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 述评 EDITORIAL

IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR相关信号通路与肝细胞癌靶向治疗

姚登福, 姚 敏, 蔚丹丹
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■背景资料
肝细胞癌的防治
是全世界的医学
难题. 肝细胞癌发
展与胰岛素样生
长因子轴(insulin-
like growth factors, 
IGFs)及所介导的
信号通路与肝细
胞癌关系密切, 尤
其是该通路的重
要成员: IGF-Ⅱ和
IGF-Ⅰ受体(IGF-
ⅠR)至关重要, 可
成为基因治疗新
靶点. 
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Abstract
The insulin-like growth factor (IGF)-Ⅱ/IGF-Ⅰ
receptor (IGF-ⅠR) related signaling pathway is 
associated with the development and progres-
sion of hepatocellular carcinoma (HCC). Hepatic 
IGF-Ⅱactivation can deliver a mitogenic signal 
to IGF-ⅠR to increase the tumorigenic potential 
of liver cells. Recently, a considerable amount 
of evidence suggests that targeted inhibition 
of IGF-Ⅱ and IGF-ⅠR could inhibit the pro-
liferation of hepatoma cells. In this review, we 
summarize the interaction of IGF-Ⅱ and IGF-
ⅠR in hepatocarcinogenesis and evaluate their 
potential use in molecular targeted therapy for 
hepatocellular carcinoma. 

Key Words: Insulin-like growth factor-Ⅱ; Insulin-
like growth factor-Ⅰ receptor; Targeted therapy; 
Hepatocellular carcinoma

Yao DF, Yao M, Yu DD. Insulin-like growth factor (IGF)-
Ⅱ/IGF-ⅠR related signaling pathway and molecular 
targeted therapy for hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 3009-3014

摘要

胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor, 
IGF)-Ⅱ/IGFⅡ-ⅠR相关信号通路与肝细胞癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)发生发展密切
相关. IGF-Ⅱ活化可经IGF-ⅠR传递促有丝分
裂信号, 增加HCC变可能. 近来研究显示靶向
IGF-Ⅱ或IGF-ⅠR可明显抑制HCC细胞增殖. 
本文就IGF-Ⅱ和IGF-ⅠR信号通路在肝细胞
癌变、转化过程中的作用及作为HCC基因治
疗靶目标的研究进展进行了评述.

关键词: 胰岛素样生长因子-Ⅱ; 胰岛素样生长因

子-Ⅰ受体; 分子靶向; 肝细胞癌

姚登福, 姚敏, 蔚丹丹. IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR相关信号通路与肝

细胞癌分子靶向治疗.  世界华人消化杂志  2011; 19(29): 

3009-3014

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/3009.asp

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是由肝

炎病毒(hepatitis B virus, HBV或hepatitis C virus, 
HCV)感染、化学致癌物等多病因作用, 诱发癌

基因或癌相关基因激活、抗癌基因失活或胚胎

期某些癌基因重新复活和HCC发生相关信号通

路等异常, 致肝细胞恶性转化、增殖失控[1], 经过

启动、促进和演变多阶段发病的复杂过程[2,3], 已
证明有数百基因表达异常, 调控HCC进展[4,5]. 随
着基因(DNA)组学、转录(mRNA)组学和蛋白质

组学技术进步, HCC诊治研究有所进展. HCC手
术切除仍是最好治疗手段, 但因癌细胞对化疗、

放疗不敏感, 其预后极差. 胰岛素样生长因子轴

(insulin-like growth factor axis, IGFs)及所介导的

信号通路与HCC关系密切, 尤其是该通路的重

要成员: IGF-Ⅱ和IGF-Ⅰ受体(insulin-like growth 
factor-Ⅰ receptor, IGF-ⅠR)至关重要[6-8]. 本文述

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大
连医科大学附属
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■研发前沿
IGF-Ⅱ具有刺激
DNA和蛋白质合
成 ,  促 进 细 胞 有
丝 分 裂 ,  调 节 糖
原 代 谢 的 作 用 . 
肝组织中IGF-Ⅰ
R m R N A与 I G F -
ⅡmRNA表达正
相 关 ,  可 能 通 过
与高亲和力受体
IGF-ⅠR结合, 以
自分泌和旁分泌
方式发挥效应.

评IGF-Ⅱ和IGF-ⅠR表达及作为HCC基因治疗靶

目标的研究进展.

1  IGF-Ⅱ及IGF-ⅠR的分子构成

IGFs有2种相关多肽即IGF-Ⅰ和IGF-Ⅱ, 通过与

特异受体IGF-ⅠR和IGF-ⅡR在细胞膜相互作用

来发挥活性, 由特异的IGF结合蛋白(insulin-like 
growth factor binding protein 1-6, IGFBP1-6)和
IGFBP水解酶调节, 在细胞生长、增殖、分化、

凋亡以及转化方面起着重要作用(表1)[8]. IGF-Ⅱ
具有刺激DNA和蛋白质合成, 促进细胞有丝分

裂, 调节糖原代谢的作用. 肝组织中IGF-ⅠRm-
RNA与IGF-ⅡmRNA表达正相关, 可能通过与高

亲和力受体IGF-ⅠR结合, 以自分泌和旁分泌方

式发挥效应[9,10].
IGF-ⅠR是细胞表面酪氨酸蛋白激酶受体, 

是由2个α亚基(MW为13.5 kDa)及2个β亚基(MW
为9 kDa)包含跨膜区、ATP结合位点及酪氨酸

激酶区, 以二硫键连接成四聚体. α亚基含有与

IGF-Ⅰ或胰岛素结合的位点, 是细胞生长分化的

调节因子, 介导丝裂信号、防御凋亡损伤、诱

导血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)表达. IGF-Ⅱ是由67个氨基酸残基

组成(相对分子质量为7.5 kDa)的单链多肽, 人类

IGF-Ⅱ基因位于第11号染色体短臂11p15,其完

整的核苷酸序列至少含有9个外显子(E1-E9)及4
种启动子(P1-P4). IGF-Ⅱ是调节胚胎生长发育所

必需的生长因子之一, 主要由肝脏合成, 在体外

具有刺激DNA和蛋白质合成, 促进细胞有丝分

裂, 调节糖原代谢的功能[11,12].
IGF-Ⅱ通过其高亲和力受体IGF-ⅠR和IGF-

ⅡR以自分泌和旁分泌的方式来发挥效应. IGF-
Ⅱ生物学作用主要由IGF-ⅠR介导, 肝细胞IGF-

Ⅱ过表达, IGF-Ⅱ与IGF-ⅠR结合后, 解除了α

亚基对β亚基上酪氨酸激酶的抑制, 酪氨酸激酶

被激活, 自身磷酸化, 导致胰岛素受体底物(Ⅰ
RS)1-4和Shc多位点磷酸化, 启动两条信号级联

反应: RAS-RAF-MAPK和PI-3K/AKT/mTOR, 促
有丝分裂, 诱导细胞增生、转化和抗凋亡; IGF-
ⅠR与胰岛素受体(ⅠR)84%同源, 活化受控于

IGF-Ⅱ表达和IGFBP生物活性. 结合PI3-K的调节

亚单位P85和生长因子受体结合蛋白2(growth fac-
tor receptor binging protein-2, GRB2), 启动两条信

号转导通路: PI3K/Akt通路和MAPK通路, 促进

细胞有丝分裂, 诱导细胞增生、转化和抑制凋亡. 
IGF-Ⅱ和IGF-ⅠR表达增多可促进细胞有丝分

裂、细胞转化及抗凋亡作用. IGF-ⅡR与转运溶

酶体酶结合, 降解IGF-Ⅱ. IGFs的生物活性并不

仅仅依赖于他们和IGF受体相互作用, 同时在局

部的细胞环境也受IGF结合蛋白的影响[13]. 

2  IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR表达与肝细胞恶性转化

IGFs失衡与肝细胞恶性转化关系密切[14]. IGF-
ⅠR和IGF-Ⅱ在胚胎期肝内含量较高, 成人阶段

维持低水平[15]. IGF-ⅠR是细胞生长分化的重要

调节因子, 可介导丝裂信号、防御凋亡损伤、

诱导血管内皮生长因子, 并是一些细胞类型转是一些细胞类型转一些细胞类型转

化所必需[16]. HCC变过程中IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR重

新激活, 表达增加与分化程度相关. 活化的IGF-
Ⅱ/IGF-ⅠR, 具有促进癌细胞播散和侵袭的作

用. 以2-乙酰氨基芴制作HCC模型, 观察IGF-Ⅱ
和IGF-ⅠR表达与胞内定位, IGF-ⅠRmRNA与

IGF-Ⅱ mRNA动态变化. 经病理学证实, 早期肝

细胞胞质出现颗粒样变性, 偶见异型胞核; 中期

核染色质增粗, 核浆比增大; 后期组织结构消失, 
细胞排列成巢状、粗条索状, 细胞核中等大, 核

表  1  IGFs成员的分子特征和基因编码

     
相对分子质量 (kDa) 氨基酸 基因定位 基因 (kbp) 外显子 

IGF-I 7.7 70 12q22-12q24 100 6

IGF-Ⅱ 7.5 67 11p15   30 9

IGF-ⅠR 225 α: 706; β: 626 15q25-15q26 100 21 

IGF-ⅡR 270 2450 6q25-6q27 140 未知

IGFBP-1 25.3 234 7p12-7p14  5.2 4

IGFBP-2 31.4 289 2q31-2q34   32 4

IGFBP-3 28.7 264 7p12-7p14  8.9 5

IGFBP-4 26.0 237 17q12-17q21   12 4

IGFBP-5 28.6 252 2q31-2q24   33 4

IGFBP-6 22.8 216 12q13  4.7 4
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■相关报道
以人IGF-Ⅱ序列
设计并合成miR-
NA, 将miRNA插
入质粒构建干扰
载体; 经筛选、转
染HepG2细胞, 将
其转染至HepG2
细胞, 在转录和蛋
白水平上对IGF-
Ⅱ具有较高干扰
效率.

染色质增粗, 核浆比例增大, 均为高分化HCC, 
此过程中IGF-Ⅱ和IGF-ⅠR在蛋白和转录水平

上呈进行性增加, 伴大量核酸合成, 癌前病变时

肝总RNA显著升高, IGF-Ⅱ为重要的细胞生长

调节因子, 经IGF-ⅠR酪氨酸激酶途径活化, 在
肝细胞异常增殖和分化阶段, IGF-Ⅱ产生胚胎表

型逆转, 提示两者的活化、转录与HCC形成有

关[17].
胚胎肝内IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR过表达, 出生后

逐步降至较低水平; HCC变时, 肝IGF-Ⅱ/IGF-Ⅰ
R重新表达, 伴明显的异质性[18,19]. HCCIGF-Ⅱ
/IGF-ⅠR基因所编译的肽链与胎肝IGF-Ⅱ/IGF-
ⅠR一致. HCC形成多伴有肝炎和/或肝硬化, 且或肝硬化, 且肝硬化, 且
多数伴有H B V感染;  从慢性肝炎到肝硬化到

HCC发展过程中, IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR表达水平, 癌
组织高于肝硬化和/或慢性肝炎的癌周组织(多
数伴不典型增生). HCC形成过程中IGF-Ⅱ/IGF-
ⅠR变化与肝病理学平行. HCC及HCC细胞株

中IGF-ⅠRmRNA和/或蛋白呈过表达, IGF-Ⅰ
R破坏可阻止SV40T抗原或V-ras癌基因诱导转

化, 其数量减少则引起转化表型逆转. 相反, IGF-
ⅠR过表达导致细胞转化或肿瘤形成, 表皮生长

因子受体需经IGF-ⅠR才能对细胞发挥有丝分

裂作用及转化潜能, 而IGF-ⅠR过表达直接可引

起细胞转化, 对HCC细胞恶性表型建立和维持

不可缺少. 在HBV-x阳性HCC细胞株SNU368中, 
IGF-ⅠR表达显著高于HBV-x阴性HCC细胞株

SNU387, 提示HBV-x可通过激活IGF-ⅠR表达参

与HCC形成[20].

3  肝癌与IGF-Ⅱ及IGF-ⅠR过表达机制

IGF-Ⅱ及IGF-ⅠR过度表达是HCC形成过程中

的重要特征, IGF-ⅠR介导信号传至细胞内, 其
异常活化与表达可能是HCC变的早期事件, 机
制复杂, 涉及肝炎病毒如HBV和HCV慢性感染

与复制、毒素(如酒精或黄曲霉毒素)及代谢产

物所致肝损伤与肝硬化, 以及癌基因活化、抑

癌基因突变等等. HBV基因编码的HBx蛋白, 可
通过蛋白激酶C及p44/p42MAPK信号通路使Sp1
磷酸化, 增加其与DNA结合力, 激活IGF-Ⅱ启动

子P4, 导致IGF-Ⅱ过表达. HCV核心蛋白也可通

过PKC信号通路激活启动子P4, 上调IGF-Ⅱ表达. 
IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR信号途径激活和过表达, 启动下

游两条信号级联反应, 促使具有高增殖活性的

癌前肝细胞转化、抗凋亡、诱导VEGF表达与

新血管生成等[21-24]. HCC组织IGF-ⅠR和IGF-Ⅰ

R-mRNA阳性率分别为80.0%, 76.7%; 非癌组中

的表达阳性率分别为43.3%, 33.3%, HCC组阳性

率明显高于非癌组, 与HCC动物模型的所测结

果相吻合.
培养HCC细胞株(HepG2、Huh-6、Huh-7和

PLC), 加入黄曲霉素B1(Aflatoxin B1, AFB1), 发
现IGF-Ⅱ和IGF-ⅠR表达与AFB1剂量相关, 提
示AFB1经IGF-ⅠR介导信号通路, 促进HCC细
胞增殖, 另以含240 mL/L乙醇的流质喂饲野生型

小鼠8 wk后, 同样见IGF-ⅠR表达上调. P53可经

转录PTEN和IGF-BP3减少IGF-ⅠR/AKT信号途

径活化[25]. 突变型P53蛋白丧失了抑癌功能, 密码

子249突变的P53蛋白激活相关信号转导通路, 经
激活IGF-Ⅱ胚胎型启动子P3和P4, 上调IGF-Ⅱ表

达. HCC组织磷脂酰肌醇蛋白聚糖3过表达, 与
IGF-Ⅱ或IGF-ⅠR结合, 促其HCC变. 另与IGF-
Ⅱ基因低甲基化有关, IGF-Ⅱ基因或启动子中含

多个CCGG位点, 正常肝IGF-Ⅱ基因呈高甲基化

状态, 而癌组织IGF-Ⅱ呈广泛低甲基化, IGF-Ⅱ
基因去甲基化, 使基因重新活化, 肝IGF-Ⅱ过表

达引起血IGF-Ⅱ升高[26-28].

4  IGF-Ⅱ与HCC靶向治疗

H C C治疗以手术为主, 因H C C细胞对放疗、

化疗不敏感, 重组D N A技术使H C C基因治疗

成为可能 ,  已成为探讨的热点 [29-31 ].  非编码

RNA(miRNA)是体内的RNA干扰触发器, 可通

过在经典的RNA干扰途径降解靶基因mRNA、

也可直接抑制靶基因的蛋白翻译、还可经快速

脱腺苷化降解mRNA, 被看作体内固有的基因调

控子中最大家族. 以真核表达载体构建了IGF-Ⅱ
表达干扰载体, 模拟天然miRNA构建表达miR-
NA质粒, 以调控相关基因IGF-Ⅱ表达, 以人IGF-
Ⅱ序列设计并合成miRNA, 将miRNA插入质粒

构建pcDNA™6.2-GW/EmGFP miR干扰载体; 经
筛选、转染HepG2细胞, 以荧光定量PCR分析靶

向HCCIGF-Ⅱ基因表达的干扰效果; 测序证实

成功构建真核IGF-Ⅱ干扰质粒MR-IGF-Ⅱ, 将干

扰质粒转染至HepG2细胞, 镜下显示50%转染效

率; 经荧光定量PCR扩增, 沉默IGF-Ⅱ基因表达

效率达43%, 将其转染至HepG2细胞, 在转录和

蛋白水平上对IGF-Ⅱ具有较高干扰效率[32].
以调控目标基因的miRNA表达质粒的构

建和有效质粒筛选 ,  确定针对I G F-Ⅱ基因的

miRNA的有效作用位点, 选用最有效的并确定

了2 035-2 055为IGF-Ⅱ有效位点; 将有效质粒瞬
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■创新盘点
人 m i R N A 干 扰
质粒能有效抑制
HepG2细胞IGF-
Ⅱ表达. 针对IGF-
Ⅱ表达的相关信
号通路的基因治
疗或改变IGF-Ⅱ
启动子P3甲基化
状态, 与IGF-ⅠR
联合干扰效果更
佳, 可抑制癌细胞
生长, 促进凋亡.

时转染HepG2细胞后, 观察到miRNA使HCC细
胞中IGF-Ⅱ表达在转录水平和蛋白水平上都明

显下调; 并使HCC细胞增殖受抑制, 表现为细胞

周期改变, 癌细胞增殖受阻于G0-G1期, 癌细胞凋

亡增加, 证实了IGF-Ⅱ表达与HCC发生的密切

关系. 人miRNA干扰质粒能有效抑制HepG2细
胞IGF-Ⅱ的表达.针对IGF-Ⅱ表达的相关信号通

路的基因治疗或改变IGF-Ⅱ基因启动子P3的甲

基化状态, 纠正IGF-Ⅱ基因异常, 可成为基因治

疗新靶点[33,34].

5  IGF-1R与HCC靶向治疗

HCCIGF-ⅠR过表达[35], 针对IGF-ⅠR分子靶

向治疗, 现有多种靶向IGF-ⅠR方法, 如寡核苷

酸、单克隆抗体、小分子抑制剂和RNAi等[36-38]. 
以靶向IGF-ⅠR的寡核苷酸治疗HCC, 可抑制癌

细胞生长、下调IGF-ⅠRmRNA, 注入裸鼠模型, 
肿瘤生长受抑, 呈浓度依赖性; 靶向IGF-ⅠR反
义寡核苷酸, 能防止HCC复发及HCC肺转移、

降低裸鼠血AFP浓度.可阻止激酶域或底物结合

位点抑制酪氨酸激酶激活, 靶向IGF-ⅠR的小分

子酪氨酸激酶抑制剂颇多, 如酪氨酸磷酸化抑

制剂AG538、选择性激酶抑制剂—环木脂体家

族的PPP、PQIP、NVP-AEW541和表没食子儿

茶素没食子酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)
等PQIP为一种新颖有效、选择性的IGF-ⅠR小
分子酪氨酸激酶抑制剂, 能有效抑制癌细胞增

殖, 与IGF-ⅠR亲和力高于ⅠR的14倍, 因特异

性强不影响糖原代谢; EGCG是从绿茶中提取

多酚化合物, 可抑制酪氨酸激酶受体(phospho-
receptor tyrosine kinase, RTK)和下游信号通路; 
提高IGF-ⅠR磷酸化水平, 可诱导癌细胞凋亡、

降低IGF-ⅡmRNA及蛋白表达, 与阿霉素联用, 
可用于预防或治疗HCC[39,41].

以序列特异性小干扰RNA(siRNA)转染HCC
细胞, 使靶mRNA断裂, 经核酸酶作用降解, 目的

基因沉默; 靶向IGF-ⅠRmRNA序列siRNA, 脂质

体瞬时转染HCC细胞Huh7, 增殖抑制、促进凋

亡及使Huh7对阿霉素敏感性增加. 联合应用靶

向IGF-ⅠRmRNA及靶向EGFR mRNA的siRNA, 
使HepG2和Huh7对阿霉素敏感性增加、下调

AKT和ERK磷酸化水平. RNAi可沉默靶基因, 比
基因敲除术简单, 与单抗和小分子酪氨酸激酶

抑制剂相比不影响ⅠR. 尽管RNAi有巨大治疗

潜能, 靶点选择、siRNA导入、沉默基因序列设

计、siRNA半衰期延长等尚需更多的研究[42,43].

以IGF-ⅠR单克隆抗体中和IGF-ⅠR, 可阻

断IGF-Ⅱ信号转导, 抑制HCC细胞增殖. A12是
一种人类单克隆IgG1抗体, 与IGF-ⅠR高度特

异, 可促进IGF-ⅠR降解, 阻止与IGF-Ⅱ结合; 在
体外可降低IGF-ⅠR和下游信号, 注射人HCC细
胞异体移植鼠模型体内, 可延缓肿瘤生长、延

长生存期、减少增殖率和诱导凋亡; 单抗分子

相对较大, 肽类为抗体小分子片段, 易进入细胞

有望成为替代物; 靶向IGF-ⅠR寡肽单抗, 可阻

断受体激活及下游信号通路, 可抑制癌细胞增

殖.将人抗受体抗体嵌入可下调IGF-ⅠR表达, 而
显著抑制受体信号传导[44-46]. 以IGF-ⅠR为靶点

的体内试验, 可直接通过诱发凋亡和抑制细胞

生长来抑制肿瘤细胞转化和/或使肿瘤消退. 索
拉非尼有利于提高晚期HCC患者生存, 但可诱

导IGF-ⅠR表达或活化、上调IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR途
径下游元件(MEK等)发生磷酸化.靶向IGF-ⅠR
在HCC治疗中可具有放、化疗增敏作用和联合

靶向价值.

6  结论

HCC发生机制复杂且为多基因疾病, 与肝炎病

毒的慢性感染、癌基因及癌相关基因激活及抑

癌基因的失活等, 引起肝细胞持续增殖导致癌

变[47,48]. HCC发生发展过程中IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR信
号通路异常激活, 被认为是细胞恶性转化过程

的关键[49,50]. 以IGF-Ⅱ特异性反义寡核苷酸治疗

或对其启动子进行甲基化处理, 均能抑制肿瘤

的生长, 延长动物的存活期. 人源化抗受体抗体

的嵌入, 可下调IGF-ⅠR表达, 而显著抑制受体

信号传导. 许多体内外肿瘤模型中, 小分子IGF-
ⅠR酪氨酸激酶抑制剂对IGF-ⅠR的活性和肿瘤

细胞的生长也有明显抑制作用. 而IGF轴与HCC
关系复杂, 其确切调控机制有待探讨. 
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■背景资料
缺血再灌注损伤
(I/RI)是胰腺移植
中不可回避的问
题, 也是引起移植
胰腺炎和移植失
败的主要原因. 目
前研究发现胰腺
移植的各个环节
都有细胞凋亡的
参与, 研究认为细
胞凋亡是胰腺移
植 I / R I的早期事
件. NO在胰腺移
植I/RI中所起的作
用认识尚未统一, 
有的学者认为NO
在胰腺I/RI中具有
加重损害的作用, 
有的认为有保护
作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of nitric oxide in 
ischemia-reperfusion injury and cell apoptosis fol-
lowing pancreas-duodenal transplantation in rats.
 
METHODS: A total of 168 SD rats were used in 
the study. Seventy-two female rats with diabetes 
induced by intraperitoneal injection of alloxan 
were used as donors, and 96 male rats were used 
as recipients. A rat model of pancreas-duodenal 
transplantation was developed using dual can-
nula technique. The 96 male rats were randomly 
divided into sham group, control group, L-Arg 
group, and L-NAME group, with 24 rats in 
each group. Rats of each group were randomly 

killed at 1 h, 3 h and 6 h. Serum nitric oxide and 
amylase levels were examined, and pancreatic 
injury was evaluated. The expression of iNOS in 
pancreatic tissue was detected by immunohis-
tochemistry, and pancreatic cell apoptosis was 
evaluated by flow cytometry.

RESULTS: Serum nitric oxide and amylase, 
pancreas injury scores were significantly higher 
in the control group (1 h, 3 h, 6 h) than in the 
sham group (all P < 0.01). Serum nitric oxide was 
significantly higher and serum amylase and pan-
creas injury scores were significantly lower in the 
L-Arg group than in the control group (1 h, 3 h, 6 h) 
(all P < 0.01). Serum nitric oxide was significantly 
lower and serum amylase and pancreas injury 
scores were significantly higher in the L-NAME 
group than in the control group (all P < 0.01). The 
percentage of viable cells was significantly lower 
and apoptosis rate was significantly higher in 
the control group than in the sham group (all P < 
0.01). The percentage of viable cells was signifi-
cantly lower and apoptosis rate was significantly 
higher in the L-Arg and L-NAME groups than in 
the control group (all P < 0.01). The number of 
necrotic cells in the L-Arg group was lower than 
that in the control group but higher than that in 
the L-NAME group (all P < 0.01).

CONCLUSION: Nitric oxide plays a dual role in 
ischemia-reperfusion injury and cell apoptosis fol-
lowing pancreas-duodenal transplantation in rats.

Key Words: Pancreas-duodenal transplantation; Ni-
tric oxide; Ischemia-reperfusion injury; Apoptosis

Su YJ, Liu QY, Diao C, Zhang JM, Li L, Duan TD, 
Cheng RC. Role of nitric oxide in pancreas-duodenal 
transplantation in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(29): 3015-3022

摘要

目的: 探讨一氧化氮(NO)在大鼠胰十二指肠
移植中缺血再灌注损伤和细胞凋亡中的作用.

方法: 168只大鼠, 72只雄性作为供体, 96只雌
性通过腹腔注射四氧嘧啶诱导糖尿病作为受

■同行评议者
朱���, 副教授, 大
连医科大学生理
教研室
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■研发前沿
一氧化氮(NO)广
泛分布于生物体
内各组织中,  NO
是以L- 精氨酸(L-
arginine, L- Arg)
为底物, 由多种形
式的NOS催化生
成, 是一种新型生
物信使分子, 在体
内可转化成具有
强烈的细胞毒性
作用的自由基, 他他
在胰腺移植中的
作用非常复杂, 一
方面NO可以改善
胰腺炎的微循环, 
减轻组织水肿和
炎症细胞浸润, 同
时 N O 通 过 调 节
BaX、bcl-2等凋
亡相关基因, 调控
胰腺细胞的凋亡, 
另一方面, 大量的
NO又加重胰腺的
缺血再灌注损伤
和 细 胞 凋 亡 .  可
见 ,  NO在胰腺移
植缺血/再灌注损
伤中的作用复杂, 
认识尚未统一. 因
此如何有效���用
NO的生物学作用
已成为NO研究的
热点.

体, 采用双套管法建立糖尿病大鼠胰十二指肠
移植动物模型, 随机分为假手术组(n  = 24)、
对照组(对照组n  = 24)、L -Arg组(n  = 24)和
L -NAME组(n  = 24), 再分为1 h、3 h、6 h亚组
(n  = 8), 检测血清NO和淀粉酶、胰腺组织病
理损害评分和胰腺组织中iNOS表达检测、胰
腺细胞凋亡.

结果: 再灌注后1 h、3 h、6 h各时间点血清淀
粉酶和NO、胰腺病理损害评分逐渐升高各
时间点均显著高于假手术组(P <0.01); L -Arg
组1 h、3 h、6 h各时间点血清NO均高于对照
组(P <0.01), L -Arg组1 h、3 h血清淀粉酶和胰
腺病理损害评分都低于对照组(P <0.01), 而6 h
则血清淀粉酶高于对照组(P <0.01); L -NAME
组1 h、3 h、6h各时间点血清NO均低于对照
组(P <0.01), 而血清淀粉酶和胰腺病理损害
评分均显著高于对照组(P <0.01). 再灌注后
1 h、3 h、6 h各时间点胰腺活细胞均低于假
手术组(P <0.01), 早期凋亡细胞高于假手术组
(P <0.01), L -Arg组1 h、3 h、6 h各时间点活细
胞高于对照组(P <0.01), 而L -NAME组则低
于对照组(P <0.01); 早期凋亡细胞L -A rg组
6 h、L -NAME组1 h、3 h高于对照组(P <0.01). 
L -Arg组1 h、3 h、6 h各时间点坏死细胞显著
低于对照组(P <0.01), 而L -NAME组各时间点
均高于对照组(P <0.01).

结论: NO参与了大鼠胰十二指肠移植中的缺
血再灌注损伤和胰腺细胞凋亡, 扮演着保护与
损伤的双重角色.

关键词: 胰十二指肠移植; 一氧化氮; 缺血再灌注损

伤; 凋亡
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0  引言

细胞凋亡存在于肾[1]、心[2]、肝[3]、肺[4]等重要

脏器的移植中, 也发生于胰腺移植的各环节中, 
并可能是缺血再灌注损伤(ischemia-reperfusion 
injury, I/RI)和移植排斥反应的主要机制[5]. 一
氧化氮(Nitric Oxide, NO)是一种反应性极强的

自由基, NO是以L -精氨酸(L -arginine, L -Arg)
为底物, 由多种形式的NOS催化生成, NOS是
NO合成过程中的重要限速因素. NOS共有三

种亚型: 神经元型NOS(neuronal NOS, nNOS)、
内皮型NOS(endothelial NOS, eNOS)和诱导型

NOS(inducible NOS, iNOS), eNOS和nNOS正常

情况下呈Ca2+依赖性, 其活性受Ca2+浓度和钙调

蛋白(calmodulin, CaM)浓度的调节, 而iNOS是
Ca2+非依赖性. 本研究的目的在于探讨内源性

NO和iNOS在大鼠胰十二指肠移植缺血再灌注

损伤和细胞凋亡中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康封闭群SD(Sprague-Dawley)大鼠

168只(280-350 g), 由昆明医学院实验动物中心

提供, 其中96只♂大鼠通过腹腔注射四氧嘧啶

制作糖尿病大鼠模型, 作为受体, 72只♀行胰

十二指肠切除作为供体. 
1.2 方法

1.2.1 移植模型的建立: 采用双套管法建立糖尿

病大鼠胰十二指肠移植动物模型[6]. 不阻断体循

环, 采用双套管将供胰所带腹主动脉和门静脉

分别与受体大鼠的左肾动脉和左肾静脉进行套

管吻合完成血管重建; 同时将将供体的十二指

肠远端与受体的Treitz韧带下2 cm空肠作端侧吻

合完成外分泌引流. 
1.2.2 分组: 根据处理因素不同, 完全随机分为4
组: (1)假手术组(n  = 24): 为糖尿病大鼠, 麻醉下

行左肾切除后即关腹; (2)对照组(n  = 24): 常规行

胰腺十二指肠移植, 不作药物干预; (3)L -Arg处
理组(n  = 24): 在移植的基础上, 受体在开放肾动

脉前5 min静脉注射L -Arg(100 mg/kg); (4)L -硝
基精氨酸甲酯(L -NAME)处理组(n  = 24): 在移植

的基础上, 受体在开放肾动脉前5 min静脉注射

L -NAME(10 mg/kg). 以上各组大鼠随机分为

1 h、3 h、6 h三个亚组, 各时间点8只. 
1.2.3 血清指标: 处死动物时腹主动脉采血7 mL, 
分为2 mL、5 mL二管, 分别用于血清NO和淀粉

酶测定. 血清淀粉酶于全自动生化分析仪上进

行; 血清NO采用硝酸还原酶法测定血清NO2-/
NO3-含量, 间接反映NO的生成量, 按南京建成生

物工程研究所血清NO测定试剂盒说明书操作. 
1.2.4 胰腺病理损害评分和iNOS表达检测: 采血

完毕, 立即取胰腺组织, 40 g/L甲醛固定, 石蜡包

埋, 连续 5 μm切片, HE染色和SABC法iNOS免
疫组化染色(兔抗大鼠iNOS多克隆抗体购自美

国LabVision公司), 由固定病理医师观察组织病

理学改变和iNOS表达情况. 参照Schmidt等[7]的

评分标准进行病理学评分. 
1.2.5 细胞凋亡检测: 取黄豆大小胰腺组织采用

研磨法制成单细胞悬液, 按Annexin V/PI凋亡
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■相关报道
�柏峰等���用诱
导型NO合酶选择
性抑制剂氨基胍
在大鼠胰腺移植
进行试验干预, 发
现对移植的胰腺
起到保护作用. 可
能是氨基胍抑制
N O 的过量产生 , 
减轻其作为自由
基的细胞毒性有
关.

试剂盒说明书(ACT Gene 公司产品)操作, 通过

FACSCalibur流式细胞仪(美国Becton Dickinson
公司), 收集10 000个细胞, FL1通道检测Annexin 
V-FITC荧光信号, FL2通道检测PI荧光信号. 结果

判定: Annexin V(+)/PI(+)细胞落在右上象限, 为
晚期凋亡和坏死细胞; Annexin V(-)/PI(-)细胞落

在左下象限, 为活细胞; Annexin V(+)/PI(-)细胞落

在右下象限, 为早期凋亡细胞. 
统计学处理 采用SPSS统计软件分析. 计量

资料以mean±SD表示两组均数的比较, 经方差表示两组均数的比较, 经方差示两组均数的比较, 经方差

齐性检验, 采用成组t检验; 多组均数比较, 采用

单因素方差分析, P<0.05认为差异有统计学意义. 

 
2  结果

2.1 血清NO和和淀粉酶的变化

血清NO和和淀粉酶的变化见表1. 
2.2 病理学结果果 假手术组各时间点胰腺组织结

构均正常, 无水肿及炎症细胞浸润、出血等. 对
照组1 h胰腺组织结构改变轻微, 腺泡轮廓基本

清晰, 局部有胰腺小叶间隙增宽, 间质少量炎性

细胞浸润, 随再灌注时间延长, 小叶腺泡细胞间

水肿加重, 炎症细胞渗出增多, 并可见少量腺泡

细胞破坏及出血灶. L -Arg处理后, 与对照组比

较可看到1 h、3 h的间质炎症细胞浸润明显减

少, 腺泡细胞的破坏也显著减少, 但6 h则炎症细

胞浸润及小叶结构破坏等病理损害均明显加重; 
L -NAME处理后, 与对照组比较可见各时间点胰

腺的水肿、炎症细胞浸润及小叶结构破坏、出

血等病理损害均显著加重. 胰腺病理损害评分

见表2.
2.3 胰腺组织中iNOS的表达 胞浆内棕黄色颗粒

为阳性, 无着色为阴性. 胰腺组织iNOS免疫组

织化学染色发现, 假手术组各时间点的胰腺均

无iNOS阳性染色. 对照组再灌注1 h有阳性染

色, 主要见于胰岛细胞, 随时间延长逐渐表达于

血管平滑肌细胞和胰腺腺泡细胞; L -Arg组1 h
除表达于胰岛细胞外, 部分胰腺腺泡细胞、血

管平滑肌细胞也有表达, 3 h、6 h表达逐渐增强; 
L -NAME处理后, 1 h无iNOS阳性染色, 3 h始见

血管平滑肌细胞表达; 6 h则可见部分胰岛细胞

也有表达, 但可见显著炎症细胞浸润和胰腺小

叶结构的破坏(图1). 
2.4 细胞凋亡检测结果

细胞凋亡检测结果见表3和图2.见表3和图2. 

3  讨论

I/RI是胰腺移植中不可回避的问题[8-10]. 胰腺移

植后早期胰腺炎的发生率为17%-35%[11], 而I/RI
则是引起移植胰腺炎的主要原因. 胰腺的I/RI可
进一步导致局部和全身并发症, 严重者引起移

植物功能丧失甚至受体死亡. 本研究在大鼠胰

十二指肠移植模型中观察到, 再灌注1 h就有血

清淀粉酶升高和胰腺病理损害的证据, 并且再

灌注3 h、6 h胰腺损害逐渐加重, 表明该模型中

表  1  血清NO和淀粉的水平 (mean±SD)

     

分组 
NO(μmol/L) 血清淀粉酶(U/L)

         1 h        3 h        6 h          1 h            3 h         6 h

假手术组   31.6±5.2b 31.7±4.8b 31.1±5.0b 253.6±37.5b   248.3±28.7b 254.3±27.1b

对照组   40.8±4.1d 49.7±5.3 60.2±6.7d 948.9±82.7d 1769.5±178.0 2431.4±239.0d

L-Arg组   52.3±5.1bd 61.9±4.9b 81.1±7.2bd 517.4±72.9bd 1241.8±150.6b 3158.3±234.9bd

L-NAME组 21.52±1.8bd 32.4±2.3b 46.0±8.2bd 1341.9±189.5bd 2494.6±220.1b 3464.4±188.4bd

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  同组3 h.

表  2  胰腺组织病理损害评分 (mean±SD)

     分组          1 h       3 h        6 h

假手术组         0         0         0

对照组 3.00±0.38a 3.69±0.46 5.00±0.65a

L-Arg组 2.44±0.42ba 3.00±0.46b 5.12±1.12a

L-NAME组 4.19±0.65ba 5.69±0.37b 6.7±0.0.59ba

aP<0.05 vs  同组 3 h; bP<0.01 vs  对照组.
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■创新盘点
有 关 N O 在 胰 腺
移植中的作用国
内临床和基础研
究 均 有 报 道 ,  但
同时从提供NO合
酶 底 物L - A r g 和
N O 合 酶 抑 制 剂
L- NAME研究的
文献很少, 体现了
文章的创新性.

胰十二指肠的缺血再灌注同样可导致再灌注性

胰腺炎的发生, 移植模型的建立是成功的. 
NO在胰腺移植I/RI中所起的作用认识尚未

统一, 有的学者认为NO在胰腺I/RI中具有加重

损害的作用[12-14], 有的认为有保护作用[15-17]. 我
们在该移植模型中观察到胰腺移植后, 血清淀

粉酶、胰腺病理损害和血清NO均随再灌注时间

延长逐渐增高, 并且各时间点间差异均具有统

计学意义(P <0.05). 早期我们的研究认为NO通过

氧自由基对移植的胰腺具有损害作用[18]. 由于没

有对血清NO水平进行干预, 不能说是NO原发性

升高介导胰腺的损害, 还是胰腺损害后继发性

NO升高发挥对胰腺的保护作用. 因此, 本研究在

胰腺再灌注前静脉注射小剂量L -Arg升高血清

NO水平, 发现再灌注1 h、3 h血清淀粉酶水平、

胰腺炎症细胞浸润、病理损害评分均显著低于

或轻于对照组, 而6 h则血清淀粉酶水平、胰腺

炎症细胞浸润及病理损害评分均显著降增高, 
高于对照组(P <0.05). 提示胰腺移植缺血再灌注

早期(1 h、3 h)产生的内源性NO有减轻I/RI的作

用, 这与原春辉等[19]的研究是一致的. 本实验同

时采用NOS抑制剂L -NAME进行干预, 各时间点

的血清NO水平下降后, 血清淀粉酶及胰腺的病

理损害显著加重, 这也从反面说明NO对I/RI的
保护作用. 

N O是以L - A r g为底物 ,由多种形式的

NOS催化生成. NOS共有三种亚型:神经元型

NOS(neuronal NOS, nNOS)、内皮型NOS(endoth
elial NOS, eNOS)和诱导型NOS(inducible NOS, 
iNOS), eNOS和nNOS正常情况下呈Ca2+依赖性, 

其活性受Ca2+浓度和钙调蛋白的调节. 李柏峰

等[14]对大鼠胰腺移植中的胰腺组织NOS亚型的

活性检测发现, cNOS在各实验组(空白对照组、

移植组和处理组)中无显著性差异 ,  而移植组

iNOS显著高于对照组, 并且发现iNOS表达于胰

腺组织的血管内皮细胞、平滑肌细胞和胰岛细

胞, 可见胰腺移植中的NO主要来源于iNOS. 而
移植再灌注早期产生的内源性NO可能来自于

cNOS合成的, 可以改善微循环, 减轻组织水肿和

炎症细胞浸润, 适当补充可发挥NO的保护作用[19]. 
实验性胰腺炎动物模型研究中发现胰腺和肺组

织中均有iNOS过度表达, 由此引起的NO过量产

生介导了胰腺和肺组织的氧化损伤[20,21]. 本研究

通过免疫组化检测胰腺iNOS的表达, 发现胰腺

组织的血管内皮细胞、平滑肌细胞和胰岛细胞

都有iNOS表达, 且随时间延长表达逐渐增强. 由
iNOS生成的NO适当补充cNOS介导的NO生成

的不足可发挥一定的保护作用; 但在6 h可看到

胰腺腺泡细胞也广泛表达iNOS, 此时大量NO生

成而表现出胰腺的损害作用. 本实验同时也发

现, 对照组和L -Arg处理组6 h的NO大量生成对

胰腺的缺血再灌注有显著的损害作用, 而应用

L -NAME抑制NO生成后, 6 h的血清淀粉酶和病

理损害仍较对照组和L -Arg处理组6 h重, 可能为

1 h、3 h时NO作为保护因素被抑制, 其他损伤因

素占优势而导致严重的胰腺损伤, 而在6 h作为

损害因素的NO水平下降并不能显著地改善1 h、
3 h所导致的损伤. 

目前研究发现胰腺移植的各个环节都有细

胞凋亡的参与[5]. 不同器官再灌注后发生细胞凋

表  3  胰腺细胞凋亡率 (％,mean±SD)

     组别 再灌注时间    活细胞   早期凋亡 晚期凋亡细胞

假手术组 1 h 94.6±1.0bd   1.9±0.3bd   3.5±0.9bd

3 h 94.3±1.2 bd   1.8±0.3bd   4.1±0.9bd

6 h 94.3±0.9 bd   2.0±0.2bd   3.7±0.8bd

L-Arg组 1 h 81.0±1.5de 10.8±1.0a   8.3±2.3d

3 h 76.7±1.2d 14.1±1.7   9.4±2.0d

6 h 61.6±1.9de 15.7±1.9d 22.7±2.4de

对照组 1 h 75.4±3.2e 11.0±1.6e 12.4±4.8

3 h 70.2±1.7 16.6±2.8 13.2±3.7

6 h 72.3±2.2 10.5±1.5e 16.3±3.1

L-NAME组 1 h 58.4±2.4de 22.6±2.8de 17.9±4.3de

3 h 52.8±2.7d 20.5±2.1d 26.8±2.9d

6 h 44.3±4.0de 11.3±1.8e 44.1±4.5de

bP<0.01 vs  L-Arg组、L-NAME组同时间点;  dP<0.01 vs  对照组同时间点; eP<0.05 vs 同组3 h.
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亡的高峰期不尽相同, 研究认为细胞凋亡是胰 腺移植I/RI的早期事件[22]. 李涛等[23]研究发现细

■应用要点
本研究结果表明
大鼠胰十二指肠
移植中存在I/RI和
细胞凋亡, 再灌注
早期产生的NO对
I/RI和细胞凋亡有
双重的调节作用, 
但NO的确切的分
子机制仍有待于
进一步的深入研
究, 如何有效地在地在在
恰当的时间进行
干预以最大的发
挥NO的保护作用
而避免损害作用, 
也将成为进一步
的内容.

