10

图  1  各组大鼠电镜肾小球足细胞改变(×15 000). A: A组; 

B: B组; C: C组.

A

B

C

图  2  各组大鼠胰腺eNOS表达变化(HE×400). A: A组; B: B

组; C: C组.

A

B

C

■应用要点
本实验通过建立
高脂血症型ANP
大 鼠 模 型 ,  应 用
L -arg和L -name对
模型进行干预, 探
讨 N O 在 伴 高 脂
血症ANP大鼠合
并肾损害时对胰
腺和肾功能的作
用, 并通过检测大
鼠肾小球足细胞
nephrin的表达情
况, 探讨对肾小球
足细胞的可能作
用 ,  旨 在 为 临 床
防治伴高脂血症
ANP合并肾损害
扩宽思路, 并提供
新的实验基础.
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成[9]. 近年来有研究结果显示NO可以减轻ANP
的损害作用[10,11]. L -name属于非选择性底物抑制

剂, 但对eNOS的抑制作用最强[12]. 本研究显示, 
实验大鼠在注射L -arg之后, 与A组比较, eNOS表
达升高, 血清NO, 胰腺组织NO水平亦随之升高, 
Amyl明显下降, 胰腺及肾小球足细胞病理损伤

减轻, 血清Cr, BUN水平随之降低, nephrin表达

升高, 而C组与A组比较, 则得出相反实验结果. 
这说明增加体内NO水平, 不仅降低ANP的严重

程度, 而且可以有效改善胰肾功能障碍, 对肾小

球足细胞也起到一定的保护作用. 同时也从正

反两方面证明了体内NO含量与eNOS的表达水

平呈正相关. 
肾小球足细胞是位于肾小球基底膜外侧的

一种终末期分化细胞, 是维持肾小球滤过屏障

结构和功能正常的主要细胞之一, 其裂孔隔膜

是避免机体蛋白丢失的最后一道屏障. 目前认

为, 特异性表达于足细胞裂孔膜上的蛋白分子

nephrin是肾小球滤过屏障选择性功能的关键, 
参与细胞的信号转导、维持足细胞的正常形态

和功能[13]. 有文献报道, 当肾功能障碍时, 足细胞

足突融合, 细胞脱落或发生凋亡, 功能受损, 数
量减少, nephrin表达明显减少[14,15], 因此肾小球

足细胞nephrin水平可以作为检测肾小球足细胞

功能的可靠指标. 本实验研究表明, ANP导致肾

功能障碍时, 血清Cr、BUN升高, 足细胞结构及

完整性破坏, 裂孔隔膜的屏障滤过作用消失, 红
细胞溢出, nephrin表达减少, 并且血清Cr、BUN
升高的程度与肾小球足细胞病理损伤程度呈正

相关, 而与nephrin表达水平呈负相关. 
高脂血症作为ANP的危险因素之一, 可激活

血小板, 损伤血管内皮细胞, 促进eNOS向细胞膜

上的caveolae内转位, 从而影响其活性, 减少NO
生成[16], 而伴高脂血症的ANP两种损害因素的作

用下有可能使NO生成减少更加重, 因而补充外

源性NO就成为一种必要的治疗措施[17,18]. 本实

验研究中也证实, eNOS表达产生的NO在伴高脂

血症ANP合并肾功能障碍时, 不仅缓解ANP的
病情发展, 而且对肾脏也有一定的保护作用, 其
机制可能与改善肾脏MCD, 调节肾血流量和抑

制白细胞黏附和激活, 抑制血小板聚集有关. 然
而, NO对肾小球足细胞的保护机制还不清楚, 仍
有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate whether tanshinone IIA 
(TSIIA) induces apoptosis of human pancreatic 

cancer cells via the SAPK/JNK signal pathway.

METHODS: After treatment with TSIIA, MTT 
assay was used to observe the cytostatic effect 
of TSIIA on human pancreatic cancer PANC-1 
cells; cell apoptosis was assessed by immuno-
fluorescence and flow cytometry (FCM); p-JNK 
expression was assayed by Western blot; and 
mRNA expression of survivin was detected by 
quantitative fluorescence PCR.

RESULTS: TSIIA inhibited PANC-1 cell growth 
in a concentration- and time-dependent manner. 
After PANC-1 cells were treated with 8, 16, or 
32 mg/L of TSIIA for 48 h, typical morphologic 
changes of apoptosis were observed by fluores-
cence microscopy after Hoechst staining. The 
apoptosis rates of cells treated with 8, 16, and 
32 mg/L of TSIIA for 48 h were (8.83 ± 1.51)%, 
(12.86 ± 2.70)% and (21.24 ± 2.58)%, respectively, 
showing a significant difference among the 
three groups (P < 0.01). After the SAPK/JNK 
signal pathway was blocked, cell apoptosis rate 
decreased significantly (P < 0.01). p-JNK expres-
sion began to increase at 1 h and reached the 
peak at 4 h after TSIIA treatment. The mRNA 
expression of the survivin gene decreased obvi-
ously after treatment with 16 mg/L TSIIA for 48 
h but increased significantly when the SAPK/
JNK signal transduction pathway was blocked.

CONCLUSION: TSIIA can induce human pan-
creatic cancer cell apoptosis. TSIIA exerts anti-
pancreatic cancer effects possibly by down-
regulating the expression of survivin mRNA via 
the SAPK/JNK signal transduction pathway.

Key Words: Tanshinone IIA; Pancreatic cancer; 
Apoptosis; SAPK/JNK; Signal transduction; Survivin

Wang Y, Li Q, Fan ZZ, Wang YQ, Qiu YY, Jin BH, Chen 
XZ, Yin PH. Tanshinone IIA induces apoptosis of human 
pancreatic cancer cells via the SAPK/JNK signal path-
way. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(10): 1028-1033

摘要
目的: 研究丹参酮ⅡA诱导人胰腺癌细胞凋亡

®

■背景资料
丹 参 酮 Ⅱ A 是 中
药丹参的有效成
分之一, 近年研究
发现, 丹参酮ⅡA
对胰腺癌等多种
肿瘤细胞具有显
著的杀伤作用, 已
成为肿瘤治疗的
一个新靶点. 

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室; 张春虎, 副教
授, 中南大学湘雅
医院中西医结合
研究所
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和凋亡相关基因表达的JNK信号转导通路, 揭
示其抗胰腺癌的部分机制.

方法:  M T T法观察丹参酮ⅡA对人胰腺癌
PANC-1细胞的生长抑制作用; 8、16、32 mg/
L丹参酮ⅡA分别作用人胰腺癌PANC-1细胞
48 h后, 免疫荧光染色观察细胞凋亡情况; 流
式细胞仪法(FCM)检测细胞凋亡; Western blot
检测丹参酮ⅡA作用PANC-1细胞后SAPK/
JNK信号通路的激活情况, 荧光定量PCR检测
Survivin基因mRNA的表达水平; 并比较阻断
JNK信号通路后, 丹参酮ⅡA对胰腺癌细胞凋
亡Survivin基因mRNA的表达.

结果: M T T法测得丹参酮ⅡA对人胰腺癌
PANC-1细胞的生长抑制率均有显著的抑制
作用, 其作用与剂量和作用时间成正相关; 丹
参酮ⅡA作用48 h后, 荧光显微镜下观察到经
Hoechst染色的典型凋亡细胞. 8、16、32 mg/
L浓度丹参酮ⅡA作用人胰腺癌细胞后的细胞
凋亡率分别为8.83%±1.51%, 12.86%±2.70%
和21.24%±2.58%, 与对照组(0.63%±0.18%)
比较, 均有显著性差异(均P <0.01); 阻断JNK信
号通路后, 凋亡率明显降低(P <0.01). 丹参酮
ⅡA作用人胰腺癌细胞1 h后JNK信号通路被
激活, 4 h达峰值. 16 mg/L丹参酮ⅡA作用人胰
腺癌细胞48 h后, Survivin mRNA的表达明显
下降, 分别为正常细胞的0.61, 0.39, 0.10倍; 阻
断JNK信号通路后, 丹参酮ⅡA作用人胰腺癌
细胞的Survivin mRNA的表达明显上升.

结论: 丹参酮ⅡA能诱导人胰腺癌PA N C-1
细胞株凋亡 .  通过J N K信号转导通路下调
Survivin mRNA的表达可能是其诱导胰腺癌
细胞凋亡的重要机制.

关键词: 丹参酮ⅡA; 胰腺癌; 凋亡; SAPK/JNK; 信

号转导; 生存素

王炎, 李琦, 范忠泽, 王忆勤, 邱艳艳, 靳宝辉, 陈星竹, 殷佩浩. 
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0  引言

丹参酮ⅡA(tanshinone ⅡA, TSⅡA)为中药丹参

主要有效成分之一, 最早用于治疗心脑血管疾

病. 近年研究发现, TSⅡA对肝癌、胃癌等多种

肿瘤细胞具有显著的杀伤作用, 引起了人们的

广泛关注[1-3]. 国内外已有的研究[4-6]证实, TSⅡA
能够诱导体外培养的细胞凋亡. 我们最近的实

验研究也表明, TSⅡA能够显著地抑制小鼠胰腺

癌瘤体生长, 延长生存期, 其抗胰腺癌的主要机

制是诱导细胞凋亡[7,8]. 但其诱导细胞凋亡机制

尚不明确. 本研究从细胞内信号转导角度对TS
ⅡA诱导人胰腺癌细胞株PANC-1细胞凋亡及凋

亡相关基因进行研究, 探讨p38MAPK信号通路

在TSⅡA诱导人胰腺癌细胞凋亡中的作用, 为揭

示TSⅡA治疗胰腺癌的机制提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株PANC-1购于中科院上

海细胞研究所; TSⅡA购自西安冠宇生物技术

有限公司, 纯度≥98%(批号: 200512001). JNK特

异性的抑制剂sp600125购于美国Serologllcais公
司; 总RNA抽提试剂RNAiso Reagent、荧光定量

PCR试剂日本TaKaRa公司; GAPDH、Survivin
上下游引物和探针由上海闪晶分子生物科技有

限公司设计并合成, 5'端标记上报告荧光基团

FAM(6-carboxy-fluo-rescein-phosphoramidite), 
3'端标记上淬灭荧光基团TA M R A(c a r b o x y-
tetramethyl-rhodamine). 引物序列如下: 上游引

物: 5'-GGTTCATCCAGTCGCTTTGT-3', 下游引

物: 5'-AATTCTGTTGCCACCTTTCG-3'; 内参

GAPDH作为对照, 上游引物: 5'-CCACTCCTC-
CACCTTTGAC-3', 下游引物: 5'-ACCCTGTT-
GCTGTAGCCA-3'. 氯仿、异丙醇、无水乙醇均

为分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法测定TSⅡA对人胰腺癌细胞的生

长抑制作用: 取对数生长期的人胰腺癌PANC-1
细胞, 调整细胞浓度至2×107/L, 以每孔100 μL
接种于96孔培养板中, 在50 mL/L CO2、饱和湿

度、37 ℃孵箱中预培养24 h后加入100 μL不同

浓度培养液配制的TSⅡA, 使最终每组含TSⅡ
A浓度分别为: 2、4、8、16、32、64 mg/L 6个
剂量, 每个剂量分别设4个复孔, 并设正常细胞

作对照组, 继续培养. 分别于24、48、72 h 3个
时相进行MTT比色实验: 每次于实验结束前每

孔加入浓度为5 g/L MTT液20 μL, 37 ℃避光培

养继续培养4 h, 使MTT还原为formazan. 每孔加

DMSO 150 μL, 震荡10 min, 混匀使formazan充
分溶解, 10 min后置于酶标仪570 nm检测吸光度

(A )值, 以空白组平均值调零, 按以下公式计算抑

制率: 细胞生长抑制率 = (1-实验孔平均A值)/对
照孔平均A值×100%, 以剂量和生长抑制率作

直线相关分析. 

■研发前沿
随着分子生物学
技术的发展, 信号
转导及表达调控
机制成为当今肿
瘤研究中的热点. 
如能从细胞内信
号转导角度, 深入
研 究 丹 参 酮 Ⅱ A
诱导胰腺癌细胞
凋亡的机制, 将会
为胰腺癌的治疗
提供新的途径和
实验方法.
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1.2.2 Hoechst染色观察细胞凋亡形态: PANC-1
细胞常规培养, 取对数生长期细胞制备细胞悬

液, 以每孔1×105个细胞接种于6孔培养板中, 在
37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱中培养过夜. 加不

同浓度TSⅡA (浓度为8、16、32 mg/L)作用48 h
后, 按说明书固定、染色、封片. 荧光显微镜下

激发波长350 nm, 发射波长460 nm观察.
1 .2 .3  流式细胞仪检测细胞凋亡 :  人胰腺癌

PANC-1细胞常规培养至对数生长期, 换无血

清培养液培养12 h使细胞周期同步化, 设8、
16、32 mg/L TSⅡA组, 20 μmol/L的JNK抑制剂

sp600125组, 20 μmol/L的JNK抑制剂sp600125 
TSⅡA组, 培养48 h后, 分别收集各组细胞置于

10 mL离心管中. 各样本的细胞密度为1×109/L, 
1 000 r/min离心5 min后弃去培养液. 用孵育缓

冲液洗涤1次, 1 000 r/min离心5 min, 用100 μL标
记溶液重悬细胞, 室温下避光孵育15 min, 1 000 
r/min离心5 min沉淀细胞, 孵育缓冲液洗1次. 加
入Annexin V-FITC /PI溶液5 μL, 4 ℃下孵育20 
min. 最后补400 μL PBS, 用流式细胞仪(FACS 
Calibur, BD公司)检测细胞凋亡情况. 每个样品

检测1万个细胞, 用Cell Quest软件分析细胞凋亡

情况. 
1.2.4 Western印迹法检测JNK的磷酸化: 将各组

细胞用预冷的PBS液洗2次, 吸弃PBS液, 加入

预冷的含抑制剂的蛋白质抽提试剂, 轻轻摇动5 
min后, 用一预冷的橡胶和塑料细胞刮刮下培养

瓶壁上细胞, 转移细胞悬液到离心管中, 冰浴15 
min进行裂解. 裂解液于预冷的离心机中14 000 
r/min离心15 min, 吸弃上清液; BCA法测定蛋白

质浓度. 50 μg总蛋白质在SDS聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离后, 电转移至PVDF膜, 膜在5% BSA溶

液中室温培养1 h, 以封闭膜上的非特异结合. 封
闭过的膜加入一抗4 ℃过夜. TBST洗膜3次, 每
次5 min; 再加入HRP标记的二抗, 室温孵育1 h, 
TBST洗膜3次, 每次5 min; 同样方法标记鼠单克

隆抗GAPDH作对照. 洗膜稍干后, 按1∶1加入

AB显影液(与二抗HRP结合), 在Bio-Rad的化学

发光成像仪上显影, 然后分析灰度值, 再计算灰

度系数比. 
1.2.5 荧光定量PCR检测Survivin mRNA表达: 将
TSⅡA稀释至终浓度为16 mg/L, 处理人胰腺癌

细胞48 h后加胰酶消化离心收集细胞. 将各组细

胞分别加入2 mL RNAiso, 按说明书提取总RNA, 
1 μL总RNA在20 μL体系中按照标准程序进行反

转录, 反应条件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s. Survivin

和GAPDH基因荧光定量PCR反应体系均如下: 
Premix EX TaqTM 10 μL, Rox Reference Dye 0.4 
μL, 上下游引物各0.4 μL, 荧光探针0.8 μL, dH2O 
6 μL, cDNA 2 μL, 20 μL体系, 反应条件如下: (1)
预变性: 95 ℃ 10 s; (2)变性: 95 ℃ 5 s; (3)退火, 
延伸: 60 ℃ 31 s, 40个循环, 数据采用ABI 7300 
SDS Software分析. 相对mRNA表达 = 2-ΔCt, ΔCt
值 = 靶基因Ct值-GAPDH Ct值. 以GAPDH作为

内参照, 同时以PANC-1细胞作为基准, 各组细胞

mRNA的表达量表示成PANC-1细胞的N倍. N = 
样品表达量/基准表达量 = 2-样本ΔCt/2-基准ΔCt, 每组

均做3个样本, 取均数.
统计学处理 采用PEMS3.1医学统计软件

包进行统计分析. 采用计量资料以mean±SD表

示. 多样本比较采用单因素方差分析, Student's t , 
Rank sum test, SNK检验方法进行统计分析, 组
间比较用t或t '检验. P <0.05具有统计学差异.

2  结果

2.1 TSⅡA对人胰腺癌细胞的生长抑制作用 不
同剂量的TSⅡA在对PANC-1细胞的生长均有

一定的抑制作用. 在相同的作用时间随着TSⅡ
A作用剂量的增加对PANC-1细胞的生长抑制率

明显增高(P <0.01, 图1), 量效关系明显, 以下公

式表明TSⅡA剂量与抑制率成正相关. TSⅡA剂

量和对胰腺癌细胞的生长抑制率之间的直线回

■相关报道
国内外有关报道
提 示 丹 参 酮 Ⅱ A
对多种肿瘤细胞
具有显著的杀伤
作用. 国内已有的
研究证明丹参酮
Ⅱ A 能 够 诱 导 体
外培养的细胞凋
亡, 但对丹参酮诱
导胰腺癌细胞凋
亡的具体机制尚
缺乏报道.
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图  1  TSⅡA对人胰腺癌PANC-1细胞生长的抑制作用.
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图  2  TSⅡA对PANC-1细胞生长抑制率与剂量的关系.
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归方程为: 24 h: y = -0.0072x+0.8498, R2 = 0.775; 
48 h: y = -0.0074x+0.6822, R2 = 0.7327; 72 h: y = 
-0.0062x+0.5218, R2 = 0.9166. 72 h半数抑制浓度

(IC50)为3.52 mg/L(图2).
2.2 荧光显微镜观察细胞的形态学变化 荧光显

微镜下对照组PANC-1细胞(未加药物处理)核呈

弥漫均匀的蓝色荧光染色, 未见凋亡荧光染色

细胞. 8、16、32 mg/L剂量的TSⅡA作用于人胰

腺癌PANC-1细胞后, 均可见凋亡细胞, 表现为胞

核或胞质内可见浓染致密的颗粒荧光及块状荧

光(DNA荧光碎片, 图3).
2.3 TSⅡA对胰腺癌细胞凋亡和细胞周期的影

响 8、16、32 mg/L浓度的TSⅡA作用人胰腺癌

细胞后的细胞凋亡率明显高于对照组的凋亡率

(8.83%±1.51, 12.86±2.70%, 21.24±2.58% vs  
0.63±0.18%), 并出现凋亡典型性特征峰. 加入

抑制剂sp600125组的细胞凋亡率, TSⅡA组作用

人胰腺癌细胞后凋亡率显著提高(0.78±0.09% 
vs  0.63±0.18%, P <0.01); 阻断SAPK/JNK信号转

导通路后TSⅡA作用人胰腺癌细胞后凋亡率明

显降低(P <0.01). 提示TSⅡA通过胰腺癌细胞内

SAPK/JNK信号转导途径诱导细胞凋亡(图4).
2.5 TSⅡA对PANC-1细胞JNK的激活作用 对
照组PANC-1细胞p-JNK弱表达, TSⅡA作用

PANC-1细胞1 h时JNK被迅速激活, 随着作用时

间的延长p-JNK表达逐步增强, 4 h达峰值, 约为

对照组的 2.5倍(图5). 
2.6 SAPK/JNK信号通路对TSⅡA诱导胰腺癌细

胞凋亡Survivin mRNA的影响 TSⅡA作用人胰

腺癌细胞48 h后Survivin mRNA的表达明显下调

(P<0.01), 分别为正常细胞的0.61, 0.39, 0.10倍; 阻
断SAPK/JNK信号通路后, Survivin mRNA的表达

明显上调(P<0.01, 图6).

3  讨论

胰腺癌属于中医中“癥瘕”、“积聚”等范畴. 
近年来, 中医药治疗胰腺癌显现出一定的优势, 
引起了人们关注, 现代研究发现[9-11], 中医药在胰

腺癌治疗中具有在减轻症状、控制肿瘤发展、

■创新盘点
本研究从细胞内
信号转导角度揭
示 丹 参 酮 Ⅱ A 的
抗胰腺癌机制, 并
发 现 丹 参 酮 Ⅱ A
通过SAPK/JNK
信 号 通 路 下 调
Survivin基因诱导
胰腺癌细胞凋亡, 
是其抗肿瘤的重
要机制.

图  3  荧光显微镜细胞的形态学(Hoechst染色×200) A: 对照组; B: 8 mg/L TSⅡA组; C: 16 mg/L TSⅡA组; D: 32 mg/L TS

ⅡA组.
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图  4  TSⅡA对胰腺癌细胞凋亡的影响. 1: 对照组; 2: JNK抑

制剂组; 3: 8 mg/L TSⅡA组; 4: 16 mg/L TSⅡA组; 5: 32 mg/L 

TSⅡA组; 6: 16 mg/L TSⅡA+JNK抑制剂组. bP<0.01 vs  对照组.
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延长带瘤生存期等方面作用. 瘀血是肿瘤的常

见中医症候, 活血化瘀是肿瘤的重要的中医治

法之一. 中药丹参是活血化瘀的要药, 丹参酮是

从中药丹参中提取的脂溶性有效成分, 按其不

同的化学结构分为TanⅠA、TanⅡA、TanⅢB, 
丹参酮Ⅳ等15种成分, 其中TSⅡA具有天然抗

炎、抗氧化作用, 早年主要用于心脑血管病, 近
年来研究发现对肝癌等多种肿瘤细胞具有抑制

作用, 其抗肿瘤的作用的通过诱导细胞凋亡途

径的来实现[12,13]. 课题组前期实验研究也表明, 
TSⅡA能够显著地抑制小鼠胰腺癌瘤体生长, 延
长生存期, 其抗胰腺癌的主要机制是诱导细胞

凋亡. 
细胞凋亡是在基因调控下的细胞程序性死

亡, 临床上除了大剂量化疗、放疗可能引起细

胞坏死外, 一般抗癌药物、激素制剂、放疗、

中药等的主要作用机制之一, 都是通过诱导各

自敏感的细胞发生凋亡来达到治疗目的. 凋亡

不仅直接影响着机体组织的正常发育、分化与

死亡, 他在肿瘤治疗中的作用也已受到极大的

重视[14-16]. 

c-Jun氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, 
JNK)也被称为应激活化蛋白激酶(stress-activat-
ed protein kinase, SAPK), 是丝裂原活化蛋白酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)家族中

的重要成员, 是细胞内重要的信号转导通路之

一[17-19]. JNK位于细胞质, 相对分子质量为54 000 
Da的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. JNK包含双磷酸

化的功能区Thr-Pro-Tyr, JNK与其下游c-Jun N端

的活化区结合并使其第63, 73位丝氨酸残基磷

酸化, JNK的活化是通过其氨基酸残基端的磷酸

化, 在静止细胞中, JNK通过磷酸化反应而激活, 
一旦被激活, 胞质中的JNK移位到细胞核, 通过

对转录因子c-Jun, ATF-2, Elk-1等的磷酸化促进

基因的表达及新蛋白质的合成, 而促进或引起

细胞凋亡[20]. 目前, 多数研究认为JNK通路是化

疗药物, 紫外线照射及Fas蛋白等诱导细胞凋亡

所必需的通路, 并必须持续激活JNK才能诱导细

胞凋亡[21-23]. 
我们在实验中发现 ,  T SⅡA对人胰腺癌

PANC-1细胞的生长抑制率均有显著的抑制作

用, 其作用与剂量和作用时间成正相关; TSⅡA
作用48 h后, 荧光显微镜下观察到经Hoechst染色

的典型凋亡细胞. 8、16、32 mg/L浓度TSⅡA作

用人胰腺癌细胞后的细胞凋亡率分别为8.83%
±1.51%, 12.86%±2.70%和21.24%±2.58%, 与
对照组(0.63%±0.18%)比较, 均有显著性差异

(P <0.01); 阻断JNK信号通路后, 凋亡率明显降低

(P <0.01). TSⅡA作用人胰腺癌细胞1 h后, JNK
信号通路被激活, 4 h达峰值. 16 mg/L TSⅡA作

用人胰腺癌细胞48 h后, Survivin mRNA的表达

明显下降; 阻断JNK信号通路后, TSⅡA作用人

胰腺癌细胞的Survivin mRNA的表达明显上升. 
提示T SⅡA治疗胰腺癌的机制与诱导胰腺癌

细胞凋亡有关, 通过JNK信号转导下调Survivin 
mRNA是TSⅡA诱导胰腺癌细胞凋亡的重要机

制之一. 本实验显示TSⅡA具有较好的诱导胰腺

癌细胞凋亡的作用, 在治疗胰腺癌方面具有较

好的应用前景.
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■应用要点
本文研究了丹参
酮 Ⅱ A 诱 导 人 胰
腺癌细胞凋亡的
有效浓度和剂量
关系, 探讨了治疗
其作用的分子机
制, 为丹参酮ⅡA
治疗胰腺癌提供
了理论依据.

图  6  TSⅡA诱导人胰腺癌细胞凋亡对Survivin mRNA的影
响. 1: 对照组; 2: 8 mg/L TSⅡA组; 3: 16 mg/L TSⅡA组; 

4: 32 mg/L TSⅡA组; 5: 16 mg/L TSⅡA+JNK抑制剂组. 
bP<0.01 vs  对照组.
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Abstract
AIM: To investigate whether ondansetron in 
combination with gingerol has suppressive ef-
fect on cisplatin-induced acute and delayed pica 
behavior in rats.

METHODS: Rats were divided randomly into 
blank control group, model control group, on-
dansetron group, gingerol group, and ondan-

setron plus gingerol group. Kaolin and food 
ingestion were recorded during 0-24 h and 48-72 
h after cisplatin administration. At 72 h, the area 
postrema and jejunum tissue samples were tak-
en to detect the immunoexpression of substance 
P by immunohistocheminstry.

RESULTS: During 0-24 h and 48-72 h after cis-
platin administration, food ingestion increased 
significantly (t = 13.333, 15.000, 13.8333, 15.167, 
all P < 0.01) but kaolin ingestion decreased sig-
nificantly (t = 9.122, 12.986, 8.525, 8.902, all P 
< 0.01) in the gingerol group and ondansetron 
plus gingerol group compared to the model 
control group. Compared to the ondansetron 
group, food ingestion was significantly higher 
in the gingerol group and ondansetron plus gin-
gerol group (t = 8.000, 9.667, 11.500, 12.833, all 
P < 0.01), and kaolin ingestion was significantly 
lower in the ondansetron plus gingerol group 
(t = 2.499, 3.999, all P < 0.01). Kaolin ingestion 
was higher during 0-24 h (t = 1.365, P < 0.05) but 
lower during 48-72 h (t = 3.622, P < 0.01) in the 
gingerol group than in the ondansetron group. 
Compared to the gingerol group, kaolin inges-
tion decreased significantly in the ondansetron 
plus gingerol group during 0-24 h (t = 3.865, P 
< 0.01). No significant difference was noted in 
kaolin and food ingestion during 48-72 h be-
tween the ondansetron plus gingerol group and 
the gingerol group (t = 0.377, 1.333, all P > 0.05). 
The immunoexpression levels of substance P in 
the AP of gingerol group and ondansetron plus 
gingerol group were lower than that in the on-
dansetron group (t = 2.217, 2.408, all P < 0.01).

CONCLUSION: Gingerol is able to improve 
food ingestion and inhibit cisplatin-induced pica 
behavior in rats probably by restraining the im-
munoexpression of substance P. Ondansetron in 
combination gingerol is able to effectively inhibit 
cisplatin-induced acute and delayed pica in rats.
Key Words: Gingerol; Substance P; Pica; Vomiting; 
Chemotherapy-induced nausea and vomiting

Yang YL, Yue W, Tian ZB, Wang ML, Yang ZH, Zhang Q, 
Wei LZ, Zhao QX, Shi ZY. Ondansetron in combination 
with gingerol suppresses cisplatin-induced pica in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(10): 1034-1039
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■背景资料
恶心、呕吐严重
影响肿瘤患者化
疗效果和生存质
量, 目前临床常用
止吐药物作用受
体单一、价格昂
贵, 故亟待开发一
种高效、廉价的
抗呕吐药物. 生姜
是传统中药中的
“止呕圣药”, 已
有一千多年的历
史 ,  《伤 寒 杂 病
论》中止呕方剂
中一半以上含有
生姜, 姜辣素是其
主要止呕成分. 

