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Abstract
Gastric cancer is one of the most common and 
poor-prognosis malignancies worldwide. As 
the life expectancy increases, the incidence 
rate increases in patients abover 65 years old. 
Because of the physiological and psychological 
specialty, the general condition, cardiovascular 
and respiratory function, and complications 
of the elderly should be comprehensively 
evaluated when drug treatment was performed. 
In this article, we reviewed the chemotherapy-
associated problems, therapeutic strategies and 
application of individulized treatment in clinics. 

Key Words: Elderly patient; Gastric cancer; Chemo-
therapy

Gong JF, Shen L. Drug treatment of gastric cancer in 
elderly patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(22): 2443-2447

摘要
胃癌是恶性度高、发病率高、死亡率高的肿

瘤之一, 发病率在65岁以后有明显升高. 由于
老年患者具有独特的生理及心理特点, 接受药
物治疗时应综合评估老年患者的一般状况、

心肺功能及合并症等以估计化疗的耐受性. 本
文围绕老年胃癌患者的化疗问题, 详细介绍化
疗策略及注意事项, 同时深入探讨个体化治疗
策略在老年胃癌治疗中的应用及价值. 

关键词: 老年人; 胃癌; 化学治疗
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0  引言

我国是胃癌高发地区, 其死亡率居肿瘤相关死

亡的第2位. 根据美国SEER的调查结果, 胃癌

的发病率在65岁有明显的升高, 且随着年龄的

增加而逐渐增加[1]. 现如今平均寿命越来越长, 
我国老年胃癌的发病率也越来越高, 据吴春晓  
et al [2]统计, 2002-2004年上海65岁以上的胃癌

病例占62.79%, 且随年龄的增加而比例增大, 在
80-84岁组达到高峰. 

老年胃癌患者临床症状无明显特异性, 早诊

困难, 诊断时多属进展期[3]. 化疗是老年患者必

须面对的选择. 老年患者随着年龄的增加, 各脏

器的储备功能越来越差, 且很多老人合并多种

疾病, 需合用多种药物, 药物的吸收、分布及代

谢都有明显的改变, 不良反应也有所增加; 这为

药物治疗带来困难. 

1  老年胃癌患者的药物治疗选择

1.1 姑息化疗 胃癌化疗全部来源于循证医学证

据, 主要对象为晚期胃癌患者, 以缓解症状、提

高生活质量为主要目的, 进而达到延长生存期的

目的. 但诸多的临床研究并不包括老年患者, 所
以目前国际上用于胃癌患者的化疗方案仅适用

一般人群, 是否适用老年患者尚有待进一步确

证, 但其他肿瘤像结直肠癌以及现在一些小样本

的临床研究以及临床实践等经验和证据, 可以给

www.wjgnet.com
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我们许多借鉴和依据.    
1.1.1 联合化疗: 对于进展期胃癌, 只要患者情

况允许, 多考虑联合化疗[4], 包括三药联合: 目
前达成共识的方案有ECF、DCF以及相关的改

良方案; 或二药联合: Folfox、TX、DX、CX等. 
(1)ECF方案: 已有多项Ⅲ期临床试验显示ECF方
案优势[5], 但他们均未对年龄进行亚组分析, 英国

Bamias et al [6]在Ⅱ期临床试验中应用ECF方案治

疗中位年龄为59岁, 最高年龄达79岁, 毒副反应

为轻-中度. 在此基础上, 考虑顺铂的肾毒性, 可
以选用小剂量顺铂分次用的改良模式. REAL2随
机对照临床研究[7]比较ECF、EOF、ECX和EOX
四种方案, 发现卡培他滨与奥沙利铂替代5-FU
和顺铂后(EOX方案), 比ECF的疗效更优安全性

更好, 所以EOX方案可能更适于老年患者. 但这

些方案都含有表阿霉素, 有一定的心脏毒性, 老
年患者应用时应密切监测心电图及心功能变化, 
必要时加用保护心脏的药物. 如合并心血管基

础疾病, 应慎重选用此联合方案. (2)FP方案: 对
于因为心脏原因而不能使用表阿霉素的老年患

者, 也可以选择5-FU和CDDP的联合方案. 韩国

和日本等临床试验[8-10], 发现年龄大于61岁与年

龄≤60岁两组患者在近期有效率及中位生存期

上无明显统计学差异. 大剂量顺铂具有耳、肾毒

性, 需大量水化, 对心脏有一定负担; 而小剂量分

次应用的顺铂耐受性好, 无须水化, 且对5-FU具

有生化调节作用, 可以增强5-FU的作用, 而且临

床医生可以根据患者的疗效及毒副反应, 随时调

整, 或适当减低单次药物剂量, 避免对患者产生

不必要的损害, 所以适于老年胃癌患者. (3)DCF
方案: V325 Ⅲ期试验[11], 发现多西他赛联合FP组
成的DCF方案, 其有效率、TTP和OS均优于FP
组, 该研究中老年患者(≥65岁)109人, 占24%, 但
该方案显示了较严重的不良反应, 特别是3-4度
的骨髓抑制和粒细胞减少相关性发热. 亚洲多个

试验也得出了相似的结论, 所以对于老年患者

要慎用. 但多西他赛是一很好的药物, 可以分别

选择联合氟尿嘧啶类药物或顺铂, 如多西他赛

30 mg/m2第1天, 第8天分次用, 并联合卡培他滨

的方案, 可以达到保证疗效的同时, 不增加毒性

反应. (4)紫杉醇为基础的化疗方案: 紫杉醇与多

西紫杉醇结构类似, 均作用于微管蛋白, 对胃癌

的治疗很有前景, 目前虽无紫杉醇联合化疗的大

规模研究, 但小剂量每周方案紫杉醇[12], 近期有

效率可达50%以上, 毒副反应较轻, 与卡培他滨

联合有协同作用. 对于老年胃癌患者, 除急性过
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敏反应外, 紫杉醇还需要特别关注心肌毒性和肺

毒性(尤其慢性肺病患者)等, 虽然发生率很低, 但
由于部分老年患者存在的基础疾病可能会加重

这些严重反应, 所以应注意监测患者的心肺功

能, 充分评估患者对化疗的耐受性, 并可通过适

当减低剂量强度, 改变用药时间和方法等, 探索

出适合老年患者的应用方法. (5)奥沙利铂为基础

的化疗方案: 奥沙利铂与顺铂相比, 其水溶性好, 
使用方便, 与5-FU联合应用组成的FOLFOX4、
FLO方案具有协同作用. 在多个治疗老年胃癌的

小样本Ⅱ期临床研究中[13-14], 显示了很好的效果. 
近期JCO报道了晚期胃癌化疗的FLO VS FLP(5-
FU联合DDP)的Ⅲ期多中心随机对照临床试验结 
果[15], 该试验入组220例晚期胃腺癌患者, 中位

年龄64 岁, 特别对于>65岁的患者(共94例), FLO
组的有效率(41.3% vs  16.7%; P  = 0.012), 治疗

失败时间(5.4 mo vs  2.3 mo; P<0.001)、PFS(6.0 
mo vs  3.1  mo; P  = 0.029)和OS(13.9 mo vs  7.2 
mo)明显优于FLP组, 而不良反应相似. 这些结

果显示, 奥沙利铂与5-FU/LV联合方案疗效确

定, 毒副反应轻微, 适于老年患者, 但应注意老

年患者脏器基础功能下降, 应激能力差, 应高

度重视奥沙利铂所致的急性神经毒性, 严密监

护, 及时治疗. (6)卡培他滨及S-1为基础的化疗

方案: 对于老年患者, 由于静脉持续静点5-FU
所需的深静脉置管出现血栓风险较高 .  因此

选择口服的氟尿嘧啶类药物治疗的安全性较

好, 且患者无需住院, 提高了生活质量. 卡培他

滨进入体内后, 先在肿瘤组织中转化为5-F U, 
其代谢的重要酶是胸腺嘧啶核苷酸磷酸化酶

(TP), 实验表明, 奥沙利铂、紫杉醇、多西紫杉

醇可明显上调TP活性, 故联合应用这些药物可

以增加卡培他滨的抗癌作用. Kang et al [16]及Jin  
et al [17]报道了XP(卡培他滨联合DDP) vs  FP的研

究结果, 证明卡培他滨与顺铂联合应用, 有效率

高于5-FU联合DDP方案. Lee et al [18]用此方案一

线治疗胃癌患者, 在进行亚组分析时, 有118例
≥54岁的患者, 其TTP 6.7 mo, OS 10.9 mo, 与年

轻患者无明显差异. 这些结果表明, XP方案近

期疗效确切, 毒副反应轻微, 可应用于老年患者. 
TS-1(替吉奥胶囊)是一种氟尿嘧啶衍生物口服

抗癌剂, 给药方便、安全, 他包括替加氟(FT)和
以下两类调节剂: 吉美嘧啶(CDHP)及奥替拉西

(Oxo). 常与顺铂联合应用. 目前只在在日本等少

数国家上市, 单药治疗有效率30%左右, 中位生

存期为10 mo左右[19]. 但与卡培他滨之间尚缺乏
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大样本随机对照临床比较, 且TS-1还未在国内上

市, 以TS-1为基础的联合治疗目前尚无大样本临床

证据, 应用时应注意腹泻、乏力等副反应等. (7)依
立替康为基础的化疗方案: 伊立替康是一种TOPO
异构酶Ⅰ抑制剂, 对于老年患者, 目前缺乏充分的

临床循证医学证据[20-21], 而且依立替康可导致迟发

性腹泻等特殊的毒副反应, 老年患者应慎用. 
1.1.2 单药化疗: 单药治疗胃癌的有效率较低, 毒
副反应偏低, 推荐用于不能耐受常规剂量联合化

疗时. 对进展期胃癌一般不用单药治疗. 但近年

来一些新药的应用, 明显提高了近期有效率. 因
此, 根据老年胃癌患者的身体情况, 参考药物的

药代动力学及毒副反应谱, 选择合适的单药也可

达到与联合化疗相似的效果. Kang et al [22]针对老

年转移或复发的胃癌患者进行了多中心、随机

Ⅱ期临床试验. 所有入组患者年龄均≥65岁, 中
位年龄70.5-71岁, 其中卡培他滨组共46人, T-S1
组45人, 疾病控制率分别为68.1%和68.9%, 中位

生存期分别为10.0和7.9 mo. Ⅲ度以上中性粒细

胞减少分别为6.8%和4.8%; 衰弱(0% vs  7.2%); 食
欲减退(6.8% vs  9.5%); 腹泻(2.3% vs  0%); 手足综

合征(6.8% vs  0%). 该研究结果提示针对老年胃

癌患者两药单用能达到很好的疗效, 而且耐受性

好. 其他如紫杉类药物的单独使用在老年患者中

也可能有一定的疗效且安全性良好. 
1.1.3 分子靶向治疗: 是近年来在治疗恶性肿瘤

中出现的新治疗手段. 目前处于早期临床试验

中, 尚未有充分的循证医学证据证实其在胃癌治

疗领域中的作用. 对于老年胃癌患者临床试用期

间, 应严密观察一些靶向药物特殊的毒副反应, 
如Avastin可出现血管栓塞, 出血等. 
1.2 辅助化疗 术后辅助治疗一直以来存在诸多

争议, 但目前基本倾向是对局部进展期(Ⅱ-Ⅲ期)
胃癌术后采用辅助化疗, 对于老年患者, 在选择

化疗药物和方案时一定要特别关注安全性, 如不

能保证安全, 宁可不做辅助化疗. 对Ⅱ期患者以

单药为主, 可选择口服药物如卡培他滨, TS-1(替
吉奥)等, Ⅲ期以上患者可以选择联合化疗方案, 
具体可以参考姑息化疗方案, 但也多以两药联合

为主, 而且在治疗过程中密切观察, 随时根据患

者的不良反应和体力状况、各脏器功能状况来

调节剂量和给药方法. 
1.3 新辅助化疗 还没有大规模的临床试验结果, 
但我们在临床实践中, 曾有部分患者在联合化疗

后进行了手术治疗, 获得了长期生存. 但仅属小

样本临床试验. 对于一般状况及各脏器功能较好

的患者可在适当时机进行, 方案可选择毒副作用

小、近期疗效高的药物联合治疗, 但一定要注意

老年患者化疗后应激能力减低, 手术风险进一步

增加的可能, 所以要特别慎重选择新辅助化疗.

2  不良反应的处理

恶心, 呕吐易导致老年人脱水, 电解质失衡, 营
养状况下降, 引发恶性循环; 所以强调的是预防

为主, 及时治疗, 同时注意止吐药物带来的不良

反应, 如腹胀、便秘等. 骨髓抑制是许多化疗药

物的毒副反应, 老年患者的骨髓储备功能往往

明显下降, 特别是多程化疗或二线化疗, 应特别

注意监测, 及时使用G-CSF及支持治疗. DDP等
容易引起肾毒性, 老年人肾小球滤过率较年轻

人下降, 化疗期间要特别注意避免应用具有肾

毒性的头孢菌素, 氨基糖甙类抗生素及噻嗪类

利尿剂. 阿霉素, 紫杉醇等易致心脏毒性, 老年

人用药前须做心电图等检查, 注意隐匿性冠心

病的可能; 化疗过程中要注意监护, 同时注意药

物累积毒性, 急性超敏反应等, 应做好预处理, 
糖尿病患者应注意激素引发的高血糖, 加强监

护, 早预防早治疗.

3  治疗中存在的问题

目前老年胃癌治疗中存在的一些问题: (1)化学

治疗实施过程中还要关注老年患者的心理特点

及生活质量, 要选择副作用小, 对重要脏器功能

影响小的药物, 必要时可以选择单药. 若联合用

药应适当调整剂量. 老年人难以耐受多疗程足

剂量的化疗. 另外, 老年人记忆力减退, 多需要

家人照顾, 因此在化疗方案的选择上要注意安

全性、耐受性和高效性之间的平衡, 以适应老

年患者的身体状况和生活模式. (2)临床试验: 利
用新药、设计新的高效低毒的治疗方案已成为

老年晚期胃癌研究的热点. 虽然目前许多临床

试验已不再将年龄作为限制条件, 但由于医生

对新药安全性等方面的考虑, 老年患者接受临

床试验用药的机会较小, 且老年人对于临床试

验的理解度和接受度减低, 因此大部分的老年

患者被排除在新药临床试验之外[23], 使得老年患

者的临床数据较少. 实际上对于一般状况较好

的老年患者, 只要在严密观察的情况下, 并仔细

全面的评估患者脏器功能和患者的耐受性, 完
全可以参加新药或新方案的临床试验, 为临床

治疗提供高质量的用药参考, 当然最好是在获

得一般人群的安全资料的前提下进行. (3)知情
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同意: 老年人对生活质量的要求较高, 而多数家

属由于顾虑, 而要求医师向患者隐瞒病情, 由此

患者的依从性明显降低. 因此建议临床医师多

与患者及家属交流, 以期达到一致的意见, 有利

于药物治疗的实施. 

4  结论

老年胃癌的药物治疗还没有规范化的方案可供

参考, 随着人们生活质量的提高, 平均寿命越来

越长, 在化疗时首先考虑的应是各脏器的功能

年龄而不单单是生理年龄. 故对于化疗应抱着

谨慎而仍然积极的态度, 全面评估化疗副反应

以及化疗相关死亡与获益的轻重, 制定个体化

的治疗方案. 相信随着对老年胃癌诊治过程中

存在问题的深入研究, 老年胃癌的药物治疗也

将登上新的高度.
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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. (常务副总编辑: 张海宁 2008-08-08)
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Abstract
AIM: To develop a mouse model of hepatitis B 
virus (HBV) infection by hydrodynamic method 
and to observe the inhibition and replication of 
HBV induced by pSiHBV/P in the model.

METHODS: Hydrodynamic method was used to 
establish the model of HBV infection in Balb/c 
mice. pHBV1.3 was injected into the mice via 
tail veins together with pSiHBV/P, which could 

specifically target the P gene sequence of HBV 
by synthesizing small interfering RNA (siRNA) 
in vivo. On the 6th day of transfection, blood 
samples liver specimens were collected. Serum 
HBsAg were analyzed by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA), and the contents 
of HBsAg and HBcAg in liver specimens were 
measured by immunohistochemical staining. 
HBV DNA and mRNA levels were detected by 
fluorescence quantitative polymerase chain reac-
tion (FQ-PCR) and semi-quantitative RT-PCR.

RESULTS: The mean levels of serum HBsAg ex-
pression in the infected group, the irrelative in-
terference group and the pSiHBV/P interfering 
group were 9.11 ± 3.34, 8.19 ± 5.41 and 1.94 ± 1.78, 
respectively. The HBV DNA loads were reduced 
by 33% in the pSiHBV/P interfering group, sig-
nificantly lower than that in the infected group 
(2.91 ± 0.55 vs 4.32 ± 0.57, P < 0.05). The count of 
HbsAg- or HbcAg-positive cells in the pSiHBV/
P interfering group was lower than that in the 
control groups. The levels of 3.5 kb mRNA and 
S-mRNA in the pSiHBV/P interfering group 
were reduced remarkably in comparison with 
those in the infected group and the irrelative in-
terference group (0.48 ± 0.19 vs 1.06 ± 0.40, 0.88 ± 
0.54; 0.46 ± 0.18 vs 1.05 ± 0.38, 0.90 ± 0.51; all P < 
0.05).

CONCLUSION: RNAi can inhibit HBV expres-
sion and replication effectively and specifically 
in vivo.

Key Words: Hepatitis B virus; Models; Animal; Gene 
therapy; RNA interference

Gao HY, Zhang JJ, Yang XD, Wang DL, Bian TR, Yang 
AL, Xia JY, Geng Y, Huang F. RNA interference targeting 
polymerase inhibits the expression and replication of 
hepatitis B virus in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(22): 2448-2452

摘要
目的: 利用流体动力学法构建小鼠HBV感染
模型, 观察pSiHBV/P在体内对HBV的抑制作用. 

方法:  以流体动力学法构建小鼠H B V感染

®

■背景资料
虽然普及乙肝疫
苗 以 来 ,  病 毒 携
带者及急慢性肝
炎患者数量已有
明 显 下 降 ,  但 目
前对于已携带有
HBV的患者并无
治疗良策. 自1990
年发现RNA干扰
(RNAi)这一现象
以来 ,  RNAi已被
广泛应用于基因
功能、抗病毒治
疗和信号转导系
统上下游分子相
互关系的研究.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室
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模型, 将pSiHBV/P与pHBV1.3尾静脉共注射
Balb/c小鼠. 转染后第6天, 用酶联免疫分析法
检测小鼠血清乙肝表面抗原(HBsAg), 用荧光
定量PCR检测血清HBV DNA的水平, 用免疫
组织化学方法检测肝内HBsAg、乙肝病毒核
心抗原(HBcAg)的表达, RT-PCR法半定量检
测肝内HBV 3.5 kb mRNA、S-mRNA及0.7 kb 
mRNA的水平.  