A B

C D

E F

G H

I J

图� ������ ��������������  1 ���� ��������������胰腺组织iNOS免疫组织化学染色. A: 假手术组6 h; B: 对照组1 h; C: 对照组3 h; D: 对照组6 h; E: L-Arg组1 h; F: L-Arg

组3 h; G: L-Arg组6 h; H: L-NAME组1 h; I: L-NAME组3 h; J: L-NAME组6 h. A: iNOS×100; B-J: iNOS×200.
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胞凋亡与移植胰腺急性排斥反应的严重程度呈

正相关, 细胞凋亡指数可作为判断移植物损伤

程度的指标. 既往国内外相关文献中报道的检

测细胞凋亡最为常用的方法为TUNEL法标记

DNA断裂[24], 该法检测到的是凋亡晚期甚至已

发生坏死的细胞. Drognitz等[25]发现胰腺移植时

的细胞凋亡主要发生在再灌注期, 胰腺再灌注

1-2 h就有细胞凋亡, 且均显著高于切取保存同

等时间而未移植的胰腺. 张召辉等张召辉等等[21]对大鼠冷

缺血2 h的胰腺分别于再灌注1、3、6、9、12 h
行细胞凋亡TUNEL检测, 发现再灌注1h就有细

胞凋亡, 3 h达凋亡高峰, 随后逐渐下降, 所以认

为细胞凋亡是缺血再灌注损伤的早期事件. 本
实验通过特异性结合细胞膜的磷脂酰丝氨酸结

合蛋白(Annexin V, AV)作为探针检测早期凋亡

细胞, 同时利用碘化丙啶(PI)不能透过完整细胞

膜的特点, 将两者结合, 应用AV/PI双染法检测

早期凋亡细胞、晚期凋亡细胞和活细胞, 发现

胰腺冷缺血保存90 min后, 再灌注1 h细胞凋亡

就显著增加, 随再灌注时间延长, 早期凋亡细胞

在3 h达高峰, 为16.6%±1.5%, 而晚期凋亡和坏

死细胞则随再灌注时间延长逐渐增加, 6 h最高

达16.3%±3.1%. 

本研究也观察到NO对胰腺细胞凋亡的双

向调节作用. Xiaoguang等[26]和Tanaka等[27]发现

NO介导的细胞凋亡在异基因大鼠胰腺移植急

性排斥反应中发挥重要的作用. 他们对发现同

基因移植胰腺的腺泡细胞轻度表达iNOS, 并且

移植前后无显著性变化, 而异基因移植后的胰

腺iNOS表达显著增加, 明显高于同基因移植组

和经氨基胍处理的异基因移植胰腺. 另外发现

移植后细胞凋亡指数与iNOS表达具有显著相关

性. 由此认为, NO介导的细胞凋亡在胰腺移植急

性排斥反应中具有重要作用, iNOS抑制剂氨基

胍通过减少内源性NO生成而减轻异基因移植

的胰腺损伤. 而同基因大鼠胰腺移植中是否也

有类似的调节作用, 目前未见报道. 本研究采用

SD大鼠进行同基因胰十二指肠移植, 发现移植

大鼠血清NO随再灌注时间延长逐渐增加, 而早

期凋亡细胞于3 h达高峰, 晚期凋亡细胞于6 h达
高峰, 似乎是NO介导了细胞凋亡的发生; 然而

我们在再灌注早期使用小剂量的内源性NO供

体L -Arg, 使受体血清中NO水平增高, 可显著减

少移植物1 h、3 h晚期凋亡细胞数, 显著性提高

了其活细胞比例, 而显著增加了6 h的早期凋亡

和晚期凋亡细胞比例, 从而使活细胞显著下降. 

■同行评价
本研究选题新颖, 
设计科学, 结果可
靠, 具有较好的学
术价值..

图� ���������� ��  2 �������� ��胰胰腺细胞凋亡图. A: 假手术组6 h; B: 对照组1 h; C: 对照组3 h; D: 对照组6 h; E: L-Arg组1 h; F: L-Arg组3 h; G: 

L-Arg组6 h; H: L-NAME组1 h; I: L-NAME组3 h; J: L-NAME组6 h. R1区：Annexin V-FITC和PI染色同时阴性-活细胞; 

R2区: Annexin V-FITC染色阳性和PI染色阴性-早期凋亡细胞; R3区: Annexin V-FITC和PI染色同时阳性-晚期凋亡细胞及

继发性坏死细胞��������������.             
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另一方面, 我们在再灌注早期使用NOS抑制剂

(L -NAME)抑制NO生成, 显著增加了1 h、3 h、
6 h各时间的早期和晚期凋亡细胞数, 从而显著

减少了有功能的活细胞数. 胰腺移植再灌注早

期NO不是原发性升高发挥促凋亡作用的, 而是

再灌注损伤后继发性升高发挥抗损伤和抗凋亡

作用的, 而在6 h异常升高的NO则有促凋亡作

用. 可见, NO对胰腺细胞的凋亡也有双向调节作

用. 参与胰腺细胞凋亡是因素较多, 目前对胰腺

细胞凋亡研究较多的是Fas/FasL系统[28,29]和Bax/
Bcl-2系统[30], 他们最终激活caspase家族酶链反

应, 导致细胞凋亡的发生, 而NO在胰腺细胞凋亡

中的作用目前仍然不清楚. 
本研究结果表明大鼠胰十二指肠移植中存

在I/RI和细胞凋亡, 再灌注早期产生的NO对I/RI
和细胞凋亡有双重的调节作用, 但NO的确切的

分子机制仍有待于进一步的深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of epigal-
locatechin-3-gallate (EGCG) on the proliferation of 
human colorectal cancer cell lines LoVo and SW480 
and to explore the possible mechanisms involved. 

METHODS: Cultured LoVo and SW480 cells 

were used to examine the impact of different 
concentrations of EGCG (10, 20 and 35 mg/L) 
on cell proliferation by MTT assay and on cell 
apoptosis and cell cycle progression by flow cy-
tometry. The expressing of Notch1 and Notch2 
in cultured LoVo and SW480 cells was detected 
by real-time PCR.

RESULTS: EGCG inhibited the proliferation of 
LoVo cells and SW480 cells in a dose-dependent, 
time-independent manner. EGCG enhanced the 
apoptosis of LoVo cells and SW480 cells and 
blocked the cell cycle at G0/G1 phase. Moreover, 
EGCG down-regulated Notch2 gene expression 
but had no significant impact on Notch1 gene 
expression in LoVo cells and SW480 cells.

CONCLUSION: EGCG can significantly inhibit 
the proliferation of SW480 and LoVo cells by al-
tering cell cycle and inducing cell apoptosis via 
mechanisms associated with down-regulating 
Notch2 gene expression.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; SW480 
cells; LoVo cells; Notch1; Notch2

Zhang CX, Wang SM, He YS, Zhou AC, Jin HY. Effect 
of epigallocatechin-3-gallate on Notch1 and Notch2 
expression in human colorectal cancer cell lines SW480 
and LoVo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 
3023-3027

摘要
目的: 探讨绿茶提取物表没食子儿茶素没食
子酸酯(EGCG)对结肠癌细胞株LoVo细胞和
SW480细胞增殖的抑制作用, 研究其对Notch1
与Notch2的基因表达的影响.

方法: 体外培养LoVo细胞和SW480细胞, 采
用不同浓度的EGCG(10、20、35 mg/L)对其
进行干预, MTT法检测EGCG对LoVo细胞和
SW480细胞增殖的抑制作用; 用流式细胞仪
检测EGCG对LoVo细胞和SW480细胞细胞凋
亡和细胞周期的影响. 实时荧光定量PCR检
测EGCG干预后的LoVo细胞和SW480细胞的

■同行评议者
�刚, 教授, 北京
大学医学部生物
化学与分子生物
学系; 陈光, 教授, 
吉林大学第一医
院消化器官外科
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■研发前沿
前期研究表明茶
多酚对结直肠癌
有 明 显 抑 制 作
用, EGCG对结肠
癌皮下原位荧光
动物模型结肠肿
瘤的生长有明显
的 抑 制 作 用 ,  目
前对于 E G C G 对
N o t c h 信 号 转 导
途径的靶向基因
Notch1与Notch2
的报道较少.

Notch1与Notch2基因的表达情况.

结果: M T T法检测E G C G对L o Vo细胞和
SW480细胞增殖均具有抑制作用, 且呈浓度
依赖性, 不具有时间依赖性. 流式细胞仪检
测EGCG能增强LoVo细胞和SW480细胞的
凋亡率, 且剂量与凋亡率呈正相关. EGCG能
将SW480细胞和LoVo细胞周期阻滞在G0/G1

期, 阻碍其向S期转换, 抑制其细胞增殖. 实
时荧光定量PCR检测EGCG能下调两株细胞
Notch2的基因表达, 而SW480细胞的Notch1基
因表达有下调的趋势, LoVo细胞的Notch1基
因表达有上调的趋势, 但差异均无显著意义.

结论: EGCG对体外培养的LoVo细胞和SW480
细胞的增殖有明显抑制作用, 且能诱导细胞
凋亡和影响细胞周期, 其作用机制可能与下调
Notch2的基因表达及激活Notch信号转导途径
有关, 但是EGCG对Notch1基因表达的影响尚
需要做进一步探讨.

关键词: 表没食子儿茶素没食子酸酯; LoVo细胞; 

SW480细胞; Notch2; Notch1
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0  引言

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-
3-gallate, EGCG)是绿茶提取物, 是茶多酚中含

量最高、活性最强的单体[1]. 我们的前期研究表

明茶多酚对结直肠癌有明显抑制作用[2], EGCG
对结肠癌皮下原位荧光动物模型结肠肿瘤的生

长有明显的抑制作用[3]. 目前对于EGCG对Notch
信号转导途径的靶向基因Notch1与Notch2的报

道较少, 本研究旨在探讨EGCG对结直肠癌细胞

株LoVo细胞和SW480细胞增殖的抑制作用及对

Notch1与Notch2基因的影响, 研究其对结直肠癌

的抑癌机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 LoVo细胞、SW480细胞和EGCG购自

中科院细胞所. MTT试剂盒购自日本dojindo公
司; 胎牛血清购于美国Invitrogen公司; Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购于碧云天公司; 
碘化丙啶(PI)购于碧云天公司, 以PBS配成1 mg/mL
浓度, 4 ℃保存; Notch1与Notch2基因引物购于

上海生工生物工程技术服务有限公司.  

1.2 方法 
1.2.1 MTT法检测EGCG对LoVo细胞和SW480
细胞增殖的抑制作用: 将LoVo细胞、SW480细
胞分别以5×103的数目分别接种于96板中, 每
种细胞种12个孔, 分别将孔中的培养基添加至

200 μL分别含终浓度为0 mg/L(对照组), 10、
20、35 mg/L EGCG(实验组)的完全培养基, 放
置于37 ℃、50 mL/L CO2细胞培养箱, 孵育24、
72 h. 细胞孵育到达24、72 h时, 按照100 μL加
入10 μL MTT溶液的比例, 在孔中加入MTT反应

液. 在37 ℃培养箱中放置1 h后, 利用酶标仪读

取450 nm波长处的吸光度(A值). 抑制率 = [1-(实
验组-空白对照的MTTA值)/(对照组-空白对照的

MTTA值)]×100%. 
1.2.2 流式细胞仪检测E G C G对L o Vo细胞和

SW480细胞凋亡和细胞周期的影响: (1)流式细

胞仪检测细胞凋亡. 把细胞培养液吸出至适当

的15 mL离心管内, PBS洗涤贴壁细胞一次, 加入

消化后细胞, 稍混匀, 转移到离心管内, 1 000 g离
心5 min, 弃上清, 收集细胞, 用PBS轻轻重悬细

胞并计数. 取0.5×106重悬的细胞, 1 000 g离心

5 min, 弃上清, 加入195 μL Annexin V-FITC结合

液轻轻重悬细胞.  加入5 μL Annexin V-FITC, 轻
轻混匀. 室温避光孵育10 min. 1 000 g离心5 min, 
弃上清, 加入190 μL Annexin V-FITC结合液轻

轻重悬细胞. 加入10 μL碘化丙啶(PI)染色液, 轻
轻混匀, 冰浴避光放置72 h. 随即进行流式细胞

仪检测, Annexin V-FITC为绿色荧光, PI为红色

荧光. (2)流式细胞仪分析细胞周期. 收集细胞, 
4 ℃、1 000 r/min离心5 min. 用预冷PBS缓冲液

洗两遍. 充分悬浮细胞, 4 ℃、1 000 r/min离心

5 min后弃上清. 细胞沉淀加入1 mL预冷700 mL/L
乙醇, 吹打均匀, 4 ℃固定过夜. PBS洗涤去乙

醇, 1 000 r/min离心5 min, 洗两遍. 0.5 mL PBS含50 
mg/L PI, 100 mg/L RNase A重悬细胞, 37 ℃避光

孵育30 min. 以标准程序用流式细胞仪检测, 结
果用细胞周期拟和软件ModFit分析. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测EGCG对LoVo细胞

和SW480细胞的Notch1与Notch2的基因表达: 
(1)PCR扩增引物: Notch1上游引物: 5'-CAATGT-
GGATGCCGCAGTTGTG-3',下游引物: 5'-CAG-
CACCTTGGCGGTCTCGTA-3'; Notch2上游引

物: 5'-AAAAATGGGGCCAACCGAGAC-3', 下
游引物: 5'-TTCATCCAGAAGGCGCACAA-3'. 
(2)培养细胞总RNA的提取及cDNA的制备: 按
照Qiagen试剂盒说明书进行所有样本总RNA的
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■相关报道
C h e n 等 研 究 发
现下调Notch2与
Notch1均可抑制
成胶质细胞瘤的
生长, 但Notch2发
挥了更大的作用. 
Notch信号转导途
径对结直肠肿瘤
细胞的生长调控
起关键作用.

抽提. 用260 nm波长分光测定RNA浓度, 根据

A 260/A 280的比值计算RNA的纯度. 将RNA反转

录为cDNA, Total RNA 2 μg, 20 μm Oligo(dT)15  

Primer 1 μL, 补DEPC H2O至15 μL, 70 ℃加热5 
min, 冰上放置2 min, 补充5×M-MLV Reaction 
Buffer 5 μL, 10 mmol/L dNTP 1.25 μL, RNasin 
RNase Inhibitor 25 U, M-MLV RT Rnase H- 200 
U, 补DEPC H2O至 25 μL. 轻轻混匀上述反应液, 
放置于42℃反应60 min后, 于-20 ℃保存. (3)实
时荧光定量RT-PCR: 反应体系包括: 2×SYBR 
Premix Ex Taq , 1 μmol/L上游引物0.5 μL, 1 
μmol/L下游引物0.5 μL, ROX0.4 μL, cDNA样本

2 μL, 补ddH2O至20 μL . 反应条件为: 95 ℃ 30s, 
然后95 ℃ 5 s, 共40个循环. 95 ℃ 15 s , 60 ℃ 1 
min, 95 ℃ 30 s, 60 ℃ 15 s 绘制溶解曲线. 反应

均在ABI prism 7 300 PCR仪上进行. 仪器荧光

检测通道选择SYBR GREEN. (4)数据处理: 以
PCR反应的前15个循环的荧光信号作为荧光本

底信号, 以6-15个循环的荧光信号的标准差的

10倍为荧光阈值, 每个扩增管内的荧光信号达阈值, 每个扩增管内的荧光信号达值, 每个扩增管内的荧光信号达

到设定的荧光阈值所经历的循环数, 就是循环阈值所经历的循环数, 就是循环值所经历的循环数, 就是循环

阈值Ct. 完成荧光阈值的设定及标准曲线的建值Ct. 完成荧光阈值的设定及标准曲线的建阈值的设定及标准曲线的建值的设定及标准曲线的建

立, 获得相对原始浓度, 比较Notch1与Notch2的
基因表达情况. 

统计学处理  应用SPSS17.0统计软件处理数

据, 结果用实验数据以mean±SD表示, 采用独立

样本t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 MTT法检测不同浓度的EGCG对LoVo细胞、

SW480细胞细胞增殖的抑制作用 随着EGCG浓

度的增加, 24 h与72 h时LoVo细胞、SW480细胞

的增殖抑制率均逐渐升高, 均在EGCG浓度为

35 mg/L时抑制率达到最高. 但随着时间的延长, 
LoVo细胞、SW480细胞的增殖抑制率却无明显

规律性. 说明EGCG对两株细胞增殖的抑制作用

均具有浓度依赖性, 却不具有时间依赖性(图1). 
2.2 流式细胞仪检测结直肠癌细胞株的凋亡 浓
度为20 mg/L和35 mg/L的ECCG对LoVo细胞、

SW480细胞的凋亡均有明显增强, 且剂量与凋

亡率呈正相关. 说明EGCG能增强LoVo细胞、

SW480细胞的凋亡率, 随着EGCG剂量的增加, 凋
亡率升高(图2). 
2.3 流式细胞仪分析细胞周期 EGCG能将SW480
细胞和LoVo细胞细胞周期阻滞在G0/G1期, 阻碍

其向S期转换, 抑制其细胞增殖(图3). 
2.4 实时荧光定量PCR检测EGCG对Notch1与

Notch2基因表达的影响 EGCG能下调SW480
细胞和LoVo细胞Notch2的基因表达(P  = 0.039, 
0.001), 而SW480细胞的Notch1基因表达有下调

的趋势, LoVo细胞的Notch1基因表达有上调的

趋势, 但差异均无显著意义(P >0.05, 图4).

图� �� ������������������  1  ������������������EGCG对肠癌细胞增殖的抑制作用��. 
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图� �� ����������������  2  ����������������EGCG对肠癌细胞凋亡的影响��. 

图� �� ���������������� 3   ����������������EGCG对肠癌细胞周期的影响��. A1: SW480细胞(0 mg/L); A2: SW480细胞(35 mg/L); B1: LoVo细胞(0 mg/L); B2: LoVo细

胞(35 mg/L).
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■创新盘�点
本研究发现EGC-
G 对 体 外 培 养
的 L o Vo 细 胞 和
SW480细胞的增
殖有明显抑制作
用 ,  且 能 诱 导 细
胞凋亡和影响细
胞 周 期 .  其 作 用
机制可能与下调
Notch2的基因表
达及激活Notch信
号转导途径有关.

3  讨论

EGCG的抗癌作用目前报道很多, 但其作用机制

尚不明确[4-6]. 本实验通过研究细胞Notch信号转

导途径相关基因来分析探索其作用机制. LoVo
细胞是错配修复基因缺失的微卫星不稳定结肠

癌细胞, 对CEA高表达[7], 而SW480细胞是错配

修复基因表达正常的结肠癌细胞. MTT实验结

果显示EGCG对LoVo细胞和SW480细胞增殖均

具有抑制作用, 且呈浓度依赖性, 不具有时间依

赖性. 流式细胞仪检测EGCG能诱导LoVo细胞和

SW480细胞的凋亡, 其剂量与凋亡率呈正相关;其剂量与凋亡率呈正相关;剂量与凋亡率呈正相关; 
且能改变细胞周期, 将两株细胞均阻滞在G1期, 
阻滞其DNA复制. 

本课题组在前期研究中发现, 茶多酚处理后

的细胞株可以导致HES1和JAG1基因下调, 而这

些基因是Notch信号转导途径的靶基因, 提示茶

多酚中的成分是否具有调节Notch信号转导途径

的作用[2,8-10]. EGCG是茶多酚中含量最高、活性

最强的单体, 研究表明其作用机制与诱导肿瘤

细胞凋亡和阻滞细胞周期及影响相关蛋白、基

因的表达有关[11-15]. 正常Notch信号转导系统与

细胞正常增殖和分化、器官和组织的更新有重

要的关系, 当Notch信号发生异常时, 细胞增殖增

加, 可以进一步转化为癌. 哺乳动物的细胞Notch
系统具有4个Notch蛋白(Notch1-4)和5个相应的

配体(DLL1、DLL3、DLL4、JAG1和JAG2), 
Notch信号可以被2个细胞之间的配体结合激活, 
导致蛋白裂解而使细胞质内的Notch蛋白部分

(Notch-IC)被释放, Notch-IC直接进入细胞核结

合到转录因子CSL, 从而导致转录被抑制[16]. 结
肠是一个反复更新的器官, 因此在结肠壁内隐

窝存在着前体细胞和干细胞、移行增大(transit 

amplifying, TA)细胞和最终分化的细胞, 结肠干

细胞存在于隐窝基底部, 增殖形成TA细胞, TA细

胞逐渐上移增殖形成各种结肠细胞并停止增

殖 [17]. 干细胞在适合的微环境下可以调节细胞

的增殖、分化和凋亡, 但是在各种外来因素的

干扰下, 这种微环境就会发生改变, 导致Notch信
号表达增加, 从而导致肿瘤发生[18]. 

Notch1与Notch2基因是Notch信号转导途

径的两个靶基因[19], 本组研究了EGCG处理后

的LoVo和SW480细胞株的Notch1与Notch2基
因的基因表达的变化. 结果显示, EGCG能下调

结直肠癌细胞SW480细胞和LoVo细胞Notch2
的基因表达, 两细胞之间具有明显差异, 能下

调SW480细胞的Notch1基因表达, 上调LoVo细
胞的Notch1基因表达, 但差异无显著意义. 表明

EGCG可能通过下调Notch2基因的表达, 影响细

胞周期的移行, 诱导细胞的凋亡. 
近年来的研究表明[20-22], Notch信号途径和

多种肿瘤的发生有关, 其主要的原因是影响了

肿瘤干细胞的分化, 从而导致肿瘤发生. 在结直

肠癌的研究中发现, Notch信号途径的基因呈现

高表达状态, 提示在结直肠癌的发生中, Notch信
号途径作为抑癌基因来发挥作用[19]. Reedijk等[23]在

一个队列研究中发现Notch信号转导途径的基因

NOTCH1, LFNG和HES1在肿瘤中出现高表达. 
Tanaka等[24]研究发现可通过Notch2基因的过度

表达及Notch1基因的下调抑制骨肉瘤的体外生

长. Chen等[25]研究发现下调Notch2与Notch1均
可抑制成胶质细胞瘤的生长, 但Notch2发挥了

更大的作用. Notch信号转导途径对结直肠肿瘤

细胞的生长调控起关键作用[23]. 但Notch信号转

导途径的基因到底发挥致癌基因的作用还是抑

癌基因的作用, 目前仍有争议[26,27],27]27]. 有研究表明

Notch1, Notch2可作为抑癌基因抑制肿瘤生长, 
可能通过阻滞细胞周期来抑制细胞分化[16,25]. 

本研究发现EGCG对体外培养的LoVo细胞

和SW480细胞的增殖有明显抑制作用, 且能诱

导细胞凋亡和影响细胞周期. 其作用机制可能

与下调Notch2的基因表达及激活Notch信号转导

途径有关, 但是EGCG对Notch1基因表达的影响

尚需要做进一步探讨. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of moxibustion on 
symptom scores, mitochondrial ultrastructure, 
contents of succinodehydrogenase (SDH) and 
cytochrome oxidase (CCO), expression of COX 
I in the jejunal epithelium of spleen-deficiency 
rats and to explore the mechanism by which 
moxibustion reinforces the spleen-stomach. 

METHODS: Forty healthy Sprague-Dawley 

rats were randomly assigned into four groups: 
A (blank group; normal rats), B (model group; 
spleen-deficiency rats), C (moxibustion group; 
spleen-deficiency rats intragastrically given 
Sijunzi Decoction) and D (herbs group; spleen-
deficiency rats receiving moxibustion at Zu-
sanli, Zhongwan, Guanyuan, Pishu and Weishu 
points). An animal model of spleen-deficiency 
was established by intragastric administration of 
Chinese Rhubarb Infusion. Common symptoms 
were recorded. Mitochondrial ultrastructure of 
the jejunal epithelium was observed by electron 
microscopy. Enzyme-linked immunosorbent as-
say was used to detect the contents of SDH and 
CCO. The expression of COX I was detected by 
Western blot.

RESULTS: Compared to group A, symptom 
score increased significantly (P < 0.01), the con-
tents of SDH and CCO and expression of COX 
I decreased significantly (P < 0.05 or 0.01), and 
the mitochondrial ultrastructure of the jejunal 
epithelium was terribly destroyed in group B. 
Compared to group B, the mitochondrial ul-
trastructure of the jejunal epithelium was only 
mildly destroyed, and the contents of SDH and 
CCO and expression of COX I increased sig-
nificantly (0.387 ± 0.076, 0.343 ± 0.053 vs 0.277 ± 
0.037; 0.246 ± 0.058, 0.231 ± 0.038 vs 0.167 ± 0.021; 
0.941 ± 0.204, 1.040 ± 0.214 vs 0.481 ± 0.131, P < 
0.05 or 0.01) in groups C and D. There were no 
significant differences in the above parameters 
between groups C and D.

CONCLUSION: Moxibustion could warm and 
reinforce the spleen-stomach and relieve symp-
toms of spleen-deficiency possibly by promoting 
the recovery of mitochondrial ultrastructure of 
the intestinal epithelium and increasing the con-
tents of respiratory chain enzymes.

Key words: Moxibustion; Zusanli; Spleen-deficien-
cy; Mitochondria; Sijunzi decoction

Yi SX, Peng Y, Peng F, Chang XR, Long YW, Lin YP. 
Effect of moxibustion on mitochondrial ultrastructure 
and contents of mitochondrial enzymes in the intestinal 
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■研发前沿
目前研究已表明, 
中医“脾”的生
理功能与线粒体
的功能特点有着
多方面的共通之
处, 其氧化磷酸化
产能过程与脾主
运化功能相吻合. 
艾灸温补脾胃效
应与线粒体结构
和功能之间的有
何联系, 中医“脾
主运化”的生理
功能与能量代谢
之间的关系, 有待
深入探讨.

epithelium of spleen-deficiency rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 3028-3034

摘要

目的: 观察艾灸足三里等穴对脾虚大鼠一般
症状积分、空肠组织线粒体结构、琥珀酸脱
氢酶(SDH)、细胞色素氧化酶(CCO)含量及其
亚基蛋白COXⅠ表达的影响, 探讨艾灸温补
脾胃改善脾虚证的作用机制.

方法: 40只SD大鼠随机分为4组: A空白对照组, 
B脾虚模型组, C艾灸穴位组(脾虚+艾条温和灸
组), D中药对照组(脾虚+四君子汤组), 每组10
只. 200%大黄水浸剂灌胃造成脾虚大鼠模型, 
艾灸足三里、中脘、关元、脾俞、胃俞等穴, 
观察大鼠一般症状, 透射�镜观察大鼠空肠组
织线粒体结构, 酶联免疫法(ELISA)测定空肠
上皮SDH和 CCO含量, 免疫印记(Western blot)
方法测定空肠上皮细胞内细胞色素氧化酶亚
基Ⅰ(Cytochrome oxidaseⅠ, COXⅠ)蛋白表达.

结果: 与A组比较, B组脾虚模型大鼠脾虚症
状积分显著增加(P <0.01), 空肠上皮细胞线
粒体超微结构严重破坏, 空肠上皮细胞SDH
和C C O含量及C O XⅠ表达较A组显著降低
(P <0.05或0.01). 经艾灸足三里等穴或四君子
药液灌胃治疗的C、D组空肠上皮细胞线粒
体超微结构轻微损伤, 空肠上皮细胞SDH、

C C O含量及C O XⅠ表达量均显著高于B组
(0.387±0.076, 0.343±0.053 vs  0.277±0.037; 
0.246±0.058, 0.231±0.038 vs  0.167±0.021; 
0.941±0.204, 1.040±0.214 vs  0.481±0.131, 
P <0.05或0.01), C、D两组比较无显著性差异.

结论: 艾灸足三里等穴可温补脾胃, 改善大鼠
脾虚症状, 其机制与促进脾虚大鼠小肠上皮细
胞线粒体结构恢复, 增加呼吸链酶含量及其亚
基蛋白的表达有关, 提示艾灸可通过促进线粒
体结构和功能的恢复, 改善能量代谢.

关键词: 艾灸; 足三里; 脾虚; 线粒体; 四君子汤
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0  引言

中医学理论认为[1], 脾的主要生理功能为主运

化、主升举和主统血, 其中以运化为核心. 艾灸

具有温补脾胃的效应, 可改善“脾主运化”功

能. 有学者认为, 中医脾主运化的细胞生物学基

础与线粒体功能关系密切[2]. 线粒体的功能特点

与脾的生理功能有着多方面的共通之处, 其氧

化磷酸化产能过程与脾主运化功能相吻合. 线
粒体含有进行食物氧化所需的酶, 将食物的潜

能转化成供细胞所用的能量. 因此, 本研究采用

苦寒泻下法建立大鼠脾虚模型, 观察艾灸足三

里、中脘、关元、脾俞、胃俞穴对脾虚大鼠症

状、空肠上皮细胞线粒体结构、线粒体酶含量

及亚基蛋白表达的影响, 分析艾灸改善脾虚证

与线粒体能量代谢的关系, 从能量代谢角度探

讨艾灸温补脾胃的分子生物学机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠, SPF级, 雌雄各半, 体质

量180-220 g, 共40只, 由湖南中医药大学实验

动物中心提供. 艾条(南阳市卧龙汉医艾绒厂); 
S D H含量测定试剂盒, C C O含量测定试剂盒

(北京博奥森生物技术有限公司); 2.5%的戊二

醛, 2%的锇酸(由中南大学湘雅医学院配制提

供); BCA蛋白定量试剂盒(Wellbio); Tris, APS, 
SDS, Tween-20, 丙烯酰胺, 甘氨酸, 甲叉双丙烯

酰胺, 丽春红(Sigma公司); 山羊抗小鼠IgG(goat 
anti-mouse IgG), 山羊抗兔IgG(goat anti-rabbit 
IgG)(Proteintech公司); RIPA裂解液(北京普利莱

公司); SuperECL Plus超敏发光液(Thermo pierce
公司); 显影液, 定影液(WellBiology公司). 四君

子汤: 市购人参、白术、茯苓、炙甘草, 按照

9∶9∶9∶6比例依照中药传统水煮方法煎煮, 
100 ℃恒温水浴加热浓缩, 得到含生药1 mL的四

君子汤药液[3]. 
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: (1)分组. 40只大鼠随机分为

4组, 每组10只. A空白对照组, B脾虚模型组, C
艾灸穴位组(脾虚+艾条温和灸)D组: 中药对照

组(脾虚+四君子汤组); (2)动物造模及评价方

法. 脾虚动物模型: 采用苦寒泻下法, 200%的大

黄水浸剂浓缩液4 ℃灌胃, 每只1 mL/100 g, 每
天2次, 连续14 d. 观察体质量、体温、饮食、

大便、精神状态、行为变化等. 200%的大黄水

煎剂浓缩液制备方法: 市售生大黄(安徽沪潐

中药饮片厂, 10 g/包), 加入100 ℃蒸馏水煮沸

5 min, 四层纱布过滤3-4次, 100 ℃水浴浓缩至

200%(相当于生药2 mg/mL), 4 ℃保存备用; 脾
虚动物模型评价标准: 泄泻, 严重时甚至脱肛; 食
少纳呆; 消瘦, 体质量减轻; 神态萎靡, 四肢不收, 
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■相关报道
现阶段研究表明, 
脾虚患者和动物
主要表现为胃肠
道运动和吸收功
能障碍, 胃肠细胞
线粒体结构改变, 
线粒体酶含量或
活性降低, 能量代
谢障碍. 中药四君
子汤对脾虚动物
胃肠细胞线粒体
能量代谢有一定
调节作用.

毛色枯槁; 卷缩聚堆; 易疲劳. 第1, 2项为主症, 第
3-6项为兼症. 具备2项主症和2项兼症时, 即可以

认为脾虚证造模成功. 
1.2.2 治疗方法: (1)穴位定位. 穴位定位参考林

文注主编《实验针灸学》常用动物穴位定位法

及拟人对照法定位, 以胸锁联合和耻骨联合连

线下1/4与上3/4交点为肚脐. 足三里: 膝关节后

外侧, 腓骨小头下约5 mm处; 脾俞: 第十二胸椎

下两旁肋间; 胃俞: 第十三胸椎下两旁肋间; 中
脘: 脐与胸骨剑突连线中点, 约脐上20 mm处; 关
元: 脐与趾骨联合上缘连线上3/5与下2/5交点, 
约脐下25 mm处; (2)艾灸方法. 取大鼠中脘穴、

关元穴、单侧足三里穴, 单侧脾俞穴, 单侧胃俞

穴. 单日大鼠仰卧位固定, 灸中脘、关元及一侧

足三里穴(隔日左右交替); 双日大鼠俯卧位固定, 
灸单侧脾俞胃俞(隔日左右交替). 大鼠束缚于鼠

板上, 定穴后局部剪毛, 用隔热纸包裹局部, 隔
热纸上剪一5 mm×5 mm的小孔并对准穴位, 将
艾条固定于自制艾条支架上, 

使艾条点燃部位垂直距离大鼠穴位约3 cm, 
点燃施灸, 每天每穴艾灸30 min, 连续艾灸14 d; 
(3)实验步骤. 所有大鼠分组处理, A组蒸馏水灌

胃, 每只1 mL/100 g, 每天2次, 连续14 d. B、C、
D组200%的大黄水煎剂浓缩液4 ℃灌胃, 每只

1 mL/100 g, 每天2次, 连续14 d. 同时, 从实验第

1天开始, A、B组捆绑30 min不艾灸; C组艾灸穴

位30 min, D组四君子颗粒药液1.2 mL/只, 连续

处理14 d. 于实验第14天处理后, 4组大鼠禁食不

禁水24 h, 第15天处死全部大鼠取材. 
1.2.3 观察指标: (1)一般症状积分. 分别于实验

第0天(造模前1 d), 第14天(造模最后1 d)观察大天(造模前1 d), 第14天(造模最后1 d)观察大(造模前1 d), 第14天(造模最后1 d)观察大天(造模最后1 d)观察大(造模最后1 d)观察大

便、精神状态、行为变化等, 并记录体质量, 食质量, 食, 食

量, 拉尾抵抗时间, 按表1计分; (2)空肠组织线粒

体结构观察. 取近端空肠黏膜组织, 2.5%的戊二

醛固定24 h以上, 2%的锇酸后固定2 h, 梯度脱水, 
环氧树脂混合液浸泡24 h, 包埋, 超薄切片, 电子

染色, 透射电镜观察、照片; (3)空肠组织SDH、

CCO含量. 取大鼠空肠新鲜组织200 mg, 加入适

量生理盐水捣碎, 3 000 r/min离心10 min取上清. 
采用ELISA法检测上清液中SDH和CCO的含量

(具体操作方法参照北京博奥申生物技术有限

公司ELISA检测试剂盒使用说明书); (4)空肠上

皮细胞COXⅠ蛋白含量测定. 采用蛋白免疫印

记(Western blot)检测空肠上皮细胞COXⅠ蛋白

含量. 将曝光后的底片扫描. 用Imager Quant 400
成像系统软件对Western blot条带进行灰度扫面, 
将灰度值数字化, 以目的蛋白的灰度值除以内

参β-actin的灰度值以校正误差, 测定其IA值.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 所有资

料进行正态性检验; 多组计量资料采用单因素

方差分析(One-way ANOVA), 方差齐者用LSD和

SNK法, 方差不齐者用Tamhane's T2或Dunnett's 
T3法, 前后比较采用配对t检验, 所有数据使用

SPSS17 for Windows软件进行处理. 

2  结果

2.1 艾灸对大鼠脾虚症状的影响 大黄水浸剂灌

胃14 d后, 模型大鼠体质量增长缓慢, 食量下降, 
活动减少, 喜蜷聚, 大便溏泄, 毛色不泽, 食量下

降. 造模后B组大鼠脾虚症状积分与造模前相比

显著增高, 亦显著高于A组(P<0.01), 提示造模成

功. 经艾灸或四君子汤药液同步治疗的C组和D
组大鼠脾虚症状不明显, 脾虚症状积分显著低

于B组(P <0.01), 造模前后无显著性差异, 与A组

表  1  脾虚动物模型症状量化积分表

     症状     无症状 (0分)                轻度 (1分)            中度 (2分)         重度 (3分)

大便稀溏 无, 成形 半成形, 稍稀, 拉尾排便反应

阳性

稀便, 拉尾排便反应阳性 溏便, 肛周污浊, 拉

尾排便反应强阳性
食少 无 食欲较差, 食量减少

10%-20%

食欲不佳, 食量减少

20%-40%

终日不欲进食

体质量增长率 ≥10% 7%-10%(含7%) 4%-7%(含4%) <4%

倦怠 无倦怠, 反应灵敏, 拉尾

抵抗持续时间>1 min

肢体稍倦, 反应较灵活, 拉尾

抵抗持续时间30-60 s

少动, 乏力, 拉尾抵抗力持

续时间5-30 s

无力, 扎堆, 拉尾抵

抗持续时间<5 s
皮毛 皮毛光泽 稍荣, 少光泽 蓬松不荣 枯槁无光泽

具有前两项症状, 且总积分≥4分, 认为脾虚模型造模成功; ≤5分为轻度, 6-10分为中度, >10分为重度;  尾排便试验: 拉尾
排便率(观察1 min内, 牵拉大鼠尾巴时, 是否出现排便现象); 悬空拉尾抵抗力测试: 观察方法, 手捉大鼠尾巴, 呈悬空状, 大鼠
开始摇晃挣扎, 开始计时, 直至大鼠无力旋转挣扎时为止, 统计时间, 可以反映大鼠的乏力程度.
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■应用要点
本文从脾虚证入
手 ,  分 析“脾 主
运化”与能量代
谢 的 关 系 ,  探 讨
“脾”与线粒体
相 关 性 ,  在 国 内
外率先开展了艾
灸改善脾虚证与
线粒体结构与功
能之间关系的研
究 ,  具 有 一 定 的
创新性.

比较无显著差异. C组症状总积分略优于D组, 
C、D两组比较无显著性差异. 结果提示艾灸足

三里等穴或以四君子汤药液灌胃均可改善大黄

水浸剂灌胃所致的大鼠脾虚症状, 艾灸效果略

优于四君子汤(表2). 
2.2 艾灸对脾虚大鼠空肠上皮线粒体结构的影

响 A组空白对照组: 空肠上皮细胞微绒毛排列整

齐, 线粒体结构正常, 嵴清晰(图1A); B组脾虚模

型组: 上皮细胞之间间隙扩大, 连接变短、水肿, 
上皮细胞胞浆水肿, 线粒体空泡化(图1B); C组

艾灸穴位组: 腺上皮结构正常, 仅少数线粒体水

肿(图1C); D组中药对照组: 肠上皮胞浆水肿, 可
见一小空泡, 但线粒体正常(图1D).
2.3 艾灸对脾虚大鼠空肠组织SDH、CCO含量

的影响 与A组比较, B组模型大鼠空肠上皮细胞

SDH和CCO含量显著降低(P <0.05或P <0.01), 表
明脾虚模型建立后, 空肠上皮细胞呼吸链酶含

量降低; 与B组比较, C组和D组大鼠空肠上皮细

胞SDH和CCO含量显著增高(P <0.05或P <0.01), 
表明艾灸或四君子汤药液可增加空肠上皮细胞

SDH和CCO含量; C组空肠上皮细胞SDH和CCO
含量略高于D组(P >0.05), 表明艾灸效果略优于

四君子汤, 但未出现显著性差异(表3). 
2.4 艾灸对脾虚大鼠空肠上皮细胞COXⅠ蛋白

表达的影响 与A组比较, B组模型大鼠空肠上

皮细胞COXⅠ表达量显著降低(0.481±0.131 vs  
0.827±0.207, P <0.05), 表明脾虚模型建立后, 大

鼠空肠上皮细胞COXⅠ表达量下降; 与B组比较, 
C组和D组大鼠空肠上皮细胞COXⅠ表达量显著

增强(0.941±0.204, 1.040±0.214 vs  0.481±0.131, 
P<0.01), 表明艾灸或四君子汤药液可使空肠上皮

细胞COXⅠ表达增强;  D组空肠上皮细胞COXⅠ

表达量略高于C组(P>0.05), 表明四君子汤药液效

果略优于艾灸, 但无显著性差异(图2). 

表  2  各组大鼠脾虚症状积分比较 (mean±SD, n = 10)

     

分组
   造模前     造模后

     差值
(造模第0天) (造模第14天)

A组 0.90±0.57 1.10±0.74 0.20±0.25

B组 1.10±0.57 6.20±0.79b 5.10±0.35d

C组 1.00±0.47 2.00±0.47 1.00±0.21f

D组 0.90±0.32 1.80±0.42 0.90±0.18f

bP<0.01 vs  造模前; dP<0.01 vs  A组; fP  <0.01 vs  B组.

表  3  各组大鼠空肠组织SDH和CCO含量比较 (mean±SD, 
n =10)

     分组  SDH(μmol/g)   CCO(k/mg)

A组 0.343±0.039 0.231±0.024

B组 0.277±0.037a 0.167±0.021b

C组 0.387±0.076d 0.246±0.058c

D组 0.343±0.053c 0.231±0.038c

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  B组.

A

C

B

D

图� �� ����������������������������  1  ����������������������������艾灸对脾虚大鼠空肠上皮线粒体结构的影响(×5000). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组.
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中医学理论认为, 脾的主要功能是运化水谷精

微, 化生气血, 荣养五脏六腑、四肢百骸. 五脏

六腑依赖脾脏所化生气血的滋养, 才能发挥其

各自的生理功能. 脾虚失运, 则出现食欲不振、

腹胀、便溏、消化不良, 以至倦怠, 消瘦等气血

生化不足的病变, 即脾虚证. 治疗应以健脾益

气、升发脾阳、运化水谷为主要治疗原则,以达

到脾运恢复的目的[4]. 临床治疗脾虚证, 常用健

脾益气方药, 四君子汤是益气健脾方剂的基础

方和代表方. 亦可采用针灸治疗[5-7]. 灸法具有温

经散寒、温阳化湿、消瘀散结、行气止痛之功, 
通过合理配穴, 可助脾胃恢复其升降之机. 升降

和, 湿滞消, 则诸症自除[8]. 本研究中采用艾灸足

三里等穴对脾虚大鼠进行治疗, 大鼠体质量、

食量及体力等均得到改善, 表明艾灸可温补脾

胃, 改善脾虚症状, 其疗效与四君子汤药液无明

显差异. 
脾主运化, 为后天之本, 脾从饮食水谷中摄

取精微以营养五脏六腑、四肢百骸. 从现代医

学角度来看, 食物中的营养物质, 经小肠吸收后, 
由血液输送到全身的组织细胞之中, 然后主要

在细胞内的线粒体进行生物氧化, 产生能量以

维持机体的生理活动. 组织器官代谢相关酶的

活性以及线粒体结构和功能的变化都是脾虚证

发生的病理机制[9]. 近年来, 有关脾主运化的研

究已深入到亚细胞分子水平. 有学者认为, 中医

脾主运化的细胞生物学基础与线粒体功能关系

密切, 并提出了“脾—线粒体相关”理论[2]. 线
粒体是细胞内进行呼吸和能量转换的场所, 是
细胞的“动力工厂”[10]. 线粒体形态结构主要

是封闭的双层膜结构, 内膜上分布有电子传递

复合物和其他与线粒体代谢相关的酶蛋白分子,

因此内膜在能量转换功能中起着主要作用. 线
粒体的这种结构与能量合成功能密切相关[11,12]. 
嵴膜破坏可引起线粒体功能下降, 线粒体肿胀

(基质空间增大)同样会引起线粒体电子传递受

阻, 氧化磷酸化解偶联以及ATP合成量减少. 脾
虚时, 线粒体结构和含量会发生相应改变. 临床

观察发现[13], 脾胃气虚胃脘痛患者壁细胞线粒体

数目明显减少; 壁细胞及浆细胞均可见线粒体

肿胀, 膜缺损, 嵴断裂、基质变淡等变化, 与对

照组相比有明显差异. 在对长期脾虚模型大鼠

的研究中也发现[14], 心肌细胞、肝细胞、骨骼肌

细胞、胃壁细胞、胃主细胞线粒体结构均出现

了改变, 线粒体形状异常, 结构紊乱, 基质改变

或成空泡样变. 这些病理性改变的出现, 必然引

起细胞的能量代谢障碍, 导致相应细胞的功能

低下, 如: 胃壁细胞泌酸、主细胞分泌胃蛋白酶

减少; 小肠吸收细胞对营养物质的吸收, 结肠柱

状细胞对水分的吸收障碍, 使整个消化道处于

一种低下状态, 出现中医脾虚失运的症候, 如纳

差、食后腹胀、便溏、腹泻等. 因此, 胃肠线粒

体的改变是脾虚证候发生的一个重要超微病理

基础. 本研究中显示, 脾虚大鼠空肠组织线粒体

空泡化, 水肿. 从现代医学分析, 线粒体肿胀, 内
质网扩张, 可能是由于线粒体功能受损, 能量不

足, Na+-K+泵运转障碍, 过多的水停积于细胞器

内所引起. 这与中医脾运化水湿无力密切相关. 
经艾灸处理的脾虚大鼠, 仅观察到少数线粒体

水肿, 提示艾灸足三里等穴可促进线粒体损伤

恢复, 改善能量代谢. 
中医脾主运化, 不仅仅是指食物在胃肠的消

化吸收, 更重要的是线粒体的生物氧化产能过

程. 线粒体的功能特点与脾的生理功能有着多

方面的共通之处, 其氧化磷酸化产能过程与脾

主运化功能相吻合[15]. 线粒体含有进行食物氧化

所需的酶, 因而线粒体可以把各种食物的潜能

转化成能为细胞用来实现它的各种功能活动的

能量. 脾虚时, “脾主运化”功能受损, 胃肠功

能减弱, 蛋白质的消化吸收障碍, 生产各种酶的

原料缺乏. 而脾虚导致其他脏器组织细胞受到

损伤, 也会导致酶的生成减少. 呼吸链是位于线

粒体内膜的一个酶体系, 由四个酶复合体(com-
plexⅠ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ)和连通复合物Ⅰ, Ⅱ和Ⅲ的辅

酶Q(CoQ)以及连通复合物Ⅰ和Ⅳ的细胞色素

c(Cyt、c)组成. 这一酶系催化生物底物的氧化

并和催化ATP合成的ATP酶相偶联共同组成生

物能量转化的分子机构[16]. 琥珀酸脱氢酶(SDH)

■同行评价
本研究设计合理, 
结 果 可 靠 ,  结 论
可 信 ,  对 艾 灸 温
补脾胃效应的机
制研究有一定的研究有一定的
参考价值.

