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Abstract
Severe acute pancreatitis (SAP) is an acute ab-
dominal disease that is characterized by sudden 
onset, quick progression, many complications 
and high mortality. Multiple organ dysfunction 
syndrome (MODS) is still regarded as the main 
cause of death in SAP patients. Nowadays, the 
mortality rate for patients with SAP in devel-
oped countries is 22.7%. In the early 21st centu-
ry, the mortality reached 15.60%-23.77% in main-
land China. However, the etiology, pathogenesis 
and pathophysiology of SAP remains unclear, 
resulting in puzzle or perplexity in choosing and 
developing treatment strategies for SAP. This 
paper reviews recent progress in understanding 
the pathogenesis of SAP.

Key Words: Acute pancreatitis; SAP; Pathogenesis

Lu SY, Pan XZ. Recent progress in understanding the 
pathogenesis of severe acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 2421-2425

摘要 
重症急性胰腺炎是一种起病急、进展快、并
发症多、病死率高的急腹症. 常常由于并发多
器官功能障碍综合征而造成患者死亡, 病死率
国外近期报道仍高达22.7%, 我国报道21世纪
初期的病死率也达15.60%-23.77%. 究其原因, 
主要是其发病机制尚未完全阐明, 导致治疗观
点和治疗方案摇摆不定. 本文阐述其发病机制
研究进展, 旨在探讨重症急性胰腺炎发病机制
的复杂性, 提高治疗效果. 

关键词: 急性胰腺炎; 重症; 发病机制  
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是一种发病机制复杂、病情凶险、并发症多、

死亡率高的急腹症[1-3]. SAP之所以病死率居高

不下, 其主要原因就是其发病机制尚不完全清

楚, 导致治疗观点和治疗方案不规范. 因此, 有
关其发病机制的探索一直是研究的热点. SAP的
基本发病机制是各种原因导致胰管梗阻, 有或

无十二指肠液、胆汁反流、血液循环障碍, 胰
腺防御机制受到破坏, 胰蛋白酶原被激活, 后者

又激活其他酶反应, 导致胰腺及其邻近组织炎

症、出血、坏死等改变, 消化液和坏死组织液

经血循环、淋巴管途径输送到全身则可导致全

身多脏器损害. 随着众多学者对SAP发病机制的

深入研究, 发现除了传统的胰酶自身消化学说

外, 还有炎性介质学说、微循环障碍、细菌感

染等在SAP的发生发展中也起着重要作用. SAP
是一种胰腺局部病变诱发全身性炎症介质和细

胞因子释放的瀑布式级联反应的全身性疾病, 
疾病早期常伴有急性生理紊乱和器官功能损

■同行评议者
张筱茵 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
京医院消化疾病
研究所

■背景资料
重症急性胰腺炎
SAP是一种发病
机 制 复 杂 、 病
情凶险、并发症
多、死亡率高的
急腹症. SAP之所
以病死率居高不
下, 其主要原因就
是其发病机制尚
不完全清楚, 导致
治疗观点和治疗
方 案 不 规 范 .  因
此, 有关其发病机
制的探索一直是
研究的热点.
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害. 近年来, 对该病的研究主要集中在胰酶自身

消化、白细胞过度激活、微循环障碍、高脂血

症、细菌感染等方面. 

1  胰酶自身消化学说

胰管梗阻与胆汁反流以及乙醇对胰腺腺泡和

Oddi括约肌的作用是主要诱因[4]. 胆石嵌顿于胆

总管下端或胰胆管共同通道引起胆汁反流, 激
活了胰蛋白酶引起胰腺腺泡损伤是长年以来传

统的观点, 但不能圆满解释一些原因不明的急

性胰腺炎和胆管、胰管分别开口于十二指肠者. 
有报道这类患者约91%有一过性小结石的嵌顿, 
而动物实验在分别结扎胆管和胰管也可引起急

性胰腺炎, 然并无胆汁反流, 这说明胰管梗阻同

样是一重要的致病因素[5]. 有研究认为妊娠性胰

腺炎也是由于妊娠生理过程的改变导致胆道梗

阻进而诱发胰腺炎[6]. 酒精引起的胰腺炎是由于

神经受体的功能异常使胰腺、十二指肠Oddi括
约肌对乙酰胆碱反应增强, 胰液分泌增加, 肠-胰
反流出现, 而引起了胰腺炎的发生[7,8]. 另外他可

改变胰液蛋白质成分从而形成蛋白栓子阻塞胰

小管, 还可增加溶酶体酶及改变体内及胰腺的

脂质代谢, 改变细胞膜的流动性和完整性. 近年

国外学者[9,10]发现作为蛋白质正常合成、分泌调

节物质的蛋白伴侣物与胰酶分泌密切相关, 其
中两个重要亚基伴侣因子(chaperonin, Cpn)及热

休克蛋白(heat shock proteins, HSP)的作用最受

关注. 高温诱导HSP高表达后, 可预防蛋白酶原

的胞内活化, 阻止雨蛙肤(caerulein)诱导的急性

胰腺炎的发生, 这种保护作用可被预先使用HSP
表达的抑制剂所抵消. 吴浩等[11]研究发现生长

抑素对SAP大鼠病情并无明显改善作用, 却能明

显抑制后期抗炎细胞因子(cytokine, CK)IL-10、
TGF-β的释放, 说明胰腺炎发展至重症阶段CK
所起的作用已经超过酶的自身消化作用. 

2  白细胞过度激活学说

目前研究发现CK和炎性介质在SAP的发生、

发展中起重要作用. SAP发生时, 白细胞过度激

活导致大量促炎CK及炎性介质释放人血, 发生

呼吸爆发, 产生氧自由基, 形成致炎因子激活

的级联及复杂的网络状互相影响, 是导致微循

环障碍, 进一步加重胰腺损伤, 并引发全身炎

性反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)及多器官功能衰竭(multiple 
organ fai lure, MOF)的重要基础[12-15]. 其中影

响较大的有肿瘤坏死因子-α(tumor nec ros i s 
factor-α, TNF-α)、白介素(interleukin, IL)、血

小板活化因子(platelet activating factor, PAF)以
及核因子(nuclear factor-κB, NF-κB)和磷脂酶

A2(phospholipase A2, PLA2)等. 
2.1 TNF-α TNF-α主要来源于活化的巨噬细胞, 
具有多种生物学活性, 与胰腺炎症程度密切相

关. 急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)发生1 h后
即可检测到血清TNF-α水平升高, 6 h后达到高

峰, 阻断其升高可减轻SAP的病情严重程度[16]. 
低浓度的TNF-α能诱导细胞凋亡, 促进炎症愈合; 
而高浓度的TNF-α则导致胰腺腺泡细胞坏死. 大
量的TNF-α进一步激发一系列级联反应, 诱导

IL-1、IL-6、IL-8等的表达, 使细胞因子过度激

活引起胰腺细胞坏死, 最终导致胰腺及胰腺外

组织的损伤[17,18]. TNF-α还可下调内皮细胞血栓

调节蛋白表达, 促进血栓形成及上调黏附分子

功能. 总之, TNF-α过度刺激的结果是作用于各

种炎症细胞、激活细胞和亚细胞水平的级联反

应, 造成组织严重损伤. 
2.2 IL IL-1主要来自巨噬细胞, 是重要的前炎症

因子. IL-1在AP早期即升高, 并与TNF-α协同作

用, 不但可以刺激自身的释放, 还可促进彼此的

释放[19,20]. IL-1在AP中除有与TNF-α相似的病理

生理作用外, 还可直接刺激胰酶的合成、储存

和(或)释放, 加速腺泡空泡的变性坏死. 他对粒

细胞具有趋化和激活作用, 还可通过自分泌或

旁分泌刺激其他炎性介质如IL-6和IL-8等炎性

细胞因子的产生. 
IL-6主要由单核巨噬细胞产生, 有广泛的促

炎作用, 主要刺激肝脏细胞合成C反应蛋白(C-
reactive protein, CRP)等急性期蛋白, 还可促进

B细胞和T细胞分化增生, 增加免疫球蛋白合成, 
促进急性期反应, 导致组织损伤. 他的浓度与胰

腺炎预后密切相关[21], 在反映AP严重程度方面, 
IL-6的敏感性更高, 而CRP的特异性较高. IL-8是
中性粒细胞强有力的诱导物和活化因子, 他由

单核/巨噬细胞、内皮细胞产生, 具有激活诱导

T、B细胞分化, 增强NK细胞杀伤靶细胞, 促进

吞噬等功能, 在中性粒细胞介导的组织损伤中

起重要作用[22]. 目前认为TNF-α、IL-1、IL-6诱
发的炎症反应很大程度上是通过诱导以IL-8为
代表的趋化因子的产生而实现的[23]. IL-8升高引

起的弹力蛋白酶的升高与病情呈正相关, 而后

者被认为是中性粒细胞激活的标志. 
2.3 PAF PAF是一种低分子磷脂, 可与多种细胞

■研发前研
目前SAP的发病
机制还没有完全
阐述清楚, 各种致
病因素导致胰酶
原过度激活、胰
酶入血是其启动
因素; 坏死物质激
活免疫系统, 释放
大量CK及炎性介
质, 是SAP病情失
控的关键环节; 全
身血循环障碍, 组
织的缺血坏死, 诱
发SIRS及MOF是
SAP的主要表现. 
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表面的PA F受体结合而产生一系列促炎反应. 
PAF是内源性炎症启动与放大过程的重要介质, 
可以与G蛋白耦联的跨膜受体结合, 通过胞内的

信号传导使胞内的PLA2和磷脂酶C激活, 介导

内皮细胞损伤和中性粒细胞浸润. 他是迄今发

现的最强的血小板聚集剂及血管活性脂类递质, 
可导致毛细血管扩张及通透性升高, 并可促进

血栓形成, 引起微循环障碍, 加重胰腺炎症的严

重程度, 在重症胰腺炎的发生和发展中起着重

要作用[24-26]. 
2.4 NF-κB NF-κB最初从B淋巴细胞核中提取而

出, 是一类主要参与炎性分子表达调控的转录

因子, 能与多种基因启动因子或增强子的κB位

点特异性结合的转录因子. 在AP早期起着重要

作用. 活化的NF-κB进入细胞核, 与特异的DNA
位点结合, 启动IL-6、TNF-α等许多炎症因子、

黏附分子和急性反应蛋白的基因表达, 控制他

们的转录[27]. 近年来, NF-κB在AP的发病机制中

的作用成为一个新的研究热点. 有动物实验研

究表明, AP时应用NF-κB抑制剂能抑制炎症因

子的表达和释放, 可以使胰腺细胞凋亡增加, 坏
死细胞减少, 减轻动物SAP模型的病情及降低实

验组动物死亡率[28]. 裴红红等发现[29]水肿型胰腺

炎较坏死性胰腺炎NF-κB表达强度明显减弱, 认
为可能是由于水肿型胰腺炎时存在着细胞凋亡

的保护机制所引起. 可能NF-κB有一定的抗凋亡

作用, SAP炎症介质的产生始发于NF-κB的活化, 
因此抑制NF-κB的激活可能阻止SAP病情的恶

化[30-32]. 
2.5 PLA2 研究表明PLA2是合成PAF的重要限

速酶, AP时血中PLA2浓度升高, 活性增强[33], 将
PAF注入胰十二指肠上动脉可导致胰腺水肿、

腺泡细胞空泡变性、坏死及高淀粉酶血症等. 
PLA2在胰腺炎引发SIRS及进展至SAP中起着重

要作用. 人体分泌的PLA2可分为ⅠB、ⅡA、Ⅱ

E、ⅡF等不同, 其中GIB- PLA2被称为“胰腺

的PLA2”, 因为GIB-PLA2在胰腺腺泡中广泛表

达. GIB-PLA2可以有效地催化卵磷脂水解, 使
血浆中类花生四烯酸的水平增高, 如前列腺素

(PGI2)和血栓素(TXA2). PGI2和TXA2的作用相

反, 两者平衡控制正常止血机制, 如PGI2相对过

多, 就导致出血倾向; 反之就导致血栓形成. 在
AP时两者之间的平衡被打破, 导致病情恶化[34], 而
高浓度的PLA2也SAP急性肺损伤的重要原因[35]. 

3  微循环障碍

近年来, 胰腺微循环障碍在AP发病机制中的作

用越来越受到重视[36,37], 他是SAP的启动因子和

持续损伤因子. SAP早期即发生微循环障碍, 这
不仅包括胰腺局部的缺血坏死, 还涉及到外周

循环及其他器官的缺血与功能失常. 实验证实

胰腺小叶内动脉括约肌损伤是AP局部微循环紊

乱的始动环节[38], 而微动脉痉挛收缩导致血流瘀

滞、血栓形成等血液流变学改变, 进而产生组

织缺血、坏死. SAP时释放大量炎症因子, 包括

PAF、内皮素(endothelin, ET)、TXA2和PGI2、
氧化亚氮(nitricoxide, NO)及氧自由基(OH)等, 
PAF导致毛细血管扩张及通透性升高, 并可激活

PLA2、磷脂酶C而发挥作用, 其拮抗剂已开始

试用于临床并取得了较好的治疗效果[39]. TXA2
为强烈的微血管收缩物质和血小板收缩促进剂, 
可诱导组织缺血及引发出、凝血障碍, 活化白

细胞, 释放OH, 导致血管内皮损伤. PGI2为其极

强的拮抗剂, PGE1与PGI2有类似作用. ET可致

胰血管持续痉挛, 促进钙离子内流, 损伤胰腺组

织, 减少心输出量, 导致缺血、OH产生, 缺血缺

氧与OH又正反馈促进内皮细胞产生ET, 造成恶

性循环. NO在ET诱导下产生增加负反馈调节ET
的作用, SAP时, PGI2, PGE1和NO合成相对不足, 
造成TXA2/PGI2, ET/NO的比值升高, 与病情严

重程度相平行[40]. 

4  高脂血症

已有的研究显示, 高三酰甘油血症(h y p e r t r i-
glyceridemia, HTG)约占所有胰腺炎病因中的

1%-13%[41-44], 约占非酒精性和非胆源性胰腺

炎病因的20%[45], 而妊娠期胰腺炎病因主要以

高脂血症最为常见 [46]. 张俊晶等 [47]认为A P患
者中12%-38%出现显著的T G升高, 通常可达

11.29-22.58 mmol/L, 甚至高达112.9 mmol/L. 而
高胆固醇血症的AP患者较少见. HTG导致的AP
的确切机制仍不清楚, 可能由于大量TG在胰酶

的作用下生成游离脂肪酸, 游离脂肪酸对胰腺

腺泡有直接损伤作用, 并可通过加强TNF等细胞

因子毒性引起生物膜损伤, 导致线粒体肿胀、

变形、膜通透性增加, 加重胰腺的缺血坏死. 另
外HTG使血液黏稠度增加, 致胰腺微循环障碍, 
胰腺缺氧, 血清脂质颗粒阻塞胰腺血管, 导致血

流动力学改变而发生胰腺缺血. 而部分患者的

脂蛋白脂肪酶或载脂蛋白C-II活性降低, 脂代谢
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过程异常也能导致高脂胰腺炎的发生[48]. 但并不

是所有的HTG(甚至TG水平极高时)均可引起AP, 
表明高脂胰腺炎的发生是多基因、多因素参与的. 

5  细菌感染

胰腺炎早期主要表现为化学性炎症, 细菌感染往

往是组织缺血坏死后的继发性改变. 感染是AP
发生、发展及转归中一个重要的中心环节, 可由

轻症发展至重症, 甚至导致多器官系统功能不

全, 病程分为急性反应期、全身感染期和残余感

染期[49]. AP肠道组织缺血坏死后, 黏膜面细菌向

浆膜面巨噬细胞胞质内移位引起胰腺感染. 当产

生内毒素血症后, 内毒素激活外周单核白细胞中

的NF-κB, 启动TNF-α等靶CK、炎症介质基因的

表达, 形成第二次CK活化的级联, 使机体遭受再

次打击, 病情进一步恶化. 内毒素的主要成分是

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS), 他可以诱导实

验性SAP的发生, 他的代谢产物可激活巨噬细胞

产生过多的NO扩张血管, 减少胰腺血液灌注, 导
致胰腺损伤[50]. 而脂多糖结合蛋白(lipopolysac-
charide-binding protein, LBP)通过结合LPS对SAP
起保护作用. LPS还可活化内皮细胞, 使其表达炎

症反应相关基因、凋亡相关基因及蛋白合成、

胞内信号传导和能量代谢相关基因. 这些基因的

表达必然导致炎症反应加剧, 内皮细胞凋亡坏

死, 细胞间连接及细胞内能量代谢的紊乱. 

6  结论

目前SAP的发病机制还没有完全阐述清楚, 各种

致病因素导致胰酶原过度激活、胰酶入血是其

启动因素; 坏死物质激活免疫系统, 释放大量CK
及炎性介质, 是SAP病情失控的关键环节; 全身

血循环障碍, 组织的缺血坏死, 诱发SIRS及MOF
是SAP的主要表现. 另外, 细胞凋亡学说、胰腺

腺泡内钙超载学说也在SAP发病过程中受到重

视. 因此, 在SAP的治疗上, 除了有效抑制胰酶分

泌外, 准确判断症状的发生机制, 早期及时控制

免疫系统功能失调, 预防炎症介质活化, 调节微

循环障碍, 才是控制临床病情, 避免继发感染、

病情恶化的重要措施. 总之, SAP的发病机制复

杂, 往往是多种因素相互促进而形成的一条恶

性循环链. 故深入探讨并完善其基础病理理论, 
有利于切断此链并指导临床治疗. 
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醋酸铅诱导人肝细胞系L-02细胞凋亡与caspase-3表达
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铅是一种广泛存
在于自然界的人
体非必需元素, 可
对多个系统造成
损伤. 肝脏作为体
内新陈代谢的中
心站和重要的解
毒器官, 是许多药
物、外源性化学
物质和氧化性毒
物的重要靶点. 慢
性铅暴露已成为
一个全球性的公
共卫生问题.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of lead acetate on 
cell apoptosis and caspase-3 expression in hu-
man liver cell line L-02. 

METHODS: After L-02 cells were treated with 
different concentrations (0, 2.5, 40, 100, 200, 400 
μmol/L) of lead acetate for 24 or 48 h, the prolif-
eration of L-02 cells was assayed by MTT assay; 
cell morphological changes were observed after 
Hoechest33258 staining;  and the expression of 
caspase-3 mRNA and protein was determined 
by RT-PCR and Western blot.

RESULTS: Compared to the normal control 

group, the proliferation of L-02 cells was signifi-
cantly inhibited after treatment with different 
concentrations of lead acetate for 24 or 48 h (24 h: 
0.4678 ± 0.0438, 0.4686 ± 0.0733, 0.4500 ± 0.0712, 
0.4244 ± 0.0407, 0.3998 ± 0.0499 vs 0.5234 ± 0.0589; 
48 h: 0.4290 ± 0.0607, 0.4184 ± 0.0296, 0.4032 ± 
0.0499, 0.3856 ± 0.0386, 0.3750 ± 0.0149 vs 0.5300 
± 0.0397, all P < 0.05 or 0.01). Significant mor-
phological changes were noted in cells treated 
with lead acetate for 48 h. Compared to the nor-
mal control group, the levels of caspase-3 mRNA 
increased significantly in a dose-dependent 
manner in L-02 cells treated with lead acetate 
(1.0912 ± 0.0769, 1.2874 ± 0.144, 1.4536 ± 0.1046, 
1.6986 ± 0.1371, 1.9882 ± 0.0925 vs 0.8438 ± 0.0933, 
all P < 0.01). Additionally, the expression levels 
of caspase-3 protein also significantly increased 
after treatment with lead acetate.

CONCLUSION: Lead acetate inhibits prolifera-
tion and induces apoptosis of L-02 cells possibly 
via a mechanism associated with the activation 
of caspase-3.

Key Words: Lead acetate; L-02 cells; Cell apoptosis; 
Caspase-3

Xing W, Li SL, Chen ZY. Lead acetate induces cell 
apoptosis and promotes caspase-3 expression in human 
liver cell line L-02. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 
19(23): 2426-2431

摘要
目的: 探讨醋酸铅对人肝细胞系L-02细胞凋亡
与caspase-3表达的关系.

方法: 不同浓度(0、2.5、40、100、200、
400 μmol/L)的醋酸铅处理的L-02细胞24 h及
(或)48 h后, MTT法观察L-02细胞生长的影响, 
Hoechest33258染色法观察细胞凋亡形态学变
化, RT-PCR和Western blot法观察caspase-3的
表达. 

结果: 24 h及48 h后与对照组比较, 醋酸铅能
明显抑制细胞的增殖(24 h: 0.4678±0.0438, 

■同行评议者
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■研发前沿
从细胞凋亡角度
探讨外来化合物
的毒性作用机制
是目前分子毒理
学研究中的一个
热点. 研究表明醋
酸铅可诱导星形
胶质细胞、成骨
细胞、肾小管上
皮细胞凋亡. 如能
深入研究醋酸铅
诱导人肝细胞凋
亡及其机制, 将会
为治疗提供新的
途径和方法.

0.4686±0.0733, 0.4500±0.0712, 0.4244±
0.0407, 0.3998±0.0499 vs  0.5234±0.0589; 
48 h: 0.4290±0.0607, 0.4184±0.0296, 0.4032
±0.0499, 0.3856±0.0386, 0.3750±0.0149 vs  
0.5300±0.0397, P <0.05或0.01). 48 h后各实
验组Hoechest33258染色, 细胞呈凋亡形态学
改变; 与对照组比较, caspase-3 mRNA的表达
明显升高, 呈明显的剂量-效应关系(1.0912±
0.0769, 1.2874±0.144, 1.4536±0.1046, 1.6986
±0.1371, 1.9882±0.0925 vs  0.8438±0.0933, 
P <0.01), caspase-3蛋白质水平表达升高. 

结论: 醋酸铅能有效抑制L-02细胞的增殖, 并
诱导其凋亡, 其机制可能与caspase-3活化有关. 

关键词: 醋酸铅; L-02细胞; 细胞凋亡; 天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶-3
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0  引言

随着现代工业的发展, 铅的使用越来越广泛, 对
环境和人群健康的危害也越来越大, 慢性铅暴

露已成为一个全球性的公共卫生问题[1]. 流行病

学调查显示, 在职业人群中慢性铅中毒居职业

中毒的首位. 凋亡(apoptosis)是指细胞在基因控

制和酶促反应下的一种程序性死亡, 是机体维

持自身稳定的一种基本生理机制[2-5]. caspase-3
是细胞凋亡的蛋白酶级联反应的必经之路[6]. 研
究表明, 铅可通过活化caspase-3诱导肾小管上

皮细胞凋亡[7]. 而铅所诱导的肝细胞凋亡与cas-
pase-3表达的关系, 未见报道. 为此, 我们进行了

研究, 现将结果报道如下.    

1  材料和方法

1.1 材料 醋酸铅(天津凯通); 正常人肝细胞系

(L-02)(南方医科大学细胞库); 胎牛血清(杭州

四季青); DMEM高糖培养基(美国Gibcol); 胰
蛋白酶、噻唑蓝 (美国S i g m a) ;  二甲基亚砜

(DMSO)(杭州双林); Hoechest33258染色试剂盒

(德国Merck); TRIzol试剂(美国Gibcol); 达辉RT-
PCR反应体系(广州达晖); 达安基因实验伴侣(广
州达安); 低熔点琼脂糖(西班牙); caspase-3及硝

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引物序列及目的基因

长度(上海英骏); Rabbit Anti-caspase-3(P11, 武
汉博士德); 二抗(北京中杉); 蛋白酶抑制剂(美国

Amresco); Western blot发光剂(武汉博士德); 硝
酸纤维素膜(上海闪晶); 其余试剂均为市售分析

纯. 倒置相差光学显微镜、倒置荧光显微镜(日
本Olympus); 低温高速离心机(德国Eppendorf); 
电泳仪(北京六一); 捷达801凝胶成像分析系统

(广州达辉); ABI9700扩增仪(美国). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及形态学观察: L-02细胞用含15 
mL/L胎牛血清的DMEM高糖培养基在37 ℃、

50 mL/L CO2的湿化培养箱中培养, 每2 d换液1
次, 每3 d传代1次. 实验所用细胞均处于对数生

长期. 细胞传代过夜后, 进行醋酸铅干预, 参照

醋酸铅研究文献[7], 使其终浓度(0、2.5、40、
100、200、400 μmol/L), 对照组加入相应体积

的PBS. 处理24 h及48 h后, 倒置相差显微镜下观

察细胞生长情况.  
1.2.2 MTT比色试验法: 取对数生长期细胞, 胰
酶消化后收集细胞悬液, 按4×103/孔接种于两

块96孔的培养板中, 补足培养基至200 μL/孔. 在
37 ℃、50 mL/L CO2条件下过夜后, 醋酸铅干

预后使其终浓度为(2.5、40、100、200、400 
μmol/L), 对照组加入相应体积的磷酸盐缓冲液

(PBS), 每组设5个复孔. 染毒后两块板分别继

续培养24及48 h后, 每孔加入20 μL MTT(5 g/L)
后继续培养4 h, 弃去培养基, 每孔加入150 μL 
DMSO溶剂, 在酶标仪于490 nm处读取吸光度

(A )值. 计算抑制率(%) = (对照组A值-醋酸铅组

A值)/对照组A值×100%. 
1.2.3 Hoechst33258荧光染色法: 收集细胞按1×
106/mL浓度接种于6孔板中, 每孔3 mL, 待细胞

基本铺满孔底后, 分别加入醋酸铅, 使其终浓度

为(2.5、40、100、200、400 μmol/L), 对照组加

入相应体积的PBS. 干预48 h后, 弃培养液, 加入1 
mL多聚甲醛固定30 min, 用PBS洗3遍, 取5 μL染
色浓缩液和0.5 mL的染色稀释液混合后加入染

色, 37 ℃避光15 min, 荧光显微镜下观察、照相.
1.2.4 RT-PCR检测caspase-3 mRNA的表达: 醋酸

铅干预48 h后, 弃去培养基, 每瓶细胞加入1 mL 
TRIzol冰上孵育10 min, 将消化液转移至灭菌的

1.5 mL的EP管中, 再加入200 μL的氯仿, 混匀冰

上孵育10 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心10 min, 取
上清液转移至新的EP管中, 加入等体积的异丙

醇, 颠倒混匀冰上孵育10 min, 4 ℃ 12 000 r/min
离心5 min, 弃上清, 加入1 mL 750 mL/L乙醇洗

涤RNA沉淀, 4 ℃ 8 500 r/min离心5 min, 弃上清, 
待沉淀干燥后溶于40 μL焦碳酸二乙酯(DEPC)
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■相关报道
国内外有关报道
提示醋酸铅对多
种细胞具有显著
的毒性作用. 国内
已有的研究证明,
铅可通过活化cas-
pase-3, 诱导PC12
细胞凋亡.

水中. 按以下比例配制逆转录体系: 5×逆转录

Buffer 4 μL, dNTP(10 mmol/μL)0.2 μL, 逆转录

酶(200 U/μL)1 μL, F(10 pm/μL) 0.4 μL, R(10 pm/
μL)0.4 μL, DEPC水9 μL, RNA模板5 μL, 总体积

20 μL, 37 ℃恒温1 h, 然后95 ℃, 3 min灭活, 将逆

转录产物放-20 ℃冰箱备用. caspase-3的cDNA
序列设计特异性引物上游为5'-ACATCTCCCG-
GCGGCGGGCCCGGA-3', 下游为5'-TCCGCG-
GCCCGCCGCCGGGAGATGT-3', 产物大小为

437 bp. 内参GAPDH引物序列上游为5'-AACGT-
GTCAGTGGTGGACCT-3', 下游为5'-AGGGGA-
GATTCAGTGTGGTG-3', 产物大小为400 bp. 
PCR扩增按以下比例配制PCR反应体系: 5×定

性Buffer 10 μL, dNTP(10 mmol/μL)1 μL, Taq酶
(5 U/μL)1 μL, F(10 pm/μL)1 μL, R(10 pm/μL)1 μL, 
纯水31 μL, 模板5 μL, 总体积50 μL, 94 ℃ 4 min
预变性, 然后95 ℃ 30 s, 54 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s运
行35个循环, 最后72 ℃延伸8 min, 4 ℃保存. 用
2%琼脂糖凝胶100 V×30 min电泳, 扫描存盘. 用
捷达801凝胶成像分析系统中进行灰度扫描, 目的

基因mRNA表达量 = 每例标本目的基因的平均灰

度值/同一标本GAPDH的平均灰度值. 
1.2.5 Western blot检测caspase-3蛋白质的表达: 
醋酸铅干预48 h后收集细胞, 用冷P B S洗涤2
次后, 加入细胞裂解液, 冰上裂解45 min, 4 ℃ 
12 000 r/min离心20 min, 取上清于新的EP管中, 
用考马斯亮蓝染色法测定蛋白浓度. 每孔蛋白

定量为50 μg, 加入2×SDS凝胶加样缓冲液混

合均匀, 沸水水浴5 min, 配置12%的SDS-聚丙

烯酰胺(PAGE)分离胶和5%的浓缩胶, 样品加入

上样孔底, 60 V, 电泳30 min, 至样品进入分离胶

后, 120 V, 电泳1 h后转移至磷酸纤维素膜上, 丽
春红染色观察转移效果. 置膜于5%脱脂奶粉的

TBST[10 mmol/L Tris(pH7.4), 150 mmol/L NaCl, 

0.1% Tween 20]封闭缓冲液1 h, 室温缓慢摇动. 
按1∶500加入一抗, 室温孵育1 h, 缓慢摇动, 
TBST洗膜3次, 按 1∶2 000加入辣根过氧化物酶

标记的二抗, 室温孵育1 h, 缓慢摇动, TBST洗膜

3次, 在暗室中与化学发光剂ECL 反应, X线胶片

曝光显影. 
统计学处理 运用SPSS17.0统计软件进行

统计学分析, 多组间比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA), 组间比较采用q检验.

2  结果

2.1 细胞生长形态学观察 对照组细胞, 24及48 h
后形态上均无明显变化, 呈贴壁生长, 细胞呈梭

形或多边形; 实验组细胞, 24 h后黄染、突起、

皱缩、变圆, 细胞轮廓不清, 少数细胞漂浮于培

养基中, 48 h后, 较多细胞漂浮, 并已开始崩解. 
2.2 MTT比色试验 各组细胞A值及抑制率见表1. 
24及48 h后, 各实验组间A值均有统计学差异, 并
呈现明显的剂量-效应关系. 
2.3 Hoechst33258荧光染色法 对照组细胞核完

整、染色均匀一致. 48 h后, 2.5、40 μmol/L组部

分细胞核染色加深呈高亮蓝色、模糊、核明显

固缩, 100、200、400 μmol/L组细胞有大量细胞

核浓染、固缩、核碎裂(图1). 
2.4 caspase-3 mRNA的表达 RT-PCR结果显示不

同浓度的实验组caspase-3 mRNA的转录水平较

对照组明显升高, 且呈剂量-效应关系(图2). 灰
度扫描结果表明, caspase-3 mRNA 的相对表达

量增加, 差异有统计学意义(F  = 69.687, P <0.01). 
caspase-3 mRNA与GAPDH mRNA灰度比值: 
2.5 μmol/L: 1.0912±0.0769; 40 μmol/L: 1.2874
±0.144; 100 μmol/L: 1.4536±0.1046; 200 μmol/L: 
1.6986±0.1371; 400 μmol/L: 1.9882±0.0925; 对照

组: 0.8438±0.0933, n  = 5. 与对照组比较, 各实

表  1  不同时间各个浓度的A 值 (mean±SD, n  = 5)

     
分组

                                 24 h                            48 h

            A 值 抑制率(%)            A 值 抑制率(%)

对照组 0.5234±0.0589    0.00 0.5300±0.0397     0.00

2.5 μmol/L组 0.4678±0.0438    9.97 0.4290±0.0607a   11.81

40 μmol/L组 0.4686±0.0733  10.47 0.4184±0.0296b   21.06

100 μmol/L组 0.4500±0.0712  14.02 0.4032±0.0499b   23.92

200 μmol/L组 0.4244±0.0407a  18.91 0.3856±0.0386b   27.25

400 μmol/L组 0.3998±0.0499b  23.61 0.3750±0.0149b   29.24

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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■创新盘点
本研究表明, 醋酸
铅可能通过诱导
人肝细胞凋亡,导
致 肝 损 害 .  通 过
caspase-3途径诱
导凋亡可能为其
凋亡机制之一.      

验组明显增高(P <0.01). 
2.5 caspase-3蛋白质的表达 蛋白免疫印迹胶片

扫描图(图3), 从图中可以看到不同浓度醋酸铅

作用L-02细胞48 h后caspase-3及内参GAPDH表

达的改变. 结果显示实验组caspase-3蛋白水平较

对照组明显升高.

3  讨论

铅是一种广泛存在于自然界的人体非必需元素, 
可对多个系统造成损伤, 主要累及神经、造血、

心血管、消化、泌尿和免疫系统[8]. 王涤新等[9]

报道了职业性接触铅烟尘, 可导致铅中毒. 临床

上职业性铅中毒多为慢性中毒, 肝脏作为铅的主

要蓄积部位, 是铅毒性的主要靶器官之一.
细胞凋亡[10,11]作为细胞死亡的方式之一, 是

通过一系列死亡信号分子活化而导致的主动性

死亡过程. 其发生机制与细胞内信号转导系统

所引起的基因调控有关. 细胞凋亡的机制尚不

完全清楚, 认为细胞内所发生的与凋亡有关的

一系列有序的级联反应, 关键是激活了一组被

称为caspase的蛋白酶[12]. caspase是一组天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶, 目前已发现14个成

员, 在细胞凋亡过程中根据caspase的作用不同, 
研究者将caspase分为始动caspase和执行caspase, 
前者包括caspase-8、caspase-9、caspase-10, 后
者包括caspase-3、caspase-6、caspase-7. 其中

caspase-3是最关键的蛋白酶, 不仅是凋亡的关键

执行者[13], 也是细胞凋亡过程中的主要效应因

子, 其表达量的上调可能与铅诱导凋亡有关. 在
正常情况下, caspase-3以无活性的caspase-3酶原

形式存在, 只有当细胞发生凋亡时才变成有活

性的caspase-3. 而活化的caspase-3能裂解大量底

物, 是凋亡机制的核心成分[14]. 因此许多学者将

活化的caspase-3的出现作为细胞凋亡的标志[15]. 

A B

C D

E F

图  1  不同浓度醋酸铅作用L-02细胞48 h后Hoechst33258荧光染色结果(A-C×200; D-F×400). A: 对照组; B: 2.5 μmol/L组; 

C: 40 μmol/L组; D: 100 μmol/L组; E: 200 μmol/L组; F: 400 μmol/L组.
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大多数凋亡途径均需要通过caspase-3介导, 所有

caspase-3又被称为死亡蛋白[16]. 
近年来, 在铅毒性的研究过程中发现, 细胞

凋亡可能起着十分重要的作用. 研究表明, 铅可

引起大鼠肾小管上皮细胞凋亡, 机制可能与氧

化应激有关[17], 也有学者认为可能与NF-κB、

p53基因的激活及bcl-2基因的抑制有关[18], 还有

学者认为可能主要通过激活p53而引起DNA损

伤, 同时与Bax/Bcl-2表达的不平衡而导致线粒

体功能障碍有关, 最终引起caspase-3的活化, 导
致细胞凋亡[19]. 铅可诱导星形胶质细胞[20]、海

马细胞[21]、大鼠脑细胞[22]凋亡, 其机制可能与

Bax/Bcl-2比例增高和caspase-3蛋白的表达有关. 
有研究表明铅暴露可诱导原代成骨细胞[23]凋亡, 
机制可能是通过增加细胞内的钙离子的浓度导

致凋亡的发生. 有报道称醋酸铅可引起间质干

细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)[24]和大鼠肝

脏干细胞[16]的凋亡, 认为与caspase的级联反应

和细胞外信号调节蛋白激酶的磷酸化直接相关. 
铅也可诱导生殖细胞凋亡[25], 机制可能与激活

Fas/FasL、Bcl-2水平升高有关. 综上所述, 目前

铅可以通过以下5种途径诱导细胞凋亡: (1)氧化

应激[26]; (2)Bcl-2/Bax值的改变[27]; (3)依赖P53介
导[28]; (4)依赖Fas/FasL途径[25]; (5)经caspase-3蛋
白介导[29]. 

