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Abstract
Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory 
disease of the digestive tract. Its etiology and 
pathogenesis are still elusive. Abnormal intes-
tinal immune response, dysregulation of intes-
tinal microflora, defects of intestinal mucosal 
barrier, and persistent intestinal infection may 
be involved in the pathogenesis of this disease. 
Therapeutic strategies should be typically based 
on disease severity, affected extent, complica-
tions, and postoperative status. The therapeutic 
purposes are to control the clinical symptoms, 
induce remission, enhance endoscopic mucosal 
healing, restore intestinal physiological function, 
postpone surgical intervention, and prevent 
postoperative recurrence and disability. This 
paper highlights current strategies and novel ap-
proaches for medical therapy in CD patients.

Key Words: Crohn’s disease; Medical therapy; 
Standardization
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 述评 EDITORIAL

克罗恩病的规范化药物治疗

刘占举
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®

■背景资料
近年来国内克罗
恩病(CD)患者逐
年增多, 但临床上
仍无标准化药物
治疗方案. 随着对
CD发病机制的深
入认识, 规范化药
物治疗具有重要
意义.

系的原因不明的慢性复发性炎症疾病, 其病因
和发病机制可能与肠道异常免疫应答、肠道
微生态调节异常、肠黏膜屏障缺损、持续肠
道感染等有关. 对CD的药物治疗决策原则上
建立在疾病的进展程度、病变累及范围、合
并症以及术后状态等, 目的是控制临床症状, 
诱导缓解, 促使内镜下黏膜愈合, 恢复肠道生
理功能, 延缓手术治疗, 预防复发和致残出现. 
本文重点阐述当前对CD患者的药物治疗方案
以及新的治疗措施.

关键词: 克罗恩病; 药物治疗; 规范化

刘占举. 克罗恩病的规范化药物治疗.  世界华人消化杂志  

2012; 20(19): 1701-1704
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0  引言

近年来, 来自欧美国家对克罗恩病(Crohn's dis-
ease, CD)临床荟萃分析和治疗指南不断涌现[1-6], 
不同程度地影响了国内临床医生对CD的诊治. 
而国人CD患者发病率不高, 来自多中心的大宗

病例标准化治疗报道匮乏, 大多是单一中心的少

量病例报道, 同时因临床设计方案混乱, 致使结

论不一致, 夹杂着经验主义, 这对广大消化内、

外科医生产生了很大的冲击, 甚至茫然. 本文在

近年来欧美一些CD治疗荟萃分析和指南性建议

的基础上, 结合临床治疗体会, 阐述当前药物治

疗CD的临床策略. 
CD是发生在消化系的原因不明的慢性复发

性炎症疾病, 可发生于从口腔至肛门整个胃肠道

黏膜, 主要在回肠末端和升结肠部位为主, 以肠

壁穿透性炎症细胞浸润, 裂隙样溃疡, 伴有非干

酪样肉芽肿形成为病理学特征改变. 其发病机制

可能与肠腔内细菌抗原诱导肠道黏膜固有和获

得性免疫系统应答异常有密切关系. 肠黏膜组织

内异常免疫应答主要特征是肠黏膜组织内有分

泌大量分泌Th1型(如IFN-γ、TNF)和Th17型细胞

因子(如IL-17A)的CD4+ T细胞, 以及高水平IL-12
和IL-23的巨噬细胞/树突状细胞浸润等. 这些免

疫细胞在炎症状态下还可表达高水平的细胞因

子和趋化因子受体(如CCR5、CCR9)、整合素

■同行评议者
杜奕奇,  副教授,  
中国人民解放军
第二军医大学长
海医院
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■研发前沿
规范化药物治疗
CD是临床研究热
点 ,  根据CD患者
的疾病临床分期, 
病 变 累 及 范 围 , 
合并症等选择药
物治疗是重要的
理论基础.

(如α4β7 integrin)、黏附分子和辅助信号分子等, 
进一步诱导血液循环中白细胞向肠黏膜组织内

移动、归巢和聚集, 促使局部炎症应答[7,8]. 另外, 
肠黏膜组织内固有性免疫应答调节功能异常或

缺失在疾病发生过程中也起着重要作用. 
随着对CD发病机制的深入研究, 临床治疗

方案也发生了新的转变, 从传统的抗炎药物选

择, 逐步过渡到使用免疫抑制剂和生物制剂治

疗. 对CD的药物治疗决策原则上建立在疾病的

进展程度(如活动期、缓解期; 轻、中、重度), 
病变累及范围、合并症(如瘘管、脓肿、肠管

狭窄、梗阻、穿孔), 以及手术后药物预防复发

等[9,10]. 目的主要是控制临床症状, 诱导缓解, 促
使内镜下黏膜愈合, 肠黏膜解剖组织学结构恢

复和功能恢复, 延缓手术治疗, 避免肠道功能丧

失、致残和失去工作能力的风险, 长期坚持药

物维持治疗, 预防复发和致残出现.

1  活动期治疗

目前临床上对活动期CD治疗有升台阶(step-up)
和降台阶(step-down)方案, 其目的是快速诱导临

床症状缓解. 常规step-up治疗优点在于价格低

廉, 而缺点是疗效差、诱发感染、疾病进展高风

险、不能避免手术干预、诱发淋巴瘤以及生物

治疗(如抗TNF抗体, Infliximab, IFX)延迟等. 然
而, 在疾病早期采用step-down治疗优点是高效、

降低疾病相关并发症发生率、提高黏膜愈合

率、降低手术干预风险或避免肠道致残风险、

住院时间缩短, 而缺点是可能诱发感染和费用

高. 临床上, 评估特定药物的疗效, 一般指药物治

疗2 wk以上, 临床症状完全消失, CDAI<150, 内
镜下黏膜完全愈合, 停药至少6 mo无症状复发. 
对于病情复发一般指临床症状出现, CDAI>150, 
内镜/影像学检查有肠黏膜炎症改变.

氨基水杨酸(5-ASA)/柳氮磺吡啶(SASP): 
5-ASA治疗活动性CD的效果仍有争议, 有报道

4 g/d有降低活动性肠道炎症作用, 但疗效仍不肯

定. 英国胃肠病学会建议其疗效是有限的, 使用

SASP(4-6 g/d)仅对轻度结肠病变的CD患者有一

定效果, 但欧洲克罗恩病和溃疡性结肠炎组织

(ECCO)和美国胃肠病学院(ACG)已不推荐使用. 
笔者临床观察发现, 5-ASA对部分活动性CD患者

有效, 仍需要随机对照试验(RCT).
抗生素: 甲硝唑、环丙沙星或利福昔明对

活动性CD病情缓解有效, 尤其是CD继发有感染

(如脓肿形成、瘘管内感染、贮袋炎)和肠内细

菌过度生长, 并能促使肛周瘘管闭合. 但因长期

使用引起胃肠道不适和其他不良反应, 许多患

者不能长期坚持. 抗痨治疗没有足够的证据, 不
提倡使用.

糖皮质激素: 可迅速控制活动性CD病情缓

解, 普通糖皮质激素(如氢化考的松、强的松、

甲强龙)比布地奈德(Budesonide)更有效地诱导

中、重度小肠型或结肠型CD症状缓解, 但其相

关不良反应多(如感染、血脂增高、向心性肥

胖、骨质疏松), 黏膜愈合率低, 甚至引起死亡. 
强的松一般采用开始剂量为40 mg/d, 连续2-3 
wk, 然后减量5 mg/wk, 直至停用. 若强的松无效

或不应答, 或治疗过程中复发(包括1年内超过2
次需使用激素来控制症状复发, 或强的松降至15 
mg后复发, 或停用6 wk后复发), 考虑升级治疗

(包括免疫抑制剂、IFX、外科手术).
免疫抑制剂: 对于活动性CD患者, 若出现糖

皮质激素依赖或者无效, 则考虑使用甲氨蝶呤

(MTX, 15-25 mg/wk, im)可有效控制活动期CD患

者病情, 并能预防缓解期复发. 应注意消化系(恶
心、呕吐、腹泻、腹痛、消化不良、口角炎), 
骨髓抑制、肝功能损伤、头疼、骨骼疼痛和肺

炎等不良反应, 建议每4 wk复查血常规、肝功能. 
若出现WBC降低, 立即补充叶酸(5 mg/wk). MTX
有致畸效应, 怀孕期间忌用. 硫唑嘌呤(AZA)和6-
巯基鸟嘌呤(6-MP)因起效慢, 不推荐单独用于活

动性CD患者诱导病情缓解, 但常与糖皮质激素

联合用于提高疗效. 另外, 有报道使用他克莫司

[Tacrolimus, 0.1-0.2 mg/(kg·d), po]对活动性CD有

一定疗效, 而环孢霉素(CsA)对活动性CD患者均

无效, 不建议使用. 
生物制剂: 近年来临床上使用IFX可有效治

疗活动性CD, 诱导病情缓解, 促使瘘管愈合. 对于

瘘管合并有脓肿形成, 一定要在彻底引流(经MRI
检查确诊, 并与肛肠外科医生密切合作)基础上, 
在有效抗生素使用下, 可考虑使用IFX治疗. 目前

大多学者认为在肠道出现不可逆转破坏前尽早

采取有效干预, 一般2年病史内使用IFX治疗, 收
益最大, 联合IFX+AZA比单用效果更好, 但在使

用过程中一定要检测抗IFX抗体, 观察有无感染

(如结核菌、李斯特菌、霉菌、病毒)、淋巴瘤、

药物性狼疮, 神经脱髓鞘疾病等不良反应出现[11].
总之, (1)对于早期活动性CD病变, 若无肠损

伤致残风险(<2年病史, 无使用免疫抑制剂或IFX
治疗, 无肠管狭窄、瘘管、脓肿、穿孔等肠道严

重破坏), 可以使用糖皮质激素治疗, 待症状缓解

■相关报道
近年来, 欧美一些
国家对CD临床治
疗发表了相关的
共识意见和指南, 
对中国医生有一
定的参考价值.
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后使用免疫抑制剂维持治疗, 或使用肌注MTX
治疗, 或者使用IFX或联合AZA治疗[12], 见图1; 
(2)对于早期活动性病变合并有肠损伤致残风险

可能(<40岁、病变累及小肠和结肠范围广, 肛周

和/或直肠病变, 肠道深溃疡, 待手术切除, 狭窄

和/或穿孔可能), 直接选择IFX联合AZA治疗, 若
治疗失败则选择手术治疗, 见图1; (3)对于早期活

动性病变, 合并有严重高风险致残病变, 如肠管

狭窄、梗阻、穿孔、癌变、脓肿(大, 有明显感

染征象)、内科药物无效、瘘管长期不愈合(药物

无效)、严重影响生活质量(营养差、免疫抑制、

免疫抑制剂严重不良反应), 建议手术治疗, 见图

2; (4)近年来国外临床观察发现, 接受IFX治疗失

败的部分CD患者可改用其他类型的抗TNF抗体

(如Adalimumab)治疗, 使病情得到缓解.

2  缓解期治疗

为了预防缓解期病情复发, 生活上要戒烟, 同
时避免过多肉类高脂肪食物, 提倡更多维生素

和水果. 近年来大量临床荟萃分析显示5-ASA
药物对缓解期维持疗效不肯定, 不主张推荐使

用. 有报道一些抗生素(如甲硝唑)对缓解期患

者病情有一定效果, 但因长期使用出现胃肠道

等不良反应, 影响长期使用. 糖皮质激素(包括

布地奈德)亦因诱发多种不良反应不推荐维持

期治疗. 对于CD病情缓解后, 大多学者提倡使

用足量AZA[2.0-2.5 mg/(kg·d)]或6-MP[1.0-1.5 
mg/(kg·d)]进行维持期治疗, 注意定期检测骨髓

造血功能、肝肾功能损伤, 诱发淋巴瘤、以及

诱发感染等并发症, 一般可以持续3-5年. 对于

AZA/6-MP不良反应检测, 一般推荐开始2 mo内
每2-4 wk测定WBC水平, 然后4-8 wk测定一次

WBC. AZA骨髓抑制与TPMT缺乏和硫鸟嘌呤

核苷酸(thioguanine nucleotide)代谢物有关. 但
TPMT基因在大多人群稳定, 不建议测定该酶活

性和基因多态性. 另外, 对于不耐受AZA和6-MP

患者, 建议使用MTX(15 mg/wk, im), 对CD缓解

后维持治疗也有良好疗效. IFX对维持治疗亦显

示有良好疗效, 联合AZA或6-MP可提高临床疗

效, 并能维持瘘管闭合状态, 预防瘘管复发. 另
外, 营养支持和益生菌对维持期复发无效果.

3  术后复发的预防和治疗

CD术后复发是指手术切除病变肠管后, 肠黏膜

炎症再次发生. 对于CD患者接受手术治疗后应

采取预防复发和临床治疗两个部分, 前者是指

对术后采取一系列生活调理和必要的药物干预

来预防肠黏膜炎症出现, 目的是避免或延缓炎

症复发; 后者是指术后临床症状或内镜下黏膜

炎症复发采取必要的药物治疗[10]. 目前仍无标准

化术后预防和临床治疗方案, 生活上应立即戒

烟. 对于首次手术治疗者, 若仅为肠管病变、无

吸烟的低危患者, 术后无需要任何治疗, 6-12 mo
复查结肠镜, 若未发现炎症复发, 每年内镜检查

随访, 不需治疗. 对于有吸烟史、合并肠穿孔、

病变累及回肠和结肠、切除范围>10 cm的高危

患者, 尽管5-ASA在循证医学上对预防复发的证

据有争议, 仍推荐使用5-ASA(2 g/d)作预防性治

疗, 6-12 mo后复查结肠镜, 若未见炎症复发, 每
年内镜检查随访, 不需治疗; 若发现肠黏膜炎症

复发, 则改为口服足量的AZA[2.0-2.5 mg/(kg·d)]
或6-MP[1.0-1.5 mg/(kg·d)]长期维持治疗, 每年

结肠镜随访. 对于再次手术治疗患者, 使用AZA
或者6-MP治疗, 6-12 mo复发结肠镜检查, 若无复

发, 继续维持治疗, 每年结肠镜随访; 若内镜下复

发, 则采用类克治疗, 若仍无效则建议手术治疗. 
临床研究发现激素、益生菌对术后复发的预防

无效. 尽管报道术后连续使用抗生素, 如甲硝唑 
(20 mg/kg, 3 mo)或奥硝唑(1 g/d, 1年), 对预防术

后复发有一定效果, 但长期使用出现严重胃肠道

等不良反应, 长期使用受限. 

4  特殊情况下治疗

4.1 瘘管 临床观察发现IFX对瘘管的闭合有较好

图  1  早期活动性CD病变临床治疗措施. CS: 糖皮质激素; 

IMS: 免疫抑制剂; MTX: 甲氨蝶呤; IFX: 英夫利昔单抗.
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图  2  活动期CD临床治疗措施.
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的疗效, 可以促使瘘管愈合, 维持瘘管闭合状态, 
并能够预防瘘管复发. 抗生素(如甲硝唑、环丙

沙星)对改善瘘管引起的症状有帮助作用, 尤其

是肛周瘘管合并脓肿感染, 但不能促使瘘管愈

合. 因长期使用抗生素会引起不良反应, 致使不

能久用. 另外, 嘌呤类药物对瘘管愈合有一定的

促进作用. 有报道使用他克莫司对肛周瘘管愈

合有效, 但仍需进一步RCT. 若内科治疗效果无

效, 则需外科治疗.
4.2 肠外并发症 关节炎和骨结节痛可以使用对

乙酰氨基酚、SASP、5-ASA、COX2抑制剂塞

来昔布、糖皮质激素、MTX、NSAID、IFX治

疗. 若出现骨质疏松, 可以使用钙剂、VitD和糖

皮质激素治疗. 皮肤病变(如结节性红斑、坏疽

性脓皮病等)可以使用糖皮质激素、AZA或他克

莫司治疗, 若无效可改用IFX治疗. 若出现巩膜

炎、结膜炎、虹膜炎、或葡萄膜炎, 建议使用

糖皮质激素治疗(局部或静脉), 可成功阻止失明

和角膜穿孔, 若无效改用IFX治疗. 熊去氧胆酸

对合并的原发性硬化性胆管炎、胆囊炎有一定

效果, 可以改善肝功能损伤, 降低结肠癌发生.
4.3 孕妇 在活动期病变时, 孕妇服用药物对胎儿

的生长发育有明显影响, 提倡在CD病情缓解后

怀孕. 一般地, 5-ASA对怀孕期间和哺乳期胎儿

的生长是安全的, 而SASP可引起新生儿溶血, 以
及叶酸吸收障碍, 应慎用. 甲硝唑和环丙沙星对

胎儿发育影响不大, 但四环素和磺胺类药物应

禁用. 糖皮质激素类药物对孕妇一般是安全的, 
但有小部分可通过胎盘进入胎儿体内或进入乳

汁内, 可能会影响胎儿发育. 免疫抑制剂(AZA、

6-MP、CsA)可能会引起早产、先天性缺陷, 应
慎用. 相反, MTX 有致畸作用, 应忌用. 近期欧美

临床观察发现怀孕期间使用IFX治疗一般是安

全的, 致畸、死胎和早产发生率没有明显变化. 

5  结论

近年来, 随着消化内镜、影像学、免疫病理学等

技术在临床上开展应用, 对CD诊断有很大的帮

助作用. 对于CD临床治疗, 应根据患者的疾病分

期、病变累及范围、有无合并症以及是否接受

手术干预等来合理选择药物, 控制临床症状, 诱
导缓解, 促使内镜下黏膜愈合, 恢复肠道生理功

能等. 通过有效的药物维持治疗, 预防疾病复发.
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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression vector 
encoding a mutant CDK4 protein and to inves-
tigate the effect of transfection of this vector on 
POLD1 expression in SMMC-7702 cells.

METHODS: The mutant CDK4 gene was am-
plified by RT-PCR from total RNA isolated 
from the human hepatocarcinoma cell line 
SMMC-7721, digested, and inserted into the 
eukaryotic expression vector pEGFP-C1. The re-
sultant recombinant plasmid was confirmed by 
sequencing. After the recombinant plasmid was 
transfected into SMMC-7702 cells using Lipo-
fectamine 2000, the expression of fusion protein 
was observed by fluorescence microscopy, and 
expression of CDK4 and POLD1 mRNAs was 
detected by real-time PCR.

RESULTS: The eukaryotic expression plasmid 
GFP-CDK4 was successfully constructed. The 
mutant CDK4 gene contained 5 base mutation 
sites, 4 base insertions and 2 deletions, which 
caused 7 amino acids to change. Compared to 
non-tranfected cells or cells transfected with the 
pEGFP-C1 vector, cell proliferation was signifi-
cantly higher in cells transfected with the recom-
binant vector (0.826 ± 0.08 vs 0.596 ± 0.06, 0.609 ± 
0.10, F = 7.033, P < 0.05). The expression levels of 
CDK4 and POLD1 genes in cells transfected with 
the recombinant vector was significantly higher 
than those in the two control groups (1.94 ± 0 .11 
vs 1.01 ± 0.00, 1.05 ± 0.12, F = 54.046, P < 0.01; 0.54 
± 0.04 vs 0.30 ± 0.07, 0.25 ± 0.06, F = 11.788, P < 0.05). 
Similar results were also obtained for the protein 
expression levels of CDK4 (0.65 ± 0.03 vs 0.41 ± 
0.03, 0.39 ± 0.05, F = 14.665, P < 0.05) and P125 (0.54 
± 0.04 vs 0.30 ± 0.07, 0.25 ± 0.06, F = 11.788, P < 0.05).

CONCLUSION: Tranfection of the eukaryotic ex-
pression plasmid GFP-CDK4 significantly increas-
es the proliferation and invasion of SMMC-7702 
cells possibly by up-regulating POLD1 expression.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Mutation; 
CDK4; POLD1
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■研发前沿
研究癌细胞和正
常细胞中DNA与
蛋 白 复 合 物 ,  或
蛋白与蛋白复合
物空间结构和作
用位点的改变能
够解释细胞恶变
的 机 制 ,  从 而 为
新的诊疗方法提
供理论依据.

Li YJ, Huang Y, Ruan XL, Liao LF, Wu Q, Huang WT, Xu 
H. Transfection of a eukaryotic vector expressing a muta-
nt CDK4 up-regulates POLD1 expression in SMMC-7702 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 1705-1712

摘要

目的: 构建包含突变型CDK4基因的真核绿色
荧光表达载体, 作为POLD1基因依赖的细胞
周期复制调控的模型, 研究POLD1基因相关
的癌性增殖的机制, 为干预细胞恶性增殖提供
新的思路.

方法: 设计人突变型CDK4基因全长特异性引
物进行PCR扩增人肝癌细胞系SMMC-7721
总cDNA, 以pEGFP-C1质粒为模板连接, 得
到重组质粒GFP-CDK4后进行测序和生物信
息学比对分析; 转染细胞分3组: 实验组(转染
突变型CDK4重组真核表达质粒GFP-CDK4), 
阴性对照组(转染空载体pEGFP-C1组)和空
白对照组(SMMC-7702). 通过MTT试验分析
细胞增殖变化; 实时荧光定量PCR技术检测
CDK4、POLD1及细胞周期相关因子的表达
量, Western blot检测蛋白表达的差异.

结果: 成功构建了人突变型CDK4基因真核表
达质粒GFP-CDK4, 转染到肝细胞SMMC-7702
后使细胞表达融合绿色荧光的C D K4蛋白;  
SMMC-7721细胞中突变型的CDK4存在5个
碱基突变, 4个碱基插入, 2个碱基缺失, 这使
得5个氨基酸序列发生了改变; 与空白对照组
及阴性对照组相比, 实验组细胞增殖明显升
高(0.826±0.08 vs  0.596±0.06, 0.609±0.10, F  
= 7.033, 均P <0.05); 实验组CDK4 mRNA表达
水平差异明显(1.94±0.11 vs  1.01±0.00, 1.05
±0.12, F  = 54.046, P <0.01), POLD1 mRNA
相应地升高(2.47±0.25 vs  1.16±0.00, 1.26±
0.23, F  = 135.496, P <0.01); 稳定转染细胞的
蛋白水平变化趋势与基因相同, 其中实验组
CDK4(0.65±0.03 vs  0.41±0.03, 0.39±0.05, F 
= 14.665, 均P <0.05), P125(0.54±0.04 vs  0.30
±0.07, 0.25±0.06, F  = 11.788, 均P <0.05).

结论: 人突变型CDK4基因的真核表达载体
GFP-CDK4显著促进肝细胞的增殖能力, 这与
POLD1基因及P125蛋白的高表达相关.

关键词: 肝细胞癌; 突变; CDK4; POLD1
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种常见的恶性肿瘤, 也是全球3大肿瘤死因之一, 
严重危害人类的健康. 我国近20年来HCC发病

率呈上升趋势, HCC患者每年死亡人数约为23
万之多, 占我国全部恶性肿瘤死亡率的18.8%, 
仅次于胃癌居第2位, 在广西则居第1位[1,2]. DNA
聚合酶δ(DNA polymerase δ, Polδ)是真核生物

DNA复制的最主要复制酶, POLD1基因编码其

活性催化亚基P125[3,4]. 细胞周期蛋白依赖性激

酶4(cyclin dependent kinase 4, CDK4)是含丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶CDKS家族中的重要一员. 
他与细胞周期蛋白D(cyclinD)共同作用于细胞

G1期, 成为关键调控蛋白复合物[5]. 目前已在多

种肿瘤细胞系中检测到该区位的基因改变, 包
括表达丰度的改变、基因重排和点突变[6-8]. 研
究表明CDK4参与了细胞恶变中细胞周期改变

相关的过程[9,10], 而这个过程最终调控POLD1基
因编码P125进行DNA的复制. 因此, 我们推测

CDK4参与了POLD1表达的调控, 对细胞恶变具

有关键作用的CDK4与POLD1调控模式的研究

将有助于我们了解肝细胞癌的发病机制, 从而

为阻断肝细胞癌的发生和发展提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系SMMC-7721、正常肝细

胞系SMMC-7702购自中国科学院上海细胞库; 
1640培养液购自Thermo scientific公司; 胎牛血

清购自杭州四季青生物工程材料技术有限公

司; 大肠杆菌E.coli . DH5α、真核表达载体pEG-
FP-C1为本课题实验室保存; 胰蛋白胨(Tryptone)
及酵母提取液(Yeast Extract)购自OXLID公司; 
琼脂糖(Agarose)购自上海Yito公司; 高保真酶

(Prime STAR)、T4 DNA连接酶、pMD 18T载
体、限制性内切酶(SalⅠ, EcoRⅠ)为Takara公司

产品; TRIzol试剂为Invitrogen公司产品; 胶回收

试剂盒、质粒小量抽提试剂盒、SYBRGreen荧
光定量MIX试剂购自天根(北京)公司. PVDF膜
购自美国Millipore公司; 小鼠抗人CDK4抗体、

山羊抗人DNA聚合酶δ(P125)抗体为Santa Cruz
产品; 兔抗人GAPDH单克隆抗体购自南宁市蓝

光生物技术有限公司; 远红外荧光标记的兔抗

小鼠、山羊抗兔、兔抗山羊二抗购自美国KPL
公司.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 肝癌细胞SMMC-7721和正常肝
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细胞SMMC-7702培养于含100 mL/L胎牛血清的

1640培养基, 在37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养.  
1.2.2 质粒构建: 用TRIzol、氯仿法提取肝癌细

胞SMMC-7721总RNA后逆转录为cDNA, 并以

此为模板, 用CDK4特异性引物(表1)进行PCR
得到包含CDK4编码区CDS的基因片段. 将质粒

pEGFP-C1和PCR产物用限制性内切酶SalⅠ、

EcoRⅠ进行双酶切, 然后用T4连接酶链接, 转
化到感受态细胞后筛选出重组质粒GFP-CDK4.  
1.2.3 细胞转染 :  (1)瞬时转染 :  转染前2 d将
SMMC-7702细胞接种到6孔板, 转染前1 h用无血

清1640培养基培养. 将转染试剂lipo2000与质粒

以2.5 μL∶5 μg混合, 室温孵育, 15 min后均匀滴

入培养板细胞, 6 h后换用完全培养基, 48 h收取

细胞; (2)稳定转染: 将瞬时转染5 d后的6孔板细

胞, 在每个孔加入终浓度为500 mg/L的G418进
行筛选, 3 wk后得到稳定转染的细胞. 
1.2.4 MTT分析: 将稳定转染GFP-CDK4后处于

对数生长期的SMMC-7702细胞接种于96孔板作

为实验组, 稳定转染PEGFP-C1的SMMC-7702
作为对照组, 未经处理的SMMC-7702作为空白

对照组. 平均每孔2×103个细胞, 每组细胞均重

复作3个孔. 于种板后的24、48、72、96 h分别

加入20 μL MTT溶液, 4 h后小心吸出培养基及

MTT, 每孔加150 μL DMSO, 混匀后用酶标仪检

测490 nm处各孔的吸光度(A )值, 绘制生长曲线. 
1.2.5 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测: 通过

primer primier 5.0软件设计特异性引物(表1); 将
瞬时转染的细胞用TRIzol、氯仿法提取总RNA, 
各取1 μg进行逆转录得到cDNA, 以此为模板在

ABI7500实时荧光定量仪上进行荧光定量聚合

酶链反应, 反应体系为: 9 μL PCR Mix、9 μL去
离子水、1 μL引物、1 μL cDNA. PCR条件为: 
95 ℃预变性2 min; 95 ℃变性20 s、60 ℃退火 
30 s, 72 ℃延伸30 s, 40个循环, 采用比较△△

Ct法, 设置β-actin为内参, 结果用7500 Software 
v2.0.5分析数据. 
1.2.6 蛋白质印迹(Western blot)分析: 将稳定转

染后的细胞用RIPA裂解液裂解后提取细胞总蛋

白, BCA法测定蛋白浓度后, 取70 μg总蛋白用梯

度SDS-PAGE胶分离后转移到PVDF膜上. 杂交

膜先用5%脱脂奶粉的PBST溶液封闭2 h后4 ℃
摇床孵育一抗(CDK4、P125一抗稀释度分别为

1∶5 000、1∶3 000)过夜, PBST洗膜3次, 每次

10 min, 室温下孵育二抗1 h(兔抗小鼠、兔抗山

羊二抗稀释度为1∶3 000), PBST洗膜3次, 每次

10 min; 将漂洗过的PVDF膜用LI-COR Odyssey 
红外荧光扫描成像系统扫描, Odyssey V3.0软件

分析图像及数据. 
统计学处理 运用SPSS13.0统计软件进行

ANOVA单因素方差分析, LSD法进行两两比

较, 结果用mean±SD表示, 检验水准α = 0.05, 
P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 鉴定重组质粒GFP-CDK4 将PCR产物进行凝

胶电泳在977 bp处有明亮特异条带, 与预期结果

一致. 单酶切及双酶切鉴定结果行凝胶电泳, 在
约5 700 bp处、4 700 bp处及1 000 bp处分别有

明亮条带(图1), 表明CDK4基因已连接入pEG-
FP-C1载体. DNA测序结果与UCSC库中查找的

CDK4序列与测序序列SEQ进行BLAST比对后

得出, Expect = 0.0, Identities = 619/630(98%), 
Gaps = 5/630(1%), 5个碱基突变, 4个碱基插入, 2
个碱基缺失(表2, 图2). 这导致突变型CDK4编码

的蛋白CDK4对比野生型CDK4编码的CDK4蛋
白有了5个氨基酸的改变. 
2.2 MTT分析细胞的增殖差异 转染GFP-CDK4
的实验组SMMC-7702细胞与转染PEGFP-C1对
照组细胞SMMC-7702和空白对照组SMMC-7702

表  1  PCR引物序列表

     基因名称                          引物序列(5'－3') 产物长度(bp)

CDK4(全长) 上游 GGAATTCGAATGGCTACCTCTCGATATGA

下游 ACGCGTCGACGCCCTCTCAGTGTCCAG

       977

CDK4(荧光定量) 上游 GTTCGTGAGGTGGCTTTACTG

下游 GTCCTTAGGTCCTGGTCTACATG

       145

POLD1(荧光定量) 上游 GCTCCGCTCCTACACGCTCAA

下游 GGTCTGGTCGTTCCCATTCTGC

       109

β-actin(荧光定量) 上游 AACTCCATCATGAAGTGTGA

下游 ACTCCTGCTTGCTGATCCAC

       247

■创新盘点
C D K 4是细胞G 1

期 关 键 调 控 蛋
白, 但是CDK4与
POLD1/P125的调
控关系研究鲜有
报道, 本文首先发
现肝癌细胞系内
CDK4为突变型 , 
转染到肝细胞系
后能使其增殖能
力显著增加, 这与
C D K 4 参 与 调 控
POLD1/P125有关. 
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细胞相比, 吸光度值A 490在种板后的24、48、
72 h差异无统计学意义分别是(0.279±0.040 
vs 0.283±0.030, 0.282±0.030, F  = 0.010, 均
P >0.05), (0.372±0.030 vs 0.310±0.040, 0.325
±0.010, F  = 3.145, 均P >0.05)、(0.502±0.110 
vs 0.405±0.030, 0.410±0.060, F  = 1.603, 均
P >0.05), 但与96 h差异具有统计学意义(0.826±
0.080 vs 0.596±0.060, 0.609±0.100, F  = 7.033, 
均P <0.05), 实验组细胞增殖速度高于对照组和

空白对照组(图3), 这与实验组细胞荧光出现的

数量和强度趋势一致(图4). 
2.3 荧光定量PCR检测mRNA表达量 实验组细

胞在转染后48 h检测CDK4基因和POLD1基因

的相对表达量, 结果显示实验组细胞明显高于

对照组, 阴性对照组和空白对照组(1.94±0.11 
vs 1.01±0.00, 1.05±0.12, F  = 54.046, P <0.01), 

(0.54±0.04 vs 0.30±0.07, 0.25±0.06, F  = 
11.788, 均P <0.05, 图5). 说明重组质粒在正常肝

细胞内高表达CDK4基因, 而且高表达的CDK4
基因可以促进POLD1基因的高表达. 
2.4 Western blot分析蛋白的表达量 实验组CDK4
蛋白相对于对照组和空白对照组高表达(0.65
±0.03 vs 0.41±0.03, 0.39±0.05, F  = 14.665, 均
P <0.05), 对应的P125蛋白的表达增高, 与对照组

和空白对照组差异明显(0.54±0.04 vs  0.30±0.07, 
0.25±0.06, F  = 11.788, 均P<0.05), 对照组和空白

对照组间则没有明显差异(P >0.05), 结果具有统

计学意义. 即CDK4蛋白高表达可以促进P125蛋
白的高表达, 结论与mRNA水平趋势一致(图6). 

3  讨论

HCC以及其他的恶性肿瘤的生长和转移都是以

细胞恶性增殖为基础的[11], 细胞的恶性增殖则必

表  2  突变型CDK4碱基突变位点, 导致氨基酸的改变以
及突变意义

     突变位点  原碱基 突变后碱基 氨基酸变化

470    G_A      GGA         -

516    C_T      CCT         -

522    TCG      TGG   Ser→Try

524    GAA    GA_缺失         -

583    CCT    C_T缺失         -

605    GCT      GCA   Ala→Glu

606     _TT      CTT         -

610     TTT      TAT   Phe→Tyr

620    ATG      AAG   Met→Lys

622     _AT      GAT         -

633    AAC      AAT   Asp→Asp

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

A
49

0

7702

7702-CDK4

7702-C1

24              48             72            96
t /h

细胞生长曲线

图  3  SMMC-7702细胞生长曲线图.

■应用要点
肝 细 胞 癌 中 突
变 型 C D K 4 对
POLD1调控机制
的研究将为阻断
肝癌的发生和发
展提供新的思路
和理论依据. 

7 000 bp
4 000 bp

2 000 bp

1 000 bp

   500 bp
   250 bp

1 2 3 M 

图  1  重组质粒GFP-CDK4酶切和PCR产物电泳. 1: GFP-

CDK4质粒Sal Ⅰ单酶切产物; 2: GFP-CDK4质粒EcoR Ⅰ单

酶切产物; 3: GFP-CDK4质粒Sal Ⅰ/EcoR Ⅰ双酶切产物; 4: 

CDK4和β-actin PCR产物. 1, 2: 泳道显示GFP-CDK4质粒

单酶切后的线性质粒位于4 000-7 000 bp之间, 符合预计长

度5 708 bp; 3: 泳道显示双酶切产物为两根条带GFP(4 731 

bp)和CDK4(977 bp); 4: 泳道同时显示CDK4和β-actin(247 

bp)PCR扩增产物.

4 

图  2  GFP-CDK4序列碱基突变位点比对示意图. A: 突变密

集区(516-524 bp); B: 突变密集区(605-633 bp).

A

B

510 520 530

10 620 630
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须依赖POLD1编码的P125参与合成复制DNA, 
且这个过程与细胞周期调控密不可分. 调控细

胞周期的核心因子是细胞周期蛋白依赖性激酶, 
他与不同的细胞周期蛋白形成多种复合物, 作
用于细胞周期的不同时相, 决定着细胞周期的

进程[12]. 其中CDK4/cyclinD的复合物就是调控

G1/S期的关键蛋白复合物, 他可以使Rb蛋白的

丝氨酸或苏氨酸残基发生磷酸化[13]. 在通常情况

下Rb蛋白处于低磷酸化状态, 并与转录因子E2F
结合[14]. 磷酸化后的Rb蛋白可导致E2F的释放, 
释放出的E2F可以诱导cyclinE的表达, cyclinE与
CDK2蛋白形成复合物后又可以使Rb蛋白发生

磷酸化, 使E2F与cyclinE的活性在G1/S期交界点

处迅速增高, 引起一系列与G1/S期行进有关的靶

分子的表达, 促使细胞完成DNA复制[15-17]. 
到目前为止, 科学家们在多种癌细胞中检

测到CDK4基因发生了突变, Pilotti等[18]首先发

现遗传性家族性黑色素瘤病人CDK4基因存在

的较高突变率, Plan等[19]在乳腺癌和胰腺癌中也

发现了突变的CDK4. Miliani de Marval等[20]在研

究CDK4在肿瘤形成中的作用的发现, 在CDK4
缺失的小鼠体内, 即使其他抑癌基因如P53或
Ink4a/Arf失活的情况下, 小鼠仍然不会形成肿

瘤, 这说明CDK4是肿瘤形成所不可缺少的基因. 
我们的研究证实在肝细胞癌细胞系SMMC-7721
中存在碱基缺失和突变, 并推测出相应氨基酸

的改变. 但是, 研究人员一直未能证实CDK4的
突变和恶性肿瘤之间的直接因果关系. 

朱晓宇等的运用染色体免疫共沉淀

(chromatin immunoprecipitation, ChIP)和荧光素

酶报告基因实验证实了P53以及一些细胞周期

调控因子可以在细胞内(in vivo )能与POLD1启
动子结合并影响POLD1启动子活性[21,22]. Greeve
等[23]的研究证实了MCF-7癌细胞增殖的阻断可

能与CDK2和CDK4活性降低引起p21与CDK2
和CDK4复合物结合的改变有关. 然而至今没有

进一步的研究解释这些细胞周期因子是如何对

癌细胞增殖阻断起作用, 是否最终是通过抑制

POLD1基因表达或P125活性达到的. 因此, 研究

关键的细胞周期调控因子对于POLD1基因和其

编码蛋白P125表达影响就显得非常必要, 特别

是对存在着高突变率的恶性肿瘤中的CDK4对
POLD1的调控通路和机制的研究, 将有可能为

阻止肿瘤发生提供新的思路. 
本文探讨了肝癌细胞S M M C-7721中突

变型CDK4对肝细胞SMMC-7702增殖和迁移

能力的影响. 构建的突变型CDK4重组真核表

达质粒G F P-C D K4经过D N A测序比对, 发现

SMMC-7721中突变型的CDK4存在有碱基突变

和缺失, 改变引起相应氨基酸序列的替换, 证实

了肝细胞癌SMMC-7721中的CDK4在结构功能

发生了异常. 而氨基酸的替换引起的CDK4空间

构象的改变, 以及这些改变对细胞周期中细胞

周期因子调控复合物结构和功能的机制尚不明

确, 需要进一步深入研究. 有意义的是, 我们将

GFP-CDK4转染到肝细胞SMMC-7702中, MTT

A B

C D

图  4  SMMC-7702瞬时转染GFP-
CDK4后绿色荧光照片. A: 转染后24 

h; B: 转染后48 h; C: 转染后72 h; D: 

转染后96 h.

■同行评价
本研究在肝癌细
胞中成功克隆了
CDK4基因并对此
基因的突变进行
了分析, 为进一步
在肝癌中研究此
基因提供了有力
的工具.
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结果证实, 突变型CDK4基因的高表达促进了正

常肝细胞SMMC-7702的增殖. 转染突变型CDK4
后细胞生物学行为的改变与其他研究者对于

CDK4基因促进细胞增殖和分裂的功能一致. 
作为DNA复制中负主要责任的聚合酶, 我

们推断CDK4对细胞增殖和迁移的促进作用是

通过调控POLD1基因和其编码的P125催化亚基

实现的, 这种调控方式可以是直接的也可以是

间接的. 实时荧光定量PCR的结果证实了这一

推论, CDK4促进了POLD1的表达, 且POLD1的
表达滞后于CDK4, 这一方面说明POLD1作为

CDK4的下游基因受到CDK4调控, 另一方面也

验证了CDK4和POLD1作用于不同细胞周期, 共
同承担细胞DNA复制的任务. Western blot的结

果在蛋白质水平上也说明了CDK4对P125的存

在正向调控作用. 
现有研究[24,25]证实cyclinD-CDK4复合物在

细胞G1期中期和晚期磷酸化RB蛋白释放E2f-
Dp1, E2f靶基因的表达使细胞通过R点(restric-
tion point)完成DNA复制的准备, 进入下一细胞

周期S期. 这时, DNA聚合酶δ(DNA polymerase 
δ, polδ)的催化亚基P125在增殖细胞核抗(pro-
liferation cell nuclear antigen, PCNA)和复制因

子C(replication factor C, RFC)的参与下形成复

合物定位于复制叉, 以前导链和后续链为模板

两种不同形式的DNA复制[26], 为细胞的增殖提

供物质基础. 但是, 目前仍没有足够的证据证实

CDK4蛋白是否直接参与了构成调控POLD1基
因启动子的转录调控蛋白复合物, 这种转录调
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图  6  Western blot检测CDK4/P125蛋白表达量. 稳转GFP-

CDK4的SMMC-7702细胞CDK4/P125蛋白灰度值均高于对

照组SMMC-7702和阴性对照组pEGFP-C1(P<0.05).
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控复合物的空间结构与CDK4基因的突变是否

有关系也没有实验验证. 这些都需更加深入的

研究. 
另外, 作为细胞核蛋白复合物的CDK4/cy-

clinD本应在细胞核表达, 但在多种癌症的免疫

病理的研究观察中发现, CDK4/cyclinD均可在胞

浆中表达, 且表达强弱与癌恶性程度有关[27]. 研
究CDK4/cyclinD在不同细胞周期的定位对解释

细胞周期依赖相关疾病的发生和发展有重要的

意义. 而在研究细胞蛋白定位方面, 荧光蛋白和

依赖荧光蛋白的荧光共振能量转移(fluorescence 
resonance energy transfer, FRET)等新技术的使用

将成为研究细胞周期蛋白的有力工具[28-30]. 
总之, 我们目前的实验结果证实了突变型

CDK4促进了肝细胞SMMC-7702的增殖能力, 其
机制是通过调控POLD1基因和P125蛋白的高表

达实现的. 进一步研究恶性肿瘤细胞中CDK4对
POLD1调控通路和作用模式对从基因和蛋白水

平上抑制肿瘤细胞增殖的提供新的思路, 对指

导临床上肿瘤的治疗有重要意义.
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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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Abstract 
AIM: To observe the effect of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) stimulated by 
TNF-α on apoptosis of rat hepatic stellate cells 
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肿瘤坏死因子-α刺激骨髓间充质干细胞后对肝星状细胞
凋亡的促进作用
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■背景资料
肝星状细胞(HSCs)
的激活与增殖在
肝纤维化发生过
程中起关键的作
用 ,  骨 髓 间 充 质
干细胞(BMSCs)
移植可改善甚至
逆转肝纤维化. 体
外研究BMSCs与
HSCs的作用机制
具有重要意义.

