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胃癌实验模型建立的研究现况

郭凌云, 刘 涛, 李玉民
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■背景资料
胃癌实验模型是
胃癌基础与临床
研究工作中的前
提, 目前尚无一种
模型可以完全模
拟胃癌的发病过
程, 因此在特定的
实验研究中, 合理
选择实验模型是
至关重要的. 
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Abstract
Gastric cancer is the second most common cause 
of cancer-related mortality (9.7% of the total) 
worldwide. Gastric carcinogenesis is a multiple-
step process that involves multiple factors, such 
as bacteria, immune response and host fac-
tors. Animal models play a crucial role in the 
research of the biological behavior, diagnosis 
and treatment of gastric cancer. In this article 
we will review current advances in the develop-
ment of animal models of gastric cancer in terms 
of microorganism-induced models, chemical 
carcinogen-induced models, tumor cell implan-
tation, genetically modified models and in silico 
models.  

Key Words: Gastric cancer; Animal models; Geneti-
cally modified model; Helicobacter pylori

Guo LY, Liu T, Li YM. Animal models of gastric cancer. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(25): 2609-2614

摘要
胃癌死亡率居全球恶性肿瘤第二位, 占癌症总
死亡率的9.7%. 胃癌的发生是多步骤、多因
素的, 诸如致病细菌、宿主遗传因素和免疫应
答等. 动物模型在研究胃癌生物学行为和临床
诊治过程中占有重要地位. 本文将分别从微生
物原位诱发、化学致癌剂原位诱发、癌细胞
定植、转基因模型和计算机模拟五方面重点
阐述胃腺癌模型建立的现况.
 
关键词: 胃癌; 动物模型; 转基因; 幽门螺杆菌 

郭凌云, 刘涛, 李玉民. 胃癌实验模型建立的研究现况.  世界华

人消化杂志  2011; 19(25): 2609-2614
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一[1]. 众多实验为

胃癌临床诊断治疗的研究提供基础依据, 胃癌

模型建立无疑是胃癌实验研究的必要前提. 自
1902年Fib iger发现“肿瘤螺旋体”慢性刺激

大鼠可诱发胃癌之, 后学者发现这种生物并非

是造成肿瘤的主要原因[2], 1970年Sat io等[3]用

N-甲基-N-硝基-N-亚硝基胍(M N N G)诱发胃

癌癌前病变, 1997年L e e等 [4]鉴定幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H.pylori )悉尼菌株(SS1)能
长期定植于小鼠并缓慢诱发胃癌, 至21世纪初

转基因动物的运用, 展示了胃癌模型建立研究

发展的漫长过程. 胃癌模型建立使研究胃癌发

病机制, 致病机制和诊治方法更加便捷与完善. 

1  微生物原位诱发

自澳大利亚学者Warren和Marshall发现H.pylori至
今, H.pylori与胃癌的关系虽尚未完全阐明[5,6], 但
众多研究证明H.pylori与慢性胃炎、胃溃疡、

■同行评议者
王振宁, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科; 杜雅菊, 主任
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■研发前沿
近年来转基因胃
癌模型在国内外
发展迅速, 成为动
物实验研究的热
点 .  计算机模拟 , 
为新型研究方式, 
有待多学科共同
研究发展, 同时也
为医学研究开辟
一条新的道路.

黏膜萎缩、肠化生和胃癌组织学变化有明显相

关性. Watanabe等[7]使用H.pylori单因素诱导出

蒙古沙鼠(Mongolian gerbils, MGs)胃腺癌, 提供

了H.pylori感染与胃癌发生的直接证据. 该模型

可以复制与人类相似的致病过程, 符合胃癌形

成的病理变化过程, 不同时段病理学切片基本

遵循Correa提出的“H.pylori感染-慢性胃炎-萎
缩、肠化-异型增生-分化型腺癌”途径[8], 可用

于研究和探讨胃癌发生过程中病原体、宿主和

环境因素的致癌作用. 由于菌株[9]、实验动物、

实验室环境和操作水平等因素, 胃癌诱发率不

等(表1), 但共同点为均可诱发胃腺癌, 其他类型

胃肿瘤尚未见报道. 也有学者[10,11]使用少量致癌

剂如MNNG间歇灌胃诱发胃癌发生, 不仅缩短

了造模时间, 而且提高了胃癌发生率. 其他实验

动物如大鼠、悉生猪、悉生狗、非人类灵长动

物、猫、雪貂等也可用于H.pylori感染模型, 但
是存在不易定植, 来源少, 饲养条件要求高, 动
物庞大, 经费昂贵, 技术复杂等问题. 限于MGs
提供来源, 有文献报道[12]H.felis感染C57BL/6可
获得胃癌类似发生的病理过程, 但H.felis不能完

全替代H.pylori . 

2  化学致癌剂原位诱发

化学物质诱发胃癌的研究始于20世纪40年代, 
1967年Sugimura等[16]应用N-甲基-N'-基-N-亚硝

基胍(MNNG)诱发Wistar大鼠胃腺癌, 1977年胡

素坤等[17]应用甲基胆蒽(MCA)诱发小鼠胃癌. 其
致癌机制尚未完全阐明, 可能与损伤DNA链、

引起DNA甲基化、改变细胞核内蛋白结构或抑

制DNA聚合酶和核糖核酸酶有关. 
2.1 MNNG 亚硝基化合物及其前体物易渗透

胃幽门部和胃底黏膜, 由于胃对其转化失活能

力差, 对诱发胃癌具有特异性. 国内外常用对

MNNG敏感的Wistar大鼠进行研究, 长期饮用

溶有MNNG的水溶液或用其灌胃可诱导出胃腺

癌. 这种方法简便, 特异性较高, 重复性好, 因此

用于阐明化学致癌剂与胃癌的关系, 评价药物

效果, 筛选疫苗的抗原、治疗效果及免疫作用

的研究. 在应用MNNG基础上, 也可多因素诱发, 
如利于致癌剂溶解渗透作用的吐温20[18], 非胃黏

膜保护作用的维生素D3[18], 高胃泌素血症[19], 高血

糖[20], 刺激胃黏膜作用的高张盐水、乙醇、硝酸

/亚硝酸盐、醋酸、胆汁、或胃部分切除等[11,18], 
使胃癌动物模型与临床胃癌发病机制更为相近, 
此法具有造模周期短, 癌发率较高的优点, 但存

在动物死亡率升高的弊端. 
2 . 2  其 他 致 癌 剂  用于胃癌模型的致癌剂

除M N N G外 ,  常用的还有N -甲基亚硝基脲 
(M N U)、甲基胆蒽 (M C A)、二乙基亚硝胺

(DEN)[21]等. 前者为直接致癌剂, 是较强的致

畸、致突变和诱癌剂, 其致癌机制一般认为与

其烷化核酸的程度有关. 上述致癌剂所诱发胃

癌组织形态与人类胃癌相似, 具有周期短的优

点. 早期浸润癌约2 wk形成, 6-8 wk达到诱癌高

峰. 但是不能排除造模所用的致癌物质对动物

机体免疫反应的持续影响, 因其对胃腺癌诱发

率较低, 且手术要求高, 如将浸有致癌剂的手术

线缝扎固定在胃黏膜上, 因此此法较MNNG少

采用. 
有学者 [10, 22]在上述胃癌造模过程中加入

H.pylori , 可获得较高胃腺癌发生率. 在此研究基

础上, Maruta等[23,24]研究表明在胃癌发生过程中, 

H.pylori仅为“启动子”, 而非“引发剂”, 其他

环境因素(如MNU)则发挥重要作用. 

3  癌株移植

3.1 原位移植 在各种植入途径中, 只有将肿瘤移

植于相应受体器官, 即原位移植才能诱导类似

人类肿瘤的转移过程. Yamaguchi等[25,26]将胃癌

AZL5G细胞株制成单细胞悬液接种于裸鼠胃壁

内, 建立人胃癌移植的淋巴转移和肝转移模型, 
证明受体器官微环境对肿瘤的转移行为起重要

作用. Furukawa等[27]首先运用原位移植术成功地

表  1  不同菌株、感染动物及诱发时间胃癌发生率对比

     
年份    H.pylori菌株 感染动物 诱发时间(wk) 胃癌发生率(%) 文献来源

1998 ATCC-43504 MGs         72   40.0(2/5)     [13]

1998 TN2GF4 MGs         62   37.0(10/27)     [7]

2003 ATCC-43504 MGs         84   18.2(2/11)     [14]

2003 H.pylori 161(临床株) MGs         84   16.7(1/6)     [14]

2010 SS-1 C57BL/6 mice         72   22.2(2/9)     [15]
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■相关报道
Wantanabe等首
次 报 道 单 独 用
H.pylori  TN2GF4
菌 株 接 种 5 周 龄
SPF级♂MGs, 在
第 6 2 周 ,  3 7 % 的
M G s 幽 门 腺 区
发 生 高 分 化 肠
型 腺 癌 .  证 明 了
H.pylori 感染后发
生肠化生和胃癌
发生密切相关, 胃
上皮细胞凋亡和
增殖增加了细胞
变异机会. 

将胃癌新鲜组织块直接移植于裸鼠的胃壁, 这
一模型不仅完整保持人胃癌组织结构和超微结

构特征, 而且能完全模拟人类胃癌的发展过程, 
使在人体外进行胃癌转移机制的研究成为可能. 
前者称为癌细胞悬液原位移植, 后者称为整瘤

组织块原位移植, 即胃癌原位移植发展的两个

方面. 
癌细胞悬液原位移植成瘤率和转移率尚不

满意, 可能是肿瘤细胞经酶消化处理后, 细胞表

面结构遭到破坏, 导致恶性肿瘤生物学行为和

自然属性改变, 对肿瘤细胞的生长与转移有一

定影响. 整瘤组织块原位移植又称转移鼠模型, 
他既具有原位移植的优点, 又保持癌组织的完

整结构, 所以原位移植成功率、转移率、荷瘤

鼠中位生存期等指标都优于前两者, 能更好地

模拟临床肿瘤发生发展过程. 胃癌主要通过淋

巴道转移, 后期通过血道转移, 最能代表胃癌的

生长转移特点, 可作为人胃癌转移实验研究的

理想模型. 
上述实验中实验对象均为BALB/C-nu/nu小

鼠, 由于价格昂贵, 近年来有学者改进为替代模

型, 如免疫抑制模型[28], 在正常免疫小鼠肾包膜

下移植, 手术摘除小鼠胸腺并采用全身放射法, 
以及阿糖胞苷预先保护, 无须移植骨髓. 缺点是

他只适应于周期较短的实验, 动物若渡过急性

期, 免疫功能逐渐恢复, 则成瘤率明显下降. 
3.2 细胞悬液皮下种植、腹腔种植及脾内种植 
皮下种植目前主要用作癌症药物研究, 但是此

种方式破坏了癌组织的原有结构, 改变了肿瘤

生物学行为、自然属性以及受体的免疫形式, 使
实验结果与人类肿瘤细胞移植生长和转移的自

然过程不相吻合, 且几乎不发生远处转移[29-31]. 
为了模拟肿瘤的转移, 腹膜转移作为一种特殊

转移类型, 其机制与远处脏器血行或淋巴道转

移不同. Nishimori等[32]采用瘤细胞悬液腹腔内注

射建立腹膜转移模型. 脾内种植的方法最初是

为模拟远处脏器的血行转移, 但不能模拟胃癌

转移的完整过程, 也不能反映癌转移的生物学

特性, 与临床实践有较大差距, 故现已很少采用. 

4  转基因动物模型

转基因动物模型通过精确地失活某些基因或增

强某些基因的表达制作各种人类疾病的动物模

型, 对研究基因突变而引起的遗传疾病发病机

制十分有效. 由于小鼠个体小, 种类多, 繁殖快, 
转基因技术容易等特点, 转基因小鼠得到广泛

应用. 小鼠自发瘤在组织学和来源方面与人类

肿瘤有相似之处, 因此应用较多. 在没有外界因

素刺激的情况下, 关键途径的单个基因改变[33]也

可使宿主对胃癌产生易感性, 从而发生胃癌. 已
有研究证实(表2), INS-GAS转基因小鼠胃泌素

循环水平提高, 可自发地发生萎缩性胃炎、肠

化生和不典型增生[34], 最终有75%的20个月龄小

鼠发生了胃腺癌[35]. TFF(trefoil factor)在黏膜损

伤修复过程中起重要作用, 该基因被敲除的小

鼠在5个月时, 有30%发展为上皮内和黏膜内多

点胃癌[36]. CEA/SV40T转基因小鼠, 50 d时100%
在幽门部发展为多点侵袭胃癌, 100-130 d, 均
出现幽门梗阻[37]. Smad4是一种细胞内的TGF-β
信号转导因子, 该基因被敲除的杂合子小鼠在

12-18 mo时发展为具有侵袭性的幽门窦肿瘤[38]. 
MTH1编码8-oxo-dGTP酶, 一种可减少氧化DNA
损伤的酶, 缺少此基因的小鼠, 在18 mo时有少数

(3%)自然发展为胃癌[39]. 转基因胃癌模型是直接

将调控胃癌的相关基因转染到动物胚胎中而形

成肿瘤, 其形成肿瘤的形态特征与人类肿瘤的自

然发生极为相似, 且发生于特定组织, 特异性很

高[40], 因此转基因动物在胃癌形成、发展机制, 

表  2  主要胃癌转基因动物模型对比

     
转基因型 病变出现时间 原位癌 侵袭 转移 胃酸缺乏 高胃泌素血症 文献来源

INS-GAS 24 mo Y N N N Y [35]

TFF1-/-   1 wk Y Y N N × [36]

CEA/SV40 transgenic 50 d Y Y N × × [37]

SMAD4+/- 12 mo Y Y N × × [38]

H/K-ATPase 

αsubunit-/-

  3 mo N N N Y Y [42]

MTH1-/- × Y × × × × [39]

Y: yes; N: not; ×: 未见相关报道.
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■应用要点
文章重点从微生
物原位诱发、化
学致癌剂原位诱
发 、 癌 细 胞 定
植、转基因胃癌
模型进行叙述, 可
以为胃癌实验研
究动物模型的建
立提供参考依据. 

尤其是信号通路研究[41]中具有独特的优势. 但是

转基因动物模型制作成本较高, 技术难度较大, 
此类模型在我国大多数实验室尚难以开展. 

5  计算机模拟

计算机模拟在癌症研究 ,  尤其胃癌研究领域

刚刚起步, 尚未见大量相关文献报道. 但由于

H.pylori的完整基因组序列已知[43], 相信此类模

型在今后有望得到快速发展. 

6  结论

建立成熟稳定的胃癌动物模型对肿瘤产生的分

子机制、发病机制、浸润、转移以及抗癌药物

筛选的研究中具有重要作用. 理想的胃癌动物

模型应具备致癌方法简单易行、快速经济、重

复性好, 客观指标明确, 病理变化周期缩短, 诱
发胃癌的病理类型、生物学行为、镜下表现及

组织化学改变等与人相类似实验动物模型. 但
目前在胃癌模型的建立和检测上均未达到理想

的效果, 以上所述模型制作方法均各有优劣(表
3), 在选择胃癌模型建立时, 应根据研究目的和

具体实验环境而定, 建立理想的胃癌实验模型. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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非酒精性脂肪性
肝炎是与胰岛素
抵抗和遗传易感
性密切相关的获
性代谢疾病, 属于
非酒精性脂肪性
肝病的一种病理
分型, 也是单纯性
脂肪肝向肝纤维
化、肝硬化进展
的重要中间环节, 
近年来非酒精性
脂肪性肝炎的发
病率及检出率日
益增高, 并呈低龄
化趋势.
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of Shuganjianpi-

fang on cardiac diastolic dysfunction in rats with 
nonalcoholic steatosis hepatitis (NASH) and to 
explore the possible mechanisms involved. 

METHODS: NASH was induced in rats by 
feeding a high-fat diet. Rats were divided into 
eight groups: normal control group, model 
group, high- and low-dose Ganfang, Pifang and 
Shuganjianpifang groups. After treatment for 16 
weeks, stroke volume (SV), left ventricular ejec-
tion fraction (LVEF), and left ventricular diam-
eter (LVFS) were measured to evaluate cardiac 
systolic function, and E/A ratio was calculated 
to evaluate cardiac diastolic function. Serum 
levels of TC, TG, HDL, and LDL, as well as TC 
and TG in the hepatic homogenate were de-
tected using an automatic biochemical analyzer. 
Histopathological changes were observed after 
HE staining. Serum TNF-α and IL-6 levels were 
determined by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). 

RESULTS: Compared to the normal group, 
rats in the model group revealed medium fatty 
degeneration in hepatocytes, declined cardiac 
diastolic function (1.59 ± 0.24 vs 1.03 ± 0.13, P 
< 0.01), increased serum levels TNF-α (13.57 ± 
4.64 vs 28.26 ± 8.60, P < 0.01), IL-6 (59.28 ± 71.53 
vs 132.81 ± 74.22, P < 0.05), TC (1.42 ± 0.29 vs 
3.82 ± 0.91, P < 0.01), LDL (0.30 ± 0.11 vs 0.81 
± 0.27, P < 0.01) and hepatic levels of TC (0.90 
± 0.14 vs 11.86 ± 1.29, P < 0.01) and TG (0.75 ± 
0.38 vs 6.17 ± 1.83, P < 0.01), and decreased SV, 
LVEF and LVFS in the model group. Compared 
to the model group, cardiac diastolic function 
was significantly improved in rats in each treat-
ment group, especially prominent in the high-
dose Shuganjianpifang group (1.26 ± 0.23 vs 1.03 
± 0.13; 1.35 ± 0.15 vs 1.03 ± 0.13, both P < 0.01). 
In addition, the levels of blood and liver lipids 
and serum TNF-α and IL-6 decreased in each 
treatment group, especially in the high-dose 
Shuganjianpifang group (0.45 ± 0.14 vs 0.83 ± 0.26; 
9.17 ± 1.02 vs 11.86 ± 1.29; 2.54 ± 0.74 vs 6.17 ± 
1.83; 15.07 ± 6.00 vs 28.26 ± 8.60; 67.72 ± 44.24 vs 
132.81 ± 74.22, all P < 0.01).

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科
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■研发前沿
非酒精性脂肪性
肝炎作为非酒精
性脂肪肝病的一
种重要临床分型, 
是单纯性脂肪肝
向肝纤维化、肝
硬化、肝癌进展
的重要中间环节. 
对非酒精性脂肪
性肝炎的研究是
近些年来国内外
医学研究的热点. 
运用中医药治疗
此病也已经逐渐
得到广泛的重视.

CONCLUSION: Rats with NASH develop cardi-
ac diastolic dysfunction. Shuganjianpifang could 
improve cardiac diastolic function possibly by 
decreasing serum levels of TNF-α and IL-6 in 
rats with NASH.

Key Words: Nonalcoholic steatosis; Cardiac diastolic 
function; Inflammatory factors; High-resolution in 
vivo  imagine system; Rat

Wang WJ, Yang QH, Feng GF, Wang YP, He XM, Zhang 
YP, Yang XP, Yan HZ, Huang J, Li GQ, Zhao YF, Yang 
XL, Shen CH. Effect of Shuganjianpifang on cardiac 
diastolic function and inflammatory factors in rats with 
nonalcoholic steatosis hepatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(25): 2615-2622

摘要
目的: 探讨疏肝健脾方药对非酒精性脂肪性
肝炎(nonalcoholic steatosis hepatitis, NASH)合
并心脏舒张功能不全大鼠干预的作用机制.  

方法: 采用高脂饲料喂养复制NASH大鼠实
验模型, 各药物组分别灌服疏肝方、健脾方
和综合方(疏肝方和健脾方的合方)进行干预, 
16 wk后用Visual Sonics Vevo®770TM高分辨率
小动物超声诊断仪检测大鼠心脏每搏输出量
(SV)、左心室射血分数(LVEF)、左心室短轴
缩短率(LVFS)用以评价大鼠心脏收缩功能, 
检测E/A比值用以评价大鼠心脏舒张功能. 然
后处死大鼠, 腹主动脉采血, 用全自动生化分
析仪检测血脂及肝脂的含量; 常规HE染色观
察肝组织病理变化; ELISA法检测血清TNF-α
和IL-6的水平.

结果: 肝组织病理染色提示大鼠NASH造模
成功; 与正常对照组相比, 模型组大鼠心脏
舒张功能明显降低(1.59±0.24 vs  1.03±0.13, 
P <0.01), 血清T N F-α和I L-6含量显著升高
(13.57±4.64 vs  28.26±8.60; 59.28±71.53 vs  
132.81±74.22, P <0.01、0.05), 血清TC、LDL
及肝组织T C、T G含量也明显升高(1.42±
0.29 vs  3.82±0.91; 0.30±0.11 vs  0.81±0.27; 
0.90±0.14 vs  11.86±1.29; 0.75±0.38 vs  6.17
±1.83, 均P <0.01), SV、LVEF、LVFS均比
正常组有不同程度的下降; 各药物组大鼠心
脏舒张功能较模型组有显著改善, 以健脾高
剂量组、综合方高剂量组的E/A比值升高最
为明显(1.26±0.23 vs  1.03±0.13; 1.35±0.15 
vs  1.03±0.13, 均P <0.01); 各药物组大鼠血清
TNF-α及IL-6含量与模型组相比明显下降, 以
综合方高剂量组的血清下降最为明显(15.07
±6.00 vs  28.26±8.60; 67.72±44.24 vs  132.81

±74.22, P <0.01, 0.05); 脂质代谢检测以合方
高剂量组的血清TG及肝组织TC、TG下降最
为明显(0.45±0.14 vs  0.83±0.26; 9.17±1.02 
vs  11.86±1.29; 2.54±0.74 vs  6.17±1.83, 均
P <0.01). 

结论: NASH大鼠伴有心脏舒张功能不全, 疏
肝健脾方药抗NASH及改善NASH大鼠心脏舒
张功能可能与其降低血清中炎症因子TNF-α
和IL-6的水平有关. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 心脏舒张功能; 炎症

因子; 高分辨率小动物超声诊断仪; 大鼠
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除外酒精和其他明确的

肝损伤因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂

肪变为主要特征的临床病理综合征, 包括单纯

性脂肪肝(simple fatty liver, SFL)以及由其演变

的脂肪性肝炎(nonalcoholic steatosis hepatitis, 
NASH)和肝硬化[1], 是临床上的常见病和多发

病, 正日益严重的影响和威胁着人们的健康. 研
究表明[2], NAFLD是代谢综合征(metabolic syn-
drome, MS)在肝脏中的表现, 而MS是导致动脉

粥样硬化和临床心脑血管事件发生的重要原因. 
近年来, 临床上发现一些严重NAFLD患者出现

心脏舒张功能下降, 并在随访期部分患者出现

冠心病发作[3]; Villanova等[4]研究表明NAFLD患

者, 尤其是NASH患者10年后出现心血管疾病

(cardiovascular disease, CVD)的可能性较正常人

增加. NASH 作为NAFLD的一种临床分型, 是
NAFL向肝纤维化、肝硬化、肝癌进展的重要

中间环节[5,6], 其与CVD的关系如何值得深入探

讨. 既往的研究发现[7-9], 疏肝健脾方药可以降低

肝细胞PI3Kp85α蛋白的表达、抑制Kupffer细胞

ERK1/2和p38MAPK蛋白的表达及磷酸化、下

调肝组织NF-κB p65蛋白的表达及磷酸化发挥

抑制炎症、调节脂质代谢的作用从而具有良好

的抗NAFLD效果. 本研究通过观察NASH大鼠

血清中炎症因子TNF-α、IL-6水平及心功能相

关指标在药物干预前后的变化, 旨在探讨疏肝
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健脾方药抗NASH及改善NASH大鼠心功能的作

用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级健康♂SD大鼠80只, 体质量(200
±20) g, 购于广州中医药大学实验动物中心, 实
验动物许可证号: SC×K(粤)2008-0020; 粤监

证字: 2008A020. 分笼饲养于室温22 ℃-26 ℃, 
相对湿度60%-80%, 明暗各12 h的动物实验室

内. Visual Sonics Vevo®770TM高分辨率小动物超

声系统: 加拿大VisualSonics公司; TNF-α测定

ELISA试剂盒购于北京达科为生物技术有限公

司, 其灵敏度为7.8 pg/mL, IL-6测定ELISA试剂

盒购于深圳欣博盛生物科技有限公司, 其灵敏

度为30 pg/mL. (1)疏肝方(柴胡疏肝散: 柴胡6 g, 
川芎5 g, 枳壳5 g, 陈皮6 g, 白芍5 g, 香附5 g, 炙
甘草3 g); (2)健脾方(参苓白术散: 人参15 g, 白
术15 g, 茯苓15 g, 薏苡仁9 g, 砂仁6 g, 山药15 g, 
桔梗6 g, 白扁豆12 g, 莲子9 g, 炙甘草9 g); (3)综
合方(柴胡疏肝散与参苓白术散合方). 上述药物

均为深圳华润三九医药股份有限公司中药配方

颗粒剂, 购自暨南大学附属第一医院中药房. 疏
肝方及健脾方组成、剂量均参考第6版《方剂

学》教材[10], 综合方乃柴胡疏肝散与参苓白术

散的合方. 每组低剂量组药物为临床常规用量, 
高剂量组药物为临床常规用量的3倍. 
1.2方法

1.2.1 分组及给药: 用随机数字表法将实验动物

随机分为: 正常对照组(灌服生理盐水), 模型组

(灌服生理盐水), 疏肝高剂量组[灌服9.6 g/(kg·d)
剂量的柴胡疏肝散]、疏肝低剂量组[灌服3.2 
g/(kg·d)剂量的柴胡疏肝散], 健脾高剂量组[灌服

30.0 g/(kg·d)剂量的参苓白术散], 健脾低剂量组

[灌服10.0 g/(kg·d)剂量的参苓白术散], 合方高剂

量组[灌服35.7 g/(kg·d)剂量的柴胡疏肝散和参

苓白术散合方], 合方低剂量组[灌服11.9 g/(kg·d)
剂量的柴胡疏肝散和参苓白术散合方], 每组均

10只. 
1.2.2 造模: 大鼠NASH模型的建立参照我们以

往的方法[7-9], 并加以改进. 正常对照组大鼠以基

础饲料喂养, 其他各组均以高脂饲料喂养(基础

饲料88%, 猪油10%, 胆固醇1.5%, 胆盐0.5%). 在
施以造模因素的同时, 按照10 ml/kg·BW分别灌

胃给予各组大鼠相应的药物或生理盐水, 每天2
次(早晚各1次). 每天上午定时更换大鼠高温消

毒饮用水和添加饲料. 各组动物自由饮水进食, 

分笼饲养于18 ℃-22 ℃明暗各12 h的暨南大学

病理学生理学动物实验室内, 每周定时称体质

量1次, 根据体质量调整给药量, 连续16 wk. 
1.2.3指标检测: 各组动物于末次给药后, 禁食不

禁水12 h, 所有大鼠用3%戊巴比妥钠腹腔麻醉(1 
mL/kg·BW), 腹主动脉采血, 取血后迅速摘取肝

脏, 距离肝边缘0.5 cm处取相同部位肝右叶组织, 
用于病理检测. (1)心功能检测: 于16 wk从各组大

鼠中分别随机抽取6只进行超声检查, 然后常规

处死做后续检测. 按 Visual Sonics Vevo®770TM高

分辨率小动物超声诊断仪操作要求将大鼠固定

于超声操作台上, 在相应超声探头与小鼠接触

部位涂抹超声耦合剂, 运用系统配套RMV707B
型高频超声探头在小动物超声仪器的心血管模

式(cardiovascular mode)下, 设置频率为 30 MHz, 
对大鼠进行实时心血管超声图像采集, 二维超

声指导下的胸骨旁左心室短轴M型超声心动图

按标准测量左室收缩末径、左室舒张末径、每

搏输出量(SV)、左室缩短分数(LVFS), 左室射血

分数(LVEF)的测量于标准心尖四腔观用双平面

Simpson's法获得, 利用Doppler技术获得二尖瓣

口血流频谱, 并测量出二尖瓣口舒张早期峰值(E
峰)与二尖瓣口舒张晚期峰值(A峰)速度, 计算其

比值(E/A比值), 测量值均为连续3个心动周期测

值取平均获得. 以LVEF和LVFS来评价心脏的收

缩功能, 以二尖瓣口血流频谱中的E/A比值评价

心脏的舒张功能, 当E/A比值小于1, 即认为大鼠

心脏舒张功能下降, 为舒张功能不全(DCD); (2)
肝组织病理染色: 取距离肝边缘0.5 cm处相同部

位肝右叶组织小块, 大小约1 cm×0.5 cm×0.5 
cm, 经10%中性甲醛溶液固定标本, 常规脱水、

石蜡包埋, 作3μm连续切片, 常规HE染色, 光镜

下观察大鼠肝组织病理学改变; (3)脂质的检测: 
腹主动脉采血, 用全自动生化分析仪检测血清

TC、TG、HDL、LDL的含量. 取肝组织0.1 g加
入0.9 mL异丙醇中, 匀浆, 离心(4 ℃, 3 000 r/min, 
10 min), 提取上清液, 用全自动生化分析仪检测

肝组织匀浆中TC、TG的含量; (4)TNF-α、IL-6
检测: 腹主动脉取血5 mL注入试管中, 摇匀4 ℃ 
3 000转/min离心10 min, 取血清置于-80 ℃保存, 
用双抗体夹心ELISA法检测TNF-α、IL-6的浓

度, 具体操作严格按照说明书进行. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行分

析, 计量资料以mean±SD表示, 多个样本间均

数比较用单因素方差分析(One-Way ANOVA), 
P <0.05为差异有统计学意义.  

■相关报道
非酒精性脂肪性
肝炎是代谢综合
征在肝脏中的表
现 ,  而MS是导致
动脉粥样硬化和
临床心脑血管事
件发生的重要原
因 .  国 内 外 的 研
究 发 现 ,  一 些 严
重的非酒精性脂
肪肝病患者出现
心脏舒张功能下
降 ,  并 在 随 访 期
部分患者出现冠
心 病 发 作 ,  尤 其
是非酒精性脂肪
性肝炎患者10年
后出现心血管疾
病的可能性较正
常人增加.



www.wjgnet.com

2618               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年9月8日   第19卷   第25期

2  结果

2.1 心功能检测 模型组大鼠的E/A比值为1.03±
0.13明显低于正常组1.59±0.24(P <0.01), LVEF
和LVFS也较正常组有不同程度的下降, 但无统

计学意义; 各用药组大鼠E/A比值均较模型组升

高, 其中各药物组的高剂量组均比相应的低剂

量组改善明显, 以健脾高剂量组、综合方高剂

量组升高最为显著(P <0.01), 其次是合方低剂量

组、疏肝高剂量组和疏肝低剂量组(P <0.05). 各
用药组大鼠的LVEF和LVFS也较模型组略有不

同程度的升高, 但均没有统计学意义(表1). 
2.2 肝组织病理染色 常规HE染色显示: 正常对

照组肝小叶结构规则, 细胞索排列整齐, 以中央

静脉为中心成放射状向四周排列, 肝窦正常, 肝
细胞呈多边形, 边界清, 无明显病变, 核圆结构

清晰, 位于细胞中央, 胞浆丰富红染, 细胞质均

匀, 肝细胞内无脂滴沉积. 模型组大鼠肝脏脂肪

变性明显, 肝细胞肿胀, 胞浆内脂滴大小不一, 
以大泡性脂肪滴为主, 核被挤向边缘, 并可见广

泛的气球样肝细胞及点灶状坏死; 另可见肝索

紊乱, 伴肝小叶内、汇管区炎症细胞浸润, 难以

找到正常的肝细胞. 上述改变提示NASH造模成

功, 呈中重度脂肪变, 病理模型稳定. 各药物干

预组脂滴空泡有所减少, 肝小叶、汇管区炎症

细胞浸润情况均较模型组有不同程度的改善, 
其中以综合方高剂量组改善最为明显(图1). 
2.3 脂质的检测 与正常组相比, 模型组大鼠血清

中TC、LDL及肝组织中TC、TG含量均有显著

升高(P <0.01); 与模型组相比各药物组大鼠的血

脂及肝脂均有不同程度的下降, 其中各药物组

的高剂量组均比相应的低剂量组改变明显, 以
合方高剂量组的血清TG及肝组织TC、TG下降

最为明显(P <0.01, 表2, 表3). 

2.4 TNF-α、IL-6检测 与正常对照组相比, 模型

组大鼠血清TNF-α、IL-6的含量均有明显升高

(P <0.01, P <0.05); 与模型组相比, 各药物组大鼠

血清TNF-α、IL-6的含量有不同程度的下降, 其
中各药物组的高剂量组均比相应的低剂量组改

变明显, 以综合方高剂量组的血清TNF-α、IL-6
的含量下降最为明显(P <0.01, P <0.05), 综合方低

剂量组、健脾方高剂量组和疏肝方高剂量组的

血清TNF-α含量下降较为明显(P <0.05, 表4). 

3  讨论

胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)是NAFLD发病

的始动及中心环节[11], 中央性肥胖是NAFLD的

主要发病机制之一[12], 而由此引发的糖脂质代

谢紊乱、慢性亚临床炎症状态、炎症细胞因子

分泌增加、脂联素分泌减少及内皮细胞功能失

调等机制使NAFLD与CVD之间相互影响相互作

用[13]. 近年来国内外许多前瞻性的流行病学研

究发现NAFLD与CVD关系密切, NAFLD本身就

可以导致CVD的发生. Hamaguchi等[14]研究发现, 
NAFLD患者CVD的发生率明显增加, NAFLD
是CVD的独立危险因素, 并且在有MS存在的心

血管事件中起关键作用. 黄群等[15]研究在排除

了年龄、性别和BMI的影响后发现, NASH患者

DCD的发生率显著高于SFL和正常对照组, 而
且前者的二尖瓣口血流频谱中E/A比值显著低

于后两者, 提示DCD与NASH关系密切, 通过了

解NASH患者心脏的舒张功能, 或许能预测未来

CVD的发生率. DCD的意义主要表现有3种类型: 
(1)收缩功能异常的早期表现; (2)与收缩功能异

常同时存在; (3)单纯性DCD. 大部分心力衰竭患

者左室舒张功能异常早于收缩功能异常, 其中

舒张功能不全的占40%-50%, 即使存在收缩功

能障碍, 其症状和预后亦主要取决于舒张功能

障碍的程度[16,17]. 因此早期发现心脏舒张功能不

全有十分重要的临床意义. 另外, 在排除肥厚性

心肌病等特殊病因, 冠状动脉硬化性心脏病是

导致DCD的最常见原因[14], 而二尖瓣血流频谱

(MVF)是目前评价左室舒张功能最常用的一种

方法[17]. 
炎症细胞因子是NAFLD、胰岛素抵抗和

慢性心功能不全之间的重要联结因子, 谢伶俐

等[18]研究显示, NASH和SFL患者血清TNF-α、
IL-6水平均显著高于正常对照组, 以NASH组水

平最高, 表明TNF-α、IL-6水平升高是NAFLD
患者普遍存在的现象, 而NASH患者TNF-α、

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常组.

表  1  各组大鼠心功能指标的比较(n  = 6, mean±SD)

     分组     E/A比值      LVEF(%)      LVFS(%)

正常组 1.59±0.24 75.11±2.78 45.51±2.65

模型组 1.03±0.13d 68.91±4.42 40.20±3.46

疏肝高剂量组 1.25±0.11a 74.48±4.59 44.96±4.12

疏肝低剂量组 1.24±0.11a 78.14±5.46 48.49±5.62

健脾高剂量组 1.26±0.23b 74.13±10.50 45.51±9.45

健脾低剂量组 1.22±0.16 73.05±7.89 43.92±7.60

合方高剂量组 1.35±0.15b 74.59±3.14 45.13±3.06

合方低剂量组 1.23±0.17a 72.33±3.35 42.99±2.75

■创新盘点
本文以非酒精性
脂肪性肝炎大鼠
为研究对象, 基于
前期较好的研究
基础, 探讨疏肝健
脾治法方药抗非
酒精性脂肪性肝
炎及改善非酒精
性脂肪性肝炎大
鼠心功能的作用
机制, 充分体现了
中医药的特色与
优势.
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IL-6水平达峰值可能与此期肝细胞内NF-κB等

信号通路激活产生大量炎症细胞因子以及肝

脏发生Th-1极化有关. Tsujimoto等[19]研究显示

NASH大鼠伴有多种炎症细胞因子的增多. 于
荣波等[20]研究发现血清TNF-α和IL-6水平与心

功能的关系密切, 且两者反映心功能的指标发

生改变一致, 对评价心脏功能及其严重程度有

重要价值. Unal等[21]研究结果也显示了高水平

TNF-α和IL-6是心血管疾病的高危险因素. IR引

起肝细胞脂肪变性, 同时释放出的活性氧簇损

可以损伤肝细胞, 导致TNF-α、IL-6等炎症因子

的大量释放以及肝内炎症环境的形成, 同时也

给动脉粥样硬化的形成提供了炎症环境. 目前

已认识到导致心功能下降发生发展的基本机制

是心肌重塑[22], 其发生是机体试图通过增加心

室壁厚度以减轻室壁应力来实现的; 而TNF-α
和IL-6主要是由激活的单核/巨噬细胞系统分泌

的具有多重生物效应的细胞炎症因子, 其活化

A B

C D

E F

G H

图  1  各组大鼠肝组织病理变化(HE×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 疏肝高剂量组; D: 疏肝低剂量组; E: 健脾高剂量组; F: 

健脾低剂量组; G: 合方高剂量组; H: 合方低剂量组.