■同行评议者
张俊, 副教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科
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摘要
目的: 研究姜辣素辅助昂丹司琼对顺铂所致
大鼠急性期和延迟期异嗜行为的抑制作用. 

方法: 大鼠随机分成正常对照组、模型组、

昂丹司琼组、姜辣素组及姜辣素+昂丹司琼
组, 记录顺铂注射后0-24 h和48-72 h各组大鼠
摄食量及啃食高岭土量. 72 h后取延髓极后区
及近端空肠组织, 免疫组织化学方法测定组织
中P物质表达. 

结果: 顺铂注射后0-24 h和48-72 h内, 姜辣素
组、昂丹司琼+姜辣素组摄食量较模型组显
著增加(t  = 13.333, 15.000, 13.8333, 15.167, 均
P <0.01), 啃食高岭土量显著减少(t  = 9.122, 
12.986, 8.525, 8.902, 均P <0.01); 姜辣素组和
昂丹司琼+姜辣素组摄食量均显著高于昂丹
司琼组(t  = 8.000, 9.667, 11.500, 12.833, 均
P <0 .01) ;  昂丹司琼+姜辣素组啃食高岭土
量显著低于昂丹司琼组(t  = 2.499, 3.999, 均
P <0.01); 姜辣素组啃食高岭土量在0-24 h内高
于昂丹司琼组(t  = 1.365, P <0.05), 48-72 h内低
于昂丹司琼组(t  = 3.622, P <0.01). 昂丹司琼+
姜辣素组在0-24 h内啃食高岭土量显著低于
姜辣素组(t  = 3.865, P <0.01), 在48-72 h内啃
食高岭土量及摄食量与姜辣素组均无显著差
异(t  = 0.377, 1.333, 均P >0.05). 姜辣素组及昂
丹司琼+姜辣素组的AP区P物质免疫组织化
学表达均少于昂丹司琼组(t  = 2.217, 2.408, 均
P <0.01).

结论: 姜辣素具有可促进大鼠摄食并可抑制
顺铂所致的异嗜作用, 与昂丹司琼联用可有效
抑制急性期和延迟期异嗜行为, 其机制可能与
抑制P物质表达有关.

关键词: 姜辣素; P物质; 异嗜; 化疗性呕吐

杨玉玲, 岳旺, 田字彬, 王茂龙, 杨志宏, 张琪, 魏良洲, 赵清喜, 

石振艳. 姜辣素辅助昂丹司琼对顺铂所致大鼠异嗜行为的抑制

作用.  世界华人消化杂志  2011; 19(10): 1034-1039
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0  引言

恶心呕吐是肿瘤化疗最常见不良反应之一, 按
发生时间可分为预期性、急性和迟发性3大类[1]. 
目前临床常用止吐药物5-HT3受体阻滞剂控制急

性化疗性呕吐(chemotherapy-induced nausea and 
vomiting, CINV)效果显著, 但对于延迟性呕吐效

果较差. 姜辣素(gingerol)是生姜的提取物, 其主

要成分有[2]-、[4]-、[6]-姜酚和姜烯酚[2,3]等, 研
究显示姜辣素可作用于多个呕吐相关受体, 具

有良好的止吐效果[4]. 顺铂是强致吐性化疗药, 
是呕吐模型的常用催吐剂. 大鼠无呕吐反射, 但
顺铂注射后可出现啃食高岭土的异嗜行为, 其
延髓背面极后区(the area postrema, AP)内具有

与人类呕吐化学感受器触发区(chemoreceptor 
trigger zone, CTZ)相似的解剖结构, 可以产生条

件味觉厌恶(conditioned taste aversion, CTA)反
应, 故大鼠异嗜高岭土行为可以间接反映呕吐

的程度[5]. 本研究利用顺铂所致大鼠异嗜模型, 
探讨姜辣素及其与昂丹司琼联用对顺铂所致大

鼠急性期和延迟期异嗜高岭土行为的抑制作用.

1  材料和方法

1.1 材料 姜辣素(宝鸡宏远生物制药, 2005071223)
溶于1%西黄芪胶; 顺铂(齐鲁制药, 903005CE)溶
于50 ℃温生理盐水; 盐酸昂丹斯琼注射液(奥赛

康制药, 090102); 兔抗P物质试剂盒(北京博奥森

生物, bs-0064R).
1.2 方法 
1.2.1 动物实验: 健康♂成年wistar大鼠[华中科

技大学实验动物中心, SCXK(鄂)2004-0007]30
只, 质量200-250 g, 室温(22 ℃±2 ℃)单笼饲养, 
12 h明暗周期(18:00-6:00为暗周期). 随机分成5
组: 正常对照组(n = 6), 模型组(n = 6), 昂丹司琼

组(n = 6), 姜辣素组(n = 6), 姜辣素+昂丹司琼组

(n = 6). 除正常对照组外, 其余组大鼠用顺铂(3 
mg/kg)腹腔注射(ip)造模, 并于顺铂注射前1 h及
注射后24、48 h各组分别给予以下处理: 生理盐

水(10 mg/kg, ip), 西黄芪胶(10 mg/kg, ip), 昂丹司

琼(4 mg/kg, ip), 姜辣素(400 mg/kg, ip)[4], 姜辣素

(400 mg/kg, ip)+昂丹司琼(4 mg/kg, ip); 观察顺

铂注射后0-24 h、48-72 h各组大鼠摄食量和啃

食高岭土量. 72 h后处死大鼠, 取AP区及近端空

肠(距幽门约20 cm)组织于4%甲醛4 ℃固定. 
1.2.2 免疫组织化学和图像分析: 组织先后在

20%蔗糖和30%蔗糖中, 4 ℃冰箱内脱水, 液氮

中速冻1 min后切片(4 μm厚). 严格按照抗P物质

(bs-0064R)免疫组织化学试剂盒说明操作. 将切

片用pH7.4的PBS液室温下漂洗, 10%正常山羊

血清液封闭, 加1∶200稀释的兔多克隆P物质抗

体, PBS液漂洗后滴加生物素化二抗, DAB显色

剂显色, 苏木素复染, 无水酒精脱水, 二甲苯透

明, 中性树胶封片. 200倍光镜下随机选取5个视

野并照相, 观察外周空肠及AP区组织阳性产物

的分布、染色情况. 黄光源下为浅黄色背景, 标
记阳性颗粒在细胞质表达, 呈棕黄色或棕褐色. 
对每例切片, 按Ferrier所采取半定量积分法[6]判

■相关报道
Ryan等通过对600
多例肿瘤化疗患
者的随机对照双
盲 试 验 ,  提 出 生
姜止吐效果良好; 
Abdi l -Aziz等研
究证明姜辣素的
止呕机制不仅限
作 用 于 5 - H T 3受
体; 钱秋海等证实
姜辣素可作用于
5-HT3受体、NK1
受体及D2受体.
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断结果: A(按切片中阳性细胞占切片中总细胞

数的比例评分): 未见阳性细胞为0分, 阳性细胞

占整个视野细胞数的1%-25%为1分, 26%-50%
为2分, 51%-75%为3分, 76%-100%为4分; B(按
切片中阳性细胞显色有无及深浅评分): 无显色

为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3
分. 每例积分 = A×B, 两者积分相乘结果作为阳

性表达强度.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用SPSS13.0统计分析软件, 应用单因素方差分

析和LSD-t检验分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 对急性期异嗜行为的抑制作用 模型组较

正常对照组啃食高岭土量显著增多, 摄食量显

著减少(均P <0.01). 昂丹司琼组、姜辣素组和

昂丹司琼+姜辣素组啃食高岭土量较模型组均

显著减少(均P <0.01). 姜辣素组啃食高岭土量

多于昂丹司琼组(P <0.05); 昂丹司琼+姜辣素组

啃食高岭土量明显低于昂丹司琼组、姜辣素

组(均P <0.01). 昂丹司琼组摄食量多于模型组

(P <0.05); 姜辣素组、昂丹司琼+姜辣素组摄食

量明显多于模型组、昂丹司琼组(均P <0.01).姜
辣素组摄食量与昂丹司琼+姜辣素组摄食量比

较无显著性差异(P >0.05, 表1).
2.2 对延迟期异嗜行为的抑制作用 模型组啃食

高岭土量显著多于正常对照组(P <0.01)、摄食量

显著低于正常对照组(P<0.01).昂丹司琼组、姜辣

素组、昂丹司琼+姜辣素组啃食高岭土量较模型

组均显著减少(均P <0.01).姜辣素组、昂丹司琼+
姜辣素组啃食高岭土量显著低于昂丹司琼组(均
P<0.01). 昂丹司琼组摄食量与模型组比较无显著

性差异(P>0.05). 姜辣素组、昂丹司琼+姜辣素组

摄食量明显多于模型组、昂丹司琼组(均P<0.01). 
昂丹司琼+姜辣素组啃食高岭土量、摄食量与姜

辣素组比较均无显著性差异(P>0.05, 表1).
2.3 空肠和AP区P物质免疫组织化学表达 P物质阳

性颗粒在近端空肠组织表达于肌间神经节(图1), 
在AP区表达于神经元(图2). 模型组空肠组织和AP
区P物质免疫组织化学阳性积分均显著大于正常

对照组(均P<0.01). 昂丹司琼组、姜辣素组和昂丹

司琼+姜辣素组空肠组织和AP区的P物质免疫组

织化学阳性积分均显著小于模型组(均P<0.01). 在
空肠组织中, 昂丹司琼+姜辣素组的积分值小于

昂丹司琼组(P<0.01)和姜辣素组(P<0.05), 而姜辣

素组与昂丹司琼组相比无显著性差异(P>0.05). 在
AP区组织中, 姜辣素组和昂丹司琼+姜辣素组的P
物质免疫组织化学阳性积分均显著小于昂丹司琼

组(均P<0.01), 姜辣素组和昂丹司琼+姜辣素组之

间无显著性差异(P>0.05, 表2).

3  讨论

化疗药物(顺铂等)通过作用于多个位点诱发恶

心呕吐反射, 化疗药物注射后, 产生多种自由基, 
促使肠嗜铬细胞释放5-HT, 5-HT作用于位于肠

壁迷走神经传入纤维末梢的5-HT3受体, 迷走神

经传入纤维将产生的神经冲动上传至脑干背侧

的孤束核和AP, 即迷走神经复合体背侧. 迷走神

经复合体背侧多种神经递质受体均参与呕吐反

射的发生, 如神经激肽-1(neurokinin-1, NK1)受
体、5-HT3受体和多巴胺-2(dopamine-2, D2)受
体[7]等; 迷走神经传出纤维自迷走神经复合体

背侧出发将冲动传至呕吐中枢, 呕吐中枢支配

效应器从而引发呕吐反射[8]. AP是脑室周围器

官, 位于第4脑室两侧闩上方, 缺乏有效的血脑

屏障, 可以感受血液和脑脊液的呕吐刺激信号, 
因此称为呕吐化学感受器触发区(chemoreceptor 

表  1  顺铂注射后0-72 h内各组大鼠啃食高岭土量和摄食量比较 (n  = 6, mean±SD)

     
分组

                                    0-24 h                                48-72 h

      高岭土量(g)          摄食量(g)       高岭土(g)        摄食量(g)

正常对照组     0.352±0.267bd   30.000±3.899bd   0.319±0.178bd   30.833±4.916bd

模型组   14.270±1.677d   14.167±3.971c   9.706±1.775d   16.333±3.386

昂丹司琼组     3.783±0.817b   19.500±3.182a   4.803±1.223b   18.667±2.944

姜辣素组     5.148±1.184bc   27.500±4.506bd   1.182±0.368bd   30.167±2.927bd

昂丹司琼+姜辣素组     1.283±0.804bdf   29.167±5.636bd   0.804±0.442bd   31.500±3.082bd

高岭土量F = 164.504, 94.174; P  = 0.000, 0.000; 摄食量F = 15.551, 26.089; P = 0.000, 0.000. aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; cP<0.05, 
dP<0.01 vs  昂丹司琼组; fP<0.01 vs  姜辣素组.

■ 创新盘点
将昂丹司琼和姜
辣素联用, 在增强
抑制急性期CINV
效果的同时, 可弥
补昂丹司琼对延
迟期CINV无效的
缺点, 并可促进摄
食, 保证机体营养
摄入.
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trigger zone, CTZ)[9]. CINV按发生时间不同可分

为预期性、急性和迟发性三大类[1]. 急性恶心呕

吐主要发生于化疗开始后24 h内, 24 h后的恶心

呕吐称为延迟性恶心呕吐[10](顺铂所致的恶心呕

吐主要发生在48-72 h, 且对常用的5-HT3受体阻

滞剂反应不敏感[11]). 急性CINV的发生主要与肠

道嗜铬细胞释放的5-HT有关[12], 昂丹司琼即竞

争性结合5-HT3受体抑制5-HT的作用而发挥抗

图  2  各组大鼠AP组织中P物质的表达(HE×200). 阳性细胞呈棕黄色染色. A: 正常对照组轻微表达或不表达; B: 模型组表达

明显增强; C: 昂丹司琼组呈中度表达; D: 姜辣素组呈轻度表达, 低于昂丹司琼组; E: 昂丹司琼+姜辣素组呈轻度表达, 低于

昂丹司琼组, 与姜辣素组相比无明显差异.

A

D

B C

E

图  1  各组大鼠远端空肠组织中P物质的表达(HE×200). A: 正常对照组轻微表达或不表达; B: 模型组表达明显增强; C: 昂丹

司琼组呈中度表达; D: 姜辣素组呈轻度表达, 低于昂丹司琼组; E: 昂丹司琼+姜辣素组呈轻度表达, 低于昂丹司琼组, 与姜辣

素组相比无明显差异.

A

D

B C

E

■应用要点
姜辣素可作为辅
助用药与昂丹司
琼 联 用 ,  增 强 急
性 期 止 吐 效 果 , 
并对抗延迟期呕
吐 ,  同 时 增 加 摄
食 ,  以 保 证 营 养
供 应 .  生 姜 价 格
低 廉 ,  姜 辣 素 提
取 工 艺 简 单 ,  无
不 良 反 应 ,  可 作
为常用药物开发
应用.
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呕吐作用. 20世纪90年代发现神经激肽P物质及

其受体NK1在延迟性CINV中具有重要作用[11,13], 
NK1受体阻滞剂治疗延迟性CINV效果良好[14,15].

生姜作为传统中药已有一千多年的历史, 
有“止呕圣药”之美誉, 动物实验[16,17]和临床研

究[18,19]显示, 生姜可有效改善顺铂引起的恶心呕

吐. 生姜的有效止呕成分为姜辣素[3], 其抗呕吐

机制最初认为为阻断5-HT3受体[20,21], 后证实其

并非与5-HT3受体竞争性结合, 而是作用于一个

调节性位点, 此位点除可抑制5-HT3受体活性外, 
还可调节P物质受体和胆碱能受体活性[22]; 另有

研究证实姜辣素可作用于辣椒素受体发挥抗呕

吐作用[23]. 因此, 姜辣素可能通过作用于多种受

体发挥抗呕吐作用. 因大鼠异嗜高岭土行为可

以间接反映呕吐的程度, 本研究利用顺铂所致

大鼠异嗜模型, 探讨姜辣素及其与昂丹司琼联

用对顺铂所致大鼠急性期和延迟期异嗜高岭土

行为的抑制作用, 结果显示, 姜辣素在0-24 h内
对大鼠异嗜行为虽有抑制作用, 但其作用弱于

昂丹司琼, 而48-72 h内的作用强于昂丹司琼; 昂
丹司琼与姜辣素联用后在0-24 h内抑制异嗜行

为效果强于两者单一用药, 在48-72 h内强于单

用昂丹司琼, 而与单用姜辣素无明显差异, 说明

姜辣素可能对大鼠急性(相当于本实验的0-24 h)
和延迟性(相当于本实验的48-72 h)异嗜行为均

有抑制作用, 抑制延迟性异嗜行为效果优于昂

丹司琼. 推测姜辣素及与昂丹司琼联用可能有

效缓解顺铂所致急性和延迟性呕吐. 免疫组织

化学染色显示, 姜辣素组和昂丹司琼+姜辣素组

空肠和AP组织中P物质表达较昂丹司琼组减少, 
说明姜辣素可能通过抑制P物质表达发挥抗异

嗜行为的作用. 本研究还显示, 姜辣素组大鼠的

摄食量均多于模型组和昂丹司琼组, 而昂丹司

琼+姜辣素组和姜辣素组比较摄食量无明显差

异, 说明姜辣素除具有抗异嗜行为外, 还具有促

进大鼠摄食的作用, 而昂丹司琼则无促进大鼠

摄食作用. 推测姜辣素的抗呕吐及促摄食作用

可能与其改善胃排空障碍、增加胃动力及促进

食欲有关[24-27].
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical effects of anatomic 
hepatectomy with Cavitron ultrasonic surgical 
aspirator (CUSA) using optimized parameter 
settings.

METHODS: Thirty-one patients with space-
occupying lesions of the liver who underwent 
hepatectomy with CUSA were divided into 
two groups: patients using recommended pa-
rameters for CUSA (control group, n = 10) and 
those using optimized parameters (optimization 
group, n = 21). Total blood loss, blood transfu-
sion, operative time, and recovery of liver func-

tion after operation were compared between the 
two groups.

RESULTS: All the patients recovered in 4 weeks 
after operation. Radical treatment was achieved 
in 90% of patients using recommended parame-
ters and in 87.5% of those using optimized ones, 
with no significant different between the two 
groups. Total blood loss, blood transfusion, op-
erative time, and recovery of liver function after 
operation were better in the optimization group 
than in the control group (3.8 h ± 0.8 h vs 6.2 h ± 
1.9 h; 1 150 mL ± 460 mL vs 2 900 mL ± 510 mL; 
530 mL ± 300 mL vs 1 760 mL ± 1 700 mL, all P < 
0.05). The mean amount of abdominal drainage 
in 24 h after operation was not remarkably dif-
ferent between the two groups.

CONCLUSION: Using optimized parameters 
for CUSA can improve the clinical effects and 
efficiency of anatomic hepatectomy for patients 
with space-occupying lesions of the liver.

Key Words: Cavitron ultrasonic surgical aspirator; 
Optimized parameter settings; Anatomical hepatec-
tomy; Efficiency of hepatectomy

Tang JH, Fu BM, Tang B, Li HY, Zhu H, Li TH, Liu F, 
Zhang J. Clinical effects of anatomic hepatectomy with 
Cavitron ultrasonic surgical aspirator using optimized 
parameter settings. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(10): 1040-1044

摘要
目的: 研究外科超声吸引器(CUSA)系统在解
剖性肝切除术中的断肝技术参数设置, 寻找最
佳的断肝参数设置, 以提高CUSA在肝切除中
临床效率.

方法: 优化CUSA技术参数设置, 将31例采用
CUSA实施Glisson蒂横断式解剖性肝切除的
肝实质占位患者分为两组: 优化参数设置组(n  
= 21)和厂家推荐参数设置组(n  = 10). 对比分
析两组手术时间、术中出血量、术中输血量, 
术后腹腔引流量和肝功能康复情况.

结果: 两组患者均于术后4 wk内康复出院. 优

®

■背景资料
肝部分切除是治
疗肝脏占位性疾
病 的 主 要 手 段 , 
随着肝移植时代
的 到 来 现 ,  肝 脏
外科也进入到精
准解剖学性肝切
除时代 .  ExcelTM

型外科超声吸引
器(CUSA)的应用
是最具代表性的
新 兴 技 术 ,  该 设
备精细而准确的
解剖学高选择性
切肝技术推动了
肝切部分除技术
的进步.

■同行评议者
于聪慧, 教授, 中
国人民解放军北
京军区总医院肝
胆外科
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化参数组和推荐参数组恶性肿瘤根治率分
别为85.7%和90%, 组间无显著差异. 优化参
数设置组手术时间短、出血量、输血量均优
于推荐参数设置组(3.8 h±0.8 h vs  6.2 h±1.9 
h; 1 150 mL±460 mL vs  2 900 mL±510 mL; 
530 mL±300 mL vs  1 760 mL±1 700 mL, 均
P <0.05), 优化设置组术后肝酶学康复优于推
荐参数组, 而两组术后24 h引流量无显著差异.

结论: 优化CUSA参数设置可增加对肝组织的
保护、减少术中出血和缩短手术时间, 从而显
著提高断肝效果.

关键词: 外科超声吸引器; 优化参数设置; 解剖性肝

切除; 切肝效果

唐继红, 付必莽, 唐波, 李晗宇, 朱洪, 李铁汉, 刘锋, 张捷. 优化

外科超声吸引器参数设置对解剖性肝切除的作用.  世界华人消

化杂志  2011; 19(10): 1040-1044
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0  引言

肝部分切除是治疗肝脏占位性疾病的主要手

段, 随着肝移植时代的到来现, 肝脏外科也进入

到精准解剖学性肝切除时代. ExcelTM型外科超

声吸引器(cavitron ultrasonic surgical aspirator, 
CUSA)的应用是最具代表性的新兴技术, 该设

备精细而准确的解剖学高选择性切肝技术推动

了肝切部分除技术的进步[1,2]. 因此, 熟练掌握该

设备的使用技巧可以明显提高肝切除的效果. 
我们在切肝过程中发现, 调整和优化CUSA系统

参数设置可提高组织选择性、减少术中失血等, 
从而获得较厂家推荐的参数设置更为理想的切

肝效果. 本文以临床实践为基础, 总结出CUSA
的优化参数设置, 并于2008-12/2010-10以厂家推

荐的参数设置为对照进行临床对照研究, 证实

了优化CUSA ExcelTM系统参数设置可有效地减

少肝切除断肝过程中的出血和肝损伤, 提高解

剖性肝切除的临床效果. 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 总病例31例, 均为2008-12/2010-10住
院患者, 其中男17例, 女14例, 年龄28-61(48.2±
8.7)岁. 原发性肝细胞癌(hepatocellular carcino-
ma, HCC)21例, 胆管细胞癌1例, 肝脏局灶结节

性增生2例, 肝血管瘤7例. 术前肝功能Child A级

28例, B级3例. 手术方式: 行右半肝1例, 左半肝1
例, SⅢ 1例, SⅣ2例, SⅤ3例, SⅥ 2例, SⅦ3例, S
Ⅷ3例, SⅡⅢ2例, SⅥⅦ3例, SⅤⅥ2例, SⅤⅧ4

例, SⅤⅧⅥ+射频1例, SⅢⅥⅦ1例, SⅢⅥ+射频

1例, SⅤⅥ1例.
1.2 方法 
1.2.1 手术操作: 2组患者均由同一术者完成, 使
用美国Valleylab公司生产的CUSA ExcelTM-8 
System超声外科吸引器, 手柄频率23 kHz、带

Valleylab Force FX双极电刀手控附件. 取上腹

“J”形或上腹“人“字形切口充分暴露肝脏. 
术中B超探查明确确认肝占位部位、大小、数

目及与血管关系, 并标记切除线. 常规顺逆结合

切除胆囊, 显露第一肝门. 以Takasaki等[3]的肝三

段解剖理论基础, 术前用参照文献[4]行肝内血

管三维重建, 采用Glisson鞘横断解剖性肝切除, 
阻断Glisson鞘并确认拟切除肝段或叶的缺血线, 
结扎并切断支配需切除肝叶的Glisson鞘; 如果

需切除肝段, 则先以CUSA解剖第一肝门部肝实

质, 暴露需要切除的肝段Glisson鞘, 结扎之并确

认缺血线. 然后交替阻断需保留侧肝脏Glisson
鞘, 控制CVP在3-5 cmH2O, 用CUSA沿切标记线

离断肝实质, >2 mm管道予以结扎, 余下管道用

连发钛夹处理, 切除病变肝段. 
1.2.2 分组和观察指标: 根据就诊顺序分为Ⅰ组

(n  = 10)和Ⅱ组(n  = 21): Ⅰ组采用CUSA厂家推

荐的参数设置参数断肝, Ⅱ采用课题组优化设

置参数断肝. 2组间资料具有可比性. 2组间相关

参数具有可比性. 对比分析2组手术时间、术中

出血量、术中输血量、术后腹腔引流量和肝功

能康复情况. 肝脏质地分为软(正常肝脏或轻度

肝硬化伴中度脂肪肝, 肝脏形态大小正常)、中

(中度肝硬化, 表明明显结节感, 质地变硬, 肝脏

形态大小正常或轻度缩小)、硬(肝脏因硬化显著

缩小, 表明结节明显且大小不一, 质地坚硬)3种.

2  结果

2.1 肝脏术前重建及评估 术前Philips 256层iCT
重建后肝脏门脉及动脉结构清晰, 结合文献报

道的肝三段理论和Gllison鞘横断解剖性肝切除

为指导, 顺利行解剖性肝切除(图1-5). 
2.2 CUSA参数优化调整结果 通过调整振幅和变

动组织选择性, 可以提高血管损伤和减少岀血, 
增加断肝速度(表1). 
2.3 手术时长和失血指标比较 Ⅰ组手术时间、

出血量、输血量和术后24 h引流量分别为(6.2±
1.9) h、(2 900±510) mL和(1 760±1 700) mL, 
Ⅱ组为(3.8±0.8 ) h、(1 150±460) mL和(530±
300) mL, 组间比较均具有显著性(P <0.05); 但术

■创新盘点
目前尚未见到对
CUSA用于切肝参
数优化的文献报
道. 能够参考的资
料仅是来源于厂
家推荐的参考设
置参数, 但本课题
组在使用过程中
发现对于不同的
质地的肝组织, 厂
家推荐的参数设
置并非最佳设置. 
手柄的振幅和组
织选择性是影响
肝组织游离的主
要因素. 因此本课
题组主要针对调
整手柄振幅和组
织选择性来提高
切肝的速度和对
血管的保护作用.
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后引流量Ⅰ组为(370±290) mL, Ⅱ组为(170±
110) mL, 组间比较无显著差异(P >0.05). Ⅱ组术

后肝酶学康复优于Ⅰ组(图6).
2.4 术后相关并发症和预后 两组均未出现严重

并发症, 术后4 wk内康复出院. 两组间复发率等

指标无显著差异(P <0.05): Ⅰ组恶性肿瘤根治率

为90%(1/10), 未达根治1例为门脉左主干癌栓

形成, 目前随访4 mo生存良好, 根治者随访3-18 
mo, 复发率20%(2/10), 其余患者生存良好. Ⅱ组

恶性肿瘤根治率85.7%(3/18), 未达根治者1例为

肿瘤浸润门脉右主干1例(残留肿瘤组织直径约

1.5 cm)、SⅤⅧⅥ+射频1例和SⅢⅥ+射频1例. 
根治性切除18例中, 随访18 mo, 生存率100%、

复发率4.5%(1/22), 死亡率9.5%(2/21), 2例死亡

均为非根治病例.

