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Abstract
The treatment of hepat ic metastasis is a 
very difficult problem in tumor treatment. 
Although there are more therapeutic methods 
now available, the cure rate is still not very 
satisfactory. Metastatic liver cancer prognosis 
depends on the site of the original tumor, 
the degree of malignancy, the involvement 
of the liver, and extrahepatic metastases in 
patients with systemic conditions. Patients with 
Advanced liver metastasis of the tumor, can 
only be treated with a comprehensive treatment 
consisting mainly of surgical methods that can 
improve the quality of life and prolong survival. 
This paper reviews the progress in the treatment 
of hepatic metastasis. 
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摘要
转移性肝癌的治疗是肿瘤治疗中十分棘手的
难题, 治疗方法虽然较多, 但迄今疗效不甚满
意. 转移性肝癌的预后取决于原发肿瘤的部
位、恶性程度、肝受累范围、有无肝外转移
灶和患者的全身情况. 对已有肝转移的晚期肿
瘤, 只有在尽可能切除原发灶的情况下, 采取
以手术为主的综合治疗的方法, 才有可能最大
限度地使患者病情缓解, 提高生活质量, 延长
生存期. 本文综述了各种转移性肝癌的治疗 
进展. 
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0  引言

转移性肝癌亦称继发性肝癌, 属于恶性肿瘤晚

期的表现. 肝脏是恶性肿瘤常见的转移部位, 尸
检表明, 我国转移性肝癌为原发性肝癌的1.2倍, 
欧美则为20倍[1]. 对转移性肝癌治疗的效果直接

影响患者生存质量和生存期, 但转移性肝癌的

治疗是肿瘤治疗中十分棘手的难题. 随着肿瘤

诊断治疗技术和肝脏外科技术的进步, 临床医

生越来越多地需要面对转移性肝癌的治疗问题. 
转移性肝癌治疗方法虽然较多, 但迄今疗效不

甚满意.

1  转移性肝癌的手术治疗

1.1 转移性肝癌的发生途径 身体各部位癌转移

到肝脏可通过如下途径: 经门静脉转移; 经肝动

脉转移; 经淋巴转移和直接蔓延. 转移性肝癌常

常为多发病灶, 但也可见单发病灶. 消化道及盆

腔部位的恶性肿瘤多经门静脉转移到肝脏, 占
转移性肝癌的30%-50%.  
1.2 转移性肝癌的手术适应症 手术切除转移性

肝癌是一种有效并可能使患者长期存活的治疗

方法. 手术切除需要符合以下条件: (1)全身情况

好, 心、肺、肝和肾功能基本正常; (2)转移灶为
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单发或虽为多发但范围局限于半肝; (3)原发灶

能够切除或已经切除; (4)无肝外转移灶或肝外

转移灶能够得到有效治疗. 目前, 国内一些较大

的肝胆外科中心肝癌的总切除率可达30%-40%, 
而手术死亡率在5%以内[2]. 欧美报告, 转移性

肝癌切除后5年生存率为25%-49%[3-5]. 虽然手

术切除在所有治疗方法中效果较好 ,  但仍有

70%-80%患者术后会复发与转移, 对于符合手

术条件的再次复发病例仍可考虑手术切除. 有
报道对残肝复发癌积极地进行手术切除, 也能

得到与初次肝切除相近的治疗效果[6-8]. 与初次

肝切除相比, 再次肝切除可能手术时间长、出

血量多, 但合并症及院内死亡的发生率与初次

肝切除相比无显著差异, 切除率在10%-15%[8].
1.3 转移性肝癌的手术时机 关于转移性肝癌切

除的时机, 意见尚不统一. 同时性肝转移的情

况下, 多数主张同期进行肝切除[9-10], 也有主张

先将原发灶切除, 3-6 mo后再进行肝转移灶切

除. 主张同期进行肝切除的理由是因为肝转移

灶以后有可能发生二次转移, 多发肝转移灶经

过3-6 mo后有可能失去切除机会. 主张3-6 mo后
再进行肝转移灶切除的理由是同期手术死亡率

和并发症的发生率高, 微小肝转移灶可能会被 
漏掉. 
1.4 转移性肝癌的手术术式 关于转移性肝癌的

切除术式, 可进行扩大肝切除、规则性肝叶切

除、肝段切除和肝部分切除. 正常肝切除量的

安全限度为60%-65%[11-12], 目前肝部分切除逐

渐成为主要的手术术式. 术前需要明确转移灶

与门静脉、肝静脉及下腔静脉的关系, CTAP及
3D-CT是常用的手段, 术中有时需要在超声引导

下进行转移灶切除. 部分肝切除的优点是能尽

量保存肝组织, 术后不易发生肝衰竭. 切除缘距

肿瘤应在1 cm以上. 另外, 也有同时进行肝门淋

巴结廓清的报道[13].
1.5 肝脏移植 目前对转移性肝癌患者进行肝移

植治疗的经验还不多. 由于移植后肿瘤早期复

发, 肝移植的远期效果较差. 欧美报道对转移性

肝癌实施肝移植, 除神经内分泌系统来源以外

的转移性肝癌, 一年生存率约5%[14-15]. 神经内分

泌系统来源的转移性肝癌因浸润性相对较弱, 
故是肝移植的一个较好适应症. 对于不能手术

切除的神经内分泌系统来源的转移性肝癌, 如
原发灶已切除, 肝移植后可使病情得到长期缓

解甚至治愈[16]. 由于供肝短缺, 在病例选择方面

要求无肝外转移灶, 而且所有其他治疗方法均

无效.
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2  转移性肝癌的非手术治疗

2.1 肝动脉化疗栓塞 经肝动脉进行化疗栓塞是

治疗转移性肝癌的一种有效方法[17-19], 对少血

供型患者采用稀碘油化疗药乳剂适量栓塞, 可
以明显提高治疗效果. 由于大多数转移性肝癌

的血供主要来源于肝动脉, 经肝动脉灌注化疗

可提高肿瘤局部的化疗药物浓度, 对肿瘤细胞

的杀伤选择性较全身化疗强, 全身毒性反应小, 
患者耐受性好. 灌注化疗加用栓塞剂后可减少

肿瘤的血供, 控制其生长甚至使肿瘤发生缺血

坏死而提高疗效. 碘油是最常用的栓塞剂, 与化

疗药物混合后经肝动脉注入可使药物进入肿瘤

血管内, 同时又达到对肿瘤血管的暂时性栓塞 
作用. 
2.2 肝癌射频消融术 这是近年来治疗肝癌的一

种新技术, 他也适合于不能手术的转移性肝癌的他也适合于不能手术的转移性肝癌的也适合于不能手术的转移性肝癌的

治疗. 射频消融的基木原理是, 在超声或CT引导

下经皮穿刺将射频电极插入病灶, 发射出频率

为460-500 kHz的射频电流使其周围组织中的带

电粒子高速震荡摩擦产热, 温度达50℃-110℃, 
致电极周围细胞凝固性坏死. 通过杀伤癌细胞, 
调节机体免疫, 抑制癌细胞生长, 诱导癌细胞凋

亡分化, 干扰癌细胞DNA、RAN和蛋白质的生

物合成. 射频消融具有操作简单、时间短、安

全、创伤小、疗效明显等特点[20-22].  
2.3 经皮穿刺局部治疗 超声引导下的经皮穿刺

局部治疗转移性肝癌, 如微波治疗, 冷冻治疗及

瘤内酒精注射, 具有创伤性小, 患者耐受性好,患者耐受性好,耐受性好, 
副作用低, 疗效高的优点, 但复发的问题有待进

一步解决[23-25]. 
2.4 免疫调节及生物治疗 作为转移性肝癌治疗

的辅助疗法, 基因治疗为近年来出现的肿瘤治

疗的一种新方法, 其机制主要为诱导肿瘤细胞机制主要为诱导肿瘤细胞主要为诱导肿瘤细胞

自身生长的停滞或凋亡. 最近人们在对转移性

肝癌有治疗作用的基因转入活体靶细胞方面取

得了很大进展, 大量有治疗潜力的基因被克隆. 
目前研究的基因有“自杀基因”、抗血管生成

基因、癌基因和肿瘤抑制基因等. 化学、物理

作用及病毒载体可促进治疗基因转入肿瘤细胞. 
相信不久的将来, 基因治疗会成为肿瘤治疗的

主要手段之一[26-27].

3  不同原发灶的转移性肝癌的治疗现状

3.1 大肠癌 大肠癌血行转移的首发部位为肝脏, 
肝转移之后依次为肺转移、脑转移及骨转移, 
与其他消化系肿瘤相比, 进展速度较慢. 所以, 
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大肠癌肝转移常常是外科治疗的良好适应症, 
治疗结果也相对较好[28-31]. 相反, 大肠癌肝转移

对化疗敏感性低, 全身化疗, 采用5-FU加CPT-11
方案, 有效率为25%-40%[32-34], 另外, 肝动脉注射

化疗有效率为50%-80%[35-36], 但并未证实肝动脉

注射化疗能够明显改善预后[37-39]. 而且, 即使有

肝外的肺转移, 只要肺转移灶能切除, 也常常选

择手术切除转移性肝癌. 需要指出, 在同时性肝

转移的情况下, 必须对原发灶做根治性切除.
大肠癌肝转移的手术适应症: (1)原病灶得

到根治性切除; (2)转移仅限于肝内, 病灶少于等

于3个, 多于3个应局限在半肝; (3)患者能够耐受

肝切除; (4)如有肝外转移, 肝外转移灶能够得到

有效治疗; (5)作为综合治疗的一环, 减瘤手术也

有意义[40]. 按照大肠癌阶段性转移的理论[41], 大
部分病例先血行性转移到肝脏, 达到一定大小

后, 再由肝脏转移到肺, 然后进一步转移到全身, 
从这一理论出发, 即使大肠癌有血行转移, 在肝

转移阶段, 进行肝切除, 亦能达到根治的效果.
不适合手术治疗的转移性肝癌, 可采用肝

动脉化学栓塞治疗、微波热凝固治疗和射频消

融治疗等方法.
3.2 胃癌 与大肠癌相比, 胃癌生物学恶性度高、

进展速度快, 而且容易发生淋巴结转移、腹膜

种植转移等血行转移以外的进展方式. 单纯肝

转移而无其他部位转移的病例相对较少, 适合

手术治疗的也就较少[42]. 同时性肝转移的情况

下, 有报告D1以上的原发灶切除, 加上肝动脉化

学疗法, 有效率50%-70%[43], 1年生存率83%[44], 
预后较好. 化疗最有效的仍然是5-FU. 胃癌肝转

移, 常常同时伴有其他部位转移, 而且进展速度

快, 单纯对肝转移癌的局部疗法很有限, 而且全

身化疗作用也不十分理想.
3.3 胰腺癌 多数情况下, 胰腺癌的肝转移和腹膜

转移预示着预后严重不良, 即使是原发灶进行

了切除或放射治疗也是类似结果. 原发灶能够

根治切除, 又没有肝外转移, 能够实施肝转移癌

切除的报告非常少. 肝转移常常为多发散在的

转移灶, 这也是不能进行肝切除的一个原因. 另
外以5-FU为主的化疗效果亦不好, 与不治疗相

比的延命效果仅仅数月而已[45-47]. 另外, 肝转移

灶实施肝动脉化疗也没有显著的疗效. 胰腺癌

肝转移已经预示着预后不良, 肝外转移的进展

速度比胃癌还要快, 肝转移本身的局部治疗很

难奏效, 全身治疗效果也不良. 在同时性肝转移

的情况下, 一般放弃对原发灶的手术治疗.

3.4 胆道癌 胆道系统恶性肿瘤的原发灶治疗相

对比较困难, 转移性肝癌较少成为单独治疗的

对象. 同时性肝转移的情况下对原发灶的手术

治疗比较消极.
3.5 食管癌 肝转移不一定是食管癌血行转移

的首发部位 ,  治疗上也比较困难 ,  有进行肝

切除及肝动脉化学疗法的报告 ,  但例数较少 . 
5-FU+CDDP的全身化疗, 近年来显示了比较好

的疗效, 成为主要的治疗手段.
3.6 平滑肌肉瘤 平滑肌肉瘤发病率相对较低, 没
有有效的治疗药物. 平滑肌肉瘤常表现为典型

的血行性转移, 肝转移的发生率比较高. 根据恶

性程度, 其进展速度不同, 一般为扩张性生长, 
肝转移灶对化疗不敏感, 如能切除, 尽量切除. 
不能切除的肝转移灶可进行肝动脉化学栓塞及

肝动脉化疗. 蔡光荣 et al [48]报道源于平滑肌肉瘤

的转移性肝癌, 肝切除术后3年生存率为36.6%.
3.7 乳癌和肺癌 与消化系癌不同, 乳癌和肺癌的

肝转移是明显的肿瘤全身进展的一种表现, 乳
癌和肺癌已形成标准的化疗方法, 肝转移癌较

少成为单独治疗的对象. 但在没有肝外转移的

情况下, 肝转移灶也可进行局部治疗[49-50], 包括

进行肝切除及肝动脉化疗, 但一般认为局部治

疗应当作为全身治疗的一个环节.

4  结论

转移性肝癌的预后取决于原发肿瘤的部位、恶

性程度、肝受累范围、有无肝外部位转移灶和

患者的全身情况. 一般而言, 患者在诊断为肝脏

转移后一年内死亡, 结直肠肿瘤的转移性肝癌

预后相对较好, 多发性肝转移多死于2-3年内, 但
16%的单发性肝转移者存活5年以上. 对已有肝

转移的晚期肿瘤, 只有在尽可能切除原发灶的

情况下, 采取以手术为主的综合治疗的方法, 才
有可能最大限度地使病情缓解, 提高患者生活

质量, 延长生存时间.
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Abstract
The new Rome Ⅲ criteria reflect upon a more 
than 15-yr process to legitimize, classify and 
bring scientific credibility to the functional 
gastrointestinal disorders. This article will 
reviews the Rome committee process that led 
to the production of these documents, the 
Rome Ⅲ Classification System, a description 
of the changes from the Rome Ⅱ criteria 
(published in 2000), and the future of the Rome 
Foundation activities. These new criteria are of 
value in clinical practice, for epidemiological, 
pathophysiological and clinical research, and for 
the development of new therapeutic strategies.
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摘要
罗马委员会对功能性胃肠病(FGID)进行了系
列地跟踪研究, 先后制定了罗马Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ标
准. 本文重点评介了罗马Ⅲ在诊断时限、分类

调整、诊断标准、分型修订、共病、症状重
叠和精神社会因素对FGID的影响等方面的新
亮点; 其科学价值在于他体现了神经胃肠病
学及相关检测技术和治疗学的科研成果, 又有
力地促进这些学科的深入发展; 罗马Ⅲ标准
是FGID临床科研和诊治工作的规范和准则, 
具有重要的临床意义; 应加强学习和贯彻罗
马Ⅲ标准, 并在实践中验证、研究和总结, 为
完善罗马标准作出贡献.

关键词: 功能性胃肠病; 罗马Ⅲ标准; 分类; 诊断
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0  引言

人类疾病可以分为两大类 ,  即器质性疾病和

功能性疾病 .  凡有解剖学结构异常并产生相

应症状体征者称器质性疾病 ;  功能性胃肠病

(functional gastrointestinal disorders, FGID)是以

消化系统症状为临床表现, 应用生化、影像学

和内镜检查等并未发现有器质性病变或不能用

器质性疾病解释症状的一组胃肠道疾病[1], 罗马

委员会早在15-20年前就开始收集、修改和更新

FGID分类系统的相关信息, 并先后制定了罗马

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ标准. 本文简述其演进历史, 并就罗

马Ⅲ的标准新点、科学价值、临床意义和今后

方向作一评述. 

1  功能性胃肠病罗马标准的演进历史

人类对FGID的认识有一个渐进的过程. 在早期

欧洲文献中有一些胃肠功能障碍的报道, 第1篇
描述肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)
的英文文献在19世纪早期发表. 医学界对IBS的
认识在随后的120年里几乎没有进展. 1962年, 牛
津大学Chardhary和Truelove首次对IBS患者进行

了系统回顾, 他们的报道将功能性疾病引入一个

新领域, 此后, 关于功能性疾病的科学文献迅速

增多[1]. 
The Irratible Gut (1979年)一书中包含对FGID

®

■背景资料
功能性胃肠病是
以消化系统症状
为临床表现, 应用
生化、影像学和
内镜检查等并未
发现有器质性病
变或不能用器质
性疾病解释症状
的一组胃肠道疾
病, 罗马委员会早
在15-20年前就开
始收集、修改和
更新FGID分类系
统的相关信息, 并
先后制定了罗马
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ标准. 

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
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的第一次分类. 1978年, Heaton et al发表了对腹

痛和肠功能障碍门诊患者的问卷调查结果, 与器

质性肠道疾病相比, 15个症状中有6个在IBS中
更常见, 这6个症状即成为诊断IBS的“Manning
标准”. 1984年, 德国Kruis et al发表了类似研究

结果. 他们的主要贡献是记录一些警报症状, 以
提醒医生考虑器质性病变. 以上两个研究, 加上

Drossman和Whitehead提供的流行病学资料, 是
IBS罗马标准的基础.  

制定罗马标准的灵感来自1984年在里斯本

召开的第12届国际胃肠病学会议上的IBS专题讨

论会, 会上讨论IBS的治疗和研究对指南的需要. 
随后成立了一个工作组为下届在罗马召开的会

议制定指南.  
主席T h o m p s o n与D r o s s m a n(美国 )、

Heaton(英国)、Dotteval(瑞典)和Kruis(德国)合作

了2年. 1987年, 他们在罗马讨论一个草案并达成

共识, 并将该草案送达7个国家的16名专家同行

征求意见. 随后在1988年罗马召开的第13届会议

上公布第一个罗马标准. 1989年罗马指南发表. 
指南文件和诊断标准被称为IBS罗马2标准.  

此后, 成立了另一个委员会考虑IBS的分类

情况. 经讨论, 将FGID归类为胃肠道5个解剖区

域中的21种疾病. 第一次将诊断标准用于所有

FGID, 并对1988年IBS标准进行了第一次修改, 
于1990年完成, 可以被认为是罗马Ⅰ标准的雏

形. 工作组继续工作4年, 进一步研究上述5个解

剖区域(食管、胃十二指肠、胆道、肠道和肛

门直肠)的诊断标准, 并讨论功能性肠道疾病. 
1994年发表了“功能性胃肠病: 诊断、病理生

理学和治疗, 一项全球共识”, 这才是定稿的罗

马Ⅰ标准. 
1996年罗马组织作为FGID诊断工作组正式

成立, 2003年更名为罗马基金会(委员会), 继续增

进FGID的科研和临床知识为宗旨, 得到社会学

术各界的广泛支持. 随后, 来自13个西方国家的

50多名研究人员被分成10个委员会, 经过4年的

工作制定了罗马Ⅱ标准, 即“功能性胃肠病第2
版: 诊断、病理生理学和治疗, 一项全球共识”. 
其中包括了几项重要的创新. 罗马Ⅱ标准及重要

的支持文献在1999年的Gut增刊上发表. 
为制定罗马Ⅲ, 委员会从18个国家中挑选

87名参与者并分成了14个委员会. 发展中国家

(包括中国、巴西、智利、委内瑞拉、匈牙利

和罗马尼亚)也有成员加入. 关于性别、社会、

患者、药理学及药代动力学等方面的新工作

组也相继成立. 功能性腹痛工作组从功能性肠

病组中分出, 而且有两个委员会(新生儿和婴幼

儿、儿童和青少年)分别研究儿童相关问题. 由
附属委员会根据新标准设计成人及儿童的调查

问卷. 罗马Ⅲ标准于2004-11/12在罗马会议上完

成, 委员会成员在2005年蒙特利尔世界胃肠病

学大会上报告了罗马Ⅲ标准, 在2006年洛杉矶

召开的美国胃肠病学年会上报告诊断标准部分. 
会议结果以文章的形式发表在2006-04出版的

Gastroenterology杂志罗马Ⅲ专刊, 并于2006-08发
行《罗马Ⅲ》一书, 其内容较专刊更丰富, 信息

量更大. 中国《胃肠病学》2006年12期出专刊较

全面系统地介绍《罗马Ⅲ 》有关文献和国内学

者对其各类疾病诊断标准的解读. 
尽管还存在争议, 罗马标准仍获得了广泛认

同, 认为该标准是许多FGID研究的基础, 是临床

药物试验的行业标准. 各研究组可以根据上述指

南进行交流 . 
经过6年努力, 罗马Ⅲ的发表更新了罗马Ⅱ

标准. 现在急需宣传推广这些标准, 以规范FGID
的诊治工作; 同时在实践中验证这些标准, 开展

科研工作, 用新的临床数据来强化和完善这些标

准, 为制定罗马Ⅳ标准奠定基础.

2  罗马Ⅲ标准的主要新点

经过18个国家87名专家6年的共同努力, 罗马

Ⅲ于2004-12在罗马会议上完成, 在2005年世

界胃肠病学大会和2006年美国胃肠病学年会

上报告和讨论, 于2006年在Gastroenterology杂
志上发表. 罗马Ⅲ标准的修订更多地基于循证

医学, 与罗马Ⅱ标准相比, 其主要新点如下[2-3]: 
(1)FGID时间设定的变化: 罗马Ⅲ推荐诊断前至

少6 mo出现症状, 且近3 mo病情活动, 较罗马Ⅱ

对FGID病程的限定(过去12 mo内至少12 wk有
症状)更为宽松, 在科研和临床实践中更易掌握. 
(2)分类: 从罗马Ⅱ的7类增加到8类45种. 其中

罗马Ⅱ中的儿童FGID被重新划分两类: 新生儿

和婴幼儿型(G)以及儿童和青少年型(H), 从而

更能体现出不同生长和发育阶段儿童临床情况

的差异. (3)反刍综合征从功能性食管疾病(A)改
为列入功能性胃十二指肠疾病(B), 因为有证据

表明该症状是由胃及腹部肌肉压力所致, 同时

取消非特异性功能性食管病. (4)将功能性腹痛

综合征(FAPS)由功能性肠病(C)抽出单独归为

一类(D). 这是由于越来越多的证据表明, 较之

胃肠道本身功能异常, FAPS更多地是由CNS对
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正常内脏信号的放大所致[4]. (5)诊断标准改变: 
罗马Ⅲ不再强调将功能性消化不良作为一个整

体来研究, 而是根据症状是否与进食相关分为

两类: 餐后不适综合征(PDS, B1a)(与进食相关

的FD)和上腹痛综合征(EPS, B1b)(与进食无关

的FD). 这是根据近年来神经胃肠病学的研究

成果所作出的. 研究发现FD患者的早饱感, 餐
后腹胀等症状均与进餐相关, 是胃排空延迟, 内
脏高敏感和胃底容受性扩张功能障碍所致, 故
而归为与进食相关的一类, 与进食无关的疼痛

不适则归为另一类. 类似于罗马Ⅱ中的动力障

碍型和溃疡型消化不良. (6)胆囊和Oddi括约肌

功能障碍的诊断标准提出了更多的限制, 一般

应尽量避免内镜检查、逆行胰胆管造影或压力

测定等侵入性方法, 而是以症状为基础进行诊

断, 设定了更为特异的特征和排除诊断. (7)IBS
亚型的修订: 罗马Ⅲ对I B S分型作了简化, 仅
根据粪便性状(Bristol粪便评分表)分为腹泻型

(IBS-D)(>25%的时间排稀糊便, 而排块样或干

硬粪便时间<25%)、便秘型(IBS-C)(>25%的时

间排块样便或干硬便, 而排稀糊便时间<25%)、
混合型(I B S-M)(指排稀糊便和块样便或干硬

便时间均>25%)和不定型(IBS-U)(粪便性状不

符合上述三型任何一种), 因而无论是IBS-C或

IBS-D患者不一定仅仅有腹泻或便秘. 这一分型

与肠道运转的联系较排便困难更为密切. 罗马

Ⅱ的亚型(便秘型IBS和腹泻型IBS)在科研和临

床中仍可使用. (8)共病: FGID可能与器质性疾

病共存, 此时诊断以后者为主, 同时伴有FGID
症侯群. 在彻底排除肠道炎症、结构异常、代

谢异常或肿瘤病变后才能诊断FGID. (9)症状重

叠: FD和IBS可同时存在. 若上腹痛在排便后

缓解则可诊为IBS, 否则可能为FD. 功能性腹

胀必须在排除FD和IBS后才能诊断. 症状重叠

可能是由于他们有类似的病生理基础或遗传

因素, 一些FGID常伴有焦虑抑郁状态, 提示有

中枢因素的作用 ,  即受精神心理因素的影响 . 
神经元对靶器官的调控呈多元交叉网络状态, 
胃肠道神经反射可出现一元多靶或多元一靶

现象; 这也是产生重叠症的一个原因. 有研究

表明, 内脏感觉通路与大脑边缘系统重叠的共

同通路学说可部分解释重叠症现象. (10)精神

社会因素对F G I D具有重要影响, 尽管不作为

诊断条件, 但也应给予重视, 若患者有明显的

焦虑和抑郁症状, 应给予心理治疗, 必要时予

抗焦虑抑郁药物治疗.

3  罗马Ⅲ标准的科学价值

罗马Ⅲ标准是现代神经胃肠病学及相关检测技

术和治疗学科研成果的重大体现, 又是推动这

些学科进一步深入发展的强大动力, 这就是罗

马Ⅲ标准的科学价值. FGID研究领域的重大进

展如下[5].
3.1 进一步丰富了医学模式转变的内涵 过去三

个世纪中一直以生物医学模式占据统治地位, 
忽略了社会、神经和心理因素对疾病发生、发

展的重要作用. 现在已转变为生物社会心理医

学模式, 并用以指导FGID的科研和临床, 从而提

高了对FGID发病机制认识. Van Qudenhove et al
研究发现, FD患者症状的严重程度主要是由社

会心理因素决定的, 而不是由胃病理生理学机

制所决定. Simren et al也发现内脏高敏感性和心

理因素对IBS胃肠道症状严重程度的影响最大. 
功能性腹痛综合征(FAPS)的发病与社会心理因

素密切相关, 罗马Ⅲ标准对其诊断和治疗中心

理作用的重要性均非常关注. 这些进一步证实

了社会心理因素在FD、IBS和FAPS等FGID发病

中的重要作用, 同时这些科研成果也进一步丰

富了生物社会心理医学模式的内涵. 
3.2 进一步明确了FGID是一类独立的临床疾

病  以往认为FGID的症状主要是由胃肠道动力

异常所致, 随着神经病理学的研究进展, 人们发

现FGID的症状与许多因素有关: (1) 胃肠动力变

化常由强烈的情绪或环境压力所引起, 又与胃

肠症状密切相关, 尤其与呕吐, 腹泻和便秘等症

状密切相关[6-7]. (2)内脏高敏感性是FGID共同的

发病机制, 他涉及肠道局部和脑肠轴的多个方

面. Gwee et al [8]发现沙门菌感染愈后三年发生炎

症后IBS(PI-IBS), 其结肠已无炎症改变但结肠

敏感性高于对照组, 说明内脏高敏感性在IBS发
病中的重要作用. (3)黏膜免疫、炎症和肠道细

菌菌群的改变是FGID胃肠症状产生的基础: 1/3 
IBS或FD的症状开始于急性肠道感染之后, 约
25%的急性肠道感染患者会发展成IBS或FD, 这
些患者的黏膜具有炎性细胞和炎性细胞因子表

达增加的典型表现[7-9]. (4)脑-肠轴可双向传入, 
将大脑的情绪和认识中枢与外周胃肠道功能连

接起来. 外在的视觉, 嗅觉或脑部的情绪、思想

的信息通过与高级中枢的神经连接起来影响胃

肠道的感觉、动力、分泌和炎症. 内脏的效应

同样也可影响脑部疼痛的感觉、情绪和行为[7]. 
(5)脑肠肽如5-羟色胺(5-HT)、阿片受体、P物
质、降钙素基因相关肽, 胆囊收缩素和皮质激
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素释放激素等存在于肠道和CNS的神经肽和受

体, 与脑肠功能紊乱导致的FGID密切相关. (6) 
遗传因子可通过多种途径影响FGID, 如降低IBS
患者的白细胞介素(IL)-10的水平, 影响肠黏膜

神经敏感性; 5-HT再摄取转运体多态性可能影

响5-HT神经递质水平; G蛋白多态性可同时影响

CNS和肠道相关的行为[7], 但环境因素和心理因

素对FGID的表现更为重要.  
3.3 研究方法取得了突破性进展 目前涌现出一

批研究胃肠运动和感觉的新方法、新技术, 使
我们对FGID的发病机制及其相关因素有了更进

一步的了解, 如多通道腔内阻抗检测技术可同

时检测食糜运转及其相关压力的改变. Berstad  
et al [10]应用可测容积变化的新的多通道腔内阻

抗技术检测了食管的容积和横切面的直径, 验
证了此项技术在食管动力研究中的价值. Berstad 
et al将正电子和定向检测手段(POM)与传统超声

探头结合起来创建了三维超声检测法, 他不仅

提高了胃窦胃底的视觉影像效果, 且可对影像

进行三维重建. Padda et al应用此法研究发现阴

道高压带与耻骨直肠肌压力的增加有关. 应用

正电子发射计算机断层显像(PET)和功能性磁共

振成像(fMRI)等方法提供了研究胃肠道功能中

枢调控及其与情绪和认识领域关系的一个窗口. 
Ringel et al应用fMRI发现IBS患者内脏高敏感性

的产生与大脑特定区域活化有关. Kilpatrick et al
应用fMRI发现替加色罗治疗IBS-C前后大脑对

疼痛刺激反应区域的差异、直接反应了药物的

治疗效果. 胶囊内镜内包埋压力传感器可观察

到胃和小肠腔收缩压力的改变, 从而可用于胃

肠动力的研究. Gaddipati et al应用胶囊内镜检测

到空腹状态下胃收缩幅度与应用胃电图所得到

的数据基本相同. 
3.4 促进了治疗新药的研发 以住FGID的治疗主

要是应用胃肠动力调节剂, 随着神经胃肠病学

研究的进展, 人们认识到应该研制一些与纠正

脑肠功能紊乱有关的制剂, 如针对存在于肠道

和CNS的神经肽和受体功能的制剂. 现已发现

许多5-HT受体激动剂或拮抗剂可用于调节胃肠

功能, 改善FGID患者症状. 目前研究较多的是

5-HT3和5-HT4受体激动剂和拮抗剂. 现已批准上

市的阿洛司琼(alsetron)系5-HT3受体拮抗剂, 他
能阻断肠管内传入神经5-HT的激活, 而影响内

脏痛觉传递, 主要用于女性以腹泻为主症的IBS
患者. 替加色罗新一代5-HT4部分激动剂, 选择

性激活胃肠道5-HT4受体, 刺激胃肠道神经元细

胞、分泌细胞和平滑肌细胞, 诱发胃肠道蠕动

增强, 抑制结直肠的敏感性[12], 故主要用于治疗

IBS-C和慢性便秘, 同时也可用于上消化道动力

不足的FD患者. 
C R F可与特异的G蛋白偶联受体C R F1和

CRF2相结合. 应用CRF1受体拮抗剂可改善动物

模型中应激导致的结肠高敏感性, 还可改善内

脏刺激导致的腹痛、结肠动力的增加[13], 有可

能应用于IBS的治疗中. 
P2X受体是表达于神经细胞和非神经细胞

的AT P门控离子通道. 目前已克隆出8个不同

的P2X受体, 其中P2X2和P2X3与ENS关系密切. 
P2X受体拮抗剂具有抗伤害作用, 且在动物模型

的实验中发现其可缓解急慢性疼痛[14]. 因此P2X
受体与IBS关系的研究倍受重视. Xu et al认为

P2X受体在肠道慢性刺激引起的内脏高敏感性

中发挥重要的作用. P2X受体可能会成为FGIDs
药物治疗的新靶点. 

此外, CCK-1受体拮抗剂可增强胃排空, 抑
制食管括约肌一过性松弛(TLESR), 目前正在研

究中.

4  结论

《罗马Ⅲ标准》规范了功能性胃肠病的定义、

分类、范畴和诊断标准, 并提示了治疗方向. 这
对于临床科研和治疗工作来说, 是赖以遵循的

科学准则、试验标准和临床指南. 罗马Ⅲ的发

表既反应了对功能性胃肠病认识的现代观点, 
又提出了今后进一步研究的方向. 罗马Ⅲ是目

前关于功能性胃肠病的最新、最全面、最系

统、最权威的科学经典, 对提高FGID的临床诊

治水平和科研学术水平必将起到巨大的推动作

用[15]. 
我国学者日益重视功能性胃肠病的基础和

临床研究工作, 并作出了有益的贡献, 如北京协

和医院研究组关于肠道感染后肠易激综合征的

一项研究成果作为罗马Ⅲ制定的重要依据而被

引用. 但与国外研究相比, 我们的工作急待进一

步加强, 首先应根据我国实际情况对罗马Ⅲ进

行解读, 并将其改写成适应国情的标准和指南, 
以利于普及和推广. 其次应加强FGID的研究, 我
国幅员广阔、人口众多, 有大量病源, 最适宜进

行临床和流行病学研究, 我国目前的研究队伍

和研究水平也完全可以进行高质量的基础和应

用研究. 罗马Ⅲ提出的分类和标准尚有不少是

基于推理的修改, 尚待评估、验证和改进. 我们

■应用要点
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必须进一步提高对FGID的认识, 在科研和临床

工作中认真贯彻罗马Ⅲ标准, 并在实践中进行

验证、深入研究和观察总结, 以期对FGID罗马

标准的不断完善作出我们应有的贡献.

5      参考文献
1	 Thompson WG. The road to rome. Gastroenterology 

2006; 130: 1552-1556
2	 柯美云, 方秀才. 功能性胃肠病研究进展与罗马Ⅲ. 胃

肠病学 2006; 11: 709-712 
3	 罗金燕. 学习罗马Ⅲ标准, 促进功能性胃肠病研究. 中

华消化杂志 2006; 26: 762-763
4	 C l o u s e R E , M a y e r E A , A z i z Q , D r o s s m a n 

DA, Dumitrascu DL, Mönnikes H, Naliboff 
BD. Funct ional abdominal pain syndrome. 
Gastroenterology 2006; 130: 1492-1497  

5	 徐俊荣, 罗金燕. 罗马Ⅲ标准解读. 胃肠病学 2006; 11: 
720-722

6	 Drossman DA. The functional gastrointestinal 
disorders and the Rome III process. Gastroenterology 
2006; 130: 1377-1390

7	 Mearin F, Pérez-Oliveras M, Perelló A, Vinyet 
J, Ibañez A, Coderch J, Perona M. Dyspepsia 
and irritable bowel syndrome after a Salmonella 
gastroenteritis outbreak: one-year follow-up cohort 
study. Gastroenterology 2005; 129: 98-104

8	 Gwee KA, Leong YL, Graham C, McKendrick MW, 
Collins SM, Walters SJ, Underwood JE, Read NW. 
The role of psychological and biological factors in 
postinfective gut dysfunction. Gut 1999; 44: 400-406

9	 Tache Y, Martinez V, Wang L, Million M. CRF1 
receptor signaling pathways are involved in 
stress-related alterations of colonic function and 
viscerosensitivity: implications for irritable bowel 
syndrome. Br J Pharmacol 2004; 141: 1321-1330 

10	 Berstad A, Hauksen T, Gil ja OH, Hveem K, 
Undeland KA, Wilhelmsen I, Haug TT. Gastric 
accommodation in functional dyspepsia. Scand J 
Gastroenterol 1997; 32: 193-197

11	 Schikowski A, Thewissen M, Mathis C, Ross HG, 
Enck P. Serotonin type-4 receptors modulate 
the sensitivity of intramural mechanoreceptive 
afferents of the cat rectum. Neurogastroenterol Motil 
2002; 14: 221-227

12	 Ramkumar D, Rao SS . E f f i cacy and sa fe ty 
of traditional medical therapies for chronic 
constipation: systematic review. Am J Gastroenterol 
2005; 100: 936-971

13	 Chizh BA, Illes P. P2X receptors and nociception. 
Pharmacol Rev 2001; 53: 553-568

14	 North RA. The P2X3 subunit: a molecular target in 
pain therapeutics. Curr Opin Investig Drugs 2003; 4: 
833-840

15	 胡品津. 参与罗马Ⅲ制定的体会. 胃肠病学 2006; 11: 
708

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

欢迎订阅 2008 年《世界华人消化杂志》

本刊讯 《世界华人消化杂志》为中国科技核心期刊、2003年百种中国杰出学术期刊、《中文核心期刊要目

总览》2004年版内科学类的核心期刊、中国科技论文统计源期刊, 《世界华人消化杂志》发表的英文摘要被

美国《化学文摘（Chemical Abstracts）》, 荷兰《医学文摘库/医学文摘（EMBASE/Excerpta Medica）》, 俄

罗斯《文摘杂志（Abstracts Journals）》收录. 

《世界华人消化杂志》综合介绍以下领域的内容: 消化基础研究、消化临床研究、消化内科、消化内镜、

消化外科、消化肿瘤、消化介入治疗、消化护理、消化医学影像、消化病理、消化预防医学、消化误诊误治、

消化中西医结合、消化检验、消化新技术应用、消化病诊断、消化病治疗、消化新药应用.

《世界华人消化杂志》2008年由北京报刊发行局发行, 国际标准刊号ISSN 1009-3079，国内统一刊号

CN 14-1260/R, 邮发代号82-262, 出版日期每月8, 18, 28日, 月价72.00, 年价864元. 欢迎广大消化科医务工作

者及科教研人员、各大图书馆订阅. 联系地址: 100023, 北京市2345信箱. 联系电话: 010-85381901-638; 传真: 

010-85381893; E-mail: wcjd@wjgnet.com; http://www.wjgnet.com.

■同行评价
本文论述全面, 深
入, 科学性强, 具
有较强的学术价
值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年1月18日; 16(2): 125-131
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

黄芪总苷对小鼠日本血吸虫病肝纤维化的影响

丁向东, 王红群, 吴 强, 汪学龙, 黄 焰, 张 晴, 杨 枫

丁向东, 王红群, 吴强, 黄焰, 张晴, 杨枫, 安徽医科大学病理
学教研室 安徽省合肥市 230032
汪学龙, 安徽医科大学寄生虫学教研室 安徽省合肥市 
230032
丁向东, 硕士研究生, 主治医师, 主要从事肿瘤病理及药理病理
研究.
安徽省高校自然科学基金重点资助项目, No. 2006KJ092A
作者贡献分布: 丁向东与吴强对此论文所作贡献均等; 此课题由
丁向东, 吴强, 王红群及汪学龙设计; 研究过程由丁向东, 王红
群, 黄焰, 张晴及杨枫操作完成; 研究所用试剂及分析工具由吴
强提供; 数据分析由丁向东, 吴强及王红群完成; 本论文写作由
丁向东, 吴强完成.
通讯作者: 吴强, 230032, 安徽省合肥市梅山路69号, 安徽医科
大学病理学教研室. aydjohn@yahoo.com
电话: 0551-5161130  传真: 0551-5161130
收稿日期: 2007-07-27   修回日期: 2007-12-03

Effect of astrogalosides on 
liver fibrosis in mice with 
schistosomiasis japonica   

Xiang-Dong Ding, Hong-Qun Wang, Qiang Wu,  
Xue-Long Wang , Yan Huang, Qing Zhang, Feng Yang

Xiang-Dong Ding, Hong-Qun Wang, Qiang Wu, Yan 
Huang, Qing Zhang, Feng Yang, Department of Pathol-
ogy, Anhui Medical University, Hefei 230032, Anhui Pro-
vince, China
Xue-Long Wang, Department of Parasitology, Anhui Medi-
cal University, Hefei 230032, Anhui Province, China
Supported by: the Natural Science Foundation of An-
hui Provincial Education Department (Key project), No. 
2006KJ092A
Correspondence to: Dr. Qiang Wu, Department of Pathol-
ogy, Anhui Medical University, 69 Meishan Road, Hefei 
230032, Anhui Province, China. aydjohn@yahoo.com
Received: 2007-07-27    Revised: 2007-12-03 

Abstract
AIM: To investigate the effect of astrogalosides 
on periovular granuloma and liver fibrosis in 
mice with schistosomiasis japonica.

METHODS: One hundred and twenty ICR mice 
were infected with cercarie of Schistosoma japoni-
cum. The infected mice were divided randomly 
into four groups at the end of the 5th week after 
infection: model group, high dose astrogaloside 
group (20 mg/kg per day), low dose astrogalo-
side group (10 mg/kg per day) and liver protec-
tion tablet (Hugan pian) group (540 mg/kg per 
day) as positive drug control group. Forty days 
after infection, the four groups were treated with 

praziquantel (500 mg/kg per day) for 2 days. 
Thirty healthy ICR mice were used in this ex-
periment as normal control group. Ten mice in 
each group were sacrificed at the end of the 6th, 
10th and 14th weeks, respectively. Meanwhile, 
the liver index, hematoxylin and eosin stain and 
Sirius red stain were used to evaluate the mean 
area of periovular nodules and the degree of 
liver fibrosis. Types Ⅰ and Ⅲ collagen on tissue 
microarray sections were detected by immuno-
histochemistry.

RESULTS: At the end of either the 10th or the 
14th week in groups receiving two different dos-
es of astrogalosides, the mean area of periovular 
nodules was decreased significantly, the degree 
of liver fibrosis and the expression of types Ⅰ 
and Ⅲ collagen (P < 0. 01 or P < 0. 05) was also 
reduced in comparison with those in the model 
group. The mean optical density values at the 
end of the 10th week in the high and low dose 
astrogaloside groups and the model group were 
0.093 ± 0.002, 0.084 ± 0.003 and 0.134 ± 0.004 for 
type Ⅰ collagen, and 0.074 ± 0.002, 0.104 ± 0.005 
and 0.146 ± 0.008 for type Ⅲ collagen, and those 
at the end of the 14th week in the three groups 
were 0.099 ± 0.004, 0.095 ± 0.004 and 0.141 ± 0.007 
for type Ⅰ collagen, and 0.070 ± 0.003, 0.077 
± 0.003 and 0.101 ± 0.004 for type Ⅲ collagen. 
Meanwhile, there was a significant difference 
in the protein expression of type Ⅲ collagen 
between the high and low dose astrogaloside 
groups at the end of the 10th week (P < 0.01). 
However, at the end of the 6th week, there were 
not any differences in all the above parameters 
among the different groups.

CONCLUSION: Astrogaloside exerts its effects 
on hepatic fibrosis in ICR mice with schistosomia-
sis japonica by inhibiting periovular granuloma 
and reducing the synthesis of types Ⅰ and Ⅲ 
collagen.

Key Words: Astrogaloside; Schistosomiasis japani-
ca ; Liver fibrosis; Immunohistochemistry
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Yang F. Effect of astrogalosides on liver fibrosis in mice 
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■背景资料
日本血吸虫病肝
纤维化是日本血
吸虫病患者死亡
的主要原因. 抗血
吸虫药物有效杀
虫 后 ,  肝 组 织 内
的虫卵结节及纤
维化仍能继续发
展. 而黄芪总苷是
一种新的有效的
抗肝纤维化药物, 
研究表明其具有
显著的抗炎, 抗损
伤, 抗肝纤维化和
免疫调节作用, 本
文研究了其对日
本血吸虫病肝纤
维化和虫卵肉芽
肿的影响.

■同行评议者
陈治水 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第211医院 
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摘要
目的: 研究黄芪总苷(AST)对小鼠日本血吸虫
病肝纤维化和虫卵肉芽肿的影响. 

方法: 以日本血吸虫尾蚴感染ICR小鼠制作
肝纤维化动物模型, 5 wk末随机分为: AST高
剂量组20 mg/(kg·d)、AST低剂量组10 mg/
(kg·d)、阳性药护肝片组540 mg/(kg·d)和模型
对照组, 各组均于感染40 d后, 吡喹酮杀虫2 d 
500 mg/(kg·d). 同时设置正常对照组30只. 感
染后6、10和14 wk每组随机处死10只, 观察肝
脏指数, 应用HE和天狼猩红染色观察小鼠虫
卵结节大小及纤维化程度; 构建组织芯片, 应
用免疫组织化学方法检测虫卵结节中Ⅰ、Ⅲ
型胶原蛋白的表达. 

结果: 感染后10、14 wk, AST高、低剂量组
与模型组相比较, 肝组织中血吸虫虫卵结节
显著缩小, 纤维化程度明显减轻,Ⅰ、Ⅲ型胶
原蛋白含量(MOD)明显减低(10 wk: 0.093±
0.002、0.084±0.003 vs  0.134±0.004, P <0.01; 
0.074±0.002、0.104±0.005 vs  0.146±0.008, 
P <0.05; 14 wk: 0.099±0.004、0.095±0.004 
vs  0.141±0.007, P <0.01; 0.070±0.003、0.077
±0.003 vs  0.101±0.004, P <0.05). 感染10 wk,  
AST高、低剂量组Ⅲ型胶原蛋白含量有统计
学差异(P <0.01).

结论: AST通过抑制虫卵结节、减少Ⅰ、Ⅲ
型胶原的合成发挥抗小鼠日本血吸虫病肝纤
维化的作用.

关键词: 黄芪总苷; 日本血吸虫病; 肝纤维化; 免疫

组织化学
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0  引言

日本血吸虫病肝纤维化是导致门静脉高压、腹

水和上消化道出血的主要原因, 也是日本血吸

虫病患者死亡的主要原因. 针对血吸虫病肝纤

维化的发生发展过程, 抗血吸虫药物主要针对

杀虫、抑制虫卵肉芽肿和延缓甚至阻止肝纤

维化发展三个关键环节, 但杀虫药在有效杀虫
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后, 肝组织内的虫卵结节及纤维化仍能继续发 
展[1-2], 国内外尚无理想的抗血吸虫病肝纤维化

药物. 黄芪总苷(astrogalosides, AST)是一种新的

有效的抗肝纤维化药物, 研究表明AST具有显著

的抗炎、抗损伤、抗肝纤维化和免疫调节作用, 
而且毒副作用小[3-7]. 目前除本实验室一篇体外

AST抗血吸虫病肝纤维化报道外[3], 尚未见AST
抗血吸虫病肝纤维化报道. 本文采用ICR小鼠制

作血吸虫病肝纤维化模型, 并给予AST ig, 观察

小鼠肝组织中虫卵结节大小、纤维化程度及Ⅰ

型、Ⅲ型胶原蛋白合成的变化, 研究AST对小鼠

日本血吸虫病肝纤维化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级ICR小鼠150只, 购自安徽省实验

动物中心, 雌雄各半, 6-8周龄, 体质量31±2 g, 中
国大陆株日本血吸虫阳性钉螺购自江苏省血吸

虫病防治所, AST由合肥工业大学生物学院张

宵翔教授提供, 吡喹酮为南京制药厂有限公司

生产, 护肝片为哈尔滨葵花药业有限公司产品, 
多克隆兔抗小鼠胶原Ⅰ抗体(浓缩液200 mg/L, 
BA0326, 武汉博士德生物构成有限公司, 工作滴

度1∶50), 多克隆山羊抗小鼠胶原Ⅲ抗体(浓缩液

200 mg/L, Sc-25974, Santa Cruz, 工作滴度1∶50), 
通用型PV免疫组化试剂盒购于北京中杉生物技

术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 小鼠肝纤维化模型的建立: 将钉螺孵育后

逸出的中国大陆株日本血吸虫尾蚴, 以盖玻片

法经小鼠腹部皮肤攻击感染, 总计感染120只
ICR小鼠, 每只小鼠感染30±1条日本血吸虫尾

蚴[8].
1.2.2 实验分组及给药: 实验小鼠造模35 d后, 随
机分为4组: AST高剂量20 mg/(kg·d)组, AST低剂

量10 mg/(kg·d)组, 护肝片540 mg/(kg·d)组和模型

对照组, 每组30只, ig给药1次/d. 实验小鼠均于

日本血吸虫尾蚴感染40 d后, 吡喹酮500 mg/(kg·d)
治疗2 d. 药物均以5 g/L羧甲基纤维素钠作为溶

媒, 10 mL/(kg·d) ig. 正常对照组为30只健康鼠, 
模型组和正常组以等量5 g/L羧甲基纤维素钠ig. 
感染后第6、10和14 wk分别取小鼠肝组织作病

理学检测和免疫组织化学分析.
处死前隔夜禁食, 称体质量, 颈椎脱臼法处

死, 迅速摘取肝脏并称湿质量, 观察肝脏大体标

本, 取肝脏右叶组织1块, 40 g/L中性甲醛溶液固

定, 用于组织学研究. 按此公式计算肝脏指数:  

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前的研究主要
集中于阻滞肝星
状细胞活化途径
的相关细胞因子, 
从而逆转或延缓
肝纤维化的进程, 
但国内外至今无
理想的抗肝纤维
化药物.
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肝脏指数 = 肝脏湿质量/体质量×100%.
1.2.3 病理学检查: 肝组织常规石蜡包埋, 4 μm连

续切片, 作HE和天狼猩红染色. HE染色切片光

镜观察肝脏虫卵结节的大小, 天狼猩红染色切

片观察肝纤维化程度. 肝纤维化程度判定标准[9]: 
0级20 = 1, 正常; Ⅰ级21 = 2胶原纤维包绕肉芽肿

周围并插入其中; Ⅱ级22 = 4汇管区有大量纤维, 
小叶间仅有少量纤维; Ⅲ级23 = 8纤维组织大量

延伸至小叶间.
1.2.4 组织芯片的构建:  HE染色切片, 光镜下定

位器定位标记病变区域, 使用内径2 mm取样针

从供体蜡块取样, 每个蜡块取样3个, 并放入事

先制备的7×6点阵的模型蜡块中, 经二次包埋

后制成组织芯片, 4 μm厚连续切片, 分别作HE和
免疫组化染色.
1.2.5 Ⅰ、Ⅲ型胶原的免疫组织化学检测: 免
疫组化染色操作按抗体及试剂盒说明书进行. 
每例均拍摄病变组织5个高倍视野照片, 采用

Image-pro plus图像分析软件, 计算平均光密度

(mean optical density, MOD).
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用SPSS13.0软件进行单因素方差分析.

2  结果

2.1  肝脏指数  6、10和14 w k时 ,  A S T两个

剂量组及模型组的肝脏指数均高于正常组

(P <0.01), AST高、低剂量组和模型组之间无

明显差异(表1).
2.2 肝组织HE和天狼猩红染色切片观察 正常

组小鼠肝组织的小叶结构完整, 可见中央静脉

及放射状肝细胞索 ,  汇管区见少量胶原纤维 
(图1A). 6 wk时AST高、低剂量组和模型组之

间的一般组织形态学无显著差异, 病变主要是

散在的急性虫卵结节, 汇管区有大量淋巴细胞

及嗜酸性粒细胞浸润, 可见肝组织灶性坏死, 部
分汇管区见虫卵聚集成簇, 虫卵结节周围可见

少量胶原纤维(图1B). 10 wk时主要表现为慢性

虫卵结节, 虫卵周围可见梭形的成纤维细胞和

胶原纤维包绕, 亦可见少量急性虫卵结节. AST
两个剂量组的虫卵结节面积均明显低于模型组

(P <0.01, P <0.05); 虫卵结节和小静脉周围的胶原

纤维增生, 部分向肝小叶间延伸(图1C). 14 wk时
主要为纤维化结节, 可见胶原纤维沿汇管区延

图  1  各周小鼠肝组织天狼猩红染色结果(×100). A: 正常对照组; B: 6 wk; C: 10 wk; D: 14 wk.