(HSCs) in a co-culture system and to explore the 
possible mechanisms involved. 

METHODS: BMSCs from SD rats were isolated, 
cultured, and purified by the whole bone mar-
row adherence method. BMSCs at passages 3-4 
were stimulated by TNF-α and then co-cultured 
with HSCs in a Transwell co-culture system. 
Cells were divided into HSCs blank group, BM-
SCs blank group, normal co-culture group, and 
TNF-α-stimulated co-culture group. Apoptosis 
of HSCs was detected by flow cytometry; expres-
sion of RhoA and HGF mRNAs and proteins was 
tested by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Western blot, respectively; 
and concentration of hepatocyte growth factor 
(HGF) in cell supernatants was determined by 
ELISA.

RESULTS: Compared to the normal co-culture 
group and HSCs blank group, the expression of 
RhoA protein (24 h: 0.864 ± 0.006, 48 h: 0.688 ± 
0.013) and mRNA (24 h: 0.809 ± 0.004, 48 h: 0.494 
± 0.010) in HSCs was significantly lower in the 
TNF-α-stimulated co-culture group (all P < 0.01). 
The expression of HGF protein (24 h: 1.032 ± 0.003, 
48 h: 1.060 ± 0.003) and mRNA (24 h: 0.857 ± 0.004, 
48 h: 1.195 ± 0.010) in BMSCs was significantly 
higher in the TNF-α-stimulated co-culture group 
than in the normal co-culture group (all P < 0.05). 
The apoptosis rate of HSCs was significantly in-
creased in the TNF-α-stimulated co-culture group 
(24 h: 6.583% ± 0.091%; 48 h: 29.960% ± 0.223%) 
compared to the normal co-culture group (24 h: 
4.700% ± 0.168%, 48 h: 23.140% ± 0.115%; both P < 
0.01).

CONCLUSION: BMSCs stimulated by TNF-α 
enhance the apoptosis of HSCs possibly via para-
crine production of HGF by BMSCs to down-
regulate RhoA signaling in HSCs.
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■研发前沿
目前, 国内外进行
自体及异体BM-
S C s 移 植 治 疗 肝
病的研究越来越
多, 但采用肿瘤坏
死因子-α(TNF-α)
刺激BMSCs后与
HSCs共培养的研
究极少.

mesenchymal stem cells stimulated by TNF-α enhance the 
apoptosis of hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(19): 1713-1719

摘要 
目的: 观察肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)刺激大鼠骨髓间充质干细胞
(bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)
情况下, 共培养体系中BMSCs对大鼠肝星状
细胞(hepatic stellate cells, HSCs)凋亡的影响
并探讨其机制. 

方法:  全 骨 髓 贴 壁 法 分 离、纯 化 S D 大 鼠
BMSCs, 传至第3-4代使用. 运用6孔Transwell
板建立共培养体系, 将TNF-α刺激BMSCs后
与HSCs共培养. 实验分HSCs空白对照组、

BMSCs空白对照组、正常共培养组、刺激
共培养组; 采用流式细胞术检测HSCs凋亡, 
RT-PCR、Western blot分别检测RhoA与HGF 
mRNA及蛋白表达, ELISA测定细胞培养上清
液中HGF含量. 

结果: 刺激共培养组24 h、48 h HSCs RhoA蛋
白(24 h: 0.864±0.006, 48 h: 0.688±0.013)及
mRNA(24 h: 0.809±0.004, 48 h: 0.494±0.010)
表达进行性下降, 与正常共培养组和HSCs空
白对照组比较有显著性差异(P <0.01), BMSCs 
HGF蛋白(24 h: 1.032±0.003, 48 h: 1.060±
0.003)及mRNA(24 h: 0.857±0.004, 48 h: 1.195
±0.010)表达呈时间依赖性递增, 与正常共培
养组比较差异有统计学意义(P <0.05); 刺激共
培养组24 h、48 h HSCs凋亡率分别为6.583%
±0.091%、29.960%±0.223%, 与正常共培
养组(24 h: 4.700%±0.168%, 48 h: 23.140%±

0.115%)比较差异有统计学意义(P <0.01). 

结论: TNF-α刺激BMSCs后与HSCs共培养明
显促进HSCs凋亡, 其机制可能是BMSCs通过
旁分泌HGF抑制HSCs RhoA表达实现的. 

关键词: 骨髓间充质干细胞; 肝星状细胞; 肿瘤坏死

因子-α; 肝细胞生长因子; RhoA
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)的激活

与增殖在肝纤维化发生过程中起关键的作用, 
骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 

stem cells, BMSCs)移植可改善甚至逆转肝纤维

化. 受损的肝组织可分泌肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)等炎症因子, TNF-α刺
激间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
后增加其向受损组织的迁移、定植能力, 促进

肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)
的表达[1], 研究显示, HGF转染MSCs明显抑制肝

纤维化进程[2], RhoA活化促进HSCs的重塑和迁

移[3]. 本实验在前期研究基础上, 将TNF-α刺激

后的BMSCs与HSCs共培养情况下, 观察BMSCs
对HSCs凋亡的影响, 探讨TNF-α刺激的BMSCs
诱导HSCs凋亡的机制, 为临床治疗肝纤维化提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞系(HSC-T6)购自中山大学

附属肿瘤医院细胞库; DMEM购自美国Gibco公
司; 特级胎牛血清购自美国Hyclone公司; 肿瘤坏

死因子-α购自美国Peprotech公司; 肝细胞生长因

子ELISA试剂盒购自美国R&D system公司; 小鼠

抗HGF单克隆抗体、小鼠抗RhoA单克隆抗体、

HRP标记的山羊抗小鼠IgG购自美国Santa Cruz
公司; TRIzol购自美国Invitrogen公司; 逆转录试

剂盒购自美国MBI公司; Transwell insert半透膜购

自美国Corning Costar公司; 100-120 g清洁级雄性

SD大鼠购自广西医科大学实验动物中心. 
1.2 方法

1.2.1 BMSCs的分离、培养与鉴定: 参考文献[4]
在无菌条件下分离培养, 颈椎脱臼法处死SD大

鼠, 无菌分离股骨, 剪断股骨干, 用5 mL注射器吸

L-DMEM轻轻冲出骨髓至髓腔变白. 1 000 r/min
低速离心4 min收集细胞, 弃上清液, 用含100 mL/
L胎牛血清的L-DMEM重悬细胞, 置于37 ℃、饱

和湿度、50 mL/L CO2培养箱中培养, 24 h后全量

换液, 以后每36-48 h全量换液一次, 待细胞长至

80%-90%后, 用2.5 g/L胰酶消化, 按1∶2传代, 首
次传代时间需6-7 d. 
1.2.2 HSC-T6的培养、传代: HSC-T6细胞于L-DMEM
培养液(100 mL/L胎牛血清)、37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中培养, 2 d后细胞铺满瓶底80%-90%
即可传代. 
1.2.3 细胞共培养: 参照文献[5-7]方法于6孔Tran-
swell板下层接种BMSCs, 上层接种HSC-T6, 种
板密度均为1.5×105 cells/well, 常规培养48 h. 实
验分组: (1)HSCs空白对照组: 单纯HSCs培养; 
(2)BMSCs空白对照组: 单独BMSCs培养; (3)正
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■相关报道
研究显示, TNF-α
是受损的肝组织
释放的重要炎症
因 子 ,  他 不 仅 是
骨 髓 基 质 细 胞
(MSCs)发挥免疫
抑制功能的始动
因子, 同时还增强
MSCs向受损组织
的迁移、定植和
黏附能力.

常共培养组: BMSCs+HSCs共培养; (4)刺激共培

养组: BMSCs+TNF-α+HSCs共培养(用0.1 μg/L 
TNF-α刺激BMSCs 5 h后弃去培养基, D-hanks液
洗两遍, 换新鲜培养基后与HSCs共培养). 倒置

相差显微镜下动态观察活体细胞形态学改变. 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡: 收集各组HSCs, 
计数, 按照Annexin-V-FITC/P细胞凋亡试剂盒说

明操作. 
1.2.5 ELISA检测共培养上清液HGF浓度: 收集

24、48 h时段BMSCs, 按说明书操作, 根据标准

品A值绘制标准曲线, 计算每孔待测样本上清液

中HGF质量浓度. 
1.2.6 HSCs及BMSCs总RNA提取和RT-PCR: 收
集24 h、48 h时段HSCs及BMSCs, 总RNA提取

按TRIzol试剂盒说明进行操作. HSCs RhoA上游

引物5'-TGGTGATGGAGCTTGTGGTAAG-3', 下
游引物5'-AACATCAGTGTCTGGGTAGGAG-3'; 
BMSCs HGF上游引物5'-AGAGGCGAGGAGA-
AACGCAAAC-3', 下游引物5'-ATCCACGAC-
CAGGAACAATGAC-3'; GAPDH上游引物 
5'-GCCAGTAGACTCCACGACAT-3',下游引

物5'-GCAAGTTCAACGGCACAG-3'. RhoA和

GAPDH基因扩增条件: 95 ℃预变性5 min, 95 ℃
变性45 s, 55 ℃退火45 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环

后72 ℃延伸5 min; HGF基因扩增条件: 95 ℃预

变性5 min, 95 ℃变性45 s, 58 ℃退火45 s, 72 ℃ 
1 min, 35个循环后72 ℃延伸5 min. 取 6 μL PCR
产物及6 μL DNA Marker进行1.7%琼脂糖凝胶

电泳, 采用凝胶图像分析仪进行A值扫描, 以目

的基因/GAPDH的灰度比值表示相对目的基因

mRNA水平. 
1.2.7 HSCs及BMSCs总蛋白提取和Western blot
检测: 用细胞裂解液提取24 h、48 h细胞总蛋白, 
考马斯亮蓝比色法测定蛋白含量, 上样量为15 
μg, 蛋白进行15%SDS-PAGE凝胶电泳, PVDF转
膜, 非特异性封闭; 按步骤分别加入RhoA、HGF
一抗和二抗, 显影. 用Quality One分析软件对条

带进行积分吸光度比值测定. 
统计学处理 数据资料以mean±SD表示, 组

间比较采用t检验, 应用统计软件SPSS13.0进行

分析, 以P <0.05为有统计学差异, P <0.01为有显

著性差异. 

2  结果

2.1 骨髓间充质干细胞的分离、培养及形态学

观察 全骨髓贴壁法培养的BMSCs活性良好, 原
代培养第5天细胞数量明显增多, 呈短梭状或星

状(图1A), 可见较多杂细胞, 6-7 d即可传代; 传代

培养至第3代后细胞形态基本上趋于一致, 胞体

大, 折光性好, 细胞呈长条梭状, 旋涡状生长(图
1B).
2.2 骨髓间充质干细胞表面标志物的鉴定 流式

细胞仪检测细胞表面标志物CD29+、CD34-、

C D 4 4 +、C D 4 5 -的表达率分别为9 9 . 4 5 %、

97.91%、99.52%、98.42%. 贴壁法可以获得较

高纯度的BMSCs(图2). 
2.3 HSCs形态学观察 培养48 h后, HSCs空白对

照组HSCs折光性强, 胞体光滑, 细胞活性良好, 
正常共培养组HSCs出现明显细胞皱缩现象, 细
胞表面粗糙、折光性差、胞体变小, 刺激共培

养组细胞未铺满瓶底即出现细胞明显皱缩现象

(图3). 
2.4 HSCs活化的鉴定 免疫组织化学染色显示, 
培养24 h HSCs的α-SMA表达呈阳性, 并被特异

性抗体染成棕色细条索状. HSCs呈星形、胞体

大、呈片状伸展、伪足很长. α-SMA阳性表达

率95%以上(图4). 
2.5 HSCs的凋亡率 刺激共培养组24 h、48 h HSCs
的凋亡率分别为6.583%±0.091%, 29.960%±

0.223%, 明显高于正常共培养组的4.700%±

0.168%, 23.140%±0.115%(P <0.01), 与HSCs空
白对照组(1.347%±0.042%、2.933%±0.086%)
比较差异有统计学意义(P <0.01, 图5). 
2.6 RhoA蛋白及mRNA的表达 刺激共培养组 

图  1  骨髓间充质
干细胞形态(×50). 
A: 原代培养5 d后; 

B: 原代培养第3代.

A B
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■创新盘点
本文首次构建TN-
F-α刺激BMSCs
后与HSCs共培养
的方法, 显示其机
制可能是BMSCs
通过旁分泌HGF
抑制HSCs RhoA
表达来实现的.

24 h、48 h HSCs RhoA蛋白及mRNA表达进行

性下降, 与正常共培养组和HSCs空白对照组比

较有显著性差异(P <0.01)(图6, 表1).

2.7 BMSCs HGF蛋白及mRNA的表达 刺激共培

养组、正常共培养组24 h、48 h BMSCs HGF蛋
白及mRNA表达呈时间依赖性递增, 与BMSCs
空白对照组比较有显著性差异(P <0.01), 24 h、
48 h刺激共培养组与正常共培养组比较差异有

统计学意义(P <0.05)(图7, 表2). 
2.8 上清液中HGF蛋白浓度的测定 刺激共培养

组24 h、48 h HGF蛋白浓度显著高于相应时段正

常共培养组(P <0.01), BMSCs空白对照组24 h、
48 h HGF蛋白浓度高于两个共培养组, 且随时间

延长分泌量增多(表3). 

3  讨论

HSCs是肝脏的一种非实质细胞, 位于Disse间隙

A B C

图  3  各组培养48 h后HSCs形态观察(×50). A: HSCs空白对照组; B: 正常共培养组; C: 刺激共培养组.

图  4  HSCs α-SMA免疫组织化学染色(×50).
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图  2  第3代骨髓间充质干细胞表面标记的流式结果. A: CD29+; B: CD34-; C: CD44+; D: CD45-.
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内, 研究发现, HSCs是正常及纤维化肝脏中细

胞外基质(extracellular matrix, ECM)及胶原(col-
lagen)的主要合成细胞, 他的激活与增殖在肝纤

维化发生过程中起关键的作用[5], 因此找到促进

HSCs凋亡, 进而减少ECM分泌及胶原的合成, 
是防治肝纤维化的关键[8,9]. 众多研究表明, BM-

SCs能诱导HSCs凋亡[10,11], 对多种原因引起的肝

损伤具有显著修复作用, 可改善甚至逆转肝纤

维化[12-16], 通过旁分泌细胞因子和生长因子途径

可能是其作用机制之一[17,18], 但其具体机制目前

尚不明确. 
TNF-α是受损的肝组织释放的重要炎症因

■应用要点
本研究显示TNF-
α刺激BMSCs后
与HSCs共培养明
显促进HSCs凋亡, 
本次构建的共培
养模型更加贴近
BMSCs移植后所
处的微环境, 具有
重要的理论和实
践意义.
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图  5  各培养组HSCs凋亡率. A: 24 h HSCs空白对照组; B: 24 h 正常共培养组; C: 24 h 刺激共培养组; D: 48 h HSCs空白对

照组; E: 48 h 正常共培养组; F: 48 h 刺激共培养组.
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图  6  SCs RhoA蛋白及mRNA的表达. A: 蛋白; B: mRNA; M:

Marker; 1: HSCs空白对照组; 2: 正常共培养组; 3: 刺激共培养组.
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图  7  BMSCs HGF蛋白及mRNA的表达. A: 蛋白; B: mRNA; M:

Marker; 1: BMSCs空白对照组; 2: 正常共培养组; 3: 刺激共培养组.
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子[19], 他不仅是MSCs发挥免疫抑制功能的始动

因子[20], 同时还增强MSCs向受损组织的迁移、

定植和黏附能力, 同时明显增加各种生长因子

的表达与分泌[1,21-23], 包括白介素-6(interleukin-6, 
IL-6)、HGF等. 有研究发现TNF-α刺激人BMSCs
可通过p38 MAPK和PI3K通路促进HGF分泌, 阻
断BMSCs表面肿瘤坏死因子受体Ⅱ(TNF recep-
tor Ⅱ, TNFRⅡ)可抑制HGF分泌[18]. 课题组前期

实验[4]采用全骨髓贴壁法获得了较高纯度的大鼠

BMSCs, 并证实TNF-α刺激大鼠BMSCs可以有效

促进HGF的表达及分泌. 在大鼠肝纤维化模型的

研究表明[10], BMSCs通过旁分泌HGF和TGF-β3
上调HSCs p21和p27蛋白表达及下调cyclinD1蛋
白表达, 使细胞周期停滞于G0/G1期, 从而抑制

HSCs生长, 同时通过降低ERK1/2的磷酸化抑制

HSCs的活化, 减少胶原Ⅰ、Ⅲ的表达, 从而减

少肝纤维化的发生. BMSCs能分泌多种细胞因

子[9,24], 如神经细胞生长因子(nerve growth factor, 
NGF)、胰岛素样生长因子1(insulin-like  growth  
factor, IGF-1)、HGF等, 通过与肝细胞共培养发

现, BMSCs表达肝细胞标志物CK-18、白蛋白、

AFP等[25,26], 说明BMSCs具有分化成肝细胞的功

能. Parekkadan等[10]将人来源的BMSCs与HSCs共

培养发现, BMSCs可以显著减少胶原的合成, 抑
制HSCs的增殖, 促进其凋亡; 抗体中和实验表明, 
BMSCs分泌的HGF在促进HSCs凋亡中起重要作

用. Shi等[27]提出BMSCs通过分泌NGF与HGF介
导, 诱导HSCs不可逆的细胞凋亡, 阻断TGF-β可
以增加HSCs的凋亡. 这是否提示在共培养体系

中, 增强BMSCs旁分泌能力可以抑制HSCs的活

化, 促进HSCs的凋亡？课题前期实验已经证实

TNF-α刺激大鼠BMSCs可以明显促进HGF的表

达[4], 在此基础上, 本次实验将TNF-α刺激后的大

鼠BMSCs与HSCs共培养, 发现伴随BMSCs HGF
表达及分泌的增加, HSCs RhoA蛋白及mRNA的

表达进行性下降, HSCs凋亡率增加, 与正常共培

养组和HSCs空白对照组比较, 刺激组的变化具

有显著性差异, 显然, TNF-α对BMSCs的刺激增

强了这些影响. 其机制可能是TNF-α刺激BMSCs
促进HGF的表达和分泌来抑制HSCs RhoA蛋

白及mRNA的表达, 从而诱导HSCs凋亡, 因为

目前已知Rho/Rho Kinase(ROCK)信号通路在

HSCs的活化中起突出作用, RhoA蛋白是该通路

中介导细胞骨架形成的重要蛋白, RhoA蛋白的

活化促进HSCs的重塑和迁移[3], HGF作为RhoA
的上游分子介导RhoA的活化[28], 运用Rho/Rho 
Kinase(ROCK)通路抑制剂Y-27632可以抑制肝纤

维化的进程[29,30]. 在共培养体系中, 随着时间的延

长, HGF的质量浓度呈进行性减少, 课题组认为

这一现象的发生与其发挥生物学作用引起消耗

有关. 
但是, 在体内试验中, TNF-α刺激的BMSCs

是否提高BMSCs向受损部位的“归巢率”, 促
进受损组织的修复？对TNF-α与BMSCs之间相

互作用的深入研究, 无疑会在肝纤维化的干细

胞移植治疗中产生积极作用. 
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慢病毒介导的重组人α1-抗胰蛋白酶在小鼠体内的表达
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■背景资料
α1-抗胰蛋白酶缺
乏症是由于α1-抗
胰蛋白酶(AAT)基
因功能缺陷导致
的一种单基因遗
传病, 目前对AAT
缺 乏 症 的 治 疗 , 
除了注射外源的
AAT外, 基因治疗
是有望根治该病
的有效方法.
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Abstract
AIM: To construct a recombinant lentiviral vec-
tor carrying the human α1-antitrypsin (hAAT) 
gene, then express the hAAT in to fibroblasts 
and mice. 

METHODS: The coding sequence of the hAAT 
gene was amplified by RT-PCR and ligated into 
a lentiviral vector to construct a recombinant 
lentiviral vector (pLVX-ser). Lentiviral particles 
were packaged in vitro and used to infect fibro-
blasts and mice. GFP expression was detected by 
fluorescence microscopy. The supernatants of in-
fected cells and liver samples from infected mice 
were used to detect the expression of hAAT by 
Western blot and ELISA. 

RESULTS: The recombinant hAAT lentiviral 
vector pLVX-ser was successfully constructed. 
The titer of lentiviral particles reached 8×106 
TU/mL after viral packaging. Fluorescence mi-

croscopic analysis showed that hAAT was suc-
cessfully expressed in fibroblasts. Western blot 
analysis suggested that hAAT was expressed 
well in mice, and ELISA assay showed that the 
mean expression level amounted to 190 μg/L. 
The expression of hAAT in mice could even last 
for several months.

CONCLUSION: The recombinant lentiviral vec-
tor carrying the hAAT gene allows efficient and 
persistent expression of hAAT in mice, which 
paves the way to producing hAAT in industry 
and gene therapy for AATD disease.

Key Words: Alpha-1 antitrypsin; α1-AT deficiency; 
Lentiviral vector

Ou HL, Lei TW, Li HM, Wang ZT, Mo XC. Lentivirus-
mediated expression of human α1-antitrypsin in mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 1720-1725

摘要
目的: 构建重组人α1-抗胰蛋白酶(hAAT)因子
的慢病毒表达载体, 并通过体外细胞水平和小
鼠体内分析其表达情况. 

方法: 通过RT-PCR的方法扩增出hAAT基因
的编码序列, 并构建重组慢病毒质粒; 经体外
包装后, 感染鼠成纤维细胞及注射小鼠. 荧光
显微镜下观察GFP的表达情况, 同时对收获
的细胞及感染小鼠的肝脏或血浆进行Western 
blot、ELISA检测. 

结果: 获得重组hAAT因子的慢病毒表达质粒
pLVX-ser; 包装后得到8×106 TU/mL滴度的
慢病毒颗粒. 通过荧光显微镜下观察, 显示重
组hAAT因子在成纤维细胞中正常表达; 对小
鼠尾静脉注射病毒之后, 进行hAAT因子检测, 
Western blot结果说明hAAT因子在小鼠体内
成功表达; 通过ELISA检测发现hAAT在小鼠
体内的表达平均达190 μg/L左右, 而且在慢病
毒的介导下hAAT在小鼠中的表达可持续3 mo 
以上. 

结论:  重组慢病毒载体可高效、持续表达
hAAT因子, 为通过基因工程生产重组hAAT因

■同行评议者
丁士刚, 教授, 北
京大学第三医院
消化科
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■研发前沿
在AAT缺乏症的
基 因 治 疗 中 ,  外
源SerpinA1 基因
在宿主体内的表
达水平高低以及
能否持续性表达
问 题 ,  一 直 是 受
关 注 的 热 点 ,  也
是研究重点之一.

子以及为α1-AT缺乏症的基因治疗奠定基础. 

关键词: α1-抗胰蛋白酶; α1-AT缺乏症; 慢病毒
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0  引言

α1-抗胰蛋白酶(α1-antitrypsin, AAT)因子是体

内一种重要的丝氨酸蛋白酶抑制剂, 主要由肝

细胞合成并分泌到血液中, 同时巨噬细胞以及

支气管上皮细胞中也合成少量的AAT. AAT可
抑制多种蛋白酶活性包括弹性蛋白酶、胰蛋白

酶、糜蛋白酶、纤维蛋白溶酶以及凝血酶等各

种丝氨酸蛋白酶类, 维持组织、器官的正常功

能. 人AAT(hAAT)因子由SerpinA1基因编码, 位
于染色体的14q31-32.3位置上, 全长12.2 kb, 包
含7个外显子和6个内含子. SerpinA1基因具有

极大的异质性, 根据等电聚焦电泳进行分型, 血
浆中AAT水平由等位基因的不同类型决定, 其
中PiMM占95%以上, 存在于正常人群中, AAT
浓度大约为20-53 μmol/L[1]. α1-抗胰蛋白酶缺

乏症(α1-antitrypsin deficiency, AATD)是由于

SerpinA1基因的某些碱基突变导致α1-抗胰蛋白

酶因子缺失或功能异常引起的一种遗传性疾病.  
PiSS(Glu264→Val264)、PiZZ(Glu342→Lys342)
以及杂合型PiSZ等亚型均可致病. 其中PiZZ最
为常见, 占AATD病例的95%以上, 其血清中AAT
含量是正常人的10%-15%[2-4]. AATD的临床表现

多样, 新生儿表现为胆汁淤积、肝脾肿大. 青少

年时最典型的临床表现为肺气肿, 这主要是由

于AAT缺乏时, 体内蛋白酶与抗蛋白酶的平衡关

系被打破, 中性粒细胞释放的弹力蛋白酶、组

织蛋白酶不断累积并降解肺部组织的弹性蛋白, 
损伤了肺泡结缔组织中的弹力纤维, 破坏肺泡

间隔, 使气腔持续扩大, 从而导致肺气肿[5]. 另外

由于合成的Z突变型AAT不能分泌到血浆, 聚集

成多聚体, 累积在肝细胞内, 形成包涵体, 从而

使某些AATD患者表现出不同程度的肝硬化[6,7]. 
目前对于AATD的治疗, 除了进行支持性

疗法如对新生儿口服苯巴比妥、补充各种维生

素以及远离烟尘空气, 避免肺部感染等外, 主
要还是通过不断注射hAAT的方法, 维持体内蛋

白酶与抗蛋白酶的平衡. 另外, 对于特别是如

AATD、地中海贫血以及家族性高胆固醇血症

等单基因遗传病, 基因治疗是有望根治这类疾

病的有效方法. 本文以慢病毒载体为工具, 通过

构建重组hAAT因子表达载体, 分析其表达情况. 
该研究结果可为利用基因工程技术生产hAAT制
剂提供新的思路, 同时为AATD基因治疗的研究

提供可靠的实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌TPO10感受态细菌、293T细胞

(本室保存); pLVX-AcGFP1-N1载体以及Lenti-X 
HTX Packaging Mix(Clontech)由本实验室保存; 
聚凝胺(Polybrene, Sigma-Aldrich); 人α1抗胰蛋白

酶酶联免疫分析试剂盒(上海希美生物公司); 琼
脂糖凝胶DNA回收试剂盒(北京天根生物公司); 
各种限制性内切酶、T4连接酶、Taq酶(Takara公
司); 胎牛血清、RPMI 1640培养基及DMEM培养

基(Hyclone公司); TRIzol试剂(北京天根生物公

司); 逆转录酶(Promega公司); DNA Marker(北京

全式金生物公司); 其他各种试剂为国产分析纯; 
PCR引物由南京金斯瑞生物有限公司合成. 
1.2 方法  
1.2.1 SerpinA1 基因的扩增及慢病毒载体构建: 
体外培养293T细胞, 当生长至对数末期后, 用
0.25%胰酶消化并收获细胞. 稍离心后用TRIzol
消化、异丙醇沉淀的方法获得总RNA. 并用紫

外分光光度计测得吸光度(A )值. 取1 μg RNA
作为模板依据相关说明进行第一链cDNA的合

成. 根据NCBI公布的数据(NM_000295)设计

SerpinA1基因编码序列的扩增引物, 上游引物

ser1、下游引物ser2(表1), 引物5'分别连上限制性

内切酶EcoRⅠ的识别序列. 取1 μL逆转录产物

进行PCR反应, 扩增条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 45 s, 
60 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 32 个循环; 72 ℃ 10 min. 
PCR产物进行凝胶回收纯化, 分别用EcoRⅠ酶

对PCR回收片段和纯化好的慢病毒基因转移质

粒pLVX-AcGFP1-N1过夜酶切, 经纯化回收后用

表  1  引物序列

     引物名称                           序列 5'- 3'

ser1 ccg GAATTC ATG CCG TCT TCT GTC TCG TG

ser2 ccg GAATTC TTA TTT TTG GGT GGG ATT CA

F1 ATT GAC GTC AAT GGG TGG AG

GFP1 TGA CCT ACG GCG TGC AGT GCT T

GFP2 TCG TCC ATG CCG AGA GTG ATC C

下划线: EcoRⅠ识别位点.
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■相关报道
最近 ,  Mueller等
通 过 m i R N A 手
段抑制体内不正
确折叠、功能异
常的PiZ-AAT突
变 蛋 白 ,  以 减 少
其在肝组织内的
积 累 ;  同 时 转 入
具有正常功能的
PiM-AAT亚型, 提
高体内AAT蛋白
水平, 实现对α1-
抗 胰 蛋 白 酶 缺
乏 症 ( A AT D ) 的 
治疗.

T4连接酶连接. 将扩增片段连接进CMV启动子

下游的EcoRⅠ酶切位点, 连接产物转化大肠杆

菌, 挑取单克隆. 同时用pLVX-AcGFP1-N1载体

上的EcoRⅠ识别位点的上游设计引物F1与ser2
引物进行菌落PCR对插入的方向性进行鉴定, 可
扩增出比1 257 bp稍大的1 882 bp片段为正确质

粒, 将初步鉴定为正确的克隆进行测序, 将其命

名为pLVX-ser. 
1.2.2 慢病毒的制备: 取纯化好的pLVX-ser质粒

15 μg以及30 μL Lenti-X HTX Packaging Mix, 对
培养至对数生长期的293T细胞采用磷酸钙沉淀

的方法进行共转染, 转染6 h后换成含100 mL/L 
FBS的DMEM完全培养液, 并在37 ℃、50 mL/L 
CO2条件下继续培养, 完成假病毒颗粒的包装. 
12、24 h后荧光显微镜下观察荧光表达情况, 
2-3 d后收集上清液, 15 000 r/min超速离心0.5 h, 
弃上清, 收集病毒, 保存于-70 ℃备用. 
1.2.3 滴度测定及细胞感染: 转染前1 d, 在6孔板

中分别对每孔接种2×105的293T细胞, 将所收集

的病毒液按1、10-1、10-2、10-3、10-4及10-5比例

进行梯度稀释, 将0.5 mL稀释后的病毒液分别加

入到相应的每个孔中, 37 ℃培养12 h 后, 更换含

100 mL/L血清的DMEM. 48-72 h后在荧光显微

镜下观察各孔中GFP的表达, 统计阳性细胞个数, 
将之乘以相应的稀释倍数再除于0.5 mL病毒原

液即得到病毒滴度值(TU/mL). 根据所测得的病

毒滴度, 在小鼠成纤维细胞中加入含有5 μL病毒

液、8 mg/L聚凝胺的不含血清的培养液DMEM, 
2 h后换成完全培养液, 于37 ℃、50 mL/L CO2条

件下继续孵育、培养. 当长至80%-90%汇合度

时, 进行传代、扩增培养, 并通过荧光显微镜下

观察hAAT的表达. 
1.2.4 动物实验: C57BL/6J纯系小鼠在贵阳医学

院实验动物中心饲养、繁殖, 环境条件为室温

20 ℃-25 ℃, 相对湿度40%-70%. 对8周龄左右、

体质量为25-30 g的C57BL/6J纯系♂小鼠(n  = 4)
用200 μL含重组慢病毒的PBS瞬间经尾静脉注

射, 以空质粒pLVX-AcGFP1-N1为对照组. 
1.2.5 RT-PCR: 对注射后5 d的小鼠断颈处死, 获
取肝组织, TRIzol裂解法抽提总RNA. 经逆转录

之后, 分别用引物ser1、ser2和GFP1、GFP2(表
1)对SerpinA1和GFP基因的cDNA进行PCR扩增. 
1.2.6 Western blot检测: 对注射后5 d的小鼠肝

组织提取总蛋白, 经浓缩后, 用BCA法定量, 取 
20 μg进行SDS-PAGE电泳, 转至硝酸纤维素(NC)
膜, NC膜经漂洗、封闭后用生物素标记的羊抗

α-1抗胰蛋白酶抗体(一抗, 1∶1 000)以及辣根过

氧化物酶标记抗羊IgG抗体(二抗, 1∶1 000)进行

免疫检测, 最后冲洗、显影.    
1.2.7 ELISA分析: 分别对pLVX-AcGFP1-N1空
质粒感染的对照组以及实验组 ,  在注射后的

5、10、20、30、50和100 d通过尾静脉采集血

样, 进行α-1抗胰蛋白酶表达水平的检测, 根据

ELISA试剂盒说明书进行相关操作, 最后用酶联

仪在450 nm波长依序测量各孔的A值, 每样品重

复3次. 
统计学处理 基因表达定量分析每组实验

均重复3次, 所有数据采用mean±SD表示, 用
SPSS10.0软件处理, 两个样本均数间的比较采用

t检验, 以P <0.05为差异显著. 

2  结果

2.1 重组人SerpinA1 基因慢病毒载体构建 从细

胞中提取总RNA, 对SerpinA1基因进行扩增, 
获得1 257 bp的目的条带(图1A). pLVX-AcG-
FP1-N1与扩增片段分别经EcoRⅠ酶切后连接, 
获得重组人SerpinA1基因菌落. 接着用载体上的

EcoRⅠ识别位点上游设计的引物F1与ser2配对, 
对插入的方向性进行PCR鉴定, 结果从菌落中扩

增出比1 257 bp稍大的1 882 bp片段(图1B), 说明

在这些质粒中外源片段正确插入. 对初步鉴定

为正确的质粒进行测序, 测序结果与NCBI上公

布的一致. 这样我们获得CMV启动子表达人α1-
抗胰蛋白酶的慢病毒载体pLVX-ser. 
2.2 慢病毒感染鼠成纤维细胞 收获包装后的病

毒, 根据293T细胞GFP的集落数, 我们获得约8×
106 TU/mL病毒滴度值. 感染小鼠成纤维细胞48 h
后, 荧光显微镜下观察慢病毒载体的GFP表达. 
结果显示大部分细胞已被感染, 并成功表达外

1 257 bp 1 882 bp

图  1  PCR扩增. A: SerpinA1基因cDNA; B: SerpinA1 基因

cDNA片段的插入方向的鉴定. 1: 扩出SerpinA1 基因cDNA

的阳性条带; 2, 3: 正确质粒; 4: 空白对照; M: Marker.

1    M               M    2     3    4A B
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■创新盘点
本研究以慢病毒
为载体, 在其介导
下, 外源SerpinA1
基因有效地与宿
主染色体整合, 实
现AAT因子的高
效、持续表达.

源基因(图2). 
2.3 外源基因在小鼠体内的转录分析 对注射后

5 d的小鼠进行解剖获取肝脏组织mRNA, 并进

行RT-PCR分析, 结果我们分别从GFP、SerpinA1  
mRNA中分别扩出相应的530 bp、1 257 bp的目

的条带(图3A). 这说明在慢病毒的介导下外源基

因在小鼠内成功转录. 
2.4 SerpinA1基因表达分析 首先, 对外源hAAT因
子进行Western blot检测, 在pLVX-ser病毒颗粒注

射的小鼠中得到大小相应的阳性条带, 而在对照

的pLVX-AcGFP1-N1病毒颗粒感染的小鼠中检

测不到(图3B). 说明, hAAT在小鼠体内正常表达. 
接着进一步利用ELISA定量分析SerpinA1基因的

表达水平, 并在含有pLVX-ser质粒的实验组中, 
测得231 μg/L±0.25 μg/L hAAT的表达量. 另外, 
对注射后10、20、30、50和100 d的小鼠分别采

集血样, 分别检测hAAT的表达, 分析hAAT在小

鼠体内的持续性表达能力. 结果显示在注射后的

第5-10天内, 表达量持续增高(图4), 到第10天时

hAAT表达水平达到最高(308 μg/L). 而在10-100 
d之间, hAAT在小鼠体内的表达水平波动不大, 
维持在190 μg/L左右. 

3  讨论

对于AATD, 现在还没有特别有效的治疗途径时, 
对患者输入外源的hAAT, 是最直接的方法, 可以

短时间内提高血液中蛋白酶抑制剂水平, 恢复

或在一定程度上缓解弹性蛋白酶对肺部组织的

损伤, 这需要充实的hAAT储备. 另外, hAAT是
一种多功能蛋白, 除了与AATD有关外, hAAT还
参与血液凝固过程[8,9], 其与抗凝血酶联合使用, 
可对弥漫性血管内凝血进行治疗[10]. 而且hAAT
也在细菌、病毒感染的免疫调节过程中起作 
用[11-15]. 研究发现在外周血单个核细胞和滤泡树

突状细胞中, hAAT可通过下调NF-κB的活性, 抑
制HIV病毒的复制[16]. hAAT的广阔用途使只依

靠从血液中分离纯化的途径, 无法满足现实需

要, 并且代价昂贵, 还存在感染的风险. 
随着生物工程技术的不断发展, 人们开始通

过基因重组进行体外生产hAAT以节约血浆、降

低成本. 另外, 由于hAAT的编码序列不长, 又是

一种分泌型蛋白, 使他在遗传操作上更加方便, 
下游的蛋白纯化更加简单. Garver等[17]首先获得

图  2  病毒感染
后荧光显微镜下
观察GFP基因在成
纤维细胞中的表
达(×400). A: 荧

光; B: 白光.

A B

A

530 bp

1    2     3    4    5    M    6    7

1 257 bp

hAAT

B

GAPDH

1                         2

图  3  外源基因在小鼠体内的表达检测. A: RT-PCR, 1: 空

白对照; 2-5: GFP; 6, 7: SerpinA1 . B: hAAT Western blot检测, 

1: 在pLVX-ser病毒颗粒感染的细胞中检测出阳性的hAAT

蛋白; 2: 以pLVX-AcGFP1-N1病毒颗粒感染的细胞作阴性

对照, 以看家基因GAPDH为内对照.

图  4  在注射后的第5、10、20、30、50以及100 天小鼠体
内hAAT的表达水平(mean ± SD).
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了能稳定、持续表达hAAT的鼠成纤维细胞克

隆. 之后人们又分别在不同的细胞类型如CHO、

COS-7、造血干细胞和单核吞噬细胞等[18-20]; 不
同的物种如真菌、绵羊、狗甚至烟草中进行表

达hAAT的研究[21-24]. 但到目前为止还没有一个重

组hAAT制剂上市, 还需进一步深入的探索. 
另外hAAT的半衰期很短, 仅为4-6 d, 这既给

AATD患者的治疗带来麻烦, 同时也是影响重组

hAAT成功开发的一个重要原因. 对于一些治疗

性蛋白, 经常通过进行转录后的相关修饰, 从而

改善该蛋白的某些属性或提高其治疗性能等[25]. 
由于经聚乙二醇修饰的蛋白的溶解度和稳定性

得到提高, 并增强耐酶水解的能力. 早期人们试

图通过在hAAT的Cys232位置或者某些特定的糖

基化位点进行聚乙二醇长链修饰, 解决hAAT半
衰期短的问题[26-28]. 最近, Lindhout等[29]尝试利用

一种可生物降解的, 免疫原性更低的唾液酸, 对
hAAT的N聚糖进行修饰, 以延长hAAT的半衰期. 
在今后的研究中, 除了追求成功高效表达外, 还
希望能通过对hAAT的某些修饰进一步改善其相

关的理化性质, 实现更好的疗效. 
最有希望根治AATD应当是基因治疗, 通过

原位纠正突变基因, 恢复其功能或体内异位表

达外源的hAAT, 补充蛋白酶抑制剂的水平, 保
护组织结构的完整性. 在基因治疗中病毒载体

经常被作为输送外源基因的运载工具. 从HIV-1
病毒改造过来的慢病毒载体, 与逆转录病毒载

体、腺病毒载体等其他病毒类基因转移载体相

比, 慢病毒载体具有对分裂细胞和非分裂细胞

均具有感染能力的优点, 而且具有更广的宿主

范围, 可以有效感染神经元细胞、肝细胞、心

肌细胞、肿瘤细胞、内皮细胞、干细胞等多种

类型的细胞, 引发机体免疫反应小等特点. 另
外, 还可实现外源基因有效地在宿主染色体上

整合, 从而实现持久表达. 特别是随着慢病毒载

体技术的不断发展如通过多质粒的包装系统等, 
其安全性大大增加. 所以慢病毒载体开发时间

尽管不是很长, 已成功地被运用于如β-地中海

贫血、血友病等多种遗传病的基因治疗中[30,31]. 
本研究通过构建重组hAAT慢病毒表达载体, 研
究其表达情况. 结果显示慢病毒在293T细胞中

成功包装; 体内外的研究均显示hAAT在慢病毒

载体的介导下持续、高效表达. 这为我们进行

利用基因工程生产hAAT因子以及下一步开展

AATD的基因治疗工作奠定基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of microR-
NA-433 in gastric cancer and to explore the pos-
sible mechanisms involved.

METHODS: The expression level of microR-
NA-433 in 43 cases of gastric cancer  and matched 
adjacent normal tissue samples was examined 
by qRT-PCR. The relationship between mi-
croRNA-433 expression and clinical features 
of gastric cancer was analyzed. Human gastric 
cancer SGC-7901 cells were treated with 1, 5, or 
10 μmol/L of 5-Aza-CdR for five days, and the 
expression level of microRNA-433 in treated 
cells was determined. SGC-7901 cells were then 
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microRNA-433在胃癌组织中的表达下降及对胃癌细胞系
生长的影响

李睿东, 韩高雄, 李 伟, 陶凯雄

®

■背景资料
目前有相当多的
研究发现, microR-
NAs在肿瘤的发
生发展中有着重
要的作用, microR-
NAs在细胞内表
达异常可以引起
多种肿瘤.

transfected with a microRNA-433 mimic, and the 
proliferation and apoptosis of the transfected cells 
were examined by FCM.