A1          A2       A3         A4       A5

B1          B2       B3         B4       B5

C1          C2       C3         C4       C5

D1          D2       D3         D4       D5

A组

B组

C组

D组

COX Ⅰ 
β-actin 

COX Ⅰ 
β-actin 

COX Ⅰ 
β-actin 

COX Ⅰ 
β-actin 

图� �������� ���������������  2 ������ ���������������各组大鼠空肠上皮细胞COXⅠ表达凝胶电泳图. A: A

组; B: B组; C: C组; D: D组.
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作为参与三羧酸循环的关键酶, 是反映线粒体

功能的标志酶之一, 其活性一般可作为评价三

羧酸循环运行程度的指标. SDH活性下降时, 细
胞物质转运、能量代谢功能低下, 影响离子运

送, 影响消化酶合成分泌和细胞正常生理功能活

动, 以致消化吸收障碍[17]. 目前在脾虚动物的胃

肠组织[18]、脑组织[19]、心肌[20]和骨骼肌[21]中, 均
观察到SDH活性降低. 而细胞色素氧化酶(COX)
即呼吸链复合体Ⅳ, 是呼吸链上的关键酶, 是线

粒体中唯一能直接被氧分子氧化的细胞色素, 
其活性直接影响线粒体生物氧化、产生能量的

过程. 研究发现, 脾虚大鼠肝脏线粒体SDH、

COX活性均显著降低, 说明脾虚大鼠肝脏线粒

体受损, 能量代谢障碍, 导致细胞氧化磷酸化功

能障碍, 合成ATP的能力降低[22]. COX与线粒体

功能及细胞能量的产生密切相关, 其编码基因

的改变、表达及酶活性的发挥对细胞在生理和

病理情况下的机能、代谢和形态结构有直接影

响. COX多个亚基的复合物镶嵌在线粒体内膜

上, 其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三个大亚基由线粒体基因

编码并定位合成. 其中任何一个亚基受损均可

导致电子传递障碍, 直接影响线粒体功能[23]. 刘
友章等[24]发现, 长期耗气破气加上饥饱失调制作

的脾虚模型大鼠, 无论是肝、心肌、胃还是骨

骼肌细胞线粒体细胞色素a、b、c、c1均降低, 
细胞色素氧化酶的量低于正常大鼠, mtDNA编

码COXⅠa、COXⅡ、COXⅢ存在突变现象, 表
明长期处于脾虚状态可导致各器官线粒体DNA
损害, 细胞色素氧化酶减少, 机体能量代谢减少. 
本研究结果显示, 脾虚模型大鼠小肠上皮细胞

胞浆水肿, 线粒体空泡化, SDH和CCO含量降低, 
COXⅠ蛋白表达减少, 提示线粒体结构和功能

被破坏, 能量生成障碍. 经艾灸或四君子汤治疗

后, 大鼠小肠上皮细胞线粒体结构仅轻微损伤, 
SDH和CCO含量增高, COXⅠ蛋白表达增强, 甚
至略高于空白对照组. 推测可能由于组织细胞

线粒体在恢复过程中, 为了满足体能恢复及体

重增加所需的能量, 能量代谢加快所致. 
总之, 脾虚证是以消化系统为中心的多系

统、多器官功能障碍综合征侯群, 即以消化、综合征侯群, 即以消化、侯群, 即以消化、

运动和吸收功能障碍为主要症候 .  “脾主运

化”的生理功能与能量代谢关系密切. 食物中

的各种营养物质, 经小肠吸收后, 由血液输送到

全身的组织细胞之中, 然后主要在细胞内的线

粒体进行生物氧化, 产生能量以维持机体的生

理活动. 小肠是食物消化和吸收的重要部位, 小

肠吸收细胞对一些物质(糖、氨基酸、钠)等的

吸收是一个主动的耗能过程, 需不断地消耗ATP
来实现. 若某种因素影响到线粒体的能量代谢, 
并超过了本身的代偿能力, 就必然会影响到小

肠吸收细胞的吸收功能, 导致营养物质的吸收

障碍, 出现吸收不良症状. 艾叶药性偏温,加之

艾火产生的热力,使得艾灸疗法具有独特的温补

脾胃之功效. 现代研究亦发现, 艾灸时的红外辐

射可为机体细胞的代谢活动提供所必需的能量, 
也能给缺乏能量的病态细胞提供活化能[25]. 本研

究结果显示, 脾虚模型大鼠空肠上皮细胞线粒

体超微结构损伤, 呼吸链酶含量降低, 能量代谢

障碍. 而艾灸可促进线粒体结构恢复, 增加呼吸

链酶含量, 促进生物氧化, 改善能量代谢, 从而

达到温补脾胃, 改善“脾主运化”功能的效应. 
因此, 促进线粒体结构和功能恢复是艾灸温补

脾胃改善脾虚证的重要环节. 

4      参考文献

1 	 孙广仁. 中医基础理论. 第1版. 北京: 中国中医药出版
社, 2004: 83

2 	 Liu Yz. Exploration of the nature of PI "spleen" in 
Traditional Chinese Medicine on a subcellular level: 
A study on the gastric mucosal ultrastructure of 51 
cases of diarrhea due to weakness of function of "PI". 
Traditional Chinese Medicine Digest 1987; 11: 3-20

3 	 彭成�� ����� ����������������, ����� ����������������雷载权�� ����������������. ����������������四君子汤对消化、运动、吸收作用的
实验研究������ ���. �������中药药理与临床 1995; 11: 6-8

4 	 江玉�� ����� ���������� ��������, ����� ���������� ��������王明杰�� ���������� ��������. ���������� ��������脾虚证的研究进展�� ��������. ��������泸州医学院学报� 
2006; 29: 269-270

5 	 王贵华�� ���������������. ���������������温针灸治疗脾虚湿困型慢性结肠炎80例��� . �中
国针灸 2006; 26: 351

6 	 何邦广�� ����� ����� ������������, ����� ����� ������������吴海标�� ����� ������������, ����� ������������钱火辉�� ������������. ������������温针灸治疗脾虚型溃疡性结
肠炎临床观察�� �����. �����吉林中医药 2009; 29: 410-411

7 	 余华�� ����� ������������������ , ����� ������������������ 王文莉�� ������������������ . ������������������ 麦粒灸治疗脾虚泄泻证的临床研究��� . �中
国针灸 2001; 21: 131-134

8 	 曹锐�� ���� ������������������� , ���� ������������������� 黄芳�� ������������������� . ������������������� 灸法在常见脾胃病治疗中的应用����� . ���中国实
用乡村医生杂志 2007; 14: 23-24

9 	 王乐�� ����������� ������. ����������� ������脾虚证实验研究概况�� ������. ������辽宁中医杂志 2007; 34: 
246-247

10 	 Huang ML, Becker EM, Whitnall M, Suryo Rah-
manto Y, Ponka P, Richardson DR. Elucidation of 
the mechanism of mitochondrial iron loading in 
Friedreich's ataxia by analysis of a mouse mutant. 
Proc Natl Acad Sci U S A 2009; 106: 16381-16386 

11 	 翟中和�� ����� ����� �������� , ����� ����� �������� 王喜中�� ����� �������� , ����� �������� 丁明孝�� �������� . �������� 细胞生物学��� . �第1版������  �, ���� �北京�� �: �高
等教育出版社, 2001: 208

12 	 McBride HM, Neuspiel M, Wasiak S. Mitochondria: 
more than just a powerhouse. Curr Biol 2006; 16: 
R551-R560

13 	 刘友章�� ����� ����� ����� ����� �����, ����� ����� ����� ����� �����宋雅芳�� ����� ����� ����� �����, ����� ����� ����� �����劳绍贤�� ����� ����� �����, ����� ����� �����邓铁涛�� ����� �����, ����� �����王建华�� �����. �����胃脘痛患者
胃黏膜超微结构研究及中医�����������“����������脾���������-��������线粒体相关���”��理论
探讨������� ��. �������中华中医药学刊 2007; 25: 2439-2442

14 	 刘友章�� ����� �������  ���� ���� ����� ����, ����� �������  ���� ���� ����� ����王昌俊�� �������  ���� ���� ����� ����, �������  ���� ���� ����� ����周俊亮����  ���� ���� ����� ����, �� ���� ���� ����� ����刘� ���� ���� ����� ���� ���� ���� ����� ����静��� ���� ����� ����, ����� ����� ����刘兆周�� ����� ����, ����� ����欧志穗�� ����, ����金友��. 
长期脾虚模型大鼠细胞线粒体的研究������� �. ������中华中医药学
刊 2006; 24: 391-394

15 	 郑敏麟�� ������� �������������, ������� �������������阮诗玮���� �������������. ���������������中医藏象实质细胞生物学假说之一-
“��������������� ���脾�������������� ���”������������� ���与线粒体��������� ���. ����������中国中医基础医学杂志 2002; 8: 10-12



www.wjgnet.com

3034               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年10月18日  第19卷  第29期

16 	 Jongpiputvanich S, Sueblinvong T, Norapucsunton 
T. Mitochondrial respiratory chain dysfunction in 
various neuromuscular diseases. J Clin Neurosci 
2005; 12: 426-428

17 	 Armstrong C, Staples JF. The role of succinate dehy-
drogenase and oxaloacetate in metabolic suppres-
sion during hibernation and arousal. J Comp Physiol 
B 2010; 180: 775-783

18 	 刘旺根�� ����� ����� �����������, ����� ����� �����������王红霞�� ����� �����������, ����� �����������王雪萍�� �����������. �����������黄芪建中汤对大鼠脾虚证
胃粘膜酶组织化学的影响�� ������. ������浙江中医杂志 2004; 39: 
355-356

19 	 王艳杰�� ���� ������� �����������, ���� ������� �����������柳春�� ������� �����������, ������� �����������王德山���� �����������. �������������实验性脾气虚证大鼠脑组织酶
含量变化的实验研究�� ���������. ���������辽宁中医药大学学报 2008; 10: 
736-738

20 	 任周新�� �������������������. �������������������补中益气丸对脾虚大鼠血压的影响及其机理

初探�� ��������. ��������河南中医学院学报 2004; 19: 16-17
21 	 孙恩亭�� ����� ����������������, ����� ����������������谢锦玉�� ����������������. ����������������脾气虚大鼠骨骼肌中某些元素���,��酶及

能荷的变化����� ������. ���������中国中西医结合杂志 1993; 13: 736-738
22 	 宋雅芳�� �����������  ��� ����� ������, �����������  ��� ����� ������王汝俊��������  ��� ����� ������, ������ ��� ����� ������刘友章��� ��� ����� ������, ���� ����� ������刘静�� ����� ������, ����� ������黄秋凌�� ������. ������健脾益气中药

对脾虚大鼠肝组织线粒体功能的影响������ ��. ������中药新药与临
床药理 2009; 20: 423-426

23 	 Pecina P, Houstkova H, Hansikova H, Zeman 
J, Houstek J. Genetic Defects of Cytochrome C 
Oxidase Assembly. Physiol Res 2004; 53(Suppl 1): 
S213-S223

24 	 刘友章�� ����� ������ ���� ���� ����� ����, ����� ������ ���� ���� ����� ����王昌俊�� ������ ���� ���� ����� ����, ������ ���� ���� ����� ����周俊亮��� ���� ���� ����� ����, ����� ���� ����� ����刘静��� ���� ����� ����, ����� ����� ����刘兆周�� ����� ����, ����� ����欧志穗�� ����, ����金友��. 
四君子汤修复脾虚大鼠线粒体细胞色素氧化酶的作
用及机制���� ����. ������中国临床康复 2006; 10: 118-122

25 	 王丽君�� �����������������. �����������������艾灸疗法结合脾胃调理治疗前期糖尿病20例��. 
中国医药导报 2010; 7: 108-109

编辑�� ����� ���� �����  ����� ���� �����曹丽鸥�� ���� �����  ���� �����电编�� �����  �����闫晋利��  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》性质、刊登内容及目标

本刊讯 《世界华人消化杂志》[国际标准刊号ISSN 1009-3079 (print), ISSN 2219-2859 (online), 国内统一刊号

CN 14-1260/R, Shijie Huaren Xiaohua Zazhi/World Chinese Journal of Digestology ], 是一本由来自国内23个省、

市、自治区、特別行政区的496位胃肠病学和肝病学专家支持的开放存取的同行评议的旬刊杂志, 旨在推广国

内各地的胃肠病学和肝病学领域临床实践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文

章, 使其成为一种公众资源, 同时科学家、医生、患者和学生可以通过这样一个不受限制的平台来免费获取全

文, 了解其领域的所有的关键的进展, 更重要的是这些进展会为本领域的医务工作者和研究者服务, 为他们的

患者及基础研究提供进一步的帮助.

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

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

要点、名词解释、同行评价.

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

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

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

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

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

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年10月18日; 19(29): 3035-3039
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床��研究 CLINICAL RESEARCH

PEMT基因G175A和rs12325817位点多态性与非酒精性
脂肪肝的关系

唐 华, 王旭霞, 赵曙光, 王景杰, 张 超, 卢 王, 李慧艳, 闻勤生

www.wjgnet.com

®

■背景资料
非 酒 精 性 脂 肪
肝(nonalcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)是肝功
能异常的最常见
原因, 人群发病率
高达25%, 脂肪肝
可发展为肝细胞
坏死, 肝纤维化和
肝硬化, 其发病机
制尚未阐明. 
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Abstract
AIM: To investigate whether there is an as-
sociation between the G175A and rs12325817 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the 
phosphatidylethanolamine N-methyltransferase 
(PEMT) gene and susceptibility to non-alcoholic 
fatty liver disease (NAFLD). 

METHODS: The G175A and rs12325817 SNPs 
were genotyped using polymerase chain reac-
tion-restriction fragment length polymorphism 

in 156 patients with NAFLD and 188 healthy 
controls. Clinical parameters were compared be-
tween NAFLD patients and controls.

RESULTS: The genotype and allele frequency 
of G175A and rs12325817 were significantly dif-
ferent between NAFLD patients and controls 
(G175A: P = 0.03; rs12325817: P = 0.00075). The 
frequency of A allele in the G175A locus and C 
allele in the rs12325817 locus were significantly 
higher in the NAFLD group (G175A: P = 0.002; 
rs12325817: P = 0.00025) than in the control 
group, which indicates that these alleles are risk 
factors for NAFLD.

CONCLUSION: The G175A and rs12325817 
polymorphisms in the PEMT gene are associated 
with susceptibility to NAFLD

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Phos-
phatidylethanolamine N-methyltransferase gene; 
Gene polymorphisms

Tang H, Wang XX, Zhao SG, Wang JJ, Zhang C, Lu W, 
Li HY, Wen QS. Association between the G175A and 
rs12325817 polymorphisms in the phosphatidylethanola-
mine N-methyltransferase gene and susceptibility to 
nonalcoholic fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(29): 3035-3039

摘要

目的: ��磷脂酰乙醇胺N甲基转移酶基因
(PEMT)G175A和rs12325817位点多态性与非
酒精性脂肪性肝病(NAFLD)的关系.

方法: 运用聚合酶链反应一限制性片段长度
多态性检测156例NAFLD患者和188名健康对
照PEMT基因G175A和rs464396基因型, 等位
基因频率分布, 分析NAFLD患者与对照组临
床各项指标的变化.

结果: G175A和rs12325817位点基因型及等位
基因频率分布在NAFLD组及对照组之间均存
在显著性差异(G175A: P  = 0.03; rs12325817: 
P  = 0.00075), 其中, G175A位点A等位基因

■同行评议者
刘宝瑞, 教授, 南
京大学医学院附
属鼓楼医院肿瘤
中心
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■相关报道
P E M T 基 因 缺 失
的纯合子小鼠肝
脏不能表达任何
PEMT活性, 即使
通过饮食补充胆
碱, 也不能获得正
常体内需要的胆
碱代谢产物, 最终
发展至脂肪肝.

和r s12325817位点C等位基因频率分布在
NAFLD组显著高于对照组(G175A: P  = 0.002; 
rs12325817: P  = 0.00025), 提示A和C等位基因
为NAFLD发病的危险因子.

结论: P E M T 基因G175A和r s12325817位
点多态性均与N A F L D的易感性相关 ,  且
rs12325817与NAFLD的相关性尤以女性更为
显著.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 磷脂酰乙醇胺N甲基转

移酶基因; 基因多态性

唐华, 王旭霞, 赵曙光, 王景杰, 张超, 卢王, 李慧艳, 闻勤生. 
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)是肝功能异常的最常见原因, 人群发

病率高达25%, 脂肪肝可发展为肝细胞坏死, 肝
纤维化和肝硬化[1], 其发病机制尚未阐明. 肥胖, 
糖尿病和高甘油三酯血症被认为是预测性危险

因素. 磷脂酰乙醇胺N甲基转移酶(phosphatidyl-
ethanolamine N-methyltransferase gene, PEMT)催
化合成磷脂, 有研究表明PEMT与NAFLD的发

生与发展相关[2]. 关于NAFLD与PEMT基因多态

性的研究目前开展较少, 本研究通过用聚合酶

链反应一限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)法
检测NAFLD患者与正常人群PEMT基因G175A
和rs464396的多态性分布, 分析其与NAFLD发

病的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 NAFLD组, 2007-12/2010-07经我院临

床、腹部B超及实验室检查诊断为NAFLD的

患者, 诊断标准参照按中华医学会肝病学分会

NAFLD标准[3]. 剔除有饮酒史(折合乙醇量每

周>40 g, 持续1年以上)、病毒性肝炎、药物性

肝病等患者. 入选NAFLD组156例, 其中男80例, 
女76例, 平均年龄(57.85±12.75)岁. 健康对照组

188例, 男性92例, 女性96例, 平均年龄(57.67±
12.50)岁, 排除一级亲属中有II型糖尿病、高血

压、高脂血症及其他代谢性疾病者. NAFLD组

与对照组在性别、年龄等方面均具可比性. 
1.2 方法 
1.2.1 指标检测: 所有研究对象于清晨采空腹静

脉血10 mL, 用于血糖(FPG)、肝功能、血脂指标

检测, 肝功能等生化指标. 用酶联免疫吸附法检

测空腹胰岛素(FINS)、胰岛素抵抗采用稳态模式

评估法的胰岛素抵抗指数(homeostatic metabolic 
assessment, HOMA-IR)指标(即空腹血胰岛素水

平(µU/mL)×空腹血糖水平(mmol/L)÷22.5, 当患

者HOMA-IR>2, 定义为IR). 并进行人体测量, 包
括身高、体质量、腰围(经肋缘和髂连线中点)质量、腰围(经肋缘和髂连线中点)、腰围(经肋缘和髂连线中点)
和臀围(耻骨联合上缘, 两侧经大转子, 后经臀部

最突出部位), 计算身高体质量指数(BMI) = 体质

量(kg)/[身高(m)]2和腰臀比(WHR) = 腰围(cm)/臀
围(cm), 用体脂仪检测体内脂肪分布, 用B超检测

肝脏回声, 间接了解肝脏的脂肪分布情况. 另取5 
mL血, 经EDTA抗凝, 离心分离血浆和血细胞, 分
装后置于-84 ℃冰箱以备检测PEMT基因型. 
1.2.2 DNA标本提取: 按基因组DNA纯化试剂盒

(Promega)说明书从外周血单核细胞中提取基因

组DNA, 紫外仪(Beckman Coulter)定量后冻存于

-20 ℃备用. 
1.2.3 聚合酶链反应: 采用聚合酶链反应-限制性

片段长度多态性(PCR-RFLP)法, G175A检测引物

按参考文献[4,5]合成, rs12325817检测引物参照

文献[6]合成. 所有位点的引物, 产物长度, PCR反
应退火温度, 酶切片段(表1). PCR扩增采用12 µL
反应体系, 含50-200 ng基因组DNA, 2×PCR缓冲

液, 15 mmol/L MgCL2, dNTPs(2 mmol/L), 5 µmol/L
引物, 0.5 U Tag酶(北京天根). PCR反应条件如

下: 95 ℃预变性5 min; 95 ℃变性30 s, 一定的退

火温度30 s, 72 ℃延伸40 s, 共30个循环; 72 ℃延

伸5 min, 最后4 ℃保存. 

表  1  候选多态性位点的引物, 退火温度, PCR产物长度及酶切片段

     位点 引物 退火条件 产物(bp) 酶 酶切片段(bp)

G175A
F: 5'TGGTGGCCCTCACCTACATAGTGGCTCTCCTATA3'

58 ℃ 30 s 207 SmaⅠ G: 93+114 A: 207
R: 5'TATGTAGGTGAGGGCCACCAGCACCGTCAG3'

rs12325817
F: 5'ACTTCCTGGGTTGAAGCGATTCTC3'

60 ℃ 30 s 224 BsmBⅠ A: 224 G: 92+132
R: 5'TTTATTCTCTGGCCGTGCCCAG3'
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■创新盘点
本��发现rs123-
25817与NAFLD
得易感性相关, 且
存在性别差异. 此
结果提示性别差
异可能与女性雌
激素水平较男性
高, 而该位点位于
含有雌激素反应
元 件 的 P E M T 启
动子区有关.

BMI: 体质量指数; SBP: 收缩压; DBP: 舒张压; WHR: 腰臀比; TC: 血清总胆固醇; TG: 血清三酰甘油; ALT: 谷丙转氨

酶; AST: 谷草转氨酶; HDL-C: 高密度脂蛋白胆固醇; LDL-C: 低密度脂蛋白胆固醇; FPG: 空腹血糖; FINS: 空腹胰岛素; 

HOMA-IR: 胰岛素抵抗指数.

1.2.4 限制性酶切检测: 取5 µL PCR产物, 建立总

体积为20 µL的酶切反应体系, 加入相应的限制

性酶(NEB, 北京), 37 ℃温育过夜, 4 ℃水浴15 min
终止反应. 酶切产物用2.5%琼脂糖凝胶(含溴化

乙锭)电泳分离, 经凝胶成像仪系统(BIO-RAD,
美国)处理后进行基因型判读, 记录并保存结果. 

统计学处理 Modified Powerstats软件(prome
ge)检验样本基因型分布是否符合Hardy-Wein-
berg平衡定律, 以确认样本是否具有代表性. 基
因型及等位基因频率采用直接计数法, 两组间

差异用χ2检验, 计量资料组间比较采用t 检验, 
P <0.05为差异有统计学意义, 以上检测均采用

SPSS13.0统计软件. 

2  结果

2.1 正常对照组与NAFLD组在一般资料, 人体

测量及生化指标的比较 NAFLD组在年龄、性

别构成与对照组相似, 具有可比性; 但BMI、
腰围、腰臀比、TG、LDL-C、FPG、FINS、
HOMA-IR高于对照组(P <0.05, 表2). 
2.2 PEMT基因G175A和rs12325817位点多态

性的分布 N A F L D患者和正常对照G175A和

rs12325817位点基因型及等位基因分布见表3、
图1及图2. 这两个位点不论在NAFLD组及对照

组, 其基因型频率分布均符合Hardy-Weinberg
平衡定律(P >0.05). G175A和rs12325817位点基

因型频率分布在NAFLD组及对照组之间均存

在显著性差异(G175A: P  = 0.03; rs12325817: P 
= 0.00075), 其中, G175A位点A等位基因频率

分布在NAFLD组显著高于对照组(P  = 0.002). 
rs12325817位点C等位基因频率分布在NAFLD
组显著高于对照组(P  = 0.00025). 将所有样本按

照性别分组, G175A位点基因型及等位基因频率

分布在不同性别NAFLD组及对照组没有显著性

差异, 而rs12325817位点女性样本中基因型频率

表  2  NAFLD与对照组一般资料及多项人体测量指标和生化指标的比较

            对照组      NAFLD组   P 值

年龄   57.67±12.50   57.85±12.75 0.8953

BMI(kg/m2)   22.24±2.65   26.11±2.78 0.0072

SBP(mmHg) 137.81±19.28 140.53±19.66 0.1984

DBP(mmHg)   81.07±9.37   81.90±9.85 0.4269

腰围   83.28±10.71   86.98±8.31 0.0005

腰臀比(WHR)     0.85±0.08     0.95±0.07 ＜0.001

TC(mmol/L)     4.91±0.75     5.05±0.85 0.1098

TG(mmol/L)     1.17±0.04     2.33±0.19 ＜0.001

ALT(u/L)   28.68±2.99   29.23±2.69 0.0765

AST(u/L)   32.90±2.12   33.40±2.65 0.0527

LDL-C(mmol/L)     3.24±0.65     3.64±0.58 ＜0.001

HDL-C(mmol/L)     1.82±0.78     1.94±0.84 0.1740

FPG     5.15±0.79     5.67±1.53 ＜0.001

FINS     8.35±4.14   10.74±6.44 ＜0.001

HOMA-IR     1.97±1.17     2.80±1.96 ＜0.001

1   2  3   4   5  6   7  8   9 10 11 12 13

图� ��� �������������������  1 � �������������������PEMT基因G175A位点琼脂糖分型��. 1: MarkerⅠ; 2, 5, 9, 

11: GG基因型; 3, 4, 6, 7, 10, 13: AA基因型; 8, 12: GA基因型.

1   2   3  4   5   6  7   8  9 10 11 12 13

图� ��� ������������������������  2 � ������������������������PEMT基因rs12325817位点琼脂糖分型��. 1: MarkerⅠ; 2, 4, 

6, 10, 11, 13: AA基因型; 7, 8, 12: GG基因型; 3, 5, 9: GA基因型.
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分布在NAFLD组与对照组存在显著性差异(表
4, P  = 0.030), C等位基因频率在NAFLD组显著

高于对照组(P  = 0.019), 而在男性样本中则基因

型及等位基因频率分布均没有显著性差异(基因

型: P  = 0.190; 等位基因: P  = 0.080). 

3  讨论

大量流行病学资料显示, NAFLD与肥胖、II型糖

尿病、血脂异常以及高血压等代谢综合征有密

切相关[7], 而我们的研究也证实了这一点, BMI
指数NAFLD显著高于对照组, 多项血脂指标在

NAFLD组及对照组间均存在显著性差异. 
磷脂中磷脂酰胆碱(phosphatidylcholine, PC)

是构成肝细胞膜的主要成分, PC合成途径除了

其他组织具有的CDP胆碱通路以外, 还具有一

条独特的通路, 即磷脂酰乙醇胺N-甲基转移酶

(phosphatidylethanolamine N-methyhrans-ferase, 
PEMT)催化磷脂酰乙醇胺(phosphatidylethano-
lamine, PE)甲基化生成PC的通路[8]. 当饮食中胆

碱摄入不足的时候, PEMT活性呈显著的正调节

表达. 实验动物给以低蛋氨酸和低胆碱饮食可

引起脂肪性肝炎并伴有纤维化, 同时有PEMT显
著地呈正调节表达. 肝脏病变时PEMT活性降低, 
肝脏磷脂酰胆碱合成不足, 结果必然形成脂肪

肝[9,10]. 对PEMT基因敲除动物模型的研究发现, 
PEMT基因缺失的纯合子小鼠肝脏不能表达任

何PEMT活性, 即使通过饮食补充胆碱, 也不能

获得正常体内需要的胆碱代谢产物, 最终发展

表  4  PEMT基因rs12325817位点在男女性样本中基因型及等位基因频率分布

     NAFLD组 n (%) 对照组 n (%)

男性 rs12325817基因型 GG 29(36.3) 46(50.0)

CG 38(47.5) 35(38.0)

CC 13(16.3) 11(12.0)

              χ2 = 3.322, P  = 0.190

rs12325817等位基因   G 96(60.0) 127(69.0)

  C 64(40.0) 57(31.0)

              χ2 = 3.055, P  = 0.080, OR=1.485, 95%CI=0.952-2.317

女性 rs12325817基因型 GG 20(26.3) 44(45.8)

CG 45(59.2) 43(44.8)

CC 11(14.5) 9(9.4)

              χ2 = 7.015, P  = 0.030

rs12325817等位基因   G 85(55.9) 131(68.2)

  C   67(44.1)   61(31.8)

              χ2 = 5.501, P  = 0.019, OR=1.693, 95%CI=1.089-2.632

表 3   PEMT基因G175A和rs12325817位点基因型及等位基因频率分布

     NAFLD组 n (%) 对照组 n (%)

G175A基因型 AA     3(1.9)     2(1.1%)

AG   61(39.1)   43(22.9%)

GG   92(59.0) 143(76.1%)

χ2 = 11.506, P  = 0.003

G175A等位基因 A   67(21.50)   47(12.50%)

G 245(78.50) 329(87.50%)

χ2 = 9.934, P  = 0.002, OR = 1.914, 95%CI = 1.273-2.879

rs12325817基因型 GG   43(27.6)   97(51.1%)

CG   85(54.5)   79(42.0%)

CC   28(17.9)   13(6.9%)

χ2 = 23.139, P = 0.00075

rs12325817等位基因 G 171(54.8) 271(72.1%)

C 141(45.2) 105(27.9%)

χ2 = 22.131, P = 0.00025, OR = 2.128, 95%CI = 1.550-2.922

■同行评价
本 � � 从 P E M T� � 从 P E M T
基因位点多态性
角度探索非酒精
性脂肪肝的发病
机制机制, 得到一
些可靠的实验结
论, 有一定的科学
意义..
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至脂肪肝[11,12]. 由于PC与胆碱缺乏与NAFLD发

病密切相关, 而PEMT对于PC和胆碱的合成有重

要的影响, 因此研究认为PEMT参与了NAFLD
发病的重要环节. 

PEMT基因主要在肝脏组织中表达, 激活后

可调控与葡萄糖的产生、转运、利用及脂肪代

谢的调节相关的基因的表达. Song等[4]的研究首

次报道PEMT基因175位点外显子8存在G/A转

换(G175A, 5465G→A, 即Val-Met, NCBI编号为

rs7926)导致氨基酸置换, 由于氨基酸的改变致

该酶功能丧失30%而增加患非酒精性脂肪性肝

的风险[4,13], 但是没有研究证实该多态性位点与

胆碱缺乏有关[14], 这种基因多态性在NAFLD患

者发生率相当于正常人的1.7倍, Dong等[13]对日

本人群中PEMT基因G175A突变与非酒精性脂

肪性肝炎(NASH)的关系进行研究发现, G175A
位点突变型等位基因A携带者比野生型等位基

因G携带者发生NASH的危险性增加. 之后也有

研究证实在高加索人群脂肪肝患者中G175A位

点非常常见[15]. 我们的研究显示, 该位点A等位

基因及A等位基因携带者基因型频率在NAFLD
组显著高于对照组, 这与我国黄红丽[5]的研究结

果相一致, 提示A等位基因可能增加了NAFLD
疾病的易感性. 

rs12325817(–744 G/C), 位于PEMT基因启

动子上游744bp处, 由da Costa等[14]首次发现, 当
采用低胆碱饮食时78%的C等位基因携带者发

展为器官功能障碍, 考虑到该效果存在性别差

异, 该研究小组推测由于该位点位于PEMT启动

子上, 该启动子区含雌激素反应元件, 由于G被

C的替换, 改变启动子对雌激素的反应性, 引起

酶活性减弱, 减少PC合成. 我们的研究结果同

样发现rs12325817与NAFLD的易感性相关, 且的易感性相关, 且易感性相关, 且
存在性别差异. 此结果提示性别差异可能与女

性雌激素水平较男性高, 而该位点位于含有雌

激素反应元件的PEMT启动子区有关. 该位点与

NAFLD的相关性研究尚需要在其他民族和群体

进一步证明. 
总之, NAFLD的病因机制复杂, 目前主要以

代谢综合征及遗传因素为研究热点. 在NAFLD
的发病机制及发展进程中, PEMT所起的作用需

要更进一步的研究探讨. 
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■背景资料
胃癌的病因研究
一直为国内外学
者所重视, 但其致
病机制至今尚未
完 全 明 了 ,  认 为
可能与遗传、饮
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其中, EBV感染与
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Abstract
Epstein-Barr virus (EBV) plays an important role 
in gastric carcinogenesis and EBV infection is 
closely related to the development and progres-
sion of gastric cancer. Advances in molecular 
biology techniques have deepened our under-
standing of the characteristics of EBV-associated 
gastric cancer (EBVaGC). It has been found that 
latent EBV infection and EBV-induced malig-
nant transformation are an important basis for 
the pathogenesis of EBVaGC. Understanding the 
pathogenesis of EBVaGC provides a theoretical 
basis for the diagnosis, treatment and preven-
tion of this disease.

Key Words: Epstein-Barr virus; Gastric carcinoma; 
EBV-associated gastric carcinoma
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摘要

EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)是引起胃癌
的重要生物学因素之一, 其感染与胃癌的发
生和发展密切相关. 随着分子生物学技术的
发展和应用, 研究者对与EBV感染相关胃癌
(EBVaGC)的特征和发生机制进行了深入研
究, 发现EBV潜伏感染和细胞恶性转化是EBV
致EBVaGC的重要基础, 为EBVaGC的诊断、

治疗和预防提供了理论基础. 
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0  引言

胃癌是我国最常见的消化系恶性肿瘤, 也是世

界范围内占第2位的恶性肿瘤. 目前我国新发胃

癌患者呈现年轻化趋势[1]. 胃癌的病因研究一直

为国内外学者所重视, 但其致病机制至今尚未

完全明了, 认为可能与遗传、饮食、环境及生

物等多种因素有关. 其中, EBV感染与胃癌发生

的关系在近年来已逐渐成为研究热点. 自1990
年首次报道[2]1例EBV阳性胃癌以来, 越来越多

的证据表明, EBV感染不但与多种人类恶性肿

瘤如伯基特淋巴瘤(Burkitt lymphoma, BL)、鼻

咽癌(nasopharyngeal carcinoma, NPC)、传染性

单核细胞增多症、霍奇金病(hodgkin's disease, 
HD)、淋巴瘤等密切相关, 而且与部分胃癌, 尤
其是胃腺癌的发生有关. Tokunaga等[3]将“经

EBER-ISH证实胃癌细胞EBER阳性者”定义为

EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)相关胃癌. 各
国学者对EBV的结构、功能、生物学特性、致

癌机理等进行了大量的研究, 从分子和基因水

平对EBV感染与胃癌之间的关系进行了深入的

研究, 目前广泛认为EBV潜伏感染和细胞恶性

转化可能是其致癌的重要基础. 本文就近年来

EBV感染与胃癌之间的致癌机制、预后及防治

等方面的研究进展综述如下. 

■同行评议者
刘冰熔, 教授, 黑龙
江省哈尔滨医科
大学附属第二临
床医院消化内科
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■相关报道
越来越多的证据
表明, EBV感染不
但与多种人类恶
性肿瘤如伯基特
淋巴瘤(BL)、鼻
咽癌 ( N P C )、传
染性单核细胞增
多症、霍奇金病
(HD)、淋巴瘤等
密 切 相 关 ,  而 且
与 部 分 胃 癌 ,  尤
其是胃腺癌的发
生有关.

1  EBV结构特征

EBV属疱疹病毒科的γ亚科, 是淋巴细胞病毒属

的双链DNA病毒. EBV的形态与其他疱疹病毒

相似, 由核心、蛋白衣壳及包膜三部分组成. 核
心主要含双股线性DNA, 其长度随不同毒株而

异, 平均为17.5×104 bp, 病毒衣壳为20面体立

体对称, 由162个壳微粒组成. 包膜是EBV成熟

释放时, 披载感染细胞的核膜组成, 其上有病毒

基因编码的糖蛋白, 有识别淋巴细胞上的EBV
受体的位点, 及可介导细胞融合等功能. EBV主

要感染B淋巴细胞和上皮细胞并可处于潜伏状

态而形成潜伏感染, 但在某些因素的诱导下, 可
发生增殖感染, 或恶性转化而形成肿瘤细胞. 被
病毒感染的细胞可在EBV的基因组的指导下产

生各种EBV相关抗原, 包括: (1)EBV增殖感染相

关抗原: EBV早期抗原(EBV early antigen, EA), 
EBV衣壳抗原(EB Viral capsid an-tigen, VCA), 
EBV膜抗原(EB Membrane antigen, MA); (2)EBV
潜伏感染相关抗原: EBV核抗原(Epstein-Barr 
virus nuclear antigen, EBNA), 包括EBNA1、
EBNA2、EBNA3A、EBNA3B、EBNA3C和主

导蛋白, EBV潜伏膜蛋白(EB Latent membrane 
protein, LMP), 包括LMP1、LMP2A、LMP2B; 
(3)其他: EBV编码的早期核糖核酸(EB - encoded 
RNAs, EBERs), 包括EBER1、EBER2; 终末蛋白

(TP), 包括TP1和TP2[4]. 

2  EBV感染与胃癌的关系

EBV在人群中有很高的感染率. 人类通常在婴幼

儿时期就已感染了EBV, 约98%的成人终身携带已感染了EBV, 约98%的成人终身携带感染了EBV, 约98%的成人终身携带

EBV[5]. 自从报道第一例EBV相关胃癌以来, 越
来越多的学者研究发现EBV感染与胃癌的发生

有关. zur Hausen等[6]报道, 全球近10%的胃癌与

EBV感染相关. 但各国家或地区之间又有明显的

差异性: 北美为16%[7]; 俄罗斯学者[8]研究了俄罗

斯四个地区胃癌病人EBV感染率为7.3%-15%; 
在日本约7%[9]; 福建地区为10.3%[10]; 浙江温州

地区为17.5%[11]. EBV在胃癌标本的检出率的这

种差异性虽然可能与种族、地区不同有关, 但也

可能与不同学者的研究方法不同, 特别是选择的

胃癌病理类型和组织学特征不同有密切关系. 有
研究表明, 间质中有明显淋巴细胞浸润的胃癌

(包括淋巴上皮瘤样癌)的EBV感染阳性率远高

于其他类型病例[12]. EBV相关性胃癌多见于男性

和有显著淋巴细胞浸润的病例[13]. 最近关于EBV
相关残胃癌(EBVaGRC)的研究进一步证实了手

术后残胃促发作用[14]. 采用PCR、DNA原位杂交

和EBERs原位杂交技术等, 相继在多种类型的胃

癌组织中均可检测到EBV, 但以胃腺癌为多见. 
因此, EBV与胃癌的相关性得以证实. 

3  EBV感染途径和方式

EBV感染途径至今尚未完全阐明, 有研究表明, 
EBV主要感染淋巴细胞, 也可感染上皮细胞和

成纤维细胞等. EBV在体外优先感染B淋巴细

胞[15], 其细胞表面表达丰富的CD21分子(EBV的

受体), 能与EBV表面的包膜糖蛋白gp350/220结
合, 并通过受体介导的细胞内吞噬作用进入B淋
巴细胞. 随后病毒的外膜与细胞质小泡发生融

合, 将病毒衣壳释放到细胞质内, 后被输送至细

胞核, 随着病毒基因组的环化而形成游离体, 因
而EBV感染与多种淋巴细胞系统恶性肿瘤的发

生密切相关. EBV血清抗体阳性或鼻咽部感染

EBV者, 咽喉部位脱落的细胞常有大量病毒排

出, 所以推测在与EBV携带者的密切接触或自

身咽部受EBV感染者, EBV可通过唾液或饮食

下行到胃[16]. 一方面, 胃黏膜损伤部位易聚集淋

巴细胞或有淋巴细胞经过, EBV通过感染淋巴

细胞, 进入淋巴系统[17], 这可能是EBV进一步感

染、传播及致胃癌形成的重要步骤; 另一方面, 
EBV可直接感染某些胃黏膜上皮细胞, 具体机

制较为复杂, 可能有以下几种方式[18]: (1)受体间

结合, 即EBV通过CD21依赖性方式感染CD21分
子阳性的上皮细胞; (2)细胞间融合, 即上皮细胞

与EBV阳性的B淋巴细胞紧密接触引起上皮细

胞感染; (3)VCA/IgA抗体介导EBV感染上皮细

胞; (4)EBV包膜糖蛋白复合体参与EBV对上皮

细胞的感染. 

4  EBV感染致胃癌机制

现今大部分观点认为EBV潜伏感染和细胞恶性

转化是EBV致癌的重要基础. 其中EBV核抗原

(Epstein-Barr virus nuclear antigen, EBNA)[19]和

EBV潜伏膜蛋白(EB Latent membrane protein, 
LMP)[20]基因为公认的EBV转化基因. 研究发现, 
几乎所有EBV感染和转化的细胞核内都可检出

EBV核抗原, 包括EBNA1, EBNA2, EBNA3A, 
EBNA3B, EBNA3C和EBNA4. 