A B

C D

表  1  小鼠肝脏指数(n  = 10)

     
分组

	                                   肝脏指数

	                6 wk	   10 wk	           14 wk

正常对照组      4.64±0.14     3.94±0.16     4.23±0.35

模型对照组      7.33±0.31b    6.10±0.13b    5.34±0.34b

AST高剂量       7.52±0.22b    6.21±0.19b    5.38±0.21b

AST低剂量       7.93±0.30b    6.66±0.29b    5.30±0.13b

护肝片组	         7.14±0.25     6.42±0.32     5.08±0.15

bP<0.01 vs  正常对照组.

■应用要点
本文研究黄芪总
苷可通过缩小虫
卵结节、减少胶
原合成发挥抗血
吸虫肝纤维化作
用.
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伸并相互连接, 部分肝细胞间亦可见少量胶原

纤维(图1D), AST高低剂量组虫卵结节面积及纤

维化程度均明显低于模型组(P <0.01). 模型组虫

卵结节和肝纤维化程度在10 wk时均高于6 wk和
14 wk. 14 wk AST两剂量组虫卵结节和肝纤维

化程度显著低于10 wk, 肝纤维化程度与6 wk时
的水平相近(表2).
2.3 肝组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的表达 免疫组

化染色结果显示(图2-3), 正常小鼠肝内胶原表

达很弱, 主要分布在汇管区. 血吸虫感染后, 各

图  2  各组小鼠10 wk肝组织虫卵结节内Ⅰ型胶原的表达(免疫组织化学PV法×400). A: 正常组; B: AST高剂量组; C: AST低

剂量组; D: 模型组.

A B

C D

图  3  各组小鼠10 wk肝组织虫卵结节内Ⅲ型胶原的表达(免疫组织化学PV法×400). A: 正常组; B: AST高剂量组; C: AST低

剂量组; D: 模型组.

A B

DC

■名词解释
血吸虫病肝纤维
化: 血吸虫虫卵沉
积于肝脏汇管区
后, 在虫卵抗原的
刺激下形成虫卵
结节, 结节周围纤
维组织增生, 沿着
汇管区延伸, 形成
干线型肝纤维化.
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组(AST高、低剂量组及模型组)肝组织内Ⅰ、

Ⅲ型胶原含量均不同程度增加, 主要见于汇管

区及虫卵结节. 模型组小鼠随着感染时间的延

长, Ⅰ型胶原含量逐渐增加, 10-14 wk维持在相

对较高的水平. Ⅲ型胶原在10 wk时含量最高, 
14 wk时已下降至6 wk水平, 各时间点模型组与

正常组相比较均有显著差异(P <0.01). 各时间点

AST高、低剂量组相比较显示, 小鼠肝组织Ⅰ、

Ⅲ型胶原蛋白含量随着时间的延长稳定在相对

较低的水平或略有减少, 与相应时间点模型组

相比较均有显著差异(P <0.01). 10 wk时AST高
剂量组的Ⅲ型胶原含量明显低于AST低剂量组

(P <0.01). 6 wk时各实验组之间的胶原含量差异

无统计学意义(表3).

3  讨论

血吸虫病肝纤维化是在虫卵肉芽肿基础上产生

的, 其核心机制是在可溶性虫卵抗原刺激下, 巨
噬细胞与淋巴细胞产生PDGF和TGFβ1等各种

细胞因子刺激肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)活化、增殖、转化为肌纤维母细胞, 并与

其他来源的成纤维细胞一起合成以Ⅰ和Ⅲ型胶

原为主的细胞外基质(extracellular matrix, ECM). 
目前国内外肝病学者普遍认为, 肝纤维化是可

逆转的[10-16], 抑制HSC活化、增殖和合成胶原已

成为抗肝纤维化治疗的重要对策[17-26]. 
针对肝纤维化发展的机制, 近年来抗肝纤维

化药物的研究取得了很大发展, 大量研究资料

表明, 中医中药在抗肝纤维化方面独树一帜[27-32]. 
在众多抗肝纤维化中药复方中 ,  黄芪频频出 
现[33-34], 但除本实验室一篇AST体外抗血吸虫病

肝纤维化的报道外[3], 未见其他报道. 本研究动

态观察黄芪总苷干预小鼠血吸虫病肝纤维化的

过程, 结果显示, 6 wk时各组虫卵周围均有大量

嗜酸性粒细胞为主的炎细胞浸润, 构成以虫卵

为中心的、嗜酸性脓肿为主要表现的急性虫卵

结节, 此时血吸虫肝病组织中已有胶原纤维的

增多, 但各组结节的大小、Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋

白表达均无统计学差异. 10 wk时主要为慢性虫

卵肉芽肿, 其虫卵周围包绕较多的成纤维细胞

和胶原纤维. AST高、低剂量组与模型组之间的

Ⅰ、Ⅲ型胶原含量、虫卵结节大小及肝纤维化

程度均显著差异, 且AST两剂量组之间, Ⅲ型胶

原的表达亦有明显差异. 14 wk时虫卵肉芽肿纤

维化形成纤维性虫卵结节, 各组结节均变小, 结
节中细胞数也明显减少. 其中AST高、低剂量组

与模型组之间, Ⅰ、Ⅲ型胶原含量和虫卵结节

大小均明显降低, 肝脏纤维化程度显著减轻, 但
AST两剂量组无统计学差异. 提示AST对血吸虫

病肝纤维化有明显的抑制作用, 但AST的剂量在

表  2  各组小鼠虫卵结节大小及肝纤维化程度(n  = 10)

     
分组

	                              虫卵结节大小(×104 μm2)	                                            肝纤维化程度

	                 6 wk	        10 wk	                 14 wk	          6 wk	               10 wk	      14 wk

模型对照组        8.51±1.13     13.84±0.77     10.45±0.90        3.80±0.20     6.80±0.61      5.20±0.61

AST低剂量        8.68±1.30     11.16±0.88a      7.97±0.50a       3.90±0.38     4.80±0.53a     4.20±0.69a

AST高剂量        9.38±0.87     10.32±0.57b      6.76±0.59b       3.60±0.30     4.40±0.65b     3.60±0.58b

葵花护肝片       9.37±0.37       9.75±0.64       6.72±0.43        3.80±0.55     5.20±0.61       4.60±0.60

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组.

表  3  各组小鼠胶原Ⅰ和Ⅲ的含量(MOD, n  = 10)

     
分组

	                                               胶原Ⅰ	                                                                  胶原Ⅲ

	                 6 wk	           10 wk                    14 wk	                    6 wk	             10 wk	         14 wk

正常组	         0.025±0.002     0.028±0.003     0.024±0.002       0.030±0.003      0.037±0.004	  0.032±0.003

模型组	         0.086±0.003f    0.134±0.004f     0.141±0.007f        0.102±0.006f     0.146±0.008f       0.101±0.004f

AST低剂量       0.081±0.003     0.084±0.003b    0.095±0.004b     0.098±0.005      0.104±0.005bd      0.077±0.003b

AST高剂量       0.089±0.004     0.093±0.002b    0.099±0.004b     0.092±0.005      0.074±0.002b       0.070±0.003b 

护肝片             0.086±0.004     0.101±0.005     0.102±0.007       0.101±0.004      0.120±0.002        0.078±0.003

bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  AST高剂量组; fP<0.01 vs  正常组.

■同行评价
本文研究内容新
颖, 设计合理, 数
据可信, 但在阳性
对照组选择上欠
妥.



www.wjgnet.com

130                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年1月18日    第16卷   第2期

持续性干预中的效果可能没有剂量依赖性. 各
组不同时间点虫卵结节大小、肝纤维化程度和

Ⅰ、Ⅲ型胶原表达结果提示AST抑制了Ⅰ、Ⅲ

型胶原蛋白的合成, 使胶原蛋白处于相对稳定

的低水平表达, 从而抑制了血吸虫病肝纤维化

的进程, 表现为虫卵结节缩小, 肝纤维化减轻. 
同时积极的进行大剂量AST的干预可能使胶原

蛋白的合成较早稳定在较低的表达水平. AST抗
血吸虫病肝纤维化的机制是否与AST减少虫卵

结节中成纤维细胞的数量和合成胶原纤维活性

有关, 我们将做进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
expression of Caspase-12 protein and apoptosis 
of hepatocytes during rat liver cirrhosis induced 
by carbon tetrachloride (CCl4).

METHODS: Liver cirrhosis in male Wistar rats 

was induced by subcutaneous injection of undi-
luted CCl4 (3 mL/kg body wt) followed by 500 
mL/L CCl4-olive solution (2 mL/kg body wt) 
twice a week for 12 weeks. Hepatocyte apoptosis 
indices (TUNEL staining), immunohistochemis-
try and expression of Caspase-12 protein were 
observed dynamically at wk 4, 8, 12 during the 
modeling course.

RESULTS: Typical acute liver injury was ob-
served at wk 4, typical chronic liver injury and 
fibrosis at wk 8 and typical cirrhosis at wk 12, 
respectively. When the liver injury and cirrho-
sis became aggravated, hepatocyte apoptotic 
index increased significantly in the 4-week 
model group, compared with normal group 
and 8-week model group (70.4 ± 11.59 vs 9.6 ± 
1.14, 95.8 ± 10.94, P < 0.01). There were signifi-
cant differences in hepatocyte apoptotic index 
between 12- and 8- week model groups (122.8 ± 
17.51 vs 95.8 ± 10.94, P < 0.05). Caspase protein 
expression increased significantly in the 4-week 
model group, compared with the normal group 
and 8-week model group (0.071 ± 0.014 vs 0.014 
± 0.007 and 1.172 ± 0.028, P < 0.01). There were 
significant differences in Caspase-12 protein ex-
pression between 12- and 8- week model groups 
(1.84 ± 0.083 vs 1.172 ± 0.028, P < 0.01). Further-
more, hepatocyte apoptotic index was positively 
correlated to Caspase-12 protein expression (r = 
0.89, t = 9.125, P < 0.01).

CONCLUSION: Endoplastic reticulum apopto-
sis pathway is involved in hepatocyte apoptosis 
during rat liver cirrhosis induced by CCl4. Ex-
pression of Caspase-12 protein, the key molecule 
in this pathway, represents the degree of hepa-
tocyte apoptosis.

Key Words: Liver cirrhosis; Apoptosis; Caspase-12 
protein

Mu YP, Liu P, Du GL, Wang L, Long AH, Li FH. 
Correlation between expression of Caspase-12 protein 
and apoptosis of hepatocytes during rat liver cirrhosis 
induced by carbon tetrachloride. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2008; 16(2): 132-137

®

■背景资料
肝细胞凋亡在肝
纤维化、肝硬化
的形成过程中发
挥重要的作用, 近
年来, 内质网凋亡
通路受到普遍关
注, 而Caspase-12
在这一凋亡通路
中发挥着关键作
用, 但其在肝纤维
化、肝硬化形成
过程中的动态变
化及与肝细胞凋
亡的相关性尚不
清楚. 

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科 
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摘要
目的:  探 讨 C C l 4大 鼠 肝 硬 化 形 成 过 程 中
Caspase-12蛋白表达与肝细胞凋亡的相关性. 

方法: 首次CCl4 3 mL/kg sc, 以后500 mL/L 
CCl4橄榄油溶液2 mL/kg sc, 2次/wk, 共计12 
wk制备大鼠肝硬化模型. 设4 wk、8 wk、12 
wk 3个时间点, 动态观察肝细胞凋亡指数、肝
组织Caspase-12免疫组织化学及蛋白表达. 

结果: 模型大鼠4 wk时呈典型的急性肝损伤
改变, 8 wk时大鼠呈典型的慢性肝损伤肝纤维
化的病理改变, 12 wk时已形成肝硬化; 随着肝
损伤加重和肝硬化形成, 肝细胞凋亡指数显
著增加, 模型对照4 wk与正常组、模型对照8 
wk比较有显著差异(70.4±11.59 vs  9.6±1.14, 
95.8±10.94, P <0.01), 模型对照12 wk与模型
对照8 wk比较有统计学意义(122.8±17.51 vs  
95.8±10.94, P <0.05). Caspase-12蛋白表达亦
显著增加, 模型对照4 wk与正常组、模型对
照8 wk比较有显著差异(0.071±0.014 vs  0.014
±0.007, 1.172±0.028, P <0.01), 模型对照12 
wk与模型对照8 wk比较亦有显著差异(1.84±
0.083 vs  1.172±0.028, P <0.01); 且肝细胞凋亡
指数和Caspase-12蛋白表达量之间呈正相关 
(r  = 0.89, t  = 9.125, P <0.01).

结论: 内质网凋亡通路参与CCl4大鼠肝硬化
形成过程中肝细胞凋亡事件, 其关键的凋亡酶
Caspase-12蛋白表达量基本能够反映肝细胞
的凋亡程度.

关键词: 肝硬化; 凋亡; Caspase-12蛋白

慕永平, 刘平, 都广礼, 王磊, 龙爱华, 李风华. CCl4诱导大鼠肝

硬化形成过程中Caspase-12蛋白表达与肝细胞凋亡的相关

性.  世界华人消化杂志  2008; 16(2): 132-137
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0  引言

长期以来, 肝纤维化的研究主要是针对纤维结

缔组织的合成及降解过程, 近年来, 已开始重视

保护肝实质细胞及组织支架的完整性这一始发

因素以及干细胞对肝纤维化的影响, 而且可能

是今后抗肝纤维化治疗研究的重要方向. 炎症

反应、肝星状细胞活化及肝实质细胞凋亡是各

种慢性肝病的共同特征[1], 肝细胞凋亡在肝纤维

化、肝硬化的形成过程中发挥着重要的作用. 
在有害刺激条件下发生的“病理性”凋亡可导

致趋化性/炎症性因子的释放, 加重肝损伤并激

活HSCs[2], 加速肝纤维化、肝硬化的形成, 因

此, 抑制肝细胞凋亡也许是抗肝纤维化的重要

策略[3]. 已有的研究显示, CCl4诱导的大鼠肝纤

维化进展期存在大量的肝细胞凋亡[4], 肝脏蛋白

质组差异表达研究显示, CCl4造模12 wk后模型

大鼠有Caspase-12蛋白表达[5], Caspase-12是内质

网凋亡通路的关键酶, 而目前关于内质网凋亡

通路在肝纤维化中的作用尚未见报道. 本文重

点观察了CCl4大鼠肝硬化形成过程中肝细胞凋

亡和Caspase-12的动态变化, 探讨Caspase-12蛋
白表达与肝细胞凋亡的相关性, 现将研究结果

报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 动物: 清洁级Wistar♂大鼠47只, 体质量

130-150 g, 购自中国科学院上海实验动物中心, 
上海中医药大学实验动物中心饲养、造模和观

察, 自由饮食. CCl4(分析纯), 橄榄油购自中国医

药集团上海化学试剂公司; 肝功能测定试剂盒

购自卫生部上海生物制品研究所及南京建成生

物工程研究所; TUNEL原位凋亡检测试剂盒购

自CHEMICON公司; 山羊抗大鼠Caspase-12多
克隆抗体购自Santa Cruz公司; 小鼠抗GAPDH 
mAb购自KangChen公司; HRP标记的兔抗山羊

二抗购自北京中杉公司; HRP标记的山羊抗小鼠

二抗购自CHEMICON公司.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: 首次sc CCl4 3 mL/kg剂量, 以后

用500 mL/L的CCl4橄榄油溶液2 mL/kg剂量sc, 
每周2次, 共12 wk. 
1.2.2 样品的采集和处理: 造模4 wk、8 wk后, 
随机抽取正常及模型大鼠各6只, 处死作动态

观察. 其余模型大鼠继续造模至12 wk末. 大鼠

用20 g/L戊巴比妥钠以2 mL/kg体质量剂量ip麻
醉后, 仰卧位固定, 打开腹腔, 经下腔静脉采血, 
4℃静置3 h后, 3000 r/min 30 min离心, 分离血清, 
检测各项血清学指标. 摘取肝脾, 从肝右叶切取 
1 .0  c m×0.8  c m×0.3  c m大小肝组织1块 ,  
40 g/L中性甲醛固定, 脱水、包埋、切片, 进行

HE、胶原染色及免疫组织化学观察, 留取肝组

织进行羟脯氨酸(Hyp)含量测定. 
1.2.3 观测指标与方法: 一般情况: 包括大鼠的

死亡情况, 体质量、肝脏大体形态、肝脏及脾

脏质量. 肝组织切片: HE及胶原染色, 观察肝脏

组织学变化. 肝组织Hyp含量测定: 参照Jamall 
et al [6]的方法进行. 肝细胞原位凋亡检测: 实验

步骤参考试剂盒说明书方法. 凋亡肝细胞的形

■相关报道
Caspase-12是ERS
介导的细胞凋亡
特异性启动蛋白
酶 ,  而 对 非 内 质
网应激介导凋亡
的抵抗作用不明
显 ,  现 已 证 实 多
种慢性肝病的发
病机制均与ERS
有 关 ,  并 有 证 据
表明在人类细胞
有Caspase-12存
在 ,  且 与 E R S 介
导 的 凋 亡 有 关 , 
Caspase-12的安全
性及对ERS的特
异性使其有可能
成为较理想的抗
凋亡治疗靶标.
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态学识别参考Shi et al [4]的方法, 即对于模型组

及药物干预组, 在脂肪变肝细胞中凡满足下列

条件之一者确定为凋亡肝细胞: (1)核呈新月牙

状; (2)核浓缩; (3)核碎裂; (4)出现凋亡小体. 每组

取6个样本, 每个样本计数5个不同视野凋亡肝

细胞的总数. Caspase-12免疫组织化学: 二步法. 
Caspase-12蛋白表达: Western blot方法, 每组取

4个样本, 提取总蛋白, 测定蛋白浓度, 等量蛋白

混合, 上样量为30 μg, 样品95℃-100℃变性5-10 
min, SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 50 g/L脱脂

奶粉室温封闭1 h, 加入一抗稀释液[Caspase-12,  
1∶100; GAPDH(内参照), 1∶100]4℃孵育过

夜, TTBS洗涤, 与HRP偶联的二抗室温孵育1 h, 
TTBS洗涤, ECL显影、曝光, FR-980生物电泳图

像分析系统分析底片中的目的条带, 计算机自动

读取并记录每条带的积分值, 同一张膜重新封

闭, 检测GAPDH的蛋白表达, 方法同上. 
统 计 学 处 理  计量资料用统计分析软件

SPSS11.5中的ANOVA程序进行单因素方差分

析, q检验, 并用LSD进行两两比较; 相关分析采

用双侧t检验.

2  结果

2.1 大鼠一般情况 造模前8 wk大鼠死亡5只. 造
模初期, 模型大鼠体质量仍有所增加, 3 wk后逐

渐下降, 与同期正常大鼠比较均具有显著性差

异(P <0.01); 肝指数8 wk呈最高, 12 wk降低的

趋势, 与同期正常大鼠比较均具有显著性差异

(P <0.01); 脾指数逐渐增加, 与同期正常大鼠比

较均具有显著性差异(P <0.01).
2.2 肝组织病理变化 HE染色显示正常大鼠肝小

叶结构清晰, 肝细胞索由中央静脉向四周呈放

射状排列. 与正常大鼠比较, 4 wk后模型大鼠可

见以中央静脉为中心的肝细胞脂肪变性, 汇管

区周围未受损的肝细胞呈孤立的岛状结构, 可
见极菲薄的胶原纤维在脂肪变区域伸展. 8 wk

后, 模型大鼠肝细胞脂肪变性累及整个肝小叶, 
可见较细的胶原纤维形成不完全包绕, 间隔内

可见较多的成纤维细胞, 少量炎性细胞浸润, 大
胆管损害明显, 小胆管增生. 12 wk后, 正常肝小

叶结构消失, 大量的纤维结缔组织增生, 形成大

小不一的典型假小叶结构, 部分假小叶内可见

新生幼稚的肝细胞, 间隔内可见大量的成纤维

细胞和炎性细胞浸润, 极少见正常的胆管样结

构, 小胆管增生明显.
天狼星红胶原染色显示, 正常大鼠仅在汇管

区和中央静脉壁见少量胶原纤维. 4 wk模型大鼠

胶原纤维呈星芒状在脂肪变区域伸展, 中央静

脉管壁明显增厚. 8 wk模型大鼠纤维间隔增厚, 
少数向小叶内延伸, 极少部分形成较疏松的纤

维包绕肝细胞. 12 wk模型大鼠纤维间隔增宽致

密, 形成大小不一的完整假小叶结构.
2.3 大鼠肝功能及肝组织羟脯氨酸含量变化 与
正常组比较, 随着肝硬化的进展, 模型对照组大

鼠ALT、AST、GGT、TBil及Hyp逐渐升高, 12 
wk时达到高峰, 且12 wk时AST、GGT、TBil及
Hyp显著高于4 wk、8 wk模型对照组(P <0.01); 
血清Alb逐渐降低, 12 wk时显著低于4 wk、8 wk
模型对照组(P <0.01)(表1). 
2.4 肝细胞凋亡的动态变化 正常大鼠有少量肝

细胞凋亡, 随着造模时间的延长, 肝细胞凋亡数

目逐渐增多, 且不同时间点相互比较均具有显

著性差异(P <0.05或P <0.01, 图1).
2.5 Caspase-12蛋白表达的动态变化 免疫组化显

示, 正常大鼠肝细胞胞质内有少量Caspase-12阳
性表达, 模型大鼠脂肪变肝细胞胞质内强阳性

表达, 与肝细胞凋亡发生的部位相一致, 并随着

模型的加重而阳性表达明显增强.
Western blot显示正常大鼠有微量Caspase-12

表达, 造模4 wk时明显增加, 12 wk时达到最高, 
且显著高于4 wk、8 wk模型对照组(P<0.01, 图2).
2.6 肝细胞凋亡指数和Caspase-12蛋白表达量的

bP<0.01 vs  各时间点模型对照组; dP<0.01 vs  8 wk模型对照组; fP<0.01 vs  12 wk模型对照组.

     
分组   n        ALT(U/L)        AST(U/L)   TBil(μmol/L)     GGT(U/L)      Alb(g/L)  Hyp(μg/g湿肝)

正常组   8   32.80±8.84b 125.08±23.46b   5.73±0.40df   5.29±1.75df 33.28±1.06b 195.83±7.16b

模型对照组  4 wk   6 239.58±42.08 261.42±24.83f   5.81±0.97df   6.57±2.06df 28.90±1.85df 312.85±70.83df

                    8 wk   6 237.30±17.56 267.94±57.24f 12.20±3.19f 32.76±9.17f 26.48±1.85f 461.33±51.74f

                  12 wk  10 257.83±33.50 339.36±19.24 26.43±9.46 46.44±5.09 22.02±2.40 818.42±67.95

表  1  各组大鼠肝功能及肝组织羟脯氨酸含量变化(mean±SD)■创新盘点
本文重点观察了
CCl4诱导肝硬化
形成过程中肝细
胞 凋 亡 指 数 与
Caspase-12蛋白
表达量的动态变
化以及二者之间
的 相 关 性 ,  提 出 
Caspase-12蛋白表
达量的变化可能
能够直接反应肝
细胞的凋亡程度.
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相关性分析 肝细胞凋亡指数和Caspase-12蛋白

表达量之间的相关性分析显示, 两者之间呈显

著的正相关(r = 0.89, t = 9.125, P <0.01).

3  讨论

Caspase蛋白酶在脊椎动物的凋亡事件中扮演

着非常重要的角色[7-8], 死亡受体诱导的凋亡具

有Caspase依赖性[9-10], Caspase相关的凋亡信号

传导通路至少有三种 ,  包括线粒体/细胞色素

c通路、死亡受体通路和内质网通路等 [11]. 近
年来, 内质网凋亡通路受到普遍关注, 内质网

(endoplasmic reticulum, ER)不但在维持细胞内钙

离子内环境稳定以及膜蛋白的合成、修饰和折

叠方面发挥关键性作用[12], 同时也在凋亡信号处

理过程中发挥重要作用. 一定程度的内质网应激

(endoplasmic reticulum stress, ERS)能够激活细胞

保护机制, 但当应激原强度超过细胞自身处理能

力时, 保护机制便不能与损伤相抗衡, ERS即可

通过Caspase-12启动特有的ER性细胞凋亡途径, 
这种凋亡途径是不同于死亡受体或经线粒体介

导凋亡的一种新的细胞凋亡途径, 称之为ER相

关性死亡(ER associated death, ERAD)途径[13]. 
Caspase-12是ERS介导的细胞凋亡特异性启动蛋

白酶[14], 在ERS时被激活, 是ER特有的Caspase, 
Caspase-12缺陷细胞较有Caspase-12表达的细胞

对ERS介导的凋亡具有更强的抵抗, 而对非内质

网应激介导的凋亡, 二者的敏感性相似[15-16], 表
明Caspase-12与内质网应激介导凋亡的机制有

关, 而与非内质网应激介导的凋亡无关. 各种损

伤都会导致内质网应激诱导Caspase-12表达, 同
时也诱导胞质中的Caspase-7向内质网表面迁移, 
Caspase-7与Caspase-12相结合并打开Caspase-12
的前域使其活化, 最终加速了细胞死亡[17-19], 目前

已经证实多种慢性肝病的发病机制均与ERS引
起的损伤有关[20-23]. 从治疗学上讲, 尽管关于人类

Caspase-12的功能还存在着不同观点和争议[24-25],  
但许多研究表明在人类细胞有Caspase-12存在, 
并与ERS介导的凋亡有关[15,26-28], 目前已有研

究表明神经生长因子能够通过抑制Caspase-12
的活性来抑制ERS所导致的细胞凋亡[29], 加之
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图  1  肝细胞凋亡的动态变化(箭头所示为凋亡肝细胞). A: 正常组; B: 4 wk模型组; C: 8 wk模型组; D: 12 wk模型组; E: 肝细

胞凋亡指数柱状图.

■应用要点
本文研究结果提
示在肝硬化形成
过程中Caspase-12
与肝细胞凋亡密
切相关, 可能成为
反映慢性肝病肝
细胞凋亡程度的
重要指标, 加之其
安全性, 有可能成
为抗凋亡治疗的
新靶标.
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Caspase-12有很好的安全性, 因为Caspase-12基因

敲除小鼠模型无明显发育或行为缺陷, 肿瘤发生

率未见异常, 表明Caspase-12可能对正常发育或

肿瘤形成并不重要, 因此Caspase-12有可能成为

较理想的抗凋亡治疗靶标[26,30]. 
本实验结果显示 ,  肝细胞凋亡指数和

Caspase-12的蛋白表达在急性肝损伤期既明显

增加, 随着肝纤维化、肝硬化的形成, 肝细胞凋

亡指数于4 wk、8 wk、12 wk较正常组分别增

加了6.33倍、8.98倍、11.79倍; Caspase-12蛋白

表达量较正常组分别增加了4.07倍、82.71倍、

130.43倍. 表明对于CCl4大鼠肝硬化模型, 随着

肝纤维化的进展, 肝细胞凋亡和Caspase-12蛋白

表达呈递增趋势, 与肝纤维化的进展程度相一

致, 且肝细胞凋亡指数和Caspase-12蛋白表达量

之间有较好的相关性, 提示内质网凋亡通路参

与了毒物刺激条件下肝细胞的凋亡事件和肝纤

维化的进展, 其关键的凋亡酶Caspase-12基本能

够反应肝细胞的凋亡程度, 并有可能成为将来

抗凋亡治疗的新靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of 
siRNA on heparanase expression in HepG2 cells 
in vitro and in vivo. 

METHODS: Human hepatocellular carcinoma 
(HCC) cell line HepG2, which has naturally high 
levels of endogenous heparanase, was transfect-
ed with a plasmid expressing siRNA directed 
against human heparanase mRNA (experiment-
al groups). An empty vector was designed 
as a control. The stability of transfection was 
analyzed by flow cytometry. RT-PCR and West-
ern blotting were used to confirm the efficient 

silencing of heparanase gene expression. Cells 
transfected with siRNA vectors were inoculated 
subcutaneously into nude mice to test the prolif-
eration of tumor cells. Heparanase expression in 
tumor was tested by immunohistochemistry. 

RESULTS: Compared with cells transfected 
with empty vector, HepG2 cells transfected with 
the anti-heparanase siRNA vectors had a sig-
nificant decrease in heparanase expression. In 
vivo, tumors produced by cells transfected with 
the anti-heparanase siRNA vectors grew much 
slower than those arising from cells transfected 
with the empty vector. There were significant 
differences in the inhibitory effect on tumor 
growth between the experimental and control 
groups (P < 0.05), but there were no significant 
differences between the experimental groups. 

CONCLUSION: Down-regulating the expression 
of heparanase by RNA interference can signifi-
cantly reduce the expression of heparanase in 
HepG2 human HCC cells, which leads to inhibi-
tion of proliferation of HCC cells in vivo.  

Key Words: RNA interference; Heparanase; Hepa-
tocellular carcionoma; Western blotting; Immuno-
histochemistry

Tan YX, Liu ZX, Li SB, Tian SG, Bian LH, Gong F. 
Silencing of heparanase by siRNA inhibits tumor growth 
of human hepatocellular carcinoma in vitro and in vivo. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(2): 138-143

摘要
目的: 采用RNA干扰(RNAi)技术抑制肝癌细
胞系HepG2肝素酶(Hpa)的表达, 体内观察其
对肿瘤生长的抑制作用. 

方法:  以脂质体介导的方法将构建的2个抗
Hpa短发卡式RNA(Hpa-shRNA)真核表达载体
稳定转染人肝癌细胞株HepG2(高表达Hpa), 并
设空载体对照组; 流式细胞技术鉴定转染稳定
性, Western blot及RT-PCR检测肝素酶蛋白和
mRNA表达; 将干扰组和对照组的肿瘤细胞皮
下接种裸鼠, 比较各组肿瘤的体质量和体积大

®

■背景资料
研究证明肝素酶
(Hpa)在肿瘤细胞
浸润、转移和肿
瘤血管的形成过
程中起重要作用, 
肿瘤恶性程度越
高, Hpa mRNA的
表达水平越高, 转
移潜能越大; 动物
实验表明抑制肝
素酶的表达, 肿瘤
转移明显受抑制. 
因 此 ,  肝 素 酶 作
为肿瘤治疗及预
防肿瘤转移的新
靶点已被研究者 
关注.
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小, 免疫组化法检测肝素酶在肿瘤组织的表达.
 
结果: 与空载体组相比, 干扰后的HepG2细胞
中Hpa mRNA和蛋白表达明显降低, 干扰组裸
鼠的肿瘤生长速度明显变慢, 统计结果表明干
扰组在抑制肿瘤生长方面与空载体组、空白
对照组存在显著差异(P <0.05), 两干扰组无显
著差异(P >0.05). 

结论: 应用RNAi技术沉默Hpa基因可以有效
下调肝癌肿瘤细胞中Hpa mRNA及蛋白的表
达, 抑制体内肿瘤生长.

关键词: RNA干扰; 肝素酶;  肝癌; 免疫印迹; 免疫

组化法
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0  引言

肝素酶(heparanase, Hpa)是一种β-D-葡萄糖苷酸

内切酶, 能特异性识别、裂解细胞外基质(ECM)
和基底膜(BM)的主要成分硫酸肝素蛋白多糖

(HSPG)的硫酸肝素(HS)侧链, 进而破坏由细胞

外基质和基底膜组成的屏障结构, 在肿瘤细胞

浸润、转移和肿瘤血管形成过程中起重要作 
用[1-4].  

已有大量研究证明H p a对肿瘤扩散及转

移有促进作用 .  研究者先后检验多种肿瘤(胃 
癌[5-6]、肝癌[7-9]、胰腺癌[10]、结肠癌[11]、乳腺 
癌 [12 ]、卵巢癌 [13 ]、血液系肿瘤 [14 ]、前列腺 
癌[15]、膀胱癌[16]、淋巴瘤及黑色素瘤[17-18]、口

腔鳞状细胞癌[19])细胞内Hpa mRNA表达水平, 
均发现肿瘤恶性程度越高, 转移潜能越大, 生长

速度越快的肿瘤细胞, 其Hpa mRNA的表达水平

越高, 而良性肿瘤mRNA则低水平表达, 瘤旁正

常组织则不表达. 因此, 肝素酶作为肿瘤治疗及

预防肿瘤转移的新靶点已为研究者关注. 
本实验采用RNA干扰(RNAi)技术抑制肝癌

细胞中Hpa的表达, 体内观察其对肿瘤生长的抑

制作用. 我们选用并合成两对Hpa-siRNA, 构建

siRNA的真核表达载体, 稳定转染肝癌细胞株

HepG2, 通过RT-PCR、Western blot、裸鼠动物

成瘤试验、免疫组化等方法检测siRNA的干扰

效果及对肝癌细胞生长的影响, 为针对以肝素

酶为靶点的抗肿瘤治疗提供新的研究结果.

1  材料和方法

1.1 材料 两段siRNA为商品化序列, 购自吉泰生

物技术公司, pGCsi RNAi载体系统购自上海吉

凯生物技术有限公司; Lipofectamine2000购自

Gibco BRL公司; 反转录试剂盒购自Invitrogen公
司; 兔抗肝素酶多抗购自Santa Cruz公司; 流式细

胞仪(BD, FACSCalibur); 鼠抗人肝素酶mAb由本

室制备; 辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗鼠聚

合体, DAB显色试剂盒购自中杉生物技术公司; 
♀4-5周龄裸鼠由本院实验动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 构建H p a-s i R N A真核表达载体 :  采用

Ambion公司的Cenix Bioscience开发的设计软

件设计并合成了两对针对Hpa的siRNA(为商品

化序列), 载体为带有U6启动子、绿色荧光蛋白

(GFP)基因和Neo基因的pGCsi RNAi系统, 构建

2个针对Hpa的短发卡式RNA(Hpa-shRNA)真核

表达载体. 将含有Hpa-siRNA序列的DNA oligos
退火(90℃温育4 min, 70℃ 10 min, 慢慢冷却

到10℃), 接入线性化的pGCsi载体(Bam HⅠ和

Hin d Ⅲ酶切), 构建的载体命名为pGCsi-Hpa1和
pGCsi-Hpa2(表1).
1.2.2 稳定转染HepG2细胞: 取对数生长期肝癌

细胞株HepG2(本室保存), 用0.25%的胰酶(0.25 g
胰酶加入到100 mL PBS中)消化细胞, 接种于6孔
板(5×105 /孔), 用含100 mL/L胎牛血清的DMEM
培养基培养至90%融合, Lipofectamine2000介
导法进行转染, 实验方法按照说明书进行. 实验

分为3组: GFP空载组, 只转染空载体pGCsi(带
GFP报告基因); 阳性对照组, 共转染pGCsi和带

有GFP-siRNA的pGCsi载体(验证载体的有效干

扰性能); 干扰组, 分别转染pGCsi-Hpa1和pGCsi-
Hpa2载体, 分别命名为Hpa-si1组、Hpa-si2. 转
染48 h后, 加入G418(100 mg/L), 待单克隆长成

后, 镜下挑取单克隆细胞于96孔板培养, 荧光显

微镜下挑取细胞克隆, 移至24孔板、6孔板, 最
后于培养瓶中培养, 流式细胞仪(FACSCalibur)
检测各组GFP荧光率, 保留荧光强度高的细胞株

用于后续研究. 
1.2.3 RT-PCR: 收集GFP空载组、Hpa-si1干扰

组、Hpa-si2干扰组细胞各5×106, 按TRIzol说
明书提取细胞总RNA, 用SuperScriptTM First-
Strand Synthesis System for RT-PCR试剂盒按说

明书进行RT-PCR. PCR引物(Hpa全长引物): 上
游引物: 5'-ccgaattccaggacgtcgtggacc-3', 下游引物: 
5'-cgcctaggtcagatgcaagcagca-3', 产物用10 g/L琼脂

■研发前沿
肝素酶同多种恶
性肿瘤的转移、

侵袭和预后相关, 
可望成为肿瘤转
移治疗的一个新
的基因靶点.
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糖凝胶电泳鉴定, β-actin为内参. PCR反应条件: 
95℃预变性5 min,  94℃变性2 min, 58℃退火30 s, 
72℃延伸90 s, 30 个循环, 72℃延伸10 min.
1.2.4 Western blotting分析: Hpa蛋白检测: 收集

GFP空载组、Hpa-si1干扰组、Hpa-si2干扰组

细胞各5×106, 加入细胞裂解液, 提取细胞总蛋

白, 用BCA试剂盒检测蛋白质浓度, 等量蛋白上

样, 进行10 g/L SDS-PAGE电泳, 转PVDF膜, 50 
g/L脱脂奶粉封闭, TBS-T室温洗涤, 依次与兔抗

肝素酶多抗(1∶100)为一抗, 辣根过氧化物酶

(HRP)标记的羊抗兔IgG(1∶500)反应, 化学发光

法(ECL)曝光显影, 冲洗胶片, β-actin为内参, 操
作方法同上.
1.2.5 裸鼠皮下成瘤试验: 收集GFP空载组、

Hpa-si1干扰组、Hpa-si2干扰组细胞和未转染的

HepG2细胞, PBS洗2遍, 0.25%的胰酶消化细胞, 
PBS洗涤重悬并计数, 选择4-5周龄胸腺缺失裸

鼠(20只, 每组5只, 本院实验动物中心), 背部皮

下接种, 每只约1×106个细胞, 隔天测量瘤体大

小和鼠体质量. 
接种第19天, 将裸鼠处死, 解剖, 完整切取

实体瘤, 称质量后(新鲜湿质量)40 g/L甲醛固定, 
常规石蜡包埋, 切片(委托军事医学科学院二所

病理室制备).
1.2.6 免疫组化检测不同组肿瘤肝素酶表达水平: 
将GFP空载组、Hpa-si1干扰组、Hpa-si2干扰组

的瘤组织切片放入65℃烤箱烘烤40 min, 常规方

法脱蜡, 加入30 mL/L H2O2浸泡10 min, 清水洗两

次, 柠檬酸缓冲液高压锅法抗原修复, 冷却至室

温,  PBS-T洗涤, 100 mL/L小牛血清PBTS-T 37℃. 
鼠抗人肝素酶单抗37℃温育1 h, PBS-T洗涤, HRP
标记的二抗聚合物37℃ 30 min, DAB显色, 苏木

精复染, 封片剂封片, 于400倍显微镜下观察.
统计学处理 采用SPSS v13.0统计软件进行t

检验, 数据以mean±SD表示, P <0.05具有统计学

意义.

2  结果

2.1 Hpa-siRNA HepG2细胞株 荧光显微镜下

观察, 除阳性对照组, 即共转染pGCsi和pGCsi-
GFP-siRNA载体组没有荧光, 其余各组克隆均有

荧光. 说明GFP-siRNA发挥了干扰作用, 证明了

吉凯公司合成的载体有效. 由此通过G418加压

筛选所获得的Hpa-siRNA表达的阳性细胞可用

于后续研究. 
流式细胞术分析结果表明, GFP空载组、

Hpa-si1和Hpa-si2干扰组细胞的GFP表达均为阳

性, 间接说明Hpa-siRNA表达稳定性好, 可用于

后续研究(图1).
2.2 siRNA对HepG2细胞Hpa基因mRNA转录水

平及蛋白质水平的影响 为明确siRNA转染对靶

基因的影响, 我们进行RT-PCR和Western blot检
测. RT-PCR结果表明: 三组细胞Hpa mRNA的特

异扩增片段长度为1.6 kb左右, 与理论设计扩增

长度一致(空心箭头, 图2), Hpa-siRNA稳定转染

HepG2细胞后, Hpa基因mRNA转录水平较空载

组明显下调.  
Western blot检测也得出类似结果, 三组细

胞均有Hpa蛋白表达(图3), Hpa-siRNA稳定转染

HepG2细胞后, Hpa蛋白表达水平较空载组明显

下降. 实验结果表明Hpa-siRNA基因转染抑制了

HepG2细胞肝素酶的表达.
2.3 RNAi在体内对肿瘤生长的影响 裸鼠接种

HepG2细胞(空白对照组)、GFP空载组、Hpa-si1

■相关报道
目前以肝素酶为
靶 标 的 肿 瘤 治
疗 方 法 主 要 有 3
种 :  ( 1 )Hpa抑制
剂: 如硫酸昆布多
糖 (LS)、磷酸甘
露糖戊糖硫酸盐
(PI-88), PI-88已经
进入Ⅱ期临床试
验; (2)免疫治疗: 
H p a 基 因 修 饰 的
树突状细胞(DC)
疫苗 ;  (3)核酸治
疗 :  通 过 反 义 寡
脱氧核苷酸(AS-
ODN)、核酶和小
干扰RNA(siRNA)
技术使肝素酶基
因沉默.
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图  1  流式细胞术检测GFP表达水平及稳定性. A: GFP空载组细胞; B: Hpa-si1干扰组细胞; C: Hpa-si2干扰组细胞.

表  1  Hpa-siRNA序列

     
Hpa-siRNA	     siRNA核苷酸序列

Hpa-siRNA1	     GGAAUCAACCUUUGAAGAGTT

                                     CUCUUCAAAGGUUGAUUCCTT

Hpa-siRNA2	     GGAGAUUCUGUAAACUUAATT

                                     UUAAGUUUACAGAAUCUCCTC
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和Hpa-si2干扰组肿瘤细胞19 d时, 脱颈处死, 解
剖取瘤称质量, 取每组平均值作图, 如图4所示. 
数据经SPSS v13.0软件一维方差分析: HepG2组
和GFP空载组间无显著差异(P >0.05); Hpa-si1和
Hpa-si2干扰组间无显著差异(P >0.05), 空白对照

组、GFP空载组与RNA干扰组差异显著(P<0.05). 
实验数据说明GFP基因不影响靶基因Hpa mRNA
表达, 空白对照组、GFP空载组与Hpa-si1和Hpa-
si2干扰组肿瘤质量差别具有统计学意义. 

与肿瘤质量结果一致, 空白对照与GFP空载

组肿瘤体积无显著差异(P >0.05), 空白对照组、

GFP空载组与RNA干扰组差异显著(P <0.05). 从
肿瘤生长趋势图可以看出, 初期各组肿瘤生长

速度差异不明显, 而后期空白对照组、GFP组
肿瘤生长速度快, Hpa-si1和Hpa-si2干扰组速度

较慢, 尤其在第11天之后差距明显, 说明其对肝

素酶表达水平的抑制影响了肿瘤细胞的成瘤性

(图5). 肿瘤质量和大小的统计数据说明, Hpa-
siRNA能够抑制肿瘤在体内的生长.
2.4 免疫组化检测结果 SO, AEP及倒置显微镜下

观察, 三组细胞中均出现棕褐色颗粒状染色, 提

示各组细胞均有肝素酶表达(图6), GFP空载组瘤

组织为肝素酶强阳性, 而Hpa-si1和Hpa-si2干扰

组为弱阳性. 与体外实验结果一致, RNA干扰在

体内降低了肿瘤细胞肝素酶表达水平, 结合成

瘤试验, 提示肝素酶的表达水平与肿瘤生长速

度和肿瘤质量成正比.

3  讨论

肿瘤局部浸润和转移是影响手术效果和生存期

的主要原因. 肿瘤浸润和转移是个复杂的多步

骤的连续过程, 其中肿瘤细胞的恶性增殖和细

胞外基质降解是其中的重要步骤. Hpa通过降解

BM和ECM中的HSPG, 破坏限制肿瘤转移的屏

障, 释放活性物质, 产生链式反应, 加快血管生

成, 加强肿瘤细胞的运动能力, 促进肿瘤生长和

转移, 已成为肿瘤研究者关注的指标之一[1-2,20-23]. 
此外, 由于肝素酶活性与白细胞迁移进入炎区

有关 ,  抑制肝素酶活性也可能成为治疗炎症

疾病的一个新策略, 故针对Hpa的研究意义重 
大[24-26]. 

随着有关Hpa分子生物学特性、结构与功

能、对肿瘤转移的促进作用与机制等研究的不

断深入, 肝素酶已成为抗癌药物的重要靶点, 目
前Hpa抑制剂和针对Hpa的核酸治疗是研究热 
点[27-30]. 
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图  3  Western blot法检测HepG2细胞肝素酶蛋白表达. A: 

肝素酶水平检测, B: β-actin水平检测: 1: GFP空载组细胞; 2: 

Hpa-si1干扰组细胞; 3: Hpa-si2干扰组细胞.
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图  4  接种HepG2肿瘤细胞19 d时, 荷瘤裸鼠瘤质量.
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图  5  接种HepG2肿瘤细胞后, 荷瘤裸鼠瘤体积随接种天
数的变化趋势. 
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■创新盘点
利用RNAi技术抑
制肿瘤肝素酶基
因表达的研究已
有报道, 但未见肝
素酶-siRNA抑制
肝癌细胞HepG2
在裸鼠体内生长
的研究报道.
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图  2  RT-PCR法检测HepG2细胞肝素酶mRNA表达. 1-3为

肝素酶cDNA水平检测, 4-6: β-actin cDNA水平检测. 1, 4: 

GFP空载组细胞; 2, 5: Hpa-si1干扰组细胞; 3, 6: Hpa-si2干

扰组细胞; 7: Marker 2 kDa.
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Hpa抑制剂的研发多集中于硫酸多糖类物

质或结构类似于多糖的负离子多聚物. 因为Hpa
的底物HSPG具有以上两个结构特点, 即含硫酸

基团和糖链并带负电荷. 故凡具备上述特点的

生物或化学物质均有可能与HSPG竞争结合Hpa
结合位点, 阻止Hpa作用于底物, 抑制其活性. 
核酸治疗, 指通过Hpa反义寡脱氧核苷酸(AS-
ODN)、核酶和RNAi技术使肝素酶基因沉默. 

针对Hpa基因的siRNA技术已显示了对肿

瘤的生长和转移良好的抑制作用. 我们前期的

免疫组化结果表明, 肝癌细胞株HepG2高表达

Hpa, 本研究的目的是探讨下调Hpa基因对肝癌

细胞生物学行为的影响. 由于siRNA较单链反义

寡核苷酸显示了更好的稳定性与基因沉默效果, 
因此我们采用RNAi技术, 特异性下调肝癌细胞

Hpa的表达, 采用RT-PCR和Western blot方法分

析靶基因Hpa mRNA及蛋白质水平的变化, 结果

表明Hpa siRNA对HepG2细胞表达Hpa有较强的

抑制作用, 成功地获得了稳定表达Hpa-siRNA的

肝癌细胞株. 
为了观察Hpa siRNA对肝癌细胞在体内生

长的抑制效果, 我们通过接种裸鼠成瘤试验, 对
瘤组织进行了质量、体积、免疫组化分析. 经
统计学分析表明干扰组在抑制肿瘤生长方面与

空载组、空白对照组存在显著差异(P <0.05), 两
干扰组无显著差异(P >0.05);  RNA干扰后的肝癌

细胞在裸鼠体内生长速度明显下降, 干扰组的

Hpa表达水平明显降低, 不仅验证了肝素酶在恶

性肿瘤的发生过程中的促进作用, 还显示出Hpa 
siRNA在肿瘤临床治疗方面具有研究价值和发

展前景. 
总之, 本实验通过合成针对Hpa的siRNA, 有

效抑制了肝癌细胞Hpa基因的表达, 抑制了肝癌

细胞在裸鼠体内的生长, 为今后进一步研究肝

素酶对细胞生物行为的影响及肿瘤治疗提供了

一个有效的方法.
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Abstract
AIM: To investigate the proliferating features 
of hepatic progenitor cells (HPCs) and the 
expression of p-STAT3 in liver failure.

METHODS: Liver tissues taken from 76 patients 
with liver failure and acute or chronic light 
hepatitis were tested for the expression of HPCs 
with OV6 by immunohistochemistry. Mean-

while, expression of cytokeratin 19 (CK19) and 
p-STAT3 was also detected in liver tissues by 
immunohistochemistry.

RESULTS: There were a lot of proliferating duc-
tars in subacute and acute-on-chronic liver failure 
by immunohistochemical staining with CK19. 
The percentage of patients with liver failure posi-
tive for CK19 (62.5%) was significantly higher 
than that in common hepatitis (30%) (P < 0.05). 
The percentage of cases of liver failure positive 
for OV6 (85.7%) was significantly higher than 
that in common hepatitis (35.0%) (P < 0.05). The 
percentage of patients with liver failure positive 
for p-STAT3 (67.9%) was significantly higher than 
that in common hepatitis (25%) (P < 0.05), the 
expression of OV6 had a positive correlation with 
that of CK19 (r s = 0.689)and p-STAT3 (r s = 0.239).

CONCLUSION: HPCs are frequently detected 
in patients with liver failure. Expression of 
p-STAT3 is significantly higher than that in com-
mon hepatitis and is associated with the prolifer-
ation of HPCs. Thus, p-STAT3 might participate 
in the proliferation of HPCs.

Key Words: Liver failure; p-STAT3; Immunohisto-
chemistry 

Lv XH, Liu XL, Wang BY, Song M. Expression of STAT3 
in liver failure and the relationship between expression of 
STAT3 and the proliferating features of hepatic progenitor 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2008; 16(2): 144-149

摘要
目的: 探讨p-STAT3在肝衰竭组织中的表达及
其与肝前体细胞(HPC)增殖的关系. 

方法: 对76例肝衰竭组织及急慢性轻型肝炎组
织进行HE染色以观察病变特点; 应用免疫组
织化学的方法对肝衰竭组织及急慢性轻型肝
炎组织进行OV6, CK19及p-STAT3检测. 

结果: CK19免疫组化结果表明, 亚急性肝衰
竭(S A L F)组织及慢加急性(亚急性)肝衰竭

®

■背景资料
肝衰竭组织中存
在肝前体细胞的
活化及增殖, 由于
肝前体细胞具有
双向分化潜能, 他
可以分化为肝细
胞及胆管细胞, 故
肝前体细胞可望
成为严重肝病细
胞替代疗法以及
人工肝的供体细
胞, 因此使其成为
当前的一个研究
热点, 尤其肝前体
细胞活化增殖及
分化机制的研究
成为探讨的焦点.

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科 
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(ACLF)组织中可见大量增生的胆管, 包括典
型增生胆管和非典型增生胆管. 肝衰竭组织
的CK19阳性率(62.5%)明显高于急慢性轻型
肝炎的阳性率(30%)(P <0.05). 肝衰竭组织的
OV6阳性率(85.7%)明显高于急慢性轻型肝炎
的阳性率(35.0%)(P <0.05). p-STAT3的阳性表
达主要位于汇管区增生的胆管细胞、肝前体
细胞、炎性细胞、窦内皮细胞及肝细胞的胞
核. 肝衰竭组织的p-STAT3阳性率(67.9%)明显
高于急慢性轻型肝炎的阳性率(25%)(P <0.05). 
相关分析表明, OV6的表达与CK19及p-STAT3
表达成正相关(r s = 0.689, r s = 0.239, P <0.05).

结论: 肝衰竭组织中存在HPC的增殖; 肝衰竭
组织中p-STAT3的表达增加, 与HPC表达成正
相关, 提示p-STAT3参与肝衰竭组织中HPC的
增殖调控.