本实验研究发现: 24及48 h后, 与对照组比

较, 醋酸铅能明显抑制细胞的增殖(P<0.05或0.01). 
细胞凋亡时细胞核染色质浓缩, 细胞膜包裹细胞

质和核碎片, 形成大小不一的凋亡小体[30]. 我们

应用Hoechest33258染色, 48 h后各实验组细胞

形态学呈凋亡改变. PT-PCR结果显示: 实验组

caspase-3 mRNA的表达较对照组明显升高, 呈
明显的剂量-效应关系(1.0912±0.0769, 1.2874±
0.144, 1.4536±0.1046, 1.6986±0.1371, 1.9882
±0.0925 vs  0.8438±0.0933, P <0.01). 为验证醋

酸铅诱导L-02细胞凋亡机制, 我们检测caspase-3
蛋白表达, 结果显示实验组caspase-3蛋白水平

明显升高. 因此, 我们推测醋酸铅通过激活cas-
pase-3诱导L-02细胞凋亡. 

caspase-3抑制剂可以抑制caspase-3活性, 并
抑制铅诱导HK-2细胞凋亡[31]. 铅通过影响cas-
pase-3的活性诱导神经母细胞的凋亡, 而17-β-雌
二醇可有效阻断caspase-3活性, 对神经有保护作

用[32]. 硫胺素和抗坏血酸能拮抗醋酸铅引起小

鼠睾丸的凋亡作用[33], 主要是通过拮抗TGFP和
caspase-3表达的提高, 最终引起睾丸细胞凋亡率

明显降低. 氧化应激被认为是导致铅的神经毒

性的可能机制之一. 铅暴露后, 为防止细胞损伤

的有效方法之一是使用抗氧化剂[34]. 有研究发现

铅可能通过竞争性结合巯基和钙来影响其改变. 
通过组合一种抗氧化剂(如卡托普利)和巯基螯

合剂可以为治疗提供新思路[35]. 因此, 临床上可

以通过使用caspase-3抑制剂, 拮抗醋酸铅对肝细

胞的凋亡作用, 达到治疗铅中毒的目的. 本实验

有待于深入研究具体凋亡信号通路, 用于指导

临床治疗. 
总之, 铅可诱导L-02细胞凋亡, 从而导致肝

损伤. 本实验为进一步研究铅引起的肝细胞凋

亡作用机制及其对凋亡相关蛋白的影响提供了

实验基础, 同时为临床上治疗铅引起的慢性肝

损害, 提供了理论依据. 
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糜酶对实验性大鼠肝纤维化的影响
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■背景资料
肝纤维化的病理
过程是以胶原为
主的细胞外基质
(ECM)过量增生
与异常沉积. 其发
病机制复杂, 已证
实肥大细胞与肝
纤维化密切相关. 
而存在于肥大细
胞中的糜酶也被
证明参与了多种
脏器如心脏、肾
脏等的纤维化, 但
其与肝纤维化的
关系尚不明确, 如
能证实, 则有助于
完善肝纤维化发
病机制, 寻找到新
的抗肝纤维化靶
点, 发展新的抗肝
纤维化药物.  
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Abstract
AIM: To investigate the role of chymase in the 
pathogenesis of dimethylnitrosamine (DMN)-
induced liver fibrosis in rats. 

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into three groups. The model 
group was administered with 10% DMN. The 
interventional group was given soybean trypsin 
inhibitor (SBTI) after induction of liver fibrosis 
with DMN. The normal group was given normal 
sodium. Liver histological and ultramicroscopic 
changes were observed, and serum indices for 
liver fibrosis, serum transforming growth factor 

β1 (TGF-β1) and hepatic chymase-like activity 
were measured at the end of the experiment. 

RESULTS: Compared to the model group, the 
interventional group had narrower fiber sepa-
ration and showed no typical pseudo-lobule. 
Transmission electron microscopy demonstrated 
that hepatic cell damage in the interventional 
group was lessened significantly as compared to 
that in the model group, and only scattered col-
lagen fiber was observed in the sinus hepaticus. 
Serum levels of HA, LN, PC III, C IV, TGF-β1 
and hepatic chymase-like activity in the inter-
ventional group were significantly lower than 
those in the model group (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Chymase participates in the 
development of liver fibrosis possibly by direct 
or indirect induction of TGF-β1 and may be a 
promising therapy target for hepatic fibrosis.

Key words: Chymase; Chymase inhibitor; Liver fi-
brosis; TGF-β1; Wistar rats

Zhang LH, Wang CY, Du L, Tan BQ. Role of chymase in 
the pathogenesis of experimental liver fibrosis in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 2432-2436

摘要
目的: 探讨糜酶在肝纤维化形成中的作用, 为
研发新型抗纤维化药物奠定基础. 

方法: 30只♂Wistar大鼠随机均分为3组. 模型
组以DMN制作肝纤维化模型; 干预组除应用
DMN外, 同时给予糜酶抑制剂; 正常组以生理
盐水作对照. 实验结束时进行组织学检查、电
镜观察、血清肝纤维化指标、转化生长因子
-β1(TGF-β1)和糜酶样活性检测. 

结果: 与模型组相比干预组肝内纤维间隔纤
细, 无明显假小叶. 电镜显示干预组肝细胞损
伤明显减轻, 肝窦内胶原纤维较少. 干预组血
清透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)、Ⅲ型前
胶原(PCⅢ)、Ⅳ型胶原(CⅣ)、TGF-β1和肝内
糜酶样活性均明显低于模型组(均P <0.05). 

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科
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■研发前沿
研究证实, 肝纤维
化为一动态的过
程, 是可逆的, 这
大大增强了人们
对于肝纤维化防
治的信心. 目前肝
纤维化的发病机
制日臻完善, 相关
研究已深入到分
子生物学领域.

结论: 糜酶通过直接或间接诱导TGF-β1的产
生在肝纤维化形成中发挥重要作用, 糜酶将成
为未来新型抗肝纤维化药物的作用靶点.
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0  引言

临床诸多的抗肝纤维化药物疗效均不理想 [1], 
进一步研究肝纤维化的形成机制, 寻找新的治

疗靶点对药物研发具有重要意义. 一些研究提

示肥大细胞参与多种组织纤维化的发生, 如慢

性胰腺炎[2,3]、肝纤维化[4-7]和肝硬化[8]、肾纤维

化[9-12]及肺纤维化[13,14]等. 肥大细胞通过何种途

径参与组织纤维化的形成引起不少学者的关注, 
一些研究显示主要存在于肥大细胞中的糜酶与

心肌、肺间质的纤维化密切相关[15-17]. 但是, 糜
酶与肝纤维化的关系目前仍不清楚. 本研究通过

DMN大鼠模型, 探讨了糜酶在肝纤维化形成中

的作用, 为研发新型抗纤维化药物奠定了基础.
 
1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠, 购自山东大学医学院实

验动物中心. 大豆胰蛋白酶抑制剂(SBTI)、血

管紧张素Ⅰ(AngⅠ)、牛胰蛋白酶抑制剂(Apro-
t inine)均为美国Amresco公司产品, 赖诺普利

(Lisinopril)为Merck公司产品, AngⅠ放免分析测

定盒购自北京北方生物技术研究所, LN、HA、

PCⅢ及CⅣ酶联免疫分析测定盒均购自上海海

研医学生物技术中心, TGF-β1试剂盒购自浙江

大学生物基因工程有限公司, DMN购自天津化

学试剂研究所. 
1.2 方法

1.2.1 实验动物处理: 采用DMN腹腔注射法制作

肝纤维化大鼠模型[18]. 8 wk龄雄性Wistar大鼠30
只, 体质量150-200 g, 随机均分为3组: 干预组、

模型组及正常组. 其中干预组及模型组大鼠每

周连续3 d, 腹腔内注射1% DMN 10 mg/kg, 共4 
wk. 干预组同时给予SBTI 10 mg/kg灌胃, 1次/d, 
共4 wk, 模型组及正常组以等体积的生理盐水

作对照. 4 wk末, 用3%戊巴比妥钠8 mL腹腔注

射麻醉大鼠, 收取肝组织, 取心脏血, 15 000 g离

心3 min, 取上清-20 ℃保存, 部分肝组织常规切

片, 部分制作电镜标本, 其余-70 ℃保存备用. 实
验结束时, 干预组和模型组分别有1只和2只大

鼠死亡. 
1.2.2 组织与超微结构学观察: 肝组织切片以常

规HE及Masson染色方法进行, 并按照2000年修

订病毒性肝炎防治方案进行肝组织纤维化程度

分期. 透射电镜标本按常规方法制作. 
1.2.3 血清肝纤维化指标检测: HA、LN、PCⅢ
及CⅣ浓度按酶联免疫吸附试剂盒说明进行. 
1.2.4 血清肝脏转化生长因子-β1(TGF-β1)检测:  
按酶联免疫吸附试剂盒说明进行. 
1.2.5 肝内糜酶样活性测定: 由于目前还未发现

糜酶特异的抑制剂, 组织糜酶活性难以测定. 本
实验参考王醒等 [19]的方法进行间接糜酶样活

性测定. 利用不能抑制糜酶活性的蛋白酶抑制

剂抑制样品中其他能水解A n gⅠ的蛋白酶活, 
剩余活性被认为是糜酶样活性, 主要包括糜酶

活性, 还含有少量与糜酶特性类似的其他一些

蛋白酶活性. 肝组织称重后剪碎放入预冷的20 
mmol/L Tris-HCl、pH7.4缓冲液中, Polytron匀
浆, 15 000 g , 离心30 min, 分别收集上清及沉淀

物. 糜酶主要存在于上清中, 而血管紧张素转化

酶(ACE)主要存在于沉淀中. 沉淀物以同样缓冲

液再悬浮, 微匀浆使之均匀待测. 以Lowry法测

定各待测物中蛋白浓度. 
酶活性检测反应体系分为4组, 每组均设空

白对照. 各组均以20 mmol/L Tris-HCl、pH7.4
缓冲液调整反应体积至500 μL. 其中, 1组: 含酶

底物AngⅠ6 ng、待测物(上清或沉渣); 2组: 同
一组另加Lisinopril至50 μmol/L; 3组: 同一组另

加Aprotinine至20 μmol/L; 4组: 同一组并另加

EDTA至20 mmol/L; 不含待测物的上述体系分

别为各组的对照. 各组均最后加入待测物启动

反应, 37 ℃水浴15 min, 以2.5倍体积预冷乙醇终

止反应, 10 000 g , 离心30 min, 取上清液冰冻干

燥后加入400 μL缓冲液(由试剂盒提供)溶解, 利
用血浆肾素活性放射免疫分析测定盒测定各样

品中AngⅠ剩余量. 根据反应前后AngⅠ的减少

量计算酶活性. 不加任何抑制剂的反应体系值

为AngⅠ降解总活性. 被Lisinopril抑制的AngⅠ
降解活力为样品中ACE活力, 糜酶样活性等于

总活性减去被Lisinopril、Aprotinine和EDTA抑

制的活性. 每分钟降解1 ng AngⅠ所需酶量定义

为1酶活性单位(U). 
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■相关报道
局部 A n g Ⅱ与组
织纤维化和/或重
构 过 程 有 关 ,  肝
星状细胞可表达
AngⅡ受体, 故血
管紧张素Ⅱ与肝
纤维化的形成关
系密切. 血管紧张
素Ⅱ通过促进肝
星状细胞发生, 影
响TGF-β、基质
金属蛋白酶及其
组织抑制物的合
成、活化, 参与肝
纤维化形成.

2  结果

2.1 组织与超微结构学观察 HE染色显示模型组

肝小叶结构破坏, 纤维结缔组织明显增生并向

小叶内延伸. Masson染色示肝内完全性纤维间

隔, 假小叶形成. 干预组胶原纤维间隔纤细, 着
色减少, 无明显假小叶形成(图1). 电镜显示模型

组肝细胞变性明显, 表现为内质网溶解, 核糖体

消失, 线粒体肿胀, 结构模糊, 肝细胞核固缩、变

形, 核膜模糊不清, 肝窦内胶原纤维大量增生. 干
预组肝细胞线粒体无明显肿胀, 膜性结构可见, 
内质网存在, 但不如正常组规律, 肝窦内胶原纤

维明显少于模型组(图2). 3组大鼠肝组织纤维化

程度分期差异均具有显著性(均P <0.05, 表1).

2.2 肝纤维化指标及TGF-β1含量测定 模型组、

干预组和正常组大鼠血清HA、LN、PCⅢ、C
Ⅳ及TGF-β1检测结果(表2). 
2.3 肝组织内ACE及糜酶样活性测定 干预组、

模型组和正常组大鼠肝内糜酶样活性和ACE活
性(表3).

3  讨论

人糜酶是一种相对分子质量为29 000 Da的糖蛋

白, 与已知的丝氨酸蛋白酶具有高度同源性. 他
在肥大细胞、内皮细胞以及间叶细胞分泌颗粒

中合成并贮存, 其中以肥大细胞为主. 糜酶属强

碱性酶, 作用的最适pH值为8-9, 作用底物主要

为AngⅠ和神经紧张素, 其活性可被糜酶抑素、

大豆胰蛋白酶抑制剂和苯甲基磺酰氟等丝氨酸

蛋白酶抑制剂所抑制. 已经证实, 糜酶与心肌、

肺间质等的纤维化密切相关. 但其与肝纤维化

的关系目前尚不清楚. 
尹明实等[20]发现: 慢性肝炎纤维化分期重

(S3和S4)的患者, 其肝组织中糜酶浓度明显高于

纤维化轻(S1和S2)的患者; 免疫组化染色显示糜

酶标记的肥大细胞主要分布于纤维化旺盛的汇

A B C

图  1  肝组织Masson染色. A: 正常组; B: 模型组; C: 干预组.

A B C

图  2  大鼠肝细胞电镜照片. A: 正常组; B: 模型组; C: 干预组.

表  1  HE、Masson染色肝组织纤维化程度分期

     

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型组.

分组 n
纤维化分期

秩和
0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

正常组  10  10 - - - -     55

模型组 8 - - 1 2 5 179.5a

干预组 9 - 1 5 3 - 143.5ac
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管区与类洞壁, 其分布与纤维化部位相一致, 且
肝组织中糜酶浓度高的患者, 其肝组织内糜酶

标记的肥大细胞分布增多, 提示肝组织中糜酶

浓度可能与慢性肝炎肝纤维化关系密切. 本实

验应用糜酶抑制剂干预大鼠肝纤维化过程, 结
果发现不论从组织与超微结构学还是血清学指

标上, 干预组大鼠肝纤维化程度均较模型组明

显减轻, 从而证明糜酶在肝纤维化的形成中具

有非常重要的作用, 同时还提示抑制糜酶能够

明显地减轻肝脏纤维化. 
本研究同时检测了3组大鼠肝内糜酶样活

性、ACE活性及血清TGF-β1水平, 结果显示干

预组大鼠肝内糜酶样活性和血清TGF-β1水平较

模型组明显降低(P <0.05), 而ACE活性无改变. 多
项研究证实TGF-β1在肝纤维化的形成中发挥重

要作用[21-23], 他是目前已知的最重要的促HSC活
化因子之一[24], 在HSC活化早期刺激ECM的合成

与沉积, 主要包括Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原和Ⅳ型胶

原[25,26]. Lindsted等[27]的研究证实糜酶可直接激

活TGF-β1的前体. 同时, 糜酶作为目前已知的最

强有力的局部组织AngⅠ转化酶, 能将局部组织

中的AngⅠ底物转化为AngⅡ[28], 而 AngⅡ在心

肌、肾组织中都可诱导TGF-β1的生成[29,30]. 以上

再次证实糜酶参与了肝纤维化的形成, 直接或间

接诱导TGF-β1的生成为其机制之一. 
总之, 本研究通过组织与结构学观察、血清

学指标和肝组织内糜酶样活性检测等证实, 糜
酶确实参与了肝纤维化的发生, 直接或间接诱

导TGF-β1的生成为其机制之一. 肝纤维化机制

复杂, 目前尚未完全清楚, 临床抗纤维化治疗疗

效也不满意, 本研究首次阐述了肝纤维化形成

的糜酶途径, 丰富了肝纤维化理论, 也为临床抗

纤维化治疗找到了新的靶点. 糜酶抑制剂有可

能发展为一类新的抗肝纤维化药物. 
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等多项指标, 证实
了糜酶抑制剂对
肝纤维化的抑制
作用, 有力地证明
了糜酶的促肝纤
维化发生作用.
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本研究首次阐述
了肝纤维化形成
的糜酶途径, 丰富
了肝纤维化理论, 
也为临床抗纤维
化治疗找到了新
的靶点. 糜酶抑制
剂有可能发展为
一类新的抗肝纤
维化药物.
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RNA (siRNA)-mediated silencing of the Na+/H+ 

exchanger 1 (NHE1) gene on cell invasion and 
migration in human hepatocellular carcinoma 
cell line MHCC97-H. 

METHODS: After MHCC97-H cells were trans-
fected with NHE1-specific siRNA, the levels 
of NHE1 mRNA and protein were detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively. Cell 
proliferation was detected by MTT assay. The 
impact of NHE1 knockdown on cell invasion 
and migration was determined by Transwell 
chamber assay. The changes in morphology cy-
toskeleton and pseudopodia were observed by 
immunofluorescence. 

RESULTS: Compared to negative control and 
mock control cells, the levels of NHE1 mRNA 
and protein in MHCC97-H cells transfected 
with NHE1-specific siRNA decreased signifi-
cantly (P < 0.05). NHE1 knockdown signifi-
cantly suppressed the invasion and migration of 
MHCC97-H cells compared to negative control 
and mock control cells (34.1 ± 5.2 vs 56.9 ± 6.1, 
57.2 ± 6.1; 120.2 ± 12.8 vs 235.2 ± 16.8, 231.9 ± 
14.7; all P < 0.05). However, there were no sig-
nificant differences in cell migration and inva-
sion between the two control groups. Cell prolif-
eration showed no significant differences among 
the three groups 48 or 72 h after transfection. 
Compared to the two control groups, deletion 
of NHE1 decreased the number of membrane 
pseudopodia and disrupted the cross-linked ac-
tin network in MHCC97-H cells． 

CONCLUSION: Deletion of NHE1 inhibits cell 
invasion and migration by influencing cytoskel-
eton rearrangement and pseudopodia formation 
in human hepatocellular carcinoma cell line 
MHCC97-H.  

Key Words: Liver cancer; Na+/H+ exchanger 1; RNA 
interference; Cytoskeleton
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Abstract
AIM: To investigate the effect of small interfering 
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■背景资料
钠 氢 交 换 蛋 白 1
广泛存在于细胞
膜 表 面 ,  可 通 过
排 出 细 胞 内 H + ,
形成细胞外酸性
微 环 境 ,  也 可 通
过与肌动蛋白结
合蛋白(ezrin, ra-
dixin and moesin, 
ERM)的联系 ,参
与细胞形态的维
持及伪足的形成. 
近年来研究表明, 
钠 氢 交 换 蛋 白 1
在多种肿瘤细胞
中 表 达 增 加 ,  并
和肿瘤细胞的侵
袭转移密切相关. 

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感 染 病 科 ;  荚 卫
东, 教授, 安徽省
立医院肝胆外科
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■研发前沿
研究表明, NHE1
在侵袭性伪足处
聚集维持酸性微
环 境 ,  通 过 介 导
溶酶体向细胞外
围转运和胞吐作
用 ,  释 放 多 种 蛋
白酶以降解细胞
外 基 质 ,  利 于 肿
瘤 侵 袭 转 移 ,  但
其具体机制有待
进一步研究.

Zhu PL, Zhang FQ, Dou KF. SiRNA-mediated silencing 
of the NHE1 gene inhibits cell invasion and migration in 
human hepatocellular carcinoma cell line MHCC97-H. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 2437-2442

摘要
目的: 探讨RNA干扰沉默NHE1基因后对人肝
癌细胞株MHCC97-H细胞侵袭迁移的影响. 

方法: 应用N H E1基因小干扰R N A(s m a l l 
interfering RNA, siRNA)转染人肝癌细胞株
MHCC97-H细胞, 同时设立空白对照组和无
关对照组. 转染成功后采用RT-PCR和Western 
b l o t分别从基因和蛋白水平检测R N A干扰
沉默NHE1基因的效果. MTT法测定转染后
三组细胞的增殖状况, Transwell小室检测沉
默NHE1基因对MHCC97-H细胞侵袭、转移
能力的影响, 进一步采用免疫荧光观察其对
MHCC97-H细胞骨架和伪足的影响. 

结果: 与两对照组比较, 转染NHE1-s iRNA
组N H E1 m R N A和蛋白表达水平均明显降
低(P <0.05); 细胞侵袭、迁移实验结果显示, 
N H E1-s i R N A组穿透人工基底膜的细胞数
(34.1±5.2, 120.2±12.8)较空白对照组(56.9
±6.1, 235.2±16.8)和转染无关对照组(57.2±
6.1, 231.9±14.7)均明显减少, 差异均有统计
学意义(P <0.05), 而空白对照组与无关对照组
比较差异无统计学意义; MTT结果显示, 转染
后48 h和72 h三组细胞间增殖活性差异无统
计学意义; NHE1基因沉默后与两对照组相比, 
MHCC97-H细胞膜伪足形成减少, 细胞内肌动
蛋白网排列紊乱. 

结论: siRNA沉默NHE1基因后可能通过影响
MHCC97-H细胞骨架的重组和伪足的形成, 从
而抑制MHCC97-H细胞的侵袭和迁移能力. 

关键词: 肝癌; 钠氢交换蛋白1; RNA干扰; 细胞骨架
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0  引言

钠氢交换蛋白1(Na+/H+exchanger1, NHE1)是
存在于所有真核细胞的一种跨膜蛋白, 其功能

是通过Na+、H+交换将细胞内过多的H+排出, 在
维持细胞内p H值、稳定细胞容量、参与离子

转运、调节肿瘤细胞行为如侵袭和转移等方

面具有重要的作用[1-3]. 另有研究表明, NHE1可
与肌动蛋白结合蛋白(ezrin, radixin and moesin, 
ERM)之间发生结构联系, 参与细胞形态的维持

以及调节细胞的运动能力[4-6]. 肝癌是我国最常

见的恶性肿瘤之一, 其中90%的患者死于肝癌转

移, 严重威胁着人类的健康[7,8]. 我们前期研究证

明, NHE1 mRNA和蛋白在肝癌组织中的表达程

度显著高于正常肝组织和癌旁组织, 提示NHE1
可能与肝癌的恶性程度和侵袭转移有密切的关

系[9-11]. 本研究以人肝癌细胞株MHCC97-H细胞

为研究对象, 采用脂质体转染小干扰RNA沉默

NHE1基因, 观察转染后MHCC97-H细胞侵袭、

迁移能力的变化, 观察转染后细胞骨架肌动蛋

白和细胞伪足的变化, 以期找出抑制肝癌侵袭

转移的治疗靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株MHCC97-H购自上海复

旦大学肝癌研究所, DMEM培养基购自Gibco
公司. TRIzol、脂质体转染试剂Lipofectami-
neTM2000购自Invitrogen公司. 逆转录试剂盒购

自Fermentas公司. NHE1基因siRNA购自上海

吉玛生物有限公司(NHE1-siRNA 序列1、正义

链: 5'-GCCCUGUUAAUCAUUCCGUTT-3', 反
义链: 5'-ACGGAAUGAUUAACAGGGCTT-3'; 
序列2、正义链 :  5 '-G A C A A G C U C A A C C-
G G U U U AT T-3' ,  反义链 :  5 ' -U A A A C C G-
GUUGAGCUUGUCTT-3'; 序列3、正义链: 
5'-GUGAGCAGAUCAACAACAUTT-3', 反义链: 
5'-AUGUUGUUGAUCUGCUCACTT-3'; 无关

对照siRNA正义链: 5'-UUCUCCGAACGUGU-
CACGUTT-3', 反义链: 5'-ACGUGACACGUUC-
GGAGAATT-3'). 本实验应用抑制效率最高的序

列1作为研究序列. NHE1和GAPDH引物由北京

奥科鼎盛生物科技有限公司公司合成. 鼠抗人

NHE1抗体购自Millipore公司. 鼠抗人β-actin抗
体购自Santa Cruz公司. 异硫氰酸荧光素(FITC)
标记的鬼笔环肽(Phal lo id in)购自s igma公司. 
Transwell小室购自Millipore公司. Matrigel购自

美国BD公司. 
1.2 方法
1.2.1 细胞培养: 肝癌细胞株MHCC97-H在含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液(含青霉素

100 kU/L, 链霉素100 μg/mL), 37 ℃、50 mL/L 
CO2、饱和湿度环境的条件下连续培养. 待对数

生长期时, 收取细胞, 进行实验. 
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■相关报道
在乳腺癌细胞中
发现, 定位于侵袭
性伪足的NHE1可
在其周围形成酸
性微环境, 利于细
胞外基质降解, 进
而促进肿瘤侵袭, 
为证明NHE1在肿
瘤侵袭中的作用
提供了结构基础.

1.2.2 NHE1-s iRNA转染及细胞分组: 转染前

24 h, 取对数生长期的细胞胰酶消化、计数, 调
整细胞数为2.0×105/孔, 接种于6孔板, 孵箱培

养, 使细胞密度达到60%. 转染时用Opti-MEM
培养基2 mL换去完全培养基. 分别用250 μL的
Opti-MEM稀释200 pmol siRNA和5 μL Lipo-
fectamineTM2000, 混匀, 室温孵育5 min后, 将250 
μl LipofectamineTM2000混合物加入siRNA混合

物中, 总体积为500 μL, 混匀, 室温孵育20 min, 
将500 μL siRNA/LipofectamineTM2000混合物分

别加入6孔板中, 混匀, 培养4-6 h后更换完全培

养基, 37 ℃继续培养48-72 h用于实验. 细胞分

组: (1)空白对照组: 转染时加入Opti-MEM培养

基; (2)无关对照组: 转染时加入非特异性siRNA/
LipofectamineTM2000复合物; (3)NHE1-siRNA
组: 转染时加入NHE1特异性siRNA/Lipofectami-
neTM2000复合物. 
1.2.3 RT-PCR: 细胞转染48 h后收集细胞, 按
TRIzol说明书操作提取细胞总RNA, 按逆转录

试剂盒说明书进行逆转录反应, RNA量为1 μg, 
引物为Oligo(dT)18, 反应条件为70 ℃ 5 min、
0 ℃ 5 min、37 ℃ 5 min、42 ℃ 60 min、70 ℃ 
10 min、-20 ℃保存. 用于扩增人NHE1 cDNA
的引物序列为 :  上游引物序列 :  5 '-C A C A C-
CACCATCAAATACTTCC-3', 下游引物序列: 
5'-GAACTTGTTGATGAACCAGGTC-3'; 以人

GAPDH为内参照, 上游引物序列为: 5'-ACCA-
CAGTCCATGCCATCAC-3', 下游引物序列为: 
5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'. PCR反应

条件为: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 30 S, 59 ℃ 30 
s, 72 ℃ 30 s, 共30个循环, 72 ℃延伸10  min．取 
PCR扩增产物15 μl, 经2.5%琼脂糖凝胶电泳, 溴
化乙锭染色后, 用UVP凝胶成像系统进行检测, 
并用Gelpro软件对阳性条带的密度进行测定, 
以相对光密度率(以NHE1的阳性条带光密度与

GAPDH相比)作为NHE1 mRNA的相对表达量. 
实验重复3次. 
1.2.4 Western blot检测NHE1蛋白的表达: 转
染后72 h, 用R I PA和P M S F提取细胞总蛋白. 
B C A法检测蛋白浓度 .  取50 μg蛋白质样品 , 
与5×上样缓冲液混合, 沸水煮5 min变性, 经
S D S-PA G E, 蛋白从凝胶中转移到P V D F膜
上 ,  含5%脱脂奶粉的T B S T封闭2 h. 加入鼠

抗人N H E1单克隆抗体(1∶500稀释)和鼠抗

人β-act in单克隆抗体(1∶500稀释), 4 ℃孵育

过夜, TBST漂洗3次, 每次5 min, 加入HRP标

记的羊抗鼠二抗(1∶5 000稀释)室温孵育2 h, 
ECL显影, 并进行密度分析. 实验重复3次.
1.2.5 MTT分析: 取对数生长期的细胞胰酶消

化、计数, 调整细胞数为5.0×103/孔, 接种于

96孔板, 37 ℃孵箱培养24 h, 常规分组转染细

胞, 分别于转染后24 h、48 h和72 h, 各孔加

入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 37 ℃孵育4 h, 吸弃

孔内培养液, 加入DMSO 150 μL, 充分溶解结

晶物, 读取各孔光吸收值(490 nm波长). 每组

每个时间点设3个平行样本, 取各组值的均数

表示细胞的增殖情况, 实验重复3次.
1.2.6 细胞侵袭实验: 将Matrigel胶(50 μL/孔)均
匀地铺在Transwell小室膜上, 收集转染48 h后的

各组细胞5×104个, 用200 μL无血清DMEM培养

液稀释后接种到上室中, 将小室置于加有600 μL 
含200 mL/L胎牛血清DMEM培养液的24孔板内, 
37 ℃、50 mL/L CO2, 孵育24 h后取出小室, 小心

擦掉上室细胞, PBS洗3次, 950 mL/L乙醇固定, 
结晶紫染色, 200倍显微镜下计数5个视野穿过

微孔的细胞数, 取其均值, 每组3个小室, 实验重

复3次. 
1.2.7 细胞迁移实验: 迁移实验不铺Matrigel胶, 
孵育24 h后取出小室, 其余步骤同侵袭实验. 
1.2.8 免疫荧光标记细胞骨架: 转染后48 h细胞爬

片, 常规培养24 h后, 吸净培养基, PBS冲洗3遍, 
40 g/L多聚甲醛室温下固定20 min, PBS再冲洗3
遍, 0.5% Triton X-100透膜10 min, 用FITC-鬼笔

环肽室温下孵育30 min标记细胞骨架肌动蛋白, 
PBS冲洗3遍, 50%甘油封片. 荧光显微镜观察细

胞骨架和细胞膜伪足(×400), 并拍照. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 

计量资料以mean±SD表示, 组间比较采用单因

素方差分析. 

2  结果

2.1 转染NHE1-siRNA对MHCC97-H细胞NHE1 
mRNA和蛋白表达的影响 转染48 h后, siRNA
组细胞NHE1基因 mRNA水平明显下调, 与空

白对照组和无关对照组比较差异有统计学意

义(P <0.05), 而空白对照组和无关对照组NHE1 
mRNA表达差异无统计学意义(图1); Western 
blot结果显示, NHE1-siRNA转染组NHE1蛋白

表达水平较空白对照组和无关对照组明显降低, 
差异具有统计学意义(P <0.05), 空白对照组和无

关对照组间差异无统计学意义(图2), 表明NHE1
基因被成功抑制. 
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■创新盘点
既往研究多集中
于NHE1通过调节
细胞内外的酸碱
环境, 进而调节细
胞的多种行为, 本
文从NHE1与细胞
结构关系方面对
NHE1在肿瘤侵袭
转移中的作用进
行了初步研究.

2.2 抑制NHE1基因抑制MHCC97-H细胞迁移 空
白对照组迁移细胞数目为235.2±16.8个, 转染

无关对照组为231.9±14.7个, 而NHE1-siRNA转

染组为120.2±12.8个, 与空白对照组和无关对

照组比较差异均有统计学意义(P <0.05, 图3). 
2.3 抑制NHE1基因抑制MHCC97-H细胞侵袭 空
白对照组穿透人工基底膜细胞数目为56.9±6.1
个, 无关对照组为57.2±6.1个, 两者差异无统计

学意义, NHE1-siRNA组为34.1±5.2个, 与空白

对照组和无关对照组比较差异均有统计学意义

(P <0.05, 图4). 

2.4 NHE1-siRNA转染后对MHCC97-H细胞增殖

活性的影响 MTT方法检测结果显示, 转染后

空白对照组、无关对照组和N H E1-s i R N A组

间光吸收值无明显差异(48 h: 0.476±0.035, 
0.433±0.025 vs  0.450±0.034; 72 h: 0.846±
0.032, 0.806±0.087 vs  0.761±0.082), 即转染

后48 h和72 h 3组细胞间增殖差异无统计学意

义(图5).
2.5 N H E1抑制后M H C C97-H细胞骨架和细

胞膜伪足的变化  空白对照组和无关对照组

MHCC97-H细胞内肌动蛋白网和细胞膜伪足

形成正常, 细胞转染NHE1-siRNA后, 与两对照

组相比, 细胞内肌动蛋白网排列紊乱, 形成减

图  3  转染siRNA后各组迁移细胞数. aP<0.05 vs  空白对照组.
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少, 细胞膜伪足回缩、形成减少或消失(图6). 

3  讨论

肝癌是恶性程度极高、预后极差的恶性肿瘤, 
侵袭和转移是其作为恶性肿瘤重要的生物学特

性, 同时也是肝癌治疗失败和患者致死的主要

原因[12], 肝癌的侵袭转移涉及许多方面, 其具体

机制尚不明确, 研究肝癌侵袭转移调控的机制

对于预防和阻止肝癌侵袭转移至关重要. 
NHE1是存在于细胞膜表面的离子转运蛋

白, 调控细胞内pH的动态平衡[13,14]. 在肿瘤细胞

中, NHE1表达增加及活性增强[15], 形成肿瘤细

胞胞内碱性、胞外酸性的特殊微环境. 除此之

外, 研究发现, NHE1可以通过与ERM之间发生

结构联系锚定肌动蛋白丝, 控制细胞骨架的完

整, 从而参与细胞形态的维持及细胞运动的调

节[4,16,17]. 在表达突变NHE1的成纤维细胞中, 不
影响NHE1的离子交换功能, 但可以阻断NHE1
与E R M的结合 ,  发现这种突变会降低细胞黏

附力 ,  影响细胞的极性和细胞的定向运动 [4]. 
本研究中, 采用siRNA干扰沉默NHE1基因后, 
MHCC97-H细胞NHEl mRNA和蛋白含量明显

降低, 说明NHEl基因已被成功沉默. 研究发现, 
NHE1-siRNA转染MHCC97-H细胞后, 与空白

对照组和无关对照组相比, 穿透人工基底膜的

MHCC97-H细胞明显减少. 提示NHE1可能参与

了MHCC97-H细胞移动的调节. 
Transwel l侵袭小室是体外检测肿瘤细胞

侵袭力筛选高转移细胞的经典方法, 其结果反

映了细胞对细胞外基质的穿透能力和细胞的

侵袭能力. 本研究中发现, 转染NHE1-s iRNA
的MHCC97-H细胞其侵袭力较空白对照组和

无关对照组明显下降, 表明NHE1可能促进了

MHCC97-H细胞的侵袭能力. 
在肿瘤的侵袭转移过程中, 细胞骨架的重

组发挥了重要作用 .  而许多侵袭性肿瘤细胞

有与侵袭性密切相关的伪足[18-20]. 有研究显示

NHE1定位于极性细胞的前端, 对伪足形成和细

胞趋化有重要作用[21,22]. 应用NHE1抑制剂可以

阻断这种侵袭结构的形成以及减弱细胞的侵袭

能力[23]. 在乳腺癌细胞研究中发现, NHE1在侵

袭性伪足聚集表达, 并在此区域产生酸性环境, 
促进细胞外基质降解, 利于肿瘤侵袭转移[24,25]. 
在仓鼠肺成纤维细胞的研究中发现, 抑制NHE1
可抑制由RhoA介导的应力纤维的聚合及细胞

骨架的调节, 推测NHE1可能作为RhoA的下游

分子影响细胞形态的调节[26,27]. Paradiso等[28]研

究发现, 血清剥夺可以通过NHE1和RhoA交互

作用, 诱导NHE1依赖的细胞形态学和骨架改变, 
导致肿瘤细胞趋化和侵袭. 提示RhoA可能通过

对NHE1的调节, 引起细胞骨架改变, 从而影响

肿瘤细胞侵袭. 另有研究发现, NHE1的活性与

细胞伪足的形成有关, 而伪足对肿瘤细胞的运

动、黏附至关重要, 用5-(N-ethyl-N-isopropyl) 
amiloride (EIPA, NHE1抑制剂)抑制转染了鼠肉

瘤病毒(MSV)的上皮细胞MSV-MDCK的NHE1
活性可以引起该细胞的细胞骨架结构的显著改

变. 表现为肌动蛋白纤维松弛, 伪足中肌动蛋

白变少, 伪足变浅、消失, 细胞变圆, 细胞从支

持物上脱落. 去EIPA后, 伪足又重新形成. 推测

NHE1可能与细胞伪足的形成及细胞运动密切

相关[29]. 在成纤维细胞研究中发现, 其伪足中存

在NHE1、F肌动蛋白和Talin的共区域化, NHE1
可以通过其胞质区与肌动蛋白的联系参与灶性

黏附作用(focal adhension), 表明NHE1可能直接

参与肿瘤细胞伪足形成、运动和黏附过程 [30]. 
本研究中, 采用siRNA干扰沉默NHE1基因后, 肝
癌细胞内的肌动蛋白网排列紊乱, 同时细胞伪

足形成减少. 而空白对照组和无关对照组, 无此

改变, 提示NHE1与细胞骨架重组及细胞伪足形

■应用要点
细胞骨架重组和
细胞伪足的形成
在肿瘤细胞侵袭
转移中发挥着重
要作用, 研究表明
NHE1参与了细胞
骨架重组和伪足
形成, 故可通过抑
制NHE1抑制伪足
或伪足形成的中
间环节, 进而达到
抑制肿瘤侵袭转
移的目的.
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成相关, 进而影响细胞的侵袭.
总之, NHE1可能通过改变细胞骨架和伪足

形成参与了肿瘤的侵袭和转移,这为在肝细胞癌

治疗过程中, 采用针对NHE1基因治疗提供了理

论依据. 但NHE1调控细胞骨架和伪足形成的具

体分子机制尚待进一步研究.
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■背景资料
DNA复制是细胞
正常分裂、增殖
的关键一步, DNA
聚合酶δ是真核生
物DNA复制的最
主要复制酶, DNA
聚合酶δ催化亚基
基因1(POLD1)基
因编码DNA聚合
酶δ催化P125. 本
文选择对POLD1
有调节作用之一
的抑癌基因p53, 
探讨两者在癌的
恶性增殖与DNA
的复制之间的相
互关系.
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Abstract  
AIM: To investigate the impact of overexpres-
sion of wild-type p53 on cell proliferation and 
malignant phenotype in human hepatocellular 
carcinoma cell line SMMC-7721 and to explore 
possible mechanism involved.

