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在消化系肿瘤发
生率居高不下的
情况下, 胃癌癌前
病变(PLGC)与胃
癌的发生关系成
了目前研究的热
点. PLGC是胃癌
发生和发展过程
中的一个重要阶
段, 早期发现和干
预是防控胃癌的
重要手段.
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Abstract
The development of precancerous lesions of gas-
tric cancer is a critical stage of the evolution of 
gastric cancer. Early detection and intervention 
for these lesions are of considerable significance 
in reducing the morbidity of gastric cancer. The 
development of precancerous lesions of gastric 
cancer is controlled by multiple factors such as 
Helicobacter priori infection, DNA methylation, 
microsatellite instability, and p53 status. Be-
cause of high malignancy and unclear etiology 
of gastric cancer, there are certain difficulties in 
carrying out successful primary prevention. This 
review aims to review the recent advances in 
understanding the pathogenesis of and preven-
tive strategies for gastric precancerous lesions.

Key Words: Gastric cancer; Precancerous lesions of 

gastric cancer; Intraepithelial neoplasia

Fan YF, Wei MX. Precancerous lesions of gastric cancer: 
Research progress and preventive strategies. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 1807-1812

摘要

胃癌癌前病变(precancerous lesions of gastric 
cancer, PLGC)是胃癌发生和发展过程中的一
个重要阶段, 早期发现和干预是防控胃癌的
重要手段. 在PLGC的形成过程中, DNA甲基
化、微卫星不稳定性、p53 以及幽门螺杆菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )感染等占有重要
位置. 鉴于胃癌的高度恶性, 且其病因发病机
制尚未完全阐明, 实施针对病因的一级预防比
较困难. 本文就目前PLGC发病机制、防治对
策等问题进行总结, 以便于临床医师对胃癌前
病变进行密切的监测及有效的干预. 

关键词: 胃癌; 癌前病变; 上皮内瘤变

范尧夫, 魏睦新. 胃癌癌前病变的研究进展及防治对策. 世界华

人消化杂志  2012; 20(20): 1807-1812
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0  引言

目前全球范围内, 消化系肿瘤的发病率及死亡

率均居高不下, 其中胃癌处于我国各类恶性肿

瘤死亡率的首位, 严重威胁着人类的健康[1,2]. 胃
癌是我国最常见的癌症之一, 流行病学调查发

现进展期胃癌5年生存率不足20%, 而早期胃

癌及手术后5年生存率高达90%以上[3]. 胃癌的

发病机制尚不明确, 一般认为胃癌的发生常在

癌变之前经历相当漫长的演变过程, 是一多步

骤、逐渐进展的过程, 众多基因及分子改变的

累积与这一演变过程密切相关[4]. 1988年Correa
等[5]提出胃癌的发生模式为: “正常胃黏膜-慢
性浅表性胃炎-慢性萎缩性胃炎-小肠型肠上皮

化生-大肠型肠上皮化生-异型增生(中重度)-胃
癌(肠型)”, 这是目前较为认可的胃癌进展模

式. 由于胃癌发生的分子机制目前尚不清楚, 所
以胃癌癌前病变与胃癌的发生关系成了目前的

■同行评议者
沈 克 平 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属龙华医院
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■研发前沿
在 P L G C 的 形 成
过程中 ,  DNA甲
基化、微卫星不
稳 定 性、p 5 3 以
及幽门螺杆菌(H. 
py lori )感染等占
有 重 要 位 置 .  人
们试图寻找好的
诊断方法来及早
发 现 癌 前 病 变 , 
通过有效措施对
其进行干预治疗
以阻断其进一步
发 展 ,  进 而 有 效
降低胃癌发生率.

研究热点. 人们试图寻找好的诊断方法来及早

发现癌前病变, 并通过对其干预治疗来阻断胃

癌发生. 所以及早发现癌前病变, 阻断其进一步

发展, 可以有效降低胃癌发生率. 近年来, PLGC
在基础研究和临床治疗中均取得了长足的发展. 
本文从PLGC发生及其癌变的机制、中西医防

治对策等方面作一述评. 

1  胃癌癌前病变与胃癌的关系

胃癌前期变化包括癌前状态和癌前病变两个

方面. 癌前状态为临床概念, 指胃癌前期疾病, 
如慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, 
CAG)、胃溃疡、胃息肉、术后残胃、恶性贫

血等, 目前疾病研究中以幽门螺旋杆菌(Helico-
bacter pylori , H. pylori )感染最受重视. 而癌前病

变则为病理概念, 指胃黏膜及腺上皮的某种病

变, 可能转变成胃癌, 包括肠上皮化生、不典型

增生或异型增生. 2000年WHO公布的新版消化

系统肿瘤病理学和遗传学分类中[6], 将上皮内瘤

变(intraepithelial neoplasia, IN)和肠化生(简称肠

化, intestinal metaplasia, IM)视为胃癌的癌前病

变(precancerous lesion of gastric cancer, PLGC)[7]. 
一般认为, 胃黏膜不完全性肠化生、中重度不

典型增生, 具有较明显的癌变倾向, 需要进行积

极的治疗. 
1.1 胃黏膜上皮内瘤变与胃癌 2000年国际癌症

研究机构(international agency for research on ca-
ncer, IARC)对胃肠道癌前病变和早期胃癌的

诊断标准作了一些规定, 首次将IN的定义引入

到消化系统肿瘤中 ,  建议用I N取代“异型增

生”、“不典型增生”和“原位癌”[6]. 胃黏膜

上皮内瘤变(gastric intraepithelial neoplasia, GIN)
是指胃黏膜上皮结构和细胞学上的异常. 结构

异常表现为上皮排列紊乱和细胞极性丧失; 细
胞学异常表现为细胞核不规则、深染, 核质比

例增高和核分裂活性增加等. WHO推荐将上皮

内瘤变分为2级, 即低级别与高级别上皮内瘤变

(low-grade and high-grade intraepithelial neopla-
sia), LGIN相当于轻度和中度异型增生, HGIN相

当于重度异型增生和原位癌. 进行胃镜活检时

应用上皮内瘤变这一名称, 并不排斥同时存在

癌. Misdraji等[8]研究显示一些活检标本诊断为

HGIN或重度异型增生, 在3 mo内发现浸润性癌, 
表明最初活检时已经存在癌. 

GIN由于其既可以发生在胃固有黏膜腺体

上皮, 也可以发生在肠化生的腺体上皮, 故有

胃型和肠型之分[9]. 荷兰的一次大规模队列研

究结果显示, CAG、IM、LGIN、HGIN患者最

终发展为胃癌分别是0.10%、0.25%、0.60%、

6.00%, 且PLGC的严重程度直接关系到患者的

预后[10]. 我国一项针对GIN的调查显示[11], 轻、

中、重度G I N癌变率分别为1 .7%、9 .8%和

42.1%. 阮洪军等[12]回顾性分析显示28例术前病

理诊断HGIN的患者中术后仅4例维持HGIN的

诊断, 其余24例均为胃癌, 提示胃镜活检胃黏膜

病理诊断为HGIN的患者在大部分情况下同时

已经存在癌变. 国外文献中显示HGIN到确诊为

胃癌平均4-48 mo, 而从LGIN进展为胃癌的平均

时间为10-48 mo[13,14]. 同时研究表明LGIN患者

38%-75%可以逆转为正常胃黏膜, 19%-50%持

续存在, 而HGIN患者只有不到16%可以消退, 持
续存在者占14%-58%[15,16]. 

临床中我们发现大部分GIN属于低级别, 在
经过适当对症治疗之后还是可以逆转的. 虽然

LGIN的癌变率并不高, 但是患者仍然需要定期

复查和积极治疗. 对于HGIN在短期内发生癌变

的可能性较高, 所以临床上多建议行内镜下黏

膜切除. 
1.2 胃黏膜肠上皮化生与胃癌 IM是指胃黏膜固

有腺体在病理情况下被肠腺样腺体所替代, 当
受到刺激时出现杯状细胞和吸收细胞[17]. 根据

IM黏膜组织学变化的不同, 可将IM分为3种亚

型: 完全小肠型(Ⅰ型)、不完全小肠型(Ⅱ型)及
不完全大肠型[18]. 根据研究证实, 不完全性IM发

生胃癌的危险性远远大于完全性IM. 
流行病学调查发现, 胃黏膜肠化生具有高致

癌风险, 因此被视作胃癌前病变. 在我国进行

的一项调查显示, 胃癌高发省份IM的发生率要

比低发省份高得多[19]. 日本研究人员在进行评

估PLGC与胃癌关系时发现IM是肠型胃癌发生

的唯一条件[20], 由IM发展为胃癌的相对危险度

是6.4(95%CI). 一项对PLGC的长期研究指出, 
H. pylori、重度CAG、IM是胃癌的高发因素[21]. 
因此IM的逆转治疗的成效对于降低胃癌的发生

率有着实质性的意义. 
1.3 幽门螺杆菌与胃癌 自从Marshall成功培养和

分离出H. pylori以来, 大量文献报道证实, H. pylori
感染是胃癌发展过程中的重要因素[22]. WHO已

将H. pylori列为第1类致癌危险因子[23]. H. pylori
感染可引起胃黏膜上皮细胞增殖与凋亡失衡、

调控基因异常、诱导氧化应激、上调诱导型一

氧化氮合酶、环氧合酶、端粒酶等相关基因的
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表达, 最终导致PLGC和胃癌. 因此, 清除H. py-
lori可以有效阻断PLGC的进程、恢复胃黏膜细

胞的分子生物学行为, 降低胃癌发生率. 
赖铭裕等[24]在322例H. pylori感染胃黏膜活

检标本中发现不典型增生占有率为11.5%, 显著

高于无感染组, 提示H. py lori感染与胃癌前病

变有关, 从而产生胃癌的机会亦增加. 李红霞[25]

从慢性非萎缩性胃炎, 慢性萎缩性胃炎伴肠化

生、异型增生的发展过程中, H. pylori的感染率

逐渐增高; 研究结果还显示, P53蛋白在慢性非

萎缩性胃炎组、肠化生、异型增生和胃癌中的

H. pylori (+)组其表达率要高于其H. pylori (-)组. 
Schneller等[26]报道约70%H. pylori感染者可以检

测到cag致病岛(CagA )基因, CagA基因阳性者胃

窦黏膜肠化生的几率增高, CagA蛋白进入细胞, 
诱导细胞凋亡, 持续的细胞凋亡最后导致胃上

皮细胞的过度增殖和DNA合成增加, 最后可能

导致胃黏膜萎缩、肠化生, 恶性转化. 

2  胃癌癌前病变的机制

由于PLGC处于不同阶段发生癌变的几率各不

相同, 所以内镜复查监测就显得尤为重要. 但是

我国受到经济水平和医疗环境的限制, 现阶段

将胃镜作为普查项目无法施行, 所以对PLGC
的癌变机制研究, 争取发现灵敏度较高的标志

物是目前研究的重点. 近几年来国内外学者深

入到PLGC的分子生物学领域, 对原癌基因、

癌基因及其产物、抑癌基因、凋亡调节基因、

DNA修复基因和端粒酶的研究表明了各种致癌

因素可能以协同或序贯的方式引起细胞非致死

的DNA损害是肿瘤发生的中心环节[27]. 目前在

PLGC的癌变过程中, 研究机制主要集中在以下

几个方面. 
2.1 DNA甲基化与胃癌癌前病变 DNA甲基化是

一种重要的遗传学表达机制, 是对DNA的一种

化学修饰, 在维持染色体结构、X染色体失活、

基因印记及胚胎发育、细胞分化、肿瘤发生等

方面均起重要作用[28]. 国内研究发现胃癌组织

中c-myc和c-Ha-ras基因甲基化水平降低, c-Ha-
r a s 低甲基化是胃腺细胞早期癌变的一个重要

遗传学事件[29]. 国外研究中发现CDH1的甲基化

似乎是伴H. pylori感染的慢性胃炎的早期事件, 
MLH1甲基化则发生于晚期伴随肠上皮化生的

病变中[30]. 王贺玲等[31]对与细胞周期及细胞凋亡

有关的4组基因进行研究, 结果显示一个癌组织

中出现多个基因及其启动子甲基化的现象, 说

明了甲基化在肿瘤发生中协调出现. 越来越多

的研究证实DNA甲基化可考虑作为检测PLGC
标本中的肿瘤细胞, 甚至对血液中肿瘤细胞的

检测、预测对化疗药物的敏感性及全面治疗结

果的评价都是一个较好的指标. 
2.2 微卫星不稳定性与胃癌癌前病变 微卫星不

稳定性(microsatellite instability, MSI)系MMR
基因突变及其功能异常造成D N A频发复制

错误(RER)并不断积累而产生, 细胞的微卫星

(M S)D N A序列发生改变, 失去正常生理调控

功能, 引起细胞的增生及分化异常, 从而参与

肿瘤发生. MSI是错配修复基因缺陷的重要标

记. Hasuo等[32]研究发现早期胃癌行内镜下切除

术后, MSI的检测可作为评判肿瘤复发的标志. 
Hamamoto等[33]通过9个微卫星位点的研究, 结果

显示胃癌组织中MSI阳性率为46.7%, 癌旁肠化

组织MSI阳性率为26.7%. 李异玲等[34]研究结果

表明: MSI在萎缩性胃炎及肠上皮化生等癌前期

病变阶段就开始出现, 并且其在癌前期病变的

表达阳性率与胃癌比有显著差异(P <0.05), 说明

MSI是胃癌发生的早期事件之一. 以上的研究表

明MSI的检测对筛选胃癌相关的抑癌基因提供

了一个很好的手段, 检测MSI有可能成为胃癌早

期诊断以及判断预后的有效手段. 
2.3 抑癌基因p53 与胃癌癌前病变 抑癌基因p53
是迄今发现与人类肿瘤相关性最高的抑癌基因, 
定位于17号染色体短臂上, 野生型p53基因可因

突变转变成突变型p53基因, 突变型p53丧失其

正常功能, 且部分突变型p53获得促增殖、转化

致癌潜能, 并能抑制细胞凋亡. 国外报道p53抑
癌基因异常是肠型胃癌发生的早期事件, 其表

达为早期胃癌的重要诊断参考指标. 赵松等[35]的

结果显示从正常胃黏膜、囊性扩张腺体、轻、

中度不典型增生、大肠型化生、重度不典型增

生至胃癌, P53表达率呈依次上升趋势, 其中重

度不典型增生组与胃癌组该基因表达率差异无

统计学意义(P >0.05), 而与正常胃黏膜组间差异

显著(P <0.001). 最近研究表明p16基因蛋白常表

达对胃癌的发生发展、恶变程度、淋巴结转移

预后有密切关系. 
2.4 端粒、端粒酶与胃癌癌前病变 端粒是一种

天然线状染色体的末端, 端粒酶是由蛋白质和

RNA构成的核蛋白, 其功能是合成染色体末端的

端粒. 端粒可维持染色体结构的完整性, 防止染

色体结构在复制时丢失及防止其被核酸酶降解. 
在细胞恶变时, 端粒酶被激活, 催化端粒延长, 使
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癌细胞无限增殖. 徐萍等[36]研究显示: 胃癌组织

端粒酶活性表达阳性率为91%, 胃癌前病变组织

端粒酶活性表达阳性率为56%, 正常胃组织中无

端粒酶活性表达, 胃癌组与正常组端粒酶活性表

达阳性率有显著差异(P <0.001). 由于正常组织

中检测不到端粒酶, 所以端粒酶可以作为区别正

常、良性增生及癌细胞的一个重要指标. 

3  胃癌癌前病变中西医防治对策

PLGC的逆转消失是预防胃癌发生的有效措施. 
依据胚胎学发生行为, 在特定的条件下, 组织萎

缩或化生具有潜在的可逆性. 那么PLGC是否也

具有逆转性呢? 答案肯定与否对于我们的治疗

有着至关重要的意义. 如果PLGC可以逆转, 就
可以明显降低胃癌的发生率; 若PLGC不具有可

逆性, 那以后我们对于PLGC的研究方向就只能

转为预防. 流行病学调查发现PLGC通过合理的

用药之后完全可以逆转为正常胃黏膜细胞. 从
现阶段中西医防治对策来看, 主要分为以下几

个方面: 
3.1 根除幽门螺杆菌 由于H. pylori的存在可以

诱导CAG、IM、GIN的发生, 加速PLGC癌变的

速度, 所以根除H. pylori对于逆转PLGC起到了

关键的作用. Lee等[37]通过动物实验证明, 应用

奥美拉唑、甲硝唑和克拉霉素根除H. pylori , 可
显著减轻GIN程度, 防止由低级别进展为HGIN. 
Mabe等[38]随访北海道4 133例患者发现早期根

治H. pylori的患者胃癌发病率(0.24%)明显低于

根除H. pylori失败的患者(1.39%). 
3.2 肿瘤分化诱导剂 维甲类化合物是目前研究

较深入的肿瘤分化诱导剂, 可抑制多种组织器

官的化学诱生癌, 抑制人胃癌细胞株的生长. 动
物实验发现维甲酸和丁酸钠对大鼠实验性胃癌

前病变有部分逆转及阻断作用[39]. 临床研究亦

证明, 应用维甲类化合物维胺酯和维安酸治疗

PLGC, 有效率达70.0%-89.3%. 因此肿瘤分化诱

导剂可以有效阻止PLGC发生癌变或使其逆转

为正常, 为胃癌二级预防的重要手段. 
3.3 抗氧化剂 当胃黏膜发生萎缩时候, 胃酸分泌

会明显减少, 胃内pH环境的改变有利于内源性

致癌物质的生成, 如果能够及时补充抗氧化剂

可能对于PLGC逆转有一定的意义. 有研究发现

长期补充抗氧化剂、维生素、叶酸和胡萝卜素

对预防和阻断胃黏膜上皮内瘤变进展有一定作

用[40]. 周连鸿等报道叶酸对慢性萎缩性胃炎伴

异型增生有改善作用, 其作用主要是通过提高

DNA总甲基化水平来实现. Lashner等发现补充

叶酸可使恶性贫血患者的胃黏膜巨细胞异型增

生消失. 
3.4 中医药治疗 中医药在肿瘤治疗方面的作用

越来越受到关注, 不论是其对癌前疾病的抑制

作用, 还是对机体免疫力的提高, 都已成为中药

抗肿瘤机制的研究热点[41]. 目前研究表明许多

中药和复方具有保护黏膜, 改善胃黏膜血液循

环, 增强胃黏膜上皮细胞的再生和修复功能, 可
以有效逆转PLGC的发生. 魏睦新教授领导的课

题组运用中医论治的原理, 结合胃肠道细胞生物

学、现代中药药理以及内窥镜病理, 摸索出了一

系列治疗方案, 取得了很好的临床逆转疗效[42-44]. 
吕林懋等[45]报道芪莲舒痞汤治疗慢性萎缩性胃

炎癌前病变56例, 从内镜及病理检查结果证明

总有效率89.30%. 高绍芳等[46]运用化浊解毒方

(茵陈、藿香、佩兰、茯苓、黄连、全蝎、白花

蛇舌草、半边莲、半枝莲)能抑制PLGC大鼠胃

黏膜癌基因CyclinD1 mRNA的表达, 激活胃黏

膜抑癌基因PTEN mRNA的表达, 从而达到逆

转胃癌前病变, 防止其向胃癌发展的效果. 邱
卫东[47]采用温胃健脾汤联合隔姜灸治疗PLGC, 
结果治疗组总有效率88.9%, 对照组总有效率

69.4%, 2组比较有统计学意义(P <0.05). 中医药

对于PLGC的治疗遵循“治未病”的理念, 该方

法对于PLGC获效的机制可能与中药的多靶点

调控作用有关, 一定程度地纠正胃黏膜细胞增

殖与凋亡的失衡状态, 使细胞在正常范围内有

效增殖, 使得具有恶性转化潜能的胃黏膜细胞

向良性表型转化. 
3.5 内镜干预治疗 早期胃癌内镜下治疗已能达

到治愈, 但PLGC的内镜下干预治疗尚处于研究

探索阶段. 一般认为单纯的IM及LGIN不需要内

镜处理, 而HGIN可以通过内镜治疗而逆转. 褚
衍六等[48]在临床中发现窄带成像技术有助于提

高活检的准确率, 更能准确的发现PLGC. 刘思

德等[49]采用针形电刀进行黏膜下整片切除术治

疗GIN 5例, 6 mo后内镜复查见病变部残基形

成瘢痕, 病理检查未见病变残留, 完整切除率

100%. 叶国良等[50]认为胃上皮内瘤变行内镜黏

膜下剥离术治疗内镜下有明确病灶的上皮内瘤

变可及时发现早期胃癌, 并有效预防胃癌的发

生、发展. 

4  结论

目前对于PLGC的发生、癌变机制及其逆转治
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疗的研究已经取得显著进展, 随着细胞分子生

物学的不断发展, 在基因和分子层面进一步探

寻PLGC发病及癌变机制, 才能使逆转治疗得到

突破性进展. 同时继续研究、寻找有效的治疗

CAG及促进IM、GIN逆转的新药物和中西医结

合治疗最佳方案, 服务于胃癌的早期筛查、发

现和早期干预. 
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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). 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年7月18日; 20(20): 1813-1818
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

5-Fu对低氧下胃癌SGC7901细胞系中SP细胞比例及
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■背景资料
低氧是多种实体
肿瘤包括胃癌的
特征之一, 低氧不
但可以维持肿瘤
干细胞的未分化
状态, 还可以诱导
非肿瘤干细胞的
去分化, 从而表现
肿瘤干细胞特征, 
可能是低氧下肿
瘤放化疗抵抗和
复发的根源.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of resistance 
to 5-fluorouracil (5-Fu) chemotherapy in gastric 
cancer cells under hypoxia. 

METHODS: The proli ferat ive act ivity of 
SGC7901 cells was determined by MTT assay, 
and the half maximal inhibitory concentration 
(IC50) of 5-Fu under normoxia and hypoxia was 
calculated. After 5-Fu at a concentration of IC50 

was incubated with cells for 24, 48 or 72 h under 
hypoxia, the percentage of SP cells was detected 
by Hoechst 33342 staining, the expression of 

HIF-2α protein was detected by immunocyto-
chemistry, and the expression of ABCG2 was 
detected by fluorescence immunocytochemistry.

RESULTS: 5-Fu inhibited the proliferation of 
SGC7901 cells in a dose- and time-dependent 
manner under normoxia and hypoxia. The IC50 of 
5-Fu under normoxia and hypoxia was 100 mg/L 
and 200 mg/L, respectively. The ratio of SP cells 
in SGC7901 cells was 1.87% under nomoxia, 
and significantly increased after induction by 
hypoxia for 24, 48, and 72 h. Treatment with 
5-Fu had no significant impact on the propor-
tion of SP cells under normoxia, but gradually 
increased SP cell proportion under hypoxia. The 
expression levels of HIF-2α and ABCG2 proteins 
in SGC7901 cells were lower under normoxia. 
Treatment with 5-Fu had no significant impact 
on the expression of HIF-2α and ABCG2 pro-
teins under normoxia, but gradually increased 
their expression under hypoxia.

CONCLUSION: The mechanism underlying 
the resistance of SGC7901 cells to 5-Fu under 
hypoxia may be related to inducing HIF-2α and 
ABCG2 expression and promoting stemness.

Key Words: 5-Fluorouracil; Hypoxia; Cancer stem 
cells; SP cells; ATP-binding cassette superfamily G 
member 2; Hypoxia inducible factor-2α

Zhang XQ, Feng YG, Wu MY, Zhu Y, Bai HX, Wang XY. 
Effect of 5-Fu on the ratio of SP cells and expression of 
HIF-2α and ABCG2 in human gastric cancer cell line 
SGC7901 under hypoxia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(20): 1813-1818

摘要

目的: 探讨低氧下5-Fu化疗抵抗的机制.

方法: M T T检测常氧和低氧下的细胞活力, 
并计算5-Fu的半数抑制浓度(IC50). 以IC50的
5-F u分别作用细胞常氧和低氧组细胞24、
48和72 h后, 收集标本, Hoechst33342染色法
检测侧群(side population, SP)细胞的比例, 免
疫细胞化学法检测低氧诱导因子(hypox ia-

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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■研发前沿
化疗是当前治疗
胃癌的主要手段
之 一 ,  但 治 疗 效
果仍无重大进展, 
其主要原因就是
胃癌细胞对化疗
药物产生了多药
耐 药 ,  该 领 域 是
目前研究的一个
热 点 ,  但 具 体 耐
药机制尚不十分
明确.

inducible factor-2α, HIF-2α), 荧光免疫细
胞化学法检测ABCG2(ATP-binding cassette 
superfamily G member 2)的表达.

结果: 常氧和低氧下, 5-Fu均呈时间、剂量依
赖性地抑制SGC7901细胞增殖, 其IC50分别
为100、200 mg/L. 常氧下SP细胞的比例为
1.87%, 低氧诱导后其比例逐渐增加. 常氧下
5-Fu-IC50作用于细胞不用时间后, SP细胞的比
例无明显变化, 低氧下其比例却逐渐增加. 常
氧下, HIF-2α和ABCG2蛋白呈低水平表达, 且
5-Fu-IC50作用于不同时间后也无明显变化, 低
氧下5-Fu-IC50作用于不同时间后二者的表达
逐渐增加.

结论: 低氧下5-Fu对胃癌SGC7901细胞存在化
疗抵抗可能与低氧通过诱导HIF-2α-ABCG2
通路的表达、促进肿瘤细胞的干细胞化有关, 
这可能是肿瘤化疗抵抗和复发的根源.

关键词: 5-Fu; 低氧; 肿瘤干细胞; 侧群细胞; ABCG2; 

低氧诱导因子-2α
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0  引言

低氧是多种实体肿瘤包括胃癌的特征之一, 可
诱导肿瘤细胞低氧诱导因子(hypoxia-inducible 
factor, HIFs)的活性, HIFs与肿瘤的血管生成、

侵袭转移及放化疗抵抗等恶性生物学表型密

切相关[1]. 低氧通过诱导干细胞产生HIFs, 调
控Notch和Oct4、Wnt、c-Myc、ABCG2(ATP-
binding cassette superfamily G member 2)等多

种干细胞信号通路的表达, 维持干细胞未分化

特征[2-5]. 最近很多学者从不同的细胞系和肿瘤

组织中分离到了一群侧群(side population, SP)
细胞, 可以作为研究肿瘤干细胞的重要资源[6]. 
ABCG2是分选多潜能干细胞的标记, 参与肿瘤

的多药耐药, 而多药耐药是导致胃癌化疗失败

的一个重要原因[7-9]. 研究表明ABCG2是HIF-
2α的一个直接靶基因, 低氧通过诱导HIF-2α-
ABCG2通路高表达导致肿瘤干细胞的多药耐

药[10,11]. 研究低氧下化疗药物对肿瘤干细胞的影

响有助于深入阐明化疗抵抗的干细胞机制, 具
有重要的理论及临床意义. 肿瘤低氧可降低化

疗药5-Fu的抗肿瘤活性[12], 我们推测5-Fu化疗抵

抗可能与低氧促进肿瘤细胞的干细胞化有关, 
为此我们研究了低氧下5-Fu对人胃癌SGC7901
细胞系中SP细胞的比例及HIF-2α、ABCG2表达

变化的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC7901购自山东省医

学科学院; 5-Fu为上海旭东海普药业有限公司

生产; 氯化钴(CoCl2)购于美国Sigma公司; RPMI 
1640培养基、MTT均购自美国Gibco公司; 胎牛

血清(杭州四季青); HIF-2α、ABCG2多克隆抗

体、罗丹明标记山羊抗兔IgG及SP-9000免疫组

化试剂盒均为为北京中杉金桥生物技术有限公

司产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞株SGC7901接种于

含100 mL/L胎牛血清、青霉素、链霉素各l×
105 U/L的RPMI 1640培养液中, 置37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱内常规传代培养. 化学缺氧剂CoCl2 
(浓度为150 μmol/L)用于模拟肿瘤内低氧微环境. 
1.2.2 MTT法测定常氧和低氧下5-Fu对胃癌细

胞的增殖抑制率: 取对数生长期的细胞,以2×
104/L的密度接种于96孔培养板 ,  每孔体积为

200 μL. 分为常氧组和低氧组, 低氧组待细胞贴

壁后分别加入C o C l2和不同浓度的5-F u(25、
50、100、200 mg/L), 常氧对照组不加CoCl2. 在
37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养24、48、72 h
后, 用移液枪吸走旧培养基, 每孔加入5 g/L MTT
溶液20 μL和新鲜培养基180 μL, 继续培养4 h; 吸
尽上清液, 加入二甲基亚砜100 μL/孔, 振荡10 min
充分溶解, 在酶标仪上以490 nm波长测每孔的

吸光度A值. 细胞生长抑制率 = (对照孔A值-实
验孔A值)/对照孔A值×100%. 
1.2.3 Hoechst33342染色法检测5-Fu对低氧下

SGC7901细胞SP细胞比例的影响: 取对数生长

期的SGC7901制成2×108/L的细胞悬液, 每孔

0.5 mL, 加入放有盖玻片的24孔板内. 设常氧

组、低氧组, 低氧组加入CoCl2和半数抑制浓度

的5-Fu(200 mg/L), 常氧组只加半数抑制浓度的

5-Fu(100 mg/L), 分别培养24、48、72 h后取出

细胞爬片, PBS冲洗, 冷丙酮固定13 min. 细胞爬

片加入0.1% Triton室温放置20 min, 加入适量

Hoechst33342, 37 ℃避光孵育30 min, PBS冲洗, 
最后用PBS封片. 倒置荧光显微镜下观察, 计算

SP细胞所占比例. 
1.2.4 免疫细胞化学法观察5-Fu对低氧下胃癌细
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■相关报道
研究表明ABCG2
是HIF-2α的一个
直接靶基因, 低氧
通过诱导HIF-2α-
ABCG2通路高表
达导致肿瘤干细
胞的多药耐药.

胞HIF-2α表达: 分组同1.2.3, 取制备好的细胞爬

片, 按试剂盒步骤检测HIF-2α, DAB显色, 脱水, 
透明, 中性树胶封片. 用已知阳性的乳腺癌切片

作为阳性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 
结果判定: HIF-2α的阳性结果为细胞浆内有棕

黄色颗粒出现. 采用Imagepro plus图像分析软件, 
检测HIF-2α阳性细胞的平均A值, 以间接反映

HIF-2α蛋白的表达量, 并取其均值. 
1.2.5 免疫荧光法检测5-Fu对低氧下胃癌细胞

ABCG2蛋白的表达: 分组同1.2.3, 将细胞爬片依

次加入0.1% Triton、山羊血清, 一抗4 ℃过夜, 滴
加罗丹明标记山羊抗兔IgG, 37 ℃避光孵育1 h, 
PBS冲洗, 最后用PBS封片, 荧光显微镜下观察

并拍照. 用已知阳性的精原细胞瘤切片作为阳

性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 结果判

定: ABCG2的阳性结果为细胞质表达红色荧光. 
统计学处理 定量资料的统计描述用mean±

SD表示, MTT用析因设计分析, 组间比较用t检
验和单因素方差分析, 用统计软件SPSS17.0分
析, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 低氧环境下不同浓度5-Fu对SGC7901细胞增

殖的影响 低氧环境下, 不同浓度的5-Fu作用不

同时间后, SGC7901细胞的增殖活性显著高于常

氧对照组(F = 3544.12, P <0.01). 低氧环境下, 相
同浓度的5-Fu呈时间依赖性地抑制SGC7901细
胞增殖, 作用48 h其增殖抑制率显著高于24 h, 72 h
又高于48 h; 不同浓度的5-Fu呈剂量依赖性地抑

制SGC7901细胞增殖, 50 mg/L组高于25 mg/L组, 
100 mg/L组高于50 mg/L组, 而200 mg/L组又显

著高于100 mg/L组(均P <0.01, 表1). 细胞在接种

后的48-72 h处于对数生长期, 常氧和低氧下不同

浓度的5-Fu作用于SGC7901细胞48 h后的生长抑

制率分别为(常氧: 20.57%、31.11%、46.40%、

72.62%; 低氧: 14.15%、 23.00%、 31.35%、 
48.63%); 故5-Fu在常氧和低氧下对SGC7901细胞

的IC50分别约为100、200 mg/L(图1). 
2.2 Hoechst33342染色法检测IC50的5-Fu对低

氧下S G C7901细胞S P细胞比例的影响  荧光

显微镜下观察可见, SP细胞的胞核较大, 呈圆

形或者椭圆形, 淡染或者低染. 胃癌SGC7901
经Hoechs t33342染色后胞核呈低染的比例为

1.87%. 常氧下IC50的5-Fu作用24、48和72 h后, 
SP细胞比例无明显变化, 低氧下IC50的5-Fu作用

24、48和72 h后, SP细胞的比例逐渐增加, 分别

为3.36%、3.64%、4.00%, 与同时间点的常氧组

相比, 差异具有统计学意义(t  = 3.215、5.667、
4.286, 均P <0.05, 图2). 
2.3 免疫细胞化学染色法观察IC50的5-Fu对低氧

下SGC7901细胞HIF-2α蛋白表达的影响 常氧下

HIF-2α蛋白呈低水平表达, IC50的5-Fu作用不同

时间后HIF-2α蛋白的表达无明显变化, 低氧环

境下, IC50的5-Fu作用不同时间后, HIF-2α蛋白的

表达逐渐增加, 与同时间点的常氧组比较, 差异

有统计学意义(常氧下A值0.319±0.007, 常氧加

IC50的5-Fu作用24、48、72 h后A值无明显变化, 
低氧加IC50的5-Fu作用后A值依次为: 24 h 0.585
±0.017, 48 h 0.780±0.012, 72 h 0.824±0.014, 
F = 344.659, P <0.01, 图3).
2.4 荧光免疫细胞化学染色检测IC50的5-Fu对低

氧下SGC7901细胞中ABCG2蛋白表达的影响 常

表 1 不同时间、不同浓度5-Fu常氧和低氧下对SGC7901细胞增殖活性的影响 (A 值, mean±SD, n  = 4)

     
5-Fu

                      24 h                        48 h                      72 h

        低氧         常氧        低氧        常氧        低氧        常氧

    0 mg/L组 0.839±0.005 0.781±0.014 0.839±0.005 0.778±0.008 0.840±0.002 0.778±0.009

  25 mg/L组 0.819±0.031 0.744±0.005 0.716±0.009 0.618±0.011 0.700±0.013 0.578±0.011

  50 mg/L组 0.775±0.008 0.713±0.005 0.646±0.009 0.536±0.013 0.600±0.010 0.485±0.010

100 mg/L组 0.733±0.013 0.672±0.003 0.576±0.005 0.417±0.007 0.498±0.012 0.330±0.011

200 mg/L组 0.644±0.071 0.608±0.005 0.431±0.005 0.213±0.011 0.311±0.009 0.159±0.014

图 1 低氧下不同浓度的5-Fu作用48 h后对SGC7901细胞的
增殖抑制率. 1: 25 mg/L组; 2: 50 mg/L组;  3: 100 mg/L组; 4: 

200 mg/L组.
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■创新盘点
本研究结果表明
低氧可降低5-Fu
的 抗 肿 瘤 活 性 , 
并初步揭示其机
制可能与低氧通
过诱导 H I F - 2 α -
ABCG通路的表
达, 促进肿瘤细胞
的干细胞化有关. 

氧下ABCG2蛋白呈低水平表达, IC50的5-Fu作用

不同时间后, ABCG2蛋白的表达无明显变化, 低
氧环境下, IC50的5-Fu作用不同时间后, ABCG2
蛋白的表达逐渐增加, 与同时间点的常氧组比

较, 差异有统计学意义(常氧下A值0.304±0.015, 
低氧加IC50的5-Fu作用后A值依次为: 24 h 0.464
±0.039, 48 h 0.599±0.024, 72 h 0.781±0.017, F 
= 301.496, P <0.01, 图4). 

3  讨论

由于肿瘤细胞的快速增殖和血管生长的相对

滞后 ,  实体肿瘤包括胃癌中普遍存在低氧区

域, 低氧下发生化疗抵抗是肿瘤化疗失败的重

要原因[13], 多种化疗药物低氧下抗肿瘤作用下

降[14]. 低氧微环境可诱导肿瘤细胞产生HIFs, 包
括HIF-1、HIF-2和HIF-3. HIF-2在血管生长、

骨髓造血和能量代谢中起非常重要作用. HIF-
2α是HIF-2的功能性亚基和活性亚基, 且HIF-
2α的高表达与肿瘤细胞的血管生成、侵袭转

移及放化疗抵抗密切相关 [15-18]. 此外, 低氧可

导致基因组的不稳定 ,  促进肿瘤干细胞的发

生[19]. Hoechest33342是一种脂溶性DNA结合染

BA

图 2 Hoechst染色法检测半数抑制浓度的5-Fu对低氧下SGC7901中SP细胞比例的影响(×200). A: 100 mg/L 5-Fu常氧作用

48 h组; B: 200 mg/L 5-Fu低氧作用48 h组.

BA

图 3 免疫细胞化学法检测SGC7901细胞HIF-2α蛋白的表达(×400). A: 100 mg/L 5-Fu常氧作用48 h组; B: 200 mg/L 5-Fu低

氧作用48 h组.

BA

图 4 荧光免疫细胞化学染色检测ABCG2蛋白的表达和SP细胞比例的变化(×200). A: 100 mg/L 5-Fu常氧作用48 h组; B: 

200 mg/L 5-Fu低氧作用48 h组.
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料, 可以穿过细胞膜而与DNA结合, 在紫外光

激发下可发出蓝色和红色两种荧光, 主要应用

在细胞周期的研究. 1996年, Goodell等[20]在用

Hoechst33342荧光染料对小鼠骨髓造血干细胞

进行检测时, 发现不到0.1%的一小群细胞呈彗

星状分布在细胞主群的一侧, 他们将这群细胞

称为SP细胞. Kondo等[21]最早在大鼠胶质瘤细胞

系C6中首先发现了肿瘤系中SP细胞的存在. 近
年来在多种肿瘤细胞系中都发现了SP细胞, 他
们具有自我更新和多向分化增殖潜能, 因此将

SP作为鉴定干细胞的标志之一, SP细胞可以作

为干细胞研究的重要资源[22].        
近有很多研究报道, SP细胞是肿瘤发生、

发展、复发、转移和化疗抵抗的根源[6,23,24]. Das
等[25]报道, 低氧会促使肿瘤的SP细胞迁移到低

氧区域而且会导致SP细胞的扩增. 最近的研究

还表明, 低氧微环境可激活HIF-2α-ABCG2信号

通路[6,26], 使干细胞标志物ABCG2表达增加, 从
而促进SP细胞处于未分化状态和增强SP细胞

外排药物的能力. 乳腺癌耐药蛋白[breast cancer 
resistance protein(BCRP/ABCG2)]是与干细胞表

型有密切关系的一个, 被认为是一个通用的干

细胞标志物[27]. 诱导凋亡是5-Fu抗肿瘤的基本机

制[28], 研究表明, 肿瘤低氧可降低5-Fu的抗肿瘤

活性[12]. 此外, 5-Fu是细胞周期特异性药物, 对细

胞各个周期均有抑制作用, 以S期的作用最佳[29]. 
本研究发现, 低氧模拟剂可显著促进SP细

胞的比例及HIF-2α、ABCG2蛋白的表达, 与常

氧组比较明显升高, 这与最近的很多研究报道

相一致[18,20,28]. 其机制可能与低氧微环境促进SP
细胞扩增及诱导肿瘤细胞HIF-2α-ABCG2表达

增加有关. 低氧微环境下5-Fu呈时间和剂量性地

抑制SGC7901细胞增殖, 但与常氧组相比, 其抑

制作用减弱, 这可能与低氧促进ABCG2表达升

高相关. 低氧微环境下, 随着5-Fu作用时间的延

长, SP细胞的比例及HIF-2α、ABCG2蛋白的表

达逐渐增加, 与常氧组各时间点比较均具有统

计学意义. 这与大量的S期细胞被杀死, 残存的

G0期细胞增多及低氧促进SP细胞扩增有关. SP
细胞具有的强大的外排药物能力和所处的相对

静息的细胞周期都导致其更高的耐药能力, 这
是导致临床上胃癌化疗失败的主要原因之一. 

总之, 我们的研究结果提示, 胃癌细胞中存

在表达肿瘤干细胞标志物的SP细胞, 低氧微环

境下这类细胞的比例增加和活性增强导致了胃

癌的化疗抵抗. 阻断低氧和SP细胞之间的调节

通路, 诱导其分化及改善肿瘤中存在的低氧环

境等, 有助于改善胃癌的化疗抵抗, 增强化疗效

果, 其具体机制有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of 18α-glycyrrhizin 
(18α-GL) on oxidative stress in rats with experi-
mental liver fibrosis.   

METHODS: Male SD rats were randomly di-
vided into five groups: control group, fibro-
sis group, low-, medium-, and high-dose GL 
groups. Except the control group, liver fibrosis 
was induced by subcutaneous injection of 40% 
CCl4 for 8 weeks in rats of the other groups. The 
three GL groups were treated with different 
doses of GL (6.25, 12.5, 25 mg/kg, respectively). 
All the rats were sacrificed at the end of the 8th 
week. Histopathological changes in the liver 
tissue were evaluated by HE staining and Mas-

son collagen staining. The contents of MDA and 
HNE and the activity of SOD and GSH-PX in 
liver tissue homogenate were determined.

RESULTS: 18α-GL could inhibit CCl4-induced 
liver fibrosis. The contents of MDA and HNE 
were elevated in the liver fibrosis group (both 
P < 0.05), but 18α-GL could markedly increase 
SOD and GSH-PX activity (both P < 0.05) and re-
duce the levels of MDA and HNE to protect the 
liver from damage. 

CONCLUSION: 18α-GL can ameliorate hepatic 
histopathological changes and reduce hepatic 
lipid peroxidation, thus exerting antioxidant and 
antifibrotic effects in rats with experimental liver 
fibrosis.

Key Words: 18α-glycyrrhizin; Liver fibrosis; Oxida-
tive stress 

Ding TP, Qu Y, Lu LG, Shi GL, Wang RF. 18α-glycyrrhizin 
ameliorates oxidative stress in rats with CCl4-induced 
liver fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 
1819-1823

摘要

目的: 探讨18α甘草酸(18α glycyrrhizin, 18α-GL)
对四氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)诱导的
大鼠肝纤维化的作用.

方法: 建立动物模型: 采用40% CCl4皮下注射
方法建立肝纤维化模型. 动物分为对照组、肝
纤维化模型组和18α-GL干预组(高、中、低
剂量). 8 wk后, 做HE和Masson染色观察病理
情况, 并检测肝脏组织丙二醛(malondialdehy-
de, MDA)、4-羟基壬烯酸(hydroxynonnenal, 
HNE)含量及超氧化物酶(superoxide dismutase, 
SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione pero-
xidase, GSH-PX)活力.

