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Abstract
MicroRNAs (miRNAs), a class of non-coding 
small RNAs involved in post-transcriptional 
gene regulation, play important roles in embry-
onic development, cell fate determination, and 
growth regulation. It has been shown that miR-
NAs contribute to the embryonic pancreas de-
velopment by regulating several important tran-
scriptional factors. Stem cells can be induced to 
differentiate into insulin-producing cells in vitro 
by mimicking the development of pancreatic β 
cells in vivo. MiRNAs may have regulatory roles 
in the maintenance and differentiation of stem 
cells. Therefore, elucidation of the mechanisms 
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■背景资料
microRNA是一类
参与基因转录后
调控的非编码小
分子RNA.  研究
显示, 一些特定的
miRNA可参与胰
腺胚胎发育过程; 
此外 ,  miRNA还
参与干细胞的自
我更新和定向分
化的调控.

by which miRNAs regulate pancreas develop-
ment and stem cell differentiation will provide 
novel insights into the development of therapeu-
tic approach for diabetes.

Key Words: MicroRNAs; Stem cell differentiation; 
Pancreas development

Zhao HJ, Wei R, Hong TP. Progress in understanding the 
relationship of microRNAs with pancreas development 
and stem cell differentiation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(21): 1913-1918

摘要
microRNA(miRNA)是一类参与基因转录后调
控的非编码小分子RNA, 其在胚胎发育、细
胞命运决定、生长调控等方面发挥重要作用. 
业已证实, 一些特定的miRNA通过靶向调控
某些胰腺发育相关的重要转录因子而参与胰
腺胚胎发育过程. 通过模拟体内胰岛发育过
程, 可将干细胞在体外诱导定向分化为胰岛素
分泌细胞. 此外, miRNA在干细胞的维持和分
化中也可能具有调控作用. 因此, miRNA在胰
腺发育和干细胞分化中的作用及其机制值得
深入研究, 这将为胰岛功能重建治疗糖尿病策
略提供新的思路. 

关键词: microRNA; 干细胞分化; 胰腺发育
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0  引言

microRNA(miRNA)是一类参与基因转录后调

控的非编码RNA, 其表达具有高度的发育阶段

特异性和组织特异性, 并在胚胎发育、生长调

控、细胞增殖或凋亡、疾病发生发展等方面

发挥重要作用[1]. 研究证实, 一些特定的miRNA
作为复杂调控网络的一员, 可参与胰腺胚胎发

育过程. 此外, miRNA与胚胎干细胞(embryonic 
stem cells, ESCs)某些多潜能性相关基因存在相

互作用, 并且靶向调控其中的部分重要基因, 参

■同行评议者
石 毓 君 ,  副 研 究
员, 四川大学华西
医院移植工程与
移植免疫实验室
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■研发前沿
研 究 显 示 ,  某 些
特定的miRNA在
胰腺发育和功能
调控中发挥重要
作用. 然而, 这些
miRNA如何发挥
调 控 作 用 ,  在 哪
个阶段发挥调控
作用等方面的问
题尚待深入研究. 
同 时 ,  在 干 细 胞
定向分化过程中, 
miRNA表达谱的
变化规律、调节
分化作用及其机
制也有待阐明.

与干细胞的自我更新和定向分化的调控[2]. 本文

就miRNA在胰腺发育和干细胞分化中的作用及

其机制方面的研究进展进行评论. 

1  miRNA简介

m i R N A是一种高度保守的、长度在19-22个
核苷酸之间的非编码小分子R N A. 迄今为止, 
Sanger数据库已收录了超过900条成熟的人类

miRNA序列[3]. 400多个编码各种miRNA的基因

分散在人类基因组中, 其中某些定位于编码蛋

白质基因的边缘[4]. 转录组学和蛋白质组学的

研究证实, 一个miRNA可能有200个以上的靶基

因序列, 这就意味着一个miRNA能够影响上百

个靶基因的表达[5,6], 同时每个靶基因也受到多

个miRNA的调控, 彼此之间构成复杂的分子调

控网络. miRNA基因可被RNA聚合酶Ⅱ转录为

长度大约数千个碱基的初始转录产物pri-miR-
NA[7]. 进而在细胞核内被由Drosha(一种RNA酶

Ⅲ)等组成的复合体加工成约70个核苷酸的发

夹状前体pre-miRNA. 后者在输出蛋白5(expor-
t in-5)作用下, 从细胞核转运到细胞质, 然后在

Dicer(一种RNA酶Ⅲ)作用下, 被剪切成约含有

22个碱基的双链RNA分子, 接着该分子被解链, 
缺少稳定5'氢键的单链miRNA进入核糖蛋白复

合体miRNP, 又称RNA诱导的沉默复合体(RNA-
induced silencing complex, RISCs). 当miRNA在

RISCs的介导下与其对应的靶mRNA的3'非翻译

区(3'-untranslated region, 3'UTR)完全互补结合

时, 可裂解对应的mRNA; 当二者不完全互补结

合时, 则抑制翻译的发生; miRNA还可通过介导

去腺苷酸化反应将其对应的mRNA降解[8]. 业已

证实, miRNA对于靶基因表达的控制和整合具

有非常重要的意义, 可参与胚胎发育、器官生

成、细胞增殖或凋亡、疾病的发生发展等生理

和病理生理过程[9]. 

2  胰腺发育与干细胞分化

在胚胎发育过程中, 原肠作用使胚胎形成内、

中、外3个胚层. 内胚层的分层形成原始的消化

管, 最终发育形成胰芽. 人类胚胎胰腺发生的过

程大致如下: 胚胎第4周末, 前肠末端的背、腹

两侧壁上各突出一内胚层芽, 即胰腺的2个原基. 
背胰芽来自脊索下面、近胃部的内胚层, 而腹

胰芽来自肝脏附近的内胚层. 第6-7周时, 腹胰芽

和背胰芽融合, 形成细胞索, 后者在间充质内反

复分支并中空, 形成原始胰腺导管. 9 wk左右, 胰

腺导管上皮细胞中个别细胞开始表达胰岛素、

胰高糖素及生长抑素, 其数目随后逐渐增多. 第
12周时, 胰腺外分泌部各级导管和腺泡开始出

现, 导管旁的间充质内开始出现由迁移离开导

管的多个已分化细胞聚集所形成的细胞团, 即
原始胰岛. 14-20 wk, 较大导管旁可见结缔组织

包绕的第1代大型胰岛, 外分泌部各级导管和腺

泡逐渐成熟, 胰腺小叶形成. 20 wk后, 胰腺小叶

内形成第2代胰岛, 其内分泌细胞分布与成人胰

岛相似. 已有研究提示, 胰腺的发育过程为胰腺

前体细胞所组成的胰腺原基逐渐形成原始胰腺

导管上皮, 后者进而分化为内分泌细胞、导管

及腺泡细胞[10]. 
在人ESCs向胰岛细胞的诱导分化过程中, 

模拟体内胰岛发育过程是最常采用的体外定向

分化策略. 2006年, D'Amour等[11]报道了经定型

内胚层途径的定向诱导分化方案, 即人ESCs→
定型内胚层→肠管内胚层→胰腺内胚层和内分

泌前体细胞→胰腺内分泌细胞, 该方案可将人

ESCs诱导分化为产生胰岛素、胰高糖素、生长

抑素、胰多肽及ghrelin的胰腺内分泌细胞, 其
胰岛素合成水平接近成人胰岛β细胞, 但C-肽释

放能力仅类似于胎儿胰岛β细胞. 将胰腺内胚层

阶段的细胞移植到糖尿病小鼠体内后, 可进一

步分化成熟, 这些移植物在特异性转录因子表

达、胰岛素原加工、成熟分泌颗粒等方面表现

出功能性胰岛β细胞的特征, 不仅能分泌胰岛素

和C-肽, 而且具有明显的降血糖效应[12]. 在上述

诱导方案中, 活化素A和全反式维甲酸在人ESCs
向定型内胚层和随后向胰腺内分泌前体细胞的

分化中分别发挥重要的作用[13]. 此外, 成纤维细

胞生长因子(fibroblast growth factor, FGF)通过

抑制SHH(sonic hedgehog), 上调胰十二指肠同

源盒因子-1(pancreatic and duodenal homeobox 1, 
Pdx1)表达和活性, 从而使干细胞向胰腺前体细

胞分化, 并形成细胞集落[14]; 表皮生长因子(epi-
dermal growth factor, EGF)通过激活细胞表面受

体的蛋白酪氨酸激酶活性, 从而促进细胞的增

殖、分化及存活[15]. 诸多研究显示, 诱导因子、

细胞外基质及多个信号通路参与ESCs的上述定

向分化过程, 但现行的体外诱导方案仍面临分

化效率低且不稳定、分化细胞成熟度差等难题, 
并且定向分化的分子机制尚未完全清楚. 

业已证实, 某些在胰岛发育过程中起关键

作用的转录因子可促进ESCs向胰腺前体细胞

和/或胰岛素分泌细胞分化. 这些转录因子包括: 
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■创新盘点
本文就胰腺发育
和 干 细 胞 分 化
进 行 讨 论 ,  并 对
miRNA在其中的
作用进行阐述, 这
将有助于凝练胰
腺发育和干细胞
分化的分子机制
研究的新方向.

(1)Pdx1: 其在胰腺发育的全过程中均有表达, 是
胰腺发育和胰腺前体细胞分化为β细胞的主要

调控因子. 在成熟胰岛β细胞中, Pdx1也是胰岛

素基因表达的调控因子[16,17]; (2)神经元素-3(neu-
rogenin 3, Ngn3): 位于配对盒因子4(Pax4)、
Nkx2.2、Nkx6.1等特异性转录因子的上游, 对
启动胰腺内分泌细胞分化必不可少. Nng3在成

熟的成年胰腺内分泌细胞中不表达, 故被认为

是胰腺内分泌前体细胞的标志物[18-20]; (3)神经源

性分化因子(neurogenic differentiation, NeuroD): 
是胰岛素转录的重要调控因子, 主要在β细胞

中表达, 但在其他胰腺内分泌细胞中也有弱表

达, 对于胰岛发育也必不可少[21,22]; (4)Nkx2.2和
Nkx6.1: 是早期胰腺上皮的标志物, Nkx6.1只在

胎儿胰岛β细胞中表达, 而Nkx2.2在晚期胚胎

α、β及PP细胞中都有表达. Nkx6.1位于Nkx2.2
的下游, 两者对于β细胞的最终分化和功能调控

是必要的[23,24]; (5)叉头盒因子a2(forkhead boxa2, 
Foxa2): 在胰腺发育中具有重要作用, 并且参与

葡萄糖代谢和胰岛素分泌的调节, 后者与其调

控下游基因Pdx1、ATP敏感性钾离子通道2个亚

基内向整流钾通道(Kir6.2)和磺脲类受体1(Sur1)
的表达有关[25,26]; (6)Hes1: 是Notch信号通路的

主要下游靶基因, 可通过侧向作用抑制胰腺内

分泌细胞的分化[27,28]; (7)胰腺特异性转录因子

1a(pancreas specific transcription factor 1a, Ptf1a): 
是外分泌细胞谱系分化和增殖所必需的, 是胰

腺外分泌细胞的标志物, 胰腺外分泌部的发生

为胰腺内分泌部提供必要的存在空间[29,30]. 
总之, 转录因子在胰腺发育和干细胞分化中

的重要性是毋庸置疑的. 各种转录因子之间存

在相互调控, 并且这些转录因子还受表观遗传

学(如DNA甲基化和miRNA)等机制的调控. 因
此, 转录因子相关调控网络在胰腺发育和正常

生理功能的维持以及疾病的发生发展中均发挥

了重要作用. 

3  miRNA在胰腺发育和干细胞分化中的作用

3.1 miRNA在胰腺发育中的作用 Lynn等[31]发现

小鼠胰腺发育过程中有超过125种miRNA表达. 
Dicer是miRNA形成所必需的重要分子, 小鼠胰

腺前体细胞特异性敲除Dicer基因后, 不仅抑制

胰岛β和δ细胞的发育, 而且抑制胰腺腺泡和导

管细胞的发育. 
m i R-375基因定位于人类2号染色体和小

鼠1号染色体, 受多种胰腺发育相关转录因子

(如Pdx1、NeuroD等)的共同调控. 研究表明, 
miR-375在斑马鱼胚胎胰腺发育中具有重要作

用, 抑制miR-375可导致胰腺发育异常, 胰岛结

构散乱分布[32]. miR-375在E14.5 d小鼠胰腺内分

泌前体细胞中表达, 且与Pdx1共表达, miR-375
敲低可导致胰岛形态异常, α和β细胞总量降低, 
胰岛素分泌减少和血糖升高[33]. 

miR-124a最初被发现主要在神经细胞中高

表达[34], 近年来的研究显示其在胰岛β细胞中的

表达也很高. 通过miRNA表达谱差异分析发现, 
在小鼠胰腺发育过程中, 胰腺miR-124a的表达

在E18.5 d较E14.5 d有明显升高, 提示miR-124a
可能在细胞分化过程中具有重要作用. 业已证

实, 转录因子Foxa2是miR-124a的一个靶基因[35]. 
在小鼠胰岛β细胞系MIN6细胞中, 过表达miR-
124a可下调Foxa2表达, 引起下游基因Pdx1、
Kir6.2及Sur1表达的降低, 这些基因在胰腺发

育、胰岛素分泌及葡萄糖代谢的调控中起重要

作用[36]. 
miR-23b在神经元的发育中可调控Hes1的表

达, Hes1通过侧向作用抑制胰腺内分泌细胞的分

化[37], 提示miR-23b对胰岛发育可能也具有重要

意义. 
miR-7在胎儿和成人胰腺中高表达, 且在胰

岛细胞中的表达水平比腺泡细胞高200多倍, 提
示miR-7可能在胰岛细胞的分化和功能调控中具

有重要作用. 通过动态观察miR-7在人类胚胎发

育中的时空特异性表达发现, 胰腺miR-7表达从

第9周开始出现, 第14-18周达到峰值, 与胰腺内

分泌激素表达的指数增长相一致[38]. 在小鼠胚胎

发育的E10.5 d抑制miR-7表达, 可导致β细胞数

量降低, 胰岛素分泌减少, 出生后的小鼠发生糖

耐量异常[39]. 
miR-18a、miR-145及miR-495在分化前的

小鼠胰腺上皮中高表达, 在开始分化的胰腺上

皮中表达急剧下调, 与转录因子Ptf1a的表达水

平呈负相关. 上述结果提示, miR-18a、miR-145
及miR-495在小鼠胰腺上皮分化前可抑制Ptf1a
的表达, 进而抑制胰腺上皮的分化[40]. 

miR-17-92家族被认为与多种器官发育和肿

瘤形成有关. 研究发现, miR-19b在胰腺前体细

胞中高表达, 且其可抑制NeuroD表达, 进而下调

胰岛素基因表达[41], 提示其可能参与β细胞分化

和功能的控制. 
miR-495和miR-218在发育中的肝脏和胰腺

中呈现动态的表达变化, 可降低内源性肝细胞
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泌细胞分化的分
子机制, 也有助于
建立诱导ESCs向
胰岛素分泌细胞
定向分化的新策
略, 为糖尿病治疗
方案的变革提供
一种新的思路.

核因子6(hepatocyte nuclear factor 6, Hnf6)和one-
cut2的表达水平, 提示miR-495和miR-218参与调

节肝脏和胰腺的发育[42]. 
此外, miR-216、miR-217、miR-9及miR-376a

均在发育中的胰腺或成年胰腺组织中表达丰富, 
提示其在胰腺发育中也可能起重要作用[34]. 
3.2 miRNA在干细胞分化中的作用 小鼠ESCs表
达丰富的miR-290-295和miR-302, 这两者均受

多潜能性基因Oct4、Nanog及Sox2的调控, 同时

Sox2也可能是上述miRNA的靶基因[43]. Xu等[44]

的研究显示, miR-145可负性调控Oct4、Sox2及
Klf4的表达, 从而影响人ESCs的自我更新和分

化状态; 同时miR-145的活性又受Oct4的抑制. 
上述结果表明, miRNA与维持干细胞多潜能性

的基因之间存在双向抑制, 从而控制着人ESCs
的自我更新和分化. 

迄今为止, 小鼠和人ESCs的miRNA表达谱

特征已见到报道[45], ESCs自发分化形成包含3个
胚层的拟胚体(embryoid bodies, EBs)的miRNA
表达谱也已有文献记载. 近年来, 多篇文献报道

了ESCs定向分化过程中的miRNA表达谱变化, 
其中包括向内胚层[46]、胚外内胚层[45]、定型内

胚层[47]或外胚层方向分化, 以及向心肌细胞、

平滑肌细胞和神经细胞方向分化等方面的研究

结果[48,49]. 此外, 功能学研究还证实, miR-124a
和miR-9可调控大鼠ESCs向神经元和星形胶质

细胞分化[48], 而miR-1和miR-133则可调控小鼠

ESCs向心肌细胞分化[49]. 
有关miRNA在ESCs向胰岛细胞分化的表

达谱及其作用则鲜见报道. 最近, 有研究者使用

Taqman MicroRNA测定方法分析了人ESCs分化

而来的胰岛样细胞团中的miRNA表达谱, 并且

与人ESCs和EBs进行了比较[50]. 然而, 该研究并

未分析miRNA在分化过程中的动态变化, 未对

分化过程中起关键作用的miRNA进行筛选和确

认, 未开展相关的功能学研究和分子机制探讨. 
因此, miRNA在ESCs向胰岛β细胞定向分化过程

中的变化规律、调节作用及分子机制值得深入

进行研究. 

4  结论

miRNA可调控多种与胰腺发育相关的特异性转

录因子的表达, miRNA反过来又受到转录因子的

调控, 两者之间构成一个复杂的分子调控网络, 
从而在胰腺发育的调控中发挥重要作用. 另一方

面, miRNA在干细胞的自我更新和定向分化中同

样也具有重要作用. 因此, 深入研究miRNA在干

细胞向胰岛素分泌细胞分化、成熟及分泌功能

中的作用, 不仅有助于阐明ESCs向胰岛素分泌

细胞分化的分子机制, 也有助于建立诱导ESCs
向胰岛素分泌细胞定向分化的新策略, 为糖尿病

治疗方案的变革提供一种新的思路. 
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Abstract
AIM: To study the effect of GC-C gene silencing 
on the biological behaviors of subcutaneously 
implanted gastric tumors and to explore the pos-
sible mechanisms involved. 

METHODS: Non-transfected SGC-7901 cells 
(SGC-7901 group), SGC-7901 cells transfected 
cell with an empty plasmid (PRNA group), and 
those transfected with a shRNA targeting the 
GC-C gene (GC-C-shRNA group) were sub-
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鸟苷酸环化酶C基因沉默对人胃癌裸鼠皮下种植瘤的影响
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■背景资料
大 量 研 究 表 明 , 
鸟 苷 酸 环 化 酶
C(GC-C)、趋化因
子受体(CXCR4)
高表达能促进肿
瘤 发 生 ,  但 有 关
GC-C作用机制及
两者相关性鲜见
报道.

cutaneously inoculated into nude mice. Then, 
the histologically intact xenograft tissues were 
subcutaneously transplanted to nude mice to 
observe the condition of nude mice and deter-
mine the rate of tumor survival and growth 
velocity. The levels of GC-C mRNA and protein 
were determined by RFQ-PCR and Western blot, 
respectively. The heteromorphism and necrosis 
of tumor cells were observed after HE staining. 
The expression of CXCR4 protein was detected 
by Western blot and immunohistochemistry. 

RESULTS: The rate of tumor survival and the 
condition of nude mice did not differ signifi-
cantly among the three groups. Compared to the 
SGC-7901 group and PRNA group, the tumors 
grew more slowly and became smaller in the 
GC-C-shRNA group (all P < 0.05). The reduced 
rate of tumor growth velocity and volume in 
the GC-C-shRNA group were 33.7% and 33.2%, 
respectively, and GC-C gene silencing efficiency 
was 66.8% and 64.4%, respectively (P < 0.05). 
The expression of GC-C protein decreased by 
50.0% and 49.6%, respectively (P < 0.05), and the 
degree of tumor heteromorphism and necrosis 
and expression of CXCR4 protein in the GC-C-
shRNA group decreased obviously (all P < 0.05).

CONCLUSION: GC-C gene silencing slows the 
growth velocity of gastric tumors in vivo possi-
bly in a CXCR4-dependent manner. 

Key Words: GC-C gene silencing; Nude mice; Gas-
tric cancer; Subcutaneously implanted tumors; 
Chemokine receptor 4

Meng H, Zhang JF, Mao ZB, Xue SM, Wu XH, Ju SQ. GC-C 
gene silencing inhibits the growth of subcutaneously 
implanted gastric tumors in nude mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1919-1926

摘要
目的: 探讨鸟苷酸环化酶C(GC-C)基因沉默对
人胃癌裸鼠皮下种植瘤的影响及其机制. 

方法: 将SGC-7901细胞(SGC-7901组)、空质
粒转染的细胞(PRNA组)、GC-C基因稳定沉

■同行评议者
姜 相 君 ,  主 任 医
师, 青岛市市立医
院消化科
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■研发前沿
大 量 研 究 报 道 , 
GC-C、CXCR4
在 食 管 癌 、 胃
癌、肝癌等多种
恶性肿瘤中高表
达 ,  但 对 其 发 生
机制仍存在争议, 
GC-C基因沉默对
CXCR4表达及胃
癌的影响报道甚
少 ,  需 进 一 步 探
讨、研究.

默的细胞(GC-C-shRNA组)悬液先在裸鼠皮下
接种成瘤, 再取瘤组织块分别接种到裸鼠皮
下, 建立3种胃癌裸鼠皮下种植瘤模型. 观察裸
鼠一般情况、肿瘤的成瘤率、生长速度, 描
绘肿瘤的生长曲线, 计算肿瘤的抑瘤率; 采用
实时荧光定量PCR(RFQ-PCR), Western blot和
免疫组织化学法检测GC-C和趋化因子受体
4(CXCR4)在各组移植瘤组织中的表达.

结果: 与SGC-7901组和PRNA组比较, GC-C-
shRNA组裸鼠移植瘤生长速度明显减慢、体
积明显变小(抑制率分别为33.7%、33.2%), 肿
瘤异型性、坏死程度明显降低, 差异具有统
计学意义(均P <0.05), 且移植瘤组织中GC-C
和CXCR4 mRNA和蛋白均明显下调(GC-C 
mRNA: 7.47±1.70 vs  11.18±0.60, 11.28±
0.85; GC-C蛋白: 0.52±0.15 vs  1.04±0.19, 
1.03±0.24; CXCR4蛋白: 0.67±0.13 vs  1.02±
0.21, 1.03±0.23, 均P <0.05). 

结论: G C-C基因稳定沉默在体内能保持稳
定, 且能抑制裸鼠移植瘤生长, 该过程可能与
CXCR4下调有关. 

关键词: 鸟苷酸环化酶C基因沉默; 裸鼠; 胃癌; 皮

下种植瘤; 趋化因子受体4
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是消化系统最常见的恶

性肿瘤, 我国每年胃癌新发病例占全部恶性肿

瘤的17%以上, 死亡率占全部恶性肿瘤的20%以

上[1]. 该病因缺乏特异性的初筛指标以及早期

症状不明显, 大多数患者在就诊时已经处于进

展期. 传统手术及放化疗对进展期胃癌的疗效

仍不理想, 研究表明, 早期胃癌术后5年生存率

可达90%以上[2], 但在我国胃癌的早期诊断率很

低(<10%)[3], 进展期胃癌疗术后5年生存率仅有

30%-40%. Correa[4]提出的正常胃黏膜→浅表性

胃炎→萎缩性胃炎→肠上皮化生→异型增生→

肠型胃癌是目前较为普遍接受的观点. 肠上皮

化生和异型增生被认为是胃癌癌前病变. 胃癌

发生、发展的过程涉及遗传学和表观遗传学[5]. 
鸟苷酸环化酶C(guanylyl cyclase C, GC-C)正常

组织中仅存在于肠黏膜细胞, 而不在正常胃黏

膜中表达. 但在肠上皮化生、异型增生到胃癌

过程中, 胃黏膜出现GC-C异位表达的现象. 
趋化因子(chemokines)过去认为是一类控

制细胞向炎症定向迁移的细胞因子, 目前研究

发现趋化因子与肿瘤发生也密切相关, 肿瘤细

胞在生长过程中能够分泌多种趋化因子并且表

达其受体, 进而刺激肿瘤细胞生长. Singh等[6]

研究发现趋化因子受体4(chemokine receptor 4, 
CXCR4)及其配体CXCL12与肿瘤转移关系密

切. 孙梯业等[7]研究认为CXCR4和VEGF-C的表

达水平与胃癌密切相关, 并与患者的组织学类

型、分化程度、肿瘤浸润深度和淋巴结转移等

有相关性. 前期我们建立稳定干扰GC-C基因的

细胞模型[8], 通过基因芯片技术筛选出差异基

因表达谱变化, 本实验通过建立人胃癌裸鼠皮

下种植瘤模型, 利用生长曲线、HE染色、定量

PCR(RFQ-PCR)、Western blot、免疫组织化学

染色研究GC-C基因沉默对肿瘤生物学行为的影

响, 同时选择具有明显差异表达的CXCR4在体

内进一步验证, 旨在探讨GC-C基因在人胃癌发

生发展中的作用机制, 为胃癌的预防和治疗提

供新思路和方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 裸鼠(Balb/c/nu/nu)购自上海西普尔-必
凯实验动物有限公司, 代养于南通大学实验动

物中心无特殊致病原(special pathogen free, SPF)
屏障环境. 雌雄兼用, 5-6 wk, 体质量17 g±2.5 g, 
分笼饲养(每笼3只). 实验过程中裸鼠均饲养在

SPF屏障环境内. 肿瘤种植前1 wk购入裸鼠, 使
之适应新环境. SGC-7901细胞系购自中科院上

海细胞所; DMEM培养基(高糖)为Invitrogen公司

产品; 胎牛血清购自杭州四季青公司; 0.25%胰

酶、BCA蛋白浓度测定试剂盒、细胞裂解液、

G418抗生素、PMSF、Glycine、SDS-PAGE凝
胶试剂盒、SDS-PAGE上样缓冲液、PVDF膜、

ECL化学发光剂、显影定影试剂盒和Tris等均为

碧云天公司产品; RISOTM RNA提取试剂和EzO-
mics one-step qPCR购自mix Biomics公司; GC-C
抗体、Tublin抗体购自Santa Cruz公司; CXCR4
抗体购自ABCAM公司; HRP标记山羊抗小鼠

IgG购自博士德公司; 纤维连接蛋白购自BD公

司; 荧光定量PCR试剂盒购自宝生物工程有限公

司; DEPC为上海捷瑞公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: SGC-7901细胞用DMEM高糖培

养基培养; 空载体组及GC-C基因沉默组细胞用
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■名词解释
鸟 苷 酸 环 化 酶
C(GC-C): 具有催
化GTP形成cGMP
的 作 用 ,  可 分 为
膜结合型和胞浆
可溶型2种亚型 . 
G C - C 基 因 定 位
于人类12号染色
体, 正常组织中仅
存在于肠黏膜细
胞. 但在肠上皮化
生、异型增生到
胃癌过程中, 胃黏
膜出现GC-C异常
表达的现象.

含G418(浓度为200 mg/L)的DMEM高糖培养基

培养. 细胞复苏后, 当细胞生长1-2 d, 弃细胞培养

上清, 用PBS润洗细胞2-3次, 重新加入适量含100 
mL/L FBS的DMEM高糖培养基, 将瓶盖旋松1/4
圈, 37 ℃、50 mL/L CO2恒温培养箱中培养. 弃
细胞培养上清, 用PBS润洗细胞2-3次. 加入适量

0.25%胰蛋白酶, 37 ℃消化5-10 min至所有细胞

变圆, 露出细胞间隙时终止反应, 将消化下来的

细胞用滴管轻轻吹打成单细胞悬液. 将瓶盖旋松

1/4圈, 37 ℃、50 mL/L CO2恒温培养箱中培养. 
1.2.2 分组及造模: 将18只裸鼠随机分为3组, 每
组6只, 即A: SGC-7901组; B: 空载体组(PRNA
组); C: GC-C基因沉默组(GC-C-shRNA组). 将
处于生长对数期的S G C-7901细胞、空质粒

转染的细胞株、G C-C基因沉默的细胞株分

别用0.25%的胰蛋白酶消化使细胞脱壁、分

散 ,  用无血清培养液离心洗涤2次 ,  计数活细

胞数 ,  将细胞悬于P B S中 ,  制成单细胞悬液 , 
调整细胞浓度至1×108/m L. 无菌条件下, 用 
l mL注射器将3种肿瘤细胞分别接种于3组裸鼠

右侧腋部皮下, 接种量为每只0.1 mL(含107个

活细胞), 每组接种6只. 待肿瘤在皮下生长到约 
1 cm3大小, 皮下传代1次. 脱颈处死裸鼠, 并用

75%乙醇浸泡消毒5 min. 无菌操作解剖裸鼠, 完
整取出皮下肿瘤, 去除坏死部分, 选取鱼肉状组

织置于生理盐水中, 剪成直径1-2 mm瘤块备用. 
用18号套管针吸取1-2块瘤组织接种于裸鼠前侧

腋下, 每周观察裸鼠2-3次, 记录裸鼠的全身状

况、饮食、运动情况. 每周测量1次肿瘤的长径

(a)、短径(b)并记录, 根据V = 1/2ab2求出体积. 
标本的采集: 当荷瘤鼠生长到7 wk时, 脱颈处

死裸鼠取肿瘤, 肿瘤称质量计算抑瘤率. 所取标

本部分迅速放进-80 ℃冰箱冷冻保存待检, 部分

以10%甲醛固定. 描绘肿瘤的生长曲线, 计算抑瘤

率: 抑瘤率 = (对照组瘤质量-实验组瘤质量)/对照

组瘤重×100%. 进行HE染色光镜观察摄片. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测GC-C mRNA的表

达: 从GeneBank查取基因序列, 以Primer 5.0设
计软件分别设计GC-C、β-actin引物各1对, 其序

列及扩增片段大小分别为: GC-C-F: CAACCT-
GACCAGTTCTACGG, GC-C-R: AATGTGC-
CATCAGGGTAGGA; β-actin-F: TGACGTG 
GACATCCGCAAAG, β-actin-R: CTGGAAGGT-
GGACAGCGAGG. 上述引物均由上海博彩生物

科技有限公司合成. 称取从-80 ℃冰箱中取出解

冻后的肿瘤组织60-100 mg, 置入无菌匀浆器中, 

加入1 mL TRIzol, 室温下充分匀浆后倒入1.5 mL
离心管, 静置5 min; 加入0.2 mL氯仿, 振荡15 s, 
室温静置10 min; 4 ℃ 12 000 r/min×15 min条件

下离心后, 取上清液至另1个1.5 mL离心管; 加入

0.5 mL异丙醇, 将管中液体轻轻混匀, 室温静置

10 min; 4 ℃ 12 000 r/min×10 min条件下离心后

弃上清; 加入1 mL 4 ℃预冷过的75%乙醇, 轻轻

洗涤沉淀, 4 ℃ 7 500 r/min×5 min, 弃上清, 同法

再洗1遍; 开盖室温晾干后, 加入适量DEPC水溶

解(可65 ℃促溶15 min). 
反转录反应条件如下: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 

5 s(反转录酶失活反应). 实时荧光定量PCR反

应体系: SYBR Premix Ex TaqTM 12.5 μL, PCR 
Forward Primer 1.0 μL, PCR Reverse Primer 1.0 
μL, 模板(cDNA溶液)2.0 μL, 无菌双蒸水8.5 μL, 
总体积25 μL. PCR扩增程序: 95 ℃预变性30 s; 
95 ℃ 5 s, 72 ℃ 30 s. GC-C的沉默效率 = (1-R)×
100%, R(GC-C mRNA的相对表达量) = 2-∆∆Ct = 
2-[Ct(目样-目管)-Ct(对样-对管)]. 
1.2.4 Western blot检测GC-C和CXCR4蛋白表

达: 从-80 ℃取出组织, 按100 g/L加入蛋白裂解

液, 剪碎, 将离心管放冰水混合液中使组织复

温30 min; 冰浴匀浆, 将组织打碎; 冰浴静置30 
min后在4 ℃ 12 000 r/min离心20 min, 取上清分

装于0.5 mL离心管中, 用紫外分光光度仪测定

蛋白质的含量, -80 ℃保存. SDS-PAGE凝胶电

泳过程: GC-C用8%分离胶, CXCR4用10%分离

胶; 电泳时的电压及时间GC-C积层胶100 V 30 
min, 分离胶130 V 90 min; CXCR4积层胶80 V 
30 min, 分离胶120 V 60 min. 350 mA 150 min恒
流转膜至PVDF膜, 5%脱脂牛奶4 ℃摇床封闭过

夜, TBST洗膜5 min后, 加入5%脱脂牛奶稀释的

一抗(GC-C为1∶200, CXCR4为1∶400), 置4 ℃
摇床24-72 h; 加入辣根过氧化物酶标记二抗(1∶
5 000), 室温放置2 h(β-actin一抗为1∶2 000, 二
抗为1∶1 000). TBST洗膜5 min×6次; 化学增强

发光剂ECL显影、定影, 室温下晾干后扫描, 用
图像处理系统分析目标带. 
1.2.5 免疫组织化学染色(En Vision两步法): 固
定、脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、脱蜡和

水化. 抗原修复后磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2次; 
每张切片加1滴3%过氧化酶阻断溶液, 室温下

孵育10 min, 以阻断内源性过氧化物酶的活性; 
PBS冲洗3次, 每次5 min; 除去PBS液, 每张切片

加1滴正常非免疫动物血清, 室温下孵育30 min; 
除去血清, 每张切片分别加1滴羊抗兔GCC多克
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■应用要点
GC-C基因沉默的
胃腺癌细胞生长
速 度 减 慢 ,  异 形
性及恶性程度降
低, 该基因可能通
过上调CXCR4的
表达而影响胃腺
癌的生物学行为. 
GC-C基因有望成
为胃癌基因治疗
的新的分子靶点.

隆抗体(工作浓度1∶100)或羊抗兔CXCR4多克

隆抗体(工作浓度1∶50), 室温作用60 min; PBS
冲洗3次, 每次5 min; 除去PBS液, 每张切片加1
滴生物素标记的二抗, 室温下孵育45 min; PBS
冲洗3次, 每次5 min; 除去PBS液, 每张切片加2
滴新鲜配制的3,3'-二氨基联苯胺(DAB)溶液显

色, 显色时间8 min; 自来水冲洗10 min. 苏木素

复染2 min, 置于盐酸酒精分化; 自来水冲洗10 
min; 2次无水酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 干燥

后中性树胶封片, 光镜观察摄片. 
结果根据染色阳性细胞数和染色强度综合

评定, 阳性细胞均为胞浆中出现黄色至棕褐色

颗粒. 染色细胞参照邢传平等[9]的标准, 阳性染

色细胞数以4级分法, 即阳性细胞≤25%为(+), 
26%-50%为(++), >50%为(+++), 无阳性细胞为

(-), 分别记为1、2、3、0分; 染色强度: 浅黄色

为(+), 棕黄色为(++), 棕褐色为(+++), 无着色为

(-), 分别记为1、2、3、0分. 二者分数相加, 总
分1-2分计为弱阳性(+), 3-4分为阳性(++), 5-6
分为强阳性(+++), 0分阴性(-). 先在低倍镜下(×
100)选择有代表性的区域, 随机观察5个视野, 计
算阳性细胞数的平均百分数作为该切片的阳性

细胞百分比进行分级, 染色强度以多数阳性细

胞呈现的染色特征为标准. 判断时摒除非特异

性着色和背景着色. 切片结果均经2名经验丰富

的病理科医生进行诊断. 
统计学处理 所有数据用SPSS11.5统计软件

进行分析, 数据资料用mean±SD表示, 采用t检
验、方差分析进行统计学处理. P <0.05表示差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 裸鼠的成瘤率及一般情况 SGC7901组、

PRNA组6只均成瘤, 成瘤率100%(6/6); GC-C-
shRNA组5只成瘤, 成瘤率83.3%(5/6), 3组之间

成瘤率无明显差异. 3组裸鼠的饮食、活动情况

及精神状态均正常, 无明显差异(图1).
2.2 肿瘤的生长情况 肿瘤体积的变化如表1. 肿
瘤质量的变化SGC7901组、PRNA组和GC-C-
shRNA组依次为: 1 073.3 mg±16.4 mg、1 064.5 
mg±17.4 mg、711.6 mg±19.7 mg. 根据肿瘤体

积绘制肿瘤生长曲线图(图2). 结果提示, GC-C-
shRNA组较SGC7901组和PRNA组肿瘤的体积

和质量均明显减小, 生长速度减缓. HE染色提示, 
SGC7901组和PRNA组均可见大片细胞坏死, 异
型性明显, 核分裂相多见; 而GC-C-shRNA组仅

见少量坏死, 异型性较低, 核分裂相少见(图3). 

图  1  3组裸鼠肿瘤模型及肿瘤实体图像. A: SGC-7901组; B: PRNA组; C: GC-C-shRNA组.

A B C

表  1  肿瘤的平均体积 (mm3, mean±SD)

     周数    SGC7901组       PRNA组 GC-C-shRNA组

1    151.7±11.3    139.7±9.6     80.4±8.4a

2    241.2±11.9    249.8±11.7   124.2±11.6a

3    408.7±16.5    407.7±17.6   369.6±14.4a

4    856.2±11.9    823.3±14.8   759.3±11.3a

5 1 056.3±28.5 1 017.8±56.2   753.4±13.0a

6 1 383.0±13.8 1 360.0±37.4   948.6±15.9a

7 1 237.5±14.0 1 250.3±14.2   985.2±17.3a

aP<0.05 vs  GC-C-shRNA组.
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图  2  3组裸鼠种植瘤的生长曲线图. 
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2.3 GC-C mRNA沉默效果检测 实时荧光定量

PCR检测3组肿瘤GC-C mRNA的表达, 结果提

示GC-C-shRNA组(7.47±1.70)较SGC7901组
(11.18±0.60)和PRNA组(11.28±0.85)明显降低, 
差异具有统计学意义(P <0.05); 而SGC7901组与

PRNA组之间无明显差异(P >0.05). GC-C的沉默

效率为64.4%.
2.4 Western blot检测 GC-C-shRNA组的GC-C蛋
白相对表达量(0.52±0.15)明显低于SGC7901组
(1.04±0.19)和PRNA组(1.03±0.24), 差异具有

统计学意义(P <0.05); 而SGC7901组与PRNA组

比较无明显差异(P >0.05). GC-C蛋白的沉默效率

为50.0%. GC-C-shRNA组的CXCR4蛋白表达量

(0.67±0.13)亦明显低于SGC7901组(1.02±0.21)
和PRNA组(1.03±0.23), 差异具有统计学意义

(P <0.05). SGC7901组与PRNA组比较, 两者之间

无明显差异(P >0.05, 图4).
2.5 CXCR4的免疫组织化学染色 GC-C-shRNA
组C X C R 4蛋白阳性细胞表达率及强度与

S G C7901组、P R N A组相比明显降低 ,  用秩

变换方差分析发现差异具有显著性(P <0.05); 
SGC7901组与PRNA组相比, CXCR4蛋白阳性细

胞表达率及强度无明显差异(P >0.05, 图5).

3  讨论

鸟苷酸环化酶(guanylyl cyclase, GC)家族具有催

化GTP形成环磷酸鸟苷(cyclic guanosine mono-
phosphate, cGMP)的作用, 可分为膜结合型和胞

浆可溶型2种亚型. GC受体在哺乳动物组织中表

达, 家族有7个成员, 即GC-A--GC-G, 其中GC-C
基因定位于人类12号染色体. GC-C[10-12]通过与

配体激活, 使细胞内cGMP升高, 进而直接激活

cGMP依赖的信号通路. Park等[13]和Birbe等[14]

研究表明所有肠型异型增生和肠型胃癌均表达

GC-C, 而正常胃黏膜不表达GC-C. 研究还发现, 
胃腺癌组织GC-C异位表达与CDX2对其激活有

关[15,16]. 近年来Debruyne等[17]研究证明, 胆汁酸

可以通过NF-κB及CDX-2途径使GC-C在食管细

胞肠化生中异位表达. 最近Mao等[18]研究表明

GC-C基因在胃癌SGC-7901细胞中高表达, 靶向

GC-C基因的siRNA可以有效抑制人胃癌细胞株

SGC-7901生长, 促进凋亡, 并抑制癌细胞的侵袭

和转移能力, 提示GC-C基因与胃腺癌的发生、

发展有密切关系. 因此认为GC-C可能是一潜在

的癌基因, 在胃腺癌发生、发展过程中发挥重

要作用. 
近来研究显示转移性结直肠癌细胞中 , 

GC-C表达是正常肠上皮细胞的2-10倍[19,20]. 毛
振彪等[16]研究30例胃癌样本, 结果发现, GC-C 
mRNA及蛋白的阳性率分别为20/30和19/30, 且
肠型胃癌较弥漫型胃癌阳性率高(P <0.05), 并
通过RNA干扰人SGC-7901细胞株GC-C基因表

达, 发现GC-C基因抑制后SGC-7901细胞株的增

殖、迁移、黏附、侵袭力降低, 细胞凋亡增加. 
我们前期[16,18]检测发现GC-C在肠上皮化生组织

中表达率为39.1%, 异型增生组织为55.6%, 胃
癌组织为56.7%, 而远癌胃组织中不表达, 靶向

GC-C基因的siRNA瞬间转染肿瘤细胞可以抑制

■同行评价
本文探讨GC-C基
因沉默对人胃癌
裸鼠皮下种植瘤
的影响及其机制, 
思路清晰, 实验设
计 合 理 ,  结 果 可
信, 论据可靠.

A B C

图  3  3组肿瘤组织HE染色(×200). A: SGC7901组; B: PRNA组; C: GC-C-shRNA组.

