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Abstract
Hepatic transporters are a class of proteins lo-
cated on the membrane of hepatocytes. They 
are responsible for uptake of endogenous sub-
stances, nutrients and exogenous substances 
into hepatocytes and excretion of their metabolic 
products into bile. Recent studies have provided 
clear evidence that decline or loss of function of 
transporters caused by gene mutations is related 
with development of a variety of liver diseases. 
In recent years, transporter functions and the 
relevance of transporters to liver diseases and 
liver-targeted therapy have become hot topics of 
research. In this paper, we summarize the clas-
sification of hepatic transporters and the rela-
tion of hepatic transporters to liver diseases and 
liver-targeted therapy.

Key Words: Hepatic transporters; Liver disease; 
Liver-targeted therapy

Meng Q, Liu KX. Role of transporters in the pathogenesis 
of liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 
881-886

摘要
肝脏转运体是一类近20年发现的位于肝细胞
膜上的蛋白质, 其生理功能是将大多数内源性
物质、营养物质和外源性物质等摄取进入肝
脏, 经过一定的代谢转化, 最终将其从肝脏排
入胆汁. 最近已有明确的证据表明, 转运体基
因发生突变引起的功能下降或缺失与肝脏多
种疾病的发生休戚相关, 其表达水平受到多种
因素的调节. 近年来, 转运体的功能及其与疾
病、药物靶向治疗的相关性已成为研究热点. 
本文就肝脏转运体的分类、与肝脏疾病发生
的关系及药物肝靶向治疗作一综述.

关键词: 肝脏转运体; 肝病; 肝靶向药物治疗

孟强, 刘克辛. 转运体在肝脏中的作用. 世界华人消化杂志  

2011; 19(9): 881-886

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/881.asp

0  引言

肝脏转运体是一类近20年发现的位于肝细胞膜

上的蛋白质, 通常由12个跨膜多肽链组成, 膜外

有糖基化区域. 肝脏转运体可识别大多数内源性

物质(胆汁酸、胆盐和胆红素等)、营养物质和外

源性物质(药物等), 将他们摄取进入肝脏, 经过一

定的代谢转化, 最终将其从肝脏排入胆汁[1]. 近年

研究发现, 转运体基因发生突变引起的功能下

降或缺失与肝脏多种疾病的发生休戚相关. 肝
细胞窦状隙膜和胆管侧膜上的转运体功能下降

是许多肝脏疾病包括原发性胆汁性肝硬化、进

行性家族性肝内胆汁淤积、Dubin-Johnson综合

征和肝囊性纤维化等发病的关键因素[2-4]. 此外, 
转运体的表达水平还受多种因素调节, 如机体

的病理状态、激素、药物和环境等[5,6], 这些因

素使得转运体介导的药物转运在不同状态下呈

www.wjgnet.com
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■背景资料
随着膜分子生物
学和遗传基因学
突飞猛进的发展, 
研究者在机体的
各组织器官中发
现了许多与物质
转运相关的转运
体. 肝脏是人体最
重要的代谢和解
毒器官, 肝脏转运
体的功能和表达
与多种肝病的发
生发展休戚相关, 
如部分肝脏转运
体的基因缺陷是
导致原发性胆汁
性肝硬化、进行
性家族性肝内胆
汁淤积、Dubin-
Johnson综合征和
肝囊性纤维化等
的关键因素. 许多
内外在因素可影
响转运体的功能
表达, 致使转运体
介导的药物转运
在不同状态下呈
现出较大的个体
间差异.

■同行评议者
汪思应, 教授, 安
徽医科大学实验
动物中心



现出较大的个体间差异, 同一转运体在不同个

体的表达也表现很大差别, 同一药物在不同个

体的体内过程差异显著, 因此, 目前非常重视转

运体的功能及与疾病、药物安全性的相关性研

究. 对肝脏转运体进行研究, 必将加深对多种肝

病发病机制的理解和认识, 也有助于发现肝病

治疗的新靶点, 进而利用转运体的功能选择性

提高药物靶向部位的分布, 避免分布到不良反

应发生的非靶部位, 调控药物的体内过程, 从而

提高肝病药物治疗的安全性和有效性. 本文就

肝脏转运体的分类、与肝脏疾病发生的关系及

药物肝靶向治疗作一综述. 

1  肝脏转运体的种类及功能

人的肝脏约由25亿个肝细胞组成, 肝细胞为多

角形, 肝细胞表面可分为窦状隙膜面、肝细胞

面和胆管侧膜面3种. 肝细胞的窦状隙膜面和胆

管侧膜面上分别存在着许多与内源性物质和

外源性物质转运相关的转运体. 人类基因组织

术语委员会(the human genome term committee, 
HGNC)根据转运体的转运特点将转运体分为两

类, 分别是易化扩散型或继发性主动转运体(可
溶性载体, solute carrier, SLC)和原发性主动转运

体(ATP-结合盒), 目前已经确认约300个SLC转
运体基因和56个ATP-结合盒转运体基因[7]. 肝脏

转运体根据转运功能又可分为5类: 葡萄糖转运

体、氨基酸转运体、一元羧酸转运体、有机离

子转运体和ATP-结合盒转运体, 前4种属于SLC
转运体. 目前, 肝脏转运体常根据转运方向的不

同进行分类, 分为摄取性和外排性转运体. 位于

肝细胞窦状隙膜面上的转运体负责将内、外源

性物质从肝血流中摄取入肝细胞, 进入肝细胞

内的物质经过一定的代谢, 然后经肝细胞胆管

侧膜面的转运体排泄到胆汁中, 最后经胆汁排

入肠道. 目前研究已揭示的人的肝脏丰富表达

的转运体, 包括位于肝细胞窦状隙膜上的摄取

性转运体, 分别为Na+-牛磺胆酸共转运多肽(Na+/
taurocholate cotransporting polypeptide, NTCP)[8], 
有机阳离子转运体(organic cation transporter, 
OCT), 有机阴离子转运体(organic anion trans-
porter, OAT), 有机阴离子转运多肽(organic anion 
transporting polypeptide, OATP)[9], 有机可溶性

转运体(organic solute transporter, OST)及外排性

转运体多药耐药相关蛋白-3, 4(multidrug resis-
tance-associated protein 3、4, MRP3、MRP4); 
位于胆管侧膜上的外排性转运体为P-糖蛋白
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(P-glycoprotein, P-gp), 多药耐药相关蛋白2(mul-
tidrug resistance-associated protein 2, MRP2)[10], 
胆酸盐外排泵(bile salt export pump, BSEP)和乳

腺癌耐药蛋白(breast cancer resistance protein, 
BCRP).

2  转运体与肝脏疾病发生的关系

2.1 肝脏转运体基因突变与肝内胆汁淤积 肝细

胞窦状隙膜和胆管侧膜上的转运体是胆盐和胆

红素的载体, 在肝摄取和胆汁分泌过程中发挥

着至关重要的作用[11]. 人体内的内源性物质如

结合型和未结合型胆酸、胆红素经由肝细胞窦

状隙膜上NTCP, OATP-A(或称作OATP1、OAT-
P1A2)、OATP-C(或称作OATP2、OATP1B1)和
OATP8(或称作OATP1B3)摄取进入肝细胞, 一价

胆汁酸经由肝细胞胆管侧膜上的BSEP排入胆

汁, 二价胆汁酸及结合型胆红素等通过MRP2、
BCRP或P-gp等转运进入胆汁中, 因此, 如果转

运体表达减少或功能下降, 便可引起胆汁淤积

的发生. 肝内胆汁淤积常见于原发性胆汁性肝

硬化、病毒性肝炎、家族性胆汁淤积、妊娠、

药物(如氯丙嗪、硫脲嘧啶、红霉素、口服避孕

药、保泰松、异烟肼等)及全身感染等. 最近研

究表明, 肝内胆汁淤积的发病原因主要是由于

肝细胞窦状隙膜或胆管侧膜上的转运体表达减

少, 导致肝细胞对胆酸摄取障碍或从肝细胞排

泄到胆汁过程障碍, 致使胆汁成分如胆盐和胆

红素等在血液中潴留, 血清中胆盐和胆红素含

量过高, 患者表现出黄疸症状[12]. 对肝细胞表面

转运体的功能变化进行研究, 可为更透彻地阐

明胆汁淤积发生机制以及临床更有针对性地治

疗胆汁淤积疾病提供新思路和新亮点.
2.1.1 BSEP基因缺陷与进行性家族性肝内胆汁

淤积2: 研究发现, BSEP功能缺陷可导致进行性

家族性肝内胆汁淤积2(progressive familial intra-
hepatic cholestasis 2, PFIC2)[13]. 由于BSEP参与

肝细胞胆管侧膜的胆酸盐的分泌, 若编码BSEP
转运体的ABCB11基因发生突变, 便会引起常染

色体隐性遗传胆汁淤积症, 组织形态学上表现

为肝门纤维化和胆管增生. BSEP失去转运结合

胆盐(牛磺鹅去氧胆酸、牛磺胆酸、牛磺熊去氧

胆酸和甘氨胆酸)的能力, 表现为胆汁分泌障碍, 
胆汁中胆酸含量降低. 婴儿期持续胆汁淤积会

引发肝硬化, 最终导致肝功衰竭. 
2.1.2 MDR3基因缺陷与进行性家族性肝内胆汁

淤积3: MDR3表达于肝细胞的胆管侧膜上, 是

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 肝脏转运体
的功能及表达与
疾病、药物靶向
性的相关性成为
研究热点之一.



孟强, 等. 转运体在肝脏中的作用                     883

www.wjgnet.com

磷脂酰胆碱的最重要转运体, 由基因ABCB4编
码. MDR3基因缺陷, 可导致原始胆汁成分失衡, 
胆汁中磷脂酰胆碱含量不足、胆酸盐相对过剩, 
由此引起胆小管的损伤, 引发进行性家族性肝

内胆汁淤积3(PFIC3), 肝组织表现出肝纤维化转

向肝硬化. 常见于婴幼儿和妊娠妇女, 女性在妊

娠期间出现MDR3基因突变, 表现出肝内胆汁淤

积症状, 从而引起胎儿窘迫、自发性早产及原

因不明的妊娠晚期胎死宫内或分娩出的婴儿先

天MDR3缺陷[14].
2.2 MRP2基因缺陷与Dubin-Johnson综合征 Du-
bin-Johnson综合征, 又称为慢性特发性黄疸, 为
遗传性结合胆红素增高Ⅰ型, 1954年Dubin等首

先报道. 其临床表现特点为长期性或间歇性的

轻中度黄疸、尿色加深; 右上腹不适或隐痛、

乏力、食欲不振、恶心、呕吐; 肝脾轻度肿大

或轻微压痛. 常见于青年人, 世界各地均有病例

报道. 研究发现, Dubin-Johnson综合征的发生原

因是患者肝细胞胆管侧膜上MRP2转运体表达

先天缺陷, 是常染色体隐性遗传病, 结合胆红素

从肝细胞排泄入胆汁过程发生障碍, 致使结合

胆红素反流入血, 表现为慢性或间歇性结合性

血胆红素过多症, 诱发黄疸[15]. Dubin-Johnson综
合征的发病机制有别于肝内胆汁淤积, 前者是

结合型胆红素分泌障碍引起, 后者是由于胆汁

分泌障碍导致. Wakusawa等[16]对Dubin-Johnson
综合征患者的MRP2基因进行了突变分析, 发现

外显子16中的2026G-->C发生突变, 致使位于

MRP2蛋白的第一核苷酸结合区Walket A模体

的676位的甘氨酸到精氨酸出现转录障碍, 引起

MRP2应有的外排结合型胆红素等物质入胆汁

的功能缺陷, 导致大量未结合和结合型胆红素

反流入血, 血中胆红素含量急剧增多, 患者表现

出黄疸症状. 后来, Machida等[17]又发现外显子17
的2125T>C纯合子发生突变, 致使其编码的709
色氨酸到精氨酸出现转录故障, 引发MRP2功能

缺陷.
2.3 转运体基因缺陷与肝癌 胆汁分泌对于维持

肝脏的正常生理代谢功能至关重要, 若胆汁形

成或分泌出现问题, 将对肝脏造成炎症性的损

伤. ATP-结合盒转运体如P-gp和MRP2等, 是人

体内负责将胆酸盐和胆红素等成分排泄入胆

汁的载体, 具有保护肝细胞及避免因胆汁累积

引起的肝毒性的作用. BSEP是胆酸盐的主要转

运体; MDR3编码的P-gp和BCRP蛋白分别负责

转运磷脂酰胆碱和胆固醇. 这些转运体的功能

下降或缺失将导致炎性肝损伤甚至肝癌. Wang
等[18]用基因敲除的小鼠来考察转运体与肝癌发

生的关系, 将编码Bsep转运体的基因从小鼠体

内敲除, 使小鼠体内缺乏Bsep蛋白的表达, 制成

Bsep-/-小鼠, 发现这种小鼠肝癌的发病率极低, 
推测原因可能与Mdr1、Mrp3和Mrp4代偿性增

多有关. 此外, BSEP功能缺陷可显著提高肝脏恶

性肿瘤的发病率, 有研究表明, 15%的BSEP功能

缺陷患者可发展为肝癌或胆管上皮癌[19,20]. 
2.4 转运体表达变化与非酒精性脂肪性肝病 非
酒精性脂肪肝(non-alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD), 又称为非酒精性脂肪性肝病, 是一种

肝组织学改变与酒精性肝病相类似, 但无过量

饮酒史的临床病理综合征. 其病理变化随病程

的进展而表现有单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎、

脂肪性肝纤维化和肝硬化. 近年来NAFLD的发

病率呈明显的上升趋势, 已成为发达国家第一

大慢性肝病及肝功能异常的首要病因, 普通成

年人NAFLD患病率为17%-33%. Fisher等[21]为

观察NAFLD病理状态下, 肝细胞窦状隙上转运

体的表达情况, 采取给予大鼠高脂饮食和低甲

硫氨酸-胆碱饮食8 wk, 分别制成大鼠单纯性脂

肪肝和脂肪性肝炎模型, 然后考察肝细胞窦状

隙上转运体的表达情况与对照组相比, 是否出

现变化. 研究结果发现, 高脂饮食和低甲硫氨酸

-胆碱饮食的大鼠与正常饮食组相比, 肝窦状隙

膜上的Ntcp、Oatp1a1、Oatp1a4、Oatp1b2、
Oatp2b、Oat2和Oat3的mRNA表达明显减少. 此
外, 脂肪性肝炎患者肝细胞胆管侧膜上的BCRP
的表达减少[22]. Lickterg等[23,24]发现低甲硫氨酸

-胆碱饮食的大鼠体内, Mrp2、Mrp3、Mrp4和
Bcrp表达都增加, 其中Mrp3和Mrp4将肝细胞内

的某些内源性和外源性物质排回至肝血流中.

3  肝脏转运体在药物临床应用中的研究

3.1 利用转运体提高药物肝靶向性 肝脏多种疾

病如原发性胆汁性肝硬化、病毒性肝炎、家族

性胆汁淤积等的治疗, 主要采取药物疗法. 药物

向肝脏的转运受药物的脂溶性、分子量以及其

他理化因素的影响. 由于转运体的存在决定了

某些药物向靶部位及非靶部位的分布程度, 因
此, 可利用肝脏转运体的转运能力来增强药物

向肝内的分布, 避免向非靶部位分布, 从而提高

药物的药理活性, 降低药物的不良反应. 鉴于肝

细胞窦状隙膜上丰富表达着OATP, 可有效利用

其作为靶点来提高药物的肝内分布. 文献中报

■相关报道
W e n d y 等 提 出
ATP8B1, BSEP和
MDR3的基因缺陷
可分别引发进行
性家族性肝内胆
汁淤积(PFIC)1、
2和3型, 并从弥补
转运体基因缺陷
角度, 阐述了如何
更有针对性、更
有效地进行PFIC
治疗的观点.
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道最多的是普伐他汀, 一种高效的降血脂药物, 
其靶器官为肝脏, 在肝内可抑制HMG-CoA及胆

固醇合成. 普伐他汀脂溶性弱, 不易透过生物膜

进入到肝细胞内, 但由于他是OATP1B1的底物, 
可被OATP1B1转运至细胞内, 发挥其药理作用, 
再经胆管侧膜上的MRP2和BSEP排入胆汁, 然
后排至十二指肠, 被重吸收形成肠肝循环, 提高

了其生物利用度和药理作用[25,26]. 近来有明确的

证据表明, 肝脏转运体的表达受到肝细胞核受

体的调控. 肝细胞核受体包括视黄醇类X受体、

孕烷X受体和构型雄甾烷受体等. 疾病、激素和

药物等在影响肝细胞核受体表达的同时, 也调

节了转运体的表达. 肝脏常见疾病原发性胆汁

性肝硬化、原发性硬化性胆管炎、妊娠性肝内

胆汁淤积、进行性家族性肝内胆汁淤积、肝囊

性纤维化和药物引起的胆汁淤积等常伴有胆汁

淤积症状. 肝细胞表面参与胆汁酸摄取和胆汁

分泌的转运体的表达减少、转运功能下降是胆

汁淤积产生的关键因素, 因此, 临床上可选用某

些可以影响转运体表达水平的药物, 增加摄取

性和外排性转运体的表达, 从而诱导胆汁分泌

和抑制肝纤维化来缓解胆汁淤积症状[27]. 
3.2 转运体在肝癌治疗中的应用 肝癌细胞产生

耐药性的主要原因之一是癌细胞的细胞膜上大

量表达着药物外排性转运体, 其中最主要的是

P-gp. P-gp是一种能量依赖性药物排出泵, 通过

ATP提供能量, 将抗癌药物从肿瘤细胞内泵出到

细胞外, 使抗癌药物在细胞内浓度不断下降, 并
使其细胞毒作用减弱直至消失, 致使肿瘤细胞

得以存活并产生多药耐药性. 近几年, 研究者为

解决肿瘤耐药性问题, 提出了一系列方法, 其中

大多数方法集中在采用P-gp抑制剂. 第一代P-gp
抑制剂, 如维拉帕米、环孢菌素A, 这些药物在

临床上常常与抗肿瘤药物联合应用, 但是仍存

在治疗特异性不强、效果不理想且常常产生较

大细胞毒性作用的问题. 第二、三代抑制剂如 
PSC833、VX-710、GF120918、LY335979, 因
化疗药物和P-gp抑制剂间的药物代谢相互作用

而使临床应用受到限制, 其失败的原因可能与药

物未能抑制其他ATP-结合盒转运体有关. 虽然目

前为止还未发现确实可行的ATP-结合盒转运体

的抑制剂进行抗肿瘤的辅助治疗, 但这为更有针

对性地治疗肿瘤提供了新的思路和出发点.
顺铂是一种广谱的抗肿瘤药物, 临床上常

用于治疗各种实体肿瘤, 是癌症患者化学治疗

的常用药物. 日本学者Korita等[28]对临床49位肝

癌患者进行了研究, 其中16位患者采取以顺铂

为基础的新辅助化疗方法, 然后行肝癌切除手

术, 其余33位患者未进行新辅助化疗方法, 直接

进行肝癌切除手术, 通过免疫组织化学染色和

Western blot技术检测了被切除组织中MRP2的
表达. 结果发现, 52%肝癌患者被切除的癌组织

中MRP2转运体表达增多, 且MRP2丰富表达的

肿瘤细胞的坏死程度要远低于MRP2正常表达

者. 进一步研究发现, 给予顺铂为基础的新辅助

化疗方法患者的肝癌组织, MRP2表达远多于未

进行新辅助化疗方法的患者, 切除部分的肿瘤

坏死程度远低于未进行新辅助化疗方法的患者, 
可见, 顺铂可增加肝癌组织的MRP2表达, 降低

肿瘤坏死程度. 此外, NTCP也被广泛用于肝细胞

癌化疗药物的靶向给药系统研究. 抗肿瘤药物苯

丁酸氮芥(瘤可宁)与牛磺胆酸共价结合后, 易于

被肝癌细胞表面的NTCP摄取进入肝癌细胞, 使
抗癌药物丰富集中于靶组织, 从而达到提高抗癌

药物的疗效, 减少其不良反应的目的[29].

4  结论

随着对肝脏转运体更进一步的认识, 转运体与

肝脏疾病的关系将进一步被阐明, 如何更好地

以转运体为靶点, 有效地治疗肝脏疾病是一个

凾待解决的问题. 目前已经证实许多药物都是

肝脏转运体的底物, 通过摄取性转运体被摄入

肝脏, 然后经外排转运体排至胆汁中, 最终进入

肠道, 这为药物的靶向设计开拓了新的研究领

域. 药学工作者可通过制药学等研究将药物设

计成某转运体的底物, 或在联合用药时, 充分利

用以转运体为基础的药物协同或拮抗, 从而提

高该药物的靶向分布, 进而提高其生物利用度

及临床疗效, 降低不良反应. 虽然离应用于临床

治疗还有一定的距离, 但这为肝病治疗以及肝

癌的治疗带来了新的希望. 肝脏转运体与肝病

的关系以及药物治疗的靶向性的深入研究, 将
引领本世纪肝病治疗新趋势, 必将具有药物应

用的划时代意义. 相信在不久的将来, 随着肝脏

转运体与肝病、肝癌发病关系的不断阐明, 转
运体与生理指标、病理状态数据库建设的进一

步壮大充实, 各器官转运体的研究必将掀起新

一轮的研究热潮, 进而发挥对临床疾病诊断、

治疗的指导意义, 造福于更多患者.
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Abstract
AIM: To investigate factors affecting binding 
of beta 2-glycoprotein I (β2-GPI) to hepatitis B 
surface antigen (HBsAg) in the serum of patients 
with chronic hepatitis B (CHB).

METHODS: Recombinant HBsAg (rHBsAg) 
was radiolabeled with Na 125I and used to mea-
sure the affinity constant (Ka) of serum β2-GPI 
or recombinant β2-GPI with HBsAg. Serum 

samples were collected from 9 HBeAg-positive, 
9 HBeAg-negative CHB patients and 5 normal 
controls to measure the binding rate of 125I-β2-
GPI with serum HBsAg.

RESULTS: There was no statistically significant 
difference between the affinity constants of se-
rum β2-GPI and recombinant β2-GPI with HB-
sAg [(2.795 ± 1.846) × 108 L/mol vs (3.001 ± 1.049) 
×108 L/mol]. A significant difference was noted 
in the binding rate of I-β2-GPI with HBsAg be-
tween HBeAg-positive and -negative patients 
(33.200% ± 11.960% vs 54.540% ± 9.990%, P < 0.05) 
and between HBeAg-positive patients with dif-
ferent ALT levels (42.392% ± 6.860% vs 21.720% 
± 1.442%, P < 0.05).

CONCLUSION: The binding affinity of β2-
GPI to serum HBsAg is strong in CHB patients, 
which is not affected by the glycosylation of β2-
GPI. HBeAg and ALT levels affect the binding of 
HBsAg to β2-GPI in the serum of CHB patients.

Key Words: Beta 2-glycoprotein I; Hepatitis B sur-
face antigen; Protein binding

He C, Gao PJ, Jing X, Wu Y. Factors affecting binding of 
beta 2-glycoprotein I to hepatitis B surface antigen in the 
serum of patients with chronic hepatitis B. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 887-891

摘要
目的: 探讨慢性乙型肝炎(CHB)患者血清与β2
糖蛋白I(β2-GPI)结合的影响因素.

方法: 利用125I标记rHBsAg和β2-GPI, 通过液
相放射免疫法分别测定血浆中β2-GPI、大肠
杆菌M15表达的rβ2-GPI与125I-HBsAg的结合
常数(Ka). 选取23例血清, 其中CHB HBeAg阳
性组9例, CHB HBeAg阴性组9例, 正常对照组
5例, 测定其与125I-β2-GPI的结合率.

结果: 血浆β2-GPI组和rβ2-GPI组的Ka值分别
为(2.795±1.846)×108 L/mol、(3.001±1.049) 
×108 L/mol. 利用嵌套实验设计分析, 两组来
源不同的β2-GPI的结合常数(Ka1、Ka2)无统
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■背景资料
β 2 糖 蛋 白 I ( β 2 -
GPI)是多种脂蛋
白 的 组 成 成 分 , 
是抗磷脂综合征
(APS)的一种自身
抗原, 近年研究表
明其可能在HBV
嗜肝过程中起到
关键受体或中介
分子的作用.

■同行评议者
范 小 玲 ,  主 任 医
师, 北京地坛医院
综合科



计学差异. HBeAg阳性组与阴性组的结合率具
有统计学差异(33.200%±11.960% vs  54.540%
±9.990%, P <0.05). 并发现HBeAg阳性组内
的不同水平ALT的结合率有差异(42.392%±

6.860% vs  21.720%±1.442%, P <0.05).

结论: 血浆中HBsAg与β2-GPI可能有较强的
亲和力, β2-GPI的糖基化结构对二者结合作用
无影响. HBeAg、ALT影响HBsAg与β2-GPI的
结合.

关键词: β2糖蛋白I; 乙型肝炎表面抗原; 蛋白结合
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合作用. 世界华人消化杂志  2011; 19(9): 887-891
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0  引言

HBV感染具有多种临床转归, 包括最初隐匿感

染到终末期肝病和肝细胞癌, 自然病程持续数

十年. 在自限性感染中, 最关键的是早期HBsAg
的清除和HBsAb的产生, 但若HBV持续存在, 将
发展为慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)
或CHB携带者. 虽然每年近0.5%-1.0%的乙型肝

炎携带者能够实现HBsAg转阴, 并且大多数可

以产生HBsAb[1]. 但HBsAg持续存在将增加患者

发展为肝细胞癌的危险度. 研究已明确这种进

行性疾病与一些危险因素有关, 包括年龄、男

性、HBV基因C型、HBV DNA高复制水平以及

长期饮酒史[2]. 针对HBV这种强嗜肝性人们进行

广泛的研究. β2糖蛋白I(beta 2-glycoprotein I, β2-
GPI)是血浆中一种较丰富的蛋白, 是多种脂蛋白

的组成成分. 研究表明, β2-GPI可与重组乙型肝

炎病毒表面抗原(recombinant hepatitis B surface 
antigen, rHBsAg)特异性结合[3], 推断β2-GPI可能

参与HBV嗜肝过程. 本研究组已鉴定出β2-GPI
在肝细胞膜上的结合蛋白-膜联蛋白Ⅱ(Annexin 
Ⅱ), 并提出β2-GPI可能作为HBsAg的中介分子

参与HBV的感染[4]. 本研究利用放射性免疫分析

法(radioimmunoassay, RIA)进一步测定二者的结

合常数(Ka), 并通过测定CHB患者血清与β2-GPI
的结合率, 初步探讨β2-GPI与HBsAg结合的影响

因素, 以期为HBV嗜肝机制研究提供实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 碘化钠-125I购自成都中核高通同位素股

份有限公司; HBsAg阳性血清标准品, 购自中国

药品生物制品检定所; 人血浆中提取的β2-GPI, 
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由江苏大学基础医学院惠赠; 重组菌p Q E30-
hβ2-GPI由吉林大学白求恩第一医院中心实验

室提供; 人rHBsAg由吉林省长春生物制品研究

所惠赠; 镍离子亲和层析柱(Ni2+-NTA)购自Qia-
gen公司; DNaseⅠ酶购自美国Phrmacia公司.
1.2 方法 
1.2.1 125I标记rHBsAg和β2-GPI: 采用氯胺-T法. 将
218 mg/L的HBsAg用20 mmol/L pH7.5 PBS溶液稀

释为10 mg/L, 共标记3组. 在反应试管内, 依次加

入HBsAg 0.5 g/L, Na 125I 3.7×1012 Bq/L, 氯胺-T 10 
g/L, 混匀, 反应约2 min. 再加入10 g/L偏重亚硫酸

钠, 混匀, 终止反应. 经SephadexG-25柱纯化, 每组

15管. 通过上述同样方法标记β2-GPI. 每管样品均

经放射免疫γ-测量仪测量每分钟计数率(cpm). 计
算标记125I-HBsAg、125I-β2-GPI的比活度. 
1.2.2 重组β2-GPI的表达: 对大肠杆菌M15(hβ2-
GPI cDNA/pQE30)进行筛选, 对最佳诱导时间和

浓度进行优化. 包涵体选取Ni-NTA凝胶亲和层

析, 稀释法和透析法对目的蛋白进行复性, BCA
法测定rβ2-GPI的含量. 
1.2.3 测定β2-GPI与rHBsAg结合的结合常数: 实
验分为两组, 一组为人血浆中提取的β2-GPI, 另
一组为大肠杆菌M15表达的rβ2-GPI. 采用竞争

结合法, 取梯度反应浓度的β2-GPI、rβ2-GPI, 总
反应体积100 μL. 根据最佳结合温度37 ℃, 最佳

结合时间为4 h, 均采用双管重复反应. HBsAg阳
性血清为标准品, 分离结合部分. 使用放射免疫

γ-测量仪测量沉淀物的放射计数. 利用Logit-Log
坐标轴上绘制RIA标准曲线, 求得Ka. 
1.2.4 测定125I-β2-GPI与CHB患者血清的结合

率: 共收集23份血清, 包括9份HBeAg阳性、9份
HBeAg阴性的CHB患者血清和5份正常对照血

清. CHB患者血清相关因素包括HBsAg定量、

DNA定量、ALT水平(以于正常上限2倍为界), 
HBsAg标准品0.5 mL加入PBS 0.5 mL进行倍比

稀释, 分别与23份血清结合, 37 ℃水浴, 反应4 h. 
取109.4 mg/L 125I-β2-GPI加入上述样本中, 反应2 
h, 加入分离剂, 离心, 弃上清, 使用放射免疫γ-测
量仪测量沉淀物的放射计数.

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 两
组β2-GPI与rHBsAg的Ka用浓度(108 mol/L)表示, 
采用嵌套实验设计. β2-GPI与患者血清的结合率

用百分率(%)表示, 组间采用秩和检验. 以上均

以P <0.05具有统计学差异.

2  结果

2.1 125I标记rHBsAg、β2-GPI 绘制经Sepha-
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dexG-25层析柱分离标记的rHBsAg、β2-GPI
和游离碘的洗脱曲线(图1). 计算125I标记rHB-
sAg、β2-GPI的比活度: 125I-rHBsAg的比活度 
= (2.6-2.8)×106 Bq/μg; 125I-β2-GPI的比活度 = 
(5.8-6.0)×106 Bq/μg.
2.2 重组β2-GPI的表达 以75 μg/L的β2-GPI为代

表, 筛选最佳反应温度和浓度(图2). 可知在37 ℃
和4 h的条件下, 两者呈梯度线性且结合较稳定. 
2.3 rβ2-GPI的含量 BCA法测得rβ2-GPI的含量约

为260 μg/L(图3). 
2.4 两组来源不同的β2-GPI与rHBsAg的Ka值 人
血浆β2-GPI组: Ka1 = (2.795±1.846)×108 L/mol; 
rβ2-GPI组: Ka2 = (3.001±1.049)×108 L/mol(表1). 
2.5 23份血清与β2-GPI的结合率 经统计学分析, 
HBeAg阳性组与阴性组的结合率有显著统计学

差异(33.200%±11.960% vs  54.540%±9.990%, 
P <0.05), 且HBeAg阳性组内的结合率有统计学

差异(P <0.05, 表2). 

3  讨论

β2-GPI又称为载脂蛋白H(ApoH), 是一种相对

分子质量约为46 000 Da的高度糖基化的血浆

蛋白. 具有强亲脂特性, 血浆中约有30%左右的

β2-GPI与脂类化合物结合. 他是乳糜微粒(chylo-
micron, CM)、极低密度脂蛋白(very low density 
lipoprotein, VLDL)、低密度脂蛋白(low density 
lipoprotein, LDL)及高密度脂蛋白(high density 
lipoprotein, HDL)的组成成分. 多年来关于HBV

入肝的关键膜受体或中介分子尚未确定. Neur-
ath等[5]鉴定了与HBV表面的脂质结合的多种受

体, 后Mehdi等[3]证实了介导rHBsAg与肝细胞膜

表面结合的蛋白是β2-GPI, 故推断作为脂蛋白组

分的β2-GPI可能与HBV结合后发生变构, 随着

CM和HDL入肝. 这种结合具有饱和性, 可被过量

的rHBsAg、HBsAb、抗β2-GPI抗体所阻断[6]. 在
HCV感染相关研究中也发现有脂蛋白的参与[7]. 
本研究组利用肝癌细胞株SMMC-7721鉴定出与

人β2-GPI特异结合的蛋白, 即AnnexinⅡ[4], 推断

β2-GPI作为HBsAg的桥接分子与AnnexinⅡ组成

复合物以某种方式入肝. 研究表明, 这种复合物

可激活NF-κB信号转导通路, 可能促进乙型肝炎

慢性化和肝细胞癌的发生发展[8]. 同时, 也有研

究提示β2-GPI的基因多态性可能是HBV感染肝

细胞的原因之一[9]. 本研究通过测定人β2-GPI与
rHBsAg的Ka, 说明二者结合力较强, 进而推断

二者在血浆中较易形成复合物. 这种复合物很

可能与肝细胞表面的AnnexinⅡ或其他膜蛋白结

合, 参与CHB的发生与发展. 
蛋白质糖基化是蛋白质翻译后的一种加工

■相关报道
β 2 - G P I 作 为
H B s A g 的 桥 接
分子可激活核因
子-κB(NF-κB)信
号转导通路, 可能
促进乙肝慢性化
和肝细胞癌的发
生发展.

表 1 两组β2-GPI与HBsAg结合的Ka (mean±SD)

     
人血浆中β2-GPI E.coli 表达的rβ2-GPI 

蛋白浓度(μg/L) 1 240 300 75 18 1 300 325 80 20 

Ka(108 L/mol) 2.075±

0.049

2.250±

0.099

5.500±

0.665

1.355±

0.064

2.055±

0.106

2.220±

0.028

3.485±

0.050

4.245±

0.134

F  = 0.04, P  = 0.8522.
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图 1 SephadexG-25分离标志物洗脱曲线. 第1峰: 标记蛋

白峰约在4-6 mL处, 即分别为125I标记rHBsAg、β2-GPI; 第2

峰: 游离125I约在9-11 mL处. 

图 2 β2-GPI与rHBsAg结合的最佳反应温度与时间曲线图. 
A: 温度; B: 时间. 梯度浓度的β2-GPI与125I-rHBsAg结合, 分别

在4 ℃和37 ℃发生结合反应, 选择时间为2、4、8、12、24 h.
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过程, 在肽链合成的同时或合成后, 在酶的催化

下, 糖链被接到肽链上的特定糖基化位点. 有研

究发现, 部分蛋白质的糖基化对免疫功能的影

响很大[10], 但此方面研究尚不深入. β2-GPI是由

326个氨基酸残基组成高度糖基化的单链亲水

蛋白, 根据β2-GPI基因克隆和氨基酸序列分析

结果, 其结构中可能有4个N端-糖苷键[11]. 学者

常用Sf9细胞系统和杆状病毒表达人rβ2-GPI[12], 
也有人利用E.coil表达的重组蛋白进行研究[13]. 
有研究认为, β2-GPI的第Ⅴ区和第Ⅰ区能与带

负电荷磷脂稳定结合, 其糖基化与磷脂的结合

能力无关[14]. 在APS研究中发现, β2-GPI与aPL结
合后表面结构发生变化, 失去其原有的抗凝作用, 
使机体易形成血栓[15], 参与APS的疾病. 另有研究

表明, 原核系统表达的rβ2-GPI无糖基化并不影

响其免疫活性, 仍被APS自身抗体识别并攻击[13], 
糖基化与否并不影响β2-GPI的免疫活性, 即其

抗原性不变. 本研究利用原核系统表达蛋白无

糖基化的“缺点”, 测定无糖基化的rβ2-GPI与
HBsAg的Ka, 并与人血浆中β2-GPI的Ka进行比

较. 发现两组来源不同的β2-GPI的Ka无差异, 即
β2-GPI的糖基化结构并不影响其与HBsAg的结

合. 分析上述可能的原因是, β2-GPI是依赖于特

定的一级结构上的氨基酸残基肽段与rHBsAg结
合, 而与糖基化结构关系不大. 

H B e A g是H B V的一种保护性抗原, 他在

HBV感染和复制的过程中所起的作用尚不明确. 
本研究通过比较3组不同患者血清与β2-GPI的
结合率, 得出HBeAg阳性组的β2-GPI结合率与

HBeAg阴性组、正常对照组均有差异, 并且ALT
的水平也影响结合率. 我们初探到HBeAg、ALT
在β2-GPI与HBsAg结合中起到一定的作用, 而具

体作用仍需进一步研究. 因此, 将扩大样本量进

一步观察HBeAg在HBV感染过程中所起的作用. 
总之, β2-GPI作为HBV感染肝细胞的中介

分子, 在血浆中与HbsAg结合较强, 且其糖基化

结构对二者结合作用无影响. HBeAg、ALT在血

清中的作用可能影响HBV的生命周期, 此方面

需进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) signal 
transduction pathway and multidrug resistance 
1 (MDR1)/P-glycoprotein (P-gp)-mediated 

multidrug resistance of human colon carcinoma 
HCT8/V cells.

METHODS: The sensitivity of multidrug-resis-
tant HCT8/V cells and drug-sensitive HCT8 cells 
to a variety of antitumor drugs was evaluated 
by MTT assay. After inhibition of the activation 
of the JNK signaling pathway, MDR1 promoter 
transcriptional activity and expression of MDR1 
mRNA and P-gp were evaluated by luciferase 
activity assay, real-time fluorescence quantitative 
PCR (RFQ-PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: HCT8/V cells exhibited 10.49-fold 
higher resistance to vincristine than their pa-
rental counterparts. The IC50 value of SP600125 
(20 μmol/L) decreased from 191.08 mg/L ± 
18.18 mg/L to 50.34 mg/L ± 15.71 mg/L and 
resistance index (RI) reached 3.80 (P < 0.01). 
After inhibition of the activation of the JNK 
signaling pathway with a JNK specific inhibi-
tor, MDR1 promoter transcriptional activity 
showed a 2.55-fold decrease (0.03647 ± 0.00191 
vs 0.01362 ± 0.00196, P < 0.01) and the expres-
sion of MDR1/P-gp was significantly down-
regulated (0.34275 ± 0.0339 vs 0.13625 ± 0.0196, 
0.88132 ± 0.1026 vs 0.56174 ± 0.1014, both P < 
0.01) in HCT8/V cells.

CONCLUSION: The JNK signal transduction 
pathway regulates MDR1/P-glycoprotein-medi-
ated multidrug resistance of HCT8/V cells pos-
sibly by up-regulating MDR1/P-gp expression.

Key Words: Colon carcinoma; Multidrug resistance 
1; P-glycoprotein; c-Jun NH2-terminal kinase; Signal 
transduction pathway

Sui H, Zhou LH, Yin PH, Wang Y, Fan ZZ, Zhou SF, Li 
Q. JNK signal transduction pathway regulates MDR1/
P-glycoprotein-mediated multidrug resistance in colon 
carcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 
892-898

摘要
目的: 探讨在人结肠癌多药耐药细胞株HCT8/
V中JNK信号传导通路与多药耐药1(MDR1)基
因表达的关系.

®

■背景资料
多药耐药是肿瘤
化疗失败的主要
原因, 国内外相继
证实了MDR1基
因编码的P-糖蛋
白途径是肿瘤细
胞耐药性发生发
展的经典途径. 同
时MAPK信号转
导途径中的JNK
信号通路的激活
参与了肿瘤细胞
的MDR基因的表
达, 但JNK通路参
与MDR的机制尚
不明确.

■同行评议者
牛 英 才 ,  副 研 究
员, 齐齐哈尔医学
院医药科学研究
所
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方法: MTT法检测人结肠癌多药耐药细胞株
HCT8/V及其敏感株HCT8细胞对多种抗肿瘤
药物的敏感性; 抑制JNK信号通路的激活后, 
采用双荧光素酶活性报告基因检测MDR1启
动子转录活性的表达; 实时荧光定量PCR检测
MDR1 mRNA的表达; Western blot分析对P-糖
蛋白(P-gp)表达的影响.

结果: HCT8/V细胞对长春新碱(VCR)的耐
药倍数为10.49倍 .  加入J N K特异性抑制剂
sp600125(20 μmol/L)抑制后, HCT8/V细胞对
VCR的半数抑制浓度(IC50)由191.08 mg/L±
18.18 mg/L降低到50.34 mg/L±15.71 mg/L, 
逆转指数为3.80(P <0.01). HCT8/V细胞加入
JNK抑制剂后, MDR1启动子活性从0.03647
±0.00191降低到0.01362±0.00196, 下降了
2.52倍(P <0.01). 实时荧光定量PCR、Western 
blot检测结果提示, 抑制JNK通路的激活后, 
HCT8/V细胞的MDR1 mRNA从0.34275±
0.0339下降到0.13625±0.0196(P <0.01), P-gp
表达从0.88132±0.1026下降到0.56174±
0.1014(P <0.01).

结论: JNK信号通路通过介导MDR1/P-gp调控
人肠癌多要耐药, 抑制JNK信号通路可降低
MDR1/P-gp的水平, 逆转人结肠癌HCT8/V细
胞的多药耐药性.

关键词: 结肠癌; 多药耐药1; P-糖蛋白; c-Jun氨基

末端激酶; 信号转导通路

隋华, 周利红, 殷佩浩, 王炎, 范忠泽, 周树峰, 李琦. JNK信号通

路介导MDR1/P-gp调控人结肠癌多药耐药. 世界华人消化杂

志  2011; 19(9): 892-898
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药(muhidrug resistance, MDR)
的产生主要是由于MDR1基因编码的P-糖蛋白

(P-glycoprotein, P-gp)的表达增加[1-3]. 促分裂原

激活的蛋白激酶(mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK)的信号传导途径, 是细胞生长和分

化的重要环节. 以c-Jun为中心的c-Jun氨基末端

激酶(c-Jun NH2-terminal kinase, JNK)信号转导

途径, 是MAKP众多通路中的一个. 目前越来越

多的报道证实了JNK信号通路具有调控MDR基
因表达的作用[4-6]. 有研究表明表明化疗药物可

增加c-Jun磷酸化水平, 使肿瘤细胞产生化疗耐

受[7-9], 但是目前对JNK信号通路与MDR产生和

逆转关系的研究仍较少. 本实验选用人结肠癌

MDR细胞株HCT8/V及其敏感株HCT8细胞, 给
予JNK信号通路特异性抑制剂(sp600125)干预, 
观察细胞的药物敏感性、MDR1 mRNA水平等

方面的变化, 以探讨JNK信号通路与人结肠癌

MDR的可能关系. 

1  材料和方法

1.1 材料  人结肠癌细胞株H C T8及人结肠癌

M D R细胞株H C T8/V购于上海博谷生物科技

公司. MTT购自Sigma公司, 载体质粒pGL3-
Basic、内参质粒pRL-SV40由华东理工大学药

学院药理研究室馈赠. MDR1基因启动子重组

质粒pGL3-Basic-MDR1-promoter为本实验室

保存. 转染脂质体Lipofectamine2000购自美国

Invitrogen公司; 双荧光素酶检测试剂盒(dual 
luciferase assay system)与化学发光仪(GloMax 
20/20 Luminometer)购自美国Promega公司. JNK
特异性的抑制剂sp600125购于美国Serologllcais
公司; 总RNA抽提试剂RNAiso Reagent、荧光

定量PCR试剂购自日本TaKaRa公司; GAPDH和

MDR1上下游引物和探针由上海闪晶生物公司

设计并合成. Mastercycler EP银质梯度PCR仪、

Biophotometer生物分光光度计、5804R高速冷

冻离心机德国Eppendorf公司; ABI7300实时定量

PCR仪美国ABI公司; CKX41/U-RFLT50荧光倒

置显微镜购自日本Olympus; Chemidox化学发光

成像仪购自Bio-Rad公司. 蛋白质抽提试剂试剂

盒(Sangon S-415)、BCA蛋白质定量试剂、兔抗

人P-gp单克隆抗体是Merk公司产品; SDS-PAGE
电泳试剂购自上海博彩生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HCT8/V及其敏感细胞HCT8在
37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度条件下置于含

100 mL/L小牛血清的RPMI 1640完全培养液中, 
常规培养. HCT8/V细胞培养体系中加入终浓度

为2 mg/L的长春新碱(vincristine, VCR)以维持耐

药性, HCT8/V细胞在无药培养液中培养2 wk后
进行实验. 
1.2.2 MTT法检测HCT8/V细胞的药物敏感性: 
取对数生长期人结肠癌敏感细胞株HCT8和耐

VCR细胞株HCT8/V, 分别调整细胞浓度至1×
108/L, 以每孔100 μL接种于96孔细胞培养板中, 
在50 mL/L CO2、饱和湿度、37 ℃孵箱中常规

培养, 待细胞贴壁后3-5 h后, 除对照组外各自加

入含不同浓度化疗药物的培养基100 μL, 每组设

4个复孔. 培养48 h后每孔加入MTT(5 g/L)20 μL, 

■相关报道
Kawasaki等报道, 
阻断JNK通路后, 
明显降低MCF7/
ADR细胞内P-gp
的表达, 增加对阿
霉素的敏感性, 并
推测JNK通路可
能是作用于耐药
细胞的MDR1基
因, 从而使MDR1
的转录和翻译增
加, 将化疗药物泵
出细胞外从而逆
转细胞的MDR.
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37℃孵育4 h后弃上清, 加入150 μL DMSO,  震
荡混匀使MTT还原产物充分溶解后, 于酶标仪

检测570 nm波长处吸光度(A值). 计算细胞的生

长抑制率和耐药指数(resistance factor, RF). 计算

公式: 生长抑制率 = (1-实验组A平均值/对照组

A平均值)×100%; RF = 某种药物针对抗药性细

胞的IC50/某种药物针对敏感性细胞的IC50. 以上

实验重复3次. 
1.2.3 JNK对HCT8/V耐药性的影响: 所用方法同

1.2.2, 加VCR 2 h前, 加入JNK抑制剂sp600125 
(20 μmol/L). 计算HCT8/V细胞对VCR耐药的降

低程度. 逆转指数(reversal index, RI)的计算公式

如下: RI = 不加逆转剂时某种药物针对抗药性

细胞的IC50/加入逆转剂后某种药物针对抗药性

细胞的IC50. 以上实验重复3次. 
1.2.4 双荧光素酶活性报告基因检测MDR1启动

子质粒转然的表达: 质粒共转染人结肠癌细胞: 
按照1×105个细胞/孔的量在96孔板中接种指数

生长期的各组细胞中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2培

养箱中过夜培养, 直到细胞到80%汇片. 在EP管
中配置重组质粒PGL3-Basic-MDR1-promoter、
内参载体质粒pRL-SV40、转染脂质体Lipo-
fectamine2000复合物. 将重组质粒PGL3-Basic-
MDR1-promoter、内参载体质粒pRL-SV40各5 
μL/孔(96孔)稀释至25 μL/孔不含血清和抗生素

的RPMI 1640中, 用加样枪混合均匀. 然后将脂

质体悬液(0.5 μL/孔)加入25 μL/孔不含血清和

抗生素的RPMI 1640中, 在室温孵育5 min, 最后

将两者混合在一起, 充分混匀静置20 min, 使质

粒与脂质体充分结合. 分别吸取接种到96孔板

中, 用不含血清和抗生素的RPMI 1640洗1次, 在
每个孔中加入50 μL的质粒/脂质体混合物. 在
37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养3-5 h后, 向各

孔加入150 μL的RPMI 1640培养液培养48 h. 收
集样品, 进行双荧光素酶活性检测. 双荧光素酶

报告基因活性测定: 将转染有pGL3-Basic-mdr1-
promoter和pRL-SV40的各组细胞经过一定时间

的培养后收集, 吸弃培养基, 用PBS洗1次. 加入

裂解液20 μL/孔, 室温摇动15 min. 按照双荧光

素酶检测试剂盒(Dual Luciferase Assay System)
的操作说明书, 取100 μL Luciferase Assay Buffer 
Ⅱ于1.5 mL的离心管中, 设定化学发光仪延迟2 
s, 发光仪测读10 s, 将全部细胞裂解液加入到离

心管中, 用加样枪轻轻抽吸2-3次混匀, 将离心管

放入GloMax20/20Luminometer化学发光仪中测

萤火虫荧光素酶发光值; 将离心管移出发光仪, 
加入100 μL Stop & Glo Reagent, 快速旋涡混匀

后, 将离心管重放回发光仪中测海肾荧光素酶

发光值. 
1.2.5 实时荧光定量PCR检测JNK对人结肠癌

细胞内MDR1 mRNA表达的影响: 细胞总RNA
的提取: 将各组细胞分别加入RNAiso 1 mL, 用
移液器吹打混匀, 分装入EP管中, 每管再加入

4 ℃预冷氯仿200 μL, 颠倒混匀, 室温静置5 min, 
4 ℃, 12 000 r/min离心15 min. 小心吸出水层, 加
入等体积的异丙醇(约500 μL), 混匀, 置于-20 ℃
冰箱30 min后, 4 ℃, 12 000 r/min, 离心15 min, 
弃上清. 用1 mL 4 ℃预冷的750 mL/L乙醇(DEPC
处理水配制)洗涤沉淀, 4 ℃, 8 000 r/min, 离心5 
min, 吸弃上清. 静置5 min, 加入60 μL DEPC处
理水, 溶解RNA, 生物分光光度计测定RNA浓度, 
A 260 /A 280为1.8-2.0, RNA产物置-80 ℃冰箱保存

备用. 实时荧光定量PCR反应: 首先将mRNA逆

转为cDNA, 按试剂盒说明, 取1 000 ng的mRNA, 
加入5×Buffer 4 μL, Oligo dT primer 1 μL, Ran-
dom 6 mers 1 μL,  PrimeScriptTM RT Enzyme Mix 
1 μL, 再加入RNase Free dH2O至20 μL, 进行反

转录反应, 反应条件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, 所
得cDNA于-20 ℃保存. MDR1和GAPDH引物探

针由上海闪晶生物公司设计并合成(表1). 荧光

定量PCR反应体系均如下: Premix EX TaqTM 10 
μL, Rox Reference Dye 0.4 μL, 上下游引物各0.4 
μL, 荧光探针0.8 μL, dH2O 6 μL, cDNA 2 μL, 20 
μL体系, 反应条件如下: (1)预变性: 95 ℃ 10 s; 
(2)变性: 95 ℃ 5 s; (3)退火、延伸: 60 ℃ 31 s, 40
个循环, 数据采用ABI 7300 SDS Software分析. 