结果: 18α-G L能够显著改善纤维化大鼠肝
脏组织病理学变化, 发现在模型组中MDA和
HNE含量显著升高(均P <0.05), 而18α-GL能
够提高肝脏组织中SOD和GSH-PX活力(均
P <0.05), 抑制脂质过氧化物MDA和HNE表达.

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师 ,  中 国 中 医 科
学院广安门医院
消化科
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■研发前沿
甘草酸(GL)是中
药甘草的主要活
性 成 分 ,  有 广 泛
的 药 理 功 能 ,  可
保护肝细胞. 

结论: 18α-GL能够改善肝纤维化大鼠病理, 具
有抗氧化和抗纤维化作用.

关键词: 18α甘草酸; 肝纤维化; 氧化应激
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0  引言

肝纤维化是各种原因如病毒、酒精、代谢性疾

病、胆汁淤积、毒物、自身免疫性疾病等所导

致的肝脏损伤后修复的一种病理状态[1-3]. 肝纤

维化发生发展的细胞及其分子机制的研究, 为
这一疾病的预防提供了依据. 许多临床和动物

实验均提示了肝纤维化的发生发展与氧化应

激、氧自由基损伤和脂质过氧化等有关[4-6]. 临
床上甘草制剂广泛应用于肝病治疗, 对于慢性

病毒性肝炎患者, 该类药物均有很好地改善临

床症状和降低血清转氨酶的效果, 是一种肝细

胞保护剂, 具有抗炎、保护肝细胞膜及改善肝

功能的作用[7-9]. 本实验拟从氧化应激方面探讨

18α甘草酸(18α glycyrrhizin, 18α-GL)对CCl4诱

导的大鼠肝纤维化的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Sprague-Dawley(SD)大鼠, SPF
级, 体质量180-220 g, 由中科院上海实验动物中

心提供, 饲养于上海交通大学医学院实验动物

饲养中心, 制备CCl4肝损伤纤维化模型. 所有动

物自由进食、饮水, 温度、湿度符合标准, 明暗

12 h/12 h循环. 18α甘草酸(江苏正大天晴药业股

份有限公司提供), 制成浓度分别为2.5、1.25和
0.6 g/L的溶液; 考马斯亮兰蛋白测定试剂盒、

MDA、SOD和GSH-PX检测试剂盒购自南京建

成生物工程研究所; 蛋白酶抑制剂(No. P8340)
购自Sigma公司; OxiSelectTM HNE-His Adduct 
ELISA Kit购自Cell Biolabs公司; 紫外/可见分光

光度计(Ultraspec2000型)购自Pharmacia Biotech
公司; 酶标分析仪(Microplate Reader, Model 550)
购自美国Bio-Rad公司. 
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: 所有大鼠适应性喂养1 wk, 随
机分为5组, 分别为正常对照组(control group)、
肝纤维化造模组(f ibrosis group)、低剂量GL
治疗组(6.25 mg/kg, low dose GL group)、中剂

量GL治疗组(12.5 mg/kg, intermediate dose GL 
group)和高剂量GL治疗组(25 mg/kg, high dose 
GL group). 后4组大鼠给予皮下注射40%CCl4

溶液(纯橄榄油配制)0.5 mL/100 g, 随后给予

0.2 mL/100 g, 2次/wk(共8 wk), 建立大鼠肝纤维

化模型. 正常对照组相同剂量橄榄油皮下注射. 
GL干预组建模同时给予相应剂量的GL溶液腹

腔注射, 1次/d(共8 wk). 第8周末, 动物麻醉后, 取
肝右叶2小块肝组织于冰生理盐水快速冲洗后

放10%中性甲醛溶液内固定, 其余放液氮贮存.
1.2.2 肝组织MDA、SOD、GSH-PX和HNE的

含量检测: 肝组织组织丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、超氧化物酶(superoxide dismutase, 
SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione per-
oxidase, GSH-PX)和4-羟基壬烯酸(hydroxynon-
nenal, HNE)检测按试剂盒推荐的方法进行. 
1.2.3 借助HE和Masson染色观察肝组织纤维化

程度: 取大鼠组织, 4%甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 
切片, 常规HE和Masson染色, 光学显微镜下观察

肝组织纤维化程度[10]. S0: 无纤维化; S1: 有些汇

管区纤维化±短纤维隔; S2: 汇管区纤维化, 纤维

隔形成; S3: 多数汇管区纤维化, 偶有P-P汇管桥

接纤维化; S4: 汇管区纤维化伴明显的P-P汇管桥

接纤维化和P-C汇管-中央桥接纤维化; S5: 明显

P-P汇管桥接纤维化/P-C汇管-中央桥接纤维化, 
偶有结节; S6: 肝硬化. 

统计学处理 用SPSS11.0统计软件, 数据以

mean±SD表示, 进行方差分析. 多组间采用One-
Way ANOVA分析, 病理学半定量资料用Kruskal-
Wallis检验. P <0.05为具有显著性差异.  

2  结果

2.1 各组大鼠病理学观察 正常对照组大鼠生长

情况良好, 肝纤维化模型组大鼠一般情况差, 精
神萎靡, 皮毛光泽度欠佳, 体质量增长缓慢. 采
用HE染色及Masson胶原纤维染色后, 显微镜下

观察可见, 正常组肝组织小叶结构完整, 无肝细

胞脂肪变或坏死、无炎性细胞浸润及纤维组织

增生; 模型组肝组织病理损害严重, 肝细胞明显

肿胀变性, 尤以脂肪变性为甚, 部分出现气球样

变性, 肝小叶结构被破坏, 肝小叶周围明显坏死, 
纤维组织增生并形成假小叶(图1). 18α-GL干预

组肝组织未形成明显的假小叶, 只有少量纤维

组织增生, 多仅局限于汇管区, 而肝细胞脂肪变

性为主. 各组纤维化分期见表1. 
2.2 18α甘草酸对氧化应激的作用 作为脂质过氧
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■相关报道
肝纤维化的发生
发 展 与 氧 化 应
激、氧自由基损
伤和脂质过氧化
等有关 .  GL通过
抗炎、抗脂质过
氧化、调节免疫
和稳定溶酶体等
作用, 可有效地防
治实验性和临床
各种肝损害, 为抗
肝纤维化新途径
提供了理论依据. 

化指标, 模型组大鼠肝脏组织中检测出的MDA
和HNE含量较正常组有显著升高(P <0.05), 而
各剂量用药组的大鼠肝组织中, MDA和HNE的
含量都较模型组有下降, 尤其是中高剂量更有

显著性差异(P <0.05). SOD和GSH-PX能清除自

由基, 保护细胞免受损伤, 反映了机体的抗氧化

能力. 模型组中其含量较对照组显著下降, 反
映了CCl4可诱导产生自由基, 消耗机体内的抗

氧化酶; 而各个用药组大鼠肝脏组织中SOD和

GSH-PX的活力都保持在较高的水平(表2), 说明

18α-GL能够提高大鼠肝脏组织中SOD和GSH-
PX的活力. 

3  讨论

肝纤维化是许多肝脏疾病的一个中间发展环节, 
肝脏纤维化改变后若得不到有效治疗, 最终会

发展为肝硬化、甚至肝癌和肝衰竭, 而目前认

为纤维化病理过程可逆, 因而治疗肝纤维化也

成为肝病治疗的一个重要环节[11,12]. 随着对肝纤

维化形成机制的深入认识, 纤维化检测手段的

不断改善, 对于治疗肝纤维化药物的研究和开

发取得了一定进展, 这些药物通过不同的环节

和作用机制对肝脏纤维化进行干预, 并且保护

了肝脏的功能. 由于植物药来源于自然, 具有作

用温和、毒性低等特点, 目前已经有多种植物

药在体外细胞实验、体内动物实验甚至临床实

验中表现出良好的应用前景[13-15]. 我国具有悠久

的中医中药研究应用历史, 又具有丰富的药用

植物资源, 深入研究和开发植物来源药物用于

肝纤维化的治疗显示了其广阔的应用前景. 甘
草为多年生草本植物甘草的根及根茎, 为临床

上最为常用的中草药之一[16,17]. 我们实验采用

18α-GL来研究其在CCl4大鼠肝纤维化中的作用

和机制.  
CCl4为一种选择性肝毒性药物, 其作用机制

为进入肝脏后引起肝小叶内中央肝静脉周围细

胞坏死, 导致纤维增生, 该模型适合于肝纤维化

发生、发展过程的动态观察和研究, 是目前国

内外常采用的动物模型[18-20]. 我们发现CCl4皮下

注射8 wk后, 肝组织病理学检查可见肝组织内

厚薄不一的纤维间隔包绕肝小叶, 形成假小叶, 
具有肝纤维化的特征, 表明造模成功. 而且病理

组织学观察及分期发现18α-GL能改善CCl4大鼠

肝纤维程度, 尤其是高剂量组改善最明显, 说明

18α-GL能够预防实验性大鼠肝纤维化的进展. 
我们实验中还发现模型组大鼠肝脏组织匀

浆中脂质过氧化产物MDA和HNE的含量明显升

高, 抗氧化酶SOD和GSH-PX活力明显降低, 提

图 1 各组大鼠病理组织学变化(HE和Masson染色, ×100). A-C: 正常组、造模组和18α甘草酸高剂量HE染色; D-F: 正常

组、造模组和18α甘草酸高剂量Masson染色.

A  B  C  

D  E  F  

表 1 各组大鼠纤维化分期

     病理学分期   P值

对照组 0 0.000

肝纤维化组 5.17±0.83

低剂量GL组 4.20±1.03 0.034

中剂量GL组 3.83±1.11 0.006

高剂量GL组 3.58±1.31 0.005
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■创新盘点
本研究采用CCl4

诱导大鼠肝纤维
化模型, 从氧化应
激 角 度 探 讨 1 8α
甘草酸(18α-GL)
对 大 鼠 肝 纤 维
化 的 作 用 ,  表 明
18α-GL能够改善
肝纤维化大鼠病
理, 具有抗氧化和
抗纤维化作用. 

示氧化应激在肝纤维化的发生发展中起到了重

要作用. Wang等[21]发现CCl4诱导肝纤维化模型

中MDA以及促炎症因子的显著性升高, 而GSH-
PX和SOD显著降低. Tipoe等[5]也在肝纤维化小

鼠模型中发现了氧化应激状态, 并认为抗氧化

剂通过减轻氧化应激而保护肝损伤和改善纤维

化. Ferré等[22]在肝硬化患者中发现在调节OS和
脂类代谢中具有重要抗氧化活性的对氧磷酶

-1(paraoxonase-1, PON-1)在血清和肝脏中显著

增加, 但活性显著降低, 可能是PON-1在水解脂

质过氧化后活性降低或者高密度脂蛋白的结构

发生变化导致PON-1活性下降. 另外有报道ROS
能促进HSC通过上调核转录因子KLF6(Kruppel-
like factor 6)分泌TGF-β1[23], 并激活HSC转化为

肌成纤维细胞[24]. 体外研究还发现CCl4单独作用

培养的HSC并不引起其活化, 而将CCl4处理过的

肝细胞条件培养液作用HSC, 可引起HSC活化
[25], 同样经氧化应激处理过的肝细胞条件培养液

也能引起HSC活化[26], 表明CCl4引起的肝纤维化

中, 氧化应激主要通过诱导肝细胞损伤旁分泌

刺激HSC活化. 
正常状态下机体产生少量的ROS参与代谢, 

在病理条件下, ROS产生过多或抗氧化系统活

性下降, 可引发脂质过氧化反应损伤细胞膜使

细胞受损[27]. ROS与生物膜的磷脂、酶和膜受

体相关的多不饱和脂肪酸的侧链及核酸等大分

子物质起脂质过氧化反应形成脂质过氧化产物

(LPO)如MDA和HNE, 导致细胞膜、线粒体膜等

生物膜结构的异常及功能障碍[28,29], 从而最终导

致细胞结构和功能的改变, MDA和HNE含量间

接反映了组织过氧化的损伤程度. 机体为了防

御新陈代谢及其他生命活动中氧自由基的损伤

和破坏, 在组织和细胞中建立和形成一套完善

的抗氧化防御体系, 而SOD是这个体系中的一

种重要金属酶. 检测SOD含量的变化可作为衡

量肝损伤程度的指标. GSH-PX是机体内广泛存

在的一种重要的催化H2O2分解的酶, 他特异性

催化GSH与H2O2的反应, 进而清除有害的氧化

代谢产物, 阻断脂质过氧化连锁反应, 从而保护

细胞免收氧化应激损伤. GL的抗氧化作用也有

报道, GL对硫唑嘌呤诱导的人肝细胞内GSH的

减少也显示出有效的保护作用, 这种现象可能

与甘草的某些成分能抑制自由基生成相关的酶

和保护线粒体膜通透性, 进而减少反应性氧自

由基积聚有关[30]. Tripathi等[31]研究丁基过氧化

氢可使肝细胞内GSH下降、ROS升高、脂质过

氧化、细胞内抗氧化防御功能受损、线粒体膜

去极化、DNA破碎、染色体固缩、细胞色素C
释放和半胱天冬酶激活. GL预处理后可减少丁

基过氧化氢诱导的反应性氧自由基的生成, 使
得GSH下降不明显. 我们实验中发现18α-GL干
预组能够有效的提高SOD和GSH-PX酶的活力, 
而显著降低MDA和HNE含量, 认为可以改善组

织内氧化应激状态. 而对血清转氨酶的改善作

用认为是通过药物的抗自由基损伤作用, 从而

减少了自由基对肝细胞的破坏, 保护了肝细胞. 
总之, 氧化应激是CCl4诱导大鼠肝纤维化的

重要机制, 18α-GL能够明显改善纤维化大鼠组

织病理学变化, 抑制CCl4诱导的肝纤维化进程, 
可能机制通过诱导肝组织内SOD和GSH-PX酶

的活力, 增强细胞的抗氧化能力, 阻断氧化应激

过程, 降低脂质过氧化产物MDA和HNE产量, 而
减少了对肝脏细胞长期攻击, 减轻肝损伤, 抑制

纤维化进程. 
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■同行评价
通过建立肝纤维
化模型, 观察18α-
GL对CCl4肝纤维
化大鼠氧化应激
的影响, 该研究是
预防和治疗肝纤
维化的重要课题, 
相关内容有重要
的参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of smooth muscle-
specific overexpression of peroxidase prolif-
erator-activated receptor gamma coactivator-
1α (PGC-1α) on dextran sulfate sodium (DSS)-
induced acute colitis in mice. 

METHODS: Two-month-old male mice were 

divided into four groups according to geno-
type (non-Tg/Tg) and treatment (H2O/DSS), 
10-13 mice for each group. Mice were adminis-
tered with 3% DSS in drinking water for 7 days 
(+DSS) to induce inflammatory bowel disease 
(IBD). Control groups were given normal drink-
ing water (+H2O). At the end of the study, the 
symptoms and pathological changes were evalu-
ated using disease activity index (DAI) and 
histopathological score (HPS) of acute colitis, 
respectively. The mRNA levels of inflammatory 
cytokines in the colon were determined.

RESULTS: Compared to control groups, DSS-
treated groups had significantly decreased body 
weight (both P < 0.01), increased DAI (both P < 
0.01) and HPS (9.6 ± 1.2 vs 1.2 ± 0.4; 5.0 ± 0.8 vs 
1.2 ± 0.6, in non-Tg and Tg groups, respectively, 
both P < 0.01), and significantly shorter colon 
(5.0 cm ± 0.3 cm vs 7.8 cm ± 0.2 cm; 4.9 cm ± 0.1 
cm vs 8.0 cm ± 0.3 cm, in non-Tg and Tg groups, 
respectively, both P < 0.01). Compared to the 
DSS-treated non-Tg group, the treated Tg group 
had significantly decreased DAI (P < 0.01), HPS 
(5.0 ± 0.8 vs 9.6 ± 1.2, P < 0.01) and tumor necro-
sis factor α (TNFα) mRNA level (0.24 ± 0.07 vs 
0.45 ± 0.10, P < 0.05), and increased peroxidase 
proliferator-activated receptor γ (PPARγ) mRNA 
level (0.98 ± 0.15 vs 0.41 ± 0.07, P < 0.05).

CONCLUSION: Smooth muscle-specific over-
expression of PGC-1α protects against DSS-in-
duced acute colitis by reducing the expression of 
inflammatory factor TNFα, which might result 
from the activation of PPARγ.

Key Words: PGC-1α; Dextran sulfate sodium; In-
flammatory bowel disease

Liu YX, Chen TF, Wang MY, Cui X, Tang Y, Huang 
W, Zhang L, Liu ZJ, Liu G. Smooth muscle-specific 
overexpression of PGC-1α protects mice from acute colitis. 
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摘要

目的: 探讨平滑肌特异性过表达过氧化物
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■研发前沿
在 炎 症 通 路 中 , 
PPARγ是具有抗
炎作用的重要转
录 因 子 ,  他 从 上
游对炎症因子表
达进行调控的作
用得到广泛关注
和研究.

酶增殖体激活受体γ辅助激活因子1α(SMC- 
PGC-1α)对葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sod-
ium, DSS)诱导的小鼠急性结肠炎的影响.

方法: 按照SMC-PGC-1α转基因阴性/阳性
(non-Tg/Tg)及诱导与否分为4组, 每组10-13
只. 诱导组给予3%DSS自由饮用7 d诱导急性
结肠炎, 对照组则给予正常饮用水. 通过疾病
活动指数(disease activity index, DAI)评估及
结肠组织病理学评分(histopathological score, 
HPS)来明确SMC-PGC-1α过表达对DSS诱导
的小鼠急性结肠炎的影响, 并通过对结肠炎
相关基因mRNA表达水平的检测来研究SMC-
PGC-1α抗结肠炎的作用机制.

结果: 诱导组相较于对照组: (1)体质量减轻明
显(P <0.01); (2)DAI明显升高(P <0.01); (3)结肠
长度明显缩短(non-Tg组中5.0 cm+0.3 cm vs  
7.8 cm+0.2 cm; Tg组中4.9 cm+0.1 cm vs  8.0 
cm+0.3 cm, P <0.01); (4)HSP明显加重(non-
Tg组中9.6+1.2 vs  1.2+0.4; Tg组中5.0+0.8 vs  
1.2+0.6, P <0.01). 说明肠炎造模成功. 诱导组
中, Tg组相较于non-Tg组: (1)DAI明显降低
(P <0.01); (2)HPS明显减轻(5.0+0.8 vs  9.6+1.2, 
5.0+0.8 vs  1.2+0.6, P <0.01); (3)TNFα基因表
达水平降低(0.24+0.07 vs  0.45+0.10, P <0.05); 
(4)PPARγ基因表达水平增高(0.98+0.15 vs  
0.41+0.07, P <0.05).

结论: SMC-PGC-1α过表达可能通过激活PPA-
Rγ, 降低炎症因子TNFα的表达, 从而在DSS诱
导的急性结肠炎中对结肠起到保护作用.

关键词: 过氧化物酶增殖体激活受体γ辅助激活因

子1α; 葡聚糖硫酸钠; 炎性肠病
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
指病因未明的肠道炎症性疾病. 其发病机制尚

未明确, 与环境、遗传、感染及免疫等因素相

关. 临床表现以腹痛、血性腹泻及发热为主. 肠
道组织病理改变以黏膜破坏、溃疡形成、组织

增生、肠壁各层炎性细胞浸润等特征为主, 可
累及肠壁全层, 常见于直肠和乙状结肠, 常并发

梗阻、脓肿及瘘道形成、药物治疗效果差. 多
数IBD患者病情反复, 迁延不愈. 因此, 明确IBD

的发病机制, 寻找新的潜在基因治疗靶点, 对
预防及治疗IBD具有重大理论及实际意义. 有
研究发现人的结肠组织中有较高水平的过氧化

物酶增殖体激活受体γ(peroxisome proliferator-
activated receptor γ, PPARγ)表达[1], 在炎症通路

中, PPARγ是具有抗炎作用的重要转录因子, 他
从上游对炎症因子表达进行调控的作用得到

广泛关注和研究. 已有不少研究结果表明给予

PPARγ激动剂后有明显减轻IBD症状及降低炎

症因子表达的作用[2,3], 提示PPARγ可能成为IBD
的潜在治疗靶点[4]. 在一项关于共轭亚油酸对

IBD起保护作用的研究中, 发现伴随PPARγ的激

活, 过氧化物酶增殖体激活受体γ辅助激活因子

1α(PGC-1α)的表达水平也明显升高[5]. 另一项

研究表明肠上皮细胞中PGC-1α也有丰富的表

达, 并能通过独立途径调节活性氧水平从而调

节线粒体介导的肠上皮细胞凋亡, 对肠道起到

保护作用[6]. 以上结果均提示PGC-1α可能起到

抗IBD的重要作用. 结肠组织中有丰富的平滑肌

组织, 人结肠分离的环状平滑肌细胞能够合成

及分泌多种炎症因子[7]参与肠道炎症反应. 因此, 
我们通过应用平滑肌特异性基因SM22α的启动

子, 介导PGC-1α在平滑肌细胞的表达, 成功获得

了在胃肠道高表达的PGC-1α的小鼠模型(SMC-
PGC-1α). 进而给予葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate 
sodium, DSS)诱导急性结肠炎, 通过疾病活动指

数(disease activity index, DAI)评估及结肠组织

病理学评分(histopathological score, HPS)来明确

SMC-PGC-1α过表达对DSS诱导的小鼠急性结

肠炎的影响, 并通过检测结肠组织中结肠炎相

关基因mRNA表达水平来评价SMC-PGC-1α抗

IBD的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SPF级C57BL/6J♂小鼠48只, 其中

SMC-PGC-1α转基因小鼠(Tg)26只, 同窝阴性对

照小鼠22(non-Tg)只, 8周龄, 体质量20-25 g. 葡
聚糖硫酸钠(DSS, 36 000-50 000 kDa, 美国MP 
Biochemicals公司); TRIzol Reagent(美国Invit-
rogen公司); RNA Transcript Kit(MML-V, 美国

Promega公司); 100 bp DNA ladder(美国Promega
公司); Real-time PCR Kit(日本TaKaRa公司); 蛋
白酶抑制剂(cocktail, 德国Roche公司); 兔抗鼠

PGC-1α多克隆抗体(美国Santa Cruz公司); HRP
标记的羊抗兔二抗(中国中杉金桥生物技术有限

公司); 发光液(美国Cell Signaling Technology公
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司). Leica显微注射操作系统; Eppendoff离心机; 
Bio-Rad普通PCR仪; M-G research real time PCR
仪; Olympus光学显微镜.
1.2 方法

1.2.1 转基因小鼠模型的构建及鉴定: 构建带有

平滑肌SMC启动子的小鼠PGC-1α表达载体, 将
其线性化后(图1)通过显微注射法注入受精卵雄

原核区, 目的基因随受精卵有丝分裂随机整合

到基因组, 将接受注射的受精卵通过输卵管回

输至假孕雌鼠, 出生的F0代小鼠通过PCR进行

基因型鉴定, 阳性小鼠再与野生型C57BL/6J小
鼠杂交繁育出F1代, 繁殖至F6代, 遗传背景稳定

时我们对结肠组织进行PGC-1α基因及蛋白的检

测, 明确PGC-1α在结肠平滑肌中的表达水平. 取
材时留取结肠组织两份进行液氮冻存, 其中一

份加TRIzol匀浆后进行总RNA的提取, 反转录获

得cDNA后用于PGC-1α基因水平检测; 另一份

组织用添加蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液匀浆后

进行组织总蛋白的提取, 通过Western blot进行

PGC-1α蛋白检测. F7-F8代用于本次实验.
1.2.2 分组及模型的建立 :  实验动物分为4组
-DSS诱导肠炎Tg及non-Tg组, 非诱导Tg及non-
T g组(n  = 11-13). D S S诱导肠炎组小鼠给予

3%DSS自由饮用7 d诱导急性结肠炎, 非诱导组

给予正常饮用水. 每天监测体质量、粪便性状

及潜血, 于第7天动物取材. 对每只小鼠结肠进

行长度测量后, 留取结肠组织两份: 一份甲醛固

定后常规石蜡包埋, 切片后进行苏木精-伊红染

色(hematoxylin-eosin staining, HE)染色; 另一份

液氮冻存, 用于RNA提取.
1.2.3 DAI的测定: 肠炎DAI由3部分组成, 各分

为5个等级, 对应0-4分-体质量的减轻程度(无、

1%-5%、6%-10%、11%-20%、>20%)、大便性

状(正常、疏松、稀便、介于稀便与腹泻之间、

腹泻)及血便(无血、轻度血便、明显血便、介

于明显血便与便血之间、便血), 3部分所得总分

即为DAI[8].
1.2.4 结肠长度的测量: 结肠长度变短是结肠损

伤的一个指标, 取材时留取肛门以上至回盲部

的肠段用于长度测量.
1.2.5 HPS的评定: 将小鼠结肠组织进行石蜡包

埋切片, HE染色后镜下观察, IBD病理改变主

要有炎症细胞浸润、溃疡形成、隐窝破坏、肠

壁水肿及肠壁肌层的增生等. 病理评分按照炎

症程度(无、轻度及重度对应0-2分), 病变深度

(无、病变达黏膜下层、达肌层、达浆膜层对

应0-3分), 隐窝破坏程度(无、基底1/3隐窝被破

坏、基底2/3隐窝被破坏、仅有完整表面上皮、

全部隐窝和上皮被破坏对应0-4分)及病变范围

(1%-25%、26%-50%、51%-75%、76%-100%
对应0-3分)4项进行, 各项得分的总和即为病理

评分[9].
1.2.6 结肠相关基因表达水平检测: 提取总RNA, 
反转录为cDNA后, Real-time PCR检测基因表达

水平, GAPDH为内参. 引物均由北京奥科鼎盛生

物科技有限公司合成, 引物序列见表1. PCR反应

条件: 94 ℃预变性10 min; 94 ℃变性15 s, 58 ℃
退火30 s, 72 ℃延伸10 s, 40个扩增循环; 72 ℃ 
10 min. 反应结束后由Real-time PCR仪根据反

应过程中产生的荧光信号进行数据处理得出

Ct值[10]. 结果表示为目的基因与内参GAPDH的

mRNA表达量的比值. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行

统计学处理, 数据用mean+SE表示. 数据分析

采用因素方差分析(Anova)联合Fisher精确检验

(Fisher's exact test); 非参数检验则用Wilcoxon秩
和检验(Mann-Whitney). P <0.05则表示有统计学

差异.

2  结果

2.1 S M C-P G C-1α小鼠的基因型鉴定、组织

m R N A及蛋白表达水平检测 成功构建S M C-
PGC-1α转基因小鼠. 基因型鉴定结果, 有400 bp
条带者为Tg, 无条带者为non-Tg. Tg组结肠PGC-
1α mRNA水平较non-Tg组明显增高, 约为non-
Tg组的2倍(0.59+0.10 vs  0.27+0.02, P <0.01); Tg
组蛋白表达水平也较non-Tg组明显增高. 结果表

明, SMC-PGC-1α转基因小鼠构建成功并且结肠

平滑肌高表达PGC-1α(图1-4).
2.2 SMC-PGC-1α过表达对急性肠炎DAI的影响 
实验过程中, 非诱导组小鼠体质量稳定, 诱导组

体质量明显减轻, 最严重的可降低为非诱导组

的30%左右. 诱导组中, Tg组及non-Tg组体质量

减轻程度并无明显差异(图5A). 非诱导组小鼠

Sal I cut site

INS INS SMC promoter Mice PGC-1α genomic fragment INS INS

Sal I cut site

图 1 用于受精卵原核显微注射的线性化片段. 带有平滑肌细胞表达SMC启动子的小鼠PGC-1α基因组片段.

■相关报道
有研究表明PGC-
1α作为PPARγ的
辅 助 激 活 因 子 , 
其过表达能激活
PPARγ, 而PPARγ
的 激 活 能 够 抑
制 T N F α 或 促 进
IL-10的基因表达.
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表 1 PCR引物列表

     引物名称                            引物序列1                                                                                                                        扩增大小(bp)

TNFα F: 5'-CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3'   384

R: 5'-CAGGGAAGAATCTGGAAAGGTC-3'

IL-10 F: 5'-ACCTGGTAGAAGTGATGC-3'   366

R: 5'-AAGGAGTTGTTTCCGTTA-3'

TGFβ F: 5'-GGCGGTGCTCGCTTTGTA-3'   201

R: 5'-TCCCGAATGTCTGACGTATTGA-3'
1PGC-1α F: 5'-CAGATGGAGCCGTGAC-3'   400

R: 5'-TGCGACTGCGGTTGT-3'
2PGC-1α-m F:  5'-CACAAACGATGACCCTC-3'   107

R: 5'-GCATGTTGCGACTGC-3'

PPARγ F:  5'-GACCACTCGCATTCCTTT-3'   266

R: 5'-CCACAGACTCGGCACTCA-3'

GAPDH F: 5'-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3'   240

R: 5'-TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT-3'

F: 上游引物; R: 下游引物; 1基因型鉴定引物; 2组织mRNA检测引物.

DAI一直处于基线水平, 相比之下, 诱导组DAI
自第3天起则明显增高(图5B, P <0.01). 取材时

可见诱导组小鼠小肠、盲肠、结肠肠腔内有积

血、结肠及直肠肠腔内有不成形稀便, 部分小

鼠有血便(图6A), 诱导组结肠长度相对于非诱

导组减少3 cm以上. 诱导组中, non-Tg组与Tg组
间无明显区别(图6B, non-Tg诱导组 vs  非诱导

组为5.0 cm+0.3 cm vs  7.8 cm+0.2 cm, Tg诱导组 
vs  非诱导组为4.9 cm+0.1 cm vs  8.0 cm+0.3 cm, 
P <0.01). 以上结果说明肠炎造模成功. 诱导组

中, 相对于non-Tg组, Tg组DAI从第3天起明显

降低(P <0.01), 说明SMC-PGC-1α有明显抗IBD
的作用.
2.3 SMC-PGC-1α过表达对急性肠炎的病理评分

的影响 相对于non-Tg组, Tg组结肠黏膜破坏、

400 bp

图 2 普通PCR基因型鉴定结果. 有400 bp条带的为转基因

阳性(Tg), 无400 bp条带的为转基因阴性(non-Tg).

PGC-1α

GAPDH

图 3 Western blot检测结肠PGC-1α蛋白表达. 
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图 4 real-time PCR对结肠PGC-1α mRNA水平进行定量(n = 
7或8). bP  <0.01 vs  non-Tg组.
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图 5 结肠炎诱导过程中, 体质量和疾病活动指数(DAI)变化
曲线. A: 体质量变化曲线, 数值用每天体质量与初始(第0天)

体质量的百分比来表示;  B: 疾病活动指数(DAI)变化曲线. 

■创新盘点
本文应用SM22α
的 启 动 子 驱 动
PGC-1α在平滑肌
细胞表达, 成功建
立了在胃肠道高
表达PGC-1α的小
鼠模型.
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肠壁水肿及炎性细胞浸润程度明显减轻(图7). 
HSP可见诱导组明显较非诱导组高(图8, non-Tg
诱导组 vs  非诱导组为9.6+1.2 vs  1.2+0.4, P <0.01; 
Tg诱导组 vs  非诱导组为5.0+0.8 vs  1.2+0.6, 
P <0.01). 诱导组中, Tg组HSP明显较non-Tg组
低(图8, 5.0+0.8 vs  9.6+1.2, P <0.01). 结果表明, 

SMC-PGC-1α在DSS诱导的结肠炎中对结肠组

织有明显保护作用.
2.4 结肠中SMC-PGC-1α过表达对结肠炎相关

基因表达水平的影响 诱导组中, T g组结肠组

织肿瘤坏死因子α(T N F α)基因表达水平低于

non-Tg组60%(图9A, 0.24+0.07 vs  0.45+0.10, 
P <0.05). 两组间白介素10(IL-10)及转化生长因

子β1(TGFβ1)表达水平无明显差异(图9B, C), 而
Tg组PPARγ基因表达量较non-Tg组有明显增加, 
约2.5倍(图9D, 0.98+0.15 vs  0.41+0.07, P <0.05).

3  讨论

我们应用SM22α的启动子驱动PGC-1α在平滑

肌细胞表达, 成功建立了在胃肠道高表达PGC-
1α的小鼠模型. 该小鼠模型呈现明显对抗DSS诱
导的IBD的表型. 结肠组织中PPARγ基因表达上

调而TNFα表达下降, 从而抑制炎症进展, 为该

小鼠模型抗IBD的可能机制. 
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图 6 结肠长度. A: 结肠全长肉眼观; B: DSS诱导后第7天结肠长度测定(n = 11-13), bP<0.01; dP<0.01.
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C D

图 7 结肠HE染色. A: non-Tg+H2O组; B: Tg+H2O组; C: non-Tg+DSS组; D: Tg+DSS组.
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图 8 结肠病理评分以评估结肠炎的严重程度. bP <0.01; 
dP<0.01; fP<0.01.

■同行评价
本研究方法可靠, 
结果可信, 具有一
定的研究价值. 
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近年来对于PGC-1α的研究主要集中在肝

脏、心肌、骨骼肌的线粒体功能、能量代谢及

骨骼肌纤维表型转换等方面. PGC-1α全身敲除

小鼠表现出多系统的能量代谢紊乱, 导致适应

性产热障碍、肥胖、脂肪肝、Ⅰ型骨骼肌纤维

表型消失及运动能力降低、心功能下降. 其中, 
心肌细胞线粒体电子传递相关基因表达水平下

降且线粒体有氧呼吸的第3阶段消失; 骨骼肌

细胞线粒体表型异常[11-14]. 肝脏特异性PGC-1α
敲除小鼠表现出高甘油三酯血症、糖异生障碍

以及胰岛素信号通路的异常[15]; 骨骼肌特异性

PGC-1α敲除小鼠表现出运动能力下降、肌纤维

损伤以及运动后血浆中炎症标志物TNFα水平

升高[16]. 而骨骼肌特异性PGC-1α转基因小鼠, Ⅱ
型骨骼肌纤维会向Ⅰ型骨骼肌纤维表型转化[17]. 
在心肌过表达PGC-1α则会引起与心肌能量需求

不匹配的线粒体生物合成, 氧气过度消耗, 最终

导致心脏结构异常及心功能减退[18,19]. 
我们建立的平滑肌特异性PGC-1α转基因小

鼠-SMC-PGC-1α小鼠在自然生长状态下无明显

异常表型. 有鉴于IBD可能与平滑肌的炎症相关, 
我们通过诱导转基因小鼠的IBD, 来观察平滑

肌特异性PGC-1α表达对结肠炎的可能影响. 在
诱导结肠炎过程中, 诱导组较非诱导组体质量

减轻明显. 但在诱导组中, Tg与non-Tg组体质量

减轻程度无明显差异; 而DAI则明显降低, 说明

SMC-PGC-1α小鼠对IBD有一定耐受的能力. 与

此相一致, 结肠的病理评分显示, SMC-PGC-1α
能减轻结肠组织黏膜破坏、肠壁水肿及炎性细

胞浸润. 
有研究表明PGC-1α作为PPARγ的辅助激活

因子, 其过表达能激活PPARγ[20], 而PPARγ的激

活能够抑制TNFα或促进IL-10的基因表达[21,22]. 
诸多临床研究报道TNFα在IBD患者血浆及肠道

局部活检组织表达上调, 并能造成肠上皮屏障

功能障碍[23,24]. 动物实验结果则表明通过抗体中

和TNFα或者药物抑制TNFα水平升高能够明显

减轻小鼠实验性结肠炎的症状及结肠病变[25,26]. 
IL-10在结肠炎的发病过程中则作为重要的保护

性细胞因子参与其进展[27,28]. 我们的结果表明, 
在结肠组织中, Tg诱导组较non-Tg组PPARγ的表

达增加约2.5倍, TNFα下降60%, IL-10也有增高

趋势, 显示SMC-PGC-1α过表达抗IBD的作用主

要是通过激活PPARγ, 下调TNFα的表达, 从而抑

制炎症的进展.
本研究明确了SMC-PGC-1α在IBD中对结

肠组织的保护作用, 并初步明确了其可能机制, 
为寻找I B D潜在基因治疗靶点提供了研究基

础. 而作为线粒体生物合成功能的重要调节基

因, PGC-1α的表达水平会影响线粒体的生物合

成及呼吸链电子传递的完整性, 最终对于活性

氧的生成产生影响[29,30]. 因此, 我们需要进一步

对结肠平滑肌细胞的线粒体功能、局部活性氧

(ROS)生成进行评估并对结肠组织氧化相关基

图 9 平滑肌特异性过表达PGC-1α对局部结肠炎相关基因的表达影响. A: TNFα mRNA水平; B: IL-10 mRNA水平; C: 

TGFβ1 mRNA水平; D: PPARγ mRNA水平. aP<0.05 vs  non-Tg组.
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因进行检测, 以研究PGC-1α转基因对平滑肌线

粒体功能以及对结肠局部组织氧化/抗氧化系统

平衡的影响, 从而对SMC-PGC-1α抗IBD的机制

进行比较全面的解释.
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MMP-9和TIMP-1在胃癌组织中的表达失衡及其与ZHX2的
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■背景资料
近年来的研究表
明基质金属蛋白
酶 ( M M P s ) 家 族
与基质金属蛋白
酶 组 织 抑 制 剂
( T I M P s )家族表
达失衡与多种肿
瘤的浸润和转移
密切相关 ,  此外 , 
ZHX2的过表达与
胃癌的浸润深度
有关. 本研究旨在
探讨胃癌组织中
是否存在MMPs/
TIMPs表达失衡? 
这种失衡与ZHX2
蛋白过表达有无
相关性.
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Abstract
AIM: To detect the expression of matrix metal-
loproteinase 9 (MMP-9), tissue inhibitor of me-
talloproteinase-l (TIMP-1) and ZHX2 in gastric 
carcinoma and to analyze their association with 
pathological features. 

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
examine the expression of MMP-9, TIMP-1, and 
ZHX2 proteins in 62 cases of gastric carcinoma 
and matched tumor-adjacent tissue specimens. 
The correlation of MMP-9, TIMP-1 and ZHX2 pro-
tein expression with clinicopathological character-
istics of gastric carcinoma was then analyzed.

RESULTS: The positive rate of MMP-9 expres-

sion was significantly higher (66.13% vs 29.03%, 
P < 0.01), and that of TIMP-1 was significantly 
lower (41.94% vs 74.19%, P < 0.01) in gastric 
carcinoma than in tumor-adjacent tissue. The 
positive rate of MMP-9 expression was signifi-
cantly higher in the ZHX2-positive group than 
in the ZHX2-negative group (84.44% vs 17.65%, 
P < 0.05). MMP-9 expression was not associated 
with age, gender, tumor size, tumor location, 
general type, tumor differentiation, lymph node 
metastasis, distant metastasis, or TNM stage, 
but was significantly associated with depth of 
invasion (P < 0.05). The positive rate of TIMP-1 
expression was significantly lower in the ZHX2-
positive group than in the ZHX2-negative group 
(28.89% vs 76.49%, P < 0.05). TIMP-1 expression 
was not associated with age, gender, tumor size, 
tumor location, general type, tumor differentia-
tion, depth of invasion, lymph node metastasis, 
distant metastasis, or TNM stage.

CONCLUSION: Detection of MMP-9 protein ex-
pression may be used to assess the malignant 
biological behavior and prognosis of gastric 
carcinoma. MMP-9/TIMP-1 imbalance may be 
related to the expression of ZHX2 in gastric car-
cinoma.

Key Words: Matrix metalloproteinase 9; Tissue 
inhibitor of metalloproteinase-l; ZHX2; Gastric car-
cinoma; Clinicopathological features; Immunohisto-
chemistry

Chen QJ, Lv ZL, Dang YW, Wei JJ. Correlation between 
MMP-9/TIMP-1 imbalance and ZHX2 expression in 
gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(20): 1832-1837

摘要 

目的: 探讨胃癌中MMP-9和TIMP-1蛋白表达
与ZHX2蛋白表达的关系, 并分析其与胃癌患
者临床病理特征的相关性及其临床意义.

方法: 应用免疫组织化学Envision二步法检测
62例胃癌组织及癌旁正常胃组织中MMP-9、
TIMP-1及ZHX2蛋白的表达. 用SPSS13.0统计

■同行评议者
邵先玉, 教授, 泰
山医学院附属医
院消化内科
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■研发前沿
有关胃癌的浸润
和转移是当前研
究 的 热 点 .  关 于
MMP-9和TIMP-1
蛋白表达与ZHX2
蛋白表达的相关
性研究, 目前国内
外均未见相关文
献报道.

软件分析MMP-9和TIMP-1蛋白表达与ZHX2
蛋白表达的相关性, 并分析其与患者的临床病
理特征的关系.

结果: MMP-9蛋白在62例胃癌组织及癌旁正
常胃组织中阳性表达率分别为66.13%(41/62)
和29.03%(18/62)(P <0.01), TIMP-1蛋白在胃
癌组织及癌旁正常胃组织中阳性表达率分
别为41.94%(26/62)和74.19%(46/62)(P <0.01).
M M P - 9 蛋白表达在 Z H X 2 阳性和阴性表
达组中的阳性率分别为: 84.44%(38/45)和
17.65%(3/17)(P <0.05), 与患者的年龄、性
别、肿瘤大小、发生部位、大体类型、分
化程度、淋巴结转移、远处转移、T N M分
期均无关(P >0.05), 而与肿瘤的浸润深度有
关(P <0.05); TIMP-1蛋白表达在ZHX2阳性
和阴性组中阳性率分别为: 28.89%(13/45)和
76.47%(13/17)(P <0.05), 与患者的年龄、性
别、肿瘤大小、发生部位、大体类型、分化
程度、浸润深度、淋巴结转移、远处转移、

TNM分期均无关(P >0.05).

结论: MMP-9高表达可以作为评估胃癌恶性
生物学行为及预后的指标, MMP-9/TIMP-1表
达失衡与ZHX2表达相关, MMP-9和TIMP-1可
为临床选择化疗药物提供参考依据.