结果: 感染组和无关干扰组血清H B s A g表
达量平均值分别为9.11±3.34和8.19±5.41, 
pSiHBV/P干扰组平均值1.94±1.78; pSiHBV/
P干扰组血清中HBV DNA的含量较感染组明
显下降(2.91±0.55 vs  4.32±0.57, P <0.05), 抑
制率为33%; 干扰组肝细胞中HBsAg和HBcAg
阳性细胞数较对照组明显减少; 干扰组3.5 kb 
mRNA、S-mRNA的水平较感染组和无关干
扰组均有明显下降(0.48±0.19 vs  1.06±0.40, 
0.88±0.54; 0.46±0.18 vs  1.05±0.38, 0.90±
0.51, P <0.05).

结论: RNAi技术在体内能高效、特异地抑制
小鼠体内HBV.

关键词: 肝炎病毒; 模型; 动物; 基因治疗; RNA干扰

高海燕, 张建军, 杨向东, 王道理, 卞铁荣, 阳艾玲, 夏纪毅, 耿

颖, 黄飞. 聚合酶RNA干扰对小鼠体内乙型肝炎病毒的抑制作
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是一

个严重的公共卫生问题, HBV感染后不仅可以

引起急、慢性肝炎, 而且与肝硬化、肝癌的发

生、发展有密切的关系. HBV基因紧密而高效, 
且易发生变异. 目前抗病毒治疗所使用的药物

主要是干扰素和核苷类似物, 疗效尚不满意, 研
究新的治疗方法仍是当前的难点和热点. RNA
干扰技术的出现为抗HBV治疗的研究提供了新

的选择. 在本实验室成功应用HBV P基因区特异

的小干扰RNA质粒(pSiHBV/P)在体外抑制HBV
的基础上, 本研究应用流体动力学法[1]建立小鼠

HBV感染模型, 观察pSiHBV/P在体内对HBV复

制和表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 3-4 wk龄Balb/c小鼠36只, ♂, 体质量

18-22 g, 清洁级, 购于成都达硕生物科技有限公

司. pHBV1.3为含1.3倍HBV ayw型全基因组真

核表达载体, pSiGFP为针对绿色荧光蛋白GFP的
siRNA转录载体, 由重庆医科大学病毒性肝炎研

究所惠赠. pSiHBV/P为针对HBV P基因的发夹状

siRNA转录载体, 由本实验室构建, 作用靶位为P
读码框起始密码子下游含19个碱基序列的寡核

苷酸链CGCAGGATAACCACATTGT(1012-1030). 
两条寡核苷酸链: 正义5'-TCGAGCGCAGGATA
ACCACATTGTTTCGACAATGTGGTTATCCT
GCGTTTTT-3'; 反义链5'-CTAGAAAAACGCA
GGATAACCACATTGTCGAAACAATGTGGTT
ATCCTGCGC-3'. HBsAg诊断试剂盒为上海实

业科华生物技术有限公司产品. HBV DNA荧光

定量PCR试剂盒为上海申友生物技术有限责任

公司产品. 鼠抗-HBs mAb(其二抗为羊抗鼠IgG-
HRP多聚体)、兔抗-HBc多克隆抗体(其二抗为

羊抗兔IgG-HRP多聚体)、PV-6001/6002二步法

免疫组化检测试剂盒为北京中杉金桥生物技术

有限公司产品. 小量不含DNA的总RNA抽提试

剂盒为上海华舜生物工程有限公司产品. 逆转录

试剂盒为Fermentas公司产品. iQTM SYBR Green 
Supermix为Bio-Rad公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 模型建立及取材: 将Balb/c小鼠随机分为

6组, 每组6只. A组为感染组, 注射pHBV1.3(20 
µg); B组为pSiHBV/P干扰组, 共注射pSiHBV/
P(7.5 µg)和pHBV1.3(20 µg); C组为无关干扰组, 
共注射pSiGFP(7.5 µg)和pHBV1.3(20 µg); D组

为空白对照组, 仅注射0.9%生理盐水(NS)2 mL; 
A-C各组质粒均用0.9% NS稀释, 总量为2 mL. 采
用流体动力学法建立HBV小鼠感染模型, 其原

理是: 快速注射的大剂量溶液, 其总量超过了心

输出量, 溶液储积于上腔静脉, 产生高流体静脉

压, 使质粒DNA较快到达全身各组织, 质粒DNA
与血液的短时间接触避免了血液中核酸酶的降

解, 而肝脏是机体最大的脏器, 组织结构疏松易

于扩张, 基因表达产物最丰富. 流体动力学法是

一种简便有效、安全的外源基因转移方法, 不
需准备载体, 基因表达量较局部注射质粒DNA
法高, 可广泛用于研究基因功能、基因调节、

蛋白结构及功能等许多领域, 尤其对于嗜肝表

达基因更显示出优越性. 本实验中操作要点: 将
计算的溶液总量, 用45 mm头皮注射针经小鼠尾

静脉6 s内注射完毕. 注射后第6天, 摘除小鼠眼

球取血, 分离血清. 处死小鼠, 取出肝脏, 切取数

个约30 mg的组织块立即冻存于液氮中; 切取5 
mm×6 mm大小的组织块, 40 g/L多聚甲醛固定.

■研发前沿
R N A i 抗 H B V 有
显著的应用前景. 
HBV复制过程中
有 4 种 m R N A 产
生, 且4种之间具
有重叠读码框. 因
此, 应用RNAi技
术抗HBV已成为
RNAi抗病毒作用
的研究热点, 多个
研究小组已经在
细胞水平或动物
体内取得了一定
成果.
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1.2.2 血清HBsAg和HBV DNA的检测: 用酶联免

疫吸附测定(ELISA)法检测, 用HBV DNA荧光定

量PCR试剂盒检测, 具体方法见试剂盒说明书.
1.2.3 肝内HBsAg、HBcAg的检测: 肝组织常规

石蜡包埋、切片, 采用北京中杉金桥生物技术

有限公司PV-6001/6002二步法免疫组化检测试

剂盒, 按照说明书操作, 二步法免疫组织化学

法检测并进行二氨基联苯胺(DAB)染色, 苏木

素复染. 用光学显微镜观察肝组织中HBsAg和
HBcAg的着色情况: 每只小鼠取4张肝组织切片, 
每张切片观察5个400倍视野, 每个视野计数100
个细胞中的HBsAg和HBcAg阳性细胞数, 取其

平均值.
1.2.4 肝内HBV mRNA的检测: 针对HBV 3.5 kb 
mRNA基因区(C区)的引物(预期产物186 bp): 上
游引物为5'-CTGGGTGGGTGTTAATTTGG-3', 
下游引物为5'-TAAGCTGGAGGAGTGCGAA
T-3'; 针对HBV S基因区的引物(预期产物245 
bp): 上游引物为5'-TTCCTAGGACCCCTTCT
CGT-3', 下游引物为5'-AGCAGCAGGATGAA
GAGGAA-3'; 针对HBV 0.7 kb mRNA基因区

(X区)的引物(预期产物466 b p): 上游引物为

5'-CATGGCTGCTAGGCTGT-3', 下游引物为5'-T
TAGGCAGAGGTGAAAAAG-3'; 针对内部参照

β-肌动蛋白基因的引物(预期产物294 bp): 上游

引物为5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGC-3', 下
游引物为5'-TCATGAAGTGTGAGGTTGAC-3'. 
提取肝组织总RNA, 用RT-PCR法, 插入SYBR 
Green荧光染料, 半定量检测肝内HBV 3.5 kb 
mRNA、S-mRNA及0.7 kb mRNA的水平. 逆
转录以试剂盒中OligoT为引物, 40 µL体系, 在
RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase作用

下, 反应60 min. 各反应管放入iCycler荧光定量

PCR仪(Bio-Rad), 按下列条件扩增: 95℃ 3 min→
(95℃ 30 s→58℃ 30 s→72℃ 1 min)×40 cycles. 
并在PCR循环第二步58℃时收集荧光信号, 由计

算机软件自动分析计算出Ct值. 用比较阈值法计

算出每个标本目的基因的相对表达量(2-△△Ct). 取
5 µL PCR扩增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 由SPSS 
13.0统计软件处理, 采用完全随机设计的多组间

方差分析得出P值. P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 RNA干扰对小鼠血清中HBsAg的抑制作用 
HBsAg S/N值≥2.1为阳性. 感染组和无关干扰

组血清HBsAg均为阳性, 表达量接近, 平均值

分别为9.11±3.34、8.19±5.41; pSiHBV/P干扰

组较以上两组明显降低(P <0.05), 平均值1.94±
1.78; 空白对照组均为阴性. 以上结果说明pSi-
HBV/P能抑制血清HBsAg的表达.
2.2 RNA干扰对小鼠血清中HBV DNA的抑制作

用 通过荧光定量PCR分析, 用HBV DNA拷贝数

的log值进行统计. 抑制率 = [1-log(治疗组拷贝

数)/log(感染组拷贝数)]×100%. 结果显示, pSi-
HBV/P干扰组血清中HBV DNA的含量较感染组

明显下降(P <0.05), 抑制率为33%, 而无关干扰组

则无明显抑制作用. 空白对照组未检测到HBV 
DNA(表1).
2.3 RNA干扰对小鼠肝内HBsAg、HBcAg的抑

制作用 免疫组织化学检测结果显示, HBsAg在
感染细胞胞质中呈弥漫性着色, 而HBcAg主要

位于感染细胞的细胞核内, 核周胞质也有阳性

着色. 感染组和无关干扰组肝内HBsAg、HBcAg
的表达无明显差异, pSiHBV/P干扰组较感染组和

无关干扰组均有明显下降(P <0.05), 空白对照组

肝细胞内无HBsAg、HBcAg的表达(表2, 图1-3).
2.4 RNA干扰对HBV mRNA的抑制作用 RT-
PCR结果示, 感染组和无关干扰组HBV 3.5 kb 
mRNA、S-mRNA、0.7 kb mRNA的水平无明显

差异,  pSiHBV/P干扰组3.5 kb mRNA、S-mRNA
的水平较感染组和无关干扰组均有明显下降

(P <0.05), 0.7 kb mRNA的水平与感染组和无

■相关报道
2006年 ,  潘金水 
et  al 在《世界华
人消化杂志》发
表了 “RNA干扰
抑制HepG2-N10
细胞系中HBV基
因表达及复制”. 
该研究中涉及针
对HBV S基因的
s i R N A ,  该 位 点
同时也在P区. 在
细 胞 实 验 中 ,  观
察到培养上清中
HBsAg、HBeAg
显 著 减 少 ;  也 发
现了RNA干扰对
H B V 转 录 产 物
mRNA的抑制.

表 1 RNA干扰对小鼠血清中HBV DNA的抑制作用 (n  = 6, 
mean±SD)

     
分组           DNA含量                   抑制率(%)

感染组                            4.32±0.57              0

pSiHBV/P干扰组             2.91±0.55            33a    

无关干扰组                     4.09±0.83              5b    

aP<0.05 vs  感染组; bP<0.05 vs  pSiHBV/P干扰组.

图 1 RNA干扰对小鼠肝内HBsAg和HBcAg的抑制作用.
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关干扰组无明显差异, 表明pSiHBV/P能明显

抑制3.5 kb mRNA、S-mRNA, 对0.7 kb mRNA
则无明显抑制作用. 空白对照组未检测到HBV 
mRNA(表3, 图4). RCR扩增产物经20 g/L琼脂糖

凝胶电泳分析结果(图5).

3  讨论

HBV基因组全长3.2 kb, 有S、C、P和X 4个重

叠的开放读码框, P基因区是最大的一个读码框, 
与前S、S、C和X区段均有重叠, 占HBV DNA
基因序列的绝大部分. 其编码的DNA聚合酶与

HBV DNA的复制、逆转录, 以及3.5 kb的前基因

组RNA的消化分解功能有关. 此外, 病毒的DNA
多聚酶为内源性的, 可以修补病毒基因组中的

短链和缺口, 使之成为完整的双链DNA. P基因

区的某些核苷酸的突变或断裂, 可以造成HBV 
DNA多聚酶的表达水平减少或完全终止, 导致

复制缺陷或复制水平的降低. 因此, 我们选择P
基因区作为RNAi抗HBV治疗的靶位. 

本实验通过流体动力学法成功构建了小鼠

HBV感染的动物模型, 为了排除宿主自身免疫

系统的影响, 我们选择病毒复制和表达均稳定

的时间点[2](注射后第6天)来观察siRNA对HBV
的抑制作用. 实验结果表明, pSiHBV/P能有效抑

制血清HBsAg和肝内HBsAg、HBcAg的表达; 
显著抑制HBV DNA复制, 抑制率为33%; 明显

抑制HBV 3.5 kb mRNA、S-mRNA, 而无关干扰

无论在DNA水平、RNA水平, 还是在蛋白质水

平都没产生抑制作用, 说明siRNA的作用具有序

列特异性. 另外, 实验结果提示pSiHBV/P能明显

抑制3.5 kb mRNA、S-mRNA, 对0.7 kb mRNA
则无明显抑制作用, 这与pSiHBV/P的靶位有关. 
HBV的生活史中可转录出4种mRNA, 即3.5、
2.4、2.1和0.7 kb的mRNA. pSiHBV/P的靶序列

位于HBV核苷酸(nt)1012-1030之间, 故对HBV 
3.5、2.4、2.1 kb的mRNA均有抑制作用, 而对

0.7 kb mRNA无直接抑制作用. 目前尚未见国内

外以HBV P区基因为靶点的RNA干扰, 在活体

动物的研究报道. 
近年来RNAi抗HBV的治疗研究已取得了

一定进展. McCaffrey et al的研究已证实RNAi技
术在体内外均有抗HBV作用[3-7]. RNAi抗HBV

■创新盘点
本研究为国内较
早应用流体动力
学法进行外源基
因转移的研究, 尾
静 脉 注 射 含 1 . 3
倍HBV ayw亚型
的pHBV1.3质粒, 
成功构建了小鼠
HBV感染模型, 一
定程度上解决了
长期以来缺乏合
适HBV感染动物
模型的问题.

A B C D

图 2 小鼠肝内HBsAg的表达情况(DAB×400). A: 感染组; B: pSiHBV/P干扰组; C: 无关干扰组; D: 空白对照组.

图 3 小鼠肝内HBcAg的表达情况(DAB×400). A: 感染组; B: pSiHBV/P干扰组; C: 无关干扰组; D: 空白对照组.

A B C D

表 2 RNA干扰对小鼠肝内HBsAg、HBcAg的抑制作用 (n  
= 6, mean±SD)

     
分组          HBsAg                        HBcAg

感染组     7.08±1.90    7.28±1.95

pSiHBV/P干扰组    2.93±1.31a    3.08±1.37a

无关干扰组    6.53±2.77b    6.86±2.74b

aP <0.05 vs  感染组; bP <0.05 vs  pSiHBV/P干扰组; HBsAg或

HBcAg阳性细胞计数(%). 
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具有很多优势: 第一, RNAi具有高度特异性, 即
使仅有一个碱基错配亦可使干扰效应明显下降; 
第二, RNAi具有高效性, 少量的siRNA就可起到

抑制HBV的作用; 第三, 无明显副作用, siRNA本

身片段短, 不会引起非特异性细胞免疫反应; 第
四, HBV全长3.2 kb, 有3.5 kb、2.4 kb、2.1 kb和
0.7 kb 4种转录本, 可提供数百个RNAi的作用位

点, 在选择RNAi靶位时应考虑保守区域, 并可同

时使用多个位点, 则可有效防止病毒变异株的

出现; 第五, RNAi的作用不依赖病毒的复制, 可
以弥补核苷类似物的不足, Li et al [8]用siRNA和

拉米夫定联合抑制HepG2.2.15细胞中HBV的复

制, 取得了比单独应用siRNA或拉米夫定更好的

抑制效果. 
RNAi作为一种新型的抗HBV治疗技术, 展

示了良好的应用前景, 但RNAi要应用于临床, 其
组织靶向性和表达效率、药代动力学及如何选

择最有效的靶序列等问题仍有待解决, 比如本

研究中所采用的质粒载体, 若具有肝器官靶向

性, 则可能提高其效果.
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图 5 RT-PCR扩增产物电泳图. M: Marker; 1-2: 3.5 kb 

mRNA基因区(C基因区)扩增产物; 3-4: S基因区扩增产物; 

5-6: 0.7 kb mRNA基因区(X基因区)扩增产物; 7-8: 参照β-

肌动蛋白基因扩增产物.
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表 3 RNA干扰对HBV mRNA的抑制作用 (n  = 6, mean±SD)

     
分组                3.5 kb mRNA                       S-mRNA                  0.7 kb mRNA

感染组               1.06±0.40                  1.05±0.38                1.06±0.38

pSiHBV/P干扰组              0.48±0.19a                  0.46±0.18a               0.76±0.38

无关干扰组              0.88±0.54b                  0.90±0.51b               0.89±0.44   

aP<0.05 vs  感染组; bP<0.05 vs  pSiHBV/P干扰组.
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图 4 RNA干扰对HBV mRNA的抑制作用.
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Abstract
AIM: To analyze the dynamic changes of 
BMP2 mRNA in liver regeneration process, 
and to investigate the effect of BMP2 mRNA 
on liver regeneration in combination with the 
characteristics of nuclear factor kappa B (NF-κB) 
expression.

METHODS: Fifty-four healthy adult male Wister 
rats were randomly divided into 3 groups: nor-
mal control group (NC, n = 6), sham operation 
group (SO, n = 24), partial hepatectomy group 
(PH, n = 24). Using in situ hybridization and im-
munohistochemistry method, we measured the 
expression of BMP2 mRNA and NF-κB in regen-
erated liver tissue, separately.

RESULTS: BMP2 mRNA was significantly dif-
ferent between the SO and PH group at 6, 12 
and 24 (gray values: 99.74 ± 6.85 vs 114.41 ± 5.12, 
130.59 ± 6.74, 113.74 ± 7.32; all P < 0.05). There 
was no significance between the SO group and 
NC group. NF-κB was negative in the NC group, 
and there was no specific staining at various 
postoperative time points in the SO group. NF-
κB was weakly positive at the initial stage in the 
PH group, and it was increased at 6, 12 and 24 
h (gray values: 96.22 ± 3.12, 89.59 ± 3.24, 83.72 ± 
4.32) (P < 0.05).

CONCLUSION: BMP2 is expressed in normal 
liver tissue of rats, and it displays a trend of in-
crease after an initial decrease in hepatic regen-
eration. NF-κB is not expressed in normal liver 
tissue, but its expression gradually increases 
in the process of liver regeneration. Therefore, 
BMP2 may inhibit liver regeneration.

Key Words: Liver regeneration; Bone morphoge-
netic protein; Nuclear factor-kappa B; In situ  hy-
bridization

Ji WM, Xu CP. Expression of BMP2 mRNA in regenerated 
liver tissue of rats and its significance. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2453-2457

摘要
目的: 在基因水平上观察BMP2在肝组织的表
达和肝再生过程中的动态变化特征, 并结合
NF-κB在肝再生过程中的表达变化特征, 探讨
BMP2对肝再生的影响. 