METHODS: Enhanced green fluorescence pro-
tein gene-containing eukaryotic expression 

plasmids expressing p53-specific small interfer-
ing RNA (shRNA) (p53-siRNA) or wild-type 
p53 (pEGFP-p53) were constructed and intro-
duced into SMMC-7721 cells by Lipofection-
2000-mediated transfection. Meanwhile, the 
pEGFP-C1 empty vector was also transfected 
into SMMC-7721 cells. Cell lines stably express-
ing p53-siRNA, pEGFP-p53 or pEGFP-C1 were 
screened in medium containing G418. After 
transfection, the expression of p53 and POLD1 
mRNAs was detected by RT-PCR. The changes 
in malignant cell behavior were determined by 
cell growth curve determination and colony for-
mation assay.

RESULTS: Compared to control SMMC-7721 
cells, p53 mRNA expression was increased 
and POLD1 gene expression was decreased in 
SMMC-7721 cells transfected with the plasmid 
carrying wild-type p53 gene, while p53 mRNA 
expression was reduced and POLD1 mRNA 
expression was increased in SMMC-7721 cells 
transfected with the plasmid carrying p53-
siRNA. MTT results showed that cell growth 
rate was faster in SMMC-7721 cells transfected 
with the plasmid carrying p53-siRNA than in 
control SMMC-7721 cells, but was slower in 
SMMC-7721 cells transfected with the plasmid 
carrying wild-type p53 gene than in control cells. 
Colony formation assay showed that colony 
formation rate was lower in SMMC-7721 cells 
transfected with the plasmid carrying wild-type 
p53 gene than in control cells (38.1% vs 52.6%, 
P < 0.05), but was higher in cells tranfected with 
the plasmid carrying p53-siRNA than in control 
cells (72.6% vs 52.6%, P < 0.05). High expression 
of wild-type p53 inhibited POLD1 transcription 
and cell proliferation, while low expression of 
wild-type p53 promoted POLD1 transcription 
and cell proliferation.

CONCLUSION: Wild-type p53 controls liver 
cancer cell proliferation and malignant pheno-
type possibly by regulating POLD1 expression.

Key Words: SMMC-7721; POLD1; p53; RNA inter-
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摘要  
目的: 探讨野生型p53对人肝癌细胞SMMC- 
7721细胞增殖和细胞恶性表型影响的一种可
能机制.

方法: 设计并构建p53特异性小干扰shRNA
绿 色 荧 光 真 核 表 达 质 粒 ( p 5 3 - s i R N A ) 和
表达E G F P-p53融合蛋白的p53绿色荧光
真核增强表达质粒(p E G F P-p53),  通过脂
质体L i p o f e c t i o n-2000介导转染 ,  将表达
pEGFP-p53重组质粒、p53-siRNA及空载体
pEGFP-C1转染入SMMC-7721细胞; 经G418
筛选, 获得稳定细胞系7721-p53、7721-C1; 
7721-p53RNAi、7721-NC. 通过RT-PCR检测
转染后p53、POLD1 mRNA表达水平. 通过生
长曲线测定, 克隆形成实验, 了解SMMC-7721
细胞在p53表达水平改变后细胞癌性的变化. 

结果: 与人肝癌细胞SMMC-7721比较, 转染
质粒pEGFP-p53的野生型p53高表达组, p53 
mRNA表达量增高, POLD1基因的表达量降
低; 而转染pGPU6/GFP/neo-p53i-769的p53
低表达组,  p53 mRNA表达量降低, POLD1 
m R N A表达量增高 ,  其他组较空白对照无
明显变化. 对高表达野生型p53的人肝癌细
胞系SMMC-7721-pEGFP-C1-p53, 低表达
野生型p53的人肝癌细胞系S M M C-7721-
pGPU6/GFP/neo-p53i-769, 和普通人肝癌细胞
SMMC-7721分别进行MTT和平板克隆形成实
验. MTT结果发现: SMMC-7721-pGPU6/GFP/
neo-p53i-769的细胞其生长速度比普通肝癌细
胞的要快, 而SMMC-7721-pEGFP-p53的细胞
较普通肝癌细胞生长速度较慢.克隆形成实验
结果显示: pEGFP-C1-p53、pGPU6/GFP/neo-
p53i-769组克隆形成率分别为38.1%和72.6%, 
与普通肝癌细胞SMMC-7721的克隆形成率
52.6%相比, 均有统计学差异(P <0.05).结果
显示: 在人肝癌细胞SMMC-7721中, 野生型
p53高表达组能够抑制P O L D1的基因转录, 
并抑制细胞增殖活性; 而低表达组能够促进
POLD1的基因转录, 促进细胞增殖.
 
结论: p53对POLD1的调控作用可能是p53对
肝癌细胞增殖和细胞恶性表型影响的一种新

的机制.

关键词: SMMC-7721; POLD1; p53; RNA干扰
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0  引言

DNA聚合酶δ(DNA polymerase δ, polδ)是真核

生物DNA复制的最主要复制酶, 参与到DNA复

制、修复、细胞周期调控等过程, 对保持真核

生物基因组的结构完整性和遗传稳定性具有

重要作用[1,2]. polδ由四个亚基组成, 其催化亚基

P125由POLD1基因编码[3]. POLD1基因定位于

染色体19q13.3-q13.4, 含有27个外显子和26个内

含子[4,5]. 对保持真核生物基因组的结构完整性

和遗传稳定性具有重要作用[6-8]. DNA聚合酶δ的

聚合酶和外切酶二者活性位于其催化亚基P125. 
只有通过P125上的PIP-box和KA-box 2个PCNA
相互作用位点, P125与PCNA相互作用才能发

挥其功能活性[9,10]. 有研究表明, POLD1基因的

表达受到细胞周期的调控, 在POLD1基因启动

子中首次鉴定CDE/CHR元件, 并证明此元件与

POLD1基因细胞周期调控密切相关[11,12]. 
野生型p53作为人体内重要的抑癌基因, 存

在于几乎所有肿瘤细胞中, p53在DNA复制、修

复、重组及细胞周期调控中都起到重要作用. 其
对正常细胞生长的维持及肿瘤细胞的抑制作用

一直是医学界重要的研究方向[13]. 以往研究[14]

发现: 转录因子p53能够与受其调控的基因的启

动子或内含子中的保守序列结合, 从而调控受

控基因的表达. 另外, POLD1基因的启动子区上

可能存在p53及转录因子Sp1的结合位点, p53可
能通过与Sp1竞争结合位点从而抑制POLD1启
动子活性[15]. 在受p53调控的基因中, 有些基因

可能与细胞中POLD1基因的表达调控有关. 如
细胞周期抑制因子p21的表达就受p53的正向调

控[16,17], 细胞周期抑制因子p21基因启动子区域

具有p53结合位点, 野生型p53能与p21结合激活

p21基因转录, 而p21又可以通过自身或PCNA、

Gadd45、E2F、Myc、Rb等细胞因子的相互作

用抑制POLD1启动子的活性, 所以野生型p53
通过p21间接抑制了POLD1的活性. 但是, 目前

仍不清楚在肝癌细胞中p53对POLD1的调控作

■相关报道
研 究 表 明 ,  在
MCF-7细胞中高
表 达 的 p 5 3 可 以
抑 制 P O L D 1 启
动 子 的 活 性 ,  并
且这种抑制作用
具有剂量依赖效
应 ,  但 目 前 仍 不
清 楚 ,  在 肝 癌 细
胞 中 高 表 达 p 5 3
对 P O L D 1 的 调
控 作 用 及 改 变
p53表达水平后 , 
P O L D 1 的 相 应
变化和细胞功能
变化. 
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用. 本研究通过构建p53的绿色荧光真核增强表

达质粒, 以及p53低表达的RNA干扰表达质粒,  
并分别导入人肝癌细胞SMMC-7721中, 从正反

两方面验证在人肝癌细胞SMMC-7721中p53对
POLD1基因表达产生的调控作用. 同时对筛选

出来的稳定细胞系进行生长速率检测、平板集

落形成率等实验, 检测p53对POLD1基因表达产

生调控之后, 对肝癌细胞增殖及细胞恶性表型

的影响.

1  材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞S M M C-7721购于中科

院上海细胞库; 脂质体Lipofectamine2000和
TRIzol试剂购于美国Invitrogen公司; pEGFP-C1
空载体由北京师范大学柳惠图教授惠赠; 表达

EGFP-p53融合蛋白的pEGFP-p53重组质粒由中

国科学院上海生命科学学院吴家睿研究员惠赠; 
RNA干扰所用的siRNA序列, 及pGPU6/GFP/neo
重组真核表达质粒(含有增强型绿色荧光蛋白阅

读框, 正确插入目的基因cDNA后, 能够将目的

蛋白融合在EGFP的C端)由吉玛公司构建. 
1.2 方法

1.2.1 s iRNA的筛选及p53-s iRNA绿色荧光真

核表达质粒的构建: 具有互补序列、能够编码

短发卡结构RNA(shRNA)的双链寡核苷酸模

板DNA转录产物所形成的s iRNA的作用靶点

为人p53mRNA(GeneBank No, NM_00546.4)
第198-1379 bp位核苷酸. 为防止siRNA的off-
target, 本研究设计了3对siRNA Oligo, 以下3对
s iRNA与p53序列无同源性, 亦不与任何人类

基因序列同源. 同时以双链寡核苷酸转录产物

所形成的s iRNA作为阴性对照. 将人肝癌细胞

SMMC-7721培养于含有100 mL/L胎牛血清的

RPMI1640(Hyclone)培养基中, 并置于37 ℃含50 
mL/L CO2的温箱培养. 实验分6组: A: p53i-769
组, 转染试剂中加入p53i-769 siRNA Oligo; B: 
p53i-574组, 转染试剂中加入p53i-574 siRNA Oli-
go; C: p53i-73组, 转染试剂中加入p53i-73 siRNA 
Oligo; D: 空白对照组, 即未转染组; E: 脂质体组, 
即转染中仅含脂质体, 无siRNA; F: 阴性对照组, 
即转染试剂中加入阴性对照siRNA; 以上实验组

分别用脂质体Lipofectamine2000介导转染人肝

癌细胞SMMC-7721. 分别收集24 h, 48 h, 72 h的
未干扰和siRNA干扰的细胞, 用TRIzol法提取细

胞总RNA. 用RT-PCR方法检测SMMC-7721细胞

中p53 mRNA的表达. PCR反应条件为: 94 ℃预

变性4 min, 然后扩增30个循环, 每个循环94 ℃
变性45 s、55 ℃退火45 s、72 ℃延伸1 min, 最后

72 ℃延伸10 min. p53基因扩增产物为186 bp, 上
游引物为5'-GGCCCACTTCACCGTACTAA-3', 
下游引物为5'-GTGGTTTCAAGGCCAGAT-
GT-3'. β-actin的扩增产物为661 bp, 上游引物为

5'-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATC-
TA-3'; 下游引物为5'-CTAGAAGCATTTGCG-
GTGGACGATGGAGGG-3'. 以p53与β-actin的条

带的灰度比值表示p53 mRNA的相对含量. 经半

定量RT-PCR鉴定得到的对p53表达有明显干扰

作用的siRNA Oligo送上海吉玛公司构建真核表

达载体pGPU6/GFP/neo-p53i-769. 同时由公司用

阴性对照siRNA构建阴性对照真核表达pGPU6/
GFP/neo-shNC(表1). 
1 . 2 . 2  细 胞 的 培 养、转 染 及 稳 定 细 胞 株 的

筛选 :  将人肝癌细胞S M M C-7721培养于含

有100 m L/L胎牛血清的R P M I 1640培养基

中 ,  并置于37  ℃含50  m L/L C O 2的温箱培

养. 用脂质体L i p o f e c t a m i n e2000分别介导

质粒pEGFP-p53、pEGFP-C1、pGPU6/GFP/
neo-p53i-769、pGPU6/GFP/neo-shNC转染

SMMC-7721细胞, 48 h后, 用荧光显微镜观察

绿色荧光蛋白的表达情况. 再用G418(600 mg/L)
筛选细胞, 挑取克隆, 16 d后, 各组陆续出现较

大的细胞群落, 挑出单克隆扩大培养, 扩大培养

后分别得到pEGFP-p53、pEGFP-C1、pGPU6/
GFP/neo-p53i-769、pGPU6/GFP/neo-shNC的稳

定细胞系. 同时培养SMMC-7721细胞作空白对

照组. 转染步骤参照转染剂的操作说明书进行, 
筛选方法见参考文献[18]. 
1.2.3 稳定细胞系的鉴定(RT-PCR方法检测p53 mRNA
表达): 收集各组稳定细胞系的细胞, 用TRIzol法提取

细胞总RNA, 反转录成cDNA, 以基因特异性引物进

行PCR扩增. p53的扩增条件同前; 以GAPDH为内

表  1   siRNA筛选所用序列

     siRNA Oligo 序列

p53i-769 5'-GGAAGACUCCAGUGGUAAUTT-3'

5'-AUUACCACUGGAGUCUUCCAG-3'

p53i-574 5'-GCAUCUUAUCCGAGUGGAATT-3'

5'-UUCCACUCGGAUAAGAUGCTG-3'

P53i-73 5'-CUACUUCCUGAAAACAACGTT-3'

5'-CGUUGUUUUCAGGAAGUAGTT-3'

阴性对照 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'

5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'

■创新盘点
本文探讨在肝癌
细胞SMMC-7721
中 ,  不 同 p 5 3 基
因 表 达 水 平 下 , 
POLD1基因的相
应变化, 及由此而
引起的细胞功能
变化.
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细胞后对p53 mRNA的表达影响 转染p53i-769、
p53i-574、p53i-73组的SMMC-7721细胞p53 
mRNA表达水平都有所下降(图1). 根据各实验

组跑胶结果中p53电泳条带灰度比值比较, 发现

相对于空白对照组, p53i-769组的24 h、48 h、
72 h的p53表达量分别下调45.64%、60.81%、

72.67%; p53i-574组分别下调38.24%、57.34%、

64.93%; p53i-73组分别下调32.11%、46.59%、

49.31%. 上述实验组抑制作用随处理时间的延

长而呈增长趋势, 其余各对照组p53 mRNA表达

差异无明显变化. 
根据上述结果, 筛选出干扰效果最明显的

A组: p53i-769后送上海吉玛生物工程公司分

别将p53i-769和阴性对照shNC重组于pGPU6/
GFP/neo上, 构建得到绿色荧光真核表达载体: 
pGPU6/GFP/neo-p53i-769、pGPU6/GFP/neo-
shNC.
2.2 质粒转染SMMC-7721后绿色荧光蛋白的

表达 分别将pEGFP-p53, pEGFP-C1, pGPU6/
GFP/neo-p53i-769, pGPU6/GFP/neo-shNC转染

SMMC-7721细胞. 48 h后, 将培养的细胞置于荧

光显微镜下观察, 镜检发现各组均有一定量的

绿色荧光产生, 表明质粒已经成功转染细胞, 并
能在细胞内表达. 
2.3 稳定细胞系的鉴定 各组细胞经G418筛选后, 
得到稳定的细胞系, 用半定量RT-PCR的方法检

测p53 mRNA在不同细胞系中的表达. 结果发

现, 与阴性对照组相比, 转染pEGFP-p53的p53高
表达组, p53 mRNA表达量增高; 而转染pGPU6/
GFP/neo-p53i-769的p53低表达组, p53 mRNA
表达量降低(图2). 表明稳定转染的质粒对p53 
mRNA表达水平起到了相应的调节作用. 
2.4 RT-PCR分析p53表达变化对POLD1 mRNA表

达水平的影响 与空白组相比, 转染pEGFP-p53

参对照. GAPDH基因扩增产物为210 bp, 上游引

物为5'-AACGGATTTGGTCGTATTG-3', 下游引

物为5'-CTGGAAGATGGTGATGGG-3'. 所有扩

增产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离后用溴化

乙锭染色观察. 
1.2.4 RT-PCR分析p53表达变化对POLD1 mRNA
表达水平的影响: p53和G A P D H的扩增条件

同前; POLD1上游引物为5'-ACCTACTGAG-
CAACCGCATCG-3', 下游引物为5'-CGGTACT-
GGCAGAACTCACAC-3'. 扩增条件为: 94 ℃预

变性4 min, 然后扩增30个循环; 每个循环94 ℃
变性45 s、62 ℃退火45 s、72 ℃延伸1 min, 最
后再72 ℃延伸10 min. POLD1基因扩增产物为

487 bp, GAPDH作为内参对照, 序列同前. 所有

扩增产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离后用溴

化乙锭染色观察. 
1.2.5 不同细胞系生长速率的比较: 分别取77 
21、7721-p53、7721- p53i、7721-C1、7721- 
NC等细胞系处于对数生长期的细胞, 按1×104

个细胞/m L的量接种于含100 m L/L胎牛血清

及抗生素(青霉素100 kU/L,链霉素100 mg/L)的
RPMI1640培养基中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2

的细胞培养箱培养. 24 h后, 将检测孔的培养基

吸尽, 加入100 μL的新培养基和10 μL MTT(5 
g/L溶于PBS), 于37 ℃孵育4 h; 再加入150 μL的
裂解液DMSO, 震荡10 min后测A 490. 以后每个细

胞系每隔24 h从孔板中吸取3个孔进行检测, 持
续七天. 并绘制曲线图. 
1.2.6 不同细胞系平板集落形成率的比较: 用细

胞计数板在显微镜下计数, 以1 000个细胞/孔
的量分别吸取SMMC-7721, pGPU6/GFP/neo-
shNC、pEGFP-C1-p53、pGPU6/GFP/neo-
p 5 3 i - 7 6 9  4组细胞系的细胞 ,  接种于含有

RPMI1640培养基(含100 mL/L胎牛血清、100 
kU/L青霉素、100 mg/L链霉素)的6孔板中, 每
组细胞系做3个平行孔, 置于37 ℃, 50 mL/L CO2

的细胞培养箱中培养. 静置培养10 d后, 观察集

落的形态, 并用Giemsa染色法在显微镜下统计

50个细胞以上的集落. 计算不同细胞集落形成

率. 用SPOT II采集图像. 
统计学处理 以上实验数据经SPSS17.0统计

处理后, 数据以mean±SD表示. 数据比较采用方

差分析, 当P <0.05时则认为差异有显著. 

2  结果

2.1 p53i-769, p53i-574, p53i-73转染SMMC-7721

p53

β-actin

   1         2         3         4         5         6

图  1  半定量分析不同siRNA质粒转染细胞后对p53 mRNA
的表达影响(48 h). 1: p53i-769组, 转染试剂中加入p53i-769 

siRNA; 2: p53i-574组, 转染试剂中加入p53i-574 siRNA; 3: 

p53i-73组, 转染试剂中加入p53i-73 siRNA; 4: 空白对照组, 

未转染组; 5: 脂质体组, 转染中仅含有脂质体, 无siRNA; 6: 

阴性对照组, 转染试剂中加入阴性对照片段shNC siRNA.

■应用要点
对 p 5 3 和 其 他 已
知或未知的细胞
周 期 ( 增 殖 ) 调 控
因 子 协 同 调 控
POLD1基因表达
的机制进行深入
的 研 究 ,  以 确 定
POLD1基因表达
在癌细胞中的异
常调控模式. 通过
研究癌细胞中对
POLD1基因癌性
表达, 寻找癌细胞
增殖阻断的靶点, 
为发展有效的新
的抗癌或抗细胞
增殖性疾病药物
提供基础.
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成率52.6%和49.3%相比, 有统计学差异(P <0.05). 
而两个对照组SMMC-7721和pGPU6/GFP/neo-
shNC之间的克隆形成率无统计学差异(图5).  

3  讨论

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其发病率在

我国仍逐年上升. 在我国位列居民癌症死因的

第2位[19], 手术切除和肝移植虽已被认为是根治

肝癌的最好手段[20], 但转移和复发是影响肝癌术

后生存的最大障碍. 探讨肝癌发生发展和转移

复发的分子机制, 寻找早期诊断肝癌、预测转

移的生物标志和干预治疗的靶点已成为当今肝

癌研究的热点[21].
癌细胞的恶性增殖与DNA的复制是密不可

分的. 因此, 认识DNA复制调控的机理对了解肝

癌细胞恶性增殖至关重要. 癌细胞在大量增殖

的过程中需要大量的DNA合成, 作为DNA复制

中关键的基因, POLD1基因表达异常调控可能

与癌细胞的恶性增殖有关. 已有报道, 在肝癌组

织中, POLD1基因和其编码蛋白p125的表达水

平均显著高于癌旁组织, 证实了癌的恶性增殖

的p53高表达组, 随着p53 mRNA表达量增高, 
POLD1基因的表达量降低; 而转染pGPU6/GFP/
neo-p53i-769的p53低表达组, 随着p53 mRNA表

达量降低, POLD1 mRNA表达量增高; 其他组较

空白对照无明显变化(图3). 表明p53对POLD1起
着负性调节的作用. 

3种细胞系的活细胞数目(起始)均随时间

的延长而不断增加, 但从第6天转染pEGFP-p53
和转染pGPU6/GFP/neo-p53i-769的细胞系其

活细胞数处于高峰, 第7天两者的活细胞数都

开始下降. 转染pGPU6/GFP/neo-p53i-769的细

胞其生长速度比空白对照组的要快 ,  而转染

pEGFP-p53的细胞较之于空白对照组细胞其生

长速度较慢(图4). 
2.6 p53对SMMC-7721细胞的单细胞锚定依赖性

成克隆能力的影响 以SMMC-7721, pGPU6/GFP/
neo-shNC细胞为对照, 接种pEGFP-C1-p53、
pGPU6/GFP/neo-p53i-769于6孔板中, 每个细

胞系做3个平行孔 .  经培养后 ,  发现各个细胞

系的克隆集落形成数由少到多排列顺序为 : 
pEGFP-C1-p53<SMMC-7721<pGPU6/GFP/neo-
shNC<pGPU6/GFP/neo-p53i-769. 统计分析发

现, pEGFP-C1-p53、pGPU6/GFP/neo-p53i-769
组克隆形成率分别为38.1%和72.6%, 与对照组

SMMC-7721和pGPU6/GFP/neo-shNC的克隆形
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图  5  各组平板克隆集落形成率比较分析. 1: SMMC-

7721-pEGFP-C1-p53组; 2: SMMC-7721-GFP/neo-

p53i-769组; 3: SMMC-7721-pEGFP-C1-p53组; 4: 

SMMC-7721-pGPU6/GFP/neo-shNC组.
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图  4  p53对细胞生长速率的影响.
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空白对照
pEGFP-p53
pGPU6/GFP/
neo-p53i-769

t /d

p53

GAPDH

       1            2             3            4

图  2  半定量PCR检测各组细胞转染后p53表达变化. 1: 

pEGFP-C1; 2: pEGFP-C1-p53; 3: pGPU6/GFP/neo-shNC; 

4: pGPU6/GFP/neo-p53i-769.

GAPDH

p53

POLD1

       1         2          3            4          5

图  3  半定量分析p53对POLD1基因表达量的影响. 1: pEG-

FP-C1-p53; 2: 空白对照; 3: pGPU6/GFP/neo-p53i-769; 4: 

脂质体组; 5: 阴性对照组.

■名词解释
POLD1: 即DNA
聚合酶δ催化亚基
基因1, DNA聚合
酶 δ 是 真 核 生 物
DNA复制的最主
要复制酶 ,  DNA
聚 合 酶 δ 催 化 亚
基基因1(POLD1)
基因编码DNA聚
合 酶 δ 催 化 亚 基
P125.



www.wjgnet.com

2448               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年8月18日  第19卷  第23期

可能与POLD1的表达有关[22]. 而POLD1启动子

的结合蛋白又是调控其表达的制约因素. 比如

细胞周期素依赖性蛋白激酶(cyclin dependentki-
nases, CDKs)、细胞分裂周期蛋白(cell division 
cycle proteins, CDCs)和细胞周期素(Cyclins)、细

胞周期抑制因子(cyclin dependent kinas inhibitor, 
CDKI)如p53、p21、增殖细胞核抗原(proliferat-
ing cell nuclear antigen, PCNA)及E2F、Myc、
Rb等多种细胞周期调控因子和促进细胞增殖的

生长因子参与了此进程的调控[14,23]. 这些调控蛋

白和某些未知的上游调控蛋白相互作用形成一

个特异的DNA复制调控系统[24-27]. 一旦某个调控

环节失常, 会造成DNA复制异常而导致细胞癌

变或病变[28,29]. 所以, 认识已知或未知的调控因

子, 对POLD1基因异常表达的调控机理, 和细胞

恶性增殖的相关性有着至关重要的作用. 
Li等[15]研究发现, p53可能通过与转录因子

Sp1竞争POLD1基因的启动子区上的结合位点, 
从而抑制POLD1启动子活性. 国内专家通过利

用染色体免疫共沉淀(ChIP, Chromatin Immuno-
precipitation)和荧光素酶报告基因实验证实高

表达条件下p53在细胞内(in vivo )能与POLD1
启动子直接结合并抑制POLD1启动子活性, 并
且这种抑制作用是不依赖于细胞周期的[30]. 除
影响p21表达外, 研究还发现, p53可以对Gadd4
基因表达进行调控, 而Gadd4表达出的蛋白能

够与PCNA, p21及一些细胞周期因子结合而影

响DNA复制及细胞周期调控[31,32]. 由此, 我们认

为, p53可能通过多条途径直接或间接的影响着

POLD1基因的表达, 进而影响DNA的复制, 最终

起到抑制肿瘤细胞恶性增殖的作用. 
本研究通过构建真核表达载体, 经导入肝癌

细胞SMMC-7721后得到可在体内高表达野生型

p53的稳定细胞系SMMC-7721-pEGFP-C1-p53. 
半定量RT-PCR检测结果发现: 肝癌细胞中p53
高表达, 可对POLD1的mRNA表达水平产生明

显的抑制作用. 与此同时, 我们还通过RNA干扰

技术沉默SMMC-7721肝癌细胞中p53的表达, 结
果发现肝癌细胞中p53的低表达后, POLD1基因

的mRNA的表达量明显增高. 通过以上正反两

方面的对比, 我们认为p53确实具有对POLD1表
达的调控作用. 我们通过生长速率检测、平板

集落形成率等实验, 发现肝癌细胞中p53表达上

调确实能够抑制SMMC-7721细胞的增殖能力和

锚定依赖性. 而p53低表达后SMMC-7721细胞的

生长速率有所增加, 单细胞锚定依赖性成克隆

能力增强. 这意味着p53对POLD1的调控作用可

能是p53对细胞增殖和细胞恶性表型影响的一

种新的分子通路. 通过从细胞水平和分子水平

两个层面, 我们进一步验证了p53对POLD1的抑

制作用, 同时也证明了用RNA干扰方法沉默p53
可促进POLD1基因的表达. POLD1基因的表达

水平与p53呈负相关, 这意味着p53可能参与了

POLD1基因的调控, 并且这种作用有可能是p53
对细胞增殖抑制及细胞恶性表型变化的调控途

径之一. 这也意味着POLD1基因的异常调控和

p125功能活性癌性表现与肝癌的发生和发展有

着密切的联系. 
总之, 野生型p53高表达能够抑制POLD1

的基因转录细胞增殖活性, 而低表达能够促进

POLD1的基因转录细胞增殖活性. 这对在肝癌

细胞中p53影响POLD1基因表达的研究提供了

实验依据. 我们将在现有的实验研究基础上, 对 
p53和其他已知或未知的细胞周期(增殖)调控因

子协同调控POLD1基因表达的机理进行深入的

研究, 以确定POLD1基因表达在肝癌细胞中的

异常调控模式. 通过研究肝癌细胞中对POLD1
基因癌性表达和p125功能活性癌性表现的抑制, 
寻找肝癌细胞增殖阻断的靶点, 为发展有效的

新的抗肝癌或抗肝癌细胞增殖性疾病药物提供

基础.
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mTOR和p-p70S6K在食管鳞癌组织中蛋白表达的相关性
及其临床意义

尹玉慧, 张 艳, 李晟磊, 刘红涛, 侯桂琴
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■背景资料
雷帕霉素靶蛋白
(TOR)可以控制
与肿瘤发生密切
相关的多项细胞
功能, 如: 细胞生
长增殖、细胞周
期调控及细胞迁
移 等 .  m T O R 下
游的一个重要的
靶分子是核糖体
p70S6K, p70S6K
可调控细胞生长, 
是mTOR的一个
直接靶点.
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Abstract
AIM: To explore the relationship of expression 
of mammalian target of rapamycin (mTOR) and 
its downstream effector ribosomal S6 kinase 
(p70S6K) with the development, progression, in-
vasion and metastasis of esophageal squamous 
cell carcinoma (ESCC). 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the protein expression of mTOR 
and phosphorylated p70S6K (p-p70S6K) in 35 
ESCC specimens, 15 tumor-adjacent atypical 
hyperplastic epithelial specimens, and 15 nor-
mal esophageal epithelial specimens. 

RESULTS: The expression of mTOR protein 
was closely correlated with tumor TNM grade 
in ESCC (χ2 = 9.121, P  < 0.01). The positive 
rates of mTOR protein expression in normal 
esophageal epithelium, tumor-adjacent atypi-
cal hyperplastic epithelium and carcinoma 
were 20% (3/15), 46.7% (7/15) and 62.9% 
(22/35), respectively, with a significant dif-
ference among the three groups (χ2 = 7.767, 
P < 0.05). The expression levels of p-p70S6K 
protein were closely correlated with lymph 
node metastasis and TNM grade in ESCC (χ2 = 
5.846, 4.523, both P < 0.05). The positive rates 
of p-p70S6K protein expression in normal 
esophageal epithelium, tumor-adjacent atypi-
cal hyperplastic epithelium and carcinoma 
were 33.3% (5/15), 73.3% (11/15) and 74.3% 
(26/35), respectively, with a significant differ-
ence among the three groups (χ2 = 8.350, P < 
0.05). There is a positive correlation between 
the protein expression levels of mTOR and 
p-p70S6K (γp = 0.346, P = 0.006).

CONCLUSION: High expression of mTOR and 
p-p70S6K was detected in ESCC. mTOR and 
p-p70S6K play an important role in the carci-
nogenesis, invasion and metastasis of ESCC. 
The expression of mTOR and p-p70S6K may 
be used as molecular parameters for early di-
agnosis and prognostic evaluation of ESCC.

Key Words: Mammalian target of rapamycin; 
p-p70S6K; Esophageal squamous cell carcinoma; 
Immunohistochemistry

Yin YH, Zhang Y, Li SL, Liu HT, Hou GQ. Clinical 
significance of expression of mTOR and p-p70S6K in 
esophageal squamous cell carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(23): 2450-2454
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■研发前沿
mTOR/p70S6K信
号通路在肿瘤的
演进过程中发挥
着极其重要的作
用 ,  明确mTOR/
p70S6K信号通路
在食管鳞癌中的
作用是目前研究
的重点. 

摘要
目的: 探讨哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)
及其下游关键因子p-p70S6K的表达与食管鳞
癌发生、发展及浸润、转移的关系. 

方法: 35例食管癌手术切除标本取自河南省
安阳市肿瘤医院. 应用免疫组织化学SP法检
测35例食管鳞癌组织, 15例癌旁不典型增生
组织及15例正常食管黏膜组织中m T O R及
p-p70S6K蛋白的表达.

结果: 食管鳞癌组织中mTOR蛋白表达与肿
瘤TNM分期密切相关 (χ2 = 9.121, P <0.05); 
在食管鳞癌癌变过程中, mTOR蛋白在正常
黏膜组织、癌旁不典型增生组织及癌组织
中的表达率依次增高, 分别为20%(3/15)、
46.7%(7/15)、62.9%(22/35), 组间比较有明
显差异(χ2 = 7.767, P <0.05). p-p70S6K蛋白
表达与肿瘤的淋巴结转移及T N M分期密切
相关(χ2 = 5.846, 4.523; 均P <0.05), 其在正常
黏膜组织、癌旁不典型增生组织及癌组织
中的表达率依次增高, 分别为33.3%(5/15)、
73.3%(11/15)、74.3%(26/35), 组间比较有明
显差异(χ2 = 8.350, P <0.05), mTOR及p-p70S6K
的表达呈正相关关系(γp = 0.359, P  = 0.034).  

结论: mTOR及p-p70S6K蛋白在食管鳞癌组织
中表达显著升高, 且二者与食管鳞癌的生物学
行为关系密切. 提示二者高表达与食管鳞癌的
发生、发展有关, 可作为食管鳞癌早期诊断和
判断预后的辅助指标. 

关键词: 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白; p-p70S6K; 食

管鳞癌; 免疫组织化学
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0  引言

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of 
rapamycin, mTOR)是近年来发现的一种进化上

保守的蛋白激酶, 也是一种重要的信号转导分

子, 参与多种病理和生理过程, 不仅在正常的细

胞生长增殖中起主要作用, 而且与细胞分化以

及癌细胞的生长、增殖密切相关, 是细胞生长

的中心调控因子[1-4]. 核糖体S6激酶(p70S6K)是
其下游重要的分子靶点. 激活的mTOR能促使

p70S6K磷酸化, 从而促进翻译的进行, 最终加

快细胞的生长和增殖[5-7]. 研究证明, 许多肿瘤中

存在mTOR/p70S6K信号通路的异常激活[8,13]. 由
于食管鳞癌在我国尤其是河南省林州市(林县)
发生率和死亡率均很高, 故本研究应用免疫组

织化学技术对35例食管癌组织、15例食管癌正

常组织和20例癌旁组织进行检测, 观察mTOR及
p-p70S6K在食管鳞癌中的表达情况及其与食管

癌发生发展的关系, 以期为食管鳞癌的早期诊

断和判断预后寻找分子指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 35例食管癌手术切除标本于2008-05- 
23/06-16取自食管癌高发区河南省安阳市肿瘤

医院, 所有病例术前均无化疗, 放疗及免疫治疗

史. 其中男16例, 女19例, 年龄33-77(平均61.3±
9.1)岁. 全部病理组织学证实均为鳞状细胞癌. 
其中组织学分级Ⅰ级9例, Ⅱ级14例, Ⅲ级12例; 
伴淋巴结转移者16例, 无淋巴结转移者19例. 浸
润深度分3组, 浸达黏膜者7例, 浸达肌层15例, 
浸达纤维膜13例. TNM分期Ⅰ-Ⅱ者13例, Ⅲ-Ⅳ
者22例. 选取全部35例病例中癌旁3 cm以内经

HE切片证实有中-重度不典型增生或原位癌组

织做癌旁对照; 另选取15例>3 cm的远端正常食

管黏膜组织做正常对照. 兔抗人p-p70S6K多克

隆抗体购自美国Santa Cruz公司, 兔抗人mTOR
单克隆抗体购自武汉博士德生物技术有限公司, 
二抗及免疫组织化学SP试剂盒和二甲基联苯胺

(DAB)购自北京中杉金桥生物技术有限公司, 封
闭血清、3%双氧水、磷酸盐缓冲液(phosphate 
buffered saline, PBS)、乙二胺四乙酸(ethylenedi-
amine tetraacetic acid, EDTA)及苏木素等均由河

南省肿瘤病理重点实验室提供. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学: 全部样本经40 g/L多聚甲

醛液固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 连续切片, 切
片厚度4-6 µm, 分别用于HE和免疫组织化学染

色. 采用SP法, mTOR及p-p70S6K抗体稀释倍数

分别为1∶100及1∶300. 具体步骤如下: 组织切

片用60 ℃烤60 min后用二甲苯、乙醇脱蜡至

水, 3%双氧水浸泡20 min以封闭内源性过氧化

物酶活性; 高压锅枸橼酸盐抗原修复, 降至室温

后用PBS洗3次, 每次5 min; 滴加10%血清以阻断

非特异性结合, 37 ℃孵育10 min. 加一抗4 ℃过

夜, PBS洗3次每次5 min; 滴加生物素标记二抗, 
37 ℃孵育10 min, PBS洗3次每次5 min, 滴加辣

根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工作液37 ℃
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孵育10 min, DAB显色, 苏木素复染, 脱水、干燥

并用中性树脂封片. 以PBS液代替一抗作为阴性

对照. 
1.2.2 结果判定: p-p70S6K蛋白定位在细胞核内, 
阳性信号呈棕黄色颗粒样物质, mTOR蛋白定位

于细胞质内, 阳性信号呈棕黄色颗粒样物质. 高
倍镜下随机选取5个视野(每个视野观察细胞数

不少于200个), 按阳性细胞所占百分比及着色深

浅进行结果判定[14,15]: (1)按阳性细胞数占同类

细胞数的百分比, <30%为1分, 30%-70%为2分; 
>70%为3分; (2)按切片中细胞着色深浅评分: 0
分, 细胞无显色; 1分, 浅黄色; 2分, 棕黄色; 3分, 
棕褐色. 取(1)(2)两项评分的乘积作为总积分, 
0-1分为阴性(-), >1分为阳性(+). 