关键词: 基质金属蛋白酶9; 基质金属蛋白酶组织

抑制剂; ZHX2; 胃癌组织; 临床病理特征; 免疫组

织化学
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0  引言

胃癌(gastric carcinoma)是最常见的消化系统肿

瘤, 其浸润和转移是影响生存质量和预后的主要

因素, 也是影响治疗效果的重要因素之一[1-4]. 近
年来的研究表明基质金属蛋白酶(matrix metal-
loproteinases, MMPs)家族与基质金属蛋白酶组

织抑制剂(tissue inhibitor of metalloproteinases, 
TIMPs)家族表达失衡与多种肿瘤的浸润和转移

密切相关[5-11], 我们既往的研究发现ZHX2的过

表达与胃癌的浸润深度有关[12]. 那么胃癌组织

中是否存在MMP-9/TIMP-1蛋白表达失衡? 这
种失衡与ZHX2蛋白过表达是否有关? 与胃癌

的临床病理特征是否有关? 因此, 本研究采用免

疫组织化学方法检测62例胃癌组织及癌旁正常

胃组织中MMP-9、TIMP-1及ZHX2蛋白的表达, 
现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-04/2011-06在广西医科大学

第一附属医院接受胃大部切除术的胃癌标本62
例作为试验组, 其中男42例, 女20例, 年龄26-81
岁, 平均58.71岁; 收集癌旁正常胃组织(均距肿

瘤边缘5 cm以上)62例作为对照组. 所有病例术

前均未行放化疗. 胃癌TNM分期采用美国癌症

联合会(AJCC)标准(2002), 其中Ⅰ期7例, Ⅱ期33
例, Ⅲ期14例, Ⅳ期8例. 组织学分级: 其中高分

化腺癌5例, 中分化腺癌14例, 低分化腺癌43例, 
高-中分化组包括乳头状腺癌和管状腺癌, 低分

化组中包括低分化腺癌、印戒细胞癌和黏液腺

癌. 兔抗人MMP-9及TIMP-1即用型抗体购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; 免疫组织化学

二步法Envision system、DAB显色液、即用型

二抗购自上海长岛生物技术有限公司; 所有抗

体试剂均按说明书要求保存和使用. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学Envision二步法: 标本离体后

立即40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋制作切片, 
切片烤片后二甲苯脱蜡, 乙醇水化, 柠檬酸抗原

修复液高压修复, 3%过氧化氢灭活内源性过氧

化物酶, MMP-9及TIMP-1即用型抗体室温2 h, 
二抗室温20 min, DAB显色, 流水冲洗, 苏木素复

染, 常规脱水/透明后中性树胶封片. 以PBS代替

一抗作阴性对照. 
1.2.2 结果判定: MMP-9及TIMP-1阳性染色均

呈棕黄色颗粒, 定位于胃癌细胞及胃黏膜上皮

细胞的胞浆, 对免疫组织化学结果的评判: 以
阳性细胞<10%为阴性(-), ≥10%的为阳性, 并
根据阳性细胞所占比例分为 :  10%-25%(+), 
26%-50%(++), 51%-75%(+++), >75%(++++). 
ZHX2的阳性判断方法同前[12].

统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计处

理, 组间比较采用χ2检验或Fisher确切概率法, 等
级相关性采用Spearman等级相关分析. 

2  结果

2.1 M M P-9蛋白表达与胃癌患者临床病理特

征的关系 MMP-9阳性表达呈棕黄色颗粒, 定
位于胃癌细胞浆 (图1)及胃黏膜上皮细胞浆 . 
在62例胃癌组织中MMP-9蛋白阳性表达率为

66.13%(41/62), 明显高于在癌旁正常胃组织中
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aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

■相关报道
众多学者研究发
现MMP-9蛋白在
胃癌组织中高表
达 ,  而TIMP-1蛋
白在胃癌组织中
表 达 却 下 调 ,  表
明 在 胃 癌 组 织
中 存 在 M M P - 9 /
TIMP-1蛋白表达
失衡.

的表达(29.03%, 18/62, P <0.01). MMP-9蛋白表

达与患者的年龄、性别、肿瘤大小、发生部

位、大体类型、分化程度、淋巴结转移、远处

转移、TNM分期均无关(P >0.05), 而与肿瘤的浸

润深度有关(P <0.05, 表1).
2.2 T I M P-1蛋白表达与胃癌患者临床病理特

征的关系 TIMP-1阳性表达呈棕黄色颗粒, 定
位于胃癌细胞浆(图2)及胃黏膜上皮细胞浆. 在
62例胃癌组织中T I M P-1蛋白阳性表达率为

41.94%(26/62), 明显低于在癌旁正常胃组织中的

表达(74.19%, 46/62, P<0.01). TIMP-1蛋白表达与

患者的年龄、性别、肿瘤大小、发生部位、大

体类型、分化程度、浸润深度、淋巴结转移、

远处转移、TNM分期均无关(P>0.05, 表2). 
2.3 胃癌组织中MMP-9、TIMP-1、ZHX2蛋白表

达之间的关系 MMP-9蛋白的表达与ZHX2蛋白

表达呈正相关(r  = 0.630, P <0.01, 表3); TIMP-1蛋
白的表达与ZHX2蛋白表达呈负相关(r  = -0.430, 
P <0.01, 表4).

3  讨论

肿瘤的发生和发展是一个多步骤、多基因、多

因素参与的复杂过程. 其中MMPs和TIMPs在降

解细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过程

中起着重要作用, 参与恶性肿瘤的浸润和转移, 
是恶性肿瘤浸润和转移调节的主要蛋白 [13-15]. 
MMPs是一类结构中含有Zn2+的肽链内切酶家

族, 几乎能降解ECM的所有成分, 体内存在许多

抑制物可以特异性或者非特异性抑制MMPs的
活性, 主要是TIMPs[16]. TIMPs由分泌MMPs的
细胞同时分泌, 是MMPs生理性抑制物, 活性的

MMPs受特定的TIMPs调节. 在活化的MMPs
阶段, TIMPs可直接与活化的MMPs形成紧密

的1∶1复合物, 抑制其活性[17,18].
MMPs家族中, MMP-9是重要的一员, 而其

抑制剂TIMPs中, TIMP-1作用最强, 与MMP-9
共同作用使ECM降解及修复维持动态平衡, 对
抑制肿瘤的浸润转移有重要作用[19-22]. 本研究

显示MMP-9蛋白在胃癌组织中存在高表达, 而
T I M P-1蛋白在胃癌组织中表达却下调, 表明

在胃癌组织中存在MMP-9/TIMP-1蛋白表达失

衡, 这与许多学者报道相符[23-30]. 本研究还发现

MMP-9蛋白阳性表达与患者的年龄、性别、

肿瘤大小、发生部位、大体类型、分化程度、

淋巴结转移、远处转移、T N M分期均无关

(P >0.05), 而与肿瘤的浸润深度有关(P <0.05). 而
TIMP-1蛋白阳性表达与患者的年龄、性别、肿

瘤大小、发生部位、大体类型、分化程度、浸

图 1 MMP-9蛋白在胃癌组织的表达(×200). A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌; C: 低分化腺癌.

A B C

图 2 TIMP-1蛋白在胃癌组织的表达(×200). A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌; C: 低分化腺癌.

A B C
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■创新盘点
本实验通过免疫
组织化学法首次
探 讨 了 M M P - 9 /
T I M P - 1 蛋 白 与
ZHX2蛋白在人胃
癌组织中表达的
相关性.

润深度、淋巴结转移、远处转移、TNM分期均 无关(P >0.05). 表明在胃癌浸润过程中, TIMP-1

表 1 MMP-9蛋白表达与患者临床病理特征的关系

     临床病理特征  n        +(n )       -(n ) 阳性率(%)   P 值

性别 0.897

  男 42 28 14   66.67 

  女 20 13   7   65.00 

年龄(岁) 0.794

  <60 28 19   9   67.86 

  ≥60 34 22 12   64.71 

肿瘤大小(cm) 0.798

  <5 37 24 13   64.86 

  ≥5 25 17   8   68.00 

发生部位 0.326

  胃底/贲门 12   8   4   66.67  

  胃体 13   6   7   46.15 

  胃窦/幽门 37 26 11   70.27 

大体类型 0.669

  隆起型   8   6   2   75.00 

  溃疡型 46 31 15   67.39 

  浸润型   8   4   4   50.00 

分化程度 0.554

  低分化 43 27 16   62.79 

  中分化 14 11   3   78.57 

  高分化   5   3   2   60.00 

浸润深度 0.035

  T1   3   0   3     0.00 

  T2 10   9   1   90.00 

  T3 41 30 11   73.17 

  T4   8   6   2   75.00 

淋巴结转移 0.823

  N0 21 15   6   71.43  

  N1 23 15   8   65.22 

  N2   7   5   2   71.43 

  N3 11   6   5   54.55 

远处转移 1.000

  M0 54 36 18   66.67  

  M1   8   5   3   62.50 

TNM分期 0.450

 Ⅰ期   7   3   4   42.86  

 Ⅱ期 33 24   9   72.73 

 Ⅲ期 14   9   5   64.29 

 Ⅳ期   8   5   3   62.50 

表 2 TIMP-1蛋白表达与患者临床病理特征的关系

     临床病理特征  n           +(n )      -(n )      阳性率(%)   P 值

性别 0.831

  男 42 18 24 42.86 

  女 20   8 12 40.00 

年龄(岁) 0.243

  <60 28 14 14 50.00 

  ≥60 34 12 22 35.29 

肿瘤大小(cm)

  <5 37 18 19 48.65 0.193

  ≥5 25   8 17 32.00 

发生部位 0.813

  胃底/贲门 12   6   6 50.00  

  胃体 13   5   8 38.46 

  胃窦/幽门 37 15 22 40.54 

大体类型 0.160

  隆起型   8   3   5 37.50  

  溃疡型 46 17 29 36.96 

  浸润型   8   6   2 75.00 

分化程度 0.542

  低分化 43 20 23 46.51 

  中分化 14   4 10 28.57 

  高分化   5   2   3 40.00 

浸润深度 0.904

  T1   3   1   2 33.33 

  T2 10   5   5 50.00 

  T3 41 16 25 39.02 

  T4   8   4   4 50.00 

淋巴结转移 0.312

  N0 21 10 11 47.62  

  N1 23 10 13 43.48 

  N2   7   4   3 57.14 

  N3 11 2   9 18.18 

远处转移 0.710

  M0 54 22 32 40.74  

  M1   8   4   4 50.00 

TNM分期 0.362

 Ⅰ期   7   3   4 42.86 

 Ⅱ期 33 16 17 48.48 

 Ⅲ期 14   3 11 21.43 

 Ⅳ期   8   4   4 50.00 

表 3 胃癌中MMP-9和ZHX2蛋白表达之间的关系 (n )

     
ZHX2

          MMP-9
合计

 +  -

+ 38   7   45

-   3 14   17

合计 41 21   62

表 4 胃癌中TIMP-1和ZHX2蛋白表达之间的关系 (n )

     
ZHX2

            TIMP-1
合计

 +  -

+ 13 32   45

- 13   4   17

合计 26 36   62
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并不是MMP-9唯一的抑制剂.
我们既往的研究发现ZHX2的过表达与胃

癌的浸润深度有关, 为了进一步的研究ZHX2在
胃癌中的作用机制, 我们将本研究结果MMP-9
和TIMP-1蛋白在胃癌中的表达与前期同组胃癌

病例ZHX2蛋白表达, 进行相关性检验分析发现: 
在62例胃癌组织中MMP-9蛋白的表达与ZHX2
蛋白表达呈正相关(r  = 0.630, P <0.01), 在ZHX2
阳性和阴性表达组中的MMP-9阳性表达率分

别为: 84.44%(38/45)和17.65%(3/17)(P <0.05); 
T I M P-1蛋白的表达与Z H X2蛋白表达呈负相

关(r  = -0.430, P <0.01), 在ZHX2阳性和阴性组

中TIMP-1阳性表达率分别为: 28.89%(13/45)和
76.47%(13/17)(P <0.05), 表明MMP-9/TIMP-1蛋
白表达失衡与ZHX2蛋白表达相关. 关于MMP-9
和TIMP-1蛋白表达与ZHX2蛋白表达的相关性

研究, 目前国内外均未见相关文献报道, 具体

机制也有待进一步研究 .  分析其原因可能为: 
ZHX2通过与NF-Y结合, 影响其下游基因MMPs/
TIMPs的表达, 从而调节胃癌的浸润和转移. 其
详细机制有待于进一步研究.

总之 ,  联合检测胃癌组织中M M P - 9、
TIMP-1、ZHX2蛋白表达具有重要的临床意义, 
一方面有助于揭示胃癌发生、发展、浸润和

转移的机制, 并能作为评估胃癌恶性生物学行

为及预后的指标之一; 另一方面可以为临床选

择化疗药物提供参考依据. 对于三者在胃癌发

生、发展、浸润和转移过程中的相互作用机制

还有待进一步的研究.
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Abstract
AIM: To explore the expression of Calmodulin 
(CaM) gene in gastric cancer tissue and the re-
lationship between the methylation level of the 
CaM gene promoter and Helicobacter pylori (H. 
pylori) infection.  

METHODS: The expression of the CaM gene in 
30 cases of gastric cancer and matched tumor-
adjacent gastric tissue and metastatic lymph 
nodes was assessed by real-time fluorescence 
quantitative PCR. The relationship between CaM 
gene expression and H. pylori infection was ana-

lyzed. Methylation of CpG islands in the CaM 
gene promoter was measured by bisulfite modi-
fied sequencing method in gastric cancer cells 
infected with H. pylori and stably transfected 
with the H. pylori cytotoxin-associated protein A 
(cagA) gene.

RESULTS: The relative expression level of the 
CaM gene in cancer tissue was 2.08 times high-
er than that in tumor-adjacent gastric tissue (P 
< 0.05). The relative expression level of the CaM 
gene in H. pylori-positive gastric cancer was 6.11 
times higher than that in the H. pylori-negative 
group (P < 0.05). The demethylation at -276 bp 
in the CaM gene promoter was detected in H. 
pylori–infected and cagA-overexpressed gastric 
cancer cells.

CONCLUSION: H. pylori, though secreting the 
virulence factor CagA, up-regulates the expres-
sion of the CaM gene in gastric cancer possibly by 
inducing the demethylation of the CaM promoter.

Key Words: Gastric carcinoma; Helicobacter pylori ; 
Calmodulin; DNA methylation 

Zhou JJ, Wang Y, Xie Y, Zhao Y, Gu Y. Helicobacter pylori 
induces demethylation of the Calmodulin gene promoter 
in gastric cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(20): 1838-1842

摘要

目的: 探讨钙调蛋白(CaM )基因在胃癌组织中
的表达及其启动子区甲基化水平与幽门螺杆
菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染的关系. 

方法: 用实时荧光定量PCR法分别检测30例胃
癌组织、癌周组织及转移淋巴结组织中CaM
基因的表达量, 并分析其表达量与H. pylori
感染的关系. 体外建立H. pylori 感染胃癌细
胞的实验模型和H. pylori 细胞毒素相关蛋白
A(cagA )基因稳定转染胃癌细胞的实验模型, 
以未处理的胃癌细胞为对照, 用亚硫酸氢盐修
饰后测序法检测实验模型细胞中CaM 基因启
动子区甲基化水平.

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科
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■研发前沿
H. pylori 是胃癌
的 “ Ⅰ 类 致 癌
原”, 细胞毒素相
关蛋白A(CagA)
是H. pylori 分泌
并注入胃上皮细
胞的重要毒力因
子, 其引起胃癌的
分子机制是目前
研究热点. 

结果: 胃癌组织中CaM 基因的表达量是癌周
组织的2.08倍(P <0.05); H. pylori感染组中CaM
基因的表达量是无H. pylori 感染组的6.11倍(P
<0.01), H. pylori及其毒素蛋白CagA可引起CaM
基因启动子区-276位点发生去甲基化修饰.

结论: H. pylori 感染通过所分泌的毒力因子
CagA诱导胃癌细胞中CaM 基因启动子区去甲
基化修饰, 从而上调胃癌组织中CaM 基因的
表达.

关键词: 胃癌; 幽门螺杆菌; 钙调蛋白; DNA甲基化
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0  引言

胃癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一, 其死

亡率居全球肿瘤相关死亡的第2位[1]. 2006年的

调查显示, 我国胃癌死亡率分别居男性和女性恶

性肿瘤死因的第3位和第2位[2]. 虽然胃癌的发病

机制目前尚不清楚, 但大量的研究证明幽门螺杆

菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染与胃癌的发

生发展密切相关, 是引起胃癌的重要因素[3-5]. H. 
pylori于1994年被世界卫生组织列为胃癌的第1
致癌原, 细胞毒素相关蛋白A(cytotoxin-associated 
protein A, CagA)是H. pylori分泌的一种重要毒力

因子, 并发现cagA阳性菌株比cagA阴性菌株有

更大的毒性[6-10]. 本室运用蛋白质组学的方法在

H. pylori感染和高表达cagA的胃癌细胞中发现

钙调蛋白(Calmodulin, CaM)表达上调[11], 推测其

可能参与H. pylori感染致胃癌的发病机制. 因此, 
本研究定量检测了CaM基因在人胃癌组织中的

表达及其与H. pylori感染的关系, 并探讨H. pylori
感染与CaM基因启动子区CpG岛甲基化修饰的

关系, 为胃癌的发病机制提供一定线索. 

1  材料和方法 

1.1 材料 2005-01/2009-12贵阳医学院附属医院

胃癌根治术后经病理检查确诊的胃癌标本30例, 
男23例, 女7例, 年龄38-77岁. 分别取术后胃癌组

织、癌周切缘组织(距肿瘤边缘>3 cm)及胃周淋

巴结, 20-30 min内液氮快速冷冻. 癌周切缘组织

经术后病理检查未见肿瘤细胞, 淋巴结组织为

术中清扫的胃周淋巴结, 经病理检查确诊有转

移. 本研究得到了患者的知情同意及医院伦理

委员会批准. 
1.2 方法

1.2.1 CaM基因的定量检测: TRIzol(Invitrogen公
司)一步法分别提取癌周组织、胃癌组织及淋

巴结组织的总RNA, 反转录成cDNA. 以各组织

cDNA为模板, 在Step-one plus型实时荧光定量

PCR仪(ABI公司)检测CaM基因的表达, 用次黄

嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶1(hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl-transferas1, HPRT1)作
为内参基因, 引物序列见表1. 反应条件如下: 
95 ℃ 10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 共40个循

环. 收集CaM基因的荧光信号, 以HPRT1为内

参基因、癌周组织为对照组计算基因相对表达

量2-△△Ct, △△Ct = 处理组(CtCaM-CtHPRT1)-对照组

(CtCaM-CtHPRT1). 用融解曲线监测各样本PCR反应的

特异性, 相对标准曲线计算PCR反应的扩增效率. 
1.2.2 胃组织中H. pylori感染的检测及分组: 酚-
氯仿法提取癌周组织和胃癌组织的DNA, PCR
法扩增H. pylori的16S rRNA基因, 2.0%琼脂糖

凝胶电泳检测. 根据胃组织中H. pylori的感染状

态分为4组, 癌周组织H. pylori感染组和未感染

组及胃癌组织H. pylori感染组和未感染组, 以癌

周组织H. pylori未感染组为对照组, 计算各组中

CaM基因的相对表达量. 
1.2.3 CaM 基因启动子区甲基化水平的检测: 人
胃癌细胞SGC-7901(中科院上海细胞库)用含

100 mL/L胎牛血清和双抗(青霉素100 U/mL, 链
霉素100 U/mL)的RPMI 1640培养基(HyClone公
司)于50 mL/L CO2、37 ℃恒温培养. 冻存的H. 
pylori标准菌株NCTC11637(cagA阳性, 中国幽

门螺杆菌菌株管理与保藏中心馈赠)复苏后接

种于哥伦比亚血琼脂板(Oxoid公司), 微需氧环

境(50 mL/L O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2、

37 ℃)培养3 d收菌备用. 
将H. pylor i悬于PBS, 用麦氏比浊法调细

菌浓度达15×108个/mL, 按照细菌与细胞比例

1 000∶1感染胃癌细胞株SGC-7901, 6 h后收集

细胞备用. 稳定表达cagA的SGC-7901胃癌细胞

株由课题组保存, 用Zeocin 100 mg/L(Invitrogen
公司)维持培养, 收集生长状态良好的细胞备用. 
以未处理SGC-7901细胞作为对照. 提取上述3种
细胞的DNA, 用EZDNA甲基化试剂盒(亚硫酸氢

盐修饰后测序法, BSP, 美国)对其进行处理, 按说

明书操作. 将修饰后的DNA作为模板扩增CaM
基因的启动子区CpG岛, 分为CaM1、CaM2和
CaM3三个片段扩增, 引物序列见表1. PCR反应
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条件如下: 96 ℃ 10 min; 94 ℃ 40 s, 60 ℃ 40 s, 
72 ℃ 40 s, 共40个循环; 72 ℃ 10 min. 将CaM1、
CaM2、CaM3基因片段分别与pMD®20-T载体

(宝生物公司)连接, 转化大肠杆菌DH5α, 提取阳

性克隆中质粒DNA, 双酶切鉴定后测序, 比对3
组细胞中CaM1、CaM2、CaM3基因片段序列, 
寻找甲基化修饰位点. 

统计学处理 多样本比较采用SPSS13.0软
件的单因素方差分析, 两样本比较用独立t检验, 
P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 CaM 基因在胃癌组织中的定量表达 每例标

本CaM和HPRT1基因的熔解曲线均为单峰, 定
量PCR反应的特异性较高. CaM和HPRT1基因的

扩增效率在90%-109%之间, 满足2-△△Ct计算基因

表达量的条件. 结果显示胃癌组织中CaM基因

的表达量是癌周组织的2.08倍(表2). 
2.2 胃癌组织中H. pylori感染的检测 用PCR法扩

增每例胃癌组织中H. pylori  16S rRNA, 发现30例
标本中有20例H. pylori  16S rRNA基因阳性(图1), 
H. pylori感染的阳性率为67%. 
2.3 胃组织中H. pylori感染与CaM基因表达 根据

胃组织中H. pylori的感染状态分为4组. 结果发

现仅有胃癌组织H. pylori感染组中CaM基因的

表达量被上调6.11倍, 表明H. pylori感染能上调

胃癌组织中钙调蛋白基因的表达(表2). 
2.4 钙调蛋白基因启动子区CpG岛甲基化水平检

测 用H. pylori感染胃癌细胞株SGC-7901, 同时

选取稳定高表达cagA的SGC-7901, 以未处理的

SGC-7901作对照, 用亚硫酸氢盐处理3组细胞的

DNA, 扩增CaM基因启动子区CpG岛, 成功获得

表 1 PCR引物序列

     基因                   引物序列(5'-3') 产物(bp)

CaM 上游: TGGAGACGGACAAGTCAACTAT

下游: GACAGGACCACCAACCAATAC    245

HPRT1 上游: TGAGGATTTGGAAAGGGTGT

下游: GAGCACACAGAGGGCTACAA    118

16S rRNA 上游:  GCTAAGAGAT CAGCCTATGTC

下游:  CCGTGTCTCA GTTCCAGTGT    118

甲基化CaM1 上游: AAGAGGATTAATTTTTTTTAGGAGG

下游: CAACCTCACCCCACCTAAATA    250

甲基化CaM2 上游: GTTGAGGTGGGAGGGTTATTTA

下游: TCCCAACACCACTACCGAA    392

甲基化CaM3 上游: TTTTGGTAGTGGTGTTGGGA

下游: AACAAACAAAACAACTAAAAATCTAAA    285

CaM: 钙调蛋白; HPRT1 : 次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶1; 16S rRNA: 幽门螺杆菌16S rRNA.

表 2 CaM 基因在人胃癌组织中的定量表达及其与H. pylori 感染的关系 (mean±SD)

     组织/H. pylori 感染      n HPRT1  Ct值 CaM  Ct值 相对表达量(2-△△Ct)

组织类型

  癌周组织     30 25.56±2.43 25.84±2.69              1.00

  胃癌组织     30 25.58±2.96 24.32±2.95              2.08a

  淋巴结组织     30 25.64±2.44 24.71±2.77              1.60

H. pylori感染状态

  癌周组织

    未感染 10(33%) 25.46±2.14 26.42±3.71              1.00

    感染 20(67%) 25.95±1.42 26.67±1.62              1.18

  胃癌组织

    未感染 10(33%) 25.87±3.18 26.00±4.77              1.77

    感染 20(67%) 25.32±1.70 23.67±1.62              6.11d

aP<0.05 vs  癌周组织; dP<0.01 vs 癌周组织未感染组.

■相关报道
目前认为DNA甲
基化修饰是肿瘤
的促发因素. 而钙
调蛋白又是引起
细胞癌变的重要
分 子 ,  已 被 证 明
与胃癌的发生发
展密切相关, 但H. 
pylori 与钙调蛋白
基因的表达尚未
见报道. 
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CaM1、CaM2及CaM3三段PCR产物(图2). 测序

鉴定后序列比对发现H. pylori感染及cagA基因

稳定转染的细胞中CaM基因启动子区-276位点

的碱基从胞嘧啶(C)变成了胸腺嘧啶(T), 发生了

去甲基化修饰(图3).                       

3  讨论

长期的研究证明, H. pylori的感染是胃相关疾病

的重要因素, 其分泌的毒力因子CagA蛋白是导

致胃癌的主要原因之一[12-14]. 研究发现当H. py-
lori感染胃上皮细胞后, 分泌毒力因子CagA并将

其注入细胞, 调控细胞生长和分化相关的信号

通路, 促进慢性胃炎的转化而致癌变[15,16]. CaM
是一种重要的钙结合蛋白, 与Ca2+结合后被激

活, 而活化的CaM激活其下游的多个信号通路

参与细胞增生、有丝分裂、神经传导及基因转

录等, CaM还在细胞核内参与前mRNA的剪切和

调控核糖体聚合等功能, 是引起细胞癌变的重

要分子之一[17]. Choi和Tomás等[18,19]的研究发现

CaM与细胞周期调节蛋白E相互作用, 参与调节

细胞从G1到S期的进程, 而使用其抑制剂抑制细

胞分裂, 使细胞停滞在G1期. Zhao等[20]的研究也

发现在肝细胞癌中CaM与PI3K结合, 促进细胞

增殖. 本研究也发现人胃癌组织中CaM基因的

表达量显著高于癌周组织(P <0.05), 且CaM基因

的高表达与H. pylori感染相关, H. pylori感染可

以上调胃癌组织中CaM基因的表达(P <0.01). 本

研究中虽然CaM基因在转移淋巴结中的表达量

高于癌周组织, 但没有统计学意义.  
为了探讨H. pylori感染上调CaM基因表达

的机制, 本研究在体外构建了2个实验模型: H. 
pylori感染胃癌细胞的实验模型和cagA基因稳

定转染胃癌细胞的实验模型, 以未处理的胃癌

细胞为对照, 研究H. pylori感染对CaM基因启动

子区CpG岛甲基化修饰的影响.  
D N A甲基化修饰作为一种重要的表观遗

传学机制, 可引起调控细胞增殖和分化相关基

因的表达异常而导致细胞癌变[21]. 有文献报道, 
D N A甲基化修饰是胃癌的一个促发因素 ,  被
证实与胃癌的发生发展密切相关[22-25]. 2010年, 
Shin和Alves等[26,27]检测临床胃癌组织中相关基

因的甲基化水平, 发现H. pylori的感染引起上

皮钙粘连素、周期蛋白依赖性激酶抑制因子

2A(CDKN2A)等多个基因甲基化水平增加, 且
CDKN2A基因启动子区甲基化水平的改变依赖

不同的H. pylori表型. H. pylori感染引起的炎性

反应也是促进DNA甲基化水平变化的原因之一. 
Niwa等[28]发现H. pylori的感染引起胃组织中基

因高甲基化的同时伴随炎症相关基因如白介素

1β、一氧化氮合酶2和肿瘤坏死因子等基因发

生甲基化水平改变, 而抑制炎性反应会抑制这

些基因的甲基化水平. 此外, H. pylori感染的胃

组织中其他基因的甲基化水平也有改变[29,30]. 但
尚未发现H. pylori感染与CaM基因的相关报道. 

DNA的甲基化通常发生在启动子区的CpG
岛, 本研究针对CaM基因启动子区CpG岛设计

3对引物, 用亚硫酸氢盐修饰后测序法(BSP)检
测其甲基化水平. 原理是通过亚硫酸盐处理, 使
DNA中未发生甲基化的胞嘧啶(C)脱氨基转变

成尿嘧啶(U), 而甲基化的胞嘧啶保持不变, 经

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M       1        2    3       4      5       6 

118 bp

图 1 胃癌组织中H. pylori  16S rRNA基因电泳图. M: Marker; 

1: 阳性对照; 2: 阴性对照; 3, 4: H. pylori  16S rRNA基因阳性; 

5, 6: H. pylori  16S rRNA基因阴性.

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

M    1     2   3     1     2    3    1     2   3
CaM1 CaM2 CaM3

图 2 CaM 基因启动子区CpG岛PCR产物电泳图. M: Marker; 

1: 未处理SGC-7901; 2: H. pylori感染SGC-7901; 3: cagA稳

定转染的SGC-7901.

A

B

C

图 3 CaM 基因启动子区CpG岛序列比对图(-276位点). A: 

SGC-7901; B: H. pylori感染SGC-7901; C: cagA稳定转染的

SGC-7901.

DNA去甲基化修饰位点 ■创新盘点
本研究首次发现
H. pylori 通过分泌
的毒力因子CagA
诱导钙调蛋白基
因启动子区去甲
基化, 上调人胃癌
组织中钙调蛋白
基因的表达, 参与
胃癌的发生发展. 
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P C R扩增后尿嘧啶全部转为胸腺嘧啶(T), 将
PCR产物与T载体连接后测序, 通过与对照细胞

的基因序列比对, 判断是否发生甲基化水平的

改变. 本研究成功获得了模型细胞中CaM基因

启动子区CpG岛的3段PCR产物, 经测序比对后

不仅发现在H. pylori感染的胃癌细胞中CaM基

因启动子区-276位点发生去甲基化改变, 而且在

cagA基因稳定转染的胃癌细胞中CaM基因启动

子区同样的位点也发生了去甲基化改变. 表明H. 
pylori感染通过所分泌的毒力因子CagA引起了

CaM基因启动子区去甲基化, 可能与H. pylori感
染上调人胃癌组织中CaM基因的表达有关, 该
结果为揭示H. pylori感染与胃癌的发生、发展

提供新的线索. 
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凋亡抑制蛋白家族在食管癌分子靶向治疗中的研究进展
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■背景资料
食管癌的放化疗
抵抗性是目前食
管 癌 治 疗 的 难
题. 凋亡抑制蛋白
( IAPs)在多种恶
性肿瘤组织中高
表达, 并与肿瘤的
发生发展、预后
及放化疗抵抗性
等密切相关. 探索
IAPs在食管癌发
生发展及放化疗
抵抗性的作用机
制对食管癌的分
子靶向治疗有着
深远的意义. 
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Abstract
The apoptosis and antiapoptotic signaling 
pathways play a critical role in the embryonic 
and lymphocyte development, immune system 
modulation, and tissue homeostasis, as well 
as carcinogenesis. As inhibitor of apoptosis 
proteins (IAPs) are highly expressed in several 
neoplasms and are closely related to carcino-
genesis, cancer progression, radiochemothera-
peutic resistance, and prognosis, therapies 
targeting IAPs have become a research hotspot 
for molecular targeted therapy of tumors. In 
recent years, many agents targeting IAPs which 
are being evaluated in clinical trials are show-
ing promising prospect for neoplastic therapy. 
As such, the identification of key roles of IAPs 
in esophageal cancer has revealed their poten-
tial value as therapeutic targets. This report re-
views the progress in understanding the role of 
IAPs in molecular targeted therapy of esopha-
geal cancer.

Key Words: Apoptosis; Inhibitor of apoptosis pro-
tein family; Esophageal cancer; Molecular targeted 
therapy
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摘要

细胞凋亡与抗细胞凋亡信号通路在胚胎及淋
巴细胞发育、免疫系统调控、组织稳定及肿
瘤发生中发挥着重要作用. 研究发现凋亡抑制
蛋白(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs)在多
种恶性肿瘤组织中高表达, 并与肿瘤的发生、

发展、放化疗抵抗性及预后密切相关, 使其成
为肿瘤分子靶向治疗的研究热点. 近年来, 多
种靶向IAPs药物正在进行临床试验评估, 并在
试验中显示出较好的治疗前景. 同样, IAPs在
食管癌发生发展中有着重要的地位, 使其成为
食管癌分子靶向治疗潜在的靶点. 本文主要对
IAPs在食管癌分子靶向治疗的研究进展进行
综述. 

关键词: 细胞凋亡; 凋亡抑制蛋白家族; 食管癌; 分

子靶向治疗
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进展. 世界华人消化杂志  2012; 20(20): 1843-1847

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1843.asp

0  引言

食管癌是人类常见的恶性肿瘤之一, 统计显示

2008年全球新增食管癌患者约482 300例, 死亡

患者约406 800例, 其发病率在不同地区间具有

显著的差异性[1]. 我国是食管癌的高发国家, 食
管癌在我国常见恶性肿瘤中发病率居第6位, 死
亡率居第4位[2]. 目前, 食管癌的治疗方法以外

科手术治疗及辅助放化疗为主. 早期食管癌及

时根治预后良好, 但是早期患者症状不典型, 首
次就诊的患者以中晚期为主, 肿瘤对放化疗的

抵抗使食管癌患者总体预后较差. 探索食管癌

发生发展及放化疗抵抗的分子机制是目前食管

■同行评议者
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■研发前沿
近年来的研究发
现 I A P s 与 恶 性
肿瘤的发生、发
展、预后及放化
疗敏感性密切相
关 ,  使 其 成 为 了
肿瘤分子靶向治
疗 的 研 究 热 点 . 
但是IAPs抑制细
胞凋亡及肿瘤放
化疗抵抗的分子
机制仍未完全清
楚 ,  靶向 IAPs治
疗潜在的不良反
应及疗效仍有待
进一步评估. 

癌的研究热点. 近年来, 研究发现凋亡抑制蛋白

(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs)与食管癌的

发生、发展、预后及放化疗抵抗密切相关, 本
文主要对IAP家族在食管癌分子靶向治疗的研

究进展进行综述. 

1  凋亡抑制蛋白家族概述

细胞凋亡是机体为维持自身稳定, 在基因的调

控下, 细胞发生自主有序死亡的生物学现象[3,4]. 
细胞凋亡和抗细胞凋亡的动态平衡是维系生物

生长发育及组织稳定的必要条件, 细胞凋亡的

失调与肿瘤的发生、发展密切相关[5]. 1993年, 
Crook等[6]在感染杆状病毒的昆虫细胞中发现第

1个IAP, 到目前为止在人体内鉴定出8个IAP家
族成员, 分别为NIAP、XIAP/MIHA、cIAP-1、
cIAP-2、Survivin、Apollon/BRUCE、ILP-2和
Livin/ML-IAP. 研究发现IAPs是一类高度保守的

内源性抗凋亡基因家族表达产物, 广泛存在于许

多生物体内, 参与调控细胞凋亡、细胞周期、有

丝分裂及核因子kappa B(nuclear factor-kappa B, 
NF-κB)信号通路传导, 并与肿瘤的发生、发展、

放化疗抵抗性及预后密切相关[7-9]. 
1.1 凋亡抑制蛋白的结构和功能 IAPs的分子结

构特征是包含1-3个杆状病毒IAP重复序列(bac-
ulovirus IAP repeat, BIR)结构域. IAPs通过BIR
结构域与细胞凋亡主要执行者caspase的BIM结

构域结合, 抑制caspase的活性, 进而抑制细胞

凋亡[10,11]. 在XIAP、cIAP-1、cIAP-2、ILP-2和
Livin羧基端的RING结构具有E3泛素连接酶活

性, 直接调控自身及IAPs结合的caspase泛素化[12]. 
Apollon的UBC结构域与RING结构域的功能相

似. cIAP1和cIAP2的CARD结构域通过调节与其

他蛋白质间的相互作用, 参与激活caspase蛋白

质复合体的形成[12,13]. XIAP、cIAP-1、cIAP-2和
ILP-2的UBA结构域与连接Lys63偶联的多聚泛

素化相关[14]. 
1.2 凋亡抑制蛋白与NF-κB信号通路 NF-κB信号

通路参与调控免疫反应、炎症、细胞增殖、细

胞凋亡及肿瘤发生发展等多种生理病理进程[8]. 
依据不同的激活方式, NF-κB信号通路分为经

典途径和非经典途径, IAP家族在经典途径中发

挥正向调节作用, 而在非典型途径中表现为负

性调节作用[15]. Mahoney等[16]研究发现c-IAP1/2
是调控肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)诱导NF-κB活化的重要因素, c-IAP1/2缺
失将增强TNF-α诱导的细胞凋亡. Lu等[17]研究发

现BIR1与TAB1的相互作用对于XIAP诱导NF-
κB信号通路激活有着重要的作用, 破坏BIR1二
聚体将阻止XIAP诱导的NF-κB激活. 
1.3 凋亡抑制蛋白与内源性IAPs拮抗剂 内源

性I A P s拮抗剂对维持细胞凋亡平衡有着重要

意义. 第二线粒体衍生的caspase激活剂(second 
mitochondrial-derived activator of caspases, Smac)
是一种约25 kDa的线粒体蛋白, 以二聚体的形

式存在于线粒体膜间隙, 在细胞凋亡信号通路

激活后, 与细胞色素C共同被释放到细胞质, 经
修饰成熟后与caspase竞争连接IAPs的BIR结构

域, 解除IAPs对caspase的抑制作用, 促进细胞凋

亡[18]. Smac氨基端的丙氨酸-缬氨酸-脯氨酸-异
亮氨酸结构域是抑制IAPs的结构基础. Smac通
过与XIAP、cIAP1、cIAP2、Survivin及Livin的
相互作用参与调控细胞凋亡的平衡[19]. 2005年, 
Hariu等[20]研究发现Livin通过BIR结构与Smac蛋
白结合, 增强RING结构域的E3泛素连接酶活性, 
促进Smac经泛素-蛋白酶途径降解, 进而抑制细

胞凋亡. 2010年, Flanagan等[21]研究发现XIAP并
不能阻止线粒体释放细胞色素C, 而是通过选择

性地减少Smac释放, 从而抑制细胞凋亡. 此外, 
研究还发现Omi、eRF3、XAF1等内源性小分子

IAP拮抗剂同样能够促进细胞凋亡[22-24]. 

2  凋亡抑制蛋白与食管癌

近年来, 研究发现IAPs在人类多种恶性肿瘤中

异常表达, 并与肿瘤的发生、发展、放化疗敏

感性及预后等密切相关[8,12]. IAPs在食管癌的研

究对于进一步探索食管癌的发病机制、评估患

者的放化疗敏感性及预后有着深远的意义. 
Survivin是IAP家族中的分子量最小的成员, 

参与调控细胞周期、细胞凋亡、信号通路传

导、新陈代谢及环境适应性等多种生物学进

程[25]. Survivin在大部分恶性肿瘤组织中高表达, 
而在成人正常分化组织中不表达或微量表达, 
其高表达与肿瘤的放化疗敏感性及预后密切相

关[26-28]. 在食管腺癌方面, 赵俊杰等[29]通过检测

Survivin mRNA和GW112 mRNA在反流性食管

炎、Barrett's食管及食管腺癌中的表达, 结果显

示Survivin和GW112基因高表达抑制细胞凋亡, 
Survivin在Barrett's食管及食管腺癌发生的早期

阶段发挥着重要作用. 在食管鳞癌方面, Takeno
等[30]研究发现Survivin在细胞质的表达与食管

鳞癌的分化、侵袭性及预后密切相关. 进一步

检测Survivin、Survivin-2B、Survivin-deltaEx3 
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■创新盘点
本文系统地介绍
了IAPs的结构、
功能及信号传导
通 路 ,  重 点 阐 述
了IAPs在食管癌
发生发展及放化
疗抵抗性的作用
和靶向IAPs在食
管癌治疗的研究
进展.

m R N A在食管鳞癌组织中的表达 ,  结果显示

Survivin-2B的表达水平与食管癌组织分化程度

相关. Zhu等[31]等研究发现Survivin的表达水平与

食管鳞癌患者的生存时间密切相关. 在Survivin
高表达的食管癌细胞中, 放疗引起的肿瘤细胞

死亡数较少, 结果显示Survivin的表达可用于评

估食管鳞癌患者的预后及放疗疗效. 此外, 外周

血中Survivin的表达同样与食管癌患者的放化疗

疗效及预后密切相关, Survivin高表达预示患者

的放化疗疗效及预后较差[9,32]. 
IAPs家族中的其他成员对食管癌的发生发

展也发挥着重要的作用. 2004年, Nemoto等[33]研

究显示NIAP、XIAP、c-IAP1、c-IAP2在食管

癌组织中表达增强, 并与肿瘤分化程度密切相

关, 其在低分化组的表达较高分化组显著增强. 
2007年, Zhang等[34]通过免疫组织化学、RT-PCR
和Western blot检测在食管鳞癌、正常食管及

多种食管鳞癌细胞系中XIAP的表达, 结果显示

XIAP在食管鳞癌组的表达较正常食管组明显增

强, XIAP的表达与肿瘤的化疗敏感性相关. 2008
年, Chen等[35]采用免疫组织化学、Western blot-
ing和RT-PCR检测不同分期食管癌组织中Livin
及VEGF的表达, 结果显示Livin与VEGF的表达

随着肿瘤的进展而增加, Livin与VEGF的表达呈

正相关. 
总之, IAPs与食管癌的发生发展、放化疗疗

效及预后密切相关, 并将成为评估食管癌患者

预后及放化疗疗效潜在的预测因子. 