RESULTS: The expression level of microR-
NA-433 was lower in gastric cancer than in 
normal gastric tissue (P < 0.05). MicroRNA-433 
expression was associated with tumor stage (P < 
0.05), but not with sex, age or tumor differentia-
tion. The expression level of microRNA-433 in 
SGC-7901 cells was significantly lower than that 
in gastric mucosal cell line GES-1. Treatment of 
SGC-7901 cells with 5-Aza-CdR up-regulated 
microRNA-433 expression in a dose-dependent 
manner. Transfection of SGC-7901 cells with a mi-
croRNA-433 mimic up-regulated the expression 
of microRNA-433 and increased cell apoptosis.

CONCLUSION: The expression level of mi-
croRNA-433 is lower in gastric cancer than in 
normal gastric tissue. MicroRNA-433 expres-
sion correlates with tumor stage. Treatment of 
SGC-7901 cells with 5-Aza-CdR up-regulates mi-
croRNA-433 expression possibly by regulating 
promoter methylation. Transfection of SGC-7901 
cells with a microRNA-433 mimic accelerates 
apoptosis of tumor cells, suggesting that mi-
croRNA-433 is a potent tumor suppressor.

Key Words: MicroRNA-433; Gastric cancer; Meth-
ylation; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨胃癌组织中microRNA-433表达
差异以及其可能下调的机制 ,  及在低表达
microRNA-433胃癌细胞系中提升其表达的量
对细胞生长的影响. 

方法:  取胃癌组织及其正常癌旁组织43例 , 
实时定量检测两者表达差异, 并结合病例分

■同行评议者
姜相君, 主任医师, 
青岛市市立医院
消化科
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析. 使用1、5、10 μmol/L 5-Aza-CdR干预胃
癌SGC-7901细胞, 检测每组microRNA-433
的表达变化. 转染microRNA-433 mimics进入
SGC-7901细胞, 用流式细胞术检测细胞增殖
凋亡情况. 

结果 : 胃 癌 组 织 相 对 其 正 常 癌 旁 组 织 , 
microRNA-433表达量明显减低, 差异有明
显统计学意义(P <0.05), microRNA-433表达
与性别、分化、年龄无明显关系(P >0.05), 
同肿瘤分期有统计学意义(P <0.05). 胃癌细
胞系SGC-7901中microRNA-433的表达相
对于正常胃黏膜上皮细胞G E S-1明显减低. 
SGC-7901细胞通过甲基化酶抑制剂5-Aza-
CdR以浓度1、5、10 μmol/L处理5 d之后, 分
别检测microRNA-433的表达, 相对未处理组, 
其表达均有上升并且呈现出剂量依赖性. 将
microRNA-433 mimics转染至SGC-7901中提
高其表达, 通过流式细胞术检测发现, 相比未
处理组, 提高表达后肿瘤细胞凋亡率上升, 具
有统计学意义(P <0.05). 

结论: microRNA-433在胃癌组织中表达减低, 
并且同肿瘤分期有关. 使用5-Aza-CdR作用
SGC-7901肿瘤细胞系后, microRNA-433的表达
明显上升. 其表达下调的机制可能是由于前端
启动子区域高甲基化造成, 转染提升肿瘤细胞
中microRNA-433的表达, 可以促进肿瘤细胞的
凋亡. microRNA-433具有潜在的抑癌作用. 

关键词: microRNA-433; 胃癌; 甲基化; 凋亡
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0  引言

在世界范围内, 胃癌(gastric cancer, GC)发病率

居高不下, 在男性恶性肿瘤当中占第2位, 仅次

于肺癌, 在女性恶性肿瘤中占据第4位. 在我国, 
目前胃癌在各种恶性肿瘤中已经占据首位. 微
小核糖核酸(microRNAs, miRNAs)是一种微

小非编码RNAs, 在翻译水平通过与mRNA的

3'UTR(untranslated region, UTR)完全或不完全

结合加速mRNA的降解或者抑制mRNA的降解
[1]. 目前有相当多的研究发现, microRNAs在肿瘤

的发生发展中有着重要的作用, microRNAs在细

胞内表达异常可以引起多种肿瘤[2]. microRNAs
的表达调控机制仍未完全阐明, 但许多研究成果

显示, 相当部分的microRNAs表达受到表观遗传

学的调控, DNA甲基化修饰便是其中之一[3-7]. 表
观遗传学在动物的生命过程中具有极其重要的

作用, 与相当多疾病的产生和演变也有着密切的

联系. 在基因中, 有许多抑癌基因和癌基因, 前者

启动子前端甲基化有可能导致肿瘤的发生和发

展, 后者启动子前端去甲基化也可以导致肿瘤的

发生或发展. 许多实验也证明, 改变基因的甲基

化状态, 往往可以改变或逆转肿瘤的发展. Luo
等[8]通过基因芯片筛查发现miRNA-433在胃癌

细胞系和肿瘤组织中表达下降, 但是未对临床

标本进行实时PCR检测进一步验证, 于是本实验

首先检测临床标本中miRNA-433的表达差异, 然
后在SGC-7901中转染miRNA-433的mimics对细

胞的生长的影响, 探讨miRNA-433在胃癌发生

发展中的作用及其潜在功能. 5-氮杂-2'-脱氧胞

苷(5-aza-2'-deoxycytidine, 5-Aza-CdR), 一种DNA
甲基转移酶(DNA methyltransferase, DNMT)抑
制剂, 通过抑制甲基化转移酶, 可使多种启动子

区域高甲基化的抑癌基因重新表达或表达增高
[9,10]. 鉴于miRNA-433前端启动子区域存在CpG
岛, 其可能由于甲基化从而导致表达下降, 故而

给予SGC-7901胃癌细胞系5-Aza-CdR处理, 观察

miRNA-433表达变化,  探索miRNA-433在胃癌中

表达下调的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集华中科技大学同济医学院附属

协和医院胃肠外科胃癌手术患者4 3例标本

(2010-08/2011-09)作为研究对象, 其中男28例, 
女15例, 年龄28-74岁, 平均年龄55.2岁. 所有患

者术前均未进行化学治疗, 标本适当处理后置

于-80 ℃冰箱, 留作日后使用; 细胞株SGC-7901, 
GES-1为华中科技大学同济医学院附属协和医

院腹腔镜外科实验室冻存; 胎牛血清, 1640培养

基均购自Hyclone公司; Opti-MEM培养基、lipo-
fectaminTM2000购自Invitrogen公司; 5-氮杂-2-脱
氧胞苷由sigma公司提供; TRIzol试剂, 逆转录、

qRT-PCR试剂盒均由TAKARA提供; microRNA 
mimics和neagtive control购自广州锐博生物公

司; microRNA引物及内参U6引物由南京金斯瑞

公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 胃癌标本中实时定量PCR检测miRNA-433
表达: (1)RNA提取. 按TRIzol试剂说明书抽提标

本中总RNA, DEPC水对RNA进行溶解, 用分光

■相关报道
Luo等提出并且证
实miRNA-433可
以结合与生长因
子受体结合蛋白
2, 抑制其翻译表
达, 从而通过多条
通路抑制细胞生
长, 增殖, 分化.
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光度计测量260 nm和280 nm下吸光度(A )值, 以
确定和调整RNA的浓度和纯度; (2)miRNA-433
在胃癌标本中的表达检测. 本实验选择U6基因

作为内部参照, 引物序列引自参考文献[3]. 用
提取的1 μg总RNA同miRNA-433 RT Primer 2 
μL, U6 RT Primer 2 μL, 5×PrimerScript®Buffer 
4 μL, PrimerScript® RT Enzyme Mix Ⅰ 1 μL, 余
下加入无RNA酶双蒸水补足至20 μL体系. 设置

反应条件为: 42 ℃ 60 min, 70 ℃ 10 min. 反应

结束后-80 ℃保存. 然后以20 μL体系进行实时

定量PCR, 体系包括: SYBR®Primix Ex TagTMⅡ

(2×)10 μL, microRNA-433 Forward Primer(10 
μmol/L)1 μL, microRNA-433 Reverse Primer(10 
μmol/L)1 μL, RT产物(cDNA)2 μL, 灭菌蒸馏水

6 μL. 反应条件设置为: 95 ℃预变性: 30 s; 95 ℃
变性: 10 s, 60 ℃退火: 20 s, 70 ℃延伸: 10 s, 循
环45次. 实时定量PCR使用Applied Biosystems 
7500设备, 每个样品设3个复孔. 根据每孔荧光

信号达到阈值时经历的循环数作为Ct值, 以U6
为内参, 使用相对定量法, 用N = 2-∆∆Ct表示肿瘤

中miRNA-433相对正常组织表达的倍数, 此时∆

∆Ct = (CtmiRNA-433-CtU6)肿瘤-(CtmiRNA-433-CtU6)正常. 
1.2.2 细胞培养及去甲基化处理以及对m i R-
N A-433表达的检测 :  (1 )细胞培养 .  冻存的

SGC-7901细胞株在37 ℃水中快速复苏, 加入 
4 mL 1640培养基后快速1 000 r/min离心5 min, 
弃上清, 用5 mL 1640培养基重悬, 移入培养瓶

中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中. 正常

胃黏膜上皮细胞系G E S-1采取同上相同的步

骤培养; (2)检测胃癌正常黏膜细胞系GES-1同
SGC-7901细胞miRNA-433的表达差异. 取生长

对数期细胞, 分别种于6孔培养板中, 每孔种植

5×105个细胞, 24 h细胞贴壁生长后, PBS洗涤

2遍, TRIzol法提取总DNA, 逆转录后进行实时

定量PCR, 检测两者之间表达差异; (3)细胞培

养干预及检测. 6孔板中每孔种植0.5×105个细

胞, 种植5组, 每组3个复孔, 放入37 ℃温箱培养

4 h后, 分别在每孔中加入0、1、5、10 μmol/L 
5-Aza-CdR, 阴性对照组分别加入等量的DMSO, 
每天更换培养基并按上述加药, 5 d后实时定量

PCR检测microRNA-433的表达变化; (4)转染

miRNA-433 mimics对SGC-7901细胞系生长的

影响. 转染前1 d, 细胞悬浮计数, 6孔板每孔种4
×105个肿瘤细胞, 共设3孔, 设立对照、空白、

转染组, 设3个复孔. 用250 μL不含血清培养基

Opti-MEM稀释mimics和阴性对照, 孵育5 min. 然

后用250 μL不含血清培养基Opti-MEM稀释5 μL 
lipofectaminTM2000, 将两者混合室温孵育20 min, 
混合液加入已经添加不含血清培养基Opti-MEM 
1.5 mL 6孔板中, 6 h后更换普通培养基. 转染后

36 h, 将6孔板培养液吸出, PBS洗涤一次, 胰酶

消化2 min, 将细胞从板中吹打下来, 收集进离心

管中, 离心计数, 取5×104-10×104个细胞, 离心

弃上清加入195 μL Annexin V-FITC结合液重悬, 
再加入5 μL Annexin V-FITC, 轻轻混匀. 室温孵

育20 min, 离心弃上清, 加入Annexin V-FITC结
合液190 μL, 加入10 μL碘化丙啶染色液, 冰浴放

置, 流式检测. 
统计学处理 SPSS19.0统计软件包处理数据, 

实验数据以mean±SD表示, 采用Wilcoxon符号

秩检验(配对正常组和肿瘤组), Mann-Whitney U
检验(2组)和Kruskal-Wallis H检验(多组)进行统

计学处理, P <0.05具有统计学意义, P <0.001具有

显著统计学差异. 

2  结果

2.1 miRNA-433在胃癌组织及其癌旁正常组织中

的表达 在以U6为内参照的情况下, 同胃癌癌肿

周边正常组织比较, miRNA-433的表达量在胃

癌中是相对下降的, 其表达量(N = 2-∆∆Ct)N值为

0.623±0.197, 可以见得, miRNA-433在肿瘤细

胞上皮中的表达是明显低于其对应的正常组织

胃黏膜(图1). 并且发现miRNA-433在TNM分期

Ⅰ、Ⅱ相比Ⅲ、Ⅳ期明显增高(表1), 具有统计

学意义(P  = 0.035). 
2.2 正常胃黏膜细胞系GES-1同SGC-7901中

miRNA-433表达差异 SGC-7901中的miRNA-433

表  1  miRNA-433的表达同病例的关系

       n miRNA-433表达量  P 值

性别 0.236

  男 28         0.654±0.219

  女 15    0.558±0.138

分化程度 0.842

  高中分化 26    0.621±0.160

  低分化 17    0.625±0.249

年龄 0.582

  ≤60 24    0.605±0.156

  ＞60 19    0.645±0.241

TNM分期 0.024

  Ⅰ, Ⅱ 29    0.701±0.180

  Ⅲ, Ⅳ 14    0.460±0.115

■创新盘点
本文收集充足标
本, 对miRNA-433
的表达同临床病
理 进 行 了 分 析 , 
其 次 又 验 证 了
miRNA-433的潜
在抑癌作用, 从表
观遗传的角度阐
述了miRNA-433
表达可能导致肿
瘤的发生.
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的表达量较低, 相对于正常胃黏膜细胞系GES-1
下调了72.7%, 差异性明显(P <0.05, 图2). 
2.3 5-氮杂-2-脱氧胞苷后对miRNA-433在胃

癌细胞系S G C-7901中表达的影响  同未进行

处理的SGC-7901细胞相比, 其细胞表达miR-
NA-433的量随着5-Aza-CdR的量增加而增加,  
0 µmol/L组为1.00±0.08, 1 µmol/L组为1.16±
0.03, 5 µmol/L组为1.28±0.06, 10 µmol/L组为

1.57±0.06, Kruskal-Wallis H检验差异有明显统

计学意义(P  = 0.016, 图3). 
2.4 转染mimics进入SGC-7901后对细胞凋亡的影

响 转染后导致肿瘤细胞凋亡增加. Mimics组凋

亡明显, 达到24.4%±1.1%, 其阴性对照组为3.2%
±1.0%, 正常对照组为2.5%±1.0%. 其中mimics
同其余两组相比, 统计学差异明显(P<0.05), 阴性

对照同正常组无明显差别(P>0.05, 图4). 

3  讨论

已经有越来越多的研究表明, 一些microRNAs
在人类的肿瘤性疾病中表达出现混乱[11-16]. 具
有抑癌作用的miRNAs, 其表达下调或缺失将

导致其靶蛋白脱离控制, 表达上调, 促进肿瘤细

胞过度增殖, 生长加速, 凋亡缺失, 从而导致了

肿瘤细胞的产生和肿瘤的发生和发展[17-20]. 例
如, 在慢性淋巴细胞白血病中发现miRNA-15和
miRNA-16表达下调甚至缺失[21]; 在胆管癌中, 
miRNA-513下调, 使得肿瘤细胞发生免疫逃避

而发生肿瘤[22]. 同时, miRNAs的表达出现异常, 
也有近期研究发现, 在胃癌中有多个miRNA的

表达发生下调, 其中有些是由于其启动子发生

了高甲基化, 这些miRNA在正常表达的情况下

被证实具有一定的抑癌功能[23-28]. 例如, miRNA-
34b、miRNA-34c在胃癌细胞中启动子CpG岛发

生高甲基化从而导致其低表达, 而正常人黏膜

中却没有甲基化这一现象[29]. 从而提示, miRNAs
启动子区域高甲基化也是胃癌的发生机制之一. 

在本实验中, 首先通过对临床标本应用Real-
time RT-PCR技术检测了43例标本中肿瘤和肿瘤

旁正常组织miRNA-433的表达情况, 结果发现: 
相比正常的胃黏膜组织, 肿瘤部分miRNA-433的
表达明显降低, 差异有统计学意义(P <0.05), 与
Luo等[8]的研究结果相一致. 并且通过临床病例

分析, 发现microRNA-433在TNM分期3, 4期同

1, 2期相比, 晚期肿瘤病例的表达相对早期病例

较低, 具有统计学差异(P <0.05). 与Ueda等[30]的

研究结果具有类似性. 至于在胃癌中miRNA-433
下调的机制, 本文首次通过将甲基化抑制剂5-氮
杂-2-脱氧胞苷加入到低表达miRNA-433的胃癌

细胞系SGC-7901中作用一段时间后, 再去检测

miRNA-433的表达是否有变化, 并且通过实时

定量PCR的方法, 证实了在加入了5-氮杂-2-脱氧

胞苷后, SGC-7901中的microRNA-433的表达提
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图  1  胃癌及其相对应癌旁组织黏膜中miRNA-433表达水平.
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图  3  经5-Aza-CdR处理SGC-7901细胞后miRNA-433基
因表达量的改变. 1: 0 μmol/L 5-Aza-CdR; 2: 1 μmol/L 

5-Aza-CdR; 3: 5 μmol/L 5-Aza-CdR; 4: 加入10 μmol/L 
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图  2  GES-1细胞系同SGC-7901胃癌细胞系miRNA-433表
达差异. 

■应用要点
本文初步验证mi-
RNA-433的功能, 
对其潜在抑癌作
用和表达下调机
制进行了分析, 为
临床分子靶向治
疗提供了思路.
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升明显, 同未加药组相比具有明显的统计学意

义(P <0.05). 由此间接证明了microRNA-433前端

启动子CpG岛甲基化是导致了microRNA-433在
胃癌中下调的可能机制之一. 关于microRNA的

作用机制, Luo等[8]提出并且证实其可以结合与

生长因子受体结合蛋白2(growth factor receptor-
bound protein 2, GRB2), 抑制其翻译表达, 从而通

过多条通路抑制细胞生长、增殖、分化. 叶韵斌

等[31]证实抑制GRB2的表态抑制乳癌细胞生长并

诱导细胞调亡. 我们通过将miRNA-433的mimics
转染到SGC-7901细胞系中, 提高了miRNA-433
在胃癌细胞系中表达之后, 用流式细胞术检测其

对细胞凋亡的影响, 发现mimics组相比空白和阴

性对照组, 其细胞凋亡率上升, 差异具有统计学

意义(P <0.05). 
总之, 本次研究证明了microRNA-433相比

正常癌旁组织, 在胃癌组织中其表达是下调的, 
其表达同肿瘤分期相关. 通过实时定量PCR间

接证明了microRNA-433启动子甲基化在其下调

机制中具有明显作用, 最后通过转染mimics, 流
式细胞术检测细胞凋亡, 证明了microRNA-433
具有一定的抑癌基因作用. 因此, 通过药物改变

miRNA-433启动子甲基化状态可能成为靶向治

疗胃癌的靶点. 
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Abstract
AIM: To evaluate the significance of combined 
detection of HIF-1α, TXB2, 6-keto-PGF1α and 
HA in the diagnosis of hepatic microcirculatory 
disturbance in patients with chronic hepatitis B 
(CHB).

METHODS: In total, 275 patients with CHB and 
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HIF-1α、TXB2、6-Keto-PGF1α和HA联合检测在CHB
肝脏微循环障碍中的诊断意义

范秀梅, 丁体龙, 代学枫, 于 莉, 马 勇

®

■背景资料
慢性乙型肝炎(C-
H B )存在肝脏微
循环障碍是药物
治疗效果不佳的
一个重要原因. 因
此, 在CHB治疗过
程中了解其肝脏
微循环状况是十
分必要的. 肝脏微
循环障碍的诊断
与监测是一个难
点, 建立一种简单
易行的判断肝脏
微循环状况的方
法是本课题研究
的意义所在.

15 normal volunteer were included. The ultra-
structure of the liver was observed by transmis-
sion electron microscopy (TEM). HIF-1α expres-
sion in liver biopsies was detected by immuno-
histochemistry. Plasma levels of TXB2 and 6-keto-
PGF1α were determined by chemiluminescence, 
and serum HA levels was measured by RIA. 

RESULTS: As the pathological changes of the 
liver were aggravated, erythrocyte aggregation, 
stenosis and blockage of sinus hepaticas, collagen 
fiber deposition, and basal membrane formation 
became worsened, the strength and range of ex-
pression of HIF-1α was enhanced, the levels of 
serum HA and plasma TXB2 were raised gradu-
ally, and plasma levels of 6-keto-PGF1α slightly 
declined. 

CONCLUSION: Combined detection of HIF-1α, 
TXB2, 6-keto-PGF1α and HA can help accurately 
diagnose hepatic microcirculatory disturbance 
in patients with CHB. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Hypoxia-inducible 
factor; Microcirculatory disturbance; Sinusoidal en-
dothelial cells

Fan XM, Ding TL, Dai XF, Yu L, Ma Y. Significance of 
combined detection of HIF-1α, TXB2, 6-keto-PGF1α 
and HA in the diagnosis of hepatic microcirculatory 
disturbance in patients with chronic hepatitis B. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 1732-1736

摘要
目的: 探讨慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, 
CHB)肝脏微循环障碍时, 联合检测低氧诱导
因子(hypoxia-inducible factor, HIF)-1α、血栓烷
素(thromboxan, TX)B2、6-酮-前列腺素F1α(6-
Keto-PGF1α)及透明质酸(hyaluronic acid, HA)
的临床意义. 

方法: 275例CHB患者肝组织标本通过肝穿刺
获得, 同时留取外周血待检. 15例正常志愿者
外周血来自健康体检者. 用透射电镜观察肝
细胞及肝窦的超微结构变化. 用化学发光法
检测血清HA, 放射免疫法检测血浆TXB2和

■同行评议者
陈建杰, 教授, 上
海中医药大学附
属 曙 光 医 院 ( 东
部)肝病科



范秀梅, 等. HIF-1α、TXB2、6-Keto-PGF1α和HA联合检测在CHB肝脏微循环障碍中的诊断意义		            1733

www.wjgnet.com

■研发前沿
低 氧 诱 导 因 子
(HIF)是在缺氧状
态下发挥特异性
活性的核转录因
子 ,  与 缺 氧 性 疾
病 关 系 密 切 ,  但
在CHB肝组织中
如何表达的报道
鲜见.

6-Keto-PGF1α, 免疫组织化学法标记肝穿活
检标本中的HIF-1α. 

结果: 随着CHB肝组织病变的加重, 电镜示肝
窦腔内红细胞聚集, 肝窦阻塞和狭窄明显, 狄
氏腔中胶原纤维沉积及基底膜形成率逐步增
多. HIF-1α在肝组织中的表达强度和范围逐
渐加大, HA、TXB2逐渐上升, 6-Keto-PGF1α
轻度下降. 

结论: HIF-1α、TXB2、6-Keto-PGF1α及HA
联合检测能较好地反映肝脏微循环障碍状况. 

关键词: 慢性乙型肝炎; 低氧诱导因子; 微循环障

碍; 肝窦内皮细胞
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0  引言

慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, CHB)肝脏微

循环障碍将进一步加重肝组织损伤, 已为越来

越多的学者所认同, 但肝脏微循环障碍的监测

却是难点. 以往常用手指甲襞微循环检查法判

断肝脏微循环障碍的程度, 但由于特异性差, 并
不能准确反映肝脏微循环状况; 通过电镜进行

组织学超微观察可反映组织和器官的微循环

状况, 但由于价格昂贵限制了其广泛使用. 肝窦

是肝脏微循环的关键部位. 因此, 本研究通过

透射电镜观察肝细胞和肝窦的结构变化, 从超

微结构上判断肝脏是否存在微循环障碍, 用组

织病理学方法判断肝组织的病变程度, 同时观

察低氧诱导因子(hypoxia-inducible factor, HIF)-
1α在CHB肝组织中的表达及定位, 并检测患者

血清透明质酸(hyaluronic acid, HA)、血浆血栓

烷(thromboxan, TX)B2及6-酮-前列腺素F1α(6-
Keto-PGF1α)与肝组织病变程度的关系, 探讨

HIF-1α、HA、TXB2及6-Keto-PGF1α联合检测

在CHB肝脏微循环障碍中的诊断意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-07/2010-10我中心收治的CHB患
者275例, 男192例, 女83例, 年龄18-62岁, 平均

年龄34.8岁. 病程1-20年, 平均11.4年. 诊断符合

2000年中华医学会传染病与寄生虫病学分会和

肝病学分会联合修订的“病毒性肝炎防治方

案”的标准[1]. 并排除外伤和其他组织及器官

的急慢性疾病. 另取15例正常人静脉血作对照. 
HIF-1α鼠抗人单克隆抗体购自美国Santa cruze
生物技术公司(货号: sc-13515); 即用型免疫组织

化学EliVisionTM plus试剂盒购自福州迈新生物

技术公司(产品编号: KIT-9901/9902/9903). 透明

质酸化学发光试剂购自郑州安图生物技术有限

公司; TXB2及6-Keto-PGF1α放免试剂购自北京

普尔伟业生物科技有限公司.
1.2 方法

1.2.1 CHB分组: 根据光镜观察结果, 按肝组织

炎症、坏死和纤维化程度, 将275例CHB患者分

为3组: CHB轻度81例, CHB中度96例, CHB重度

98例. 分组标准参照李玉林主编的第6版《病理

学》中的标准[2].  
1.2.2 标本采集及预处理: 肝组织活检标本采集, 
用日本产16号肝活检针, B超引导下取出肝组织, 
直径约2 mm, 长度≥1.5 cm, 肝组织标本分为2部
分: 一部长度约1 mm, 用2.5%戊二醛固定, 1%四

氧化锇固定, 0.1 mol/L磷酸缓冲液清洗, 梯度酒

精脱水, Ep812树脂包埋, 超薄切片机切片, 醋酸

铀、柠檬酸铅染色, 作透射电子显微镜观察, 剩
余部分立即置于40 g/L甲醛固定(≥12 h), 石蜡包

埋, 连续4 μm切片, 作HIF-1α免疫组织化学染色, 
光镜观察. 各组患者分别于肝穿当日清晨空腹

采静脉血2 mL作HA检测, 另取静脉血3 mL(消
炎痛EDTA-Na2抗凝)作TXB2及6-Keto-PGF1α检
测用. 
1.2.3 免疫组织化学染色: 按试剂盒说明书操作, 
慢性重度肝炎阴性对照片以PBS代替一抗制备. 
结果判定方法: 黄色呈灶性分布为弱阳性(+), 深
黄色呈片状分布为阳性(++)、深棕黄色呈弥漫

性分布为强阳性(+++)、未着色为阴性(-). 
1.2.4 HA、TXB2、6-Keto-PGF1α检测: 由专人

按仪器操作规程和试剂盒说明书操作. 
统计学处理 SPSS11.5统计软件进行统计分

析, 试验数据采用mean±SD表示, 两两比较采用

t检验, 显著性水准为P <0.05.

2  结果

2.1 HIF-1α的表达特点 CHB轻度患者肝组织中

HIF-1α呈灶性表达, 主要表达在肝细胞的胞浆

部位, 多数呈弱阳性(+)表达(图1A); CHB中度患

者肝组织中HIF-1α呈片状表达, 细胞核与细胞

浆均有表达, 多数呈阳性(++)表达(图1B); CHB
重度患者肝组织中HIF-1α呈弥漫性强阳性(+++)
表达(图1C), 在肝窦毛细血管化部位表达更明
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■创新盘点
HIF-1α是反映组
织 缺 氧 的 指 标 , 
TXB2和6-Keto-
PGF1α是反映血
液 循 环 状 态 的
指标 ,  HA是反映
SEC受损程度的
指标, 四者联合检
测可大大提高诊
断肝脏微循环障
碍的特异性和敏
感度.

显. 阴性对照片无表达(图1D). 
2.2 慢性乙型肝炎肝组织病变电镜观察 CHB轻
度主要表现为炎症性损伤, 肝细胞结构基本正

常, 线粒体肿胀, 内质网扩张, 嵴模糊缺失, 粗面

内质网有脱颗粒现象, 部分内质网形成大泡样

结构, 核膜孔逐渐消失, 核膜呈波纹状皱缩, 肝
窦腔中红细胞聚集(图2A); CHB中度时, 肝细胞

缺氧逐渐加重, 许多线粒体破坏, 嵴消失, 外膜

破裂, 线粒体基质外溢. 同时肝细胞体积变小, 
肝细胞内空泡样结构常见, 部分肝细胞已崩解, 
释出胞质成份, 并可见白细胞浸润, 此时可见大

量凋亡细胞, 核固缩变小或异染色质聚集. 但细

胞膜性结构完整, 没有溶酶体内容物释放, 随后

细胞膜出现深的皱褶, 形成“凋亡小体”, 狄氏

腔中有大量胶原纤维沉积(图2B); CHB重度时主

要表现为微循环结构的改变, 肝窦内皮细胞窗

孔减少减小, 甚至消失, 肝窦毛细血管化和基底

膜形成(图2C), 肝窦毛细血管化并在门静脉与门

静脉、肝静脉与门静脉、肝静脉与肝静脉之间

形成广泛的吻合支, 导致肝脏微循环紊乱. 
2.3 慢性乙型肝炎患者血清HA、血浆TXB2及

6-Keto-PGF1α的检测 随着CHB肝组织病变的

加重, 血清HA、血浆TXB2水平显著升高, 不
同组别之间差异有统计学意义(P <0.05), 血浆

6-Keto-PGF1α逐渐下降, 但邻组之间差异不显

著(P >0.05, 表1). 

3  讨论

急性、亚急性重型肝炎较大血管阻塞诱发肝梗

塞、肝组织大片、片状坏死, 导致患者肝功能

快速衰竭而死亡, CHB较小血管和毛细血管病

变从轻度肝炎至活动性肝硬化始终存在, 而且

血管病变的程度与肝组织病变的程度一致[3-10]. 
CHB肝窦病变已引起学者的关注[11-17]. 但肝窦病

A B

DC

图  1  HIF-1α在慢
性乙型肝炎肝组织
中的表达(×400) . 
A: 慢性乙型肝炎轻

度; B: 慢性乙型肝

炎中度; C: 慢性乙

型肝炎重度; D: 阴

性对照.

A B C

图  2  慢性乙型肝炎肝组织电镜观察. A: 肝窦腔中红细胞聚集(×4 500); B: 狄氏腔中大量胶原纤维沉积(×18 000); C: 肝窦

内皮细胞表面形成基底膜(×7 500).
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■应用要点
本文探讨了HIF-
1α、TXB2、6-Ke-
to-PGF1α及HA联
合检测在CHB肝
脏微循环障碍中
的诊断意义, 该方
法较手指甲襞微
循环检查法特异
性更高, 与电镜观
察结果有很好的
吻合度, 且实验条
件要求不高, 成本
较低, 适合大多中
小型医院开展.变导致肝脏微循环障碍所诱发的肝细胞损伤、

肝组织中HIF-1α表达及血液中HA、TXB2、
6-Keto-PGF1α含量变化的探讨较少. 我们通过

透射电镜观察发现, CHB轻度主要表现为炎症

性损伤, 肝细胞结构基本正常, 线粒体肿胀, 内
质网扩张, 嵴模糊缺失, 粗面内质网有脱颗粒现

象, 部分内质网形成大泡样结构, 核膜孔逐渐消

失, 核膜呈波纹状皱缩, 肝窦腔中红细胞聚集; 
CHB中度时, 肝细胞缺氧逐渐加重, 许多线粒体

破坏, 嵴消失, 外膜破裂, 线粒体基质外溢; 同时

肝细胞体积变小, 肝细胞内空泡样结构常见, 部
分肝细胞已崩解, 释出胞质成份, 并可见白细胞

浸润, 此时可见大量凋亡细胞, 核固缩变小或异

染色质聚集, 但细胞膜性结构完整, 没有溶酶体

内容物释放, 随后细胞膜出现深的皱褶, 形成

“凋亡小体”. 狄氏腔中有大量胶原纤维沉积.  
CHB重度时主要表现为微循环结构的改变, 肝
窦内皮细胞窗孔减少减小, 甚至消失, 肝窦毛细

血管化和基底膜形成, 肝窦毛细血管化并在门

静脉与门静脉、肝静脉与门静脉、肝静脉与肝

静脉之间形成广泛的吻合支, 结果提示, 随着肝

组织病变的加重, 肝细胞的损害及肝窦物质交

换的障碍程度也随之加重. 说明肝窦病变是引

起肝脏微循环障碍的重要原因. 与此同时, 肝组

织中HIF-1α的表达, 随着肝窦病变的加重, 其阳

性表达程度也随之增加; 血液中HA、TXB2含量

随着肝窦病变的加重而升高, 6-Keto-PGF1α则
轻度降低. 提示肝组织中HIF-1α的表达、血液

中HA、TXB2和6-Keto-PGF1α含量变化与肝脏

微循环障碍的程度有关. 
肝窦是血液与肝细胞物质交换的主要场所, 

肝窦内皮细胞是血液与肝细胞之间进行物质交

换的屏障, 其完整性又防止了血小板的黏附及

凝血因子的激活, 从而维持肝窦血液循环和物

质的顺畅. HA是一种氨基多糖, 由肝间质细胞合

成. 肝脏是HA的主要代谢器官, 在肝内标记的

HA, 90%位于肝窦内皮细胞[18]. SEC通过受体与

HA结合, 以液相胞饮的方式将HA摄入. 摄入细

胞的HA主要聚集于溶酶体中, 被其中的透明质

酸酶分解代谢. 慢性肝病时, SEC对HA的摄取和

分解代谢功能受损, HA清除减少, 造成血清HA
水平升高, 因此血清HA可准确地反映SEC的受

损伤程度. 血栓素TXA2主要是由血小板微粒体

合成并释放的一种强烈促进血管收缩和活化血

小板的生物活性物质. 其生物半衰期约30 min, 
而迅速代谢为无活性的TXB2. 前列环素(PGI2)
是由血管壁内皮细胞合成和释放的一种抗血小

板聚集和舒张血管的生物活性物质, 其生物半

衰期约3 s, 迅速代谢生成6-Keto-PGF1α. 在生理

状态下, 血浆或组织中TXA2和PGI2浓度比例处

于相对平衡状态, 以保持机体内环境的稳定. 许
多病理因素如高血压性肾病、肺心病、前列腺

增生及外伤均可导致TXA2和PGI2平衡失调而

造成血小板聚集, 血管痉挛或血栓形成[19-22]. 本
研究结果提示, 血液中TXA2的代谢产物TXB2
含量升高、PGI2的代谢产物6-Keto-PGF1α含量

降低, 说明肝组织内TXA2分泌增多和PGI2合成

减少, 提示肝脏内TXA2和PGI2平衡失调. HIF-1
是在缺氧状态下特异性发挥活性的核转录因子, 
广泛存在于缺氧条件下的哺乳动物和人体内, 
可以调控多种靶基因, 具有多种生物学效应, 在
许多缺氧性疾病的病理过程中都发挥着重要作

用[23-30]. HIF-1有α、β两种亚基, HIF-1β亚基在

细胞浆中稳定表达, 而HIF-1α亚基在翻译后即

被泛素-蛋白酶水解复合体降解. 因此, 在正常

氧饱和度下的细胞中基本检测不到α亚基的表

达. CHB肝组织由于微循环障碍, 导致肝组织无

法从血液循环中得到足够的氧而出现缺氧状态, 
此时, α亚基的降解被抑制, 并可采用免疫组织

化学的方法进行检测. 
本研究表明, CHB肝窦病变包括肝窦内红

细胞聚集、肝窦间隙胶原蛋白沉积、肝窦基底

膜形成和肝窦内皮细胞窗孔减少或消失, 并与

肝组织损伤的程度一致; 肝窦病变导致肝窦血

表  1  慢性乙型肝炎患者血清HA、血浆TXB2及6-Keto-PGF1α的检测

     分组  n       HA(μg/L)    TXB2(ng/L) 6-Keto-PGF1α(ng/L)

正常组 15 105.25±18.62 75.61±10.25     92.43±19.44

CHB轻度 81 126.41±21.34 98.36±14.52     86.62±16.32

CHB中度 96 163.45±27.54 148.91±19.35     83.15±14.19

CHB重度 98 236.83±31.49 261.38±24.51     78.55±12.56a

HA、TXB2相邻两组间比较, P<0.05; aP<0.05 vs  正常组.
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液循环和物质交换障碍, 从而导致肝脏微循环. 
在排除外伤及其他器官和组织慢性疾病的CHB
患者的血液中, HA、TXB2含量升高、6-Keto-
PGF1α含量降低, 肝组织中HIF-1α表达异常, 且
HA、TXB2含量升高、6-Keto-PGF1α含量降

低, 肝组织中HIF-1α表达异常程度与肝窦病变

的程度一致. 说明联合检测血液中HA、TXB2、
6-Keto-PGF1α含量变化及肝组织中HIF-1α表达

程度对诊断CHB肝脏微循环障碍的程度具有可

靠的临床意义. 本研究应用的检测方法特异性

和灵敏度高, 与电镜观察的肝窦病变有很好的

吻合度, 且实验条件要求不高, 成本较低, 大多

数实验室均可开展, 值得临床进一步推广使用. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of microRNA 155 
(miR-155) in hepatocellular carcinoma and to 
analyze its influence on tumor cell proliferation 
and apoptosis. 

METHODS: The expression of miR-155 in 42 
cases of primary liver cancer and matched 
tumor-adjacent normal tissue was detected by 
quantitative PCR. The expression of miR-155 in 
hepatocellular carcinoma cell lines HepG2 and 
SMMC7721 was inhibited using a miR-155-spe-
cific antisense oligonucleotide (ASO-miR-155), 
and cell proliferation and early apoptosis were 
then determined by MTT assay and flow cytom-
etry, respectively. 

RESULTS: The positive rate of miR-155 expres-
sion was significantly higher in hepatocellular 
carcinoma (52%) than in tumor-adjacent tissue 
(P < 0.05). After ASO-miR-155 was transfected 
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■背景资料
原发性肝癌恶性
程度高, 治疗效果
差, miRNAs在肝
癌等恶性肿瘤发
生发展过程中起
了癌基因或抑癌
基因的作用.

into HepG2 and SMMC7721 cells using Lipo-
fectamine, the expression of miR-155 was signifi-
cantly reduced. MiR155 knockdown significantly 
inhibited growth and promoted early apoptosis 
of HepG2 and SMMC7721 cells. 

CONCLUSION: MiR-155 is overexpressed in 
hepatocellular carcinoma. Inhibition of miR-155 
expression could inhibit growth and induce ear-
ly apoptosis of hepatocellular carcinoma cells. 
MiR-155 may become a new target for the treat-
ment of liver cancer.

Key Words: Primary hepatocellular carcinoma; 
MiR-155; Proliferation; Apoptosis

Hu RH, Cai J, Lan QY. Expression of miR-155 in primary 
hepatocellular carcinoma and its effect on tumor cell 
proliferation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 
1737-1741

摘要 
目的: 检测微小RNA-155(miR-155)在肝癌组
织中的表达并分析其对肝癌细胞增殖和细胞
凋亡的影响. 

方法: 采用Ta g M a n M G B探针法荧光定量
P C R分析42例原发性肝癌及对应的癌旁组
织m iR-155的表达; 利用m iR-155反义寡核
苷酸(ASO-m iR-155)降低肝癌细胞HepG2和
SMMC7721中miR-155的表达; 利用MTT比色
法检测肝癌细胞增殖的变化, 并通过流式细胞
技术检测肝癌细胞早期凋亡情况. 

结果: 42例肝癌及癌旁组织标本中, m iR-155
在5 2 % ( 2 2 / 4 2 )肝癌组织中的表达明显高
于癌旁组织(P <0.05); 利用脂质体将A S O-
miR-155转染肝癌细胞HepG2和SMMC7721后, 
miR-155的表达明显降低, 肝癌细胞HepG2和
SMMC7721生长受到明显抑制; 并且细胞的早
期凋亡明显增加. 

结论: m iR-155在肝癌组织中过表达, 降低其
表达能明显抑制肝癌细胞的生长并诱导细胞
早期凋亡, miR-155有可能成为肝癌治疗的新
靶点. 