GC-C

TUBLIN

CXCR4

TUBLIN

145 kDa

50 kDa

43 kDa

50 kDa

1                    2                   3

图  4  Western blot检测各组肿瘤GC-C和CXCR4蛋白表达. 
1: SGC7901组; 2: PRNA组; 3: GC-C-shRNA组.
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肿瘤生长和促进其凋亡. 进一步发现, 胃癌组织

中GC-C表达与其内生性配体鸟苷素的表达和

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染

正相关, 推测H. pylori感染导致胃酸分泌减少, 
pH值上升, 诱发GN基因表达上调, 在HNF-4、
CDX2、GATA-4和NF-IL6等转录因子共同作用

下, 激活GC-C基因异位表达参与肠型胃癌的发

生[21]. 因此, 提示GC-C基因在胃癌发生发展中具

有重要作用. 
本研究中, 3组裸鼠活动自如, 饮食及精神

状态正常, 成瘤率无明显差异. 与SGC7901组、

PRNA组相比, GC-C-shRNA组肿瘤生长速度和

体积均明显变小(P <0.05); HE染色显示, GC-C-
shRNA组肿瘤仅见少量坏死, 异型性较低, 核分

裂相少见, 这一结果表明GC-C基因沉默可明显

抑制肿瘤生长, 减低胃腺癌细胞的异型性及恶

性程度. GC-C mRNA和蛋白的沉默效率分别为

64.4%和50.0%(P <0.05), 这一结果表明GC-C基

因沉默在人胃癌裸鼠种植瘤内能保持相对稳定. 
GC-C基因沉默对于胃腺癌的治疗可能具有重要

的作用. 
趋化因子是一类控制细胞向炎症定向迁移

的细胞因子, 目前研究发现其与肿瘤的发生亦

密切相关, 肿瘤细胞在生长过程中能够自主分

泌多种趋化因子并且表达其受体, 促进肿瘤细

胞生长. CXCR4是趋化因子SDF-1(stromal cell 
derived factor-1)受体, 为编码352个氨基酸且高

度保守的G蛋白耦联受体, 是组织表达最为广泛

的细胞因子受体之一, 在多种恶性肿瘤细胞的

生长、播散和器官特异性转移中都有很重要的

作用. Kryczek等[22]提出, CXCL12和CXCR4构成

的生物轴可能在包括乳腺癌在内的多种实体瘤

的生长、转移中发挥重要作用, 与恶性肿瘤的

发生、发展及预后密切相关. Yasumoto等[23]研究

发现, 胃癌细胞系NUGC4中CXCR4 mRNA呈高

丰度转录. 
CXCR4指引着不同类型干细胞的趋化迁

移, 其功能有: (1)造血干细胞归巢, 骨髓基质细

胞分泌SDF-1, 趋化CXCR4阳性的造血干细胞的

归巢; (2)胚胎发育, 胚胎发育期间组织干细胞在

SDF-1-CXCR4引领下定位于相应的组织器官, 
进而分化发育成熟. CXCL12是CXC趋化因子亚

家族的成员之一, 他的趋化作用是由趋化因子

受体CXCR4调节, 是已知CXCR4的惟一配体, 两
者之间结合具有专属性[24]. Scotton等[25]报道在上

皮性卵巢癌中筛选14种趋化因子受体, 结果仅

CXCR4在卵巢癌中表达, 同时在卵巢癌患者的

腹水中检测出其配体CXCL12, 证实了CXCL12
可以促进卵巢癌细胞生长、趋化、侵袭 ,  阐
明了CXCL12-CXCR4在卵巢癌的腹膜转移中

具有重要作用. Oonakahara等[26]报道CXCL12-
CXCR4轴在非小细胞肺癌的胸膜腔播散中亦发

挥重要作用. Brand等[27]研究表明, CXCR4表达

与胃癌分期、分化程度及淋巴结转移呈正相关, 
CXCR4在胃癌组织中的表达随胃癌细胞分化程

度上升而下降, 随胃癌临床分期进展而上升. 推
测CXCR4与其配体CXCL12结合后能抑制胃癌

细胞分化, 促进胃癌生长及转移. Luo等[28]报道

应用趋化因子受体拮抗剂, 抑制趋化因子受体与

其配体结合, 可抑制肿瘤生长及转移. Woo等[29]

检测107例胃癌患者血清中CXCL12和VEGF浓
度, 结果发现胃癌患者血清CXCL12和VEGF浓
度均高于对照组, CXCL12与胃癌远处转移及血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth fac-
tor, VEGF)水平呈正相关, 推测CXCL12、VEGF
可能在胃癌新生血管形成及肿瘤转移过程中发

挥着协同作用. 马向涛等[30]应用Western blot法
检测40例胃癌组织中CXCL12/CXCR4的表达, 
结果显示胃癌组织中CXCL12/CXCR4表达水平

明显高于正常胃黏膜(P <0.05), 32例淋巴结转移

A B C

图  5  CXCR4蛋白免疫组织化学染色(×200). A: SGC7901组; B: PRNA组; C: GCC-shRNA组.
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癌组织中CXCL12/CXCR4蛋白表达高于原发癌, 
表明CXCL12/CXCR4可能在胃癌淋巴结转移过

程中发挥重要作用.
胃癌细胞生长的原因可能与以下几个因素

有关: (1)CXCL12与配体SDF-1结合导致G蛋白

结构改变, 激活MAPK、ERK1/2和SAPK/JNK通

路等. 目前研究发现SDF-1激活ERK-1/2和Akt信
号通路, 降解胶原纤维, 破坏基底膜, 减少肿瘤

细胞的凋亡, 促进细胞增殖[27]; (2)SDF-1增加肿

瘤细胞内增殖细胞核抗原的同时, 下调裂解的

caspase-3并抑制凋亡[31]; (3)促进新生血管形成, 
是促进肿瘤细胞增殖和生长的主要因素之一[32]; 
(4)CXCL12能促进胃癌细胞生成和分泌基质金

属蛋白酶9(matrix metalloproteinases, MMP9), 使
肿瘤细胞易于跨膜迁移, 促进VEGF的分泌, 促
进肿瘤细胞穿过血管基底膜, 导致肿瘤细胞侵

袭力增强[33].
本研究检测3组肿瘤CXCR4蛋白表达, West-

ern blot法检测显示, GC-C-shRNA组与SGC-7901
组、PRNA组相比, CXCR4蛋白表达明显降低; 
免疫组织化学方法检测显示, GC-C-shRNA组

CXCR4蛋白阳性细胞表达率及强度明显低于

SGC-7901组和PRNA组(P <0.05). 推测GC-C基因

可能通过上调CXCR4参与胃癌的发生、发展, 
GC-C与CXCL12-CXCR4生物轴相互作用可能

存在交叉对话(cross-talk), 但具体机制尚不完全

清楚, 有待进一步深入探讨.
总之, GC-C基因沉默的胃腺癌细胞生长速

度减慢, 异形性及恶性程度降低; GC-C基因可能

通过上调CXCR4的表达而影响胃腺癌的生物学

行为, 为研究GC-C基因在体内的作用机制提供

了新的思路和方法; GC-C基因有望成为胃癌基

因治疗的新的分子靶点. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》 
 (  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 
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Abstract 
AIM: To quantitatively detect the levels of circu-
lating soluble intercellular adhesion molecule-1 
(sICAM-1) and glypican-3 (GPC-3) mRNA ex-
pression in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) in patients with liver diseases for ex-
ploring their significance in the diagnosis and 
prognostic evaluation for hepatocellular carci-
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
为血供丰富、传
统疗法易耐受、
术后易复发、预
后极差的高度恶
性 实 体 瘤 .  肝 癌
虽然诊治进展研
究 较 快 ,  但 其 转
移复发仍是临床
上 H C C 防 治 的
难 题 ,  术 后 转 移
复发监测仍是肝
癌 防 治 研 究 的 
热点.

noma (HCC).

METHODS: Total RNA was extracted from cir-
culating PBMCs collected from patients with 
liver diseases. GPC-3 cDNA was synthetized 
by reverse transcription and amplified by fluo-
rescent quantitative PCR. The levels of circulat-
ing ICAM-1 were quantitatively detected by 
enzyme-linked immunosorbent assay.

RESULTS: The levels of sICAM-1 were increas-
ing during the development of liver diseases, 
significantly higher in HCC patients than in 
those with liver cirrhosis (t = 3.184, P = 0.002) or 
chronic hepatitis (t = 3.962, P < 0.001). sICAM-1 
levels were significantly associated with peri-
portal cancerous embolus (t = 2.941, P = 0.005) 
and extrahepatic metastasis (t = 3.282, P = 0.002), 
but not with patients’ age, sex, AFP level, HB-
sAg positivity, or tumor size. The positive ex-
pression of GPC-3 mRNA in PBMCs was found 
only in HCC patients (70.9%, 39 of 55), and not 
in patients with liver cirrhosis, chronic hepati-
tis, metastatic liver cancer, non-liver tumors, or 
normal controls (χ2 = 26.773, P < 0.001). The ex-
pression of GPC-3mRNA in PBMCs was associ-
ated with HBV infection (χ2 = 14.601, P < 0.001), 
TNM stage (χ2 = 17.732, P < 0.001), periportal 
cancerous embolus, and extrahepatic metastasis 
(χ2 = 22.271, P < 0.001), and not with tumor size, 
tumor number, AFP level or differentiation de-
gree. Combined detection of GPC-3 mRNA and 
serum AFP level could improve the detection 
rate of HCC.

CONCLUSION: Detection of circulating sICAM-1 
and GPC-3 mRNA in PBMCs could be used for 
the diagnosis and metastasis monitoring of HCC, 
especially in AFP-negative patients with HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Glypican-3 
mRNA; Soluble intercellular adhesion molecule-1; 
Diagnosis; Metastasis
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Clinical significance of circulating sICAM-1 and GPC-3 
mRNA expression in the diagnosis and prognostic 
evaluation of hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
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■研发前沿
随着基因组学、
蛋白组学、转录
组学等多种“组
学”技术的发展, 
与肝细胞恶性转
化相关的分子如
肝癌特异性蛋白
被 发 现 ,  肝 癌 相
关基因转录水平
的检测可用于肝
癌微小转移的临
床诊断.

Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1927-1932 

摘要
目的: 定量分析肝病患者血可溶性细胞间粘
附分子-1(sICAM-1)浓度和外周血单核细胞磷
脂酰肌醇蛋白多糖-3(GPC-3)mRNA, 探讨对
肝癌(HCC)诊断与预后的价值.

方法: 收集住院肝病患者外周血, 分离单核细
胞, 制备总RNA, 经逆转录合成GPC-3 cDNA, 
以荧光定量PCR扩增; 并以酶联免疫吸附法
(ELISA)定量分析血ICAM-1水平.

结果: 肝病发展过程中血ICAM-1表达呈梯度
增加, HCC患者血ICAM-1表达显著高于肝
硬化(t  = 3.184, P  = 0.002)和慢性肝炎患者(t  = 
3.962, P <0.001), 与伴门脉癌栓(t  = 2.941, P  = 
0.005)及肝外转移(t  = 3.282, P  = 0.002)明显相
关, 与患者年龄、性别、HBsAg阳性与否、

AFP浓度及肿瘤大小间未见明显相关. GPC-3 
mRNA阳性仅见肝癌患者(70.9%); 肝硬化、

慢性肝炎患者及正常对照组中未检出(χ2 = 
26.773, P <0.001). GPC-3 mRNA阳性表达与
HBsAg阳性(χ2 = 14.601, P<0.001)、肝癌TNM
分期(χ2 = 17.732, P <0.001)、伴门脉癌栓及肝
外转移(χ2 = 22.271, P<0.001)显著相关, 与瘤体
直径、数目、AFP浓度及分化程度未见明显
相关; 两者可互补诊断, 提高诊断肝癌阳性率.

结论: sICAM-1和GPC-3 mRNA检测是肝癌诊
断和转移监测的良好标志物, 且对AFP阴性肝
癌具有互补诊断价值.

关键词: 肝细胞癌; 磷脂酰肌醇蛋白多糖-3信使核

糖核酸; 可溶性细胞间粘附分子-1; 诊断; 转移
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一

种血供丰富、传统疗法易耐受、预后极差的高

度恶性实体瘤[1-3]. 虽然HCC诊治进展较快, 但他

的转移复发仍是临床上HCC防治的难题. HCC
侵袭和转移是肝癌治疗失败和患者致死的主要

原因[4,5], 肝癌细胞脱落、侵入基质、进入脉管

系统、瘤栓形成、在继发组织器官定位生长及

侵袭的多步骤复杂生物学过程中, 多种机制参

与转移调控[6,7], 如癌基因表达上调、抑癌基因

失活、免疫基因失调、癌细胞间黏附作用丧

失、新生血管形成、蛋白水解酶合成、细胞迁

移能力增强、癌细胞和基底膜黏附等, 都是促

进HCC转移复发的重要因素[8]. 肝癌的预后取

决于早期诊断和是否转移. 本文收集肝病患者

外周血标本, 定量检测了磷脂酰基醇蛋白多糖

-3(glypican-3, GPC-3)mRNA和可溶性细胞间粘

附分子(soluble intercellular adhesion molecule-1, 
sICAM-1)浓度, 分析其临床病理学特征, 探讨对

肝癌诊断和转移监测中的临床价值.

1 材料和方法

1.1 材料 收取南通大学附属医院2010-2011年
HCC、肝硬化、肝炎正常人新鲜抗凝血5 mL, 
包括肝癌患者55例(男46例, 女9例), 平均年龄

57.5岁, 经临床、AFP、影像学(B超、CT或MRI
检查)和/或病理学确诊; 肝硬化患者20例(男10
例, 女10例), 平均年龄55.4岁; 慢性肝炎患者20
例(男14例, 女6例), 平均年龄47.5岁; 健康对照20
例(男10例, 女10例), 平均年龄53.1岁. 所有病例

均有完整病理诊断、住院记录和随访资料, 并
按全国肝癌防治协作组制定的标准核实诊断[9].
1.2 方法

1.2.1 单核细胞分离与总RNA制备: 采用淋巴细

胞分离液(Cedarlane, 加拿大)分离外周血单核

细胞. 抗凝血于2 h内, 以淋巴细胞分离液及密

度梯度离心法分离有核细胞, 经生理盐水洗涤2
次后进行有核细胞计数. 细胞或肝组织50 mg置
于无RNAase匀浆器中, 加入TRIzol(MRC, 美国) 
1.0 mL匀浆2 min; 制备总RNA, 最后加入TE缓冲

液100 μL. 经紫外分光扫描鉴定已纯化的RNA
未受到污染或降解, 并以紫外分光光度计定量总

RNA浓度, 置于-85 ℃保存备用.
1.2.2 cDNA合成及引物设计: 取总RNA 1.0 μg
及cDNA合成试剂盒(Fermentas, 立陶宛), 经
随机引物和逆转录酶合成GPC-3 cDNA. 参照

文献G P C-3序列 ,  设计引物并由上海英骏公

司(Invitrogen, 美国)合成. GPC-3上游引物为

5'-TGCCTGATTCAGCCTTG GAC-3'(nt 757-776, 
G P C-3P1),下游引物5 '-C C TA G T G A C T T G-
CAGTGACTTG-3'(nt 857-878, GPC-3P2), 大小

122 bp; GAPDH内参引物: 上游5'-CACTGGC 
GTCTTCACCACCAT-3'(nt 396-416),下游5'-GT-
GCAGGAGGCATTGCTGAT-3'(nt 541-560), 扩
增产物大小165 bp.
1.2.3 GPC-3 mRNA扩增: cDNA合成后, 进行巢



姚敏, 等. sICAM-1和GPC-3 mRNA对肝癌诊断与转移监测的临床价值					               1929

www.wjgnet.com

式PCR. 第一阶段PCR反应体系(25 μL): 1 μL 
cDNA(0.1 μg/μL); 外部引物P1和P2各0.5 μL(20 
μmol/L); Premix Taq 12.5 μL, 加双蒸水至2 μL. 
扩增条件: 94 ℃预变性5 min; 94 ℃变性25 s, 
55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸90 s, 30个循环; 72 ℃
延伸10 min, 4 ℃保存. 第二阶段PCR反应体系

(25 μL): 第一阶段PCR产物(稀释100倍)1 μL; 内
部引物P3和P4各0.5 μL(20 mmol/L); PreMix Taq 
12.5 μL, 加双蒸水至25 μL. 扩增条件: 94 ℃预变

性5 min; 94 ℃变性25 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延

伸90 s, 30个循环; 72 ℃延伸10 min, 4 ℃保存.
1.2.4 GPC-3 mRNA定量分析: 以染料法定量PCR
反应体系: SYBR Premix Ex TaqTM 12.5 μL, PCR
正向引物(10 μmol/L)和反向引物(10 μmol/L)各
0.5 μL, GPC-3 cDNA 2 μL, 双蒸水9.5 μL. 反应

条件: 95 ℃ 2 min; 95 ℃ 12 s, 60 ℃ 40 s, 扩增40
个循环.
1.2.5 GPC-3 mRNA相对表达率计算: 以GPC-3
和GAPDH cDNA的Ct值进行相对定量: △Ct = 
Ct(目的基因)-Ct(内参基因), 相对表达量 = 2-△Ct; 
△△Ct = △Ct(实验组)-△Ct(对照组平均值), 相
对表达率 = 2-△△Ct.
1.2.6 DNA测序分析: 取含目的DNA凝胶, 以
MontageTM DNA装置提取DNA(4 ℃离心, 9 000 
r/min离心10 min), 以DYEnamic ET Dye末端循

环测序试剂盒制备测序标本. 反应体系: 待测

DNA 0.2-2.0 μg, 2 μmol/L引物(上游引物或下游

引物)2.5 μL, 测序混合试剂8.0 μL, 加双蒸水至

20 μL. 扩增条件: 95 ℃预变性30 s; 95 ℃变性

20 s, 50 ℃退火15 s, 60 ℃延伸1 min, 30个循环, 
15 ℃保存备用. 产物经醋酸铵、乙醇沉淀, 即可

在MegaBACE DNA测序仪上检测DNA序列, 以
MegaBACE系统软件(Version 3.0)分析DNA序列, 
并与Gene Bank中基因源序列进行比对.
1.2.7 sICAM-1测定及结果计算: 肝病患者按临床

诊断资料分为肝癌、肝硬化及正常对照组. 在酶

标包被板上待测样品孔中先加已用样品稀释液

稀释的样品100 μL, 酶标板加上盖, 37 ℃反应90 
min. 甩去酶标板内液体, 用吸水纸拍干, 将准备

好的生物素抗人sICAM-1抗体工作液100 μL加入

酶标板(空白显色孔除外), 37 ℃反应60 min. 洗涤

液洗涤3次, 每次浸泡1 min左右, 每孔加入ABC
工作液100 μL(空白显色孔除外), 37 ℃温育30 
min. 洗涤液洗涤3次, 每次浸泡1-2 min, 每孔加入

显色液90 μL, 37 ℃避光反应17-22 min. 取出酶标

板, 每孔加终止液100 μL终止反应, 此时蓝色立

转黄色. 在酶标仪上, 以450 nm波长检测其吸光

度(A )值. 检测前2 h内配制标准品, 浓度分别为: 
10.000、5.000、2.500、1.250、0.625、0.313、
0.156及0.000 ng/L, 标准品孔中加入稀释好的标

准品100 μL. 参照以上方法同时检测, 将检测的A
值和对应的标准浓度绘制标准曲线, 计算样品中

sICAM-1的浓度.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 以

t检验分析; 计数资料以χ2检验分析, 以P <0.05表
示有显著性差异.

2  结果

2.1 肝病患者HBV感染及AFP浓度 所采集的外

周血标本, 各组患者的年龄、HBV感染及AFP浓
度等临床资料见表1. 肝癌和肝硬化患者按Child-
pugh A、B和C分类, 分别为30、19、6例和11、
6、3例. 慢性肝病患者中69例HBsAg阳性(72.6%), 
肝癌患者中25例血AFP浓度≥400 μg/L(45.5%).
2.2 GPC-3 mRNA扩增与测序 肝病患者血GPC-3 
mRNA和GAPDH基因片段的扩增图谱见图1A. 
取PCR产物测序结果显示, 肝癌及癌周组织、外

周血PBMC中GPC-3 mRNA扩增片段的序列(图
1B)均与Gene Bank中GPC-3基因相应的源序列完

全一致, 证实所扩增基因即为GPC-3基因片段.
2.3 肝病患者外周血GPC-3 mRNA及sICAM-1表

达水平 55例肝细胞癌者血中39例阳性(70.9%, 
表2), 在肝硬化、慢性肝炎及健康对照组中未检

出阳性例(P <0.001). GPC-3 mRNA在26例不伴肝

表  1  肝癌及对照组患者的临床资料

     
分组  n 男/女 年龄(岁) HBsAg(+/-)  

                   AFP(μg/L)       

≤20    21-399     ≥400

肝癌 55 46/9 41-81    39/16   12       18     25

肝硬化 20 10/10 20-82    14/6   16         4       0

慢性肝炎 20 14/6 18-80    16/4   17         3       0

正常对照 20 10/10  40-69      0/30     20           0          0   

■相关报道
Yao等以肝细胞发
生恶性转化的大鼠
为模型, 动态观察
了磷脂酰基醇蛋
白多糖-3(GPC-3) 
mRNA和GPC-3的
表达与改变, 发现
GPC-3具有癌胚性, 
与肝细胞的恶性转
化显著相关, 是肝
癌早期诊断的特异
性生物标志物.
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外转移组阳性率38.46%, GPC-3 mRNA相对表达

量为0.0036±0.0013; 29例肝癌伴肝外转移组阳

性率为100%, GPC-3 mRNA相对表达量为0.0277
±0.0003, 两组相对表达量平均相差7倍以上(t = 
3.190, P  = 0.003). 健康对照组sICAM-1表达水平

低于慢性肝炎(t  = 7.331, P <0.001)、肝硬化(t  = 
8.673, P <0.001)和肝癌(t  = 11.476, P <0.001).
2.4 sICAM-1和GPC-3 mRNA表达的临床病理学

特征 肝癌患者GPC-3 mRNA检出率与TNM分

期(χ2 = 17.732, P <0.001), Ⅲ-Ⅳ肝癌(91.2%)显著

高于Ⅰ-Ⅱ肝癌(38.1%); 与HBV相关(χ2 = 14.601, 
P <0.001), HBsAg阳性肝癌(87.2%)显著高于

HBsAg阴性肝癌(31.3%); 肝癌患者伴有门脉癌

栓者全数异常(100%)显著高于不伴有门脉癌栓

者(20%)及有无肝外转移(χ2 = 22.271, P <0.001)
密切相关, 而与性别、年龄、分化程度、AFP
浓度和肿瘤大小间未见明显相关(表3), 肝癌患

者sICAM-1浓度与肝癌TNM分期(t  = 2.750, P  = 
0.008)、门脉癌栓(t  = 2.941, P = 0.005)及肝外转

移(t  = 3.282, P = 0.002)显著相关.
2.5 sICAM-1、GPC-3 mRNA和AFP对肝癌的

诊断价值 肝癌患者sICAM-1、GPC-3 mRNA
和AFP异常表达, 对肝癌的诊断价值见表4. 如
以sICAM-1>115 μg/L和AFP>50 μg/L为界, 对
肝癌的阳性率为74.5%和63.6%, 但在良性肝病

有30%左右的假阳性; 外周血GPC-3 mRNA仅

见于肝癌患者(70.9%). 从表4可见3种标志物对

肝癌诊断率均在70%左右, 如将sICAM-1>115 
μg/L、GPC-3 mRNA阳性和AFP>50 μg/L联
合诊断肝癌 ,  其综合评价见表5 .  若以G P C-3 
mRNA和AFP联合, 阳性率为87.2%(48/55); 若
以sICAM-1、GPC-3 mRNA和AFP联检, 阳性率

为92.7%(51/55). GPC-3 mRNA、sICAM-1和与

AFP分析, 对肝癌具有互补诊断价值.

3  讨论

AFP诊断肝癌虽被广泛应用, 但单AFP难以满

足临床需要 ,  且敏感性和特异性均难令人满 

GAPDH

GPC-3 mRNA

165 bp

122 bp

A

tgcctgattc agccttggac atcaatgagt gcctccgagg agcaagacgtOrigin

HCC

Para-can

PBMC

757 806

gacctgaaag Tatttgggaa tttccccaag cttattatga cccaggtttcOrigin

HCC

Para-can

PBMC

807 856

caagtcactg caagtcacta ggOrigin

HCC

Para-can

PBMC

857 878

B

图  1  GPC-3 mRNA扩增图谱与测序分析. A: 

DNA分子量与基因扩增片段电泳; B: 基因片段

序列分析.

表  2  肝病患者外周血GPC-3 mRNA及sICAM-1表达水平 (mean±SD)

     分组  n GPC-3 mRNA(%)    χ2值     P值 sICAM-1(μg/L)     t值         P值

肝细胞癌 55         70.9      -      - 140.0 ± 31.3      -      -

肝硬化 20           0 26.773 <0.001 114.8 ± 27.3   3.184   0.002

慢性肝炎 20           0 26.773 <0.001 107.0 ± 28.0   3.962 <0.001

正常对照 20           0 26.773 <0.001   57.5 ± 11.3 11.476 <0.001

■应用要点
血行转移是肝癌
的主要转移途径, 
GPC-3 mRNA检
出率和sICAM-1
异 常 与 肝 癌 的
TNM分期、伴门
脉癌栓和肝外转
移有关, 两者检测
是监测肝癌转移
或术后复发的可
靠分子标志.
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意[10,11]. 随着基因组学、蛋白组学、转录组学等

多种“组学”技术的发展, 越来越多与肝细胞

恶性转化相关的分子如肝癌特异性蛋白被发现, 
可改进肝癌诊断特异性; 肝癌相关基因转录异

常, 可监测肝癌微小转移[12,13]. 早期诊断与术后

转移复发监测, 仍是肝癌防治研究的热点[14]. 研
究发现GPC-3和ICAM-1过表达与肝癌发生发展

关系密切[15,16]. 所以, 定量检测肝病患者血GPC-3 
mRNA和sICAM-1浓度, 可探讨其临床病理学特

征和在肝癌诊断和转移监测中的临床价值.

GPC-3基因位于人染色体X26.10, 由8个外

显子组成, 启动子区含多个转录因子结合位点, 
核苷酸为2 130 bp, 编码580个氨基酸. 在HCC发
生、发展过程中, GPC-3基因被再次激活. GPC-3
表达位于胞质和胞膜, 癌旁定位于胞质[17]. 肝癌

组织GPC-3表达强度高于癌旁和远癌组织[18]. 肝
癌模型发现肝细胞GPC-3过表达与肝细胞恶性

转化相关, 是肝细胞恶性改变的早期事件[5,19]. 
GPC-3过表达与基质金属蛋白酶(matrix metal-
loproteinases, MMP)显著相关, 抑制GPC-3可下

调MMP的表达; GPC-3可致胞核/胞质β-catenin
显著增高, 进而与MMP及增殖信号结合, 促进

HCC进展[20]. HCC患者中GPC-3 mRNA阳性率为

70.9%, 而在肝硬化、肝炎及正常对照组均未检

出, 提示GPC-3 mRNA是肝癌特异诊断的有用分

子标志物.
分子结构为单链糖蛋白的粘附分子由

723-748个氨基酸构成, 胞浆区高度保守, 肝病

患者sICAM-1水平与肝细胞坏死严重程度和肝

功能受损程度相关. 正常肝细胞缺乏sICAM-1
表达, 仅在窦状隙内皮细胞和散在的炎症单核

细胞上有ICAM-1微弱表达, 肝病时表达增加. 
sICAM-1除介导粘附外, 可从癌细胞表面脱落进

入循环系统, 可助癌细胞逃逸CTL和NK细胞监

视, 促进转移[21]. 肝癌患者sICAM-1水平能反映

其病情进展及预后[22]. sICAM-1、GPC-3 mRNA
及AFP联合阳性率达92.7%, 对AFP阴性肝癌具

有互补诊断价值.
血行转移是肝癌的主要转移途径[6,11], GPC-3 

mRNA检出率与TNM分期、门脉癌栓、肝外转

移有关. Ⅲ-Ⅳ肝癌显著高于Ⅰ-Ⅱ肝癌; HBsAg
阳性肝癌显著高于HBsAg阴性肝癌; 肝癌患者

伴有门脉癌栓者全数异常显著高于不伴有门脉

癌栓者及肝外转移密切相关; sICAM-1浓度与肝

癌TNM分期、门脉癌栓及肝外转移显著相关, 
sICAM-1和GPC-3 mRNA是监测肝癌转移或术

表  3  肝癌sICAM-1和GPC-3 mRNA表达的病理学特征 
(mean±SD)

     
分组  n

GPC-3 mRNA(n)
sICAM-1(μg/L)

阳性 阴性

TNM分期

  I-II 21   8 13 125.6±32.4

  III-IV 34 31b   3 148.3±28.0b

分化程度

  高 16   6 10 120.3±20.3

  中 25 15 10 155.0±38.5

  低 14   8   6 134.1±30.1

肿瘤大小

  ≥5 cm 30 21   9 132.2±31.5

  <5 cm 25 18   7 140.9±29.8

AFP(μg/L)

  ≥400 25 18   7 137.6±29.1

  <400 30 21   9 142.5±34.0

HBsAg

  阳性 39 34b   5 140.7±30.6

  阴性 16   5 11 136.0±37.1

门脉癌栓

  有 35 35b   0 153.4±28.7b

  无 20   4 16 128.5±32.7

肝内外转移

  有 29 29b   0 157.1±27.2b

  无 26 10 16 131.7±30.2

bP<0.01 vs  对应组.

表  4  外周血sICAM-1、GPC-3 mRNA和AFP对肝癌的诊
断价值n  (%)

     
分组  n

sICAM-1

(>115 μg/L)

GPC-3 

mRNA

     AFP

(>50 μg/L)
总阳性率

肝癌 55 41(74.5) 39(70.9) 35(63.6) 51(92.7)

肝 硬 化 20  5(25.0)b   0(0.0)b   3(15.0)b   7(35.0)b

慢性肝炎 20  6(30.0)b   0(0.0)b   2(10.0)b   6(30.0)b

正常对照 20  0(0.0)b   0(0.0)b   0(0.0)b    0(0.0)b

bP<0.01 vs  肝癌组.

表  5  sICAM-1、GPC-3 mRNA和AFP联合诊断肝癌的综合
评价 (%)

     sICAM-1 

(>115 μg/L)

GPC-3 

mRNA(阳性)

AFP(>50 

μg/L)
三者联合

灵敏度     74.5      70.9    63.6    92.7

特异性     72.5    100    87.5    67.5

真阳性     76.7    100    87.5    79.6

真阴性     67.4      71.4    63.6    87.0

准确度     73.6      83.1    73.6    82.1

■名词解释
GPC-3基因: 位于
人染色体X26.10, 
由 8 个 外 显 子 组
成, 启动子区含多
个转录因子结合
位 点 ,  核 苷 酸 为
2 130 bp, 编码580
个氨基酸, 在HCC
发生发展过程中, 
GPC-3基因被再次
激活, 导致癌胚型
的GPC-3过表达.
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后复发的可靠分子标志[23]. 肝癌早诊早治和术后

复发监测, 可能是提高患者存活率的唯一途径. 
随着对肝细胞恶性转化关键信号通路的机制阐

明, 多种具诊断特异性标志物的应用[24,25], 将更

有利于早期发现AFP阴性或低浓度肝癌, 为以分

子标志为基础发病机制转化医学和分子靶向治

疗研究奠定基础[25-27].
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Abstract
Many studies show that hepatic iron overload has 
a close association with hepatitis, hepatic fibrosis, 
cirrhosis, and hepatic tumors. Methods currently 
used for detection of hepatic iron overload, such 
as plasma ferritin detection, liver biopsy, and 
superconducting quantum interface device, have 
some limitations. Improvement in software and 
hardware has enabled MRI to become a safe, 
noninvasive and accurate method for detecting 
hepatic iron overload. This article aims to sum-
marize the performance and application of MRI 
in the evaluation of hepatic iron overload.

Key Words: Hepatic; Iron; Iron overload; Magnetic 
resonance imaging
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摘要
许多研究表明, 肝脏铁过载与肝炎、肝纤维
化、肝硬化及肿瘤具有密切关系. 目前检测
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■背景资料
肝脏铁过载与肝
炎、肝纤维化、
肝硬化及肿瘤具
有密切关系, 目前
监测铁过载的方
法, 如血浆铁蛋白
检测、肝脏穿刺
活检以及无创检
查超导量子干涉
仪等均具有一定
的局限性而应用
受限.

铁过载的方法, 如血浆铁蛋白检测、肝脏穿
刺活检以及无创检查超导量子干涉仪等均具
有一定的局限性, 磁共振检查技术(magnetic 
resonance imaging, MRI)是目前公认的, 能够
无创、安全、准确的检查肝脏铁含量的方法. 
本文对肝脏铁过载及MRI在肝脏铁过载中的
应用进展进行综述. 

关键词: 肝脏; 铁; 铁过载; 磁共振
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0  引言

肝脏铁过载与肝炎、肝纤维化、肝硬化及肿瘤

具有密切关系[1-4]. 目前检测肝铁过载的主要方法

有血浆铁蛋白、肝穿刺活检技术以及超导量子

干涉仪(superconducting quantum interface device, 
SQUIDs)[5]等. 血浆铁蛋白检测不能精确反映肝

脏铁含量, 尤其是严重超载患者[6]. 肝穿刺活检虽

是金标准, 但是作为一种有创检查, 会产生一定

并发症. 而SQUIDs设备特殊, 不能广泛应用于临

床[7], 故三者在铁过载检测中的价值非常有限. 利
用肝脏内铁与磁敏感性弛豫呈线性关系, 对肝脏

铁进行检测并量化的磁共振(magnetic resonance 
imaging, MRI)弛豫技术是一项无创、简便、安

全、准确的检测肝铁过载的技术, 在临床应用中

显示出巨大的潜力. 这篇综述将总结肝脏铁过载

以及MRI在肝脏铁过载的应用进展.

1  肝脏铁过载 

1.1 正常铁代谢及铁代谢的调节 铁作为人体必

需的微量元素, 广泛参与机体生命代谢活动, 如
氧运输、电子传递、DNA及蛋白质的合成等. 
人体每天需要吸收1-2 mg外源性铁. 人体铁代

谢包括5个阶段: 吸收、转运、利用、储存和排

泄[8]. 近端小肠是铁吸收的主要部位, 肝脏和网

状内皮系统是铁储存的主要部位, 而铁的主要

利用部位是骨髓. 外源性铁分为非血红素铁和

血红素铁, 小肠吸收两者的机制不同, 非血红素
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■研发前沿
磁共振成像技术
( M R I ) 对肝脏铁
过载具有无创、
安全、简便、重
复 性 好 等 特 点 , 
在临床应用中显
示出巨大的潜力.

铁中的Fe3+被十二指肠细胞色素b还原成Fe2+[9], 
然后在二价金属离子转移蛋白(divalent metal 
transport 1, DMT1)介导下进入肠黏膜细胞. 而血

红素铁是在血红素载体蛋白1的介导下进入黏

膜细胞, 在血红素氧化酶的作用下, 游离的Fe2+

释放入非血红素铁池内. 铁进入小肠黏膜细胞

后, 一部分以铁蛋白的形式储存在黏膜细胞内, 
另一部分被膜铁转运辅助蛋白氧化为Fe3+, 然后

通过膜铁转运蛋白(ferroportin 1, FPN1)转移到

血浆中[10]. FPN1广泛分布于机体多个组织, 尤其

是在十二指肠细胞、肝细胞单核巨噬细胞及胎

盘的合体滋养层细胞等铁转运部位大量表达. 
转铁蛋白结合铁是血液中铁的主要转运形

式. 铁进入血液后绝大部分与血浆中的转铁蛋

白结合, 经转铁蛋白-转铁蛋白受体(transferring 
receptor, TFR)系统转运首先通过门脉系统到达

肝, 继而转运到骨髓及其他需铁组织. 血浆中的

绝大部分铁经过内吞、酸化、释放和移位等步

骤进入胞质, 最终被细胞利用. 剩余部分的铁以

铁蛋白和含铁血黄素的形式储存于骨髓、肝

和脾的单核巨噬细胞中, 巨噬细胞内的铁可在

FPN1作用下运出细胞进入血浆. 铁主要随肠道

上皮细胞、胆汁、泌尿生殖道、皮肤、汗液等

排出, 每天丢失总量约为1-2 mg. 
由肝脏产生的富含半胱氨酸的抗菌多肽铁

调素(hepcidin)[11]是一种调节组织铁储备及血清

铁的主要激素, 与血浆转铁蛋白饱和度呈正相

关. FPN1是铁调素的靶分子, 铁调素可与FPN1
直接结合, 导致FPN1内吞和降解, 调节细胞内铁

的外运[12]. 当机体的铁水平增高时肝产生的铁调

素增多, 循环至小肠的铁调素结合肠上皮细胞

膜的FPN1并使之降解, 继而减少肠上皮细胞内

的铁向血浆转运, 因此吸收的铁大部分储存于

肠上皮细胞内. 在1-2 d内肠上皮细胞衰老脱离

肠上皮, 最后排除体外. 在巨噬细胞中, 铁调素

通过调控FPN1的表达调节巨噬细胞铁的释放. 
1.2 肝脏铁过载的原因及机制 在正常情况下, 血
浆的铁与转铁蛋白结合(由转铁蛋白受体1、转

铁蛋白受体2和独立转铁蛋白受体参与), 主要被

运送至骨髓参与造血, 少部分至肝脏. 衰老的红

细胞主要被脾脏的巨噬细胞吞噬, 然后分解释放

出铁, 这部分铁再次被转铁蛋白摄取继续参与铁

的再循环. 肝脏过量的铁主要以铁蛋白的形式存

在. 也可被网状内皮系统的kupffer细胞吞噬, 以
含铁血黄素形式沉积在网状内皮系统内[13]. 或
在肝细胞内以非转铁蛋白结合的血浆铁(non-

transferrin-bound plasma iron, NTBI)形式出现(当
转铁蛋白的饱和度超过45%)[14,15]. NTBI的主要

靶器官是肝脏、心脏和胰腺, 他在DMT1和锌铁

调控蛋白14(ZIP14)协助下以柠檬酸铁的形式被

肝细胞摄取[16,17]. 肝脏摄取NTBI不受肝细胞铁过

载的下调, 铁螯合剂去铁胺和去铁酮主要是针对

NTBI摄取的抑制, 而不是对作为储存形式NTBI
的动员和清除[18]. 

引起肝细胞内铁过载的疾病主要是原发性

血色素沉着症等疾病, 原发性血色素沉着症是使

肠道铁吸收过多, 导致肝脏以及其他器官铁过 
载[19]. 骨髓增生异常综合征等疾病因骨髓不能有

效造血, 通过铁调素和FPN1使肠道的铁吸收增

加[20]. 另外反复大量输血可以加重网状内皮系统

的负担, 导致巨噬细胞吞噬的铁增加. 骨髓的抑

制治疗使得造血能力降低、铁的利用率降低[21]. 
这些均使转铁蛋白的饱和度增加, 进而引起血浆

及肝脏等器官的NTBI升高,  最终导致组织器官

铁过载. 病毒性肝硬化、酒精性肝硬化、血管内

溶血等也能导致肝细胞内铁过载, 但程度较轻. 
1.3 肝脏铁过载的损伤机制及肝脏疾病 铁在生物

体内表现出复杂多变的氧化、还原、磁性特征, 
可影响生物活性并产生一定的毒性. 人体无主动

排铁系统, 长时间铁累积可致铁中毒. 铁损伤肝

脏细胞的机制可能为: (1)铁催化剂增强自由基介

导的氧化应激, 产生有害自由基以及高反应羟基, 
加剧细胞色素P4502E(cytochrome P2E, CYP2E)诱
导的氧化应激, 导致肝细胞亚细胞膜磷脂过氧化

反应, 特别是对线粒体和微粒体膜产生的过氧化

损伤[22]; (2)通过干扰电子转移导致能量减少, 并
影响T细胞和Kuffer细胞的功能导致肝细胞损伤; 
(3)在氧化亚铁的氧化反应时, 可以产生一些超铁

或高铁活性基团, 损伤溶酶体膜和线粒体, 导致

肝脏炎症反应和纤维化的形成[23,24]; (4)铁还可以

引起DNA的损伤促进肝脏肿瘤的发生[25]. 肝脏铁

过载可引起导致细胞、组织损伤[26], 最终发展为

引起肝纤维化、肝硬化乃至肝癌[27]. 在我国肝硬

化主要由乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)引
发, Lustbader等[28]认为, 含有大量铁的肝细胞容易

被HBV感染, 有利于病毒复制, 铁与肝炎病毒具

有协同毒性作用, 影响慢性肝炎患者对干扰素的

应答, 影响肝炎的治疗效果. 

2  MRI测量肝脏铁过载的应用

2.1 MRI测量肝脏铁过载的原理及方法 铁因有顺

磁性, MRI检测组织铁是依赖于局部邻近氢质子
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■应用要点
本文介绍并指出
MRI技术已逐渐
成为一种安全、
有效检测肝脏铁
含量的方法, 能够
有效测量不同疾
病中肝脏铁浓度, 
对肝脏铁过载程
度进行分级评估, 
进而评估病情的
发展以及评估肝
脏铁过载螯合治
疗效果, 预防并发
症的产生.

与顺磁性铁之间的相互作用对弛豫时间产生的

影响. 人体内铁蛋白及含铁血黄素具有顺磁性强

化作用, 使SE(spin echo)序列横向弛豫时间T2和
GRE(gradient recalled-echo)序列上的T2*缩短, 相
对应地弛豫率(R2或R2*)增加[29,30]. 随着回波时间

的延长, 由于铁的顺磁性作用, 肝脏信号逐渐衰

减(图1)[31]. 多次屏气单次回波的快速SE序列和

单次屏气多次回波的GRE序列是目前测量肝脏

铁浓度(liver iron concentration, LIC)使用的主要

序列, 通过快速SE序列和GRE序列分别得到回

波弛豫时间T2和T2*, 进而得到弛豫率R2(1/T2)
和R2*(1/T2*). 利用T2*、T2和铁浓度的负性关系

实现对肝脏铁过载的评估及定量测量[32]. T2*和

T2的关系可以用公式1/T2* = 1/T2+1/T2'来表达, 
T2'是由磁场不均匀引起的弛豫时间变化, 这也

证明T2*对磁场不均匀更加敏感[33]. 但是, 也有相

关文献报道R2和R2*肝脏铁过载测量方面具有相

同敏感性, 测量结果与穿刺结果的相关性基本平 
行[34]. 

肝R2和R2*都可以用来评估肝脏铁过载, 且
均具有一定的优点及局限性[35]. 快速SE序列扫

描时间较长, 易受呼吸运动影响, 需要呼吸门控, 
图像质量易受到影响, 导致测量结果的准确性

降低. 但是在肝脏纤维化及肝脏炎症等情况下, 
R2与肝脏铁浓度保持高度的相关性, 而R2*的测

量则会受到一定影响, 并且R2在一定程度上可

以反映心脏铁沉积的情况[36]. GRE序列具有可以

较快速的获得图像、对磁场的不均匀更加敏感

以及不易受呼吸运动影响等优点. 因此, 在临床

上, 单次屏气多次回波的GRE序列更为常用, 这
种方法的测量结果更为准确, 具有良好的可比

性和可重复性[37]. 
在MRI序列的不同回波时间下产生多幅图

像, 通过测量肝脏感兴趣区域的信号强度, 测量

感兴趣区信号强度时要避免肝内管道系统走

形的区域, 不同回波时间下测得的信号强度呈

指数衰减, 继而进一步通过相应软件分析信号

强度得到肝脏的R2(1/T2)和R2*(1/T2*)[38], 并对

LIC进行量化. Anderson公式(loge LIC = 2.65-1. 
07loge T2*)[39]或Wood公式(LIC = 0.0254×
R2*+0.202)[40]表明了T2*和R2*与LIC的定量关系, 
这些铁浓度校验公式均来源于配对的磁共振活

检标本. 另外, 还可以利用肝脏与其他器官组织

(不易铁过载组织, 如竖脊肌)的信号比实现肝脏

铁浓度的测量, 在网站http:/www. radio.univren-
nesl. fr/Sourse/EN/HemoRseult. htmly提供了相应

换算系统, 这是较早的利用MRI评估LIC的方法, 
目前逐步被T2和T2*替代. 

目前, 1.5T磁共振成像技术是比较成熟的

肝脏铁过载的测量技术. 随着MRI的不断发展, 
3.0T磁共振成像技术亦逐渐应用于临床中. 虽然

随着场强的提高, 图像的信噪比得以提高, 但是

图像伪影也会随之增多, 并且在严重铁过载的

患者中, 由于信号衰减速度较快, 场强高的磁共

振设备在信号捕捉方面显示出不足, 这些不足

可以通过缩短最短TE时间以及回波间隔、较小

A

D E

B C

F

图  1  诊断为骨髓异常增殖综合征5年的男性患者. 单次屏气多回波GRE序列: A-F的回波时间TE分别为1 ms, 2.5 ms, 3.6 

ms, 4.8 ms, 5.9 ms, 7.1 ms. 随着回波时间的延长, 肝脏的信号不断降低, 可符合肝脏铁过载表现. 测得T2*约为0.9 ms, 血清铁

蛋白浓度为3 170 mg/L, 均属于重度水平, 两者基本平行.
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■名词解释
T2、R2(1/T2): T2
多次屏气单次回
波SE序列的弛豫
时间, T2值与肝脏
的铁沉积严重程
度呈负相关. R2与
T2互为倒数关系, 
为弛豫率, R2值与
肝脏的铁沉积严
重程度呈正相关.
T2*、R2*(1/T2*): 
T2*单次屏气多次
回波GRE序列的
弛豫时间 ,  T2*值
与肝脏的铁沉积
严重程度呈负相
关. R2*与T2*互为
倒数关系, 为弛豫
率, R2*值与肝脏
的铁沉积严重程
度呈正相关.