3  凋亡抑制蛋白与食管癌分子靶向治疗

近年来, 研究发现通过RNA干扰(RNA interfer-
ence, RNAi)、小分子IAP拮抗剂、反义寡核苷

酸等方法抑制IAPs在肿瘤细胞的表达, 能够有

效地促进肿瘤细胞凋亡, 提高肿瘤细胞对放化

疗的敏感性[36-38]. 随着研究的进展, AEG40826、
YM155、AEG35156等靶向IAPs的药物相继进

入Ⅰ/Ⅱ期临床试验, 并在试验中显示出较好的

治疗前景. 靶向IAPs的分子生物治疗在食管癌

的研究中也取得了较大的进展. 
3.1 RNAi与靶向IAPs的食管癌治疗 RNAi是将

与靶基因同源互补的双链RNA引入细胞, 特异

性地降解靶基因mRNA, 造成靶基因在转录后

沉默的分子生物学技术 [39]. RNA i现已广泛地

应用于基因功能研究及基因治疗探索, 为靶向

IAPs治疗食管癌的研究奠定了技术基础. 2007
年, Zhang等[34]研究发现小分子干扰RNA能够有

效地抑制食管癌细胞XIAP的表达, 诱导食管癌

细胞凋亡. 进一步的研究发现, 联合靶向XIAP
的小分子干扰RNA能够增强食管鳞癌细胞对紫

杉醇、顺铂、依托泊苷、氟尿嘧啶的化疗敏感

性. 2011年, 陈力[40]采用慢病毒载体构建短发夹

RNA-L ivin系统并转染至食管癌细胞Eca-109, 
结果显示靶向L ivin的RNA i联合顺铂上调Cas-
pase-3、Caspase-9的表达, 抑制Eca-109细胞的

增殖, 促进其凋亡. 
3.2 Smac蛋白类似物与食管癌 近年来, AEG408
26/HGS1029、Compound C、Compound8等
Smac类似物在前期研究中表现出较好的抗肿瘤

作用, 并相继进入Ⅰ期临床试验评估[18,41,42]. 在食

管癌方面, Xu等[43]通过检测具有不同化疗疗效

的食管鳞癌组织中Smac的表达, 发现在36.8%食

管鳞癌组织中Smac的表达显著下降, 化疗敏感

组与化疗抵抗组间Smac的表达具有显著差异性. 
通过敲除Smac基因将抑制顺铂诱导的肿瘤细胞

凋亡, Smac类似物LBW242则增强顺铂诱导的肿

瘤细胞凋亡, 恢复肿瘤细胞的化疗敏感性. 因此, 
联合Smac类似物的化疗方案将为化疗抵抗的食

管癌患者带来新的希望. 
3.3 IAPs反义寡核苷酸与食管癌 反义寡核苷

酸是通过人工合成特异互补的短链DNA, 大小

约13-30个核苷酸, 根据碱基互补原则, 与目标

mRNA结合后阻止目标基因的转录和翻译, 并
通过激活体内的RNase或ribozyme酶导致目标

mRNA降解, 进而抑制目标基因的表达[44,45]. 靶
向IAPs的反义寡核苷酸在肿瘤的治疗研究中已

经取得了突破性的进展. 2011年, Nakahara等[46]

研究发现靶向Survivin的反义寡核苷酸YM155
通过抑制Survivin的表达, 进而抑制非霍奇金淋

巴瘤、乳腺癌、非小细胞肺癌等肿瘤细胞及异

体移植肿瘤的生长, 提示YM155可能在肿瘤靶

向治疗中具有广阔的应用前景. 在Ⅰ/Ⅱ期临床

试验中, YM155对食管癌、非小细胞肺癌、黑

色素瘤等肿瘤患者表现出较好的人体安全性及

潜在的临床应用价值[47-49]. 2011年, Holt等[50]研究

发现, 靶向XIAP的反义寡核苷酸AEG35156能够

有效地降低骨肉瘤、横纹肌肉瘤及尤文氏肉瘤

肿瘤细胞中XIAP的表达, 促进肿瘤细胞凋亡, 增
强骨肉瘤细胞791T对阿霉素、依托泊苷及长春

新碱的化疗敏感性. 目前, AEG35156正在进行

Ⅰ/Ⅱ期临床试验评估, 在早期试验中并未发现

严重的不良反应, 其肿瘤治疗疗效仍有待进一

步评估[18,51]. 



www.wjgnet.com

1846               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年7月18日   第20卷   第20期

■同行评价
本综述较为系统
地介绍了细胞凋
亡相关信号通路
在肿瘤, 尤其是在
食管癌发生和发
展中的作用和应
用前景, 对于提示
该类分子作为食
管癌诊断标志物
及治疗靶点具有
潜在意义, 且文献
复习较为全面, 具
有较好的理论和
实践指导意义.

3.4 靶向Survivin的免疫治疗 免疫逃逸是肿瘤细

胞存活及转移的重要因素之一. 靶向肿瘤相关

性抗原的肿瘤疫苗通过激活患者自身免疫系

统, 诱导特异性的免疫反应, 进而清除肿瘤细

胞, 是一种较理想的肿瘤治疗策略. Survivin在
多种肿瘤组织中的高表达, 使靶向Survivin的肿

瘤免疫治疗成为了近年来的研究热点. 2009年, 
Honma等[52]采用Survivin-2B80-88多肽疫苗治疗

晚期及复发性泌尿道上皮肿瘤患者, 在Ⅰ期临

床试验中未发现严重的不良反应. 在部分患者

体内发现Survivin-2B80-88多肽疫苗诱导的特异

性细胞毒性T淋巴细胞数明显增多, 并有部分患

者的肿瘤体积缩小, 显示出较好的人体安全性

及免疫效应. Survivin-2B80-88多肽疫苗在对晚

期及复发性口腔肿瘤的Ⅰ期临床试验中同样显

示出较好的人体安全性及潜在的治疗价值[53]. 目
前, 虽然未见靶向Survivin的肿瘤疫苗在食管癌

治疗研究的相关报道, 但我们相信随着研究的

进展, 联合靶向Survivin的免疫治疗将为食管癌

患者提供新的治疗途径. 

4  结论

IAPs与食管癌的发生、发展、预后及放化疗敏

感性密切相关, 并可能成为食管癌较理想的治

疗靶点. 随着研究的进展, 靶向IAPs的肿瘤治疗

已显示出较好的治疗前景, 为食管癌的分子靶

向治疗提供了潜在的治疗途径. 但是食管癌的

发病机制是一个复杂的多基因和多步骤过程, 
IAPs抑制细胞凋亡及肿瘤放化疗抵抗的分子机

制仍不完全清楚, 靶向IAPs肿瘤治疗的疗效及

潜在的不良反应仍有待进一步的临床试验评估. 
我们相信随着分子生物学技术的发展及靶向

IAPs肿瘤治疗的研究进展, 联合靶向IAPs的分

子生物治疗将使更多的食管癌患者从中受益. 
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■背景资料
1893年, 西班牙神
经解剖学家Cajal
首次在消化系内
发现了Cajal间质
细胞(ICC). 百年
来, 人们逐渐认识
到他是胃肠道的
起搏细胞, 对正常
胃肠蠕动有着重
大作用. 其后在胃
肠道外其他器官
和系统相继发现
了ICC的存在.
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Abstract
Interstitial cells of Cajal (ICCs) are a kind of cells 
mainly found in the gastrointestinal tract as 
pacemaker and signal transduction cells. They 
have a close connection with muscular cells and 
terminal neurons and can stimulate and pro-
mote gastrointestinal motility. With the help of 
electron microscopes, we can clearly recognize 
their distribution and inner structure. C-kit 
protein is expressed by ICCs. Besides, many dis-
orders of gastrointestinal motility are related to 
ICCs. In recent years, many scholars have found 
the trace of ICCs in different organs such as the 
gastrointestinal tract, biliary tract, bladder, and 
uterus, and they have tried to state the relation-

ship between abnormal ICCs and some diseases. 
This article will review the progress in research 
of ICCs in terms of their origin, morphology, re-
ceptors, function, and related diseases.

Key Words: Interstitial cells of Cajal; Gastrointesti-
nal tract; Signal transduction

Weng C, Yuan Q, Fan Y. Progress in research of interstitial 
cells of Cajal. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 
1848-1852

摘要

Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)是一

类主要分布于胃肠道的间质细胞, 是胃肠道的

起搏细胞(pacemaker cell)和信号传导细胞, 与肌

细胞以及末梢神经元有着紧密的关系, 具有激

发和促进胃肠蠕动的作用. 借助于电子显微镜

技术, 清楚观察到了ICC位置分布和内部精细结

构; 应用免疫荧光等生化技术, 发现了其特殊表

达的C-kit蛋白; 利用电生理技术, 得知多种胃肠

动力障碍疾病也与其异常有关. 多年来, 学者逐

渐在胃肠道、胆道、膀胱、子宫等部位发现了

ICC的踪迹, 并试图阐述其与某些疾病的发生机

制. 本文就ICC的起源、形态学、受体和功能、

以及与其相关的疾病等作一综述. 

关键词: Cajal间质细胞; 胃肠道; 信号传导 
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0  引言

1893年, 西班牙神经解剖学家Sandago Puamony 
Cajal利用甲基蓝及嗜银染色的方法在胃肠道内

首次发现了一类特殊的间质细胞, 称为Cajal间
质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC). 随着研究

进展, 人们发现他是胃肠道的起搏细胞, 对维持

胃肠道正常功能起着决定性作用. 后来大量研

究证实, ICC不仅存在于胃肠道, 还普遍存在于

其他系统和器官中, 例如泌尿生殖系统[1]、脉管

■同行评议者
王承党, 教授, 福建
医科大学附属第
一医院消化内科
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■研发前沿
I C C 首 先 发 现 于
胃肠道, 后来在腺
体、胆道系统、
泌尿生殖系统等
器官和系统逐渐
发现ICC的存在 , 
相关的报道研究
也屡见不鲜.

系统[2]、胆道系统以及各种腺体之中[3]. 本文就

ICC最新研究进展进行综述. 

1  ICC的来源与鉴别

ICC最初发现于胃肠道, 与肌细胞、神经末梢有

着紧密联系. 人们认为他可能来源于神经嵴细

胞, 也可能来自于肠道间质细胞, 直到Young等[4]

利用小鼠小肠来研究ICC的胚胎起源, 才解决了

这一争论问题. 他们在小鼠胚胎神经嵴细胞形

成前后的肠道上均发现了对ICC特异性的C-kit
免疫反应蛋白, 这表明ICC并不是来源于神经嵴

细胞, 而更可能来自肠道的间质细胞. 
ICC区别于其他细胞的判断标准[5]主要基

于以下几点: (1)细胞形态学和超微结构的特征: 
ICC主要沿着间质内的神经生长, 存在于肌束内

的ICC非常有限, 而且细胞内有大量与平滑肌细

胞相似的纤维束、细胞膜穴样内陷; (2)分子生物

学特点: ICC特有的原癌基因C-kit能编码表达一

种酪氨酸激酶受体; (3)胃肠道动力的电生理特

性: ICC是一类起搏细胞, 能产生特殊的慢电波[6]. 

2  ICC的形态与分布

在光镜下, ICC可用C-kit免疫反应蛋白来标记, 
ICC呈纺锥形或星形, 细胞核较大, 以圆形或卵

圆形为主, 染色质分散, 胞质少, 一般有2-5个突

起, 相互连接形成细胞网络. 在电镜下, ICC的胞

浆内具有丰富的线粒体、高尔基体、粗面和滑

面内质网, 大量的中间纤维束以及间隙连接, 在
细胞膜上可看见许多细胞膜穴样内陷[7], 但是不

同物种和组织的ICC都有他们各自独特的形态

特征. 小肠深肌丛ICC和结肠肌下丛ICC与平滑

肌细胞非常相似, 有一层明显的基底膜和大量

的细胞膜穴样内陷, 然而, 胃肠道所有的肠肌神

经丛ICC与平滑肌细胞几乎没有相似之处, 而更

像是纤维细胞. 不同器官ICC形态的不同可能与

他们的微环境有关, 包括机械力的影响、神经

分布的类型以及和平滑肌细胞的空间关系等[8]. 
根据ICC形态、分布位置以及与神经丛、

平滑肌空间关系的不同可将其分为多个亚型: 
(1)肌丛ICC(ICC of the myenteric plexus, ICC-
MP)是由包含3-5个初级胞突的多级细胞组成

的 ,  在小肠周围肠肌丛形成致密的网络结构 , 
但在胃和结肠则形成疏松网状结构[9]; (2)肌内

ICC(intramuscular ICC, ICC-IM)可分为环肌

ICC(ICC of the circular muscle, ICC-CM)和纵肌

ICC(ICC of the longitudinal muscle, ICC-LM). 前

者是环肌层主要的双极细胞, 沿着周围平滑肌

长轴方向生长, 主要分布于胃和结肠中, 而在小

肠很少能发现[9]; 后者在形态上与前者相似, 但
在数量上远远不如前者[10]; (3)深肌丛ICC(ICC 
of the deep muscular plexus, ICC-DMP)也是多极

细胞, 但是胞突非常独特地沿着圆周生长, 这与

他和小肠深肌丛神经束以及环行肌纤维有着密

切的联系有关[11]; (4)黏膜下层ICC(ICC of sub-
mucosa, ICC-SM)和黏膜下丛ICC(submucosal 
plexus, ICC-SMP)存在于胃和结肠的黏膜下层

结缔组织和环行肌内层之间[12,13], 含有次级突起

的胞轴平行于相邻的环行肌细胞, 形成疏松的

网状结构; (5)浆膜下ICC(ICC of the subserosa, 
ICC-SS)是存在于小鼠小肠和结肠浆膜层的星

形间质细胞[14], 在细胞网状结构的形成过程中

有一定作用. 

3  ICC的功能和受体

1914年Keith最早提出了ICC可能是一种胃肠道

起搏细胞的观点, 后来电生理研究和细胞超微

结构研究发展不仅证实了他的观点, 而且认为

ICC在胃肠道肌细胞中能产生慢电波[15], 介导兴

奋和抑制运动神经传递[16], 同时ICC充当非神经

源性牵张感受器, 影响平滑肌的兴奋性和慢波

频率[17], 在迷走神经传入信号过程也发挥重要

作用[18]. 
分子生物学研究表明ICC能够表达原癌基

因C-kit, 编码产生特征性的Kit酪氨酸激酶受体. 
人们通过RT-PCR方法分离出了多种ICC表达的

受体. 胃底ICC-IM和小肠ICC-MY可表达毒蕈

碱样乙酰胆碱能受体(M2和M3型), 神经激肽受

体(NK1和NK3型)和VIP受体(VPAC1型)[19]. 小
肠ICC-DMP除表达NK1受体[20]之外, 还表达毒

蕈碱样M2受体[21]和生长抑素2A受体[22]. 在回

肠ICC-DMP和ICC-MY则发现了5-HT3受体, 而
5-HT4受体则在小肠被发现. 在ICC-IM, ICC-
DMP和ICC-MY均可检测到嘌呤P2Y4受体[23], 嘌
呤P2X2和P2X5受体却仅存在于ICC-MY[24]. 在幽

门ICC和平滑肌细胞能表达缩胆囊素A受体[25]

以及G蛋白耦连受体[26]. 另外NO是运动神经有

效的抑制性神经递质, 能激活可溶性鸟苷酸环

化酶(soluble guanylate cyclase, sGC), 而sGC存在

于小肠ICC-DMP中[27], 由此可见, ICC也是受氮

能抑制性神经元支配的. 此外, 有研究证实在豚

鼠胆囊壁的ICC上存在着胆囊收缩素(cholecys-
tokinin, CCK)受体[28], 他能控制胆囊的收缩. 

■创新盘点
ICC的研究时有报
道发表, 但其研究
处于起步阶段, 研
究部位相对单一, 
本文综合世界前
沿文献, 内容较全
面, 使读者能大体
了解当今ICC的研
究方向和成果. 
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4  ICC与胃肠道疾病

大量研究表明ICC是调节胃肠道动力的重要因

素, 这也为许多胃肠道动力障碍相关疾病提供

新的病理生理学解释. 目前所报道的病例中, 与
ICC相关的疾病主要包括贲门失弛缓症、婴儿

肥厚性幽门狭窄、慢性假性肠梗阻、先天性巨

结肠、炎症性肠病、慢传输型便秘、糖尿病胃

轻瘫、Oddi括约肌功能障碍和其他胃肠动力障

碍相关疾病以及胃肠道间质肿瘤等. 
(1)贲门失弛缓症: ICC细胞质中只有少量的

线粒体和滑面内质网, 而且ICC与神经纤维之间

的接触联系也在减少, 同时平滑肌细胞有一定

形态上的变化[29]; (2)婴儿肥厚性幽门狭窄: ICC
在肥厚性幽门环肌层连续缺乏[30], ICC的缺乏可

能干扰了慢电波的传播, 影响了胃窦部和幽门

部之间的协调运作, 另外神经元NO合成酶的缺

乏也会导致肥厚性幽门狭窄的发生[31], 但在肥

厚性幽门切开术后幽门病理标本中显示各类被

标记的神经纤维、胶质细胞、神经元性NO合成

酶和ICC与正常人的分布十分相似[32]. 因此, 尚
无确切的证据证实ICC与该病发生的相关性; (3)
慢性假性肠梗阻: 有研究[33]发现慢性假性肠梗

阻小肠外肌层ICC的密度为正常人的3%, 在肠

肌丛周围ICC明显缺乏. 但令人费解的是有实

验[34]证实在对照组和患者组中, ICC均普遍分

散于纵行肌和环行肌中, 因而, ICC可能只是导

致慢性假性肠梗阻的多原因之一, 而非主要因

素; (4)胃肠道间质瘤: 通常表达特有的标记物

CD34[35], 但有专家认为Kit可能更适合作为胃肠

道间质瘤的标记物, 而且追踪效果可能要优于

CD34[36]. 因为在胃肠道间质瘤中发现了原癌基

因Kit突变的存在, 而且其预后效果非常差[37], 但
Kit基因突变可能只是肿瘤致癌过程中的一部

分, 而非肿瘤来源的关键因素. 对此, Hirota等[38]

提出Kit和CD34都呈阳性的间质瘤可能分化来

源于ICC, 然而Vanderwinden等[39]发现Kit+ ICC和
CD34+的纤维母细胞是两种相邻但不重叠的细

胞, 很难支持前者的假说, 但关于胃肠道间质瘤

起源问题尚未有可信有力的理论依据, 也不能

排除Hirota提出的假说. 

5  ICC与胆道疾病

近年来, 通过豚鼠试验, 从形态学和生理学证明

了Cajal样间质细胞(ICLC)在胆囊上的存在, 并
认为胆囊能产生和传播自发性节律与其密不可

分[40]; 之后又有学者在人类肝外胆道发现了ICC

的存在, 与胆囊上存在的ICLC相比, 肝外胆管

ICLC显得更加聚集致密, 但并未在肝内胆道上

发现ICC的踪迹[41]. Huang等[42]发现ICLC主要存

在于胆囊和胆管系统平滑肌层, 包括肝管、胆

囊管、胆囊以及胆总管上端. 在胆总管下端和

壶腹部, ICLC在数量上呈缓慢增长趋势, 尤以

壶腹部数量为多, 与十二指肠ICC相当, 远超出

胆囊和胆管上的数量. 在胆道系统之中, 胆总管

ICLC的数量最多, 这可能与他自发性地调节胆

道系统节律收缩, 防止胆道系统动力障碍性疾

病发生相关[43]. 
目前, 尚缺乏ICC在胆道系统疾病致病过程

中作用的资料. Xu等[28]发现胆囊壁上的Cajal细
胞表达一种与胆囊收缩密切相关的CCK受体, 
为胆囊运动障碍性疾病(如胆囊结石)的成因提

供了新的理论依据. 在胆总管尤其在壶腹部周

围, ICC更趋于密集, 为胆道动力障碍性疾病(如
Oddi括约肌功能障碍)提供了有力的理论基础. 
有人还在胆囊恶性间质瘤中发现肿瘤细胞高度

表达CD117(C-kit蛋白)和波形蛋白[44], 表明恶性

间质肿瘤同样可以发生在胆道系统中, 而且特

异性的C-kit蛋白高度表达, 提示ICC在肿瘤发病

过程中可能发挥重要作用. 

6  ICC与胃电起搏治疗

在胃不同部位分离出的ICC上, 有人[45]记录了慢

波的传播过程. 试验[46]表明, 用0.1 ms脉冲的电

场刺激野生型小鼠胃窦细胞, 能产生本体固有

频率的慢波, 而且波相位超前, 但慢波起搏能被

河豚毒素和阿托品阻断, 提示相位超前是通过

胆碱能神经介导的. 在缺乏ICC-IM的变异型小

鼠胃窦细胞中, 相位超前和波的传送现象则不

存在. 这表明慢波频率和平滑肌收缩的神经调

节是依靠神经和ICC-IM之间的相互作用达到

的. 然而用1-2 ms的脉冲刺激野生型和变异型小

鼠, 他们都能产生相位超前和波的传送现象, 而
且不能被河豚毒素和阿托品阻断, 表明在缺乏

ICC-IM的情况下, 长时间的脉冲刺激能够直接

启动ICC-MY上的起搏机制. 由此可知, ICC-IM
是体内神经调节的关键. 这为体外胃电起搏治

疗胃排空异常、胃轻瘫等疾病提供了新的理论

依据[47]. 但是, ICC的缺乏却有利于某些糖尿病

相关的胃病[48], 在体内神经刺激减少的非肥胖型

糖尿病的小鼠中, 胃窦部环肌层ICC-IM的数量

显著降低, 并且肠神经末梢和ICC-IM之间正常

存在的密切联系也遭到明显破坏[49]. 所以, 对于

■应用要点
I C C 是 一 种 起 搏
细胞, 他的数量和
形态异常对动力
障碍性疾病(如胃
排空异常、胃轻
瘫、Oddi括约肌
功能障碍)有很大
影响, 这为治疗此
类疾病提供了新
的思路和方法. 
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某些特殊的胃病, 短时间脉冲(0.1 ms)不一定能

通过调节慢波频率达到治疗的目的. 

7  结论

一个多世纪来, 人们逐步了解了ICC的形态学和

超微结构, 以及他在胃肠道动力学方面发挥的

重要作用, 如胃肠道ICC动力起搏、传导慢电波

和介导神经递质传导等. 近年来, 在泌尿生殖系

统、脉管系统、胆道系统、以及各种腺体之中

也发现了ICC, 初步阐述了ICC与人类生理病理

活动之间的关系. 目前, 人们虽然对ICC的功能

已有一定的了解, 但是, ICC与疾病的关系仍待

进一步深入研究. 
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■背景资料
姜黄素是一种酚
性天然药物, 因其
抗肿瘤谱广, 不良
反应小而受到关
注, 但是姜黄素的
治疗效果因口服
吸收率低而受到
阻碍 .  研究发现 , 
EF24在多种肿瘤
细胞系中表现出
比姜黄素更好的
细胞毒性效能.
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Abstract
Curcumin, a natural polyphenol which was first 
extracted by Vogel and Pelletier from rhizomes 
of the plant Curcuma longa L, has potent anti-
carcinogenic activity and low toxic side effects 
in a wide variety of tumor cells. It has been 
listed as a third-generation chemoprophylactic 
drug by the US National Cancer Institute. How-
ever, the therapeutic benefit is hampered by its 
low absorption after transdermal or oral appli-
cation. Ames et al. have developed a series of 
novel synthetic curcumin analogs that are more 
potent and have better water solubility than 
curcumin. One of these leading compounds, 
EF24, exhibits about 10-fold greater cytotoxic 
activity against various cancer cell lines in rela-
tion to curcumin. This article will review the 
recent advances in understanding mechanisms 
underlying the antitumor activity of EF24. 

Key Words: Curcumin; EF24; Antitumor mechanism

Liu HT, Wang LL, Liu LX. Advances in understanding 
mechanisms underlying the antitumor activity of 
curcumin analogue EF24. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(20): 1853-1857

摘要

姜黄素是最早由Vogel和Pelletier从草本植物
姜黄的根茎中分离得到的一种酚性天然药物, 
因其抗肿瘤谱广, 不良反应小, 美国国立肿瘤
研究所已将其列为第3代肿瘤化学预防药物. 
但是姜黄素的治疗效果却由于口服给药后
吸收率低而受到阻碍, Ames等人已开发出一
系列比姜黄素水溶性更好的衍生物, 其中一
种叫3,5-(E)-二(2-氟亚苄基)哌啶-4-酮醋酸盐
(EF24), 他在多种肿瘤细胞系中表现出比姜黄
素更好的细胞毒性效能. 

关键词: 姜黄素; 3,5-(E)-二(2-氟亚苄基)哌啶-4-

酮醋酸盐; 抗肿瘤机制

刘海涛, 王逻逻, 刘连新. 姜黄素衍生物EF24的抗肿瘤机制研究
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0  引言

姜黄素衍生物EF24和EF31均是抗肿瘤效能突出

的两种姜黄素衍生物[1,2], 其中以EF24研究最为

广泛, 其不仅具有很好的稳定性和安全性, 还与

二烯酮基未经修饰的姜黄素化合物具有相似的

细胞活性. 近十年来, 人们对其抗肿瘤作用进行

了广泛研究, 众多学者的研究证明EF24可以抑

制肿瘤细胞增殖、生长以及肿瘤血管形成等, 并
能通过抑制多条细胞信号通路达到抑制肿瘤细

胞增殖和诱导细胞凋亡的作用[3-9]. 研究者还发

现通过靶向治疗可以增强EF24的抗肿瘤作用. 
本文就EF24抗肿瘤机制方面的研究作一综述.

1  EF24抗肿瘤作用机制

EF24在抑制肿瘤细胞的生长、增殖、促进凋亡

和血管形成过程中有多个作用靶点, 对不同的

■同行评议者
季加孚, 教授, 北
京大学肿瘤医院
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■研发前沿
目前对于EF24的
研究显示其抗肿
瘤效能十分突出, 
近年来受到国内
外众多研究机构
的 重 视 ,  并 深 入
探讨了其抗肿瘤
的作用机制.

肿瘤细胞系, EF24具有不同的作用机制, 甚至展

现出多条途径共同抑制肿瘤生长的特性. 目前

对EF24的抗肿瘤机制研究主要集中在诱导细胞

凋亡, 诱导细胞周期停滞, 抑制真核转录因子活

化和抑制血管生成等几个方面.
1.1 诱导细胞的凋亡 有证据表明EF24可以通过氧

化还原依赖的反应机制诱导肿瘤细胞凋亡[10,11], 
通过膜联蛋白V/碘化丙啶检测发现EF24可以诱

导肝癌研究领域常用的5种细胞(HepG2、SK-
HEP-1、PLC/PRF/5、Huh 7和Hep3B)程序性细

胞死亡, 并表现出一定的浓度时间依赖性, 这与

姜黄素在治疗肝癌中的作用机制相似[12]. 在研

究肝癌、结肠癌、胰腺癌等众多肿瘤的凋亡途

径时, 通过细胞凋亡相关蛋白Bcl-2, Bax的表达

水平来判断线粒体凋亡途径是否参与细胞的凋

亡是一种有效的手段[13-15]. 经研究发现EF24处理

过的肝癌细胞和对照组相比抗凋亡蛋白Bcl-2表
达水平呈浓度依赖性下调, Bax呈现浓度依赖性

表达增多, 提示线粒体凋亡途径参与其中, 从而

激活Caspase-3, 导致多聚二磷酸腺苷核糖聚合

酶(poly ADP-ribosepolymerase, PARP)断裂. 使用

Caspase-3抑制剂Z-VAD-fmk能部分阻断EF24诱
导的这些肝癌细胞凋亡, 证明了这些肝癌细胞

的凋亡至少部分是Caspase介导的[16,17]. 在结肠癌

和胃癌中也发现EF24可以同样通过Caspase介导

结肠癌细胞系HTC-116、HT-29和胃腺癌细胞系

AGS的编程性细胞死亡[18]. 以上研究表明EF24
在多种肿瘤细胞系中都可以通过诱导肿瘤细胞

凋亡来发挥其抗肿瘤作用.
1.2 诱导细胞周期阻滞 在细胞周期中, 肿瘤抑

制蛋白P53的调节功能主要体现在G1和G2/M期

校正点的监测, 与转录激活作用密切相关, 控制

着细胞周期的生长和停滞[19-22]. Mdm2是P53的
主要调节因子, 他可以通过封闭p53的转录, 将
核内P53蛋白转运到胞浆, 或者促进p53降解来

调节P53蛋白的活性, PTEN可以抑制PI3K/Akt
通路, 该通路是可以将Mdm2转运到核内的信

号通路, 如果Mdm2一直存在于胞浆将逐渐被

降解, PTEN的这个抑制Mdm2转运至核内的作

用使得核内肿瘤抑制蛋白P53聚集, 从而诱导

p21活化[23,24], 诱导p21活化就会导致接下来的

cyclin-cdk复合物结合, 使细胞周期停滞在G1或

G2/M期[25]. 经过2 μmol/L的EF24处理后, 对顺铂

耐受的人卵巢癌细胞, 其G2/M细胞周期调节因

子CycB1、CycA、CycD1、Cdc2和Cdc25C呈
现出时间依赖的表达降低, 同时细胞周期调节

因子P53的一个负性调节器Mdm2也表现出时间

依赖的表达降低[26], 表明EF24可通过诱导细胞

G2/M期停滞, 抑制对顺铂耐受的人卵巢癌细胞

增殖. 应用流式细胞仪对药物处理后的细胞周

期各阶段细胞数目进行统计, 与对照组(未用药

组)相比, EF24同样可以通过诱导G2/M期停滞, 
抑制HepG2、SK-HEP-1、PLC/PRF/5、Huh 7
和Hep3B 5种肝癌细胞的增殖[16]. 除此之外有研

究发现EF24(1 μmol/L)作用24 h可以诱导结肠癌

细胞HCT-116、HT-29和胃腺癌细胞AGS停滞在

G2/M期, 作用48 h会发现有G0/G1期停滞[18]. 通过

以上研究可知, EF24可以在多种细胞甚至某些

耐药的肿瘤细胞系中发挥其诱导细胞周期停滞

的作用, 其作用时间的长短可能对所造成的停

滞周期有影响. 这些表明EF24可能是一种潜在

的用以治疗耐药性较强肿瘤的有效药物.
1.3 抑制真核转录因子活化 基本的NF-κB信号

通路中, NF-κB二聚体通过与细胞质中3个抑制

因子(IκBα、IκBβ、IκBε)中的一个结合而以

无活性的状态存在, 当细胞受到各种胞内外信

号刺激后, IκB激酶被激活导致其磷酸化, 泛素

化降解而将二聚体释放, 转移入细胞核后与目

的基因结合促进目的基因的转录[27-29]. Cyc l in 
B1、COX-2和Bc l-2都是NF-κB可调节的基因

产物, 研究发现许多肿瘤细胞系如人上皮细胞

癌(HeLa)、乳腺癌(MDA-MB-231)、人前列

腺癌(PC3)、结肠癌(HT29)、人肺癌(A549、
A460、Ca lu-1)、肺小细胞癌(H157、H358)、
卵巢癌(1A9)和肝癌(HepG2、SK-HEP-1、PLC/
PRF/5、Huh 7、Hep3B), EF24都可以通过直接

作用IκB激酶, 抑制NF-κB入核, 从而起到抑制肿

瘤生长的作用[16,30]. 
1.4 EF24在范科尼贫血肿瘤通道上的抑制作用 
范科尼贫血是一种由基因变异引发的遗传性贫

血, 早期的骨髓障碍和基因组不稳定性会导致

较高的癌症发病率[31-34], 在分子水平, 范科尼贫

血通路由至少10个轴心蛋白组成, 包括(FANCA, 
B, C, E, F, G, L, M, FAAP24和FAAP100), 由其作

为E3泛素化连接酶起到泛素化和激活FANCD2
和FANC I的作用[35], 其下游蛋白如FANCD1/
BRCA2、FANCJ/BRIP1和FANCN/PALB2会增

加乳腺癌和卵巢癌的发生风险[36]. 因此通过抑制

范科尼贫血通路中重要的一步FANCD2泛素化, 
来达到降低癌症发生的风险是极有意义的. 姜
黄素目前已经被证实在FANCD2泛素化过程中

有微弱的抑制作用, Landais等[37]以此为依据发
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现EF24在抑制FANCD2泛素化过程中具有比姜

黄素更好的活性和特异性, 使其成为范科尼贫

血肿瘤通路抑制剂中新的一员.
1.5 其他抑制肿瘤增殖的途径 COX-2过表达在

结肠癌的致癌过程中有增加其对程序性细胞死

亡抵抗力的作用[38], EF24可以有效降低结肠癌

细胞内COX-2的表达, 恢复细胞对编程性细胞死

亡的敏感性[18]. IL-8的高表达被认为与炎症导致

结直肠癌的发生风险增加有关. EF24同样也具有

潜在的改善炎症应答所致肿瘤风险的作用[39]. 血
管内皮生长因子在血管发生和促进肿瘤生长中

具有重要作用, EF24抑制血管内皮生长因子表

达的能力也许是其抑制结直肠癌的另一种分子

机制[18]. 经过EF24处理的人结肠癌细胞HCT-116
在表皮生长因子诱导的磷酸化ERK水平上也表

现出有意义的剂量依赖性降低, 同时EF24体内

试验还可以有效抑制AKT和ERK的磷酸化, 这些

都证明EF24是肿瘤存活通路上的一种抑制剂, 通
过抑制PI3激酶和ERK-MAPK途径发挥作用[18]. 
EF24稳定细胞内微管也许会导致缺氧诱导因子

(hypoxia inducible factor-1, HIF-1)的表达下降[40], 
HIF-1是肿瘤血管发生和存活的重要调节因子, 
降低HIF-1的表达水平或者抑制其活性是肿瘤化

学药物治疗中比较常用的治疗方法[41-45]. 希佩尔

林道(VHL)是目前已知的HIF-1负性调节蛋白, 
在含氧正常情况下与蛋白酶体结合促进HIF-1的
降解[46], VHL蛋白表现非活性的肾细胞RCC2在
经过EF24作用后发现HIF-1没有变化, 恢复VHL
蛋白活性的肾细胞RCC2经过EF24作用后使其

抑制HIF-1的活性又重新恢复, 表明EF24调节降

解HIF-1需要VHL蛋白的功能. 近期的研究表明

VHL可以连接并稳定微管[47], 这个发现可以解

释EF24发挥抗HIF-1活性的作用为什么需要有功

能的VHL, 很可能是因为EF24稳定细胞内微管是

依赖VHL完成的, 而这会降低HIF-1的表达[48].

2  EF24的限制性及解决策略 

目前EF24虽然具有比姜黄素更强的抗肿瘤作用

效果, 但是EF24本身仍然不易溶于水, 这样会影

响其生物利用度, Agashe等[49]研制出一种更具亲

水性的EF24脂质复合体, 将EF24包裹在一层脂

质体内以增加EF24的水溶性. 研究发现浓度为

10 μmol/L时EF24脂质体在肺腺癌H441和前列腺

癌PC-3细胞中的抗肿瘤增殖能力要超越单一使

用EF24. 体内实验时, 将EF24脂质体与荧光素Tc-
99m连接, 以示踪注入小鼠体内的EF24脂质复合

体, 尸检组织发现EF24的清除大部分是由肝脾

吸收来实现的. 这些结果说明将EF24载入脂质

体是一种可行的提高EF24生物利用度的有效方

法. 通过分子靶向作用将EF24与凝血因子VIIa结
合靶向到有脉管系统凝血激酶表达的肿瘤, 通过

减少肿瘤血管生成, 也可以抑制肿瘤的生长[50].

3  结论

EF24作为姜黄素众多衍生物中的一种, 表现出

比姜黄素更强的抗肿瘤效能, 他不仅可以诱导肿

瘤细胞凋亡、周期阻滞, 还可以通过影响细胞信

号传导通路, 抑制血管生成等多方面发挥作用, 
其抗肿瘤作用也在众多动物模型中得到证实. 
EF24在肿瘤的预防和治疗上表现出了极大的潜

能, 但是要想使他成为一种高效低毒的新型药物

进而得到广泛应用, 其作用机制仍需要更进一步

研究和证实. 相信在未来的抗肿瘤研究中, 无论

在联合药物治疗, 联合基因治疗还是分子靶向治

疗方面, EF24都将逐渐成为一种首选的抗肿瘤

治疗药物, 并有可能应用到临床肿瘤治疗.
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Abstract
AIM: To explore the protection of Chenxiang 
Huaqi Capsules against the impairment of inter-
stitial cells of Cajal (ICC) and myenteric plexus 
in the intestine of diabetic rats. 

METHODS: Healthy male SD rats were random-
ly divided into three groups: control group, dia-
betes mellitus (DM) group, and DM + Chinese 
herb group (DM + CH group). DM was induced 
in rats by a single intraperitoneal injection of 
streptozotocin (STZ, 60 mg/kg). The DM + CH 
group was given herb 15.75 g/(kg•d), while the 
DM group and control group were given equal 

volumes of distilled water. Four weeks after in-
tervention, all rats were given Indian ink by la-
vage for determining the small intestinal transit 
rate. The expression of c-Kit, synaptophysin, and 
PGP9.5 was studied by immunohistochemistry 
and quantified using an image analyzer.

RESULTS: Four weeks after treatment, the 
small intestine transit rate was increased obvi-
ously in the DM + CH group compared to the 
DM group (71.26 ± 5.22 vs 45.52 ± 6.42, P < 0.01), 
but was still lower than that in the control group 
(71.26 ± 5.22 vs 80.40 ± 7.33, P < 0.05). The total 
area and mean optical density value of c-Kit-
positive products in the myenteric plexus were 
significantly increased in the DM + CH group 
compared to the DM group (443.28 ± 24.40 vs 
358.83 ± 35.03, P < 0.01; 0.16 ± 0.02 vs 0.13 ± 0.02, 
P < 0.01), but were still lower than those in the 
control group (443.28 ± 24.40 vs 557.28 ± 42.35, 
P < 0.01; 0.16 ± 0.02 vs 0.18 ± 0.02, P < 0.05). Sim-
ilar results were also obtained for synaptophsin- 
and PGP9.5-positive products.

CONCLUSION: Chenxiang Huaqi Capsules may 
improve intestinal motility by partially revers-
ing abnormal changes in the intestinal ICC and 
expression of c-Kit, synaptophysin and PGP9.5 
in diabetic rats.

Key Words: Chenxiang Huaqi Capsules; Diabetes; 
c-Kit; protein gene product 9.5; Synaptophysin

Chen FQ, Yu Y, Xue D, Wang QM. Effect of Chenxiang 
Huaqi Capsules on interstitial cells of Cajal and myenteric 
plexus in the intestine of diabetic rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 1858-1862

摘要

目的: 探讨沉香化气胶囊对糖尿病(diabetes 
mellitus, DM)大鼠小肠Cajal间质细胞(intersti-
tial cells of Cajal, ICC)、肌间神经丛的影响.

方法: 将健康♂SD大鼠分为正常对照组、DM
模型组、DM模型+中药组. 大鼠一次性腹腔
注射(ip)链脲佐菌素(STZ, 60 mg/kg)造模, 选取
成功模型, DM模型+中药组每天给予中药灌

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科
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■研发前沿
近 些 年 ,  糖 尿 病
胃肠动力障碍的
发病机制及其有
效的治疗措施成
为研究的热点.

胃, 模型组和正常对照组每天给予同等容量的
蒸馏水, 持续灌胃4 wk. 所有大鼠干预4 wk结
束后, 给予印度墨汁灌胃测定小肠传输速率, 
利用免疫组织化学和图像分析观察十二指肠
c-Kit、突触素(synaptophysin, Syn)、蛋白基因
产物9.5(protein gene product 9.5, PGP9.5)的表达.

结果: 灌胃4 wk后, DM模型+中药组小肠传
输速率均比DM模型组明显增加(71.26±5.22 
vs  45.52±6.42, P <0.01), 仍低于对照组(71.26
±5.22 vs  80.40±7.33, P <0.05); DM模型+中
药组c-Kit、突触素、PGP9.5的阳性产物面积
和吸光度值均比DM模型组明显增加(443.28
±24.40 vs  358.83±35.03, 832.33±58.78 vs  
488.83±58.56, 889.17±82.75 vs  445.17±
64.06, 0.16±0.02 vs  0.13±0.02, 0.25±0.02 
vs  0.16±0.01, 0.24±0.02 vs  0.15±0.01, 均
P <0.01), 仍低于正常对照组(443.28±24.40 
vs  557.28±42.35, P <0.01; 832.33±58.78 vs  
937.67±101.23, P <0.05; 889.17±82.75 vs  
1050.50±90.22, P <0.01; 0.16±0.02 vs  0.18
±0.02, P <0.05; 0.25±0.02 vs  0.29±0.03, 
P <0.01; 0.24±0.02 vs  0.27±0.02, P <0.01).

结论: 沉香化气胶囊可以促进糖尿病大鼠小
肠肌间神经丛c-Kit、突触素和PGP9.5的表达, 
提示对受损的DM大鼠小肠ICC、肌间神经丛
有部分恢复作用, 从而对糖尿病大鼠的胃肠动
力障碍有一定的改善效应.

关键词: 沉香化气胶囊; 糖尿病; c-Kit; 蛋白基因产

物9.5; 突触素
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0  引言

胃肠动力障碍是糖尿病(diabetes mellitus, DM)
重要的并发症之一, 其发病率为25%-76%[1], 严
重影响患者生活质量. 研究显示胃肠动力障碍

与Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)、
肠神经系统(enteric nervous system, ENS)和平滑

肌细胞(smooth muscle cells, SMC)的功能密切相

关[2,3]. 沉香化气胶囊原载清代方书《增补万病

回春》, 主要作用为理气疏肝, 消积和胃. 目前

已广泛应用于临床, 厉兰娜等[4]应用沉香化气胶

囊治疗40例功能性消化不良患者, 结果发现患

者胃排空时间明显缩短, 总有效率为92.5%, 且
患者胃饱胀、嗳气、泛酸、排便不畅等症状明

显好转. 蔡震寨等对便秘型肠易激综合征[5]和功

能性消化不良[6]的研究发现, 患者经沉香化气胶

囊治疗4 wk后, 有关肠道气体的相关症状明显改

善, 患者肠道容积积分与治疗前比较明显减少

(P <0.05), 提示沉香化气胶囊能促进患者肠道气

体的排出. 尽管沉香化气胶囊对胃肠动力有一定

的改善作用, 但沉香化气胶囊改善胃肠动力的作

用机制不甚明确. 本实验通过观察沉香化气胶囊

对DM大鼠小肠c-Kit、突触素和PGP9.5表达的

变化, 旨在探讨其调控DM胃肠动力障碍的作用

机制, 为临床治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂SD大鼠36只, 体质量180-
210 g, 由安徽医科大学实验中心提供. 实验前

在同一环境中至少饲养1 w k, 自由进食、进

水, 保持光照周期12 h/12 h. 沉香化气胶囊(由
沉香、木香、广藿香、香附、砂仁、莪术等组

成)购自杭州胡庆余堂药业有限公司(国药准字

Z20010066, 批号100905, 0.45 g/粒), 链脲佐菌素

(Streptozotocin, STZ, 北京华迈科生物技术有限

责任公司), 精蛋白锌胰岛素注射液(江苏万邦生

化医药股份有限公司); 罗氏血糖仪器(ACCU-
CHEK®Performa, Germany), 血糖试纸(ACCU-
CHEK®Performa, Germany), 印度墨水(Solarbio 
cat, No.18060); 突触素单克隆一抗(美国Santa 
Cruz公司), PGP9.5单克隆一抗(英国Abcam公

司), c-Kit多克隆一抗(美国Santa Cruz公司); SP
法免疫组织化学试剂盒(北京中杉金桥公司).
1.2 方法

1.2.1 糖尿病大鼠模型造模及分组: 36只SD大

鼠自由饮水、进食, 12 h/12 h昼夜适应性喂养

1 wk后, 随机分为实验组(26只), 正常对照组(10
只). 其中实验组按60 mg/kg的注射量称取STZ, 
溶于柠檬酸缓冲液配制为10 g/L浓度的STZ溶
液, 进行腹腔注射. 72 h及1 wk后尾静脉采血, 以
血糖持续1 wk≥16.9 mmol/L[7]者为DM大鼠模

型建立, 共成模20只. 将成模大鼠随机分为两

组: DM+中药组和DM组. 根据《中药药理研

究方法学》[大鼠剂量 = 人剂量×35(人转换因

子)/6(大鼠转换因子)]计算出人鼠等效剂量为

15.75 g/(kg·d)[8,9], DM组和正常对照组给以同等容

量的蒸馏水灌胃, 每日1次, 每周给药7次, 共4 wk[10].  
1.2.2 一般状况: 造模成功后观察饮食、饮水、

粪便、毛色及精神状况, 每周称重. 
1.2.3 血糖值测定: 造模成功后, 持续给药4 wk, 
每周测定各组大鼠血糖值. 
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1.2.4 小肠传输速率测定: 造模成功, 给药4 wk末, 
各组大鼠禁食不禁水24 h, 次日分别经口灌入印

度墨汁0.5 mL, 30 min后水合氯醛(3 mL/kg)腹腔

注射, 麻醉大鼠后处死, 用生理盐水冲洗血液[11], 
取出全胃肠道, 计算无张力下小肠传输速率(墨
水前端至幽门括约肌距离/小肠全长×100%). 
1.2.5 小肠PGP9.5、突触素、c-Kit免疫组织化

学染色: 取近端十二指肠约0.5 cm, 4%多聚甲醛

固定, 石蜡包埋, 切片, 片厚3 μm. 免疫组织化学

染色程序如下: (1)切片脱蜡至水, 3%H2O2室温

5-10 min灭活内源性酶, 蒸馏水洗3次; (2)微波抗

原修复: 将切片浸入0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液

(pH 6.0)中热修复20 min, 室温冷却后, PBS洗3
次, 每次3 min; (3)滴加正常山羊血清封闭液, 室
温12 min, 去多余液体; (4)滴加一抗: 突触素单

克隆抗体浓度为1∶150, PGP9.5单克隆抗体浓度

为1∶150, c-Kit多克隆抗体浓度为1∶300, 4 ℃孵

育过夜; (5)37 ℃温箱孵育45 min, PBS同上洗3次; 
(6)生物素化山羊抗大鼠二抗(生物素化山羊抗兔

二抗)37 ℃孵育12 min, PBS同上洗3次; (7)辣根

酶标记链霉卵白素试剂37 ℃孵育12 min, PBS同
上洗3次; (8)DAB显色, 光学显微镜下观察出现

棕色阳性产物时终止反应, 蒸馏水洗、苏木素复

染、脱水、透明、封片. 在光镜下观察, 比较正

常组、中药组和模型组切片肌间神经丛内突触

素、PGP9.5和c-Kit免疫反应阳性产物. 每张切片

随机选取5个肌间神经丛的高倍视野, 使用形态

学图像分析系统(JEOR 80ID, version 6.0)测定免

疫反应阳性产物的面积和平均吸光度(A)值. 
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 应用

SPSS17.0统计软件进行处理, 多组资料间比较采

用LSD检验分析. 