3  讨论

CUSA利用超声波对人体组织的热效应、机械

效应和空化作用等原理, 将要切除的组织粉碎, 
再经冲洗液与切除组织碎屑混合乳化, 经超声

探头上的吸引装置吸除[5,6]. CUSA具有超声振荡

切割、冲洗乳化与吸引3种功能, 能选择性地保

留肝实质内的血管等结构, 减少或避免血管、

胆管的损伤. 具有出血少、术野洁净、对血管

和周围组织损伤保护性好、手术操作安全可

靠、术后反应轻等特点, 使切割更精确, 对周围

组织损伤较小[1,7,8]. CUSA与传统切肝技术相比, 
在控制失血、肝组织保护、复杂部位肝解剖等

表  1  CUSA自带说明书断肝建议技术参数与优化设置参数对比

     
破碎  肝脏 手柄频率(KHz)        组织选择性         吸引(%) 冲洗(mL/min)          振幅(%)

要求  硬度 Ⅰ组 Ⅱ组   Ⅰ组     Ⅱ组 Ⅰ组 Ⅱ组 Ⅰ组 Ⅱ组   Ⅰ组   Ⅱ组

精细   软   23  23 ++++ +++   50 50 3-5 3-5   60-80 20-40

普通   中   23  23 +++; ++ +++; ++   70 60 5-6 5-6   80-100 30-50

快速   硬   23  23 +; Std +; Std 100 60 8-10 5-6 100 30-50

        中段
      左段

   右段

三个Glisson鞘的二级分支

图  1   TakasakiK将肝脏分为左中右三段和尾状叶, 每段有
独立的Glisson系统, 以此为单位行Glisson鞘横断肝切除.

图  2  iCT3D重建
示肝内Glisson蒂
分布与符合Taka-
sak i的肝三段解
剖. Glisson鞘内见

肝动脉和门静脉.

图  3  以3D重建为
基础, 游离左中右肝
段Glisson鞘并悬吊
之.

图   4   病 灶 位 于
Couinand SⅥ. 根

据Glisson鞘横断理

论进一步解剖右肝

段肝实质并选择性

阻断Couinand SⅥ 

Glisson鞘, SⅥ缺血

缺血线清晰可见.

图  5  解剖性切除
Couinand SⅥ. 切
缘整齐, 支配SⅦ肝

内管道保留完好. 

■应用要点
优化CUSA参数设
置可增加对肝组
织的保护、减少
术中出血和缩短
手术时间, 从而显
著提高断肝效果.
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方面有明显的优势[9,10]. 特别是恰当的设备参数

设置配合操作者的技术, 可以最大限度地显露

肝实质内管道结构并予以保护、避免损伤肝内

血管, 从而显著提高手术效果和肿瘤切除率, 保
护肝功能损害和减少术后并发症[2,7,11]. 

CUSA最佳功能的发挥与其术中使用技术

参数密切相关, 恰当的参数设置保证最大限度

的保护对健康肝脏和血管的损害[12]. 但是目前尚

未见到对CUSA用于切肝参数优化的文献报道. 
能够参考的资料仅是来源于厂家推荐的参考设

置参数, 但我们在使用过程中发现对于不同的

质地的肝组织, 厂家推荐的参数设置并非最佳

设置. 手柄的振幅和组织选择性是影响肝组织

游离的主要因素[5,13]. 因此我们主要针对调整手

柄振幅和组织选择性来提高切肝的速度和对血

管的保护作用. 本研究显示, 与厂家推荐参数比

较, 我们的优化方案调整了振幅、组织选择性

和吸引等环节, 使得各参数间配合更佳默契. 调
低振幅在减慢超声震荡效率的情况下可增加对

组织的保护, 配合适当的冲洗水流量和吸引, 可
更好地暴露管道组织, 有利于减少目标管道组

织表明的水分和积血, 得以提高电凝止血效率. 
调低振幅看似降低了断肝效率, 但由于出血的

减少和电凝止血效果的改善, 总体断肝时间得

以减少. 研究结果证实, Ⅱ组手术时间、出血

量、输血量和术后24 h引流量等指标均显著优

于Ⅰ组. 究其原因在于CUSA的优化参数设置可

以提高组织选择性和对细小血管的保护, 同时

最大限度地减少对健康肝组织的损伤, 从而有

效地减少了出血、提高了断肝效率、节省了手

术时间. 而厂家推荐的参数设置虽然可以快速

断肝, 但是由于组织选择性未达到最佳水平, 以
至于术中用于止血的时间过长, 从而造成出血

量增加和延长手术时间. 但是如果术中止血彻

底, 两组参数设置都是安全的, 因此术后引流量

并无显著差异. 优化参数设置组术后ALT和AST
的康复指标明显好于推荐参数设置组也佐证了

上述推测. 
结合本研究结果, 我们初步总结出以下经

验: (1)术前通过MRI、iCT等影像检查, 充分了

解每个患者肝脏病变、相关管道解剖特征, 术
前作出可行的手术方案, 并在术中通过术中超

声定位进一步明确解剖结构, 是手术成败的重

要环节; (2)针对不同病理状态的肝实质, 调整

设备操控指标, 实时优化CUSA参数设置, 在结

合良好的目标肝段入肝血流阻断, 并严格按照

肝段或叶的解剖标志并结合阻断后缺血线在无

Glisson系统分布的平面断肝; (3)CUSA沿管道走

向纵向适当频度移动CUSA刀头, 对肝实质作用

较长时间充分粉碎肝实质组织, 断面显露管道

结构时, 应首先距目标管道0.5-1.0 cm由浅入深

解剖管道周围组织, 完全暴露管道组织后再行

钛夹或者结扎离断. <1.0 mm结构可以电凝离断, 
2.0-3.0 mm结构连发钛夹钳闭即可, 3.0 mm以上

宜细线结扎. 电凝止血时务必和吸引功能最佳

配合、保证充分的吸引, 因为电凝只有在充分

暴露血管并且无积血时才能给血管最大的能量

传递以便凝固止血. 我们做法为术者持CUSA显

露断面管道, 第一助手电凝、钛夹钳夹或结扎

管道, 第二助手以精细剪刀离断目标管道, 第三

助手负责暴露并辅助保持创面干洁, 有序的配

合有助于准确操作、减少失误、缩短手术时间. 
总之, CUSA系统使断肝技术进入精肝切除

时代, 但需要与准确的肝脏断面解剖径路、有

效的离断肝段阻断和协调的操作配合相结合, 
才能使其价值得到充分体现. 
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Abstract
There are numerous risk factors for gastroesopha-
geal reflux (GER) in critically ill patients, such as 
tracheal intubation/mechanical ventilation, tube 
feeding, decreased level of consciousness, sus-
tained supine position, and high intra-abdominal 
pressure. Therefore, GER is very common in criti-
cally ill patients. Patients who suffered from GER 
are liable not only to gastroesophageal reflux 
disease (GERD) but also to other severe com-
plications such as aspiration pneumonia, acute 
lung injury, GERD-derived respiratory distress, 
noncardiac chest pain (NCCP), and sudden in-
fant death (SID). As GER and its complications 
can greatly affect patients' prognosis, improv-
ing the diagnosis of GER and taking precaution 
measures are of great importance to critically ill 
patients.

Key Words: Critically ill patients; Gastroesophageal 
reflux; Adverse consequences; Mechanism; Diagnosis

Zhang MJ, Chen WS. Gastroesophageal reflux and reflux-
related complications in critically ill patients. Shijie Hua-
ren Xiaohua Zazhi  2011; 19(10): 1045-1050

摘要
危重症患者由于存在气管插管/机械通气、鼻
饲/肠内营养等诊疗操作加之存在程度不等的
意识障碍, 长期卧床, 腹内压升高等高危因素, 
使胃食管反流十分常见, 其危害性不但引起胃
食管反流病, 更重要的引起吸入性肺炎、急性
肺损伤、源性呼吸窘迫等呼吸系危象, 还可导
致非心源性胸痛, 新生儿猝死. 其诸多不良反
应并同原发病一起影响患者预后, 提高对胃食
管反流病的诊断水平, 并采取相应的防治措施
十分必要.

关键词: 危重症患者; 胃食管反流; 后果; 机制; 诊断
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)是临床常见病, 近年来发病率有增高趋

势[1], 除常见烧心、反酸、胸骨后疼痛等胃及

食管症状外, GERD食管外表现有时也非常突

出[2], 包括肺系症状与疾病: 哮喘、气管支气管

炎、吸入性肺炎. 耳鼻咽喉症状: 喘鸣性喉痉

挛、喉部痰液过多等. 口腔症状, 睡眠呼吸暂停

综合征等. GERD相关其他症状: 在GERD患者

中消化道溃疡、肠易激综合征(腹痛、腹泻、

便秘)、中风等疾病的发病率高于无GERD人群. 
危重症患者由于气管插管/机械通气, 鼻饲/肠
内营养等操作的实施加之存在程度不等的意识

障碍, 长期卧床, 腹内压升高等致使胃食管反流

(gastroesophageal reflux, GER)现象发生率居高

不下, 并同原发病一起对患者病情及预后造成

巨大影响, 这已逐渐得到众多临床工作者的重

视, 本文就GER对危重症患者的影响、反流的

诱发因素、反流的临床诊断、内外科治疗等方
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面简述如下.

1  危重症患者GER发生率

危重症患者GER发生率目前尚未见详细的文献

统计, 但在不同病理状态下的反流率已有较多

文献报道, Abdel-Gawad等[3]在研究中指出, 使
用机械通气的患者发生GER的比例高达91.6%. 
Metheny等[4]在实验中获得的数据表明, 320例进

行机械通气及鼻饲的患者发生GER的占88.9%.

2  GER对危重症患者的影响

2.1 吸入性肺炎 吸入性肺炎是由来自鼻咽部分

泌物、酸性胃内容物反流、误吸所致的肺炎,危
重症患者发生率为10%-43%. GER物不但引起化

学性炎症, 其所含细菌吸入肺部则引起肺部的

感染, 其中GER与呼吸机相关性肺炎(ventilator-
associated pneumonia, VAP)的发病密切相关. 
VAP是指患者接受机械通气48 h后所并发的肺

实质感染, 是机械通气患者严重的并发症. 加拿

大危重症学会最近制定的VAP最新指南[5]指出: 
在ICU危重患者中VAP感染率达40%-60%, 呼吸

道感染占30%-60%, 在ICU的滞留时间平均延长

4.3 d, 死亡绝对危险增加5.8%. 经研究部分VAP
患者肺内致病菌为G-菌[6,7], 与患者胃内定植菌具

有同源性, 提示胃内细菌通过反流与误吸造成肺

部感染, 是VAP的重要感染途径之一. 目前认为

胃-肺感染途径包括4个必需的步骤: 胃内细菌定

植、胃内容物的反流、反流基础上肺的吸入, 以
及机体防御功能降低. 可见预防GER对防止吸入

性肺炎, 减少VAP的发生有十分重要的意义.
2.2 急性肺损伤 GERD的反流液包括胃液和十二

指肠液, 前者主要成分是胃酸和胃蛋白酶, 为酸

性攻击因子; 后者主要成分是胆汁和胰液, 为碱

性攻击因子. 胃酸和胆汁酸为双重攻击因子对

呼吸道和呼吸膜有直接损伤作用, 其所诱导产

生的炎性细胞浸润, 肿瘤坏死因子和白介素-8等
炎症介质的产生有间接损伤作用[8]. 反流液可引

起支气管黏膜充血水肿、渗出, 支气管痉挛. 反
流液也可使肺微血管痉挛, 引起肺内血液分流, 
形成死腔样通气, 通气血流比例失调, 进而导致

急性肺损伤、急性呼吸窘迫综合征和呼吸衰竭

等[9].
2.3 GERD源性呼吸窘迫 Debley等[10]在对126例
哮喘患者的研究发现, 其中有94例(74.6%)诊断

为GERD, 且GERD的反流症状的严重程度与哮

喘的严重程度及其控制药物的使用量呈正相关. 
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汪忠镐等[11]诊治的许多患者曾处于危重状态, 包
括2人已经历过呼吸停止、瞳孔散大而被通知

“死亡”的过程; 4人曾行1-2次气管切开术; 1
人气管切开持续插管长达9 mo余, 经正确诊断

及抗反流治疗后, 气道插管得以去除, 故提出

GERD源性呼吸窘迫不是哮喘, 而常是GER中的

一种继发性病变. 其发病机制在于反流引起的

喉气管激惹、痉挛以至窒息. 提出与GERD有关

的呼吸窘迫是严重威胁生命的疾病之一. 
2.4 GER与胸痛 非心源性胸痛(noncardiac chest 
pain, NCCP)是指排除心脏因素所引起的复发

性胸骨后疼痛或不适, 目前国内外研究普遍认

为NCCP最常见的病因是食管病变[12], 其中尤以

GERD最多见占60%. 
2.5 新生儿猝死 新生儿尤其是早产儿由于生理

解剖的特殊性, GER发生率高, 轻度反流发病率

可达80%-85%. 可刺激喉部化学感受器引起呼

吸暂停和心动过缓, 并可诱发喉痉挛形成上气

道阻塞加重缺氧, 或因反流量大误吸而窒息致

死[13]. 陈政[14]所在的新生儿科收治的新生儿因

GER致猝死的6例患者, 经复苏抢救治疗, 2例经

抢救0.5-1 h无效死亡, 4例恢复了呼吸、心跳, 但
终因呼吸暂停时间太长, 缺氧严重, 出现各种严

重并发症, 而于复苏后5 h内死亡.

3  造成反流及误吸的危险因素

3.1 气管插管/机械通气 GER在机械通气患者中

非常常见, 在拔管的48 h内仍然存在误吸的风

险. Abdel-Gawad等[3]在研究中指出使用机械通

气的患者发生GER的比例高达91.6%. 且VAP患
者均存在GER, 未患VAP的患者中也有75%存在

GER. 患有VAP的患者平均总反流时间(50 min)
显著长于未患有VAP的患者(30 min). 总反流时

间可比较准确地预测VAP的发生. 还有研究报

道, 进行机械通气的危重症患者发生酸反流的

高达80%, 发生胆汁反流(十二指肠胃反流)的占

60%[15,16]. 气管插管/机械通气引起GER的机制尚

不很清楚, 可能由下述机制导致: 机械通气导致

食管下括约肌压力降低明显或消失[15]及腹内压

升高, 胃内压力高出食管腔内压力[17]. 气管插管

致使无效咳嗽, 咽喉的敏感性下降, 咽喉肌废用

性萎缩, 气囊压迫食管从而导致上气道防御能

力的减弱. 
目前主张采取以下措施减少反流及降低VAP

的风险[18]: (1)严格无菌操作; (2)积极口腔护理; 
(3)声门下分泌物引流(SSD); (4)使用热湿交换器
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窘迫等GER相关
并发症已越来越
受到临床重视, 但
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到解决, 有待深入
研究.
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(HME); (5)缩短机械通气时间; (6)胃动力药物的

应用; (7)减少强力镇静剂和肌松剂的应用; (8)预
防性抗生素, 包括选择性消化道和口腔去污染; 
(9)增强免疫力. 
3.2 鼻胃管的使用/肠内营养 留置鼻胃管是危

重症患者重要的诊疗项目之一, 其具有胃肠减

压、鼻饲营养、观察引流液了解病情等多项作

用, 但对GER的影响不容忽视, 一项对102 842例
居住在护理机构人群的大样本回顾性研究发现, 
鼻胃管是可预测反流与误吸的18个危险因素中

预测强度第3的危险因素[19]. 在一个对540例ICU
住院患者进行的有关吸入性肺炎危险因素的

前瞻性队列研究中, 发现鼻饲的相对危险度为

1.11[20]. Douzinas等[21]的研究中表明, GER的发生

率与留置鼻胃管明显相关(r  = 0.56, P <0.01). 鼻
胃管引起吸入的可能机制包括[22]: (1)食管括约

肌完整性缺失; (2)下食管括约肌的松弛频率增

加; (3)咽颌内收反射敏感性下降; (4)胃内残余量

造成胃内压升高; (5)呕吐.         
为防范反流可采取的措施: 在鼻饲前应检

查胃内残余物, 在鼻饲时和鼻饲后30 min嘱患者

保持坐位, 每次鼻饲量应<300 mL, 30 min内灌

入量不能超过250 mL[23], 对于反流严重者, 需插

空肠管行肠内营养更佳. Heyland等[24]研究显示, 
胃管前端位置的不同可使GER有显著的差异, 
胃管前端置入幽门以下的小肠时发生GER较少, 
且发生肺吸入的情况也有减少趋势, 认为小肠

内营养可减少GER的发生. 
3.3 意识水平 不容否认意识障碍与反流和误吸

之间有密切的关联 ,  并是其重要的危险因素 , 
Carri lho等[20]进行的有关吸入性肺炎危险因素

的前瞻性队列研究中意识障碍的相对危险度为

2.67. Metheny等[4]的研究显示, 低格拉斯哥昏迷

评分(glasgow coma scale, GCS)的危重症患者更

易发生GER. 意识障碍造成反流及误吸的机制

是多方面的: 意识障碍常导致胃肠功能低下, 食
管下括约肌松弛使食管体部收缩能力下降, 胃
排空延迟. 且意识障碍患者的胃贲门处于半开

放状态, 胃内容物易反流. 呼吸中枢处于抑制状

态, 支气管敏感部位的神经反应性及敏感性降

低, 咳嗽反射及咽反射减弱, 不能有效排除过多

的分泌物而流入肺内造成肺部感染. 
3.4 腹内压 当腹内压(intra-abdominal pressure, 
IAP)≥12 mmHg时称之为腹内高压. Vidal等[17]

的研究发现, 入住ICU>24 h并实施经膀胱腹内

压测定的94例患者中, 83例(89%)获得了测量结

果. 若以IAPmax≥12 mmHg为诊断标准, 有53例
(64%)发生腹内高压, 该研究还发现有部分患者

是在ICU住院的过程中逐渐发展为腹内高压, 导
致腹内压升高的危险因素包括机械通气、急性

呼吸窘迫综合征、液体复苏、胃轻瘫/肠梗阻、

酸中毒、低血压、低体温、腹部手术、腹腔感

染、肺炎、败血症等. 腹内压升高是引起GER
的重要发病因素, 腹内压增高可引起食管下端

括约肌压相对降低而导致GER. 
3.5 体位 危重患者往往存在胃肠功能障碍, 尤其

是胃张力和蠕动功能低下, 在采取仰卧位时, 胃
底部经常有胃液潴留. 患者睡眠或咳嗽时(包括

吸痰引起的剧烈咳嗽), 胃内容物反流入口腔, 误
吸入肺. 有证据表明, 持续的平卧位可增加GER
以及误吸的风险[4]. 目前有关预防吸入性肺炎

的临床指南建议患者背部与床面最少成30度夹

角[25]. 但Torres等[26]的研究(以15例插了鼻胃管并

实施了机械通气的危重患者为对象)发现, GER
的发生与体位并无明显关系. Ibáñez等[27]的研究

也表明, 在50例插胃管的患者中不管患者采取

的是平卧位还是半卧位GER的发生率没有明显

统计学差异[平卧81%(21/26) vs  半卧67%(16/24); 
P  = 0.26]. 由此可推测对患者所实施的侵入性操

作是造成患者GER的主要原因, 而体位因素则

退居其次.

4  适合危重症患者GER的诊断技术 
尚无适合危重症患者的特殊GER诊断技术, 一
般认为诊断GER的常规方法[28]同样适应于危重

症患者. 
4.1 食管pH监测 24 h食管pH监测通过记录食管

内的pH值变化, 证实反流是否存在. 由于他具有

可重复性、较高的敏感性和特异性, 可用来评

价症状与反流的相关性, 已广泛应用于临床并

成为诊断GER的金标准. 本课题组[29]曾给30例危

重症患者进行24 h胃内pH及胆汁反流监测, 插管

顺利, 效果满意. Abdel-Gawad等[3]同样运用24 h动
态胃内pH和胆汁反流监测进行实验数据的收集. 
4.2 食管胆汁反流测定 部分GERD患者有非酸性

反流物质因素的参与, 特别是与胆汁反流相关. 
Bilitec 2000胆汁反流监测仪通过检测胆红素来

反映胆汁反流存在与否及其程度. 其缺点是固

体食物颗粒易堵塞探头小孔影响检查结果, 患
者在监测过程中需避免进食与胆汁吸收光谱相

似的食物, 且多数十二指肠内容物的反流与胃

内容物的反流同时存在, 并在抑酸后症状有所

■相关报道
Gawad等运用24 h
动态胃内pH和胆
汁反流监测进行
实验数据的收集, 
研究得出使用机
械通气的危重症
患者发生GER的
比例高达91.6%.
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缓解. 该检查往往和24 h食管pH监测一起判断患

者反流情况[3,29]. 
4.3 食管多通道腔内阻抗监测联合pH监测 食管

多腔道阻抗(multichannel intraluminal impedance, 
MII)检测是用食管内的探针检测食团通过紧密

排列电极之间的阻抗变化. 空气导电性低, 测得

的阻抗值高, 而吞咽或反流物导电性高, 测得的

阻抗值低. 食管内阻抗值变化可以区分判断食

团前进(如吞咽)或后退(如反流), 反流物为液体

或气体. 24 h食管pH监测不能识别pH>4的反流

以及气体反流．由于无法评估食管内液体或食

团的运动方向, 若有酸性物质摄入, 可能造成假

阳性的结果. 目前多腔道阻抗导管带有pH监测

通道. 食管多通道腔内阻抗联合pH监测可以检

测大多数的反流事件, 并能区分酸性、弱酸性、

弱碱性反流, 还能判断反流的程度和范围[30]. 在
最近的研究中, Corvaglia等[31]用该方法对新生

儿重症监护病房的早产儿进行GER情况的检测. 
尚未见文献报道该方法用于普通重症监护病房

的危重症患者. 但该方法在GERD的诊断中备受

推崇. 
4.4 唾液中胃蛋白酶检测 唾液中胃蛋白酶浓度

检测: 患者深咳吐出咽后部唾液, 不少0.5 mL. 用
酶联免疫方法检测唾液中胃蛋白酶浓度. 根据

24 h食管pH检查, pH<4为存在GER, 但胃蛋白酶

在pH>6才失活, 在pH为4-6, 24 h食管pH诊断为

阴性事件但实际有胃内容物的反流, 国外有文

献比较胃蛋白酶与24 h食管pH检测对于诊断咽

喉反流的价值, 结果唾液中胃蛋白酶监测的灵敏

度和特异度分别是100%和89%[32]. 李湘平等[33]的

研究提示, 应用唾液中胃蛋白酶检测的诊断灵

敏度为93.8%, 特异度为46.2%. 唾液中胃蛋白酶

质量浓度的检测可作为一项灵敏度高、无创、

快速的客观的诊断方法应用于咽喉反流的筛查. 
Metheny等[4]对360例危重患者进行该检测, 从获

得的支气管分泌物阳性标本计算出平均每个患

者每3 d发生1.6次反流. 存在吸入性肺炎的患者

阳性率为48%. 
4.5 消化内镜检查 上消化道内镜检查对于确定有

无食管炎症及其严重程度、有无Barrett's食管等

具有重要价值. 我国《胃食管反流共识意见》[34]

提出将该检查作为GERD的常规首选检查. 
由于危重症患者恐不能耐受普通胃镜 , 

食管胶囊内镜(esophageal capsule endoscopy, 
E C E)是一种新的无创内镜监测技术, 有研究

显示, 该检测技术对食管炎和内镜下可疑的食

管组织学变化敏感度为60%-79%, 特异度为

94%-100%, 阳性预测值为83%-100%, 阴性预测

值为92%-95%, 对于诊断食管炎和食管组织学

变化有良好的特异性和阴性预测值, 但是对于

诊断食管组织学变化的敏感性并不理想[35]. 目
前该检查多用来诊断GER主要为反流性食管炎, 
Barrett's食管, 门脉高压食管静脉曲张, 尚未有文

献报道用于对危重症患者GER情况的诊断. 

5  GERD的内外科及内镜治疗

GERD的治疗原则是缓解症状, 预防和治疗重要

并发症及预防GERD复发.
5.1 内科治疗 包括改变生活方式和药物治疗: (1)
抑制胃酸分泌; (2)促动力药物治疗[36]. 但对于危

重患者抑酸药物需谨慎应用. Vakil[37]认为酸抑

制药物可以改变胃内菌群. 流行病学研究结果

显示, 此类药物的使用和肺炎发生相关. 
5.2 外科治疗 曾经在临床应用过的抗反流手术

方法不下数十种. 其中不少术式或因设计欠合

理, 或因临床上使用不多而逐渐被废弃. 最后剩

下360度Nissen胃底折叠术、Belsey Mark Ⅳ手

术(240度胃底折叠术)、Hill手术(经腹胃后固定

术)、Guarner手术(贲门后胃底固定术)、Dor手
术(贲门前胃底固定术)等数种术式仍被采用[38]. 
曹占国等[39]对腹腔镜下前180度折叠术与360度
Nissen胃底折叠术的两年临床效果及术后并发

症发生率进行了比较, 结果显示两种折叠术式

对改善大多数GERD患者生活质量, 控制反流的

效果相当, 但前180度折叠较Nissen折叠对胃肠

功能影响更小. 
5.3 内镜治疗 内镜抗反流治疗技术是近几年问

世的新方法包括内镜下缝合治疗、射频治疗、

内镜下注射和(或)植入治疗等. 内镜缝合术和射

频能量传递术是惟一经美国FDA批准用于治疗

GERD的内镜治疗术, 这两种内镜治疗术在短期

试验中取得了令人兴奋的结果, 但还需与药物

治疗和腹腔镜胃底折叠术进行大规模、随机、

双盲试验来评价这两种内镜治疗术治疗GERD
的效果[40].

6  结论

众多研究表明, 危重症患者GER发生率高, 其危

害性不但引起GERD, 更重要的引起吸入性肺

炎、急性肺损伤、GERD源性呼吸窘迫、非心

源性胸痛、新生儿猝死等情况加重患者病情, 
增加患者死亡风险, 延长患者住院时间. 因此, 

■创新盘点
本文从危重症患
者角度总结了近
年 来 文 献 关 于
GER的相关并发
症及发生的危险
因素, 并对其各种
诊断及治疗方法
进行了比较, 对临
床有借鉴作用.
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临床应充分重视危重症患者GER, 一方面在临

床操作中尽可能避免GER的发生; 另一方面应

采取有效措施治疗GER, 减少GER所导致的各

种并发症发生.
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Abstract
Programmed death 1 (PD-1) is a costimulatory 
molecule which can be expressed on T cells. 
PD-1 and its ligands (PD-Ls) have been demon-
strated to be able to inhibit the effector functions 
of T cells and even result in T cell function. Re-
cently, many studies have demonstrated that the 
activation of the PD-1/PD-L pathway may affect 
the outcome of HBV infection. Blockade of the 
PD-1/PD-L pathway may enhance body’s im-
mune responses, which provides a new avenue 
for therapy of chronic hepatitis B.

Key Words: Programmed death 1; Programmed 
death 1 ligand; Hepatitis B virus; T lymphocyte
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摘要
程序性死亡因子-1(programmed death 1, PD-1)

是可以表达在T淋巴细胞膜表面的负向协同
刺激分子受体, 他与PD-1配体(programmed 
death 1 ligand, PD-L)形成通路后, 可以减弱T
淋巴细胞免疫反应, 甚至导致T淋巴细胞功能
衰竭. 近来研究表明PD-1/PD-L通路的形成可
以影响HBV感染后疾病的进展及预后. 在适当
的时候阻断PD-1/PD-L通路可以增强机体免疫
应答, 为慢性乙型肝炎的治疗提供新的途径.

关键词: 程序性死亡因子-1; 程序性死亡因子-1配

体; 乙型肝炎病毒; T淋巴细胞

原琳, 李智伟. PD-1/PD-L通路对乙型肝炎病毒感染结局的影

响.  世界华人消化杂志  2011; 19(10): 1051-1056

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1051.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈世

界性分布, 但不同地区HBV感染的发病率差异

很大, 在我国, 现有的慢性HBV感染者约9 300万
人, 慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)患者

约2 000万例, 其中约有15%-35%的患者最终会

发展成肝硬化或肝细胞癌(hepatocellular carci-
noma, HCC)[1-3]. 