的翻转角度来尽量弥补. 
值得注意的是, 并不是所有形式的铁都具有

相同的顺磁性能力. 血池型铁, 虽然对机体有害, 
磁力确是寂静的, 不易被检测出. 作为防御循环

铁的最初防线, 铁蛋白在细胞浆内自由弥散时只

能被MRI微弱地检测到. 当铁蛋白积聚或其崩解

产物-含铁血黄素, 对组织的R2和R2*产生压倒性

的影响. 含铁血黄素代表铁的主要存储形式, 其
浓度变化非常缓慢, 而R2*主要是由含铁血黄素

浓度决定[19], R2则保存了对溶解铁蛋白的敏感

性, 这也更好地说明了临床上为什么静脉注射去

铁胺后患者的心律失常很快被抑制、心功能很

快得到改善而心脏组织的铁沉积减低很晚才能

被R2反映出来. 当然, 应用“降低R2”的技术可

以分开估算铁蛋白和含铁血黄素的浓度.
2.2 MRI检查方法的临床应用 通过定量测定静

脉切开的放血量, 人们发现血浆铁蛋白和机体

铁的总的储存量密切相关. 虽然尚不知血浆铁

蛋白是如何产生的, 但是目前他仍然是评估机

体铁总的储存量的最便捷方法, 不过这一方法

的测量结果容易受到炎症、感染和恶性肿瘤的

影响, 因此在临床上的应用受到限制[41]. 肝脏穿

刺活检是肝脏铁过载测量的金标准, 可以直接

反应肝脏的铁过载情况, 检测肝脏铁过载情况, 
指导螯合治疗. 但是作为一项有创检查有产生

并发症的可能. 由于肝脏不同部位铁沉积量不

同, 更是需要对肝脏进行多点穿刺才能使检测

结果更加准确, 这样大大增加了并发症的发生

率. 另外, 需要多次穿刺才能对肝脏铁过载情况

进行检测, 指导螯合治疗. 肝脏穿刺活检虽然是

肝脏铁过载检测金标准, 但是在临床上的应用

具有很大的局限性[42,43]. 
磁共振作为一种无创检查技术, 在检测肝

脏铁过载中的价值逐渐被重视. 他能够有效测量

不同疾病中肝脏铁浓度, 对肝脏铁过载程度进行

分级评估, 进而评估病情的发展以及监测铁过载

螯合治疗的效果. 许多研究表明测量横向弛豫率

R2*(1/T2*)并应用相关软件对其进行量化, 最终

得出的肝脏铁浓度结果与肝脏活检结果有高度

的相关性[44]. Gianesin等[45]在97位铁过载病患中

证实横向弛豫率R2*与肝穿刺活检的相关系数(r ) 
= 0.72. St Pierre等[46]在100多例铁过载患者中检

测肝脏的R2*值, 发现R2*值与铁水平呈显著相关

相关系数(r ) = 0.981, 可预测的误差与肝穿刺活

检相当. Hankins等[47]在43位患者中(包括镰刀细

胞贫血患者、重度地中海贫血患者以及骨髓异

常增殖综合患者)中证实横向弛豫率R2*与肝穿

刺活检的相关系数(r ) = 0.96-0.98, 说明磁共振是

一种安全、有效的检测肝脏铁过载的检查技术. 
MRI能评估整个器官的铁浓度并准确测量LIC, 
这种能力在具有不同铁来源的铁过载患者中尤

为突出. MRI还可用于显示体内铁过载的三维分

布情况. 通过对LIC的检测, 可以对肝纤维化程度

进行分级. 评估体内铁总量, 体内铁总量(mg/g) = 
10.6×LIC(mg/g干重)[48], Brown等[49]报道在40名
患者中采用R2对患者LIC进行监测, 指导临床及

时进行铁螯合治疗, 进而降低患者机体铁过载, 
提高患者的生存率; 评估铁剂螯合治疗的效果, 
指导临床治疗, 还可以确定肝脏铁浓度对心脏以

及其他器官的影响. Kirk等[50]研究表明当LIC>15 
mg/g干重时, 发生心力衰竭的几率会增高. Cass-
inerio等[51]报道27名地中海贫血患者在接受规律

不同铁螯合治疗后, 心脏的T2*明显上升, 左心室

射血分数也得到一定提高.
2.3 MRI检测肝铁过载的局限性 磁共振是一种

无创检查方法, 在临床应用上较其他检查方法

具有一定优势. 然而, MRI在肝脏那个铁过载评

估方面仍存在一定局限性. 首先, MRI检查不能

直接反映肝脏铁浓度, 得到的肝脏铁浓度是间

接测量结果; 其次, 肝脏纤维化以及脂肪变性

会对测量结果产生影响, Joe等[52]报道双源CT
检测肝脏铁可以避免脂肪变性对检测结果的影

响; 再次, 随着肝脏铁浓度的上升, 肝脏信号的

衰减速率会加快, 磁共振对衰减信号的捕捉能

力会下降, 在1.5T磁共振上肝铁浓度的检测上限

是30-40 mg/g干重[53]. 此外, 不同场强的磁共振

设备对信号的获取会产生不同影响. 文献报道, 
1.5T与3.0T测量得出的T2*近似2倍的关系[18], 但
是目前此方面的研究较少, 这个结论还需要进

一步证实. 我们在3.0T设备的初步应用结果表

现, 与1.5T设备相比, 虽然图像信噪比得以提高, 
但是缺乏相应的软件将T2*量化为肝脏铁浓度, 
因此高场强MRI设备检测肝脏铁浓度的技术需

要进一步改进. 最后, 儿童及老年患者往往因配

合欠佳, 在进行MRI检查时受到一定限制. 

3  结论

肝脏铁过载可导致肝纤维化和肝硬化, 甚至可

诱导肿瘤. 血浆铁蛋白浓度测定、肝穿刺活检

技术以及无创检查SQUIDs在肝铁过载铁沉积

量的测量中的价值非常有限. MRI具有无创、简

便、安全、准确等优势, 更加适合用来对肝脏
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铁过载进行评估和指导治疗, 从而达到提高治

疗疗效、提高患者生存质量的效果. 相信随着

铁代谢分子生物学的深入和MRI软、硬件的完

善, 用MRI来评价铁过载将越来越普遍. 
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Abstract 
We searched MEDLINE and identified 85 cases 
of spontaneous regression of hepatocellular 
carcinoma (HCC). Analysis of these cases found 
that immunity is the most likely cause of spon-
taneous regression of HCC, and the elimination 
of immunosuppressive microenvironment may 
play a key role in this process. Ischemia, ethanol 
abstinence, and blood transfusion might lead to 
regression of HCC through the elimination of 
immunosuppression and activation of antitumor 
immunity.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Spontaneous 
regression; Immunity; Microenvironment
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■背景资料
尽管近年来人们
对肝细胞癌(HCC)
的治疗方法进行
了大量研究与改
进, 也取得了一定
的成果, 但整体预
后仍不尽如人意. 
然而有些患者在
未接受有效治疗
的情况下却可以
发生HCC的自发
消退, 对这种有趣
的现象进行研究
有可能开辟HCC
治疗的一个全新
领域.

摘要
本文通过对Medline的搜索, 获取自1982年以
来肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)自
发消退病例85例, 对所得病例进行整理、统计
和分析, 结果显示: 免疫是最有可能导致HCC
自发消退的原因, 其中又以免疫抑制微环境的
解除更为关键. 缺血、戒酒、输血等都有可能
通过解除免疫抑制并激活抗肿瘤免疫而导致
HCC的消退. 

关键词: 肝细胞癌; 自发消退; 免疫; 微环境
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0  引言

“恶性肿瘤的自发消退(spontaneous regression 
of cancer, SRC)”指的是恶性肿瘤在未经任何治

疗, 或只经一般性治疗(即通常认为与恶性肿瘤

消退无明显关系者)的情况下发生部分或全部的

消失, 这种消退可发生在原发灶和/或转移灶[1]. 
Cole认为其发生的概率大约为1/60 000-100 000, 
较常见于肾细胞癌、神经母细胞瘤、恶性黑

色素瘤等[2,3]; Epstein等[4]认为, 自发消退现象在

HCC中也是较为常见的, Oquiñena等[5]估计其发

生率约为0.406%. 
为了探讨H C C自发消退的机制 ,  我们在

Medline用关键词” (hepatocellular carcinoma 
[Title]) AND (spontaneous regression [Title])”
进行搜索, 并结合关联文献, 共获取自1982年以

来HCC自发消退的相关报道72篇, 共计85例, 其
中77例为英文资料, 所获取信息较为详细, 而有

8例为其他语种资料, 可获取信息较少. 在这些

文献中, 有报道诊断方法的共79例, 其中有病理

诊断的58例, 其余主要靠影像学方法确诊. 根据

EASL(The European Association for the Study of 
the Liver)的诊断标准[6]对所得资料进行筛查确

认, 并按原文发稿时报道的肿瘤消退程度及复

发情况对病例进行分组(表1). 目前认为可能引

起HCC自发消退的主要有各种原因导致的肿瘤

■同行评议者
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■研发前沿
目前认为导致自
发消退的原因主
要 有 :  各 种 原 因
导致的肿瘤缺血
坏死、戒酒的影
响、使用一些未
被确认有明确疗
效 的 药 物 、 输
血、精神因素、
免 疫 等 ,  但 对 这
些原因背后的可
能作用机制尚未
有具体的分析和
报道.

表  1  85例肝细胞癌自发消退患者的特征

     参考

文献
性别 年龄

  危险

  因素

       病理

       特点

   诊断

   方法

AFP变

化情况

消退

程度

  可能的

  机制
                      备注

[7]   M  65 No IHM CT,AFP Acc 完全 缺血 肿瘤的快速生长导致缺血 

[8]   M  52 Sot,Cirr LM 病理 Acc 完全 戒酒, 免疫 肿块坏死且有慢性炎症细胞浸润

[9]   M  60 HCT IHM, PVM, 

CLNM

CT,MRI, 

AFP

Acc 完全 缺血 癌栓栓塞导致肿块缺血

[10]   M  67 C, SD, 

Cirr

PD, PVM, 

Ascites, PE

病理 Acc 完全 戒酒, 缺血, 

CAMs

肝硬化基础上肿瘤快速生长导致缺血

[10]   M  67 C, SD, 

Cirr

PD, LM, 

IVCM, Ascites

病理 Acc 完全 戒酒, 缺血, 

CAMs 

肝硬化基础上肿瘤快速生长导致缺血

[11]   M  56 C, Sot PD, IHM, 

PVM

病理 Acc 完全 免疫, 缺血 癌栓栓塞导致肿块缺血/ 发生了系统

性的严重感染
[12]   F  72 Cirr MPD,PM,SM 病理 Acc 完全 输血,CAMs 使用了替加氟和 尿嘧啶进行治疗

[13]   M  53 B, Cirr SL 病理 NE 完全 免疫 肿块呈现完全坏死

[14]   M  73 Sot, Cirr SL 病理 SE, Acc 完全 缺血 肿块呈现完全坏死/ PIVKA与肿瘤的

进展呈正相关关系
[15]   M  76 C, Cirr MD,IHM 病理 NE 完全 免疫 细胞因子升高, 免疫细胞活性增强/ 

PIVKA与肿瘤的进展呈正相关关系
[16]   M  63 Cirr IVCM 病理 Acc 完全 中草药,缺

血

食管静脉曲张破裂大出血导致肿块缺

血
[17]   M  50 B LM 病理 NR 完全 中草药,免

疫

肿块发生严重的感染

[18]   M  62 FHHCC, 

B, Cirr

SL 病理 NE 完全 高热, 免疫 患者持续3 mo高热/肿块呈现完全坏

死
[19]   F  63 Cirr IHM,LM 病理 Acc 完全 NR

[20]   M  65 B, Cirr PVM 病理 Acc 完全 中草药

[21]   M  73 No WD,SL 病理 NE 完全 NR 通过临床病案记录及保存的标本回顾

分析确认的病例
[22]   M  42 B PD,SL 病理 NE 完全 "natural 

healing"

所谓的“natural healing”包括锻

炼、宗教信仰、使用VitB等
[23]   M  74 NR IHM 病理 NE 完全 免疫 由于胆总管结石导致严重的胆管炎

/肿瘤呈现完全坏死/ PIVKA与肿瘤的

进展呈正相关关系
[24]   M  69 C PVM 病理 Acc 完全 缺血 门脉的癌栓栓塞导致肿块缺血

[25]   M  69 C, Sot SL CT, 

MRI, 

PIVKA

NE 完全 缺血 肿块外包着厚的被膜, 影响了肿块周

边部位的血液供应/ PIVKA与肿瘤的

进展呈正相关关系
[26]   M  52 Sot,Cirr IHM 病理 Acc 完全 西利马林, 

戒酒

确诊后戒酒

[27]   M  72 C SL CT, US, 

AFP,  

PIVKA

Acc 完全 免疫, 缺血 肿瘤的快速生长导致缺血/肿块坏死

且有炎症细胞浸润/PIVKA与肿瘤的进

展呈正相关关系 
[28]   M  62 B, Cirr SL CT,AFP Acc 完全 缺血, 免疫 肝动脉-门脉分流导致肿块缺血/肿块

坏死且有炎症细胞浸润
[29]   M  70 SD, B, 

Parasite

SL 病理 NE 完全 缺血 供血动脉栓塞导致肿块缺血/肿块呈

现完全坏死
[30]   M  65 Sot, Cirr IHM 病理 NE 完全 戒酒 确诊后戒酒

[31]   M  67 Sot, Cirr SL AGG, 

CT, US, 

AFP

Acc 完全 缺血 血管造影术导致的供血动脉损伤或肿

瘤的快速生长导致肿块缺血 

[32]   M  65 C, Cirr SL 病理 Acc 完全 缺血 供血动脉栓塞导致肿块缺血/肿块呈

现完全坏死
[33]   M  50 C SL 病理 NE 完全 缺血 肿块外形成厚的被膜, 影响了肿块的

血液供应
[34]   M  53 Sot,Smo

ke, Cirr

WD, Ascites 病理 SE,Acc 完全 他莫西芬, 

奥曲肽

HCC消退后, 发生肺鳞状细胞癌伴脑

转移
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■相关报道
K r a m a n 等 首 次
证实了某些基质
细胞能通过分泌
FAP蛋白, 将恶性
肿瘤伪装成伤口, 
从而避免了免疫
攻 击 ;  如 去 除 这
些 基 质 细 胞 ,  则
具有免疫原性的
肿瘤基质细胞和
癌细胞在IFN-γ及
TNF-α介导下均
可迅速发生缺氧
性坏死.

     
[35] M 79 C, Cirr SL 病理 Acc 完全 缺血, 输血 胃溃疡大出血造成肿块缺血并输血

[36] F 71 C PVM, TFAM 病理 Acc 完全 缺血 供血动脉栓塞导致肿块缺血

[37] F 54 B,

Cirr

WD,SL 病理 NE 完全 NR

[38] F 72 Sot, F-

HHCC

SL 病理 NE 完全 NR 确诊后加量喝酒且开始吸烟

[39] M 79 C,

Cirr

LM 病理 Acc 完全 桑黄 摄食桑黄1 mo/ PIVKA与肿瘤的进展呈

正相关关系
[40] F 23 NR CHCC, IHM 病理 NR 完全 NR 对肝原发灶行手术切除后转移灶自发

消退
[41] M 66 C, Cirr WD, BM, 

PM

病理 NE 完全 免疫, 

S-AMET

肌肉注射S-腺苷-L-甲硫氨酸

[42] F 52 C, Dep-

ression

SL CT,AFP Acc 完全 免疫 行“精神-神经-免疫治疗”/NK 细胞

的活性及细胞因子水平恢复正常
[43] F 70 C, Cirr LM 病理 NE 完全 免疫 对肝原发灶行经导管动脉栓塞术后, 转

移灶发生消退/PIVKA与肿瘤的进展呈正

相关关系 
[44] M 74 SD MD,SL 病理 Acc 完全 中草药 中药成分有龙胆、连翘、砂仁、皂角

刺、番泻叶、栀子、黃水茄、仙草、

萱草等
[45] M 77 Smoke LM CT, X线, 

PIVKA, 

AFP

Acc 完全 戒烟 确诊后戒烟/ PIVKA与肿瘤的进展呈正

相关关系

[46] M 78 CH BM 病理 Acc 完全 输血, 手术

创伤

因胃肠道大出血及股骨骨折手术而输

血
[47] F 69 Cirr SL CT, AFP Acc 完全 NR 肿块呈现完全坏死

[45] M 72 C, 

Smoke

IHM CT, AFP, 

PIVKA

Not 

Acc

部分 中草药 摄食一种名为“Ukon”的中草药

/PIVKA水平与肿瘤的进展呈正相关, 但

AFP在肿块消退后却升高到原来的2倍
[48] M 76 Sot, Cirr IHM 病理 Acc 部分 戒酒, 缺血 癌栓栓塞导致肿块缺血

[49] F 72 C PD,IHM 病理 Acc 部分 缺血 肿瘤的快速生长导致缺血

[50] M 57 B, Cirr MWD 病理 NE 部分 免疫 肿块有大量的炎症细胞浸润

[51] M 82 C, Cirr MD,LM 病理 Acc 部分 免疫 转移灶发生消退且有大量炎症细胞浸

润, 但肝原发灶未见消退 
[52] M 85 B, C, Cirr IHM, PVM, 

HVM

CT, AFP, 

AFP-L3

Acc 部分 VitK, 缺血 每日服用Vit K245mg/缺血可能由于肿

瘤的快速生长所致
[53] M 65 C, Sot BM 病理 Acc 部分 桑黄, 放疗, 

缺血

摄食桑黄 /对额骨转移灶行放疗/缺血

可能由于肿瘤的快速生长所致
[54] M 72 Sot CHCC, PVM, 

BM, CWM

病理 Acc 部分 戒酒 确诊后戒酒

[55] M 64 Sot, Cirr WD, IHM, 

PM

病理 Acc 部分 免疫,戒酒 确诊后戒酒/肿块坏死且有大量炎症细

胞浸润
[55] F 70 Sot, Cirr IHM, PM, 

Ascites

CT, AFP Acc 部分 他莫西芬, 

免疫, 戒酒, 

输血

确诊后戒酒/食管静脉曲张破裂导致大

出血, 并输血

[56] M 65 C, Sot, 

Cirr

PD, IHM, 

PVM

病理 Acc 部分 缺血, 免疫 肿块坏死并有大量炎症细胞浸润/门脉

栓塞/ PIVKA与肿瘤的进展呈正相关关

系
[57] M 76 C, Cirr WD, IHM, 

BM

病理 Acc 部分 免疫, 放疗 对骨转移灶行放疗后肝原发灶消退/ 

TNF-α等细胞因子升高/ PIVKA与肿瘤

的进展呈正相关关系
[58] F 56 C, Cirr MD,SL 病理 SE, 

Acc

部分 缺血, 免疫 肿块坏死且有大量炎症细胞浸润/缺血

由于肿瘤的快速生长所致 
[59] M 61 Cirr LM, BM AFP,CT Acc 部分 免疫 对骨转移灶行放疗后肝原发灶消退

[60] M 56 No WD, IHM 病理 NE 部分 免疫 发生脓毒性高热及关节炎/肿块呈现完

全坏死
[60] M 74 B CHCC, IHM 病理 Acc 部分 免疫 发生脓毒性高热/肿块呈现完全坏死

[61] M 38 B SL 病理 Acc 部分 缺血 血管造影术导致肝总动脉损伤并栓塞
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■创新盘点
本文首次对近30
年国内外报道的
HCC自发消退病
例进行了收集和
整理, 并对可能导
致自发消退的原
因进行了分析和
探讨. 首次提出因
肿瘤局部免疫抑
制微环境改善所
激活的抗肿瘤免
疫是导致HCC自
发消退的主要原
因, 从而为今后肿
瘤治疗的研究提
供了新的参考.

缺血坏死、戒酒的影响、使用一些未被确认有

明确疗效的药物、输血、精神因素、免疫等. 
为了探讨这些可能原因背后的关键机制, 我们

对其相关机理进行了进一步的分析. 

1  可能导致HCC自发消退的因素

1.1 缺血 许多报道认为, 肿瘤的缺血坏死是导致

HCC自发消退的直接原因, 而导致肿瘤缺血的

原因包括: (1)肿瘤的快速生长(在或不在肝硬化

     
[61] F 58 Cirr IHM 病理 NE 部分 缺血 血管造影术导致肝固有动脉损伤并栓塞

[62] M 66 C, Cirr PVM 病理 Acc 部分 西利马

林,免疫

肿块坏死并有大量炎症细胞浸润

[63] F 78 B, Cirr WD, SL 病理 Acc 部分 免疫 肿块坏死并有大量炎症细胞浸润

[64] F 71 C, Cirr MD 病理 Acc 部分 缺血 肿瘤的快速生长或肿块外包着的厚被膜导致

肿块缺血/AFP-L3 显著升高
[9]1 M 54 B, Cirr SL AFP, CT, 

US

Acc 完全 缺血 门脉有血栓栓塞/复发灶为2个新发的病灶

[9]1 M 61 Sot, 

Cirr

SL MRI, CT Acc 完全 缺血 肿瘤的快速生长、经动脉栓塞术损伤血管或

门脉血栓栓塞导致肿块缺血/复发灶为一AFP

水平正常的新发病灶
[65]1 M 66 Sot, 

Cirr

IHM 病理 Acc 完全 NR 无瘤时间达4年/复发灶为一新发病灶 

[66]1 M 68 C, Sot, 

Cirr

IHM, PVM, 

Ascites

病理 Acc 完全 中草药 摄食姬松茸的粗提物和一种名为“tahibo”

的茶/复发灶为一AFP水平正常的新发病灶 
[10]1 M 70 C, Sot, 

Cirr

MD, IHM, 

PVM

病理 Acc 部分 戒酒,缺

血,输血

肝硬化、肿瘤的快速生长或食管静脉曲张破

裂大出血导致肿块缺血
[10]1 M 75 C, Cirr LM CT,AGG, 

AFP

Acc 部分 缺血 肝硬化及在此基础上肿瘤的快速生长导致缺

血/肝内病灶消退后复发, 但转移灶则持续消退 
[65]1 F 75 C, Cirr IHM 病理 Acc 部分 NR 无瘤期为17 mo/复发灶为一新发病灶

[67]1 M 70 C, Cirr IHM, LM, 

BM

NR Acc 部分 免疫 IL-18水平升高

[67]1 M 65 C, Cirr IHM, LM, 

BM

NR Acc 部分 免疫 IL-18水平升高

[67]1 F 65 C, Cirr IHM, LM, 

LNM

NR Acc 部分 免疫 IL-18水平升高

[68]1 M 44 C, SD IHM, PVM CT, AFP Acc 部分 戒酒 确诊后戒酒/复发灶为一新发病灶

[68]1 M 63 B IHM, IVCM CT, AFP Acc 部分 缺血 血管造影损伤供血动脉造成肿块缺血/复发灶

为一AFP水平正常的新发病灶 
[69]1 M 75 C IHM, LM CT,AGG, 

AFP

Acc 部分 NR 肝内病灶消退后复发, 但肺转移灶则持续消

退
[70]1 M 80 Sot, 

Cirr

WD, IHM 病理 NE 部分 缺血 肿瘤的快速生长导致缺血/肝内病灶部分消退

后复发/ PIVKA与肿瘤的进展呈正相关关系 
[71]2 M 71 Sot, 

Cirr

NA CT, US, 

AFP

Acc 完全 NA

[72]2 NA NA C, Cirr NA CT, US, 

AFP

Acc 完全 NR

[73]2 M 53 NA NA 病理 完全 免疫 因肺炎持续2 wk高热/肿块呈现完全坏死

[74]2 M 67 B LM 病理 Acc 完全 免疫

[75]2 F 65 NA PVM 病理 Acc 部分 免疫 肝内原发灶外有大量淋巴细胞浸润, 但肿块内

未见坏死区/转移灶呈现完全坏死
[76]2 NA NA NA NA NA NA NA NA

[77]2 NA NA NA NA NA NA NA NA

[78]2 NA NA NA NA NA NA NA NA

NA: 未获知; NR: 未报道; No: 无; 危险因素: B: HBV感染; C: HCV感染; CH: 慢性肝炎; Cirr: 肝硬化; FHHCC: 肝细胞癌家族史; HCT: 

血色沉着病; SD: 饮酒; Sot: 嗜酒; 病理特点: BM: 骨转移; CHCC: 肝透明细胞癌; CLNM: 腹腔淋巴结转移; CWM: 胸壁转移; HVM: 

肝静脉转移; IHM: 肝内转移; IVCM: 下腔静脉转移; LM: 肺转移; LNM: 淋巴结转移; MD: 中度分化; MPD: 中-低度分化; MWD: 

中-高度分化; PD: 低分化; PE: 胸腔积液; PM: 腹膜转移; PVM: 门静脉转移; SL: 单发病灶; SM: 脾转移; TFAM: 肿瘤供血动脉转移; 

WD: 高分化; 诊断方法: AGG: 血管造影术; PIVKA: 维生素K缺乏诱导蛋白; MRI: 核磁共振成像;US: 超声诊断; AFP变化情况: Acc: 

伴随变化; NE: 不升高; SE: 轻微升高; 可能的机制: CAMs: 未被确认有明确疗效的药物; 1: 自发消退后复发病例; 2: 其他语种文献.
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基础上); (2)血管造影术或经动脉栓塞术等损伤

供血动脉并造成栓塞; (3)食管静脉曲张破裂或

消化性溃疡造成的大出血; (4)肿瘤供血动脉的

癌栓栓塞; (5)肿块外包裹着的厚被膜阻碍了血

液供应; (6)肝动脉-门脉分流.    
缺血在HCC进展中是较常见的现象, 一般

会引起肿瘤组织的部分坏死, 但通常不足以使

肿瘤完全消退, 原因在于: (1)肿瘤内的血液分配

并不均衡. 各种原因所致的相对供血不足可使

部分血供较差的组织坏死, 而血供较好的组织

仍能获得足够的营养而存活下来, 且部分肿瘤

组织的坏死还可减少消耗而使存活的组织获得

更多的营养; (2)在肿瘤包膜内、外等存在一些

复合供血区. 临床对肿瘤栓塞治疗的研究表明, 
即使主要的供血动脉完全堵塞, 也总有一些位

于复合供血区的癌细胞能获得足够的营养而存

活. 这些残存的癌细胞增殖更快, 恶性程度更高, 
且栓塞后肿瘤组织缺氧和缺血再灌注损伤可明

显上调血管内皮生长因子的分泌, 刺激肿瘤边

缘和瘤体坏死区周围的微血管形成, 从而为肿

瘤的快速复发创造条件[79], 故即使人为地进行栓

塞并配合化疗, 肿瘤的完全坏死率也是很低的, 
且极易复发[80]; (3)有些患者的病灶为多发或已

发生远处转移, 其自发消退更不可能是局部缺

血造成的. 因此, 单纯的缺血本身几乎不可能导

致HCC的完全消退. 
1.2 戒酒  Storey等[8]和Gottfried等[30]报道了几例

酒精相关的HCC患者在戒酒后肿瘤发生了自发

消退, 他们将其归因于戒酒的影响; 然而van Hal-
teren[38]所报道的患者在确诊后加量饮酒, HCC也
发生了消退. 

酒精主要通过诱导异常的免疫反应导致肝

细胞的损伤. 在酒精性肝病患者中普遍存在体

液免疫和细胞免疫的异常: (1)酒精通过抑制成

熟效应细胞的形成, 改变免疫系统的调节环路

等, 使CD4+/CD8+比例、细胞毒性T细胞的数量

及反应性降低而丙种球蛋白增高; (2)长期的酒

精摄入能通过诱导细胞色素P-450转化系统等导

致各种加和物的产生和积累, 从而损伤肝细胞; 
而各种异常抗原被抗原呈递细胞吞噬、提呈后, 
又可诱导并通过正反馈机制加重慢性炎症反应, 
并最终导致HCC的发生[81]. 

对HCC患者而言, 戒酒一方面可解除酒精

对免疫系统的抑制, 消除局部慢性炎症反应, 并
使紊乱的免疫系统恢复正常; 同时, 有助于改善

肝细胞的营养状态并修复损伤的细胞, 从而抑

制肿瘤的发生和发展[82]. 而另一方面, 也可解除

酒精对肿瘤细胞及变异肝细胞再生的抑制, 促
进肿瘤的进展[83]. 从总体上来说, 尽管许多证据

表明戒酒在某种程度上可改善患者的预后, 但
一般情况下尚不足以使得HCC完全消退. 
1.3 使用一些未被确认有明确疗效的药物 发生

自发消退的患者许多都曾使用过一些未被确认

有明确疗效的药物, 这些药物在一般患者中也

大量使用, 但却极少观察到肿瘤的消退. 为了尽

可能减少巧合现象的干扰, 我们仅对2例或以上

自发消退患者均使用过的药物进行分析. 
1.3.1 他莫西芬(Tamoxifen): Tamoxifen的抗肿瘤

作用主要通过影响雌激素受体或非雌激素受体

介导的细胞凋亡信号通路实现; 另外可能还与

改变线粒体的通透性、氧化应激、转化生长因

子以及改变细胞膜的流动性等有关[84-86].  
1.3.2 西利马林(Silymarin): Silymarin具有广泛的

抗肿瘤活性. 首先, 可通过抗炎作用消除局部慢

性炎症微环境; 其次, 可通过作用于癌变过程的

不同阶段, 抑制癌细胞的侵入和转移, 从而发挥

抗肿瘤作用; 此外Silymarin还具有抗脂质过氧

化、抗肝纤维化、膜稳定和免疫调节作用, 并
能促进肝脏再生. 体外研究表明, Silymarin对雄

激素依赖性和非依赖性HCC均具有抑制作用[87]. 
1.3.3 桑黄(Phellinus linteus): Phellinus linteus主
要通过提高免疫器官指数及血清白介素2(i n-
terleukin-2, IL-2)、γ-干扰素(interferon-γ, IFN-γ)
水平, 刺激巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子α(tumor 
necrosis factor α, TNF-α)等, 改善机体的免疫状

态并发挥抗肿瘤效应[88,89]. 
1.3.4 中草药: Lam等[17]和Chien等[20]分别报道了

患者由于服用某些中草药而发生HCC的完全消

退, 但拿同样的药用于其他HCC患者时, 却均未

发现任何疗效. 这说明, 导致消退的并非中草药

本身的直接作用. 目前认为, 合理的使用中草药

可改善肿瘤患者的免疫状态并提高生存质量. 
但由于复合中药构成复杂, 较难确定是何种成

分在其中发挥了主要作用. 
上述药物通常作为HCC的二线或辅助治疗

药物, 与一线治疗方法配合使用, 可发挥一定的

抗癌作用, 改善患者生存质量. 但单独使用时, 目
前尚没有证据表明他们能导致HCC的完全消退. 
1.4 精神因素 Jozuka等[42]报道了1例伴有抑郁症

的晚期HCC患者, 进行抗抑郁治疗后, HCC发生

了自发消退. 有研究表明, 精神压抑的人较易患

上癌症. 抑郁等心理反应可作为应激源刺激机

■应用要点
本综述对于正确
认识HCC的自然
转归有重要意义, 
且可为将来HCC
的治疗提供有意
义的参考.
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体产生一种非特异性的应激反应, 导致末端循

环障碍, 并通过神经-内分泌-免疫轴的作用, 导
致机体免疫监视异常, 表现为粒细胞数目增多, 
而淋巴细胞总数下降, 尤其是CD3+、CD4+、
CD4+/CD8+比值和NK细胞明显减少, 且NK细

胞活性降低. 此时, 在致癌因子的参与下, 便可

促进肿瘤的发生和发展[90,91]. 而改善患者精神状

态, 解除抑郁, 则有可能使紊乱的免疫系统恢复

正常, 并改善患者的预后[92]. 
1.5 输血 Tocci等所报道的病例都有因消化道大

出血所致的输血史, 除了Kondo等[10]报道的1例
为红细胞及血浆输血外, 其余皆为全血输血. 他
们认为HCC的自发消退可能跟输血有关. 

输血对机体的影响主要体现在免疫的增强

或抑制上, 大多数研究者认为其以抑制为主, 主
要由血液中的白细胞介导, 包括对细胞免疫和

体液免疫的抑制[93]. 首先, 输血可刺激前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)的产生及下调IL-2的
表达. IL-2的减少影响了依赖IL-2的NK细胞活

性, 使其杀伤作用显著下降; 同时也抑制了巨噬

细胞对细菌及异物的吞噬、提呈和清除能力, 
抗原提呈的异常使得T淋巴细胞反应性降低, 不
能发挥有效的功能, 甚至发生克隆衰竭. PGE2
则具有广泛的免疫抑制效应, 可抑制淋巴细胞

的转化和淋巴因子的生成, 使淋巴细胞亚群改

变、数量下降, 表现为CD2+、CD3+、CD4+、
CD4+/CD8+ T细胞亚群均显著降低. 此外, 输血

还能导致B淋巴细胞数量及反应性下降, 从而使

抗体的分泌减少[93,94]. 故目前临床上普遍认为, 
输血可阻碍机体对肿瘤的免疫应答, 导致肿瘤

发生免疫逃逸, 从而促进肿瘤的生长和复发[93]. 
1.6 免疫 部分发生自发消退的患者都曾有较严

重的感染史; 许多自发消退后的肿瘤病理活检

发现有大量免疫细胞尤其是T淋巴细胞浸润 ; 
Abiru等[67]所报道的3个病例均发现IL-18的升高

等, 这些都提示免疫与HCC自发消退之间可能

有很密切的关系. 
机体的抗肿瘤免疫以特异性细胞免疫最为

重要. 其以CD8+和CD4+ T淋巴细胞为主导, 有
MHC限制性, 可识别由抗原呈递细胞提呈的抗

原, 并发挥特异性抗肿瘤效应. 大量的体外实验

表明, 许多的肿瘤相关抗原, 如AFP[95]、Glypi-
can-3[96]、NY-ESO-1(New York esophageal squa-
mous cell carcinoma 1)[97,98]、SSX-2(synovial sar-
coma, X breakpoint 2)[99]、MAGE-A(melanoma 
antigen A)[99,100]、TERT(telomerase reverse tran-

scriptase)[101]等都能被抗原呈递细胞提呈并激活

T淋巴细胞, 发挥有效的抗肿瘤免疫. 
肿瘤细胞则可通过下调MHC、共刺激分子

及抗原的表达, 躲避免疫系统的攻击; 同时改变

表面受体的结构和分布, 以摆脱信号分子的调

控; 最新的研究还表明, 基质细胞分泌的纤维活

化蛋白(fibroblast activation protein, FAP)可将肿

瘤伪装成伤口, 从而阻止免疫细胞的攻击[102]; 肿
瘤微环境中还有大量具有抑制功能的免疫细胞

群体, 包括调节性T细胞、髓性前体抑制细胞、

肿瘤相关的巨噬细胞等及大量免疫抑制性细胞

因子, 可直接抑制T淋巴细胞的免疫功能, 并使

抗原呈递细胞的分化、成熟、迁移异常, 功能

缺陷[103,104]; 髓系来源的慢性炎症细胞还可通过

分泌核转录因子、炎症介质、趋化因子及细胞

因子等促进细胞的增殖、存活、浸润、转移及

新生血管形成, 从而促进肿瘤的发生和发展[105]. 
由此可见, 免疫与肿瘤的关系非常复杂, 一

方面免疫系统能通过杀伤癌细胞抑制肿瘤的进

展; 另一方面, 慢性炎症反应所营造的微环境

又可促进肿瘤的发生和发展, 并使癌细胞逃避

免疫系统的杀伤. 而HCC的转归将取决于这两

方面效应的力量对比, 从理论上说, 如能有效的

解除免疫抑制并激活机体的抗肿瘤免疫, 则使

HCC完全消退是有可能的. 

2  讨论

缺血、戒酒、输血等的单独作用效应一般情况

下都不足以使得肿瘤完全消退, 但他们都可通过

各种机制影响HCC的进展, 而其中大部分都与免

疫有关. 同时, 免疫也可以很好地解释HCC自发

消退过程中的一些现象: (1)原发灶和转移灶均

可发生持续的消退, 说明导致自发消退的应为一

全身性的作用机制, 且触发后可持续发挥作用; 
(2)有克隆特异性. HCC转移灶的克隆来源于原

发灶, 但由于肿瘤多中心发生的特点, 原发灶包

含有转移灶的克隆, 但却不一定与转移灶完全相

同, 即{转移灶的克隆}⊆{原发灶的克隆}. 按此

关系, 如原发灶因特异性抗肿瘤免疫的作用而发

生消退, 则转移灶也必然消退[40], 目前未见原发

灶消退而转移灶不消退的报道; 但如果转移灶先

发生消退, 原发灶却不一定会完全消退[51,53,57,59,75]. 
另外, 大部分自发消退后复发的病例, 复发灶都

为新发, 且与原肿瘤有着完全不同的生物学特性

(如原肿瘤通常伴AFP的升高, 但复发肿瘤AFP不
升高), 故原已形成的针对原肿瘤克隆的特异性

■名词解释
恶性肿瘤自发消
退: 恶性肿瘤在未
经任何治疗, 或只
经一般性治疗(即
通常认为与恶性
肿瘤消退无明显
关系者)的情况下
发生部分或全部
的消失, 这种消退
可发生在原发灶
和/或转移灶.
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免疫不能有效的遏制复发的肿瘤. 由上特点, 并
结合免疫机制的效应可知, 其应该是最有可能导

致HCC自发消退的原因. 
然而, 如前所述, 尽管大量的体外实验表明, 

许多肿瘤相关抗原都能有效激活抗肿瘤免疫, 
但在活体内免疫系统却往往不能有效地抑制肿

瘤进展, 这可能与体内微环境的免疫抑制作用

有关; 而前期对HCC自发消退的流行病学研究

也表明, 伴有肝硬化的患者自发消退发生率偏

低, 而酒精相关的患者则较高, 考虑与肝硬化微

环境作为滋生HCC的“土壤”会持续存在不易

消除, 而酒精则较易戒除有关(待发表). 以上均

提示肿瘤局部微环境在HCC转归中的重要性, 
而如何有效地消除微环境对免疫的抑制有可能

成为激活抗肿瘤免疫的关键. Kraman等[102]在鼠

身上的实验表明, 如去除表达FAP的基质细胞, 
具有免疫原性的肿瘤基质细胞和癌细胞在IFN-γ
及TNF-α介导下均可迅速发生缺氧性坏死. 这提

示, 如果解除了局部的免疫抑制, 依靠免疫系统

的作用是有可能使得肿瘤发生完全消退的.  
缺血、戒酒、抗抑郁、输血等有可能正是

通过改善肿瘤的局部微环境而发挥作用: (1)缺
血所致的坏死可解除局部肿瘤细胞对免疫系统

的抑制, 同时坏死的细胞还可被抗原呈递细胞

吞噬并提呈, 从而激发机体的抗肿瘤免疫. 临床

研究表明, 射频消融、化疗栓塞等原位摧毁肿

瘤组织的方法通常能改善患者的免疫状态并能

取得较好疗效[106,107]; (2)酒精、精神抑郁等导致

的HCC普遍存在免疫调控异常及慢性炎症反应, 
去除危险因素后, 有可能改善免疫状态并消除

慢性炎症微环境而导致肿瘤的消退; (3)输血对

免疫系统的抑制是普遍的, 其对细胞免疫的抑

制固然不利于HCC的消退, 但对慢性炎症的抑

制反而有可能消除微环境的不利影响, 激活特

异性的抗肿瘤免疫; (4)中草药、西利马林、桑

黄等均对免疫有一定的调节作用, 其中已证实

西利马林可通过抗炎作用改善局部慢性炎症微

环境. 

3  结论

HCC的自发消退是一种很有趣的现象, 说明人

体自身即存在能使肿瘤发生完全消退的机制. 
探讨这种机制, 有可能开辟HCC治疗的一个全

新领域. 目前研究工作较难开展, 最主要的瓶颈

在于: HCC的自发消退是一个小概率事件, 且事

先难以预测, 而到目前为止, 在实验室亦没能做

出相应的实验动物模型. 故很难获得合适的样

本进行研究. 对已报道的病例进行统计分析不

失为一种较好的方法. 
本文通过对已报道的英文文献进行整理、

统计, 并对自发消退的特点和各种可能的机制

进行了分析. 结果显示: 免疫是最有可能导致

HCC自发消退的原因, 其中又以免疫抑制微环

境的解除更为关键; 缺血、戒酒、输血等都有

可能通过解除免疫抑制并激活特异性抗肿瘤免

疫而发挥作用, 但其具体的作用机制仍有待进

一步的实验室研究才能阐明. 
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Abstract
Epithelial-mesenchymal transition is a well es-
tablished biological event that plays an impor-
tant role not only in the normal development of 
tissues and organs but also in the pathogenesis 
of many diseases. Increasing evidence has estab-
lished its presence in the human colon during 
colorectal carcinogenesis and cancer invasion, 
chronic inflammation-related fibrosis, and mu-
cosal healing. A large body of evidence supports 
the role of transforming growth factor-β and 
its downstream Smad signaling, the phosphati-
dylinositol 3’-kinase/Akt/mTOR axis, the Ras-
mitogen-activated protein kinase/Snail/Slug 
and FOXC2 pathway, and Hedgehog signaling 
and microRNAs in epithelial-mesenchymal tran-
sition in the development of colorectal cancers. 
Here we discuss the role of these pathways in 
the initiation and development of the transition 
events. A better understanding of their induction 
and regulation may lead to the identification of 
pathways and factors that could be potent thera-
peutic targets.
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上皮细胞间质转化在大肠癌发生发展中的研究进展

朱庆超, 秦环龙

www.wjgnet.com

®

■背景资料
大肠癌是一种多
因素、长期形成
的、复杂的病变
过程, 其发病机制
复杂, 近来研究发
现上皮细胞间质
转化(EMT)在大肠
癌发生发展过程
中起着重要作用, 
并与肿瘤细胞的
浸润和转移有着
非常密切的关系.

Key Words: Epithelial-mesenchymal transition; 
Colorectal cancer; Key molecule; Signal pathway
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摘要
上皮间质转化是一种已知的分子事件, 他不仅
在正常组织器官发育过程中起着重要的作用, 
而且在疾病状态也发挥着重要的作用. 越来越
多的证据显示在人类大肠癌形成和肿瘤侵袭
过程中发生了上皮间质转化, 而且其也参与了
慢性炎症相关性纤维化和黏膜的修复过程. 在
大肠癌发生发展过程中越来越多的证据支持
转化生长因子β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)和他下游的Smad信号传导、磷酸酰肌
醇3'激酶/Akt/mTOR轴、Ras丝裂原活化蛋白
激酶/Snail/Slug/FOXC2途径、Hedgehog信号
通路和microRNAs等介导的上皮细胞间质转
化(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)
所发挥的重要作用. 现将对这些途径在大肠癌
上皮细胞间质转化启动和发展过程中的作用
进行综述. 对EMT在大肠癌发生发展过程中
所起到的诱导和调控作用进行深入了解, 将会
促进对相关信号通路和潜在治疗靶点分子的
认识.

关键词: 上皮间质转化; 大肠癌; 关键分子; 信号通路
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0  引言

目前, 大肠癌已是欧洲排名第2位的肿瘤致死性

疾病, 占肿瘤致死性疾病的10%左右. 引起大肠

癌发生的原因众多, 如基因突变引起的家族性

腺瘤性息肉病(familial adenomatous polyposis, 
FAP)、DNA错配修复基因(MMR)突变引起的遗

传性非息肉性结肠癌(herediarynonpolyposiscol-
orectalcancer, HNPCC)、Crohn's病、溃疡性结肠
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■研发前沿
E M T 主 要 是 由
E-cadherin的转录
抑制因子诱发的, 
因此借助靶向抑
制Snail等转录因
子的治疗方法为
防止肿瘤进展提
供了可能. 而EMT
信号传导通路中
的关键分子GSK-
3β、PAK、TGFβ
等也有可能成为
阻断EMT的重要
靶点.