方法: 健康成年♂Wistar大鼠54只, 随机分为
3组: 正常对照(NC)组, 即0 h组(n  = 6), 假手术
(SO)组(n  = 24), 肝部分切除术(PH)组(n  = 24). 
采用原位杂交和免疫组化的方法分别测定大
鼠再生肝脏组织中BMP2 mRNA和NF-κB的
表达. 

结果: BMP2 mRNA表达在SO组与PH组6、
12、24 h时间点组间存在统计学差异(灰度值: 
99.74±6.85 vs  114.41±5.12, 130.59±6.74, 
113.74±7.32, 均P <0.05). SO组与NC组无统计
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■背景资料
近 年 来 对 B M P s 
的作用进行了大
量的研究, 目前在
Medline中可检索
到4900余条有关
B M P s 研 究 的 文
献, 其中大多数是
关于BMPs与骨组
织尤其是骨组织
再生关系的研究. 
然而, 除骨组织以
外, BMPs还主要
参与其他组织器
官包括肝组织在
内的发育与生长
过 程 .  现 代 生 物
学发展领域的一
个突出主题是相
似的作用途径可
能涉及多种系统, 
BMPs很有可能对
肝脏发挥类似对
骨组织的作用. 因
肝脏类似于骨组
织也具有强大再
生能力, 其再生过
程涉及基因表达, 
生长因子产生及
形态结构塑造等
方面的变化.

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院病理实验
科



学意义. NC组肝组织内NF-κB阴性, SO组术后
各时相点未见特异性染色. PH组NF-κB最初
少量弱阳性表达, 术后6、12、24 h, NF-κB表
达逐步增强, 灰度值降低(96.22±3.12, 89.59
±3.24, 83.72±4.32), 有统计学差异(P <0.05).

结论: BMP2在正常大鼠肝组织中有表达且
在肝再生过程中BMP2表达呈现先减弱后增
强的趋势. NF-κB在正常大鼠肝脏组织中无
表达, 在肝再生过程中NF-κB表达逐渐增强. 
BMP2可能抑制肝再生.

关键词: 肝再生; 骨形成蛋白; 核因子-κB; 原位杂交
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0  引言

骨形态发生蛋白(bone morphogenetic proteins, 
BMPs)又名成骨蛋白(osteogenic proteins, OPs), 
属于转化生长因子β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)超家族. BMPs可调节细胞增殖、分化、

凋亡, 还对组织器官的形态发生, 维持起重要作

用. BMPs除参与骨组织再生外, 还参与其他组织

包括肝组织在内的发育与生长过程[1-2]. 因肝脏

类似于骨组织也具有强大再生能力, BMPs很有

可能对肝脏发挥类似对骨组织的作用. Xu et al [3]

已用免疫组织化学方法在蛋白水平上初步证明

BMP2在肝组织中有表达, 并且与肝再生有一定

的关系, 但还需要进一步研究. 
核因子-κB(NF-κB)是一类主要参与炎性分

子表达调控的转录因子[4], 可被多种炎症刺激物

激活[5]. 然后与靶基因启动子或增强子上的κB位
点结合, 从而启动或增强这些基因的转录[6], 进
而参与组织的损伤过程[7]. 2005年, Yang et al [8]提

出经过70%门静脉分支结扎, 在肝脏中DNA结

合NF-κB的活性部位大大增加, 在肝再生和凋亡

中NF-κB起着重要作用. 以上研究结论说明NF-
κB促进肝脏的再生. 本文旨在探讨BMP2与NF-
κB对肝再生调控的联系及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 BMP2原位杂交试剂盒购于武汉博士德

公司. NF-κB鼠单克隆抗体、山羊血浆封闭液、

生物素羊抗鼠抗体购于Santa Crue试剂公司. 
1.2 方法 
1.2.1 肝再生模型的建立: 健康♂Wistar大鼠54
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只, 体质量180-220 g. 随机分为3组. 正常对照

(NC)组即0 h组6只, 不施加任何处理因素; 假手

术(SO)组24只. 于腹部正中施加3 cm切口暴露腹

腔, 摆动肝脏左叶与中叶, 关闭腹腔; 肝部分切

除术(PH)组24只. 依据Higgins创建的经典方法, 
腹部正中切口进入腹腔, 轻轻挤出肝脏的左叶

和中叶于肝蒂部结扎, 于结扎点远端切除肝脏

的左叶和中叶(切除量约占全肝的68%-70%), 关
闭腹腔.
1.2.2 标本处理: 分别予SO和PH术后0, 6, 12, 24, 
48 h各时间点采用100 g/L戊巴比妥钠(30 mg/
kg)ip麻醉动物, 并开腹取出动物肝右叶(每组于

各个时间点分别处理6只动物). 取肝右叶部分组

织以40 g/L多聚甲醛/0.1 mol/L PBS(pH7.0-7.6)
固定1 h, 常规脱水、浸蜡、包埋, 6 μm切片, 供
原位杂交方法检测用. 和取肝右叶取部分组织

以40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm切片, 供
NF-κB免疫组织化学检测.
1.2.3 原位杂交: 石蜡切片常规脱蜡至水, 30 
mL/L H2O2室温10 min, 滴加30 g/L柠檬酸稀释

的胃蛋白酶, 37℃消化10 min, 10 g/L多聚甲醛

/0.1 mol/L PBS(pH7.0-7.6), 室温10 min, 加预杂

交液, 39℃放置4 h, 加杂交液, 39℃过夜. 37 ℃ 2
×SSC, 0.5×SSC, 0.2×SSC充分梯度洗涤, 加封

闭液37℃ 30 min. 加生物素化鼠抗地高辛37℃ 
60 min. 加SABC 37℃ 30 min. 加生物素化过氧

化物酶37℃ 30 min. PBS洗3 min 3次. DAB显色. 
苏木素复染, 水洗. 酒精脱水. 二甲苯透明, 封片. 
杂交前各步严防RNase污染. 

同时设置空白对照(以PBS代替杂交液与预

杂交液)、阳性对照(用己知有BMP2表达的颌骨

牙骨质化纤维瘤中组织石蜡切片). 阳性标准为

胞质或核周或胞外基质中有棕黄色颗粒状染色, 
阴性标准为胞质或核周或胞外基质中均无棕黄

色颗粒状染色. 
1.2.4 S A B C免疫组化: 石蜡切片常规脱蜡至

水, 15 mL/L H2O2室温10 min, 10 mmol/L枸橼

酸盐缓冲液(pH6.0)煮沸10 min, 滴加正常山羊

血浆封闭液, 室温20 min. 滴加鼠抗NF-κB mAb 
(1∶50), 4℃孵育过夜, 滴加生物素羊抗鼠抗体, 
室温30 min, 滴加预先混合的SABC复合物, 室温

30 min, DAB显色. 苏木素复染, 水洗. 酒精脱水. 
二甲苯透明, 封片. 

同时设置空白对照(以PBS代替第一抗体与

第二抗体)、阳性对照(用己知有NF-κB表达的
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■研发前沿
目前关于BMP2与
肝脏的研究的重
点是BMP2在肝脏
中的作用及信号
传导方式.

■相关报道
2006年, Xu et al
应用免疫组织化
学和免疫印迹分
析BMP2蛋白在大
鼠肝再生过程中
变化趋势 .  提示 , 
正常大鼠肝组织
中有BMP2表达 , 
BMP2可能是抑制
肝细胞生长的因
素, BMP2下调的
表达方式可能在
部分肝切除后肝
再生过程中起重
要作用.
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溃疡性结肠炎大鼠模型小肠组织石蜡切片). 阳
性标准为胞质或核周或核内中有棕黄色颗粒状

染色, 阴性标准为胞质或核周或核内中均无棕

黄色颗粒状染色.
1.2.5 对原位杂交: 免疫组化的片子进行图像灰

度分析, 每张片子测3个视野取平均值. 
统计学处理 使用SPSS13.0统计软件, 数值

以mean±SD表示, 单因素方差分析, P <0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1 BMP2 mRNA原位杂交检测结果 对于实验动

物NC组肝脏组织中BMP2 mRNA在门静脉, 中
央静脉, 汇管区的表达量较多(99.74±6.85), 细
胞质中表达棕黄色颗粒. PH组术后BMP2 mRNA
表达逐渐减少, 6 h为(114.41±5.12), 并在12 h时
减少到最低(130.59±6.74). 随后BMP2 mRNA表

达逐渐增多, 并在48 h表达量接近于NC组(96.16
±6.52). SO组(99.74±6.85)与PH组6, 12, 24 h时间

点组间存在统计学差异. SO组与NC组无统计学意

义(图1-2)(BMP mRNA表达量越多灰度值越低).
2.2 NF-κB免疫组织化学检测结果 正常NC组肝

组织内NF-κB阴性(99.74±3.85), 汇管区的棕色

部位为非特异性着色. SO组(101.08±5.10)术后

各时相点未见特异性染色. PH组NF-κB最初少

量弱阳性表达于术后6 h(96.22±3.12)肝细胞质

与肝细胞核; 12 h NF-κB表达增强(89.59±3.24), 
主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳性表达分布

于肝细胞核; 24 h NF-κB表达(83.72±4.32)进一

步增强, 仍主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳性

表达分布于肝细胞核; 48 h NF-κB多表达于肝细

胞核且强度增加(77.18±3.52), 仍可见少量肝细

胞核有NF-κB表达, 呈散在或小片状分布(图3) 
(蛋白表达量越多灰度值越低).
2.3 BMP2 mRNA与NF-κB的表达变化相关性

分析 大鼠肝脏PH后12 h内NF-κB动态变化与

BMP2动态变化经Pearson直线相关分析, r  = 
-0.860(P <0.05)呈负相关. PH后12 h到48 h内NF-
κB动态变化与BMP2动态变化经Pearson直线相

关分析, r  = 0.821(P <0.05)呈正相关. 

3  讨论

本实验使用原位杂交的方法从基因水平进一步

A B

DC

图 1 PH术后不同时间点BMP2 mRNA的表达变化图(×400). A: NC 0 h; B: PH 6 h; C: PH 12 h; D: PH 48 h.
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灰
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t /h

P = 0.026

P  = 0.001

P  = 0.027 P  = 0.131

surgery
control

图 2 PH术后不同时间点BMP2 mRNA的表达灰度值线性变
化图.

■创新盘点
本研究采用原位
杂交的方法, 进一
步从基因水平上
证实BMP2对肝再
生的影响, 属首次
报道.

■应用要点
研究BMP2对肝再
生的影响, 对于以
后肝硬化, 肝脏肿
瘤, 肝移植等肝脏
方面的疾病的诊
断、治疗、以及
药物的研究都有
很深的影响.
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证实了BMP2 mRNA在肝再生过程中的变化情

况. 对于实验动物肝脏再生过程中BMP2半定量

检测结果是PH组BMP2 mRNA表达逐渐减少, 
并在12 h后减少到最低. 随后BMP2 mRNA表达

逐渐增多, 并在48 h表达量接近于NC组. SO组与

PH组存在统计学差异. SO组与NC组无统计学意

义. 与前期[3]的研究结果相一致. 再次提示BMP2
信号负性调节肝细胞增殖. 

实验P H后6 h残余肝组织可见N F-κ B的

表达及少量核移位的出现, 与细胞质中BMP2 
mRNA表达水平下降的时间点一致; 12 h NF-
κB表达增强, 主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳

性表达分布于肝细胞核. 而12 h细胞质中BMP2 
mRNA的表达呈现最低; 24 h NF-κB表达进一步

增强, 仍主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳性表

达分布于肝细胞核. 24 h BMP2 mRNA的表达开

始增强; 48 h NF-κB多表达于肝细胞核且强度

增加, 此阶段细胞质中BMP2 mRNA的表达已逐

渐接近正常肝组织, 提示PH后残余肝组织在不

同时间点出现NF-κB不同程度的激活, 通过比

较PH后残余肝组织激活型NF-κB蛋白表达的动

态变化与肝组织细胞质中BMP2 mRNA的表达

动态变化, 可推测两者之间有一定的相关关系. 
BMP2 mRNA与NF-κB的表达率做相关性分析, 
据此得出BMP2与NF-κB在肝再生初期即PH后

12 h内呈负相关, 在肝再生后期即PH后12 h到
48 h呈正相关. 在肝再生初期BMP2 mRNA的表

达逐渐减少, 可能BMP2的减少促进肝再生, NF-
κB的表达逐渐增强, 启动或增强相关基因的转

录, 增强肝细胞的分化, 促进肝再生. 肝再生到

一定程度即PH后12 h以后, BMP2 mRNA的表

达开始逐渐增强, 可能BMP2开始逐渐抑制肝再

生. 而NF-κB的表达继续增强且由胞质表达逐

渐转为核内表达, 可能在肝再生后期NF-κB更

多发挥着抑制肝细胞凋亡, 参与肝内炎症过程

的作用. 
目前关于BMP2和NF-κB对于肝再生的联

合作用还没有明确的研究. NF-κB在肝再生过程

中有可能是BMP2基因转录中的一种转录激活

因子[9]. NF-κB是属于转录因子家族, 由5个亚基

p65, c-Rel, RelB, p50和p52组成, 其中p50和p52
早期两个高度同源的成员, 并且是最常见密切

联系的成员. 通过凝胶电泳发现BMP2的nre 1基
因结合了p50和p65的. 而在BMP2启动子中, 邻
近nre 1位点, 有两个重叠sp1的位点被发现. 这可

能的NF-κB的p50和p65和sp1的转录因子相互作

用, 协调BMP2基因调控. 也可能在肝脏的中NF-
κB的p50/p52存在的多余的调节BMP2表达的作

用. 在肝脏NF-κB除了直接调节BMP2基因转录

外. NF-κB还可能通过间接机制和其他转录因子

调节BMP2基因表达. 
以上是对BMP2信号传导的途径的初步研

究, 但BMP2和NF-κB在肝脏再生过程中具体的

调节机制及其信号传导途径尚待进一步研究. 
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; 消化系良性

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

和结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表; (4)邮寄稿件要求Word格式打印, 

并附软盘, 特别鼓励E-mail投稿(以附件Word格式传送); (5)截稿日期: 2008-08-31.

3      联系方式

林海澜 ,  350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院介入科 .  hailan@pub2.fz.fj.cn; 手机: 

13850171973, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

施宏, 350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院内镜科. endoshihong@hotmail.com; 手机: 

13959105615, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

■同行评价
本文内容新颖, 结
果有一定参考意
义, 具有较好的学
术价值.
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hHGF转染HepG2细胞后基因表达谱差异筛选
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Abstract
AIM: To construct the eukaryotic expression 
vector of pcDNA3.1(-)-hHGF, and to screen the 
differentially expressed genes in HepG2 cells 
transfected with the vector.

METHODS: We constructed the expression vec-
tor of pcDNA3.1(-)-hHGF, which was confirmed 
by restriction enzyme digestion and DNA se-
quencing, and then transfected it into HepG2 
cell line. The expression of HGF protein was 
observed by Western blotting. At last, we com-
pared the differentially expressed genes between 

HepG2 cells transfected with pcDNA3.1(-) 
-hHGF and pcDNA3.1(-) respectively by cDNA 
microarray technique. 

RESULTS: The expression vector was construct-
ed successfully and confirmed by restriction en-
zyme digestion and DNA sequencing analysis. 
The expression of hHGF protein was confirmed 
by Western blotting. High quality mRNA and 
cDNA had been prepared and successful micro-
array screening had been conducted. From the 
scanning results, we found 430 genes that were 
up-regulated and 88 genes down-regulated in 
HepG2 cells transfected with hHGF. 

CONCLUSION: cDNA microarray technology 
is successfully used to screen the genes differen-
tially expressed in HepG2 cells transfected with 
hHGF, which brings some new clues for study-
ing the regulatory mechanism of hHGF in liver 
cells. 

Key Words: Human hepatocyte growth factor; 
HepG2 cell; Differential gene

Zhang WY, Zhang JQ, Li XG, Cheng J, Li GL, Wang 
Q, Zhang CY, Wang XC, Chai YY. Screening of genes 
differentially expressed in HepG2 cells transfected with 
human hepatocyte growth factor. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(22): 2458-2463

摘要
目的: 构建hHGF真核表达载体, 并在HepG2
细胞中表达, 筛选其对HepG2细胞的差异表
达基因.

方法: 构建pcDNA3.1(-)-hHGF载体, 测序鉴
定; 转染HepG2细胞后蛋白免疫印迹检测; 运
用基因表达谱芯片技术, 筛选pcDNA3.1(-)-
hHGF和pcDNA3.1(-)载体分别转染HepG2细
胞后, 提取mRNA并逆转录为cDNA, 经表达
谱芯片分析差异表达基因. 

结果: 构建的表达载体经酶切和测序确定; 转
染HepG2细胞后hHGF表达经蛋白免疫印迹
证实; 经20000个基因的表达谱芯片分析发现, 
其中有430个基因表达水平显著上调, 88个基

®

■背景资料
hHGF具有多种生
物学功能, 其可以
逆转肝纤维化及
改善肝硬化、治
疗脂肪肝、防止
肺纤维化, 以及治
疗血管性疾病、

胃溃疡、糖尿病
等多种疾病. 近年
来, 在hHGF的信
号转导途径及代
谢方面的研究则
更引人注目, 但相
关的作用机制尚
不明确. 

■同行评议者
唐霓 ,  副研究员 ,  
重庆医科大学教
育部感染性疾病
分子生物学重点
实验室; 刘杞, 教
授, 重庆医科大学
病毒性肝炎研究
所
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因表达水平显著下调.

结论: 筛选出HGF转染HepG2细胞后的差异
表达基因, 对其在肝细胞中多种作用机制研究
提供了重要依据.