2  结果

2.1 大鼠一般状况 造模成功后, DM大鼠出现多

饮、多食、多尿、消瘦、精神萎靡、行动迟

缓、毛色干枯无光泽. 给药4 wk后, DM+中药组

较DM组大鼠多饮、多食、多尿症状减轻, 体质

量明显增加(P <0.01), 精神状态好转, 但DM+中
药组体质量仍比正常组降低(P <0.05, 表1).
2.2 血糖测定 4 wk后, DM组的血糖显著高于

正常对照组(P <0.01), DM+中药组比DM组的

血糖值显著降低(P <0.01), 仍高于正常对照组

(P <0.01, 表1).
2.3 小肠传输速率的测定 4 wk后, DM组的小肠

传输速率明显低于正常对照组(P <0.01), DM+中
药组的传输速率比DM组显著增加(P <0.01), 仍
低于正常对照组(P <0.05, 表1). 
2.4 对大鼠十二指肠组织c-Kit、突触素、PGP9.5
表达的影响 免疫组织化学结果显示各组小肠

肌间神经丛内均可见到c-Kit、突触素、PGP9.5
免疫反应阳性细胞, 阳性产物呈棕黄色. DM组

c-Ki t、突触素、PGP9.5平均阳性产物面积和

吸光度(A )值明显减少, DM+中药组c-Kit、突触

素、pGP9.5阳性产物面积和平均A值较模型组

显著增加, 但仍低于正常对照组(表2, 图1). 

3  讨论

临床和实验证明D M患者存在胃肠动力障碍
[1,3,12], 胃肠动力障碍是DM患者的常见并发症之

一, DM胃肠动力障碍的病理生理特点是: 胃肠

张力和收缩力低下、蠕动减慢、排空延迟[12]. 前
期研究发现DM小鼠存在小肠传输速率的下降, 
并且外源性干细胞因子对DM小鼠小肠动力障

碍有一定的改善作用[13]. 本研究的重点在于观察

DM大鼠是否存在小肠动力障碍以及沉香化气

胶囊对DM大鼠的小肠动力障碍是否有改善作

用. 经过研究发现, DM组大鼠小肠传输速率明

显低于正常组, 中药持续灌胃干预4 wk后, DM+
中药组比D M组的大鼠小肠传输速率明显增

加, 但仍比正常对照组低, 这表明沉香化气胶囊

能改善DM大鼠的小肠动力, 促进小肠传输. 此
外, 光镜下可见DM+中药组的c-Kit、突触素、

PGP9.5阳性产物表达的面积和平均吸光度(A )值
均比DM组增加, 但低于正常对照组. 这表明沉

香化气胶囊可以部分恢复DM大鼠受损的小肠

表 1 各组大鼠体质量、血糖、小肠传输速率的比较 (n = 10, mean±SD) 

      分组      体质量(g) 血糖(mmol/L)  传输速率(%)

正常组 238.50±13.69   6.23±0.89 80.40±7.33 

DM组 174.00±8.88b 30.30±2.83b 45.52±6.42b

DM+中药组 222.50±11.48c 17.47±3.94d 71.26±5.22c

bP<0.01 vs  正常对照组、DM+中药组; cP<0.05, dP<0.01 vs 正常对照组.

■相关报道
Ördög等研究发现
胃肠动力障碍与
I C C、肠 神 经 系
统有关; 厉兰娜等
研究发现沉香化
气胶囊对胃肠动
力改善有一定的
作用.
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ICC、肌间神经丛. 提示沉香化气胶囊通过促进

DM大鼠小肠ICC、肠神经系统的恢复, 从而改

善DM大鼠胃肠动力障碍. 
沉香化气胶囊原载清代方书《增补万病回

春》, 主要作用为理气疏肝, 消积和胃. 沉香、

木香、莪术行气止痛, 藿香、砂仁温中化湿, 香
附疏肝解郁, 陈皮理气健脾, 燥湿化痰, 神曲、

麦芽消食和胃, 甘草调和诸药. 吴承艳等[14]研究

表明木香可显著增强小鼠胃肠推进运动, 使离

体大鼠回肠收缩幅度明显增大, 有促胃肠动力

及止痛作用. 李伟等[15]研究发现陈皮能促进小鼠

胃排空和肠推进, 其促进肠推进作用可能与胆

碱能M受体有关. 同时, 蔡振寨等临床研究发现

经沉香化气胶囊治疗后, 肠易激综合征[5]、功能

性消化不良[6]的患者腹痛、腹胀等症状明显好

转, 腹痛腹胀症状积分明显下降, 治疗后肠道气

体也明显减少. 这与我们的研究结果是一致的.
胃肠运动功能的正常发挥需要ICC、肠神

经系统和平滑肌细胞的共同参与, 他们中任何

一个受到损伤都会使胃肠功能受到不同程度的

影响. ICC是胃肠道慢波活动的起搏细胞, 参与

基本电节律的传播和神经信息传递等, 同平滑

肌细胞和神经相互连接成网络共同调节胃肠道

运动[16,17]. 多种疾病与ICC数量减少和超微结构

图 1 光镜下三组c-Kit、突触素、PGP9.5的免疫组织化学染色(×200). A-C: c-Kit; D-F: 突触素; G-I: PGP9.5. A, D, G: 正

常对照组; C, F, I: DM组; B, E, H: DM+中药组.

A B C

D E F

G H I

表 2 各组大鼠十二指肠c-Kit、突触素、PGP9.5的阳性面积和平均吸光度值的比较

                              c-Kit                        突触素                        PGP9.5

      阳性产物面积    平均吸光度值   阳性产物面积  平均吸光度值    阳性产物面积  平均吸光度值

正常组 557.28±42.35 0.1796±0.0208 937.67±101.23 0.2927±0.0319 1050.50±90.22 0.2722±0.0162   

DM+中药组 443.28±24.40d 0.1622±0.0200c 832.33±58.78c 0.2446±0.0166d   889.17±82.75d 0.2363±0.0149d

DM组 358.83±35.03b 0.1279±0.0176b 488.83±58.56b 0.1639±0.0091b   445.17±64.06b 0.1536±0.0108b

bP<0.01 vs  正常对照组、DM+中药组; cP<0.05, dP<0.01 vs 正常对照组.

■应用要点
本研究可为临床
治疗糖尿病胃肠
动力障碍提供新
的理论依据.
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破坏有关, 例如便秘[18]、多器官功能障碍综合

征[19]等, 同时多项临床和实验研究显示, DM患

者或动物肠道ICC(c-Kit阳性细胞)数量与正常组

相比明显下降, 并且给予外源性干细胞因子有

利于ICC恢复[1,20]. 
肠神经系统主要由胃肠道壁内微小神经节

内所含有的各类神经元和节间索组成, 是一个

结构和功能独特的系统. 突触素抗体能选择性

标记胃肠道肌间神经丛的突触和肌层的神经

肌肉接头, 是评价胃肠动力功能单元的重要指

标[21]. PGP9.5是目前应用较为广泛的神经结构

标志物, 他能广泛表达于运动和感觉神经元的

前体细胞以及其他的神经细胞, 在神经细胞的

生长和分化中作用至关重要[22]. 多项研究显示肠

神经系统的损伤与胃肠传输速率的调控有一定

程度的关系, Li等[23]研究结果显示DM大鼠肌间

神经丛突触素和PGP9.5的阳性表达明显低于对

照组. Geramizadeh等[18]对慢性传输型便秘的研

究结果发现: 与对照组相比, 便秘患者环肌层内

的PGP9.5阳性细胞数量明显下降. 我们的研究

结果同样显示DM大鼠小肠肌间神经丛内突触

素和PGP9.5的阳性明显低于正常组, 并且给予

中药4 wk后, 中药组突触素和PGP9.5的阳性高

于模型对照组, 但是仍低于正常组. 
目前, DM胃肠动力障碍患者主要是进行西

医治疗, 西医治疗的主要方法是使用促胃肠动

力药, 改善患者局部的症状, 且存在的不良反应

限制了临床应用[24], 中医学的主要特点是整体观

念和辨证论治, 通过改善患者的全身状态从而

改善患者的胃肠功能, 在治疗DM胃肠动力障碍

方面显示了广阔的发展前景. 
总之, 本研究证实了DM大鼠确实存在胃肠

动力障碍, 沉香化气胶囊通过部分逆转DM大鼠

小肠ICC、肠神经系统的异常改变, 对DM大鼠

胃肠动力障碍有一定的改善作用. 本研究提示

沉香化气胶囊可能为临床治疗DM胃肠动力障

碍提供新的理论依据, 其具体机制有待于进一

步研究.
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本研究对揭示糖
尿病并发胃肠动
力障碍的中药治
疗机制提供了一
定的研究价值和
临床意义. 
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■背景资料
胰岛移植是治疗
糖尿病的有效替
代方法之一, 但目
前人胰岛移植存
在 来 源 困 难 ,  技
术要求高, 费用昂
贵, 因此不适合我
国国情. 而利用猪
胰岛代替人胰岛
来治疗糖尿病却
有着广阔的开发
前景.
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Abstract
AIM: To assess the efficacy of Wuzhishan minia-
ture pig islets in the treatment of diabetic rats.  

METHODS: Adult male miniatures pigs and 
market pigs were used as donors. After col-
lagenase digestion, the islets were purified and 
intraportally transplanted into diabetic SPF rats, 
with  cyclosporine (20 mg/kg) intramuscularly 
injected as an immunosuppressive agent. Islet 

graft survival was monitored by the detection 
of changes in blood sugar and liver histology in 
diabetic rats.

RESULTS: Islet yield was 4 608 IEQ/g ± 593 
IEQ/g in the miniature pig group and 3 820 IEQ/g 
± 718 IEQ/g in the market pig group. On day 
1 after transplantation, the blood glucose de-
creased to normal in 84.6% of diabetic rats in 
both groups. Islet survival time was 3-5 d (me-
dian: 4.5 d) in the miniature pig group and 2-4 d 
(median: 3.7 d) in the market pig group. Kaplan-
Meier analysis showed no significant difference 
between the two groups.

CONCLUSION: The Wuzhishan miniature pigs 
are an ideal donor species for islet xenotransplanta-
tion due to high islet yield and good islet function.

Key Words: Miniature pigs; Islets; Yield; Transplan-
tation

Jiang XF, Linn T, Xiang GY, Wang YZ, Qian TL, Cao LQ, 
Yang XW, Zhang LH, Chen D. Treatment of diabetic rats 
using islets from a herd of outbred Wuzhishan miniature 
pigs. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 1863-1867

摘要

目的: 探讨小型猪胰岛治疗糖尿病大鼠的作
用和功效.

方法: 成年健康♂五指山小型猪和普通家猪
作为胰岛供体. 胰腺获取后经胶原酶消化后进
行胰岛提取纯化, 纯化后的胰岛通过门静脉移
植到糖尿病SPF大鼠的肝内, 术后每天肌注环
孢菌素(20 mg/kg)作为免疫抑制剂, 并通过检
测糖尿病大鼠的血糖变化和肝脏组织学检查
来判定胰岛移植后的存活情况和纠正胰岛移
植的效果.

结果: 五指山小型猪胰腺消化后胰岛产量为
4 608 IEQ/g±593 IEQ/g, 纯化后为3 820 IEQ/g
±718 IEQ/g, 纯度为85%, 取自屠宰场猪胰岛
产量为纯化前为3 500 IEQ/g±625 IEQ/g, 纯
化后为2 720 IEQ/g±435 IEQ/g, 纯度为80%. 
两组84.6%糖尿病大鼠在移植术后第1天, 血

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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■研发前沿
由于猪胰岛移植
到 人 体 后 ,  会 发
生凝血和排斥反
应 ,  导 致 猪 胰 岛
移植治疗糖尿病
研 究 停 滞 不 进 , 
但近年来随着基
因工程技术的发
展 ,  通 过 对 供 体
猪进行基因改造, 
已经使得猪胰岛
移植的临床前景
更更加广阔. 

糖降至正常. 维持时间: 小型猪胰岛术后存活
时间为3-5 d(中位存活时间: 4.5 d), 普通家猪
胰岛存活时间为2-4 d(中位存活时间: 3.7 d). 经
Kaplan–Meier分析, 两组胰岛存活时间无差别.

结论: 封闭群五指山小型猪分离纯化后的胰
岛产量高, 功能良好, 可以纠正糖尿病大鼠的
高血糖, 适合作为异种胰岛移植的理想供体.

关键词: 小型猪; 胰岛; 异种; 移植
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1863.asp

0  引言

糖尿病目前成为世界高发性疾病, 我国是世界

糖尿病第一大国, 有9 200万患者和1.4亿糖尿病

前期患者[1]. 虽然胰岛素替代治疗可以很好地

控制糖尿病患者的血糖, 但仍有一部分患者的

血糖不易被胰岛素控制, 波动幅度大, 导致低血

糖昏迷或其他相关并发症[2], 而且有部分患者

长期胰岛素注射后会引起皮下结节, 导致注射

困难. 胰岛移植从2000年开始进入临床试验并

取得了良好的治疗效果, 被认为是胰岛素替代

的有效方法[3], 不但可以有效调节血糖, 而且可

以有效防止糖尿病引起的血管病变, 明显降低

糖尿病、肾病、眼病和高血压等症状. 但是在

我国, 由于供体来源困难, 胰岛分离技术还不完

善, 使得临床人胰岛移植技术在我国还不能顺

利开展. 而猪胰岛素和人胰岛素在结构上相差

一个氨基酸序列, 因此可以在人体发挥正常功

能而调节血糖, 且随着基因工程技术的发展, 临
床前研究证实了猪胰岛可以长期有效地纠正糖

尿病灵长类动物的血糖, 使科研工作者看见了

临床猪胰岛移植的前景[4,5], 国际相关机构为此制

订了一些政策和指南来引导合适的临床研究[6]. 
我们曾对我国特有的五指山小型猪进行了胰岛

分离纯化的研究, 而且目前国际上的研究证实

小型猪在异种胰岛移植中的优势[7], 因此在本

研究中将对五指山小型猪胰岛治疗糖尿病的功

效进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 5只♂成年五指山小型猪, 体质量25-30 kg, 
购自广东省实验动物监测所; 健康♂30只SPF大
鼠, 体质量250-280 g, 购自广东省医学实验动物

中心; 所有动物实验都得到广州医学院动物实

验伦理委员会的审核和批准. 6只普通家猪胰腺

取自嘉禾望岗屠宰场; HBSS购自Sigma公司; 淋
巴细胞分离液(Amersham Bioscience); 胎牛血

清(华美生物工程公司); 胶原酶V、链脲佐菌素

(STZ)、双硫宗(DTZ)均购自Sigma公司; 胰岛素

ELISA试剂盒购自Linco, USA; 羊抗胰岛素抗体

购自Zymed, South SanFrancisco, CA, USA. 
1.2 方法

1.2.1 糖尿病大鼠模型制作: 用柠檬酸液体配制

STZ, 浓度为1%, pH值控制在7.35-7.45. 大鼠称

重后, 腹腔内注射STZ, 剂量为60 mg/kg. STZ注
射后, 尾静脉抽血检测血糖, 当连续2 d血糖高于

22 mmol/L时则认为模型成功. 模型建立成功后

5-7 d进行胰岛移植. 
1.2.2 胰岛消化分离: 胰腺获取修整干净后, 用
含胶原酶V(浓度2 g/L)HBSS溶液通过胰管灌注

胰腺, 胰腺充分膨胀后切成4-6块, 放入消化罐

内用蠕动泵进行机械消化, 温度控制在37.8 ℃
-38.2 ℃. 待胰腺充分消化后用冷HBSS液体中

止, 消化液用500目的滤网过滤后1 000 r/min离
心5 min弃去上清液, 收集沉淀的细胞用淋巴分

离液进行梯度离心分离胰岛, 离心密度为1.10、
1.08、1.06、1.04 g/L. 离心纯化后, 收集纯化的

胰岛, 用双硫宗(DTZ)染色确认, 在镜下根据胰

岛直径的大小(150 μm)计算胰岛IEQ, 胰岛分离

纯化后不经培养直接用于移植. 
1.2.3 胰岛移植: SPF糖尿病大鼠腹腔注射10%
的水合氯醛(350 mg/kg), 取正中切口切开腹部, 
将肠管拖出腹腔后用湿纱布妥善保护后, 大鼠

腰部垫高利于暴露肝门部门静脉. 简单分离门

静脉主干后, 用血管夹夹门静脉主干远端, 用
22G套管针穿刺门静脉, 穿刺后通过留置的套

管注射纯化的不同猪胰岛, 剂量为4 000-5 000 
IEQ/大鼠, 门静脉穿刺处用8-0的Prolene线缝

合1-2针. 移除血管夹, 开放门静脉, 回纳肠管

后关腹. 
1.2.4 移植术后监测: 术后通过尾静脉取血每天

检测糖尿病大鼠血糖变化, 每组术后第1天各取3
只大鼠处死后取出肝脏, 用10%的甲醛固定后石

蜡包埋切片, 切片和蜡块送德国吉森大学进行移

植肝的病理学检查, 用荧光异硫氰酸耦合的胰岛

素抗体检测移植肝内胰岛细胞, 并用荧光显微镜

(Leica DFC420C CCD)观察和处理图像. 
1.2.5 术后胰岛存活情况判定: 术后血糖<11.6 mmol/
L时, 认为胰岛发挥功能, 并存活良好, 当连续2 d

■相关报道
 2006年 ,  Nature 
Medicine 发表了
2 篇 有 关 猪 胰 岛
治疗糖尿病的研
究 ,  取 得 了 良 好
的效果; 2009年 , 
Cooper应用转人
CD46基因的猪胰
岛进行了治疗糖
尿病猴的研究, 取
得了最佳的治疗
效果. 
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血糖>11.6 mmol/L时则认为胰岛丧失功能. 

2  结果

2.1 小型猪胰岛产量和质量 小型猪胰腺消化后

胰岛产量纯化前为4 608 IEQ/g±593 IEQ/g, 纯
化后为3 820 IEQ/g±7 18 IEQ/g, 纯度为85%; 
取自屠宰场猪胰岛产量为纯化前为3 500 IEQ/g
±625 IEQ/g, 纯化后为2 720 IEQ/g±4 35IEQ/g, 
80%. 镜下观察, 小型猪胰岛大小一致, 形态完

整, 活力正常(图1). 体外培养小型猪胰岛在低

糖刺激下释放胰岛素为在低糖和高糖刺激下胰

岛素释放分别为2.18 μU/islet±0.21 μU/islet和
4.211 μU/islet±0.73 μU/islet, 差异有显著性意

义(P <0.01), 而取自屠宰场猪胰岛素释放分别

为1.83 μU/islet±0.36 μU/islet和3.61 μU/islet±
0.72 μU/islet, 差异有显著性, 小型猪胰岛在低

糖和高糖刺激后释放的胰岛素都高于普通家猪

(表1). 
2.2 糖尿病大鼠模型建立 SPF大鼠腹腔内注射

STZ后每天通过尾静脉取血检监测血糖, 当连续

两次血糖≥16.7 mmol/L, 并伴有体质量下降, 多
尿等症状时, 则认为造模成功. 30只大鼠造模成

功为26只, 成功率为86.7%. 造模成功后5-7 d随
机分成2组进行胰岛移植实验: 小型猪胰岛移植

组和普通家猪胰岛移植组, 每组13只. 
2.3 移植胰岛功能和存活情况 糖尿病大鼠胰岛

移植后, 小型猪胰岛和普通猪胰岛移植后可以

在术后第1天纠正糖尿病大鼠的高血糖, 其中在

两组的糖尿病大鼠中, 每组84.6%糖尿病大鼠

(11只/13只)的血糖恢复正常, 术后第1天每组各

取3只进行肝脏病理学检测, 经胰岛素抗体染色

及荧光镜下观察到胰岛在肝脏内能正常存活并

发挥功能(图2, 绿色为分泌胰岛素的胰岛细胞). 
小型猪胰岛术后存活时间为3-5 d(中位存活时

间: 4.5 d), 普通家猪胰岛存活时间为2-4 d(中位

存活时间: 3.7 d). 经Kaplan–Meier分析, 两组胰

岛存活时间无差别(图3).

3  讨论

近年来由于人体器官匮乏及基因工程技术的发

展, 使得猪胰岛治疗1型糖尿病的前景越来越可

能[8,9]. 大量的临床前研究证实了猪胰岛在糖尿

病灵长类动物纠正血糖的能力, 但是由于目前

尚缺乏一种能提供稳定胰岛来源的猪种使得异

种胰岛移植目前仍然不能被广泛应用于临床. 
近期的研究认为小型猪可能是比较理想的猪种

来源. 并进行了大量的研究证实了小型猪的优

势[7,10]. 我国是目前世界上拥有最丰富小型猪资

图  1  分 离 纯 化
后的猪胰岛经DTZ
染色后在镜下呈
现橘红色, 大小一
致, 包膜完整. A: 

普通家猪胰岛; B: 

小型猪胰岛.

A

B

■创新盘点
目前国内应用猪
胰岛移植研究所
用的猪种多为杂
交大白猪, 而本研
究所采用的为封
闭群小型猪, 该猪
种遗传背景清楚, 
基因纯合度高. 因
此在供体来源上
保证了个体差异
小, 减少了实验偏
差. 保证了课题的
科学性和有效性, 
也为今后临床研
究提供了有效的
材料来源.

图 2 大鼠肝内移植的猪胰岛. 术后第1天每组各取3只进行

肝脏病理学检测, 经胰岛素抗体染色及荧光镜下观察到胰岛

在肝脏内能够存活(绿色为产生胰岛素的胰岛细胞, 包膜完

整, 蓝色为细胞核).

猪胰岛
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图 3 胰岛移植存活情况.
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源的国家, 我国小型猪种类繁多, 品种优良, 因此

在我国对小型猪胰岛的开发与研究更有意义[11]. 
五指山小型猪是生长在我国海南岛少数民

族地区的一种优良地方猪种, 长期进行封闭饲

养, 受外界干扰少, 品种较纯. 封闭群的五指山

小型猪个体差异小, 在我们之前的研究中发现

该品系的胰腺和普通家猪相比无论是解剖形态

还是功能上都有优势, 这就为胰岛分离纯化提

供了一个稳定的平台, 因此我们选择该品系作

为异种胰岛移植的研究. 
本研究中五指山小型猪和普通家猪相比不

仅胰岛产量有了明显地提高, 而且胰岛的功能

也非常良好. 在体外实验中, 小型猪胰岛对糖刺

激的反应优于普通家猪, 反应了小型猪胰岛在

经历机械分离和纯化过程损伤后, 仍然能保持

良好的活力, 证实了小型猪胰岛更能耐受缺氧

和损伤. 在体内实验中, 两组术后的肝脏病理切

片检查中发现了存活的胰岛, 并保持了良好的

分泌功能, 证明了猪胰岛移植治疗糖尿病的可行

性和有效性. 胰岛在移植后数小时发挥作用, 第1
天糖尿病大鼠的血糖就能降到正常, 84.6%糖尿

病大鼠(11只/13只)的血糖恢复正常. 小型猪胰岛

存活时间为3-5 d (中位存活时间: 4.5 d), 普通家

猪胰岛存活时间为2-4 d(中位存活时间: 3.7 d), 两
组胰岛存活时间无差别. 这主要由于免疫排斥

和凝血反应的发生, 小型猪胰岛并不能长期维

持功能, 因此如果要长期发挥功能的话, 还需要

对供体进行基因修饰, 如转入人的补体抑制基

因[12], 可以延长胰岛的存活时间. 
总之, 在本研究证实了五指山小型猪在胰岛

的产量优势, 这和Kimm等研究一致. 而且在体

实验证明了其良好的功能. 今后异种胰岛移植

可能成为治疗胰岛素依赖性糖尿病, 特别是脆

性糖尿病的一个有效替代方法[13,14]. 因此五指山

小型猪作为异种胰岛移植供体来源的非常可靠, 
他们不仅饲养容易, 繁殖迅速, 而且可以在一定

程度进行近交繁殖, 保证基因纯度, 使得个体差

异较小, 为我国在利用猪胰岛治疗糖尿病上提

供了一个良好的应用平台. 
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异种胰岛治疗领
域提供了一个新
的替代方法, 有着
较高的学术价值
和临床意义.
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2006-2010年陕西省干部群体脂肪肝流行病学调查
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■背景资料
脂肪肝是广泛存
在于人群范围内
的慢性生活方式
疾病, 发病率呈逐
年上升趋势. 干部
群体是脂肪肝发
生的高危人群, 研
究干部群体脂肪
肝的发病趋势及
危险因素, 对寻求
有效干预措施有
重要的临床意义. 
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Abstract
AIM: To study the epidemiology of fatty liver in 
the cadre group in Shaanxi Province to provide a 
basis for prevention and treatment of this disease. 

METHODS: The physical examination data for 
the cadre group in Shaanxi Province from 2006 
to 2010 that were preserved in Shaanxi Provin-
cial People’s Hospital were collected by cluster 
sampling. The prevalence of fatty liver was cal-
culated, and its risk factors were analyzed by 
logistic regression analysis.

RESULTS: The prevalence of fatty liver in the 

investigated population was 40.25%, and the 
annual prevalence rose gradually over the five-
year period. Univariate analysis indicated that 
the development of fatty liver was significantly 
associated with age, total cholesterol (TC), 
triglyceride (TG), high density lipoprotein 
(HDL-C), blood uric acid, fasting blood glucose, 
weight change, family history of high blood lip-
id, day sitting time, housework, weeks of exer-
cise frequency, exercise time, body mass index, 
and abdominal circumference. Multiple logistic 
regression analysis revealed that the risk factors 
for fatty liver were TG (OR: 1.92), fasting blood 
glucose (OR: 1.172), body mass index (OR: 1.149), 
and abdominal circumference (OR: 1.140). Day 
sitting time had a negative correlation with the 
risk of fatty liver (OR: 0.786, 95% CI: 0.625-0.989).

CONCLUSION: The prevalence of fatty liver in 
subjects investigated rose annually in the cadre 
population in Shaanxi Province from 2006 to 
2010. Fatty liver is closely related with TG, fast-
ing blood glucose, body mass index and abdom-
inal circumference. Close monitoring and effec-
tive measures should be carried out in people at 
higher risk for fatty liver.

Key Words: Fatty liver; Prevalence; Risk factors; 
Epidemiology
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摘要

目的: 调查陕西省干部群体脂肪肝流行病学, 
为预防保健和治疗提供依据.

方法: 整群抽取2006-2010年在陕西省人民医
院干部体检中心进行体检的资料保存完整的
厅级干部体检资料, 进行脂肪肝患病率和危险
因素的logistic回归分析.

结果: 研究对象脂肪肝患病率40.25%, 5年
患病率呈逐年增高趋势, 差异有统计学意义

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科
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■研发前沿
目前国内关于脂
肪肝流行病的研
究 报 道 很 多 ,  但
关于干部群体脂
肪肝的研究报道
较 少 ,  本 研 究 较
全面地分析了脂
肪肝的发病危险
因素情况. 

(P <0.01). 单因素分析显示脂肪肝与年龄、

总胆固醇(total cholesterol, TC)、甘油三酯
(triglyceride, TG)、高密度脂蛋白(high density 
lipoprotein, HDL-C)、血尿酸、空腹血糖、体
质量变化、家族高血脂史、日坐位时间、家
务劳动、周锻炼次数、次锻炼时间、体质量
指数、腹围14个因素相关; 经多因素回归分
析, 危险因素依次为甘油三酯(OR: 1.92)、空
腹血糖(OR: 1.172)、体质量指数(OR: 1.149)、
腹围(OR: 1.140), 日坐位时间与脂肪肝呈负相
关(OR: 0.786, 95%CI: 0.625-0.989).

结论: 干部群体脂肪肝患病率逐年增高, 与
TG、空腹血糖水平、体质量指数及腹围密切
相关, 应严密监测和控制该类指标, 有效防治
脂肪肝.

关键词: 脂肪肝; 患病率; 危险因素; 流行病学
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0  引言

脂肪肝是遗传-环境-代谢应激相关因素所致, 病
变主体在肝小叶, 以肝细胞脂肪变性为主的临

床综合征. 近年来, 随着B超作为普查手段的广

泛应用和人们健康意识的日渐增强, 脂肪肝逐

渐被大家所认识和研究, 但关于干部群体的研

究报道比较少见. 本文聚焦陕西省干部群体, 对
脂肪肝的患病情况和相关发病因素进行深入分

析, 探讨原因, 为预防保健工作提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-01-01/2010-12-31在陕西省人民

医院干部体检中心体检的享受厅局级待遇的在

职、离退休干部, 共计4 025人, 其中男3 926人次, 
女99人次, 年龄35-87岁, 平均61.64岁±8.24岁. 
各年度(2006-2010年)体检人次为比为1∶1.08∶
1.07∶1.09∶1.79(657∶709∶702∶779∶1 178). 
1.2 方法

1.2.1 资料收集: 研究资料均来自同一体检中心, 
按体检类别整群抽取. 研究对象体检前告知注

意事项, 体检当日晨空腹, 生化检验由7170型
日本日立株式会社自动生化分析仪测定; 空腹

血糖使用上海科华有限公司血糖试剂盒, 氧化

酶法测定; B超由飞利浦HD11XE彩色B超机测

量, 操作人员固定; 身高、体质量采用北京海波

尔达科技有限公司的TCS-135-RTB型红外线身

高体质量测量仪测量; 血压采用日本A&DCD., 
LTD公司出产的TM-2655P型无创电子血压测量

仪测定前臂血压. 行为习惯调查采用“知己”

健康管理软件配套问卷调查表, 由专人指导填

写, 指导人员经过统一培训. 
1.2.2 纳入标准: 研究对象中检查项目符合要求, 
体检资料保存完整者. 依据B超结果, 分为脂肪

肝组与非脂肪肝组, 脂肪肝的超声诊断采用中

华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学

组编写的《非酒精性脂肪性肝病诊疗指南(2010
版)》制定的B超诊断标准. 
1.2.3 排除标准: 排除各种急、慢性肝病, 包括各

种类型的肝炎、肝硬化、肝癌; Wilson病(肝豆

状核变性); 自身免疫性肝病; 妊娠期脂肪肝. 
统计学处理 建Epidata数据库进行数据录

入, 采用SPSS13.0软件进行统计分析. 计量资料

用mean±SD表示; 构成比的比较采用χ2检验; 相
关因素分析采用logistic回归分析. 

2  结果

2.1 研究对象脂肪肝患病率 研究对象共4 025人
次, 脂肪肝检出1 697人次, 患病率40.25%, 其中

男性42.3%(1 685/3 926), 女性12.1%(12/99). 5
年脂肪肝患病率呈总体逐渐上升趋势(2006年
29.68%, 2007年35.54%, 2008年40.74%, 2009年
48.01%, 2010年50.08%), 经χ2检验, 具有显著差

异性(χ2 = 96.54, P <0.01). 
2.2 不同年龄段脂肪肝患病率的动态变化 2006-
2010年不同年龄阶段脂肪肝的患病构成均具有

显著差别. 2006-2008年50-59岁年龄段患病率最

高, 2009年60-69岁年龄段出现患病高峰, 2010年
患病高峰则出现在70岁以上人群, 从整体趋势

来看, 随着时间推移, 患病高峰逐渐向老年人群

靠拢(表1). 
2.3 脂肪肝发病的相关危险因素 研究人群中

2010年脂肪肝检出者共590例, 非脂肪肝588例, 
以此资料进行脂肪肝发病危险因素分析. 
2.3.1 单因素分析: 以脂肪肝为应变量, 将脂肪肝

相关的20个自变量赋值后, 进行单因素logistic
回归分析 ,  结果显示14个变量有统计学意义

(P <0.05, 表2). 
2.3.2 多因素分析: 通过向前引入, 应用logistic多
因素回归分析, 结果有6个因素与脂肪肝具有独

立相关性, 分别为年龄、甘油三酯(triglyceride, 
TG)、空腹血糖、日坐位时间、体质量指数、
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■创新盘点
本研究聚焦干部
群体脂肪肝, 采用
连续5年数据进行
大样本流行病学
研究, 结论对干部
预防保健工作具
有积极指导意义. 

腹围, 其中TG的相对危险度最高(OR = 1.920, 
95%CI: 1.562-2.358); 年龄因素危险系数较低, 
OR值接近1; 日坐位时间(日坐位时间作为自变

量之一, 数量值为: 几乎全部 = 1, >4 h = 2, <4 h 
= 3, 几乎没有 = 4)与脂肪肝发病呈负相关(OR: 
0.786, 95%CI: 0.625-0.989, 表3). 

3  讨论

脂肪肝在全球广泛分布, 患病率因诊断方法的

不同而具有很大差异, 公认的诊断金标准是病

理组织学, 但因是有创检查, 存在一定并发症和

风险, 在流行病学调查中应用很少. 其他诊断方

法包括B超、CT、MR、转氨酶等, 目前B超以

无创、方便、价廉等优点, 被广泛使用, 成为流

行病学调查的主要方法, 诊断敏感性82%-94%, 
特异性82%以上[1]. 近年来国内采用B超诊断脂

肪肝的大样本研究中, 薛黎等[2]2008年关于新

疆地区体检人群的研究显示脂肪肝患病率为

23.27%, 王凌等[3]报道2009年江苏地区体检人

群研究显示脂肪肝患病率为20.6%. 关于干部群

体的研究中, 万红等[4]报道2007年兰州地区干部

脂肪肝检出率47.24%, 吴吉萍等[5]2008年报道

合肥市干部脂肪肝检出率为31.49%, 均高于一

般人群. 本次研究厅级干部群体脂肪肝检出率

40.25%, 且5年患病率呈逐渐增高并随着年龄增

长而增长, 逐渐呈现出中老年年龄段密集的趋

势, 与范建高等[6]关于上海市的报道“总体脂肪

肝患病率随着年龄增长而增高, 在60-70岁年龄

段达到高峰”一致, 说明脂肪肝防治形势严峻, 
发病后如果没有通过有效的生活方式改善和控

制使其逆转, 将沉积伴随直至老龄阶段. 同时, 
由于本调查研究对象为厅级干部, 年龄上青年

表 1 2006-2010年脂肪肝患病率在不同年龄段的动态变化(%)

     年龄段(岁)   2006年   2007年   2008年   2009年   2010年

<50    31.25    38.78    54.00    60.42    40.91

50-59    37.50    47.71    54.22    41.00    41.80

60-69    27.87    29.54    32.61    61.18    52.86  

≥70    14.44    21.38    28.47    31.33    62.40

χ2值    17.312    31.839    38.207    47.756    30.127

P值     0.001      0.000      0.000      0.000      0.000

表 2 脂肪肝危险因素单因素分析

     因素     β    SE  Wald  P 值   OR       95%CI

年龄 -0.045 0.007 37.191 0.000 0.956 0.942-0.970

总胆固醇   0.133 0.065   4.246 0.039 1.143 1.007-1.297

甘油三酯   0.830 0.083 98.855 0.000 2.293 1.947-2.701

高密度脂蛋白 -1.035 0.217 36.082 0.000 0.271 0.177-0.415

低密度脂蛋白   0.103 0.071   2.082 0.149 1.109 0.964-1.275

血尿酸   0.004 0.001 30.986 0.000 1.004 1.003-1.006

空腹血糖   0.202 0.050 16.077 0.000 1.224 1.109-1.351

体质量变化 -0.282 0.112   6.365 0.012 0.754 0.606-0.939

家族糖尿病史   0.383 0.238   2.589 0.108 1.467 0.920-2.338

家族高血脂史   0.625 0.272   5.271 0.022 1.868 1.096-3.184

日肉类摄入量 -0.059 0.103   0.327 0.567 0.943 0.770-1.154

月植物油量 -0.078 0.093   0.741 0.398 0.925 0.771-1.109

日坐位时间 -0.405 0.089 20.703 0.000 0.667 0.560-0.794

外出方式   0.005 0.015   0.090 0.764 1.005 0.975-1.035

家务劳动   0.248 0.071 12.179 0.000 1.281 1.115-1.472

周锻炼次数 -0.219 0.079 13.639 0.000 0.747 0.640-0.872

每次锻炼时间 -0.164 0.063   6.684 0.010 0.849 0.749-0.961

饮酒习惯   0.073 0.065   1.245 0.265 1.075 0.947-1.222

体质量指数   0.451 0.032 196.823 0.000 1.570 1.474-1.672

腹围   0.173 0.012 219.330 0.000 1.189 1.162-1.216
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■应用要点
本研究证实了干
部群体脂肪肝与
年 龄 、 甘 油 三
酯、空腹血糖、
日坐位时间、体
质量指数、腹围
之间的相关性, 可
靠性好, 有助于针
对性干预措施的
具体展开. 

人群只占极少数, 也可能是造成该结果的原因

之一, 但总体大趋势不变. 
本研究将20个自变量进行单因素logistic回

归分析, 结果显示, 年龄、总胆固醇(total cho-
lesterol, TC)、TG、高密度脂蛋白(high density 
lipoprotein, HDL-C)、血尿酸、空腹血糖、体质

量变化、家族高血脂史、日坐位时间、家务劳

动、周锻炼次数、次锻炼时间、体质量指数、

腹围14个因素与脂肪肝相关(P <0.05). 进一步

行多因素回归分析, 年龄、TG、空腹血糖、日

坐位时间、体质量指数、腹围是脂肪肝的独立

相关因素, 年龄因素危险系数较低, OR值接近

1, TG危险度最高(OR = 1.920). 从脂肪肝的发病

机制来看, 肝细胞中TG、极低密度脂蛋白(very 
low density lipoprotein, VLDL)合成和排出不平

衡是形成脂肪肝的主要原因[7]. 当进入肝脏的脂

肪量超过肝脏的脂质和氧化能力, 或肝脏合成

LDL障碍, 肝脏合成的内源性TG就不能以脂蛋

白的形式进出肝脏, 则在肝细胞内外堆积形成

脂肪肝. 而脂肪肝病变又影响脂代谢, 加重高血

脂而形成恶性循环[8]. 以TG为主的脂肪在肝内

沉积是发展为脂肪肝的必要条件[9]. 本调查显示

空腹血糖的危险度仅次于TG, 向国卿等[10]报道

空腹血糖的水平是衡量胰岛素反应的最简洁的

指标, 而且与脂肪性肝病的严重程度相关. 空腹

血糖受损与胰岛素抵抗直接相关, 而胰岛素抵

抗目前被认为是脂肪肝发病中位居前列的危险

因素, 在早期脂肪肝中轻微的胰岛素抵抗十分常

见, 随着脂肪肝加重, 胰岛素抵抗也逐渐加重[11]. 
体质量指数与人体脂肪含量之间存在明显

曲线关系, 肝内脂肪堆积的程度与体质量成正

比. 不同水平的体质量指数, 其脂肪肝的检出率

是不同的[12], 控制体质量指数有利于减少脂肪肝

发生[13]. 许多横向研究和病例对照研究结果显

示非酒精性脂肪肝患者腹围和体质量指数明显

高于没有非酒精性脂肪肝者, 并且报道腹型肥

胖与非酒精性脂肪肝存在显著关联性[14]. 本调

查显示日坐位时间与脂肪肝发病呈负相关(OR: 
0.786, 95%CI: 0.625-0.989), 日坐位时间越短, 发
生脂肪肝的危险性越小.《生命时报》记载脂肪

肝主要集中在“三围”人群中, 即回家围着电

视、办公室围着电脑、出门围着汽车等多吃少

动、容易堆积脂肪的人, 干部群体是“三围”

人群的一部分, 脑力劳动多于体力劳动、应酬

多、工作忙碌等特点造成生活方式的不健康, 
脂肪肝随之而来. 

脂肪肝是仅次于病毒性肝炎的第2位常见肝

病, 能使人体对于脂类的吸收发生障碍, 人体能

量代谢发生紊乱, 虽然被认为是良性病变, 但他

是许多慢性肝脏疾病的早期阶段, 不经治疗的

脂肪肝会逐渐发展为炎症细胞浸润、坏死、纤

维化, 并可能引起肝细胞癌变[15]. 脂肪肝已成为

消化、内分泌代谢、营养、心血管等学科共同

关注的焦点. 通过本研究, 干部群体应进一步提

高认识, 通过有效的健康管理, 降低发病率, 保
护肝脏. 
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Abstract 
AIM: To investigate the interventional effect of 
microbiological capsules (Medilac-S) containing 
Bacillus subtilis and Enterococcus on intestinal 
flora in patients with nonalcoholic steatohepati-
tis (NASH). 