■应用要点
本研究证实了非
酒精性脂肪性肝
炎大鼠伴有心脏
舒 张 功 能 不 全 , 
疏肝健脾方药抗
非酒精性脂肪性
肝炎及改善非酒
精性脂肪性肝炎
大鼠心脏舒张功
能可能与其降低
血清中炎症因子
TNF-α和IL-6的水
平有关, 为非酒精
性脂肪性肝炎的
机制研究及临床
治疗提供参考.
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与胰岛素抵抗、心功能的状态有关, 二者可通

过介导左心室重构、降低心肌收缩力、使肾上

腺素受体失耦联等作用引发和加重HF[23], 导致

左心室功能失调, 加重心功能恶化. 所以我们认

为TNF-α、IL-6通过诱导胰岛素抵抗, 不但对

NASH疾病本身的发生与发展起重要作用, 还可

能参与NAFLD相关疾病代谢综合征的形成, 从
而对NAFLD的预后产生影响, TNF-α、IL-6是
否可以作为可靠的标志物用于NAFLD严重程

度及预后的评估, 或成为有潜力的靶点用于疾

病治疗, 有待进一步研究证实. 
在评价CDC功能的影像学参数上, 本文采

用彩色多普勒超声技术测量二尖瓣口血流频谱

中的E/A比值来评价心脏舒张功能, 他具有无

创、易重复、操作方便的特点, 已成为目前应

用广泛的心功能检查方法. 本实验结果显示模

型组大鼠肝细胞脂肪变性明显、血脂及肝脂升

高, 出现的脂质代谢紊乱血液黏稠度增加皆是

NASH的基本病机, 同时也可能成为加快动脉粥

样硬化形成的重要因素; 模型组大鼠的E/A比值

明显下降, 与正常组比较有显著统计学意义; 而
LVEF和LVFS虽然较正常组有所下降, 但两者之

间差异没有统计学意义, 是否大鼠NASH对心功

能的影响有一个渐进的过程, 最先影响心脏的

舒张功能, 然后随着病情的加重出现心脏收缩

功能的异常甚至全心功能的衰竭, 还是存在其

他的作用途径, 有待进一步研究; 另外模型组大

鼠血清中TNF-α、IL-6水平显著高于正常组, 且
变化趋势与E/A比值相似, 提示NASH大鼠出现

心脏舒张功能的下降可能与大鼠肝细胞内NF-
κB等信号通路激活产生的大量TNF-α、IL-6等
炎症细胞因子密切相关. 

中医认为“心主身之血脉”, 心脏有推动

血液在脉管中运行的作用, 而心脏之所以能推

动血液的运行全赖于心气的作用, 心气、心血

的充盈需要脾运化水谷精微的充养及肝藏血功

能的正常. 脂质属于精微物质的范畴, 为人体新

陈代谢所必需, 而这种精微物质来源于饮食水

谷, 其输布代谢有赖于脾之运化功能与肝之疏

泄功能, 二者相互协调、相互为用维持动态平

表  2  各组大鼠血清TC、TG、HDL、LDL含量的比较(n  = 10, mean±SD, mmol/L)

     

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常组.

分组         TC         TG     HDL-C     LDL-C

正常组 1.42±0.29 0.56±0.27 0.67±0.24 0.30±0.11

模型组 3.82±0.91d 0.83±0.26 0.63±0.16 0.81±0.27a

疏肝高剂量组 3.40±0.77 0.54±0.18 0.53±0.13 0.72±0.25

疏肝低剂量组 4.15±0.67 0.60±0.19 0.59±0.08 0.92±0.17

健脾高剂量组 3.67±1.24 0.46±0.13a 0.68±0.12 0.73±0.23

健脾低剂量组 3.90±0.82 0.72±0.23 0.69±0.20 0.98±0.30

合方高剂量组 2.76±0.48 0.45±0.14b 0.52±0.07 0.64±0.23

合方低剂量组 3.02±0.47 0.43±0.09b 0.67±0.15 0.52±0.09

表  3  各组大鼠肝组织TC、TG含量的比较(n  = 10, mean±
SD, mmol/L)

     

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常组.

分组           TC         TG

正常组   0.90±0.14 0.75±0.38

模型组 11.86±1.29d 6.17±1.83d

疏肝高剂量组 10.29±1.49 5.08±1.83a

疏肝低剂量组   9.87±1.88 3.40±1.12

健脾高剂量组 10.51±0.96 3.18±1.96a

健脾低剂量组 10.01±2.09 3.38±1.48

合方高剂量组   9.17±1.02b 2.54±0.74b

合方低剂量组 10.37±1.28 2.53±0.72b

表  4  各组大鼠血清TNF-α、IL-6水平变化的比较(n  = 8,
mean±SD)

     

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

分组   TNF-α(pg/mL)        IL-6(pg/mL)

正常组    13.57±4.64      59.28±71.53

模型组    28.26±8.60b    132.81±74.22a

疏肝高剂量组    18.16±5.86c      85.50±34.51

疏肝低剂量组    22.49±13.33    110.90±72.00

健脾高剂量组    18.43±5.29c      75.81±28.88

健脾低剂量组    24.09±6.59      90.38±47.21

合方高剂量组    15.07±6.00d      67.72±44.24c

合方低剂量组    20.29±3.57c      83.65±65.58

■名词解释
E/A比值: 指血流
在二尖瓣口舒张
早期峰值速度与
二尖瓣口舒张晚
期峰值速度的比
值, 反映的是组织
结构运动的变化, 
具有相对不依赖
血流负荷的影响, 
在二尖瓣血流频
谱假性正常化时, 
具有重要的鉴别
价值, 临床上用于
评价左心室的舒
张功能, E/A比值
小于1, 即认为心
脏舒张功能下降. 



www.wjgnet.com

王文晶, 等. 疏肝健脾方药对NASH大鼠心脏舒张功能及炎症因子的影响					               2621

衡, 即脂质代谢自稳态. 当肝失疏泄、脾失健

运导致水谷不化、精微不布久则痰瘀互结, 继
而出现瘀阻脉络、心气虚弱 ,  血脉运行无力 . 
研究发现[24-27], 肝郁脾虚是NAFLD 发病及迁

延反复的主要病机, 其在脂肪肝的发生发展中

具有重要的作用和地位, 疏肝健脾治法应贯穿

NAFLD治疗的始终. 我们在防治脂肪肝的临

床研究中发现[26], 从初期到中期的NAFLD患

者多为肝郁脾虚证,以疏肝、健脾法作为基本

治法, 运用古代经典方柴胡疏肝散及参苓白术

散加减治疗NAFLD收到了较好的效果. 本实

验采用疏肝健脾治法方药以治其本, 实验结果

表明该方药可以改善肝郁、心脾两虚的症状, 
减轻肝细胞脂肪变性 ,  降低血清中脂质含量 . 
与模型组比较, 各药物组大鼠血清中TNF-α、
IL-6水平和心脏E/A比值显著降低, 其中以疏

肝健脾综合方高剂量组最为明显 ,  表明疏肝

健脾方药抗N A S H和改善心脏舒张功能可能

与其降低T N F-α、I L-6水平有关 .  N A S H是

NAFLD向肝纤维化肝硬化进展的重要中间阶

段, 病情发展较快, 肝郁脾虚症状较为严重, 所
以用疏肝健脾合方的高剂量收到较好效果, 可
能存在量效依赖关系. 同时提示肝郁脾虚所致

的心气虚弱、脉络瘀阻可能是N A S H大鼠出

现心功能下降的中医病机, 疏肝健脾方药可能

发挥抗NASH、改善心功能的作用, 也进一步

证明中医药对防治慢性代谢性相关疾病有不

容替代的优势, 但其具体详细机制仍需深入细

致探讨.  

志谢: 衷心感谢中山大学纪桂元博士的热心帮助.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of small inter-
fering RNA (siRNA)-mediated silencing of the 
FoxO3a gene on palmitate-induced apoptosis of 
HepG2.2.15 cells.

METHODS: Cultured HepG2.2.15 cells  were  
divided  into  five groups: mock group (cells 
cultured in DMEM medium containing Lipo-
fectamineTM2000), FoxO3a siRNA group, FoxO3a 
siRNA+palmitate group, negative siRNA group, 
and negative siRNA+palmitate group. The protein 
expression of FoxO3a was detected by Western 
blot. Cell viability was measured by MTT assay. 
Apoptosis was evaluated by propidium iodide (PI) 

staining and flow cytometry. Caspase-3 activity 
was measured by colorimetric assay. The mRNA 
expression of Bim and p27kip was examined by 
reverse transcription (RT)-PCR. The location of 
fluorescent protein was examined by fluorescence 
microscopy. 

RESULTS: After transfection, the levels of to-
tal FoxO3a protein decreased in the FoxO3a 
siRNA+PA group and FoxO3a siRNA group, 
while the other groups showed no significant 
difference. The survival rate was higher, and the 
apoptosis rate, caspase-3 activity, and mRNA 
levels of Bim and p27kip were lower in the 
FoxO3a siRNA+PA group than in the negative 
siRNA+PA group, while the survival rate was 
lower, and the apoptosis rate, caspase3 activ-
ity, and mRNA levels of Bim and p27kip were 
higher in the FoxO3a siRNA+PA group than in 
the FoxO3a siRNA group (all P < 0.05). However, 
these parameters showed no significant changes 
among the negative siRNA group, FoxO3a siRNA 
group and mock group (all P > 0.05). Stronger 
green fluorescence was noted in the cytoplasm 
than in the nucleus in the FoxO3a siRNA group, 
whereas the nucleus had stronger green fluores-
cence in the FoxO3a siRNA+PA group. 

CONCLUSION: FoxO3a siRNA itself does not in-
duce apoptosis of HepG2.2.15 cells. FoxO3a siR-
NA-mediated knockdown of the FoxO3a gene in-
hibits palmitate-induced apoptosis of HepG2.2.15 
cells by decreasing caspase3 activity and down-
regulating Bim and p27Kip expression.

Key Words: siRNA; FoxO3a; Palmitate; Apoptosis; 
Bim; p27Kip; Caspase-3

Xiong QF, Xie YT. RNA interference-mediated silencing 
of the FoxO3a gene inhibits palmitate-induced apoptosis 
in human hepatoma cell line HepG2.2.15. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(25): 2623-2628

摘要
目的: 观察F o x O3a基因干扰对软脂酸诱导
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■研发前沿
目前对FoxO3a诱
导凋亡的研究多
集中在肿瘤形成
和免疫调节等领
域 ,  对 脂 紊 乱 引
起的肝细胞凋亡
是否有FoxO3a的
参与, 研究甚少.

HepG2.2.15细胞凋亡的影响. 

方法: HepG2.2.15细胞分五组: mock组(加脂质
体)、FoxO3a siRNA组、FoxO3a siRNA+软脂
酸组、阴性siRNA对照组、阴性siRNA+软脂
酸组; Western blot法检测细胞的FoxO3a蛋白
表达水平. MTT法检测细胞存活率; Annexin 
FITC/PI双染流式细胞术检测细胞凋亡率; 检
测细胞的caspase-3活性; RT-PCR检测细胞
Bim、p27kip mRNA表达水平;  荧光显微镜观
察荧光蛋白所在位置. 

结果: FoxO3a s iRNA+软脂酸组和FoxO3a 
siRNA组FoxO3 a总蛋白明显减少(P <0.05), 
而其他各组基本相同. 与阴性s iRNA+软脂
酸组相比, FoxO3a siRNA+软脂酸组的存活
率增加, 凋亡率、Caspase3活性下降, B im 
mRNA、p27kip mRNA表达减少(P <0.05);  与
FoxO3a siRNA 组相比, FoxO3a siRNA+软脂
酸组的存活率减少, 凋亡率、caspase-3活性、

Bim mRNA、p27kip mRNA增加(P<0.05); 阴
性siRNA对照组、FoxO3a siRNA组、mock
组的存活率、凋亡率、caspase-3活性、Bim 
mRNA、p27kip mRNA差异无统计学学意义
(P>0.05); FoxO3a siRNA组细胞质的绿色荧光
比细胞核多; 而FoxO3a siRNA+软脂酸正相反.

结论: FoxO3a-s iRNA单独不能诱导HepG 
2.2.15细胞凋亡, 但抑制FoxO3a的表达后能通
过降低Caspase3活性、抑制Bim、p27Kip的
表达, 从而减少软脂酸诱导的细胞凋亡. 并且
FoxO3a是通过去磷酸化(失活)即核移位调控
这一过程. 

关键词: 小干扰RNA; FoxO3a; 软脂酸; 凋亡; Bim; 

p27Kip; caspase-3

熊清芳, 谢玉桃. R N A i特异性抑制F o x O3a对软脂酸诱导
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0  引言

FoxO3a是近年发现的FoxO(Forkhead box-con-
taining protein, class O)家族的蛋白. 一般定位在

核内, 通过促进下游靶基因的表达, 从而导致细

胞凋亡. 磷酸化后则进入细胞质, 与蛋白14-3-3
结合, 失去其促凋亡活性[1,2]. 目前对FoxO3a诱导

凋亡的研究多集中在肿瘤形成和免疫调节等领

域[3], 对脂紊乱引起的肝细胞凋亡是否有FoxO3a
的参与, 研究甚少. 我们通过小RNA干扰技术, 

明确FoxO3a在软脂酸诱导肝细胞凋亡中的作用, 
为今后将FoxO3a作为阻断脂肪酸诱导的肝细胞

凋亡的靶点奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝肿瘤细胞株HepG2.2.15购自美

国菌种保藏中心. 试剂和仪器: Lipofectamine 
2000、Opti-MEM I(美国Invitrogen公司); TRIzol, 
RT-PCR逆转录试剂盒(美国Invitrogen公司); 兔
抗人FoxO3a抗体、兔抗人p-FoxO3a(Thr32)抗
体、HRP标记的山羊抗兔IgG(美国Santa Cruz
公司); 3110 Series II CO2培养箱(美国Thermo 
Forms公司); PowerPac3000型电泳仪、Transblot 
SD湿转膜仪(美国Bio.Rad公司); Y-20型脱色

摇床(江苏其林贝尔仪器制造有限公司);  ABI 
prism 7500半定量PCR仪(美国ABI公司). 
1.2 方法

1.2.1 分组: (1)mock组(对照组): 先加脂质体

Lipofectamine 2000培养6 h, 然后普通培养基

培养48 h. (2)NC组(Negative control, 阴性对照

组): 瞬时转染NC-siRNA后培养54 h. (3)NC+PA
组: 瞬时转染NC-siRNA 48 h后加400 μmol/L软
脂酸(PA)培养6 h. (4)FoxO3a siRNA组: 瞬时转

染FoxO3a siRNA后培养54 h. (5)FoxO3a siRNA 
+PA组: 瞬时转染FoxO3a siRNA48 h后加400 
μmol/L软脂酸培养6 h. 
1.2.2 细胞培养与转染: HepG2.2.15人肝肿瘤

细胞株常规培养于含100 mL/L胎牛血清、20 
g/L谷氨酰胺的DMEM高糖完全培养液中, 置
37 ℃、体积分数为50 m L/L的C O2饱和湿度

孵箱内孵育 .  稳定传代后至指数增长期用于

本实验. 转染前24 h, 将肿瘤细胞接种在6孔培

养板上, 每孔约5×10６个细胞, 使每孔细胞饱

和度在转染前达到50%-70%以上 ,  铺板时不

使用含抗生素的培养液. 按Lipofectamine2000 
转染试剂说明书方法进行瞬时转染. 对于6孔
板中的每一孔, 将FoxO3a s iRNA(序列Sense 
5'-ACUCCGGGUCCAGCUCCACTT-3', Anti-
sense 5'-GUGGAGCUGGACCCGGAGUTT-3')、 
NC-siRNA(序列Sense 5'-UUCUCCGAACGU-
GUCACGUTT-3', Antisense 5'-ACGUGACAC-
GUUCGGAGAATT-3')分别和Lipofectamine2000
按4∶100 mg/L的比例, 用250 μL转染专用液

0pti-MEMI稀释, 孵育5 min后, 将稀释的siRNA
和Lipofectamine2000混匀, 室温孵育20 min, 然
后将500 μL混合物加入到细胞培养基中, 轻轻混
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■创新盘点
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过用软脂酸刺激
HepG2.2.15细胞
诱导其凋亡, 研究
中发现在凋亡过
程中伴随着c a s -
pase-3活性、Bim 
mRNA、p27kip1 
m R N A 的 增 加 , 
说明caspase-3、
Bim、p27kip1等
参与了软脂酸诱
导的肝细胞凋亡
的发生.

匀, 于37 ℃培养6 h后, 将其中的培养基吸出, 加
入新鲜的培养基, 继续孵育. siRNA由上海吉玛

设计并化学合成. 
1.2.3 四甲基偶氮唑(MTT)法: 转染前按0.5×104

细胞/L, 种植在96孔板, 转染54 h后, 每孔加入

100 μL MTT(5 g/L), 继续温育4 h, 然后加入100 
μL DMSO, 震摇15 min, 酶标仪读取光密度值

A 490, 实验结果以细胞存活率表示. 细胞存活率 = 
处理组A值/对照组A值×100%. 
1.2.4 Annexin FITC/碘化丙锭(PI)双染流式细

胞术: 将各组细胞, 用预冷的700 mg/L乙醇固

定, 4 ℃过夜, PI(50 ms/L)染色, 分析亚二倍体

峰. 调整细胞密度为5×106/mL, 取1 mL细胞悬

液, 1 000 r/min 4 ℃离心10 min, 重复2次, 将细胞

重悬于200 μL结合缓冲液, 加入10 μL膜连蛋白

V(Annexin V2 FITC)和5 μL碘化丙锭(PI), 避光

室温反应15 min, 加入300 μL结合缓冲液, 流式

细胞仪检测细胞凋亡情况. 
1.2.5 caspase-3活性检测: 按试剂盒说明操作, 以
6孔板培养HepG2.2.15细胞, 每孔细胞数约3-4×
105 个, 细胞贴壁达80%左右后分组实验. 细胞造

模后, 首先收集培养液中悬浮与贴壁细胞(0.25%
胰蛋白酶进行消化), 并重悬于Lysis Buffer(裂解

液)中, 冰上孵育10 min, 离心并收集上清液(胞
浆提取液), 加入含DDT的Reaction Buffer, 再加

pNA标记的蛋白酶底物多肽37 ℃孵育2 h, 在酶

标仪405 nm处检测光密度值. 结果以实验组光

密度值与对照组光密度值的百分比表示. 
1.2.6 RT-PCR法: 收集各组细胞, 按TRIzol试剂

盒(Invitrogen公司)说明书提取细胞的总RNA. 
而后按RT-PCR试剂盒说明书采用20 μL/L逆转

录反应体系操作进行逆转录, 然后进行PCR扩

增. RT-PCR扩增Bim、p27Kip1; Bim基因引物序

列: 上游引物5'-TAT GAG AAG ATC CTC CCT 
GC-3', 下游引物5'-ATA TCT GCA GGT TCA 
GCC TG-3', 扩增片段长430 bp; p27Kip1上游引

物5'-CGA GTG GCA AGA GGT GGA GA-3',下
游引物5'-CATTGGGGAACCGTCTGAA-3', 扩
增片段长293 bp; 内参β-actin引物序列: 上游引

物5'-CTG GCA CCA CAC CTT CTA-3', 下游引

物5'-GGGCAC AGT GTG GGT GAC-3', 扩增

片段长368 bp. 扩增条件: 94 ℃变性45 s, 58 ℃
(Bim)、54 ℃(p27Kip1)、62 ℃(β-actin)退火45 s, 
72 ℃延伸1 min, 30个循环, 最后72 ℃延伸7 min. 
PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳(含0.05 g/L溴化

乙啶). 以目的基因与相应β-actin mRNA的条带

密度比值表示目标基因的相对含量.  
1.2.7 Western blot法: 提取相应各组细胞总蛋白, 
SDS-PAGE电泳分离蛋白样本: 5%积层胶, 10%
分离胶; 电转印法将电泳条带转移到PVDF膜上;  
以5%脱脂奶粉/PBST封闭膜, 依次加入兔抗人

FoxO3a(1∶500)或β-actin(1∶700)一抗, 孵育、

洗涤, 加入HRP标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶
10 000), 孵育、洗涤, 加入ECL, 封膜. 暗室显影, 
冲洗胶片. 凝胶成像分析系统摄像分析, 比较各

条带与内参蛋白的光密度值. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 

多组间均数比较采用单因素方差分析(one-way 
ANOVA)及LSD检验, P <0.05为差异有统计学意

义. 采用SPSS12.0统计学软件. 

2  结果

2.1 FoxO3a siRNA联合软脂酸对细胞内FoxO3a
蛋白水平的影响 mock组、NC组、NC+PA组

内的FoxO3a蛋白表达基本相同(F  = 0.013, P  = 
0.981), FoxO3a siRNA+PA组和FoxO3a siRNA组

明显减少, 与前三组相比有统计学意义(P <0.05), 
两组间相比无统计学意义(t = 0.16, P = 0.93). 说
明FoxO3a siRNA瞬时转染HepG2.2.15细胞成功

(图1).
2.2 FoxO3a s iRNA联合软脂酸对细胞存活、

凋亡、caspase-3活性的影响 FoxO3a siRNA
组、NC组和mock组的细胞存活率、凋亡率和

caspase-3活性, 两两相比差异无统计学意义(F = 
1.667, P = 0.222; F = 0.147, P = 0.864; F = 0.244, 
P  = 0.787); 软脂酸刺激以后, NC+PA组、FoxO3a 
siRNA+PA组跟前三组相比存活率下降(P <0.05), 
凋亡率和caspase-3活性上升(P <0.05);  但FoxO3a 
siRNA +PA组与NC+PA组相比存活率增加(t = 

1         2         3         4        5
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图  1  各组FoxO3a总蛋白表达. 1: mock组; 2: FoxO3a 

siRNA+PA组; 3: NC组; 4: NC+PA组; 5: FoxO3a siRNA组.
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5.371, P <0.05), 凋亡率、caspase-3活性下降(t = 
10.55, P <0.01;  t  = 30.76, P <0.01, 表1);  说明转染

FoxO3a siRNA对细胞的存活和凋亡无影响; 但
可有效的抑制软脂酸诱导的凋亡和caspase-3活
性(图2, 表1). 
2.3 FoxO3a s iRNA联合软脂酸对细胞Bim、

p27k i p1表达的影响 B i m m R N A、p27k i p1 
mRNA在Mock组、NC组和FoxO3a siRNA组表

达最低, 分别在组间无统计学意义(F = 1.804, P = 
0.199; F = 0.208, P = 0.815); FoxO3a siRNA+PA
组的表达其次, NC+PA组的表达最高, 两组相

比有统计学意义(t = 32.21, P <0.01; t = 17.17, 
P <0.01); 同时分别与FoxO3a siRNA组相比有统

计学意义(t = 7.05.21, P <0.01; t = 3.53, P <0.01). 
说明抑制FoxO3a的表达可有效的抑制软脂酸诱

导的凋亡因子Bim和p27kip1的表达(图3). 
2.4各组FoxO3asiRNA荧光定位 荧光显微镜下

可见: FoxO3a siRNA组细胞质绿色荧光较强, 
细胞核荧光较弱, 提示细胞核内FoxO3a表达较

低, 细胞质内FOXO3a表达相对较多; 而FoxO3a 
s iRNA+PA组胞核的绿色荧光有所增加, 细胞

质的绿色荧光有所减少 ;  说明软脂酸能促进

FoxO3a在细胞核内的表达(图4). 

3  讨论

高浓度的自由脂肪酸导致肝细胞的凋亡(脂凋

亡)是非酒精性脂肪性肝病的特征[4,5], 近年研究

发现, 脂凋亡主要参与了“第二次打击”过程, 
即促进单纯性脂肪肝向脂肪性肝炎的发展, 并且

与肝脏的炎症及纤维化程度有着密切的关系[6,7]. 
FoxO3a蛋白属于Fox超家族中的“O”亚

家族, 定位于6号染色体长臂2区1带, 编码673个
氨基酸, 分子量97 kD, 含有forkhead DNA结合

结构域, NLS, NES和转录活化区[8]. 活性可受磷

            存活率(%)         凋亡率(%)   caspase-3活性                       

mock组   97.440±0.990     5.010±0.720   99.330±0.810

NC组   96.380±1.310     5.270±0.860 101.000±7.930

FoxO3a siRNA 组   96.700±0.730     5.190±0.930 102.020±8.780

FoxO3a siRNA +PA组   85.460±1.760   12.310±0.920 150.850±1.450

NC+PA组   80.140±1.510   20.430±1.640 202.000±3.820

F 220.600 241.880 390.400

P   <0.001   <0.001   <0.001

表  1  各组细胞的存活率、凋亡率、caspase-3活性变化 (mean±SD, n = 6)

图  2  Annexin FITC/(PI)检测各组凋亡表达. A: mock组; B: NC组; C: FoxO3a siRNA+PA组; D: NC+PA组; E: FoxO3a siRNA
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酸化、乙酰化和蛋白酶水解等方式调节, 其中

磷酸化是最主要的调节方式. 并以AKT促进其

磷酸化最为重要[9]. 在无抗原刺激和生长因子

下, FoxO3a转录因子在细胞核内保持转录活性, 
相应的生长因子活化PI3K-AKT(protein kinase 
B, PKB)信号通路, FoxO3a蛋白磷酸化, 结合于

14-3-3而排出核, 失去转录活性[9], 以这种方式, 
PI3K-AKT-FOXO3a信号通路通过下游的靶基因

如GADD45、Cdkn1a/p2、Cdkn1b/p27、cyclin 
B和Bim[9-11], 可调节多种生物过程, 包括细胞存

活, 凋亡, 氧化应激等. 
本研究模拟体外已成熟的肝细胞脂肪变性

模型[12-17], 通过用软脂酸刺激HepG2.2.15细胞

诱导其凋亡, 研究中发现在凋亡过程中伴随着

caspase-3活性、Bim mRNA、p27kip1 mRNA
的增加, 说明caspase-3、Bim、p27kip1等参与

了软脂酸诱导的肝细胞凋亡的发生, 但是否是

转录因子FoxO3a调控了这些靶点, 尚不清楚; 

故利用最直接有效的小R N A干扰技术抑制

FoxO3a的表达, 结果发现, 软脂酸诱导的凋亡

和caspase-3的活性明显下降, B im mRNA和

p27kip1 mRNA表达明显减少, 说明FoxO3a通
过调控caspase-3、Bim、p27kip1等参与了软

脂酸诱导的肝细胞凋亡. 同时荧光显微镜也直

接观察到F o x O3a的胞质和胞核的易位, 进一

步从形态学上证实了FoxO3a通过细胞移位(活
性的改变)调控了这一过程; 因此, 软脂酸诱导

肝细胞凋亡其中的一个机制是通过使FoxO3a
在细胞核内保持转录活性 ,  从而调控下游的

Bim、p27kip1和 caspase-3而发生. 这与国外

学者的研究是一致的[18-19]. 
总之, 通过特异而有效的抑制FoxO3a的表

达, 能减少软脂酸诱导的肝细胞凋亡, 从分子水

平验证了FoxO3a参与了肝细胞的脂凋亡. 为今

后将FoxO3a作为阻断脂肪酸诱导肝细胞凋亡的

靶点奠定基础. 

A B
图  4  转染FoxO3asiRNA荧光图(×200). A: FoxO3a 

siRNA组; B: FoxO3a siRNA+PA组.
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图  3  各组细胞Bim、p27kip1 mRNA的表达. A: Bim mRNA; B: p27kip1 mRNA. 1: mock组; 2: NC组; 3: NC+PA组; 4: 

FoxO3a siRNA组; 5: FoxO3a siRNA+PA组.
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脱氧胆酸溶液灌肠对大鼠内脏敏感性及脊髓c-fos mRNA
表达的影响
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■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是临床上常
见的功能性疾病, 
其病因尚未完全
明了, 目前认为炎
症与肠易激综合
征的发生有一定
关系, 内脏高敏感
是肠易激综合征
重要病理生理学
基础.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of rectal instil-
lation of deoxycholic acid solution (DAS) on 
colorectal visceral sensitivity and the expression 
of c-fos mRNA in the spinal dorsal horn in rats.

METHODS: Rat models were established by giv-
ing a rectal perfusion of DSA for 3 days. Rectal 
distention test was performed to examine rec-
tal sensitivity using AWR score and pressure 
threshold before and after treatment (1, 2, 3 and 

4 wk). The distal colon was used for myeloper-
oxidase (MPO) assay, and histological exami-
nation and mast cell counting were performed 
after treatment. L5-S2 dorsal root ganglia (DRG) 
were taken to examine the expression of c-fos 
mRNA by RT-PCR.

RESULTS: The AWR score of the experiment 
group was increased in response to noxious 
intensities of CRD (60 mmHg) compared to the 
control group (1 wk: 3.54 ± 0.17 vs 3.31 ± 0.23, 2 
wk: 3.58 ± 0.17 vs 2.96 ± 0.44, 3 wk: 3.53 ± 0.14 
vs 3.07 ± 0.30, 4 wk: 3.60 ± 0.13 vs 3.03 ± 0.33, 
all P < 0.05), but not to innocuous intensities. 
DCA treatment significantly decreased pressure 
threshold of visceral perception at each time 
point after rectal perfusion in both groups (all 
P < 0.05). MPO activity was increased at weeks 
2 and 3 (0.39 ± 0.12 vs 0.12 ± 0.05, 0.40 ± 0.08 vs 
0.12 ± 0.05, both P < 0.05), but not at week 1 and 
week 4. The levels of c-fos mRNA and mast cell 
number were significantly increased at week 1 
in the experimental group compared to the con-
trol group (c-fos mRNA: 0.74 ± 0.04 vs 0.68 ± 0.02; 
mast cell number: 4.20 ± 1.87 vs 1.10 ± 0.74, both 
P < 0.05). 

CONCLUSION: Repetitive colorectal instillation 
of DCA induces mild, transient colonic inflam-
mation, results in persistent visceral hyperalge-
sia and referred pain, and increases spinal c-fos 
mRNA expression in rats. 

Key Words: Deoxycholic acid; Post-inflammatory 
irritable bowel syndrome; Visceral hypersensitivity; 
C-fos; Colorectal distension; SD rats

Wang JS, Yu BP, Hu LD, Zhang LJ, Tian TT. Rectal 
instillation of deoxycholic acid solution enhances visceral 
hypersensitivity and up-regulates c-fos mRNA expression 
in the spinal dorsal horn in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(25): 2629-2636

摘要
目的: 研究脱氧胆酸溶液灌肠对大鼠结肠敏
感性和脊髓背根神经节上c-fos mRNA表达的

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
南大学 ;  杜顺达 , 
副主任医师, 北京
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王悦华, 副主任医
师, 首都医科大学
宣武医院普外科
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■研发前沿
胆盐吸收不良经
细菌转变成脱氧
胆酸后刺激结肠
分泌, 可能与IBS
的发生有一定关
系 ,  其 具 体 机 制
尚需进一步研究.

影响.

方法: 以脱氧胆酸溶液连续灌肠3 d建立大鼠
炎症后慢性内脏痛觉过敏模型, 在灌肠前及灌
肠后第1, 2, 3, 4周采用结直肠扩张法(CRD)测
定腹壁回撤反射(AWR)评分和内脏感觉压力
阈值, 然后处死大鼠, 取出远端结肠组织, 行髓
过氧化物酶(MPO)测定、HE染色和肥大细胞
计数, 取脊髓背根神经节L5-S2用RT-PCR法测
定c-fos mRNA的表达量.

结果: 灌肠后第1, 2, 3, 4周, 在20, 40 mmHg压
力下, AWR评分实验组与对照组相比差异无
统计学意义, 而在60 mmHg以上, 实验组AWR
评分均明显高于对照组(60 mmHg: 3.54±0.17 
vs  3.31±0.23, 3.58±0.17 vs  2.96±0.44, 3.53
±0.14 vs  3.07±0.30, 3.60±0.13 vs  3.03±
0.33, 均P <0.05), 且腹部抬起和骨盆抬起压力
阈值实验组均低于对照组(P <0.05); 灌肠后第
2, 3周, MPO值实验组高于对照组(0.39±0.12 
vs  0.12±0.05, 0.40±0.08 vs  0.12±0.05, 均
P <0.05), 而第1, 4周, 两组间差异无统计学意
义. 灌肠后1w, 实验组肥大细胞计数明显高于
对照组(4.20±1.87 vs  1.10±0.74, P <0.05).在
第1周, c-fos mRNA的表达量实验组明显高于
对照组(0.74±0.04 vs  0.68±0.02, P <0.05). 

结论: DCA溶液反复灌肠诱导了大鼠短暂轻
微的结肠炎症和持续稳定的内脏痛觉过敏, 并
且增加了脊髓背根神经节上c-fos mRNA的表
达. DCA可能在某些肠易激综合征的痛觉过
敏中发生作用.

关键词: 脱氧胆酸; 炎症后肠易激综合征; 内脏高敏

感; c-fos; 结直肠扩张; SD大鼠

王劲松, 余保平, 胡柳丹, 张丽静, 田亭亭. 脱氧胆酸溶液灌肠对

大鼠内脏敏感性及脊髓c-fos mRNA表达的影响.  世界华人消

化杂志  2011; 19(25): 2629-2636
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)一组

多因素引起的慢性疾病, 多种因素可诱发其发作, 
如饮食改变、生活方式改变、肠道感染、心理因

素等[1]. 通常社会心理因素、胃肠道运动与分泌

异常和内脏高敏感可导致IBS患者出现各种症状, 
目前, 内脏高敏感的形成一般被认为是IBS的主要

发病机制[2]. 在IBS的发病过程中, 大约有26%的患

者在曾患过急性肠胃炎[3]. 炎症是否也参与了致

敏过程也需进一步探索. Bourdu等[4]发现丁酸钠溶

液直肠滴注可造成大鼠结肠感觉过敏, 但结肠不

发生明显炎症反应, 不属于炎症后内脏敏感模型. 
本研究以脱氧胆酸(deoxycholic acid, DCA)溶液灌

肠建立大鼠PI-IBS结肠感觉过敏模型, 观察其内

脏感觉功能和结肠黏膜改变, 并进一步研究脊髓

背根神经节上c-fos mRNA的表达量.

1  材料和方法

1.1 材料 DCA购自Sigma公司. 髓过氧化物酶

(myeloperoxidase, MPO)试剂盒购自南京建成生

物工程研究所. Kreb's溶液成分(mmol/L): NaCl, 
122; KCl, 3.5; NaHCO3, 25; KH2PO4, 1.2; MgCl2, 
1.2; 4 mmol/L DCA用Kreb's溶液配制, 用HCl调
pH至7.4. 引物设计参考文献[5], c-fos上游引物: 
5'-ATGATGTTCTCGGGTTTCAA-3', 下游引物: 
5'-TGACATGGTCTTCACCAC TC-3', 扩增片段

348 bp; β-actin上游引物: 5'-TCATGAAGTGT-
GACGTTGACATCCGT-3', 下游引物: 5'-CCTA-
GA AGCATTTGCGGTGCACGATG-3', 扩增片

段285 bp, 引物由英淮捷基(上海)贸易有限公司

合成.
1.2 方法

1.2.1 分组及模型制备[6]: 成年♂清洁级SD大鼠

20只, 体质量250-300 g, 健康活泼, 由武汉大学

人民医院动物中心提供 ,  动物使用许可证号: 
SYXK(鄂)2008-0013. 分笼饲养, 每笼5只, 自由

进食和进水. 饲养环境为: 温度20 ℃-25 ℃, 湿度

40%-60%. 按完全随机的方法将20只大鼠分成

实验组和对照组, 每组10只. 经大鼠肛门插入导

管至距肛门6 cm处, 实验组注入1 mL 4 mmol/L
的DCA溶液, 对照组注入1 mL生理盐水, 每天1
次(09:00), 连续3 d, 每次注药后大鼠保持头低位

5 min, 避免灌肠液从肛门溢出.
1.2.2 内脏感觉功能测定: 采用结直肠扩张(colo 
rectal distension, CRD)法, 以腹壁回撤反射(ab-
dominal withdrawl reflex, AWR)评分[7]和内脏感

觉压力阈值来反映内脏感觉功能. (1)AWR评分. 
在灌肠前3 d及灌肠后第1, 2, 3, 4周, 用Braun 8F
带气囊导尿管外涂石蜡油后经肛门插入经三通

管与血压计和注射器相连, 将表面涂有石蜡油

的带气囊导尿管经肛门插至距肛门6 cm, 用胶布

固定导尿管于大鼠尾根部, 将大鼠置入20 cm×8 
cm×7 cm的透明盒内, 随机时相快速注气, 两名

观察者分别在20, 40, 60, 80 mmHg的压力下同

步观察AWR并评分, 最后取平均值, 评分标准: 0
分, 对扩张无反应; 1分, 仅出现短暂、轻微的头
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■相关报道
近 年 来 ,  有 学 者
研究报道脱氧胆
酸灌肠可建立炎
症后内脏痛觉过
敏 模 型 ,  胆 盐 吸
收不良可引起各
型炎症后肠易激
综合征.

部运动; 2分, 腹部肌肉收缩; 3分, 腹部上抬; 4分, 
身体呈弓状, 胯部上抬. 每一压力维持30 s, 重复

3次, 每次间隔3 min; (2)内脏感觉压力阈值. 缓慢

向气囊内注气, 观察大鼠的反应, 记录腹部抬起

的压力阈值和骨盆抬起的压力阈值.
1.2.3 结肠黏膜炎症评估: (1)组织学检查. 内脏感

觉功能测定完后, 处死大鼠, 取耻骨联合附近新

鲜结肠组织, 其近端用4%甲醛固定, 石蜡包埋、

切片, 行苏木素-伊红(HE)染色, 光镜下观察结肠

黏膜组织学改变; (2)MPO活力测定. 取耻骨联合

附近的新鲜结肠组织5 cm, 其远端用生理盐水简

单冲洗, 剪成碎片, -80 ℃冻存, 48 h后取冻存结

肠组织称重, 在4 ℃下制成匀浆, 按MPO试剂盒

说明书测定灌肠后各周结肠组织MPO活力, 并换

算成酶活性单位(MPO单位/g湿片). (3)肥大细胞

计数. 结肠组织用4%甲醛固定, 石蜡包埋、切片

后采用改良甲苯胺蓝染色法[8]计数肥大细胞, 普
通光镜下每张切片随机选取3个低倍视野(×100)
对黏膜下层肥大细胞进行计数, 取其平均值, 然
后在高倍镜下(×400)观察肥大细胞形态.
1.2.4 脊髓背根神经节c-fos mRNA的表达: 取大

鼠背根神经节L5-S2节段, 匀浆, 加1 mL TRIzol
试剂提取总R N A, 利用RT-P C R法测定c-f o s 
mRNA的表达量, c-fos扩增条件: 94 ℃预变性3 
min, 然后94 ℃ 20 s, 65 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 共
33个循环, 72 ℃再延伸10 min终止反应. β-actin
扩增条件: 94 ℃预变性5 min, 然后94 ℃ 45 s, 
56 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 共30个循环, 72 ℃再延伸

7 min终止反应. 产物行琼脂糖凝胶电泳, 密度扫

描, 用其灰度值与对应的β-actin灰度值的比值进

行比较.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 以

Friedman检验对不同压力的AWR评分进行相关

性分析, 有统计学意义时采用单因素方差分析

分别比较每个组灌肠前后各周AWR评分的差

异, 方差齐时进一步采用最小显著差法(LSD)行
两两比较, 方差不齐则采用Dunnett's T3进行两两

比较; 相同时间相同CRD压力下的实验组与对

照组的AWR评分、内脏感觉压力阈值和MPO活

力、肥大细胞计数及两组间c-fos mRNA相对表

达量比较均采用t检验, P <0.05为差异有统计学

意义. 所有资料应用SPSS17.0统计软件分析.