■同行评议者
王阁, 教授, 中国
人民解放军第三
军医大学第三附
属医院
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■研发前沿
近 年 研 究 发 现
m iR-155在乳腺
癌、直肠癌、胰
腺癌、肺癌等恶
性肿瘤中表达上
调 ,  并 在 其 生 物
学行为方面起重
要 的 调 节 作 用 , 
但在肝癌中表达
的功能尚不完全
清楚.
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是我国乃至世界上常见、且极具危害性的恶

性肿瘤之一 [1-4].  尽管近年来对其诊断、治疗

技术不断进步, 但肝癌的预后仍然较差, 对肝

癌的早期诊断及早期治疗具有特别重要意义. 
MicroRNAs(miRNAs)是近年来发现的一类长度

约为22个核苷酸的单链非编码小分子RNA, 通
过与靶基因完全或不完全互补结合形式调控基

因转录后的表达[5-7]. 在恶性肿瘤发生发展过程

中, miRNAs经常扮演着“癌基因”和/或“抑癌

基因”的重要角色[8-14]. 近年研究发现m iR-155
在乳腺癌、直肠癌、胰腺癌、肺癌等恶性肿瘤

中表达上调, 并在其生物学行为方面起重要的

调节作用[15-20]. 然而miR-155在肝癌中的表达及

功能研究尚未见报道, 本研究拟检测miR-155在
肝癌组织中的表达情况, 并通过反义寡核苷酸

降低肝癌细胞miR-155的表达, 观察miR-155对
肝癌细胞增殖和凋亡的影响, 以期为肝癌早期

诊治提供新的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-04/2011-04南昌大学第二附

属医院肝胆外科手术切除的原发性肝癌组织标

本42例, 每例均有对应的癌旁组织. 其中男25
例, 女17例, 年龄35-72岁. 所有标本均经病理学

检查确诊, 收集后立即放入液氮中保存. TaqMan 
miRNA分析试剂盒购自美国ABI公司; Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒购自南京凯基公司; 脂
质体LipofectamineTM 2000购自美国Invitrogen
公司; 全硫代修饰的ASO-m iR-155购自Gene 
Pharma公司; 人肝癌细胞株HepG2和SMMC7721
由江西省分子医学重点实验室保存. 
1.2 方法 
1.2.1 实时荧光定量PCR检测miR-155的表达: 采
用TRIzol试剂提取组织总RNA, 紫外分光光度

计测定浓度, -70 ℃保存备用, 用miR-155检测试

剂盒检测miR-155的表达. 首先取2 μg总RNA作

为模板与3 μL逆转录酶混合, 在20 μL反应体系

中, 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min, 进行

逆转录反应. 收集cDNA, 然后将cDNA 150倍稀

释, 取1 μL稀释的cDNA与2 μL TaqMan引物混合,  
20 μL反应体系: 95 ℃ 10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 
60 s, 40个循环. 相对miRNA表达水平用Ct值准

确计算, U6 snRNA为内参.  
1.2.2 细胞株的培养及转染: HepG2和SMMC7721
细胞株接种于含100 mL/L胎牛血清的DMEM培

养基, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 收集细

胞, 以1×105个细胞/孔铺6孔板, 细胞生长至90%
融合率时严格按照脂质体LipofectamineTM 2000
转染试剂说明书进行转染. 
1.2.3 ASO-miR-155转染后对miR-155表达的影

响: 转染ASO-miR-155肝癌细胞48 h后, 抽提总

RNA经纯度分析, 逆转录为cDNA, 测定cDNA浓

度, 同时设立空白对照组、随机对照组及转染

PBS组, 检测miR-155的表达. 实验重复3次. 
1.2.4 MTT检测各组细胞的增殖情况: 转染ASO-
miR-155后48 h收集细胞, 在离心管内将各组细

胞悬液充分打匀, 按8×103/孔接种于96孔培养

板, 每孔加液量200 μL, 24 h后换液. 实验分组同

1.2.3, 每组设6个复孔. 继续将培养板移入培养箱

中培养24、48、72 h后分别每孔加入5 g/L试剂

MTT 20 μL, 培养4 h后, 吸去上清液, 加入150 μL
的DMSO液, 振荡培养板10 min, 用酶标仪检测

波长为490 nm的吸光度(A )值. 每组重复3次. 按
下列公式计算细胞生长抑制率(%): 

1.2.5 流式细胞术分析细胞早期凋亡: 试验分组同

1.2.3. 细胞接种6孔板, 转染ASO-miR-155后48 h收
集细胞, 250 μL结合缓冲液重悬细胞, 取100 μL细
胞悬液于5 mL流式管中, 加入5 μL Annexin V/PI
和10 mL 20 mg/L的碘化丙啶(PI终浓度1 mg/L), 
室温避光孵育15 min, 加入400 μL PBS, 流式细胞

仪检测, 实验重复3次. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件, 计量

资料以mean±SD表示, 两组比较采用独立样本

t检验, 多组间比较采用单因素方差分析, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝癌及癌旁组织中m iR-155的表达 实时荧

光定量PCR检测发现42对原发性肝癌及癌旁组

织中, 52%(22/42)的肝癌组织中miR-155的表达

明显高于对应的癌旁组织, 结果有统计学意义

细胞生长抑制率=
试验组A 490-对照组A 490

对照组平均A 490

×100%
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(P <0.05, 图1).  
2.2 ASO-miR-155对miR-155表达的变化 肝癌细

胞HepG2和SMMC7721中转染ASO-miR-155后
48 h, 实时荧光定量PCR检测发现, miR-155的表

达较对照组降低(P <0.05), 而空白对照组、随机

对照组及PBS组间无明显差异(P >0.05, 图2). 
2.3 ASO-m iR-155对肝癌细胞生长的抑制作用 
转染ASO-miR-155后肝癌细胞生长明显慢于对

照组(P <0.05), 而空白对照组、随机对照组及转

染PBS组间肝癌细胞的生长无明显差异(P >0.05, 
图3). 
2.4 流式细胞术分析转染ASO-miR-155后肝癌细

胞凋亡情况 肝癌细胞HepG2和SMMC7721转染

ASO-miR-155后48 h, 结果发现转染ASO-miR-155
组较空白对照组、随机对照组、转染PBS组早期

凋亡明显增加(P <0.05), 而晚期凋亡无明显改变; 
空白对照组、随机对照组、转染PBS组之间各组

细胞未见明显变化(P>0.05, 表1, 2). 

3  讨论

原发性肝癌的发生发展是癌基因激活和抑癌基

因失活共同作用的结果, 其确切的发病机制尚未

完全清楚. 研究表明, 作为多步骤、多途径肿瘤

发生的典型, 发现肝癌的早期诊断标记物和治疗

靶点具有重要意义[21,22]. 近年发现, miRNAs与恶

性肿瘤密切相关, 主要通过与目标mRNA分子的

3'端非编码区域特异结合来抑制转录后的翻译. 
约52%调控miRNAs的编码基因位于肿瘤相关基

因位点和染色体区域[23,24]. 因此miRNAs可能成

为诊断肿瘤的新的分子标志和判断肿瘤治疗及

预后的分子靶点[25,26]. miR-155定位于人染色体

21q21, 由B细胞整合簇(B-cell integration cluster, 

肝癌组织 癌旁组织

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

m
iR

-
15

5相
对

表
达

量

a

图  1  荧光定量PCR检测miR-155在肝癌和癌旁组织中的表
达. aP<0.05.
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图  2  实时荧光定量PCR检测HepG2和SMMC7721细胞
中转染ASO-miR-155后miR-155的表达. A: HepG2细胞中

miR-155相对表达量; B: SMMC7721细胞中miR-155相对表

达量; 1: 空白对照组; 2: 随机对照组; 3: 转染PBS组; 4: ASO-

miR-155组.
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图  3  转染ASO-miR-155的肝癌细胞HepG2和SMMC7721的
增殖情况. A: HepG2细胞; B: SMMC7721细胞.

■相关报道
Kong等研究证实, 
乳腺癌中过表达
的miR-155通过抑
制人叉头框蛋白
03表达, 促进乳腺
癌的存活及增殖, 
降低乳腺癌对化
疗药物的敏感性. 
Greither等研究显
示, 胰腺癌组织中
miR-155的表达异
常增高, 预示患者
预后不良.
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BIC)基因第3个外显子高度保守的区域编码[27]. 
最近研究发现, miR-155在多种人体恶性肿瘤中

异常表达, 与肿瘤的发生、发展及预后密切相

关, 被认为是癌性微小RNA[15]. 另外, Kong等[28]研

究证实, 乳腺癌中过表达的miR-155通过抑制人

叉头框蛋白03(forkhead box protein 03, FOX03)表
达, 促进乳腺癌的存活及增殖, 降低乳腺癌对化

疗药物的敏感性. Greither等[29]研究显示, 胰腺癌

组织中miR-155的表达异常增高, 预示患者预后

不良. Habbe等[30]研究显示, 当胰腺导管上皮发生

上皮内瘤变时, 其细胞及胰液内miR-155水平即

有所增高, 且在最容易癌变的肠型上皮内瘤变中

miR-155升高最明显. 提示miR-155可作为早期筛

查胰腺癌的重要指标. 但miR-155在肝癌中的表

达及其作用目前还不清楚. 
我们首先通过荧光定量PCR TagMan MGB

探针法分析了4 2例肝癌患者手术标本癌组

织及对应癌旁组织中m i R-155的表达 ,  发现

52%(22/42)的肝癌患者癌组织中m iR-155表达

显著上调(P <0.05), 表明m iR-155很可能成为

一个新的肝癌的癌前标记物. 李海东等[15]针对

miR-122及miR-192的反义寡核苷酸能够明显抑

制小鼠不同组织中对应miRNAs的表达, 表明针

对miRNAs的反义寡核苷酸可以有效抑制miR-
NAs的表达. 随后本研究同样利用反义寡核苷酸

技术成功降低肝癌细胞HepG2和SMMC7721中
m iR-155表达, 发现其表达明显下降. 同时我们

通过MTT法检测发现HepG2和SMMC7721肝癌

细胞的生长受到抑制. 最后我们应用流式细胞

术对转染ASO-miR-155前后细胞凋亡情况进行

分析, 结果发现降低m iR-155表达后, 细胞的早

期凋亡也明显增加. 
总之, m iR-155在肝细胞癌中过表达, 参与

促进肝癌细胞的增殖并抑制凋亡, miR-155很可

能成为一个新的肝癌癌前标记物, 为肝癌基因

治疗提供新的靶点. 但miR-155通过哪些靶基因

促进肝癌细胞的增殖及具体调控机制仍有待进

一步研究. 
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在肝细胞癌中过
表达, 参与促进肝
癌细胞的增殖并
抑制凋亡. 选题起
点高, 技术方法先
进, 结果可靠, 结
论客观, 图表清晰.
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Abstract
Gastroesophageal reflux disease (GERD) that 
does not respond to treatment with proton 
pump inhibitors (PPIs) is widely accepted as 
refractory GERD, and it is one of the most stub-
born digestive system diseases. In recent years, 
great efforts have been made to develop various 
diagnostic options for refractory GERD and to 
explore its pathogenesis. This article will review 
recent advances in diagnostic options and patho-
genesis of refractory GERD.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease; Pro-
ton pump inhibitors; Diagnostics; Pathogenesis
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摘要

众多学者把质子泵抑制剂 (p r o t o n  p u m p 
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 文献综述 REVIEW

难治性胃食管反流病诊断方法的研究进展

宋宏伟, 朱凌云

®

■背景资料
目 前 ,  胃 食 管 反
流 病 ( G E R D ) 患
者 中 ,  有 越 来 越
多的患者在标准
剂量质子泵抑制
剂(PPIs)治疗下 , 
症状没有明显缓
解, 生活质量难以
得 到 保 障 .  此 类
PPIs治疗后出现
症状不应答的情
况, 称之为难治性
GERD. 通过合理
的诊察方案, 明确
病因及发病机制, 
是进一步予以治
疗的关键所在. 

inhibitors, PPIs)治疗不应答的胃食管反流病
(gastroesophageal reflux disease, GERD)称为难
治性胃食管反流病, 本病是当前消化系统疾病
谱中最为顽固的治疗难题之一. 近年来众多研
究者运用多种诊察手段来研究本病, 希望找到
该病的发病机制. 本文就最近国内外有关难治
性GERD的诊断方案, 发病机制及相关研究结
果等内容作一综述. 

关键词: 难治性胃食管反流病; 质子泵抑制剂; 诊

断; 发病机制
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)指的是由胃内容物反流而引起的不适症

状或并发症[1], 是常见的胃肠道疾病之一[2]. 质子

泵抑制剂(proton pump inhibitors, PPIs)通过抑制

胃酸成为治疗此病的有力应对措施. 标准剂量

的PPIs治疗可以使反流性食管炎的症状缓解率

和治愈率达到85%[3]. 然而在部分经标准化PPIs
治疗并持续4-8 wk的患者中, 反流症状依然持续

出现, 则被认为是对PPIs治疗不应答[4], 即难治

性胃食管反流病. 对这类患者, 医师希望进一步

检查以明确病因, 制定正确有效的治疗方案. 本
文将对难治性GERD的诊断技术最新发展作一

综述. 

1  内镜

内镜可直接观察反流对食管黏膜造成的损伤, 是
GERD重要的检测手段[1]. 最为常见的异常情况

是反流性食管炎, 其特征表现为不同程度的食管

黏膜破损. 目前美国胃肠内窥镜检查学会已经提

出指南, 认同PPIs治疗失败的GERD患者, 首先

进行内镜检查是常规的临床诊断路径[2]. 而近期

的一项研究[3-6], 比较难治性GERD患者(PPIs治疗

失败)和未接受抗反流治疗的胃灼热症状患者的

内镜和病理表现, 结果显示未治疗组患者内镜下
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■研发前沿
国际上对于难治
性 G E R D 的研究
者 ,  都 致 力 于 发
现难治性反流性
食管炎在食管组
织 活 检 中 ,  具 有
特异性以及敏感
性的病理特征以
及 诊 断 标 准 ,  而
细胞间隙扩大与
PPIs治疗效果的
相关性正逐渐成
为本病病理学基
础的研究热点.

食管炎改变显著高于难治性GERD组(55.2% vs  
40.7%, P <0.05), 病理改变同样也是未治疗组显

著高于难治性GERD组(30.8% vs  6.7%, P<0.05). 
由此认为目前单纯通过内镜来诊断患者疾病性

质以及程度是不够充分的. 难治性GERD患者往

往内镜检查的食管炎检出率比较低, 原因之一

是其中大部分患者属于非糜烂性胃食管反流病

(nonerosive reflux disease, NERD); 原因之二是接

受过PPIs治疗后, 黏膜下损伤得到治愈. Poh等[7]

的研究还发现, 按照标准剂量服用PPIs之后, 内
镜下腐蚀性食管炎治愈比率相当高(可以达到

75%-95%), 而且内镜下的治愈往往都伴随着症

状的改善, 而治疗效果不佳的则大多是C或D级

的反流性食管炎(洛杉矶分级)[5]. 近年有学者应

用食管内胶囊内镜对GERD患者进行观察, 并与

普通内镜对比, 发现两者对GERD的诊断率相似
[6]. 但胶囊内镜难以代替普通内镜的活检功能, 且
缺乏与普通内镜大规模的临床比较, 其在临床的

应用价值尚待评估.

2  食管组织学检查

寻找一种既有特异性又有敏感性的组织学变化

来诊断GERD是目前学者关注的方法之一. 实际

上, 几乎所有GERD患者的食管黏膜都会出现细

胞间隙扩大(dilated intercellular spaces, DIS), DIS
的出现与电势差降低、上皮抵抗能力削弱、食

管黏膜通透性增加等有关, 其形成往往是因为

食管黏膜反复暴露在酸液及消化酶类物质下[7]. 
在非糜烂性GERD患者中, 其细胞间隙的平均粒

径是对照组患者的2倍[8], 而且, DIS在GERD患

者症状的产生中发挥着重要的作用, 其使反流

的胃酸扩散至细胞间隙中, 随后激活黏膜内的

化学敏感疼痛感受器, 食管本体疼痛感觉的信

号通过脊髓后角传入大脑, 而产生不适感. Arm-
strong等[9]发现, DIS在反流性食管炎中的出现率

远远高于非糜烂性GERD. 但是目前尚不能确定, 
DIS是否是食管炎的一个早期信号. 

有3项食管组织学的微观研究将包括基底细

胞增生、乳突状延伸和细胞间隙扩大3种细胞

学改变作为GERD的特异性及敏感性的病理诊

断标准[9-11], 但是所有的这些病理改变在对照组

中也有轻微的表现. 其中2项研究结果发现没有

任何一种病理变化的组合是GERD的特异性表

现. Caviglia等[11]设定了一个病理评分表, 以区分

GERD患者和对照组患者, 其阳性预测值可以达

到97%, 但其阴性预测值则为46%. 

现阶段的假设集中在非糜烂性GERD症状

的发生(如非心源性胸痛)是由于DIS而导致酸到

达并激活食管上皮感觉神经中的化学敏感性疼

痛感受器[12]. 这一假设目前还在研究当中, 以现

行的研究资料还不足以完全解释DIS与非心源

性胸痛必然联系, 因为DIS在无症状患者中也会

达到30%的发现率, 也同样会在念珠菌感染性食

管炎、食物过敏、嗜酸性食管炎[13]及食管腺癌
[14,15]中出现. Ravelli等[16]研究了服用奥美拉唑(40 
mg/d)3 mo后DIS的可逆性, 92.1%的患者DIS消
失, 症状消退(P <0.001). 然而, 其他研究并未再

现此研究经PPIs治疗后的可逆率. 在Calabrese等
[17]的研究中, 患者接受埃索美拉唑或雷尼替丁各

4 wk, 其中经过PPIs治疗后, 有25%-29%的患者

细胞间隙恢复了正常. 
对PPIs抵抗的难治性非糜烂性GERD患者会

持续存在难以消除的DIS[18], 其他反流成分可能

是导致DIS和症状持续存在的原因. 一项实验研

究发现, 将实验动物食管黏膜暴露在含有胆酸的

弱酸溶液中, 会刺激增加食管通透性并扩大细胞

间隙[19]. 其他诸如胆酸、胰蛋白酶、脂肪酶之类

的反流物质也可以导致DIS, 而且, 在实验条件

下, 食管黏膜暴露在是否有胆酸的弱酸物质下, 
都会导致DIS. 这种方式的灌流不仅可以使近端

暴露在反流物下的黏膜出现病理改变, 而且远端

非暴露黏膜也会出现病变. 然而, DIS的诱导作用

可能与胃灼热的发生并不同时出现[20]. 

3  食管pH值监测

食管pH值监测的一个最常见用途就是评估已经

经过PPIs治疗的难治性GERD患者的病情, 检测

正在发作的症状是否存在酸抑制未完成或其他

与GERD不相关的病因. 
在美国胃肠病学学院关于食管反流测试的

医疗准则中[21], 提出了3个关于在PPIs治疗期间

的食管pH值监测的普遍观察结论: (1)正在接受

PPIs(1次/d)治疗的患者经常在检查过程中发现不

正常的食管酸暴露; (2)服用PPIs(2次/d)患者的食

管炎程度越严重(甚至是巴雷特食管)pH值正常

概率越低; (3)以反流症状为主的患者诊出率要

高于以食管外症状为主的患者. 
有两个现象出现在接受PPIs治疗的难治性

反流性食管炎患者中. 通过监测胃内pH值以及

由普通生理等级的酸暴露而产生的症状可以判

断胃质子泵的抑制不完全. 而胃酸分泌抑制不

完全则与药物抵抗和不恰当剂量或服用周期有
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■相关报道
有研究发现, 在2
次 /d服用P P I s 的
难治性GERD患者
中, 有75%的患者
在24 h食管pH值监
测过程中出现夜
间酸突破(NAB), 
说明NAB很可能
是本病发病的一
个重要原因.

关[22]. 后者(如并非在餐前30-60 min服用)往往会

改变药代动力学和药效. 生理水平的酸反流造

成的症状也会产生不适, 这也是解释部分GERD
患者对PPIs治疗不应答的一种可能性. 当症状指

标和症状出现概率说明了其与酸反流事件之间

的关系时, 上述这一现象就可以在进行食管pH
值监测时被说明. 而且, 酸反流很可能在常规的

pH值监测中未能被发现, 因为导管在吃饭和活

动中的相关限制会阻止酸反流在检查期间出现, 
从而给出一个错误的阴性结果[23]. 

阴性的食管pH值监测结果并不能完全排除

服用PPIs患者的潜在酸反流的可能. 最近一些

有关无线食管pH值监测研究发现了每日的症状

差异并为检测PPIs治疗与否的差异提供了可能

性[24]. 但仍需要时间跨度更长的研究来证明4 d
的食管pH值检测对诊断PPIs抵抗患者的酸反流

情况的价值. 
在常规的pH研究中, 食管pH检测电极一般

被放置在食管下端括约肌近端上5 cm的位置. 而
这一常规设置是为了防止电极在吞咽过程中不

慎滑入胃中. 然而, 最近的一些研究[25-27]发现, 酸
反流只在食管局部的一小段发作. 在鳞状柱状

上皮接合处以上的部分并未在常规pH监测研究

中被发现. 这一现象可能是由PPIs的治疗抵抗而

产生的反流症状的一个重要原因. 要正确评估

PPIs标准剂量治疗下GERD症状的持续存在和

食管下端短区域胃食管反流之间的联系以及其

临床关联性, 尚需要更加深层次的研究. 

4  质子泵抑制剂试验

具有典型GERD症状的患者在对标准剂量PPIs
和双倍剂量治疗无应答的情况下, 需要进行诊

断性治疗. 很多GERD患者具有诸如非心源性胸

痛或慢性咽炎之类的非典型性症状, PPIs的治疗

更频繁的使用在这类患者的诊断试验[28,29]. 具有

典型症状的患者需要持续治疗30 d, 而非典型症

状的患者需要一个周期更长的PPIs治疗试验. 对
治疗试验缺乏应答, 可能和患者的依从性、治

疗剂量、治疗周期和PPIs的种类有关. 但即使是

阴性结果也不能排除GERD的可能, 患者很可能

需要更加全面的检查. 

5  食管阻抗-pH值监测

PPIs治疗下的持续的典型或非典型GERD症状

很可能是由于少量的酸性或非酸性反流. 在pH
值监测的基础上, 加入腔内阻抗技术, 可以发现

大多数的反流事件以及酸性, 弱酸性弱碱性反

流之间的区别. 
在服用PPIs患者的餐后阻抗-pH值研究中, 

可以发现酸反流显著减少, 但同时会伴有持续

的餐后弱酸性胃内容物反流. 在酸抑制治疗期

间, 反胃也代替胸痛成为了最为主要的症状[30]. 
有一些使用便携式24 h阻抗-pH值监测仪的研

究发现难治性GERD患者, 与酸反流有关的症状

占7%-28%, 与弱酸反流有关的症状占30%-40%, 
与反流无关的症状占30%-60%[31-33]. 

最近一项研究[34], 针对39例难治性GERD患

者分别在服用PPIs(2次/d)的情况下进行24 h食管

内阻抗pH值监测(MII-pH)和不服用PPIs的情况

下进行无线食管内pH值监测. 在PPIs治疗下, 所
有患者的食管酸暴露情况均呈现正常状态, 64%
的患者其弱酸反流及碱性反流的阻抗参数正常. 
这一数据说明弱酸反流和碱性反流也是产生

GERD症状的原因. 在PPIs治疗下, MII-pH监测

结果异常的患者中, 有93%在未经治疗的情况下

监测到异常的食管酸暴露. 而且, 相对于食管阻

抗检查正常的患者, 检查出有异常弱酸反流及

碱性反流的患者更有可能产生更加严重的异常

食管酸暴露. 
不明原因的久咳往往有可能是由GERD病

造成的. 很多患者在呼吸科经过PPIs治疗后并未

取得满意的效果. PPIs治疗下依然出现持续久咳

的患者很可能是由于弱酸反流导致, 这一现象

只在阻抗-pH值监测中可能被发现[35]. 迄今为止

的研究表明, 24 h阻抗-pH值监测可以增加服用

PPIs患者持续反胃及咳嗽的检测敏感度. 而弱酸

反流在难治性非心源性胸痛中所起到的作用目

前尚未非常明确. 

6  食管胆红素监测

食管胆汁监测仪可以检测反流的胆红素, 而胆红

素本身就是胆汁反流的替代标记. 需要注意的

是, 非酸反流和胆汁反流是两个截然不同的概

念. 最近一项研究对20位难治性GERD患者的胆

红素监测和食管pH阻抗监测结果进行了评估[36], 
其中有9例患者出现异常十二指肠胃食管反流, 
而这9例患者中6例非酸反流指标正常, 这就说

明, 这两种反流之间没有必然的联系. 
有证据可以证明, 食管暴露在胆酸环境下可

以导致胸痛. 如, 用非酸pH值的胆盐溶液灌注食

管, 可以刺激引起胸痛[37]. 而且, 将兔食管黏膜暴

露在含有胆酸的弱酸溶液下会导致黏膜通透性

增加以及诱发DIS[38]. 
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有一项研究[39]说明了在常规pH值监测过程

中增加胆红素监测的意义, 此研究对347例已经

做过pH值监测的患者进行食管胆红素监测, 研
究过程中患者在持续服用PPIs情况下(28%是减

半剂量, 67%是标准剂量, 5%是双倍剂量)依然

出现持续典型(53%)或非典型(75%)GERD症状. 
结果在单独监测pH值基础上增加了胆红素检测

后, 出现异常结果的比例, 减半剂量患者从38%
提升到了69%, 标准剂量患者从27%提升到了

69%, 双倍剂量患者从0%提升到了38%. 
大多数研究更多的关注于在难治性GERD

患者进行PPIs治疗期间, 针对不同的反流模式

进行比较. 然而, 不管是酸性反流、非酸性反流

亦或是胆汁反流, 是否是PPIs治疗失败的唯一

原因, 是否是普遍存在于所有PPIs治疗下的患者

中, 这些研究都无法完全给予解释. 如果要回答

这个问题, 则必须针对同等剂量服用PPIs的患

者, 分别出现应答和不应答的情况, 比较这两种

患者的反流模式. 最近一项研究[40]对24例治疗

不应答以及23例治疗完全应答的患者(1次/d服
用PPIs), 在其治疗期间都进行食管胆红素监测

以及食管pH值监测, 结果在完全应答的患者中, 
82%出现了异常的十二指肠胃食管反流, 而在不

应答的患者中为67%, 两者差异无统计学意义. 
实际上, 2组患者所有的pH值监测和胆红素监测

结果都比较相似. 然而, 胃食管反流相关症状在

未应答组中与酸反流有更加普遍的联系, 而并

非是十二指肠胃食管反流. 这一研究也首次说

明了PPIs治疗应答与不应答的患者有着相似程

度的胆汁暴露和酸暴露, 而且, 在PPIs(1次/d)治
疗失败的患者中, 酸反流依然是症状发生的根

源所在. 

7  结论

在临床中, 患者出现PPIs治疗抵抗而导致反流症

状不能消除是常见的现象, 其常规的诊断方法

包括胃镜和PPIs治疗期间的便携式食管pH值监

测. 胃镜以及食管活检可以发现GERD组织学的

改变并为症状的持续存在从组织改变上提供一

定的依据, 在组织结构学上找到相关病因. 食管

pH值监测可以发现绝大多数的酸反流事件, 可
以在反流症状和反流事件之间建立一定的相关

性, 但依然无法完全分辨生理反流和病理反流, 
且对靠近贲门处的局部反流事件的监测存在盲

区. 诊断难治性GERD的新技术在近年来已经开

始出现, 食管阻抗-pH值监测可以发现PPIs难以

应答的弱酸反流和弱碱反流, 对检测导致反胃

和咳嗽的持续弱酸反流有着相当高的敏感度. 
食管胆红素监测可以发现持续增加的食管胆汁

暴露. 难治性GERD由于其症状的特殊性, 可能

在诊断上与其他内科疾病存在着重叠的, 在应

用PPIs治疗失败后, 需要通过进一步的诊察方法

明确其诊断, 查找病因以鉴别诊断, 并对症治疗. 
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Abstract
Irritable bowel syndrome (IBS) is a common 
functional gastrointestinal disorder character-
ized by abdominal pain/discomfort and changes 
in bowel habit. The global prevalence of IBS is 
2%-15%. The etiology and pathogenesis of IBS 
are still unclear. It is currently believed that a 
variety of factors, such as abnormal gastrointes-
tinal motility, visceral hypersensitivity, infection 
and inflammation, neuro-endocrine maladjust-
ment, mental or psychological causes, and food 
allergy, may contribute to the development of 
IBS. The “neuro-immuno-endocrine network” 
hypothesis has been proposed in recent years 
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肥大细胞在肠易激综合征发病机制中的研究进展
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■背景资料
近年来, 人们对肠
易激综合征(IBS)
的病因和发病机
制进行了大量的
研究, 发现肥大细
胞(MCs)在其中扮
演着极其重要的
角色. 目前, MCs与
肠易激综合征之
间的确切分子机
制仍不清楚、因
果关系尚不明确. 

to explain the pathogenesis of IBS. Mast cells 
in the digestive tract play an important role in 
the pathogenesis of IBS. In this article, we will 
review the recent advances in understanding the 
role of mast cells plays in the pathogenesis of 
IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Mast cells; 
Pathogenesis

Luo HS, Zhao YZ, Zhang FC, Zhang G. Progress in 
understanding the role of mast cells in the pathogenesis 
of irritable bowel syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(19): 1747-1751

摘要
肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
以腹痛、腹部不适伴排便习惯改变和/或大便
性状异常为特征的常见功能性胃肠病. IBS全
球患病率为2%-15%. 本病病因及发病机制尚
不十分明确, 目前认为多与胃肠动力异常、内
脏高敏、感染与炎症、神经-内分泌失调、精
神心理、食物过敏等多种因素有关. 近年来提
出的“神经-免疫-内分泌网络”理论在IBS发
病机制中占有重要地位. 研究发现, 胃肠道的
肥大细胞(mast cells, MCs)在IBS的发病中发挥
着重要作用. 本文拟以MCs在IBS中的发病机
制的最新研究进展作一综述. 

关键词: 肠易激综合征; 肥大细胞; 发病机制
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0  引言

肥大细胞(mast cells, MCs)来源于骨髓造血干细

胞, 主要分布于与外界相通的皮肤、气道和消

化系[1-5]. 在慢性、持续性炎症时, MCs的数量

增加, 表型活化[6]. MCs是消化系内重要的免疫

活性细胞, 也是肠道主要的抗原感受器, 参与肠

黏膜的免疫应答与调节. 其胞质中含有大量的

内分泌颗粒, 对刺激应答时可以合成、释放颗

粒内多种生物活性介质和因子, 如组胺、5-羟
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■相关报道
大 量 研 究 发 现 , 
IBS患者结肠MCs
数目及活化水平
显 著 升 高 ,  且 与
相关症状严重程
度 呈 正 相 关 ,  此
外类胰蛋白酶在
其中的作用也已
被 证 实 ,  类 胰 蛋
白酶抑制剂的研
究显示出积极的 
意义.

色胺、类胰蛋白酶(tryptase)、前列腺素、白三

烯、血小板活化因子和细胞因子等[7], 通过这些

活性介质的广泛作用, MCs在神经和免疫机制

之间起到重要的沟通作用: 包括炎症和黏膜的

免疫生理、产生大量多功能生物化学介质、与

神经免疫的联系和脑-肠轴的关系、肠道高敏感

性、胃肠动力紊乱等[8]. 研究表明, IBS患者结肠

MCs增多, 细胞脱颗粒明显增加, 并与IBS患者

的腹痛、腹胀等症状相关[9]. 因此, 对MCs在IBS
中的深入了解显得尤为重要. 

1  相应部位肥大细胞数量的增加与活化

MCs在胃肠道分布广泛, 而早在50年前, Spiller 
等[10]在经外科手术获取的IBS患者结肠标本中检

测到增多的肥大细胞. Weston等[11]在1993年报道

过IBS患者回肠末端黏膜固有层MCs数目增多, 
使得人们开始意识到MCs的改变可能在IBS中起

到重要作用. 2005年姜敏等[12]在对IBS患者及正

常组回盲部和直肠乙状结肠交界部MCs的分布

特点和数量观察中发现, IBS组回盲部MCs计数

明显增多, 其中以腹泻型IBS患者增加更加明显. 
两处均可见明显MCs脱颗粒现象. Barbara等[13,14]

的两项研究均表明MCs在结肠的高浓度及活化

程度与腹痛的严重程度有关, Piche等[15]2008年对

IBS患者、正常对照组和疲劳抑郁症患者的结肠

活检显示IBS患者MCs数量的明显增加, 是盲肠

低度炎症浸润的关键指征, 并且与焦虑抑郁程度

显著相关. Wang等[16]对IBS患者小肠MCs进行了

相关探讨, 结果显示除末端回肠MCs明显增加外, 
与正常组无明显差异, 而正是这种改变导致IBS
相关症状. 以上研究我们可以发现MCs的异常表

达在IBS进展上起着关键作用. 

2  类胰蛋白酶 

类胰蛋白酶贮存在M C s胞质的小颗粒内 ,  是
MCs中重要的生物活性分子, 是其激活脱颗粒

的特异性标志[17]. 类胰蛋白酶通过刺激外周血

T细胞、单核细胞和气道上皮细胞释放IL-6、
TNF-α、IL-1β、IL-8和GM-CSF等众多细胞因

子, 直接或间接募集、激活嗜酸性粒细胞和中

性粒细胞等炎症细胞, 增加血管通透性、诱导

炎性细胞浸润、刺激上皮细胞增生[18]; 其次类

胰蛋白酶本身也具有激活MCs的作用[19]. 在体

内, 类胰蛋白酶激活蛋白酶活化受体-2(protease-
activated receptor 2, PAR-2), 通过促细胞分裂活

化蛋白激酶(MAPK)信号通路, 促进细胞异常增

生及结构改变[20,21]. 实验证实结肠内广泛存在

PAR-2阳性的神经元[22], 在IBS类胰蛋白酶通过

肠黏膜细胞表面PAR-2的活化, 可增加细胞通透

性[23]; PAR-2阳性的伤害感受神经元, 作为传入

神经终止于脊髓背角, 在PAR-2激活后可释放传

递伤害性信息神经递质P物质(substance P, SP)
和降钙素基因相关肽(calcitonin gene related pep-
tide, CGRP)[24-26], 导致内脏高敏感性的发生. 此
外, PAR-2的活化可导致结肠低度炎症迁延存在, 
肠道黏膜渗透性的增加, 炎症细胞包括MCs的浸

润, 反过来使类胰蛋白酶表达增加, 使伤害感受

神经元持续兴奋,导致IBS症状反复[27,28]. Vivinus-
Nébot等[29]研究结果表明, IBS患者MCs的数量及

胰蛋白酶的分泌明显增加, 并决定着患者病症

的严重程度. MCs的活化及其脱颗粒、类胰蛋白

酶的释放是引起IBS的重要原因. 

3  肥大细胞在脑肠轴中的作用

近年来许多研究证明中枢神经系统在多个水平

参与信号通路调节而影响胃肠运动, 参与IBS的
发病过程[30,31]. 有研究表明, IBS患者对外周刺

激表现出中枢的高反应性, 同时对中枢的应激

事件表现出内脏的高敏感性[32]. Newson等[33]、

Stead等[34]、Bauer等[35] 3项研究均发现MCs与胃

肠黏膜的神经纤维联系紧密, 提示MCs在IBS的
病理生理过程中可能发挥着重要的作用, 在肠

道和神经系统之间可能是他们相互联系和相互

影响的一种中间媒介. 杨云生等[36]应用组织化

学染色法检测了19名正常人及20例IBS患者回

盲部MCs的计数, 同时应用免疫组织化学和电

镜观察研究MCs与神经纤维的关系. 结果显示

IBS患者回盲部MCs计数明显增多; 神经纤维与

MCs密切毗邻, 相邻的神经纤维多是无髓神经

纤维. 无髓神经纤维是内脏的传入纤维, 主要传

导内脏的慢痛. Park等[37]通过电镜对14名腹泻型

IBS-D患者和14名正常人结肠与直肠活检标本

MCs观察发现, 除了MCs数量明显增加外, 在肠

神经附近活化MCs明显多于其他部位. 来自MCs
的组胺、5-HT、血小板活化因子、前列腺素、

细胞因子和白三烯等活性物质有激活内脏传入

神经的潜能[38], 可能通过作用于肠神经系统, 产
生胃肠道不适症状和高敏感性[39]. 有证据表明肠

MCs同时受到中枢神经系统的支配[40-42], 当一些

精神心理因素如焦虑、抑郁等便会造成肠道动

力及分泌异常、内脏高敏感性等外周情况. 脑
干兴奋神经元通过释放促甲状腺激素释放激素

(thyrotropin-releasing hormone, TRH)激发小鼠黏

■创新盘点
本文阐述了MCs
在IBS发病中的作
用, 将各方面理论
观点联系起来, 更
好的集中说明相
关问题.
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■应用要点
IBS发病机制尚不
十分明确, 临床多
采用对症治疗. 随
着人们对MCs在
IBS发病中发挥作
用更为深入的认
识, 各种针对MCs
作用新型药物的
研制开发可能会
给 I B S 患 者 带 来 
福音.

膜MCs脱颗粒进一步证明中枢系统与MCs之间

的紧密联系[43]. Levy等[44]的实验也证实, 通过诱

导MCs脱颗粒可直接作用于背侧角神经元, 造成

疼痛及感觉高敏感. 并且与神经节部位相一致. 
Barbara等[13]也发现肠神经纤维毗邻部位的MCs
数目与IBS患者腹痛频率和程度呈正相关, 认为

MCs的浸润和介质释放与IBS患者腹痛感觉高

敏有关. 

4  肥大细胞与感染免疫

有研究表明, 在感染性胃肠炎患者中, 有相当

一部分会发展为IBS[45-47], 即感染后IBS(post-
infective IBS, PI-IBS), 说明肠道感染在IBS的发

病机理中起重要作用. 1997年Neal等[48]对544例
急性胃肠炎患者进行随访发现, 在急性肠道感

染6 mo后肠功能紊乱发生率是25%, 即使在清

除病原体及肠黏膜炎症消退之后, 仍有患者存

在IBS样症状. 胃肠道黏膜是人体内接触外界抗

原面积最大的屏障体系, 他和存在于肠道黏膜

层及黏膜固有层的大量免疫细胞共同抵御微生

物、大分子抗原物质及其他有害物质的入侵. 
而在肠道通透性改变和黏膜免疫上, MCs及其产

物发挥了重要作用[49]. 一项对PI-IBS患者的研究

发现[50], 患者末端回肠和直肠乙状结肠MCs数目

与正常组比较明显增多、活化, 5-HT阳性迷走

神经纤维密度亦明显增加, 且与MCs联系紧密. 
MCs活化分数与IBS患者的症状指数呈正相关, 
即MCs活化分数越高, 症状指数也越高. MCs可
被细菌、寄生虫或食物抗原等诱导合成和释放

具有生物活性的组胺、5-HT、胰蛋白酶、前列

腺素、白三烯等介质, 这些物质大多具致痛作

用, 可能与IBS患者对消化系痛觉的高敏感性有

关[14], 而组胺、5-HT分别作用于肠黏膜及肠平

滑肌上的相应受体, 可影响到胃肠道的分泌和

运动, 增加肠黏膜通透性和高敏感[51-53]. 近年来

提出, 肠道感染后, 肠道黏膜炎症影响局部免疫

-神经-内分泌网络, 并引起IBS症状, 但是具体机

制仍不明确. 针对MCs、5-HT、SP与CGRP等这

些参与免疫-神经-内分泌网络机制的关键性因

子, 研究他们之间的联系有着重大的意义. 

5  相应干预方法的研究

近年来, 随着对MCs在IBS发病机制重要性的认

识逐渐深入, 针对MCs干预方法的探讨研究也逐

渐受到关注. 早在1980年, Bolin等[54]在其研究中

发现与对照组相比, 40%的IBS患者在使用色甘

酸钠后症状有明显改善. Lunardi等[55]、Stefanini

等[56]的研究也证实色甘酸钠可缓解IBS腹痛和

腹部不适症状. 但上述研究由于样本量较少, 试
验设计不够严谨(如无对照组、未遵循盲法、治

疗时间过短、缺乏后期随访). Klooker等[57]通过

对60例IBS患者随机分组, 分别给予酮替芬和安

慰剂治疗, 结果显示酮替芬可明显改善内脏敏

感性IBS患者的IBS症状, 提高生活质量. 在一项

随机、双盲、安慰剂对照实验中, 与安慰剂相

比, 美沙拉嗪能显著降低免疫细胞特别是抑制

肥大细胞, 同时观察到患者整体状况的改善及

腹痛的减轻, 尽管尚未达到统计学意义[58]. 而对

肥大细胞分泌活性介质的拮抗剂(类胰蛋白酶抑

制剂[20]、抗组胺剂[59]、抗白三烯药物[60]、布地

奈德等[61])的研究也显示有着极大前景. 在中药

方面, 胡瑞等[62]的研究表明与IBS-D型模型组大

鼠相比, 模型组血清5-HT、NO水平下降, SP含
量增加、MCs数目增多; 高、中剂量胃肠安丸

可上调血清5-HT、NO水平; 下调SP表达、减少

MCs数目. 据此推测, 胃肠安丸止泻的机制可能

与其调节5-HT、NO水平, 进而参与调整胃肠动

力有关; 亦可能通过抑制SP表达、减少MCs数
目, 从而降低内脏高敏感性. 对中药在IBS的疗

效进一步研究可能开辟新的治疗途径. 

6  结论

IBS患者肠黏膜MCs的数目和脱颗粒功能的改

变, 并由此影响局部肠黏膜类胰蛋白酶、5-HT
浓度和其他可能与内脏感觉调控相关的介质水

平, 并可能在PI-IBS内脏高敏感, 免疫应答的发

生中发挥一定作用. 对肠黏膜MCs及其分泌的

活性介质功能的研究, 特别是其参与将有助于

揭示IBS发病机制的核心环节, 并由此推动治疗

IBS的相关药物的研究进展. 而MCs与神经-免疫

-内分泌系统间的联系将是以后研究的热点. 
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Abstract
Procedure for prolapse and hemorrhoids (PPH) 
is a new surgical technique that was developed 
based on the modern concept of internal hem-
orrhoids. It has gained wide acceptance as the 
treatment of choice for grade III and IV internal 
hemorrhoids, because of less postoperative pain 
and faster return to normal activities. Here we 
perform a systematic review on the recent ad-
vances in PPH for grade III and IV internal hem-
orrhoids. 
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 文献综述 REVIEW

吻合器痔上黏膜环形切除术治疗内痔的研究进展

关维雨, 张德巍, 李春雨

®

■背景资料
相比于传统的手
术 方 法 ( 外 剥 内
扎术) ,  吻合器痔
上黏膜环形切除
(PPH)术具有术后
疼痛轻, 住院时间
短, 愈合快, 并发
症少的优点, 但也
存在一定的并发
症和风险. 因此正
确的操作, 合理的
应用该手术方法
是十分必要的.

摘要
吻合器痔上黏膜环形切除术(procedure for 
prolapse and hemorrhoids, PPH)是根据肛垫下
移学说发明. 因该手术方法具有治疗效果显
著, 住院时间短, 术后疼痛轻, 愈合快, 并发症
少等优点, 已作为一项新的外科技术广泛应用
于临床治疗Ⅲ-Ⅳ度内痔. 本文拟结合国内外
吻合器痔上黏膜环形切除术的临床实践和对
比研究, 对这一手术方法的现状及发展进行综
合阐述. 

关键词: 吻合器痔上黏膜环形切除术; 内痔; 疗效
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0  引言

临床上对于Ⅲ-Ⅳ度内痔症状明显的患者, 通常

需手术治疗[1]. 随着内痔的现代概念的提出推动

了人们对内痔的重新认识, 而产生了一种新的

手术方法: 吻合器痔上黏膜环形切除术(proce-
dure for prolapse and hemorrhoids, PHH)[2]. 由于

该方法保留了肛垫组织和肛门局部正常的生理

结构, 治疗效果显著, 已成为临床上治疗Ⅲ-Ⅳ度

内痔的常规手术方法之一[3]. 