炎、上皮细胞内癌基因激活和抑癌基因失活等

均与大肠癌的发生发展密切相关[1]. 上皮细胞间

质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)
是指在生理或病理情况下发生细胞上皮-间质转

变, 同时伴随细胞形态与相关基因表达的改变.  
EMT在胚胎形成以及组织器官发育过程中也起

着重要作用(如中胚层和神经冠结构形成以及心

脏形态发生过程[2]), 但也可引起器官纤维化和

参与肿瘤形成过程, 在此过程中上皮细胞顶-底
极性改变、桥粒等紧密连接结构消失、细胞骨

架重组, 波形蛋白表达上调、角蛋白表达下调,
从而使细胞离体、获得迁移能力, 并能抵抗细

胞凋亡[3]. 近来研究发现EMT在大肠癌发生发展

过程中起着重要作用, 并与肿瘤细胞的浸润和

转移有着非常密切的关系.

1  EMT在炎症促进大肠癌发生发展中的作用

慢性炎症被认为是包括大肠癌在内的许多种人

类肿瘤疾病的原因之一, 流行病学和临床研究均

证实两种主要的炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD): 溃疡性结肠炎和Crohn's病[4]发展成

大肠癌的风险明显升高. 慢性炎症可以通过诱

导细胞DNA修饰导致肠上皮细胞发育不良, 此
外还可通过DNA甲基化和组蛋白修饰等作用影

响肠上皮发育过程[5]. Bataille等[6]在Crohn's病瘘

管形成过程中发现肠道上皮标志物E-cadherin和
β-catenin表达降低(β-catenin在EMT的起始阶段

合成增加, 而在EMT最终阶段合成明显减少[7]); 
间质标志物β-integrin表达增多(TGF-β激活EMT
的过程依赖于β-integrin, 然后通过Smad3依赖

性的转录过程或者非Smad3依赖性、p38MAPK
激活和GTP酶调节的信号传导途径[8]), 而该蛋

白随着EMT的进展逐渐由胞膜向胞质、胞核转

移, β-catenin移位被认为是Crohn's病发展过程中

EMT的关键分子步骤.
在肿瘤相关炎症(cancer related inflammation, 

CRI)相关分子中发现一些重要的始动因子, 包括

NF-κB、STAT3[9]、IL-1β、IL-6、IL-10和TNF-α
等. NF-κB是一种关键的内源性炎症/免疫调节

因子[10]. Douglas等在大肠癌细胞中发现了异常

的NF-κB调节, 且证实在结肠肿瘤起始和发展

中NF-κB和CRI之间存在密切联系, 通过靶向灭

活IkappaB使肿瘤浸润白细胞中NF-κB失活抑制

了炎症相关大肠癌的发生, 从而为结肠肿瘤中

NF-κB和炎症细胞的作用提供了基因水平证据. 
IL-6是NF-κB激活的一个主要效应分子, 并且与

STAT3存在密切关系, 他具有促进生长和抗凋亡

能力[11]. 研究发现IL-6能保护正常肠上皮细胞和

癌前细胞免受凋亡, 并促进肿瘤起始细胞增殖, 
在此过程中NF-κB-IL-6-STAT3通路起着重要作

用. Lee等[12]发现大肠癌中NF-κB的活化状态需要

STAT3维持, 提示STAT3是肿瘤细胞增殖和存活

的关键因子, 并调控了c-Myc、Mcl-1、Cyclin D
和Bcl-2表达[13]. 抑制因子从不同水平上调控NF-
κB信号通路, Tir8是表达于肠黏膜上IL-1R家族

的一员, 他能够通过阻止IRAK-1和TRAF-6, 抑制

信号从IL-1R/TLR复合物传导[14]. 在小鼠大肠癌

肿瘤模型中发现NF-κB下游分子CCL2、CCL3、
IL-1和IL-6能够促进炎症相关的肿瘤形成, 并发

现NF-κB激活过程中Tir8的缺失直接导致了大

肠癌形成[15]. 肿瘤相关巨噬细胞(tumor associated 
macrophages, TAM)分泌的TNF通过抑制GSK-3β
促进了Wnt/β-catenin信号传导, 促进了结肠上皮

细胞向间质转化, 此过程在大肠癌发展中起着

重要作用[16]. 此外, 炎症细胞中NF-κB激活也造

成了COX-2和ROS水平升高, ROS能诱导DNA损

伤、DNA甲基化、转录后修饰和肿瘤抑制基因

突变等[7]; 控制炎症反应和诱导肿瘤细胞凋亡的

TGF-β和低氧诱导因子-1(hypoxia-inducible fac-
tor-1, HIF-1)同样是炎症微环境中促使上皮细胞

发生间质转化的潜在诱导因子[17].
Grivennikov等[17]证实IL-6与其受体sIL-6α

结合后停留在细胞表面并能借助胞内T G F-β
通路促进结肠上皮向恶性转化 ;  I L -10激活

S TAT3(信号传导蛋白-转录激活物)后通过与

IL-6相似的途径介导细胞恶性转变[18]. TGF-β
作为炎症因子可造成包括肠道在内的多器官自

身免疫性疾病, 且可激活多种信号通路如Erk、
c-Jun、JNK、PI3K和RhoA等[19], 也能诱导某些

转录因子和转录调节因子在EMT中的表达, 包
括δEF1、SIP1和Snail等, 从而有利于结肠上皮

EMT的发生[20]. TNF-α在IBD发病机制中是一种

重要的炎症因子, 在炎症相关大肠癌(colitis as-
sociated colorectal cancer, CAC)中也起着重要作

用[21], TNF-α在CAC中主要依赖激活胞内转录因

子NF-κB进行信号传导, 通过NF-κB的多向性转

录激活作用(NF-κB可以结合至靶基因MMP-9、
IL-8、uPA、VEGF、CXCR4、骨桥蛋白等的启

动子或增强子之上进行调控[22])诱导结肠上皮细

胞向肿瘤细胞分化、增殖, 并抑制细胞凋亡、

促进肿瘤侵袭和转移[23]. 此外, 其他炎症因子如

IL-12、IL-13和INF-γ等在慢性大肠炎发展过程
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■相关报道
有研究发现在多
种细胞系中加入
过氧化氢 (H 2O 2)
能够激活NF-κB, 
此外细胞中激活
NF-κB的物质也
造成了ROS水平
明显升高, 而ROS
能够诱导DNA损
伤、转变细胞信
号传导通路; 由于
DNA损伤是肿瘤
形成的原因之一, 
因此由炎症生成
的ROS被认为参
与了肿瘤形成的
过程.

中也参与了肿瘤形成过程, 而TGF-β、IL-10则
能在此过程中发挥协同作用[24].

目前已证实上述参与炎症发生和发展的

各种细胞因子如, TGF-β、TNF-α和NF-κB等均

是EMT信号通路的关键因子, 可见EMT参与了

炎症促进大肠癌发生和发展的相关过程, 但是

EMT在此过程中的详尽机制尚待进一步研究.

2  EMT在腺瘤性息肉病相关的大肠癌发生发展

中的作用

FAP在结肠腺瘤性息肉疾病中占有主要地位, 相
关研究证实位于染色体5q21的APC突变失活是

FAP的主要原因[25], APC突变被认为启动了大肠

癌发生的多步骤过程, 最终FAP往往发展成为

大肠癌[26]. 与FAP相同的是绝大多数散发大肠

癌病例起源于结肠腺瘤且同时伴有APC突变. 
Vécsey-Semjén等[27]证实小鼠敲除APC外显子

exon14后可导致结肠腺瘤发生, 免疫组织化学

检测该模型结肠上皮细胞中可见Wnt信号通路

的关键因子β-catenin在胞质和胞核中积累, 且编

码C-Myc和Cyclin D1的mRNA也显著增加. APC
是一种肿瘤抑制基因, 可以作为Wnt/β-catenin
的负性调控因子, 在正常结肠上皮细胞A P C/
β-catenin复合物被丝氨酸-苏氨酸激酶(GSK3β)
磷酸化, 导致β-catenin降解, 而在APC突变失活

及Wnt信号转导通路开启时GSK3β的磷酸化作

用被抑制[28], 使其不能诱发β-catenin降解, 从而

造成胞质内的β-catenin持续累积, 后者作用于靶

基因C-Myc和Cyclin D1等, 最终导致Wnt通路介

导的EMT发生, 正常结肠黏膜上皮向间质转化, 
最终结肠上皮细胞发生恶性转化[29,30].                

Lochter等[31]利用COGA-8结肠上皮细胞培

养发现Cyclin D1与CDK4、CDK6结合, 诱导生

成Cyclin A和Cyclin E, 再与CDK2结合从而使

结肠上皮细胞从G1期进入S期. C-Myc启动子区

域有β-catenin结合位点, 因此C-Myc表达可以被

Wnt通路上调, C-Myc过表达使其结合至Cyclin 
D2启动子特定的DNA序列并促进Cyclin D2的
转录过程[32]. Wnt通路还能直接上调Cyclin D1, 
因为Cyclin D1启动子区域包含LEF-1结合位点, 
而该位点被认为是Wnt通路的直接作用靶点[33]. 
β-catenin在胞核内与淋巴细胞增强子结合因子

1(LEF-1)和T细胞因子-4(Tcf-4)结合并作为转

录共激活子启动下游基因(Slug、Cdx-1、Id2
和ENC1等)表达. APC上β-catenin结合位点的减

少程度与Wnt通路中β-catenin/LEF-1/Tcf-4复合

物增加的程度呈负相关[34], 而β-catenin/LEF-1/
Tcf-4的增加导致了结肠上皮细胞间紧密连接蛋

白ZO-1减少、胞间桥粒等连接蛋白降解、细胞

骨架重组、细胞离体和获得迁移能力[35], 还可以

直接作用于AP-1转录因子复合物中c-jun和fra-1
的启动子部位使该转录复合物增多、上调uPAR
转录[36]. 此外, 该复合物还能上调ZEB1表达(高
表达于FAP腺瘤、结肠腺癌上皮细胞, 且与胞

核β-catenin水平呈正相关[37]), 而ZEB1能抑制

E-cadherin生成[38], 且该转录激活复合物参与了

腺瘤转变为腺癌甚至肿瘤转移的全过程[39]. 以上

过程最终使结肠上皮细胞经历EMT过程(如细胞

间连接蛋白降解、细胞迁移能力增强和获得间

质表型等)并向恶性转化.
另外, CK2α是一种高度保守的丝氨酸-苏氨

酸蛋白激酶, 可以磷酸化多种底物并在多种生

理病理过程中起重要作用[40]. 正常结肠上皮细胞

逐渐演变成腺瘤或腺癌的过程被认为与EMT及
E-cadherin、Vimentin和β-catenin等基因表达改

变紧密相关. Zou等[40]发现CK2α表达于正常结

直肠上皮细胞和结直肠腺瘤/腺癌细胞, 通过调

节参与细胞周期的癌基因c-myc和抑癌基因p53
和p21等影响了大肠癌的演变过程. CK2α敲除或

转染CK2α SiRNA后上皮标志物E-cadherin表达

显著升高、间质标志物vimentin表达降低, 还能

造成细胞中转录因子Snail1、Smad 2/3和癌基因

c-myc的表达下降, 以上结果说明CK2α能够对

上皮间质转变起到某种程度的抑制作用, 但是

CK2α影响结肠腺瘤向大肠癌转变的具体机制

尚未完全明确.

3  microRNAs介导的EMT在大肠癌发生发展中的

作用

microRNAs是一类长度在18-25 nt的单链寡核糖

核苷酸的非编码RNA, 具有高度的保守性、组

织特异性和发育时序性[41], 在转录后水平通过

负向调节mRNA发挥其功能, 与mRNA的靶向

识别以与3'末端UTR互补性结合为基础[42]. mi-
croRNAs翻译水平的抑制作用常伴随由poly(A)
尾加速脱腺苷化和后续核酸外切消化导致的靶

mRNA水平减少[43], 而且microRNAs控制其靶点

特异性的关键区域在5'末端2-7个碱基对的种子

序列[44], 可以在细胞增殖、分化、凋亡、新陈

代谢及胚胎发育等过程中起调控作用[45], 部分

microRNAs通过调控癌基因和肿瘤抑制基因的

表达; 部分通过直接作为癌基因或肿瘤抑制基
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■创新盘点
本文系统综述了
EMT在大肠癌发
生发展中的研究
进展, 重点总结了
慢性肠道炎症、
大肠腺瘤性息肉
病、microRNAs
在大肠癌发生发
展中的作用以及
EMT的有关信号
通 路 ( 包 括 W n t /
β-catenin、FGF、
R a s 、 P I 3 K 、
Notch和Hedgehog
信号通路), 其他文
献并未对上述方
面进行过系统的
总结, 并明确其重
要意义.

因参与了大肠癌的病理过程[46]. 虽然microRNAs
参与大肠癌发生发展的相关研究较多, 但有关

microRNAs在大肠癌中介导EMT的研究仍较少.
研究证实在许多原发肿瘤及相应转移瘤中存

在不同程度的microRNA表达, 在蛋白络氨酸

磷酸酶(PTP)Pez诱导MDCK的细胞系中发现

了T G F-β参与E M T的过程 ,  因为在该细胞系

中发现了细胞间连接缺失和间质表型过表达. 
此外通过RT-P C R还发现m i R-200家族(m i R-
200a、miR-200b、miR-200c、miR-141和249)
及miR-205表达的下调, 而稳定的miR-200s过表

达可以阻止TGF-β诱导的EMT, 提示miR-200s
是EMT的关键调控因子, 且miR-200s是通过抑

制ZEB1和SIP1的翻译来调控EMT的[47]. 关于

miR-200家族、ZEB1和SIP1, 我们推测上皮细

胞和间质细胞表型之间的转化是由ZEB1和SIP1
的水平决定的. ZEB1和SIP1结合至目的基因如

上皮细胞关键基因E-cadherin启动子成对的ZEB
样E-Boxs(CACCTG)上从而抑制这些基因的转 
录[48]. 以上证据提示miR-200s的丢失可能导致肿

瘤的侵袭性增强, 甚至造成远处转移. TGFβ、

TNFα由浸润的炎症细胞或肿瘤细胞产生, 已被

证实能够诱导结肠癌细胞发生EMT, 在结肠癌

SW480细胞系中通过miRNA表达分析发现稳

定敲除ZEB1能够导致胞间连接蛋白E-cadherin
表达上调、细胞迁移和侵袭的能力下降 ,  而
miR-141、miR-200b和miR-200c的表达水平明

显升高, 且miR-141、miR-200c的表达上调最

为明显. 此结果也被RT-PCR检测所证实, 提示

这两种miRNA参与了结肠癌EMT过程[49]. 而
Colwell[50]利用TGFβ/TNFα诱导LIM1863大肠癌

细胞发生EMT的过程中发现miR-21和miR-31
表达水平明显升高; 蛋白定量分析发现miR-21
和miR-31促进了TGFβ诱导的EMT的过程, 与
miR-200抑制EMT上游调控因子ZEB1/2不同, 
miR-21和miR-31主要作用于EMT下游因子T淋
巴瘤侵袭转移蛋白1(TIAM1), 后者是一种Rac 
GTPase交换因子[51]. 此外, miR-9和miR-335通过

直接抑制E-cadherin和SOX4合成促进了大肠癌

细胞转移. 以上结果说明某些microRNA可以在

TGF-β信号通路的下游发挥作用从而促进结直

肠癌的发生和转移.
启动子超甲基化和肿瘤抑制基因沉默是肿

瘤形成的重要分子标志. Davalos等[52]通过大肠癌

原发肿瘤微切除证实5'-CpG岛超甲基化相关的

miR-200b/200a/429和miR-200c/141多顺反子转录

沉默是调节EMT和MET转变的重要步骤, 也是

大肠癌肿瘤进展的关键, 并发现miR-200超甲基

化和ZEB1/ZEB2上调与CDH1、CRB3和LGL2表
达下调相关; TGFβ诱导的EMT中miR-200超甲基

化失活伴随着E-cadherin丢失和Vimentin增加[53]; 
Twist基因启动子获得CpG岛超甲基化后即可诱

导结肠上皮细胞发生间质转化. 此外, 其他组蛋

白修饰基因, 如LSD1、CREB结合蛋白、SIRT1
等也参与了EMT过程. de Krijger等[46]发现36%的

大肠癌原发肿瘤中miR-34a表达下降, 部分归因

于TP53的突变, 部分是由于启动子甲基化; EMT
激活因子TGFβ上调也促进了miR-21和miR-31表
达, 后两者在大肠癌中促进了TGFβ诱导的EMT
过程. 此外, miR-373、miR-126和miR-196a转染

的大肠癌细胞则显示出明显肺转移潜能.
Sreekumar等[54]证实E-cadherin表达受miR-9

直接调控而转录抑制, miR-199和miR-218则是

间质特征性蛋白N-cadherin的潜在直接调控mi-
croRNA. miR-138、miR-488和miR-151能够在

EMT过程中调节FAK的表达水平从而影响大肠

癌肿瘤细胞的迁移能力.

4  大肠癌中EMT的有关信号通路

在EMT介导大肠癌发生发展过程中伴随着众多

信号通路的激活, 将胞外信号传导入胞内引起

E-cadherin、Vimentin等异常、表型改变、基底

膜降解、上皮细胞向间质转变和细胞迁移等一

系列变化, 最终导致正常结肠上皮细胞转变为

大肠癌细胞.
4.1 Wnt/β-catenin和FGF信号传导通路 Wnt信号

需要通过标准和非标准的信号通路传导, FGF
信号通过PI3K-AKT、MAPK和PLCγ通路传导. 
GSK3β是Wnt标准信号传导通路和FGF依赖性

PI3K-AKT信号传导通路的关键分子.
标准的Wnt信号通路决定细胞的分化方向, 

非标准的信号通路控制细胞的极性和运动潜能,
前者通过卷曲家族受体(Frizzled)和LRP5/LRP6
受体进行信号转导, 后者通过Frizzled和ROR1/2
共同受体进行信号传导. LRP5和LRP6是LDL
家族的蛋白分子, 胞外有Wnt结合位点, 胞内有

Axin模体结构. 除Wnt信号外, β-catenin为实现

在蛋白化及蛋白酶体介导的降解而与GSK3β结

合并被后者磷酸化[55], 标准的Wnt信号诱导Friz-
zled-Dishevelled复合物与LRP5/LRP6-AXIN-
FRAT结合, 使β-catenin从GSK3β释放, 最终在胞

核中稳定的累积. β-catenin与TCF/LEF、BCL9/
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9L结合成TCF/LEF-β-catenin-Legless-PYGO复

合物, 作为Wnt信号通路的效应物[56]. 非标准Wnt
信号通路中ROR1和ROR2是受体型络氨酸激酶, 
胞外为Wnt结合位点, 胞内为CKIε结合结构域, 
RhoA、c-JUN、N末端激酶(JNK)、Nemo样激

酶(NLK)是非标准Wnt信号通路的效应物. FGF
与受体结合后诱导受体二聚化、络氨酸激酶活

化及受体自身磷酸化, FRS2、FRS3和PLCγ与磷

酸络氨酸残基相互作用被募集至FGF受体, 然
后FRS2/3招募GRB2、SHP2, FRS2/SHP2/GRB2
复合物募集GAB1激活PI3K, 导致GSK3β活性

下降、Snail-EMT级联反应激活、E-cadherin/
α-catenin表达下调、结肠上皮细胞恶性转化, 最
终参与了大肠癌的发生发展过程[57]. 基因分析发

现Dishevelled是Wnt通路的正向调控蛋白, 它发

挥作用时处于受体下游、β-catenin的上游, 能导

致c-Myc和cyclin D基因在结肠癌细胞中出现扩

增[58].
4.2 Ras信号传导通路 Ras蛋白在调节大肠癌发

生发展的信号通路中起着重要作用. 生长因子

活化的受体激活后, 活化的Ras通过Raf激酶激活

MAPK激酶(MEK1、MEK2), 导致胞外ERK1、
ERK2激活[59]. ERKs位移至细胞核并激活核转录

因子, 如Elk-1、ATF-2、ETS1/2, 使癌基因转录

迅速开启. 首先, BRAF是Raf家族的一员, 他的

突变与增强了的激酶活性有关, 且在9%-11%的

结直肠癌中发现此现象; 其次, 在30%-40%的腺

瘤和76%的结直肠癌肿瘤中证实MEK磷酸化及

激活; 再次, 结直肠癌中呈现ERK的高度激活, 且
证实ERK1、ERK2活性在肠道肿瘤中明显升高; 
最后, 试验证实阻断MEK/ERK抑制了结肠癌细

胞的生长, 表明ERK参与了结肠癌细胞的增殖. 
MEK1通过Egr-1、Fra-1增强Snail1/2表达而下调

E-cadherin[60]. 另有研究证实结肠上皮细胞表达

活化的MEK1获得了向肿瘤细胞转变及转移的

潜质. 除MAPK途径外, Ras还可通过PI3K和Rho 
GTPase或与TGF-β协同诱导大肠癌EMT. PI3K激

活后影响EMT过程的机制如前所述; 此外, PI3K/
Akt能够使Rho GTPase激活, 也能与TGFβ通路相

互作用从而影响大肠癌EMT过程[61].
4.3 PI3K信号传导通路 磷酸酰肌醇3激酶(PI3K)
通路对正常细胞代谢、生长及肿瘤进展起着重

要作用. PI3K的抑制因子PTEN缺失(10号染色

体上磷酸酶和张力蛋白同源敲除)与结肠肿瘤相

关, 证实PI3K信号通路在大肠癌发生过程中起

着重要作用. 近年来研究提示66%-70%的大肠

癌中PTEN表达下调, 且与微卫星不稳定紧密相

关. 此外还证实TNFα造成了PTEN下调. IEC-6
和HIE细胞敲除PTEN后β-catenin表达水平明显

升高, 大肠癌SW480细胞中V-catenin表达也有轻

度升高, 提示β-catenin的表达受PTEN调控. 利用

LY294002或Wortmannin抑制PI3K降低了c-Myc
和cyclin D1表达, 而在RIE-1细胞中敲除PTEN则

显著上调了上述蛋白的表达; 同样在IEC-6和HIE
细胞中使PTEN沉默增加了c-Myc和cyclin D1的
表达, 说明PTEN丢失可以通过促进细胞增殖、

抑制凋亡而影响大肠癌的发生[62]. Bowen等[63]发

现在野生型PTEN结肠肿瘤细胞中Akt2过表达

导致了肿瘤微转移的形成, 提示Akt可能是作为

TGF-β1下游调控因子发挥作用的. PI3K/Akt通路

下游的效应分子mTOR激酶调控着CRC肿瘤的

发生, 且证实mTORC1和mTORC2通过RhoA和

Rac1通路调控着结肠癌细胞的迁移能力.
4.4 Notch和Hedgehog信号传导通路 Notch通路

在胚胎发育和内环境稳定中发挥着重要作用, 
其异常激活参与了多种肿瘤的发展过程. 该通

路激活是由Notch配体(Jag1、Jag2、DLL1、
DLL3和DLL4)结合至相应受体上引起的. 配体

在细胞外被蛋白酶裂解、在胞内被γ-分泌酶裂

解[64], 使得Notch胞内结构域(NICD)转至细胞

核, 在胞核中与CSL和其他共刺激因子如Maml 
1、2、3构成转录激活复合物, 最终激活Notch
通路的靶基因Hes和Hey1, 使上皮细胞恶性转

化. 研究显示大肠癌EMT的诱导因子ZEB1可通

过抑制miR-200表达而稳定Notch通路的Jag1、
Maml2和Maml3, 并证实ZEB1通过提高Jag1的
表达而增强Notch通路激活[65].

Hedgehog通路与通过抑制E-cadherin表达

而参与EMT过程的Wnt、EGR/FGR和TGFβ/Ac-
tivin/Nodal/BMP通路存在交互作用[66]. 虽有研 
究[67]证实Hedgehog通路能诱导Snail l表达上调, 
但是尚未证实Hedgehog对Snail l有直接转录激活

作用. 另外Hedgehog能诱导JAG2表达上调、促

进TGFβ分泌[68], TGF-β1激活使胞核内NF-κB调
控的ZEB1和ZEB2表达上调, 同样使Smad-Sp1调
控的间质标志物Vimentin等表达上调从而促进大

肠癌细胞迁移及侵袭.

5  结论

在胚胎发育中EMT是必需的生理过程, 而肿瘤

组织诱导产生的EMT则是肿瘤浸润和转移的重

要机制之一. 目前, 越来越多的证据表明EMT在

■应用要点
随着对EMT作用
机制的研究不断
深入以及对其信
号通路和关键分
子的逐步了解, 相
关的研究结果为
临床治疗肿瘤提
供了重要的靶点
与途径.
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肿瘤发生、发展机制中起着重要的作用, 随着

对EMT作用机制的研究不断深入以及对其信号

通路和关键分子的逐步了解, 相关的研究结果

为临床治疗肿瘤提供了重要的靶点与途径. 由
于EMT主要是由E-cadherin的转录抑制因子诱

发的, 因此借助靶向抑制Snail等的治疗方法为

防止肿瘤进展提供了可能. 此外, EMT信号传导

通路中的关键分子GSK-3β、PAK和TGFβ等将

来也有可能成为阻断EMT的重要靶点. 虽然目

前对EMT发生机制的研究尚未完全清楚, 但是

随着相关研究的不断深入, 人们对EMT的了解

将会变得更加清晰.
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Abstract
Colorectal cancer (CRC) is a common diges-
tive system disease posing a serious threat to 
people's health. There are about 1.2 million new 
cases of CRC diagnosed worldwide each year, 
and the figure in China is 130 thousand. The 
socio-economic development  and changes in 
diet and habits in China have led to a significant 
increase in both the incidence and mortality of 
CRC. The average age of onset of CRC in China 
is about 20 years old lower than that in Western 
countries, ranking second among all malignant 
tumors. The incidence and mortality of CRC in 
some developed regions of China, however, is 
close to those in Western developed countries. 
The development of CRC results from multiple 
factors, and nearly a quarter of patients with 
CRC could have avoided suffering from this dis-
ease  by making favorable lifestyle habits. Now-
adays, two-thirds of adults are fighting against 
overweight and obesity. Numerous recent stud-
ies indicate that high body mass index (BMI) is 
related with colorectal cancer. This article will 
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■背景资料
结直肠癌(CRC)的
发生是多种因素
综合作用的结果. 
超质量或肥胖使
患某些肿瘤的风
险增加, 其中包括
CRC. 近期, 国内
外对体质量(BMI)
与CRC的相关性
研究备受关注.

review recent advances in understanding the re-
lationship between BMI and CRC.

Key Words: Colorectal cancer; Body mass index; 
Obesity
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摘要
结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是消化系统
常见的严重危害人们健康的杀手, 全球每年约
有120万新发病例, 其中中国约有13万. 随着我
国社会经济发展和饮食结构的改变, CRC的发
病率和死亡率呈逐年上升趋势, 且平均发病年
龄低于西方国家约20岁, 居所有恶性肿瘤中的
第2位, 在中国发达地区已经接近西方发达国
家. CRC的发病是多种因素综合作用的结果, 
近四分之一的CRC患者可以通过良好的生活
习惯来避免患病. 目前全球有2/3的成年人正
在与超重和肥胖做斗争. 近期大量研究表明, 
高体质量指数(body mass index, BMI)与结直
肠癌的发病具有一定关系. 本文就BMI与CRC
相关性的研究现状作一综述.

关键词: 结直肠癌; 体质量指数; 肥胖
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是大肠中常见

的恶性肿瘤, 其发病率呈逐年上升的趋势, 在美

国为第3大最常见肿瘤, 2011年约141 210名新发

病例和49 380名患者死亡[1], 而在我国每年约有

13万新发病例, 半数以上的CRC起源于大肠腺

瘤[2,3]. CRC的发生是正常肠上皮-增生改变/微小

腺瘤-早期腺瘤-中期腺瘤-后期腺瘤-癌-癌转移

的演变过程. 这一演变过程中癌基因与抑癌基

因的变化已经明确, 基因突变是由于环境因素

尤其是饮食因素与遗传因素等综合作用的结果, 

■同行评议者
万军, 教授, 中国
人民解放军总医
院 南 楼 老 年 消 
化科
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■研发前沿
随着研究的不断
深 入 ,  B M I 除 与
CRC的发病有关
外 ,  还 发 现 与 肥
胖人群的CRC筛
查与CRC预后有
着 一 定 关 系 ,  科
学有效的目标干
预BM I，从而提
高CRC的早期诊
断及治疗或许将
成为今后CRC研
究的热点.

如高蛋白、高脂肪和低纤维素的饮食结构和超

重、肥胖已经成为当今社会不容忽视的问题, 
超质量或肥胖对健康的威胁包括患某些肿瘤的

风险增加[4,5], 其中包括CRC. 近期, 国内外对体

质量指数(body mass index, BMI)与CRC相关性

的研究异常活跃, 现就BMI与CRC相关性的研究

现状作一综述.

1  BMI和肥胖

1997年在日内瓦召开的世界卫生组织专家会议

上通过了超质量和肥胖的国际标准, BM I是世

界公认的一种评定肥胖程度的分级方法, BM I
具体计算方法: BMI = 体质量(kg)/身高2(m2). 根
据2001年中国肥胖问题工作组推荐的中国成

年人超质量肥胖BM I诊断标准[6]: BM I＜18.5 
kg/m2为低体质量, 18.5-24.0 kg/m2为正常体质量, 
24.0-28.0 kg/m2为超质量, ＞28.0 kg/m2为肥胖, 
以男性腰围≥85 cm, 女性腰围≥80 cm为腹型肥

胖判断标准. 在欧美等经济发达国家肥胖已经

成为严重威胁公众健康的社会公共卫生问题. 
在我国随着经济的飞速发展和人民生活水平的

提高, 高脂肪高碳水化合物饮食结构的改变, 人
们出行方式的改变及劳动强度的下降等原因造

成肥胖率在我国呈现逐年增加的趋势. 2005年
据武阳丰等[7]进行的中国居民超质量和肥胖流

行现状调查发现, 我国居民超质量率和肥胖率

之和为23.2%, 已接近总人口的1/4. 时至今日, 肥
胖人群的数量仍在不断增加, 2010年张丽等[8]对

乌鲁木齐市成年女性超质量和肥胖调查分析显

示: 超质量率为27.62%, 肥胖率为7.16%, 两者之

和为34.78%, 高于2005年全国水平近11个百分

点, 这可能与当地饮食习惯、生活方式及性别

差异有关. 我们可以看到超质量及肥胖的发病

率正在逐年上升, 已成为我国目前面临的最大

的公共卫生挑战之一.

2  BMI和CRC的发病、筛查及预后的相关性

2.1 BMI和CRC的发病 在欧洲, 使用世界卫生组

织和癌症登记数据的癌症发病率和死亡率的估

计显示, CRC是继男性肺癌和女性乳腺癌后第2
个最常见的肿瘤[9]. CRC的发生是由于癌基因、

抑癌基因的变化及与环境因素、遗传因素相互

作用的结果, 其中饮食结构的改变, 尤其是高脂

肪高蛋白低纤维素食物的大量摄入导致的超质

量或肥胖与CRC的发病有关[10,11]. Wei等[12]的研

究发现, 在中国南方城市, BMI≥24.0 kg/m2, 同
时有家族史的人群患CRC的风险明显增加. 半

数以上的CRC起源于大肠腺瘤. 近期的研究表

明吸烟、高脂肪、低纤维素饮食和运动缺乏与

大肠腺瘤的发生相关[13]. Hong等[14]对于腹型肥

胖与大肠腺瘤风险的一项荟萃分析显示: 无论

男性或女性, 腹型肥胖均可能会增加大肠腺瘤

的发生风险, 但是男性和女性在腰围影响大肠

腺瘤发生风险方面具有明显差异, 这可能与性

别差异导致的脂肪和睾酮浓度的差异有关. Park
等[15]的研究发现, 测量身高、腰围和腰臀比与女

性患CRC的风险密切相关. Siddiqui等[16]对2 903
名经过大肠镜检查病理证实为大肠腺瘤性息肉

的患者进行的回顾性的研究表明, BMI在30 kg/
m2以上时, BMI每增加一个单位发现进展性大肠

腺瘤性息肉的几率就增加1%, 而且指出肥胖可

能是通过促进进展性大肠腺瘤性息肉的发展而

增加患CRC的几率. Win等[17]的研究显示, DNA
错配修复基因突变的携带者和非携带者患CRC
的风险与BMI有着十分密切的联系, 如对于携带

者而言, BMI每增加5个数值, 患CRC的风险增加

30%. Zhao等[18]对加拿大纽芬兰和拉布拉多州的

一项病例的对照研究表明, 肥胖的患者中饮酒

者可能和患CRC的几率明显增加有关. 关于体

质量指数和患CRC的风险之间的关系在已有的

报道中并没有出现一致的结论. 为此, Ben等[19]

基于Medline数据库、EMBASE数据库和ISI科
学网的已有的资料和检索有关文献的参考目录

来确定相关符合条件的36个独立研究并对其进

行了荟萃分析显示, 增大的BMI增加了患结肠腺

癌而不是直肠腺癌的风险, 与CRC不同, 增大的

BMI同CRC风险间的关系在性别上并没有表现

出差异性.
2.2 BMI和CRC筛查 筛查可以发现癌前病变和

早期癌症, 通过对癌前病变的干预和对早期癌

症的处理不仅对疾病具有治疗作用, 也具有预

防作用, 可大大提高5年生存率. 因此, 筛查是必

要的[20], 是早期发现和诊断最有效的方法. 2012
年来自于美国内科医师协会的CRC筛查指南建

议[21]在进行筛查之前, 对所有成人的CRC风险进

行个体化评估, 同时应当权衡筛查手段的风险

与收益, 并综合考虑检查可及性和患者倾向性, 
然后选择筛查方式. Anderson等[22]采用横断面

研究BMI和CRC之间的关系显示, 随着BMI的增

加, 女性患CRC的风险逐渐增加, 尤其对于BMI
≥40 kg/m2女性, 而在男性中并不存在这种关系. 
所以对肥胖女性进行结肠镜筛查显得尤为重要. 
美国目前人群CRC 5年生存率为64%, 早期的达
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90%. Soerjomataram等[23]对超质量CRC幸存者进

行目标干预研究发现, 减轻体质量是最重要的

一个干预措施, 尤其是对于那些经历过化疗和

处于较低社会经济地位的男性患者. 目前CRC
的筛查方法主要有粪便检测和结肠结构的检测, 
每种筛查方法具有各自的优势及局限性, 其效

果的优劣最终取决于检测的准确度和患者的依

从性. 2004年Heo等[24]对美国≥50岁的成年人进

行研究显示, 体质量和CRC筛查行为是有关系

的, 但是在男性和女性之间是有差异的, 尤其是

超质量或肥胖的女性接受乙状结肠镜的筛查较

正常体质量指数的女性更少. Messina等[25]的研

究指出, 超质量或肥胖的女性患CRC的风险更

大, 因为她们有更高的BMI值以及不愿行CRC的
筛查. 有证据显示, 对处于一般风险水平的人群

进行筛查, 可通过发现和切除癌前病变, 降低死

亡率并阻止癌症的发生和发展[26]. 最近Cohen等
[27]关于成年白种人与黑种人肥胖和CRC筛查的

关系发现, BMI过高并不是整个人口CRC筛查的

威胁. 对于CRC筛查率低的国家, 应该致力于公

共卫生倡议增加个体的筛查. 由此可见, CRC的
筛查需要进行结直肠癌风险的个体化评估, 同
时还需要根据BMI的不同, 以及性别的差异等制

定不同的筛查方式, 以期早发现早诊断, 从而大

大提高5年生存率.
2.3 BMI和CRC的预后 影响CRC预后的因素很

多, 包括年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大体类型

和病理类型及生物学特征等, 对这些因素加以重

视并进行正确的干预, 以期提高CRC的治愈率, 
改善生活质量, 延长生存时间. Linebarger等[28]对

不同BMI的CRC手术切除患者进行分组, 发现各

组淋巴结的发现率在统计学上没有差异, 尽管高

BMI会使手术的难度及时间增加, 但不会影响淋

巴结的获取. 研究还发现, 尽管BMI≥30.0 kg/m2

和BM I处于正常范围的患者相比, 腹腔镜手术

会增加手术时间、失血量和术后并发症, 但是

在临床上仍然可行, 并不是腹腔镜手术的禁忌
[29,30]. Simkens等[31]对796名接受化疗的CRC患者, 
根据BMI数值分为4组, <18.5 kg/m2、18.5-24.9 
kg/m2、25.0-29.9 kg/m2和≥30.0 kg/m2, 4组的中

位生存期分别为8.0、14.9、18.4和19.5 mo, 表明

BMI数值越高, 预示着较长的中位生存期, 是一

个独立的生存预后因素, 而对于同时接受化疗和

靶向治疗的患者并不存在这种关系. Morikawa等
[32]分析了1980-2004年的955例Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ

期的CRC患者数据, 得出BMI≥30.0 kg/m2时, β-

连环素(β-catenin)阳性可较好预测患有结肠癌的

肥胖患者存活率, 但对非肥胖患者无预后价值. 
但是Garcia-Oria Serrano等[33]通过多变量分析显

示, BMI并不是在无转移的结肠癌患者长期生存

的独立预后因素, 而TNM分期、ASA评分、手

术技术、手术时的年龄以及细胞的免疫反应可

以作为预后因素. 随着医学技术的进步, 微创医

学日趋成熟并得到广泛应用, Balentine等[34]的回

顾性研究显示, 肥胖CRC的微创手术是安全有效

的, 且肠功能恢复迅速, 如能保证良好的肿瘤护

理质量, 可以明显缩短住院日. Sinicrope等[35]通过

对2 693名Ⅱ期或Ⅲ期大肠癌患者回顾性研究发

现, 肥胖者发生DNA错配修复缺陷的概率低于正

常体质量者, 且在多变量分析中, 该结论仍成立. 
肥胖患者的复发率高, 无瘤存活时间均较正常体

质量者短. 影响CRC预后的因素是多方面的, 近
期的研究显示BMI可能会影响分子水平的表达, 
而进一步影响临床生物学行为, 从而导致CRC预
后的差异.

3  结论

最近的研究表明, 虽然CRC的患病是多因素多步

骤综合作用的结果, 但只要对其中任何一个致

病因素加以干预就有可能明显降低CRC的发生. 
BMI和患大肠腺瘤及CRC的风险增加有关, 同时

与肥胖人群的CRC筛查及CRC预后有着一定关

系, 这其中也有一些不一致的观点, 需要更一步

深入的研究. 设计考虑区域差异、种族差异、性

别差异及扩大样本量等在内的实验验证, 希望通

过科学有效的目标干预BMI提高CRC的早期诊

断及治疗, 延长CRC患者的无病生存期及生活质

量, 这或许将成为今后CRC研究的热点.
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CRC的关系, 并针
对BM I的变化导
致CRC发病危险
增加的可能机制
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异、种族差异、
性别差异及扩大
样本量等在内的
实验研究提供了
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Abstract
AIM: To investigate the effect of herbs for clear-
ing heat and resolving stasis on liver function 
and survival in rats with acute liver failure (ALF).

METHODS: Rats were intraperitoneally in-
jected with D-GalN (1.4 g/kg) to induce ALF. 
One hundred and twenty-five SD rats were 
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■背景资料
急性肝衰竭(ALF)
是一种暴发式、
严重的临床综合
征 ,  病死率极高 . 
近年随着肝移植
和人工肝技术的
快速发展, 其存活
率 明 显 改 善 ,  但
总体死亡率仍达
40%, 故探索更为
有效的治疗方案
意义重大.

randomly divided into four group: normal 
group, model group, Stronger Neo-Minophagen 
C (SNMC) group, and Qingre Huayu herbs 
group according to whether or not to undergo 
ALF induction and interventional drugs. Each 
group was further randomly divided into two 
subgroups for testing at different time points. 
One subgroup was used to collect blood and 
liver tissue samples, while the other was ap-
plied to observe the survival of rats 96 h after 
ALF induction. Serum alanine aminotransferase 
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), total 
bilirubin (TBIL), albumin(ALB), cholinester-
ase (CHE) and plasma prothrombin time (PT) 
were measured, and hepatic histopathological 
changes were observed by microscopy after HE  
staining.

RESULTS: After 96-hour treatment, mean 
survival time of rats in the three groups were 
64.6, 71.9, and 83.3 h, respectively. The cumula-
tive survival rate of rats in the Qingre Huayu 
herbs group was higher than that of rats in the 
model group (χ2 = 4.428, P < 0.05). Compared 
to the model group, the levels of serum ALT, 
AST, TBIL and plasma PT were remarkably re-
duced in the normal group, Qingre Huayu herbs 
group, and SNMC group (all P < 0.01). The 
levels of serum ALT, AST, TBIL and plasma PT 
were significantly lower in the Qingre Huayu 
herbs group than in the SNMC group (all P 
< 0.01). Compared to the model group, liver 
pathological score was significantly lower in the 
Qingre Huayu herbs group and SNMC group 
(1.84 ± 0.13, 2.85 ± 0.20 vs 3.56 ± 0.24, both P < 
0.01), and in the Qingre Huayu herbs group than 
in the SNMC group (P < 0.01). In contrast, the 
levels of serum ALB and CHE were significantly 
higher in the normal group, Qingre Huayu herbs 
group, and SNMC group (all P < 0.01) than 
in the model group, and in the Qingre Huayu 
herbs group than in the SNMC group (P < 0.01). 

CONCLUSION: Qingre Huayu herbs can signifi-
cantly relieve liver cell’s damage, improve liver 
function and liver pathology, reduce mortality, 

■同行评议者
刘成海 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属曙光医院(东
部)肝病研究所
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■研发前沿
A L F 归 属 中 医
“急黄”、“天
行发黄”等范畴, 
其病因病机关键
在 于 “ 毒 ” 和
“瘀” .  解 毒 化
瘀为ALF的基本
治 法 ,  观 察 清 热
化瘀中药对ALF
模型大鼠的生存
影 响 ,  提 示 使 用
清热化瘀中药可
能 会 明 显 改 善
ALF临床预后.

extend survival time in D-GalN-induced acute 
liver failure rats, which indicated its potential 
use in patients with ALF.

Key Words: Chinese herbs; Acute liver failure; 
Clearing heat and resolving stasis; Survival rate; 
Syndrome

Zhang Y, Hu XY, Luo JX, Chen G, Gao SD. Effect of herbs 
for clearing heat and resolving stasis on liver function 
and survival in rats with acute liver failure. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1961-1966

摘要
目的: 探讨清热化瘀中药对急性肝衰竭(acute 
liver failure, ALF)模型大鼠肝功能及生存期的
影响. 

方法: 采用D-氨基半乳糖(D-GalN)单次腹腔
注射构建ALF大鼠模型, 125只SD大鼠以是
否接受造模和药物干预随机分为空白组、

模型组、复方甘草酸苷组和清热化瘀中药
组 ;  每组再以36、96 h两个时间点继续随
机分为1、2两个亚组, 共8组, 其中亚组1用
于造模后36 h取血及肝组织标本, 亚组2用
于观察96 h内大鼠的生存率. 以全自动生化
分析法检测血清丙氨酸氨基转移酶(a lanine 
aminotransferase, ALT)、门冬氨酸氨基转移酶
(aspartate aminotransferase, AST)、总胆红素
(total bilirubin, TBIL)、白蛋白(albumin, ALB)
和胆碱酯酶(cholinesterase, CHE), 全自动血凝
分析法检测血浆凝血酶原时间(prothrombin 
time, PT), 常规HE染色作肝组织病理学观察.