HBV感染的临床转归与机体免疫密切相关, 
其中细胞免疫特别是HBV特异性T淋巴细胞免

疫在病毒清除过程中起着重要作用. Kevin Laf-
ferty提出的关于T淋巴细胞激活的双信号假说

已经被人们广泛地接受. 假说认为, T淋巴细胞

活化成为效应T淋巴细胞发挥清除病毒作用, 除
了需要T淋巴细胞受体(T cell receptor, TCR)识别

抗原提呈细胞(antigen presenting cell, APC)表面

的主要组织相容性复合物(major histocompatibil-
ity complex MHC)-肽复合物信号刺激外(第一

信号), 还需要来自协同刺激分子的辅助调节信

号, 即第二信号. 第二信号是调节免疫功能的一

个重要信号, 从功能上可分为激活T淋巴细胞的

协同刺激分子和诱导T淋巴细胞耐受的协同刺

激分子两类. 协同刺激分子是一类细胞膜表面

分子, 可为T、B淋巴细胞的活化提供辅助信号, 
从而调节细胞的增殖、活化及分化. CD28/细
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胞毒性T淋巴细胞抗原4(cytotoxic T lymphocyte 
antigen 4, CTLA-4)-B7和CD40-CD40L等信号

通路已经被证明在调节T淋巴细胞活化和免疫

耐受中扮演着重要角色. 其中, 程序性死亡因

子-1(programmed death 1, PD-1)及其配体PD-
L(programmed death 1 ligand)是近年来发现的

B7/CD28家族中的负性协同刺激信号重要成员, 
PD-1/PD-L刺激信号通路形成后, 向T淋巴细胞

传递的负向刺激信号, 减弱T淋巴细胞的应答, 
甚至导致T淋巴细胞功能衰竭, 从而导致病毒持

续感染[4]. 越来越多的研究表明, PD-1与其配体

形成通路会影响HBV感染后疾病的进展及预后, 
本文对此作用进行综述. 

1  PD-1及其配体的结构特点

1.1 PD-1 是Ishida等[5]于1992年发现的在发生程

序性死亡的T淋巴细胞膜上的单体型Ⅰ型跨膜

蛋白, 相对分子质量55 000 Da. 现在大部分研究

认为他属于CD28免疫球蛋白超家族, 但也有研

究认为PD-1只是在外部结构上类似CD28家族, 
而内部功能尤其是信号传导方面与CD28家族相

去甚远[6]. PD-1可以表达在活化的T淋巴细胞、

B淋巴细胞、髓样细胞、单核细胞和自然杀伤T
淋巴细胞等细胞表面[5,7-11]. PD-1的分子结构由具

有IgV样结构的胞外区, 跨膜区, 和具有连接信

号肽功能的胞质尾区构成. 他还具有另一种形

式-可溶性的PD-1(soluble programmed death-1, 
sPD-1), sPD-1具有膜性PD-1的IgV样结构的胞

外区. Nielsen等[12]在对PD-1 mRNA的研究中发

现, 除了能表达完整PD-1的mRNA外, 还存在

4种PD-1基因的剪接变体, 即PD-1Δex2、PD-
1Δex3、PD-1Δex2、3和PD-1Δex2、3、4, 其中

PD-1Δex3编码的转录本原有在136位置上的谷

氨酸被甘氨酸所代替, 产生缺乏膜性PD-1分子

完整跨膜区的可溶性PD-1分子形式. 
1.2 PD-L1/2 PD-1的配体为PD-L1(又称B7-H1)
和PD-L2(又称B7-DC), 他们均属于B7家族, 是负

性协同刺激分子. 他们可以表达于T淋巴细胞、

Kupffer细胞、星状细胞、树突状细胞、髓样细

胞, 以及肝窦内皮细胞等细胞上[13-19]. PD-L1还可

以表达在血管内皮细胞、胰岛细胞、角蛋白细

胞等细胞上. 他们除了表达的范围不同, 与PD-1
的结合能力也不同. 有研究表明, PD-1/PD-L2
的结合力要强于P D-1/P D-L1, 并且有着不同

的结合和解离动力学[20]. 炎性细胞因子, 包括

IFN-α、β、γ, IL-2等可以上调APC、上皮细胞
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及粒细胞上PD-L1(B7-H1)和PD-L2(B7-DC)的表

达[8,21-25]. 

2  PD-1/PD-L通路与HBV感染

随着对PD-1研究的深入, 越来越多的研究表明, 
PD-1与病毒感染后病毒特异性T淋巴细胞功能

衰竭及免疫耐受有关. Barber等[13]对感染慢性

淋巴脉络丛脑膜炎病毒的小鼠模型T淋巴细胞

上PD-1表达的研究发现, 在功能衰竭的淋巴脉

络丛脑膜炎病毒的T淋巴细胞上PD-1的表达显

著高于正常功能的淋巴细胞, 且利用抗体阻断

PD-1和其配体形成的通路后, T淋巴细胞增殖、

分泌细胞因子、杀伤受感染细胞等功能都得到

了恢复. Maier等[26]应用PD-L1的特异性抗体来

治疗HBV转基因小鼠后发现单个CTL细胞分泌

IFN-γ的功能得到恢复, 并且伴随着肝内能分泌

IFN-γ的CTL细胞绝对数量的增加, 从而证明了

PD-1/PD-L1通路随着肝内抗原的识别会导致T
淋巴细胞分泌IFN-γ功能的抑制. 阻断这个抑制

通路可以在恢复CTL细胞应答途径上逆转病毒

持续及慢性感染[27]. 这种功能衰竭的T淋巴细胞

高表达PD-1/PD-L1通路的现象在HBV感染中同

样被观察到[11]. 肝炎病毒侵入人体后会和其他病

毒一样引起机体免疫应答, 但应答的类型不同, 
就会导致不同的感染结局, 即病毒被彻底清除, 
或者持续慢性感染, 导致免疫应答类型不同的

机制极其复杂, 但已有研究显示, PD-1的表达会

影响T淋巴细胞的反应性, 从而影响急性乙型肝

炎或丙肝肝炎病毒感染后的结局[28-31].  
2.1 PD-1/PD-L与急性乙型肝炎 Zhang等[30]对23
名急性HBV感染患者外周血及肝内PD-1表达的

研究中发现, PD-1在急性HBV感染的不同阶段

表达不同. 在感染早期HBV病毒特异性淋巴细

胞表面上PD-1的表达是显著增加的, 而病毒清

除之后, PD-1的表达又出现减少. 与其他类型的

病毒特异性T淋巴细胞(巨细胞病毒特异性T淋
巴细胞、流感病毒特异性T淋巴细胞)、CHB患
者、急性肝衰竭患者及正常人体内T淋巴细胞

上PD-1的表达对比后, 发现在急性HBV感染早

期, HBV特异性T淋巴细胞的应答是多样性的, 
且比其他病毒特异性T淋巴细胞、其他HBV感

染阶段(CHB和急性肝功能衰竭)及正常健康人

群表达更高水平的PD-1. 且感染初HBV特异性T
淋巴细胞上PD-1的表达和ALT水平之间有着显

著的正相关性. 虽然这个相关仅在感染最初出

现, 在接下来的阶段就会消失, 但足以提示我们, 
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PD-1表达显著上调可能是肝脏炎症反应中的一

个保护因素. 在急性乙型肝炎感染的早期, HBV
特异性CD8+ T淋巴细胞能直接杀伤受感染的肝

细胞, 导致肝脏损害[32,33], ALT水平会提高, ALT
越高, 在很大程度上提示肝脏的损害越严重. 该
研究在急性乙型肝炎病毒感染后肝脏严重损伤

阶段观察到明显上调的PD-1表达, 这可能是因

为为严重的肝脏炎症导致肝脏微环境因子诱导

T淋巴细胞表达高水平的PD-1来直接诱导自身

凋亡, 以减轻炎症反应. 这一结果在对急性肝脏

衰竭患者T淋巴细胞上PD-1表达的观察中也得

到证实, Zhang等[30]观察到, 急性肝衰的患者患

病最初PD-1的表达水平是低下的, 且有比急性

乙型肝炎患者有延迟的PD-1上调表达, 这提示

缺乏PD-1的表达会导致严重的肝细胞衰竭. 而
随着急性乙型肝炎患者体内HBV病毒的清除, T
淋巴细胞上PD-1的表达会减少. Boettler等[29]在6
例急性HBV病毒感染后自愈的患者中研究发现, 
HBV特异性CD8+ T淋巴细胞很少表达PD-1而
高表达趋化因子受体7(CC chemokine receptor 7, 
CCR7), 并且表现为T淋巴细胞功能增强、血清

氨基转移酶下降和病毒的清除. 这些研究提示, 
PD-1在HBV感染中起着重要的作用并且可能和

疾病的进程相关. 
2.2 PD-1/PD-L与CHB
2.2.1 PD-1及其配体在HBV感染不同阶段的表达

不同: 慢性HBV感染的一个特征就是对于受感

染的肝脏细胞波动变化的免疫应答状态会导致

肝脏炎症及持续的病毒感染. 有研究显示, PD-1
和其配体PD-L1形成通路可以影响CD4+ T淋巴

细胞(Th)功能, 抑制Th1细胞增殖, 减少有利于

免疫激活的IFN-γ、IL-2等Th1型细胞因子分泌, 
使Th1/Th2平衡倾向Th2[21,34,35], 病毒感染慢性化. 
此外, PD-1和其配体形成通路后可以向CD8+ T
淋巴细胞传递负性刺激信号, 抑制病毒特异性T
淋巴细胞增殖、活化及降低杀伤靶细胞的功能, 
导致T淋巴细胞功能衰竭[36,37], 甚至会诱导活化

的T淋巴细胞凋亡[30,38]. 这些可能是PD-1及其配

体形成的通路导致HBV感染慢性化的机制. 但
是, PD-1/PD-L1通路在CHB自然病程的不同阶

段对T淋巴细胞应答起到的作用是不同的. Liang
等[39]对64名CHB不同自然阶段的患者体内T淋
巴细胞上PD-1表达的研究中发现, 在CHB的免

疫耐受阶段和静止期病毒携带阶段, PD-1表达

上调是没有统计学意义的, 免疫清除阶段PD-1
的表达比正常对照组及另外两个阶段的患者有

显著的升高, 而到静止阶段后, PD-1的表达可以

从高恢复至正常. Peng等[40]通过检测HBV特异

性T淋巴细胞上PD-1的表达水平, 探究HBV感染

不同阶段的患者PD-1/PD-L1通路在T淋巴细胞

应答过程中的作用, 以急性乙型肝炎恢复期的

患者作为对照, 结果发现活动性的CHB患者总

CD8+ T淋巴细胞上PD-1的表达显著上调, 尤其

是在HBV特异性CD8+ T淋巴细胞上. 而且CHB
患者外周血单核细胞上表达PD-L1也有显著的

上调. 大多数研究都显示活动性的CHB患者体

内T淋巴细胞上PD-1表达会显著上调[24,41,42]. 
2.2.2 PD-1在平衡机体清除HBV应答与免疫介

导的肝脏损害中起到重要作用: 大量研究表明, 
HBV的持续感染与T淋巴细胞表面表达上调的

PD-1有关. Kassel等[24]对74例肝脏活组织标本

(其中CHB 11例, 慢性丙型肝炎17例, 自身免疫

性肝炎14例, 非酒精性脂肪性肝病13例, 和正常

肝组织19例)上表达的PD-1及其配体进行研究. 
结果发现, 因HBV和HCV感染导致的慢性肝炎

患者肝内T淋巴细胞表面表达的PD-1要显著高

于正常肝组织T淋巴细胞表面表达的PD-1. 他们

应用肝炎活动指数(histology activity index, HAI)
方法来衡量肝脏损害, 与整个肝脏中(包括肝门

静脉周围和小叶区)PD-1, MHC class I, B7-H1
和B7-DC表达的频率/强度作比较. 淋巴细胞的

频率和HAI是确定的分别可以用来衡量肝脏炎

症和肝脏损害的指标. 而ALT是缺乏敏感性和

特异性的评价肝损害的标志. 结果发现HAI分
数与PD-1、B7-H1和B7-DC的表达有显著正相

关性. 研究还发现与B7-H1及B7-DC相关的另一

个B7家族的分子B7-H3, 却没有显示出与HAI
有相关性, 这提示我们, PD-1、B7-H1和B7-DC
与HAI的相关性是特异的, 而不是B7家族所有

成员都与之相关. 也就是说肝脏损害与PD-1、
B7-H1和B7-DC表达之间存在密切相关性. 慢性

肝炎的患者肝脏内PD-1及其配体的表达都是上

调的. 但是在Kassel等[24]的研究中未发现ALT与
PD-1及其配体之间存在相关性. Xie等[41]研究了

32例CHB患者肝脏活组织细胞上PD-1和PD-L1
的表达, 并与4名正常健康志愿者肝脏活组织细

胞上PD-1和PD-L1的表达对比, 结果发现CHB患
者PD-1/PD-L1表达的上调与肝脏炎症和ALT的
水平呈显著相关. 肝脏炎症越重, ALT水平越高, 
PD-1/PD-L1的表达越多, 这也支持PD-1表达显

著上调是机体在肝脏炎症反应加重时的一个自

我保护因素. 而PD-1/PD-L通路表达上调过程的

■相关报道
Ye等在研究中发
现PD-1/PD-L通路
形成后会抑制病
毒特异性T淋巴细
胞增殖、活化及
降低杀伤靶细胞
的能力, 导致T淋
巴细胞功能衰竭, 
最终HBV感染慢
性化.
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机制可能与炎症反应过程中产生的大量炎性细

胞因子可以诱生PD-L1和PD-L2有关[23-25]. 所以, 
在急性肝衰竭或慢性重型肝炎基础上急性肝衰

的情况下, 上调PD-1及其配体的表达, 可能成为

一个有效的治疗肝脏衰竭的手段. 此外, Xie等[41]

还发现在CHB活跃期, 肝脏内抗原存在的细胞

(包括Kupffer细胞和肝窦内皮细胞)上PD-L1适
量而不是过度的表达, 还有在非活跃期低水平

的PD-L1表达可能与HBV被抑制有关. 他们的数

据提示慢性HBV感染中, PD-1和PD-L1在肝内的

相互作用可能在平衡机体对HBV免疫应答与免

疫介导的肝脏损害中起到重要作用. 
2.2.3 抗病毒治疗可以影响T淋巴细胞上PD-1的

表达: Evans等[42]纵向研究18例应用抗病毒药物

(替比夫定和拉米夫定)治疗的e抗原阳性的CHB
患者治疗过程中病毒载量水平、HBeAg血清转

换与PD-1水平及T淋巴细胞反应性之间的关系, 
结果发现, PD-1的表达与病毒载量的水平有紧

密的联系. 抗病毒治疗中, PD-1在总的CD8+ T淋
巴细胞、HBV特异性CD8+ T淋巴细胞上的表达

都有显著减少, PD-1的mRNA也有一致的减少, 
且与病毒载量减少之间呈显著的相关性. 而这

种PD-1表达的减少又与分泌IFN-γ的T淋巴细胞

增加以及分泌IL-10的T淋巴细胞减少有关. 抗病

毒治疗后T淋巴细胞的活性、分泌Th1型细胞因

子的能力及杀伤靶细胞的能力都有所恢复. 研
究还发现血清e抗原减少与减少的PD-1有关, 这
个结论不依赖于血清病毒载量的多少. 因此我

们可知在CHB病毒感染中, 病毒量及e抗原定量

都促进PD-1的表达, 并导致T淋巴细胞功能减

退. 抗病毒治疗或抑制病毒的复制, 会减少PD-1
的表达. 
2.2.4 阻断PD-1及其配体形成的通路有利于机

体清除HBV: 从PD-1/PD-L通路可以衰减T淋巴

细胞免疫功能, 导致免疫耐受这一点出发, 研
究PD-1/PD-L通路在HBV感染中的作用可能为

CHB抗病毒治疗提供一条新的途径. 已经有研

究在HBV转基因小鼠模型中观察到阻断PD-1及
其配体的通路可以恢复HBV特异性淋巴细胞功

能[26,32,43]. 在对CHB患者的体外研究中也发现应

用抗PD-L1抗体阻断PD-1/PD-L1通路后可以恢

复功能衰竭的T淋巴细胞的增殖及活化, 并提高

外周血HBV特异性T淋巴细胞分泌IFN-γ和IL-2
等有利于免疫清除的细胞因子的能力, 从而有

利于HBV的清除[11,20,30,40,44]. Fisicaro等[44]对活动

的CHB患者外周和肝内HBV特异性T淋巴细胞

上表达的PD-1研究中还发现, 阻断PD-1/PD-L1
通路不仅能恢复外周血CD8+ T淋巴细胞的功

能, 还能恢复肝内CD8+ T淋巴细胞的功能. 他们

发现肝内HBV特异性CD8+ T淋巴细胞要比外周

表达更高水平的PD-1. 阻断PD-1/PD-L1通路后

肝内CD8+ T淋巴细胞增殖及分泌IFN-γ和IL-2的
能力恢复方面还要强于外周T淋巴细胞. 但是有

学者发现在CHB免疫耐受期及非活动病毒携带

阶段, 阻断PD-1/PD-L1通路对T淋巴细胞的应答

是没有影响的, 而在慢性HBV感染的免疫清除

期阻断PD-1/PD-L1通路能显著恢复T淋巴细胞

应答[39].

3  sPD-1

PD-1还存在另一种形式-sPD-1, 他具有表达在细

胞表面的PD-1的IgV样结构的胞外区, 这个胞外

区具有可溶性, 由编码PD-1基因中的PD-1 Δex3
编码[6]. 有研究显示, sPD-1有阻断PD-1/PD-L通
路的作用. He等[45]在小鼠肝癌模型中发现应用

sPD-1可以阻断PD-1/PD-L1(B7-H1)通路来改善

肿瘤逃逸的情况. Wu等[46]在对再生障碍性贫血

患者T淋巴细胞异常活化的研究中发现, sPD-1
能起到类似自身免疫抗体的作用来阻断T淋巴

细胞上膜性PD-1的功能, 导致T淋巴细胞异常

增殖、活化. Xu等[47]发现利用原核细胞转录合

成的sPD-1具有很强的和PD-L1结合的能力, 与
PD-1竞争配体, 可以恢复T淋巴细胞的杀伤、分

泌功能. 但是, 目前sPD-1在HBV感染中的生物

学作用尚不明了. 不过根据sPD-1可以阻断PD-1/
PD-L通路这一生物学特点, 他可能成为具有治

疗CHB潜力的新的免疫干预手段.  

4  结论

随着对PD-1研究的深入, 他在CHB发生机制、

HBV感染预后方面的研究逐渐成为焦点. PD-1
及其配体可以形成抑制性通路, 向活化的T淋巴

细胞传递负向刺激信号, 从而抑制T淋巴细胞活

化, 导致T淋巴细胞功能衰竭. 在临床病例研究

中可以看到, T淋巴细胞膜表面PD-1的表达在

HBV感染的不同阶段是不同的. PD-1的表达水

平与肝脏炎症程度有关, 当免疫介导的肝脏损

害反应严重时, PD-1表达会上调, 抑制T淋巴细

胞功能, 调节体内Th1/Th2平衡向Th2漂移, 对防

止过度的免疫反应造成肝功能衰竭有一定作用. 
而与此同时也导致了T淋巴细胞功能的衰竭, 不
利于机体清除病毒, 与HBV持续感染有关. 所以

■创新盘点
本文就PD-1/PD-L
通路在HBV感染
不同阶段T淋巴细
胞上表达特点, 对
机体免疫状态的
影响及阻断PD-1/
PD-L通路有利于
机体免疫功能恢
复等热点问题进
行综述.
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T淋巴细胞膜上PD-1的表达水平对HBV感染是

一把双刃剑, 从这个特点出发, 深入研究PD-1在
HBV感染中表达规律可能为急性肝功能衰竭及

慢性乙型病毒型肝炎的治疗提供新的手段. 而
对于没有进展为急性肝功能衰竭的活动性肝

炎患者, PD-1水平随着炎症程度的加重而上升, 
PD-1表达的水平可以估计肝脏炎症的进展程度. 
目前研究已经发现应用抗PD-L抗体及sPD-1可
以阻断PD-1/PD-L通路, 恢复已衰竭的T淋巴细

胞的功能, 增加IFN-γ和IL-2等Th1型细胞因子分

泌, 减少IL-10等Th2型细胞因子分泌, 可能成为

新的治疗CHB的免疫干预手段. 尽管如此, 我们

也应认识到存在的潜在风险, 如过度抑制PD-1
及其配体通路会导致自身免疫性疾病出现[4]. 有
选择性把病毒特异性T淋巴细胞上表达的PD-1
作为目标, 是取得危险和利益在合理比例的必

要条件. 
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Abstract
Colorectal cancer is a common gastrointestinal 
malignancy. The effects of traditional chemo-
therapy and radiation therapy against colorec-
tal cancer are not satisfactory. The epidermal 
growth factor receptor (EGFR) signaling path-
way plays an important role in tumor prolifera-
tion, angiogenesis, invasion, and metastasis in 
colorectal cancer. EGFR-targeted drugs have 
been developed and applied to the treatment 
of colorectal cancer. This paper provides a lit-
erature review on the current status and future 
challenges of EGFR-targeted therapy of colorec-
tal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Epidermal growth 
factor receptor; Targeted therapy; Epidermal 
growth factor receptor-targeted drugs
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摘要
结直肠癌是常见的消化系恶性肿瘤, 传统的化
疗和放疗效果均不甚理想. 表皮生长因子受
体(EGFR)信号转导通路在结直肠癌细胞的增
殖、血管生成、侵袭、转移等方面有重要作
用. 因此, 针对EGFR的靶向药物已陆续开发, 
并应用于结直肠癌治疗的临床实践. 本文就
EGFR靶向药物在结直肠癌中的研究现状及
其相关问题进行综述. 

关键词: 结直肠癌; 表皮生长因子受体; 靶向治疗; 
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0  引言

结直肠癌是全球范围内第3位常见的恶性肿瘤, 
其相关死亡占第4位[1]. 近年来, 在世界范围内发

病率及死亡率呈明显上升趋势, 我国结直肠癌

的发病率亦呈逐年上升趋势, 尤其在大中城市, 
每年以4%的增长速度上升[2]. 手术仍是治疗结

直肠癌的主要手段[3], 但效果并不理想, 近40年
来手术患者5年生存率为50%-60%[4], 治疗失败

的主要原因是肿瘤复发和转移. 辅助放化疗只

能够延长部分晚期患者的生存期[5]. 近年来, 靶
向药物治疗结直肠癌取得了重要进展, 在目前

抗肿瘤分子靶向治疗中, 表皮生长因子受体(epi-
dermal growth factor receptor, EGFR)是最受关注

的治疗靶点之一[6]. 针对EGFR的靶向药物已陆

续开发, 并应用于结直肠癌治疗的临床实践, 本
文就EGFR靶向药物在结直肠癌中的研究现状

及其相关问题进行综述. 

1  EGFR的结构和功能

人EGFR基因定位于7p13-q22区, 全长200 bp, 由
28个外显子组成, 编码的蛋白质相对分子质量

www.wjgnet.com

®

■背景资料
结直肠癌是全球
范围内第3位常见
的恶性肿瘤, 其相
关死亡占第4位 ; 
手术仍是治疗结
直肠癌的主要手
段, 但效果并不理
想; 近年来, 靶向
药物治疗结直肠
癌取得了重要进
展, 而EGFR是最
受关注的治疗靶
点之一.

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院普通外
科



为170 000 Da, 具有酪氨酸激酶(tyrosine kinase, 
TK)活性, 是一种细胞膜表面的糖蛋白受体, 是
传递细胞外信号到细胞核内的重要途径蛋白.

迄今发现, EGFR共有6种配体, 表皮生长

因子(epidermal growth factor, EGF)、转化生长

因子-α(transforming growth factor α, TGF-α)、
双调蛋白(amphiregulin, AR)、β-细胞素(beta-
celluin, BTC)、肝素结合的EGF(heparinbinding 
EGF, HBEGF)及表皮素(epiregulin, EPR), 其中最

重要的是EGF和TGF-α[7]. EGFR与其配体的结合

具有高亲和性、可饱和性和特异性的特性.
EGFR与其配体结合后形成同源二聚体, 也

可与其他TK受体形成异源二聚体, 导致胞内TK
区的激活, 启动一系列级联反应, 将信号传到细

胞核内, 最终引起一系列相关基因活化, 导致肿

瘤细胞增殖、凋亡抑制, 促使肿瘤细胞转移并

导致放、化疗耐受, 在肿瘤发生发展过程中扮

演着重要角色[8]. 多个文献报道显示, EGFR在胃

癌、胰腺癌、卵巢癌、结直肠癌、非小细胞肺

癌、头颈部鳞癌以及胶质瘤等恶性肿瘤中存在

过表达, 并在其发生、发展中起重要作用[9-13].

2  结直肠癌EGFR蛋白过表达与EGFR基因突变

2.1 EGFR蛋白过表达 免疫组织化学法常用于检

测结直肠癌中EGFR蛋白表达, 阳性定位于细胞

膜. 在许多关于结直肠癌EGFR蛋白表达的报道

中, 阳性表达率为8%-83%, 存在较大的差异[14,15], 
其表达意义也一直有争议. 阳性表达率差异较

大的原因可能由于阳性判定标准不同引起, 此
外采用不同的抗体、不同的检测方法学以及标

本储存时间(影响染色强度)等, 也可能是造成

研究结果迥异的原因. Sawhney等[16]认为EGFR
过表达与肿瘤侵袭行为和预后不佳有关. 相反, 
Doger等[17]认为EGFR过表达与预后无关, 且表

达与原发肿瘤及淋巴结转移之间亦无相关性. 
尽管Cunningham等[15]的数据显示了与其他研究

不同的EGFR高表达率(83%), 但却也未发现其

表达与临床病理参数和生存期之间有任何关联. 
国内的多项研究表明[18-21], EGFR表达水平与患

者年龄、性别、肿瘤生长部位、浸润深度、大

体形态、组织学类型、分化程度无明显相关性, 
而与结直肠癌TNM分期和淋巴结转移相关, 其
高表达与肿瘤的高侵袭转移性有关, 可作为判

断结直肠癌进展和预后的指标.
2.2 EGFR基因突变 EGFR基因检测多采用荧光

定量PCR或荧光原位杂交的方法. 目前发现肿
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瘤细胞EGFR基因的突变形式主要包括[22]: (1)点
突变: 主要集中在EGFR-TK区, 导致翻译后的氨

基酸变异或翻译提前终止; (2)基因扩增: 指基因

整体拷贝数量的增加; (3)基因片段插入或缺失, 
主要见于3种情况, 一是20外显子的小片段插入; 
二是19外显子内部出现短序列的缺失-框内缺

失; 三是EGFR突变变异体Ⅲ的出现, 这是由于

基因重排或选择性mRNA剪切导致细胞膜外配

体结合区2-7外显子缺失. 基于上述突变形式产

生变异的不完整蛋白可以自身激活TK, 并引发

下游信号通路的激活.
Nagahara等[23]采用荧光定量PCR检测了33

例结肠癌患者EGFR突变情况, 发现4例(12%)存
在3个位点突变: 2例19外显子E749K; 1例20外
显子E762G; 1例20外显子A767T. Ooi等[14]用荧

光原位杂交方法检测244例结直肠癌标本, 发现

11例(4.5%)存在基因扩增. Shia等[24]用显色原位

杂交技术检测147例结直肠腺癌标本, 发现17例
(11.6%)有基因扩增. Cappuzzo等[25]报道, 根据

结直肠肿瘤EGFR扩增检测结果, 有EGFR扩增

患者较无基因扩增的患者抗EGFR单抗治疗反

应率提高, 至疾病进展时间(time to progression, 
TTP)延长(6.6 mo vs  3.7 mo). Moroni等[26]分析了

9例转移性结直肠癌化疗失败后采用抗EGFR单
抗治疗有效的患者, 发现其中8例有EGFR基因

拷贝数增加, 认为EGFR基因拷贝数可作为选择

该类生物靶向药物敏感人群的遗传学标记.