1  病理学基础

1.1 内痔的病因 内痔的病因至今尚未彻底明确, 
有关内痔的学说一直以来层出不穷[4]. 自20世纪

70年代起, 通过对内痔的解剖学、组织学、生

理学、病理生理学方面进行研究并取得突破性

进展, 赋予了内痔新的概念. 1975年Thomson[5]

首次提出内痔的现代概念, 认为内痔是直肠下

端的唇状内赘或称肛垫, 并指出肛垫是肛管的

正常解剖结构, 为齿状线上方宽约1.5-2.0 cm的

环状组织, 位于右前、右后和左侧, 由扩张的窦

状静脉、大量的Treitz肌纤维, 胶原纤维和弹性

结缔组织纤维组成; 并认为由于正常肛垫内的

动、静脉吻合血管调节障碍和Treitz肌退行性变

性, 而导致肛垫肥大后脱出, 即为内痔. 这一观
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■相关报道
PPH手术的临床
应用已10余年, 国
内外对于该手术
方法的报道较多, 
短期疗效显著, 但
对于其远期的临
床疗效有待于进
一步研究.

点受到众多学者的支持, 也合理解释了先前的

一些学说. 肛垫下移学说初步阐明了内痔的本

质是来源于肛垫, 受到人们的关注和支持, 成为

目前最流行的学说. 
1.2 内痔的发病机制 关于内痔的发病机制还存

在许多争议, 目前认为内痔是肛垫的支持结构

出现病理改变或异常移位, 导致出血、脱出等

一系列临床症状的总称. 依据肛垫的组成结构, 
其发病机制主要有: (1)肛垫支持结构的退行性

改变: Trietz肌是肛垫的重要组成和支持结构, 他
是结缔组织和平滑肌纤维的网状复合体. 正常

肛垫组织中肌纤维排列连续、有序、层次清楚, 
弹性纤维含量较高, 在内括约肌和黏膜间肌纤

维之间呈紧张、网状交织分布. 内痔组织中可

见Trietz肌密度低, 排列疏松紊乱, 出现扭曲断

裂, 弹性纤维少, 胶原纤维多, 部分肌纤维组织

失活. 1984年Haas等[4]在肛垫学说的基础上, 详
细观察了各年龄组的肛垫支持组织的变化. 发
现胎儿和新生儿痔区的弹性纤维较多, 且相互

平行, 排列致密; 青年人痔区有同样发现, 但其

纤维显得疏松; 30岁以后, 其结缔组织开始退化; 
到老年时, 其弹力纤维较少而疏松, 且发生退

变、断裂及扭曲等现象. 由此说明内痔是肛垫

支持组织断裂、退变致肛垫肥厚增大脱垂; (2)
血流动力学改变: 正常情况下, 动静脉吻合通过

调节吻合管的开合使肛垫供血量发生变化, 从
而影响肛垫的体积大小[6]. 但是在某些因素刺激

下, 如腹内压升高、直肠壶腹的机械性梗阻、

妊娠或某些体液生化变化、饮酒或辛辣食物等, 
均可能导致调控紊乱, 激发交感神经兴奋, 引起

吻合管痉挛, 组织缺血缺氧, 继而肛垫组织因缺

氧刺激, 释放组胺, 产生局部组胺效应, 毛细血

管前括约肌痉挛, 动静脉吻合管突然开放, 导致

痔静脉丛的血流量骤增, 扩张充血. 由于此时毛

细血管关闭, 动脉血经动静脉吻合管直接流入

静脉, 使肛垫组织缺氧, 缺氧又刺激局部组胺分

泌, 加重吻合管扩张, 导致静脉血流淤滞, 内痔

更加充血肿胀, 形成恶性循环, 使内痔症状不断

加重;  (3)盆底动力学改变: 关于盆底动力障碍对

内痔的影响, Wexner等[7]提出肌源性高肛压和痔

源性高肛压2个概念. 肌源性高肛压指括约肌高

张力压迫影响血液回流导致肛垫充血肥厚; 痔
源性高肛压是肛垫充血肥大引起肛管压升高. 
不管哪种高压形式都将增大排便阻力, 势必通

过增加腹压来完成排便, 粪便强力通过高压的

肛管时, 不但影响肛垫内血液回流, 造成严重的

充血, 还会拉长或撕裂肛垫的支持组织, 导致肛

垫失去支持而位置下移, 从而使肛垫由间歇性

脱出发展为持续性脱出. 

2  手术机制

PPH治疗Ⅲ-Ⅳ度内痔的基础是建立在肛垫学

说之上的. 按照Thomson的解释: 人体肛管内齿

状线上方有宽1.5-2.0 cm的环形组织带, 是一种

高度特化的血管性垫衬, 为平滑肌、结缔组织

及血管丛构成的复合体. 依据此理论, PPH通过

吻合器环形切除齿状线上方部分直肠黏膜及黏

膜下层组织, 并将其对端吻合, 使脱垂的肛垫重

新回复到正常的解剖位置, 缩短松弛的直肠黏

膜, 恢复肛管黏膜与括约肌之间的局部解剖关

系, 从而消除痔体脱垂的症状, 起到“悬吊”的

作用, 而未切除肛垫、肛管皮肤及齿状线等组

织, 保留了肛管黏膜层, 恢复了肛门的自制排便

功能, 减少了术后肛门狭窄、失禁及精细控便

障碍等的发生几率. 同时, 由于切断了黏膜下层

供应内痔的直肠上动脉和直肠中动脉的分支, 
使痔体逐渐萎缩, 从而减轻了粪便对黏膜的创

伤性摩擦所致的痔体出血, 起到了“断流”、

“减积”的作用[8]. 

3  技术方法及疗效

3.1 操作要点 术中尽量不用指法扩肛, 最好选用

特制的环形肛管扩张器内栓进行扩肛, 避免损

伤肛门括约肌, 同时有利于肛管扩张器的置入, 
减少术后反应性水肿所致疼痛. 荷包缝合的高

度应在齿状线上3-4 cm处, 以确保吻合口在齿状

线上1.5-2.0 cm. 若缝合位置过高, 则对肛垫向上

的牵拉和悬吊作用减少, 痔体回缩不全, 影响手

术效果, 反之过低则易引起术后疼痛和出血, 严
重者会出现感觉性便失禁. 缝合的深度在黏膜

下层, 有时候可达浅肌层. 太浅易引起黏膜撕脱, 
吻合不完整, 影响手术效果; 过深则易损伤括约

肌, 引起吻合口狭窄或大便失禁. 缝合时缝线一

定要选择光滑的可吸收肠线或丝线, 否则容易

导致黏膜下血肿, 引起术后感染. 荷包缝线保持

在同一水平面, 可根据脱垂的实际程度行单荷

包或双荷包缝合. 
女性患者应分别于缝合直肠前壁、关闭吻

合器及吻合器击发前做阴道指诊, 检查阴道后

壁是否被牵拉至吻合器内, 防止阴道后壁损伤, 
引起直肠阴道瘘. 取出吻合器后, 检查吻合口, 
看是否完整、有无出血点. 若有活动性出血点, 
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■创新盘点
本文详实地介绍
了PPH手术机制、
应用范围、注意
事项以及目前存
在的问题, 为该手
术方法的合理应
用提供较好的意
见和建议.

一定要缝扎止血. 对于渗血, 可局部压迫止血. 
术后肛内放置引流管一枚, 以降低肛管直肠内

压, 防止吻合口瘘, 减轻腹胀, 同时便于术后观

察[9]. 
3.2 临床疗效 PPH手术遵循了内痔的现代概念, 
旨在消除内痔的症状, 在保证肛门功能的同时

明显减少了并发症的发生. 国内外报道其临床

疗效差异很大. 任东林等[10]报道1 000例总结: 
PPH术能明显减轻术后肛门疼痛, 缩短住院时

间, 不影响或者少影响肛门功能, 不易发生肛门

狭窄, 术后患者能较快的恢复正常生活, 远期复

发率低. Stolfi等[11]报道95例, 平均随访34.8 mo±
15.6 mo, 治疗效果明显, 无肛门狭窄及大便失禁

发生. 而Jongen等[12]回顾分析1 233例, 约10%的

患者因术后并发症的出现或复发而进行再次或

者多次手术, Jayaraman等[13]报道其远期复发率

为8.5%, 并认为与传统治疗方法相比PPH的复发

率较高. 

4  并发症及原因分析

4.1 术中并发症

4.1.1 腹痛: 有部分患者击发吻合器时出现下

腹坠胀不适或痉挛性疼痛, 其发生多与吻合过

程中牵扯肠壁, 悬吊过紧及刺激内脏神经有关. 
Ravo等[14]回顾分析1 107例, 报道其术中发生率

为5.0%. 杨向东等[15]认为原因主要有: 直肠黏膜

在切除过程中肠壁肌肉受牵拉; 切除组织较多; 
荷包缝合较深; 麻醉不充分; 内脏神经张力过高. 
4.1.2 出血: 当击发吻合器完成, 取出后, 经过仔

细检查, 多数情况下可见吻合口上下存在不同

程度的活动性出血或渗血. Raahave等[16]报道术

中出血发生率为93.2%. 常见原因为: 荷包缝合

位置较浅; 吻合器吻合后取出时操作粗暴; 吻合

器击发过程中未完全切割痔上黏膜, 取出吻合

器过程中过度牵拉, 导致吻合口撕裂. 
4.2 术后并发症

4.2.1 肛门坠胀感: 多见于术后当天, 一般不需特

殊处理, 次日可自行缓解, 其诱发原因可能有: 
在愈合过程中吻合口发生炎性水肿; 直肠功能

性损伤; 直肠黏膜下神经节侵犯[17]. 
4.2.2 疼痛: Ohana等[18]回顾性研究234例患者, 通
过视觉模拟评分法来评价PPH术后患者疼痛情

况, 认为所有患者术后第1天均存在不同程度的

疼痛, 1 wk后仍有37.0%的患者存在疼痛. 术后

疼痛多与以下几种情况有关[19,20]: (1)吻合口位置

过低, 吻合口肿胀压迫或损伤到齿状线以下组

织而引起, 因为齿状线以下组织由脊神经支配, 
对疼痛反应敏感; (2)暴力或过度扩肛, 引起肛裂

或损伤肛门括约肌; (3)吻合口感染; (4)荷包缝合

靠近盆底以致切除组织中带有肌肉; (5)术后吻

合口水肿, 造成牵张直肠壁的疼痛. 
4.2.3 吻合口出血: 吻合口出血是PPH术后最常

见的并发症[21]. Fueglistaler等[22]随访198例, 平均

随访时间为28 mo, 发生率为20.0%. 经分析, 引
起吻合口出血的原因有: (1)术中止血不彻底或

吻合完毕后动脉血管被压闭, 而未缝扎, 此类出

血多发生于术后12 h以内; (2)吻合口位置过低或

内痔痔核过大, 术中切除了部分肛垫组织, 当患

者用力排便时吻合钉脱落以致黏膜出血; (3)吻
合时吻合器旋钮旋得过紧, 致使直肠黏膜坏死; 
或过松致使吻合钉易撕脱: (4)吻合口裂开后也

导致出血. 
4.2.4 残留皮赘: Pescatori等[23]认为皮赘残留是

PPH术后较为常见的并发症, Chen等[24]报道发生

率为13.0%. 皮赘残留主要是由于: 对于内痔为

主及黏膜脱垂为主的肛门皮赘, PPH术后效果较

为理想, 但对于外痔为主的, 效果较内痔为主的

差; 荷包缝合的黏膜下组织不够, 达不到向上提

拉所需程度, 或荷包缝合不完整, 深浅不均; 巨
大的混合痔, 尤其是伴有黏膜脱垂较重者[25-27]. 
4.2.5 尿潴留: PPH术后尿潴留较为常见[28], Uras
等[29]报道445例, 有8.0%的患者出现术后尿潴留. 
尿潴留常与以下因素有关: (1)麻醉影响, 麻醉后

对膀胱逼尿肌功能的影响会存在一段时间, 尤
其是对前列腺肥大的老年患者; (2)术后患者会

阴部不适, 包括术后疼痛和惧怕心理; (3)术后患

者行动不便, 在床上排尿不习惯; (4)肛内填塞止

血纱布等. 
4.2.6 精细排便障碍: Riss等[30]报道手术前后便排

空值与便失控值未见明显的改变, 但精细排便障

碍确实存在, 发生率为4.5%, 并与手术相关, 然而

不影响术后患者的正常活动和满意度. 同时也有

研究结果显示PPH荷包缝合的高度与便失控发

生的风险呈负相关[31]. 分析原因认为其合理解释

为: 由于PPH术使直肠黏膜上提, 改变了直肠肛

管的解剖位置, 而降低了排便刺激的阈值[32]. 
4.2.7 吻合口狭窄: 多由于吻合口处瘢痕挛缩所

致. Yao等[33]回顾性分析489例, 报道吻合口狭窄

的出现率为2.5%, 并总结发生原因可能有: (1)吻
合口位置过低, 易造成鳞状长皮细胞皱缩, 瘢痕

化致吻合口狭窄; (2)吻合口感染是导致吻合口

狭窄的最主要因素, 而引起吻合口组织增生变
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■应用要点
本文系统地阐述
了该手术方法的
优缺点, 以及常见
并发症的发生、
处理, 对临床治疗
有借鉴作用.

厚痉挛; (3)荷包缝合太深, 将肠壁肌肉组织钉合

太多; (4)既往有注射硬化剂治疗内痔. 
4.2.8 直肠阴道瘘: 直肠阴道瘘是PPH术后较严

重的一种并发症, 较罕见. 多为医源性损伤所致. 
其他并发症的报道, 如: 盆腔感染[34]、血栓性外

痔形成、肛门失禁、肛瘘、肛旁脓肿、前列腺

损伤、肠瘘、女性患者术后性交痛等, 国外有

报道术后出现肠腔闭塞[35], 吻合钉残留致直肠 
炎[36]及乙状结肠血肿[37]出现的病例. 我们根据临

床病例随访发现, 少数患者可出现肛乳头肥大

这一并发症, 可能为肛管部炎症或长期慢性刺

激所致. 

5  PPH的发展现状及存在问题

5.1 发展现状 PPH于1998年应用于临床, 由意大

利学者Longo首先报道. 2000年国内姚庆礼于中

山医院率先开展该技术, 目前已在国内广泛开

展, 主要以治疗Ⅲ-Ⅳ度内痔及反复出血的II度
内痔为主[38]. 任东林等[10]认为对于急性内痔嵌

顿, 未能及时复位者, 实施PPH最好控制在24 h
以内, 当疑有血栓形成或伴有感染时最好放弃

PPH治疗. 另外PPH也开始用于治疗由直肠内套

叠和直肠前突引起的出口梗阻型便秘, 通过减

少直肠内黏膜堆积改善梗阻症状, 并取得一定

疗效[39]. 禁忌证主要有: (1)直肠壁全层脱垂是绝

对禁忌证; (2)肛管黏膜纤维化导致整个肛管黏

膜层不易复位; (3)既往有肛管手术致肛管瘢痕

严重畸形者; (4)单纯外痔; (5)女性直肠阴道隔薄

弱, 属于相对禁忌证. 
国内外学者通过大量临床实践, 认为PPH的

关键步骤是直肠黏膜的荷包处理[40]. 荷包缝合的

高度、深度、进针次数及方式决定了PPH的手

术效果[31,41,42]. 荷包缝合的高度上欧美国家主张

在距齿状线上5 cm左右[43], 傅传刚等[9]则认为对

于亚洲人群, 高度应在4 cm左右. 国内报道PPH
通常采用单一荷包、单一荷包加对侧牵拉缝

线、单荷包四点牵引法及双荷包4种方式[39]. 胡
丰良等[44]采用“四点牵引”法, 即双侧半荷包加

前后牵引, 应用于PPH术中, 取得良好效果. 
一般认为, 内痔脱出严重者: 长度≥3.0 cm

应行双荷包缝合; 反之, 长度≤3.0 cm者可行单

荷包缝合. 目前多采用双荷包缝合, 以调整切除

直肠黏膜的宽度[45]. 关于荷包缝合的深度, 有的

学者认为缝合过浅会影响“断流”效果, 而无

法阻断行于黏膜深层的血管而导致断流不全, 
侯文英等[43]的观点则不同, 认为如果PPH为了阻

断血流达到治疗痔的目的, 同样影响了肛垫的

功能, 这与PPH保护肛垫功能是矛盾的, 说明缝

合过浅主要影响悬吊的效果. 
5.2 存在的问题 理论上, PPH阻断了内痔血供, 
也就阻断了肛垫血供, 影响了肛垫功能, 这与

PPH的作用机制是相矛盾的, PPH的“断流”问

题尚待于进一步研究. 临床上, 尽管PPH具有较

多优势, 国内外报道其近期疗效显著[46-48], 但远

期疗效还需进一步观察[49]. Jayaraman等[13]在一

项多中心的研究中报道, PPH与传统手术相比其

远期疗效不具有优越性. 国外学者在随访中发

现PPH术后复发率不同, Pescatori等[23]报道术后

1年内复发率5.7%, 远期复发率为8.5%; Zacha-
rakis等[50]通过随访56例Ⅳ度内痔患者6年, 报道

其远期复发率达58.9%. 同时吻合器为一次性使

用器械, 且价格昂贵, 很难为大多数患者所接受, 
制约了该项技术的广泛开展. 

6  结论

PPH作为一项新的外科技术, 具有术后疼痛轻, 
愈合快, 并发症少, 住院时间短等优点, 但也存

在一定得并发症和风险. 相信随着肛肠外科新

理念的融入和PPH技术和器械的不断完善, 该手

术将更趋合理, 有望成为治疗内痔的主要术式, 
但远期疗效和远期并发症有待于进一步研究. 
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Abstract
Functional constipation is a common and fre-
quently-occurring disease whose etiology and 
pathogenesis are still not very clear. Experimental 
studies using animal models of cathartic colon 
have shown abnormalities in ultrastructural 
plexus of enteric nervous system (ENS), expres-
sion of multiple receptors, and interstitial cells of 
Cajal (ICC). Currently, there has been no consen-
sus reached yet with regard to the mechanisms 
underlying the regulatory effect of acupuncture 
therapy on functional constipation, and the inter-
action among different regulatory mechanisms is 
not examined in depth. Future research should 
address this issue to better understand how acu-
puncture exerts therapeutic effects against func-
tional constipation.
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 文献综述 REVIEW

针刺对功能性便秘ENS-ICC调节机制的研究进展

任 驰, 周思远, 牟建蛟, 李 瑛

®

■背景资料
功能性便秘(FC)
是一种常见疾病, 
现在中医临床多
采用针灸治疗为
主 .  FC存在多种
发病机制, 病因病
理学研究显示其
是肠神经系统功
能及Cajal间质系
统 的 异 常 ,  关 于
“肠神经病”的
作用机制的研究
已成为针刺治疗
FC实验研究的突
破点.

Key Words: Functional constipation; Enteric nerv-
ous system; Interstitial cells of Cajal

Ren C, Zhou SY, Mu JJ, Li Y. Progress in understanding 
mechanisms underlying the regulatory effect of acupuncture 
on functional constipation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(19): 1758-1762

摘要
功能性便秘(functional constipation, FC)是临
床常见病和多发病, 其病因和发病机制尚不十
分清楚, 存在多种学说. 实验研究表明, “泻药
性结肠”动物模型结肠表现为肠神经系统神
经丛超微结构、多种受体与ICC表达的异常. 
我们通过检索和分析近年来针刺治疗FC的实
验研究文献, 发现目前针刺对FC的调节机制
的研究偏于单一化, 多种机制之间的调控关系
没有进行深入研究. 今后的研究应侧重针刺对
各机制之间相互关系的阐释以及对其关键机
制的探讨, 使针刺作用机制的研究进一步深
入, 从而更好地服务于临床.  

关键词: 功能性便秘; 肠神经系统; Cajal间质细胞
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0  引言

功能性便秘(functional constipation, FC), 也称

单纯性便秘、习惯性便秘或特发性便秘, 按罗

马Ⅲ标准[1], 被定义为排便持续困难, 便次减少

或排便不尽感, 且不符合肠易激综合征(irritable 
bowel syndrome, IBS)的诊断标准. 研究表明, 正
常结肠的协同收缩主要由肠道神经系统(enteric 
nervous system, ENS)和间质星形胶质细胞即哈

尔细胞(Cajal cell)控制[2]. 近年来, 对结肠慢传输

性便秘(slow transit constipation, STC)的病因病

理学研究显示其是“肠神经病”, 即肠神经系

统功能及Cajal间质系统的异常[3]. 关于“肠神经

病”的作用机制的研究已成为针刺治疗功能性

■同行评议者
王富春, 教授, 长
春中医药大学
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便秘实验研究的突破点, 通过查阅相关文献, 现
将针刺调控ENS-ICC机制治疗功能性便秘的研

究现状进行分析述评如下. 

1  针刺对肠神经系统的调控

肠神经系统是存在于胃肠壁内一个独立于大脑

之外的完整神经网络, 由黏膜下神经丛和肌间

神经丛组成[4]. ENS具有高度的自主性, 可以感

知、启动和调控胃肠运动、因此被称作胃肠道

的“微型脑”(little brain)[5]. 研究发现肠神经系

统的功能状态主要受肌间神经丛和肠神经节细

胞的影响较大, 其病理性改变可能会降低肠神

经传递的敏感性, 影响肠道的运动. 
1.1 肠神经节细胞

1.1.1 肠神经节细胞与功能性便秘的关系: 肠神

经系统的功能状态与肠动力是直接相关的. 有
研究[6-8]发现STC患者平均每个肠段的神经节面

积和平均每个神经节中神经元的数量在肌间神

经丛和深部黏膜下丛都明显减少. 国外学者[9]利

用嗜银性反应、神经微丝抗体或采用PGP 9.5[10]

进行标记均可发现肌间丛神经元胞体及突起的

数量均明显减少. 
1.1.2 针刺对肠神经节细胞的影响: 丁曙晴等[11]

通过观察针刺治疗便秘模型大鼠肠神经系统神

经元标志物(PGP 9.5)的变化, 探讨肠神经系统神

经元作用途径. 发现针刺组治疗前环纵肌纤维

增粗, 排列紊乱, 空泡样改变, 神经节细胞减少, 
节细胞阳性表达染色下降; 治疗后环纵肌修复

好转, 神经节细胞空泡样改变好转, 通过多组对

照[12]比较证实了针刺有助于改善肠神经系统神

经元破坏后神经节细胞的功能, 为治疗功能性

便秘提供了一定的实验室依据. 
1.2 肠肌间神经丛

1.2.1 肠肌间神经丛与功能性便秘的关系: 目前

普遍认为肌间神经丛对肠蠕动的调节起重要作

用. STC患者的结肠切除病理结果显示几乎都存

在不同程度的肌间神经丛数量减少、变形、变

性等退行性变和间质代偿性增生[9]. 在临床治疗

过程中不断有STC患者结肠超微结构异常的报

道[13], 与其超微结构改变相似的动物实验进一步

揭示了STC发病机制的复杂性[14]. 王梅等[15]通过

建立“泻药性结肠”的动物模型, 应用电镜技术

发现模型大鼠的结肠肌间神经丛可见神经元细

胞线粒体轻度肿胀, 神经纤维轴突内线粒体肿胀

破裂, “嵴”状结构不完整, 神经束轴突及树突

扩张, 电子密度不均匀, 部分明显扩张形成空泡. 

由此可知结肠肌间神经丛超微结构的改变可能

是功能性便秘发展和加重的病理基础之一. 
1.2.2 针刺对肠肌间神经丛的调控: 李红岩等[16]

利用大黄制作大鼠STC动物模型, 发现大黄模型

组结肠传输功能缓慢, 肌间神经丛神经细胞空

泡变性、减少. 针刺后发现肌间神经丛超微结

构有所改善, 结肠传输功能恢复. 周惠芬等[17]也

发现, 针刺一侧足三里、照海穴(隔日交换对侧)
对泻药性结肠大鼠结肠肌电呈双向调节作用, 
可使振幅适当增高, 频率适当加快或减慢. 

2  针刺对肠动力的调控-Cajal间质细胞

2.1 ICC与功能性便秘的关系 在功能性便秘的诸

多发病机制相关因素的研究中, 胃肠始动细胞

Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)的
作用受到格外重视[18-20], 其具有潜在的控制胃肠

道动力的作用[21,22]. ICC是介于肠神经系统和平

滑肌细胞之间的一类极其特殊的间质细胞, 解
剖上与ENS关系最为密切[23,24]. ICC有3种功能, 
即胃肠基本电节律的起博细胞[25,26], 介导电活动

的传播及参与胃肠道神经递质的信号转导[2,27], 
调节神经递质[28]. ICC在结肠中的分布和功能

异常是STC结肠慢波频率减慢的直接或间接原 
因[29-34]. 研究发现STC患者结肠内的ICC密度下

降明显[33,35,36], 全结肠ICC的体积也缩小, 尤以乙

状结肠内的ICC减少为著[37-39]. Wedel等[6]发现

STC患者结肠组织中除外纵行肌以外, 全层ICC
的数目都显著减少, 形态及其网状结构改变. 国
内学者[40,41]亦发现STC小鼠肠道存在结肠ICC数
量的减少、抑制性神经递质表达增加. 童卫东

等[42]经一系列研究后发现STC患者各个区域ICC
均明显减少, 部分病例黏膜下环肌表面ICC几乎

消失, 黏膜层和黏膜下层细胞凋亡明显增多. 小
肠起搏区域ICC缺失能导致自发性电节律性活

动缺失, 肠蠕动波消失, 而增加肠道ICC细胞数

量, 肠壁收缩活动及慢波频率增加、肠道传输

速度加快[43-45]. 
从Cajal发现ICC开始, ICC己不再是起填

充作用的一般间质细胞. 一个突破性的研究进

展是发现其细胞表达受酪氨酸激酶受体c-k i t
及其配体干细胞因子(stem cell factor, SCF)调
控, c-k i t是ICC细胞的特异性标志物[46]. 我们

可以利用c-k i t免疫组织化学技术特异地观察

ICC在胃肠道的分布, 为一系列胃肠动力紊乱

性疾病的研究带来曙光. 国内学者Tong等[47]进

一步研究发现STC患者结肠内发现4类ICC亚

■相关报道
Ward等曾指出正
常结肠的协同收
缩主要由肠道神
经系统(ENS)和间
质星形胶质细胞
即哈尔细胞(Cajal 
cell)控制. 近年来, 
对功能性便秘的
病因病理学研究
显示其是“肠神
经病”.
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群数量均明显减少, c-kit mRNA和蛋白表达降

低, 提示c-kit信号通路在STC患者ICC减少过程

中起着很重要的作用. SCF/Ki t信号通路异常

使Kit阳性间质前体细胞分化为平滑肌表型细

胞, 与ICC的减少有关. 贾后军等[48]进一步研究

发现, 通过阻断结肠内c-kit信号, 使RNA和c-kit
蛋白表达降低, 导致小鼠小肠I C C缺失. 有研 
究[49,50]用中和抗体封闭c-kit受体后, 发现ICC表
型再分化呈平滑肌细胞表型, ICC的数目因此减

少甚至消失, 肠慢波消失. 该研究提示我们可以

通过靶向治疗纠正ICC异常功能, 促使其表型逆

转, 重建网络结构来恢复结肠动力, 这应该是治

疗STC的一个新的思路. 
2.2 针刺调控ICC的表达 泻药性结肠动物模型

的结肠病理表现与慢传输型便秘患者的结肠病

理表现相似, 其中包括ICC表达的异常. 孙建华

等[51]观察电针天枢穴对STC大鼠结肠平滑肌结

构及ICC的影响, 发现模型组ICC着色较淡、模

糊, 网络结构不连续; 电针治疗后, ICC形态、分

布、细胞着色及网络结构的完整性均接近于正

常组(P >0.05), 提示电针天枢穴不但能改善STC
模型大鼠结肠平滑肌的结构, 同时也改善STC结
肠平滑肌ICC的病理改变, 提高其阳性表达以达

到治疗目的. 衣运玲[52]以泻药性结肠大鼠为模

型, 观察针刺从核转录水平与翻译水平调控ICC
的作用特点, 揭示针刺对泻药性结肠中c-ki t、
SCF蛋白与基因表达调控特点及针刺治疗便秘

的ICC作用途径, 为针刺治疗以ICC减少为背景

的便秘奠定理论基础, 说明了针刺可以从核转

录水平调节以ICC减少为背景的便秘, 使其结肠

SCF/c-kit蛋白表达在生理范围内提高. 

3  结论

目前国内关于针刺治疗功能性便秘的机制探讨

取得了一定的成果, 近来对ICC及其网络的缺失

或缺陷及对不同类型的肠神经元释放的神经递

质的研究增多. 功能性便秘的发病涉及中枢与

外周多个方面, 其调节机制包括神经、体液、

肌源性、食物等多方面因素, 构成复杂网络调

控系统. 研究发现, ICC在慢传输型便秘结肠中

发生表型转化[53], 如何使发生表型转化的ICC通
过重建c-kit信号通路实现表型逆转, 是目前研究

的重点. 我们可以利用现代科技手段努力发掘

和发展其治疗途径, 利用c-kit免疫组织化学技术

特异地观察ICC在胃肠道的分布, 从而通过c-kit
通路更具有靶向性地促使发生表型转化的ICC

逆转, 阻断了功能性便秘的进一步发展, 为一系

列胃肠动力紊乱性疾病的研究带来曙光. 
针刺治疗功能性便秘的机制尚有许多待

揭示的地方, 其物质基础(基因、递质、信号转

导、蛋白表达)需要进一步探索. 其治疗的作用

机制与多个机制有关, 因此对单一机制的研究

结果就不可避免地带有局限性和片面性. 对结

肠超微结构的实验观察显示单靶点治疗功能性

便秘存在一定的缺陷性, 这就提示任何一种针

对单一机制的治疗都存在一定的局限性, 未来

的研究应不仅仅只针对一、两个机制进行, 而
应该侧重针灸对各机制之间相互关系的阐释, 
对相关的多个机制进行综合研究, 揭示针刺治

疗功能性便秘的系统性机制和规律, 采取综合

性整体治疗, 从而更好地服务于临床.  
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究提供方向.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of corticotrophin-
releasing factor (CRF) on the expression of toll-
like receptor 4 (TLR4) in human intestinal epi-
thelial cell line HT-29.

METHODS: HT-29 cells were divided into eight 
groups: non-treated group, LPS group (treated 
with 20 μg/L LPS for 24 h), CRF group (treated 
with 20 μg/L CRF for 24 h), LPS plus CRF group 
(pretreated with 20 μg/L CRF for 12 h and then 
treated with 20 μg/L LPS for 12 h), Astressin 2B 
plus CRF group (pretreated with 20 μg/L As-
tressin 2B for 12 h and then treated with 20 μg/L 
CRF), Antalarmin plus CRF group (pretreated 
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CRF通过CRF2受体介导肠上皮细胞中TLR4的表达

杨 丽, 郑鹏远, 刘志强

®

■背景资料
越来越多临床观
察及实验数据发
现, 心理压力不仅
可以导致功能性
肠病的发生, 也可
诱发或加剧器质
性疾病如炎症性
肠病的产生, 但是
压力等应激因素
是如何导致肠黏
膜免疫紊乱并不
清楚. 

with 20 μg/L Antalarmin for 12 h and then 
treated with 20 μg/L CRF), Astressin 2B plus LPS 
group (pretreated with 20 μg/L Astressin 2B for 
12 h and then treated with 20 μg/L LPS), and An-
talarmin plus LPS group (pretreated with 20 μg/
L Antalarmin for 12 h and then treated with 20 
μg/L LPS). The expression of TLR4 mRNA and 
protein was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western 
blotting, respectively. The secretion of interleu-
kin-8 in the culture supernatants was determined 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: CRF could induce the expression 
of TLR4 in HT-29 cells and result in increased 
interleukin-8 secretion (P < 0.05). CRFR2 antago-
nist Astressin 2B inhibited the expression of LR4 
(P < 0.05, CRF+LPS group vs CRF group), while 
CRF1 antagonist Antalarmin had no signifi-
cant effect on the expression of TLR4 (P > 0.05, 
CRF+LPS group vs CRF group).

CONCLUSION: The induction of TLR4 expres-
sion by CRF in human intestinal epithelial cells 
is mediated by the CRF2 receptor.

Key Words: Corticotrophin-releasing factor; Toll-like 
receptor; Intestinal epithelial cells

Yang L, Zheng PY, Liu ZQ. Activation of TLR4 by CRF 
in human intestinal epithelial cells is mediated by the 
CRF2 receptor. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 
1763-1767

摘要
目的: 研究促肾上腺皮质释放因子(CRF)介导
肠上皮细胞中Toll样受体4(toll-like receptor 4, 
TLR4)的表达, 并探讨其可能通过的受体途径. 

方法: 常规培养人结肠上皮细胞株HT-29细
胞, 将HT-29细胞分为正常对照组(不加刺激
剂), 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)刺激组
(LPS 20 μg/L刺激24 h), 促肾上腺皮质释放
因子(corticotrophin-releasing factor, CRF)刺
激组(CRF 20 μg/L刺激24 h), CRF+LPS刺激
组(预先CRF 20 μg/L刺激12 h, 更换细胞液后
再与LPS 20 μg/L刺激12 h), CRF+Antalarmin

■同行评议者
杜奕奇 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第二军医大学长
海医院
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■研发前沿
促肾上腺皮质释
放因子 ( C R F ) 是
一个重要的应激
因 子 ,  不 仅 中 枢
组 织 中 有 表 达 , 
周围组织也存在, 
近年已发现肠黏
膜 组 织 中 也 有
CRF的表达, 并发
现其与炎症发生
有关.

组(CRF与Antalarm in 20 μg/L共刺激24 h), 
CRF+LPS+Antalarmin组(CRF与Antalarmin 
20 μ g/L共刺激12 h后再以L P S刺激12 h), 
CRF+Astressin2B组(CRF与Astressin2B 20 μg/
L共刺激24 h), CRF+LPS+Astressin2B组(CRF
与Astressin2B 20 μg/L共刺激12 h后再以LPS
刺激12 h). 刺激结束后, 收取各组HT-29细胞, 
RT-PCR法和免疫印迹法检测各组上皮细胞中
TLR4 mRNA和蛋白的表达. ELISA法检测各
组细胞上清液中IL-8的表达.

结果: CRF可以诱导人结肠上皮细胞株HT-29
细胞中TLR4表达导致IL-8分泌增多(P <0.05), 
C R F1受体拮抗剂不能有效地阻滞C R F对
TLR4的诱导(P >0.05, CRF+LPS组 vs  CRF组), 
CRF2受体拮抗剂可阻滞CRF对TLR4的诱导
(P <0.05, CRF+LPS组 vs CRF组). 

结论: CRF通过CRF2受体通路介导肠上皮细
胞中TLR4的表达. 

关键词: 促肾上腺皮质释放因子; Toll样受体; 肠上

皮细胞
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0  引言

大量研究发现精神心理压力不仅可以诱发和/或
加剧炎症性肠病症状[1], 还可以促进实验性结肠

炎的产生[2], 促肾上腺皮质释放因子(corticotro-
phin-releasing factor, CRF)是一个重要的应激效

应因子, 下丘脑中枢中的CRF通过诱导乙酰胆

碱(acetylcholine, ACTH)促进糖皮质激素生成限

制炎症介质的释放, 进而限制炎症反应, 而周围

组织中的CRF则由免疫细胞、神经纤维等其他

细胞释放局部发挥着促炎作用[3]. 周围型的CRF
已不局限于应激因子, 更多的是一种促炎因子, 
CRF通过与其不同受体(CRF-R1或CRF-R2)结合

而发挥不同生物学效应. 胃肠道中普遍存在着

CRF-R1和CRF-R2, 溃疡性结肠炎组织中亦发现

CRF的表达增高[4,5], 但增高的CRF是如何导致肠

黏膜炎症并不清楚, 有研究显示CRF可诱导巨噬

细胞中TLR4表达[6], 而Toll样受体4(toll-like recep-
tor 4, TLR4)在肠黏膜上皮组织中的先天性免疫

调节中发挥着重要作用[7], 与炎症性肠病肠黏膜

炎症的发生密切相关, 本实验通过CRF及脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)以及CRF-R1受体拮抗剂

Antalarmin和CRF-R2受体拮抗剂Astressin2B干
预刺激结肠上皮细胞系HT-29细胞, 观察各组上

皮细胞中TLR4的表达情况, 探讨CRF在肠上皮

细胞中对TLR4的影响及可能通过的受体途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 HT-29细胞株购自中国科学院细胞库, 
CRF购自Sigma公司; LPS购自Sigma公司; 兔抗

人Toll4受体多克隆抗体购自Santa Cruz公司; 辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG, 兔抗人β-actin
单克隆抗体, 化学发光试剂盒, RPMI 1640培养

液等. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 结肠癌上皮细胞株HT-29细胞

复苏后, 接种培养于含100 m L/L小牛血清、

100 U/mL青霉素、链霉素的RPMI 1640培养

基中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养, 每
天更换培养液, 4-5 d后以0.25%的胰酶消化传

代. 取对数生长期细胞, 以5×105的密度接种

于50 mL培养瓶, 细胞生长至5×106后, 换不含

小牛血清的RPMI 1640培养液. 实验共分8组, 
正常对照组(不加刺激剂), LPS刺激组(LPS 20 
μg/L刺激24 h), CRF刺激组(CRF 20 μg/L刺激

24 h), CRF+LPS刺激组(预先CRF 20 μg/L刺激

12 h, 更换细胞液后再与LPS 20 μg/L刺激12 h), 
CRF+Antalarmin组(CRF与Antalarmin 20 μg/L共
刺激24 h), CRF+LPS+Antalarmin组(CRF与Anta-
larmin 20 μg/L共刺激12 h后再以LPS刺激12 h), 
CRF+Astressin2B组(CRF与Astressin2B 20 μg/L
共刺激24 h), CRF+LPS+Astressin2B组(CRF与
Astressin2B 20 μg/L共刺激12 h后再以LPS刺激

12 h). 刺激结束后, 收取各组HT-29细胞, PBS洗
涤2次, 分别用来提取RNA, RT-PCR法检测各组

TLR4受体mRNA; 提取总蛋白, 免疫印迹法检测

各组TLR4蛋白量. 
1.2.2 RT-PCR法检测HT-29细胞TLR4 mRNA的表

达: 按照Triregent产品说明书提取RNA, 设计并

合成人TLR4和人GAPDH(内参照)引物(表1). RT-
PCR反应按照试剂盒说明书进行, 94 ℃预变性

2 min; 94 ℃变性30 s, 58 ℃(内参58 ℃)退火30 s, 
72 ℃延伸2 min, 35个循环; 72 ℃补延伸6 min. 阴
性对照用RNase-free Water代替cDNA进行反应, 
琼脂糖凝胶电泳、凝胶图像系统处理分析测定. 
1.2.3 免疫印迹法检测各组HT-29细胞TLR4蛋白

的表达: 将刺激后的各组HT29细胞, 分别加入细

胞蛋白裂解液提取蛋白, Bradford方法测定蛋白
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■相关报道
TLR4作为先天性
免疫与获得性免
疫的桥梁, 在肠上
皮细胞对腔内共
栖菌的稳定中起
着关键作用. 肠黏
膜TLR4的表达调
控异常可导致肠
黏膜炎症的发生.

浓度, 配置8%的SDS-PAGE凝胶, 将总蛋白加样, 
恒压电泳, 恒流转膜, 加入5%的脱脂奶粉封闭过

夜, 加一抗兔抗人Toll4受体多克隆抗体, 孵育2 h, 
PBS洗涤2次, 加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG, 孵育2 h, ECL显色, 暗室曝光. 凝胶图像分析. 
1.2.4 ELSIA法检测IL-8: 取各组细胞上清液, 按
照说明书进行检测. 

统计学处理 所有数据计量资料用mean±
SD表示, 多组间比较采用单因素方差分析, 采
用SPSS13.0软件做统计学分析, P<0.05有统计学 
意义.  

2  结果

2.1 CRF对HT-29细胞中TLR4表达的影响 LPS刺

激组TLR4 mRNA(0.31±0.04 vs  0.28±0.02)和
蛋白表达水平(0.48±0.17 vs  0.45±0.12)与对照

组相比较, 差异无统计学意义(P >0.05); CRF组
TLR4 mRNA(1.05±0.06 vs  0.28±0.02)和蛋白

表达水平(1.08±0.21 vs  0.45±0.12)与对照组相

比较, 差异有统计学意义(P<0.05), 而CRF+LPS
组则更高于CRF组(1.68±0.05 vs  1.05±0.06, 
1.81±0.18 vs  1.08±0.21), 两组之间差异有统

计学意义(P<0.05, 图1, 2). 进一步检测各组细胞

中IL-8水平, 发现与TLR4活化一致, 也相应增高

(图3).
2.2 CRF1受体拮抗剂Antalarmin对CRF诱导的

TLR4表达的影响 CRF+Antalarmin组中TLR4 
mRNA和蛋白表达水平与CRF组比较, 差异无统

计学意义(1.01±0.03 vs  1.05±0.06, 1.01±0.16 
vs  1.08±0.21, P>0.05); CRF+LPS+Antalarmin组
与CRF+LPS相比较, 亦无显著性差异(1.62±0.04 
vs  1.68±0.05, 1.78±0.21 vs  1.81±0.18, 图1). 
2.3 CRF2受体拮抗剂Astress in2B对CRF诱导

的TLR4表达的影响 CRF+As t r e s s in2B组中

TLR4 mRNA和蛋白表达水平与CRF组比较, 
两组之间差异有统计学意义(0.29±0.03 v s  
1.05±0.06, 0.48±0.26 vs  1.08±0.21, P <0.05), 
CRF+LPS+Astressin2B组与CRF+LPS组比较, 两
组之间差异亦有统计学意义(0.31±0.06 vs  1.68
±0.05, 0.51±0.22 vs  1.81±0.18, P<0.05, 图2).