关键词: 肝衰竭; 免疫组织化学; 磷酸化STAT3

吕晓辉, 刘兴利, 王炳元, 宋敏. STAT3在肝衰竭组织中的表达

及其与肝前体细胞增殖的关系. 世界华人消化杂志 2008; 16(2): 

144-149
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0  引言

各种病因(包括病毒性、化学性及酒精性)引起

的肝衰竭严重威胁人类健康. 迄今国际上对肝衰

竭的定义、分类和诊断尚无一致意见. 2006-09
我国制订了第一部《肝衰竭诊疗指南》 [1-2],  
将肝衰竭分为急性肝衰竭(acute liver failure, 
ALF)、亚急性肝衰竭(subacute liver failure, 
SALF)、慢加急性(亚急性)肝衰竭(acute-on-
chronic liver failure, ACLF)及慢性肝衰竭(chronic 
liver failure, CLF).

肝脏具有较强的再生能力, 当肝损伤较轻

时, 通常由残存的肝细胞再生以代偿肝功能. 但
当严重肝损伤或其他原因影响了正常肝细胞的

复制增殖能力时, 可以有肝干细胞的活化、增

殖和分化. 在动物实验中为肝卵圆细胞, 在人类

中为管状细胞或小肝细胞样细胞[3-8], 称之为肝

前体细胞(hepatic progenitor cell, HPC). 目前研

究表明肝衰竭组织中存在HPC的活化及增殖, 他
可以分化为肝细胞及胆管细胞. 如果能诱导HPC
的活化, 增殖与分化则为干细胞移植带来富足

的细胞来源. 但HPC的活化、增殖及分化机制尚

不清楚.
信号转导子和转录激活子家族 ( s i g n a l 

transducer and activator of transcription, STATs)是

一种存在于细胞质与酪氨酸磷酸化信号通道偶

联的双功能蛋白. STAT3参与了许多细胞因子及

生长因子介导的细胞增殖及分化过程[9-16].
本文旨在研究急、慢性肝衰竭组织中HPC

的增殖情况及STAT3的表达.

1  材料和方法

1.1 材料 1965-2005年中国医科大学第一临床

学院尸检病例、肝脏外科手术病例(包括肝移

植)及肝活检病例共76例. 病理诊断符合2006年
《肝衰竭诊疗指南》诊断标准[2]. 年龄6-68岁, 
男性55例, 女性21例. 其中ALF20例、SALF10
例、ACLF8例及CLF18例. 另外选取轻度急性

病毒性肝炎(acute viral hepatitis, AH)及轻度慢

性病毒性肝炎(chronic viral hepatitis, CH)20例
作为对照. 所有病例肝组织标本均经40 g/L甲
醛固定,石蜡包埋, 4 μm厚连续切片. 小鼠抗人

OV6 mAb由美国BROWN大学Hixson教授惠

赠. 兔抗人Phospho-STAT3(Tyr705)多克隆抗体

购自Cell Signaling公司; 小鼠抗人细胞角蛋白

19(Cytokeratin19, CK19)mAb购自Neo Markers
公司. SP免疫组化试剂盒及DAB酶底物显色试

剂盒购自福州迈新生物技术公司.
1.2 方法

1.2.1 肝组织学检查: 石蜡切片进行HE染色, 观
察肝脏组织学基本病理改变.
1.2.2 免疫组织化学染色: 连续石蜡切片经脱

蜡后, 以高温高压进行抗原修复. 滴加A液(SP
试剂盒中, 即30 mL/L过氧化氢溶液)37℃ 30 
min, 以灭活内源性过氧化物酶. PBS洗3次; 滴
加B液 (S P试剂盒中 ,  即正常山羊血清 )封闭

37℃ 30 min; 吸去血清, 滴加一抗(p-STAT3稀
释倍数1∶100, C K19稀释倍数1∶100; O V6
稀释倍数1∶200)4℃湿盒内孵育过夜 .  以不

加一抗的P B S作为阴性对照 .  P B S洗3次;  滴
加C液(S P试剂盒中, 即二抗), 37℃湿盒内孵

育30 min; PBS洗3次; 滴加D液(SP试剂盒中, 
即S P复合物), 37℃湿盒内孵育30 m i n; P B S
洗3次 ;  D A B显色 ,  苏木素复染 ,  中性树胶 
封片. 
1.2.3 免疫组化结果判定: (1)OV6免疫组化半定

量[12]: OV6表达于细胞质, 呈现棕色颗粒为阳性. 
每张切片随机选取5个高倍视野, 每个视野计数

100个细胞, 计算阳性细胞的百分数. OV6染色

阳性细胞为HPC.“-”: 无HPC或有少量HPC;
“+”: 灶性HPC;“++”: 连续性HPC, 但范围

■研发前沿
信号转导子和转
录 激 活 子 家 族
STATs是一种存
在于细胞质与酪
氨酸磷酸化信号
通道偶联的双功
能蛋白. STAT3参
与了许多细胞因
子及生长因子介
导的细胞增殖及
分化过程, 但其在
肝前体细胞增殖
及分化过程中的
作用有待进一步
研究.
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管. SALF及ACLF肝组织中可见大量增生的胆

管, CLF肝组织中也可见到一些增生的胆管. 从
增生的胆管结构而言, 可观察到两种类型的增

生胆管, 即典型增生胆管和非典型增生胆管. 典
型增生胆管可见到管腔结构及清晰的边界; 而
非典型增生胆管无明确的管腔结构, 而且周围

边界模糊(图1). 肝衰竭组织CK19阳性率(62.5%)
明显高于急、慢性轻型肝炎组织的阳性率

(30%)(P <0.05, 表1). 
2.3 OV6免疫组化染色结果 OV6是肝前体细胞的

标记抗体, 阳性染色呈现胞质棕色表达. OV6染
色阳性的细胞主要有两种形式. 大部分是组成

非典型增生胆管的管状细胞. 细胞体积较小, 有
卵圆形的核, 核体积较大, 细胞胞质较少, 位于

纤维间隔或炎症灶周围, 以闭合的实心条索或

细胞团的形式存在. 另一种是汇管区出现的小

肝细胞样细胞(图2).
急、慢性轻型肝炎仅见极少量的OV6阳性

<50%汇管区和纤维间隔;“+++”: 连续性HPC,
但范围>50%汇管区和纤维间隔. 以“-”为阴

性; “+”“++”及“+++”为阳性. (2)CK19及
p-STAT3免疫组化染色结果判定[17]: 每张切片随

机选取5个高倍视野, 每个视野计数100个细胞, 
计算阳性细胞的百分数. CK19表达于细胞质, 
p-STAT3表达于细胞核, 呈现棕色颗粒为阳性. 无
着色或阳性表达率≤25%为阴性; >25%为阳性.

统计学处理 所有资料采用SPSS13.0统计软

件进行分析. 不同组比较采用χ2检验, 相关分析

采用Spearman法. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝衰竭肝组织病理特征 各型肝衰竭组织HE
染色结果如下: (1)ALF: 肝细胞大块或亚大块性

坏死, 坏死面积≥肝实质的2/3, 残留的肝细胞多

集中于汇管区周围. (2)SALF: 可见亚大块坏死或

桥接坏死, 坏死区周围出现大量增生的小胆管及

胆管样肝细胞团, 往往沿塌陷网状支架呈无序的

再生, 残留的肝细胞有增生. (3)ACLF: 在慢性肝

病背景上发生新的程度不等的大块、亚大块性

肝细胞坏死或桥接坏死. 出现大量增生的小胆管

及胆管样肝细胞团. (4)CLF: 弥漫性肝脏纤维化

及假小叶形成, 伴有局灶性肝细胞坏死. 
2.2 CK19免疫组化染色结果 ALF肝组织中可

见汇管区有C K19染色阳性的胆管, 胆管多含

有管腔, 少数为不含管腔的非典型增生的假胆

表  1  OV6, CK19, p-STAT3在肝衰竭组织中的表达

      OV6 CK19 p-STAT3

-         + -         + -         +

急慢性轻型肝炎    13       7   14       6   15        5

肝衰竭      8     48   21     35   18      38

χ2 18.95 6.256 11.018

P <0.0005 0.012   0.001

A B

C D

图  1  CK19在各型肝衰竭组织中的表达(免疫组化SP法×200). A: ALF; B: SALF; C: ACLF; D: CLF.

■相关报道
有研究表明在人
类重型肝炎肝组
织中存在着肝前
体 细 胞 的 增 殖 , 
并且肝前体细胞
的数目与肝病的
严重程度密切相
关. 另有研究证实
STAT3参与肝损
伤后肝细胞再生
的调控, 促进受损
肝脏肝细胞的增
殖, 但其在肝衰竭
组织中肝前体细
胞增殖中的作用
尚不清楚.
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细胞, ALF组织阳性细胞也较少. 在SLF及ACLF
组织中表达增加, 其中以ACLF组织表达最多. 
CLF肝组织中OV6阳性的细胞数有所减少. 统
计学分析表明肝衰竭组织的OV6阳性率(85.7%)
明显高于急、慢性轻型肝炎组织的阳性率

(35.0%)(P <0.05). 相关分析表明, OV6的表达与

CK19的表达成正相关(r s = 0.689, P <0.05, 表1).
2.4 p-S TAT3免疫组化染色结果 急、慢性轻

型肝炎仅见少量的p-STAT3表达, 阳性表达的

p-S TAT3主要位于汇管区炎性细胞的胞核呈

棕色颗粒. ALF, SLF, ACLF及CLF肝组织中

p-STAT3的表达增加, 主要位于汇管区增生的胆

管细胞、肝前体细胞、炎性细胞、窦内皮细胞

及肝细胞的胞核(图3). 肝衰竭组织的p-STAT3阳
性率(67.9%)明显高于急、慢性轻型肝炎组织的

阳性率(25%)(P <0.05). 相关分析表明, p-STAT3
的表达与O V6的表达呈正相关 (r s =  0 .239, 
P <0.05, 表1).

3  讨论

1992年De Vos et al [18]在慢性肝病患者的肝脏组

织中检测到一种类似大鼠肝卵圆细胞的细胞, 
并研究了超微结构. 研究发现HOC具有独特的

细胞形态, 细胞体积较小, 约为正常肝细胞的1/4
至1/2大小, 整个细胞大部分为卵圆形胞核所占

据, 表现为原始幼稚未分化细胞的超微结构特

点. 他同时兼备肝细胞和胆管上皮细胞的特点. 
有研究证实在人类重型肝炎肝组织中也存在着

这种细胞[19-30], 称为HPC.
本实验研究了各型肝衰竭患者肝组织中

HPC的增生情况. 结果表明ALF组织中仅有很少

量的OV6阳性的HPC的存在, 而SALF及CALF
组织中可见到大量的OV6表达阳性的HPC细胞. 
CLF肝组织中OV6阳性的细胞数有所减少.

Lowes et al [31]研究了HPC数目与遗传性血

色病、慢性酒精性肝病、慢性肝炎和肝硬化等

慢性肝病的关系, 发现HPC数目与肝病的严重程

度密切相关. 病情越重, HPC数目就越多, 增生就

越活跃.
H P C活化、增殖及分化的机制目前尚

不清楚 .  S TAT 3是在1 9 9 4年作为白细胞介 
素-6(interleukin, IL-6)信号传递中的急性期反应

因子被纯化的. STAT3广泛表达于不同类型的

细胞和组织中, 可被IL-6家族、表皮生长因子

(epithelial growth factor, EGF)、肝细胞生长因子

(hepatic growth factor, HGF)和磺胺噻唑激活, 发生

图  2  OV6在肝衰竭组织中的表达(免疫组化SP法×400). A: SALF, 非典型增生胆管表达阳性; B: ACLF, 小肝样细胞表达阳

性.

A B

图  3  p-STAT3在肝衰竭组织中的表达(免疫组化SP法×400). A: ALF; B: SALF.

A B

■创新盘点
本文应用免疫组
织化学的方法研
究了不同肝衰竭
组织中肝前体细
胞的活化及增殖
情况, 表明肝衰竭
组织中存在着肝
前体细胞的增殖, 
并发现肝衰竭组
织中STAT3表达
增加, 证实STAT3
可能参与了肝前
体细胞的活化与
增殖.
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磷酸化, 磷酸化的STAT3可以通过调控核因子-kb
等转录因子进而参与细胞的增殖及分化[32-41].

Sakuda et al [42]研究发现STAT3在正常的肝

脏中以未活化的形式存在. 在大鼠肝脏切除2/3
不损伤留下的肝叶的情况下, 活化的STAT3在
30 min内出现, 在3 h达到高峰, 提示STAT3具有

促进肝脏再生的作用. 参与肝细胞再生过程的

STAT3的活化主要由IL-6介导, IL-6基因缺陷小

鼠的STAT3活化水平降低, 肝细胞再生时DNA合

成受抑制[43-47]. 上述研究提示STAT3参与肝损伤

后的肝细胞再生的调控[48-52]. 但STAT3在急、慢

性肝衰竭组织中的表达及其对HPC增殖的调控

尚不清楚.
本实验研究表明A L F肝组织可见少量的

p-STAT3表达, 主要位于汇管区的炎性细胞.而
SLF及ACLF肝组织中p-STAT3的表达增加, 除了

汇管区的炎性细胞外, 增生的胆管细胞、肝前

体细胞、窦内皮细胞及再生肝细胞的胞核均出

现阳性表达.
Sanchez et al [35]应用二乙酰氨基芴结合部分

肝切除(AAF/PH)建立HPC增殖的动物模型, 证
实了STAT3的表达增加促进HPC的增殖, 并且认

为活化的STAT3具有调控HPC分化的作用. 因此

我们推测STAT3在急、慢性肝损伤过程中可以

促进肝细胞及HPC的增殖以修复受损肝脏.
总之, 本研究表明, 在SALF, ACLF及CLF肝

组织中存在着HPC的活化及增殖, STAT3的表达

促进HPC的增殖.
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Abstract
AIM: To probe into the mechanism underlying the 
transformation of bone marrow into hepatic cells. 

METHODS: Inter-sexual bone marrow trans-
plantation models were induced by transplant-
ing bone marrow from male mice into the liver 
cells from female mice. Female Balb/C mice 
were randomly divided model group and nor-

mal control group. The oligo-necleotide acid 
chip with mouse gene expression spectrum 
was selected, and reverse transcription enzyme 
was used to synthesize the fluorescence-labeled 
cDNA probe. The probe and gene expression 
microchip were hybridized to observe changes 
of gene expression in the liver issues, and genes 
with a different hybrid signal ratio were selected 
and the changes of liver regeneration-related 
gene pathways in female mice transplanted bone 
marrow from male mice were analyzed. 

RESULTS: A significance difference in the ex-
pression of genes was found in liver tissue from 
the female mice transplanted bone marrow from 
male mice after 6 mo between the model and nor-
mal control groups. Eight hundred and sixty-five 
genes had different expressions, including 447 
recognized functional genes, of which 92 were 
up-regulated genes and 355 down-regulated 
genes. The up-regulated genes involving the 
signal pathways of HGF, TGF-β, focal adhesion, 
JAK-Stat and VEGF could promote the prolif-
eration and differentiation of hepatic cells. The 
down-regulated genes could inhibit the activation 
of TGF-β signaling pathways and the negative ef-
fect of liver regeneration, thus contributing to the 
proliferation and differentiation of liver cells. 

CONCLUSION: The gene expression spectrum 
is remarkably changed in liver tissue from fe-
male mice transplanted bone marrow from male 
mice by activating gene signal pathways and 
inhibiting liver regeneration.

Key Words: Bone marrow transplantation; Liver re-
generation; Gene chip; Gene expression spectrum; 
Signaling pathway

Li JJ, Li HM, Gao X, Yan XS. Liver regeneration-related 
gene signaling pathways in female mice transplanted 
bone marrow from male mice. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 探讨骨髓形成肝细胞的分子机制. 

®

■背景资料
本文围绕肝再生
这一重大而关键
的科学问题, 在前
期研究的基础上, 
研究骨髓移植后
放射性肝损伤的
肝再生相关基因
信号通路的变化
规律. 

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 成都军区昆明
总医院病理实验
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方法: 采用移植♂骨髓的♀小鼠模型,♀Balb/
c小鼠随机分为模型组和正常对照组, 选用小
鼠基因表达谱寡核苷酸芯片, 利用反转录酶
合成掺有荧光标记的cDNA探针, 将探针与基
因表达谱芯片杂交观察小鼠肝组织基因表达
谱的变化, 筛选样本之间杂交信号比值有差异
表达的基因. 采用生物信息学方法分析模型组
中小鼠肝组织再生相关基因的信号通路变化 
规律.  

结果: ♀小鼠在移植♂骨髓6 mo后肝组织的
基因表达谱显著不同, 对照组相对于正常组的
差异表达基因有865条, 已知功能基因有447
条, 其中上调基因92条, 下调基因355条. 与
肝再生相关基因信号通路涉及HGF, TGF-β, 
Focal Adhesion, JAK-Stat, VEGF等信号通路, 
他们相关基因的上调表达促进肝细胞的增殖
分化. TGF-β信号通路中相关基因下调, 抑制
信号通路的激活, 减弱肝再生的负性作用, 利
于肝细胞的增殖分化. 

结论: ♀小鼠移植♂骨髓后的肝组织基因表
达谱显著变化, 有可能通过其肝再生相关基因
的信号通路激活或抑制调节肝再生.

关键词: 骨髓移植; 肝再生; 基因芯片; 基因表达谱; 

信号通路
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0  引言

鉴于有关人类胚胎干细胞的研究受到伦理道德

和法律的限制, 成体干细胞的研究越来越受到

重视. 最近的许多研究证明, 骨髓中的干细胞在

特定环境下可分化成为多种组织细胞[1], 骨髓干

细胞向肝细胞横向分化的潜能已得到肯定[2-8]. 
但骨髓形成肝细胞的分子机制, 特别是有关这

一过程的相关基因的信号转导通路尚缺乏系统

深入的研究. 我们利用移植♂骨髓的♀小鼠模

型(骨髓干细胞转化肝细胞的经典动物模型), 采
用小鼠基因表达谱寡核苷酸芯片技术, 在探讨

肝再生过程中基因表达谱变化规律的基础上, 
对♀小鼠移植♂骨髓后肝组织相关基因的信号

通路进行分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c小鼠, 4周龄, SPF级, 湖北省预

防医学科学院实验动物中心提供 ,  动管证号: 
SCXK(鄂)2003-0005. ♀小鼠随机分为两组, A
组为对照组(正常♀小鼠), B组为移植♂骨髓

的♀小鼠, 每组40只, 骨髓移植术前1 wk起饮

水中加入红霉素(250 m g/L)和庆大霉素(320 
mg/L)以清洁消化道. Cy5 dCTP、Cy3 dCTP 
(Amersham); RNA inhibitor(TaKaRa); QIAquick 
Nucleotide Removal Kit(Qiagen); 小鼠16K v1.0
基因表达谱寡核苷酸芯片由上海生物芯片公司

提供. UVP杂交炉; Agilent扫描仪; Agilent 2100 
Bioanalyzer.
1.2 方法 ♂小鼠颈椎脱臼处死, 750 mL/L乙醇

浸泡10 min, 无菌条件下取股骨、剪开干骺端, 
用5 mL注射器吸取RPMI-1640液0.5 mL冲出骨

髓, 过6号针头3次、4号针头两次制成单个细胞

悬液, 记数并调整细胞密度为1×1010/L. ♀小鼠

接受60Co源γ射线全身照射(总剂量9 Gy), 然后

经尾静脉输入制备好的♂小鼠骨髓细胞悬液0.2 
mL(约2×106个细胞). 移植♂小鼠骨髓的♀小

鼠饲养于SPF级动物房, 饮水中加入红霉素(250 
mg/L)和庆大霉素(320 mg/L), 每天更换垫料和

饮水, 垫料、饲料和饮水均经高温消毒. 骨髓移

植6 mo后, 颈椎脱臼处死小鼠, 无菌条件下切取

肝组织用液氮速冻后保存于-80℃待测. 
肝组织标本抽提并纯化总RNA后完成如下

操作. 在cDNA第1链合成过程中, 通过反转录

酶将CyDye标记核苷酸直接掺入到cDNA链中

制备探针荧光探针. 使用QIAquick Nucleotide 
Removal Kit纯化荧光探针. 将纯化好的探针转

入酶标板, 分别测定A 260、A 550、A 650以定量, Cy3 
probe(pmol) = A 550×洗脱体积/0.15, Cy5 probe 
(pmol) = A 650×洗脱体积/0.25. 将探针吸回PCR
管, 真空加热抽干, 避光保存于-20℃, 待杂交. 移
植♂小鼠骨髓的♀小鼠(Cy3标记)与正常♀小

鼠(Cy5标记)合做芯片. 洗涤盖玻片, 用50 mL离
心管分别配制ddH2O、950 mL/L乙醇、ddH2O
并置于沸水中加热, 将盖玻片依次放入ddH2O、

950 mL/L乙醇、ddH2O, 各3 min, 最后放入50 
mL离心管中1000 r/min离心3 min, 去除残留的

水渍, 放置备用. 用纯水配制PBS溶液, 杂交前加

入适量到杂交盒内以保持杂交体系100%的湿

度. 平衡杂交炉, 用水平仪校准杂交炉, 保持水

平, 确保杂交芯片的均一性. 使用Agilent Scanner
获取图像, 利用Spli t-t i ff软件和图像分析软件

Imagene, 确定杂交点的范围, 过滤背景噪音, 提
取得到基因表达的荧光信号强度值. 将所得数

■创新盘点
本文利用移植♂

骨髓的♀小鼠模
型, 采用基因芯片
技术, 在探讨肝再
生过程中基因表
达谱变化规律的
基 础 上 ,  对♀小
鼠移植♂骨髓后
肝组织肝再生相
关基因的信号通
路进行分析, 为研
究骨髓移植治疗
肝损伤提供科学 
依据.
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据导入分析软件Genespring进行数据标准化处

理, 计算得到Ratio值(即两种荧光Cy3与Cy5的
比值), Ratio值≤0.5为基因表达水平下调, Ratio
≥2为基因表达水平上调. 甄选出肝再生相关的

差异表达的基因, 登陆http://www.genome.jp/京
都基因和基因组百科全书(KEGG)的网页, 搜取

相关基因的资料, 并得出相关信号通路的图示, 
供分析肝再生相关信号通路和其中差异表达的 
基因. 

2  结果

2.1 移植♂骨髓的♀小鼠肝组织基因表达谱 在
所检测的基因中, 对照组相对于正常♀小鼠的

差异表达基因有865条, 已知功能基因有447条, 
其中上调基因92条、下调基因355条(图1-2).
2.2 肝再生相关信号通路及差异表达基因 涉及

肝再生相关的信号通路主要有细胞凋亡信号通

路、Focal Adhesion通路、MAPK信号通路、

WNT信号转导通路、Tol l样受体信号通路、

JAK-Stat信号通路、VEGF信号通路、TGF-β通
路的基因. 主要有45条差异表达基因, 其中含不

同信号通路中相同的基因(图3, 表1). 

3  讨论

在♀小鼠移植♂骨髓后, 其体内骨髓形成肝细

胞这一过程可以分为骨髓细胞迁移至肝脏和骨

髓细胞在肝脏分化为肝细胞两个阶段, 从骨髓

干细胞的相关研究可以发现能够引起骨髓干细

胞动员和归巢的信号主要有间质细胞源性因子

1(stromal cell derived factor-1, SDF-1)及其受体

CXCR4、干细胞因子(stem cell factor, SCF)及
其受体c-kit、集落刺激因子(colony stimulating 
f a c t o r, C S F)、血管内皮生长因子(v a s c u l a r 
endothelial growth factor, VEGF)、整合素等[9]. 
脏器损伤(本实验为致死性放射性损伤, 包括肝

损伤)可以引起一系列信号释放, 刺激骨髓动员

多种干细胞迁移至病变处, 进而分化为相应的

组织细胞进行自然的代偿性修复, 而通过各种

途径引入体内的外源性骨髓干细胞也可接受上

述信号的刺激, 定向归巢至损伤处, 发挥增殖修

复作用. 移植♂骨髓的♀小鼠模型的肝组织中

G-CSF3, TNF-α, IL-6α, NGF等细胞因子/生长

因子的受体表达上调. CSF是刺激骨髓干细胞动

员和归巢的信号之一, 主要包括G-CSF、粒细胞

巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte macrophage 
colony stimulating factor, GM-CSF), G-CSF广泛

用于干细胞的动员和归巢, 但其中机制尚不明

确; GM-CSF可引导人CD34+造血祖细胞骨髓归

巢, 还能增加骨髓内皮前体细胞和肌源性前体

细胞的动员. TNF-α主要由活化的单核巨噬细胞

产生, 抗原刺激的T淋巴细胞、活化的NK细胞

和肥大细胞等也能分泌, 其生物学活性取决于

浓度的高低, 低浓度的TNF-α作用于局部的白细

胞和血管内皮细胞中, 诱发炎症反应; 而高浓度

的TNF-α则可进入血流引起全身反应. IL-6主要

由单核细胞、淋巴细胞、成纤维细胞产生, 是B
淋巴细胞终末分化因子、造血前体细胞克隆刺

激因子, 对早期的造血干细胞的增殖分化起重

要作用, 能刺激粒系和巨噬系造血祖细胞集落

的形成, 能促进巨核细胞的增殖分化而加速血

小板的再生[10]. 
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图  1  Cy3与Cy5标记差异表达基因散点图. 
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图  3  肝再生相关信号通路差异表达基因. A: 细胞凋亡; B: 

细胞因子相互作用受体; C: JAK-Stat信号通路; D: MAPK信

号通路; E: TGF-beta信号通路; F: Toll信号通路; G: WNT信

号通路.

■应用要点
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表  1  肝再生相关信号通路差异表达基因

     
通路名称	                                   信号比值   Gene-symbol                                              Gene-description

Apoptosis                                 0.367   NFKB2                  Nuclear factor of kappa light polypeptidegene enhancer in 

                                                                                          B-cells 2, p49/p100

                                                 2.951   MAP3K14             Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14

                                                 2.733   PIK3RL                 Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 

                                                                                          polypeptide 1(p85 alpha)

Cytokine-cytokine receptor     0.481    BMP2                   Bone morphogenetic protein 2

interaction                                0.25     TGFβ2                  Transforming growth factor, beta 2

                                                 2.136   HGF                      Hepatocyte growth factor

                                                 2.001   VEGFC                 Vascular endothelial growth factor C

                                                 0.231   IL12Rβ2                nterleukin 12 receptor, beta 2

                                                 2.001   CSF3R                  Colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte)

                                                 2.026   IL6Rα                   Interleukin 6 receptor, alpha

                                                 0.493   IL13                     Interleukin 13

                                                 2.05     NGFR                   Nerve growth factor receptor

Jak-Stat signaling pathway     2.733   PIK3RL                 Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 

                                                                                          polypeptide 1(p85 alpha)

                                                 2.001   CSF3R                  Colony stimulating factor 3 receptor(granulocyte)

                                                 0.231   IL12Rβ2                Interleukin 12 receptor, beta 2

                                                 2.026   IL6Rα                   Interleukin 6 receptor, alpha

                                                 0.493   IL13                      Interleukin 13

MAPK signaling pathway         0.475   PPM1B                 Protein phosphatase 1B, Magnesium dependent, 

                                                                                          beta isoform

                                                 0.298   PLA2GIB               Phospholipase A2, group IB, pancreas

                                                 0.367   NFKB2                  Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in 

                                                                                          B-cells 2, p49/p100

                                                 2.951   MAP3K14            Mitogen-activated protein kinase kinasekinase 14

                                                 0.463   PRKCβ                  Protein kinase C, beta

                                                 0.442   MAP3K6               Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6

                                                 0.25     TGFβ2                  Transforming growth factor, beta 2

                                                 0.376   MAPK8IP2           Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 2

                                                 0.238   HSPA5                 Heat shock 70 kDa protein 5(glucose-regulated protein, 78 kDa)

                                                 0.338   HSPA8                 Heat shock 70 kDa protein 8

                                                 0.35     HSPA1l                 Heat shock 70 kDa protein 1-like

                                                 0.263   FOS                      FBJ osteosarcoma oncogene

TGF-beta signaling pathway   0.25     TGFβ2                  Transforming growth factor, beta 2

                                                 0.429   DCN                     Decorin

                                                 0.481   BMP2                   Bone morphogenetic protein 2

                                                 0.429   BMP4                   Bone morphogenetic protein 4

Toll-like receptor signaling      0.367    NFKB2                 Nuclear factor of kappa light polypeptidegene enhancer in 

pathway                                                                            B-cells 2, p49/p100

                                                 0.263    FOS                     FBJ osteosarcoma oncogene

                                                 0.395    TIRAP                 Toll-interleukin 1 receptor(TIR)domain-containing adaptor 

                                                                                          protein

                                                 2.733   PIK3RL                 Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 

                                                                                          polypeptide 1(p85 alpha)

WNT signaling pathway           0.463   PRKCβ                  Protein kinase C, beta

                                                 0.479   WNT4                   Wingless-related MMTV integration site 4

                                                 0.332   FOSL1                  Fos-like antigen 1

                                                 2.357   CSNK1α1             Casein kinase 1, alpha 1

                                                 0.436   2410091N08RIK   RIKEN cDNA 2410091N08 gene

                                                 0.334   FRATL                  Frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas

                                                 0.263   CSNKLE               Casein kinase 1, epsilon

                                                 0.262   LRP5                    Low density lipoprotein receptor-related protein 5

■同行评价
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♀小鼠移植♂骨髓后, 其肝组织与肝再生相

关基因涉及多条信号通路. 其中HGF表达上调, 
TGF-β表达下调, MAPK和WNT与肝再生相关的

经典信号通路的相关基因表达下调. HGF是一种

多功能因子, 参与组织再生、肿瘤入侵和多种

细胞修复过程[11-16]. HGF的受体c-Met具有酪氨

酸激酶活性, 能介导各种HGF信号的传递. 蛋白

激酶C/A的激活、cAMP浓度的升高、细胞因子

和炎症因子都可促进HGF的的表达. HGF与其受

体结合并激活受体上的PTK后, 受体Y1349VHV
及Y1356VNV序列中的Tyr首先自身磷酸化, 该
磷酸化序列被含SH2或SH3区蛋白质, 如PI23K
所识别, 使二者短暂结合, 受体PTK进而使之磷

酸化. 这些靶蛋白中的磷酸化Tyr序列再被其他

含SH2或SH3区的蛋白质所识别. 通过这种识别

和结合机制, 几条信号通路同时被启动, 经瀑布

式的磷酸化反应, 将信号逐级放大, 最终传到细

胞核内的转录机构, 导致细胞的增殖分化[17-19]. 
♀小鼠移植♂骨髓后, 其肝组织HGF表达上调, 
提示通过激活其信号通路, 有利于肝组织细胞

的增殖分化. 
TGF-β通路是正常肝再生的负性调控通路, 

肝再生失调时TGF-β通过Smads通路激活HSC, 
促进胶原蛋白基因表达, 使ECM合成、沉积而

促进肝纤维化[20-28]. TGF-β与受体TGFβR结合后

使Smad2、Smad3磷酸化, 随即与Smad4形成异

源寡聚体复合物, 转入胞核与相应转录因子作

用, 调节靶基因的转录, 促进HSC增殖, 产生胶

原, 同时抑制ECM降解, 加速肝纤维化的发展. 
在信号传递的过程中, Smad7发挥负反馈的调节

作用, 他与Smad2/3竞争性地与TGFβR1结合, 抑
制Smad2/3的磷酸化及其下游的信号转导[29]. ♀
小鼠移植♂骨髓后, 其肝组织TGF-β呈下调表

达, 提示可通过抑制TGF-β信号通路激活的复杂

作用而有利于肝再生(包括骨髓干细胞转化为肝

细胞的机制). MAPK和WNT与肝再生相关的经

典信号通路的相关基因表达下调, 其可能的作

用机制和意义尚需进一步研究. 
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Abstract
AIM: To study the expression of phosphatase 
and tensin homology deleted on chromosome 
ten (PTEN), ERK2 and p27 kip1 prote in in 
colorectal cancer, and its correlation with the 
progression of colorectal cancer.  

METHODS: Expressions of PTEN, p27kip1 and 
ERK2 proteins were detected by immunohisto-
chemistry in 40 samples of colorectal cancer tis-
sue, 18 samples of colorectal adenoma tissue and 
13 samples of normal colorectal tissue. PTEN 
protein expression was compared with the clin-
ico-pathologic parameters related to p27kip1 and 
ERK2.  

RESULTS: The positive expression rate of 
PTEN was significantly lower in colorectal 

cancer tissue (57.5%) than in colorectal ad-
enoma tissue (72.2%) and normal tissue (100%) 
(P < 0.05). The expression of PTEN was related 
with the loss of tumor differentiation, lymph 
node metastasis and Duke’s stage (P < 0.05). 
The positive expression rate of ERK2 was 
higher in colorectal cancer tissue (70.0%) than 
in colorectal adenoma tissue (61.1%) and nor-
mal tissues (23.1%) (P < 0.05). The expression 
of ERK2 increased with lymph node metasta-
sis and Duke’s stage. The positive expression 
rate of p27kip1 was lower in colorectal cancer 
tissue (62.5%) than in colorectal adenoma tis-
sue (77.8%) and normal tissue (100%)(P < 0.05), 
and the expression level of p27kip1 was related 
to lymph node metastasis and Duke’s stage (P 
< 0.05). PTEN was negatively correlated with 
ERK2 (r = -0.452, P < 0.05). The expression of 
PTEN was positively related with the expres-
sion of p27kip1 in colorectal cancer(r = 0.379, P 
< 0.05). 

CONCLUSION: The expression level of PTEN 
protein is closely related to the biological behav-
ior of colorectal cancer. Decreased or deleted 
PTEN protein expression may be able to inhibit 
the over-activation of p27kip1 and Ras/Raf/
MEK/ERK signaling pathways, resulting in car-
cinogenesis, invasion and metastasis. 

Key Words: PTEN; ERK2; p27kip1; Colorectal cancer; 
Protein expression; Immunohistochemistry

Zhang PY, Su LM, Du M, Hu LH, Li QH. Expression 
of PTEN and its correlation with ERK2 and p27kip1 in 
colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(2): 156-162

摘要
目的: 研究结直肠癌中的P T E N、E R K2及
p27kip1蛋白的表达及相互关系, 初步探讨他们
在结直肠癌发生发展中的生物学意义. 

方法: 用免疫组织化学染色快捷法, 检测40例
结直肠癌组织、18例结直肠腺瘤、13例结直
肠正常黏膜中PTEN蛋白、p27kip1和ERK2蛋
白的表达, 比较PTEN蛋白表达与临床病理指
标的关系, 及其与p27kip1、ERK2蛋白表达的

®

■背景资料
PTEN基因作为第
一个被发现的具
有双重特异性磷
酸酶活性的肿瘤
抑 制 基 因 ,  在 细
胞的生长发育、

凋亡、迁移、信
号传递等方面起
着重要的调控作
用 ,  而 且 在 肿 瘤
发生发展及转移
中均起抑制作用. 
PTEN作为继p53
之后发现的在人
类肿瘤中突变率
最 高 的 基 因 ,  自
1997年发现起就
受到众多研究者
的关注, 成为研究
的热点.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
中南大学湘雅三
医 院 消 化 内 科 ;  
向德兵, 讲师, 中
国人民解放军第
三军医大学大坪
医院肿瘤中心 
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相关性. 

结果: 结直肠癌癌组织PTEN, ERK2和p27kip1

蛋白表达的阳性率与腺瘤及正常组织间比较
差异有显著性(57.5% vs  72.2%, 100%; 70.0% 
vs  61.1%, 23.1%; 62.5% vs  77.8%, 100%; 
P <0.05); PTEN蛋白表达强度与ERK2蛋白表
达强度之间呈负相关(r  = -0.452, P <0.05), 与
p27蛋白表达强度呈正相关(r  = 0.379, P <0.05); 
PTEN, p27kip1蛋白与结直肠癌分化程度、淋巴
结转移及Dukes分期相关(P <0.05); ERK2蛋白
随结直肠癌淋巴结转移、Dukes分期的进展
而增高. 

结论: 抑癌基因PTEN的表达与结直肠癌生物
学行为密切相关; 在结直肠癌发生、发展过
程中, 可能由于PTEN蛋白的低表达或失表达
抑制p27kip1蛋白表达及Ras/Raf/MEK/ERK信
号通路的异常激活, 使细胞发生癌变, 并促进
癌变细胞的浸润、转移. 

关键词: PTEN; ERK2; p27kip1; 结直肠癌; 蛋白表达; 

免疫组织化学
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0  引言

肿瘤的发生、发展是一个复杂的生物学过程, 
有多种基因的共同参与作用, 而细胞周期失控

和Ras/Raf/MEK/ERK信号通路的异常激活与

肿瘤发生发展密切相关. PTEN(又称MMAC1/
TEP1)基因作为第一个被发现的具有双重特异

性磷酸酶活性的肿瘤抑制基因, 在细胞的生长

发育、凋亡、迁移、信号传递等方面起着重

要的调控作用, 而且在肿瘤发生发展及转移中

均起抑制作用[1]. 细胞外信号调节激酶(ERK)级
联是细胞内重要的信号转导途径, 他将细胞外

刺激传递至细胞核, 参与细胞的生长、发育、

分化等一系列生理过程, 其异常表达在细胞的

恶性转化和肿瘤的发生发展中起重要作用 [2]. 
p27kip1是细胞周期G1期重要的调控因子, p27kip1

是G1期向S期转换的负向调空因子, p27k i p1异

常表达与肿瘤的发生、发展密切相关, 并认为

他是一种肿瘤标志物及预后因子 [3]. P T E N及

ERK2、p27kip1蛋白表达在结直肠癌的关系, 国
内未见报道 .  本文应用免疫组化快捷法检测

PTEN及ERK2、p27kip1蛋白表达状况, 探讨他们

在结直肠癌发生、发展中的作用及临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 实验组: 标本均为2006-01/2007-06在黑

龙江省医院普外科接受手术治疗的原发性结直

肠癌患者石蜡切片, 共40例. 术前均未做化、放

疗, 有完整的临床资料. 40例大肠癌患者男28例, 
女12例. 年龄37-81(平均年龄63.8)岁. 肿瘤直径

为手术切除标本中所测得的肿瘤最大直径; 肿
瘤部位: 回盲部3例, 升结肠10例, 横结肠3例, 降
结肠4例, 乙状结肠4例, 直肠16例; 淋巴结转移

24例, 无淋巴结转移16例; Dukes分期A期7例、

B期9例、C期14例、D期10例; 按照WHO大肠

腺癌分化程度标准高分化12例, 中分化组19例, 
低分化9例. 18例结肠腺瘤及13例正常结肠黏膜

标本取自2007-01/2007-06黑龙江省医院消化内

科内镜结肠镜下高频电凝电切术的息肉标本, 
均经病理证实. 鼠抗人ERK2(浓缩型)mAb购自

北京博奥森生物技术公司, 鼠抗人PTEN(即用

型)mAb、鼠抗人p27kip1(即用型)mAb、快捷法

通用型二抗、氨基联苯胺(DAB)显色试剂盒均

购自福州迈新生物技术开发公司.
1.2 方法 取上述存档的石蜡包埋组织块, 制成4 
μm厚的连续组织切片. 每份标本行常规HE染色

对照. 
1.2.1 免疫组化染色: 采用快捷法, 按试剂盒说明

书进行. 甲醛溶液固定的石蜡组织切片经二甲苯

脱蜡和梯度酒精(分别为1000 mL/L, 900 mL/L, 
700 mL/L)脱水后, PTEN、ERK2抗原修复用

pH6.0柠檬酸缓冲液微波处理15 min, p27kip1抗

原修复用EDTA液(10 mL∶490 mL)微波处理20 
min, 室温下自然降温, PBS冲洗3次, 每次3 min(3 
min×3)后加入一抗, 于室温下孵育60 min, PBS
冲洗后(3 min×3), 滴加二抗, 室温下孵育15 min, 
PBS冲洗后(3 min×3). 用DAB显色5-10 min, 充
分水洗. 苏木素复染、脱水、透明、中性树胶

封片. 
1.2.2 结果判定: 免疫组化染色评分判定: 根据

以下3个方面判定[4]: (1)染色密度评分: 0, 无染

色; 1, 弱染色; 2, 中染色; 3, 强染色; (2)阳性细

胞百分比评分: 0, 0%; 1, <10%; 2, 10%-50%; 3, 
51%-90%; 4, >90%; (3)染色方式评分: 0, 无染色; 
1, 散在染色; 2, 局灶染色; 3, 弥漫染色. 每例标

本染色积分 = (1)×(2)×(3). 阴性为0分, 阳性为

1-36分. 
统计学处理 百分率比较用χ2检验和Fisher's

■研发前沿
已经证实PTEN基
因的表达水平与
多数消化系统肿
瘤的发生、发展
及预后存在相关
性, 但其精确作用
点、作用机制以
及他在消化系统
肿瘤发生中的重
要性等, 均有待于
进一步阐明. 
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精确检验, 相关分析采用Spearman等级相关分

析, 所有统计处理均在SPSS10.0统计软件包中完

成. 检验标准P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 PTEN、ERK2、及p27kip1在正常黏膜、腺

瘤、结直肠癌组织中的表达 P T E N表达主要

定位胞核中, 呈棕黄色, 胞质中偶有少量表达 
(图1). PTEN在正常黏膜、腺瘤、结直肠癌组织

中阳性率分别为100%(13/13)、72.2%(13/18)、
57.5%(23/40), 组间比较有显著性差异(χ2 = 8.40, 
P <0.05, 表1),即PTEN在结直肠癌组织中表达

减低. ERK2表达定位于胞质中, 呈棕黄色, 胞
核中无表达(图2), ERK2在正常黏膜、腺瘤、

结直肠癌组织中阳性率分别为23.1%(3/13)、
61.1%(11/18)、70.0%(28/40), 组间比较有显

著性差异(χ2 = 8.98, P <0.05, 表1),即ERK2在
结直肠癌组织中表达升高. p27kip1表达主要定

位胞核中, 呈棕黄色, 胞质中亦有少量表达(图
3), p27kip1在正常黏膜、腺瘤、结直肠癌组织中

阳性率分别为100%(13/13)、77.8%(14/18)、
62.5%(25/40), 组间比较有显著性差异(χ2 = 7.29, 
P <0.05, 表1), 即p27kip1在结直肠癌组织中表达

减低.
2.2 PTEN、ERK2及p27kip1表达与结直肠癌临床

病理因素的关系 本组40例结直肠癌的PTEN、

ERK2及p27kip1蛋白表达随组织病理分化程度,
侵袭转移性高低不同而表现不同的阳性率 . 

图  1  PTEN在组织中的表达(快捷法×400). A: 正常黏膜; B: 腺瘤; C: 结直肠癌.

A B C

图  2  ERK2在组织中的表达(快捷法×400). A: 正常黏膜; B: 腺瘤; C: 结直肠癌.

A B C

图  3  p27kip1在组织中的表达(快捷法×400). A: 正常黏膜; B: 腺瘤; C: 结直肠癌.

A B C

■相关报道
研 究 发 现 P T E N
在多种肿瘤如胃
癌、前列腺癌、

乳腺癌等表达下
调, 并可负调控多
种细胞信号传导
通路, 抑制肿瘤细
胞生长. 
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PTEN、p27kip1蛋白表达与患者性别、年龄、肿

瘤大小、肿瘤位置间差异均无显著性, 与Dukes
分期、分化程度、淋巴结转移相关(P <0.05). 
E R K2蛋白表达与患者性别、年龄、肿瘤大

小、肿瘤位置及肿瘤分化程度间差异均无显

著性, 与Dukes分期、淋巴结转移相关(P <0.05,  
表2).
2.3 PTEN和ERK2蛋白表达在结直肠癌组织中

的相关性 统计学分析表明, 结直肠癌组织PTEN
蛋白表达与ERK2蛋白表达呈负相关(r  = -0.452, 

P <0.05), PTEN蛋白表达随着结直肠癌淋巴结转

移及Dukes分期的进展降低, 而ERK2蛋白表达

则增高, 反之亦然(表3).
2.4 PTEN和p27kip1蛋白表达在结直肠癌组织中

的相关性 统计学分析表明, 结直肠癌组织PTEN
蛋白表达与p27kip1蛋白表达呈正相关(r  = 0.379, 
P <0.05), PTEN蛋白表达与p27kip1蛋白表达都随

着结直肠癌分化程度、淋巴结转移及Dukes分
期的进展降低, PTEN与p27kip1蛋白表达呈同向

趋势(表3). 

3  讨论

目前研究认为, 结直肠癌的发生、发展是多因

素、多阶段、多因子的复杂过程, 在此过程中

癌基因的激活与抑癌基因的丢失或表达失调

是其重要特征. 抑癌基因PTEN是1997年Steck  
et al  3个研究小组分别发现并命名的第1个具有

磷酸酯酶活性的抑癌基因. 该基因定位于染色

表  1  正常黏膜、腺瘤、结直肠癌中PTEN、ERK2及p27kip1的表达

     
组织类型              n  

                  PTEN                                ERK2                                p27kip1            

                                           -             +(%)                -               +(%)                 -              +(%)     

正常肠黏膜       13         0         13(100)           10            3(23.1)            0          13(100)          

结肠腺瘤           18         5         13(72.2)            7          11(61.1)            4          14(77.8)

结直肠癌           40       17         23(57.5)          12          28(70.0)           15          25(62.5)       

表  2  PTEN、ERK2、p27kip1表达与结直肠癌临床病理因素关系

     
临床病理学特征                        n  

               PTEN                   χ2                   ERK2                        χ2                  p27kip1                   χ2    

                                                              -           +(%)             P              -             +(%)                 P              -           +(%)               P

性别                   男　　       28　  13      15(53.6)       0.59        10       18(64.3)          0.69         9       19(67.9)          0.51

                          女　　        12　    4        8(66.7)     >0.05          2　   10(83.3)        >0.05         6        6(50.0)       >0.05

年龄                  ≥60            22      12      10(44.5)       2.90          9       13(59.1)          2.77          8      14(63.6)          2.69

                         ＜60            18        5      13(72.2)     >0.05          3       15(83.3)        >0.05          7      11(61.1)       >0.05

肿瘤大小           ≥5 cm       23        8      15(65.2)       1.31          6       17(73.9)          0.39         9      14(60.9)           0.06

                         ＜5 cm        17        9        8(42.1)     >0.05          6       11(64.7)        >0.05          6      11(64.7)       >0.05 

肿瘤位置           右半结肠     15        6        9(60.0)       2.79          6         9(60.0)          3.94         7        8(53.3)          3.48

                          左半结肠      9        2        7(77.8)                        4         5(55.6)                          1        8(88.9)

                          直肠           16        9        7(43.8)     >0.05          2       14(87.5)        >0.05          7        9(56.3)       >0.05

Dukes分期         A                  7        1        6(85.7)       9.55          5         1(14.3)        13.95         1        6(85.7)        10.69

                          B                  9        2        7(77.8)                        3         6(66.7)                           2        7(77.8)

                          C                14       6        8(57.1)                         3       12(85.7)                          4      10(71.4)

                          D                10        8        2(20.0)     <0.05          1         9(90.0)        <0.05         8        2(20.0)       <0.05

肿瘤分化程度    高分化        12       3        9(75.0)       6.34           2       10(83.3)          2.60         2      10(83.3)          8.74

                          中分化        19       7       12(63.2)                        8       11(57.9)                           6      13(68.4)

                          低分化          9        7        2(22.2)     <0.05          2         7(77.8)        >0.05         7        2(22.2)       <0.05

淋巴结转移        无转移        16        3      13(81.2)       6.16          9         7(43.8)          6.79          3      13(81.2)         4.00

                          有转移        24      14      10(41.7)     <0.05          3       21(87.5)        <0.05       12      12(50.0)       <0.05

表  3  ERK2和p27kip1与PTEN蛋白表达在结直肠癌组织中
的相关性

     
PTEN

                     ERK2                        p27kip1                   
合计    

              

                     -                   +           -                 +

-                 1               16         10               7             17     

+               11               12           5             18             23

合计          12               28         15             15             40            

■创新盘点
本文检测了抑癌
基因PTEN在结肠
癌中的表达, 观察
其与结肠癌临床
病理因素的关系
及与p27、ERK2
蛋白表达的相关
性, 探讨PTEN基
因在结肠癌发生
发展过程中的作
用.
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体10q23.3上, 其主要结构功能区位于N端, 是
由403个氨基酸组成的一条多肽链, 具有与细胞

张力蛋白和辅助蛋白同源的序列, 其编码的蛋

白具有蛋白性磷酸酯酶活性和脂性磷酸酯酶活

性, 参与细胞生长调节, 并在肿瘤细胞浸润、血

管发生及肿瘤转移中起一定作用[5]. 大多数研

究表明, 在人类许多恶性肿瘤细胞中存在PTEN
的杂合性丢失(LOH), 并与肿瘤进展有关[6]. 本
研究结果显示, 正常黏膜、腺瘤组PTEN阳性率

显著高于结直癌组织中的阳性率(P <0.05), 提示

PTEN蛋白的表达异常可能参与结直肠黏膜恶

性转化过程. 结合本组结直肠癌临床病理学资

料分析发现, PTEN蛋白表达与结直肠癌许多病

理参数都有很强的相关性. 同时本组研究显示

PTEN蛋白的表达与癌组织分化程度、淋巴结

转移及Dukes分期密切相关(P <0.05), 以上结果

表明在高侵袭性、高转移性的结直肠癌PTEN
的表达明显降低甚至无表达, 由此提示PTEN表

达的下调可能是肿瘤的侵袭程度和转移增加的

原因, 对结直肠癌的发展起促进作用, 在一定程

度上反映了结直肠癌细胞的侵袭和转移能力等

生物学行为特征. 
细胞外信号调节激酶(extracellular signal 

regulated kinase, ERK)是丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen activated protein kinase, MAPK)中一

条主要的和经典的并且与人类癌症关系最为密

切的途径, 定位于1号染色体. 1990年, Boulton  
et al [7]分离鉴定了一种蛋白激酶的C-DNA序列, 
并证实多种细胞外信号均可激活该蛋白激酶, 
因此将其命名为细胞外信号调节激酶1(ERK1), 
分子量为44 kDa. 1991年, Boulton et al [8]又鉴定

了大鼠ERK亚家族的一个主要成员ERK2, 分
子量为42 kDa. 实验证实ERK1和ERK2的氨基

酸序列有90%相同, 且在体外作用底物相同, 提
示二者有功能上的重叠[9]. ERK信号级联是迄

今为止研究最为透彻的一条信号转导通路, 是
一种保守的丝/苏氨酸蛋白激酶, 广泛存在人类

的多种细胞. 许多生长因子、细胞素、激素及

介导有丝分裂、分化的信号均可激活ERK, 使
其发生磷酸化而活化, 进而调节细胞周期、分

化, 并且具有抵抗细胞调亡的作用, 能将多种细

胞外信号通过磷酸化的活化方式逐级传递至细

胞核, 最终对细胞的增殖、分化和调亡产生影 
响[10]. 本实验研究发现, ERK2蛋白表达在结直

肠癌中最高, 其次为结直肠腺瘤, 正常黏膜组

织中最低(P <0.05), 提示ERK2与结直肠癌的发

生有关. 本实验数据表明ERK2蛋白表达与结

直肠癌的Dukes分期, 淋巴结转移均显著有关

(P <0.05), 提示ERK2过量表达与肿瘤分期、侵

袭性密切相关. 
p27kip1是Polyak et al [11]于1994年发现的新

的CKI基因(细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂, 
cyclin-dependent kinase inhibitors), CKI定位于

12p12-12p13.1交界处, 包含两个有编码功能的

外显子和一个无功能的外显子及一个内含子,  
p27kip1 cDNA具有编码198个氨基酸组成的蛋白

质. p27kip1蛋白是高度保守的蛋白分子, 研究发

现p27kip1蛋白具有多种生物学功能, 他可直接

抑制Cyclin-CDK(细胞周期素-细胞周期蛋白依

赖性激酶)复合物的生物学活性从而阻止细胞

通过G1/S期转换的“关卡”, 同时还可以作为

细胞外刺激信号的潜在媒介来调控细胞周期. 
p27kip1对靶分子的作用发生于细胞核内, p27kip1

在胞浆内的异常定位可导致p27kip1失活及降解

增加[12-13].  本实验研究发现, p27kip1在正常结直

肠黏膜中的表达率为100.0%(10/10), 在结肠腺

瘤中为77.8%(14/18); 而在结直肠癌中表达率为

62.5%(25/40)(P <0.05); 显示p27kip1蛋白表达下降

与结直肠癌的发生有关, 提示p27kip1在结直肠癌

的发生中可能起重要作用. 本实验研究亦发现

p27kip1蛋白表达与结直肠癌的分化程度、Dukes
分期. 淋巴结转移均显著有关(P <0.05). p27kip1蛋

白水平在低分化、有淋巴结转移时降低, 提示

p27kip1蛋白表达率降低的结直肠癌更易发生淋

巴结及远处转移和肌层浸润, p27kip1蛋白表达与

肿瘤的恶性程度负相关. 
结直肠癌组织中PTEN与ERK2蛋白表达的

相关性及意义: 文献报道PTEN可负调控多种细

胞信号传导通路[14-15], 从而调节正常细胞的生

长发育及抑制肿瘤的发生发展, 然而目前对其

研究多集中在: (1)通过使PIP3去磷酸化负调控

PIP3/Akt途径调节细胞的增殖与凋亡平衡; (2)
通过对局灶黏附激酶(FAK)的去磷酸化, 负调控

FAK-P130通路. 但关于PTEN蛋白对ERK所介导

的信号级联的调节尚有分歧, Tamura et al [15]认为

PTEN蛋白可阻断整合素、表皮生长因子(EGF)
和血小板源性生长因子(PDGF)介导的ERK通路

的活化, 从而抑制细胞的增殖和迁移. 但Davies 
et al [16]发现, 在表皮生长因子(EGF)刺激的胶质

瘤细胞系U251中表达的PTEN蛋白并不能抑制

■应用要点
PTEN的抑癌功能
及调节细胞信号
转导通路的功能
可被引入肿瘤的
基因治疗, 从而使
人工调节PTEN水
平及干涉其作用
通路成为治疗肿
瘤的新的有效方
法. 
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ERK磷酸化. 本实验结果显示: 在正常黏膜->增
生->息肉->腺瘤->不典型增生->结肠癌的发生

过程中, PTEN阳性表达率呈递减趋势, 而ERK2
蛋白表达呈升高趋势; PTEN与ERK2之间表达

呈负相关关系, 提示ERK2的上调和PTEN的下

调在结直肠癌的发生、发展和转移过程中起着

重要的作用. 可能是由于PTEN低表达不能有效

抑制ERK信号通路的异常激活, 使细胞异常增

殖并恶性转化. 因此, 联合检测PTEN和ERK2的
表达对评估结直肠癌的发生发展具有重要意义, 
可作为判断结直肠癌病理生物学行为和预后的

参考指标. 同时, 我们推测, 通过磷酸酶激活剂

或酪氨酸酶抑制剂, 阻断ERK信号通路的异常

激活, 抑制细胞异常增殖及肿瘤转移, 将可能成

为未来治疗结直肠癌的方向. 
结直肠癌组织中PTEN与p27kip1蛋白表达的

相关性及意义: 本文研究显示, PTEN与p27kip1

均对细胞增殖起负性调控作用, 推测两者在肿

瘤发生中具有相关性, p27kip1可能是PTEN所调

控的重要的下游分子, PTEN通过使p27kip1去磷

酸化 ,  从而降低其在细胞中的分解代谢水平 . 
因此, 当PTEN表达缺失时p27kip1也表达下降. 
Gottschalk et al [17]用腺病毒PTEN转染神经胶质

瘤细胞后, p27kip1表达明显增高. 进一步用p27kip1

反义寡核氨酸阻断p27kip1蛋白产物后, PTEN对

细胞增殖的抑制作用明显降低. 说明p27kip1是

PTEN发挥抑癌作用的关键调节因子. 但根据

Kurose et al [18]报道, 人卵巢癌中PTEN表达与

p27kip1表达并无相关性, 提示, 在体内外, 不同

组织的PTEN基因调控机制和下游通路等可能

存在着差异. 本实验研究结果发现, 结直肠癌中

PTEN表达与p27kip1表达呈正相关, 因此, 检测结

直肠癌组织中PTEN, p27kip1两者表达状况有助

于估计预后, 从而在术后进行生物免疫治疗、

介入治疗的综合治疗, 以提高患者的生存率与

生存质量, 同时为肿瘤的诊断、判断生物学行

为及预后提供更可靠的依据. 本研究显示, PTEN
表达与ERK2、p27kip1蛋白表达之间存在明显相

关性, 由此提示, PTEN对结直肠癌作用可能是

通过ERK2、p27kip1来影响结直肠癌的发生、 
发展.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of 
extracellular 1-4 segments of VEGFR2 on tumor 
growth. 