关键词: 人肝细胞生长因子; HepG2细胞; 差异基因
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0  引言

人肝细胞生长因子(human hepatocyte growth 
factor, hHGF)具有多种生物学作用[1], 与其受体

c-met介导信号传导, 是正常胚胎发育、多种组

织器官(如肝、肾、肠、骨骼、神经系统、造

血)发生过程中一个重要调控因子[2]. 近年来国

内外对hHGF作用机制的研究涉及到hHGF在
肺成纤维细胞、血管内皮细胞、肺癌细胞等多

种细胞信号转导途径, 细胞凋亡机制和hHGF对
糖类和脂类代谢的影响. 研究显示hHGF可阻止

慢性肝炎向肝硬化发展, 减缓急性肝衰竭的发

展, 改善肝硬化临床症状[3]. 但是目前hHGF促进

肝细胞再生、改善肝纤维化及肝硬化的信号转

导途径及其机制、其是否抑制细胞调亡、及其

对糖类和脂类代谢的影响的机制研究较少, 尚
无明确结论. 本研究应用基因芯片技术, 筛选

hHGF对HepG2细胞差异表达的基因, 为进一步

深入研究hHGF在肝细胞的多种作用机制提供

了坚实的理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 质粒pGEM-ThHGF由吉林大学第一

医院惠赠, 真核表达质粒pcDNA3.1(-)质粒购自

Invitrogen公司; HepG2细胞购自协和医院细胞中

心, 细胞培养相关试剂及总RNA提取试剂TRIzol
均购自Gibco公司, 限制性内切酶ApaⅠ、BstⅪ 
购自Toyobo生物科技有限公司; T4 DNA连接酶

均购自MBI公司; 去内毒素质粒提取试剂盒购自

Toyobo生物科技有限公司; 小鼠抗人HGF的抗

体, 购自Simga公司. 基因芯片检测由上海联合基

因有限公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 构建h H G F基因真核表达载体: 将质粒

pGEM-T hHGF转化感受态菌X后, 提取该转化

菌质粒pGEM-T hHGF并将该质粒用ApaⅠ、Bst

Ⅺ 双酶切、PCR确定; 测序质粒pGEM-ThHGF
测定其基因序列约为2200 bp, 结果与目的基

因序列hHGF对照, 其序列长度一致且同源性

为99.5%. 以pGEM-T hHGF为模板用ApaⅠ及

Sal Ⅰ双酶切, 回收2.2 kb左右的目的片段, 与
表达载体pcDNA3.1(-)连接, 再转化入宿主菌

BL21(DE3)后提取质粒pcDNA3.1(-)-hHGF进行

ApaⅠ及Sal Ⅰ双酶切鉴定. 
1.2.2 HepG2细胞的转染和筛选: HepG2细胞

株用D M E M培养基(含有100 k U/L氨青霉素

的100 m L/L小牛血清)常规培养 ,  待生长到

50%-70%融合时, 采用Lipofectin脂质体法(转
染程序参照Manitsans方法)将pcDNA3.1(-)及
pcDNA3.1(-)-hHGF质粒转染细胞, 含G418的
培养基继续培养48 h, 裂解细胞后留取上清 , 
用于表达产物Weste rn b lo t检测. hHGF蛋白

Western blot检测: 将上清于SDS-PAGE胶电泳, 
于TPBS(30 g/L牛血清白蛋白)封闭液室温封闭

2 h, 加入封闭液稀释过的抗体(小鼠抗人HGF
的抗体, 1∶500稀释), 4℃孵育1 h, 用PBS液漂

洗4-6次, 每次5 min, 再与封闭液稀释的酶标抗

体(山羊抗鼠IgG-HRP, 1∶1000稀释)于30℃温

育60 min, PBS漂洗4-5次后滤纸吸干残余液体, 
加入ECL化学发光底物, 在X光片曝光, 显影、

定影后可见结果. 
1.2.3 总RNA提取及mRNA纯化: 在35 mm培养

皿中常规培养HepG2细胞, 细胞生长至对数期

时分别将pcDNA3.1(-)及pcDNA3.1(-)-hHGF转
染细胞3、6、12、24、48 h后收获细胞. 使用

TRIzol试剂一步法提取细胞总RNA(对照组和实

验组), 样品经分光光度计检测吸光度A值, 并行

热稳定实验, 于-20℃和70℃保温1 h后, 经琼脂

糖凝胶电泳检测28S、18S条带变化. 以Qiagen
公司Oligotex mRNA Midi Kit纯化得mRNA. 操
作按说明书进行, 并行电泳检测.
1.2.4 探针标记和芯片制备: 常规方法逆转录

标记cDNA探针并纯化. Cy3-dUTP标记对照

组细胞mRNA(5 μg), Cy5-dUTP标记实验组细

胞mRNA(5 μg). 乙醇沉淀后溶解在20 μL 5×
SSC+2 g/L SDS杂交液中. 芯片包含的20 000个
cDNA由上海联合基因有限公司提供, 包括原癌

基因和抑癌基因、免疫调节相关基因、细胞凋

亡和应激反应蛋白相关基因、信号转导相关基

因等. 以通用引物进行PCR扩增, PCR产物长度

为1000-3000 bp. 靶基因以0.5 g/L溶解于3×SSC
溶液中, 用Cartesian公司的Cartesian 7500点样仪

■研发前沿
关 于 H G F 生 物
学功能的相关机
制研究热点逐渐
深入并涉及到肿
瘤发生、细胞凋
亡、信号转导、

物质代谢等领域, 
而后两方面的研
究则更为引人注
目, 但这些作用机
制 仍 不 明 确 .  因
此, 本研究筛选相
关基因, 从而为相
关机制的研究提
供思路和方向. 
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及TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片

经水合(2 h)、室温干燥(0.5 h), UV交联, 再分别

用2 g/L SDS、水及2 g/L的硼氢化钠溶液处理10 
min, 晾干备用. 
1.2.5 杂交及洗涤: 将基因芯片和杂交探针在

95℃水浴变性5 min, 将混合探针加在基因芯片

上, 置于60℃杂交15-17 h. 后用SSC及SDS混合

液洗涤10 min, 室温晾干. 
1.2.6 检测与分析: 用General Scanning公司的

ScanArray 3000扫描芯片. 用预先选定的内参

照基因(24条管家基因, 每个基因点2个点, 共48
个点)对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡和

修正.用ImaGene3.0软件分析Cy3、Cy5两种荧

光信号的强度, 计算Cy5/Cy3比值.阳性结果判

断: Cy5/Cy3>1.8, 红色荧光, 显示表达增强; Cy5/
Cy3<0.6, 为绿色荧光, 显示表达减弱.

2  结果

2.1 构建hHGF真核表达载体pcDNA3.1(-)-hHGF,
酶切鉴定 将质粒pGEM-T hHGF转化感受态菌X
后, 提取该转化菌质粒pGEM-T hHGF并将该质

粒用ApaⅠ、BstⅪ双酶切、PCR确定; 测序质粒

pGEM-T hHGF测定其基因序列约为2 200 bp, 结
果与目的基因序列hHGF对照一致; 以pGEM-T 
hHGF为模板用ApaⅠ及SalⅠ双酶切, 回收2.2 
kb左右的目的片段, 与表达载体pcDNA3.1(-)
连接, 再转化入宿主菌BL21(DE3)后提取质粒

pcDNA3.1(-)-hHGF进行ApaⅠ及SalⅠ双酶切鉴

定(图1).
2.2 真核表达载体pcDNA3.1(-)和pcDNA3.1(-)-
hHGF分别转染HepG2细胞后, 经蛋白免疫印

迹检测 HepG2细胞株用DMEM培养基培养, 待
生长到50%-70%融合时, Lipofectin脂质体法将

pcDNA3.1(-)及pcDNA3.1(-)-hHGF质粒分别转

染细胞, 培养48 h后裂解细胞后留取上清于SDS-
PAGE胶电泳, Western blot检测(图2).
2.3 总RNA提取 在35 mm培养皿中常规培养

HepG2细胞, 细胞生长至对数期时分别将pcD-
NA3.1(-)及pcDNA3.1(-)-hHGF转染细胞48 h后收

获细胞, 使用TRIzol试剂一步法提取细胞总RNA, 
琼脂糖凝胶电泳可见28S、18S及8S条带(图3).
2.4 差异表达基因分析 用General Scanning公司

的ScanArray 3000扫描芯片. 用预先选定的内参

照基因(24条管家基因, 每个基因点2个点, 共48
个点)对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡和

修正. 用ImaGene3.0软件分析Cy3、Cy5两种荧

光信号的强度, 计算Cy5/Cy3比值. 阳性结果判

断: Cy5/Cy3>1.8, 红色荧光, 显示表达增强; Cy5/
Cy3<0.6, 为绿色荧光, 显示表达减弱.

经20000个基因的表达谱芯片分析发现, 其
中有430个基因表达水平显著上调, 88个基因表

达水平显著下调. 表达增强的基因有信号传导

子及转录激活子1(signal transducers and activa-
tors of transcription 1, STAT1)、蛋白酪氨酸激

酶9(protein tyrosine kinase 9, PTK9)、促分裂原

活化蛋白激酶4(mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase kinase 4, MAPK4)、磷脂酰肌醇-3-
磷酸相关蛋白、磷酯酰肌醇4-激酶、RAS癌基

因家族成员等多个涉及Ras/MAP kinase和Jak-

图 1 pcDNA3.1(-)-hHGF经Apa Ⅰ、Bst Ⅺ双酶切鉴定. 
1: pcDNA3.1(-)质粒Apa  Ⅰ及Sal  Ⅰ双酶切鉴定结果; 2: 

pcDNA3.1(-)-hHGF Apa  Ⅰ及Sal  Ⅰ双酶切鉴定.

1                      2                 M

5000 bp

2500 bp

1000 bp 图 3 pcDNA3.1(-)质粒及pcDNA3.1(-
)-hHGF质粒分别转染HeG2细胞后
提取RNA结果. 1: SpcDNA3.1(-)质

粒转染HepG2细胞后提取总RNA; 

2.pcDNA3.1(-)-hHGF质粒转染HeG2

细胞后提取总RNA.

28S

18S

8S

1      2

■创新盘点
本研究应用基因
芯 片 技 术 筛 选
HGF对HepG2细
胞差异表达的基
因, 发现了与多种
生物学功能有关
的多种基因都存
在明显的表达差
异, 其中部分是原
有国内外研究工
作中从未见文字
报道的基因, 尤其
在物质代谢和作
用机制方面的新
发现更具研究意
义. 

1                            2

图 2 pcDNA3.1(-)质粒及pcDNA3.1(-)-hHGF质粒转染
HepG2细胞后蛋白免疫印迹检测确定. 1: pcDNA3.1(-)质粒

转染细胞培养后裂解细胞上清Western blot结果; 2: pcDNA3.1 

(-)-hHGF质粒转染细胞培养后裂解细胞上清Western blot结果.
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STAT通路相关的信号转导蛋白. 表达显著增强

及减弱的主要基因见表1-2.
2.5 表达谱芯片聚类分析结果 对照组及hHGF转
染组各时间点表达谱芯片结果, 用cluster 3.0软件

进行聚类分析(图4).

3  讨论

HGF具有多种生物学功能, 其可以逆转肝纤维

化及改善肝硬化的发生和发展; 可以用于治疗

脂肪肝、防止肺纤维化; 也可以用于治疗血管

性疾病、胃溃疡、糖尿病等多种疾病. 近年来, 
对H G F生物学功能的相关机制研究也逐渐深

入并涉及到了肿瘤发生、细胞凋亡、信号转导

等领域, 尤其是在HGF的信号转导途径以及能

量代谢方面的研究则是更为引人注目, 但HGF
对肝细胞的作用机制仍然很不明确. 因此研究

HGF转染HepG2细胞后的差异表达基因, 对深入

研究相关的作用机制具有十分重要的意义. 本
研究应用表达谱芯片技术筛选HGF转染HepG2
细胞的差异表达基因, 并从20 000个基因中筛选

出518个差异表达的基因, 其中涉及细胞信号转

导、凋亡、能量代谢、肿瘤发生等多个领域, 
这与HGF的多样化生物学功能密切相关.

首先, 在有关HGF的信号转导途径的相关

研究领域中, Liang et al [4]早在1998年就进行了

HGF和KGF(keratinocyte growth factor)促视网膜

表 1 表达显著增强的主要基因

     
序号       GenBank    编码蛋白       Cy5/Cy3

1    NM_021033.4                    RAS癌基因家族成员       2.78

2    NM_003722.3  肿瘤蛋白P73-like       4.89

3    NM_002940.1                    ATP-结合盒       2.09

4    XM_371177.2    癌胚抗原相关细胞黏附因子1      2.01

5    NM_007315.2                    (STAT1)信号传导子及转录激活子1     2.65

6    NM_005734.2  Fas相互作用丝氨酸-苏氨酸激酶3     3.65

7    NM_021970.2                    促分裂原活化蛋白激酶激酶1相互作用蛋白1    2.84

8    NM_003930.3        scr家族相关磷酸蛋白2      2.08

9    NM_198974.1                    蛋白酪氨酸激酶9       2.57

10    NM_145686.2                    促分裂原活化蛋白激酶4      2.81

11    NM_019061.2  磷脂酰肌醇-3-磷酸相关蛋白      2.29

12    NM_018323.2                    磷酯酰肌醇4-激酶       2.35

13    NM_182804.1                    载脂蛋白B48受体        3.18

14    NM_000384.1                    载脂蛋白B       2.54

15    NM_003234.1                    转铁蛋白受体       2.57

16    NM_030777.3                    葡萄糖转运蛋白10       2.08

17    NM_003852.3                    转录中介因子1       2.01

18    NM_014739.1                    Bcl-2相关转录因子1      2.51

19    NM_016205.1  血小板衍生的生长因子C      2.11

表 2 表达显著降低的主要基因

     
序号       GenBank    编码蛋白       Cy5/Cy3

1   NM_004292.1                    Ras和Rab作用因子1       0.45

2   NM_001761.1                    细胞周期调节蛋白       0.47

3   NM_000755.2                    肉毒碱乙酰转移酶       0.43

4   NM_014266.3                    造血细胞信号传导器      0.49

5   NM_031925.1                    肿瘤坏死因子诱导跨膜蛋白      0.47

6   NM_004512.3                    白细胞介素-11受体       0.41

7   NM_183075.1                    细胞色素P450       0.45

8   NM_153486.2                    乳酸脱氢酶D       0.45

9   NM_000579.1                    趋化因子受体5       0.48

■应用要点
本文的研究工作
为hHGF在参与物
质代谢和细胞凋
亡、肿瘤发生等
的相关机制提供
了实验依据和方
向, 极具研究价值
和前景. 
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上皮细胞再生时Ras/MAP kinase和Jak-STAT通
路的研究, 并证实此信号转导途径的存在. 近来

又有多位研究者进行了HGF在其他种类细胞中

信号转导途径的研究: HGF在肺成纤维细胞通过

激活促分裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)信号通路和基质金属蛋白

酶1(matrix-metalloproteinase 1, MMP-1), 减少胶

原和结缔组织生长因子[5]; 肺小细胞癌是激活

MAPK等参与信号传导[6]; HGF还通过Ras信号

途径调节卵巢癌的转移能力[7]; 而对凋亡的调控

是通过磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphatidylinositol-
3-kinase, PI3K)和促分裂原活化蛋白激酶激酶通

路[8], 增强抗凋亡基因Bcl-2表达[9]. 
HGF在肝脏首先与肝细胞表面的c-met结合

后通过后者将信号传导入胞内, 促进肝细胞的

DNA合成导致肝细胞的增殖、有丝分裂, 促进

肝细胞及肝脏再生. 而这些过程中相关的信号

通路并不明确, 国内外尚未见有关研究报道. 本
研究提示HGF作用于HepG2细胞表达增强的基

因有信号传导子及转录激活子1(STAT1)、蛋白

酪氨酸激酶9(PTK9)、促分裂原活化蛋白激酶

4(MAPK4)、磷脂酰肌醇-3-磷酸相关蛋白、磷

酯酰肌醇4-激酶、RAS癌基因家族成员等多个

涉及Ras/MAP kinase和Jak-STAT通路相关的信

号转导蛋白. 我们考虑HGF可能同时通过Ras和
JAK-STAT两种信号转导途径调节肝细胞再生. 
本研究中HGF显著上调Bcl-2相关转录因子, 提
示HGF也可能通过增强抗凋亡基因Bcl-2表达抑

制肝细胞凋亡, 从而减轻肝脏损害. 以上结果为

相关研究提示了大量的研究方向和思路, 我们

拟进一步深入研究确定. 
HGF在上皮细胞中的作用研究较多, 在脂肪

形成中的作用并不清楚. 对HGF转基因老鼠研

究显示, 正常饮食时转基因老鼠血清微粒体甘

油三酯转运蛋白(microsomal triglyceride transfer 
protein, MTP)活性和载脂蛋白B(apolipoprotein 
B, ApoB)水平与甘油三酯同时升高, 在高脂饮食

时MTP活性上调更加明显, HGF高表达显著改

善高脂饮食导致的脂肪肝, 同时给予HepG2细
胞系重组人HGF, 可以刺激MTP和ApoB表达, 同

Control                              HGF         
t /h 3      6       12     24      48       3       6      12      24     48

图  4  p c D N A 3 . 1 ( - )
质 粒 ( 对 照 c o n t r o l ) 及
pcDNA3.1(-)-hHGF质粒分
别转染HeG2细胞后不同
时间(3、6、12、24、48 
h), 处理细胞提取RNA进
行表达谱基因芯片检测
后用cluster 3.0软件进行
聚类分析结果.

■名词解释
hHGF: 一种多功
能生长因子, 是一
种在胚胎形成、

器官发生和器官
再生的过程中形
成正常组织结构
的 关 键 因 子 .  他
具有多种生物学
作 用 ,  与 其 受 体
c-met介导信号传
导 ,  是 正 常 胚 胎
发育、多种组织
器官(如肝、肾、

肠、骨骼、神经
系统、造血)发生
过程中一个重要
调控因子. 
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时减少细胞内脂肪. 而这种HGF诱导的MTP和
ApoB高表达可以显著被PD98059(MAPK抑制

剂)抑制. HGF通过激活MTP和ApoB改善高脂饮

食诱导的脂肪肝, 并且其信号转导途径也是Ras/
MAP kinase[10]. 本研究显示HGF在HepG2细胞中

上调ApoB和ApoB48受体, 提示HGF可能参与载

脂蛋白的表达调控, 这可能与脂类代谢和脂肪

肝也密切相关. 
另外, HGF与糖代谢、肥胖和代谢综合征

密切相关[11-12]. 肥胖患者HGF血清水平显著升

高, 并随着体质量指数增加而增加[13]. 手术减肥

后HGF水平显著下降[14], 提示HGF与肥胖密切相

关. 在老鼠3T3-L1脂肪细胞中HGF刺激磷脂酰

肌醇-3-激酶(PI3K)依赖的蛋白激酶B活性、葡

萄糖转运蛋白-4易位和糖摄取增加[15]. 胰腺β细

胞C-met受体失活基因敲出小鼠出现轻度高血

糖、胰岛素水平下降, 以及糖代谢失调和β细胞

对糖摄入后的急性胰岛素分泌完全丧失、葡萄

糖转运蛋白2下调等等, 这些提示HGF/c-met信
号通路在调节B细胞功能和维持糖稳态具有重

要意义[16].本研究显示HGF上调葡萄糖转运蛋白

10, 说明HGF可能参与了肝细胞对糖类代谢的

调节, 这一现象及其机制还需要进一步研究. 
总之, 我们筛选了hHGF转染HepG2细胞的

差异表达基因后发现, 参与多种生物学过程的多

种基因都存在明显的表达差异, 其主要与细胞信

号转导、细胞增殖与分化、能量代谢、细胞凋

亡和肿瘤发生等密切相关. 本实验结果为进一步

研究HGF在肝细胞中相关生物学过程及其信号

转导机制提供了坚实的基础, 尤其在HGF与糖、

脂类代谢相关性的方面则更具重要意义.
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Abstract
AIM: To investigate differentiation of rat bone 
marrow mesenchymal stem cells (MSCs) into 
hepatocyte-like cells. 