表  1  引物序列

     引物名称              引物序列(5'-3') 引物大小(bp)

TLR4

  sense TGGATACGTTTCCTTATAAG        507 

  Anti-asense GAAATGGAGGCACCCCTTC      

GAPDH 

  sense GCACCGTCAAGGCTGAGAAC        138

  Anti-asense   TGGTGAAGACGCCAGTGGA

图  1  各组HT-29细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达及CRF1受体
拮抗剂干预结果. A: TLR4 mRNA; B: TLR4蛋白. 1: 对照组; 

2: LPS组; 3: CRF组; 4: CRF+LPS组; 5: CRF+Antalarmin组; 

6: CRF+LPS+Antalarmin组.
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GAPDH
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图  2  各组HT-29细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达及CRF2受体
拮抗剂干预结果. A: TLR4 mRNA; B: TLR4蛋白. 1: 对照组; 

2: LPS组; 3: CRF组; 4: CRF+LPS组; 5: CRF+Astressin2B组; 

6: CRF+LPS+Astressin2B组.
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图  3  各组细胞中IL-8的表达. 1: 对照组; 2: LPS组; 3: CRF组; 

4: CRF+LPS组; 5: CRF+Antalarmin组; 6: CRF+LPS+Antalarmin

组; 7: CRF+Astressin2B组; 8: CRF+LPS+Astressin2B组.
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■创新盘点
本实验通过研究
CRF在结肠上皮
中对TLR4的调节
作用以及通过的
受体途径, 将为明
确应激导致炎症
的发生提供理论
基础. 

3  讨论

近年研究发现CRF信号系统活化可能是压力诱

发或加剧炎症性肠病的机制[8], 已经证实肠道活

化的CRF信号可以导致促炎反应, 并有研究发现

肽聚糖诱导的结肠炎组织中CRF表达是增高的; 
相反CRF缺陷小鼠肠道炎症反应会减轻[9], 溃疡

性结肠炎组织中CRF表达也增高, 但是增高的

CRF是如何导致炎症发生并不清楚. 已有研究显

示CRF可以促进单核细胞释放趋化因子, 巨噬细

胞释放IL-6、TNF-α、IL-1[10], 但对肠上皮细胞

的作用了解甚少. 
肠上皮细胞暴露于高浓度的细菌及共栖菌, 

对腔内细菌的识别是肠腔内环境稳定的关键. 
而TLR对宿主的保护起着重要作用, 他们通过启

动先天性免疫反应调整对细菌病毒的适应性免

疫[11,12]. 研究显示, 正常结肠上皮细胞中TLR4呈
低表达水平, 对LPS反应很弱, 但在炎症性肠病

肠黏膜组织中呈现显著高表达[13,14]. TLR4低水

平表达及信号微弱是肠上皮细胞的适应性免疫

调节, 使肠上皮免遭对腔内细菌不必要的免疫

反应所引起的组织破坏, 因此TLR4与腔内共栖

菌之间的调节信号对于增强保护, 促进损伤修

复, 维持肠黏膜的正常屏障作用至关重要[15]. 
本研究显示正常肠上皮细胞中LPS不能刺

激TLR4表达增高, 但是CRF刺激组TLR4 mRNA
和蛋白表达水平则增高, 提示CRF可以促进肠上

皮细胞中TLR4表达, 而CRF刺激后再次以LPS
刺激则TLR4 mRNA和蛋白表达水平显著增高, 
提示CRF不仅可直接刺激结肠上皮TLR4增高, 
还可促进结肠上皮对LPS反应增加, 进而促进

TLR4表达增高. 而肠上皮细胞中TLR4表达增高

可导致对腔内细菌免疫耐受异常, 导致对LPS的
反应增加, 引起促炎因子IL-8释放增多[16]. 我们

进一步检测各组细胞中IL-8水平, 发现与TLR4
活化一致, 也相应增高. 

C R F肽家族的受体分为C R F1型受体和

CRF2型受体, 二者均属于G蛋白耦联受体, 胃肠

组织中均有CRF1受体和CRF2受体分布, CRF与
不同受体结合而发挥不同的生物学效应. 例如

胃排空与CRF2受体有关, 结肠动力与CRF1受
体有关[17], CRF2受体缺陷性小鼠肠道炎症是减

轻的[18]. 但是CRF在结肠上皮中对TLR4的调节

作用通过何种受体尚不清楚. 我们对以上实验

分别以CRF1受体拮抗剂和CRF2受体拮抗剂进

行干预阻滞发现, CRF2受体拮抗剂可有效阻滞

CRF对TLR4的诱导表达, 而CRF1受体拮抗剂不

能有效地阻滞, 与TLR4表达水平一致的肠上皮

细胞分泌IL-8的变化, 均提示CRF对结肠上皮细

胞TLR4的诱导有可能是通过CRF2受体通路. 
近年已有发现TLR4抗体可以减轻实验性结

肠炎中的炎症反应[19], 有效阻滞TLR4的活化已

成为近年为减轻炎症性肠病中肠道炎症的治疗

热点. 而本实验明确CRF在结肠上皮中对TLR4
的调节作用以及通过的受体途径, 将为明确应激

导致炎症的发生以及可能的治疗提供理论基础. 
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■同行评价
本研究立意较新, 
研究结果对阐明
I B D 的发病机制
有一定意义, 结论
可 靠 ,  统 计 学 正
确, 为今后进一步
开展体内研究奠
定了基础.
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患者及基础研究提供进一步的帮助.

除了公开存取之外, 《世界华人消化杂志》的另一大特色是对普通读者的充分照顾, 即每篇论文都会附

带有一组供非专业人士阅读的通俗易懂的介绍大纲, 包括背景资料、研发前沿、相关报道、创新盘点、应用

要点、名词解释、同行评价.

《世界华人消化杂志》报道的内容包括食管、胃、肠、肝、胰肿瘤, 食管疾病、胃肠及十二指肠疾病、

肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以及胃肠道

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础研

究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务.
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Abstract 
AIM: To study the relationship between ex-
pression of P-glycoprotein (PgP), thymidine 
phosphorylase (TP), glutathione S-transferase-π 
(GST-π), and multidrug resistance-associated 
protein (MRP) and response to chemotherapy in 
patients with esophageal cancer.

METHODS: Fifty-eight patients gastroscopically 
and pathologically diagnosed with esophageal 
cancer were included in this study. Esophageal 
cancer samples collected from these patients 
were used to detect the expression of PgP, TP, 
GST-π, and MRP by immunohistochemistry. All 
the patients underwent neoadjuvant chemother-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

PgP、TP、GST-π、MRP在食管癌组织中的表达及与化
疗的关系

李 明, 张成辉, 张永喜

®

■背景资料
食管癌的多药耐
药基因对化疗的
影响如何, 可以通
过分析化疗疗效
与耐药基因表达
之间的关系, 进而
指导临床化疗的
目的性. 耐药基因
的表达是化疗研
究的重点, 长期以
来众多学者都做
出了很多的努力, 
发表了很多方面
的报道, 但食管癌
上较少, 且病理分
型上不同, 需要更
细化的分析和化
疗疗效的关系.

apy with double-platinum regimen. Response 
to chemotherapy and expression of PgP, TP, 
GST-π, and MRP was analyzed. 

RESULTS: PgP-positive particles were distrib-
uted in the membrane and cytoplasm, TP-posi-
tive particles in the cytoplasm and nucleus, GST-
π-positive particles in the cytoplasm, and MRP-
positive particles in the cytoplasm. The positive 
rates of PgP, TP, GST-π, and MRP expression in 
esophageal cancer were 41.37%, 32.76%, 20.69% 
and 37.93%, respectively. Compared to patients 
not responding to chemotherapy, the positive 
rates of PgP, GSH and MRP expression were sig-
nificantly lower and that of TP was significantly 
higher in patients having response to chemo-
therapy. 

CONCLUSION: Low expression of PgP, GST-π, 
and MRP and high expression of TP are condu-
cive to chemotherapy in patients with esopha-
geal cancer.

Key Words: Immunohistochemistry; P-glycoprotein; 
Thymidine phosphorylase; Glutathione S-transferas-
e-π; Multidrug resistance-associated protein; Chem-
otherapy 

Li M, Zhang CH, Zhang YX. Correlation between PgP, TP, 
GST-π and MRP expression and response to chemotherapy 
in patients with esophageal cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(19): 1768-1772

摘要 
目的: 检测食管癌组织中P-糖蛋白(P-glycopro-
tein, PgP)、胸苷酸磷酸化酶(thymidine phosp-
horylase, TP)、谷胱甘肽-S-转移酶π(glutathio-
ne S-transferase π, GST-π)、多药耐药相关
蛋白(multidrug resistance-associated protein, 
MRP)表达情况, 探讨其与食管癌化疗敏感性
的关系. 

方法: 选取我院食管癌患者58例, 用免疫组织
化学方法检测食管癌组织中多药耐药相关
蛋白PgP、TP、GST-π、MRP蛋白的表达情

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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■研发前沿
本研究中的几个
耐药基因都比较
常见, 但是他们在
食管癌中同时表
达的研究少, 以及
他们对化疗疗效
的影响鲜有报道, 
本文旨在这两方
面做出研究.

况; 行双铂方案新辅助化疗, 分析化疗疗效与
PgP、TP、GST-π、MRP蛋白表达差异的关系. 

结果: PgP阳性颗粒分布于胞膜和胞浆; TP阳
性颗粒分布于细胞胞浆和胞核; GST-π阳性颗
粒分布于胞浆; MRP阳性颗粒分布于胞膜和
胞浆, 他们在食管癌组织中都存在一定的表达
率, 表达率分别为41.37%、32.76%、20.69%
和37.93%. 化疗有效组患者与化疗无效组患
者相比较, 食管癌组织中PgP、GSH和MRP的
阳性表达率低, TP阳性表达率高, 两组之间有
显著性差异. 

结论: 食管癌组织中PgP、TP、GST-π、MRP
存在一定的表达率; PgP、GST-π、MRP表达
率低而TP表达率高, 化疗治疗的效果好. 

关键词: 免疫组织化学; P-糖蛋白; 胸苷酸磷酸化酶; 

谷胱甘肽-S-转移酶π; 多药耐药相关蛋白; 化疗
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0  引言

肿瘤细胞多药耐药是肿瘤患者化疗失败的常见

原因, 是肿瘤细胞逃逸和抵御化疗药物杀伤的

内在基础. 他通过直接将药物排出、降低药物

毒性、破坏药物作用靶点等方式参与肿瘤细胞

的耐药. 食管癌是一种对化疗较敏感的实体瘤, 
但临床上发现部分难治性食管癌对化疗极不敏

感, 预后较差, 可能是内在性耐药机制作用的结

果. 为了解食管癌患者肿瘤细胞的耐药机制及其

对化疗的影响, 我们利用敏感的免疫组织化学技

术, 对食管癌组织中的P-糖蛋白(P-glycoprotein, 
PgP)、胸苷酸磷酸化酶(thymidine phosphorylase, 
TP)、谷胱甘肽-S-转移酶π(glutathione S-trans-
ferase π, GST-π)、多药耐药相关蛋白(multidrug 
resistance-associated protein, MRP)进行测定, 观察

其表达情况及与化疗疗效的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 58例取自2002-2005年在我院不能接

受手术治疗的食管癌患者, 其中男32例, 女26
例, 平均年龄52.4岁±10.9岁, 所有患者治疗前

均未接受过放射和化学药物治疗. 行胃镜活检

肿瘤组织, 行常规HE染色, 组织病理学确诊为

食管癌, 其中鳞癌52例, 腺癌6例. 在化疗前, 行

免疫组织化学染色测定PgP、TP、GSH、MRP
的蛋白表达, 所用试剂鼠源性抗PgP、鼠抗人TP
单克隆抗体、GST-π多克隆抗体、MRP1单克

隆抗体、SP试剂盒、防脱片剂APES、显色剂

DAB均购自北京中山生物技术有限公司. 化疗

给予双铂方案, 具体用药为: CBP 300 mg/(m2·d), 
d1 iv; DDP 25 mg/(m2·d), d2-5 iv; 5-Fu 500 mg/
(m2·d), d1-5 iv. 21 d为1周期, 至少2个周期. 
1.2 方法 将选取固定好的肿瘤标本经脱水、常

规石蜡包埋, 制成4 μm连续组织切片, 按照常规

的步骤进行免疫组织化学染色(SP法), 以已知染

色阳性切片为阳性对照, PBS代替一抗为阴性对

照. 光学显微镜400倍下随机计数5个高倍视野的

癌细胞, 以细胞膜、浆、核中存在粗细一致的棕

黄色颗粒为阳性, 其中PgP阳性颗粒分布于胞膜

胞浆呈黄褐色, TP阳性颗粒分布于胞浆和/或胞

核呈棕黄色, GST-π阳性颗粒分布于胞浆及胞核

呈黄褐色或棕黄色, MRP阳性颗粒分布于胞浆

呈黄褐色. 根据染色的分布范围和显色程度, 即
阳性细胞数比例分为4级: 1级(-)阳性细胞<25%, 
2级(+)阳性细胞25%-49%, 3级(+++)阳性细胞

50%-74%, 4级(++++)阳性细胞>75%, 结果由2
位病理医师双盲读片判定. 疗效评价参照WHO
关于可测定或可评价病变标准进行评定; 疗效

分为完全缓解(CR)、部分缓解(PR)、稳定(SD)
以及进展(PD); 临床有效为CR+PR; 临床受益为

CR+PR+SD. 
统计学方法 应用SPSS17.0统计软件进行处

理, 率的比较采用χ2检验, 检验水准α = 0.05或
0.01, P <0.05时认为两组之间的差异有显著性, 
P <0.01时认为两组之间的差异有极显著性. 

2  结果

2.1 食管癌组织中PgP、TP、GST-π、MRP的表

达 58例食管癌标本全部进行免疫组织化学染色

检测, PgP阳性颗粒分布于胞膜胞浆, 其表达率

为24/58(41.37%); TP阳性颗粒分布于细胞胞浆

和胞核, 呈棕黄色至深棕色染色, 强阳性染色的

细胞大多位于肿瘤浸润的边缘部位, 其表达率

为19/58(32.76%); GST-π阳性颗粒分布于胞浆, 
其表达率为12/58(20.69%); MRP阳性颗粒分布

于胞浆, 其表达率为22/80(37.93%)(图1). 
2.2 食管癌中PgP、TP、GST-π、MRP的表达与

化疗疗效的关系 58例患者在第2个疗程结束后

3 wk进行化疗疗效评价, 其中缓解者(完全缓解

及部分缓解)有41例, 有效率为70.69%(41/58); 
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无缓解者17例(无变化及进展), 占29.31%. 分析

有效组患者和无效组患者癌组织中PgP、TP、
GSH、MRP的表达情况: PgP在有效组中(完全

缓解及部分缓解的41例患者)的阳性表达率为

26.83%(11/41), 在无效组中(无变化及进展的17
例患者)的阳性表达率为76.47%(13/17), 两组间

差异有显著性(P <0.01); TP在有效组的阳性表达

率为43.90%(18/41), 在无效组中的阳性表达率

为5.88%(1/17), 两组间差异有显著性(P <0.01); 

GST-π在有效组的阳性表达率为7.32%(3/41), 在
无效组中的阳性表达率为52.94%(9/17), 两组

间差异有显著性(P <0.01); MRP在有效组的阳

性表达率为24.39%(10/41), 在无效组中的阳性

表达率为70.59%(12/17), 两组间差异有显著性

(P <0.01, 表1). 

3  讨论

根据资料报道[1], 90%的化疗失败和耐药有关, 

A B

DC

E F

HG

图  1  PgP, TP, GST-π, MRP分别在食管癌组织中的阴、阳性表达(SP×200). A: PgP阴性; B: PgP阳性; C: TP阴性; D: TP阳性; E: 

GST-π阴性; F: GST-π阳性; G: MRP阴性; H: MRP阳性.

■应用要点
本研究用免疫组
织化学的方法检
测耐药蛋白在食
管癌组织中的表
达, 并分析和化疗
疗效间的关系, 有
助于指导化疗药
物的选择.
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肿瘤的多药耐药是指肿瘤细胞可耐受结构、功

能和杀伤机制不同的多种药物的致死剂量, 耐
药的最根本原因是多药耐药基因MDR表达升

高. 他可使抗癌药物泵出细胞致细胞内药物浓

度降低, 还可直接与药物结合, 使药物无法进入

细胞发挥杀伤作用, 使肿瘤细胞产生耐药性. 
Juliano等[2]最早在研究MDR表型的中国仓

鼠卵巢细胞(cHo)发现一种分子量为170 kDa的
细胞膜糖蛋白过度表达, 同时发现该耐药细胞

对药物的摄入与亲代细胞无明显差异, 但细胞

外排药物的能力显著增强, 他们推测细胞的多

药耐药现象是由于该糖蛋白降低了细胞膜的通

透性使药物外排增加, 细胞内药物积聚减少而

产生多药耐药现象, 人们将此糖蛋白称为PgP. 
Goldstein等[3]采用狭缝印迹分析法检测了400多
例各种肿瘤组织的MDRI mRNA表达水平, 食管

癌低度表达, 本实验与其相符. 肿瘤细胞的耐药

性可以存在于化疗之前, 即内在性耐药, 也可以

在化疗中产生, 即获得性耐药[4]. 过去认为MDR
是一种获得性耐药, 是多次反复化疗后药物诱

发的结果, 但随着对MDR的深入研究, 有学者[5]

对此观点提出疑问, 他们认为存在有先天耐药. 
我们对未行化疗药物治疗的食管癌贲门癌患者

的P-糖蛋进行检测, 发现阳性表达存在, 表明食

管癌和贲门癌患者中有部分存在内在性耐药. 
这与临床上食管癌贲门癌化疗效果欠佳, 化疗

只起一定辅助作用的表现是一致的[6,7]. 因此, 在
食管癌的综合治疗中仍应强调手术的作用, 同
时合理制定化疗方案, 包括选择化疗药物的种

类、剂量和应用时机. 本组资料显示, PgP在食

管癌的表达中, 阳性组较对照组化疗反应率偏

低, 差别有显著性. 治疗时, 应选用合适的PgP阴
性的患者, 或者已被临床证明有效的MDR-1基
因逆转剂或PgP阻断剂进行联合应用, 使化疗发

挥更有效的作用. 
5-Fu经胸苷酸磷酸化酶(thymidine phos-

phorylase, TP)作用转化为核苷酸类似物FDUMP, 
抑制胸苷酸合成酶(thymidylate synthetase, TS), 
干扰dTMP合成与DNA复制, 从而杀伤肿瘤细胞. 
因此, TP作为5-Fu代谢途径中的关键酶, 其在肿

瘤组织中的表达水平, 直接决定化疗的疗效. TP
是一种同型二聚体酸性蛋白, 基因位于人染色

体22q13, 每条单链含有482个氨基酸, TP分子以

其丝氨酸残基与核营的磷酸通过共价键结合, 
但不能与肝素结合. TP催化胸腺嘧啶核苷, 脱氧

尿嘧啶核苷及其类似物可逆性磷酸化为相应的

碱基和2-脱氧右旋核糖', 也催化脱氧核糖基转

移形成新的核, 可促进5-Fu代谢, 他可能是5-Fu
的关键基因, 催化药物前体5-DFUR去磷酸化转

变为5-Fu, 增强药物的效应, 而5-Fu已广泛应用

于临床作为食管癌的辅助治疗, 因此, 对癌组织

中TP的表达进行检测, 有助于选择合适的化疗

方案. 本研究发现: TP蛋白表达越高, 5-FU作用

后, 化疗的效应就越好, 这于Mader等[8]在大肠癌

中的研究结论相一致, TP可反映大肠癌对5-FU
的化疗敏感性, 抑制TP活性可使该药细胞毒性

下降79%. 
MRP是分子量为190 kDa的膜糖蛋白, 具

有能量依赖性药物外排泵作用, 参与某些亲电

子药物的跨膜转运. MRP位于人染色体16p13.1 
区[9], 为ATP结合的盒式膜转运蛋白(ATP-binding 
cassette, ABC)家族成员, 由相互融合的5个相对

独立的结构域组成: 3个疏水的跨膜区(membrane 
spanning domain, MSD)和2个核苷酸结合功能区

(nucleotide binding domain, NBD)组成, 后者袋状

结构中含两个ATP结合基调, 通过水解ATP供能

逆浓度梯度转运相适底物. 用流式细胞仪观察柔

红霉素在MRP过表达的多种细胞系中药代动力

学的变化, 发现同敏感株相比, 药物在耐药细胞

内蓄积的量明显减少, 胞吐和/或药物外排加快, 
因而认为加快抗癌药物从靶细胞中排出, 降低药

物浓度是MRP介导MDR的主要作用机制[10-12]. 本
实验结果显示, MRP的表达对化疗影响较大, 患
者MRP的表达率越高, 其化疗反应性越差, 化疗

前MRP的表达越少, 化疗效果越好. 
谷胱甘肽-S-转移酶(glutathione S trans-

f e r a s e, G S T)是一组具有多种生物功能的蛋

白质 ,  能够催化谷胱甘肽与多种亲电子物

质结合 ,  在细胞解毒和代谢中起重要作 
用[13]. GST-π是5个亚型中最重要的一型, 广泛存

在于动植物中的酶, 分为α、μ、π 3类, 主要催化

还原型谷胱甘肽与亲电性物质间的反应, 对生物

表  1  食管癌组织中PgP、TP、GST-π、MRP的表达与化
疗疗效的关系

          有效组     无效组
  χ2值   P值

    %  n     %  n

PgP阳性表达 26.83 11 76.47 13 12.21 <0.01

TP阳性表达 43.90 18   5.88   1   7.89 <0.01

GST-π阳性表达   7.32   3 52.94   9 12.59 <0.01

MRP阳性表达 24.39 10 70.59 12 10.89 <0.01

■同行评价
本文研究思路明
晰, 方法经典, 总
体评价良好.
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细胞起保护作用. 有文献报道[14], GST-π是谷胱甘

肽S-转移酶系统中的一个亚类, 在体内与各种电

离化合物及细胞毒药物结合, 从而使之代谢、减

毒. GST-π的表达在肿瘤发生起始阶段就已存在, 
而与病变进展及肿瘤分期无关, GST-π可能是食

管上皮癌变的一个早期标志物, 他是细胞内主要

的非蛋白肽, 可使结合到细胞DNA的铂类减少, 
使DNA-铂加合物修饰增强而导致瘤细胞对顺铂

等铂制剂耐药. 本研究发现: GST-π蛋白表达越

高, 顺铂化疗后的效果就越差, 这与Wang等[15]的

研究结果“GST-π在耐烷基化物(包括铂类)药联

合化疗中起重要作用”相符合. 
化疗耐药是Ⅲ、Ⅳ期食管癌化疗效果不佳

的一个重要原因, 通过以上PgP、TP、GST-π、
MRP的表达的测定, 我们可以初步判断食管癌

可能存在的化疗耐药状况, 从而在临床治疗时

选择合适的化疗方案. 
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Abstract
AIM: To investigate the feasibility of conducting 
gastric examination with a magnetically guided 
capsule endoscope.

METHODS: Fifty-five volunteers who under-
went gastric examination with a magnetically 
guided capsule endoscope were included in this 
study. All participants swallowed the capsule 
endoscope, which was controlled by an external 
magnetic field control device to reach various 
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磁控胶囊内镜胃部检查55例

杜 凡, 曹辉琼, 杨铁一, 邓桂林

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胶囊内镜的优势
在于完全无痛苦
检查, 但其姿态不
可操控的局限性
限制其应用于胃
部检查, 通过2年
多 的 研 究 ,  对 胶
囊内镜改造, 利用
磁控原理可以在
2-20 cm内控制其
姿态. 应用于胃部
检查已经人体试
验成功多例.

sites of the esophagus and stomach.

RESULTS: Fifty-four volunteers completed the 
endoscopic procedure, and the mean operating 
time was 24.5 ± 5.5 min. One volunteer prema-
turely ended the examination because his gastric 
emptying was too fast and the capsule endo-
scope entered into the duodenum in five min-
utes. Of all the 55 volunteers, 45 were diagnosed 
with superficial gastritis, 3 with superficial gas-
tritis with bile reflux, 1 with gastric antral tumor, 
and 4 showed no abnormality. All volunteers 
had no discomfort in the examination process.

CONCLUSION: Magnetically guided capsule 
endoscopy is effective and safe in conducting 
gastric examination. 

Key Words: Magnetically guided capsule endosco-
py; External magnetic field control device; Gastric 
examination

Du F, Cao HQ, Yang TY, Deng GL. Gastric examination 
with a magnetically guided capsule endoscope: An analysis 
of 55 volunteers. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 
1773-1777

摘要
目的: 探讨磁控胶囊内镜体外磁场控制装置
的操作方法. 

方法: 选55名志愿者, 通过磁控胶囊内镜的体
外磁场控制装置对胶囊内镜的控制, 使其在胃
腔内作出平移、仰视、俯视、旋转及上下移
动, 替代有创胃镜来诊断胃部疾病. 

结果:  被检者之中54人经磁控胶囊内镜后
达到胃内各个观察部位观察完毕, 操作时间 
24.5 min±5.5 min. 1人因胃排空过快, 磁控胶囊
内镜后5 min排至十二指肠而结束检查. 其中检
出浅表性胃炎45例, 浅表性胃炎伴胆汁返流3
例, 十二指肠球部溃疡2例, 胃窦肿瘤1例, 未见
异常4例. 所有受试者在吞服磁控胶囊内镜后, 
在体外磁场控制装置的控制下, 磁控胶囊内镜
在食管及胃内均到达并观察到各个检查部位. 
检查过程中所有受试者均无任何不适. 

■同行评议者
刘 海 峰 ,  主 任 医
师, 北京市武警总
医院消化科
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■研发前沿
目前现有的磁控
胶囊内镜脱胎于
普 通 胶 囊 内 镜 , 
由于省电及数据
量 的 原 因 ,  普 通
胶囊内镜图像传
输为每秒 1 - 2 帧 , 
这在胃部检查实
际操作中缺乏连
贯 动 态 的 图 像 , 
给操作者带来一
定 的 难 度 ,  切 胶
囊头端LED发光
亮 度 不 足 ,  致 使
胃腔内远景观察
不 清 ,  影 响 诊 断
观察.

结论: 磁控胶囊内镜应用于胃部检查, 通过体
外磁场控制装置对磁控胶囊内镜的控制, 能达
到检查食管、胃、十二指肠的检查目的, 且安
全、无痛苦. 

关键词: 磁控胶囊内镜; 体外磁场控制装置; 胃部 

检查
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0  引言

内窥镜的发展经历了旧式内窥镜、纤维内窥

镜、电子内窥镜3个时期, 十几种类别. 消化内

镜医师诊察使用最多的是软式插入式内镜. 选
择一种非侵入性的胃镜检查方式是广大内镜工

作者研究的课题. 胶囊内镜是以胃肠蠕动为前

进动力, 由于其方便、舒适, 并能清晰的观察到

肠黏膜病变, 在小肠病变的诊断中具有独特优

势, 优于传统各项技术[1,2]. 一直以来, 胶囊内镜

主要应用于小肠检查. 文献报道[3,4], 胶囊内镜对

小肠病变的检出率较小肠钡餐提高59%, 其中对

有临床意义的出血病灶的检出率提高36%, 对
具有临床意义的病灶检出率比双气囊小肠镜高

19%, 对于早期和轻症小肠Cronh's疾病患者的诊

断具有明显优越性[5-7], 显示其对目前小肠疾病

检查的显著优越性. 因其对胃及食管的检查不

够全面, 只能观察到部分胃黏膜, 胶囊内镜在胃

及食管检查中有很大的局限性[8,9]. 但是此前的

内窥微机电系统还存在着无法定位工作的问题. 
基本不能单独用于胃及食管检查. 为了使胶囊

内镜能用于胃腔及食管检查, 经过对现有胶囊

胃镜的技术改造, 应用磁控技术, 对胶囊内镜的

姿态加以控制, 使其在胃腔及食管内任意移动

及改变不同的姿态, 达到非侵入性、真正无痛

的观察胃腔及食管的目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 通过人体外磁场装置控制人体内的磁

控胶囊内镜, 对胃部进行检查, 替代有创胃镜检

查, 能达到观察并诊断贲门、胃底、胃体、胃

角、胃窦、幽门等的各种黏膜病变的效果. 选
用2011-03/2011-11于南昌大学第三附属医院行

胶囊内镜的55例志愿者纳入本研究. 其中: 男31
例, 女24例, 年龄22-78岁, 平均年龄43.5岁±15.2
岁. 所有志愿者无消化道梗阻、吞咽困难、妊

娠、安装起搏器等, 检测前均已签知情同意书. 
磁控胶囊内镜为重庆金山科技公司的OMOM无

线智能胶囊改装. 体外磁场控制装置参数: 质量: 
2 kg; 尺寸: 210 mm×50 mm×50 mm; 有效控制

距离: ≤20 cm; 工作面磁场强度: ≤0.5 T; 非工作

面磁场强度: ≤0.3 T; 工作环境湿度: ≤85%; 工
作环境温度: 0 ℃-40 ℃. 
1.2 方法

1.2.1 作用原理: 利用目前的微机电无线胶囊内

镜无痛苦吞服检查及其光源、图像采集、图像

处理、图像发射等系统, 将胃内黏膜病变情况

实时传输至体外图像工作站. 通过对目前的微

机电无线胶囊内镜的改造, 使其成为姿态可磁

控胶囊, 与体外磁场控制装置匹配工作. 利用数

块磁铁组合构成磁场同斥异吸的原理操控其在

胃腔内运动并改变各种姿态. 
1.2.2 体外磁场控制装置操作实施控制方法[10]: 
受检者吞服姿态可控制胶囊后, 卧于检查床上. 
将体外磁场控制装置的工作面靠近受检者上腹

部腹壁, 使磁控胶囊内镜在体外磁场控制装置中

的磁铁磁场控制范围内, 如同图1中的位置关系. 
1.2.3 操作步骤: (1)所有受试者行检查前禁食

8-10 h, 检查前口服二甲基硅油, 然后一次性饮

水400-500 mL后吞服姿态可控制胶囊内镜, 通
过姿态控制驱动器在腹壁表面移动改变外部磁

场, 控制胃内胶囊移动及改变姿态, 通过姿态可

控制胶囊内部的图像采集及发射系统, 在体外

的图像工作站观察食管、胃底、贲门、胃体、

胃角、幽门及十二指肠球部、降部等. 检查结

束后嘱受试者排便后观察胶囊内镜是否排出, 
必要时行腹部X线检查; (2)食管内检查. 由于吞

咽力加食管蠕动力的关系, 磁控胶囊内镜2-4 s
左右就通过贲门进入胃腔. 通过变换体位可使

胶囊在食管内停留时间加长[11]. 吞服磁控胶囊内

镜后采取平卧位, 故检查食管应在被检者吞服

磁控胶囊内镜时将体外磁场控制装置放置于胸

骨柄处, 利用磁力牵引使磁控胶囊内镜停滞于

食管内, 再移动体外磁场控制装置控制磁控胶

囊内镜在食管内移动达到检查食管目的. 当磁

控胶囊位于食管内时, 体外磁场控制装置可使

磁控胶囊内镜在食管内完成平移及旋转等动作. 
移动磁控胶囊内镜下行靠近贲门时观察齿状线, 
图像十分清晰. 但沿食管上行磁控胶囊内镜时

有一定的阻力; (3)胃内检查. 食管检查完毕后, 
撤除体外磁场控制装置, 让受检者坐起, 少量饮

水, 待磁控胶囊内镜进入胃内后恢复平卧, 进行
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胃的检查. 适当调整体外磁场控制装置与腹壁

的距离增大, 使胶囊落于胃后壁, 通过移动体外

磁场控制装置, 使胶囊内镜在胃后壁上移动并

仰视, 检查胃前壁黏膜情况. 减小体外磁场控制

装置与腹壁的距离, 使胶囊内镜吸附与胃前壁, 
仍然通过平移、旋转体外磁场控制装置的方法, 
可以检查胃后壁的情况. 左侧卧位时将体外磁

场控制装置移至左侧腹部, 旋转体外磁场控制

装置同步控制胶囊的轴向, 使其镜头方向对准

右上腹, 可以观察胃角、胃底及胃窦. 胃腔的大

小及形态因各人体形不同而不同. 根据常规插

入式胃镜操作经验, 不难判断胶囊内镜在胃腔

内所处位置及所观察到的部位. 将体外磁场控

制装置移至右侧腹部, 可让胶囊内镜移动至幽

门附近, 观察胃窦及幽门情况. 将体外磁场控制

装置移至左上腹, 可使胶囊内镜靠近贲门, 观察

贲门及胃底情况. 寻腔而移、寻腔而进, 可以控

制胶囊内镜从贲门到幽门方向任何角度的观察. 

2  结果

被检者中54人经体外磁场控制装置控制磁控胶

囊内镜后达到胃内各个观察部位观察完毕, 1人
因胃排空过快, 吞服胶囊后5 min排至十二指肠

而结束检查, 未能往复检查胃底及胃体. 检查时

间5-30 min, 平均24.5 min±5.5 min. 
55例被检查其中检出浅表性胃炎45例, 浅表

性胃炎伴胆汁反流3例, 十二指肠球部溃疡2例, 
胃窦肿瘤1例, 未见异常4例. 受试者胶囊内镜图

像清晰, 近景深观察黏膜细节表现良好(图2). 所
有患者在整个过程中均顺应性良好, 吞服胶囊

内镜无任何困难, 检查过程中无任何不适, 受试

者均于第2、3天排出胶囊内镜. 
1例胃窦肿瘤患者, 因胃窦被肿瘤侵犯, 致胃

窦及幽门变形狭窄, 检查时恐发生胶囊内镜梗

阻于胃腔. 检查第2天行腹部透视见胶囊已排至

右侧结肠, 胶囊于第3天排出. 

3  讨论

从图像、操控性、受检者接受度3个方面评价

插入式胃镜、胶囊内镜、磁控胶囊内镜用于胃

部检查, 磁控胶囊内镜优于普通胶囊内镜, 总体

评价优于插入式胃镜. 相比插入式胃镜患者检

查时的痛苦和胶囊内镜姿态不可控制, 观察不

能重复的缺点, 通过体外磁场控制装置控制磁

控胶囊内镜用于胃及食管腔的检查, 克服了插

入式胃镜的痛苦感、继承了胶囊内镜安全、无

痛苦的优点, 能控制其在胃及食管腔内移动, 达
到诊察目的. 所有55名志愿者主观上对于选择

插入式胃镜或磁控胶囊内镜检查, 均全部表示

愿意接受后者. 
对于一项新的胃镜检查设备, 仅有受检者的

认可还不足以说明他的可行性和实用性. 下面就

医师检查时操作磁控胶囊内镜的几点感受加以

阐述: (1)胃腔靠检查前饮水撑开, 较食管腔大, 故
胶囊在胃腔内移动比在食管腔内容易, 更能做出

各种姿态动作. 但多个受试者均在检查15 min左
右时胃内水排空大半, 胃窦黏膜及胃体黏膜皱襞

皱缩, 胶囊姿态改变时摩擦胃壁的阻力增大; (2)
部分受检者因胃排空过快, 胶囊5 min左右迅速

排入十二指肠. 胶囊进入十二指肠降部后无法

控制其返回胃腔检查; (3)受数字射频发射图像

带宽影响, 目前的胶囊内镜每分钟只能传输1-2
幅图像信息, 图像延迟明显, 成为影响操作医师

操作的难点. 有经验的胃镜操作医师通过胃镜

影像中黏膜参照可以判断出胶囊所处的位置, 
但不连贯的图像影像控制胶囊作出更细微而精

准的位移和角度变换. 克服该难点需要操作医

师对于设备原理的培训及操作训练后适应; (4)
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图  1  磁控胶囊内镜与体外磁场控制装置的位置关系图. A: 1为控制器, 2为胶囊; 磁控胶囊内镜的纵轴会与体外磁场控制器

的纵轴平行, 设定该轴为X轴; 那么磁控胶囊内镜与体外磁场控制装置的横轴为Y轴; 磁控胶囊内镜与体外磁场控制装置之

间的垂直距离为Z轴; 沿Z轴上下移动体外磁场控制器, 调整体外磁场控制装置与磁控胶囊内镜之间的距离, 可以使磁控胶囊

内镜沿Z轴上下移动; B: 平移, 沿Y轴平行移动体外磁场控制装置, 可使其下方的磁控胶囊内镜被磁场牵引, 会随体外磁场控

制装置的移动而沿Y轴同步滚动平移；C: 旋转, 顺时针、逆时针水平旋转体外磁场控制装置, 其下方的磁控胶囊内镜会随

旋转体外磁场控制装置的旋转而同步做出旋转动作，从而改变磁控胶囊内镜镜头所指水平方向；D: 仰视及俯视, 沿X轴水

平横移体外磁场控制装置, 其下方的磁控胶囊内镜将被磁场牵引, 会随体外磁场控制装置的移动而做出仰视、俯视的动作.

A B C D ■相关报道
由英国、美国和
以色列学者合作, 
首次对一名65岁
男性志愿者进行
人体测试. 结果显
示, 磁控胶囊内镜
具有很好的可操
作性, 不仅可增强
诊断效果, 还可能
有治疗作用.
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目前的胶囊内镜采用6枚白光LED照明, 镜头景

深5-50 MM, 镜头贴近处黏膜图像清晰, 细节锐

利, 但远景较目前插入式胃镜模糊且光亮度明

显变差. 研究表明, 肠内液体透明度是影响胶囊

内镜诊断能力的危险因素[12,13], 因此, 泻药或祛

泡剂常用于胶囊内镜检查前以提高肠道清洁度. 
此外, 肠道清洁度不理想是小肠检查不完全的

独立危险因素[14], 理论上可通过肠道准备提高

CR. 但有研究者认为, 肠道准备可延迟胃肠道转

运时间, 后者是不能CSE的危险因素, 因此, 推测

肠道准备不利于CSE; (5)胶囊内镜在临床应用

中, 需把握好其适用范围. 胶囊内镜主要并发症

有: 胶囊嵌顿、胃肠内滞留及进行性肠梗阻, 最
常见不良反应是内镜胶囊排出延迟. 若发生肠

梗阻时解决的常见方法是手术或者小肠镜取出

等[15,16]. 文献上已有报道发生穿孔可能[17], 因此

对于有消化系梗阻、畸形、穿孔、狭窄或瘘管

形成者, 体内植入含钢铁金属器械, 高分子材料

过敏、不能配合吞咽者禁用. 
总之, 磁控胶囊内镜应用于胃部检查比较

插入式胃镜、胶囊内镜有独特的优势, 该技术安

全、操作简便、成本低廉. 当然, 任何事物都具

有两面性, 磁控胶囊内镜需要在远景成像质量及

操控性上进一步作出改进, 并且尽可能完善组织

活检功能, 也许能带给胃镜检查革命性的改变. 

4      参考文献

1	 辛磊, 廖专, 李兆申. 胶囊内镜与其他小肠检查技术的
比较. 世界华人消化杂志 2009; 17: 1972-1977

2	 袁晋华, 辛磊, 廖专, 李兆申. 胶囊内镜全小肠检查的
研究进展. 世界华人消化杂志 2010; 18: 3662-3666

3	 Leighton JA, Triester SL, Sharma VK. Capsule 
endoscopy: a meta-analysis for use with obscure 
gastrointestinal bleeding and Crohn’s disease. Gas-
trointest Endosc Clin N Am 2006; 16: 229-250

4	 Pasha SF, Leighton JA, Das A, Harrison ME, Decker 
GA, Fleischer DE, Sharma VK. Double-balloon en-
teroscopy and capsule endoscopy have comparable 
diagnostic yield in small-bowel disease: a meta-
analysis. Clin Gastroenterol Hepatol 2008; 6: 671-676 

5	 戈之铮, 胡运彪, 萧树东. 胶囊内镜诊断小肠克罗恩病
的应用研究. 中华消化内镜杂志 2004; 21: 96-99

6	 戈之铮. 胶囊内镜检查对小肠疾病的诊断价值及其不
足. 诊断学 2008; 7: 12-15

7	 Tillack C, Seiderer J, Brand S, Göke B, Reiser MF, 
Schaefer C, Diepolder H, Ochsenkühn T, Herrmann 
KA. Correlation of magnetic resonance enteroclysis 
(MRE) and wireless capsule endoscopy (CE) in the 
diagnosis of small bowel lesions in Crohn’s disease. 
Inflamm Bowel Dis 2008; 14: 1219-1228

8	 Lapalus MG, Dumortier J, Fumex F, Roman S, Lot 
M, Prost B, Mion F, Ponchon T. Esophageal capsule 
endoscopy versus esophagogastroduodenoscopy 
for evaluating portal hypertension: a prospective 
comparative study of performance and tolerance. 
Endoscopy 2006; 38: 36-41

9	 Bhuket T, Takami M, Fisher L. The use of wireless 
capsule endoscopy in clinical diagnostic gastroen-
terology. Expert Rev Med Devices 2005; 2: 259-266 

10	 杜凡, 曹辉琼, 杨铁一. 姿态控制系统联合姿态可控智
能胶囊内镜应用于胃部检查的初步研究. 中华消化内
镜杂志 2012; 29: 35-38

11	 陈孝, 张子其, 张钰, 邵勇, 张建萍. 胶囊内镜对食管疾
病的诊断价值. 中国临床医学 2009; 16: 209-211

12	 Esaki M, Matsumoto T, Kudo T, Yanaru-Fujisawa R, 
Nakamura S, Iida M. Bowel preparations for capsule 
endoscopy: a comparison between simethicone and 
magnesium citrate. Gastrointest Endosc 2009; 69: 94-101

13	 Koornstra JJ. Bowel preparation before small bowel 
capsule endoscopy: what is the optimal approach? 

图  2  受试者胶囊内镜图像清晰, 近景
深观察黏膜细节表现良好. A: 胃窦胆汁

可见斑块及点状糜烂; B: 胃底可见点片

状糜烂; C: 胃窦前壁小弯侧见黏膜不

规则隆起, 表面结节状, 有深浅不一的

溃疡形成, 病变侵犯至胃角; D: 胃窦部

可见疣状的隆起, 顶部凹陷.