METHODS: Oral DNA vacc ine SL3261-
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4) was developed and BALB/
c mice were immunized with vaccine encoding 
f lk-1 (n1-4) via gastrogavage. BALB/c mice 
receiving SL3261-pcDNA3.1+ or 10% NaHCO3 
via gastrogavage were used as vector control 
and NaHCO3 group. Serum levels of VEGF and 
specific anti-flk-1(n1-4)-IgG antibody were measured 
by ELISA. The subset of lympholeukocytes 
was analyzed by f low cytometry. Mouse 
models of CT-26 adencarcinoma of colon were 
treated with SL3261-pcDNA3.1+/flk-1 (n1-4) 
through gastrogavage. Tumor diameter and 
weight were measured, microvessel density 
(MVD) in the tumor tissue was detected by 
immunohistochemistry, and the survival time of 
mice was also investigated.  

RESULTS: The serum level of VEGF in the vac-
cine group was significantly lower than that in the 
control group. All mice immunized with the DNA 
vaccine had a high level of anti-flk-1(n1-4)–IgG, and 
showed strong activities against flk-1(n1-4). After in-
oculation of CT-26 cells, the number of CD4+ T and 
CD8+ T cells was obviously greater in the vaccine 
group than in the control group. Tumor weight 
and diameter as well as MVD were significantly 
lower in the vaccine group than in the vector and 
NaHCO3 control groups (3.64 ± 1.34 g vs 8.40 ± 0.66 
g, 8.26 ± 0.44 g; 2.62 ± 0.54 mm3 vs 6.01 ± 0.14 mm3, 
5.92 ± 0.25 mm3; 2.06 ± 1.02 vs 6.93 ± 2.34, 7.34 ± 4.12; 
P < 0.05). The survival time of mice was longer in 
the vaccine group than in the control group. 

CONCLUSION: The extracellular 1-4 segments 
of VEGFR2 can inhibit the growth of tumor by 
suppressing the growth of its endothelial cells.

Key Words: Vascular endothelial growth factor re-
ceptor 2; Extracellular region; Anti-angiogenesis; 
Colorectal cancer

Dong J, Chen MQ, Yang J, Wang XC, Wu ZP, ChenY, 
Wang ZQ, Li M. Recombinant attenuated Salmonella 
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■背景资料
V E G F 与 其 受 体
flk-1的相互作用, 
在肿瘤周围血管
形成过程中起到
关 键 作 用 .  肿 瘤
细胞分泌大量的
VEGF, 通过作用
于内皮细胞上相
应的跨膜受体, 引
起内皮细胞的增
殖 和 血 管 形 成 . 
可 溶 性 受 体 为
VEGFR胞外不同
大小的片段, 仅具
有与其配体VEGF
相结合的能力, 而
无信号传导功能, 
因此可竞争VEGF
的 功 能 受 体 ,  阻
止肿瘤血管的形
成, 进而抑制肿瘤
生长. 因此, 利用
可溶性受体阻断
VEGF与相应受体
的结合, 在目前抗
肿瘤血管形成的
研究中倍受关注.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科 



typhimurium vaccine SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4) 
inhibits growth of colorectal cancer in BALB/c mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(2): 163-170

摘要
目的: 研究VEGFR2胞外1-4片段(flk-1(n1-4))抑
制肿瘤生长效应.

方法: 构建DNA疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-
1(n1-4), 经ig饲服BALB/c小鼠, 随机分为3组, 疫
苗组, 载体对照组和NaHCO3对照组. 对小鼠
进行基因免疫. ELISA检测小鼠血清中VEGF
水平及特异性抗flk-1(n1-4)-IgG抗体. 流式细胞
仪分析免疫小鼠淋巴细胞亚群. DNA疫苗免
疫结肠癌荷瘤BALB/c小鼠, 测量免疫后荷瘤
小鼠肿瘤大小, 检测肿瘤微血管密度. 

结果: 免疫小鼠血清中V E G F水平明显降
低, 并产生高水平的抗f lk-1(n1-4)-IgG抗体.免
疫后荷瘤小鼠CD4+ T、CD8+ T值维持较高
水平 ,  小鼠结肠腺癌皮下肿瘤生长与载体
和NaHCO3对照组相比明显受抑制, 疫苗组
小鼠肿瘤质量、体积、平均微血管密度与
载体和N a H C O3对照组相比明显降低(3.64
±1.34 g vs  8.40±0.66 g, 8.26±0.44 g; 2.62
±0.54 mm3 vs  6.01±0.14 mm3, 5.92±0.25 
mm3; 2.06±1.02 vs  6.93±2.34, 7.34±4.12; 
P <0.05). 疫苗组小鼠中位生存期较两对照组
明显延长.

结论: flk-1(n1-4)能够抑制肿瘤血管内皮细胞生
长, 达到抗大肠癌生长作用.

关键词: 血管内皮细胞生长因子受体2; 胞外片段; 

抗血管生成; 结肠癌

董坚, 陈明清, 杨军, 王熙才, 伍治平, 陈艳, 王志强, 李淼. 重组

减毒沙门氏菌疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)抗小鼠大肠

癌的生长.  世界华人消化杂志  2008; 16(2): 163-170

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/163.asp

0  引言

VEGF/VEGFR2信号传导通路被证实在肿瘤血

管生成过程中起关键性作用, 阻断该信号传导

通路, 可达到抑制肿瘤生长和转移的目的 [1-4].
VEGFR2(血管内皮生长因子受体-2, flk-1)分子

结构分为胞外段、跨膜段和胞内段, 其胞外段

含7个免疫球蛋白样袢[5]. 研究证实, VEGFR2胞
外段是与VEGF相结合的部位, VEGFR2胞外第

1袢是与VEGF结合的必须部位, 第2-3袢是与

VEGF紧密结合的主要部位, 受体通过第4个Ig样
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区形成同源二聚体的活性形式[6], 而第5-7袢与

VEGF结合的关系不密切. 以VEGFR2信号通路

作为靶点构建的DNA疫苗药物不仅具有较高的

疗效, 而且疫苗制备容易, 成本低[7].
已有研究所证实, 重组减毒胞内菌尤其是

减毒沙门氏菌可用于DNA疫苗载体运送和表达

外源蛋白抗原, 并且效果显著[8]. 减毒沙门氏菌

主要通过将DNA疫苗直接呈送给抗原递呈细

胞(antigen presenting cell, APC), 激活机体的细

胞免疫和体液免疫, 诱发免疫记忆, 发挥免疫效

果[9]; 另外, 载体菌本身还可作为免疫佐剂, 加强

免疫效果[10].
目前以V E G F R2进行抗肿瘤血管生成的

研究主要集中在使用V E G F R2全长c D N A序

列作为基因治疗靶标 [11-13],  本实验室已完成

V E G F R2胞外全长片段的重组减毒沙门氏菌

疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-7)
[14]的构建, 动

物实验观察发现该疫苗有明显的抗肿瘤血管

生成的效果. 但仍存在分子质量较大, 转录过

程中碱基错配发生机率高, 不利于蛋白质的正

确表达, 不容易插入真核表达载体, 还可能诱

发其他非血管抑制的功能问题. 为了寻求能够

与配体V E G F结合、同时分子质量又较小的

可溶性f lk-1功能域, 我们利用RT-PCR技术, 从
BALB/c孕鼠胎盘中扩增出1248 bp的f lk-1胞
外第1-4袢基因片段, 插入真核表达质粒载体

pcDNA3.1(+), 构建重组质粒pcDNA3.1+/f lk-
1 (n1-4),  重组质粒转化减毒沙门氏菌S L3261, 
制备成抗大肠癌血管生成D N A疫苗S L3261-
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4), 观察VEGFR2胞外1-4袢
作为目的基因抗小鼠大肠癌血管生成效应. 该
小片段目的基因已包含能与配体VEGF紧密结

合的功能区域, 并具有分子质量较小, 转录过程

中碱基错配发生机率小, 易于在真核细胞内进

行蛋白的表达, 容易插入真核表达载体, 主要

发挥抑制血管生成的作用, 同时具有与胞外全

长片段相同的免疫原性等优点. 本文旨在研究

VEGFR2胞外段1-4袢DNA序列作为基因疫苗

抑制大肠癌皮下肿瘤生长的可行性.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级BALB/c小鼠购自昆明医学院动

物中心, ♀, 4-6周龄. 减毒沙门氏菌SL3261(芳
香族氨基酸营养缺陷菌株)由英国帝国理工医

学院S.J.Dunstan博士和山东大学医学院分子生

物学实验室卞继峰副教授惠赠, pcDNA3.1(+)

www.wjgnet.com

■相关报道
研 究 发 现 ,  采 用
基因重组的方法
可以诱导可溶性
受 体 的 产 生 ,  由
于 可 溶 性 受 体
(sVEGFR)仅具有
与 V E G F 结 合 的
能 力 ,  而 无 信 号
传 导 功 能 .  因 此
可用 sVEGFR竞
争性结合VEGF, 
sVEGFR与VEGF
结 合 后 ,  耗 竭 肿
瘤 细 胞 产 生 的
VEGF, 从而抑制
V E G F 诱 导 的 生
物 学 活 性 ,  阻 断
VEGF与VEGFR2
的 结 合 ,  达 到 抑
制肿瘤生长的目
的 .  Niethammer 
e t  al 将VEGFR2
全 长 c D N A 序 列
插 入 真 核 载 体
pcDNA3.1(+)构
建 重 组 质 粒 ,  再
将重组质粒转化
减毒鼠沙门氏菌
SL7207,  通过胃
饲小鼠, 研究发现
其对于实体瘤血
管生成以及肿瘤
生长有明显抑制
作用. 
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质粒, TRIzol Reagent以及lipofecmine 2000购自

Invitrogen公司; COS-7细胞株以及CT-26细胞株

分别购自GIBCO公司和ATCC公司. RT-PCR扩
增VEGFR2胞外1-4袢上游引物为: 5'-CCGGTA
CCATGGAGAGCAAGGCGC-3', 下游引物为: 
5'-GCTCTAGATTAAGAGACCATGTGGCTCTG
-3', 由上海搏亚公司合成. CMV启动子上游引物

为: 5'-CCCAGTACATGACCTTATGGG-3', 下游

引物为: 5'-GGAGACTTGGAAATCCCCGT-3'[15], 
由上海捷瑞生物公司合成. One Step RT-PCR Kit
购自Qiagen公司; Immun-Blot TM PVDF膜及蛋

白质分子质量标准购自Bio-RAD公司, 限制性内

切酶XbaⅠ、KpnⅠ等购自大连宝生物公司; 小
鼠VEGF细胞因子检测ELISA试剂盒购自晶美公

司. OMEGA质粒小提试剂盒购自OMEGA公司, 
山羊抗小鼠VEGFR2胞外段多克隆抗体, 辣根过

氧化物酶标记的兔抗山羊IgG, 以及DAB试剂盒

为R&D公司产品.通用基因组DNA快速提取试

剂盒购自上海捷瑞生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 真核表达质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)的构建: 
取BALB/c14 d孕鼠胎盘, 匀浆后用TRIzol提取总

RNA, 总RNA经RT-PCR法扩增出一段1.2 kb的
VEGFR2胞外片段, 将其定向插入pcDNA3.1(+)
载体的限制性酶切位点XbaⅠ和KpnⅠ之间, 构
建成重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4). 
1.2.2 真核表达质粒转染COS-7细胞及表达产

物的检测: 接种5×104生长状态良好的COS-7
细胞于24孔板的各孔, 在含有100 mL/L FBS的
DMEM培养基中于37℃, 50 mL/L CO2培养箱培

养过夜, 分别设立转染pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)和空

白对照两个组, 每个组设3个复孔. 将配好的转

染混合物(100 μL OPTI-DMEM中加入5 μL脂质

体, 2 μg待转质粒, 混匀; 室温放置15 min)逐滴加

入待转细胞中, 轻轻混匀. 于37℃, 50 mL/L CO2

培养箱培养5 h后每孔加入0.2 mL含100 mL/L血
清DMEM培养基, 培养48 h后收集COS-7细胞, 
裂解细胞后取上清用于Western blot检测. 
1.2.3 携带目的基因的重组减毒沙门氏菌的制

备: 采用氯化钙法[16]将重组质粒pcDNA3.1+/
f l k-1 (n1 -4)导入感受态减毒沙门氏菌S L3261
中 ,  分别设立转化p c D N A3.1+/f l k-1 (n1 -4)、

pcDNA3.1(+)和空白对照3个组. 将重组疫苗菌

SL3261- pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)接种于3 mL含有

氨苄青霉素的LB液体培养基中振荡过夜, 次日

取1 mL菌液加入50 mL含有氨苄青霉素的LB

液体培养基中, 3 h后收集菌体, 用生理盐水清

洗后, 用10% NaHCO3溶液悬浮, 调整细菌浓度

为1×1012 cfu/L.
1.2.4 疫苗的免疫及肿瘤细胞的接种: 取30只
BALB/c小鼠随机分为3组, 每组10只. 疫苗组: 
灌胃饲服携带pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)的减毒沙门

氏菌0.1 mL每周1次, 共3次; 载体对照组: 灌胃

饲服携带质粒pcDNA3.1(+)的减毒沙门氏菌0.1 
mL, 每周一次, 共三次; NaHCO3对照组: 灌胃饲

服10% NaHCO3 0.1 mL, 每周1次, 共3次. 常规培

养CT-26小鼠结肠腺癌细胞, 在po免疫2 wk以后, 
各组BALB/c小鼠右侧腋窝皮下接种1×106个

CT-26小鼠结肠腺癌细胞. 另外取24只BALB/c小
鼠随机分为3组, 每组8只, 分组及操作同上, 接
种肿瘤细胞以后观察各组小鼠的生存时间, 监
测小鼠体质量及肿瘤体积变化. 
1.2.5 小鼠体内减毒沙门氏菌分布、体内VEGF
水平和基因组中真核表达载体的检测: 最后一

次免疫后2 wk在无菌条件下从各组小鼠随机挑

选2只取出肝脏, 脾脏, 小肠以及大肠, 切成约

1 mm×1 mm×1 mm大小, 固定后透射电镜下

查找沙门氏菌, 剩余组织液氮冻存备用. 取出液

氮冻存的免疫组小鼠的肝脏、脾脏、小肠、结

肠, 分别提取基因组DNA进行PCR反应. 反应条

件为: 94℃变性30 s, 55℃复性30 s, 72℃延长45 
s, 一共进行30个循环, 72℃延长10 min[17]. 扩增

片段于5 g/L琼脂糖凝胶电泳. 各组小鼠最后一

次po免疫后2 wk、接种肿瘤2 wk后及处死前各

采血一次, 离心收集上清液, 用抗小鼠VEGF单
抗包被于酶标板, 加入生物素化抗小鼠VEGF抗
体和辣根过氧化物酶标记的亲合素, 加入显色

剂后于酶标仪测吸光度(A 450)值显示小鼠血清

VEGF水平. 
1.2.6 小鼠外周血中抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)抗体

的检测和淋巴细胞亚群分析: 在小鼠最后一次

免疫后2 wk、接种肿瘤2 wk以后以及在处死以

前各采血一次, 采用ELISA直接法, 以mVEGFR2
多克隆抗体包被酶标板, 以HRP标记的羊抗小鼠

IgG抗体作为第二抗体, 酶标仪测得吸光度(A 480)
值显示抗体水平. 每组小鼠最后一次po免疫后2 
wk、接种肿瘤2 wk后及处死前各采血100 μL并
抗凝处理, 流式细胞仪对各组小鼠的CD4+ T和
CD8+  T计数.
1.2.7 口服疫苗抑制小鼠皮下肿瘤的作用: 接种

肿瘤后第32天, 10% NaHCO3对照组第一只小鼠

出现死亡, 引颈处死所有小鼠, 取各组小鼠皮下

■创新盘点
本文将VEGFR2
胞 外 1 - 4 片
段 插 入 质 粒
pcDNA3.1(+), 转
化减毒沙门氏菌
SL3261后成功构
建小鼠po 基因工
程疫苗S L 3 2 6 1 -
pcDNA3.1+/flk-
1(n1-4), 结果发现该
疫苗对于小鼠皮
下肿瘤的生长有
明显的抑制作用, 
并能够显著延长
荷瘤小鼠的生存
时间. 本研究结果
为po DNA疫苗抗
小鼠结肠腺癌的
研究提供了强有
力的支持.
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肿瘤组织, 称质量, 测量肿瘤体积, 免疫组化测

定微血管密度.微血管密度判定标准[18]: 每张切

片在低倍镜(×100)下确定肿瘤内5个血管密集

区, 再在高倍镜(×200)下计数每个密集区中一

个视野的微血管数, 以5个区域微血管数的平均

数作为微血管密度(microvessels density, MVD), 
在高倍镜(×400)下拍照.

统计学处理 计量数据以mean±SD表示, 数
据采用方差分析, 所有统计均由SPSS10.0统计软

件处理完成.

2  结果

2.1 成功构建重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)和重

组口服DNA疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4) 成

功地构建重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4), 且目的

基因flk-1(n1-4)在真核细胞COS-7细胞中得到表达

(图1A-B); 重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)以及质

粒pcDNA3.1(+)分别转化减毒沙门氏菌SL3261
以后, 在含氨苄青霉素的LB固体培养基上均呈

单菌落生长, 而阴性对照在含氨苄青霉素的LB
固体培养基无菌落生长(图2)
2.2 重组沙门氏菌在小鼠体内分布 透射电镜显

示除10% NaHCO3对照组外, 疫苗组及载体对照

组小鼠的肝、脾、小肠、结肠均可见重组沙门

氏菌(图3). 

2.3 基因组中真核表达载体的检测 结果显示除

10% NaHCO3对照组外, 疫苗组及载体对照组小

鼠的肝、脾、小肠、结肠组织中均可扩增出一

个141 bp大小的片段, 与引物设计时所预计的扩

增片段大小相符. 表示外源基因已整合到小鼠

各组织器官中(图4).
2.4 淋巴细胞亚群分析 流式细胞仪检测在接种

疫苗前以及接种疫苗后, 疫苗组小鼠CD4+ T与两

对照组无明显差别(P >0.05), 肿瘤细胞接种2 wk
后疫苗组CD4+T维持较高水平, 两对照组较疫苗

组明显下降(P <0.05, 表1); 在接种疫苗前, 疫苗

组CD8+ T与两对照组无明显差别, 在疫苗接种后

以及肿瘤模型建立2 wk后CD8+ T在疫苗组明显

比两对照组高(P <0.05, 表1).
2.5 小鼠体内VEGF水平检测 接种疫苗以及接种

疫苗以前, 疫苗组小鼠血清VEGF水平与两对照

组无明显差异, 在最后一次免疫后2 wk, 两对照

组的血清VEGF水平开始出现升高, 而疫苗组血

清VEGF水平出现下降, 在接种肿瘤2 wk后, 疫
苗组VEGF水平较两对照组下降, 而两对照组的

VEGF水平明显升高(表1, 图5)
2.6 重组疫苗菌诱导特异性抗体的产生 SL3261-
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)免疫组小鼠产生高水平的

抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)-IgG抗体, 且抗体水平持

续增高; 而载体对照组以及10% NaHCO3对照组
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图  2  重组减毒沙门氏菌疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4). A: 重组疫苗菌SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4); B: 质粒

pcDNA3.1(+)转化减毒沙门氏菌SL3261; C: 阴性对照.

CA B

1    2    3    4

5482 bp

1248 bp

6223 bp

4254 bp

1489 bp

925 bp

A B

50.7 kDa

46.0 kDa

35.0 kDa

46.6 kDa

1      2      3 图   1   重 组 质 粒 酶 切 电 泳 鉴 定
及 W e s t e r n  b l o t 检 测 C O S - 7 细 胞
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)表达产物. A: 1. 

K p n Ⅰ 和X b a Ⅰ 双 酶 切 的 重 组 质 粒

pcDNA3.1+/flk-1(n1-4); 2. KpnⅠ和Xba
Ⅰ双酶切的空质粒pcDNA3.1(+); 3: 

DNA Marker 2 kDa; 4: λ-EcoT 14 Ⅰ

digest DNA Marker; B: 1. 蛋白质分子质

量标准; 2. 重组质粒pcDNA3.1+/flk-

1(n1-4)在COS-7细胞中的蛋白质表达; 3. 

空白对照.

■应用要点
本文为小片段克
隆合成并制备成
为 更 为 安 全 的
DNA疫苗提供了
新的思路, 同时为
以后抗血管生成
策略应用于肿瘤
的临床治疗提供
可靠的依据.
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未产生抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)-IgG抗体(图6).
2.7 荷瘤动物模型的生存期观察 皮下动物模型

显示, 疫苗组小鼠中位生存期为70.50±5.58 d, 

载体对照组小鼠中位生存期为36.75±3.69 d, 
10% NaHCO3对照组小鼠中位生存期为47.95±
16.77 d, 疫苗组小鼠中位生存期较两对照组明显

250 bp
100 bp

1       2       3        4       5        6

141 bp

图  4  PCR扩增检测真核启动子CMV. 1: DNA Marker 2 

kDa; 2: 10% NaHCO3对照组; 3-6分别是肝脏、脾脏、小

肠以及大肠PCR.

BA

C D

图  3  透射电镜下重组沙门氏菌在
免疫组小鼠消化器官中的分布. A: 小

肠(×20 000); B: 大肠(×15 000); C: 肝

脏(×3000); D: 脾脏(×25 000).
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疫苗对照组

载体对照组

10% NaHCO3 对照组

图  5  小鼠血清VEGF水平.

表  1  CD4+ T, CD8+ T细胞的均数比较和小鼠血清VEGF水平(n = 8, mean±SD)

     
分组                                                                                        免疫前                                免疫后                          接种肿瘤后2 wk

CD4+ T细胞                     疫苗组                               62.34±6.63                     65.82±7.25                     62.12±6.44

                                       载体对照组                        64.15±7.65                     67.86±8.24                     44.79±5.16a

                                       10% NaHCO3对照组         62.78±6.54                     65.89±7.94                     43.76±6.12a

CD8+ T细胞                     疫苗组                               10.16±0.84                     15.64±1.46                     11.92±2.60

                                       载体对照组                          9.78±0.59                       9.58±1.24a                      7.54±2.97a

                                       10% NaHCO3对照组          10.72±1.54                       9.49±1.39a                      5.53±2.40a

血清VEGF×10-2(A 450)     疫苗组                               58.24±6.42                     18.88±8.07                       2.66±1.91

                                       载体对照组                        60.45±6.20                     62.44±6.43                     85.65±10.36a

                                       10% NaHCO3对照组          59.86±5.77                     61.18±6.72                     92.86±7.28a

aP<0.05 vs  疫苗组.

■同行评价
本文具有一定的
科学性和方法学
创新性, 有一定的
理论价值和应用
价值. 
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延长(P <0.05); 免疫后小鼠接种皮下肿瘤, 疫苗

组小鼠生存时间较其余两对照组小鼠的生存时

间明显延长, 疫苗组组小鼠在接种肿瘤后64 d才
开始出现死亡, 其中荷瘤小鼠生存时间最长达82 
d; 在两对照组中, 在接种肿瘤32 d后就有小鼠出

现死亡, 最长生存时间为42 d(图7).
2.8 疫苗抑制小鼠皮下肿瘤生长观察 口服DNA
疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)能显著抑制小

鼠结肠腺癌血管生成, 从而抑制肿瘤的生长, 疫
苗组小鼠肿瘤重量、体积和微血管密度较两对

照组有显著差异(表2, 图8-9).

3  讨论

血管生成在实体瘤的生长和转移中起重要作
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用, 阻断肿瘤的血流供应可以有效地抑制肿瘤

的生长. 肿瘤血管靶向基因治疗具有特异性强, 
毒副作用小, 作用持久等诸多优点, 因而, 抗肿

瘤血管形成也就成为肿瘤生物学治疗的理想靶

点[19-21]. 目前, 已开发出如血管生长因子及其受

体的中和抗体, 血管生成抑制因子及抗血管生

成的化学药物等治疗手段[22-25]. 而VEGF与其受

体VEGFR2的相互作用, 是调控肿瘤血管形成的

关键. 因此, VEGF及其受体也就成为抗肿瘤血

管治疗最直接的靶点[26]. 在目前已鉴定和克隆

出的几种VEGF受体中, VEGFR2与VEGF具有

较高亲和力, 仅存在于血管内皮细胞和一些肿

瘤细胞中, 在正常情况下表达水平甚低. 许多肿

瘤细胞分泌的VEGF与受体的胞外段结合后, 通

表  2  离体肿瘤质量、体积以及微血管密度计数
(n = 8, mean±SD)

     
分组

                     肿瘤质量        肿瘤体积            微血管

                                  (g)                 (mm3)              密度计数

疫苗组              3.64±1.34a   2.62±0.54a   2.06±1.02a

载体对照组       8.40±0.66    6.01±0.14    6.93±2.34

10% NaHCO3

对照组               8.26±0.44    5.92±0.25    7.34±4.12

aP<0.05 vs  载体对照组和10% NaHCO3对照组.

图  8  接种皮下肿瘤4 wk后离体肿瘤标本. A: 疫苗组; B: 载

体对照组; C: 10% NaHCO3对照组.

A

B

C

图  6  免疫小鼠血清抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)-IgG抗体的检测.
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图  9  免疫组化肿瘤周围微血管密度(CD31×400). A: 疫苗组; B: 载体对照组; C: 10% NaHCO3对照组.
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图  7  各组小鼠生存时间.
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过胞内段的信号传导, 可诱导内皮细胞增殖, 血
管新生及肿瘤细胞的分裂、增殖[27-29]. 可溶性受

体为VEGFR胞外不同大小的片段, 仅具有与配

体结合的能力, 而无信号传导功能, 因此可竞争

VEGF的功能受体, 阻止肿瘤血管的形成, 进而

抑制肿瘤生长[30].
血管内皮细胞生长因子(VEGF)与其受体

flk-1的相互作用, 在肿瘤周围血管形成过程中起

到关键作用. 肿瘤细胞分泌大量的VEGF, 通过

作用于内皮细胞上相应的跨膜受体, 引起内皮

细胞的增殖和血管形成. 因此, 阻断VEGF与相

应受体的结合, 在目前抗肿瘤血管形成的研究

中倍受关注. 
本研究选择VEGFR2胞外段1-4袢为研究对

象, 将flk-1(n1-4)定向插入质粒pcDNA3.1(+)构建

重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4), 将重组质粒转染

COS-7细胞, Western blot检测到重组质粒能够

在COS-7细胞中表达相应蛋白质, 说明该目的基

因片段能够在哺乳动物细胞中表达; 将重组质

粒转化减毒沙门氏菌SL3261, 制备成口服DNA
疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4); 口服DNA疫

苗灌胃饲服小鼠建立稳定免疫以后, 取小鼠肝

脏、脾脏、小肠以及大肠标本在透射电镜下观

察, 结果可见重组沙门氏菌再小鼠各主要消化

器官内均有分布, 说明沙门氏菌已将DNA疫苗

带入机体; 同时, 提取小鼠肝脏、脾脏、小肠以

及大肠标本DNA, 经PCR特异性扩增DNA疫苗

中的真核启动子CMV作为外源性目的基因整

合入小鼠基因组的证据, 结果证实目的基因flk-
1(n1-4)已整合到小鼠基因组中; 动物试验表明, 经
疫苗免疫后荷瘤小鼠中位生存期较对照组明显

延长; 显著抑制小鼠结肠腺癌的血管生成, 进而

抑制肿瘤的生长; 免疫学指标检测发现此口服

D N A疫苗的作用机制可能是通过激活细胞免

疫以及体液免疫而起到抗肿瘤血管生成及抑制

肿瘤侵袭作用. 以上结果表明本实验室制备的

口服DNA疫苗具有抑制结肠腺癌生长的作用, 
VEGFR2胞外1-4袢可能与完整受体竞争性结合

VEGF, 从而降低了血清VEGF水平, 肿瘤周围血

管内皮细胞受VEGF分泌刺激受限, 并且完全阻

断了完整VEGFR2胞内信号传导功能, 导致血管

内皮细胞的分裂及增殖能力降低, 血管生成减

少最终抑制肿瘤的生长[31]. 本研究结果为小片段

克隆合成并制备成为更为安全的DNA疫苗提供

了新的思路, 同时也为结肠腺癌的抗血管生成

治疗策略提供了强有力的支持.
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Abstract
AIM: To study the prevalence, density and 
pattern of H pylori infection and the activity 
of reflux esophagitis (RE) and to compare the 
severity of esophagitis in H pylori-infected and 
non-infected RE patients.

METHODS: We conducted a prospective, ran-
dom and case-control study. The condition of  
H pylori infection and the activity of gastritis in 
89 RE patients and 89 non reflux esophagitis pa-
tients were compared. The RE patients were di-
vided into H pylori-positive group and H pylori-
negative group. The severity of esophagitis was 
compared between the two groups.

RESULTS: There was no statistic difference in the 
prevalence of H pylori infection between the RE and 
control groups (P = 0.137). However, the density of 
H pylori (P = 0.024 in the gastric body and P = 0.000 
in the gastric sinus) and the activity of corpus gas-

tritis (P = 0.001) in the RE group were significantly 
lower than those in the control group. There was 
no statistic difference in the severity of esophagitis 
between H pylori-positive and H pylori-negative 
groups (P = 0.353), while the grade LA-C was 8.3% 
and 18.5% respectively and the grade LA-D was 
4.2% and 12.3% respectively. No significant differ-
ence was found in the severity of esophagitis.

CONCLUSION: The degree of H pylori infection 
and the activity of corpus gastritis are inversely 
correlated with the formation of RE.

Key Words: H pylori ; Reflux esophagitis; Gastritis
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摘要
目的: 研究反流性食管炎(reflux esophagitis,  
RE)患者幽门螺杆菌(H pylori )感染率, 感染
程度与定植部位及胃炎的活动度 ,  并对比 
H pylori 阳性与阴性的RE患者食管炎症的严
重程度. 

方法: 选取从2007-01/03在我科行胃镜检查
证实的RE患者89例, 按年龄, 性别进行配对的
方式随机抽取无反流对照组89例, 对比两组 
H pylori 感染率, 感染部位, 感染程度的差异, 
并比较RE组中H pylori 阳性与阴性患者食管
炎症的严重程度. 

结果: RE组与对照组H pylori感染率无统计学
差异(P  = 0.137), 但RE组H pylori感染程度较
对照组轻(P 胃体 = 0 .024 , P 胃窦 = 0.000), 且RE
组胃体炎症严重程度较对照组轻(P  = 0.001);  
H py lo r i 阳性与阴性的RE患者发生洛杉矶
(L A)C级分别占8.3%和18.5%, D级分别占
4.2%和12.3%, 但食管炎症的轻重程度无显著
性差异(P  = 0.353).

结论: H pylori的感染程度及胃体胃炎的活动
性与RE的形成有负相关性.

关键词: 幽门螺杆菌; 反流性食管炎; 胃炎
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■背景资料
G E R D是目前研
究 热 点 .  目 前 的
许多流行病学研
究显示, H pylori
感 染 率 高 的 国
家G E R D发病率
较 低 ;  这 些 国 家 
H pylori 感染率下
降后, GERD发病
率 有 所 升 高 ,  而
G E R D发病率与 
H pylori 感染率及
其他因素, 如生活
方式改变的关系
如何尚存争议. 

■同行评议者
伊力亚尔·夏合丁, 
教授, 新疆医科大
学第一附属医院
胸外科 
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0  引言

近年来, H pylori感染及溃疡病等H pylori相关

性疾病的发病率呈下降趋势[1], 而胃食管反流病

(gastroesophageal reflux disease, GERD)的发病

呈上升趋势. GERD与H pylori感染的关系尚有

争议. 本研究探讨了GERD的主要分型之一反流

性食管炎(reflux esophagitis, RE)与H pylori感染的

关系, 揭示在RE发病中H pylori感染所起的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 RE组为选取从2007-01/03在我科行胃

镜检查证实的RE患者, 对照组为按年龄, 性别与

前组配对的方式随机抽取的欲行胃镜检查, 再经

反流性疾病问卷[2](reflux diagnostic questionnaire, 
RDQ, 又称耐信量表, 取RDQ分值12为诊断临界

值, 其敏感性为94.12%, 特异性为50%)判定为无

反流的患者, 胃镜检查进一步证实无RE, 食管裂

孔疝及Barrett食管; 并注意排除一些可能存在反

流的因素如贲门松弛和鳞柱状上皮交界(SCJ)模
糊. 两组各89例. 两组的共同排除标准为(1)过去

4 wk使用过质子泵抑制剂(PPI), 类固醇激素或非

甾体类抗炎药; (2)以前进行过根除H pylori治疗, 
或外科手术; (3)伴消化性溃疡, 胃癌以及幽门梗

阻等疾病. 所有患者均在胃体和胃窦各取一块组

织进行病理学检查. 2名病理检查医生对胃镜诊

断结果不知情.
1.2 方法 
1.2.1 病理诊断标准: 标本经石蜡切片, HE染色

及Warrthin-Starry染色, 组织学诊断根据2000年
慢性胃炎研讨会所定的诊断标准. 慢性炎症分

级标准: 正常为单核细胞每高倍视野不超过5个, 
轻度为慢性炎症细胞较少并局限于黏膜浅层, 
不超过黏膜层的1/3, 中度为超过黏膜层的1/3, 
但未达到2/3, 重度为占据黏膜全层. 病变程度

无、轻、中、重分别定义为0、1、2、3分[3].
1.2.2 H pylori感染程度分级: 观察胃黏膜黏液层, 
表面上皮, 小凹上皮和腺管上皮表面的H pylori .
无: 未见H pylori ; 轻: 偶见或小于标本全长1/3
有少数H pylori ; 中: H pylori分布超过标本全长

1/3而未达到2/3或连续的, 薄而稀疏的存在于上

皮表面; 重: H pylori成堆存在, 基本分布于标本

全长. 标本全长中扣除肠化区域. 感染程度无、
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轻、中、重分别定义为0、1、2、3分[3]. RE组
食管炎严重程度按洛杉矶标准分级(LA分级)[4-5], 
并比较H pylori阳性与阴性的RE患者的食管炎

症的严重程度.
统计学处理 RE组和对照组H pylori的感染

率的比较使用McNemar卡方检验, H pylori感染

程度, 胃炎炎症程度的比较使用秩和检验.

2  结果

2.1 入组患者一般情况 入选RE组共89例患者, 
其中LA分级A级33例(占37.1%), B级33例(占
37.1%), C级14例(占15.7%), D级9例(占10.1%), 
男55例, 女34例, 男∶女为1.62∶1. 入选对照组

的人群为年龄性别与RE组一致的无反流患者. 
2.2 两组感染H pylori 的概率比较 RE组胃体感

染H pylori阳性者共21例(23.6%), 对照组为32
例(36.0%), 两组无显著性差异(χ2 = 2.154, P  = 
0.118). RE组胃窦感染H pylor i阳性者共20例
(22.5%), 对照组为32例(32.6%), 两组无显著

性差异(χ2 = 1.641, P  = 0.200). 若将胃体和/或
胃窦H pylori阳性定为感染阳性, RE组为24例
(27.0%), 对照组为35例(39.3%), 两组无统计学

差异(χ2 = 2.326, P  = 0.137).
2.3 两组H pylori 感染程度和胃炎炎症程度比较 
RE组胃体和胃窦H pylori感染程度较对照组轻

(胃体: P  = 0.024, Z  = -2.251, 胃窦: P  = 0.000, Z  = 
-3.545, 图1). RE组的的胃体炎症严重程度较对

照组轻(P  = 0.001, Z  = -3.460, 图2), 而胃窦炎症

严重程度与对照组相比差异无显著性(P  = 0.076, 
Z  = -1.774, 图2).
2.4 RE组H pylori阳性者与H pylori阴性者按LA
分级情况进行比较 RE组中H pylor i阳性者24
例, H pylori阴性者65例, H pylori阳性及H pylori
阴性患者按LA分级的食管炎症程度比较结果: 
A级分别占37.5%和36.9%, B级分别占50.0%
和32.3%, C级分别占8.3%和18.5%, D级分别占

4.2%和12.3%. H pylori阳性的RE患者食管炎症

程度较H pylori阴性的差异无显著性意义(P  = 
0.353, Z  = -0.0929, 图3).

3  讨论

GERD是一种发病率日渐增加的疾病[6-10], 临床

上将他分为NERD(non-erosive reflux disease), 
RE和Barrett食管, 其中Barrett与食管腺癌的发

生密切相关[11]. H pylori是上消化道的重要致病 
菌[12-14], 他的感染程度与胃炎的的活动程度呈正

相关[15]. 目前流行病学的研究发现, 绝大多数高 

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究通过对比
RE(GERD的亚型
之一)和无反流者
的病理组织学特
点(H pylori 感染
和胃炎情况) ,  显
示 R E 的 产 生 与 
H pylori 感染呈一
定程度的负相关
性.
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H pylori感染国家GERD的患病率低, 而随着这些

国家H pylori感染率的下降, GERD及其并发症的

发病率呈上升趋势[8]. 但H pylori与GERD的关系

及其在GERD形成中所起的作用尚不清楚. 本研

究通过对RE(GERD的重要分型之一)与无反流对

照组胃黏膜H pylori感染情况及胃炎的活动性进

行比较, 来探索GERD和H pylori的相互关系.
为排除影响H pylori的各种因素, 并能较为

直观地探讨RE和H pylori的关系, 我们在入组时

剔除了使用过PPI类, 抗生素以及消化性溃疡等

因素. 我们在内镜检查中发现, GERD患者除了

可能有RE, 食管裂孔疝或Barrett典型表现之外, 
有时可能仅表现为贲门松弛和SCJ模糊[16], 因此

我们使用目前通用的反流性疾病问卷结合内镜

检查, 使得无反流组的对照组的选择更可信.
本研究结果显示, RE组与对照组H pylori感

染率相比, 数值上偏低, 但统计学上差异无显著

性. 而将胃内H pylori感染程度进行比较, 则RE
组的H pylori感染程度明显轻于对照组. 若将RE
组分成H pylori感染阳性和感染阴性两组, 比较

两组反流的严重程度, 虽统计学上差异无显著

性, 但仍能看出H pylori阳性C级和D级食管炎的

病例数较少. 以上结果显示H pylori与RE的形成

呈负相关性. 这与多数研究的结果一致[10,17-19]. 有
资料表明RE的H pylori感染率低于NERD[20], 高
度不典型增生的Barrett及食管腺癌的感染率更 
低 [ 2 1 ] .  而且在消化性溃疡及胃炎患者根除 
H pylor i后, RE的发病率比未根除组高, 从而

进一步证实H pylor i对食管有保护性, 而其中 
H pylori的作用机制值得探究.

GERD发病机制包括食管抗反流屏障减弱, 
食管廓清能力下降, 食管黏膜防御功能异常, 胃
酸分泌异常, 胃排空延迟等. 我们的研究发现, 
RE组的胃体炎症严重程度较对照组轻, 而胃窦

炎症严重程度与对照组相比, 差异无显著性. 提
示在H pylori感染后, 当炎症累及胃体时, 胃酸

分泌腺体的破坏导致胃酸分泌量的下降[22], 胃
内pH值升高[23], 而且升高程度与胃体炎症程度

正相关[17]. 另外, 推测H pylori会产生尿素酶, 分
解尿素后产生氨, 氨中和胃酸后使胃内pH值进

一步升高, 使食管的酸负荷下降[24], 这会导致

GERD发病率下降. 但是尚未发现H pylori感染

影响空腹或餐后下食管扩约肌(lower esophageal 
sphincter, LES)压力, 也未改变一过性LES松弛

的频率, 并且不会改变胃排空[25-27], 因此H pylori
没有破坏抗反流屏障, 他对GERD的形成起的

图  1  RE组与对照组胃部H pylori 感染程度比较. A: 胃体; B: 

胃窦.
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图  2  RE组与对照组胃部炎症程度比较. A: 胃体; B: 胃窦.
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图  3  H pylori 阳性与阴性RE者食管炎症程度比较.

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00
A              B              C               D
                    LA分级

H pylori阴性
H pylori阳性

所
占

比
例

(%
)

■同行评价
本文课题设计合
理, 数据可靠, 书
写规范, 有一定的
临床参考价值和
学术价值. 



www.wjgnet.com

174                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年1月18日    第16卷   第2期

作用相对较弱. 根除H pylori后也不会增加反流

屏障正常者GERD的患病率[18]. 但对反流屏障功

能异常的患者, 根除H pylori后, 胃体炎症减轻, 
GERD的患病率可能会增加[27-28].

因此 ,  随着中国H p y l o r i 感染率的下降 , 
GERD及其并发症食管腺癌的发病率有可能呈

上升趋势[29], 应引起我们足够的重视, 并应加强

研究.
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Abstract
AIM: To study the inhibitory effect of Weining 
granules combined with chemotherapy on 
recurrent and metastatic gastric cancer and its 
possible mechanism.

METHODS: One hundred and sixty cases of 
postoperative gastric cancer were randomly 
divided into treatment group (n = 80) receiving 
Weining granules combined with chemotherapy 
and control group (n = 80) receiving chemother-
apy. The following parameters were observed, 
including recurrence and metastasis rate of gas-
tric cancer within 1 year, and changes in plasma 
viscosity, blood viscosity, value K of blood sedi-
mentation equation, erythrocyte aggregation 
index, fibrinogen, level of metalloproteinase -9 

(MMP-9) and vascular endothelial growth factor 
(VEGF), size of recurrent tumors, life quality of 
recurrent and metastastic cases.

RESULTS: The recurrent and metastatic rate 
was 22.22% in the treatment group and 32.22% 
in the control group with a significant difference 
between the two groups (P < 0.05). Plasma viscos-
ity, blood viscosity, fibrinogen, MMP-9, VEGF 
were significantly higher in the treatment group 
than in the control group (1.26 ± 0.13 mPa•s vs 
1.75 ± 0.11 mPa•s, 8.73 ± 1.98 mPa•s vs 20.56 ± 2.31  
mPa•s, 2.15 ± 0.16 vs 3.85 ± 0.41, 135.46 ± 22.16 
μg/L vs 186.23 ± 31.56 μg/L, 102.46 ± 18.43 vs 
176.43 ± 21.56, P < 0.05 or P < 0.01). The inhibi-
tory rate for the recurrent and metastatic foci 
was 33.33% in the treatment group and 17.85% 
in the control group with a significant difference 
between the two groups (P < 0.05). Improve-
ment in the quality of life was much better in the 
treatment group than in the control group (P < 
0.01).

CONCLUSION: Weining granules combined 
with chemotherapy inhibit recurrence and me-
tastasis of gastric cancer and improve curative 
effect by decreasing MMP-9 and VEGF level and 
promoting microcirculation.

Key Words: Weining granule; Gastric cancer; Re-
currence; Metastasis

Deng X, Liang J, Qing LK, Zhu CY, Li LH. Weining 
granules combined with chemotherapy for recurrent and 
metastatic gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(2): 175-179

摘要
目的: 研究胃宁颗粒联合化疗对胃癌复发转
移的防治作用. 

方法: 160例术后胃癌患者随机分为治疗组80
例予胃宁颗粒配合化疗, 对照组80例予单纯化
疗. 观察治疗前后局部复发及远处转移情况, 
血液流变学指标血浆黏度、全血黏度、血沉
方程(K 值)、红细胞聚集指数、纤维蛋白原, 
金属蛋白酶-9(MMP-9)、血管内皮生长因子
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■背景资料
胃癌在全世界范
围内是发病率最
高的癌症之一, 也
是亚洲常见恶性
肿瘤, 病情发展较
快, 死亡率和发病
率都较高.
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(VEGF)含量、复发转移病灶大小, 复发转移
者生活质量的变化. 

结果: 治疗组1年后复发转移率22.22%, 对
照组为32.22%, 两组比较差异有显著性意义
(P <0.05); 治疗组治疗后血浆黏度、全血黏
度、纤维蛋白原、MMP-9、VEGF含量与对
照组相比显著降低(1.26±0.13 mPa•s vs  1.75
±0.11 mPa•s, 8.73±1.98 mPa•s vs  20.56±
2.31 mPa•s, 2.15±0.16 vs  3.85±0.41, 135.46
±22.16 μg/L vs  186.23±31.56 μg/L, 102.46±
18.43 vs  176.43±21.56, P <0.05或P <0.01); 治
疗组对复发转移灶大小抑制率为30.00%, 对
照组为17.85%, 两组比较差异有显著性意义
(P <0.05); 治疗组对复发转移患者生活质量改
善显著优于对照组(P <0.01).

结论: 胃宁颗粒和化疗药物联用, 具有一定的
协同作用, 可以提高疗效, 改善患者生存质量, 
其机制可能与改善微循环、降低M M P-9、
VEGF含量有关.

关键词: 胃宁颗粒; 胃癌; 复发; 转移
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0  引言

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 据
2000年资料统计, 全球每年新发胃癌876 000例, 
占所有新发癌症病例的9%, 每年约有647 000人
死于胃癌, 位居癌症死因的第2位[1-2], 而死亡的

主要原因是肿瘤的侵袭转移[3-6]. 转移是肿瘤重

要的生物学特征, 也是肿瘤治疗中面临的最大

难题和防治重点. 我们前期研究胃宁方剂具有

抑制胃癌细胞增殖、黏附、迁移, 具有抑制胃

癌转移作用[7-8]. 本课题从临床角度, 采用胃宁颗

粒联合化疗方案, 观察其对胃癌复发转移的防

治作用.