METHODS: A total of 24 Wistar rats were ran-
domly divided into 3 groups: normal group, 
hepatic fibrosis model group and Chinese medi-
cine treatment group. The model of liver fibrosis 
was induced by subcutaneous injection of CCl4. 
After the model was successfully developed, 
and the rats in Chinese medicine treatment 
group were fed with Danjin Shugan capsule. At 
the end of treatment, the rats were killed and the 

livers were obtained. Histopathological changes 
were evaluated by hematoxylin and eosin stain-
ing. MSCs were isolated by gradient density 
centrifugation and plastic adherence and then 
purified. The purified MSCs in each group were 
cultured with hepatocyte growth factor (HGF) 
and fibroblast growth factor-4 (FGF-4). The lev-
els of alpha-fetoprotein (AFP) and albumin (Alb) 
in the supernatant were determined by radioim-
munoassay on days 15, 21 and 27. On day 27, the 
cells were collected for glycogen staining and 
CK-18 immunocytochemical analysis. 

RESULTS: Compared with those in the non-
induced MSCs among the three groups, the 
levels of AFP in the induced-MSCs were higher 
on days 15, 21, and 27, and reached to the peak 
value on day 21 (hepatic fibrosis model group: 
48.94 ± 0.08 vs 9.90 ± 0.09; Chinese medicine 
treatment group: 49.86 ± 0.29 vs 8.69 ± 0.62; nor-
mal group: 38.65 ± 0.33 vs 9.04 ± 0.11; all P < 0.01). 
There were significant differences in Alb levels 
on days 21 and 27 between the induced and non-
induced MSCs (1.11 ± 0.08 vs 0.32 ± 0.00, 1.25 ± 
0.04 vs 0.32 ± 0.00, 1.06 ± 0.03 vs 0.33 ± 0.00; 1.52 
± 0.02 vs 0.33 ± 0.00, 1.79 ± 0.01 vs 0.31 ± 0.03, 1.63 
± 0.04 vs 0.32 ± 0.01; all P < 0.01), but not on day 
15; the peak level of Alb was on day 27. Both 
glycogen and CK-18 were positive on day 27 in the 
induced MSCs. According to AFP and Alb levels, 
the induced effects of Chinese medicine group 
were superior to those of the other two groups.   

CONCLUSION: MSCs can differentiate into 
hepatocyte-like cells with hepatic phenotype 
and function in the presence of HGF and FGF-4, 
which may be used as a kind of cell resources to 
treat severe hepatic disease. Chinese medicine 
may optimize the induction of MSCs differentia-
tion in vitro.  

Key Words: Bone marrow; Mesenchymal stem cell; 
Hepatocyte-like cells; Rat; Radioimmunoassay; 
Immunocytochemistry; Hepatocyte growth factor; 
Fibroblast growth factor-4

He WY, Liu SX, Jiang HQ. Rat bone marrow mesenchymal 
stem cells differentiate into hepatocyte-like cells in vitro. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2464-2469

®

■背景资料
肝细胞移植越来
越受到重视, 寻找
合适的肝细胞来
源成为重要的研
究课题. MSCs可
以分化为肝细胞, 
可以自体取材, 植
入体内无免疫排
斥反应, 体内外均
有极强分化潜能. 
MSCs有希望成为
治疗重症肝病的
种子细胞.

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科
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摘要
目的: 观察不同条件下骨髓间充质干细胞
(MSCs)体外诱导分化为类肝细胞的差异. 

方法: Wistar大鼠24只随机均分为3组, 分别
为正常对照组、肝纤维化模型组、自拟中药
干预组. 采用CCl4乳剂皮下注射建立肝纤维
化模型. 造模成功后中药干预组采用丹金舒
肝胶囊药液灌胃治疗. 治疗结束后剖杀大鼠, 
留取大鼠肝脏标本, HE染色观察各组病理改
变. 采用密度梯度离心法和贴壁法分离各组
大鼠的MSCs, 经培养传代获得纯化的MSCs. 
各组纯化的MSCs采用HGF、FGF-4进行诱导培
养. 留取15、21、27 d细胞培养液进行白蛋白
(Alb)、甲胎蛋白(AFP)检测; 于27 d收集细胞爬
片, 进行糖原染色和CK-18免疫细胞化学染色. 

结果: 3组15、21和27 d各MSCs诱导组AFP
水平均高于M S C s非诱导组(P <0.01), 其中
21 d AFP水平最高(肝纤维化模型组: 48.94±
0.08 vs  9.90±0.09; 中药干预组: 49.86±0.29 
vs  8.69±0.62; 正常对照组: 38.65±0.33 vs  
9.04±0.11, 均P <0.01); 3组15 d各MSCs诱导
组与MSCs非诱导组白蛋白水平无统计学意
义; 21 d、27 d各MSCs诱导组白蛋白水平均
高于MSCs非诱导组(1.11±0.08 vs  0.32±0.00, 
1.25±0.04 vs  0.32±0.00, 1.06±0.03 vs  0.33
±0.00; 1.52±0.02 vs  0.33±0.00, 1.79±0.01 
vs  0.31±0.03, 1.63±0.04 vs  0.32±0.01, 均
P <0.01), 27 d最高. 27 d各MSCs诱导组糖原染
色阳性, 免疫细胞化学染色CK-18均阳性, 而
MSCs非诱导组糖原染色、CK-18均阴性.从
AFP、Alb水平综合比较, 3组诱导效果发现自
拟中药干预组优于其他2组. 

结论: HGF、FGF-4可在体外诱导实验性大鼠
的MSCs分化为具有肝细胞样细胞表型和功
能的类肝细胞; 自体MSCs可以作为治疗临床
重症肝病的一种细胞来源, 而临床联合中药复
方治疗可能会使MSCs体外诱导的效果更为
理想.

关键词: 骨髓; 间充质干细胞; 类肝细胞; 大鼠; 放射

免疫法; 免疫细胞化学; 肝细胞生长因子; 成纤维细

胞生长因子4

何文艳, 刘树贤, 姜慧卿. 大鼠骨髓间充质干细胞向类肝细胞体

外诱导分化. 世界华人消化杂志  2008; 16(22): 2464-2469

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2464.asp

0  引言

当前重症肝病患者的肝移植已取得重大成就, 

但由于肝源紧张、费用昂贵等因素限制了肝移

植的开展. 因此, 人体干细胞的研究越来越受到

人们的重视. 骨髓间充质干细胞(MSCs)是骨髓

干细胞的重要组成部分. 该细胞能在不同理化

环境和细胞因子的诱导下分化为成骨细胞[1-2]、

脂肪细胞[3-4]、神经元样细胞[5-6]、心肌细胞[7-8]

和肝实质细胞[9-12]等组织细胞. 因此, MSCs有希

望成为治疗重症肝病的理想选择. 本实验研究

旨在观察实验性大鼠正常组、肝纤维化模型组

和自拟中药干预组MSCs体外诱导分化为类肝

细胞的差异, 为MSCs治疗临床重症肝病提供参

考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠24只(来自河北医科

大学动物中心, 合格证编号; DK0512051), 体质

量180-200 g, 雌雄各半. 丹金舒肝胶囊由河北医

科大学第一医院制剂室提供(制剂号; 冀药试制

字Z05000019), 主要由丹参、当归、莪术、三

棱、鳖甲粉、郁金、水红花子、土鳖虫组成. 
剂型; 胶囊, 0.5 g/粒. DMEM低糖培养基购于美

国HyClone; 胎牛血清购于中美合资兰州民海生

物工程有限公司; 细胞因子购于美国Pepro Tech; 
淋巴细胞分离液购于上海恒信化学试剂有限公

司; AFP放射免疫分析药盒购于北京北方生物技

术研究所; 大鼠Alb放射免疫分析药盒购于北京

市福瑞生物工程公司; CK-18 mAb购于北京中杉

金桥生物公司.
1.2 方法 取丹金舒肝胶囊制成成人每日每公

斤体质量用药剂量的20倍, 浓度为0.5 g/mL药
液. Wistar大鼠24只, 普通饲养观察1 wk后, 随
机分为3组, 每组8只, 雌雄各半. 分别为正常对

照组、肝纤维化模型组、自拟中药干预组. 肝
纤维化模型组、自拟中药干预组第1天sc 400 
mL/L CCl4乳剂 4 mL/kg, 以后每4 d sc 400 mL/L 
CCl4乳剂2 mL/kg, 正常对照组每次应用等量生

理盐水sc. 共注射13次, 每组随机抽取1只剖杀, 
确定造模成功. 自拟中药干预组开始应用丹金

舒肝胶囊药液ig治疗, 6 mL/(kg·d); 肝纤维化模

型组、正常对照组每天给予等量蒸馏水ig. 共治

疗42 d. 末次给药后, 将各组大鼠禁食不禁水24 
h. 每组随机选取6只, 雌雄各半, 100 mL/L水合

氯醛3 mL/kg麻醉, 切取部分肝脏左叶约1.0 cm
×1.0 cm×0.5 cm, 以40 g/L中性甲醛固定常规

石蜡切片, 用于HE染色. 无菌条件下取大鼠胫

骨、股骨, 除去骨表面附着的组织. 用肝素(200 

■研发前沿
MSCs在不同理化
环境和细胞因子
的诱导下可以分
化为多种组织细
胞, 研究MSCs定
向分化为类肝细
胞的诱导条件及
所获细胞的功能
和表型是目前的
一个热点问题.
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U/mL)-PBS混合液冲出骨髓腔中的骨髓, 制成单

细胞悬液至无菌离心管中, 将每组大鼠的细胞

悬液混合; 室温1500 r/min离心10 min, 收集沉淀

物用含200 mg/L胎牛血清DMEM重悬后加在等

体积的淋巴细胞分离液(比重1.077 mg/L)上, 室
温1500 r/min离心10 min; 取白膜层到无菌离心

管中, 用含200 mg/L胎牛血清低糖DMEM重悬

细胞, 1500 r/min离心10 min, 洗涤细胞1次, 最后

弃上清. 取10 μL上述细胞悬液与100 μL 2%醋酸

混匀, 进行细胞计数. 调整单个核细胞数为1×
105/cm2, 接种到25 cm2细胞培养瓶内. 加入5 mL
低糖DMEM完全培养基(含200 mg/L胎牛血清、

青霉素100 mg/L、链霉素100 mg/L), 置37℃、

50 mL/L CO2、饱和湿度的CO2细胞培养箱中培

养. 原代骨髓细胞培养48 h后进行首次换液弃掉

悬浮细胞, 以后每3 d更换新鲜的低糖DMEM完

全培养基. 在细胞接近90%汇合时, 进行消化传

代, 在传至第3代时, 已完全去除非贴壁的球形

骨髓造血细胞, 得到纯化的MSCs. 将每组纯化

的MSCs按104/孔接种于24孔培养板, 加用含200 
mg/L FBS的低糖DMEM+20 μg/L HGF+20 μg/L 
FGF-4, 进行培养和诱导, 以不加用HGF、FGF-4
进行诱导培养组作为对照, 每3 d换液1次. 肝组

织做5 μm连续切片, 按常规程序染色, 确认造模

成功. 分别于细胞诱导分化的15、21、27 d收集

细胞培养液, 采用放射免疫分析法进行AFP、白

蛋白检测. 以未诱导的MSCs细胞培养液为阴性

对照. 于诱导27 d收集诱导细胞爬片, 采用过碘

酸希夫(PAS)实验进行糖原染色, 红紫色染色的

积聚物看作糖原储存; 同时进行免疫细胞化学

染色检测MSCs中CK-18, 按说明操作, 胞质内呈

现棕黄色颗粒为阳性染色. 均以未诱导培养27 d
的MSCs作阴性对照.

统计学处理  计量资料组间比较采用t 检
验、方差分析; 所有统计数据均采用SPSS13.0
软件处理; P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠肝脏标本HE染色结果 肝纤维化模型组

肝脏广泛纤维组织增生, 肝小叶失去正常结构; 
自拟中药干预组肝细胞索排列规则, 无假小叶

形成; 正常组肝组织表现正常, 无肝纤维化(图1).
2.2 MSCs的显微镜观察 倒置显微镜下观察新

鲜分离的骨髓干细胞大小均匀, 透光度好. 接种

24-48 h后, 几乎所有的细胞都沉积于瓶底, 少部

分细胞贴壁, 呈圆形. 72 h后, 贴壁细胞数增加, 
呈小梭形, 并开始分裂增殖. 7 d后, 贴壁分裂细

胞形成不同大小、分散的细胞集落, 细胞多呈

梭形(图2A-C). 14 d后, 集落中细胞数量增多, 呈
放射状向周围扩张, 集落间渐汇合成单层. 21 d
左右细胞达90%汇合, 可以传代. 传代后细胞3-4 
h开始贴壁, 24 h内完全贴壁, 展成梭形, 开始迅

速增殖, 7 d左右可达90%汇合, 可继续传代; 经
细胞因子诱导处理的细胞与非诱导细胞在最初1 
wk细胞形态变化不大, 随诱导时间延长, 诱导细

胞自梭形逐渐变成多角形, 且细胞数量逐渐增

多(图2D-F). 而非诱导细胞仍为成纤维细胞样, 
细胞密度增加, 局部有重叠交错(图2G-I).
2.3 放射免疫检测结果

2.3.1 各组细胞培养上清液AFP检测结果: 各组

15、21、27 d的诱导细胞的培养上清液AFP水
平均高于非诱导细胞(P <0.01), 且21 d各诱导

细胞培养上清液AFP水平最高15 d中药干预组

AFP水平优于模型组和正常对照组(P <0.05), 而
模型组和正常对照组之间比较无统计学意义

(P >0.05); 21 d中药干预组和模型组的AFP水平

均优于正常对照组(P <0.01), 而中药干预组和模

型组之间比较无统计学意义(P >0.05); 27 d三组

AFP水平比较无统计学意义(表1, P >0.05).
2.3.2 各组细胞培养上清液白蛋白检测结果: 15 
d各组诱导细胞与非诱导细胞培养上清液白蛋

白水平比较无统计学意义(P >0.05), 而21、27 d
诱导细胞培养上清液白蛋白水平均高于非诱导

A B C

图 1 大鼠肝组织HE染色. A: 肝纤维化模型组(×100); B: 自拟中药干预组(×400); C: 正常组(×400). 

■相关报道
近 年 的 研 究 报
道 表 明 H G F 、

FGF-4在MSCs诱
导分化为类肝细
胞中起重要作用, 
所获类肝细胞具
备肝细胞的功能
和表型.



www.wjgnet.com

何文艳, 等. 大鼠骨髓间充质干细胞向类肝细胞体外诱导分化                          2467

细胞, 27 d诱导细胞培养上清液白蛋白水平最

高15、21 d时白蛋白水平三组间比较无统计学

意义(P >0.05); 27 d时中药干预组白蛋白水平优

于模型组(P <0.01)和正常对照组(P <0.05), 而模

型组和正常对照组之间比较无统计学意义(表2, 
P >0.05).
2.4 过碘酸希夫(PAS)实验糖原染色结果 27 d各

组诱导MSCs糖原染色强阳性(图3). 
2.5 免疫细胞化学染色检测CK-18的结果 27 d各
组诱导MSCs CK-18均阳性. 非诱导MSCs CK-18
均阴性(图4).

3  讨论

MSCs具有多向分化潜能, 是组织工程领域中重

A B C

D E F

G H I

图 2 不同实验组MSCs的显微镜观察(×100). A-C: MSCs原代培养7 d; D-F: MSCs诱导培养21 d; G-I: MSCs非诱导培养21 

d; A, D, G: 肝纤维化模型组; B, E, H: 中药干预组; C, F, I: 正常组. 

表 1 各组细胞培养上清液AFP检测结果 (mean±SD, μg/L)

     
分组

                                                    15 d                                                  21 d                                    27 d

                                          诱导组                非诱导组               诱导组      非诱导组 诱导组          非诱导组

肝纤维化模型组 16.79±0.42         9.92±0.06         48.94±0.08b    9.90±0.09        28.28±0.56        9.89±0.01

中药干预组 19.90±0.87a      10.08±0.06         49.86±0.29b        8.69±0.62        30.08±0.22      10.42±0.63

正常组                 15.79±0.20         9.49±0.67          38.65±0.33         9.04±0.11        28.58±0.41       9.48±0.64

aP<0.05 vs  肝纤维化模型组、正常组; bP<0.01 vs  正常组.

表 2 各组细胞培养上清液白蛋白检测结果 (mean±SD, μg/L)

     
分组

                                                    15 d                                                  21 d                                    27 d

                                          诱导组                非诱导组               诱导组      非诱导组 诱导组          非诱导组

肝纤维化模型组  0.36±0.00           0.33±0.01         1.11±0.08          0.32±0.00        1.52±0.02          0.33±0.00

中药干预组  0.35±0.01           0.32±0.00         1.25±0.04          0.32±0.00        1.79±0.01ab        0.31±0.03

正常组                  0.35±0.01           0.33±0.01         1.06±0.03          0.33±0.00        1.63±0.04           0.32±0.01

aP<0.05 vs  正常组; bP<0.01 vs  肝纤维化模型组.

■创新盘点
正常动物及人的
MSCs在体外可诱
导分化为类肝细
胞, 但肝纤维化动
物, 尤其是中药治
疗肝纤维化动物
MSCs在体外诱导
分化为类肝细胞
的情况报道很少.
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要的种子细胞. MSCs来源充足, 可以自体取材, 植
入体内无免疫排斥反应, 遗传背景稳定, 增殖能

力强, 体内外均有极强分化潜能, 易于临床应用.
本研究采用梯度密度离心法, 得到含MSCs

的骨髓单个核细胞, 再利用MSCs贴壁生长的特

性加以纯化, 与此同时, 大量不贴壁的造血系细

胞随着更换培养液得以除去. 再通过传代使其

更加纯化. 此种方法操作简单, 很易得到纯化的

MSCs. 这也是近年研究[13-15]多采用的MSCs分离

方法.
本实验根据此前进行的诱导条件对大鼠骨

髓间充质干细胞体外诱导类肝细胞的研究 [16], 
确定采用200 mg/L胎牛血清和20 μg/L HGF、

FGF-4在体外诱导MSCs的分化. HGF是肝细胞

生长因子, 在肝脏的发育成熟和再生过程中发

挥重要作用[17-19]. FGF-4在体内是一种重要的来

源于中胚层和内胚层的信号分子, 可促进胚胎

肝脏的形成和发育[20]. HGF、FGF-4在肝细胞的

发育和再生中起着不可替代的作用[21]. 胎牛血清

中也含有多种生长因子和促分化因子.
AFP、白蛋白、CK-18和糖原均为肝系细

胞较为特异的标志. 本实验诱导分化后的3组
MSCs均能够分泌AFP、白蛋白, 储存糖原, 表达

CK-18肝细胞标记, 证明HGF、FGF-4成功诱导

了肝纤维化模型组、自拟中药干预组和正常对

照组大鼠MSCs向具有肝细胞表型和功能的类

A B C

D E F

图 3 糖原染色(×100). A-C: 诱导组糖原染色阳性; D-F: 非诱导组糖原染色阴性; A, D: 肝纤维化模型组; B, E: 中药干预组; 

C, F: 正常组. 