2  结果

2.1 DCA溶液灌肠对AWR评分的影响 灌肠前3 
d, AWR评分随着扩张压力的增大而增高(Fried-
man检验, χ2 = 53.82, P <0.01), 表明CRD压力与

AW R评分间存在相关性, 灌肠前两组大鼠的

AWR评分的差异无统计学意义(均P >0.05), 灌肠

后, 在20, 40 mmHg的扩张压力下, 两组间AWR
评分的差异无统计学意义(均P >0.05), 而在60, 
80 mmHg的压力下, 实验组的AWR评分均比对

照组高, 差异有统计学意义(均P <0.01, 表1). 实
验组灌肠后第1, 2, 3, 4周在60, 80mmHg压力下

AWR评分均比灌肠前高, 差异有统计学意义(60 
mmHg: P  = 0.044, 0.029, 0.045, 0.022, 均P <0.05; 

     时间 n 20 mmHg 40 mmHg 60 mmHg 80 mmHg

灌肠前

    实验组 10 0.31±0.10 2.24±0.39 3.03±0.44 3.34±0.31

    对照组 10 0.33±0.14 2.27±0.41 3.13±0.32 3.37±0.18

第1周

    实验组 10 0.39±0.14 2.35±0.53 3.54±0.17a 3.70±0.13a

    对照组 10 0.28±0.10 2.18±0.34 3.31±0.23 3.48±0.12

第2周

    实验组 9 0.34±0.13 2.32±0.36 3.58±0.17a 3.72±0.10a

    对照组 9 0.36±0.13 2.13±0.41 2.96±0.44 3.41±0.21

第3周

    实验组 8 0.30±0.08 2.45±0.48 3.53±0.14a 3.76±0.09a

    对照组 8 0.26±0.13 1.99±0.52 3.07±0.30 3.46±0.23

第4周

    实验组 7 0.27±0.13 2.29±0.20 3.60±0.13a 3.74±0.11a

    对照组 7 0.37±0.12 2.02±0.49 3.03±0.33 3.24±0.21

表  1  实验组与对照组AWR评分的比较(mean±SD)

aP<0.05 vs  对照组.
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■创新盘点
在研究炎症后内
脏痛觉过敏的基
础上, 进一步探讨
脱氧胆酸溶液对
内脏敏感性及脊
髓背根神经节上
c-fos mRNA表达
的影响.

80 mmHg: P  = 0.048, 0.032, 0.017, 0.025, 均P < 
0.05), 而在20, 40 mmHg压力下与灌肠前相比差

异无统计学意义(均P >0.05, 图1).
2.2 DCA溶液灌肠对内脏感觉压力阈值的影响 
灌肠后第1, 2, 3, 4周, 实验组腹部抬起和骨盆抬

起的压力阈值均低于对照组, 差异有统计学意

义(腹部抬起: 37.60±3.78 vs  45.40±8.95, 38.00
±5.66 vs  46.11±9.03, 37.25±6.78 vs  47.13±
6.56, 39.43±4.89 vs  46.14±6.36, 均P <0.05; 骨
盆抬起: 62.40±3.63 vs  74.60±8.64, 64.00±
4.36 vs  72.89±9.85, 63.88±5.14 vs  73.13±7.70, 
63.86±3.29 vs  76.71±5.56, 均P <0.05, 图2, 3).
2.3 MPO活力测定 灌肠后第2, 3周MPO活性实

验组均比对照组高, 差异有统计学意义(0.39±
0.12 vs  0.12±0.05, 0.40±0.08 vs  0.12±0.05, n 
= 4, 均P <0.05), 而第1, 4周两组间MPO活性差异

无统计学意义(0.40±0.13 vs  0.39±0.09, 0.22±
0.04 vs  0.15±0.05, n  = 4, 均P >0.05), 对照组第

1周MPO活性高于第2, 3, 4周, 差异有统计学意

义(0.39±0.09 vs  0.12±0.05, 0.12±0.05, 0.15±
0.05, P <0.05, 图4).
2.4 结肠黏膜组织学改变 灌肠后前2 wk, 实验组

远端结肠组织可见黏膜上皮增生, 黏膜层可见

少许炎性细胞浸润, 在后2 wk, 炎症逐渐消退, 未

见明显充血及炎性细胞浸润(图5).
2.5 肥大细胞计数 高倍镜下(×400), 肥大细胞

主要散在分布于黏膜下层, 靠近血管周围, 经改

良甲苯胺蓝染色肥大细胞颗粒呈紫红色, 细胞

形态多样化, 可呈圆形、梭形或不规则形. 灌肠

后1 wk, 实验组肥大细胞计数明显高于对照组, 
差异有统计学意义(4.20±1.87 vs  1.10±0.74, 
P <0.05, 图6).
2.6 c-fos mRNA的表达量 灌肠后1 wk, 实验组

c-fos mRNA的相对表达量为0.74±0.04, 对照组

相对表达量为0.68±0.02, 两组间差异有统计学

意义(n  = 4, P <0.05, 图7).

3  讨论

IBS是一种临床上常见的功能性肠病, 常伴有腹

痛或腹部不适, 目前认为, 内脏高敏感的形成对

IBS的病理生理学和症状的发生至关重要, 这种

高敏感状态包括对伤害性刺激敏感性的增强和

反应阈值的降低(痛觉过敏)和在正常生理状态

下不引起痛觉的刺激诱发的疼痛(异常痛觉). 内
脏高敏感的出现可能部分与支配胃肠道的初级

传入神经纤维致敏有关, 部分可能也存在着中

枢致敏, 其产生机制可能部分是由于支配胃肠

道的初级传入纤维致敏所致[9]. 研究发现, 内脏
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高敏感性与肠道感染或炎症有着一定的关系[10]. 
目前, 一般认为肥大细胞数量的异常改变以及

介质的释放与IBS患者腹痛感觉密切相关[11], 肠

黏膜中的肥大细胞主要位于黏膜血管、淋巴和

神经附近, 是肠道主要的抗原感受器, 既具有免

疫活性, 又能分泌多种介质[12], 在IBS的发病中

可能承担着连接免疫机制和神经机制中间环节

的作用. 
DCA是一种非结合性次级胆汁酸, 是由甘

氨胆酸和牛磺胆酸在肠道的厌氧菌发酵作用下

产生, 他可以促进脂肪分解以利于小肠吸收. 然
而高浓度的DCA是一种毒素, 他可以增加结肠

黏膜的通透性, 诱导炎症产生[13]. 有研究发现, 胆
盐吸收不良患者其肠道内胆汁酸浓度增高, 可
引起炎症后IBS[14].

本研究参考Traub等[6]的方法采用DCA溶液

灌肠诱导大鼠炎症后内脏痛觉过敏, 观察DCA
溶液灌肠对大鼠结肠黏膜及感觉功能的影响. 

■应用要点
脱氧胆酸灌肠诱
导了炎症后持续
稳定的内脏高敏
感状态, 为研究肠
易激综合征提供
了较好的动物模
型, 胆盐吸引不良
与肠易激综合征
的相关性有待进
一步深入研究.

BA

图  5  实验组大鼠各周结肠组织病理改变(HE×400). A: 实验组第2周; B: 实验组第4周.

A B

C D

图  6  实验组与对照组第1周结肠组织肥大细胞浸润的比较. A: 对照组(×100); B: 实验组(×100); C: 对照组(×400); D: 实验

组(×400).
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图  7  实验组与对照组第1周脊髓背根神经节上c-fos mRNA
的表达的比较. 1: Marker; 2: 对照组; 3: 实验组.
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本研究以结肠组织HE染色和MPO活性反应结

肠炎症变化, 结果显示, DCA灌肠后前2 wk, HE
染色高倍镜下可见结肠黏膜组织轻微的炎症改

变, 到后2 wk炎症逐渐消退. MPO是与中性粒细

胞脱颗粒相关的一种酶, MPO活性的测定被广

泛应用于评价肠道的炎症程度, 是一种重要的

炎症标志物. 本实验MPO活性测定显示DCA灌

肠后前3 wk MPO活性增高, 到第4周又降至对照

组水平. 这些表明DCA溶液灌肠诱导了结肠黏

膜短暂轻微的炎症. 对照组生理盐水灌肠后, 第
1周MPO活力高于第2, 3, 4周, 可能与灌肠针、

生理盐水等异物刺激肠道导致轻微短暂炎症有

关. 肠道炎症时肠黏膜免疫系统被激活, 各种炎

症细胞增加, 主要有肥大细胞、淋巴细胞、内

分泌细胞等, 他们活化后分泌出一系列炎症介

质, 作用于肠道的神经末梢和内分泌运动感受

器, 最终导致肠道分泌功能、运动功能及内脏

感知的改变[15]. 肠道炎症可促使肥大细胞活化并

通过释放各种炎症介质致敏外周传入神经, 肥
大细胞可能在初始炎症消退后仍然维持过度反

应性. 
肠道炎症可促使肥大细胞活化, 并通过释

放组胺、前列腺素、肝素、5-HT、白三烯等各

种炎症介质, 致敏外周传入神经, 这些物质大多

具致痛作用, 可能与IBS患者消化道对痛觉的敏

感性增高有关. 肥大细胞可能在初始炎症消退

后仍然维持过度反应性. 本实验结果显示, 灌肠

后1 wk, 实验组肥大细胞计数明显高于对照组. 
Ohaskik等[16]发现向肥大细胞基因敲除大鼠肠道

注射2, 4, 6-三硝基苯磺酸并不像正常大鼠导致

内脏敏感性增高, 亦提示了肥大细胞在内脏高

敏感性形成中起到关键作用. Rijnierse等[17]发现

在IBS患者肠道肥大细胞大多分布在黏膜及黏

膜下神经附近, 肠道黏膜低度炎症会刺激神经

元释放各种神经肽类物质, 并作用于肥大细胞, 
使肥大细胞形态发生改变, 同时肥大细胞释放

的生物活性因子通过P物质(substance P, SP)、降

钙素基因相关肽(calcitonin gene related protein, 
CGRP)等可能作用肠道神经, 改变内脏感觉. 在
肠神经元上已发现存在肥大细胞源性化学物质

(如组胺和5-HT)的受体, 而肥大细胞表面也有

一些神经肽受体. 一些神经肽如SP、CGRP、
血管活性肠肽(vasoactive intestinal polypeptide, 
VIP)和神经紧张素(neurotensin)等, 可调节肠黏

膜内和结缔组织内肥大细胞的活性. 这些都提

示肥大细胞可能在脑和肠道之间起桥梁作用, 

黏膜中的肥大细胞可能构成了神经-免疫轴和

脑-肠轴间的桥梁[18]肥大细胞活化后通过脱颗

粒可释放胞内的大量生物活性因子, 如组胺、

5-HT、血小板活化因子(platelet activating factor, 
PAF)、前列腺素(prostaglandin, PG)、白三烯

(leukotriene, LT)以及细胞因子等[19], 他们均是伤

害感受性分子, 可直接作用于邻近的伤害感受

性神经纤维, 直接或间接改变初级传入神经元

的感觉阈值. 这些研究提示肥大细胞的浸润和

或活性的增加均在内脏高敏发生中起重要作用. 
本实验中肥大细胞计数的改变可能是两组大鼠

间AWR评分、压力阈值、c-fos mRNA表达差异

的基础, 因此肥大细胞数目改变可能是炎症促

使IBS症状产生的重要中间环节.
AWR评分及压力阈值的测定可以看出, 灌

肠前, 实验组与对照组的AW R评分及压力阈

值两组间无明显差异, 灌肠后4 wk内, 在20, 40 
mmHg的CRD扩张压力下, 实验组与对照组的

AWR评分无明显差异, 然而在60, 80 mmHg的
伤害性压力刺激下, AWR评分实验组均比对照

组高, 表明DCA灌肠可能增加了结肠组织对伤

害性刺激的敏感性, 导致了内脏痛觉过敏. 另外, 
灌肠后4 wk内, 实验组腹部抬起和骨盆抬起的

压力阈值均比对照组低. 虽然炎症是短暂性的, 
但是却出现了持续稳定的内脏痛觉过敏. 与其

他模型类似, 向大鼠结肠内注入酵母聚糖[20]、

醋酸[21]、芥子油[22]、三硝基苯磺酸[23]等炎性化

学物质, 均可引起肠道的炎症变化, 增加对伤害

性刺激的反应性, 并在炎症消退后较长时间内

仍可持续存在, 进一步表明了IBS内脏高敏感性

与既往的肠道炎症可能有一定的关系. 肠道炎

症可引起多种炎性介质的释放, 如前列腺素、

5-HT、缓激肽、神经生长因子等, 可直接作用

于初级感觉神经传入纤维, 或间接有肥大细胞

启动活化和致敏的级联效应, 使伤害性感受器

产生继发性过敏, 并使“睡眠型”受体复活[24]. 
神经生理学研究表明, 支配胃肠道的内脏初级

传入神经纤维很多都属于沉默型或睡眠型纤维, 
大约有50%以上的黏膜机械感受器属于此类型. 
炎症可恢复其活性, 产生初级传入纤维致敏, 从
而增加对伤害刺激的敏感性, 同时使内脏感觉

阈值下降. 然而, 肠道炎症导致内脏高敏感的具

体机制尚未完全阐明, 有待进一步研究.
激活的初级传入纤维反过来也可以刺激中

枢致敏, 传导腹痛症状的感觉神经元胞体位于

脊髓背根神经节, 脊髓背角作为脑-肠轴的“中

■同行评议
该动物模型与检
测指标的结合, 具
有新颖性, 是有一
定可读性的基础
研究. 
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继站”是内脏敏感性调节的关键部位. c-fos被认

为是一种即刻早基因, 机体受到伤害性刺激后

诱导表达的c-fos蛋白主要出现在与痛觉传导有

关的神经元细胞核内, 机体受到外界伤害性刺

激后, 诱导表达的c-fos蛋白主要出现在与痛觉

传递有关的神经元细胞核内, 因此表达产物被

认为是伤害性感受神经元兴奋的标志物[25,26], 研
究表明, 受到伤害性刺激时脊髓背角c-fos的表

达增强[27]. 孙刚等[28]研究发现, 脊髓背角5-HT、
c-fos的异常表达可能参与便秘型IBS大鼠内脏

敏感性异常的调节. 还有研究[29]显示腹泻型IBS
大鼠脊髓c-fos阳性神经元明显升高. 这些研究

表明脊髓c-fos阳性神经元可能在神经信号传入

过程中起放大信号作用. 本实验研究显示, 灌肠

后1 wk, 给予伤害性CRD扩张压力刺激, 实验组

脊髓背根c-fos的mRNA表达量比对照组高, 表
明DCA灌肠可能增加了结肠对伤害性机械刺激

的敏感性, 这可能与肠道致敏大鼠脊髓背角痛

觉神经元接受过多的来自肠神经系统上传的伤

害性信号有关, 脊髓背角的c-fos阳性痛觉神经

元和来自下行通路的5-HT能神经纤维参与内脏

敏感性的调控, 其结构和功能的异常可能是内

脏敏感性异常的物质基础之一, DCA诱导的痛

觉过敏可能涉及到中枢致敏. 这种中枢致敏机

制可能与肥大细胞相关, 肥大细胞是胃肠道最

主要的内分泌细胞, 被激活后可释放5-HT至黏

膜固有层, 5-HT的释放过多可影响正常肠道蠕

动和分泌功能, 增加肠黏膜通透性, 且可导致脊

髓以及更高级的中枢神经系统对肠道刺激的敏

感性增加, 从而产生腹痛、腹泻等症状[30]. 然而

DCA导致的内脏痛觉过敏的具体机制尚不明确, 
可能结肠炎症和神经免疫也参与了其中.

总之, 4 mmol/L的DCA溶液持续灌肠3 d, 可
诱导结肠一过性轻微的炎症, 出现了持续稳定

的内脏痛觉过敏, 在炎症消退后仍可维持这种

痛觉过敏状态. 模拟了炎症后内脏痛觉过敏现

象, 可作为一个模型研究IBS的病理生理机制. 
另外, 胆汁吸收不良时, 肠道内胆汁酸浓度升高, 
这与IBS发生之间是否存在相关性也有待进一

步探索.
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■背景资料
TRAF6作为介导
NF-κB信号转导的
一个关键衔接蛋
白, 在内毒素信号
转导通路中起重
要作用, 如果能减
少TRAF6合成, 就
可以减少炎症因
子的释放, 既能一
定程度上有效阻
断内毒素炎症反
应, 又不干扰机体
防御细菌感染的
正常功能. RNAi技
术能高效、特异
地阻抑细胞内源
或外源性靶基因
的表达, 已应用于
基因功能、肿瘤
等的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of small hairpin 
RNA (shRNA)-mediated silencing of the tu-
mor necrosis factor receptor-associated factor 6 
(TRAF6) gene on the lipopolysaccharide (LPS)/
toll-like receptor (TLR) 4 signaling pathway in 

vitro.

METHODS: ShRNA sequences targeting the 
TRAF6 gene were designed, synthesized and 
used to construct eukaryotic expression plas-
mids. After transfection of the recombinant 
plasmids into RAW264.7 cells, cell proliferation 
was measured by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay. Inflammatory cellular models 
were established by LPS stimulation. Levels of 
tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-
1β (IL-1β) and transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) in the supernatants, mRNA expression 
of TRAF6, interleukin-6 (IL-6) and cyclooxygen-
ase-2 (COX-2), protein expression of TRAF6, and 
translocation of NF-κB were assayed by ELISA, 
real-time quantitative PCR and Western blot, re-
spectively.

RESULTS: The mRNA and protein expression 
of TRAF6 was lower in cells transfected with 
TRAF6-shRNA1 or TRAF6-shRNA2 (79.17% and 
68.74%, respectively) compared to other groups. 
Therefore, cells transfected with pGCsi-TRAF6-
shRNA1 or 2 were used for subsequent experi-
ments. TRAF6 knockdown significantly inhib-
ited the proliferation of RAW264.7 cells within 
72 h after transfection, reduced the production 
of pro-inflammatory cytokines and mediators 
including TNF-α, IL-1β, IL-6 and COX-2, and in-
hibited NF-κB nuclear translocation. Moreover, 
TRAF6 knockdown could suppress the release 
of TGF-β1 at the protein level.

CONCLUSION: TRAF6 knockdown can, to some 
extent, inhibit early inflammatory response 
stimulated by LPS. TRAF6 may become a poten-
tial therapeutic target for many inflammation-
related diseases.

Key Words: Tumor necrosis factor receptor-asso-
ciated factor 6; RNA interference; Lipopolysaccha-
ride; Toll-like receptor 4; Nuclear factor-κB

Chen F, Sun JM, He SS, Pang R, Xu JJ, Dong JH. ShRNA-
mediated silencing of the TRAF6 gene inhibits LPS/TLR4 
signaling in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
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■研发前沿
多种信号通路参
与 炎 症 反 应 ,  其
分 子 机 制 复 杂 , 
T R A F 6 是 否 是
LPS/TLR4信号传
导通路中的关键
靶点有待进一步
的研究.

摘要
目的: 体外研究shRNA(short hairpin RNA)沉
默基因TRAF6的表达对RAW264.7细胞增殖
的影响, 初步探讨TRAF6-shRNA对LPS/TLR4
胞内信号转导的影响. 

方法: 构建靶向抑制小鼠TRAF6的shRNA的
真核表达载体, 转染RAW264.7细胞后培养48 
h, 予以终浓度为100 ng/mL的LPS刺激, 0、
4、8 h和16 h后收集细胞上清, 同时设空白
对照及地塞米松阳性对照组, ELISA法测定
上清液中TNF-α、IL-1β、TGF-β1, Real-time 
PCR方法检测TRAF6、IL-6、COX-2 mRNA, 
Western blot检测细胞核内NF-κB p65. 

结果: 转染TRAF6-shRNA 48 h后, TRAF6 
mRNA及蛋白表达明显受到抑制, 其抑制率
分别为79.17%、68.74%. MTT法检测结果显
示, 重组质粒转染72 h内对细胞增殖无明显的
抑制. LPS刺激后, TNF-α、IL-1β、TGF-β1表
达量都有明显变化(P <0.01), 其中TNF-α、IL-
1β在8 h达高峰, TGF-β1在16 h达高峰, TRAF6 
基因沉默后, 以上细胞因子增长率明都显下降
(P <0.01). 实验结果显示, TRAF6基因沉默明
显能下调IL-6、COX-2 mRNA表达, 并能抑制
LPS激活的NF-κB核转位.  

结论: 重组质粒TRAF6-shRNA能有效降低
RAW264.7细胞中基因TRAF6 mRNA及蛋白
的表达, 并对内毒素炎症反应具有明显的抑制
效应.

关键词: 肿瘤坏死因子受体相关因子6; RNA干扰; 

细菌脂多糖; Toll样受体4信号通路; 核因子-κB  
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0  引言

肿瘤坏死因子受体相关因子(tumour necrosis 
factor-receptor-associated factors, TRAFs)家族

成员是一类多功能的胞内衔接蛋白, TRAFs蛋
白交织于一系列信号传导网络中, 从而影响细

胞的生存、增殖、分化和死亡, 参与多个生物

学过程的调控. 在细菌脂多糖(lipopolysaccha-
ride, LPS)激活的信号核因子κB(nuclear factor-
κB, NF-κB)通路中, 肿瘤坏死因子受体相关因

子6(tumour necrosis factor-receptor-associated 

factor-6, TRAF6)作为LPS/TLR4下游信号通路

的调节子, 可介导多条信号通路(TNF-α、IL-1
和RANKL通路)[1], 最终激活转录因子NF-κB、
AP-1、PKB/Akt等, 介导病原体相关分子模式

(pathogen -associated molecular pattern, PAMP)引
起的天然和获得性免疫及炎症反应[2,3]. 近年来

研究证明, 单核巨噬细胞通过分泌表达多种炎

症相关因子, 在急性肝衰竭炎症反应中占有重

要地位. 在医学实验中, RAW264.7巨噬细胞经

内毒素刺激被广泛用作炎症细胞模型, 用于抗

炎药物效果研究[4]. 因此, 本实验设计构建重组

质粒pGCsi-TRAF6-shRNA, 利用RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术, 以小鼠RAW264.7单核

巨噬细胞系为研究对象, 研究体外抑制TRAF6表
达和功能对逆转或减慢内毒素炎症反应的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 RAW264.7细胞由华中科技大学同济

医学院附属协和医院中心实验室董继华主任惠

赠; 重组质粒pGCsi-TRAF6-shRNA由本实验室

前期构建; 质粒中提试剂盒购自Omega公司; 胎
牛血清(FCS)购自杭州四季青生物公司; DMEM
高糖培养基购自美国Gibco公司; 脂质体Trans 
Fectin购自美国Bio-Rad公司; TRIzol、MTT、
DMSO、LPS购自美国Invitrogen公司; 逆转录

试剂盒、SYBR Green realtime PCR试剂盒购自

ToYoBo公司; ELISA试剂盒(TNF-α、IL-1β、
TGF-β1)购自美国Cusabio公司; TRAF6多克隆抗

体购自Santa Cruz公司. 
1.2 方法

1.2.1 pGCsi-TRAF6-shRNA真核表达载体的

构建及鉴定: 以GenBank已公布的小鼠TRAF6 
mRNA序列(NM009424)为参考序列, 用美国In-
vitrogen公司的在线设计软件BLOCK-iTTM RNAi 
Designer, 筛选出4条理论上最佳s iRNA序列: 
shRNA1(900-920)、shRNA2(1303-1323)、shR-
NA3(2324-2344)、shRNA4(3285-3305). LOOP
结构选用了TCAA GAG, 末端以polyT作为RNA
聚合酶Ⅲ终止信号, 两端设计有Bam HⅠ和Hin d
Ⅲ酶切位点. shRNA寡核苷酸序列及Negative-
shRNA表达载体由北京毅新兴业科技有限公司

合成提供. 构建的真核表达载体进行酶切和测

序鉴定完全正确[5]. 
1.2.2 细胞培养及转染: 用高糖DMEM培养基

(含100 mL/L FCS, 100 kU/L的青霉素/链霉素)
在50 mL/L CO2, 37 ℃, 饱和湿度的条件下培养
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■相关报道
近 年 研 究 表 明 , 
T R A F 6 不 仅 是
L P S 信号转导的
关键调控分子, 还
在TLR/IL-1R介导
炎症反应和天然
免疫信号通路中
起重要作用, 2008
年Yang等研究发
现TRAF6缺失的
肥大细胞 IL-6、
CCL-9、IL-13合
成障碍并且细胞
表面的FcεRⅠ型
聚集障碍, NF-κB 
p65合成减少, 从
而抑制炎症反应. 

RAW264.7细胞. 转染前24 h, 胰酶消化细胞, 将
细胞接种于6孔板, 当细胞汇合度约70%-90%
时进行转染. 分别用250 μL无血清培养基稀释

DNA和Trans Fectin, 将DNA(g)/Trans Fectin(L)
按2∶5比例混合, 室温孵育20 min后, 将500 μL
混合物加入到含血清培养基的细胞中, 转染4 h
后更换培养基, 第2天重复转染1次. 实验分为

正常对照组(C组)、阴性对照组(转染Negative-
shRNA表达载体的细胞, 即Ni组)和重组质粒转

染组(转染pGCsi-TRAF6-shRNA-1, 2, 3, 4表达载

体, 即T6i-1, 2, 3, 4组), 每组均设3个复孔. 在第2
次转染48 h后在荧光显微镜下观察表达绿色荧

光的细胞, 以Western blot检测TRAF6(抗体1∶
200)蛋白的表达, 通过预实验发现重组表达载体

pGCsi-TRAF6-shRNA1, 2的干扰作用较强, 故选

择pGCsi-TRAF6-shRNA1, 2进行后继实验. 
1 . 2 . 3  M T T 法 检 测 :  将处于对数生长期的

RAW264.7细胞以3×104个/孔的密度接种于96
孔培养板, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养24 h
后进行转染, 分别于第二次转染后0、24、48、
72 h, 每孔加入MTT(5 g/L)20 μL, 4 h后吸弃孔内

培养上清, 每孔再加入二甲基亚砜(DMSO)150 
μL, 振荡10 min, 在酶联免疫检测仪上用490 nm
波长检测吸光度(A ), 每组设6个复孔, 用只含培

养液无细胞的空白孔调零, 计算抑制率, 比较各

组细胞的存活情况, 抑制率(%) = (1-A实验组/A
对照组)×100%. 
1.2.4 实验分组及处理: 将细胞接种于培养板上

培养24 h后, 转染质粒pGCsi-TRAF6-shRNA1、
2, 第2次转染48 h后, 予100 μg/L LPS刺激, 同时

设4个对照组: (1)阳性对照组: 用LPS处理的同时

加用地塞米松(DM)0.5 mg/L干预; (2)阴性对照

组: 转染Negative-shRNA质粒后用LPS处理; (3)
空白对照组: 用100 μg/L LPS处理而不用质粒转

染; (4)正常对照组: 不用质粒转染也不用LPS处
理. 每组3个复孔. 
1.2.5 细胞因子TNF-α、IL-1β、TGF-β1检测: 
LPS刺激0、4、8、16 h后, 分别收集各组细胞

上清, -70 ℃贮存待检, 酶联免疫吸附法测定

TNF-α、IL-1β及TGF-β1, 按试剂盒说明书要求

操作. 
1.2.6 荧光定量PCR检测TRAF6、IL-6、COX-2 
mRNA表达: LPS刺激24 h后, 分别收集各组细

胞, 提取总RNA, 测定A 260/A 280为1.75-1.95. 取2 
μg RNA, 应用逆转录试剂盒按20 μL逆转录体系

合成cDNA. PCR引物由应用软件Prima5.0设计

(表1), 由上海生工合成. 荧光定量PCR反应体系

为25 μL, 内含500 ng cDNA模板, 终浓度为250 
nmol/L的上下游引物及SYBR Green Realtime 
PCR Master Mix 12.5 μL. 反应条件为95 ℃ 60 s; 
95 ℃ 15 s; 退火 15 s; 72 ℃ 45 s, 荧光收集, 40个
循环. 每个样本重复3次. 以相对CT值(即2-ΔΔCt)表
示目的基因的相对表达量[6], 以空白细胞为对照. 
1.2.7 Western blot检测细胞核内NF-κB p65的表

达: LPS刺激24 h后, 4 ℃ PBS溶液洗涤细胞3次, 
按试剂盒说明提取核蛋白, -70 ℃保存, 考马斯

亮蓝法检测样品蛋白浓度. 取20 μg总蛋白, 上样

于10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶, 电泳后转膜, 5%
脱脂奶粉封闭液室温孵育45 min, 分别加入NF-
κB p65抗体(1∶500)和β-actin蛋白抗体, 4℃过

夜, 辣根过氧化物酶二抗(1∶3 000)室温孵育1 h, 
显色后以β-actin为内参照, 用AlphaEaseFC 4.0图
像分析软件进行灰度分析. 

统计学处理 数据整理后, 所有计量资料均

用mean±SD表示, 应用SPSS15.0统计软件处理

数据, 两组数据间比较采用配对资料t检验, 多
组数据间比较采用单因素方差分析(One-way 
ANOVA), P <0.05为差异有统计学意义. 

表  1  荧光定量PCR引物序列

     
基因                                        引物序列 退火温度(℃)

TRAF6  forward 5'-AAGATTGGCAACTTTGGGATG-3'

reverse 5'-GTGGGATTGTGGGTCGCTG-3'          59

IL-6 forward5'- CCACGGCCTTCCCTACTTC-3'

reverse 5'- CTCATTTCCACGATTTCCCAG-3'          58

COX-2 forward5'-GAAGTCTTTGGTCTGGTGCCTG-3'

reverse 5'-GTCTGCTGGTTTGGAATAGTTGC-3'          58 

β-actin forward 5'-CCGTGAAAAGATGACCCAG-3' 

reverse 5'-TAGCCACGCTCGGTCAGG-3'          60 
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■创新盘点
本研究通过构建
靶 向 抑 制 小 鼠
T R A F 6  s h R N A
的真核表达载体, 
转染R AW 2 6 4 . 7
细 胞 ,  采 用 分 子
生物学方法检测
RAW264.7细胞增
殖及LPS/TLR4信
号传导通路中相
关炎性因子和NF-
κB p65蛋白和/或
mRNA表达变化, 
表明抑制TRAF6
功能, 能够显著降
低炎性刺激反应, 
具有重要的理论
参考价值. 

2  结果

2.1 不同质粒转染细胞TRAF6蛋白表达 T6i-1, 
2组与C组、Ni组相比, TRAF6蛋白表达均显

著下降(P <0.01), 实验结果表明pGCsi-TRAF6-
shRNA1, 2在蛋白水平上显著地抑制TRAF6的
表达(图1A, B), 其抑制率(以空白对照组的AVG
值为100%)分别为79.17%、68.74%. T6i-3, 4组与

C组、Ni组之间的差异均无显著性意义(P >0.05). 
2.2 MTT法检测重组质粒对细胞增殖的影响 转
染特异性shRNA重组质粒0、24、48和72 h后, 
同时间点Ni组与C组比较, 差异无显著性意义, 
同时间点T6i-1, 2组与Ni组比较, 差异也无统计

学意义, 表明抑制TRAF6表达的shRNA对体外

培养的RAW 264.7的增殖无明显抑制作用(表2, 
图1D). 
2.4 TRAF6 siRNA对LPS诱导的促炎细胞因子的

影响 LPS刺激后, TNF-α、IL-1β分泌量显著增

高, 二者均于8 h达高峰. 由于各组细胞在LPS刺
激时存在细胞数不同, 数据经转换成增长率后, 
即增长率 = (样品含量/对照组含量-1)×100%, 
可见T6i-1, 2组经LPS刺激后, 其TNF-α、IL-1β
的增长速度明显低于空白对照(LPS)组(P <0.01, 
增长率数据未显示 ) ,  说明重组质粒p G C s i-
TRAF6-shRNA-1, 2转染入RAW264.7细胞后可明

显抑制促炎细胞因子TNF-α、IL-1β的分泌(图2). 
2.5 TRAF6 siRNA对LPS诱导的TGF-β1的影响 
LPS刺激后, 各组细胞TGF-β1表达变化呈上调趋

势, 8 h内与TNF-α、IL-1β比较, 其表达变化趋势

相对较缓, 并且TGF-β1表达量于16 h达高峰, 迟
于TNF-α、IL-1β. Ni组和LPS组的增长率在8 h
和16 h时明显高于T6i-1, 2组(均P <0.01, 增长率

数据未显示), 说明TRAF6-shRNA也可明显抑制

TGF-β1的分泌(图3). 
2.6 TRAF6基因沉默对TRAF6、IL-6、COX-2 
mRNA的影响 野生型RAW264.7细胞中TRAF6 
mRNA的表达量相对较低, 以LPS刺激后TRAF6 
mRNA的表达明显增加(P <0.01), T6i-1组转染后

细胞, 其TRAF6 mRNA表达与正常对照组比较

明显下降, 证明TRAF6-shRNA1的沉默效应最为

表  2  特异性shRNA重组质粒对细胞增殖的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
时间 正常对照(C)组              阴性对照(Ni)组                 T6i-1组                 T6i-2组

(h)     (A 490值)      A490值     抑制率     A490值   抑制率(%)     A490值   抑制率(%)

0 0.23±0.06 0.22±0.02 4.35±0.06 0.23±0.11 1.53±0.57 0.21±0.13 8.69±0.72

24 0.39±0.02 0.40±0.08 2.26±0.05 0.38±0.06 2.56±0.14 0.40±0.10 2.08±0.56

48 0.61±0.07 0.57±0.03 6.56±0.13 0.58±0.07 4.92±0.55 0.58±0.04 4.71±0.17

72 0.98±0.04 0.96±0.03 2.04±0.07 0.94±0.05 4.08±0.23 0.97±0.08 1.02±0.23
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图  1  不同质粒转染细胞TRAF6蛋白表达. A: Western blot

检测pGCsi-TRAF6-shRNA对TRAF6蛋白表达的影响; B: 

pGCsi-TRAF6-shRNA对TRAF6蛋白抑制率比较(bP <0.01 

vs  C组、Ni组); C: pGCsi-TRAF6-shRNA质粒转染48 h后

荧光显微镜观察RAW264.7细胞(×400); D: MTT法检测特

异性shRNA重组质粒转染后各组细胞的增殖抑制率.
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显著, 与其蛋白检测结果相似(图1A, B). TRAF6
基因沉默可明显下调LPS刺激后IL-6和COX-2 
mRNA的表达(P <0.05或0.01, 图4). 
2.7 TRAF6基因沉默对细胞核内NF-κB p65的表

达影响 RAW264.7细胞在无LPS刺激时, 细胞核

NF-κB p65表达量很少, LPS刺激后NF-κB p65表
达显著增高, 阴性对照组和空白对照组的NF-κB 
p65表达条带明显大于T6i-1和T6i-2组(图5), 提
示转染TRAF6-shRNA后, 能明显降低NF-κB p65
核转位. 

3  讨论

LPS是革兰氏阴性杆菌生长时释放或死亡时裂

解出来的细胞壁脂多糖成分, 是最常见的炎症

反应激活因子, 主要通过与单核-巨噬细胞系统

的TLR4相结合而诱导相应的生物效应. LPS信
号首先经TLR4胞内段与髓性分化蛋白88(my-
eloid differentiation factor 88, MyD88)的TLR结
构域相作用[7], 进而寡聚白介素-1受体相关激酶

(interleukin-1 receptor associated kinase, IRAK), 
导致IRAK-1磷酸化, 活化后的IRAK-1与TRAF6
形成复合物 ,  最终激活N F-κB和A P-1, 导致

TNF-α、IL-1、IL-6等一系列炎症细胞因子的大

量表达, 引起组织损伤[8-10]. 从LPS导致炎症反应

的多条途径看, 阻断MyD88到TRAF6段, 既能一

定程度上有效阻断内毒素效应, 又不干扰机体

防御细菌感染的正常功能. 
TRAF6是LPS/TLR4信号转导通路中的重要

衔接蛋白, 他既可激活NF-κB诱导激酶(NF-κB-
inducing kinase, NIK), 又可激活Toll信号进化保

守中介分子进而激活丝裂素活化蛋白激酶/ERK 

激酶激酶(mitogen-activated protein kinase/ERK 
kinase kinase-1, MEKK-1), 是MyD88依赖性信

号转导途径主要蛋白分子[11]. Loniewski等[12]发

现TRAF6基因沉默显著降低LPS诱导的c-Jun氨
基末端激酶(c-Jun amino terminal kinase, JNK)和
I-κB磷酸化. Yang等[13]研究发现TRAF6缺失的肥

大细胞IL-6、CCL-9、IL-13合成障碍并且细胞

表面的FcεRⅠ型聚集障碍, 从而抑制炎症反应以

及肥大细胞脱颗粒释放活性介质. Machado等[14]

研究证实脂氧素介导的TRAF6降解可显著抑制

树突状细胞产生炎症因子. 因此, TRAF6作为一

种重要的NF-κB调节因素, 是LPS信号转导的关

键调控分子. 
本实验结果显示, 重组质粒pGCsi-TRAF6-

shRNA-1, 2能有效抑制TRAF6 mRNA和蛋白表

达, 说明重组质粒有效地抑制了TRAF6基因的

表达. 有研究发现, TRAF6基因敲除可导致多种

组织器官生理功能紊乱, 甚至早亡, Lomaga等[15]

发现TRAF6-/-小鼠常在胚胎期或出生后立即死

亡, 因此, 分析研究TRAF6基因敲除小鼠存在一

定困难. 从本实验MTT检测来看, 重组质粒转染

72h内对细胞增殖无明显的抑制, 说明TRAF6沉
默基因在短时间内对细胞生存无明显影响. 