1  材料和方法

1.1  材料  160例临床病例均来源于2003-04 / 
2007-05广西中医学院附属瑞康医院、广西崇左

市人民医院病理学诊断明确的胃癌患者, TNM分

期为Ⅱ-Ⅲ期. 分期标准参照国际抗癌联盟胃癌

TNM分期标准[9], 均已行手术治疗(包括胃癌根

治术、扩大根治术, 少数患者行姑息性手术), 且
用药之前未发现有复发和远处转移, Karnofsky
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评分60以上, 无严重的心、肝、脑、肾等脏器的

器质性或功能性疾患. 采用信封法随机分成治疗

组(胃宁颗粒加化疗)和对照组(单纯化疗). 治疗

组90例, 男51例, 女39例; 年龄42-67平均(55.26±
10.15)岁; 病期: Ⅱ期43例, Ⅲ期47例; 病理组织学

分类: 乳头状腺癌18例、管状腺癌32例、低分化

腺癌12例、未分化腺癌21例、印戒细胞癌5例、

黏液腺癌2例. 对照组90例, 男48例, 女42例; 年龄

44-63平均(53±9.23)岁; 病期: Ⅱ期46例, Ⅲ期44
例; 病理组织学分类: 乳头状腺癌19例、管状腺

癌20例、低分化腺癌21例、未分化腺癌19例、

印戒细胞癌7例、黏液腺癌4例. 两组患者的年

龄、性别、病期、病理组织学分类比较组间分

布差异无显著性意义(P>0.05), 具有可比性. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗方法: 对照组: 应用FAM化疗方案, 具
体为5-氟脲嘧啶500 mg, 静脉滴注, 第1-5天; 表
阿霉素50 mg, 静脉滴注, 第1天; 丝裂霉素4 mg, 
静脉推注, 第1天; 3-4 wk化疗1次, 为1个疗程, 共
6个疗程. 治疗组: po胃宁颗粒, 4 g/次, 2 次/d, 同
时配合对照组化疗方案, 疗程为6 mo.
1.2.2 观察指标及方法: 根据临床症状、体征、

影像学检查及细胞学检查结果, 观察两组患者用

药后1年内发生局部复发及远处转移(肺、肝、

脑、骨、腹腔淋巴结等)情况. 采用全自动生化

分析仪检测治疗前后检测血液流变学指标: 血浆

黏度、全血黏度、血沉方程(K值)、红细胞聚集

指数、纤维蛋白原. 酶联免疫吸附(ELISA)法测

定治疗前后血清中金属蛋白酶-9(MMP-9)、血

管内皮生长因子VEGF的含量.
1.2.3 复发转移病灶大小的比较: 1年内出现复

发转移者, 证实不能再次手术或拒绝手术者继

续按原方案治疗2 mo, 观察病灶大小的变化. 按
WHO疗效标准进行评定, 分为完全缓解(CR)、
部分缓解(PR)、无变化(NC)、进展(PD), 其中

CR+PR视为有效.
1.2.4 复发转移者生活质量的比较: 继续按原

方案治疗2 mo, 参照卫生部医政司中国常见肿

瘤诊治规范体力状况评分标准, 进行治疗前后

Karnofsky评分. (1)生活质量提高: Karnofsky评
分提高≥10分; (2)生活质量下降: Karnofsky评分

下降≥10分; (3)生活质量稳定: Karnofsky评分提

高或降低<10分. 其中生活质量提高、生活质量

稳定视为有效.
统计学处理 数据采用SPSS11.5统计软件包

进行数据处理, 计量资料采用t检验; 计数资料采

www.wjgnet.com

■研发前沿
肿瘤的侵袭和转
移是恶性肿瘤的
最本质表现. 迄今
为止,世界上尚无
理想的、抗肿瘤
转移的药物进入
临床使用. 本文从
中医联合化疗药
物途径, 探讨中西
医结合防治肿瘤
转移的思路及方
法.
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用c2检验.

2  结果

2.1 局部复发及远处转移情况 治疗组1年内复发

6例, 转移14例, 复发转移率22.22%; 对照组1年
内复发10例, 转移19例, 复发转移率32.22%; 两
组比较差异有显著性意义(P <0.05).
2.2 血液流变学指标的比较 治疗组治疗后较治

疗前比较, 全血黏度、血沉方程(K值)显著降低

(P <0.05), 血浆黏度、红细胞聚集指数、纤维蛋

白原显著降低(P <0.01); 治疗组治疗后血浆黏

度、全血黏度、纤维蛋白原较对照组比较显著

降低(P <0.01, 表1).
2.3 MMP-9、VEGF含量比较 治疗组治疗后

与治疗前相比, MMP-9、VEGF含量显著降低

(P <0.01); 对照组治疗后较治疗前相比MMP-9、
VEGF含量无显著变化(P >0.05); 治疗组治疗后

较对照组治疗后相比MMP-9、VEGF含量显著

降低(P <0.05, 表2).
2.4 复发转移病灶大小和复发转移者的生活质

量 复发转移者经继续治疗2 mo后, 治疗组对

复发转移灶大小抑制率为30.00% ,  对照组为

17.85%; 两组比较差异有显著性意义(P <0.05, 表
3). 治疗组20例, 生活质量提高者4例, 稳定者14
例, 下降者2例; 对照组39例, 生活质量提高者0
例, 稳定者2例, 下降者37例; 两组比较差异具有

显著性意义(P <0.01); 胃宁颗粒在提高复发转移

患者生活质量优于对照组.

3  讨论

目前, 肿瘤疗效评价方法是以瘤体的改变作为

疗效的标准, 治疗的主要目的是肿瘤的完全消

失, 即彻底清除体内所有的肿瘤细胞达到“无

瘤生存” .  肿瘤主要治疗手段包括手术、放

疗、化疗、生物学治疗及几种疗法联合的综合

治疗, 只能达到肉眼无瘤的状况, 并不能达到无

复发及转移, 最终患者仍死于复发或远处转移. 
胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 

手术切除仍是目前的主要治疗方法, 而手术后

的复发和转移是影响疗效的关键. 目前, 无一种

疗效确切的抗胃癌复发转移的药物被临床广泛

应用[10-12]. 近年来, 中医药在防治胃癌复发转移

方面发挥了一定的作用[13-15]. 中医认为, 胃癌是

由正气不足、瘀毒内结所致, 行手术切除之后, 
虽邪气大衰, 然正气亦损, 而化疗则更是伤阴耗

气, 渐致正不抑邪, 邪毒夹瘀血乘虚留串经络, 
客于脏腑, 久而成积, 形成胃癌的复发转移. 胃
宁颗粒由黄芪、茯苓、莪术、枸杞组成, 具有

健脾益气, 活血滋肾的作用, 用于胃癌的治疗和

胃癌转移的防治. 现代药理表明, 黄芪可增强树

突状细胞的抗肿瘤作用, 有效地促进荷瘤宿主

的免疫应答, 具有显著的抗肿瘤转移效果[15]. 我
们采用胃宁颗粒联合化疗, 通过160例临床病例

的观察, 经过6 mo的治疗, 治疗组(胃宁颗粒+化
疗)1年内复发转移率22.22%, 对照组32.22%, 治
疗组抑制胃癌术后复发转移率显著优于对照组

(P <0.05); 复发转移者经继续治疗2 mo后, 治疗

组对复发转移灶大小抑制率为30.00%, 对照组

表  1  两组治疗前后血液流变学指标的比较(n  = 90, mean±SD)

     
分组	                     血浆黏度(mPa·s)	  全血黏度(mPa·s)	 血沉方程(K 值)	 红细胞聚集指数     纤维蛋白原

治疗组	 治疗前	      1.43±0.21	    18.35±1.73	   68.31±6.5	    2.55±0.12          3.42±0.36

	 治疗后	      1.26±0.13bd	      8.73±1.98ad	   50.23±4.4a	    1.31±0.23b         2.15±0.16bd

对照组	 治疗前	      1.47±0.25	    17.18±2.02	   67.42±6.5	    2.23±0.78          3.14±0.24

	 治疗后	      1.75±0.11	    20.56±2.31	   65.12±7.5	    2.18±0.45          3.85±0.41

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗组治疗前; dP<0.01 vs  对照组治疗后.

表  2  两组治疗前后MMP-9、VEGF含量的比较(n  = 90, 
mean±SD)

     
分组		    MMP-9(mg/L)	   VEGF(ng/L)

治疗组	 治疗前	 215.62±32.75      196.35±21.56

	 治疗后	 135.46±22.16ad    102.46±18.43ad

对照组	 治疗前	 224.18±27.56      206.45±19.28

	 治疗后	 186.23±31.56      176.43±21.56

aP<0.05 vs  对照组治疗后; dP<0.01 vs  治疗组治疗前.

表  3  复发转移者经继续治疗2 mo后病灶大小比较

     
分组	   n             CR       PR       NC       PD       有效率(%)

治疗组	 20            2        4        8         6          30.00

对照组	 39            0        7      18       14          17.85

■应用要点
本文采用中西医
结合方法, 提高了
临床疗效, 改善了
患者生存质量.
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为17.85%; 治疗组对复发转移灶大小抑制率显

著优于对照组(P <0.05). 表明胃宁颗粒和化疗方

案联用, 两者具有协同作用, 可以降低肿瘤复发

转移发生率, 提高临床疗效. 中医和西医是两个

不同的医学体系, 对肿瘤的治疗各具优势, 中医

强调整体调节, 辩证与辩病相结合, 重视和保护

机体的抗病能力, 接受放疗、化疗治疗的患者, 
辅以中药, 可增强机体的免疫功能, 调动机体的

抗癌潜力, 既可增强化疗、放疗的抗癌作用, 也
可增强机体对放疗、化疗的耐受能力. 因此, 在
临床上将两者有机结合, 优势互补, 可起到丰富

治疗方法, 提高疗效. 
肿瘤的复发转移是一个多因素、多步骤、

多阶段的复杂过程, 微循环功能紊乱是导致癌

细胞转移的重要条件, 癌细胞进入微循环, 可使

小动脉、后小动脉、前毛细血管栓塞, 从而引

起血液流变学的改变, 血液流变学改变随着病

情的加重而增加, 改善血液微循环防止肿瘤细

胞进一步的沉积, 同时也可以提高肿瘤组织对

治疗药物的敏感性, 提高疗效[16-17]. 金属蛋白质

酶(MMP)是肿瘤转移过程中降解细胞外基质的

重要酶类, MMP-9是MMP中重要的一员, 胃癌

细胞自身具有产生分泌MMP-9的能力, MMP-9
结构中含有Zn2+、Ca2+等金属离子的蛋白水解酶

类, 能水解胶原蛋白、弹性蛋白、氨基葡聚糖

等多种细胞外基质, 参与肿瘤的侵袭与转移[18-21]. 
VEGF作为重要的肿瘤血管形成因子, 参与胃癌

新生血管、淋巴管形成, 并增加血管通透性, 促
进血管内营养物质泄漏, 为肿瘤的转移提高物

质基础, VEGF的表达与胃癌的恶性程度、转移

潜能及预后密切相关, 抑制VEGF的表达, 可抑

制肿瘤的复发转移[22-27]. MMP-9、VEGF在胃癌

组织中高表达, 同样在患者血清中高表达, 联合

检测胃癌血清MMP-9、VEGF的含量有利于胃

癌的预后[28]. 我们通过检测患者治疗前后血清

血液流变学、MMP-9及VEGF的含量变化, 治
疗组治疗后与治疗前相比, 血浆黏度、全血黏

度、血沉方程(K值)、红细胞聚集指数、纤维蛋

白原、MMP-9、VEGF含量显著降低(P <0.05或
P <0.01); 治疗组治疗后血浆黏度、全血黏度、

纤维蛋白原、MMP-9、VEGF含量与对照组相

比显著降低(P <0.05); 胃宁颗粒联合化疗抗胃癌

复发转移可能与改善患者微循环, 降低MMP-9
及VEGF的含量有关. 

近年来, 评价和提高恶性肿瘤患者的生存

质量问题得到了医学界的广泛关注[28-31]. 生存

质量评估通过对患者躯体感觉及功能、心理状

态、社会职能及疾病本身和治疗所致的症状和

体征诸方面所作的综合评价(包括患者对以上

诸方面的自我评价), 从一个新的角度评定治疗

效果. 同以往传统疗效评定标准不同, 他更重视

患者的主观感受, 而不仅仅将临床的客观指标

作为评价标准. 患恶性肿瘤不仅是对患者躯体

健康的打击, 同时也严重损害了患者的生存质

量. 复发转移患者, 治疗组20例, 生活质量提高

者4例, 稳定者14例, 下降者2例; 对照组39例, 生
活质量提高者0例, 稳定者2例, 下降者37例; 两
组比较差异具有显著性意义(P <0.01), 表明胃宁

颗粒在提高复发转移患者生活质量优于对照组. 
提示中药联合化疗药物不仅能防治胃癌转移, 
并且可以改善患者症状、增强体质, 提高患者

对化疗的耐受性. 
肿瘤转移的观察是一个长期过程, 由于时

间关系未进行2年、3年、5年复发转移率的观

察, 也未能对复发转移者带瘤生存时间进行进

一步观察 .  肿瘤的复发转移是一个多基因调

控、多步骤的复杂生物学过程, 涉及到肿瘤细

胞、机体、靶组织间的相互作用及影响, 如何

利用中药复方成分多样性的特点, 开发出可以

多靶点、多层次作用于胃癌细胞的有效方剂, 
中西医结合, 有效的阻断胃癌的复发转移, 将是

中医药防治胃癌复发转移的研究方向.
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Abstract
Transplantation of bone marrow stem cells 
(BMSCs) is a potential method to treat liver 
fibrosis, but its mechanism of action is not 
clear. Many researches showed that BMSCs 
can play a role in the treatment of liver fibrosis 
mainly through two routes: (1)BMSCs promote 
liver regeneration by differentiating functional 
hepatocytes, secreting growth factors and 
deriving endogenous hepatocyte proliferation, 
and (2)BMSCs inhibit formation of hepatic 
fibrosis by secreting anti-fibrotic cytokines, 
influencing hepatic stellate cells and expressing 
matrix metalloproteinase-9. Here, we review the 
current researches on the mechanism of BMSCs 
in liver fibrosis to provide reference and guidance 
for researchers engaged in the treatment of liver 
fibrosis. 
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摘要
近年来, 骨髓干细胞(bone marrow stem cell, 
BMSC)在肝纤维化中的应用研究日益增多, 
显示出一定的抗肝纤维化作用, 但具体机制
尚不明确. 众多研究结果显示, BMSC可能主
要从两方面发挥抗肝纤维化作用, 一是通过
分化为功能性肝细胞、分泌生长因子和增强
内源性肝细胞增殖来促进肝再生, 二是通过
分泌抗纤维化细胞因子、影响肝星状细胞和
表达基质金属蛋白酶-9来抑制肝组织纤维化
的形成. 本文对骨髓干细胞在肝纤维化治疗
中可能的作用机制作一系统阐述, 为从事骨
髓干细胞移植治疗肝纤维化的研究者提供借
鉴和指导. 
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病演变为肝硬化的必

经阶段, 其在细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)过度沉积的同时造成功能性肝细胞的相

对减少, 设法补充丢失的肝细胞已成为近年来

研究的热点. 细胞移植具有来源广泛、创伤性

小和可重复进行等优点[1]而备受关注. 骨髓干

细胞(bone marrow stem cell, BMSC)具有易采

集且能体外大量扩增[2]、可自我更新并向多种

类型细胞分化 [3]、体积较小利于进入肝实质

区、自体移植而无免疫排斥[4]和不涉及伦理道

德问题[5]等优势, 被认为是最具治疗潜力的供

体细胞. 
目前, 评价BMSC对肝纤维化治疗作用的研

究日益增多. 虽然BMSC移植入肝后能保持的数

量和质量尚无定论[6-9], 但很多有关治疗方面的

研究仍然取得可喜成果, 其抗纤维化作用已得

到证实[10-14]. 但其具体作用机制尚不明确, 目前

®
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认为BMSC对肝纤维化主要有两方面作用, 即促

进肝细胞再生和抑制肝组织纤维化形成, 其对

肝纤维化改善的影响可能是多因素的. 以下我

们对其可能的作用机制作一系统阐述. 

1  BMSC促进肝细胞再生的可能机制

1.1 BMSC分化为功能性肝细胞, 弥补内源性肝

细胞的减少 BMSC在肝纤维化组织内可分化为

肝细胞, 但在正常受体肝内的种植和分化比例

很低[6], 这说明肝纤维化所致的持续肝损伤可能

形成特殊的微环境, 利于BMSC的靶向种植和分 
化[15-17]. 
1.1.1 外周循环微环境的影响: 研究显示 ,  使
用肝衰竭患者血清体外培养的B M S C能向肝

细胞分化 ,  并认为其血清中存在循环性可溶

性因子, 直接刺激B M S C的早期肝样分化 [18]. 
H o n g e t a l [17]研究发现肝损伤大鼠血清体外

培养的骨髓基质细胞可表达非成熟肝细胞

表型M2型丙酮酸激酶和发育期肝细胞表型

In tegr in-β1, 但并不表达成熟肝细胞表型L型
丙酮酸激酶和白蛋白 ,  他们对此有两种解释: 
( 1 )可能是肝损伤血清的刺激强度和时间不

够; (2)可能是存在于肝损伤血清中的信号分

子仅对BMSC的早期激活和定型起作用, 而最

终向肝细胞分化可能需要其他信号来刺激和 
诱导. 
1.1.2 肝内微环境的影响: 动物实验表明, 应激

诱导的信号途径在生肝过程中起关键作用, 多
种炎症信号分子的基因被敲除后, 大面积肝脏

发生变性和退化[19-20]. 因此, 有人猜想可能是肝

内某种与应激和炎症相关的未知信号促进和

增强了BMSC的分化[21]. 有学者通过微点阵分

析联合自我组织图, 对肝纤维化大鼠行BMSC
移植后的基因激活分析显示 ,  在B M S C分化

早期, 与形态学相关的基因上调, 如同源异形

盒、螺旋-环-螺旋转录因子和成纤维细胞生

长因子(fibroblast growth factors, FGF); 而在晚

期, 调节肝细胞分化的基因上调, 如肝细胞核因 
子-4(hepatocyte nuclear factor-4, HNF-4)和葡萄

糖-6-磷酸酶[22]. 另外, 蛋白组学分析显示, 肝硬

化小鼠在BMSC移植48 h后, 脂类代谢激活, 血
清载脂蛋白a(apolipoprotein A1, apoA1)、载脂

蛋白c3(apolipoprotein C3, apoC3)、维生素D结

合蛋白(vitamin D-binding protein, DBP)、α-抗
胰蛋白酶(alpha-1-antitrypsin, AT)和Ⅰ型蛋白酶

体α亚基(proteasome subunit alpha type 1)5种蛋

白水平升高. 其中apoA1在血清及肝内的表达持

续1 wk, 且与增殖细胞核抗原(proliferating cell 
nuclear antigen, PCNA)在肝组织共表达, 这说明

BMSC移植后apoA1的表达与硬化肝脏的早期再

生有关, apoA1可作为评价BMSC向肝细胞分化

的有用指标[23]. 上述两项研究分别从基因和蛋

白水平初步揭示了肝纤维化微环境促进BMSC
向肝细胞转化的分子机制. 虽然具体的信号通

路仍不清楚, 但可以明确的是, 肝纤维化所致的

肝内局部微环境的改变很可能就是促进BMSC
分化的“最终信号”. 

BMSC向肝细胞的转化还与肝损伤的类型

和严重程度相关[24-25]. 一般来说, 仅在肝损伤后

的微环境有利于植入的BMSC生存的模型中, 
BMSC才会起到促进肝脏修复和存活的作用. 有
研究比较急、慢性肝损伤在骨髓源性肝细胞形

成中的作用, 结果显示, 两种肝损伤均有利于骨

髓源性肝细胞的形成和长期定植, 其中慢性肝

损伤更利于这一现象的持续存在[26]. 另有研究

对诱导肝损伤的CCl4用量、注射次数和持续时

间与BMSC在肝内种植和分化的比例进行比较, 
发现BMSC在肝内种植的数量和向肝细胞转化

的比例均与肝损伤的严重程度呈正相关[24], 肝
纤维化或肝硬化所致的慢性严重肝损伤可能更

适于采取BMSC移植方法达到治疗目的. 
最近有报道称, 骨髓细胞能促进肝脏内的

具有瘢痕形成功能的肝星状细胞和肌成纤维细

胞的形成[27], 移植入肝纤维化患者[28]或小鼠[28-29]

体内的BMSC更倾向于分化为上述两种细胞而

非肝细胞, 虽然数量不多, 但在慢性肝损伤条件

下能被激活, 获得Ⅰ型胶原转录活性, 潜在地促

进肝纤维化的发展[29-30]. 因此, 用于肝病治疗的

BMSC移植研究必须警惕加重肝纤维化形成的

可能[27]. 目前, BMSC是否能分化为肝非实质细

胞还不确定, 明确二者之间的关系可能是明确

BMSC如何影响肝纤维化的关键. 
1.2 BMSC分泌多种生长因子, 促进肝再生 Oyagi 
e t a l [10]将大鼠骨髓间充质干细胞与损伤肝细

胞体外共培养 ,  培养液中的肝细胞生长因子

(hepatocyte growth factor, HGF)含量较与正常肝

细胞共培养者高, 认为损伤肝细胞可能产生某

种信号作用于BMSC, 使其分泌HGF至胞外, 而
HGF可以促进BMSC分化[6], 且具有抗细胞凋亡

活性, 在纤维化肝脏的再生中起重要作用[31-32]. 
另有研究发现, 移植入肝纤维化大鼠体内

的BMSC在肝内种植并共表达FGF和FGFR(FGF 

■研发前沿
BMSC因其不可
替代的多种优势
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植则被认为是最
具应用前景的肝
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之一, 但其作用机
制尚不完全清楚, 
需深入研究和探
讨. 
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receptor), 且肝组织中TNF-α含量增加. 此外, 
BMSC移植联合重组FGF2注射能显著提高受损

肝组织中TNF-α表达水平, 增加血清白蛋白含

量, 明显改善肝脏功能和预后, 提高存活率. 由
此认为, FGF2是肝纤维化再生治疗中最重要的

生长因子, 且能通过激活TNF-α信号途径促进

BMSC分化为功能性肝细胞[33]. Sato et al [34]发现, 
种植于肝内的BMSC能分泌FGF2, 从而促进毛

细血管上皮细胞的再生, 利于血管生成, 在局部

为组织再生创造有利的微环境. 
1.3 BMSC促进受体自身内源性肝细胞的增殖 
Yannaki et al [8]将BMSC注入用粒细胞集落刺

激因子(granulocyte colony stimulating factor, 
G-CSF)预处理的慢性肝损伤小鼠模型体内, 结
果发现, 种植于受体肝脏的外源性BMSC很少, 
但受体自身的肝细胞增殖较明显, 肝损伤恢复

较迅速, 认为其主要源于G-CSF与局部微环境

相互作用, 动员自身造血干细胞向受损肝脏归

巢, 促进内源性肝再生过程, 而并非完全依赖

外源性BMSC对受体肝组织的修复. 不过他们

仍认为, 少量外源性BMSC迁移至损伤部位极

可能是诱导内源性修复机制所必需, BMSC可

能通过潜在的旁分泌功能产生并分泌营养因

子和信号 ,  从而启动或触发内源性肝修复程

序 ,  最终通过受体自身的肝细胞来修复损伤 , 
这可能就是 “旁观者效应”. 已有研究证实, 
BMSC能逆转小鼠高血糖症, 其机制可能是外

源性BMSC与受体胰腺上皮细胞相互作用, 从
而诱导内源性胰腺组织的修复[35], 这一机制在

肝组织修复中尚未得到证实, 需进一步研究和

阐明. 

2  BMSC抑制肝组织纤维化形成的可能机制

虽然BMSC在肝纤维化组织中能分化为肝细胞, 
起到一定的促肝再生作用, 但其数量有限, 并不

能靠自身直接代替损伤细胞来挽救受体的肝脏

功能[9]. 此外, 由于肝纤维化具有不同于其他类

型肝病(如急性肝衰竭和遗传代谢性肝病等)的
特殊病理特征, 即除了功能性肝细胞相对减少

外, 还存在ECM的过度沉积. 目前认为, BMSC可
能还通过多种方式抑制肝组织纤维化的形成. 
2.1 BMSC分泌细胞因子改变种植部位的微环

境 多个研究发现, 种植于肝脏的B M S C通过

旁分泌形式分泌多种细胞因子和生长因子, 如
IL-10[36]、TNF-α[37]、GM-CSF[8]、HGF[10]和神经

生长因子(nerve growth factor, NGF)[38]等, 使他们

的肝内甚至血清水平增加, 在促进肝脏再生和修

复的同时, 抑制肝脏炎症反应、促进ECM降解、

改善凋亡诱导的肝损伤、提高血清白蛋白水平

等[6,39-40]. 
2.2 BMSC影响肝星状细胞以减少ECM沉积 研
究显示, 共培养BMSC和肝星状细胞时, 处于G0

期的肝星状细胞增多, S期的减少[12], 而移植入体

内的BMSC在肝内也能降解由激活的肝星状细

胞形成的稳定网状结构. 故BMSC可能影响肝星

状细胞, 或通过诱导凋亡减少其数量[11], 或通过

减少TGF-β1的分泌抑制肝星状细胞的激活[14,41], 
从而减少ECM沉积, 改善肝纤维化程度. 
2.3 BMSC表达基质金属蛋白酶-9(matrix metal-
loproteinase-9, MMP-9)以降解明胶 肝纤维化最

重要的特征是肝组织内胶原纤维大量增加, 膜
Ⅰ型基质金属蛋白酶(membrane-type 1 matrix 
metalloproteinase, MT1-MMP)能将间质内胶原

降解为明胶[42], 而MMP-9则能降解明胶, 导致

纤维融解, 控制肝纤维化的进展[11,43]. 研究显示, 
BMSC在小鼠的纤维化肝脏内沿胶原纤维分布, 
种植数量随时间而增加, 至少持续3 wk可被检

测到, 并逐渐形成上皮样细胞, 高度表达MMP-9, 
可能由此导致胶原纤维降解、Hyp含量减少和

血清白蛋白水平升高, 从而减轻肝纤维化程度, 
提高受体存活率[11]. 此外, BMSC向受损肝内迁

移也与MMP-9表达增加有关[44-45], MMP-9抑制

剂使细胞种植数量减少[45], 这说明BMSC表达的

MMP-9还可能有利于BMSC的靶向种植. 

3  结论

BMSC移植为众多肝纤维化甚至肝硬化患者带

来曙光, 被认为是最具应用前景的治疗措施之

一. 但其作用机制尚不完全清楚, 需要深入研究

和探讨. 如BMSC多种亚群间的相互作用及迁移

机制, BMSC靶向种植于纤维化肝脏的影响因素, 
BMSC在肝纤维化环境中的生物学特性, 决定

BMSC在肝内向何种细胞系分化的微环境和机

制以及其抗肝纤维化的具体信号途径等. 如能

阐明上述问题, 并针对性地采取一些措施来提

高BMSC治疗肝纤维化的有效性和安全性, 将会

为肝纤维化的治疗带来一场革新. 
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Abstract
Hepatic stellate cells (HSCs) play a central role 
in the development of liver fibrosis. In liver 
fibrosis, intrahepatic resistance and splanchnic 
blood flow are increased. Inflammation, hepatic 
sinusoid capillarization, portal hypertension are 
very important factors in the hemodynamics 
of liver. In order to study the influence of 
hemodynamic factors on HSCs during hepatic 
fibrosis, this paper describes the activation and 
expression of extracellular matrix in HSCs as 
well as hepatic vascular reconstruction when 
changes occur in the hemodynamics of liver 
fibrosis, in terms of the biomechanics of liver 
fibrosis mechanism to further understand the 
role of stress in the process of hepatic fibrosis. 
Based on the large number of literatures, we can 
draw a conclusion that an appropriate level of 
mechanical stress can activate HSCs, produce 
extracellular matrix (ECM), and accelerate liver 
regeneration.

Key Words: Inflammation; Hepatic stellate cells; 
Hemodynamics; Mechanical stress; Extracellular 
matrix; Liver fibrosis
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摘要
肝纤维化过程中, 肝脏炎症、胞外基质纤维
化、肝血窦毛细血管化等, 无不对肝脏血流动
力学造成影响, 表现为肝内血流阻力增加、门
脉高压出现等. 在肝纤维化过程中, 肝星状细
胞发挥了关键作用. 为了研究肝纤维化过程中
肝星状细胞(HSC)所处环境的血液动力学因
素变化对肝纤维化进程的影响, 本文综合探讨
肝纤维化发生、发展过程中肝脏血液流动力
学变化及其对肝星状细胞激活、胞外基质表
达、肝脏血管重建的作用, 从生物力学的角度
探讨纤维化机制, 以达到进一步明确应力在肝
纤维化过程中的作用.

关键词: 炎症; 肝星状细胞; 血流动力学; 机械应力; 

胞外基质; 肝纤维化
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0  引言

既往研究表明, 肝纤维化是各种原因导致肝脏

损害后的一种修复过程[1-2], 是导致肝衰竭、门

脉高压的重要病变[3], 进展为肝硬化是肝纤维化

的必然结局. 目前, Parsons et al [4]学者普遍认为

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是肝脏合

成细胞外基质(ECM)的主要细胞, 不同病因导

致肝纤维化的共同途径是肝星状细胞激活转化

为肌成纤维细胞, 合成大量的ECM, ECM分泌

增加, 降解减少, 以致其在肝内大量沉积, 肝纤

维化逐渐形成. HSCs是伴有乙肝病毒、丙肝病

毒、遗传性血色素沉着病、胆道闭锁、囊肿性

纤维化、酒精性肝脏疾病的肝纤维化和肝硬化

的效应细胞[5-6]. Safadi et al [7]研究表明, 肝纤维化

在去除损伤因素后尚有逆转的可能, 大大激发

了人们对肝纤维化发病机制的研究. 
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■背景资料
肝纤维化诱发因
素有多种, 病理过
程的机制复杂. 研
究人员主要从生
物、化学的角度
来研究肝纤维化, 
而目前生物力学
的研究成果表明, 
机械力能够刺激
成纤维细胞、平
滑肌细胞的增殖
及胞外基质成分
的表达. 激活的肝
星状细胞作为肝
纤维化过程中肝
脏胞外基质成分
的主要产生者具
有成纤维细胞和
平滑肌细胞的相
关特点, 并且对肝
纤维化过程中肝
脏中的血流动力
学因素发生了明
显的变化 .  因此 , 
考察机械力对肝
星状细胞增殖和
胞外基质表达的
影响是有必要的.

■同行评议者
陈 红 松 ,  副 研 究
员, 北京大学人民
医院, 北京大学肝
病研究所 



在肝纤维化过程中肝脏的组织压力、血液

流动力学发生了明显的变化, 而处于肝血窦壁

的肝星状细胞对肝脏血液循环的调节起重要作

用, 同时他也必然受到肝血流动力学变化的影

响. 而机械力对平滑肌细胞、成纤维细胞、血

管重建作用的研究卓有成效, 激起了人们从力

学的角度探讨应力对肝星状细胞的影响, 进而

揭示机械力在肝纤维化过程中的作用, 以从不

同的角度探讨肝纤维化机制. 

1  肝脏血液循环的特点及肝星状细胞的调节作用

1.1 肝脏血液循环的特点 肝脏由门静脉与肝动

脉双重供血, 成人休息状态每分钟流经肝脏的血

液高达1500-2000 mL, 约占心输出量的25%-30%. 
正常肝脏门静脉血供占60%-70%, 肝动脉血供占

30%-40% . 
门静脉经多次分支形成入口微静脉, 入口微

静脉管壁无平滑肌, 但与血窦相连处内皮细胞较

大, 富微丝, 细胞舒缩形成肝腺泡的入口括约肌

(inlet sphincter), 调节肝腺泡内的门脉血流. 肝动

脉与门静脉分支在行程中可直接吻合, 从而使肝

动脉终末端的血压下降、血流减慢, 而门静脉终

末端的血压升高、血流加速, 使肝动脉与门静脉

终末支进入血窦前的血压与流速得以平衡, 加上

终末微动脉及入口静脉壁内皮细胞的调节作用

和吻合丰富的小叶周围血窦的减压作用, 使进入

小叶血窦的血液流量、流速得以控制. 肝动脉的

血液仅有一小部分直接进入血窦, 大部分经过各

种通路流经门静脉后再进入肝血窦. 在动脉分叉

处、终末微动脉与血窦连接处、肝动脉-门静脉

吻合支等均有括约机制. 这些分支血管运动时对

血窦的血流及压力起主要调节作用. 肝血窦可开

口于中央静脉, 开口处内皮细胞的舒缩形成出口

括约(outlet sphincter)控制血窦内血液的输出. 中
央静脉与小叶基部的小叶下静脉垂直连接, 在同

一平面内, 如有二条中央静脉与肝静脉属支相

连, 则夹角为120度. 肝血窦(hepatic sinusoid)位于

肝板之间的陷窝内, 是肝脏特殊形态的毛细血

管, 通过肝板孔而连接成网, 宽大而不规则. 入血

窦呈囊状, 直径20-30 μm. 腺泡Ⅰ带血窦表面积

与腔容积之比较大, 窦腔窄而弯曲, 血流缓慢, 便
于物质交换. Ⅲ带血窦较直而宽, 血流快, 易进人

中央静脉. 窦内血流速度不同, 直窦快, 而连接部

分慢[8].  
肝脏微血管也接受来自于两种血管的血液: 

末端入口微静脉(the terminal portal venule, TPVn)
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和末端肝微动脉(the terminal hepatic arteriole, 
THAo). TPVns直接与肝实质中的毛细血管床即

肝血窦相联系[9]. THAo和肝窦间急剧的压力梯度

是通过THAo末端的毛细血管前括约肌的舒缩来

维持的, 同时受到肝窦内皮窗口的舒缩调节, 特
别是门管区(zone 1). 肝动脉是为肝窦血液、胆

管、门静脉和门管区神经提供氧所必须的, 在肝

窦微循环的调节中, 肝动脉系统为肝窦血流的平

稳和恒定提供动力, 肝门静脉系统是肝血窦血流

的主要调节者[10]. 
1.2 肝星状细胞对肝脏血流的调节作用 HSC占
人类肝脏全部细胞的5%-8%, 肝血窦细胞的13%. 
星状细胞位于前肝血窦Disse隙内皮屏障下, 他
们有长的细胞质突起与肝窦内皮壁相平行, 从突

触上生出分支包绕窦状隙, 并且经肝细胞间穿过

到达相邻的窦状隙[11]. HSC具有平滑肌特点, 具
有收缩性. HSC在形态和超微结构特点上与其他

器官中调节局部血流量的周细胞相似, 显示肝星

状细胞是肝脏特殊的周细胞. 对各种血管活性

物质的收缩和舒张能力也说明这些细胞可能在

肝血窦水平对调节肝内血管阻力和血流量起作 
用[12-14]. 内皮素(endothelin, ET)、组胺、血管紧

张素等血管活性物质使体外培养的星状细胞发

生收缩; 一氧化氮(nitricoxid, NO)、一氧化碳使

其舒张. 显微镜下活体观察, 也观察到ET引起肝

窦收缩, 并证明肝窦收缩部位与星状细胞本身的

荧光区是一致的[15], 其中内皮素-1(ET-1)的反应

最强烈[16]. 肝星状细胞的解剖学位置及其对这些

生物化学物质的反应说明了他们在肝脏血液循

环中发挥了重要作用. 

2  肝纤维化过程中肝脏血流动力学的变化

2.1 肝纤维化的病因 肝纤维化是病毒性肝炎、

酒精性肝病、非酒精性脂肪肝、中毒性肝病、

自身免疫性肝病、胆道阻塞等生物、化学、物

理因素导致肝脏损害后的一种修复过程, 胞外

基质过度积累而造成肝功能障碍. 其间HSC激

活、转化为肌成纤维细胞, 合成大量的细胞外

基质(ECM), 从而使ECM降解减少, 以致其在肝

内大量沉积, 肝纤维化逐渐形成. 
活化的HSC特征发生一系列改变, 包括[11]: 

(1)增生频率增加; (2)由静止的HSC转分化为

MFB; (3)储存的脂滴、维生素A减少或消失; 
(4)表达标志性蛋白-α-肌动蛋白和细胞珠蛋白

(Cygb); 表达波形蛋白(vimentin)及结蛋白(des-
min); (5)收缩性增强: 肝脏损伤时内皮细胞及活
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影响.



陈骧, 等. 肝纤维化过程中血液动力学因素对肝星状细胞的影响                                                                                        187

www.wjgnet.com

化的HSC合成ET增加, 作用于HSC表面的特异

性内皮素受体(endothelin receptor, ETR), 引起

细胞收缩, 导致肝内微循环收缩和肝窦血管阻

力升高, 促进肝硬化门静脉高压的发展; (6)分泌

ECM增加: 活化的HSC是ECM生成的主要来源, 
可分泌Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原、层粘连蛋白、纤维

连接蛋白、透明质酸等多种ECM成分. TGF-β1
是增加ECM分泌的最强因子; (7)分泌趋化因子

及细胞因子, 如单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)、
HGF、白细胞介10(IL-10)等; (8)TIMP合成和分

泌增加: HSC激活后分泌TIMP-1、TIMP-2增加, 
抑制MMP对ECM的降解, 从而促进肝纤维化的

形成. 其中细胞增殖与纤维生成增强是重要特征.  
胶原约占肝脏蛋白总量的5%-10%, 当肝脏

发生纤维化时, 胶原蛋白可增加到50%左右. 正
常肝脏一般以Ⅰ, Ⅲ型胶原各占40%, Ⅰ/Ⅲ型比

例约为1. 肝硬化时Ⅰ/Ⅲ型比例增加, 晚期肝硬

化Ⅰ/Ⅲ型比例可增至3左右. 肝脏慢性损伤时, 
Ⅰ型胶原显著增多, 使正常肝内Ⅰ/Ⅲ型胶原比

例倒置, 取代狄氏间隙的Ⅳ胶原, 导致肝窦毛细

血管化与肝纤维化[17]. 转化生长因子β1(TGF-β1)
是促肝纤维化的关键细胞因子, 慢性肝损伤时

TGF-β1以自分泌和旁分泌两种形式促进HSC活
化, 使HSC细胞向肌成纤维细胞(myofibroblast, 
MFB)转化并生成大量ECM, 导致肝纤维化[18]. 
2.2 肝纤维化病因对肝脏血流动力学影响 几乎

所有慢性乙肝患者均有肝脏微循环障碍, 包括

肝功能正常的患者, 主要表现在肝窦腔狭窄. 轻
度时即见肝细胞肿胀, 气球样变性, 压迫肝窦, 
造成肝窦腔狭窄, 偶尔见肝窦腔不规则狭窄与

扩张并存. 重度慢性乙型肝炎(chronic viral hepa-
titis B, CHB)患者肝窦部位被胶原纤维填充, 严
重者肝窦腔闭塞、消失. 随着病情加重, 微血栓

形成率增加, 微血栓周围肝细胞有溶解坏死表

现. 个别患者还见中央静脉内有微血栓形成[19]及

肝血窦毛细血管化等, 引起肝窦阻力增加, 这些

因素均可导致门静脉压力升高. 门脉高压是侧

支循环形成的始动因素. 在正常情况下, 绝大

部分的门静脉血经肝静脉回流, 而在肝硬化过

程中经肝静脉回流的血流量可降低至门静脉

血流量的13%, 其余进入侧支循环 [20]. 门静脉

压力的增高是门脉阻力增高与血流量增多的

共同作用的结果[21]. 
肝脏纤维化对门静脉系统小分支及肝窦造

成不同程度的压迫, 导致肝内血管阻力增加, 门
静脉血流量增加, 引起门静脉高压, 表现为门静

脉和脾静脉增宽、脾脏增厚[22]. 
狗的肝脏血流动力学变化会迅速地反应在

胆道压力上, 楔形肝静脉压(wedged hepatic ve-
nous pressure)和门脉压随胆管压力升高则都升

高, 相反胆管快速减压则两者也紧跟着下降, 显
示胆管压力的变化可通过肝血窦影响肝脏血流

动力学[23], 反映了胆道闭塞能够引起肝血窦血压

上升. 
体外实验也表明, 高浓度乙醇减弱空肠环行

肌条收缩振幅, 平滑肌收缩蛋白的合成速率减

慢, 对空肠平滑肌收缩具有直接抑制作用. 在另

外的研究中也发现乙醇抑制了膀胱平滑肌和血

管平滑肌的收缩. 十二指肠和静脉灌流乙醇都

减弱Oddi括约肌的运动, 抑制Oddi括约肌的收

缩振幅[24]. 乙醇是引起肝硬化的常见病因, 由这

些研究可推断他也会改变肝脏的血液循环状态. 
2.3 机械力对相关细胞的影响 肝星状细胞是肝

脏特殊的血管周细胞, 激活后表现为成纤维细

胞、肌成纤维细胞表型, 具有平滑肌细胞和成

纤维细胞的性质, 且星状细胞在内脏中广泛分

布. 因此, 我们有必要了解这些相关细胞的一些

力学响应特性. 
机械力作为各种组织中细胞形态和功能的

重要调节因素, 能快速诱导血小板衍生生长因

子(platelet derived growth factor, PDGF)受体磷

酸化、整合素受体活化、拉伸激活阳离子通

道、G-蛋白. 他们可以作为力学传感器, 一旦

感受到机械力, 蛋白激酶C和有丝分裂原活性

蛋白激酶(MAPKs)被激活, 导致c-fos和c-jun基
因表达并提高转录因子AP-1 DNA-结合活性. 
机械应力能够直接拉伸细胞膜并改变受体或G
蛋白的结构, 从而激活生长因子等信号传输途

径[25].  
机械力对心血管系统的正常生理功能有重

要影响, 他能使血管平滑肌细胞(vascular smooth 
muscle cell, VSMC)肥大和增殖而促进动脉硬

化、高血压、心血管再狭窄的发生、发展. 高
压力和高血流量均可引起血管重建, 前者导致

的血管重建是正反馈过程, 其管壁增厚、管腔

变窄, 使血压进一步升高; 高流量则引起内外

径增大, 使流量降低以达到一种稳定值[26]. 血流

状态变化也调节血管平滑肌细胞的数量. 跨壁

压能直接作用于血管中膜平滑肌, 使之自身生

长调节因子基因表达增强, 促使DNA和细胞外

基质合成而影响血管壁的构建[27]. 许多研究表

明, 压力、切应力与周向张力升高, 可引起血管

■相关报道
对不同性质的机
械力、同一种力
的加载方式、力
的加载时间细胞
的响应不同. 冯元
桢先生在他的作
品《生物力学-运
动、流动、应力
和生长》中提出
了关于组织和器
官生长和应力关
系的新假说, 并获
得了众多实验的
支持. 对胰腺星状
细胞、肾小球膜
系细胞、平滑肌
细胞的力学研究
均认为机械力能
够影响细胞的增
殖和胞外基质的
表达. 这些研究成
果都为本文提供
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平滑肌细胞多种基因转录及表达上调, 包括血

小板衍生生长因子(PDGF)、TGF-β、抑癌基因

p53等, 从而参与调节VSMCs的增殖. 一定强度

的静压力对细胞增殖、肌动蛋白和胶原蛋白的

表达等也有重要影响. 
机械力中的压力和流体剪切力是高血压

和动脉硬化症的重要病因. 140-180 mmHg的压

力作用于人类大动脉平滑肌细胞(human aortic 
smooth muscle cells, HASMC), DNA的合成呈

压力依赖性的方式, 而小于或等于120 mmHg
没有显著的变化, 超过160 mmHg, 则胞外信号

调节激酶和c-jun N-端激酶活化[28]. O'Callaghan  
e t a l [29]发现 ,  机械应变诱导血管平滑肌细胞

TGF-β1的增加. 另有研究认为, 高血压状态下, 
TGF-β1增加可以增强其他生长因子(如PDGF、
bFGF、EGF等)对VSMCs增殖的促进作用[30], 与
体外高血压动物模型所观察到的结果相似, 显
示压力升高是引起高血压动脉重建中VSMC增

殖加强的重要原因. Roelofsen et al [31]采用最大为

13 kPa, 0.3 Hz的间断压力作用于成骨细胞, 其肌

动蛋白和胶原蛋白的表达上调. 静息的膜系细

胞受到Flexercell Strain Unit 100B拉伸/松弛48 h, 
用荧光标记的Ⅰ, Ⅲ和Ⅳ型胶原抗体免疫染色

检测胞外基质48 h后Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原、纤连

蛋白和层粘连蛋白也增加. 膜系细胞持续拉伸

/松弛导致其细胞形态从正常的星形变为带状外

观, 细胞的长轴垂直于应力方向排列, 拉伸/松弛

12 h TGF-β1 mRNA水平没有显著的变化, 而24 
h则显著增加[32]. 

很多信号分子都与机械转导过程有关, 已
证明整合素、G蛋白和Na+/H+泵是潜在的力传

感器, 而细胞内钙和细胞骨架是最为重要的力

信号转导组分[33]. MAPK和JAK/STAT途径作为

机械应力诱导信号转导潜在的参与者, 对机械

力在细胞中的转导具有重要的作用. 张应力比

压应力对ERK, c-fos mRNA和c-fos蛋白显示更

敏感和强烈的影响. 这个发现指出, 不同力学环

境下的实验结果可能没有可比性. 此外, 因细胞

加载同一幅度的压力和张力得出一些不同的结

果, 可以推测他们的机械转导机制可能不完全

相同. 不同特点的应变可能激活不同的信号转

导途径或不同程度地活化同一途径. 在张应力

诱导下, RTK发挥的作用比细胞骨架重要得多. 
但是在压应力诱导下, 细胞骨架更为重要, 完整

的细胞骨架是压力信号转导所必须的[34]. 
2.4 肝星状细胞相关的体外力学研究 采用旋转

辐流式生物反应器作为机械应力加载装置, 对
复合培养的、分离自大鼠的肝实质细胞和非实

质细胞提供机械应力加载, 当转速30 r/min时, 6 
h后, 白蛋白的产生量达到最多; LDH的测定作

为细胞损坏的一个标记物, 在静态培养和应力

加载条件下肝实质细胞和非实质细胞复合培养

物中没有显著的变化; 而IL-6在应力加载条件下

所有的时间点均有显著升高; HGF在应力加载

培养早期产生, 3-6 h可以检测到, 随后降低到检

测极限水平以下, 静态培养实验中HGF一直处

于检测极限水平以下. 应力加载培养36 h后电子

显微镜观察, 显示肝细胞有良好的保护结构, 细
胞表面有微绒毛, 静态培养细胞表面有其破坏

的显著空隙[35]. 
用Flexer(四点弯曲)细胞应力装置0.5 Hz、

10%的振幅循环拉伸人肝星状细胞系LI90, 拉伸

的LI90细胞, MMP1的浓度相对不拉伸细胞增

加, 而MMP2, TIMPl和TIMP2浓度显示下降. 但
是Ⅰ型胶原C末端肽(ⅠCTP), Ⅲ型胶原前肽(P
ⅢP)、和透明质酸的变化没有显著差别[36].

使用Flexercell加载装置FX-2000对人工培

养的人肝星状细胞系LI90 0.5 Hz、10%振幅周

期性拉伸, 从2 h到24 h, 拉伸的肝星状细胞与未

拉伸的肝星状细胞相比, TGF-β的浓度呈时间依

赖性增加, 转化生长因子β mRNA的表达也有所

增加. 转染Rho因子的阴性突变体后, 则抑制了

拉伸诱导的TGF-β合成. Rho因子是一种与细胞

黏附性和细胞骨架密切相关的分子, 在力传导

中扮演非常重要的角色, 说明在肝星状细胞中, 
Rho与拉伸诱导的TGF-β合成有密切关系[37]. 

胰腺星形细胞在胰脏纤维化过程中起中

心作用. 在慢性胰腺炎中, 胰腺组织压力比正

常胰腺的压力高, 采用添加压缩氦气给压力加

载装置中增加压力. 在给定的压力水平分别为

40 mmHg、80 mmHg、120 mmHg条件下, 对
胰星状细胞作用60 min, 压力显著促进BrdU渗

入, 特别是80 mmHg时; 80 mmHg压力还显著提

高α-SMA水平; 80 mmHg 60 min后, Ⅰ型胶原

mRNA的表达增多, 加载后培养48 h期间胰腺星

形细胞分泌到培养基中的胶原与对照组相比有

显著的增加[38]. 
进行性的肾脏疾病导致肾小球长期处于高

血压环境, 这诱导了肾小球膜系细胞的增殖. 这
种增殖被认为与肾脏损伤的发展相关. 在压力

加载MAPK(Tyr-204)后, 磷酸化水平在1 min内
快速达到一个峰值. 发现压力加载是一种新的

■创新盘点
本文探讨了肝纤
维化过程中肝脏
血液动力学因素
对肝星状细胞的
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研究肝星状细胞
的可能性. 以前的
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状细胞的影响的
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内血管管径却随
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MAPK激活因素, 诱导酪氨酸激酶的活性, 增加

肾小球膜系细胞的增殖, 可能是通过细胞周期

蛋白D1的表达来实现[39].
这些研究均表明, 外力的变化不仅会促进肝

星状细胞的增殖, 还会提高其胶原等胞外基质

的表达水平. 
2.5 胞外基质对肝星状细胞的影响 胞外基质

(extracellular matrix, ECM)是细胞黏附、生长、

分化的底物, 并且为组织提供机械支持. 已熟知

的结缔组织细胞在机械加载中随其胞外基质的

变化而变化. 这必然存在一种反馈机制, 即通过

细胞调整蛋白表达的模式来感知机械应力, 以
重建胞外基质的模式去适应机械力变化的需 
求[40]. 肝星状细胞的形态、增殖、胶原合成根

据基底的性质而不同. 在基底膜凝胶上, 肝星状

细胞形成网孔状结构且增殖慢. 在没有涂聚苯

乙烯和有Ⅰ型胶原涂层的培养皿上细胞分散良

好且伸出细胞突起. 生长在涂有Ⅰ型胶原涂层

上细胞较生长在聚苯乙烯器皿中的细胞增殖快, 
且合成的胶原的量也更多[41]. 在聚苯乙烯表面

或氨基烷基硅烷涂层的玻璃上, HSC显示一种平

的、成纤维状形态, 应力纤维发育良好, 没有细

胞突起. 而培养在Ⅰ型胶原凝胶上可导致HSC变
长, 多极细胞突起, 培养在基质凝胶上则保持圆

形. 而培养于Ⅰ型、Ⅳ型胶原涂层容器中的HSC
没有观察到突出. 在Ⅳ型胶原、层粘连蛋白、

蛋白聚糖、巢蛋白组成的基质凝胶上HSC保持

圆形. 不同的培养基质对肝星状细胞的细胞骨

架也有影响. 
在培养于Ⅰ型胶原凝胶上的细胞中黏附斑

分布于接近细胞与胶原纤维接触的底面和伸入

胶原凝胶的细胞突出中. 酪氨酸磷酸化蛋白与

黏附斑有相似的分布, 在Ⅰ型胶原凝胶上培养

的肝星状细胞突出的尖端丝状伪足的信号特别

强烈. 暗示在细胞突出扩张期间一种活性蛋白

磷酸化[42]. 这些结果显示肝星状细胞的形态、增

殖和胶原代谢受到胞外基质调节. 