A B

DC

■应用要点
在确保检查安全
的前提下, 能无任
何痛苦的进行胃
部检查, 而且其检
查图像效果与目
前的插入式胃镜
相似. 让该项技术
拥有更广阔的医
学和市场前景.
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有一定的新意.
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of stomatin-
like protein 2 (SLP-2) in gastric adenocarcinoma 
and to analyze its significance. 

METHODS: The expression of SLP-2 mRNA and 
protein was detected by RT-PCR in 40 cases and 
by immunohistochemistry in 45 cases of human 
gastric adenocarcinoma and adjacent tumor-free 
tissue, respectively. The relationship between 
SLP-2 expression and clinicopathologic char-
acteristics of gastric adenocarcinoma was then 
analyzed.

RESULTS: The expression of SLP-2 mRNA and 
protein in gastric adenocarcinoma was signifi-
cantly higher than that in adjacent tumor-free 
tissue (68.9% vs 26.7%, 1.12 ± 0.47 vs 0.63 ± 0.31, 
both P < 0.01). SLP-2 expression in gastric ad-
enocarcinoma was associated with lymph node 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

SLP-2在胃癌中的表达及意义

张 剑, 李建生, 吴 敏, 赵 晔

®

■背景资料
SLP-2基因是2000
年由美国耶鲁大
学首次发现并命
名的一个新基因, 
属于stomatin基因
超家族的一个新
成员, 近年来发现
其在肺癌、子宫
内膜癌、结直肠
癌等恶性肿瘤中
高表达. 但目前国
内、外有关SLP-2
基因的研究较少, 
尚无有关SLP-2基
因在胃癌中表达
情况的报道.

metastasis and TNM stage (χ2 = 5.32, 4.78, both 
P < 0.05), but not with other clinicopathologic 
characteristics (all P > 0.05). 

CONCLUSION: The expression of SLP-2 is in-
creased in gastric adenocarcinoma. SLP-2 may 
play important roles in the occurrence, develop-
ment and metastasis of gastric adenocarcinoma.

Key Words: Gastric adenocarcinoma; Stomatin-like 
protein 2; TNM staging; Lymph node metastasis

Zhang J, Li JS, Wu M, Zhao Y. Significance of SLP-2 
expression in gastric adenocarcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 1778-1781

摘要
目的: 研究SLP-2基因在胃腺癌及正常胃黏膜
中的表达情况. 

方法: 应用免疫组织化学法及RT-PCR法分别
检测45例及40例胃腺癌及其癌旁正常胃黏膜
中SLP-2基因的表达, 并结合免疫组织化学结
果及胃癌患者的临床病理资料进行分析.  

结果: 免疫组织化学和RT-P C R结果均显示
SLP-2在胃腺癌组织中的表达高于正常配对
胃黏膜(68.9% vs  26.7%, 1.12±0.47 vs 0.63±
0.31, 均P <0.01), 且SLP-2的表达与胃癌TNM
分期及有无淋巴结转移相关(χ2 = 5.32、4.78, 
均P <0.05). 

结论: SLP-2基因在胃腺癌组织中高表达, 可
能参与胃腺癌的发生发展和转移. 

关键词: 胃腺癌; SLP-2; TNM分期; 淋巴结转移

张剑, 李建生, 吴敏, 赵晔. SLP-2在胃癌中的表达及意义.  世界

华人消化杂志  2012; 20(19): 1778-1781

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1778.asp

0  引言

胃癌是世界上最为常见的恶性肿瘤之一, 居男

性恶性肿瘤发病率的第3位, 女性恶性肿瘤发病

率的第4位. 包括中国在内的东亚地区是世界上

■同行评议者
刘丽江, 教授,  江
汉大学医学院病
理学
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胃癌发病率和死亡率最高的地区[1], 胃癌的病理

类型主要为腺癌. 恶性肿瘤的发生是涉及多基

因、多分子水平变化、多阶段的一个复杂过程, 
而癌基因的激活和抑癌基因的失活是该过程的

重要事件之一. SLP-2基因是2000年由美国耶鲁

大学病理科首次发现并命名的, 属于stomatin基
因超家族的一个新成员[2], 其具体特性和功能

尚未查明. 中国医学科学院张立勇等[3]首次发

现SLP-2基因在食管鳞状细胞癌中过表达, 其在

食管鳞癌中的表达水平是正常食管黏膜中的6
倍以上, 并发现其与肿瘤的发生发展关系密切. 
本研究采用免疫组织化学法和RT-PCR法检测

SLP-2在人胃腺癌组织中的表达, 并结合患者的

临床病理资料进行分析, 旨在探讨SLP-2在胃腺

癌中的表达特点及其意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第五附属医院2010-05/ 
2011-04手术切除的胃癌标本45例, 取癌组织及癌

旁正常组织(距离癌组织边缘>5 cm). 所有标本均

经病理学检查确诊为胃腺癌, 术前未接受过放、

化疗. 其中男27例, 女18例; 年龄45-78岁, 中位年

龄63岁. 临床分期按TNM分期标准(AJCC 2010年
第7版). TRIzol试剂盒和cDNA第一链合成逆转

录试剂盒购自美国Invitrogen公司; 一抗为鼠抗人

SLP-2单克隆抗体购自美国proteintech公司; 即用

型一步法(非生物素)检测试剂盒购自迈新公司. 
1.2 方法

1.2.1 组织总RNA的提取和cDNA第一链的合成: 
细胞总RNA的提取按照TRIzol试剂盒说明书进

行操作. 经紫外分光光度仪检测波长为260 nm
和280 nm时的吸光度(A )值, A 260/A 280为1.8-2.0
时, 说明RNA纯度良好; 用1%琼脂糖凝胶电泳, 
若28S和18S条带清楚, 比值约为2∶1, 则表明总

RNA没有被降解, 为完整的总RNA. cDNA第一

链合成按逆转录试剂盒说明书进行操作. cDNA
产物-20 ℃保存. 
1.2.2 半定量RT-PCR: 用于扩增SLP-2基因的上

游引物5'-CTGGAGCCTGGTTTGAACAT-3'; 下
游引物为5'-AGGATCTGGGCCTGTTTCTT-3', 
扩增片断长度为500 bp. 以β-actin为内对照, 上
游引物为5'-ACACTGTGCCCATCTACGACC-3'; 
下游引物为5'-AGGGGCCGGACTCGTCATA-
GA-3', 扩增片断长度为242 bp. PCR反应体系: 2
×Taq PCR Master Mix 12.5 µL, β-actin上、下游

引物各1 µL, SLP-2上、下游引物各1 µL, cDNA  

2 µL, ddH2O补至25 µL. PCR反应在2400型PCR
仪(美国PE公司产品)上进行, 94 ℃预变性5 min; 
进入循环: 94 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 50 s, 共30
个循环; 最后72 ℃延伸7 min, 获取扩增片断. 扩
增产物进行1.5%琼脂糖凝胶电泳后, 电泳条带

图像用Fluor-S MutiImager凝胶成像仪(美国Bio-
Rad公司产品)扫描, 用Multi-Analyst软件包(美国

Bio-Rad公司产品)定量分析电泳分离的各特异

扩增条带的原始A值, 以SLP-2与β-actin的A值的

比值表示SLP-2 mRNA的相对表达水平. 
1.2.3 免疫组织化学染色: 所有组织均用10%甲醛

溶液固定, 经脱水、包埋、3 μm厚连续切片. 鼠
抗人SLP-2单克隆抗体稀释度为1∶200. 操作步

骤按即用型一步法(非生物素)检测试剂盒说明

书进行. 用PBS代替一抗作阴性对照, 用已知阳

性片作阳性对照. 免疫组织化学染色由2位高年

资病理科医师在双盲条件下进行评定, 判定标准

参照文献[4], 每张切片根据阳性细胞染色程度

及细胞阳性百分数的多少进行分级. 计数阳性细

胞百分数: 没有阳性细胞赋值为0, 1%-25%为1, 
26%-50%为2, 51%-75%为3, >75%为4. 染色程度

根据每张切片的大多数细胞染色特征决定: 细胞

膜及细胞浆无着色赋值为0, 浅黄色为1, 黄色为

2, 棕黄色为3. 最终评分由两者分数相乘得到, 总
值≥8分为高表达, <8分为阴性或低表达. 

统计学处理  应用SPSS16.0统计软件进行统

计分析. 采用χ2检验及t检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1  SLP-2 mRNA在胃癌及癌旁正常胃黏膜中的

表达 胃癌组织中SLP-2 mRNA表达水平为1.12
±0.47, 正常胃黏膜组织为0.63±0.31, 两者比

较, 差异有统计学意义(t  = 4.77, P <0.01, 图1). 

■创新盘点
本研究首次发现
S L P - 2 在胃腺癌
组织中呈高表达, 
并与胃腺癌的淋
巴结转移和TNM
分期相关.

883 bp
692 bp
501 bp
489 bp
404 bp
331 bp

242 bp

SLP-2

b-actin

M   C   N     C   N   C     N   C    N   C    N

图  1  胃腺癌及正常胃黏膜组织中SLP-2 mRNA的表达. M: 

Marker; C: 胃腺癌组织; N: 正常胃黏膜组织.

1116 bp
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2.2 S L P-2蛋白在胃癌及癌旁正常胃黏膜中

的表达 S L P-2在癌旁正常胃黏膜中多为低表

达, 在胃腺癌组织中则多呈高表达. SLP-2在胃

腺癌和癌旁正常胃黏膜中的高表达率分别为

68.9%(31/45)和26.7%(12/45), 差异有统计学意

义(χ2 = 16.08, P <0.01, 图2). 
2.3 SLP-2蛋白表达与胃腺癌临床病理特征之间

的关系 SLP-2蛋白的表达与淋巴结转移及TNM
分期密切相关(均P <0.05, 表1); 与患者年龄、性

别、肿瘤大小、分化程度无关. 

3  讨论

S L P-2基因是2000年首次发现并命名的一个

新基因, 并在当时被鉴定为细胞膜相关蛋白[2]. 
SLP-2因其含有stomatin家族的保守序列而被认

为是stomatin家族的一个新成员. Stomatin蛋白

广泛存在于不同种属的多种组织中, 是一种整

合膜蛋白, stomatin及其同源物可能作为离子通

道和细胞骨架之间的连接分子, 从而影响细胞

信号传导通路和细胞骨架[5,6]. SLP-2基因定位

于染色体9P13.1, 长约3 250 bp, SLP-2蛋白具有

stomatin基因家族所共有的SPFH(stomatin/pro-
hibitin/flotillin/hflk)结构域, 但不具有其他stoma-
tin家族成员所共有的N-端疏水结构域[2], 因此推

测, SLP-2蛋白可能是一种细胞质膜相关蛋白, 
但不直接整合到细胞膜脂质双层结构中, 可能

作为外周膜蛋白起作用, 调控离子通道和脂筏

结构[2,7]. 近年来关于线粒体的蛋白组学研究发

现, SLP-2存在于细胞的线粒体中[8], 并与一些线

粒体内膜相关蛋白有直接结合, 可能参与调节

与其结合的线粒体膜相关蛋白的稳定性[9,10].           
张立勇等[3]首次发现SLP-2基因在食管鳞

状细胞癌中过表达, 并与肿瘤的发生﹑发展关

系密切. 此后的一些研究表明, SLP-2基因在肺

癌、子宫内膜癌、结直肠癌[11-16]等恶性肿瘤中

也存在高表达. 推测其在恶性肿瘤中的高表达

是一个较为普遍的现象, SLP-2可能是一个新的

癌基因. 但目前关于SLP-2基因的研究较少, 国
内、外尚无有关SLP-2基因在胃癌中表达情况

的报道. 本实验采用RT-PCR法检测40对人胃腺

癌及癌旁正常胃黏膜组织中SLP-2 mRNA表达

水平, 用免疫组织化学法检测45对人胃腺癌及

癌旁正常胃黏膜组织中SLP-2蛋白表达水平, 结
果均显示, SLP-2基因表达在胃腺癌中较正常胃

黏膜组织有较明显升高(均P <0.01). 结合免疫组

织化学结果和患者临床病理资料进行分析发现, 
SLP-2蛋白的高表达与胃腺癌的临床分期和有

无淋巴结转移相关(均P <0.05), 即较晚期病例的

胃腺癌组织SLP-2蛋白的表达水平高于较早期

病例的胃腺癌组织, 有淋巴结转移的病例相对

应的胃腺癌组织中SLP-2蛋白的表达水平高于

无淋巴结转移的病例; 而SLP-2蛋白的表达与其

图  2  正常胃黏膜及胃腺癌组织中SLP-2蛋白的表达(×
100). A: 癌旁正常胃组织; B: 胃癌组织.

A

B

表  1  SLP-2的表达与胃腺癌临床病理参数的关系

     
  n

SLP-2蛋白表达
χ2值   P值        

  高      低

性别 0.85 ＞0.05

  男 27   20       7

  女 18   11       7       

年龄(岁) 0.09 ＞0.05

  ≤50 10     6       4

  ＞50 35   25     10       

肿瘤大小(cm) 1.20 ＞0.05

  ≤5 32   20     12

  ＞5 13   11       2         

分化程度 0.12 ＞0.05

  高-中分化 29   21       8

  低分化 16   10       6        

淋巴结转移 4.78 ＜0.05

  有 31   25       6

  无 14     6       8     

临床分期 5.32 ＜0.05

  Ⅰ+Ⅱ 11     4       7

  Ⅲ+Ⅳ 34   27       7      

■应用要点
恶性肿瘤的分期
及是否有淋巴结
转移和远处转移
是决定其预后的
重要因素 ,  因此 , 
S L P - 2 可能作为
胃癌的一个有意
义 的 预 后 指 标 , 
指导胃癌患者的
预 后 生 存 ,  并 有
可能作为一个新
的肿瘤靶向治疗
的靶点.
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■同行评价
本研究选取了一
定数量的胃癌病
例进行研究, 结果
可信, 具有一定的
学术价值.

他临床病理变量没有显著相关性. 提示SLP-2可
能是一个与胃腺癌分期和转移相关的指标, 在
胃腺癌的发展和转移中起一定的促进作用. 

总之, 本研究首次发现SLP-2在胃腺癌组织

中呈高表达, 并与胃腺癌的淋巴结转移和TNM
分期相关. 恶性肿瘤的分期及是否有淋巴结转

移和远处转移是决定其预后的重要因素, 因此, 
SLP-2可能作为胃癌的一个有意义的预后指标, 
指导胃癌患者的预后生存, 并有可能作为一个

新的肿瘤靶向治疗的靶点. 目前对SLP-2的研究

不多, SLP-2在胃癌中的表达情况及其对肿瘤细

胞的调节机制有待大样本量实验及肿瘤体内外

实验进一步深入研究. 
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Abstract
AIM: To evaluate the quality of life (QOL) in pa-
tients with gastric cancer (GC) after surgery for 
3 years with EORTC QLQ-C30 and QLQ-STO22. 

METHODS: Ninety-six GC patients who under-
went gastrectomy 3 years ago and 90 healthy 
subjects were recruited into the present study. 
The mean age was 53.2 ± 8.1 years for GC pa-
tients and 54.8 ± 7.9 years for healthy subjects, 
and 88.5% of patients were diagnosed with 
stage I GC. There were no differences in age 
and gender between the two groups. QLQ-C30 
and QLQ-STO22 were employed to evaluate the 
QOL in these subjects. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃 大 部 切 除 术 后 3 年 胃 癌 患 者 生 活 质 量 的 E O R T C 
QLQ-C30与QLQ-STO22联合评价

周燕燕, 席淑华

®

■背景资料
欧洲癌症研究与
治疗组织于1993
年推出了用于评
价肿瘤患者生活
质量的QLQ-C30
量表, 随后又开发
了针对胃癌患者
的QLQ-ST022量
表. 这两个量表已
经广泛用于肿瘤
( 包括胃癌 ) 患者
的生活质量调查.

RESULTS: The QLQ-C30 global QOL was 
comparable between GC patients and healthy 
subjects (60.1 ± 18.5 vs 58.3 ± 17.2, P > 0.05). The 
QOL with regard to cognitive functioning (71.0 
± 11.4 vs 63.6 ± 12.8), emotional functioning (79.4 
± 13.7 vs 71.2 ± 12.6) and fatigue (33.9 ± 10.6 vs 
40.9 ± 11.3) of GC patients was superior to that 
of healthy subjects (all P < 0.05). However, the 
QOL with regard to nausea and vomiting (17.6 
± 10.4 vs 10.2 ± 8.7), financial difficulties (32.8 
± 14.3 vs 10.1 ± 8.6), reflux (19.4±14.3 vs 11.1±
14.7), eating restrictions (15.9 ± 14.6 vs 10.2 ± 7.8) 
and body image (30.8 ± 16.5 vs 15.7 ± 10.2) was 
inferior to those of healthy subjects. No marked 
differences were observed in the scores of other 
domains/items between the two groups. 

CONCLUSION: The QOL of GC patients nearly 
returns to normal level 3 years after surgery. The 
QOL related to upper gastrointestinal symptoms 
is significantly impaired in GC patients com-
pared to healthy subjects. 

Key Words: Gastric cancer; Quality of life; Euro-
pean Organization for Research and Treatment of 
Cancer Quality of Life C30; EORTC QLQ-STO22 
stomach module
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摘要
目的: 采用欧洲癌症研究与治疗组织(EORTC)
生活质量核心30问卷调查(QLQ-C30)和QLQ-
S T O22评价胃癌术后3年患者的生活质量
(QOL). 

方法: 对96名胃大部切除术后3年的胃癌患者
和90名年龄和性别相匹配的门诊体检健康者
进行研究. 胃癌患者和健康者平均年龄分别为
53.2岁±8.1岁和54.8岁±7.9岁. 88.5%患者为
I期胃癌术后. 患者自行完成QLQ-C30量表和
QLQ-STO22量表, 对各评分进行统计分析. 

■同行评议者
田文静 ,  副教授 , 
哈尔滨医科大学



周燕燕, 等. 胃大部切除术后3年胃癌患者生活质量的EORTC QLQ-C30与QLQ-STO22联合评价		            1783

www.wjgnet.com

■相关报道
王建平等于2000
年 将 E O R T C 
QLQ-C30量表翻
译 成 中 文 ,  也 在
癌症患者中研究
了该量表的效度. 
结 果 显 示 ,  该 量
表各项心理测量
学特性均达到要
求 ,  临 床 效 度 和
实用性也比较好, 
在中国大陆的癌
症患者中是可行
的、可信的、有
效的和敏感的. 

结果: 胃癌患者和健康者EORTC QLQ-C30整
体健康状况和QOL评分无显著差异. 胃癌患
者的认知功能、情绪功能和疲劳要优于对照
健康者. 但胃癌患者恶心和呕吐评分、经济困
难、反流、进食受限和体型评分较健康者差. 
其他评分未见显著差异. 

结论: 胃癌术后3年, 患者的QOL整体评分基
本恢复至正常水平, 但在某些方面, 特别是与
上消化道相关的症状(如恶心呕吐、反流、进
食受限等)与健康者存在差距. 有必要基于这
些差异采取针对性的措施进行治疗和护理. 

关键词: 胃癌; 生活质量; EORTC QLQ-C30; QLQ-

STO22 
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0  引言

随着诊断技术的不断进步, 胃癌的早期发现率

呈现逐年上升的趋势, 同时随着外科技术的改

进, 胃癌患者的生存时间也逐渐延长. 虽然肿瘤

已经切除, 而且患者认为已经“治愈”, 但术后

仍然存在有一定的症状和功能缺失(如上消化道

症状), 从而对患者的生活质量产生影响[1,2]. 因
此, 有必要对胃癌术后患者的生存质量进行客观

评价. 已有一些研究对胃癌患者术后的生活质

量进行了研究, 但大多数比较的是不同术式对胃

癌患者生活质量的影响, 如比较是否淋巴切除及

不同胃癌切除术对患者生活质量的影响[3-6]. 目
前, 临床使用的胃癌患者生活质量评价量表包

括Spitzer评定量表、Wu等介绍的测试评分表、

疾病负面影响概要、欧洲癌症研究与治疗组织

(EORTC)生活质量核心30问卷调查、胃肠生活

指数等[7]. 比较常用的量表是EORTC QLQ-C30及
其胃癌特异性评价量表EORTC QLQ-STO22[8,9]. 
EORTC QLQ-C30为针对肿瘤患者生活质量综合

评定量表, 而EORTC QLQ-STO22为针对胃癌患

者而设计. 研究认为, 联合使用综合评定量表和

疾病特异性量表, 有助于针对性的调整治疗, 改
善患者生活质量[10]. 目前为止, 国内较少有研究

采用EORTC QLQ-C30和QLQ-STO22对胃癌患

者生活质量进行评价. EORTC QLQ-C30已经翻

译成中文, 其效度也在癌症患者中进行了研究
[11], 结果认为该量表各项心理测量学特性均达到

要求, 临床效度和实用性也比较好, 在中国大陆

的癌症患者中是可行的、可信的、有效的和敏

感的. 此外, EORTC QLQ-STO22也译成中文, 在
胃癌患者中尝试对其生活质量进行评价[12], 其结

论为QLQ-STO22中文版具有较好的信度和效度. 
本研究对胃大部切除术后3年的胃癌患者, 采用

中文版的EORTC QLQ-C30和QLQ-STO22对其生

活质量进行评价, 以期对术后胃癌患者的治疗和

护理带来帮助. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究入选本院门诊随访的2010-2011
年胃大部切除术后3年的胃癌患者96名和门诊

体检健康者90名. 有胃癌复发及检查指标异常

的胃癌患者排除本研究. 胃癌患者包括女42名
和男54名, 平均年龄为53.2岁±8.1岁. 基于国际

抗癌联盟(UICC)分类标准对胃癌分期, 其中包

括85名(88.5%)患者为Ⅰ期胃癌, 8名(8.3%)患者

为Ⅱ期胃癌, 3名(3.2%)患者为Ⅲ期胃癌. 所有患

者采用BillrothⅠ式胃十二指肠切除术, 同时实

施D2淋巴结清扫或扩大淋巴结清扫. 健康者包

括41名女性和49名男性, 平均年龄为54.8岁±

7.9岁. 胃癌患者与健康者在年龄和性别上无显

著差异. 
1.2 方法 受试者生活质量采用中文版EORTC 
Q L Q-C30和Q L Q-S TO22进行评价. E O RT C 
QLQ-C30由30个项目组成, 包括5个功能量表(躯
体功能、角色功能、认知功能、情绪功能和社

会功能)、3个症状量表(疲劳、恶心和呕吐、疼

痛)、6个单项测量项目和1个整体生活质量量 
表[11]. EORTC QLQ-STO22包括22个项目, 由9个
量表组成, 包括吞咽困难、疼痛、反流、饮食受

限、焦虑、口干、味觉、体型和脱发[12]. 在由专

人对患者进行介绍后, 受试者本人填写调查表. 
基于EORTC QLQ-C30评分和EORTC-STO22评分

手册说明, 将每个量表的原始数据转换成0-100. 
统计学处理 对于EORTC QLQ-C30问卷调

查, 整体健康状态评分越高, 表明生活质量越高; 
功能性量表评分越高, 表明生活质量越高; 症状

量表评分越高, 表明生活质量越差. 对于EORTC 
QLQSTO22问卷调查, 评分越高, 表明生活质量

越差. 采用t检验, 比较胃癌术后患者与健康者生

活质量评分. P <0.05认为有统计学差异. 

2  结果

2.1 EORTC QLQ-C30生活质量评分 对于EORTC 
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果之间的比较[10,13,14].  
欧洲癌症研究与治疗组织于1993年推出了

QLQ-C30[15]. 该量表可在短时间内由评价者单

独完成, 无需调查人员帮助, 易为患者接受, 并
且患者对调查指标的内容比较满意, 具有较高

的依从性. 为解决QLQ-C30敏感性较低, EORTC
针对胃癌的临床及治疗特点, 对近400名不同分

期、不同手术方法和不同化疗方案的胃癌患

者进行了调查评估, 分阶段式地对问卷模块进

行论证, 于1998年制定出一种胃癌特异性生存

质量临床评估量表, 即患者在完成一个核心问

卷(EORTC QLQ-C30)的同时, 还辅以补充量表

QLQ-ST022[16]. 
目前, 两个量表已经在不同语言和文化背景

国家和地区的癌症患者中应用[9,14]. 虽然国内也

有研究者将其翻译成中文版, 对其评价癌症(胃
癌)患者生活质量的信度和效度也进行了很好的

研究, 但目前为止, 报道很少. 虽然也有研究采

用EORTC QLQ-C30对胃癌患者术后生活质量进

行评价, 但主要为比较不同胃癌术式对患者生

活质量的影响[4,17]及术后不同阶段患者生活质量

的比较[18]. 
本研究采用E O RT C Q L Q-C30和Q L Q-

ST022对胃癌术后3年的患者生活质量进行了评

价, 同时, 将其与同期的健康者生活质量比较, 
以期找到影响胃癌术后患者生活质量的原因, 
以便采取针对性的措施进行治疗与护理. 

EORTC QLQ-C30评价显示, 胃癌术后患

者与健康者的整体健康状态未见显著差异. 胃
癌术后患者在认知和情绪功能、疲劳上的评分

要显著优于健康者, 但症状量表中的恶心和呕

吐、经济评分明显差于健康者. 虽然在其他疾

病相关项目(包括疼痛、呼吸困难、便秘、腹泻

等)评分上也稍差于健康者, 但无显著差异. 这

表  2  EORTC QLQ-STO22检测胃癌患者和健康者生活质量

     胃癌患者 健康者     P值

吞咽困难   6.5±8.1   5.7±6.3   0.085

疼痛 13.2±10.7 12.4±13.5   0.427

反流 19.4±14.3 11.1±14.7 <0.05

进食受限 15.9±14.6 10.2±7.8 <0.05

焦虑 26.6±16.2 28.8±17.5   0.454

口干 27.1±22.0 24.5±18.7   0.673

味觉 12.8±8.7 10.7±8.9   0.577

体型 30.8±16.5 15.7±10.2 <0.05

脱发 25.1±18.3 28.0±16.4   0.342

QLQ-C30问卷调查, 胃癌患者和健康者的整体

健康状态评分分别为60.1±18.5和58.3±17.2, 
统计分析未显示显著性差异(P  = 0.28). 对于功

能性量表, 胃癌患者在情绪和认知功能(P <0.05)
上的评分优于健康者; 对于症状量表, 胃癌患者

在疲劳(P <0.05)评分上优于健康者, 但在恶性和

呕吐(P <0.05)及经济困难(P <0.05)评分上差于健

康者(表1). 

2.2 EORTC QLQ-STO22生活质量评分 对于

EORTC QLQ-STO22问卷调查, 胃癌患者在反

流、进食受限和体型上(P <0.05)的评分差于健

康者. 此外, 胃癌患者在吞咽困难、疼痛、口

干、味觉上差于健康者, 在焦虑和脱发上稍优

于健康者, 但均无显著性差异(P >0.05, 表2). 

3  讨论

癌症患者生活质量的评价量表包括一般性量表

和疾病特异性量表. 如仅采用疾病特异性的量

表, 可以有较高的灵敏度, 但不同病种的研究结

果比较起来比较困难, 甚至影响了生活质量调

查的普及. 采用一般性的癌症生活质量量表测

量可以解决这个问题, 便于进行不同人群研究

结果之间的比较, 但一般性量表的灵敏度往往

不够高, 难以测查出生活质量的微小差别, 而这

种差别可能更具有临床意义. 因此, 研究者倾向

于采用组合模式, 即联合使用一般性量表和特

异性量表, 既提高了灵敏度, 又便于不同研究结

表  1  EORTC QLQ-C30检测的胃癌患者和健康者生活质量

       胃癌患者     健康者   P 值

整体健康状况 60.1±18.5 58.3±17.2   0.28

功能量表

  躯体功能 76.8±13.3 75.2±14.5   0.11

  认知功能 71.0±11.4 63.6±12.8 <0.05

  情绪功能 79.4±13.7 72.2±12.6 <0.05

  角色功能 81.7±14.9 83.2±16.4   0.321

  社会功能 78.8±16.3 75.2±13.7   0.551

症状量表

  疲劳 33.9±10.6 40.9±11.3 <0.05

  恶心和呕吐 17.6±10.4 10.2±8.7 <0.05

  疼痛 16.3±14.5 14.4±13.7   0.085

6个单项测量项目

  呼吸困难 23.6±15.4 21.4±14.5   0.526

  失眠 22.3±21.3 20.5±19.6   0.352

  食欲下降 18.3±15.7 16.8±15.4   0.285

  便秘 21.7±18.9 19.6±15.8   0.472

  腹泻 29.5±18.8 23.2±14.7   0.166

  经济困难 32.8±14.3 10.1±8.6 <0.05

■应用要点
本研究发现胃癌
术后无复发的患
者与健康者生活
质量上存在的差
异, 有助于在临床
医疗和护理工作
中采取针对性的
措施, 改善胃癌术
后的生活质量, 进
一步延长生存期.
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些结果与Lee等[14]的研究相似, 但所有评分均稍

低于后一研究. 胃癌术后患者的认知和情绪功

能及疲劳评分优于健康者, 这可能与胃癌患者

经过3年的术后治疗, 未出现复发或其他并发症, 
认为已经治愈, 因此生理、心理调整较好. 同时

这些患者因为存在重大疾病, 往往是家庭和社

会关注的焦点, 得到多方支持和关心, 因此, 整
体上的认知和情绪评分较好. 而对于健康体检

者, 家庭和/或工作上的事情可能对其产生一定

的负面影响. 由于工作和家庭事务的影响, 某些

健康者处于一种亚健康状态, 担心出现某些疾

病. 这些都会对受试者的认知和情绪产生影响. 
这些因素也直接会导致疲劳的出现. 经济评分

上, 胃癌术后患者差于健康者. 虽然大部分的受

试者均加入了医疗保险, 但是, 胃癌作为重大疾

病, 其造成的直接或间接开支, 远远超过健康者

每年的体检开支, 从而给胃癌术后患者造成一

定的经济压力. 胃癌术后患者的其他相关项目

差于健康者, 这主要与手术对消化道的破坏有

关. 但经过3年的调整, 患者已基本适应, 因此, 
两者之间在这些项目上无显著差异. 

QLQ-ST022评价显示, 胃癌患者在进食受

限、反流和体型上明显差于健康者. 这也与Lee
等[14]的研究相似. 进食受限和反流症状主要还是

消化系手术的影响. 至于体型上, 胃癌术后患者

一般都注意饮食, 相对其他健康者来说, 体型上

稍差也是可以理解的. Korenaga等[4]对胃癌术后

长期存活患者的QOL进行了评价. 评价的指标

主要有术后1-3年、3-6年、6-10年和10年以上

的饮食一致性、饮食量、食欲、体质量变化和

体能状态. 大部分患者饮食与以前一致, 但超过

一半以上的患者存在饮食量和食欲的下降. 该
研究还显示, 大部分患者出现体质量减轻, 但体

能状态呈现逐步改善; 其他指标评分虽然较健

康者稍差, 但无统计学差异. 与Lee等研究不同

的是, 本研究未观察到两组受试者在脱发评分

上的差异, 而Lee等[14]研究显示, 胃癌患者的脱

发评分优于健康者. 这可能与本研究中患者并

未长期使用化疗、放疗, 而且健康者中, 由于生

理、心理压力源的存在, 导致一定比例的脱发, 
因此, 两者间并未出现显著差异. 

刘春晓[19]在其论文中也对胃癌患者的生活

质量采用相同的量表进行了评估, 他研究的胃

癌患者整体健康评分为40.95±16.63, 这显著低

于本研究的患者整体健康评分, 可能与其入选

患者大部分(90.71%)为晚期胃癌患者有关, 其显

示晚期胃癌的健康评分为27.68±16.94. 虽然本

研究也观察到胃癌术后3年的整体健康评分, 随
着肿瘤分级增加而呈现下降趋势, 但因Ⅲ期胃

癌患者人数很少, 未进行统计分析. 此外, 刘春

晓等的研究还对胃癌患者生活质量的影响因素

进行了研究. 其结果显示, 在吞咽困难、躯体功

能、疼痛、进食受限等评分上, 随着年龄增加

而呈现显著下降, 而焦虑评分则随年龄增加而

下降. 本研究受试者因为年龄相对较集中, 因而

也未进行年龄分层分析. 此外, 本研究未对受试

者的文化水平、婚姻、不良生活习惯(饮酒、吸

烟等)、收入来源及性格类型等是否影响胃癌术

后患者生活质量进行分析以及入选的患者为术

后无复发者, 这些也是本研究的不足之处. 计划

在以后的研究中进一步深入、细化. 
总之, 我们结果显示, 胃癌患者术后3年生活

质量整体评分基本恢复至正常, 但在某些方面, 
特别是与上消化道相关的症状(如恶心呕吐、反

流、进食受限等)与健康者存在差距, 说明手术

对患者的影响至少存在3年. 因此, 对于这些患

者, 有必要采取针对性的措施(包括对症治疗和

心理治疗)对其进行治疗和护理, 以改善胃癌术

后患者的生活质量. 
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Abstract
AIM: To explore the application of simulated 
liver segments in medical teaching by compar-
ing them with corresponding ultrasonic images. 

METHODS: Eight plasticine liver segments were 
developed according to anatomical proportion to 
make a model of the liver. The liver model was 
cut in accordance with the intercostal scanning 
angle. A man in a normal figure was scanned in 
three sections (the sixth–eighth intercostal space). 
The acquired ultrasonic images were compared 
with the three sections of the simulated liver to 
analyze the structure of the liver. 

RESULTS: The intercostal sections of the simu-
lated liver were in good agreement with the ultra-
sonic images. Sections A and B of the simulated 
liver showed SⅤ, SⅧ and SⅦ liver segments, 
while ultrasonic sections a and b showed the he-
patic portal vein and the hepatic vein. The results 
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模拟肝段与超声图像的比较及其在教学中的应用
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■背景资料
现代影像学对肝
叶、肝段的精确
划分提出了更高
要求, 但是肋间切
面标志难找, 比较
抽象, 不容易理解. 
目前在这方面的
参考文献以及书
籍很少供实习生
及初学者们参考.

showed that the part above the portal vein is SⅤ, 
below the hepatic vein is SⅦ, and between them 
is SⅧ. Section C of the simulated liver showed SⅤ, 
SⅥ and SⅦ liver segments, while ultrasonic sec-
tion c showed the cross-section of the hepatic vein 
and the hepatic portal vein. The results showed 
that the part from the portal vein to the cross-
section of the hepatic vein is SⅤ, the part from 
the cross-section of the hepatic vein to the portal 
vein is SⅥ, and the part below the cross-section 
of the portal vein is SⅦ. 

CONCLUSION: Cutting the plasticine liver mod-
el can help better understand the liver segments 
on the ultrasonic images, representing a good 
method to learn ultrasonic intercostal sections.

Key Words: Hepatic segments; Ultrasonic image; 
Teaching

Li YY, Wang XM, Ou GC, Gao NN. Application of simulated 
liver segments in medical teaching. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(19): 1787-1790

摘要
目的: 探讨模拟肝段与超声图像的比较及其
在教学中的应用. 

方法: 使用橡皮泥按肝段的解剖比例, 按标准
形态制作8个橡皮泥肝段, 然后组合成完整的
模拟肝脏模型. 按照肋间扫查的角度切割模拟
肝脏. 标准体型的人仰卧位, 按照肋间隙从右
上往左下依次扫查(第6-8肋间隙)3个切面. 然
后与模拟解剖肝脏的3个切面进行比较并分析
所显示的肝段结构. 

结果: 模拟肝脏的肋间切面与超声肋间切面
能很好的吻合: 橡皮泥肝脏A切面与B切面从
上往下依次显示SⅤ、SⅧ、SⅦ肝段, 超声图
像a与b切面显示肝门静脉及肝静脉, 门静脉以
上部分为SⅤ, 门静脉与肝静脉之间部分为S
Ⅷ, 肝静脉以下部分为SⅦ; 橡皮泥肝脏C切面
从上往下依次显示SⅤ、SⅥ、SⅦ肝段, 超声
图像c切面显示肝静脉断面及肝门静脉断面, 
门静脉右干至肝静脉断面部分为SⅤ, 肝静脉
断面至门静脉断面部分为SⅥ, 门静脉断面以

■同行评议者
钱林学, 主任医师, 
首都医科大学附
属北京友谊医院
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■研发前沿
随着术中超声技
术的应用以及肝
胆外科医生对肝
脏解剖的进一步
认 识 ,  肝 脏 切 除
技术也从既往的
大面积肝叶切除
发展到更为准确
的 肝 段 切 除 ,  从
而最大限度保留
正 常 的 肝 脏 .  因
此 ,  现 代 影 像 学
对肝叶、肝段的
精确划分提出了
更高的要求. 

下部分为SⅦ. 

结论: 通过切割橡皮泥肝脏模型, 使超声断面
上的肝段一目了然, 对于学习超声肋间切面是
个很好的学习方法, 值得在教学中展开研究并
应用. 

关键词: 肝段; 超声图像; 教学 
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0  引言

随着术中超声技术的应用以及肝胆外科医生对

肝脏解剖的进一步认识, 肝脏切除技术也发生

了巨大变化, 从既往的大面积肝叶切除发展到

更为准确的肝段切除, 从而最大限度保留正常

的肝脏, 对残肝影响少, 术后肝功能恢复较快, 
并发症较少[1-3]. 因此, 现代影像学对肝叶、肝段

的精确划分提出了更高的要求[4,5]. 对于超声科

实习生及初学者来说, 快速、精确判断肝段比

较困难, 内容繁琐而抽象. 剑突下切面、肋下斜

切面血管标志明显, 肝段比较好区分, 容易理解, 
但是肋间切面标志难找, 而且比较抽象, 不容易

理解[6]. 目前在这方面的参考文献以及书籍很少, 
难以供实习生及初学者们参考[7], 因此为了使他

们能更直观地认识并能更加牢固、灵活地掌握

超声肋间切面图像上的肝段, 本文使用8个不同

颜色的橡皮泥代表不同的肝段制作了肝脏模型, 
并做了切割, 为实习生及初学者们理解超声肋

间切面的图像提供帮助. 

1  材料和方法

1.1 材料 橡皮泥, 刀, 彩色超声仪: IU22(Philips, 
USA), 配有凸阵腹部探头, 频率为2-5 MHz.
1.2 方法 使用橡皮泥按肝段的解剖比例[8,9], 按
标准形态制作8个橡皮泥肝段, 然后组合成完

整的模拟肝脏模型. 按照肋间扫查的角度切割

模拟肝脏. 从右上往左下依次命名为A切面(S
Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ段的交叉点以上)、B切面(经过

SⅤ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ段的交叉点)、C切面(SⅤ、

Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ段的交叉点以下). 标准体型的人仰

卧位, 按照肋间隙从右上往左下依次扫查(第6-8
肋间隙)3个切面, 从上往下依次命名为a、b、c
切面. 然后与模拟解剖肝脏的3个切面进行比较

并分析所显示的肝段结构. 

2  结果

按标准形态用橡皮泥制作的模拟肝脏模型切面

如图1. 模拟肝脏的肋间切面与超声肋间切面能

很好的吻合: A切面与B切面均显示, 从上往下依

次为SⅤ、SⅧ、SⅦ肝段(图2). a与b切面超声图

像显示肝门静脉及肝静脉(图3), 门静脉以上部

分为SⅤ, 门静脉与肝静脉之间部分为SⅧ, 肝静

脉以下部分为SⅦ; C切面显示, 从上往下依次为

SⅤ、SⅥ、SⅦ肝段(图4), c切面超声图像显示

肝静脉断面及肝门静脉断面(图5), 门静脉右干

至肝静脉断面部分为SⅤ, 肝静脉断面至门静脉

断面部分为SⅥ, 门静脉断面以下部分为SⅦ.   

3  讨论

肝脏是人体内唯一具有4套管道系统的器官, 这
些管道的走行分布构成了不同肝段划分方法的

解剖基础. Couinaud根据Glisson系统的分布规律

和肝静脉的走行, 进行了肝段的划分[10,11]. Glis-
son系统为互相伴行的肝门静脉、肝动脉、肝内

胆管在肝内的各级分支被结缔组织纤维鞘包绕

而形成的三联管道系统, 似树枝状分布于肝段

内, 其中, 门静脉管径最粗, 易于显示和观察, 且
分支相对恒定, 较肝动脉和肝内胆管变异少, 因
此, 以他为中心代表肝动脉和肝内胆管作为划

分肝段的解剖基础和标志[12,13]. 
Couinaud肝段划分法是个三维概念[14-16], 而

超声受声窗大小的限制, 在单一切面上只能显

示部分肝脏及其肝内管道的二维断面. 超声医

师需要通过多方位扫查, 将若干个二维断面图

像在脑内经过三维空间想象, 分析出病变与肝

静脉和门静脉的空间位置关系, 从而判断出肝

脏病变的位置. 由此可见, 肝段的超声图像与解

剖学图像的真实情况相差甚远, 超声初学者们

难以理解, 也需要一种超声学上确定肝段解剖

的更准确、快速的方法, 满足今后临床工作的

需要.  
    A与B切面均显示, 从上往下依次为SⅤ、S
Ⅷ、SⅦ肝段, a与b切面超声图像显示肝门静脉

及肝静脉. 由于SⅤ与SⅧ以门静脉的右前叶支

为界, SⅧ与SⅦ以肝静脉为界, 我们分析超声图

像的门静脉应作为SⅤ与SⅧ的分界线, 而肝静

脉应作为SⅧ与SⅦ的分界线, 因此门静脉以上

部分为SⅤ, 门静脉与肝静脉之间部分为SⅧ, 肝
静脉以下部分为SⅦ. C切面显示, 从上往下依次

为SⅤ、SⅥ、SⅦ肝段, c切面超声图像显示肝

静脉断面及肝门静脉断面, 我们分析超声图像

的肝静脉断面应作为SⅤ与SⅥ的分界线, 而门

■创新盘点
本研究使用8个不
同颜色的橡皮泥
代表不同的肝段
制作了肝脏模型, 
并 进 行 切 割 ,  为
实习生及初学者
们理解超声肋间
切面的图像提供
帮助. 
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静脉断面应作为SⅥ与SⅦ的分界线, 因此, 门静

脉右干至肝静脉断面部分为SⅤ, 肝静脉断面至

门静脉断面部分为SⅥ, 门静脉断面以下部分为

SⅦ. 虽然只切了3个典型切面, 但是我们可以得

知: 任意一个肋间切面不是SⅤ、SⅧ、SⅦ 3个
肝段, 就是SⅤ、SⅥ、SⅦ 3个肝段. 