METHODS: Thirty healthy adults and sixty pa-
tients with NASH were included, and they were 
divided into three groups: group A (30 healthy 
adults, control group), group B (30 patients, 
treated with basic drugs), and group C (30 pa-
tients, treated with basal drugs and Medilac-S). 
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)的
发病机制至今尚
未明确, 在众多致
病因素中, 小肠细
菌过度生长、细
菌移位、肠黏膜
通透性改变等所
致的肠源性内毒
素血症(IETM)在
非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)的发
病中起着重要的
作用.

Eight types of representative bacteria of the in-
testinal flora were cultivated and counted, and 
the levels of serum endotoxin, TNF-α, IL-6 and 
ALT was determined in all groups before treat-
ment and 4 wk after treatment.

RESULTS: Compared to group A, the numbers 
of Bacillus bifidus, Bacillus lactis and Bacteroi-
des decreased (7.13 ± 1.28 vs 8.83 ± 1.24, t = -6.65, 
P < 0.01; 6.67 ± 1.21 vs 7.31 ± 1.12, t = -2.16, P < 
0.05; 6.99 ± 1.31 vs 7.82 ± 1.15, t = -2.41, P < 0.05), 
that of Enterobacteria increased (7.28 ± 1.22 vs 
6.54 ± 1.08, t = 4.83, P < 0.01), and serum levels 
of endotoxin, IL-6 and TNF-α increased (168.37 
EU/L ± 24.13 EU/L vs 110.53 EU/L ± 18.33 EU/L, 
t = 11.69, P < 0.01; 42.62 ng/L ± 12.65 ng/L vs 
21.58 ng/L ± 8.47 ng/L, t = 7.71, P < 0.01; 15.98 
ng/L ± 3.19 ng/L vs 8.63 ng/L ± 2.49 ng/L, t = 
11.97, P < 0.01) in patients with NASH (groups 
B and C) before the treatment. After 4 weeks of 
treatment, the numbers of Bacillus bifidus, Bacil-
lus lactis and Bacteroides increased significantly 
(all P < 0.01), that of Enterobacteria decreased (P 
< 0.05), and serum levels of endotoxin, TNF-α, 
IL-6 and ALT decreased remarkably (P < 0.05) in 
group C but not in group B compared to group 
A. The clinical symptoms were improved more 
apparently in group C than in group B.

CONCLUSION: Alteration of intestinal flora and 
overgrowth of Gram-negative bacilli probably 
participate in the development of NASH. Me-
dilac-S can effectively improve intestinal flora, 
decrease serum levels of endotoxin, TNF-α, IL-6 
and ALT, and improve clinical symptoms in pa-
tients with NASH.

Key Words: Nonalcoholic steatohepatitis; Bacillus 
subtilis; Intestinal flora; Microecological products; 
Enterococcus; Endotoxin
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■研发前沿
随着“肠-肝”轴
(Gut-Liver Axis)
这一新概念的提
出, 肠道菌群正成
为肝病研究热点.

摘要 
目的:  探 讨 枯 草 杆 菌 肠 球 菌 二 联 活 菌 胶
囊对非酒精性脂肪性肝炎(n o n-a l c o h o l i c 
steatohepatitis, NASH)患者肠道菌群失调的干
预作用. 

方法: 选择肠道菌群中具有代表性的细菌共8
种(肠杆菌、肠球菌、葡萄球菌、双歧杆菌、

乳杆菌、拟杆菌、梭菌、酵母样真菌)进行培
养和计数, 检测所有被研究者的血清内毒素、

TNF-α、IL-6和ALT的浓度. 选择健康正常成
人30例作为正常对照组(A组), NASH共60例, 
随机分为常规治疗组(B组)和观察组(C组)各
30例, B组采用常规保肝治疗, C组常规保肝治
疗的同时联用枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊
治疗, 治疗4 wk, 比较各组治疗前后肠道细菌
数量的变化和内毒素、TNF-α、IL-6、ALT的
变化, 并比较B组和C组治疗后临床症状的缓
解情况.  

结果:  与A组比较 ,  治疗前N A S H组肠杆菌
显著增多(7.28±1.22 vs  6.54±1.08, t  = 4.83, 
P <0.01), 而双歧杆菌、乳酸杆菌、拟杆菌显
著减少(7.13±1.28 vs  8.83±1.24, t  = -6.65, 
P <0.01; 6.67±1.21 vs  7.31±1.12, t  = -2.16, 
P <0.05; 6.99±1.31 vs  7.82±1.15, t  = -2.41, 
P <0.05); 血清中内毒素、IL-6、TNF-α的浓
度显著增高(168.37 EU/L±24.13 EU/L vs  
110.53 EU/L±18.33 EU/L, t  = 11.69, P<0.01; 
42.62 ng/L±12.65 ng/L vs  21.58 ng/L±
8.47 ng/L, t  = 7.71, P <0.01; 15.98 ng/L±
3.19 ng/L vs  8.63 ng/L±2.49 ng/L, t  = 11.97, 
P <0.01); C组治疗后与治疗前比较双歧杆菌、

乳杆菌、拟杆菌的数量显著增多(P<0.01), 肠杆
菌的数量显著减少(P <0.05), 血清中内毒素、

TNF-α、IL-6、ALT的浓度显著降低(P <0.01), 
C组治疗后临床症状较B组有显著改善. 

结论: NASH患者存在肠道菌群失调、革兰氏
阴性杆菌过度生长, 提示肠道微生态失衡可能
参与了NASH的发生发展. 枯草杆菌肠球菌二
联活菌胶囊可明显改善NASH肠道菌群失调, 
降低血清中内毒素、TNF-α、IL-6、ALT的水
平, 改善临床症状. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 枯草杆菌; 肠球菌; 

微生态制剂; 肠道菌群; 内毒素 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)近年来的发病率正稳步上升. 非
酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, 
NASH)是NAFLD病程进展中的主要阶段, 近一

半的NASH患者可发展至肝纤维化, 约15%发展

至肝硬化, 3%进展至最终的肝衰竭[1]. NAFLD的

发病机制至今尚未明确, 在众多致病因素中, 小
肠细菌过度生长、细菌移位、肠黏膜通透性改

变等所致的肠源性内毒素血症(intestinal endo-
toxemia, IETM)在NASH的发病中起着重要的作

用. 随着“肠-肝”轴(gut-liver axis)[2]这一新概念

的提出, 肠道菌群正成为肝病研究热点. 本文就

NASH患者肠道菌群的变化及其肠源性内毒素

血症进行初步研究, 并采用枯草杆菌肠球菌二联

活菌胶囊进行干预, 观察枯草杆菌肠球菌二联活

菌胶囊对NASH的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2010-03/2011-10本院经临床、实验室

和B超(或CT)检查诊断为NASH患者60例, 男32
例, 女28例, 年龄25-70岁, 平均年龄47.5岁±l2.3
岁. 所有患者诊断符合NASH诊断标准[3]. 排除感

染、使用抗生素、微生态调节剂、酸奶、胃肠

道动力药物及其他可影响肠道通透性制剂的患

者. 另选择30例健康成年人且愿意受试者为正

常对照组(A组), 男女各15例, 年龄20-70岁, 平均

47.1岁±10.7岁. NASH组患者随机分为治疗组

(B组)和观察组(C组)各30例. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: B组给予常规保肝治疗, 口服甘草酸

二胺肠溶胶囊(江苏正大天晴药业有限公司, 规
格150 mg)3粒/次, 3次/日; C组在B组治疗的基础

上加上枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊(北京韩美

药品有限公司)口服治疗, 500 mg/次, 3次/日, 疗
程均为4 wk. 实验期间不使用抗菌药物及其他影

响肠道菌群的制剂. 
1.2.2 肠道菌群的培养及检测: 采集实验对象

的新鲜粪便标本2份分别盛放在普通无菌小瓶

和无氧小瓶迅速送至实验室. 肠道菌群的培养

及检测: 称取新鲜粪便0.5 g加入4.5 mL 0.9%的

无菌氯化钠溶液中, 按l0倍连续稀释法稀释至

10-9. 分别取10-9、10-7、10-5、10-3、10-1, 稀释液

50 μL依次接种在选择性培养基上. 肠道菌群的

选择: 选择具有代表性的需氧菌3种(肠杆菌、肠

球菌、葡萄球菌), 厌氧菌4种(双歧杆菌、乳杆
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■相关报道
研究表明内毒素
及炎性细胞因子
均参与了 N A S H
的发生发展. 内毒
素不仅直接损害
肝细胞, 而且使肠
道微生态环境发
生改变, 加重肠道
菌群失调.

菌、拟杆菌、梭菌)及酵母样真菌进行培养. 培
养基选择: 肠球菌、葡萄球菌用羊血平板, 肠杆

菌用中国兰琼脂平板, 真菌用沙氏培养基, 双歧

杆菌用BS血琼脂平板, 乳酸杆菌为MRS营养琼

脂, 拟杆菌用BDS培养基, 梭菌采用RCM培养基

(强化梭菌培养基). 需氧菌置35 ℃孵箱培养24 h, 
酵母样真菌置25 ℃孵箱培养48-72 h, 厌氧菌采

用抽气换气培养法培养48 h. 使用ATB全自动微

生物鉴定系统(法国生物梅里埃公司)进行细菌

鉴定. 结果以每克粪便湿重中菌落形成单位的

对数值表示(lgCFU/g). 
1.2.3 血清指标的检测: 清晨空腹静脉血6 mL离
心后取血清置-70 ℃冰箱中保存待测. 血清内毒

素定量测定采用鲎试剂基质偶氮显色法(试剂盒

由上海伊华医学科技公司提供); TNF-α和IL-6的
检测采用酶联免疫法定量测定(试剂盒由深圳晶

美生物工程有限公司提供), 按说明书进行操作; 
血清ALT的检测使用日立7170A全自动生化分

析仪检测. 
1.2.4 临床疗效的评定: 记录B、C两组治疗前乏

力、肝区不适、腹胀、厌食、腹泻、便秘等临

床症状以及治疗后的缓解情况(症状减轻或消

失), B超检查治疗前肝脏肿大情况以及治疗后回

复情况(缩小或恢复正常大小), 并做疗效比较分

析, 结合血清学指标ALT做疗效判定. 
统计学处理 计量资料使用mean±SD表示. 

使用SPSS17.0统计软件进行统计学分析, 组间比

较采用独立样本t检验, 治疗前后比较采用配对t
检验; 直线相关采用Pearson相关分析; 率的比较

采用χ2
检验, P <0.05提示差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 治疗前NASH组和A组肠道菌群菌落数的比

较 治疗前NASH组与A组比较各肠道菌群发生

显著变化, 肠杆菌显著增加(t  = 4.83, P <0.01), 而
双歧杆菌、乳杆菌、拟杆菌显著减少(t  = -6.65, 
P <0.01; t = -2.16, P <0.05; t  = -2.41, P <0.05); 而肠

球菌、葡萄球菌、酵母真菌和梭菌没有发生显

著改变(P >0.05, 表1). 
2.2 治疗前NASH组和A组血清指标的比较 治疗

前NASH组与A组比较, 内毒素、IL-6和TNF-α
等指标均显著增加(t = 11.69、7.71、11.97, 
P <0.01, 表2). 
2.3 治疗前后B组和C组肠道菌群菌落数的比较

治疗前两组所有菌落数比较均无统计学意义

(P >0.05), 提示二者具有可比性; B组治疗后与治

疗前比较无显著差异(P >0.05), 而C组治疗后与

治疗前比较有显著改变, 其中肠杆菌显著减少

(t = -2.79, P <0.05), 而双歧杆菌、乳杆菌、拟杆

菌显著增加(t  = 4.27, P <0.01; t = 3.25, P <0.01; t  = 
2.93, P <0.01, 表3, 图1). 
2.4 治疗前后B组和C组血清指标的比较 治疗前

两组所有指标比较均无统计学意义(P >0.05), 提
示二者具有可比性; B组内毒素、IL-6、TNF-α
与治疗前比较无显著改变(P >0.05); C组治疗后

与治疗前比较内毒素、IL-6、TNF-α、ALT均
有显著降低(t  = -3.98、-2.42、-2.27、-8.61, P  
<0.01). 治疗后C组与B组比较, ALT差异显著(t = 
-4.73, P <0.01, 表4, 图2). 
2.5 肠道菌群与内毒素及TNF-α、IL-6的相关分

析 在有显著变化的4种细菌中, 只有肠杆菌与内

表 1 治疗前NASH患者和健康组肠道菌群菌落数的比较 (mean±SD, lgCFU/g)

     分组  n     肠杆菌     肠球菌  葡萄球菌   酵母真菌   双歧杆菌     乳杆菌     拟杆菌      梭菌

A组 30 6.54±1.08 7.48±1.25 5.45±0.97 5.26±0.87 8.83±1.24 7.31±1.12 7.82±1.15 7.51±1.28

NASH组 60 7.28±1.22b 7.86±1.32 5.27±1.04 4.84±0.82 7.13±1.28b 6.67±1.21a 6.99±1.31a 7.47±1.23

aP<0.05 ,  bP<0.01 vs  A组.

表 2 治疗前NASH患者和健康组血清指标的比较 (mean±SD)

     分组  n   内毒素(EU/L)    IL-6(ng/L)   TNF-α(ng/L)      ALT(U/L)

A组 30 110.53±18.33 21.58±8.47   8.63±2.49   26.86±6.27

NASH组 60 168.37±24.13b 42.62±12.65b 15.98±3.19b 109.24±41.50b

bP<0.01 vs  A组.
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毒素显著正相关(r  = 0.644, P <0.01), 而肠杆菌与

TNF-α、IL-6均不相关(P >0.05); 血清内毒素和

TNF-α、IL-6显著正相关(r  = 0.485, P <0.01; r  = 
0.477, P <0.01). 
2.6 治疗前临床症状及治疗后B组和C组临床表

现缓解情况(减轻或消失)比较 治疗前有症状的

NASH患者主要为乏力、腹胀、肝区不适、厌

食、腹泻或便秘, 其中腹胀和腹泻占到了NASH
组的一半以上 ,  而其他症状则占N A S H组的

20%-40%, 12例患者无任何不适症状, 占总例数

的20%. 治疗后C组与B组比较临床症状及肝肿

大缓解更显著(P <0.05或0.01, 表5, 6). 

3  讨论

研究证实肠道菌群失调不仅参与了肥胖的发

生[4-6], 还与NASH关系密切[7]. 本研究显示NASH
患者肠道菌群发生了显著变化, 双歧杆菌、乳

杆菌和拟杆菌的菌落数均较正常对照组明显减

少(P <0.05), 而肠杆菌的菌落数较正常对照组则

有显著增加(P <0.01), 这提示NASH患者肠道菌

群发生了显著改变, 以肠杆菌为代表的需氧菌

显著增长, 而以双歧杆菌及乳杆菌为代表的厌

氧菌却显著降低, 这证实了NASH存在菌群失调

及肠道革兰氏阴性杆菌过度生长. 现有研究表

明内毒素及炎性细胞因子均参与了NASH的发

生发展. 内毒素不仅直接损害肝细胞, 而且使肠

道微生态环境发生改变, 加重肠道菌群失调[8]. 
此外, 内毒素还能激活肝脏库普弗细胞引发炎

症级联反应[9-13], 引发肝细胞凋亡、坏死. 本研究

中NASH患者的血清内毒素水平、TNF-α和IL-6

表 3 治疗后B组和C组肠道菌群菌落数的比较 (mean±SD, lgCFU/g)

     分组  n   时间     肠杆菌   双歧杆菌     乳杆菌     拟杆菌

B组 30 治疗前 7.35±1.15 7.15±1.31 6.61±1.13 7.10±1.19

治疗后 7.44±1.21 7.27±1.10 6.67±1.13 6.95±1.22

C组 30 治疗前 7.57±1.16 7.11±1.14 6.78±1.26 7.30±1.35

治疗后 6.70±1.13a 8.42±1.26b 7.63±1.39b 7.67±1.28b

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组治疗前.

表 4 治疗后B组和C组血清指标的比较 (mean±SD)

     分组  n   时间    内毒素(EU/L)    IL-6(ng/L) TNF-α(ng/L)        ALT(U/L)

B组 30 治疗前 167.86±25.08 43.33±12.28 15.74±3.18 114.35±40.49

治疗后 159.19±24.53 39.07±10.89 14.71±2.83   85.87±41.53c

C组 30 治疗前 170.18±22.73 42.53±13.02 16.42±3.21 106.52±38.64

治疗后 142.03±18.56b 34.75±9.33a 14.25±2.79a   57.25±18.17bf

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组治疗前; cP<0.05 vs  B组治疗前; fP<0.01 vs  B组治疗后.

肠杆菌 双歧杆菌 乳杆菌 拟杆菌
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图 1 治疗前后B组和C组肠道菌群菌落数的比较. B1: B组

治疗前; B2: B组治疗后; C1: C组治疗前; C2: C组治疗后.
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图 2 治疗前后B组和C组血清指标的比较. B1: B组治疗前; 

B2: B组治疗后; C1: C组治疗前; C2: C组治疗后.
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较正常对照组显著增加, 直线相关分析显示肠

杆菌与内毒素显著正相关, 而内毒素与TNF-α、
IL-6显著正相关, 表明肠杆菌、内毒素、炎症细

胞因子间关系密切, 他们对NASH的发生发展起

着重要作用, 推测正是由于NASH患者肠道革兰

氏阴性杆菌过度生长导致内毒素生成过多, 且
破坏了肠道原有的生物屏障功能, 结果使大量

的细菌内毒素通过损害的肠黏膜屏障进入门静

脉形成IETM, 内毒素及炎症细胞因子共同参与

肝损害的病理过程. 
枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊是新型的微

生态制剂, 有较强的调节肠道菌群的作用[14,15]. 
枯草杆菌肠球菌二联活菌治疗NASH国内外报

道少见. 本研究显示C组治疗后以肠杆菌为代

表的需氧菌减少(P <0.05), 而以双歧杆菌、乳杆

菌、拟杆菌为代表的厌氧菌显著增多(P <0.01), 
血清内毒素、TNF-α和IL-6也显著降低(P <0.05), 
这与储建坤等[16]的研究结果一致. 而B组则没有

发生显著变化(P >0.05), 这提示C组肠道菌群失

调及IETM较B组得到了明显改善. 而B组和C组
治疗前后比较ALT均显著降低, 但二者比较后

者降低更显著(P <0.01), 这提示甘草酸二胺胶囊

保肝治疗降酶效果显著, 但仅能从一定程度上

降低转氨酶, 不能显著降低IETM以及炎症因子

TNF-α和IL-6的水平. 相反, C组由于枯草杆菌肠

球菌二联活菌促进肠道菌群的修复及平衡, 从
一定程度上解决了肠道菌群失调及肠道革兰氏

阴性杆菌过度生长的问题, 修复了受损的肠黏

膜屏障, 降低了IETM, 进一步抑制了肝脏库普

弗细胞产生细胞因子对肝脏的“二次打击”, 
改善了肝脏的炎症程度, 因而内毒素、炎症细

胞因子水平及转氨酶显著降低, 所以C组的“保

肝”效果明显强于B组. 
从临床症状缓解情况及肝肿大的回缩情况

看, 治疗后C组乏力、腹胀、肝区不适、厌食、

大便次数增多或便秘症状、肝肿大均较B组有

显著改善, 这提示联合使用保肝药和枯草杆菌

肠球菌二联活菌胶囊进行干预治疗, 效果优于

单用保肝药治疗, 这与张纪伟等[17]的研究结果一

致. 我们在试验中还观察到虽然ALT显著降低, 
临床症状也明显改善, 但C组治疗后各血清学

指标仍远>正常值, 这提示联合保肝和肠道干预

治疗仍然难以取得最理性的治疗效果, 原因是

NASH的发病是多因素共同作用的结果, 可能仅

从这两方面干预仍不能完全阻止NASH的进展, 
另一方面, 我们的研究也只观察了4 wk, 长时间

的干预治疗究竟效果如何仍不得而知, 所以一

方面对于该治疗方案时效关系的观察还将继续

进行, 另一方面对于NASH发病机制的研究则显

得更为重要. 
总之, NASH患者存在肠道菌群失调、革兰

氏阴性杆菌过度生长和IETM, 提示肠道微生态

失衡参与了NASH的发生发展. 给予枯草杆菌肠

球菌二联活菌胶囊调节肠道菌群治疗, 可以恢

复肠道微生态平衡, 减轻IETM, 降低炎症因子的

分泌, 减少对肝细胞“二次打击”, 从而对延缓

NASH进展为肝纤维化、肝硬化可能具有重要

作用, 所以联合使用保肝药和微生态制剂治疗

NASH仍不失为目前较为理想的治疗方案. 
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表 5 治疗前B组和C组临床症状 n (%)

     分组  n 乏力 肝区不适     腹胀     厌食     腹泻 便秘  肝肿大

B组 30 9(30) 11(36.6) 16(53.3) 10(33.3) 17(56.7) 9(30) 16(53.3)

C组 30 8(26.6)   9(30) 17(56.6)   6(20) 15(50) 6(20) 19(63.3)

表 6 治疗后B组和C组临床表现缓解情况(减轻或消失)比较 n (%)

     分组 乏力缓解 肝区不适缓解 腹胀缓解 厌食缓解 腹泻缓解 便秘缓解 肝肿大缩小

B组  5(55.5)      4(36.3)   7(43.7)    5(50) 4(23.52)  2(22.2)     8(50)

C组  8(100)      8(88.8) 15(88.2)    6(100) 13(86.6)  5(83.3)   16(84.2)

χ2值    4.65       4.10    7.34     4.36 12.75    5.40      4.71

P值  <0.05     <0.05  <0.01   <0.05 <0.01  <0.05    <0.05

■同行评价
本实验立项依据
较合理, 对临床合
理应用该药物有
一定的指导意义.
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■背景资料
随着抗病毒时间
延 长 ,  耐 药 成 为
核 苷 类 似 物 治
疗慢性乙型肝炎
(CHB)的主要问
题, 导致临床耐药
的基因变异形式
多种多样, 如何根
据耐药模式选择
合理的挽救治疗
成为关注的热点.
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Abstract
AIM: To study the characteristics of the B do-
main of the HBV polymerase gene in adefovir-
resistant HBV patients.  

METHODS: One hundred and seven patients 
with chronic hepatitis B treated with adefovir 
(ADV) (including 73 ADV-naïve patients and 
34 LAM-resistant patients) at our hospital were 
selected. The B-C regions of the RT and S genes 
were amplified by PCR using specific primers 
flanking these regions. The PCR products were 
directly analyzed by sequencing. The differences 
in nucleotide and amino acid sequences and 
mutation patterns of the RT region were classi-

fied using Chromas2.0 software. HBV genotypes 
were analyzed using Clustalx1.81.msw.

RESULTS: Of the 107 patients, 36 had rtA181V 
mutation, 43 had rtA181T, 47 had rtN236T, 20 
had rtM204I/V ± rtL180M, and 12 had other 
ADV - related mutations. In ADV-naïve patients, 
27 (36.99%) had rtA181V/T, 14 (19.18%) had 
rtN236T, 28 (38.36%) had rtA181V/T + rtN236T, 
and 4 (5.48%) had other mutations. In LAM-
resistant patients, 21 (61.76%) had rtA181V/T, 2 
(5.88%) had rtN236T, 3 (8.82%) had rtA181V/T 
+ rtN236T, and 8 (23.53%) had other mutations. 
rtA181T/V and rtN236T mutations were not de-
tected in 12 patients, but they had rtA181S/C (2 
cases), rtV214I/A (3 cases), rtQ215H (1 case), or 
rtH/N238S/T/R/A/K (6 cases), which are ADV 
resistance-related mutations.

CONCLUSION: The major ADV resistance-
related mutations are rtA181T/V and rtN236T 
in ADV-naïve patients, and rtA181V/T in LAM-
resistant patients.

Key Words: Chronic hepatitis B; Hepatitis B virus; 
Adefovir; Resistance mutation

Shao YL, Zhang SC, Liu LG, Zhao WF. Analysis of 
mutations in the reverse transcriptase domain of HBV 
polymerase in adefovir-resistant HBV patients. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 1879-1883

摘要

目的: 研究阿德福韦酯(adefovir, ADV)初治耐
药和ADV用于挽救治疗拉米夫定(lamivudine, 
LAM)耐药者再耐药时HBV毒株RT区变异特
征的差异性.

方法: 我院就诊的ADV初治耐药者73例, ADV
用于挽救治疗LAM耐药者后再耐药者34例, 
共计107例, 在HBV DNA突破时采用PCR方
法扩增HBV-RT区基因, 对PCR产物直接测
序, 用Chromas2.0软件分析HBV-RT区基因的
核苷酸和氨基酸差异、变异模式, 同时使用
Clustalx1.81.msw进行基因型分析.

■同行评议者
杨江华 ,  副教授 , 
皖南医学院弋矶
山医院感染科



1880               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年7月18日   第20卷   第20期 

www.wjgnet.com

■相关报道
L e e 等 研 究 显 示
存在 r tL180M变
异的LAM耐药患
者 A D V 治 疗 2 年
耐药率为37%, 而
无 r tL180M变异
患者为3%; 存在
r tL80V/I变异的
YMDD变异患者
对ADV治疗反应
更 差 ,  提 示 抗 病
毒治疗疗效与耐
药模式存在直接
的关系.

结果: 在107例患者中, 存在r tA181V变异36
例, r t A181T变异43例, r t N236T变异47例, 
rtM204I/V±rtL180M变异20例, 其他相关变异
如rtA181S/C、rtH/N238S/T/R/A/K、rtV214I/
A、r t Q215H共12例 .  A D V初治组检测到
rtA181V/T变异27例(36.99%)、rtN236T变异
14例(19.18%)、rtA181V/T+rtN236T变异28例
(38.36%), rtA181T/V和rtN236T以外的变异4例
(5.48%). 其中发生rtA181V和rtA181T变异患
者分别有33.3%、64.5%合并rtN236T变异(P = 
0.0091); ADV挽救治疗LAM耐药者再耐药, 检
测到rtA181V/T变异21例(61.76%)、rtN236T
变异2例(5.88%)、r tA181V/T+rtN236T变异
3例(8.82%), r tA181T/V和r tN236T以外的变
异8例(23.53%). 其中发生r tA181V患者25%
合并rtN236T变异, 而rtA181T变异患者未检
测到rtN236T变异(P = 0.2311). 20例(58.83%)
患者合并rtM204I/V变异, 这20例患者中12例
(35.29%)合并rtA181V/T和/或rtN236T变异的
多重耐药变异. 有12例未检测到r tA181T/V
和rtN236T变异, 但检查到rtA181S/C(2例)、
rtV214I/A(3例)、rtQ215H(1例)、rtH/N238S/
T/R/A/K(6例)等ADV耐药相关变异, 其中ADV
挽救治疗LAM耐药患者8例, ADV初治患者4
例, 两组间存在统计学差异(P = 0.0169).

结论: ADV初治耐药主要发生r tA181V/T和
rtN236T变异, ADV挽救治疗LAM耐药再耐药
主要发生rtA181V/T变异, 且后者耐药模式更
复杂.

关键词: 慢性乙型肝炎; 乙型肝炎病毒; 阿德福韦

酯; 耐药变异
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0  引言

由于阿德福韦酯(adefovir, ADV)对乙型肝炎病

毒(hepatitis B virus, HBV)的野生株[1]和拉米夫

定(lamivudine, LAM)耐药株[2]均有抑制作用, 因
而被广泛用于慢性乙型肝炎(chronic hepatitis B, 
CHB)患者初始治疗和LAM耐药者挽救治疗. 无
论ADV初治或用于LAM耐药者的挽救治疗, 随
着治疗时间延长均会出现H B V对抗病毒药物

的耐药变异, 尤其是用于LAM耐药者挽救治疗

时出现再耐药, HBV可能会发生多位点耐药变

异, 这将给后续抗病毒药物的选择带来困难. 本

文通过直接测序分析 ,  以了解A D V初治耐药

和ADV用于挽救治疗LAM耐药者后再耐药时

HBV毒株RT区变异特征的差异性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-04/2011-10在我院接受ADV治疗

且发生耐药的CHB患者107例, 所有患者符合中

国慢性乙型肝炎指南诊断标准[3]. ADV初治患者

73例, 男65例, 女8例, 平均43.74岁±10.37岁, 其
中基因C型和基因B型分别为56例和17例; ADV
用于挽救治疗LAM耐药者34例, 男31例, 女3例, 
平均45.56岁±9.62岁, 其中基因C型和基因B型
分别为27例和7例; 在ADV治疗过程中发生病毒

学突破时留取血清标本, 保存于-70 ℃待测. 两
组患者一般特征无统计学差异. 
1.2 方法 HBV DNA抽提采用QIAGEN GmbH公

司试剂盒, 操作按说明书进行. 在HBV P基因的

保守区设计上游引物PS1: 5'CCTGCTGGTGGC
TCCAGTTCAGGAACAG3'(nt56-83), 下游引物

PAS1: 5'AAGCCCCAACCAGTGGGGGTTGCG
TCA3'(nt1188-1214). 引物由上海生物工程公司

合成, 反应体系和条件参照文献[4]. 
统计学处理 采用Chromas2.0软件分析HBV-

RT区基因的核苷酸和氨基酸差异、变异类型, 
同时使用Clustalx1.81.msw进行基因型分析. 采
用SAS8.1统计软件分析, 两样本均数比较采用t
检验, 率的比较采用χ2检验或Fisher exact检验. 

2  结果

2.1 HBV-RT区变异检测 在107例患者中, 存在

rtA181V/T和/或rtN236T变异95例, rtM204I/V和/
或tL180M变异20例, 其他变异如r tA181S/C、

rtV214I/A、rtH/N238S/T/R/A/K、rtQ215H共12
例, 两组HBV-RT区变异类型详见表1.

A D V初治耐药H B V变异特征 :  A D V初

治耐药模式有7种 ,  含有r t A181V、r t A181T
和 r t N236T变异分别为24例、31例和42例 , 
rtA181V和rtA181T变异者分别有8/24(33.33%), 
20/31(64.53%)合并r tN236T变异, 二者存在统

计学差异(P = 0.0091); ADV挽救治疗LAM耐药

者再耐药时HBV变异特征: ADV用于挽救治疗

LAM耐药者再耐药时的耐药模式有12种, 含有

rtA181V、rtA181T和rtN236T变异分别为12例、

12例和5例, r tA181V和r tA181T变异者分别有

3/12(25%), 0/12合并rtN236T变异, 两者间无统

计学差异(P = 0.2311). 
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■创新盘点
本研究从ADV开
始治疗时机着手, 
分析不同起始治
疗时机导致ADV
耐药模式的差异.

2.2 ADV初治耐药和ADV用于挽救治疗LAM耐

药者后再耐药时ADV耐药变异的差异 对两组

患者RT区变异模式采用双向无序χ2检验, P值

为2.32E-09, 提示两组间RT区变异模式差别存

在统计学差异. ADV初治组检测到rtA181V/T变
异27例(36.99%)、rtN236T变异14例(19.18%)、
r t A181V/T+r t N236T变异28例 (38.36%)、
r tA181T/V和r tN236T以外的变异4例(5.48%). 
ADV用于LAM耐药者挽救治疗再耐药, HBV
耐药变异表现得较复杂, 检测到r tA181V/T变
异21例(61.76%)、r tN236T变异2例(5.88%)、
rtA181V/T+rtN236T变异3例(8.82%)、rtA181T/
V和r t N236T以外的变异8例(23.53%). 20例
(58.83%)患者合并r tM204I/V变异, 其中12例
(35.29%)合并rtA181V/T和/或rtN236T变异的多

重耐药变异, 另外8例(23.53%)分别合并rtA181S/
C、rtH/N238S/T/R/A/K、rtV214I/A、rtQ215H
变异. 对存在rtA181V/T和/或rtN236T变异的95
例患者耐药变异模式分析, 发现ADV挽救治疗

LAM耐药再耐药患者更易出现rtA181T/V变异, 
而ADV初治患者更多发生rtN236T±rtA181T/V

变异, P = 0.0026. 纳入无rtA181T/V和rtN236T的
其他变异12例患者后, 得出同样的结论, 且提示

LAM耐药后采用ADV挽救治疗再耐药后, HBV
耐药模式变得更加复杂, P = 0.0004(表2). 
2.3 rtA181T/V和rtN236T以外的变异 此107患
者中, 有12例未检测到rtA181T/V和rtN236T变
异, 但检查到rtA181S/C(2例)、rtV214I/A(3例)、
rtQ215H(1例)、rtH/N238S/T/R/A/K(6例)等ADV
耐药相关变异, 其中ADV挽救治疗LAM耐药患

者8例, ADV初治患者4例, 两组间存在统计学

差异(P = 0.0169), 提示LAM耐药患者除了诱导

rtA181V/T变异外还诱导其他变异, 导致ADV临

床耐药, 使病情更加复杂. 

3  讨论

我国最近的数据显示ADV5年耐药率为14.6%[5], 
到目前为止, 大量的研究报道ADV耐药主要是

r tN236T和r tA181V/T变异所致[1,2]. 然而, 鲜见

ADV挽救治疗LAM耐药后再耐药的报道[6], 对
于在此基础发生ADV耐药变异与ADV初治患者

耐药变异之间的差异更未见报道. 为此, 我们对

表 1 两组耐药患者RT区变异模式 n (%)

        ADV初治组     LAM耐药组

rtA181V     16(21.92)       5(14.71)

rtA181T     11(15.07)       7(20.58)

rtN236T     14(19.18)       0(0)

rtA181V+rtN236T       8(10.96)       2(5.88)

rtA181T+rtN236T     20(27.39)       0(0)

rtA181V+rtN236T+rtM204V       0(0)       1(2.94)

rtA181V+rtM204I±tL180M       0(0)       3(8.82)

rtA181V+rtM204V+tL180M       0(0)       1(2.94)

rtA181T+rtM204I±tL180M       0(0)       5(14.71)

rtN236T+rtM204I       0(0)       2(5.88)

rtA181S/C+rtM204I/V±tL180M       0(0)       2(5.88)

rtV214I/A+rtM204I       2(2.74)       1(2.94)

rtQ215H+rtM204V+tL180M       0(0)       1(2.94)

rtH/N238S/T/R/A/K+rtM204I/V±tL180M       2(2.74)       4(11.76)

表 2 两组患者ADV耐药变异

     ADV初治组n (%) LAM耐药组n (%)             P 值

rtA181T/V    27(36.99)    21(61.76)

rtN236T    14(19.18)      2(5.88)

rtA181T/V+rtN236T    28(38.36)      3(8.82) 10.0026

无rtA181T/V和rtN236T的其他变异      4(5.48)      8(23.53) 20.0004

1P<0.01 vs  rtA181T/V, rtN236T; 2P<0.01 vs  rtA181T/V, rtN236T及其他变异.
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■应用要点
本研究显示LAM
耐 药 后 经 A D V
挽救治疗再耐药
患者耐药模式较
ADV初治耐药患
者更具有多样性
和 复 杂 性 ,  为 后
续治疗增加了困
难. 因此, 临床医
师在初始治疗的
时候应优选抗病
毒药物.

73例ADV初治耐药和34例ADV用于挽救治疗

LAM耐药者后再耐药患者HBV毒株RT区进行

测序, 分析二者的变异特征及他们之间的差异. 
本研究也发现ADV初治患者耐药主要发生

rtN236T和rtA181V/T变异, 其中57.53%的患者存

在rtN236T变异, 75.34%的患者存在rtA181V/T
变异, 发生rtA181V和rtA181T变异分别为24例
和31例, 且rtA181T变异较rtA181V变异更易发

生rtN236T变异(P = 0.0091). ADV挽救治疗LAM
耐药后再耐药主要发生r tA181V/T变异, 其中

17.65%的患者存在rtN236T变异, 70.59%的患者

存在rtA181V/T变异, 发生rtA181V和rtA181T变
异各为12例, 但二者在是否合并rtN236T变异上

无统计学差异(P = 0.2311). 这之间出现的差异是

否由于LAM诱导的rtM204V/I等变异导致HBV 
RT区各催化中心的构象及范德华力变化引起有

待进一步研究. 
本研究发现ADV挽救治疗LAM耐药再耐

药患者更易出现r tA181T/V变异, 而ADV初治

患者主要发生r tN236T±r tA181T/V变异(P = 
0.0026). LAM耐药主要表现为rtM204V/I伴或不

伴rtL180M变异, Yatsuji等[7]研究显示部分LAM
初治患者可发生LAM诱导的r tA181T/V变异, 
导致HBV对LAM敏感性降低6-10倍. 尽管通过

测序在LAM耐药患者血清中检测出r tA181变
异并不多见, 但通过更科学的方法可以在更多

LAM耐药患者血清中检测到这些微量存在的变

异准种[8]. 由于LAM耐药患者有可能已经存在

rtA181V/T变异准种, 在使用ADV挽救治疗过程

中rtA181V/T变异株更早被选择出来成为优势株

而发生临床耐药, 本研究的20例rtM204I/V变异

尚未消失的患者中11例合并rtA181V/T/C/S变异, 
只有1例合并rtN236T变异, 1例合并这2个位点变

异, 从临床上证实了上述推测. 本研究显示ADV
挽救治疗LAM耐药再耐药时58.83%的患者仍然

存在rtM204I/V变异, 提示ADV挽救治疗LAM耐

药难以使业已存在的r tM204I/V变异准种消失, 
临床表现为多重耐药患者, 从而导致后续抗病

毒药物更难选择. 
Lee等[9]研究显示rtL180M变异与ADV耐药

密切相关, 存在r tL180M变异的LAM耐药患者

ADV治疗2年耐药率为37%, 而无rtL180M变异

患者为3%. 他们另一篇报道显示存在rtL80V/I变
异的YMDD变异患者对ADV治疗反应更差[10]. 
上述2项研究进一步提示ADV用于LAM耐药患

者挽救治疗, 其疗效与LAM耐药模式存在直接

关系. 这可能与rtL180M变异和rtL80V/I变异作

为补偿变异导致HBV复制能力增强有关[11]. 且
由于rtA181V/T变异导致HBV对LAM和ADV的

敏感性均下降[12], 因此我们应该根据耐药模式选

择抗病毒药物, 对rtN236T变异患者可加用LAM, 
发生rtA181V/T变异的LAM或ADV治疗患者是

否选择恩替卡韦(entecavir, ETV)联合ADV治疗

将取得更好的临床疗效, 避免耐药发生有待于进

一步观察. 最近两项研究显示ETV联合ADV较

LAM联合ADV治疗LAM耐药[13]和ETV耐药[14]患

者疗效更好, 该2项研究一定程度上佐证了上述

推断, 但需要更深入研究. 
RT区r tH/N238S/T/R/A/K、r tV214I/A、

rtQ215H、rtP237H等变异将导致HBV聚合酶催

化中心发生几何构象改变, 导致对ADV亲和力

下降而耐药[15], 但也存在相反的报道[16]. 本研究

对我院在107例ADV耐药患者经过测序分析发

现, 存在rtA181V/T变异和rtN236T变异以外的

其他ADV相关变异如rtA181S/C、rtH/N238S/T/
R/A/K、rtV214I/A、rtQ215H共12例, 其中ADV
挽救治疗LAM耐药患者较ADV初治患者更容易

出现这些变异. 此外, 我们还发现一些新的RT区
氨基酸变异, 包括rtV191I、rtH197Q、rtF/Y/L/
H221、rtT222A、rtS223A/T、rtS256C等氨基酸

替代, 虽然未见这些变异导致核苷类似物耐药

报道, 但提示抗病毒治疗发生耐药后HBV生物

学性状更加复杂, 临床意义有待更深入研究. 
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■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化(PBC)是一种
免疫损害介导的
慢性进展性肝内
胆汁淤积性疾病, 
该病发病隐匿, 确
诊时已进入晚期, 
故提高该病的检
出率、及时判断
病情的轻重程度, 
对患者预后至关
重要. 
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Abstract
AIM: To summarize the clinical characteristics 
of primary biliary cirrhosis (PBC) and to ex-
plore the clinical significance of serum anti-mi-
tochondrial antibodies (AMAs) in the diagnosis 
and assessment of severity of PBC. 

METHODS: A retrospective analysis of clinical 
manifestations, serum biochemical parameters, 
serum antibodies and pathological features was 
performed in 114 patients with PBC. M2 anti-
body-positive patients (105 cases) were divided 
into four groups: those positive for only M2 (61 
cases), for both M2 and M9 (9 cases), for both M2 

and M4 (25 cases), and for M2, M4, and M9 (10 
cases). Serological markers and complications 
were compared among the four groups.

RESULTS: Main clinical manifestations of 
PBC include fatigue, jaundice, and skin itch-
ing. The levels of alkalinity phosphatase (ALP), 
γ-glutamyl transpeptidase (GGT), alanine ami-
notransferase (ALT), aspartate aminotransferase 
(AST), and total bilirubin (TBIL) increased to 
varying degrees. Serum AMA and M2 antibod-
ies had a very high specificity and sensitivity in 
diagnosing PBC. Compared to the M2-positive 
group, the levels of ALP and IgM in M2-M4-
positive group were higher (P = 0.010, 0.014, P 
< 0.05). Compared to the M2-M9-positive group, 
the levels of AST, TBIL, and IgG in the M2-
M4-M9 positive group were higher (P = 0.039, 
0.016, 0.039, P < 0.05). Compared to the M2-pos-
itive group, the level of TBIL in the M2-M4-M9 
positive group was higher (P = 0.023, P < 0.05). 
Compared to the M2-M9 positive group, the lev-
el of IgG in the M2-positive group was higher (P 
= 0.031, P < 0.05). Thus, serum M4 and M9 levels 
have clinical significance in the diagnosis of PBC.

CONCLUSION: Understanding the clinical char-
acteristics of PBC can help improve the diagno-
sis, treatment, and prognosis of this disease.

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Clinical mani-
festations; Anti-mitochondrial antibody 

Zhang LW, Lin LJ, Zheng CQ, Lin Y, Zhang JJ, Zhou HH. 
Clinical features of primary biliary cirrhosis: An analysis 
of 114 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 
1884-1888

摘要

目的: 总结原发性胆汁性肝硬化(primary bili-
ary cirrhosis, PBC)的特征, 探讨血清抗线粒体
抗体(antimitochondrial antibody, AMA)及分
型对疾病的诊断意义及病情评价的临床意义.

方法: 对114例PBC患者的临床表现、血清生
化指标、血清抗体及病理学特征等进行回顾
性的分析. 通过在M2抗体阳性者中, 根据M4
及M9是否阳性进行分组, 即分为单纯M2阳

■同行评议者
庄林 ,  主任医师 ,  
昆明市第三人民
医院肝病科
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性者、M2-M9阳性者、M2-M4阳性者及M2-
M4-M9阳性者4组, 并比较各组间的血清学指
标及其并发症.