统计学处理 应用SPSS13.0统计学软件分

别对p-p70S6K在食管癌与正常食管组织中的

表达情况, p-p70S6K与食管癌的病理分级、临

床分期及有无淋巴结转移的关系进行统计分

析, 采用χ2检验, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 mTOR蛋白在食管鳞癌组织中的表达及其与

临床生物学行为的关系 mTOR蛋白阳性表达主

要位于肿瘤细胞的胞质中, 呈浅黄色至深黄色

颗粒(图1). 在食管鳞癌癌变过程中mTOR蛋白表

达在正常黏膜组织、癌旁不典型增生组织及癌

组织中的表达率依次增高, 分别为20%(3/15)、
46.7%(7/15)、62.9%(22/35), 组间比较有明显差

异(χ2 = 7.767, P <0.05, 表1). mTOR蛋白表达与

食管鳞癌组织学分级、浸润深度、淋巴结转移

无关, 组间差别无统计学意义(χ2 = 0.173, 2.353, 
1.861, 均P >0.05), mTOR蛋白阳性表达率与TNM
分期密切相关(χ2 = 9.121, 均P <0.01, 表2). 
2.2 p-p70S6K蛋白在食管鳞癌组织中的表达及

其与临床生物学行为的关系 p-p70S6K蛋白阳

性着色定位于细胞核, 呈棕黄色或深黄色颗粒

(图2). 在食管鳞癌癌变过程中p-p70S6K蛋白在

正常黏膜组织、癌旁不典型增生组织及癌组

织中的表达率依次升高, 分别为33.3%(5/15)、
73.3%(11/15)、74.3%(26/35), 组间比较有明显

差异(χ2 = 8.350, P <0.05, 表1). p-p70S6K蛋白表

达与食管鳞癌组织的组织学分级及浸润深度

无关, 组间比较差异无统计学意义(χ2 = 0.120, 

表  1  mTOR 及p-p70S6K蛋白在食管鳞癌组织、非典型增生及正常黏膜组织中的表达

     
                mTOR p-p70S6K

  
n

 -  + 阳性率(%)
  χ2值   P值

- + 阳性率(%)
  χ2值   P值

正常黏膜上皮组织 15 12   3   20.0 7.767 0.021 10   5     33.3 8.350 0.015

非典型增生组织 15   8   7   46.7   4 11     73.3

鳞癌组织 35 13 22   62.9   9 26     74.3

图  1  mTOR在食管鳞癌组织中的表达(SP×200). A: 强阳性; B: 中度阳性; C: 阴性.

A B C

图  2  p-p70S6K在食管鳞癌组织中的表达(SP×200). A: 强阳性; B: 弱阳性; C: 阴性.

A B C

■相关报道
国内外已有报道
表 明 ,  许 多 肿 瘤
中 存 在 m T O R / 
p70S6K信号通路
的异常激活.
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■创新盘点
本文首次采用免
疫 组 织 化 学 技
术 检 测 食 管 癌
高 发 区 安 阳 肿
瘤 医 院 食 管 癌
标本中m TO R及
p-p70S6K蛋白表
达, 并探讨其可能
的分子作用机制.

1.810, 均P >0.05), p-p70S6K蛋白阳性表达率与

癌组织的淋巴结转移及TNM分期密切相关(χ2 = 
5.846及4.523; 均P <0.05, 表2). 
2.3 p-p70S6K及mTOR在食管鳞癌组织中表达的

相关性 在35例食管鳞癌组织中, mTOR阳性表

达22例中, 其p-p70S6K蛋白表达阳性占19例, 而
mTOR表达阴性的13病例中, 其p-p70S6K蛋白表

达阴性的占6例. mTOR及p-p70S6K蛋白在食管

鳞癌组织中的表达呈正相关关系(γp = 0.359, P  = 

0.034, 表3). 

3  讨论

TOR是1994年筛选啤酒酵母免疫抑制剂雷帕霉

素抗性株时被发现并克隆[16,17]. 随后, 在哺乳动

物也发现了结构和功能保守的TOR蛋白, 称为

mTOR, 又称FRAP、RAFT、RAPT. 与肿瘤发生

密切相关的多项细胞功能如: 细胞生长增殖、

细胞周期调控及细胞迁移等受控于mTOR[18]. 
m T O R下游的一个重要的靶分子是核糖体

p70S6K, p70S6K可调控细胞生长, 是mTOR的

一个直接靶点. 许多证据表明, p70S6K通过增强

mRNA翻译来控制细胞生长[19,20]. 通常认为, 激

活的p70S6K促进了5'TOP(terminal oligopyrimi-
dine tract) mRNA的翻译, 此种mRNA包含一个

短的多聚嘧啶(4-14个核苷酸), 与5'帽结构紧密

相邻[20,21], 主要编码翻译机制中涉及的成员, 包
括所有核糖体蛋白、延长因子和polyA结合蛋

白(PABP). 研究表明, p70S6K是5'TOP mRNA翻

译所必需的[22,23]. 活化的mTOR/p70S6K信号通

路通过调控下游基因的表达, 从而促进肿瘤的

发生和发展, 其已成为肿瘤研究中的热点[24,25]. 
目前, 国内外对mTOR/p70S6K信号通路的研究

多集中在乳腺癌[2]、宫颈癌[12]、肝癌[26]、肺癌

等[27], 而在食管鳞癌中的研究报道不多, 由于食

管鳞癌是河南省高发的肿瘤, 其侵袭性强, 对临

床化疗药不敏感, 且易复发, 因此, 本研究以食

管鳞癌为研究对象, 检测mTOR及p-p70S6K在食

管鳞癌中的表达情况并分析其临床意义, 以期

为食管鳞癌寻找新的分子治疗靶点. 
本研究结果显示, mTOR及p-p70S6K在食

管鳞癌组织中的表达远高于其在相对应的癌

旁不典型增生组织及正常食管黏膜内, 并且二

者具有正相关, 进一步证实了mTOR可以促使

p70S6K发生磷酸化. mTOR与食管鳞癌的TNM
分期密切相关, p-p70S6K与TNM分期及有无淋

巴结转移密切相关, 提示mTOR及p-p70S6K高

表达的食管鳞癌具有更强的侵袭能力, 二者可

能共同参与了食管鳞癌浸润转移的过程. 联合

检测食管鳞癌中mTOR及p-p70S6K蛋白的表达

有利于我们进一步地了解食管癌的生物学行为, 
为食管鳞癌的早期诊断和治疗提供一个新的分

表  2  mTOR及p-p70S6K蛋白表达与食管鳞癌临床生物学行为的关系

     
病理特征    n

mTOR p-p70S6K

阳性表达n (%)   χ2值   P值 阳性表达n (%)   χ2值   P值

组织学分级

    Ⅰ   9   6(66.7) 0.173 0.917     7(77.8) 0.120 0.942

    Ⅱ 14   9(64.3)   10(71.4)

    Ⅲ 12   7(58.3)     9(75.0)

浸润深度

    黏膜层   7   3(42.9) 2.353 0.308     4(57.1) 1.810 0.404

    肌层 15   9(60.0)   11(73.3)

    纤维膜 13 10(76.9)   11(84.6)

淋巴结转移

    无 19 10(52.6) 1.861 0.172   11(57.9) 5.846 0.016

    有 16 12(75.0)   15(93.8)

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ 13   4(30.8) 9.121 0.003     7(53.8) 4.523 0.033

    Ⅲ、Ⅳ 22 18(81.8)   19(86.4)

表  3  mTOR及p-p70S6K在食管鳞癌组织中表达的相关性

     
p-p70S6K   n

     mTOR
  γp值   P值

 + -

+ 26 19 7 0.359 0.034

-   9   3 6
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Abstract
AIM: To establish a novel high-throughput two-
dimensional screening technique for cellular 
recognition and localization in hepatocellular 
carcinoma (HCC).

METHODS: HCC specimen was collected from 
a patient who underwent radical resection. 
The paraffin-embedded specimen was seri-
ally sectioned at a thickness of 1 μm. Five serial 
sections were used for staining: one for H&E 
staining and the other four for immunofluores-

cence staining for detecting eight reported liver 
cancer stem cell (LCSC) markers. Fluorescein 
isothiocyanate (FITC) and tetramethyl rhoda-
mine isothiocyanate (rhodamine) were used for 
fluorescent imaging for double staining. The sec-
tions were counterstained with Hoechst33342 to 
demonstrate the nuclei for cellular localization. 
Fluorescence microscopy was used to detect the 
fluorescence intensity and localization. 

RESULTS: We identified the valid number of 
cells in a visual field (1 × 100) of microscopy 
and delineated the merged cell map. The results 
showed that 8 LCSCs biomarkers could be de-
tected in 2 772 valid cells. The expression levels 
of biomarkers were different in these cells and 
a single valid cell could express 0-8 biomarkers. 
No biomarkers could be detected in 2 453 cells 
(88.5%).

CONCLUSION: A high-throughput two-dimen-
sional screening technique for cellular recogni-
tion and localization has been successfully de-
veloped and can be used to detect the expression 
of two or more LCSC markers in one liver cancer 
cell.

Key Words: Liver cancer stem Cells; High-through-
put screening; Two-dimension; Cellular recognition; 
Cellular localization

Zhu YZ, Fu D, Liu LL, Ma YS, Shen XZ, Chen XM. A 
high-throughput two-dimensional screening technique 
for cellular recognition and localization in hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 
2455-2460

摘要
目的:  建立一种新颖的高通量二维细胞识
别、定位技术, 为肝癌干细胞的鉴定、异质性
分化细胞分类等提供技术平台.

方法: 收集原发性肝细胞癌患者手术标本1例, 
每个标本分别石蜡包埋, 以1 μm的厚度连续
切5片. 每张切片取第一片做常规HE染色, 病
理诊断. 其余4张切片分别以肝癌组织中目前
已报道的8个可能的肝癌干细胞标志物进行了

■同行评议者
代智 ,  副研究员 , 
复旦大学附属中
山医院肝癌研究
所
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■研发前沿
已有文献报道肝
癌干细胞的分离
和鉴定. 但目前还
没有公认而统一
的肝癌干细胞标
志物. 不同肝癌干
细胞亚群之间的
差异特征和相关
分子机制尚未见
报道.

免疫荧光标记, 利用试剂Hoechst33342(蓝色)
标记细胞核定位, 异硫氰酸荧光素(fluorescein 
isothiocyanate, FITC), 四甲基异硫氰酸罗
丹明(tetramethyl rhodamine isothiocyanate 
rhodamine)双荧光标记待测抗体, 荧光显微镜
检测荧光位置及强度. 

结果: 以4个切片中均能识别的细胞核做定位, 
确定每个切片1个1×100显微镜视野中有效细
胞的个数, 作出4个切片合并的细胞图谱, 建立
了一种新颖的二维细胞识别技术. 检测得到有
效细胞为2 772个. 检测的8个抗体均在肝癌细
胞中表达, 并且不同肝癌细胞中肝癌干细胞标
志物的表达情况不同, 同一肝癌细胞可同时表
达多个肝癌干细胞的分子标志, 且可见8个抗
体均阳性的肝癌细胞. 其中 2 772个有效细胞
中有2 453个细胞为阴性, 所占比例为884.9‰. 

结论: 完成了高通量二维细胞识别、定位技
术方法的建立, 该方法可在一个肝癌干细胞上
检测两种以上的肝癌干细胞分子标志的表达
情况.

关键词: 肝癌干细胞; 高通量; 二维技术; 细胞识别; 
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0  引言

随着对肿瘤干细胞研究的深入, 肿瘤干细胞理

论已经逐渐受到广泛认可. 肿瘤干细胞分子标

志物在乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、神经胶质

瘤、白血病、肺癌等肿瘤中已确立[1-6], 但是就

肝癌干细胞的分子标志物而言, 目前的研究证

据尚不能完全证实肝癌干细胞(liver cancer stem 
cell, LCSC)的存在. 肝癌中已证实有一小群具

有干细胞样潜能的肿瘤细胞的存在, 并发现了

一些人肝癌干细胞可能相关的生物标记, 包括

侧群细胞[7-9]、CD133[10-14]、CD133+/CD44+[15]、

CD133+/CD45-[16]、CD90[17]、CD90+/CD44+[18]、

OV6[19]、AFP+/EpCAM+[20-23]、ALDH[24], 但尚无

一致结论. 上述肝癌干细胞可能的标志物及相

关标志物组合有8个, 但不同实验室的结果不能

相互印证, 免疫组织化学、免疫荧光技术一次

做多能标识两个抗体于同一细胞, 在同一细胞

标记8个相关抗体目前技术仍无法达到. 因此, 

我们利用组织免疫荧光、荧光显微镜检测技术

建立一种新的高通量的二维细胞识别技术. 

1  材料和方法

1.1 材料 Hoechst33342染料(Sigma公司, 工作浓

度1∶1 000), 异硫氰酸荧光素(fluorescein iso-
thiocyanate, FITC), 四甲基异硫氰酸罗丹明(tet-
ramethyl rhodamine isothiocyanate rhodamine), 
80i正置荧光显微镜荧光显微镜(Nikon公司), 抗
体ABCG2, AFP, CD133, c-Kit, CD34, CD44(PTG
公司). 
1.2 方法

1.2.1 肝癌组织固定, 包埋与切片: 收集上海复旦

大学附属中山医院原发性肝细胞癌患者手术标

本1例, 每个标本经40 g/L的中性甲醛固定, 分别

石蜡包埋, 以1 μm的厚度连续切5片. 每张切片

取第一片做常规HE染色, 病理诊断. 其余4张切

片分别以肝癌组织中目前已报道的8个可能的

肝癌干细胞标志物进行了免疫荧光双标记. 
1.2.2 标本脱蜡及水化: 将组织切片于恒温烘箱

孵育半小时, 在二甲苯中浸3次, 每次10 min. 脱
蜡后切片依次浸入1 000 mL/L、950 mL/L、
700 mL/L梯度乙醇中脱二甲苯, 每次2 min. 至蒸

馏水中浸5 min, 0.01 mol/L的PBS洗3次, 每次5 
min. 
1.2.3 抗原修复及封闭: 取出切片, 放置于3%过

氧化氢溶液中, 室温孵育15 min, 0.01 mol/L的
PBS振洗2次, 每次5 min. 取出标本, 放入95 ℃预

热的抗原修复液(柠檬酸抗原修复液, pH6.0), 中
低火煮沸15 min, 冷却至室温, 0.01 mol/L的PBS
振洗3次, 每次3 min. 取出切片, 擦干切片组织周

围的液体, 放置于湿盒中, 每份标本加入10%正

常山羊血清, 每张片子约50 μL, 室温孵育30 min. 
1.2.4 加入抗体及封片: 将切片的液体甩干, 滴
加对应的一抗于组织上. 切片加入一抗后,  置
于湿盒内, 4 ℃过夜. 取出后37 ℃复温60 min, 
0.01 mol/L的PBS振洗3次, 每次5 min; Hoechst 
33342(1∶100)染核. 将切片的液体甩干, 滴加对

应的二抗于组织上, 二抗为1∶1混合FITC标记

的羊抗兔IgG和罗丹明标记羊抗小鼠IgG, 37 ℃, 
40 min. 0.01 mol/L的PBS振洗3次, 每次5 min, 
10%缓冲甘油封片. 设空白对照(无一抗, 加PBS)
和抗体特异性对照(只加一抗不加二抗或只加二

抗不加一抗), 所有切片同时染色. 抗体名称及

组合如下: EPCAM/AFP, CD90/CD44, ABCG2/
CD133, c-Kit/CD34. 
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■相关报道
Y a n g 等 分 离 鉴
定 了 C D 9 0 + 肝
癌 干 细 胞 .  证 实
CD90+CD44+的肝
癌细胞具有较强
的侵袭和转移能
力, 差异基因组学
筛选出一系列与
侵袭转移相关的
差异基因.

表  1  表达不同数目肝癌干细胞标志物的细胞个数

     
HCSCs标志物数目     阳性细胞数目 所占比例(‰)

8     11     3.9

7       2     0.7

6     28   10.1

5       6     2.2

4     45   16.2

3     23     8.3

2   146   52.7

1     58   20.9

0 2 453 884.9

1.2.5 荧光显微镜检测荧光位置及强度: 细胞定

位及计数: 以4个连续切片中均能识别的细胞

核做定位, 记为有效细胞, 确定每个切片1个1×
100显微镜视野中有效细胞的个数. 于中山医院

中心实验室Nikon 80i正置荧光显微镜下4张连

续切片分别观察, 于1个1×100的显微镜视野中

每张切片均选择相同的视野, 拍照、保存. 用A3
纸打印出图片, 4张纸都用3 mm的长度或宽度分

别列出坐标, 横向为: X1, X2, X3...X99; 竖向为

Y1, Y2, Y3...Y140(A3纸长宽分别为297 mm和

420 mm), 4张切片中的相同坐标部位均有细胞的

存在才能记为一个有效细胞. 在原图片进行荧光

半定量计数, 按荧光强弱分为+++, ++, +, 阴性.

2  结果

2.1 荧光显微镜检测荧光位置及强度 肝癌组

织经组织免疫荧光后, 于×400的荧光显微镜

下观察拍照 .  图1为肝癌组织切片的E p C A M
和A F P检测示意图 .  肝癌组织切片利用试剂

Hoechst33342(蓝色)标记细胞核定位, FITC(绿
色)和Rhodamine(红色)分别标记EpCAM和AFP
二抗, 荧光显微镜检测蓝, 绿, 红的成像再利用

Nikon 80i正置荧光显微镜自带软件做出相关合

成图. 
2.2 8个标志物在肝癌组织中的表达 4张切片中

的相同坐标部位均有细胞的存在才能记为一个

有效细胞, 共计算有效细胞为2 772个. 检测的8

个抗体均在肝癌细胞中表达, 并且不同肝癌细

胞中肝癌干细胞标志物的表达情况不同, 同一

肝癌细胞可同时表达多个肝癌干细胞的分子标

志(表1), 且可见8个抗体均阳性的肝癌细胞(图
2). 其中, 2 772个有效细胞中有2 453个细胞为阴

性, 所占比例为884.9‰. 

3  讨论

肝癌干细胞是指肝癌组织中一小群具有自我更

新与分化潜能的肝癌细胞, 因其可能与肝癌发

生和转移直接相关而备受关注. Ma等[14]的研究

表明, CD133+ HCC细胞具有干细胞/祖细胞的

特点. 也有一些实验显示C133+细胞CD133-细

胞具有相同的致瘤能力[4]. Yamashita等[20]发现

EpCAM+AFP+细胞亚群具有肝癌干细胞特征, 且

图  1  EpCAM和AFP检测肝癌组织切片(×100). A: Hoechst 33342; B: FITC; C: Rhodamine; D: 合成图.

A B

C D
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■创新盘点
利用建立的一种
新颖的高通量二
维细胞识别技术. 
可以对8个分子标
记进行肝癌干细
胞的分选或免疫
双标.

在不同的细胞系中, 肝癌干细胞的标志物也有

差别. AFP+的细胞系HuH1、HuH7、Hep3B同
时也表达EpCAM、CD133, 但没有CD90阳性表

达细胞; AFP+的细胞系SK-Hep-1、HLE、HLF有
CD90+的细胞亚群, 但没有EpCAM+和或CD133+的

亚群. 卵圆细胞标记OV6+的肝癌细胞具有更高的

体内成瘤能力和化疗耐受性[19]. Zhu等[15]在对肝癌

细胞系HepG2、Hep3B、Huh7、SMMC-7721、
M H C C-L M3、M H C C-97L的研究中发现从

CD133+细胞群中分离出的CD133+CD44+细胞

具有干细胞的特性. Yang等[18]从肝癌细胞株和

HCC患者肝癌组织中研究发现CD90+CD44+细

胞具有肿瘤干细胞特性, 且较CD90+CD44-具有

较强的侵袭能力与转移能力. 上述各个实验结

果都证明各自的具有特殊分子标记的细胞具有

LCSC的特征, 但是对于不同细胞系的研究分子

标记有差异, 且相关的分子组合也只有2个. 
在既往文献对肿瘤干细胞分子标记的报道

图  2  8个肝癌干细胞标志物有效细胞荧光检测结果(×400). A: Hoechst 33342; B: FITC; C: Rhodamine; 通过细胞定位显示4

个连续切片中的同一个肝癌细胞(图中箭头所指). 

A1 B1 C1

A2 B2 C2

A3 B3 C3

A4 B4 C4
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中, 多采用流式[25-28]或磁珠分选[29-33]对癌细胞系

中的具有癌干细胞分子标记的细胞进行分选, 
此分选价格较昂贵且对1个细胞1次最多也只能

分选具有2个的分子标记; 采用免疫组织化学或

免疫荧光法对人肿瘤组织检测CSCs的存在时, 
双抗也只能检测出1个细胞同时存在的两种分

子标记[34,35]. 目前, 与LCSC相关的标志物有8种, 
采用流式或磁珠分选、免疫组化技术只能用于

两个相关的分子标记相互关系的研究. 本实验

用8个已报道的肝癌干细胞标志物对肝癌患者

肿瘤组织进行了检测、立体定位和分类, 结果

发现在同一肝癌组织中, 多种肝癌干细胞标志

物可在一个肝癌细胞上同时表达, 少数肝癌细

胞可同时表达8个肝癌干细胞标记, 各个肝癌干

细胞分子标记存在交叉表达的情况. 
总之, 高通量二维细胞识别技术方法的建

立, 可同时对目前8个肝癌干细胞相关的分子标

记之间的相关性进行研究; 可用于推测肝癌干

细胞在肝癌细胞中的比例与复发的相关性; 用
于比较肝癌干细胞标志物在肝癌及癌旁组织的

表达差异, 根据其与预后的关联, 探讨最佳的肝

癌干细胞标志物组合及验证其在复发中的作用, 
并检验肿瘤干细胞的特性, 为肝癌干细胞的分

离和临床应用提供理论依据和实践基础. 
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与复发的相关性, 
将为肝癌干细胞
的分离和临床应
用提供理论依据
和实践基础.
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■同行评价
本文有一定的创
新 性 ,  研 究 结 果
具有很好的临床
价值.
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■背景资料
Peutz-Jeghers综
合征患者息肉易
多发生于小肠, 以
往因为诊断困难, 
报道较少. 近几年
随着双气囊小肠
镜的临床应用, 解
决了小肠疾病诊
断和治疗的盲区, 
该病报道亦不断
增加, 虽然在诊断
和治疗上取得了
积 极 的 进 展 ,  但
PJS的具体发病机
制仍未完全明确, 
有待进一步研究
探索. 
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Abstract:
AIM: To detect the expression of brahma-related 
gene 1 (Brg1), vascular endothelial growth factor 
(VEGF) and cyclooxygenase 2 (COX-2) proteins 
in Peutz-Jeghers syndrome (PJS) and to analyze 
their clinical significance.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of Brg1, VEGF and COX-2 
proteins in 72 PJS samples, 12 normal small in-
testinal mucosal tissue samples and 30 cancer 
tissue samples. 

RESULTS: The positive rates of Brg1, VEGF 

and COX-2 expression were significantly higher 
in PJS than in normal mucosal tissue (54.17% vs 
16.67%, 58.33% vs 8.33%, 62.50% vs 25.00%, all P 
< 0.01) and in cancer tissue than in PJS (76.67% 
vs  54.17%, 80.00% vs 58.33%, 83.33% vs 62.50% 
all P < 0.01). In PJS, positive correlations were 
found between Brg1 and VEGF expression and 
between Brg1 and COX-2 expression. 

CONCLUSION: Brg1, VEGF and COX-2 may 
play a role in the occurrence of PJS.

Key Words: Peutz-Jeghers syndrome; Brahma-
related gene 1; Vascular endothelial growth factor; 
Immunohistochemistry

Liu JX, Zhou P, Hu ZM, Mao GP. Expression of Brg1, 
VEGF and COX-2 in Peutz-Jeghers syndrome. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2011. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(23): 2461-2466

摘要
目的: 检测染色质重构复合物核心催化亚基
(Brg1)及VEGF信号通路相关蛋白在Peutz-
Jeghers综合征(PJS)中的表达, 探讨其与PJS息
肉发生发展的关系.

方法: 应用免疫组织化学染色技术分析72枚
PJS息肉、12例正常小肠黏膜及30例小肠癌中
Brg1、VEGF、COX-2蛋白的表达和分布, 比
较其在三种组织表达程度的差异. 

结果: Brg1、VEGF、COX-2在小肠腺癌组
织中的阳性表达率明显高于PJS息肉组织和
正常小肠黏膜组织(Brg1: 76.67% vs  54.17%, 
16.67%; VEGF: 80.00% vs  58.33%, 8.33%; 
COX-2: 83.33% vs  62.50%, 25.00%, 均P <0.01). 
PJS息肉组织中Brg1与VEGF蛋白表达率呈显
著正相关(χ2 = 15.734, r  = 0.467), 与COX-2蛋

白表达率呈正相关(χ2 = 7.552, r  = 0.324). 

结论: 在PJS息肉中Brg1及VEGF信号通路可
能参与了PJS的发生, 并且是其癌变的重要因
素之一.

■同行评议者
颜宏利, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学遗传
学教研室
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■研发前沿
目前PJS的治疗以
发现息肉并摘除
为主, 但息肉易复
发, 所以研究探索
抑制息肉再生长
的治疗方法是本
文研究的新动向.

关键词: Peutz-Jeghers综合征; 染色质重构复合物

核心催化亚基; 血管内皮生长因子; 免疫组织化学
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0  引言

Peutz-Jeghers综合征(Peutz-Jeghers syndrome, 
PJS)是一种常染色体显性遗传疾病, 以多发性

胃肠道错构瘤性息肉和皮肤黏膜黑色素沉着为

特征, 因此又称黑斑息肉综合征和色素沉着综

合征[1]. PJS患者息肉多发生于小肠, 病理特征

常以错构瘤为主合并其他病理类型, 是发生肠

道和肠道外肿瘤的危险因素, 可合并多种恶性

肿瘤[2]. PJS患者息肉多发、频发是困扰临床医

生的主要问题, 同时为患者和家属带来了沉重

的精神和经济负担, 所以PJS的致病因素成为我

们研究的热点. 多数研究认为PJS的发生是由

STK11基因突变所致, 其在PJS家系患者中的突

变率为70%, 散发病例中为30%-67%[3]. 近年来, 
关于PJS发病机制的研究中, 染色质重构复合物

核心催化亚基(brahma-related gene 1, Brg1)有可

能参与了PJS的发生发展[4], Brg1作为染色质重

构复合物的重要成员之一, 他在基因调控、细

胞因子应答、肿瘤发生、发育和分化过程中起

重要作用[5], 但与PJS的关系尚不明确; 而血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)信号通路可能是PJS发展过程中的关键

通路之一; 因此, 我们用免疫组织化学方法研

究Brg1, VEGF和环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)在正常小肠黏膜组织、PJS息肉组织和

小肠癌组织中的表达情况, 阐明其与PJS发生发

展及其癌变的关系, 为PJS的治疗和预防提供一

定的参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国人民解放军空军总医院60例
PJS患者2005-02/2010-09归档的病理蜡块标本72
枚, 所有切片标本均经组织病理学证实. 男35例, 
女25例, 年龄10-49(平均24.1±7.9)岁. 同时选取

小肠腺癌组织30例和正常小肠黏膜组织12例作

为实验对照组. 试剂采用兔抗人Brg1多克隆抗体

(工作浓度1∶100)购自北京博奥森生物公司, 兔
抗人VEGF、COX-2多克隆抗体购自福州迈新

生物公司为工作液. 免疫组织化学试剂盒为北

京中杉生物制剂有限公司. 
1.2 方法 所有标本均经40 g/L甲醛固定, 常规脱

水、透明、渗蜡、包埋, 4 μm厚连续切片. 常规

脱蜡、水化, 采用免疫组织化学染色法(SP法), 
DAB显色, 苏木素复染, 吹干, 具体实验步骤按

试剂盒说明书进行. 阴性对照采用生理盐水磷

酸盐缓冲液(PBS)代替一抗, 以博奥森公司提供

的大鼠心肌细胞阳性片作阳性对照. 操作严格

按照产品说明书进行. 评判标准: (1)Brg1: 染色

阳性细胞为细胞核呈棕黄色至深褐色, 部分细

胞质同时为淡黄色和/或黄色, 若只有细胞质着

色, 可视为阴性; (2)VEGF: 染色阳性细胞为细胞

质或细胞核着色呈黄色或棕黄色; (3)COX-2染
色阳性细胞为细胞质着色呈棕黄色或褐色. 其
中Brg1阳性细胞<25%为阴性; 25%-50%为弱阳

性(+), 51%-75%为中等阳性(++), >75%为强阳性

(+++); COX-2、VEGF以阳性细胞数超过10%作

为阳性表达诊断标准, 再根据阳性反应强度分

为弱阳性(+)、中度阳性(++)和强阳性(+++); 每
个指标均有两位以上病理医师进行双盲阅片. 

统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计分

析, 组间差别采用四格表χ2检验. P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 Brg1、VEGF、COX-2在不同组织中的表达

(图1-3) Brg1在正常小肠黏膜组织、PJS息肉组

织和小肠腺癌组织中阳性表达率分别为16.67%, 
54.17%和76.67%, 3组间两两比较, 差异均有

统计学意义(P <0.01); VEGF在正常小肠黏膜组

织、PJS息肉组织和小肠癌组织中阳性表达率

分别为80.00%, 58.33%和8.33%, 3组间两两比

较, 差异均有统计学意义(P <0.01); COX-2在正常

小肠黏膜组织、PJS息肉组织和小肠癌组织中

阳性表达率分别为83.33%, 62.50%和25.00%, 3
组间两两比较, 差异均有统计学意义(P <0.01). 
2.2 Brg1和VEGF、COX-2在PJS组织中表达的

相关性 在PJS息肉组织中Brg1、VEGF、COX-2
蛋白的阳性表达率分别为54.17%, 58.33%, 
62.50%, 经相关性分析, Brg1的表达与VEGF
表达呈显著正相关(χ2 = 15.734, r = 0.467); 与
COX-2的表达亦呈正相关(χ2 = 7.552, r = 0.324).

3  讨论

PJS患者在临床上常以腹痛、腹胀和消化道出血

为主要表现, 主要因肠道息肉多发导致肠套叠所
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致, 本综合征是胃肠道、前列腺、乳腺、子宫

和其他器官恶性肿瘤发生的高危因素[6]. 因此, 
PJS的发病机制和发病原因成为我们研究的热

点之一. 
目前研究认为PJS主要致病基因为STK11/

LKB1基因, 位于19p13.3, 由Jenne等[7]和Hem-
m i n k i等 [8]于1998年分别报道. 随后国内外学

者对其致病基因进行不断的探索, 赵喜荣等[9]

研究发现F H I T基因突变和丢失可能在P J S的
发生和癌变中起到一定的作用. Hearle等[10]对

一PJS女婴小肠息肉提取DNA并分析, 发现了

t (11; 19)(q13; q13.4)染色体易位. Mehenni等[11]

通过对6个家系进行多基因位点连锁分析发现, 

其中1个家系的19q13.4区带可能存在PJS致病

基因; Marneros等[12]的研究亦在1个PJS家系中

检测到定位于19q13.4区带的PJS致病基因, 但
具体基因还有待进一步研究明确. 夏欧东等[13]

发现随着肿瘤恶性程度的增高Axin蛋白表达逐

渐降低, 与组织病理改变呈负相关. 说明Axin表
达降低可能是PJS息肉发生的原因, 并可能参

与了PJS息肉演变为腺瘤以及进一步癌变的过

程. 马娅梅等[14]发现IFITM1有可能成为判断PJS
恶变风险的良好标记物. 戴益琛等[15]采用基因

芯片技术筛选PJS特异的差异表达基因谱, 发现

EPHB4、EPHB3、EPHB1、EFNB2、EFNA1、
COL4A1、COL4A2、COL6A3和COL6A2基

图  1  Brg1在不同组织中的表达(SP×200).  A: 正常小肠黏膜组织; B: PJS息肉组织; C: 小肠癌组织

A B C

图  2  VEGF在不同组织中的表达(SP×200). A: 正常小肠黏膜组织; B: PJS息肉组织; C: 小肠癌组织

A B C

图  3  COX-2在不同组织中的表达(SP×200). A: 正常小肠黏膜组织; B: PJS息肉组织; C: 小肠癌组织

A B C

■相关报道
赵喜荣等研究发
现 F H I T 基 因 突
变和丢失可能在
P J S 的 发 生 和 癌
变中起到一定的
作用. Hearle等对
一 P J S 女 婴 小 肠
息肉提取DNA并
分析, 发现了t (11; 
19)(q13; q13.4)染
色体易位.
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因可能是PJS特异性相关基因. 蒋建国等[16]对

STK13基因进行突变分析发现STK13基因并不

是我国PJS患者新的致病基因. 基于上述研究有

关PJS的具体发病基因尚不是很明确. 
随着研究更进一步的深入, 我们得知在正常

机体内Brg1和VEGF信号通路可控制染色体的

复制速度和血管的迅速生成, 抑制上皮细胞过

度生长, 其信号通路又参与促进血管生成, 促进

生成核转移的恶性机制[17]. 而在PJS的息肉发生

发展中LKB1和Brg1有关[18], Brg1是20世纪90年
代初在酿酒酵母中被发现的一种抑癌基因, 是
SWI/SNF家族的重要组成成分, 定位于人类染色

体19p13上[19], 其mRNA长约5 247 bp, 基因编码

的蛋白质相对分子质量为2.05×105 Da. Brg1具
有ATP依赖的解螺旋酶活性, 在SWI1-SNF2的核

染色质改造功能中发挥着重要作用, 同时也是

许多基因复制所必需的蛋白之一[20], 在肺癌的

发生中位于19p上的抑癌基因Brg1和LKB1基因

起着同样的作用[21]. 国内外研究还发现Brg1基因

在前列腺癌、宫颈癌及胃癌组织中存在高表达, 
而在肺癌组织、喉鳞状细胞癌及多种肿瘤细胞

系中表达下调或缺失[22-28]. 证明Brg1在肿瘤的发

生发展过程中起着非常重要的作用, 本实验通

过对不同组织中蛋白表达的检测发现Brg1随着

肿瘤恶性程度的高低呈逐渐下降趋势,  即表明

Brg1在PJS息肉组织中存在高表达, 且可能是PJS
息肉发生发展及恶变的关键蛋白.

VEGF是1989年从牛垂体滤泡星状细胞培

养液首先纯化出来[29], 并发现具有促进血管内皮

细胞有丝分裂的活性, 被认为是最强的血管形

成诱导因子. 对于实体肿瘤的研究证实, 瘤体需

要有新生血管供氧及营养支持才能继续生长[30], 
而肿瘤细胞却能够产生高水平的VEGF, 与内皮

细胞膜受体结合, 激活内皮细胞受体型酪氨酸

激酶, 促进内皮细胞的增生和转移,形成新生血

管, 肿瘤细胞的无限制生长、繁殖和转移依赖

于新生血管的不断支持. PJS息肉的无限制生长

与肿瘤细胞的血液供应有关, 其血管新生是肿

瘤生长的关键环节. 
COX-2是前列腺素合成过程中的一个关键

限速酶, 其过度表达可导致前列腺素产物增加, 
而前列腺素是许多肿瘤形成的早期共同特点. 
此外, 前列腺素合成过程中产生的毒性物质如

自由基、活性氧等, 也可使肿瘤细胞的遗传产

生不稳定性, 进一步促使其恶变的转化. COX-2

在肠道肿瘤、胃癌、乳腺癌、头颈部癌等多种

肿瘤组织中高表达, 其通过合成致癌物质、促

进肿瘤血管新生、抑制肿瘤细胞凋亡、促进

肿瘤黏附和转移等促进肿瘤的发生、发展 [31]. 
McGarrity等[32]的研究证实COX-2在PJS患者错

构瘤性息肉中过表达. Rossi等[33]亦发现COX-2
在PJS裸鼠模型和PJS患者错构瘤性息肉中的表

达增高, 而我们的研究与其报道相符. 亦有报道

显示长期大量服用非甾体类消炎药, 其结肠发

病率到50%-60%[34], 但尚未在PJS患者中进行评

估. 由此可见, COX-2可能成为PJS息肉的治疗靶

点, COX-2抑制剂可能成为减小肿瘤体积以及降

低PJS患者手术率的有效方法, 但有待于临床进

一步证实. 我们的研究结果显示, COX-2主要表

达在新生的血管内皮细胞和形成血管的细胞中, 
并且COX-2和VEGF表达基本一致, 其增高幅度

与肿瘤恶性程度相关. 同时表明COX-2通过影响

VEGF参与了肿瘤新生血管的形成. 
在我们的研究组P J S息肉组织中B r g1与

VEGF、COX-2蛋白阳性表达率分别成正相关

(χ2 = 15.734, r = 0.467和χ2  = 7.552, r = 0.324), 
研究证实了Brg1蛋白表达率升高, VEGF信号通

路的相关蛋白表达率也相应升高, 信号传递破

坏上皮细胞的正常生长, 出现黏膜过度生长, 息
肉形成, 提示在PJS息肉形成中, 间质-上皮相互

作用能够维持上皮细胞生长. 
Brg1作为一种抑癌基因, 其蛋白或mRNA却

在小肠癌组织和PJS息肉组织中高表达, 且表达

强度以肿瘤恶性程度增加而增强, 分析其原因, 
可能与其启动子异常甲基化、基因突变及其转

录激活功能异常等因素有关. 此时, 异常表达的

基因产物可能已经失去了原有抑癌基因的生物

学特性, 即抑癌基因功能丢失或者产生了转录

激活的作用. 
在本实验中VEGF、COX-2的高表达很可

能会促进Brg1蛋白表达的上调, 促进抑癌基因的

非正常表达, 使其在PJS息肉组织和小肠癌组织

中发生了功能丢失或转录激活作用, 从而失去

了原本的抑癌作用, 进而在PJS息肉的发生发展

及息肉癌变的过程中起着一定的作用, 为我们

判断PJS息肉癌变提供了一个参考; 并且3种因

子很可能是PJS息肉发生发展及息肉恶变的关

键蛋白, 需进一步实验证实(有关Brg1基因在PJS
患者中的突变情况我们将另有文献报道), 同时

王石林等对COX-2抑制剂和雷帕霉素预防PJS作
为以后研究的新动向对我们亦有一定的启发[35]. 