如果能使用尸体标本来完成这项研究会更

有说服力, 但是尸体比较昂贵. 因此, 我们使用

了橡皮泥制作肝脏模型, 并模拟超声解剖断面, 
这种方式既经济又直观地展现了肝脏的超声切

面图像, 有助于超声学习者们理解比较抽象的

肝脏肋间切面图像. 

本文总结了典型超声肋间切面上肝段以及

肝段划分的解剖标志, 以期能够为超声学习者

们将肝脏病变准确分段及为手术切除平面的精

确定位提供有价值的资料. 通过制作橡皮泥肝

脏模型, 断面上的肝段一目了然, 对于学习超声

肋间切面是个很好的学习方法, 值得在教学中

展开研究并应用. 但在实际应用中, 肝脏血管变

异情况复杂多变, 使肝段形态、大小变化较大, 
必须认真辨识和追踪肝内血管走行, 据此来划

分的肝段才是可靠的. 
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图  1  肝脏分段模型. 从上往下依次切割A、B、C3个切面.

Ⅴ

Ⅷ

Ⅶ

图  2  肝段模型切面A和B. 从上往下依次为SⅤ、SⅧ、SⅦ
肝段.

图  3  超声肋间切面a和b. 粗箭头代表门静脉, 细箭头代表

肝静脉; 门静脉以上部分为SⅤ, 门静脉与肝静脉之间部分为

SⅧ, 肝静脉以下部分为SⅦ.

Ⅴ

Ⅵ

Ⅶ

图  4  肝段模型切面C. 从上往下依次为SⅤ、SⅥ、SⅦ肝段.

图  5  超声肋间切面c. 粗箭头代表肝静脉断面, 细箭头代表

门静脉断面; 门静脉右干至肝静脉断面部分为SⅤ, 肝静脉断

面至门静脉断面部分为SⅥ, 门静脉断面以下部分为SⅦ.

■名词解释
肝段: 依Glisson系
统的分支及分布
和肝静脉的走行, 
将肝分为若干区
域, 各区域内均有
独立的Glisson系
统的一、二、三
级及逐渐变细的
分(属)支和引流相
应区域胆汁的管
道, 并有相应的肝
静脉属支引流相
邻区域的静脉血, 
这些区域是肝的
功能单位称肝段.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 



方三高, 马强, 林俐, 李艳青, 曾英, 肖华亮, 中国人民解放
军第三军医大学大坪医院野战外科研究所病理科 重庆市 
400042 
方三高, 主治医师, 主要从事病理学方面的研究工作.
作者贡献分布: 此课题由方三高与马强设计; 研究过程由方三
高、马强及林俐完成; 研究所用新试剂及分析工具由肖华亮提
供; 数据分析由方三高、马强、李艳青及曾英完成; 本论文写作
由方三高完成. 
通讯作者: 方三高, 主治医师, 400042, 重庆市, 中国人民解放军
第三军医大学大坪医院野战外科研究所病理科. 
fangsangaode@163.com
电话: 023-68757648  
收稿日期: 2012-03-22   修回日期: 2012-05-22
接受日期: 2012-06-16   在线出版日期: 2012-07-08

Analysis of clinicopathological 
features of bile duct adenoma 
of the liver

San-Gao Fang, Qiang Ma, Li Lin, Yan-Qing Li, 
Ying Zeng, Hua-Liang Xiao  

San-Gao Fang, Qiang Ma, Li Lin, Yan-Qing Li, Ying 
Zeng, Hua-Liang Xiao, Department of Pathology, Institute 
of Surgical Research, Daping Hospital, the Third Military 
Medical University of Chinese PLA, Chongqing 400042, 
China
Correspondence to: San-Gao Fang, Attending Physician, 
Department of Pathology, Institute of Surgical Research, 
Daping Hospital, the Third Military Medical University, 
Chongqing 400042, China. fangsangaode@163.com
Received: 2012-03-22    Revised: 2012-05-22
Accepted: 2012-06-16    Published online: 2012-07-08

Abstract
AIM: To analyze the clinicopathological charac-
teristics, diagnosis and differential diagnosis of 
bile duct adenoma (BDA) of the liver.

METHODS: Two cases of BDA of the liver were 
reported. Their clinical data, pathologic features, 
and immunophenotypes were analyzed. A re-
view of related literature was also performed.

RESULTS: Asymptomatic nodular masses of 
the liver were revealed incidentally during a CT 
scan in both cases. Grossly, the masses were de-
scribed as firm white lesions with well-defined 
margins, but were not encapsulated. Histologi-
cally, the tumors were composed of round duc-
tal or irregular glandular structures and abun-
dant fibrous stroma. Those adenoid components 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胆管腺瘤临床病理特点

方三高, 马 强, 林 俐, 李艳青, 曾 英, 肖华亮
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■背景资料
胆管腺瘤 (BDA)
发生于肝脏被膜
下, 极为罕见. 肿
块较小, 多无临床
症状, 如临床及病
理医生对BDA的
临床病理特征缺
乏认识, 对肝细胞
背景中出现灶性
密集的腺管状结
构感到困惑, 容易
误诊.

showed no obvious dilatation and were lined 
by columnar or cuboidal cells that have regular 
nuclei and lack dysplasia. Immunohistochemi-
cally, the tumor cells were positive for epithelial 
markers such as CK (pan), CK7 and E-cadherin.

CONCLUSION: BDA of the liver is a rare benigh 
tumor with unique clinicopathological features. It 
should be distinguished from some mimics such 
as well-differentiated intrahepatic cholangiocarci-
noma (ICC) and Von Meyenburg’s complex.

Key Words: Liver neoplasms; Bile duct adenoma; 
Clinicopathology; Immunohistochemistry; Differen-
tial diagnosis

Fang SG, Ma Q, Lin L, Li YQ, Zeng Y, Xiao HL. Analysis 
of clinicopathological features of bile duct adenoma 
of the liver. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 
1791-1795

摘要
目的: 探讨胆管腺瘤(bile duct adenoma, BDA)
的临床病理特点、诊断及鉴别诊断.

方法: 报道2例肝脏BDA并结合文献分析其临
床资料、形态学和免疫表型特征.

结果: 2例结节样肝脏肿块均在CT扫描被无意
中发现, 患者无临床症状. 肉眼见肿块呈灰白
色, 质硬, 其边界完整但无包膜. 组织学显示
肿瘤由或圆或不规则的腺管状结构及丰富的
纤维性间质构成. 这些腺样结构扩张不明显, 
内衬柱状或立方上皮, 细胞核圆而规则, 缺乏
异型性. 免疫组织化学显示CK(pan)、CK7及
E-cadherin表达阳性.

结论: 胆管腺瘤是一种罕见的独具临床病理
特点的良性肝脏肿瘤, 应与高分化胆管细胞癌
及Von Meyenberg综合征等相鉴别.

关键词: 肝肿瘤; 胆管腺瘤; 临床病理; 免疫组织化

学; 鉴别诊断
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■创新盘点
本文主要对2例肝
脏BDA的临床资
料、病理形态学
特征及免疫表型
进 行 总 结 ,  并 复
习 相 关 文 献 ,  分
析肝脏BDA临床
及病理形态学特
征 ,  重 点 探 讨 其
病理诊断及鉴别
诊断.

0  引言

胆管腺瘤(bile duct adenoma, BDA)非常罕见, 自
1946年Bleyer[1]首次描述以来, 临床仅见个案报

道[1-5]. 病理学检查尤其是在术中冷冻检查时, 易
与胆管癌或肝脏转移癌相混淆, 可能引起过诊

断(over-diagnosis)[6]而导致治疗过度(excessive 
medical treatment). 本文观察了2例BDA, 分析其

临床资料、形态学改变及免疫组织化学表达特

点, 结合文献探讨其诊断及鉴别诊断. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者1, 男, 61岁, 因“急性胃肠炎”就

诊. CT显示肝右叶后下段不均质性结节影, 增强

后病变有强化(图1A), 考虑肝癌可能性大. 肝脏

形态、轮廓无改变, 肝内胆管未见明显扩张, 肝
外胆道无异常, 腹主动脉、肝动脉及其分支走

行好, 无狭窄及充盈缺损改变. 未见腹水及明显

肿大淋巴结. 入院后行“剖腹探查, 肝脏肿瘤切

除术”. 术中见右肝后下叶肿块与门静脉相连, 
切除部分肝脏及肿瘤送病理检查. 术中及术后

病理诊断: (肝右叶)非典型性胆管腺瘤(一种错

构瘤)(病理号: 0812424). 随访44 mo未见肿瘤复

发. 患者2, 女, 39岁, 门诊以“贫血原因待查”

收住. B超发现胰头部实性肿物, CT提示胰头、

十二指肠曲交界处见一大小约2.6 cm×2.2 cm
的稍低密度结节影, 边界清楚, 增强后肿块强化, 
而病灶周围强化更明显. 左肝内叶见一1.0 cm
×0.8 cm的略低密度区, 增强后可强化, 呈结节

状(图1B). 胰管、肝内、外胆管无明显狭窄及

扩张. 肝脏外形、大小正常. 胆囊黏膜粗糙, 囊
内见斑片状高密度灶. 脾不大, 质均匀. 腹腔及

腹膜后未见肿大淋巴结, 无腹水. 印象: 胰头、

十二指肠曲交界处占位, 考虑: (1)胰头癌肝转

移? 胃肠间质瘤? (2)左肝占位; (3)胆囊结石; 遂
于2011-09-09行胰头部肿块及部分左肝组织切

除术. 术中冷冻病理诊断: (胰头)梭形细胞肿瘤, 
倾向良性; (肝左叶)胆管腺瘤. 术后病理诊断: 
(1)(胰头)胃肠道间质瘤(低危险度); (2)(肝左叶)
胆管腺瘤(病理号: 1112079). 随访6 mo, 患者恢

复良好. 
1.2 方法 送检标本均由诊断医师规范化取材, 快
速冷冻切片观察. 冷冻剩余组织及重新取材标本

经40 g/L甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 4 μm厚

切片, HE染色, 光镜观察. 免疫组织化学采用En-
Vision法. 所选用抗体CK(pan)、CK7、CK20、
HepPar-1、AFP、CEA、SAM、E-cadherin、

P63、c-Myc及Ki-67均为美国DAKO公司产品. 
操作步骤按照试剂盒说明书进行. 用PBS代替一

抗作空白对照. 阳性细胞数占总细胞数的比例

>10%时即判为阳性. Ki-67及P63胞核阳性, 其余

抗体胞膜或胞质阳性. 

2  结果

2.1 巨检 例1的标本为灰白灰褐色组织1块, 大小

1.2 cm×0.8 cm×0.5 cm; 例2送检物为右肝Ⅴ、

Ⅵ及Ⅶ段, 大小15.0 cm×11.0 cm×6.0 cm, 其内

见一结节样肿块, 大小4.0 cm×3.0 cm×3.0 cm, 
灰红色及灰白色, 质地中等, 界限清楚, 无包膜. 
2.2 镜检 瘤组织与正常肝组织界限欠清, 呈实性

小管状或腺样排列(图2A), 弥漫分布于纤维间质

中. 增生的胆管密集, 管腔可有可无, 不扩张或

扩张不明显, 能产生黏液, 个别区域可见胆栓(图
2B). 瘤细胞呈立方形或矮柱状, 大小比较一致, 
异型性不明显, 胞浆中等, 红染, 界限清楚. 核圆

形或椭圆形, 染色质淡染, 部分可见小核仁, 未
见核分裂(图2C). 肿瘤中央区域间质有不同程度

的纤维化及透明变性, 外周慢性炎细胞浸润, 灶
性肝细胞团被包绕或夹入(图2D). 肿块周围肝组

织未见压迫及萎缩. 
2.3 免疫组织化学 例1患者肝脏肿块增生的胆

管上皮CK(pan)(+)(图2E)、CK7(+)、CK20(-)、

B

A

图  1  胆管腺瘤的影像学. A: DSA示肝右叶类圆形肿块呈不

规则性增强, 界限尚清(箭头); B: CT示左肝被膜下实性低密

度影(箭头).
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■应用要点
通过病例报道, 将
肝脏中可能形成
或者混杂有腺管
样结构的疾病或
病变进行纵向和
横向对比. 拓展病
理诊断思路, 防止
误诊漏诊, 杜绝形
态学诊断过头进
而由此引起的临
床治疗过度.

CD10(+)、P53(-)、P63(-)、C-myc(-)、CEA(-), 
SAM(间质+)(图2F), Ki-67约2%(+); 而胰头肿块

CD34(+++)、CD117(+++)、SAM(-)、S-100(-). 
例2患者肝脏结节显示CK(pan)(+)、CD10(+/-)、
P53(-)、C E A(-),  H e p P a r-1(-)、A F P(-)、
E-cad(+)、SAM(间质+), Cerb-B2(+), Ki-67约
3%(+).

3  讨论

胆管腺瘤是由类似小叶间胆管或腺管样结构组

成的良性或错构瘤性肝脏肿瘤, 比较罕见, 患者

常无显著症状, 于影像学检查、腹部手术或尸

检偶然发现. 组织学起源尚不明确, 有人认为

BDA是一种肝脏错构瘤, 是胆管上皮对损伤作

用的一种反应性增生性病变[3], 也有人认为是真

性上皮肿瘤, 起源于胆管的异常增生[6,7]. 随着干

细胞理论的兴起, 目前认为BDA可能起源于具

有多种分化潜能的肝脏肿瘤干细胞. 正如将胆

管细胞癌归于肝癌一样, 一般认为BDA是肝脏

而不是胆管系统病变. 随着影像学技术进展, 临
床检出率逐渐增多, 但经手术证实的较少, 往往

表现为肝脏周边部较小的占位性病变. BDA见

于任何年龄, 多位于肝膜下, 肿块小, 质地实, 境
界清楚, 但无包膜, 内衬单层立方上皮, 细胞形

态规则, 无明显异型性[3,6]. 本研究2例均由影像

学检查发现, 尤其是患者2, CT发现胰头部占位

及肝脏结节性病变, 临床考虑胰头癌肝转移. 术
中快速冷冻病理检查见肿块呈腺管状结构, 形
态规则, 细胞温和, 经过反复观察, 权衡再三, 诊
断为非典型性胆管腺瘤, 随后石蜡切片及免疫

组织化学证实这样报告的必要性. 如果观察者

缺乏经验, 对其形态学认识不足, 极易误诊为高

分化胆管细胞癌或转移性腺癌, 这也是本文展

开论述的初衷. 值得一提的是胆管腺瘤与胆管

A B

DC

E F

图  2  胆管腺瘤的形态学表现. A: 肿块无明显包膜, 增生的小胆管密集杂乱分布, 间质纤维组织增生及淋巴细胞浸润(HE×

100); B: 大多数胆管无扩张, 偶见胆栓形成(箭头)(HE×200); C: 上皮无异型, 胞质嗜酸, 核规则, 核仁明显(HE×400); D: 可见

残存的肝细胞岛(箭头)(HE×200); E: 免疫组织化学示胆管上皮CK7(+)(EnVision×200); F: 而间质SMA(+)(EnVision×200).
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■同行评价
文章内容新颖, 病
例资料完整, 鉴别
诊断详细, 对胆管
腺瘤的病理诊断
有一定帮助.

腺纤维瘤的临床表现相似, 形态学改变相近, 抗
体表达谱几乎相同, 二者关系非常密切[8]. 本研

究中例2胆管腺瘤的间质增生显著, 诊断为胆管

腺纤维瘤也未尝不可, 他们的腺管变化几乎无

异, 只不过其大小及间质有点区别, 提示胆管腺

纤维瘤很可能是在胆管腺瘤的基础上肌纤维母

细胞增生进而间质纤维化形成, 或者两者为同

一病变的不同发展阶段. 
胆管腺瘤的形态学特点为: (1)病变较小, 一

般直径0.1-1.0 cm(平均0.58 cm)[3]; (2)病变常位

于肝包膜下, 多为单发性结节, 少数多发, 病变

界限清楚, 无包膜; (3)病变内可见大量增生的小

胆管, 腔内无胆汁, 可分泌黏液, 但管腔不扩张. 
上皮细胞分化良好, 无明显的异型性, 伴多量慢

性炎细胞浸润; (4)随着病变进展, 增生的胆管和

炎细胞逐渐减少, 有的仅见少量胆管成分, 而纤

维组织逐渐增多并胶原化, 偶见钙化[2]. 
胆管腺瘤需要与下列疾病鉴别: (1)高分化

胆管细胞癌: 分化良好的腺管呈浸润性生长, 癌
性腺体形如略扩大的闰管, 成角并见间质反应, 
被覆立方或低柱状胆管上皮, 细胞轻度异型, 可
见核分裂, 有时呈乳头状生长突入腔内, 可侵犯

肝窦、血管或神经. 高分化胆管细胞癌CEA表

达阳性、CD56阴性[9]; 而BDA恰恰相反, CEA表

达阴性、CD56表达阳性; (2)Von Meyenberg综合

征: 又叫微小错构瘤, 认为是胆管系统尤其小叶

间胆管对损伤的局灶性反应, 往往与胆管梗阻

或慢性淤胆有关, 实质上为外周小叶间胆管畸

形[10]. 绝大多数发生于小儿, 偶有青少年患者的

报道. 患者平均年龄15 mo, 男女比例2∶1, 以肝

右叶多见, 病变更小(平均直径0.5 cm), 多发. 镜
下在纤维或者玻璃样变的间质中可见不规则或

圆形的腺管样结构, 有轻微的扩张, 被覆扁平或

立方上皮, 可有鳞状上皮化生; 而胆管腺瘤体积

较大, 管腔不扩张, 腔内可见黏液; (3)胆管腺纤

维瘤(biliary adenofibroma, BAF): 与BDA关系非

常密切, 呈膨胀性生长, 切面实性, 可见微囊, 镜
下病灶中的胆管或小腺管紧密排列, 大小及形

态与小胆管相似, 腔内可见胆汁, 但缺乏黏液, 
胆管上皮局部可成簇排列, 可见一定异型性, 偶
见核分裂. 间质伴有丰富的纤维母细胞成分并

致密胶原化[8,11], 伴散在的淋巴细胞、浆细胞浸

润; (4)胆管囊腺瘤(bile duct cystadenoma): 临床

上有时把胆管囊腺瘤简称为胆管腺瘤, 虽一字

之差, 但他们的形态学及生物学行为截然不同. 
胆管囊腺瘤起源于肝外胆管, 肿块较大, 呈多中

心性囊实性, 囊壁除上皮及纤维外, 可夹杂平滑

肌、血管及小胆管. 囊腔大小不等, 内含浆液或

黏液[12]. 囊内可见乳头或绒毛样新生物, 被覆不

同程度异型增生的分泌性柱状或立方上皮, 可
见杯状细胞. 实性区腺腔大小不一, 可呈锯齿状

或囊性扩张, 有时上皮形态温和, 貌似良性, 但
可复发, 甚至发生侵袭. 而BDA起源于肝内胆

管, 体积小, 腺管小而规则、密集, 扩张不明显; 
(5)肝转移性腺癌: 有消化系等处原发病灶, 结
节通常靠近肝表面, 常多发, 呈浸润性生长, 细
胞异型性明显, 核分裂易见. 腺体大小不等, 管
腔扩张, 中央可见中性粒细胞浸润及其碎片, 背
景“脏”, 坏死明显. 增强扫描显示环状强化呈

“牛眼征”. 免疫组织化学villin, CDX2阳性[13]; 
(6)肝脏间叶性错构瘤: 可能与19号染色体异常转

位有关[14]. 通常发生于2岁以下的幼儿, 女性多见, 
AFP可升高. 肿瘤多为单发巨块, 早期呈实性, 随
着肿瘤生长, 逐渐分隔为多个囊肿. 镜下病灶由

排列紊乱的原始间叶组织、血管及胆管构成, 但
无肝小叶结构. 胆管扩张, 上皮细胞呈柱状, 分化

成熟, 无核分裂; (7)原发性硬化性胆管炎: 可能是

由免疫介导的进展性疾病, 可出现黄疸、血清学

IgG4等异常并可见多脏器病变[15]. 以肝内、外胆

管的弥漫性进行性炎性反应、纤维化和多发性

狭窄为主要病理特征, 胆管增厚、僵硬及胶原

化, 可见成角或扭曲、变形, 管壁周围同心圆样

纤维素沉积, 管腔狭窄, 病变不均匀时呈串珠样

改变. 胆管上皮往往萎缩, 形态学易与胆管细胞

癌间质反应或纤维化的胆管腺瘤混淆, 但BDA
病变局限, 一般无临床症状; (8)炎性假瘤: 常由

肥胖的(肌)纤维母细胞和大量慢性炎细胞组成. 
病变成份复杂, 多样性显著, 瘤组织排列疏密不

均, 并可见不等量的泡沫细胞. 除非个别散在的

小胆管被包绕, 一般无上皮成分; (9)肝脏胚胎性

肿瘤: 如肝母细胞瘤, 主要见于婴幼儿, 肿块较

大, 恶性, 呈浸润性生长, 组织结构复杂多变, 有
上皮型(包括胎儿型、胚胎型)、上皮-间叶混合

型和间叶型等亚型. 有时可见鳞状上皮灶及髓

外造血. 免疫组织化学显示肿瘤细胞双向分化, 
表达CK(pan)及vimentin; (10)肝局灶性结节性再

生: 异常增生的肝细胞索组成, 血窦丰富, 病灶

边界清晰, 但无包膜. 瘢痕性纤维从中问向周围

将病灶分割, 呈结节状. 临床或影像学可能类似

BDA, 但组织学容易鉴别: 再生结节的小胆管一

般散在位于增生的肝细胞结节汇管区, 而BDA
的腺管非常密集, 位于正常肝组织内. 
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胆管腺瘤的治疗首选手术, 可行局部切除, 
关键是明确诊断, 为此, 预约术中冷冻且判断安

全手术切缘是必要的. 患者一般预后良好, 文献

上尚未见有肿瘤复发和恶变的报道[3,6]. 本文患

者术后分别随访6 mo及51 mo, 恢复良好, 均未

见复发. 
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Abstract
AIM: To observe the clinical effects of a micro-
ecological preparation comprising Bacillus sub-
tilis and Enterococcus in the treatment of mild 
and moderate ulcerative colitis. 

METHODS: The clinical data for 139 patients 
treated with mesalazine, alone or in combina-
tion with Bacillus subtilis plus Enterococcus vi-
able enteric-coated capsules during the past two 
years in our hospital, were analyzed and com-
pared in terms of the time of clinical remission, 
clinical remission rate, relapse-free time and re-
lapse rate. 

RESULTS: There were statistical differences be-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

微生态制剂枯草杆菌、肠球菌二联活菌肠溶胶囊治疗溃
疡性结肠炎58例

刘 红, 姚 萍

®

■背景资料
目前溃疡性结肠
炎(UC)治疗方面
及发病机制方面
是研究重点, 而其
中肠道菌群紊乱
及微生态制剂治
疗UC是研究的热
点, 本文就微生态
制剂美常安治疗
UC进行相关临床
研究.

tween the two groups in clinical remission rate, 
relapse-free time and relapse rate (χ2 = 4.481, F = 
3.435, χ2 = 4.757, all P < 0.05). There was no dif-
ference between the two groups in the time of 
clinical remission (P > 0.05). 

CONCLUSION: Combined use of Bacillus subti-
lis plus Enterococcus viable enteric-coated cap-
sules is associated with a higher clinical remis-
sion rate, longer relapse-free time, and a lower 
relapse rate in the treatment of mild and moder-
ate active ulcerative colitis.

Key Words: Microecological preparation; Mesala-
zine; Ulcerative colitis

Liu H, Yao P. Treatment of ulcerative colitis with a 
microecological preparation comprising Bacillus subtilis 
and Enterococcus: An analysis of 58 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(19): 1796-1799

摘要
目的: 观察微生态制剂枯草杆菌、肠球菌二
联活菌肠溶胶囊对轻、中度溃疡性结肠炎
(Ulcerative colitis, UC)的疗效. 

方法: 本研究收集我科2年住院治疗的轻、中
度UC患者139例, 按随机、对照分为美沙拉嗪
治疗组81人与枯草杆菌、肠球菌二联活菌肠
溶胶囊+美沙拉嗪治疗组58人, 比较两组在达
到缓解时间、缓解率、维持缓解时间、复发
率等方面的差异, 并对结果进行统计学分析. 

结果: 枯草杆菌、肠球菌二联活菌肠溶胶囊+
美沙拉嗪与美沙拉嗪相比, 两组在缓解率、维
持缓解时间、复发率的比较, 枯草杆菌、肠球
菌二联活菌肠溶胶囊+美沙拉嗪组缓解率、

维持缓解时间、复发率方面差异有统计学意
义(χ2 = 4.481, F  = 3.435, χ2 = 4.757, 均P <0.05); 
达到缓解时间的比较 ,  差异无统计学意义
(P >0.05). 

结论: 在治疗轻、中度UC中, 枯草杆菌、肠球
菌二联活菌肠溶胶囊+美沙拉嗪与美沙拉嗪

■同行评议者
任粉玉, 教授, 延
边大学附属医院
消化内科
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■相关报道
目前UC在肠道菌
群 研 究 方 面 ,  已
有大量实验室研
究发现UC患者肠
道内双歧杆菌、
乳杆菌等益生菌
菌群较健康人群
明 显 减 少 ,  而 肠
杆菌及厌氧菌较
正常人群有所增
加 ,  此 为 微 生 态
制剂治疗UC提供
的依据.

相比, 具有缓解率高、维持缓解时间长、复发
率低等优点. 

关键词: 微生态制剂; 美沙拉嗪; 溃疡性结肠炎
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0  引言

溃疡性结肠炎(Ulcerative colitis, UC)又名非特异

性溃疡性结肠炎, 是一种目前发病原因尚不明确

的直肠和结肠炎性疾病. 病变主要局限于大肠黏

膜和黏膜下层. 主要临床症状有血性腹泻、黏液

脓血便和轻中度腹痛, 并可有其他脏器、组织, 
如关节、皮肤、眼、口及肝胆等肠外表现. 病情

轻重不等, 多呈反复发作慢性病程. 而我国近年

报道的炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
IBD)病例数激增, 近15年的3 000多篇UC文献报

道中已累计超过12万次, 而基于我国多家医院病

例统计推测, 目前我国UC的患病率是11.6/10万
人[1], 且有可能被低估. UC的发病高峰多在20-40
岁, 儿童及老年人较少见. 男女发病率无明显差

异. 近些年患者数较前有所增加. 早期诊断及治

疗对该病具有重要意义. UC的发病机制目前尚

未完全明确, 大量流行病学研究显示遗传因素、

环境因素、免疫调节紊乱、感染、肠道菌群紊

乱等多因素参与其发病过程[2]. 目前, 氨基水杨酸

制剂已成为轻、中度UC药物治疗的首选, 美沙

拉嗪为常用药物之一. 但近期临床研究发现, UC
患者肠道菌群失调, 肠道菌群在发病机制中起着

重要作用, 益生菌能够抵抗胃酸和肠道酶的消

化, 黏附于肠道黏膜表面并调节黏膜免疫反应, 
进而通过改变肠道微生物之间的平衡而起治疗

IBD的作用[2], 调节肠道菌群失调是目前治疗UC
的新方法, 枯草杆菌、肠球菌二联活菌肠溶胶囊

为临床常用益生菌类药物. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2009-01/2011-06住院的轻、

中度UC患者139例, 主要临床表现为腹泻、黏液

脓血便、腹痛、里急后重, 部分患者有肠外表

现, UC的诊断符合2007-05中华消化疾病学术会

议上通过的《我国炎症性肠病诊治规范共识意

见》随机分为实验组及对照组两组. 实验组: 给
予枯草杆菌、肠球菌二联活菌肠溶胶囊+美沙拉

嗪治疗, 此组患者58例中, 男34例, 女24例, 年龄

13-72岁, 平均45.50岁±14.43岁, 轻度31例, 中度

27例. 对照组: 给予美沙拉嗪口服, 此组患者81例
中, 男45例, 女36例, 年龄17-72岁, 平均44.48岁±

15.36岁, 轻度37例, 中度44例. 排除重度或难治

UC患者, 排除依从性差的患者, 排除对水杨酸类

药物过敏者, 排除妊娠及哺乳妇女. 枯草杆菌、

肠球菌二联活菌肠溶胶囊, 主要成分: 枯草杆菌

及粪肠球菌二联活菌制剂; 规格: 250 mg/粒. 美
沙拉嗪缓释颗粒, 主要成分: 美沙拉嗪缓释颗粒; 
规格: 500 mg/袋.
1.2 方法

1.2.1 治疗: 对照组按常规治疗量给予美沙拉嗪

颗粒冲剂1 g/次, 4 次/d, 缓解后给予1 g/次, 2次/d. 
试验组在上述治疗基础上加用枯草杆菌、肠球

菌二联活菌肠溶胶囊2粒/次, 3次/d, 三餐后口服. 
治疗前、治疗后随访观察血常规、尿常规、大

便常规、血沉、C-反应蛋白以及肝肾功能, 结肠

镜检查及病变部位病理检查. 
1.2.2 疗效评定: 有效: 临床表现完全或基本消失, 
结肠镜检查可见肠道黏膜基本正常、肠道黏膜

轻度炎症或假息肉形成; 无效: 经治疗后临床症

状、结肠镜检查提和病理检查均未见明显改善. 
统计学处理 利用SPSS17.0统计软件, 计量

资料用mean±SD表示, 组间比较采用t检验. 两
组计数资料用率表示, 率的比较采用χ2检验, 检
验水准α = 0.05, P <0.05有统计学差异. 

2  结果

2.1 一般资料的比较 两组资料在性别、年龄、

严重程度上差异无统计学意义(均P >0.05, 表1). 
两组资料在性别、年龄、严重程度上差异无统

计学意义(均P >0.05), 可以认为两组资料在性

别、年龄、严重程度上无明显差异, 可以进一

步进行疗效方面比较.
2.2 两种治疗方法效果的比较 枯草杆菌、肠球

菌二联活菌肠溶胶囊+美沙拉嗪组共58例, 平
均达临床缓解时间为53.60 d±10.09 d, 缓解率 
82.76%, 维持缓解时间236.00 d±14.97 d, 复发

率24.14%. 美沙拉嗪组共81例, 平均达临床缓解

时间为56.20 d±11.35 d, 缓解率66.67% , 维持

缓解时间197.00 d±32.63 d, 复发率41.98%(表
2). 两组缓解率、复发率之间差异有统计学意义

(P <0.05, 表3, 4).

3  讨论

UC是一种目前原因尚不十分明确的慢性非特异

■创新盘点
此文章基于临床
实践, 并对患者进
行随访, 对枯草杆
菌二联活菌制剂
联合美沙拉嗪治
疗轻中度UC疗效
进行了全面评价.
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性结肠炎症性疾病. UC的发病机制非常复杂, 目
前其发病机制尚未完全清楚, 大量流行病学研

究显示遗传因素、环境因素、免疫调节紊乱、

感染、肠道菌群紊乱等多种因素参与其发病过

程[3]. 在肠道菌群紊乱方面, 孙勇等[4]对27例活动

期UC患者、27例缓解期UC患者及10例正常人

群肠道菌群进行对比分析, 试验结果提示活动

期UC患者肠道内的双歧杆菌、乳杆菌等益生菌

数量均较健康人群明显下降, 而肠杆菌菌群数

较健康人群明显增加, 其余肠道内菌群却无明

显差别. 缓解期UC患者肠道内几种菌群数量与

健康人群相比基本无变化. 刘伟等[5]选取广州地

区40例肠道病变仅局限于乙状结肠以下的UC患
者, 用荧光定量PCR法检测标本中乳酸杆菌、

大肠杆菌、双歧杆菌的含量. 结果显示UC患者

病变肠段双歧杆菌、乳酸杆菌均较健康人为低, 
大肠杆菌均较健康人为高. 

综上, UC患者急性期肠道内双歧杆菌、乳

杆菌等益生菌数量较健康人群明显减少, 而肠杆

菌和肠球菌菌群数量则较健康人群有所增加, 此
为微生态制剂治疗UC提供了依据. Bibiloni等[6]在

2005年发现, 每日口服3.6×1012个益生菌, 对于

轻、中度UC患者的临床治疗缓解率达到77％, 
且无任何不良反应. 歧红阳等[7]应用以双歧杆

菌为主的4种活菌的益生菌制剂联合美沙拉嗪

治疗轻中度UC患者, 其疗效优于单用美沙拉嗪. 
秦荣等[8]尝试应用枯草杆菌二联活菌肠溶胶囊

(美常安)联用5-氨基水杨酸(美迪莎)治疗轻中度

UC患者, 其缓解率明显高于单用美迪沙. 汤绍辉 

等[9]对益生菌治疗UC疗效进行了Meta分析, 结
论提示对于活动期UC患者, 在应用传统药物治

疗的同时合用益生菌制剂可明显提高临床缓解

率; 对于缓解期UC患者, 益生菌制剂可作为维持

治疗药物, 其疗效与美沙拉嗪相当, 并优于安慰

剂. 本实验提示益生菌可协同5-氨基水杨酸类制

剂提高治疗UC的疗效. 
益生菌治疗UC的作用机制目前认为可能

是益生菌能够抵抗胃酸侵蚀及肠道内各种消化

酶的消化, 黏附并定植于肠道黏膜表面, 在肠道

内生长繁殖, 进而通过调整肠道内各菌群之间

的动态平衡而发挥治疗UC的疗效[10,11]. 其主要

作用机制: (1)维持肠道内菌群动态平衡: 临床

应用的益生菌制剂一般为双歧杆菌、嗜酸乳杆

菌、肠球菌等活菌胶囊, 这些有益菌在肠道内

生长、繁殖可以增加肠道内对人体有益的细

菌, 阻止对人体有害的致病菌生长繁殖, 达到调

整肠道内菌群动态平衡; (2)增强肠黏膜免疫功

能: 益生菌能够提高肠道内巨噬细胞对致病菌

的吞噬功能, 可以增加肠道内IgA的分泌, 益生

菌还可以抑制肠道内巨噬细胞释放TNF-α, 从
多方面提高肠黏膜免疫功能; 白爱平等[12]给小

鼠预先服用双岐杆菌, 发现其能有效抑制病变

肠段炎症细胞转录因子核因子κB(NF-κB)的活

化剂炎症细胞因子的分泌, 减轻肠道黏膜炎症

反应; (3)生物拮抗作用: 益生菌与肠道内致病微

生物竞争肠上皮细胞的结合位点, 抑制致病微

表  1  两组一般资料比较

     
分组

 性别
      年龄(岁)

   程度(n )

男 女 轻度 中度

枯草杆菌、肠球菌

胶囊+美沙拉嗪

34 24 45.50±14.43   31   27

美沙拉嗪 45 36 44.48±15.36   37   44

P值   0.719       0.693         0.366

表  2  两组临床缓解时间及维持缓解时间比较

     分组  n 临床缓解时间(d) 维持缓解时间(d)

枯草杆菌、肠球菌

胶囊+美沙拉嗪

58    53.6±10.09     236±14.97

美沙拉嗪 81    56.2±11.35     197±32.63

F 值         0.093         3.435

P 值         0.595         0.003

表  3  两种方法治疗缓解率的比较 n (%)

     
分组  n

            疗效

    有效     无效

枯草杆菌、肠球菌胶

囊+美沙拉嗪

58 48(82.76) 10(17.24)

美沙拉嗪 81 54(66.67) 27(33.34)

χ2值              4.481

P值              0.034

表  4  两种方法复发率的比较 n (%)

     
分组  n

                  疗效

     有效     无效

枯草杆菌、肠球菌胶

囊+美沙拉嗪

58 14(24.14) 44(75.86)

美沙拉嗪 81 34(41.98) 47(58.02)

χ2值              4.757

P值              0.029

■应用要点
本实验提示了微
生态制剂对轻中
度UC有一定的疗
效, 对临床应用微
生态制剂治疗UC
提供参考. 下一步
研究单独使用微
生态制剂治疗UC.
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生物与肠上皮结合从而抑制致病微生物的生长

繁殖, 以维持肠道菌群平衡, 并且产生营养肠道

的物质; 而肠道内乳杆菌还可以产生细菌素、

H2O2、生物表面活性剂等物质, 这些物质可直

接或间接杀灭致病菌[13]; (4)增强肠道黏膜屏障: 
益生菌黏附于肠黏膜表面, 与肠上皮细胞紧密

结合, 形成菌膜屏障, 益生菌促进上皮细胞分泌

黏液, 使其在肠黏膜和微生物之间形成防护膜, 
阻止致病微生物的定植和入侵, 并通过阻止致

病微生物黏附肠壁、易位或产生抗菌物质来抑

制致病微生物; 同时益生菌在肠道内代谢产生

的乳酸、乙酸等酸性物质, 降低了肠道内pH值, 
一定程度上抑制肠道内致病微生物的生长繁殖. 
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和中国知识资源总库收录. 《中国科技期刊引

证报告(核心版)》统计显示, 2010年《世界华人

消化杂志》总被引频次3 458次, 影响因子0.694, 
综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期

刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中

国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)的
第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率

0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献量712, 文献选出

率0.90, 参考文献量17 963, 平均引文数25.23, 平
均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 
基金论文比0.45, 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, 

《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68.00元, 全年

2448.00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》(2011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》
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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.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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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

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

《 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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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

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正

《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
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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

《世界华人消化
杂志》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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2012年国内国际会议预告

2012-06-22/25
第十四届国际病毒性肝炎和肝病大会
会议地点: 上海市
联系方式: info@isvhld2012.org

2012-06-29/07-01
第二十四次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 宁波市
联系方式: qgzxyjhxh@163.com

2012-06-30/07-01
中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-07-01/31
第一届全国普通外科青年医师学术论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmacjs@cma.org.cn

2012-07-01/31
第二届全国普通外科手术技术学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lining@126.com

2012-07-12/15
第六届地坛国际感染病会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@bjditan.org

2012-07-27/29 
第十届全国胃病学术大会
会议地点: 哈尔滨市 
联系方式: xiaohuahuiyi2012@163.com

2012-08-17/19
第九届中国人民解放军肿瘤学术大会(长征肿瘤大会)
会议地点: 重庆市
联系方式: huangxiaoyu@stapricot.com

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-08-30/09-02
2012年中华医学会全国麻醉学术年会
会议地点: 重庆市
联系方式: csa2012@live.cn

2012-09-01/30 
中华医学会第三次全国肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 郑州市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2012-09-01/30 
第十五届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会
会议地点: 济南市
联系方式: doclf@163.com

2012-09-06/09
第七届中国肿瘤学术大会暨第十一届海峡两岸肿瘤学术
会议
会议地点: 北京市
联系方式: shengwangyan@163.com 

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-20/23
2012中国消化病学大会 
会议地点: 上海市
联系方式: abstract@ccdd2012.org 

2012-09-21/30
2012中华影像技术第20次全国学术大会暨国际影像技术
论坛 
会议地点: 长春市 
联系方式: ting@dxyer.com

2012-10-21/11-10 
第十四次全国中医肛肠学术交流大会 
会议地点: 长沙市
联系方式: gcfh2012@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn

2012-10-31/11-03
第十届中国介入放射学学术大会(2012CSIR)暨2012国际
栓塞会议
会议地点: 南京市
联系方式: liufang@cyberzone.cn

2012-11-13/17
肿瘤微环境(冷泉港亚洲、国际癌症的微环境学会联合
承办)
会议地点: 苏州市
联系方式: qxue@csh-asia.org
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白爱平 副教授

中山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

戴朝六 教授

中国医科大学第二临床学院(盛京医院)肝胆外科

杜奕奇  副教授

中国人民解放军第二军医大学长海医院

樊晓明 主任医师

复旦大学附属金山医院消化科

范学工 教授

中南大学湘雅医院感染病科

顾国利 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

胡国信 副教授

南昌大学第一附属医院

黄颖秋 教授

本溪钢铁(集团)总医院消化内科

李淳 副教授

汕头大学医学院病理学教研室

李勇 副教授

上海中医药大学附属市中医医院消化科

梁力建 教授

中山大学附属第一医院肝胆外科

刘宝林 教授

中国医科大学附属盛京医院

刘丽江 教授

江汉大学肿瘤研究所

吕宾 教授

浙江中医学院附属医院(浙江省中医院、浙江省东方医院)消

化科

                                                                 • 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！

南极星 教授

延边大学药学院

沈薇 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

孙学英 教授

哈尔滨医科大学第一附属医院黑龙江省肝脾外科中心

谭晓冬 教授

中国医科大学附属盛京医院

田文静 副教授

哈尔滨医科大学

王俊平 教授

山西省人民医院消化科

夏时海 副教授

中国人民解放军武警后勤学院附属医院肝胆胰脾科(中心)

徐辉雄 教授

同济大学附属第十人民医院暨上海市第十人民医院超声科

徐泱副 教授

复旦大学附属中山医院肝外科复旦大学肝癌研究所

许文燮 教授

上海交通大学基础医学院, 病理、生理与病理生理系

颜宏利 教授

中国人民解放军第二军医大学医学遗传学教研室

杨建民 教授

浙江省人民医院消化内科

于颖彦 教授 

上海市瑞金医院消化外科研究所与器官移植中心

张俊 副教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

郑培永 副研究员

上海中医药大学脾胃病研究所，上海中医药大学附属龙华医

院消化内科

www.wjgnet.com
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