结果: PBC临床表现主要为乏力、黄疸、皮肤
瘙痒等; 生化学主要以碱性磷酸酶(alkalinity 
phosphatase, ALP)、γ-谷氨酰转肽酶(γ-glutamyl 
transpeptadase, GGT)升高为主, 伴有谷丙转氨
酶(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶
(automatic spanning tree, AST)及总胆红素(total 
bilirubin, TBIL)不同程度升高; 血清免疫球蛋
白以IgM升高为主; 血清抗体中AMA及M2型
抗体对该病的诊断具有较高的特异性及敏感
性. 通过分组比较发现M2-M4阳性者ALP及
IgM高于单纯M2阳性者, P 值分别为0.010、
0.014, M2-M4-M9阳性者AST、TBIL及IgG高
于M2-M9阳性者, P 值分别为0.039、0.016、
0.039; M2-M4-M9阳性者TBIL明显高于单纯
M2阳性者, P  = 0.023, 单纯M2阳性者IgG高于
M2-M9阳性者, P  = 0.031, 上述差异均有统计
学意义(P <0.05). 故血清M4、M9抗体对该病
的病情判断具有一定的临床意义.

结论: 掌握PBC的特征, 做到早诊断早干预, 不
仅延缓病程的进展, 还能改善预后.

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 临床表现; 抗线粒体
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)为肝内胆管进行性非化脓性破坏为主的

自身免疫性肝病, 是一种慢性疾病. 临床上以黄

疸和皮肤瘙痒为主要症状, 实验室检查以碱性

磷酸酶(alkalinity phosphatase, ALP)等反映胆汁

淤积的生化指标升高, 在病理学上表现为进行

性、非化脓性、破坏性小胆管炎, 最终导致肝

硬化和器官衰竭[1]. 抗线粒体抗体(antimitochon-
drial antibody, AMA)阳性, 尤其是其M2亚型抗

体阳性为PBC的主要特征[2]. PBC有9个亚型, 其
中M2抗体在AMA的9个亚型抗体中特异性最高. 
近年来较多文献报道, M4及M9抗体阳性对疾

病的病情判断有一定的临床意义. 本病多累及

中老年女性, 具体病因及发病机制尚不清楚, 目
前认为其发病与基因、免疫、环境等因素有关, 
随着新技术的不断应用, PBC的检出率和发病率

呈逐渐上升趋势, 引起人们足够的重视. 现对中

国医科大学附属盛京医院近3年诊断的114例原

发性胆汁肝硬化患者进行回顾性分析, 希望能

通过分析为临床治疗提供指导价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取中国医科大学附属盛京医院于

2008-2011年已经确诊的PBC患者114例, 根据

2009年欧洲肝病学会(EASL)及美国肝病学会

(AASLD)推荐的诊断标准[3,4], 当满足以下3条标

准中的2条时可诊断PBC: (1)ALP>2倍正常值上

限或GGT>5倍正常值上限; (2)AMA或AMA-M2
阳性; (3)特征性小胆管损害的病理学改变.  
1.2 方法 一般资料包括患者性别、年龄、临床

症状、体征、并发症等. 采用全自动生化分析

仪检测谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)、
谷草转氨酶(automatic spanning tree, AST)、总

胆红素(total bilirubin, TBIL)、γ-谷氨酰转肽酶

(γ-glutamyl transpeptadase, GGT)、ALP、胆固

醇、甘油三酯; 应用免疫散射比浊法监测免疫

球蛋白(IgG、IgA、IgM); 采用间接免疫荧光法

(IFA)检测AMA及ANA, 进一步采用酶联免疫

吸附试验(ELISA)和欧蒙免疫印迹法(EUROB-
LOT)分别检测AMA和ANA的亚型抗体, 通过在

M2抗体阳性者中, 根据M4及M9是否阳性进行

分组, 并比较各组间的血清学指标及其并发症

情况. 有19例患者在超声引导下快速穿刺肝组

织, 常规脱水、石蜡包埋、切片, 常规进行HE染
色及网染, 并对其病理特点进行分析. 

统计学处理 计量资料以mean±SD, 计数资

料以比例数及百分率进行描述, 计应用SPSS19.0
统计软件计量资料进行t检验分析, 计数资料进

行χ2检验分析, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 本组114例PBC患者, 其中男12例, 
女102例, 两性别差异有统计学意义(P <0.05), 平
均年龄为(56.02±11.29)岁. PBC主要临床症状是

黄疸52例, 乏力50例, 皮肤瘙痒35例, 右上腹不

适及纳差各20例, 主要并发症是脾大51例, 腹水

31例, 肝门静脉直径>13 mm者31例(其中食管胃

底静脉曲张21例, 无食管胃底静脉曲张者10例), 
消化道出血9例, 肝性脑病1例, 眼睑黄色素瘤1
例. 有6例患者无临床表现, 体检发现肝功异常, 
其中有3例入院后查体已存在脾大. 有39例患者

合并其他自身免疫性疾病, 如干燥综合征16例, 

■相关报道
2 0 0 9 年 欧 洲 肝
病 学 会 ( E A S L )
及 美 国 肝 病 学
会(AASLD)关于
PBC的诊断标准
提出各自推荐意
见. 美国的Flisiak 
R等关于M4、M9
抗体对病情程度
的判断价值做出
相关研究.
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类风湿关节炎8例, 桥本氏甲状腺炎14例, 溃疡

性结肠炎2例, 结缔组织病2例. 其中有1例同时

合并甲亢及溃疡性结肠炎, 有1例同时合并桥本

氏甲状腺炎及干燥综合征, 该病合并症较多, 易
误诊, 故应引起我们的注意. 
2.2 血清学指标 本组114例患者肝功指标中ALT 
116.90 U/L±134.71 U/L、AST 121.57 U/L±
119.61 U/L、GGT 536.51 U/L±452.97 U/L、
T B I L 62.22 μ m o l/L±69.50 μ m o l/L、A L P 
430.66 U/L±285.140 U/L等指标均存在不同程

度的异常, ALT及AST轻度升高, GGT及ALP
明显升高, TBIL也高于正常. 血脂指标中血清

胆固醇6.37 mmol/L±3.68 mmol/L、甘油三酯

1.52 mmol/L±0.90 mmol/L, 其中血清胆固醇明

显升高, 甘油三酯无升高. 免疫球蛋白指标IgG 
17.71 g/L±5.52 g/L、IgM 4.06 g/L±2.35 g/L、
IgA 3.70 g/L±1.81 g/L, 其中以IgM升高最为明

显, 114例患者中有110例患者的IgM均高于正常

值上限. 
2.3 血清抗体指标及分组后各组生化指标的比

较 本114例患者血清自身抗体中, ANA 100例
(87.72%)、AMA 95例(83.33%)、M2型105例
(92.11%)的检出率较高, AMA属于PBC患者的

特异性抗体, M2在AMA的9个亚型抗体中特异

性最高, 因此, 对PBC患者AMA以及M2抗体的

检测对PBC的诊断有重要意义[5]. 其他自身抗

体M4阳性38例(33.33%)、M9 20例(17.54%)、 
pANCA 4例(22.22%, 其中有18例患者进行此项

检查)、SSA 5例(4.39%)、SSB 6例(5.26%)、ds-
DNA 4例(3.51%), 其中有2例AMA兼M4阳性, 1
例AMA兼M9阳性, 1例单纯M4阳性, 余M4及M9
阳性均同时合并M2阳性. 

在105例M2阳性的PBC患者中, 根据M4及
M9是否阳性分为4组, 即单纯M2阳性者61例、

M2-M9阳性者9例、M2-M4阳性者25例、M2-
M4-M9阳性者10例, 并比较其生化及免疫学指

标的差异. 发现M2-M4阳性者的ALP及IgM较单

纯M2阳性者升高, 并具有统计学意义(P <0.05), 
M2-M4-M9阳性者的A S T、T B I L及 I g G较

M2-M9阳性者升高, 并具有统计学意义(P <0.05), 
与单纯M2阳性者的TBIL相比较, M2-M4-M9阳
性者明显升高, 并有统计学意义(P <0.05), 单纯

M2阳性者的IgG较M2-M9阳性者的升高, 有统

计学意义(P <0.05, 表1). 
2.4 各组并发症的比较 P B C患者的并发症中

脾大51例, 腹水31例, 食管胃底静脉曲张21例, 
单纯门静脉增宽而无食管胃底静脉曲张者10
例, 消化道出血9例, 肝性脑病1例. AMA-M2
均阳性的PBC患者分组中并发症的比较, 其中

M2-M4、M2-M4-M9组的脾大、腹水、经脉曲

张的所占比重较其他两组大, 单纯M2阳性组中

有1例肝性脑病患者(表2). 
2.5 肝穿刺组织学特点 19例患者行肝脏穿刺, 主
要组织学表现为汇管区纤维性扩大, 肝细胞水

肿样变性, 可见点灶状坏死, 汇管区可见炎细胞

浸润, 部分汇管区叶间胆管缺失, 小胆管成不典

型增生, 4例可见肉芽肿样改变, 2例可见腔内有

淤胆及胆栓形成. 其中病理组织处于Ⅰ期的患

者6例, 处于Ⅱ期的患者1例, 处于Ⅱ-Ⅲ期的患

者3例, 处于Ⅲ期的患者8例, 处于Ⅲ-Ⅳ期的患

者1例. 

3  讨论

PBC的发病机制尚不完全清楚, 他可能与自身免

疫耐受机制被打破有关. 由免疫损害介导的慢

性进展性肝内胆汁淤积性自身免疫性肝病, 好
发于中年的妇女, 临床表现主要为乏力、黄疸

及皮肤瘙痒等特点. 其病理特征是累及肝内小

表 1 M2阳性患者分组中的生物化学和免疫学指标的比较 (mean±SD)

     分组  n  ALT(U/L) AST(U/L) ALP(U/L) GGT(U/L) TBIL(μmol/L) IgM(g/L) IgG(g/L)

M2-M9   9 113.33±

82.07

77.22±

40.3

469.44±

268.61

529.00±

385.33

  36.97±    

  39.69

3.80±

1.78

15.00±

2.74
M2 61 108.16±

160.41

109.85±

122.75

353.47±

208.75

485.46±

426.26

  45.46±  

  51.53

3.49±

1.69

17.76±

5.60e

M2-M4 25 127.08±

105.40

126.92±

116.32

494.12±

257.89c

570.53±

425.88

  66.08±  

  62.46

5.20±

3.09c

18.83±

5.47
M2-M4-M9 10 103.10±

51.40

163.40±

109.12a

459.36±

199.26

421.80±

202.00

135.38±

103.25ac

5.57±

3.19

19.66±

5.67a

aP<0.05 vs  M2-M9; cP<0.05 vs  M2; eP<0.05 vs  M2-M4.

■创新盘点
本文总结PBC的
临 床 特 征 ,  探 讨
血清AMA抗体及
分型对疾病的诊
断 意 义 ,  强 调 肝
脏病理穿刺在疑
似PBC病理中的
重要性, 提出M2-
M4-M9抗体阳性
对PBC病情的判
断价值. 
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叶间胆管及中隔胆管, 出现非化脓性、破坏性

的炎症, 导致小胆管变得狭窄、闭塞甚至消失, 
常伴有门脉周围汇管区的炎症、形成肉芽肿及

出现肝实质碎屑样坏死, 最终导致肝纤维化及

肝硬化, 中晚期只有肝移植才能免于死亡, 因此, 
早期诊断与治疗至关重要[2,6]. 

PBC患者的血清生化学指标中主要以ALP
及GGT升高为主的肝功异常, 对疾病的诊断有

提示作用, 还伴有胆红素的不同程度的升高, 血
脂指标中胆固醇升高. 与低密度脂蛋白胆固醇

相比 ,  高密度脂蛋白胆固醇不成比例的升高 , 
PBC患者并不因动脉粥样硬化而增加死亡风险, 
甘油三酯升高不升高或轻度升高. PBC患者的血

清免疫球蛋白中IgG和IgM升高, 尤其IgM显著

升高, 提示有体液免疫参与. 因此, 相关生化学

指标的升高对疾病的诊断有一定的提示作用. 
P B C患者的血清自身抗体检测中检出率

较高的有A N A 100例(87.72%)、A M A 95例
(83.33%)、M2抗体105例(92.11%), ANA阳性

虽无特异性, 但ANA阳性可作为PBC的辅助诊

断, 对病情进展、预后判断有着重要价值[7,8]. 而
ANA阳性在AMA阴性的PBC患者诊断中则更显

得重要[9]. AMA属于PBC患者的特异性抗体, M2
抗体在AMA的9个亚型抗体中特异性最高, 其抗

原本质是线粒体内膜上的丙酮酸脱氢酶和α-酮
酸脱氢酶的复合体, M2抗体可与多个抗原发生

反应. 有文献报道PBC患者在出现临床症状、生

物化学指标和组织学特征变化数年前就出现了

M2抗体[6,10]. 由此可见, AMA和M2抗体的检测对

于PBC的早期诊断有重要意义. 但是我们也发现

3例患者AMA、M2抗体均阴性, 行病理穿刺后

显示肝细胞点灶状坏死、胆管胆汁淤积, 符合

PBC Ⅲ-Ⅳ期表现, 故建议临床疑诊PBC的AMA
阴性的患者应结合病理确诊, 不可轻易排除诊

断. M4和M9抗体的抗原本质区别是亚硫酸盐氧

化酶及糖原磷酸化酶, 对于M4及M9抗体阳性对

病情的评价, 国外文献报道[11,12], M2和M4抗体

阳性的PBC患者病情较重, 预后不好. 而仅有M2

或M9抗体阳性的PBC患者, 则病情较轻, 预后较

好. 国内姚定康等[13]研究发现M2、M4抗体均阳

性者血清ALP、GGT、TBIL和ALT等指标均高

于M2抗体阳性、M4抗体阴性者, M4抗体阳性

者的病情相对较重. 唐乐等[14]对52例PBC患者研

究表明, M4和M9抗体的检测对判断PBC的病情

有意义, 说明AMA亚型的检测对于PBC患者的

病情判断以及与疾病进展有一定的关系. 我们

对M2阳性的患者根据M4及M9抗体是否阳性进

行分组, 并比较生化指标及并发症, 发现M2、
M4阳性者的ALP及IgM较单纯M2抗体阳性者

升高, 并具有统计学意义(P <0.05). M2-M4-M9阳
性者的AST、TBIL及IgG较M2-M9阳性者升高, 
并具有统计学意义(P <0.05). 与单纯M2阳性者

的TBIL相比较, M2-M4-M9阳性者明显升高, 并
有统计学意义(P <0.05). 单纯M2阳性者的IgG较

M2-M9阳性者升高, 有统计学意义(P <0.05). 并
发症的比较中, M2-M4、M2-M4-M9组的脾大、

腹水、经脉曲张的所占比重较其他两组大. 我
们已明确M4抗体阳性的PBC患者处于疾病的晚

期, 病情较重, M9抗体阳性的PBC患者处于疾病

的早期, 病情较轻. 本组中有10例M2-M4-M9抗
体阳性的患者, 生化学指标均有明显异常及并

发症较多, 表明该组患者可能处于疾病的不同

阶段, 关于其对病情的判断现在无相关文献报

道, 故抗体亚型的转化与疾病进展和预后的关

系还有待于进一步研究. 
PBC为一种慢性、进行性疾病, 随着病情

发展, 可出现肝硬化、腹水、食管胃底静脉曲

张、消化道出血、腹膜炎、肝脑病及肝衰竭等

严重并发症, 由于发现时大多已进入肝硬化期, 
因此预后较差. 故如能对该病早期发现及早期

干预, 不仅能延缓病程的进展, 还能减少肝移植

率及在一定程度上改善患者预后.
总之, 对于胆道酶(ALP, GGT)和/或TBIL升

高为主的高胆红素血症, 应高度怀疑PBC. 对转

氨酶及免疫学检查轻度异常的病例也不能完全

除外本病, 肝脏穿刺病理检查对本病确诊至关

■应用要点
通过临床分析可
以提高PBC的检
出率, 并通过分析
M2、M4、M9等
抗体判断PBC病
情的轻重, 对治疗
和预后的判断有
指导意义.

表 2 M2阳性患者分组中并发症的比较 (n )

     分组  n   脾大 腹水 静脉曲张 门脉高压 消化道出血 肝性脑病

M2-M9   9      3    1        1       0         1       0 

M2 61     28  15      11       2         4       1

M2-M4 25     11    9        4       0         2       0

M2-M4-M9 10       6    7        5       1         0       0   
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重要, AMA亚型检测对于PBC的诊断与病情的

判断具有一定的临床价值, 抗M2抗体对于诊断

PBC的敏感性和特异性均较高, 具有诊断意义. 
对已确诊PBC的患者, 检测抗M4和M9抗体对疾

病的病情判断有一定的临床意义. 
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体阳性者中, 根据
M4及M9是否阳
性进行分组, 并比
较各组间的血清
学指标及其并发
症情况, 判断病情
的轻重程度, 有一
定创新. 
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■背景资料
随着人们健康意
识的提高, 体检越
来越普及, 胆囊结
石 ( 息肉 ) 发现的
越来越早 ,  此时 , 
患者的胆囊功能
大多正常或者接
近正常, 临床症状
也 往 往 较 轻 ,  因
此, 这类患者的保
胆愿望比较强烈. 
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Abstract
AIM: To discuss the indications, methods, and 
therapeutic effect of laparoscopic cholelithotomy 
and polypectomy in treating cholecystolithiasis 
and polyps. 

METHODS: The clinical data for 53 patients with 
cholelithiasis and cholecystic polyps who were 
treated by laparoscopic cholelithotomy and pol-
ypectomy between January 2009 and September 
2011 were analyzed. Of the 53 patients, 39 suf-
fered from only cholecystolithiasis (including 12 
with a single stone and 27 with multiple stones), 
8 suffered from cholecystic polyps (including 3 
with adenomatous polyps and 5 with cholesterol 
polyps), and 6 simultaneously suffered from 

cholecystolithiasis and cholecystic polyps. Of 39 
patients suffering from cholecystolithiasis, 2 had 
liver cirrhosis, 1 had primary hepatocellular car-
cinoma, and 3 had acute cholecystitis. Before the 
stones were removed, the bottom of the gallblad-
der was incised in 37 of 39 cases with cholelithia-
sis, and the neck of the gallbladder was incised 
in the remaining two patients. Of 8 patients with 
cholecystic polyps, 5 had cholesterol polyps and 
underwent polyp removal, and the other 3 had 
adenomas of the gallbladder and underwent 
partial cholecystectomy around the adenoma. In 
six patients with combined cholecystolithiasis 
and cholecystic polyps, the bottom of the gall-
bladder was excised to remove the stones and 
polyps. The incisions were sutured continuously 
with a 4/0 prolene suture in 10 cases, and inter-
rupted or continuous suturing was performed 
with a 3/0 absorption suture in the other 43 
cases. Both choledochoscopy and laparoscopy 
were used in 33 cases, and only laparoscopy was 
used in the other 20 patients during operation to 
see if the stones and polyps had been removed. 
Celiac drainage tube was placed under the right 
hepatic lobe in 19 cases during operation and 
was removed one to five days later. Thirty-three 
patients with cholecystolithiasis took choleretic 
drugs for one week to 4 weeks after operation, 
and the other 12 cases with cholecystolithiasis 
did not take choleretic drugs.

RESULTS: The operation had been performed 
successfully in all the cases, and none of them 
was converted to celiotomy. The operation time 
was 80 to 200 (109 ± 33) minutes. One case whose 
gallbladder neck had been cut and sutured de-
veloped upper abdominal pain after operation, 
with about 15 mL of yellow fluid drained a day 
due to mild bile leakage. Ultrasonic examina-
tion showed small amount of fluid in the lesser 
omentum cavity of the patient. Five days later, 
the patient’s upper abdominal pain relieved, 
with no fluid in the drainage tube, and then the 
tube was pulled out. The rest cases recovered 
smoothly. All the patients were cured and their 
mean postoperative hospital stay was 2 to 10 (3.8±
2.2) days. Postoperative follow-up period ranged 
from 3 to 36 months. Only one case had muddy 
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■相关报道
多 年 以 来 ,  部 分
临床医师观察到
了胆囊切除术后
出现十二指肠液
的胃反流及胃液
食管返流、消化
不良性腹泻、胆
总管结石和结肠
癌的发生率增加
等各种不良并发
症 ,  也 对 胆 囊 切
除术的临床应用
进 行 了 反 思 ,  开
展了腹腔镜保胆
取石(息肉)术, 获
得了满意疗效.

stone recurrence 12 months postoperatively, and 
his stone disappeared after taking choleretic and 
calculus-removing drugs for one month.

CONCLUSION: Laparoscopic cholelithotomy 
and polypectomy allow preserving gallblad-
der function and maintaining normal digestive 
function in patients with cholelithiasis and/or 
cholecystic polyps. If the size, wall thickness, 
and function of the gallbladder are nearly nor-
mal and cholecystic malignancies are excluded, 
laparoscopic cholelithotomy and polypectomy 
can be performed in patients with cholelithiasis 
and/or cholecystic polyps.

Key Words: Gallstones; Cholecystic polyps; Laparo-
scopy; Choledochoscopy; Cholelithotomy; Polypec-
tomy 
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摘要

目的: 探讨腹腔镜下保胆取石和取息肉的手
术适应证、方法和疗效.

方法: 2009-01/2011-09我们完成了53例腹腔镜
下保胆取石和取息肉术. 单纯胆囊结石患者
39例, 其中12例为单发结石, 27例为多发胆囊
结石; 胆囊息肉患者8例, 其中3例为腺瘤性息
肉, 5例为胆固醇性息肉; 胆囊结石合并息肉
患者6例, 均为胆固醇性息肉; 胆囊结石合并
肝硬化2例, 合并肝癌1例; 胆囊结石伴急性胆
囊炎3例. 39例结石患者中37例行胆囊底部切
开取石, 2例行胆囊颈部切开取石成形术; 8例
胆囊息肉患者中5例胆固醇性息肉行胆囊底部
切开取息肉术, 3例腺瘤性息肉患者行息肉周
围胆囊部分切除术; 6例胆囊结石合并息肉的
患者均行胆囊底部切开取石(息肉)术, 其息肉
均为胆固醇性息肉. 胆囊切口采用4-0 prolene
缝线连续缝合10例, 采用3-0可吸收线间断缝
合或连续缝合43例. 术中使用胆道镜33例, 20
例未用胆道镜, 用腹腔镜代替胆道镜查看胆囊
内结石或息肉是否取净. 术后放置腹腔引流管
19例, 其余均未放置腹腔引流管. 胆囊结石(包
括合并胆囊息肉)患者术后服用利胆药物者33
例, 服药时间为1 wk-1 mo不等, 另12例未服利
胆药物.

结果: 53例保胆患者手术均获成功, 没有1例
中转剖腹手术. 手术时间80-200 min, 平均
109 min±33 min. 1例颈部切开取石患者术后

出现上腹疼痛, 腹腔引流管每日引出约15 mL
淡黄色腹水, 超声检查显示小网膜腔少量积
液, 考虑少量胆漏所致, 术后5 d腹痛缓解, 腹
腔引流管无液体引出, 拔除腹腔引流管后无不
适. 其余患者术后均恢复顺利, 术后住院2-10 d, 
平均3.8 d±2.2 d, 均治愈出院. 所有患者均获
随访, 随访时间3-36 mo, 1例患者术后12 mo
胆囊泥沙样结石复发, 给予利胆排石药物治
疗1 mo后复查腹部超声显示胆囊结石消失.

结论: 腹腔镜下保胆取石和取息肉术保留了
胆囊及胆囊功能, 有利于维护患者消化系统的
正常功能. 只要胆囊大小基本正常、胆囊壁增
厚不明显、胆囊功能基本正常, 排除了胆囊恶
性病变, 并且患者及家属保胆愿望强烈, 均可
进行腹腔镜保胆取石(息肉)术.

关键词: 胆囊结石; 胆囊息肉; 腹腔镜; 胆道镜; 胆囊

切开取石术; 息肉切除术
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0  引言

胆囊是人体一个重要的消化器官, 具有存储、

浓缩、排出胆汁和调节胆道压力的作用, 还具

有复杂的化学和免疫功能. 但是近100多年来胆

囊常因一些良性疾病如胆囊结石、胆囊息肉而

被切除, 腹腔镜胆囊切除术的快速普及使得该

技术成了治疗胆囊结石(息肉)的“金标准”. 多
年以来, 部分临床医师观察到了胆囊切除术后

出现十二指肠液的胃反流及胃液食管返流[1,2]、

消化不良性腹泻[3,4]、胆总管结石[5,6]和结肠癌[7-9]

的发生率增加等各种不良并发症, 也对胆囊切

除术的临床应用进行了反思, 开展了腹腔镜保

胆取石(息肉)术, 获得了满意疗效. 但是, 针对腹

腔镜保胆取石(息肉)术的手术适应证、方法和

疗效, 尚存在较大争议[10]. 2009-01/2011-09我们

有选择性地进行了腹腔镜下保胆取石和取息肉

术53例, 取得较好的效果, 获得了初步经验, 现
予报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组53例, 男27例, 女26例, 年龄16-71
岁, 平均年龄42.0岁±14.1岁, 均为择期手术病

例. 单纯胆囊结石患者39例, 其中12例为单发结

石, 27例为多发胆囊结石, 胆囊结石合并肝硬



徐新保, 等. 腹腔镜保胆取石术和息肉切除术临床分析53例                1891

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文就该科室近
年来保胆手术经
验和体会作了较
为详尽的报道, 为
胆囊相关疾病的
临床治疗提供了
一些经验和技巧.

化2例, 合并肝癌1例, 胆囊结石伴急性胆囊炎3
例. 胆囊结石小者为泥沙样结石, 大者可达2.8 
cm. 胆囊息肉患者8例, 其中3例为腺瘤性息肉, 
单发, 直径1.0-1.5 cm; 5例为胆固醇性息肉, 直径

1.0-1.3 cm, 多发. 胆囊结石合并息肉患者6例. 所
有胆囊结石(包括结石合并息肉)患者均有上腹

或右上腹疼痛症状, 无黄疸病史. 术前诊断主要

依据腹部超声, 个别胆囊结石患者曾行腹部CT
或者MRI检查, 以排除肝内外胆管结石. 所有患

者术前腹部超声检查均显示胆囊大小正常, 囊
壁厚度正常或者不大于0.6 cm. 设备用德国Storz
腹腔镜、Olympus电子胆道镜及取石网、活检

钳和其他抓钳、吸引器等. 
1.2 方法

1.2.1 术前治疗: 平诊患者入院后常规术前检查. 
胆囊结石伴急性胆囊炎患者入院后首先给予禁

食、输液、抗感染、保肝及对症治疗, 患者腹

痛及腹部压痛消失、莫菲氏征阴性、肝功能及

血象正常后, 如果复查腹部超声显示胆囊大小

正常或者基本正常、胆囊壁厚度<0.6 cm者可以

施行腹腔镜保胆取石(息肉)术. 术前须向患者本

人及家属详细交代术后胆囊结石或息肉具有复

发的可能性, 患者本人和家属具有强烈保胆愿

望者, 方可手术. 
1.2.2 手术操作: 全身麻醉下采用腹腔镜胆囊切

除术标准三孔或者四孔法, 采取头高足低、右

侧抬高体位. 51例患者(包括39例胆囊结石、6例
胆囊结石合并息肉及8例胆囊息肉患者)采用电

钩在胆囊底部切开0.5-2.0 cm, 另2例胆囊颈部结

石嵌顿的患者采用颈部切口, 切口处采用电凝

止血, 出血明显者采用可吸收线缝扎止血. 首先

吸净胆囊内胆汁, 用细弱水流轻柔冲洗胆囊腔, 
直至冲洗液清亮. 对于胆囊结石患者, 位于胆囊

底部切口附近的结石用取石钳直接取出, 剩余

结石可用弯钳从胆囊管开始向胆囊底部切口方

向轻轻挤压推移, 块状结石大多可被推移出胆

囊底部切口, 或者被推移到胆囊底体部后再钳

夹取出, 泥沙样结石可用冲洗器冲吸干净, 2例
胆囊颈部结石嵌顿患者直接从颈部切口取出结

石. 随后将腹腔镜或者胆道镜置入胆囊内, 如有

残余块状结石可用取石网篮取出, 残余细小结

石及泥沙样结石可用吸引器冲吸干净. 胆囊息

肉患者术前需行超声检查定位. 8例单纯性胆囊

息肉患者中5例为胆固醇性息肉, 经胆囊底部切

口吸净胆汁并冲洗干净胆囊腔, 置入腹腔镜或

者胆道镜确定息肉位置, 距切口较近者可用弯

钳直接夹取, 位置较深者(尤其是胆囊颈部息肉)
需通过胆道镜用活检钳或者取石网篮夹取; 另
3例腺瘤性息肉位于胆囊底部, 在腹腔镜直视引

导下用电钩沿息肉基底部切除部分胆囊壁, 边
缘轻轻电凝止血, 如止血不满意则用4-0可吸收

线缝扎止血. 6例结石合并胆固醇息肉者在腹腔

镜或者胆道镜引导下采用推挤、钳夹、网篮套

扎、活检钳夹取或水流冲吸等方式取净结石及

息肉. 所取出的结石或者息肉放入标本袋中一

并经脐部切口取出或者直接夹出. 将胆囊腔冲

吸干净, 置入腹腔镜或者胆道镜仔细观看, 确定

无结石或者息肉残留, 胆囊管开口处通畅并见

胆汁流入. 
53例患者中, 33例术中使用了胆道镜, 其中

仅5例使用了取石网篮, 2例使用了活检钳; 另20
例未用胆道镜, 仅用腹腔镜代替胆道镜置入胆

囊腔观察, 效果满意. 43例以3-0可吸收线间断

“8”字缝扎胆囊切口, 另10例以4-0 prolene缝
线连续缝合胆囊切口, 针距3-4 mm, 边距4-5 mm, 
每针打结4-6个, 首结为外科结, 确定缝合严密无

胆汁渗漏, 将腹腔冲洗干净. 胆囊结石合并肝硬

化(2例)、肝癌(1例)、急性胆囊炎(3例), 以及腺

瘤性息肉行胆囊部分切除(3例)、颈部切开取石

(2例), 总计11例患者, 均在Winslow孔放置了1根
腹腔引流管, 另8例术中留置Winslow孔腹腔引

流管者系开展腹腔镜保胆取石(息肉)术的早期

阶段所放置的; 其余34例未放置腹腔引流管. 
1.2.3 术后随访: 胆囊结石(包括合并胆囊息肉)
患者术后服用利胆药物者33例, 服药时间为1 wk-
1 mo不等, 另12例未服利胆药物. 单纯胆囊息肉

患者术后未服利胆药物. 嘱患者平时低脂饮食. 
所有患者术后均得到规律随访, 术后1、3、6 mo
复查腹部超声, 此后每半年复查1次. 

2  结果

53例保胆患者手术均获成功, 没有1例中转剖

腹手术. 手术时间80-200 min, 平均109 min±
33 min. 在45例胆囊结石(包括结石合并息肉)患
者中, 胆固醇性结石30例, 结石直径0.1-2.8 cm, 
单发者均为胆固醇结石, 多发者从细砂粒到块

状不等, 难以计数, 其中胆色素混合结石约15例. 
经病理证实, 6例单发息肉有3例为腺瘤性息肉, 
其余3例为胆固醇性息肉; 2例多发息肉及6例合

并结石者均为胆固醇性息肉. 1例颈部切开取石

患者术后出现上腹疼痛, 腹腔引流管每日引出

约15 mL淡黄色腹水. 超声检查显示小网膜腔少
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■名词解释
胆 囊 息 肉 :  指 胆
囊 息 肉 样 病 变
(PLG), 在病理上
有良性息肉和恶
性 息 肉 之 分 .  良
性息肉又分为肿
瘤性和非肿瘤性
息 肉 ,  非 肿 瘤 性
息肉中以胆固醇
息 肉 ( C P s ) 最 为
多 见 ,  占 P L G 的
46%-70%,  其他
类型包括炎性息
肉、胆囊腺肌增
生症等非肿瘤性
息肉和腺瘤、平
滑肌瘤、脂肪瘤
等肿瘤性息肉.

量积液, 考虑少量胆漏所致, 术后5 d腹痛缓解, 
腹腔引流管无液体引出, 拔除腹腔引流管后无

不适. 其余患者均无胆漏, 术后恢复顺利, 腹腔

引流管大多于术后1-2 d拔除, 其中1例胆囊结石

合并肝硬化、肝癌患者术后7 d拔除腹腔引流管, 
术后10 d出院. 平均拔管时间为术后2.6 d±2.0 d, 
术后住院2-10 d, 平均3.8 d±2.2 d, 均治愈出院. 
术后随访时间3-36 mo, 1例患者于术后12 mo超
声检查发现胆囊腔内有少量泥沙样结石, 该患

者术中采用4-0 prolene线连续缝合, 术后未服利

胆药物, 给予该例结石复发患者服用利胆排石

药物1 mo后复查超声未见胆囊结石, 考虑其少

量泥沙样结石溶解或者排入肠道. 其余患者未

见胆囊结石或息肉复发. 所有患者术后饮食及

大小便正常, 无明显不适. 目前随仿仍在继续中. 

3  讨论

胆囊结石及息肉都是常见病、多发病, 胆囊结

石的发病率占正常人群中的10%. 通常临床上

所称胆囊息肉 ,  实际上是指胆囊息肉样病变

(polypoid lesion of gallbladder, PLG), 这一概念

在55年前由Jones提出而沿用至今[11]. PLG可在

4.0%-9.5%的接受腹部超声检查的成年人中发

现[12,13], 邓绍庆等[14]报道我国健康成人中PLG的

患病率约为5%. 随着人民生活水平的提高, 胆囊

结石和胆囊息肉样病变的发病率还有增高趋势. 
目前, 胆囊结石(息肉)的外科治疗分两大类, 一
类是传统的切除胆囊术, 包括开腹胆囊切除术和

腹腔镜胆囊切除术; 另一类就是保胆取石(息肉)
术, 同样也包括开腹小切口保胆取石(息肉)术和

腹腔镜保胆取石(息肉)术. 1991年腹腔镜胆囊切

除术的成功实施, 使胆囊切除术进入了微创外科

时代, 大大推动了胆囊切除手术的广泛开展. 因
此, 当前外科医师主流观点仍然是施行胆囊切除

术. 支持胆囊切除的主要依据有两种: 一是胆囊

结石复发[15,16], 二是胆囊息肉可能癌变[17]. 
对于胆囊结石患者, 过去由于保胆取石的

技术手段有限, 手术后胆囊结石的残留率[18]、

复发率较高[15,16], 也促使人们普遍采用胆囊切除

术治疗胆囊结石. 但是, 随着腹腔镜、内镜广泛

应用于临床, 外科医生可以直视胆囊腔内和肝

内外胆管腔内的病变, 在直视下清楚地取净结

石, 大大降低了残留率. 所以, 现在新式保胆取

石治疗与以前旧式保胆取石治疗有着根本区别: 
旧式保胆取石外科医生不能真正看到胆囊内部

情况, 所以不能保证取石彻底, 结石遗漏在所难

免, 形成胆囊结石残留, 所谓的结石复发率, 主
要就是结石残留率; 但现在新式保胆取石手术

全过程是在胆道镜下操作, 克服了外科手术盲

区, 并且采取了许多防止复发的措施, 使术后5-10
年复发率从以前的30%-40%降低到2%-6%或更

低[19]. 我们的资料显示术后近期结石复发率仅为

2.22%(1/45), 而且该例患者胆囊内仅有少量泥

沙样结石, 服用利胆溶石药物1 mo后结石消失. 
因此, 目前以结石残留与复发为依据一概施行

胆囊切除已经不合时宜. 
P L G在病理上有良性息肉和恶性息肉之

分. 良性息肉又分为肿瘤性和非肿瘤性息肉, 非
肿瘤性息肉中以胆固醇息肉(cholecyst ic pol-
yps, CPs)最为多见, 占PLG的46%-70%[20,21], 良
性非胆固醇性息肉的病理类型较多, 包括炎性

息肉、胆囊腺肌增生症等非肿瘤性息肉和腺

瘤、平滑肌瘤、脂肪瘤等肿瘤性息肉. 尽管胆

囊腺瘤是公认的癌前病变, 恶变率最高达30%, 
但根据文献报道[22], 恶性PLG的比例仅仅约占

3%-8%. 况且, 现在的腹腔镜和胆道镜都进入了

高清技术时代, 术中可以清晰观察胆囊息肉样

病变的性质, 做出比较准确的判断, 对有疑问的

胆囊息肉样病变行术中快速病理检查, 可予以

确诊. 因此, 现今的腹腔镜联合胆道镜保胆取息

肉术不但可以避免切除92%以上的“无辜”胆

囊, 也可“揪出”3%-8%的“恶性PLG”加以

切除. 
此外, 胆囊切除术可能出现以下不良影响: 

(1)胆囊壶腹括约肌协调机制丧失, 容易引发反

流性胃炎, 导致消化不良; (2)胆囊切除术后胆

总管结石的发生率可能增高[22]; (3)胆囊切除术

后结肠癌发病率可能升高; (4)术中电刀、电凝

损伤胆囊床附近肝组织; (5)由于胆囊切除术中

必须处理胆囊三角, 因此, 有损伤肝门部胆管

及血管的风险, 据报道, 其胆管损伤的发生率

为0.6%-1.5%[23], 因胆管损伤引起的病死率高达

6%[24], 如果粘连严重, 尚有可能损伤结肠肝区、

十二指肠、门静脉右支等, 造成不应有的医源

性损伤; (6)胆囊切除后胆汁酸的肠肝循环和患

者的脂代谢发生变化, 不能完全代偿恢复; (7)部
分患者切除胆囊后症状仍不消失, 可出现胆囊

切除术后综合征; (8)现已发现胆囊具有某些免

疫功能, 胆囊切除对人体的长远影响尚需研究. 
腹腔镜保胆取石(息肉)术仅在胆囊底部切

开一个小口, 远离了肝门部血管、胆管、神经

及周围脏器, 不会造成上述组织的损伤, 具有良
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好的安全性, 也避免了胆囊切除术所带来的不

良反应. 现代社会, 人们及早定期体检, 即使发

现患有胆囊结石(息肉), 往往胆囊大小正常, 囊
壁不厚, 胆囊功能基本正常, 此类患者大多保胆

愿望比较强烈, 因而适合保胆取石(息肉). 可以

说, 时代的进步为保胆取石(息肉)术提供了广阔

的开展空间.  
在开始阶段, 我们对保胆取石术的手术适应

证掌握的比较严格, 仅限于单发胆囊结石(息肉)
及胆囊大小形态正常、囊壁不厚、功能正常的

中青年患者, 随着经验积累, 加上要求保胆的患

者日益增多, 适应证逐步放宽. 目前, 我们对腹

腔镜保胆取石(息肉)术所掌握的适应证是: 胆囊

单发或多发结石(息肉), 其中息肉≥0.6 cm; 胆囊

大小基本正常, 胆囊壁厚度≤0.5 cm; 急性胆囊

炎得到控制; 排除胆囊恶性病变或者重度不典

型增生, 必要时行术中快速病理检查决定; 患者

本人保胆愿望强烈. 符合以上条件者均可实行

腹腔镜保胆取石(息肉)术. 
我们认为, 保胆取石术不应该设年龄限制, 

由于老年人整体消化器官功能减退, 保留胆囊

对维护他们的消化功能更为有利. 急性胆囊炎

伴胆囊结石患者最好在急性炎症得到控制后再

行腹腔镜保胆取石术. 我们对多发胆囊结石(息
肉)及结石合并息肉患者施行腹腔镜保胆取石

(息肉)术后, 并未见明显的结石及息肉复发现象, 
因此, 这部分患者只要保胆愿望强烈, 也完全可

以施行保胆手术. 
此外, 对一些特殊病例也有施行保胆手术

的必要. 我们的资料中有2例(男、女各1例)乙型

病毒性肝炎后肝硬化、门脉高压患者, 其中1例
男性患者还同时患有原发性肝癌, 但他们的肝

硬化经保肝、抗病毒治疗病情稳定, 其中男性

肝癌患者经肝动脉化疗栓塞、射频消融等治疗, 
其肝癌病变获得较好控制. 此2位患者因结石性

胆囊炎反复发作, 平时无法正常进食, 严重影响

生活质量, 经腹腔镜保胆取石术后, 患者能够正

常进食, 生活质量明显改善, 有利于控制肝硬

化、肝癌的病情发展. 遗传性球形红细胞增多

症患者因其红细胞变形性差, 通过脾脏时易遭

破坏, 出现不同程度的贫血、脾肿大和黄疸, 因
胆汁中游离胆红素增加, 可与钙等金属离子络

合沉积在胆囊内形成结石, 此类患者往往胆囊

无明显病理改变, 在施行脾切除及保胆取石术

后可不再出现溶血, 一般也不会继续形成胆囊

结石. 我们对1例遗传性球形红细胞增多症合并

胆囊结石的患者同时施行了腹腔镜脾切除及保

胆取石术, 术后效果满意, 随访1年余未见胆囊

结石复发. 
对于单发块状结石患者, 我们一般采用LC

标准三戳孔法, 而对于其余患者, 采用四孔法

比较理想. 胆囊的切口部位最好选择胆囊底部

少血管区, 用细径电钩顺胆囊长轴切开胆囊壁

全层, 必要时可沿胆囊长轴向胆囊体部适当延

长切口. 切缘渗血可电凝止血, 出血较多时采用

3-0可吸收线缝扎止血. 不推荐采用胆囊颈部切

口, 因此处血管、神经密集, 在胆囊收缩时承受

的压力较大, 术后容易出现疼痛、胆漏等并发

症, 我们的1例患者术后出现少量胆漏及腹痛患

者, 就是采用了胆囊颈部切口所致. 一般情况下

交替使用腹腔镜血管钳、取石钳, 采用直接钳

夹、推挤等方式将块状结石取出, 用吸引器将

细小颗粒结石及泥沙样结石冲吸干净. 胆囊底

部及体部的胆固醇息肉大多可在腹腔镜直视下

钳夹取出, 腺瘤性窄蒂息肉也可直接从根部夹

取, 位于胆囊底部且基底较宽的腺瘤性息肉需

要沿息肉基底连同部分胆囊壁一同切除, 胆囊

颈部的胆固醇性息肉, 大多需要在胆道镜辅助

下采用网篮或活检钳取出. 位于胆囊体部及颈

部的广基腺瘤性息肉患者我们不推荐施行保胆

手术. 当胆囊底部切口达到1 cm以上时, 可将胆

囊腔内充满生理盐水, 用腹腔镜直接插入胆囊

内观察是否取净结石或息肉, 调节腹腔镜方向, 
大多可清晰观察到胆囊管及胆囊腔内全貌, 如
果腹腔镜实在难以观察到胆囊管开口, 或者胆

囊底部切口较小腹腔镜难以插入时, 则换用胆

道镜观察. 我们的53例患者中, 33例术中使用了

胆道镜, 其中仅5例使用了取石网篮, 2例使用了

活检钳; 另20例用腹腔镜代替胆道镜置入胆囊

腔观察, 效果良好. 随着技术熟练程度增加, 对
胆道镜、取石网篮、活检钳的依赖会逐渐减少, 
多数患者仅采用一般的腹腔镜手术器械即可完

成手术, 手术时间也逐渐缩短. 有报道采用硬质

胆道镜取石保胆[25,26], 我们认为采用软质胆道镜

较好, 可以灵活地调节方向, 不容易损伤胆囊黏

膜, 如果术中同时采用胆道镜导引器则效果更

佳. 值得注意的是, 术中必须清晰观察到胆囊管

开口有胆汁飘逸进入胆囊, 证实胆囊管开口通

畅. 至于胆囊切口的缝合, 我们推荐采用3-0可吸

收线全层“8”字间断缝合, 边距约3-4 mm, 针
距约4-5 mm, 这样既能保证严密缝合, 将来也不

会残留异物, 对胆囊外观、形态及功能无明显

■同行评价
本研究针对当前
保胆手术趋势进
行了有益探索, 所
得出的经验体会
值得借鉴. 在讨论
中也对当前的发
展趋势动向进行
了阐述, 做到有理
有节有据. 
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影响. 对于是否放置腹腔引流管, 我们的经验是: 
除了胆囊颈部切开取石、急性胆囊炎患者、肝

硬化或肝癌患者等特殊病例切开取石后需要放

置腹腔引流管外, 其余患者如果缝扎可靠, 可不

必放置腹腔引流管. 我们的53例患者中, 近19例
放置了腹腔引流管, 其余的34例患者均未放置

腹腔引流管, 也都恢复良好. 
术后嘱患者半月内清淡饮食, 此后可恢复正

常进食. 对于胆囊结石(包括息肉合并结石)患者, 
术后规律服用利胆药物1 mo, 胆囊息肉患者术

后服用1-2 wk. 术后1、3、6 mo分别复查肝胆超

声, 此后每半年复查1次, 如发现有胆囊结石复

发迹象(如胆汁淤积、泥沙样结石)等, 立即服用

利胆溶石药物, 可望溶解、排除结石, 遏制结石

再生[27]. 胆囊息肉患者如果血脂较高, 应予以控

制, 平时进食低胆固醇食物. 
总之, 随着外科设备的更新, 技术水平的提

升, 人们健康意识的提高, 健康体检的普及, 胆
囊结石(息肉)越来越早被发现, 医患之间充分沟

通, 有计划、有选择地施行腹腔镜保胆取石(息
肉)术会被越来越多的医生和患者所接受. 当然, 
我们的病例数量较少, 随访时间还短, 希望将我

们有限的经验教训呈现给同仁, 起到抛砖引玉

的作用, 共同推动腹腔镜保胆取石(息肉)技术的

进步和推广. 
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结直肠癌的发病
率一直居高不下, 
有很多结直肠癌
患者在发现时已
无法行手术切除. 
采用何种方式对
不可切除结直肠
癌进行干预, 是目
前的热点和难点.
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Abstract
AIM: To summary our experience with multimo-

dality therapy of unresectable colorectal cancer.