表 1 实时荧光定量PCR检测所需MDR1和GAPDH引物序列

     
基因     基因号                                   引物                                   探针

MDR1 NM000927 Forward: 5'CCACTCCTCCACCTTTGAC3'

Reverse: 5'ACCCTGTTGCTGTAGCCA3' 5'TTGCCCTCAACGACCACTTTGTC3'

GAPDH AF261085 Forward: 5'CCACTCCTCCACCTTTGAC3'

Reverse: 5'ACCCTGTTGCTGTAGCCA3' 5'TTGCCCTCAACGACCACTTTGTC3'

■创新盘点
本研究首次在人
肠癌多药耐药细
胞中研究P-gp与
JNK信号通路的
相关性.
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实验重复3次. 相对mRNA表达水平的计算: 每个

样本靶基因(检测基因)的相对mRNA表达水平, 
能直接用样品各自的内源控制物GAPDH表达

来标准化加入的初始RNA量. 即每个样品的靶

基因的相对mRNA表达水平可以用以下公式计

算: 相对mRNA表达 = 2-ΔCt, ΔCt值 = 靶基因Ct值
-GAPDH Ct值. 以GAPDH作为内参照, 每组均做

3个样本, 取均数.
1.2.6 Western blot法检测JNK对HCT8/V细胞中

P-gp的影响: 各组细胞用预冷PBS洗2次, 吸弃

PBS, 加入预冷的含抑制剂的蛋白质抽提试剂, 
轻轻摇动5 min; 后用一预冷的橡胶和塑料细胞

刮刮下培养瓶壁上细胞, 转移细胞悬液到离心

管中, 冰浴15 min进行裂解. 裂解液于预冷的离

心机中14 000 g离心15 min, 吸弃上清; BCA分

析试剂测定蛋白质浓度. 50 μg总蛋白质在SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后, 电转移至PVDF
膜, 膜在5% BSA溶液中室温孵育1 h以封闭膜

上的非特异结合. 封闭过的膜加入一级抗体4 ℃
过夜, 抗原抗体结合. TBST洗膜3次, 每次5 min,
再加入HRP标记的二级抗体以结合一级抗体及

HRP标记的抗生物素抗体以结合分子量标准, 室
温孵育膜1 h, TBST洗膜3次, 每次5 min; 同样方

法标记鼠单克隆抗GAPDH作对照. 洗完膜稍干

后, 按1∶1加入AB显影液(与二抗HRP结合), 在
Bio-Rad的化学发光成像仪上显影. 然后分析灰

度值, 再进行计算灰度系数比.
统计学处理 数据以 mean±SD表示, 多个样

本均数间的比较先进行方差齐性检验, 方差相

等时采用t检验或者方差分析, 用Stata7.0统计软

件处理数据, 以P <0.05表示差别有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT检测人结肠癌细胞对多种化疗药物的

敏感性 HCT8/V耐药细胞不仅对原诱导药物具

有高度的耐药性, 耐药倍数达到10.49倍, 同时对

结构和作用各异的其他化疗药物亦具有交叉耐

药性. HCT8/V对4种化疗药物的IC50值及耐药指

数见表2. 
2.2 JNK对HCT8/V细胞MDR的影响 人肠癌

MDR细胞被sp600125(20 μmol/L)干预后, 50、
100、150、200、250 mg/L不同浓度的VCR对

HCT8/V细胞生存率的影响均比对照组有所下

降; IC50从191.08 mg/L±18.18 mg/L下降到50.34 
mg/L±15.71 mg/L, 两者比较差异有统计学意义

(P <0.01, 图1). 提示抑制JNK信号通路的激活可

以影响耐药细胞HCT8/V对化疗药物VCR的敏

感性(P <0.01). 
2.3 JNK对HCT8/V细胞MDR1启动子活性表达

的影响 
2.3.1 人结肠癌细胞对pGL3-Basic-MDR1启动

子转录活性的表达: pGL3-Basic-MDR1转染人

结肠癌HCT8和HCT8/V细胞后, MDR1启动子

的活性明显高于载体质粒转染对照组(P <0.01). 
HCT8+pGL3-Basic-MDR1组是HCT8+pGL3-
Bas ic组的6.58倍, 而HCT8/V+pGL3-Bas ic-
MDR1组高于HCT8/V+pGL3-Basic组9.19倍, 提
示转染入MDR1基因的肠癌敏感和耐药细胞, 其

表 2 4种化疗药物对HCT8和HCT8/V敏感性的影响

     
化疗药物

                     IC50

HCT8 HCT8/V     
RF

VCR 18.22±7.12 191.08±18.18b 10.49

DDP 10.25±0.85 290.79±28.38b 28.37

5-Fu 7.48±0.80   23.12±1.99b   3.09

THP 7.60±0.88   26.40±2.92b   3.47

bP<0.01 vs  HCT8组.
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图 1 阻断JNK信号通路对HCT8/V细胞生存率的影响.
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图 2 MDR1启动子转录活性在人结肠癌细胞中的表达. 
bP<0.01 vs  HCT8+pGL3-Basic组; dP<0.01 vs  HCT8/V+pGL3-

Basic组.

■应用要点
JNK通路的激活
诱导P糖蛋白的高
表达, 对肿瘤多药
耐药的发生发展
过程起着重要作
用, 本研究有助于
对人结直肠癌患
者化疗失败, 临床
症状改善不明显
等发病机制的阐
明, 并为肿瘤的诊
治提供更充分的
理论依据.
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MDR1基因启动子的荧光素酶活性的表达均高

于未转入该基因质粒的对照组(表3, 图2). 
2.3.2 JNK调控HCT8/V细胞MDR1启动子活性的

表达: 耐药细胞HCT8/V的MDR1基因启动子的

荧光素酶活性呈高表达, JNK抑制剂sp600125(20 
μmol/L)作用2 h后, HCT8/V细胞中MDR1基因启

动子的荧光素酶活性表达明显降低, 下降了2.68
倍, 两者比较差异有统计学意义(P <0.01, 图3A). 
2.4 JNK对HCT8/V细胞MDR1 mRNA表达的

影响 敏感细胞HCT8低表达MDR1, 耐药细胞

HCT8/V的MDR1 mRNA表达明显高于敏感细

胞. JNK抑制剂sp600125(20 μmol/L)作用2 h后, 
HCT8/V细胞中MDR1表达明显降低, 下降了

2.55倍, 两者比较差异有统计学意义(P <0.01, 图
3B). 
2.5 JNK对HCT8/V细胞P-gp表达的影响 耐药

细胞HCT8/V的P-gp蛋白表达明显高于对照组

(P <0.01). 并且JNK抑制剂sp600125(20 μmol/L)
作用HCT8/V细胞2 h后, P-gp蛋白表达下降了

1.57倍, 差异呈显著性(P <0.01, 图4), 提示抑制

JNK信号通路的激活后HCT8/V细胞的P-gp表达

降低. 

3  讨论

MDR是指肿瘤细胞长期接触某一化疗药物, 不
仅对此种化疗药物产生耐药性, 而且对其他结

构和功能不同的抗肿瘤药物也产生交叉耐药性

现象[10-14], 这是造成化疗失败的主要原因. 因此, 
探索MDR机制是解决耐药问题、改善化疗效果

的关键. 近年来, 人们为逆转肿瘤细胞的MDR进
行了大量尝试, 目前能在临床证实跟一些肿瘤

耐药相关的基因只有MDR1/P-gp[15-17]. 大量研究

认为细胞信号转导通路逆转MDR1的表达有望

成为逆转耐药的一个新靶点. 
JNK又被称为应激活化蛋白激酶(s t r e s s-

activated protein kinase, SAPK), 他是哺乳类动物

细胞中MAPK家族中的重要一员, 于1991年首

次被发现. JNK信号通路可被细胞因子、生长因

子、应激(如电离辐射、渗透压、热休克和氧化

损伤)等多种因素激活[18-21], 大量实验提示JNK信

号通路在细胞分化、细胞凋亡、应激反应以及

多种人类疾病的发生与发展中起着至关重要的

作用. 在JNK途径中, MAPKKK对MAPKK的丝

氨酸、苏氨酸双位点磷酸化而将其活化, JNK接

受上游信号被激活后, 可以进一步使核内的转

录因子c-Jun氨基末端的第63、73位丝氨酸残基

磷酸化, 进而激活c-Jun[22-24]. 激活的JNK通路可

表 3 MDR1启动子转录活性在人结肠癌细胞中的表达 
(n  = 6, mean±SD)

     
分组    MDR1启动子活性

HCT8+pGL3-Basic组 0.003767±0.002237

HCT8+pGL3-Basic-MDR1组 0.024800±0.002081

HCT8/V+pGL3-Basic组 0.003967±0.001801

HCT8/V+pGL3-Basic-MDR1组 0.036467±0.001914

图 3 JNK调控HCT8/
V细胞对MDR1启动子
活性、MDR1 mRNA的
影响. A: MDR1启动

子; B: MDR1 mRNA. 
bP<0.01 vs HCT8/V组.

0.04

0.03

0.02

0.01

0.00

b

M
D

R
1启

动
子

活
性

b

HCT8组     HCT8/V组 HCT8/V+JNK
                                      抑制剂组

A 0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

b

M
D

R
1 

m
R

N
A

相
对

表
达

量

B

b

HCT8组     HCT8/V组     HCT8/V+JNK
                                        抑制剂组

图 4 JNK调控HCT8/V细胞P-gp的表达. bP<0.01 vs  HCT8/

V组.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

P
-

gp
相

对
表

达
量

b

b

HCT8组         HCT8/V组     HCT8/V+JNK
                                                抑制剂组

P-gp

b-actin

■同行评价
本文科学性和创
新性较强, 能较好
地反映我国胃肠
病学基础研究的
水平.
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通过磷酸化转录因子、细胞骨架相关蛋白、酶

类等多种底物来调节细胞的生理过程. 
由于目前有关MAPK通路与MDR逆转治

疗的研究尚处于起步阶段[25], 两者之间的作用

机制仍未清楚[26-28]. sp600125是一种广泛应用

的JNK抑制剂, 可阻断JNK信号转导通路[29,30]. 
有研究发现[31], 未采用逆转剂抑制P-gp的外排

功能, 仅通过抑制JNK/SAPK活性, 可以使耐药

细胞株FM3A/M中的P-gp表达降低, 提示JNK
的激活可能是介导M D R的原因之一. 进一步

研究发现, 其发挥作用的可能是JNK通路中的

上游激酶PEBG-SEK. 另有实验证实[32], 在人胃

癌耐药细胞EPG85-257/RDB和胰腺癌耐药细

胞EPP85-181/RDB中, 阻断JNK信号转导通路, 
P-gp表达下调, 并发现细胞内抗癌药物浓度增

加, 说明JNK信号转导通路与MDR有一定的相

关性. Kawasaki等[33]报道, 阻断JNK通路后, 明显

降低MCF7/ADR细胞内P-gp的表达, 增加对阿

霉素的敏感性, 并推测JNK通路可能是作用于耐

药细胞的MDR1基因, 从而使MDR1的转录和翻

译增加, 将化疗药物泵出细胞外从而逆转MCF7/
ADR细胞的MDR. 

本实验证实, JNK特异性抑制剂sp600125能
使人结肠癌MDR细胞对VCR更加敏感. JNK特

异性抑制剂sp600125能降低细胞的耐药性而增

加VCR的细胞杀伤作用, 使HCT8/V细胞凋亡增

加, IC50由191.08 mg/L±18.18 mg/L降低到50.34 
mg/L±15.71 mg/L. 说明sp600125可以部分逆转

细胞的耐药性, 使其耐药性下降. 同时, 采用双

荧光素酶活性报告基因检测MDR1启动子质粒

转然表达的结果发现, pGL3-Basic-MDR1转染

人结肠癌HCT8和HCT8/V细胞后, MDR1启动

子的活性明显高于载体质粒转染对照组. 加入

JNK抑制剂sp600125(20 μmol/L)2 h后, HCT8/V
细胞中MDR1基因启动子的荧光素酶活性表达

明显降低, 比耐药组下降了2.52倍. 结果提示阻

断JNK通路抑制了信号传导, 使人结肠癌耐药细

胞的MDR1的表达降低, 从而降低了细胞的耐药

性. 为了更进一步证实这种想法, 我们采用RFQ-
PCR检测耐药细胞MDR1 mRNA的表达, Western 
blot检测P-gp的表达, 结果发现, 抑制JNK通路

的激活后, HCT8/V细胞的MDR1/P-gp表达明显

降低. 提示肿瘤的耐药性有可能是通过JNK信

号传导通路, 作用于细胞的MDRl基因, 从而使

MDR1的转录和翻译增加, 调节细胞内的P-gp表
达, 将化疗药物泵出细胞外, 产生耐药性[34,35].

总之, 人结肠癌HCT8/V细胞较HCT8细胞

具有MDR1基因的高表达, 阻断JNK通路后, 可
降低MDR1的表达, 逆转MDR性. 但该信号通路

的激活究竟在MDR1的表达过程中发挥怎样的

作用, 有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To explore mechanisms underlying 
therapeutic effects of eye acupuncture against 
diarrhea-predominant irritable bowel syndrome 
(D-IBS) by investigating the expression of vaso-
active intestinal peptide (VIP) and aquaporin 3 

(AQP3) in the colon of D-IBS rats.

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into three groups: control group, 
D-IBS model group, and eye acupuncture group. 
D-IBS was induced in rats of the D-IBS model 
group and eye acupuncture group by chronic 
stress and constraint. The eye acupuncture group 
underwent eye acupuncture therapy for 7 d. VIP 
mRNA expression in the colon was detected by 
RT-PCR. The mRNA and protein expression of 
AQP3 in the colon was detected by immunohisto-
chemistry and real-time PCR, respectively.

RESULTS: Compared to the control group, the 
mRNA expression level of VIP in the colon was 
increased significantly (0.94 ± 0.07 vs 0.64 ± 0.15, 
P < 0.01) and the mRNA and protein expression 
levels of AQP3 in the colon were remarkably de-
creased (1.09 ± 0.09 vs 7.02 ± 1.25; 0.284 ± 0.020 vs 
0.601 ± 0.027, both P < 0.01) in the D-IBS model 
group. Eye acupuncture therapy remarkably 
decreased the mRNA expression of VIP (0.78 
± 0.15 vs 0.94 ± 0.07, P < 0.01) but significantly 
increased the mRNA and protein expression of 
AQP3 (2.33 ± 0.66 vs 1.09 ± 0.09; 0.374 ± 0.03 vs 
10.284 ± 0.020, both P < 0.01) in D-IBS rats.

CONCLUSION: Oversecretion of VIP and hy-
poserection of AQP3 may be involved in the 
pathogenesis of D-IBS. Eye acupuncture therapy 
exerts therapeutic effects against D-IBS in rats 
possibly by down-regulating VIP expression and 
up-regulating AQP3 expression in the colon.

Key Words: Eye acupuncture; Diarrhea-predomi-
nant irritable bowel syndrome; Vasoactive intestinal 
peptide; Aquaporin 3
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摘要
目的: 研究眼针对腹泻型肠易激综合征(D- 
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®

■背景资料
I B S 临 床 根 据 罗
马Ⅲ诊断标准分
为便秘型、腹泻
型、混合型及未
定型4个分型, D- 
IBS最多见, 约占
2/3, 所以粪便中
含水量则是IBS分
型的重要依据. 近
年来的研究发现, 
D-IBS患者及动物
模型的结肠黏膜
上皮细胞水通道
蛋白(AQPs)表达
发生明显改变.

■同行评议者
郑 培 永 ,  副 研 究
员, 上海中医药大
学脾胃病研究所



IBS)模型大鼠结肠血管活性肠肽(VIP)和水
通道蛋白3(AQP3)表达的影响, 探讨眼针对
D-IBS模型大鼠结肠水液代谢的调控作用和
机制.

方法: SPF级Wistar大鼠30只, 随机分为对照
组、D-I B S模型组和眼针组, 每组10只. 采
用慢性应激结合束缚方法建立D-IBS大鼠模
型. 采用RT-PCR检测结肠VIP的mRNA表达
水平变化; 采用Real time-PCR法检测AQP3的
mRNA表达水平变化, 采用SABC免疫组织化
学法检测结肠AQP3的蛋白表达水平变化.

结果: 与对照组比较, D-IBS模型组结肠VIP的
mRNA表达水平显著升高(0.94±0.07 vs  0.64
±0.15, P <0.01), 而结肠AQP3的mRNA和蛋白
表达水平显著降低(1.09±0.09 vs  7.02±1.25; 
0.284±0.020 vs  0.601±0.027, 均P <0.01). 与
D-IBS模型组比较, 眼针组结肠VIP的mRNA
表达水平显著降低(0.78±0.15 vs  0.94±0.07, 
P <0.01), 而结肠AQP3的mRNA和蛋白表达水
平显著升高(2.33±0.66 vs  1.09±0.09; 0.374±
0.03 vs  10.284±0.020, 均P <0.01).

结论: 通过抑制结肠中VIP的表达和分泌及升
高AQP3的表达, 调控结肠水液代谢可能是眼
针治疗D-IBS的作用机制之一.

关键词: 眼针; 腹泻型肠易激综合征; 血管活性肠

肽; 水通道蛋白3
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0  引言

眼针是辽宁中医药大学著名中医彭静山教授在

多年临床实践的基础上创立的根据眼球结膜上

血管的形色变化, 判定疾病的性质与部位, 然后

辩证针刺眼周特定穴区, 以治疗全身疾病的一

种中医特色疗法. 本课题组多年的临床实践表

明眼针对胃肠功能具有较好的调整作用, 在治

疗胃肠道功能性疾病和腹痛、腹泻方面具有显

著疗效. 因此本课题组建立了腹泻型肠易激综

合征(diarrhea-predominant irritable bowel syn-
drome, D-IBS)大鼠模型, 通过观察眼针对该模

型大鼠结肠中血管活性肠肽(vasoactive intestinal 
peptide, VIP)和水通道蛋白3(aquaporin 3, AQP3)
表达的影响, 探索眼针对D-IBS模型大鼠结肠水
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液代谢的调控机制, 从而为眼针治疗D-IBS提供

实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂Wistar大鼠30只, 周龄6-7 wk, 
北京维通利华实验动物技术有限公司提供, 许
可证编号: SCXK(京)2007-0001, 体质量220 g
±20 g; RNAisoTM Plus(TaKaRa Code. D9108); 
SYBR® PrimeScriptTM RT-PCR Kit(Perfect Real 
time)(TaKaRa Code. DRR063A), TaKaRa DNase
Ⅰ(RNase Free)(TaKaRa Code. D2215); Easy 
Dilution(for Real time PCR)(TaKaRa Code.
D9160); PrimerScriptTM RT-PCR Kit(TaKaRa 
Code. DRR014); in vi t ro  Transcr ipt ion T7 
Kit(TaKaRa Code. D6140); AQP3抗体(美国ADL
公司); WD-9413B凝胶成像分析仪; Mycycler 
Thermal Cycler梯度PCR; TaKaRa PCR Thermal 
Cycler Dice Real time System(TaKaRa Code.
TP800); RM2235型手动石蜡切片机, EG1150C
型包埋机, HI1220型烘片机(德国LEICA), BX51
型Olympus反射荧光显微镜(日本Olympus).
1.2 方法 
1.2.1 造模: SPF级♂Wistar大鼠30只, 按照随机

数字法分为: 对照组、D-IBS模型组和眼针组, 
每组10只, 分笼饲养, 适应饲养环境1 wk后, 开
始建立D-IBS模型. 以Katz等[1]的慢性应激法与

Williams等[2]的束缚方法结合建立D-IBS模型. 
D-IBS的模型评价参考王艳杰等[3]的报道. 
1.2.2 眼针治疗方法: 本实验采用慢性应激与束

缚结合方法建立D-IBS模型, 中医辨证属于肝郁

脾虚模型, 因此在D-IBS模型建立成功后, 根据

辨证取穴, 针刺: 下焦区、大肠区、肝区、脾区, 
针刺方法: 用31号13 mm毫针, 于大鼠眶缘处, 采
用眶上横刺法, 按照穴区定位线1→8的顺序, 从
该穴区定位线一端进针, 横刺进针3 mm, 到另一

定位线, 留针20 min, 10 min时刮针1次, 刮针5下.  
1.2.3 RT-PCR测定结肠VIP mRNA的表达水平: 
取100 mg结肠组织, 加入1 mL的RNAisoTM Plus, 
按说明书提取总RNA, 溶于DEPC处理的去离

子水, 然后进行RNA的含量与纯度测定, 取A 260/
A 280 = 1.8-2.0的总RNA进行逆转录合成cDNA, 
取5 μL逆转录产物作为模板在25 μL体系中进

行PCR扩增, 引物序列见表1. 反应条件为94 ℃
预变性2 min; 94 ℃ 30 s, 65 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 
共30个循环; 72 ℃延伸5 min. 将扩增产物进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳, 采用溴化乙锭染色, 把凝
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■研发前沿
结肠AQPs表达的
变化和机制成为
研究D-IBS发生的
新热点.
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胶放入凝胶成像分析仪, 拍照后用Gelpro32软件

测量目的基因和内参的平均A值, 并计算两者的

比值, 以该比值反应目的基因VIP mRNA的表达

水平.
1.2.4 RT-PCR测定结肠AQP3 mRNA的表达

水平: 采用Real-t ime PCR方法对AQP3基因

的m R N A进行相对表达量分析 .  利用R N A i-
so TM P lus进行总RNA的提取, 用DNaseⅠ处

理、精制后, 利用SYBR® PrimeScriptTM RT-
PCR Kit采用SYBR GreenⅠ荧光染料嵌合法, 
以To t a l R N A反转录获得的c D N A作为标准

品, 分别对管家基因Actb和目的基因AQP3制
作标准曲线 .  采用双标准曲线法进行结果分

析 ,  利用标准曲线分别对各样品管家基因和

目的基因进行定量, 通过管家基因的校正, 对
各样品目的基因相对表达量进行分析 .  引物

序列见表1.
1.2.5 SABC免疫组织化学法测定结肠组织AQP3
的蛋白表达水平: 利用多聚赖氨酸进行防脱片

处理, 切片常规脱蜡至水. 3% H2O2灭活内源性

酶, 蒸馏水洗3次. 热修复抗原, 冷却后PBS洗涤

1-2次. 滴加5% BSA封闭液, 室温20 min. 滴加适

当稀释的AQP3抗体(1∶100), 4 ℃过夜. PBS洗
2 min/3次. 滴加生物素化山羊抗小鼠IgG, 20 ℃
-37 ℃孵育20 min. PBS清洗, 5 min×2次. 滴加试

剂SABC, 在室温下孵育30 min. PBS清洗, 5 min
×4次. DAB显色, 室温显色, 镜下控制反应时间. 
蒸馏水洗涤. 苏木素轻度复染, 脱水, 透明, 封片. 
显微镜观察, 拍照. 采用BI2000医学图像分析系

统进行图像分析, 选取200倍图像, 观察结肠黏

膜, 细胞质呈棕黄色为AQP3阳性表达细胞, 每
张切片随机选取3-5个高倍视野测定平均A值, 
平均A值代表阳性表达参数, 平均A值越大, 阳性

表达越强.

统计学处理 实验数据运用SPSS13.0处理, 以
mean±SD表示实验结果, 进行多组数据的方差分

析, 组间比较采用LSD法. P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠结肠VIP mRNA的表达水平 对照

组结肠VIP的相对表达量为0.64±0.15, D-IBS模
型组结肠VIP的相对表达量为0.94±0.07, 与对

照组比较, D-IBS模型组大鼠结肠VIP mRNA表

达明显上调(P <0.01). 经过眼针治疗后, 眼针组

结肠VIP的相对表达量为0.78±0.15, 与D-IBS
模型组比较, 眼针组结肠组织中VIP mRNA表达

明显下调(P <0.01), 与对照组比较无显著性差异

(P >0.05, 图1). 
2.2 各组大鼠结肠组织AQP3 mRNA的表达 对
照组结肠A Q P3的相对表达量为7.02±1.25, 
D-IBS模型组结肠AQP3的相对表达量为1.09±
0.09; 与对照组比较, D-IBS模型组结肠AQP3
的mRNA表达水平显著降低, 差异有统计学意

义(P <0.01); 眼针治疗后, 眼针组结肠AQP3的
相对表达量为2.33±0.66, 与D-IBS模型组相比, 
眼针组结肠AQP3的mRNA表达水平显著升高

(P <0.01, 图2). 

■相关报道
杨会锋等研究发
现结肠全段均有
AQP3的表达, 提
示结肠AQP3参与
结肠重要生理功
能之一.

表 1 RT-PCR引物序列

                                     序列 大小(bp)

β-actin 5'-TGTATGCCTCTGGTCGTACCAC-3'

5'-ACAGAGTACTTGCGCTCAGGAG-3'    592

VIP 5'-GCTGCCGTGTTACATAAAGCAA-3'

5'-AAGCTCCAGGTTGGAAGTTGAG-3'    210

Actb-F 5'-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3'    171

Actb-R 5'-ATGGAGCCACCGATCCACA-3'

Aqp3-F 5'-GCCATTGTTGACCCTTATAACAAC-3'    150

Aqp3-R 5'-AGTGAAAAGGCGAGGTCCAA-3'

M     6     5     4      3     2     1

500
400
300
200
100

600
bp

210 bp
VIP

M     6     5     4      3     2     1

500
400
300
200

100

600
bp

592 bp
β-actin

图 1 眼针对D-IBS模型大鼠结肠VIP mRNA表达水平的影
响. 1, 2: 对照组; 3, 4: D-IBS模型组; 5, 6: 眼针组; M: 600 bp 

DNA Ladder Marker.



www.wjgnet.com

902                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年3月28日   第19卷   第9期

2.3 各组大鼠结肠AQP3的蛋白表达水平变化 光
镜下观察, 对照组结肠AQP3的阳性细胞数目最

多, 着色最深, 眼针组阳性细胞数目和着色居中, 
而D-IBS模型组阳性细胞数目最少和着色最浅. 
免疫组织化学图像分析平均A值的结果表明: 对
照组平均A值为0.601±0.027, D-IBS模型组平均

A值为0.284±0.020, 与对照组比较, D-IBS模型

组AQP3的蛋白表达水平显著降低(P <0.01); 眼
针组平均A值为0.374±0.031, 且和D-IBS模型

组比较, 眼针组AQP3的蛋白表达水平显著升高

(P <0.01, 图3). 

3  讨论

眼针是辽宁中医药大学基础医学院彭静山教授

根据《内经》“观眼察病”和《证治准绳》

对眼的脏腑划分理论, 于1974年开创的一种独

特的针刺疗法[4,5]. 《灵枢•邪气脏腑病形》云: 
“十二经脉, 三百六十五络, 其血气皆上于面而

走窍, 其精阳气上走于目而为之精. ”因此, 彭
静山教授认为: 脏腑功能失调可通过经络反映

于眼, 而眼针又通过对经络的调节, 起到调整脏

腑经络气血, 平衡阴阳之目的. 只需在眼眶边缘

穴区施针, 就可以达到疏通经络、调节脏腑治

疗全身疾病的目的. 
IBS是指一种以腹痛或腹部不适伴有排便

习惯改变和(或)大便性状异常的功能性肠病 , 
该病缺乏可解释症状的形态学改变和生化异

常, 根据IBS的临床特点, 中医学将其归于“泄

泻”、“腹痛”、“便秘”等疾病范畴[6]. 现
代医学目前尚无有效的治疗方法, 但是中医临

床研究[7]和系统评价研究[8]表明中医药治疗IBS
具有特色和优势. 邱冰峰[9]明确指出抑郁恼怒

或精神紧张等情志因素导致肝气郁滞, 气机不

畅, 不通则痛而引起腹痛; 肝失疏泄, 横逆犯脾, 
脾失运化而发为泄泻; 或肝气郁滞, 气机升降失

调, 大肠传导滞涩则发生便秘. 而针刺或艾灸或

针药结合等多种方法可以治宜疏肝理气, 健脾

和胃, 通腑调肠, 而达到其治疗作用[10]. 本课题

组多年来的临床实践也表明, 针刺眼周能够调

整多脏腑的功能, 尤其对胃肠功能具有较好的

调整作用, 在治疗胃肠道功能性疾病和腹痛、

腹泻方面疗效显著. 为了进一步探索眼针是如

何作用于内脏及其调整胃肠道功能的机制, 本
课题组提出五脏六腑之精华皆注于目, 脏腑功

能气血盛衰均与眼穴相关联, 眼针刺激外周相

关穴位, 能够启动靶器官神经递质、细胞因子

等释放和分泌, 从而调控脏腑的各种代谢、改

善其功能. 为了证明这一假说, 本课题组建立了

D-IBS大鼠模型, 并采用眼针治疗, 通过测定结

肠VIP和AQP3的表达变化, 来探索眼针的作用

机制, 从而为丰富眼针的中医理论基础内涵提

供现代医学依据. 

■应用要点
通过抑制结肠中
VIP的表达和分泌
及升高AQP3的表
达, 调控结肠水液
代谢可能是眼针
治疗D-IBS的作用
机制之一.

图 3 各组大鼠结肠组织中AQP3阳性细胞的表达(DAB×
400). A: 对照组; B: D-IBS模型组; C: 眼针组.
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图 2 各组大鼠结肠组织AQP3 mRNA表达水平的比较. 
bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  D-IBS模型组.

b

bd
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IBS临床根据罗马Ⅲ诊断标准分为便秘型、

腹泻型、混合型及未定型4个分型, 姚欣等[11]的

研究结果显示照罗马Ⅲ诊断标准, D-IBS最多

见, 约占2/3, 所以粪便中含水量则是IBS分型

的重要依据[12,13]. 近年来的研究发现, D-IBS患
者及动物模型的结肠黏膜上皮细胞水通道蛋白

(aquaporins, AQPs)表达发生明显改变[14-17]. 因此

结肠AQPs表达的变化和机制成为研究D-IBS发
生的新热点. AQPs在肠道上皮细胞大量表达, 
肠道水代谢是其主要功能之一, 因此推测其表

达的变化与肠道水代谢之间可能存在较为重要

的关系[18]. 几种特异性AQPs能够易化肠道内水

的转运. 其中AQP3对人类肠表面细胞水的转运

很重要. Ramírez-Lorca等[19]的研究结果显示AQP3 
mRNA在结肠表达明显多于小肠和胃. Julian等[20]

通过对小鼠腹泻模型研究发现, 在病情活动期

时结肠AQP3表达降低, 病情好转后AQP3蛋白

表达恢复到正常水平. Silberstein等[21]研究发现

AQP3高表达可引起结肠黏膜对水的吸收增加

而导致便秘, AQP3的低表达可引起结肠黏膜对

水吸收减少而导致腹泻或便溏. 重症急性胰腺

炎(severe acute pancreatitis, SAP)大鼠回肠黏膜

AQP3蛋白及mRNA表达均较假手术组明显上调, 
差异均有统计学意义(均P <0.05), 且以24 h时更

为显著; AQP3参与了SAP大鼠的病理生理改变, 
这可能是肠黏膜通透性增高的机制之一[22]. 杨会

锋等[23]研究发现结肠全段均有AQP3的表达, 提
示结肠AQP3参与结肠重要生理功能之一. 从以

上研究结果分析, AQP3在结肠的水转运中具有

重要作用, 其表达变化可以引起腹泻或便秘. 本
实验结果表明D-IBS模型大鼠结肠组织AQP3的
mRNA和蛋白表达与对照组相比均有下降. 由
此推测D-IBS模型大鼠出现腹泻的症状可能与

AQP3表达下调后影响了结肠内水转运有关. 
以往的研究资料表明无论是结肠功能紊乱

或是AQPs表达发生变化都与体内, 特别是结肠

组织中VIP含量变化有关, 表明VIP可能通过调

控AQPs的表达对D-IBS腹泻产生影响. 冯璟等[24]

研究表明VIP作用下的HT-29细胞AQP8 mRNA
和蛋白的表达均增加, 提示AQPs可能是VIP作
用的靶分子之一. 以VIP孵育人类结肠上皮细胞

系HT-29, 可发现AQPs mRNA表达上调, cAMP
反应元件的DNA结合活性增强; 蛋白激酶A抑

制剂H-89则可以阻断由VIP和cAMP对AQPs 
mRNA表达的上调作用. Itoh等[25]研究显示, VIP
通过cAMP依赖的途径上调AQPs及其mRNA

表达研究显示VIP通过cAMP依赖的途径上调

AQP3 mRNA和蛋白表达, 推测VIP参与便秘发

生与上调AQP3表达, 从而促进水分的吸收有关. 
AQPs是一类糖蛋白家族, 多种AQPs都含有PKA
和蛋白激酶C的同源序列, 所以能够直接接受磷

酸化调节. 由于VIP属于含氮物质, 其VIP1-R属
于G蛋白耦联型受体; 有报道[26]提出, VIP可以通

过细胞蛋白激酶A系统来改变膜上AQP的含量, 
以调节跨膜水流动, 从而调节膜对水的通透性. 
VIP是肠内分泌的一种脑肠肽类激素, 可以促进

肠道水和电解质的分泌. 胃肠上皮细胞基底膜

有VIP的受体, 当其与VIP结合时, 刺激细胞中的

cAMP的蓄积, 促进肠上皮细胞分泌电解质和水

分. 静脉注射VIP能够引起分泌性腹泻, 增加血

浆中VIP浓度能够引起结肠炎腹泻, 这表明VIP
在肠道水的转运过程中起重要作用. 近年在对

IBS发生机制的研究中发现, IBS患者在腹痛、

腹泻等症状出现的同时, 往往伴有血与结肠组

织中VIP含量升高[27,28], 但是学者认为, D-IBS患
者结肠黏膜VIP表达升高可能是肠动力增强后

的一种负反馈机制[29]. 姜道亮等[30]的实验发现, 
外周血中以及大鼠回肠末端、远端结肠, VIP
的表达均较对照组明显增加, 且差异有显著性

(P <0.05), 因此VIP的表达可以作为判断肠功能

紊乱动物模型的一个有价值的指标. 本实验结

果显示, IBS模型大鼠血清和结肠组织VIP含量

改变与既往的研究结果一致, 提示VIP与IBS的
腹痛、腹泻发生有着密切关系.  

本实验结果显示, D-IBS模型大鼠结肠组

织VIP mRNA表达水平升高, 同时AQP3的表

达水平降低, 说明D-IBS模型大鼠结肠组织VIP 
mRNA水平的增高, 可能下调了结肠黏膜细胞

AQP3的表达而影响了结肠内水的转运, 导致水

吸收减少. 由于结肠腔内存水量的增加, 不但能

够引起腹痛及腹泻发生, 同时由于结肠内水分

增多则提高了结肠的敏感性, 通过“脑-肠轴”

途径反射性地调控了肠道神经-体液-免疫网络

系统活动, 进而加剧了结肠组织的运动和分泌

功能的异常, 导致IBS状态下腹痛、腹泻等症状

的发生. 
本实验结果显示 ,  眼针还可能通过降低

D-IBS模型大鼠的结肠组织的VIP mRNA的表

达, 增加结肠黏膜细胞AQP3的表达, 由此不但

促进了结肠内水的转运, 同时由于结肠残存的

水液减少还可能降低了结肠组织的高敏感性, 从
而达到减轻或缓解了D-IBS的腹痛、腹泻等症

■同行评价
本文科学性较好, 
具有较好的临床
参考价值.
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状. 至于眼针抑制VIP分泌与释放, 以及VIP调控

AQP3表达的具体机制有待于进一步研究明确.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of combined trans-
fection of short hairpin RNAs (shRNAs) target-
ing survivin and CD44v3 on cell proliferation 
and invasion in human colorectal carcinoma cell 
line SW480 and to provide experiment evidence 
for gene therapy of colorectal carcinoma.

METHODS: Plasmids carrying shRNAs target-
ing survivin and CD44v3 were designed, con-
structed and transfected into SW480 cells. SW480 

cells were divided into negative control group, 
blank control group, survivin shRNA group, 
CD44v3 shRNA group and co-transfection 
group. Survivin and CD44v3 protein expression 
was analyzed by Western blot. Cell apoptosis, 
proliferation and invasion were measured by 
flow cytometry, MTT assay and Transwell cham-
ber assay, respectively.

RESULTS: The expression of survivin and 
CD44v3 proteins in the co-transfection group 
was reduced by 84.2% ± 0.3% and 77.3% ± 0.1%, 
respectively. Co-transfection inhibited protein 
expression more efficiently than single-plasmid 
transfection (P < 0.05). After transfection for 120 
h, the reduced rate of cell growth was 44.3% 
± 0.1% in the co-transfection group, 21.5% ± 
0.2% in the survivin shRNA group, and 26.4% 
± 0.2% in the CD44v3 shRNA group. Combined 
transfection inhibited cell proliferation more ef-
ficiently than single-plasmid transfection (P < 
0.05). The overall apoptosis rate was 37.6% ± 2.3% 
in the co-transfection group, 20.0% ± 0.4% in the 
survivin shRNA group, and 21.6% ± 1.6% in the 
CD44v3 shRNA group. Combined transfection 
induced cell apoptosis more efficiently than sin-
gle-plasmid transfection (P < 0.05). The number 
of cells passing the Transwell chamber was 66.12 
± 4.04 in the co-transfection group, 89.35 ± 3.06 
in the survivin shRNA group, and 93.53 ± 5.13 
in the CD44v3 shRNA group. Combined trans-
fection reduced cell invasion more significantly 
than single-plasmid transfection (P < 0.05).

CONCLUSION: Transfection of either survivin 
shRNA or CD44v3 shRNA could significantly 
inhibit cell proliferation, reduce cell invasion 
and induce cell apoptosis in human colorectal 
carcinoma cell line SW480. Co-transfection of 
survivin and CD44v3 shRNAs has a synergistic 
effect in inhibiting proliferation and weakening 
invasion of SW480 cells.

Key Words: RNA interference; Survivin; CD44v3; 
Colorectal carcinoma
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■背景资料
R N A 干 扰 是 双
链RNA(dsRNA)
介导的转录后基
因 沉 默 ,  能 特 异
地降解靶基因的
m R N A ,  具 有 高
度的特异性和有
效 性 ,  目 前 正 成
为 研 究 基 因 功
能、肿瘤和病毒
性疾病治疗的有
力工具. Survivin
是凋亡抑制蛋白
( IAPs)家族的成
员, CD44v3是细
胞黏附分子CD44
变异型中的一个, 
两者均在肿瘤组
织中表达, 具有抑
制细胞凋亡和调
节细胞周期和细
胞分裂的功能, 且
表达水平与恶性
肿瘤的侵袭性以
及预后有关.

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
南大学



transfection of shRNAs targeting survivin and CD44v3 
inhibits proliferation and reduces invasion in human 
colorectal carcinoma cell line SW480. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(9): 905-911

摘要
目的: 探讨联合转染Survivin短发夹RNA(short 
hairpin RNA, shRNA)和CD44v3 shRNA对结
直肠癌SW480细胞增殖和侵袭能力的影响, 为
结直肠癌的基因治疗提供实验依据.

方法: 设计并构建能够稳定转录shRNA并干
扰Survivin和CD44v3分子表达的质粒, 将其
单独及联合转染结直肠癌SW480细胞后, 分
阴性对照组、空白质粒对照组, Survivin组、

CD44v3组和共转染组. Western blot检测转染
后Survivin和CD44v3蛋白表达的变化, 流式细
胞仪及MTT法检测细胞凋亡和细胞增殖的变
化, Transwell小室检测细胞迁移能力的改变.

结果: 测序证明表达载体构建成功, 共转染组
Survivin和CD44v3的蛋白表达抑制率分别为
84.2%±0.3%和77.3%±0.1%, 与单独转染组
相比差异有统计学意义(P <0.05). 转染120 h
后, 共转染组、Survivin组和CD44v3组细胞
生长抑制率分别为44.3%±0.1%、21.5%±

0.2%、26.4%±0.2%, 共转染组抑制效果最明
显(P <0.05), 总凋亡率分别为37.6%±2.3%、

20.0%±0.4%、21.6%±1.6%, 共转染组凋亡
率最高(P <0.05), 小室穿膜细胞数分别为66.12
个±4.04个, 89.35个±3.06个、93.53个±5.13
个, 共转染组与各组差异显著(P <0.05).

结论: Survivin shRNA和CD44v3 shRNA可分
别下调Survivin和CD44v3蛋白的表达, 抑制结
直肠癌细胞的增殖, 促进其凋亡, 减弱其迁移
能力, 而两者的联合转染能进一步抑制细胞的
生长增殖, 减弱细胞的侵袭能力.