■同行评价
作者利用免疫组
织化学检测Peutz-
J e g h e r s 综 合 征
Brg1和VEGF等蛋
白的表达, 探讨该
病的发病机制, 有
一定的研究意义. 
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Abstract
Helicobacter pylori (H.pylori) is a bacterium re-
sponsible for one of the most widespread infec-
tions found in humans. It colonizes the gastric 
mucosa and can result in chronic gastritis and 
gastric cancer. The incidence of spontaneous 
gastric gastritis is low in Mongolian gerbils, and 
spontaneous H.pylori infection can not be detect-
ed in this animal. Since H.pylori-related gastric 
diseases in Mongolian gerbils are very similar to 
those in humans, they have been considered as 
ideal animals to establish H.pylori infection mod-
els. However, different strains of H.pylori may 
induce different types of pathologic changes in 
Mongolian gerbils. Clarification of the patho-
genic mechanisms of different strains of H.pylori 
may provide a theoretical basis for screening ap-
propriate H.pylori strains and directing individu-

alized treatment in patients with H.pylori-related 
gastric diseases. In this paper, we review the 
recent progress in research of gastric diseases in 
Mongolian gerbils infected with different strains 
of H.pylori. 

Key Words: Mongolian gerbil; Helicobacter pylori ; 
Pathogenic mechanism; Gastric diseases; Individu-
alized treatment

Liu YE, Yuan Y. Gastric diseases in Mongolian gerbils 
infected with different strains of Helicobacter pylori. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 2467-2472

摘要
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )
感染在世界范围内高发 ,  他定植于人胃黏
膜, 导致慢性胃炎及胃癌的发生. 蒙古沙鼠
(mongolian gerbil, MG)很少患自发性胃炎, 且
不是H.pylori的自然宿主. 人工接种H.pylori后, 
蒙古沙鼠患H.pylori相关性胃病与胃病患者最
相似, 是一个公认的人类胃病的动物模型. 采
用不同H.pylori 菌株感染蒙古沙鼠, 经常会导
致不同的H.pylori 相关性胃病的发生, 其原因
可能与H.pylori 致病菌株密切有关. 因此, 明
确H.pylori 的致病菌株及其机制, 可以为筛选
H.pylori 致病菌株提供理论参考, 并有利于对
H.pylori 相关性胃病患者进行个体化治疗. 本
文对蒙古沙土鼠不同H.pylori菌株感染相关性
胃疾病研究进展进行综述.

关键词: 蒙古沙鼠; 幽门螺杆菌; 致病机制; 胃病; 个

体化治疗 
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0  引言

约50%人群感染幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), 其与慢性胃炎、消化性溃疡及胃癌的

发生密切相关[1-4]. 绝大多数人群感染H.pylori后
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■研发前沿
深 入 研 究 不 同
H.pylori 菌株特有
的致病基因和毒
素蛋白, 同时深入
研究MG的宿主因
素, 并探讨两者之
间的交互作用.

无任何症状[5], 少数人患H.pylori相关性胃炎及

溃疡, 极少数发展为H.pylori相关性胃癌. 为了探

究不同的临床结局是否与H.pylori的致病菌株相

关, 亟待建立一个与人类胃病类似的动物模型. 
Yokota等[6]首次报道了蒙古沙鼠(Mongolian ger-
bil, MG)感染H.pylori后, 胃黏膜发生轻微的炎

细胞浸润. MG患自发性胃炎机率很低, 且不是

H.pylori自然宿主. 人工接种H.pylori后, MG发生

H.pylori相关性胃病与人类胃病最类似. 研究发

现将H.pylori接种到MG体内, 胃黏膜发生萎缩或

肠化生等病变[7,8]. 而Cao等[9]用H.pylori诱导MG
黏膜发生了神经内分泌起源的类癌. 此外, Kuo
等[10]在MG体内诱发了胃癌. 相反, Toyoda等[11]采

用相同H.pylori菌株感染MG, 并未观察到任何胃

部肿瘤发生. 因此, 不同H.pylori菌株感染MG, 经
常会产生截然不同的临床结局, 其原因可能与

菌株自身致病性密切相关. 因此, 明确H.pylori致
病菌株及其机制, 可以为筛选H.pylori致病菌株

提供理论参考, 并有利于对H.pylori相关性胃病

患者进行个体化治疗. 本文对蒙古沙土鼠不同

H.pylori菌株感染相关性胃疾病进行综述. 

1  H.pylori 相关性胃炎

Ikeno等[12]用ATCC43504菌株接种MG, 2 wk后, 
镜下未见任何组织学改变; 4 wk后, 胃黏膜明显

变薄, 移行带壁细胞和主细胞消失, 幽门出现轻

-中度炎细胞浸润; 26 wk后, 出现溃疡, 肠化生

和增生性息肉等病变. Honda等[13]用相同菌株感

染MG, 6 wk后, 幽门部即发生溃疡, 并持续到18 
wk, 溃疡穿透黏膜下层和肌层, 部分浸润到肝脏

和胰腺, 6 mo后, 胃小弯发生萎缩性胃炎和肠化

生, 12-18 mo, 肠化生演变为发育异常. 使用相同

菌株感染同一品系MG, 病变的严重程度和出现

的时间却大相径庭, 其原因可能与菌株毒力大小

有关, 众所周知, 任何菌株原代培养时致病性最

强, 随着不停的传代培养, 菌株毒力明显下降[14], 
因而, 在这种情况下可能导致同一菌株致病性

显著不同. 研究发现ATCC43504菌株是一个高

致病性菌株[15], 其为研究H.pylori致病基因及毒

力大小提供了实验模型, 并为评价其他菌株的

毒力提供了标准. 
Yan等[16]用2×109 CFU/mL NCTC11637菌

株接种MG, 6 wk后, MG胃黏膜发现轻度的炎症

细胞浸润. Takahashi等[17]用相同菌株接种MG, 
20 wk后, MG发生了出血性胃炎和溃疡等病变. 
结果提示, 与ATCC43504菌株相比, NCTC11637

菌株的毒力明显降低 ,  两种菌株的致病性存

在较大差别, 两种菌株属于同一家族, 且均表

达cagA+vacA+[18,19], 因此, 除公认的致病基因

(cagA+vacA+)外, ATCC43504菌株可能存在独特

的致病基因, 使其具备较强的致病能力. 
Watanabe等[20]用TN2GF4菌株(胃溃疡分

离株)接种MG, 26 wk后, MG发生了重度活动

性胃炎、溃疡和肠化生等病变. Ohkusa等[21]用

TN2GF4和ATCC43504菌株分别接种MG, 12 wk
后, MG发生了胃炎和溃疡, 然而, 感染TN2GF4
菌株的MG发生十二指肠炎和肠化生的风险更

高. 肠化生是慢性胃炎常见表现形式, 且肠化生

与肠型胃癌发生密切相关[22,23], 此外, TN2GF4菌
株单独诱导MG发生高分化腺癌的机率高. 结果

提示TN2GF4菌株可能较ATCC43504具有更强

的致病能力. 
    不同菌株致病性存在较大差别, 即使同一家

族来源的菌株致病性也千差万别, 其原因何在? 
Ohnita等[24]发现携带cagPAI+菌株诱导MG发生

溃疡、萎缩、肠化生和增生性息肉, 而cagPAI-

菌株仅见黏膜糜烂和轻度炎细胞浸润, 但cag-
PAI并未影响菌株的定植能力. H.pylori菌株感

染周期和定植密度可以促进细胞增殖, 从而发

挥致癌作用[25]. 此外, cagPAI+能激活转录因子

NF-κB, NF-κB通过刺激IL-8的产生而促进胃黏

膜细胞的增殖, 从而导致MG发生H.pylori相关

性胃炎[26,27]. IL-1β是急性炎症最特征的细胞因

子之一, MG感染H.pylori后, IL-1β表达水平升高, 
4 wk时, 达到高峰, 然后迅速降低. IL-4, IL-6和 
IL-10是慢性炎症最具特征的细胞因子, 这些细

胞因子在H.pylori感染8-24 wk达到高峰, 他们与

胃癌的发生密切相关[28]. 因此, 当对H.pylori感染

患者进行筛选时, 可以通过检测细胞因子的表

达水平, 即可大致判断菌株的感染时间, 从而为

临床治疗H.pylori相关性胃炎提供重要参考. 

2  H.pylori 相关性胃癌

Honda等[13]用ATCC43504菌株感染MG, 18 mo
后, 2/5(40%)动物发展为高分化胃癌, 其中1例来

源于肠化生部位, 另外1例也与肠化生密切相关, 
未见低分化腺癌. 而Hirayama等[29]用ATCC43504
菌株接种M G, 24 m o后, 18/56只M G发生了

类癌, 1/56发展为低分化腺癌. Z h e n g等 [30]用

ATCC43504和161菌株(中国胃癌患者分离株)感
染MG, 84 wk后, 18%(3/17)感染了ATCC43504菌
株的MG发生了高分化癌, 而感染161菌株的MG
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■创新盘点
本文对蒙古沙鼠
不同H.pylori 感染
相关性胃病进行
综述, 并剖析了不
同菌株的致病特
点及其机制.

发生了1例胃癌. 结果提示, 使用相同菌株感染

MG, 可以导致胃癌发生率明显不同, 其原因何

在? 首先, H.pylori感染时间明显不同, 而H.pylori
感染时间是胃癌形成的必要条件, 长期H.pylori
感染可以刺激黏膜细胞增生[31]; 其次, MG饲养

条件及来源不同, 实验动物对条件要求较为苛

刻, 不同条件下动物自发病变发生率明显不同; 
再次, 菌株的传代次数, 不同实验使用的菌株传

代次数不可能完全一致, 有的可能是原代培养, 
有的菌株可能传过若干代, 菌株毒力无法保证, 
因而导致结果不同. 

Sugiyama等[32]用致癌物MNU和ATCC43504
菌株共同感染MG, 20 wk后, 36.8%(7/19)的动

物发生了腺癌和印戒细胞癌, 其中高、低分化

腺癌各1例, 印戒细胞癌5例. C ao等 [33]分别在

H.pylori菌株感染的早、中和晚期给予MG致癌

物MNU, 52 wk后, 3个阶段胃癌的发生率分别为

60%(12/20), 18.4%(2/11)和10%(2/20), 结果提示

在菌株感染早期给予致癌物容易导致胃癌的发

生. Tokieda等[34]用相同菌株和致癌物MNNG接

种MG, 52 wk后, 单用H.pylori感染的MG未发生

腺癌, 而单用MNNG致癌物则诱发17.6%动物发

生了腺癌, 致癌物和H.pylori联合作用在24 wk
即有1例发生高分化腺癌, 52 wk后, 66.7%(4/6)
的动物发生了高分化腺癌. Shimizu等[35]用相同

菌株和不同剂量的致癌物MNNG分别接种MG, 
50 wk后, MNNG(300 mg)和H.pylori联合导致

12(44.4%)的动物发生高分化腺癌, 而MNNG(60 
mg)和H.pylori联合作用, 导致6(24.0%)动物发

生印戒细胞癌. 结果提示, 不同浓度致癌物与

H.pylori联合使用, 导致MG发生的胃癌类型和

发生率与单用H.pylor i均存在显著差别, 单独

H.pylori感染只能诱导出高分化腺癌, 而未见其

他类型癌产生. 因此, 有研究认为H.pylori可能在

胃癌发生过程中只是起到促进作用, 而并非启

动作用[36]. 
Watanabe等[20]用TN2GF4菌株(胃溃疡患者

分离株)接种MG, 26 wk后, MG出现重度活动

性胃炎、溃疡和肠化生, 62 wk后, 37%(10/27)
的动物发生了高分化腺癌. Ogura等[37]用分别用

TN2(WT)和TN2△vacA菌株接种MG, 该菌株与

TN2GF4菌株属于同一家族, 23 wk后, TN2(WT)
菌株分别诱导25%(1/4)和25%(1/4)动物发生了

高分化腺癌和类癌, 而TN2△vacA菌株在接种28
周后, 分别有25%(1/4)和17.86%(5/28)的动物发

生了高分化腺癌和类癌. 结果提示, 同一家族中

不同菌株致病能力差别显著, 同一菌株野生型

和突变株致癌性也千差万别, TN2GF4家族菌株

可能是一个高致癌性菌株家族. 
此外, Romero-Gallo等[38]用7.13(溃疡患者分

离株)菌株接种MG, 14 wk后, 33%MG发生了高

分化腺癌, 18 wk后, 50%的MG发生高分化腺癌, 
该菌株不仅能迅速诱发胃癌, 还随接种时间的

延长, 胃癌发生率显著增加. Franco等[39]则将7.13
菌株及oipA-突变株接种MG, 24 wk后, 7.13(WT)
菌株诱发44%的MG发展为高分化腺癌, 而oipA-

菌株仅能导致27%动物发展为腺癌. 结果提示

oipA-突变明显降低了7.13菌株致病能力, 从而

降低了胃癌的发生率和减轻了病变的严重程度, 
同时oipA-基因缺失也极大的降低了胞质或核内

B-catenin易位能力, 影响了核内细胞信号传导途

径[40], 从而降低了胃癌发生率. 此外, oipA能导致

重度H.pylori感染, 同时引起IL-6和IL-11表达水

平升高, 最终能增加H.pylori相关性胃病的发病

风险[41]. 然而, 他的子代菌株B128仅能导致MG
发生轻度溃疡和胰腺炎[42]. 研究发现7.13菌株和

B128菌株的主要区别在于OioA-基因位于7.13菌
株编码框架内部, 而由于在5’端富含CT区域插

入2个bp, OioA-基因位于B128菌株编码框架外

部, 从而导致其转录过早终止[43]. 此外, 7.13菌株

感染MG后, 不同炎症因子表达各不相同, 6-12 
mo, TNF-α mRNA表达水平达到顶峰, IL-17 
mRNA表达水平则在感染12 mo后达到顶峰, 结
果提示7.13菌株处于慢性感染阶段, 同时发现, 
IL-17, IL-18和TNF-α mRNA等细胞因子在7.13
菌株野生株中的表达水平显著高于oipA-突变

株[44,45], 说明oipA-基因可能决定胃黏膜炎症细

胞因子的表达, 从而对胃癌的发生起决定作用. 
结果表明同一家族不同菌株致病基因可能存在

较大差别, 这种差别可能会导致菌株的致病能

力存在显著差异[46], 从而可能严重影响同一家族

菌株的致癌性. 

3  结论

不同H.pylori菌株感染MG均能成功建立与人类

H.pylori相关性胃病类似的动物模型[47-49], 然而, 
不同菌株感染MG通常会导致不同的病理变化

(表1), 即便是来源于同一家族的菌株或同一菌

株的突变株, 感染MG结局也大不相同. 因此, 为
了更清楚的研究H.pylori致病机制, 我们有必要

深入研究不同H.pylori菌株特有的致病基因和毒

素蛋白, 同时深入研究MG的宿主因素, 并探讨
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■应用要点
本文可以为临床
筛选H.pylori 致病
菌株提供理论参
考, 对H.pylori 相
关性胃病患者进
行个体化治疗有
一定的参考价值.

两者之间的交互作用[50], 从而为更深入研究不同

H.pylori相关性胃病的致病机制提供理论基础. 
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Abstract 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the 
most malignant types of cancer. It has a rapid 
course and carries a poor prognosis. Hepatocar-
cinogenesis is a complex multi-step and multi-
factorial process. Recent studies have discovered 
the association between the dysregulation of 
insulin-like growth factor (IGF)-related signal-
ing pathways and pathogenesis of liver cancer. 
IGFs are multifunctional cell proliferation regu-
latory factors and play an important role in fetal 
development, central nervous system develop-
ment and cancer cell proliferation. The biologi-
cal activity of IGFs is regulated by a complex 
regulatory network which consists of different 
types of receptors, IGF-binding proteins and IGF 
binding-related proteins. This review focuses on 
the changes in the IGF axis and IGF-related sig-
naling pathways in liver tumorigenesis and their 
application in targeted therapy for liver cancer.

Key Words: Insulin-like growth factors; Insulin-like 
growth factor-I receptor; Hepatocellular carcinoma

Sun F, Fu HJ, Tie Y, Zheng XF. Insulin-like growth factors 
and hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2011; 19(23): 2473-2479

摘要
肝癌是常见的恶性肿瘤之一, 其病程快且预后
很差. 其发生是一个多因素多步骤协同的复杂
过程. 近来的研究报道, 肝癌发生分子机制与
类胰岛素生长因子体系信号通路异常相关. 类
胰岛素生长因子是一种多功能细胞增殖调控
因子, 他在胚胎发育、中枢神经系统发育及肿
瘤细胞增殖等方面具有重要的生物学功能. 类
胰岛素生长因子的生物学活性受到包括类胰
岛素生长因子不同类型的受体、类胰岛素结
合蛋白及类胰岛素结合相关蛋白等多因素参
与的复杂的调控网络调控. 本文主要介绍了类
胰岛素生长因子体系在肝癌中的异常改变、

类胰岛素生长因子相关信号通路及其作用机
制以及在肝癌靶向治疗中的应用. 

关键词: 类胰岛素生长因子; 类胰岛素生长因子受

体-I; 肝癌
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0  引言

肝癌是世界第五大多发性恶性肿瘤, 在中国是第

二大恶性肿瘤, 其发病率几乎等同于致死率[1,2]. 
肝癌的发病机制是多因素、多步骤的复杂过程, 
其分子生物学机制还没有完全阐明. 病因学分

析表明, 有80%以上的肝癌发生与HBV和HCV
病毒感染、黄曲霉毒素B1中毒、酗酒所致慢性

酒精中毒及某些遗传性疾病等密切相关[3]. 类胰

岛素生长因子(insulin-like growth factors, IGFs)
是一种多功能细胞增殖调控因子, 他在胎儿发

育, 中枢神经系统发育及肿瘤细胞增殖等方面

具有重要的生物学功能. 研究表明, IGFs在多种
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■研发前沿
肝癌的发病机制
是多因素、多步
骤的复杂过程, 其
分子生物学机制
还没有完全阐明. 

肿瘤的发生发展过程中起关键作用[4]. IGFs的生

物学活性受到包括类胰岛素生长因子不同类型

的受体、IGFs结合蛋白及类胰岛素结合相关蛋

白等复杂的调控网络调控, 这些信号因子在肿

瘤细胞内环境的中心调控位置, 为肿瘤的靶向

治疗提供了靶点. 本文主要论述了肝癌发生发

展过程中IGFs体系相关分子的异常改变, 肝癌

中IGFs信号通路的异常改变及靶向治疗策略. 

1  正常肝细胞中IGFs体系各因子的表达及特性

IGFs家族包括IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ、膜相关IGF-
Ⅰ受体(IGF-ⅠR)、甘露醇-6-磷酸/IGF-Ⅱ受体

(IGF-Ⅱ/M6PR, IGF-ⅡR)、6种IGFs结合蛋白

(IGF binding proteins, IGFBPs). 他们共同在机体

的生长、代谢和发育过程中起重要的调节作用. 
肝脏是合成分泌IGFs的主要器官, 是内分泌途

径中IGFs因子的主要来源, 而机体的其他组织

绝大部分也都可以自身分泌IGFs因子, 由此形

成自分泌或旁分泌的循环途径[5]. 
1.1 IGF-Ⅰ IGF-Ⅰ基因定位在染色体12, 全长

100 kb, 有两个启动子, 6个外显子, 编码70氨基

酸的单链蛋白多肽. IGF-Ⅰ基因表达主要受生

长激素水平调节, 主要负责调控成体的生长. 雌
激素、促肾上腺皮质激素、促甲状腺激素等, 
还有一些生长因子, 血小板生长因子、血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)等均影响IGF-Ⅰ的表达. IGF-Ⅰ不但促进

细胞增殖, 还激活PI3K-MAPK通路使肿瘤细胞

逃避凋亡[6]. 
1.2 IGF-Ⅱ IGF-Ⅱ基因位于染色体11, 在胰岛素

基因下游1.4 kb区域, 全长30 kb, 9个外显子, 编
码67个氨基酸的蛋白质. IGF-Ⅰ和IGF-Ⅱ的氨

基酸序列有62%同源, 结构上两者与胰岛素原的

结构相似. IGF-Ⅱ基因的表达在转录水平受到

复杂的调控, 他有4种不同的启动子(P1、P2、
P3、P4), 编码生成多种不同的转录本[7]. 人类

IGF-Ⅱ在胚胎发育过程中几乎所有组织中均有

表达, 且表达水平较高, 此时主要是活性较高的

P2, P3和P4启动子转录表达IGF-Ⅱ. 出生后P2、
P3、P4的活性降低, 在成人肝组织中主要由组

织特异性的启动子P1转录表达IGF-Ⅱ. IGF-Ⅱ另

一个表达特性是基因印迹, 即只有来源于亲本

的一个等位基因是表达的[8]. 此外, 等位基因的

差异表达还受DNA甲基化, 组氨酸乙酰化等的

调控. IGF-Ⅱ主要在胚胎和胎儿期发挥功能, 出
生后主要IGF-Ⅰ发挥作用. IGF-Ⅱ血液中的浓

度约400-600 μg/L, 而IGF-Ⅰ在血液中的浓度约

100-200 μg/L, 即使IGF-Ⅱ浓度更高, 但在出生后

受生长激素的调节IGF-Ⅰ的功能显得更为重要, 
而生长激素对IGF-Ⅱ的影响较小. 
1.3 IGFs受体 IGFs通过与细胞表面特异性的

受体结合发挥生物学效应. IGFs有两种类型的

受体: IGF-Ⅰ型受体(IGF-ⅠR)和IGF-Ⅱ型受体

(IGF-ⅡR). IGF-ⅠR和IGF-ⅡR都是跨膜糖蛋

白, 但是两者的结构和功能完全不同. IGF-ⅠR
是一个异四聚体跨膜蛋白, 含有两个α亚基和两

个β亚基, 结构上与胰岛素受体有60%的同源性. 
IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ和胰岛素均可以与IGF-ⅠR结

合, IGF-ⅠR与IGF-Ⅰ的亲和力比IGF-Ⅱ高2倍甚

至15倍之多. IGF-ⅠR是酪氨酸激酶蛋白, 可激

活下游一系列细胞增殖和抗凋亡信号通路, 如
激活Ras蛋白, Raf蛋白信号通路, MAPK蛋白和

其他PI3激酶相关通路[9]. IGF-ⅠR的表达受类固

醇类激素和生长因子的调节. 血清IGFs浓度过

高可以抑制IGF-ⅠR受体的表达, 说明IGFs可以

负反馈调节IGF-ⅠR信号通路. 与IGFs功能相反, 
其他的生长因子包括成纤维生长因子、血小板

内皮生长因子、表皮生长因子可刺激IGF-ⅠR
表达. 

IGF-ⅡR是一个单体蛋白, 具有酪氨酸激酶

活性, 受体的胞外有3个结合区域, 一个为IGF-Ⅱ
的结合位点, 不与IGF-Ⅰ结合, 另外两个为甘露

糖-6-磷酸的(M6P)的结合位点, 还可与肾素、多

育曲菌素、甲状腺球蛋白、潜在的转化生长因

子(transforming growth factor-β, TGF-β)结合. 当
IGF-ⅡR与潜在的转化生长因子结合可以激活

TGF-β下游的信号通路. IGF-Ⅱ结合IGF-ⅡR主
要作用是降解细胞外IGF-Ⅱ分子, 调节循环系统

中IGF-Ⅱ的分子浓度[10]. IGF-Ⅱ结合IGF-ⅡR后, 
IGF-Ⅱ被降解, IGF-Ⅱ生物活性降低. 也正因为

如此, IGF-ⅡR在一直被认为是潜在的肿瘤抑制

分子. 
1.4 IGFBPs IGFs的生物活性受其6种特异性的

结合蛋白的调节, 他们不但调节着血清中IGFs
因子的活性, 而且还参与调控IGFs因子和其受

体作用的过程[11]. IGFBPs通过与IGFs的竞争性

结合阻止IGFs与IGF-Ⅰ的结合, 从而相应的减少

了与受体结合的IGFs因子[12]. 就结合能力而言

IGFBPs(kd-10-10M)与IGFs的亲和力高于IGF-Ⅰ
R(kd-10-8M)与IGFs的亲和能力. 因此, IGFBPs
与IGFs结合后阻止了IGFs与IGF-ⅠR的结合进

而抑制了IGFs的功能. 然而, IGFBPs与IGFs的
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结合同时也保护了I G F s免于受到蛋白酶的降

解, 这种保护能够增强IGFs在局部组织的生物

活性. 在实际情况中, IGFBPs对IGFs的影响主要

是IGFBPs的转录后磷酸化修饰和蛋白水解. 在
6个高亲和性的类胰岛素结合蛋白IGFBP1-6中, 
IGFBP3在血清中的浓度最高[13]. IGFBP3基因

转录受组织特异性的调控. 许多激素和生长因

子均可调控IGFBP3的表达, 如雌激素类、糖皮

质激素类、甲状腺类激素、成纤维生长因子、

TGF-β、血小板生长因子等. 一些特异性的细胞

因子, 如白介素1(IL-1)和肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)可刺激IGFBP3的表

达. 除了依赖于IGFs的功能, IGFBP3还有独立

于IGFs的功能, 这些功能主是由IGFBP3的细

胞膜受体介导的. 除了与IGFs结合能力较高的

IGFBPs之外, 还存在一些结合能力较低的蛋白

称IGFBP相关蛋白(IGFBP-rP)[14]. IGFBP-rP富含

半胱氨酸, 且与IGFBPs的N端有部分结构相似

性, 与IGFs的结合能力较IGFBPs弱百倍. 

2  肝癌发生过程中IGFs体系各因子的异常表达

在恶性细胞的增殖分化过程中包括了生长因子

的自分泌和旁分泌过程. 研究表明, IGFs体系在

肝的病理学病变特别是肝癌形成、恶性增殖过

程中有很重要的作用[15-18]. 
2.1 IGFs的异常表达及机制 IGFs表达水平和敏

感性的改变在细胞由良性向恶性的转化过程中

发挥重要作用. 在肝癌组织中, IGF-ⅠmRNA的

表达较临近的正常肝组织低, 这可能是由于在

肝癌组织中生长激素受体表达过低所致的生长

激素分泌不足所致的. 但是IGF-Ⅰ在肝癌病人血

清中浓度减少似乎与肝损伤无明显相关[19]. IGF-
Ⅱ在肝脏肿瘤、不同成瘤动物模型中病灶形成

部位及人类肝细胞癌中均呈现过量表达. 在肝

硬化患者的肝组织、肝癌组织及肝癌细胞系中

均发现IGF-Ⅱ表达高于正常肝组织40-100倍之

多[20]. 在感染了慢性HBV和HCV病毒的肝硬化

和肝癌组织中, IGF-Ⅱ的表达也有明显增加[21]. 
多种肿瘤中均发现IGF-Ⅱ和IGF-ⅠR共表

达, IGF-Ⅱ一般是通过与IGF-ⅠR结合经旁分泌

途径介导肝细胞的增殖, 而在恶性转化的肿瘤

细胞中可自身分泌IGF-Ⅱ, 并受到复杂的转录

调节[22]. 其一, 肝癌组织中IGF-Ⅱ过量表达主要

与其P1启动子活性丢失, 而胚胎性启动子生成

的转录本的表达增多相关; 其二, 肝炎病毒介导

IGF-Ⅱ过量表达. 有证据表明, HBV阳性的肝癌

患者体内, HBV病毒编码的HBx蛋白可上调IGF-
Ⅱ基因的P3和P4启动子生成的转录本. 同时, 
HBx蛋白可阳性调节Sp1介导的IGF-Ⅱ P4转录

本的激活表达[23]. 如HBV阳性的肝癌病人中, 黄
曲霉素B1诱导的p53在249位密码子位置基因突

变(p53mt249)可促进IGF-Ⅱ P4转录本的过量表

达; 其三, IGF-Ⅱ基因印迹异常在肝癌中已得到

证实. 一般认为, IGF-Ⅱ基因印迹异常是发生了

印迹丢失或通过母源H19基因的沉默而导致双

等位基因表达从而诱发肿瘤. 
另一方面, 研究发现IGF-Ⅱ在肝癌肿瘤组织

新生血管形成中起重要作用[24]. 在人肝细胞癌中

IGF-Ⅱ以时间依赖的方式上调VEGF mRNA和

蛋白的表达[25,26]. 在肝癌中IGF-Ⅱ可能是缺氧诱

导的血管生成因子, 肿瘤组织缺氧可增强IGF-Ⅱ
诱导的VEGF的表达并加速肝癌细胞的恶性生

长和侵袭转移. 肝癌组织中IGF-Ⅱ mRNA的表

达几乎是100%, 癌旁组织中阳性率约50%. 肝癌

患者血清IGF-Ⅱ表达水平显著高于慢性肝炎和

肝硬化患者. 与正常人和非肝肿瘤患者血清比

较, IGF-Ⅱ在肝癌患者血清表达阳性率约34%, 
而其他的肝组织病变过程没有IGF-Ⅱ的过量表

达. 此外, 血清IGF-Ⅱ mRNA的表达与肝癌的病

程相关, 在侵袭转移的肝癌组织中IGF-Ⅱ的表达

几乎是100%的, 而甲胎蛋白阴性的肝癌组织中

IGF-Ⅱ表达率只有35%. 
2.2 IGFs受体异常表达 IGF-Ⅰ和IGF-Ⅱ主要的

促有丝分裂功能都是由IGF-ⅠR介导的, IGF-
ⅠR在促进细胞增殖逃避细胞凋亡等方面发挥

重要作用. 大量的事实证明, 机体在生理条件下

IGF-ⅠR受生长负调控因子或抑癌基因的抑制

表达活性降低[27]. 在人类肝硬化组织、肝癌组

织中, IGF-ⅠR基因表达较正常肝组织增加[28]. 
胰岛素受体亚基1(insulin receptor substrate-1, 
IRS-1)是参与IGF-ⅠR信号通路的中间效应因

子, IRS-1的表达在肝癌中也较癌旁组织高. 动物

模型, IRS-1的过量表达可激活其下游Raf/MEK/
ERK-1/ERK-2和PI-3激酶信号通路, 促进DNA的

合成[29]. IGFs体系另一种受体是IGF-ⅡR, 其基

因的杂合丢失或突变是肝癌发生过程中较早的

变异现象[30]. IGF-ⅡR很重要的生物学功能之一

是降解IGF-Ⅱ. 在肝癌中IGF-ⅡR基因的杂合丢

失或突变增加了可结合受体的I G F-Ⅱ分子浓

度, 减少了细胞凋亡并激活了下游细胞增殖信

号通路. 
2.3 IGFBPs异常表达 IGFs因子有6种结合蛋白, 

■相关报道
已 有 研 究 表 明 , 
IGFs体系相关因
子在多种肿瘤的
发生发展过程中
起关键作用.
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肝癌组织中IGFBP-1, -3和-4均有明显下调, 特别

是IGFBP-3在肝癌组织表标本中表达水平很低

甚至检测不到[31]. IGFs结合蛋白的表达下调, 使
得有更多的游离的IGFs因子通过结合其受体促

进肿瘤细胞的增殖. 最近的研究表明, TIA-1通
过与IGFBP3基因3'UTR区域富含AT的序列元件

结合, 介导IGFBP3的表达抑制[32]. 用IGFBP3重
组蛋白和IGF-Ⅰ处理HepG2细胞, 发现IGFBP3
能减少IGF-Ⅰ的促有丝分裂活性, 同时发现用

IGFBP3预处理HepG2细胞后能显著减少IGF-Ⅰ
诱导的磷酸化级联反应. 可溶性的IGFBP3可与

血清中的IGF-Ⅰ结合进而阻止IGF-Ⅰ与其相应

受体结合, 抑制了IGF-Ⅰ的生物学功能. 

3  IGFs相关信号通路的改变

IGF-ⅠR受体促进细胞增殖、抗凋亡主要是通

过PI3K/Akt和MAPK-ERK级联反应[33]. 肝癌细

胞有很强的血管生成能力, 其中过度激活的IGF-
Ⅰ/IGF-ⅠR信号通路的可通过诱导HIF-Ⅰα上

调VEGF的表达, 同时伴随Akt, STAT3和Erk磷
酸化水平增加. 研究表明, 在肝细胞和肝癌细胞

增殖过程中PI3K激酶信号通路发挥重要的调控

作用, 该信号通路的过度激活有助于形成组织

癌变前的损伤[34]. 在肝细胞癌和肝细胞瘤中, 一
些基因的变异相应的又会增强PI3K激酶的本底

活性. 有报道, 10%的肝细胞癌中发生PTEN突

变失活或者等位基因杂合丢失, 从而激活PI3K
激酶信号通路的组成性表达[35]. 糖原合成激酶

-3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)是PI3K
激酶信号通路下游的靶基因之一, 他调控着β-连
环蛋白磷酸化过程和Wnt/β-连环蛋白信号通路, 
后者可引起异常蛋白在细胞核处聚集并激活

LEF/TCF等转录因子的表达. 另一方面, IGF-Ⅰ
R-PI3K/Akt激活下游的核转录因子NF-κB介导

细胞抗凋亡[36]. NF-κB不但可促进血管生成还可

抑制细胞凋亡. 在肝癌细胞中NF-κB自发激活表

达并诱导环氧合酶2(cyclooxygenase-2, COX-2)
和可诱导氮氧化物合成酶的表达, 使得肿瘤细

胞逃避凋亡反应. HER-3是EGFR家族的一个特

殊成员, 虽然他没有酪氨酸激酶活性但也能与

PI3K结合激活下游的Akt信号通路. HER-3通
过与EGFR或HER-2结合形成异源二聚体, 募集

PI3K的调节亚基p85而发挥转磷酸化作用. 已有

文献表明, HER-3是肿瘤细胞对EGFR激酶抑制

剂(EGFR TKIs)敏感性的关键调控效应因子[37]. 
除了ERK和PI3K/Akt信号通路之外, mTOR

信号通路和IGF-I/Akt信号通路在细胞生长、存

活和能量代谢过程中起着重要的调控作用, 两
者相互作用协调细胞在生长、分化以及营养

支持等方面的平衡[38]. IGF-Ⅰ与IGF-ⅠR结合

后, 后者募集并磷酸化细胞膜上的PI3激酶生成

PIP3, PIP3分别磷酸化PDK1上的苏氨酸位点308
和mTORC2(PDK2)上的丝氨酸位点473, 进而激

活了Akt的表达[39]. 磷酸化的Akt激活下游的转录

因子包括FOXO、BAD、MDM2、GSK3α/β等
的表达[40-42]. 在肝癌细胞中PI3K、Akt和Rheb的
突变或高表达可刺激mTOR信号通路和IGF-Ⅰ
/Akt信号通路的异常激活. 此外, 肿瘤抑制基因

LKB1、PTEN、TSC1和TSC2的突变也可激活

mTOR和IGF-Ⅰ/Akt的异常表达. 值得注意的是, 
抑癌基因p53也参与IGF-Ⅰ/Akt/mTOR通路的调

控, 压力诱导下的p53可激活IGF-Ⅰ/Akt/mTOR
通路的负调节因子包括 I G F B P3、P T E N、

TSC2、AMPKβ1、Sestrins 1和REDD1等, 从
而监测恶性细胞的过度生长和分化[43-46]. 此外, 
IGF-ⅠR受体还可激活下游JAK/STAT信号通路, 
诱导其下游细胞因子抑制子信号通路(suppres-
sors of cytokine signaling, SOCS)相关蛋白的表

达, 而后者又是IGF-Ⅰ诱导的JAK/STAT信号通

路的负反馈调控因子[47].  
还有研究表明, 在肝癌细胞中IGFs信号通路

与肿瘤细胞侵袭转移相关的EMT信号通路共同

调控着肝癌细胞增殖[48]. 已有的研究表明, 对上

皮型肝癌细胞系HepG2和Hep3B联合使用IGF-
ⅠR和EGFR抑制剂型化疗药物, 可对抗肝癌细

胞中由于过度激活的IGF-Ⅱ/IGF-ⅠR信号通路

导致的吉非替尼耐药性[49,50]. 研究同时表明, 肝
癌细胞中的EMT信号通路决定着其对EGFR抑

制剂型化疗药的敏感性. 由于在间质型肝癌细

胞中的高表达整联蛋白相关激酶(integrin-linked 
kinase, ILK), ILK抑制E-cadherin的转录表达并

激活EMT信号通路, 增加Akt磷酸化水平促进细

胞增殖, 从而使得间质型肝细胞癌对EGFR抑制

剂型抗肿瘤药物的敏感性降低. 
IGF-Ⅱ的受体IGF-ⅡR, 还可以结合TGF-β

抑制细胞生长,  IGF-ⅡR是TGF-β潜在的激活因

子. 在肝细胞中TGF-β可抑制细胞生长并诱导细

胞凋亡. TGF-β信号通路主要通过与Ⅰ型或Ⅱ型

丝/苏氨酸激酶受体异源复合跨膜蛋白结合发挥

调控作用. 激活的TGF-βⅠ型受体可以磷酸化调

节其下游靶蛋白Smads. 在10%的肝癌中, TGF-β
信号通路的异常主要是由Smad2和Smad4基因

■创新盘点
本文主要论述了
肝癌发生发展过
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变 ,  肝癌中 IGFs
信号通路的异常
改变及靶向治疗
策略.
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突变引起的. 此外, 在肝癌中TGF-βⅠR Ⅱ受体

自身的基因突变可能也会导致TGF-β信号通路

的失调[51]. 