METHODS: A total of 67 patients were included 
in this study, including 15 patients with right-
sided colon cancer, 9 with left-sided colon can-
cer, and 43 with rectal cancer. All cases were as-
sessed as unresectable by the multidisciplinary 
team and histologically confirmed as colorectal 
cancer. Multimodality therapy was performed 
by colorectal specialists and the multidisci-
plinary team.

RESULTS: Of all 67 patients, no patients 
achieved complete remission, 43 achieved par-
tial remission, 16 had stable disease, and 8 had 
progressive disease. The short-term remission 
rate was 100%. The survival duration ranged 
from 10 to 38 months, with an average of 24 
months. Nine (13.4%) patients underwent radi-
cal surgery. The total complication rate was 
52.2% (35/67).

CONCLUSION: Multimodality therapy allows 
improving quality of life and prolonging sur-
vival time in patients with unresectable colorec-
tal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Multidisciplinary 
team; Multimodality therapy

Zhao GG, Feng FX, Yun T, Bai XW. Management of 
unresectable colorectal cancer by multimodality therapy: 
An analysis of 67 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(20): 1895-1899

摘要 

目的: 总结多学科协作诊治模式下治疗不可
切除结直肠癌的经验.

方法: 本研究纳入67例符合条件的患者, 其中
男38例, 女29例, 平均年龄为55.62岁, 右半结
肠癌15例, 左半结肠癌9例, 直肠癌43例. 67例
患者均经综合治疗小组评估为不可切除, 且组
织学证实为结直肠癌. 患者的治疗由结直肠专
科医师与多学科组成的综合治疗小组完成.

结果: 67例患者中, 无完全缓解(CR)病例, 部
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■研发前沿
针对不可切除结
直肠癌患者的具
体 情 况 ,  应 联 合
应用多种方式并
提倡进行多学科
合 作 .  手 术、放
疗、化疗、靶向
治疗等的联合应
用使治疗进入一
个新阶段.

分缓解(PR)43例, 稳定(ND)16例, 进展(PD)8
例; 近期症状缓解率100%; 生存期10-38 mo, 
平均24 mo; 9例患者实施了根治性手术, 外科
干预比例为13.4%(9/67); 总并发症发生率为
52.2%(35/67).

结论: 采用综合治疗方式, 包括全身化疗、介
入化疗、局部放疗、分子靶向治疗、中医中
药治疗、手术治疗以及针对病灶的局部治疗, 
可提高不可切除结直肠癌患者的生存质量, 延
长存活时间.

关键词: 结直肠癌; 多学科协作; 综合治疗
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0  引言

结直肠癌的发病率居全球第2位, 在发展中国

家已经成为第3大致死癌症 [1].  有很多结直肠

癌患者在发现时已属晚期 ,  无法行手术切除 . 
随着对不可切除结直肠癌认识地深入 ,  其治

疗理念经历了姑息手术、非手术治疗(放疗、

化疗、靶向治疗等)、综合治疗等数次转变 . 
Ma th i s等[2]在对146例原发局部不可切除结直

肠癌的治疗研究中发现, 单纯使用一种方法治

疗的效果通常很差(治疗无效的比例占68%), 
采用综合治疗方式, 包括外部放射治疗、化学

治疗、外科切除以及联合术中放射治疗等可极

大地提高原发局部不可切除结直肠癌患者的存

活率并延长患者存活时间. 目前, 对于不可切

除结直肠癌, 已形成了以“个体化治疗方案”

为基础, 按不同病期进行处理的综合治疗. 而
多种医学技术的进步又为这一理念注入了新的

活力. 我们结合2006年以来治疗不可切除结直

肠癌的经验及对现代理念实践的体会, 现就不

可切除结直肠癌的综合治疗进行总结, 愿与同

道交流、商榷. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究纳入了67例符合条件的患者, 其
中男38例, 女29例, 平均年龄为55.62岁, 右半结

肠癌15例, 左半结肠癌9例, 直肠癌43例. 67例患

者均经综合治疗小组评估为不可切除, 且组织

学证实为结直肠癌. 治疗前血常规、尿常规、

肝肾功能和心电图、胸片正常, 预计生存期大

于3 mo, 有可供测量的指标如CT、MRI、B超、

结肠镜等. 
1.2 方法 不可切除结直肠癌的综合治疗包括建

立结直肠专科队伍与多学科合作的综合治疗模

式、全身化疗、介入化疗、局部放疗、分子靶

向治疗、中医中药治疗、手术治疗以及针对病

灶的局部治疗如射频消融、无水酒精注射等. 
1.2.1 建立结直肠专科队伍与多学科合作的综合

治疗模式: 我院于2006年建立了结直肠专科队

伍与多学科合作的综合治疗模式, 形成了多个

结直肠肿瘤相关专业医生组成的治疗小组, 集
中收治结直肠肿瘤患者, 包括外科医师、内镜

医师、影像专业医师、介入医师和中西医结合

医师等. 如遇病情复杂或治疗发生重大变化时

由治疗小组讨论, 讨论形成方案由各个专业医

生分别实施. 
1.2.2 综合治疗方案: 综合治疗开始前采用多学

科参与模式, 充分评估患者的身体状况和肿瘤

分期, 事先规划好患者的后续治疗和有严重不

良反应时方案的调整. 开始治疗时必须考虑有

效的个体化治疗、治疗的安全性、有效性以及

将来手术治疗的可能性. 
(1)全身化疗: 化疗方案为CapeOX方案: 第1

天, 奥沙利铂130 mg/m2, 卡培他滨850-1 000 mg/m2, 
每日2次, 持续14 d, 每3 wk重复. 每2周期评估

1次, 如可行治愈性切除则考虑手术. 术后继续

C a p e O X方案化疗;  (2)介入化疗(动脉灌注): 
所有病例均接受2-6次不等的介入化疗, 间隔

3-4 wk. 将抗癌药物(奥沙利铂75 mg/m2, FUDR 
650 mg/m2, 丝裂霉索8 mg/m2)直接注入肿瘤供

氧动脉, 肿瘤组织内的局部高浓度抗癌药可起

到最大限度杀灭癌细胞作用. 对有肝转移灶患

者视情况加用超液化碘油8-15 mL栓塞; (3)局
部放疗: 对于无法手术切除的患者, 可考虑进行

局部放射治疗．但不作常规推荐使用. 放疗剂

量总量为45-54 Gy, 采用常规分割剂量(通常为

35 d), 同时接受化疗治疗; (4)分子靶向治疗: 结
直肠癌肝转移分子靶向治疗为西妥昔单抗+含
5-FU方案, 即西妥昔单抗首次剂量400 mg/m2输

注, 输注时间为120 min, 然后每周250 mg/m2, 
输注时间为60 min, 加FOLFIRI或FOLFOX. 结
直肠癌原发灶检测k-ras基因野生型的患者建议

使用; (5)中医中药治疗: 所有病例放化疗期间

及治疗间期均联用中医中药治疗. 化疗期间针
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对化疗药物对消化功能的影响, 行健脾胃治疗; 
放化疗后期针对骨髓抑制、血细胞减少等, 予
益气养血补血治疗; 治疗间期针对身体虚弱状

态予扶正治疗; 对伴腹胀、腹痛患者行活血消

瘀止痛治疗; (6)手术治疗: 对经综合治疗后有

手术指征的患者经治疗小组评估、讨论后行外

科手术治疗; (7)射频消融治疗(radiofrequency 
ablation, RFA): 对一般情况不适宜、或不愿意

接受手术治疗的可切除结直肠癌肝转移者可考

虑射频消融治疗; 对预期术后残余肝脏体积过

小者, 可先切除部分较大的肝转移灶, 对剩余直

径小于3 cm的转移病灶进行射频消融; (8)其他

治疗方法: 包括无水酒精肿瘤内注射、冷冻治

疗等, 但其疗效并不优于上述各项治疗, 仅作为

综合治疗的一部分, 单独使用可能会失去其治

疗意义. 
1.2.3 评价标准: 近期疗效按RECIST(Response 
Evaluation Criteria in Solid Tumors)标准进行评

价, 分为完全缓解(complete remission, CR)、部

分缓解(partial remission, PR)、稳定(ND)、进展

(PD), 所有病例放疗后2 wk行疗效评价. 

2  结果

2.1 治疗方式 全身化疗43例, 介入化疗(动脉灌

注)26例, 局部放疗48例, 分子靶向治疗12例, 中
医中药治疗35例, 手术治疗9例, 射频消融治疗

16例, 无水酒精肿瘤内注射6例. 
2.2 不良反应 发生并发症的患者总数35人, 同时

发生2种并发症的患者22例, 同时发生3种并发

症的患者9例, 共计75例次. 其中, 23例发生轻度

消化系反应, 3例有末梢神经炎症状, 白细胞减

少15例, 外周神经毒性反应31例, 外科手术并发

症: 术后出血2例, 吻合口漏1例. 
2.3 随访 对经外科干预的9例患者进行随访. 随
访0.5-2年, 平均1.4年, 4例复发, 1例复发伴肝转

移, 3例出现间断性肠梗阻表现. 
2.4 治疗效果 (1)67例患者中, 无CR病例, PR 43
例, ND 16例, PD 8例; (2)患者住院天数14-66 d, 
平均23.6 d; (3)近期疗效: 症状缓解率为100%; 
(4)生存期10-38 mo, 平均24 mo; (5)总并发症发

生率为52.2%(35/67); (6)外科干预: 9例患者实施

了根治性手术13.4%(9/67). 

3  讨论

对不可切除结直肠癌患者实施综合治疗已得到

业界公认. 综合治疗可明显延长无法手术的结

直肠癌肝转移患者的中位生存期, 明显改善生

存质量[3]. 不可切除结直肠癌病程进展复杂、

多变; 过去是以结直肠外科、肿瘤内科、介入

科和中西医结合科等单一专业为基础的、分散

的患者管理模式. 由于对不可切除结直肠癌的

认识角度不同、治疗条件和手段各异, 彼此间

常缺乏有效地沟通合作, 使得不可切除结直肠

癌的治疗缺乏完整性和连贯性. 2006年以来, 我
们建立了结直肠外科专科队伍与多学科合作

的治疗模式, 由相关专业的医务人员进行处理, 
对于病情复杂的重症病例, 组织有经验的专家

会诊、讨论, 形成方案由各专业医生分别实施. 
有报道指出, 通过多学科合作团队(multidisci-
plinary team, MDT)开展积极的综合治疗, 有望

预防结直肠癌肝转移的发生, 提高肝转移灶手

术切除率和术后5年生存率[4,5]. 
Alberts等[6]应用FOLFOX4方案达到40%的

切除率, 其中完全切除率为32%. 随着化疗药物

和新的靶向药物的逐渐应用, 一些治疗方案可

以使肿瘤缓解率高达50%, 不仅使患者的无进展

生存期延长, 而且使一部分开始诊断为不可切

除的结直肠癌肝转移患者肿瘤降期并获得治愈

性切除[7]. Adam等[8]应用FOLFOX方案化疗后, 
1 104例起初不可切除的结直肠癌肝转移患者中

约有12.5%的患者获得治愈性切除, 5年总生存

率和无病生存率分别达到了33%和22%. 现认为

新辅助化疗可以增加切除率, 而且有效的化疗

可以预示生存期延长. 
将抗癌药物直接注入肿瘤供氧动脉, 肿瘤

组织内的局部高浓度抗癌药物起到最大限度杀

灭癌细胞的作用, 且使用剂量仅为全身药量的

1/2-1/5, 有效减轻不良反应, 多次施治患者亦能

耐受. 曹志宇等[9]对不能行手术切除的晚期结直

肠癌患者采用动脉置泵灌注化疗, 改善了病期, 
使不能手术患者变成可能手术患者, 提高了手

术切除率. 
放射治疗对晚期结直肠癌及局部复发起到

良好的姑息效果, 近期止血止痛缓解症状效果

确切, 对部分病例可降低分期, 变成可手术病例. 
在结直肠癌肝转移的治疗中加入分子靶向

药物, 其有效性已得到广泛证实[10]. 现有研究显

示, 西妥昔单抗单用或联合应用伊立替康治疗

结直肠癌肝转移有良好的临床效果, 其中西妥

昔单抗和伊立替康联合应用具有更高的局部缓

解率[11]. 目前认为, 化疗联合应用靶向分子药物

■相关报道
采用综合治疗, 并
应用个体化治疗
方案, 国内外很多
报道均证实效果
良好, 可提高患者
的存活率并改善
生存质量. 
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治疗是提高肝转移灶切除率的最有前景的治疗

方法[12]. 
中医学是祖国的传统医学, 在提高不可切除

结直肠癌患者的生存质量、增强机体免疫能力

及延长生存期等方面取得了很好的效果. 但缺

乏随机对照研究, 其效果不十分肯定, 需要进一

步研究. 
对经综合治疗后有手术指征的患者经治

疗小组评估、讨论后行外科手术治疗 .  如对

于结直肠癌肝转移的患者 ,  手术切除是有效

的治疗手段, 5年生存率为30%-40%, 但仅有

6.1%-20.0%的肝转移患者可以获得治愈性切

除. 部分初步诊断为无法切除的结直肠癌肝转

移患者, 经过系统的综合治疗后可转为适合行

外科手术切除[13]. 
射频消融术使用方便, 且能高效破坏肝转

移灶的肿瘤细胞, 主要适用于结直肠癌肝转移

的患者. 但其在结直肠肝转移治疗中的地位仍

有争议, 目前仅作为化疗无效后的治疗选择或

肝转移灶术后复发的治疗[14]. 消融形成坏死区

域的大小决定了可以消融的肿瘤大小, 对直径

≤3 cm的肝脏肿瘤, RFA的效果可靠; 而对于直

径>3 cm的病灶是否能行RFA, 研究者们尚持谨

慎的态度[15]. Kundsen等[14]报道, 36例不能手术

的患者经过前期化疗后再应用RFA, 可以提高

患者的生存率, 5年生存率达34%, 中位生存时

间达39 mo. 
近十几年来, 不可切除结直肠癌患者的治

疗方法日渐丰富, 疗效也日益得到肯定. 从单一

化疗到联合化疗再到联合靶向药物治疗, 患者

的生存时间和生活质量都等得到明显延长和改

善. 但综合治疗尚无标准方案执行, 有必要进行

多学科、多手段、有机协同研究, 以提高治疗

水平. 作为结直肠外科专科医生, 不但要对外科

干预的相关内容了如指掌, 更要整体把握不可

切除结直肠癌患者的全面治疗, 主导多学科沟

通协作, 保证治疗的连贯性, 提高不可切除结直

肠癌患者整体治疗效果. 有条件的医疗中心应

建立以患者为中心、以多学科专家组为依托的

MDT模式[16]. 
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乏高灵敏度、特
异度的早期诊断
方法. 蛋白质组学
具有高通量、高
灵敏度等技术优
势, 为肿瘤早期诊
断的研究开拓了
新的视野.
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Abstract
AIM: To explore the difference in serum pro-
teomic spectra between patients with colorectal 
cancer and healthy individuals, and to identify 
the specific protein biomarkers. 

METHODS: Serum samples collected from 67 
colorectal cancer patients and 66 healthy individ-
uals were randomized into model construction 
group and validation group. Magnetic beads-
based weak cation exchange (MB-WCX) kit and 
matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) 
were used to profile serum proteome. Flex anal-
ysis software was used to analyze protein peaks 
for significant difference. A diagnostic model 
was then built using ClinproTools2.2software 
and evaluated blindly for reliability.

RESULTS: Thirty-three differentially expressed 
proteins in serum were screened between 
colorectal cancer patients and healthy individu-
als, including 25 up-regulated proteins and 8 
down-regulated ones. Five proteins (759, 3316, 
4645, 4248, and 2645 Dr) were used for build-
ing a ClinProt model which was able to classify 
colorectal cancer patients and healthy individu-
als with a sensitivity of 94.12% (32/34) and a 
specificity of 96.97% (32/33). A double blind 
validation test showed that the ClinProt model 
yielded a sensitivity of 93.94 (31/33) and a speci-
ficity of 96.97% (32/33).

CONCLUSION: Combination of MALDI-TOF-MS 
with WCX kit allows to directly screen proteins 
differentially expressed in the serum of patients 
with colorectal cancer, and these proteins can be 
used to diagnose early-stage colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Proteomics; Magnet-
ic beads; Matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry

Wang XL, Gao CF, Fan NJ. Diagnosis of colorectal cancer 
by MALDI-TOF-MS combined with WCX magnetic beads. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(20): 1900-1905

摘要

目的: 比较结直肠癌与正常人血清蛋白质谱
的变化, 筛选特异性蛋白标志物, 建立结直肠
癌诊断分类树模型.

方法: 收集血清样本133例(其中结直肠癌
67例, 正常人66例), 随机分为建模组和验证
组. 运用弱阳离子纳米磁珠(magnetic bead-
weak cation exchange, MB-WCX)联合基质
辅助激光解吸离子飞行质谱(matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF-MS), 建立结直肠
癌与正常人血清蛋白质谱. 用Flex Analysis 2.4
软件收集数据, 应用ClinproTools 2.2软件对建
模组34例结直肠癌和33例正常人血清差异蛋
白质谱进行定量分析, 应用Genetic Algorithm

■同行评议者
何敏, 教授, 广西
医科大学医学科
学实验中心
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■研发前沿
应用磁珠分离结
合MALDI-TOF-
MS检测进行比较
蛋白质组学研究, 
可以发现差异蛋
白 ,  通 过 软 件 分
析 ,  建 立 诊 断 模
板 ,  对 疾 病 的 筛
查 有 重 要 价 值 , 
是疾病蛋白质组
学 研 究 的 热 点 , 
但由于所发现的
有诊断价值的多
肽多是低丰度、
小 分 子 量 蛋 白 , 
其鉴定是一项具
有挑战性的工作. 

算法建立结直肠癌诊断模型, 应用所获取的诊
断模型对验证组样本(33例结直肠癌和33例正
常人)进行分类诊断, 以评价诊断模型的诊断
价值.

结果: 通过比较分析结直肠癌与正常人血清
蛋白质谱, 发现共有33个差异蛋白峰(P <0.05), 
其中在结直肠癌中表达上调25个, 表达下调8
个. 利用其中5个差异峰(Mr分别为759, 3 316, 
4 645, 4 248, 2 645 Dr)建立诊断模型, 获得
了94.12%(32/34)敏感性和96.97%(32/33)的
特异性, 经独立样本双盲验证, 其灵敏度为
93.94%(31/33), 特异度为96.97%(32/33).

结论: 基于磁珠分离和MALDI-TOF-MS技术
能直接检测出结直肠癌患者血清差异表达蛋
白, 建立的诊断模型具有较高的敏感性和特
异性, 对提高结直肠癌的诊断具有一定的临
床意义.

关键词: 结直肠癌; 蛋白组学; 纳米磁珠; 基质辅助
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0  引言

结直肠癌是常见恶性肿瘤之一 ,  在北美、澳

洲、西欧等地区高发[1]. 在我国, 随着人们生活

水平的提高、饮食结构及生活方式的改变, 结
直肠癌的发病率亦呈上升趋势 ,  与肺癌、胃

癌、肝癌、乳腺癌等各种恶性肿瘤一起, 成为

中国人口的第2大死因[2]. 早期患者及时手术治疗

后5年生存率可到90%以上, 但中晚期患者即使

行以手术为主的综合治疗, 仍有半数以上患者死

于局部复发或转移[3]. 目前, 结直肠癌诊断技术虽

然大有提高, 但仍有半数以上患者在首次就诊时

已属中晚期, 因此同其他恶性肿瘤一样, 早期诊

断是提高患者生存率和生活质量的关键[4].    
本研究利用弱阳离子纳米磁珠(magne t ic 

bead-weak cation exchange, MB-WCX)联合基质

辅助激光解析离子化飞行时间质谱(matrix-assist-
ed laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF-MS)技术对结直肠癌

患者与健康志愿者血清蛋白质谱的变化进行分

析对比, 旨在发现可用于结直肠癌早期临床诊断

的新方法, 以期提高早期诊断水平, 改善预后. 

1  材料和方法

1.1 材料 本项目研究得到我院伦理委员会认

证, 所纳入病例及健康志愿者知情同意后行标

本采集和相关检查. 本组结直肠癌患者67例, 术
后经病理诊断为结直肠腺癌, 其中TNMⅠ期17
例, TNMⅡ期60例, 男女比例为2.2∶1.0, 平均年

龄56岁±4.7岁, 术前经B超等影像学检查, 除外

肝转移. 同时, 收集健康志愿者血清66例, 男女

比例、年龄等与结直肠癌组差异无统计学意义, 
经结直肠镜、B超等除外肠道、肝脏占位性病

变. 以上血清标本均由中国人民解放军150中心

医院肛肠外科研究所及其门诊提供. 按照完全

随机化的方法, 将结直肠癌患者与健康志愿者

分为建模组与验证组, 其中, 建模组包括结直肠

癌34例与健康志愿者33例, 验证组健康志愿者

与结直肠癌各33例. 
采集志愿者清晨空腹静脉全血5 m L(不

加抗凝剂), 室温静置30 min后, 以2 000 r/min
离心15 min, 将上层血清取出并分装, 冻存于

-80 ℃冰箱. 实验时, 样品常温解冻, 待用. 结
直肠癌患者于术前当日清晨采集 .  M A L D I-
TOF-MS(Autof lex-Ⅲ)、MB-WCX及其缓冲

液体系、α-氰基-4-羟基肉桂酸(α-c y a n o-4- 
hydroxycinnamic acid, HCCA)和混合标肽均购

自Bruker公司. 乙腈(ACN)、三氟乙酸(TFA)、
SPA(Sinapinic acid)、尿素、DTT、CHAPS、
Tris-HCl、NaAC等购自美国Sigma公司. 
1.2 方法  
1.2.1 WCX纯化多肽: (1)4 ℃冰箱取出磁珠试剂

盒, 取出弱阳离子磁珠悬浮液一管, 手动上下摇

动, 完全混匀磁珠悬浮液, 1 min; (2)取出10 μL磁
珠结合缓冲液(BS)加入200 μL样品管中, 再加入

10 μL磁珠及5 μL血清, 用加样枪上下吸打混匀, 
避免产生气泡; (3)室温静置5 min, 将样品管放入

磁珠分离器, 使磁珠贴壁1 min, 磁珠与悬浮液体

分离, 用加样枪吸去悬浮液体; (4)加入100 μL磁
珠清洗缓冲液(WS), 在磁珠分离器前后相邻两

孔间反复移动样品管10次, 使样品管在磁珠分

离器上静置, 磁珠贴壁, 用加样枪吸去悬浮液体, 
枪头应避免接触到磁珠, 避免吸走磁珠, 重复本

步骤2次; (5)从磁珠分离器上取下样品管, 并向

样品管中加入5 μL磁珠洗脱缓冲液(ES), 混匀贴

壁的磁珠, 反复吸打10次, 将样品管放入磁珠分

离器, 磁珠贴壁2 min, 磁珠与悬浮液体充分分离

后, 将上清液移入干净的0.5 mL样品管(先在管

内加入5 μL稳定缓冲液(SS), 用加样枪小心吸打
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■相关报道
磁珠结合MALDI-
TOF-MS技术已应
用于食管癌、乳
腺癌、类风湿等
疾病诊断研究, 通
过软件分析, 建立
了具有较高诊断
价值的诊断模型. 

混匀); (6)先点1 μL洗脱样品, 室温放干后, 再点

1 μL基质(3 g/L CHCA, 50% ACN, 2% TFA), 室
温放干, 准备质谱分析. 
1.2.2 质谱检测与数据采集: 采用Autof lex-Ⅲ 
MALDI-TOF-MS仪器, 应用线性模式, 采集范围

为相对分子量范围600-18 000. 应用Flex Analy-
sis 2.4软件收集数据, ClinproTools 2.2软件进行

分析, 包括质谱图的平滑、衰减及标峰处理, 并
输出含有质荷比值和峰强度的Excel格式数据, 
软件自动对数据进行统计学处理, 以P <0.05为差

异有统计学意义. ClinproTools 2.2分析建模组样

本质谱图, 采用Genetic Algorithm算法建立诊断

模板, 计算灵敏度与特异度. 用诊断模板对验证

组样本进行分组, 以评价诊断模板的诊断价值. 

2  结果

2.1 差异蛋白质定量分析 建立建模组样本(结直

肠癌34例, 正常人33例)血清蛋白质谱, 在分子质

量600-18 000范围内共检测到70个蛋白峰, 代表

性蛋白质谱见图1. 比较分析结直肠癌与健康志

愿者之间差异蛋白质谱, 共发现33个蛋白峰有

显著性差异(P <0.05). 其中在结直肠癌中表达上

调峰25个, 表达下调峰8个(表1). 从图2可见, 以
m/z 759, 3 316, 4 645, 4 248和2 645 5个差异蛋

白峰为例, 这5个质谱峰分别呈明显上调和下调

趋势.  
2.2 诊断模板的建立 利用ClinproTools 2.2中
Genetic Algorithm算法建立了由上述5个差异表

达蛋白(Mr分别为759, 3 316, 4 645, 4 248, 2 645 

表 1 在结直肠癌与健康志愿者血清中差异表达的蛋白

     
差异蛋白质

荷比(M/Z)

            峰曲线下面积(mean±SD)
  P 值

在结直肠癌组

的表达变化 结直肠癌组  健康志愿者

759 72.04±18.84 36.92±15.49 <0.001 ↑

785 47.78±13.39 24.47±10.21 <0.001 ↑

797 21.85±17.92 71.68±23.65 <0.001 ↓

810  27.66±8.50 16.60±9.31 <0.001 ↑

824 13.64±12.26 46.51±16.94 <0.001 ↓

1208   3.38±1.91   2.49±0.96 0.0485 ↑

1467 27.51±28.71 11.57±8.64 <0.001 ↑

1520   5.70±3.87   2.98±1.38 <0.001 ↑

1618 38.31±32.68 18.24±11.60 0.00144 ↑

1779   4.36±2.14   2.70±1.33 <0.001 ↑

1866 12.07±6.66   6.56±4.72 <0.001 ↑

2645   0.13±0.24   0.08±0.12 <0.001 ↑

2661 42.47±16.21 36.58±20.65 0.0485  ↑

2699   1.28±1.33   3.47±2.04 <0.001 ↓

2724   2.08±0.83   1.55±0.98 0.00688 ↑

3192   4.76±2.18   3.50±1.87 0.0168 ↑

3241 15.70±7.99 11.95±10.44 0.0185 ↑

3278    0.86±0.41   1.42±0.70 <0.001  ↓

3316    0.59±0.28   1.33±0.76 <0.001 ↓

3383    6.85±2.56   2.48±1.82 <0.001 ↑

3936   2.59±1.09   1.84±1.00   0.00231 ↑

3952   8.05±4.83   5.34±3.83 0.00687 ↑

4055   7.16±3.66   5.51±4.68   0.0115  ↑

4071    4.11±1.53   2.77±1.26 <0.001 ↑

4092 26.00±15.57 17.99±8.85  0.0296 ↑

4248   1.60±0.70   3.81±1.87 <0.001 ↓

4645 13.76±5.56   6.85±4.78 <0.001 ↑

5338 10.96±5.72    7.74±4.78 0.0184  ↑

4964   7.46±5.78   4.45±5.00 0.00845 ↑

5944   0.56±0.53   1.51±1.05 <0.001 ↓

6635   0.26±0.40   1.29±1.88 <0.001 ↓

7774  13.45±6.46    2.98±3.81 <0.001 ↑

9298 16.81±7.33   7.51±6.65  <0.001 ↑
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■创新盘点
利 用 磁 珠 结 合
MALDI-TOF-MS
技术进行结直肠
癌的比较蛋白质
组学研究, 发现了
多个有意义的蛋
白, 通过软件分析
建立了诊断模板, 
通过双盲验证, 评
价了诊断模型的
临床应用价值. 

Dr)组成的诊断模型, 获得了94.12%(32/34)敏感

性和96.97%(32/33)的特异性. 
2.3 诊断模板的评价 为进一步评价本研究中所

建立诊断模板的诊断价值, 我们将利用诊断模

板对验证组样本进行双盲验证, 结果显示其灵

敏度为93.94%(31/33), 特异度为96.97%(32/33), 
约登指数为0.91. 

3  讨论

结直肠癌为常见的恶性肿瘤之一, 据统计我国

结直肠癌发病率有升高趋势, 严重威胁着人们

的身心健康. 患者如获得早期诊断和治疗, 5年
生存率将达到90%[5]. 遗憾的是, 大部分患者在

确诊时已处于进展期或已有转移, 错过了极佳

的治疗窗口期. 其原因是无特异性高的早期诊

断方法, 因此从血清中寻求特异生物标志物用

于结直肠癌的诊断是临床急需解决的难题. 结
直肠癌早期诊断方法如直肠指诊、粪潜血试

验、肠黏膜脱落细胞学检查及影像学检查等均

不同程度地存在敏感性与特异性不高的问题, 
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图 1 结直肠癌与健康志愿者代表性蛋白质谱. 其中红色代表结直肠癌, 蓝色代表健康志愿者.
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图 2 质荷比为758、2645、3316、4248及4645 5个蛋白在结直肠癌中表达变化. 红色代表结直肠癌, 蓝色代表健康志愿者.
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而合适的肿瘤标志物将有利于癌症的检出. 目
前临床应用最为广泛的结直肠癌相关性肿瘤标

志物癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA), 
敏感性为60.27%, 特异性仅为23.2%, 其敏感性与

特异性较低, 临床应用价值有限, 目前血清CEA
只是对结直肠癌的复发及转移有重要意义[6]. 

蛋白质组最早由澳大利亚Wiliams和Wilkins
于1994年提出, 指的是“一个细胞或组织所表

达的全部蛋白质”. 蛋白质组学是以蛋白质组

为研究对象, 从整体水平分析细胞内动态变化

的蛋白质组成成分、表达水平与修饰状态, 以
及蛋白质之间的相互作用与联系, 揭示蛋白质

功能, 从蛋白质水平进一步认识生命活动的机

理和疾病发生机制[7-10]. 由于SELDI-TOF-MS技
术本身具有较强的操作依赖性, 实验结果可因

样品来源和处理条件的不一致或操作过程的非

标准化, 造成实验结果批次之间或同类样本在

不同检测单位之间的平行性与可重复性较差, 
使实验结果的可信度遭到质疑[11]. MALDI-TOF-
MS是目前蛋白质组学研究的核心技术, 具有高

灵敏度、高通量、重复性好等优点, 纳米磁珠

可以根据蛋白质组分的理化性质不同对蛋白质

进行分离提纯, 具有较好的重复性, 两者结合为

疾病蛋白组研究提供了有力的工具, 目前已用

于食管癌、肾移植、风湿类疾病、酒精中毒及

乳腺癌等标志物的研究[12-17]. 
本研究采用纳米磁珠联合MALDI-TOF-MS

技术对34例结直肠癌患者和33例健康志愿者进

行了血清蛋白质谱对比分析研究, 结果发现有

70个蛋白质峰具有判断性差别, 其中32个蛋白

质峰具有显著性差异(P <0.05). 将两组血清蛋

白质谱建立数据库, 利用ClinproTools统计软件

对数据库进行分析, 确立了以m/z为759, 3 316, 
4 645, 4 248和2 645等5个蛋白质所组成的模

板, 能正确地将结直肠癌患者与正常人分组, 正
确分组率达97%. 为进一步评价诊断模板的诊

断价值, 我们将收集的另外一组样本作为验证

组, 由建立的诊断模板对验证组样本在双盲的

条件下进行分类, 结果显示, 该模板可以将33
例结直肠癌中的31例正确分组, 33例正常人中

的32例进行正确分组, 其灵敏度和特异度分别

为93.94%(31/33)和96.97%(32/33), 约登指数为

0.91, 具有较高的诊断价值. 
总之, 我们采用WCX磁珠结合MALDI质谱

对结直肠癌血清蛋白质谱进行了研究, 发现了

一组差异蛋白质, 并建立了具有较高灵敏度和

特异度的诊断模板. 所发现的差异蛋白为结直

肠癌发生、发展研究提供了新的线索, 所建立

的诊断模板为结直肠癌的诊断提供了新的有效

方法, 对提高诊断水平具有重要意义. 

4      参考文献 

1  Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, For-
man D. Global cancer statistics. CA Cancer J Clin 
2011; 61: 69-90

2  陈万青, 张思维, 郑荣寿, 雷正龙, 李光琳, 邹小农, 赵
平. 中国肿瘤登记地区2007年肿瘤发病和死亡分析. 
中国肿瘤 2011; 20: 162-169

3  Kanemitsu Y, Kato T, Hirai T, Yasui K, Morimoto T, 
Shimizu Y, Kodera Y, Yamamura Y. Survival after 
curative resection for mucinous adenocarcinoma of 
the colorectum. Dis Colon Rectum 2003; 46: 160-167 

4  Smith RA, Cokkinides V, Brooks D, Saslow D, Shah 
M, Brawley OW. Cancer screening in the United 
States, 2011: A review of current American Cancer 
Society guidelines and issues in cancer screening. 
CA Cancer J Clin 2011; 61: 8-30

5  Engwegen JY, Helgason HH, Cats A, Harris N, Bon-
frer JM, Schellens JH, Beijnen JH. Identification of 
serum proteins discriminating colorectal cancer pa-
tients and healthy controls using surface-enhanced 
laser desorption ionisation-time of flight mass spec-
trometry. World J Gastroenterol 2006; 12: 1536-1544 

6  Duffy MJ, van Dalen A, Haglund C, Hansson L, 
Holinski-Feder E, Klapdor R, Lamerz R, Peltomaki 
P, Sturgeon C, Topolcan O. Tumour markers in 
colorectal cancer: European Group on Tumour 
Markers (EGTM) guidelines for clinical use. Eur J 
Cancer 2007; 43: 1348-1360

7  Shin S, Cazares L, Schneider H, Mitchell S, Lar-
onga C, Semmes OJ, Perry RR, Drake RR. Serum 
biomarkers to differentiate benign and malignant 
mammographic lesions. J Am Coll Surg 2007; 204: 
1065-1071; discussion 1071-1073

8  Issaq HJ, Xiao Z, Veenstra TD. Serum and plasma 
proteomics. Chem Rev 2007; 107: 3601-3620

9  Cho WC. Contribution of oncoproteomics to cancer 
biomarker discovery. Mol Cancer 2007; 6: 25

10 Ikonomou G, Samiotaki M, Panayotou G. Proteomic 
methodologies and their application in colorectal 
cancer research. Crit Rev Clin Lab Sci 2009; 46: 319-342

11  Poon TC. Opportunities and limitations of SELDI-
TOF-MS in biomedical research: practical advices. 
Expert Rev Proteomics 2007; 4: 51-65

12  Sui W, Huang L, Dai Y, Chen J, Yan Q, Huang H. 
Proteomic profiling of renal allograft rejection in 
serum using magnetic bead-based sample fraction-
ation and MALDI-TOF MS. Clin Exp Med 2010; 10: 
259-268

13  Liu LH, Shan BE, Tian ZQ, Sang MX, Ai J, Zhang 
ZF, Meng J, Zhu H, Wang SJ. Potential biomarkers 
for esophageal carcinoma detected by matrix-assist-
ed laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry. Clin Chem Lab Med 2010; 48: 855-861 

14  Du J, Yang S, Lin X, Bu L, Nan Y, Huo S, Shang W. 
Use of anchorchip-time-of-flight spectrometry tech-
nology to screen tumor biomarker proteins in serum 
for small cell lung cancer. Diagn Pathol 2010; 5: 60

15  Dai Y, Hu C, Wang L, Huang Y, Zhang L, Xiao X, 
Tan Y. Serum peptidome patterns of human sys-

■应用要点
磁珠结合MALDI-
TOF-MS技术可用
于结直肠癌的初
步筛查, 为血清标
志物的发现提供
了目标蛋白. 

■名词解释
MALDI-TOF-MS: 
激光解析离子化
飞行时间质谱与
蛋白质分离纯化
技 术 ( 磁 珠 ) 相 结
合, 经配套软件对
结果定量分析, 发
现疾病差异蛋白, 
建立诊断模板, 并
可利用此模板对
疾病进行筛查诊
断, 具有高通量、
高灵敏度等技术
优势. 
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■同行评价
本 研 究 利 用 磁
珠结合M A L D I -
TOF-MS技术发现
了一些有意义的
蛋白, 对临床上结
直肠癌的诊断和
治疗提供了一定
的参考价值.
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 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. 以下逐条陈述: (1)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. (2)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. 

(3)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. (4)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. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条粘贴在正文内, 不能使用浆糊粘贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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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》

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
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

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2011年版)
收录的学术期刊. 
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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
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2012年国内国际会议预告

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

2012-07-30/08-08 
国际中医药与亚健康学术大会
会议地点: 加拿大蒙特利尔市
联系方式: wuping@126.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

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

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

2012-10-19/21
中欧胰腺外科专业新技术、新进展学术研讨会
会议地点: 长沙市
联系方式: yu198610@163.com

2012-10-19/10-21
2012年(第二届)中日国际消化疾病论坛暨挑战直肠癌-战
略与艺术综合研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: cjds@htbr.cn

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

2012-11-25/27
第九届国际糖尿病联盟西太平洋地区学术大会暨第四届
亚洲糖尿病学会学术年会
会议地点: 日本京都
联系方式: meeting@bimtdoctor.com

2012-11-25/30
2012北美放射学年会RSNA
会议地点: 美国芝加哥
联系方式: panting_expo@126.com

2012-12-21/23 
2012生物医学工程生物信息学国际会议
会议地点: 昆明市
联系方式: beb2012@126.com



1912          ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年7月18日      第20卷     第20期

蔡三军 主任医生

复旦大学附属肿瘤医院腹部外科

曹秀峰 教授

南京医科大学附属南京第一医院肿瘤中心

陈国忠 主任医师

广西中医学院第一附属医院消化内科

陈卫昌 教授

苏州大学附属第一医院消化内科

樊红 教授 

东南大学基础医学院遗传与发育生物学系

樊晓明 主任医师

复旦大学附属金山医院消化科

顾国利 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

何裕隆 教授

中山大学附属第一医院胃肠胰腺外科

黄昆 教授

华中科技大学同济药学院

 

黄文林 教授

中山大学附属肿瘤医院, 中山大学肿瘤防治中心

黄晓东 主任医师

武汉市中心医院消化内科  

李华 副教授 

中山大学附属第三医院肝脏外科

李健丁 教授

山西医科大学第一医院放射科CT室

李瑗 教授

广西肿瘤研究所

刘丽江 教授

江汉大学肿瘤研究所

                                                                 • 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！

龙学颖 副主任医师

中南大学湘雅医院放射科

禄韶英 副教授 

西安交通大学医学院第一附属医院普外科

南极星 教授

延边大学药学院

牛英才 研究员

齐齐哈尔医学院医药科学研究所

邱伟华 主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

宋振顺 教授

西京医院肝胆外科

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

唐南洪 教授

福建医科大学附属协和医院省肝胆外科研究所 

王悦华 副主任医师

首都医科大学附属宣武医院外科

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

 

杨柏霖 副主任医师

南京中医药大学附属医院肛肠科

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

张凤春 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院肿瘤中心

张国梁 主任医师

天津市第一中心医院消化内科

周晓武 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

www.wjgnet.com


	封面.pdf
	编委.pdf
	目次.pdf
	1807.pdf
	1813.pdf
	1819.pdf
	1824.pdf
	1832.pdf
	1838.pdf
	1843.pdf
	1848.pdf
	1853.pdf
	1858.pdf
	1863.pdf
	1868.pdf
	1873.pdf
	1879.pdf
	1884.pdf
	1889.pdf
	1895.pdf
	1900.pdf
	1906.pdf
	1911.pdf
	1912.pdf