3  EGFR靶向药物与结直肠癌治疗

以5-FU为主的化疗一直是晚期结直肠癌的主要

治疗手段, 过去十多年间, 一些新型化疗药物如

伊立替康、奥沙利铂、卡培他滨等相继引入结

直肠癌化疗, 尽管在一定程度上提高了疗效, 但
其中位生存期仍不超过2年[27]. 近年来, 随着对

肿瘤生长的分子生物学机制研究的不断深入, 
肿瘤治疗进入了分子靶向治疗的时代, 一些新

型分子靶向药物用于结直肠癌治疗取得令人鼓

舞的疗效, 并成为结直肠癌的标准内科治疗.
EGFR是结直肠癌靶向治疗的主要靶点之

一. 目前针对EGFR的靶向治疗策略主要有两大

类: 一类是针对EGFR受体胞外区的单克隆抗体; 
另一类是抑制EGFR胞内区TK的小分子化合物. 
虽然两类药物的作用部位不同, 但通过竞争性

阻滞配体与EGFR的结合及阻断下游信号通路

转导, 最终产生相似的效果, 即阻滞肿瘤细胞在

G1期、促进凋亡、抑制新生血管形成、抑制侵

www.wjgnet.com
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袭和转移, 从而起到治疗肿瘤的作用[28].
3.1 EGFR单抗 目前, 有两种EGFR单抗被批准用

于结直肠癌的临床治疗[29].
3.1.1 西妥昔单抗: 2004-02-12, 美国FDA批准西

妥昔单抗(cetuximab, C225, Erbitux)用于经盐酸

伊立替康(irinotecan hydrochloride, CPT-11)为基

础化疗仍无法控制病情的转移性结直肠癌患者, 
或者单一用药治疗对CPT-11为基础化疗耐受的

转移性结直肠癌患者. 这是第一个在美国正式

批准用于结直肠癌的分子靶向药物. C225是一

种人鼠嵌合性IgG1型抗EGFR单抗, 较天然配体

亲和力高100倍以上[30], 通过与受体胞外区结合, 
导致受体内化、降解、抑制EGFR信号转导, 并通

过抗体依赖的细胞毒(antibody dependent cytotoxic-
ity, ADCC)效应杀伤肿瘤细胞[31]. Saltz等[32]报道

采用C225单药治疗57例EGFR过表达的难治性

结直肠癌患者, 结果5例(9%)达部分缓解(partial 
response, PR), 轻微缓解(mild remission, MR)及
稳定(stable disease, SD)达21例(35%), 中位存活

期(median overall survival, MOS)6.4 mo, 表明单

药治疗有一定的疗效. 对于化疗失败患者, Fol-
precht等[33]对一组CPT-11/5-FU治疗失败的121
例晚期结直肠癌患者, 加用C225后, 仍有27例
取得PR, 有效率高达22%, 中位缓解时间为183 
d, 为结直肠癌的药物治疗提供了一个新思路. 
Cunningham等[34]报道对329例EGFR表达阳性, 
CPT-11为基础方案化疗失败的转移性结直肠癌

患者单用C225或与CPT-11联用, 结果两组的PR
分别为10.8%和22.9%, SD分别为21.6%和32.6%, 
TTP分别为1.5 mo和4.1 mo(P <0.01), MOS分别

为6.8 mo和8.6 mo(P  = 0.48). 提示对于CPT-11失
败的病例, C225+CPT-11联合方案可以作为优先

选择.
3.1.2 帕尼单抗: 2006-09美国FDA批准帕尼单

抗(panitumumab, ABX-EGF)用于标准化疗方案

治疗失败的晚期结直肠癌患者, 作为单药三线

治疗[35]. 帕尼单抗是一种完全人源化单抗, 对
EGFR有着很高的亲和力和特异性, 且较西妥昔

单抗免疫原性低, 治疗前不需要预处理. Hecht
等[36]报道的一项单用帕尼单抗治疗148例EGFR
阳性, 既往化疗失败的转移性结直肠癌患者的

Ⅱ期临床研究结果为PR 9%, SD 29%, 中位PFS 
14 wk, 中位OS 9 mo. Van Cutsem等[37]报道的一

项463例结直肠癌患者的Ⅲ期研究中, 分别给予

帕尼单抗+支持治疗、单纯支持治疗, 结果显

示帕尼单抗组PR率为8%, 单纯支持治疗组为

0%, 帕尼单抗组SD率为28%, 单纯支持治疗组为

10%, 帕尼单抗组疾病进展率下降了46%, 中位

PPS延长(13.8 mo vs  8.5 mo).
3.2 EGFR TK抑制剂 目前临床上常见的EGFR 
TK抑制剂有吉非替尼(gefitinib, ZD1839)、埃罗

替尼(erlotinib, OSI-774)、EKB-569. 此类药物

也是目前靶向治疗研究的热点, 但多用于胰腺

癌、肺癌、胃癌等. 用于结直肠癌的治疗也取

得一定疗效, 但是临床意义似乎不大, 因此近年

来此类药物应用于结肠直肠癌方面的研究基本

停滞[38].
3.3 不同机制或途径联合阻滞EGFR 为进一步

观察阻滞EGFR对结直肠癌患者的疗效, 可将不

同机制或途径的阻滞剂联合应用. Matar等[39]联

合C225和吉非替尼治疗9例结直肠癌患者, 5例
(56%)获得了PR, 治疗前和治疗后14 d进行肿瘤

组织及皮肤活检, 提示两药抑制EGFR磷酸化更

明显, 减少了肿瘤的增殖, 促进凋亡.

4  EGFR靶向药物疗效预测

由于EGFR靶向药物费用昂贵, 很多患者没有机

会获得这些最新的治疗, 另外, 即使有条件获得

这种治疗, 多数患者也不一定能获得理想的疗

效. 所以, 准确预测EGFR靶向治疗的意义非常

重大. 但到目前为止仍未找到可靠的、能够准确

预测疗效的分子或临床标记[29]. 目前, 主要有以下

方法用于EGFR抑制剂使用或疗效判断依据.
4.1 EGFR蛋白表达状态 EGFR单抗最初仅被用

于EGFR表达阳性的患者, 但随后的研究表明, 
EGFR的表达与否或表达水平与肿瘤缓解率、

中位无进展时间和总生存期无显著相关性 [40]. 
并且有试验发现C225对EGFR表达阴性的患者

亦有效. Chung等[41]对16例伊立替康耐药并经

免疫组织化学检测EGFR表达阴性的转移性结

直肠癌患者给予C225联合伊立替康治疗, 4例
缓解, 提示由免疫组织化学分析EGFR表达结果

筛选适合C225治疗的患者有一定局限性. 目前, 
NCCN指南已明确否定将EGFR蛋白表达状态作

为患者接受EGFR单抗治疗的依据.
4.2 k-ras基因状态 K-ras是EGFR信号转导通路中

最重要的下游分子, 对肿瘤的发生、发展、增

生、转移及血管形成发挥关键作用[42]. 值得注意

的是, 多个研究表明, K-ras突变与EGFR单抗的

耐药有关. Lièvre等[43]对30例接受含C225方案治

疗的结直肠癌患者进行分析, 结果11例有效患者

肿瘤组织标本均未检出K-ras突变, 而19例无效患
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者中13例存在K-ras突变. Khambata-Ford等[44]对

80例接受C225单药治疗的结直肠癌患者基因检

测结果进行了分析, 结果显示K-ras突变组的疾

病控制率为10%, 而无突变组疾病控制率为48%. 
Van Cutsem等[37]将帕尼单抗单药与BSC治疗作

对照, 结果发现在帕尼单抗治疗组中, k-ras基因

突变患者无论是有效率还是PFS时间均明显逊

于野生型患者. 2008年ASCO会议[45]推荐k-ras基
因突变患者不适合接受西妥昔单抗治疗. 2008
版NCCN指南[46]亦推荐对复发或转移患者肿瘤

组织进行基因突变检测, 对于存在K-ras突变患

者, 不推荐使用西妥昔单抗治疗, 不论单用还是

与化疗药物联合应用. 因此K-ras突变有可能成

为筛选EGFR单抗耐药的一个重要标记.
4.3 EGFR配体 在早期的细胞研究中发现, EGFR
配体如EGF、TGF-α等的存在对于EGFR单抗的

抗肿瘤作用有明显影响[47]. Khambata-Ford等[44]和

Jacobs等[48]对C225单药或联合伊立替康治疗的

转移性结直肠癌患者分析发现, AREG和EREG
高表达与临床获益密切相关. 同样, C225联合

化疗治疗晚期胃癌的结果亦表明血清E G F与
TGF-α高水平与临床获益相关[49]. 但目前有关配

体水平与EGFR单抗临床疗效的研究还存在较

大分歧, 需要进一步深入的研究[50].
4.4 基因遗传多态性 细胞研究表明, EGFR基

因第1内含子CA重复数目与EGFR表达相关[51], 
EGF A61G多态性对EGF表达也有明显影响[52,53].
4.5 “痤疮样”皮疹 皮疹被认为是预测EGFR
单抗疗效的另一重要临床标记. BOND-1研究[34]

比较了含伊立替康方案一线化疗失败的转移性

结直肠肿瘤患者, 二线使用伊立替康或伊立替

康联合C225的疗效, 结果发现, 皮疹严重程度与

临床疗效明显相关. 多个应用C225或帕尼单抗

治疗的研究也都发现了这一现象[36,37,54,55]. 为进

一步验证皮疹程度与疗效的关系, 国外设计了

EVEREST试验[56], 该研究共入组166例伊立替康

耐药患者, 应用标准剂量C225+伊立替康治疗3 
wk, 对于皮疹发生较轻(0、l级)的89例患者, 再
随机分为继续C225标准剂量治疗组和C225剂量

爬坡组(增加C225剂量, 直至患者耐受良好且皮

疹至2级, 最大剂量500 mg/m2), 结果显示, C225
爬坡组3、4级皮肤毒性发生率明显升高, 同时

有效率也明显提高(30% vs  13%), TTP及OS尚在

随访观察中. 据此认为特征性的“痤疮样”皮疹

是一种较理想的临床疗效预测指标, 但因该预测

只有在用药后才能显示, 所以与其说是疗效的预

测标志, 不如说是有效的临床征兆更为恰当[29].

5  结论

EGFR是一种在肿瘤细胞信号转导过程中扮演

重要角色的蛋白质, 近年来, 国内外围绕EGFR
单抗治疗结直肠癌进行了广泛深入的研究, 亦
取得了重要进展, 但仍有许多问题尚待解决[57]: 
哪些患者适合EGFR靶向药物治疗; 治疗反应

与受体表达之间存在何种关系; 靶向药物与化

疗、放疗及其他分子靶向药物之间如何联用等

等, 都需要进一步深入研究. 相信随着研究的不

断深入, EGFR靶向治疗应能在结直肠癌治疗中

发挥更大的作用, 使更多患者受益. 
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Abstract
Helicobacter pylori (H.pylori) is a definite causative 
factor for peptic ulcer; however, its role in peptic 
ulcer bleeding is not very clear. Detection of H.pylori 
infection in patients with peptic ulcer bleeding is 
often affected by methods and drugs used. H.pylori 
infection increases, to some extent, the risk of pep-
tic ulcer bleeding. Eradication of H.pylori may re-
duce the risk of peptic ulcer bleeding and promote 
ulcer healing.

Key Words: Helicobacter pylori ; Peptic ulcer; Peptic 
ulcer bleeding

Zhou H, Lv NH. Advances in understanding relation-
ship between Helicobacter pylori infection and peptic ulcer 
bleeding. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(10): 
1063-1066

摘要
幽门螺杆菌是消化性溃疡的确定性致病因素, 

其在溃疡并出血的作用尚不十分明确. 目前, 
幽门螺杆菌在消化性溃疡并出血的感染率受
检测方法、药物等影响不尽相同. 幽门螺杆菌
感染在一定程度上增加了消化性溃疡并出血
的危险性, 从长远上根除幽门螺杆菌可以降低
溃疡出血风险, 促进溃疡愈合. 

关键词: 幽门螺杆菌; 消化性溃疡; 消化性溃疡并

出血
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0  引言

消化性溃疡(peptic ulcer, PU)是常见病和多发

病, 呈世界性分布, 约有10%的人患过此病. 出
血是PU最常见的并发症, 也是上消化道大出血

的常见原因, 约占所有病因的50%[1], 其死亡率

高达10%[2]. 自1983年Marshall等从人胃黏膜组

织中培养出了幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori )后, 各国学者纷纷进行研究, 一致认为

H.pylori是PU的确定性致病因素. 然而目前关于

H.pylori感染与PU并出血(peptic ulcer bleeding, 
PUB)的关系却不十分明确, 本文旨在对H.pylori
感染及其根除后对PUB的影响作一综述. 

1  H.pylori 导致PUB的机制

目前认为, H.pylori引起PU的发病机制主要有两

种学说: 一是Goodwin的“漏屋顶假说(hypoth-
esis of leaking roof)”: 这是目前较为经典的学说, 
即在胃和十二指肠黏膜受损的情况下, H.pylori
感染导致H+反弥散, 进一步导致黏膜损伤造成溃

疡. 这一假说强调了H.pylori感染导致防御因素

的减弱, H.pylori主要通过释放脂多糖、尿素酶

和空泡细胞毒素损害黏膜屏障及其防御机制[3]; 
另一种是Levi的胃泌素联系学说: H.pylori定植过

程中尿素酶分解尿素产生氨, 导致胃窦部的pH
值升高, 反馈性地促进胃泌素释放, 使循环中的

胃泌素水平升高, 引起高胃酸, 从而导致胃黏膜

损害[4]. 溃疡并发出血多由于溃疡基底或其周围
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■背景资料
消化性溃疡(PU)
并出血是上消化
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止, 但其病情发展
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确定性致病因素, 
也是PUB的危险
因素.
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血管破裂所致. 因此, 认为H.pylori感染在PUB患
者中起着重要的病原学作用. 

2  H.pylori 在PUB中的感染率

在PUB患者中, H.pylori感染率仍存在争议. Chen
等[5]研究发现H.pylori的感染率高达90.5%, 而其

他文献报道H.pylori的感染率则没有那么高, 处
于20%-70%[6], 除地区因素外, 主要是由于判断感

染的标准和检测方法的不同造成感染率的差异. 
若以快速尿素酶试验(rapid urease test, RUT)或尿

素呼气试验(urea breath test, UBT)任何一项阳性, 
即判定其为H.pylori感染, 则感染率明显增高[5], 
反之两者均阳性才判定为H.pylori感染, 其阳性

率则有所下降. 目前, 大部分研究采用了RUT检
测H.pylori的感染, 其阳性率为20%-60%[6], 组织

学检测H.pylori的阳性率为61%-89%, 高于RUT[7]. 
绝大部分研究[8,9]认为H.pylori在PUB患者的感染

率明显低于未出血患者.
值得注意的是, 近期应用抗生素、质子泵

抑制剂(proton pump inhibitors, PPIs)、铋剂等

药物, 因有引起胃内酸碱度的改变和暂时抑制

H.pylori的作用, 会使H.pylori检查(除外血清学

检查)呈假阴性, 其假阴性率可达13%[8]. 另外, 在
溃疡出血和未出血患者不同的检测方法其敏感

性不同, 血液的存在也可能影响胃的H.pylori检
测. 关于引起PU患者在出血状态下H.pylori检
测的敏感性减低的原因目前尚无统一的解释. 
Houghton等[10]认为是人类血浆中含有某种能直

接杀死H.pylori的因子, Leung等[11]认为血清白蛋

白对H.pylori指示剂的缓冲作用所致, 而Archi-
mandritis等[12]、Tang等[13]则认为胃内血液的存

在不会影响检测结果, Lee等[14]和Parry等[15]也认

为胃黏膜标本暴露在血液中不能解释为什么出

血患者RUT敏感性降低. 其原因尚待进一步研

究, 推测与H.pylori菌量减少或尿素酶活性降低

有关. 
目前, 尚不清楚短期常规剂量或高剂量的

奥美拉唑是否对H.pylori在溃疡出血患者胃内的

定植有影响. Udd等[16]研究了不同剂量奥美拉唑

的治疗效果, 发现奥美拉唑治疗3 d后H.pylori的
检测转阴是剂量依赖性的. 研究发现[17], 大多数

H.pylori阳性的溃疡出血患者, 除部分行高剂量

PPIs治疗外, 其H.pylori检测结果亦阳性. 因此, 
可以认为, H.pylori感染的诊断依赖于活检的时

机, 并且与PPIs治疗开始的时间有关, 为避免由

于PPIs治疗造成的假阴性结果, 应尽早行UBT检
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测. 但UBT受诸如药物、上消化道出血、胃内

其他产生尿素酶细菌等因素影响, 可能出现假

阴性或假阳性, 尤其在有胃部分切除手术史的

患者中准确性有限. 若第1次检测阴性, 需在出

血停止后4-8 wk或行H.pylori根除治疗后再次行

H.pylori检测以排除H.pylori感染[18]. 

3  H.pylori 感染对PUB的影响

H.pylor i感染是PUB的一个重要因素[19]. 目前

大部分研究认为H.p y l o r i 感染增加了P U患者

出血的危险性. Kuyvenhoven等[20]的研究显示: 
H.pylori感染导致PUB的相对危险度增加了1.5
倍, 并且H.pylori感染可能在一定程度上加剧了

非甾体类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory 
drugs, NSAIDs)使用患者溃疡出血的风险, 但其

影响作用似乎比较轻微. Huang等[21]的荟萃分

析显示H.pylori感染使PUB的风险增加了1.79
倍. 在一定程度上, H.pylori的再感染可能是溃疡

再出血的原因之一[22]. Arkkila等[23]的研究发现

H.pylori阴性的PUB患者, 溃疡愈合率为95%, 而
H.pylori阳性患者其溃疡愈合率为8%, 远远低于

H.pylori阴性患者; 而H.pylori阴性的PUB患者溃

疡恶化率为2%, H.pylori阳性患者其溃疡恶化率

为38%. 因此可以认为H.pylori感染降低溃疡愈

合率, 易导致溃疡恶变. 
其次, H.pylori感染对PUB的影响与H.pylori

的基因型相关. 细胞毒素相关基因A(cytotoxin 
associated gene product A, CagA)阳性的H.pylori
感染患者, 溃疡并出血的风险增加[24], 其风险是

NSAIDs使用患者的3倍[25]. Perng等[26]对168例患

者进行前瞻性研究, 通过DNA提取和聚合酶链

反应检测CagA, 并对vacA和iceA进行分型, 发现

PUB患者vacA s1a和m1T明显少于未出血组, 认
为H.pylori  vacA s1a和m1T的存在在一定程度上

可以预防或减少溃疡出血. 
也有资料显示, H.pylori可能不是溃疡并出

血的独立因素. Sotoudehmanesh等[27]的Logistic
回归分析显示, 在总体感染率较低的情况下, 考
虑溃疡部位的影响时, 胃溃疡并出血H.pylori感
染率较十二指肠溃疡并出血高, 提示H.pylori感
染可能不是PUB的独立因素; 而不考虑溃疡部

位, H.pylori感染在控制PUB的混杂因素中是个

保护性因素. 另有研究[28]发现, 在十二指肠溃疡

出血患者, 与H.pylori阳性相比, H.pylori阴性患

者症状更加严重, 其再出血率、手术率和死亡

率都较高, 甚至可以认为H.pylori感染是保护性
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■研发前沿
P U B 患 者 中
H.pylori 感染率受
众多因素影响, 缺
少一个统一的诊
断标准, 因此尽快
明确出血状态下
H.pylori 检测的敏
感性降低的机制, 
找到有效而准确
的检测方法已成
为目前研究的重
点. 但随着耐药菌
株的迅速增加, 各
种药物联合方案
的根除率逐渐降
低, 如何高效、经
济地根除H.pylori
成为研究的热点.
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因素, 这可能与H.pylori阴性患者症状不明显, 往
往以上消化道出血为首发症状来就诊. 总体上, 
我们可以认为H.pylori感染是PUB患者的一个主

要致病因素, 其存在增加了PU患者出血的可能. 

4  对H.pylori 阳性的PUB患者是否需要行H.pylori

根除治疗

尽管H.pylori在PUB患者的感染率较低, 绝大多

数的研究[29,30]表明, 从长远角度讲, 根除H.pylori
可以显著降低溃疡患者再出血的风险, 促进溃

疡愈合. 一项荟萃分析[22]显示: 成功根除H.pylori
后, 溃疡患者的再出血率可以降低到1%. 根除

H.pylori在统计学上有显著意义, 除能减少溃疡

复发外, 还能防止溃疡进一步恶化、出血[31]. 而
目前关于H.pylori对出血急性期的溃疡患者短期

再出血率的影响的资料较少见. Schilling等的研

究发现, 一旦内镜止血成功后, H.pylori感染的存

在并不影响PUB患者的短期(<21 d)再出血率[32,33].
目前, 对于有长期应用NSAIDs的溃疡出血

患者, 是否有根除H.pylori的必要存在一定的争

论. 目前普遍认为H.pylori感染和NSAIDs, 不仅是

PUB的独立的危险因素, 而且有协同作用[34], 因
此倾向于行H.pylori根除治疗, 认为根除H.pylori
可减少P U B的危险 ,  在一定程度上可以预防

溃疡及再出血的发生[35,36]. 但Aabakken等[37]认

为NSAIDs相关性溃疡出血的患者不需要根除

H.pylori . 
大量资料[38-41]表明, 所有的溃疡出血患者, 都

必须行H.pylori检测, 一旦检测结果为阳性, 不论是

否使用NSAIDs, 都必须给予H.pylori根除治疗. 如
果H.pylori根除成功, 不需要长期抑酸维持治疗[42]. 

5  结论

PUB患者中H.pylori感染率受众多因素影响, 缺
少一个统一的诊断标准, 因此尽快明确出血状

态下H.pylor i检测的敏感性降低的机制, 找到

有效而准确的检测方法已成为目前研究的重

点. 目前治疗H.pylori感染采用抗生素加PPIs或
秘剂的联合疗法, 其疗效约为90%. 但随着耐药

菌株的迅速增加, 各种药物联合方案的根除率

逐渐降低, 如何高效、经济地根除H.pylori成为

研究的热点. 随着疫苗研究的发展, 在不远的将

来, 疫苗接种可能成为预防H.pylori感染、降低

H.pylori相关性疾病发病率的最佳选择. 
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Abstract
AIM: To evaluate the protective effect of ome-
ga-3 fish oil on the intestinal mucosal barrier in 
serious acute pancreatitis (SAP) rats.

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into three groups: sham-oper-
ated group (n = 10), fish oil group (n = 10), and 
normal saline group (n = 10). SAP was induced 
in rats of the fish oil group and normal saline 
group by retrograde injection of 5% sodium cho-
late (1 mL/kg) into the pancreatic duct. These 
two groups were then intravenously given fish 
oil supplement (2 mL/kg) and normal saline 
(2mL/kg), respectively. The sham-operated 
group was subjected to sham operation. After 
treatment, plasma D-lactate and serum intes-
tinal fatty acid binding protein (I-FABP) were 
measured, and the severity of pancreatitis and 

intestinal changes was evaluated by histopatho-
logical scoring.

RESULTS: Plasma D-lactate (mmol/L), serum 
I-FABP (μg/L), and histopathological scores of 
intestinal changes and pancreatitis in the normal 
saline group were markedly lower than those in 
the sham-operated group and fish oil group (0.43 
± 0.12 vs 0.07 ± 0.02, 0.26 ± 0.05; 1 510.00 ± 72.72 
vs 80.50 ± 5.60, 904.00 ± 61.50; 2.60 ± 0.32 vs 0.20 
± 0.10, 1.85 ± 0.34; 8.60 ± 0.31 vs 0.30 ± 0.12, 7.30 
± 0.23; all P < 0.05 or 0.01).

CONCLUSION: Omega-3 fish oil supplementa-
tion reduces plasma D-lactate and serum I-FABP 
concentrations, protects the intestinal mucosal bar-
rier, and thereby decreases intestinal mucosal per-
meability and systemic inflammation in SAP rats.

Key Words: Fish oil; Severe acute pancreatitis; In-
testinal mucosal barrier; D -lactate; Intestinal fatty 
acid-binding protein
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摘要
目的: 探讨ω-3鱼油脂肪乳剂对重症急性胰腺
炎(SAP)大鼠早期肠黏膜功能屏障的影响.

方法: ♂Wistar大鼠30只随机分为: 假手术组
(So组, n  = 10), 鱼油治疗组(F组, n  = 10)和生
理盐水治疗组(N组, n  = 10). 通过胰管逆行注
射法建成SAP模型, 并分别尾静脉注射ω-3鱼
油脂肪乳剂和生理盐水治疗. 检测大鼠血浆
D -乳酸和肠脂肪酸结合蛋白(I-FABP)的水平, 
观察小肠黏膜组织和胰腺组织并进行病理学
评分.

结果: N组中D -乳酸浓度(mmol/L), I-FABP浓
度(μg/L), 小肠组织评分(分)和胰腺组织评分
(分)明显高于So组和N组(0.43±0.12 vs  0.07±
0.02, 0.26±0.05; 1 510.00±72.72 vs  80.50±
5.60, 904.00±61.50; 2.60±0.32 vs  0.20±0.10, 
1.85±0.34; 8.60±0.31 vs  0.30±0.12, 7.30±
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 具 有 病 情
凶险、病程进展
快、并发症多和
病死率高等特点. 
在病情进展中, 肠
黏膜屏障功能破
坏的现象已逐渐
得到公认, 已有实
验证明肠黏膜屏
障功能的破坏是
SAP发生级联反应
的关键点和转折
点, 因此肠黏膜屏
障功能是当今SAP
研究的关注点.

■同行评议者
李国威, 教授, 西
安交通大学医学
院第二附属医院
普通外科



0.23, 均P <0.05或0.01).

结论:  ω -3鱼油脂肪乳剂能降低D -乳酸和
I-FABP的浓度, 从而降低肠黏膜的通透性, 减
轻全身炎症反应, 保护大鼠的肠黏膜屏障.