3  结论

根据冯元桢[26]提出的应力-生长法则, 组织的生

长取决于应力和应变. 根据这一法则, 肝脏血液

动力学的改变必然对肝脏内的结构重建产生重

要影响, 肝星状细胞也相应受到力学环境变化

的影响. 如血液对肝脏内血管壁的压力、周向

拉伸及血液的剪切作用. 且随着肝纤维化的发

展, 肝窦愈来愈狭窄, 压力不断升高, 甚至出现

肝窦血液向门脉倒流现象, 因而血液压力的影

响相对变得重要. 相关的细胞力学研究表明, 应
力对于细胞的激活、增殖、胞外基质的表达、

血管重建均有重要的影响. 据此, 根据肝星状细

胞本身的生物学特性及其在肝纤维化中的性状

变化, 我们推测: 肝脏血液动力学的改变可能对

肝星状细胞的激活、增殖和胞外基质的表达存

在重要的影响. 
由于肝脏血液循环系统结构本身和供血的

复杂性, 目前在肝脏血液动力学方面还缺乏微

观、系统的力学分析. 肝星状细胞的力学响应

方面的研究仍是初露端倪, 且体外不同的力及

加载方式对细胞有不同响应, 因此还需要了解

在肝纤维化过程中血液动力学特点的基础上, 
弄清各种应力肝星状细胞的增殖、细胞因子和

ECM表达等规律. 在肝纤维化过程中机械力对

肝星状细胞是通过什么途径对肝纤维化起作用, 
机械力能引起胞外基质成分的变化, 胞外基质

成分的变化对体内肝星状细胞有何影响, 机械

力对肝星状细胞贮存维生素A有无影响, 都有待

进一步研究. 
肝纤维化的治疗主要是祛除病因、防止

肝细胞坏死和损伤、抑制肝星状细胞(HSC)活
化和增殖、促进H S C凋亡、促进细胞外基质

(ECM)降解等多环节. 这些现象大多也出现在

细胞力学的研究中, 因而从力学细胞生物学角

度探讨肝纤维化的病理机制或许能够为阐明肝

纤维化发生发展机制提供新的依据, 为新型抗

肝纤维化药物的研究开发提供新的思路, 为临

床治疗门脉高压的血流分流手术, 如血流分流

量、血压分配量等提供参考, 为肝纤维化的临

床早期诊断提供新的思路和力学细胞生物学依

据. 比如, 结合肝门静脉形态变化监测, 建立相

关数学模型, 通过预测肝内血压预报肝纤维化

发生的可能性或程度. 
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Abstract
Oddi sphincter dyskinesia is a digestive disease 
which is difficult to diagnose in time and treat 
properly. Although some methods can be used 
to diagnose Oddi sphincter dyskinesia, no 
convenient method with a high sensitivity is 
available at present. Oddi sphincter manometry 
is considered a golden diagnostic standard for 
Oddi sphincter dyskinesia. However, it has not 
been widely used in clinical practice, because it 
is inaccurate and unfaithful and often leads to 
severe complications. Only few patients with 
Oddi sphincter dyskinesia could be treated 
with chemical drugs. At present, endoscopic 
sphincterotomy (EST) is the best choice of 
treatment for Oddi sphincter dyskinesia. This 
paper discusses the role of Oddi sphincter 
manometry and EST in treatment of Oddi 
sphincter dyskinesia. Some patients need to 

undergo transduodenal sphicteroplasty or 
anastomosis of bile duct with intestine.  

Key Words: Oddi sphincter dyskinesia; Oddi sphinc-
ter manometry; Endoscopic sphincterotomy

Si LJ, Ren JL, Dong J, Ren X, Chi BR. Diagnosis and 
treatment of Oddi sphincter dyskinesia. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(2): 192-198

摘要
Oddi括约肌运动功能障碍(SOD)是临床较难
诊断和治疗的疾病之一. SOD诊断方法较多, 
但尚缺乏敏感性及特异性的诊断方法. 目前认
为Oddi括约肌压力测定(SOM)是诊断Oddi括
约肌运动功能障碍的“金标准”, 但因其数据
结果的准确性及测压后并发症等影响, 难以在
临床广泛开展. 极少数SOD患者可通过药物治
疗缓解症状, 更多的SOD患者依靠内镜下乳
头括约肌切开术(EST)治疗, EST是SOD最常
用且有效的治疗方法, 尚有部分患者需通过经
十二指肠Oddi括约肌切开成形术及胆肠吻合
等外科手术方法才能达到治疗目的. 

关键词: Oddi括约肌运动功能障碍; Oddi括约肌压

力检测; 十二指肠乳头括约肌切开术
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0  引言

Oddi括约肌运动功能障碍(sphincter of oddi 
dysfunction, SOD)分为Oddi括约肌狭窄和Oddi
括约肌运动功能紊乱两种类型[1-2]. 前者为乳头

括约肌的部分或全部狭窄, 由慢性炎症和纤维

化所导致. 后者为乳头括约肌痉挛, 常见胆囊切

除术后的患者, 两者鉴别有时较困难. SOD的

诊断主要根据临床症状、肝功、血淀粉酶、

ERCP和Oddi括约肌压力测定(SOM)等方法, 目
前认为Oddi括约肌压力测定是诊断SOD的“金

标准”[3-7]. 内镜下乳头括约肌切开术(EST)是治

疗SOD最常用的方法[8-10], 对不宜作EST治疗或

®

■背景资料
Oddi括约肌运动
功能障碍 (SOD)
是临床较难诊断
和治疗的疾病之
一, 尚缺乏简便、

有效的检查方法
及理想的治疗方
法.
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EST失败的SOD患者可考虑外科手术.

1  Oddi括约肌的解剖和生理功能

Oddi括约肌(sphincter of oddi, SO)通常是指围绕

在胆总管壶腹和胆胰管末端的括约肌, 由4部分

组成: 胆总管末端括约肌、胰管末端括约肌、

位于乳头的壶腹括约肌和位于胰胆管间隔的纵

肌束. 每部分肌肉都有各自不同的受体, 受不同

的神经、体液信号调节. 
通过对SO测压及电生理研究提示, Oddi括

约肌有周期性前向收缩的特性, 与十二指肠同

步又互不相干, 这是SO生理功能的重要基础[11]. 
该特性对调节胆囊充盈, 控制胆汁和胰液的排

出, 维持胆、胰管内压力, 防止十二指肠液胆道

返流有重要作用[12]. SO运动受多种因素的影响,
目前该方面研究颇多, 各报道不一. 综合常见的

影响因素包括: (1)进食因素: 正常人, 消化间期

SO运动存在两种形式, 即自发性紧张性收缩和

节律性收缩, 节律性收缩发生于紧张性收缩基

础上, 与胃肠道MMC相关, 有推进性蠕动和逆

向性蠕动两种传播方式, 一方面使肝脏分泌的

胆汁转送入胆囊浓缩, 另一方面也有少部分胆

汁排入十二指肠. 餐(尤其是脂餐)后激发胆囊收

缩素(CCK)释放, 胆囊收缩, SO松弛, 使胆汁和

胰液排入十二指肠, 助于消化. (2)神经调节因素: 
SO上含有α和β肾上腺素受体, 分别介导收缩和

舒张, 还有胆碱能受体介导收缩, 对阿托品敏感. 
迷走神经兴奋时, 胆囊收缩, SO舒张, 有利于胆

汁的排泄. (3)体液调节因素: 胃肠道激素对SO
的影响目前研究较少, 已知的CCK能抑制SO收

缩, 增加胆汁流入十二指肠. 促胃液素是一种类

似于CCK的激素, 可抑制胰管括约肌运动, 有利

于胰液的排出. 胃泌素与五肽胃泌素对动物SO
的作用与CCK相同, 对人SO的作用不清. (4)药
物因素: 鸦片类、胆碱能拮抗剂、α-肾上腺能

拮抗剂、H1受体拮抗剂等可使SO压力升高. β-
受体拮抗剂、抗胆碱能制剂、硝酸酯、钙离子

拮抗剂等可使SO压力下降. 研究发现[13-15], 胆道

流体力学与血液动力学有互动的关系, SO动力

学改变和心血管系统和血液流变学有密切联系, 
可相互影响. 入肝血流是影响SO动力学改变的

重要因素之一, 入肝血流量与胆管压高低和胆

管压变化的幅度成正比关系. 
此外, 胆囊在调节胆道动力学方面发挥着

重要作用. 在生理条件下, 胆囊SO作为一个整

体, 对胆汁从肝脏经胆道排入肠道起着协调作

用. 胆囊压力与容积的改变可改变胆管内压力, 
一旦被切除, 就有可能引起SO的功能异常.

2  SOD

2.1 病因 Oddi括约肌狭窄常见病因为慢性乳头

炎所致Oddi括约肌纤维化和Oddi括约肌肥大. 
Oddi括约肌运动功能紊乱的病因为乳头括约肌

痉挛, 常见胆囊切除术后患者. 但临床很难将两

者区分开, 也有报道认为Oddi括约肌运动功能

紊乱与Oddi括约肌狭窄是SOD由轻到重的发

展、演变. 
2.2 发病机制 (1)神经调节异常: 尽管SOD的病理

生理机制目前还不清楚, 但神经调控的异常可

能与其发病有关. Oddi括约肌的运动功能受交感

神经、副交感神经和肽能神经的支配; Oddi括
约肌中α、β受体分布相当, 交感神经对Oddi括
约肌的调节作用既可以是收缩, 也可能是舒张; 
但迷走神经对Oddi括约肌的作用机制不清楚; 
SOD与括约肌胆系或胰系部分均有关, 因而呈

现不同的临床综合征[16]. (2)内脏感觉过敏: SOD
患者术后十二指肠扩张可诱导与S O D同样的

腹痛, 并多伴有抑郁、焦虑等心理症状, 提示内

脏痛觉过敏与SOD术后腹痛的发生有关[17]. (3)
胰胆管合流异常: 约有2/3的急性胰腺炎患者和

1/3的慢性胰腺炎患者伴有SOD, 但目前尚不清

楚胰胆管合流异常在SOD中的作用. (4)体液因

素: 某些内分泌或体液因素, 如胃泌素释放肽、

胰泌素、生长抑素及CCK的分泌异常被认为与

SOD的发病有关, 但详细的分子生物学机制尚

不明了. (5)其他因素: Tierney et al [18]观察了乙醇

对狗Oddi括约肌的影响, 认为大量乙醇(1.5 g/kg)
灌注通过改变胆道括约肌的运动而诱发胆石形

成. 局部体表热刺激可抑制不同动物Oddi括约

肌的运动功能, 此作用可能是通过热敏感神经

释放NO实现的, 这可能为L2精氨酸/NO通路障

碍疾病的治疗提供一种简便的方法[19]. 
2.3 SO分型 Hogan et al [20]根据患者的临床表现、

实验室检查和逆行胰胆管造影(ERCP)检查结果, 
将SOD分为胆道型和胰腺型两类, 每类根据症

状轻重又分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型, 其中Ⅰ型除临床

症状外, 还包括酶学异常和胆管或胰管排空障

碍, 即(1)胆源性腹痛或胰源性腹痛; (2)1次以上

血清转氨酶或碱性磷酸酶升高2倍以上, 或1次
以上血淀粉酶或脂肪酶升高2倍以上; (3)ERCP
示胆总管扩张(>12 mm), 或ERCP示胰管扩张

(头部>6 mm, 体部>5 mm); (4)ERCP示胆总管排

■相关报道
S O M 作 为 诊 断
S O D 的 “ 金 标
准”, 因所测数据
受各方面因素影
响较多, 并合并胰
腺炎的发生率较
高, 国内仅在少数
几家医院开展. 
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空时间延长(>45 min), 或胰管排空时间延长(>9 
min). Ⅲ型仅有临床表现, 单纯的胆源性腹痛或

胰源性腹痛. Ⅱ型介于两者之间: 胆源性腹痛或

胰源性腹痛加上述异常所见中的1-2项. 
2006-05 DDW上, 美国胃肠病学协会正式

发布了功能性胃肠病的罗马Ⅲ标准. 罗马Ⅲ专

家委员会对胆道型Oddi括约肌功能障碍Geenen- 
Hogan分型标准进行了修订, 主要区别在于诊断

Oddi括约肌功能紊乱不再强调胆道、胰管引流

时间, 这样就可避免有创伤性ERCP检查[21]. 新的

临床分型规定Ⅰ型患者应具备: 胆源性腹痛; 至
少2次丙氨酸胺基转移酶、天冬氨酸胺基转移

酶、胆红素升高至大于正常值2倍; 腹部B超发

现胆道扩张, 直径大于8 mm. Ⅰ型患者Oddi括约

肌测压异常比例高达65%-95%, 此型患者主要

由于Oddi括约肌狭窄所致. 而Ⅱ型患者除胆源

性腹痛外, 上述实验室或影像学检查仅1项异常

即可, 此型患者胆道测压异常率为50%-63%. Ⅲ
型患者仅有胆源性腹痛, 此型患者胆道测压异

常率为12%-59%. 
2.4 临床表现 SOD多见于女性, 常因胆囊结石而

行胆囊切除术, 症状常在术后5年出现, 主要表

现为腹痛, 常在脐周并放射至右上腹及背部, 且
部位多变, 常与脂肪餐有关, 有时在凌晨或夜间

出现, 使患者痛醒. 发作时可伴恶心、呕吐, 每
次可持续3-4 h, 用解痉药可减轻症状, 几周或数

月发作1次. 
2.5 诊断 ROMEⅡ诊断标准[4](根据临床症状): 右
上腹和上腹肯定而较重的疼痛发作, 并伴有以

下症状: (1)发作持续30 min或以上; (2)在过去12 
mo中有一次或多次的发作; (3)疼痛稳定不变, 并
影响日常生活, 需就医; (4)没有足以解释这些症

状的结构方面异常的证据. 
SOD常用的诊断方法: (1)超声(US): 胆囊切

除术后患者的胆总管扩张是SOD患者US检查的

特征性表现之一[1]. 正常胆管US下测量, 直径不

超过7 mm, 否则说明胆汁排泄受阻, 如能除外

器质性病变, 则提示有SOD存在; 脂肪餐或静注

CCK后, 胆管直径无缩小, 也说明存在SOD. 该
方法简便, 无创伤, 是目前最实用的方法, 但结

果易受操作者的技术和主观因素影响. (2)定量

肝胆闪烁扫描(HBS): 属非创伤性检查, 可通过

括约肌阻力的增加来间接判断括约肌的运动功

能. 能通过肝脏摄入和排出的明显延迟, 而做出

定量和定性诊断, 敏感性很高, 多用于SOD可疑

者的诊断[22], 但价格昂贵. (3)M-P实验: 肌注吗啡

和新斯的明后, 患者出现右上腹痛、血淀粉酶

及转氨酶升高为阳性. 因其敏感性不高、特异

性较差, 目前已少采用. 近年来有学者[1]联合应

用激发实验与闪烁显像法检查胆囊切除术后有

症状者, 发现激发实验阳性与扫描梗阻图像间

有很好的相关性, 认为此综合检查法可能是诊

断功能异常患者的一种理想方法. (4)ERCP: 可
见十二指肠乳头开放、关闭运动减弱或消失; 
乳头狭窄致插管困难; 管腔扩张, 胆总管内径

>12 mm, 胰管头部>6 mm, 体部内径>5 mm; 造
影剂排空时间延长, 胆总管排空时间>45 min, 胰
管排空时间>9 min; 胆总管下端狭窄. 此外, 胆
管内注入造影剂, 随着压力增加患者出现腹痛, 
提示SOD. ERCP是确诊多数胆胰疾病的最佳手

段, 对SOD能进行准确的定位、定性诊断, 是目

前诊断SOD的较好的方法, 并可同时行EST等治

疗. 但由于检查时, 不同患者所使用造影剂和镇

静剂数量不同, 使该检查缺乏统一衡量标准, 创
伤性和需用镇静剂是ERCP的主要弊端. 近年来, 
胆胰管和Oddi括约肌电运动的检测是了解胆系

运动的一种新方法. Abell et al [23]认为在行ERC的
同时监测胆胰和Oddi括约肌的电活动是可行的, 
并证实胆系不同部位的波形特点不同, 胆胰管

的电活动和机械活动间有很好的相关性, 但需

要进一步研究证实其潜在的临床价值及在SOD
诊断中的意义. (5)磁共振胰胆管成像术(MRCP):  
该项检查是了解胆胰管器质病变和功能性改变

的无创伤性的新技术, MRCP对胰胆管检查具

有较高的精确度[24]. 对SO功能状态和ERCP相
比具有相似的特异性和敏感性[25-27]. 当有相应

的临床表现, ERCP或影像学检查提示有梗阻现

象, 而非侵入性检查又无阳性发现时, 胰胆管测

压应予以考虑[28], 但迄今累积的病例少, 费用高. 
(6)Oddi括约肌压力测定. 

总之, SOD的诊断方法很多, 各种诊断方法

都有其优缺点, 诊断时应结合临床, 多种诊断方

法综合, 以提高诊断率.

3  SOM

3.1 SO测压法 SO测压法有3种: 直接内镜测压, 
探头传感器测压, 间接测压. 其中经内镜测压, 
是唯一直接测定Oddi括约肌运动功能的方法. 
3.2 直接内镜测压

3.2.1 原理和方法: 1974年Vondrasek et al [29]首先

报道了内镜下十二指肠乳头插管Oddi括约肌测

压, 由于该法可直接测定Oddi括约肌的运动功

■应用要点
本文对SOD多种
诊断及治疗方法
进行比较, 以期避
免一些不必要的
检查, 尤其是避免
不必要的创伤性
检查, 并为SOD患
者选择有效, 微创
的治疗方法, 使更
多的SOD患者得
到及时的诊断、

满意的治疗. 
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能, 很快得到大多数学者的认可, 特别是近年来

随着低顺应性毛细管液体灌注系统、多通道测

压导管和计算机收集整理数据等新技术的广泛

应用, 该项技术日益成熟, 大大推动了Oddi括约

肌运动功能的研究. 常用的内镜测压方法有两

种: 灌注导管法和微传感器法, 以前者最为常

用. 水灌注式导管测压系统的原理: 是将1根三

腔导管置于Oddi括约肌处, 由微量压力泵向导

管内注水, 水在导管末端侧孔逸出时所要克服

的压力即为Oddi括约肌压力. 压力信号的变化

通过水流传递到压力换能器感受, 并转变为数

据信号, 直接输入电子计算机, 进行显示、数据

处理、储存、描绘和打印. 水灌注式导管测压

系统的方法: 术前准备及操作过程与一般ERCP
检查基本相同, 术前不用任何解痉药或促胃肠

动力药, 已被公认. 在镇静药的使用上观点不一, 
有文献报道术前肌注安定对测压结果无影响, 
也报道咪唑安定可明显降低Oddi括约肌基础压, 
对测压结果有显著影响[30]. 因此如患者耐受性

好, 最好还是不用为最佳. 灌注式测压导管外径

1.7 mm, 长为2 m, 顶端有3个侧孔, 开口于不同

方向, 每一侧孔间相距2 mm. 测压时水流速度

为0.2-0.6 mL/min. 先经乳头插入造影导管, 注入

少量造影剂, 确认胆管后, 经导管插入直径0.46 
mm的导丝, 退出导管, 将测压导管沿导丝插入

十二指肠, 先测十二指肠内压, 并将十二指肠压

力设为零压力. 然后将有标记的导管部分插入

胆总管或胰管测压. 再按定点牵拉法, 边退边检

测Oddi括约肌压力, 每1点至少检测30 s. 记录压

力各项变化情况. 
3.2.2 记录项目和正常参数: SOM包括以下项目, 
即十二指肠内压(十二指肠腔相对于大气的压

力), 管腔内压(胆管或胰管相对于十二指肠的压

力), Oddi括约肌基础压(测压孔位于Oddi括约肌

处测得压力), Oddi括约肌时相性收缩幅度, Oddi
括约肌时相性收缩频率, Oddi括约肌时相性收缩

间期和Oddi括约肌时相性收缩传播方式. 目前国

内普遍采用1990年Guelrud et al [31]报道的50例健

康自愿者的资料, 用其提出的正常标准, 即基础

压≤35 mmHg, 收缩幅度≤220 mmHg, 收缩间期

≤8 s, 收缩频率≤10次/min, 逆行收缩≤50%. 
3.2.3 SOD的测压异常表现: Oddi括约肌基础压

升高(≥5.3 kPa, 40 mmHg), Oddi括约肌收缩频

率超过10次/min、收缩幅度≥240 mmHg, 收缩

传导顺行减少而逆行增加, Oddi括约肌对CCK
有矛盾反应和胆管、胰管压力升高 .  O d d i括

约肌狭窄测压表现为基础压的异常升高(≥40 
mmHg), 可伴有或不伴有其他测压异常. Oddi括
约肌运动功能紊乱表现为多种测压异常, 如间

断性基础压升高, 收缩频率≥7次/min, 逆行性收

缩≥50%. 其中基础压升高是最恒定、可靠的指

标, 常用于治疗方案的确定, 而且也是括约肌切

开预后良好的判定指标. 
3.2.4 SOD测压表现与临床分型的关系: 综合各

型SOD患者测压结果发现,Ⅰ型患者测压异常占

65%-86%; Ⅱ型占41%-55%; Ⅲ型占19%-28%[32]. 
邹多武 et al [33]报道Ⅰ型患者测压90%异常, 且
80%表现为Oddi括约肌狭窄, 10%表现为Oddi括
约肌运动功能紊乱; Ⅱ型患者测压31.8%异常, 
Oddi括约肌狭窄占13.7%, Oddi括约肌运动功

能紊乱占18.1%; Ⅲ型测压6.7%异常, 均表现为

Oddi括约肌运动功能紊乱. 证明SOD的Oddi括
约肌测压与临床分型有较好的一致性[34]. Oddi括
约肌测压对研究Oddi括约肌运动功能具有较高

价值. 
3.2.5 SOM的影响因素[35]: (1)腹压: 患者剧烈

呕吐、腹压增高,传至胰管、胆管导致假象出

现. 因此在测压过程中应注意标记, 在分析结果

时予以排除. (2)测压导管本身会导致动力学的

改变, 使检查结果出现系统误差. (3)低顺应性

毛细管液体灌注导管硬度不够, 插管成功率仅

60%-75%. (4)镇静剂的使用影响数据测定, 不能

真实反应压力与疼痛间的相关性. 
3.2.6 SOM的并发症: 最主要的并发症是急性胰

腺炎, 发生率高达31%[4], 明显高于单纯ERCP, 尤
以ERCP后立即行Oddi括约肌测压为显著[36]. 近
期研究表明, 经ERCP测压后胰腺炎的发病率大

大高于胆道镜[37]. 吴硕东 et al [38]应用低顺应性毛

细管液体灌注测压系统和三腔测压导管, 采用

经胆道镜途径, 无一例出现并发症. 
3.3 探头传感器测压 在ERCP检查时, 将探头传

感器导管留置于胆总管, 可获得较长一段时间内

的测压资料, 用于一些药物(如吗啡等)疗效评价, 
并可判断疼痛程度是否与括约肌压力变化相关. 
3.4 间接测压 是将导管经胆囊管或T形管插入, 
灌注液体并测压, 用间接法测量胆总管内压力

和通过括约肌的液量, 有助于对括约肌生理作

用的理解, 且优于直接测压法. 缺点是数值欠精

确, 仅能在术中使用.

4  SOD的治疗

SOD的治疗目的是降低胆汁和胰液排出时SO的

■同行评价
本文内容详实, 层
次 分 明 ,  文 笔 流
畅, 具有较好的学
术价值. 
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张力, 以利于胆道和胰腺分泌的液体向十二指

肠流出. 治疗包括药物治疗、内镜治疗和外科

手术治疗三种方法[7,39]. 
4.1 药物治疗 (1)抗胆碱能药物: 主要抑制平滑

肌上胆碱能受体起作用, 常用药物有阿托品、

颠茄类生物碱及其衍生物. 抗胆碱能药物阿托

品可显著降低SO基础压与收缩幅度, 但由于该

药在心血管方面的不良作用, 目前仅用于急性

发作时缓解症状. (2)硝酸甘油类: 有研究证实硝

酸甘油是一种迅速有效降低Oddi括约肌压力的

药物[38], 同时对Oddi括约肌痉挛有解痉作用, 但
因有相对的全身副作用, 使其应用受到了一定

的限制. 该药物作用短暂, 长期疗效有待进一步

研究. (3)钙通道阻滞剂: 该类药物通过阻滞钙通

道而松弛平滑肌, 有研究证实[40], 心痛定可明显

降低Oddi括约肌基础压, 提示该药可能成为治

疗SOD的有效药物. (4)促胃肠动力药: 1990年
Baker et al [8]观察了西沙比利对澳州付鼠Oddi括
约肌运动功能的影响. 结果发现用药后Oddi括
约肌运动功能明显受抑制, 西沙比利还可促进

胆囊排空, 说明他可促进胆囊及Oddi括约肌的

协调运动. Nakayama et al [41]也通过动物实验证

实不同剂量的西沙比利对动物的SO作用不同, 
小剂量可以促进SO收缩, 大剂量则抑制SO收缩. 
吴硕东 et al [38]研究说明常规剂量的西沙比利可

松驰SO, 作用机制有待进一步研究. (5)生长抑

素:近年来发现生长抑素类药物对SO功能有重

要影响, 能降低SO压力, 可作为SOD治疗的候选

药物. 生长抑素可降低SO基础压和收缩压, 抑制

SO收缩[42], 奥曲肽可显著降低SO压力峰值和基

础压而不改变波幅和波频或胆道压力[43-44]. (6)
中医中药对SO的影响: 国内亦有报道[45]证实重

用大黄可疏通毛细胆管内的胆汁瘀积并且增加

胆管舒缩功能, 降低黏稠度, 增加胆流, 使胆囊

收缩, 舒张SO; 与柴胡、川朴、陈皮、黄芩、

公英诸药合用还能消除SO水肿, 促进炎症吸收, 
增加胆汁酸随肠道内容物排出量. 但是, 袁耀宗  
et al [46]在研究生长抑素(SS)及大黄素对犬急性坏

死性胰腺炎SO压力的影响时发现, SS能降低SO
的基础压和收缩幅度, 甚至还可减慢其收缩频

率, 而大黄素对SO作用的差异无显著性. 因此, 
中药成方或单味药的有效成分对改善SOD的作

用机制有待进一步观察和深入. 此外, 有实验发

现[13], 甲基莲心碱(Nef)对SO和胆道均有与戊脉

安相似的阻止外钙内流导致SO松弛的作用, 并
且发现Nef对胆道平滑肌的作用不同于血管平

滑肌, 他不拮抗去氧肾上腺素的收缩作用, 为探

索药物治疗SOD提供了实验理论依据[47-48]. 总
之, 迄今为止还没有发现一种特异性作用于SO
的药物. 
4.2 内镜治疗 (1)内镜下括约肌切开术: EST是目

前SOD最常用的和有效的治疗方法[49-50], 与手术

相比, 具有安全、经济、创伤小等优点. Geenen 
e t a l [51]一项前瞻性随机研究, 发现EST对基础

压超过5.31 kPa(40 mmHg)患者治疗效果好, 但
对于基础压<5.31 kPa者效果不明显. 伴有测压

异常的胆道型Ⅰ型患者, EST术后症状100%改

善, Ⅱ型患者症状改善者占91%, Ⅲ型患者症状

改善50%. 胰腺型SOD患者EST治疗疗效较差, 
但选择性进行胰管括约肌E S T术可大大提高

症状改善率[9,14]. EST胰腺炎的发生率为5%, 因
SOD行括约肌切开者, 胰腺炎的发生率可高达

11%-30%[52]. EST术后有出血、穿孔等并发症, 
发生率约5%-16%; 死亡率为0%-22%; 术后再狭

窄的发生率为11%. (2)内镜下放置支架引流: 对
于间歇性运动障碍或痉挛, 静息时胆总管SO基

础压正常者, EST效果并不肯定, 但若在胆总管

SO内留置塑料支架可防止其闭塞, 从而缓解间

歇性运动功能障碍或痉挛所产生的症状. (3)内
镜下括约肌球囊导管扩张术(EPBD): EPBD术后

短期内可以显著降低Oddi括约肌基础压, 适用

于伴有Oddi括约肌基础压增高的胆道Ⅰ型和Ⅱ

型SOD患者, 较EST安全, 但远期疗效差[53]. (4)内
镜下肉毒杆菌毒素注射术: 肉毒杆菌毒素(BTX)
是胆碱能神经末梢乙酰胆碱释放的强力抑制剂, 
可明显降低SO的平均基础压、振幅[54]. Wehrann 
et al [55]证明内镜下乏特氏壶腹注射BTX是安全

的, 而且BTX治疗后的反应可用于SODⅢ型患

者治疗方案的确定, 从而避免半数患者不必要

的括约肌切开. 但部分患者BTX注射后无效者, 
括约肌切开后依然无效, 提示除基础Oddi括约

肌压力外, 其他病理因素可能与SODⅢ型患者

的胆道症状也有关. 
4.3 外科手术治疗 对不宜行EST治疗或EST治疗

失败的SOD患者可考虑外科手术治疗.  外科手

术的优点是既可消除胰管开口处的梗阻, 又可避

免壶腹瘢痕和再狭窄的形成. 手术方式有十二指

肠乳头括约肌成形术和胆肠吻合手术[13,56-58]. 
4.3.1 十二指肠乳头括约肌切开成形术: Oddi括
约肌切开成形术的优点: (1)符合胆流的正常生理

通道. (2)与肝外胆道空肠或十二指肠吻合术相比

没有形成盲端综合征的可能性. (3)不改变胃肠道
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正常生理通道. Oddi括约肌切开成形术的缺点: 
(1)成形术后有时不可避免地发生肠胆逆流. 如有

逆流又能顺利排出, 就不易发生逆行性感染; 如
有逆流又不能顺利排出, 则易招致逆行性感染发

生. (2)可发生十二指肠漏、出血和急性胰腺炎等

严重并发症, 一旦发生, 病死率极高. (3)若胆总管

末端狭窄段较长者, 本术式不能解决问题; 宜采

用胆肠吻合术为宜. (4)Vater壶腹旁有憩室、年

老和病情危重者, 选用本术式宜慎重.  
4.3.2 胆肠吻合术: 其适应症为(1)Oddi括约肌切

开术后复发者或Oddi括约肌切开成形术后逆行

感染严重者; (2)胆总管末端狭窄段较长者; (3)胆
总管明显扩张, 肝胆管内堆满结石难以取净者; 
(4)Oddi括约肌狭窄并发胆总管泥沙样结石并有

结石复发倾向者. 常见的方法有胆囊空肠袢式吻

合术(即改良式胆囊空肠Roux-en-Y形吻合术)、
胆总管十二指肠吻合术、间置空肠胆管十二指

肠吻合术、胆管空肠Roux-en-Y形吻合术(特别

是曾宪九法), 其中以后者为优, 故目前在临床上

多采用此法. 胆管空肠Roux-en-Y形吻合术适于

任何部位的胆道重建术, 也适于十二指肠乳头

Oddi括约肌狭窄的胆道重建术. 由于本吻合口径

在2.5 cm以上, 吻合口也没有张力, 所以只要吻合

稳妥, 不会发生近期漏和远期吻合口再狭窄. 与
胆总管十二指肠吻合术相比, 本法吻合口漏或吻

合口狭窄均少, 抑或一旦发生也易于处理, 逆行

性胆道感染的发生率也少. 总之, 空肠Roux-en-Y
形吻合是胆肠内引流术的主要术式. 

Oddi括约肌运动功能障碍的不同类型采取

不同的治疗方案. 对于Ⅰ型如考虑与乳头括约

肌狭窄有关, 宜通过内镜下括约肌切开或外科

手术解决, 内镜下括约肌切开具有损伤小、安

全、经济等特点, 应作为首选方法. 对于Ⅱ、Ⅲ

型, 特别是Ⅲ型属功能障碍与括约肌痉挛、不

协调运动或早期纤维化形成有关, 大部分可望

通过药物治疗显效. 
目前对于SOD的诊断和分型有赖于临床表

现、生化测定、超声扫描、MRCP、ERCP等多

种化验检查方法, 并除外胆胰其他器质性病变. 
SOM作为诊断SOD的“金标准”, 因所测数据

受各方面因素影响较多, 并合并胰腺炎的发生

率较高, 国内仅在少数几家医院开展. 随着内镜

技术的不断发展, 更多的SOD患者有望通过内

镜下乳头括约肌切开术得到满意的治疗. 对不

宜作EST治疗或EST失败的SOD患者可考虑外

科手术治疗.

5      参考文献
1	 Tzovaras G, Rowlands BJ. Diagnosis and treatment 

of sphincter of Oddi dysfunction. Br J Surg 1998; 85: 
588-595

2	 Lans JL, Parikh NP, Geenen JE. Application of 
sphincter of Oddi manometry in routine clinical 
investigations. Endoscopy 1991; 23: 139-143 

3	 朱明霞, 文明, 黄勇火, 罗洪浪. Oddi括约肌功能障碍
的ERCP研究. 中国医学影像技术 2002; 18: 1285-1287

4	 董家鸿, 冷建军. Oddi括约肌功能障碍. 中国现代手术
学杂志 2002; 9: 164-166  

5	 陈仕珠. 胆道系统运动调节及功能性胆道运动异常的
诊治. 世界华人消化杂志 2003; 11: 613-618

6	 吴硕东, 孔静, 王伟, 张强, 金俊哲. 吗啡及M-胆碱能
受体阻断剂对Oddi括约肌压力变化的影响观察. 世界
华人消化杂志 2002; 10: 1467-1469

7	 兰梅, 王新, 樊代明. Oddi括约肌运动功能障碍的诊治
进展. 国外医学内科学分册 2000; 27: 286-289

8	 Baker RA, Saccone GT, Toouli J. Cisapride inhibits 
motility of the sphincter of Oddi in the Australian 
possum. Dig Dis Sci 1990; 35: 711-715

9	 Neoptolemos JP, Bai ley IS, Carr-Locke DL. 
Sphincter of Oddi dysfunction: results of treatment 
by endoscopic sphincterotomy. Br J Surg 1988; 75: 
454-459

10	 Fogel EL, Eversman D, Jamidar P, Sherman S, 
Lehman GA. Sphincter of Oddi dysfunction: 
pancreaticobiliary sphincterotomy with pancreatic 
stent placement has a lower rate of pancreatitis 
than biliary sphincterotomy alone. Endoscopy 2002; 
34: 280-285

11	 张少辉, 吴伟, 王尧华. Oddi括约肌生理与病理生理的
动力学研究状况. 中国中西医结合外科杂志 2004; 10: 
398-400

12	 孔静, 吴硕东. Oddi括约肌功能失调与胆囊结石及胆
囊切除术后再发胆总管结石的关系. 肝胆外科杂志 
2002; 10: 75-77 

13	 吴高松, 邹声泉. Oddi括约肌功能异常的诊断与治
疗.中华肝胆外科杂志 2003; 9: 442-444

14	 Zou S, Zhang J, Qiu F. Influence of octapeptide of 
cholecystokinin, vasoactive intestinal peptide and 
substance P on dynamics of biliary system and 
cardiovascular system. Chin Med J (Engl) 1998; 111: 
1071-1074  

15	 张剑峰, 邹声泉, 裘法祖. 胃肠道神经肽对胆道Oddi括
约肌活动和心血管功能影响的实验研究. 同济医科大
学学报 1997; 26: 153

16	 吴立胜, 黄强. Oddi括约肌运动功能不良诊治研究进
展. 肝胆胰外科杂志 2004; 16: 232-235

17	 Chun A, Desautels S, Slivka A, Mitrani C, Starz T, 
DiLorenzo C, Wald A. Visceral algesia in irritable 
bowel syndrome, fibromyalgia, and sphincter of 
oddi dysfunction, type III. Dig Dis Sci 1999; 44: 
631-636

18	 Tierney S, Qian Z, Lipsett PA, Pitt HA, Lillemoe 
KD. Ethanol inhibits sphincter of Oddi motility. J 
Gastrointest Surg 1998; 2: 356-362

19	 Chiu JH, Lui WY, Chen YL, Hong CY. Local 
somatothermal stimulation inhibits the motility 
of sphincter of Oddi in cats, rabbits and humans 
through nitrergic neural release of nitric oxide. Life 
Sci 1998; 63: 413-428

20	 Hogan WJ, Geenen JE. Biliary dyskinesia. Endoscopy 
1988; 20 Suppl 1: 179-183

21	 邹多武. 功能性胃肠病罗马Ⅲ标准解读:胆囊及Oddi
括约肌功能紊乱. 临床消化病杂志 2006; 18: 262-263

22	 Rosenblatt ML, Catalano MF, Alcocer E, Geenen JE. 



www.wjgnet.com

198                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年1月18日    第16卷   第2期

Comparison of sphincter of Oddi manometry, fatty 
meal sonography, and hepatobiliary scintigraphy 
in the diagnosis of sphincter of Oddi dysfunction. 
Gastrointest Endosc 2001; 54: 697-704 

23	 Abell TL, Werkman RF, Familoni BO, Baggous W, 
Massie D, Vera S. Biliary, pancreatic, and sphincter 
of Oddi electrical and mechanical signals recorded 
during ERCP. Dig Dis Sci 1998; 43: 540-546

24	 Rubini G, Dimonte M. Postcholecystectomy 
syndrome: evaluation by biliary cholescintigraphy 
and MR cholangiopancreatography. Clin Nucl Med 
1999; 24: 784-788  

25	 P a m o s S , R i v e r a P , C a n e l l e s P , Q u i l e s F , 
Orti E, Cuquerella J , Martinez V, Medina E. 
Magnetic resonance cholangiopancreatography 
( M R C P )  v e r s u s  e n d o s c o p i c  r e t r o g r a d e 
cholangiopancreatography (ERCP): diagnostic 
usefulness. Gastroenterol Hepatol 1998; 21: 174-180

26	 邢春根, 陆之安, 王灌忠, 刘根寿, 张联合, 沈钧康, 吴
浩荣, 李军成. 磁共振胆胰管成像对阻塞性黄疸诊断
价值研究. 中华普通外科杂志 1999; 14: 285-287

27	 周经兴, 梁碧玲, 许凌云, 黄穗乔. 肝外胆管癌常规磁
共振和磁共振胆胰管造影的诊断价值. 中华肿瘤杂志 
2004; 26: 421-423

28	 Corazziari E, Shaffer EA, Hogan WJ, Sherman S, 
Toouli J. Functional disorders of the biliary tract 
and pancreas. Gut 1999; 45 Suppl 2: II48-54

29	 Vondrasek P, Eberhardt G. Semiconductors in 
the recording of pressure during endoscopy. 
Preliminary report on the technic of measurement.
Z Gastroenterol 1974; 12: 453-458

30	 Katsinelos P, Dimiropoulos S, Katsiba D, Arvaniti M, 
Tsolkas P, Galanis I, Papaziogas B, Limenopoulos 
V, Baltajiannis S, Vasilladis I. Pseudomonas 
aeruginosa l iver abscesses after diagnostic 
endoscopic retrograde cholangiography in two 
patients with sphincter of Oddi dysfunction type 2. 
Surg Endosc 2002; 16: 1638

31	 Guelrud M, Mendoza S, Rossiter G, Villegas 
MI. Sphincter of Oddi manometry in healthy 
volunteers. Dig Dis Sci 1990; 35: 38-46

32	 S a n d J A , T u r j a n m a a V M , K o s k i n e n M O , 
M a k i n e n  A M ,  N o r d b a c k  I H .  V a r i a b l e s 
affecting quantitative biliary scintigraphy in 
asymptomatic cholecystectomized volunteers. 
Hepatogastroenterology 1999; 46: 130-135 

33	 邹多武, 许国铭, 孙振兴, 李兆申, 尹宁. Oddi括约肌测
压对胆囊切除术后腹痛患者的诊断价值. 第二军医大
学学报 1997; 18: 117-119

34	 邹多武, 许国铭, 孙振兴, 李兆申, 尹宁. 内镜下测压对
Oddi括约肌运动功能障碍的诊断价值. 中华消化杂志 
1997; l7: 64, 28  

35	 李虎城, 董家鸿. Oddi括约肌功能研究的现状. 中华肝
胆外科杂志 2006; 12: 140-142

36	 Maldonado ME, Brady PG, Mamel JJ, Robinson B. 
Incidence of pancreatitis in patients undergoing 
sphincter of Oddi manometry (SOM). Am J 
Gastroenterol 1999; 94: 387-390

37	 Meshkinpour H, Kay L, Mollot M. The role of the 
flow rate of the pneumohydraulic system on post-
sphincter of Oddi manometry pancreatitis. J Clin 
Gastroenterol 1992; 14: 236-239

38	 吴硕东, 金俊哲, 姜锡然, 张强, 王伟. 经胆道镜测压观
察硝酸甘油等对Oddi括约肌的作用. 消化外科 2002; 
1: 40-42

39	 许国铭, 邹多武. Oddi括约肌运动功能障碍的诊断和

治疗. 临床内科杂志 1999; 16: 67-69
40	 Staritz M. Pharmacology of the sphincter of Oddi. 

Endoscopy 1988; 20 Suppl 1: 171-174
41	 Nakayama S, Neya T, Yamasato T, Takaki M, 

Itano N. Effects of cisapride on the motility of the 
digestive tract in dogs and guinea pigs. Nippon 
Heikatsukin Gakkai Zasshi 1985; 21: 1-9

42	 Lai KH, Lo GH, Cheng JS, Fu MT, Wang EM, 
Chan HH, Wang YY, Hsu PI, Lin CK. Effect of 
somatostatin on the sphincter of Oddi in patients 
with acute non-biliary pancreatitis. Gut 2001; 49: 
843-846 

43	 Nemeth AM. Somatostatin in the treatment of 
pancreatic diseases. Orv Hetil 2002; 143: 1099-1108

44	 Sand J, Nordback I, Koskinen M, Matikainen M, 
Lindholm TS. Nifedipine for suspected type II 
sphincter of Oddi dyskinesia. Am J Gastroenterol 
1993; 88: 530-535  

45	 尹本如, 闵锐, 方敏. 中西医结合治疗胆道术后奥狄括
约肌狭窄13例. 中国中西医结合外科杂志 2002; 8: 44

46	 袁耀宗, 诸琦, 夏璐, 翟祖康, 江石湖, 徐家裕. 生长抑
素及大黄素对犬急性坏死性胰腺炎Oddi括约肌的作
用. 中华消化杂志 1999; 19: 252-255

47	 邹声泉, 胡文淑. 甲基莲心碱对离体胆道Oddi括约肌
的作用. 中华实验外科杂志 1995; 12: 298-299

48	 丁庆, 谭俊峰, 张丽娟, 郝战, 夏家红, 邹声泉, 胡文淑. 
甲基莲心碱对豚鼠离体胆道平滑肌的作用. 同济医科
大学学报 1996; 25: 264-266

49	 Toouli J, Roberts-Thomson IC, Kellow J, Dowsett 
J, Saccone GT, Evans P, Jeans P, Cox M, Anderson 
P, Worthley C, Chan Y, Shanks N, Craig A. 
Manometry based randomised trial of endoscopic 
sphincterotomy for sphincter of Oddi dysfunction. 
Gut 2000; 46: 98-102

50	 Elton E, Howell DA, Parsons WG, Qaseem T, 
Hanson BL. Endoscopic pancreatic sphincterotomy: 
indications, outcome, and a safe stentless technique. 
Gastrointest Endosc 1998; 47: 240-249

51	 Geenen JE, Hogan WJ, Dodds WJ, Stewart ET, 
Arndorfer RC. Intraluminal pressure recording 
from the human sphincter of Oddi. Gastroenterology 
1980; 78: 317-324

52	 Tarnasky PR, Palesch YY, Cunningham JT, Mauldin 
PD, Cotton PB, Hawes RH. Pancreatic stenting 
prevents pancreatitis after biliary sphincterotomy 
in patients with sphincter of Oddi dysfunction. 
Gastroenterology 1998; 115: 1518-1524 

53	 Yasuda I, Tomita E, Enya M, Kato T, Moriwaki H. 
Can endoscopic papillary balloon dilation really 
preserve sphincter of Oddi function? Gut 2001; 49: 
686-691

54	 Hoogerwerf WA, Pasricha PJ. Botulinum toxin for 
spastic gastrointestinal disorders. Baillieres Best 
Pract Res Clin Gastroenterol 1999; 13: 131-143  

55	 Wehrmann T, Seifert H, Seipp M, Lembcke B, 
Caspary WF. Endoscopic injection of botulinum 
toxin for biliary sphincter of Oddi dysfunction. 
Endoscopy 1998; 30: 702-707

56	 杨维良, 张新晨. 十二指肠乳头良性狭窄治疗的术式
选择与评价. 医师进修杂志(外科版) 2004; 27: 57-59

57	 全卓勇, 彭开勤, 张应天. Oddi括约肌切开成形术168
例临床分析. 中国实用外科杂志 2002; 22: 411-413

58	 林擎天. 胆总管末端良性狭窄的诊断和治疗. 中华普
通外科杂志 1999; 14: 208-210

           编辑  李军亮  电编  郭海丽  



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年1月18日; 16(2): 199-202
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

SP细胞分选与肿瘤干细胞关系的研究进展

王 宁, 陈 凛

王宁, 陈凛, 中国人民解放军总医院普通外科 北京市 100853 
国家自然科学基金资助项目, No. 30570522
作者贡献分布: 王宁与陈凛对此文所作贡献均等; 此课题由陈凛
设计; 写作由王宁完成; 陈凛负责校对.
通讯作者: 陈凛, 100853, 北京市复兴路28号, 中国人民解放军
总医院普通外科. aning0516@hotmail.com
电话: 010－68217460  传真: 010－68219860
收稿日期: 2007-04-03   修回日期: 2007-12-20

Advances in the relationship 
between side population 
analysis and cancer stem cells 

Ning Wang, Lin Chen

Ning Wang, Lin Chen, Department of General Surgery, 
General Hospital of Chinese PLA, Beijing 100853, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30570522
Correspondence to: Lin Chen, Department of General 
Surgery, General Hospital of Chinese PLA, 28 Fuxing 
Road, Beijing 100853, China. aning0516@hotmail.com
Received: 2007-04-03    Revised: 2007-12-20 

Abstract
Cancer stem cells have become one of the hot 
spots in cancer research. The major difficulty in 
research of cancer stem cells is their isolation 
and purification because of lack of universally 
accepted markers of these cells. Side population 
(SP) analysis has been used as a useful tool 
in stem cell research as SP, a cell population 
enriched in stem cells, has more phenotypic 
markers and can be isolated with specific 
methods.  

Key Words: Side population; Tumor; Tumor stem 
cells
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摘要
肿瘤干细胞已成为肿瘤研究的热点之一, 但是
由于缺乏特异的表面标记, 肿瘤干细胞的分
离纯化一直是亟待解决的难题. 由于SP(side 
population)细胞富含干细胞样细胞, 并且SP细
胞具有较明确的表型标记和分离方法, 近年

来, 通过流式细胞仪分选SP细胞的方法越来
越多地应用在肿瘤干细胞的研究中.

关键词: SP细胞; 肿瘤; 肿瘤干细胞
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0  引言

肿瘤干细胞学说认为肿瘤组织中存在极少量肿

瘤细胞, 具有自我更新能力和分化潜能, 是肿瘤

增殖生长、转移和复发的根源, 肿瘤干细胞已

成为肿瘤研究的热点[1]. 肿瘤干细胞研究的首

要问题就是分离鉴定, 但是由于缺乏特异的表

面标记, 肿瘤干细胞的分离纯化一直是长久以

来各国科学家亟待解决的难题之一. 近年来, 通
过流式细胞仪分选SP(side population)细胞的方

法, 在肿瘤干细胞研究中越来越受到重视. 本文

主要综述了S P细胞分选与肿瘤干细胞的研究 
进展.

1  SP(side population)细胞

1996年, Goodell et al [2]在用Hoechst33342荧光

染色对小鼠骨髓造血干细胞进行检测时, 通过

紫外激发检测双波长分别为450 nm的蓝色荧光

和675 nm的红色荧光, 发现不到0.1%的细胞发

出极弱的蓝光和红光, 在流式二维分析点阵图

上, 这一小群细胞呈彗星状分布在细胞主群的

一侧, 他们将这群细胞称为SP(side population)
细胞. Goodell et al研究发现ABC转运蛋白家族

中多药耐药基因1即MDR1与细胞泵出荧光染料

Hoechst33342有关, 利用MDR1抑制剂维拉帕米

(verapamil)阻断MDR1泵后SP细胞数量显著下

降. 但是, 维拉帕米对于MDR1没有特异性, 并且

MDR1在65%的骨髓细胞中都有表达, 而SP细胞

却只占骨髓细胞总量的0.1%, 所以MDR1不能作

为分离鉴定SP细胞的唯一标记, 应该进一步分

析决定SP表型的标志.
2001年, Zhou et al [3]通过一系列研究发现不
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同组织来源的SP细胞均表达ABC转运蛋白家族

中多药耐药基因ABCG2/BCRP1, 他们利用逆转

录病毒载体进行了ABCG2/BCRP1基因转染试

验, 探讨ABCG2/BCRP1基因表达与SP细胞表型

特征的关系, 结果证实ABCG2/BCRP1的表达与

SP细胞表型呈强相关, 是SP细胞表型特征的决

定因素.
近年来在成体多种组织、胚胎甚至肿瘤细

胞中都发现了SP细胞, 他们同源性高, 具有自我

更新和多向分化潜能, 在体内能够分化产生不

同组织类型的细胞, 因此很多学者认为SP细胞

中富含干细胞, SP细胞可以作为干细胞研究的

重要资源, 尤其是对于那些不知道干细胞表面

分子标记的细胞[4]. 但是也有学者质疑SP细胞中

存在干细胞, Triel et al [5]的实验表明并非从所有

组织分离出来的SP细胞都具有干细胞的特性. 
他们从人和小鼠的表皮中分离了SP细胞, 对这

群细胞进行了表型和基因型的鉴定, 结果显示

这是一群分化的细胞而非干细胞.

2  细胞与ABCG2/BCRP1

SP细胞具有快速泵出荧光染料Hoechst的特性, 
研究显示, 这种特性与ABC转运蛋白(ATP-bind-
ing cassette transporter)家族成员ABCG2/BCRP1
的表达密切相关, 提示ABCG2/BCRP1可作为SP
细胞的表型标记而用于分离鉴定. 三磷酸腺苷

(ATP)结合转运蛋白G超家族成员2(ABCG2)首
先在乳癌细胞中被发现, 其功能是参与肿瘤细

胞的多药耐药性[6-7], 但长期以来有关其在正常

生理状态下的功能并不十分清楚. Zhou et al [3]利

用逆转录病毒将ABCG2/BCRP1基因导入正常

小鼠骨髓细胞, 培养12 d以后, SP细胞数量明显

增加, 约占细胞总数的60%. 而ABCG2/BCRP1基
因敲除的小鼠, 骨髓和骨骼肌的SP细胞都显著

减少. 利用抗ABCG2的单抗结合流式细胞技术

分析表明, ABCG2/BCRP1的表达与SP细胞表型

呈强相关, ABCG2/BCRP1的表达是SP细胞能泵

出Hoechst荧光染料的一保守特性.

3  SP细胞与正常组织

S P细胞最初是在分离纯化小鼠骨髓造血干细

胞时被分离和鉴定的[2], 近年来大量研究显示,  
SP细胞在人和动物的许多重要组织器官, 如骨

髓、骨骼肌[8-9]、皮肤[5,10]、角膜[11]、肺[12]、心

肌[13]、气管等均有广泛分布, 其功能除了参与

造血系统的重建外, 还与相应组织的更新与再
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生、器官系统的自我重建以及成体干细胞的多

器官可塑性有关[8-15]. 有报道骨髓来源的SP细胞

移植mdx小鼠后可以使肌肉再生[14], 也可以使心

肌缺损的小鼠心肌再生[13].
SP细胞在不同成体组织的含量不尽相同, 

已有的实验数据显示 ,  骨髓中的S P细胞占总

骨髓细胞量的0.05%, 占骨髓总有核细胞量的

0.79%; 而脾、肺组织中的SP细胞含量较高, 分
别占该两种组织中有核细胞的0.96%和0.98%; 
骨骼肌、肝、肾、心脏和小肠中SP细胞比例更

高, 可以达到3.1%-9.1%; 而SP细胞最高的是脑

组织, 占总有核细胞的15.1%[16].