结果: 模型组、复方甘草酸苷组及清热化瘀
中药组估计平均生存时间分别为64.6、71.9、
83.3 h; log-rank检验提示清热化瘀中药组累积
生存率高于模型组(χ2 = 4.428, P <0.05). 与模
型组相比, 空白组、清热化瘀中药组和复方甘
草酸苷组血清ALT、AST、TBIL及血浆PT水
平均显著下降(P <0.01), 清热化瘀中药组低于
复方甘草酸苷组(P <0.01). 与模型组相比, 空
白组、清热化瘀中药组和复方甘草酸苷组在
血清ALB和CHE水平均明显升高(P <0.01), 清
热化瘀中药组高于复方甘草酸苷组(P <0.01). 
与模型组相比, 清热化瘀中药组和复方甘草
酸苷组肝组织损伤程度积分明显下降(1.84±
0.13, 2.85±0.20 vs  3.56±0.24, 均P <0.01), 清
热化瘀中药组低于复方甘草酸苷组(P <0.01).

结论: 清热化瘀中药可显著减轻D-GalN诱导
急性肝衰竭大鼠肝细胞的损伤, 改善肝功能及
肝脏病理并降低ALF模型大鼠的病死率、延
长生存期, 对ALF患者有潜在的临床应用价值. 

关键词: 中草药; 急性肝衰竭; 清热化瘀; 生存率; 证候
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0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是由多种

原因引起的肝脏代谢及免疫功能急骤丧失, 出
现以肝性脑病、凝血障碍等为特征的一种暴发

性、严重的临床综合征, 部分可进展为多脏器

功能衰竭, 未经肝移植者死亡率往往超过90%[1]. 
近年来, 随着人工肝支持系统为基础的内科综

合治疗的不断进步, 临床疗效有所提高, 但总

体病死率仍高达40%[2], 所以寻找一种切实可

靠的干预方法, 具有重要的临床价值. 本单位

2007-09/2010-01应用前瞻性、队列研究方法, 对
清热化瘀中药复方“清肝方”治疗ALF的临床

疗效进行了初步验证[3]. 为进一步明确其作用环

节, 本研究构建D-氨基半乳糖(D-GalN)诱导的大

鼠ALF模型, 观察其对ALF模型大鼠肝功指标、

凝血指标、肝脏病理及生存期等的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠(共125只, ♀, 体质量180 g
±20 g, 清洁级) ,  购自成都中医药大学实验

动物中心[合格证号为S C X K(川)2008-011]; 
D-GalN购自上海弘邦医药科技有限公司(批号: 
HB-S0009-20111202); 复方甘草酸苷片(商品名: 
美能, 25 mg/片×100片/盒)购自日本米诺发源制

药株式会社(批号: 10111), 用前加蒸馏水稀释为

1.56 g/L; 清热化瘀中药复方(茵陈-败酱草-黄芩-
虎杖-生大黄-赤芍: 2∶4∶4∶4∶1∶4)购自成都

中医药大学附属医院药局, 经成都中医药大学药

学院中药鉴定教研室严铸云教授鉴定为正品药

材后, 水煎、过滤、浓缩至2.97 g生药/mL, 4 ℃
保存备用; ALT、AST检测试剂盒购自中生北控

生物科技股份有限公司(批号: 110401); TBIL检
测试剂盒购自四川迈克生物科技股份有限公司

(批号: 0911051); ALB检测试剂盒购自四川迈克

生物科技股份有限公司(批号: 1211051); CHE检
测试剂盒购自宁波美康生物科技有限公司(批
号: 20120209); PT检测试剂盒购自美国STAGO
公司(批号: STA-NEOCIPLUS107206); BCD-
236H型-70 ℃电冰箱(中国海尔集团有限公司); 
KDC-2046型低速冷冻离心机(科大创新股份有
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■相关报道
本课题组前期的
研究工作表明, 清
热化瘀中药可显
著改善乙型肝炎
相关性慢加急性
肝衰竭患者的肝
功能和凝血功能
等 ,  减少并发症 , 
提高疗效, 降低病
死率.

限公司); 7170A型全自动生化分析仪(日本日立

公司); STA-EVOLUTION型全自动血凝分析仪

(法国STAGO公司); Z7-12P2型组织脱水机(孝感

亚光医用电子技术有限公司); RM2245型组织切

片机(德国LEICA公司); BMJ-Ⅲ型组织包埋机和

PHY-Ⅲ型摊片机/烘片机(常州中威电子仪器厂). 
1.2 方法  
1.2.1 D-GalN造模剂量的筛选及动物模型的构

建: 分别以D-GalN 1.2、1.4、1.6、1.8 g/kg单次

腹腔注射进行建模预实验, 根据动物死亡率、

肝脏病理、肝功能损害及相关文献[4,5], 确定

1.4 g/kg为建模最佳剂量. 建模前12 h禁食, 以
D-GalN 1.4 g/kg单次腹腔注射建立大鼠ALF模
型. 建模后正常饮水、进食. 
1.2.2 动物分组及给药: 125只SD大鼠随机分为

空白组、模型组、复方甘草酸苷组和清热化瘀

中药组, 每组再以36、96 h两个时间点继续随机

分为1、2两个亚组, 共8组. 其中空白组中的两

个亚组各有10只, 其他各组中的亚组1、2各有

20、15只. 
所有给药剂量均为《医用实验动物学》

“动物与人体的每公斤体重剂量折算系数表”[6]

折算出的大鼠等效剂量. 给药如下: 清热化瘀中

药组: 每只大鼠给予10 mL/(kg·d)“清肝方”灌

胃, 每毫升含药2.97 g; 复方甘草酸苷组: 每只大

鼠给予10 mL/(kg·d)“美能”灌胃, 每毫升含药

1.56 mg; 空白组与模型组给予10 mL/(kg·d)灭菌

蒸馏水灌胃. 从造模前的第3天起定时灌胃, 1次
/d.
1.2.3 标本采集及处理: 动物处死前12 h, 禁食不

禁水. D-GalN造模36 h后, 取亚组1存活大鼠, 经
股动脉取血6 mL, 其中4 mL置于干燥管中, 另
2 mL置于枸橼酸钠抗凝管中, 由成都中医药大

学附属医院检验科分离血清作肝功能和凝血功

能检测. 断颈处死动物后, 沿腹正中线剖开皮肤, 
分离出肝组织, 取肝左叶相同部位(1.0 cm×1.0 
cm×0.2 cm)存放于10%中性福尔马林液固定, 
送成都里来生物医学实验中心作常规HE染色. 
亚组2大鼠用于造模后96 h生存率的统计. 
1.2.4 观察指标及检测: (1)一般情况: 观察造模

96 h内各组大鼠行为学变化; (2)生存率: 以腹腔

注射的时间为标准点, 观察各组大鼠造模后96 
h的存活情况, 并记录其生存时间; (3)肝功能检

测: 血清丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotrans-
ferase, ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(aspartate 
aminotransferase, AST)、总胆红素(total bilirubin, 

TBIL)、白蛋白(albumin, ALB)和胆碱酯酶(cho-
linesterase, CHE)测定用全自动生化分析法; (4)
凝血功能检测: 血浆凝血酶原时间(prothrombin 
time, PT)测定用全自动血凝分析法; (5)肝脏病

理组织学观察: 常规脱水石蜡包埋切片后, 作HE
染色, 光镜下观察, 同时对肝组织损伤程度作半

定量分析. 半定量分析赋值标准[7]: “-”为组织

结构正常, 记0分; “+”为可见肝细胞点状坏死, 
记1分; “++”为肝细胞坏死范围<1/3, 记2分; 
“+++”为肝细胞坏死范围占肝小叶1/3-2/3, 记3
分; “++++”为肝细胞坏死范围>2/3, 记4分. 由
2位工作3年以上的病理医生读片, 结果判定不一

致的大鼠不纳入此研究. 具体研究流程见图1.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 组

间差异用单因素方差分析进行比较, 方差齐性

用LSD检验, 方差不齐用Dunnett's检验; 计数资

料采用RC检验. 应用Kaplan-Meier法估计各组大

鼠的生存时间, 采用log-rank检验进行组间生存

分布比较. 全部统计分析采用SPSS17.0统计分析

软件进行计算, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组大鼠行为学的比较 模型组于造模后12 h
出现进食及活动减少, 反应迟钝, 毛蓬松、竖立, 
或全身皮毛为汗液浸湿, 部分伴尿失禁、尿黄, 
精神萎糜、嗜睡, 也可呈激惹状态; 40 h可发展

至昏睡状态, 痛觉反应迟钝或消失, 尿深黄; 终
末期可见四肢或全身抽搐, 口腔、四肢末端出

血. 24 h时动物开始出现死亡, 在40-72 h内动物

死亡最多, 72 h后大鼠一般状态逐渐好转, 对外

界反应渐趋正常. 复方甘草酸苷组及清热化瘀

中药组大鼠, 出现上述症状的次数较少, 程度较

轻, 且持续时间更短. 空白组大鼠一切正常. 
2.2 各组大鼠生存率、生存期的比较 各亚组

亚组1: 于36 h取血及肝组织标本; 
亚组2: 统计96 h大鼠的生存率

建模预实验: 分别D-GalN 1.2、  
1.4、1.6、1.8 g/kg单次腹腔注射  

最佳造模剂量: 1.4 g/kg

模型组 复方甘草酸苷组 清热化瘀中药组空白组

图  1  研究流程图.
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■创新盘点
本研究采用公认
的ALF动物模型, 
通过药理学实验, 
了解清热化瘀中
药对ALF的生存
影响.

2大鼠观察至造模后96 h, 模型组(n  = 15)死亡

10例(66.7%), 复方甘草酸苷组(n  = 15)死亡8
例(53.3%), 清热化瘀中药组(n  = 15)死亡5例
(33.3%), 经RC检验, 3组存活及死亡大鼠数比

较, 差异无统计学意义(χ2 = 3.379, P >0.05). 模型

组、复方甘草酸苷组及清热化瘀中药组估计平

均生存时间分别为64.6、71.9、83.3 h; log-rank
检验提示清热化瘀中药组累积生存率高于对照

组(χ2 = 4.428, P <0.05), 而复方甘草酸苷组与模

型组、清热化瘀中药组差异均无统计学意义(χ2 

= 0.635, 1.455, P >0.05, 图2). 
2.3 各组大鼠血清ALT、ALB、AST、CHE、
TBIL水平及凝血功能的比较 与模型组相比, 空
白组、清热化瘀中药组和复方甘草酸苷组血清

ALT、AST、TBIL和血浆PT水平均显著下降

(P <0.01), 清热化瘀中药组低于复方甘草酸苷组

(P <0.01); 而这3组的血清ALB和CHE水平较模

型组相比均明显升高(P <0.01), 清热化瘀中药组

高于复方甘草酸苷组(P <0.01), 均有统计学意义

(表1).
2.4 各组大鼠肝脏组织病理学的比较 空白组肝

小叶结构正常, 肝索及肝窦清楚, 肝细胞以中央

静脉为中心呈放射状排列, 肝窦状隙未见扩张; 
肝细胞大小较均匀, 肝细胞质丰富, 细胞核圆

形、丰满, 汇管区结构正常. 模型组肝小叶结构

紊乱, 肝索及肝窦形态不清楚, 部分肝细胞极度

肿胀或有脂肪空泡, 并进一步胞核消失、肝细

胞坏死, 坏死区域呈大片状分布, 坏死灶内有孤

立成团炎细胞, 残余汇管区内亦可见炎细胞. 复
方甘草酸苷组肝小叶结构紊乱, 部分肝细胞明

显肿胀或有脂肪空泡, 细胞间界限不清, 胞浆淡

染, 肝细胞呈灶状坏死、崩解, 坏死灶内有孤成

团立炎细胞. 清热化瘀中药组肝小叶结构正常, 
肝索及肝窦清楚, 部分肝细胞浆轻度浊肿, 细胞

间尚有界限, 胞浆淡染; 肝小叶内可见散在的肝

细胞坏死, 汇管区结构正常, 个别汇管区内有少

许炎细胞分布(图3). 
2.5 肝组织病理评分 与模型组相比, 清热化瘀中

药组和复方甘草酸苷组肝组织损害程度积分明

显下降(P <0.01), 清热化瘀中药组低于复方甘草

酸苷组(P <0.01). 具有统计学意义(表2).

3  讨论

ALF是一种以肝脏功能严重损害, 出现凝血障

碍和黄疸、肝性脑病为特征的暴发性临床综

合征[1,8]. 不同地区的致病因素有所差异: 在美

国, 对乙酰氨基酚中毒是ALF最常见的病因, 据
统计, 对乙酰氨基酚引起的ALF占肝衰竭总数

的50%; 国内则以各型肝炎病毒感染为主, 占
52.83%-75.00%. 其临床预后差: 采用包括人工肝

支持系统、肝移植在内的内外科综合治疗, 其总

体死亡率仍高达40%, 未经肝移植的ALF患者死

亡率更超过90%[2,9,10]. 目前中药或中药复方在治

疗ALF方面的动物与临床研究报道较多[11-15].
本研究主要观察清热化瘀中药复方(茵陈、

败酱草、黄芩、虎杖、生大黄、赤芍)对ALF大
鼠模型的疗效. 祖国医学将其归为“急黄”、

“瘟黄”、“天行发黄”等范畴 .  隋 ·巢元方

《诸病源候论》云: “脾胃有热, 谷气郁蒸, 因
热毒所加, 故卒然发黄, 心满气喘, 命在顷刻, 故
云急黄也.” 本病病因主要是外感湿热疫毒之

邪, 内有乖戾之气. 病机责之于毒热炽盛内陷, 
湿浊蒙蔽清窍, 少阳枢机不利, 气机升降失常, 
终致毒、热互结, 迫血妄行; 湿热熏蒸肝胆, 胆
汁不循常道而外溢; 气机逆乱, 水裹血阻. 故清

热化瘀是中医治疗ALF的治疗大法. 方中以大

剂茵陈为君, 功专清利肝胆湿热, 为退黄之要药. 
配大剂生大黄、败酱草、黄芩为臣, 其中生大

黄味苦性寒, 功擅泻下攻积, 荡涤积滞, 畅阳明

谷道而引湿热之毒从后阴而出; 败酱草、黄芩

苦寒燥湿解毒, 加强利湿退黄之功. 伍以大剂虎

杖、赤芍为佐, 其中虎杖利湿退黄、泻火解毒, 
又活血祛瘀, 与茵陈相配消除湿浊; 赤芍凉血清

热, 活血散瘀, 利于黄疸消退. 诸药合用, 势大力

宏, 共奏清热通下, 和解祛瘀之功.
本研究结果表明 :  清热化瘀中药组累计

生存率优于复方甘草酸苷组 (P <0.05) ,  血清

ALT、AST和TBIL水平低于复方甘草酸苷组

(P <0.01), 血清ALB和CHE水平高于复方甘草酸

苷组(P <0.01), 血浆PT水平低于复方甘草酸苷组

图  2  大鼠造模后96 h的生存曲线.
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(P <0.01), 肝组织损伤程度积分显著低于复方甘

草酸苷组(P <0.01). 提示: 清热化瘀中药可减轻

ALF模型大鼠肝细胞的损伤, 改善肝功能及肝脏

病理, 延长生存时间, 降低死亡率, 疗效优于复

方甘草酸苷, 值得临床医生重视.
但是, 本文也有研究不足之处. 首先本文没

能详细阐述清热化瘀中药治疗ALF的作用机制; 
其次, D-GalN大鼠肝衰竭模型本身的局限性决

定了实验结果的说服力有限. 本文结果究竟属

偶然性还是必然性, 需要从更大样本的多中心

临床研究中得到证实, 这也正是我们未来的工

作方向.
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生存期的影响, 选
题具有一定科学
性和创新性.
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of chemokine 
CXCL11 and its receptor CXCR3 in acute lung 
injury associated with severe acute pancreatitis 
(SAP).

METHODS: Forty-eight SD rats were randomly 
and equally divided into two groups: control 
group and SAP group. SAP was induced in rats 
of the SAP group by retrograde injection of 4% 
sodium taurocholate into the bili-pancreatic 
duct. Each group was further randomly and 
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趋化因子CXCL11及其受体CXCR3在重症急性胰腺炎相
关肺损害中的作用
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■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)易出现全身
炎症反应综合征
(SIRS), 可导致多
器官损害, 而肺脏
是最常受累的胰
外器官之一, 出现
肺功能损害其死
亡率明显升高.

equally divided into four subgroups for test-
ing at different time points. The rats were ran-
domly selected to be executed at 1, 3, 6, and 12 
h after induction of SAP. Serum amylase, wet/
dry weight ratio of the lung, and histological 
changes of the lung were measured. Expression 
of CXCL11 and CXCR3 proteins in the lung was 
detected by immunohistochemistry. Serum lev-
els of CXCL11 were measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: Serum amylase was significantly 
higher in the SAP group than in the control 
group (P < 0.01). The lung wet/dry weight ratio 
was significantly higher at 3, 6, and 12 h in the 
SAP group than in the control group (all P < 0.05). 
The expression of CXCL11 and CXCR3 in the 
lung (all P < 0.05) and serum levels of CXCL11 
at various time points (all P < 0.01) were signifi-
cantly higher in the SAP group than in the con-
trol group (all P < 0.05).

CONCLUSION: CXCL11 and CXCR3 may play 
important roles in the pathogenesis of acute lung 
injury in SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; CXCL11; 
CXCR3; Acute lung injury

Wu X, Zhang HF, Ding XL, Qiang H, Cao W, Zhou GX. 
Expression of CXCL11 and CXCR3 in acute lung injury 
associated with severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1967-1972

摘要
目的: 制作大鼠重症急性胰腺炎(severe acute 
pancreatitis, SAP)模型, 检测不同时间点趋化
因子CXCL11及其受体CXCR3在SAP肺组织
中的动态变化, 探讨他们在SAP肺功能损害过
程中的作用. 

方法: 48只SD大鼠, 雌雄不限, 随机分为2组: 
对照组(C组), SAP组(P组), 每组24只. 4%牛黄
胆酸钠逆行胰胆管注射建立SAP大鼠模型, 剂
量为1 mL/kg, C组打开腹腔后仅仅翻动胰腺

■同行评议者
夏时海 ,  副教授 , 
副 主 任 医 师 ,  中
国人民解放军武
警后勤学院附属
医院肝胆胰脾科 
(中心)
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■研发前沿
多项研究表明多
种炎症趋化因子
参与了SAP急性
肺 功 能 受 损 的
发 生 、 发 展 过
程 , 但 在 S A P 中
C X C L 11是否参
与及其机制尚不
清楚.

组织数次. 每组随机分为4个亚组, 每个亚组6
只. 4个组分别在1、3、6、12 h抽血、处死, 
留取组织标本. 分别检测各不同时间点组的血
清淀粉酶、肺湿干重比, 胰腺组织、肺组织病
理, 免疫组织化学法检测肺CXCL11及CXCR3
的表达, 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清
中的CXCL11的水平. 

结果:  P组各亚组血清淀粉酶值明显升高
(P <0.01 vs  C组); 肺湿干重比值: P组3、6、 
12 h组较C组明显升高(P <0.05); 胰腺组织、

肺组织病理: 3、6、12 h P组肺组织损伤明显; 
免疫组织化学显示P组CXCL11与CXCR3蛋白
表达较C组表达明显增强(P <0.05), ELISA显
示: 1、3、6、12 h P组血清CXCL11蛋白较C
组明显增高(P <0.01).       

结论: CXCL11/CXCR3可能参与大鼠SAP急性
肺功能损害的发病过程. 

关键词: 重症急性胰腺炎; CXCL11; CXCR3; 急性

肺损伤
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
病情重, 可出现全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory respone sydrome, SIRS), 常累及

肝、肺、肾、肠、胃等器官, 导致多器官损害, 
而肺脏是最常受累的胰外器官之一. SAP患者大

约60%伴有肺损伤或急性呼吸窘迫综合征(acute 
respiratory distress syndrome, ARDS)[1]. 目前对于

SAP合并肺损伤(acute lung injury, ALI)的机制仍

不确切. Rinderknecht等[2]首次提出异常激活的

胰酶在造成胰腺组织损伤的过程中, 产生一系

列炎性介质, 这些炎症介质进入血液和淋巴管, 
继而进入全身, 激活其他组织的炎性细胞, 进一

步释放大量的炎性介质, 从而产生SIRS, 甚至多

器官功能障碍综合征包括急性肺功能受损. 可
见, 在AP形成与发展过程中, 炎性细胞的浸润与

活化起着关键作用, 而炎性细胞的浸润与活化

需要趋化因子的参与. 
有研究表明在慢性胰腺炎中C X C L11及

CXCR3表达有明显增加, 但在SAP中CXCL11是
否参与及机制尚不清楚. 本实验通过制作SAP大
鼠模型, 检测肺组织中CXCL11、CXCR3的表达

情况, 探讨CXCL11及CXCR3在SAP急性肺损伤

中的作用, 为临床早期判断SAP肺功能损伤的严

重程度提供一个新指标, 为今后临床工作中SAP
肺功能损伤的治疗方案提供新的理论依据. 

  	
1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠, 清洁级, 雌雄不限, 体质

量220 g±20 g, 由南通大学实验动物中心提供;
牛磺胆酸钠(T86339-1G)购自美国Sigma公司; 兔
抗鼠CXCL11抗体(1∶100)、兔抗鼠CXCR3抗
体(1∶50)、ABC免疫组织化学试剂盒、大鼠

CXCL11 ELISA试剂盒购自上海劲马生物公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立及实验分组: 48只健康SD
大鼠随机分成2组: 对照组(C组)、SAP组(P组), 
每组24只大鼠. 每组再随机分成4个亚组, 每个

亚组6只大鼠. 参照Lankisch等[3]和苗明等[4]的方

法经改良制作而成. 大鼠术前禁食12 h, 不禁水, 
用10%水合氯醛(300 mg/kg体质量)腹腔内注射

麻醉、备皮, 腹部皮肤消毒, 正中切口进腹, 胆
胰管十二指肠开口处予无损伤金属夹夹闭, 注
射器针头向十二指肠开口方向插入胆胰管, 以
0.1 mL/min的速度向胆胰管内注射4%牛磺胆酸

钠, 剂量为1 mL/kg, 5 min后拔除注射针, 松开金

属夹, 缝合关腹. C组仅翻动胰腺2次后关腹. 各
组分别随机选取6只大鼠于1、3、6、12 h予以

抽血处死, 取材检测有关指标. 
1.2.2 淀粉酶测定: 采用碘-淀粉比色法, 操作按

照试剂提供商的说明书进行, 用深圳迈瑞半自

动生化分析仪测定. 
1.2.3 肺湿干重比测定: 取大鼠的右肺组织, 拭
去血迹后称重, 所得数量为湿重; 将肺组织放入

60 ℃烤箱内72 h, 取出称重, 所得数量为干重. 肺
湿干重比为肺湿重/肺干重, 反映肺组织水肿程度. 
1.2.4 病理组织学检测: 胰腺组织、肺组织经HE
染色后, 由2位专业的病理医师双盲阅片, 每组

随机取3张切片, 每张切片随机选取10个高倍镜

视野, 以水肿、中性粒细胞浸润、出血、细胞

坏死来评价胰腺组织、肺组织损伤的程度. 
1.2.5 免疫组织化学检测: 切片常规脱蜡至水, 高
温高压组织抗原修复, CXCL11、CXCR3抗体按

1∶200稀释, 常规脱蜡、水化、微波恢复抗原, 
最后经DAB显色, 常规复染封片. 用试剂公司提

供的阳性切片作为阳性对照, 以PBS代替一抗作

为阴性对照, 结果用彩色病理图像分析系统采

集图像. 所有免疫组织化学染色结果均由2位病
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■相关报道
研究表明趋化因
子在AP以及伴发
的急性肺功能损
伤中扮演了重要
角 色 ,  如 白 介 素
8(IL-8)、单核细
胞趋化蛋白 -1、
生长相关原癌基
因、正常T细胞表
达和分泌的活化
调节蛋白等.

理医生在双盲条件下完成, 在高倍镜(×400)下
检测, 以细胞浆、核膜或胞膜呈现棕黄色颗粒

为阳性细胞, 每张切片随机观察10个不同视野, 
计数阳性细胞占所有细胞的百分数. 按阳性细

胞数<5%为(-), 5%-10%为(+),  11%-50%为(++), 
>50%为(+++)进行数据统计.
1.2.6 酶联免疫吸附试验检测: 采用双抗体夹心

法测定大鼠CXCL11水平, 即将抗大鼠CXCL11
单抗包被于酶标板上, 标准品和大鼠血清标本

中的CXCL11与单抗结合, 加入生物素化的抗大

鼠CXCL11抗体, 形成免疫复合物连接在酶标板

上, 辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素与生物

素结合, 加入酶底物, 出现黄色, 加终止液硫酸

终止反应, 颜色变深. 测出吸光度(A )值, CXCL11
质量浓度与其A值呈正比, 绘制标准曲线, 然后

再求出大鼠血清标本中CXCL11的质量浓度. 
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

采用SPSS13.0统计软件处理. 采用单因素方差分

析对各组均数进行比较, P<0.05具有显著性差异. 

2  结果

2.1 血淀粉酶 1、3、6、12 h时间点的P组血

淀粉酶与C组比较均明显升高, 有统计学意义

(P<0.01, 表1).
2.2 肺湿干重比 3、6、12 h时间点的P组与C
组相比, 肺湿干重比明显升高, 有统计学意义

(P<0.05, 表2).
2.3 胰腺组织、肺组织病理学改变 胰腺组织: C
组胰腺、胰周脂肪组织、网膜均无异常, 胰腺

粉红色有弹性, 无腹水. P组6 h后肉眼可见大量

血性腹水, 胰腺水肿, 有出血灶、坏死, 呈深棕

红色, 胰周及网膜可见皂化斑, 与周围组织黏连

(图1A, B). 胰腺组织的病理积分: 1、3、6、12 h
时间点的P组与C组相比明显升高, 有统计学意

义(P<0.05, 表3).
肺组织: C组各时间点肺组织病理未见肺间

质水肿、肺泡细胞坏死, 未也见肺泡出血、肺

泡间质炎性细胞浸润. 大体标本粉红色, 无出血, 
富有弹性. 光镜下见肺泡结构清晰, 肺泡壁薄, 
肺泡内未见红细胞及渗出液. P组1 h组标本未见

明显变化, 亦无间质水肿; 3 h组可见肺间质水肿, 
有少量炎细胞浸润, 亦可见少量坏死; 6 h组和

12 h组大体标本失去弹性, 颜色灰暗, 可见胸水, 
镜下见肺间质水肿, 肺泡结构紊乱, 肺泡内见红

细胞, 大量肺泡细胞坏死, 有大量炎性细胞浸润

(图1C, D). 肺组织的病理积分: 1、3、6、12 h时
间点的P组与C组相比明显升高, 有统计学意义

(P<0.05, 表4).
2 .4  肺组织C X C L11免疫组织化学染色  C组

大鼠各时间点肺组织免疫组织化学染色未见

CXCL11蛋白的阳性表达, 细胞着淡蓝色, 未见

炎性细胞浸润, 未见阳性表达细胞. P组术后3、
6、12 h组可见CXCL11蛋白的阳性表达, 着色加

深, 可见深棕色染色, 表达面积增加; 与C相比, 
差异具有统计学意义(P<0.05, 图2A, B).
2.5 肺组织CXCR3的表达 C组各时间点CXCR3
蛋白的表达不明显 ,  偶见单个核细胞表达

CXCR3, 着色较浅. P组3、6、12 h时间点的

CXCR3表达明显增强, 细胞着色明显加深呈棕

黄色, 与C组相比, 差异具有统计学意义(P <0.05, 
图2C, D).
2.6 血清ELISA检测 C组各时间点血清CXCL11

表  1  各组不同时间点血清淀粉酶值(U/L)

     分组          1 h         3 h         6 h       12 h

C组   172±61   212±53   180±42   176±49

P组 2950±500a 3344±732a 6155±322a 7735±113a

aP<0.01 vs  C组.

表  2  不同时间点肺湿干重比

     分组         1 h         3 h        6 h       12 h

C组 2.82±0.07 2.85±0.07 2.88±0.07 2.86±0.05

P组 2.88±0.05 3.22±0.10a 3.22±0.09a 3.45±0.10a

aP<0.05 vs  C组.

表  3  各不同时间点胰腺组织病理积分

     分组         1 h         3 h        6 h         12 h

C组 0.26±0.08 0.27±0.09 0.33±0.12   0.50±0.15

P组 5.17±0.75a 6.67±0.52a 9.00±0.63a 11.33±0.84a

aP<0.05 vs  C组.

表  4  各不同时间点肺组织病理积分

     分组         1 h         3 h         6 h       12 h

C组 0.20±0.05 0.30±0.07 0.35±0.10   0.46±0.13

P组 4.68±0.66a 6.22±0.68a 8.12±0.72a 10.12±0.80a

aP<0.05 vs C组.
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■创新盘点
研 究 S A P 肺 组
织中C X C L 11、
CXCR3的表达情
况, 探讨CXCL11
及CXCR3对SAP
急 性 肺 损 伤 发
生、发展的影响, 
为临床工作提供
新的理论依据.

的值变化不大, 均较低; P组1、3、6、12 h组
随时间变化逐渐升高, 与C组相应时间点比较

CXCL11表达明显升高, 有统计学意义(P <0.01, 
表5).

3  讨论

急性肺功能损伤是AP常见并发症, 多种机制参

与其发生, 其确切的发生率尚未确定. 趋化因子

及其受体在急性肺功能损伤发病中的作用已经

成为研究急性肺功能损伤病因、发病机制及诊

疗的热点问题[5,6]. 趋化因子是一类控制细胞定

向迁移的因子, 其功能的行使有赖于趋化因子

及其受体的介导. 二者之间相互作用具有交叉

性, 一种趋化因子能与多个趋化因子受体结合, 
一种趋化因子受体也可有几个高亲和性配体, 
趋化因子与趋化因子受体结合后具有广泛的生

物学功能, 影响多种生理和病理过程. 趋化因子

相互作用控制着各种免疫细胞的定向迁移, 使
免疫细胞到达感染、创伤和细胞异常增殖的部

位, 执行清除感染、促进创伤癒合和消灭异常

A B

DC

图  1  大鼠胰腺组织和
肺组织的HE染色(×200). 
A, C: C组(对照组); B, D: 

P组(胰腺炎组).

A B

DC

图  2  肺组织CXCL11和
CXCR3的免疫组织化学
染色(×400). A, C: C组

(对照组); B, D: P组(胰腺

炎组).
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增殖细胞, 维持组织细胞的平衡等功能. 趋化因

子及其受体的表达和功能异常, 将导致免疫细

胞不能在正确的位置行使正确的功能. 多个研

究表明趋化因子在AP以及伴发的急性肺功能损

伤中扮演了重要角色, 如白介素8(interleukin-8, 
I L-8)、单核细胞趋化蛋白-1、生长相关原癌

基因、正常T细胞表达和分泌的活化调节蛋白 
等[7-13]. 

CXCL11是其中非ELR类趋化因子, 主要

表达在正常个体胸腺、脾、肺、胰腺等器官

或组织的星形胶质细胞、支气管内皮细胞、

血管内皮细胞等[14], 正常情况其表达量较少. 干
扰素-γ(interferon-γ, IFN-γ)是其强烈诱导剂, 肿
瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)、脂多

糖(lipopolysaccharide, LPS)、IL-1与其有协同

作用. CXCR3是CXCL11的受体, 有7个含疏水

氨基酸的α螺旋穿膜结构, 经异源三聚体G蛋白

传递信号, 属视紫红质样G蛋白偶联受体超家

族. CXCR3主要表达在T细胞上, 而且Th1>Th2, 
其配体有CXCL9、CXCL10与CXCL11, 其中

CXCL11与其结合最牢固, 且可阻断另2个配体

的结合[15,16]. CXCL11-CXCR3在炎症、感染、肿

瘤、应激、自身免疫、变态反应、移植排斥反

应、艾滋病(AIDS)、淋巴细胞归巢以及新生血

管形成等众多病理生理的发生发展过程中均有

参与[17,18]. 在炎症、感染等条件下, IFN刺激血管

内皮细胞等产生CXCL11, 后者刺激活化的T细
胞迁移, 同时产生IFN等细胞因子, 形成正反馈

回路. 
有资料表明, CXCL11-CXCR3系统的细胞趋

化作用是免疫炎症反应的一个重要环节[19,20]. 本
次实验结果显示CXCL11的变化符合胰腺炎病程

及免疫学变化, 对照组CXCL11蛋白在血清中的

表达也很少, 肺组织免疫组织化学显示CXCR3
及CXCL11也很少表达, 该组大鼠肺组织结构正

常, 血清淀粉酶正常. 而模型组肺组织免疫组织

化学显示CXCR3及CXCL11表达明显增强, 血清

CXCL11表达也增加, 并逐渐升高, 且与肺组织的

病理损伤呈正比, 统计学处理示存在明显差异. 

上述结果提示, CXCL11可能是AP早期的炎症介

质, 参与了AP早期的急性炎症反应过程, 可能在

SAP早期的急性肺功能损伤中起到了重要的作

用. 检测CXCL11蛋白的动态变化, 或许可以帮助

判断AP早期急性肺功能损伤的发生. 
总之, 本实验显示在SAP早期, CXCL11-

CXCR3参与了胰腺炎急性肺损害过程, 增加其

病理损伤. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of lentiviral-medi-
ated delivery of short hairpin RNA (shRNA) tar-
geting aquaporin 3 (AQP3) on the barrier func-
tion of intestinal tight junctions and to explore 
the possible mechanisms involved.

METHODS: A lentiviral vector expressing shR-
NA targeting AQP3 was constructed and trans-
fected into Caco-2 cells. The cells were divided 
into three groups: blank group, negative control 
group, and AQP3 shRNA group. Western blot 
and immunocytochemistry were used to detect 
the expression of occludin and claudin-1 pro-
teins in transfected cells.
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水通道蛋白3与紧密连接的相关性
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www.wjgnet.com

®

■背景资料
肠道作为应激反
应的中心器官之
一 ,  在 创 伤、手
术、严重感染等
应激状态时, 也起
着重要作用. 当机
体应激反应过度
或失调时, 肠黏膜
功能将受到损害, 
原先寄生于肠道
内的微生物及其
毒素越过受损的
肠黏膜屏障, 导致
肠道细菌及其毒
素移位.

RESULTS: RT-PCR and Western blot results 
showed that AQP3 expression was down-regulat-
ed in Caco-2 cells transfected with the lentiviral 
vector expressing shRNA targeting AQP3. West-
ern blot analysis revealed that the expression 
levels of occludin and claudin-1 proteins were 
significantly decreased in Caco-2 cells transfected 
with the lentiviral vector expressing shRNA tar-
geting AQP3. Immunocytochemistry showed that 
occludin and claudin-1 were mainly distributed 
in the cytoplasm and membrane. The structure of 
tight junctions was destroyed in cells transfected 
with the lentiviral vector expressing shRNA tar-
geting AQP3. 

CONCLUSION: Lentiviral-mediated delivery of 
shRNA targeting AQP3 causes abnormal distri-
bution of tight junction proteins and destruction 
of tight junctions in Caco-2 cells.

Key Words: Aquaporin 3; Caco-2; Tight junction

Zhang WJ, Xu Y, Wang B, Xu H. Lentiviral-mediated 
delivery of shRNA targeting aquaporin 3 alters tight 
junction protein expression and distribution in Caco-2 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1973-1977 

摘要   
目的: 探讨水通道蛋白3(aquaporin 3, AQP3)对
肠黏膜上皮细胞间紧密连接(tight junction, TJ)
的影响, 并探讨其可能的作用机制. 

方法: 应用Caco-2细胞系在体外构建肠黏膜上
皮屏障, 构建沉默AQP3的shRNA慢病毒载体, 
建立稳定转染细胞系. 实验分为3组: 空白对
照组(BLANK)、阴性对照组(NC)、AQP3干
扰组(AQP3 shRNA). Western blot验证TJ相关
蛋白Occludin以及Claudin-1的表达情况; 并且
采用免疫细胞化学法观察TJ相关蛋白的分布
和结构变化. 

结果: RT-PCR及Weste rn b l o t结果显示在
Caco-2细胞系中成功沉默AQP3的表达. 干扰
组与对照组相比下降约75%. Western blot结
果显示AQP3干扰组TJ相关蛋白Occludin以及
C laud in-1的表达明显降低. 免疫细胞化学结

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院
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■研发前沿
肠黏膜屏障的具
体机制非常复杂, 
至今尚不十分清
楚 ,  可 能 与 肠 黏
膜机械屏障、局
部生物学因素、
化 学 因 素 及 免
疫 功 能 有 关 .  缺
氧、炎症、外伤
等损伤均可导致
肠黏膜屏障功能
障碍.

果显示Caco-2细胞间Occludin以及Claudin-1
主要表达在细胞膜和/或胞浆中, Occludin和
C laud in-1细胞间棕褐色颗粒减少, 结构变模
糊. 相邻Caco-2细胞间TJ结构遭到破坏. 

结论: 靶向AQP3的shRNA技术可以引起TJ的
结构变化和相关蛋白的表达分布的异常. 

关键词: 水通道蛋白3; Caco-2; 紧密连接 

张文杰, 徐勇, 王斌, 徐皓. 水通道蛋白3与紧密连接的相关

性.  世界华人消化杂志  2012; 20(21): 1973-1977

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1973.asp

0  引言

近年来, 随着研究的深入和细胞分子生物学技

术的发展和应用, 肠道在烧伤、严重感染、休

克等应激状态下的重要作用越来越受到重视. 
肠黏膜屏障的具体机制非常复杂, 至今尚不十

分清楚, 可能与肠黏膜机械屏障、局部生物学

因素、化学因素及免疫功能有关[1]. 缺氧、炎

症、外伤等损伤均可导致肠黏膜屏障功能障碍. 
紧密连接(tight junction, TJ)通常位于上皮顶端

两相邻细胞间, 在TJ处的细胞质膜几乎融合并

紧紧结合在一起. 他们形成连续纤维将相邻细

胞间连接起来并封闭了细胞间空隙, 控制着离

子及小分子可溶性物质通过, 在毒性分子和微

生物的侵入过程中起着重要的防御作用[2-4]. 水
通道蛋白(aquaporins, AQPs)是一组分子量约30 
kDa(单体)疏水性膜转运蛋白家族, AQP3在消化

系中主要参与水及甘油的运输[5]. 然而, AQPs与
TJ的关系及可能的分子机制仍不十分清楚. 为
深入研究这一问题, 为此我们设计了本实验, 体
外构建肠上皮屏障, 观察干扰AQP3的表达后其

对TJ主要构成蛋白Occludin和Claudin-1的影响

并探讨其可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞系Caco-2(上海细胞生物

研究所); 体式显微镜(Nikon公司); DMEM细胞

培养液(美国GIBCO公司); 胎牛血清(GIBCO公

司); 非必需氨基酸(GIBCO); 胰蛋白酶(Invitro-
gen公司); 嘌呤霉素(Sigma-Aldrich); AMV反转

录试剂盒(Promega); Transwell小室(Corning公
司); TRIzol(美国invitrogen公司); 兔抗人AQP3、
Occludin多克隆抗体, 鼠抗人Claudin-1、GAP-
DH单克隆抗体及酶标抗鼠、抗兔IgG(辣根过氧

化物酶标记的抗小鼠、抗兔IgG抗体)均为美国

Santa Cruz公司产品. 慢病毒干扰载体由上海生

博公司设计构建合成. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: Caco-2细胞维持于含100 mL/L
胎牛血清、50 mg/L青霉素和100 mg/L链霉素的

DMEM全培养液中, 于37 ℃、50 mL/L CO2培养

箱中培养. 
1.2.2 稳定转染: 分别用干扰AQP3表达的慢病毒

和对照病毒以感染复数(multiplicity of infection, 
MOI) = 50感染Caco-2结肠腺癌细胞, 37 ℃孵育24 
h后更换完全培养基, 继续培养3-5 d后病毒基因

可整合到宿主细胞基因组, 倒置显微镜下观察可

见细胞出现绿色荧光, 证明感染成功. 嘌呤霉素5 
mg/L筛选1 wk得到稳定干扰AQP3表达的Caco-2
细胞系. 
1.2.3 RT-PCR检测AQP3 mRNA的表达: TRIzol
法提取细胞总RNA, 用AMV(Promega)反转录

试剂盒进行cDNA合成和PCR扩增. 检测AQP3
的上游引物序列为5'-CACAGCCGGCATCTTT-
GCTA-3', 下游引物序列为5'-TGGCCAGCACA-
CACACGATA-3', 扩增片段长度为107 bp; 内参

β-ac t in基因的上游引物序列为5'-TCACCCA-
CACTGTGCCCATCTACGA-3', 下游引物序列 
5'-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3', 扩
增片段长度为295 bp. 退火温度均为60.0 ℃. 扩
增得到的产物经1%的琼脂糖凝胶电泳. 
1.2.4 Western blot检测: 用预冷的RIPA裂解缓冲

液裂解细胞, 用细胞刮匙(scraper)将细胞从培养

皿或培养板中刮落, 收集于Eppendorf管中, 13 000 
r/min 4 ℃离心15 min, 收集上清液用于Western 
blot实验. 加入上样缓冲液, 100 ℃处理 5 min; 
BCA法测定蛋白浓度. 取20 μg蛋白上样进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)电泳2-2.5 h; 电泳完

毕后用湿转法将分离的蛋白条带转移到PVDF
膜(Millipore); 含5%脱脂奶粉的TBS封闭1 h, 加
入含有anti-AQP3(1∶1 000)、anti-Occludin(1∶
1 000)、anti-Claudin-1(1∶1 000)的一抗液中室

温摇动1-2 h; TBST(0.05% Tween-20)洗3次, 用
含IgG-HRP(1∶5 000)的封闭液摇动1 h, TBST洗
3次, 将膜晾干, 加显色液于膜上, 用封口膜将膜

包住放入暗盒内, 加入X光胶片, 进行曝光、显

影和定影. 用Bio-Rad公司的Quantity One软件对

结果进行灰度分析. 
1.2.5 免疫细胞化学染色: 将细胞以一定数量接

种于内含灭菌盖玻片的6孔培养板内, 待细胞长

至单层后取出盖玻片, 丙酮室温下固定10 min, 

■相关报道
Kawedia等用Hg2+

阻断水通道蛋白
(AQPs)后发现, 紧
密连接 (TJ )相关
蛋白Occ lud in表
达水平下降50%, 
其具体机制可能
是通过磷酸激酶
途径调控TJ相关
蛋白的表达, 初步
阐明了AQPs可能
调控TJ相关蛋白
的表达.
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PBS漂洗3次. 采用两步法免疫组织化学染色, 单
抗1∶100-400稀释, 4 ℃过夜; 二抗1∶200, 37 ℃
孵育1 h, PBS漂洗, DAB染色后苏木精复染. 

统计学处理 用SPSS10.0统计学软件进行统

计学分析. 结果以mean±SD表示, 采用单因素

方差分析(ANOVA)比较不同处理组之间的差异. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 AQP3 shRNA对Caco-2细胞AQP3 mRNA的

影响 半定量RT-PCR结果经过灰度分析后显示, 
干扰组AQP3 mRNA的表达与对照组相比下降

约85%左右, 结果有统计学意义(P <0.05), 而空

白对照组与阴性对照组间差异无统计学意义

(P >0.05). 提示此干扰序列能够成功沉默AQP3 
mRNA的表达(图1).
2.2 AQP3 shRNA对Caco-2细胞AQP3蛋白的影

响 稳定转染细胞系建立后行Western blot检测, 
灰度值分析结果与RT-PCR结果一致, 干扰组

AQP3蛋白的表达与对照组相比, 下降约75%左

右(P <0.05), 有统计学意义(图2). 
2.3 紧密连接相关蛋白表达的变化 Western blot
分析显示, RNA干扰组中TJ相关蛋白Occludin和
Claudin-1的表达水平降低,下降约60%左右, 说
明干扰AQP3的表达能够下调Occludin和Clau-
din-1的表达(图3). 
2.4 紧密连接蛋白的免疫组织化学染色 Caco-2
细胞在AQP3干扰后, Occludin和Claudin-1细胞

间棕褐色颗粒减少, 结构变模糊, 表明相应蛋白
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图  1  mRNA水平检测AQP3基因的干扰效果. A: 空白对照

组(BLANK); B: 阴性对照组(NC); C: AQP3干扰组(AQP3 

shRNA). aP<0.05.
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图  2  蛋白水平检测AQP3基因的干扰效果. A: 空白对照

组(BLANK); B: 阴性对照组(NC); C: AQP3干扰组(AQP3 

shRNA). aP<0.05.
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图  3  紧密连接相关蛋白Occludin和Claudin-1的表达. A: 空

白对照组(BLANK); B: 阴性对照组(NC); C: AQP3干扰组

(AQP3 shRNA). aP<0.05.