EBNA1与EBV 基因组复制和稳定性有关, 
他含有多个甘氨酸-丙氨酸重复序列, 该重复序

列为转化所必须, 可通过顺式作用方式抑制抗

原递呈细胞对自身的加工处理, 使CTL不能识别
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自身的免疫表位从而逃避免疫应答, EBNA1在
EBV的潜伏感染中表达, 推测在EBV相关肿瘤

的发病中可能起相同的作用. 一般认为EBNA2 
是B细胞转化的必需蛋白, 他可反式调控LMP1
和cmyc, 并刺激CD23、CD21等产生. EBNA3包
括EBNA3A、3B、3C. EBNA3A也与B细胞转

化有关, EBNA3C可诱导CD21表达, 可能参与

EBV感染细胞的转化过程; 而EBNA3B则不是细

胞转化所必需的. EBNA4又称主导蛋白(leader 
protein, LP), 已发现LP能激发B细胞永生化, 并
能与EBNA2协同诱导周期素D2和推动细胞周期

进程. 通过与EBNA2酸性反式激活结构域相作

用, LP可大大增加EBNA2反式激活LMP1表达的

作用. 
EBV潜伏膜蛋白(EB Latent membrane pro-

te in, LMP)是病毒潜伏感染增殖转化B细胞时

出现的膜抗原, 包括LMP1, LMP2A, LMP2B. 
LMP1具有多种生物学活性, 是诱导B细胞转化

的主要因子, 是目前已经证实的EBV恶性转化

基因, 除转化B细胞外, 还能调控某些基因的表

达, 如上调表皮生长因子受体(EGFR)、干扰素

调节因子2和7、CD23、CD40、CD54等; 下调

CD10等表达, 激活细胞黏附分子LFA1等的表达;黏附分子LFA1等的表达;分子LFA1等的表达; 
LMP2A则可以显著增强LMP1对NF -κB途径的

激活作用, 提示LMP2A与LMP1两种膜蛋白相互

配合, 共同促进上皮细胞转化[21]. LMP2A另一个

更为重要的作用是通过直接抑制BCR下游信号

的传导或间接改变基因的转录调节PTK, 阻止

EBV进入病毒的增殖期, 从而维持病毒的潜伏

状态[22]. 
除EBNA和LM P外, 另一个被认为是EBV

相关性胃癌的癌基因是BARF1(BamHI A right-
ward open reading frame1)[23]. BARF1基因属于

EBV裂解期中的早期基因, 普遍存在于EBV阳

性的胃癌中, 约90％病毒相关胃癌组织中可检

测到BARF1蛋白[24], zur Hausen等[6]对132 例胃

腺癌病人进行研究, 结果发现通过原位杂交方

法检测出的10例EBV阳性胃腺癌中有9例存在

BARF1基因转录本. 最近的研究表明, BARF1在
EBV潜伏感染状态亦可表达[25]. BARF1能够诱

导原代猴肾上皮细胞的永生化[26], 抑制紫杉醇诱

导的人胃癌细胞的凋亡[27], 增强NPC细胞的肿瘤

原性[28], 诱导小鼠成纤维细胞[29]和EBV阴性的人

B细胞系[30]的恶性转化, 其编码的蛋白(p31)具有

很强的促有丝分裂原活性[31], BARF1基因能够

全面增强胃癌细胞的肿瘤原性, 可能在EBV相

关胃癌发生与演化的整个过程中起重要作用[32]. 
这些研究表明, BARF1属于EBV致癌基因, 且在

不同种类细胞中的作用可能有所差异. 通过基

因芯片分析表明[29], BARF1表达使胃癌细胞一

些与细胞增殖、凋亡、周期、黏附等相关基因

的表达量有明显上调, 说明BARF1基因对细胞

状态的影响是全面的. 最新研究表明, BARF1蛋
白可能通过上调胃上皮细胞c-met和Bcl-2基因

表达促进胃上皮细胞的增殖和抑制其凋亡, 从
而促进细胞的恶性转化[33]. 研究者提出胃腺癌对

BARF1 的表达可能是EBV介导胃癌形成的一个

途径, 并且BARF1将会成为治疗EBV相关胃癌

的一个新靶子. 
近年来, 又有研究表明EBVaGC中FasL蛋白

表达的上调及TIL(tumor infiltrating lymphocytes)
凋亡的降低有利于肿瘤细胞逃避机体免疫监

视, 为肿瘤的发生发展创造条件[34]. TIDC(tumor-
induced cell death)及TIL-T可能在EBVaGC肿
瘤免疫反应中起着重要的作用, TIDC可能对于

TIL-T具有趋化作用[35]. 

5  EBV相关胃癌的筛查及检测方法

日本学者[36]曾报道了用内镜超声(EUS)技术来

鉴别EBV与早期胃癌的关系, 发现EBV相关性

早期胃癌表现为一个低回声的黏膜下小结, 其黏膜下小结, 其下小结, 其
特征是最大厚度与宽度的比值较EBV阴性的早

期胃癌显著大, 在浸润至黏膜下的早期胃癌中黏膜下的早期胃癌中下的早期胃癌中

这种情况更明显(P <0.05), 并且在66.7% 的EBV
相关性早期胃癌中, 凹陷的病损均有隆起的正

常黏膜包围(黏膜包围(包围(P <0.05), 这项技术对EBV相关性胃

癌的早期识别有较大的临床价值. 
目前, EBV检测方法包括直接检测EBV基因

组或其表达产物和EBV血清学检查两大类. 前
者常用的方法有Southern印迹(Southern Blot)、
多聚酶链反应(PCR)和原位杂交(ISH)技术. 虽
然常规PCR法灵敏度高, 但是由于需要抽提组

织中的EBV DNA, 可存在DNA的机械性破坏、

DNA酶水解、沉淀后回收不全等众多因素的影

响, 以及不能对EBV基因在细胞和分子水平上

定位等限制, 其应用价值有限; 而核酸原位杂交

技术(ISH)检测早期胃癌活检标本的EBV虽然灵

敏度较低, 操作相对复杂, 不能检测拷贝较低的

病毒核酸, 但是由于EBER-1是转录时产生最多

的RNA, 其致癌作用也已得到公认, 且结构稳定, 
不宜被核酸酶降解, 因此认为, EBER - ISH是诊

断EBV相关胃癌最可靠的指标. 
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血清学通常检测EBV抗体, 如抗壳抗原抗

体(antiEBVCA, 抗VCA)、抗早期抗原抗体(an-
tiEBEA, 抗EBEA)、抗核心抗原抗体(antiEBNA, 
抗EB2NA)和抗膜抗原抗体(antiEBMA, 抗MA)
等. 可用ELISA、间接免疫荧光法(indirect IF)测
定抗VCA、EA、MA和EBNA的抗体[37]. 间接IF
法比ELISA法更敏感, 故目前普遍使用间接IF法. 
但测定MA抗体时结果不稳定, 而且抗EBNA抗

体含量少, 用常规方法常为阴性, 需用更敏感的

抗补体免疫荧光法测定[38]. 免疫酶技术较免疫

荧光法敏感性稍高, 操作方便. Shinkura等[39]认

为EBV衣壳抗原IgA(VCA/IgA)可能是EBV相关

性胃癌患者机体对EBV免疫应答反应的一个特

殊标记物, 他们用荧光免疫法检测了64例EBV荧光免疫法检测了64例EBV光免疫法检测了64例EBV
阳性和59例E B V阴性的胃癌患者血清中的抗

体, 并用73例健康患者的血清标本作对照, 发现

VCA/IgA是唯一的一个在EBV相关胃癌的血清

中普遍存在, 并且其血清滴度显著升高的抗体, 
而在EBV阴性胃癌和73例健康患者中却无此现

象. 这一新发现具有重要的临床意义, 在临床上

可以通过用ELISA法检测VCA/IgA对早期EBV
阳性胃癌进行快速鉴别, 并可用来监测胃癌的

发展、预后和疗效. 

6  EBV相关胃癌的预后、防治及EBV疫苗的研究

现状

EBV阳性胃癌具有分化程度低、恶性程度高、

富于淋巴细胞浸润等病理特征 [40].  实验表明 , 
E B V阳性胃癌标本的淋巴结转移率明显低于

EBV阴性胃癌标本, 而且EBV阳性胃癌有大量

淋巴细胞浸润, 淋巴滤泡反应性增生, 说明EBV 
的感染可能增加了肿瘤细胞的免疫原性, 激活

了免疫系统. 这使其在临床应用如手术方案选

择及预后方面有一定的实用价值 ,  并对研究

EBV在生物治疗方面提供了很好的启示. EBV
相关胃癌的预防目前尚无有效方法, 国内关于

EBV的疫苗研究虽有许多报道, 但至今尚缺乏

一个有效的动物模型来检测疫苗的保护性作用. 
因为即便EBV在肿瘤细胞中被消灭, 但这种病

毒的DNA仍有可能带有致癌基因, 故欲用完整

的病毒粒子制备疫苗显然不明智. 
目前, 报道用基因工程方法构建的同时表

达EBV gp320和HBsAg的痘苗疫苗[41], 并对其表

达稳定性和体液免疫效果进行了研究. 另外, 以
CHO细胞为代表的哺乳动物表达系统是生产基

因工程疫苗的重要系统, 他能进行正确的糖基

化和其他转录后加工, 表达产物的高级结构、

理化性质和抗原性最为接近天然分子, 外源基

因整合到染色体中, 比较容易获得稳定表达的

细胞系, 所以在CHO细胞中表达gp350/220被认

为是最安全有效的方式. 
EBV的LMP2A基因无致癌性, 在癌组织中

能持续表达, 序列相对保守, 而且可与信号分子

结合, 干扰B细胞受体(B-cell receptor, BCR)信
号转导, 阻止EBV进入病毒增殖期, 维持潜伏感

染状态[42]. 因此, LMP2A是EBV相关肿瘤治疗

理想的靶抗原, 并有望成为胃癌基因治疗的新

策略之一. 目前正在研究的与LMP2A相关的疫

苗有: DNA疫苗[43], 以EBV潜伏膜蛋白2(latent 
membrane protein 2, LMP2)为靶基因, 构建EBV-
LMP2的候选DNA疫苗; 以腺相关病毒(adeno-
associated v irus, AAV)为载体构建包含EBV-
LMP2基因的重组腺病毒疫苗, 可在体内外有

效地引发CTL应答[44]; 以腺病毒(Ad5)为载体构

建Ad5F35-LMP2重组腺病毒, 在动物体内诱导

LMP2特异性细胞和体液反应, 且Ad5F35-LMP2
重组腺病毒修饰的DC疫苗在体内以及体外可活

化LMP2特异性的CTL, 并杀伤肿瘤细胞[45]. 单独

及联合使用表达EBV潜伏膜蛋白抗原2(epstein-
barr virus latent membrane protein 2, EBV-LMP2)
的DNA疫苗、腺相关病毒(adeno-associa ted 
virus, AAV)疫苗、非复制5型腺病毒疫苗(Ad5), 
分别免疫小鼠后, 检测EBV-LMP2特异性细胞免

疫应答水平, 发现疫苗诱导的特异性细胞应答

水平与疫苗的免疫策略有关. 其中, 使用3种载

体疫苗联合免疫的效果最好, 其次则是先使用

DNA疫苗免疫2次, 再用腺病毒疫苗加强免疫1
次的联合免疫方法, DNA疫苗和AAV疫苗单独

免疫能够诱导出特异性的CTL, 但与联合免疫相

比诱导的应答水平很低. 结果表明, 使用DNA, 
AAV和腺病毒载体疫苗联合免疫, 能够更好地

诱导机体产生特异性细胞免疫应答[46], 为EBV相

关肿瘤的防治提供了良好的疫苗策略. 
目前, EBV疫苗研究中所遇到的问题为: 部

分疫苗的免疫原性较弱, 不足以引起机体的抗

肿瘤反应; 细胞疫苗的制备过程复杂, 成本较高, 
难以规模化生产和使用; 基因疫苗的整合具有

潜在危险, 安全性有待观察; 各种载体疫苗都有

可能诱导机体产生针对载体的抗体, 导致该疫

苗的应用受限; 疫苗的免疫效应期限较短, 且应

用于临床的时间不长, 不利于一些小概率的不

良反应的观察; 对于疫苗的接种对象, 接种时间
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间隔以及最适剂量, 免疫途径等问题还需要更

多的临床研究, 接种后如何进行后续的检测也

是需要研究的问题之一; 单独筛选某些型别的

EBV疫苗比较困难. 

7  结论

EBV和胃癌的发生、发展, 治疗和预防都有着

密不可分的关系, 对于EBV的深入研究将有利

于我们加深对于胃癌的认识, 并最终为采用疫

苗预防和治疗胃癌提供理论依据. 
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或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80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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丙型肝炎的研究进展
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■背景资料
丙型肝炎是一种
主要经血液传播
的疾病, 丙型肝炎
病毒感染可导致
肝脏慢性炎症坏
死和纤维化, 部分
患者可发展为肝
硬化甚至肝细胞
癌, 对患者的健康
和生命危害极大, 
已成为严重的社
会和公共卫生问
题. �前聚乙二醇
干 扰 素 α 与 ��� 巴
韦林的联合治疗
仍是世界多国广
为接受的标准治
疗方案.
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Abstract
Hepatitis C is caused by the hepatitis C virus 
(HCV), which primarily has six genotypes. 
Hepatitis C is mainly transmitted via contact 
with blood contaminated by HCV. HCV infec-
tion is distributed worldwide, and China is a 
medium- to high-risk endemic area for HCV. 
Hepatitis C easily becomes chronic and even 
develops into liver cirrhosis and hepatoma. 
As a consequence, it places a major demand 
on early diagnosis and treatment of this dis-
ease. Currently, the diagnosis of hepatitis C 
mainly relies on the detection of HCV-RNA 
and viral genotypes. Combined therapy with 
polyethylene glycol interferon α (PEG-INF-α) 
and ribavirin (RBV) is the standard antiviral 
therapy regimen for HCV (SOC). What's more, 
the latest research has been focused on the re-
sponsible guide treat (RGT) based on the SOC. 
The application of newly developed small 
molecule drugs alone or in combination with 
SOC also represents a hot topic. This paper 
will provide a brief overview of progress in 
hepatitis C research. 

Key words: Hepatitis C; HCV-RNA; Genotype; Treat-
ment
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摘要

丙型肝炎由丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)感染引起, 主要经血液传播, 有6种主要
的�因型. 感染者呈全球分布, 我国属中、高
流行区. 丙型肝炎易慢性化发展为肝硬化、

肝癌. HCV-RNA及�因型的检测对于丙型肝
炎的诊断及治疗有着重要作用. �前聚乙二
醇干扰素α(polyethylene glycol interferon α, 
PEG-IFN-α)与���巴韦林(Ribavirin, RBV)的联
合治疗为抗HCV治疗的标准治疗(SOC)方案, 
研究热点为�于SOC方案上的应答指导治疗
(responsible guide treat, RGT)、新研发的小分
子药物的单独应用及其与SOC的联合应用. 本
文就这些问题作简要综述. 

关键词: 丙型肝炎; HCV-RNA; 基因型; 治疗
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0  引言

丙型肝炎是一种由丙型肝炎病毒(hepatitis C vi-
rus, HCV)引起、主要经血液传播的肝脏急、慢

性炎症的传染性疾病. 自1989年美国Chiron公司

发现HCV以来[1], HCV感染逐渐成为一个世界性

公共卫生问题. 本文就丙型肝炎目前国内外研

究进展作一综述. 

1  流行病学

1.1 流行情况 全球约1.7-2.1亿人口为丙型肝炎

病毒的慢性感染者, 其感染率在世界各地分布

差异较大[2]. 按地理位置划分, 欧美等国家为低

流行地区, 非洲则属高流行区[3]. 在西欧国家感

染率达0.4%-3%, 东欧和中东地区较高[4], 而在埃
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及可达9%, 其感染率最高, 甚至在某些乡村地区

这一数字可达50%[5]. 我国属中、高流行区, 普
通人群中抗-HCV阳性率平均为3.2%[6], 以长江

为界, 北方(3.6%)高于南方(2.9%)[7]. 
1.2 传播途径 HCV主要经血液传播, 包括输血, 
静脉吸毒, 手术(包括外科手术、牙科治疗、内

镜诊疗及纹身纹眉等), 性接触和母婴垂直传播

等. 20世纪90年代之前传播途径主要为输血及

输血液相关制品, 自从将抗-HCV检测引入献血

员的筛查, 经输血传播丙型肝炎病毒已得到显

著控制. 近年来新发感染HCV主要与静脉药瘾

有关, 陈益等[8]对湛江市某戒毒所的静脉吸毒者

与非静脉吸毒者作对比, 发现静脉吸毒组HCV作对比, 发现静脉吸毒组HCV对比, 发现静脉吸毒组HCV
感染率为40.36%, 是非静脉吸毒组的4.16倍; 肝
功能异常率为23.46%, 是非静脉吸毒组的3倍. 
静脉吸毒组感染HCV和肝功能损害的危险性明

显高于非静脉吸毒组. 另外, 经血液透析感染亦

逐渐增多, 我国血液透析HCV感染的荟萃分析, 
我国血液透析患者中的HCV感染率约为41.1%. 
有报道[9], 男性同性恋之间尤其是感染人类免疫

缺陷病毒(human immunodeficiency virus, HIV)
者, 感染HCV的危险性更高. 
1.3 �因型分布 根据目前统一的命名系统-Sim-
monds系统[10,11], 以阿拉伯数字表示HCV基因型, 
以小写的英文字母表示基因的亚型(如1a、2b、
3c等), HCV有6种主要的基因型和更多的亚型共

11型. 基因型1(亚型1a和1b)在全球分布最广, 占
所有HCV感染的70%以上, 欧美国家以1型为主

(欧洲为1b, 美国以1a为多), 基因2型在欧洲和亚

洲均有广泛分布, 3型主要分布在印度、巴基斯

坦、泰国和新加坡等国家, 4a型主要分布在中

东、埃及和中非地区. 基因型5、6较少见, 6a型
仅在越南、马来西亚等东南亚国家发现. 我国

最主要的基因型为1b(66%), 其次为2a(14%), 在
香港、澳门等地区可见6型分布. 
1.4 自然史 急性HCV感染者中50%-90%无症状, 
感染后自然阴转率低, 治疗效果差, 极易慢性化, 
约75%-80%急性丙肝患者转为慢性感染, 其中

至少20%患者经过10-20年发展为肝硬化, 而在

肝硬化患者中每年有1%-4%可发展为肝细胞癌

(HCC)[12]. HCV感染者中发生HCC的几率是非

HCV感染者的17倍[13]. 肝硬化和HCC是慢性丙

型肝炎的主要死亡原因, 其中, 失代偿性肝硬化

是最主要的原因, 肝硬化失代偿的5年存活率约

为50%, 10年的存活率仅为25%[14]. 而一旦发展

为HCC, 一年内病死率高达33%[15,16]. 加速HCV

感染者肝病进展的外界因素包括酗酒, 糖尿病, 
老龄, 非酒精性脂肪肝, 合并HIV或其他肝炎病

毒的感染. 陈建[17]等研究显示, 嗜酒的HCV感染

者酒精摄入量与HCV-RNA水平有相关性, 提示

嗜酒可促进HCV-RNA复制, 加快肝病进展. 有研

究显示, 有糖尿病的慢性丙型肝炎患者发生肝

癌的危险性比无糖尿病者高5.7倍[18]. 

2  实验室检测

2.1 HCV-RNA的检测 HCV-RNA在感染1 wk内
即可被检测到, 比抗体出现早数周时间, 直观地

反映病毒的存在, 尤其在移植、HIV感染以及

血液透析人群中, RNA检测常常作为HCV感染

的主要确诊手段, 而且其检测对于指导临床抗

病毒治疗尤为重要. 近年来HCV-RNA最主要的

检测手段为基于核酸扩增检测技术(NAT)的聚

合酶链反应法(PCR), 从最早的逆转录PCR(RT-
PCR), 然后是套式PCR, 现在临床上多采用实时

荧光定量PCR(RTQ-PCR), 检测灵敏度及特异性

不断提高, 且实现了全自动定量检测, 大大提高

检测水平[19]. 目前竞争性逆转录PCR方法(com-
petitive reverse transcription PCR, CTR-PCR)的
敏感性可达到100拷贝/mL, 但该方法操作复杂, 
技术难度要求较高. 
2.2 HCV�因型的检测 HCV基因型的检测有

分子学方法和血清学方法. 分子学方法有直接

测序、特异性引物P C R法、特异性探针杂交

法(LIPA)、限制性片段长度多态性分析(RFLP)
法、荧光共振能量转移探针的解离曲线分析

法、引物特异的延伸分析(PSEM)法、异源分子

迁移率分析(HMA)法等; 血清学方法包括重组

免疫印迹试验(RIBA)和酶免疫试验(EIA)[20]. 每
种方法都有各自的优点和不足, 所有这些方法

都能正确辨别主要的基因组别, 但只有核苷酸

的直接测序在区分亚型中是有效的. 在HCV分

型中应采用何种方法, 主要取决于实验室的现

有条件以及分型的目的. 对临床而言, 能准确定

主要组型就已足够, 但对于流行病学研究而言, 
亚型的检测是必需的. 
2.3 肝纤维化的评估 肝纤维化的轻重对慢性HCV
感染患者的治疗选择及预后判断尤为重要[21]. 目
前肝活检仍是评价肝脏炎症及纤维化分级分期

的最主要检查方法[22], 最常见的用于肝组织学诊

断的计分系统有IASL、Batts-Ludwig、Metavir
和Ishak等4种. 

无创检测方法有血清学相关标志物的检测
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及瞬时弹性技术. 血清学有常用的透明质酸、

层黏蛋白、Ⅲ型前胶原氨基末端肽及Ⅳ型胶

原等检测, 近年来在新的血清标志物研究上亦

取得一定的进展, 如基质金属蛋白酶(MMP)和
基质金属蛋白酶组织抑制因子(TIMP)[23], 人体

微纤维关联性蛋白4(MFAP4)[24], 细胞角蛋白

(CK)[25]等血清中纤维化标志物的研究对诊断纤

维化程度有一定意义, 肝脏穿刺前初步筛查可

以减少肝脏穿刺的数量, 但是不能取代肝脏穿

刺的价值[26]. 瞬时弹性检测FibroScan是建立在

超声诊断基础上的快速、非侵袭性测量肝脏硬

度的新技术[27], 其操作简单, 可重复性强, 国外多

项研究[28-30]表明其可在一定程度上反应HCV感

染患者肝纤维化程度. Sporea[31]将199例丙型肝

炎的FibroScan与肝穿刺病理作对照研究, 发现

FibroScan与肝穿刺病理的纤维化诊断的敏感性

为59.6%, 特异性为93.3%, 诊断准确率在77.3%. 
但FibroScan检测也存在其局限性, 国外报道近

5%的FibroScan受检者即使进行30次测量后也不

能获得有效的测量值, 提示FibroScan检测可能

受到某些受检者特征及操作者主观因素的影响. 
国内有研究称, 体质量指数是影响检测成功率

的最主要因素[32]. 
以上这些方法在综合评估肝病病情上起到

一定作用, 但至今还没有1项能完全取代肝组织

学检查. 

3  抗病毒治疗

3.1 发展方向 聚乙二醇干扰素α(Polyethylene 
glycol interferon α, PEG-IFN-α)与利巴韦林(Rib-
avirin, RBV)的联合治疗仍是目前世界多国广为

接受的标准治疗(SOC)方案[21,33-36], 近年来抗病

毒的研究热点为基于SOC方案上的应答指导治

疗(RGT)[37]、新研发的小分子药物的单独应用

及其与SOC的联合应用[38]. 发展方向为制定出高

效、短疗程、便于操作、更好的耐受性及依从

性的治疗方案. 
3.2 �的和终点 2011年欧洲丙肝防治指南[39]指

出, 丙型病毒性肝炎的治疗目的是清除病毒、

防止HCV相关肝病的发生(包括肝纤维化、肝硬

化和HCC). 治疗的终点为获得持续病毒学应答

(SVR), 即抗病毒治疗结束24 wk时HCV-RNA仍

低于检测下限. 
3.3 疗效预测因素

3.3.1 �因型: 基因型对于治疗应答预测及确定

抗病毒治疗疗程有重要作用. 基因1型和4型尤

其是1b型对治疗的反应较差, 基因2型和3型对

治疗应答较好. 北美的许多临床研究资料显示

HCV基因1型的感染者经SOC初治48 wk取得

SVR率可达40%以上, 在西欧这一数字可达50%
以上. 而基因2型和3型经SOC初治24 wk可获得

70%以上SVR率[40]. 而且目前的RGT个体化治疗

也因基因型的不同而有不同策略. 
3.3.2 宿主IL-28B的�因多态性: IL-28B IFN-λ3
是一类属于IFN-λ家族的新型白介素编码基因, 位
于19号染色体上[41]. 2009年, 有3个研究小组[42-44]采

用全基因组相关性研究(genome-wide association 
studies, GWAS)方法, 在IL-28B基因上定位了2
个与HCV疗效相关性最强的基因多态性(single 
nucleotide polymorphisms, SNPs): rs12979860-IL-
28B上游3 kb处和rs8099917-IL-28B上游8 kb处, 
认为携带该2处SNPs的患者抗HCV治疗效果较

好. Ge等[42]调查发现, 携带SNP-rs12979860的纯

合子基因型患者对SOC的SVR率是未携带该基

因患者的2倍. 同时, 他们还发现不同人种携带

该保护性等位基因的概率是不一样的: 东亚人

最高, 欧洲人次之, 非洲裔美国人最低. Thomas
等 [43]的研究也显示I L28-B基因的多态性也和

种族分布有关, 其中东亚人具有保护性基因的

概率最高. IL28-B基因多态性研究是抗HCV治

疗上的一个新突破, 根据其基因型可以预测患

者的自愈率以及对PEG-IFN-α和RBV联合治疗

的SVR率. 在决定治疗方案前, 可测定患者的

rs12979860或rs8099917的基因型, 对于携带该基

因的患者, 可以制定24或48 wk的SOC方案; 不携

带该基因的患者, 如果其病情发展缓慢, 可以推

迟治疗, 等到新的靶向药物的上市, 如果其病情

进展较快, 必要时早期做肝移植手术[45]. 
3.3.3 治疗前�线病毒载量: 根据治疗前低基线

病毒载量水平(<400000-800000 IU/mL), 2011年
欧洲丙肝防治指南[39]对于获得RVR(即治疗4 wk
时HCV-RNA低于检测下限)的患者建议可将疗

程缩短: 基因1型或4型缩短为24 wk, 基因2型或3
型缩短为12-16 wk. 而有研究显示, 对于基因1型
和4型, 基线病毒载量高(>800 000 IU/mL)的患者

即使获得RVR也可能治疗失败. 
3.3.4 应答时间: 根据患者对治疗应答的不同模

式(包括快速病毒学应答RVR、早期病毒学应答

EVR及延迟病毒学应答DVR)来预测长期疗效、

决定疗程、调整治疗方案, 可以使疗效最大化, 
疗程合理化, 复发最低化, 此为RGT的原理及意

义所在. 故2011年欧洲丙型肝炎防治指南[39]作出
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如下调整: (1)对于基因1型和4型: 如果患者治疗

前基线病毒载量低, 经治疗获得RVR, 可将疗程

缩短为24 wk; 如果病毒清除延迟(HCV-RNA在

12 wk-24 wk转为阴性), 即获得DVR, 应考虑将

治疗时间延长到72 wk以减少复发率; (2)对于基

因2型和3型: 如果患者治疗前基线病毒载量低, 
经治疗获得RVR, 可将疗程缩短为12-16 wk; 对
于未获得EVR或仅获DVR或合并影响因素(如肥

胖、胰岛素抵抗等)者, 只要在24 wk时病毒低于

检测下限, 可将疗程延长至48 wk或72 wk; (3)
不论基因型如何, 若治疗12 wk时病毒载量减

少<21og IU/mL, 并且在24 wk时病毒仍可测得, 
均应考虑停止治疗. 
3.3.5 肝硬化: 目前干扰素(interferon, IFN)是治疗

HCV感染唯一的有效治疗药物, 但HCV相关的

肝硬化患者, 尤其是失代偿期肝硬化, 应用标准

剂量的IFN会产生严重的不良反应和后果, 甚至

危及患者的生命. 因此, 探索小剂量维持治疗的

方案是必要的. 因为相当比例的患者对于小剂

量的IFN仍然具有一定水平的应答. 
我国有研究用小剂量IFNα-2b联合利巴韦

林治疗HCV相关肝硬化失代偿期患者12 mo, 
结果显示, 抗病毒治疗组HCV RNA转阴率为

93.1%, 对照组为0, 抗病毒治疗后随着HCV RNA
的转阴ALT均下降到40 U/L以下, 而对照组ALT
水平经降酶治疗后可暂时降至正常, 停药后又

会出现升高. 抗病毒治疗组中无1例患者出现严

重不良反应, 对照组中有2例(3.3%)因严重并发

症而导致死亡[46]. 小剂量IFNα-2b开始逐渐加量

联合利巴韦林方案可用于治疗失代偿期丙型肝

炎肝硬化患者, 但治疗的远期疗效还有待进一

步观察[47]. 而HALT-C研究[48]发现, 对于HCV相

关肝硬化患者, 小剂量长疗程的聚乙二醇干扰

素治疗, 无论获得SVR与否, 并不能显著降低肝

癌的发生率. 
3.3.6 其他不良预测因素: 其他一些可能预测不

良SVR的因素还包括: 如高体重指数、高龄>40
岁、胰岛素抵抗、代谢综合征、肝细胞脂肪变

性或纤维化等. 对于具备这些因素的患者, 可能

需要延长疗程或加大剂量. 

4  药物研究进展

由于PEG-IFN联合RBV的标准治疗仍有部分患

者难以获得SVR, 选择合理的药物靶点、研发

高效抗HCV药物成为亟待解决的问题. 目前, 直
接针对HCV生活周期的小分子抑制剂-统称为

“特异性靶向HCV抗病毒治疗”(STAT-Cs)成
为国际上HCV研究领域关注的一个热点. 研究

和发展中的药物分为以下几类: (1)干扰素的新

型制剂: 白蛋白干扰素, 缓控型干扰素(如Loc-
teron), 干扰素脂质体, 复合干扰素; (2)蛋白酶抑

制剂: 针对NS3/4A丝氨酸蛋白酶, 包括Telapre-
vir、Boceprevir、SCH446211、TMC435350、
Vaniprevir(MK-7009)、Narlaprevir(SCH 900518)
等; (3)聚合酶抑制剂: 针对NS5B聚合酶, 主要分

为核苷类和非核苷聚合酶抑制剂两类; (4)非结两类; (4)非结类; (4)非结

构基因5A抑制剂, 如BMS-790052. 
4.1 干扰素新剂型 为克服干扰素的半衰期短、

给药频率高、不能持久抑制病毒等缺点, 近年

来开发出了很多类型的长效干扰素[49]. 目前已广

泛应用的PEG-IFNα-2a和PEG-IFNα-2b半衰期

分别为77-90 h和36-40 h, 将无生物活性的PEG
与干扰素连接, 改变药物代谢动力学特性, 减缓

排泄速度, 延长半衰期, 同时缩小了体内血药峰

谷浓度差; 人血清白蛋白融合干扰素(Albinter-
feron)是运用生物工程技术, 通过构建编码人血

清白蛋白和IFNα-2b的融合基因, 并在载体中高

效表达而获得, 借助人白蛋白半衰期较长的特

点将干扰素给药时间间隔延长至2-4 wk. 在一项

对932例基因2/3型感染者的研究中, 使用白蛋白

干扰素α-2b每2 wk 900和1200 μg患者的SVR率
均与接受PEG-IFNα-2a相近[50]. 但Albinterferon
在不良反应方面却并没有表现出很强的优势, 
和PEG-IFNα-2a类似; Locteron是一类缓控型

IFNα-2b, 每2周注射一次, 前期试验对比于PEG-
IFNα-2b, Locteron明显减少流感样症状的发生, 
表明患者对Locteron具有更好的耐受性[51]. 此外, 
其他处于研发中的干扰素修饰物有干扰素脂质

体、复合干扰素, 以期开发出长效、高效的干

扰素. 
4.2 蛋白酶抑制剂 HCV基因的NS3蛋白酶有N端

色氨酸蛋白酶和C端RNA解旋酶的双功能蛋白, 
色氨酸蛋白酶异质二聚体结合辅助因子NS4A
显著增强蛋白水解过程, 发挥酶的活性, 催化多

种蛋白前体的成熟, 在HCV的复制过程中发挥

重要的作用. 因此NS3/4A蛋白酶的抑制剂可抑

制病毒复制. 
4.2.1 Telaprevir: Telaprevir是目前研究最广泛的

STAT-Cs药物之一, 已经进入临床Ⅲ期研究阶

段. Telaprevir应用于基因1型感染者已有3个疗

效和安全性临床研究, 分别针对美国初治患者

(PROVE1 250例)、欧洲初治患者(PROVE2 334
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例)和既往治疗失败者(PROVE3 453例)[52,53]. 其
中PROVE1方案中三药联合应用12 wk再继续应

用PEG-IFNα-2a+RBV 36 wk比标准方案PEG-
IFNα-2a+RBV 48 wk的SVR率高出26%. 而在

P R O V E3方案中对于既往治疗失败者的研究

中, 三药联合应用24 wk再继续应用PEG-IFNα-
2a+RBV24 wk比标准方案PEG-IFNα-2a+RBV 
48 wk的SVR率高出38%. 加用Telaprevir后的不

良反应主要有瘙痒、皮疹和贫血. 然而, Telapre-
vir治疗短期内即可导致病毒耐药株的出现, 从
而限制了该药的长期应用, 目前已发现的体内

突变株为V36A/M, T54A, R155K/T, A156S/T/V. 
4.2.2 Boceprevir: Boceprevir是另一种蛋白酶抑

制剂. 在针对基因1型感染者的SPRINT-1的研究

中, 先以PEG-IFNα-2b+RBV治疗4 wk作导入期, 
继而Boceprevir+PEG-IFNα-2b+RBV治疗44 wk, 
所获得的SVR率达75%, 较对照组标准方案治疗

48 wk 38%的SVR率高出37%. 该研究还显示, 降
低RBV剂量(400-1 000 mg/d)将降低治疗的SVR
率[54]. 报道的Boceprevir相关的不良反应包括

头疼、恶心、乏力、贫血等. 长期使用该药同

样可导致病毒的耐药突变, 已发现的变异株有

V36M, T54S和R155K等. 

5  结论

丙型肝炎由于其患者基数大、分布广、难治性

等特点已成为世界性公共卫生问题. 由于人类

对该疾病的不断深入认识, 近20年来已取得了

极大进展, 同时亦存在挑战. 首先, 自20世纪90
年代各国开展献血员的HCV抗体筛查以来, 该
病毒的传播已得到明显控制, 然而由于反复输

血、血透及静脉吸毒人群的增多, HCV传播仍

在蔓延, 今后是否将HCV-RNA引入献血员的筛

查用于更灵敏的检测HCV, 牵涉到更多的经济

卫生政策问题, 以及对吸毒人群的控制及管理

需政府作出更多的工作. 关于HCV预防性疫苗

问题, 目前已有DNA疫苗获准进入临床试验, 是
否能将其用于普通人群的接种保护机体免于感

染, 令人拭目以待. 其次, 在丙型肝炎的治疗方

面, 从开始的干扰素α应用到丙型肝炎的抗病

毒治疗中, 到INF联合RBV治疗, 继而迎来PEG-
IFN联合RBV确立标准抗病毒方案, 近年来又

发展出应答指导的个体化治疗阶段, 丙型肝炎

的抗病毒治疗方案在不断优化. 今后的小分子

化合物的发展及其与标准方案联合应用必将在

提高应答率、减低复发率上发挥更大优势. 但

是, HCV感染的抗病毒治疗仍面临诸多挑战, 如
HCV感染早期宿主的免疫反应如何清除病毒及

相关基因多态性对抗病毒治疗疗效的影响, 为
何不同HCV基因型对治疗效果反应差别大, 对
于难治性及复发患者的治疗及如何减少及控制

小分子化合物应用过程中出现的耐药问题等. 
对于这些问题, 仍需进一步研究与探讨. 
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其毒力相关基因
c a g A 、v a c A 的
致病机制已被分
子生物学、组织
学和流行病学证
实. 近年研究发现
H.pylori iceA基因
也是一种潜在的
毒力相关因素, 但
其确切的致病机
制仍未明, 有待进
一步解决. 

黄敬敬, 战淑慧, 董全江, 董开芯, 青岛大学医学院附属青岛
市立医院消化内科及中心实验室 山东省青岛市 266071
作者贡献分布��: 本文综述写作������������� ���和������������ ���资料分析由黄敬敬完成�� ���; ���资料查
阅由董开芯完成; 战淑慧与董全江�������完成�����审校���工作�. 
通讯作者��: 董全江, 教授, 主任医师, 266071, 山东省青岛市, 青
岛市立医院消化内科及中心实验室. jiangacer@126.com
收稿日期: 2011-08-20   修回日期: 2011-10-08
接受日期: 2011-10-12   在线出版日期: 2011-10-18

Characteristics of 
geographical distribution of 
the Helicobacter pylori iceA1 
gene

Jing-Jing Huang, Shu-Hui Zhan, Quan-Jiang Dong, 
Kai-Xin Dong

Jing-Jing Huang, Shu-Hui Zhan, Quan-Jiang Dong, Kai-
Xin Dong, Department of Gastroenterology & Department 
of Central Laboratory, Qingdao Municipal Hospital, Medi-
cal College of Qingdao University, Qingdao 266071, Shan-
dong Province, China
Correspondence to: Quan-Jiang Dong, Professor, Depart-
ment of Gastroenterology & Department of Central Labo-
ratory, Qingdao Municipal Hospital, Medical College of 
Qingdao University, Qingdao 266071, Shandong Province, 
China. jiangacer@126.com
Received: 2011-08-20    Revised: 2011-10-08 
Accepted: 2011-10-12    Published online: 2011-10-18

Abstract
The iceA gene has been recently identified as a 
virulence-related gene of Helicobacter pylori (H. py-
lori). The expression of iceA1 is up-regulated in H. 
pylori contacted with epithelial cells. The iceA1 gene 
shows a significant homology to the nlaIIIR gene 
of Neisseria lactamica, which encodes a NlaIII-like 
restriction endonuclease. iceA1-positive H. pylori 
strains enhance the expression of inflammatory 
factors in epithelial cells and are closely associated 
with the severity of gastric mucosal inflammation. 
In some strains, the iceA1 gene may be inactivated 
due to frame shift, or replaced by iceA2. The strains 
from Asia and Africa mainly express the iceA1, 
while iceA2 is predominant in American strains. H. 
pylori strains from Europe show genetic affinity to-
wards both Asia and Europe strains. This pattern of 
geographical distribution of the H. pylori iceA1 gene 
possibly reflects different disease profiles of differ-
ent geographical regions. 

Key Words: Helicobacter pylori ; iceA ; Virulence

Huang JJ, Zhan SH, Dong QJ, Dong KX. Characteristics 
of geographical distribution of the Helicobacter pylori 
iceA1 gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 
3058-3063

摘要

i c e A 基因是近年来发现的一种幽门螺杆菌
(Helicobacter pylori, H.pylori )毒力相关基因. 
H.pylori 与胃黏膜上皮接触后可引起iceA1 基
因表达上调, 该基因与nlaIIIR 基因(位于乳糖
奈瑟氏菌)具有相似性, 其编码的蛋白质产物
具有NlaIIIR样限制性核酸内切酶活性. 研究
表明, iceA1阳性菌株能引起上皮细胞炎症因
子表达水平增高, 与胃黏膜炎症程度的发生关
系密切. 在某些H.pylori菌株中iceA1基因可因
存在框移突变而失活或者被iceA2 基因取代. 
在亚洲和非洲的菌株主要表达iceA1 基因, 美
洲大陆则以iceA2 多见, 而欧洲的iceA 基因与
亚洲和美洲菌株均具有相似性. H.pylori iceA1
基因的地域分布特征很可能反映出不同地区
的疾病转归差异性. 

关键词: 幽门螺杆菌; iceA ; 毒力

黄敬敬, 战淑慧, 董全江, 董开芯. 幽门螺杆菌iceA1基因地域分

布特征.  世界华人消化杂志  2011; 19(29): 3058-3063
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H.pylori )是一

种微需氧、螺旋状的革兰氏阴性杆菌, 定居于

胃内, 可引起消化系炎症及溃疡病的发生, 最消化系炎症及溃疡病的发生, 最炎症及溃疡病的发生, 最
终发展为胃癌[1-4]. 世界卫生组织已于1994年将

H.pylori列为一类致癌原[5]. 全世界约有一半以

上人口感染H.pylori , 并终身携带. 大部分感染

者终身无消化系症状产生, 但少数人最终发展消化系症状产生, 但少数人最终发展症状产生, 但少数人最终发展

为消化性溃疡病或胃癌[6,7], 这与H.pylori基因组

的高度多样性和异质性密切相关. 第一个被检

测出的H.pylori毒力相关基因cagA (cytotoxin-as-
sociated gene)位于cag致病岛, 其编码产物cagA

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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■研发前沿
目前已通过分子
生物学技术阐明
iceA 基因的结构
特 征 ,  但 对 其 具
体致病机制的研
究仍处于初级阶
段 ,  主 要 通 过 流
行病学统计方法
分析该毒力因素
与消化系疾病发消化系疾病发疾病发
生的相关性.

能促进黏膜炎症反应, 感染cagA阳性H.pylori的
个体更易发生消化性溃疡病[8-12]. 与cagA不同, 
vacA (vacuolating cytotoxin gene)毒力基因存在

于所有的H.pylori中. 该基因含有s区、i区和m
区[13-16], 各区又可分为2个亚型. vacA基因编码

的毒素能特异性作用于宿主细胞并产生空泡活

性, 含有vacA s1/i1/m1基因型的H.pylori毒力最

强[17-20]. 近年研究发现, H.pylori基因组中存在的

高度变异的iceA基因也是一种潜在的毒力相关

因素. 当H.pylori与宿主上皮细胞接触后可诱导

iceA1表达上调. iceA1与乳糖奈瑟氏菌nlaIIIR基

因有同源性, 其表达具有NlaIIIR样限制性核酸

内切酶活性. 表达该产物的H.pylori与临床疾病

发生的严重程度关系密切[21-23], 但各家报道并不

完全一致[24-27]. 本文就iceA基因研究最新进展作作

一综述. 

1  iceA 基因结构特征

当H.pylori与黏膜上皮细胞接触后可诱导菌株的

一个基因表达上调, 转录产物mRNA增多, 称该

基因为iceA (induced by contact with epithelium). 
该基因位于H.p y l o r i 基因链上保守的c y s E 和

hpyIM基因之间, 根据基因结构和编码产物的不

同, 将iceA基因分为2大类, 即iceA1和iceA2 , 二
者的序列结构相差极大(图1).  

完整的iceA1基因(图1A)全长约为684 bp, 
与奈瑟菌属的nlaIIIR基因有相似性(约60%)[22,23], 
nlaIIIR编码的蛋白质NlaIIIR由230个氨基酸组个氨基酸组组

成, 是一种限制性核酸内切酶, 能特异性作用

于DNA链上的CATG序列[28]. 完整的iceA1基因

编码的产物由228个氨基酸组成. 研究表明该蛋

白质亦有NlaIIIR样的CATG剪切活性[29,30]. 构成

iceA1的核苷酸序列可分为高度多变的ORF1区
和相对保守的ORF2区两部分, 通过序列分析及

蛋白质表达研究发现[30-33], 该基因转录起始位点

为ORF1区起始处的ATG密码子, 终止密码子为

基因末端的TAG序列. 由于iceA基因的碱基序列

高度多变, 并且将近80%菌株在该基因上存在框

移突变(主要发生在ORF1区), 导致转录提前终止, 
因此不能表达出有功能的蛋白质产物, 属于假基

因(图1B), 只有完整的iceA1序列才能表达出具有

NlaIIIR样限制性核酸内切酶活性的蛋白质. iceA2
基因序列与iceA1约有40%相似性[22,23], 但基因结

构完全不同(图1C). 位于iceA2基因两端编码14
个氨基酸和10个氨基酸的碱基序列较为保守, 
中间区序列高度多变, 含有0-3个重复片段, 该片

段由105 bp构成, 因此iceA2基因长度可分为4种
(124 bp, 229 bp, 334 bp, 439 bp)[31]. 该基因上游区

域中含有一段可变数量的串联重复序列(VNTR
序列), 转录起始密码子ATG位于VNTR序列末

端的保守区域内. 由于iceA2基因主要由无意义

的重复片段构成, 不能编码有功能蛋白质, 因此

该基因亦属于无功能基因. 