RNAi是通过双链RNA(dsRNA)在细胞内

特异性地诱导与之同源互补的mRNA降解, 从
而引发基因转录后水平沉默的现象[16]. RNAi技
术可以快速, 方便, 廉价地的提供相关基因的作

用功能[17-20]. 因此, 本实验利用RNAi 技术, 观察

TRAF6 siRNA对炎症反应的干预作用. 实验发

现, 正常RAW264.7细胞中TRAF6 mRNA表达的

量相对较低, LPS刺激后, TRAF6 mRNA的表达

量明显增加, 说明TRAF6 mRNA表达与LPS刺激

存在明确的量效关系. 
近年来研究证明, TNF-α作为早期炎症细

胞因子, 可通过其他炎症细胞因子(IL-1β、IL-6

■应用要点
在 L P S / T L R 4 信
号 传 导 通 路 中 , 
TRAF6基因沉默
明显下调炎性细
胞因子(TNF-α、
IL-1β、TGF-β1、
IL-6、COX-2)和
NF-κB p65蛋白
和/或mRNA表达, 
从而抑制内毒素
炎症反应, 为临床
治疗多种全身炎
症反应性疾病, 寻
求更为合适的作
用靶点提供新的
实验佐证. 

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

C         LPS    DM+LPS     Ni       T6i-1      T6i-2

TN
F-
a

 (
mg

/L
)

A 0 h
4 h
8 h
16 h

0 h
4 h
8 h
16 h

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0

IL
-1
b 

(n
g/

L)

B

C         LPS    DM+LPS     Ni       T6i-1      T6i-2

图  2  TRAF6 siRNA对LPS诱导的促炎细胞因子的影响. A: 

TRAF6 siRNA对LPS诱导的TNF-α的影响; B: TRAF6 siR-

NA对LPS诱导的IL-1β的影响.

300.0

200.0

100.0

0.0 
C        LPS  DM+LPS    Ni      T6i-1    T6i-2

TG
F-
b1

 (
ng

/L
)

0 h
4 h
8 h
16 h

图  3  TRAF6 siRNA对LPS诱导的TGF-β1的影响.



www.wjgnet.com

2642               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年9月8日   第19卷   第25期

等)扩大其生物学作用[21], IL-1β和IL-6自分泌或

旁分泌方式影响其他细胞因子和炎症介质的分

泌, 诱导抗原递呈细胞表面免疫分子的表达, 从
而作为T细胞和B细胞的激活和分化因子, 可介

导免疫球蛋白的分泌, 激活补体、杀伤细胞和

吞噬细胞, 增强免疫反应介导的组织损伤[22]. 虽
然, 上调这些细胞因子是机体防御细菌感染的

主要机制, 但其过度表达可以造成机体免疫紊

乱和炎症损伤. 实验结果显示, 炎症发生过程中, 
TNF-α、IL-1β表达量都有明显变化, 并在短时

间内达高峰. 阻断TRAF6后, TNF-α、IL-1β表达

量明显减少, 其增长率也明显下降, 并且LPS刺
激后IL-6 mRNA的表达量明显下调. 

TGF-β1是重要的免疫调节性细胞因子, 能
抑制巨噬细胞激活, 参与炎症组织修复、免疫

抑制等[23,24]. 因此, 为了证实阻断TRAF6具有对

致炎和抗炎细胞因子的双重调节作用, 本实验

选择同时检测TGF-β1水平. 研究发现, 细胞上

清中, 正常细胞TGF-β1表达量极少, 随着LPS刺
激时间延长, 其分泌量升高, 但升高趋势较缓. 
TRAF6基因沉默后, TGF-β1增长率明显下降. 结
果表明, 部分阻断LPS/TLR4信号通路不仅能抑

制促炎症细胞因子(TNF-α、IL-1β、IL-6)增长, 
也能抑制抗炎症细胞因子(TGF-β1)的分泌. 

NF-κB是参与炎症反应的一类重要转录因

子, 在炎症反应中起重要的枢纽作用, 参与调控

一系列介导炎症反应的基因表达[25-27], 其中包

括诱导型COX-2基因的表达[28,29]. 作为调节前列

腺素合成的关键酶, COX-2是病理状态下过度

炎症反应的诱导酶类之一[30,31]. 实验结果显示, 

TRAF6基因沉默能抑制LPS激活的NF-κB核转

位, 并能明显下调LPS刺激后COX-2 mRNA的表

达, 可见TRAF6可调控炎症反应中的限速酶, 对
炎症起控制作用. 

由此可见, TRAF6 siRNA对内毒素炎症反

应的初始阶段具有明显的抑制效应. 但实验结

果显示TRAF6 siRNA对细胞因子(TNF-α、IL-
1β)的抑制效应低于地塞米松, 其机制还需进

一步探讨, 以期进一步揭示细胞自身对抗炎反

应的调控机制. 下一步实验拟在动物体内证实

TRAF6 siRNA对内毒素炎症反应的治疗作用, 
为深化炎症相关研究提供新思路. 
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■背景资料
功 能 性 胃 肠 病
(FGID)是一组以
慢 性 便 秘 、 腹
泻、腹痛和腹胀
等肠道症状为临
床表现, 而缺乏严
重解剖结构或代
谢异常的综合征
的总称. 胃肠道活
动通过各处的传
出和传入通路与
大脑皮质活动相
关并受到神经调
节, 这种双向性的
脑-肠作用的异常
将引起这类疾病
的发生. 近年来随
着神经胃肠病学
发展及脑影像技
术的应用, 逐步揭
示了脑肠相互作
用的机制, 解释了
其对肠道肌电兴
奋、舒缩功能的
影响及对动力障
碍、疼痛的调节
机制.
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Abstract
Functional gastrointestinal disorders (FGIDs) are a 
group of common digestive diseases whose patho-
genesis is closely related to the abnormal brain-gut 
axis. Disturbances of the neuromodulatory processes 
in the brain-gut axis generate functional digestive 
disorders mainly centered on the pain, bloating 
symptoms and motility diseases. This article reviews 
neuromodulatory mechanism aspects of the brain-
gut axis and discusses the clinical prospects for the 
neuromodulatory interventional treatment of FGIDs.

Key Words: Neuromodulation; Brain-gut axis; Func-
tional gastrointestinal disorders 
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摘要
功能性胃肠病是消化系统的常见疾病, 其发

生与脑-肠轴的异常密切相关. 脑-肠轴神经调
节过程的紊乱产生了以胃肠道动力改变和疼
痛、腹胀为主症的消化系疾病. 本文总结了脑
-肠轴的神经调节机制和介入治疗进展, 探讨
了神经调节介入治疗功能性胃肠病的临床研
究前景. 

关键词: 神经调节; 脑—肠轴; 功能性胃肠病
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0  引言

功能性胃肠病(functional gastrointestinal disor-
ders, FGID)是一组以慢性便秘、腹泻、腹痛和

腹胀等肠道症状为临床表现, 而缺乏严重解剖

结构或代谢异常的综合征的总称. 胃肠道活动

通过各处的传出和传入通路与大脑皮质活动相

关并受到神经调节, 这种双向性的脑-肠作用的

异常将引起这类疾病的发生. 近年来随着神经

胃肠病学发展及脑影像技术的应用, 逐步揭示

了脑肠相互作用的机制, 解释了其对肠道肌电

兴奋、舒缩功能的影响及对动力障碍、疼痛的

调节机制. 这类疾病主要包括功能性便秘, 肠
易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS), 胃
食管反流疾病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD), 慢性腹痛等. 

神经系统对胃肠运动的调控通过3个层次

来实现: 第1层次是中枢神经系统, 第2层次是自

主神经系统, 第3层次是肠神经系统. 这种在不

同层次将胃肠道与中枢神经系统联系起来的神

经-内分泌网络称为脑-肠轴[1]. 理解了不同水平

脑肠轴神经调控过程, 可以解释脊髓刺激(spinal 
cord stimulation, SCS)和骶神经刺激(sacral nerve 
electrostimulation, SNS)等神经调节治疗的作用, 
也增加了发现新的治疗方法的机会. 

1  神经调节机制

1.1 中枢神经系统调节 大脑的各级中枢和脊髓

■同行评议者
许文燮, 教授, 上
海交通大学生命
科学院生物医学
工程系
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■研发前沿
Schwartz等研究发
现功能性消化不
良患者与正常受
试者相比酸进入
胃窦与肠蠕动慢, 
高敏症状, 如恶心
是密切相关的.

接受体内、外环境传入的信息, 经整合后由自

主神经和神经内分泌系统将调控信息传递到胃

肠道内在的神经丛(肌间或黏膜下神经丛), 亦或

直接作用于胃肠道平滑肌细胞. 大量研究已显

示精神心理因素与肠道动力失调和内脏敏感机

制密切联系, 行为和认知可以通过间接复杂的

通路影响肠活动: 焦虑和抑郁可以加重IBS、非

溃疡性消化不良或慢性便秘[2], 而生物反馈治疗

和行为放松疗法可以改善这些症状[3,4]. 
近年来, 随着脑影像技术的发展, 人们采用

fMRI和PET对脑肠轴进行研究[5-15]. 研究结果显

示IBS患者与健康者比较, 直肠球囊反复扩张诱

发疼痛刺激时丘脑、岛叶及杏仁核信号更强[5]. 
Loening-Baucke等研究便秘和肛门失禁儿童的

肛门直肠感觉诱发电位应答, 发现诱发电位的

P1潜伏期延长了[16-18]. 另一研究中反流性食管炎

和健康受试者相比, 食管黏膜酸刺激后激活的

大脑区域相同, 但患者组血流波峰提前出现, 大
脑信号更强[6]. 这可能是黏膜被酸损伤后神经剥

脱, 更快激活大脑活动, 而更快激活的大脑活动

可以理解为GERD特定脑区域的致敏作用. 众多

研究证实, 酸暴露与直肠扩张诱发疼痛刺激激

活的脑区域很相似, 这些说明存在一个共同的

整合内脏痛觉的大脑基质, 与这类疾病的发生

紧密相关. 最近还有研究[19-21]发现盆底失弛缓便

秘成年患者与正常受试者相比肛门和直肠感觉

诱发电位应答的潜伏期延长, 振幅降低. 这表明

盆底失弛缓便秘患者的胃肠道和大脑之间的感

觉传入通路可能受损.
1.2 自主神经系统调节 自主神经系统是中枢神

经系统与肠神经系统的桥梁, 主要由交感神经

和副交感神经完成. 副交感神经节前纤维接收

食管至近端结肠的信息, 远端结肠和直肠的副

交感神经是由骶神经的S2-S4发出并终止于背侧

角. 他们的初级神经元的神经末梢终止于肠壁,
细胞体位于脊髓后根神经节. 这些传入神经元

也是伤害性刺激感受器, 参与感受痛觉. 许多神

经元包含有降钙素基因相关肽, 另一些含有P物
质. 这些神经递质在内脏痛及内脏感觉过敏中

发挥重要作用. 
迷走神经在支配胃肠运动中也发挥重要作

用, 可以增加胃肠的蠕动, 促进腺体的分泌, 同
时对肠道黏膜的屏障作用和黏膜病变形成都有

影响. 迷走神经和骨盆神经是非常重要的神经

调节干预的部位, 如药物难治性的消化系溃疡

可以手术切断远侧迷走神经来治疗. 近来许多

研究采用电刺激外周神经或背侧脊柱来改善大

便失禁[22], 严重难治性便秘[23], IBS[24]和慢性腹

痛[25,26]的症状. 由此可知任何水平神经通路的调

节治疗都可能影响临床结果. 
1.3 肠神经系统局部调节 肠神经系统是指胃肠

道中存在一个从初级感觉神经元、中间神经元

到支配胃肠效应的运动神经元组成的神经系

统. 肠神经系统内在的初级传入神经元(intrinsic 
primary afferent neurons, IPANs)能感受各种刺激, 
直接收集特定信息如化学的, 机械的, 热量的和

疼痛等刺激并转化为电位. 其中, 而化学敏感和

牵张敏感的机械感受器在具有“储存库”作用

的胃肠道特别重要, 对黏膜机械敏感的IPANs主
要位于黏膜下肌层, 肠壁的压力和扩张程度激

活受体进而改变肠道动力和分泌活性, 再通过

整合下丘脑的信息影响了饥饿、胀满感的感知. 
大量研究[27,28]证明对管腔扩张的超敏反应很可

能是因为机械敏感器在肠自主神经水平异常引

起的. Gebhart和Coll发现小鼠内脏机械感受器香

草素1(TRPV1)和酸离子通道受体3在结肠扩张

诱导超敏反应过程中起着重要作用[14]. 激活机械

感受器受体的不同亚型可以引出胃肠道特殊的

感知觉. 低阈值的机械刺激感受器可能与非疼

痛感知觉(如发胀)的传导有关, 而高阈值的机械

刺激感受器可能与急剧的, 局部的疼痛感知觉

的传导相关[29]. 
化学敏感性在小肠中非常重要, 小肠有特异

性的依赖于氢离子浓度而产生应答的传入神经

末梢, 其IPANs位于肌间神经丛. 最近的一项研

究揭示化学感受器神经末梢水平的调节异常可

能是产生功能性消化不良的关键因素. Schwartz
等[30]研究发现功能性消化不良患者与正常受试

者相比酸进入胃窦与肠蠕动慢, 高敏症状, 如恶

心是密切相关的. 由以上研究我们似乎可以把质

子泵一抑制剂抑制胃酸分泌的药理作用理解为

神经调节的结果, 因为这些药物可以影响神经末

梢水平感觉信息传入中枢从而影响肠道动力. 

2  治疗进展

神经调节作用主要通过外周药理学靶向性作用

或者电刺激神经系统不同水平或者直接刺激肠

道肌层从而改变胃肠道状态. 采用电刺激方法, 
其效率与所采用的物理参数: 振幅, 频率及电极

的位置有关. 各种类型的神经调节介入治疗临

床上已逐渐应用. 
GERD是临床上一种非常常见的疾病, 其发
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■应用要点
FGID的脑 -肠轴
发病机制的研究, 
有利于开拓靶向
性的治疗, 开发其
他神经调节介入
治疗.

生与食管下端括约肌(lower esophageal sphincter, 
LES)收缩功能下降有密切关系. 目前有学者[31-34]

开始研究电刺激LES的作用, 探讨植入电刺激器

治疗GERD的可能. Xing等[31]和同事把电极直接

植入8位健康的狗的胃肌层壁中, 在幽门口上14 
cm处, 采用低频率/宽脉冲(0.1 Hz/375 ms)和高频

率/窄脉冲(14 Hz/330 us)两种类型电流. 两种类

型的刺激都显著增加了LES的压力. 低频率/宽
脉冲电流平均从21.5 mmHg增加到30.9 mmHg, 
而高频率/窄脉冲电流平均从19.6 mmHg增加到

33.4 mmHg. 最近研究中[32], 采用相同的理念, 一
个3.3 mm×28.0 mm微型刺激器(Bion®)内向性

直接植入3只狗的低位食管肌层中并采用遥控

引导装置, 结果在3只狗中都显著增加了LES的
压力, 所采用的电流是10 mA, 20 Hz和200 us. 
LES电刺激术目前虽只是用于动物模型, 但这些

研究证明将来可能用于治疗人类GERD. 
许多研究把电极植入体内从而进行SNS, 用

于慢性便秘和肛门失禁, 尿失禁, 脊髓损伤, 功
能性肛门直肠痛的治疗[23,35-39]. 在一个研究中[38]

电刺激S2引起了所有结肠推进式蠕动的显著增

加, 而电刺激S3逆向的蠕动显著增加. 患者的排

便频率和轻泻药使用的统计结果表明使用SNS
能够改善难治性便秘的症状. 即使刺激S2和S3
根部, 在近端结肠也能发现到结肠蠕动的改善, 
而不仅仅在远端(该区域是骶副交感神经分布区

域). 该研究也解释了由于直肠-结肠反射的存在, 
可以在刺激直肠的同时诱导临近结肠的活动. 
另一研究[35]虽然有价值的结果很少, 显示刺激8
位患者中只有2位在临床上有所改善, 但参与这

些研究的大多数患者患有慢传输性便秘, 但是

另一研究[6]在盆底失弛缓便秘患者中发现症状

有改善. SNS对脊髓损伤后排便障碍患者的乙状

结肠, 直肠, 肛周括约肌活动也有所增加[39]. 但是

以上研究中安慰作用并没有被完全排除, 他们

不是盲法, 随机的实验. 上面所提到的通过SNS
神经调节产生的作用还不尽如人意, 还需要进

一步的研究. 总之, SNS对顽固性便秘患者的治

疗是有效的, 可以延迟结肠造口术, 降低了激进

的外科手术伴随症状的发病率. 
SNS也是治疗由脊髓外伤或其他情况如多

发性硬化症, 硬皮病所导致的肛门失禁的有效

方法. 在一项研究中[40], 短暂刺激的应答筛选后, 
对一组患者进行永久性的SNS. 5位患者中的4位
反应良好并且SNS被使用了. 在这组选择的患者

中, 失禁的发生被减少到0. 另外一组各种原因导

致的女性大便失禁患者在植入持久性电极以后, 
随访16 mo症状均显著改善[36]. 当然这些都是小

样本报告, 还需要大样本的研究进一步证实. 
对IBS, 内脏痛综合征, 慢性腹痛等疼痛相

关的综合征, 各种神经调节介入治疗的效率都

已有报道[41-45]. Govaert等[41]研究发现9个难治性

功能性肛门直肠痛患者中, 4个永久植入刺激器

的患者, 症状改善明显, 半年后疼痛评分从9下
降到1. Greenwood-Van Meerveld等[43]发现采用

50 Hz和0.2 mS脉冲宽单相直流电在T12/L1水平

对正常大鼠进行SCS可以降低对结肠60 mmHg
压力扩张的痛觉阈值, 即使植入的SCS系统被关

闭以后, 延迟作用仍然能持续70-90 min. 类似的

研究, 研究者用三硝基苯磺酸[44]致敏了大鼠的结

肠黏膜, 然后在脊柱水平进行电刺激也观察到

腹部收缩次数降低, 疼痛症状减轻. SCS可能在

中枢水平抑制了由于实验性酸刺激或扩张性疼

痛所诱导的神经过度兴奋, 也可能是抑制了交

感神经的活性, 进而降低皮质层疼痛觉的感知. 
SCS还被成功地用于家族性地中海热相关的腹

痛[45]. 两个家族性地中海热患者, 在T8-T9水平

植入一个单极刺激器能够在3和6 mo后显著改善

疼痛症状, 但是在第一个患者随访12 mo后发现

SCS的这种作用降低了. 回顾以上这些结果, 直
接脊髓刺激的临床应用前景是广阔的, 但还需

要更多的临床研究评估.
FGID的脑-肠轴发病机制的研究, 有利于

开拓靶向性的治疗, 开发其他神经调节介入治

疗. 例如经颅磁刺激治疗(transcranial magnetic 
stimulation, TMS), 采用外部磁场进行外部调节

从而在皮质水平上发生作用. Gow等[46]证明采用

TMS刺激舌咽运动神经皮质可以增加皮质兴奋

性从而影响下游的咽的运动. TMS改善了不同

状态(中风, 神经痛)的疼痛症状, 当TMS刺激第

二体觉区时改善了慢性胰腺炎导致的慢性内脏

痛[47]. 这种方法应用于功能性胃肠病还需要更多

的实验和临床研究. 

3  结论

神经调节治疗可以在脑肠轴的任何水平发生

作用, 影响神经活动, 从而争取恢复脑肠神经

系统的平衡. 其通过药物影响受体活性或者电

刺激神经从而改变黏膜兴奋性等方法发生作

用. 采用植入性的电刺激装置虽然还没得到广

泛应用但是临床研究显示这些方法有很大的

应用前景. 
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■同行评价
了解功能能性胃
肠病的发病机制
以及治疗方面的
进展对临床工作
者具有一定的指
导性作用.
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of Nanog, 
Oct-4 and SOX-2 in colonic carcinoma and to an-
alyze their relationship with tumor metastasis.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to evaluate the expression of Nanog, Oct-4 and 
SOX-2 in 80 colonic cancer surgical specimens. 
The correlation of Nanog, Oct-4 and SOX-2 ex-
pression with tumor histological differentiation, 

T stage, N stage and metastasis was analyzed.

RESULTS: Thirty-five patients had metastasis. 
The positive rates of SOX-2, Oct-4 and Nanog 
expression were significantly higher in the me-
tastasis group than in the non-metastasis group 
(48.57% vs 17.78%, 51.43% vs 13.33%, 60% vs 
26.67%, all P < 0.05). Nanog expression was 
significantly correlated with differentiation (P 
= 0.001), but expression of Nanog, Oct-4 and 
SOX-2 was not associated with T stage or N 
stage. Metastatic rate was higher in patients with 
positive expression of the three markers than in 
those with negative expression. Survival analy-
sis showed that the time to develop metastasis 
was significant different among patients with 
differential expression of the three markers (P = 
0.0001).

CONCLUSION: The expression of Nanog, Oct-4 
and SOX-2 in tumor tissue can predict the post-
operative metastasis of colonic cancer. Nanog, 
Oct-4 and SOX-2 are promising predictors for 
metastasis of colonic cancer.

Key Words: Colonic cancer; Nanog; Oct-4; SOX-2; 
Metastasis
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and SOX-2 with tumor metastasis in colonic cancer. Shijie 
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摘要
目的: 探讨结肠癌患者肿瘤组织中Nanog、
Oct-4、SOX-2表达情况及其对远处转移的预
测作用.

方法: 采用免疫组织化学方法检测经手术切
除的80例结肠癌术后标本中Nanog、Oct-4、
SOX-2表达情况, 并且对三种指标的表达同肿
瘤分化程度、分期和术后复发转移关系进行
分析.

结 果 :  8 0 例 患 者 有 3 5 例 出 现 复 发 转 移 , 
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■研发前沿
基 础 研 究 发 现 , 
从分离出的具有
体外致瘤性的类
干细胞肿瘤细胞
中检测到Oct-4、
SOX-2、Nanog
基 因 的 表 达 ,  并
且在多种肿瘤组
织中也能检测了
这些因子的表达. 
但是其表达同肿
瘤的生物学特性
有什么关系成为
目前肿瘤学研究
的热点.

SOX-2、Oct-4、Nanog在转移组患者中表达
率分别为48.57%(17/35)、51.43%(18/35)、
60%(21/35),  在非转移组中表达率分别为
17.78%(8/45)、13.33%(6/45)、26.67%(12/45). 
差异有统计学意义 .  原发灶分化程度仅同
Nanog表达差异有统计学意义(P  = 0.001). 但
是三指标表达同T分期和N分期没有明显联
系. 三者均为表达阳性其转移率明显高于均
为阴性转移率, 生存分析显示不同表达状态
其远处转移出现时间差异有统计学意义(P  = 
0.0001).

结论: 组织中Nanog、Oct-4、SOX-2表达同结
肠癌术后复发转移发生相关, 联合检测有助于
评估肿瘤转移情况.

关键词: 结肠癌; Nanog; Oct-4; SOX-2; 转移
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0  引言

近几年来, 世界范围内结肠癌的发病率和病死

率逐年上升, 多数肿瘤患者无法获得根治, 易于

复发转移. 目前飞速发展的肿瘤干细胞理论为

肿瘤的治疗带来新希望. 该理论认为肿瘤组织

中存在部分有干细胞特性的细胞, 具有无限增

殖和自我更新能力, 成为肿瘤生长、复发及转

移的根源. 寻找特异性的干细胞表面标志物, 通
过其分选肿瘤干细胞, 是进一步治愈恶性肿瘤

的关键. 
早在1989年就有学者在小鼠成体的各种组

织及不同发育阶段的胚胎中检测到一系列因子, 
因其能与基因启动子或增强子区域的八聚体模

序位点结合而命名为Oct-4[1]. Oct-4基因定位于

人类染色体6p21.3, 是维持细胞多能性所必需

的, 参与胚胎发育过程中多向性分化的调节[2]. 
2003年Mitsui等[3]在胚胎干细胞中发现了另一个

新的转录因子, 命名为Nanog. 基础研究表明在卵

巢表面上皮[4]、胃癌[5]、膀胱癌[6]和脑胶质瘤[7]

的细胞中均能检测到Nanog阳性表达, 但在分化

成熟的体细胞中为阴性表达[8]. 作为另一个胚胎

干细胞转录因子, SOX-2在维持胚胎干细胞的干

性方面同样发挥重要的作用[9], 并且在多种肿瘤

组织中可以检测到SOX家族成员, 比如小细胞

肺癌、脑膜瘤、胰腺癌等[10-13]. 但是, 在结肠癌

组织中SOX-2、Oct-4、Nanog表达情况如何, 三
者表达同结肠癌术后的复发转移关系如何目前

还不清楚. 因此, 本研究旨在分析结肠癌组织中

Nanog、Oct-4、SOX-2基因的表达情况, 探讨干

细胞标志物表达情况同结肠癌术后复发转移的

关系, 为结肠癌干细胞研究提供一定的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2008-01/2008-12在我院确诊

的Dukes'C期结肠癌患者80例. 男38例, 女42例, 
>60岁患者21例, ≤60岁59例, 中位年龄52岁. 术
前未行治疗, 术前检查及术中探查均未发现远

处转移. 术后行辅助FOLFOX6方案化疗10-12个
疗程, 每位患者每3-4 mo复查胸、腹部CT等, 如
CT提示肺、肝吻合口或局部淋巴结转移时, 可
再行局部穿刺、MRI、PET-CT等检查证实, 以
CT检查时间为转移发生时间. 
1.2 方法 采用SP免疫组织化学方法, 严格按照

试剂盒说明书检测Nanog, Oct-4和SOX-2(一抗: 
Santa Cruz公司)在肿瘤组织中的表达. 免疫组

织化学评价标准: 由有经验的病理科医师单盲

阅片, 在10×40倍显微镜下观察记数, 每张切

片随机选择5个视野, 每个视野记数200个细胞. 
Nanog、SOX-2、Oct-4抗原阳性反应为位于细

胞核内的棕黄色颗粒, 阳性表达程度判断: 阳性

细胞数≥10%为阳性表达, <10%为阴性染色.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件包进

行数据整理和统计分析. 比较Nanog、Oct-4、
SOX-2蛋白表达水平与转移关系时采用χ2检验; 
比较表达情况对远处转移出现时间影响时采用

Kaplan-Meier生存分析法. 

2  结果

2.1 可评价患者临床特征 所有患者, 均可评价

Nanog、SOX-2、Oct-4染色情况. 随访率100%, 
中位随访时间2年. 以复发转移是否发生将患者

分为转移组和非转移组. 共有35(43.75%)名患者

确诊复发转移, 其中10例为局部吻合口复发, 11
例为单个脏器转移, 14例为多发脏器转移. 
2.2 SOX-2在结肠癌组织中表达情况 在转移组

中共有17(48.57%)名患者SOX-2阳性表达, 而
非转移组中共有8(17.78%)名患者阳性表达, 两
组差异有统计学意义(P  = 0.001). 同时, 虽然原

发灶不同分化程度、不同T分期和N分期中

SOX-2表达存在差异, 但是差异没有统计学意

义(表1, 图1). 

■相关报道
曹浩哲等报道了
O c t - 4 在 宫 颈 癌
中 的 表 达 情 况 , 
陈 忠 等 报 道 了
Nanog在胃癌中
的 表 达 情 况 ,  但
是联合分析三者
在结肠癌中表达
和复发转移关系
的 文 章 还 较 少 .
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■创新盘点
本文首次报道了
Oct-4、SOX-2、
Nanog在结肠癌
组织中的表达, 并
对其表达和肿瘤
的分化程度、分
期及术后复发转
移进行相关性分
析, 对结肠癌患者
术后复发转移的
可能的机制进行
了初步探讨.

2.3 Oct-4在结肠癌组织中表达情况 在转移组中

共有18(51.43%)名患者Oct-4阳性表达, 而非转移

组中共有6(13.33%)名患者阳性表达, 两组差异

有统计学意义(P  = 0.001). 同时, 虽然原发灶不同

分化程度、不同T分期和N分期中Oct-4表达存在

差异, 但是差异没有统计学意义(表1, 图1). 
2.4 Nanog在结肠癌组织中表达情况 在转移组中

共有21(60%)名患者Nanog阳性表达, 而非转移

组中共有12(26.67%)名患者阳性表达, 两组差异

有统计学意义(P  = 0.003). 同时, 原发灶不同分

化程度Nanog表达差异有统计学意义, 但是不同

T分期和N分期中Nanog表达存在差异, 但是差

异没有统计学意义(表1, 图1). 
2.5 SOX-2、Oct-4和Nanog表达情况同术后转移

关系 入组80例结肠癌患者, 三者均为阳性表达

的患者为8例, 其中发生远处转移为6例, 任两指

标为阳性表达为15例, 远处转移13例, 任一指标

为阳性表达为29, 远处转移13例, 均为阴性表达

为28例, 其中远处转移3例. 不同表达状态同远

处转移差异有统计学意义(P  = 0.0001). 两项及

三项指标均阳性表达者转移发生率明显高于均

阴性表达者(图2). 

3  讨论

肿瘤干细胞理论认为[14]恶性肿瘤中存在一群数

量较少的肿瘤干细胞, 在启动肿瘤形成和生长

中起着决定性作用; 而其余多数肿瘤细胞都是

肿瘤干细胞异常增殖分化形成的子代细胞, 仅
具有有限的增殖及分化能力[15]. 而处于休眠状

态的肿瘤干细胞因其处于G0期, 对放化疗都不

敏感, 从而存活下来, 成为复发的根源. 因此只

有针对肿瘤干细胞的治疗才可能出现持久疗效, 
只有彻底清除肿瘤干细胞才能彻底治愈肿瘤. 

目前 ,  在胚胎发育及维系胚胎干细胞干

性相关基因研究方面取得较大进展, O c t-4、
SOX-2、Nanog转录因子是细胞转录调节系统

的重要部分, 共同维持胚胎干细胞的自我更新. 
过表达Oct-4, Nanog和SOX-2的成体细胞能够

恢复多能干细胞的特性[16,17]. 他们的缺失会直接

影响正常细胞的生长发育[18-21], 同时在一些上

皮性恶性肿瘤中检测到Oct-4呈高表达, 且其表

达水平与上皮性恶性肿瘤发生、进展、转移及

预后等密切相关[22,23]. 在脑胶质瘤[24]、乳腺癌及

生殖系统肿瘤中同样可检测到Nanog高表达, 而
SOX-2的高表达也在多种恶性肿瘤[25,26]中发现. 

图  1  不同干细胞标志物在结肠癌组织中表达(SP×400). A: Nanog 阳性表达; B: SOX-2阳性表达; C: Oct-4阳性表达.

A B C

表  1  组织中Nanog、Oct-4、SOX-2表达同临床特征间关系

     
临床特征 n

   SOX-2表达   Nanog表达   Oct-4表达

 n P值  n P值  n P值

分化程度

0.408 0.001 0.151
   分化型 33 12   5   7
  未分化型 47 13 28 17
T分期

0.832 0.100 0.592
   T1/T2 43 13 20 14
   T3/T4 37 12 13 10
N分期

(阳性淋巴结数)

0.124 0.407 0.071
   <4个 41 16 14 16
   ≥4个 39   9 10   8
转移

0.001 0.003 0.001
   有 35 17 21 18
   无 45   8 12   6
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■应用要点
本 文 对 O c t - 4、
SOX-2、Nanog在
结肠癌组织中的
表达情况进行初
步探讨, 为进一步
深入研究结肠癌
复发转移机制提
供理论依据, 同时
也为寻找合适靶
标, 靶向治疗结肠
癌提供帮助.

三种转录因子并不是孤立的发挥作用, 三者之

间相互作用, 相互影响. 在冰冻乳腺癌标本中, 
虽然研究例数不是很多(18例), 但是SOX-2高表

达的患者同样有OCT-4和Nanog的高表达[27]. 在
干细胞中下调SOX-2 mRNA水平后发现多种干

细胞因子及调控子均下调, 包括Wnt传导通路也

会表达下调[28]. 同样Oct-4和Nanog之间又是相互

影响, Nanog部分依赖Oct-4[29]. 但是Nanog的调节

并不是单靠Oct-4, 一个非常有趣的现象, 在Oct-4
缺失的细胞中也能检测到Nanog的表达. 反之, 在
Nanog缺失的细胞中, 仅有Oct-4的表达并不能保

护细胞免受凋亡[28]. 总之, 可以说SOX-2, Nanog
和Oct-4形成了胚胎干细胞自我更新转录系统的

核心. 他们之间相互作用维持细胞干性[30,31]. 
本研究中, 80例结肠癌有33例出现Nanog蛋

白阳性表达, 24例Oct-4蛋白阳性表达, 25例出现

SOX-2蛋白阳性表达, 其阳性表达细胞多呈点状

聚集, 少有灶状聚集, 说明即使Nanog、Oct-4、
SOX-2阳性表达, 也只是少部分细胞表达, 这和

肿瘤干细胞只占肿瘤组织的很少一部分理论是

吻合的. 同时, 发生远处转移患者Nanog、Oct-4
或SOX-2阳性表达率要高于没有发生转移的患

者, 也说明Nanog、Oct-4、SOX-2蛋白高表达的

肿瘤侵袭性要高于低表达的肿瘤. 在免疫组织

化学读片中, 发现共有6例患者癌旁正常组织表

达Nanog、Oct-4、SOX-2, 这样说明可能存在正

常细胞发生恶性转变. 同样佐证了肿瘤是可能

来源自成体干细胞恶性转变的假说. 
三项指标均阳性表达的患者有6(75%)例出

现了远处转移, 任两项指标为阳性表达为15例, 

其中转移13(86.67%)例, 任一指标为阳性表达为

29, 远处转移13例(44.83%), 均为阴性表达为28
例, 其中远处转移3例(10.71%). 均为阳性表达的

患者转移发生时间最早, 明显高于均为阴性患

者. 三项指标的高表达属于不良预后因素, 提示

肿瘤复发转移的风险较高. 联合检测对于预测

结肠癌患者术后复发风险具有一定的临床应用

价值. 
肿瘤的发生发展、复发转移是非常复杂的

过程, 众多基因、蛋白、信号传导通路参与其

中. 目前, 随着肿瘤干细胞理论不断的完善和发

展, 虽然仍然缺乏高特异性的生物学标记, 虽然

还有许多问题没有解决, 但是利用干细胞理论, 
靶向治疗肿瘤干细胞的研究已经处于基础试验

阶段. 因此, 有理由相信干细胞标志物检测有重

要的临床应用价值, 为正确检测肿瘤术后的复

发转移提供了有力的帮助. 
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■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是一种发生在胰
腺的急性炎症性
疾 病 ,  常 累 及 胰
腺周围组织, 其发
病急, 病情发展迅
猛, 多器官功能不
全综合征(MODS)
发 生 率 高 .  由 于
胰腺和肝脏在解
剖位置、生理功
能和血流动力学
方面的联系, SAP
时往往胰外首先
累及肝脏, 引起肝
损 伤 ,  其 损 伤 使
Kupffer细胞激活, 
肝脏释放大量的
炎性介质, 又可加
重SAP的病情, 形
成 恶 性 循 环 ,  使
MODS进一步加
重, 导致SAP的高
死亡率.
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Abstract 
AIM: To investigate the protective effect of Jin-
huangyidan Granules on liver injury in rats with 
severe acute pancreatitis (SAP) and to explore 
the possible mechanisms involved.

METHODS: Fifty-four male Sprague-Dawley 
(SD) rats were randomly divided into three 
groups: sham operation group, SAP group and 
Jinhuangyidan Granules group. Each group was 

further divided into three subgroups for testing 
at different time points after treatment (2, 6 and 
12 h). SAP was induced by retrograde injection 
of 5% sodium taurocholate into the biliary pan-
creatic duct. Serum amylase (AMY), ALT, AST 
and the liver coefficient were measured. The lev-
els of TNF-α, IL-6 and ET-1 were examined by 
ELISA, and the expression of NF-κB in the liver 
was evaluated by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to the sham operation 
group, the levels of AMY, ALT, AST, TNF-α, 
IL-6, ET-1 and NF-κB increased significantly in 
the SAP group. The liver coefficient also differed 
significantly between the sham operation group 
and SAP group at 6 and 12 h (both P < 0.05). 
Compared to the SAP group at 6 and 12 h, the 
levels of AMY, ALT, AST, TNF-α, IL-6, ET-1 and 
NF-κB decreased significantly in the Jinhuangy-
idan Granules group (all P < 0.05). At 6 h, the ex-
pression of liver NF-κB was significantly higher 
in the SAP group than in the sham operation 
group at 6 and 12 h (6 h: 49.89 ± 3.53 vs 5.32 ± 0.24; 
12 h: 54.73 ± 1.68 vs 6.38 ± 0.24, both P < 0.05), 
but was significantly lower in the Jinhuangy-
idan Granules group than in the SAP group (6 h: 
19.18 ± 1.51 vs 49.89 ± 3.53; 31.15 ± 2.25 vs 54.73 ± 
1.68, both P < 0.05). Compared to the SAP group, 
the levels of edema and inflammatory mediators 
ameliorated significantly in the Jinhuangyidan 
Granules group. 

CONCLUSION: Jinhuangyidan Granules amelio-
rates liver injury and improve microcirculation 
in SAP rats possibly by inhibiting NF-κB activity 
and down-regulating inflammatory mediators.