■创新盘点
本研究首次阐述
AQPs与小肠黏膜
屏障的关系, 为严
重疾病状态下肠
黏膜屏障功能异
常的机制研究提
供了有意义的实
验依据.
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表达减少(图4). 

3  讨论

AQPs广泛分布于动物与植物界, 自上个世纪80
年代末Agre[6]在人红细胞克隆第1种水通道蛋白

(AQP1), 迄今已在哺乳动物中发现13种AQPs, 
AQP0-AQP12. 由于在细胞膜水通道领域的杰出

贡献, Agre获得2003年度诺贝尔化学奖. 在AQPs
中AQP3、AQP7、AQP9、AQP10与AQP12
组成1个亚族, 他们不仅能转运水, 亦能转运甘

油、尿素等小分子物质, 故又称水甘油通道蛋

白(aquaglyceroporin)[7]. 研究显示AQPs在尿液浓

缩、腺体分泌、脂肪代谢、神经信号传导、皮

肤保湿等生理功能中发挥重要作用[8,9]. 
TJ和肠上皮细胞共同构成肠道的选择性屏

障, 是肠道机械屏障的重要组成部分. TJ至少由

3类跨膜蛋白组成: Occludin、Claudin家族与连

接粘附分子. 这些分子均参与调节TJ的功能[10]. 
Kawedia等[11]用Hg2+阻断AQPs后发现, TJ相关蛋

白occludin表达水平下降50%, 其具体机制可能

是通过磷酸激酶途径调控TJ相关蛋白的表达. 
Sidhaye等[12]发现AQP5调控气管上皮细胞间的

通透性, 直接影响气管上皮的屏障功能. Kawedia
等[13]又在AQP5-/-小鼠模型上发现, 唾液腺TJ相关

蛋白Claudin-7、Claudin-3和Occludin表达均降

低, 黏膜对FITC标记的葡聚糖通透性明显升高. 
AQP4基因敲除的小鼠大脑血管的显微结构、TJ
和血管周围星型细胞突触明显改变[14]. 

Caco-2细胞来源于人结肠癌细胞, 与人小肠

上皮细胞有相同的细胞极性和TJ, 是国际上公

认的研究TJ和药物小肠吸收的体外模型[15]. 为了

研究AQPs在肠道中与TJ的关系, 我们通过West-
ern blot法检测Occludin以及Claudin-1的蛋白表

达水平. 发现靶向干扰AQP3的表达后, Occludin
和Claudin-1的表达水平与对照组相比明显降低, 
免疫组织化学同样证实了我们的结果, 说明跨

细胞途径(AQPs)和旁细胞途径(TJ)在Caco-2细
胞中是紧密联系在一起的. 

研究显示蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)
通路在TJ中发挥着重要的作用, Suzuki等[16]发

现PKC可使occ lud in中C端结构域苏氨酸磷酸

化, 调节TJ功能; 还有研究发现PKC可磷酸化人

claudin-4的第194个丝氨酸, 进而影响TJ功能[17]. 
因此AQPs也可能是通过PKC通路影响TJ功能, 
但其具体机制仍需进一步研究.

总之, 降低AQP3的表达能引起TJ结构蛋白

occludin, claudin-1表达的减弱, 从而引起肠黏膜

通透性升高, 肠黏膜屏障功能的损害. 
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水通道蛋白(AQP):
一组分子量约30 
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性膜转运蛋白家
族, 属于主要固有
蛋白 (MIP)家族 . 
A Q P s 在 细 胞 膜
上以四聚体形式
构成选择性水通
道, 介导水渗透压
依赖性跨生物膜 
转运.
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Abstract
AIM: To investigate the incidence, clinical mani-
festations, epidemiology, imaging and biochemi-
cal characteristics, diagnosis, and treatment of 
fascioliasis by analyzing an outbreak of Fasciola 
gigantica infection in Binchuan County, Dali Pre-
fecture, Yunnan Province. 

METHODS: The clinical data for 10 patients with 
Fasciola gigantica infection who were treated at our 
hospital from December 2011 to February 2012 
were analyzed.

RESULTS: Fasciola gigantica infection in humans 
is rare both in China and abroad. Main clinical 
manifestations include high fever, increased 
eosinophils, varying degrees of gastrointestinal 
symptoms, and liver injury. Our 10 cases had 
similar clinical manifestations, epidemiological 
characteristics, imaging and biochemical charac-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

云南省首次爆发流行巨片形吸虫感染10例

邹 静, 顾 伟, 焦建明, 杜茜茹, 何连福, 张 平

®

■背景资料
巨片形吸虫是寄
生于哺乳动物胆
管的大型吸虫, 是
一种人畜共患寄
生 虫 ,  多 寄 生 于
羊、牛、马草食
动物体内, 人体感
染者较少见, 且危
害严重, 又易误诊. 

teristics, and disease course.

CONCLUSION: Fasciola gigantica infection is rare 
and is easily misdiagnosed. Attention should be 
paid to patients with suspected symptoms.

Key Words: Fasciola gigantica ; Infection; Liver in-
jury 

Zou J, Gu W, Jiao JM, Du QR, He LF, Zhang P. First 
outbreak of Fasciola gigantica infection in Yunnan province: 
An clinical analysis of 10 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(21): 1978-1981

摘要
目的: 探讨云南省爆发的巨片形吸虫感染的
发病情况、临床表现及该病的流行病学、影
像学、生化特点.  

方法: 对我院2011-12/2012-02收治的10例感染
巨片形吸虫患者临床资料进行分析和总结. 

结果: 巨片形吸虫感染人体在国内外少见, 主
要以高热起病, 均有嗜酸性粒细胞增高, 伴有
不同程度的消化系症状, 肝脏损伤等表现. 感
染的10例病例具有相似的临床表现、流行病
学特征、影像学、生化特点, 病程也相近. 

结论: 巨片形吸虫感染人体少见, 这给临床
诊治带来较大的困难, 临床工作中极易误诊, 
所以在临床工作中遇到类似病例需要引起重
视. 

关键词: 巨片形吸虫; 感染; 肝脏损伤　　
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0  引言

大理州是寄生虫高发区域, 从1997-2006年共收

治6 856例寄生虫病患者, 病种包括血吸虫病、

囊虫病、猪带绦虫病、旋毛虫病、恙虫病、包

■同行评议者
刘淼, 副教授, 安
徽医科大学病原
生物学
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■相关报道
我国自1921年报
道首例来自福建
省的片形吸虫感
染 患 者 以 来 ,  有
记载的确诊病例
报道只有50余例, 
且多为肝片形吸
虫感染.

虫病、粪类圆线虫病和肠道蝇蛆病[1], 但还未报

道巨片形吸虫感染的患者. 巨片形吸虫是寄生

于哺乳动物胆管的大型吸虫, 是一种人畜共患

寄生虫[2,3], 多寄生于羊、牛、马草食动物体内, 
人体感染者较少见, 且危害严重, 又易误诊, 现
将我院收治10例患者诊治做一分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集自2011-12/2012-02就诊于我院的

10例感染患者的临床资料, 根据以下标准作出

判断: (1)具有相同的流行病学特征, 都在同一区

域患病, 有生食水生植物史, 病程相近; (2)具有

相似的临床表现和体征, 大数以高热起病, 伴不

同程度的消化系症状, 恶心、呕吐、腹痛、纳

差, 体征有肝肿大、肝区叩痛, 后期有贫血貌; 
(3)辅助资料所有患者嗜酸性粒细胞均升高, 肝
脏CT均有不同程度肝脏损伤. 2例腹腔镜下肝组

织活检证实为寄生虫感染, 国家卫生部检测片

形吸虫抗体阳性; (4)2012-02-14在其中一患者粪

便中找到片形吸虫虫卵; (5)使用三氯达苯唑治

疗后症状体征好转. 
1.2 方法 采集患者以下临床资料: (1)临床特征: 
患者性别、年龄、临床症状、体征; (2)生化指

标: 包括总蛋白(total protein, TP)、白蛋白(al-
bumin, ALB)、球蛋白(globulin, GLB)、谷丙转

氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨

酶(oxaloacetic transaminase, AST)、碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, ALP)、凝血酶原时间(pro-
thrombin time, PT)、活化部分凝血酶原时间(ac-
tivated partial thromboplastin time, APTT)、免疫

球蛋白G(immunoglobulin G, IgG); (3)血液指标: 
白细胞(white blood cell, WBC)、嗜酸性粒细胞

百分比(eosinophil ratio, EO%)、嗜酸性粒细胞

绝对值(eosinophil, EO#)、红细胞(red blood cell 
count, RBC)、血红蛋白(haemoglobin, HGB); (4)
影像学检查主要为上腹部(computer tomography, 
CT); (5)腹腔镜下肝组织活检病理. 

2  结果

2.1 临床特征 巨片形吸虫感染患者共10例, 男2
例, 女7例, 儿童1例, 年龄9-45岁, 均有吃水生植

物接触史, 所有病例均以高热起病(体温38 ℃
-40 ℃), 多伴有右上腹胀痛、纳差、乏力、恶

心、呕吐、腹胀与消化系症状; 3例伴有咳嗽、

咳痰症状, 体征共同有上腹剑下压痛, 肝脏肿大, 
肝区叩痛, 后期查体有贫血貌, 1例移动性浊音

阳性. 

2.2 血液生化指标 WBC 4.80-22.94×109/L; EO% 
0.66-49.40; EO# 13.81-50.61; ALP 177-16 U/L; 
ALT 20-220 U/L; AST 28-140 U/L; TP 49.6-85.2 
g/L; ALB 75.1-38.9 g/L; GLB 21.8-60.8; A/G 
0.5-1.3; IgG 10.66-46.33 g/L; PT 13.7-18.1 S; 
APTT 33.0-40.1 S; ESR 75-139 mm/h. 肝片形吸

虫抗体检测阳性. 
2.3 影像学资料 彩超示: 10例均有肝回声不均

质, 3例胆囊壁水肿, 3例肝脏肿大. 肝脏CT示: 肝
脏实质内散在不规则低密度影, 肝脏密度降低

(图1), 增强后低密度区未见明显早期强化样改

变影, 呈不均匀强化(图2), 9例少量腹水, 1例大

量腹水. 腹部CT: 7例均有双肺感染征象, 1例自

发性气胸. 
2.4 病理检查与资料 2例行腹腔镜: 腹腔镜下肝

脏满布灰白色结节, 大小0.3-1.0 cm, 少量腹水. 2
例肝活检病理报告: [右肝]在送检肝组织充血水

肿、汇管区及肝窦内散在嗜酸性粒细胞及淋巴

细胞浸润背景上, 可见多数散在不规则囊腔, 囊
内有嗜酸性粒细胞碎片残影, 未见确切虫体成

分, 囊壁为炎性肉芽组织带伴嗜酸性粒细胞、

淋巴及浆细胞浸润, 并见肉芽肿形成. 综上, 病
变符合寄生虫感染, 倾肝肺吸虫病(图3). 

图  1  肝脏CT示肝脏实质内散在不规则低密度影, 肝脏密度
降低.

图  2  肝脏CT示增强后低密度区未见明显的早期强化样改
变影, 呈不均匀强化.
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■同行评价
因巨片形吸虫感
染病例较少, 故该
论著有一定的学
术价值.

2.5 粪便常规 2012-02-14在其中4名患者粪便中

找到片形吸虫虫卵(图4). 中国疾控中心对该病

例粪便中的虫卵进行分子生物学(PCR)特异性鉴

定, 结果也证实为片形吸虫. 免疫学辅助诊断进

一步显示, 26个患者血清中, 大片形吸虫抗体阳

性率为100%, 肝片形吸虫抗体阳性率为84.6%. 
2.6 流行病学特点 专家在牛羊粪便中查见片形

吸虫虫卵; 在水沟环境中查见椎实螺, 并在其体

内查见片形吸虫幼虫, 证实当地为片形吸虫病

自然疫源地. 调查发现, 部分农户在沟壑中种植

鱼腥草, 并在鱼腥草水田中施用牛羊粪便; 水田

中孳生有大量椎实螺; 当地居民普遍存在食用

凉拌鱼腥草习惯, 佐料是香菜、大葱, 且香菜、

大葱在收获销售前也常被泡在有椎实螺孳生的

水洼中. 因此, 当地存在完整的片形吸虫病的传

播环节. 

3  讨论

人体片形吸虫感染如不及时治疗, 可引起肝脏损

伤, 严重者可致肝肾衰竭甚至死亡. 另外, 持续和

严重的感染会引起肝纤维化和肝硬化, 可能引起

肝胆管型肝癌El-Shazlyetal[4]. 我国自1921年报道

首例来自福建省的片形吸虫感染患者以来, 有
记载的确诊病例报道只有50余例[5], 且多为肝片

形吸虫感染. 此次宾川县确诊26例巨片形吸虫感

染, 人数之众, 在国内外都属罕见. 巨片形吸虫病

是一种人畜共患病, 成虫通常寄生于牛、羊及其

他哺乳动物动物胆道内, 人体感染极为少见. 多
由于食用被肝片形吸虫囊蚴污染的水生植物或

饮用被肝片形吸虫囊蚴污染的水等而被感染[6]. 
急性期临床表现: 急性期一般表现为高热与腹

痛, 多数患者会有胃肠道症状, 如呕吐、腹胀、

腹泻、便秘等, 可有肝、脾肿大, 血液嗜酸性粒

细胞增多, 当虫体进入胆囊后病变逐渐转为慢

性, 此时主要表现为血浆蛋白的改变, 出现低蛋

白血症和高IgG血症, 晚期白、红蛋白减少, 出现

贫血. 该病主要诊断靠粪便或十二指肠引流液沉

淀检查虫卵并结合临床表现作出诊断, 或在外科

图  3  肝活检后
的病理切片HE染
色. A: 肝细胞呈

不规则腔隙、隧

道样坏死, 坏死

组织溶解液化; B: 

肝细胞坏死呈不

规则腔隙状, 周围

炎细胞反应带形

成; C: 肝细胞坏

死呈不规则腔隙

状, 坏死组织溶解

液化(上方), 周围

炎细胞反应带形

成(下方); D: 坏死

组织中查见可疑

寄生虫残体.

A B

DC

图  4  从患者粪
便中找到大片吸
虫虫卵. A: 低倍

镜下(×10); B: 高

倍镜下(×100).

A B
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手术探查在胆管或胆汁中发现成虫或虫卵也可

确诊[7], 很少能因看到寄生虫本身而确诊[8]. 因巨

片形吸虫感染时肝病变严重而虫少[9], 巨片形吸

虫病本身较少见, 以及部分病检人员并未认真查

找, 使大便常规虫卵检出率很低[10,11]. 另外自宿主

感染囊蚴到粪便中找到虫卵的最短时间约10-11 
wk[12], 在现实条件下, 估计片形吸虫生活史约需

5 mo, 这给早期诊断及治疗带来一定困难. 而且

即便找到虫卵, 肝片形吸虫与巨片形吸虫虫卵极

为相似, 难以鉴别. 需要通过形态学、生活史、

染色体和同工酶等技术, 对两种片形吸虫作出鉴 
别[13,14]. 

本文中所有病例住院时病程不足5 mo, 所以

粪便中未曾有患者检出虫卵, 在云南也是首次

出现爆发流行, 这些都是给诊断及治疗带来不

便的原因. 早期诊断主要根据生吃水生植物史, 
同一地区患病等共同流行病学特征, 共同以发

热、嗜酸性粒细胞增多, 肝肿大, 肝损伤为临床

表现, 片形吸虫抗体阳性, 三氯达苯唑治疗有效

为依据以作出诊断, 后期在一患者大便中找到

巨片形吸虫虫卵, 对虫卵进行分子生物学(PCR)
特异性鉴定及免疫学辅助诊断后确诊. 临床工

作中极易误诊为肝脏占位及其他寄生虫感染, 
使用吡喹酮治疗普遍没有效果[15], 易耽误治疗机

会, 造成患者死亡. 所以在临床工作中遇到类似

病例需要引起重视. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship among the 
adiponectin gene polymorphisms, plasma levels 
of adiponectin, and risk of nonalcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) in Cantonese Han people. 

METHODS: We measured the adiponectin gene 
polymorphisms and plasma adiponectin levels in 
106 NAFLD patients and 106 controls with com-
parable age, sex and body-mass index (BMI) and 
analyzed their correlation with anthropometric, 
biochemical, hormonal and metabolic parameters. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

脂联素基因多态性和血清脂联素水平与非酒精性脂肪肝
的相关性

石胜利, 聂玉强, 李瑜元, 周永健

®

■背景资料
脂联素作为一种
新发现的由脂肪
细 胞 分 泌 的 激
素 ,  具 有 降 低 血
脂、降低血糖、
改善胰岛素敏感
性以及拮抗动脉
粥样硬化的作用, 
目前还不清楚脂
联素基因是否与
非酒精性脂肪肝
(NAFLD)相关.

RESULTS: The T/T, T/G and G/G genotypes of 
the SNP 45 locus were found in 64.2%, 23.6% and 
12.2% of NAFLD patients, and in 54.7%, 38.7% 
and 16.6% of controls, respectively. The frequen-
cy of GG genotyp in NAFLD patients was higher 
than that in controls (χ² = 6.47, P < 0.05). The al-
lelic frequency between two groups showed no 
significant difference (χ² = 0.20, P > 0.05). The G/G, 
T/G and T/T genotypes of the SNP 276 locus 
were found in 64.2%, 27.3% and 8.5% of NAFLD 
patients, and in 47.2%, 36.8% and 16% of controls, 
respectively. The frequency of T/T genotype in 
NAFLD patients was higher than that in controls 
(χ² = 6.68, P < 0.05). There was a significant dif-
ference in the allelic frequency between the two 
groups (χ² = 7.86, P < 0.05). Plasma adiponectin 
levels were significantly lower in NAFLD pa-
tients than in controls (3.75 mg/L ± 3.94 mg/L 
vs 6.18 mg/L ± 4.12 mg/L, P < 0.05). Moreover, 
NAFLD patients had more significant insulin 
resistance (2.19 ± 1.35 vs 1.33 ± 0.93, P < 0.05). Lo-
gistic regression analysis showed that BMI, waist 
to hip ratio (WHR), HOMA-IR, adiponectin were 
main risk factors for NAFLD.

CONCLUSION: The SNP 45G/G and SNP 276T/T 
genotypes of the adiponectin gene are associated 
with risk of NAFLD. High BMI, high WHR, el-
evated HOMA-IR, and hypoadiponectin are main 
risk factors for NAFLD.

Key Words: Adiponectin; Nonalcoholic fatty liver 
disease; Gene polymorphism; Insulin resistance 

Shi SL, Nie YQ, Li YY, Zhou YJ. Association of single 
nucleotide polymorphisms of the adiponectin gene and 
plasma levels of adiponectin with risk of nonalcoholic 
fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(21): 1982-1986

摘要
目的:  探讨脂联素基因单核苷酸多态性及
血清脂联素水平与汉族人非酒精性脂肪肝
(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)的关系.

方法: 根据性别、年龄和体质量指数(body-

■同行评议者
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mass index, BMI)配对入选NAFLD患者和对照
组, 各106例. 测定基因多态性和血清脂联素水
平, 分析其与人体测量参数、生化、激素和代
谢的关系.

结果: 在NAFLD和对照者中, SNP+45位点
T/T、T/G 和 G/G基因型分别为64.2%、54.7%
和23.6%、38.7%和12.2%、6.6%, NAFLD
组G/G基因型频率比对照组高(χ ²  = 6.47, 
P <0.05), 但两组等位基因型频率(χ² = 0.64, 
P >0.05)差异无显著性; S N P+276位点中G/
G、T/G和T/T基因型分别为4.2%、47.2%和
27.3%、36.8%和8.5%、16.0%, NAFLD组T/T
基因型频率高于对照组(χ² = 6.68, P <0.05), 两
组等位基因频率差异有显著性(χ² = 7.86, P  
<0.05). NAFLD组的血清脂联素水平较对照组
显著降低(3.75 mg/L±3.94 mg/L vs  6.18 mg/L
±4.12 mg/L), 而且有更高的胰岛素低抗(2.19
±1.35 vs  1.33±0.93). Logistic回归分析显示: 
BMI、WHR、HOMA-IR、脂联素是NAFLD
的主要危险因素.

结论: SNP45G/G和SNP276T/T基因型可能
是中国汉族人NAFLD的易感基因, 高BMI、
WHR、HOMA-IR、低脂联素血症是NAFLD
的主要危险因素. 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)是遗传-环境-代谢应激相关性疾

病, 包括单纯性脂肪肝以及由其演变的脂肪性

肝炎和脂肪性肝硬化3种类型. NAFLD是一种与

肥胖、高胰岛素血症、2型糖尿病密切相关的

临床病理综合征[1]. 脂联素作为一种新发现的由

脂肪细胞分泌的激素, 具有许多生理功能: 降低

血脂、降低血糖、改善胰岛素敏感性以及拮抗

动脉粥样硬化的作用, 其与肥胖、2型糖尿病和

胰岛素低抗密切相关, 本文探讨脂联素基因45
和276两个位点基因多态性与NAFLD的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 所有研究对象均来自2005-04/07广州市

两个社区筛检的汉族人群, 参照中华医学会肝

脏病学分会制定的诊断标准[2], 根据性别、年龄

和体质量指数配对入选NAFLD和对照组各106
例, 临床资料见表1, 两组均排除病毒性肝炎, B
超检查无肝胆系统疾病且每周摄入乙醇量<40 
g, 为排除高脂血症、糖尿病、高血压对试验

的影响, 对照者与NAFLD组在高脂血症、糖尿

病、高血压病的构成比一致. 所有对象均履行

知情同意. 
1.2 方法 所有对象均进行人体测量, 包括身高、

体质量、腰围、臀围, 计算体质量指数(body 
mass index, BMI), 腰臀比. 禁食12 h, 次日采集空

腹静脉血用于血糖、肝功能、血脂检测, 用酶

联免疫吸附法检测空腹胰岛素(FINs)、脂联素

(试剂盒购自美国R＆D公司), 胰岛素抵抗采用

稳态模式评估法的胰岛素抵抗指数(HOMA-IR).
用NAFLD和对照组外周血白细胞, 提取基因组

DNA, 置于-20 ℃长期保存, 脂联素基因T45G
扩增: 以基因组DNA为模板在30 μL反应体系

内进行PCR, 所用上下游引物分别为5'GAAG-
TAGACTCTGCTGAGATGG3', 5'TATCAGTG-
TAGGAGGTCTGTGATG3', 在PCR仪中反应条

件为: 95 ℃预变性5 min后按以下设置循环30次: 
94 ℃变性30 s, 58 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 
最后72 ℃延伸10 min. 2%琼脂糖电泳鉴定PCR
产物, 以100-600 bp的DNA Marker为参照. 用限

制性内切酶SmaⅠ进行酶切, 含G等位基因的片

段被酶切为156 bp和216 bp的两个片断, 脂联素

基因SNP276扩增: 以基因组DNA为模板在50 μL
反应体系内进行PCR, 所用上下游引物分别为

5'GGCCTCTTTCATCACAGACC3', 5'AGATG-
CAGCAAAGCCAAAGT3', 在PCR仪中反应条

件为: 94 ℃预变性4 min后按以下设置循环30次: 
94 ℃变性45s, 58 ℃退火45 s, 72 ℃延伸45 s, 最
后72 ℃延伸5 min. 取8 μL PCR产物, 加限制性

内切酶(SmaⅠ), 含G等位基因的片段被酶切为

表  1  脂肪肝组和对照组临床资料比较 (mean±SD)

         NAFLD组      对照组     P值

男/女       53/53       53/53              

年龄(岁)      57±12      56±13   0.307

体质量(kg)   60.3±8.5   57.8±9.3   0.002

BMI(kg/m2)   26.0±3.4   22.5±2.8 <0.001  

身高(m)   1.59±0.09   1.60±0.10   0.290

腰臀比   0.90±0.06   0.85±0.08 <0.001

收缩压(mmHg) 133.3±20.0 124.6±18.3 <0.001

舒张压(mmHg)   84.3±10.3   79.6±9.8   0.002

■相关报道
研究表明70%的
糖尿病患者肝功
能异常是由于并
发 N A F L D 所致 , 
肝活检显示75%
以上的肥胖者患
有NAFLD. 脂联
素作为一种新发
现的脂肪激素, 与
肥胖、糖尿病、
NAFLD有关 ,  但
其作用机制尚不
明确.
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196 bp片断.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 基

因型及等位基因的频率比较用χ2检验, NAFLD
组和对照组之间的比较用配对设计t检验, 脂联

素与各参数的关系用spearman等级相关分析, 
NAFLD的危险因素用多因素非条件Logistic回
归分析, 所有数据用SPSS13.0软件处理.

2  结果

2.1 脂朕素基因SNP45和SNP276基因型和等位

基因分布 SNP45两组间基因型频率差异有显著

性, NAFLD组GG基因型频率显著高于对照组

(χ2 = 6.47, P <0.05), 但等位基因频率差异无显著

性(χ2 = 0.20, P >0.05), SNP276两组间基因型频率

差异有显著性, NAFLD组TT基因型频率显著高

于对照组(χ2 = 6.68, P <0.05), 等位基因频率差异

有显著性(χ2 = 7.86, P <0.05), NAFLD组SNP45和
SNP276基因型血清脂联素水平明显低于对照组

(表2, 图1, 2).
2.2 NAFLD组和对照组临床生物化学指标的比

较 NAFLD组血糖(FBG)、FINS、ALT、WHR、
BMI、甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)、低密度脂

蛋白(LDL)、HOMA-IR、舒张压(DBP)和收缩压

(SBP)明显高于对照组(P<0.01), 血清脂联素水平

显著低于对照组(P <0.01), 年龄、高密度脂蛋白

(LDL)、身高在两组间差异无统计学意义(表3).
2.3 血清脂联素水平与临床各指标之间的相

关性 血清脂联素与TC呈正相关(r  = 0.147, P  = 
0.003); 与年龄、WHR、BMI、AST、ALT、
HDL、LDL、TG、FINS、FBG和HOMA-IR呈
负相关(均P <0.05, 表4).
2.4 NAFLD的危险因素分析 在所研究对象中, 
以是否患脂肪肝为应变量, 以W H R、B M I、
SBP、DBP、TC、HDL、LDL、TG、ALT、
FBG、FINS、HOMA-IR和脂联素作为自变量

进行Logstic回归分析, 结果显示BMI、WHR、
HOMA-IR和脂联素是脂肪肝形成的主要危险因

素(表5).

3  讨论

脂联素基因位于人体第3号染色体3q27区, 该区

域与代谢综合征和2型糖尿病密切相关. 迄今为

止, 在不同的人群中均发现该基因存在10个以

上位点的单核苷酸多态性, 其中脂联素基因+45
位点(外显子2)存在T-G转换(Glyl5Gly), 该多态

性最为常见, 关于脂联素基因45和276位点SNP
的研究主要集中在2型糖尿病和代谢综合征方

面, 多项研究显示该位点基因多态性与2型糖尿

表  2  脂肪肝组和对照组脂联素基因和等位基因分布

     基因多态性                  基因类型n (%)  P值          等位基因n (%)  P值

45     T/T      T/G    G/G 0.04       T     G 0.65

NAFLD组 68(64.2) 25 (23.6) 13(12.2) 161(75.9) 51(24.1)

对照组 58 (54.7) 41 (38.7)    7(6.6) 157(74.1) 55(25.9)

276     G/G     G/T     T/T 0.035       G      T 0.005

NAFLD组 68 (64.2) 29 (27.3)   9(8.5) 165(77.8) 47(22.2)

对照组 50 (47.2) 39(36.8) 17(16) 139(65.6) 73(34.4)

■创新盘点
本研究不但分析
高BMI、WHR、
H O M A - I R 和 低
脂 联 素 血 症 是
NAFLD的主要危
险因素. 而且分析
脂联素基因45和
276位点单核苷酸
多态性与汉族人
NAFLD相关. 
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病和代谢综合征密切相关. 脂联素基因单核苷

酸多态性可影响脂联素基因表达从而影响脂联

素水平[3], 2型糖尿病和NAFLD作为代谢综合征

的重要组成部分, 我们推测该位点基因多态性

可增加NAFLD易感性, 我们的研究证实这一结

论. Musso等[4]证实NASH人群中脂联素单核苷

酸多态性(SNP)45TT与276GT基因型明显多于

一般人群, 这两种基因型与肝病的严重程度相

关, 本研究结果还证实SNP45G和SNP276T等位

基因有更低的脂联素水平, 脂联素基因变化与

血脂联素水平之间的关系还不清楚, 可能该位

点基因多态性影响脂联素基因的转录活性, 降
低血浆脂联素的浓度.

我们的研究发现NAFLD比对照组有更高的

胰岛素抵抗, 这与以前的研究一致[5,6]. 与对照组

相比, NAFLD的血糖、胰岛素、腰臀比、体质

量指数、甘油三酯、胆固醇、收缩压和舒张压

增加更高, 这些生化参数支持NAFLD是代谢综

合征在肝中的表现形式, 胰岛素抵抗是肥胖、

糖尿病、高血压和NAFLD共同因素.
Vuppalanchi等[7]通过对21例NAFLD和19

名配对者研究发现: NAFLD患者血清脂联素

明显低于对照组(4.9 g/L±2.7 g/L vs  7.3 g/L±
3.5 g/L, P = 0.02), 且患者肝脏中脂联素受体2的
mRNA表达比正常肝脏组织高, 故建议脂联素作

为非酒精性脂肪性肝炎的候选基因做进一步研

究. Pagano等[8]测量了17例NAFID患者及20例年

龄、BMI和性别相匹配的正常志愿者的血清脂

联素含量, 发现前者明显低于后者. Targher等[9]

的研究结果显示, NAFLD患者不仅脂联素水平

显著低于正常组, 且低水平的脂联素与肝脏脂

肪变性和炎症坏死程度相关, 但与纤维化程度

无关. 本研究结果也显示NAFLD组血清脂联素

水平明显低于对照组, 这与石光英等[10]研究一

致. 在维吾尔族NAFLD脂联素水平降低, 亦是其

独立危险因素.
血浆脂联素浓度与体质量指数、空腹胰岛

素、胰岛素抵抗指数、甘油三酯呈显著负相关. 
Xu等[11]发现给脂肪性肝病小鼠饲以脂联素, 2 
wk后可以明显改善其胰岛素抵抗现象. 脂联素

改善胰岛素抵抗的作用可能源于他使参与骨骼

肌脂肪酸摄取和氧化能量代谢分子, 如CD36、
乙酰CoA氧化酶、解偶联蛋白-2、3以及脂肪

酸转运蛋白1的表达量增加, 从而增加骨骼肌脂

肪酸氧化, 降低骨骼肌内甘油三酯含量. 相关

分析显示脂联素与胰岛素抵抗、血糖、腰臀

比、体质量指数呈负相关, 肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)和白介素-6等炎性因子

是脂联素分泌拮抗剂, 能抑制脂联素的表达[12], 
NAFLD时肝脏能分泌大量的炎性因子, 这些炎

性因子的增加也成为脂联素进一步减少的重要

因素.
在校正了性别、年龄、SBP、DBP、HDL、

表  3  脂肪肝组和对照组的生化指标比较

       NAFLD组     对照组     P值

FBG (mmol/L) 5.44±1.09 4.94±0.74 <0.001

FINS (mUI/L) 8.97±4.95 6.16±4.69 <0.001

TC (mmol/L) 5.69±2.55 5.01±1.10   0.018

HDL (mmol/L) 2.04±0.98 2.02±0.91   0.845

LDL (mmol/L) 3.60±0.88 3.24±0.68   0.002

TG (mmol/L) 3.38±2.79 2.09±1.44 <0.001

HOMA-IR 2.19±1.35 1.33±0.93 <0.001

AST (U/L) 24.2±14.8 20.7±7.5   0.04

ALT (U/L) 30.1±19.4 24.0±17.5   0.019

γ-GT (U/L) 38.7±23.6 25.9±17.5 <0.001

脂联素(mg/L) 3.75±3.94 6.18±4.12 <0.001

表  4  脂肪肝组血清脂联素水平和临床参数相关分析

         r值    P值

年龄 -0.272 <0.001

BMI -0.425 <0.001

腰臀比 -0.141 <0.001

收缩压 -0.182   0.061

舒张压 -0.170   0.081

AST -0.143   0.04

ALT -0.156   0.002

TC   0.147   0.003

HDL -0.328 <0.001

LDL -0.331 <0.001

TG -0.174   0.001

FPG -0.189 <0.001

FINS -0.211 <0.001 

HOMA-IR -0.233 <0.001

表  5  脂肪肝危险因素的Logistic回归分析

     回归系数   SE    P 值  OR    95% CI

截距 -20.76 3.66 <0.01

BMI     0.39 0.07 <0.01 1.47 1.29-1.69

HOMA-IR     0.70 0.17 <0.01 1.53 1.43-1.89

腰臀比     1.23 0.36 <0.01 2.17 1.81-2.59

脂联素   -0.14 0.05 <0.01 0.87 0.78-0.96

■应用要点
脂联素基因的研
究 对 N A F L D 发
病机制有重要临
意 义 .  高 B M I、
WHR、HOMA-
IR和低脂联素血
症是NAFLD的主
要危险因素, 血中
脂联素水平升高
能促进脂肪酸的
氧化从而预防肝
脏脂肪病变. 对脂
联素的研究为脂
肪肝的防治提供
新的思路和方法.
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LDL、TC、TG、HDL、LDL、FBG、PBG、

FINS和PINS影响的情况下, Logistic回归分析

结果提示BMI、IR、WHR和脂联素水平降低

是NAFLD的独立危险因素. 脂联素的发现为

NAFLD的发病机制增加了另一种可能, TNF-α
在胰岛素抵抗的形成中起着非常重要的作用, 
而且是参与“二次打击”的重要炎症因子, 研
究发现脂联素与TNF-α的结构十分相似, 他们能

分别与对方的受体结合, 而且共享一个信号同

道, 但发挥的生物学效应却完全相反. 体内外实

验显示脂联素与TNF-α互相抑制对方的产生并

互相拮抗对方的功能[11].
总之, 脂联素与NAFLD有着密切的联系. 增

强胰岛素敏感性、改善肝细胞脂肪变和减轻炎

症反应等作用, 具有良好的应用前景, 脂联素可

能成为临床上用于治疗NAFLD的有效药物, 将
成为胰岛素抵抗和NAFLD防治的新靶点.
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■同行评价
脂联素具有增强
胰岛素敏感性、
改善肝细胞脂肪
变和减轻炎症反
应等作用, 具有良
好的应用前景.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of infliximab (Rem-
icade) in the management of steroid-refractory 
and steroid-dependent moderate to severe ulcer-
ative colitis (UC). 

METHODS: The clinical data for 19 steroid-
refractory or steroid-dependent moderate to 
severe UC patients who accepted treatment with 
infliximab in the Peking University First Hospi-
tal and the General Hospital of Beijing Military 
Command of Chinese PLA from April 2009 to 
November 2011 were analyzed retrospectively. 

RESULTS: Ten patients achieved clinical remis-
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■背景资料
英夫利昔单抗(类
克)是一种人鼠嵌
合体抗TNF-α的
单克隆抗体, 随着
近期大规模临床
试验的研究结果
发表, 其在溃疡性
结肠炎(UC)中的
治疗作用越来越
受到重视, 尤其对
激素抵抗及激素
依赖的患者. 但国
内尚缺乏相关研
究资料.

sion, of whom 2 achieved mucosal healing, and 
7 achieved clinical response. The total response 
rate was 89.47%, and remission rate was 52.63%. 
In all the patients responding to the treatment, 
Hb and ALB rose apparently, and ESR and CRP 
decreased obviously. The extraintestinal symp-
toms in 5 patients with extraintestinal manifesta-
tions were improved. No serious adverse events 
occurred. 

CONCLUSION: Infliximab is effective and safe 
in the management of steroid-refractory or ste-
roid-dependent moderate to severe UC patients.

Key Words: Ulcerative colitis; Steroid-refractory; 
Steroid-dependent; Infliximab(Recamide)

Li YX, Li SR, Li JX, Yang XY, Wang HH. Efficacy of 
infliximab in the management of steroid-refractory 
or steroid-dependent ulcerative colitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1987-1992

摘要
目的: 评价英夫利昔单抗(类克)对于激素抵抗
及激素依赖的中重度溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)的治疗效果. 

方法: 回顾性分析2009-04/2011-11在北京大学
第一医院及中国人民解放军北京军区总医院
消化内科住院治疗的, 因激素抵抗或激素依赖
而接受类克治疗的中重度UC患者共19例的临
床资料. 

结果: 19例患者中10例达到临床缓解, 其中
2例达到黏膜愈合, 7例治疗有效, 治疗总有
效率是89.47%, 缓解率是52.63%; 治疗有
效者, 血红蛋白(hemoglobin, Hb)及白蛋白
(albumin, ALB)均明显上升, 血沉(erythrocyte 
sed imenta t ion ra te, ESR)及C反应蛋白(C 
reaction protein, CRP)明显下降. 5例具有肠外
表现者的肠外症状都得到改善. 观察期间未发
生严重不良反应. 

结论: 类克对于激素抵抗及激素依赖的中重

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科
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■相关报道
Rutgeerts等的研
究 成 果 表 明 ,  中
重度活动性UC患
者第0、2、6 周
接受英夫利昔单
抗 治 疗 ,  以 后 每 
8 wk为1个疗程, 在
第8、30、54 wk
实验组较安慰剂
组都明显出现临
床效果. 由此肯定
了英夫利昔单抗
在中重度UC患者
中的疗效, 为难治
性UC患者的治疗
提供了新的有效 
方法.

度UC国人具有良好的治疗效果, 同时安全性
较好, 为难治性UC患者的治疗开拓了新途径. 

关键词: 溃疡性结肠炎; 激素抵抗; 激素依赖; 英夫

利昔单抗(类克)
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一类慢性

反复发作的肠道炎症性疾病, 目前主要的治疗

药物包括氨基水杨酸类、激素以及免疫抑制剂

等; 基于激素治疗的有效性, 对于中重度UC, 全
身应用激素仍然是经典治疗方法中的一线选

择. 但在临床实践中发现大约16%-34%的患者存

在激素抵抗[1,2]以及大约22%的患者存在激素依 
赖[1]. 为这部分患者寻找最佳的治疗手段, 尽量

避免手术, 并达到缓解疾病、改善生活质量、

降低病死率是迫切需要解决的问题. 肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)在炎症性

肠病(inflammatory bowel disease, IBD)发病机制

中的作用已被广泛研究. 英夫利昔单抗(类克)是
一种人鼠嵌合体抗TNF-α的单克隆抗体, 可以诱

导表达TNF-α的炎症细胞凋亡, 从而抑制炎症过 
程 [3].  已有很多研究证实类克对于克罗恩病

(Crohn's disease, CD)的诱导缓解和维持治疗有

效, 对瘘管型CD有促进瘘管愈合作用. 近期, 随
着ACT1及ACT2的研究发表[4], 类克在UC中的治

疗作用越来越受到重视, 但国内尚缺乏相关研究

资料. 本文将观察类克对19例激素抵抗或激素依

赖的UC患者治疗效果. 

1  材料和方法

1 . 1  材料  本观察为双中心回顾性研究 .  以
2009-04/2011-11在北京大学第一医院及中国人

民解放军北京军区总医院消化内科住院, 因激

素抵抗或激素依赖而接受类克治疗的中重度UC
患者共19例为研究对象. 
1.2 方法

1.2.1 激素抵抗及激素依赖UC的诊断: 所有患

者依据2007年我国IBD诊断治疗规范的共识意 
见[5], 具有典型的临床表现、结肠镜检查及黏膜

组织学检查结果, 明确诊断为UC. 病情分期及

严重程度依据Mayo指数分为轻度活动(3-5分)、
中度活动(6-10分)、重度活动(11-12分)及缓解

期(0-2分)[6]. 部分患者在治疗观察过程中无结

肠镜检查结果, 则依据Truelove和Witts标准分为

轻度、中度、重度[6]. 泼尼松0.75 mg/(kg·d)应用 
4 wk症状不缓解, 或静脉足量激素应用7-10 d症
状无改善者为激素抵抗[6-8]; 3 mo内不能将泼尼松

减至10 mg/d, 或停用激素后3 mo内疾病复发者

为激素依赖[6]. 
1.2.2 给药剂量及途径: 因激素抵抗或激素依赖

而治疗无效的患者按照每周减5 mg强的松的剂

量逐渐减量并停用激素, 并改用类克治疗. 类克

以5 mg/(kg·次)的剂量静脉输注, 于0、2、6 wk作
为诱导期治疗, 其后每8 wk给药一次巩固治疗. 
1.2.3 疗效观察: 患者于治疗前及每次类克治

疗后都予以临床症状的评价, 并比较血红蛋白

(hemoglobin, Hb)、白蛋白(albumin, ALB)、血

沉(erythrocyte sedimentation rate, ESR)及C反应

蛋白(C reaction protein, CRP)的变化及内镜下

黏膜愈合的情况. 临床缓解指患者的临床症状

完全缓解, 包括每日大便次数不超过3次, 无血

便及里急后重感[6]; 黏膜愈合指内镜下所有炎症

部位的黏膜愈合修复, 全结直肠黏膜无质脆、

出血、糜烂及溃疡[9]; 治疗有效指经过治疗后

Mayo评分较前下降30%, 并便血减轻、内镜下

评分改善[6]; 无效指经过治疗后达不到上述标准. 
同时观察类克治疗过程中出现的不良反应. 

统计学处理 采用SPSS19.0软件进行分析, 
应用配对资料Wilcoxon轶和检验比较治疗前后

Hb、ALB、ESR及CRP的变化, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 本研究共19例患者, 男12例, 女7
例, 平均年龄31.89岁±8.28岁(18-44岁), 平均病

程53.95 mo±51.15 mo(2-204 mo). 临床类型: 慢
性复发型10例、慢性持续型7例、初发型2例; 
病变范围: 全结肠型15例, 其余广泛型、左半结

肠型、直乙结肠型、直肠型各1例. 其中中度活

动者8例, 重度活动者11例; 激素抵抗者9例, 激
素依赖者10例. 另外, 伴发UC肠外表现者5例, 包
括: 多发外周大关节炎2例, 强直性脊柱炎1例, 
多发口腔溃疡1例, 同时存在外周关节炎及口腔

溃疡者1例(表1). 
2.2 疗效

2.2.1 临床及内镜评价: 本组患者平均使用类克次

数5.58次±3.02次(2-14次). 10例患者达到临床缓

解, 缓解率为52.63%, 达到临床缓解时平均用类
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■创新盘点
本研究为双中心
的回顾性研究, 虽
然在国际上已有
多中心大规模的
临床试验肯定了
英夫利昔单抗的
疗 效 ,  但 对 于 国
人, 其用药时间、
剂量、疗程、有
效率及不良反应
还需要我们自己
摸索总结. 本文为
此开创新篇章, 并
希望以后有国人
的多中心大规模
临床试验来证实.