4  SP细胞与肿瘤

由于肿瘤细胞与干细胞之间存在着许多相似

性, 近年提出了肿瘤干细胞学说, 认为肿瘤组织

中存在极少量肿瘤细胞在肿瘤中充当干细胞角

色, 具有无限的自我更新能力, 能够产生与上一

代完全相同的子代细胞; 并有多种分化潜能和

高度增值能力, 产生不同表型的肿瘤细胞, 使肿

瘤在体内不断扩大, 或形成新的肿瘤. 已经有越

来越多的证据表明, 至少一些肿瘤中存在肿瘤

干细胞, 肿瘤干细胞是肿瘤生长、侵袭、转移

和复发的根源, 而肿瘤干细胞可能起源于机体

的正常干细胞或其前体细胞. Bonnet et al [17]分

离出人急性髓系白血病(AML)中的肿瘤干细胞

为CD34+ CD38-细胞. 尽管这些细胞只占所有

AML细胞的0.2%, 但是他们是唯一能在NOD/
DCID鼠内形成AML移植瘤的细胞. 这就排除了

所有AML细胞都能形成克隆的可能性, 而能形

成克隆的只是少数细胞亚群, 并且能在动物体

内形成移植瘤. Al-Hajj et al [18]建立了严重联合免

疫缺陷小鼠模型, 用于肿瘤干细胞的鉴定, 并利

用细胞表面标志物分离出了人乳腺癌肿瘤干细

胞, 这些肿瘤干细胞表面抗原为ESA+、Lin-、
CD44+、CD24-/low.

肿瘤干细胞的研究, 首要的工作是分离出

具有肿瘤源性的细胞, 与造血系统肿瘤相比, 实
体瘤干细胞难以分离. 主要的原因有二: 一是

在肿瘤组织制成单细胞悬液的过程中, 蛋白水

解酶对细胞表面抗原的破坏, 会影响干细胞的

鉴别; 二是许多实体组织自身的干细胞表面标

志物尚未确定 .  由于S P细胞分选具有普遍适

用性 ,  因此利用细胞高效外排D N A荧光染料

Hoechst33342的特性, 通过流式细胞仪分选SP细
胞的方法在肿瘤干细胞研究中越来越受到重视.
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Se toguch i e t a l [19]发现C6胶质瘤细胞、

MCF-7乳腺癌细胞、B104神经母细胞瘤和HeLa
细胞内含有0.4%、2.0%、0.4%和1.2%的SP细
胞, 但是在人骨肉瘤U-20S和Sa0S-2细胞内没有

检测到SP细胞, 表明并不是所有的肿瘤细胞系

内都存在SP细胞. Kondo et al [20]从大鼠胶质瘤

细胞系C6中分离出占0.4%的SP细胞, SP细胞在

合适培养条件下可重新形成SP和non-SP细胞亚

群, SP细胞可分化为神经元细胞和胶质细胞, 提
示C6中SP细胞是典型的干细胞样细胞, 也就是

肿瘤干细胞. Chiba et al [21]在肝癌细胞系Huh7和
PLC/PRE/5中分选出SP细胞, 分别占了0.80%和

0.25%, 并证实SP细胞具有肿瘤干细胞样的特性. 
近年来利用分选SP细胞的方法来研究肿瘤干细

胞的主要文献见表1. 但也有报道认为SP细胞的

肿瘤细胞群中存在非干细胞[22], 因此肿瘤SP细
胞的特征还不能完全等同于肿瘤干细胞.

5  结论

SP细胞分选具有普遍适用性, 是肿瘤干细胞研

究中的一种有效方法. 然而, 在干细胞研究中

SP细胞分选还有其自身局限性, 主要表现在两

个方面[29]: 一、SP细胞不能完全体现干细胞的

特性. 虽然大量研究证据表明SP细胞与干细胞

的分子表型和特性具有一致性, 但另外一些试

验也存在不同观点, 如Triel et al [5]的实验表明并

非从所有组织分离出来的S P细胞都具有干细

胞的特性. 因此, 干细胞特异性分子标记物的研

究是今后要着重解决的关键问题之一, 他可以

与SP细胞的研究互为完善和补充. 二、SP细胞

分选过程中所使用荧光染料Hoechst33342的毒

性问题. 荧光染料Hoechst33342是一种脂溶性

DNA结合染料, 可以穿过细胞膜而与DNA结合, 
因为这种荧光染料对许多细胞都具有毒性作

用, 所以分选出来的SP细胞和non-SP细胞难于

比较各自的生物学特性. 因此, 为了使荧光染料

Hoechst33342的毒性对实验影响最小, 还必须进

一步优化SP分选方法.为了减少染料Hoechst的
毒性, Montanaro et al [30]探讨了适合不同组织染

色的Hoechst染料最佳浓度.
目前, 肿瘤干细胞已成为肿瘤研究的热点,

但是由于缺乏特异的表面标记, 肿瘤干细胞的

分离纯化一直是亟待解决的难题. 由于SP细胞

富含干细胞样细胞, 并且SP细胞具有较明确的

表型标记和分离方法, 所以较好地解决了其来

源问题, 这对推动肿瘤干细胞的研究与发展具

有重要的意义, 也为肿瘤治疗提供了新思路.
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Abstract
AIM: To explore the protective effects of ginseng 
and prepared aconite (Shen Fu) injection on the 
TXA2/PGI2 and nucleus factorκB (NF-κB) in a 
rat model of hepatic ischemia-reperfusion (IR).

METHODS: Twenty-four male Wistar rats 
weighing 200-250 g were randomly divided into 
Shen Fu (SF) group treated with intraperitoneal 
SF injection (10 mL/kg) and IR group treated 
with 0.9% sodium chloride solution (10 mL/kg) 
as control group. Hepatic ischemia was induced 
by Pringle’s maneuver for 15 minutes, and then 

reperfusion was performed for one or three 
hours. Venous blood samples were collected 
three hours after reperfusion for measurement 
of TXB2 and 6-keto-PGF1α. Liver tissue samples 
were collected one or three hours after reperfu-
sion, for measurement of deoxidized glutathione 
(GSH) and morphological and immunochemical 
studies.

RESULTS: Plasma TXB2 was lower in the SF 
group than in the IR group after three-hour re-
perfusion (118.7 ± 19.1 vs 386.3 ± 282.7, P > 0.05), 
while 6-keto-PGF1α was higher in the SF group 
than in the IR group (1081.7 ± 282.7 vs 960.0 ± 
209.9, P > 0.05). The ratio of TXB2 and 6-keto-
PGF1α (0.11 ± 0.03 vs 0.39 ± 0.24, P < 0.05) was 
significantly lower in the SF group. Fifteen min-
utes after ischemia and one hour after reperfu-
sion, NF-κB p65 was expressed in hepatocytes 
and Kuffer cells. The percentage of NF-κB p65 
positive cells in the SF group was significantly 
lower (59.33% ± 11.06% vs 75.83% ± 11.46%, 
P < 0.05) and GSH was slightly higher (47.59 
± 19.07 vs 37.32 ±4.71, P > 0.05) than those in 
the IR group. Three-hour reperfusion fifteen 
minutes after ischemia caused important histo-
logic alterations in the liver. Marked structural 
abnormalities were observed in the IR group, 
such as massive hepatocyte swelling, necrosis, 
mitochondria edema and vacuolar changes. In 
the SF group, hepatic tissue injury was signifi-
cantly improved.

CONCLUSION: Shen Fu injection protects he-
patic tissue from ischemia-reperfusion injury 
by decreasing the ratio of thromboxane A2 and 
prostacyclin and inhibiting the activation of NF-
κB.

Key Words: Ischemia reperfusion; Prostacyclin; 
Thromboxane A2; Nuclear factor-kappa B
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■背景资料
近年研究发现一
些中药对脏器的
缺血再灌注损伤
具有明显的保护
作用, 参附注射液
就是其中有代表
性的药物之一. 与
其他保护性药物
相 比 ,  他 可 多 环
节、多方面保护
上述脏器的缺血
再 灌 注 损 伤 .  但
是, 参附注射液对
HIRI的作用及机
制, 尤其是对NF-
kB/IkB, 对花生四
烯酸代谢所产生
的多个细胞因子
的作用尚不清楚. 

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科, 复旦
大学肝癌研究所 



摘要
目的: 探讨参附注射液对大鼠肝缺血再灌注
损伤的保护作用及其机制. 

方法: 24只Wi s t a r大鼠随机分为I R组和S F
组. SF组腹腔注射参附注射液, 10 mL/kg. IR
组大鼠给予相同剂量的生理盐水. 两组均采
用Pringle's法阻断肝门缺血15 min再灌注1 
h、3 h, 测定血浆血栓素B2(thromboxane B2, 
TXB2)、6-酮-前列腺素F1α(6-keto-PGF1α)、
肝组织NF-κB p65表达和肝组织匀浆GSH含
量, 及观察肝组织形态学改变. 

结果: 再灌注3 h SF组血浆TXB2低于IR组(118.7
±19.1 vs  386.3±282.7, P>0.05), 6-keto-PGF1α高
于IR组(1081.7±282.7 vs  960.0±209.9, P>0.05), 
二者比值TXB2/6-keto-PGF1α低于IR组(0.11±
0.03 vs  0.39±0.24, P <0.05); 再灌注1 h SF组
NF-κB p65表达低于IR组(59.33%±11.06% vs  
75.83%±11.46%, P<0.05); 而GSH稍高于IR组
(47.59±19.07 vs  37.32±4.71, P>0.05). SF组肝
实质细胞和线粒体损伤明显减轻.

结论: 参附注射液对肝缺血再灌注损伤有保
护作用, 其机制与降低TXA2/PGI2比值, 抑制
NF-κB活化有关.

关键词: 缺血再灌注; 前列环素; 血栓素A2; 核转录

因子κB
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0  引言

近年研究发现核转录因子κB(nuclear fac tor-
kappaB, NF-κB)在肝脏缺血再灌注损伤中起重

要作用, 通过调控多种细胞因子介导缺血再灌

注损伤. 而血栓素A2(thromboxane A2, TXA2)和前

列环素(prostacyclin, PGI2)是一对互相拮抗的细

胞因子, 在肝缺血再灌注时介导微循环障碍等

方面有重要作用. 参附注射液由人参, 附子提取

物组成, 其有效成分为人参皂甙和乌头类生物

碱. 近年来一些研究表明参附注射液对缺血再

灌注损伤有保护作用. 本文通过观察参附注射

液对TXA2、PGI2和NF-κB的影响探讨参附注射

液保护肝缺血再灌注损伤的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠24只, 购自中国医科大学附
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属第二医院实验动物中心. 参附注射液为雅安

三九药业有限公司赠与, 药物批号031115. 测定

6-keto-PGF1a和TXB2试剂盒购自北京解放军总医

院科技开发中心放免所, 测定NF-κB p65所需的

兔抗大鼠NF-κB p65 mAb、即用型SP免疫试剂

盒和DAB显色试剂盒购自中国北京中山生物技

术有限公司. GSH试剂盒购自南京建成生物工程

研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 动物分组与给药: 24只大鼠随机分为肝缺

血再灌注组(IR组, n  = 12)和参附注射液加肝缺

血再灌注组(SF组, n = 12). SF组给予参附注射液

10 mL/kg, ip, 1 次/d, 连续给药6 d, 第6天于手术

前30 min给药. IR组大鼠同样方法给予相同剂量

的生理盐水. 两组均于第6天手术, 给药期间常

规自由喂养, 给水. 
1.2.2 动物模型及取材: 术前12 h禁食, 自由饮水. 
10%水合氯醛3 mL/kg ip麻醉后, 剔除腹部体毛, 
局部消毒, 取腹正中切口开腹, 开腹后离断肝周

韧带, 包括镰状韧带、肝胃韧带, 冠状韧带, 消
除肝脏侧枝循环. 用Pringle's法(无创伤微血管

夹夹闭门静脉、肝动脉、胆总管)使肝缺血, 持
续15 min后松开血管夹, 恢复肝脏血供, 然后关

腹, 再灌注3 h再次开腹. 先取一次性5 mL无菌注

射器吸取消炎痛-EDTANa2 0.2 mL, 自下腔静脉

肝下段快速抽取静脉血3 mL, 即刻在空针内颠

倒混匀, 3500 r/min、4℃离心15 min, 分离血浆

-20℃保存, 待测血浆血栓素B2(thromboxane B2, 
TXB2)和6-酮-前列腺素F1a(6-keto-prostaglandin 
F1a, 6-keto-PGF1a). 快速取约1 cm×1 cm×0.5 
cm大小肝组织, 置于40 g/L甲醛溶液中固定, 以
用于作组织学和免疫组织化学检查, 待测NF-κB 
p65; 然后快速切取全肝组织, 置于液氮中冷冻

后, 用锡箔纸包裹置于液氮中保存, 再转至-80℃
冰箱中保存, 待测还原型谷胱甘肽(deoxidized 
glutathione, GSH). 
1.2.3 检测指标: 采用放免法检测TXB2和6-keto-
PGF1a, 按6-keto-PGF1a和TXB2试剂盒说明书操

作进行. 采用免疫组织化学SP法测定肝组织NF-
κB p65表达, 按试剂盒说明书进行操作. 免疫反

应阳性细胞为细胞核或细胞质染成棕黄色或有

棕黄色颗粒沉积, 用双盲法在每张切片中选取

有代表性的区域, 在高倍镜(×400)下观察, 随机

计数5个视野中阳性细胞数占总细胞的百分数

取其均值. 肝组织中GSH水平的测定, 用电子天

平称取冰冻肝脏组织100 mg, 先用比色法按考

www.wjgnet.com

■研发前沿
目 前 关 于 N F -
kB、花生四烯酸
代谢产物(包括前
列腺素类和白介
素类)及磷脂酶A2

和环氧合酶在缺
血再灌注损伤中
的作用是缺血再
灌注损伤研究的
热点之一. 本文介
绍了参附注射液
对NF-kB的抑制
作用和改善血栓
素A2/前列环素的
比例, 但对其代谢
通路中关键酶环
氧合酶的作用及
调节机制有待进
一步研究.
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马斯亮兰试剂盒说明书操作, 测定肝组织匀浆

的蛋白含量. 样品蛋白含量(g/L) = (测定管吸光

度/标准管吸光度)×标准管浓度(g/L). 按GSH试

剂盒说明书进行操作, 比色法测定 GSH含量: 组
织匀浆中GSH(mg/gprot) = (测定管吸光度A -测
定空白管吸光度A )/(标准管吸光度A -空白管吸

光度A )×标准管浓度(0.5 mmol/L)×GSH分子质

量(307)/组织蛋白含量(g/L). HE染色, 采用光学

显微镜观察. 
统计学处理 所有测定结果以mean±SD表

示, 采用独立样本t检验应用SPSS11.0统计软件

进行统计分析, P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 血浆TXB2和6-keto-PGF1a浓度 本实验显示

肝脏缺血15 min, 再灌注3 h后SF组血浆TXB2

浓度较IR组低(P >0.05), 而6-keto-PGF1a浓度升

高(P >0.05), TXB2/6-keto-PGF1a比值显著降低

(P <0.05, 表1). 
2.2 肝脏组织中NF-κB p65的表达水平 NF-κB 
p65阳性细胞为细胞核或细胞质染成棕黄色或

有棕黄色颗粒沉积, 肝脏缺血再灌注后肝细胞

深染, 枯否氏细胞亦可见表达. 肝缺血15 min再
灌注1 h, SF组的阳性细胞百分数较IR组显著减

低(P <0.05, 表2, 图1).
2.3 组织细胞学改变 光镜下IR组肝细胞浊肿、

大片坏死, 肝窦和微血管内明显淤血. SF组肝窦

内淤血和组织损伤明显减轻, 可见小灶状坏死.

3  讨论

研究表明, 肝脏缺血再灌注损伤首先表现的是

微循环障碍, 具有血管活性的细胞因子导致的

微循环收缩是导致肝缺血再灌注损伤的一个重

要因素. Kondo et al [1]报告, 在肝脏缺血期, 常温

下缺血20 min就导致肝血窦直径和窦后小静脉

直径在缺血末分别缩小25%和20%, 而且缺血后

的肝功能障碍与这种微循环的收缩有关. TXA2

和PGI2是花生四烯酸的两个产物, PGI2具有很

强的扩血管作用, 同时通过升高cAMP加强渗透

屏障. 内源性PGI2的反应性血管舒张作用维持

比较短暂, 更为重要的是PGI2可能激活依赖Ca+

激活的K+通道和依赖ATP激活的K+通道[2-3], 这
些离子通道的开放可使细胞膜超极化、减少细

胞内钙超载和起到持久舒张血管的作用[4-6]. 而
TXA2是一种很强的缩血管物质, 增加微血管的

通透性. 研究表明缺血再灌注后PGI2的释放下

降[7]或TXA2的释放增加, 在再灌注损伤中起着

重要作用[8]. 肝缺血再灌注时TXA2明显升高, 早
期更趋明显, 晚期下降; PGI2的含量亦增高, 但
增高的梯度远低于TXA2; TXA2/PGI2比值在肝

缺血再灌注早期增高明显, 再灌注24 h接近正 
常[9]. 用TXA2合成酶抑制剂抑制TXA2的释放

或用受体拮抗剂阻断TXA2效应[10], 用PGI2拟似 

■相关报道
张汝鹏 et al 的研
究提示TXA2/PGI2

在缺血再灌注损
伤的作用不是单
纯的TXA2升高或
PGI2降低, 主要是
TXA 2/PGI 2比值
升高. 吴刚和徐均  
e t  a l 的研究均表
明NF-kB活化是
导致缺血再灌注
损伤的关键点之
一, 抑制NF-kB活
化可以减轻脏器
缺血再灌注损伤.

表  1  再灌注3 h血浆TXB2、6-keto-PGF1a浓度(ng/L)及比
率(mean±SD, n  = 6)

     
分组             TXB2

                   6-keto-                 TXB2/6-

                                                  PGF1a                  keto-PGF1a

IR        386.3±282.7      960.0±209.9        0.39±0.24

SF       118.7±19.1      1081.7±282.7        0.11±0.03a

aP<0.05 vs  IR组.

表  2  再灌注1 h肝脏组织NF-κB p65表达阳性细胞百分
数和GSH水平(mean±SD, n  = 6)

     
分组                    NF-κB p65(%)                     GSH(mg/gprot)

IR                     75.83±11.46                    37.32±4.71

SF                    59.33±11.06a                   47.59±19.07

aP<0.05 vs  IR组.

图  1  肝缺血再灌注1 h NF-κB p65表达水平(SP×400). A: SF组; B: IR组.

A B
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剂[8]或通过提高内源性PGI2水平[7], 都可起到防

护缺血再灌注损伤的作用. Xiao et al [2]报告, 当
血栓素受体缺乏时也并不减轻心脏的缺血再灌

注损伤, 而当PGI2受体缺乏时却明显加重心脏缺

血再灌注损伤; 内源性PGI2水平下降比TXA2水

平升高更易导致再灌注后的组织损伤. 因此, 改
善PGI2与TXA2二者比例失衡是防护缺血再灌注

损伤的一个重要机制. 
NF-κB是1986 年Sen et al [11]首次从B淋巴细

胞核抽提物中检测到的一种核蛋白因子, 是细

胞内最重要的核转录因子. 静息状态下, NF-κB
多以p50和p65二聚体与其抑制蛋白IκB相结合

而存在胞质, 呈无活性状态[12]. 外源性刺激如脂

多糖、缺血再灌注和TNF-α等通过信号转导引

起IκB降解, 导致NF-κB-IκB复合物解体, NF-κB
活化, 借助于被暴露出来的核定位信号进入细

胞核, 在核内与靶基因的特异序列结合并启动

转录发挥其调控作用[12]. 目前研究表明NF-κB是
缺血再灌注损伤过程中的一个关键环节, 主要

通过与核内的特异序列结合调节IL-1、IL-6、
TNF-α、iNOS和ICAM-1等多种相关炎症因子

介导缺血再灌注损伤[13-14], 而且NF-κB与其特异

调节基因序列的结合活性与肝脏缺血再灌注损

伤程度有直接关系, 缺血再灌注1 h至2 h, NF-
κB结合的活性较强, 缺血再灌注4 h NF-κB结

合活性减弱[15]. 缺血再灌注后NF-κB活化上调

了炎性介质表达从而增加中性粒细胞浸润导

致肝脏炎症反应[16]. 通过抑制剂抑制其活化或

抑制其与特异性调控序列结合可以明显改善肝

脏缺血再灌注损伤[16-17]. 同时NF-κB是缺血再

灌注时导致肝脏损伤的另一重要因素枯否氏细

胞激活的关键因子, 肝缺血时间越长, 枯否氏

细胞NF-κB激活越明显, 枯否氏细胞培养上清

TNF-α含量越高[18]. 一些研究还证实NF-κB参与

环氧合酶-2(cyclooxygenase 2, COX-2)和磷脂酶

A2(phospholipase A2, PLA2)的调控[19-20], 而后二

者调节花生四烯酸代谢和前列腺类物质的两个

关键酶. 因此, NF-κB是防护缺血再灌注损伤的

一个重要靶点. 
本实验大鼠肝脏在缺血15 min再灌注3 h后

出现明显的组织损伤, 肝细胞肿胀、坏死; 电镜

下大量线粒体水肿和空泡变性. 给予参附注射

液后再灌注1 h时NF-κB p65阳性细胞明显减少; 
再灌注3 h时TXA2降低和PGI2升高从而PGI2与

TXA2二者的比例升高, 同时在再灌注3 h组织损

伤明显减轻. 提示参附注射液通过抑制NF-κB活

化、改善PGI2与TXA2二者的比例失衡保护大鼠

肝脏缺血再灌注损伤; 而PGI2与TXA2水平的改

变是否是由于NF-κB调节COX-2和PLA2的结果

及其机制有待进一步研究. 作为体内另一种重

要的抗缺血再灌注损伤的因子, GSH可在多种氧

化应激中对抗氧自由基的损害, 减轻组织损伤. 
虽然SF组GSH水平稍高于IR组, 但本实验结果

尚不能证实参附注射液的保护作用通过G S H
途径.
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Abstract
AIM: To study the effects of melatonin on 
gastrointestinal transit function in rats, and its 
possible mechanism.

METHODS: Forty Sprague–Dawley rats were 
randomly divided into a blank group, control 
groups 1 and 2, and experimental groups 1 and 
2. Experimental and control groups were treated 
with 15 mg/kg melatonin by intraperitoneal 
injection, or the same volume of physiological 
saline, at 30 min before noise stress. Both groups 
were stimulated separately by 120 dB(A) im-
pulse noise of type 56 submachine guns to set 

up noise stress models. Rats in control group 
1 and experimental group 1 were subjected to 
1 d stress; rats in control group 2 and experi-
mental group 2 were subjected to 3 d stress. We 
observed the effects of melatonin on stomach 
residual rate, small intestine transit time and the 
plasma levels of cortisol, motilin and calcitonin-
gene related peptide (CGRP).

RESULTS: Stomach residual rate and small in-
testine transit time were significantly increased 
in control groups 1 and 2 compared with those in 
the blank group (54.52% ± 4.53%, 63.56% ± 5.51% 
vs 41.41% ± 7.74%, 58.42% ± 8.77%, 67.98% ± 6.63% 
vs 41.26% ± 6.08%, P < 0.05). Stomach residual 
rate and small intestine transit time in experimen-
tal group 1 (44.53% ± 8.93%, 44.18% ± 4.36%) and 
experimental group 2 (47.52% ± 4.98%, 46.4% ± 
4.96%) were significantly delayed compared with 
those in the control group (P < 0.01). However, 
there was no difference between the experimen-
tal group and the blank group. Levels of cortisol 
and motilin in blood plasma of control 1 and 2 
groups were significantly enhanced compared to 
the blank group (1.99 ± 0.08, 2.59 ± 0.09 vs 0.95 ± 
0.10, 158.09 ± 10.44, 180.09 ± 14.85 vs 124.95 ± 7.83, 
P < 0.01); the experimental groups (group 1: 1.27 
± 0.14, 128.67 ± 10.25; group 2: 1.63 ± 0.09, 134.29 
± 18.33) were degraded significantly compared to 
the control group (P < 0.01), but did not change 
much in comparison with the blank group (P > 
0.05). Level of calcitonin-gene related peptide 
in blood plasma of control groups 1 and 2 was 
lower than that of the blank group (125.24 ± 8.5, 
134.29 ± 18.33 vs 195.03 ± 7.70, P < 0.01), and was 
higher in the experimental group (191.67 ± 10.13, 
190.04 ± 11.43) than in the control group (P < 0.01), 
but did not significantly differ from blank group 
(P > 0.05).

CONCLUSION: Melatonin is effective in pre-
venting gastrointestinal transit in rats induced 
by noise stress. Cortisol, CGRP and motilin play 
an important role in the pathogenesis.

Key Words: Melatonin; Noise; Gastrointestinal tran-
sit; Cortisol; Calcitonin gene-related peptide; Motilin
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■背景资料
褪黑素是由松果
体分泌的一种神
经内分泌激素, 能
够有效清除人体
化学反应产生的
氧自由基、对抗
应激作用. 本文对
其防治噪声引起
的大鼠胃肠传输
功能的影响进行
了探讨. 
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摘要
目的: 探讨褪黑素(MT)对噪声应激大鼠胃肠
传输功能的影响及可能机制. 

方法: 将♂S D大鼠40只随机分为空白对照
组、对照1, 2组和实验1, 2组, 实验组和对照组
分别在应激前30 min ip MT(15 mg/kg)和等体
积生理盐水. 对照和实验1组和以56式冲锋枪
射击时产生的120 DB(A)的脉冲噪声, 对照和
实验1组应激1 d, 对照和实验2组应激3 d, 建立
噪声应激模型. 噪声应激后, 观察MT在各组大
鼠胃内残留率, 小肠推进比, 血浆中皮质醇、

降钙素基因相关肽(CGRP)和胃动素(MTL)的
影响. 

结果: 对照1, 2组大鼠的胃残留率(54.52%±

4.53%, 63.56%±5.51% vs  41.41%±7.74%)、
小肠推进比(58.42%±8.77%, 67.98%±6.63% 
vs  41.26%±6.08%), 血浆皮质醇(1.99±0.08、
2.59±0.09 vs  0.95±0.10), MTL浓度(158.09±
10.44, 180.09±14.85 vs  124.95±7.83)与空白
对照组相比明显升高(P <0.01), 其血浆CGRP
浓度(125.24±8.5, 122.02±10.36)与空白对照
组(195.03±7.70)相比显著降低; 实验1, 2组
大鼠的胃残留率(44.53%±8.93%, 47.52%±

4.98%)、小肠推进比(44.18%±4.36%, 46.4%
±4.96%), 血浆皮质醇(1.27±0.14、1.63±
0.09), MTL浓度(128.67±10.25, 134.29±
18.33)与对照组相比显著降低, 其血浆CGRP
浓度(191.67±10.13, 190.04±11.43)与对照组
相比显著升高.

结论: MT对噪声引起的大鼠胃肠传输功能紊
乱具有保护作用, 皮质醇、CGRP和MTL在其
发病机制中均起到重要作用.

关键词: 褪黑素; 噪声; 胃肠通过实验; 皮质醇; 降钙

素基因相关肽; 胃动素
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0  引言

噪声作为现代社会不得不面对的问题越来越受

到人们的广泛关注. 研究表明, 噪声不仅能够引

起记忆力减退[1], 还可以导致胃肠对食物的传

输功能紊乱[2]. 目前, 对噪声所致胃肠功能紊乱

的防治国内外尚未有报道. 我们观察了褪黑素

(MT)对噪声应激大鼠胃肠传输功能的影响, 并
通过测定大鼠血浆激素浓度的变化探讨其可能

发生的机制, 为胃肠功能紊乱的防治提供理论

依据.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠40只, 周龄12 wk, 体质量

280±30 g(由第四军医大学动物实验中心提供). 
灌胃液是以50 g/L的炭末与100 g/L的阿拉伯树

胶混合蒸馏水制成. 褪黑素为Sigma公司产品, 降
钙素基因相关肽(CGRP)、胃动素(MTL)试剂盒

由解放军总医院放免研究所提供, XH2060型全

自动γ-免疫分析仪由中国核工业部西安二六二

厂生产.
1.2 方法 
1.2.1 给药: 大鼠在环境适应期(7 d)后随机分为5
组: 空白对照组、两个对照组、两个实验组, 每
组8只. 除空白对照组外, 其余各组给予每天120 
dB(A)噪声连续应激8 h, 对照1组和实验1组应激

1 d, 对照2组及实验2组应激3 d, 每次噪声应激前

30 min两个实验组分别ip MT(15 mg/kg), 两对照

组ip等量生理盐水. 为消除MT分泌的生物节律

对实验结果的影响, 于上午8时开始实验.
1.2.2 枪击噪声应激模型的建立: 大鼠禁食12 h
后置于隔音室内, 用56式冲锋枪射击时产生的

噪音制成录音, 通过扬声器由电脑控制随机播

放, 扬声器距离大鼠20-30 cm. 采用国营红声器

材厂生产的N D2型精密声级计及频谱分析仪

分析检测, 控制噪音强度为120 DB(A), 频率为

0.25-4.0 kHz.
1.2.3 大鼠液体食物胃肠传输功能的测量[3]: 应
激结束后, 各组大鼠分别ig 2.5 mL灌胃液, ig 15 
min后采用戊巴比妥钠ip麻醉剖腹, 结扎胃贲门

和幽门, 从贲门处至回肠末端分离胃肠. 取贲门

至回肠末端肠管, 将其自然拉直铺平, 分别测量

从幽门括约肌至半固体糊前端及至回盲部的小

肠长度, 计算小肠推进比, 即幽门括约肌至半固

体糊前端的距离占幽门括约肌至回盲部距离百

分比. 取胃, 用滤纸拭干后称质量, 沿胃大弯剪

开胃体, 洗去胃内容物后拭干, 称质量, 计算胃

内残留率, 即胃内残留物占所灌半固体糊的质

量百分比.
1.2.4 皮质醇、CGRP、MTL浓度的检测: 上述

■研发前沿
胃肠传输功能紊
乱在临床较为多
见, 目前的研究主
要集中在药物对
其的改善作用上, 
具体机制还不明
确, 尤其是应激对
小肠传输功能的
影响尚存在争议, 
有待于进一步研
究.
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操作后, 开胸取血4 mL加入含100 g/L乙二胺四

乙酸钠30 µL和抑肽酶40 µL的离心管中, 混匀, 
于4℃ 3000 r/min离心10 min, 离心半径12 cm, 分
离出血浆, -20℃下保存待测定. 采用放射免疫

法测定血浆中皮质醇、MTL和CGRP含量. 操作

程序严格按照试剂盒及仪器说明书由一人完成 
检测.

统计学处理 所有数据均以m e a n±S D表

示, 结果采用SPSS10.0统计软件进行单因素方

差分析, 均数间的多重比较用LSD-t进行显著性 
检验.

2  结果

两个对照组与空白对照组相比胃内残留率、小

肠推进比显著升高(P <0.01); 对照2组较对照1组
胃内残留率进一步升高(P <0.01), 小肠推进比进

一步升高(P <0.01); 实验1组比对照1组胃内残留

率、小肠推进比降低(P <0.01), 实验2组比对照

2组胃内残留率、小肠推进比降低(P <0.01); 实
验1组、实验2组与空白对照组间均无显著差异

(P >0.01)(表1). 两个对照组大鼠血浆皮质醇均

较空白对照组显著升高(P <0.01), 对照2组较对

照1组升高更加明显(P <0.01), 实验1组较对照1
组显著降低(P <0.01), 实验2组较对照2组显著降

低(P <0.01), 实验1组、实验2组与空白对照组间

有显著差异(P <0.05)(表1). 各组大鼠血浆CGRP
水平变化为: 对照1组及对照2组显著低于空白

对照组(P <0.01), 实验1组较对照1组显著升高

(P <0.01), 实验2组较对照2组显著升高(P <0.01), 
实验1组、实验2组与空白对照组间均无显著差

异(P >0.05)(表1). 各组大鼠血浆MLT水平变化

为: 两个对照组显著高于空白对照组(P <0.01), 
对照2组显著高于对照1组(P <0.01), 实验1组较

对照1组显著降低(P <0.01), 实验2组较对照2组
显著降低(P <0.01), 实验1组、实验2组与空白对

照组间均无显著差异(P >0.01, 表1). 

3  讨论

应激是机体对各种刺激产生的一些非特异性

反应, 而下丘脑-垂体-肾上腺轴(hypothalamo-
pituitary-adrenal axis, HPA轴)是应激系统的重要

组成部分[4], 机体主要是通过HPA轴来调节机体, 
完成对应激的适应. HPA轴兴奋时, CRH合成增

加, 刺激垂体前叶释放ACTH, 使肾上腺皮质释

放皮质激素, 血浆皮质激素水平是其最终表现

形式. 研究发现, 心理应激可导致大鼠血浆内的

皮质激素显著上升[5]. 本实验也表明, 急性的噪

声应激会导致大鼠血浆内的皮质醇水平较正常

大鼠显著升高, 并且随应激的加重升高更加明

显, 这进一步证明急性噪声刺激可使大鼠处于

应激状态. 
MT是人体松果体分泌的一种重要激素, 对

人体的作用极其广泛, 尤其对应激反应有着重

要影响. MT的分泌存在明显的昼夜节律变化, 
并且与HPA轴所涉及的激素分泌节律恰恰相反, 
这提示我们两者可能有着一定的关系. 研究表

明, 连续5 d注射MT, 使长期应用地塞米松引起

的HPA轴失调征象(如室旁核CRH的转录增加)
得到明显改善[6]; ip 0.2 mg/kg剂量的MT, 即可对

皮质醇诱导的HPA轴受抑制大鼠其下降的血浆

ACTH及皮质酮水平均有上升[7], 提示外源性MT
可在下丘脑、垂体和肾上腺轴三个水平对HPA
轴进行调节. 为避免内源性MT对实验结果的影

响, 我们在早8时进行实验. 实验显示, 两实验组

的血浆皮质醇水平均显著低于相应对照组, 但
仍高于空白对照组. 这说明外源性的MT不仅可

以对抗外源性激素所诱导的HPA轴紊乱, 还可以

抑制由应激所引起的HPA轴的兴奋作用. 但MT
不能使大鼠血浆内的皮质激素水平完全等同于

正常水平, 说明其作用尚有局限性. 
CGRP是由37个氨基酸组成的神经肽, 具有

调节胃窦内分泌细胞的功能. 他对胃肠具有调

节血流、调节运动功能的作用, 能维持胞内Ca2+

■相关报道
以往研究表明: 褪
黑素可以从三个
水平对下丘脑-垂
体-肾上腺轴(HPA
轴)产生调节作用, 
从而起到抗应激
作用, 对应激所引
起的溃疡、学习
记忆损伤、能量
代谢紊乱都具有
改善作用.

表  1  大鼠胃内残留率、小肠推进比, 血浆皮质醇、CGRP、MTL浓度(n  = 8, mean±SD)

     
分组		  胃内残留率(%)	 小肠推进比(%)	 皮质醇(μg/dl)            CGRP(ng/L)	                    MTL(ng/L)

空白对照组	 41.41±7.74	 41.26±6.08	 0.95±0.10           195.03±7.70            124.95±7.83

对照1组		  54.52±4.53b	 58.42±8.77b	 1.99±0.08b          125.24±8.55b           158.09±10.44b

对照2组		  63.56±5.51bd	 67.98±6.63bd	 2.59±0.09bd         122.02±10.36b         180.09±14.85b

实验1组		  44.53±8.93d	 44.18±4.36d	 1.27±0.14d          191.67±10.13d         128.67±10.25d

实验2组		  47.52±4.98f	 46.4±4.96f	 1.63±0.09f          190.04±11.43f         134.29±18.33f

bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  对照1组; fP<0.01 vs  对照2组.

■创新盘点
本文首次观察了
褪黑素对噪声应
激所引起的胃肠
传输功能紊乱具
有调节作用, 并且
对其机制进行了
探讨, 为临床的防
治提供了理论依
据.



www.wjgnet.com

稳定, 降低细胞膜对Ca2+的通透性[8], 从而影响细

胞内外Ca2+的浓度水平, 而Ca2+对胃肠平滑肌细

胞的舒缩活动起到了关键作用. MLT是由22个氨

基酸组成的多肽, 能够促进胃肠道的运动, 主要

由位于十二指肠和空肠上段黏膜内的Ｍ细胞分

泌, 作用于平滑肌上的胃动素受体, 促进胞内钙

库释放Ca2+, 导致平滑肌收缩, 加速胃排空和小

肠传输时间、增加下食管括约肌压力、收缩胆

囊. 胃动素在血浆中的水平存在波动, 其分泌高

峰与总是伴随着消化间期运动复合波(migrating 
motor complex, MMC)MMCⅢ相. 我们发现, 噪
声应激使两对照组大鼠较空白对照组胃内残留

率、小肠推进比升高, 血浆内CGRP水平降低、

MLT水平升高. 说明噪声应激抑制了胃的排空, 
加速了食物在小肠内的行进, 其机制可能是通

过调节血浆内的胃肠激素来完成的. 刘婧 et al [9]

报道, 烧、烫伤应激也可以抑制人及大鼠胃的

排空, 这与本实验的结果一致. 正常大鼠禁食状

态下, 胃窦收缩呈规律的收缩相和相对静止相, 
类似于人胃、十二指肠运动的移行性MMC. 而
应激后大鼠胃窦运动的规则收缩消失, 节律明

显紊乱, 胃窦运动呈增强趋势, 这是机体对急性

创伤所产生的应激反应. 动物及临床实验均发

现烧、烫伤应激致胃的无规则运动加强, 使胃

的各部不能协调收缩, 会导致胃对食物的排空

延迟. 而应激对小肠运动的影响目前尚存在争

议. 穆振斌 et al [2]研究发现, 枪击噪声应激可以

促进大鼠小肠传输液体食物, 但也有研究显示, 
束缚应激可以抑制大鼠小肠动力, 并证实束缚

应激导致的小肠动力抑制的发生机制不同于去

甲肾上腺素的作用机制; 同时也有研究采用束

缚应激模型, 发现束缚应激对犬小肠运动起促

进作用[10]. 出现分歧的原因可能是研究本身的复

杂性, 以及造模标准不统一, 或检测和描述方法

的不一致造成的. 我们还发现, 对照2组较对照1
组的胃内残留率、小肠推进比进一步升高, 说
明应激的加强对胃肠的传输功能的影响更加明

显. 值得注意的是两对照组间CGRP的水平并没

有显著差异, 而MLT水平差异显著, 说明MLT可

调性更强, 对胃肠传输功能的影响更为重要. 在
MT的作用下, 两个实验组和相应对照组相比胃

内残留率、小肠推进比、血浆内CGRP及MLT
水平均有显著差异, 与空白对照组无显著差异, 
这表明MT拮抗了噪声应激所导致的胃肠传输

功能及胃肠激素分泌的紊乱. 
本实验提示, 噪声可使大鼠处于明显的应

激状态, 兴奋HPA轴, 提高血浆内皮质醇水平, 并
且随应激时间的延长皮质醇水平升高更加明显. 
在HPA轴的影响下, 大鼠胃肠激素CGRP、MLT
分泌紊乱, 影响了胃肠的传输功能. 而外源性的

褪黑素抑制了应激所导致的HPA轴的兴奋, 使
胃肠激素分泌处于正常水平, 拮抗了应激所致

的胃肠传输功能紊乱. 由于MT在人体内尚未发

现毒性作用, 在多种动物体内也未建立其半数

致死剂量(LD50), 故其临床应用具有较高的安全

性. 进一步开展MT的临床研究, 可望使其成为应

激性胃肠传输功能紊乱治疗措施的一种新选择.
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■应用要点
本研究证实褪黑
素可通过降低应
激水平、调节体
内激素分泌从而
改善胃肠传输功
能的紊乱. 由于褪
黑素尚未在人体
内发现LD50, 因
此具有良好的临
床应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the critical regions and 
spreading of the Runx3 CpG island methylation 
in human gastric cancer. 

METHODS: MSP and Western blot were used 
for 26 human primary gastric cancer samples 
and corresponding non-neoplastic gastric mu-
cosa to detect the methylation status in succes-
sive six regions ranging from the most 5’ region 
to the transcription start site within the Runx3 
CpG island and the expression levels of Runx3 
protein, respectively. 

RESULTS: The methylation frequencies in the 

successive six regions calculated by the results 
of MSP decreased gradually with the regions 
spreading to the transcription start site. The dif-
ferences between cancer group and non-neoplas-
tic group arose in the 3rd region, and became 
significant in the 5th and 6th regions (P < 0.05). 
When the grouping was related to the differen-
tiation extent, the differences were significant in 
the 3rd-6th regions between poorly differentiat-
ed group and well differentiated group (P < 0.05). 
As far as the expression levels of Runx3 protein 
were concerned, the differences were significant 
between gastric cancer group and non-neoplastic 
group (0.499 ± 0.106 vs 0.721 ± 0.080, P < 0.01), as 
well as between poorly differentiated group and 
well differentiated group(0.437 ± 0.053 vs 0.617 ± 
0.073, P < 0.01). 

CONCLUSION: Methylation of the Runx3 CpG 
island spreads from the most 5’ region to the 
transcription start site in human gastric cancer, 
and the spreading is related to the differentia-
tion extent of tumor. The transcription start site 
may be a critical region for the methylation of 
Runx3.

Key Words: Runx3; Gastric cancer; Methylation; 
Methylation specific PCR; Western blotting

Song JM, Liu XM, Li Y, Han CB. Critical regions and 
spreading of the Runx3 CpG island methylation in human 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(2): 
212-216

摘要
目的: 研究人胃癌Runx3基因CpG岛甲基化的
关键位点和演进. 

方法: 应用MSP法和Western blot法分别检
测26例人胃癌和相应的癌旁正常组织标本
Runx3基因CpG岛从5'区向转录起始点方向连
续6个位点的甲基化状态和Runx3蛋白的表达.

结果: 根据MSP的结果计算出上述连续6个位
点的甲基化阳性率, 结果随着向转录起始点方
向的演进, 各位点甲基化的阳性率逐渐降低, 
胃癌组和癌旁组从第3位点开始出现差异, 至

®

■背景资料
Runx3基因甲基
化与胃癌的发生
密切相关, 但目前
国内外众多文献
报道的人胃癌组
织中Runx3基因
甲基化的阳性率
差 异 较 大 ,  且 与
Runx3表达并不
完全平行, 甲基化
的Runx3其表达
水平不一定下调, 
提示各实验研究
的位点不同以及
不同位点甲基化
的结局亦不同, 可
能存在其甲基化
能引起该基因表
达沉默的“关键
位点”.

■同行评议者
王文跃 ,  主 任 医
师 ,  中 日 友 好 医
院普通外科; 欧希
龙, 副教授, 东南
大学中大医院消
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第5和第6位点差异显著(P <0.05); 按照胃癌分
化程度分组, 低分化组与高分化组在3-6位点
差异显著(P <0.05). 胃癌组与癌旁组Runx3蛋
白表达水平(0.499±0.106 vs  0.721±0.080)以
及低分化组与高分化组(0.437±0.053 vs 0.617
±0.073)Runx3蛋白表达水平均存在显著差异
(P <0.01). 

结论: 人胃癌Runx3基因CpG岛的甲基化从5'
区向转录起始点方向演进, 甲基化的演进与肿
瘤的分化程度有关; 转录起始点部位可能为
Runx3基因甲基化的关键位点.

关键词: Runx3; 胃癌; 甲基化; 甲基化特异性聚合

酶链反应; 免疫印迹法
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0  引言

Runx3(PEBP2aC/CBFA3/AML2)是新近发现的

一种抑癌基因, 属于runt结构域转录因子家族成

员, 参与对细胞生长和凋亡的调控. 近年来, 大
量的研究表明Runx3与多种恶性肿瘤尤其是与

胃癌的关系非常密切[1-3], Runx3基因的沉默与

胃癌的发生和发展有着高度的相关性, 而且也

影响着胃癌的治疗效果及预后[4-5], 因而Runx3
基因有望成为胃癌诊断的特异性标志物和基因

治疗的靶点. 但目前国内外众多文献报道的胃

癌Runx3基因甲基化阳性率差异较大, 且其与

Runx3表达并不完全平行[6-7], 因此, Runx3基因启

动子CpG岛各位点甲基化对于该基因沉默的作

用可能不同. 本文通过检测人胃癌及相应的癌

旁正常组织标本Runx3基因启动子CpG岛多位

点的甲基化状态与Runx3蛋白表达的关系, 对甲

基化的关键位点和演进作一推测和探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-02/2006-12中国医科大学附属盛

京医院手术切除并经病理证实的人胃癌和相应

的癌旁正常组织标本各26例(所有标本均于手

术切除后0.5 h内取材, 立即置于液氮中, 然后于

-80℃保存备用, 癌旁正常组织的取材距胃癌原

发灶10 cm以上), 其中男性16例, 女性10例, 年龄

24-80(平均58.7)岁. 低分化(未分化或低分化)17
例, 高分化(中分化或高分化)9例. 根据国际抗癌

联盟分期(UICC, 1997), 早期(Ⅰ期和Ⅱ期)11例, 

进展期(Ⅲ期和Ⅳ期)15例. 采用HE染色确定肿

瘤组织, 主要由肿瘤细胞构成且癌旁正常组织

中没有肿瘤细胞浸润.
1.2 方法 
1.2.1 甲基化特异性PCR(methylation specific 
PCR, MSP)[8]: 取胃癌和癌旁正常组织标本各

100 m g用生理盐水冲净后剪成糊状, 采用苯

酚-氯仿法提取DNA. 取5 μg(10 μL)DNA, 加
入3 mol/L的氢氧化钠15.5 μL和去离子水24.5 
μL, 37℃孵育15 min, 然后加入新鲜配制的10 
mmol/L的对苯二酚15 μL和3 mol/L的亚硫酸

氢钠(pH5.0)280 μL, 对提取的DNA进行修饰, 
50℃保温16-20 h. 修饰后的DNA分别在4℃的

500 mmol/L的醋酸钠和0.5 mmol/L的对苯二酚

溶液中各透析4 h, 然后在4℃的0.5 mmol/L的
醋酸钠溶液中透析过夜, 最后经4℃双蒸水透

析过夜. 透析完毕后加入3 mol/L的氢氧化钠

5.5 μL, 室温放置10-20 min, 然后加入6 mol/L
的醋酸氨40 μL和2×无水冷乙醇, 混匀后置

于-20℃过夜; 4℃、12 000 r/min离心10 min弃
上清得DNA沉淀, 加入700 mL/L冷乙醇1 mL, 
漂洗1次, 弃上清, 加入去离子水50 μL溶解于

-20℃保存备用. 采用R u n x3基因上述各位点

(图1)特异的甲基化引物和非甲基化引物(北
京三博远志公司)对处理后的D N A进行扩增, 
扩增引物序列参照文献[9]. 反应系统(25 μL):  
10×缓冲液2.5 μL, 每种引物各0.1 μL, dNTP 2 
μL, Taq聚合酶(大连宝生物公司)0.2 μL, 模板

DNA 5 μL, 去离子水15.1 μL; 反应条件: 混合物

加热至95℃, 持续15 min后, 变性为94℃、30 s, 
退火为55℃(第4-6位点为58℃)、60 s, 延伸为

72℃、60 s, 最后再进行72℃延伸10 min, 共进

行35个循环. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳

分离, 并经成像分析系统分析结果.
1.2.2 Western blot: 取胃癌和癌旁正常组织标本

各150 mg用生理盐水冲净后剪成糊状, 加入6倍
体积的组织细胞裂解液进行超声匀浆, 提取总

蛋白, Lowry法蛋白定量. 取调节后的蛋白样品

各40 μL加5×样品缓冲液10 μL混均, 煮沸3 min
冷却后上样. 60 V稳压电泳至溴酚蓝带进入分

离胶后再100 V电泳3 h, 100 V转膜40 min, 使凝

胶上的蛋白转移至硝酸纤维素膜(NC膜). 用50 
g/L牛血清白蛋白室温下封闭2 h, 1×TTBS洗膜

两次, 加入新鲜配制的兔抗人Runx3多克隆抗体

稀释液(1∶400)(sc-30197, Santa Cruz公司), 4℃
孵育过夜. 将NC膜用1×TBS洗一次, 1×TTBS

■创新盘点
本实验通过检测
人胃癌及相应的
癌旁正常组织标
本Runx3基因启
动子CpG岛多位
点的甲基化状态
与Runx3蛋白表
达 的 关 系 ,  研 究
Runx3基因启动
子CpG岛甲基化
的演进方向和关
键位点.
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洗两次, 加入新鲜配制的碱磷酶标记山羊抗兔

IgG(1∶1000)(北京中杉金桥公司), 室温孵育2 
h. 1×TTBS洗膜两次, 1×TBS洗膜一次, 显色液

中染色至条带呈现, 终止染色. β-Tubulin(华特

生公司)作为内参, 分子质量为M r 51 000, 重复

上述步骤. 用凝胶图像分析系统扫描分析结果, 
以Runx3蛋白的灰度值/β-Tubulin的灰度值代表

Runx3蛋白的相对表达水平进行统计学分析.
统计学处理 采用SPSS14.0统计软件, 计数

资料的组间比较采用χ2检验, 不符合χ2检验条件

的采用Fisher确切概率法, 计量资料的结果采用

mean±SD表示, 组间比较采用t检验, P <0.05为
差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 甲基化特异性PCR结果 见表1, 胃癌和癌旁

组从第3位点开始出现差异, 至第5和第6位点差

异显著(P <0.05, 图2, 图3A), 低分化组与高分化

组在3-6位点差异显著(P <0.05, 图3B), 而高龄组

(≥60岁)与低龄组(<60岁)、男性组与女性组以

及早期组与进展期组, 上述各位点的甲基化阳

性率无显著差异(P >0.05).
2.2 Western blot结果 Runx3蛋白的相对表达水

平, 胃癌组为0.499±0.106(n  = 26), 癌旁组为

0.721±0.080(n  = 26), 两组的蛋白表达水平存在

显著差异(P <0.01). 低分化组为0.437±0.053(n  = 
17), 高分化组为0.617±0.073(n  = 9), 两组的蛋

白表达水平存在显著差异(P <0.01)(图4, 表1). 男
性组与女性组、高龄组(≥60岁)与低龄组(<60
岁)以及早期组与进展期组, 蛋白表达水平无显

著差异(P >0.05, 表1).

3  讨论

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 他的发

生与端粒酶激活、抑癌基因失活和癌基因激

活等因素有关 ,  其中抑癌基因的失活尤为重

要[10-11]. 以往研究的抑癌基因, 如E-cadherin、
p53、p16、Rb、DCC和APC等, 他们与胃癌的

相关性较小, 而新近发现的Runx3可能是迄今为

止与胃癌关系最为密切的一种抑癌基因. DNA
甲基化是一种后天发生的修饰, 引起胞嘧啶5'甲
基化, 在正常机体中普遍存在, 并与年龄相关, 
抑癌基因启动子CpG岛高甲基化可使其表达受

抑, 与肿瘤的发生密切相关[12-13]. 
研究表明, Runx3基因启动子CpG岛高甲基化

■应用要点
通过本文的研究
可以确定Runx3
基因启动子CpG
岛甲基化的演进
方向和关键位点, 
从而为胃癌的基
因诊断和治疗提
供依据. 
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图  2  甲基化特异性PCR结果(甲基化). 1-6: 各研究位点; 

12-18: 各研究标本; T: 肿瘤组织; N: 癌旁正常组织.
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图  4  Runx3蛋白的表达. 16: 高分化胃癌; 17: 低分化胃癌; 

T: 肿瘤组织; N: 癌旁正常组织.