2  iceA 与下游hpyIM 基因及上游cysE 基因的毗邻

关系

iceA1基因末端与下游的hpyIM基因起始端之间

有8 bp组成的高度保守区相连, H.pylori hpyIM基

因长约990 bp, 有2个转录起始位点, 其转录水平

受iceA1基因的调控[34]. hpyIM基因产物蛋白为腺

嘌呤甲基化酶, 能特异性识别CATG序列, 有效

防止自身DNA链被限制性核酸内切酶降解. 该
蛋白与完整的iceA1基因产物可能形成II型限制

-修饰系统, 这一系统已在多种细菌中发现[35-38]. 
由于绝大多数iceA1基因编码的蛋白产物不具有

NlaIIIR样的核酸内切酶活性, 故H.pylori iceA1- 
hpyIM基因形成的限制-修饰系统是无功能的[39]. 
iceA1基因的ORF1区域含有大量框移突变, 因此

在ORF2转录起始区与上游的cysE基因末端之间

存在一段由315-394 bp组成的高变区. cysE基因

编码产物为丝氨酸乙酰转移酶同系物, 该基因含

有516 bp,其中G+C含量约50%, 远远高于iceA1
与hpyIM基因的G+C含量(约36%)[32]. iceA2基因

末端与下游hpyIM基因起始端之间含有约335 bp
的相对保守区, 其中将近77%核苷酸序列一致[31]. 

图� ��  1  iceA1 和iceA2 基因结构模式图��. A: 阴影部分表示完整

的iceA1基因, 由ORF1和ORF2两部分组成, 该基因与nlaIIIR
有相似性. 转录起始点为ATG密码子, 终止密码子为TAG, 

与下游基因之间有保守的8 bp相连; B: 阴影区代表不完整的

iceA1基因, 虚线部分表示该区域碱基发生框移突变, 不能表

达有功能的产物蛋白质, 属于假基因; C: 阴影部分代表全长

为439 bp的iceA2基因, 中间区含有3个重复片段R, 基因两端

的序列较为保守, 起始密码子位于上游VNTR序列的末端, 

终止密码子为TAG, 与下游基因之间有约335 bp相对保守区.

C

cysE VNTR
iceA2

R R R 335 bp hypIM

TAGATG

cysE 高变区
iceA1

8 bp hypIM

B

cysE ORF1 8 bp hypIMORF2

ATG TAGA

iceA1
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■相关报道
近年来许多学者
都对iceA 基因的
结构特征、发病
机制进行了研究, 
认为该毒力因素
与临床疾病发生
的严重程度密切
相关, 但各家报道
对该结论仍存在
争议.

iceA2菌株的hpyIM基因只有一个转录起始点, 该
基因的转录水平较iceA1链hpyIM基因低[34]. iceA2
转录起始位点与cysE基因末端之间的碱基数量

不等(224-338 bp), 其中含有高度保守的VNTR序
列(可变数量的串联重复序列), 该序列由1-15个
8 bp重复片段组成, iceA2基因的转录起始密码子

位于VNTR序列下游的90 bp中[32]. 

3  iceA 毒力菌株与临床疾病的相关性

iceA阳性H.pylori导致宿主临床疾病的发生是

多因素共同作用的结果. 人们对iceA基因编码

产物所引发临床疾病的具体致病机制的研究

还处于初级阶段. 研究显示, 当H.pylori与宿主

胃黏膜上皮接触后i ceA1 基因表达上调, 完整

的iceA1转录产物有NlaIIIR蛋白样的限制性核

酸内切酶活性 ,  能特异性剪切D N A片段上的

CATG序列, 其下游的hpyIM基因产物能有效识

别并防止自身DNA序列被降解, 但该种iceA1
基因产物不能被分泌到细胞外, 因此可能不直

接参与细胞损伤的病理过程. iceA1阳性菌株最

终可引起胃黏膜上皮内中性粒细胞浸润, 产生

的IL-8浓度增高, 导致黏膜炎症程度加重及消

化性溃疡病的发生, 其具体致病机制仍需做进

一步研究[22,23,31,33,40,41]. iceA2阳性菌株与临床疾

病的发生无相关性. 在Caner等[42]的研究中发现, 
从患有消化性溃疡病的患者胃黏膜中分离出的

H.pylori菌株, 大多数(68.8%)含有iceA1基因, 统
计学分析后表明, iceA1菌株的感染与消化性溃

疡病的发生有显著相关性, 这与之前Peek等[22]的

观点一致, 但东亚国家[24,25,43-45]的此类研究并未

发现iceA1菌株的感染与临床病变的严重程度相

关, 认为iceA1基因不能作为预测H.pylori导致临

床疾病发生的标志. 目前的研究大多是通过统

计学方法来分析iceA1毒力菌株的感染与消化性

疾病发生的相关性, 在该毒力因素引发临床疾

病发生的具体分子生物学机制方面仍需进行深

入的探索. 细菌的毒力因素包括蛋白介质的形

成和入侵, 细菌的持续感染及对宿主的长期损

害[46]. 因此, iceA1阳性菌株感染导致临床疾病的

发生, 除了与菌株自身基因型的多样性和异质

性有关外, 与H.pylori持续感染时间(宿主年龄因

素)以及不同地区不同种族宿主对外界刺激的反

应及防御能力也具有相关性. 

4  iceA 基因的地域分布规律

世界七大板块中, 除南极洲无常驻人口外, 其

他各大洲均有人类定居几百年甚至上千年 , 
而H.p y l o r i 定植人体也有数百至上千年历史. 
H.pylori的基因组具有高度多样性和异质性, 这
是与宿主长期共同演变进化的结果. 不同地区

流行的H.pylori基因组结构明显不同, 而基因组

多样性则影响细菌毒力因子的功能及抗原形成, 
即在细菌进化过程中, 毒力因素也存在生物-地
理变异[47]. 例如, 在西方欧美国家, 有将近60%的

H.pylori菌株含有cagA基因, 并且有证据表明, 该
毒力因素与消化性溃疡病及胃癌的发生关系密

切; 而在东亚国家, cagA基因几乎存在于所有的

H.pylori中[48,49], 但绝大多数携带者并没有产生

临床症状. vacA基因也是如此, 如vacAs1a常见于

美国、欧洲北部等国家, vacA s1b多见于拉丁美

洲、葡萄牙及西班牙人口中, 而vacA s1c则几乎

只在东亚人群中发现[50-53]. 
i c e A 基因在各大洲也存在地域性分布差

异. 在亚洲(中国、韩国、日本、泰国、印度、

马来西亚、新加坡), iceA1基因占主导地位, 各
地区的统计学调查显示, 在东亚、南亚绝大多

数国家, i c eA1 菌株与临床疾病的发生无相关

性[24,25,43,44,54-59]. 但在亚洲西部(土耳其、沙特阿

拉伯)国家的研究表明, iceA1阳性菌株能导致

临床病理结局的发生, 并且该地区iceA2基因的

表达率也显著高于东南亚地区[42,60]. 在美洲(美
国、哥伦比亚、巴西)则以iceA2基因为主[22,24,61], 
并且不同地区的iceA2基因序列构成不同, 在北

美洲(美国)iceA2主要由229 bp构成, 而南美洲

(哥伦比亚)的基因多含有334 bp. 在美国进行的

一项研究指出, iceA1阳性菌株能够导致宿主黏

膜上皮细胞发生炎症反应, 加重中性粒细胞的

浸润程度, 引起严重临床疾病发生[22]. 但在其他

地区的调查尚不支持此观点[24,61]. 欧洲大陆东

北部与亚洲相连, 西部则靠近美洲大陆, 欧洲的

H.pylori菌株与亚洲和美洲印第安人菌株均表

现出亲缘性[47,62]. 欧洲东北部各国(荷兰、保加利

亚、英国)大部分地区以iceA1基因为主导[23,47,63], 
这与亚洲大陆表现较为一致, 在荷兰有学者认

为iceA1毒力菌株的感染与消化性溃疡病的发生

有相关性[23]. 欧洲西南部地区(葡萄牙、西班牙)
则以iceA2基因为主[64,65], 在葡萄牙进行的研究

中发现iceA1毒力因素的表达与临床疾病的发生

之间有统计学意义, 这与北美洲研究结果一致. 
与亚洲大陆相比, 欧洲东北部虽以iceA1基因为

主导, 但iceA1的表达率明显低于亚洲, 而iceA2
阳性菌株相对较多;  同时与美洲大陆相比, 欧洲
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■创新盘点
本文全面地阐述地阐述阐述
了H.pylori  iceA
基因的结构特征, 
对iceA 毒力菌株
与临床疾病的相
关性特别是该基
因的地域分布规
律进行了描述.

西南部国家基因型虽以iceA2为主, 但阳性率远

低于美洲地区, 而iceA1表达较高. 这一现象表

明, 欧洲流行的H.pylori菌株与亚洲及美洲菌株

均表现出相似性, 其表达的iceA基因序列介于亚

洲和欧洲之间. 非洲中北部地区(尼日利亚、突

尼斯)以iceA1为主导[66,67], iceA1表达率显著高于

iceA2基因, 对分离的H.pylori菌株进行统计学分

析得出结论, 该地区iceA1菌株感染与临床疾病

的发生无相关性, 且iceA1基因与亚洲菌株有流

行病学相似之处. 但在南非地区iceA1、iceA2基
因型的表达率均很高[68], 以iceA2为主, 同时有较

高水平的iceA1、iceA2基因混合感染. 
总体来说, iceA基因的分布存在地域性差

异, 在亚洲、非洲主要表达为iceA1基因, 在美

洲大陆则以i ceA2为主导, 而欧洲大陆的i ceA
基因则表现出与亚洲、美洲菌株的相似性. 在
大多数地区的研究中未发现iceA1毒力菌株感

染与临床疾病发生的因果联系, 但在美国、荷

兰、南非等少数研究中指出, iceA1是H.pylori
致病的毒力因素之一, 认为iceA1菌株能加重胃

壁黏膜细胞的炎症程度, 与消化性溃疡病的发

生关系密切. 

5  结论 

人类发现H.pylor i已有二十多年历史, 对其毒

力基因(如cagA、vacA )的致病机制已进行了较

为系统全面的研究和阐述, 但对新的毒力因素

iceA1的研究还处于初级阶段, 该毒力菌株与临

床疾病的相关性仍存在争议. 因此, 对其致病机

理进行更为深入的研究能更好地解释地解释解释iceA1菌株

感染与临床疾病发生的因果联系. 目前, 还没有

获得完整的iceA基因地域差异性分布资料, 如
大洋洲、亚洲及北美洲以北广大地区iceA基因

分布及该毒力因素与当地人口临床疾病发生的

相关性还未知, 有待做进一步调查研究以阐明

地域分布差异的原因. 随着这些问题的解决, 我
们将更全面深刻的认识H.pylori对人类的致病作

用, 为研究微生物的地域分布、进化起源问题

提供参考. 
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■同行评价
本综述内容较为
新颖, 全面阐述了
H.pylori iceA 基因
的研究现状和最
新进展, 具有较好
的参考价值.
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■背景资料
m i c r o R N A是一
类长约22个核苷
酸左右、进化保
守的内源性非编
码 小 分 子 R N A . 
自1993年在线虫
中 发 现 第 一 种
microRNA(命名
为lin-4)以来, 研
究者对microRNA
的生物合成, 功能
及作用机制进行
了 大 量 研 究 .  多
项研究表明, mi-
croRNA以转录后
调节的方式调节
�的基因的表达, 
在个体发育, 细胞
增殖和分化, 细胞
凋亡以及肿瘤的
发生发展过程中
都有一定的调控
作用.
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Abstract
The miR-200 family (including miR-200a, miR-
200b, miR-200c, miR-141, and miR-429) play 
important roles in proliferation, invasion and 
metastasis of tumors of epithelial origin. Gas-
trointestinal tumors belong to a group of tu-
mors of epithelial origin. This article reviews 
the latest advances in understanding the rela-
tionship between the miR-200 family and gas-
trointestinal tumors. 

Key Words: miR-200 family; Gastrointestinal tu-
mors; Epithelial-mesenchymal transition

Du P, Zhang QY. miR-200 family and gastrointestinal 
tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 
3053-3057

摘要 

miR-200家族(miR-200a、miR-200b、miR-
200c、miR-141、miR-429)是众多已被发现的

microRNA中的一员, 其在上皮来源肿瘤的增
殖、侵袭、转移中的作用成为近年来的研究
热点之一, 本文对miR-200家族在同为上皮来
源的消化系肿瘤中的研究进展进行了综述.系肿瘤中的研究进展进行了综述.肿瘤中的研究进展进行了综述.

关键词: miR-200家族; 消化����� �������系���� �������肿瘤; 上皮-间质转化
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0  引言

microRNA是一类长度约22个核苷酸左右的小

分子非编码RNA, 以转录后调节的方式改变靶

基因的表达水平. miRNA通常由RNA聚合酶

Ⅱ转录生成双链pri-miRNA, 后者经Drosha酶
在核中切割形成70个核苷酸左右的双链p r e-
miRNA[1,2]. 并在exportin-5等分子的作用下转

运出核, 在细胞质中由D i c e r酶等加工为成熟

的miRNA[3,4], 最后成熟的单链miRNA分子与

Argonaute蛋白等形成RNA诱导的沉默复合体

(RNA-induced silencing complex, RISC), 并作用

于特异mRNA的3'UTR(非编码区)从而抑制翻译

过程的进行或直接降解mRNA[5,6]. miRNA对靶

基因的作用方式分为2种, 一种是通过与靶基因

的完全互补配对而直接导致mRNA的降解; 一
种是通过与靶基因的不完全互补结合, 抑制翻

译过程. miRNA通过调节靶基因的表达, 在多

种细胞进程(如细胞的分化、增殖、生长、迁

移、存活等)中具有重要作用, 进而调节机体内、存活等)中具有重要作用, 进而调节机体内存活等)中具有重要作用, 进而调节机体内

多种病理和生理过程[7]. 

1  miR-200家族

miR-200家族包括miR-200a、miR-200b、miR-
200c、miR-141和miR-429五个成员. 根据不同

的功能及“种子区”序列(第2-7位核酸)的差

异, miR-200家族可分为2个亚家族: 分别为miR-
200a/miR-141和miR-200b/miR-200c/miR-429; 而
根据不同的基因组定位, miR-200家族又可分为

2个簇: miR-200a/miR-200b/miR-429基因簇定位
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■研发前沿
miR-200家族在
上皮来源肿瘤(如
消 化 系 肿 瘤 , 乳系 肿 瘤 , 乳肿 瘤 ,  乳
腺癌、子宫内膜、子宫内膜子宫内膜
癌、卵巢癌、前、卵巢癌、前卵巢癌、前、前前
列 腺 癌 等 ) 中 的
作用成为近年来
的 研 究 热 点 .  如
研究其在肿瘤的
发生发展、侵袭、侵袭侵袭
转移、化疗耐药、化疗耐药化疗耐药
等方面的作用靶
点 与 调 控 机 制 . 
� 前 亟 待 研 究
miR-200家族内
各成员在不同肿
瘤 ,  以 及 同 一 类
肿瘤不同阶段中
的表达水平变化
和 作 用 ,  同 时 还
要寻找更多具有
应用价值的靶点.

于1号染色体, 而miR-200c/miR-141基因簇定位

于12号染色体[8]. miR-200家族成员在多种上皮

来源肿瘤中的表达及功能成为目前研究热点, 
在不同的肿瘤细胞系及组织中, miR-200家族成

员的表达并不完全相同. 

2  miR-200家族与上皮间质转化

2.1 上皮间质转化 上皮间质转化(ep i the l i a l-
mesenchymal transition, EMT)是上皮细胞失去

其极性和细胞间连结, 重组其细胞骨架, 表达

间质细胞标志物, 并显示出侵袭特性的横向分

化过程[9]. EMT在胚胎发育, 创伤修复与组织再

生, 上皮来源肿瘤的转移与侵袭过程中均发挥

着重要作用[8-11]. 多种因子可诱导肿瘤细胞发生

EMT, 如转化生长因子β(TGF-β)[12], Met(一种酪

氨酸激酶受体),  BCL9-2[10]等. 发生EMT的肿瘤

细胞, 除了形态学上的变化, 功能上也发生相应

变化, 如更强的侵袭性和迁移能力, 对失巢凋亡

的抵抗[13]等. 在分子水平上, 通常作为发生EMT
标志的有表达降低的上皮钙粘素(E-cadherin), 
含量升高的波形蛋白(vimentin)和神经钙黏素(N-
cadherin),  β-连环素(β-catenin)的细胞核定位, 同
时还有促进EMT发生的转录因子如Snail1(Snail),  
Snail2(Slug), Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2表达升

高等[10]. Park等[8]通过对60种不同肿瘤细胞系的研

究, 认为miR-200家族成员是肿瘤细胞中EMT过
程的关键调控因子, 与维持细胞的上皮特性密切

相关, miR-200低表达可引起EMT发生[8,14]. Chen
等[15]也报道了在卵巢癌中, 过度表达的miR-429
可以逆转EMT过程而诱导间质上皮转化(mesen-
chymal-epithelial transition, MET). 
2.2 上皮钙粘蛋白(E-cadherin) E-cadherin(CDH1)
是依赖钙离子的跨膜糖蛋白, 与上皮细胞间的

黏附相关, 同时还可与相关, 同时还可与α-catenin, β-catenin等相

互作用, 是上皮细胞的分子标志物之一. E-cad-
herin表达降低是EMT的重要标志之一[10]. 多种

促进EMT发生的转录因子如ZEB1, Snail等通过

结合到其启动子区的E-box来抑制其转录[16,17]. 
Matsumura等[18]证实肝癌、胃癌等多种肿瘤中

E-cadherin表达减弱与侵袭转移相关. miR-200家
族表达升高可使多种肿瘤细胞系E-cadherin表达

升高并降低其侵袭性[8,14,19].  
2.3 ZEB1与ZEB2 ZEB1和ZEB2(SIP1)同为含有

锌指结构, 能结合到靶基因启动子区E-box的转

录因子. 二者通过与E-caherin基因启动子区结

合, 抑制其转录, 从而降低E-caherin蛋白表达, 

促进EMT的发生[16,20]. Bindels等[21]报道ZEB2可
激活vimentin的启动子, 引起vimentin的过表达. 
miR-200家族主要通过结合二者mRNA的3'非
编码区(3'UTR)来抑制ZEB1和ZEB2的表达, 进
而提高E-caherin水平, 从而逆转EMT过程, 降低

瘤细胞的侵袭和迁移能力[8]. Hurteau等[22]以及

Christoffersen等[23]分别报道, miR-200家族主要

促使ZEB1和ZEB2 mRNA降解来抑制二者表达. 
Bracken等[20]在犬肾MDCK细胞系和人类乳腺癌

细胞系中报道了ZEB1-SIP1可抑制miR-200a、
miR-200b和miR-429的表达. Burk等[24]也在乳

腺癌, 直肠癌, 胰腺癌细胞系中证实了ZEB1可
抑制miR-141, miR-200c的转录. 以上研究表明, 
miR-200家族与ZEB1/SIP1间存在着一个双向负

反馈调节的环路. 
2.4 其他 Burk等[24]报道在乳腺癌、结肠癌、胰

腺癌细胞系中miR-141可以在mRNA和蛋白水

平上抑制TGF-β2的表达, 从而抑制EMT的发

生. Ahmad等[25]在乳腺癌细胞系中发现, 磷酸葡

萄糖异构酶(PGI)过表达可增加核因子-kappa 
B(NF-κB)的DNA结合活性, 促进ZEB1/ZEB2的
转录, 诱导EMT的发生, 且瘤细胞中的miR-200
家族含量减少. Cochrane等[26]证实在乳腺癌, 
子宫内膜癌, 卵巢癌中, miR-200c可显著降低

EMT标志物之一-纤维连接蛋白-1(fibronectin 1, 
FN-1)的含量. 

3  miR-200家族与Wnt/β-catenin信号通路

W n t/β-c a t e n i n通路与包括直肠癌在内的多

种肿瘤的发生发展密切相关 [27],  正常情况下

由GSK3β, APC, Axin, CK1组成的复合物使

β-catenin的氨基末端磷酸化, 从而促使β-catenin
在胞浆中的泛素化蛋白酶体降解[28]. 当Wnt配体

存在时, 并在其受体卷曲蛋白(Fzd)及低密度脂

蛋白受体相关蛋白5/6(LRP5/6)的共同作用下, 
或者降解复合物的组分发生基因突变或失活时, 
非磷酸化的β-catenin在细胞浆聚集并进入细胞

核, 与TCF/LEF家族成员形成复合物, 在其他共

激活因子的协同下, 激活下游基因的转录[29], 如
c-Myc[30], 细胞周期蛋白D1(cyclin D1)基因[31]等. 
这些基因的产物与细胞增殖, 肿瘤发生密切相

关[30,31]. Saydam等[32]报道, 在人脑脊膜瘤细胞中, 
miR-200a的下调导致β-catenin和cyclin D1表达

的升高, 同时β-catenin的mRNA是miR-200a的直

接靶点, miR-200a可抑制其翻译, 进而抑制Wnt
通路激活, 抑制细胞增殖. 他们还认为, 升高的
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■相关报道
K o r p a l 等 报 道
miR-200家族在
乳腺癌动物模型
中可促进其肺部
转移瘤的形成, 并
进一步发现这与
miR-200家族直接
靶点Sec23a表达
降低有关,  Sec23a
蛋 白 可 促 进 细
胞分泌 Igfbp4和和
Tinagl1蛋白, 这2
种蛋白均有抑制
肿瘤远端转移的
作用. 以上研究表
明miR-200家族在
肿瘤发生发展的
不同阶段中的作
用是不同的.

E-caherin与β-catenin在细胞膜上结合, 参与细胞

间黏附, 减少了黏附, 减少了, 减少了β-catenin在胞浆内的聚集及其核

转移, 进而抑制Wnt/β-catenin通路的活性. 

4  miR-200家族在消化���������系��������肿瘤中的表达变化

4.1 食管癌 众所周知, Barrett's食管为食管癌的

癌前病变. Smith等[33]报道, Barrett's食管上皮细

胞中的miR-200家族成员表达低于正常的胃黏

膜或十二指肠黏膜上皮, 同时miR-200家族的

异常表达与食管上皮异型增生以及腺癌的发生

密切相关. 
4.2 胃癌 Du等[34]证实在胃癌组织和胃癌细胞系

中miR-141表达下降, 并且过表达的miR-141可
明显抑制胃癌细胞系MGC-803的生长. Shinoza-
ki等[35]最近报道在手术切除的胃癌组织中, miR-
200a和miR-200b表达水平下调, 同时证实了EB
病毒相关胃癌组织中miR-200a和miR-200b含量

下降. 王驰等[36]也报道miR-200b对胃癌细胞系

MGC-803的生长有调节作用, 提高miR-200b含提高miR-200b含高miR-200b含
量可抑制其生长, 他们还认为这种抑制作用可

能与Bcl-2蛋白表达减少有关. 
4.3 胰腺癌 Li等[37]报道, 在大部分胰腺癌细胞系

中, 检测到了miR-200a和miR-200b基因甲基化

减少以及二者的过度表达, SIP1基因启动子甲基

化导致的表达下调, 同时伴随有E-cadherin的表

达下调. 
4.4 肝胆管癌 Meng等[38]报道, 在胆管癌细胞系

中, miR-21、miR-200b、miR-141过度表达, 并
发现抑制miR-200b、miR-21可提高癌细胞对、miR-21可提高癌细胞对miR-21可提高癌细胞对

化疗药吉西他滨的敏感性. 而降低miR-141的降低miR-141的低miR-141的
表达可抑制肿瘤细胞的增殖. 经吉西他滨处理

的肿瘤细胞, miR-200b、miR-21在体内外试验、miR-21在体内外试验miR-21在体内外试验

中均有明显升高 ,  然而在裸鼠移植瘤模型上 , 
miR-141表达减少. 
4.5 直肠结肠癌 Bandrés等[39]证实miR-200a、
miR-200b、miR-200c在结直肠癌细胞系中表达

上升, Rossi等[40]报道在结直肠癌细胞系中, 5-氟
尿嘧啶(5-Fu)处理后可使miR-200b含量下调, 而
miR-141表达上升, 同时miR-200b可使c-Abl, Src
和Ras等癌基因失活. 

5  miR-200家族与临床的联系

5.1 肿瘤的侵袭与转移 多个实验室的体内外试

验均证实, miR-200家族的高表达可降低多种肿

瘤初期的增殖, 侵袭和转移能力[15,16,19,26]. 然而

Dykxhoorn等[41]也报道了在裸鼠移植瘤模型中, 

高表达miR-200家族成员的鼠乳腺癌细胞, 拥
有更强的肺转移和成瘤能力, 同时此类细胞中

E-cadherin高表达. 说明至少在某些类型的肿瘤

细胞中, miR-200家族可能促进其远端转移. 
5.2 肿瘤的诊断 Li等[37]报道, 与健康人相比, 胰
腺癌患者血清中的miR-200a和miR-200b含量显

著升高, 提示了miR-200家族在某些肿瘤诊断中

的潜在价值, 为其早期诊断提供了线索. 
5.3 肿瘤的治疗 Cochrane等[26]报道, 在低分化子

宫内膜癌, 卵巢癌, 乳腺癌细胞系中, miR-200c
可通过抑制β-微管蛋白Ⅲ(class III beta-tubulin 
TUBB3)基因的表达提高作用于细胞微管系统

化疗药的敏感性, 如紫杉醇, 长春新碱等. 陈勇

等[42]证实了miR-200c可逆转胃癌细胞系对顺铂

的耐药性. Adam等[19]也报道在膀胱癌细胞系中, 
miR-200家族成员可通过抑制ERRFI-1/Mig-6基因

表达提高瘤细胞对以表皮生长因子受体(EGFR)
为靶点的治疗的敏感性 .  以上研究均揭示了

miR-200家族成员在肿瘤治疗中的应用价值(图1). 

6  结论

miR-200家族对上皮来源肿瘤, 尤其是对消化系肿系肿肿

瘤的细胞表型、增殖、侵袭、转移有着重要的调

节作用, 同时对其诊断与治疗也有着重要价值. 然
而, miR-200家族成员在不同组织中的表达水平和

作用有所不同, 未来除了进一步研究各成员在不

同癌组织和肿瘤不同阶段中的作用外, 还要继续

寻找其潜在靶点, 为消化系肿瘤的联合治疗、基系肿瘤的联合治疗、基肿瘤的联合治疗、基、基基

因治疗、靶向治疗提供更多的依据和指导.、靶向治疗提供更多的依据和指导.靶向治疗提供更多的依据和指导. 
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■同行评价
miR-200家族在
上皮来源肿瘤, 尤
其是对消化系肿系肿肿
瘤的细胞表型, 增
殖、侵袭、转移、侵袭、转移侵袭、转移、转移转移
有着重要的调节
的 作 用 ,  同 时 对
其诊断与治疗也
有 着 重 要 价 值 . 
该文综述了近年
miR-200与肿瘤发
生机制的研究进
展, 为治疗提供了
新的靶点.

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

WJG 成功通过评审被 PMC 收录

本刊讯 PubMed Central(PMC)是由美国国家医学图书馆(NLM)下属国家生物技术信息中心(NCBI)创立的开放

存取(Open Access)的生物医学和生命科学全文数据库. 此数据库只收录采取国际同行评审制度评议的期刊, 并

对收录期刊有较高的科学、编辑及数据文件质量要求.

截至目前, 我国只有两本期刊被PMC收录.《浙江大学学报B》(英文版)(Journal of Zhejiang University 
Science B )是我国第一本通过PMC评审并于2006-03-15被收录的期刊.《世界胃肠病学杂志》(英文版)(World 
Journal of Gastroenterology , WJG )第二本通过PMC评审并于2009-03-26被收录, 全文免费向公众开放, 见: http://

www.pubmedcentral.nih.gov/tocrender.fcgi?journal=818&action=archive (WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-03-26)



www.wjgnet.com

■背景资料
研 究 表 明 ,  纳 米
技术在磁共振成
像、细胞内高温
热疗等方面都具
有独特的优势. 但
是, 由于纳米粒子
本身没有与肿瘤
细胞特异性结合
的靶向性特点, 单
纯的纳米粒子难
以在肿瘤细胞内
集聚, 因而在肿瘤
组织内就难以发
挥纳米粒子的生
物学作用.
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Abstract  
AIM: To investigate the targeted distribution 
of photosensitizer-manoparticle conjugates in 
transplanted VX-2 liver tumors in rabbits.

METHODS: Forty healthy New Zealand rab-
bits were randomly divided into four groups: 

normal control group, photosensitizer group, 
nanoparticle group, and conjugate group. A rab-
bit model of transplanted VX-2 liver tumor was 
created. On days 16, 18 and 20 after model cre-
ation, the animals in each group were injected 
with saline, photosensitizer, nanoparticles and 
conjugate solution via the ear vein, respectively. 
On day 22, animals were sacrificed to observe 
the growth of tumors and examine pathological 
changes in liver tissue by Prussian blue staining, 
transmission electron microscopy and atomic 
absorption spectroscopy.

RESULTS: Prussian blue staining showed that 
there were plenty of iron particles stained blue 
inside cancer cells in the conjugate group, which 
were much more than those in other groups. 
There were few iron particles inside normal liver 
cells. Transmission electron microscopy revealed 
that there were large quantity of black small par-
ticles inside the lysosomes, endoplasmic reticu-
lum, mitochondria and nucleus of cancer cells 
in the conjugate group, which were much more 
than those in other groups. There were only few 
black small particles inside normal liver cells.

CONCLUSION: Photosensitizer-nanoparticle 
conjugates have cancer-targeted effect and could 
help nanoparticles enter into transplanted VX-2 
liver tumor cells.

Key Words: Nanoparticles; Photosensitizer; Trans-
planted VX-2 liver tumor; Conjugate

Ge HY, Chang ZL, Li SP, Liu YH, Gong J. Targeted 
distribution of photosensitizer-manoparticle conjugates in 
transplanted VX-2 liver tumors in rabbits. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 3064-3069

摘要  

目的: 研究光敏剂-磁性纳米粒子螯合物促进
磁性纳米粒子在VX2肝转移癌细胞内的靶向
性分布.

方法: 取健康新西兰大白兔40只 ,  体质量

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
南大学
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■研发前沿
光敏剂可以与磁
性纳米粒子结合
形成螯合剂, 并且
这种光敏剂-磁性
纳米粒子螯合剂
可以进入培养的
结肠癌细胞中.

2.5-3.0 k g. 建立VX2肝转移癌模型, 随机分
成空白对照组、光敏剂组、磁性纳米粒子组
和光敏剂-磁性纳米粒子螯合物组, 在成瘤后的
第16、18和20 d, 经兔耳缘静脉分别注射生理
盐水、光敏剂、磁性纳米粒子和螯合物. 于第
22 d处死试验兔, 剖腹观察肿瘤生长情况, 取正
常肝组织和癌结节, 作普鲁氏蓝铁染色、透射
�镜检查和原子光谱吸收半定量检测.

结果: (1)普鲁氏蓝染色后, 在螯合剂组癌结节
内见到大量蓝染铁颗粒, 明显多于其他各组, 
而肝细胞内少见蓝染铁颗粒; (2)�镜检查, 螯
合剂组癌细胞内有大量散在的黑色细小颗粒, 
主要分布在溶酶体、内质网、线粒体和细胞
核内; 而肝细胞内只有少量黑色细小颗粒; (3)
原子光谱吸收半定量检测显示, 在癌结节内, 
螯合剂组铁含量(9.09 mg/L)明显高于空白对
照组、光敏剂组和磁性纳米粒子组(P <0.01), 
癌组织内铁含量也明显高于正常肝组织的铁
含量(P <0.01).

结论: 光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂能够促进
磁性纳米粒子在肝转移癌结节内的聚集.

关键词: 磁性纳米粒子; 光敏剂; VX2肝转移癌; 螯合剂
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0  引言

肝转移癌是影响结直肠癌手术预后的主要因素

之一, 大约50%-70%的患者在根治性手术后会发

生异时性肝转移, 死亡患者中有70%-90%存在肝

转移癌. 由于肝转移癌具有多发性、弥漫性分布

的特点, 使得对肝转移癌的早期诊断和治疗都缺

乏有效的方法[1]. 近年来纳米技术的深入发展使

人们看到了诊断、治疗肝转移癌的希望[2]. 一些

研究表明, 纳米技术在磁共振成像、细胞内高温

热疗等方面都具有独特的优势[3,4]. 但是, 由于纳

米粒子本身没有与肿瘤细胞特异性结合的靶向

性特点, 单纯的纳米粒子难以在肿瘤细胞内集

聚, 因而在肿瘤组织内就难以发挥纳米粒子的生

物学作用. 我们先期的研究表明, 光敏剂可以与

磁性纳米粒子结合形成螯合剂, 并且这种光敏

剂-磁性纳米粒子螯合剂可以进入培养的结肠癌

细胞中. 因此, 本研究通过兔VX-2肝移植瘤模型, 
观察光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂是否能够促进

磁性纳米粒子在肝移植瘤细胞内的聚集. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级新西兰大白兔, 雌雄各半, 
40只, 体质量2.0-2.5 kg, 同济大学实验动物中心

以及同济大学附属同济医院动物实验中心提供

并饲养, 许可证号: SYXK(沪)2007-0031, 实验动

物生产许可证号: SCXK(沪)2004-0007. Vx2鳞癌

细胞新西兰大白兔: 由上海中医药大学附属普

陀区中心医院放射科李铭、李淼医师惠赠. 光敏

剂: 主要成分为血卟啉单甲醚(HMME)(10 g/L), 避
光, -20 ℃保存, 由上海第二军医大学红绿光研

究所提供. 磁性纳米粒子: 主要成分为葡聚糖4
万色包被Fe3O4粒子, 铁离子含量为1.32 mol/L, 
水合粒径50 nm, 多分散系数PDI = 0.197, 型号

061010磁粒, 由上海交通大学纳米材料研究所

古晨宏教授惠赠. 显微镜及成像系统: LEICA 
DM IRB显微镜, 徕卡仪器有限公司产品. 透射电

镜: CM120 Philips 公司产品. 原子吸收光谱仪: 
安捷伦科技上海有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 光敏剂-纳米磁性螯合剂溶液的制备: 取光

敏剂10 μL, 纳米磁性粒子150 μL, 0.9%NaCL溶
液10 mL. 等比值取光敏剂溶液、纳米磁性粒子

溶液、0.9%NaCL溶液, 避光的条件下混匀, 并在

37 ℃下水浴30 min, 分装为10 mL一管. 避光, 4 ℃
保存. 
1.2.2 兔Vx2肝转移癌模型的建立: 取新西兰大

白兔, 体质量2.0-2.5 kg. 取3％戊巴比妥钠溶液

1.0 mL/kg, 沿耳缘静脉缓慢推注, 麻醉完全后取

仰卧位, 以剑突为中心备皮, 直径约10 cm. 常规

消毒. 在剑突下行纵行切口, 长约3 cm, 进腹后显

露肝左中央叶, 用组织钳从膈面斜型穿刺肝组

织, 长约1 cm左右, 注意切忌穿透肝脏组织脏面. 
将预先从荷瘤种兔取下的新鲜瘤组织块(1 mm×

1 mm×1 mm)2-3块塞入窦道中, 用纱布压迫窦

道口处3-5 min, 再用明胶海棉覆盖表面, 防止种

植的肿瘤组织块脱落, 逐层关腹. 待实验兔苏醒

后送返动物房, 禁食12 h. 术后于后肢肌注1 mL
硫酸庆大霉素,每天1次, 连用3 d. 
1.2.3 实验分组及处理: 取40只VX2荷瘤兔, 雌雄

各半, 随机分为4组: 空白对照组、光敏剂组、

磁性纳米粒子组(粒子组)和光敏剂-磁性纳米粒

子螯合剂组(螯合剂组). 成瘤后每天观察体温、

心率等生命体征变化及体质量等一般情况, 于
第16、18、20 d经耳缘静脉分别注射生理盐水

(1 mL/kg), 光敏剂[1 μL/(mL·kg)]、磁性纳米粒

子[15 μL/(mL·kg)]和螯合剂[2 μL/(mL·kg)], 于第



www.wjgnet.com

3066               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年10月18日  第19卷  第29期

22 d处死荷瘤兔, 剖腹观察肿瘤生长情况, 并取

每组的癌结节和正常肝组织, 分别作普鲁氏铁

染色、透射电镜观察以及原子光谱吸收仪检测.  
统计学处理  采用SPSS13.0统计学软件对所

得结果进行统计学分析, 实验数据用mean±SD
表示, P >0.05被认为差异无统计学意义, P <0.05
被认为差异有统计学意义, P <0.01被认为差异有

显著统计学意义. 

2  结果

2.1 应用原子吸收光谱分析样本中铁离子含量 
为了客观地验证在不同组别的肝转移癌结节内

铁离子的多寡, 实验中采用原子吸收光谱分析

技术分析样本中铁离子的含量. 根据对标准浓

度的测定结果绘制工作曲线, 并计算出相应的

函数关系公式(图1). 在铁离子浓度(mg/L)为2.0, 
4.0, 6.0, 8.0, 10.0时, 对应的吸光度(A )分别为

0.121, 0.180, 0.269, 0.339, 0.460. 
螯合剂组的铁离子相对含量最高, 达到9.09 

mg/L, 明显高于纳米粒子组、光敏剂组和空白

对照组, 均有非常显著的统计学意义(P <0.01). 
纳米粒子组也高于光敏剂组和空白组(P <0.05). 
光敏剂组和空白组比较, 无统计学意义(表1).  

上述结果表明, 通过将磁性纳米粒子与光敏

剂螯合的方式, 能够促进磁性纳米粒子进入肿

瘤细胞. 单纯的磁性纳米粒子只有极少量能够

进入肿瘤细胞内, 但是明显少于螯合剂组, 这也入肿瘤细胞内, 但是明显少于螯合剂组, 这也肿瘤细胞内, 但是明显少于螯合剂组, 这也

从另一个侧面验证了螯合剂携带铁的能力. 光
敏剂因为本身不含铁离子, 所以和空白组对比

没有统计学意义. 正常肝组织由于血供丰富, 肝
窦内富含枯否氏细胞, 对纳米粒子等颗粒物质

具有非特异性吞噬功能, 并且肝细胞和肝窦内

的红细胞本身也含有微量的铁离子, 因而在各

个组别的正常肝组织内也能测出铁离子含量, 
但是没有显著性差异(P >0.05). 

2.2 HE染色, 光镜下观察癌结节形态 癌组织表

现为细胞排列紊乱, 失去正常的排列结构、层

次或极向, 大量的癌细胞成团状或巢状, 细胞较

正常大, 细胞核增大、深染, 有病理性核分裂象.象.. 
证实实验中肝组织中增生的结节为癌组织. 
2.3 普鲁士蓝染色, 光镜下观察标本中含铁离子

的分布 在普鲁士蓝染色切片中, 空白对照组: 无
论是肿瘤组织还是正常肝组织, 在其切片中均

未发现蓝染颗粒; 螯合剂组可见到在中性红染

色的背景下, 大量散在或片状分布的蓝色颗粒

(图2A); 光敏剂组的肿瘤组织中几乎未见到蓝

染颗粒(图2B); 纳米粒子组的肿瘤组织内偶见到

少许的蓝色颗粒(图2C). 从这些图片对比可以看

出, 螯合剂组的肿瘤组织内铁离子的含量最多, 
纳米粒子组与光敏剂组的肿瘤组织内铁离子的

含量极少, 提示螯合剂可以促进更多的磁性纳

米粒子进入肿瘤细胞内. 
2.4 �镜下观察纳米粒子在癌细胞内的分布 在
透射电镜下, 癌细胞的大小和形态很不一致, 尤
其是癌细胞核的体积增大, 核浆比例较正常的

增大, 核的大小、形状和染色不一, 核染色质深, 
呈粗颗粒状, 分布不均, 常堆积在核膜下, 使核

膜显得增厚, 常有病理性核分裂象.象.. 
螯合剂组的电镜图像显示, 核内可以清晰地

看到大量散在的黑色细小点状颗粒, 为高电子

密度影, 在胞核周围也可见到散在的黑色颗粒, 
部分颗粒为溶酶体所吞噬. 而在组织间隙内未

见到类似颗粒(图3A). 
光敏剂组可见到胞核较大, 形状变异. 在胞

质内见到溶酶体、内质网、核糖体等细胞器, 
未见到黑色细小点状颗粒(图3B). 纳米粒子组在

肿瘤细胞核内可见极少量的铁颗粒(图3C). 空白

对照组除见到成片的肿瘤细胞, 胞核大小各异, 
在胞核与胞质内均未见到黑色点状颗粒. 

3  讨论

近年来 ,  纳米技术在肿瘤研究领域的应用越

来越引起关注[2-4]. 其中磁性纳米材料(Fe3O4、

0.5
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图� �� ������������������  1  ������������������原子吸收光谱测定铁粒子含量的标准曲线

表  1  各组标本铁相对浓度的比较 (n = 40, mg/L, mean±SD)

         分组     肿瘤      肝脏 

螯合剂组 9.09±2.31 4.43±1.10

纳米粒子组 4.97±1.53 4.53±1.11

光敏剂组 3.45±0.61 4.82±1.94

空白对照组 3.30±0.26 4.10±0.70

■相关报道
光燕翔等以纳米
沉淀法制备光敏
感纳米微球,将负
载52盐酸乙酰氨
基丙酸 (52ALA)
的光敏感纳米微
球对膀胱癌进行
光动力学治疗, 结
果显示光敏感纳
米微球可以显著
提高光动力学杀
伤效应.
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γ-Fe2O3)作为一类新材料, 由于其独特的理化性

质, 如量子尺寸效应、小尺寸效应、表面与界

面效应和宏观量子隧道效应等, 使其在肿瘤诊

断、治疗的研究中受到广泛重视. 别彩群等[5]成

功制备了抗肝癌单链抗体二聚体高分子免疫纳

米颗粒, 初步研究证明对肝癌细胞增殖具有抑

制作用. 纳米级Fe3O4粒子作为磁共振造影剂在

临床上已经得到应用. 但是, 存在的难题是磁性

纳米粒子缺乏靶向性, 它不能特异性地在肿瘤

细胞或肿瘤组织内形成浓聚区, 因而影响了其

生物学效能的发挥. 
光动力疗法(Photodynamic therapy, PDT)是

近年来正在快速发展中的肿瘤治疗新方法, 已
广泛应用于皮肤表面、口咽部、食管、膀胱等

体表或脏腔表面的各种癌前病变、早期肿瘤、

癌性梗阻的治疗 ,  并且都具有较肯定的疗效 . 