克次数为4.30次±2.50次(2-11次); 其中2例患者达

到黏膜愈合, 都是在使用类克4次时, 黏膜愈合率

为10.53%; 另外有2例患者在达到临床缓解后, 长
期用类克维持治疗(1例至今用了14次, 另1例至

今用了10次), 并维持疾病缓解状态, 但由于患者

拒绝肠镜复查, 故其黏膜愈合情况不详. 7例患者

治疗有效, 有效率为36.84%, 达到治疗有效的标

准时平均使用类克次数为3.14次±0.90次(2-4次), 
Mayo评分平均下降4.14分±0.69分(3-5分). 本组

患者经类克治疗后的总有效率(临床缓解率+有效

率)达89.47%. 2例患者在用药4次后, 症状无改善, 
治疗无效, 无效率为10.53%; 其中1例为中度活动

溃疡性直肠炎, 改用5-氨基水杨酸(5-aminosali-
cylic acid, 5-ASA)和激素局部灌肠治疗; 另1例为

重度活动全结肠型, 改用环孢素A治疗. 
2.2.2 实验室结果评价: 本组患者凡治疗有效甚

至达到临床缓解者, 其Hb及ALB均明显上升, 而
炎症指标ESR及CRP则明显下降, 与临床转归

相一致. 10例达到临床缓解的患者, Hb平均上升

15.50 g/L, Z = -2.803(P <0.05); ALB平均上升8.75 
g/L, Z = -2.805(P <0.05); ESR平均下降21.60 mm/
h, Z = -2.550(P <0.05); CRP平均下降44.52 mg/L, 
Z = -2.666(P <0.05). 7例治疗有效的患者, Hb平
均上升14.00 g/L, Z = -2.371(P <0.05); ALB平均

上升7.87 g/L, Z = -2.366(P <0.05); ESR平均下降

22.43 mm/h, Z = -2.371(P <0.05); CRP平均下降

23.15 mg/L, Z = -2.366(P <0.05). 2例治疗无效的

患者, Hb、ALB、ESR及CRP则无明显变化趋势

(表2). 
2.2.3 对肠外表现的疗效: 类克对本组患者的肠

外表现治疗效果良好; 4例伴有外周关节炎和/或
口腔溃疡的患者应用类克后关节症状消失、口

腔溃疡愈合; 另外1例伴有强制性脊柱炎的患者, 
关节痛的症状消失, 关节功能较前有所改善. 
2.3 不良反应 本组患者均未发生严重不良反应. 
只有1例患者在治疗过程中, 出现一过性巨细胞

病毒(cytomegalovirus, CMV)和单纯疱疹病毒(her-
pes simplex virus, HSV)感染, 经抗病毒、对症治

疗后很快好转, 并未影响其继续使用类克. 所有

患者均未出现输液反应、严重感染特别是机会

感染及结核感染、新的自身抗体或狼疮样综合

征、充血性心力衰竭、神经系统障碍以及严重

的肝损伤, 所有患者观察期间无肿瘤发生; 但有5
例患者在筛查过程中, 依据胸片、结核抗体及γ干

扰素释放分析T-SPOT.TB等结果怀疑有潜伏性结

核的可能, 故给予了预防性抗结核治疗. 

3  讨论

中重度UC特别是难治性UC的治疗目前来说仍

然是难点. 大约有15%的患者在整个病程中的某

段时间会发展为重症, 并需要住院、接受静脉

药物治疗, 甚至行结肠切除术[10]. 尽管各种治疗

表  1  19例患者类克治疗前的基本临床特征

     性别 年龄(岁) 病程(mo)   病变范围   病情分期 治疗前mayo评分(分) 激素治疗效果                   肠外病变

FYX    F     40      72   全结肠型 慢性持续型              11   激素依赖型            多发外周大关节炎

WR    F     32      36   全结肠型 慢性持续型              11   激素依赖型 多发外周大关节炎、口腔溃疡

CSQ    F     44      60   全结肠型 慢性复发型              11   激素依赖型

LPX    F     21        2   全结肠型     初发型              12   激素抵抗型

MDH   M     18      12   全结肠型 慢性复发型                8   激素依赖型                 口腔溃疡

YCJ   M     43      60   全结肠型 慢性复发型              12   激素依赖型

WWL   M     23      24   全结肠型 慢性复发型                7   激素抵抗型

YWS   M     27      12   全结肠型 慢性持续型                6   激素抵抗型

ZYQ   M     31      60 直乙结肠型 慢性复发型                9   激素依赖型

TZJ   M     44      36    广泛型 慢性持续型              11   激素依赖型           多发外周大关节炎

LSY    F     27    120   全结肠型 慢性复发型              12   激素抵抗型

TX   M     33    204 左半结肠型 慢性复发型                7   激素依赖型               强直性脊柱炎

FRS   M     25      12   全结肠型 慢性持续型              11   激素抵抗型

SJH    F     31      24   全结肠型 慢性复发型                9   激素抵抗型

HFC   M     39      36   全结肠型 慢性复发型                9   激素依赖型

GJ   M     23        3   全结肠型     初发型              11   激素抵抗型

FYX    F     33      96   全结肠型 慢性复发型              12   激素抵抗型

FSX   M     43    120     直肠型 慢性持续型                8   激素抵抗型

WYB   M     29      36   全结肠型 慢性持续型              11   激素依赖型



www.wjgnet.com

1990               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年7月28日   第20卷  第21期

■应用要点
本研究初步分析
总结了英夫利昔
单抗对激素抵抗
及激素依赖的中
重度UC患者的治
疗效果, 并为这部
分患者尽量避免
手术、达到疾病
缓解、改善生活
质量、降低病死
率提供了新的治
疗方法.

方式在不断改进, 但对于中、重度UC的治疗选

择仍然有限, 尤其当患者出现激素抵抗或依赖

时, 很可能面临结肠切除手术的各种风险. 
类克作为TNF-α单抗-一种生物制剂, 在IBD

方面最早被美国FDA批准治疗瘘管型CD及常规

治疗无效的中重度活动期CD, 2002年FDA将其

适应症扩大至作为缓解期CD的维持治疗, 但当

时始终缺乏类克对UC疗效的大规模临床研究. 
2005年, Rutgeerts等[4]发表了ACT1和ACT2多中

心、随机双盲、安慰剂对照的临床研究, 提示

类克组较安慰剂组达到治疗有效及临床缓解的

比例明显增高, 另外类克组患者在达到临床缓

解后停用激素的比例也较安慰剂组明显增高; 
基于这两项研究结果, 同年9月FDA即批准类克

治疗难治性中、重度UC. 国内的研究资料尚少, 
但也有李世荣等[11]的研究提示类克治疗UC效

果良好, 7例UC患者中, 3例达到症状缓解、4例
好转、2例黏膜愈合. 本研究结果显示类克对于

激素抵抗及激素依赖的中重度UC患者有良好

的治疗效果, 19例患者中17例疗效显著, 总有效

率为89.47%, 其中10例达到临床缓解, 临床缓解

率为52.63%, 平均用类克次数4.30次±2.50次, 
2例在用类克4次后达到黏膜愈合, 黏膜愈合率

为10.53%. 本组资料中的有效率与临床缓解率

略高于ACT1和ACT2(有效率89.47% vs  69.4%, 

64.5%; 缓解率52.63% vs  38.8%, 33.9%), 但黏

膜愈合率明显低于ACT1和ACT2(10.53% vs  
62.0%, 60.3%). 一方面, 有2例患者虽然治疗效

果好、长期处于临床缓解状态, 但未随访结肠

镜结果, 其黏膜愈合情况不详, 导致可能丢失部

分黏膜愈合的患者; 另一方面, 本组患者Mayo平
均分较ACT1和ACT2中患者高(9.9 vs  8.5, 8.3), 
且病变范围更广, 导致本组患者黏膜愈合更困

难或者需要更长的治疗时间. 
UC的实验室检查结果往往与临床转归相

一致, CRP作为一种急性时相蛋白, 其升高与

疾病活动度、ESR增快、贫血及低蛋白血症密

切相关[12]. 类克治疗UC后的临床转归往往能通

过实验室检查有所体现, 对类克治疗有效的患

者与治疗无效的患者相比, 其HB和ALB水平更

高, ESR和CRP更低[13]. 本研究结果显示类克治

疗有效者, Hb及ALB均明显上升, 而炎症指标

ESR及CRP明显下降, 2例治疗无效的患者, Hb、
ALB、ESR及CRP则无此变化趋势, 提示实验室

结果不但可以作为疾病严重程度的辅助判断指

标, 也可以作为治疗后应答与否的标识. 
IBD患者中大约20%-40%的人群会出现肠

外表现, 包括关节、皮肤、眼睛及肝胆系统的

损害; 部分肠外表现与肠道炎症过程相平行, 如
外周关节炎、结节性红斑及外层巩膜炎, 治疗

表  2  19例患者类克治疗后的疗效

     用类克总

次数(次)

    临床疗效 达到疗效时用

类克次数(次)

是否达到黏

膜愈合

HB治疗前    

/后(g/L)

ALB治疗前

/后(g/L)

ESR治疗前/后

(mm/h)

CRP治疗前

/后(mg/L)
FYX    14     临床缓解          11           61/89   35.7/45       79/12   22.5/4.69

WR      7     临床缓解            3         是 114/118   31.2/41.1       43/18 104.0/5.34

CSQ      5     临床缓解            5   99/110   26.3/38       57/13   54.4/2.81

LPX      6     临床缓解            3   79/113   23.9/42.4       32/5   49.3/1

MDH      6     临床缓解            4   81/107   31.3/42.2       18/20   72.0/9.6

YCJ    10     临床缓解            4         是 106/128   29.1/42.5       44/15      111.0/5.8

WWL      3     临床缓解               2   95/107   34.0/38.5         7/5   15.3/1.8

YWS    10     临床缓解            4 141/146   48.3/48.9         3/2     1.0/1.0

ZYQ      3     临床缓解            3 119/122   39.4/43.6       13/6   33.3/6.2

TZJ      6     临床缓解            4 110/120   36.3/40.8       18/2   22.1/1.5

LSY      3         有效            3   91/98   31.1/36.9       23/15   20.7/8.6

TX      5         有效            3   88/110   41.1/45.2       50/21   12.3/3.04

FRS      6         有效            4   76/120   22.0/41.5       82/14   76.9/11.3

SJH      5         有效            4           104/108   28.8/38.4       34/14   36.5/2.72

HFC      2         有效               2   84/95   28.9/29.4       25/15   13.8/9.72

GJ      5         有效            4   72/78   31.3/38.4         8/6   16.1/4.8

FYX      2         有效            2   91/95   29.6/35.7       40/20   84.7/58.8

FSX      4         无效            4 158/149   42.4/41.6         7/5     1.8/2.3

WYB      4         无效            4   87/85   26.7/24.9       10/12   23.7/19.6
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肠道炎症的同时肠外表现可以得到同步缓解; 
而另外部分肠外表现如强直性脊柱炎、坏疽性

脓皮病、葡萄膜炎及原发硬化性胆管炎则具有

相对独立的临床过程, 其对IBD的治疗药物反应

不一, 治疗也更加困难[14,15]. 本研究资料显示5例
患者具有肠外表现, 比例为26.32%, 与国外报道

相一致; 同时证实类克对UC伴随的关节炎及口

腔溃疡具有良好疗效, 4例伴有外周关节炎和/或
口腔溃疡的患者在应用类克治疗后关节症状消

失、口腔溃疡愈合, 其病情改善的速度均快于

肠道病变的修复, 提示类克对于UC伴随的全身

炎症的控制是迅速的; 1例伴有强制性脊柱炎的

患者, 在应用3次类克治疗后关节痛症状消失, 
关节功较之前有较明显改善. 已有多个研究证

实, 伴有外周关节炎的活动期IBD患者接受类克

治疗的同时, 关节症状可以得到很好地改善; 对
于强直性脊柱炎, 虽然其疾病过程与IBD相独立, 
但大量研究已证实类克对强直性脊柱炎治疗有

效, 可诱导并长期维持缓解, 因此对于伴有强直

性脊柱炎的IBD患者, 类克是较好的适应症[15]. 
本组患者中有1例在治疗过程中出现一过

性CMV-IgM和HSV-IgM阳性, 经抗病毒、对症

治疗后很快好转 ,  并未影响其继续使用类克 . 
ECCO对于IBD患者在治疗过程中出现病毒感染

给出如下意见: 如在重症结肠炎患者的结肠黏

膜中检测出CMV, 应开始抗病毒治疗并考虑停

用免疫调节药物直至结肠炎症状改善, 如出现

全身系统性CMV感染, 则必须立即终止免疫调

节治疗[16,17]. 目前已有报道在类克治疗过程中出

现HSV感染, 但类克是否较其他治疗IBD的药物

增加HSV复燃的风险尚不明确, 目前推荐意见

为推迟类克的治疗时间直到皮肤疱疹愈合并适

当给予抗病毒治疗[16,17]. 本研究中的患者虽然出

现一过性CMV-IgM和HSV-IgM阳性, 但未在结

肠黏膜中检测出CMV, 未发生皮肤疱疹, 也未出

现全身系统性感染, 对症治疗后很快好转, 也未

影响继续使用类克. 所有患者均未出现输液反

应、严重的感染特别是机会感染及结核感染、

新的自身抗体或狼疮样综合征、充血性心力衰

竭、神经系统障碍以及严重的肝损伤, 所有患

者观察期间无肿瘤发生; 但有5例患者在筛查过

程中怀疑有潜伏性结核的可能, 给予了9 mo异
烟肼及利福平的预防性抗结核治疗. 

总之, 类克对于激素抵抗及激素依赖的中

重度UC国人具有良好的治疗效果, 有效率及临

床缓解率均较高, 部分患者可以很快达到黏膜

愈合; 除了抑制肠道炎症, 类克对于肠外表现也

有良好的治疗作用. 另外, 国人对类克耐受性好, 
治疗过程未出现严重并发症. 因此, 类克为中重

度顽固性UC患者的治疗开拓了新途径. 本组所

有患者目前都在密切随访当中, 无一失访病例, 
但本研究包含病例数尚少, 仍需要大规模多中

心随机对照临床研究结果给予支持. 

4      参考文献

1	 Faubion WA, Loftus EV, Harmsen WS, Zinsmeister 
AR, Sandborn WJ. The natural history of cortico-
steroid therapy for inflammatory bowel disease: a 
population-based study. Gastroenterology 2001; 121: 
255-260

2	 Lindgren SC, Flood LM, Kilander AF, Löfberg R, 
Persson TB, Sjödahl RI. Early predictors of glu-
cocorticosteroid treatment failure in severe and 
moderately severe attacks of ulcerative colitis. Eur J 
Gastroenterol Hepatol 1998; 10: 831-835

3	 Danese S. Mechanisms of action of infliximab in 
inflammatory bowel disease: an anti-inflamma-
tory multitasker. Dig Liver Dis 2008; 40 Suppl 2: 
S225-S228

4	 Rutgeerts P, Sandborn WJ, Feagan BG, Reinisch 
W, Olson A, Johanns J, Travers S, Rachmilewitz D, 
Hanauer SB, Lichtenstein GR, de Villiers WJ, Pres-
ent D, Sands BE, Colombel JF. Infliximab for induc-
tion and maintenance therapy for ulcerative colitis. 
N Engl J Med 2005; 353: 2462-2476

5	 中华医学会消化病学分会炎症性肠病协作组. 对我国
炎症性肠病诊断治疗规范的共识意见(2007年, 济南). 
中华消化杂志 2007; 27: 545-550

6	 Stange EF, Travis SP, Vermeire S, Reinisch W, Ge-
boes K, Barakauskiene A, Feakins R, Fléjou JF, Her-
farth H, Hommes DW, Kupcinskas L, Lakatos PL, 
Mantzaris GJ, Schreiber S, Villanacci V, Warren BF; 
for the European Crohn's and Colitis Organisation 
(ECCO). European evidence-based Consensus on 
the diagnosis and management of ulcerative colitis: 
Definitions and diagnosis. J Crohns Colitis 2008; 2: 
1-23

7	 Creed TJ, Probert CS. Review article: steroid resis-
tance in inflammatory bowel disease - mechanisms 
and therapeutic strategies. Aliment Pharmacol Ther 
2007; 25: 111-122

8	 Travis SP, Stange EF, Lémann M, Oresland T, Be-
melman WA, Chowers Y, Colombel JF, D'Haens G, 
Ghosh S, Marteau P, Kruis W, Mortensen NJ, Pen-
ninckx F, Gassull M; for the European Crohn's and 
Colitis Organisation (ECCO). European evidence-
based Consensus on the management of ulcerative 
colitis: Current management. J Crohns Colitis 2008; 2: 
24-62

9	 Pineton de Chambrun G, Peyrin-Biroulet L, Lémann 
M, Colombel JF. Clinical implications of mucosal 
healing for the management of IBD. Nat Rev Gastro-
enterol Hepatol 2010; 7: 15-29

10	 Levin A, Shibolet O. Infliximab in ulcerative colitis. 
Biologics 2008; 2: 379-388

11	 李世荣, 陆晓娟, 盛剑秋, 范如英, 李恕军, 赵晓军. 溃
疡性结肠炎和克罗恩病的英夫利西(类克)治疗效果比
较. 胃肠病学和肝病学杂志 2010; 19: 644-647

12	 Solem CA, Loftus EV, Tremaine WJ, Harmsen WS, 

■名词解释
英 夫 利 昔 单 抗 : 
是一种人鼠嵌合
体抗肿瘤坏死因
子-α(TNF-α)的单
克隆抗体, 可以诱
导表达TNF-α的炎
症细胞凋亡, 从而
抑制炎症过程. 目
前主要应用于炎
症性肠病(IBD)、
强直性脊柱炎、
类风湿性关节炎
的患者治疗.



www.wjgnet.com

1992               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年7月28日   第20卷  第21期

Zinsmeister AR, Sandborn WJ. Correlation of C-re-
active protein with clinical, endoscopic, histologic, 
and radiographic activity in inflammatory bowel 
disease. Inflamm Bowel Dis 2005; 11: 707-712

13	 Actis GC, Bruno M, Pinna-Pintor M, Rossini FP, 
Rizzetto M. Infliximab for treatment of steroid-
refractory ulcerative colitis. Dig Liver Dis 2002; 34: 
631-634

14	 Siemanowski B, Regueiro M. Efficacy of infliximab 
for extraintestinal manifestations of inflammatory 
bowel disease. Curr Treat Options Gastroenterol 2007; 
10: 178-184

15	 Barrie A, Regueiro M. Biologic therapy in the man-
agement of extraintestinal manifestations of inflam-
matory bowel disease. Inflamm Bowel Dis 2007; 13: 
1424-1429

16	 Miehsler W, Novacek G, Wenzl H, Vogelsang H, 

Knoflach P, Kaser A, Dejaco C, Petritsch W, Kapitan 
M, Maier H, Graninger W, Tilg H, Reinisch W. A 
decade of infliximab: The Austrian evidence based 
consensus on the safe use of infliximab in inflamma-
tory bowel disease. J Crohns Colitis 2010; 4: 221-256 

17	 Rahier JF, Ben-Horin S, Chowers Y, Conlon C, De 
Munter P, D'Haens G, Domènech E, Eliakim R, Eser 
A, Frater J, Gassull M, Giladi M, Kaser A, Lémann 
M, Moreels T, Moschen A, Pollok R, Reinisch W, 
Schunter M, Stange EF, Tilg H, Van Assche G, Viget 
N, Vucelic B, Walsh A, Weiss G, Yazdanpanah Y, 
Zabana Y, Travis SP, Colombel JF; on behalf of the 
European Crohn's and Colitis Organisation (ECCO). 
European evidence-based Consensus on the pre-
vention, diagnosis and management of opportu-
nistic infections in inflammatory bowel disease. J 
Crohns Colitis 2009; 3: 47-91

           编辑  张姗姗  电编  鲁亚静  

■同行评价
本文总结分析了
英夫利昔单抗治
疗激素抵抗及激
素依赖性UC患者
的疗效, 文章具有
较好的创新性和
临床应用价值, 可
读性较强.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of cyto-
keratin 20 (CK20) mRNA expression in peripheral 
venous blood of patients with colorectal carcinoma.

METHODS: The expression of CK20 mRNA was 
detected by RT-PCR in peripheral venous blood 
samples from 20 healthy volunteers, 10 patients 
with colorectal polyps, and 61 patients with 
colorectal cancer. 

RESULTS: The positive rate of CK20 mRNA in 
peripheral venous blood of patients with colorec-
tal cancer was 41.0% (25/61). CK20 mRNA 
expression in peripheral venous blood was asso-
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外周血CK20 mRNA表达与结直肠癌临床病理和预后的关系
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■背景资料
结直肠癌是最常
见的消化系恶性
肿瘤之一, 且发病
率呈逐年上升的
趋势. 虽然目前临
床上对结直肠癌
采取了规范的综
合性治疗措施, 但
其死亡率仍居恶
性肿瘤的前列.

ciated with TNM stage, local lymph node metas-
tasis, distant metastasis, and depth of invasion (all 
P < 0.05). The expression of CK20 mRNA was not 
detected in peripheral venous blood of  healthy 
volunteers and patients with colorectal polyps. 
Seventeen cases died during the follow-up pe-
riod, of whom 10 had positive expression of CK20 
in peripheral blood. 

CONCLUSION: CK20 is a specific marker for 
blood micrometastasis of colorectal cancer. The 
expression of CK20 mRNA in the blood of pa-
tients with colorectal cancer is related with the in-
vasion and metastasis of colorectal cancer. Detec-
tion of CK20 mRNA in peripheral blood seems to 
be of relevance for prognosis in colorectal cancer. 

Key Words: Colorectal cancer; Cytokeratin 20; Mi-
crometastasis; Peripheral venous blood; Prognosis

Li GS, Yan DG, Zhang RY, Zhen YH, Ji QH, Cheng 
HY. Correlation between expression of CK20 mRNA in 
peripheral blood and clinicopathological features and 
prognosis in patients with colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1993-1997  

摘要
目的: 探讨外周静脉血中CK20 mRNA表达及
其与结直肠癌临床病理及预后的关系.

方法: 选取结直肠癌术前患者61例、健康志愿
者20例和结直肠息肉患者10例, 采用RT-PCR
法检测其外周静脉血中CK20 mRNA的表达, 
并结合其临床病理特点和随访资料进行综合
分析.

结果: 61例结直肠癌患者术前外周血C K20 
mRNA阳性率为41.0%(25/61); 其表达与肿瘤
TNM分期、浸润深度、远处转移和区域淋巴
结转移有关(P <0.05). 20例健康志愿者和10例
结直肠息肉患者外周血均无CK20 mRNA表
达. 在61例结直肠癌患者中, 术后46 mo完整随
访的有37例, 其中有17例死亡, 有10例外周血
CK20 mRNA表达阳性. 

结论: 外周静脉血中CK20 mRNA的表达与结
直肠癌患者的肿瘤分期和浸润转移有关. 血
液中CK20是反映结直肠癌患者发生肿瘤微转

■同行评议者
顾国利, 副主任医
师, 中国人民解放
军空军总医院普
通外科
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■创新盘点
本研究采取外周
静脉血检测CK20 
mRNA的表达, 并
进行了长期的随
访 .  进 一 步 证 明
了外周血中CK20 
mRNA的表达可
以作为结直肠癌
侵袭转移和预后
判 定 的 指 标 .  具
有一定的创新性
和实用价值.

移较为特异的肿瘤标志物, 外周血液中CK20 
mRNA的表达可作为评估患者预后的指标. 

关键词: 结直肠癌; 细胞角蛋白20; 微转移; 外周血; 

预后
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0  引言

结直肠癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 且
发病率呈逐年上升的趋势[1]. 虽然目前临床上对

结直肠癌采取了规范的综合性治疗措施, 但其

死亡率仍居恶性肿瘤的前列. 部分结直肠癌患

者预后不佳的一个重要原因是: 患者在获得诊

断、接受综合性治疗之前, 肿瘤经血行途径已

发生了广泛的微转移[2]. 目前临床上尚缺乏一种

能够在疾病早期即可有效判定结直肠癌微转移, 
进而预测结直肠癌患者预后的外周血检测指

标. 研究发现[3-6]: 细胞角蛋白20(cytokeratin 20, 
CK20)具有严格的上皮组织特异性, 其在癌变的

上皮组织以及转移灶中均有表达, 而在正常血

液、淋巴结及骨髓中均为阴性. 因此, 外周血中

CK20 mRNA的表达状况可能成为一个预示结

直肠癌发生血行微转移和预后不良的重要指标. 
本研究采用RT-PCR技术检测结直肠癌患者外周

静脉血中CK20 mRNA的表达, 旨在探讨外周血

中CK20 mRNA表达与结直肠癌临床病理特征

和预后的关系, 这有助于为结直肠癌的预后判

断提供客观的参考指标.

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2006-08/2007-01贵阳医学院

附属医院肛肠外科收治的结直肠癌患者61例组

成实验组, 所有病例均经组织学确诊, 且未接受

放化疗治疗. 选取同期在门诊体检的20例健康

志愿者组成阴性对照组, 选取在门诊行结肠镜

检查并且组织学证实为腺瘤性息肉的10例结直

肠息肉患者组成阳性对照组. 41例直肠癌患者

分别行Dixon术27例、Miles术8例、Dixon术+肝
转移灶切除1例、肿瘤姑息性切除术1例和单纯

乙状结肠造口4例. 20例结肠癌患者分别行乙状

结肠癌根治术8例、根治性右半结肠切除术8例
和癌灶姑息性切除术4例.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集和制备: 分别采取结直肠癌术前

患者61例、结直肠息肉患者10例和健康志愿者

20例的肘前静脉血 5 mL采用红细胞溶解法分离

有核细胞[6], 将标本在室温下7 000 g离心5 min, 
弃上清液. 加入5倍体积的生理盐水混匀; 室温下

7 000 g离心5 min, 弃上清液. 加入5倍体积的双蒸

水混匀, 静置5 min, 室温下10 000 g离心10 min. 
弃去上层溶解的红细胞, 保留下层2 mL液体. 加
入5倍体积的双蒸水混匀, 室温下10 000 g离心10 
min, 去上清液. 采用异硫氰酸胍法提取RNA. 紫
外分光光度计测定总RNA浓度, A 260/A 280比值在

1.7-2.0之间, 用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA
质量. 总RNA于-80 ℃保存备用.
1.2.2 RT-PCR检测CK20 mRNA的表达: 总RNA
在20 μL反应体系中逆转录成cDNA. 反应体系

组成如下: dNTPs 2 μL, 5×RNA PCR缓冲剂 
4 μL, RNA酶抑制剂1 μL, AMV逆转录酶XL 1 
μL, Oligo d(T)-Adaptor引物1 μL(2.5 pmol/μL), 
总RNA 5 μL, RNase Free H2O 6 μL. 

逆转录反应条件: 70 ℃反应5 m in, 4 ℃反

应5 min. 取出加入M-MuLV RT 1 μL, 42 ℃孵

育60 min, 70 ℃加热10 min灭活逆转录酶, 4 ℃
结束反应. 取上述逆转录反应产物于25 L反应

体系中进行PCR反应. 反应体系如下: 5×PCR
缓冲剂5 μL, RT反应液5 μL, dNTP 2.0 μL, Taq 
DNA多聚酶0.2 μL, 上下游引物各1 μL, ddH2O 
10.8 μL. CK20引物序列[6]: 上游引物5'-CAGA-
CACACGGTGAACTATGG-3', 下游引物5'-GAT-
CAGCTTCCACTGTTAGACG-3', 扩增片段长度

为370 bp. 内参照MTHFR引物序列[6]: 上游引物

5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3', 下
游引物: 5'-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3', 
扩增片段长度为198 bp. PCR扩增条件: 94 ℃变

性1 min, 57 ℃退火1 min, 72 ℃延伸1 min, 共35
个循环. 最后72 ℃延伸7 min结束反应. 本实验

设阴性对照, 每个标本在不加逆转录酶时进行

RT-PCR, 以确定扩增产物来自cDNA模板而非基

因组DNA. 同一标本至少进行2次RT-PCR反应, 
所得PCR反应产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳, 紫外

灯下观察有无预期的扩增产物.
统计学处理 应用SPSS15.0统计软件包进行

统计分析. 计数资料采用两个(或多个)样本率比

较的χ2检验, 正态分布、方差齐的计量资料采用

随机设计的两总体均数的t检验, 年龄资料采用

单因素多个样本均数比较的q检验. 生存率曲线

采用寿命表法. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 3组临床资料和CK20 mRNA表达 入组病例

的临床资料见表1. 3组病例在年龄、性别方面
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■应用要点
外 周 血 中 C K 2 0 
mRNA的表达可
以作为判断结直
肠癌侵袭能力及
预后的一个指标. 
本研究为临床判
定结直肠癌预后
和指导化疗提供
了一些有益的参
考指标.

无统计学差异(P >0.05), 结直肠癌组和结直肠

息肉组在肿瘤分布方面无统计学差异(P >0.05). 
CK20 mRNA在3组中表达差异显著(χ2 = 16.95, 

P <0.01, 图1). 
2.2 CK20 mRNA表达与结直肠癌患者临床病理

特征的关系 CK20 mRNA在61例结直肠癌患者

外周血中表达阳性率与肿瘤TNM分期、浸润深

度、远处转移和区域淋巴结转移有关(P <0.05); 
而与肿瘤大小和分化程度无关(P >0.05, 表2).
2.3 CK20 mRNA表达与结直肠癌患者预后的关系 
全部结直肠癌病例采用电话、信访或门诊检查的

方式进行随访, 无失访病例. 随访时间: 6-62 mo(平
均47.2 mo), 随访期内死亡27例, 死亡原因: 肝转

移、腹腔转移和肺转移. 外周血中CK20 mRNA表

达与死亡病例及其生存期的关系见表3和图2.

3  讨论

临床上常用CK20与CK7联合检测以鉴别恶性肿

瘤的组织来源. 因为CK20主要位于胃肠道的正

常黏膜上皮细胞和陷窝细胞, 具有严格的上皮

组织特异性. 研究显示[3-7]: 包括转移瘤在内的所

有结直肠癌组织均表达CK20, 而在正常血液、

淋巴结、骨髓中则为阴性. 因此, 从理论上讲, 
通过检测血液或区域淋巴结中CK20 mRNA的表

达, 就能够反应结直肠癌患者血液或区域淋巴

结微转移情况[8-11], 这有助于为患者选择合适的

治疗方式和预后评估提供帮助. 本研究发现: 结
直肠癌患者外周静脉血CK20 mRNA表达阳性率

表  1  3组病例的临床资料和CK20mRNA表达

     
分组  n 年龄(mean, 岁)

   性别   肿瘤部位      TNM分期     分化类型(腺癌) CK20 mRNA表达

男 女 结肠 直肠 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 高 中 低 黏液   阳性      阴性

试验组 61 31-79(61.1) 39 21   41   20 10 18 23 10 8 39  9    5     25       36

阳性对照组 10 38-78(60.5)   7   3     8     2       0       10

阴性对照组 20 30-74(60.3) 14   6       0        20

2 000
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MTHFR
198 bp
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图  1  结直肠癌患者外周血中CK20 mRNA表达的凝胶电泳
图. 1-5: 阳性表达, 片段长度为370 bp. 6-11: 阴性表达.
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图  2  结直肠癌患者外周血CK20 mRNA表达情况的生存率
曲线图.

表  2  外周血CK20 mRNA阳性表达与结直肠癌患者临
床病理因素的关系

     项目   n CK20 mRNA阳性表达   χ2值   P值

TNM分期    12.01 <0.01

  Ⅰ 10                 1

  Ⅱ 18                 5

  Ⅲ 23               11

  Ⅳ 10                 8

侵袭深度   8.48 <0.05

  肌层 13                 2

  浆膜内 25                 9

  浆膜外 23               14

远处转移     5.91 <0.05

  无 52               18

  有   9                 7

淋巴结转移   6.49 <0.05

  无 29                 7

  有 32               18

分化类型 1.96 >0.05

  好 47               17

  差 14                 8

肿瘤大小 0.08 >0.05

  ≤5 cm 28               12

  >5 cm 33               13
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■同行评价
本 文 发 现 C K 2 0 
mRNA在外周血
中的表达对于预
测结直肠癌的预
后及血液中微转
移具有标志物作
用, 具有一定临床
实用价值.

为41.0%, 与报道[6-10]一致. 而其在健康人和结直

肠息肉患者的外周血中无表达. 这说明通过RT-
PCR法检测外周血中CK20 mRNA的表达对判定

血行微转移具有较高的特异性和灵敏度, 具有

一定的临床实用价值. 
本研究发现: 结直肠癌患者外周血中CK20 

mRNA的表达与肿瘤分期和浸润转移密切相关. 
这说明随着结直肠癌细胞侵袭肠壁深度的加深, 
肿瘤细胞发生血行微转移的比例也在明显增加. 
肿瘤细胞进入外周血的途径可以是直接侵入脉

管系统而直接入血, 也可以通过腹腔播散后经

腹膜吸收入血[12-14]. 而肿瘤细胞到达肝脏后容易

被肝脏Kupffer细胞所吞噬[15,16]. 因此, 外周血中

CK20 mRNA的阳性检出率还取决于肝脏免疫

系统的功能. 
临床上约有30%-50%的结直肠癌患者在根

治术后会出现局部复发和远处转移, 甚至那些

肿瘤尚局限在肠壁且没有淋巴结转移的TNM分

期Ⅰ、Ⅱ期患者, 仍有约30%患者在5年内死于

局部复发和远处转移[17-23], 这说明这些患者体内

存在常规方法不能发现的癌细胞. 本研究发现: 
TNM分期为Ⅰ、Ⅱ期的结直肠癌患者外周血中

CK20 mRNA阳性表达率分别为10.0%和27.8%. 
这说明结直肠癌在早期就已可发生血液微转移

的现象, 而这些患者通常是不进行化疗治疗的. 
因此, 外周血中CK20 mRNA的表达应作为一个

复发转移的高危因素予以重视. 
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of tuber-
culous peritonitis in patients from an underde-
veloped region. 

METHODS: The clinical data for 40 patients with 
tuberculous peritonitis  were analyzed to sum-
marize the features of tuberculosis peritonitis in 
terms of its history, clinical manifestations, labo-
ratory testing, auxiliary examination, diagnosis, 
and differential diagnosis. 

RESULTS: In our series, tuberculous peritonitis 
was more common in patients between 20-40 
years old (57.5%), and only 22.5% of patients 
had a previous history of tuberculosis or chronic 
diseases. Tuberculous peritonitis usually had a 
chronic onset (85%). Common manifestations 
were abdominal distention (85%), anorexia 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

欠发达地区结核性腹膜炎40例

宋怀宇, 王 波

®

■背景资料
结 核 性 腹 膜 炎
(TBP)是我国常见
的肺外结核之一, 
其症状隐匿多变, 
实验室和辅助检
查缺乏特异性, 诊
断和鉴别诊断仍
是临床的难点.

(67.5%), fever (52.5%), and abdominal pain 
(47.5%). The signs of ascites (67.5%) and abdomi-
nal tenderness (65%) were common. Serological 
tests had low  specificity. Ascites was exudative. 
Ascites ADA > 33 U/L and monocyte predomi-
nance may contribute to the diagnosis of tuber-
culous peritonitis. The positive rates of ascites 
acid-fast bacillus smear and Mycobacterium 
tuberculosis culture were low (4.75% and 0%, 
respectively). The positive rate of PPD test and 
abnormal rate of chest X-ray were both 37.5%. 
The abnormal rate of abdominal CT and B-mode 
ultrasound scan were both 78%. The uterus and 
annexes were involved in 72.7% of female TBP 
patients. Five cases (12.5%) were misdiagnosed, 
of whom 3 were misdiagnosed as gynecologic 
tumors. Only 4 cases (10%) were confirmed by 
microbiology or pathology, and the remaining 
36 cases (90%) relies on experimental anti-TB 
treatment to achieve the diagnosis. 

CONCLUSION: In underdeveloped regions, the 
vast majority of tuberculous peritonitis cases are 
diagnosed by experimental anti-TB treatment 
due to the limited availability of laparoscopy or 
B ultrasound-guided biopsy. 

Key Words: Tuberculous peritonitis; Retrospective 
analysis; Literature review

Song HY, Wang B. Tuberculous peritonitis in patients from 
an underdeveloped region: A retrospective analysis of 40 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 1998-2005

摘要
目的:  总 结 结 核 性 腹 膜 炎 ( t u b e r c u l o u s 
peritonitis, TBP)临床特点, 进一步提高临床医
生对TBP的认识水平.  

方法: 收集40例TBP患者的病例资料, 对其发
病情况、临床表现、实验室和辅助检查、诊
疗经过等方面进行回顾性分析并复习文献.  

结果: 本组T B P患者年龄以20-40岁为高发
(57.5%), 仅22.5%的病例既往有结核病史或
慢性疾病史. 发病以慢性起病多见(85.0%), 
症状以腹胀(85.0%)、食欲减退(67.5%)、发

■同行评议者
陆伦根, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院消
化科



民医院消化科住院, 有完整住院病历资料, 并诊

断为“结核性腹膜炎”的患者. 病例的纳入标

准: 符合确诊和拟诊标准的病例纳入本次研究. 
确诊标准: 腹水结核菌培养获得结核菌; 腹水涂

片抗酸杆菌染色阳性; 腹腔镜检查或手术探查

病理发现干酪样肉芽肿或结核结节, 符合上述

任一点的视为确诊. 拟诊标准: 综合临床表现、

实验室检查、辅助检查拟诊为结核性腹膜炎, 
经2 wk试验性抗结核治疗有效. 病例的排除标

准: (1)腹腔恶性肿瘤或转移癌; (2)其他非结核原

因导致的腹膜炎; (3)能够引起腹水的其他非结

核疾病; (4)经2 wk标准4联抗结核药物治疗, 病
情无好转, 患者无法继续检查以明确诊断的. 符
合上述几种情况之一的予以排除. 
1.2 方法

1.2.1 对象筛选: 采用回顾性研究的方法, 从广西

壮族自治区人民医院病历资料库中选取符合上

述纳入标准的TBP患者共40例, 其中男18例, 女
22例, 男女比例为1∶1.22. 最小年龄13岁, 最大

年龄75岁, 平均年龄34.1岁±4.7岁.  
1.2.2 观察项目及指标: (1)流行病学: 本组TBP
患者的住院发病率、性别比例、发病年龄及

职业特点等; (2)TBP患者的既往史或合并其他

疾病情况, TBP患者的既往诊疗经过; (3)TBP
的临床表现, 包括主诉、临床症状及体征诸因

素; (4)TBP的实验室检查, 包括血常规、肿瘤

抗原指标、血沉、抗结核抗体, 腹水常规、腹

水特殊检查、结核菌培养及腹水抗酸染色等; 
(5)TBP的辅助检查, 包括腹部、盆腔超声、腹

部CT、腹腔镜检查、PPD试验等; (6)TBP的治

疗经过和疗效判定.  
1.2.3 试验性抗结核治疗的疗效判定标准: (1)治
愈: 临床症状, 体征消失, 各项检查指标恢复正

常; (2)好转: 临床症状, 体征改善伴各项异常检

查指标降低; (3)无效: 临床症状, 体征无变化, 各
项异常指标无好转; (4)恶化: 临床症状或体征加

重, 各项指标无好转或恶化. 
统计学处理 主要采用百分率和均数的分

析. 计量资料采用mean±SD表示, 用SPSS13.0统
计软件进行处理.  

2  结果

2.1 本组TBP患者的信息统计 本组TBP患者5年
期间的平均住院患病率为0.737%(40/5422), 患者

主诉的发病时间为11-90 d, 平均37.55 d±25.94 d; 
本组TBP的患者好发年龄主要集中在20-40岁

宋怀宇, 等. 欠发达地区结核性腹膜炎40例								                  1999
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■研发前沿
本研究回顾性总
结少数民族、欠
发 达 地 区 4 0 例
TBP的临床诊疗
特点并结合文献
复习TBP的诊疗
现状, 以帮助临床
医生加深对TBP
的了解.

热(52.5%)、腹痛(47.5%)常见. 体征以腹水
(67.5%)、腹痛(65.0%)多见, 腹壁柔韧感少
见(35.0%). 血清学检查特异性低, 腹水多呈
渗出液的特点, 但腹水ADA>33 U/L, 单核细
胞占优势等有助于诊断T B P的特点较少见
(16.0%-34.0%). 腹水抗酸杆菌涂片和结核菌培
养阳性率低(4.75%, 0%). PPD实验和胸部X线
的阳性率均为37.5%. CT和B超检查多数表现为
腹水、腹膜增厚、粘连等(78%), 女性患者子
宫、附件受累常见(72.7%). 本组TBP患者误诊
5例, 误诊率为12.5%, 最常见是误诊为妇科肿
瘤(n  = 3). 仅4例患者(10%)获病原学或病理确
诊, 其余90%依靠试验性抗结核治疗获得诊断.  

结论: 在欠发达地区, 目前依靠腹腔镜、B超
引导下活检等手段获得病理标本, 确诊TBP的
比例仍很低. 绝大部分TBP病例诊断主要依靠
试验性抗结核治疗及对疗效的动态观察. 临床
医生能够怀疑到TBP的可能并积极试验性抗
结核治疗是TBP诊断的关键. 对2 wk试验性抗
结核治疗效果不好的病例, 要动员患者接受更
积极的腹腔镜检查, 以免贻误病情.  

关键词: 结核性腹膜炎; 回顾性分析; 文献复习
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0  引言

结核性腹膜炎(tuberculous peritonitis, TBP)是由

结核杆菌引起的慢性弥漫性腹膜感染, 是临床

常见的肺外结核之一, 在世界范围内, TBP占全

部结核病例的0.l%-0.7%[1]. 随着更多诊断手段的

出现, 当前对TBP的诊断水平较以前有所提高. 
但TBP的临床表现隐匿多样而不典型, 目前常用

的实验室检查及辅助检查虽能提供一些诊断线

索, 但特异性较差; 而结核菌的病原学检出率低, 
腹腔镜或超声引导下的活检虽能确诊, 但在临

床实践中难以普及, 临床依靠病理确诊的病例

较少, 即使有经验的临床医师对TBP的诊断和鉴

别诊断也感到棘手. 本研究拟对近5年来广西壮

族自治区人民医院消化内科收治的TBP病例进

行回顾性分析并结合文献复习, 尝试从临床角

度对TBP的一些疾病特点进行总结, 希望对临床

医生加深TBP的了解, 完善诊断思维有一定的启

发和帮助. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-01/2010-12在广西壮族自治区人
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■相关报道
目前, 国内也有对
TBP临床总结的
文 章 .  但 总 的 来
讲, 只偏重于个人
临床经验总结, 没
有结合文献复习, 
无法让人较为全
面地了解TBP的
诊疗进展.

(57.5%, 23/40), 男女比例为1∶1.22(图1); 本组

TBP农民和工人占总发病者的57.5%, 提示低收

入、卫生条件差是TBP的易患因素之一(图2); 
本组TBP患者中77.5%既往无基础疾病, 既往有

结核病史或其他慢性病史的患者仅占总人数的

22.5%, 提示既往结核病史或慢性疾病不是诊断

TBP的必要条件(图3).
2.2 本组TBP患者临床症状、体征出现的频率和

百分比 本组TBP患者的主要症状依次是腹胀、

食欲减退、发热和腹痛(47.5%-85%), 而典型的

结核全身症状如盗汗、干咳、乏力等的比例较

低(15.7%-37.5%). 体征以腹水征、腹部压痛为

主(65%), 仅35%的患者具有腹壁柔韧感(表1). 
2.3 本组TBP患者的腹水检查 本组TBP患者的腹

水多表现为渗出液的特点, WBC>500×106/L, 李
凡他实验(+), 腹水蛋白>25 g/L, 而腹水单核细胞

占优势, 血清腺苷脱氨酶(adenosine deaminase, 
ADA)>33 U等对结核具有一定提示意义的指标

阳性率较低(16%-34%). 直接腹水抗酸杆菌涂片

的阳性率很低(4.75%), 而2例腹水结核菌培养的

阳性率为0%(图4). 