关键词: 鱼油; 重症急性胰腺炎; 肠黏膜屏障; D -乳

酸; 肠脂肪酸结合蛋白
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是一种临床

常见的急腹症, 发病急骤, 变化迅速, 病情危重

而且复杂. 尤其是重症急性胰腺炎(serious acute 
pancreatitis, SAP)来势更加凶猛, 病死率高达

12%-15%, 有并发症者甚至达50%, 而其中约

80%的死亡原因与肠道屏障功能受损、继发感

染有关[1]. 大量研究显示SAP容易发生肠屏障功

能障碍(intestinal barrier functional disturbance, 
IBFD), IBFD是SAP并发感染, 诱发和加重全身

炎症反应综合征, 多器官功能障碍综合征, 且死

亡率居高不下的症结所在[2]. 本实验旨在通过对

SAP大鼠进行鱼油干预, 检测大鼠血浆D -乳酸

和肠脂肪酸结合蛋白(intestinal fatty acid binding 
protein, I-FABP)的含量, 以探讨ω-3鱼油对SAP
大鼠的肠黏膜屏障功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠30只, ♂, 由山西医科大学生

理实验室提供(体质量202-240 g). 10%鱼油脂肪

乳剂购于费森尤斯卡比公司. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 30只大鼠随机分为3组: 假手术组(So, 
n  = 10)、鱼油治疗组(F, n  = 10)和生理盐水治疗

组(N, n  = 10). 
1.2.2 造模: 术前12 h禁食, 自由饮水. 乌拉坦腹

腔内注射麻醉, 固定大鼠. 经上腹正中切口进腹, 
提起十二指肠以无损伤血管夹夹闭肝门部胰胆

管和十二指肠处. 经十二指肠穿刺胰胆管, 加压

注射5%牛黄胆酸钠(1 mL/kg, 购自Sigma公司), 
持续1 min, 助手捏紧十二指肠两端, 保持3 min, 
观察到胰腺迅速充血、间质水肿并有散在出血

点, 术毕关腹[3]. 通过尾静脉向F组和N组的大鼠

分别注射鱼油(2 mL/kg)及生理盐水(2 mL/kg), 
10 min注射完毕[3]. 分别于干预后12 h处死大鼠, 
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留取血样及胰腺和小肠组织标本. 
1.2.3 指标检测: (1)D -乳酸: 采用改良的酶学分

光发度法测定D -乳酸的含量, 按照说明书操作; 
(2)I-FABP: 采用ELISA试剂盒检测I-FABP的含

量, 按照说明书操作; (3)病理HE染色: 将经甲醛

固定的大鼠小肠组织和胰腺组织系列脱水, 石
蜡包埋, 连续切片, 常规HE染色. 小肠组织常规

HE染色后光镜下观察并进行炎症损伤病理学评

分[4]. 0分: 无异常改变; 0.5分: 肠黏膜水肿、充

血, 无坏死性病变; 1分: 病变局限于肠黏膜, 有
散在性出血点; 2分: 坏死累及浅表黏膜, 黏膜中

有多区域出血; 3分: 全层坏死伴有肠腔出血. 胰
腺组织参照Sharif等[5]的方法对胰腺组织不同程

度的炎症、水肿、出血及坏死(0-4分)在光镜下

进行评分.
统计学处理 数据采用SPSS16.0统计软件包

进行处理. 定量资料采用mean±SD表示; 所有

数据Levene法进行方差齐性检验, 多组间比较采

用方差分析(ANOVA), 组间两两比较采用LSD-t
法. 取检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 死亡情况 N组有2只大鼠死亡, F组和So组无

大鼠死亡. 
2.2 血浆D -乳酸变化 So组血浆D -乳酸为0.07 
mmol/L±0.02 mmol/L, F组和N组血浆D -乳酸则

升高明显, F组和N组与So组比较有显著性差异

(P <0.01); F组与N组比较明显降低(P <0.05, 表1). 
2.3 血清I-FA B P的变化  F组和N组中血清的

I-FABP的浓度明显高于So组, 且F组较N组明显

降低(P <0.05), 说明肠黏膜屏障功能障碍时, 有
持续的、明显的肠道低灌注, 鱼油能改善肠道

的微循环状态(表1). 
2.4 病理组织改变 胰腺组织改变: So组胰腺组织

在肉眼及光镜下观察基本正常, 无出血及坏死. 
N组病理改变表现为胰腺间质水肿, 血管充血, 
炎性细胞浸润, 组织间隙见红细胞分布, 胰腺腺

泡结构消失(图1A). F组病理改变表现为中央区

可见大片无结构坏死区, 周缘可见部分腺叶轮

廓, 残存的腺泡组织腔内有分泌物, 炎细胞浸润

明显少于N组(图1B). 小肠组织改变: 鱼油组小

肠组织病理改变较N组轻, 其病理评分为1.85±
0.34, 与N组比较有显著的改善(P <0.05, 表1).

3  讨论

SAP是一种严重的急腹症, 近年来大量研究表

明, 在SAP的疾病发展过程中, 肠黏膜屏障功能

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来肠黏膜屏
障的功能障碍与
SAP的关系成为
研究SAP的热点.

■相关报道
王鹏飞等研究发
现ω-3鱼油脂肪乳
在提供能量的同
时, 对急性胰腺炎
的炎症反应具有
一定的抑制作用, 
可以明显改善胰
腺炎症的病理积
分和胰腺坏死.
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损害起着极为重要的作用. 肠黏膜屏障功能是

指肠黏膜上皮具有将肠腔内容物分隔, 防止致

病物质进入血循环和淋巴循环[6]. 肠黏膜屏障主

要由机械屏障、免疫屏障、生物屏障和化学屏

障4部分构成. 而肠黏膜通透性是评价肠黏膜屏

障功能的重要指标之一. Ammori等[7]研究发现, 
SAP患者早期的肠道通透性明显增加. 本实验结

果表明: 与So组比较, F组和N组中D-乳酸和肠脂

肪酸结合蛋白都明显升高, 进一步证实了SAP大
鼠早期即有肠黏膜通透性的增加, 提示在SAP早
期存在肠黏膜屏障功能损伤.

ω-3鱼油脂肪乳的主要成分为ω-3多不饱和

脂肪酸(polyunsaturated fatty acids, PUFAs),来源

于深海鱼油, 包括二十碳五烯酸(eicosapentaeno-
ic acid, EPA)和二十二碳六烯酸(docosahexaenoic 
acid, DHA). 大量研究表明EPA和DHA具有良好

的炎症反应调节作用[8], 认为ω-3鱼油脂肪乳在

提供能量的同时对AP的炎症反应具有一定的抑

制作用[9]. 本实验研究发现, F组大鼠的小肠组织

病理评分低于N组, 高于So组, 说明在胰腺炎时

肠黏膜组织已经受到损伤, 应用鱼油可以改善

SAP肠道屏障功能障碍. 
D -乳酸是细菌发酵的代谢产物, 肠通透性

增加时肠道中细菌所产生的大量D -乳酸通过受

损黏膜进入血液循环, 因此血浆D -酸水平可以

反映肠屏障功能变化[10]. 在本实验中F组中D -乳
酸的浓度明显低于N组, 说明鱼油可以降低肠黏

膜的通透性. 
I-FABP是从肠道分离出的特异性表达于肠

道的脂肪酸结合蛋白, 占肠道蛋白的2%-3%. 有
研究表明, I-FABP的浓度与肠黏膜屏障功能损害

明显相关[11]. 在正常情况下, 血清中I-FABP水平

在可检测限度以下[12]. 一旦肠道发生缺血, 即使

只有微绒毛受损而隐窝细胞仍保持完整的情况

下, 血I-FABP水平也会上升[13]. 亦有研究者将其

作为小肠缺血的敏感指标[14,15]. 而在本实验中, 我
们通过检测SAP大鼠血清I-FABP的浓度, 发现在

SAP早期, 血清I-FABP即有升高, 说明了在SAP早
期即发生了肠道缺血. 而注射了鱼油的大鼠血清

中的I-FABP水平与N组比较明显降低, 说明鱼油

可以改善肠道的微循环状态保护肠黏膜屏障. 
目前, 肠黏膜通透性改变的路径及其机制尚

未完全阐明, 但是由于肠黏膜通透性的变化可以

反映肠黏膜屏障功能的状态, 对预示疾病过程转

归具有重要意义. 因此, D -乳酸和I-FABP的检测

有望成为SAP患者肠黏膜屏障的监测指标. 而鱼

油可以降低肠黏膜的通透性, 改善肠道的微循环

状态, 可以为临床上治疗胰腺炎疾病提供依据, 
其完整的机制有待于进一步的研究证实.
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图  1  胰腺组织(HE×100). A: N组; B: F组.

■应用要点
临床上重症胰腺
炎患者多在发病
数小时后就诊, 此
时肠道屏障功能
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黏膜损伤有良好
的灵敏度和特异
性. 因此D -乳酸和
I-FABP的检测有
望成为SAP患者
肠黏膜屏障的监
测指标.
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Abstract
AIM: To investigate the clinicopathologic charac-
teristics of hepatic epithelioid angiomyolipoma 
(EAML).

METHODS: Two cases of hepatic EAML treated 
at General Hospital of Wuhan Iron and Steel 
Corporation from 2007 to 2009 were analyzed 
in this study. The clinicopathologic and immu-
nohistochemical characteristics of the disease 
were described and the related literature was 
reviewed.

RESULTS: Both patients are female. Both cases 
of hepatic EAML had clear boundaries. The tu-
mors were characterized by diffused epithelioid 
neoplastic cells. The epithelioid cells were round 
with eosinophilic or clear cytoplasm, and few 
neoplastic cells showed cellular atypia. Immu-
nohistochemically, the neoplastic cells were dif-
fusely positive for HMB45, Melan-A and SMA.

CONCLUSION: Hepatic EAML is a rare mesen-
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■背景资料
肝 上 皮 样 血 管
平 滑 肌 脂 肪 瘤
(EAML)是一种罕
见间叶性肿瘤, 近
年本病报道呈上
升 趋 势 ;  因 此 肝
EAML的准确诊
断对于提高该类
肿瘤的认识显得
尤为重要.

chymal neoplasm. The diagnosis and differentia-
tial diagnosis of EAML rely mainly on histopa-
thology and immunohistochemistry. 

Key Words: Hepatic neoplasms; Epithelioid angio-
myolipoma; Perivascular epithelioid cell tumor

Ma HL, Yang CB, Chen WB, Zhang WJ, Li L. Hepatic epi-
thelioid angiomyolipoma: an analysis of two cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(10): 1071-1074

摘要
目的: 探讨肝上皮样血管平滑肌脂肪瘤的病
理诊断及鉴别诊断. 

方法: 收集武钢总医院病理科2007-2009年手
术切除肝上皮样血管平滑肌脂肪瘤标本2例, 
对2例肝上皮样血管平滑肌脂肪瘤相关临床资
料、病理学特征及免疫组织化学进行观察分
析并复习相关文献. 

结果: 2病例均为女性, 巨检境界较清楚, 镜下
见肿瘤主要由弥漫的上皮样细胞构成, 排列呈
不规则梁索状结构, 瘤细胞圆形或多角形, 核
呈圆形或卵圆形, 无明显异型性. 免疫组织化
学示HMB45、Melan-A和SMA均有阳性表达.

结论: 肝上皮样血管平滑肌脂肪瘤是极为罕
见的间叶性肿瘤, 其诊断及鉴别诊断主要依靠
组织病理学及免疫组织化学.

关键词: 肝肿瘤; 上皮样平滑肌脂肪瘤; 血管周上皮

样细胞肿瘤

马华玲, 杨赤兵, 陈卫斌, 张文娟, 李玲. 肝上皮样血管平滑肌脂

肪瘤2例.  世界华人消化杂志  2011; 19(10): 1071-1074

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1071.asp

0  引言

典型的血管平滑肌脂肪瘤是血管周上皮样细胞

肿瘤, 他由血管、平滑肌、脂肪3种成分组成[1]. 
上皮样血管平滑肌脂肪瘤(epithelioid angiomyo-
lipoma, EAML)亦称单形性上皮样血管平滑肌脂

肪瘤, 肿瘤仅由上皮样平滑肌细胞组成, EAML

■同行评议者
王 鲁 平 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军北京军区总医
院病理科
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■创新盘点
本文就2例罕见的
EAML的临床病
例病理特点进行
总结, 可提高病理
及临床医师对该
病的认识.  

多见于肾脏[2]; 近年来发生在肝脏的EAML引起

了医师的兴趣. 发生在肝脏的EAML国内、外报

道少见. 本文报道2例肝EAML, 结合其临床表

现、组织形态和免疫表型, 探讨肝EAML的临床

病理特征和鉴别诊断依据, 以提高病理及临床

医师对该病的认识. 

1  材料和方法

1.1 材料 2例肝上皮样血管平滑肌脂肪瘤是武钢

总医院病理科2007-2009年手术切除标本. 患者

1: 女, 38岁, 体检发现肝脏占位; B超显示肝脏右

叶有一占位性病变5.0 cm×4.0 cm×3.5 cm, 境
界清楚, 混合密度, 未见肝脏以外的脏器有病变; 
实验室检查: 包括AFP在内的所有项目均在正

常范围内. 患者2: 女, 53岁, 无诱因上腹不适感3 
mo, 腹胀, 轻微疼痛; CT显示肝右叶见8.0 cm×

8.0 cm×7.0 cm巨大实性占位, 边界清晰, 似有假

包膜, 肿块内见较丰富的血流信号, 考虑肝细胞

癌可能性大; 实验室检查: 肝功正常, 血清AFP、
CA-199阴性. 2例患者均行部分肝切除术, 未行

其他辅助治疗, 分别随访17及12 mo, 均病情稳

定, 未见复发或转移. 
1.2 方法 2例标本经40 g/L甲醛溶液固定, 常规

石蜡包埋, 连续组织切片, 4-5 μm厚, 进行苏木

精-伊红(HE)染色. 在光镜下观察其组织病理学

特点. 并选取典型病变区域, 采用SP法分别进

行HMB45、Melan-A、SMA、PCK、EMA、

AFP、CEA及S-100的免疫组织化学染色. 抗体

均购自福州迈新生物技术开发公司. 用PBS代替

一抗做阴性空白对照; 阳性对照采用已知阳性

组织切片; DAB显色, 苏木素复染, 常规脱水透

明封片. 

2  结果

2.1 病理检查

2.1.1 巨检: 患者1: 部分肝组织6.0 cm×5.0 cm×

4.0 cm, 切面见灰红色肝组织中有一灰白色肿块

5.0 cm×4.2 cm×3.5 cm, 境界清楚, 硬度中等, 
质地细腻, 无出血坏死. 患者2: 部分肝组织10.0 
cm×10.0 cm×8.0 cm大小, 切面见8.0 cm×8.0 
cm×7.0 cm包块, 肿瘤与周边挤压的肝组织界限

清楚, 无包膜, 呈淡黄色颗粒状, 局部区域见小

出血灶, 质脆. 
2.1.2 镜检: 2例肿瘤形态相似, 失去正常肝小叶

结构, 细胞多弥漫呈巢状和片状排列(图1A). 主
要由大、多边形上皮样细胞构成, 排列呈不规

则梁索状结构, 被丰富窦隙状薄壁血管网分隔; 

瘤细胞圆形或多角形, 胞质丰富, 呈弱嗜酸性或

透明状; 核呈圆形或卵圆形, 染色质细, 无明显

异型性, 核仁清楚, 核分裂象罕见(图1B); 可见单

核或多核的上皮样细胞、平滑肌及脂肪组织不

规则分布在瘤组织内, 血管成分的形态不一, 可
有厚壁血管和薄壁血管, 瘤组织中可见梭形细

胞的聚集和灶状经典的血管平滑肌脂肪瘤区域. 
肿瘤周边肝组织未见特殊改变.  
2.2 免疫组织化学 肿瘤HMB45、Melan-A和

S M A均有阳性表达 ,  阳性信号均为黄色、棕

黄色颗粒, 定位于胞质, 呈弥漫性或灶性分布. 
其中SMA表达较为弥漫, 且呈强阳性(图2A); 
Melan-A和HMB45呈弥漫或灶性表达(图2B). 2
病例肿瘤细胞均不表达PCK、EMA、AFP、
CEA及S-100. 
2.3 病理诊断 病理诊断患者为肝EAML.

3  讨论

Mai等[3]1996年报道了第1例肾脏EAML, 近年来

人们逐渐认识和接受了EAML, 并认为此类肿瘤

是一种具有恶性潜能的间叶肿瘤. 关于EAML
的来源问题, 更多的人接受EAML属于血管周

上皮样细胞瘤(perivascular epithelioid cell tumor, 
PECom)家族成员的理论[4]. PECom家族包括肾

AML、肺透明细胞“糖”瘤、镰状韧带透明细

胞黑色素细胞肿瘤、肺淋巴管肌瘤病、肾被膜

瘤、肾微小错构瘤、镰状韧带/圆韧带的透明

细胞上皮样肿瘤等. 这些肿瘤共同特点是肿瘤

细胞表达黑色素细胞标记, 同时不同程度表达

平滑肌源性标记. 本文中2例EAML中黑色素细

胞标记(HMB45、Melan-A)和平滑肌源性标记

(SMA)均呈阳性表达, 具备一般PEComa的免疫

组织化学特点. 
文献报道, 肝EAML患者发病年龄范围较广

[26-60(平均年龄47)岁], 男女之比为1∶4, 女性

明显多见, 肿瘤较小时多无临床症状, 偶尔体检

时被发现; 肿瘤较大时可有腹胀、腹部包块等

症状[5,6]. 本组2例均为女性与文献基本相符. 由
于EAML缺乏脂肪成分, 在超声和CT检查时很

难与其他间叶肿瘤及癌区别[6,7]. 实验室检查一

般项目均在正常范围内. 肝EAML的发现靠术前

CT、B超发现肝脏包块, 最后确诊有赖于病理学

检查. EAML属于具有“恶性潜能”的肿瘤, 出
现细胞的多形性甚至异型性、核分裂以及血管

内瘤栓都不足以作为恶性的诊断依据, 诊断恶

性EAML的确凿证据是发现远处转移[8]. 一旦明
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■应用要点
与一般的肝脏肿
瘤相比, 肝EAML
的形态学特征有
一 定 差 异 ,  当 不
易与其他肿瘤鉴
别 时 ,  可 应 用 免
疫组织化学及电
镜观察. 

A B

图  1  肝EAML组织病理改变(HE). A: 瘤细胞弥漫呈片状排列(×100); B: 瘤细胞圆形或多角形, 胞质丰富, 呈弱嗜酸性和透明

状; 核呈圆形或卵圆形(×200).

A B

图  2  瘤细胞 SMA、HMB45的表达(SP×100). A: SMA胞质弥漫表达, 呈强阳性; B: HMB45胞质弥散表达, 呈阳性.

确诊断应首选手术切除, 预后较好. 考虑EMAL
的潜在恶性倾向, 术后定期随访、复查是必要

的. 该2例患者术后未进行后续治疗, 分别随访

17及12 mo, 均病情稳定, 未复发或转移. 
大体所见肝脏E A M L一般为界限清楚或

有假包膜的实性肿块. 边缘与邻近肝实质通常

是推挤而不是浸润的关系; 肿块切面灰白、灰

黄, 可伴有出血及坏死. 瘤组织主要由大的多边

形、圆形上皮样细胞构成, 排列成不规则梁索

状结构, 并由大小不等的丰富窦隙状薄壁血管

网分隔. 瘤细胞有两种形态: 一种胞质透亮, 周
边有空泡形成, 中央嗜伊红细颗粒聚集成块; 另
一种胞质内充满嗜伊红细颗粒, 细胞周边深染, 
中央淡染, 类似于印戒细胞. 瘤细胞核为圆形、

卵圆形, 染色质细, 核仁较明显, 核分裂象罕见. 
瘤组织中可见梭形细胞的聚集和灶状经典的

AML区域. 周围肝组织未见硬化等特殊改变. 部
分区域肿瘤细胞可能退变、坏死, 肿瘤间质中

可见不等量散在的淋巴细胞、浆细胞、嗜酸性

粒细胞等炎细胞浸润. Li等[9]在51例肝EAML研
究示HMB45的阳性率为98.04%, SMA的阳性率

为95.92%. 肿瘤细胞特征性的免疫表型是黑色素

细胞(HMB45、Melan-A)和平滑肌细胞(SMA)标

记阳性, 而上皮细胞标记(CK、EMA)阴性. 该免

疫组织化学结果与文献在肾的EAML研究中一

致[10]. 文献[9]报道EAML的超微结构: 有具有平

滑肌细胞特性的梭形细胞; 有些梭形细胞内含

有脂滴, 提示为平滑肌细胞和脂肪细胞间的转

换型细胞. 细胞内可见类似黑色素小体的结构

及致密颗粒. 
肝EAML的诊断一般借助HE、免疫组织

化学均能明确诊断. 肝EAML诊断时要与其他

肿瘤鉴别[11], 这些肿瘤包括: (1)肝细胞癌, 尤其

透明细胞型肝细胞癌由上皮样细胞构成, 胞质

透亮, 核仁嗜酸性, 易与肝EAML混淆. 肝细胞

肝癌中癌细胞皆有不同程度的异型性及较多的

核分裂象, 有假腺样结构及胆汁淤积, 周围肝组

织常有肝硬化; 免疫组织化学: 肝细胞癌CK及

AFP均阳性, 而HMB45及SMA标记阴性; (2)原
发/转移的黑色素瘤, 肝原发性黑色素瘤极为罕

见, 转移性黑色素瘤有黑色素瘤的病史, 镜下黑

色素瘤细胞有明显的异型性和较多的核分裂, 
免疫组织化学S-100、HMB45和Melan-A阳性, 
但SMA呈阴性. 肝EAML弥漫表达HMB-45、
SMA, 而且肝EAML有经典的AML成分残留; (3)
转移性肾透明细胞癌, 需结合病史、临床表现
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.625   

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果11月26日由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中国

科技期刊引证报告(核心板)》统计显示, 2009年《世界华人消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综

合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国科技论文统计

源期刊(中国科技核心期刊)的第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指标0.112, 他引率0.79, 引用刊数

473种, 扩散因子15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机

构分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01. 

经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐, 《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技论文

统计源期刊”(中国科技核心期刊). (编辑部主任: 李军亮 2010-11-28)

和免疫组织化学进行鉴别, 癌细胞CK、EMA阳

性, HMB-45、SMA阴性; 与肝EAML相反. 肝脏

EAML还应与肝血管肉瘤、肉瘤样癌、透明细

胞肉瘤、肝母细胞瘤、副节瘤、嗜酸细胞腺瘤

等进行鉴别. 
总之, 肝EAML发病率很低, 是一种极为罕

见的具有恶性潜能间叶性肿瘤, 他起源于血管周

上皮样细胞, 有特定的组织学特点和免疫组织化

学表达, 手术切除后预后较好; 诊断肝EAML时
应与肝脏的原发和转移性肿瘤进行鉴别. 
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Abstract
AIM: To investigate the risk factors and preven-
tive measures for partial response of hepatocel-
lular carcinoma to percutaneous microwave 
ablation.

METHODS: The clinical data for 465 patients 
with hepatocellular carcinoma (796 tumor nod-
ules) who underwent percutaneous microwave 
ablation from October 2004 to June 2010 were 
retrospectively analyzed. The risk factors and 
preventive measures for partial response to 
percutaneous microwave ablation were summa-
rized.

RESULTS: Partial response occurred in 48 pa-
tients (69 tumor nodules), and the overall par-
tial response rate was 9.15% (69/754). Of these 
48 patients, 45 (64 tumor nodules) underwent 
percutaneous microwave ablation again and 
achieved complete ablation in 93.94% (62/64) 
of tumor nodules; 1 (2 tumor nodules) received 
percutaneous ethanol injection and achieved 
successful ablation; and 2 received palliative 
surgery. The incidence of partial response was 
positively correlated with large tumor diameter, 
tumor location (at the hepatic hilum or near the 
diaphragm or hepatic capsule), multiple tumors, 
and ill-defined margins on ultrasound(all P < 
0.01), and complete ablation was negatively 
correlated with previous treatment by TACE 
(3.60% vs 12.39%, P < 0.01). Multivariate analy-
sis showed that tumor size, number of nodules, 
tumor location, and previous treatment by 
TACE were independent risk factors for partial 
response of hepatocellular carcinoma to percuta-
neous microwave ablation.

CONCLUSION: Large tumor size, multiple 
tumors, subcapsular lesion, and previous treat-
ment by TACE are often associated with partial 
response of hepatocellular carcinoma to percuta-
neous microwave ablation. Percutaneous micro-
wave ablation is an effective and safe method for 
treatment of partial response of hepatocellular 
carcinoma.

Key Words: Microwave ablation; Hepatocellular car-
cinoma; Partial response

Tang YF, Zhang YB, Luo B, Wang XF, Lin L, Jiang XF, 
Liang J. Partial response of hepatocellular carcinoma to 
percutaneous microwave ablation: risk factors and pre-
ventive measures. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(10): 1075-1080

摘要
目的: 探讨微波消融术后肿瘤残余的原因及
防治措施. 

方法: 回顾性总结了中国医科大学附属第四
医院2004-10/2010-06 465例(796个肿瘤结节)
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■背景资料
通过微波消融治
疗肝癌在临床上
已经被广泛应用, 
具有操作简单、
安全、疗效确切
等优点, 但也存在
缺陷, 受肿瘤位置
影响, 存在消融不
全致肿瘤残余, 影
响肝癌患者的生
存时间. 

■同行评议者
荚卫东, 教授, 安
徽省立医院肝胆
外科



肝癌患者行微波消融治疗的临床资料, 分析了
48例患者微波消融术后肿瘤残余的原因. 

结果: 436例患者(754个肿瘤结节)获得有效复
查资料, 其中48例(48/436, 11.01%)患者69个
(69/754, 9.15%)肿瘤结节存在消融后肿瘤残
余. 45例残余肿瘤患者的66个肿瘤结节再次接
受微波消融治疗, 62个肿瘤获得完全消融, 完
全消融率为93.94%. 1例患者的2个肿瘤结节
再次接受无水乙醇消融治疗, 均获得完全消
融. 2例患者接受肝癌切除治疗, 其中1例在术
后1 mo仍有残余肿瘤. 统计学检验结果提示, 
肿瘤直径较大、肿瘤位置特殊(肝门部、临近
空腔脏器及近膈顶)、多发肿瘤、超声显像模
糊者更容易发生肿瘤残余(均P <0.01), 结合肝
动脉栓塞化疗(TACE)治疗可提高微波完全消
融率(3.60% vs  12.39%, P <0.01). 进一步的多
因素Logistic回归分析提示: 肿瘤大小、肿瘤
部位、肿瘤数目, 结合TACE治疗是微波消融
术后肿瘤残余的独立影响因素, 分别为肿瘤直
径较大者(OR  = 5.748, P  = 0.016)、肿瘤位置
特殊者(OR  = 8.343, P <0.01)、多发性肿瘤(OR  
= 6.567, P  = 0.001)、结合TACE治疗者(OR  = 
8.232, P <0.01).

结论: 肝癌微波消融术后局部肿瘤灶残留的相
关因素包括肿瘤直径较大、肿瘤位置特殊、

多发病灶、结合TACE治疗. 残留的局部肿瘤
灶再次接受消融治疗仍是有效的治疗方法.

关键词: 微波消融; 肝癌; 肿瘤残余

唐裕福, 张怡冰, 罗斌, 王学范, 林琳, 姜晓峰, 梁健. 肿瘤残余
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0  引言

微波消融属于局部热消融治疗的一种, 目前被

广泛应用于临床, 具有操作简单、安全、疗效

确切等优点, 但也存在缺陷, 如治疗范围有限、

消融不全致肿瘤残余及复发等[1], 尤其是肿瘤残

余严重影响肝癌患者的后续治疗[2]. 本研究统计

了中国医科大学附属第四医院2004-10/2010-06
行微波消融治疗的465例原发性肝癌患者的临

床资料, 分析了微波消融术后局部肿瘤残余的

影响因素, 并对其防治进行了初步探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析了中国医科大学附属第

四医院2004-10/2010-06 6 mo间, 住院的465例
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肝癌患者(796个肿瘤结节)接受微波消融术治

疗, 其中男376例(80.9%), 女89例(19.1%). 年龄

24-79(平均53.8±11.8)岁. 单个肿瘤直径8-72(平
均33.8±13.1) mm. 单个肿瘤结节352例(75.7%), 
多发结节113例(24.3%). 所有患者均通过超声引

导下病灶穿刺活检病理证实为肝癌, 其中肝细

胞癌448例, 胆管细胞癌17例.
1.2 方法 
1.2.1 入选标准: (1)不接受手术及放化疗, 仅同意

微波消融治疗者; (2)外科手术很难切除的特殊

病灶位置者; (3)年老体弱、难以耐受手术切除

者; (4)手术切除或局部病灶消融治疗后复发者; 
(5)无肝外转移者, 另外患者无明显凝血功能障

碍、无肝性脑病、无顽固性腹水、近期无上消

化道大出血等病史. 
1.2.2 微波消融术: 应用GX-1型微波肿瘤治疗仪

(中国南京亿高医疗机械厂), 频率2 450 MHZ, 功
率0-150 W(连续可调). ATL-3000型彩色超声仪

(德国西门子公司)配合微波消融治疗. 麻醉采用

静脉全身麻醉, 首先在超声引导下穿刺肿瘤病

灶行病理活检, 然后行微波消融治疗. 微波输出

功率60-80 W, 每个穿刺点消融时间6-18 min, 直
径>4 cm的病灶行多点消融, 两穿刺针间距<3 
cm, 力求微波消融后的超声显示汽化强回声范

围覆盖并超过肿瘤病灶. 
1.2.3 微波消融肿瘤残余的评估标准: 参照文献

[3]从两方面评估微波消融后是否存在肿瘤残余: 
(1)术后1-2 mo复查增强CT或MRI, 显示病理性

增强灶位于消融灶内或与消融灶相连; (2)肿瘤

血清学指标(AFP、CEA、CA19-9), 术后1-2 mo
复查比术前增高. 
1.2.4 微波消融术后肿瘤残余的相关影响因素: 
统计分析肝癌做病灶微波消融术患者的临床资

料及术后电话随访结果. 根据临床资料、结合

文献[4,5]筛选下列指标作为可能影响肝癌病灶

微波消融不全的相关因素: 年龄、性别、肿瘤

大小、肿瘤部位(肝实质、邻近空腔脏器及膈

顶、肝门部)、肿瘤结节数目、术前AFP值、术

前肝功能分级、门脉癌栓、术前肝动脉栓塞化

疗(transhepatic arterial embolization, TACE)及术

中超声定位清晰度等. 
统计学处理 应用SPSS15.0统计软件, 单因

素分析χ2检验, 对有统计学差异的指标做多因素

Logistic回归分析, P <0.05为差异显著.