PDT的重要特性之一是光敏剂能够选择性地与地与与

肿瘤细胞结合, 肿瘤细胞内光敏剂的浓度明显

高于周围正常组织, 并且只有被相同波长的激

光照射后才能产生光化学反应, 从而进行光动

力诊断和光动力治疗[6,7]. 
近年来以纳米粒子作为载体, 与光敏剂或

其他药物相结合的技术逐渐引起研究者们的关他药物相结合的技术逐渐引起研究者们的关药物相结合的技术逐渐引起研究者们的关

注. 燕翔等[8]以纳米沉淀法制备光敏感纳米微球,
将负载52盐酸乙酰氨基丙酸(52aminolevulinic 
acid, 52ALA)的光敏感纳米微球对膀胱癌进行

光动力学治疗, 结果显示光敏感纳米微球可以

显著提高光动力学杀伤效应. Ma[9]等报道, 利用

褐藻酸纳米微球吸附磁性三氧化二铁制成纳米

药物SPIO2藻酸盐, 高达90%的SPIO2藻酸盐能

迅速到达肝脏及脾脏. Zhang等[10]通过合成“己

内酯2聚乙二醇2丙交酯聚合物(PCLLA2PEG2P-

C

B

A

图� �� �������������������������  2  �������������������������光镜下观察标本中含铁离子的分布(普鲁士蓝染色).� 
A: 螯合剂组光镜照片, 在肿瘤组织中可见大量蓝染颗粒; B: 

光敏剂组光镜照片, 极少见到蓝染颗粒; C:纳米粒子组光镜

照片, 极少见到蓝染颗粒.

C

B

A

图� �� �������������������  3  �������������������电镜下观察纳米粒子在癌细胞内的分布.� A: 螯合剂组

电镜照片(×6500), 箭头所指处为肿瘤细胞内的细小点状颗

粒物质; B: 光敏剂组电镜照片, 未见黑色细小点状颗粒聚集; 

C: 磁性纳米粒子组电镜照片, 未见黑色细小点状颗粒聚集.

■创新盘点
本研究通过普鲁
士铁染色、透射
�镜和原子吸收
光谱仪分析, 从三
个不同角度都证
明光敏剂-磁性纳
米粒子螯合剂具
有促进磁性纳米
粒子进入肿瘤细
胞的能力..
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CLLA)”, 并且包埋羟基喜素碱成纳米微球, 通
过动物实验显示具有较好的靶向性抗肿瘤效果. 
这些研究从不同侧面阐明了纳米修饰技术在光

动力学治疗中的美好前景. 我们在本实验中通

过对肝转移癌组织的普鲁士蓝铁染色和原子吸

收光谱分析技术, 进一步观察了光敏剂-磁性纳

米粒子螯合剂在肝转移癌内的实际分布和含量, 
为光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂在肿瘤组织内的

靶向性研究提供实验依据. 
普鲁士蓝中性红复染是广泛用来检测组织

中铁颗粒的一项技术, 丁军等[11]应用普鲁氏蓝

染色结果证实在小鼠尾静脉注射葡聚糖超顺磁

性氧化铁纳米颗粒(MSPIO)后, 在小鼠肝脏、

脾脏、肾脏等多个脏器的网状内皮系统内均有

MSPIO分布. 郑爱萍等[12]应用普鲁士蓝染色法

观察皮肤创缘组织中的含铁血黄素巨噬细胞数

量变化, 认为这是一种简便易行、经济实用的

推断损伤时间的病理形态学方法. 本实验结果

显示, 在肝转移癌结节内, 单纯磁性纳米粒子组

可见到少量的蓝染颗粒, 空白组和光敏剂组则

极少见到蓝染颗粒, 两组之间没有显著差异, 这
是因为空白组和光敏剂组的试剂本身不含铁粒

子, 所以在相应的组织内不显示蓝染颗粒. 而单

纯磁性纳米粒子组的癌结节内少见蓝染颗粒, 
提示该组的肿瘤组织内也极少含铁粒子, 其原

因可能与磁性纳米粒子缺乏肿瘤细胞的靶向性

导入, 因而难以有更多的磁性纳米粒子进入癌

组织. 螯合剂组的癌结节内蓝染颗粒明显多于

光敏剂组、纳米粒子组和空白对照组, 说明螯

合剂组的癌结节内比其他各组有更多的含铁粒他各组有更多的含铁粒各组有更多的含铁粒

子. 结合其他几组的资料, 可以认为这一结果是

由于磁性纳米粒子与光敏剂形成螯合剂而获得

的, 证明光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂具有促进

磁性纳米粒子进入肿瘤细胞的能力. 
透射电镜观察的资料显示, 螯合剂组的癌细

胞内含有大量的细小黑色铁颗粒, 为高电子密

度影, 主要分布在细胞核、溶酶体、内质网以

及线粒体. 而在光敏剂组、纳米粒子组和空白

对照组的电镜照片中, 都很少见到类似高电子

密度影的细小黑色颗粒物质. 透射电镜的检查

结果从另外一个侧面验证了螯合剂组的癌细胞

内铁颗粒的存在. 
原子吸收光谱法(AAS)是利用气态原子可

以吸收一定波长的光辐射, 使原子中外层的电

子从基态跃迁到激发态的现象而建立的. 由于

原子吸收光谱法具有检出限低、准确度高、选

择性好、分析速度快等优点, 目前已成为无机

元素定量分析应用最广泛的一种分析方法, 适
用于样品中微量及痕量组分的分析[13,14]. 丁军等[11]

采用原子吸收分光光度法检测小鼠尾静脉注射

超顺磁性氧化铁纳米颗粒(MSPIO)后铁在小鼠

体内各脏器中分布的时间量化关系. 张宏征等[15]

以原子吸收光谱分析法检测小鼠肾脏内顺铂含

量, 病理切片普鲁士蓝铁染色和扫描电镜检查

显示含氧化铁的纳米粒分布于肾脏毛细血管管

腔、内皮细胞等部位, 验证了具有超顺磁性的

CDDP-MNP在体外磁场作用下能实现体内靶向

性分布. 本实验中采用的技术方法与上述文献

报道基本一致, 通过对不同组别样本原子吸收

光谱的测定, 进一步验证了通过普鲁士蓝中性

红复染技术观察到的癌结节内的蓝染颗粒和透

射电镜显示的细小黑色颗粒为铁粒子, 并且提

示螯合剂组的癌结节内铁粒子含量明显高于其

他各组以及正常肝组织. 
本研究通过普鲁士铁染色、透射电镜和原

子吸收光谱仪分析, 从三个不同角度都验证了

光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂组肝转移癌结节内

的铁粒子含量明显高于光敏剂组、磁性纳米粒

子组, 而且也高于正常肝细胞内的铁粒子含量, 
证明光敏剂-磁性纳米粒子螯合剂具有促进磁性

纳米粒子进入肿瘤细胞的能力. 这一研究成果

将为应用光纳米技术诊断或治疗肝转移癌打下

重要的实验基础. 
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去唾液酸糖蛋白受体抗体阳性的Ⅰ型自身免疫性肝炎生
物学性状及其意义
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特异性, 是AIH自
身免疫应答中重
要的靶抗原, 与自
身免疫性肝炎的
发生、活动、严
重程度及进展密
切相关.  
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Abstract
AIM: To investigate the differences in clinical, 
biochemical, immunoserologic, genetic, histolog-
ical features and response to treatment between 
patients with type 1 autoimmune hepatitis (AIH-
Ⅰ) who were positive for autoantibodies to 
asialoglycoprotein receptor (ASGPR) and those 
negative for anti-ASGPR. 

METHODS: A total of 79 patients with AIH-Ⅰ 
were screened for the presence of anti-ASGPR 
by ELISA and were divided into anti-ASGPR-
positive group and anti-ASGPR-negative group.

RESULTS: There were 59 patients in the anti-
ASGPR-positive group and 20 patients in the 
anti-ASGPR-positive group. No significant 
differences were found between anti-ASGPR-
positive and-negative patients in age, gender, 

alanine transaminase (ALT) activity, aspar-
tate aminotransferase (AST) activity, alkaline 
phosphatase (ALP) activity, gamma glutanmic 
transpeptidase (γ-GT) activity, antinuclear 
autoantibodies (ANA), smooth muscle auto-
antibodies (SMA), DR3, and DR4. The levels 
of immunoglobulin G, C3, histological inflam-
matory activity and fibrosis, and response to 
treatment differed significantly between the 
two groups.

CONCLUSION: The presence of anti-ASGPR is 
correlated, to a certain extent, with inflamma-
tory activity, pathological changes, and response 
to treatment in patients with AIH-Ⅰ.

Key Words: Type 1 autoimmune hepatitis; Autoanti-
bodies to asialoglycoprotein receptor; Clinicopatho-
logical features  

Wu HJ, Xu Y. Biological significance of autoantibodies 
to asialoglycoprotein receptor in patients with type 1 
autoimmune hepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(29): 3070-3074

摘要

目的: 探讨去唾液酸糖蛋白受体抗体(Au to-
antibodies to asialoglycoprotein receptor, anti-
A S G P R)阳性和阴性Ⅰ型自身免疫性肝炎
(type Iauto-immune hepatitis AIH-Ⅰ)在临床、

生化、免疫学、遗传学、组织学特点及其治
疗应答反应的差异.

方法: 应用酶联免疫分析法(ELISA)检测79例
确诊的AIH-Ⅰ患者血清中anti-ASGPR, 将其
分为anti-ASGPR阳性组及阴性组.

结果: 患者中an t i-ASGPR阳性的百分比为
75%, 阳性患者(n = 59)中, 男性(n = 7), 女性
(n  = 52), 平均年龄(49.1±8.6)岁; 阴性患者(n 
= 20)中, 男性(n = 2), 女性(n = 18), 平均年龄
(47.1±7.9)岁, 阳性患者与阴性患者在年龄、

性别、ALT、AST、ALP、GGT、ANA、

SMA、DR3、DR4比较差异无统计学意义, 
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而在IgG、补体C3水平, 组织学炎症活动及
纤维化程度、治疗应答方面有统计学意义
(P <0.05).

结论: anti-ASGPR与AIH-Ⅰ患者炎症活动及
病理改变存在一致性, 且其对治疗应答有一定
的提示.

关键词: Ⅰ型自身免疫性肝炎; 抗去唾液酸糖蛋白

受体抗体; 临床病理特点
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是一

种与自身免疫有关的肝脏疾病, 但目前对其病

因和发病机制尚不十分清楚. 基于自身抗体谱

特点, 可将其分为Ⅰ型和Ⅱ型两种亚型, 其中Ⅰ

型最为常见, 但其自身抗体多不具有特异性. 近
年来研究发现, 去唾液酸糖蛋白受体抗体具有

特异性, 而有关该抗体阳性的Ⅰ型自身免疫肝

炎的生物学特点报道甚少. 本研究对去唾液酸

糖蛋白受体抗体阳性及阴性的Ⅰ型自身免疫性

肝炎患者的临床、生化、免疫、病理特点及治

疗应答进行了系列分析, 以对其诊治提高认识. 

1  材料和方法

1.1 材料 2010-07/2011-08郑州大学一附院住院

及门诊确诊的AIH-Ⅰ患者(n  = 79), 女性(n  = 70, 
89%), 平均年龄(48±9)岁; 男性(n  = 9, 12%), 平
均年龄(49±6)岁. 收集其资料. 所有患者均排除

病毒性肝炎、药物性肝炎、遗传代谢性肝病、

酒精性及非酒精性脂肪性肝病. AIH的诊断参照

2002年美国肝病学会(AASLD)制定的AIH诊疗

指南[1], 总分在治疗前>15分为确诊, 10-15分可

能诊断, 治疗后>17分为确诊, 12-17分可能诊断. 
1.2 方法 
1.2.1 ELISA检测anti-ASGPR: 采用ELISA法检查

患者的血清去唾液酸糖蛋白受体抗体, 试剂盒

由CUSABIO公司生产, 操作步骤严格安试剂盒

说明书. 
1.2.2 肝脏组织学检查: B超引导下经皮肝穿取

1.5-2 cm肝组织, 置40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包

埋, 制成厚度约为3-4 μm的切片, 常规HE染色, 
用于组织定位. 免疫组化染色所有的单克隆抗

体CD138、CD38由中杉金桥公司生产, 依照试

剂盒说明按 Envision二步法进行. 显微镜下观察

免疫组化染色后阳性细胞分布, 每张切片取10
个汇管区及肝小叶, 于400倍视野下计算平均阳

性细胞数. 
1.2.3 治疗: 参照2002年美国肝病学会(AASLD)
制定的AIH诊疗指南[1].
1.2.4 治疗应答评估方法: 参考国际自身免疫性

肝炎小组(IAIHG)推荐的治疗应答标准进行评估. 
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 计

数资料以例数或百分率进行描述, 应用SPSS17.0
对计量资料进行t检验, 计数资料进行χ2检验、

Yates校正χ2检验、Fisher确切概率法、秩和检

验、率等统计处理. 

2  结果

2.1 临床特征 AIH-Ⅰ以中年女性患者为主, anti-
ASGPR阳性与阴性组在年龄、性别、临床症状

及体征比较方面无明显差异(P <0.05, 表1).
2.2 生化、免疫及遗传学 anti-ASGPR阳性及阴

性组患者均有不同程度的肝功能损伤, 但肝功

损伤程度无明显差异, anti-ASGPR阳性AIH-Ⅰ
患者具有显著异常的球蛋白IgG、补体C3, 与
anti-ASGPR阴性组有明显差异(P <0.05); 两组间

在ANA、SMA阳性率及DR3、DR4检出率方面

无明显差异(P >0.05, 表2).
2.3 病理 anti-ASGPR阳性组中, 有81%的患者

出现界面性肝炎(图1A), 20%出现玫瑰花结样

改变(图1B),  27%肝硬化; anti-ASGPR阴性组

中, 有45%的患者出现界面行肝炎, 10%出现

玫瑰花结样改变, 20%肝硬化; ant i-ASGPR阳

性组较阴性组有高频率的界面性肝炎及更明

显的CD138浆细胞和CD38细胞(图1C, D)浸润

(P <0.05). 两组炎症活动分级情况有统计学差

异(P <0.05),  anti-ASGPR阳性组炎症重度明显

高于anti-ASGPR阴性(54% vs  10%). 纤维化情

况两组比较无差异(P >0.05), 但anti-ASGPR阳

性组早期肝硬化及重度纤维化比率明显高于阴

性组(48% vs  25%, 表3). 
2.4 治疗应答 anti-ASGPR阳性组55例患者接受

治疗, 第1年随访观察期间, 缓解27例(49%), anti-
ASGPR阴性组18例接受治疗, 缓解14例(78%), 
anti-ASGPR阳性组较阴性组缓解率低(P <0.05). 

3  讨论

AIH以高球蛋白血症, 自身抗体阳性, 组织学存

■相关报道
去唾液酸糖蛋白
受体抗体与AIH-
Ⅰ患者炎症活动
及病理改变存在
一致性, 且其对治
疗应答有一定的
提示, 有助于提高
对AIH-Ⅰ患者的
临床诊治认识.
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在界面炎和汇管区浆细胞浸润, 以及免疫抑制

剂治疗有效为主要特点. 根据血清自身抗体类

型的不同可将其分为2型[2]. 其中, I型抗核抗体

(ANA)和(或)抗平滑肌抗体(SMA)阳性; Ⅱ型

抗肝肾微粒体抗体1阳性(LKM-1), 但这些抗体

本身的测定无法监测该疾病的活动规律, 也不

具备预测治疗应答的能力[3]. 因此，寻找具有

预测意义的血清标志物对监测疾病活动、预

测疗效、建立个体化治疗方案以及指导撤药

时机都具有重要意义. ASGPR是仅存在于肝细

胞肝窦面细胞膜上的一类跨膜蛋白, 可参与含

半乳糖末端的唾液酸糖蛋白的结合和内化, 具

有肝组织特异性 [4], 显然该抗原是AIH自身免

疫应答中重要的靶抗原. 目前认为唾液酸糖蛋

白受体是Ⅰ型AIH主要的候选自身抗原型AIH主要的候选自身抗原AIH主要的候选自身抗原 [5], 与
自身免疫性肝炎的发生、活动、严重程度及

进展密切相关[6-8]. 
本研究中的AIH-Ⅰ患者多为女性, 高发年

龄为40-60岁; 而在白种人群中, Ⅰ型发病率的年型发病率的年发病率的年

龄呈现两个高峰, 分别为10-25岁, 45-70岁. 本研

究年龄分布特点与邱德凯等研究一致, 推测这

种差别可能与种族间不同遗传背景有关[9]. 性别

及年龄在anti-ASGPR阳性组及阴性组患者中无

明显差别, 临床上两组患者均可出现乏力、食

表  1  AIH-Ⅰ临床特征

     Anti-ASGPRAb(+)

(n  = 59)(%)

Anti-ASGPRAb(-)

(n  = 20)(%)
t /χ2值 P 值

年龄 49.1±8.6 47.1±7.9 0.899 0.371

性别(男/女) 8/51 1/19 0.402 0.526

症状

疲劳 50(85) 16(80) 0.021 0.884

食欲减退 48(68) 13(65) 2.271 0.132

腹部不适 40(68) 10(50) 2.036 0.154

低热 21(36) 6(30) 0.208 0.649

体征

  肝掌、蜘蛛痣 36(61) 8(40) 2.674 0.102  

  脾大 28(48) 7(35) 0.939 0.332

  黄疸 6(10) 1(5) 0.061 0.804

  腹水 12(20) 3(15) 0.039 0.844

无症状 8(14) 4(20) 0.111 0.739

表  2  AIH-Ⅰ生化、遗传及遗传学特性

     Anti-ASGPRAb(+)

(n  = 59)(%)

Anti-ASGPRAb(-)

(n  = 20)(%)

t /χ2值 P 值

生化   

ALT(U/L)   326.3±153.0   308.8±139.7      0.451 0.653

 AST(U/L)   324.1±150.8   298.1±151.9      0.660 0.514

 ALP(U/L)   213.8±106.0 182.5±93.8      1.172 0.245

 r-GT(U/L)   211.7±108.9 179.3±97.3      1.179 0.242

 白蛋白(g/L) 37.2±6.0 41.6±5.9    -2.773 0.070

免疫学

r-球蛋白(g/L) 35.0±7.8 26.5±4.5      4.622 0.000

  IgG(mg/L) 33.7±7.0 25.7±5.3      4.675 0.000

  C3(mg/L)   0.4±0.3   0.6±0.2    -2.305 0.002

  ANA 阳性  54(92)   17(85)      0.166 0.684 

SMA 阳性  13(22)    2(10)      0.733 0.392

遗传学

  DR3 3(5) 1(5)      0.000 1.000

  DR4 21(36) 11(55)      1.599 0.206

■应用要点
本文对我国AIH-
Ⅰ患者进行了去
唾液酸糖蛋白受
体抗体检测, 并研
究了其临床意义, 
对于判断AIH-Ⅰ
患者炎症活动有
一定作用.
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欲减退、腹部不适、低热、肝掌、蜘蛛痣、脾

大、腹水等多样化特征, 与一般慢性肝病如慢

性乙型肝炎无明显差别, 且两组之间也无明显

差异. 
anti-ASGPR阳性组与阴性组相比, 血清中

存在更高的γ-球蛋白、IgG, 补体C3水平较低, 
而血清ANA、SMA无明显差别. 本研究中ANA
检测的阳性率高于an t i-ASGPR的阳性率, 与
国外报道不同[10], 原因不明. 组织学检查中, 两

组均可出现界面性肝炎、玫瑰花结及淋巴细

胞及浆细胞浸润, 且anti-ASGPR阳性组出现了

界面性肝炎、玫瑰花结、CD38细胞、CD138
浆细胞浸润情况明显高于ant i-ASGPR阴性组

(P <0.05), 且炎症活动情况也较阴性组重, 阳
性组中炎症活动中重度比例明显高于阴性组

(54% vs  10%). 分析原因可能如下: (1)ASGPR
在肝小叶1带中的细胞高表达, 血清中anti-AS-
GPR与门脉周围的肝损伤有明显关系, 导致界

表  3  AIH-Ⅰ病理学

     
Anti-ASGPRAb(+)

(n  = 59)(%)

Anti-ASGPRAb(-)

(n  = 20)(%)

t /χ2值 P 值

界面性肝炎 48(81) 9(45) 9.826 0.020

玫瑰花结 12(20) 2(10) 0.501 0.479

肝硬化 16(27) 3(15) 0.629 0.428

CD138(/HP) 9.3±4.4 5.6±3.3 3.365 0.001 

CD38(/HP) 23.2±6.6 18.1±5.8 3.076 0.003

炎症活动分级 9.848 0.015

  G1- G2 (轻度) 27(46) 18(90)     

  G3(中度) 27(46)   2(10)

  G4(重度) 5(8) 0(0)  

纤维化活动分期 2.952 0.450   

  S1 10(17) 8(40)                   

  S2 15(25)           7(35)

  S3 18(31) 2(10)

  S4 16(27) 3(15)                   

图� �� ������������  1  ������������胰肝脏组织学病理变化. A: 界面性肝炎(×100); B: 玫瑰花结(×400); C: CD138浆细胞(×400); D: 汇管区成簇的CD38细胞(×200)�.

A

C D

B ■同行评价
本研究主要探讨
了ASGPR阴性的
Ⅰ型自身免疫性型自身免疫性
肝炎的生物学性
状 ,  有 助 于 该 病 
的诊断和治疗..
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面性肝损伤[11]. (2)Guy等[12]研究表明，肝细胞

可通过ASGPR识别介导细胞毒性反应而杀死

周围病变细胞, 以达到在肝内免疫调节及局限

炎症反应的功能, 并且在体外实验中此作用对

CD4淋巴细胞亦有效. 由此可推断, 当血液中出

现大量anti-ASGPR时, 会减弱上述肝细胞功能, 
由此引起更严重的炎症反应, 以致anti-ASGPR
阳性组中界面性肝炎、玫瑰花结及淋巴细胞及

浆细胞浸润明显高于阴性组, 炎症活动分级也

说明了这一点. (3)在anti-ASGPR阳性组中CD138
细胞(CD138为浆细胞最特异性的标志[13])、γ-球
蛋白、IgG明显高于阴性组(P <0.05),表明anti-
ASGPR阳性组中浆细胞浸润情况及循环抗体

产生较阴性组重, 导致更严重的体液免疫反应

活动, 加重了肝组织内自身免疫炎症. CD38(除
浆细胞外, 还可表达于成熟的淋巴、单核和粒

细胞)细胞浸润数目, ant i-ASGPR阳性组较阴

性组多, 这也从一些方面说明了阳性组炎症活

动较阴性组重. (4)显著的炎症活动导致肝细胞

变性坏死, 大量纤维组织增生, 以致肝纤维化. 
遗憾的是本研究未测定anti-ASGPR的滴度, 无
法明确其滴度高低与肝组织损伤严重程度的

相关性. 
在第1年随访观察治疗中 ,  a n t i-A S G P R

阳性组缓解率低于阴性组(P <0.05), 说明ant i-
ASGPR的存在使AIH-Ⅰ型患者不易产生缓解,型患者不易产生缓解,患者不易产生缓解, 
Czaja等[10]研究表明, anti-ASGPR阳性组中缓

解情况较阴性组无差异, 我们推测，这可能与

Czaja等进行治疗观察均达到治疗终点而本研

究只进行1年观察有关. 我们将进行进一步的

观察至治疗终点, 并观察患者复发及持续缓解

情况. 
总之, Anti-ASGPR与AIH-Ⅰ患者炎症活动

及肝组织活检情况存在相关性, 并对治疗应答有

一定的提示, 可提高我们对其临床诊治的认识. 
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JNK信号通路在慢性乙型肝炎患者外周血单个核细胞中的
活化

侯炳旭, 冯丽英

www.wjgnet.com

®

■背景资料
JNK信号通路能
介导多种胞外刺
激诱导的细胞凋
亡 ,  参 与 了 许 多
细胞凋亡的发生. 
近年来研究证明
JNK信号通路参
与介导了多种疾
病(流感、人类黑
色素瘤等)淋巴细
胞的AICD过程 , 
但是关于JNK信
号通路是否也参
与介导了慢性乙
肝患者淋巴细胞
的AICD过程还未
见报道.
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Abstract
AIM: To study the role of the JNK signal path-
way in activation-induced cell death (AICD) 
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 
from patients with chronic hepatitis B (CHB).

METHODS: Forty CHB patients were randomly 
and equally divided into two groups: CHB group 
and CHB+inhibitor group. The normal control 
group was composed of twenty healthy blood 
donors. PBMC were isolated, cultured in vitro, 
and used to stimulate AICD. The CHB+inhibitor 
group was pretreated with the JNK specific inhib-
itor SP600125(20 μmol/L) for 2 h before re-stim-
ulation of apoptosis. The expression of p-JNK, 
total JNK, p-c-Jun and Bim proteins was detected 
by Western blot, and the apoptosis of PBMC was 

measured by flow cytometry.

RESULTS: The apoptosis rate of PBMC was 
significantly higher in the CHB+inhibitor group 
than in the healthy control group, and in the 
CHB group than in the healthy control group 
and CHB+inhibitor group (all P < 0.05). The 
expression of p-JNK, p-c-Jun and Bim was sig-
nificantly higher in the CHB group than in the 
healthy control group and in the CHB+inhibitor 
group (all P < 0.01). No significant differences 
were observed in the expression of total JNK 
among the three groups. The apoptosis rate of 
PBMC had positive correlation with the expres-
sion of p-JNK in CHB patients (r = 0.823, P < 0.01).

CONCLUSION: The JNK signal pathway is in-
volved in mediating AICD in PBMC from CHB 
patients.

Key Words: Chronic hepatitis B; Peripheral blood 
mononuclear cells; Activation-induced cell death; 
c-Jun N-terminal kinase; c-Jun; Bim

Hou BX, Feng LY. Role of the JNK signal pathway in 
activation-induced cell death in PBMC from patients with 
chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(29): 3075-3080

摘要

目 的 :  研 究 c - J u n 氨 基 末 端 激 酶 ( c - J u n 
N-terminal kinase, JNK)信号通路在慢性乙型
肝炎患者外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cells, PBMC)激活诱导细胞死亡
(activation induced cell death, AICD)过程中的
作用.

方法: 选取慢性乙型肝炎患者40例, 采用完全
随机化方法随机分为2组, 慢性乙肝组(n  = 20), 
慢性乙肝+抑制剂组(n  = 20), 选取健康对照组
(n  = 20). 体外分离培养PBMC, 模拟细胞在体
内的AICD过程, 其中慢性乙肝+抑制剂组在重
新刺激凋亡前用JNK特异性抑制剂SP600125 
20 μmol/L预处理2 h. 应用Western blot检测
各组中磷酸化JNK(p-JNK)、总JNK、磷酸化

■同行评议者
崔莲花 ,  副教授 , 
青岛大学医学院
公 共 卫 生 系 ;  魏
继福 ,  副研究员 , 
江苏省人民医院
中心实验室
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■研发前沿
慢性乙肝患者淋
巴细胞的AICD过
多现象是多年来
研 究 的 重 点 .  如
何通过调节AICD
来减少淋巴细胞
凋 亡 ,  改 善 慢 性
乙肝患者的细胞
免疫功能是近年
研究的热点.

c-jun(p-c-jun)、Bim(bcl-2 interacting mediator 
of cell death)的表达, 流式细胞术检测PBMC
凋亡.

结果: 慢性乙肝组PBMC凋亡率高于健康对照
组, 也高于慢性乙肝+抑制剂组, 差异有统计
学意义(P <0.05). 慢性乙肝+抑制剂组PBMC
凋亡率高于健康对照组, 差异有统计学意义
(P <0.05). 慢性乙肝组p-JNK的表达高于健康
对照组(t = 5.885, P <0.01), 也高于慢性乙肝+
抑制剂组(t = 11.502, P <0.01). 总JNK在三个
组的表达无统计学差异. 慢性乙肝组p-c-jun
的表达高于健康对照组(t  = 5.477, P <0.01), 也
高于慢性乙肝+抑制剂组(t = 12.899, P <0.01). 
慢性乙肝组Bim的表达高于健康对照组(t =  
9.133, P <0.01), 也高于慢性乙肝+抑制剂组
(t = 10.086, P <0.01). 慢性乙肝组PBMC凋亡
率与p-JNK蛋白的表达成正相关(r  = 0.823, 
P <0.01).

结论: JNK信号通路参与介导了慢性乙型肝炎
患者PBMC的AICD过程, 是其凋亡增多的机
制之一.

关键词: 慢性乙型肝炎; 外周血单个核细胞; 激活诱

导细胞死亡; c-Jun氨基末端激酶; c-jun; Bim 
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)易致慢性

化感染, 但其慢性化机制尚不完全清楚. 近年来

有研究发现慢性乙型肝炎(chronic viral hepatitis 
B, CHB患者存在淋巴细胞的激活诱导细胞死亡

(activation induced cell death, AICD)过多的现象[1-3], 
并认为可能是导致HBV持续慢性感染的一个重

要因素[3]. 因此如何通过调节AICD来减少淋巴

细胞凋亡, 改善CHB患者的细胞免疫功能, 将是

打破免疫耐受状态、清除体内H B V的可能途

径. 但是目前关于CHB患者淋巴细胞发生AICD
的机制尚未完全阐明. c-Jun氨基末端激酶(c-
Jun N-terminal kinase, JNK)信号通路能介导多

种胞外刺激诱导的细胞凋亡, 参与了许多细胞

凋亡的发生[4]. 近年来研究证明JNK信号通路参

与介导了多种疾病(流感、人类黑色素瘤等)淋
巴细胞的AICD过程[5,6]. 但是关于JNK信号通路

是否也参与介导了CHB患者淋巴细胞的AICD

过程还未见报道. 为此我们以CHB患者外周血

单个核细胞(peripheral blood mononuclear cells, 
PBMC)为研究对象, 体外模拟AICD过程[7], 观察

应用JNK特异性抑制剂SP600125前后PBMC中
磷酸化JNK(p-JNK)、总JNK及其下游转录因子

磷酸化c-jun(p-c-jun)和下游蛋白Bim(bcl-2 inter-
acting mediator of cell death)的表达及PBMC凋
亡率的变化, 研究JNK信号通路在CHB患者外周

血单个核细胞AICD过程中的作用, 进一步探讨

AICD发生的机制, 为CHB的治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取河北医科大学第二医院住院及门

诊慢性乙型肝炎患者共40例, 其中男性22例, 女
性18例, 年龄在18-60岁, 平均年龄35岁. 采用完

全随机化方法随机分为2组, 慢性乙肝组20例, 
慢性乙肝+抑制剂组20例. 所有病例诊断标准

均符合2005年中华医学会制定的“慢性乙型肝

炎防治指南”, 乙型肝炎标志物HBsAg阳性、

HBeAg或抗-HBe阳性和抗-HBc阳性, 1×103 

copies/mL<HBV DNA<1×107 copies/mL, ALT 2
倍以上升高. 排除HAV、HCV、HDV、HEV和

HIV感染, 排除近3 mo应用糖皮质激素、干扰

素等影响免疫功能药物的患者, 除外有近期急

性感染患者. 健康对照组20例, 男12例, 女8例, 
年龄在18-45岁, 平均年龄30岁, 取自健康献血

员, 签署知情同意书.  植物血凝素PHA(石家庄

华瑞公司); 1640培养液(北京索莱宝科技有限公

司); 淋巴细胞分离液(北京鼎国公司); 注射用白

介素-2(北京双鹭药业公司); 抗人的CD3抗体(美
国Biolegend公司); 胎牛血清(杭州四季青生物制

品公司); 兔抗p-JNK单克隆抗体、兔抗Bim多克

隆抗体(美国Bioworld公司); 兔抗JNK多克隆抗

体、兔抗p-c-jun多克隆抗体、兔抗GAPDH多克

隆抗体、抗兔IgG(二抗)、SP600125(美国Santa 
Cruz公司); WB细胞裂解液(石家庄华瑞公司); 
碘化丙啶PI(美国Sigma公司). 
1.2 方法 
1.2.1 PBMC的制备: 采用密度梯度离心法进行

PBMC提取, 无菌条件下抽取肝素抗凝静脉血

4 mL, 用4 mL生理盐水使血液等体积稀释. 离
心管中加人淋巴细胞分离液4 mL, 将离心管倾

斜45 ℃, 将稀释血液在距淋巴细胞分离液界面

上1 cm处沿试管壁加至分离液面上, 保持将离

心管放置于水平式离心机内, 在18 ℃-20 ℃, 以
2 000 r/min离心20 min, 混合液分为4层. 离心
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■相关报道
Chhabra等研究发
现人类黑色素瘤
表位特异性原始
CTL发生的AICD
是由JNK所介导
的, 伴随着凋亡诱
导因子AIF的释放
和大规模的DNA
碎片裂, 应用JNK
特 异 性 抑 制 剂
SP600125能够阻
碍凋亡诱导因子
AIF的线粒体-核
转位, 并阻止CTL
发生AICD.后用毛细吸管插人灰白色层液面析出层内细

胞混合物, 移入另一离心管中. 用5倍体积的生

理盐水洗涤2次, 每次2 000 r/min, 10 min. 用
RPMI-1640培养液定容细胞, 计数细胞后再调

整细胞至1×106个/mL单个核细胞. 用台盼蓝染

液检查所分离的细胞活性, 取2滴细胞悬液加1
滴2%台盼蓝, 3-5 min后取样作湿片高倍镜检, 
活细胞不着色, 死细胞染成蓝色. 计数200个细

胞, 计算活细胞百分率, 活性在95%以上. 
1.2.2 PBMC的培养: 将分离获得的PBMC, 加入

25 cm2培养瓶中, 静置2 h, 除去贴壁细胞, 用含

100 mL/L胎牛血清的RMPI 1640培养基进行培

养, PBMC浓度为1×106个细胞/mL. 培养液中加

入PHA, PHA终浓度为100 μg/mL, 置37 ℃, 50 
mL/L CO2培养箱培养, 16-18 h后, 用生理盐水清

洗3遍, 洗净培养液中的PHA, 加入外源性IL-2 
1000 kU/L进行培养, 每3 d更换培养基, 培养至

少7 d. 用500 mg/L CD3抗体重新刺激PBMC 48 
h后, 收集细胞. 其中慢性乙肝+抑制剂组在加抗

CD3抗体前用JNK特异性抑制剂SP600125 20 
μmol/L 预处理2 h. 
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡: 700 mL/L预冷

的乙醇固定细胞, 4 ℃过夜. 离心2 000 r/min, 
5 m i n,  去掉固定液, 并用冷PBS洗2次, 加入

Rnase A 100 μL, 37 ℃ 30 min后加入PI染液900 μL, 
4 ℃避光静置30 min后上流式细胞仪检测细胞

周期, 以Gl峰左侧出现亚二倍体细胞群的峰形

者为凋亡细胞群. 每次计数105个细胞, 计算细胞

凋亡率. 
1.2.4 Western blot检测PBMC中p-JNK、总JNK、

p-c-jun、Bim蛋白的表达: 提取总蛋白, 测蛋白

含量, 按每孔100 µg计算样品蛋白上样量. 行
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶

电泳, 用PVDF膜进行冰浴转膜, 取出膜用5%脱

脂奶粉4 ℃封闭过夜. 在4 ℃一抗(1∶500)反应

过夜, 二抗(1∶5 000)室温封闭2 h. 暗室中滴加

ECL试剂行曝光、显影和定影. 采用美国Image 
JA软件对Westernblot结果进行定量分析, 灰度

值以累积吸光度(吸光度((IA )表示, 结果以目的蛋白与

GAPDH的IA值的比值表示. 
统计学处理 用SPSS17.0软件进行统计分析. 

计量资料数据均以mean±SD表示, 2组间均数差

异性比较采用t检验, 3组间均数差异性比较采用

SNK-q检验. 两指标之间的相关性采用pearson法
进行直线相关分析. P<0.05即认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PBMC培养的结果 分离的PBMC, 用台盼蓝

染液检查细胞活性: 计数200个细胞,活细胞百分

率在95%以上. 镜下可见花团状的细胞团说明细

胞激活增殖(图1). 
2.2 用流式细胞仪分析PBMC凋亡的结果 慢性

乙肝组患者PBMC凋亡率(28.27%±4.61%)高于

健康对照组(19.36%±5.90%), 差异有统计学意

义(P <0.05), 也高于慢性乙肝+抑制剂组(23.37%
±5.52%), 差异有统计学意义(P <0.05). 慢性乙肝

+抑制剂组PBMC凋亡率(23.37%±5.52%)高于

健康对照组(19.36%±5.90%), 差异有统计学意

义(P <0.05, 图2).
2.3 Western blot检测p-JNK、总JNK、p-c-jun、
Bim蛋白表达的结果 Western blot显示在大约

54 kDa位置出现p-JNK特异性条带, 54 kDa位置

出现总JNK特异性条带, 43 kDa位置出现p-c-jun
特异性条带, 27 kDa位置出现Bim特异性条带, 
在37 kDa位置出现GAPDH条带, 经Image JA软

件灰度扫描并与内参比较分析显示: 慢性乙肝

组p-JNK蛋白的表达量高于健康对照组(1.09±
0.16 vs 0.83±0.12, t  = 5.885, P <0.01), 也高于慢

性乙肝+抑制剂组(1.09±0.16 vs  0.53±0.15, t  = 
11.502, P <0.01), 差异有统计学意义. 总JNK蛋

白在３个组的表达差异无统计学意义. 慢性乙

肝组p-c-jun蛋白的表达量高于健康对照组(1.21

图� �� ���� ��������  1  ���� ��������培养7 d的外周血单个核
细胞形态. A: 低倍镜下观察; B: 

高倍镜下观察��. 

BA

■创新盘点
本实验以慢性乙
肝患者PBMC为
研 究 对 象 ,  体 外
模拟AICD过程 , 
研究JNK信号通
路在CHB患者外
周血单个核细胞
AICD过程中的作
用 ,  进 一 步 探 讨
A I C D 发 生 的 机
制, 为慢性乙型肝
炎的治疗提供理
论依据.
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±0.15 vs 0.96±0.13, t  = 5.477, P <0.01), 也高于

慢性乙肝+抑制剂组(1.21±0.15 vs  0.62±0.14, 
t = 12.899, P <0.01), 差异有统计学意义. 慢性乙

肝组Bim蛋白的表达量高于健康对照组(0.96±
0.14 vs  0.58±0.12, t  = 9.133, P <0.01), 也高于慢

性乙肝+抑制剂组(0.96±0.14 vs  0.52±0.13, t = 
10.086, P <0.01), 差异有统计学意义(图3和表1). 
2.4 用Pearson法分析p-JNK蛋白的表达与凋亡率

的相关性结果 在AICD过程中慢性乙肝组PBMC
凋亡率与PBMC中p-JNK蛋白的表达成正相关(r  
= 0.823, P <0.01, 图4). 

3  讨论

AICD是指已活化的成熟淋巴细胞(T或B细胞)再
次受到激活信号(特别是TCR/CD3复合体)激活

后所发生的细胞凋亡, 它既是维持机体免疫稳

定的一种生理机制, 也是形成外周免疫耐受的

重要原因[8]. 本实验在体外培养PBMC, 模拟细

胞在体内的AICD过程, 结果发现慢性乙肝组的

PBMC凋亡率明显高于健康对照组, 这与短期内

激活PBMC的凋亡情况相一致[3], 这表明慢性乙

肝患者的PBMC存在AICD过多的现象. CHB患
者的PBMC可能在HBV特异性抗原刺激下被激

活, 再发生自身凋亡(即AICD), 这可能导致CHB
患者淋巴细胞数量减少、功能下降和免疫细胞

比例失衡, 从而减弱了机体的细胞免疫功能和

有效的针对HBV的特异性细胞免疫应答, 使机

体对HBV的清除作用减弱, 最终造成对HBV的

免疫耐受, 这可能是导致HBV持续慢性感染的

一个重要原因[9]. 
JNK家族是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 

是丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated pro-

  对照组   慢型乙肝组  慢型乙肝+抑制剂组

54 kDa

43 kDa

27 kDa

37 kDa

54 kDa

37 kDa

p-JNK

p-c-jun

Bim

GAPDH

total-JNK

GAPDH

图� �� ������������������������������  3  ������������������������������蛋白质印迹方法检测各组p-JNK、总-JNK、p-c-jun
和 Bim蛋白表达.

表  1 各组p-JNK、总-JNK、p-c-jun 和Bim蛋白表达的比较 (mean±SD, n  = 20)

     分组     p-JNK     总-JNK    p-c-jun       Bim

对照组 0.83±0.12 1.08±0.14 0.96±0.13 0.58±0.12

慢性乙肝组 1.09±0.16d 1.13±0.15 1.21±0.15d 0.96±0.14d

慢性乙肝+抑制剂组 0.53±0.15b 1.06±0.12 0.62±0.14b 0.52±0.13b

bP<0.01 vs  慢性乙肝组; dP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本研究发现JNK
信号通路参与介
导 了 慢 性 乙 型
肝炎患者PBMC
的AICD过程, 是
CHB患者PBMC
凋亡增多的机制
之一. 

图� �� ���������  2  ���������流式细胞凋亡图. A: 正常人; B: 慢性乙肝患者; C: 慢性乙肝+抑制剂组成员�.
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tein kinase, MAPK)家族的一员[10]. JNK信号通路

介导了许多细胞凋亡的发生, 在多种疾病的发

生发展中起重要作用[11]. p-JNK是JNK的活性形

式, 通过检测p-JNK的表达可以反映JNK信号通

路的活化情况. c-Jun和Bim都是JNK介导的细

胞凋亡信号通路中的重要下游分子[12]. c-Jun是
一种核内转录因子, 是JNK重要的核内底物, 活
化的JNK转位到细胞核后能够使c-Jun磷酸化而

激活, 从而提高其转录活性, 促进下游凋亡相关

靶基因的转录而分别启动死亡受体途径及线粒

体途径的细胞凋亡[13,14]. p-c-Jun的激活同样也

反映了JNK信号通路的活化情况. Bim蛋白是

JNK重要的胞浆底物, 是Bcl-2家族中一种重要

的凋亡调节蛋白[15]. 活化的JNK能够通过激活

转录因子c-Jun等而上调Bim的表达, 也可以在

胞质内直接使Bim蛋白磷酸化而诱发线粒体途

径的细胞凋亡[12]. 本研究发现慢性乙肝组PBMC
中p-JNK及其下游转录因子p-c-jun和下游蛋白

Bim的表达量均较健康对照组高, 而总JNK蛋

白的表达量无显著性差异, 表明p-JNK蛋白表

达的增加是JNK活化所致, 慢性乙型肝炎患者

PBMC中存在JNK信号通路的过度激活, 但是其

激活的原因尚未阐明, 我们推测与HBV的持续

慢性感染有关. Wang等[16]研究表明HBV X蛋白

(HBx)能够持续激活JNK和P38信号通路而介导

肝细胞的凋亡, 在CHB患者的PBMC中也可以

检出HBx mRNA[17], 那么在CHB患者的PBMC
中HBx能否激活JNK信号通路而介导凋亡, HBx
是否是JNK信号通路过度激活的原因还需要进

一步研究. 
研究证实JNK信号通路参与介导了多种疾

病淋巴细胞的AICD过程, 但是关于JNK信号通

路是否也参与介导了CHB患者PBMC的AICD过

程还未见报道. 本研究通过在体外培养PBMC, 
模拟细胞在体内的AICD过程, 发现慢性乙肝组

PBMC的凋亡率与p-JNK蛋白的表达呈正相关. 
应用JNK特异性抑制剂SP600125[18,19]预处理细

胞后, 可以明显抑制p-JNK及其下游转录因子

p-c-jun和下游蛋白Bim的表达, PBMC凋亡率也

明显降低, 表明JNK信号通路参与介导了慢性乙

型肝炎患者PBMC的AICD过程. 由于抑制JNK
并不能使CHB患者PBMC的凋亡率完全降至正

常, 因此JNK信号通路只是介导CHB患者PBMC
凋亡增多的机制之一, 关于PBMC发生AICD的

其他机制还有待于进一步的研究.他机制还有待于进一步的研究.机制还有待于进一步的研究. 
免疫治疗是目前慢性乙型肝炎治疗的研究

热点, 如何通过恢复自身的免疫力来彻底清除

病毒达到治愈乙肝的目标是我们目前面临的主

要问题. 本研究发现JNK信号通路参与介导了慢

性乙型肝炎患者PBMC的AICD过程, 是CHB患
者PBMC凋亡增多的机制之一, 应用SP600125抑
制JNK后, 可以降低慢性乙肝患者PBMC凋亡率. 
这给我们治疗慢性乙型肝炎带来了新的思路, 
我们可以探索从不同水平干预JNK或其下游底

物的表达, 通过抑制JNK通路来减少淋巴细胞凋

亡, 改善CHB患者的细胞免疫功能, 提高机体清

除HBV的能力. 
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息肉样病变(polyp
oid lesion of gall-
bladder, PLG)的
临床流行病学调
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同, 且有较大差异. 
但多数文献报道
PLG发病率在5%
以下. 随着超声诊
断技术的普及与
提高, 无临床症状
的PLG检出率亦
在日益增加. 
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Abstract
AIM: To investigate the clinical epidemiological 
characteristics and correlative factors of polypoid le-
sions of the gallbladder (PLG) in Qingdao, China.