Key Words: Jinhuangyidan Granules; Pancreatitis; 
Liver injury; Nuclear factor-kappa B; Inflammatory 
mediators

Zhao LX, Ma XM, Cao LY, Liu SQ, Fu QJ, Zhang QS. 
Protective effect of Jinhuangyidan Granules on liver 
injury in rats with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(25): 2654-2659

摘要
目的:  探讨金黄益胆颗粒(j i n h u a n g y i d a n 

金黄益胆颗粒对大鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保护作用
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■研发前沿
目前急性胰腺炎
的发病机制还不
是 很 清 楚 ,  死 亡
原 因 主 要 是 发
展到SAP时导致
肝、肺、肾脏等
器 官 受 损 ,  合 并
了MODS, 死亡率
在20%左右. 研究
发现NF-κB的活
性表达参与SAP
的发生、发展过
程, 其在SAP合并
肝损伤时的变化
情况是目前研究
的热点.

granules)对大鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保
护作用和可能机制.

方法: 54只♂SD大鼠随机分为假手术组(sham 
operat ion group, SO)、重症急性胰腺炎组
(severe acute pancreatitis, SAP)和金黄益胆颗
粒治疗组(jinhuangyidan granules treatment, 
JHT), 每组分为2、6、12 h三个时间点组, 每
个时间点组6只.5%的牛黄胆酸钠逆行胰胆管
注射制备SAP模型. 各组于造模后2、6、12 
h处死大鼠, 检测血清淀粉酶(serum amylase, 
A M Y)、谷丙转氨酶 (A LT)、谷草转氨酶
(AST), 计算肝脏系数, HE染色观察胰腺、肝
脏组织病理, 酶联免疫吸附试验(ELISA)方法
检测TNF-α、IL-6、ET-1水平.免疫组化检测
肝脏组织中核转录因子-κB的活性.

结果: 各时间带点SAP组与SO组比较, AMY、

ALT、AST、TNF-α、IL-6、ET-1均升高, 
肝脏系数在6  h、12  h差异有统计学意义
(P <0.05); 在6 h、12 h JHT组与SAP组比较, 
AMY、肝脏系数、ALT、AST、TNF-α、
IL-6、ET-1指标均明显降低(P <0.05). 6 h时间
点SO组、SAP组和JHT组NF-κB表达分别为
(5.32±0.24 vs  49.89±3.53 vs  19.18±1.51), 三
组之间差异有统计学意义(P <0.05); 12 h时间
点各组之间NF-κB表达分别为(6.38±0.24 vs  
54.73±1.68 vs  31.15±2.25), 三组之间差异有
统计学意义(P <0.05). 胰腺和肝脏的病理镜下
观察水肿和炎性介质表达JHT组较SAP组明
显改善.

结论: 金黄益胆颗粒可以一定程度的改善大
鼠重症胰腺炎肝脏的损伤, 改善微循环, 其对
大鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保护作用机制
可能与抑制NF-κB的活性进而下调TNF-α、
IL-6的表达有关.

关键词: 金黄益胆颗粒; 胰腺炎; 肝损伤; 核转录因

子-κB; 炎症介质
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0 引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
起病急、发展快、病情重, 是一种累及多系统

多器官的外科急腹症之一, 常常并发全身炎症

反映综合征(systemic inflammatory response syn-

drome, SIRS)和多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS), 死亡率达

20%, 严重威胁着患者的生命. 近年来有学者研

究发现SAP并发肝损伤的发生率达89%[1],肝损

伤时其调节微循环及清除炎性物质及毒素的能

力下降, 加重了炎症反映对全身其他脏器的损

害, 从而影响了疾病的临床治疗效果和病情预

后[2]. 因此, 防治SAP时的肝损伤对疾病的治疗

很重要. 关于SAP导致肝损伤的机制还不清楚, 
本实验通过建立大鼠重症急性胰腺炎模型, 应
用金黄益胆颗粒观察对大鼠SAP肝损伤的保护

作用, 并探讨其可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD(Sprague-Dawley)大鼠

54只, 饲养8 wk, 室温维持在23 ℃±1 ℃, 定
期紫外线消毒 ,  体质量为180-310 g, 购于北

京华阜康生物科技股份有限公司[许可证号 : 
SCXK(京)2009-0004]. 金黄益胆颗粒(冀药制字

Z20051588)购自开滦总医院药剂科, 由唐山太

阳石药业有限责任公司生产; 牛黄胆酸钠购自

Sigma公司; NF-κB p65单克隆抗体、SP免疫组

织化学试剂盒购自北京博奥森生物技术有限公

司; TNF-α、IL-6和ET-1 ELISA试剂盒均购自北

京博奥森生物技术有限公司; WZS-50F6型微量

泵购自浙大医疗有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 实验分组: 适应性饲养1 wk后, 大鼠按完全

随机法分SO组、SAP组和JHT组, 每组分为2、
6、12 h 三个时间点组, 每个时间点组6只.
1.2.2 模型的制备和标本的检测: 采用改良式的 
Aho法[3], 拉细硬膜外导管经十二指肠乳头逆行

经电子微量泵注入5%牛磺胆酸钠(1 mL/kg, 0.1 
mL/min)制作SAP模型, 经空场上段营养管注入

生理盐水(10 mL/kg), 此后1次/6 h; JHT组在SAP
造模成功后由空肠营养管注入25%金黄益胆颗

粒溶液(10 mL/kg), 此后1次/6 h; SO组大鼠打开

腹腔找到胰腺组织后翻动数次后关腹. 各组大

鼠试验中均禁食水, 皮下注射生理盐水20 mL/
kg, 1次/6 h. 各组对应的时间点处死大鼠, 收集腹

水, 腹主动脉取血4 mL, 检测AMY、ALT和AST, 
ELISA 法进行TNF-α和IL-6、ET-1的测定. 实验

中由同一人剪取各组相同部位的胰腺和肝脏组

织1 cm×1 cm×0.5 cm大小, 生理盐水冲洗表面

残余血迹, 清洁滤纸吸干水分后, 电子天平称量

肝脏湿质量, 计算肝脏系数(W/G×100%), 4%的
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■相关报道
Rakonczay等认
为 ,  过 度 活 化 的
NF-κB可促使炎
性细胞释放大量
炎 性 因 子 ,  从 而
导致组织的炎性
损伤; 阻止NF-κB 
活 化 ,  可 明 显 减
轻胰腺的炎症反
应. Geisler等发现
AP伴发的胰酶血
症也参与了全身
性炎症反应, 其中
胰腺弹性蛋白酶
随血流到胰外的
肝 脏 ,  可 激 活 肝
Kupffer细胞NF-
κB信号途径 ,  增
加炎性细胞因子
的产生, 进而引起
肝脏损伤. 刘石龙
等研究发现N -乙
酰半胱氨酸可以
抑制NF-κB活性
表达, 对SAP肝损
伤有一定的保护
作用.

多聚甲醛溶液固定组织, 修剪、石蜡包埋、切

片, HE染色和免疫组化. 由实验室专业病理人员

观察胰腺和肝脏的病理改变, 按照Schmid标准[4]

进行病理评分.
1.2.3 SP免疫组织化学检测NF-κB的表达: 常规

免疫组化法(immunohistochemical, IHC)检测肝

脏的NF-κB活性. 组织生理盐水清洗后, 4%多聚

甲醛固定常规脱水、石蜡包埋、制备3 μm的单

层切片, SP法免疫染色, 一抗浓度为1∶300, 操
作步骤完全按照试剂盒的说明来完成. 参照文

献[5]方法, 用PBS代替一抗做空白对照. 结果判

定: 阳性细胞为细胞核和(或)胞质呈棕黄色染

色. 在高倍视野(10×40)下随机选取5个视野, 计
算每个阳性细胞数取其均数代表该样本的阳

性表达数N1, 总细胞数为N, 阳性率 = N1/N×

100%.
统计学处理 计量资料采用mean±SD表示, 

计数资料采用χ2检验, 应用SPSS13.0统计学软件

包进行方差分析. 同时段组间比较采用t检验, 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 死亡情况 实验造模成功后, SO组2、6、12 h
三个时间点无一例死亡, 死亡率为0; SAP组12 h

内死亡6只, 死亡率为33.33%(6/18), JHT组12 h内
死亡2只, 死亡率为11.11%(2/18), 明显低于SAP
组, 两组之间的χ2检验显示, 差异无统计学意义.   
2.2肝脏和胰腺的病理学改变 光镜下观察SO组

各时间点肝脏和胰腺形态学结构没有明显变化. 
SAP组各时间点肝脏可见不同程度水肿及肝窦

扩张, 肝细胞排列紊乱, 炎性细胞浸润, 部分肝

实质可见点状或斑块状出血坏死; 胰腺组织可

见不同程度的腺叶局限性水肿、出血, 部分结

构坏死区, 组织间隙大量炎性细胞浸润. JHT组
肝脏和胰腺组织的水肿、出血、坏死与炎细胞

浸润程度较SAP组病变为轻(图1). 
2.3 肝脏的系数比较 6、12 h同时间点SAP组和

SO组比较, 肝脏系数有所升高, 差异有统计学意

义; JHT组和SAP比较肝脏的系数降低, 差异有

统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.4 腹水、AMY、ALT、AST的变化情况 在2、
6、12 h同时间点, SAP组和JHT组腹水、AMY、

ALT、AST水平较SO组有所升高(P <0.05). 三个

时间点JHT组较SAP组比较ALT明显下降, 6、
12 h时间点JHT组较SAP组AMY、AST明显降低

(P<0.05, 表2).
2.5 血清TNF-α、IL-6、ET-1的变化情况 与SO
组比较, SAP和JHT组各时间点血清TNF-α、

IL-6、ET-1水平明显升高, 差异有统计学差异

(P <0.05); 6、12 h JHT组与SAP组比较, TNF-α、
IL-6、ET-1水平明显降低, 差异有统计学差异

(P <0.05, 表3).
2.6 肝脏组织中NF-κB的变化情况 NF-κB在SO组

少量表达. 在2、6、12 h同时间点, SAP组NF-κB
的活性表达逐渐升高, 均明显高于SO组, 差异有

统计学意义(P<0.05); JHT组NF-κB的活性表达均

较SAP组显著下降, 但仍高于SO组[SO vs SAP vs  
JHT, 2 h: (2.20±0.27 vs  15.96±1.06 vs10.17±0.54); 
6 h: (5.32 ±0.24 vs  49.89±3.53 vs  19.18±1.51) , 
12 h: (6.38±0.24 vs  54.73±1.68 vs  31.15±2.25),  
P<0.05, 图2, 3]. 

     
分组 时间点(h) 肝脏系数(%)

SO组     2 0.04±0.01

    6 0.04±0.01

  12 0.04±0.01

SAP组     2 0.05±0.01

    6 0.07±0.01ac

  12 0.07±0.01ac

JHT组     2 0.04±0.01

    6 0.05±0.01a

  12 0.06±0.00a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  JHT组.

表  1  不同时间点三组之间肝脏系数的比较 (n = 18, mean±SD)

图  1  胰腺和肝脏组织镜下病理改变(HE). A: SAP组6 h胰腺组织(×100) ; B: JHT组6 h胰腺组织(×100); C: SAP组12 h肝脏组

织(×200); D: JHT组12 h肝脏组织(×200).

A B C D
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■创新盘点
以急性胰腺炎的
发病机制及治疗
的基础研究为前
提 ,  根 据 少 阳 之
邪、阳明之实组
方自制中药“金
黄益胆颗粒”对
大鼠SAP合并肝
损伤进行早期实
验研究, 效果较可
靠 ,  研究较新颖 , 
为中西医结合治
疗提供了理论基
础, 有一定的科学
性和创新性.

3  讨论

近年有研究发现SAP的高死亡率与肝损伤有着

密切的联系[6]. 肝脏作为调节物质代谢、参与凝

血因子生成及解毒的主要器官, 在SAP的发生、

发展中起着重要的作用. SAP时由于其特殊复杂

的生理功能变化及电解质紊乱使肝脏成为SAP
时胰外器官病理损害较早的器官之一, 同时也成

为其病理机制研究的重要器官之一. 目前, 众多

学者对SAP的发病机制已经不局限于单一的肺

脏和肾脏研究, SAP合并肝损伤已成为研究的新

方向. 肝损伤的机制探讨取得了一定进展, 炎性

介质起到了不可忽视的作用. 邹树等[7]报道炎性

细胞因子TNF-α和IL-6在SAP的发病过程中起着

重要作用, 与早期肝脏损伤有着密切关系. 因此, 
SAP早期保护肝损伤有着重要的意义.

S A P模型制备成功后会导致大鼠在相应

处死时间点之前死亡.本实验过程中, 12 h内SO
组、SAP组和JHT组死亡率分别为0、33.33%和

为11.11%, 虽然JHT组的死亡率在百分率上低于

SAP组, 但两组之间的进行χ2检验, 差异无统计

学意义. 笔者考虑到样本量较小, 以后应加大样

表  2  各组大鼠检测指标的比较 (n  = 18, mean±SD)

     
分组 时间点   腹水(mL)        AMY(U/L)       ALT(U/L)       AST(U/L)

SO组     2 0.40±0.65 1536.67±274.01       31±4.89 120.33±21.65

    6 0.42±0.67 1541.50±355.95  50.67±12.50 149.39±3.63

  12 0.38±0.60 1586.17±288.71  69.67±14.00 204.50±30.28

SAP组     2 4.17±0.68a 3490.17±465.41a 107.67±31.74ac 249.33±66.88a

    6 6.85±0.70a 4976.83±142.22ac 151.83±43.65ac 429.13±21.68ac

  12 7.63±0.76ac 5129.00±227.88ac 218.83±20.59ac 527.83±10.40ac

JHT组     2 3.92±1.43a 3401.50±703.16a   71.67±6.77a 211.50±49.32a

    6 5.92±1.36a 4385.00±232.37a 116.67±15.59a 320.63±9.50a

  12 5.35±1.38a 4177.83±284.57a 156.17±26.96a 437.67±13.48a

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  JHT组.

表  3  各组大鼠TNF-α、IL-6、ET-1的比较 (n  = 18, mean±SD)

     
分组 时间点 TNF-α(ng/L) IL-6(ng/L) ET-1(ng/L)

SO组   2 31.38±6.81 40.06±2.92  27.55±1.97

  6 34.55±3.88 52.24±5.04  48.11±1.95

12 46.10±5.07 62.18±4.94  56.10±1.54

SAP组   2 54.08±4.35a 66.76±5.08a  85.83±1.71ac

  6 72.88±4.97ac 78.65±6.92ac 124.42±5.35ac

12 97.60±11.38ac 99.78±14.92ac 180.60±5.42ac

JHT组   2 50.82±5.68a 63.21±4.92a  61.71±3.23a

  6 60.36±6.07a 65.4±2.42a 110.81±6.90a

12 82.46±3.44a 83.98±3.79a 136.00 ±9.64a

  

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  JHT组.

图  2  肝脏组织NF-κB p65免疫组化表达(×200). A: SAP组

12 h的表达; B: JHT组12 h的表达.

BA

图  3  肝脏组织中NF-κB的表达情况. 
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本量进一步观察JHT组和SAP组在死亡率方面

的差异性.
本实验采用清洁SD大鼠, 用拉细的硬膜外

导管经十二指肠乳头逆行穿入胰胆管电子微量

泵恒速注射5%牛黄胆酸钠建立SAP模型. SAP
组随着时间的延长肝脏系数逐渐升高, 说明随

着SAP病情的发展, 炎性因子和毒素作用于肝

脏组织, 使肝脏中央静脉及毛细血管扩张, 毛
细血管淤血加剧; 6、12 h时间点, JHT组与SAP
组比较, 肝脏系数有所降低, 且有统计学意义

(P <0.05), 说明金黄益胆颗粒可以降低SAP早期

肝脏系数, 减少组织水肿和渗漏. 在病理形态学

上, JHT组肝脏和胰腺组织的水肿、出血、炎细

胞浸润程度较SAP组病变明显减轻. 许多研究表

明TNF-α、IL-6参与了SAP诸多器官损伤的过

程, 是炎性细胞的代表因子. 各时间点SAP组与

SO组比较, ALT、AST、TNF-α、IL-6均明显升

高, 说明SAP时早期肝脏已受到损伤, 与邹树等

报道一致. 本实验证实, 6 h和12 h 时间点JHT组
与SAP组比较TNF-α、IL-6的水平明显降低, 说
明金黄益胆颗粒在改善SAP早期肝脏损伤起着

一定的保护作用.
内皮素(endothelin, ET)是由内皮素前体原

(prepro ET)水解而成的、由21个氨基酸组成的

多肽. 血液中的ET主要为ET-1. ET-1是强烈的缩

血管物质, 参与了SAP微循环障碍的发生, 其作

用机制包括血管收缩、缺血-再灌注损伤、毛细

血管通透性增加、血液流变学改变、影响白细

胞-内皮细胞相互作用等多个方面, 对微循环起

着重要的作用. 研究发现在急性胰腺炎早期就

存在胰腺血液循环障碍, 缺血缺氧刺激内皮细

胞前ET原基因表达, ET mRNA表达上调从而导

致ET合成增加, 加重组织微循环障碍[8]. 研究表

明, 活血化淤的中药制剂可以改善急性胰腺炎

动物模型血清ET-1浓度, 降低组织的损伤程度[9]. 
本研究表明, SAP组和JHT组ET-1水平在2、6、
12 h较SO组明显为高, JHT组较SAP组显著降低, 
病理镜下可见肝脏和胰腺组织的水肿程度和红

细胞渗漏均减少, 说明金黄益胆颗粒可以减缓

血管收缩, 缓解组织缺氧和代谢障碍, 降低毛细

血管渗漏, 从一定程度上改善了损伤组织的微

循环障碍.
NF-κB是一种具有多向转录调节作用的蛋

白, p50/p65异源二聚体是NF-κB活化的最常见

形式. 当机体受到损伤及病原微生物入侵时, 血
管及免疫系统迅速作出反应, NF-κB被激活, 然

后进入细胞核, 与其靶基因上的启动子或增强

子结合而调节基因转录, 激活与细胞应激相关

的基因和炎症早期反应基因, 产生大量的包括

TNF-α、IL-1等炎症因子.炎症介质在SAP发
生、发展中起重要作用, 因此研究如何抑制NF-
κB的活性, 减少促炎因子的表达, 从而减轻组织

损伤和炎症反应以改善SAP的预后具有重要意

义. 有报道证实, 通过阻断NF-κB的活化, 可以

减轻急性胰腺炎的重型化[10]. 先前研究显示, 用
N-乙酰半胱氨(N-acetylcysteine, NAC)抑制胰腺

NF-κB活性, 能显著减少胰腺炎症细胞浸润, 降
低TNF-α、IL-6等细胞因子基因表达[11]; 同时

研究发现NAC能抑制肝脏NF-κB活性及iNOS 
mRNA 的表达, 降低ALT、AST的水平, 对肝损

伤有一定的保护作用[12], 说明NF-κB在SAP发
生与发展中发挥着及其重要作用. 本研究证实, 
SAP组NF-κB的活性表达高于SO组, JHT组NF-
κB的活性表达较SAP组明显下降, 差异有统计

学意义(P <0.05). 可见金黄益胆颗粒在SAP早期

对肝脏NF-κB的活性表达有一定的抑制作用.
金黄益胆颗粒(原胆胰和胃冲剂)根据肝胆

胰胃十二指肠疾病间的少阳之邪、阳明之实, 
以大柴胡汤为基础, 由柴胡、大黄、黄连、黄

芩、枳壳、香附、木香、郁金、金钱草、陈皮

及元胡11味中药组方组成, 具有疏肝理气、通里

攻下、清热利胆、健脾和胃、活血化瘀等综合

功效[13]. 研究发现金黄益胆颗粒可以增强肠黏膜

对氧自由基的清除能力, 提高肠黏膜的免疫力; 
同时调控炎症介质的释放、降低肺毛细血管通

透性, 对SAP早期小肠黏膜的损伤和肺损伤有

保护作用[14,15]. 本实验显示, SAP时ALT、AST、
TNF-α、IL-6、ET-1、NF-κB的活性表达均明显

高于SO组(P <0.05), 在6、12 h JHT组上述指标均

显著下降(P <0.05). ALT、AST、TNF-α、IL-6表
达水平的下降表明金黄益胆颗粒可以一定程度

改善SAP的肝脏损伤. ET-1在SAP组明显升高与

肝脏损伤导致微循环障碍有关, 肝脏系数及ET-1
降低表明金黄益胆颗粒可能改善了肝脏的微循

环和毛细血管通透性.
总之, 金黄益胆颗粒可以一定程度的改善大

鼠重症胰腺炎肝脏的损伤, 改善微循环, 其对大

鼠重症急性胰腺炎肝损伤的保护作用机制可能

与抑制NF-κB的活性进而下调TNF-α、IL-6的表

达有关. 而关于金黄益胆颗粒抑制肝损伤的具

体机制还有待于进一步研究.

■应用要点
目前, 单一的应用
生长抑素等制剂
已不能满足SAP
的治疗及预后, 中
西医结合治疗急
性胰腺炎在临床
上有着一定的应
用前景. 
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表达大鼠IL-2、B7-1基因CBRH7919细胞的建立
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
是全球最常见的
恶性肿瘤之一, 具
有极高的发病率
和肿瘤相关死亡
率. 随着分子生物
技术的迅速发展
和对肿瘤发生分
子机制的深入研
究, 生物免疫治疗
已经成为肝细胞
癌综合治疗的重
要组成方法. 肿瘤
细胞疫苗是将完
整的肿瘤细胞经
物理或化学方法
处理及基因修饰
后接种于患者, 进
入患者体内的肿
瘤细胞表面相关
或特异性抗原可
诱导产生抗肿瘤
免疫反应. 

史瑶平, 郭燕, 李鹤平, 沈俊杰, 杨建勇, 中山大学附属第一
医院放射科 广东省广州市 510080
国家自然科学基金面上资助项目, No. 30600156, No. 
81071247, No. 30870692
作者贡献分布: 史瑶平与杨建勇对此文所作贡献均等; 此项研究
经费由杨建勇与李鹤平提供; 课题由杨建勇、郭燕、李鹤平及
史瑶平设计; 研究过程由史瑶平与沈俊杰操作完成; 数据分析及
论文撰写由史瑶平完成; 郭燕、李鹤平及杨建勇提供指导.
通讯作者: 杨建勇, 教授, 510080, 广东省广州市, 中山大学附属
第一医院放射科. cjr.yangjianyong@vip.163.com
收稿日期: 2011-04-27   修回日期: 2011-06-21
接受日期: 2011-06-28   在线出版日期: 2011-09-08

Establishment of a CBRH7919 
cell line expressing rat IL-2 
and B7-1

Yao-Ping Shi, Yan Guo, He-Ping Li, Jun-Jie Shen, 
Jian-Yong Yang

Yao-Ping Shi, Yan Guo, He-Ping Li, Jun-Jie Shen, Jian-
Yong Yang, Department of Radiology, the First Affiliated 
Hospital of Sun Yat-sen University, Guangzhou 510080, 
Guangdong Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, Nos. 30600156, 81071247 and 30870692
Correspondence to: Professor Jian-Yong Yang, Depart-
ment of Radiology, the First Affiliated Hospital of Sun Yat-
sen University, Guangzhou 510080, Guangdong Province, 
China. cjr. yangjianyong@vip.163.com
Received: 2011-04-27    Revised: 2011-06-21 
Accepted: 2011-06-28    Published online: 2011-09-08

Abstract
AIM: To es tab l i sh a CBRH7919 ce l l l ine 
CBRH7919 expressing rat IL-2 and B7-1 genes 
and to examine their ability to express the IL-2 
and B7-1 genes in vitro.

METHODS: The IL-2 and B7-1 genes were am-
plified by RT-PCR and subcloned into retroviral 
vectors pBaBe-puro and pMSCV-neo, respec-
tively, to obtain the recombinant retroviral vec-
tors pBaBe-puro-IL-2 and pMSCV-neo-B7-1. The 
recombinant plasmids were then transfected into 
the 293FT packaging cells. The obtained infec-
tious viruses were used to infect the CBRH7919 
cell line, and puro/G418-resistant clones were 
acquired after puro/G418 selection. The expres-
sion of IL-2 and B7-1 was detected using Q-PCR, 
Western blot and ELISA.

RESULTS: The rat IL-2 and B7-1 genes were 
successfully amplified by RT-PCR, and the 
recombinant plasmids pBaBe-puro-IL-2 and 
pMSCV-neo-B7-1 were successfully constructed 
and verified by direct sequencing. A CBRH7919 
cell line (CBRH7919/IL-2/B7-1) expressing rat 
IL-2 and B7-1 was established. Q-PCR analysis 
showed that the expression levels of IL-2 and 
B7-1 mRNAs in CBRH-7919/IL-2/B7-1 cells 
were 4.15 and 17.04 times higher than those 
in CBRH-7919-pmscv-neo cells. Western blot 
analysis showed that the expression level of B7-1 
protein in CBRH-7919/IL-2/B7-1 cells was 3 
times more than that in unmodified cells, while 
ELISA showed that expression level of IL-2 was 
190 times more than that in unmodified cells.

CONCLUSION: A CBRH7919 cell line stably and 
effectively expressing rat IL-2 and B7-1 genes 
was obtained and provides a good basis for fur-
ther research of immuno-gene therapy of liver 
cancer.

Key Words: Interleukin-2; B7-1; CBRH7919; Pri-
mary liver cancer

Shi YP, Guo Y, Li HP, Shen JJ, Yang JY. Establishment of 
a CBRH7919 cell line expressing rat IL-2 and B7-1. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(25): 2660-2663

摘要
目的: 研究携带大鼠IL-2、B7-1目的基因的
CBRH7919细胞(即CBRH7919/IL-2/B7-1)体外
表达目的基因的能力.

方法: RT-PCR扩增Wistar大鼠IL-2、B7-1目
的基因 ,  分别克隆至重组逆转录病毒载体
pBaBe-puro及pMSCV-neo, 构建逆转录病毒载
体pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1, 重组
质粒转染病毒包装细胞293FT(胚胎肾细胞), 
产生病毒后感染CBRH-7919, 用抗生素puro/
G418筛选出细胞抗性克隆, 并用RT-QPCR、
Western blot及ELISA实验证实抗性细胞在转
录水平和蛋白水平IL-2、B7-1的表达情况.

结果: 用RT-PCR方法成功扩增了Wistar大鼠

■同行评议者
胡国信 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院感染内科
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■相关报道
葛宁灵等报道了
IL-2和B7-l基因
联合修饰的Hep6-
IL2/B7肝癌瘤苗
能有效激活小鼠
体内的细胞毒性
淋 巴 细 胞 ,  并 能
对亲代肿瘤细胞
产生明显的特异
性杀伤作用 .  Al-
exander Buchner
等用CD80和IL-2
基因联合修饰的
RCC-26 /CD80 /
IL-2疫苗治疗晚
期转移性肾癌患
者, 证实大部分病
人能够产生针对
肿瘤相关抗原的
免疫学反应. 

IL-2及B7-1目的基因, 经测序结果证实成功
构建了pBaBe-puro- IL-2及pMSCV-neo-B7-1
重 组 质 粒 .  利 用 该 重 组 质 粒 成 功 构 建 了
CBRH7919/IL-2/B7-1细胞系, 实时荧光定量
PCR检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1细
胞中I L-2和B7-1基因的平均表达量分别是
CBRH-7919-pmscv-neo的4.153倍和17.040倍; 
West blot检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1
细胞B7-1表达是无基因修饰CBRH7919的3倍; 
ELISA法检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1
细胞IL-2表达量是无基因修饰CBRH7919的
190余倍. 

结论: 成功建立了稳定高效表达大鼠IL-2、
B7-1的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞系,为下一步
开展研究肝癌免疫基因治疗奠定了基础. 

关键词: 白介素2; B7-1; CBRH7919; 原发性肝癌 
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0  引言

恶性肿瘤是威胁人类健康和生命的主要疾病之

一, 手术、放疗和化疗是肿瘤治疗的三大常规

手段, 随着分子生物技术的迅速发展和对肿瘤

发生分子机制的深入研究, 生物免疫治疗已经

成为肿瘤综合治疗的第4种模式. 机体对肿瘤细

胞的免疫排斥主要依赖于T细胞产生的细胞免

疫反应[1], T淋巴细胞的激活需要两类信号: 一
类是传统的特异的抗原递呈信号; 另一类是非

抗原特异的, 非MHC限制的共刺激信号[2]. 将细

胞因子基因和(或)共刺激分子基因导入肿瘤细

胞, 造成肿瘤微环境中细胞因子高表达, MHC
等抗原分子表达增加, 肿瘤细胞免疫原性增强, 
能有效激活肿瘤特异性免疫反应[3,4]. 本研究构

建携带大鼠IL-2、B7-1目的基因的逆转录病毒, 
通过病毒感染特定的大鼠CBRH 7919肝癌细

胞, 建立稳定高效表达IL-2、B7-1基因的细胞系

CBRH7919/IL-2/B7-1, 为进一步研究IL-2、B7-1
的功能及为下一步开展研究肝癌免疫基因治疗

奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 逆转录病毒载体质粒pBaBe-puro、pM-
SCV-neo(Biovector Science Lab); DH5α感受态细

胞(广州博川生物科技有限公司); 293FT(Sigma, 
Cat no. H9268); 引物合成(Invitrogen公司); 各种

限制性内切酶(NEB公司); PrimeSTAR HS DNA
聚合酶、T4 DNA ligase、DNA聚合酶(TaKaRa
公司); 质粒提取试剂盒、DNA凝胶纯化试剂

盒、DNA产物纯化试剂盒(Tiangen公司); β-actin
一抗(博士德); B7-1一抗(Santa Cruz). 胎牛血

清、DMEM高糖培养基(Gibco公司); 嘌呤霉

素、硫酸新霉素(MD公司). 
1.2 方法

1.2.1 大鼠IL-2及B7-1基因扩增: 以Wistar大鼠

cDNA为模板, 通过PCR扩增出IL-2及B7-1基
因. 根据NCBI上已经提交的IL-2及B7-1基因序

列设计引物, IL-2基因可用Bam HⅠ和Eco RⅠ

进行酶切, B7-1基因可用Eco RⅠ和BglⅡ进行

酶切. 引物序列为: IL-2-F: 5'CGGGATCCAT-
GTACAGCATGCAGCTCG3', IL-2-R: 5'CCG-
GAATTCTTACTGAGTCATTGTTGAGAT3'; 
B7-1-F: 5'GCCGAATTCATGGCTTACAGTT-
GCCAGCT3', B7-1-R: 5'GCCAGATCTTCAAA-
CAGTCTGTTCGGCTG3'. 
1.2.2 构建pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1
重组载体: 用琼脂糖凝胶D N A回收试剂盒从

PCR产物中回收目的基因片段. 把IL-2基因的

胶回收产物和pBaBb-puro载体分别用Eco RⅠ

和Bam HⅠ进行酶切, B7基因的胶回收产物和

pMSCV-neo载体分别用Eco RⅠ和BglⅡ进行酶

切, 酶切产物均用天根生化的PCR产物纯化试剂

盒进行纯化回收, 用TaKaRa的T4 DNA连接酶, 
16℃连接过夜; 连接体系中PCR纯化产物和载体

的摩尔比采用3∶1到8∶1的连接比例, 以此来

调整连接体系中的PCR纯化产物所加的体积, 来
优化连接体系. 将连接产物转化大肠杆菌DH5α, 
经菌落PCR筛选出阳性克隆后送公司测序. 
1.2.3 重组逆转录病毒原液的制备: 磷酸钙转染

法将pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7-1转染病

毒包装细胞293FT(胚胎肾细胞). 转染48 h后收

集病毒上清液, 0.45 μm微孔滤膜过滤去除细胞

及细胞碎屑, 此即病毒原液, 等份分装, 置-80 ℃
冰箱保存备用. 
1.2.4 表达大鼠IL-2及B7-1 CBRH7919细胞的建

立: 将上述感染性病毒颗粒感染CBRH7919细
胞, 37 ℃孵育3 h, 吸弃上清液, 换新病毒上清孵

育3 h, 重复2次. 48 h后, 用抗生素puro/G418(0.5 
mg/L)筛选获得阳性细胞, 将该细胞系命名为

CBRH7919/IL-2/B7-1细胞. 
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■应用要点
本 实 验 所 建 立
的 I L - 2 、 B 7 - 1
双 基 因 修 饰 的
CBRH7919/IL-2/
B7-1细胞, 能广泛
用于Wista r大鼠
移植性肝癌模型
(CBRH7919)的免
疫治疗研究, 而此
模型相对于目前
广泛应用的其他
模型而言能更好
地模型人原发性
肝癌的特性, 故可
以为肝癌基因免
疫治疗提供实验
基础.

1.2.5 CBRH7919/IL-2/B7-1细胞的体外鉴定: 实
时荧光定量PCR的方法, 采用Sybrgreen染料法, 
以β-actin为内参基因, 对于空载组和CBRH7919/
IL-2/B7-1细胞中IL-2、B7-1基因的表达量进行

检测; ELISA法分别检测CBRH7919、空载组及

CBRH7919/IL-2/B7-1细胞上清液中IL-2含量; 
Western blot法分别检测CBRH7919、空载组及

CBRH7919/IL-2/B7-1细胞中B7-1含量. 

2  结果

2.1 重组载体pBaBe-puro-IL-2及pMSCV-neo-B7
的构建 利用Wistar大鼠成功扩增出IL-2及B7-1
目的基因; 将目的基因分别克隆至重组逆转录

病毒载体pBaBe-puro及pMSCV-neo构建了重组

载体pBaBe-puro- IL-2及pMSCV-neo- B7-1, 将重

组载体分别转化大肠杆菌DH5α, 经菌落PCR鉴
定后挑取的阳性克隆测序结果证实pBaBe-puro- 
IL-2及pMSCV-neo- B7载体构建成功. 
2.2 表达大鼠IL-2和B7-1基因CBRH7919细胞

的体外鉴定 实时荧光定量PCR检测结果显示

CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞中IL-2和B7-1基因

的平均表达量为4.15和17.04, 分别是CBRH-
7919-pmscv-neo的4.15倍和17.04倍; Western blot
检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞B7-1表
达是无基因修饰CBRH7919的3倍(图1); ELISA法

检测结果显示CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞IL-2表
达量是无基因修饰CBRH7919的190余倍(表1). 

3  讨论

在肿瘤的发生过程中, 虽然机体具有严密的免

疫监视机制, 但恶变的肿瘤细胞自身存在免疫

原性减弱、MHC分子表达下调或异常, 共刺激

分子B7等缺失等因素, 因此, 在某些情况下他们

有可能通过多种机制逃避机体的免疫监视, 从

而导致肿瘤的发生[5]. 
IL-2是由T淋巴细胞或NK 细胞分泌产生的

一种重要的细胞因子, 能够促进T细胞的增殖、

活化, 并刺激MHCⅡ类抗原等多种细胞表面分

子的表达和多种细胞因子的产生, 从而增强疫

苗免疫效果并发挥佐剂作用[6]. B7-1作为共刺激

分子, 在T细胞的活化中发挥重要的第二刺激信

号的作用[1], 由于绝大多数肿瘤不表达或低表达

B7-1分子, 导致癌细胞逃避机体免疫监视, 因而

机体免疫系统无法识别并有效杀伤[7], 缺乏了

共刺激信号, 体内的T淋巴细胞将不可能对肿瘤

等抗原产生有效的反应进而出现免疫耐受, 机
体也就易于形成肿瘤[8]. B7-1基因在肿瘤细胞中

的表达能够增强肿瘤细胞的免疫原性, 激活T淋
巴细胞产生有效的抗肿瘤效应. Ge等[9]报道了

IL-2和B7-l基因联合修饰的Hep6-IL2/B7肝癌瘤

苗能有效激活小鼠体内的细胞毒性淋巴细胞, 
并能对亲代肿瘤细胞产生明显的特异性杀伤作

用. Buchner等[10]用CD80和IL-2基因联合修饰的

RCC-26/CD80/IL-2疫苗治疗晚期转移性肾癌患

者, 证实大部分病人能够产生针对肿瘤相关抗

原的免疫学反应. 
本实验采用来源于Wistar大鼠的原发性肝

癌细胞CBRH7919, 利用逆转录病毒的整合特

性, 由逆转录病毒载体介导的pBaBe-puro-IL-2
及pMSCV-neo-B7-1转移到CBRH7919细胞, 筛

表  1  ELISA法检测肿瘤细胞IL-2含量 (ng/L)

     
分组 样品浓度    A450 蛋白含量        平均

CBRH7919细胞  0.068 0.019   0.6837   0.304933

 0.068 0.019   0.6837

 0.067 0.018 -0.4526

空载组  0.066 0.017 -1.5889 -0.07383

 0.068 0.019   0.6837

 0.068 0.019   0.6837

CBRH7919/IL-2/B7-1  0.119 0.070 58.635 59.01377

 0.121 0.072 60.9076

 0.118 0.069 57.4987

图  1  Western blot检测CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞中
B7-1基因表达产物. C: CBRH7919细胞; V: 空载组; OE: 

CBRH7919/IL-2/B7-1.

C                  V                  OE

B7-1

b-actin
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■同行评价
本文的科学性、
创新性和可读性
基本能反映肿瘤
免疫治疗基础研
究的先进水平.

选阳性克隆, 通过RT-QPCR、Western blot及
ELISA等方法分别从mRNA和蛋白质水平上检

测了IL-2、B7-1的表达情况. 以上结果提示与正

常CBRH7919细胞相比, CBRH7919/IL-2/B7-1细
胞在转录水平和蛋白水平IL-2和B7-1的表达均

有明显的提高, 表明成功建立了高效表达IL-2、
B7-1的大鼠CBRH-7919/IL-2/B7-1细胞. 