关键词: RNA干扰; 生存素; CD44v3; 结直肠癌
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0  引言

小干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)是
一种短片断双链RNA分子, 能够以同源互补序

列的mRNA为靶目标降解特定的mRNA, 导致

其相应的基因沉默, 这种现象被称为RNA干扰

(RNA interference, RNAi)[1], 是目前分子生物学
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的研究热点. Survivin是凋亡抑制蛋白(inhibitor 
of apoptosis proteins, IAPs)家族的成员. 黏附分

子CD44v3是细胞黏附分子CD44变异型中的一

个, 两者在人体正常组织中不表达或微量表达, 
但在肿瘤组织中表达, 且表达水平与恶性肿瘤

的侵袭性及预后有关, 并具有抑制细胞凋亡和

调节细胞周期和细胞分裂的功能[2-9]. 本研究用

RNAi的方法单独及联合转染靶向这两个基因

的短发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA), 探讨

这两种基因对结直肠癌细胞生物学行为的影响, 
及两者作用机制的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 人结直肠癌细胞株SW480、KeyGen-
Trans Ⅲ聚阳离子转染试剂购自南京凯基生物

公司, Survivin和CD44v3基因的siRNA表达载体

pGCsi-H1/Neo/GFP/RNAi由上海吉凯生物公司

构建, 上海英骏生物技术公司测序. Survivin和
CD44v3多克隆抗体购自Santa Cruz公司. 
1.2 方法 
1.2.1 RNA靶序列: Survivin与CD44v3基因序列

来自GenBank, 利用GeneChemTM siRNA的设计

工具, 参照siRNA的设计原则, 分别设计选取19 
nt的siRNA靶序列模板, GGCTGGCTTCATC-
CACTGC(86-104) GGCTTTCAATAGCACCTTG 
(86-104), 经B l a s t分析证明与人类其他编码

序列无同源性 .  序列的5 '端对应于B a m HⅠ

酶切位点 ,  3 '末端带有T6序列 ,  对应于H i n d
Ⅲ的酶切位点 ,  正义链和反义链之间是9个
碱基的环序列(T T C A A G A G A), 同时设计针

对G F P的s i R N A靶序列转录模板作为阳性对

照, 以pGCsi-H1/Neo/GFP/NON RNAi载体

作阴性对照 ,  不干扰待研究的内源性基因 . 
Survivin shRNA序列: 5'-GATCCCGGCTG-
GCTTCATCCACTGCTTCAAGAGAGCAGTG-
GATGAAGCCAGCCTTTTTGGAT-3', CD44v3 
shRNA序列: 5'-GATCCCGGCTTTCAATAG-
CACCTTGTTCAAGAGACAAGGTGCTATT-
GAAAGCCTTTTTGGAT-3'. 
1 .2 .2  细胞培养 :  水浴复苏人结肠癌细胞株

SW480, 接种于30 mL培养瓶, 在37 ℃, 50 mL/L 
CO2培养箱中, 用含100 mL/L小牛血清, 100 kU/L
青霉素和100 mg/L链霉素的DMEM培养液中培

养, 细胞贴壁生长, 2.5 g/L胰蛋白酶消化传代. 
1.2.3 细胞转染: 转染前1 d, 胰酶消化并计数, 细
胞铺板在0.5 mL含血清不含抗生素的培养基中, 

www.wjgnet.com

■研发前沿
小干扰 R N A ( s i -
RNA)是一种短片
断双链RNA分子, 
能够以同源互补
序列的mRNA为
靶目标降解特定
的mRNA, 导致其
相应的基因沉默, 
这种现象被称为
RNA干扰(RNAi), 
是目前分子生物
学的研究热点.
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调整细胞密度, 按每孔3×105个细胞等量加到

6孔培养扳中培养. 分组转染(转染试剂∶DNA 
= 2∶1), 实验设阴性对照组、空白质粒对照组, 
单独转染Survivin shRNA实验组(简称Survivin
组)、单独转染C D44v3 s h R N A实验组(简称

CD44v3组)、共转染组, 放置37 ℃, 50 mL/L CO2

孵育箱孵育24-48 h, 转染过程按转染试剂盒说

明书进行. 
1.2.4 Western b lo t检测各组Surviv in蛋白和

CD44v3蛋白表达水平的变化: 转染后48 h, 收集

各组细胞及培养液上清, 以SDS煮沸法裂解细胞

提取总蛋白, 紫外分光光度计法进行蛋白定量, 
40 μg蛋白进行SDS-PAGE, 电泳后转至PVDF膜, 
室温封闭2 h, 加入一抗(1∶1 000兔抗人Survivin
抗体), 4 ℃孵育过夜, PBS洗膜, 加入二抗(1∶
4 000鼠抗兔IgG/HRP), 室温孵育2 h, 洗膜3次, 
化学发光试剂反应5 min, ECL压片、曝光、显

影, 实验重复3次, 检测CD44v3蛋白操作步骤同

上. 目标蛋白的相对表达量 = A目标蛋白/A β-actin, 抑
制率 = (1-转染组目标蛋白的相对表达量/阴性

对照组的相对表达量)×100%.
1.2.5 流式细胞仪检测各组细胞凋亡: 转染后48 
h, 将各组细胞用2.5 g/L胰酶(不含EDTA)消化收

集, 用PBS洗涤细胞两次(离心2 000 r/min, 5 min)
收集5×105个细胞, 加入500 μL Binding Buffer悬
浮细胞, 再加入5 μL Annexin V-FITC混匀后, 加
入5 μL PI混匀, 室温避光反应5-15 min, 用流式

细胞仪检测(Ex = 488 nm; Em = 530 nm)细胞凋

亡的情况. 
1.2.6 MTT比色法检测细胞增殖活性: 取对数生

长期细胞, 胰酶消化并吹打成单个细胞悬液, 把
细胞悬浮在含100 mL/L小牛血清的DMEM培养

液中, 调整细胞浓度为8×104/mL, 以每孔8 000
个细胞接种于96孔板中, 设空白质粒对照组、

阴性对照组、只加转染试剂对照组(简称无质粒

转染组)、Survivin shRNA组(简称Survivin组)、
CD44v3 shRNA组(简称CD44v3组)、共转染组, 
每组5个复孔, 在37 ℃, 50 mL/L CO2的培养箱

中培养24 h后, 分别转染各组细胞. 分别于24、
48、72、96、120 h取出一块培养板, 每孔加

MTT染液(5 g/L)20 μL, 在37 ℃, 50 mL/L CO2的

培养箱中继续培养4-6 h, 小心弃去上清液, 每孔

加入DMSO 200 μL, 振摇10 min, 使结晶物充分

溶解. 选择492 nm波长, 在酶联免疫检测仪上测

定各孔吸光度(A )值, 以空白调零, 记录结果, 重
复实验3次, 抑制率 = (1-转染组A值/阴性对照组

A值)×100%. 
1.2.7 Transwell小室测细胞迁移能力: 转染后

48 h, 将各组细胞用胰酶消化后, 把细胞悬浮

在无血清的DMEM培养液中, 调整浓度为1×
107/mL, 将小室放入24孔板中在8.0 μm孔径小室

的上室加入100 μL细胞悬液, 下室加入500 μL含
100 mL/L小牛血清的DMEM培养液, 培养12 h
后, 取出小室用棉签擦去上室细胞并用Giemsa
染色, 在倒置显微镜下按一定顺序选取9个视野

观察并计数, 以穿出小室细胞数表示肿瘤细胞

的迁移能力. 实验分阴性对照组、Survivin组、

CD44v3组、共转染组, 每组重复3次. 
统计学处理 实验数据处理应用SPSS软件, 

进行统计分析. 数据以mean±SD表示, 进行方差

分析, 各组均数间差异显著性比较采用t检验进

行, P <0.05为统计学差异显著.

2  结果

2.1 pGCs iRNA质粒 联合应用限制性内切酶 
Bam HⅠ、Hin dⅢ及DNA连接酶等将分别靶向

Survivin和CD44v3的shRNA目的基因插入所构

建质粒的基因组, U6 promoter、CMV promoter
以及SV40 promoter均是为启动子, Neomycin和
Ampicillin是G418抗性基因, 有利于成功转染细

胞的筛选, GFP能编码绿色荧光蛋白有利于观察

转染效率及目的基因的沉默率(图1).
2.2 重组质粒测序 重组质粒shRNA编码序列与

我们设计的靶向Survivin和CD44v3的核苷酸序

列完全一致, 表明成功构建了重组载体pGCsiR-
NA-Survivin和pGCsiRNA-CD44v3(图2). 
2.3 Western blot检测Survivin蛋白及CD44v3蛋

白的表达 实验转染组Survivin蛋白和CD44v3
蛋白表达下调, 目标蛋白的相对表达量为: Sur-

■相关报道
周 薇 等 研 究 表
明, Survivin与胃
癌的发生、发展
和预后密切相关, 
Survivin蛋白表达
与Bcl-2蛋白异常
表达密切相关, 两
基因在抗凋亡机
制上既存在协同
的一面, 又存在互
补的一面.

U6 promoter shRNA
CMV promoter

GFP

SV40 promoter

Neomycin

pUC ori

Ampicillin

pGCsi-U6/Neo/GFP/shRNA
             6 422 bp

图 1 pGC siRNA质粒. U6 Promoter: 6 077-6 422; shRNA: 

9-55; CMV promoter: 105-704; GFP: 709-1 428; SV40 

Promoter: 2 098-2 475; Neomycin: 2 503-3 297; pUC ori: 

3 534-4 702; Ampicillin: 4 805-5 659.
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vivin 0.697±0.021(阴性对照组)、0.663±0.025(空
白质粒对照组)、0.297±0.025(Survivin组)、
0.597±0.015(CD44v3组)、0.113±0.015(共转染

组), CD44v3 0.727±0.025(阴性对照组)、0.69±
0.01(空白质粒对照组)、0.407±0.015(Survivin
组)、0.5916±0.021(CD44v3组)、0.173±0.015(共
转染组), 转染组目标蛋白的相对表达量低于阴性

对照和空白对照组, 其中共转染组最低, 统计学

分析差异有显著(P<0.05), 而在空白对照组和阴性

对照组内Survivin蛋白和CD44v3蛋白表达无明显

差异. 其中共转染组的蛋白表达抑制率为84.2±
0.3%(Survivin)和77.3±0.1%(CD44v3), 与单独转染

组相比差异有统计学意义(P<0.05, 图3, 4).
2.4 转染后各组的凋亡情况 转染组不论在细胞

的早期凋亡方面还是晚期凋亡方面其凋亡率均

高于阴性对照组和空白质粒对照组(P <0.05), 阴
性对照组和空白质粒对照组之间差异无统计学

意义. 且早期凋亡率高于晚期凋亡率, 共转染组

早期和晚期凋亡率分别为23.9%±2.3%、13.7±
2.2%, 均高于单独转染组的早晚期凋亡率12.8±
0.4%、7.2±0.5%(survivin组)和14.6%±1.6%、

7.0%±2.1%(CD44v3组), 差异有统计学意义

(P <0.05, 图5).
2.5 MTT检测细胞增殖活性 转染72 h后, 转染

组与空白质粒对照组、阴性对照组差别明显, 
转染120 h后, 差别最明显, A值分别为1.07±
0.14(共转染组)、1.52±0.39(Survivin组)、1.43
±0.19(CD44v3组)、1.91±0.34(阴性对照组), 
且共转染组与单独转染组相比差异有统计学意

义(P <0.05), 细胞生长抑制率为44.3%±0.1%(共
转染组)、21.5%±0.2%(Survivin组)、26.4%±

0.2%(CD44v3组), 空白质粒对照组、无质粒转

■创新盘点
本 文 运 用 R N A i
技 术 联 合 转 染
Survivin shRNA和
CD44v3 shRNA,  
探讨结直肠癌基
因治疗的新方法, 
并与两基因单独
转染方法的效果
相比较, 得出联合
转染更具有效性
的结论, 为结直肠
癌的基因治疗提
供了一种新思路.
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图 2 Survivin和CD44v3 shRNA序列. A: Survivin; B: CD44v3.

图 3 各组CD44v3和Survivin的蛋白表达. 1: 空白对照组; 2: 

空白质粒对照组; 3: CD44v3组; 4: Survivin组; 5: 共转染组.

1            2            3            4            5

β-actin

CD44v3
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图 4 各组CD44v3和Survivin A值. A: Survivin; B: CD44v3. 1: 空白对

照组; 2: 空白质粒对照组; 3: CD44v3组; 4: Survivin组; 5: 共转染组. 
aP<0.05 vs 阴性对照组; cP<0.05 vs CD44V3组; eP<0.05 vs Survivin组.
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图 5 各组细胞早晚期凋亡情况. A: 早期; B: 晚期. 1: 空白对

照组; 2: 空白质粒对照组; 3: CD44v3组; 4: Survivin组; 5: 共转染组. 
aP<0.05 vs 阴性对照组; cP<0.05 vs CD44V3组; eP<0.05 vs Survivin组.
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图 6 MTT检测细胞增殖活性. aP <0.05 vs  阴性对照组; 
cP<0.05 vs  CD44V3组; eP<0.05 vs  Survivin组.
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染组、阴性对照组间差异无显著性(图6).
2.6 转染后细胞迁移能力的变化 共转染组穿过

细胞数(个)为66.12±4.04, CD44v3组89.35±
3.06, Survivin组93.53±5.13, 阴性对照组120.64
±5.65, 结果显示针对目的基因CD44v3、Sur-
vivin的RNAi单独转染组与阴性对照组相比, 穿
过细胞数少, 细胞的迁移能力减弱, 差异有统计

学意义(P <0.05), 而且共转染组穿越细胞数最少, 
与单独转染组比, 差异显著(P <0.05, 图7), 细胞

的迁移能力明显减弱. 

3  讨论

肿瘤的发生和发展是多基因、多因素共同作用

的结果. 其之所以治疗困难一方面是因为肿瘤

细胞的凋亡受阻; 另一方面是因为肿瘤细胞迁

移力增强. 
Survivin蛋白是凋亡IAPs家族成员之一, 基因

定位于染色体17q25, 其表达发生在结直肠腺癌

恶性转化的早期, 在癌变过程中起重要作用[10,11], 
是一种具有调控细胞凋亡和细胞增殖双重功能

的调控子[12], 其机制是Survivin通过抑制caspase3
和caspase7的活性抑制细胞凋亡. caspase是控

制细胞凋亡的核心环节, Survivin直接作用于

caspase, 阻止由caspase激活剂或凋亡诱导剂诱

导的细胞内相关自杀酶的积累, 从而起到抑制

细胞凋亡的作用[13]. Survivin主要在G2/M期表

达, G2/M期控制点负责保持遗传的准确性, 通过

Survivin对细胞周期的调节作用, 使肿瘤细胞逃

避细胞周期G2/M期检测点的监测, 从而抵抗因

DNA损伤或突变自身诱导的细胞凋亡, 导致肿

瘤细胞异常分裂增殖[14]. 有研究表明, Survivin
的表达上调与直肠癌凋亡指数下降、转移率增

高、总体存活率缩短、预后不良和复发率增加

有关[15]. 这些研究提示, 通过抑制Survivin的表达

来诱导肿瘤细胞的凋亡、降低转移率是行之有

效的, 在前期的研究中, 我们已经证实应用RNAi
技术靶向Survivin的shRNA可以降低Survivin蛋白

的表达, 抑制结肠癌细胞的增殖[16]. 熊英等[17]也得

出相似的结论. 有关胃癌[18]、子宫内膜癌[19]、前

列腺癌[20]、肺癌[21]等的研究也有相关的报道.
CD44是分布广泛的单链膜表面糖蛋白, 可

赋予肿瘤细胞很强的侵袭及迁移能力, 其基因

位于人类第11号染色体短臂上, 分为: (1)CD44
标准体(CD44s); (2)CD44拼接变异体(CD44v). 
Tanabe等[22]认为: CD44变异型主要通过与胞外

多种基质成分结合(如透明质酸等), 一方面介导

了肿瘤细胞与胞外基质的黏附, 有利于肿瘤细

胞在原发病灶部位“定居”; 另一方面还可以

激发活体细胞内某些信号的传导机制, 使肿瘤

细胞分泌蛋白水解酶, 加速胞外基质的降解, 赋
予他们很强的浸出行为及迁移能力, 从而构成

肿瘤细胞的侵袭性和易转移性, 有利于肿瘤细

胞的扩散. CD44v表达阳性的癌细胞与激活的淋

巴细胞具有很多共性, 其模仿淋巴细胞执行了

■应用要点
本实验方法若在
以后的科研和临
床工作中证实确
实可行的话, 那么
在肿瘤基因治疗
的疗效方面将会
取得更大突破, 各
种化疗药物的应
用将大大减少, 不
仅医疗费用将会
明显降低, 药物不
良反应也会大幅
降低.

图 7 转染后细胞迁移能力的变化(×400). A: 共转染组; B: CD44v3组; C: Survivin组; D: 阴性对照组.
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细胞-细胞和细胞-基质的相互作用, 并最终进入

循环系统渗入周围组织, 这些为肿瘤扩散所必

须[23]. 同时卓文磊等[24]也推测转移机制与淋巴

有关. CD44v3是细胞黏附分子CD44变异型中的

一个, 介导细胞和细胞外基质之间的相互作用, 
参与肿瘤细胞的增殖、分化、黏附、迁移及肿

瘤血管形成等重要过程, 在肿瘤的发展和转移

中起重要作用. Mayer等[25]发现, CD44v3在胃癌

中的表达与淋巴管浸润和淋巴转移密切相关. 
Wang等[26]研究表明CD44v3在头颈肿瘤患者转

移性淋巴结中有过度表达.
在恶性肿瘤发生的癌基因研究中, 不少学

者提出了多基因协同作用的假设, 认为在肿瘤

发生发展的各阶段, 至少有两个或两个以上功

能不同的异常激活的癌基因各自发挥不同作用, 
并在时间和空间上相互配合, 协同加强了细胞

的癌变[27]. 有实验研究表明, Survivin、Bcl-2在
胃癌的发生中存在协同作用[28], 张东梅等[29]研究

表明, FUS1和IL-12联合转染在诱导肺癌细胞凋

亡方面具有良好的协同作用. 本研究结果也显

示, Survivin蛋白和CD44v3蛋白在SW480结直肠

癌细胞中高表达, 分别靶向两者基因的实验组

在抑制细胞生长增殖、加速细胞凋亡、减弱细

胞迁移力以及减少蛋白表达方面作用程度相当, 
而共转染组与单独转染组相比抑制作用更强, 
其中蛋白抑制率达到84.2%±0.3%(Survivin)和
77.3%±0.1%(CD44v3), 这提示两基因在大肠癌

的发生和发展方面很可能存在协同或互补作用. 
首先, Survivin和CD44v3可能在细胞周期调

控点上存在协同作用. CD44分子是目前已知的

透明质酸酶和透明质酸的主要受体, 透明质酸

主要是通过CD44受体途径对肿瘤细胞、内皮细

胞产生一系列影响. Lisignoli等[30]的研究结果表

明, 透明质酸可以降低抗Fas抗体介导的凋亡, 其
机制之一就是与其配体CD44结合. 细胞周期能

否启动进行细胞增殖主要调控点在G1期, 称为

限制点, 一旦通过该点, 势必进入S期, 完成整个

细胞增殖周期. 研究发现, 透明质酸酶的cDNA
上的一个蜕皮激素诱导的启动子结合在肿瘤细

胞结构基因的上游, 促进其通过限制点进入S期, 
从而使S期和G2-M期细胞比例增加G0-G1期细胞

比例减少[31]. 而Survivin对细胞周期具有调节作

用, 使肿瘤细胞逃避细胞周期G2/M期检测点的

监测, 从而抵抗因DNA损伤或突变自身诱导的

细胞凋亡, 导致肿瘤细胞异常分裂增殖, 由此可

推测, Survivin和CD44v3在细胞周期调控点上存

在某些相似机制; 其次, Survivin和CD44v3在增

强肿瘤细胞迁移性或侵袭性方面可能存在协同

作用. Coma等[32]研究发现, 使用针对Survivin反
义核酸和siRNA均可促进肿瘤组织血管内皮细

胞凋亡, 抑制血管内皮细胞迁移. 透明质酸能上

调肿瘤细胞、内皮细胞表面CD44分子的表达[33], 
实验表明, 透明质酸片段与内皮细胞表面的透

明质酸受体(CD44等)结合后, 可以通过激活局

部的MAP酶的途径, 促进内皮细胞的增殖和运

动, 这一作用在体内、体外实验中均得到了证

实[34], 由此可推测Survivin和CD44v3在增强肿瘤

细胞迁移性或侵袭性方面存在相似性.
两者在以上两方面的协同作用可能同时

影响细胞生物学行为的其他方面, 使共转染组

在本实验中表现的抑制作用最强 ,  从而证明

shRNA的联合转染在基因治疗肿瘤方面更具有

有效性, 因而为肿瘤的基因治疗提供一种更有

效的方法, 但两基因协同作用的具体作用机制

以及结合位点还需要进一步研究和探讨, 而且

此治疗方法对机体其他部位有无不良反应还需

后续实验进一步验证.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion of discovered on GIST-1 (DOG1), CD117 
and platelet-derived growth factor receptor 
alpha (PDGFRA) in gastrointestinal stromal tu-
mors (GISTs) by analyzing their correlation with 
clinicopathologic features and risk degree of 
GISTs.

METHODS: The expression of DOG1, CD117 and 
PDGFRA was detected by immunohistochemistry 
in 63 cases of GISTs and 43 cases of non-GISTs. 
The correlation of expression of DOG1, CD117 
and PDGFRA with clinicopathologic factors and 
risk degree of GISTs was then analyzed.

RESULTS: The positive expression rates of 

DOG1, CD117 and PDGFRA in GISTs were 
84.13% (53/63), 90.48% (57/63) and 3.17% 
(33/63), respectively. The positive expression 
rates of DOG1 and CD117 in GISTs were sig-
nificantly higher than that of PDGFRA (both P 
< 0.01). Of six CD117-negative cases, all were 
positive for DOG1 and five positive for PDG-
FRA. The positive expression rates of DOG1, 
CD117 and PDGFRA in patients with non-GISTs 
were 11.63%, 16.28% and 6.98%, respectively. 
The expression of DOG1 and PDGFRA had no 
significant association with gender, age, tumor 
location, tumor size, mitotic phase, histotype, or 
risk degree, while the expression of CD117 was 
related with tumor location and histotyoe (P = 
0.008, 0.045). Tumors derived from the mesen-
tery, abdominal cavity and epiploon had higher 
positive rates of CD117 than those derived from 
the stomach, small intestine, colon and rectum 
(50.00% vs 94.74%, P = 0.008). CD117 was highly 
expressed in spindle-cell and epithelial-cell 
types.

CONCLUSION: Both DOG1 and CD117 are 
highly expressed in GISTs and can serve as spe-
cific diagnostic markers for GISTs. DOG1 has a 
good sensitivity and specificity in the diagnosis 
of GISTs, especially KIT-negative GISTs. Detec-
tion of DOG1, CD117 and PDGFRA expression 
can not be used for assessing the risk degree of 
GISTs.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumor; Discov-
ered on GIST-1; Kit; Platelet-derived growth factor 
receptor alpha; Clinicopathologic features; Risk de-
gree

Sui XL, Hao W, Sun XW. Expression of DOG1, CD117 
and PDGFRA in gastrointestinal stromal tumors. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 912-918

摘要
目的: 探讨DOG1、CD117和血小板衍生生长
因子受体α(PDGFRA)在胃肠道间质瘤(GISTs)
诊断中的意义, 并分析与其GISTs临床病理因
素和危险度的关系. 

®

■背景资料
胃 肠 道 间 质 瘤
( G I S Ts ) 是 最 常
见 的 胃 肠 道 间
叶 源 性 肿 瘤 ,  遗
传学上具有c-kit
或PDGFRA基因
激 活 突 变 ,  通 常
CD117免疫表型
阳性. 近年来, 随
着GISTs有效靶向
治疗的新近发展, 
GISTs患者的预后
已显著提高, 因此
对于GISTs的准确
诊断变得尤为重
要 ,  但迄今为止 , 
GISTs诊断除了结
合肿瘤的解剖学
位置、组织形态
等特征外, 主要依
赖于免疫组织化
学CD117和CD34
蛋 白 表 达 的 证
实 ,  但仍有5%的
GISTs缺乏CD1l7
表达. 

■同行评议者
宋军, 副教授, 武
汉协和医院消化
科
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方法: 应用免疫组织化学Envision二步法检测
63例GISTs及43例非GISTs间叶源性肿瘤患者
中DOG1、CD117及PDGFRA的表达, 并分析
上述免疫组织化学指标与临床病理因素(性
别、年龄、部位、肿瘤大小、核分裂象、组
织学类型)和危险度的相关性. 

结果: G I S Ts中D O G1、C D117和P D G-
F R A阳性表达率分别为84.13%(53/63)、
90.48%(57/63)、52.38%(33/63), DOG1、
CD117与PDGFRA相比, 差异显著(均P <0.01), 
而其中CD117阴性的6例GISTs均表达DOG1
阳性, 5例表达PDGFRA阳性; 非GISTs间叶源
性肿瘤中DOG1、CD117及PDGFRA阳性表
达率分别为11.63%、16.28%、6.98%. DOG1
及P D G F R A的表达在不同性别、年龄、部
位、肿瘤大小、核分裂象、组织学类型之间
没有显著性差异, 与危险度亦无相关性. 但
CD117的表达与部位及组织学类型有关(P  = 
0.008, 0.045), 其他部位(肠系膜、腹腔、网
膜)CD117表达率低于胃、小肠、结肠及直肠
(50.00% vs  94.74%, P  = 0.008). 且梭型及上皮
型中CD117高表达.

结论: DOG1和CD117可以作为GISTs诊断的
特异性标志物; 对于KIT阴性的GISTs, DOG1
检测的加入, 将在病理学和临床上进一步完善
诊断依据; DOG1、CD117和PDGFRA不能作
为判断危险度的指标.

关键词: 胃肠道间质瘤; DOG1; KIT蛋白; 血小板衍

生生长因子受体α; 临床病理因素; 危险度
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)是一类特殊的起源于胃肠道间叶组织的

肿瘤, 占胃肠道间叶肿瘤的大部分, 通常CD117
免疫表型阳性, 遗传学上频发c-ki t或血小板衍

生生长因子受体α(platelet-derived growth factor 
receptor alpha, PDGFRA)基因激活突变. 近年来, 
随着GISTs有效的靶向治疗的新近发展, GISTs
患者的预后已显著提高, 因此对于GISTs的准确

诊断变得尤为重要, 尤其对于KIT表达缺失的

GISTs. DOG1(discovered on GIST-1)是一种新近

发现的GISTs的特异性标志物, 与KIT的总体敏

感性几乎相同[1]. 本研究通过对63例GISTs及43

例非GISTs间叶源性肿瘤组织标本进行免疫组

织化学检测, 以进一步探讨GISTs免疫组织化学

结果在诊断中的意义及其与临床病理相关因素

和危险度分级的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集哈尔滨医科大学附属第三医院自

2004-01/2008-12经手术切除的资料完整、诊断

明确的GISTs患者组织标本63例, 其均为原发性

肿瘤. 本组63例患者中, 男31例, 女32例, 男女比

例1∶1; 年龄24-83(中位年龄56)岁; 肿瘤大小

1.5-29(中位值9.0)cm; 病灶位于胃34例(54%), 小
肠13例(21%), 直肠7例(11%), 结肠3例(5%), 其他

部位(肠系膜、腹腔、网膜)6例(10%); 组织学类

型中, 梭型52例(83%), 上皮型6例(10%), 混合型

5例(8%); 根据美国国立卫生研究院(NIH)确定

的GIST危险度分级(2008年)进行分级(表1)[2], 其
中极低危险度4例(6%), 低危险度13例(1%), 中
危险度19例(30%), 高危险度27例(43%). 另收集

非GISTs间叶源性肿瘤组织标本43例, 均经复诊

明确诊断, 其中神经鞘瘤25例, 平滑肌瘤12例, 
平滑肌肉瘤6例. DOG1、CD117、PDGFRA单克

隆抗体及免疫组织化学试剂盒均购自北京中杉

金桥有限公司, 即用型.
1.2 方法 所有标本均经10%甲醛固定, 常规石蜡

包埋, 3 μm切片, 染色步骤和抗体稀释度均按产

品说明书进行. PBS代替一抗做阴性对照, 显微

镜下观察结果. 结果评定DOG1染色主要位于细

胞质, 少量位于细胞膜, CD117染色以细胞质为

主, 少量亦定位于细胞膜, PDGFRA主要为细胞

质染色. 根据显微镜下有无阳性细胞及其个数

进行分类: 阴性(-), 阳性细胞数<5%; 弱阳性(+), 
棕色颗粒, 阳性细胞数5%-25%; 阳性(++), 褐色

颗粒, 阳性细胞数25%-50%; 强阳性(+++), 深褐

色颗粒, 阳性细胞数>50%.
统计学处理 采用SPSS13.0软件对数据进行

统计学处理, 计数资料组间比较采用χ2检验, 以P 
≤0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 GISTs患者中DOG1、CD117、PDGFRA的

表达 DOG1染色主要位于细胞质, 少量位于细

胞膜, CD117染色以细胞质为主, 少量亦定位

于细胞膜, PDGFRA主要为细胞质染色, 均呈

弥漫性分布(图1). DOG1阳性表达率为84.13%, 
其中弱阳性(+)18例(28.57%), 阳性(++)12例
(19.05%), 强阳性(+++)23例(36.51%); CD117阳

■研发前沿
近年来, DOG1的
研究已成为GISTs
领域的一个热点.
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性率为90.48%, 高于DOG1阳性表达; PDGFRA
为52.38%. 其中DOG1、CD117与PDGFRA相比, 
差异有统计学意义(均P <0.01). 另外CD117阴性

的6例病例中, 均表达DOG1阳性, 5例表达PDG-
FRA阳性(表2).
2.2 非GISTs患者中DOG1、CD117、PDGFRA
的表达  D O G1的表达率低于C D117, 分别为

11.63%和16.28%, 其中神经鞘瘤3例, 平滑肌瘤1
例, 平滑肌肉瘤1例表达DOG1阳性; PDGFRA为

6.98%(表3).
2.3 DOG1、CD117及PDGFRA与GISTs患者临床

病理因素及危险度分级的相关性 DOG1、PDG-
FRA与患者性别、年龄、部位、肿瘤大小、核

分裂象及组织学类型无统计学差异, 与危险度亦

无相关性, 而CD117的表达却与部位及组织学类

型有关, 其他部位(肠系膜、腹腔、网膜)CD117
表达率低于胃、小肠及结直肠, 且CD117高表达

于梭型及上皮型中, 具有统计学意义(表4).

3  讨论

GISTs是一类特殊的起源于胃肠道间叶组织的

肿瘤, 占胃肠道间叶肿瘤的大部分, 组织学上由

梭形、上皮样、偶或多形性细胞排列成束状或

弥漫状图像, 免疫表型上表达c-kit基因蛋白产物

KIT(CD117), 由突变的c-kit或PDGFRA基因驱动

的特殊肿瘤[3]. 国外研究报道, GISTs发病率约为

1-2/10万[4], 仅占全部胃肠道肿瘤的3%以下, 但
却是最常见的胃肠道间叶源性肿瘤, 发生于消

化系的任何部位, 最常发生于胃(60%-70%), 其
次是小肠(20%-30%), 结肠、直肠(5%), 发生于

食管<5%, 偶见在网膜和肠系膜[5-8], 发病高峰

位于55-65岁, 男稍多于女, 或男女相等, 无明显

差异[9-12]. 我们的资料显示, 病灶亦主要位于胃, 
占54%(34例), 小肠21%(13例), 直肠11%(7例), 
结肠5%(3例), 其他部位肠系膜、腹腔、网膜

10%(6例); 男31例, 女32例, 男女比例1∶1; 年龄

24-83(中位年龄56)岁, 与文献报道相似.
CD117作为GISTs相对特异的标志物, 具有

良好的敏感性, 在绝大多数GISTs中弥漫强表达,  
阳性率85%-94%, 也就是说几乎所有的GISTs
均有c-Kit表达, 因此CD117已成为GISTs特征性

标志[13]. 我们的研究中CD117阳性率为90.48%, 
与文献报道相一致. CD117亦可作为治疗的靶

点, 其通过TKIs抑制KIT和PDGFRA激酶已经使

GISTs的治疗发生了革命性的变化, 因此特异性

诊断对合适的患者提供了潜在拯救生命的治疗. 
但是CD117并不是GISTs绝对特异、敏感的指

标, 仍有5%的GISTs缺少CD117的表达, 另外有文

献报道, 精原细胞瘤、肥大细胞瘤、恶性黑色素

瘤均表达CD117[14], 这增加了GISTs诊断的难度.
2003年Heinrich等[15]报道了GISTs中存在

PDGFRA基因激活突变, 并进一步通过Western 
blot证实了PDGFRA蛋白的表达, 使得PDGFRA
成为一种诊断GISTs的新的标志物. 我们的结

果显示PDGFRA为52.38%, 敏感性较低, 且与

CD117相比, 有统计学差异(P <0.01), 但CD117
阴性的6例病例中, 5例表达阳性, 显示PDGFRA 
在CD117阴性GISTs中高表达, 与文献[16,17]报
道一致, 提示与CD117联合应用有诊断意义. 但
PDGFRA并不是GISTs的特异性标志物, 由于石

蜡包埋的组织中PDGFRA缺乏可靠的抗体, 其
免疫组织化学染色情况国内外文献报道仍较少, 
且结果也不一致[16-21], 加上许多易与GISTs混淆

的肉瘤(如平滑肌肉瘤、滑膜肉瘤等)也可检测

出PDGFRA抗体表达, 潜在否定了其应用及诊断

价值, 临床上应用较少.
由于第一代和第二代酪氨酸激酶抑制剂药

物的有效性, GISTs的精确诊断已变得极为重要, 
但迄今为止, GISTs诊断除了结合肿瘤的解剖学

■相关报道
Miettinen等的研
究发现 G I S Ts 中
D O G 1 和 K I T 的
总体敏感性几乎
相 同 :  9 4 . 4 % 和
94.7%, 并且GISTs
中的结果普遍一
致 ;  Kang等的研
究 显 示 D O G 1、
CD117的表达与
组织类型有关, 梭
型细胞中高表达, 
CD117高表达, 亦
见于女性患者, 而
PDGFRA表达与
部位有关, 非小肠
部位表达率明显
增 高 ;  张 著 学 等
发现PDGFRA及
CD117的表达在
组织学分型之间
比较, 差异均有显
著性.

表 1 原发GISTs切除术后危险度分级

     
肿瘤原发部位

肿瘤大小

(cm)

核分裂数(每50

个高倍视野)
危险度分级

任何部位 <2.0    ≤5 极低度

任何部位   2.1-5.0    ≤5 低度

胃   2.1-5.0    >5 中等度

任何部位 <5.0       6-10 中等度

胃   5.1-10.0    ≤5 中等度

肿瘤破裂 任何大小  无论多少 高度

任何部位 >10   无论多少 高度

任何部位 任何大小    >10 高度

任何部位 >5.0    >5 高度

非胃来源   2.1-5.0    >5 高度

非胃来源   5.1-10.0    ≤5 高度

表 2 DOG1、CD117、PDGFRA在GISTs中的表达

     
类别 -(n ) +(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

DOG1 10 53 84.13 1.145 0.285

CD117   6 57 90.48 22.400 0.000b

PDGFRA 30 33 52.38 14.651 0.000d

bP<0.01 vs  PDGFRA; dP<0.01 vs  DOG1.
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位置、组织形态等特征外, 主要依赖于免疫组

织化学CD117和/或CD34蛋白表达的证实. 对于

大约5%组织形态学可疑的GISTs, 由于其免疫组

织化学染色CD117呈阴性, 使其精确性诊断变得

复杂化, 虽然KIT和PDGFRA突变筛选在这种情

况下是有益的, 但是其增加了诊断的时间和成

本, 况且目前国内大多数单位尚不具备检测c-Kit
突变的条件, 这就促使很多病理学者试图寻找其

他对GISTs诊断和预后有用的新的标志物. 
DOG1是新近发现的GISTs的一种特异性标

志物, 由West等[22]利用基因表达分析筛选出的

选择性高表达于GISTs的基因, 定位于人类染色

体11q13, 含有26个外显子, 编码960个氨基酸组

成的分子量为114 000 Da的蛋白[23,24]. 此蛋白有

8个穿膜的功能区, 被认为是一种钙调控的氯离

子通道蛋白[25]. 目前对DOG1基因进行检测分析, 
发现并未存在突变型DOG1基因[26]. 但遗憾的是, 

对其功能尚不明确. 
近年来, DOG1的研究已成为GISTs领域的

一个热点. 国外大多数研究报道[27,28], GISTs中
DOG1和KIT的总体敏感性几乎相同, 均达95%
以上, 并且GISTs中的结果普遍一致, 而与CD117
联合用于GISTs的诊断具有较好的互补性. 目
前国内亦有此方面研究[29-32], DOG1阳性表达率

96.1%以上, 与国外文献报道一致, 但也存在一

定的分歧. 我们的研究发现, DOG1在GISTs的总

阳性率为84%, 这与Espinosa等[33]及尹慕军等[30]

的结果一致, 虽阳性表达率低于CD117(91%), 但
对于CD117阴性的6例标本, DOG1几乎均为阳

性, 这一点证实了DOG1至少可以作为GISTs明
确诊断的必要补充, 对于易漏诊的部分病例提

供了潜在的诊断依据. DOG1染色强度中, 强阳

性敏感性较高, 显著高于弱阳性和阳性(36.5% 
vs  28.6%, 19.0%). 在GISTs中, DOG1与PDG-

图 1 GISTs DOG1、CD117和PDGFRA的表达(Envision二步法×400). A: DOG1阳性; B: DOG1阴性; C:CD117阳性; D: CD117

阴性; E: PDGFRA阳性; F: PDGFRA阴性.

A

D

B

E

C

F

表 3 DOG1、CD117、PDGFRA在非GISTs中的表达 n (%)

     
类别 n

                   DOG1                  CD117                PDGFRA

        -       +         -      +         -      +

神经鞘瘤 25 22(88.00) 3(12.00) 21(84.00) 4(16.00) 23(92.00) 2(8.00)

平滑肌瘤 12 11(91.67) 1(8.33) 10(83.33) 2(16.67) 11(91.67) 1(8.33)

平滑肌肉瘤   6   5(83.33) 1(16.67)   5(83.33) 1(1.67)   6(100.00) 0(0.00)

合计 43   8(88.37) 5(11.63) 36(83.71) 7(16.28) 40(93.02) 3(6.98)

■创新盘点
本 研 究 发 现
DOG1及PDGFRA
的表达在不同性
别 、 年 龄 、 部
位、肿瘤大小、
核分裂象、组织
学类型之间没有
显 著 性 差 异 ,  与
危险度亦无相关
性, 但CD117的表
达与部位及组织
学类型有关, 其他
部位(肠系膜、腹
腔、网膜)CD117
表达率低于胃、
小肠、结肠及直
肠, 且梭型及上皮
型中CD117高表
达.
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FRA表达率相比, 有统计学意义, 其敏感性高于

PDGFRA. DOG1在非GISTs中的阳性率普遍

偏低(神经鞘瘤12%, 平滑肌瘤8%, 平滑肌肉瘤

17%), 对于GISTs的鉴别诊断提供了良好的特

异性标志物.
对于DOG1、CD117及PDGFRA与临床病

理因素与危险度的相关性, 文献报道较少, 且结

果存在较大的差异. 张著学等[34]发现PDGFRA及

CD117的表达在组织学分型之间比较差异均有显

著性, PDGFRA在混合细胞型表达率高(81%), 而
CD117在梭形细胞型表达率高(98%); Kang等[35]的

研究显示, DOG1、CD117的表达与组织类型有

关, 梭型细胞中高表达, CD117高表达亦见于女

性患者, 而PDGFRA表达与部位有关, 非小肠部

位表达率明显增高; 甄丽影等[29]、Espinosa等[33]

分析发现DOG1表达与基因突变类型、突变位

置、肿瘤大小、肿瘤级别和患者年龄均没有相

关性; 但尹慕军等[30]发现, DOG1蛋白表达情况

与肿瘤发生部位、细胞丰富程度、细胞核异形

性及Fletcher危险程度分级有关. 我们的研究发

现, DOG1的表达与在不同性别、年龄、部位、

肿瘤大小、核分裂象、组织学类型间无显著性

差异, 与甄丽影等[29]、Espinosa等[33]的结果一致, 
与危险度亦无相关性, 但P  = 0.051, 值得我们大

样本试验进一步证实; CD117的表达在部位及组

织学类型之间比较有显著性差异, 其他部位(肠
系膜、腹腔、网膜)CD117表达率低于胃、小肠

及结直肠, 且梭型及上皮型中CD117高表达, 而
PDGFRA的表达与临床病理因素及危险度分级

无相关性, 我们的结果与以上各研究小组间有

一定的差异, 这仍需要更进一步深入的研究. 
目前GISTs的临床病理和治疗研究已取得

■应用要点
D O G 1 是 一 种 新
型 的 更 加 敏 感
而 特 异 的 标 志
物 ,  选 择 性 高 表
达于GISTs, 且其
表达并不依赖于
c-kit 或PDGFRA
基 因 突 变 状 态 , 
而与CD117的总
体敏感性几乎相
同, 其与CD117、
PDGFRA的联合
使用将在病理学
和临床上进一步
完善诊断依据, 在
GISTs的辅助诊断
中意义重大.

表 4 GISTs中DOG1、CD117及PDGFRA表达与临床病理因素及危险度的相关性

     
临床病理特征   n

DOG1 CD117  PDGFRA

    n (%)   χ2值   P值     n (%)   χ2值  P值     n(%)  χ2值   P值

性别

    男 31 26(83.87) 0.003 0.956 28(90.32) 0.002 0.967 16(51.61) 0.104 0.904

    女 32 27(84.38) 29(90.63) 17(53.13)

年龄(岁)

    ≤50 20 16(80.00) 0.374 0.541 19(95.00) 0.696 0.404 12(60.00) 0.682 0.409

    >50 43 37(86.05) 38(88.37) 21(48.84)

部位

    胃 34 27(79.41) 4.433 0.351 32(94.12) 13.800 0.008 19(55.88) 0.883 0.927

    小肠 13 13(100) 13(100.00)   6(46.15)

    直肠   7   5(71.43)   6(85.71)   3(42.86)

    结肠   3   3(100.00)   3(100.00)   2(66.67)

    其他   6   5(83.33)   3(50.00)   3(50.00)

肿瘤大小(cm)

    ≤2   4   4(100.00)    6.182 0.103   3(75.00) 3.382 0.336   3(75.00) 1.837 0.607

    2.1-5 18 12(66.67) 18(100.00) 10(55.56)

    5.1-10 26 23(88.46) 23(88.46) 14(53.85)

    >10 15 14(93.33) 13(86.67)    6(40.00)

核分裂象(个/50HPF)

    ≤5 43 35(81.40) 1.021 0.600 40(93.02) 2.397 0.302 24(55.81) 1.304 0.521

    6-10 17 15(88.24) 15(88.24)   7(41.18)

    >10   3   3(100.00)   2(85.00)   2(45.00)

组织学类型  

    梭型 52 43(82.69) 1.026 0.599 48(92.31) 6.223 0.045 25(48.08) 2.406 0.300

    上皮型   6   5(83.33)   6(100.00)   4(66.67)

    混合型   5   5(100.00)   3(60.00)   4(80.00)

危险度

    极低度   4   4(100.00) 7.764 0.051   3(75.00) 3.758 0.289   3(75.00) 1.151 0.765

    低度 13 10(76.92) 13(100.00)   7(53.85)

    中度 19 13(68.42) 18(94.74)   9(47.37)

    高度 27 26(96.30) 23(85.19) 13(48.15)
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巨大进展, 但还有许多问题有待回答, 尤其在肿

瘤发生机制、生物学行为预测和更有效治疗等

方面. CD117及PDGFRA在GISTs中的研究已经

相当成熟, 但与临床病理因素及危险度的关系

仍不甚清楚, 矛盾较大, DOG1具体生物学功能

及在GISTs中高表达的机制尚不清楚, 需要更进

一步深入的研究. 但毋庸置疑是, DOG1可以作

为GISTs患者明确诊断的一种特异性标志物, 尤
其对于CD117阴性的患者, DOG1的检测具有

诊断价值. 相信随着对GISTs研究的不断深入, 
DOG1、CD117及PDGFRA在GISTs的发生机

制、诊断、治疗及预后中的作用将会逐渐表现

出来. 对于明确诊断GISTs患者, 研究更好的靶

向治疗药物, 延长患者生存期及改善患者预后

意义重大. 
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Abstract
Gastric cancer remains the second leading cause 
of cancer death worldwide. Currently, chemo-
therapy is the mainstay of treatment for patients 
with metastatic gastric cancer. Although new 
chemotherapeutic regimens improved the sur-
vival of patients with advanced gastric cancer, 
the median survival in all randomized trials 
remains unsatisfactory. Novel treatment options 
are urgently needed to improve the outcome of 
patients with advanced gastric cancer. Under-
standing the molecular pathways that character-
ize cell growth, apoptosis, angiogenesis and in-
vasion has enabled us to use new approaches to 
treat this disease in clinical situations. The aim 
of this review is to summarize the most recent 
publications on targeted therapies for advanced 
gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Molecularly targeted 
therapy; Epidermal growth factor receptor; Vascu-
lar endothelial growth factor; Multityrosine kinase 
inhibitors
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摘要
胃癌死亡率占全球第2位. 目前, 化疗仍是晚
期胃癌的主要治疗手段. 尽管新药联合化疗
在一定水平改善了患者的生存, 但晚期胃癌
中位生存仍不尽人意. 迫切需要新的治疗手
段改善患者的生存. 随着胃癌分子生物学研
究的不断深入, 针对肿瘤细胞生长、凋亡、

侵袭浸润以及血管生成等分子靶点提出的分
子靶向治疗成为胃癌综合治疗的热点. 本文
将对近几年报道的晚期胃癌的分子靶向治疗
结果进行简要综述. 

关键词: 胃癌; 分子靶向治疗; 表皮生长因子受体; 

血管内皮生长因子; 多酪氨酸激酶抑制剂
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0  引言

我国是世界上胃癌发病最高的国家之一, 每年

新发病例近40万, 约占全世界的42%, 并且多数

患者在诊断时已属晚期[1,2]. 尽管近年来Ⅲ期临

床试验结果表明, 奥沙利铂、多西紫杉醇、卡

培他滨和伊立替康治疗胃癌显示出较好的疗效, 
但5年生存率仍<15%[3]. 因此, 迫切需要新的治

疗手段改善患者的生存. 抗表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)和抗血

管生成等靶向治疗药物成为近年来胃癌研究的

热点, 但目前有初步结果的研究多为Ⅰ期和Ⅱ

期, 仅有两项Ⅲ期临床试验-ToGA和AVAGAST
研究得出了初步结论. 本文将对近几年报道的

晚期胃癌的分子靶向治疗结果进行简要介绍和

讨论. 