METHODS: A total of 27 400 people who un-
derwent health examination from January 2009 
to December 2009 at our hospital were included 
in the study. Stratified random sampling was 
adopted to select 1 678 patients who were di-
agnosed with PLG by ultrasound to conduct 
an epidemiological survey, and 1 700 people 
without PLG were used as controls. Multifactor 
unconditional Logistic regression analyses were 
performed to investigate the relationship of life 
styles, behavior factors, blood sugar (FPG), tri-
glycerides (TG), total cholesterol (CHO), fatty 
liver, cholecystitis and gallbladder stone with 
PLG. The clinical pathological characteristics 

and rationality of cholecystectomy were ana-
lyzed in 219 patients who had PLG with a diam-
eter of >10 mm and underwent cholecystectomy.

RESULTS: Of 2 7400 people, 27 301 (99.64%) 
had complete data. The prevalence of PLG was 
6.15% (1 678/27 301). The male to female ratio 
was 1.5∶1. The majority (64.96%) of patients 
ranged in age between 30 and 59 years. Solitary 
PLG and multiple PLG accounted for 37.72% 
and 62.28%, respectively. The majority (86.95%) 
of PLG were smaller than 10 mm in diameter. 
Cholesterol polyps (CPs), benign non-CPs and 
malignant gallbladder diseases accounted for 
79.14%, 17.76% and 3.10%, respectively. Multi-
factor unconditional Logistic regression analyses 
revealed that life styles, behavior factors, TG, 
FPG, and gallbladder stone had no significant 
association with PLG (all P > 0.05), while age, 
sex, CHO, fatty liver, and cholecystitis were sig-
nificantly correlated with PLG (all P < 0.05). Of 
219 (13.05%) patients who had PLG with a diam-
eter of >10 mm and underwent cholecystectomy, 
76.26% had benign PLG and 23.74% had  malig-
nant disease.

CONCLUSION: The incidence of PLG was 6.15% 
in Qingdao. Abnormal CHO metabolism, fatty liver 
and cholecystitis were correlative factors for PLG. 
Cholecystectomy should be cautiously selected in 
patients who had PLG with a diameter ≤10 mm.

Key Words: Gallbladder; Polypoid lesions; Ultra-
sound examination; Epidemiological characteristics; 
Pathology; Correlative factors

Zhang Y, Liu W, Zhou J, Wang W, Wang RP, Ma XF, 
Wang Y. Clinical epidemiological characteristics and 
correlative factors of polypoid lesions of the gallbladder. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 3081-3087

摘要

目的: 探讨青岛地区胆囊息肉样病变(polypoid 
lesion of gallbladder, PLG)的临床流行病学特
点及其易感性因素.

方法: 选择2009/01-2009/12在本院健康体检

■同行评议者
�国威, 教授, 西
安交通大学医学
院第二附属医院
普 通 外 科 ;  梁 力
建, 教授, 中山大
学附属第一医院
肝胆外科
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中心体检的27 400人作为调查对象, 采用分
层随机整群抽样法, 对1 678例超声诊断PLG
患者进行临床流行病学调查 ,  并抽取1  700
人非PLG者作为对照组. 采用多因素非条件
Logistic回归分析生活方式、行为因素、空腹
血糖(FPG)、三酰甘油(TG)、胆固醇(CHO)和
体质量指数(BM I)、脂肪肝、胆囊炎、胆囊
结石和胆囊癌等, 以OR值为PLG易感性因素. 
分析PLG直径>10 mm行胆囊切除术219例患
者的超声病理学特点以及手术治疗良性非肿
瘤性PLG合理性.

结果: 27 400人健康体检中, 资料完整27 301人, 应
答率为99.64％. 经超声诊断PLG者1 678例, 
发病率6.15%, 其中男性59.95%(1006/1678), 
女性40.05%(672/1  678), 男女比例1.5∶1; 
30-59岁占64.96%(1 090/1  678). P L G单发
37.72%(633/1678), 多发62.28%(1 045/1 678); 
直径≤10  m m占86 .95%(1  459/1  678).  胆
固醇性息肉 (c h o l e s t e r o l  p o l y p s ,  C P s)
占 7 9 . 1 4 % ( 1  3 2 8 / 1  6 7 8 ) ;  良 性 非 C P s
占 1 7 . 7 6 % ( 2 9 8 / 1  6 7 8 ) ;  恶 性 P L G 占
3.10%(52/1 678). 多因素非条件Logistic回归分
析: PLG组与对照组在生活方式、行为因素、

BMI、TG、FPG、胆囊结石中比较无明显差
异(χ2 = 4.346-5.264, P>0.05), 经OR值分析在年
龄、性别、CHO、脂肪肝和胆囊炎中, PLG组
明显高于对照组(χ2 = 7.163-9.865, P<0.05). 219
例PLG直径>10 mm行切除胆囊术, 占同期超声
诊断的13.05%; 临床病理学诊断良性PLG167
例, 占同期手术的76.26%, 恶性PLG52例(胆
囊癌34例, 腺瘤癌变8例, 腺瘤样增生癌变8例, 
腺肌瘤癌变2例)占23.74%, 均为单发, 基底宽, 
57.69% (30/52)CED显示血流信号.

结论: 青岛地区PLG发病率为6.15%, 70%以上
为CPs, 男性多于女性, 30-59岁为高发年龄段. 
CHO代谢异常、脂肪肝和胆囊炎是PLG的易
感性因素. 对直径≤10 mm的PLG应慎重施行
胆囊切除, 可超声随访观察.

关键词: 胆囊; 息肉样病变; 超声检查; 流行病学; 病

理学; 易感因素
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0  引言

1931年Kirklin首先报告胆囊乳头状瘤的放射学

诊断, 1957年Jones将胆囊壁乳头状隆起性病变

命名为胆囊息肉样病变(polypoid lesion of gall-
bladder, PLG), 嗣后有关PLG的发病率情况的报

道逐渐增多[1]. 但由于地域性差异、生活方式不

同和行为因素的关系, PLG的发病率具有较大

的差异, 国外文献报道为2.7%-28.6%不等[2], 国
内文献报道则低于国外文献, 为1.35%-12.4%[3,4], 
但目前国内外多数学者报道PLG的发病率在5%
以下[5]. 随着超声诊断技术的普及与提高, 无症

状性PLG的检出率亦在日益增加. 但有关区域性

PLG发病情况及易感性因素的大样本研究报道

甚少. 超声诊断PLG包含20余种不同临床病理学

类型, 许多患者担心PLG可能发生癌变, 而预防

性切除了功能正常的胆囊. 为此, 我们通过对居

住在青岛地区的居民进行健康体检, 旨在调查

研究青岛地区PLG的临床流行病学特点及其易

感性因素, 分析PLG>10 mm的超声与临床病理

学特点, 对胆囊切除治疗良性非肿瘤性PLG的合

理性进行再探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择青岛市内七区于2009-01/12在青岛

大学医学院附属医院健康体检中心进行健康体

检者27 400人, 采用分层随机整群抽样方法, 抽
取20-86岁(平均47.41±4.24岁)居住青岛地区离

退休人员、机关和企事业单位的干部、职工及

市民经超声诊断为PLG的1 678例进行临床流行

病学调查及其易感性因素分析, 并随机抽取非

PLG者1 700人作为对照组. PLG组中男1 006例, 
女672例; 年龄20-86岁(平均47.61±4.25岁). 219
例PLG直径>10 mm施行胆囊切除术, 占同期超

声诊断的13.05%. 对照组中男976人, 女724人; 
年龄21-83岁(平均47.12±4.23岁). 
1.2 方法

1.2.1 调查内容: 将超声、体质量指数(BMI) =  
[体质量/身高2(kg/m2), BMI≤24 kg/m2为正常, ≥
25-≤29 kg/m2为超重, ≥30 kg/m2为肥胖]、空

腹血糖(FPG)、三酰甘油(TG)、胆固醇(CHO)等
检查结果纳入本次调查的主要内容. 同时详细

记录被调查对象的性别、年龄、职业、文化程

度、婚姻状况、家庭状况、经济收入、饮食结

构、吸烟(>1支/天, 持续1年以上)及饮酒(乙醇量

>30 mL/天, 并持续或累积6 mo)、睡眠状况、

户外运动、家族史、疾病史(包括脂肪肝、胆囊

炎、胆囊结石、高血脂、糖尿病)等. 
1.2.2 调查: 本组经腹部超声检查者共计27 400
人, 获得满意胆囊声像图及资料完整者27 301

■研发前沿
随着超声诊断技
术的普及与提高, 
无症状性PLG的
检出率亦在日益
增加. 但有关区域
性PLG发病情况
及易感性因素的
大样本研究报道
甚少.  
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■相关报道
Myers等报道PLG
发 病 率 为 5 . 0 % , 
男女比例无明显
差异 .  O k a m o t o
等 [8 ]对194  767
例日本健康人应
用 超 声 进 行 普
查, 查出PLG患者
10 926例, 检出率
为5.6%, 其中男
性发病率为5.9%, 
女性为4.5%; 年
龄男性多为30-40
岁; 而女性多见于
40-50岁. 

人, 图像及资料不完整者99人(包括胆囊切除术

后和胆囊显示欠清或不满意者)予以删除, 应答

率为99.64％. 总体研究对象为3 378人, 其中男

1 982人, 女1 396人, 男女比例为1.42∶1. 采用统

一编制的表格式调查问卷, 由副主任医师以上

职称的专业医师与被调查者面对面地进行详细

询问, 并逐项填写《PLG流行病学调查表》. 超
声及各项生化检查由副主任医师以上的专业人

员操作. 整个研究过程严格执行质量控制标准, 
统一调查方法. 采用多因素非条件Logistic回归

分析PLG与行为因素和生化指标、脂肪肝、胆

囊炎、胆囊结石等疾病的相关性. 
1.2.3 超声检查: 采用PHILIPS非凡型和TOSHI-
BA SSA-6600型彩色多普勒超声诊断仪, 探头频

率为3.5 MHz. 受检者在空腹12 h后的状态下进

行腹部超声检查. 以清晰显示胆囊壁局限性、

隆起性、固定性乳头状或息肉样回声为PLG的

超声诊断标准. 仔细观察PLG的形态、结构、数

目并测量大小, 基底部与胆囊壁的关系; 用彩色

能量多普勒(CED)观察PLG内有无血流信号. 根
据PLG超声图像特点作出疾病倾向性诊断, 如胆

囊胆固醇性息肉、结晶、腺瘤、腺肌瘤或癌等. 
以肝脏增大, 近场回声增强, 远场回声衰减, 血
管回声稀疏程度等作为判断脂肪肝的程度和标

准. 以胆囊壁厚度>3 mm毛糙作为胆囊炎的判断

标准. 以胆囊内见可移动性强回声团后伴声影

作为胆囊结石的判断标准. 
1.2.4 生化检测: 采用日本日立牌9600全自动

化分析仪进行各项指标测定, 试剂采用北京中

生生物工程公司生产的检测试剂 .  取被检查

者的空腹血5 mL进行FPG、TG和CHO检测, 
以TG>1.7 mmol/L为判断血脂异常的标准, 以
CHO>5.7 mmol/L为判断胆固醇升高的标准, 以
FPG>6.1 mmol/L为判断血糖水平升高的标准. 

统计学分析 采用SPSS13.0统计分析软件, 
将资料录入编号建立数据库, 并对数据进行核

对及逻辑检查, 确保数据真确无误, 对数据缺失

予以删除处理. 比较采用χ2检验; 正态分布计数

用均数±标准差表示; 组间比较采用t检验; 非
正态的计量资料用中位数(M)和四分位数间距

(QR)来表示, 组间比较采用秩和检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义; 采用多因素非条件Logis-
tic回归分析, 以OR值分析与PLG之间的相关性. 

2  结果

2.1 PLG组与对照组年龄与性别构成比 本次调

查研究PLG总发病率6.15%(1 678/27 301), 男性

59.95%(1 006/1 678), 女性40.05%(672/1 678), 
男女比例1.50∶1;  年龄20 -86岁 ,  平均年龄

47.61±4.25岁, QR为14. 对照组1 700人中男性

57.41%(976/1 700) , 女性42.59%(724/1 700), 男
女比例1.35∶1. 年龄21-83岁, 平均年龄47.12
±4.23岁 ,  Q R为13 .  将调查人群按每10岁为

一个年龄段分为20-岁、30-岁、40-岁、50-
岁、60-岁和>70岁共6个组 ,  30-59岁男性占

67.40%(678/1 006), 女性占61.31%(412/672)是
PLG发病的峰值年龄段, 经两个独立样本非参

数检验, PLG组与对照组年龄有明显差异(Z ＝ 
8.610, 双侧P <0.05). 经两个独立样本非参数检

验, PLG组与对照组比较男性多于女性, 有显著

性差异(Z = 8.612, 双侧P <0.05). 
2.2 超声诊断P L G直径与胆囊疾病的关系 本
组超声诊断为P L G共1  678例 ,  其中单发为

37.72%(633/1 678), 多发占62.28%(1045/1 678); 
P L G直径≤10  m m占86 .95%(1459/1 678 ) , 
>10  m m占13 .05%(219/1 678); 良性P L G占

96 .90%(1 626/1 678)胆固醇性息肉(c h o l e s-
terol polyps, CPs)占79.14%(1 328/1 678), 包
括胆固醇息肉和胆固醇结晶 ;  良性非C P s占
17.76%(298/1 678), 恶性PLG占3.10%(52/1 678, 
表1). 
2.3 219例PLG>10 mm的超声与临床病理学特

点  本组有219例P L G施行切除胆囊术 ,  直径

均>10 m m, 占同期超声诊断的13.05%, PLG
超声病理学诊断为良性167例, 占同期手术的

76.26%; 恶性52例占23.74%, 其中胆囊癌34
例, 腺瘤癌变8例, 腺瘤样增生癌变8例, 腺肌瘤

癌变2例, 直径>20 mm占61.54%(32/52), 基底

宽占96.15%(50/52), C E D显示血流信号者占

57.69%(30/52, 表2).
2.4 PLG组与对照组BMI、FPG、TG和CHO检

测结果 在BMI、FPG和TG的检测结果中, 两组

比较无明显差异(χ2 = 5.264-5.372, P >0.05), 而在

CHO的检测结果中, 两组比较有显著性差异(χ2 

= 7.463, P <0.05), 表明CHO代谢异常是PLG易感

性因素(表3). 
2.5 PLG组与对照组脂肪肝及胆囊炎和结石的

关系 两组在合并脂肪肝、胆囊炎和胆囊结石等

疾病所占的比例比分别为36.83% vs  24.47%、

31.05% vs 20.82%和14.90% vs  14.29%. 由此可

见脂肪肝和胆囊炎在P L G组所占的比例明显

高于对照组, 具有显著性差异(χ2 = 7.263-7.562, 



www.wjgnet.com

3084               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年10月18日  第19卷  第29期

P <0.05), 说明脂肪肝和胆囊炎是PLG易感性因

素(表4). 
2.6多因素非条件Logistic回归分析 以PLG为应

变量, 以性别、年龄、婚姻状况、家庭情况、

职业、文化程度、经济状况、吸烟、饮酒、海

产品、睡眠状态、户外运动、家族疾病史、

BMI、FPG、TG、CHO、脂肪肝、胆囊炎、胆

囊结石等20项指标为协变量, 采用多因素非条件

Logistic回归分析结果显示: 性别、年龄、CHO、

脂肪肝和胆囊炎等指标与PLG密切相关, OR值
2.674-3.930, 两组差异有显著(χ2 = 7.162-9.856, 

P <0.05). 但在婚姻状况、家庭情况、职业、文

化程度、经济状况、睡眠状态、户外运动、吸

烟、饮酒、海产品、家族疾病史、BMI、TG、

FPG、胆囊结石等15项指标两组比较差异无显著

性(χ2 = 4.346-5.264, P>0.05, 表5).  

3  讨论

PLG是以胆囊壁局限性隆起并突向胆囊腔内形

成息肉样病变为医学影像学特征的一类胆囊疾

病总称, 其中90%以上为良性非肿瘤性病变, CPs
占70%以上[6]. 随着超声诊断技术的不断提高以

表  1  1 678例超声诊断PLG直径与胆囊疾病的关系 n (%)

     超声诊断 n 单发 多发 直径≤5 mm 6-10 mm >10 mm

胆固醇性息肉 1204(71.75) 273(22.67)   931(77.33) 985(81.81) 219(18.19) -

胆固醇结晶 124(7.39)   48(38.71)     76(61.29)   89(71.77) 35(28.23) -

腺瘤性息肉   96(5.72)   84(87.50)     12(14.29) - 31(32.29) 65(67.71)

炎性息肉  84(5.01)   79(94.05)     5(5.95)   2(2.38) 43(51.19) 39(46.43)

腺瘤样增生  79(4.71)   75(94.94)     4(5.06) - 31(39.24) 48(60.76)

胆囊癌  34(2.03)     34(100.00) - - - 34(100.00)

腺肌瘤  29(1.73)     29(100.00) - - 3(10.34) 26(89.66)

壁内结石  18(1.07)   1(5.56)     17(94.44)   11(61.11) 7(38.89) -

胆泥团    6(0.36)    6(100.0) - - 2(33.33) 4(66.67)

炎性肉芽肿    4(0.24)      4(100.00) - - 1(25.00) 3(75.00)

合计 1678(100.00) 633(37.72) 1045(62.28) 1087(64.78) 372(22.17) 219(13.05)

表  2  219例PLG>10 mm的超声与临床病理学特点 n (%)

     病理诊断 n 单发 基宽 直径10-20 mm >20 mm CED

腺瘤性息肉 57(26.03) 47(82.46) 48(84.21) 51(89.47)   6(10.53) 12(21.05)

炎性息肉 39(17.81) 35(89.74) 28(71.79) 32(82.05)   7(17.95) -

腺瘤样增生 40(18.26) 37(92.50) 29(72.50) 34(85.00)   6(15.00) 14(35.00)

腺肌瘤 24(10.96) 21(87.50)   24(100.00)   4(16.67) 20(83.33)   9(37.50)   

胆囊癌 34(15.53)   34(100.00) 32(94.12) 12(35.29) 22(64.71) 24(70.59)  

腺瘤癌变 8(3.65)     8(100.00)     8(100.00)   4(50.00)   4(50.00)   2(50.00)  

腺瘤样增生癌变 8(3.65)     8(100.00)     8(100.00)   4(50.00)   4(50.00)   2(50.00)   

腺肌瘤癌变 2(0.91)     2(100.00)     2(100.00) -     2(100.00)   1(50.00)  

胆泥团 4(1.83)   3(75.00)   3(75.00)     4(100.00) - -

炎性肉芽肿 3(1.37)     3(100.00)     3(100.00)     3(100.00) - -

合计   219(100.00)     198(90.41)     185(84.47)      148(67.58) 71(32.42) 64(29.22)

表  3  PLG组与对照组BMI、FPG、TG和CHO检测结果 (mean±SD)

     分组 n BMI(kg/m2) FPG(mmol/L) TG(mmol/L) CHO(mmol/L)

PLG组 1678 24.78±0.32 4.98±0.76 1.55±0.12 5.21±0.82

对照组 1700 24.62±0.24 4.84±0.64 1.25±0.11 4.57±0.71

χ2值    5.361   5.264   5.372   7.463

P值    >0.05   >0.05   >0.05   <0.05

■创新盘点
采用超声诊断技
术和生物化学检
测指标以及问卷
调查等手段对青
岛地区PLG进行
调查分析, 揭示青
岛地区PLG的发
病率、年龄和性
别分布的临床流
行病学特点. 
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及在健康体检人群中的广泛应用, PLG的检出

率亦随之升高, 其中无症状性PLG占有相当大

的比例, 已成为临床最常见的胆囊疾病之一. 由
于地域性差异, 生活方式以及行为因素的不同, 
国内外有关PLG的临床流行病学调查结果也不

尽相同. Myers等[7]报道PLG发病率为5.0%, 男女

比例无明显差异. Okamoto等[8]对194 767例日本

健康人应用超声进行普查, 查出PLG患者10 926
例, 检出率为5.6%, 其中男性发病率为5.9%, 女
性为4.5%; 年龄男性多为30-40岁; 而女性多见于

40-50岁. Hattori等[9]报道PLG发病率为5.8%, 男性

多于女性, 年龄在30-50岁居多. 国内报道PLG发

病率为1.35%-12.40%之间, 平均在5.0%以下, 男
女比例为1.5∶1.0-5.5∶1.0, 其发病率有逐年增

长趋势[3,4],4]4]. 本次对青岛市内七区27 301名健康体

检者应用超声检查, 查出PLG患者1678例, 发病

率为6.15%, 男女比例为1.5∶1.0, 按照3个年龄段

分层分析: 20-、60-和>70岁PLG的发病率相对较

低, 组间比较无显著性差异; 而在30-、40-和50-
岁PLG的发病率相对比较集中, 30-59岁男性占

67.40%, 女性为61.31%, 与20-、60-和>70岁比较

差异较大. 虽然青岛地区是胆结石的高发区, 但
本次调查结果显示PLG并非是本地区的高发病, 
说明PLG的发病并非完全是地域性因素占主导, 
揭示了青岛地区PLG的发病率仍高于国内平均

水平(5.0% vs  6.15%), 男性多于女性和30-59岁为

高峰年龄段分布的临床流行病学特点. 
由于90%以上的PLG为良性病变, 且70%

以上CPs, 多数学者围绕着此结果展开临床和

基础研究. Lee等[10]研究发现PLG的发生及发展

与TG代谢和慢性炎症密切相关, 并认为是全身

脂质代谢紊乱和胆囊局部慢性炎症反应的结

表  4  PLG组与对照组脂肪肝及胆囊炎和结石的关系 n (%)

     分组 n 脂肪肝 胆囊炎 胆囊结石        

PLG组 1678 618(36.83) 521(31.05) 250(14.90)     

对照组 1700 416(24.47) 354(20.82) 243(14.29)        

χ2值 7.562 7.263 4.172         

P值 <0.05 <0.05 >0.05        

表  5  多因素非条件Logistic回归分析 (自由度 = 1)

     变量   B值    SE  χ2值  P值 OR值      

性别 2.301 0.220 9.865 0.000 3.672    

年龄 2.607 0.236 9.390 0.000    3.930    

家庭情况 0.693 0.216 4.532 0.058 1.310     

婚姻状况 0.684 0.206 4.501 0.059 1.278          

职业 0.657 0.203 4.504 0.071 1.280     

文化程度 0.681 0.204 4.510 0.061 1.280

经济状况 0.669 0.219 4.563 0.056 1.293     

睡眠状态 0.651 0.213 4.504 0.064 1.280

户外运动 0.657 0.237 4.346 0.051 1.137              

家族疾病史 0.869 0.249 4.361 0.055 1.387   

海产品 0.769 0.212 4.653 0.056 1.291     

吸烟 0.862 0.266 7.392 0.023 1.963     

饮酒 0.476 0.228 4.456 0.058 1.279     

BMI 0.869 0.249 4.361 0.055 1.387   

FPG 0.831 0.231 5.264 0.057 1.317  

TG 0.967 0.239 5.372 0.053 1.435    

CHO 0.785 0.254 7.463 0.028 2.848     

脂肪肝 2.219 0.267 7.162 0.024 2.674     

胆囊炎 2.347 0.289 7.563 0.031 2.850     

胆囊结石 1.094 0.278 4.572 0.054 1.945 

B值: 回归系数值; SE: 标准误; OR: 数比数.

■同行评价
本文为临床进一
步研究PLG易感
性与发病机制，
采取有效预防措
施提供了较有价
值的信息和依据.. 
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果. Sugiyama等[11]研究认为CPs的实质是肝脏对

TG、CHO代谢发生障碍, 由于不饱和脂肪酸和

胆碱的缺失, 使磷脂和胆汁酸合成减少, 导致胆

汁中胆盐、磷脂和CHO比例失衡, 导致胆囊内

CHO含量过度饱和, 粘蛋白浓度降低, 胆汁高度

浓缩, 大量CHO析出并沉积于炎性胆囊壁黏膜

上皮, 大量吞噬CHO结晶的泡沫细胞聚集固有

层内, 逐渐形成向黏膜表面突出的黄色小结节,黏膜表面突出的黄色小结节,表面突出的黄色小结节, 
从而导致CPs和炎性息肉的发生. Bar等[12]研究发

现CPs、炎性息肉几乎均合并慢性胆囊炎. 戴红

蕾等[5]研究认为脂肪肝和CHO代谢异常等因素

与PLG有关. 李承龙等[13]研究表明CPs与CHO代

谢异常有关, 且与胆囊结石密切相关. 严格来讲

CPs并非是临床病理意义上的真性息肉, 而是由

于CHO代谢失调, 大量吞噬脂质的组织细胞堆

积在胆囊壁固有层, 上覆以正常的黏膜上皮形

成局限性隆起, 迄今为止, 尚未发现CPs癌变的

报道. 由于CPs多数带有细蒂, 故有时因胆囊收

缩为可能发生脱落, 且可能为形成结石的核心. 
欧健苹等[4]报道男性脂肪肝及PLG发病率高于

女性. Segawa[14]调查发现男性PLG与肥胖指数呈

正相关, 其发病率与肥胖指数的曲线一致, 但女

性则无此相关性. 本次调查研究结果表明PLG的

发病与婚姻、职业、经济状况、吸烟、饮酒、

海产品、运动、BMI、GLU、TG、胆囊结石等

诸多因素无明显关联. 经多因素非条件Logistic
回归分析表明PLG与性别、年龄、CHO代谢异

常、脂肪肝和胆囊炎密切相关, 说明除年龄和

性别因素以外, CHO代谢异常、脂肪肝和胆囊

炎是PLG的主要易感性因素, 其中胆囊炎是PLG
形成的重要临床病理学基础, 而CHO和脂肪肝

则是PLG形成的促发因素. 提示PLG的易感性因

素与胆囊结石并非完全相同. 因此, 控制或祛除

PLG的易感性因素, 对降低PLG的发病率, 提高

健康水平具有重要的意义. 
超声诊断的PLG中包含着20余种不同临床

病理学类型, 对于PLG直径>10 mm者可能包含早

期胆囊癌和癌前病变(如胆囊腺瘤, 胆囊腺肌瘤

病等)的潜在危险. 因此, 许多患者由于担心PLG
发生癌变, 而选择了预防性胆囊切除术. 由于胆

囊切除后可引起胆道和肠道的生理功能紊乱及

胆道流体力学的改变, 引发胆结石的几率增加; 
高浓度的毒性胆汁(石胆酸和去氧胆酸)直接排入

肠腔, 结肠癌的发病率较常人增加3-4倍; 20%以

上的患者引起胆汁反流性胃炎和胆囊切除后综

合征等一系列病理性改变. 大量临床研究表明: 

超声诊断多发性PLG, 其最大直径<10 mm者, 几
乎全部为良性病变, 一般不会发生癌变, 也不会

产生症状与出现并发症[15,16]. 但位于胆囊颈部或

胆囊管出口处的息肉或合并胆囊结石者, 由于

息肉或结石堵塞胆囊管而造成胆汁排流障碍, 
引起胆囊炎则可能发生右上腹绞痛等症状, 对
此, 无论息肉大小均应积极采取治疗措施, 必要

时手术治疗. Csendes等[17]对111例直径<10 mm
的PLG进行随访, 84例未手术者中50%PLG大小

不变, 26.5%PLG数目和大小有所增加, 而23.5%
缩小或消失. 本组良性PLG>95%, CPs>75%; 良性

非CPs占17.76%, 恶性PLG仅占3.10%. 219例PLG
中直径>10 mm者恶性病变占23.74%, 高于Chatto-
padhyay等[18]报道PLG直径>10 mm恶性病变和癌

变率为15%. 尽管胆囊腺瘤并非恶性, 但却被公认

为癌前病变. 王秋生[19]认为胆囊腺瘤和胆囊癌的

发生与结石及慢性炎症对胆囊黏膜的长期刺激

和损伤, 导致上皮细胞发生局部异型增生, 胆酸

等致癌物质促使增生的黏膜发生息肉或乳头状黏膜发生息肉或乳头状发生息肉或乳头状

腺瘤, 继而发生癌变. 本组直径>10 mm的腺瘤和

腺瘤样增生113例中有16例发生癌变, 占14.16%. 
因此, 当超声显示单发的PLG, 直径>10 mm, 无
蒂, 基底宽, CED显示血流信号或合并胆囊结石

者高度提示恶性PLG, 特别是位于胆囊床侧的恶

性病变易发生肝脏浸润性转移, 应及早采取手

术治疗, 对预防和发现早期胆囊癌的具有重要

意义[20]. 但对多发性PLG直径<10 mm, 有蒂或基

底窄者, 可继续超声随访观察. 
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结直肠癌肝转移的预后因素

王科伟, 范海银, 孔凡民, 董 明
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■背景资料
结直肠癌是消化
系统的常见恶性
肿 瘤 之 一 ,  肝 转
移是结直肠癌主
要的死亡原因之
一 ,  了 解 其 预 后
因 素 ,  以 及 不 同
治疗方案对预后
的 影 响 ,  会 对 临
床治疗起到明显
的指导作用. 
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical prognostic factors 
for colorectal liver metastases and to analyze the 
impact of different treatments on prognosis. 

METHODS: The clinical and prognostic data for 
71 patients with colorectal liver metastases were 
analyzed. Univariate analysis was performed 
using the Kaplan-Meier method and Log-rank 
test to find significant prognostic factors, while 
multivariate analysis was performed using the 
Cox regression model.

RESULTS: Univariate analysis showed that the 
maximum diameter of liver metastases, presence 
or absence of regional lymph node metastasis 
and highest ALP level were significant prognos-
tic factors. Cox multivariate regression analysis 
revealed that presence or absence of regional 
lymph node metastasis and highest ALP level 
were independent prognostic factors for colorec-
tal liver metastases. The prognosis differed sig-
nificantly between patients undergoing surgical 
resection and those undergoing chemotherapy 

(P = 0.049), but showed no significant difference 
between patients undergoing local treatment 
and those undergoing surgical resection as well 
as between patients undergoing local treatment 
and those undergoing chemotherapy.

CONCLUSION: The maximum diameter of liver
metastases, presence or absence of regional 
lymph node metastasis, and highest ALP level are 
significant prognostic factors for colorectal liver 
metastases. Curative surgical resection combined 
with chemotherapy is the preferred treatment 
option for colorectal liver metastases since it was 
associated with better long-term survival. 

Key Words: Colorectal cancer; Liver metastasis; 
Prognosis; Surgical resection

Wang KW, Fan HY, Kong FM, Dong M. Prognostic factors 
for colorectal liver metastasis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(29): 3088-3093

摘要
目的: 评价结直肠癌肝转移的临床预后因素
及治疗方案对预后的影响.

方法: 收集71例结直肠癌肝转移患者的临床
资料及预后情况, 用Kaplan-Meier生存分析及
Log-rank检验进行单因素分析, 将有统计学意
义的预后因素纳入Cox回归模型进行多因素
分析.

结果: Kaplan-Meier单因素分析及Log-rank检
验显示, 肝转移灶最大直径、有无区域淋巴结
转移及诊断肝转移时碱性磷酸酶(ALP)最高
值3个因素对其预后影响有显著意义; 将这3
个预后因素纳入Cox回归多因素分析显示, 有
无区域淋巴结转移、诊断肝转移时ALP最高
值是结直肠癌肝转移的独立预后因素. 全组3
种治疗方式比较差别无统计学意义, 但对手术
切除组和化疗组两组进行比较, 差异有统计学
意义(P <0.05), 而局部治疗组和手术组之间, 局
部治疗组和化疗组之间差别无统计学意义.

结论: 肝转移灶最大直径、原发病灶有无区
域淋巴结转移、诊断肝转移时最高ALP值是

■同行评议者
汤 朝 晖 ,  副 主 任
医 师 ,  上 海 交 大
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■相关报道
Artigas等研究表
明 :  肝 转 移 灶 最
大直径<4 cm, 肝
转移灶数目<4 个
的患者术后有较
好的生存率. 

结直肠癌肝转移患者的预后因素; 肝转移灶
最大直径越小、无区域淋巴结转移、诊断肝
转移时最高ALP值正常的患者预后越好; 手术
切除联合化疗目前是结直肠癌肝转移的首选
治疗方案, 可获得较好的远期生存.

关键字: 结直肠癌; 肝转移; 预后; 手术治疗
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0  引言

结直肠癌是消化系统的常见恶性肿瘤之一, 我
国结直肠癌发病率约为206/10万, 近年每年以

2%的速度增加, 占肿瘤死亡的第4位[1]. 肝转移

是结直肠癌主要的死亡原因之一, 约20%-25%
的患者在初诊时发现伴有肝转移, 有60%以上的

结直肠癌最终发生肝转移[2]. 肝转移无法切除患

者的中位生存时间仅6-9 mo, 5年生存率几乎为

零, 而肝转移灶能根治性切除患者的5年生存率

可达30%-40%. 近年多学科干预治疗结直肠癌

肝转移, 使结直肠癌肝转移患者的预后得到了

一定的改善. 现对我院收治的71例结直肠癌肝

转移(colorectal liver metastases, CRLM)病例的

临床特点, 治疗过程及预后进行回顾性分析, 了
解其预后因素, 不同治疗方案对预后的影响, 为
临床治疗提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2010-06我院收治的CRLM患者

中, 将仍然存活但随访时间少于1年之病例予以

剔除, 共收集到符合入组标准的患者71例. 全组

男41例, 女30例, 男女比例为1.37∶1, 年龄39-82
岁, 中位年龄59岁. 同时肝转移53例, 异时肝转

移18例, 均有影像学或病理学检查支持, 平均出

现肝转移的时间29.75 mo(最长术后16年出现肝

转移). 结直肠癌原发部位: 直肠33例(46.5%)、
乙状结肠18例 (25 .3%)、脾曲和降结肠3例
(4.2%)、盲肠、升结肠和肝曲18例(25.3%), 横
结肠1例(1.4%). 肿瘤分化程度: 高分化腺癌15
例(21.1%), 中分化50(70.4%), 低分化及黏液腺黏液腺腺

癌6例(8.5%). 原发肿瘤有区域淋巴结转移51例
(71.8%), 无区域淋巴结转移20例(28.2%). 转移

灶累及肝右叶的24例(33.8%), 肝左叶的13例
(18.3%), 双叶均累及34(47.9%). 单发肝转移灶

者35例(49.3%), 多发转移灶者36例(50.7%). 肝

转移灶最大直径≥5 cm 28例(39.4%), <5 cm 43
例(60.6%). 全组诊断结直肠癌肝转移时CEA≥

200 ng/L 6例(8.5%), <200 ng/L 65例(91.5%); 全
组诊断结直肠癌肝转移时ALP最高值≥130 U/L 
16(22.5%)例, <130 U/L 55例(77.5%). 
1.2 方法

1.2.1 患者入组标准: (1)肿瘤原发于结直肠; (2)
原发病灶有明确的病理诊断; (3)经超声、增强

CT, PET/CT检查和(或)术后病理学检查证实为

肝转移; (4)首发转移为肝转移; (5)排除合并其他

原发肿瘤和其他转移; (6)原发肿瘤均手术切除; 
(7)除外患有肝硬化、肝炎、梗阻性黄疸等其他

肝脏疾病的患者; (8)ALP值为诊断肝转移时最

高值(正常值范围38-128 U/L); (9)有完整的临床

及随访资料. 
1.2.2 治疗方案: (1)肝转移灶手术切除组29例
(40.8%): 包括直接接受手术治疗和非手术治

疗后获得二期手术治疗的患者, 该组患者术后

接受辅助FOLFOX4方案(奥沙利铂、四氢叶酸

钙、氟尿嘧啶)或IFL方案(依立替康, 四氢叶酸

钙, 氟尿嘧啶)化疗; (2)化疗组34例(47.9%): 包括

全身化疗和局部肝动脉化疗栓塞术(TACE), 全
身化疗是用FOLFOX方案、FOLFOX4方案或

IFL方案; 肝动脉化疗栓塞术是采用经肝动脉的

碘油栓塞加化疗药物灌注(表阿霉素、丝裂霉

素、替加氟); (3)局部治疗组8例(11.3%): 包括射

频消融(RFA)、无水酒精注射(PEI)等. 
1.2.3 随访: 随访截止日期2011-01-31, 存活29例, 
死亡42例. 随访时间6-60 mo, 中位随访时间22 mo. 
均通过电话方式或病案检索随访. 

统计学处理 生存时间指患者自确诊肝转

移至死亡或截止的时间. 结果应用SPSS13.0进
行统计分析. 以生存时间为因变量对结直肠癌

肝转移患者的预后因素分析, 单因素分析采用

Kaplan-Meier法和Log rank检验, 多因素分析采

用Cox回归模型, 显著性水平P <0.05.

2  结果

2.1 生存情况 71例结直肠癌肝转移患者的中位

生存时间为27.0 mo±1.6 mo, 1年生存率81.2%, 
3年生存率26.7%, 5年生存率12.7%(图1). 同时肝

转移中平均生存时间27.0 mo±1.6 mo, 1年生存

率77.2%, 3年生存率60.8%. 异时肝转移平均生

存时间27.0 mo±4.0 mo, 1年生存率87.2%, 3年
生存率44.4%, 差异无统计学意义. 
2.2 不同治疗方案对预后的影响 手术切除组中
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■应用要点
收集结直肠癌肝
转移患者的临床
资料及预后情况, 
用Kaplan-Meier
生存分析及Log-
rank检验进行单
因素分析, 将有统
计学意义的预后
因 素 纳 入 C o x 回
归模型进行多因
素分析, 从而得出
结直肠癌肝转移
的临床预后因素
及治疗方案对预
后的影响.

位生存时间为29.0 m o±2.7 m o, 1年生存率

93.0%, 3年生存率31.2%; 化疗组中位生存时

间22.0 mo±5.9 mo, 1年生存率65.9%, 3年生

存率24.7%; 局部治疗组中位生存时间为27.0
±1.6 mo, 1年生存率100%, 3年生存率42.9%, 全
组3种治疗方式比较差别无统计学意义(图2). 但
对手术切除组和化疗组患者进行比较发现,差异

有统计学意义(P  = 0.049, 图3), 而局部治疗组和

手术组之间, 局部治疗组和化疗组之间差别无

统计学意义. 
2.3 不同ALP值水平的预后 ALP值<130 U/L者组

中位生存时间30 mo, 1年生存率为84.9%, 3年生

存率为32%; ≥130 U/L 者组中位生存时间22 mo, 
1年生存率68.8%, 3年生存率为10.0%(图4), 差异

有统计学意义. 
2.4 结直肠癌肝转移患者的预后因素分析

2.4.1 单因素分析: 用Kaplan-Meier单因素分析和

Log rank检验对患者的年龄、性别、肝转移灶

的数目、肝转移灶最大直径、针对肝转移灶治

疗方式、有无区域淋巴结转移、肝转移时间、

肿瘤分化程度、CEA值、ALP值等因素进行了

分析, 结果显示肝转移灶最大直径、有无区域

淋巴结转移, ALP值3个因素对其预后影响有显

著意义(表1). 
2.4.2 多因素分析: 将单因素分析有统计学意义

的预后因素引入Cox回归模型进行多因素分析, 
结果显示: 有无区域淋巴结转移和不同肝转移

灶是肝转移患者的独立预后因素(图5, 表2). 

3  讨论

肝脏是结直肠癌转移的主要部位, 这是由于结

直肠门静脉血回流的解剖学特点所决定的. 结
直肠癌脱落的癌细胞首先转移到肝脏, 在肝脏

形成转移灶后再通过血流转移到肺、骨等其他

脏器. 结直肠癌死亡病例尸检发现肝转移率达

80%, 肝转移是结直肠癌患者的主要死亡原因, 
结直肠癌肝转移能获得手术切除的患者仅占

10％-20％, 而不经治疗的肝转移中位生存期为
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■同行评价
本文为回顾性临
床分析, 文中应用
了多种统计学方
法对可能影响结
直肠肝转移预后
的多个因素进行
了分析, 得出肝转
移灶大小、有无
淋巴结转移以及
ALP值与患者预
后有关. 阅后感觉
文章不错, 对本病
的治疗具有一定
的指导意义.