A B C

D E F

图 4 CK-18免疫细胞化学染色(×100). A-C: 诱导组CK-18阳性; D-F: 非诱导组CK-18阴性; A, D: 肝纤维化模型组; B, E: 

中药干预组; C, F: 正常组. 

■应用要点
HGF、FGF-4可
在体外诱导肝纤
维化状态、中药
治疗状态下的大
鼠 M S C s 分 化 为
类肝细胞. 中药治
疗状态下, MSCs 
的分化更有优势. 
MSCs联合中药复
方治疗在临床应
用更具前景.
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■同行评价
本研究内容较新
颖, 设计合理, 统
计方法得当, 是一
篇较好的文章. 

肝细胞的分化. 说明HGF、FGF-4和胎牛血清为

MSCs体外分化提供了微环境, 是MSCs分化的

关键因素.
3组大鼠诱导情况的差异主要表现在不同诱

导时间AFP、白蛋白水平不完全相同. AFP水平

在诱导早期(15 d)即表现出中药干预组水平明显

高于其他两组, 随诱导时间延长至21 d时(即AFP
水平最高时), 中药组、肝纤维化模型组均优于

正常对照组, 推测可能由于中药干预组和肝纤

维化模型组大鼠肝脏处于病理状态, 加速激发

MSCs作为肝细胞的祖细胞向肝细胞分化[22], 从
而补充坏死的肝细胞; 中药干预组由于中药的

复方具有多途径、多层次、多靶点的综合药理

作用加速了MSCs向肝细胞的分化, 所以在诱导

早期中药干预组首先在AFP水平上高于其他两

组. 白蛋白水平的比较结果正好相反, 在诱导早

(15 d)、中期(21 d)各组比较无统计学意义, 而在

诱导末期(27 d白蛋白水平最高时)表现为中药干

预组明显高于其他两组. 中药干预组由于药物

的干预可能更进一步促进了MSCs向肝细胞分

化、成熟. 通过上述分析, 提示了中药干预组由

于药物的作用而在体外MSCs向肝细胞分化过

程中占有一定优势.
总之 ,  肝纤维化状态、中药治疗状态及

正常状态下的大鼠M S C s均可以在体外通过

HGF、FGF-4诱导分化为具有肝细胞功能和表

型的类肝细胞; MSCs可以作为人工肝和肝细胞

移植的一种细胞来源, 为临床治疗重症肝病提

供新的途径; 同时也提示了临床应用MSCs治疗

重症肝病时, 联合药物治疗, 特别是中药复方治

疗更应引起临床医学的重视.

4      参考文献
1 Chen TL, Shen WJ, Kraemer FB. Human BMP-7/

OP-1 induces the growth and differentiation of 
adipocytes and osteoblasts in bone marrow stromal 
cell cultures. J Cell Biochem 2001; 82: 187-199

2 Atmani H, Chappard D, Basle MF. Proliferation 
and differentiation of osteoblasts and adipocytes 
in rat bone marrow stromal cell cultures: effects of 
dexamethasone and calcitriol. J Cell Biochem 2003; 
89: 364-372 

3 Porter RM, Huckle WR, Goldstein AS. Effect 
of dexamethasone withdrawal on osteoblastic 
differentiation of bone marrow stromal cells. J Cell 
Biochem 2003; 90: 13-22

4 Allan EH, Ho PW, Umezawa A, Hata J, Makishima 
F, Gillespie MT, Martin TJ. Differentiation potential 
of a mouse bone marrow stromal cell line. J Cell 
Biochem 2003; 90: 158-169  

5 Wislet-Gendebien S, Hans G, Leprince P, Rigo 

JM, Moonen G, Rogister B. Plasticity of cultured 
mesenchymal stem cells: switch from nestin-
positive to excitable neuron-like phenotype. Stem 
Cells 2005; 23: 392-402

6 Song S, Kamath S, Mosquera D, Zigova T, Sanberg 
P, Vesely DL, Sanchez-Ramos J. Expression of brain 
natriuretic peptide by human bone marrow stromal 
cells. Exp Neurol 2004; 185: 191-197

7 Orlic D. Adult bone marrow stem cells regenerate 
myocardium in ischemic heart disease. Ann N Y 
Acad Sci 2003; 996: 152-157

8 Heng BC, Haider HKh, Sim EK, Cao T, Ng SC. 
Strategies for directing the differentiation of stem 
cells into the cardiomyogenic lineage in vitro. 
Cardiovasc Res 2004; 62: 34-42

9 Mallet VO, Mitchell C, Mezey E, Fabre M, Guidotti 
JE, Renia L, Coulombel L, Kahn A, Gilgenkrantz H. 
Bone marrow transplantation in mice leads to a minor 
population of hepatocytes that can be selectively 
amplified in vivo. Hepatology 2002; 35: 799-804

10 Chen Y, Dong XJ, Zhang GR, Shao JZ, Xiang 
LX. Transdifferentiation of mouse BM cells into 
hepatocyte-like cells. Cytotherapy 2006; 8: 381-389

11 Ong SY, Dai H, Leong KW. Hepatic differentiation 
potential of commercial ly available human 
mesenchymal stem cells. Tissue Eng 2006; 12: 3477-3485

12 Wang PP, Wang JH, Yan ZP, Hu MY, Lau GK, Fan 
ST, Luk JM. Expression of hepatocyte-like phenotypes 
in bone marrow stromal cells after HGF induction. 
Biochem Biophys Res Commun 2004; 320: 712-716 

13 盛小刚, 冯建章, 吴书林, 靳立军, 余细勇, 张斌. 骨髓
间充质干细胞的肌源性诱导分化及转染VEGF基因的
表达. 第一军医大学学报 2004; 24: 290-294

14 Kang XQ, Zang WJ, Song TS, Xu XL, Yu XJ, Li DL, 
Meng KW, Wu SL, Zhao ZY. Rat bone marrow 
mesenchymal stem cells differentiate into hepatocytes 
in vitro. World J Gastroenterol 2005; 11: 3479-3484  

15 王利霞, 法宪恩, 侯建峰. 人骨髓间充质干细胞体外培
养特性的初步观察. 实用神经疾病杂志 2005; 8: 8-9

16 何文艳, 刘树贤, 姜慧卿. 不同诱导条件对大鼠骨髓间
充质干细胞体外诱导类肝细胞的影响. 世界华人消化
杂志 2008; 16: 473-478

17 Oh SH, Miyazaki M, Kouchi H, Inoue Y, Sakaguchi M, 
Tsuji T, Shima N, Higashio K, Namba M. Hepatocyte 
growth factor induces differentiation of adult rat 
bone marrow cells into a hepatocyte lineage in vitro. 
Biochem Biophys Res Commun 2000; 279: 500-504

18 Schwartz RE, Reyes M, Koodie L, Jiang Y, Blackstad 
M, Lund T, Lenvik T, Johnson S, Hu WS, Verfaillie 
CM. Multipotent adult progenitor cells from bone 
marrow differentiate into functional hepatocyte-
like cells. J Clin Invest 2002; 109: 1291-1302

19 Fiegel HC, Lioznov MV, Cortes-Dericks L, Lange C, 
Kluth D, Fehse B, Zander AR. Liver-specific gene 
expression in cultured human hematopoietic stem 
cells. Stem Cells 2003; 21: 98-104

20 Jung J, Zheng M, Goldfarb M, Zaret KS. Initiation of 
mammalian liver development from endoderm by 
fibroblast growth factors. Science 1999; 284: 1998-2003

21 Seo MJ, Suh SY, Bae YC, Jung JS. Differentiation of 
human adipose stromal cells into hepatic lineage 
in vitro and in vivo. Biochem Biophys Res Commun 
2005; 328: 258-264

22 Petersen BE, Bowen WC, Patrene KD, Mars WM, 
Sullivan AK, Murase N, Boggs SS, Greenberger 
JS, Goff JP. Bone marrow as a potential source of 
hepatic oval cells. Science 1999; 284: 1168-1170

           编辑  李军亮  电编  郭海丽  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年8月8日; 16(22): 2470-2475
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

胃癌及癌前病变中PTEN及微卫星不稳定的变化及二者的
关系

李异玲, 田 忠, 傅宝玉

李异玲, 傅宝玉, 中国医科大学附属第一医院消化内科 辽宁
省沈阳市 110001
田忠, 中国医科大学附属盛京医院微创外科 辽宁省沈阳市 
110003
李异玲, 中国医科大学博士, 副教授, 副主任医师, 主要从事胃癌
相关基因学的研究.
辽宁省教育厅资助项目, No. 20061006
通讯作者: 李异玲, 110001, 沈阳市和平区南京北街155号, 中国
医科大学附属第一医院消化内科. lyl-72@163.com
电话: 024-83282199
收稿日期: 2008-04-27   修回日期: 2008-06-24
接受日期: 2008-06-30   在线出版日期: 2008-08-08

Changes of tumor suppressor 
gene PTEN and microsatellite 
instability in gastric cancer 
and precancerous lesion and 
their correlations 

Yi-Ling Li, Zhong Tian, Bao-Yu Fu

Yi-Ling Li, Bao-Yu Fu, Department of Gastroenterology, 
the First Affiliated Hospital of China Medical University, 
Shenyang 110001, Liaoning Province, China
Zhong Tian, Department of Microinvasive Surgery, 
Shengjing Hospital of China Medical University, Shenyang 
110003, Liaoning Province, China
Supported by: the Education Department Foundation of 
Liaoning Province, No. 20061006
Correspondence to: Dr. Yi-Ling Li, Department of Gas-
troenterology, the First Affiliated Hospital of China Medical 
University, Shenyang 110001, Liaoning Province, 
China. lyl-72@163.com
Received: 2008-04-27    Revised: 2008-06-24 
Accepted: 2008-06-30    Published online: 2008-08-08

Abstract
AIM: To investigate the changes of tumor 
suppressor gene PTEN and microsatellite 
i n s t a b i l i t y ( M S I ) i n g a s t r i c c a n c e r a n d 
precancerous lesion as well as the relationship 
between them.

METHODS: Samples of gastric cancer and pre-
cancerous lesion were collected from endoscopy 
center and oncology surgery department of 
China Medical University. There were 30 cases 
in each group. PCR-SSCP silver staining was 
used to analyze the loss of heterozygosity (LOH) 
in PTEN gene and MSI. PTEN mutations were 

detected by PCR-SSCP and sequencing, and 
PTEN protein expression was detected by S-P 
immunohistochemistry.

RESULTS: The percentages of PTEN LOH in 
atrophic gastritis without intestinal metaplasia, 
atrophic gastritis with intestinal metaplasia, 
atypical hyperplasia, early-stage gastric cancer, 
and advanced gastric cancer were 10%, 10%, 
13.3%, 20%, and 30%; meanwhile, the propor-
tions of MSI were 13.3%, 16.7%, 23.3%, 36% and 
40%, separately. The protein expression of PTEN 
in normal gastric mucosa was 100%, in chronic 
superficial gastritis, and it was 96.7%, 90.0%, 
76.7%, 73.3%, 63.3%, 60.0% and 43.3% in chronic 
superficial gastritis, chronic atrophic gastritis 
without intestinal metaplasia, atrophic gastritis 
with intestinal metaplasia, moderate atypical 
hyperplasia, severe atypical hyperplasia, early-
stage gastric cancer, and advanced gastric can-
cer, separately. PTEN mutation was detected in 
3 cases, all of whom were found with advanced 
gastric cancer and positive for MSI.

CONCLUSION: Loss and mutation of PTEN 
gene are closely associated with the invasion 
and metastasis of gastric cancer. PTEN protein 
expresion is down-regulated during the patho-
genesis of gastric cancer, and MSI is a early 
molecular marker in the pathogenesis of gastric 
cancer. PTEN mutation is commonly occurred in 
MSI-positive gastric cancer. 

Key Words: PTEN; Mutation; Microsatellite instabil-
ity; Gastric cancer; Precancerous lesion

Li YL, Tian Z, Fu BY. Changes of tumor suppressor gene 
PTEN and microsatellite instability in gastric cancer and 
precancerous lesion and their correlations. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2470-2475

摘要
目的: 探讨胃癌及癌前病变中抑癌基因PTEN
和微卫星不稳定(MSI)的变化以及二者的关系.

方法: 胃癌及癌前病变标本取自中国医科大

®

■背景资料
抑癌基因失活和
微 卫 星 不 稳 定
(MSI)是肿瘤常见
的遗传学改变之
一 ,  在 肿 瘤 的 形
成中起重要作用, 
目 前 研 究 表 明 , 
PTEN与肿瘤的浸
润转移关系密切, 
MSI与肿瘤的早
期诊断、 病理类
型和预后等有关, 
PTEN可做为MSI
作用的靶基因.

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科
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学附属第一医院内窥镜中心和肿瘤外科手术
后, 每组30例, PTEN杂合性缺失(LOH)和MSI
应用PCR-SSCP银染色方法检测, PTEN 基因
突变通过PCR-SSCP  ABI测序方法检测, S-P
免疫组化检测PTEN蛋白质表达. 

结果: 在萎缩性胃炎无肠化、萎缩性胃炎
伴肠化、不典型增生、早期胃癌、进展期
胃癌中PTEN LOH率和MSI率分别为10%、

10%、13.3%、20%、30%和13.3%、16.7%、

23.3%、36%、40%. PTEN蛋白质表达在正常
胃黏膜为100%, 在慢性浅表性胃炎、慢性萎
缩性胃炎无肠化、慢性萎缩性胃炎伴肠化、

中度不典型增生、重度不典型增生、早期胃
癌、进展期胃癌中PTEN蛋白质的表达分别
为96.7%、90.0%、 76.7%、73.3%、63.3%、

60.0%、43.3%. 所有病例共检测到3例PTEN
突变, 这3例均为MSI阳性的进展期胃癌.

结论: PTEN缺失及突变与胃癌的浸润转移关
系密切, 在胃癌的发病过程中, PTEN蛋白呈下
调性表达, MSI是胃癌发生的早期分子标志, 
PTEN基因突变常发生在MSI阳性的进展期胃
癌中.

关键词: 胃癌; 癌前病变; PTEN; 突变; 微卫星不稳定
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0  引言

胃癌的发生是一个多步骤、多阶段的过程, 他
涉及到多种癌基因、抑癌基因、错配修复基

因、端粒端粒酶、细胞黏附因子等的异常和积

累. PTEN是1997年美国3个实验室先后在10q23

位点发现的一个新的肿瘤抑制基因, 他是迄今

发现的第一个具有磷酸酶活性的抑癌基因. 迄
今研究发现, 机体多种肿瘤中存在PTEN基因突

变、缺失或甲基化等遗传学改变[1], 本研究将

探讨胃癌及癌前期病变中PTEN的缺失和失活. 
在肿瘤分子生物学研究上另一个受到高度重视

的基因变异类型是DNA错配修复基因功能的

失活, 主要表现为微卫星不稳定(microsatellite 
instability, MSI), 胃癌是MSI发生率较高的恶性

肿瘤[2], 但由于微卫星位点的选择及结果判定标

准的不同, 使得MSI阳性率有很大差异, 本研究

将根据国际MSI工作站的要求, 选择同样的微

卫星标记点, 用同样的判定标准来探讨从癌前

期病变到胃癌的发生过程中MSI的变化. 由于

PTEN第7, 第8外显子的编码序列存在(A)6重复

单位, 他可作为MSI作用的靶位点[3], 本项研究将

会探讨胃癌及癌前期病变中PTEN基因突变与

MSI的关系, 从而明确PTEN可否作为MSI作用

的靶基因. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学附属一院2006-2007
年胃镜中心活检标本及肿瘤外科术后大体标本

胃癌及癌前病变和相对应的正常胃黏膜各30例, 
经OCT包埋固定, 立即置于液氮罐中, -70℃冰箱

中永久保存. PTEN LOH引物 D10S215, D10S541, 
D10S2491以及M S I微卫星标记位点B AT26 , 
D2S123, D5S346, D17S799, D18S34引物序列均

由www.gdb.org上查询获得; Exon5和Exon8引物

序列由参考文献中获得, 上述引物均由北京奥科

公司合成. PCR所用Taq DNA聚合酶、缓冲液、

dNTP、Marker、一次性耗材等均购自大连宝

生物公司. 免疫组化S-P试剂盒、鼠抗人mAb浓
缩液(1∶200)购自福州迈新公司. 2400 PCR扩增

仪、BIO-RAD垂直电泳槽: 美国PE公司. 琼脂糖

电泳仪: 北京分析仪器厂. TG-16台式离心机: 上
海分析仪器厂. 恒温水浴箱: 南京化学仪器厂.
1.2 方法 
1.2.1 提取组织DNA: 采用饱和氯化钠法提取组

织DNA. 
1.2.2 PCR-SSCP变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

PTEN杂合性缺失: 反应体积为20 mL, 含引物0.4 
mmol/L, 10×Buffer 2 mL(含Mg2+ 2.0 mmol/L), 
dNTP 200 mmol/L, Taq DNA聚合酶1单位, 基因

组DNA 200 ng. 反应条件为: 95℃预变性5 min, 
94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 60 s, 进行35个循环, 
72℃延伸10 min. PCR产物按1∶5与变性缓冲液

混合, 97℃变性10 min后立即置于冰水中, 160 
g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳4 h, (丙烯酰胺: 甲叉丙

烯酰胺29∶1, 含7 mol/L尿素), 电泳后银染, 观察

结果. 若肿瘤组织较正常组织相比, 条带缺失或

减弱75%以上者可判定为杂合性缺失.
1.2.3 PCR银染-ABI测序系统检测PTEN基因突

变: PCR反应体积为20 mL, 含引物2.5 mmol/L, 
10×Buffer 2 mL(含Mg2+ 2.0 mmol/L), dNTP 200 
mmol/L, Taq DNA聚合酶1单位, 基因组DNA 200 
ng. 反应条件为: 95℃预变性5 min, 94℃ 45 s, 
58℃ 30 s, 72℃ 60 s, 进行35个循环, 72℃延伸10 
min, PCR产物经120 g/L聚丙烯酰胺电泳, 银染, 

■创新盘点
本 文 应 用 P C R -
SSCP和免疫组化
方法, 探讨胃黏膜
癌变过程中PTEN 
LOH和蛋白表达
的 变 化 ,  应 用 国
际MSI工作站推
荐的标准来判定
MSI的动态变化 , 
结 果 表 明 P T E N 
缺失及突变与胃
癌的浸润转移关
系 密 切 ,  在 胃 癌
的 发 病 过 程 中 , 
PTEN蛋白呈下调
性表达, MSI是胃
癌发生的早期分
子标志, PTEN基
因突变常发生在
MSI阳性的进展
期胃癌中. 
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突变带通过ABI测序系统进行测序.
1.2.4 PCR-SSCP变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

MSI: 具体方法同2. 与正常组织相比, 胃癌及癌

前期病变组织有额外的DNA等位片段或出现等

位片段泳动, 即可判断为MSI. 其中1个位点发

生MSI为MSI-L, 2个或2个以上位点发生MSI为
MSI-H, 没有MSI发生为MSS.
1.2.5 S-P免疫组化法检测PTEN蛋白表达: 细
胞质内见清晰棕褐色颗粒者为PTEN表达阳性

细胞. 每例切片选5个高倍视野, 按阳性细胞数

占同类计数细胞的百分比, 将免疫组化结果分

为: 阴性(-), <5%; 弱阳性(+), 5%-25%; 中度阳性

(++), 25%-50%; 强阳性(+++), >50%.
统计学处理 实验结果数据资料以mean±

SD表示, 差异显著性采用t检验, 应用Spearman 
分析等级资料.