2  结果

2.1 微波消融术后肿瘤残余情况 465例肝癌患
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■相关报道
翟博等研究发现, 
随着肿瘤直径越
大, 消融后肿瘤活
性组织的残余率
越高.
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者796个肿瘤病灶首次行微波消融术, 术后2 mo
进行随访, 29例患者因各种原因失访, 失访率

为6.23%; 获得有效复查资料的436例患者754
个肿瘤中, 48例患者(11.01%, 48/436), 69个肿瘤

(9.15%, 69/754)确认为微波消融术后肿瘤残余.
2.2 残余肿瘤的处理 其中45例确认肿瘤残余的

患者再次接受微波消融治疗, 术后1-2 mo重新随

访复查结果, 45例患者的66个肿瘤灶中62个病

灶被完全消融, 完全消融率为93.94%. 1例患者

接受无水乙醇消融治疗, 术后1 mo复查肿瘤病

灶被完全消融. 2例患者接受肝癌切除手术, 术
后复查1例患者存在肿瘤复发, 另1例未见肿瘤

复发. 通过对本次研究相关临床资料的总结及

45例微波消融后肿瘤残余患者的处理，初步总

结了肝癌热消融后肿瘤残余的防治途径(图1).
2.3 影响因素 应用SPSS15.0软件, χ2检验结果

提示, 肿瘤直径较大、肿瘤特殊位置(肝门部、

邻近空腔脏器及膈顶)、多发肿瘤、不易超声

定位的病灶容易发生肿瘤残余(均P <0.01), 术前

行TACE治疗可提高微波完全消融(P <0.01). 多
因素Logistic回归分析提示, 肿瘤大小、肿瘤部

位、肿瘤数目, 结合TACE治疗是微波消融术

后肿瘤残余的独立影响因素, 结果分别为肿瘤

直径较大者(OR  = 5.748,  P  = 0.016)、肿瘤特殊

位置(OR = 8.343, P = 0.000)、多发性肿瘤病灶

(OR = 6.567, P = 0.001)、结合TACE治疗者(OR 
= 8.232, P = 0.000, 表1, 2). 

3  讨论

随着微波消融治疗技术在临床肝癌的广泛应

用, 有关其并发症的临床报道越来越受到人们

的关注. 对肝癌病灶的微波消融微创治疗的主

要并发症包括出血、肿瘤残余(消融不全)、胆

汁漏、肝脓肿、血气胸、周围脏器损伤、经针

道的肿瘤转移, 术中血红蛋白尿等[1,6,7]. 其中肿

瘤残余是对肝癌局部热消融治疗后、近期肿瘤

复发的主要原因, 对肝癌的后续治疗至关重要[2], 
因此深入研究微波消融术后肝癌肿瘤残余的原

因, 对提高肝癌患者的生存时间具有重要的临

床意义. 
参考文献[8-10], 本研究主要涉及以下因素

进行探讨: (1)患者情况, 例如年龄、性别、肝功

能分级等; (2)与治疗相关的因素, 例如热消融

的功率和时间、热消融针道的选择、术前是否

行TACE治疗等; (3)局部肿瘤病灶的相关因素, 
例如肿瘤大小、生长位置及与邻近器官的关

系、病灶的数目等. 统计分析结果提示: 肿瘤大

小、肿瘤病灶的特殊位置、肿瘤数目以及术前

TACE是微波消融后局部肿瘤残余的重要相关

因素.  
肿瘤大小是影响肝癌热消融治疗效果的主

要因素之一[3-5,8-11], Komorizono等[8]研究证实肿

瘤直径>2 cm是局部残余肿瘤复发的危险因素. 
翟博等[3]研究发现, 随着肿瘤直径越大, 消融后

肿瘤活性组织的残余率越高. 本研究亦证实了

同样结论. 直径大的肿瘤消融治疗后容易残留

的原因: (1)肿瘤直径过大, 消融时容易出现三维

上的漏空, 导致病灶消融不完全[12]; (2)临床常选

择多点消融, 但存在消融重叠和盲区; (3)直径越

大其边界常不规则, 消融时其安全边缘常不易

确定, 很难做到一次性消融完全[3]; (4)肿瘤直径

越大, 其分化越差、侵袭性越强, 更易发生肿瘤

微转移, 更容易在肿瘤较远的地方形成卫星灶[13]; 
(5)采用超声波下判断消融的范围, 由于大肿瘤

   影像学资料及穿刺病理确诊的肝癌患者

超声定位

肺下叶、肋骨

建立人工胸水或腹水

超声造影技术

术前TACE治

确定肿瘤大小、数目、部位

热消融治疗

精确布针直径较大

多发性

特殊部位

腹腔镜下治疗肝表面肿瘤

术前

超声判断消融效果

超声造影

无残余 有残余

热消融治疗

1-2 mo增强CT或MRI及肿瘤标志物复查

无残余 有残余

反复消融治疗

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

图  1  肝癌热消融后肿瘤残余的防治.

■创新盘点
本研究通过总结
45例微波消融治
疗后肿瘤残余的
肝癌患者的临床
资料, 系统地探讨
了微波消融治疗
后肿瘤残余的相
关影响因素及其
防治措施.
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多点消融产生的局部汽化增强改变, 影响了再

次穿刺的精确把握. 
肝内病灶数目也是影响局部消融治疗效果

的因素之一[4]. 本次研究证实多发性肿瘤微波消

融治疗后更容易发生肿瘤残余, 这可能与以下

因素有关: (1)肝内多发性肿瘤提示已发生肝内

转移, 即使肉眼可见的肿瘤全部被消融仍然存

在肿瘤的微转移; (2)多发性肿瘤, 常因为相邻肿

瘤间距较近, 肿瘤消融后的汽化改变掩盖了相

邻病灶, 导致相邻肿瘤穿刺定位不准. 
文献报道[3-4,8-11]及本研究均证实肿瘤部位是

热消融后肿瘤残余的危险因素. 本次研究结果

还显示, 肝门部、邻近空腔脏器及膈顶的肿瘤

容易发生消融后肿瘤残余. (1)邻近空腔脏器及

膈顶的肿瘤易发生消融后出血、感染、周围脏

器损伤等并发症[1,14]; (2)由于病灶消融的安全边

缘不易确定, 也容易发生针道转移[8]; (3)近膈顶

部肿瘤可因肺叶、肋骨的覆盖使超声显影困难; 

■应用要点
本研究总结了肝
癌微波消融治疗
后肿瘤残余的相
关影响因素, 分别
为肿瘤大小、肿
瘤部位、肿瘤数
目及术前TACE; 
术前TACE可以提
高肿瘤完全消融
率; 微波消融治疗
后患者应早期复
查CT或MRI及肿
瘤血清学指标, 及
时发现残余肿瘤; 
对于残余肿瘤, 再
次消融治疗仍是
安全有效的治疗
方法.

表  1  微波消融治疗后肿瘤残余患者的临床资料

     
临床资料 消融的肿瘤数目(n ) 消融不全1的肿瘤数目(n ) 肿瘤残余率(%) χ2值  P 值

性别      

    男           637              56        8.79 0.640 0.424

    女           117              13      11.11

年龄(岁)        

    >60           211              22      10.43 0.573 0.449

    <60           543              47        8.66  

肿瘤大小(cm)

    3           493              39        7.91 42.006 0.000

    3-5           217              14        6.45

    >5             44              16      36.36

肿瘤部位   

    肝实质内           391              23        5.88 39.903 0.000

    包膜下           159                       13        8.18

    近肝膈顶             72              21      29.17

    肝门部           132                       12        9.09

肿瘤结节数目      

    单发           328              18        5.49 9.371 0.002

    多发           426              51      11.97

肿瘤分化程度  

    低分化           207              20        9.66 0.102 0.950

    中分化           286              26        9.09

    高分化           261              23        8.81

术前AFP值(μg/L)     

    <200           274              21        7.66 1.145 0.285

     200           480              48      10.00

Child-Pugh肝功能分级      

    Child A           495              42        8.48 0.770 0.380

    Child B           259              27      10.42

门脉癌栓         

    有           178              16        8.99 0.001 0.982

    无           586              53        9.04

结合TACE      

    有           278              10        3.60 16.339 0.000

    无           476              59      12.39

超声定位清晰度     

    清晰           582              41        7.04 13.618 0.000

    模糊           172              28                   16.28

1: 肿瘤残余.
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(4)肝门部的肿瘤消融常有残余, 一方面临近大

血管, 血液循环带走部分热量[15-17], 致使肿瘤消

融温度不够. 另一方面肝门部管道结构密集, 微
波针穿刺方向不易掌握, 出于安全考虑, 存在消

融盲区导致消融后肿瘤残余[3]. 
    有关热消融治疗联合TACE治疗的研究证实了

治疗前TACE有利于增大局部热消融的范围[3,17]. 
本研究结果证实先行TACE治疗的肿瘤残余率

明显低于未结合TACE的患者. 可能性包括: (1)
阻断肝动脉血流, 减少了“热流失效应”, 提高

热消融的效率; TACE治疗后碘油可引起周围性

栓塞使肿瘤内血供减少, 进而提高热消融的效

率[17]. 此外TACE治疗后肿瘤组织缺血和炎性水

肿, 可以增大微波消融的范围[18]; (2)碘油沉积使

肿瘤位置及边界显影更加清晰[19]; (3)TACE可使

肿瘤体积减小, 使微波消融的效果更明显[19]. 
总之, 肿瘤相关因素是肝癌热消融治疗后肿

瘤残余的最重要影响因素, 先行TACE治疗可以

提高肿瘤的完全消融率. 我们认为通过如下途

径对防治热消融后肿瘤残余有临床意义: (1)对
于直径较大、多发性肿瘤及肝门部的肿瘤, 最
好先做TACE治疗; (2)直径>3 cm的肿瘤, 建议采

用多点消融方式治疗. Chen等[20]研究发现, 应用

数学公式决定肿瘤消融点数及精确、合理的空

间排布可以扩大消融范围, 降低肿瘤残余率; (3)
对于位于肝脏表面的肿瘤, 有学者利用腹腔下

局部消融取得较满意的效果[21,22], 其定位直观清

楚、引导穿刺准确, 可以在腹腔下即时观察肿

瘤消融的情况, 并可以避免损伤周围脏器; (4)消
融后即刻应用超声造影技术, 能区分无灌注的

凝固区域和有灌注的残癌区域[23], 有利于残癌的

及时发现. 对残余肿瘤若能及时再次消融治疗, 
可以提高完全消融率; (5)对于微波消融治疗的

患者, 治疗后1-2 mo应常规复查CT或MRI及肿

瘤血清学指标(AFP、CEA、CA19-9). 本研究组

的肿瘤残余患者, 绝大多数再次接受微波消融

治疗, 取得良好的临床效果. 
此外, 临床操作时尚有许多环节影响局部

热消融的治疗效果, 例如操作熟练程度及超声

技术熟练程度[24]、消融及超声等仪器设备的改

良[25,26]等. 有关微波消融治疗后肿瘤残余的其他

影响因素, 有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical characteristics of 
invasive fungal infection (IFI) in patients with 
severe acute pancreatitis (SAP) and respiratory 
failure.

METHODS: The clinical data for patients with 
SAP and respiratory failure who were treated 
in ICU between June 2003 and September 2009 
were retrospectively analyzed. Patients were di-
vided into three groups according to body fluid 
culture results and clinical features: invasive 
fungal infection (IFI), bacterial infection (BI), and 
non-infection (NI). APACHE II score, length of 
mechanical ventilation (MV), intra-abdominal 
pressure, percentage of patients developing mul-
tiple organ dysfunction syndrome (MODS) three 
times or more, surgical intervention, continuous 
renal replacement therapy (CRRT), mortality, 
and time required to isolate pathogen were com-
pared among the three groups. Affected regions 
and pathogen species distribution of IFI were 

also investigated.

RESULTS: IFI occurred in 27.27% (15/55) of 
patients with SAP and respiratory failure. Ap-
proximately 73.33% (11/15) of patients with IFI 
developed intra-abdominal fungal infection, 
with half of them (6/11) having ventilator-asso-
ciated fungal pneumonia (VAFP). Compared to 
patients with BI and NI, patients with IFI had 
longer MV (19.53 d ± 4.88 d vs 14.14 d ± 4.26 d, 
6.23 d ± 2.34 d, both P < 0.05), and higher rate of 
surgical intervention (86.67% vs 42.86%, 0.00%, 
both P < 0.05). Compared to patients with BI, 
the time required to isolate pathogen was longer 
in patients with IFI (10.13 d ± 2.59 d vs 5.14 d ± 
2.21 d, P < 0.05) though they had similar mortal-
ity rate. Bacteria might be isolated before fungi 
were isolated in patients with intra-abdominal 
fungal infection and VAFP. Intra-abdominal 
fungal infection might be concomitant with en-
terococcal infection.

CONCLUSION: The abdomen is the main region 
affected by IFI in patients with SAP and respi-
ratory failure. IFI patients often develop VAFP 
and concomitant bacteria infections. Appropri-
ate management of intra-abdominal infection 
could improve poor prognosis in patients with 
SAP and respiratory failure.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Respiratory 
failure; Invasive fungal infection; Species distribu-
tion of pathogens

Luo XP, Ye N, Xia BJ. Invasive fungal infection in patients 
with severe acute pancreatitis and respiratory failure: an 
analysis of 15 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(10): 1081-1084

摘要
目的: 研究伴呼吸衰竭的重症急性胰腺炎
(SAP)患者侵袭性真菌感染(IFI)的临床特征, 
为SAP治疗提供参考.

方法: 回顾性分析监护病房2003-06/2009-09 
55例伴呼吸衰竭SAP患者的临床资料, 根据体
液病原菌培养结果及临床表现, 将其分为IFI
组、细菌感染(BI)组及非感染(NI)组, 比较3组
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■背景资料
由于入住 I C U的
重症急性胰腺炎
( S A P ) 患 者 普 遍
存在着侵袭性真
菌感染(IFI)的危
险因素如机械通
气、各种侵入性
操作、长期使用
抗菌素、全胃肠
道外营养等, 近年
SAP IFI的发生率
显著增加, 严重影
响患者的预后, 增
加病死率. 

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科



APACHEⅡ评分、机械通气(MV)时间、腹内
压、病原菌检出时间、MODS数≥3发生率、

外科干预率、CRRT率及病死率. 调查IFI组感
染部位、病原菌分布等.

结果: IFI率为27.27%(15/55), 以腹腔真菌感染
为主, 占73.33%(11/15), 其半数(6/11)合并呼吸
机相关真菌肺炎(VAFP). IFI组与BI、NI组比
较, MV时间延长(19.53 d±4.88 d vs  14.14 d±
4.26 d, 6.23 d±2.34 d, 均P <0.05), 外科干预率
升高(86.67% vs  42.86%, 0.00%, 均P <0.05). 与
BI组比较, 病原菌检出时间延后(10.13 d±2.59 
d vs  5.14 d±2.21 d, P <0.05), 病死率无差异. 
腹腔和肺部真菌检出前存在BI. 部分腹腔真菌
感染混合肠球菌感染.

结论: 伴呼吸衰竭SAP IFI主要部位在腹腔, 易
合并VAFP, 伴BI. 应积极处理腹腔感染改善
预后.

关键词: 重症急性胰腺炎; 呼吸衰竭; 侵袭性真菌感

染; 病原菌分布
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是重症监护病房(intensive care unit, ICU)常见

的危重症之一. 随着呼吸机的普及和尽早应用, 
SAP因早期呼吸衰竭所致病死率降低, 而多数

患者死于之后的脓毒症以及由此发展而来的多

器官功能不全综合征(multiple organ dysfunction 
syndrome, MODS). 因ICU患者普遍存在着侵袭

性真菌感染(invasive fungal infection, IFI)的危险

因素如机械通气(mechanical ventilation, MV)、
各种侵入性操作、长时间使用抗菌素等, 近年

ICU IFI呈明显增多趋势, IFI是导致脓毒症的重

要原因之一. 但早期IFI发生隐匿, 缺乏特异临床

表现, 易被原发病掩盖, 常使抗真菌治疗延误. 
本文就近年伴呼吸衰竭SAP患者IFI进行回顾性

分析, 拟为SAP感染防治提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 SAP及IFI的诊断分别按《重症急性胰

腺炎诊治指南》[1]及《重症患者侵袭性真菌感

染诊断与治疗指南》[2]标准. 分析桂林医学院附

属医院ICU 2003 -06/2009-09伴呼吸衰竭进行有

创MV等综合治疗48 h以上55例SAP患者的临床
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资料. 男41例, 女14例, 年龄33-83(平均49.48±
2.75)岁. 原发病: 酒精性32例, 胆源性20例, 其他

3例. 确诊SAP后行常规治疗, 补充容量, 液体复

苏, 应用胰酶抑制剂, 抑酸、禁食、留置胃管或

胃空肠液囊管, 胃肠减压, 胃管内注入硫酸镁、

大黄等, 行气管插管MV纠正低氧血症, 行中心

静脉置管、营养支持治疗、留置尿管、预防性

使用抗菌素, 每天监测腹内压(intra-abdominal 
pressure, IAP)2-3次. 外科干预(手术或腹腔穿刺

置管灌洗引流)情况: 对腹腔渗液多, 腹内压增

高、脏器功能障碍但无手术条件者, 行B超引导

下经皮腹腔穿刺置管灌洗引流术; 对经强化的

ICU治疗, 脏器功能障碍呈进行性加重、有手术

条件者中转手术治疗. 
1.2 方法 
1.2.1 病原菌分离: SAP患者入ICU后连续3 d留
取以下体液: (1)下呼吸道分泌物: 经气管插管吸

取下呼吸道分泌物; (2)外周血及中心静脉导管

血; (3)腹腔引流液(腹腔引流管存在时): 腹腔灌

洗术后经引流管留取或手术中及手术后留取; 
(4)中段清洁尿; (5)大便. 将以上标本送细菌室做

病原菌培养及药敏试验, 每2-3 d重复以上操作. 
凡连续2次及2次以上培养出同种细菌或/和真菌

方确定为病原菌. 同一次培养分离出两种病原

菌即认为是混合感染. 不重复计入同一患者分

离到的相同菌株. 
1.2.2 分组及相关危险因素比较: 根据患者各种

体液病原菌培养结果, 并结合临床表现, 将其分

为侵袭性真菌感染组(IFI, 只要分离到真菌就归

于此)、细菌感染组(bacterial infection, BI. 分离

到细菌)、非感染组(non-infection, NI. 未分离到

病原菌). 根据IFI危险因素[2]将本资料中共有的

危险因素如MV、中心静脉置管、胃肠道外营

养等剔除, 比较3组的急性生理与慢性健康评分

(acute physiology and chronic health evaluationⅡ, 
APACHEⅡ)、MV时间(d)、IAP(cmH2O)、病原

菌检出时间(d)、MODS数≥3发生率、外科干预

(手术或腹腔灌洗引流)率、连续肾脏替代治疗

(continuous renal replacement therapy, CRRT)率及

病死率. 调查IFI组感染部位及病原菌分布等. 
统计学处理 所有数据使用SPSS13.0统计

软件处理. 计数资料分析用χ2检验. 计量资料

用mean±SD表示, 用非参数统计(秩和检验). 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 患者感染情况 55例患者29例发生感染, 感染
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■研发前沿
早期IFI发生隐匿, 
缺乏特异临床表
现, 易被原发病掩
盖, 造成早期诊断
困难, 抗真菌治疗
延误 .  IFI的早期
诊断成为研究的
热点.
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率52.73%. IFI组15例, BI组14例, NI组26例. 真菌

感染率27.27%(15/55). 
2.2 3组相关危险因素比较 IFI组较BI组MV时间

延长、外科干预率高、病原菌检出时间延后(均
P <0.05), 而APACHEⅡ、腹内压、MODS数≥

3率、CRRT及病死率无显著性差异(均P >0.05). 
I F I组与N I组比较A PA C H EⅡ、  M V时间、

IAP、MODS数≥3率、外科干预率、CRRT及
病死率均有显著性差异(均P <0.05, 表1).
2.3 IFI组感染部位及真菌分布 共检出4种21株念

珠菌. 腹腔真菌感染11例, 占73.33%(11/15), 其中

6例同时发生肺部真菌感染. 单纯血源真菌感染

4例, 占26.67%(4/15)(表2). 
2.4 合并细菌感染情况 81.82%(9/11)腹腔真菌检

出前存在腹腔细菌感染, 分别为大肠埃希菌7例, 
肠杆菌1例, 粪肠球菌1例. 腹腔混合感染粪肠球

菌3例, 屎肠球菌1例. 100%(6/6)肺部真菌检出前

存在肺部细菌感染, 3例铜绿假单胞菌, 2例嗜麦

芽窄食单胞菌, 1例鲍曼不动杆菌. 
2.5 抗生素使用情况及预后 所有患者入ICU后均

首选抗革兰阴性杆菌抗生素, 其中使用第3代头

孢+甲/奥硝唑40例, 使用喹诺酮类15例. 真菌及革

兰阳性球菌检出前均未行预防性抗真菌和抗球

菌治疗. 因腹腔感染不能控制致MODS死亡7例.

3  讨论

近年SAP IFI的发生率显著增加[3]. 有资料[4]显

示50例SAP患者真菌感染率36%, 以腹腔真菌

感染为主占61.11%, 腹腔真菌感染率22%. Vege
等[5]回顾性分析了207例SAP, 发生腹腔真菌感

染为15%, 真菌感染组住ICU时间长于细菌感染

组, 真菌感染组较非感染组MV率高. 本组伴呼

吸衰竭SAP IFI率为27.27%(15/55), 仍以腹腔真

菌感染为主占73.33%(11/15), 腹腔真菌感染率

20%(11/55), MV时间IFI组比BI组明显延长, 提
示真菌感染使病情复杂化, 需要呼吸机支持治

疗时间延长, 反之长时间MV应警惕IFI的发生. 
本组SAP患者除了存在IFI的危险因素外如

病情危重、MV、完全胃肠道外营养等, 还普遍

存在腹内压增高(IAP>15.96 cmH2O). Keskinen
等[6]报道84%的SAP患者发生腹内高压(in t ra-
abdominal hypertension, IAH), IAH导致肠道功能

障碍, 加之入ICU后在经验性使用抗革兰阴性杆

菌抗菌素的压力下, 肠道屏障功能严重受损, 革
兰阳性菌及真菌逐渐被筛选出来并从肠道易位, 
成为腹腔感染的主要病原菌. 有动物实验证实[7], 
SAP使用抗菌素6-9 d后出现肠道真菌易位. 本研

究BI组病原细菌检出时间早于IFI组真菌检出时

间(5.14 d±2.21 d vs  10.13 d±2.59 d, P <0.05), 大
部分(81.82%, 9/11)腹腔真菌检出前存在腹腔细

菌感染, 混合粪肠球菌. 提示应警惕细菌感染后

是否存在真菌感染. 有研究[8]显示SAP在使用抗

菌素7-12 d时, 预防性使用氟康唑治疗可降低真

菌感染. 也有报道[9]SAP真菌感染确诊时间较长

平均24 d. 
IAH与早期器官衰竭相关[6]. IAH使膈肌上

抬, 胸腔内压升高, 肺实质被压缩, 肺容积减少, 
肺泡膨胀不全, IAH是导致呼吸衰竭的主要原因

之一. IAH使肾灌注减少, 出现少尿、无尿和氮

质血症, 甚至肾功能不全. IAH使循环阻力增大, 
致心输出量减少, 发生心功能不全. 本研究IFI
组和BI组IAP较NI组明显高, CRRT率、MODS
数≥3发生率及病死率IFI组和BI组均高于NI组. 
相关研究[5,10]显示与BI组及NI组比较, IFI组的

MODS率高于BI组及NI组. 

■相关报道
有动物实验证实
SAP使用抗菌素
6-9 d后出现肠道
真菌易位. 临床研
究显示SAP在使
用抗菌素7-12 d时
预防性使用氟康
唑治疗可明显降
低SAP患者的真
菌感染发生率、
病死率, 缩短住院
时间. 

表  1  3组相关危险因素比较

     
分组   n    APACHEⅡ

     MV时间

          (d)

         IAP

    (cmH2O)

    病原菌检

    出时间(d)

MODS数

 ≥3(%)

外科干预

     (%)

 CRRT

   (%)

病死率

   (%)

IFI组 15 20.07±3.81 19.53±4.88 24.20±3.82 10.13±2.59 53.55   86.67 46.67 26.67

BI组 14 18.29±3.29 14.14±4.26a 22.14±2.68   5.14±2.21a 42.86   42.86a 28.57 21.43

NI组 26 12.42±2.02a   6.23±2.34a 17.30±1.89a   7.6a     0a   0a   0a

aP<0.05 vs  IFI组.

表  2  真菌感染部位及分布

     
腹腔(n ) 肺部(n ) 血源(n ) 构成比(%)

白色念珠菌     7      3     2   57.14      

热带念珠菌     4      2     0   28.57      

近平滑念珠菌     0      0     2     9.52     

光滑念珠菌     0      1     0     4.76

肺部: 呼吸机相关真菌肺炎.
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对于腹腔渗液多、IAH、脏器功能障碍但

无手术条件者, B超引导下经皮腹腔穿刺置管灌

洗引流术是较为安全、创伤性小的治疗方法. 
其在对腹腔坏死组织及渗液进行持续冲洗的同

时, 可以减轻炎症反应, 缓解严重感染症状, 适
当降低IAP, 为进一步治疗赢得时机. 但外科干

预是有创的侵入性操作, 因持续反复地冲洗引

流管或引流管管理不善, 增加了包括真菌在内

的院内感染的机会. 本研究示外科干预率IFI组
明显高于BI组, 与相关[5]研究结果一致, 提示外

科干预易导致真菌感染的发生, 是SAP IFI的危

险因素[11]. 
本组SAP IFI还发生于肺及血源. 腹腔真菌感

染患者有半数合并呼吸机相关真菌肺炎, 真菌检

出前已存在ICU内常见条件致病菌如铜绿假单胞

菌、嗜麦芽窄食单胞菌和鲍曼不动杆菌呼吸机

相关肺炎. 本组血源真菌感染率26.67%(4/15). Na-
kamura等[12]统计在血源真菌感染病例中, 93.6%
的患者有中心静脉导管置入, 即绝大部分血源IFI
与中心静脉导管的置入相关. 建议拔出中心静脉

导管并进行最优化的初始抗真菌治疗[13]. Kochhar
等[4]报道腹腔真菌感染患者半数合并血源真菌感

染, 单纯血源真菌感染率为38.89%. 
病原真菌的分布因不同地域甚至不同医

疗单位有所不同[4,11]. 本IFI组病原菌分布以白

色念珠菌为主占57.14%, 其次为热带念珠菌占

28.57%. 及时掌握本医疗单位真菌的分布规律, 
可为针对性的预防及治疗提供依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of interleu-
kin (IL)-6, IL-23 and transforming growth factor 
beta1 (TGF-β1) in the mucosa of the ileum and 
ascending colon of patients with irritable bowel 
syndrome (IBS).