2.4 本组TBP患者的血清学检查 本组TBP患者的

血清学检查以非特异性的血红蛋白(hemoglobin, 
Hgb)降低, C反应蛋白(C reaction protein, CRP)、
血沉(ESR)增高多见(47.5%-72.5%); 血清抗结核

抗体、ADA>33 U的阳性率仅10%-17.5%. 而值

得注意的是本组患者血清CA125、CA19-9的阳

性率均在40%左右, 尚需进一步研究(图5). 
2.5 本组TBP患者的辅助检查 本组TBP患者胸部

X线和PPD的阳性率均为37.5%, 但活动性肺结

核的比例仅5.0%. 腹部、盆腔B超和腹部CT的
异常率为78%, 主要表现为腹水、腹膜增厚、粘

连等. 本组22例女性患者经B超和CT发现子宫、

附件异常的比例分别为72.7%、55.0%, 说明女

性TBP患者子宫附件受累非常常见(表2). 
2.6 本组T B P患者诊治经过的分析 本组40例
TBP患者, 35例(87.5%)属转诊患者, 其中25例
(62.5%)在1家基层医院住院未获确诊 ,  10例
(25%)入住2家基层医院未获确诊. 入住我院后, 
入院初诊和最后诊断符合率为87.5%. 误诊5例, 
包括妇科肿瘤3例、乙肝肝硬化腹水1例、急性

化脓性腹膜炎1例. 住院天数为8-60 d, 平均21.52 
d±9.56 d; 入院后开始试验性抗结核治疗的天数

为5-15 d, 平均8.57 d±2.69 d. 本组40例TBP患者, 
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50.00%

17.50%

5.00%

12.50%

7.50%

2.50%

5.00%

农民
工人

学生

服务员
教师

自由职业

职员

图  2  本组TBP患者职业分布特点.

77.50%
2.50%2.50%2.50%2.5
0%2.

50
%

2.
50

%
2.

50
%

2.
50

%
2.

50
%

结核病
结核暴露史
糖尿病
白癜风
乙型肝炎
风湿病
系统性红斑狼疮
血液透析史
酗酒
无基础疾病

图  3  本组TBP患者合并基础疾病情况. 

腹水颜色混浊19/38

李凡他实验19/38

腹水CA-125>25 11/23

腹水比重>1.018 15/38

腹水白蛋白>30 g/L 14/38

腹水单核细胞占优势 13/38

腹水白细胞(WBC)>500 16/38

LDH升高 11/38

ADA>33 U/L 6/38

腹水抗酸杆菌染色 1/21

腹水结核菌培养 0/2

50%

50%
48%

42%

39%

37%
34%

29%

16%

4.75%

0%

0% 10%  20% 30% 40%  50%

图  4  本组TBP患者腹水检查结果分析. 



www.wjgnet.com

宋怀宇, 等. 欠发达地区结核性腹膜炎40例								                  2001

■创新盘点
本研究是少数民
族、欠发达地区
TBP诊疗特点的
临 床 总 结 ,  并 结
合 文 献 复 习 ,  能
让人较为全面地
了解TBP的诊疗 
现状.

确诊4例(10.0%), 病原学诊断1例(2.5%), 病理诊

断病例3例(7.5%). 其中腹腔镜观察并活检干酪

样结节2例, 1例系临床怀疑妇科肿瘤, 经手术探

查确认为结核性腹膜炎. 其余36例(90.0%)均采

用试验性抗结核治疗的方法, 经4联抗结核治疗 
2 wk, 取得临床好转. 

3  讨论

本组TBP病例来自我国少数民族、经济欠发达

地区. 本文结果显示TBP任何年龄均可发病, 但

以20-40岁为高发年龄段, 男女比例为1∶1.22, 
无明显性别差异. TBP的易患人群主要为生活

贫困、卫生条件相对较差的农民、工人, 共占

57.5%, 这与报道相一致[2,3]. 有报道提及在有慢

性肝病、糖尿病、自身免疫性疾病、酗酒者, 
应用糖皮质激素、化疗及艾滋病等患者人群发

病率增加[4-6]. 本研究的结果支持这一结论, 但也

要注意到本研究中77.5%的患者并没有合并慢

性疾病, 提示我们既往结核感染暴露史和/或合

并慢性疾病不是诊断TBP的必要条件.  
TBP的发病一般是亚急性或慢性的过程, 其

症状的出现从数周到数月不等[3], 本组患者的主

诉发病时间11-90 d, 平均37.5 d, 其中亚急性发病

15%, 慢性发病85%, 与之相符. TBP根据其腹腔

镜下形态可分为腹水型、干酪型和粘连型3种[7]. 
他们的临床症状基本相同, 只是干酪型腹胀症状

不明显. 常见的TBP以腹水型最多, 干酪型次之, 
粘连型最少, 在TBP的实际发病过程中, 常是1-2
种亚型共存. 有报道TBP症状的主要表现是: 腹
水(73.0%)、腹痛(64.5%)、体质量减轻(61.0%)、
发热(59.0%)、腹壁柔韧感(47.7%)、肝脾大

(42.5%)、腹泻(21.4%)、肠梗阻(11.0%)[3], 本组

的症状基本与之相符. 但本研究发现有盗汗、

表  2  本组TBP患者辅助检查情况表

     项目 总异常率(%) 异常的项目   百分比(%)

腹盆腔B超   28/36(78) 腹水 19/36(52.77)

肝脾大   5/36(13.89)

腹膜萎缩   3/36(8.30)  

腹膜增厚   3/36(8.30)

钙化点   2/36(5.6)

卵巢肿大 16/22(72.7)

腹部包块   3/40(7.5)

腹、盆腔CT   25/32(78) 腹水 18/32(56)

腹膜增厚 14/32(43.75)

腹膜粘连   8/32(25)                

腹腔淋巴结肿大   6/32(18.7)

大网膜粘连   5/32(15.6)

腹部包块   3/32(9.3)

卵巢肿大 11/20(55)         

胸部X线 15/40(37.5) 胸膜增厚, 粘连   6/40(15)

胸腔积液   6/40(15)

活动性肺结核   2/40(5)

肺感染   1/40(2.5)

PPD试验 15/40(37.5)

腹腔镜   2/40(5) 腹膜增厚       100

粟粒样结节       100

粘连         50

腹水       100

ESR升高 19/40

CA19-9升高 17/40
SAAG<11 g/L 12/40

WBC异常 7/40
ADA>33 7/40

CEA升高 5/40

CRP升高 6/40

血清抗结核抗体升高 4/40

AFP升高 3/40

CA-125升高 19/40

LDH升高 10/40

淋巴细胞比率增高 2/40

47.50%

0%  10%  20% 30% 40% 50%

47.5%
43%
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25%
17.50%
18%
15%
13.88%
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图  5  本组TBP患者血清学检查结果分析.

表  1  本组TBP患者的症状和体征表

     项目 出现的频次和百分率(%)

主诉出现的时间

  急性起病(7 d以内)               0/40(0)

  亚急性起病(7-14 d)               6/40(15)

  慢性起病(>14 d)             32/40(85)

临床症状

  腹胀             34/40(85)

  食欲减退             27/40(67.5)

  发热             21/40(52.5)

  腹痛             19/40(47.5)

  体质量减轻             18/40(45)

  厌食             17/40(42.5)

  乏力             15/40(37.5)

  畏寒             12/40(30)

  盗汗               8/40(20)

  干咳               6/40(15)

  恶心, 呕吐               5/40(12.5)

  肠梗阻               2/40(5)

体征

  腹水             27/40(67.5)

  腹部压痛             26/40(65)

  腹壁柔韧感             14/40(35)

  肝脾肿大               6/40(15)

周围淋巴结肿大               3/40(7.5)

腹部、盆腔包块               0/40(0.0)
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乏力、消瘦等典型全身结核中毒症状的患者比

例较低. 有报道低热存在于59%的患者, 但很多

患者并不感觉发热, 只有在住院密切观察体温时

才有发热记录[4,8], 本研究中, 发热患者占52.5%, 
35.0%的患者表现为弛张热, 17.5%表现为稽留

热. TBP患者的腹痛常表现为模糊的、定位不清

的隐痛, 考虑和结核所致炎症对腹膜和大网膜的

刺激有关, 但有不全梗阻时, 可表现为间歇性钝 
痛[3]. 腹壁柔韧感是腹膜遭受轻度刺激或慢性炎

症的一种表现, 其他情况如细菌性腹膜炎或腹膜

癌时也可有类似发现, 只是在后者腹部压痛会

更加明显, 因此, 腹部柔韧感不是TBP的特征性

体征. TBP如果只根据临床表现诊断, 其准确性

只有35%-50%[9], 有一组报道TBP的确诊时间为

6-26 d不等[10], 本研究开始试验性抗结核治疗的

平均天数是8.5 d, 平均住院天数21.5 d, 与之基本

相符, 这也充分说明了TBP诊断的复杂性. 
由于TBP起病隐匿, 临床表现复杂多变, 因

此及时、准确的诊断TBP始终是临床面临的一

个挑战, 人们试图从多个方面进行诊断. TBP患
者的血清学实验室指标主要表现出慢性炎症

的一些特点, 如贫血、ESR增快、CRP增高等, 
并无明显特异性[11]. 有研究表明血清癌症抗原

125(cancer antigen 125, CA125)、ADA与TBP的
关系密切. CA125在正常人血清中含量甚微, 但
在机体有炎症或癌变时, 便可释放到浆膜腔液中

并进入体循环, 导致血清及浆膜腔液CA125升高
[12]. ADA分布于在人体各组织中, T淋巴细胞比B
淋巴细胞含量高. 由于结核患者的T淋巴细胞含

量显著高于其他患者, 因此ADA含量在TBP中升

高[13]. 但随后的研究显示血清CA125、ADA可在

各种良恶性肿瘤、肝硬化腹水、结核性腹膜炎

等疾病患者中升高, 虽然敏感性较高, 但其特异

性较低, 因此对鉴别TBP的意义不大[14]. 但在抗

结核治疗的随访过程中, CA125可作为疗效评判

指标[15]. 本组研究中, 血清糖类抗原19-9(carbo-
hydrate antigen 19-9, CA19-9)异常的患者达43%, 
但Sari等[16]报道指出, 血清CA19-9鉴别良恶性腹

水的敏感性仅33.3%, 特异性仅21.8%, 推测本组

中的血清CA19-9升高是非特异性的.  
大部分T B P患者的腹水混浊 ,  W B C在

500-1 500×106/L之间, 腹水白蛋白>25-30 g/L, 
68%的患者以单核细胞为主[3], 我们的研究基本

与之相符. 但本组研究中腹水单核细胞占优势

的比率仅32%, 从我们有限的治疗经验来看, 对
一些腹水以多形核细胞占优势, 临床不排除细

菌性腹膜炎的TBP患者, 在经过7-10 d的抗生素

治疗后, 单核细胞分类会重新占优势, 提示部分

TBP患者可能会合并其他的细菌感染. 但单核

细胞占优势并不是可信赖的TBP诊断依据, 只
是有助于我们向TBP考虑. TBP时腹膜和大网膜

由于慢性炎症的刺激, 渗出增加, 因此TBP患者

腹水蛋白的含量常>25 g/L, 但并不具特异性. 有
报道TBP的患者100%出现血-腹水白蛋白梯度

(serum ascites albumin gradient, SAAG)<11 g/L, 
但其特异性仍很低[17,18]; 然而本组仅30%的患者

SAAG<11 g/L. 目前认为SAAG最有价值的用处

在于判断是否存在门静脉高压, SAAG>11 g/L
往往提示门静脉高压, 其准确率达97%[18], 但对

TBP的诊断价值有限.  
Shakli等[19]报道只要是腹膜存在炎症, 腹水

中的乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)
就会升高, 因为炎症导致LDH从中性粒细胞中

释放出来, 以LDH>90 U/L诊断TBP的敏感性达

到90%, 但特异性只有14%. 综合多个研究报道, 
LDH测定TBP的敏感性约77%[3], 但本研究仅

29%的患者LDH升高,  LDH升高同样可以出现

在肝硬化、细菌性或癌性腹水[20], 因此LDH测

定诊断TBP的意义并不明确.  
腹水CA125升高, 曾一度被认为对TBP的诊

断有帮助, 但随后的研究证明所有腹水的患者

都有腹水CA125不同程度的升高[21,22], 因此, 腹
水CA125对TBP诊断的特异性非常有限.  

Bhargava等[13]发现结核性腹水患者血清及

腹水中ADA活性均显著升高, Hong等[23]的研究

也有类似的结论. Harlan等[24]研究发现通过检

测腹水中ADA活性诊断结核性腹水的敏感性为

100%, 特异性为94.1%-99.0%的特异性和敏感性

分别达97%、100%[25,26]. ADA的诊断价值除与实

验方法有关外, 还与是否是结核菌的高发感染

区有关, 有报道在美国腹水ADA测定的特异性

只有30%, 作者分析可能和美国是结核低感染区

有关[27]. 但本组仅16%的患者腹水ADA>33 U/L, 
推测可能和测定方法的不同有关. 但目前认为, 
与腹水LDH、CA125、腹水常规检查等相比, 腹
水ADA检测TBP的价值还是较受肯定[28]. 

腹水抗酸杆菌染色(ziehl-neelsen stain)的阳

性率0%-6%不等[29], 有报道称如欲获得腹水抗酸

杆菌涂片染色阳性, 每毫升腹水抗酸杆菌至少

需5 000条以上. 综合615例TBP患者, 腹水抗酸

杆菌染色只有2.93%的阳性率[3], 本组资料的阳

性率为4.75%, 可能和入选人数太少有关. 因此

■应用要点
本研究有助于临
床医生全面了解
TBP的诊疗进展, 
并对欠发达地区
TBP的诊疗有一
定的借鉴意义.
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这项检查对TBP的诊断价值不能期望太高. 
结核杆菌(mycobacterium tuberculosis, 

MTB)培养的阳性率报道不一, 综合多家文献报

道, 腹水MTB培养的阳性率在34.75%[3], 一般是

常规取10-15 mL腹水送检, 但MTB常规的培养

方法周期较长, 约4-8 wk, 另加7 d的药敏实验时

间[3]. 有报道采用腹水浓缩的办法可以提高腹水

涂片和培养的阳性率[29], 方法是收集1 L腹水, 离
心浓缩后送检, 但TBP本身腹水量较少, 况且如

此多的腹水只能分次离心, 因此在临床难以推

广. 另外一种方法就是BACTEC radiometric sys-
tem, 据报道平均检测时间是14 d[29], 但对于临床

患者和医生来说, 这仍是一个较长的时间概念, 
而且如果单纯等待培养结果而推迟开始治疗的

时间, 将导致病死率的增加[29]. 
PPD试验是判断是否有结核菌感染的传统

方法, 但其阳性率临床报道差别较大, 不同国家

和地区的报道由15%-100%各不相同, 综合的阳

性率大概在53%[3]. 导致结果差异大的原因和

PPD试验方法、PPD抗原强度以及阳性概念的解

释有关. 为此, 美国胸科协会2000年建议PPD试

验在低感染可能地区的阳性标准为15 mm, 在中

等感染可能的地区阳性标准为10 mm, 而在高感

染可能的地区阳性标准为5 mm[30]. 近年来发展

出了一种基于干扰素-γ(interferon-gamma, IFN-γ)
检测的实验手段, 据报道其敏感性达89%[31]. 这
种实验原理是基于已经被MTB致敏的T淋巴细

胞被PPD刺激时会释放IFN-γ, 以此来定量检测

及判断是否感染MTB, 其敏感性和特异性均较

PPD为佳. 但不管怎样, 这2种方法仍无法鉴别是

既往还是现症活动性结核感染. Saleh等[32]采用

QuantiFERON-Gold (QFT-G) assay测定41例TBP
患者血中的IFN-γ, 认为此方法快速诊断TBP的敏

感性达92.9%, 特异性达100%. 而Sharma等[33]报

道测定31例TBP腹水和88例非TBP腹水, 认为测

定腹水IFN-γ对TBP敏感性和特异性均达97%, 但
这种实验方法尚未在我国临床普及.  

TBP患者胸部X线检查报道的阳性率差别

较大, 19%-83%不等, 综合数个研究报道1 000例
患者胸部X线阳性率在38.5%, 但只有14%的患

者被证实有活动性肺结核[3]. 本组患者胸部X线

的阳性率为37.5%, 活动性肺结核仅5.0%, 与之

基本相符.  
由于TBP腹水的量多为少-中量, 部分患者

体检不易发现, Marshal l报道有18%的TBP患
者, 其腹水首先被影像学检查发现或在手术中

发现[2], 另有5%-13%的TBP患者是“非腹水型

TBP”. 因此我们在临床上要强调B超的作用, B
超价廉、无辐射, 本组B超发现异常的几率为

78%, 对慢性腹痛、腹胀主诉的患者, 要进行腹

部B超的检查, 对女性要加做子宫、附件和盆腔

的B超, 以提高TBP的发现率. 本组研究女性TBP
患者, 子宫附件受累及的比率高达72.5%. TBP患
者B超的图像表现为[34,35]: (1)腹部淋巴结肿大并

低回声区; (2)局限或分隔的腹水; (3)不同程度的

粘连现象; (4)包块; (5)大网膜与腹膜增厚. 需要

指出的是, 腹水分隔征象可出现于肿瘤、淋巴

瘤和任何非结核性的腹水, 因此并不具有特异

性[36]. 
有研究采用影像学引导下的腹膜活检来

诊断TBP, 18例TBP患者中84%的活检组织发现

结核性肉芽肿, 100%的活检组织抗酸杆菌涂片

阳性[37]. 另一组报道采用B超引导下穿刺诊断

114例TBP患者, 认为其敏感性和特异性分别达

95.6%和92.9%, 特别适用于腹膜增厚或盆腹腔

包块的患者, 刘东屏等[38]和Que等[39]的研究也有

类似的结论. 
TBP腹部CT的主要表现为[17,40-42]: (1)腹部淋

巴结肿大, 边缘增强; (2)腹膜弥漫性不规则增厚; 
(3)肠系膜和和肠壁增厚; (4)腹水; (5)粘连、结

核结节或包块等. 其显示效果较B超更清晰, 结
合B超可作出更准确的判断, 本组研究腹部CT异
常的比率在78%.  

腹腔镜作为TBP的诊断手段, 不仅可以直

视下观察腹膜、网膜的病变, 还可以取病理活

检, 是确诊TBP的关键. 有研究曾将TBP腹腔镜

下的检查所见分3型: (1)渗出型: 腹膜增厚、充

血伴腹水和弥漫性分布于腹膜、大网膜和器官

的3-5 mm的黄白色粟粒状结节, 占66%; (2)粘连

型: 腹膜增厚伴腹水, 可有或无粘连, 占21%; (3)
干酪型: 显著增厚的壁层腹膜有黄白色结节状

干酪样物质, 伴多发性粘连, 占13%[3,7]. 有报道

总结397例TBP患者腹腔镜下直视的诊断敏感率

为92.7%, 402例患者腹腔镜下病理活检的敏感

率为93.0%, 可见腹腔镜在诊断TBP的优势[3]. 但
腹腔镜价格昂贵, 并且需要麻醉, 系有创性检查, 
其并发症包括出血、感染、肠穿孔等, 发生率

2.0%-6.5%不等[23], 这使得欠发达地区的许多患

者望而却步. 本组40例患者中仅2例(5%)是行腹

腔镜检查并行腹膜活检病理见干酪性肉芽肿而

确诊, 1例患者行剖腹探查明确诊断. 
TBP的治疗一般给予标准4联抗结核治疗

■同行评价
本研究回顾性分
析了40例欠发达
地区TBP患者的
发病过程、临床
特点、诊断方法
和诊疗过程, 从中
总结出该地区新
时期TBP的发病
规律和特点, 并比
较了各种检查手
段在TBP诊断中
的意义, 具有较好
的创新性和临床
参考价值.



www.wjgnet.com

2004               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年7月28日   第20卷  第21期

方案, 对于初治患者, 异烟肼(I N H)、利福平

(RFP)、吡嗪酰胺(PZA)、乙胺丁醇(EMB)联合

用药2 mo后, 再给予异烟肼、利福平服用4 mo, 
总疗程6 mo. 有研究比较6 mo和9 mo, 9 mo和12 
mo抗结核方案治疗TBP的疗效, 认为6 mo的总

疗程足够[4,17]. 有人认为有严重腹水或病变严重

的病例可以考虑短期糖皮质激素的治疗, 在抗

结核治疗的同时辅助短期激素可以有一定的抗

炎作用, 并可防止炎症继发的肠粘连和肠梗阻, 
降低TBP的并发症[43]; 但总的来看, 辅助激素治

疗尚缺乏严谨的循证医学证据支持. 本组40例
患者在给予2 wk的HREZ方案抗结核治疗后, 均
获临床好转. 

此外, 我们也充分了解到本研究的局限性: 
(1)本组研究获得明确病原学或病理证实的病例

太少(10%), 绝大部分病例是通过试验性抗结核

的疗效来评判, 主观因素偏多; (2)缺乏长时间的

随访, 特别是为期6 mo的长期抗结核疗效的随

访, 这些都使得本组研究TBP诊断的可靠性下

降. 但我们认为, 本研究5%的腹腔镜检查率、

87.5%的转诊率、25.0%的患者辗转3家医院始

得确诊、即使是上级医院仍有12.5%的误诊率, 
也是我国少数民族、欠发达地区TBP治疗现状

的真实反映. 
在少数民族、欠发达地区, 由于人民生活水

平和医疗资源等方面的限制, 从目前来看, 要求

TBP的患者都靠腹腔镜获取病理结果来确诊既

不可能也不现实. 由于中国是结核病的高发区[44], 
因此在结核高发的欠发达地区, 基层医院的临

床医师要充分了解并考虑到TBP的可能性, 在采

用排除法排除心、肝、胰腺、肾及肿瘤等常见

原因的腹水后, 要积极采用试验性抗结核治疗

的方法, 在2 wk的观察期内初步判断抗结核治疗

的疗效, 以决定下一步的诊疗方案. 过分依赖各

种实验室及辅助检查的结果或犹豫不决可能导

致病情的恶化, 有报道TBP患者在等待明确诊断

期间, 有80%的患者临床情况恶化[29]. 对于2 wk
试验性抗结核治疗效果不明显的病例, 则要果

断地建议患者接受更为积极的腹腔镜探查等措

施, 以免贻误病情. 对于女性TBP患者要特别警

惕和子宫、附件和盆腔肿瘤的鉴别.  
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Abstract 
AIM: To systematically investigate whether cur-
rent clinical trails can clarify the association 
between probiotic administration and adult anti-
biotic-associated diarrhea (AAD), and to evaluate 
the efficacy and safety of probiotic administration 
in preventing AAD in both inpatient and outpa-
tient adults. 

METHODS: PubMed, Embase, CINAHL, AMED, 
the Cochrane database of Systematic Reviews, 
the Cochrane Controlled Trials Register, and the 
China National Knowledge Infrastructure (CNKI) 
electronic databases were searched for studies 
published between January 1966 and April 2012. 
Only prospective, randomized, controlled trials 
involving patients older than 18 years were includ-
ed. Furthermore, only the trials which combined 
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益生菌预防成人抗生素相关性腹泻的荟萃分析

张春东, 戴冬秋, 赵哲明

®

■背景资料
近年来, 世界范围
内的抗生素滥用
现象普遍, 导致抗
生素相关性腹泻
(AAD)的发生率
呈上升趋势, 而益
生菌的合理使用
在很大程度可以
降低AAD的发生.

antibiotic administration and probiotic therapy for 
the prevention of AAD were extracted. 

RESULTS: The data of the present study showed 
a significantly decreased risk of adult AAD: rela-
tive risk (RR) = 0.45, 95% confidence interval (CI), 
0.29-0.69, P < 0.001. Similar results were obtained 
from the subgroup analysis of particular types  of 
probiotics (RR = 0.42, 95%CI: 0.20-0.85, P = 0.003). 

CONCLUSION: Our study suggests that adult 
patients can benefit from probiotics co-adminis-
tered with antibiotics. 

Key Words: Probiotics; Antibiotics; Antibiotic-asso-
ciated diarrhea; Meta-analysis

Zhang CD, Dai DQ, Zhao ZM. Probiotics for the prevention 
of antibiotic-associated diarrhea in adult patients: A 
meta-analysis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(21): 
2006-2011

摘要
目的: 探讨益生菌的使用与成人抗生素相关
性腹泻(AAD)的关联, 分析益生菌预防AAD的
有效性及安全性. 

方法: 系统检索PubMed, Embase, CINAHL, 
AMED, the Cochrane database of Systematic 
Rev iews, the Cochrane Controlled Trials 
Register和中国期刊全文数据库(CNKI), 检索
时间跨度从1966-01/2012-04. 我们只纳入随机
对照试验, 研究对象>18周岁, 研究内容为服
用抗生素的同时服用益生菌预防AAD. 

结果: 本研究结果表明, RR = 0.45, 95%CI: 
0.29-0.69, P <0.001, 益生菌可以显著降低服用
抗生素后发生腹泻的机率. 基于益生菌种类的
亚组分析的结果(RR = 0.42, 95%CI: 0.20-0.85, P 
= 0.003)同样证明了益生菌预防AAD的有效性. 

结论: 益生菌可以显著降低服用抗生素后发
生成人AAD的机率. 

关键词: 益生菌; 抗生素; 抗生素相关性腹泻; 荟萃

分析
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■相关报道
1999年Arvola等
均报道益生菌产
品可以有效降低
儿童使用抗生素
后 发 生 A A D 的
机率 ;  2003年La 
Rosa等、2006年
Johnston等分别报
道了益生菌用来
预防儿童AAD的
有效性和安全性.
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0  引言

目前, 世界范围内的抗生素滥用现象十分普遍, 
此现象在中国尤其严重[1], 导致了以抗生素相关

性腹泻(antibiotic-associated diarrhea, AAD)为主

的一系列临床症状. Siegel等[2]统计, 美国仅仅在

2011年, 消化系统新增肿瘤患者的数量就高达

284 680人, 外科手术治疗仍然是目前治疗消化

系恶性肿瘤的最重要手段, 而消化系统恶性肿瘤

手术术后需要使用抗生素进行抗炎治疗, 一旦

抗生素使用时间过长, 就可能引起AAD. 能引起

AAD的抗生素种类繁多, 例如β-内酰胺类/青霉

素类[3,4]、克拉霉素类[5]、大环内酯类[6], 尤其是

抗厌氧菌类的抗生素如硝唑类[7]. 抗生素的使用

可导致肠道菌群失调, 引起以腹泻为主的一系列

症状. AAD的相关危险因素包括: 患者年龄、健

康状况、抗生素使用周期的长短等[7,8]. 国外一些

临床试验结果表明, 使用抗生素后AAD的发生率

为3%-60%[7-9]. 另外, 文献报道[10], AAD严重时甚

至可以导致患者死亡. 无论入院或门诊患者, 年
轻或年老患者, 只要使用抗生素, 都有获得AAD
的风险[11,12]. 

益生菌指奶制品或饮品中含有的那些对肠

道有益的细菌, 他们能调节肠道微生态, 调整菌

群比例, 降低AAD发生的机率. 另外, 益生菌也

存在胶囊和粉末两种形态. Salminen等[13]将益生

菌定义为: 能够调节肠道菌群并有益于人体健

康的活的微生物. 这些益生菌调节肠道内“有

益”与“无益”的细菌比例, 达到预防或改善

肠道内菌群失调, 减少腹泻的发生率. 益生菌可

以有效地改善腹泻性疾病[14], 同时, 也被证实可

以用来改善便秘, 并逐渐受到越来越多的重视[15]. 
临床中比较常用的益生菌产品有整肠生、金双

歧等, 外科系统中, 胃肠外科使用此类产品较多, 
疗效显著, 并可以推广使用. 

临床有大量的研究证实, 在使用抗生素的

同时服用益生菌, 可以有效地降低成人AAD的

发生率. 在国外的一些随机对照试验(randomed 
controlled trails, RCT)中, 多种益生菌已经被证

实可以预防成人AAD, 当然, 也有一些没有被证 
实[5,11,16-18]. Johnston等[19]的研究数据表明: 益生菌

同样可以降低儿童使用抗生素后发生AAD的机

率. 众多国外RCT研究证明了益生菌预防儿童

AAD的有效性和安全性[9,10,16]. 然而目前尚无关

于益生菌用于预防成人AAD方面的荟萃分析. 我
们的荟萃分析恰恰是关于益生菌用于预防成人

AAD并得出结论: 在使用抗生素的同时使用益生

菌, 可以降低成人AAD的发生率. 

1  材料和方法

1.1 材料 电子检索了发表的以及未发表的文献, 
检索的数据库及年限如下: PubMed(1966-2012), 
Embase(1980-2012), CINAHL(1982-2012), 
AMED(1985-2012), the Cochrane database of 
Systematic Reviews(1990-2012), the Cochrane 
Controlled Trials Register(1990-2012)和CNKI 
(1990-2012). 检索时间范围1966-01/2012-04, 我
们只纳入那些关于益生菌预防成人AAD, 并同时

具有前瞻性、随机性、对照性的试验.  
1.2 方法

1.2.1 文献检索: 主要包括汉语检索和英文检

索, 收集国内外相关文献(含硕士、博士学位论

文), 同时辅以文献追溯法. 此外, 我们从一些

灰色文献中进行筛选, 例如, 会议摘要、被拒

稿的文章等. 另外, 手工筛选一些即将发表、

或被录用但暂未刊登的文章. 对于部分资料缺

失的研究 ,  给作者致电或发邮件加以补充和

完善. 检索关键词如下: (1)腹泻(diarrhea/diar-
rhoea/diarrh*/antibiotic-associated/antibiotic as-
sociated/antibiotic-associated diarrhea/AAD); (2)
益生菌(probiotic*/yeast/milk*/kifir/ferment*/milk 
product*/yogurt*/bifidobacter/lactobacill*/strepto-
cocc*/enterococc*/LGG/Lactobacillus GG/lacto-
cocc*/saccharomyces*/b longum*/bidifobacter*/S. 
boulardii/Saccharomyces boularidii); (3)抗生素

(anti-bacteri*/beta-lactam antibiotics/penicillins/
cephalosporins/carbapenems/fluoroquinolones/
macrolides/aminoglycosides/glycopeptides/tetra-
cycline/azoles/amoxicillin/clavulanate potassium/
cefprozil/clarithomycin); (4)治疗(treatment/thera-
py/biotherapeutic agent/cure/curing/treat/treating/
prevent/prevention/prophylaxis/helpful/useful/ef-
fect/influence*/effectiveness/benefit*/improve*); 
(5)年龄(adult*/adult patients/adult people/adult 
man/man/men/woman/women/middle aged/old/
old*/elderly/elderly*/people/person).
1.2.2 文献纳入和排除标准: 2名检索者(Zhang、
Zhao)分别独立地进行检索, 包括关键词、标

题、必要时检索全文, 对比检索结果, 经过讨论

后决定取舍. 文献纳入及排除标准: (1)文献满

■研发前沿
目前市场上有以
整肠生、金双歧
等为代表的益生
菌 产 品 ,  然 而 如
何合理选择及如
何正确使用益生
菌产品需要深入 
研究.
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■创新盘点
在临床实践中, 往
往在发生AAD后
才会适当使用益
生菌产品, 而本文
得出的结论是益
生菌与抗生素同
时使用可以发挥
最 佳 效 果 ,  该 结
论可以指导临床 
实践.

足随机、对照、盲法(双盲或三盲), 病例类型

为随机对照研究; (2)研究对象为年龄≥18岁人

群; (3)文献内容须为益生菌预防抗生素相关性

腹泻; (4)文献能直接提供RR值及95%CI, 或根据

原始数据可以进行计算; (5)若有相同作者重复

发表的研究数据, 只纳入资料信息最全的研究; 
(6)Jadad评分[20]高于1分, 且研究对象的失访率低

于20%; (7)研究中发生腹泻原因非使用抗生素

造成; (8)不限制研究对象的民族及国家, 亦不限

定抗生素及益生菌使用的种类. 
统计学处理 本研究采用Meta分析软件Rev-

Man5.0对数据进行分析, 益生菌组和对照组的

比较以RR值为效应指标, 异质性检验按α = 0.05
标准对纳入的研究进行χ2检验. 若P >0.05, 则采

用固定效应模型, 若P≤0.05, 则采用随机效应模

型合并数据. 数据的合并方法采取Z检验, 按α = 
0.05标准, 计算合并的RR值及95%CI. 检验发表

偏倚采用漏斗图进行检测. 敏感性分析通过采

用随机或者固定效应模型进行分析, 需找异质

性来源, 最后对各研究进行相关性分析. 

2  结果

初级检索出1 157篇潜在满足条件的文章, 同时, 
利用手工检索、Cochrane数据库、灰色文献及

专家论坛等其他方面增加额外20篇文章, 总计

1 177篇. 首先, 1 159篇文章被排除, 包括: 深入

研究发现不是绝对相关, 或非RCT(n  = 977), 重
复(n  = 117), 非AAD(n  = 46), 进一步评价不满足

其他条件(n  = 19). 最后排除了7篇RCT(表1), 总
计有11篇满足条件的RCT被纳入本研究. 
2.1 被纳入的RCT特点 所有被纳入的研究均为

RCT. 11个研究共包括1 608名研究对象(实验组

854人, 对照组754人). 在每一个RCT中, 益生菌

的使用周期与抗生素的使用周期相同(7-14 d); 抗
生素的使用目的包括: 输尿管感染, 上、下呼吸

道感染、软组织或皮肤感染、消化系感染以及

其他感染性疾病[4-6,11,22,28]; 研究对象的国籍包括: 
美国[4,11,18,29,30]、英国[17]、韩国[6]、意大利[5,28]、土

耳其[22]; 研究对象均为成年人(年龄≥18周岁); 研
究对象包括住院患者[4,6,11,17]、门诊患者[18,28-30]以

及医院内的工作人员等[5]; 抗生素的使用途径包

括: 单纯口服、单纯静脉[11]或二者联合[6,11]. 11个
研究中使用的抗生素包括单一抗生素应用[29]、2
种或2种以上抗生素联合使用. 
2.2 益生菌干预 11个RCT中的益生菌使用方案

包括: 布拉氏酵母菌(S. boulardii)[22,28,30], 鼠李糖

乳杆菌(LGG)[4,5,28], 嗜酸乳杆菌[28], 嗜酸乳杆菌+
保加利亚乳杆菌[29], 鼠李糖乳杆菌+嗜酸乳杆菌
[6], 干酪乳杆菌+保加利亚乳杆菌+嗜热链球菌[17], 
嗜酸乳杆菌+保加利亚乳杆菌+嗜热链球菌[11]等. 
异质性检验结果(P  = 0.02, I2 = 76%)显示各研究

之间存在统计学异质性, 故采用随机效应模型. 
按方案分析(PP分析)的结果(RR = 0.45, 95%CI: 
0.29-0.69, P  = 0.003)证明: 益生菌的使用可以显

著降低AAD的发生率. 益生菌的每日用量从每日

109-100×109菌落形成单位(colony-forming units, 
CFU). 

本荟萃分析搜索策略严谨, 文章检索全面, 
发表偏倚相对较低. Johnston等[19]报道益生菌可

以预防儿童AAD, 然而我们的研究证明益生菌同

样可以预防成人AAD, 并且无论是门诊或入院患

者均可以通过服用益生菌而降低AAD的发生率. 
本研究采用P P分析11篇R C T中共包含

1 608名研究对象(益生菌组854人, 对照组754
人). 各个RCT之间的异质性检验结果为: I2 = 
63%>50%, P  = 0.003, 因此, 我们采用随机效应

模型, 得出的结果(RR = 0.45, 95%CI: 0.29-0.69, 
P  = 0.0003)同先前一篇荟萃分析的结果(RR = 
0.56, 95%CI: 0.44-0.71, P <0.05)一致[31], 证明了

益生菌可以降低服用抗生素后发生A A D的机

率(图1). 另外, 基于抗生素的种类, 本研究作了

一个亚组的PP分析, 得到的结果S. boulardii(异
质性检验: I2 = 65%, P  = 0.03)、 LGG(异质性检

验: I2 = 82%, P = 0.003), 表明抗生素种类的不同

可能是各研究之间存在异质性的原因. 亚组分

析得出的结果为: S. boulardii(RR = 0.45, 95%CI: 
0.19-1.03, P  = 0.06)、LGG(RR = 0.32, 95%CI: 
0.06-1.68, P  = 0.18), 益生菌组和对照组无明显

的统计学差异, 可能是纳入的研究数目少, 样本

量小, 存在发表偏倚等原因. McFarland等[32]的研

究却证实了S. boulardii可以降低成人在服用抗

生素后发生AAD的概率(图2). 

表  1  7篇RCT被排除的具体原因

     研究  年份     排除原因

Siitonen等[21]  1990 Jadad评分<2分

Cindoruk等[22]  2007

Duman等[23]  2005

Schellenberg等[24]  1994 未采用盲法

Gao等[25]  2010 不单纯为AAD

Tankanow等[26]  1990 非成人AAD

Wenus等[27]  2008 失访率: 27.6%>20%
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■应用要点
益生菌可以广泛
用 于 临 床 ,  尤 其
是以胃肠外科为
代表的外科系统, 
降低外科术后使
用抗生素后发生
AAD的机率 ,  极
大地改善患者的
生存质量.

3  讨论

本荟萃分析证明了使用抗生素的同时服用益生

菌可以显著降低成人AAD的发生率, 结论与先

前几篇荟萃分析的结论相似, 然而却有不同之

处. 首先, 本荟萃分析中所有纳入研究的对象均

为年纪>18岁的成人, 其他几篇荟萃分析的研究

对象为成人和儿童[28,33]或者仅儿童[19,34]; 其次, 本
荟萃分析讨论的不是单一益生菌的有效性, 而
是将益生菌作为一个整体, 讨论其共同的效果, 

这也区别于其他几篇荟萃分析[32-35]. 
为了进一步证实益生菌对于降低使用抗生

素后AAD发生率的效果, 本研究又作了一个亚

组分析, 发现单一菌种S. boulardii和LGG与对

照组在降低A A D发生率上并未体现出显著的

统计学差异, 只是表现出一个可以降低使用抗

生素后发生AAD的趋势, 这个结果不同于Mc-
Farland等[32]的荟萃分析结果(RR = 0.47, 95%CI: 
0.35-0.63, P <0.001), 这暗示我们多种益生菌联
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图  1  益生菌组与对照组发生成人AAD的相对危险度(RR)比较.
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1.1.1 S. boulardii

图  2  依据益生菌种类的亚组分析.
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■名词解释
益 生 菌 :  奶 制 品
或饮品中含有的
那些对肠道有益
的细菌, 他们能调
节肠道微生态, 调
整菌群比例, 降低
AAD发生的机率. 
另外, 益生菌也存
在胶囊和粉末两
种形态.

合使用的效果可能要优于单一菌种使用的效果, 
此猜测在之前的荟萃分析中并未提出[32-35]. 为了

证明单一菌种, 例如S. boulardii和LGG等对于降

低使用抗生素后发生AAD的几率, 需要更多高

质量的RCT.  
在本荟萃分析纳入的11个RCT中, 未报道使

用抗生素的同时联合服用益生菌发生严重不良

反应(例如中毒、严重感染、死亡等)的案例, 证
明服用益生菌预防AAD是相对安全的. 

本荟萃分析有几个显著的优势: 我们不仅

分析了益生菌作为一个整体, 并且同时分析了

特定种类的益生菌对于预防AAD的有效性; 在
进行文献检索前, 我们制定了一套严密的检索

策略, 且文章纳入和排除的标准极其严格; 所有

被纳入的研究均为RCT; 所有纳入的研究失访率

均低于20%; 所有RCT均为双盲或三盲, 纳入的

研究Jadad评分均>1分. 本荟萃分析的研究对象

均为年龄>18周岁的成人, 使用抗生素的同时服

用益生菌, 本研究包含先前荟萃分析中[6,18]没有

引用的2个RCT研究. 
本荟萃分析尚存在不足之处 :  部分以法

语、日语、德语等发表的文献并未检索; 文献

并未采用意愿治疗分析(ITT分析); 部分RCT中
未定义AAD及阐明抗生素使用的具体周期, 而
我们认为这2个指标很重要, 甚至可以影响到试

验的最终数据; 有文献报道[36-38]每日排便频率这

一指标至关重要, 然而大部分RCT中并未提及. 
另外一些指标, 例如, 研究对象的年龄、健康状

况, 抗生素的种类等也是重要的影响因素, 以后

的RCT研究应该充分考虑到这些因素, 纳入到评

价的指标中; 11个RCT研究中提到的腹泻的定义

不统一, 这势必会影响到判断阳性事件发生的

数量. 因此, 未来的研究应采用一个共同的标准, 
例如, 可以采用世界卫生组织(WHO)对于腹泻

的定义; 倒漏斗图对于发表偏倚的检测十分关

键, 我们的荟萃分析纳入的11个RCT, 7个RCT位
于倒漏斗图的左侧, 4个位于右侧, 提示我们: 本
荟萃分析存在一定的偏倚. 并非所有的益生菌

的作用相同, 因此本荟萃分析中得出的结论未

必适用于所有的益生菌. 
益生菌可以降低胃肠手术使用抗生素[39]后

发生AAD机率, 并且无论对于其他门诊或住院

患者, 其作用都是有效且安全的. 本荟萃分析所

纳入的研究中, 益生菌的平均使用周期为7-14 d, 
每日用量为不少于108 CFU; 并未发现严重的不

良反应事件. 未来需要更多高质量、大样本的

RCT研究, 从而更加准确的分析益生菌预防成人

AAD的有效性和安全性. 随着临床研究的不断

深入, 以及益生菌产品的不断推新及推广使用, 
相信AAD会得到越来越有效的控制. 
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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
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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
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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
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.

2016                ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志   2012年7月28日   第20卷   第21期



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年7月28日; 20(21): 2017
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

www.wjgnet.com

®

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
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白爱平 副教授

中山大学附属第一医院消化内科

白雪巍 副教授

哈尔滨医科大学第一临床医学院肝胆胰外科陈洪

陈卫昌 教授

苏州大学附属第一医院消化内科

崔云甫 教授

哈尔滨医科大学第二附属医院普外一科

董蕾 教授

西安交通大学第二附属医院消化内科

樊红 教授

东南大学医学院发育与疾病相关基因教育部重点实验室

顾国利 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

郭晓钟 教授

中国人民解放军沈阳军区总医院消化内科

何敏 教授

广西医科大学医学科学实验中心

何裕隆 教授

中山大学附属第一医院胃肠胰腺外科

何晓顺 教授

中山大学附属第一医院器官移植科

黄缘 教授

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

李胜 研究员

山东省肿瘤防治研究院肝胆外科 

刘平 教授

南京医科大学第一附属医院(江苏省人民医院)肿瘤科

潘秀珍 教授

福建省立医院消化内科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

朴云峰 教授

吉林大学第一临床医院消化科

邱伟华 副主任医师

上海交通大学医学院附属瑞金医院普外科

任粉玉 副教授

延边大学附属医院消化内科

任晓峰 教授

东北农业大学动物医学学院微生物室

沈柏用 副教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院肝胆胰外科中心

沈琳 主任医师

北京大学临床肿瘤医院消化内科

孙殿兴 主任医师

白求恩国际和平医院肝病科

邰升 副教授

哈尔滨医科大学附属二院肝胆外科

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

王文跃 主任医师

中日友好医院普通外科

王振宁 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤外科

邢建峰 副教授

西安交通大学医学院

徐迅迪 教授

中南大学湘雅二医院肝胆胰外科

薛东波 教授

哈尔滨医科大学附属第一医院微创胆道外科

杨柏霖 副主任医师

南京中医药大学附属医院结直肠外科

www.wjgnet.com
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