2  结果

2.1 PTEN杂合性缺失 PCR-SSCP银染法检测结

果表明, 在胃癌癌前期病变萎缩性胃炎、肠上

皮化生、不典型增生中, PTEN的杂合性缺失

率分别为10%、10%、13.3%, 在早期胃癌中, 
PTEN的杂合性缺失率为20%, 进展期胃癌中

PTEN的杂合性缺失率为30%, 而PTEN基因突变

在癌前期病变及早期胃癌中无1例出现, 在进展

期胃癌中出现比率为10%(表1). 
2.2 PTEN基因突变 在所有的癌前期病变及早期

癌中均未出现PTEN基因突变, 在进展期胃癌中, 
Exon5检测到1例突变, Exon8检测到2例突变(表2). 
2.3 PTEN蛋白的表达 通过S-P免疫组化方法测

定PTEN编码产物的表达, 结果表明, 在胃黏膜

癌变过程中, PTEN编码产物的阳性表达率逐渐

降低, 缺失率逐渐升高, 具体表达强度及表达率

见表3.
2.4 胃癌及癌前期病变中MSI在所选位点的检出

率 由于应用PCR-SSCP技术检测MSI的方法简

单, 结果可靠, MSI目前已经成为基因领域预测

肿瘤发生, 早期诊断, 判定分期及预后的有效手

段, 但由于不同研究选择标志物的数量及位点

的不同, MSI-H, MSI-L判定标准的不同, 使得研

究结果有很大的差异. 目前国际MSI工作站推荐

一组检测微卫星标志物至少应为5个, 本实验根

据国际MSI工作站推荐的位点进行检测, 结果见

表4.
2.5 胃癌及癌前期病变中MSI阳性率 根据国际

MSI工作站推荐的判定标准, 其中有≥2个标志

物发生MSI时为MSI-H, 1个标志物发生MSI时为

MSI-L, 没有MSI发生为MSS, 胃癌及癌前期病

变中MSI的表达情况见表5.
2.6 MSI与PTEN基因突变的关系 检出的3例
PTEN基因突变的胃癌病例, 均为MSI阳性病

例, 1例为1个位点MSI(BAT26), 另外2例为2个
位点MSI(分别为D2S123、D17S799; BAT26、
D18S34).

■应用要点
通 过 检 测 P T E N 
与MSI, 可以早期
诊断胃癌, 判断预
后. 

表 1 胃癌及癌前期病变中PTEN杂合性缺失 (%)

     
病变                     D10S215        D10S541      D10S2491

   总缺

                     失率

萎缩性胃炎       3.3(1/30)      3.3(1/30)     6.7(2/30)   10.0

肠上皮化生       3.3(1/30)      3.3(1/30)     3.3(1/30)   10.0

不典型增生       6.7(2/30)      3.3(1/30)     6.7(2/30)   13.3

早期胃癌           6.7(2/30)    10(3/30)        6.7(2/30)   20.0

进展期胃癌     13.3(4/30)      6.7(2/30)   13.3(4/30)   30.0

表 4 胃癌及癌前期病变中MSI的检出率 (n  = 30)

     
病变                BAT26      D2S123  D5S346  D17S799  D18S34

萎缩性胃炎        1            1            0            1            2

肠上皮化生        2            0            1            1            2

不典型增生        3            2            2            2            1

早期胃癌           7            6            6            6            5

进展期胃癌        6            5            4            7            9

表 2 PTEN在胃癌中的突变

     病例   外显子  LOH  密码子   碱基改变   临床分期      病理

11          5        +       91    GAA to CAA     Ⅲa     印戒细胞癌

19          8        +     335    CGA to TGA     Ⅱ     低分化腺癌

22          8        +     329    Del 4 bp           Ⅲb     未分化癌

表 3 PTEN蛋白在胃癌发生各阶段的表达情况 (n  = 30)

     
病理学特征

              PTEN表达                
阳性率(%)

    -         +       ++       +++

正常胃黏膜   0         1         2         27        100.0

慢性浅表性胃炎   1         2         7         20          96.7

慢性萎缩性胃炎   3         3         3         21          90.0  

(无肠化)

慢性萎缩性胃炎   7         4         3         16          76.7  

(伴肠化)

中度不典型增生   8         5         6         11          73.3

重度不典型增生 11         7         2         10          63.3

早期胃癌  12       11         4           3          60.0

进展期胃癌 17         8         3           2          43.3
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3  讨论

PTEN作为抑癌基因的候选基因, 其蛋白产物与

张力蛋白, 辅助蛋白及酪氨酸磷酸酯酶有同源

性. 目前研究发现, PTEN有如下功能: (1)参与

胚胎的正常发育, 因此胚系PTEN基因突变常可

以引发3种罕见的常染色体显性遗传肿瘤综合 
征[4-5]. (2)通过G1期阻滞或诱导细胞凋亡机制, 抑
制细胞生长[6]. (3)抑制端粒酶活性[7]. (4)抑制细

胞迁移、铺展和局部黏附[8]. PTEN在机体多种

肿瘤中存在缺失或失活, 其基因失活表现为突

变或(和)缺失, PTEN mRNA或蛋白表达降低, 甚
至不表达. 目前的研究发现PTEN基因突变可见

于脑胶质瘤, 子宫内膜癌, 乳腺癌以及恶性黑色

素瘤等, 最早发现PTEN基因存在的是恶性胶质

瘤, 其10q23 LOH率为70%-80%, PTEN基因突变

率为27%-39%[9]; 在前列腺癌中, PTEN LOH率

为32%-63%, PTEN基因突变率为12%-25%[10]; 
在子宫内膜癌中, PTEN LOH率为28%-43%, 
PTEN基因突变率为21%-27%, 而在子宫内膜增

生中, PTEN基因突变率为19%[11]; 对卵巢癌的

研究发现, PTEN LOH率为27.3%-42.1% PTEN
基因突变率为8.3%-21%, 在卵巢良性病变卵巢

囊肿中, PTEN LOH率为56.3%, PTEN基因突变

率为20.6%[12]; 另据报道, PTEN LOH率在肺癌

为27%-50%, 乳腺癌48%, 黑色素瘤48%, 头颈癌

40%, 胰腺癌为37%, 甲状腺癌35%. 关于PTEN
与消化道肿瘤的关系, 目前认为在具有遗传倾

向的结直肠肿瘤如青少年多发性息肉病中发病

率较高, 而在散发性结直肠癌中发病率较低[13]. 
关于PTEN与胃癌发生的关系, 本研究结果表明, 
在胃癌癌前期病变萎缩性胃炎、肠上皮化生、

不典型增生中, PTEN的杂合性缺失率分别为

10%、10%、13.3%, 在早期胃癌中, PTEN的杂

合性缺失率为20%, 进展期胃癌中PTEN的杂合

性缺失率为30%, 而PTEN基因突变在癌前期病

变及早期胃癌中无1例出现, 在进展期胃癌中出

现比率为10%, 这说明PTEN基因缺失或失活与

胃癌的发生有关, 尤其与胃癌的浸润和转移关

系更密切. 其中在出现PTEN基因突变的3个病

例中, 1例肿瘤位于贲门处, 累及食管下段, 病理

提示为印戒细胞癌; 1例肿瘤位于胃体, 未穿透

浆膜, 伴有腹腔动脉周围淋巴结转移, 病理提示

未分化癌; 1例肿瘤位于胃窦部, 侵及肌层, 肿瘤边

缘5 cm以内有淋巴结转移, 病理提示低分化腺癌. 
Correan et al认为, 肠型胃癌的发生, 存在着

从慢性胃炎-萎缩性胃炎-肠上皮化生-异型性增

生-癌变的-系列变化, 本实验结果表明, PTEN蛋

白在正常胃黏膜中为100%表达, 在慢性浅表性

胃炎中的表达率为96.7%, 与正常胃黏膜相比, 
无显著差异. 在无肠化的萎缩性胃炎中的表达

率为90.0%, 而在伴有肠化的萎缩性胃炎中表达

率为76.7%, 两者之间差异显著(P <0.05), 说明抑

癌基因PTEN对于增生性萎缩性胃炎向恶性转

化过程中作用明显, 不典型增生组PTEN缺失率

较萎缩性胃炎伴肠化高, 且有显著差异(P <0.05), 
但对于中度、重度不典型增生PTEN缺失频率

之间无显著差异, 但Spearman分析结果显示表

达强度有差异, 说明随着增生程度的增加, 抑癌

基因的缺失也越来越明显. 在从不典型增生向

癌的发生过程中, PTEN呈持续性缺失, 并且随

着肿瘤恶性程度的增加, PTEN的缺失率增高. 
综合以上研究结果, 我们认为抑癌基因PTEN蛋

白在胃癌的发生过程中进行性下调, 其缺失在

癌前期病变萎缩性胃炎阶段就开始出现, 一直

持续到进展期胃癌, 并且随着恶性程度的增加, 
PTEN蛋白缺失率增高, 其机制可能与抑制细胞

生长、迁移、铺展和局部黏附, 促进血管形成

等有关, 结合基因学检测结果, PTEN蛋白表达的

缺失一方面由于基因突变所致, 另一方面也可

以发生在mRNA和蛋白质水平. 
MSI是肿瘤常见的遗传改变之一, 在肿瘤的

形成中起重要作用, 是肿瘤形成的一个机制. 从基

因水平看, MS做为基因变异和重排的来源, 可能

在肿瘤-基因调控中起重要作用[14-16]. 目前研究结

果表明, MSI与肿瘤的早期诊断、浸润、分期、

转移、病理类型、预后等有关, MSI阳性表达见

于肺癌, 乳腺癌, 胃癌, 结肠癌, 泌尿系统肿瘤, 白
血病, 子宫内膜癌, 胶质瘤等多种肿瘤中[17-20]. 目
前国际MSI工作站推荐一组检测微卫星标志物

至少应为5个, 其中有≥2个标志物发生MSI时
为MSI-H, 1个标志物发生MSI时为MSI-L, 没有

■同行评价
本研究分析了胃
癌及癌前病变中
抑 癌 基 因 P T E N
及微卫星不稳定
(MSI)的变化以及
二者的关系, 有一
定的理论意义, 选
用方法恰当, 结果
可信, 具有较好的
学术价值.

表 5 胃癌及癌前期病变中MSI的表达情况

     
病例                             MSS       MSI-L(%)        MSI-H(%)

     总MSI

     率(%)

萎缩性胃炎(30) 26      10(3/30)         3.3(1/30)       13.3

肠上皮化生(30) 25      13.3(4/30)      3.3(1/30)       16.7

不典型增生(30) 23      13.3(4/30)    10.0(3/30)       23.3

早期胃癌(30) 19      10.0(3/30)    26.0(8/30)       36.0

进展期胃癌(30) 18      10.0(3/30)    30.0(9/30)       40.0

高中分化腺癌(32) 15      15.6(5/32)    37.5(12/32)     53.1

低分化腺癌(12)   8      16.6(2/12)    16.6(2/12)       33.3
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MSI发生为MSS[21]. 随着标志物的选择和判定标

准的统一, MSI与肿瘤发生的关系也将进一步明

确. 目前研究表明, MSI阳性与MSI阴性的肿瘤

可能存在不同的机制, 其中胃癌发生MSI变异频

率是最高的, 高于其他任何一种散发性癌, 具体

原因不清[22]. 关于MSI与胃癌的关系国内外研究

的较多, 结果也很不一致, Vauhkonen et al [23]研

究认为MSI阳性的胃癌具有低浸润、预后好的

特点, 并且在肠型胃癌的阳性率高于弥漫型胃

癌. Hasuo et al [24]研究发现早期胃癌行内镜下切

除术后, MSI的检测可作为评判肿瘤复发的标志. 
关于MSI 与癌前病变的关系, 国内外相关研究

较少, Roa et al [25]研究表明在慢性胃炎无癌变的

肠化组织中MSI的表达率为59%, 本研究根据国

际MSI工作站的推荐选择5个MSI标志物, 根据

上述的标准进行判定, 其结果表明, 萎缩性胃炎

MSI总的阳性率为13.3%, 其中10%为MSI-L; 肠
上皮化生中MSI阳性率为16.7%, 13.3%为MSI-L; 
不典型增生组MSI总的检出率为23.3%, 其中

13.3%为MSI-L; 在胃癌患者中, MSI总的阳性率

为40%, 10%为MSI-L, 30%为MSI-H; 上述研究

结果表明MSI在萎缩性胃炎及肠上皮化生等癌

前期病变阶段就开始出现, 说明MSI是胃癌发生

的早期事件之一. 关于MSI与胃癌分化的关系, 
文献报道不尽一致, Tajima et al [26]研究发现MSI
的表达与HGM, MUC6相一致, 在高分化腺癌中

的阳性率显著高于低分化腺癌. Mizoshita et al [27]

发现低分化腺癌M S I发生率高于高分化腺癌, 
MSI与胃癌的浸润转移关系密切. 本研究结果表

明, 高分化腺癌中MSI的阳性率明显高于低分化

腺癌(P <0.05), 提示MSI阳性胃癌恶性程度可能

相对较低. 
以MSI为特征的错配修复系统异常, 通过增

加癌相关基因的突变率而在肿瘤的发生中占有

重要地位, 但哪个基因是MSI作用的靶基因尚未

明确, 目前研究认为TGFβⅡR, IGF-ⅡR可作为

MSI作用的靶基因,由于PTEN第7, 第8外显子的

编码序列存在(A)6重复单位, 而单核苷酸的重复

序列常常是伴有MSI肿瘤发生基因突变的靶位

点, 因此目前认为PTEN也可以作为MSI的靶基

因[28-29], Konopka et al [30]通过对56例子宫内膜癌

患者PTEN及MSI关系的研究, 其结果提示PTEN
在MSI阳性的病例中突变率为77.8%, 在MSI阴
性的病例中突变率为39.5%, 二者之间有显著

差异,而且MSI及PTEN均阳性的子宫内膜癌具

有低分化、预后差的特点. 本研究结果表明, 在

胃癌的发生中, PTEN的突变率为10%, 而发生

PTEN突变的病例均为MSI阳性的病例, 由此提

示PTEN突变与MSI阳性的胃癌关系更密切, 上
述结果有待于选择更多的病例, 更深入的研究

来进一步证实. 
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Abstract
AIM: To analyze the change of hepatic histology 
in patients with chronic hepatitis B virus (HBV) 
infection whose alanine aminotransferase (ALT) 
level is lower than two-time up limit of normal 
(ULN) and discuss the factors affecting the 
change of liver histology.

METHODS: According to ALT ≤ 0.5 × ULN, 0.5 

× ULN < ALT ≤ 1 × ULN and 1 × ULN < ALT < 
2 × ULN, 170 patients were divided into group 
Ⅰ (n = 39), group Ⅱ (n = 87) and group Ⅲ (n = 
44). We retrospectively analyzed whether the 
change of liver histology was related to ALT 
level, HbeAg status, HBV DNA duplication and 
the age of patients.

RESULTS: The rates of grade 2 or 2+ inflamma-
tion in group Ⅰ, Ⅱ and Ⅲ were 43.6%, 56.4% 
and 65.9%, respectively, and the rates of stage 
2 or 2+ fibrosis were 38.4%, 48.3% and 61.3%, 
respectively. There were 5.1%, 8.1% and 18.2% 
patients with liver cirrhosis (stage 4) in the three 
groups. The activity of liver inflammation and 
degree of fibrosis were related to ALT level (F 
= 4.162, 3.992; both P < 0.05) and the age of pa-
tients (F = 32.831, 20.084; both P < 0.05), while 
the degree of liver fibrosis was related with 
HbeAg positive rate (χ2 = 7.839, P < 0.05).

CONCLUSION: Of the patients with chronic 
HBV infection, 55.9% have grade 2 or 2+ in-
flammation even if ALT level is less than 2 × 
ULN. Thus for the patient with a long medi-
cal history, especially those over 40 years old, 
conventional liver biopsy should be performed, 
which may help us decide whether to start anti-
viral therapy.

Key Words: Chronic hepatitis B; Alanine ami-
notransferase; Histology; Liver biopsy

Chen EQ, He LL, Wang LC, Lei BJ, Bai L, Liu C, Lei XZ, 
Tang H. Change of liver histology in chronic hepatitis B 
patients with alanine aminotransferase less than two-time 
up limits of normal. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(22): 2476-2481

摘要
目的: 分析丙氨酸氨基转移酶低于2倍正常值
上限(upper limits of normal, ULN)的慢性乙肝
患者肝组织学改变情况, 并探讨影响肝脏组织
学改变的因素. 

方 法 :  根 据 A L T ≤ 0 . 5 × U L N 、 0 . 5 ×

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染呈全
球性分布, 是导致
慢性肝脏疾病最
常见的原因, 严重
危及公众健康. 我
国是HBV高感染
地区, 慢性HBV感
染者有1.2亿 .  如
果不积极进行治
疗, 25%-30%的患
者将发展为终末
期肝病, 并死于肝
衰竭和/或肝细胞
癌. 目前认为, 抗
病毒治疗是阻止
乙肝疾病进展的
关键, 而抗病毒治
疗的时机需要在
免 疫 清 除 期 ,  其
指征是ALT≥2×
ULN或组织学炎
症≥G2.

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵州省贵阳医学
院附属医院感染
科
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ULN<ALT≤1×ULN和1×ULN<ALT<2×
ULN将170患者分成Ⅰ(n  = 39)、Ⅱ(n  = 87)、
Ⅲ组(n  = 44), 对肝组织学改变是否同ALT水
平、HBeAg状态、HBV DNA复制水平及年
龄存在相关性进行回顾性分析. 