1  EGFR靶向治疗

EGFR家族成员包括EGFR1、HER-2、HER-3和
HER-4. 最近研究结果显示, 86%的胃癌和胃食
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管结合部(gastro-esophageal junction, GEJ)肿瘤

组织表达EGFR1[4], 22.1%表达HER-2[5]. EGFR与
特异性配体结合后, 通过相应的酪氨酸激酶的

自身磷酸化作用激活受体, 从而激发细胞内多

条信号转导通路而促进肿瘤细胞分裂、迁移、

血管生成以及抑制肿瘤细胞凋亡. 已有研究证

实EGFR与肿瘤早期复发有关, 是预后不良因素

之一. 目前针对EGFR1和HER-2靶点的药物正在

进行胃癌方面的临床试验. 
1.1 抗EGFR单抗 2007年Pinto等[6]报道了西妥昔

单抗联合FOLFIRI方案治疗进展期胃癌或GEJ
腺癌疗效和毒性的Ⅱ期临床研究结果. 该研究

是首次报道的西妥昔单抗联合化疗一线治疗进

展期胃癌的临床试验. 该试验入组38例患者(中
位年龄63.5岁; 胃癌占89.5%, GEJ腺癌占10.5%; 
局部晚期占13.2%, 远处转移占86.8%), 总反应

率(overall response rates, ORR)达44.1%, 中位疾

病进展时间(time to progression, TTP)8 mo, 中位

随访11 mo, 55.3%的患者仍然存活. 研究表明西

妥昔单抗联合FOLFIRI方案一线治疗进展期胃

癌有效, 且无严重不良反应. 
继Pinto等报道之后, 近几年许多学者报道

了西妥昔单抗联合不同化疗方案治疗胃癌的Ⅱ

期临床研究, 涉及新辅助治疗、一线治疗[7-9]和

二线治疗[10], 研究初步显示了良好的前景. 2010
年ASCO年会上, Enzinger等[11]报道了以西妥昔

单抗为基础, 尝试与E C F(表柔比星+顺铂+氟
尿嘧啶)、IC(伊立替康+顺铂)、FOLFOX不同

方案组合一线治疗转移性食管或GEJ腺癌的临

床研究(CALGB 80403/ECOG 1206)结果, 以求

探索最佳的化疗配伍方案. 从2006-09/2009-05
共入组了245例患者, 3组中位无进展生存时间

(progression-free survival, PFS)分别是5.6、5.0
和5.7 mo; 中位总生存时间(overall survival, OS)
分别是10、8.6和10 mo. 尽管ECF联合西妥昔单

抗组有效率最高(58%), 但治疗相关的死亡率也

最高, 较多患者需要调整剂量; IC联合西妥昔单

抗有效率和生存期最差, 同时不良事件也多; 而
FOLFOX联合西妥昔单抗组疗效(有效率为51%)
和安全性都较为满意. 不足之处是研究并未设

立单纯化疗的对照组, 无法科学地判断西妥昔

单抗在胃癌中的疗效, 更直接的证据应该期待

Ⅲ期临床试验的结果. 另外值得注意的是, 该研

究入组的患者为食管或GEJ腺癌, 而我国患者

胃癌好发于胃窦部, 所以对于我国胃癌患者, 西
妥昔单抗与化疗的最佳配伍方案仍有待进一步
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研究.
目前正在进行的一项多中心Ⅲ期临床试验, 

(EXPAND)比较西妥昔单抗联合卡培他滨+顺铂

一线治疗进展期胃癌和GEJ腺癌的疗效. 该研究

计划入组800例患者, 研究的首要终点是PFS. 该
试验的结果将进一步阐明西妥昔单抗在胃癌靶

向治疗中的意义. 
1.2 抗HER-2单抗 曲妥珠单抗是以HER-2为靶点

的人源化单克隆抗体. HER-2的过度表达常见于

乳腺癌、卵巢癌及胃癌等, 与肿瘤的侵袭、转

移、化疗耐药及预后不良有明显的相关性[12-14]. 
研究显示[5], 肠型胃癌HER-2的表达率高于弥漫

型胃癌(34% vs  6%), GEJ腺癌HER-2的表达率高

于胃癌(32% vs  18%). 
2009年ASCO年会上Van Cutsem等报道了曲

妥珠单抗联合5-FU/卡培他滨+顺铂(H+CT)对比

单独化疗(CT)治疗HER-2阳性进展期胃癌的随

机多中心Ⅲ期临床研究结果(ToGA研究)[5]. 来自

欧洲、拉丁美洲和亚洲的594例患者按1∶1的
比例随机分成H+CT组或单纯CT组, 化疗每3 wk
为1个周期, 共6个周期, 曲妥珠单抗持续用药至

疾病进展. H+CT组和单纯CT组中亚洲人群分别

占53%和56%, 肠型胃癌分别占76.8%和74.2%, 
中位OS分别是13.8、11.1 mo(P  = 0.0048; HR = 
0.74; 95%CI: 0.60-0.91). 亚组分析显示, HER-2
表达IHC++/FISH+或IHC+++患者中位OS分别

为16.0、11.8 mo(HR = 0.65); 肠型胃癌是预后良

好因素, 而弥漫性胃癌是预后不良因素. H+CT
组和单纯CT组的ORR分别是47.3%、34.5%(P  = 
0.0017). 两组不良事件无统计学差异, 尽管左心

室射血分数下降H+CT组高于单纯CT组(5.9% vs  
1.1%). 这一结果将为HER-2高表达的晚期胃癌

患者提供了新的治疗选择, 也大大拓展了胃癌

靶向治疗的前进道路. 
尽管如此, ToGA研究亦引发诸多问题有待

解决. 首先, 胃癌HER-2检测流程与诊断的标准

化. 与乳腺癌不同, 胃癌异质性明显, HER-2分布

不均匀; 胃癌可见腺上皮的极性分布, 形成U型

(基底和侧面)不完整膜染色, 此型表达是否相当

于乳腺癌的完整膜阳性? 另外, 免疫组织化学判

断结果受人为因素影响较大. 其次, 耐药机制及

疗效预测标志物. HER-2阳性患者中近半数对曲

妥珠单抗治疗无效, 其耐药机制如何? 是否存在

更为敏感的疗效预测指标? 再次, 如何选择最佳

配伍化疗方案. 与欧洲常用的ECF不同, ToGA研

究采用了氟尿嘧啶类药物联合顺铂的二联化疗

www.wjgnet.com

■研发前沿
抗表皮生长因子
受体和抗血管生
成等靶向治疗药
物成为近年来胃
癌研究的热点.



曲晶磊, 等. 晚期胃癌分子靶向治疗的现状及其发展趋势                  921

www.wjgnet.com

方案, 其中位OS达到了13.8 mo. 其中可能的原

因: 一是HER-2阳性者多为肠型胃癌, 预后较好; 
二是配伍的化疗方案强弱适当, 使得靶向治疗

药物能最大限度地发挥作用. 上述问题的解决

仍有待更多Ⅲ期临床研究的深入开展. 

2  血管生成抑制剂

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)是目前所知作用最强的促血管内

皮生成的细胞因子. 多项研究表明VEGF在进展

期胃癌组织中的表达明显增高, 与肿瘤的浸润

转移及预后密切相关[15,16]. 贝伐单抗是重组人源

化抗VEGF单克隆抗体, 其与伊立替康、奥沙利

铂、氟尿嘧啶组成的化疗方案已用于晚期大肠

癌的治疗, 其在胃癌方面的研究目前尚处于临

床试验阶段. 
基于贝伐单抗联合化疗在Ⅱ期临床试验

中显示出良好的疗效和安全性[17,18], AVAGAST
随机双盲对照Ⅲ期临床试验在全球开展, 并在

2010年ASCO年会上公布了研究结果[19]. 该研究

纳入初治的局部晚期或转移性胃癌或GEJ腺癌

患者774例, 给予卡培他滨+顺铂(XP)联合贝伐

单抗或安慰剂治疗, 研究主要终点是OS, 次要

终点包括PFS和ORR. 结果显示化疗加安慰剂

组的OS为10.1 mo, 而化疗加贝伐单抗组为12.1 
mo(HR = 0.87; P  = 0.1002), 并未达到预期的研

究终点. 但是PFS延长了1.4 mo(5.3 mo vs  6.7 mo, 
P  = 0.0037), ORR增加了9%(37% vs  46%, P  = 
0.0315), 均达到了统计学差异. 从亚组分析上看, 
美国入组患者从贝伐单抗获得的生存益处最大

(6.8 mo vs  11.5 mo, HR = 0.63), 其次为欧洲入

组患者(8.6 mo vs  11.1 mo, HR = 0.85), 在亚洲入

组患者中几乎未观察到生存获益(12.1 mo vs  13.9 
mo, HR = 0.97), 其可能的原因是试验中不同地区

的患者在疾病进展后接受二线治疗的比例明显不

同(亚洲、欧洲、美洲分别为61%、31%和21%), 
可能影响了OS. 试验显示贝伐单抗安全性良好, 
主要的不良反应为高血压和出血. 目前多数学者

认为基于AVAGAST的研究结果, 并不能支持在晚

期胃癌患者常规使用贝伐单抗, 鉴于试验显示出

来的PFS优势, 主张进一步开展临床研究.

3  信号转导抑制剂

EGFR酪氨酸激酶抑制剂(EGFR-TKI)代表药物

有吉非替尼、埃罗替尼等. 吉非替尼是第一个

被FDA批准的EGFR-TKI, 主要用于治疗化疗

耐药的晚期非小细胞肺癌患者. Doi等[20]报道采

用吉非替尼每天250 mg或500 mg口服治疗75
例化疗失败的进展期胃癌患者, 疾病控制率为

18.3%、TTP为1.2 mo、中位OS为3.5 mo. Dra-
govich等[4]则采用埃罗替尼每天150 mg/d口服一

线治疗局部晚期或转移性胃食管腺癌, 并根据

肿瘤部位(GEJ/贲门和远端胃)进行分层. 在68例
(GEJ组43例, 胃癌组25例)可评价的病例中, 1例
患者达CR, 3例患者PR, 均为GEJ组患者. 中位

OS在GEJ组为6.7 mo, 胃癌组为3.5 mo. 研究显

示吉非替尼和埃罗替尼治疗胃癌疗效欠佳. 因
此有学者认为, 多靶点药物可能是治疗进展期

胃癌的新选择, 临床试验也相继开展. 
拉帕替尼是一种作用于EGFR1和HER-2双

靶点的酪氨酸激酶抑制剂. 比曲妥珠单抗更优

越的是其分子量小, 能够透过血脑屏障[21]. 拉帕

替尼已被美国FDA批准用于晚期乳腺癌的二线

治疗. 基础研究显示拉帕替尼联合化疗或曲妥

珠单抗能产生协同效应诱导胃癌细胞凋亡[22,23]. 
Iqbal等[24]报道了拉帕替尼一线治疗进展期或转

移性胃癌的SWOGⅡ期临床试验. 结果显示拉帕

替尼耐受性良好, 单药对进展期/转移性胃癌具

有一定的疗效, 值得进一步研究拉帕替尼与化疗

的联合作用. 2010年ASCO年会上报道了拉帕替

尼联合紫杉醇二线治疗亚洲HER-2+晚期胃癌患

者的Ⅲ期临床研究(TYTAN研究)的中期结果[25]. 
截至数据关闭, 107例患者进行了安全性分析, 
主要的不良反应为皮疹、中性粒细胞减少和腹

泻. 目前试验正在顺利进行中. 另外, 拉帕替尼

联合CapeOX方案(卡培他滨+奥沙利铂)一线治

疗晚期胃癌的Ⅲ期临床研究(LOGIC)也在进行

之中. 
索拉非尼是Raf酪氨酸激酶和多种受体酪

氨酸激酶(VEGFR-2、VEGFR-3、PDGFR-β、
KIT)抑制剂, 具有双重抗肿瘤作用, 既可通过阻

断由Raf/MEK/ERK介导的细胞信号传导通路而

直接抑制肿瘤细胞的增殖, 还可以通过作用于

VEGFR和PDCFR, 抑制新生血管的形成和切断

肿瘤细胞的营养供应而达到间接抑制肿瘤生长

转移的目的[26,27]. Sun等[28]的一项Ⅱ期临床试验

中, 采用索拉非尼联合多西他赛+顺铂治疗转移

性(80%)或局部晚期无法手术切除(20%)的胃癌

或GEJ腺癌. 试验共纳入44例患者, 接受索拉非

尼400 mg日2次口服联合多西他赛75 mg/m2 d1+
顺铂75 mg/m2 d1化疗, 21 d为1个周期. ORR为
41%, 中位PFS为5.8 mo, 中位OS为13.6 mo. 研究

者认为索拉非尼联合多西他赛+顺铂治疗晚期胃
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癌或GEI腺癌安全有效, 建议开展Ⅲ期临床研究.
舒尼替尼是一种可以抑制多种参与肿瘤生

长、血管增生以及肿瘤转移的受体酪氨酸激酶

的小分子. 舒尼替尼对血小板源性生长因子受

体(PDGFRα和PDGFRβ)、血管内皮细胞生长因

子(VEGFR1, VEGFR2及ⅦGF)和干细胞因子受

体(KIT)等活性均具有抑制作用[29]. 目前舒尼替

尼已被批准用于治疗肾细胞癌和胃肠道间质肿

瘤[30,31]. Moehler等[32]报道了一项关于舒尼替尼

单药治疗经多次化疗失败的无法手术切除的转

移性胃癌的开放标签、多中心的Ⅱ期临床研究. 
试验共纳入52例高加索患者, 接受舒尼替尼50 
mg/d一次口服, 连服4 wk, 停药2 wk, 治疗直至疾

病进展. 初步分析结果显示舒尼替尼耐受性良

好, 38例可评价的患者中, 2例部分缓解, 10例疾

病稳定; 中位PFS为42 d, 中位OS为177 d, 预计1
年生存率为23.7%. 未来应开展舒尼替尼和其他

药物的联合治疗. 

4  哺乳动物雷帕霉素靶蛋白抑制剂

依维莫司是口服的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

丝氨酸-苏氨酸激酶抑制剂, 是PI3K/Akt信号转

导通路的下游分子, 在蛋白合成、细胞生长代

谢、增殖和血管生成等方面起着重要作用[33]. 日
本学者[34]对54例既往经过1-2个化疗方案治疗失

败的转移性胃癌患者, 给予每日10 mg的依维莫

司单药治疗. 在可分析的53例患者中, 中位治疗

持续时间57 d, 疾病控制率达55%(29/53例), 中
位PFS达83 d, 不良反应轻微. 研究初步显示了依

维莫司在胃癌治疗中的疗效和安全性, 有待进

一步的Ⅲ期临床研究的评价. 
目前正在进行的一项随机双盲多中心的Ⅲ期临

床研究(GRANITE-1)比较了依维莫司联合最佳

支持治疗(BSC)对比安慰剂+BSC治疗一线或二

线治疗失败的晚期胃癌患者. 

5  Catumaxomab

Catumaxomab是一种能与EpCAM分子、CD3
抗原以及Fcγ受体特异性结合的三功能抗体[35]. 
Catumaxomab与这些特异性位点结合后, 刺激多

种免疫细胞通过穿孔素介导的细胞裂解、抗体

介导的吞噬作用及抗体依赖性细胞介导的细胞

毒作用等多种机制引起肿瘤细胞死亡. EpCAM
广泛表达于各种上皮性肿瘤, 包括食管癌、胃

癌、肺癌、卵巢癌等[36]. 研究表明, Catumaxom-
ab在上皮肿瘤引发的恶性腹水中安全、有效[37]. 

2009年ESMO会议上报道了Catumaxomab治疗

胃癌腹水患者的疗效和安全性[38]. 试验共纳入

66例胃癌伴有症状性腹水的患者, 46例接受Ca-
tumaxomab+腹腔穿刺引流治疗, 20例单纯接受

腹腔穿刺引流治疗. 结果显示Catumaxomab组无

穿刺生存时间为44 d, 对照组为15 d(P <0.0001); 
中位OS Catumaxomab组为71 d, 对照组为44 d(P  
=  0.0313). 研究表明腹腔注射Catumaxomab是
控制胃癌腹水有效的治疗手段, 且安全性良好. 

6  结论

胃癌的发生、发展与其他大多数实体肿瘤一样

是一个多靶点多环节调控的结果, 多靶点联合

用药将是胃癌分子靶向治疗的一个发展趋势. 
另外, 合理有效地与细胞毒药物联合应用将发

挥更好的治疗效果. 考虑到化疗药物的毒性和

化疗疗效的“天花板效应”而影响靶向药物的

疗效, 目前倾向于推荐两药联合的化疗方案与

靶向药物配伍应用. 同时针对不同的靶向药物

应该有不同的最佳化疗方案. 虽然分子靶向治

疗为提高胃癌的治疗效果带来了希望, 但仍有

待更多Ⅲ期临床研究的循证医学支持. 未来应

进一步阐明分子靶向药物潜在的分子机制, 以
寻找新的治疗靶点和更为特异的疗效预测指标. 
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2008 年版《中文核心期刊要目总览》 
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Abstract
Bone marrow-derived hematopoietic stem cells 
have the potential to undergo multilineage dif-
ferentiation. Recent studies have shown that, in 
a given microenvironment, hematopoietic stem 
cells can differentiate into liver cells. However, 
some researchers hold a dissenting view. This 
review discusses the possibility of differentiation 
of hematopoietic stem cells into liver cells.

Key Words: Hematopoietic stem cells; Transplanta-
tion; Differentiation; Liver cells
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摘要
来自骨髓的造血干细胞具有干细胞的多向分
化的潜能. 近年来有研究表明, 在特定微环境
下, 造血干细胞能诱导分化成肝细胞, 也有研
究对此表示争议. 本文对造血干细胞是否能有
效诱导分化成肝细胞作简要综述. 

关键词: 造血干细胞; 移植; 诱导分化; 肝细胞
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0  引言

造血干细胞早在200多年前就已被提出, 来自骨

髓的造血干细胞在整个生命过程中不断产生血

细胞, 并且具有干细胞的自我更新和多向分化

的潜能, 近年研究表明, 造血干细胞在特定环境

下, 能向肝细胞分化, 形成造血干细胞源性肝细

胞(hematopoietic stem cells-derived hepatocytes, 
HSCDH). 对于这一研究的可能性, 我们提出了

几个质疑的问题: (1)造血干细胞能分化成肝细

胞吗? (2)如果能, 那么在生理状态下或是肝细胞

损伤的病理情况下HSCDH是否能替代受试者的

肝细胞? (3)造血干细胞中哪类细胞能诱导分化

成肝细胞? (4)产生的机制是什么? (5)造血干细

胞在肝内除了直接分化成肝细胞, 对肝细胞的

恢复还有其他作用机制吗? 

1  造血干细胞能分化成肝细胞吗?

在哺乳动物早期的胚胎发育过程中肝组织和造

血组织保持着密切的联系. 造血干细胞先从卵

黄囊或/和胚胎的主动脉-性腺-中肾区域迁移出

后, 主要在胚胎肝中形成血细胞[1]. 随后, 前肠内

胚层出现内胚层前体细胞, 在胎肝中分化成肝

细胞和胆管细胞[2]. 在胎肝中, 胚胎肝上皮细胞

和肝内造血干细胞通过特异的细胞因子和生长

因子的作用, 相互促进彼此的细胞分化[3]. 虽然

胎肝上皮细胞和造血祖细胞共同表达一些相同

的基因, 但是两者共同起源的干细胞在胎肝中

并没有确定[4,5]. 
目前对于造血干细胞能否分化成肝细胞, 研

究最多的实验模型是用异体骨髓(含造血干细

胞)植入受到致命性辐射的小鼠体内的实验, 检
测在失去造血细胞系统的小鼠体内异体造血干

细胞如何重建造血系统, 是否存在分化成肝细
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胞的可能. 分析了Lagasse等用标准的实验模型

所做的28个实验[6-32], 有80%以上的实验检测到

的HSCDH产量小于受试者肝细胞总量的0.05%, 
而只有6%的实验产量超过1.5%. 当采用抑制受

试者自身内源性肝细胞增殖的实验方法后, 50%
的实验中HSCDH的产量多于受者肝细胞总量

的1.5%, 而只有35%的产量>0.05%. 分析造成

HSCDH产量高的实验结果的可能有: 移植后肝

细胞扩增程度的差别, 在体外培养的造血干细

胞基因重塑以及对HSCDH的测定不严密等原

因. 总的实验结果分析表明, 移植的造血干细胞

产生肝样细胞的可能性很低(≤10-4).    
1.1 造血干细胞的移植与HSCDH的增殖 很少有

人研究造血干细胞的移植水平与移植后HSCDH
的增殖水平对肝细胞产的影响. Wan g等 [25]和

Camargo等[26]用小鼠建立骨髓移植后再生肝细

胞力学模型, 将小鼠经过NTBC处理, 阻止有肝

毒性的延胡索二酰乙酰的形成, 在延胡索二酰

乙酰阴性的小鼠肝脏中, 检测到移植后产生的

HSCDH的量只占宿主肝细胞的10-4到10-6, 说明

移植(1-2)×106个骨髓细胞, 会产生50到500个
HSCDH. 因此, 只有0.0025%-0.025%的移植细

胞发生分化, 仅为受试者肝细胞总量的0.01%到

0.0001%. 相似的移植水平在其他研究中也出现

过[27-29]. 
在上述实验中, 对Fah-/-小鼠去除保护肝细

胞的NTBC因素的处理后, 内源性肝细胞被杀死, 
而移植的造血干细胞增殖分化获得HSCDH, 并
且HSCDH很少受到处理因素的影响, 50-500个
HSCDH快速增殖, 产生一系列的HSCDH, 占整

个肝脏细胞的30%. 在Jang等[30]和Yannaki等[31]

的两个实验中, 用CCl4造成肝脏的损伤的模型, 
发现移植骨髓造血干细胞后也出现增殖的情

况. 但是, 在大多数的研究中骨髓移植的细胞增

殖很少见. 在正常生理条件下的成体肝脏中, 移
植骨髓出现肝细胞增殖的情况更是少见. 甚至

在70%的肝损伤(等价于像CCl4引起的肝细胞损

失), 只能诱导剩余的肝细胞不到2个分裂周期的

循环. 这些研究说明移植造血干细胞的不同增

殖水平, 是HSCDH产量的一个主要变化因素. 
Jang等[30]、Terai等[32]、Yamamoto等[33]的

3个实验中, 在未接受辐射的小鼠体内, 发现移

植造血干细胞产生肝细胞的产量多于受者肝细

胞总量的1.5%. 在移植异体的Fra25Lin-“home 
recovered”(将分离的骨髓造血干细胞通过表

面抗原的表达、沉淀、标记在动物体内移植恢
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复其功能)骨髓入未受辐射的小鼠体内, 2 d后
HSCDH的产量为肝细胞总量的2%-7%, 但是独

立使用这一方法并没有获得此种结果. 在另一

些实验研究中, 将异体的骨髓或是Liv8-的骨髓

细胞直接输送到CCl4造成的肝损害小鼠的静脉

血管内, 检测到>12%的肝细胞来自于移植的造

血干细胞, 但是Narindrasorasak等[34]使用同样的

设计, 却没有得到此种结果. 所以这个问题需要

进一步的研究. 
1.2 来自体外培养的造血干细胞能否有效分化

成肝细胞 Gupta等[35]在胆汁淤积的小鼠模型中, 
将来自骨髓的β2M-Thy1+造血干细胞与肝细胞

共同培养(被一层半透膜隔开), 检测到骨髓造血

干细胞能分化出几种细胞, 有多功能的成体祖

细胞、巨噬细胞集落刺激因子的作用下产生的

巨噬细胞, 来自胎儿骨髓的Flk+CD31-CD34+细

胞[36], 以及自由的体细胞等. 然而肝细胞未能检

测到. 但是, 有实验表明, 如果延长骨髓造血干

细胞在体外的培养时间会发生细胞核基因重塑, 
从而导致产生的细胞系更具可塑性(可塑性指细

胞从一种组织完全转变成另一种, 失去原来组

织的特异性表面标记和功能, 获得新的组织的

相关标记和功能), 也许能获得较多量的肝细胞, 
这一问题有待进一步研究.

2  在生理和病理的情况下, HSCDH对肝脏能否

起到修复作用?

最近研究结果表明, 在成年动物生理以及大部

分病理的情况下, 造血干细胞对肝细胞的替换

的作用是微乎其微的[37,38]. 成年鼠肝细胞的生

理更新周期大约是400 d[21], 每天的更新的数量

大约是肝细胞总量的0.25%. 然而众多研究表明

HSCDH产量仅是肝细胞总量的10-4-10-5, 产量太

低而不能代替受试者肝细胞的损失量, 不能满

足受试者肝脏的生理更新. 
当受试者自身内源性肝细胞因创伤或疾病

导致大量损失时, 如Fah-/-的小鼠接受Fah+/+骨髓

移植细胞后, 发现HSCDH快速选择性扩增替代

肝细胞. 有学者认为这种快速选择性的扩增是

可能发生的, 但是这种选择优势是由致命的内

源性肝细胞损伤才能实现的. 在大部分情况下, 
移植细胞的后代相对于内源性肝细胞是没有选

择优势的. 如在CCl4暴露的小鼠实验中[31], 对内

源性肝细胞与移植细胞增殖情况做了比较, 小
部分的HSCDH增殖量增长6倍, 而内源性肝细胞

增殖更多, 扩增了约10倍, 大部分新增的肝细胞
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还是来源于剩余的受者内源性肝细胞. 在肝细

胞因创伤或疾病大量损失后, 剩余的内源性肝

细胞快速从静止状态激活, 迅速增殖补充肝细

胞的损失[21]. 而且, 即使当剩余细胞也受到损伤, 
阻止其增殖, 来自卵原细胞池的内胚层肝脏上

皮干细胞会代替他们分化出肝细胞, 来补充损

失的肝细胞.

3  哪一种造血干细胞能产生肝细胞?

有研究显示淋巴细胞系能产生肝细胞. 但是这

一结论被Willenbring等[39]和Camargo两个实验

否定. 因为在Rag1-和Rag2-的转基因小鼠中, 其
骨髓缺乏淋巴细胞系细胞, 但将其骨髓移植入

另一组受辐射的小鼠体内, 仍能产生HSCDH. 也
有学者认为单核巨噬细胞也能产生肝细胞, 在
实验中将体外培育的由骨髓产生的巨噬细胞

输送入受试者体内发现可以产生肝细胞, 但是

Simonsson等[40]为巨噬细胞在体外培育过程中可

能已经出现细胞核重塑, 导致可塑性增加, 而产

生肝细胞. 对于异体骨髓植入受辐射的小鼠体

内哪种特定的造血干细胞系能产生肝细胞, 仍
不能确定, 并且即使产生少量肝细胞是不是因

为在移植过程中发生了细胞核重塑, 都需要进

一步研究.

4  造血干细胞产生肝细胞的机制是什么?

目前认为造血干细胞分化成肝细胞的机制可能

有两种: 一是骨髓造血干细胞的分化转移; 二是

宿主肝细胞和造血干细胞的融合. 分化转移指

在基因的转录过程中, 造血干细胞基因表型直

接转换成肝细胞表型. 与此相反, 融合是指一个

肝细胞和一个造血干细胞产生异核杂交细胞, 
含有两种细胞的基因和细胞器. 这种杂交细胞

要想表达肝细胞表型, 需要将造血干细胞核从

异核细胞中挤出去, 或者造血干细胞特异基因

重塑, 从而产生肝细胞特异蛋白(图1).
造血干细胞直接分化转移成肝细胞这一机

制并没有被证实. 分化转移需要证明在同一时

间多功能造血干细胞基因转变成肝脏特异基因, 
并且在移植中会促使造血干细胞产生肝细胞. 
在Fra25Lin-“homed-recovered”细胞中检测到

造血干细胞的一小部分基因表达转换成肝细胞

基因, 但是在这项实验中, 除了检测到这一小部

分基因外, 并没有说明转换的基因改变后被克

隆, 以及这些表达肝细胞性能的造血干细胞能

否产生肝细胞. 目前仍缺乏造血干细胞的转换

机制. 中胚层的造血干细胞分化转移成内胚层

的肝细胞, 通常认为是在原肠胚形成时期, 是发

育出现受阻的情况, 而在成年动物中不会发生. 
在成年动物病理状态下, 类似的分化转移的过

程如间充质细胞与上皮细胞的转化也是可能的. 
但是造血干细胞能分化成肝细胞最可能的原因, 
是造血干细胞的细胞核在延长的细胞培养中, 可
能已经重塑, 因此增加了他们的可塑性而分化成

肝细胞[40]. 这一问题还需进一步研究. 
在一些实验中发现造血干细胞与宿主肝细

胞融合能产生肝样细胞. 最近有研究认为正常

及病态肝脏接受造血干细胞移植后, 可以产生

肝样细胞, 产量为肝细胞总量的10-4-10-6. 如Vas-
silopoulos等[41]、Kashofer等[42]和Fujino等[43]分别

用3种不同的肝损伤模型, 使用不同的检测方法

检测到杂交细胞, 说明存在细胞融合. 在这些杂

交细胞中, 造血干细胞的基因发生重组, 抑制造

血干细胞基因的表达, 上调肝细胞基因的表达. 
然而造血干细胞和肝细胞的融合发生率是很低

的, 如Zhou等[44]将ALDHhiLin-细胞植入肝损害

模型中, 发现这些细胞与肝细胞融合的发生率很

小. 在健康小鼠肝脏内用Cre-lox重组的方法[11], 
发现融合率很低. Harris等[45]用同样的方法却没

有检测到骨髓细胞和肝细胞融合, 而在一只暴

露在肝毒素化学制品的动物中, 检测到融合现

象. 总之, 这些结果说明受损肝脏的肝细胞可能

比正常的肝细胞更容易发生细胞融合.

5  移植的造血干细胞除了直接转化成肝细胞起

作用, 是否还有其他间接的作用机制?

在胚胎形成时期造血干细胞迁移进肝内能分泌

某些细胞因子和生长因子, 支持肝细胞的增殖

分化. 在成年动物体内, 主要是来源于骨髓的肝

脏非实质细胞分泌产生细胞因子和生长因子, 
来调节肝细胞的增殖和修复等功能[46,47]. 目前有

造血干细胞

再生骨髓

肝细胞 细胞融合 细胞重塑

选择性
扩增

(单核巨噬细胞)  

选择压力
(FAH-/-小鼠, CCl4等)

图 1 移植造血干细胞产生肝细胞.

■创新盘点
目前大量文章综
述了造血干细胞
能分化出肝细胞, 
而对于其分化可
能 性 的 大 小 ,  移
植细胞的分化情
况 ,  增 殖 情 况 及
移植分化后产生
的肝细胞对受损
肝脏的修复作用
的 大 小 ,  以 及 可
能的分化机制几
个方面分别综述
鲜有报道.
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研究表明, 输注的造血干细胞可以通过其分泌

的细胞因子或生长因子对肝细胞的增殖、恢复

起作用, 例如Yannaki等[31]用小鼠CCl4肝损伤的

模型, 在输注造血干细胞前, 只输注粒细胞集落

刺激因子(造血干细胞分泌产生的)就能阻止小

鼠死于CCl4的毒性. 说明造血干细胞除了直接转

化成肝细胞以外, 还可以通过其他机制调节肝

细胞的增殖生长. 在Esch等[48]的实验中, 研究右

叶肝脏因肿瘤切除的患者, 将CD133+的异体骨

髓造血干细胞移植入左叶肝中, 发现左叶肝中

剩余的肝细胞有增殖现象. 说明移植的造血干

细胞有可能产生某些因子促进剩余的细胞增殖. 
但是对移植造血干细胞后, 是主要通过分化成

肝细胞起作用, 还是由移植细胞或是非实质肝

细胞分泌的细胞因子和生长因子调节肝脏功能

的, 或是同时起作用, 其机制需要进一步研究.

6  结论

虽然目前研究说明中胚层造血干细胞能产生极

少数的肝细胞, 但是在大多数情况下, 这不是一

个有效的方法. 造血干细胞虽然通过旁分泌提

供细胞因子和生长因子促进肝细胞的作用, 但
是, 无论在生理还是病理条件下, 造血干细胞对

肝细胞形成的作用都是微乎其微的. 移植的造

血干细胞的细胞核重塑能产生新的细胞系, 说
明造血干细胞不能直接有效的分化成肝细胞, 
这些问题都需要进一步研究. 对于造血干细胞

能否产生肝细胞, 需要有足够的实验研究证明, 
不能轻易下结论. 
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Abstract
Quercetin can be extracted from many veg-
etables and fruits. Many studies have demon-
strated that quercetin can suppress many kinds 
of cancer cells, such as breast, prostate, liver, 
esophageal and ovarian cancers. Quercetin not 
only inhibits proliferation and induces apoptosis 
of colon cancer cells but also reduces aberrant 
crypt foci in the colon. Currently, although the 
mechanisms underlying the inhibitory effect 
of quercetin against colon cancer cells are still 
unknown, it is believed that quercetin probably 
does have a broad modulatory effect on gene ex-

pression in colon cancer.

Key Words: Quercetin; Colon cancer; Inhibition; 
Apoptosis

Zhou AC, Jin HY, Zhang CX, Wang SM. Advances in un-
derstanding preventive and therapeutic effects of querce-
tin against colon cancer and mechanisms involved. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 936-939

摘要
槲皮素广泛存在于蔬菜和水果中, 属于黄酮类
物质, 研究发现其对多种肿瘤细胞具有抑制作
用, 包括乳腺癌、前列腺癌、肝癌、食管癌、

卵巢癌等. 目前在体内和体外研究均发现槲皮
素对结肠癌具有抑制作用, 其不仅抑制结肠癌
细胞的增殖、诱导癌细胞的凋亡, 同时可以减
少结肠畸形腺隐窝的数目. 槲皮素抑癌的具体
作用机制目前还不明确, 可能是通过调节多个
分子来实现.

关键词: 槲皮素; 结肠癌; 抑制; 凋亡
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0  引言

槲皮素及其衍生物在自然界中的分布十分广泛, 
是黄酮类化合物中的一种. 他具有广泛的生物

学活性, 包括抗氧化及清除氧自由基、抗纤维

化、降低血压、降低血糖、保护心肌及抗肿瘤

等[1]. 近年来, 国内外许多研究发现槲皮素对多

种癌细胞具有抑制作用, 尤其在结肠癌方面. 槲
皮素不仅可以抑制结肠癌细胞的增殖和诱导结

肠癌细胞凋亡, 而且能够减少结肠中畸形腺隐

窝的数目. 

1  抑制炎症因子的表达

环氧化酶(cyclooxygenase, COX)能够催化花生

四烯酸生成前列腺素等致癌物质, 刺激细胞增

殖而致癌[2]. 槲皮素可有效地抑制COX-2促进

子的转录活性, 抑制肿瘤的生成[3]. Warren等[4]

®

■背景资料
槲皮素属于黄酮
类化合物, 具有重
要的抗肿瘤活性, 
能够抑制多种肿
瘤细胞, 尤其是结
肠癌方面, 可能通
过调节多个基因, 
抑制细胞的增殖, 
诱导细胞凋亡.

■同行评议者
李康, 副教授, 广
东药学院药科学
院药物分析教研
室



周阿成, 等. 槲皮素对结肠癌作用及其机制的研究进展                   937

www.wjgnet.com

研究发现大鼠摄入槲皮素后, 结肠中的COX-1
和COX-2的表达下降, iNOS在氧化偶氮甲烷

(azoxymethane, AOM)注射组中显著高于槲皮素

摄入组. Turner等[5]同样发现, 在未食用槲皮素的

大鼠体内注射AOM时, iNOS表达增加5.29倍, 而
食用槲皮素的大鼠iNOS表达仅增加1.68倍, 两
者之间有显著的差异. COX-1在食用槲皮素后表

达下降20.2%, 未食用槲皮素时COX-2表达增加

24.3%. 该实验证实, 注射过AOM的大鼠通过食

用槲皮素可以降低炎症因子COX-1和COX-2, 同
时可以显著下调iNOS的表达. Murakami等[6]还

发现槲皮素参与调节与炎症和肿瘤形成过程相

关的信号转导途径, 如MEK/ERK、Nrf2/keap1. 

2  抑制结肠癌的癌前病变

畸形隐窝灶(aberrant crypt foci, ACF)是结肠癌发

生过程中最早期大肠黏膜病变, 被认为是结肠

癌的癌前病变. 2002年, Gee等[7]对大鼠的在体研

究发现, 喂食槲皮素可以通过抑制小肠和远端

结肠隐窝细胞的分裂, 明显减少远端结肠中ACF
的大小和数目. Warren等[4]将40只大鼠随机分成

4组, 2组不食用槲皮素, 分别皮下注射生理盐水

和AOM, 另2组食用槲皮素(4.5 g/kg)后分别注生

理盐水和AOM, 结果显示食用槲皮素组ACF明
显减少(P  = 0.033), 并且食用槲皮素的AOM注射

组中的结肠细胞凋亡明显增加(P  = 0.014), 同时

发现炎症因子的表达下降. Miyamoto等[8]发现喂

食黄酮类物质有降低小鼠结肠的ACF和抑制其

增殖的作用, 其中槲皮素的抑制癌前病变和增

殖的作用最显著. 对于槲皮素抑制结肠癌的癌

前病变, 推测可能是通过抑制促炎症因子释放

起作用. 

3  调节癌基因及抑癌基因的表达

3.1 上调P53及其下游基因 p53是一种重要的抑

癌基因, P53蛋白与调节细胞的成熟与分化有关, 
P53蛋白水平随细胞的增殖而进行性增加[2]. P53
是重要的凋亡相关蛋白, 其具有促进凋亡的作

用. 槲皮素作用于RKO结肠癌细胞后发现, P53
蛋白表达明显增加, 呈浓度依赖性; 其下游的

Gadd45a基因表达增加, 与对照组相比有统计学

意义(P <0.05)[9]. 侯波等[10]同样发现, 槲皮素诱导

Lovo结肠癌细胞凋亡可引起P53蛋白的表达上

升. 槲皮素作用于HT-29结肠癌细胞也可以上调

凋亡相关的P53蛋白[11]. 
3.2 对抑制ras基因的影响 ras癌基因的编码产物

是P21-ras蛋白, 其本质是膜相关的G蛋白, 具有

GTP酶活性, 参与信号的转导. ras癌基因家族主

要包括h-ras、n-ras及k-ras基因. Ranelletti等[12]对

结肠癌细胞研究发现, 10 mmol/L的槲皮素可以

降低结肠癌细胞和原发性大肠癌中的P21-ra s
蛋白, 并呈时间和浓度依赖性, 槲皮素抑制ras
癌基因的表达不依赖于结肠癌细胞的特定周

期, 表现出独立的并且抑制蛋白的合成; 槲皮素

对K-ras、H-ras、N-ras蛋白有类似的抑制作用, 
Northern blot分析显示, 槲皮素可引起结肠癌细

胞中K-ras、H-ras和N-ras的mRNAs水平下降. 
Psahoulia等[13]也发现, 槲皮素治疗组通过下调结

肠癌细胞中的ras癌基因减少, Ras蛋白的生成. 
3.3 调节Bcl-2蛋白家族的表达 Bcl-2家族成员

在细胞凋亡的基因调控过程中起着至关重要的

作用. Bcl-2家族可以分为两类: 一类是抗细胞

凋亡基因, 代表基因是bcl-2基因; 另一类是促细

胞凋亡基因, 代表基因是bax基因, 他们主要通

过激活一系列下游基因发挥调节凋亡的作用[14]. 
Kim等[15]发现槲皮素可以降低HT-29结肠癌细

胞中Bcl-2蛋白的水平. 国内研究同样发现, 槲
皮素可以抑制Lovo结肠癌细胞中Bcl-2蛋白的

表达, 同时激活Bax和caspase-3蛋白来诱导细

胞凋亡[10].

4  激活磷酸腺苷活化蛋白激酶途径

磷酸腺苷活化蛋白激酶(adenosine monophos-
phate-activated protein kinase, AMPK)是细胞生理

上的能量传感器, 能够抑制正常和肿瘤细胞的增

殖. 大鼠的在体研究发现, 100 mg/kg的槲皮素治

疗组在治疗6 wk后, 大鼠的结肠癌瘤体体积明显

减小, 凋亡相关蛋白AMPK上调[11]. Lee等[16]在发

现槲皮素能激活HT-29结肠癌细胞中的AMPK, 
活化的AMPK与降低COX-2表达有关, 当应用

AMPK抑制剂时, 发现COX-2表达增加, 该实验不

仅说明槲皮素可以通过激活AMPK抑制增殖、

诱导凋亡, 还证实AMPK是COX-2的上游信号. 

5  抑制β-catenin蛋白表达

正常情况下, 细胞质中β-catenin蛋白由泛素蛋白

酶体介导, 呈降解状态而维持低水平表达. 当细

胞质内的游离β-catenin不能及时被降解, 就会进

入核内并与转录因子Tcf结合而启动与细胞增生

有关的基因转录[17]. 在体实验发现, 槲皮素可以

降低小鼠因注射AOM而引起的β-catenin蛋白聚

集[8]. Park等[18]发现槲皮素能够通过减少细胞核

中β-catenin和Tcf-4蛋白, 显著地抑制SW480结肠

癌细胞中β-catenin/Tcf信号转录活性.

■相关报道
Kim等关于槲皮
素的在体研究发
现, 槲皮素可以抑
制结肠癌的瘤体
生长, 为在体研究
提供依据.



www.wjgnet.com

938                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年3月28日   第19卷   第9期

6  调节其他肿瘤相关蛋白

目前发现在caspase家族中, caspase-3最重要, 与
凋亡的关系最为密切, 参与多种因素诱导细胞

凋亡. 在正常情况下, caspase-3以无活性的酶原

形式存在, 只有当细胞凋亡时, 才能被激活[19]. 
槲皮素能够增加caspase-3蛋白的表达活性诱导

细胞凋亡[10]. Wenzel等[20]发现槲皮素能够抑制

HT-29结肠癌细胞的增殖, 可能与增加caspase-3
活性调节细胞分化有关 .  严兴耘等 [21]发现80 
μmol/L和160 μmol/L的槲皮素能明显激活HT-29
结肠癌细胞中的caspase-3 mRNA和蛋白的表达; 
而40 μmol/L时, 虽然能增加caspase-3 mRNA的

表达, 但其蛋白的表达未见明显增加, 最终导致

HT-29结肠癌细胞的凋亡改变不明显. 
此外, 槲皮素能够通过下调细胞周期基因

(CDC6、CDK4)和细胞周期蛋白D1的表达, 抑
制细胞增殖和诱导细胞周期停滞[22]. Mouat等[23]

发现烟酰胺腺嘌呤二核酸脱氢酶硫铁蛋白-3和
Ⅱ型角蛋白细胞骨架8在槲皮素作用于SW480
结肠癌细胞后, 表达显著降低. 槲皮素抑制RKO
结肠癌细胞增殖中的研究发现, 槲皮素能逆转

p16INK4a基因的甲基化[24]. 酪氨酸蛋白激酶受体

ErbB2和ErbB3与结肠癌的发展有关, 这两个受

体在HT-29结肠癌细胞中表达增高, 槲皮素作用

后可使细胞中ErbB2和ErbB3水平下降[15]. 魏金文

等[25]发现, 槲皮素不仅可以抑制结肠癌细胞的侵

袭, 而且能够下调TDGF-1基因. 然而, 也有研究

显示, 槲皮素对结肠癌细胞有双向调节作用, 低
浓度的槲皮素可增加细胞的增殖[26]. 

7  结论

槲皮素的抗肿瘤作用, 已得到越来越多的实验

证实, 尤其是在抑制结肠癌细胞的增殖, 诱导细

胞凋亡方面, 其具体的作用机制仍不十分明确, 
可能通过多种途径实现. 目前国内外的研究主

要集中在离体的细胞水平, 关于槲皮素的在体

实验研究较少. 槲皮素作为天然的植物提取药, 
来源广泛, 具有很重要的研究价值. 因其水溶性

差, 所以基于槲皮素生物构象改造以增强其水

溶性的研究也是必要的.  
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Abstract
Hepatitis B virus (HBV) infection is a common 
cause of liver failure in China. The mortality of 
fulminant hepatitis B is more than 70%. Adoption 
of antiviral therapy or not on the basis of compre-
hensive treatment has become a hot topic of re-
cent research of treatment of fulminant hepatitis B, 
which causes liver failure in a way different from 
other reasons. HBV replication plays a critical role 
in initiating the development of fulminant hepa-
titis B. Reducing viral load to alleviate excessive 
immune response by antiviral therapy represents 
a new idea for the treatment of fulminant hepati-
tis B. The advent of nucleoside analogues makes 
it possible to conduct antiviral therapy against 
fulminant hepatitis B. This article summarizes 
recent advances in treatment of HBV-related liver 
failure with nucleoside analogues.
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摘要
乙型肝炎病毒感染是我国肝功能衰竭的常见
原因, 乙型重型肝炎病死率高达70%以上. 与
其他原因所致肝功能衰竭不同, 在治疗上除综
合治疗外, 是否进行抗病毒治疗是近年研究的
热点. 由于乙型肝炎病毒的复制在乙型重型肝
炎的发生发展中起着始动或主导作用, 因此, 
通过抗病毒治疗降低病毒载量, 缓解过强的免
疫反应, 从而缓解病情, 是乙型重型肝炎治疗
的新思路. 核苷类抗病毒药物的问世, 使乙型
重型肝炎抗病毒治疗成为可能. 本文就该领域
的研究现状作一综述.
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0  引言

重型肝炎是由肝炎病毒引起肝细胞大量坏死或

严重变性致肝功能衰竭的一类综合征. 该病发

展迅速、病情凶险、症状复杂, 常出现多器官

功能衰竭, 病死率极高[1,2]. 各型病毒性肝炎均

可发展成重型肝炎. 在我国, 由乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)感染所致重型肝炎居各

型肝炎病毒之首[3]. 由于肝脏是人体最大的代谢

器官, 参与糖、脂肪、蛋白质代谢和多种酶及

生物活性物质的合成及分解, 因此肝功能衰竭

患者常存在多种代谢紊乱, 导致机体内环境严

重紊乱和各种严重并发症的发生[4,5], 内科常规

治疗效果差, 如何降低病死率迄今仍是医学领

域中亟待解决的难题. 

®

■背景资料
乙型肝炎病毒感
染是引起肝功能
衰竭的最常见原
因, 在核苷类似物
用于乙型肝炎抗
病毒治疗以前, 没
有安全有效的药
物可以用于乙型
肝炎病毒感染相
关肝衰竭的抗病
毒治疗 .  近年来 , 
随着核苷类药物
的相继问世和临
床广泛应用, 对乙
型重型肝炎患者
应用核苷类似物
进行抗病毒治疗
的研究报道越来
越多, 但能否在短
期内改善肝脏功
能, 降低患者病死
率尚有争议.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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重型肝炎目前仍无特效治疗, 治疗原则包

括以支持和对症治疗为基础的内科综合性治

疗、人工肝支持系统治疗和肝脏移植. 病因治

疗在内科综合治疗中占十分重要的地位. 在核

苷类似物用于乙型肝炎抗病毒治疗前, 没有其

他有效的抗病毒药物用于重型乙型肝炎的治

疗. 因干扰素能增加肝细胞表面人类白细胞抗

原(human leukocyte antigen, HLA)表达, 加重细

胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)
对肝细胞的损伤, 使用后的病情恶化者多见, 故
不主张用于重型肝炎患者抗病毒治疗. 除干扰

素外, 20世纪80年代末至90年代初的研究曾评

估过几种核苷类似物, 包括阿糖腺苷、无环鸟

苷、病毒唑等抗HBV的作用, 研究结果提示在

安全剂量范围内这些药物并不能产生有效的抗

HBV功效. 泛昔洛韦可以在体内代谢产生喷昔

洛韦三磷酸盐发挥抑制病毒复制作用, 降低血

清中丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 
ALT)水平, 改善肝组织炎症反应, 且药物不良反

应少, 但抑制HBV DNA复制作用较弱, 而且停

药后HBV DNA容易恢复到治疗前水平, 效果不

甚理想. 近年来, 随着核苷类药物的相继问世和

临床广泛应用, 有研究发现, 对乙型重型肝炎患

者在传统综合治疗措施的基础之上, 选择合适

的时机应用核苷类药物进行抗病毒治疗, 能提

高患者生存率. 但是目前还有许多问题存在争

议, 如药物种类和治疗时机的选择, 治疗的安全

性等等. 本文将近年来核苷类似物抗病毒治疗

在乙型重型肝炎中的应用进行综述. 