4  结论

IGF-ⅠR信号通路在肝癌发生过程中发挥重要

作用, 过度激活的IGF-ⅠR信号通路使得癌细胞

对化疗药物、激素疗法、生物疗法及放疗等的

敏感性降低. 因此, 在不改变生理条件下的肝功

能的同时抑制该通路中的相关分子, 不失为治

疗肝癌的可行的策略[52]. 研究表明, 特异性的抑

制IGF-ⅠR的活性可提高放化疗药物对肿瘤细

胞的杀伤力[53]. 过表达负显性IGF-ⅠR突变体或

转染IGF-ⅠR特异性的反义寡核苷酸, 在体内外

实验中均得到良好的抑制IGFs/IGF-ⅠR通路的

效果. 此外, 已经有许多特异性的针对肝癌IGF-
Ⅱ/IGF-ⅠR信号通路的治疗策略, 包括IGF-ⅠR
单克隆抗体、小分子酪氨酸激酶受体抑制剂等. 
CP-751, 871是人IGF-ⅠR全长IgG2单克隆抗体, 
已经在肿瘤Ⅰ期临床试验上大量使用. 肿瘤动

物模型研究表明, 他通过阻断IGFs因子介导的

磷酸化受体及下游Akt, 以剂量依赖的方式下

调IGF-ⅠR的活性同时增强放化疗药物的敏感

性[54]. 还有研究表明, IGF-ⅠR的小分子激酶抑

制剂GSK1904529A通过阻断PI3K/Akt和MAPK
信号通路诱导肿瘤细胞周期G1期阻滞[55]. 索拉

菲尼作为一个多种激酶的抑制剂是至今唯一的

批准上市的肝癌治疗药物, 使肝癌患者的平均

生存期由7.9 mo延长至10.4 mo[56]. 此外, IGF-Ⅱ
/M6PR在肿瘤靶向药物研究中也受到关注. 用
M6P修饰人血清白蛋白(human serum albumin, 
HSA)可作为抗肿瘤靶向药物载体[57]. 放射性免

疫共沉淀实验表明, M6P-HSA特异表达于黑素

瘤细胞中并与M6P/IGF-ⅡR结合, 靶向药物阿霉

素-M6P-HAS显著抑制肿瘤生长, 并极大的减弱

了药物对肝脏功能的损伤. 总之, IGFs信号通路

在肝癌中的重要功能为肝癌治疗提供了越来越

多的靶点. 通过对IGFs体系的体内外研究及随

之进行的临床Ⅰ期实验, 都证实联合肿瘤放化

疗, 内分泌疗法和生物疗法等, 靶向IGFs信号通

路中的关键性因子为将来实现肿瘤患者的个性

化治疗方案带来更大的希望. 
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注射疗法治疗直肠脱垂的研究现状
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■背景资料
直肠脱垂是肛肠
科比较棘手的病
症 ,  长 期 的 完 全
性直肠脱垂将会
导 致 阴 部 神 经
损伤而产生肛门
失禁、溃疡、出
血、狭窄及坏死
的危险, 所以有关
直肠脱垂的研究
一直是肛肠科较
为热点的问题.
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Abstract
Injection therapy is currently an important treat-
ment choice for rectal prolapse. Frequently used 
drugs include alcohol, 50% glucose, phenol-
almond oil, 5% sodium morrhuate, alum injec-
tion, peony-gallnut injection, and Xiaozhiling 
injection. Injection methods include rectal sub-
mucosal injection, perirectal injection, double-
layer four-step injection, punctiform injection, 
columnar injection, and sector injection. Foreign 
scholars usually treat infants and patients with 
incomplete rectal prolapse by injection therapy, 
while domestic scholars often use this method to 
treat various kinds of rectal prolapse. Xiaozhil-
ing injection is the most commonly used drug 
for rectal prolapse in China and is associated 
with a satisfactory short-term curative effect de-
spite a low level of recurrence. Injection therapy 
has many advantages such as minimal invasive-
ness, low cost, good safety and efficacy, and 
simpleness, and is therefore a preferred treat-

ment for rectal prolapse. 

Key Words: Rectal prolapse; Injection therapy; Xi-
aozhiling injection

Li HS, Cui GC, Wang XF. Injection treatment of rectal 
prolapsed: current research status. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi 2011; 19(23): 2480-2485

摘要
注射疗法是目前治疗直肠脱垂的一项重要方
法. 常用的注射药物有酒精、50%葡萄糖、石
碳酸杏仁油、5%鱼肝油酸钠、明矾注射液、

芍倍注射液、消痔灵注射液等. 注射方法有直
肠黏膜下层注射法、直肠周围注射法、双层
四步注射法, 以及点状注射法、柱状注射法与
扇形注射法等多种. 注射疗法国外多用于婴幼
儿及不完全性直肠脱垂, 国内运用于各种直肠
脱垂. 分析近10年来文献, 国内以消痔灵注射
液治疗直肠脱垂的文献最多, 近期疗效肯定, 
远期仍存在着一定的复发率. 注射疗法特别是
消痔灵注射法具有创伤小、并发症少、疗效
肯定、安全经济、易于操作的诸多优点, 可作
为直肠脱垂的首选治疗方法. 

关键词: 直肠脱垂; 注射疗法; 消痔灵注射液
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0  引言

直肠脱垂是直肠、肛管、甚至部分乙状结肠移

位下降和外脱的一种疾病. 多见于年轻人和老

人, 常引起诸如大便失禁等痛苦的症状. 其最初

病因仍旧不是很清楚, 争论也很多, 但有两种学

说比较流行, 即滑动疝学说和肠套叠学说. 手术

仍是治疗直肠脱垂的主要手段, 有经腹与经会

阴两种途径, 方法超过二百种, 但“没有一种是

令人满意的”[1]. 注射疗法因其较高的复发率曾

遭到人们的“唾弃”; 但是, 因其不破坏直肠、

结肠的解剖结构和生理功能, 没有开腹或经会

■同行评议者
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■研发前沿
直肠脱垂的治疗
主要以手术为主, 
经腹手术方法百
余种, 腹腔镜手术
显示了其最新的
进展; 经会阴手术
亦有数十种, 注射
疗法占据着重要
地位. 每一种术式
都有其优缺点, 选
择性地应用各种
术式较单一使用
一种术式能大大
地改善结果, 个体
化诊疗方案可能
是今后研究的重
要方向.

阴手术所引起的一系列并发症, 而日益受到人

们的重视. 现将注射疗法治疗直肠脱垂的进展

概述如下. 

1  注射疗法的药物选择

常用的注射药物有酒精、50%葡萄糖、盐水、

牛奶、石碳酸杏仁油、5%鱼肝油酸钠、不同浓

度的明矾注射液、芍倍注射液、消痔灵注射液

等, 每一种药物的治愈率和并发症都不相同. 一
些药物治愈率高但是并发症较多, 如酒精、石

碳酸杏仁油等; 一些药物并发症少但是治愈率

低, 如盐水、50%葡萄糖注射液; 一些药物很有

效且并发症少但注射技术要求较高, 如明矾注

射液、消痔灵注射液. 丘禹洪等[2]采用950 mL/L
乙醇、Bahador等[3]采用960 mL/L酒精治疗小儿

直肠脱垂, 徐东生[4]采用50%葡萄糖治疗肛管直

肠脱垂, 王长江和朱文强[5]应用5%鱼肝油酸钠注

射液、Zganjer等[6]采用牛奶治疗婴幼儿直肠脱

垂, Sasaki等[7]采用石碳酸杏仁油、Shah等[8]采用

高渗盐水治疗儿童直肠脱垂, 任贵全和王铭[9]采

用芍倍注射液治疗老年直肠脱垂, 于铎[10]采用

8%复方明矾注射液(明矾6 g, 黄连2 g, 枸橼酸钠

1.5 g, 盐酸普鲁卡因1 g, 共制成100 mL溶液), 李
华山等[11,12]、韩宝等[13]采用消痔灵注射液治疗

成人完全性直肠脱垂等. 总之, 随着注射疗法的

发展, 注射药物亦由原来的西药制剂为主逐步

拓展到纯中药制剂如芍倍注射液, 以及中西药

综合剂型如各种明矾制剂、消痔灵注射液等. 
但是, 由于国家药物要求的日益规范, 一些传统

制剂如各种复方明矾注射液, 因达不到上市新药

标准而被禁止注射于人体, 有些药物已逐渐被淘

汰, 目前应用最广的药物就是消痔灵注射液. 

2  注射疗法的方法选择

常用的注射方法有直肠黏膜下层注射法, 直肠周

围注射法, 肛门周围注射法, 点状注射法, 柱状注

射法, 扇形注射法, 双向注射法, 高低位注射法等

多种. 如丘禹洪等[2]采用直肠周围注射, 徐东生[4]

采用50%葡萄糖环形点状黏膜下层注射; 王长江

和朱文强[5]进行肛门周围注射, 于铎[10]采用直肠

黏膜下层及肛门直肠周围间隙注射治疗直肠脱

垂, 李日增[14]采用直肠黏膜下注射和骨盆直肠

间隙注射, 闫曙华[15]采用柱状注射法, 张志涛[16]

采用直肠黏膜下点状注射、直肠四周高低位注

射, 李华山等[11,12]采用消痔灵双层四步注射, 韩
宝等[13]对Ⅰ度脱垂采用单纯直肠内注射、Ⅱ度

及Ⅲ度采用直肠内加直肠外注射. 

3  注射疗法的适应证

国外学者多以注射疗法治疗婴幼儿及不完全性

直肠脱垂; 国内学者将注射疗法运用于各种直

肠脱垂. 如Zganjer等[6]采用牛奶治疗婴幼儿直肠

脱垂, Sasaki等[7]采用石碳酸杏仁油注射治疗小

儿直肠脱垂, Bahador等[3]采用96%酒精注射治疗

婴幼儿原发性直肠脱垂, Hachiro等[17]采用硫酸

铝钾鞣酸注射治疗直肠脱垂, 李华山等[11,12]采用

消痔灵双层四步注射治疗成人完全性直肠脱垂, 
韩宝等[13]用消痔灵注射治疗直肠脱垂, 包括Ⅰ

度、Ⅱ度及Ⅲ度直肠脱垂. 

4  注射疗法的疗效与安全性

文献报道注射疗法均取得了较好疗效, 而且并

发症较少, 具有相当的安全性. 如丘禹洪等[2]采

用95%乙醇行直肠周围注射治疗小儿直肠脱垂

32例, 25例症状消失, 7例经二次注射后痊愈. 2
例患儿术后出现一过性大便失禁, 1例出现尿潴

留. 徐东生[4]采用50%葡萄糖环形点状注射黏膜

下层治疗肛管直肠脱垂11例, 治愈率64%(7例), 
总有效率91%(10例). 王长江和朱文强[5]应用5%
鱼肝油酸钠注射液进行肛门周围注射38例, 其
中2例注射后饮食不当引起急性肠炎, 导致第1
次注射失败, 2次注射痊愈, 3例患者出现排尿困

难. Zganjer等[6]采用牛奶治疗婴幼儿直肠脱垂86
例, 结果显示治愈率达到95.3%(82例), 余4例行

手术治疗. Sasaki等[7]采用石碳酸杏仁油注射治

疗小儿直肠脱垂9例, 结果9例患者全部治愈, 并
且无任何并发症发生. Shah等[8]采用高渗盐水黏

膜下注射治疗儿童直肠脱垂患者17例, 治愈率

83%(14/17), 3例因食物中的牛乳蛋白过敏而致

注射治疗失败, 并认为高渗盐水注射对早期特

发的儿童直肠脱垂效果明显. Abeş等[18]认为高

渗盐水造成肠黏膜细胞损伤, 证实15%的生理盐

水注射因操作简便, 安全性高, 并发症少而是可

取的, 一次治愈率达到93.7%. Bahador等[3]采用

96%酒精注射治疗165例婴幼儿原发性直肠脱垂

取得满意疗效. Fahmy等[19]比较了运用980 mL/L
酒精、5%苯酚杏仁油和聚糖酐玻尿酸的共聚物 
(dextranomer/hyaluronic acid copoly-mer, Deflux)
治疗儿童直肠脱垂的效果, 结果显示Deflux注射

具有最低的并发症发生率, 长期随访无复发. 5%
苯酚杏仁油因其较高的并发症发生率而不宜作

为治疗首选. 980 mL/L酒精因取材便宜, 可作为
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■相关报道
韩宝等用消痔灵
注射治疗直肠脱
垂 2 6 6 例 ,  单 纯
直 肠 内 注 射 1 5 8
例(43.9%), 直肠
内 外 注 射 1 0 8 例
(56.1%), 结果治
愈263例(98.9%), 
好转3例(1. 1%). 
谢长明等对126例
小儿直肠脱垂患
者经明矾制剂治
疗后的疗效进行
长期随访观察, 发
现 3 年 复 发 率 为
2.4%(3例), 相对
复发率较低.

Deflux注射治疗的替代品. Hachiro等[17]采用硫酸

铝钾鞣酸注射治疗14例直肠脱垂, 全部治愈, 无
术中或术后并发症. 1例患者需要1-2 mo后重复

注射治愈. 任贵全和王铭[9]以芍倍注射液治疗老

年直肠脱垂20例, 痊愈19例, 好转1例, 总有效率

98%. 于铎[10]采用8%复方明矾注射液(明矾6 g、
黄连2 g、枸橼酸钠1.5 g、盐酸普鲁卡因1 g, 共
制成100 mL溶液)注射直肠黏膜层及肛门直肠周

围间隙治疗直肠脱垂63例, 有效率达100%, 远期

疗效3年内无1例患者复发. 李新等[20]亦用自制复

方明矾液治疗直肠脱垂102例, 以直肠黏膜脱垂

行黏膜下注射, 完全脱垂行直肠周围间隙注射, 
结果全组总治愈率98%, 无出血、感染、严重疼

痛等不良反应和并发症. 其他类型的明矾制剂还

包括复方明矾注射液[21]、5%明矾注射液[22]、自

拟脱肛液(6%明矾注射液)[23]、12%枯矾溶液[24]

等, 经多次注射术后总体治愈率达到100%, 均无

严重并发症发生. 但是, 笔者临床中曾经诊治过

以7%明矾注射液, 采取直肠周围注射后发生直

肠全层坏死的病例, 最后不得不行乙状结肠永

久性造口. 可见, 如果所选择的药物及用量不当, 
或注射方法不当, 也可能发生严重的并发症. 

5  消痔灵注射疗法

自从80年代中国中医科学院广安门医院发明了

消痔灵注射液以后, 不仅在痔的治疗上取得了

突破性进展, 在直肠脱垂的治疗上亦取得了长

足进步. 分析近10年来文献, 以消痔灵注射液治

疗直肠脱垂的文献最多, 普遍取得了较好疗效. 
李华山等[11,12]采用消痔灵双层四步注射治疗完

全性直肠脱垂36例, 对消痔灵注射的药物浓度

进行了研究. 方法是将36例患者随机分为A、B
两组, A组20例为高浓度组, B组16例为低浓度组. 
结果A组临床控制19例, 有效1例; B组临床控制

16例. 两组近期疗效未见显著差异. 经3-36 mo随
访, 复发7例. 复发病例中有4例经再次行高浓度

注射而达到临床控制, 1例行开腹作肠管切除术, 
1例行开腹直肠悬吊固定术, 1例行经吻合器的

直肠黏膜环形切除术(PPH手术)达到临床控制. 
虽然本研究中未见药物浓度对两组患者近期疗

效及远期疗效的显著性影响, 但长期临床工作

中发现疗效与药物浓度呈正相关关系, 即浓度

越高, 疗效越好. 韩宝等[13]用消痔灵注射液治疗

直肠脱垂266例, 对注射方法的注射部位进行评

价. 单纯直肠内注射158例(43.9%), 直肠内外注

射108例(56.1%). 结果治愈263例(98.9%), 好转3

例(1.1%). 均无直肠狭窄、大出血、肠梗阻、感

染等并发症发生. 李日增[14]以消痔灵治疗直肠脱

垂46例, Ⅰ度脱垂者只行直肠黏膜注射, Ⅱ-Ⅲ脱

垂者行直肠黏膜注射和骨盆直肠间隙注射. 结
果一次痊愈42例, 好转2例, 无效0例, 好转2例经

2次注射治疗后痊愈, 亦无严重并发症发生. 张
志涛[16]采用1∶1消痔灵注射液直肠黏膜下点状

注射、直肠四周高低位注射法治疗成人完全性

直肠脱垂, 高位注射的目的是将药液注于两侧

直肠骨盆间隙、骶前间隙; 低位注射的目的是

将药液注射于直肠脱垂返折沟的下部周围. 以
截石位3、6、9点距肛门1.5 cm处为注射进针点. 
结果25例1次治愈, 治愈率100%, 随访3年, 未见

复发. 可见, 注射方法如注射的部位与用药量会

对疗效有重要影响. 针对重度脱垂患者(Ⅱ度、

Ⅲ度)加用直肠外注射, 不但减少了感染几率, 而
且加强了直肠与周围组织的粘连固定, 明显提

高手术后疗效. 由上可见, 只有对不同程度的直

肠脱垂采用不同浓度、不同部位的消痔灵注射

方法, 才能取得较好的治疗效果. 
对于儿童直肠脱垂, 国外文献运用注射疗法

治疗有较多报道, 但尚无以消痔灵注射液治疗

的报道, 可能是因为消痔灵注射液尚不能进入

国际市场之故. 国内对于儿童直肠脱垂常采用

直肠黏膜下点状注射法, 必要时加用直肠周围

间隙注射. 席艳君等[25]以消痔灵注射液行直肠黏

膜下点状注射配合直肠间隙注射治疗小儿直肠

脱垂32例; 结果32例小儿患者均为一次性治愈, 
全部病例随访1-2年未见复发, 无后遗症. 叶平[26]

治疗小儿直肠脱垂20例, 以消痔灵(1∶1)注射液

行黏膜下点状注射配合直肠间隙注射治疗; 结
果20例均一次性治愈, 术后随访1年, 无复发. 

6  其他注射疗法

唐学刚等[27]采用ZT医用黏涂胶注射于骨盆直肠

间隙及直肠后间隙, 治疗Ⅱ度直肠脱垂13例. 通
过医用胶注入人体后产生强大的黏合力而将组

织固定, 达到治疗目的. 术后无明显并发症, 除2
例需二次注射外, 余11例均1次治愈, 随访2年无

复发. 吕氏[28]以补中益气注射液肛周注射加离子

导入治疗脱肛134例, 分别在距肛门2 cm的2、
4、8、10点上, 注射药液在耻骨直肠肌、肛提

肌、耻骨尾骨肌之中, 各注本品8-10 mL, 小儿

酌减, 隔5 d注射1次, 自第1次药物注射之日起, 
每日用离子导入仪治疗1次, 每次25 min, 治疗

15-20 d, 结果痊愈119例, 有效12例, 无效3例, 总
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■创新盘点
本文所涉及的内
容基本涵盖了注
射治疗直肠脱垂
的研究现状, 系统
研究注射疗法, 全
面客观评价各注
射疗法的优劣、
疗效及其存在问
题, 对临床实践有
一定的指导意义.

有效率97.7%. 

7  注射合并其他疗法

对于重度直肠脱垂, 或有合并症的直肠脱垂, 单
纯注射有时难以取得最好的效果, 同时配合一

些简单治疗往往结果会更好, 国内文献对此均

有不少报道. 闫曙华[15]将消痔灵注射液和0.5%
利多卡因按1∶1配制, 于3、6、9、12点行柱状

注射, 每针注药量5-10 mL, 配合直肠远端肛直

交界处3、7、11点分别结扎松弛的黏膜, 并在

结扎点之间的黏膜下注射药液, 以收缩肛管治

疗完全性直肠脱垂(Ⅱ、Ⅲ度)患者76例, 结果治

疗后14 d复查, 76例均治愈. 2 mo后复发2例, 再
次进行单纯注射治疗, 7 d后症状消失. 随访1年
无复发. 曾辉等[29]对Ⅱ度或Ⅲ度直肠脱垂患者

23例行1∶1消痔灵稀释液点状注射及间隙注射

加直肠黏膜多点结扎法治疗, 结果23例出院时

均痊愈, 平均住院8.9 d. 跟踪随访1-2年, 均未见

直肠肛门狭窄、结肠功能紊乱、排便障碍、性

功能减退等后遗症, 其中, 痊愈22例, 好转1例. 
23例中肛门括约功能亦均较治疗前有不同程度

的改善. 彭文等[30]采用消痔灵稀释液(消痔灵与

生理盐水按1∶1配制)20 mL注射双侧骨盆直肠

间隙结合吻合器直肠黏膜环切术(PPH术)治疗

完全性直肠脱垂(Ⅰ、Ⅱ度)13例, 结果13例患者

术后排便顺畅, 无肿物脱出, 基本无痛苦, 或仅

有轻度坠胀感. 结果全部达到治愈, 无并发症及

后遗症, 随访1-6年无复发. 侯超峰等[31]采用1∶
1消痔灵注射液直肠周围三间隙注射, 每个间隙

注药10-15 mL, 加PPH术治疗完全性直肠脱垂患

者, 结果28例患者术后首次排便即无脱出, 完全

回缩. 术后随访半年, 痊愈率96.43%, 总有效率

100%. 全组无肛门失禁、大出血、肛周感染及

肛管狭窄等. 姚健等[32]采用连接式黏膜下注射、

直肠周围间隙注射、肛门缩紧术综合治疗三度

直肠脱垂, 所谓连接式注射, 即以1∶1消痔灵注

射直肠乙状结肠交界处, 然后沿直肠上段到下

段直至脱出肛外, 以加强直肠上段黏膜下层的

粘连注射, 复位后再注射直肠下端黏膜下层及

直肠周围间隙. 结果15例全部临床治愈, 随访11
例, 10例2-8年无复发, 1例半年后轻度复发, 失访

4例. 罗虎[33]采用黏膜下注射加肛门环缩术治疗

完全性直肠脱垂38例, 结果治愈率为95%, 明显

高于采用单纯黏膜下注射治疗或单纯肛门环缩

术的79%治愈率. 孙芳华[34]采用消痔灵直肠黏膜

下网格状注射、肛周间隙柱状注射加外括约肌

折叠术的方法治疗Ⅱ-Ⅲ度老年性直肠脱垂35
例, 结果经治疗后34例治愈, 1例糖尿病患者因

切口感染, 拆除缝线充分引流后治愈, 术后部分

患者有不同程度的下坠感, 但均于1 wk左右消

失, 术后所有病例均无出血, 无脱出, 无直肠黏

膜坏死, 无肛门狭窄. 经随访1-6年, 治愈33例, 2
例于术后半年内出现黏膜不全脱垂, 经再次注

射消痔灵后治愈. 邵风等[35]采用三联术(直肠黏

膜柱状结扎术+缩肛术+消痔灵注射术)治疗直肠

脱垂32例, 结果全部患者均近期治愈, 平均疗程

17 d, 随访0.5-2.0年均无复发, 亦未见术后并发

症和后遗症. 陈萌等[36]采用改进的三联术(直肠

黏膜排列结扎术+肛门环缩术+消痔灵周围注射

术)治疗完全性直肠脱垂患者25例, 结果25例患

者全部治愈, 无1例复发, 效果满意. 注射疗法的

合并治疗还包括中药方剂内服与药物熏洗[37,38]、

或配合针灸治疗等多种中西医结合方法治疗, 
术后治愈率为84.6%-100.0%, 总体有效率达到

100%. 
由于直肠脱垂发病机制较为复杂, 致使治疗

方法的多样化, 从不同方面解决了直肠脱垂的

问题. 如直肠黏膜多点结扎既可以有效紧缩和

固定松弛脱垂的黏膜, 同时又在侧壁脱垂的黏

膜下层形成多处点状瘢痕带, 具有瘢痕固定、

对抗肠套叠的作用. PPH术直接切除了多余松弛

的直肠黏膜, 缩窄了直肠腔, 同时钛钉的刺激也

会使黏膜与肌层紧密粘连, 强化直肠全层. 肛门

紧缩术适用于肛门收缩无力或肛门已松弛的直

肠脱垂患者, 尤其是老年体弱不适合较大手术

者, 肛门缩紧后不但使松弛的肛门紧缩, 而且加

强了括约肌的张力, 同时环缩线还对直肠起着

支撑的作用. 外括约肌折叠术的方法是针对老

年人直肠黏膜松弛、肠腔扩大伴有肛门松弛、

收缩乏力甚至肛门失禁的患者而设计的, 肛门

外括约肌折叠术的优点是不埋置异物, 避免了

异物反应和无菌性炎症瘢痕造成的周围组织弹

性的丧失, 有效防止了术后肛门狭窄的发生, 可
最大限度地保护肛管的正常生理功能, 还可以

增强括约肌的张力, 能使肛门位置适度前移, 肛
直角变钝, 从而增强盆底对直肠的承托作用. 总
之, 单纯注射疗法, 由于注射浓度, 剂量等掌握

不好, 术后效果可能不佳, 或产生严重并发症, 
若配合PPH术、结扎疗法、肛门环缩术、外括

约肌折叠术等可减少手术并发症, 并能提高手

术疗效. 
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8  存在的问题

从文献报道来看, 我们认为注射疗法尚存在以

下问题有待解决. 一是缺少完美的注射药物, 目
前国内能够使用且效果较好的就只有消痔灵注

射液, 更好的药物则有待开发; 二是注射方法尚

不完善, 目前的注射方法主要包括两大部分, 即
黏膜下层注射与直肠周围间隙注射, 有些作者

注射部位或仅限于黏膜下, 或仅限于直肠周围

间隙的两侧与后侧, 对于直肠前方的注射男性

因有前列腺与精囊腺, 女性因有直肠阴道隔, 怕
误伤这些组织而不敢注射; 三是现有的直肠脱

垂分类与分度标准, 对指导直肠脱垂的治疗针

对性不强; 因为直肠脱垂往往合并其他盆底功

能障碍性疾病, 如子宫阴道脱垂、膀胱脱垂、

便秘与大便失禁等; 四是现有的临床研究样本

量偏少, 随访时间偏短, 尚缺少大样本、前瞻

性、长期的随机对照或队列研究; 五是注射疗

法治疗直肠脱垂的作用机制尚未搞清, 致使医

师对注射方法、注射部位、药物浓度与用量及

其与疗效的关系把握不准, 从而影响了临床疗

效, 甚至会出现一些并发症; 六是复发, 这是注

射疗法存在的主要问题, 据报道注射疗法的整

体复发率16%[39], 据我们观察远高于此概率, 尤
其是对于女性合并子宫脱垂的患者; 七是注射

后的后遗症问题, 如大便失禁, 肛门直肠坠胀与

疼痛, 便秘等. 如何解决上述问题, 有待肛肠医

务工作者继续努力. 

9  结论

注射疗法治疗直肠脱垂具有创伤小, 经济, 安全, 
疗效肯定, 而且易于操作的特点, 适合在各级医

院开展, 患者易于接受, 便于临床推广. 特别是

消痔灵注射疗法, 即使大剂量注射亦未出现严

重并发症, 可作为直肠脱垂的首选治疗方法. 注
射疗法近期疗效肯定, 如果能够解决复发的问

题, 也就解决了直肠脱垂治疗的根本问题. 各种

合并疗法从不同层面固定脱垂的直肠, 避免了

单一术式的局限性和片面性, 所以, 根据患者的

不同情况, 选择不同的治疗方法, 制定出个性化

的诊疗方案, 可能是今后相当长时间内直肠脱

垂研究的一个重要方向. 
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征候群, 有明显胃
病 症 状 ,  但 纤 维
胃 镜、X 线 等 检
查均不能发现病
变 ,  但EGG检查
却表明有基本电
节律 ( B E R )的改
变, 主要为各种节
律失常及波幅变
化 无 常 .  初 步 证
实胃电图对功能
( 动力 ) 性胃病的
检查、诊断和治
疗具有重要价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of 5-hydroxytrypta-
mine (5-HT) and electrical stimulation on gastric 
electric activity (GEA) in rabbits with gastric 
dysrhythmia (GD).

METHODS: GD was induced in rabbits by pe-
ripheral injection of glucagon. Peripheral injec-
tion of 5-HT, gastric pacemaking, and electrical 
stimulation of the paraventricular nucleus (PVN) 
and raphe magnus (RM, P7) were performed in 
GD rabbits. Four pairs of bipolar Ag-AgCl elec-

trodes implanted on the serosa along the gastric 
greater curve were used for recording GEA. The 
stimulation of PVN and RM was carried out us-
ing brain stereotaxis apparatus (SN-2). The ana-
lyzed parameters included frequency (F), phase 
difference (PD), ratio of negative PD (RNPD) 
and corresponding rate of waves (CRW).	

RESULTS: The F of GEA in the gastric corpus 2 
increased (from 4.29 ± 0.60 to 4.56 ± 0.59, P = 0.05) 
and that in the gastric antrum decreased (from 
4.54 ± 0.51 to 4.27 ± 0.44, P = 0.013) in GD rab-
bits. Injection of 500 µg 5-HT accelerated the F of 
GEA in the gastric corpus 1 (from 4.06 ± 0.45 to 
4.25 ± 0.37, P = 0.031), corpus 3 (from 4.32 ± 0.51 
to 4.58 ± 0.36, P = 0.041) and gastric antrum (from 
4.54 ± 0.47 to 4.73 ± 0.44, P = 0.017) and im-
proved the CRW in the gastric corpus 3 (from 0.78 
± 0.13 to 0.83 ± 0.10, P = 0.030) in GD rabbits. The 
F of GEA in the gastric corpus 3 was (from 4.27 ± 
0.53 to 4.52 ± 0.47, P = 0.022) increased by gastric 
pacing. Electrical stimulation of PVN decreased 
the F of GEA in the gastric corpus 3 (from 4.47 ± 
0.44 to 4.14 ± 0.46, P = 0.046) and gastric antrum 
(from 4.05 ± 0.54 to 3.69 ± 0.55, n = 12, P = 0.039), 
increased the RNPD in the gastric antrum (from 
0.32 ± 0.19 to 0.40 ± 0.19, P = 0.046), and greatly 
inhibited GEA in GD rabbits. Electrical stimula-
tion of P7 slowed the F of GEA in the gastric 
antrum (from 4.31 ± 0.44 to 3.86 ± 0.47, P = 0.012) 
in GD rabbits.

CONCLUSION: A rabbit model of GD has been 
successfully developed by injection of glucagon. 
Peripheral injection of 500 µg 5-HT and gastric 
pacemaking  prominently improved the waves 
of GEA. Electrical stimulation of the PVN and 
RM decreased the F of GEA in GD rabbits, which 
demonstrate that there exists a “descending in-
hibition system” in the centre nervous system.

Key Words: Gastric dysrhythmia; 5-HT; Electrical 
stimulation; Gastric electric activity; Rabbit
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■研发前沿
目前 ,  对 P V N 在
应激性胃溃疡和
应激高血压发病
中的作用、外周
5-HT对胃肠道的
作用等方面做了
较 深 入 研 究 ,  故
本 文 以 浆 膜 胃
电 各 指 标 ( 包 括
独 创 的 相 位 差
指 标 ) 为 研 究 对
象 ,  就 外 周 注 射
5-HT及胃起搏、
电刺激中枢核团
对 胃 电 的 影 响
进 行 相 关 研 究 .

摘要
目的: 观察5-HT及电刺激对胃节律紊乱模型
新西兰白兔胃电活动的影响.

方法: 对以胰高血糖素造模的新西兰白兔胃
节律紊乱模型采用外周注射5-HT、胃起步点
起搏, 电刺激室旁核和中缝大核(P7)的方法, 
四导胃浆膜电信号同步记录, 分析胃体、及胃
窦部胃电信号的平均频率, 相位差, 负相位比
率, 波形对应率, 幅度等指标, 考察5-HT及电
刺激对胃节律紊乱模型新西兰白兔胃电活动
的影响.

结果: (1)胰高血糖素外周注射, 胃体2频率加快 
(4.29±0.60→4.56±0.59, P  = 0.05),胃窦频率减
慢 (4.54±0.51→4.27±0.44, P  = 0.013), 胃节律
紊乱模型建立成功; (2)胃节律紊乱模型外周
注射500 µg 5-HT后频率均加快(胃体1: 4.06±
0.45→4.25±0.37, P  = 0.031; 胃体3: 4.32±0.51
→4.58±0.36, P  = 0.041; 胃窦: 4.54±0.47→
4.73±0.44, P  = 0.017), 波形对应率变好(胃体
3: 0.78±0.13→0.83±0.10, P  = 0.030); (3)胃节
律紊乱模型胃起搏后频率均加快, 胃体3(4.27
±0.53→4.52±0.47, P  = 0.022); (4) 胃节律紊
乱模型室旁核电刺激能进一步减慢频率, 胃
体3(4.47±0.44→4.14±0.46, P  = 0.046)、胃窦 
(4.05±0.54→3.69±0.55, P  = 0.039) 差异显著, 
胃窦负相位比率升高 (0.32±0.19→0.40±0.19, 
P  = 0.046). 单纯室旁核电刺激抑制胃电, 进一
步证实中枢存在“下行性抑制系统”; (5)胃节
律紊乱模型P7电刺激后胃窦频率减慢(4.31±
0.44→3.86±0.47, P  = 0.012).