5-9 mo[3]. 因此, 探讨结直肠癌肝转移的临床特

征及采取什么样的治疗方案对患者的预后影响

有重要意义. 
结直肠癌肝转移有许多临床预后危险因

素, 许多学者进行了相关的研究. 国外有学者用

Meta分析的方法对结直肠癌肝转移的预后因素

进行了总结, 主要因素有肝转移灶的大小、肝转

移灶的个数、肝转移时间、无瘤间期的长短、

原发灶分期、术前CEA值、肝转移灶治疗方式

等. Fong等[4]对肝转移临床预后因素进行了临床

危险评分研究, 把发现肝转移的时间、原发灶

有无区域淋巴结转移、肝转移灶的数目, 术前

CEA值, 最大转移灶直径这5个预后因素作为结

直肠癌肝转移的临床危险因素评分的因素, 其
研究发现无区域淋巴结转移的5年生存率41%、

有区域淋巴结转移者为32%; 肝转移时间>12 mo
者5年生存率41%、<12 mo为30%; 单发肝转移

灶患者5年生存率44%、多发肝转移灶患者为

28%; 术前CEA值>200 ng/mL的患者5年生存率

为24%、≤200 ng/mL的患者为38%; 肝转移灶

最大直径>5 cm的患者5年生存率为31%、<5 cm
的患者为40%. Artigas等[5]研究表明: 肝转移灶最

大直径<4 cm, 肝转移灶数目<4个的患者术后有

较好的生存率. 但是也有研究表明[6]: 肝转移时

间、原发灶的Dukes分期、肝转移的数目与预后

无明显相关性. Taniai等[7]对同时异时肝转移的预

后研究表明: 同时肝转移和异时肝转移术后生存

时间差别无统计学意义. 本研究表明: 肝转移灶的

最大直径≥5 cm、有区域淋巴结转移患者预后

较差, 肝转移灶最大直径≥5 cm者中位生存时间

24 mo, 3年生存率为10.5%; <5 cm者中位生存时间

为35 mo, 3年生存率为37.1%, 差别有统计学意义. 
无区域淋巴结转移者中位生存时间45 mo, 3

年生存率45.6%; 有区域淋巴结转移者中位生存

时间为27 mo, 3年生存率为16.6%, 差别有统计

学意义. 而肝转移的预后与原发灶的部位, 肝转

移灶的个数、诊断肝转移时CEA值及肝转移时

间无明显相关性, 差别无统计学意义. 
一般我们认为原发肿瘤的分化程度是结直

肠癌患者的预后因素, Yokoyama等[8]对212例高

分化和71例中分化患者进行了分析, 研究表明: 
中分化腺癌的区域淋巴结转移、淋巴浸润、静浸润、静、静

脉浸润、肝转移, 腹腔转移与高分化腺癌相比,浸润、肝转移, 腹腔转移与高分化腺癌相比,、肝转移, 腹腔转移与高分化腺癌相比, 
差异有统计学意义, 生存分析显示中分化腺癌

预后较差. 同样Kanemitsu等[9]对2 678例结肠癌

根治术后患者的病理类型进行了预后分析, 其
中97例患者为黏液腺癌患者, 对患者的年龄、黏液腺癌患者, 对患者的年龄、腺癌患者, 对患者的年龄、

性别、肿瘤位置、肿瘤病理类型、肿瘤分期等

因素进行预后分析表明, 黏液腺癌预后较差. 但黏液腺癌预后较差. 但腺癌预后较差. 但
是本研究表明: 结直肠肝转移预后与病理类型

无明显相关性, 可能与研究样本量较小, 随访时

间较短有关. 
ALP是广泛分布于人体肝脏、骨骼、肠、

肾和胎盘等组织经肝脏向胆外排出的一种酶. 
碱性磷酸酶主要用于阻塞性黄疸、原发性肝

癌、继发性肝癌、胆汁淤积性肝炎等的检查. 
ALP异常升高临床上主要见于: (1)生理性增高: 

表  1  结直肠癌肝转移的单因素分析结果

     
预后因素 n

中位生存

时间(mo)

3年生

存率%
 P 值 

年龄(岁)

≥ 60 34 29.0 30.7 0.86

＜ 60 37 25.0 27.9

性别

男 41 27.0 22.9 0.55

女 30 27.0 27.4

原发肿瘤位置

直肠 33 27.0 21.9 0.24

结肠 38 27.0 19.7

转移灶最大直径

≥ 5 cm 28 24.0 10.5 0.01

＜ 5 cm 43 35.0 37.1

肝转移灶个数

单发 35 29.0 33.7 0.14

多发 36 25.0 26.9

区域淋巴结转移

无 20 45.0 45.6 0.02

有 51 27.0 16.6

肝转移时间

同时 53 27.0 25.6 0.40

异时 18 27.0 33.3

治疗方式

手术组 29 29.0 31.2 0.09

化疗组 34 22.0 24.7

局部治疗组 8 27.0 42.9

肿瘤分化程度

高分化 15 26.0 11.4 0.53

中分化 50 27.0 26.9

低分化 6 35.0 25.0

CEA值

≥ 200 ng/mL 6 27.0 16.5 0.06

＜ 200 ng/mL 65 22.0 30.0

ALP值

≥ 130 U/L 16 22.0 10.0 0.01

＜ 130 U/L 55 30.0 32.0
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儿童在生理性的骨骼发育期, 碱性磷酸酶活力

可比正常人高1-2倍; (2)病理性升高: 阻塞性黄

疸、肝硬化、肝坏死 ,  碱性磷酸酶明显升高; 
原发性和继发性肝癌时碱性磷酸酶亦明显升

高, 与癌组织中或癌肿周围肝细胞合成碱性磷

酸酶增加有关. 其他肿瘤如乳腺癌、肺癌、卵

巢癌、骨细胞瘤、骨肉瘤等, 碱性磷酸酶增高

时, 提示可能有肝脏转移; 变形性骨炎、成骨细

胞癌、佝偻病、骨软化、甲状腺及甲状旁腺功

能亢进、肾小管性酸中毒、遗传性磷酸酶过多

症. 我们可见许多结直肠癌患者出现肝转移时

ALP值增高. Saif等[10]对105例结直肠癌肝转移

患者的术前ALP值进行研究(正常值范围39-117 
U/l), 把ALP值分为3组>120 U/L, 20-120 U/L, 
<20 U/L, 结果表明ALP水平增高和原发肿瘤的

T分期有明显相关性(P  = 0.0003); ALP>120组患

者与正常ALP组相比预后较差(RR = 4.4, 95%CI, 
1.0-19.1); CEA值和ALP值有明显的相关性(P  = 
0.002). 同样在临床工作中我们可见患者许多

结直肠癌患者出现肝转移时ALP值增高. 本研

究表明: ALP≥130 U/L的患者中位生存时间为

22 mo, 3年生存率为10%; 而ALP<130 U/L的患

者中位生存时间为30 mo, 3年生存率32%(P = 
0.01), Cox多因素分析显示P  = 0.032、RR值 = 
2.247(95%CI, 1.074-4.699), 表明ALP是结直肠癌

肝转移的独立预后因素. 
结直肠癌肝转移手术切除治疗是唯一可能

获得治愈的治疗方式. Kavlakoglu等[11]对42例结

直肠癌肝转移手术切除的患者进行了回顾性研

究, 研究表明中位生存时间为56 mo, 3年生存率

为71.3%, 单因素分析显示肝转移灶的个数<4
个、肝转移灶最大直径<4 cm、切除方式、阴

性手术切缘是结直肠癌肝转移的预后因素. 多
因素分析显示肝转移灶个数>4个、肝转移灶最

大直径>4 cm是结直肠癌肝转移患者的独立预

后因素(RR值分别为2.18和5.89). 新兴技术如射

频消融技术(RFA)[12], 冷冻技术等的出现和发展, 
为结直肠癌肝转移患者提供了多种治疗方案. 

另有文献报道[13]抗体治疗可以明显提高结直肠

癌肝转移患者的生存率, 但该项技术尚未在我

院开展, 因此可作为未来的研究方向. 目前结直

肠癌肝转移患者是手术治疗还是RFA治疗存在

一些争议, 许多国外的结直肠癌肝转移治疗指

南把RFA治疗也列为结直肠癌肝转移治疗方案

的一种. 许多学者对手术治疗和RFA治疗的预后

进行了回顾性分析. Abdalla等[14]对418例结直肠

癌肝转移患者进行回顾性研究, 研究表明手术

切除患者的4年生存率为65%, 而RFA治疗组为

22%, 差异有统计学意义. 而Berber和Siperstein
等[15]对158例肝转移灶RFA和90例单发肝转移灶

手术切除的患者的预后进行了回顾性研究, 研
究表明: RFA治疗组5年生存率为30%, 手术组为

50%, 差异无统计学意义. 本研究表明: 手术切除

组29例, 中位生存时间为29.0 mo±2.7 mo,1年生

存率93.0%, 3年生存率31.2%; 化疗组34例中位

生存时间22.0 mo±5.9 mo, 1年生存率65.9%, 3
年生存率24.7%, 局部治疗组(RFA组)8例, 中位

生存时间为27.0 mo±1.6 mo, 1年生存率100%, 3
年生存率42.9%, 全组3种治疗方式差别无统计

学意义, 但对手术切除组和化疗组患者进行了

比较发现差异有统计学意义(P  = 0.049), 而局部

治疗组和化疗组, 手术切除和局部治疗组之间

差异无显著意义, 这可能与局部治疗组样本量

较小有关. 所以本研究认为手术切除联合化疗

是结直肠癌肝转移患者首选治疗方式, 可获得

较好的远期生存. 
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■背景资料
Peutz-Jeghers综合
征是一种常染色
体显性遗传病, 典
型的临床特征为
皮肤、黏膜特定
部位色素斑和胃
肠道多发错构瘤
性息肉 ,  STK11/
LKB1 基因为其主
要突变基因, 本征
并发恶性肿瘤的
风险明显高于普
通人群.        
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Abstract
AIM: To assess cancer risk in patients with Peutz
–Jeghers syndrome (PJS) and to develop a sur-
veillance recommendation. 

METHODS: A systematic PubMed search was 
performed to analyze related data of cancer in pa-
tients with PJS described in 20 cohort studies.

RESULTS: The cohort studies included 3 302 
patients in total, and 573 (17.35%) of them devel-
oped 619 cases of cancer, including 368 (60.23%) 
cases of gastrointestinal and 243 (39.77%) cases of 
non-gastrointestinal cancers. The most common 
malignancy was colorectal cancer, followed by 
small bowel, breast, gastroesophageal, gynecolog-
ical, pancreatic, and lung cancers. The age range 
of the high incidence rate of cancer was 11-70 
years old, and seemed younger among Chinese 
patients than that in other countries. The lifetime 
relative risks for any cancer ranged from 9.9 to 18, 
for gastrointestinal cancer was 13 to 50.5, breast 

cancer 13.9 to 20.3, and gynecological cancer 
was 20.3 compared with the general population. 
Obviously, the age-related cumulative risks are 
increasing. The STK11/LKB1 mutation did not sig-
nificantly influence cancer risk (P > 0.05).

CONCLUSION: Patients with PJS have mark-
edly increased relative and absolute risk for gas-
trointestinal and non-gastrointestinal cancers. In 
order to improve the outcome for PJS patients, 
it is very important to strengthen cancer surveil-
lance and closer follow-up in an early phase.

Key Words: Peutz-Jeghers syndrome; Cancer; Pol-
yps; Gastrointestinal tract

Yuan BS, Lu YK, Jin XX, Wan HJ, Zhou SP, Wang FY. 
High risk of cancer in Peutz-Jeghers syndrome. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 3094-3099

摘要

目的: 评估Peutz-Jeghers综合征(Peutz-Jeghers 
syndrome, PJS)患者并发恶性肿瘤的风险, 提
出监测建议.

方法: 通过Pubmed检索PJS并发恶性肿瘤的群
组研究文献, 并摘录符合条件的20篇文献中的
相关资料进行分析.

结果: 共纳入3 302例P J S患者 ,  其中573人
(17.35%)并发619例恶性肿瘤, 包括消化系
肿瘤368例(60.23%), 非消化系肿瘤243例
(39.77%). 并发的常见恶性肿瘤中, 依次为结
直肠癌、小肠癌、乳腺癌、胃食管癌、妇科
癌、胰腺癌、肺癌, 且国内外发病频率具有
一致性; PJS患者恶性肿瘤高发年龄段为11-70
岁, 国内患者有较年轻化的趋势. PJS并发任意
癌的相对风险为9.0-18, 并发消化系肿瘤的相
对风险为13-50.5, 并发乳腺癌的相对风险为
13.9-20.3, 并发妇科癌的相对风险为20.3, 各
年龄段癌症累积风险明显增高. 有无STK11/
LKB1 基因突变对PJS并发恶性肿瘤风险无明
显影响(P >0.05).

结论: PJS患者为恶性肿瘤的高风险人群, 其

■同行评议者
何松, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科; 
万军 ,  主任医师 , 
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
Peutz-Jeghers综
合征并发恶性肿
瘤的原因及相关
的致病危险因素
仍 未 阐 明 ,  有 效
的治疗药物缺乏, 
需要大样本多中
心的临床研究及
流行病学调查对
本征进一步研究.    

并发消化系肿瘤及消化系外癌的风险明显增
高, 应加强随诊筛查恶性肿瘤.

关键词:  Peutz-Jeghers综合征; 癌; 息肉; 胃肠道
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0  引言

Peutz-Jeghers综合征(Peutz-Jeghers syndrome, PJS)
又称黑斑息肉综合征, 由荷兰医生Peutz和美国

医生Jeghers分别于1921年和1949年首先报道, 因
而命名为PJS, 本征是一种常染色体显性遗传病, 
特征性的表现为皮肤、黏膜特定部位色素斑和

胃肠道多发性息肉. 1998年发现肿瘤抑制基因

STK11/LKB1为PJS的相关致病基因[1,2]. 虽然本

征的发病机制仍未阐明, 但目前的文献报道[3-8]

多认为PJS并发恶性肿瘤的风险有所增加. 许多

研究中心根据已掌握的资料去评估恶性肿瘤风

险, 但因受限于较少的病例资料而使恶性肿瘤

风险变化较大, 据此, 我们通过检索国内外的群

组研究资料, 以期对PJS的恶性肿瘤风险进行更

好的评估, 从而指导治疗和恶性肿瘤监测. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索Pubmed数据库, 时间为1947-01-01/
2010-12-31, 检索方法为: (Peutz OR Jeghers) 
AND(cancer OR carcinoma OR tumor). 文献入选

标准: (1)诊断符合PJS; (2)并发恶性肿瘤; (3)群
组研究资料. 根据入选标准, 共检出1 183篇英文

文献, 剔除不符合条件的文献1 164篇, 最终列入

统计范围的英文文献共19篇, 加上1篇国内文献

荟萃分析资料, 共计20篇文献[4-23]. 
1.2 方法 根据参考文献追溯符合条件的文章, 剔
除综述类文献、个案报道、资料不全的文献及

社论文章. 摘录纳入文献的有效信息: 病例数、

性别、年龄、报道地区、并发恶性肿瘤类型及

病例数、恶性肿瘤累积风险、相对风险.对所获

取资料进行汇总, 采用Excel 2007、Origin 8、
SPSS18.0等软件进行统计分析及图表制作, 率的

比较用χ2检验, 以P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

在检索时间范围内, 共纳入3 302例PJS患者, 能
够确定性别的病例中男1 304例, 女1 342例, 男

女比例约为1∶1. 其中573人并发恶性肿瘤, 发
病率为17.35%, 其中国外为20.36%(366/1 798), 
国内为13.76%(207/1 504); 并发恶性肿瘤病例共

619例(有40人合并两种或两种以上的癌), 其中

消化系肿瘤(包括食管癌、胃癌、小肠癌、结直

肠癌、胰腺癌和胆道癌)共368例, 占60.23%, 非
消化系肿瘤共243例, 占39.77%, 两者之比约为

1.5∶1, 从病例资料的分布看各大洲均有报道, 
以欧美报道的文献较多, 但无明显的地区特异

性(表1). 
对可明确肿瘤类型的资料进行统计分析发

现, P JS合并的恶性肿瘤中以胃食管癌、小肠

癌、结直肠癌、胰腺癌、妇科癌(子宫癌、卵巢

癌、输卵管癌和卵巢环状小管性索肿瘤)、乳

腺癌和肺癌多见, 亦可合并其他较少见的癌(甲
状腺癌、前列腺癌、多发性骨髓瘤、肝癌、鼻

咽癌、肾癌、睾丸癌、wilm's瘤、急性粒细胞

白血病及不确定组织类型的癌等), 统计的各种

恶性肿瘤例数详见图1, 由此可见国内外报道的由此可见国内外报道的可见国内外报道的

PJS并发恶性肿瘤的分布趋势具有一致性. 
对可得到具体年龄资料患者的年龄作一统

计分析发现, PJS并发恶性肿瘤的年龄段分布主

要在11-70之间, 累积频率为98.3%, 在21-50岁间

国内外报道的例数基本一致, 而在11-20岁间国

内报道明显多于国外(15/2), 在51-70岁间国内报

道明显少于国外(6/28), 可见国内PJS患者并发恶

性肿瘤有较年轻化的趋势(图2). 
PJS并发恶性肿瘤较普通人群的相对风险

明显增高, 我们检索到6篇对此进行评价的文

献 [3,12,14,16,18,21], 年份介于1987-2003. 数据显示数据显示

PJS并发任意癌的相对风险为9.0-18, 并发消化

系肿瘤的相对风险为13-50.5, 并发乳腺癌的相

对风险为13.9-20.3, 并发妇科癌的相对风险为

20.3[21](图3).图3).). 
对涉及PJS并发常见恶性肿瘤, 如消化系肿

瘤(胃食管癌、小肠癌、结直肠癌、胰腺癌)、
妇科癌、乳腺癌和肺癌年龄相关的癌症累积风

险的文献[4,6,7]发现, 随着年龄的增长PJS并发各

种恶性肿瘤的累积风险明显增加(图4). 
进一步评价STK11/LKB1基因突变对PJS并

发恶性肿瘤风险的影响, 我们对能够明确基因

突变及相应肿瘤类型的文献资料[5,7,8,19-21]进行比

较, 发现两组间的差别并无统计学意义(P >0.05, 
表2), 因此, STK11/LKB1基因突变对肿瘤风险的

影响无统计学意义. 
参照国外相关文献, 对先前提出的随诊建



www.wjgnet.com

3096               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年10月18日  第19卷  第29期

■相关报道
Peutz-Jeghers综合
征并发恶性肿瘤
风险高, 而且容易
出现肠梗阻、肠
套叠及消化系出系出出
血等并发症, 目前
尚缺乏有效的治
疗药物去预防及
控制, 潜在的有希
望控制本征息肉
的药物有COX-2
抑制剂塞来昔布
及新型大环内酯
类抗真菌药, 并可
作为免疫抑制剂
的雷帕霉素 (Ra-
pamycin), 但仍处
于临床试验阶段, 
确切的疗效有待
进一步证实. 

议[23]加以补充及修改, 总结PJS患者常见恶性肿

瘤的随诊建议见表3.

3  讨论

我们的研究结果和先前的报道[3-8]均证实PJS并
发恶性肿瘤的风险明显增高. 在本研究涉及的

20个群组病例研究的3 302例PJS患者中, 有573
例PJS患者合并恶性肿瘤, 发生率为17.35%, 明
显高于普通人群的发病率[24]. 对比国内外报道的

数据发现, 国外略高于国内(20.36%/13.76%), 这

可能是由于纳入研究的人群不同所致, 合并的

恶性肿瘤中, 以消化系肿瘤最常见, 其次为女性

相关肿瘤(乳腺癌和妇科癌)和肺癌, 这些并发的

常见肿瘤类型, 国内外报道的频率趋势基本一

致. 对PJS并发恶性肿瘤的风险统计发现, 相对

普通人群, PJS并发恶性肿瘤的相对风险为9-18
倍, 其中以并发消化系肿瘤(13-50.5倍)、乳腺癌

(13.9-20.3倍)和妇科癌(20.3倍)为高, 据此, 我们

认为PJS是恶性肿瘤的高发人群. 
目前, 对PJS患者合并恶性肿瘤的危险因素

表  1  Peutz-Jeghers综合征并发恶性肿瘤一览表 (n )

     作者 发表年份 地区 n 男/女 患者数 恶性肿瘤数 消化系肿瘤 非消化系肿瘤

Utsunomiya等[9] 1975 日本 202 - 28 28 27   1

Linos等[10] 1981 美国   48 28/20 11 12   2 10

Burdick等[11] 1982 美国   10 3/7   3   4   0   4

Giardiello等[12] 1987 美国   31 - 15 16   8   8

Foley等[13] 1988 美国   12 7/5   3   3   2   1

Spigelman等[14] 1989 英国   72 33/39 16 17 10   7

Hizawa等[15] 1993 日本     8 4/4   4   4   3   1

Boardman等[16] 1998 美国   34 18/16 18 26 10 16

Westerman等[17] 1999 荷兰   22 13/9   7   7   5   2

Choi等[18] 2000 韩国   30 14/16   5   7   6   1

Olschwang等[19] 2001 法国   63 - 19 19 11   8

Scott等[20] 2002 澳大利亚   36 -   9   9   4   5

Lim等[21] 2003 英国   71 - 15 15   7   8

Amos等[22] 2004 美国   93 -   8   8 - -

Lim等[4] 2004 欧美多中心 240 109/131 47 54 26 28

Schumacher等[5] 2005 德国   88 - 19 21   9 12

Mehenni等[6] 2006 瑞士 149 76/73 29 32 22 10

Hearle等[7] 2006 欧美多中心 419 193/226 85 96 44 52

Mehenni等[8] 2007 欧美多中心 170 73/97 25 27 17 10

Yuan等[23] 2009 中国 1504 770/734 207 214 155 59

合计 3302 1304/1342 573 619 368 243

图� ������������������������ ������  2 ���������������������� ������Peutz-Jeghers综合征并发恶性肿瘤相对风险及其
95%CI.
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■创新盘点
本文以大量详实
的文献数据为基
础, 从肿瘤类型、
发病年龄、风险
比较、基因突变
与癌变的关系以
及国内外数据的
比较等方面来分
析PJS并发恶性肿
瘤的情况, 并在此
基础上提出随访
及监测建议.

尚未阐明, 我们的研究结果提示年龄是一个重

要危险因素, 从并发的恶性肿瘤中可见, 以11-70
岁为年龄的多发时间段, 但国内外报道的情况

略有差异, 国内报道的病例有相对年轻化的趋

势, 而且随着年龄增加, PJS并发各种恶性肿瘤的

累积频率和累积风险亦明显增加; PJS全世界均

有报道, 但未见它们的发病率及并发恶性肿瘤

和地域有明显关系; PJS患者63%-70%[7,8]有家族

史, 对于有无家族史患者并发恶性肿瘤的比较, 
因数据缺乏而无法进行, 但国外早期一篇荟萃

分析[3]的结果提示具有家族性病史的PJS患者合

并恶性肿瘤的发病率为30.14%(66/210), 明显高

于我们统计的结果, 可见有家族史者发生恶性

肿瘤的危险性明显增高; 在性别方面, 女性患者

并发乳腺癌和妇科癌的相对风险及频率明显增

高, 其他部位肿瘤与性别的关系无法进行比较, 
但国外荟萃分析的文献报道[3]并无明显关系; 尚
不能确定与胃肠道息肉的部位、数量、大小的

关系. 关于PJS息肉的癌变问题, 应该严格区分

是错构瘤性息肉恶变还是合并与息肉无关的胃

肠道原发性癌症. 已有研究报道[14,25-28]PJS息肉存

在错构瘤-腺瘤-腺癌的演变, 但所涉及的病例数

较少, 也有认为癌变很可能是由腺瘤演变而来, 
不一定来自本征的息肉, 此外, 本征息肉的癌变, 
其恶性程度与原发的胃肠道癌症的比较也未见

报道; 作为PJS典型表现的皮肤黏膜黑斑, 出现

于大多数PJS患者, 但其与肿瘤的关系未见报道, 
上述问题都需要多中心、大样本的研究去进一

步证实. 
1998年Hemminki和Jenne同时发现STK11/

LKB1基因为PJS的相关致病基因[1,2], 该基因在人

体几乎所有组织中表达, 是一种肿瘤抑制基因, 
编码一种新的丝氨酸/苏氨酸激酶, 通过磷酸化

作用来调控细胞分化. PJS患者STK11/LKB1基因

突变可导致氨基酸改变和终止信号提前出现, 翻
译和转录发生异常, 使激酶失活, 导致疾病的发

图� ������������������������ �����������  3 ���������������������� �����������Peutz-Jeghers综合征并发恶性肿瘤相对风险及其95%CI. 
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生、发展. 目前对PJS患者STK11/LKB1基因突

变的研究逐渐增多, 文献报道[1,8,19-21]50%-90%的

PJS患者有STK11/LKB1基因的突变, 对STK11/
LKB1基因突变能否导致PJS并发恶性肿瘤的风

险增加, 国外报道的结论并不完全一致[7,21], 我
们对有无STK11/LKB1基因突变的PJS进行比

较发现, 突变与否与并发恶性肿瘤的风险无明

显关系, 而且国外较大样本资料的研究[4,7]表明, 
STK11/LKB1基因突变位点及突变类型亦与并

发恶性肿瘤的风险无明显关系, 这可能是由于基

因型和表现型的不同所致, 因此, 需要对PJS并发

癌的机制进行更深入的研究. 
本研究尚有以下不足, 首先是文献选择偏

倚, 文献的选择均为群组研究资料, PJS并发恶性

肿瘤的病例被报道的可能性将更大, 反之则较

小, 而且较少病例资料的报道未被纳入, 因此有

可能使得出的肿瘤风险与实际有所差别; 其次

是文献中部分数据的缺失(如部分文献中未提供

具体的年龄、肿瘤的类型及例数), 使我们的统

计结果与实际产生偏倚. 但我们选择的文献较

多, 范围广, 进行统计的病例数较大, 每项结果

的统计均有较大样本(>100例)为基础的多篇文

献数据, 因此, 本研究的结果应能够较接近地反

映PJS并发恶性肿瘤的实际情况. 
由于本征是恶性肿瘤高风险人群, 而目前对

并发的恶性肿瘤尚无好的治疗办法, 因此监测

和随访PJS患者, 采取有效的治疗方法以减少恶

性肿瘤的发生很重要. 此外, PJS患者具有一定

遗传性, 而且文献报道[21]中PJS一级亲属中虽无

PJS的典型表现, 但亦可见到发生恶性肿瘤的风

险有所增加, 因此我们建议对PJS患者一级亲属

亦需加强随诊, 以期能早发现、早治疗合并的

恶性肿瘤, 从而降低死亡率. 居于我们的诊疗实

践、对本病的进一步认识以及诊疗技术的进步, 
我们参照国外相关文献, 对先前提出的随诊建

议[23]加以补充及修改, 总结PJS患者常见恶性肿

瘤的随诊建议. 
总之, 本研究的结果表明PJS患者为恶性肿

瘤的高风险人群, 其并发消化系肿瘤及消化系

外癌的风险明显增高, 应积极治疗胃肠道息肉

及筛查全身肿瘤. 
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但其与14 d标准
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Abstract
AIM: To assess the efficacy and safety of a new se-
quential treatment regimen versus standard triple 
therapy for Helicobacter pylori (H.pylori) infection.

METHODS: One hundred and two H.pylori-
infected patients with chronic gastritis or peptic 
ulcer were randomized to receive a 10-day se-
quential therapy [esomeprazole (20 mg, twice 
daily) plus amoxicillin (1000 mg, twice daily) for 
the first 5 d, followed by esomeprazole (20 mg), 
clarithromycin (500 mg) and tinidazole (500 mg) 
twice daily for the remaining 5 d] or a 14-day 
standard triple therapy [esomeprazole (20mg), 
clarithromycin (500 mg) and amoxicillin 1000 
mg, twice daily]. H.pylori status was evaluated 
by 13C-urea breath test or endoscopy four weeks 
after completion of treatment.

RESULTS: There were no significant differ-
ences in the eradication rate of H.pylori infection 
(90.4% vs 90.2%, P = 1.000) and the incidence of 
side effects (23.5 % vs 35.3%, P = 0.172) between 
the 10-day sequential regimen group and 14-day 
standard regimen group. The treatment cost 

was significantly lower for the 10-day sequen-
tial therapy than for the 14-day standard triple 
therapy (380.6 yuan vs 677.88 yuan, P < 0.05).

CONCLUSION: The 10-day sequential treatment 
regimen has similar eradication rate of H.pylori 
infection and incidence of side effects but higher 
cost-efficiency compared to the 14-day standard 
triple therapy.

Key Words: Sequential therapy; Standard triple 
therapy; Helicobacter pylori ; Eradication rate

Wu GL, Lan Y, Zhang XJ. Sequential therapy versus 
standard triple therapy for Helicobacter pylori eradication. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(29): 3100-3103

摘要

目的: 观察10 d序贯疗法治疗幽门螺杆菌(He-
licobacter pylori , H.pylori )的疗效及不良反应, 
与14 d三联标准疗法比较H.pylori根除情况及
经济学上有无优越性.

方法: 将103例经胃镜检查确诊为慢性胃炎或
消化性溃疡且H.pylori阳性的患者随机分为两
组, 治疗组(10 d序贯疗法)52例,前5 d埃索美
拉唑、阿莫西林, 后5 d埃索美拉唑、克拉霉
素、替硝唑. 对照组(14 d标准三联疗法)51例,
埃索美拉唑、阿莫西林、克拉霉素14 d. 所有
患者停药4 wk后复查13C呼气试验或胃镜检查, 
判断H.pylori根除情况.

结果: 治疗组H.pylori 根除率为90.4%,与对照
组(90.2%)比较无统计学差异(P = 1.000); 两
组不良反应发生率分别为12/52(23.1%)、
18/51(35.3%),  两组比较无统计学差异 (P 
= 0.172); 治疗组费用为380.6元, 较对照组
(677.88元)明显减低.

结论: 10 d序贯疗法的H.pylori 根除率不低于
标准14 d三联疗法, 2组不良反应发生率相似, 
但10 d序贯疗法根除H.pylori的效价比更高.

关键词: 序贯疗法; 标准三联疗法; 幽门螺杆菌; 根

除率

■同行评议者
李振华, 教授, 中
国中医科学院西
苑医院消化科
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■研发前沿
本研究观察10 d
序贯疗法根除H.p
ylori 与14 d三联
标准疗法比较是
否 效 价 比 更 高 , 
以便更好的指导
临床根除H.pylori
治疗.

吴改玲, 蓝宇, 张小晋. 序贯疗法和标准三联疗法根除幽门螺杆

菌的疗效比较.  世界华人消化杂志  2011; 19(29): 3100-3103 
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0  引言

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

胃炎和消化性溃疡等疾病的主要病因[1]. 由于抗

生素耐药的流行, 7 d和10 d的标准三联疗法对

H.pylori根除率下降[2,3]. 为了提高H.pylori根除

率, 建议延长标准三联疗法的疗程(14 d)或改用

四联疗法. 国外提出序贯疗法, 荟萃分析提示10 d
序贯疗法优于7 d或10 d标准三联疗法[4], 但10 d
序贯疗法与14 d标准三联疗法的疗效比较研究

较少. 本研究的目的是比较10 d序贯疗法与14 d
标准三联疗法根除H.pylori的疗效, 以便更好的

指导临床根除H.pylori治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 103例有消化不良症状经胃镜诊断的活

动性慢性胃炎或消化性溃疡且H.pylori感染的患

者, 其中男性44例, 女性59例, 年龄18-80岁, 平均

年龄49.68±16.30岁. 纳入标准: (1)4 wk内未使

用质子泵抑制剂(PPI)、H2受体拮抗剂、铋剂及

抗生素; (2)所有患者均为第1次根除H.pylori治
疗, 既往H.pylori感染根除失败者除外; (3)无消

化系大出血和幽门梗阻、穿孔等并发症; (4)无
消化系手术史; (5)无严重心、肺、肝、肾功能

不全; (6)非哺乳期妇女及孕妇; (7)排除癌性溃

疡及其他肿瘤病史; (8)无相关药物过敏史. 
1.2 方法  
1.2.1 确定H.pylori 感染: 胃镜下快速尿素酶试

验、组织Giemsa染色法或13C呼气试验3项中至

少一项阳性即判定为H.pylori感染. 快速尿素酶

试验采用福建三强生物化工有限公司所生产的

胃幽门螺杆菌诊断试剂盒, 13C呼气试验使用原

子高科股份有限公司生产的尿素13C胶囊和北京

中科科仪有限公司生产的13C质谱仪. 所有患者

均按照随机数字表随机分为治疗组(10 d序贯疗

法组)和对照组(14 d标准三联疗法组). 治疗组52
例, 快速尿素酶试验与组织Giemsa染色法均阳

性33例, 均阴性者4例, 快速尿素酶试验阳性而

组织Giemsa染色法阴性9例, 快速尿素酶试验阴

性而组织Giemsa染色法阳性6例, 13C呼气试验

阳性4例(快速尿素酶试验和组织Giemsa染色法

均阴性者), 其中男性20例, 女性32例, 平均年龄

49.85±17.15岁, 慢性胃炎32例, 溃疡病20例. 对

照组51例, 快速尿素酶试验与组织Giemsa染色

法均阳性者31例, 均阴性者3例, 快速尿素酶试

验阳性而组织Giemsa染色法阴性11例, 快速尿

素酶试验阴性而组织Giemsa染色法阳性6例, 13C
呼气试验阳性3例, 其中男性24例, 女性27例, 平
均年龄48.53±15.55岁, 慢性胃炎26例, 溃疡病

25例. 两组性别、年龄、疾病构成比无明显差

异(P >0.05). 
1.2.2 治疗组用药: 前5 d: 埃索美拉唑肠溶片20 mg 
bid+阿莫西林胶囊1 000 mg bid, 后5 d: 埃索美拉

唑肠溶片20 mg bid、克拉霉素片0.5 bid+替硝唑

片0.5 bid. 对照组用药: 埃索美拉唑肠溶片20 mg 
bid+阿莫西林胶囊1 000 mg bid+克拉霉素片0.5 
bid 14天. 埃索美拉唑肠溶片由无锡阿斯利康公

司生产, 阿莫西林胶囊由联邦制药有限公司生

产, 克拉霉素片、替硝唑片由丽珠制药有限公

司生产. 根除治疗结束至少1 mo后应用13C呼气

试验或快速尿素酶试验或组织Giemsa染色法复

查H.pylori根除情况; 复查前至少1 mo内停用一

切抗生素、铋剂、H2受体拮抗剂及质子泵抑制

剂. 观察两组的H.pylori根除率、不良反应发生

情况; 比较两组的效价比. 
统计学处理 所有数据采用SPSS16.0统计软

件分析处理, 计量资料比较采用t检验, 计数资料

比较用卡方检验, P <0.05为差异有显著性意义. 

2  结果

2.1 H.pylor i 根除率的比较 治疗组52例, 47例
H.pylori成功根除, 根除率90.4%; 对照组51例, 46例
根除, 根除率90.2%, 2组H.pylori根除率无统计学差

异(P = 1.000). 
2.2 药物不良反应 治疗组有12例出现不良反应, 
对照组有18例出现不良反应, 两组的不良反应

发生率分别为23.1%和35.3%, 两组比较无统计

学差异(P  = 0.172). 不良反应主要以口苦、口腔

异味、大便次数增加为主, 恶心及呕吐较少见, 
且不良反应均较轻微, 未影响治疗(表1). 
2.3 治疗方案费用比较 治疗组的费用为380.6元, 
对照组费用为677.88元, 治疗组的费用明显低于

对照组. 

3 讨论

H.pylori感染是胃炎和消化性溃疡的主要病因[1], 
1994年世界卫生组织正式将其列为第1类致癌

因子[5], 并明确为胃癌的危险因素[6,7]. 2003年桐

城会议[8]及2007年庐山会议[9]明确指出消化性

■相关报道
荟萃分析显示10 d
序贯疗法较7 d标
准三联疗法H.pyl 
ori 根除率提高了
17.6%; 10 d序贯
疗法同样也优于
l0 d标准三联疗法.
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除H.pylori , 2007年庐山会议[9]指出慢性胃炎伴

消化不良症状患者亦支持根除H.pylor i . 因此

H.pylori感染的治疗一直是大家所关注的热点, 
包括质子泵抑制剂、阿莫西林、咪唑类药物

和克拉霉素的7 d标准三联疗法曾被推荐为根

除H.pylori的一线方案, 特别是质子泵抑制剂加

阿莫西林和克拉霉素方案, 在一段时间内因其

H.pylori根除率高、不良反应少、依从性好等特

点而作为首选方案. 但近年来随着H.pylori耐药

的不断产生, 质子泵抑制剂加克拉霉素和阿莫

西林治疗方案对H.pylori的根除率明显下降, 甚
至降到了80%[2,3]. 究其原因主要是因为抗生素

耐药、依从性差、疗程偏短、药物相关性副作

用、胃内细菌负荷量、cagA基因以及吸烟史等

因素[10]. 研究还发现H.pylori的根除率在复治者

比初治者明显下降, 同样的治疗方案, 随着时间

推移, H.pylori根除率逐步降低, 所以对H.pylori
的根除治疗应力争在第1次治疗取得成功[11]. 因
此筛选根除率高的治疗方案, 避免耐药菌株已

引起国内外学者的广泛关注. 欧洲指南建议当

克拉霉素耐药流行超过15%-20%时, 应用14 d
疗程的三联方案或者10-14 d四联方案[12]. 意大

利学者Vaira等[13]对300例患者的随机双盲研究

显示, 10 d序贯疗法H.pylori根除率(89%)明显高

于传统三联疗法(77%). Zullo等[14-16]研究亦表明

10 d序贯疗法能够获得比7 d或10 d三联疗法更

高的H.pylori根除率. 意大利根除H.pylori的指南

把10 d序贯疗法给予了与标准7-14 d三联疗法同

等地位, 作为了一线治疗方案. 国内童锦禄等[4]

对中外10 d序贯疗法与标准三联疗法(7 d或10 d)
治疗H.pylori感染的资料进行了荟萃分析, 结果

表明10 d序贯疗法较7 d标准三联疗法H.pylori根
除率提高了17.6%; 10 d序贯疗法同样也优于l0 
d标准三联疗法. 无论是溃疡性消化不良还是非

溃疡性消化不良, 10 d序贯疗法皆获得了更高的

H.pylori根除率. 两者之间的副作用发生率也相

似. 而且从经济学方面考虑, 10 d序贯疗法费用

也明显低于10 d标准三联疗法. 我国第三次全国

幽门螺杆菌共识会推荐序贯疗法为根除H.pylori

的B级或C级的新疗法[17]. 
与7 d或10 d标准三联疗法相比, 将疗程延

长至14 d可获得更高的H.pylori根除率. 但是经

济负荷随之增加. 若10 d序贯疗法能取得与14 d
标准三联疗法相同的根除率, 无论从疗程上还

是从经济负荷上都将显示其优势. 但10 d序贯疗

法与标准14 d三联疗法疗效的比较报道不多. 本
研究中10 d序贯疗法H.pylori根除率为90.4%, 与
国内文献报道的10 d序贯疗法的H.pylori根除率

相近, 且其H.pylori根除率能达到14 d标准三联

疗法的疗效, 而且治疗费用比后者少近一半, 可
减轻患者的经济负担, 未出现严重的不良反应, 
效价比更高. 庞淑珍等[18]对消化性溃疡H.pylori
阳性的患者进行10 d序贯疗法(含奥美拉唑、阿

莫西林、克拉霉素和替硝唑)与14 d标准三联

疗法(含奥美拉唑、阿莫西林、克拉霉素)根除

H.pylori疗效比较, 两组疗效相当, 与本研究结果

相似, 提示10 d序贯疗法可能为目前抗H.pylori治
疗的一种较为安全、经济、有效的方案. 

10 d序贯疗法高疗效的机制不甚明了, 单用

阿莫西林能够获得50%的H.pylori根除率, 并能

减少患者胃内细菌的负荷量. 胃内细菌的负荷

量减少在某种程度上提高了细菌对后续药物的

敏感性[19]. 另一方面, 阿莫西林能够破坏细菌细

胞壁, 增加大环内酯类药物的进入, 从而增加药

物的疗效. 因此, 前半个疗程的阿莫西林能够预

防随后应用克拉霉素的耐药. 另外高的H.pylori
根除率亦可能与应用替硝唑有关, 替硝唑的作

用机制尚未完全阐明, 其硝基可被还原成一种

细胞毒, 从而作用于细菌的DNA代谢过程, 促使

细菌死亡. 替硝唑作用比甲硝唑强2-4倍, 且具有

更长的作用时间; H.pylori对替硝唑的耐药率明

显低于对甲硝唑的耐药率[20]. 
10 d序贯疗法与14 d标准三联疗法不良反应

发生率相似, 均偏高, 但两组不良反应均主要以

口苦、口腔异味、大便次数增加为主, 恶心及

呕吐较少见, 不良反应均较轻微, 未影响患者的

治疗, 提示两组方案均较安全. 
10 d序贯疗法的H.pylori根除率同14 d标准

三联疗法, 两组的不良反应发生率相似, 但序贯

■创新盘点
本研究比较了10 
d序贯疗法与14 d
三联标准疗法根
除幽门螺杆菌的
疗效, 既往多数文
章是将10 d序贯
疗法与7或10 d三
联标准疗法比较, 
本研究提示10 d
序贯疗法优于14 d
三联标准疗法.

表  1  两组患者不良反应发生情况 (n )

     n 口苦、口腔异味 大便次数增加 恶心、呕吐 合计

治疗组 52 9 6 2 12

对照组 51 8 10 3 18

■应用要点
10 d序贯疗法的
根除H.pylori 效价
比高于14 d标准
三联疗法, 对于我
国H.pylori 感染率
较高的状况 ,  1 0 
d 序 贯 疗 法 根 除
H.pylori 有更多的
益处.
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疗法效价比更高, 从经济学角度来讲节省药费4
成以上, 对于我国H.pylori感染率较高的状况, 10 d
序贯疗法根除H.pylori是有更多的益处.  
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■同行评价
本研究采用序贯
疗法与14 d标准三
联疗法对H.pylori
感染的治疗进行
对照, 并证实了其
有效性和价格低
廉的卫生经济学
优越性, 具有一定
的临床价值.
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中国知识资源总库收录. 2009年《世界华人消

化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综
合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊

的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）的

第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指

标0.112, 他引率0.79, 引用刊数473种, 扩散因子

15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文

献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机构

分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.

 
wcjd@wjgnet.com 

® 世界华人消化杂志 2011年10月18日; 19(29): 3104-3108
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)



www.wjgnet.com

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品和品品
牌化方向迈进.方向迈进.迈进.
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2011年国内国际会议预告

2011-08-20/22
第十五次全国中西医结合儿科学术会议
会议地点: 兰州市
联系方式: zxyek@sina.com

2011-08-26/27
第四届福瑞肝纤维化论坛
会议地点: 上海市
联系方式: bstract@cosoman.com

2011-08-31/09-02
腹腔间室综合征的护理进展
会议地点: 延吉市
联系方式: qiyan68@126.com

2011-09
中华医学会超声医学分会第十一次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: http://www.nccsum.org/

2011-09-14/17
第六届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 兰州市
联系方式: office@cnsld.org

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451

2011-09-16/18
第七届全国消化系统中晚期恶性肿瘤学术年会
会议地点: 济南市
联系方式: xiaohuahuiyi@126.com

2011-09-24
2011中国消化病学大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-09-25/26
2011北京消化内镜节
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-10-07/09
第八届亚太肝病学会主题会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@apaslstc.org

2011-10-13/16
2011年亚太地区国际肿瘤生物学和医学学术会议
会议地点: 上海市
联系方式: clinimmunchina@yahoo.com

2011-10-14/16
中华医学会第五次全国艾滋病、病毒性丙型肝炎暨全国
热带病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: www.nccsid.org

2011-10-21/23
中华医学会病理学分会第十七次学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: leighdai@cma.org.cn

2011-10-22/26
第19届欧洲肠胃病学联合组织(UEG)会议周
会议地点: 斯德哥尔摩
联系方式: uegw2011@cpo-hanser.de

2011-10-28/11-02
2011美国胃肠病学会年度科学会议
会议地点: 华盛顿
联系方式: annualmeeting@acg.gi.org

2011-11-04/08
第62届美国肝病研究学会(AASLD)年会
会议地点: 旧金山
联系方式: medical_conference@263.net 

2011-11-18/23
第十一届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2011全
国内镜/介入/放疗新技术国际论坛
会议地点: 北京市
联系方式: doctor302@163.com

2011-11-25/27
2011年全国消化道静脉曲张及其伴发消化疾病内镜诊治
研讨会
会议地点: 西安市
联系方式: 2011varices@sina.com

2011-12-08/11
第11次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: csgdabstract@126.com

2011-12-09/11
江苏省第四次胃肠外科学术会议
会议地点: 南京市
联系方式: jswcwk@yahoo.com.cn
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