1  乙型重型肝炎抗病毒治疗的理论依据

急性乙型重型肝炎的发病机制十分复杂, 至今尚

未完全阐明. 目前认为肝组织在HBV相关性肝

衰竭/重型肝炎发生过程中依次经受免疫损伤、

缺血缺氧和内毒素血症等三重致死性打击[6]. 其
中, HBV的复制在该病的发生中起着始动或主

导作用[7-9]. HBV的高度复制及其蛋白抗原在肝

细胞表面的表达, 诱发机体产生的抗乙型肝炎

表面抗原(hepatitis B surface antigen, HBsAg)的
抗体过早过多, 与HBsAg形成过多的免疫复合

物, 导致局部过敏坏死反应, 肝细胞大块或亚

大块坏死; 过多的抗原抗体复合物在肝血窦沉

积, 造成微循环障碍, 可致肝细胞缺血坏死. 除
强烈的体液免疫反应外, T淋巴细胞介导的细胞

免疫反应也在急性肝细胞坏死中起十分重要的

作用. 对于慢性乙型重型肝炎而言, HBV在机体

内持续复制而诱发亢进的免疫应答是主要致

病因素, CTL介导的细胞免疫应答起主要作用. 
赵振刚等[10]对289例慢加急性肝功能衰竭患者

的诱因、转归等进行回顾性分析, 认为HBV活

动复制和变异是乙型重型肝炎最主要诱因(占
50.52%). 因此, 通过抗病毒药物降低机体病毒载

量, 缓解过强的免疫反应, 从而缓解病情, 成为

治疗乙型重型肝炎的一种可行性思路. 

2  核苷类似物抗病毒治疗在乙型重型肝炎中的

应用现状

2.1 拉米夫定 拉米夫定(lamivudine, LMV)是第一

个用于乙型肝炎抗病毒治疗的核苷类药物, 为嘧

啶核苷类似物, 能抑制DNA合成和HBV逆转录

酶的活性, 使HBV复制迅速受到抑制, 减少肝脏

和血液中病毒的载量, 同时使肝细胞膜上的靶抗

原表达减少, 降低CTL对感染肝细胞的攻击.  
对于急性乙型重型肝炎 ,  一般认为急性

HBV感染绝大多数为自限性过程, 不必进行抗

病毒治疗. Kumar等[11]应用LMV对急性乙型重型

肝炎进行治疗, 结果显示: 在病程第4周时, 治疗

组和对照组在病毒载量、乙型肝炎e抗原(hepa-
titis B virus e antigen, HBeAg)的消失或血清学

转换、生化指标及临床症状的改善均无显著性

差异. 治疗48及96 wk时, 两组在HBsAg消失或

血清学转换方面亦无显著性差异. 然而, 与之截

然不同的观点却认为, 尽早使用核苷类似物治

疗有助于遏制病毒复制所致免疫应答, 阻断肝

坏死的发生, 并且能减少或避免肝移植后HBV
再感染. Miyake等[12]对37例基因型B型的HBV感

染所致急性重型肝炎患者的回顾性队列研究表

明, 10例应用LMV进行抗病毒治疗组患者的生

存率显著高于对照组(70% vs  26%), 且治疗组的

全身炎症反应综合征的发生率显著低于对照组. 
Schmilovitz-Weiss等[13]应用LMV治疗15例急性

乙型重型肝炎患者, 有13例患者(86.6%)的临床

症状和凝血指标均得到明显改善, HBV DNA载

量明显下降. 11例HBeAg阳性患者治疗12 wk后
均出现HBsAg消失, 其中9例出现表面抗体. Till-
mann等[14]对17例急性乙型重型肝炎患者应用

LMV进行抗病毒治疗进行观察, 结果显示, 12例
患者的凝血酶原时间在1 wk内恢复正常, 14例患

者完全恢复而避免了肝移植治疗. Delić等[15]对10
例急性乙型重型肝炎患者应用LMV治疗后, 所
有患者于4 mo时均出现HBsAg消失的现象, 继
续治疗2 mo后停药, 随访6 mo, 所有患者均无复

■研发前沿
HBV相关肝衰竭
的治疗热点主要
是治疗药物和时
机的选择、药物
的安全性, 能否降
低患者近期病死
率等. 目前尚缺乏
严格的大样本随
机对照研究.
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发. 上述3组研究结果提示, LMV治疗不但能提

高急性乙型重型肝炎患者的生存率, 同时还可

能促进乙型肝炎病毒表面抗原的清除及血清学

转换. Roznovský等[16]还报道, 单独应用LMV或

联合糖皮质激素将有效降低急性重型肝炎病情

进展的风险. 
对于慢性乙型重型肝炎, 有研究报道, 在疾

病病程的早期或者在胆红素上升至20 mg/dL前
应用LMV, 可以改善预后, 降低患者的病死率, 但
在病程晚期或胆红素水平超过此数值时, 则并

不能明显改善患者的临床症状和病死率[17-22], 提
示对慢性乙型重型肝炎早期抗病毒治疗是关键, 
可降低病死率. 尤其对有明确的肝炎病毒复制

是引起肝损伤的主要原因的患者, 为保护未受

感染的肝细胞免于病毒感染, 控制病情发展, 抗
病毒治疗是必要的. Sun等[23]对130例应用LMV
治疗的慢性乙型重型肝炎患者进行配对的回顾

性队列研究, 所有患者均随访观察3 mo, 结果发

现, 治疗组的生存率高于对照组(P  = 0.0021), 治
疗前高病毒载量的患者病死率高于低病毒载

量患者(P  = 0.019). 对预后影响因素应用COX
比例风险回归模型进行分析发现, 终末期肝病

评分模型(the model for End-Stage liver disease, 
MELD)分值20-30的患者, 早期应用LMV抗病

毒治疗可以显著降低患者的病死率, 而对于对

MELD分值>30的患者, 并不能改善患者的预

后. Yu等[24]也报道, MELD分值30-40的患者应用

LAM治疗, HBV DNA水平的快速下降是预测预

后较好的指标之一. 且所有患者耐受性良好, 提
示LMV是慢性乙型重型肝炎抗病毒治疗的安全

有效的药物. 
然而也有不同报道认为, 以LMV为主的抗

病毒治疗对慢性乙型重型肝炎的疗效不理想. 
Yuen等[25]认为, 即使早期应用LMV抗病毒治

疗, 也不能改善慢性乙型重型肝炎患者的预后. 
Tsubota等[26]对25例慢性乙型重型肝炎患者在

常规治疗基础上加用LMV抗病毒治疗, 并设立

了25例对照病例, 结果治疗组和对照组分别有6
例(24%)和7例(28%)的患者很快发生肝衰竭, 在
这些患者中, 治疗组有3例(50%)、对照组有2例
(29%)存活下来, 但差异无统计学意义(P >0.15), 
认为LMV并不能阻止病情恶化. Cui等[27]将104
例慢性乙型重型肝炎患者分为LMV治疗组、

恩替卡韦(entecavir, ETV)治疗组及常规内科治

疗组, 随访观察3 mo时生存率分别为48.49%、

50.00%、40.54%, 无显著性差异(P  = 0.72), 且在

肝功能、肾功能、MELD分值的改变上均无显

著性差异. 但常规内科治疗组中, 有5例患者再

次进展为重型肝炎, 因此认为应用LMV或ETV
进行抗病毒治疗并不能改善患者的短期预后, 
但能显著降低慢性乙型重型肝炎患者的复发

率, 患者将因此而长期受益. 还有学者认为随着

LMV治疗时间的延长, 病毒发生变异导致耐药

的风险性增加, 一旦发生酪氨酸-蛋氨酸-天门冬

氨酸-天门冬氨酸(tyrosine-methionine-aspartate-
aspartate, YMDD)变异, 将使已获得的疗效趋于

消失, 甚至出现病情加重. Wong等[28]对45例应用

LMV治疗的E抗原阳性的慢性乙型重型肝炎患

者的观察结果显示, LMV治疗组e抗原血清转换

率明显高于对照组(73% vs  52%), 但有33%的患

者在5年内出现了耐药和病毒学反弹, 73%的患

者出现病情恶化. 
2.2 阿德福韦 阿德福韦(Adefovir, ADV)为腺嘌

呤核苷类似物, 是通过竞争脱氧腺苷三磷酸底

物, 终止病毒DNA链延长而抑制病毒复制. 由于

临床上该药起效相对缓慢而不作为慢性乙型重

型肝炎抗病毒治疗的首选药物. 
近年有学者认为 ,  鉴于A D V能有效抑制

HBV野生株及YMDD变异株, 因此可以联合应

用LAM和ADV对慢性乙型重型肝炎进行抗病毒

治疗, 不但能起到协同抗病毒作用, 同时可以减

少LAM的耐药率[29]. Lo等[30]和Hosaka等[31]观察

发现, LAM治疗后出现YMDD变异的慢加急性

肝衰竭患者, 联合ADV治疗能减缓或终止病情

进展, 降低病死率, 并能有效地防止肝脏移植后

的病毒学反弹. Wiegand等[32]报道了1例失代偿期

肝硬化患者在出现了LMV耐药后, 病情迅速恶

化出现肝衰竭, 经加用ADV治疗后, 病情得到缓

解. 然而也有ADV治疗LMV耐药所致肝衰竭失

败的报道[33]. 因此加用ADV的时机至关重要, 应
在患者出现病毒学反弹而未出现生化学异常时

及时加用, 可以防止病情进一步恶化[34]. 
2.3 ETV ETV是一种环戊基鸟苷类似物, 可抑

制DNA多聚酶启动, 从前基因组到HBV DNA
负链的逆转录过程以及H B V D N A正链的合

成过程 .  不但可以迅速降低肝脏及血液中病

毒载量 ,  还可以降低肝组织中共价闭合环状

DNA(covalently closed circular DNA, cccDNA)含
量, 对LMV耐药株仍有效. 由于其强效且低耐药

的特点, 目前临床应用广泛. 
Jochum等[35]对6例急性重型肝炎患者研究

显示, 应用ETV抗病毒治疗后患者HBV DNA明

■相关报道
Delić等对10例急
性乙型重型肝炎
患 者 应 用 L M V
治 疗 后 ,  所 有 患
者于4 mo时均出
现HBsAg消失的
现象, 继续治疗2 
mo后停药 ,  随访
6 mo, 所有患者均
无复发.
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显下降, 病理显示肝细胞变性坏死明显减轻, 其
中有5例患者获得HBsAg的血清学转换, 且患者

耐受性好, 无不良反应. 舒欣等[36]分析了132例
HBeAg阴性和51例HBeAg阳性的慢性乙型重型

肝炎患者应用ETV抗病毒治疗的短期疗效, 结果

显示, 不论HBeAg阳性还是阴性患者, 抗病毒治

疗组患者生存率明显高于未抗病毒治疗组; 未
抗病毒组HBeAg阳性患者和HBeAg阴性患者生

存率无显著性差异; 应用ETV组HBeAg阳性患

者生存率高于HBeAg阴性患者. 提示ETV治疗

能提高HBeAg阴性及阳性肝衰竭患者的生存率.  
Hu等[37]采用前瞻性、随机、平行对照临床试验, 
观察HBV所致慢加急性肝衰竭早、中期患者接

受核苷类似物治疗的疗效. 治疗4 wk时, LMV组

好转率为58.9%, ETV组为59.2%, 均显著高于基

础治疗组(34.8%), 两个抗病毒治疗组之间无显

著性差异. 肖光明等[38]应用COX比例风险模型

对219例应用核苷类似物抗病毒治疗的慢性乙

型重型肝炎患者预后进行了分析, 结果显示, 在
疾病早、中期开始抗病毒治疗可以改善患者预

后, 而晚期抗病毒治疗并不能提高患者的生存

率. LMV和ETV两种药物对患者预后的影响无

显著性差异. 
但Chen等[39]研究却得出不同的结论, 认为

虽然ETV能强效快速抑制病毒复制, 但治疗组和

对照组在短期内的生存率并没有差别, 患者的

肝脏功能情况(转氨酶、白蛋白、胆红素、凝血

酶原时间)和MELD分值与抗病毒治疗后病毒载

量的下降无关, 提示慢性乙型重型肝炎患者抗

病毒治疗虽能短期内抑制HBV DNA复制, 但并

不能改善患者的预后. 
2.4 替比夫定 替比夫定(telbivudine, LdT)是一种

合成的胸腺嘧啶核苷类似物, 也是唯一的FDA
批准的妊娠B级核苷类似物. LdT 5'-腺苷通过

与HBV天然底物胸腺嘧啶的5'-腺苷竞争, 从而

抑制HBV DNA多聚酶的活性; 通过整合到HBV 
DNA中造成HBV DNA链延长的终止, 从而抑制

HBV的复制. 其抑制病毒迅速强劲, 能有效改善

肝脏组织学, 使患者获得较高的HBeAg转阴率

和HBeAg血清转换率. 同时, LdT在体外具有促

进Th1细胞因子生成, 抑制Th2细胞因子产生的

作用, 提示该药可能具有调节机体免疫功能的

作用[40], 但其与LMV存在交叉耐药位点, 且部

分患者用药后会导致肌酸激酶(creatine kinase, 
CK)升高. 国内有报道, 慢性乙型重型肝炎患者

应用LdT可使患者HBV DNA载量下降、MELD

评分下降、凝血酶原活动度好转, 但部分患者

出现肝功能波动. 由于病例数较少, 缺少对照组, 
尚无法说明病情好转与抗病毒治疗的相关性[41]. 
目前, LdT用于乙型重型肝炎抗病毒治疗的临床

研究较少, 其疗效及安全性有待于进一步评价. 
2.5 替诺福韦 替诺福韦(tenofovir, TNV)是一种

新型的无环核苷(酸)类似物, 其活性成分TNV双

磷酸盐可直接竞争性的与天然脱氧核糖底物相

结合而抑制病毒聚合酶, 通过插入DNA链中终

止DNA合成. TNV最早被美国FDA批准用于HIV
感染患者的治疗, 并在HIV和HBV重叠感染的患

者中显示出对HBV野生株和LAM耐药株均有很

强的抑制作用[42]. Van Bömmel等[43]报道1例慢性

乙型肝炎患者因LAM耐药导致严重的肝功能损

害, 使用TNV治疗获得成功. Taltavull等[44]报道1
例患者在肝移植前因出现YMDD变异接受ADV
联合LMV治疗8 mo, 仅部分应答, 加用TNV后第

4周时, HBV DNA水平明显下降, 且无不良反应. 
患者术后继续接受TNV治疗, 随访21 mo, HBV 
D N A一直处于检测线以下. 提示T N V是治疗

LAM治疗失败HBV感染的很有希望的药物. 但
以上仅仅是个案报道, 其结论尚需进一步大规

模临床研究证实. 另外, TNV治疗肝衰竭患者的

安全性也需进一步研究证实.

3  结论

目前大量研究表明, 乙型重型肝炎抗病毒治疗, 
能迅速降低病毒载量, 改善肝脏功能, 降低病死

率. 然而很多问题仍有待于深入研究, 如药物种

类和用药时机的选择, 耐药的发生及处理、安

全性等. 因目前有关乙型重型肝炎抗病毒治疗

的研究多为临床回顾性分析, 没有严格的随机

对照研究, 加上样本量小、随访时间短, 缺乏循

证医学的证据, 因此很难准确评价某一药物的

确切疗效. 进一步大样本前瞻性研究将对乙型

重型肝炎抗病毒治疗具有重要指导意义. 
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Abstract
AIM: To evaluate the modulatory effect of mi-
crobial products on the expression of T cell im-
munoglobulin and mucin domain 4 (TIM4) in 
dendritic cells (DCs) and to determine the role 
of TIM4 in modulating CD4+ T cell activation in 
allergic response induced by exposure to micro-
bial products.

METHODS: Bone marrow-derived DCs were 

isolated from Balb/c mice and cultured in vitro. 
Cultured DCs were divided into control group 
and Staphylococcal enterotoxin B (SEB)-stim-
ulated group. The expression of TIM4 mRNA 
in different groups of DCs was measured by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The expression of CD11c, MHC-II 
and CD86 on DCs were measured by flow cy-
tometry. DCs co-cultured with CD4+ T cells in vi-
tro were divided into five groups: control group, 
SEB group, OVA group, SEB plus ovalbumin 
(OVA) group, and anti-TIM4 antibody plus SEB 
and OVA group. Different sets of DCs were co-
cultured for 48 h with CD4+ T cells that were 
obtained from the spleen of allergic mice. Levels 
of interleukin-4 (IL-4) and interferon-γ (IFN-γ) 
in culture medium were evaluated by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: Compared with the control group, 
the expression of TIM4 mRNA in DCs was 
increased significantly in the SEB-stimulated 
group (0.941 ± 0.018 vs 0.422 ± 0.083, P < 0.05), 
and SEB up-regulated the expression of TIM-4 
in a dose-dependent manner. SEB stimulation 
also significantly increased the expression of 
MHC-II and the costimulatory molecule CD86 
on DCs compared with control cells (MHC-
II: 76.684% ± 3.1803% vs 52.984% ± 3.6026%, P 
= 0.000; CD86: 89.746% ± 2.113% vs 67.558% ± 
0.4341%, P = 0.000). Compared with control DCs 
co-cultured with CD4+ T cells, the level of IL-4 in 
culture medium increased significantly (295.834 
± 20.408 vs 78.335 ± 13.109, P < 0.05) and that of 
IFN-γ decreased significantly (362.109 ± 92.271 vs 
761.897 ± 102.967, P < 0.05) in the SEB plus OVA 
group. The levels of IL-4 and IFN-γ in the SEB 
group and OVA group showed no significant 
differences with those in the control group. In 
contrast, the expression level of IL-4 was signifi-
cantly lower and that of IFN-γ was significantly 
higher in the anti-TIM4 antibody group than in 
the SEB plus OVA group (P < 0.05). The levels of 
IL-4 and IFN-γ in the anti-TIM4 antibody group 
showed no significant differences with those in 
the control group, SEB group and OVA group 

®

■背景资料
过敏性疾病尤其
是食物过敏在世
界 上 广 泛 存 在 , 
最近几十年其发
病率在全球范围
内 显 著 增 高 ,  然
而食物过敏的病
因和发病机制尚
不清楚. 

■同行评议者
刘占举, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院胃肠内
科
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(90.511 ± 15.500 vs 295.834 ± 20.408; 807.734 ± 
95.436 vs 362.109 ± 92.271, both P < 0.05).

CONCLUSION: TIM4 is involved in the patho-
genesis of food allergy induced by concurrent 
exposure to microbial products and food anti-
gen. Inhibition of TIM4 expression can signifi-
cantly inhibit Th2 cell polarization, effectively 
correct Th1/Th2 imbalance and thereby prevent 
the development of allergic reaction.

Key Words: TIM protein; Dendritic cell; Th2 cell; 
Food allergy; Staphylococcal enterotoxin B; Ovalbu-
min

Yang HM, Zheng PY, Liu ZQ, Li FG, Wang XT. TIM4 
modulates antigen-specific Th2 cell differentiation in mice 
with food allergy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(9): 940-945

摘要
目的: 研究微生物产物对树突状细胞(dendritic 
cell, DC)和TIM4的作用, 探讨在微生物产物
参与的食物过敏(food allergy, FA)中TIM4对
CD4+ T淋巴细胞分化的影响.

方法: 培养Balb/c小鼠骨髓来源的树突状细
胞(bone marrow-derived DC, BMDC), 培
养的D C分为两组: 金黄色葡萄球菌肠毒素
B(SEB)刺激组和空白对照组, RT-PCR检测不
同组DC的TIM4 mRNA表达; 流式细胞仪检
测DC表面CD11c、MHC-Ⅱ、CD86的表达. 
在DC和CD4+ T淋巴细胞共同培养中将培养
的DC分为5组: 空白对照组、SEB+卵清蛋白
(OVA)组、SEB组、OVA组及TIM4组, 同时
取过敏模型小鼠脾脏CD4+ T淋巴细胞, 不同
组的DC与CD4+ T淋巴细胞共同培养, ELISA
法测定混合培养细胞上清液IL-4与IFN-γ的
表达.

结果: 与空白对照组相比, SEB组DC TIM4 
mRNA表达明显增高(0.941±0.018 vs  0.422
±0.083, P <0.05), 并具有剂量依从性. SEB组
DC表面分子MHC-Ⅱ、CD86表达明显高于
空白对照组(MHC-Ⅱ: 76.684%±3.1803% vs  
52.984%±3.6026%; CD86: 89.746%±2.113% 
vs  67.558%±0.4341%, 均P  = 0.000). DC和
CD4+ T淋巴细胞共同培养中, 相比空白对照
组, SEB+OVA组IL-4表达显著增高(295.834±
20.408 vs  78.335±13.109, P <0.05), 而IFN-γ的
表达明显减少(362.109±92.271 vs  761.897±
102.967, P <0.05); 单独的SEB组或OVA组IL-4
和IFN-γ与空白对照组无明显差异; TIM4组
中IL-4的表达水平较SEB+OVA组明显降低, 

而IFN-γ的表达明显增高(90.511±15.500 vs  
295.834±20.408; 807.734±95.436 vs  362.109
±92.271, 均P <0.05).

结论: 微生物产物和食物抗原共同作用导致
FA, TIM4参与FA的发生. 消除TIM4的表达可
明显抑制Th2细胞分化, 有效纠正Th1/Th2细
胞失衡, 可阻止过敏性免疫反应.

关键词: TIM蛋白; 树突状细胞; Th2细胞; 食物过

敏; 金黄色葡萄球菌肠毒素B; 卵清蛋白
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0  引言

随着新型抗生素和疫苗的发展及其在临床上的

应用, 治疗感染性疾病已取得巨大成功, 但在过

去的几十年中, 过敏性疾病却呈现出明显上升

趋势[1], 大约15%-20%的人对外源抗原产生IgE
介导的过敏反应[2]. 近年虽然过敏性疾病成为研

究热点且已有较多的研究[3], 但是过敏性疾病的

发病机制及病因学仍不清楚, 其治疗方法有限

且效果不佳. 一般认为树突状细胞(dendritic cell, 
DC)和Th2细胞是过敏免疫反应中的关键细胞. 
DC是机体内功能最强的抗原提呈细胞(antigen 
presenting cell, APC), 也是唯一能激活初始T淋巴

细胞的APC, DC捕获和加工外源性抗原, 并递呈

抗原信息给T淋巴细胞[4], 激活T淋巴细胞介导的

免疫反应[5,6]. 不成熟的DC刺激初始T淋巴细胞

增殖、分化的能力弱, 成熟的DC高表达MHC-
Ⅰ/Ⅱ类分子, 共刺激分子如CD80和CD86等协

助抗原信息递呈过程, 有效活化T淋巴细胞[7]. 初
始CD4+ T淋巴细胞被激活后分化为Th1、Th2或
Treg细胞, Th1细胞释放1型细胞因子如IFN-γ、
Th2细胞主要释放IL-4、IL-5和IL-13. 而IL-4和
IL-13可诱导B淋巴细胞产生抗原特异性IgE, 产
生一系列致敏反应[8,9], 再暴露于特异性抗原后, 
IgE激活肥大细胞释放致敏物质促发超敏反应和

产生过敏临床症状. 最近发现的T淋巴细胞免疫

球蛋白与黏蛋白域蛋白(T cell immunoglobulin 
and mucin domains, TIMs)基因家族是一组新的

细胞表面蛋白家族. 已发现TIMs基因家族在小

鼠中包括8个成员(TIMs 1-8)和在人类中3个成

员(TIM1、3、4)[10-12]. 最近密切关注他们在过敏

性疾病和自身免疫性疾病中重要的调节作用[13]. 

■研发前沿
最 近 研 究 发 现
TIM4在Th2极化
和过敏疾病中具
有重要的作用, 成
为研究热点. 
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其中TIM4表达于APC, 尤其是成熟的DC, TIM1
表达于T淋巴细胞, 特别是Th2细胞, 近来发现他

们是Th2细胞重要的调节因子[13,14]. 体外研究[15]

显示DC中TIM4蛋白的表达与自身免疫性疾病

的严重程度正相关, TIM4结合TIM1共同促进T
淋巴细胞的扩增, 且提示TIM4可能作为一个新

的分子机制来调节T淋巴细胞反应. 我们前期研

究[16]显示, 在过敏小鼠中存在Treg细胞功能不

全, TIM4与TIM1的相互作用可降低Treg细胞的

功能及状态, 破坏免疫耐受平衡. 但是TIM4对食

物抗原特异性Th2细胞分化的影响性研究甚少, 
体外实验证据不多, 其机制仍需进一步研究. 我
们推测微生物产物和食物抗原共同作用导致食

物过敏(food allergy, FA), 其中TIM4与TIM1的
相互作用可能导致Th1/Th2细胞失衡和免疫耐

受的打破, 是引起FA的关键. 本研究是通过体外

培养骨髓来源的DC(bone marrow-derived DC, 
BMDC), 与CD4+ T淋巴细胞共同培养来研究微

生物产物和食物抗原对CD4+ T淋巴细胞的影响, 
并应用TIM4抗体干预, 探讨TIM4在FA中的作

用, 从而进一步了解食物过敏发生的分子机制, 
并为临床治疗提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 B a l b/c小鼠购于河南省实验动物中

心. 卵清蛋白(ovalbumin, OVA, Sigma公司). 
黄色葡萄球菌肠毒素B(staphylococcus aureus 
en tero toxin B, SEB)(郑州大学生物工程系). 
RPMI 1640完全培养基由: RPMI 1640培养液

(Gibco公司), HEPES 2×10-2 mol/L、L -谷氨酰

胺 2×10-3 mol/L、青霉素100 kU/L、链霉素

0.1 g/L和100 mL/L胎牛血清(Gibco公司)构成. 
重组小鼠GM-CSF(rmGM-CSF)、重组小鼠IL-
4(rm IL-4)(Peprotech公司产品). FITC-抗小鼠

CD11c、PE-抗小鼠CD86、PE-抗小鼠MHC-Ⅱ
(均购自美国BioLegend公司). CD4+ T Cell Isola-
tion Kit(Miltenyi Biotec). TIM4抗体(美国RD公

司). 小鼠IL-4、IFN-γ ELISA定量试剂盒(武汉博

士德生物科技有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 小鼠BMDC细胞的分离培养: 取Balb/c小
鼠, 颈椎脱臼法处死, 浸入750 mL/L乙醇中3-5 
min, 无菌取出股骨和胫骨, 用灭菌注射器抽取

Hanks液, 将针头从两端插入骨髓腔, 反复冲洗

出骨髓, 收入离心管中, 以1 800 r/min离心10 
min, 弃上清, 加入37 ℃预温的红细胞裂解液, 室

温2-3 min, 离心洗涤后, 用RPMI 1640完全培养

液调整细胞浓度为2×108/L, 接种于6 孔培养板, 
每孔4 mL, 加入细胞因子rmGM-CSF、rmIL-4各
10 μg/L, 置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养, 
48 h后全量换液, 之后隔天半量换液.
1.2.2 小鼠过敏模型的制造: 按照文献[17]方法进

行造模, 第0天、第3天、第9天使用10 μg SEB及
20 μg OVA无菌生理盐水溶液0.2 mL腹腔注射进

行基础致敏, 第7天、第14天使用10 μg SEB及20 
μg OVA无菌生理盐水溶液0.2 mL对小鼠进行灌

胃激发. 
1.2.3 DC细胞和CD4+ T淋巴细胞的共培养: 培
养第5天的DC分为5组: SEB组(加入SEB 200 
μg/L)、OVA组(加入OVA 20 mg/L)、SEB+OVA
组(加入SEB 200 μg/L和OVA 20 mg/L)、TIM4组
(加入SEB+OVA+TIM4抗体 5 mg/L)、空白对照

组(不加任何刺激物质), 培养48 h后, 收集悬浮及

半贴壁细胞离心, RPMI 1640洗3次, 调整细胞浓

度为2×108/L备用. 致敏Balb/c小鼠无菌开腹取

脾脏, 清洗、剪碎、研磨, 红细胞裂解液去红细

胞, 制成细胞悬液, 用小鼠CD4+ T淋巴细胞磁珠

纯化试剂盒收集CD4+ T淋巴细胞, 调整细胞浓度

至2×109/L备用, 取不同组DC和CD4+ T淋巴细胞

各0.1 mL混合培养48 h, 收集上清液冻存待测.
1.2.4 流式细胞仪测定DC表面分子: 培养的DC
第5天加入SEB 200 μg/L, 收集第7天的DC, 分为

两组: 空白对照组和SEB刺激组, 经PBS洗涤2次, 
调整细胞浓度至1×109/L. 将FITC-抗鼠CD11c 
0.2 μL、PE-抗鼠CD86 0.25 μL、PE-抗鼠MHC-
Ⅱ 0.25 μL, 加入流式样管底部, 加入500 μL细胞

悬液混匀, 避光静置30 min后, 1 mL PBS洗涤2
次, 500 μL PBS重悬细胞上机检测. 
1.2.5 RT-PCR检测TIM4 mRNA表达: 收集第7天
的DC, 分为3组: SEB刺激组(SEB 200 μg/L培养

48 h)、小剂量SEB刺激组(SEB 50 μg/L培养48 
h)及空白对照组. 按TRIzol法提取总RNA, 按试

剂盒说明进行cDNA合成和PCR扩增, TIM4引物

(上游: 5'-GGGAGGGATGATGAAGACG-3', 下
游: 5'-TAAGGCACGAGGCAGGGA-3', 63 ℃, 
扩增产物217 bp)、β-act in(上游: 5'-CCGTA-
AAGACCTCTATGCCAACA-3', 下游: 5'-GTC-
GCCTTCACCGTTCCA-3', 58 ℃, 扩增产物475 
bp), PCR产物以1.5%琼脂糖凝胶电泳, 以DNA 
Marker标记确定条带大小. 凝胶扫描成像分析系

统进行摄像后, 并对凝胶条带灰度信号强度半

定量分析.

■相关报道
Yang等研究表明
在小鼠肠道TIM4
与TIM1相互作用
能 促 进 T h 2 细 胞
分化, 在食物过敏
中发挥重要作用, 
应用相应抗体干
预则能改善肠道
症状. Rodriguez-
Manzanet等体外
研 究 显 示 ,  外 周
DC中TIM4蛋白
的表达与自身免
疫性疾病的严重
程度相关 ,  TIM4
结 合 T I M 1 导 致
TIM1磷酸化 ,  同
时促进细胞分裂
和诱导信号使细
胞避免凋亡性死
亡 来 导 致 T 淋 巴
细胞的扩增, 提示
TIM4能调节T淋
巴细胞免疫反应.



www.wjgnet.com

杨慧敏, 等. TIM4对小鼠食物过敏模型中抗原特异性Th2细胞分化的影响                 943

1.2.6 CD4+ T淋巴细胞分泌Th细胞因子的检测: 
使用ELISA试剂盒按操作说明检测各组DC和

CD4+ T淋巴细胞混合培养上清液中的IL-4、
IFN-γ表达水平.

统计学处理 结果以mean±SD表示, 实验结

果采用SPSS13.0统计软件包分析, 组间均数比较

选用单因素方差分析, 采用α = 0.05为假设检验

标准.

2  结果

2.1 SEB刺激促进DC表达TIM4 BMDC未受刺激

时仅能微量表达TIM4 mRNA, 与空白对照组相

比, SEB刺激组TIM4 mRNA表达显著增加(0.941
±0.018 vs  0.422±0.083, P <0.05), 为进一步研究

SEB对TIM4的刺激作用, 我们另设一组小剂量

SEB(50 μg/L), 结果提示SEB刺激TIM4表达增加

具有剂量依从性(图1).
2.2 DC表面分子的检测 培养的DC表面特异性

分子CD11c在各检测组都达80%以上, SEB刺

激组DC表面分子MHC-Ⅱ、CD86表达明显高

于空白对照组(MHC-Ⅱ: 76.684%±3.1803% 
v s  52.984%±3.6026%, P  = 0.000; C D86: 
89.746%±2.113% vs  67.558%±0.4341%, P  = 
0.000, 图2).
2.3 混合培养上清液细胞因子测定 SEB+OVA组

的平均IL-4与空白对照组、SEB组和OVA组比

较明显增加, 差异具有统计学意义(均P <0.05), 
而SEB+OVA组的平均IFN-γ水平较空白对照

组、SEB组和OVA组明显减少, 差异具有统计

学意义(均P <0.05); SEB组或OVA组IL-4和IFN-γ
与空白对照组均无明显差异; TIM4组中IL-4的
表达水平较SEB+OVA组明显降低(P <0.05), 而
IFN-γ的表达明显增高(P <0.05), 与空白对照组、

SEB组和OVA组相比, IL-4和IFN-γ的表达无统计

学差异(表1).

3  讨论

FA和相关疾病在世界上广泛存在, 但其发病机

制仍不清楚. 一般认为Th2细胞的极化、DC的

激活、调节性T淋巴细胞、微生物产物及食物

蛋白等参与FA的发生发展[17,18]. 表达于免疫细胞

的TIMs基因家族在调节Th1和Th2细胞介导的免

疫应答中展现了重要的作用, 为我们提供一个

崭新的研究视角. 最近研究[19]证实在变应性鼻

炎患者(allergic rhinitis, AR)外周血中存在Th2细
胞的极化和TIM1的表达增加, 体外培养Th2细胞

出现TIM1表达快速的衰变, 而加入TIM4能稳定

TIM1的表达, 说明DC来源的TIM4能结合TIM1
维持TIM1在一个稳定的状态, 然后共同作用促

进Th2细胞的极化. 另外有研究显示表达于APC
的TIM4特异性识别表达于凋亡细胞的磷脂酰丝

氨酸, 在清除凋亡细胞过程中发挥作用[20,21], 且
发现肝脏中表达于巨噬细胞的TIM4过量表达, 
抑制伴刀豆球蛋白A介导的肝炎[22]. 可见, TIM4
的作用和产生机制比较复杂, 尚需大量的研究

阐明.
越来越多的临床证据证实, 致病性微生物

的感染及其毒素参与过敏性疾病的发生, 许多

文献[23]提示, SEB与过敏性疾病的发病有关, 我
们前期研究也发现, SEB在小鼠FA反应中发挥

重要作用[24], 因而SEB被用作有代表性的微生物

产物, 作为佐剂应用于FA动物模型中, 但是其参

与FA的分子机制知之甚少. DC作为最强的APC, 
在固有免疫尤其是适应性免疫反应中发挥关键

作用, 因此暴露于微生物产物, 如SEB的DC自身

会产生什么反应是我们的研究内容之一. 一般

认为启动CD4+ T淋巴细胞免疫反应, 需要DC上

■创新盘点
本文通过体外培
养系统研究微生
物 产 物 对 D C 及
其表面跨膜蛋白
TIM4的作用 ,  明
确TIM4对CD4+ T
淋巴细胞分化的
作用, 探讨食物过
敏发生的病因学
和分子机制.

表 1 不同组DC和CD4+ T淋巴细胞混合培养上清液中
IL-4和IFN-γ的浓度 (n  = 5, mean±SD, ng/L)

     
分组               IL-4             IFN-γ

空白对照组   78.335±13.109a 761.897±102.967a

SEB+OVA组 295.834±20.408 362.109±92.271

SEB组   81.893±8.978a 835.366±124.852a

OVA组   89.000±11.297a 672.513±69.938a

TIM4组   90.511±15.500a 807.734±95.436a

aP<0.05 vs  SEB+OVA组.

图 1 SEB刺激DC 48 h后TIM4 mRNA表达. 1: SEB(200 μg/L)

刺激组; 2: 小剂量SEB(50 μg/L)刺激组; 3: 空白对照组; 
aP<0.05 vs  空白对照组.
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MHC-Ⅱ和共刺激分子如CD80、CD86等, 作为

不同信号通路协同促进免疫应答[25]. 本研究显示

SEB刺激DC导致其表面MHC-Ⅱ和CD86表达增

高, 促进DC的成熟.
有研究[26]报道, 应用霍乱毒素(cholera toxin, 

CT)刺激DC能导致TIM4表达增加, CT和花生萃

取物(peanut extract, PE)刺激培养的DC, 过继转

移到正常小鼠体内, 口服PE抗原激发后能引起肠

道Th2细胞的极化和过敏反应. 本研究显示体外

培养的BMDC微量表达TIM4, SEB刺激后, TIM4
的表达显著增加, 且具有剂量依从性. 另外研究

显示仅在SEB或OVA单独条件下DC和CD4+ T淋
巴细胞共同培养均不能导致Th2细胞的极化, 而
只有同时存在SEB和OVA条件下, 才导致OVA特

异性Th2细胞的极化, 表现为与空白对照组相比, 
IL-4分泌显著增高. 而IFN-γ分泌减少, 应用TIM4
抗体共同培养能阻止Th2细胞的极化, 说明TIM4
在Th2 细胞极化反应中发挥重要作用. 当然微生

物及微生物产物种类很多, 除了SEB的其他微生

物产物是否也有这样的作用, 值得进一步探讨.
总之, 本实验中证实在SEB和OVA共存条件

下, DC与CD4+ T淋巴细胞共同培养, 导致CD4+ T
向Th2方向分化增殖, 单独的SEB或OVA不能导

致Th2细胞分化, TIM4作为重要的分子参与这一

过程, 应用相应抗体可抑制SEB和OVA对CD4+ T
向Th2分化的作用. 表明在FA中, TIM4对Th2细
胞的分化起着重要作用, TIM4表达增加能促进

Th2型细胞因子的分泌, 进而在体内产生一系列

的过敏反应和临床症状. 阻断TIM4信号传导, 可
以有效纠正Th1/Th2细胞失衡, 阻止过敏性免疫

反应, 改善相应过敏症状.
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Abstract
AIM: To explore the association between mo-
lybdenum levels and risk of gastric cancer by 
comparing environmental molybdenum levels 
between a high and a low incidence area of gas-
tric cancer.

METHODS: Samples of soil, earth, paddy, sur-
face water, drinking water, and hair, serum and 
urine of residents were collected from a high and 
a low incidence area of gastric cancer. Atomic 
emission spectrometry and oscillopolarography 
were applied to detect the contents of molybde-
num in the above samples. Nonparametric rank 
sum test was used for statistical analysis.

RESULTS: There is a significant difference in 
environmental molybdenum content between 

the high and low incidence areas of gastric can-
cer (P < 0.01). The median molybdenum contents 
in soil, bottom mud and rice were significantly 
higher in the low than in the high incidence area 
of gastric cancer (2.57 mg/kg vs 0.50 mg/kg, 3.53 
mg/kg vs 0.71 mg/kg, 1.04 mg/kg vs 0.54 mg/
kg, all P < 0.01). The median molybdenum con-
tents in soil and low mud in the low incidence 
area of gastric cancer were five times as high as 
those in the high incidence area. The molybde-
num contents in the hair, serum and urine of 
residents in the low incidence area were signifi-
cantly higher than those in the high incidence 
area (0.11 mg/kg vs 0.05 mg/kg, 8.42 μg/L vs 3.17 
μg/L, 0.13 mg/L vs 0.04 mg/L, all P < 0.001).

CONCLUSION: High incidence of gastric cancer 
is probably related to insufficient intake of mo-
lybdenum.

Key Words: Gastric cancer; Molybdenum; Environ-
ment

Xiao JR, Zhou Y, Chen ZC, Chen BY, Chen HY, Lin CH, 
Ying MG. Association between environmental molybde-
num levels and risk of gastric cancer. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(9): 946-949

摘要
目的: 研究微量元素钼与胃癌的关系. 

方法: 采集胃癌高、低发区土壤、底泥、地
表水、饮用水、水稻、健康人群的头发、血
清和尿液样品, 采用等离子体原子发射光谱法
(AES)和极普法(POL)等方法检测样品中钼含
量, 采用非参数秩和检验对数据进行统计分析. 

结果: 胃癌高、低发区环境及居民体内钼含
量存在差异, 低发区土壤、底泥、水稻中的
钼含量中位数分别为2.57 mg/kg、3.53 mg/kg
和1.04 mg/kg, 均显著高于高发区的0.50 mg/
kg、0.71 mg/kg和0.54 mg/kg(均P <0.01), 土壤
和底泥样品检测值中位数是高发区的近5倍, 
低发区常住居民的头发、血清和尿液中钼含
量分别为0.11 mg/kg、8.42 μg/L和0.13 mgL, 
均显著高于高发区的0.05 mg/kg、3.17 μg/L和
0.04 mg/L(均P <0.001).

®

■背景资料
胃癌是我国一种
常见的恶性肿瘤, 
发病表现出明显
的地区差异, 其发
病过程较复杂, 是
环境与遗传因素
共同作用的结果. 

■同行评议者
田文静 ,  副教授 , 
哈尔滨医科大学
公卫学院
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结论: 微量元素钼通过食物链进入人体, 胃癌
高发可能与人体摄入钼不足有关.

关键词: 胃癌; 钼; 环境
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0  引言

钼是人体必需微量元素之一, 在体内参与构成

黄嘌呤氧化酶、醛氧化酶等几种重要酶的辅助

因子, 在生理代谢中起重要作用. 胃癌是我国常

见的一种恶性肿瘤, 其发病过程较为复杂, 与幽

门螺杆菌、饮食习惯、营养和化学致癌物密切

相关, 是环境与遗传因素共同作用的结果. 近年

来微量元素与胃癌发生的相关性引起许多学者

的重视, 钼是其中较为引人关注的一种微量元

素. 福建省长乐市和福安市分别属胃癌的高、

低发区 ,  死亡率相差近九倍(长乐市胃癌标化

死亡率为58.3/10万, 福安市胃癌标化死亡率为

6.46/10万), 我们通过检测两地土壤、底泥、地

表水、饮用水、稻米、健康人群的头发、血清

和尿液样品中钼含量, 研究微量元素钼与胃癌

的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 长乐市的采样点设在文岭乡, 福安市采

样点在下白石镇. 两采样点为地形、生活环境

相似的沿海地区, 将当地50-65岁的常住健康居

民作为研究对象. 长乐市103人, 其中男73人, 女
30人, 平均年龄56.47±4.78岁; 福安市102人, 其
中男67人, 女35人, 平均年龄58.75±3.78岁, 抽
样人群具有可比性.
1.2 方法 
1.2.1 土壤、底泥样品采集及检测: 土壤采样点

布置在农田、菜地, 避开明显点状污染地段、

垃圾堆及新近堆积土等, 在采样点周围多处(3-5
处)采集合并为一个样品, 垂直采集地表至40 cm
深的土壤, 土壤样品原始质量>1 kg, 样品中弃去

动、植物残留体、砾石、肥料团块等. 底泥采

样点选择在非饮用水采集点附近, 样品采集时

避开明显人为点状污染地段, 样品原始质量约

1 kg. 样品经预处理后采用等离子体原子发射光

谱法检测. 
1.2.2 地表水、饮用水样品采集及检测: 地表水

采样点布设在有代表性河沟及水塘中, 饮用水

采样布设在饮用人口多的水井及集中供水水源

(水厂). 采集均采用瞬时采样法, 采样时尽量轻

扰动水体, 取样前先用待取水洗涤装样瓶和塞

子3-5次, 然后把取样瓶沉入水下30 cm深处取

样. 水样经预处理后采用极普法检测. 
1.2.3 水稻样品采集及检测: 在产量大的地方采

集, 采用对角线方法选取4-5个样点, 四周样点要

据地边1米以上, 个别样点如缺乏代表性应作适

当调整, 每个样点取50 cm×(播幅+幅距)cm的样

方一个. 样品经预处理后采用极普法检测. 
1.2.4 头发、血清和尿液的采集及检测: 用不锈

钢剪刀剪取受检者后枕部头发2 g, 去离子水清

洗干净风干后封入塑料袋中待检. 用无污染的

一次性塑料注射器抽取空腹静脉血5 mL, 注入

干燥具塞的聚丙烯试管中, 在常温下垂直放置1 
h使凝固, 以3 000 r/min离心10 min, 用移液器分

离出血清, 转入另一聚丙烯血清管中加盖, 贮于

-20 ℃低温冰箱中待检. 用清洁的塑料容器取晨

尿, 放置15 min澄清后, 倒入无污染的聚乙烯的

尿样杯中加盖, 贮于-20 ℃低温冰箱中待检. 采
用原子荧光光谱法检测. 
1.2.5 分析技术质量控制: 石检测按中国地质调

查局的《生态地球化学评价样品分析指南》(简
称指南)和《DD2005-01规范》样品技术及质量

监控的要求执行. 样品检测准确度要求相对误

差(relative error, RE)≤30%, 精密度要求相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)≤30%.
统计学处理 将所有资料输入计算机, 运用

SPSS14.0统计软件进行分析. 由于数据分布呈

偏态, 采用中位数(M)及四分位数(P25、P75)表示

数据, 两地资料比较采用非参数秩和检验.

2  结果

2.1 分析技术质量控制情况 检测系统对人发

(GBW07601)和牛血清(GBW09131)检测结果显

示RE分别为1.4%和-2.3%, RSD分别为3.3%和

4.7%, 方法的准确度和精密度均优于《指南》

的要求. 除地表水和饮用水外, 其他样品报出率

均为100%(表1).
2 .2  各种样品中钼含量  长乐市和福安市地

表 1 分析方法准确度和精密度

     
推荐值 平均值 RE(%) RSD(%)

人发(GBW07601)   0.073   0.074   1.4   3.3

牛血清(GBW09131) 13 12.7 -2.3   4.7

■相关报道
吴磊等对江西省
85个县、市的土
壤有效态钼含量
及胃癌患者的头
发与血清中钼含
量的测定及分析, 
结 果 显 示 ,  土 壤
有效钼与胃癌死
亡 率 呈 负 相 关 (r  
= -0.285, P <0.01), 
胃癌患者发钼含
量低于健康对照
(P < 0 . 0 1 ) ,  血 清
钼 亦 低 于 对 照
(P <0.05).

■创新盘点
本研究从环境(包
括土壤、底泥、
地 表 水 ) 、 食 物
(水稻)及人体(头
发、血清、尿液)
各方面对微量元
素钼与胃癌的相
关性进行研究, 探
索环境中钼含量
对人体的影响及
其与胃癌发生的
相关性.
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表水样品的报出率分别为8 6 . 7 % ( 1 3 / 1 5 )和
40 .0%(4 /10) ,  饮用水样品的报出率分别为

77.8%(35/45)和13.3%(4/30), 低于检出限的水样

太多, 不进行统计学检验. 胃癌低发区(福安市)
与高发区(长乐市)环境及健康居民体内钼含量

存在差异. 福安市土壤、底泥、水稻中的钼含

量显著高于长乐市(P <0.05), 尤其在土壤和底泥

中, 福安市样品检测值中位数是长乐市的近五

倍. 福安市常住健康居民的头发、血清和尿液

中钼含量也显著高于长乐市(P <0.001). 血清和

尿液样品检测值与参考值(血清0.006 mg/L, 尿液

100 μg/L)做比较[1], 福安市检测值中位数均高于

参考值, 长乐市则明显低于参考值(表2).