结论: 外周注射胰高血糖素后, 胃节律紊乱模
型建立成功. 外周注射5-HT 500 µg或胃起步
点起搏后节律趋向正常, 浆膜胃电波形转好; 
室旁核和P7电刺激则进一步减慢胃电频率, 
可能是下行性抑制系统在发挥作用.
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0  引言

胃电图(electrogastrogram, EGG)是以电极置于腹

部体表胃体投影位置记录的胃电活动信号. 胃
节律紊乱综合征(gastric dysrhythmia symptom, 

GDS)是胃运动功能(动力)性疾病中最主要的征

候群, 临床十分常见[1], 有明显胃病症状, 但纤维

胃镜、X线等检查均不能发现病变, 但EGG检

查却表明有基本电节律(basic electrical rhythm, 
BER)的改变, 主要为各种节律失常及波幅变化

无常[2]. 初步证实胃电图对功能(动力)性胃病的

检查、诊断和治疗具有重要价值[3]. 五羟色胺

(5-hydroxytryptamine, 5-HT)是参与调节胃肠道

运动和分泌功能的重要神经递质, 5-HT信号系

统异常与胃肠道功能性疾病密切相关[4]. 中枢神

经系统对胃肠运动的调控起重要作用. 当体内

外环境变化时, 中枢调节能够使胃肠的运动与

人体各个器官系统之间的活动保持动态平衡, 
胃肠各段的运动、消化液的分泌、吸收、排泄

等功能, 在空间和时间上能保持协调一致. 20世
纪80年代前后曾经有过一些有关中枢对消化系

运动调控的研究, 但目前研究较少, 以日本学者

居多, 国内仅3-4家单位. 本实验以胰高血糖素造

模胃节律紊乱的新西兰白兔为对象, 采用外周

注射5-HT、胃起步点起搏, 电刺激室旁核和中

缝大核(P7)的方法, 考察5-HT及电刺激对胃节律

紊乱模型新西兰白兔胃电活动的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康新西兰白兔25只, 雌雄不限, 体质

量2.0 kg±0.2 kg, 中国生旺实验动物养殖有限

公司,  生产许可证号: SCXK(沪)2002-0011, 分笼

饲养. 5-HT、胰高血糖素购自Sigma公司, 氯醛

糖、乌拉坦等其他试剂为国产分析纯. 实验主

要仪器有MP100WSW十六导生理工作站, 四导

EGG放大器(美国Biopac公司), WD-5型双路数显

胃肠生物电治疗仪(自行研制), 八通道数码触摸

式液晶显示刺激器(美国MPI公司DS8000), SN-2
型脑部立体定位仪(日本成茂).
1.2  方法

1.2.1 手术: 健康新西兰白兔, 术前禁食18 h以
上, 自由饮水. 兔耳缘静脉注射40 mg/kg氯醛糖

与0.5 g/kg乌拉坦混合液. 兔腹部剪毛后, 从剑突

下2 cm沿腹白线作1个约10 cm的纵行切口, 尽
量避开血管, 钝性分离, 暴露大部分胃. 胃浆膜

下植入双极电极, 共埋五对. 第一对为刺激电极, 
白金丝自制成针形, 埋于胃起步点上方, 负极在

尾端, 正极在头端. 另外四对为记录电极, 为Ag-
AgCl针形电极,  直径1 mm, 分别埋在胃起步点

下方(胃体1)、胃大弯处(胃体2)、胃大弯与胃窦

之间(胃体3)和胃窦(胃体4). 每对电极的双极间
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表  1  正常胃电 (n  = 20)

     
       频率     相位差 负相位比率  波形对应率

胃体1 3.60±0.36 － － 0.91±0.08

胃体2 3.69±0.48 0.46±2.50 0.41±0.30 0.86±0.09

胃体3 3.48±0.33 1.03±3.89 0.37±0.32 0.84±0.11

胃窦 3.77±0.45 0.25±2.55 0.42±0.27 0.87±0.09

表  2  造模前后胃电 (n  = 21)

     
                   频率                 相位差              负相位比率              波形对应率

前 后 前 后 前 后 前 后

胃体1 4.24±0.13 4.17±0.12 － － － － 0.87±0.03 0.87±0.03

胃体2 4.29±0.13 4.56±0.13 1.67±0.55 2.27±0.49 0.37±0.47 0.31±0.41 0.79±0.02 0.81±0.02

胃体3 4.45±0.11 4.43±0.12 1.43±0.53 1.14±0.42 0.39±0.49 0.40±0.04 0.83±0.03 0.81±0.03

胃窦 4.54±0.11 4.27±0.10a 1.78±0.38 1.63±0.43 0.34±0.04 0.37±0.05 0.81±0.02 0.79±0.03

aP<0.05 vs  对照组.

距离大约3-5 mm, 沿着胃环形肌方向与纵形肌

相垂直, 用缝线作2点固定. 连接4对浆膜胃电电

极到MP100WSW 16导生物信号采集分析系统, 
动物术后恢复2-3 h. 整个实验过程耳缘静脉缓

慢滴注生理盐水输液.
1.2.2 脑定位: 将兔头部固定于脑立体定位仪

上, 剪去颅顶毛. 按脑立体定位图谱定位室旁核

PVN(坐标: AP 0.0 mm, L(R)±0.5 mm, H 13.5 mm)
和P7. 用微型电钻在颅顶延人字缝, 分别在PVN
和Rm(P7)钻出2个小洞(尽量不要弄破脑膜, 使
脑部少出血)以备刺激电极的插入. 部分动物采

用开颅、吸小脑、直接暴露第Ⅳ脑室的方法, 
直观直接定位. 颅顶钻孔的动物, 实验结束时, 
开颅吸除小脑, 以观察证实脑电极的真实定位. 
1.2.3 实验记录: (1)动物恢复一段时间后, 记录一

段浆膜胃电, 作为对照; (2)耳缘静脉注射胰高血

糖素建立新西兰白兔胃节律紊乱模型, 记录浆

膜胃电变化; (3)耳缘静脉注射500 µg 5-HT记录

浆膜胃电前后变化; (4)待5-HT作用消失后行胃

起步点电刺激记录浆膜胃电前后变化, 刺激频

率比实验动物正常胃电频率大0.3-0.5(cycle per 
min, cpm); (5)室旁核电刺激记录浆膜胃电前后

变化; (6)中缝大核P7电刺激记录浆膜胃电前后

变化. 
1.2.4 观察参数: (1)相位差: 四导同时记录胃起步

点(胃体1)、胃体2、胃体3、胃窦部胃电, 以同

一波形在该导出现时相对于起步点出现时的时

间差计算, 如果远端波形落后于起步点者为正

相位差, 先于起步点者为负相位差, 单位: s; (2)
波形对应率: 各导记录的波形与起步点记录的

波形, 互相对应的波数占整体出现波数的比值; 
(3)负相位比率: 在每个记录中, 负相位差出现的

次数占该记录中相位差总个数的比率; (4)平均

频率: 稳定记录15 min内平均每分钟出现波形的

个数; (5)幅度(峰-峰, P-P)值. 
统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 差异显著性检验用配对t检验, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 正常胃电 术后2 h恢复后的正常胃电频率为

3.48-3.77 cpm, 与以往的实验相同. 相位差均为

正值, 各项指标均正常(表1, 图1). 
2.2 建立胃节律紊乱模型 耳缘静脉注射胰高血

糖素后胃体2频率加快(4.29±0.60→4.56±0.59, 
P  = 0.05), 胃窦频率减慢(4.54±0.51→4.27±
0.44, P  = 0.013), 胃节律紊乱模型建立成功(表2).
2.3 外周注射5-HT 胃节律紊乱后, 外周注射500 
µg 5-HT频率均加快(胃体1: 4.06±0.45→4.25
±0.37, P  = 0.031; 胃体3: 4.32±0.51→4.58±
0.36, P  = 0.041; 胃窦: 4.54±0.47→4.73±0.44, P  
= 0.017), 波形对应率变好(胃体3: 0.78±0.13→
0.83±0.10, P  = 0.030, 表3).
2.4 胃起搏 胃节律紊乱模型胃起搏后频率均加

快, 胃体3(4.27±0.53→4.52±0.47, P  = 0.022)差
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异显著, 波形对应率改善(胃体2: 0.79±0.02→
0.91±0.02, P  = 0.002; 胃体3: 0.80±0.02→0.89
±0.02, P  = 0.023, 表4).
2.5 室旁核电刺激 胃节律紊乱模型室旁核电刺

激能进一步减慢频率, 胃体3(4.47±0.44→4.14
±0.46, P  = 0.046)、胃窦(4.05±0.54→3.69±
0.55, P  = 0.039)差异显著, 胃窦负相位比率升高

(0.32±0.19→0.40±0.19, P  = 0.046, 表5).
2.6 P7电刺激 胃节律紊乱模型P7电刺激后胃窦频

率减慢(4.31±0.44→3.86±0.47, P  = 0.012, 表6).

3  讨论

实验中兔正常胃电频率为3.48-3.77 cpm, 与以往

实验结果相同, 说明在胃体埋植双极电极记录

新西兰白兔胃电的方法是可靠的. 相位差可能

是表示胃电传导(扩布)的一个较好的指标. 4导
同时记录胃体起步点(胃体1)、胃体2、胃体3及
胃窦部胃电, 如果远端波形先于起步点者即为

负相位差, 说明胃电传导(扩布)异常, 相位差若

由负转正则说明胃电传导转向正常. 欧阳守等

有关胃肠起步点和胃肠起搏的研究证实, 胃肠

各部都存在自主的、但接受中枢与肠神经系统

(脑肠-轴)调控的起步点活动及其相位差[5,6]. 王
礼建等[7]在“延髓最后区(area postrema, AP)”
的研究中证实, AP调控周期性发放的消化间期

复合肌电锋电位的移行, 其作用途径是通过胃

动素等实现的. 许多实验都表明胃电传导(扩布)
接受中枢胆碱能、肾上腺能或肽能神经元下行

性抑制或下行性兴奋的调控[8]. 欧阳守等有关胃

肠平滑肌细胞离子通道的实验证明, 钙、钾通

道胃肠动力有着不可忽视的作用[9,10], 以Cajal细
胞(interstitial cells of Cajal, ICC)为原动力的肠肌

丛在胃电传导(扩布)中起决定性的作用[11]. 可以

肯定脑-肠轴共同对胃肠电的起源、传导(扩布)
的精细调节, 是胃肠道正常功能活动的保障.

正常人体胃的基本胃节律来自胃大弯上部

的起步点(pacemaker), 呈整齐而规则的慢波经

胃体、胃窦纵环肌向幽门方向传播, 频率约为

3 cpm. BER是恒定不变和始终存在的[12]. 有明显

胃病临床症状的患者, 具有胃功能性和(或)器质

性疾病以及其他能够导致胃节律紊乱的全身性

疾病, EGG检查有各种胃节律异常, 即可诊断为

GDS. 可以使基本电节律(BER)的产生与传播发

生节律紊乱的原因很多[12,13]. (1)神经体液调节

aP<0.05 vs  注射5-HT前.

表  3  外周注射5-HT对模型的影响 (n  = 16)

     
                   频率                 相位差              负相位比率              波形对应率

前 后 前 后 前 后 前 后

胃体1 4.06±0.11 4.25±0.09a － － － － 0.86±0.03  0.96±0.02

胃体2 4.16±0.12 4.35±0.14 1.61±0.50 1.03±0.48 1.31±0.42 1.60±0.36 0.75±0.03 0.78±0.03

胃体3 4.32±0.13 4.58±0.36a 1.07±0.37 1.18±0.45 0.36±0.03 0.43±0.03 0.78±0.03 0.83±0.02a

胃窦 4.54±0.12 4.73±0.11a 0.31±0.42 1.60±0.36 0.37±0.05 0.37±0.30 0.79±0.02 0.82±0.02

表  4  胃起搏对模型的影响 (n = 14)

     
频率 相位差 负相位比率 波形对应率

前 后 前 后 前 后 前 后

胃体1 4.31±0.20 4.26±0.08 - － － － 0.90±0.03 0.91±0.02

胃体2 4.27±0.17 4.37±0.06 1.64±0.33 0.43±0.65 0.35±0.03 0.39±0.11 0.79±0.02 0.91±0.02b

胃体3 4.27±0.14 4.52±0.13a 1.33±0.43 0.39±0.27 0.35±0.04 0.43±0.05 0.80±0.02 0.89±0.02a

胃窦 4.31±0.16 4.38±0.15 1.37±0.42 1.70±0.59 0.35±0.04 0.38±0.06 0.80±0.03 0.86±0.02

aP<0.05, bP<0.01 vs  胃起搏前.
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图  1  正常胃电.
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障碍: 最主要的是胃兴奋性和抑制性神经传递

介质比例失调. 其他体液因素失常, 还包括5-羟
色胺、胰高血糖素、胰岛素等; (2)组织病理改

变; (3)临床常见的疾病[14,15]: 胃功能性疾病; 胃器

质性疾病; 全身性疾病; (4)药物影响: 胰高血糖

素、胰岛素等. 本实验采用外周注射胰高血糖素

建立新西兰白兔胃节律紊乱模型, 造模后节律紊

乱, 胃体2频率加快, 胃体1、3、胃窦减慢.
5-HT又称为血清素, 是重要的神经递质, 人

体内95%的5-HT在胃肠道的肠嗜铬细胞及肠神

经元中合成. 5-HT通过与其受体相互作用, 在胃

肠动力、感觉和分泌中发挥重要作用. 5-HT与
肠道动力学和肠道敏感性的改变也有一定的关

系. Deponti等[16]研究发现5-HT可促进胃肠道运

动, 使移行性复合运动波(migrating motor com-
plex, MMC)出现次数增多, 并可导致内脏痛觉敏

感. 故深入开展5-HT及其相关药物的研究, 对临

床上寻求更安全有效的药物具有重要临床意义.
本实验在胃节律紊乱模型新西兰白兔的耳

缘静脉注射500 µg 5-HT后频率均加快, 波形对

应率变好. 胃起步点电刺激后频率均加快, 波形

对应率变好. 提示, 外周注射500 µg 5-HT及胃起

步点电刺激可使胃节律紊乱模型恢复正常. 室
旁核(PVN)在视上核的后上方第三脑室两侧, 其
细胞功能复杂, 具有神经和体液双重调控功能, 

是调节内脏活动的较高级中枢, 他对生理及应

激状态下的胃酸分泌、胃电和胃运动及各种原

因所致的胃黏膜损伤具有广泛的调节作用[17,18]. 
已有资料表明PVN是下丘脑功能最复杂的核团

之一, 与内脏活动关系密切.
中缝大核(nucleus raphe magnus, RM)是延脑

后部中缝处的一个重要核团. 在细胞组成方面, 
RM中存在有分别含5-羟色胺(5-HT)、P物质、

脑啡肽及乙酰胆碱的细胞. 许多含5-HT的细胞

体中还共存有P物质或脑啡肽, 或5-HT和脑啡肽

共存、5-HT和促甲状腺素释放激素(thyrotropin-
releasing hormone, TRH)共存等. 近年来的研究

表明, 中缝大核与内源性镇痛、血压、呼吸等

功能调节有关, 也有对胃肠功能调节的报道[19,20].
Rm对胃电活动的调节是通过下行性抑制途

径而实现的, 损毁Rm后猫的胃运动和胃电增强[21]. 
此外, 刺激Rm中线左右0.5 mm部位时, 可引起

胃电活动的兴奋效应, 这表明延髓水平还存在

一个“下行性兴奋系统”与下行性抑制系统相

互配合, 共同调节胃电活动及其他功能. 张经济

等[22]在刺激尾核时也发现对狗的胃电快波和胃

运动功能呈双相性影响. 说明刺激延髓内侧网

状结构可通过下行性抑制和下行性兴奋两条途

径调节胃功能活动. 
本实验在胃节律紊乱模型室基础上, 室旁核

表  5  室旁核电刺激对模型的影响 (n  = 12)

     
频率 相位差 负相位比率 波形对应率

 前 后 前 后 前 后 前 后

胃体1 3.70±0.08 3.71±0.09 － － － － 0.82±0.03 0.74±0.03

胃体2 4.31±0.18 4.34±0.14 1.60±0.43 1.19±0.42 0.36±0.04 0.42±0.05 0.77±0.03 0.80±0.04

胃体3 4.47±0.13 4.14±0.13a 1.65±0.52 1.74±0.40 0.36±0.05 0.33±0.03 0.78±0.03 0.78±0.02 

胃窦 4.05±0.16 3.69±0.16a 2.38±0.53 1.41±0.61 0.32±0.05 0.40±0.06a 0.75±0.03 0.74±0.03

aP<0.05 vs  室旁核电刺激前.

表  6  P7电刺激对模型的影响 (n = 14)

     
频率 相位差 负相位比率 波形对应率

前 后 前 后 前 后 前 后

胃体1 3.64±0.10 3.76±0.14 － － － － 0.77±0.03 0.83±0.03

胃体2 4.68±0.21 4.36±0.25 1.01±0.44 0.71±0.58 0.42±0.04 0.46±0.05 0.74±0.03 0.78±0.02

胃体3 4.45±0.10 4.26±0.13 0.74±0.33 1.26±0.41 0.48±0.04 0.42±0.04 0.75±0.03 0.77±0.02 

胃窦 4.31±0.12 3.86±0.13a 2.10±0.47 1.03±0.45 0.39±0.06 0.44±0.04 0.74±0.03 0.74±0.03

aP<0.05 vs P7 电刺激前.

■应用要点
以中枢为靶点可
以作为治疗胃肠
道 疾 病 的 一 个
途 径 ,  胃 肠 起 搏
可 以 作 为 治 疗
功 能 性 胃 肠 道
疾 病 的 新 途 径 . 
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或中缝大核(P7)电刺激能进一步减慢频率, 相位

差变小, 负相位比率升高. 以往的实验中, 单纯

室旁核电刺激抑制胃电[23], 本实验进一步证实中

枢存在“下行性抑制系统”.
总之, 外周注射胰高血糖素后, 胃节律紊乱

模型建立成功. 外周注射5-HT 500 µg或胃起步

点起搏后节律趋向正常, 胃电波形转好. 室旁核

和P7电刺激则进一步减慢频率, 可能是下行性

抑制系统在发挥作用.
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■背景资料
肠道异位静脉曲
张是各种门静脉
高压的严重并发
症, 但与食管胃底
静脉曲张有许多
不同, 其破裂出血
占所有静脉曲张
出血的1%-5%, 而
且可能是致命的. 
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Abstract
AIM: To investigate the incidence and causes of 
ectopic varices (EV) in the gastrointestinal tract 
and to analyze the relationship between EV and 
portal hypertension (PH).

METHODS: The clinical data for 37 patients 

with EV in the gastrointestinal tract were retro-
spectively analyzed. Of these patients, 26 were 
diagnosed by endoscopic examination, 10 dur-
ing transjugular intrahepatic portosystemic stent 
shunt (TIPSS) procedures, and one by percuta-
neous transhepatic inferior mesenteric venogra-
phy. The diagnosis of PH was based upon the 
finding of portal vein dilatation in patients with 
hepatic cirrhosis (HC) and extrahepatic portal 
vein obstruction (EPVO) in patients without cir-
rhosis. Portal pressure was measured directly in 
patients who underwent TIPSS. 

RESULTS: Patients with EV in the gastrointes-
tinal tract were infrequently seen, representing 
0.09% (26/28 967) of all patients undergoing 
endoscopic examination. Of all 37 cases of EV in 
the gastrointestinal tract, 6 occurred in the duo-
denum, 11 in the small intestine, 4 in the colon, 
and 16 in the anorectal region. In patients under-
going TIPSS, portal pressure ranged between 3.18 
and 6.13 kPa, with a mean value of 4.07 kPa ± 
0.92 kPa. The etiology of PH was HC in 26 cases 
and EPVO in 4 cases. In the remaining 7 cases, a 
specific cause had not been determined.

CONCLUSION: EV in the gastrointestinal tract 
is a rare condition, occurring most commonly in 
the duodenum, colon, and anorectal region. PH 
is the primary cause of EV, often resulting from 
HC and EPVO. Both EV and PH may be easily 
overlooked, and EV may occur in patients lack-
ing the classic signs of PH.

Key Words: Ectopic varices; Gastrointestinal tract; 
Portal hypertension; Endoscope; Transjugular intra-
hepatic portosystemic stent shunt

Jiang GJ, Yue ZD, Wu J, Liu FQ, Lin XC, Wang ZB, Gong 
K. Ectopic varices in the gastrointestinal tract: an analysis 
of 37 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 
2492-2495

摘要
目的: 探讨肠道异位静脉曲张(EV)的发病、

病因及其与门脉高压(PH)的关系. 

方法: 回顾性分析肠道EV 37例. 其诊断方法: 
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内镜26例, 经颈静脉肝内门体系统支架分流术
(TIPSS)中行门脉造影10例, 经皮肝穿刺肠系
膜血管造影1例. PH的判断: 肝硬化(HC)须有
门脉增宽, 非HC须有肝外门脉梗阻 (EPVO)影
像证据. TIPSS术中于门脉主干测压.

结果: 2003-05/2010-12 28 967例次内镜检查
中查出肠EV 26例(检出率为0.09%), 282例
TIPSS术中行门脉造影检出肠EV 10例(检出
率为3.5%). EV分布: 十二指肠6例(球部2例、

降部4例), 小肠11例(空肠6例、回肠5例), 结
肠4例, 肛直肠16例. TIPSS术中测门脉压力为
3.18-6.13 kPa(4.07 kPa±0.92 kPa). PH的病因: 
HC并PH26例(肝炎后19例, 酒精性5例, 胆汁性
2例; 3例伴有门脉血栓形成, 9例食管曲张静
脉硬化剂治疗史); EPVO4例(结肠癌术后2例, 
胰腺癌晚期1例, 肠系膜血管瘤手术后1例); 病
因不明7例, 均无HC、EPVO及PH的表现(其
中2例作超声与CT检查, 其余5例未作进一步
检查).

结论: 肠道EV少见, 以十二指肠、结肠及肛
直肠等处好发; PH是EV的根本原因, 为HC和
EPVO所致; EV与PH都易漏诊, EV发生时PH
表现可能不明显. 

关键词: 异位静脉曲张; 肠道; 门静脉高压; 内镜; 经

颈静脉肝内门体系统支架分流术
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0  引言

异位静脉曲张(ectopic varices, EV)是指发生于食

管与胃底以外的腹部静脉曲张, 可出现在肠道、

脐、腹膜、肠造瘘口、肝镰状韧带周围、膈、

卵巢、膀胱以及胃体或胃窦(IGV2型)等处[1]. EV
是门静脉高压(portal hypertension, PH)的严重并发

症, 其破裂出血占所有静脉曲张出血的1%-5%[1]. 
本文总结37例发生在肠道的EV, 初步分析其发

病、病灶分布、病因及EV与PH的关系. 

1  材料和方法 

1.1 材料 2003-05/2010-12间首都医科大学附属

北京世纪坛医院确诊肠道EV37例. 其中男28例, 
女9例. 年龄35-79(平均56)岁. 28例有呕血或黑

便史. 26例肝硬化(hepatic cirrhosis, HC)中, 3例
伴有门脉血栓形成, 9例有食管曲张静脉硬化剂

治疗史. HC患者Child分级: A级3例、B级19例、

C级4例. 
1.2 方法 EV诊断方法有: 内镜、经颈静脉肝内

门体系统支架分流术(transjugular intrahepatic 
portosystemic stent shunt, TIPSS)中行门脉造影、

经皮肝穿刺肠系膜血管造影. 门脉压的测定和

PH的判断: TIPSS术中将导管插入门脉主干, 直
接测其压力. 门脉压超过1.47 kPa(14 cmH2O)即
为PH. HC并PH患者须行超声或CT证实门脉增

宽, 非HC患者须经超声或CT确定有肝外门脉梗

阻(extrahepatic portal venous obstruction, EPVO). 

2  结果

2.1 肠道EV的诊断 8年间行胃镜和结肠镜诊治共

28 967例次, 确诊肠道EV26例(0.09%); 行TIPSS
术282例, 术中经门脉造影确诊肠道E V 10例
(3.5%). 另1例因乙型肝炎后HC并呕血、黑便住

院, 先后行内镜、肠系膜动脉造影及剖腹探查

均未发现出血灶, 最后经皮肝穿刺肠系膜血管

造影发现空场上段有一粗大扭曲的EV伴造影剂

漏入肠腔. 
2.2 病灶分布 十二指肠6例(球部2例、降部4
例)、空肠6例、回肠5例、结肠4例、肛直肠16
例. 十二指肠、结肠与肛直肠等部位占70.3%. 
2.3 PH的检查 10例TIPSS术中测得门脉压力为

3.18-6.13 kPa(32.4-62.5 cmH2O), 平均4.07 kPa±
0.92 kPa(41.5 cmH2O±9.43 cmH2O).  
2.4 PH病因 HC并PH 26例, 其中肝炎后19例, 酒
精性5例, 胆汁性2例; EPVO4例, 其中结肠癌术

后2例, 胰腺癌晚期1例, 肠系膜血管瘤手术后1
例; 病因不明7例, 其EV病灶均位于肛直肠, 临
床无HC及PH的表现, 其中2例作超声与CT检查

未发现HC、PH及EPVO, 其余5例未作进一步

检查. 

3  讨论

肠道EV可发生在整个肠道, 包括肛直肠. 过去曾

长期将肛直肠EV与痔混淆, 现已明确二者的病

因、发病机理、组织学改变、临床表现都不相

同[2,3]. 若将肛直肠EV误作痔而手术, 后果严重[4]. 
肠道EV与胃食管静脉曲张有许多不同, 总结其

特点具有重要意义. 
目前文献报道的E V发病数存在很大差

别, 而且缺乏可比性, 患病率或检出率为0.03%- 
75.00%[5-9]. 本组28 967例内镜诊治中诊断EV 26
例, 总检出率为0.09%. 其中十二指肠6例, 检出

率为0.02%, 与解放军总医院资料相近, 但远低

■研发前沿
此文章研究领域
中的研究热点、
重点有: 肛直肠静
脉曲张与痔的区
别、胶囊内镜对
肠异位静脉曲张
的诊断价值、肠
异位静脉曲张的
内镜下治疗与介
入治疗. 亟待研究
的问题是为异位
静脉曲张制定一
个切实可行的诊
疗规范与流程. 

■创新盘点
本研究提示大多数
肠异位静脉曲张可
以通过胃镜及结肠
镜来诊断, 肠异位
静脉曲张发生时门
脉高压表现可能并
不明显.
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于国外报道的水平[1,5,9]. 本组在282例TIPSS术
中发现EV 10例, 检出率为3.5%, 与英国的资料

(3.7%)相近[6]. 
各研究报道的发病数的差别较大, 可能原因

有: (1)病例选择不同, 造成彼此间的差异及不可

比性, 这可能是最主要的原因; (2)检查方法与过

程的差别, 如普通内镜不如超声内镜敏感[10], 内
镜检查过程中向肠内注气过多时可使EV暂时

“消失”, 钡剂灌肠可将EV误认为息肉[11], 血管

造影可将EV误认为血管瘤[12]; (3)检查时机不同,
如刚发生过消化道出血的患者PH得到缓解, EV
也可能暂时塌陷, 活动性出血时可因肠内积血

而影响内镜观察, 血管造影显现病灶的几率在

活动性出血与非活动性出血时不同; (4)部分患

者EV破裂后因出血凶猛未来得及作进一步检查

便死亡, 死亡后又没行尸体解剖, 造成漏诊. 
目前肠道E V的好发部位还不十分清楚 . 

在一些涉及整个肠道的研究中 ,  十二指肠、

结肠与肛直肠所占的比例是最高的 ,  日本为

80.9%, 英国为57.1%[5,6]. 本组资料与之相近, 为
70.3%(26/37). 这提示十二指肠、结肠与肛直肠

等可能是肠道EV好发部位, 而这些部位正是胃

镜与结肠镜所能检查之处, 因而进一步提示大

多数EV可通过胃镜与结肠镜来诊断. 尽管如此, 
我们还要强调不可忽视小肠EV. 小肠EV因缺乏

简便而有效的检查方法, 非常容易漏诊, 必须高

度重视. 本组小肠EV占29.7%(11/37), 在TIPSS
术前及经皮肝穿刺肠系膜血管造影前全部漏诊. 
因此, 凡遇可疑小肠EV, 都应考虑作小肠镜、胶

囊内镜、肠系膜血管造影甚至经皮肝穿刺肠系

膜血管造影等检查以免漏诊. 
肠道E V的根本原因是P H. P H包括H C和

EPVO. 后者包括各种原因造成的门脉梗阻与

血液回流障碍, 如门脉血栓形成, 肿瘤、胰腺

假性囊肿压迫门脉及其属支, 腹部手术后影响

门脉回流等. PH引起EV的机理是门脉和体静

脉间形成较粗的交通支, 实现门脉血流到体静

脉的分流. EPVO可于门脉梗阻附近形成较大

的门脉－门脉吻合而形成EV, 手术后可出现跨

越吻合口静脉曲张[13]. 正常情况下, 门静脉压

为0.67-1.33 kPa, 超过1.33-1.59 kPa, 即称PH. 如
果门静脉压高达3.92 kPa(40 cmH2O)则可出现

静脉曲张或破裂出血[3]. 本组37例中26例有HC
及PH的临床表现, 超声或CT示门脉增宽, 符合

HC并PH. 其中10例于TIPSS术中测门脉压力为

3.18-6.13 kPa(32.4-62.5 cmH2O), 平均4.07 kPa±

0.92 kPa(41.50 cmH2O±9.43 cmH2O), 明显高于

PH诊断标准. 本组有4例非HC患者, 有EPVO的

证据, 符合EPVO所致EV. 
本组还有7例肛直肠EV患者, 临床无HC及

PH的表现(其中2例作超声与CT检查, 其余5例
未作进一步检查). 对于这些病例, 门脉压改变

有两种可能: ⑴最大的可能是的确存在PH, 但
临床表现不明显, 因检查方法不敏感而漏诊. PH
的检查方法很多, 最直接、最准确的是门静脉

直接测压, 其次是肝静脉楔压. 但这些方法都属

有创, 且技术难度大, 难以普及. 其他方法如超

声、CT、肠系膜血管造影、磁共振等都有不

足, 易漏诊(尤其对肠系膜下静脉区域EV). 有报

道EV患者临床、肝活检、肠系膜血管造影均无

明显HC与PH改变, 测肝静脉楔压方查出PH[14,15]. 
实际工作中PH多是综合临床表现、肝脾形态

改变、并结合门脉宽度与流速而诊断, 这种方

法容易漏诊. 因此, 对EV患者视具体情况认真

分析, 选择合适的检查, 以免漏诊PH; ⑵不存在

PH. 对于无PH的EV通常叫做“特发性EV”. 特
发性EV非常罕见, 但陆续有报道[11,12,16]. 一些所

谓“特发性EV”最后查出了真正的原因[17], 也
有真正的“特发性EV”被误诊为其他病[11,12]. 
特发性EV病因不清, 可能与先天性血管异常有

关[11,17]. Hosking等[18]曾报道1例直肠EV患者作

肝穿刺、门脉造影、肝静脉楔压均未发现有PH
或HC的证据, 推测其EV可能与下腔静脉梗阻有

关. Sugiyama等[19]曾报道1例回结肠静脉缺如致

末段回肠至升结肠EV. 
特发性EV的存在, 表明PH不是EV唯一的原

因. 本组7例无HC及PH临床表现的肛直肠EV患

者, 因缺乏可靠的检查资料, 不能除外PH, 不能

诊断为特发性EV, 但这7例提示肠道EV可发生

于无明显HC及PH临床表现的患者. 
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Abstract
AIM: To assess the feasibility, safety, and efficacy 
of infliximab in patients with severe ulcerative 
colitis (UC).  

METHODS: Two patients with severe UC were 
treated with infliximab. The safety and efficacy 
of infliximab were evaluated, and relevant litera-
ture was reviewed. 

RESULTS: The first patient underwent induc-
tion therapy with infliximab 5 mg/kg at weeks 
0, 2 and 6 and maintenance therapy with inflix-
imab every 8 weeks. Complete bowel healing 
was achieved after five infliximab infusions. The 
second patient, who initially did not respond to 
infusions with infliximab 5 mg/kg, was subse-
quently treated with a higher dose (10 mg/kg) 
of infliximab. Mucosal healing was achieved af-
ter five times of infliximab treatment. No inflix-
imab-associated adverse events occurred in both 
patients. It has been reported in recent years 
that infliximab is effective for the induction and 

maintenance of clinical remission in patients 
with moderate to severe UC. If attenuation of 
the response to 5 mg/kg dose occurs, increasing 
the dose of infliximab can get re-achievement of 
response. However, serious side effects of inf-
liximab including opportunistic infections were 
reported, necessitating careful monitoring of 
therapy.

CONCLUSION: Infliximab is safe and effective 
in patients with severe UC and represents a new 
useful alternative modality for the treatment of 
severe UC.

Key Words: Infliximab; Ulcerative colitis; Therapy

Zhao LZ, Wang SP, Li H. Treatment of ulcerative colitis 
with infliximab: an analysis of 2 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2011. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(23): 2496-2500

摘要
目的: 探讨英夫利西治疗重度溃疡性结肠炎
(UC)的安全性和有效性.

方法: 报道2例重度UC治疗中英夫利西的用
法、疗效及安全性, 并复习近年国内外相关
文献. 

结果: 1例患者在接受3次英夫利西5 mg/kg诱
导缓解后并以相同剂量每8 wk 1次维持治疗, 
输注5次后达到黏膜愈合. 另1例患者应用英夫
利西5 mg/kg效果欠佳, 加量至10 mg/kg后效果
明显好转, 输注5次后达到黏膜愈合. 2例患者
均未发生英夫利西相关的副反应. 文献复习显
示英夫利西可诱导中重度UC的临床缓解, 治
疗效果衰减的患者增加剂量可重新建立疗效
反应. 英夫利西有诱发机会性感染等多种副反
应的风险, 治疗期间应严密监测、积极预防. 

结论: 英夫利西治疗重度UC是安全和可行的, 
可作为治疗重度UC的选择方案之一.  

关键词: 英夫利西; 溃疡性结肠炎; 治疗
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英夫利西治疗重度溃疡性结肠炎2例
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■背景资料
国外研究表明, 英
夫利西(IFX)对于
中重度且传统治
疗不能充分缓解
的UC患者有诱导
和维持缓解的良
好疗效且临床安
全性好, 国内在此
方面的研究尚处
于起步阶段. 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢性

非特异性结肠炎症, 病变主要累及结肠黏膜和

黏膜下层. 本病在西方国家常见, 发病率每年为

(79-268)/10万[1]. 随着我国人民营养状况、生活

环境和生活方式的改变, 近20年UC的发病率也

明显升高[2-4], 据推测中国UC的患病率为11.6/10
万[5]. 我院近16年来UC的患病率也呈现增高趋

势[6]. 重度UC是指慢性复发型活动期以及暴发

型病例出现重型腹泻、脓血便伴腹痛、脱水、

贫血等症状; 因其症状重, 疗效差, 成为临床治

疗的难点之一[7]. 国外研究表明, 英夫利西(inflix-
imab, IFX)对于中重度且传统治疗不能充分缓解

的UC患者有诱导和维持缓解的良好疗效且临床

安全性好[8,9], 国内在此方面的研究尚处于起步

阶段. 我们近期应用英夫利西治疗2例重度UC患
者, 疗效满意, 现结合经治病例, 并综合复习相

关文献, 探索适合我国重度UC的英夫利西治疗

方案. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国解放军总医院特需消化内科

2009-2010年应用英夫利西治疗重度溃疡性结

肠炎患者2例. 2例患者一般情况: 男1女1; 年龄

33岁和55岁; 病程分别为7年和8年. 临床表现为

反复腹痛、腹泻, 伴黏液血便, 经多次应用5-氨
基水杨酸制剂、糖皮质激素及免疫抑制剂治疗, 
症状反复发作并逐渐加重, 2例患者均合并中度

贫血及营养不良, Sutherland疾病活动指数(DAI)
总分为11-12分. 其中1例既往有陈旧性肺结核及

慢性乙型肝炎病史. 
1.2 方法

1.2.1 治疗方法: 2例患者均在5-氨基水杨酸制剂

(美沙拉嗪4.0 g/d)、皮质类固醇激素(甲泼尼龙 
48 mg/d)及免疫抑制剂(硫唑嘌呤2 mg/kg)用量

维持不变基础上, 检查抗核抗体谱除外自身抗

体异常, 检查肺CT、PPD试验及结核相关化验

除外活动性肺结核后, 开始使用英夫利西5 mg/
kg输注, 以0、2、6 wk输注3次, 以后每8 wk输注

1次维持治疗, 取得临床完全缓解后将激素逐步

减量至停用. 输注5次后病变部位达到黏膜愈合, 
硫唑嘌呤及美沙拉嗪亦缓慢减量, 以硫唑嘌呤

1.5 mg/kg及美沙拉嗪2 g/d维持治疗. 

1.2.2 Sourtherland疾病活动指数(DAI): 总分之

和<2分为症状缓解; 3-5分为轻度活动; 6-10分为

中度活动; 11-12分为重度活动. 
1.2.3 临床症状评估: (1)完全缓解: 治疗后排便每

日0-2次, 无肉眼血便和镜下红细胞; (2)部分缓

解: 治疗后排便每日3-4次. 无肉眼血便, 镜下红

细胞<10个/高倍镜; (3)无变化: 治疗后每日排便

5次以上, 肉眼可见血便. 
1.2.4 总疗效评价: 参照中华医学会消化病学分

会炎症性肠病协作组标准[7]. (1)完全缓解: 临床

症状消失, 结肠镜检查黏膜大致正常; (2)有效: 
临床症状基本消失, 结肠镜复查黏膜轻度炎性

反应或假息肉形成; (3)无效: 经治疗后临床症

状、内镜及病理检查无改善. 
1.2.5 不良事件: 试验期间应如实填写不良事

件记录表. 记录不良事件的发生时间、严重程

度、持续时间、采取的措施和转归. 

2  结果

2例患者均使用英夫利西5次(0、2、6、8、16、
22 wk), 均在2 wk内腹痛、腹泻消失, 大便1-2次/d, 
为黄色成形便, 达到临床完全缓解, 此后甲泼尼

龙片即逐渐减量直至停药. 其中1例以5 mg/kg输
注1次(0 wk), 症状未见明显缓解. 于第2次输注

时加量至10 mg/kg(2 wk), 输注当日患者即自觉

症状明显缓解, 此后以10 mg/kg维持治疗. 
治疗后8 wk及24 wk复查肠镜, 2例患者均

在24 wk达到黏膜愈合(图1, 2), DAI由治疗前

11-12分降为1-2分, 总疗效评价为完全缓解, 贫
血及低蛋白血症等逐渐改善, 硫唑嘌呤及美沙

拉嗪缓慢减量, 以硫唑嘌呤1.5 mg/kg及美沙拉

嗪2 g/d维持治疗. 病例分别随访30 wk和1年, 症
状无复发. 