CBRH-7919细胞为二乙基亚硝胺诱发Wi-
star大鼠所得的甲胎蛋白阳性的原发性肝癌细

胞[11], 已有报道利用CBRH7919细胞建立Wistar
大鼠移植性肝癌模型并进行相关研究[12-15]. 由
CBRH7919细胞建立的原位移植性肝癌模型相

比Walker-256原位肝癌模型能更好地模仿人原

发性肝癌的特性, 相比小鼠或裸鼠肝癌模型可

进行更广泛的研究, 如肝动脉插管局部给药等

介入治疗领域的研究. 故本实验采用CBRH7919
细胞为研究对象 ,  成功建立了高效表达大鼠

IL-2、B7-1的CBRH7919/IL-2/B7-1细胞, 为进一

步研究IL-2、B7-1的功能及下一步开展研究肝

癌免疫基因治疗奠定了基础. 
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■背景资料
反流性食管炎在
西 方 国 家 较 常
见. 在我国北京、
上海两地流行病
学 调 查 结 果 提
示 ,  RE发病率为
1.92%, 明显低于
西方国家, 但随着
人民生活水平的
不断提高, 现代生
活节奏加快, 饮食
结构的改变 ,  RE 
在中国的发病率
呈上升趋势.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of Jiangni 
decoction on reflux esophagitis (RE).

METHODS: One hundred and fifty patients with 
RE were divided randomly into three groups: a 
control group and two test groups. The control 
group received omeprazole only, while the two 
test groups received Jiangni decoction and Jiang-
ni decoction plus omeprazole, respectively. The 
treatment lasted for 8 weeks. Immediately and 
half a year after treatment, RE was evaluated us-
ing the GERDQ tool and gastroscopy .  

RESULTS: After 8 weeks of treatment, all three 
groups showed significant improvement, but 

there were no significant differences in the im-
provement rates between the two treatment 
groups and between the treatment groups and 
control group in terms of GERDQ score and en-
doscopic signs (all P > 0.01). However, a signifi-
cant difference was noted in the recurrence rate 
between the treatment groups and control group 
(all P < 0.01) though there was no significant dif-
ference between the two treatment groups (all P 
> 0.01).

CONCLUSION: Jiangni decoction has similar 
therapeutic effect to omeprazole in RE patients 
but is associated with a lower recurrence rate.

Key Words: Jiangni decoction; Chinese medicine; 
Reflux esophagitis; GerdQ questionnaire

Chen YQ, Liu WL, Li XL. Treatment of reflux esophagitis 
with Jiangni decoction: an analysis of 150 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(25): 2664-2667

摘要
目的: 观察降逆汤治疗反流性食管炎(ref lux 
esophagitis, RE)的疗效及复发情况. 

方法: 将150例RE患者随机分为三组: 实验1
组给予降逆汤治疗; 实验2组为降逆汤联合奥
美拉唑治疗; 对照组给予奥美拉唑治疗. 疗
程8 wk, 治疗后及停药半年后计算症状积分
(GERDQ)及胃镜检查, 进行疗效评价. 

结果: 8 wk治疗后各组均明显好转, 但实验1
组, 实验2组分别与对照组比较, 实验1组与实
验2组比较, 其GERDQ评分及内镜分级均无明
显差异(P >0.01). 半年后复发率: 实验1组, 实
验2组与对照组比较, GERDQ评分及内镜分
级均有明显差异(P <0.01); 实验1组与实验2组
之间的GERDQ评分及内镜分级无明显差异
(P >0.01). 

结论: 单纯服用中药降逆汤治疗RE与奥美拉
唑治疗以及降逆汤联合奥美拉唑治疗具有相
似的好转率, 而单纯服用中药降逆汤以及降逆
汤联合奥美拉唑治疗有更低的半年复发率. 

■同行评议者
任超世 ,  研究员 , 
中国医学科学院
生物医学工程研
究所
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■研发前沿
国内外研究表明, 
RE是一种慢性和
复发性疾病, 其内
科治疗目的是减
轻或消除胃食管
反流的症状、预
防并发症、防止
复发. 但是西医传
统方案以PPI治疗
结束后复发率较
高, 近年来国内众
多学者根据祖国
医 学 的 理 论 ,  对
RE的病因病机、
辨证治疗及实验
研究等均作了较
深入的研究, 使用
中医药治疗RE的
研究有较大进展, 
取得了一定的治
疗效果.

关键词: 降逆汤; 中医药; 反流性食管炎; GERDQ

量表
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是由胃和

(或)十二指肠内容物, 特别是酸性胃液和胆汁反

流至食管, 引起食管黏膜炎症、糜烂、溃疡所

致[1]. 是一种常见的消化系动力障碍性疾病. 国
内外研究表明, RE是一种慢性和复发性疾病, 其
内科治疗目的是减轻或消除胃食管反流的症

状、预防并发症、防止复发[2]. 但是西医传统方

案以PPI治疗结束后复发率较高, 据文献报道, 
其2 mo为50%, 6 mo为82%, 年累计复发率可达

75%-85%. 因此以往的治疗通常需要在食管炎

病损愈合以后维持治疗半年, 症状严重的甚至1
年以上[3]. 近年来国内众多学者根据祖国医学的

理论, 对RE的病因病机、辨证治疗及实验研究

等均作了较深入的研究, 使用中医药治疗RE的
研究有较大进展, 取得了一定的治疗效果[4]. 

降逆汤系南京市中西医结合医院年治疗反

流性食管炎之经验总结方剂, 组方如下: 黄连; 
吴茱萸; 竹茹; 枳壳; 煅乌贼骨; 大贝母; 白芨等. 
据近年门诊治疗RE患者及回访情况表明, 服用

降逆汤治疗或服用该汤剂同时联合西医药物治

疗的RE患者, 停药后的复发率明显降低, 故推想

此方用于治疗RE患者的疗效及降低远期复发率

优于西药方案. 本研究以经电子胃镜和GERDQ
确诊RE者为研究对象, 观察降逆汤与奥美拉唑

治疗RE的疗效及复发情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2010-04/2010-12在南京市中西医

结合医院就诊的RE患者150例, 男63例, 女87例, 
年龄18-65(平均52.6±12.3)岁. 其中初诊患者27
例, 不规则治疗者48例, 治疗后复发者75例. 所
有对象均在入选前5 d经内镜检查确诊为R E. 
将受试者随机分为3组, 每组50例, 各组患者性

别、年龄、病程无显著差异. 
1.2 方法

1.2.1诊断标准: (1)本研究采用的胃食管反流病

诊断问卷(GERDQ)[5]是由Dent、Vakil等国际知

名消化专家负责的DIAMDND研究结果, 是目

前国内公认的主要针对胃食管反流病(GERD)

的诊断筛查工具. 该问卷把GERD的典型症状

归纳成六个表现, 分为A、B、C三项内容, 包括

A: 胸骨后烧灼感、反食; B: 上腹部疼痛、恶心; 
C: 症状所致睡眠障碍、药物治疗过程中需加服

药物, 设计成6个问题, 根据症状发生的频率分

为4个等级, 评分0-3分, 可以确定GERD诊断、

评估GERD患者生活质量、监测GERD治疗效

果, 对GERD有较高的诊断价值, 可监测治疗效

果及评估生活质量的变化. 诊断标准: 初诊患者: 
A+B+C总分≥8分, 提示GERD诊断. C项评分≥

3分, 提示GERD影响生活质量. 复诊患者:  A与C
任一项评分≤1分, 提示治疗有效. A与C任一项

评分≥2分, 提示治疗方案需调整. 
(2)根据中华医学会消化内镜学分会制定的

《反流性食管炎诊断及治疗指南(2003 年)》, 分
级Ⅰa-Ⅲ级. 同时具有以下反流性食管炎典型症

状之一: 烧心、反流. 
1.2.2 排除标准: 妊娠和哺乳期妇女; 消化性溃

疡; 癌性溃疡和未能排斥癌变可能的溃疡(中重

度异常增生者要排除); 有明确的降低胃酸手术

史或食管或胃手术史; 食管或胃底静脉曲张; 卓
-艾综合征; 有严重并发症, 如食管狭窄或Bar-
rett’s食管; 有消化系其他严重疾病, 如克罗恩

病、溃疡性结肠炎等; 有严重的心、肝、肺、

肾、血液、内分泌系统疾病; 入选前4周内服用

抑酸剂和其他影响胃肠道功能的药物; 需长期

服用降低LES张力或影响胃肠动力的药物. 
1.2.3 治疗方法: 对照组: 奥美拉唑 20 mg 2次/d, 
口服; 实验1组: 降逆汤 2次/d, 口服; 实验2组: 降
逆汤2次/d, 联合奥美拉唑 20 mg, 2次/d, 口服; 
疗程8 wk, 三组受试者均以完成一般治疗为前

提, 包括改变体位; 戒除烟酒; 调整饮食; 控制体

质量. 其中降逆汤汤剂使用统一的中药煎药机

制备. 
1.2.4 观察项目及疗效标准: 治疗8 wk后复查电

子胃镜观察记录食管黏膜炎症分级变化, 分级

程度减轻者记录为好转. 同时, 再次予以记录

GERDQ量表测评, A+C≤1者记录为好转. 根据

胃镜检查结果, 脱落需要继续治疗及调整治疗

方案者, 余受试者停药半年后复查电子胃镜观

察记录食管黏膜炎症分级变化, 可分级诊断者

记录为复发. 同时, 再次予以记录GERDQ量表测

评, A+B+C≥8者记录为复发. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件包进行

统计处理, 对组间GERDQ评分、内镜分级好转

率及半年后复发率进行统计学分析, 三组间率

■创新盘点
利用中药的疗效
单一或联合西医
治疗RE, 提高治疗
效果, 降低复发率, 
同时降低治疗成
本, 减少长期服药
的不良反应, 提高
患者治疗依从性.
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■应用要点
利用中药的疗效
单一或联合西医
治疗RE, 提高治疗
效果, 降低复发率. 
随着人民生活水
平的不断提高, 现
代生活节奏加快, 
饮食结构的改变, 
RE 在中国的发病
率呈上升趋势. 利
用中药的疗效单
一或联合西医治
疗RE, 疗效可靠, 
复发率低, 应用简
单, 有着良好的临
床应用前景.

的比较采用卡方检验, 频数小于5时校正卡方值, 
P<0.05认为差异有统计学意义. 再进行两组间率

的比较, 采用卡方检验, 频数小于5时校正卡方

值, P<0.01认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 疗效评价 对照组GERDQ评分好转44例, 内
镜分级好转48例; 实验1组GERDQ评分好转43
例, 内镜分级好转45例; 实验2组GERDQ评分好

转49例, 内镜分级好转50例; 实验1组与对照组

疗效比较GERDQ评分及内镜分级均无明显差异

(P >0.01); 实验2组与对照组疗效比较GERDQ评

分及内镜分级均无明显差异(P >0.01); 实验1组
与实验2组疗效比较GERDQ评分及内镜分级均

无明显差异(P >0.01, 表1) 
2.2 复发率比较 对照组脱落需要继续治疗及调

整治疗方案者7例, 43例受试者中GERDQ评分

复发36例, 内镜分级复发35例; 实验1组同因脱

落9例, 41例受试者中GERDQ评分复发7例, 内
镜分级复发6例; 实验2组同因脱落3例, GERDQ
评分复发3例, 内镜分级复发3例. 三组受试者经

脱落后均符合: GERDQ评分A+B+C<8分; A与C
任何一项评分≤1分; 内镜分级0级. 达到停药标

准. 各组间无显著差异. 实验1组与对照组比较

GERDQ评分及内镜分级均有明显差异(P<0.01); 
实验2组与对照组比较GERDQ评分及内镜分级

均有明显差异(P <0.01); 实验1组与实验2组比较

GERDQ评分及内镜分级均无明显差异(P >0.01, 
表2).

3  讨论

反流性食管炎在西方国家较常见 .  在我国北

京、上海两地流行病学调查结果提示, RE发病

率为1.92%[6], 明显低于西方国家, 但随着人民生

活水平的不断提高, 现代生活节奏加快, 饮食结

构的改变, RE 在中国的发病率呈上升趋势[7]. RE
的主要病因和机制为抗反流防御功能下降和反

流物对食管黏膜的攻击增强: 抗反流屏障功能

降低; 食管酸廓清能力降低; 食管黏膜屏障破坏; 
胃十二指肠功能异常. 主要治疗原则是抑制胃

酸、抗反流、增强食管防御机能.
祖国医学中R E可归于“胸痛”、“吐

酸”、“胃脘痛”、“噎嗝”等病证范畴. 其
中医辨证分型国内尚无统一标准, 因此临床分

型论治较混乱. 不论是哪种病因最终均导致脾

虚肝郁, 胃气上逆、升降失司的共同病机, 从而

产生反胃烧心、返酸呃逆、胸膈阻闷之证候. 
病位在胃, 与肝、脾有关. 治以疏肝理气, 和胃

降逆. 
降逆汤系南京医科大学第一附属医院根据

多年方剂治疗经验, 结合多味中药的降逆、清

火、制酸、护膜等机制, 新近组合的用于治疗

反流性食管炎的经验方剂. 方中黄连苦寒, 泻心

清火; 吴茱萸辛热, 行气解郁, 又能引热下行, 以
为反佐. 一寒一热, 寒者正治, 热者从治. 竹茹清

热降逆止呕, 枳壳疏肝理气, 升降相因有助于气

血运行. 乌贼骨、大贝母制酸和胃止痛; 白芨

降逆止呕, 收敛消肿. 全方有疏肝理气、和胃降

逆、辛开苦降、抑酸止痛之功.
现代药理研究表明, 黄连具有抗菌、抗病毒

及解痉、调整胃肠平滑肌收缩等功能[8], 吴茱萸

中所含的吴茱萸苦素为苦味质, 有苦味健胃作用, 
其所含的挥发油又具有芳香健胃作用[9,10]. 乌贼骨

所含的胶质成分可在糜烂或溃疡面形成保护膜, 
有利于食管黏膜的修复和溃疡面的愈合[11], 白芨

降逆止呕, 收敛消肿, 抑菌止血, 具有高度黏性, 
含有胶体状成分, 能在受损黏膜表面形成一层保

护膜, 可防护黏膜受损[12,13], 与乌贼骨配合, 可使

药液黏滞, 覆于黏膜,增强屏障作用[14,15]. 全方有

制酸、抗反流、增强食管防御机能.
总之, 降逆汤治疗RE的作用机制符合中西

医各自治疗领域的基本治疗原则. 根据本文试

验结果, 服用降逆汤治疗RE的好转率与西药奥

美拉唑相比, 在GERDQ评分和内镜分级评价中

均无显著差异, 而经降逆汤治疗后的复发率在

GERDQ评分和内镜分级评价中均明显低于奥美

表  1  治疗8 wk后GERDQ评分及内镜分级比较 (n  = 50)

	 GERDQ评分 内镜分级

好转 无效 好转 无效

对照组 44 6 48 2

试验1组 43 7 45 5

试验2组 49 1 50 0

表  2  停药半年后GERDQ评分及内镜分级比较

     
	

GERDQ评分 内镜分级

n 复发 未复发 复发 未复发

对照组 43 36 7 35 8

试验1组 41 7b 34b 6b 35b

试验2组 47 3b 44b 3b 44b

bP<0.01 vs  对照组.



www.wjgnet.com

陈昱倩, 等. 降逆汤治疗反流性食管炎150例								                  2667

■同行评论
本研究设计合理, 
结果可靠, 对临床
医生有较好的参
考价值. 

拉唑的结果. 在本研究中, 降逆汤联合奥美拉唑

治疗与降逆汤单剂相比并未显示更低的复发率, 
提示奥美拉唑在防止停药后的复发率方面其效

果是非常有限的. 但本研究仅为单次研究, 复发

的随访时间仅为半年, 对远期复发率的影响则

需进一步随访研究. 
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血清可溶性E钙粘蛋白与胃癌生物学行为的关系

赵 越, 周永宁, 冉俊涛, 邹邵静, 李 强, 陈兆锋

®

■背景资料
胃癌是严重威胁
人类健康的疾病, 
其发生、发展的
机制尚不十分清
楚, 目前可作为胃
癌诊断及疗效观
察、判断预后的
指标较少, 因此有
必要寻找可作为
胃癌诊断及疗效
观察, 对监测肿瘤
转移、复发、预
后具有意义的新
指标.
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Abstract 
AIM: To measure serum levels of soluble 
E-cadherin (sE-cadherin) in patients with gastric 
cancer and to evaluate the relationship of serum 
levels of sE-cadherin with tumor clinicopatho-
logical features and patient survival. 

METHODS: Peripheral blood samples were col-
lected from 127 gastric cancer patients and 31 
healthy controls from March 2003 to September 
2004. Serum levels of sE-cadherin were mea-
sured using double-antibody sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay. The clinical patho-
logical data and survive data for all patients 
were recorded.

RESULTS: Serum levels of sE-cadherin were 

significantly higher in patients with gastric can-
cer than in healthy controls (43.83 μg/L ± 15.77 
μg/L vs 17.17 μg/L ± 5.38 μg/L, P = 0.000, t = 
8.34). Serum levels of sE-cadherin were closely 
associated with tumor differentiation, depth 
of invasion and lymph node metastasis (all P 
< 0.05). Patients with lower levels of serum sE-
cadherin had significant survival advantage over 
those with higher levels of serum sE-cadherin 
(P < 0.001), and such survival advantage was 
independent of depth of invasion, lymph node 
metastasis and tumor differentiation. 

CONCLUSION: sE-cadherin may serve as a po-
tential biological marker for the diagnosis and 
prognosis of gastric cancer.

Key Words: Serum; E-cadherin; Gastric cancer; 
Clinical pathology; Survival

Zhao Y, Zhou YN, Ran JT, Zou SJ, Li Q, Chen ZF. Clinical 
significance of serum levels of soluble E-cadherin in 
patients with gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(25): 2668-2672

摘要
目的: 检测胃癌患者及健康者血清可溶性E钙
粘蛋白(sE-Cadherin)浓度; 探讨sE-Cadherin浓
度与胃癌临床病理学及生存期之间的关系. 

方法: 收集2003-03/2004-09 127例胃癌患者术
前及31例健康者外周血标本, 用酶联免疫吸附
双抗体夹心法检测sE-Cadherin浓度, 所有胃癌
患者均接受手术治疗, 收集癌组织临床病理学
数据, 并随访获得生存期. 

结果: 127 例胃癌患者 sE-Cadher in浓度为
43.83 μg/L±15.77 μg/L, 31例健康者为17.17 
μ g/L±5.38 μ g/L, 前者显著高于后者(P  = 
0.000, t  = 8.34), sE-Cadherin浓度与胃癌分
化程度、浸润深度、淋巴结转移密切相关
(P <0.05), sE-Cadherin浓度较低者具有显著的
生存优势(P <0.01), 且独立于浸润深度、淋巴
结转移及分化程度. 

结论: sE-Cadherin可作为一种新的辅助胃癌诊

■同行评议者
王小众, 教授, 福
建医科大学附属
协和医院消化内
科
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■研发前沿
黏附丧失是恶性
肿瘤细胞具备侵
袭性生长的主要
因素, E-cadherin
作为一种重要的
细 胞 黏 附 分 子 , 
已经发现与多种
恶性肿瘤的生物
学行为密切相关, 
其在恶性肿瘤中
异常表达的分子
机制已成为目前
研究热点之一. 

断, 评价病变程度及判断预后的血清学指标.

关键字: 血清; 钙粘蛋白; 胃癌; 临床病理学; 生

存期
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0  引言

黏附丧失是胃癌细胞侵袭生长的重要因素. 上
皮细胞钙黏蛋白(E-Cadherin, E-Cad)所介导的

黏附系统早已被公认为“浸润抑制系统”, 但
关于其降解片段-血清可溶性E钙粘蛋白(s E-
Cadherin)与胃癌生物学行为间的关系研究尚少

且结果不一, 本实验研究sE-Cadherin与胃癌生

物学行为的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 血清取自2003-03/2004-09兰州大学第

一医院127例经病理确诊的胃癌患者及31例健

康者(男22例, 女9例), 胃癌患者不合并其他恶

性肿瘤, 均接受手术治疗, 收集术后临床病理资

料, 男105例, 女22例, 年龄28-75(中位年龄59)岁; 
浸润局限于黏膜或黏膜下层(T1)9例、至肌层

(T2)43例、至浆膜层(T3)36例、至浆膜层以外

者(T4)39例; 无淋巴结转移59例, 淋巴转移68例; 
肿瘤低、中、高分化分别为64、41、22例. 并
随访获５年生存期. sE-Cadherin定量检测ELISA
试剂盒购自美国R&D Systems Inc, 酶标仪(Pow-
erwave X Bio-tek Instruments Inc, 美国)、微量离

心机(BECKMAN Microfuge lite, 美国)、超净水

机(MILLIPORE water purification systems, 日本)
均由兰大一院中心实验室提供.  
1.2 方法 胃癌患者及健康者基础代谢状态下采

集患者末梢静脉3mL, 即刻分离血清, -70 ℃保

存. 每份血样重复检测2次. sE-Cadherin检测采用

ELISA双抗体夹心法: 96孔板预包被E-Cadherin
特异性鼠抗人单克隆抗体, 加入20倍稀释血样

和标准品, 反应后洗涤去除未结合标本; 加入酶

标E-Cadherin特异性抗体反应后洗涤去除未反

应酶标抗体; 加入底物显色; 30 min内测定各标

本光密度值(波长450nm, 参考波长570nm); 通过

标准品曲线得出待测血样中sE-Cadherin浓度. 
统计学处理 采用SPSS15.0软件统计, sE-

Cadherin与胃癌临床病理学的关系用t检验, 与患

者生存期之间的关系用Kaplan-meier曲线分析, 
Log-rank检验. 多因素生存分析用Cox回归分析

法. 均以P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 sE-Cadherin浓度 127例胃癌患者sE-Cadherin 
浓度为43.83 µg/L±15.77 µg/L. 31例健康者sE-
Cadherin浓度为17.17 µg/L±5.38 µg/L, 胃癌患

者 sE-Cadherin浓度显著高于健康者(t  = 8.34, P  
= 0.000). 
2.2 sE-Cadherin与胃癌临床病理学的关系 sE-
Cadherin 浓度与淋巴结转移、分化程度和浸润

深度密切相关(P <0.05), 而与年龄、性别无关

(P >0.05, 表1). 
2.3 sE-Cadherin与生存分析 到随访结束时, 获
得127例患者中106例的生存期数据 ,  21例失

访, 失访率为16.54%, 所得数据中, 生存期为

2.6-57.87 mo, 平均为27.03 mo±16.42 mo, 半数

生存期为28 mo, 3年生存率为44.2%, 5年生存率

为39.6%(图1). 以sE-Cadherin浓度中位数41.04 
µg/L将106例分为低浓度组和高浓度组, 每组各

53例. 应用 Kaplan-Meier 生存分析显示: sE-Cad-
herin浓度(图2)与生存期密切相关(P  = 0.000), 浓
度较低组具有显著的生存优势. COX多因素生

存分析显示: sE-Cadherin浓度(图3)与生存期密

切相关(P <0.05), 并且是独立于胃癌分化程度、

浸润深度及淋巴结转移的生存预测因素. 

表  1  sE-Cadherin与胃癌临床病理特征的关系

     
病理参数     n sE-Cadherin(μg/L)   t 值   P 值

性别 0.045 0.964

    男 105   43.86±15.86

    女   22   43.69±15.69

年龄(岁) 1.864 0.065

    ≥50   87   42.71±16.10

    <50   20   49.80±12.59

浸润深度1 -7.249 0.000

    T1/T2   52   33.57±7.92

    T3/T4   75   50.95±15.96

分化程度 -2.611 0.011

    低   64   47.45±19.73

    中-高   63   40.27±9.43

淋巴结转移 -7.087 0.000

    有   68   51.46±16.3

    无   59   35.04±9.26

1因例数少, 故合并T1/T2与T3/T4.
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■创新盘点
E 钙 粘 蛋 白 所 介
导的黏附系统已
被公认为“浸润
抑制系统”, 但关
于其降解片段-血
清 可 溶 性 E 钙 粘
蛋白(sE-Cadherin)
与胃癌生物学行
为间的关系研究
尚少且结果不一, 
本实验研究了sE-
Cadherin与胃癌生
物学行为的关系. 

3  讨论

sE-Cadherin相对分子质量为80 000-84 000 Da, 
首先由D a m s k y等于1983年在人乳腺癌细胞

MCF-7无血清培养液中发现. Katayama等于1994
年首先发现癌症患者血清中也存在这个片段, 
并且较正常人水平高. sE-Cadherin一经发现就引

起了广泛关注, 试图探讨其作为一种肿瘤诊断

及预后判断的新指标. 现已发现sE-Cadherin浓
度在膀胱癌[1]、非小细胞肺癌[2]、肝癌[3]、皮肤

黑素瘤[4]、乳腺癌[5]等恶性肿瘤均明显的升高, 
我们的实验表明胃癌患者sE-Cadherin浓度明显

高于正常人, 且与胃癌的浸润深度、淋巴结转

移成正相关, 而与分化程度呈负相关. 有实验证

明, sE-Cadherin浓度与膀胱癌的临床病理学间也

有类似的关系[6], sE-Cadherin浓度还是预测胃癌

手术复发的敏感指标 [7]. 
E-Cadherin作为重要的细胞黏附分子, 存在

于上皮细胞膜上, 为Ⅰ型跨膜糖蛋白, 在建立与

保持上皮细胞极性和细胞细胞紧密连接中起到

关键的作用. 其相对分子质量为120 000 Da, 由
细胞外肽段、跨膜区和细胞内肽段构成. 其胞

外部分含5个(E-Cadherin1-E-Cadherin5)重复的

结构域(motif), 每个结构域含一个由组氨酸-精
氨酸-缬氨酸(histidine arginine valine, HAV)组
成的模体, 长度约为110个氨基酸. E-Cadherin跨
膜、胞内段主要与连接素(catenin)结合, 从而形

成完整的E-Cadherin/catenin复合体. Catenin是与

E-Cadherin关系最为密切的细胞质黏附相关蛋

白, 主要包括α、β和γ-Catenin. E-Cadherin的嗜

同性特异黏附作用主要是细胞间的E-Cadherin
的胞外段共同形成“拉链(Zipper)”结构的黏附

连接. 
健康个体无论性别和年龄 ,  代谢过程中

E-Cadherin可通过降解产生少量的sE-Cadherin, 
在血清中可微量检测. 恶性肿瘤的病理过程中, 
快速的细胞增殖和生长可引起 E-Cadherin代谢

和蛋白降解作用加快, 从而导致sE-Cadherin浓
度升高. 实验证明, 恶性肿瘤的病理过程中,  sE-
Cadherin浓度的升高常常伴随着基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)的过表达[8], 
进一步研究发现, MMPs是降解E-Cadherin蛋白

的关键分子[9], 他作用于E-Cadherin蛋白胞外段

根部, 发挥蛋白水解作用, 产生蛋白质片段(E-
Cadherin1-E-Cadherin5及 E-Cadherin5和跨膜段

胞外端之间的部分氨基酸残基, 共约含有545个
氨基酸残基), 即sE-Cadherin. MMPs家族中又以

MMP-7作用最为活跃[10]. 在体外培养的肿瘤细

胞中加入MMP-7, 培养基中出现sE-Cadherin, 并
且肿瘤细胞的浸润能力明显加强[10]. 在用博来霉

素治疗后的野生型小鼠支气管肺泡灌洗液中可

检测到sE-Cadherin, 而在同等条件下的MMP-7
基因敲除小鼠的支气管肺泡灌洗液中却检测不

到[11]. 因此证明MMP-7能以E-Cadherin为底物进

行降解, 从而破坏细胞之间的正常连接, 导致细

胞分散能力和肿瘤浸润能力增强. MMPS的调

控机制复杂, Wnt/β-catenin信息通路起着非常重

要的作用[12], β-catenin是Wnt/β-catenin信息通路

的关键因子, 他具有双重作用: 在胞膜正常表达

的β-catenin可与E-Cadherin结合形成复合体参

与介导上皮细胞黏附, 保持细胞极性, 抑制肿瘤

转移; 而进入胞质中的β-catenin如不能被及时分

解, 将在胞质、胞核中积累及异常表达. 异常表

达的β-catenin不但可以启动Wnt/β-catenin信息

通路的下游靶基因, 从而上调MMPS[13], 还可以

在细胞核内与TCF形成复合物, β-catenin/TCF复
合物可作为转录因子上调MMPs表达, 后者可降
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图  1  106例胃癌Kaplan-Meier生存曲线. 图  2  sE-Cadherin浓度与生存期的关系(P  = 0.000).
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■应用要点
寻找可作为胃癌
诊断及疗效观察, 
有助于胃癌患者
病情动态分析, 对
监测肿瘤转移、
复发、预后、指
导临床治疗具有
意义的新指标. 

解E-Cadherin蛋白[14]. TGF-β通过 TGF-β/Smad 
通路中的Smad7介导降解细胞膜上的β-catenin
并造成β-catenin在胞质中的积累[15]. 此外, MMPs
的活性增强还与MMP与组织抑制因子(tissue in-
hibitor of metalloproteinase, TIMP)之间的比例失

衡密切相关[16]. 因此, sE-Cadherin浓度增高意味

着组织E-Cadherin蛋白降解增加, 而E-Cadherin
蛋白作为重要的黏附分子与胃癌的分化、转移

及患者生存期密切相关[17]. 另外, sE-Cadherin还
有其独特的作用: 可与相邻细胞E-Cadherin胞外

段结合, 抑制细胞黏附, 并引起异常信号传导, 
进一步提高肿瘤细胞浸润转移能力[18]. 但也有

学者[19]对81例胃癌患者进行研究, 结果发现sE-
Cadherin浓度较健康者明显升高, 但是与胃癌临

床病理学仅有相互关联的趋势, 却无统计学差

异. 这可能是因为样本小导致了较大抽样误差

所致, 有待于扩大样本进一步研究. 
s E-C a d h e r i n浓度增高不仅意味着组织

E-Cadherin蛋白降解增加, 细胞黏附作用下降, 
而且还可通过与相邻细胞E-Cadherin胞外段结

合, 进一步抑制细胞黏附, 引起细胞间异常的信

号传导, 从而导致了胃癌细胞的异常分化和浸

润转移, 而这正是影响患者生存期的主要因素. 
我们对获得随访的106例应用Kaplan-Meier曲
线和Cox多元回归方法进行分析, 结果表明sE-
Cadherin是一种独立的生存预后因素, 其浓度与

生存期密切相关, 浓度较低者具有显著的生存

优势, 这与Chan等[20]的研究结果一致. 
总之, 本实验发现, 胃癌患者sE-Cadherin浓

度显著高于健康者, sE-Cadherin浓度与胃癌的

浸润深度、淋巴结转移成正相关, 而与分化程

度呈负相关, 并与患者生存期密切相关, 是独立

于浸润深度、淋巴结转移及分化程度的生存预

后因素, sE-Cadherin可作为一种新的辅助胃癌诊

断, 评价病变程度及判断预后的血清学指标. 
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■同行评价
本文对胃癌患者
血清可溶性E钙粘
蛋白进行检测, 结
果对胃癌的临床
诊断具有一定辅
助价值.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

M2-PK和HSP90α在胃癌患者血清中的表达及意义

刘志刚, 宋永春, 孙瑞芳, 雷光焰
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■背景资料
蛋白质组学技术
给临床肿瘤早期
标志物的检测带
来了划时代的革
命 .  本 研 究 小 组
前 期 实 验 已 利
用基质辅助激光
解析飞行时间质
谱技术 ( M A L D I 
-TOF MS)检测到
胃癌患者和健康
对照血清中若干
种差异表达的蛋
白质 /多肽 ,  并对
其氨基酸序列进
行 了 鉴 定 ,  我 们
选择其中鉴定出
的两个表达具有
正相关的蛋白质-
肿 瘤 型 M 2 丙 酮
酸激酶 (M2-PK)
和 热 休 克 蛋 白
90α(HSP90α)作
为本次研究对象.
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Abstract
AIM: To measure serum levels of tumor type M2 
pyruvate kinase (M2-PK) and heat shock protein 
90α (HSP90α) in patients with gastric cancer and 
to evaluate their clinical significance by compar-
ing to serum carcinoembryonic antigen (CEA).

METHODS: A total of 80 patients with gastric 
cancer and 80 controls were enrolled in this 
study. Serum levels of M2-PK and HSP90α were 
measured by ELISA, while those of CEA were 
determined by radioimmunoassay.

RESULTS: Serum levels of M2-PK, HSP90α and 

CEA were significantly higher in patients with 
gastric cancer than in controls (all P < 0.05). The 
sensitivity and specificity of detection of M2-
PK, HSP90α and CEA were 56.25% and 91.25%, 
52.50% and 92.50%, and 45.00% and 92.50% 
respectively. Compared to detection of HSP90α 
and CEA alone, detection of M2-PK had a higher 
sensitivity. The sensitivity of combined detection 
of M2-PK, HSP90α and CEA was increased to 
91.25%. Serum M2-PK was positively correlated 
with tumor size, TNM stage, invasion depth and 
lymph node metastasis (all P < 0.05). A signifi-
cant positive correlation was noted between se-
rum M2-PK and HSP90α levels in patients with 
gastric cancer.

CONCLUSION: Serum M2-PK and HSP90α can 
be used as potential markers for gastric cancer. 
There is a strong positive correlation between se-
rum M2-PK and HSP90α levels in patients with 
gastric cancer.

Key Words: Tumor type M2 pyruvate kinase; Heat 
shock protein 90α; Gastric cancer; Marker
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摘要
目的: 检测肿瘤型M2丙酮酸激酶(M2-PK)与
热休克蛋白90α(HSP90α)在胃癌患者血清中
的表达水平, 并与癌胚抗原 (CEA)进行比较, 
评估其临床应用价值. 

方法: 收集胃癌患者和健康对照血清标本各
80例, 检测血清中的M2-PK、HSP90α及CEA
的含量. 

结果: M2-PK、HSP90α和CEA在胃癌患者
血清的表达水平均显著高于对照组(P <0.05). 
M2-PK的灵敏度为56.25%, 特异度为91.25%. 
HSP90α的灵敏度为52.50%, 特异度为92.50%. 
CEA灵敏度为45.00%, 特异度为92.50%. 与
HSP90α和CEA相比, M2-PK灵敏度较高, 三

■同行评议者
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■研发前沿
近年来, 肿瘤血清
标志物的研究越
来 越 被 重 视 ,  灵
敏性和特异性较
高的肿瘤标志物
对肿瘤的诊断、
随访及预后评估
起 到 重 要 作 用 .

者联合检测的灵敏度高达91.25%. 胃癌组间
比较结果显示, M2-PK在病变大于5 cm、临
床病理晚期、肿瘤浸润深度较深和存在淋巴
结转移的情况表达水平较高, 有显著性差异
(P <0.05). 此外, Spearman相关分析显示, M2-
PK和HSP90α的在血清中的表达水平具有明
显的相关性. 

结论: M2-PK和HSP90α可以作为潜在的胃癌
血清标志物, 且M2-PK和HSP90α可能存在较
强的正相关关系, 可能对胃癌的诊断、治疗和
预后具有较高的应用价值. 

关键词: 肿瘤型丙酮酸激酶; 热休克蛋白90α; 胃

癌; 标志物
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0  引言

蛋白质组学技术给临床肿瘤早期标志物的检

测带来了划时代的革命. 本研究小组前期实验

已利用基质辅助激光解析飞行时间质谱技术

(matrix assisted laser desorption/ionization time 
of flight mass spectrometry, MALDI -TOF MS)
检测到胃癌患者和健康对照血清中若干种差

异表达的蛋白质/多肽[1], 并对其氨基酸序列进

行了鉴定, 我们选择其中鉴定出的两个表达具

有正相关的蛋白质-肿瘤型M2丙酮酸激酶(M2 
pyruvate kinase, M2-PK)和热休克蛋白90α(heat 
shock protein 90α, HSP90α)作为本次研究对

象. M2-PK是丙酮酸激酶的一种同工酶, 近年

来在胰腺癌、肺癌及结直肠癌等恶性肿瘤标志

物中的研究越来越多[2-4]. HSP90α是高度保守

的“分子伴侣”家族成员, 具有促进肿瘤的增

殖、抑制肿瘤细胞凋亡的作用[5], 已有研究发

现HSP90α在胃癌组织中高表达, 而对其在胃

癌患者血清中的表达研究较少. 目前研究表明, 
二者的表达均分别与缺氧诱导因子-1(hypoxia 
inducible factor-1, HIF-1)有关[6-8]. 因此, 本研究

检测M2-PK和HSP90α在胃癌患者血清中的表

达情况, 验证前期实验所鉴定的血清差异蛋白

结果的可靠性; 进一步检验二者的相关性; 与
CEA作比较, 并评估二者是否可以共同作为胃

癌的血清标志物, 为胃癌的早期诊断、治疗及

预后判断提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例组选取胃癌患者80例, 来自西安交

通大学第一附属医院肿瘤外科(2009-10/2010- 
05), 所有病例均无放化疗史, 其中男42例, 女38
例, 年龄33-81(平均59.15±9.8)岁. 所有患者均

经影像学、胃镜和手术确诊. 有无淋巴结转移

以手术所见和临床病理学结果为主要依据, 部
分晚期胃癌患者无手术指征者参考临床表现和

影像学检查确定. TNM分期(以美国癌症联合委

员会AJCC第六版为标准): Ⅰ期3例, Ⅱ期22例, 
Ⅲ期40例, Ⅳ期15例. 有淋巴结转移51例, 无淋

巴结转移29例. 对照组80例, 选取经体检排除胃

癌病史的正常健康人(肝功能等各项指标均正

常, 无胃肠道及其他疾病), 男40例, 女40例, 年龄

34-77(平均57.98±7.8岁). 病例组及对照组所有

个体均知情同意. 
1.2 方法 
1.2.1 样本收集: 所有研究对象均术前空腹静

脉采血3 mL, 乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝, 混匀, 
3 000 r/min 4 ℃离心10 min, 收集血清并保存于

-80 ℃冰箱待测. 
1.2.2 M2-PK和HSP90α测定: 采用双抗体夹心

酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测血清M2-PK
和HSP90α, 试剂盒均购于上海亚培生物科技有

限公司分装(原产地以色列), 严格按照试剂盒说

明书操作, 在Triturus全自动酶免疫测定仪上进

行测定. CEA采用常规放射性免疫法检测, 试剂

盒由北方免疫试剂研究所提供, 操作按说明书, 
CEA≥15 μg/L为阳性阈值. 