3  讨论

钼是人体必需的微量元素之一, 在植物性食品

中含量较丰富, 谷类和多叶蔬菜是其良好的食

物来源, 动物性食品和水果中含量较低. 植物通

过根茎从土壤中吸收钼, 植物性食品中钼的含

量取决于种植土壤中的钼的多少. 研究表明, 钼
在人体中的吸收率很高, 不同给予途径, 其吸收

率70%-90%[2]. 吸收40-60 min后在血浆中达到峰

值, 然后快速清除, 3 h后以钼酸盐的形式从尿液

中排泄. 吸收后储存在肝、肌肉和骨中的钼循

环代谢较慢, 半衰期为42-74 d, 储存在肾上腺和

胃肠道的循环代谢较快, 半衰期为1.7-2.5 d[3,4]. 
血清和尿液中钼含量代表短期体内钼水平, 受
饮食影响较大, 而头发中钼含量则可以代表体

内中长期的水平. 我们的分析结果显示, 福安市

土壤、底泥中钼含量高于长乐市, 水稻钼含量

也高于长乐市, 福安市常住健康人群的头发、

血清、尿液中钼含量均高于长乐市, 表明钼主

要通过土壤、底泥-植物-人体沿食物链从环境

进入人体, 与参考值比较, 福安市居民血清和尿

液中钼含量高于参考值, 长乐市明显低于参考

值, 福安市土壤钼含量高使得当地居民长期通

过食物链摄入钼元素较充足, 相反, 高发区长乐

市居民摄入钼明显不足. 
吴磊等[5]对江西省85个县、市的土壤有效

态钼含量及胃癌患者的头发与血清中钼含量的

测定及分析, 结果显示, 土壤有效钼与胃癌死亡

率呈负相关(r  = -0.285, P <0.01), 胃癌患者发钼

含量低于健康对照(P <0.01), 血清钼亦低于对

照(P <0.05). 钼是亚硝酸盐还原酶的组成成分

之一, 土壤缺钼造成环境和农作物中亚硝酸盐

含量增加, 最终影响人摄入亚硝酸盐的量, 亚硝

酸盐致胃癌作用已经得到共识, 因此, 缺钼可能

是胃癌发生的危险因素之一. 河南林县由于土

壤钼含量低, 饮食摄入少, 采用口服钼进行人

群干预试验预防胃食管癌[6]. 近年来, 含钼化合

物的抗肿瘤功效得到学者的认可, Mitsui等[7]对

[NH3Pri]6[MO7O24]3H2O (PM-8)作用于人类胃癌

细胞模型的研究发现, PM-8抑制人胃癌细胞株

MKN45生长, 使癌细胞DNA断裂并形成凋亡小

体. Ogata等[8]发现[NH3Pri]6[MO7O24(OH)](PM-1
7)在体外实验中能抑制胰腺癌细胞和胃癌细胞

(MKN45)增殖, 诱导癌细胞凋亡. 铜在促进生理

和恶性血管生长起重要作用, 新血管的形成对

肿瘤的生长、侵袭和转移至关重要, 四硫钼酸

盐(tetrathiomolybdate, TM)是铜螯合剂能迅速有

效地降低铜的储量, 起到抗血管生成的功效, TM
能通过抑制血管内皮生长因子, 促使头颈部鳞

状细胞癌发生坏死并且预防远处转移. 第二代

四硫钼酸盐(ATN-224)抑制肿瘤细胞和内皮细胞

中超氧化物歧化酶1, 导致体外内皮细胞增殖抑

制和体内血管发生减弱[9-11]. 
本次研究结果显示, 在胃癌高发区从环境

到居民体内钼元素含量均显著低于胃癌低发区, 

表 2 长乐、福安两地环境及人体中钼含量比较

     
样品

                             长乐市                                         福安市    
P 值

    n   P25   M   P75     n   P25   M    P75

土壤(mg/kg)   45 0.47 0.50 0.62   30 1.56 2.57   4.18 <0.001

底泥(mg/kg)   15 0.49 0.71 1.36   10 2.51 3.53   6.40   0.003

地表水(μg/L)   15 1.00 1.00 2.00   10 - - -

饮用水(μg/L)   45 0.50 1.00 1.50   30 - - -

水稻(mg/kg)   12 0.38 0.54 0.78   11 0.45 1.04   1.43   0.031

头发(μg/g) 103 0.05 0.05 0.07 102 0.09 0.11   0.14 <0.001

血清(μg/L) 103 2.61 3.17 3.95 102 6.02 8.42 11.81 <0.001

尿液(mg/L) 103 0.02 0.04 0.05 102 0.07 0.13   0.19 <0.001

■应用要点
本研究表明, 胃癌
高、低发区环境
及居民体内的钼
含量存在明显差
异, 胃癌高发地区
的环境及居民体
内的钼含量均低
于胃癌低发地区, 
为进一步深入研
究提供了有价值
的线索.
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钼主要通过食物链进入人体, 胃癌高发可能与

环境缺钼、居民摄入钼不足有关, 钼可能是胃

癌的保护因素. 虽然本次研究是生态学研究, 而
且元素之间还存在着协同和拮抗作用, 还无法

肯定两者之间的因果关系, 需要进一步研究来

检验结果, 但为今后进一步研究提供了有价值

的线索. 
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)

■同行评价
本文设计合理, 条
理清晰, 为进一步
的实验研究提供
线索.
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Abstract
AIM: To perform a meta-analysis to assess the 
value of protein kinase C theta in the diagnosis 
of gastrointestinal stromal tumors.

METHODS: English or Chinese papers pub-
lished from 1998 to 2010, which evaluated the 
diagnostic value of protein kinase C theta for 
gastrointestinal stromal tumors using pathologic 
diagnosis as the gold standard, were identified 
by searching Pubmed, Embase, Wanfang data, 
VIP, CBM and CNKI. The quality of included 
studies was assessed using the QUADAS tool. 
Meta-disc 1.4 software was used to extract data 
and to calculate the overall sensitivity, specific-
ity, positive likelihood ratio, negative likelihood 
ratio, and diagnostic odds ratio. The summary 
receiver operating characteristic (SROC) curve 
was plotted.

RESULTS: Nine studies involving 1 141 patients 
were included in the meta-analysis. The results 
for the nine studies were inconsistent (P = 0.0042, 
I2 = 64.3%). The overall sensitivity, specificity, 
positive likelihood ratio, negative likelihood ra-
tio, and diagnostic odds ratio were 93% (95%CI: 
91%-95%), 93% (95%CI: 91%-95%), 12.47 (95%CI: 
6.30-24.70), 0.10 (95%CI: 0.05-0.17) and 138.19 
(95%CI: 52.75-362.04), respectively. The weight-
ed area under the ROC curve (AUC) was 0.9713 
(SE = 0.0116).

CONCLUSION: Protein kinase C theta has a 
high value in the diagnosis of gastrointestinal 
stromal tumors.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumor; Protein 
kinase C theta; Diagnosis; Mata-analysis
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摘要
目的: 通过Meta分析方法评价蛋白激酶Cθ对
胃肠道间质瘤的诊断价值.

方法: 检索Pubmed数据库、万方数据库、

维普数据库、CBM以及CNKI数据库, 搜集
1998-2010年国内外公开发表的以病理诊断结
果为金标准的关于蛋白激酶Cθ诊断胃肠道间
质瘤的英文、中文文献, 按照Meta分析的要
求和诊断试验公认的质量标准对所有的纳入
研究进行质量评估. 采用Meta-disc1.4软件进
行数据分析, 得到合并的诊断敏感度和特异
度、合并的阳性和阴性似然比以及合并的比
数比, 并绘制接受者工作特征(SROC)曲线.

结果: 共纳入9篇(2001-2008年)国内外有关蛋
白激酶Cθ诊断胃肠道间质瘤的文献, 涉及研
究对象1 141例. 9篇文献研究结果存在异质性
(P  = 0.0042, I2 = 64.3%). 利用随机效应模型合
并的诊断敏感度和特异度分别为93%(95%CI: 
91%-95%)、93%(95%CI: 91%-95%), 合并阳
性似然比为12.47(95%CI: 6.30-24.70), 合并阴

®

■背景资料
胃肠道间质瘤是
消化系常见的间
叶源性肿瘤, c-kit
原癌基因和血小
板起源生长因子
受体(PDGFRA)基
因突变是其发生
的关键因素. 目前
确诊主要依据病
理表现和免疫组
织化学检测, 其中
免疫组织化学染
色CD117多呈阳
性, 但对于形态组
织学可疑CD117
表达阴性的病例
诊断却较困难, 需
要寻找一种新的
诊断标志物. 近几
年研究发现蛋白
激酶Cθ在胃肠道
间质瘤中高水平
表达, 可能作为一
种新的标志物用
于胃肠道间质瘤
的诊断, 尤其适用
于CD117表达为
阴性的病例.

■同行评议者
崔莲花 ,  副教授 , 
青岛大学医学院
公共卫生系



杨颖, 等. 蛋白激酶Cθ对胃肠道间质瘤的诊断价值                   951

www.wjgnet.com

性似然比为0.10(95%CI: 0.05-0.17), 合并比数
比为138.19(95%CI: 52.75-362.04), 加权SROC
面积为0.9713(SE = 0.0116).

结论: 蛋白激酶Cθ可作为敏感度以及特异度
均高的标记物用于胃肠道间质瘤的诊断.
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)是一组独立起源于胃肠道间质干细胞的

肿瘤, 属于消化系间叶性肿瘤, 1983年由Mazur
和Clark根据肿瘤的分化特征首次提出[1]. 目前

GISTs的确诊主要依据病理表现和免疫组织化

学检测, 其中免疫组织化学染色CD117多呈阳

性, 对其诊断十分有意义, 但大约有5%组织形态

学可疑的病例CD117呈阴性[2]. 蛋白激酶Cθ是一

种新型的钙离子非依赖型丝氨酸/苏氨酸激酶, 
近几年研究发现其在GISTs中存在表达, 但关于

蛋白激酶Cθ对此病的诊断价值, 各文献报道不

尽相同. 本研究采用Meta分析方法对有关蛋白

激酶Cθ诊断GISTs的文献进行系统、客观的综

合评价, 为其临床应用提供最佳的循证证据.

1  材料和方法

1.1 材料 以美国生物学数据库(Medline)、万方

科技期刊全文数据库作为已发表的国外文献的

主要来源, 检索词为“gastrointestinal stromal tu-
mor”、“Protein Kinase C theta/PKC-theta”、

“diagnosis”; 以中国期刊全文数据库(CNKI)、
重庆维普(VIP)中文科技期刊全文数据库、万方

科技期刊全文数据库作为已发表的国内文献的

主要来源, 检索词为“胃肠道间质瘤”、“蛋

白激酶Cθ/PKC-theta”、“诊断”, 发表年限为

1998-01/2010-10. 对所有检索到的文章, 通过查

阅其参考文献扩展检索的范围. 研究对象限定为

人类, 并排除综述、信件、评论、病例报告等类

型的文章.
1.2 方法 
1.2.1 资料提取: 制定并严格按照纳入/排除标准

筛选文献, 对检索搜集到的文献, 分别由两名评

价者独立进行方法学质量评价和资料提取, 并

进行交叉核对, 若遇到分歧则通过讨论解决.
1.2.2 文献纳入以及排除标准: 纳入标准: (1)采
用蛋白激酶Cθ诊断GISTs的文献; (2)病例数≥

15; (3)有病理诊断金标准结果的对比, 诊断明

确; (4)文献的结果有四格表数据或经计算可获

得四格表数据, 且均可获得全文, 发表文种仅限

于英文以及中文. 排除标准: (1)完全不以病理组

织学证据作为金标准; (2)文献类型属综述以及

个案报道; (3)样本含量<15例; (4)各数据库中互

相重复的文献; (5)无法提取四格表数据的文献.
1.2.3 文献的质量评价: 用诊断性试验准确性质

量评价工具QUADAS(quality assessment of diag-
nostic accuracy studies)[3]评价文献质量以及发生

偏倚的可能性, 每个项目按“是”、“否”、

“不清楚”3个标准进行评价, 由两名评价员独

立进行文献评价, 分歧通过讨论解决. 若14条质

量评价标准均满足则研究存在偏倚的可能性极

低(A级); 如果其中任何一条或多条质量评价标

准仅部分满足即不清楚, 则该研究存在偏倚的

可能性为中等(B级); 如果其中任何一条或多条

质量评价标准完全不满足即未采用或不正确,则
该研究存在高度偏倚的可能性(C级).

统计学处理 采用STATA11.0软件用meta-
funnel法绘制漏斗图评估发表偏倚. 将纳入研

究的诊断四表格等数据录入到Meta-disc1.4软
件中, 计算纳入文献合并的诊断敏感度和特异

度、阳性和阴性似然比以及合并的比数比, 并
进行综合受试者工作特征(summary receiver op-
erating characteristic, SROC)曲线拟合分析, 获得

SROC曲线下面积. 为避免原始数据为0时无法

计算, 每项加0.5. Spearman相关分析检查有无阈

值效应引起的异质性, 对其他异质性、敏感度

和特异度采用卡方检验, 对阳性似然比和阴性

似然比采用cochrane-Q检验. 用I2评估异质性大

小, I2<25%则异质性较小, 25%≤I2≤50%则为中

等度异质性, I2>50%则研究结果间存在高度异质

性. 若不存在异质性, 采用固定效应模型, 反之

则采用随机效应模型对准确性指标进行汇总处

理, 所有结果均用95%CI表示. 检验水准α = 0.1. 
同时Meta回归探讨异质性的来源, 按P值由大到

小逐步筛选出影响异质性的最重要因素, 通过

RDOR评估影响因素对试验精确性的影响, 去除

异质性大的研究再次分析.

2  结果

2.1 文献筛检及纳入研究特点 最初检索到相关

■相关报道
Blay等证实蛋白
激酶Cθ在胃肠道
间质瘤中高表达, 
但在其他间叶组
织肿瘤中则不表
达, 包括KIT阳性
的肿瘤.
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文献325篇, 通过筛选, 排除综述、个案报道、

重复、不相关以及研究目的与本系统评价不符

的文献, 最终有9篇文献[4-12]符合纳入标准. 其中

英文文献8篇, 中文文献1篇, 共涉及病例1 141
例, 包含胃、肠、胃食管连接处、食管、肠系

膜、后腹膜、阔韧带等来源的间质瘤682例及

作为对照的消化系来源的平滑肌瘤、平滑肌肉

瘤、神经鞘瘤、恶性神经鞘瘤等和其他部位来

源的胸腺瘤、精原细胞瘤、肾透明细胞癌、恶

性黑色素瘤等459例. 发表时间为2001-2008年, 
3项研究在美国完成, 2项研究在韩国完成, 中
国、日本、西班牙、加拿大各有1项研究(表1).
2.2 方法学质量评价 9篇纳入研究文献均为回顾

性研究, 按文献质量评价标准进行评价, 评分为

A级5篇[7,9-12], B级3篇[5,6,8], C级1篇[4]. 9项研究中8
项[5-12]对各种易混淆疾病进行了对比分析, 1项研

究[4]对照疾病覆盖范围不全; 所有研究均设立金

标准(临床表现及病理学证据), 金标准均能够

准确区分恶性以及良性; 所有研究采用的病理

切片与金标准检查所用的病理切片不存在病情

进展; 所有研究对象接受了金标准检查; 1项研

究[11]采用了盲法, 其余均未报道. 所有研究均详

细描述了蛋白激酶Cθ的检测方法, 但各研究间

采用试剂和仪器均不相同(表2).
2.3 统计学分析结果

2.3.1 发表偏倚分析: 采用metafunnel法绘制漏斗

图(图1)以估计发表偏倚, 可见图像对称性, 文献

发表偏倚较小.
2.3.2 异质性分析: 首先检验是否存在阈值效应, 
当存在阈值效应时, 敏感度与特异度呈阴性关

联(与1-特异度呈阳性关联), 从而ROC平面散点

分布呈典型的“肩臂形”样式, Spearman相关分

析提示强阳性关联. 本研究中, Meta-disc1.4软件

输出的ROC平面散点图并非典型的“肩臂形”

外观(图2), 同时Spearman相关系数为-0.333(P  
= 0.381), 提示敏感度与1-特异度呈阴性关联, 
不存在阈值效应. 对其他来源的异质性进行检

验, 结果提示, 个研究之间敏感度(P  = 0.0006, 
I2 = 71.0%)、特异度(P  = 0.0000, I2 = 79.5%)、
阳性似然比(cochrane-Q = 25.34, P  = 0.0014, I2 
= 68.4%)、阴性似然比(cochrane-Q = 24.93, P  
= 0.0016, I2 = 67.9%)、诊断比数比(diagnostic 
odds ratio, DOR)(cochrane-Q = 22.42, P  = 0.0042, 
I2 = 64.3%)均存在高度异质性(图3). Meta回归

分析发现异质性的来源与文献质量及入选文献

的检测方法有关, 以文献质量分类的RDOR = 
4.34(95%CI: 0.43-43.79, P  = 0.1708). 按入选文

献的检测方法不同分类的RDOR = 4.26(95%CI: 
0.13-135.88, P  = 0.3451).
2.3.3 Meta分析: 以Moses模型建立SROC直线

回归模型: D = a+b×S, SROC曲线在(S, D)平
面变成了一条直线 ,  以加权最小二乘法求得

回归模型中的参数a、b. b与0差异无统计学意

义(P  = 0.5497), 提示SROC曲线是对称的, 拟

表 1 纳入文献的作者、出版年份及设计特征

     
文献编号        作者 研究国家 年份  设计 患者数(n ) 盲法           方法

1 Allander等[4]   美国 2001 回顾性      19 NR 基因水平

2 Nielsen等[5]   加拿大 2002 回顾性      46 NR 基因水平

3 Segal等[6]   美国 2003 回顾性      81 NR 基因水平

4 Duensing等[7]   美国 2004 回顾性      67 NR 免疫组织化学

5 Blay等[8]   西班牙 2004 回顾性      73 NR 免疫组织化学

6 Motegi等[9]   日本 2005 回顾性    112 NR 免疫组织化学

7 Kim等[10]   韩国 2006 回顾性    318 NR 免疫组织化学

8 梁建芳等[11]   中国 2007 回顾性    115 是 免疫组织化学

9 Lee等[12]   韩国 2008 回顾性    310 NR 免疫组织化学

NR: 文章未说明.

图 1 metafunnel法绘制的漏斗图.

2.
0 

  
  
 1

.5
  
  
 1

.0
  
  

  
0.

5 
  

  
 0

.0

-4             -2              0              2             4

S.
E.

 o
f 

lo
go

r

Funnel plot with pseudo 95% confidence limits

Log odds ratio

■创新盘点
本文通过Meta分
析, 系统、客观、
科学地评价了蛋
白激酶Cθ对胃肠
道间质瘤的诊断
价值, 为其临床应
用提供最佳的循
证证据.
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合SROC曲线, 9项研究的加权SROC曲线下面

积为0.9713, SE = 0.0116(图4). 由于异质性检

验提示各研究之间存在高度异质性 ,  故M e t a
分析合并效应量时采用随机效应模型, 9个研

究的合并敏感度为93%(CI: 91%-95%)、合并

特异度为93%(CI: 91%-95%)、合并阳性似然

比为12.47(CI: 6.30-24.70)、合并阴性似然比

为0.10(CI: 0.05-0.17)、合并DOR为138.19(CI: 
52.75-362.04). 
2.3.4 敏感性分析: M e t a回归分析发现异质性

的来源与文献质量有关, 剔除4篇精确性差的

文献 [6,8,10,12]后, 再次进行异质性检验, 剩余5项
研究之间敏感度(P  = 0.0418, I2 = 59.7%)存在较

高异质性, 特异度(P  = 0.2677, I2 = 23%)、阳性

似然比(P = 0.3612, I2 = 8.0%)、阴性似然比(P  = 
0.2902, I2 = 19.6%)存在低度异质性, DOR无异质

性(P  = 0.4149, I2 = 0.00%). 5项研究的加权SROC
曲线下面积为0.9476, SE = 0.0180(图5). 固定

效应模型的合并敏感度为87%(CI: 0.81-0.92)、
合并特异度为93%(CI: 0.88-0.96)、合并阳性

似然比为9.37(CI: 5.52-15.89)、合并阴性似然

比为0.17(CI: 0.11-0.26)、合并DOR为59.36(CI: 
28.58-123.43).

3  讨论

单纯以文献质量为筛选标准的亚组分析并不能

把异质性控制在理想水平, 说明异质性的来源

有多种原因. 首先9项研究中3项研究对蛋白激

酶Cθ进行了基因水平的检测, 其他研究则进行

了免疫组织化学染色检测, 即存在检测方法不

统一的情况; 其次, GISTs的诊断存在金标准判

读的偏倚, 由此可能夸大诊断实验的特异度; 第
三, 部分研究纳入的病例数较大, 所占权重也较

大, 因此对异质性分析结果影响较大. 最后, 所
有的研究都是回顾性的, 存在收集GISTs病例后

再设置对照的情况, 可能未实现同步盲法而存

在判读偏移. 本文纳入的9项研究中均有明确的

诊断金标准, 研究对象包含了所有因胃肠道肿

块而进行免疫组织化学或基因水平检测的病例, 

表 2 QUADAS工具质量评价

     
研究设计特征

  文献编号

 1  2  3  4  5 6 7 8 9

研究对象是否代表实际操作中接受该检查的所有患者 N Y Y Y Y Y Y Y Y

研究对象的选择标准是否明确 N Y Y Y Y Y Y Y Y

诊断金标准能否帮助疾病分级 NR NR NR Y NR Y Y Y Y

诊断试验和诊断金标准检查之间是否间隔足够短的时间 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

所有被纳入研究的样本是否均被诊断金标准证实 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

不管诊断试验结果如何, 患者是否都是运用同样的诊断金标准 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

诊断金标准试验、诊断试验是否为独立的试验 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

诊断试验的操作是否有细节描述并可以重复 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

诊断金标准的操作是否有完整的细节描述并可以重复 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

诊断试验结果解释是否独立于诊断金标准 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

诊断金标准结果解释是否独立于诊断试验 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

得到诊断试验的结果时, 与之相对应的临床资料可不可得 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

无法解释或介于中间的试验结果是否报道 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

中途退出研究是否有明确解释 Y Y Y Y Y Y Y Y Y

文献质量 C B B A B A A A A

NR: 文章未说明; Y: 是; N: 否; A: A级; B: B级; C: C级.
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图 2 纳入9篇研究的ROC平面散点图.

■同行评价
本文内容丰富, 为
胃肠道间质瘤的
诊断提供依据.
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仅1项研究[4]未包含各类易混淆的疾病. 8项研

究[4-10,12]未明确报道是否采用了盲法, 可能同样

存在诊断实验的判读偏倚.
目前多数学者认为GISTs起源于胃肠道间

质干细胞-Cajal细胞(interstitial cells of Cajal, 
ICC), 大部分存在c-kit基因的突变, c-kit基因突

变导致KIT酪氨酸激酶持续活化, KIT(CD117)过
度表达[13], 是目前诊断GISTs的主要依据. 然而

少数c-kit基因突变的病例KIT表达很弱甚至不

表达, 还有一部分KIT阴性的GISTs因血小板起

源生长因子受体基因突变所致[14,15]. 因此, 对于

形态组织学可疑但KIT表达阴性的病例诊断较

困难, 十分有必要寻找一种新的诊断标志物. 蛋
白激酶Cθ是蛋白激酶C家族成员之一, 其活性受

甘油二酯和磷脂调控, 是一个细胞周期蛋白, 最
初仅发现在T淋巴细胞、骨骼肌细胞及血小板

中表达. 近年, DNA微阵列技术证实蛋白激酶Cθ
与KIT同时表达于豚鼠消化系的ICC[16], 并且在

GISTs中高水平表达. Western blot也清晰地显示

了在GISTs中存在与KIT表达无关的单个条带, 
该条带位于蛋白激酶Cθ分子量所在位置[14,17]. 因
此, 蛋白激酶Cθ可能作为一种新的标志物用于

GISTs的诊断, 尤其适用于KIT表达为阴性的病

例. 本研究共搜索到9篇符合纳入标准的相关文

献, 质量水平中等, 采用诊断实验专用软件Meta-
disc1.4软件计算合并的敏感度和特异度等, 并绘

制蛋白激酶Cθ诊断GISTs的SROC曲线, 对蛋白激

酶Cθ诊断GISTs有一个较客观而准确的评价. 结果

显示蛋白激酶Cθ在诊断GISTs方面具有较好的敏

感度93%(95%CI: 91%-95%)及特异度93%(95%CI: 
91%-95%), SROC曲线下面积为0.9713. Meta回归

分析发现异质性的来源与文献质量有关, 在去除

精确性差的4项研究后, 得到的合并敏感度及特

异度分别为87%(95%CI: 81%-92%)、93%(95%CI: 
88%-96%), 与9项研究的合并效应无统计学差异. 
因此, 蛋白激酶Cθ可作为敏感度以及特异度均高

的标志物用于GISTs的诊断.

4      参考文献
1 Mazur MT, Clark HB. Gastric stromal tumors. Re-

appraisal of histogenesis. Am J Surg Pathol 1983; 7: 
507-519

2 中国胃肠道间质瘤专家组. 中国胃肠道间质瘤诊断治
疗共识(2008年版). 临床肿瘤学杂志 2009; 14: 746-754 

3 Whiting P, Rutjes AW, Reitsma JB, Bossuyt PM, 
Kleijnen J. The development of QUADAS: a tool 
for the quality assessment of studies of diagnostic 
accuracy included in systematic reviews. BMC Med 
Res Methodol 2003; 3: 25

4 Allander SV, Nupponen NN, Ringnér M, Hostetter 
G, Maher GW, Goldberger N, Chen Y, Carpten J, 
Elkahloun AG, Meltzer PS. Gastrointestinal stromal 
tumors with KIT mutations exhibit a remarkably 
homogeneous gene expression profile. Cancer Res 
2001; 61: 8624-8628  

5 Nielsen TO, West RB, Linn SC, Alter O, Knowl-
ing MA, O'Connell JX, Zhu S, Fero M, Sherlock G, 
Pollack JR, Brown PO, Botstein D, van de Rijn M. 

Allander等  351.00 (6.24-19749.00)
Nielsen等  289.80 (12.87-6523.41)
Segal等  1683.00 (30.39-93212.04)
Duensing等  35.24 (8.20-151.40)
Blay等  5035.00 (97.08-261319.40)
Motegi等  119.10 (29.10-487.44)
Kim等  622.75 (183.02-2119.01)
梁建芳等  35.42 (10.99-114.15)
Lee等  55.00 (24.96-121.18)

Random Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio = 138.19 (52.75 to 362.04)
Cochran-Q = 22.42; df = 8 (P = 0.0042)
Inconsistency (I-square) = 64.3%
Tau-squared = 1.1321

0.000                       1                  261139.4
                   Diagnostic Odds Ratio

Diagnostic OR (95%CI) 图 3 纳入9篇研究的DOR.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

0.0       0.2       0.4       0.6       0.8       1.0
1-特异性

敏
感

性

Symmetric SROC
AUC = 0.9713
SE(AUC) = 0.0116
Q* = 0.9220
SE(Q*) = 0.0191

图 4 纳入9篇研究的SROC.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

0.0       0.2       0.4       0.6       0.8       1.0
1-特异性

敏
感

性

Symmetric SROC
AUC = 0.9476
SE(AUC) = 0.0180
Q* = 0.8873
SE(Q*) = 0.0238

图 5 剩余5篇研究的SROC.



www.wjgnet.com

杨颖, 等. 蛋白激酶Cθ对胃肠道间质瘤的诊断价值                   955

Molecular characterisation of soft tissue tumours: a 
gene expression study. Lancet 2002; 359: 1301-1307

6 Segal NH, Pavlidis P, Noble WS, Antonescu CR, 
Viale A, Wesley UV, Busam K, Gallardo H, DeSan-
tis D, Brennan MF, Cordon-Cardo C, Wolchok JD, 
Houghton AN. Classification of clear-cell sarcoma 
as a subtype of melanoma by genomic profiling. J 
Clin Oncol 2003; 21: 1775-1781

7 Duensing A, Joseph NE, Medeiros F, Smith F, Hor-
nick JL, Heinrich MC, Corless CL, Demetri GD, 
Fletcher CD, Fletcher JA. Protein Kinase C theta 
(PKCtheta) expression and constitutive activation 
in gastrointestinal stromal tumors (GISTs). Cancer 
Res 2004; 64: 5127-5131

8 Blay P, Astudillo A, Buesa JM, Campo E, Abad M, 
García-García J, Miquel R, Marco V, Sierra M, Losa 
R, Lacave A, Braña A, Balbín M, Freije JM. Protein 
kinase C theta is highly expressed in gastrointesti-
nal stromal tumors but not in other mesenchymal 
neoplasias. Clin Cancer Res 2004; 10: 4089-4095

9 Motegi A, Sakurai S, Nakayama H, Sano T, Oyama 
T, Nakajima T. PKC theta, a novel immunohisto-
chemical marker for gastrointestinal stromal tu-
mors (GIST), especially useful for identifying KIT-
negative tumors. Pathol Int 2005; 55: 106-112 

10 Kim KM, Kang DW, Moon WS, Park JB, Park CK, 
Sohn JH, Jeong JS, Cho MY, Jin SY, Choi JS, Kang 
DY. PKCtheta expression in gastrointestinal stromal 
tumor. Mod Pathol 2006; 19: 1480-1486

11 梁建芳, 郑绘霞. PKC-θ在胃肠间质瘤中的表达及意
义. 诊断病理学杂志 2007; 14: 56-59

12 Lee HE, Kim MA, Lee HS, Lee BL, Kim WH. Char-
acteristics of KIT-negative gastrointestinal stromal 
tumours and diagnostic utility of protein kinase C 
theta immunostaining. J Clin Pathol 2008; 61: 722-729

13 Rubin BP, Singer S, Tsao C, Duensing A, Lux ML, 
Ruiz R, Hibbard MK, Chen CJ, Xiao S, Tuveson DA, 
Demetri GD, Fletcher CD, Fletcher JA. KIT activa-
tion is a ubiquitous feature of gastrointestinal stro-
mal tumors. Cancer Res 2001; 61: 8118-8121

14 Heinrich MC, Corless CL, Duensing A, McGreevey 
L, Chen CJ, Joseph N, Singer S, Griffith DJ, Haley 
A, Town A, Demetri GD, Fletcher CD, Fletcher JA. 
PDGFRA activating mutations in gastrointestinal 
stromal tumors. Science 2003; 299: 708-710

15 Hirota S, Ohashi A, Nishida T, Isozaki K, Kinoshita 
K, Shinomura Y, Kitamura Y. Gain-of-function mu-
tations of platelet-derived growth factor receptor 
alpha gene in gastrointestinal stromal tumors. Gas-
troenterology 2003; 125: 660-667

16 Poole DP, Van Nguyen T, Kawai M, Furness JB. 
Protein kinases expressed by interstitial cells of 
Cajal. Histochem Cell Biol 2004; 121: 21-30

17 Debiec-Rychter M, Wasag B, Stul M, De Wever I, 
Van Oosterom A, Hagemeijer A, Sciot R. Gastroin-
testinal stromal tumours (GISTs) negative for KIT 
(CD117 antigen) immunoreactivity. J Pathol 2004; 
202: 430-438

           编辑  李薇  电编  何基才  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

WJG 成功通过评审被 PMC 收录

本刊讯 PubMed Central(PMC)是由美国国家医学图书馆(NLM)下属国家生物技术信息中心(NCBI)创立的开放

存取(Open Access)的生物医学和生命科学全文数据库. 此数据库只收录采取国际同行评审制度评议的期刊, 并

对收录期刊有较高的科学、编辑及数据文件质量要求.

截至目前, 我国只有两本期刊被PMC收录.《浙江大学学报B》(英文版)(Journal of Zhejiang University 
Science B )是我国第一本通过PMC评审并于2006-03-15被收录的期刊.《世界胃肠病学杂志》(英文版)(World 
Journal of Gastroenterology , WJG )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://

www.pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive (WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-03-26)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年3月28日; 19(9): 956-959
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

急性缺血性脑血管病后胃肠道出血607例 

张新宇, 王丽平, 沈 扬, 李小刚

张新宇, 王丽平, 沈扬, 李小刚, 北京大学第三医院神经内科 
北京市 100191
作者贡献分布: 张新宇与王丽平对此文做出主要贡献; 此课题由
张新宇与李小刚设计; 研究过程由张新宇、王丽平及沈扬完成; 
数据汇总和分析由张新宇与王丽平完成; 写作由张新宇与王丽
平完成.
通讯作者: 李小刚, 主任医师, 100191, 北京市, 北京大学第三医
院神经内科. zhangxy3216@126.com
收稿日期: 2010-12-21   修回日期: 2011-02-08
接受日期: 2011-02-28   在线出版日期: 2011-03-28

Gastrointestinal hemorrhage 
after acute ischemic stroke: an 
analysis of 607 cases   

Xin-Yu Zhang, Li-Ping Wang, Yang Shen, Xiao-Gang Li

Xin-Yu Zhang, Li-Ping Wang, Yang Shen, Xiao-Gang Li, 
Department of Neurology, Peking University Third Hospi-
tal, Beijing 100191, China
Correspondence to: Xiao-Gang Li, Department of Neu-
rology, Peking University Third Hospital, Beijing 100191, 
China. zhangxy3216@126.com
Received: 2010-12-21    Revised: 2011-02-08 
Accepted: 2011-02-28    Published online: 2011-03-28

Abstract
AIM: To analyze the incidence, diagnosis and 
treatment of gastrointestinal hemorrhage after 
acute ischemic stroke.

METHODS: A total of 607 patients with acute 
ischemic stroke were involved in the study. The 
relationship of Glasgow coma score, age, sex, 
diabetes, hypertension, smoking, and the type of 
cerebral infarction with the risk of gastrointesti-
nal hemorrhage after acute ischemic stroke was 
analyzed.

RESULTS: Gastrointestinal bleeding was ob-
served in 18 (2.9%) patients. The development of 
gastrointestinal hemorrhage after acute ischemic 
stroke was correlated with age (OR = 3.60) and 
middle cerebral artery infarction (MCA, OR = 
9.47), but not with lacunar infarction, diabetes, 
hypertension, sex or smoking.

CONCLUSION: Elder age and larger MCA in-
farcts predict the development of gastrointesti-
nal bleeding after acute ischemic stroke. Stroke 

mortality can be independently predicted by 
gastrointestinal bleeding.

Key Words: Gastrointestinal hemorrhage; Acute 
ischemic stroke; Arterial obstruction

Zhang XY, Wang LP, Shen Y, Li XG. Gastrointestinal 
hemorrhage after acute ischemic stroke: an analysis of 607 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 956-959

摘要
目的: 回顾性分析急性缺血性脑血管病患者
并发胃肠道出血和应激性溃疡的发病率、诊
治情况, 为该病的治疗提供新的参考.

方法: 2005-2010年来北京大学第三医院治
疗的急性缺血性脑血管病患者607例, 分析
格拉斯哥昏迷评分、年龄、性别、是否患
有糖尿病、高血压、吸烟及脑梗死的类型
等指标与急性脑血管病合并胃肠道出血的
关系.

结果: 607例急性缺血性脑血管病患者中, 有
18例胃肠道出血患者, 其患病率为2.9%, 年龄
(优势比为3.60)和大脑中动脉梗死(优势比为
9.47)与胃肠道出血相关; 腔隙性梗死、糖尿
病、高血压、性别和吸烟与急性脑血管病伴
胃肠道出血等指标不相关.

结论: 高龄和大脑中动脉梗死的脑血管病患
者要严密观察, 预防性使用胃黏膜保护剂和质
子泵抑制剂, 防止大出血导致的失血性休克.

关键词: 胃肠道出血; 急性缺血性脑血管病; 动脉

梗死

张新宇, 王丽平, 沈扬, 李小刚. 急性缺血性脑血管病后胃肠道出

血607例. 世界华人消化杂志  2011; 19(9): 956-959
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0  引言

随着我国经济和生活水平的迅速提高, 急性脑

血管病患者特别是缺血性脑血管病患者逐渐

增多. 由于急性缺血性脑血管病患者具有起病

®

■背景资料
急性脑血管病由
于发病率高、致
死 致 残 性 强 ,  在
2008年后已经成
为我国疾病患者
死亡的第一顺位
原 因 .  急 性 脑 血
管病中70%以上
为缺血性脑血管
病 .  除 了 针 对 脑
血管病本身的治
疗 ,  对 于 其 并 发
症的治疗也很重
要 .  作 为 急 性 脑
血管病常见并发
症的胃肠道出血, 
近年来在治疗中
逐渐得到重视.

■同行评议者
阴赪宏 ,  研究员 , 
首都医科大学附
属北京友谊医院
感染暨急救医学
科; 朱亮, 副教授, 
大连医科大学生
理教研室
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急、进展快、死亡率高和易出现并发症等特点, 
临床治疗较为复杂. 许多临床资料提示[1-3], 严重

的急性脑血管病患者发生应激性溃疡和胃肠道

出血的可能性较高, 而在治疗急性缺血性脑血

管病患者时, 常使用的溶栓及抗血小板等药物[4]

又可能会加重胃肠道出血和溃疡的程度, 所以

成为临床治疗的难点. 国内有关急性脑血管病患

者后胃肠道出血临床诊治及预后的相关报道较

少. 因此, 本文回顾性分析北京大学第三医院急

性缺血性脑血管病患者并发胃肠道出血和应激

性溃疡的发病率、诊治情况, 以期为临床急性脑

血管病患者并发胃肠道出血和应激性溃疡的治

疗提供新的参考.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析2005-2010年北京大学第三

医院神经内科、ICU病房及高干病房治疗的急

性缺血性脑血管病患者607例, 患者均为首次发

作或症状初发后1 wk, 其中包括使用阿司匹林、

氯吡格雷、华法令等药物的患者. 所有患者均

符合1995年第四届全国脑血管会议修订的《各

类脑血管病诊断要点》标准[5], 并经头颅CT或
MRI检查除外脑实质出血及蛛网膜下腔出血. 急
性缺血性脑血管病患者伴有胃肠道出血均详细

记录出血可能的原因、处理及预后. 
1.2 方法 胃肠道出血的诊断标准为: 急性缺血性

脑血管病后发现有呕血、黑便或病理分析发现

胃腔内有血块. 按照单因素方差分析相关指标, 
即格拉斯哥昏迷评分、年龄、性别、是否患有

糖尿病、吸烟及脑梗死的类型等, 分析与急性

缺血性脑血管病胃肠道出血的相关性. 
统计学处理 以上指标与急性缺血性脑血管

病的关系采用Logistic回归分析. 各项指标间采

用95%CI优势比分析其相关性.

2  结果

607例急性缺血脑血管病患者, 平均年龄为78.79 
(35-88)岁, 男281例(46.3%), 急性大脑中动脉供

血区梗死占20%, 腔隙性梗死占60.9%, 其他占

19.1%. 急性缺血性脑血管病患者中有18例患者

伴有胃肠道出血, 占2.9%, 所有患者均为上消化

道出血, 其中胃溃疡12例, 十二指肠溃疡3例, 黏
膜糜烂3例. 18例出血患者病因检查中只有4例
通过胃镜, 即病理分析发现胃腔内有血块, 其余

14例均有较明显的临床表现, 如呕血、黑便或

同时出现两种情况. 所有胃肠道出血患者均经

过严格的诊断和治疗. 18例伴胃肠道出血患者

有6例死亡. 单因素方差分析显示, 伴胃肠道出

血患者平均年龄与不伴胃肠道出血患者平均

年龄有显著性差异(78.0岁±8.9岁 vs  71.0岁±

12.3岁, P <0.05), 大脑中动脉区梗死与胃肠道出

血相关. 腔隙性梗死、糖尿病、高血压、性别

和吸烟等指标与急性缺血性脑血管病伴胃肠

道出血没有相关性. 胃肠道出血为急性脑血管

病死亡率增加的独立指标(OR  = 24.97, 95%CI: 
1.97-316.9, 表1).  

3  讨论

国外对急性脑血管病伴胃肠道出血研究较多, 
但是针对国内人群的研究较少. Jura等[6]对于498
例白种人急性缺血性脑血管病患者进行尸检发

现胃肠道出血的比例高达15.1%, 多出现在较为

严重的脑梗死, 尚未发现胃肠道溃疡类型与脑

梗死的类型相关. Davenport等[7]研究613例急性

脑血管病患者, 有18例有胃肠道出血并发现与

年龄呈一定相关性. Kitamura等[8]发现, 急性脑血

管病患者的胃肠道出血患病率高达52%. 
本文研究急性脑血管病伴胃肠道出血发病

率为2.9%, 其结果明显低于Kitamura等[8]报道的

52%和Dobkin等报道的16%-25%, 主要原因是

Kitamura和Dobkin等研究将缺血性脑血管病和

出血性脑血管病均纳入到研究中, 出血性脑血

管病的并发症较多, 高达30%以上[9-11]. Phan等[12]

的研究中发现6例急性脑血管病伴胃肠道出血

患者, 并合并有低血压和血红蛋白降低, 其中有

3例死亡, 所以胃肠道出血是导致急性脑血管病

死亡的重要原因之一. 我们认为, 老年患者, 特
别是伴有其他疾病患者, 大量的胃肠道出血可

以导致患者死亡. 尽管在本研究中尚未发现在

急性脑血管病时胃肠道出血对患者预后的影响, 
但我们认为高血压和贫血可能是脑血管病急性

期的死亡原因之一. 
本次研究中我们分析了影响胃肠道出血的

因素, 包括年龄、糖尿病、吸烟、血糖、格拉

斯哥评分及梗死类型等指标. 在所有的因素中, 
大脑中动脉梗死与年龄是急性脑血管病伴胃肠

道出血的独立致病因素, 大脑中动脉梗死是急

性脑血管病中常见而又严重的一种, 通常可以

使中枢神经产生应急性激素升高, 胃肠道蠕动

增加, 黏膜充血及炎症介质的作用, 可使Cushing
氏溃疡的发生率增加, 这将直接导致胃肠道出

血的增加[13]. 高年龄段缺血性脑血管病患者胃

■研发前沿
严重的急性脑血
管病患者发生应
激性溃疡和胃肠
道出血的可能性
较高, 而在治疗急
性缺血性脑血管
病患者时, 常使用
的溶栓及抗血小
板等药物又可能
会加重胃肠道出
血和溃疡的程度, 
所以成为临床治
疗的难点.

■相关报道
Jura等对于498例
白种人急性缺血
性脑血管病患者
进行尸检发现胃
肠道出血的比例
高达15.1%, 多出
现在较为严重的
脑梗死, 尚未发现
胃肠道溃疡类型
与脑梗死的类型
相关.
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肠道出血的发病率和死亡率较高, 这可能与高

年龄段多器官功能退化、胃肠道黏膜屏障功能

降低有关. 本研究提示在急性缺血性脑血管病

中常使用药物的如肝素、抗血小板制剂并不是

导致胃肠道出血的直接原因, 所以急性脑血管

病常规使用抗凝或抗栓药物不会显著增加胃肠

道出血的发生. 有研究表明[14,15]吸烟是胃溃疡形

成的条件, 吸烟能兴奋迷走神经, 使胃酸分泌增

多; 乙醇对胃黏膜有刺激损伤作用, 但在本研究

中, 吸烟、饮酒史与急性脑血管病胃肠道出血

并无直接的联系, 我们认为可能与本次研究病

例数过少有关.  
当急性脑血管病患者出现柏油样便, 可能

提示胃肠道出现广泛出血, 如果没有给予有效

治疗, 通常会出现失血性休克, 导致患者多器官

衰竭和预后不良. 所以临床要严密观察急性脑

血管病患者, 尤其是老年及大脑动脉梗死患者, 
在常规脑血管病药物的基础上给予质子泵抑制

剂[16](如奥美拉唑)或胃黏膜保护剂, 适量的调

整抗凝抗栓剂的使用剂量, 积极防治胃肠道出

血, 避免严重的并发症发生. 常规剂量的抗血小

板或抗凝制剂对于一般的脑血管病患者增加胃

肠道出血的比例较小, 本文的样本量中未能体

现统计学差异, 但国外报道的上万例患者抗血

小板研究中显示了较安慰剂组的消化道出血的

增加. 一旦出现出血迹象, 不论是否与用药相关, 
除了给予胃黏膜保护剂, 必须要调整或停止影

响血小板聚集或凝血的药物. 
本文虽对来北京大学第三医院治疗的607例

急性脑血管病患者进行回顾性研究, 但由于分

析的指标和样本量有限, 所以未来尚需大样本

长期的跟踪调研, 以期能为临床提供更详实和

价值更高的资料, 从而降低急性脑血管病后胃

肠道出血的发生. 
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Abstract
AIM: To investigate risk factors for early recur-
rence after cryoablation for hepatocellular carci-
noma (HCC).

METHODS: The clinical data for 90 HCC pa-
tients with recurrence after cryoablation were 
analyzed retrospectively. Risk factors associated 
with tumor early recurrence were assessed. 

RESULTS: During a median follow-up of 21.9 
mo ± 10.1 mo (range, 8 to 47 mo), early recur-
rences were observed in 57 out of 90 patients 
(63.4%) and late recurrences in 29 patients 
(32.2%). The median survival time was signifi-
cant lower in the early recurrence group than in 
the late recurrence group (21 mo vs 36 mo, P < 
0.05). Univariate analysis demonstrated that risk 
factors associated with early recurrence after 
cryoablation for HCC were preoperative serum 

α-fetoprotein (AFP) level >200 μg/L, hepatitis 
B virus (HBV) DNA level >5 log10 copies/mL, 
maximum tumor diameter >3 cm, and adjacency 
of the tumor to large blood vessels (diameter ≥
6 mm). Multivariate analysis showed that pre-
operative HBV DNA level >5 log10 copies/mL, 
maximum tumor diameter >3 cm, and adjacency 
of the tumor to large blood vessels were inde-
pendent risk factors for early recurrence after 
cryoablation for HCC (all P < 0.05).