治疗及随访期间, 定期监测肺CT及抗核抗

体谱均正常. 其中1例因慢性乙型肝炎, 治疗期

间坚持服用口服恩替卡韦片0.5 mg/d, 监测HBV 
DNA定量正常. 2例患者均无不良事件发生. 

3  讨论

UC为原因不明的慢性非特异性肠道炎症. 目前, 
UC已成为我国的主要肠道疾病和慢性腹泻的

主要原因. 由于治疗缺乏特异性, 导致病程迁延, 
反复发作, 局部(癌变、大出血、肠穿孔等)和全

身(多器官累及)并发症增多. 重度UC死亡率较

高, 严重危害患者的健康. UC的传统治疗药物有

3大类: 氨基水杨酸类药物、肾上腺皮质激素和
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免疫抑制剂. 氨基水杨酸类药物的非特异性抗

炎, 只能暂时控制和缓解症状, 不能从根本上治

愈该病, 长期应用不良反应增多, 停药后容易复

发(1年复发率>50%). 皮质类固醇或免疫抑制等

治疗会导致继发性的健康问题, 部分激素耐药

或抵抗的难治性患者效果更不理想. 
重度UC治疗的基本原则为激素冲击疗法, 

但激素依赖或抵抗型溃疡性结肠炎的治疗效果

不理想, 并发症多, 需要寻找更为特异的治疗方

法. 英夫利西为肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-alpha, TNF-α)单抗, 通过与多种免疫反应

细胞中的促炎因子TNF-α的结合, 封闭其促炎效

应、并促进炎细胞凋亡, 发挥抗炎作用[10]. 2005
年2个大规模的随机、安慰剂对照试验ACTⅠ
和ACTⅡ发现英夫利西对于激素抵抗或依赖的

UC患者治疗有效, 美国食品药品管理局随即批

准其用于中重度活动UC的治疗[11]. 英夫利西应

用的一般反应率达70%, 缓解率近50%, 较对照

组约高出30%左右; 可使患者激素减量, 降低住

院率与手术率, 提高生活质量[8,9]. 
2007年英夫利西被批准在国内上市, 主要用

于克罗恩病(crohn disease, CD)的诱导缓解和维

持治疗. 应用英夫利西治疗UC的经验和报道较

少. 江学良等[12]应用英夫利西治疗13例皮质激素

抵抗型UC患者, 大部分患者1 wk内症状缓解, 排
便次数明显减少, 2 wk内排便次数基本正常. 治
疗后8 wk , 13例患者中7例达到肠镜下完全缓解, 

5例部分缓解. 李世荣等[13]应用英夫利西治疗7例
CD和7例UC患者, 对比观察治疗效果, 证实英夫

利西治疗难治性CD和UC具有相同的疗效. 我们

应用英夫利西治疗重度UC也取得了满意的效果. 
有研究表明, 诱导治疗中5 mg/kg为最佳剂

量-疗效关系, 更大的剂量并不能获得更好的疗

效[14]. 但在治疗过程当中, 一些复发的患者可产

生耐药性, 增加剂量可使治疗效果衰减的患者

重新建立起疗效反应. 在AccentⅡ研究中, 一些

治疗失败的患者, 增加英夫利西治疗剂量可使

61%的患者重新起效[15]. 在一项英夫利西治疗

不定型结肠炎的回顾性研究中, 70%(14/20)的
患者对5 mg/kg英夫利西治疗有反应, 14例患者

中有4例由于治疗效果衰减, 增大剂量至10 mg/
kg可重新达到良好的治疗效果[16]. 本文1例在增

加剂量后疗效明显增加. 因此, 根据患者的个体

情况, 适当灵活的控制治疗剂量可能会有更好

的收益. 黏膜愈合是取得UC远期治疗效果的关

键因素[17], 李世荣等[13]认为应用英夫利西至少4
次以上方能达到黏膜愈合的目标. 我们2例患者

均为应用5次后复查肠镜, 达到黏膜愈合. 国外

研究表明[8,9], 应用英夫利西可促进激素尽快减

量, 并减少UC患者手术治疗率. 而且诱导缓解

后以每8周1次的系统维持治疗效果好于阶段性

疗法, 更能降低住院率及手术率[18]. 但囿于经济

原因, 目前国内患者很难达到系统维持治疗. 因
此, 我们在英夫利西治疗病情完全缓解后以免

图  1  55岁男性英夫利西治疗前
后肠镜下表现. A: 英夫利西治疗

前; B: 英夫利西治疗24 wk后.

A B

图  2  33岁女性英夫利西治疗前
后肠镜下表现. A: 英夫利西治疗

前; B: 英夫利西治疗24 wk后.

A B
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疫抑制剂及美沙拉嗪维持治疗, 随访期间未再

复发(最长1年). 此种以英夫利西为过渡的序贯

治疗方案可能更适合目前我国国情, 但尚需临

床大样本研究及长期随访证实. 
英夫利西治疗自身免疫性疾病时, 也干扰

了机体的免疫功能, 因此应密切关注其应用过

程中的安全性问题. 主要的不良事件有严重感

染、恶性肿瘤可能、视神经炎、脱髓鞘病变、

抗核抗体生成等 .  因此用药前需严格评估病

情、排除潜在与活动性结核及各种感染, 用药

过程中应注意各种不良反应特别是药物过敏、

心功能衰竭和神经系统障碍等. 
英夫利西有激活隐匿性结核病的危险. 美

国胸科学会建议, 所有拟行英夫利西治疗的患

者在治疗前均应行胸部X线(或肺CT)和PPD试

验[19]. 我国是结核病的高发国家之一, 故在使用

此类药物前更需高度关注结核感染的筛查, 以
及治疗过程中的定期监测. 

英夫利西的免疫抑制作用, 可能使病毒性肝

炎患者用药后进入活动期[20], 但这一观点尚存争

议. 因此建议在使用英夫利西前评估肝脏功能, 
HBV DNA≥106拷贝/L者, 先予抗病毒治疗至转

氨酶恢复正常, HBV DNA降至<106拷贝/L才开

始英夫利西治疗, 治疗期间继续用抗病毒治疗, 
并定期监测肝功能. 本文中第1例病例患者既往

曾患肺结核, 且合并慢性乙型肝炎. 在英夫利西

治疗前严密筛查, 治疗中和治疗后密切监测, 未
引发结核和慢性乙型肝炎复发. 因此, 应用英夫

利西过程中提高警惕, 动态监测可能出现的各

种特异性或非异性感染, 是顺利治疗的前提和

保证. 
我们的初步经验证实, 使用英夫利西能缓解

激素抵抗型重度UC患者的症状, 促进黏膜愈合. 
因此, 对激素抵抗型重度UC患者, 如条件允许, 
应尽早应用英夫利西可有望更快诱导缓解病情, 
从而缩短治疗时间、减少住院率及手术率. 
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■背景资料
结肠镜在大肠疾
病的诊治中起着
非常重要的作用. 
当今世界的常规
方法是应用空气
注入进行结肠镜
检 查 .  但 是 这 也
是导致患者术中
术后出现腹痛及
腹部不适的原因. 
二氧化碳注入在
1974年被报道开
始应用于结肠镜
检查, 他能减轻患
者结肠镜检查中
和检查后的疼痛, 
本研究运用Meta
分析的方法, 对二
氧化碳注入应用
结肠镜检查的安
全性和有效性进
行评估.
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Abstract
AIM: To assess the safety and efficacy of carbon 
dioxide insufflation during colonoscopy.  

METHODS: We searched the Cochrane Central 
Library, MEDLINE, EMBASE, VIP until June 
2011. No language restrictions were replied. All 
the RCTs comparing carbon dioxide insufflation 
versus air insufflation during colonoscopy were 
included. The quality of included studies was 
evaluated and a meta-analysis was performed 
using RevMan5.1.0 software.

RESULTS: Nine randomized controlled trials 
(RCTs) encompassing a total of 2 065 patients 
were included. The result of meta-analysis 
showed that carbon dioxide insufflation was 
superior to air insufflation in reducing the 
discomfort after colonoscopy. The participants 
without any discomfort 1 h after the examination 
from three RCTs (RR, 1.57; 95% CI, 1.35 to 1.82; 

P < 0.05) and 6 h after the examination from four 
RCTs (RR, 1.30; 95% CI, 1.17 to 1.45; P < 0.05) 
differed significantly between the two groups. 
There were no statistical differences in the 
pooled mean difference (MD) of cecal intubation 
time from five RCTs (MD, -0.73; 95% CI, -1.73 
to 0.27; P = 0.15) and in ET CO2 from one study 
between two groups.

CONCLUSION: Carbon dioxide insufflation can 
reduce discomfort after colonoscopy examina-
tion. Cecal intubation time was not statistically 
different between the carbon dioxide insufflation 
group and air insufflations group. Use of carbon 
dioxide did not add risk of side-effects caused 
by the increase of ET CO2. 

Key Words: Carbon dioxde; Colonoscopy; Meta-
analysis

Miao ZG, Qi LN, Li LQ. Carbon dioxide insufflation 
during colonoscopy: a meta-analysis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 2501-2505

摘要
目的: 评价应用二氧化碳进行结肠镜检查的
安全性与有效性.

方法: 检索Cochrane图书馆; PubMed数据库; 
EMBASE数据库; 重庆维普中文科技期刊数
据库截止日期为2011-06, 没有语言限制.  所
有关于结肠镜检查中应用二氧化碳注入对比
空气注入的临床随机对照实验被纳入, 对纳入
研究的方法学进行评价, 并运用统计学分析软
件RevMan5.10进行Meta分析. 

结果: 检索出9篇随机对照试验, 共计2065个
参与者. Meta分析结果示: (1)检查1 h后无疼
痛人数: 共3个试验被纳入, 显示二氧化碳组
优于空气组, 相对危险度RR = 1.57; 95%CI: 
1.35-1.82(P <0.05); (2)检查6 h后无疼痛人数: 
共4个试验被纳入, 显示二氧化碳组优于空气
组, 相对危险度RR = 1.30, 95%CI: 1.17-1.45 
(P <0.05); (3)插管至回盲部时间: 共5个试验
纳入, 显示两组无统计学差异, 均数差MD为

■同行评议者
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■研发前沿
目前没有Meta分
析评估结肠镜检
查 用 C O 2注 入 替
代空气注入. 

-0.73, 95%CI: -1.73-0.27(P = 0.15); (4)呼气末
二氧化碳分压: 仅一个试验被纳入, 两组无统
计学差异.

结论: 结肠镜检查中二氧化碳注入对比空气
注入能减轻检查后疼痛, 检查时间无统计学差
异; 未发现二氧化碳注入增加呼气末二氧化
碳分压增加副作用的发生率, 进一步的高质量
研究需要被开展. 

关键词: 结肠镜;  二氧化碳; Meta分析
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0  引言

结肠镜在大肠疾病的诊治中起着非常重要的作

用. 当今世界的常规方法是应用空气注入进行

结肠镜检查. 但是这也是导致患者术中术后出

现腹痛及腹部不适的原因. 据报道, 结肠镜检查

后疼痛发生率为50%, 12%的人在24 h后仍感到

剧烈的疼痛[1], 4%的人甚至无法在第2天参加工

作[2]. 因此寻找一种方法来减轻患者的不适很有

必要. 二氧化碳注入在1974年被报道开始应用

于结肠镜检查, 他能减轻患者结肠镜检查中和

检查后的疼痛[3,4]. 近来有很多随机对照研究比

较了CO2注入对比空气注入, 但是缺乏相关评价

其安全性和有效性的Meta分析, 本研究的目的

是评估结肠镜检查中CO2作为注气媒介的安全

性和有效性. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索Cochrane图书馆, PubMed数据库, 
EMBASE数据库, 重庆维普中文科技期刊数据

库(VIP)截止日期为2011-06. 英文检索词包括

carbon dioxide, colonoscopy, sigmoidoscopy, ran-
domized controlled trial, random. 中文检索词包

括二氧化碳、结肠镜、随机对照实验、随机. 
没有语种的限制. 
1.2 方法

1.2.1 纳入标准: (1)设计类型: 结肠镜检查中CO2

注入对比空气注入的随机对照试验符合纳入标

准, 不受语种限制; (2)研究对象: 准备接受结肠

镜检查的参与者, 患有基础肺部疾病的参与者

被排除; (3)干预措施: CO2注入与空气注入的比

较; (4)疗效判定指标: 检查1 h后无疼痛人数, 检
查6 h后无疼痛人数, 插管至回盲部所需时间, 呼

气末CO2分压P(ET CO2). 
1.2.2 方法学质量评价与资料提取: 对检索到的

文献, 两名评价者独立地进行资料提取和方法

学质量评价, 如果遇到分歧通过讨论或由第3名
研究人员参加讨论解决分歧. 文献的方法学质

量评价通过以下几个方面来进行评价: (1)随机

序列的产生: 若由随机数字表或计算机软件产

生则认为采用了合理的随机方法, 若按入院顺

序、出生日期等则认为没有采用合理的随机

方法; (2)分配隐藏: 包括分配序列由谁产生, 产
生分配序列的人是否参与纳入病例, 分配表格

怎么保管; (3)是否使用盲法; (4)不完整数据的

报告; (5)选择性报告; (6)其他偏倚(基线是否可

比、是否提前终止试验、是否有基金支持). 评
价的标准分为3个等级分别是: 1: 低风险; 2: 高
风险; 3: 不清楚. 资料提取包括实验的设计类型, 
参与者的情况, 干预措施, 随访时间, 观察结果. 

统计学处理 统计分析使用Cochrane协作

网提供的Revman5.10软件. 对于二分类变量应

用相对危险度RR来分析, 连续性变量应用均数

差MD来分析, 两类变量都计算其95%可信区间

(95%CI). 假设检验采用U检验, 当P <0.05时表

示两组差异存在统计学意义, 区间估计和假设

检验结果在森林图中列出. 临床试验结果的异

质性检验通过Q检验, 检验水准取α = 0.10. 即
P <0.1时研究结果间存在异质性. I2用来量化异

质性 一般我们认为I2>50%, 说明研究之间存在

异质性. 若各个研究之间无统计学异质性, Meta
分析采用固定效应模型, 如果存在较大异质性, 
是用敏感性分析或亚组分析等方法处理异质性, 
若经处理后仍存在异质性, 则采用随机效应模

型计算其合并效应量. 纳入的研究数目>10的时

候, 进行漏斗图分析是否存在发表偏倚. 

2  结果

2.1 临床试验的特点和质量 初检得到相关文献 
49篇, 阅读题目及摘要后, 排除非随机试验, 然
后通过全文阅读排除不符合纳入标准的试验和

正在进行中的会议记录文章和没有报告目标指

标的研究. 最后共9个试验[5-13]共计2 065个参与

者符合纳入标准, 被本研究纳入Meta分析. 各研

究的实验组跟对照组患者的基线资料可比. 各
研究的基本资料见(表1), 各研究的质量评估详

见(表2). 
2.2 Meta分析结果

2.2.1 检查1 h后无疼痛人数: 共有3个试验[10-12]
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■创新盘点
本文检索了CO2注
入对比空气注入
在结肠镜过程中
应用的相关文章, 
并运用Meta分析
的方法. 目前国内
外尚无相似研究.

被纳入, 采用固定效应模型进行Meta分析结果

示RR值为1.57可信区间为1.35到1.82. 异质性检

验P  = 0.007, I2 = 80%(图1). 通过敏感性分析剔

除异质性大的研究M. Bretthauer 2005重新进行

Meta分析得到RR = 1.40, 95%CI: 1.21-1.61. 异质

性检验P  = 0.22, I2 = 34%(图2). 
2.2.2 检查6 h后无疼痛人数: 共有4个试验[9-12]

被纳入, 采用固定效应模型进行Meta分析结果

示RR = 1.30, 95%CI: 1.17-1.45. 异质性检验P  = 
0.56, I2 = 0%(图3).
2.2.3 插管至回盲部时间: 共有5个试验[5-8,14]被

纳入, 采用固定效应模型进行Meta分析结果示

MD = -0.73, 95%CI: -1.73-0.27. 异质性检验为P  
= 0.23, I2 = 29%(图4). 
2.2.4 呼气末CO2分压P(ET CO2): 仅有刘雄祥等[6]

一个研究报告了呼气末CO2分压, 结果示二氧化

碳组跟空气组无统计学差异. 

3  讨论

由于空气获得成本低, 暴露肠壁充分, 所以结肠

镜检查中空气注入是目前世界上的标准方法, 
但是检查后持续的肠管扩张会导致接受检查者

腹痛不适, 导致患者恐惧接受结肠镜检查. CO2

极易溶于血液及其他体液, 既可快速从肠腔吸

收, 同时又容易通过肺呼吸排出体外. 
本研究的结果表明检查结束后1 h跟6 h无疼

痛人数, CO2注入组优于空气注入组. 而插管时间

无统计学差异, 呼气末CO2分压亦无统计学意义. 
Amato等[14]在2011年在十七国消化疾病大

会上发表的会议记录同样示CO2注入能够减轻

患者结肠镜检查后的疼痛. Singh等[15]同样显示

CO2注入能减轻患者检查后的疼痛, 而且能使插

表  1  纳入研究的基本资料

     
研究ID 研究设计类型

      性别比例(男∶女)            平均年龄            干预措施 基线是否

CO2组 空气组    CO2组     空气组    CO2组    空气组 可比

周先勇[5] 随机对照试验 122∶138 118∶142 38.2 40.2 CO2注入 空气注入 可比

刘雄祥等[6] 随机对照试验 100∶74 101∶74 48.5±16.8 48.1±13.2 CO2注入 空气注入 可比

Church等[7] 随机对照试验 54∶69 73∶51 未提 未提 CO2注入 空气注入 可比

Yamano等[8] 随机对照试验 41∶25 37∶17 63.2±8.5 61.7±9.3 CO2注入 空气注入 可比

Riss等[9] 随机对照试验 未提 未提 未提 未提 CO2注入 空气注入 可比

Bretthauer等[10] 随机对照试验 未提 未提 未提 未提 CO2注入 空气注入 可比

Bretthauer等[11] 随机对照试验 未提 未提 55.7 55.2 CO2注入 空气注入 可比

Sumana等[12] 随机对照试验 未提 未提 55.9±1.9 53.1±1.5 CO2注入 空气注入 可比

Uraoka等[13] 随机对照试验 29∶39 29∶38 65 62 CO2注入 空气注入 可比

表  2  纳入研究的质量情况

     
研究ID 随机分配方法 分配隐藏 盲法 结果数据的完整性 选择性报告研究结果 其他偏倚来源

Church等[7] 随机 具体方法不详 

风险不清楚

不清楚 患者单盲 不清楚 不清楚 低风险

Yamano等[8] 随机具体方法不详 

风险不清楚

不清楚 低风险 不清楚 不清楚 低风险

Riss等[9] 计算机随机 不清楚 患者单盲 不清楚 不清楚 低风险

Bretthauer等[10] 随机 具体方法不详 

风险不清楚

低风险 低风险 不清楚 低风险 低风险

Bretthauer等[11] 电脑随机 低风险 低风险 低风险 低风险 低风险

Sumana等[12] 随机 具体方法不详 

风险不清楚

不清楚 低风险 低风险 低风险 低风险

Uraoka等[13] 随机数字表 低风险 低风险 低风险 低风险 低风险

周先勇[5] 随机 具体方法不详 

风险不清楚

不清楚 不清楚 不清楚 不清楚 低风险

刘雄祥等[6] 随机 具体方法不详 

风险不清楚

不清楚 不清楚 不清楚 不清楚 低风险
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■应用要点
本研究表明, 结肠
镜检查中二氧化
碳注入对比空气
注入能减轻患者
检查术后的疼痛, 
高质量大样本的
随机对照研究需
要被开展.

管更加容易. Takahashi等[16]在插管困难的患者中

CO2注入能减轻患者检查后疼痛. 上述会议记录

和摘要研究的结果跟我们Meta分析的结果相吻

合[16]. 目前为止国内外未有Meta分析和系统评

价来评估CO2注入应用于结肠镜检查的安全性

和有效性. 

Study or		           CO2组	          空气组                Weigh	        Risk Ratio	        Risk Ratio
Subgroup		  Events	 Tatal	 Events	 Total	    (%)	 M-H, Fixed, 95%CI	 M-H, Fixed, 95%CI

Sumanac 2002	   43	   49	   28	   51	   27.8	 -1.60 [1.22, 2.09]

Bretthauer 2002	   81	   97	   67	 105	   65.1	   1.31 [1.11, 1.55]

Bretthauer 2005	   27	   52	     7	   51	     7.1	   3.78 [1.81, 7.90]

Total (95%CI)		  198		  207	 100.0	   1.57 [1.35, 1.82]

Total events	 151		  102

Heterogeneity: c2 = 9.87, df = 2 (P  = 0.007); I2 = 80%		          0.01        0.1           1           10          100
Test for overall effect: Z  = 5.86 (P<0.00001)			       Favours experimental     Favours control

图  1  检查1 h后无疼痛人数Meta分析森林图.

Study or		           CO2组	          空气组                Weigh	        Risk Ratio	        Risk Ratio
Subgroup		  Events	 Tatal	 Events	 Total	    (%)	 M-H, Fixed, 95%CI	 M-H, Fixed, 95%CI

Sumanac 2002	   43	   49	   28	   51	   29.9	   1.60 [1.22, 2.09]

Bretthauer 2002	   81	   97	   67	 105	   70.1	   1.31 [1.11, 1.55]

Bretthauer 2005	   27	   52	     7	   51	     0.0	   3.78 [1.81, 7.90]

Total (95%CI)		  146		  156	 100.0	   1.40 [1.21, 1.61]

Total events	 124		    95

Heterogeneity: c2 = 1.53, df = 1 (P  = 0.22); I2 = 34%		          0.01        0.1           1           10          100
Test for overall effect: Z  = 4.55 (P<0.00001)			       Favours experimental     Favours control

图  2  检查1 h后无疼痛人数剔除异质性来源的研究后Meta分析森林图.

图  3  检查6 h后无疼痛人数Meta分析森林图. 

Study or		           CO2组	          空气组                Weigh	        Risk Ratio	        Risk Ratio
Subgroup		  Events	 Tatal	 Events	 Total	    (%)	 M-H, Fixed, 95%CI	 M-H, Fixed, 95%CI

Sumanac 2002	   42	   49	   35	   51	   17.2	   1.25 [1.00, 1.55]

Bretthauer 2002	   76	   97	   67	 105	   32.2	   1.23 [1.03, 1.47]

Bretthauer 2005	   30	   52	   17	   51	     8.6	   1.73 [1.08, 1.53]

Riss 2009		 113	 157	   80	 143	   42.0	   1.29 [1.08, 1.53]

Total (95%CI)		  355		  350	 100.0	   1.30 [1.17, 1.45]

Total events	 261		  199

Heterogeneity: c2 = 2.07, df = 3 (P  = 0.56); I2 = 0%		          0.01        0.1           1           10          100
Test for overall effect: Z  = 4.72 (P<0.00001)			       Favours experimental     Favours control

图  4  插管至回盲部时间Meta分析森林图. 

Study or		           CO2组	          空气组                Weigh	        Risk Ratio	        Risk Ratio
Subgroup		  mean±SD   Tatal	 Events	   Total	    (%)	 M-H, Fixed, 95%CI	 M-H, Fixed, 95%CI

Yamano 2010	 15.0±10.9    60	 21.4±14.5    50	     4.2	 -6.40 [-11.27, -1.53]

Church 2002	 12.0±7.1    123	 12.8±10.3  124	   20.6	 -0.80 [-3.00, 1.40]

Uraoka 2009	 10.3±19.1    57	   9.6±19.6    57	     2.0	   0.70 [-6.40, 7.80]

刘雄祥 2009	 14.3±9.6    157	 14.6±7.0    159	   29.1	 -0.30 [-2.15, 1.55]

周先勇 2009	 12.3±8.9    258	 12.8±8.5    257	   44.2	 -0.50 [-2.00, 1.00]

Total (95%CI)		  655		  647	 100.0	 -0.73 [-1.73, 0.27]

Heterogeneity: c2 = 5.65, df = 4 (P  = 0.23); I2 = 29%		          0.01        0.1           1           10          100
Test for overall effect: Z  = 1.43 (P  = 0.15)			       Favours experimental     Favours control
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本研究纳入试验存在的问题: 2个研究[11,13]

报道了随机方法和分配隐藏, 其他研究可能存

在选择性偏倚, 有4个研究[5-7,9]没有采用盲法或

者仅仅单对患者采用盲法, 可能存在实施偏倚

和测量偏倚. 5个研究[5-9]的未完成检查的原因未

记录, 未进行意向性分析, 可能存在报告性偏倚. 
本研究的局限性主要有以下几点: (1)有些

文献的质量不高; (2)在研的研究和摘要研究因

为无法获知研究方法学质量未纳入Meta分析, 
待研究全文发表后将更新我们的研究; (3)本研

究不适用于有基础呼吸系统疾病的患者; (4)缺
乏报告呼气末二氧化碳分压的研究来评估CO2

注入的安全性. 
对于未来开展的研究有以下几点建议: (1)

严格遵循随机对照试验的设计原则, 尽量避免

偏倚的产生, 对试验人员进行培训, 如正确产生

随机序列和分配序列, 隐蔽分组, 盲法的实施; 
(2)对未纳入数据统计的患者注明原因, 并进行

意向性分析(ITT); (3)结局指标的报告按照统一

的标准; (4)准确详细记录实验组跟对照组患者

的基线资料. 
总之, 该Meta分析显示CO2注入能减轻无肺

部疾病患者检查后的疼痛, 但是安全性有待进

一步的验证, 大样本的高质量的RCT和研究存在

基础呼吸系统疾病的患者的RCT需要被开展. 
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Abstract
Endoscopic retrograde cholangiopancrea-
tography (ERCP) was used to treat complete 
transposition of the viscera in a patient with 
papillary carcinoma of the duodenum. The 
impact of two different body positions (left 
and right prone positions) on the difficulty 
level of the surgery was compared. In addi-
tion, we summarize key points of the surgical 
procedure.

Key Words: Endoscope; Stent placement; Complete 
transposition of the viscera; Papillary carcinoma of 
the duodenum

Hou SL, Qiao N, Han JS, Qiao ZY. ERCP-assisted 
metal stent placement for complete transposition of 
the viscera in a patient with papillary carcinoma of the 
duodenum. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 19(23): 
2506-2507

摘要
采用内镜下十二指肠途径(ERCP)置支架治疗, 
比较左俯卧位与右俯卧位在全内脏转位患者
的手术操作的难易程度及关键技术点. 分享经
内镜支架治疗全内脏转位的十二指肠乳头癌
患者1例的心得体会. 

关键词: 内镜; 支架治疗; 全内脏转位; 十二指肠乳

头癌

侯森林, 乔娜, 韩锦胜, 乔占英. 经内镜置支架治疗全内脏转

位的十二指肠乳头癌1例.  世界华人消化杂志 2011; 19(23): 

2506-2507

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2506.asp

0  引言

全内脏转位(total situs versus, TSI)是一种罕见

的解剖异常, 有这种遗传倾向的新生儿发生率

为1/1 000-100 000[1], 一般表现右位心, 腹部异

常为正常解剖的反位, 无发育、生长异常, 也不

影响其功能, 一般无任何症状. 其发生原因可能

与胚胎发育异常或者双亲染色体异常有关. 对
全内脏转位患者经内镜下治疗操作未见有报道. 
本病例报告为经内镜置支架治疗全内脏转位的

十二指肠乳头癌患者1例, 在内镜的操作过程的

心得体会及关键技术点与大家分享. 

1  病例报告 

女, 76岁, 主因发现皮肤、巩膜黄染3 d入院. 患
者于3 d前发现皮肤巩膜黄染, 呈渐进性, 伴有周

身瘙痒, 无腹痛、腹胀, 无恶心、呕吐, 不伴有

寒战、发热, 尿色呈浓茶样, 大便为陶土样大便. 
患者于5 mo前曾行经皮经肝穿刺置支架治疗, 
术中取病理活检结果回报为十二指肠乳头腺

癌. 查体: 全身皮肤巩膜明显黄染, 心肺查体未

见异常, 腹平坦, 未见胃肠型及蠕动波, 未见腹

壁静脉曲张, 全腹软, 肝脾未触及, 剑突下轻度

压痛, 无反跳痛及肌紧张, 移动性浊音阴性, 肠
鸣音5次/min. 肝功能示: TBIL 233 μmol/L, DBIL 
101 μmol/L, IBIL 132 μmol/L, ALT 259 U/L, AST 

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京
积水潭医院消化
科
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■同行评价
本文病例罕见, 具
有一定的临床借
鉴价值.

234 U/L, ALP 1 730 U/L, GGT 1 172 U/L. 腹部

B超提示: 胆总管内留置管、胆总管近端最宽处

约2.8 cm肝内胆管明显扩张最宽处约1.6 cm提示

肝内外胆管、主胰管最宽处约0.85 cm明显扩张. 
胸片提示: 镜面右位心, 胃泡位于右膈下. 诊断: 
十二指肠乳头腺癌、全内脏转位. 考虑患者支

架已堵塞, 拟行经内镜置支架治疗. 
常规术前准备下, 首先取常规的左俯卧位, 

插镜进入胃腔后见胃的走行与正常进镜相反, 
胃部标记不明显, 勉强进镜到达十二指肠后, 需
要推镜身使十二指肠镜弯曲才能看到乳头, 乳
头距镜身较远, 不易调整、固定乳头位置, 插管

方向不能与胆管走行同轴, 诊断和治疗极其困

难. 退出内镜后使患者体位改为右俯卧位重新

进镜, 术者改为右手持镜, 方向与正常进镜呈

180度旋转, 到达胃体部, 远处为胃角侧面像, 镜
头向上反转, 则见胃角正面像, 上方为胃体部, 
下方为胃窦部, 到达十二指肠球部, 再稍进境, 
并将镜身逆时针旋转约60度后, 再进镜看到乳

头后拉直镜身, 先行选择性胆管插管,待导丝越

过梗阻段先抽出墨绿色胆汁约40 mL后注入适

量30%泛影葡胺造影,见胆总管下段梗阻, 梗阻

段以上肝内外胆管扩张, 考虑肿瘤长入金属支

架内造成胆管梗阻, 再循导丝用推送器置入一8 
mm×80 mm胆道金属支架, 支架下端位于乳头

下方1.0 cm处, 见有大量墨绿色感染胆汁引出. 
顺利完成内镜操作. 

术后患者未出现出血、胆管炎、胰腺炎等

并发症, 术后第5天复查肝功能结果: TBIL 104.1 
μmol/L, DBIL 60.7 μmol/L, IBIL 43.4 μmol/L, 
ALT 71 U/L, AST 41 U/L, ALP 1 164 U/L, GGT 
639 U/L. 术后恢复顺利, 术后3 wk肝功能各项指

标均降至正常. 

2  讨论

全内脏转位(total situs inversus, TSI)是一种罕见

的常染色体隐形遗传解剖畸形, 其特征是心脏

及腹内脏器与正常解剖位置呈镜像分布[2]. 内脏

转位分为部分转位及完全转位两种, 统计表明

内脏转位中全内脏转位占93.76%±2.2%, 部分

内脏转位占6.3%±2.2%, 以胸腹腔脏器完全转

位较多见. 可能有以下两个原因: (1)胎儿胚胎发

育时旋转障碍所致. 转位原因尚不清楚, 可能与

胚胎发生及胎儿初期发育异常有关; (2)另一原

因可能来自双亲染色体及其运载的基因. 与家族

遗传、染色体结构和数量的改变有关. TSI并不被

认为是恶性肿瘤的危险因素. TSI合并十二指肠乳

头腺癌罕见, 2006年意大利的Tsunoda等[3]报道了

第1例全内脏转位并胆管癌行胰十二指肠切除术

个例, 国内尚未见相关手术报道. Sato等[4]报道了

内脏转位并肝胆管结石病例. 本病例患者直系亲

属中未见有全内脏转位者. 对于伴有全内脏转

位患者行经内镜逆行胰胆管造影术(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP), 尚
无文献报道. 

术者尝试了左俯卧位与右俯卧位对于患者

行ERCP的区别, 应用常规的左俯卧位, 有以下

几个困难: (1)十二指肠镜在刚进入胃腔后, 由
于胃体不易进入, 内镜容易在胃底部结袢; (2)
由于胃角等胃部标记不明显, 进入胃窦和发现

幽门困难; (3)由于角度相反, 通过幽门后内镜进

入十二指肠降部困难; (4)乳头位置不好摆在内

镜视野的中央, 由于乳头距镜身较远而且不易

调整、固定乳头位置, 插管方向与胆管走行不

在同一轴线, 插管造影等操作不易成功. 采取右

俯卧位时, 困难在于术者在进镜的过程中是右

手持镜, 打钮不方便, 特别困难时可以让助手帮

助进镜. 但由于方向的纠正使得进镜、拉直镜

身非常顺利, 乳头的位置和正常一样, 操作变得

非常顺利. 笔者建议术前应对患者进行评估, 如
果发现有完全内脏转位, 应采用右俯卧位, 内镜

主机的位置完全相反的情况下完成. 设备的放

置、术者助手的站位, 皆与正常情况的方向相

反, 给手术操作带来不便, 但只要仔细、谨慎操

作且不拘泥于常规, 可顺利完成手术. 
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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8月18日; 19(23): 2508-2512
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
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材

料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号

一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1
格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》
将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、
作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2011年国内国际会议预告

2011-08-20/22
第十五次全国中西医结合儿科学术会议
会议地点: 兰州市
联系方式: zxyek@sina.com

2011-08-26/27
第四届福瑞肝纤维化论坛
会议地点: 上海市
联系方式: bstract@cosoman.com

2011-08-31/09-02
腹腔间室综合征的护理进展
会议地点: 延吉市
联系方式: qiyan68@126.com

2011-09
中华医学会超声医学分会第十一次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: http://www.nccsum.org/

2011-09-14/17
第六届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 兰州市
联系方式: office@cnsld.org

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451

2011-09-16/18
第七届全国消化系统中晚期恶性肿瘤学术年会
会议地点: 济南市
联系方式: xiaohuahuiyi@126.com

2011-09-24
2011中国消化病学大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-09-25/26
2011北京消化内镜节
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-10-07/09
第八届亚太肝病学会主题会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@apaslstc.org

2011-10-13/16
2011年亚太地区国际肿瘤生物学和医学学术会议
会议地点: 上海市
联系方式: clinimmunchina@yahoo.com

2011-10-14/16
中华医学会第五次全国艾滋病、病毒性丙型肝炎暨全国
热带病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: www.nccsid.org

2011-10-21/23
中华医学会病理学分会第十七次学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: leighdai@cma.org.cn

2011-10-22/26
第19届欧洲肠胃病学联合组织(UEG)会议周
会议地点: 斯德哥尔摩
联系方式: uegw2011@cpo-hanser.de

2011-10-28/11-02
2011美国胃肠病学会年度科学会议
会议地点: 华盛顿
联系方式: annualmeeting@acg.gi.org

2011-11-04/08
第62届美国肝病研究学会(AASLD)年会
会议地点: 旧金山
联系方式: medical_conference@263.net 

2011-11-18/23
第十一届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2011全
国内镜/介入/放疗新技术国际论坛
会议地点: 北京市
联系方式: doctor302@163.com

2011-11-25/27
2011年全国消化道静脉曲张及其伴发消化疾病内镜诊治
研讨会
会议地点: 西安市
联系方式: 2011varices@sina.com

2011-12-08/11
第11次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: csgdabstract@126.com

2011-12-09/11
江苏省第四次胃肠外科学术会议
会议地点: 南京市
联系方式: jswcwk@yahoo.com.cn
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白爱平 副教授

南昌大学第一附属医院消化内科

陈贻胜 教授

福建省立医院消化内科

党双锁 教授

西安交通大学第二医院感染科

高润平 教授 

吉林大学第一医院肝病科

高泽立 主任医师

上海交通大学医学院附属第九人民医院周浦分院消化科

戈之铮 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院消化科

何松 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

江米足 教授

浙江大学医学院附属儿童医院儿科

姜慧卿 教授  

河北医科大学第二医院消化科

李华 副教授

中山大学附属第三医院肝脏外科 

李晟磊 副主任医师  

郑州大学第一附属医院病理科

梁力建 教授 

中山大学附属第一医院肝胆外科

廖家智 主治医师 

华中科技大学同济医学院附属同济医院消化内科

刘超 副教授

中山大学孙逸仙纪念医院肝胆胰外科

禄韶英 副主任医师

西安交通大学医学院第一附属医院普外科11病区

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

倪润洲 教授

南通大学附属医院消化内科

欧希龙 副教授  

东南大学中大医院消化科            

齐清会 教授

北京协和医院肝外科

施诚仁 教授

上海交通大学医学院附属新华医院小儿外科

唐世刚 教授

大连大学附属中山医院内科

田文静 副教授 

哈尔滨医科大学公卫学院

王富春 教授

长春中医药大学针灸推拿学院

王江滨 教授 

吉林大学中日联谊医院消化内科 

谢敏 主任医师
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