统计学处理 使用SPSS13.0进行统计学处

理, 一般计量资料数据描述采用mean±SD表示, 
满足正态和方差齐性的计量资料进行两独立

样本均数t检验; 采用Spearman方法进行相关分

析; 多组间比较采用单因素方差分析(One-way 
ANOVA). P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 M2-PK、HSP90α和CEA在胃癌患者血清中

的表达 
2.1.1 M2-PK、HSP90α和CEA在胃癌患者及

健康对照血清中表达水平的比较: 胃癌组M2-
PK、HSP90α和CEA的表达水平均显著高于对

照组(P <0.05, 表1). 
2.1.2 M2-PK、HSP90α和CEA单项及联合检测

在胃癌诊断中的价值: M2-PK和HSP90α的表

达水平在大多数胃癌患者中有明显上调趋势, 
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■相关报道
K u m a r等对M 2 -
P K 与 其 他 标 志
物对胃肠道肿瘤
的诊断进行Meta
分 析 发 现 ,  M 2 -
P K 对 胃 癌 、 结
直肠癌诊断的敏
感 性 高 于 传 统
的 肿 瘤 标 志 物 .

为了将胃癌组和对照组更好地加以区分, 利用

ROC曲线划定了M2-PK和HSP90α的最佳临界

值(cut-off point), 当M2-PK的最佳临界值(A值)
为16.34时, 灵敏度为56.25%, 特异度为91.25%, 
曲线下面积(AUC)为0.775; 当HSP90α的最佳临

界值(A值)为154.68时, 灵敏度为52.50%, 特异

度为92.50%, 曲线下面积(AUC)为0.720(图1, 表
2). 进一步与CEA比较显示, 胃癌患者M2-PK、

HSP90α和CEA阳性检出率均高于对照组, 差异

有显著性(P <0.05, 表3). 联合检测几个标志物的

特异度与单项检测相比差异无显著性(P >0.05), 
而灵敏度显著提高(P <0.05). 与HSP90α和CEA
相比, M2-PK对胃癌阳性检出率最高, 相应的, 灵
敏度也最高(56.25%). 多个指标联合检测显示,  
M2-PK和CEA联合灵敏度为87.50%, HSP90α和

CEA联合灵敏度为85.00%, M2-PK和HSP90α联

合灵敏度为70.00%, 远远高于三个指标单项检

测的灵敏度值, 而三者联合检测的灵敏度更是

高达91.25%. 
2.1.3 M2-PK、HSP90α和CEA的血清水平与胃

癌临床病理特征的关系: M2-PK的表达水平在病

变≥5 cm组显著高于病变<5 cm组(P <0.05); 病理

分期为Ⅲ期和Ⅳ期的表达水平显著高于Ⅰ期和

Ⅱ期(P <0.05); 存在淋巴结转移的表达水平均显

著高于无淋巴结转移的病例(P <0.05), 根据肿瘤

胃癌浸润的不同深度, 发现随着病变累及黏膜

及黏膜下层、肌层、浆膜层及邻近器官, 其M2-
PK的血清表达水平逐渐升高(P <0.05). HSP90α

和CEA的表达水平在不同的临床分型间没有显

著性差异(P >0.05, 表4). 

2.2 M2-PK和HSP90α的相关性 对80例胃癌配对

标本进行比较分析, 其中, 38.75%(31/80)的胃癌

M2-PK及HSP90α均为阳性, 30.00%(24/80)的胃

癌M2-PK及HSP90α均为阴性, 17.50%(14/80)的
胃癌M2-PK阳性但HSP90α阴性, 13.75%(11/80)
的胃癌M2-PK阴性但HSP90α阳性, M2-PK及

HSP90α表达呈正相关(P <0.05). Spearman相关

分析结果显示, M2-PK和HSP90α的表达水平

在胃癌组具有明显的相关性 ,  其相关系数为

0.501(P <0.001). 

3  讨论

近年来, 肿瘤血清标志物的研究越来越被重视, 
灵敏性和特异性较高的肿瘤标志物对肿瘤的诊

断、随访及预后评估起到重要作用. 蛋白组学

的出现为血清标志物的筛选带来了划时代的革

命, 采用质谱技术寻找血清标志物是目前蛋白

组学研究领域最常用的方法. 本次研究所选M2-
PK和HSP90α即为前期蛋白组学鉴定出在胃癌

组显著增高的两个蛋白. 
M2-PK是丙酮酸激酶的一种同工酶, 在正常

细胞中, M2-PK主要以四聚体形式存在, 而在肿

瘤中, M2-PK大量表达并主要以二聚体形式存

在, 故又称为肿瘤型丙酮酸激酶(Tu M2-PK)[10]. 
M2-PK在核酸合成代谢活跃的细胞中起重要作

用, 如胚胎细胞、成人干细胞、特别是肿瘤细

胞[11]. M2-PK在肿瘤细胞的糖代谢及生长起到至

关重要的作用[12], 是糖酵解代谢和细胞增殖分化

凋亡的调节因子[13]. 近年来在胰腺癌、肺癌及结

直肠癌等恶性肿瘤标志物中的研究越来越多[2-4].
热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)是高

度保守的“分子伴侣”家族, 已有研究证明[15,16], 
在许多肿瘤细胞(如乳腺癌、肺癌、卵巢癌、神

表  1  M2-PK、HSP90α和CEA在胃癌及对照组的血清水
平 (n  = 80, mean±SD)

     
M2-PK(U/mL) HSP90α(pg/ml) CEA(ng/mL)

胃癌组 23.75±14.81a 162.09±74.33a 18.38±10.26a

对照组 11.06±5.35 109.63±33.94   3.98±0.49

aP<0.05 vs  对照组. 

 

图  1  血清M2-PK和HSP90α在胃癌中的价值.
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表  2  M2-PK和HSP90α在胃癌中的价值

     
曲线下面

积(AUC)
CUT-OFF 标准误

95%CI

上限 下限

M2-PK 0.775 16.34 0.037 0.703 0.847

HSP90α 0.720 154.68 0.042 0.637 0.803
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■同行评价
本研究设计较为
严谨, 具备一定连
续性、完整性, 数
据可信. 

经母细胞瘤、前列腺癌等)中HSP呈高水平的表

达. HSP90是HSP家族中最活跃的分子伴侣蛋白

之一, 在肿瘤组织中, 突变或异常蛋白的存在刺

激了HSP90的表达, 这种持续高表达以HSP90α
为主, 可以达到正常水平的2-10倍. 研究认为肿

瘤细胞尤其依赖于HSP90α生存于氧含量低、营

养缺乏的微环境[17], HSP90α参与低氧诱导因子

的信号传导通路[18]. 目前以HSP90α作为靶点的

肿瘤干预研究越来越受到重视[19]. 
胃癌大多数起病隐匿, 有时不易确诊, 因而

探寻胃癌相关的肿瘤标志物也一直是临床研究

的热点. Kumar等[20]对M2-PK与其他标志物对胃

肠道肿瘤的诊断进行Meta分析发现, M2-PK对

胃癌、结直肠癌诊断的敏感性高于传统的肿瘤

标志物. 又有研究发现, 联合检测多种标志物可

以提高诊断的敏感性[21], M2-PK对结直肠癌、胃

癌的敏感性分别为48%、61%, M2-PK联合CEA
检测结直肠癌敏感性提高到63%; M2-PK联合

CA72-4检测胃癌敏感性提高到81%, 但是M2-PK
联合两种以上肿瘤标志物对提高诊断的敏感性

有限. 本研究选取经病理证实的胃癌患者, 观察

其血清中M2-PK和HSP90α的水平在胃癌患者

和健康对照的差异, 并与CEA比较. 我们的结果

显示, M2-PK和HSP90α的灵敏度均高于CEA. 鉴
于迄今尚无高灵敏度和特异度的单一肿瘤标志

物以筛查胃癌, 本研究同时测定了胃肠道常用

的肿瘤标志物CEA, 联合检测M2-PK、HSP90α
和CEA结果显示灵敏度大大提高, 达91.25%, 提
示我们在临床应用中可以联合三者做胃癌的早

期诊断. 进一步分析M2-PK、HSP90α和CEA的

血清表达情况与胃癌临床病理特征的关系发现, 
M2-PK的表达水平与病变大小, 临床病理分期、

有无淋巴结转移和浸润深度的不同有关系, 与谢

峰等的研究结果类似[22]. 这说明, 肿瘤较大者, 病
理分期较晚, 且浸润深度较深的肿瘤, 随着肿瘤

的进展, 大量肿瘤细胞坏死后或者转移过程中

表  3  M2-PK、HSP90α和CEA单独及联合检测胃癌的阳性率及灵敏度特异度结果比较 (n = 80, %)

     
M2-PK HSP90α  CEA M2-PK/CEA HSP90α/CEA M2-PK/HSP90α 三项联合

胃癌组阳性率 56.25 52.50 45.00 87.50 85.00 70.00 91.20

对照组阳性率   8.75   7.50   7.50 16.25 12.50 16.25 23.75

灵敏度 56.25 52.50 45.00 87.50 85.00 70.00 91.25

特异度 91.25 92.50 92.50 83.75 87.50 83.75 76.25

表  4  M2-PK、HSP90α和CEA的血清表达情况与胃癌临床病理特征的关系 (mean±SD)

     
项目 临床病理学参数  n M2-PK(IU/mL) HSP90α(pg/mL) EA(ng/mL)

年龄 ≥60 45 25.66±16.10 170.13±73.13 19.69±9.25

<60 35 21.29±12.77 151.74±75.63 17.36±7.98

性别 男 42 26.48±15.28 168.76±77.46 17.49±8.02

女 38 20.74±13.86 154.73±71.01 19.36±10.98

组织学分级 高分化 28 23.18±14.30 165.93±80.69 18.52±9.34

中分化 32 24.85±15.34 158.88±74.14 17.28±8.66

低或未分化 20 22.82±15.31 161.87±68.65 19.94±8.52

病变大小 <5 cm 48 20.21±13.44 156.71±75.24 16.50±7.26

≥5 cm 32 29.08±15.39a 170.16±73.38 19.40±8.98

病理分期 Ⅰ期, Ⅱ期 25 15.68±9.10 138.48±61.93 16.95±7.86

Ⅲ期, Ⅳ期 55 27.42±15.50a 172.83±77.48 19.03±8.98

浸润深度 黏膜及黏膜下   9 12.24±4.89 146.26±66.22 16.50±7.33

肌层 24 18.10±12.02 151.88±77.16 15.69±6.56

浆膜及浆膜外 47 28.85±15.21a 170.34±74.67 19.63±8.78

淋巴结转移 有 51 26.94±15.99a 170.63±73.51 17.90±11.58

无 29 18.16±10.57 147.08±74.64 19.22±10.66

aP<0.05 vs  组间.
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继发释放出大量的肿瘤型M2-PK, 导致其在血清

中的浓度逐步增加, 说明M2-PK表达水平可以间

接反映肿瘤的大小和分期. 对于HSP90α在肿瘤

组织中的研究较多, 作为血清标志物的研究, 目
前开展甚少, 黄凌云等[23]研究发现, HSP90α能区

分肺癌及良性肺病患者和健康人, 其敏感性为

0.817, 特异性为0.919. 而在胃癌中的研究, 目前

尚未见报道. 本次研究发现HSP90α对胃癌的灵

敏度为52.50%, 特异度为92.50%, 是否能成为胃

癌早期诊断、治疗及预后判断的标志物, 后期尚

需进一步研究.
关于M2-PK和HSP90α之间是否存在相关性

的研究, 尽管二者的表达均分别与HIF-1有关[6-8], 
然而其具体相互作用机制尚未阐明. 本研究发

现, M2-PK和HSP90α的表达存在正相关, 可能为

偶然因素所得, 也可能二者的确存在着一定的

相互作用关系, 这将为进一步揭示二者与HIF-1
的相互作用提供依据. 后期尚需扩大样本量做

验证, 并采用免疫共沉淀等方法将二者之间的

关系做进一步的研究. 
总之, 本研究结果显示, M2-PK和HSP90α

可以作为潜在的胃癌血清标志物, 联合检测M2-
PK、HSP90α和CEA将大大提高胃癌诊断的灵

敏度. 基于M2-PK的表达与病变大小、肿瘤分

期的关系, 提示今后有可能将M2-PK作为临床

诊断和监测胃癌发生、发展, 指导治疗、判断

预后的标志物. 后期我们需要进一步在体内研

究M2-PK和HSP90α之间的相互关系, 探讨二

者共同作为胃癌的标志物, 从而指导临床的诊

断、治疗和预后. 
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■背景资料
胃癌在全世界肿
瘤 死 因 中 占 第 2
位, 大部分患者在
诊断时已属晚期, 
放化疗效果均不
理想. Her-2蛋白
过表达和 ( 或 ) 基
因扩增不仅与胃
癌复发、转移和
不良预后密切相
关, 并且还是制定
有效治疗方案如
分子靶向治疗、
激素治疗和化疗
的重要参考指标, 
使Her-2表达的准
确检测显得尤为
重要. 

刘学政, 陈铭, 张家均, 董虹, 柳文菊, 湖北省荆州市第一人
民医院检验科 湖北省荆州市 434000
作者贡献分布: 此课题由刘学政与陈铭设计; 研究过程由刘学
政、张家均及董虹操作完成; 研究所用试剂及分析工具由柳文
菊提供; 数据分析由刘学政完成; 本论文写作由刘学政、陈铭及
张家均完成.
通讯作者: 陈铭, 434000, 湖北省荆州市沙市区航空路8号, 湖北
省荆州市第一人民医院检验科. chenmingbox@hotmail.com
电话: 0716-8067626
收稿日期: 2011-07-14   修回日期: 2011-09-06
接受日期: 2011-09-07   在线出版日期: 2011-09-08

Fluorescence in situ 
hybridization versus 
immunohistochemistry in 
the detection of Her-2 gene 
amplification and protein 
expression in gastric cancer

Xue-Zheng Liu, Ming Chen, Jia-Jun Zhang, Hong Dong, 
Wen-Ju Liu

Xue-Zheng Liu, Ming Chen, Jia-Jun Zhang, Hong 
Dong, Wen-Ju Liu, Department of Clinical Laboratory, the 
First People’s Hospital of Jingzhou City, Jingzhou 434000, 
Hubei Province, China
Correspondence to: Ming Chen, Department of Clinical 
Laboratory, the First People’s Hospital of Jingzhou City, 
No. 8 Hangkong Road, Shashi District, Jingzhou 434000, 
Hubei Province, China. chenmingbox@hotmail.com
Received: 2011-07-14    Revised: 2011-09-06 
Accepted: 2011-09-07    Published online: 2011-09-08

Abstract
AIM: To compare the difference and correlation 
between immunohistochemistry (IHC) to detect 
Her-2 protein expression and fluorescent in situ 
hybridization (FISH) to detect Her-2 gene ampli-
fication in gastric cancer and to assess their clini-
cal value.

METHODS: Immunohistochemistry and FISH 
were used to detect Her-2 protein expression 
and Her-2 gene amplification in 118 cases of 
gastric carcinoma, respectively. A comparative 
analysis was then performed.

RESULTS: Of 118 cases of gastric carcinoma, 
40 showed no Her-2 protein expression (0), 33 
showed mild expression (+), 16 had moderate 

expression (++), and 29 had strong expression 
(+++). The rate of Her-2 protein overexpression 
was 24.6%. Her-2 gene amplification was detect-
ed in 38 cases, and 80 cases had no amplification. 
The rate of Her-2 gene amplification was 32.2%. 
Of 40 cases of gastric carcinoma showing no 
Her-2 protein expression, 38 (95%) had no Her-2 
gene amplification (95%). Of 33 patients show-
ing Her-2 protein mild expression, 30 (90.9%) 
had no Her-2 gene amplification. Of 16 patients 
showing moderate Her-2 protein expression, 9 
had no gene amplification. Of 29 patients show-
ing strong Her-2 protein expression, 26 (89.7%) 
had Her-2 gene amplification.

CONCLUSION: The total coincidence rate be-
tween IHC and FISH was 85.6%. IHC can be used 
for initial screening of Her-2 expression status in 
gastric cancer. When moderate or strong Her-2 
protein expression is detected, it is necessary to 
conduct FISH assay to confirm the result.

Key Words: Gastric cancer; Her-2; Immunohisto-
chemistry; Fluorescence in situ  hybridization

Liu XZ, Chen M, Zhang JJ, Dong H, Liu WJ. Fluorescence 
in situ hybridization versus immunohistochemistry in the 
detection Her-2 gene amplification and protein expression 
in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(25): 2679-2683

摘要
目的: 对比研究胃癌组织中免疫组织化学法
(IHC)检测Her-2蛋白表达和荧光原位杂交法
(FISH)检测Her-2基因扩增结果的差异性和相
关性, 并评估其临床应用价值.

方法: 采用EliVisionTM plus免疫组织化学染色
方法和荧光原位杂交法检测118例胃癌组织中
Her-2蛋白表达及Her-2基因扩增状况, 并进行
对比分析.

结果: 118例胃癌组织中, IHC检测Her-2蛋白
表达(0)40例, (+)33例, (++)16例, (+++)29例, 
Her-2蛋白过表达率24.6%; FISH检测Her-2基
因扩增38例, 无扩增80例, Her-2基因扩增率

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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■研发前沿
在HER-2基因与
乳腺癌靶向治疗
的研究取得了显
著进展的同时, 近
年来越来越多的
学者将目光投向
了HER-2基因与
胃癌的关系, 胃癌
的分子生物学及
分子靶向治疗已
成为目前肿瘤治
疗及预后判断的
研究热点之一.

32.2%. 40例Her-2蛋白表达为(0)的标本中38
例经FISH检测Her-2基因无扩增(95.0%); 33例
表达为(+)的标本中30例无扩增(90.9%); 16例
表达为(++)的标本中9例无扩增, 7例扩增; 29
例表达为(+++)的标本中26例扩增(89.7%).

结论: Her-2蛋白表达为(0-+)或(+++)时, IHC和
FISH检测结果较一致, 两种方法总符合率为
85.6%, 两者呈显著相关(P <0.01), IHC可作为
初步筛查胃癌Her-2的首选方法.当Her-2表达
为(++)时, 则有必要进一步行FISH法检测.

关键词: 胃癌; Her-2; 免疫组织化学; 荧光原位杂交
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0  引言

Her-2是定位于人类染色体17q12-21.3的原癌基

因, 编码一种具有酪氨酸激酶活性的跨膜生长

因子受体, 由胞外区、跨膜区及胞内区构成, 是
表皮生长因子受体(Epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR)家族成员之一. 该受体蛋白与Her
家族成员及其配体之间相互作用, 通过细胞间

的信号传导, 调节细胞生长、分化和增殖. Her-2
蛋白过表达和(或)基因扩增不仅与胃癌复发、

转移和不良预后密切相关, 并且还是制定有效

治疗方案如分子靶向治疗[1,2]、激素治疗和化疗

的重要参考指标. 因此准确检测Her-2基因是成

功治疗胃癌的关键, 使Her-2表达的准确检测显

得尤为重要. 本实验主要讨论应用免疫组织化

学(Immunohistochemistry, IHC)检测Her-2蛋白

表达, 并结合荧光原位杂交(fluorescence in situ  
hybridization, FISH)检测胃癌Her-2基因扩增状

况, 比较两种方法的差异性和相关性. 

1  材料和方法 

1.1 材料 收集2009-2010年荆州市第一人民医院

消化科患者行外科手术切除的胃癌组织标本118
例, 年龄54-72(平均63)岁. 术前均未接受放化疗. 
本研究方案已通过本单位伦理委员会批准. 兔
抗人Her-2为北京中山生物技术有限公司产品, 
FISH检测用Her-2探针, 购自Vysis公司, 荧光显

微镜为奥林帕斯公司产品(BX51). 
1.2 方法

1.2.1 IHC: 标本经40 g/L中性甲醛固定, 常规石

蜡包埋, 4 µm连续切片, 采用IHC EliVisionTM 
plus二步法染色. 高倍显微镜下观察10个视野, 
Her-2蛋白表达定位于细胞膜, 阳性反应物为棕

黄色颗粒. 
1.2.2 FISH: 将17号染色体着丝粒(CEP 17)标记

为绿色, Her-2基因标记为红色. 具体步骤如下, 
切片经二甲苯脱蜡、复水、沸水浴30 min, 200 
mg/L胃蛋白酶37 ℃作用20-40 min, 体积分数1%
甲醛固定10 min, 梯度乙醇脱水, 加入10 µL探
针混合液, 杂交仪83 ℃变性5 min, 42 ℃过夜杂

交. 经0.3% NP-40/0.4×SSC 66 ℃ 1 min, 0.11% 
NP-40/2×SSC室温1 min, 700 mL/L乙醇3 min洗
片, 干燥后, 加入10 µL DAPI复染剂复染, 封片, 
暗处静置20 min后于荧光显微镜下计数30个细

胞, 统计Ratio值(Ratio值 = 30个细胞核中红信号

总数/30个细胞核中绿信号总数). 
1.2.3 IHC和FISH结果判读标准: Hofmann等[3]推

荐专用于胃癌Her-2蛋白检测的评分系统(2008), 
该系统判别要点如下[4]. IHC: 细胞膜均无染色

或<10%肿瘤细胞膜染色者结果为(0/阴性); 肿
瘤细胞>10%, 细胞膜不完整, 弱染色者结果为

(+/阴性); 肿瘤细胞>10%, 细胞膜轻度至中度完

整, 染色者结果为(++/不确定); 肿瘤细胞>10%, 
细胞膜完整, 强染色者结果为(+++/阳性). FISH: 
Ratio<1.8为阴性结果, 提示该样本无Her-2基因

扩增; Ratio在1.8-2.2之间时, 增加细胞计数至100
个或重做FISH实验来判断最终结果; Ratio>2.2
为阳性结果, 提示样本中Her-2基因发生扩增; 红
信号点成簇扩增, 也记为Her-2基因扩增阳性. 

统计学处理 应用SPSS13.0软件对数据进行

统计, 采用Kendall进行相关性分析, P<0.05有统

计学意义. 

2  结果 

2.1 IHC检测结果 118例胃癌组织中, 40例标本

Her-2表达为(0); 33例标本Her-2表达为(+); 16
例标本Her-2表达为(++); 29例标本Her-2表达为

(+++). Her-2蛋白过表达率24.6%(29/118).
2.2 FISH检测结果 118例胃癌组织中, 80例标

本无扩增, 38例标本扩增. H e r-2基因扩增率

32.2%(38/118).
2.3 IHC和FISH检测结果比较 IHC检测Her-2蛋
白表达(0)40例标本中, 38例经FISH检测无Her-2
基因扩增, 2例扩增; Her-2表达(+)33例标本中, 
30例无扩增, 3例扩增; Her-2表达(++)16例标本

中, 9例无扩增(56.2%), 7例扩增(43.8%); Her-2

■相关报道
Hofmann等发现
胃癌病例较乳腺
癌病例肿瘤异质
性更常见, 而且部
分胃癌病例, 尤其
是高分化腺癌病
例 ,  位 于 腺 腔 面
的瘤细胞保留分
泌功能而不被标
记 物 着 色 .  形 成
“U”型(基底和
侧面)不完整着色. 
据此认为胃癌的
Her-2评分标准应
与乳腺癌的评分
标准不同.
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■创新盘点
本文全面比较了
IHC和FISH两种
方法检测胃癌组
织Her-2蛋白及基
因的优缺点, 介绍
了胃癌靶向治疗
等最新进展, 使读
者对胃癌Her-2基
因研究现状有全
新的认识.

表达(+++)29例标本中, 3例无扩增, 26例扩增. 
Her-2蛋白表达为(0-+)和(+++)时, Her-2基因扩

增符合率分别为95.0%(38/40)、90.9%(30/33)和
89.7%(26/29), IHC和FISH两种方法检测结果总

符合率为85.6%(101/118), 两者呈显著相关(τ = 
0.753, P <0.01, 表1, 图1). 

3  讨论 

胃癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤之一, 病
死率居我国各种恶性肿瘤之首. 绝大多数患者

确诊时已属进展期, 此期手术治疗效果差, 腹膜

播散、肝脏及淋巴结转移严重影响其预后, 术
后生存率明显降低. 目前已知, 许多肿瘤的发生

和转移都与特定癌基因或受体基因过表达导致

的细胞过度增殖有关. 其中, Her-2已被证实是

与多种肿瘤发生、发展和转移密切相关的受体. 

多数研究表明, Her-2的过表达常常预示肿瘤患

者预后不良[5]. Park等[6]的随访结果显示, Her-2
阳性患者5年生存率低于阴性者. 陈斌等[7]报道

Her-2表达阳性者中位生存时间显著低于阴性

者. 从而证实了Her-2表达阳性在胃癌的预后中

具有重要作用. Her-2的表达与肿瘤大小、组织

分化程度、淋巴结转移有关, 这就意味着随着

肿瘤进展, 有更多的肿瘤细胞脱落, 而分化差的

肿瘤细胞其侵袭能力、转移能力更强, 淋巴结

的转移又进一步促进了肿瘤的远处转移, 这可

以解释Her-2表达导致不良预后的原因, 亦与Lu-
ebke[8]报道的一致. 有研究显示[9], Her-2表达阳性

的乳腺癌或胃癌患者预后显著比Her-2表达阴性

患者差. Allgayer等[10]发现Her-2过表达的胃癌患

者,生存期较Her-2低表达患者短, 他们认为Her-2
是一新的预测胃癌总生存期的独立参数. 最新

研究发现Her-2过表达与胃癌患者的预后密切相

关[11,12]. 因此, 对 Her-2状态的准确检测有助于判

断预后. 在分子靶向治疗方面, 经ToGA研究证

实[13], 曲妥珠单抗联合化疗可改善Her-2阳性晚

期胃癌患者的生存情况, 尤其是Her-2高水平表

达者(IHC++/FISH扩增或IHC+++)的生存期, 由
对照组的11.8 mo提高至16.0 mo. 同时, 使缓解率

从34.5%提高至47.3%, 而通常胃癌化疗的缓解

率为30%, 因此可谓是胃癌治疗的一项里程碑式

研究. ToGA研究结果确立了曲妥珠单抗在胃癌

表  1  Her-2蛋白表达与FISH基因扩增结果对比

     
IHC FISH 合计

扩增 无扩增

0   2 38   40

+   3 30   33

++   7   9   16

+++ 26   3   29

合计 38 80 118

图  1  IHC和FISH检测结果. A: Her-2蛋白(0); B: Her-2蛋白(+); C: Her-2蛋白( ++ ); D: Her-2蛋白( +++ ); E: 无Her-2基因

扩增; F: Her-2基因扩增.

A CB

D E FE
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■应用要点
本文为胃癌组织
Her-2状态提供不
同检测方法及其
判断标准, 并为胃
癌的诊断、治疗
及预后提供参考
依据.

中的治疗地位, 使其有望成为Her-2阳性胃癌患

者的重要治疗药物. 
在Her-2基因与乳腺癌靶向治疗的研究取得

了显著进展的同时, 近年来越来越多的学者将

目光投向了Her-2基因与胃癌的关系, 并取得了

一定的进展. 目前国内关于胃癌组织IHC与FISH
检测Her-2基因状态的对比实验较少, 为此, 本研

究在两种检测方法的优缺点、Her-2基因状态的

一致性及可能导致两者出现差异的原因等方面

做出了进一步探讨.
目前美国食品及药物管理局(FDA)批准用

于Her-2检测的方法有2种: 即检测Her-2蛋白的

IHC和检测Her-2基因的FISH. 因IHC技术具有

操作简便、廉价、快速等特点, 胃癌肿瘤异质

性较为常见, IHC可通过明视野显微镜能检测

到肿瘤组织内的局部Her-2阳性, 并具一定的预

后预测价值, 因此IHC成为目前病理学实验室检

测Her-2状态及用于Her-2相关靶向治疗患者的

首选方法. 由于IHC本身的手工操作特点, 从而

检测过程会受许多因素干扰, 首先是方法间接, 
再加上判断标准的不一致, 尤其受人为主观因

素的影响较大; 其次是石蜡包埋、甲醛固定可

能会对免疫组织化学检测的结果产生影响, 抗
原修复时, 提高了灵敏度而降低了特异性造成

一定的假阳性; 三是如果采用不同公司生产的

Her-2抗体, 检测结果也不完全相同. 与蛋白质相

比, DNA的检测则具有较高的准确性和稳定性. 
FISH是分子遗传学常用的检测技术, 不仅可以

用于异常染色体的检测, 也可以用于观察目标

基因的扩增情况, 该项技术具有高准确性、高

灵敏性和高稳定性的特点. FISH既可以在组织

和细胞结构相对完整的前提下, 于癌细胞原位

分析单细胞核内基因的变化, 又同时排除了其他

非癌细胞的干扰, 结果相对客观, 因此FISH能直接

和准确地判断Her-2基因是否存在扩增, 被公认为

是目前胃癌Her-2基因状态检测的金标准[14], 但存

在实验过程相对复杂, 费用较昂贵, 失败率偏高

等缺点.崔小伟等[15]报道, 大约6%-35%的Her-2
在胃癌中表达的不尽相同. 日本学者[16]研究显

示200例胃癌手术切除标本中IHC检测有23%
病例Her-2蛋白过表达, FISH检测有27%病例存

在Her-2基因扩增, 两者符合率为86.7%. 本研究

中IHC检测显示24.6%病例有Her-2蛋白过表达, 
FISH检测显示32.2%病例存在Her-2基因扩增, 
两种方法总符合率为85.6%, 结果与之较为相符. 
Yaziji等[17]研究显示, FISH检测Her-2基因无扩增

和IHC检测Her-2蛋白表达(0-+)病例, 以及FISH
检测Her-2基因扩增与IHC检测Her-2蛋白(+++)
的病例的结果之间有极好的相关性. 本研究中

显示Her-2表达为(0-+)和(+++)时, Her-2扩增符合

率分别为95.0%、90.9%和89.7%. 提示如果严格

控制实验操作流程, 两种方法检测病例的结果

之间的一致性较高(P <0.01), 本研究与之报道较

一致. 由于IHC在普通实验室容易开展, 可以作

为Her-2状态检测的初筛. 当Her-2蛋白表达(++)
时Her-2基因扩增率为43.8%, 两种检测方法的符

合率较低. 可能是由于统计病例数量偏少、结

果判读主观因素影响和评分标准不同等原因所

致. 提示当IHC检测Her-2蛋白表达为(++)时, 结
果具不确定性, 病例则有必要进一步行FISH检

测以明确Her-2基因状态的变化情况[11]. 
总之, 综合应用IHC与FISH两种方法检测

Her-2状态可以更加准确和客观地为临床提供参

考[18], 并在胃癌患者的临床治疗策略和预后[19]评

估中具有重要意义. 
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精准肝切除巨大肝血管瘤26例

冯 伟, 仇毓东
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■背景资料
肝 血 管 瘤 是 一
种 常 见 的 肝 脏
良 性 肿 瘤 ,  其
尸 检 发 生 率 在
0.40%-7.13%. 分
为 海 绵 状 血 管
瘤、硬化性血管
瘤、血管内皮细
胞瘤、毛细血管
瘤 四 类 .  临 床 常
见的是海绵状血
管瘤.
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Abstract 
AIM: To evaluate the safety of regular hepatic 
segmentectomy for giant hemangioma of the 
liver. 

METHODS: The clinical data for patients with 
giant hemangioma of the liver who underwent 
surgical resection between January 2008 and De-
cember 2010 in Nanjing Drum Tower Hospital 
were analyzed retrospectively. 

RESULTS: A total of 26 patients were included 
in the study. All patients underwent regular he-
patic segmentectomy. There were no deaths, but 
4 patients developed complications. The intra-
operative bleeding ranged from 100 to 2 600 mL 
(average, 775 mL ± 132 mL), and intraoperative 

blood transfusion ranged between 0 and 2 200 
mL (average, 384 mL ± 123 mL).

CONCLUSION: Regular hepatic segmentectomy 
is safe in the management of giant hemangioma 
occupying the liver lobe or segment.

Key Words: Hepatic tumor; Hemangioma; Hepatec-
tomy

Feng W, Qiu YD. Regular hepatic segmentectomy for 
giant hemangioma of the liver: an analysis of 26 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(25): 2684-2687

摘要
目的: 探讨精准肝切除在巨大肝血管瘤治疗
中的应用. 

方法: 回顾性分析南京鼓楼医院2008-01/2010-12
手术治疗26例巨大肝血管瘤临床资料. 

结果: 26例均行精准的肝段或联合肝段切除
术治疗, 术中出血100-2 600(平均775±132) 
mL. 术中输血0-2 200(平均为384±123) mL. 4
例出现不同程度并发症, 其中胆漏1例, 胸腔积
液和(或)腹腔积液3例, 均经保守治疗后短期
治愈. 全组无死亡.

结论: 对于基本占据肝叶及多肝段的巨大血
管瘤可在严格把握适应证的情况下, 行精准的
肝段切除术治疗. 

关键词: 肝肿瘤; 血管瘤; 肝切除术

冯伟, 仇毓东. 精准肝切除巨大肝血管瘤26例. 世界华人消化杂

志  2011; 19(25): 2684-2687
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0  引言

肝血管瘤是一种常见的肝脏良性肿瘤, 其尸检

发生率在0.40%-7.13%[1]. 分为海绵状血管瘤、

硬化性血管瘤、血管内皮细胞瘤、毛细血管瘤

4类. 临床常见的是海绵状血管瘤. 常见人群为

30-50岁女性. 随着B超等现代体检手段的普及, 
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越来越多的肝血管瘤患者被发现, 并成为肝脏

门诊随诊最主要的人群之一. 对于肝血管瘤的

治疗也就得以引起重视. 根据国外巨大血管瘤

的标准[2], 我们自2008-01/2010-12对直径≥4 cm
经B超有典型血管瘤表现的152例成年患者进行

每3-6 mo/年的B超随诊, 并对其中26例采取了手

术治疗. 现总结报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组26例中, 男6例, 女20例, 男女比例

约为1∶3. 年龄28-73(平均47.7)岁. 肿瘤单发16
例, 多发10例. 肿瘤最小直径5.5 cm, 最大直径20 
cm. 主要肿瘤位于肝左叶9例, 肝右叶12例, 肝中

叶3例, 单独尾叶2例. 其中位于左叶的肿瘤中3
例位于S2、3; 5例位于S2、3、4; 1例位于S1、
2、3、4. 位于右叶12例中5例位于S6、7; 5例位

于S5、6、7、8; 1例位于S4、5、6、7、8; 1例
位于S1、5、6、7、8. 全组合并肝硬化1例. 随
诊过程中近期明显增大23例, 其中有明显上腹

胀痛、腰背部酸痛等临床症状7例, 紧贴肝门血

管16例; 无法和肝癌鉴别2例; 行介入栓塞术后1
例. 本组每例患者常规术前评估肝脏功能. 结合

术前生化检查, 进行Child-Pugh评分. 26例均为A
级5分. 同时常规采用脉动色素法检测吲哚氰绿

(ICG)排泄试验15 min滞留率进行肝脏储备功能

的评估. 以明确是否能够耐受肝段以及联合肝

段的切除. 本组患者26例ICGR15均<10%, 行精

准肝段切除术治疗. 全组检测AFP均正常. 对于

需行联合肝段切除的患者, 常规行CT三维血管

重建分型及行余肝体积测定. 中央型和尾叶巨

大血管瘤加行MRCP. 
1.2 方法

1.2.1 一般情况: 本组病例均采用右上腹反“L”
型切口, 充分暴露. 常规先充分离断周围韧带. 
然后行术中B超检查确定血管瘤与周围血管关

系, 并同时检查肿瘤是否多发及位置, 是否需行

联合肝段切除. 最主要是根据精准肝切除的原

则, 确定预阻断肝段肝蒂位置以及作为规则肝

段切除边界标志的肝静脉在肝内的走形. 术中

一定要保证肝静脉主干的完整, 确保残肝静脉

回流, 并联合麻醉医师将中心静脉压切肝时维

持在2-3 mmHg, 有利于减少断面肝静脉渗血[3]. 
然后根据肿瘤位置做相应的处理. 
1.2.2 根据肿瘤位置的不同采取不同的处理: (1)
对于位于左侧肝段(叶)巨大血管瘤, 多属边缘外

生型, 与肝门血管关系不密切. 但由于肿瘤巨大, 

基本占据整个左侧肝段(叶), 且紧靠肝蒂血管, 
手术需切除左侧联合肝段. 牵拉肝圆韧带, 显露

门静脉脐部肝外段, 分别在肝外阻断左侧各肝

蒂分支, 即可见明显肝段表面分界[4]. 结合术中

B超定位肝左、中静脉主干作为段间分界, 即可

切除相应联合肝段. 肝左静脉可一直追至根部

在肝内处理5-0 prolene缝闭. S4由于有来自S5、
8的分支供应, 在经门静脉脐部行肝段分支离断

时应术中B超定位肝中静脉, 结合血管三维重建

明确段间界面, 由浅入深以Kelly钳在断面内精

细钳夹出S5、8通向S4各肝蒂分支, 分别在肝内

予以断扎. 断面血管采用电凝及钛夹、结扎的

方法处理; (2)对于位于右侧肝段但尚未对肝门

造成影响的巨大血管瘤, 需先切除胆囊, 经胆囊

管置入一细硅胶管待用. 此时根据术前CT三维

重建血管成像, 明确门静脉分型[5]. 如为Ⅱ型在

切除胆囊后经肝十二指肠韧带右侧肝门平面打

开肝十二指肠韧带, 游离出肝右、中动脉, 及门

静脉右前、后干, 分别根据预切除范围作相应

肝段肝蒂的肝外阻断. 如为Ⅰ型, 右侧肝蒂分叉

较高, 无法在肝门处完成Glisson肝蒂阻断. 此时

需术中B超定位预切除段肝蒂位置, 直接劈开肝

实质, 在肝内以CT三维血管重建影像为指导阻

断肝段肝蒂及每一通向荷瘤段肝蒂分支, 同时

结合术中B超定位肝中或肝右静脉, 以肝静脉主

干及肝内分支作为段间平面分界, 指导完成相

应肝段切除. 肝实质同样采取精细钳夹离断. 肝
右静脉在分离至第二肝门处时处理. 对S5、6、
7、8联合切除病例还可采用Belghiti悬吊[6,7]辅助

完成; (3)对于中央型且与肝门关系密切的巨大

血管瘤(如S4、5、8), 由于其对第一、二、三肝

门都产生影响, 应充分利用血管瘤的可压缩性. 
先行解剖第三肝门, 逐一结扎切断肝短静脉, 第
二肝门处分离出肝右静脉及肝中、肝左共干, 
分别预置阻断带预防术中大出血及气栓. 处理

胆囊同前, 并需行胆道造影, 再予以阻断中肝动

脉及门静脉右前支. 如肝门处分离困难, 则需根

据术前血管重建, 通过劈肝径路阻断肝内相应

肝蒂, 肿瘤缺血后将明显瘪陷. 但由于肿瘤的长

期挤压致肝门处Glisson鞘已不完整, 往往成网

格状, 与瘤体紧贴, 其间无正常肝细胞组织, 表
现类似于恶性肿瘤的浸润生长, 其间往往有大

量毛细侧支形成. 需在谨慎分辨肝门管道情况

下用CUSA进行分离. 此时手术时间和出血量明

显增加, 需备自体血回输装置, 充分利用自体血. 
术中B超显露并严格保护肝中及肝右静脉主干, 
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分离时沿肝静脉走形分离, 而不随意离断, 以保

证回流. 经两侧分别向第二肝门汇合后, 可将联

合肝段切除; (4)尾叶巨大血管瘤由于其位置的

特殊性, 除联合肝段切除能得到充分暴露和血

管阻断外, 单独的切除往往采用肝门肝蒂解剖

后先结扎通向尾叶肝蒂, 充分游离肝脏, 同中央

型血管瘤一样处理第三、第二肝门后, 劈开肝

脏实质将其完整切除[8,9]. 