图  3  Runx3基因CpG岛各位点甲基化阳性率的曲线图. A:

胃癌组和癌旁组; B:低分化组和高分化组.
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是该基因表达沉默的主要方式之一[1]. Kim et al [2]

用M S P法检测了胃癌和各种癌前病变启动子

CpG岛的甲基化状态, 结果在慢性胃炎为8.1%(n  
= 99), 肠化为28.1%(n  = 32), 胃腺瘤为27.3%(n  = 
77), 胃癌为64%(n  = 75), 该研究提示Runx3的甲

基化阳性率随着癌前病变的演变而增加. 田筱

青 et al [6]应用MSP法对17例食管鳞状细胞癌、

14例贲门癌及18例胃癌及相应的癌旁正常组织

进行检测, 胃癌组的甲基化阳性率为8/18(44%), 
而胃癌癌旁组、食管癌组和贲门癌组的甲基

化阳性率分别为1/18、0/17和3/14, 该研究提示

Runx3基因甲基化对于胃癌具有较高的特异性. 
Nakase et al [14]应用MSP法研究了12例消化性溃

疡术后残胃癌(R B组)和10例胃癌术后残胃癌

(RM组)Runx3启动子的甲基化状态, 胃癌组织

中Runx3的甲基化阳性率为63.6%(14/22), 癌旁

组织中为27.2%(6/22), 进一步研究表明Runx3的
甲基化状态与Runx3的表达明显相关, 该研究提

示检测残胃Runx3的甲基化状态可以预测残胃

恶变的风险. 本文通过MSP法检测了26例胃癌

和相应的癌旁正常组织标本Runx3基因启动子

CpG岛连续6个位点的甲基化状态, 由于两组的

第1和第2位点的甲基化阳性率无差异, 第3-6位
点存在差异(第5和6位点差异显著), 因此目前众

多实验研究的位点很可能位于该区间, 在本研

究中其甲基化阳性率为42.31%-65.38%, 与上述

报道相符.
研究表明, Runx3蛋白表达下调是胃癌发生

的重要机制之一. Osaki et al [15]应用Western blot
法检测了6株胃癌细胞系的Runx3蛋白表达, 其
中3株不同程度的表达了Runx3蛋白, 而另3株未

表达Runx3蛋白. 曾超 et al [16]应用Western blot法
检测25例胃癌标本Runx3蛋白的表达, 结果发现

胃癌组织中的Runx3蛋白表达明显低于相应正

常胃黏膜组织, 尤其是低分化胃癌更加明显, 而
高分化胃癌差异并不明显, 直线相关分析显示

胃癌组织中Runx3蛋白和mRNA的表达具有相

关性(r  = 0.820, P <0.05). Wei et al [5]应用免疫组织

化学法研究了86例胃癌组织的Runx3蛋白表达, 
结果与正常胃黏膜组织相比, 胃癌组织标本中

的Runx3蛋白表达明显降低, 并且与生存期降低

明显相关(P  = 0.0005), Cox比例风险回归模型显

示, Runx3蛋白的表达可独立的预测良好的生存

率(P  = 0.036), 因而认为Runx3蛋白是影响胃癌

预后的独立因素. 本文应用Western blot法检测

了26例胃癌及相应的癌旁正常组织的Runx3蛋
白表达, 结果表明胃癌组Runx3蛋白表达明显低

于癌旁组, 而且Runx3蛋白的表达与肿瘤的分化

程度有关, 与上述报道相符.
但目前国内外众多文献报道的人胃癌组

织Runx3基因的甲基化阳性率差异较大, 且与

Runx3表达并不完全平行. 田筱青 et al [6]用RT-
PCR方法研究了8例Runx3甲基化的胃癌标本, 
结果仅3例出现mRNA的表达下调; Waki et al [7]

用RT-P C R方法检测了5株胃癌细胞系R u n x3 
mRNA的表达, 其中1株甲基化的Runx3细胞系

(KATO-Ⅲ)也表达mRNA. 上述研究表明, 甲基

化的Runx3其mRNA表达水平不一定下调, 因
此Runx3基因CpG岛不同位点甲基化的结局不

同, 可能存在其甲基化能引起该基因表达沉默

的“关键位点”. 本研究的结果表明, 按性别、

年龄和临床分期分组, 各位点的甲基化阳性率

■同行评价
本实验设计合理, 
研究具有一定新
颖性, 讨论充分有
说服力, 具有较强
的临床指导意义. 

表  1  实验结果及临床病理学参数分析

     
临床及病理学参数

                                Runx3基因CpG岛各位点的甲基化阳性例数          Western blot  

                                                                 1            2           3            4           5            6             (mean±SD)

标本              胃癌组(n  = 26)             24        23        17        16        12a         11a        0.499±0.106b

                     癌旁组(n  = 26)              25        22        13        12          5           3          0.721±0.080

性别              男性组(n  = 16)             14        14        10          9          6           7          0.507±0.101

                     女性组(n  = 10)              10          9          7          7          6           4          0.486±0.117

年龄              高龄组(n  = 13)             13         11       10         10          7           6          0.494±0.114

                     低龄组(n  = 13)              11        12          7          6          5           5          0.504±0.101

分化程度       低分化组(n  = 17)          16        16        14c       13c        11c        10c         0.437±0.053d

                     高分化组(n  = 9)              8          7          3          3           1           1          0.617±0.073

UICC分期     早期组(n  = 11)              10         11         7          6          4           6          0.531±0.126

                     进展期组(n  = 15)          14        12        10        10          8           5          0.476±0.085

aP<0.05, bP<0.01 vs  癌旁组; cP<0.05, dP<0.01 vs  高分化组. 
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无显著差异, 同时该情况下Runx3蛋白的表达

亦无显著差异, 而胃癌组与癌旁组以及低分化

胃癌组和高分化胃癌组的甲基化阳性率存在显

著差异, 同时该情况下Runx3蛋白的表达亦存

在显著差异(P <0.01), 这种现象提示, 转录起始

点部位(即文中第5、6位点)的甲基化很可能引

起Runx3蛋白的表达下调, 因此该部位可能为

Runx3基因启动子CpG岛甲基化的关键位点. 同
时本研究结果表明, 从5 '区向转录起始点方向

连续6个位点的甲基化阳性率逐渐降低, 提示甲

基化最初可能发生在Runx3基因CpG岛的5'端, 
并逐渐向转录起始点方向演进, 与文献报道相 
符[9]; 进一步统计分析表明, 各位点的甲基化阳

性率与性别、年龄和临床分期无关, 而第3-6位
点的阳性率与肿瘤的分化程度有关, 提示甲基

化的演进可能与肿瘤的分化程度相关, 而与性

别、年龄和临床分期无关.
总之, Runx3作为新近发现的一种抑癌基因, 

受到越来越多的关注和研究, 有望成为胃癌诊

断的特异性标志物和基因治疗的靶点, 通过本

文的研究可以确定该基因启动子CpG岛甲基化

的演进方向和关键位点, 从而为基因诊断和治

疗提供依据.
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Abstract
AIM: To discuss the change in liver function 
after hepatic trauma in the early stage and its 
clinical significance. 

METHODS: Of the 719 patients with trauma ad-
mitted to our hospital from 2006-05 to 2006-08, 
105 with hepatic trauma were included in this 
study. All patients were admitted within 24 
hours after trauma. Those who had primary he-
patic injuries or acute and chronic dysfunctions 
of the hepatic-biliary system were excluded. We 
collected vein blood samples to measure the se-
rum levels of ALT, AST, ALP, GGT, LDH, TBIL, 
DBIL, ALB, PT, 24 and 48 hours after trauma. 

RESULTS: The percentage of hepatic trauma 
was 14.6%. The abnormality rate of ALT, AST, 
ALP, GGT, LDH, ALB, TBIL and PT was 91.4%, 
64.8%, 42.9%, 61.9%, 27.6%, 20.9%, 30.5% and 
5.7%, respectively, in the 105 patients. Of these 
105 patients, ALT level increased 1-3 folds in 78, 
AST level increased 1-3 folds in 49, GGT level 
increased 1~3 folds in 42. The patients with de-
creased ALB and increased TBIL and PT had 
more severe traumas than those without such 
changes (P<0.001). No significant difference was 

found in the levels of TBIL, DBIL/TBI, ALP and 
GGT. Thirty patients had significantly higher lev-
els of ALT, AST, ALP and GGT within 48 hours 
than those within 24 hours after trauma (P<0.01).

CONCLUSION: Hepatic trauma is common and 
often occurs in early stage of trauma. The moderate 
increase in liver functions is commonly observed. 
Patients with decreased ALB and increased jaun-
dice and PT usually have more severe traumas or 
more complications. Jaundice induced by trauma 
belongs to hepatocellular jaundice and may not be 
correlated with cholestasis.

Key Words: Liver function; Hepatic injury; Trauma

Yin Y, Lan Y, Sun CD. Alteration in liver function after 
trauma and its clinical significance. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(2): 217-220

摘要
目的: 探讨创伤后早期肝功能损害各指标的
变化及其临床意义. 

方法: 分析2006-05/2006-08我院创伤骨科入
院患者719例中肝功能损害105例伤后24 h及
48 h内肝功能指标血清丙氨酸氨基转移酶
(ALT)、天门氨酸氨基转移酶(AST)、碱性磷
酸酶(ALP)、γ-谷氨酰基转移酶(GGT)、乳酸
脱氢酶(LDH)、总胆红素(TBIL)、结合胆红素
(DBIL)、白蛋白(ALB)、凝血酶原时间(PT). 

结果: 创伤后肝损害的发生率为14.6%, 肝
功能指标ALT, AST, ALP, GGT, LDH, ALB, 
TBIL和PT异常发生率分别为91.4%, 64.8%, 
42.9%, 61.9%, 27.6%, 20.9%, 30.5%, 5.7%; 创
伤后ALT, AST和GGT升高1-3倍者分别为78
例(81.3%), 49例(72.1%)和42例(64.6%). 严重
创伤患者出现ALB降低、TBIL升高及PT延
长(P <0.001), 创伤后肝功能指标ALT、AST、
ALP及GGT 48 h与24 h相比明显升高(P <0.01).

结论: 创伤后早期即可出现肝功能损害, 肝功
能指标一般呈轻中度升高, 当创伤伤情严重及
并发症多时, 可出现ALB降低、黄疸及PT延
长, 创伤后黄疸为肝细胞性黄疸, 可能与胆汁
淤积无关. 
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■背景资料
创伤后肝功能障
碍将影响整个机
体的预后和转归. 
明确创伤后肝功
能的变化规律并
加以预防, 对患者
的整体康复与保
护肝功能具有重
要意义. 

■同行评议者
汪 波 ,  副 主 任 医
师, 北京大学第一
医院急诊科 
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0  引言

人类创伤在直接造成局部器官组织损伤的同时, 
会通过应激变化、炎症反应等多种途径导致全

身其他组织器官的功能改变[1]. 肝脏是人体的重

要器官, 创伤后肝功能障碍将影响整个机体的

预后和转归[2]. 明确创伤后肝功能的变化规律并

加以预防, 对患者的整体康复与保护肝功能具

有重要意义. 本文总结分析了2006-05/2006-08之
间我院创伤骨科收治的存在肝功能损害的骨折

患者临床资料105例, 对创伤后肝功能损害各项

指标的变化规律加以分析总结. 

1  材料和方法

1.1 材料 自2006-05/2006-08间, 我院骨科共收治

创伤骨折患者719例, 创伤后肝损害患者105例, 
男87例, 女18例, 年龄17-74(平均38.8)岁. 患者均

在受伤后24 h内入院, 且除外各种急、慢性肝胆

疾病及原发性肝外伤. 创伤原因包括车祸伤43例, 
高处坠落伤9例, 挤压伤或砸伤7例, 摔伤33例, 扭
伤11例, 绞伤2例. 105例患者中开放伤32例, 多发

伤及复合伤55例, 合并血管神经损伤27例, 合并

感染37例, 合并创伤失血性休克11例, 合并全身

炎症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS[3])的患者50例, 既往中存在饮酒史

(男>140 g/wk, 女>70 g/wk[4])42例, 脂肪肝46例. 
1.2 方法 采集患者入院后的体温、脉搏、呼吸

频率、血压、白细胞计数、血色素(Hb)及血气

分析等临床资料, 并行急性和慢性生理状况评

估(APACHEⅡ)[5]. 105例患者均于次日晨空腹抽

静脉血查血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门

氨酸氨基转移酶(AST)、碱性磷酸酶(ALP)、γ-
谷氨酰基转移酶(GGT)、乳酸脱氢酶(LDH)、
总胆红素(TBIL)、结合胆红素(DBIL)、白蛋白

(ALB)、凝血酶原时间(PT)等指标; 其中有30例
患者在入院时即刻抽静脉血化验上述指标, 了
解其24 h内肝功能指标的变化. 

统计学处理 肝功能各参数以mean±SD表示, 
应用SPSS11.5统计软件, 对ALB、TBIL及PT异常

与正常的APACHEⅡ评分进行方差分析; 对黄疸

患者进行矫正单因素方差分析及相关性检验; 对
30例24 h内与48 h内肝功能指标行矫正配对t检验. 
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2  结果

2.1 肝功能指标异常发生率 同期创伤入院患者

共719例, 其中合并肝功能损害的105例, 肝损害

发生率为14.6%. 105例患者中, 肝功能各项指标

异常发生率见表1. 
2.2 创伤后肝功能各项指标的变化 105例创伤

后肝损害患者肝功能各项指标平均值分别为: 
ALT: 88.7±77.0 IU/L, AST: 80.7±84.1 IU/L, 
ALP: 90.0±38.0 IU/L, GGT: 92.5±99.3 IU/L, 
LDH: 247.2±131.8 IU/L, ALB: 39.2±6.0 g/L, 
TBIL: 17.2±11.3 μmol/L, PT: 12.0±1.5 s. 将
ALT、AST、GGT数值升高情况进行总结显示, 
整体上升高1-3倍者占多数; 其中ALT升高1-3倍
者为78例(占81.3%), AST升高1-3倍者为49例(占
72.1%), GGT升高1-3倍者为42例(占64.6%); 上
述指标约半数病例升高1-2倍(图1). 
2.3 ALB、TBIL及PT正常与异常的APACHEⅡ

评分比较 分别对表1中22例A L B降低、32例
TBIL升高及6例PT延长的患者进行APACHEⅡ
评分比较(表2), 结果显示均为伤情较重或有全

身合并症的患者. 
2.4 黄疸患者和非黄疸患者的比较  为34.8%
±8.69%, TBIL、DBIL/TBIL与ALT、AST、
A L P及G G T的升高均无相关性(P >0.05). 虽
然黄疸患者A LT、A S T、A L P及G G T各项

均值与非黄疸患者统计比较无显著性差

异 (P > 0 . 0 5 ) ,  但前者各项均值均高于后者 
(表3). 
2.5 创伤后24 h之内与其48 h之内肝功能各项指

标比较 30例患者创伤后48 h之内肝功能指标与

其24 h内指标相比, ALT、AST、ALP及GGT明
显升高(P<0.01, 表4). 

3  讨论

Nast-Kolb et al [6]报道, 创伤后肝脏是第二个最

易受到严重损害的器官, 仅次于肺脏. 严重创伤

时, 肝脏将完成一系列防御反应和代谢功能, 非
常容易产生损伤而影响肝功能, 严重者还可进

一步导致多器官功能障碍综合征(multiple organ 
disfunction syndrome, MODS[7]). 所以, 对待急性

创伤患者, 密切监测肝功能变化, 并采取积极措

施预防出现肝损伤或防止损伤不断加重, 在临

床上具有重要意义. 因此本文重点总结了急性

创伤后肝功能各项指标所发生的变化, 并分析

其产生的原因及临床意义. 
肝损害与创伤严重程度相关. 严重创伤后肠

道细菌和内毒素易位至肝脏, 可损害肝细胞和枯
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■创新盘点
目前国内有少量
关于颅脑创伤后
肝功能损伤的文
献报道, 但尚无关
于骨科创伤后肝
损害情况与变化
规律的报道. 本文
不仅报道了骨科
各种创伤后引起
的肝功能变化, 而
且对其演变规律
也作了初步的探
讨, 具有临床实际
指导意义. 

■研发前沿
虽然有关创伤后
肝功能变化的文
章并不少见, 但研
究肝功能各项指
标具体变化的报
道较为少见, 而研
究创伤后肝损害
的演变过程的文
章更少见. 
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否氏细胞[8]. 创伤通常是对机体严重、突发的刺

激因素, 体内产生大量细胞因子, 引起应激反应, 
严重的可导致大量炎性介质的释放, 形成自身损

伤性的全身性反应, 即SIRS. 当创伤严重而出现

休克时, 创伤与失血都可使机体产生大量炎性介

质和氧自由基, 加速SIRS的出现从而导致肝功能

损害[9]. 此外感染除可以导致SIRS而造成肝损害

外, 还可以导致感染性休克、急性呼吸窘迫综合

征(acute respiratory distress syndrome, ARDS)等系

统或器官功能的改变, 从而导致肝细胞损伤. 由
于肝脏的代谢极其活跃, 使其更易在SIRS过程中

受到损伤, 同时肝脏又是SIRS的积极参与者. 肝
脏的枯否氏细胞在损伤因素的刺激下产生大量

的肿瘤坏死因子等炎性介质, 加速了机体自身损

伤的反应过程, 而使肝脏进一步受到损伤. 因此, 
创伤后出现SIRS的患者, 其肝功能损害更明显, 
且与伤情严重程度密切相关. 其次, 文献报道缺

血与再灌注损伤同样是导致肝细胞损伤的重要

因素[10]. 肝损害是MODS的表现之一[11], 因此在

临床中应特别给予重视. 
本文资料显示, 创伤后肝损害的发生率为

14.6%, 较为常见, 且本组资料显示肝损害均发

生在受伤后24-48 h之内, 提示创伤后早期即

可发生. 创伤后早期由于机体应激反应和组织

损伤产生各种细胞因子, 可损害肝细胞, 从而

引起肝功能损伤并出现继发性肝损害. 从本研

究结果看, 创伤后患者的肝功能异常主要表现

在ALT、AST及GGT的异常增高, 而且呈轻中

度增高, ALT、AST及GGT升高1-3倍者分别占

81.3%、72.1%、64.6%. 而LDH、ALP、ALB、
TBIL以及PT的均值在正常范围内. 

本组105例患者中, 肝功能指标异常发生

率由高到低依次为ALT、AST、GGT、ALP、
TBIL、LDH、ALB、PT. ALT广泛存在于多种

器官中, 按含量依次为肝、肾、心及骨骼肌等, 
肝中的ALT多存在于细胞质中. AST也广泛存在

于多种器官中, 按含量依次为心、肝、骨骼肌

及肾等, 而且AST在各器官中均比ALT含量高, 
肝内AST 70%存在于肝细胞的线粒体中. ALT
与AST能敏感提示肝细胞的损伤及损伤的程度. 
反映急性肝细胞损伤时, 以ALT最为敏感, 故本

组中ALT的异常率最高. 相对而言, AST更能够

反映肝功能损害程度. 所以判断创伤后肝损害, 
ALT与AST是较为敏感指标, 他们能够较好地反

映出肝脏损伤后的功能状况, 对诊断有重要的

参考价值[12], 临床中应给予足够重视. 
血清ALB反映了肝脏合成蛋白质的功能, 但

由于其半衰期为15-19 d, 且肝脏的代偿功能较

强, 所以早期可以不受肝功能损害的影响, 本组

ALB的均值在正常范围之内. 然而105例患者中

有22例ALB值低于正常, 多数患者为创伤伤情

较重或有休克、SIRS、感染等, 因此ALB的降

低很可能是由于创伤后虽然肝脏摄取氨基酸加

速, 但主要用于急性相蛋白的合成, 导致了ALB
的下降[13]. 同时, 由于严重创伤时伤口局部渗出

进一步加剧了体内蛋白的丢失, 此时的血清ALB
指标不能完全用来反映肝脏的合成功能. PT的改

变同样是反映肝功能改变的重要指标, 而且一般

在肝病的初期就可以表现出异常[14]. 本组中6例
PT延长的患者创伤伤情均较为严重, 说明了伤情

对肝功能影响的重大作用. 
TBIL的增高同样反映出肝细胞损害较为严

重. 本组105例患者中, 有32例出现黄疸, 化验证
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表  1  肝功能指标异常发生率

     
	      ALT	      AST	     ALP	     GGT	       LDH	        ALB	        TBIL	       PT

例数	     96            68            45             65             29             22             32          6

异常率(%)    91.4         64.8         42.9          61.9          27.6          20.9          30.5       5.7

表  2  ALB、TBIL及PT正常与异常的APACHEⅡ评分比较

     
	          ALB	                     TBIL	            PT

异常组      20.31±3.68b     17.45±5.14b     18.77±3.41b

正常组      12.84±4.15      11.55±4.37    13.67±2.11

bP<0.01 

图  1  ALT、AST和GGT变化分布情况. 
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■应用要点
本文可以指导临
床工作, 对各种创
伤后引起的肝功
能损伤应积极地
给予预防与治疗, 
减少并发症的发
生. 
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实皆为血清结合胆红素及非结合胆红素双相增

高, 但以结合胆红素增高为主, 表现为肝细胞性

黄疸. 从表3可以看出黄疸患者ALT、AST、ALP
及GGT各项均值均高于非黄疸患者, 但统计学比

较无显著性差异, 考虑可能与样本较少有关. 创
伤后由于肝细胞受损, 从而导致了肝脏对胆红素

的摄取、转化及排泌异常而出现黄疸. 此外, 本
资料分析结果表明, 黄疸的出现可能与胆汁淤积

关系不大. 另一方面, 32例黄疸患者创伤伤情均

较为严重, 说明伤情的严重性与肝细胞损害有直

接的相关性. 因此, 临床上对于合并严重创伤的

患者, 伤后更应重视其肝功能的变化. 
30例患者肝功能指标创伤后24 h内即发生

改变, 说明创伤后肝功能损害在早期出现. 这与

文献[15]相符. 虽然与48 h内的指标相比, ALT、
AST、ALP及GGT都有显著性升高, 但本资料不

能区别48 h内肝功能指标的上升是创伤后肝功能

指标的演变过程还是体现了肝损伤的加重. 因此

积极控制创伤伤情的不断进展, 并密切监测肝功

能指标, 对肝功能损害进行早期预防、早期治疗, 
是防止肝功能进一步恶化, 甚至发展成为MODS
最为有效的方法. 

总之, 由于肝功能的特殊性, 使其在创伤

的救治过程中起到重要作用. 要进一步提高严

重创伤的存活率, 对肝功能的保护是非常重要

的一环. 
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表  3  黄疸与非黄疸患者肝功能指标(IU/L, mean±SD)

     
分组            n                     ALT                            AST                          ALP                         GGT

黄疸         32         104.2±122.9         102.2±132.9         91.0±40.9         115.8±137.9

非黄疸     73            81.9±43.6             71.3±48.1           89.6±37.0           82.3±75.5  

表  4  创伤后2 4h与48 h之内肝功能各项指标(mean±SD)

     
分组     ALT(IU/L)           AST(IU/L)           ALP(IU/L)          GGT(IU/L)           LDH(IU/L)           ALB(g/L)       TBIL(μmol/L)         PT(s)

24 h   48.7±29.8     66.7±50.0      58.0±25.7    38.9±38.6     297.0±129.8     35.7±9.0   14.5±12.4    13.3±6.6

48 h   83.0±47.1b  117.0±116.0b   90.5±50.7b   78.2±64.8b   335.0±171.3     34.8±7.4    16.9±14.8    13.0±2.0

bP<0.01 

■同行评价
本文是对临床工
作的具体总结与
分析, 对今后的临
床实践具有一定
的指导意义, 实用
性较强. 
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Abstract
AIM: To explore the diagnosis and treatment of 
Mirizzi syndrome. 

METHODS: A retrospective analysis of 53 pa-
tients (15 males and 38 females) with Mirizzi 
syndrome between 1997-10 and 2006-9 was 
performed. The age of these patients ranged 
from 28 to 82 years, the mean age was 62 years. 
Ultrasound, computerized tomography (CT), en-
doscopic retrograde cholangiopancreatography 
(ERCP) and magnetic resonance cholangiopan-
creatography (MRCP) were performed before 
operation. The final diagnosis was made based 
upon the findings in operation. Different opera-
tion procedures were used in the treatment of 
different individuals. 

RESULTS: The 53 patients with Mirizzi syn-
drome were diagnosed following the classifica-
tion of Csendes et al as type Ⅰ in 31, type Ⅱ in 
12, type Ⅲ in 7 and type Ⅳ in 3 cases, respec-

tively. All patients underwent operation and 
different operation procedures were used for 
different individuals. The length of hospital stay 
ranged from 5 days to 2 months, with a mean 
time of 15 days. The findings in the follow-up 
from 6 months to 10 years were as follows: loss 
of follow-up in 5 cases, death of other diseases 
in 1 case, healing after surgical intervention in 2 
cases. No death occurred during the operation. 
Recurrence of biliary fistula in 1 case was cured 
after surgical intervention. 

CONCLUSION: A preoperative diagnosis of Mi-
rizzi syndrome may be difficult to make before 
operation. Its diagnosis can be made by various 
imaging techniques. A definite diagnosis of Mi-
rizzi syndrome can reduce the iatrogenic injury 
to the bile duct, and different diagnostic meth-
ods and treatment modalities should be used for 
different cases of Mirizzi syndrome. 

Key Words: Mirizzi syndrome; Diagnosis; Surgery; 
Operative treatment

Wang XM, Sun K, Wu CX, Liu ZJ, Ding X, Li SW, Gong 
JP. Diagnosis and treatment of 53 patients with Mirizzi 
syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(2): 
221-224

摘要
目的: 探讨Mirizzi综合征的诊断和治疗方法.

方法: 回顾性分析本院1997-10/2006-09共收
治的Mirizzi综合征53例患者的临床资料, 男15
例, 女38例, 年龄28-82(平均62)岁. 术前主要以
B超、计算机体层摄影术(CT)、内窥镜逆行
胰胆管造影术(ERCP)和磁共振胰胆管造影术
(MRCP)等检查手段进行筛查, 以术中结果为
最终诊断, 针对不同的病例选用适合不同个体
的手术治疗方式.  

结果: Mirizzi综合征患者53例按Csendes分型
法分为Ⅰ型31例, Ⅱ型12例, Ⅲ型7例, Ⅳ型3
例. 均行手术治疗, 患者住院时间最短5 d, 最
长2 mo, 平均15 d. 术后随访6 mo-10年, 5例失
访, 1例因其他疾病死亡, 2例胆道再发结石手
术治愈, 全组无手术死亡, 近期发生胆瘘1例再
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■背景资料
关于Mirizzi综合
征的发病特点、

分型及治疗的报
道屡见不鲜, 该病
在临床中也比较
常见. 本文就重庆
医科大学附属第
二医院肝胆外科9
年来手术确诊的
Mirizzi综合征的
术前筛查和手术
方式进行总结, 从
而有助于对该病
的进一步认识. 

■同行评议者
张筱茵 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
京医院消化疾病
研究所 



次手术治愈. 

结论: Mirizzi综合征术前诊断困难,  需借助多
种影像学技术, 术前明确诊断可减少Mirizzi综
合征术中胆道损伤的发生率, 要针对不同的病
例选用适合不同个体的诊断和治疗手段. 
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0  引言

Mirizzi综合征是一组由于胆囊颈或胆囊管结石

嵌顿, 引起胆总管的机械压迫或继发炎症导致

胆总管狭窄、胆囊胆总管瘘. 该病是胆囊结石

少见的并发症, 其发病率占所有行胆囊切除术

的0.7%-1.4%[1-2]. Csendes et al在对大宗胆囊结

石术后的患者(17 395例)研究中发现, 219例发生

Mirizzi综合征(发病率为1.3%)[3]. 由于胆囊结石

十分常见, 其1.3%也并不是小数目, 然而就目前

的诊疗手段难以做到术前明确诊断,术中胆道损

伤的发生率较高[4], 因此外科医生需要对其有充

分的认识和足够的重视, 才能最大限度的减少

医源性胆管损伤. 本院1997-10/2006-09共行胆

囊、胆道手术7212例, 其中Mirizzi综合征53例, 
占0.73%. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院1997-10/2006-09共收治Mirizzi综
合征患者53例, 男性15例, 女性38例, 男∶女 = 
1∶2.53. 年龄28-82(平均62)岁. 临床表现为反

复右上腹胀痛, 胆绞痛, 发热, 28例同时伴有黄

疸. 实验室检查: 血清总胆红素升高(22.5-238.4 
mmol/L)38例, 碱性磷酸酶(ALP)升高34例. 
1.2 方法 所有患者术前行B超检查, 均提示有胆

囊结石, 其中胆囊颈或胆囊管结石36例, 肝总管

扩张15例, 肝内胆管轻度扩张18例. 行电子计算

机X线断层扫描(CT)检查41例, 提示胆囊结石并

肝内胆管轻度扩张27例, 胆囊管结石压迫胆总

管11例. 行逆行性胰胆管造影(ERCP)23例, 均未

见胆囊显影, 其中13例见胆总管上段充盈缺损. 
行磁共振胰胆管造影(MRCP)18例, 其中胆总管

上段充盈缺损15例. 本组术前11例考虑Mirizzi综
合征的可能, 所有病例均为术中造影确诊. 本组

53例, 术中按Csendes分型法[3]: Ⅰ型31例(胆囊颈
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或胆囊结石嵌顿压迫胆总管), 行经腹腔镜胆囊

切除术(LC)30例, 开腹胆囊切除1例. Ⅱ型12例
(胆囊胆管瘘形成, 瘘管口径小于胆总管周径的

1/3), 行LC5例, 中转1例, 胆囊大部切除术2例, 胆
囊切除+胆总管探查+T管引流5例. Ⅲ型7例(瘘
口径超过胆总管周径的2/3), 胆囊切除+瘘口修

补+T管引流术4例, 胆囊大部切除+瘘口修补+T
管引流术2例, 胆囊切除＋肝总管空肠Roux-Y吻

合术１例. Ⅳ型3例(胆囊胆管瘘完全破坏了胆总

管), 胆囊切除+肝总管空肠Roux-Y吻合术3例.  

2  结果

患者住院时间最短5 d, 最长2 mo, 平均15 d. 术
后随访6 mo至10年, 5例失访, 1例因其他疾病死

亡, 2例胆道再发结石手术治愈, 全组无手术死

亡, 近期发生胆瘘1例再次手术治愈. 

3  讨论

现在多数学者认为胆囊管较长、胆囊管和胆总

管并行和(或)低位汇入胆总管时易发生此综合

征[1-2]. Mirizzi综合征的发病与胆囊结石的长期

存在以及慢性炎症有着直接的关系. 最初嵌顿

在Hartmann's囊的结石长期压迫着胆总管, 并引

起炎症的反复发生. 嵌顿的结石导致胆(肝)总管

受压迫发生坏死, 或若胆管炎症反复发生, 最终

导致结石侵蚀临近胆管而形成瘘[5]. 
早期正确的诊断对于治疗及预防远期并发

症有着十分重要的意义, 然而, 要在术前确诊却

比较困难[1,5]. 
B超是筛查Mirizzi综合征的首要诊断工具, 

他对肝胆系统结石、胆囊炎症及胆囊肿大的诊

断有很高的敏感性. 据报道B超对Mirizzi综合征

诊断的敏感性只有27%[3,6]. 近来运用导管内超

声成像技术(IDUS)对病变局部进行检查, 大大

提高了超声对本综合征的诊断敏感性和特异性. 
据Wehrmann et al的实验报道, IDUS对该病的敏

感性和特异性分别达97%和100%[7-8]. 本组术前

B超拟诊15例, 术中造影明确诊断4例(26.7%). 
电子计算机X线断层扫描(CT)不受肠道气体的

影响, 可揭示胆总管远段狭窄或结石, 可以鉴别

突发的肝总管狭窄是否是由于肝管外包块压

迫引起的, 并排除胆道内或肝门部的占位性病

变. 本组术前CT拟诊23例, 术中造影明确诊断9
例(39.1%). 逆行性胰胆管造影(ERCP)对胆道系

统显影清晰, 可以发现CT无法发现的细小胆道, 
对Mirizzi综合征有较高的敏感性(大约55%), 并

www.wjgnet.com

■相关报道
Mirizzi综合征相
关报道较多集中
于如何更好的术
前明确诊断和各
种分型的手术治
疗, 以及是否能用
腹腔镜治疗.

■研发前沿
Mirizzi综合征的
病 因 、 发 病 机
制、分型、诊断
和临床治疗一直
是大家讨论的热
点, 这方面已有众
多研究与报道, 在
以后的研究中将
进一步研究术前
确诊本病的方法. 
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可以确定是否有瘘道的存在[6,9]. 本组术前ERCP
拟诊19例, 术中造影明确诊断12例(63.1%). 此
外, ERCP还可以作为一种治疗工具, 包括取石、

引流和放置支架等, 特别在没有手术指征的患

者中可以说是最好的选择. 磁共振胰胆管造影

(MRCP)对胆道系统显影清楚, 对Mirizzi综合征

的诊断敏感性可与ERCP相同, 但其为无创性检

查, 能更好的被患者接受, 是诊断本综合征的最

好选择. MRCP与ERCP比较有一不足之处, 他不

能证实瘘的存在, 也不能进行治疗[10-11]. 本综合

征MRCP检查较难与胆总管上端肿瘤相鉴别, 本
组曾有一例术前误诊为胆总管上端肿瘤, 术中

才明确诊断为本综合征(图1). 
Mirizzi综合征术前很难判断是否存在胆囊

胆管瘘, 然而瘘的存在与否直接关系到手术方

式的选择. 易滨 et al [12]认为, 在考虑Mirizzi综合

征诊断的前提下, 如下判断可能有助于胆囊胆

管瘘的诊断: (1)术前黄疸持续时间不足6 wk可
能不存在瘘, 超过7 wk可能存在瘘; (2)黄疸持续

6 wk以后的ERCP或MRCP检查, 若提示有肝外

胆管狭窄, 则提示可能未发生瘘或瘘口有结石

嵌顿; (3)若发现无肝外胆管狭窄, 并存在胆总管

结石, 则不能简单地诊断胆总管结石(可伴胆囊

结石), 而忽略瘘的可能. 
Mirizzi综合征继发肿瘤的可能性较大, 但由

于胆囊癌早期常无特殊的临床表现, 早期诊断

很低[13]. 血液中CA19-9水平测定可能是胆囊癌

早期诊断的有效指标, 虽然Mirizzi综合征、胆道

的慢性炎症或黄疸也可使CA19-9水平增高, 但
超过1000 kU/L以上则多为恶性病变[14], 最终诊

断仍需要病理学检查, 不能仅凭CA19-9的水平

高低来判断其良恶性程度[15]. 
治疗Mirizzi综合征的原则包括: (1)术前认识

此病; (2)以开腹手术为主; (3)术中仔细、小心的

认清胆道解剖结构, 切除病变胆囊、取尽结石、

解除梗阻、通畅引流、修补胆道缺损. 但对不同

的病例、不同的类型, 需选用不同的方法. 
目前Ⅰ型和Ⅳ型手术方法比较清楚, Ⅰ型可

行保留胆囊管的胆囊切除术[2]. 对于极少数不存

在胆囊管的患者, 需保留足够的胆囊颈, 并将其

缝合, 以避免结扎引起肝或/和胆总管扭曲狭窄. 
当胆囊三角炎症较重, 难以解剖时, 完全的切除

胆囊可能比较困难, 可采用逆行切除胆囊大部, 
将残余胆囊壁黏膜剥除或烧灼, 缝合浆肌层即

可. 取出结石后, 受压的肝总管即可自行复原[16]. 
缺点是胆囊黏膜可能破坏不完全, 残留的胆囊

管和部分胆囊组织可以造成胆囊管综合征或逐

渐形成小胆囊或假胆囊, 导致术后复发, 需再次

手术. 对于Ⅳ型患者, 公认可采用胆管空肠吻合

术, 胆总管或肝总管Roux-en-Y胆肠吻合术较为

安全妥当, 术后较少发生胆道逆行感染或吻合

口狭窄[9-10,16]. 
对于Ⅱ型和Ⅲ型的手术方式存在比较大的

争议. 过度的解剖胆囊颈和暴露胆囊三角将损

伤甚至扩大胆总管瘘口, 并且导致无足够的组

织满意的缝合瘘口[16]. 在这种情况下可先切开胆

囊底部, 取出嵌顿的结石, 再使用残余的胆囊壁

用可吸收缝线缝合瘘口. 胆管成型使用的胆囊

壁必须要保证良好的血供, 其血供情况可直接

由胆囊壁的出血情况来判断. 缝合后安置T管支

撑, T管不应安置在瘘口处, 而应安置于瘘口的

上或下方, 以防术后拔除T管后胆道狭窄的发生. 
以T管的一臂支撑瘘口吻合处可起到支撑和引

流的双重作用. 胆肠吻合术仍是有瘘口存在的

Mirizzi综合征治疗的金标准, 特别是那些瘘口较

大或/和胆道损伤可能性较大的病例[10]. 
对Mirizzi综合征是否行腹腔镜手术一直是

被受争议的, 过去将其作为禁忌症, 随着腹腔镜

手术技术的提高有人认为Mirizzi综合征的Ⅰ型

和Ⅱ型在熟练掌握内镜技术和胆道外科基本操

作技术的前提下是可行腹腔镜治疗的[1,5]. 如果

胆囊三角区解剖不清可以行腹腔镜下胆囊大部

切除术加腹腔内引流[17]. 但一般认为Mirizzi综合

征使用腹腔镜手术将比开腹手术的胆道损伤率

高. 在综合大量的病例研究后发现: 经腹腔镜胆

囊切除术(LC)中转开腹比例报道率为0%-100%, 
如果Ⅱ型以上, 或瘘比较大的的病例, 中转率

可高达进100%. 并发症发生率大致在0%-60%
之间, 胆道损伤率从0%-22.2%, 住院死亡率在

0%-25%之间[18]. 也有报道手助腹腔镜手术与单

纯腹腔镜手术比较, 具有缩短手术时间, 最低限

度的减少并发症的优点, 可代替单纯腹腔镜手

■应用要点
本 文 总 结 分 析
Mirizzi综合征术
前各种辅助检查
的优缺点和不同
分型所适合的手
术方式, 有一定临
床参考价值和应
用意义. 

图  1  Mirizzi综合
征术前行MRCP被
误认为胆总管上端
肿瘤. 

■创新盘点
本文较突出的是
所搜集资料年限
长 ,  病例数较多 , 
资料准确可靠, 在
一定程度上可反
映本地区Mirizzi
综合征的发病率. 
本文对该病的术
前诊断方式和手
术方式的选择作
了较为详细的总
结和分析. 
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术进行比较复杂的胆石症手术[19]. 
近来内窥镜越来越广泛的应用于Mirizzi综

合征的诊断和治疗. 处于急性炎症期的患者, 立
即行开腹手术风险相对较大; 且对年老体弱或

合并其他重要脏器功能障碍的患者, 开腹手术

为其禁忌症, 可行暂时性引流、解除梗阻, 或行

内镜下姑息治疗. 对于医疗设备完善的单位, 可
选择经十二指肠逆行插管内镜治疗. 切开十二

指肠乳头, 行逆行性胆道造影明确病变类型, 然
后向胆道内放内支撑架或置管引流, 待黄疸减

退或急性炎症缓解后, 再行开腹胆囊切除胆道

修补. 若患者不愿或不能行开腹手术, 则可再次

用取石篮或/和气电碎石技术彻底清除胆道结

石并更换内支撑架[20], 此法对年老患者尤为适

用. 
总之现有的检查手段对Mirizzi综合征还不

能达到很高的术前确诊率, 故术中明确诊断对

减少医源性胆道损伤、术后并发症及死亡率都

显得十分必要. 针对不同的病例选用适合不同

个体的诊断和治疗手段. 随着医生警惕性和医

疗手段的提高, 由Mirizzi综合征导致的胆道损伤

将会明显下降. 
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■同行评价
本文对Mirizzi综
合征进行了回顾
性分析, 对于临床
诊断和治疗具有
一定的指导意义, 
也具有一定的学
术价值. 
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Abstract
AIM: To compare the adverse e f fec ts o f 
lobaplatin with that of oxaliplatin in combination 
chemotherapy.

METHODS: From 2006 to 2007, 52 colorectal 
cancer patients after surgery were randomly 
separated into two groups. A total of 85 courses 
were completed for 26 patients in the lobaplatin 
combination chemotherapy group. A total of 73 
courses were completed for 26 patients in the ox-
aliplatin combination chemotherapy group. The 
drug regimens were: lobaplatin 50 mg/m2 (or 
oxaliplatin, 80 mg/m2), iv in 500 mL D5W over 2 
h on day 1; calcium leucovorin 200 mg/m2, iv in 
D5W over 2 h on day 1 and day 2; fluorouracil 
400 mg/m2, iv bolus, after calcium leucovorin, 
then 600 mg/m2, iv over 22 h on day 1 and day 2.

RESULTS: The adverse reactions that occurred 

frequently were myelosuppression and gastro-
intestinal tract reaction. In the lobaplatin group, 
white cell count was decreased to grade Ⅰ or Ⅱ in 
60.0% of courses, and grade Ⅲ in 6.7% of courses 
(P < 0.01). Platelet count was decreased to grade Ⅰ 
or Ⅱ in 66.7% of courses, and grade Ⅲ in 10.0% of 
courses (P < 0.01). Nausea was seen in 16.7% and 
vomiting in 3.3% of courses (P < 0.01). Peripheral 
neuropathy was seen in 5.9% of courses (P < 0.01). 
In the oxaliplatin group, white cell count was 
decreased to grade Ⅰ or Ⅱ in 50.7% of courses, 
grade Ⅲ or IV in 41.3% of courses. Platelet count 
was decreased to grade Ⅰ or Ⅱ in 21.3% of cours-
es. Nausea was 37.3% and vomiting was seen in 
6.7% of courses (P < 0.01). Peripheral neuropathy 
of grade I or II was seen in 42.7% of courses, and 
grade Ⅲ or Ⅳ in 9.3% of courses. Hemoglobin, 
GPT, diarrhea, urea nitrogen and alopecia did not 
differ significantly between the two groups.

CONCLUSION: Chemotherapy in combination 
with lobaplatin and oxaliplatin or in combination 
with fluorouracil or calcium leucovorin is safe. 
Platelet count is significantly decreased during 
myelosuppression in patients treated with loba-
platin combination therapy. Leukocyte count is 
significantly decreased with oxaliplatin chemo-
therapy. Gastrointestinal tract reactions and neu-
rotoxicity are less frequent in patients treated with 
lobaplatin rather than oxaliplatin chemotherapy.

Key Words: Adverse reaction; Combination chemo-
therapy; Lobaplatin; Oxaliplatin; Fluorouracil; Cal-
cium leucovorin
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摘要
目的: 比较洛铂、草酸铂在氟尿嘧啶、四氢
叶酸钙联合化疗方案中的毒副作用. 

方法: 将2006-2007年52例结、直肠癌术后患
者随机分为两组, 洛铂联合化疗组26例, 共85
个疗程, 草酸铂联合化疗组26例, 共73个疗程. 
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■背景资料
目 前 ,  结 直 肠 癌
以FOLFOX作为
一 线 化 疗 方 案 , 
F O L F O X 4 是 国
际公认的标准方
案, 但毒副反应较
大. 洛铂是第三代
的铂类抗癌药, 临
床前研究结果表
明, 他与顺铂的抗
癌活性相似, 但肾
毒性和胃肠道反
应较轻, 且可能对
部分顺铂耐药的
肿瘤有效. 国内曾
进行了Ⅰ、Ⅱ临
床研究, 当时中文
名叫乐铂. 2005年
被 S F D A 批 准 为
一类抗肿瘤新药
上市. 将洛铂替换
FOLFOX4方案中
草酸铂以降低化
疗的毒副作用成
为符合逻辑的推
理, 国内几家大医
院已开始对新方
案进行初步的临
床研究. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科 



化疗方案为洛铂50 mg/m2或草酸铂85 mg/m2, 
静脉滴注2 h以上, 第1天; 四氢叶酸钙200 mg/m2

静脉滴注2 h以上, 第1天和第2天; 氟尿嘧啶400 
mg/m2静脉推注, 然后600 mg/m2持续静脉输注
22 h以上, 第1天和第2天; 每2周重复. 

结果: 毒副作用以骨髓抑制及胃肠道反应为
主. 洛铂组和草酸铂组患者白细胞减少Ⅰ-Ⅱ
级分别占60.0%, 50.7%; 血小板减少Ⅰ-Ⅱ级
占66.7%, 21.3%; 胃肠道反应恶心占16.7%, 
37.3%; 发生呕吐占3.3%, 6.7%; 洛铂组患者白
细胞和血小板减少Ⅲ级分别占6.7%, 10.0%, 
周围神经症状Ⅰ级占5.9%; 草酸铂组白细胞
减少Ⅲ-Ⅳ级占41.3%, 周围神经症状Ⅰ-Ⅱ级
占42.7%, Ⅲ-Ⅳ级占9.3%.

结论: 洛铂、草酸铂分别与氟尿嘧啶和四氢
叶酸钙联合使用均为安全的化疗方案. 洛铂组
对骨髓的抑制主要表现在血小板减少, 而草酸
铂组主要表现在白细胞减少. 洛铂组的胃肠道
反应及神经毒性较草酸铂组轻.

关键词: 毒副作用; 联合化疗; 洛铂; 草酸铂; 氟尿嘧

啶; 四氢叶酸钙
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0  引言

FOLFOX4方案是国际公认的结肠癌辅助化疗的

标准方案[1], 洛铂(lobaplatin)是第三代的铂类抗

癌药, 是SFDA2005去年批准上市的一类抗肿瘤

新药. 对于洛铂的疗效及毒副作用国内外已有
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文献报道[2-7]. 我科自2006-2007年以来将洛铂替

换FOLFOX4方案中的草酸铂作为结肠癌辅助化

疗的新方案, 共治疗了85个疗程, 对两种方案的

毒副作用进行了观察和比较, 现报道于下.

1  材料和方法

1.1 材料 全组患者52例, 男33例, 女19例, 年龄

32-78(平均53.6±15.2)岁, 均为结、直肠癌术后

患者, 近1 mo未进行化疗或放疗. 随机分为两组, 
一组接受含洛铂的联合化疗方案治疗, 另一组接

受FOLFOX4方案治疗. 洛铂联合化疗组26例, 共
85个疗程, 草酸铂联合化疗组26例, 共73个疗程.
1.2 方法 洛铂的联合化疗方案: 洛铂50 mg/m2静

脉滴注2 h以上, 第1天; 四氢叶酸钙200 mg/m2

静脉滴注2 h以上, 第1天和第2天; 氟尿嘧啶400 
mg/m2静脉推注, 然后600 mg/m2持续静脉输注22 
h以上, 第1天和第2天; 共约48 h为一个疗程, 每2
周重复, 连续治疗6个疗程. FOLFOX4方案[8]: 草
酸铂85 mg/m2静脉滴注2 h以上, 第1天; 四氢叶

酸钙200 mg/m2静脉滴注2 h以上, 第1天和第2天; 
氟尿嘧啶400 mg/m2静脉推注, 然后600 mg/m2持

续静脉输注22 h以上, 第1天和第2天; 共约48 h
为一个疗程, 每2周重复, 连续治疗6个疗程. 治
疗毒副反应判断标准按WHO标准评定.

统计学处理 应用SPSS10.0软件包进行χ2检验. 

2  结果

毒副作用以骨髓抑制及胃肠道反应为主, 见表1, 
洛铂组患者白细胞减少Ⅰ-Ⅱ级占60.0%, Ⅲ级占

6.7%(P <0.01). 血小板减少Ⅰ-Ⅱ级占66.7%, Ⅲ
级占10.0%(P <0.01). 胃肠道反应恶心占16.7%, 
发生呕吐占3.3%(P <0.01). 周围神经症状Ⅰ级占

www.wjgnet.com

■创新盘点
本化疗方案的安
全性笔者曾做过
报道. 与草酸铂的
毒副作用比较亦
为首次报道. 因病
例较少, 随访时间
较短, 对其疗效和
安全性还有待进
一步观察.

表  1  洛铂、草酸铂在联合化疗中毒副作用比较

     
毒副反应

	                                          洛铂组	                                                          草酸铂组	

		  0          Ⅰ          Ⅱ          Ⅲ          Ⅳ              0             Ⅰ            Ⅱ          Ⅲ          Ⅳ            
χ2                P

血红蛋白降低         60        17          6           2          0            57          11            7           0          0          2.826      >0.05

白细胞减少             28        37        14           6          0            10          15          23         27          4        37.217      <0.01

血小板减少             20        28        28           9          0            59          13            3           0          0        53.482      <0.01

出血	               85          0           0           0          0            75            0            0           0          0

谷丙转氨酶升高     79          6           0           0          0            73            2            0           0          0         1.618      >0.05

恶心呕吐	               68        14           3           0          0            32          28            5           0          0       15.740      <0.01

腹泻	               85          0           0           0          0            71            4            0           0          0         2.719      >0.05

尿素氮升高            78          7           0           0          0            71            3            1           0          0         2.313      >0.05

头发	               82          3           0           0          0            70            5            0           0          0         0.297      >0.05

周围神经	               80          5           0           0          0            37           21         11           6          1       43.282      <0.01
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5.9%(P <0.01). 草酸铂组患者白细胞减少Ⅰ-Ⅱ级

占50.7%, Ⅲ-Ⅳ级占41.3%. 血小板减少Ⅰ-Ⅱ级

占21.3%. 胃肠道反应恶心占37.3%, 发生呕吐者

占6.7%. 周围神经症状Ⅰ-Ⅱ级占42.7%, Ⅲ-Ⅳ级

占9.3%. 血红蛋白、谷丙转氨酶、腹泻、尿素

氮、脱发在两组中无显著性差异.

3  讨论

洛铂是第三代的铂类抗癌药, 国外文献报道其与

顺铂的抗癌活性相似, 但肾毒性和胃肠道反应较

轻, 且可能与顺铂有部分非交叉性耐药[9-10].
本临床观察发现, 洛铂、草酸铂分别与氟

尿嘧啶和四氢叶酸钙联合化疗的毒副作用以骨

髓抑制及胃肠道反应为主. 其中以白细胞和血

小板减少尤为明显, 是主要的剂量限制性因素, 
与文献报道一致[2-3,11]. 因白细胞、血小板以化疗

结束后2 wk降到最低, 而此时患者都已出院, 因
此2 wk后一定要求患者复查血象, 根据结果采取

措施, 防止感染和出血. 洛铂组对骨髓的抑制主

要表现在血小板减少, 而草酸铂组主要表现在

白细胞减少. 这种对骨髓抑制选择性有待进一

步研究. 洛铂组的胃肠道反应及神经毒性较草

酸铂组轻, 这也是影响患者主观感受的主要因

素, 在本研究的预实验期, 我们发现同时接受两

种化疗方案的患者明显感觉接受洛铂治疗较草

酸铂治疗舒适.
本化疗方案因治疗病例较少, 随访时间较

短, 国内外尚无大宗病例报道, 疗效有待进一步

观察[12-13].
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