METHODS: One hundred and ten patients with 
IBS and 40 healthy volunteers were included in 
the study. Mucosal samples were taken from the 
ileum and ascending colon of these subjects to 
detect the expression of IL-6, IL-23 and TGF-β1 
by immunohistochemistry.

RESULTS: The expression levels of IL-6 and 

IL-23 in the mucosa of the ileum and ascend-
ing colon were higher in IBS patients than in 
controls (IL-6: 106.45 ± 12.54 vs 82.45 ± 11.52, t 
= 10.58; 107.48 ± 18.75 vs 91.32 ± 10.45, t = 5.16; 
IL-23: 10.68 ± 3.35 vs 4.78 ± 2.54, t = 10.12; 11.42 ± 
2.87 vs 5.20 ± 1.85, t = 12.76, all P < 0.05). No sig-
nificant difference was found in the expression 
level of TGF-β1 in the mucosa of the ileum and 
ascending colon between the two groups (t = 1.57, 
1.69, both P > 0.05).

CONCLUSION: High expression of proinflam-
matory cytokines in the mucosa of the ileum and 
ascending colon may have a correlation with 
visceral perception and altered bowel habits in 
patients with IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Cytokine; 
Interleukin; Transforming growth factor β1
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ing colon of patients with irritable bowel syndrome: an 
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摘要
目的: 研究肠易激综合征(IBS)患者回肠末端
及升结肠黏膜组织中炎性因子白介素(IL)-6、
IL-23及TGF-β1的表达, 探讨IBS的发病机制.

方法: 选取110例IBS患者, 另选40例健康体检
者为对照, 内镜下取回肠及升结肠肠黏膜组织
各1块, 用免疫组织化学法测定回肠末端及升
结肠肠黏膜中IL-6、IL-23及TGF-β1水平.

结果: IL-6及IL-23在IBS患者回肠末端及升
结肠肠黏膜的表达高于对照组(IL-6: 106.45
±12.54 vs  82.45±11.52, t  = 10.58; 107.48±
18.75 vs  91.32±10.45, t  = 5.16; IL-23: 10.68
±3.35 vs  4.78±2.54, t  = 10.12; 11.42±2.87 
vs  5.20±1.85, t  = 12.76, 均P <0.05); TGF-β1在
IBS患者回肠末端及升结肠肠黏膜的表达与
对照组比较差异无统计学意义(t  = 1.57, 1.69, 
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症或免疫功能的
异常改变.
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P >0.05).

结论: IBS患者回肠黏膜及升结肠炎性细胞因
子表达水平升高, 促炎细胞因子与抑炎细胞因
子失衡, 与IBS内脏感知及排便习惯的改变等
症状的发生有一定相关性.

关键词: 肠易激综合征; 细胞因子; 白介素; 转化生

长因子β1
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是一

种病因和发病机制不明确的常见功能性胃肠道

疾病, 临床症状主要为腹痛、腹部不适和排便习

惯的改变. 近年研究发现, 部分IBS患者存在炎症

或免疫功能的异常改变[1], 有报道认为IBS症状

的出现与IBS患者中促炎作用的细胞因子和抑炎

作用的细胞因子失衡有关[2]. 李延青等[3]研究结

果显示在IBS患者肠黏膜存在Thl/Th2比例失调. 
本文的主要目的是研究IBS患者升结肠及回肠

黏膜促炎细胞因子IL-6、IL-23及抑炎细胞因子

TGF-β1的表达, 分析IBS患者的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-08/2010-12青岛市市立医

院消化科门诊及病房的IBS患者110例, 入组标

准为符合罗马Ⅲ诊断标准 [4,5],  且均为初诊病

例, 无近期服药史, 其中男50例, 女60例, 年龄

均18-80(平均48.75±13.44)岁, 所有患者大便常

规和潜血检查结果均为阴性. 另取同期健康体

检者40例为对照组, 其中男18例, 女22例, 年龄

20-70(平均51.24±9.65)岁, 所入组者均无消化

系统症状, 无免疫病及传染病史. IL-6、IL-23兔
抗人多克隆抗体购自北京博奥森生物技术开发

公司, TGF-β1兔抗人多克隆抗体购自福建迈新

生物制剂有限公司. 病理图像分析采用专业图

像分析软件Image-ProÒPlus(IPP)6.0.
1.2 方法 
1.2.1 结肠镜检查及黏膜活检: IBS患者组和对照

组均接受Olympus260X型电子结肠镜检查排除

器质性病变, 结肠镜检查者为有经验的内镜医

师, 术中轻柔操作, 避免反复牵拉刺激, 进镜达

回肠末端, 于距回盲瓣10 cm处用经高压蒸汽消
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毒灭菌的活检钳钳取回肠黏膜组织1块, 退镜至

距回盲瓣5 cm处钳取结肠黏膜组织1块, 组织大

小在0.1-0.2 cm, 深达黏膜下层, 所取标本分别迅

速置于1%中性甲醛中固定后石蜡包埋、切片, 
用于免疫组织化学检查. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 采用免疫组织化学法

检测回肠末端及升结肠黏膜组织中IL-6、IL-23
及TGF-β1的表达, IL-6、IL-23及TGF-β1的阳性

染色均主要位于胞质内, 为棕黄色颗粒沉积. 免
疫组织化学结果定量判断标准: 染色后先在光

镜下做定性观察. 然后于高倍镜下(×400)观察

肠黏膜IL-6、IL-23及TGF-β1的阳性表达情况, 
并随机选取互不重叠的5个视野. 用专业图像分

析软件测定每个视野阳性染色的累积吸光度(累
积吸光度 = 平均吸光度×面积), 取其平均值作

为该切片肠黏膜IL-6、IL-23及TGF-β1表达的半

定量指标. 操作严格按说明书进行. 
统计学处理 应用SPSS13.0软件, 计量资料

数据均以mean±SD表示, 两组间比较采用t检
验, 以P <0.05作为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 IL-6在IBS患者组及对照组的表达 IL-6在
IBS组回肠末端及升结肠肠黏膜的表达均显著

高于对照组, 差异有统计学意义(t  = 10.58, 5.16, 
P <0.05, 表1).
2.2 IL-23在IBS患者组及对照组的表达 IL-23
在I B S组回肠末端及升结肠的表达均显著高

于对照组, 差异有统计学意义(t  = 10.12, 12.76, 
P <0.05, 表1).
2 .3  T G F-β1在 I B S患者组及对照组的表达 
TGF-β1在IBS组回肠末端及升结肠的表达与对

照组比较无明显差异, 差异无统计学意义(t  = 
1.57, 1.69, P >0.05, 表1).

3  讨论

目前普遍认为IBS是在特殊基质的基础上, 以神

经系统、免疫系统和内分泌系统为中介, 社会

心理因素刺激共同作用的身心性疾病[6]. 免疫细

胞在解剖结构上与肠神经系统的轴突纤维紧密

相连, 说明肠道神经肌肉功能的改变可能与免

疫细胞的活性有关. 细胞因子是由免疫细胞和非

免疫细胞经刺激合成、分泌的一类具有广泛生

物学活性的小分子蛋白质, 主要功能为调节免疫

应答、参与炎症细胞分化发育、介导炎症反应

等. 肠道炎症和IBS的关系已有很好的认识[7], 致
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炎细胞因子及抗炎细胞因子的失衡是导致免疫

异常的重要因素. 鞠辉等[8]发现, 感染后IBS与溃

疡性结肠炎缓解期患者肠黏膜细胞因子的表达

差异无统计学意义, 但均高于正常对照组. 常见

的促炎细胞因子有IL-1、IL-1β、IL-8、TNF等, 
IL-6及IL-23均属于促炎细胞因子, IL-6属细胞因

子家族, 可促进T淋巴细胞增殖, 刺激细胞毒性T
淋巴细胞反应, 还可促进B淋巴细胞分化和诱导

B淋巴细胞最终分化为浆细胞, 浆细胞可以分泌

多种免疫球蛋白. IL-6基因的多态性能够改变患

者对IBS的个体的敏感性, 对了解IBS的病理过

程有一定的意义[9]. 
IL-23是近年来关注较多的细胞因子, 有研

究表明, IL-23是自身免疫介导的炎症反应所必

需的, IL-23由巨噬细胞及树突状细胞分泌, 是一

个由亚单位p19和p40通过二硫键形成的异源二

聚体分子, 结构为p19/p40, 任何一个单独的亚单

位都不具有生物学活性, 只有两个亚单位结合在

一起时, 才能发挥他的生物功能[10], 可以对多种

细胞发挥作用, 促进细胞因子的分泌, 其在体内

调节作用主要是通过影响Th17细胞分泌IL-17
及与其他细胞因子相互作用完成. IL-23在Th17
的生长存活中起重要作用, IL-23能增加Th17细
胞表达IL-17, 诱导IL-22, 抑制IL-10, 对稳定Th17
的表型是必不可少的[11], 但在体外, 因原始T淋巴

细胞不表达IL-23受体, 因此高度纯化的原始T淋
巴细胞在IL-23存在的情况下不能分化为Th17[12], 
只有在TGF及IL-6共同存在的情况下才能诱导原

始T淋巴细胞向Th17细胞的分化[12-14]. Th17细胞

主要分泌IL-17, IL-17能诱导其他炎性细胞因子如

IL-6、TNF及趋化因子MCP-1、MIP-2等表达, 介
导炎症细胞到局部的浸润及组织损伤[15]. 

T G F-β是一个多功能的细胞因子超家族, 
有多种异构体, 其中最常见的是TGF-β1几乎为

所有的白细胞分泌, 主要作用为调节细胞增殖

和分化、抑制免疫反应等, 能促进白细胞的分

化、抑制其增殖, 能为白细胞的移动提供趋化

刺激, 并调节其黏附[16], 有研究表明TGF-β缺失

的老鼠死于心脏病、肺炎及胃肠道感染, 表明

TGF-β在抑制炎症细胞的活化、增殖中起重要

作用[17], 本研究发现IBS患者回肠末端及升结肠

肠黏膜IL-6及IL-23的表达增加, TGF-β1阳性表

达较对照组差别无统计学意义, 从而造成肠道

黏膜促炎和抗炎细胞因子的表达失衡, 导致IBS
肠道炎症及其持续存在. 但仍不能否认TGF-β在
IBS发病中的作用, 其在IBS发病机制中可能通

过非直接的方式发挥作用. 
肠道黏膜是机体免疫机制的一部分, 本研

究表明IBS患者小肠及结肠黏膜内免疫细胞数

增多, 这些免疫细胞与肠神经系统的轴突在解

剖学上有着紧密连接, 细胞因子等炎症介质可

直接作用于肠道初级传入纤维引起内脏感觉的

高敏感性[18], 同时还可通过脑-肠轴影响肠道运

动和分泌功能[19]. 肠道的低度炎症能破坏肠黏膜

的屏障功能, 引起分泌、吸收障碍. 促炎细胞因

子与抗炎细胞因子失衡, 以促炎因子的反应为

特征, 引起肠道感觉异常, 排便性状改变等症状. 
可能为IBS的一致病因素, 但仍需大样本临床研

究以证实.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation of plasma 
gelsolin, a substrate for matrix metalloprotein-
ase, with tumor invasion and metastasis and to 
explore the possibility of using plasma gelsolin 
as a putative marker for prediction of chemo-
therapy efficacy and prognosis in patients with 
colorectal cancer after radical resection.

METHODS: The clinical data for 40 patients 
with pathologically confirmed colorectal cancer 
after surgery were retrospectively analyzed. 
These patients were divided into two groups ac-
cording to the progression of the disease, with 
group A containing patients with stages I and II 
disease and group B containing those with stage 

III disease. Patients in group B were further 
subdivided into group B1 and B2 according to 
prognosis, with B1 containing patients who un-
derwent postoperative chemotherapy and had 
metastasis, and B2 containing those who under-
went postoperative chemotherapy but had no 
metastasis. Chemiluminescence immunoassay 
was used for the monitoring of plasma concen-
tration of gelsolin before and after the first cycle 
of chemotherapy.

RESULTS: Mean plasma gelsolin before che-
motherapy showed no significant differences 
between groups A and B (76.22 mg/L vs 56.15 
mg/L, P > 0.05) and between groups B1 and B2 
(62.04 mg/L vs 50.25 mg/L, P > 0.05). After one 
cycle of chemotherapy, plasma gelsolin was re-
duced to 54.33 mg/L in group B1, but increased 
to 84.20 mg/L in group B2 (t =- 2.540, P = 0.032). 
Mean plasma gelsolin decreased by 10.56% in 
group B1 but increased by 47.36% in group B2, 
showing a significant difference between the 
two groups (t =- 4.430, P = 0.002).

CONCLUSION: Monitoring of plasma gelsolin 
in patients with colorectal cancer after radical 
resection during early chemotherapy can help 
predict long-term efficacy of chemotherapy and 
prognosis.

Key Words: Plasma gelsolin; Colorectal cancer; 
Chemotherapy; Prognosis
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tients with colorectal cancer after radical resection. Shijie 
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摘要
目的: 验证血浆凝溶胶蛋白作为肿瘤侵袭转
移关联基质金属蛋白酶类的作用底物, 对结直
肠癌患者根治术后化疗疗效和预后复发的预
测性. 

方法: 将手术后病理证实的40例结直肠癌患
者按照临床分期分为两组, A组: Ⅰ、Ⅱ期; B
组: Ⅲ期. 并且, 根据B组病例随访预后复发情
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■背景资料
结直肠癌 (CRC)
是当前最常见的
消化系统恶性肿
瘤 之 一 .  肝 脏 是
CRC首发的血行
转移和术后复发
部 位 ,  近 半 数 的
CRC患者在根治
手术后发生异时
性肝转移. 转移性
肝癌患者大多治
疗困难 ,  预后差 , 
国内外学者都在
探索更为有效的
治疗方法, 但迄今
为止, CRC肝转移
的治疗仍没有突
破性的进展. 

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
南大学



况, 又进一步将B组分为, B1组: 术后辅助化疗
转移组; B2组: 术后辅助化疗未转移组. 应用
化学发光免疫分析方法时相性监测化疗前与
第1周期化疗后血浆凝溶胶蛋白的含量, 对检
测数据进行系统分析, 结合足疗程化疗后定期
随访的影像学诊断结果, 客观评价血浆凝溶胶
蛋白检测与结直肠癌根治术后化疗疗效和预
后的相关性. 

结果: A组化疗前血浆凝溶胶蛋白检测均值
为76.22 mg/L, 高于B组均值56.15 mg/L(B1组
62.04 mg/L, B2组50.25 mg/L), 无统计学差异
(P  = 0.215); B1、B2组化疗前比较, 亦无统计
学差异(P  = 0.300). 化疗1周期后, B1组均值降
为54.33 mg/L, B2组升高至84.20 mg/L, 两组出
现了反向变化趋势, 差异有显著性(t  = -2.540, 
P  = 0.032). 对B1、B2组之间个体化疗前后
变化率的均值进行比较 ,  B1组均值下降了
10.56%, 而B2组均值升高了47.36%, 差异亦有
显著性(t  = -4.430, P  = 0.002).

结论: 对结直肠癌根治术后化疗的患者, 于化
疗初期时相性监测血浆凝溶胶蛋白含量有助
于预测远期的化疗疗效, 进而早期判断预后.

关键词: 血浆凝溶胶蛋白; 结直肠癌; 化疗; 预后

银新, 宁守斌, 任世奇, 沈恩允. 血浆凝溶胶蛋白对结直肠癌根

治术化疗疗效及预后的预测.  世界华人消化杂志  2011; 19(10): 

1089-1093

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1089.asp

0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是当前最常见

的消化系统恶性肿瘤之一. 肝脏是CRC首发的

血行转移和术后复发部位[1], 近半数的CRC患者

在根治手术后发生异时性肝转移. 转移性肝癌

患者大多治疗困难, 预后差, 国内外学者都在探

索更为有效的治疗方法, 但迄今为止, CRC肝转

移的治疗仍没有突破性的进展. 目前认为, CRC
肝转移的分子机制包括细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)的降解、细胞黏附性能的改变、

肿瘤细胞局部浸润、肿瘤血管生成、肿瘤细

胞循环内播散和免疫逃逸、肿瘤细胞血管内

栓塞及肿瘤细胞在新的微环境重新生长等几

方面[2,3]. 其中的多个机制都有基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinases, MMPs)的参与[4,5]. 在
急性呼吸窘迫症、脓毒症、烧伤等多种危重

症中, MMPs也直接参与了对血浆凝溶胶蛋白

(gelsolin)的水解代谢和消耗, 是血浆gelsolin水
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平显著降低的原因之一[6,7]; 所以, gelsolin作为

MMPs的直接和/或间接作用底物, 理论上具备

了与肿瘤增殖和侵袭转移直接关联的生物标志

物的基本特征. 但是, 迄今为止, 国内外未有相

关文献报道. 为论证该科研设想的可行性, 我们

首先分别针对30例初诊CRC患者血清和30例健

康体检者血清进行了gelsolin检测, 实验结果显

示CRC患者血清gelsolin显著低于健康体检者, 
有显著的统计学意义, 此预实验结果初步明确

了gelsolin与肿瘤的直接关联性. 因此本次临床

研究拟进一步针对CRC根治术后患者首次化疗

前后血清gelsolin的检测以及跟踪随访调查, 观察

血浆gelsolin对CRC根治术后化疗疗效评价的指

示作用以及CRC根治术后肝转移的预后预测性.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-02/2010-5在中国人民解放

军空军总医院消化科住院的CRC患者40例, 所
有患者术前均接受影像学检查未发现转移, 术
后经病理证实为CRC, 入院前未接受过放、化

疗, 其中男26例, 女14例, 按照临床分期分为两

组: A组(11例): Ⅰ、Ⅱ期(术后病理证实有脉管

癌栓需接受辅助化疗); B组(29例): Ⅲ期. 根据

B组病例随访预后复发情况, 又进一步将B组分

为: B1组(10例): 术后辅助化疗转移组;  B2组(19
例): 术后辅助化疗未转移组. 中位年龄: A组59.5 
(25-76)岁, B组60.50(36-76)岁. 其中, 中分化腺癌

24例, 中-低分化腺癌16例, 均于术后2-4 wk首次

接受化疗, 化疗方案为FORFOX 4-8周期, 药物

用量严格按照每位患者公斤体质量计算, 并结

合各自身体耐受情况进行适当调整剂量. 术前

和术后的影像学评价均采用了统一规范的方式

和评判标准. 滨松BHP9504微孔板发光分析仪及

北京拓普分析仪器有限公司DEM-Ⅲ型自动酶

标洗板机.
1.2 方法 对入选的每一位患者在首次化疗前、

第1周期化疗后10-12 d(即第2周期化疗前)采集

空腹时肘静脉血4 mL, 分离血清, 获取合格的样

本, -40 ℃低温保存. 2 wk内采用双抗体夹心法

测定gelsolin水平. 具体检测方法: 用一株单抗包

被微孔板制成固相抗体, 用另一株单抗标记辣

根过氧化物酶制成酶标志物. 在包被板微孔中

加入含有gelsolin的校准品或待测血清及酶标记

物, 温育后即形成固相抗体-抗原-酶标抗体的复

合物. 充分洗涤后加入化学发光底物液, 于3-10 
min内测定其相对发光强度(relative luminescence 

www.wjgnet.com

■相关报道
已 有 研 究 显 示
gelsolin具有明显
的肿瘤抑制作用, 
在多种肿瘤中表
达明显降低, 与恶
性肿瘤的发生和
发展密切相关.
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intensity, RLU), 根据校准曲线即可算出样品中

gelsolin的含量, 样品的RLU值随gelsolin浓度的

增加而升高. gelsolin正常参考范围: 200 mg/L±
50 mg/L.

统计学处理  采用配对t 检验评价治疗前

(BV1)和第2周期化疗前(BV2)gelsolin水平的差

异. gelsolin检测结果用mean±SD表示, 化疗前

后gelsolin下降的百分比(Dec%)用(BV2-BV1)/
BV1×100%计算. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 化疗前CRC患者的特征 40例CRC患者中, 其
中39例(97.5%)患者化疗前gelsolin水平均明显

低于临界值, 仅1例患者略高于临界值下限(图
1). 所有患者均接受结直肠癌根治术, 术后临床

分期属于Ⅰ、Ⅱ期的11例, Ⅲ期的29例, 在术后

进行辅助化疗之前, 检测血浆gelsolin值分别为

76.22±43.09, 56.15±21.34, 无统计学差异(t = 
-1.323, P  = 0.215, 表1).
2.2 Ⅲ期患者化疗前后gelsolin变化趋势 病例平

均随访时间为18 mo, Ⅰ、Ⅱ期患者(A组, 11例)
都未见其他脏器转移,  Ⅲ期患者29例(B组), 其
中10例(B1组)已经发生肝转移, 与没有出现转

移的19例(B2组)Ⅲ期患者相比, 化疗之前2组
之间gelsolin检测均值无显著差异(t = 1.099, P  
= 0.300); 接受1个周期化疗后, 2组gelsolin水平

均出现了明显的变化趋势, 差异有显著性(t = 
-2.540, P  = 0.032). 对B1、B2组之间个体化疗

前后变化率的均值进行比较, B1组均值下降了

10.56%，而B2组均值升高了47.36%, 有显著性

差异(t  = -4.430, P  = 0.002, 表2, 图2). 显示出化疗

初期时相性监测gelsolin指标对于预测预后的潜

在优势.

3  讨论

gelsolin是胞质内重要的actin调节蛋白, 在机体

生命活动中发挥重要的作用[8], 也已有研究显

示gelsolin具有明显的肿瘤抑制作用, 在多种肿

瘤中表达明显降低, 与恶性肿瘤的发生和发展

密切相关, 被认为是1个候选的抑癌基因[9,10]. 本
课题研究的对象-血浆gelsolin, 是一种分泌型的

gelsolin异构体; 在血液中, 血浆gelsolin是肌动蛋

白清除系统的重要成员, 在许多危重疾病中发

挥机体保护作用; 由于在危重疾病中血浆gelso-
lin是MMPs的明确作用底物[11,12], 同时, MMPs更
是肿瘤增殖和侵袭转移的重要蛋白酶类, 因此, 
本研究通过对CRC患者化疗初期动态监测gel-
solin水平, 以验证其作为肿瘤侵袭转移关联蛋白

酶的作用底物, 能否可以作为早期评估CRC根

治术后辅助化疗的疗效, 以及预测肝脏转移可

能性的有效指标. 

表  1  化疗前CRC患者基本特征

     
特征 Ⅰ、Ⅱ期(A组, n = 11) Ⅲ期( B1+B2组, n = 29)   P值

性别(男∶女)         7∶4       19∶10

中位年龄(范围)(岁)       59.5(25-76)       60.50(36-76)

BV1 gelsolin(mg/L)       76.22±43.09       56.15±21.34 0.215

表  2  转移与未转移的Ⅲ期患者化疗前后gelsolin的表达

     
    B1组(mg/L)   B2组(mg/L)   P值

BV1    62.04±25.39 50.25±21.40 0.300

BV2    54.33±18.30 84.20±40.95 0.032

Dec% -10.56     47.36 0.002
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图  1  不同分期CRC患者化疗前血浆gelsolin检测水平. 

 

图  2  第1周期化疗前后个体之间变化率的比较. 
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■应用要点
对结直肠癌根治
术后化疗的患者, 
于化疗初期时相
性监测血浆凝溶
胶蛋白含量有助
于预测远期的化
疗疗效, 进而早期
判断预后.
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研究数据显示 :  在 4 0例样本中 ,  3 9例
(97.5%)CRC根治术后患者化疗前gelsolin水平

均明显低于正常临界值, 仅1例患者略高于正常

临界值下限. 该结果进一步应证了血浆gelsolin
与恶性肿瘤密切相关的设想; 而且, 由于是针对

术后肿瘤患者血浆gelsolin的检测, 所以, 血浆

gelsolin水平不对应于原发灶肿瘤, 而很可能是

与潜在或隐性的转移灶肿瘤密切关联. 进而, 我
们又比较分析了大肠癌根治术后辅助化疗前后

血浆gelsolin水平, 观察血浆gelsolin同化疗疗效

及肿瘤预后复发的相关性; 截至目前为止, 病例

随访时间平均为18 mo, Ⅰ、Ⅱ期患者都未见其

他脏器转移, 而部分Ⅲ期患者已经发生肝转移, 
所以将Ⅲ期患者进一步分为转移组和未转移组

分析, 采用化疗前后gelsolin变化率进行比较, 结
果显示: 转移组gelsolin化疗前后值变化呈下降

趋势, 而未转移组均升高了近半数, 两组数据显

示出明显的反向趋势, 经统计学分析, 差异有显

著性. 转移灶肿瘤在继发部位的新生和增殖需

要大量MMPs的参与, 化疗药物对肿瘤的杀伤也

直接阻止了MMPs的表达和分泌, 最终抑制了血

浆gelsolin的降解, 所以, 血浆gelsolin化疗后的升

高最终预示着化疗药物对转移灶肿瘤的有效杀

伤效果, 反之则反之. 该Ⅲ期CRC根治术后患者

都经过相同的FORFOX 4-8周期方案化疗, 该数

据显示出首次化疗第1周期前后动态监测血浆

gelsolin水平对结直肠癌根治术后辅助化疗疗效

及肿瘤预后复发有明确的预测性, 同时证明了

该临床检测方法的科学性. 虽然, 血浆gelsolin只
是MMPs的作用底物, 与肿瘤发生发展过程不直

接关联, 但是, 通过与肿瘤直接关联的MMPs蛋
白酶作用的生物信号放大, 反而提升了血浆gel-
solin作为肿瘤发生发展指示作用的灵敏度. 血浆

gelsolin与CEA、AFP、PSA和CA系列等等肿瘤

自身抗原所代表的常规肿瘤标志物比较, 具有

完全不同的特殊代表性, 属于非肿瘤源性的间

接肿瘤指示性生物标志物, 该间接性的生物信

号放大特征为新型肿瘤标志物的筛选提供了完

全新颖的科研设计思路. 
在此次临床研究中, 我们还按照临床分期

对该40例CRC根治术后患者gelsolin水平进行了

比较, 试图发现gelsolin水平与肿瘤临床分期的

相关性, 进一步找寻gelsolin与肿瘤侵袭转移乃

至隐性肿瘤转移灶预测的关联依据, 检测结果

发现Ⅰ、Ⅱ期患者血浆gelsolin高于Ⅲ期, 但没

有统计学意义. Ⅰ、Ⅱ期患者潜在肿瘤转移的

风险低于Ⅲ期, 也就是说, Ⅰ、Ⅱ期患者所代表

肿瘤转移代表特征的MMPs低于Ⅲ期, 进而提示

gelsolin水平Ⅰ、Ⅱ期患者高于Ⅲ期. 该检测结

果有一定的高低趋势, 但是, 由于血浆gelsolin正
常值范围广(150-250 mg/L), 个体差异性大, 因而

在小样本病例中不能得到统计学依据. 考虑到

血浆gelsolin个体差异性大的因素, 对肿瘤患者

时相性监测, 个体监测数据前后分析更符合血

浆gelsolin的生物学特征, 进而突出了血浆gelso-
lin作为肿瘤标志物个体化时相性诊断的临床应

用价值. 
总之, 血浆gelsolin在首次化疗第1周期前后

的时相性监测对结直肠癌根治术后辅助化疗疗

效及肿瘤预后复发有明确的预测性; 血浆gelso-
l in不同于肿瘤抗原类常规肿瘤标志物, 属于非

肿瘤源性的间接肿瘤指示性生物标志物, 该间

接性的生物信号放大特征为新型肿瘤标志物的

筛选提供了完全新颖的科研设计思路; 在检测

方法上, 时相性监测血浆gelsolin以及个体化数

据分析更符合血浆gelsolin的生物学特征, 突出

了血浆gelsolin作为肿瘤标志物, 个体化时相性

诊断的临床应用价值. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

蛋白.
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