2  结果

本组病例术中出血100-2 600(平均775±132) 
mL. 术中输血0-2 200(平均为384±123) mL. 全
组患者无死亡. 本组患者均顺利治愈出院. 术后

在1 wk内肝功能均恢复正常. 术后出现一般性

并发症: 胆漏1例, 胸腔积液和(或)腹腔积液3例, 
均经保守治疗后短期治愈. 并发症发生率15.4%. 
术后病理证实海绵状血管瘤25例, 血管内皮细

胞瘤1例(图1). 

3  讨论

对于肝脏血管瘤的治疗, 由于各学科的发展, 出
现不同的治疗方法, 如手术治疗、微波固化治

疗、射频热毁损治疗和肝动脉栓塞以及栓塞后

手术治疗等[10,11]. 但是由于微创治疗存在大出血

风险和毁损不完全性以及存在胆管炎、胆道狭

窄等严重远期并发症[12,13], 目前效果尚不肯定. 
手术治疗仍较广泛地应用于临床上需要处理的

巨大血管瘤. 但对于明确的巨大血管瘤手术指

征仍应该严格掌握. 我们总结的适应证包括: (1)
位于肝脏边缘外生型, 直径≥10 cm, 近期增大明

显并且出现明显腹胀等临床症状, 可排除其他

疾病引起者; 对于没有临床症状患者, 虽然血管

瘤破裂很罕见[14], 如果患者从事剧烈运动仍建议

手术治疗; (2)位于肝内但与血管关系不密切, 直
径≥10 cm, 近期如出现增长明显有腰背酸痛等

临床症状, 同时基本占据肝叶, 并对周围管道造

成推移的, 可以考虑手术治疗; (3)紧邻肝门血管

或位于尾叶, 直径≥5 cm, 近期增长明显, 特别是

年轻女性, 即使没有临床症状, 应尽早手术治疗; 
(4)合并凝血功能障碍(Kasabach-Merrit综合征)
患者[15]; (5)合并肝硬化, 影像学表现不典型, 无
法和肝癌鉴别者. 

传统手术方式以血管瘤剥除术为主[16,17], 兼
有部分非规则性肝切除术. 但随着血管瘤手术

指征的越来越严格, 需要手术切除的血管瘤要

么巨大占据多个肝段, 要么位置特殊与血管关

系密切, 剥离时术中一旦分破菲薄的瘤包膜出

血不易控制, 而且此时整个剥离创面大且均为

供瘤支血管断端, 存在大量渗血的风险. 近年随

着精准肝切除理念[18]及Fan[19]提出的循肝静脉肝

切除手术技术的进步, 解剖性肝段切除目前可

作为多种局限性肝脏病变外科治疗的首选[20]. 由
于精准地将荷瘤肝段切除, 并不增加较多正常

肝脏的损失. 相反, 由于是在正常肝段组织间隙

的乏血管区离断, 避开丰富的血管瘤体, 使得处

理更从容、出血更容易控制也更安全. 同时由

于完整保留了余肝的回流血管, 所以最大程度

的保证了余肝功能体积的最大化, 也更符合传

统血管瘤手术避免损失周围正常肝组织的治疗

理念. 有研究表明[21], 如术前ICG R15>20%的患

者不适合采用精准肝切除治疗. 所以术前的肝

脏储备评估对肝巨大血管瘤能否行精准肝切除

治疗具有重要指导作用. 
在本组术中通过与CT血管三维重建影像的

反复比对, 明确预切除肝段的肝蒂. 经行肝蒂阻

■应用要点
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图  1  巨大血管瘤精准肝段切除术治疗后的结果. A: S1、

5、6、7; B: S4、5、8; C: S1.
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断可使瘤体瘪陷, 除可进一步明确了预切除肝

段的表面边界外, 还可减少入肝血流阻断时间, 
减少了正常肝组织的缺血再灌注损伤, 也进一

步增加了操作空间. 而在切肝前采取术中超声

明确主要肝静脉主干及分支的肝内走形, 术中

结合频谱分析, 保证在切肝过程中能够清晰显

露作为边界保留的肝静脉主干, 保障了余肝血

液回流, 最大程度的保留了余肝功能体积. 使得

全组术中无不可控大出血, 术后肝功能均很快

恢复正常而无肝功能衰竭等严重并发症发生. 
由于患者无胆道扩张等病理情况存在, 本

组1例中央型巨大血管瘤虽经精细评估和操作, 
仍发生术后胆漏并发症, 所以术中一定要注意

胆道系统的保护, 尤其是在中央型巨大血管瘤

肝内Glisson鞘不完整的情况. 除术前的MRCP评
估, 常规在切除胆囊后经胆囊管造影检查. 术毕

需经胆囊管注射亚甲蓝溶液检查肝断面, 必要

时胆总管“T”管引流防止胆漏的发生. 
由于对于肝巨大血管瘤病变, 精准肝段切除

仍存在正常肝组织的损失, 特别是位于特殊部位

肿瘤切除时间长, 失血量较多, 所以术后3 d连续

予以羟乙基淀粉应用, 减少创面渗出[22]. 并在术

后早期常规予以肠外联合肠内营养1 wk. 根据肝

功能情况保肝等治疗. 1 wk内肝功能均恢复正常. 
虽然尚缺乏大宗前瞻性的临床研究分析, 但

在严格把握手术指征, 遵循精准肝切除理念以

及个体化治疗原则的情况下, 精准肝切除在巨

大肝血管瘤特别是特殊位置肝巨大血管瘤治疗

中将发挥一定的作用. 
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活体肝移植术后受体胆系并发症的影响因素及影像学表现
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活体肝移植术是
目前治疗终末期
肝病的最有效方
法之一. 胆系并发
症在其术后并发
症中居第二位. 探
讨并明确MDCT
及 M R I 在 L D LT
术后胆系并发症
中的应用价值对
临床术后随访有
重 要 指 导 意 义 . 
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Abstract
AIM: To investigate the influencing factors for 
and imaging manifestations of biliary complica-
tions in patients after living donor liver trans-
plantation (LDLT). 

METHODS: The imaging data for 119 patients 
who underwent LDLT at West China Hospital 
from January 2007 to March 2011 were retro-
spectively analyzed. All biliary system images 
were read and analyzed independently by two 

radiologists. 

RESULTS: A total of 119 patients were fol-
lowed up for 1-18 months. During the follow-up 
period, 22 patients developed biliary complica-
tions, including 9 cases of cholestasis, 5 cases of 
cholangitis, 4 cases of stenosis, and 4 cases of 
bile leakage. Different complications occurred at 
different time points. Multidetector computed 
tomography (MDCT) and magnetic resonance 
imaging (MRI) can display cholestasis, cholangi-
tis and biliary stenosis well, and MRI has greater 
diagnostic value than MDCT. Both methods had 
limited value in the diagnosis of bile leakage.

CONCLUSION: The influencing factors for bili-
ary complications in recipients after LDLT are 
diverse. MDCT and MRI have great value in the 
detection of these complications.

Key Words: Living donor liver transplantation; Post-
operative complications; Biliary system; Imaging

Liu XJ, Li JX, Huang ZX, Chen GW, Li C, Song B. 
Biliary complications in recipients after living donor 
liver transplantation: influencing factors and imaging 
manifestations. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(25): 
2688-2692

摘要
目的: 探讨活体肝移植(LDLT)术后受体胆系
并发症发生的影响因素及其影像学表现. 

方法: 纳入2007-01/2011-03在我院接受活体肝
移植的患者119例, 回顾性分析其在术后随访
的多层螺旋CT(MDCT)及MRI图像, 重点观察
胆道系统, 观察有无各种胆系并发症, 必要时
结合各种后处理技术, 包括多平面重建、最大
密度投影等. 将结果与其同期随访的临床及其
他辅助检查对照, 并探讨其发生原因. 

结果: 119例患者术后1-18 mo随访中, 胆系并
发症共计22例, 发生率约18.5%. 其中包括9例
胆汁淤积、5例胆管炎、4例胆管狭窄和4例胆
漏. 各种并发症的主要发生时间不一致, 发生
的影响因素复杂. 胆汁淤积、胆管炎及胆管狭
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■研发前沿
目前LDLT术后胆
系并发症的影像
学研究主要围绕
MRI进行, 包括
不同扫描序列、
特 殊 造 影 剂 等 .  

窄在MDCT、MRI图像上可良好显示, 并有各
自的影像学特点, MRI价值大于MDCT. 目前
两种检查技术对胆漏的诊断价值有限. 

结论: LDLT术后胆系并发症发生的解剖生理
复杂, 影像学价值大, 其中MRI优于MDCT. 建
议临床医生在LDLT受体术后随访时如怀疑有
胆系并发症首选MRI检查. 

关键词: 活体肝移植; 术后并发症; 胆系; 影像学
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0  引言

活体肝移植(living donor liver transplantation, 
LDLT)是治疗终末期肝病的最有效方法之一. 但
LDLT术后常出现胆道系统的并发症, 严重影响

受体的手术疗效和预后. 本文通过分析LDLT术
后胆道系统各种并发症的影像表现特点, 评估

影像学检查在LDLT术后胆道系统并发症的诊断

价值, 并结合解剖生理基础分析胆系并发症出

现的原因. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)纳入标准: 2007-01/2011-03在我院接

受LDLT术的患者, 随访时间为术后1-18 mo, 随
访期间行MDCT和(或)MRI检查; (2)排除标准: 
肝移植术前行肝脏手术者包括二次肝移植、肝

切除等; 检查前行介入性治疗者如支架置入等. 
1.2 方法

1.2.1 MDCT扫描: 采用Philips Brilliance 16或
Brilliance 64 MSCT扫描系统(Philips, 荷兰)进行

上中腹部平扫及增强扫描, 扫描范围从膈顶至

髂窝. 扫描参数: 管电压120 kV, 管电流200 mA, 
扫描准直器0.625-1.500 mm, 螺距自动匹配, 层
厚5 mm, 重建间隔5 mm, 矩阵512×512. 非粒子

型对比剂碘海醇(北陆公司, 中国)75-100 mL(1.5 
mL/kg体质量), 静脉推注, 速率为2-3 mL/s, 延迟

时间25 s(动脉期)和60 s(门脉期). 
1.2.2 MRI 扫描: 采用Magnetom Sonata 1.5T
超导型磁共振成像系统(Siemens, 德国). 体部

阵列线圈, 取仰卧位, 头先进, 扫描范围从膈

顶至肝下极. 行标准化的上腹部扫描程序, 包
括: (1)FLASH 轴位T1WI 序列, TR/TE = 100.0 
ms/4.8 ms, 带宽 = 180 Hz/像素; HASTE轴位

T2WI序列, TR/TE = 1 000 ms/82 ms, 带宽 = 475 
Hz/像素. FOV(视野) = (240-400) mm×(300-400) 
mm, 层厚8 mm, 层间隔1.6 mm, 矩阵(250-450)
×512; (2)True-FISP true fast imaging with steady 
state precession)序列冠状面扫描, TR/TE = 4.3 
ms/2.1 ms, 带宽 = 500 Hz/像素, 矩阵440×512, 
FOV = 361 mm×361 mm, 层厚5 mm, 层间隔0 
mm; (3)容积式内插值法屏气检查序列(volumet-
ric interpolated breath-hold examination, VIBE)
多期动态增强扫描, TR/TE = 4. 8 ms/2.2 ms, 翻
转角12(带宽 = 488 Hz/像素), FOV = (300×300) 
mm-(400×400) mm, 矩阵160×160, 层厚1.5-2.0 
mm. 对比剂用磁显葡(Gd-DTPA, 北陆公司, 中
国), 剂量0.2 mmol/kg体质量, 注射速率2-3 mL/s; 
高压注射器或手推经肘静脉注射后即开始VIBE
动脉早期扫描, 动脉晚期和门脉期分别于动脉

早期结束后10 s及40 s开始扫描, 每期扫描时间

平均为22.7 s(17-28 s), 呼气末屏气扫描. VIBE
扫描结束后行T1WI增强平衡期扫描, 于对比剂

注射开始后80-100 s 开始, TR/TE = 124.0 ms/2.5 
ms, 翻转角70(TA = 18 s, 带宽 = 260 Hz/像素, 其
他同T1WI平扫. 
1.2.3 图像分析: 两位放射科医师(分别有10年和

5年工作经验, 擅长腹部影像诊断)独立分析图

像. 将两位医师的诊断结果相比较, 如有分歧, 
经商议后最终取得一致意见. 主要观察胆道系

统管腔有无狭窄、扩张(薄层横断面图像胆总管

直径<4 mm, 肝总管及肝内胆管左右支直径<2 
mm诊断狭窄; 肝外胆管直径>8 mm, 肝内胆管直

径>3 mm诊断扩张[1])及充盈缺损, 胆管壁有无增

厚及强化特征, 胆管周围结构包括有无胆汁外

漏/胆汁瘤形成等. 诊断时结合各种后处理技术, 
包括多平面重建、最大密度投影等. 将影像结

果与其临床信息及其他辅助检查结果对比. 

2  结果

共纳入患者11 9例 ,  其中男1 0 8例 ,  女11例 , 
6-69(平均43.2)岁. 术前诊断: 肝癌64例, 肝硬化

42例, 重症肝炎6例, 肝内胆管结石2例, 肝平滑

肌肉瘤1例, 肝豆状核病2例, 肝母细胞瘤2例. 包
含肝中静脉的半肝移植107例, 不包含肝中静脉

的半肝移植12例. 119例患者Child-Pugh肝功能

分级A级10例, B级45例, C级64例. MDCT或MRI
随访时间为术后1-18 mo. 

随访期间胆系并发症共计22例, 包括胆汁淤

积、胆管炎(图1)、胆道狭窄(图2)和胆漏(图3). 

■相关报道
国内王宏等前瞻
性 研 究 L D L T 术
后胆系并发症的
不同MRCP序列
成 像 、 应 用 肝
胆对比性造影剂
莫 迪 司 成 像 等 , 
取 得 较 多 成 果 .
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■创新盘点
本文样本量大, 随
访 时 间 长 ,  研 究
思 路 清 晰 ,  结 论
对临床随访有指
导 意 义 ;  本 文 还
结合胆系并发症
发生的各种影响
因 素 ,  帮 助 放 射
科医生理解和掌
握 其 发 生 机 制 . 

■应用要点
L D LT 术 后 各 种
胆系并发症发生
的 原 因 复 杂 ,  影
像学对于其诊断
价 值 大 .  在 临 床
随访中怀疑有胆
系并发症者建议
首 选 M R I 检 查 .

胆汁淤积共9例, 发生率约7.6%; 胆管炎共5例, 
发生率4.2%; 胆管狭窄共4例, 发生率3.4%; 胆
漏共4例, 发生率3.4%. 胆管炎影像上表现为胆

管壁增厚伴轻度强化, 增厚的管壁致相应管腔

变窄, 其中4例还伴上段胆管扩张. 胆汁淤积表

现为胆管内不均匀密度(信号)影. 胆管吻合口狭

窄在MRI横断面图像显示胆管吻合口管径狭小, 
MRCP图像示吻合口充盈缺损, 上段胆管不规则

扩张, 呈鹰 嘴征改变. 胆漏表现为吻合处胆总管

壁局部缺损, 胆管腔与外周低密度影连续. 

3  讨论

目前LDLT术逐渐发展成熟并成为治疗终末期肝

病的最有效方法之一[2,3]. 但LDLT术后常发生多

种并发症[4], 有时严重影响手术疗效. 胆系并发

症在术后并发症中占第二位[5,6], 发生率因移植

的术式、胆道吻合方式的不同而有所差异. 胆
系并发症临床表现隐匿, 相关实验室检查缺乏

特异性, 故影像学检查尤为重要. 
胆系并发症一直以来在受体术后并发症中

发生率较高, LDLT术后常见胆系并发症包括胆

汁淤积、胆管炎、胆道狭窄、胆漏和胆道铸型[7]

等. 本研究结果显示其发病率为18.5%, 与文献

报道一致[8-10]. 本研究中胆汁淤积主要发生在肝

总管和大的肝内胆管. MDCT图像可显示胆管的

扩张, 典型者还可发现管腔内成分的变化. MRI

图  3  53Y, M, 因原发性肝癌及肝内胆管结石行LDLT. A: 术后2 wk胆漏, 剖腹探查发现, 肝断面及肝膈面大量淡黄色液体; B: 

胆总管吻合口可见淡黄色液体流出(×1.06).

A B

图  2  63Y, F, 肝硬化行LDLT术后13 mo胆管吻合口狭窄(×1.06): A、B: MRCP从不同角度示胆管吻合口狭窄, 肝内胆管扩张; 

C: T2WI轴位像示肝内胆管扩张, 其内信号不均匀.

A B CC

图  1  34Y M, 因肝癌行LDLT术后1 mo肝门胆管炎(×1.06). A: T2WI平扫示胆管壁增厚; B、C: 增强后的冠状位和轴位图像示

增厚的胆管壁强化.

A B C
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■同行评价
本 文 探 讨 了
MDCT和MRI对
胆道并发症的诊
断价值, 对开展活
体肝移植的同道
有 借 鉴 作 用 ,  有
临 床 实 用 意 义 .

图像在胆汁淤积的诊断上, 效果与胆道造影相

同. 同时, T2WI和磁共振胆胰管成像(magnetic 
resonance cholangiopancreatography, MRCP)序列

敏感性较高. 胆管炎在MDCT及MRI图像上表现

典型-胆管壁增厚、强化, 伴或不伴相应管腔变

窄、上段胆管扩张. 胆管狭窄是LDLT术后的远

期并发症, 好发于吻合口位置. MDCT能提供狭

窄段以上胆管扩张的征象, 薄层图像还可显示

狭窄平面. MRI薄层横断面图像良好显示胆管狭

窄部位及上段胆管的扩张, MRCP图像直观、形

象, 并可多方位旋转和多角度观察. 本组纳入病

人中MRI对胆系狭窄诊断的准确度100%. 胆漏

均发生在术后3 mo内, 发病率为3.4%. 遗憾的是, 
目前对于胆漏的诊断MRI及CT均价值有限. 4例
胆漏病人影像学仅诊断1例, 其余3例影像上均

与周围积液分界不清. 目前关于胆漏的影像学

评价的文献还很少[11]. 我们认为其原因一方面是

目前影像学检查对胆漏的诊断价值有限, 临床

胆漏的患者大部分都直接通过T管行胆道造影

证实; 另一方面是还没有发现新的合适的研究

技术和方法.
胆系并发症发生的原因包括: (1)先天解剖

的因素, 肝内胆管结构复杂、变异多见[12,13]; (2)
术中操作技术影响, 胆道对缺血敏感性高, 若术

中分离胆道周围组织过多或胆管游离端过长, 
吻合后胆道缺血可能性增大, 易导致胆管狭窄, 
同时胆汁动力性改变易导致胆汁淤积、结石形

成. 如果术中操作造成肝胆管上皮细胞损伤和

移植物断面毛细胆管漏, 会使胆系并发症的发

生率提高; (3)胆道吻合方式的因素, 胆道吻合方

式有胆管-胆管端端吻合和胆肠内引流两种. 近
年来大多采用端端吻合, 但对于供体和受体大

小不相匹配或受体胆管位置不适合时此种吻合

方式将导致多种胆系并发症. 此时应采用Roux-
en-Y胆总管空肠吻合术, 但胆肠吻合后肠道内

容物易反流入胆道, 也增加发生胆系并发症的

风险. 本组4例胆管狭窄伴肝内胆汁淤积中有1
例为排斥反应, 另3例考虑是术中吻合不良造成. 
5例胆管炎中有1例为原发性硬化性胆管炎, 2例
怀疑行T管引流时感染, 余2例因受体胆管较细

行胆肠吻合感染; (4)术后T管留置的因素, LDLT
术后患者常规要留置T管, 通常在术后2-4 mo拔
除. 由于肝移植受体都使用了免疫抑制剂, 因此

在T管通道仅有少许肉芽组织形成. 当拔除T管
时可发生胆漏, 胆汁瘤等. 这与我们的结果完全

符合-本组4例术后早期发生胆漏的患者均在T管

拔除后. 但需要补充的是小渗漏通常能自行恢

复, 但较大的渗漏多是由于手术损伤造成[14]. 另
外, 供肝保存时冷缺血时间过长, 胆管内胆汁未

充分冲洗, 再灌注损伤等亦可造成胆系并发症. 
总之, LDLT术后各种胆系并发症发生的解

剖生理改变复杂, 影像学对于胆系并发症检出

价值大. MDCT检查对于胆管炎、胆管狭窄远端

的胆管扩张有一定的诊断价值. MRI横断面图像

及MRCP可显示胆管树的全貌及其内胆汁信号

的改变, 对多种胆道系统并发症均可良好显示[15]. 
不过对于胆漏, 目前两种检查技术的价值都有

限. 在临床随访时如果怀疑患者有胆系并发症

时首选MRI检查. 本研究存在一定的不足, 如果

本研究中纳入常规的超声检查以此评估胆系并

发症的影像学评价会更加完善. 
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Abstract
AIM: To compare the clinical value of endoscop-
ic ultrasonography (EUS), endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) and magnetic 
resonance cholangiopancreatography (MRCP) in 
the diagnosis of malignant biliary stricture.

METHODS: The imaging data for 76 patients 
with malignant biliary stricture who underwent 
EUS, ERCP or MRCP from January 2008 to May 
2010 were retrospectively analyzed. The sen-
sitivity, specificity, positive predictive value, 
negative predictive value and accuracy of each 
test were compared.

RESULTS: EUS had significantly higher sen-
sitivity (94.2% vs 78.5%), specificity (84.6% 
vs 57.1%), positive predictive value (89.1% vs 
64.5%), negative predictive value (73.3% vs 
41.3%) and accuracy (91.6% vs 71.6%) than 
MRCP in the diagnosis of malignant biliary 
stricture. EUS had significantly higher sensitiv-
ity (94.2% vs 80.5%), specificity (84.6% vs 68.4%) 
and accuracy (91.6% vs 71.6%) than ERCP in the 

diagnosis of malignant biliary stricture.

CONCLUSION: EUS has higher sensitivity, 
specificity and accuracy than MRCP and ERCP 
in the diagnosis of malignant biliary stricture.

Key Words: Endoscopic ultrasonography; Malignant 
biliary stricture; Endoscopic retrograde cholangio-
pancreatography; Magnetic resonance cholangio-
pancreatography

Li DY, Qin MF, Wang ZY. EUS for diagnosis of malignant 
biliary stricture: an analysis of 13 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2011; 19(25): 2693-2695

摘要
目的: 比较超声内镜(EUS)、内镜下逆行胰
胆管造影术 (E R C P)及磁共振胰胆管成像
(MRCP)在诊断胆管恶性狭窄中的临床价值.

方法: 回顾性分析2008-01/2010-05天津市南开
医院76例胆管恶性狭窄患者的EUS、ERCP、
MRCP检查结果, 比较敏感性、特异性、阳性
预测值、阴性预测值及准确率.

结果: EUS诊断胆管恶性狭窄敏感性(94.2% 
vs  78.5%)、特异性(84.6% vs  57.1%)、阳性预
测值(89.1% vs  64.5%)、阴性预测值(73.3% vs  
41.3%)、准确率(91.6% vs  71.6%)均明显高于
MRCP. EUS诊断胆管恶性狭窄敏感性(94.2% 
vs  80.5%)、特异性(84.6% vs  68.4%)、准确性
(91.6% vs  71.6%)明显优于ERCP.

结论: EUS诊断胆管恶性狭窄, 具有敏感性、

特异性及准确性高的优势.

关键词: 超声内镜; 胆管恶性狭窄; 内镜下逆行胰胆

管造影术; 磁共振胰胆管成像

李大勇, 秦鸣放, 王震宇. 超声内镜诊断胆管恶性狭窄13例. 世

界华人消化杂志 2011; 19(25): 2693-2695
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0  引言

胆管狭窄多数为恶性狭窄, 良性狭窄较少见, 但
鉴别较困难. 由于胆管恶性狭窄早期缺乏特异

■同行评议者
陈进宏, 副主任医
师, 复旦大学附属
华山医院外科; 杨
建民, 教授, 浙江
省人民医院消化
内科



2694               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年9月8日   第19卷   第25期

www.wjgnet.com

■研发前沿
超声内镜诊断胆
管疾病目前尚属
探 讨 阶 段 ,  随 着
I D U S 的 不 断 发
展 ,  越 来 越 多 的
文 章 已 经 报 道 .

症状, 很多患者一旦出现黄疸、上腹疼痛症状, 
已经属于晚期, 所以胆管恶性狭窄的诊断具有

很重要的意义[1]. 天津市南开医院自2007年开展

EUS, 通过经验的不断总结, 提高了胆管恶性狭

窄的诊断率. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2010-05天津市南开医院共收

治101例胆管狭窄患者(其中男54例, 女47例, 平
均年龄 67.2岁). 经病理或长期随访证实76例患

者为胆管恶性狭窄. 
1.2 方法 101例胆管狭窄患者入院后常规行B
超、肿瘤标志物及生化等相关检查, 其中18例
结合上述检查考虑为晚期胆管恶性狭窄患者, 
行EMBE或PTCD姑息治疗, 经随访7 mo后全部

死于相关并发症. 27例患者行手术治疗, 术后病

理证实为胆管恶性狭窄. 13例行EUS考虑患者

为胰腺癌或胆囊癌压迫胆管所致胆管恶性狭窄, 
行FNA穿刺, 经证实为胰腺癌或胆管癌. 19例患

者行ERCP时取组织活检, 证实为胆管恶性狭

窄. 回顾性分析76例胆管恶性狭窄患者的EUS、
ERCP及MRCP检查. 计算3种检查方法诊断胆管

恶性狭窄的敏感性、特异性、阴性预测值、阳

性预测值. 敏感性、特异性、假阴性率、假阳

性率及诊断准确性的计算公式如下: 敏感性 = 
真阳性数/(真阳性数+假阴性数); 特异性 = 真阴

性数/(真阴性数+假阳性数); 阴性预测值 = 真阴

性数/总阴性数; 阳性预测值 = 真阳性数/总阳性

数; 诊断准确性 = 真阳性数+真阴性数/总例数

统计学处理 采用SPSS17.0软件进行统计学

处理. 组间率的比较采用配对χ2检验, 检验水准

P  = 0.05. 

2 结果

35例胆管恶性狭窄患者行EUS检查, 诊断正确33
例, 误诊2例, 漏诊2例. 35例行ERCP患者, 诊断

准确为29例, 误诊7例, 漏诊6例. 39例行MRCP患

者, 诊断正确31例, 误诊9例, 漏诊8例. 从结果可

知, EUS诊断胆管恶性狭窄在敏感性、特异性、

准确性方面明显优于ERCP, EUS诊断胆管恶性

狭窄在敏感性、特异性、阳性预测值、阴性预

测值、准确性方面明显优于MRCP(表1, 图1). 

3  讨论

胆管恶性狭窄的诊断往往需要行MRCP及ERCP
检查. MRCP作为一种安全、无创的胆胰管成

像技术, 不受梗阻部位的限制, 通过多方位、不

同角度的成像进行观察. 定性诊断主要依据梗

阻部位、梗阻形态、胰胆管扩张的形态、程度

及一些特征性的MRCP征象来帮助进行判定. 但
由于MRCP空间分辨率较低, 又依赖于“水”成

像, 对胆汁较少的胆管显示欠佳; 若十二指肠降

部显影欠佳, 不能反映狭窄胆管的长度[2]. 另外

MRCP图像重建过程中胆管内小结石等细小病

灶常被高信号的胆汁所掩盖, 容易掩盖或遗漏

小的病变[3]. 本文中有4例下端良性狭窄误诊为

占位性病变, 后行ERCP检查证实为乳头旁憩室

压迫所致胆总管下端狭窄. 有2例Mirizzi综合征

患者误诊为胆管恶性狭窄. 
ERCP作为一种直接的胆管造影, 以往一直

被认为是胆胰管系统疾病诊断的金标准. 他能

提供直接清晰的胰胆管影像, 是诊断胆、胰疾

病的有效手段. 对于壶腹部肿瘤, 尤以十二指肠

表  1   EUS、ERCP及MRCP诊断胆管恶性狭窄的敏感性、
特异性、阳性预测值、阴性预测值及准确率分析 (%)

     
诊断方法                   EUS ERCP MRCP

敏感性 94.2 80.5a 78.5c

特异性 84.6 68.4a 57.1c

阳性预测值 89.1 69.1 64.5c

阴性预测值 73.3 50.0 41.3c

准确性 91.6 76.3a 71.6c

aP<0.05, cP<0.05 vs  EUS.

CBD

GBD

图  1  EUS诊断胆管恶性狭窄的超声下所见. 图为

一78岁男性, 为梗阻性黄疸的患者, 经EUS诊断为

胆管下端恶性狭窄.
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■同行评价
本文总结分析了
EUS、MRCP及
E R C P 三 种 影 像
技术对胆管狭窄
的诊断价值, 表明
EUS在诊断准确
性等方面具明显
优势, 对临床工作
有一定指导意义.

乳头状肿瘤, ERCP可通过内镜对肿瘤组织的直

视观察及活检, 可获取病理学诊断. 但对肿瘤周

围情况、浸润范围常难以确定, 同时对胆总管

中段至肝门部病变诊断率相对较低[4]. 本组病例

中1例胆总管中部狭窄患者, ERCP误诊为肝门部

胆管癌, 后经病理证实为良性狭窄. 同时ERCP
作为有创性检查, 有一定的技术难度, 具有一定

的风险, 其成功率与操作者水平呈正相关, 可引

起胆道感染、出血、穿孔及胰腺炎[5]. 且对于孕

妇及血液病患者而言, ERCP为相对禁忌证[6]. 
EUS是在内镜引导下, 在胃肠道腔内对胃

肠道及胃肠道周围的脏器进行超声扫描的方法. 
EUS既可以在内镜下直接观察病变, 又可以进

行超声扫描, 获得脏器的超声图像[7]. (1)在EUS
下, 炎性狭窄部的胆管为均一性肥厚, 癌性狭窄

病灶多为低回声团块, 形态不规则, 内部回声不

均匀, 边界不清晰, 病灶内可见散在的血流信号; 
(2)炎性狭窄胆管恶性狭窄3层结构清晰完整, 各
层间分界清晰. 癌性狭窄正常胆管壁结构破坏, 
根据低回声病灶侵及胆管壁的层次, 可以 对肿

瘤分期做出判断; (3)炎性狭窄与周围组织界限

清楚. 癌性狭窄可见肿瘤组织侵入周围组织[8].
有文献报道, EUS诊断胆管恶性疾病的总

体准确性、敏感性、阳性预测值、阴性预测值

及特异性分别为86.0%-94.1%、82.3%-84.0%、

80.0%-84.2%, 85.0%-93.3%, 90.0%-96.0%. 同时

EUS对胆道恶性狭窄患者的T、N、M分期具有

很高的准确性[9], 对于评估行手术治疗恶性狭窄

的可能性具有很高的临床价值[10]. 
通过我们临床经验的总结, 相比ERCP及

MRCP, EUS在诊断胆管恶性狭窄方面具有准确

性、特异性、敏感性高的优势, EUS同时具备内

镜下直接观察和超声扫描的优点[11], 必要时可行

FNA穿刺诊断, 从而提高诊断的特异性. 对于胆

道狭窄的诊断, EUS-FNA较现有的方式(如MRCP, 
ERCP)准确性更高[12], 是目前最佳的诊断手段, 但
其对于仅胆管壁局部增厚者的诊断敏感性仍较

低, 如何提高其敏感性仍需进一步研究, 如结合

IDUS、行EUS-FNA穿刺时部位的选择等[5]. 
随着现在EUS技术的发展, EUS不仅可以早

期诊断胆管恶性狭窄, 同时可以用于胆管恶性

狭窄的治疗[13], 如EUS介导下肝胃吻合术, 其步

骤与胆总管十二指肠吻合术相仿, 不过穿刺部

位为贲门或胃小弯侧, 建立左肝胆管与胃之间

的分流, 已经有很多相关的文献[14]报道. 但是, 
EUS具有其相对的缺点, 例如EUS对于医师的要

求比较高, 必须同时具备超声学方面及内镜两

方面的技术, 所以EUS在很多医院无法广泛开

展, 限制了他的应用. 不过我们坚信随诊现代医

学的发展, EUS会越来越多的应用于很多疾病的

早期诊断及微创治疗.
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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

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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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
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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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

2011-08-20/22
第十五次全国中西医结合儿科学术会议
会议地点: 兰州市
联系方式: zxyek@sina.com

2011-08-26/27
第四届福瑞肝纤维化论坛
会议地点: 上海市
联系方式: bstract@cosoman.com

2011-08-31/09-02
腹腔间室综合征的护理进展
会议地点: 延吉市
联系方式: qiyan68@126.com

2011-09
中华医学会超声医学分会第十一次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: http://www.nccsum.org/

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

2011-09-24
2011中国消化病学大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-09-25/26
2011北京消化内镜节
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-10-07/09
第八届亚太肝病学会主题会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@apaslstc.org

2011-10-13/16
2011年亚太地区国际肿瘤生物学和医学学术会议
会议地点: 上海市
联系方式: clinimmunchina@yahoo.com

2011-10-14/16
中华医学会第五次全国艾滋病、病毒性丙型肝炎暨全国
热带病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: www.nccsid.org

2011-10-21/23
中华医学会病理学分会第十七次学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: leighdai@cma.org.cn

2011-10-22/26
第19届欧洲肠胃病学联合组织(UEG)会议周
会议地点: 斯德哥尔摩
联系方式: uegw2011@cpo-hanser.de

2011-10-28/11-02
2011美国胃肠病学会年度科学会议
会议地点: 华盛顿
联系方式: annualmeeting@acg.gi.org

2011-11-04/08
第62届美国肝病研究学会(AASLD)年会
会议地点: 旧金山
联系方式: medical_conference@263.net 

2011-11-18/23
第十一届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2011全
国内镜/介入/放疗新技术国际论坛
会议地点: 北京市
联系方式: doctor302@163.com

2011-11-25/27
2011年全国消化道静脉曲张及其伴发消化疾病内镜诊治
研讨会
会议地点: 西安市
联系方式: 2011varices@sina.com

2011-12-08/11
第11次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: csgdabstract@126.com

2011-12-09/11
江苏省第四次胃肠外科学术会议
会议地点: 南京市
联系方式: jswcwk@yahoo.com.cn
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陈国凤 主任医师

中国人民解放军解放军第302医院感染七科

陈建杰 主任医师

上海中医药大学附属曙光医院

陈卫昌 教授

苏州大学附属第一医院消化内科

崔云甫 教授

哈尔滨医科大学第二附属医院普外一科

杜顺达 副主任医师 

北京协和医院肝外科

杜雅菊 主任医师

哈尔滨医科大学附属第二医院消化内科

杜奕奇 副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院消化内科

管冬元 副教授

上海中医药大学基础医学院实验中医学教研室

洪天配 教授

北京大学第三医院内分泌科

黄培林 教授

东南大学

李军祥 教授  

北京中医药大学附属东方医院消化内科

李胜 研究员

山东省肿瘤防治研究院肝胆外科  

刘成海 研究员   

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病研究所

刘改芳 主任医师 

河北医科大学第三医院消化内科

齐清会 教授 

大连医科大学附属第一医院普通外科

                                                                 • 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！

秦建民 副教授

上海中医药大学附属普陀医院肝胆外科

邱伟华 副主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

沈琳 主任医师

北京大学临床肿瘤医院消化内科

王德盛 副教授  

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科            

王健生 教授

西安交通大学医学院第一附属医院肿瘤外科

王悦华 副主任医师

首都医科大学宣武医院普外科

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

许文燮 教授 

上海交通大学生命科学院生物医学工程系 

宣世英 教授

山东省青岛市市立医院肝病内科 

姚树坤 教授 

中日友好医院消化内科 

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院 

袁红霞 教授

天津中医药大学消化科

张明辉 副主任医师

河北医科大学第一医院肝病中心

周南进 研究员

江西省医学科学研究所

朱亮 副教授

大连医科大学生理教研室

www.wjgnet.com


	封面
	目次
	2609
	2615
	2623
	2629
	2637
	2649
	2644
	2654
	2660
	2664
	2668
	2673
	2679
	2684
	2688
	2693
	2696
	2701
	2702