CONCLUSION: Preoperative HBV DNA level 
>5 log10 copies/mL, maximum tumor diameter 
>3 cm and adjacency of the tumor to large blood 
vessels are independent risk factors for early re-
currence after cryoablation for HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Cryosurgery; 
Early recurrence; Risk factors

Yang M, Guo Z, Li BG. Risk factors for early recurrence 
after cryoablation for hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 960-963

摘要
目的: 探讨肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)患者冷冻消融术后影响早期复发的相关
危险因素.

方法: 回顾分析90例直径≤5.0 cm的HCC行冷
冻消融治疗后复发的患者的临床资料, 分析影
响冷冻消融术后早期复发的危险因素.

结果: 本组患者随访8-47(平均随访时间21.9±
10.1) mo, 共有57例(63.3%)早期复发(≤2年), 
33例(36.7%)晚期复发(>2年). 早期复发组与晚
期复发组复发后的中位生存时间分别为21 mo
和36 mo, 二者具有显著差异(P <0.05). 单因素
分析结果显示, 术前血清甲胎蛋白(AFP)>200 
μg/L、乙型肝炎病毒(HBV) DNA>5 log10 
copies/mL、肿瘤最大直径>3 cm、肿瘤邻近
大血管(直径≥6 mm)是HCC冷冻消融术后早
期复发的危险因素(P <0.05); 多因素分析显示
术前HBV-DNA>5 log10 copies/mL、肿瘤最
大直径>3 cm、肿瘤邻近大血管是HCC冷冻
消融术后早期复发的独立影响因素(P <0.05).

®

■背景资料
冷冻消融是一种
有效的肿瘤靶区
微创治疗方法. 几
十年来, 冷冻治疗
由于缺乏满意的
治 疗 设 备 ,  发 展
缓慢. 随着科技进
步, 美国率先研制
出具有冷热双重
功能的氩氦刀, 广
泛应用于临床. 近
年来氩氦冷冻治
疗肝癌迅速发展, 
其基本原理是利
用氩气快速制冷
产生的超低温作
用于肿瘤组织, 引
起细胞内外冰晶
形成、细胞脱水, 
氦气迅速复温, 导
致肿瘤坏死. 

■同行评议者
杜顺达, 副主任医
师, 北京协和医院
肝外科
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结论: 冷冻消融术后早期复发影响术后远期
生存. 术前HBV DNA>5 log10 copies/mL、肿
瘤最大直径>3 cm、肿瘤邻近大血管的HCC
患者在冷冻消融术后应警惕早期复发, 可根据
患者的不同特点采用个体化辅助治疗方案.

关键词: 肝细胞癌; 冷冻外科; 早期复发; 危险因素
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0  引言

冷冻消融等局部微创疗法在直径较小(≤5 cm)
的肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)患者

治疗上得到认可, 并初步取得了较好的疗效[1-4]. 
与传统的外科手术比较, 冷冻消融具有微创、

对肝功能影响小、重复性强多种优点. 但无论

根治性切除术还是冷冻消融术, 治疗后的高复

发率仍是制约肝癌疗效的主要原因. 本组主要

研究HCC冷冻消融术后早期复发对生存时间的

影响以及早期复发的相关危险因素.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-01/2007-01行冷冻消融术后复发的

小HCC(≤5 cm)90例, 全部符合HCC诊断标准[5], 其
中穿刺活检病理诊断62例, 临床诊断28例. 男56
例, 女34例, 年龄34-78岁(中位年龄61)岁. 行冷

冻治疗前, 19例AFP阴性(≤20 μg/L); 71例AFP
阳性(>20 μg/L). 治疗前, 肝功能Child-Pugh A、

B级者分别为58、32例; 按BCLC分期, A期26例, 
B期64例. 单发肿瘤63例, 多发肿瘤17例. 纳入标

准: 单发结节肿瘤直径≤5 cm, 多发结节肿瘤数

≤3个且最大直径≤3 cm; 肝功能Child-Pugh分
级A级或B级; 无门脉瘤栓或其他部位转移; 有合

适的经皮穿刺进针路径; 均为HBV感染. 剔除标

准: 术前有远处转移; 合并心、肾、脑等严重器

质性疾病者, 不能耐受手术. 所有治疗均经患者

和家属同意, 并签订知情同意书. 按复发时间分

为早期复发组(≤2年)和晚期复发组(>2年).
1.2 方法 
1.2.1 冷冻消融治疗: 选择10 mm层厚肝脏平扫, 
计算肿瘤区域, 预计靶冷冻体积. CT定位线做

体表标志, 选择、确定不同进针角度、深度, 靶
向穿刺点. 操作步骤: 取仰卧位, 常规消毒、铺

巾. 局麻后, 按预定穿刺途径将冷冻器穿入冷冻

靶区. 氩气工作压力17 225 kPa(2500 PSI), 100%
输出功率条件下, 冷冻至-140 ℃～-160 ℃, 持续

15-20 min, 氦气复温至10 ℃, 为第1冷冻循环. 第
2循环, 方法同前. 再次行CT平扫, 见冰球范围超

出肿瘤范围5 mm定义为手术成功. 术毕, 撤出冷

冻器. 全部技术操作均在心电、呼吸、脉搏、

血氧饱和度监护监测下进行. 术后常规预防感

染治疗. 
1.2.2 随访: 患者定期住院复查、门诊或电话随

访, 建立病历档案. 随访期内每1-2 mo复查腹部

CT、MRI、血清AFP水平及肝功能情况以了解

复发情况. 复发判定主要根据增强CT或MRI检
查, 了解消融局部或肝内远处有无复发. 若随访

期间影像学检查显示原肿瘤区内部或周边有强

化, 考虑肿瘤局部复发; 原消融区以外的肝内强

化灶定为另位复发灶. 生存时间以月为单位, 以
肿瘤导致的死亡为事件终点, 以生存、失访或

死于其他疾病为终检值.
统计学处理 使用SPSS16.0统计软件包分析

处理数据. 采用Kaplan-Meier法计算复发后生存

时间, 做Log-rank检验; 单因素分析采用χ2检验, 
把具有统计学意义的因素纳入Logistic回归模型

进行多因素分析. 以P<0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 随访结果及并发症 随访至2007-12-01, 平均

随访21.9 mo±10.1 mo. 全组57(63.3%)例出现早

期复发, 其中原位复发35例, 另位复发22例; 33
例(36.7%)晚期复发, 其中原位复发8例, 另位复

发25例. 早期复发组和晚期复发组复发后的中

位生存时间差异明显(21 mo vs  36 mo, χ2 = 9.720, 
P  = 0.002, 图1). 治疗过程中或治疗后无冷冻消

融相关的死亡. 大多数患者术后出现低热、伤

口疼痛等症状, 通常在2-3 d后症状缓解或消失, 
未出现出血、胆管瘘、肌红蛋白尿、凝血功能

障碍等并发症. 
2.2 影响H C C冷冻消融后复发的单因素分析 
HCC冷冻消融后复发与AFP>200 μg/L、HBV 
DNA>5 log10 copies/mL、肿瘤最大直径>3 cm、

邻近大血管有关(P<0.05, 表1). 
2.3 影响HCC冷冻消融后复发的多因素分析 将
单因素分析有统计学意义的4个变量进行多

因素Logis t ic回归分析, 结果显示, 术前HBV 
DNA>5 log10 copies/mL、肿瘤最大直径>3 
cm、邻近大血管是HCC冷冻消融术后早期复发

的独立危险因素(P <0.05, 表2).

3  讨论

近年来, 随着多元化介入治疗创新, HCC疗效

■相关报道
Zytoon等报道称, 
肿瘤直径>3 cm、
肿瘤临近大血管
等是射频消融治
疗肝癌术后早期
复发的影响因素.

■创新盘点
目前冷冻消融技
术广泛应用于肝
癌治疗, 对<5 cm
肿瘤可彻底毁损, 
甚至达到根治目
的, 但术后早期复
发限制其疗效的
进 一 步 提 高 .  因
此, 探讨早期局部
复发的影响因素, 
对其临床应用具
有重要意义.
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稳步提高, 预后已经取得较大程度提高. 但由于

HCC具有高复发率的特性, 所以其远期疗效仍不

理想, 且复发时间主要集中在治疗后2年左右[6], 
2年内复发称早期复发[7]. 研究发现[8,9], 早期复发

是影响肝癌预后的最重要的因子. 本组中, 63.3%
患者在治疗后2年内复发, 2年内复发患者复发

后的中位生存时间明显较超过2年复发患者短

(P <0.05). 说明早期复发对HCC患者的预后影响

更为明显. 
在我国,  HCC与HBV密切关联. HBV持续高

复制状态导致相应肝脏微观及宏观改变. 研究

显示[10-12], 行根治性肝切除术、肝移植术或者经

肝动脉化疗栓塞术后HCC复发与术前HBV病毒

复制水平密切相关. 本组结果显示: HBV DNA> 
5 log10 copies/mL是冷冻消融术后肝癌早期复发

的独立影响因素(P<0.05). 说明HBV水平对肝癌

复发早期具有明显影响, 抗病毒治疗可能成为

预防病毒感染相关的肝癌复发的治疗手段. 
肝癌早期复发的主要原因是单中心生长的

微小癌灶或微转移灶的残留[13]. 肿瘤大小影响

冷冻消融的治疗效果[14], 对于>3 cm的肿瘤容易

因治疗范围不足导致复发. 本研究中, 肿瘤最大

直径>3 cm是早期复发的独立危险因素(P<0.05). 
因此, 冷冻消融应用于较大肿瘤时, 可考虑行多

点穿刺融合治疗以扩大有效治疗范围. 肿瘤所

处位置也影响冷冻消融的治疗效果. 当肿瘤邻

近大血管时, 由于存在“热池效应”(heat sink 
effect), 冷冻产生的能量会被血液带走, 冷冻边

缘功率下降, 致使冷冻边缘细胞没有完全坏死, 
进而导致复发[15,16]. 本组研究亦证实邻近大血管

是冷冻消融术后复发的影响因素(P<0.05).  
Peng等[17]认为AFP与肝癌切除术后复发有

关, 当术前AFP>200 μg/L时, 肝癌术后容易早期

复发, 患者的预后较差. 本组单因素分析显示, 
AFP是肝癌冷冻消融术后早期复发的影响因素, 
但在多因素分析中无统计学意义. 原因可能是部

分HCC患者血清AFP水平可能处于正常水平, 其
作为预测肝癌早期复发指标的尚待进一步研究. 
血管侵犯是目前公认肝癌复发的危险因素[18], 为
更好说明小肝癌冷冻消融术后早期复发的影响

表 1 影响HCC冷冻消融术后早期复发的单因素分析

     
临床因素

早期复

发组(n )

晚期复

发组(n )
χ2值 P 值

性别

    男 39 23 0.016 0.900

    女 18 10

年龄(岁)

    ≥60 33 19 0.001 0.976

    <60 24 14

ECOG评分

    0分 32 16 0.492 0.483

    1分 25 17

AFP>200 μg/L

    是 30 10 4.220 0.040

    否 27 23

HBV DNA>5 log10 copies/mL

    是 33 12 3.876 0.049

    否 24 21

ALT≥2N

    是 30 13 1.468 0.226

    否 27 20

AST≥2N

    是 13   9 0.226 0.635

    否 44 24

PLT<100×109

    是 22 14 1.073 0.300

    否 35 19

Child-Pugh分级

    A 39 19 0.128 0.721

    B 18 14

合并肝硬化

    是 36 22 0.112 0.738

    否 21 11

肿瘤个数

    1 39 24 0.185 0.667

    2-3 18   9

肿瘤最大直径(cm)

    >3 35   9 9.743 0.002

    ≤3 22 24

临近大血管

    是 36 11 7.451 0.006

    否 21 22

肿瘤包膜

    有 33 17 0.344 0.557

    无 24 16

1.0
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0.6
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0.2

0.0
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图 1 早期和晚期复发组生存时间比较.

■应用要点
对于肿块较大或
者位置特殊的肝
癌病例, 单纯依靠
冷冻消融取得的
治疗效果有限, 应
联合其治疗方式
控制早期复发. 同
时应注意患者基
础病变, 必要时给
予抗病毒治疗.
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因素, 本组中经CT及MRI证实有血管侵犯的未

纳入研究. 
总之, 冷冻消融术后早期复发对HCC患者

的预后具有重要影响作用. 甄别冷冻消融术后存

在的复发危险因素, 不仅有助于治疗前的病例选

择, 而且有助于个体化辅助治疗方案的制定. 
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表 2 影响HCC冷冻消融术后早期复发多因素Logistic回归分析

     
影响因素 标准误   χ2值   P 值 危险比       95%CI

HBV DNA>5 log10 copies/mL 0.624 8.033 0.005 5.865 1.726-19.930

肿瘤最大直径>3 cm 0.600 7.782 0.005 5.337 1.646-17.309

临近大血管 0.597 8.394 0.004 5.643 1.750-18.191

■同行评价
本文设计合理, 结
论明确, 对临床医
生有一定的参考
意义.
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Abstract
AIM: To investigate the clinicopathologic fea-
tures, diagnosis, treatment and prognosis of 
perivascular epithelioid cell tumor (PEComa) of 
the pancreas.

METHODS: One case of PEComa of the pan-
creas was investigated by light microscopy and 
immunohistochemistry. A literature review was 
performed to summarize the characteristics of 
the disease.

RESULTS: The tumor was located in the head 
of the pancreas. Microscopically, the lesion was 
composed of thick or thin blood vessels and 
nest- or slice-shaped cells around the blood 
vessels. The tumor cells were huge, showed dif-
ferent polygons and had abundant clear to eo-
sinophilic, granular cytoplasm. The nuclei were 
polymorphic and no mitoses were observed. 
Immunohistochemistrically, the tumor cells 

were strongly positive for HMB45, Melan-A, 
SMA, HHF35 and vimentin, weakly positive for 
D2-40 and S-100, and negative for Syn, CK (Pan), 
CD117, CD34, insuin, somatostatin, gastrin, cal-
citonin, α-hCG, ACTH, serotonin, PP, VIP and 
glucagon.

CONCLUSION: Pancreatic PEComa is a mes-
enchymal tumor with undetermined biological 
behavior and has unique histological, immuno-
histochemical and ultrastructural features. There 
are no definitely diagnostic criteria currently 
available to differentiate malignant and benign 
pancreatic PEComa. Current management has 
relied on surgery, and postoperative long-term 
close follow-up is needed.

Key Words: Pancreatic neoplasms; Perivascular 
epithelioid cell tumor; Clinicopathology; Diagnosis; 
Differential diagnosis

Xie FL, Song YN, Qu LJ, Yu YH, Zheng ZY. Clinicopatho-
logic features of perivascular epithelioid cell tumor of 
the pancreas. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 
964-968

摘要
目 的 :  探 讨 胰 腺 血 管 周 上 皮 样 细 胞 肿 瘤
(perivascular epithelioid cell tumors, PEComas)
的临床病理学特征、诊断、鉴别诊断、治疗
方法和预后.

方法: 对1例罕见的胰腺PEComas进行光镜观
察、免疫组织化学染色, 并结合文献探讨该病
的临床病理学特点.

结果: 肿瘤位于胰头部, 光镜下可见肿瘤内含
有丰富的厚壁和薄壁血管, 血管周围及血管
间为成巢、成片或器官样排列的上皮样细胞. 
肿瘤细胞体积较大, 呈多边形, 胞质丰富, 透
亮或颗粒状、淡嗜酸性. 细胞核小, 圆形、卵
圆形或不规则形, 核分裂象罕见. 免疫组织化
学显示肿瘤细胞HMB45、Melan-A、SMA、

HHF35、Vimentin弥漫强阳性, D2-40和S-100
呈弱阳性表达, Syn、CK(Pan)、CD117、
CD34、Insuin、Somatostatin、Gastrin、Cal-
citonin、α-hCG、ACTH、Serotonin、PP、

®

■背景资料
PEComas主要发
生于肾脏和肝脏, 
发 生 于 胰 腺 的
极 为 罕 见 ,  目 前
国外仅报道6例 , 
国 内 尚 未 见 报
道 .  临 床 医 生 和
病理医生对胰腺
PEComas的临床
病理特征认识不
足, 容易误诊.

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
器官移植中心病
理室
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VIP、Glucagon均阴性.

结论: 胰腺PEComas是一种生物学行为未定的
间叶源性肿瘤, 有其独特的组织形态及免疫组
织化学表型. 目前尚无明确的良、恶性诊断标
准. 以手术完整切除为主要治疗方法, 术后密
切随访.

关键词: 胰腺肿瘤; 血管周上皮样细胞肿瘤; 临床病

理特征; 诊断; 鉴别诊断
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0  引言

血管周上皮样细胞肿瘤(perivascular epithelioid 
cell tumors, PEComas)是2002年WHO软组织新

分类的间叶性肿瘤, 又称具有血管周上皮样细

胞分化的肿瘤, 因上皮样细胞围绕血管呈器官

样、放射状排列并特异性表达黑色素细胞和肌

细胞标志物而得名. 目前PEComas家族成员包

括: 血管平滑肌脂肪(angiomyolipoma, AML)[上
皮样血管平滑肌脂肪瘤(epithelioid angiomyoli-
poma, EAML)]、肺及肺外透明细胞‘糖’瘤

(clear cell 'sugar' tumor, CCST)、淋巴管平滑肌

瘤病(lymphangioleio-myomatosis, LAM)、肝镰

状韧带/圆韧带透明细胞肌黑色素细胞性肿瘤

(clear cell myomelanocytic tumor of the falciform 
ligament/ligamentum teres, CCMMT)[1]. 发生在胰

腺的PEComas很少见, 国内未见相关文献报道. 
现报道中国人民解放军南京军区福州总医院病

理科近期诊断的1例胰腺PEComas, 并复习文献

探讨该病的临床病理学特征、诊断、鉴别诊

断、治疗方法和预后, 旨在提高对该病的认识. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 女, 58岁, 因反复上腹部疼痛6 mo
余, 于2010-05-27入院. 腹痛为持续性胀痛, 无他

处放射痛, 平卧时疼痛减轻, 伴食欲减退、乏力

等症状. 曾就诊当地医院, 考虑胃炎, 予胃药口

服及补液(具体不详)等治疗, 上诉症状无明显缓

解, 并出现全身皮肤黄染、大便陶土色, 无进行

性加重, 无腹泻、腹胀、便秘、里急后重感、

黑便. 腹部B超示: 胰头区低回声团块, 考虑肿瘤. 
查血生化氯化物升高110 mmol/L, 余均在正常

范围. 血清肿瘤标志物: AFP 5.8 μg/L、CEA 1.99 

μg/L、CA-125 9.1 kU/L、CA19-9 13.69 kU/L, 
均在正常范围. 腹部MRI示: 胰头部见一类圆

形结节, T2WI、脂肪抑制及DWI呈稍高信号, 
T1WI呈低信号, 大小约2.2 cm×2.1 cm, 边界尚

清, 增强扫描病灶动脉期呈明显强化, 延迟后强

化有所退出, 胰管无明显扩张. 诊断: 胰腺恶性

肿瘤, 行胰头肿物切除术+胰肠R-Y吻合术, 术后

切除标本送病理检查.
1.2 方法 手术标本经40 g/L甲醛溶液固定, 常
规石蜡包埋, 4 μm厚切片, HE染色; 采用EliVi-
s ion法分别进行HMB45、Melan-A、SMA、

H H F35、D2-40、S-100、S y n、C K(P a n)、
CD117、CD34、Ki-67、Vimentin、Insuin、
Somatostatin、Gastrin、Calcitonin、α-hCG、

ACTH、Serotonin、PP、VIP、Glucagon等免疫

组织化学染色. 光镜观察. 所用一抗和EliVision
试剂盒均购自福州迈新生物技术开发有限公司.

2  结果

2.1 巨检 部分胰腺切除标本, 大小3.0 cm×2.5 
cm×2.0 cm, 切面见一类圆形肿物, 大小2.2 cm
×2.1 cm×1.5 cm, 边界尚清, 无明显包膜, 切面

灰红灰白色, 质地较软. 
2.2 镜检 肿瘤细胞呈巢状和片状排列, 与周围胰

腺组织界限清楚(图1A). 肿瘤内含丰富的厚壁

和薄壁血管, 上皮样细胞围绕血管或血管间呈

成巢、成片或器官样排列. 肿瘤细胞体积大, 呈
圆形或多边形, 胞质丰富, 透亮或颗粒状、淡嗜

酸性(图1B). 肿瘤细胞核小, 轻度异型, 居中或

偏位, 呈圆形、卵圆形或不规则形, 染色质细腻, 
核仁不明显, 无核分裂象(图1C). 
2.3 免疫组织化学染色 肿瘤细胞H M B45(图
2A)、Melan-A(图2B)、SMA(图2C)、HHF35(图
2D)、Vimentin弥漫强阳性, D2-40和S-100呈弱

阳性表达, Syn、CK(Pan)、CD117、CD34、
Insuin、Somatostatin、Gastrin、Calcitonin、
α-hCG、ACTH、Serotonin、PP、VIP、Gluca-
gon均阴性.
2.4 病理诊断 胰腺PEComas, 单向型上皮样血管

平滑肌脂肪瘤. 术后随访5 mo无瘤生存.

3  讨论

根据Martignoni等[2]2008年的报道, 血管周上皮

样细胞(perivascular epithelioid cell, PEC)作为组

成肾脏AML的异常肌母细胞, 是1943年由Apitz
最先提出的, 直到1992年, Bonetti等[3]才赋予了

■相关报道
PEComas是1996
年Zamboni等在
报道1例发生在胰
腺的透明细胞糖
瘤 时 提 出 的 ,  用
以描述一类具有
相似形态学和免
疫表型特征的肿
瘤, 包括: AML、
CCST、LAM、
CCMMT.



www.wjgnet.com

966                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年3月28日   第19卷   第9期

PEC新的含义. 他们将PEC定义为分布于血管周

围, 常围绕血管呈放射状排列, 免疫组织化学特

异性表达黑色素细胞及肌细胞标志物的PEC. 随
后, 陆续发现多种发生在不同部位、貌似互不

相关的肿瘤如AML、CCST、LAM、CCMMT
等均由PEC组成, 相互之间存在密切关系, 属同

一家族. 因此, 1996年Zamboni等[4]根据其基本的

结构及其特殊的免疫表型特点将上述肿瘤定义

为PEComas, 并很快获得病理工作者的认可. 
PEComas好发于实质脏器和腹腔, 包括肝

脏、肾脏、肺脏、子宫、胃肠道、阔韧带、乳

腺、大网膜、前列腺、膀胱、胰腺、胆总管、

软组织等. 多见于女性, 各年龄段均可发病, 中
位年龄46岁. 临床症状取决于肿瘤发生部位, 多

数表现为无痛性肿块. 影像学检查: 除了AML富
含脂肪外, 家族其他成员常因肿瘤无脂肪成分

而难以与癌或肉瘤鉴别[2]. 发生在胰腺的PECo-
mas很罕见, 自1996年Zamboni等[4]报道首例以

来, 迄今仅国外报道6例[4,6-9], 均为女性, 中位年

龄54岁, 临床常表现为腹痛、腹胀、食欲减退

和体质量下降, 实验室检查常无特殊. 本文报道

的胰腺PEComas, 系女性患者, 临床表现反复上

腹痛6 mo余, 对症治疗无明显缓解, 并出现全身

皮肤黄染、大便陶土色, 体质量下降7 kg, 腹部

MRI示胰头占位, 拟胰腺恶性肿瘤而收治入院. 
关于PEComas的组织起源及发病机制迄今

尚不十分清楚. 有研究发现, 1/3-1/2的AML和
LAM患者临床伴有结节性硬化综合征(the tuber-
ous sclerosis complex, TSC), 准确地说与TSC1和
TSC2基因突变有关[10]. TSC为常染色体显性遗

传性疾病, 系由TSC1(9q34)和TSC2(16p13.3)基
因突变、缺失等引起的一系列临床症状. TSC基
因通过调节Rheb/mTOR/p70S6K途径上发挥重

要作用. Kenerson等[11]证实在AML中磷酸化的

p70S6K(mTOR活性的标志物)高表达, 磷酸化的

蛋白激酶B的低表达与TSC1或TSC2功能破坏是

一致的. 
尽管PEComas家族成员的肿瘤细胞均为

PEC, 但不同成员的组织形态学表现不尽相同. 
AML主要由比例不等的脂肪组织、梭形或上皮

样的平滑肌细胞和异常的厚壁血管3种成分混

合组成. CCST由纤细的血管网和围绕血管周围

成片、成巢或器官样排列的上皮样或梭形透明

细胞组成, 一般无厚壁血管. CCMMT与CCST相
似, 由大量纤细的血管网将梭形或上皮样细胞

分隔成巢状、片状和腺泡状. LAM由淋巴管及

其周围增生的淋巴管肌细胞所组成. 有学者提

出AML、CCST、CCMMT和LAM可能是PECo-
mas的不同阶段, 建议诊断时除了用PEComas外, 
还需注明具体名称, 以便临床医生更好的理解[2]. 

PEComas免疫表型具有特征性, 所有家族成

员均特异性表达黑色素细胞和平滑肌细胞标志

物, 而上皮细胞标记(CK、EMA)阴性. 黑色素细

胞标志物中HMB45表达最敏感, 其次是Melan-A
和MitF; 平滑肌标记主要表达SMA和Actin. 此
外, 肿瘤细胞还可以表达desmin、Vimentin、
S-100等. 超微结构特征: 肿瘤细胞外可见断续的

基膜样物质, 胞质内细胞器较丰富, 可见成束的

微丝、糖原颗粒、发育好的粗面内质网、大量

线粒体和类似黑色素小体的结构及致密颗粒. 

图 1 胰腺PEComas的形态学表现. A: 肿瘤细胞呈巢状和片

状排列, 与周围胰腺组织界限清楚(HE×100); B: 肿瘤内含

丰富的厚壁和薄壁血管, 上皮样细胞围绕血管或血管间呈成

巢、成片或器官样排列. 肿瘤细胞体积大, 呈圆形或多边形, 

胞质丰富, 透亮或颗粒状、淡嗜酸性(HE×200); C: 肿瘤细

胞核小, 轻度异型, 居中或偏位, 呈圆形、卵圆形或不规则

形, 染色质细腻, 核仁不明显, 无核分裂象(HE×400).

A

B

C

■创新盘点
本文主要对1例胰
腺PEComas的临床
诊疗经过、病理
形态学特征及免
疫表型进行总结, 
并复习相关文献, 
探讨胰腺PEComas
的临床及病理形
态学特征.
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PEComas生物学行为未定, 原因在于该病是

WHO新近分类的肿瘤, 迄今无大宗病例报道, 人
们对其预后认识不足. 已有报道显示PEComas有
良性、交界性和恶性[12,13]. Folpe等[14]总结了26
例软组织和女性生殖系统PEComas并提出以下

诊断暂行标准. (1)良性: 肿瘤直径≤5 cm、非浸

润性生长、无高的核分级和细胞高密度、核分

裂象≤1个/50个HPF、无坏死、无血管侵犯; (2)
恶性潜能未定: 仅有核的多形性/多核巨细胞、

或肿瘤直径仅>5 cm; (3)恶性: 具有两个或更多

下列相关指标: 肿瘤直径>5 cm、浸润性生长、

高的核分级和细胞高密度、核分裂象>1个/50 
HPF、坏死、血管侵犯. 

本例形态学特征表现如下: (1)形态多样的

上皮样细胞呈弥漫、不规则片状、结节状, 或
围绕扩张的厚壁/薄壁血管呈放射状排列; (2)肿
瘤细胞呈圆形、多边形或短梭形, 胞质丰富、

透明至淡嗜伊红色; 细胞核圆形或不规则形、

居中或偏位, 染色质细腻, 核仁不明显, 核分

裂象罕见; (3)免疫表型: HMB45、Melan-A、

SMA、HHF35、Vimentin弥漫强阳性, D2-40和
S-100弱阳性, Syn、CK(Pan)、CD117、CD34、
Insuin、Somatostatin、Gastrin、Calcitonin、
α-hCG、ACTH、Serotonin、PP、VIP、Gluca-
gon均阴性. 本例肿瘤中虽无脂肪成分, 但富含

厚壁、扭曲的血管, 最后诊断: 胰腺PEComas, 单

向型EAML. 
胰腺PEComas需要与以下原发性及继发性

胰腺肿瘤进行鉴别诊断: (1)恶性黑色素瘤[15]: 二
者肿瘤细胞均表达HMB-45、Melan-A, 但后者

还表达S-100, 而不表达肌源性标志物; (2)原发

性或继发性透明细胞癌[16]: 透明细胞癌亦富于

糖原及纤细的血管网, 细胞异型性也不明显, 很
难与CCST鉴别, 但后者表达上皮性, 而不表达

HMB-45和肌源性标志物, 易与CCST鉴别; (3)
神经内分泌肿瘤[17]: 好发于胰腺, 肿瘤也富于

血管, 但后者表达神经内分泌的标记, 而不表

达HMB-45和肌源性标志物, 很容易鉴别; (4)
恶性纤维组织细胞瘤[18]: 肿瘤由纤维组织细胞

组成, 常呈梭形、车辐状排列, 另见大量瘤巨

细胞、病理核分裂象及间质炎症细胞浸润. 仅
从形态学特点很容易与前者鉴别; (5)实性-假
乳头状瘤[19]: 组织学可见瘤细胞围绕血管排列

成片块状、巢状的实性区及有纤维血管轴心

的分支状假乳头两种排列方式, 肿瘤细胞不表

达HMB-45、Melan-A, 但表达CD10、CD56、 
NSE等; (6)嗜酸细胞癌[20]: 由成片或成巢富含颗

粒状、嗜酸性胞质的瘤细胞构成, 不易与前者

区别, 但后者细胞核大, 核仁明显, 且表达上皮

性标标志物, 而不表达HMB-45和肌源性标志物, 
可以鉴别. 

PEComas以手术完整切除为主要治疗方

图 2 胰腺PEComas的免疫表型(EliVision×400). A: 肿瘤细胞HMB45阳性; B: 肿瘤细胞Melan-A阳性; C: 肿瘤细胞SMA阳

性; D: 肿瘤细胞HHF35阳性.

A B

C D

■应用要点
胰腺PEComas的
组织形态学表现
多 样 化 ,  容 易 误
诊. 在胰腺肿瘤的
鉴别诊断中应想
到此肿瘤的可能, 
免疫组织化学同
时表达黑色素细
胞和平滑肌细胞
标志物有助鉴别.
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法, 针对该病的特效性药物治疗目前无相关文

献报道. Kenerson等[11]通过免疫组织化学和免疫

印记证实, 临床不伴有TSC的肾及肾外AML中
有1/2病例TSC失活及mTOR高表达. Rapamycin
是特效的mTOR抑制剂[21], 目前动物TSC模型及

临床肾AML的治疗研究已取得满意效果, 但是

否适用于其他部位的PEComas, 有待进一步研

究. PEComas的预后与肿瘤大小、浸润性生长模

式、高级别核、肿瘤坏死、核分裂象、是否转

移等生物学行为密切相关. 多数恶性PEComas与
高度恶性肉瘤一样, 具有高度侵袭性, 容易发生

早期转移而死亡. 少数恶性PEComas可在若干年

(7-9年)后发生转移[2]. 
总之, 胰腺PEComas是一种生物学行为未定

的间叶源性肿瘤, 有其独特的组织学形态、免

疫组织化学表型以及超微结构特征. 目前尚无

明确的良、恶性诊断标准, 治疗主要以手术为

主, 并在术后长期密切随访. 
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Abstract
AIM: To explore the correlation between meta-
bolic syndrome (MS) and colorectal adenoma-
tous polyps (CAP) in middle- and old-aged pa-
tients.

METHODS: The clinical data for 114 middle- 
and old-aged patients who were hospitalized 
at our hospital from January 2007 to October 
2010 were retrospectively analyzed. They were 
divided into two groups: patients with CAP 
(CAP group, n = 64) and those without CAP 
(control group, n = 50). Blood glucose, blood 
lipids, blood pressure, body mass, height, and 
blood uric acid were compared between the two 
groups. MS was diagnosed according to the cri-
teria proposed by the Chinese Diabetes Society. 
Univariate and multivariate analyses were per-
formed. 

RESULTS: Patients with CAP had significantly 

higher rates of MS, high blood pressure, abnor-
mal blood glucose and abnormal blood lipids 
than controls (35.9% vs 8.0%, 67.2% vs 44%, 
28.1% vs 6.0%, 48.4% vs 30.0%, all P < 0.05). Al-
though there was no significant difference in 
body mass index (BMI) between the two groups, 
the prevalence of high BMI had a tendency to 
rise in the CAP group (39% vs 24%, P < 0.1). No 
significant difference was noted in the preva-
lence of hyperuricemia between the two groups. 
CAP was significantly correlated with MS and 
abnormal blood glucose (OR = 4.878, 4.094, both 
P < 0.05).

CONCLUSION: Patients with MS or diabetes are 
associated with a higher risk of CAP. MS and 
abnormal blood glucose may be independent 
risk factors for CAP in middle- and old-aged pa-
tients.

Key Words: Metabolic syndrome; Colorectal adeno-
ma; Polyps; Risk factor

Guo MX, Zhang XH, Zhu RM, Yang MF, Wu XW. Corre-
lation between metabolic syndrome and colorectal adeno-
matous polyps in middle- and old-aged patients. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 969-971

摘要
目的: 研究代谢综合征(metabolic syndrome, 
MS)与中老年人结直肠腺瘤型息肉(colorectal 
adenoma polyps, CAP)的关系.

方法: 回顾性分析2007-1/2010-10在中国人民
解放军南京军区南京总院干部消化内科住院
期间做电子结肠镜检查的45岁以上患者114例
的病例资料, 根据是否患有CAP分为CAP组(n  
= 64)和对照组(n  = 50), 调查各组患者血糖、

血脂、血压、体质量、身高和尿酸情况. 根
据中华医学会糖尿病分会MS的诊断标准诊断
MS, 应用单变量和多变量进行统计分析.

结果: (1)单因素分析中老年人CAP组MS、
高血压、血糖异常和血脂异常患病率明显
高于对照组(35.9% vs  8.0%; 67.2% vs  44%; 
28.1% vs  6.0%; 48.4% vs  30.0%, 均P <0.05). 虽
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■背景资料
结直肠息肉是指
突出肠道黏膜的
赘生物, 包括增生
性息肉、炎性息
肉、腺瘤及其他
肿瘤等, 其中以腺
瘤发病率为最高, 
是公认的癌前病
变, 因此对腺瘤型
息肉的早期诊断
及治疗对预防结
直肠癌尤为重要.

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院普通外
科



然两组体质量指数(BMI)患病率无统计学差
异, 但CAP组BMI患病率有上升的趋势(39% 
vs  24%), 两组高尿酸血症患病率无统计学差
异; (2)应用多因素逐步Logistic回归分析, MS
及血糖异常仍与中老年CAP相关(OR  = 4.878, 
4.094; 均P <0.05).

结论: MS和糖尿病患者是中老年CAP发病高
危人群, 糖尿病是中老年CAP的独立危险因素.

关键词: 代谢综合征; 结直肠腺瘤; 息肉; 危险因素
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0  引言

结直肠息肉是指突出肠道黏膜的赘生物 ,  包
括增生性息肉、炎性息肉、腺瘤及其他肿瘤

等, 其中以腺瘤发病率为最高, 是公认的癌前

病变, 因此对腺瘤型息肉的早期诊断及治疗对

预防结直肠癌尤为重要. 大量研究证实代谢综

合征(metabolic syndrome, MS)是结直肠癌的危

险因素[1], 但MS与结直肠腺瘤的相关性国内报

道较少, 本研究通过调查患者血糖、血脂、体

质量指数(body mass index, BMI)、高血压病及

尿酸情况, 探讨MS与中老年结直肠腺瘤型息肉

(colorectal adenoma polyps, CAP)的相关性, 旨在

提高对高危人群CAP的检出率, 早期发现和治疗

CAP, 预防结直肠腺癌的发生. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2007-01/2010-10入住中国人民解

放军南京军区南京总医院干部消化内科行电子

结肠镜检查的45岁以上住院患者114例, 其中男

97例, 女17例. 根据中华医学会糖尿病分会MS
的诊断标准[2], 符合以下4项中的3项以上者诊断

MS患者: (1)FPG≥6.1 mmol/L, 餐后2 h血糖≥7.8 
mmol/L, 和(或)已确诊糖尿病并治疗者; (2)BMI≥
25 kg/m2; (3)TG≥1.7 mmol/L, 和(或)HDL-C男<0.9 
mmol/L, 女<1.0 mmol/L; (4)收缩压/舒张压≥

140/90 mmHg(1 mmHg = 0.133 kPa)或已经治疗

者. 尿酸≥430 μmol/L诊断为高尿酸血症.
1.2 方法 采用自制的病例调查表对2007-01/ 
2010-10上述调查对象进行回顾性调查. 所有电

子结肠镜下发现结直肠息肉单发的患者均送病

理学检查, 多发息肉的患者选取有代表性的息
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肉标本送病理学检查. 剔除了病理确诊结肠癌

4例, 炎症性肠病患者3例, 资料不完整的3例后, 
根据是否发现CAP, 将114例患者分为CAP组和

对照组, CAP64例, 年龄45-87岁, 对照组50例, 年
龄47-91岁, 包括电子结肠镜正常者35例和增生

性息肉患者15例, 因炎症型息肉癌变率极低, 因
此将炎症型息肉纳入对照组. 调查同期患者高

血压病、糖尿病病史, 体质量和身高, 清晨7:00
空腹静脉抽血送检的葡萄糖、总胆固醇、高密度

脂蛋白胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白胆固醇

及尿酸. 行有关统计学分析血糖、血脂、BMI、
高血压病及尿酸与中老年患者CAP相关性.

统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计学

分析. 先做单因素分析, 计数资料采用4个表χ2

检验, 分析2组病例所患MS及其各组分、高尿

酸血症的差异, 在选择单因素中分析中差异有

统计学意义的指标作自变量, 以CAP为因变量, 
采用非条件多因素逐步Logistic回归分析, 分析

MS及其各组分、高尿酸血症对中老年CAP的
影响, 以P <0.05有统计学意义, P <0.01有显著性

统计学意义.

2  结果

2.1 2组MS及各组分、高尿酸血症单因素比较  
CAP组MS、高血压、血糖异常和血脂异常患病

率明显高于对照组(P <0.05), 差异有统计学意义, 
2组BMI患病率虽然无统计学差异, 但CAP组患

病率较对照组有上升趋势(P <0.1), 可增加病例

数, 进行统计学分析, 2组高尿酸血症患病率无

统计学差异(表1).
2.2 2组MS及各组分发病率的多因素比较 选取

表1中单因素分析P <0.1的变量MS、血脂异常、

高血压、BMI≥25 kg/m2、血糖异常作自变量, 
CAP为因变量作多因素非条件逐步Logistic回
归分析, 2组MS有显著统计学差异(OR  = 4.878, 
95%CI: 1.492-15.946, P <0.01), 2组血糖异常有

统计学差异(OR  = 4.094, 95%CI: 1.061-15.798, 
P <0.05). MS和糖尿病患者是CAP发病高危人群, 
糖尿病是中老年CAP的独立危险因素. 

3  讨论

不同学术机构对MS的定义有所不同, 但其主要

组分类似, 包括中心型肥胖、高血压、血糖和

血脂质代谢异常, 因此常合并存在, 所以采用MS
来描述. 北京老年人群的患病率22.2%, 本研究

中老年MS患病率约为25%, 与我国其他地区老

年人患病率相似[3]. 大量研究表明MS发病率与
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■相关报道
Garow等收集近
58 000例受试对
象临床资料, 发现
1 200例患有MS, 
其中有350例患有
结 直 肠 癌 ,  提 示
MS患者结直肠癌
症的风险明显增
加 .  MS是肿瘤的
独立危险因素, 这
与炎症、脂质氧
化及胰岛素抵抗
有关
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年龄呈正相关[4], 这可能与长期高脂饮食及缺乏

运动有关. CAP为癌前病变, 50%-70%的结直肠

癌来源于腺瘤, 从腺瘤到癌变是一逐渐演变的

过程, 一般需10年左右, 腺瘤绒毛成分越多, 癌
变率越高[5]. 早期发现和治疗结直肠腺瘤, 能有

效减少结肠癌患病率[6]. 结直肠息肉近年发病率

有上升趋势, 主要以老年人发病发为主, 50岁以

上的老年人其发病率达20%-25%, 与中老年MS
患病率相似. 本文主要探讨中老年APC与MS相
关性, 旨在提高中老年高危人群CAP检出率, 减
少结直肠癌症的发生. 

Garow等[7]收集近58 000例受试对象临床资

料, 发现1 200例患有MS, 其中有350例患有结

直肠癌, 提示MS患者结直肠癌症的风险明显增

加. MS是肿瘤的独立危险因素, 这与炎症、脂

质氧化及胰岛素抵抗有关[8,9]. 在本研究中CAP
组MS患病率较对照组明显升高, 与文献报道一

致[10]. 其可能机制: 胰岛素、胰岛素样生长因子

1(insulin-like growth factor-1, IGF-1)分别作用于

胰岛素受体及IGF-1受体, 促进结肠上皮细胞的

增殖, 分化及凋亡[11], 在MS患者中, 多有胰岛素

抵抗, 超高胰岛素血症, 此时胰岛素、IGF-1主
要促进细胞增殖、分化, 加快细胞更新, 抑制细

胞凋亡, 使得肠黏膜上皮细胞过度分化、增殖, 
同时凋亡减少, IGF-1还可促进血管内皮生长因

子合成, 综合促进肿瘤生长[12]. 另外糖尿病继发

的周围神经病变及周围血管病变, 可导致患者

肠道蠕动减弱, 长期便秘, 肠黏膜屏障功能减弱, 
毒素吸收增加, 加重对肠黏膜的毒性作用. 

本研究显示MS和血糖异常是中老年人CAP
的危险因素, 积极防治MS和糖尿病患者便秘等

并发症, 并提高对MS患者腺瘤型息肉的检出率, 

有助于早期预防结直肠癌的发生.
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表 1 CAP组与对照组MS及其各组分单因素分析 n (%)

     
分组   n      MS 血脂异常  高血压     BMI 血糖异常 尿酸异常

对照组 50   4(8.0) 15(30.0) 22(44.0) 12(24.0)    3(6.0)    2(4.0)

CAP组 64 23(35.9) 31(48.4) 43(67.2) 25(39.0)  18(28.1)    6(9.4)

P值   0.000   0.031   0.008   0.088    0.000    0.265

■同行评价
本文设计新颖, 结
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床筛查中老年人
结直肠腺瘤型息
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Abstract
AIM: To investigate the role of cyclooxygenase 
(COX)-2 and 15-hydroxyprostaglandin dehy-
drogenase (15-PGDH) expression in colorectal 
tumorigenesis.

METHODS: Dissected samples of colorectal 
polyps from 48 consecutive patients with ad-
enomatous polyps and 25 patients with hyper-
plastic polyps, who underwent colonoscopy 
at our hospital from February 2009 to October 
2009, were used in this study. Carcinomatous 
tissue samples surgically dissected from 15 pa-
tients with colorectal adenocarcinoma and 15 
endoscopically taken normal colorectal mucosal 
samples were used as controls. The protein and 
mRNA expression of COX-2 and 15-PGDH was 
analyzed by RT-PCR and Western blot, respec-

tively.

RESULTS: Colorectal adenocarcinoma showed 
the highest expression level of COX-2 mRNA 
and protein, followed by adenomatous polyps, 
hyperplastic polyps, and normal mucosa (429.184 
± 45.721 vs 9.859 ± 1.151, 83.387 ± 15.957, 155.732 
± 28.395; 0.772 ± 1.054 vs 0.138 ± 0.025, 0.557 ± 
0.131, 0.509 ± 0.087, all P < 0.05). There was no 
significant difference in COX-2 protein expres-
sion level between adenomatous polyps and hy-
perplastic polyps though significant differences 
were noted among normal mucosa, polyps, and 
carcinoma. Normal colorectal mucosa showed 
the highest expression level of 15-PGDH mRNA 
and protein, followed by hyperplastic polyps, 
adenomatous polyps and adenocarcinoma (5.234 
± 0.358 vs 918.260 ± 82.116, 125.380 ± 28.713, 
12.036 ± 3.509; 0.186 ± 0.058 vs 0.762 ± 0.165, 0.443 
± 0.085, 0.202 ± 0.042, all P < 0.05). The absence 
of 15-PGDH protein expression was found in 
both adenocarcinoma and adenomatous polyps. 
There was no significant difference in 15-PGDH 
protein expression level between adenomatous 
polyps and adenocarcinoma though significant 
differences were noted in 15-PGDH protein 
expression levels among normal mucosa, hyper-
plastic polyps, and carcinoma.

CONCLUSION: Increased COX-2 expression 
and decreased 15-PGDH expression may be in-
volved in colorectal carcinogenesis.

Key Words: Cyclooxygenase-2; 15-Hydroxyprosta-
glandin dehydrogenase; Intestinal polyps; Colorec-
tal cancer

Fang XG, Zhao K, Yang F, Zhou YK, Wang H. Role of 
COX-2 and 15-PGDH expression in colorectal tumorigen-
esis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 972-975

摘要
目的: 探讨环氧合酶-2(COX-2)和15-羟基前列
腺素脱氢酶(15-PGDH)在结直肠息肉组织中
的表达及在息肉恶变中的作用.

方法: 选取2009-02/2009-10肠镜下摘除的结直

®

■背景资料
结直肠癌是影响
人类健康的最常
见恶性肿瘤之一, 
近年来随着人们
生活方式和生活
习 惯 的 改 变 ,  其
发病率在不断上
升 .  研 究 已 证 实
超过80%以上的
结直肠癌是由息
肉 恶 变 而 来 ,  使
得结肠息肉(尤其
是腺瘤性息肉)被
公认是结肠癌的
癌前病变.

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院普通外
科
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腺瘤性息肉48例及增生性息肉25例, 活检或外
科手术的结直肠腺癌15例及正常结肠黏膜15
例作为对照. 采用RT-PCR和Western blot分别
检测各组织中COX-2、15-PGDH mRNA和蛋
白的表达.

结果: COX-2 mRNA和蛋白的相对表达量
在正常黏膜、增生性息肉、腺瘤性息肉和
腺癌组中逐渐增加 ,  在腺癌组中表达量最
多(429.184±45.721 vs  9.859±1.151, 83.387
±15.957, 155.732±28.395; 0.772±1.054 vs  
0.138±0.025, 0.557±0.131, 0.509±0.087, 均
P <0.05), COX-2蛋白在腺瘤组与增生性息肉
组之间比较无差异, 余各组之间差异比较均
有统计学意义. 15-PGDH mRNA和蛋白相对
表达量在正常黏膜、增生性息肉、腺瘤性息
肉及腺癌组中表达逐渐降低(5.234±0.358 vs  
918.260±82.116, 125.380±28.713, 12.036±
3.509; 0.186±0.058 vs  0.762±0.165, 0.443±
0.085, 0.202±0.042, 均P <0.05), 在腺瘤组和腺
癌组中均可见到表达缺失, 腺瘤组与腺癌组之
间比较无差异, 余各组之间比较差异均有统计
学意义. 

结论: COX-2表达的升高和15-PGDH表达的降
低或缺失可共同作用于结肠癌发生和发展中, 
二者可能具有协同致癌的作用.

关键词: 环氧合酶-2; 15-羟基前列腺素脱氢酶; 肠

息肉; 结直肠癌
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0  引言

结直肠癌是影响人类健康的最常见恶性肿瘤之

一, 近年来随着人们生活方式和生活习惯的改

变, 其发病率在不断上升. 研究已证实超过80%
以上的结直肠癌是由息肉恶变而来, 使得结肠

息肉(尤其是腺瘤性息肉)被公认是结肠癌的

癌前病变. 研究发现, 环氧合酶-2(cyclooxygen-
ase-2, COX-2)表达的升高及15-羟基前列腺素

脱氢酶(15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase, 
15-PGDH)表达的降低或缺失与多种癌症的发

生、发展密切相关[1-6]. 但他们在结直肠息肉中

的表达如何以及对息肉恶变的影响目前研究较

少. 本实验采用RT-PCR和Western blot法分别对

结直肠腺瘤性息肉、增生性息肉、结直肠腺

癌及正常结肠黏膜组织中COX-2、15-PGDH 
mRNA和蛋白质的表达进行检测, 以探讨二者在

结直肠息肉组织中的作用关系及对息肉恶变的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-02/2009-10在遵义医学院肠镜

检查或外科手术并经病理确诊的结直肠腺瘤性

息肉48例, 男25例, 女23例, 平均为46岁±2岁; 结
直肠增生性息肉25例, 男13例, 女12例, 平均为42
岁±3岁; 结直肠腺癌15例, 男7例, 女8例, 平均为

50岁±5岁; 正常肠黏膜组织15例, 男9例, 女6例, 
平均为40岁±2岁. 所选的所有病例近半年来无

长期服用非甾体抗炎药, 无严重的炎症性疾病及

其他肿瘤病史. 将留取部分各组织标本放入福尔

马林中送病理以确定组织学类型, 余下组织剪成

大小约0.2 cm×0.2 cm×0.5 cm组织块, 用生理盐

水反复冲洗数次去除粪质和血液残留物, 装入EP
管标记后转入液氮罐中保存备用.
1.2 方法 
1.2.1 COX-2、15-PGDH mRNA表达的检测: 用
TRIzol(Invitrogen公司)提取各组织中的总RNA, 
紫外分光光度计法定量RNA. 按逆转录试剂盒

(宝生物工程有限公司)说明合成cDNA, 逆转

录反应: 37 ℃反应15 min, 逆转录酶的失活反

应: 85 ℃反应5 s. 根据基因设计要求从GenBank
查出相关引物碱基序列(由大连宝生物工程公

司合成): COX-2(81 bp): 上游引物5'CTGGAA-
CATGGAATTACCCAGTTTG3', 下游引物5'TG-
GAACATTCCTACCACCAGCA3'; 15-PGDH(91 
b p): 上游引物5'A A G C AT G G C ATA G T T G-
GATTCACA3', 下游引物5'AGCCTGGACAAAT-
GGCATTCA3'; β-actin(132 bp): 上游引物5'TG-
GCACCCAGCACAATGAA3', 下游引物5'CTA-
AGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA3'. PCR反应

条件: 95 ℃预变性10 s, 1个循环, PCR反应95 ℃ 
5 s, 58.5 ℃ 20 s, 40个循环, 融解曲线55 ℃, 80
个循环. PCR产物的定性: 取PCR产物2 μL置
2.5%琼脂糖凝胶电泳, 用全自动凝胶成像分析

系统(美国SYGENE公司)进行拍照, 以15-PGDH/
β-actin比值×100分别表示COX-2、15-PGDH 
mRNA相对表达量. 
1.2.2 COX-2、15-PGDH蛋白的表达检测: 从液

氮罐中取出各组织剪碎后, 加入细胞裂解液裂

解匀浆使其充分裂解(操作在冰上进行); 4 ℃ 
12 000 r/min离心15 min, 将上清液转移至新管; 

■相关报道
Myung等研究认
为15-PGDH的作
用可作结肠肿瘤
生成的有效抑制
剂, 他的灭活可促
使结肠肿瘤的形
成和发展.
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BCA(上海捷瑞生物工程有限公司)法测定蛋白

含量. 以40 μg蛋白质上样, 常规进行SDS-PAGE
电泳后转印至P V D F膜, 用5%的脱脂奶粉(用
PBS-T配置)封闭; 山羊抗人COX-2多克隆抗体(按
1∶200稀释)(Santa Cruz公司), 兔抗人15-PGDH多

克隆抗体(1∶500)(Cayman公司), 小鼠抗人β-actin
抗体(1∶1 000)(Santa Cruz公司)作为一抗; 兔抗

山羊、山羊抗兔IgG (H+L)(均为1∶500)和山羊

抗小鼠(1∶2 000)(均为中杉金桥公司)作为二

抗. ECL发光, X线胶片感光, 自动洗片机洗片; 
用全自动凝胶成像分析系统扫描Western blot
胶片并测定各组蛋白电泳带积分吸光度值, 以
COX-2/β-actin、15-PGDH/β-actin比值分别表示

COX-2、15-PGDH蛋白相对表达量.
统计学处理 实验完全按照随机原则设计, 

各数据以mean±SD表示, 采用单因素方差进行

分析, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 COX-2、15-PGDH mRNA表达 COX-2 
mRNA在正常结直肠黏膜、增生性息肉、腺瘤

性息肉及结直肠腺癌中从低表达逐渐增加, 在
腺癌组织中表达最高. 统计显示, 各组之间比

较均有统计学意义(P <0.05, 表1). 而15-PGDH 
mRNA在正常结直肠黏膜、增生性息肉、腺瘤

息肉及结直肠腺癌中从高表达逐渐降低, 在腺

癌组织中呈低表达. 结直肠腺瘤组与结直肠腺癌

组之间比较, 无统计学意义(P  = 0.151), 余各组之

间比较均有统计学意义(P <0.05, 表1). 在实验中

见各组标本的荧光定量扩增曲线呈典型的S型, 
熔解曲线为单峰, 产物凝胶电泳图在对应位置处

见特异性产物条带(图1). 
2.2 COX-2、15-PGDH蛋白表达 COX-2蛋白在

正常结直肠黏膜、增生性息肉、腺瘤性息肉

及结直肠腺癌中从弱表达或不表达也逐渐增

加. 结直肠腺瘤组与增生性息肉组之间比较, 无
统计学意义(P  = 0.058), 余各组之间比较均有

统计学意义(P <0.05, 表1, 图2). 而15-PGDH蛋

白在正常结直肠黏膜、增生性息肉、腺瘤息肉

及结直肠腺癌中从高表达逐渐降低, 在腺瘤组

织和腺癌组织中都可见到表达缺失. 结直肠腺

瘤组与结直肠腺癌组之间比较, 无统计学意义

(P  = 0.255), 余两组之间比较均有统计学意义

(P<0.05, 表1, 图2).

3  讨论

环氧合酶是催化花生四烯酸转变为前列腺素

的限速酶, 可分为COX-1和COX-2两个亚型. 
COX-1在机体内以固有形式表达, 对维持组织

恒定中起重要的作用, 然而COX-2作为一种诱

导酶, 在正常组织中仅微量表达或不表达, 但在

炎症、肿瘤等因子刺激下可使其表达上调. 我
们以前通过免疫组织化学染色研究显示, COX-2
在腺瘤性息肉及结肠癌中均呈高表达, 在腺瘤

中的表达还跟组织分化程度相关[5,6]. Wasilewicz

表 1 各结直肠组织COX-2、15-PGDH mRNA和蛋白的相对表达量 (mean±SD)

     
分组   n

                                  COX-2                             15-PGDH

            mRNA          蛋白           mRNA         蛋白

正常结直肠黏膜 15     9.859±1.151 0.138±0.025 918.260±82.116 0.762±0.165

结直肠增生性息肉 25   83.387±15.957ac 0.557±0.131ac 125.380±28.713ac 0.443±0.085ac

结直肠腺瘤性息肉 48 155.732±28.395ac 0.509±0.087ac   12.036±3.509a 0.202±0.042

结直肠腺癌 15 429.184±45.721a 0.772±1.054a     5.234±0.358a 0.186±0.058a

aP<0.05 vs  正常结直肠黏膜; cP<0.05 vs  结直肠腺癌.

图 1 RT-PCR检测COX-2和15-PGDH的mRNA表达. M: 

Marker; 1: 正常组; 2: 增生组; 3: 腺瘤组; 4: 腺癌组.

M  1  2  3  4   M  1   2  3  4  M   1  2  3   4

81
bp

91
132
200

500

COX-2(81 bp)   β-actin(132 bp) 15-PGDH(91 bp)

图 2 COX-2、15-PGDH与β-actin蛋白在不同组中的表达.

正常组    增生组   腺瘤组   腺癌组

COX-2

15-PGDH

β-actin

71 000

29 000

43 000

Da

■应用要点
C O X - 2 和 1 5 - 
P G D H在人体正
常结肠黏膜、结
直肠息肉和结直
肠癌中具有相互
调节的作用; 在结
肠癌癌前病变结
肠息肉(特别是腺
瘤性息肉)中也同
时存在COX-2表
达的明显增加和
15-PGDH表达的
降低或缺失, 由此
推断二者在结肠
息肉恶变过程中
可能起到协同作
用, 可能为结肠肿
瘤的防治找到新
的切入点.
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等[7]通过对结肠息肉研究中又发现, 腺瘤性息肉

中COX-2表达明显高于其他息肉, 除与腺瘤的分

化程度有关外, 还跟腺瘤生长的部位及大小同

样相关. 本组研究数据表明, COX-2在基因和蛋

白两个层面上均可看到在正常结肠黏膜、增生

性息肉、腺瘤性息肉和结直肠腺癌中从弱表达

或不表达逐渐增加为强表达, 以腺癌中最明显. 
这一结果进一步说明了, COX-2从正常结肠黏膜

到腺癌的序列转变中担当着重要的角色. 其致

癌作用可能是通过抑制免疫反应及抑制细胞凋

亡, 增加上皮细胞的转移能力以及促进血管生

成有关[8]. 
15-PGDH广泛分布于人和哺乳动物的胃肠

道、肺、肾等正常组织中. 研究发现, 15-PGDH
在胃癌、结直肠癌、肺癌等多种肿瘤中存在表

达的降低或缺失[9-11]. 本研究结果显示, 15-PGDH 
mRNA和蛋白在正常结直肠黏膜中呈高表达, 在
增生性息肉、腺瘤息肉及腺癌中从表达均逐渐

降低, 在腺瘤组织和腺癌组织中都可见到表达

缺失. 由此表明, 15-PGDH表达的降低或缺失在

息肉恶变前已存在, 15-PGDH表达的下调或缺

失可能是结直肠癌发生的早期事件之一. Myung
等[12]研究认为15-PGDH的作用可作结肠肿瘤生

成的有效抑制剂, 他的灭活可促使结肠肿瘤的

形成和发展. 
近年来, C O X-2和15-P G D H在癌细胞中

的相互表达关系受到了一些研究者们的关

注. Tong等[13]对能表达COX-2和15-PGDH两种

基因的肺腺癌细胞A549研究显示 ,  静息状态

下的A549细胞仅微量表达C O X-2, 但高表达

15-PGDH, 当在肿瘤诱导剂(如LI-1β, TNF-α)作
用下COX-2表达显著增加, 而15-PGDH表达反

而下降; Liu等[14]对分别被转染COX-2 siRNA质

粒和COX-2 cDNA的胃癌细胞SGC7901研究中

发现, 15-PGDH下调也可通过COX-2表达来实

现. Chi等[15]发现非甾体抗炎药在抑制结直肠癌

HT-29细胞中的COX-2的同时上调了15-PGDH
表达和减少15-PGDH的降解. 从我们上面究结

果中同样看出, COX-2和15-PGDH在人体正常

结肠黏膜、结直肠息肉和结直肠癌中具有相互

调节的作用; 在结肠癌癌前病变结肠息肉(特别

是腺瘤性息肉)中也同时存在COX-2表达的明显

增加和15-PGDH表达的降低或缺失, 由此推断

二者在结肠息肉恶变过程中可能起到协同作用, 

可能为结肠肿瘤的防治找到新的切入点.
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effect of 
moxibustion in combination with point injection 
against slow transit constipation and to explore 
possible mechanisms involved.

METHODS: Fifty-six patients with slow transit 
constipation were randomly and equally divid-
ed into test group and Western medicine group. 
Twenty-eight normal volunteers were included 
in a normal control group. The Western medi-
cine group was given mosapride 10 mg tid for 20 
d, while the test group underwent bilateral in-
jection of 2 mL Astragalus Injection into Zusanli 
point, once a week for three weeks, and moxi-
bustion for 20 min at Tianshu point, once daily 
for 20 d. Fasted and postprandial motilin (MLT) 
levels were measured at baseline and after treat-
ment. The positive rate of colonic transit test and 
treatment response were compared among the 
three groups.

RESULTS: After treatment, fasted and postpran-
dial MLT levels increased in the test group and 
Western medicine group. Mean MLT level in the 
test group differed significantly between before 
and after treatment (346.59 ± 9.90 vs 248.11 ± 
12.16, P < 0.05). After treatment, the positive rate 
of the colonic transit test decreased significantly 
(30.36% vs 100%; 52.34% vs 100%, both P < 0.05) 
and efficacy score increased significantly (19.63 
vs 8.42; 17.75 vs 8.83, both P < 0.05) in the test 
group and Western medicine group. Efficacy 
score was significant in the Western medicine 
group between before treatment and the follow-
up period (17.72 vs 8.42, P < 0.05).

CONCLUSION: Moxibustion in combination 
with point injection exerts a significant thera-
peutic effect against slow transit constipation 
possibly by accelerating MLT secretion.

Key Words: Moxibustion; Point injection; Slow tran-
sit constipation; Motilin

Qi JJ, Li ZH, Pan GH, Huang Q, Wei YH. Moxibustion in 
combination with point injection increases motilin levels 
in patients with slow transit constipation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 976-980

摘要
目的: 研究艾灸联合穴位注射治疗慢传输型
便秘的临床疗效及其对慢传输型便秘患者胃
动素(MLT)的影响, 探讨其治疗慢传输型便秘
的可能机制. 

方法: 将符合纳入标准的56例慢传输型便秘
患者随机分为观察组和西药组. 同时选取正常
体检志愿者28人作为正常对照组. 西药组患者
给予莫沙比利10 mg口服, 3次/d, 共20 d. 观察
组患者给予双侧足三里穴注射黄芪注射液, 每
侧均2 mL, 1次/wk, 共3次, 联合双侧天枢穴艾
条灸20 min, 1次/d, 共20 d. 3组患者均于基线
期测量空腹及餐后血MLT值, 观察组与西药
组于治疗后及随访期测量空腹及餐后血MLT
值, 比较MLT的变化. 比较3组患者三期结肠
运输实验阳性率及观察组与西药组的疗效积
分的变化. 

®

■背景资料
慢传输型便秘是
一种胃肠动力紊
乱性疾病, 以结肠
传输功能障碍为
主要特点, 症状顽
固, 治疗困难. 目前
一系列研究表明, 
肠神经系统、肠
神经递质、胃肠
激素、Cajal细胞
以及精神、心理
因素等均可能与
STC的发病有关. 

■同行评议者
魏睦新, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院中西医
结合科
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结果: 观察组及西药组空腹及餐后胃动素水
平治疗后及随访期较治疗前均有提高, 与西
药组相比, 治疗后观察组患者餐后MLT水平
升高较为显著(346.59±9.90 vs  248.11±12.16, 
P <0.05). 与西药组相比, 随访期观察组患者餐
后MLT水平较治疗后差异无统计学意义. 治
疗后观察组及西药组结肠运输实验阳性率
较治疗前显著减低(30.36% vs  100%; 52.34% 
vs  100%, 均P <0.05), 治疗后观察组及西药组
总体疗效积分较治疗前均明显提高(19.63 vs  
8.42; 17.75 vs  8.83, 均P <0.05), 观察组随访期
积分与治疗前比较有明显差异(17.72 vs  8.42, 
P <0.05).

结论: 艾灸加穴位注射治疗慢传输型便秘的
临床疗效显著, 其治疗机制可能与其提高患者
空腹及餐后MLT水平有关.

关键词: 艾灸; 穴位注射; 慢传输型便秘; 胃动素
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0  引言

慢传输型便秘(slow transit constipation, STC)是
一类以结肠传输减慢为特点的顽固性便秘, 由
结肠传输功能减弱致使肠内容物滞留于结肠而

引起, 约占功能性便秘的45.5%. 至今尚未明确

其确切病因, 但许多研究表明, 肠神经系统、肠

神经递质、胃肠激素以及精神、心理因素等均

可能与STC的发病有关, 其中胃肠激素与STC密
切相关[1,2]. 目前, 临床上对该类患者一般以缓泻

剂、中成药以及肠道水疗等手段处理．但效果

均不甚理想, 部分STC患者甚至需接受手术治

疗. 长期使用缓泻剂不仅易产生耐药性, 而且某

些化学性泻剂中的蒽醌类物质可导致结肠黑变

病, 而后者可能与结肠癌变有关. 因此, 寻找一

种新的治疗该病的方法成为近年研究的热点. 
本研究旨在探讨艾灸联合穴位注射对STC患者

胃动素(motilin, MLT)的影响及其与STC之间的

关系, 为STC的治疗提供新思路.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2008-06/2009-04曾于襄州区人民

医院普内科住院的STC患者56例患者作为观察

对象, 所有患者均签署该项研究知情同意书. 患
者均符合功能性便秘罗马Ⅲ标准以及罗金燕制

定的《慢性便秘的规范化诊断》STC诊断标准[3], 
并经全身体检理化检查及特殊检查排除器质性

便秘. 入组标准: (1)结肠运输实验结果异常, 72 h
结肠排空率<80%, 标志物散在分布于各段结肠

内; (2)粪便干结, 排便费力; (3)排便间隔时间延

长, 超过原有习惯1 d以上, 或两次排便间隔时间

>3 d; (4)经全身体检理化检查及特殊检查排除

器质性便秘; (5)病程在6 mo以上. 其中男27例, 
女29例, 年龄21-72(平均47.8)岁. 同时于同期健

康体检者中选取28例每天排便1次、无排便困

难、硬便或排便不尽感者作为正常对照组. 其
中男16例, 女12例, 年龄42-67(平均51.0)岁.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将56例STC患者随机分成西药组和

观察组(艾灸联合穴位注射组), 与正常对照组共

同组成3组. 3组患者性别、年龄均无统计学差

异(P >0.05). 
1.2.2 治疗: 该研究分3期: 基线期10 d, 治疗期20 
d, 随访期30 d. 西药组和观察组患者检查前2 wk
内禁用各类影响胃肠动力的药物, 2 wk前停用

泻药和刺激性食物. 治疗期间生活习惯不变. 研
究期间均给予标准餐饮食. 治疗期处理: 西药组

患者分别给予莫沙比利10 mg, 口服3次/天, 共20 
d. 观察组患者给予双侧足三里穴注射黄芪注射

液, 每侧均2 mL, 1次/周, 共3次; 联合双侧天枢穴

艾条灸20 min, 1次/天, 共20 d. 穴位注射方法: 患
者仰卧位, 在双侧髌韧带外侧向下3寸, 胫骨向

外1横指处, 用5 mL注射器抽取2 mL 黄芪注射

液, 以持笔式刺入皮肤约1.5寸, 使患者有强烈的

酸、胀、麻、沉等局部感觉, 并回抽无回血时

注入药液. 艾灸方法: 在肚脐水平距肚脐左右各

2寸处, 同时用艾条距离该穴2 cm处, 点燃施灸20 
min. (以上单位“寸”均按照中医同身寸度量). 
1.2.3 总体治疗效果积分: 主要指标: (1)排便频

率: 1、2 d 1次为4分, 3、4 d 1次为3分, 5、6 d 1
次为2分, 6 d以上1 次为1分, 不借助药物、手法

或灌肠无法自行排便为0分; (2)排便费力程度:
自然排便, 无排便费力为4分, 用力方能排便为3
分, 努挣方能排便为2分, 排便费力需借其他方

法辅助为1分; (3)每次排便时间: 1-10 min为4分, 
11-20 min为3分, 20 min以上为2分; (4)排便不

尽感: 无为4分, 轻微为3分, 明显为2分, 难忍为1
分; (5)便质性状: 成条光软为3分, 呈条有裂纹或

软胶状便为2分, 硬块成条或糊状便为1分, 硬块

散在或稀水样便为0分; (6)便意感: 有为1分, 无
为0分. 次要指标: 生活质量评估. 精神明显改善

■研发前沿
早期的研究认为
慢 传 输 型 便 秘
( S T C ) 结 肠 无 器
质性改变,长期滥
用刺激性泻剂是
STC发展过程中
的一个重要因素, 
容易导致结肠黑
变, 寻找一种新的
治疗该病的方法
成为近年研究的
热点.

■相关报道
李 冬 冰 等 曾 研
究 穴 位 埋 线 治
疗STC的临床效
用, 他的实验研究
发现大肠俞、天
枢、中极、足三
里埋线可以改善
STC患者的临床
症状, 但该研究仅
从穴位埋线经络
刺激单一方面进
行研究, 仅进行了
一个疗程的实验, 
并且未对穴位埋
线治疗STC的作
用机制进行探讨.
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者1.5分, 轻度改善者1分, 精神没有变化者0分. 
饮食明显改善者1.5分, 轻度改善者1分, 饮食没

有变化者0分. 睡眠明显改善者1.5分, 轻度改善

者1分, 睡眠没有变化者0分. 工作生活自我满意

度, 满意2分, 基本满意1.5, 不满意0.5分. 计算基

线期、治疗后及随访期上述各方面的分数总和, 
比较两组间治疗前后及随访时的差值. 
1.2.4 测量MLT值: 3组患者均于基线期、治疗期

及随访期末抽取空腹及标准餐后30 min静脉血4 
mL, 离心取上清液, -20 ℃冻存待测. 测量时送十

堰市太和医院用放免法测量MLT值. 
1.2.5 肠动力学疗效: 结肠运输试验, 于治疗前后

及随访后早晨随餐顿服含20粒不透光标志物的

胶囊1枚, 每间隔 24 h摄取腹部平片1张. 按充气

肠管轮廓判断腹部平片上标志物的位置. 缺乏

清晰轮廓的按Arhan方法将大肠分为右侧结肠

区、左侧结肠区、直肠乙状结肠区. 结果以72 h
标志物排出80%以下者为异常. 观察两组患者三

期结肠运输实验阳性率.
统 计 学 处 理  所有数据输入计算机 ,  用

S P S S12.0软件包进行统计分析. 计量资料以

mean±SD表示, 比较采用t检验. 对两组间人口

统计学及疾病特征的比较分别采用χ2检验及F检
验, 对数据资料和计量资料进行分析. P <0.05认
为差异有显著性意义.

2  结果

2.1 总体治疗效果积分比较 观察组与对照西药

组患者排便及生活质量情况治疗前平均积分分

别为8.42分和8.83分, 观察组与西药组患者排便

及生活质量情况治疗后平均积分分别为19.63分
和17.75分. 两组患者排便及生活质量情况治疗

后平均积分明显高于治疗前(P <0.05), 但两组间

积分比较无显著性差异. 随访期观察组与西药

组患者排便及生活质量情况平均积分分别17.72
分和12.46分, 患者排便及生活质量情况平均积

分明显高于治疗前(P <0.05), 但观察组与治疗后

相比无明显差异, 西药组较治疗后有显著差异

(P <0.05, 图1).
2.2 基线期、治疗后及随访期西药组、观察组

与正常对照组空腹及标准餐后静脉血MLT水平

比较

2.2.1 基线期观察组与正常对照组空腹及标准

餐后静脉血MLT水平比较: 基线期西药组及观

察组患者空腹静脉血MLT水平均明显低于正常

对照组空腹静脉血MLT水平, 差别具有显著性

意义(206.15±11.34 vs  268.56±10.33, P <0.05; 
212.76±9.68 vs  268.56±10.33, P <0.05, 图2). 
2.2.2 治疗后及随访期西药组、观察组与正常对

照组空腹及标准餐后静脉血MLT水平比较: 治
疗后观察组与西药组患者空腹及餐后静脉血

MLT水平均较基线期高(空腹: 256.15±7.96 vs  
206.15±11.34, 272.76±10.34 vs  212.76±9.68; 
餐后: 297.33±11.25 vs  231.00±14.01, 346.59±
9.90 vs  248.11±12.16), 与西药组相比, 观察组

患者餐后MLT水平升高较为显著(346.59±9.90 
vs  248.11±12.16, P <0.05, 图3). 随访期观察组

与西药组患者空腹及餐后静脉血MLT水平较治

疗后略有降低, 但仍均较基线期高(空腹: 219.81
±9.67 vs  206.15±11.34, 263.62±7.10 vs  212.76
±9.68; 餐后: 259.77±10.35 vs  231.00±14.01, 
329.08±16.33 vs  248.11±12.16, 图3), 与西药组

相比, 观察组患者餐后MLT水平较治疗后差异

无统计学意义. 
2.3 肠动力学疗效比较 基线期观察组与西药组

患者结肠运输实验阳性率均为100%, 治疗后观

察组与西药组患者结肠运输实验阳性率分别为

30.36%、52.34%. 随访期观察组与西药组患者

结肠运输实验阳性率分别为35.93%、61.10%. 
两组患者治疗后及随访期末的结肠运输实验的

阳性率较治疗前明显降低, 观察组结肠运输实

验阳性率治疗后及随访期与治疗前相比均有显

著性差异(P <0.05, 图4).

3  讨论

STC是功能性便秘中常见的一种类型, 目前一系

列研究表明, 肠神经系统、肠神经递质、胃肠

激素、Cajal细胞以及精神、心理因素与STC的

25
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  0

基数期                  治疗后                    随访

观察组
西药组

图 1 总体疗效积分比较.
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图 2 基线期空腹血MLT的比较.

■创新盘点
本文采用药物联
合经络穴位刺激, 
辅助艾灸的温热
加药穴效应, 治疗
手法将中医学与
现代医学治疗模
式有机结合, 研究
内容将中医学与
现代医学微观病
理生理机制有机
结合, 研究时程适
中 ,  研 究 方 法 客
观, 对研究中医药
治疗慢传输型便
秘起到了一定的
指导作用.
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发病有一定关系. 胃肠激素中MLT是由22个氨

基酸组成的单链多肽, 他是胃肠兴奋性运动神

经元的重要递质, MTL能促进胃肠运动, 提高胃

肠道、胆道、Oddis括约肌的收缩力和张力. 在
消化期, MLT能引起胃和上部小肠产生消化期

MMCⅢ相并诱发胃强烈收缩和小肠明显的分

节运动[4]. 他能直接作用于胃肠道平滑肌上的受

体引起平滑肌内环-磷酸鸟苷浓度增加, 使细胞

内Ca2+从微粒体释放出来, 细胞内Ca2+浓度增加

后可引起平滑肌收缩[5]. 因此, MLT是影响胃肠

动力的重要因素. 许多研究表明, MLT与胃肠动

力障碍密切相关, 其MLT含量改变必然引起胃

肠动力障碍患者的胃肠动力改变[6-8]. 本实验中

STC患者餐前MLT水平较正常对照组低, 餐后

MLT水平虽有升高, 但升高幅度并不明显, 且较

正常组比较, 维持在较低水平. 与喻玉等[9]研究

有类似结果, 提示MLT水平与STC相关. 本研究

中治疗后观察组和西药组患者空腹尤其是餐后

MLT水平较治疗前升高, 且MLT水平与结肠运

输实验负相关, 与疗效积分正相关, 提示干预治

疗STC的机制可能是通过引起患者MLT水平的

变化, 从而提高胃肠道动力, 改善便秘症状. 这
一作用在观察组更为明显. 

肠神经系统[10]是由大量神经元所构成的巨

大神经网络, 可独立对胃肠功能进行局部调节. 
中医认为饮食失节、劳倦过度、情志失调等各

种因素均可导致大肠传导功能失常引起便秘. 
经络系统作为中医学的重要分支, 中医认为人

体的五脏六腑、四肢百骸、五官九窍、皮肉筋

骨等组织器官, 之所以能保持相对的协调与统

一, 完成正常的生理活动, 是依靠经络系统的联

络沟通而实现的. 便秘与许多经络尤其是大肠

经、小肠经、胃经、脾经、肾经等经络功能密

切相关, 天枢穴是大肠经募穴, 《素问 . 阴阳应

象大论》说: “阳病治阴”, 六腑病证多取募穴

治疗, 大肠病多取天枢, 便秘也是天枢穴主治证

之一. 灸法借助灸火的温和热力作用及腧穴的

功能, 能够疏通经络, 调和气血. 艾灸天枢即是

一方面借助天枢穴的特定作用, 一方面借助艾

条点燃火灸的药热二力共同调节经络功能, 来
达到调整胃肠运动动能的作用的. 足三里穴功

可补益气血, 健脾和胃. 现代实验研究证明, 针
刺天枢、足三里、上巨虚等穴位, 对结肠的运

动有明显的双向调节作用, 对高张力、运动亢

进的肠管具有抑制效应, 可使肠管病理性痉挛

获得解除; 而对低张力肠管, 则有兴奋效应, 可
促进肠管的运动[11-15], 黄芪能补脾益气, 在足三

里穴位注射黄芪注射液共同达到健脾益气, 通
便导滞的作用[16,17], 本研究中艾灸加穴位注射与

西药对于胃动素的影响已如前述, 对于结肠运

输实验及疗效积分的影响也证实艾灸加穴位注

射治疗STC疗效较好, 作用较持久, 我们认为这

可能与艾灸加穴位注射从总体调节胃肠道功能

有关, 其机制可能与提高空腹及餐后MLT水平

有关. 但STC机制是个复杂的网络结构, 每个点

的变化都可能牵动整体效果的改变, 因此干预

治疗STC的研究有待更系统更深层次的进一步

探讨. 
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■应用要点
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穴位注射治疗慢
传输型便秘地临
床效用及其机制
进 行 了 初 步 探
讨, 研究发现艾灸
联合穴位注射可
以较持久的提高
STC患者胃动素
水平, 从而能持续
改善STC患者的
便秘症状. 这为临
床治疗慢传输型
便秘提供了一种
有效的新方法.
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Abstract
Cryptococcosis is a fungal infection caused by 
Cryptococcus neoformans, which commonly 
occurs in immunocompromised patients and is 
often disseminated. Disseminated cryptococ-
cosis generally manifests as pulmonary lesions 
or meningitis. Sometimes it might affect the gas-
trointestinal tract, and rare cases have been re-
ported involving the intestine without systemic 
infection. Here we report a case of cryptococco-
sis involving the jejunum and mesenteric lymph 
nodes which contributed to incomplete intestinal 
obstruction. This case was finally diagnosed by 
histology and cured by antifungal medication.

Key Words: Cryptococcal infection; Jejunum; Mes-
enteric lymph nodes; Incomplete intestinal obstruc-
tion

Lei JJ, Po L, Zhou L. Gastrointestinal cryptococcosis: a re-
port of one case. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(9): 

981-983

摘要
隐球菌病主要侵犯中枢神经系统和肺, 在中神
经系统引起隐球菌性脑膜炎, 在肺部可致肺炎
和肺部肉肿样病变, 而胃肠隐球菌病, 无论原
发还是继发, 临床都相当罕见, 我们报道1例以
不全性肠梗阻为主要表现, 经手术后病理切片
证实的空肠及肠系膜淋巴结隐球菌病, 结合相
关文献进行分析.

关键词: 隐球菌感染; 空肠; 肠系膜淋巴结; 不全性

肠梗阻
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0  引言

隐球菌病主要侵犯中枢神经系统和肺, 在中神经

系统引起隐球菌性脑膜炎, 在肺部可致肺炎和肺

部肉肿样病变, 而胃肠隐球菌病, 无论原发还是

继发, 临床都相当罕见, 我们报道1例经手术后病

理切片证实的患者, 并对相关文献作一综述.

1  病例报告

女, 58岁, 因“反复腹胀、呕吐45 d, 再发并加重

8 d”收入院.  患者45 d来无明显诱因反复出现

腹胀并呕吐, 呕吐呈非喷射性, 为胃内容物, 上
午进食后常于晚间呕吐明显, 伴嗳气、上腹部

烧心感、纳差, 无反酸、厌油、恶心、呕血、

腹痛、腹泻、黑便, 无发热、咳嗽、咳痰、咯

血, 无尿频、尿急、尿痛、血尿、少尿, 无胸

闷、心悸、头痛、头晕等不适. 经私人诊所不

规则治疗后症状有所缓解. 8 d前患者再次出现

腹胀、呕吐, 且呕吐咖啡渣样物质, 量约100 mL, 
解黑便1次, 量约200 g, 仍无发热、腹痛、黄染, 
无头晕、心悸、胸闷等症状, 就诊于当地医院, 
予输液治疗(具体不详), 上述症状无缓解, 今为

进一步诊治收入贵阳医学院附属医院消化内科. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
隐球菌病是条件
致病性深部真菌
病, 其病原体主要
是新型隐球菌及
其变种, 多发生在
免疫系统受损伤
的患者, 主要侵犯
中枢神经系统和
肺 ,  也 可 原 发 或
继发于皮肤、肝
脏、胆道和骨骼
等, 胃肠道也可能
是弥漫性的隐球
菌感染的一部分, 
但原发于胃肠道
的隐球菌感染相
当少见.

■同行评议者
唐世刚, 教授, 大
连大学附属中山
医院内科



病来患者精神、睡眠欠佳, 饮食差, 大便1次/3-4 
d, 小便正常, 体质量下降约5 kg. 

既往史: B超发现“胆囊炎、胆结石”病史

5年, 但具体诊治描述不清. 否认“高血压、糖

尿病、慢性肾病”病史, 否认“肝炎、伤寒、

结核”等传染病史. 否认手术外伤史. 否认输血

史及使用其他血制品史, 血型不详. 
入院体查: T: 37.4 ℃, P: 80 次/min,  R: 19次/

min,  BP: 120/78 mmHg, 发育正常, 体型消瘦, 营
养差, 慢性病容, 神清. 全身皮肤黏膜无黄染、

出血, 无蜘蛛痣、肝掌, 全身浅表淋巴结未扪及

肿大, 睑结膜无苍白, 巩膜无黄染, 双肺呼吸音

清, 未闻及干湿性啰音, 心律齐, 未闻及杂音, 腹
凹、软, 未见明确胃肠型、蠕动波, 未见腹壁静

脉曲张, 上腹部剑突下轻压痛, 无反跳痛、肌紧

张, 肝、脾肋下未扪及, 墨菲氏征(+), 移动性浊

音阴性. 
辅查: 血常规结果示: WBC: 6.35×109/L, N: 

82.20%, HGB: 126 g/L. 血生化: 淀粉酶: 56.00 
U/L, 尿淀粉酶结果回示: 130.00 U/L. 肾功、

电解质未见明显异常. 肝功能示: ALT: 31 U/L, 
AST: 44.50 U/L, 前白蛋白: 163.00 mg/L, 血糖: 
3.16 mmol/L. 胸片: (1)肺内未见明显异常; (2)主
动脉硬化; (3)胸椎侧弯畸形, 左侧第7、8肋骨陈

旧性骨折可疑. 心电图: 未见异常. 上腹B超: 胆
囊内强光团考虑: (1)胆泥淤积; (2)结石不除外. 
腹平片: 肠梗阻可疑. 上腹CT结果回示: (1)考虑

高位小肠梗阻; (2)胆囊结石? 入院诊断: (1)不全

性肠梗阻? 原因待查; (2)结石性胆囊炎. 经过暂

禁食、胃肠减压、抗炎、抑酸、补液、促进胃

肠蠕动等对症支持治疗, 症状未缓解, 作全消化

系碘水造影结果显示: (1)胃潴留, 胃下垂、十二

指肠、空肠上段扩张; (2)空肠上段狭窄考虑: 占
位, 空肠扭转; (3)十二指肠上段小憩室形成. 为
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进一步明确诊治转入胃肠外科手术. 术中见距

屈氏韧带50 cm处空肠肠壁明显增厚, 长约4 cm, 
管腔狭窄. 小肠系膜上有多处淋巴结肿大, 可见

散在灰白色粟粒样结节, 根据术中探查情况, 高
度怀疑小肠癌, 决定行肠管切除, 在距离病变肠

管两端各约10 cm分别定出切除线, 逐段钳夹切

除, 切除小肠段及小肠系膜上肿大淋巴结3枚送

术后病理检查. 活检结果示: 小肠壁及淋巴结病

变为新型隐球菌感染(图1, 2), 故给予氟康唑静

滴抗真菌感染, 患者食欲好转, 进食可, 一般情

况好转后出院, 院外继续口服氟康唑治疗, 总疗

程6 wk, 随访6 mo, 无不适, 体质量增加2 kg. 

2  讨论

隐球菌病属于条件致病性深部真菌病, 包括17
个种和7个变种, 其中只有新型隐球菌及其变种

有致病性, 其广泛存在于土壤和鸽粪中, 偶可在

水果, 蔬菜、牛乳以及健康人的口腔、鼻腔、

咽部、胃肠、皮肤等处分离到, 故鸽粪被认为

是人类最主要的传染来源[1], 本例患者后经追问

病史, 证实其邻居有饲养鸽子. HIV感染是弥漫

性的隐球菌感染的危险因素, 其他原因导致免

疫力的减低也可成为易感原因: 如使用免疫抑

制剂、器官移植、慢性脏器功能的衰竭、血液

学的紊乱、肝硬化等[2]. 
目前认为隐球菌主要通过呼吸道进入肺内, 

另有原发性胃肠道感染报道, 支持隐球菌可经

消化系吞入而引发感染[3], 皮肤直接感染也是一

种感染方式, 进入体内的隐球菌可经血液、淋

巴播散到全身或者直接蔓延到周围组织. 
临床表现多无特异性, 这可能是其发病率

在临床报道上偏少的原因. 胃肠道隐球菌感染

常常是无症状或症状轻微的, Washington等[4]报

道24例播散性隐球菌或肺部隐球菌感染患者的

www.wjgnet.com

■研发前沿
关于胃肠道隐球
菌感染的诊断, 目
前除病理活检外, 
临床上尚无好的
方法, 有待进一步
的研究. 而且对于
原发性胃肠道隐
球菌感染, 由于临
床病例较少, 治疗
方案及疗程并未
统一, 均是亟待研
究的问题.

图 1 小肠壁(PAS染色×400). 肠黏膜下见多核巨细胞及肉

芽肿形成, 其中可见淡红、淡紫色的隐球菌孢子(箭头所指).

图 2 淋巴结(PAS染色×400). 肠黏膜淋巴结可见多核巨细胞及

肉芽肿形成, 其中可见淡红、淡紫色的隐球菌孢子(箭头所指).
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尸检结果, 发现其中8例累及胃肠道, 但这8例患

者中只有1例患者在生前确认, 该患者因胃食管

反流和吞咽痛行胃镜加病理活检, 确诊为胃的

隐球菌病. 该患者在抗真菌治疗3 wk后死亡, 尸
检表明, 胃的病变好转却有回盲部感染和全身

播散性感染, 说明胃的病变可能是全身感染的首

发表现. 胃肠隐球菌感染还可以急性水样腹泻为

主要症状[2], 要注意与难辨梭状芽孢杆菌和金黄

色葡萄球菌感染所引起的肠炎鉴别, 因两者都可

以发生在免疫力低下和长期使用抗菌素的患者. 
另外, 也有以空肠穿孔[5]为首先表现的胃肠隐球

菌病, 还有以肛门溃疡为表现的隐球菌感染[6], 这
些患者都常常并有免疫损伤的疾病, 如HIV或肝

硬化, 故预后极差, 如其中两例患者分别在腹泻

出现后16 d和抗真菌治疗后3 wk死亡[2,4]. 若患者

免疫功能尚可, 则可表现为增生为主的病变, 如
不全性肠梗阻, 梗阻部位可以在升结肠或回盲

部[7], 也可以在回肠末端[8], 还有因腹膜隐球菌性

肉芽肿压迫肠壁致空肠梗阻的报道[9]. 我们报道

的患者梗阻部位在空肠, 以增生为主要表现的

患者如诊断治疗及时, 大多预后较好. 
真菌培养是确诊的金标准, 但大便培养阳

性率不高. 临床确诊主要依靠组织病理检查和

病灶内脓液穿刺标本的病原学涂片和墨汁染色. 
血清学隐球菌荚膜多糖抗原检测有助于临床诊

断. DNA探针法和PCR探针等方法, 具有高度的

特异性, 但后两者目前主要用于肺和播散性隐

球菌感染的诊断, 还无用于原发性胃肠道感染

诊断的报道.  
关于胃肠道隐球菌感染的治疗方案, 如果

是继发于全身播散性隐球菌感染, 可参照2010
年美国感染病学会更新的隐球菌处理临床实践

指南[10]. 如果是原发性胃肠道隐球菌感染, 由于

临床病例较少, 治疗方案及疗程并未统一, 可选

用多种抗真菌药物, 如两性霉素B、两性霉素B
脂质体、氟康唑、伊曲康唑等. 其疗效与病灶

性质相关, 早期感染灶的形成隐球菌繁殖产生

的凝胶物质, 其周围组织炎症反应轻, 此种病变

常在应用一般剂量的抗真菌药物即可吸收. 但
病程长的较晚期感染灶则形成慢性炎症、肉芽

肿、结缔组织增生, 故主张手术切除后再加抗

真菌治疗以求得根治. 本例患者因肠道慢性炎

症, 肉芽肿形成致肠管狭窄, 出现不全性肠梗阻

的临床表现, 术中考虑小肠肿瘤, 故行了病变肠

管的切除术, 术后在病理诊断明确后静滴了氟

康唑2 wk出院, 出院后改为口服氟康唑4 wk, 随
访6 mo, 情况良好.
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中国知识资源总库收录. 2009年《世界华人消

化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综
合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊

的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）的

第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指

标0.112, 他引率0.79, 引用刊数473种, 扩散因子

15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文

献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机构

分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
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为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2011年国内国际会议预告

2011-04-01/30
第九届全国儿童感染性疾病暨第十届全国儿童肝脏疾病
学术会议
会议地点: 扬州市
联系方式: fuxiaoxia@cma.org.cn

2011-04-08
2011第五届中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市
联系方式: cma_spd@yahoo.com

2011-04-09/10
第四届NCCN亚洲学术会议暨2011NCCN指南中国版修
订会
会议地点: 上海市
联系方式: nccn-asia@emdchina.com

2011-04-14/17
第四届全国消化内科危重疑难少见病学术大会
会议地点: 桂林市
联系方式: xiaohuayinan2011@yahoo.com.cn

2011-04-15/17
第二届中国肿瘤介入与微创治疗大会
会议地点: 上海市
联系方式: 010-84288944

2011-04-22/24
第九届全国内镜外科学术研讨会
会议地点: 济南市
联系方式: gandanneijing@163.com

2011-05-01/31
2011年安徽省消化、消化内镜学术年会暨肝脏疾病诊治
难点与对策学习班
会议地点: 合肥市
联系方式: meiqiaomq@yahoo.com.cn

2011-05-20/22
第二届广州国际肿瘤学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: gzco2011@163.com

2011-05-27/29
第十四届中西医结合学会大肠肛门病专业委员会学术研
讨会
会议地点: 沈阳市
联系方式: gcyy88@163.com

2011-06-11/12
2011国际消化疾病论坛
会议地点: 香港
联系方式: www.iddforum.com

2011-06-16/20
第二十三次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 太原市
联系方式: 0351-4174328

2011-06-23/26
第十五次全国病毒性肝炎及肝病学术会议
会议地点: 沈阳市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2011-06-24/26
2011南方消化论坛暨第七届全国肠道疾病学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: gwei203@yahoo.com.cn

2011-07-07
第八届全国大肠癌学术会议暨2011哈尔滨国际结直肠癌
外科周
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: rainy_gg@yeah.net

2011-07-14/17
第五届地坛国际感染病会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@bjditan.org

2011-07-22/24
第四届全国脂肪肝病专题研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: 010-85867619

2011-08-04/07
第五届中国肿瘤内科大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-87788701

2011-09-14/17
第六届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 兰州市
联系方式: office@cnsld.org

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451

2011-09-16/18
第七届全国消化系统中晚期恶性肿瘤学术年会
会议地点: 济南市
联系方式: xiaohuahuiyi@126.com
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陈红松 研究员

北京大学人民医院肝病研究所

陈其奎 教授

中山大学附属第二医院消化内科

陈卫昌 教授

苏州大学附属第一医院消化内科

陈钟 主任医师

南通大学附属医院普外科

崔莲花 副教授

青岛大学医学院公共卫生系

崔云甫 教授 

哈尔滨医科大学第二附属医院普外一科

高润平 教授

吉林大学第一医院肝病科

戈之铮 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

谷俊朝 主任医师

首都医科大学附属北京友谊医院普外科

关晓辉 主任医师

吉林北华大学附属医院

黄恒青 主任医师

福建省第二人民医院消化内科

黄昆 教授  

华中科技大学同济药学院

黄晓东 主任医师

武汉市中心医院消化内科

黄志勇 教授   

华中科技大学同济医院普外科

江米足 教授 

浙江大学医学院附属儿童医院儿科

                                                                 • 志谢 • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李晟磊 副主任医师 

郑州大学第一附属医院病理科 河南省肿瘤病理重点实验室

刘萱 副主任医师  

首都医科大学附属北京友谊医院消化科

孙诚谊 教授

贵阳医学院附属医院院长办

唐文富 副教授  

四川大学华西医院中西医结合科

王学美 研究员  

北京大学第一医院中西医结合研究室            

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

王正康 教授

北京中日友好医院普外科

魏睦新 教授

南京医科大学第一附属医院中西医结合科

杨柏霖 副主任医师 

南京中医药大学附属医院结直肠外科 

杨江华 副教授

安徽省芜湖市皖南医学院弋矶山医院感染科 

张明辉 副主任医师 

河北医科大学第一医院肝病中心

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 

张宗明 教授

清华大学第一附属医院消化医学中心

周伟平 教授

上海东方肝胆外科医院肝外三科

周晓武 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科
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