结果: 共纳入170例患者,Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组炎症
活动度为G2及G2以上者分别为43.6%、56.4%
和65.9%; 纤维化分期为S2及S2以上者分别为
38.4%、48.3%和61.3%, 三组中分别有5.1%、

8.1%和18.2%的患者组织学表现为肝硬化
(S4). 炎症活动度及纤维化程度与ALT均有关
(F  = 4.162, 3.992, 均P <0.05), 炎症活动度及纤
维化程度与年龄有关(F  = 32.831, 20.084, 均
P <0.05), 纤维化程度与HBeAg阳性率有关(χ2 
= 7.839, P <0.05).

结论: 慢性HBV感染者即使ALT<2×ULN, 也
有55.9%的患者肝组织炎症活动度在G2或G2

以上, 因此对于病史较长, 特别是年龄在40岁
以上的患者建议常规进行肝组织活检, 根据肝
组织活检病理结果决定是否对其进行抗病毒
治疗.

关键词: 慢性乙型肝炎; 丙氨酸氨基转移酶; 组织

学; 肝活检
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈全

球性分布, 是导致慢性肝脏疾病最常见的原因, 
严重危及公众健康. 我国是HBV高感染地区, 慢
性HBV感染者有1.2亿. 如果不积极进行治疗, 
25%-30%的患者将发展为终末期肝病, 包括肝硬

化, 失代偿性肝硬化, 肝细胞癌, 并死于肝衰竭和

/或肝细胞癌[1]. 目前认为, 抗病毒治疗是阻止乙

肝疾病进展的关键, 而抗病毒治疗的时机需要在

免疫清除期, 其指征是ALT≥2×ULN或组织学

炎症≥G2
[1]. 有文献报道在ALT持续正常的慢性

HBV感染者中有相当一部分患者存在显著的肝

脏组织学改变[2-4]. 为进一步了解与肝组织学改变

相关的因素, 我们对肝活检前6 mo内血清ALT<2
×ULN的170例慢性HBV感染者的ALT水平、

HBeAg状态、HBV DNA复制水平及年龄等因素

与肝组织学改变程度间的关系进行了分析.

1  材料和方法

1.1 材料 华西医院传染科2006-04/2008-01行肝穿

刺活检的慢性HBV感染者, 诊断标准依据2005年
修订的《慢性乙型肝炎防治指南》[1]. 患者行肝

穿刺前未曾接受过抗病毒药物[核苷(酸)类似物

或干扰素]治疗, 肝穿前6 mo内血清ALT持续低

于2×ULN, 影像学检查无肝硬化及肝癌, 无丙肝

(hepatitis C virus, HCV)、戊肝(hepatitis E virus, 
HEV)及艾滋病病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV)合并感染, 无自身免疫性肝病, 无药物

性肝炎及长期酗酒史, 患者在肝穿前具有完整的

肝功能, HBV DNA及乙肝标志物定性检测结果, 
共170例患者纳入分析. 
1.2 方法 血清ALT采用日本Olympus AU5400型
全自动生化分析仪检测, 其正常值上限(ULN)男
为55 IU/L, 女为38 IU/L; 乙型肝炎标志物采用

ELISA检测(试剂购自厦门英科新创科技有限公

司); 血清HBV DNA采用实时荧光定量PCR检测

法(ABI 7500实时PCR定量检测仪, 试剂购自中

山大学达安基因股份有限公司). 超声定位引导

下局部麻醉, 用16G肝穿刺针获取肝组织, 长度

均在1 cm以上, 标本置40 g/L甲醛缓冲液固定, 
常规石蜡包埋、切片、HE及网状纤维染色. 由
本院病理科医师读片, 病理学诊断按炎症活动

度分级(G0-G4)、纤维化分期(S1-S4), 具体标准

参照2000年修订的《病毒性肝炎防治方案》[5]. 
收集肝活检病理结果及穿刺前血清ALT、HBV 
DNA和乙肝标志物定性检测结果. 将纳入的患

者按照ALT≤0.5×ULN、0.5×ULN<ALT≤1×
ULN和1×ULN<ALT<2×ULN分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

组, 对ALT水平、HBeAg状态、HBV DNA水平

及年龄等因素同肝组织学改变的关系进行对比

分析.
统计学处理 采用SPSS13.0软件对研究数据

进行统计学分析. 计量资料采用mean±SD表示, 
正态分布的多组均数比较采用方差分析; 计数

资料用例数和百分比表示, 率和构成比的比较

采用卡方检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 ALT水平与肝组织学改变的关系 符合本研

究纳入标准的患者共170例, 其中Ⅰ组39例, Ⅱ
组87例, Ⅲ组44例. Ⅰ组中, 仅2.6%(1例)的患者

肝组织学无炎症改变(G0), 53.8%(21例)的患者

达G1, G2及G2以上患者达43.6%(17例); Ⅱ组中, 
1.1%(1例)的患者为G0, 42.5%(37例)的患者为

■研发前沿
对 于 A LT 低 于 2
倍正常值的慢性
HBV感染者是否
需要抗病毒治疗
是目前国内外学
者研究的热点、

难点



www.wjgnet.com

2478                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年8月8日      第16卷     第22期

G1, G2及G2以上患者达56.4%(49例); Ⅲ组中所有

患者肝组织学均有不同程度的炎症, 其中G1占

34.1%(15例), G2及G2以上患者占65.9%(29例)(图1A). 
Ⅰ组中18%(7例)的患者肝组织学无纤维化

(S0), 43.6%(17例)的患者为S1, S2及S2以上患者达

38.4%(15例), 其中有5.1%的患者组织学表现为

肝硬化; Ⅱ组中, 23%(20例)的患者肝组织学无

纤维化表现, 28.7%(25例)的患者表现为S1, S2及

S2以上患者达48.3%(42例), 其中有8.1%(7例)的
患者组织学表现为肝硬化; Ⅲ组中, 11.4%(5例)
的患者肝组织学无纤维化表现, 27.3%(12例)的
患者表现为S1, S2及S2以上患者达61.3%(27例), 
其中有18.2%(8例)的患者组织学表现为肝硬化

(图1B).
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组患者均以男性为主, 三组间

性别构成无明显差异(χ2 = 0.288, P >0.05); 各组

年龄分布无明显差异(F  = 0.902, P >0.05); 各组

间HBeAg阳性率差异无统计学意义(χ2 = 3.575, 
P >0.05); 各组间HBV DNA对数值差异亦无统计

学意义(F  = 0.310, P >0.05). 三组患者肝组织炎

症分布存在差异(F  = 4.162, P <0.05), 纤维化分

布亦存在差异(F  = 3.992, P <0.05, 表1), 肝组织

炎症和纤维化程度均随ALT水平升高而逐渐加

重(图2). 
2.2 HBV DNA复制水平与肝组织学改变的关

系 按照HBV DNA<105、105≤HBV DNA<107

和HBV DNA≥107(copies/mL), 将纳入患者分成

level 1、level 2和level 3三组(表2). 其中level 1

组78例, 炎症活动度(G)为1.69±0.73, 纤维化程

度(S)为1.81±1.35; level 2组40例, 炎症活动度为

1.65±0.66, 纤维化程度为1.70±1.26; level 3组
52例, 炎症活动度为1.42±0.50, 纤维化程度为

1.48±1.06. 三组间肝脏炎症活动度差异无统计

学意义(F  = 0.454, P >0.05), 三组间纤维化程度亦

无差别(F  = 1.078, P >0.05), 但三组患者年龄分布

存在显著差异(F  = 12.736, P <0.001).
2.3 HBeAg状态与肝组织学改变的关系 170例的

患者中, 仅2例患者炎症活动度表现为G0, 将G0

和G1合并组成G0-1, 合并后的G0-1共有75例患者, 
其中38.7%(29例)的患者HBeAg阳性; G2患者78
例, 其中26.9%(21例)的患者HBeAg阳性; G3患者

17例, 其中23.5%(4例)的患者HBeAg阳性. G0-1、

G2和G3三组HBeAg阳性率分布差异无统计学意

义(χ2 = 0.217, P >0.05, 图3A). 
170例患者中S0期32例, 其中56.2%(18例)

的患者HBeAg阳性; S1期54例, 37.0%(20例)的

■相关报道
2007年美国肝病
学会关于慢性乙
肝的临床实践指
南指出, 对于ALT
波动或ALT轻度
升高 (1 -2倍正常
值)的患者应考虑
肝活检, 尤其是年
龄大于40岁者. 上
海交通大学附属
瑞金医院谢青教
授通过对ALT持
续正常的慢乙 肝
患者的组织学改
变进行研究后发
现23.7%的患者存
在显著肝脏组织
学改变, 认为这部
分患者也应该是
抗病毒治疗的适
应人群.

表 1 不同ALT水平研究人群的特征

     
特征   Ⅰ             Ⅱ       Ⅲ

性别(男∶女)              29∶10       68∶19                 33∶11

年龄(岁)          31.18±10.94  33.45±9.97            32.84±8.82

HBeAg阳性(n , ％)         11(28.2)  24(27.6)             19(43.2)

HBV DNA载量           5.18±1.85    5.37±1.90              5.23±1.63

(log copies/mL)

炎症活动度(级)           1.46±0.64    1.66±0.68              1.80±0.67

纤维化程度(期)           1.51±1.17    1.61±1.26              1.98±1.27
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图 1 各组患者不同ALT水平肝组织炎症活动度以及纤维化程度的分布. A: 炎症活动度; B: 纤维化程度.

图 2 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组患者的肝组织炎症和纤维化数值大小
分别为各组患者相关指标的均数, 肝组织炎症和纤维化程度
随ALT水平增高而呈逐渐加重的趋势.
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患者HBeAg阳性; S2期37例, 24.3%(9例)的患者

HBeAg阳性; S3-4期47例患者, 14.9%(7例)的患者

HBeAg阳性. HBeAg阳性率有随纤维化程度增

高而呈递减的趋势, 且该差异具有统计学意义

(χ2 = 7.839, P <0.05, 图3B).
2.4 年龄与肝组织学改变的关系 按照年龄水平

将170例患者分成三组(表3). 年龄<30岁组62例, 
其炎症活动度平均为1.39±0.55, 纤维化分期

平均为1.23±1.07; 30-39岁组62例, 其炎症活动

度平均为1.66±0.75, 纤维化分期平均为1.82±
1.32; 年龄≥40岁组46例, 其炎症活动度平均为

1.98±0.58, 纤维化分期平均为2.11±1.18, 肝组

织炎症有随年龄增加而呈加重的趋势(图4), 且
这种差异具有统计学意义(F  = 32.831, P <0.001),
肝纤维化亦随年龄增加呈加重趋势(图4), 这种

差异亦具有统计学意义(F  = 20.084, P <0.001).

3  讨论

ALT是肝细胞膜损伤或细胞溶解坏死时释放入

血的一种肝细胞胞质酶, 他的升高通常认为是

肝脏炎症坏死的指示性标志物[5]. 2005年版《慢

性乙型肝炎防治指南》将ALT≥2×ULN或组织

学炎症≥G2做为抗病毒治疗的重要指征. 在临

床实际工作中, 相当一部分处于免疫清除期的

慢乙肝患者, 他们的血清ALT水平并不高于2×
ULN, 对这部分患者我们通常的处理原则是定

期随访而并不考虑抗病毒治疗. 
纳入的170例患者中仅2例肝组织活检完全

正常(G0S0), 55.9%(95/170)的患者炎症分级≥

G2, 符合抗病毒治疗原则, 故对这部分患者如不

进行肝穿刺活检, 可能延误治疗时机. 我国慢乙

肝患者多系母婴垂直传播或儿童时期感染所致, 
故我国慢乙肝患者病史绝大多数较长, 本研究

纳入的170例患者平均年龄约为35岁, 而肝组织

学改变是一个逐渐发展和累积的过程, 因此这

可以解释为什么本研究结果中有55.9%的患者

肝组织炎症活动度在G2或G2以上, 49.4%的患者

纤维化分期在S2或S2以上. 
有学者通过对139例ALT水平持续正常且

可检测到病毒载量的患者进行了肝活检, 发现

23.7%的患者存在显著的肝脏组织学改变(≥G2

表 2 不同HBV DNA复制水平肝组织学的分布特征 (mean±SD)

     
HBV DNA         n                   年龄                             G                                S

level 1      78           35.19±10.44   1.69±0.73     1.81±1.35

level 2      40           32.83±9.85   1.65±0.66     1.70±1.26

level 3      52           29.09±7.96   1.58±0.61     1.48±1.06

F             12.736   0.454      1.078

P             <0.001                >0.05    >0.05

■创新盘点
本文分析了ALT
在半年内持续低
于2倍正常值的患
者组织学特征及
与其改变相关因
素.

表 3 不同年龄段肝组织学改变的特征 (mean±SD)

  
年龄(岁)    n            G(级)            S(期)

<30  62     1.39±0.55     1.23±1.07

30-39  62     1.66±0.75     1.82±1.32

≥40  46     1.98±0.58     2.11±1.18

F                    32.831    20.084

P                   <0.001    <0.001 

图 3 HBeAg状态在不同炎症活动以及纤维化分期中的
分布. A: 炎症活动(χ2 = 0.217, P>0.05); B: 纤维化分期(χ2 = 

7.839, P<0.05).
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或≥S2), 其中有13例(9.4%)患者已经发展到肝硬

化阶段[2]. 有文献报道称ALT正常或轻度异常的

慢性HBV感染者的肝组织检查可有显著的纤维

化[4,7-8], 本研究共纳入170例患者中约有50%的患

者纤维化分期≥S2. 对于这样的患者如果能及时

的行肝组织活检, 进行及时有效的抗病毒和(或)
抗纤维化治疗, 可以有效控制疾病的进展[9-12]. 

有文献报道称ALT水平同肝组织学改变存

在相关性[2,13]. 本研究发现Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ组肝组织

炎症分布存在差异(P <0.05), 纤维化分布亦存在

差异(P <0.05), 这与以往报道的结果基本一致, 
但ALT水平受多种非肝脏独立因素影响, 比如年

龄、性别、体质量、血脂血糖代谢异常等, 且
在ALT不是很高的慢性HBV感染者中可存在合

并丙型肝炎和非酒精性脂肪肝等肝病, 因此个

体间可存在明显差异[6]. 近年有学者认为现行标

准无法正确评价ALT是否正常, 建议将男性ALT
正常值上限定为30 IU/L,女性为19 IU/L[6]. 本研

究是一项回顾性研究, 只收集并分析了患者行

肝穿刺活检前6 mo内的病史资料, 而对6 mo前
的这些患者的ALT是否一直低于2×ULN, 是否

有过波动(>2×ULN)及通过保肝降酶等辅助治

疗使之正常的情况, 我们没有确切证据, 因此本

研究不排除在病例资料的纳入上存在选择性偏

倚的可能. 通过对Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ组患者肝组织炎

症及纤维化改变进行两两比较后发现, Ⅰ组与

Ⅲ组肝组织炎症分布存在差异(P <0.05), 纤维化

改变存在差异(P <0.05), Ⅱ组与Ⅲ组纤维化改变

存在差异(P <0.05), 而Ⅰ组与Ⅱ组肝组织炎症及

纤维化改变均无差异(P >0.05), 因本研究纳入的

研究对象仅为ALT<2×ULN的患者, ALT水平差

异并不大, 故ALT<2×ULN的患者ALT水平与肝

组织学改变的相关性有待进一步研究证实. 
本研究结果提示HBV DNA复制水平与肝组

织炎症及纤维化无关, 与文献报道一致[2,14-16]. 血
清HBV DNA水平可反映HBV的复制情况, 并在

一定程度上间接反映机体的免疫状态, 但不能

反映肝组织炎性损伤程度和纤维化程度, 不能

仅凭HBV DNA水平判断肝炎是否活动及其程

度. HBV主要是通过引起宿主自身的免疫反应

造成肝细胞的损伤, 宿主的免疫功能特别是细

胞的免疫功能对HBV感染后的临床转归有重要

作用[15-16]. 从本研究显示的数据, HBV DNA复制

水平虽与肝组织炎症及纤维化无关, 但存在负

相关的趋势, 通过对不同DNA复制水平患者的

年龄进行分析后发现, 三组患者年龄分布存在

差别(P <0.05), HBV DNA复制水平高者, 年龄偏

小. 这种现象可能与免疫耐受有关, 符合病毒高

复制期及轻度炎症活动的内涵, 亦可能与病程

有关, 因为随着时间的推移, 病毒复制能力逐步

减弱[17]. 
以往多篇文献报道肝组织学炎症分级和纤

维化分期均与HBeAg状态无明显相关性[3,14], 然
亦有研究表明肝纤维化程度高者以HBeAg阴性

者居多[16-18]. 本研究发现HBeAg阳性率与肝纤

维化程度有关(P <0.05), 随着纤维化程度的增加, 
血清HBeAg阳性率有逐渐减少的趋势, 这种现

象可能与患者体内HBV DNA preC/C区变异及

病程长等有关[19-21]. 故HBeAg状态是否与肝纤维

化分期之间存在关系, 尚需进一步研究证实. 对
于长期HBeAg阴性的慢性HBV感染者, 要定期

随访, 必要时行肝活检, 以便及时治疗[22-23]. 
有文献报道年龄>40岁的持续ALT正常或轻

微异常患者发生肝脏显著组织学改变者的比例

明显增高, 本研究亦显示40岁以上人群肝组织

学显著改变者较其他年龄段明显增多[2,24,28]. 这
可能与这部分患者不太可能还处于免疫耐受期

有关[28]. 当然这种现象亦可能与患者病程较长及

既往有过隐匿性炎症反应有关. 有研究提示随

着病程延长, 肝脏炎症及纤维化程度加重, 以10
年病程为主, 年龄是纤维化进展的独立预测因

素[15-16]. 2007年AASLD指南推荐对于年龄在40
岁以上, ALT正常或轻微异常的患者建议常规行

肝穿刺活检[22], 此举可为是否进行抗病毒治疗提

供可靠证据, 进而控制病情的发展[25-26].
通过本次研究 ,  我们认为对于可检测到

HBV DNA的, ALT<2×ULN, 特别是年龄在40岁
左右的患者, 应考虑肝穿刺活检活检, 从而决定

是否对其进行抗病毒治疗. 
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Abstract
Hepatic progenitor cells have the bipotential 
c a p a b l e o f d i f f e r e n t i a t i o n i n t o m a t u r e 
hepatocytes and biliary epithelial cells when 
hepatocyte proliferation is inhibited and liver 
regeneration compromised. This review focuses 
on the surface markers and biological function 
of hepatic progenitor cells and the existed 
questions in this field are also discussed. 
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Biological function
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摘要
肝脏祖细胞有双向分化潜能, 在肝细胞严重受
损和分裂增生受抑制时可向肝细胞和胆管上
皮细胞分化. 本文介绍了近年来肝脏祖细胞的
表型特征和生物学功能研究进展, 并对存在的
问题进行讨论.

关键词: 肝脏祖细胞; 表型特征; 生物学功能

陈珺明, 季光. 肝脏祖细胞的表型特征及生物学功能. 世界华人

消化杂志  2008; 16(22): 2482-2486

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2482.asp

0  引言

肝脏是一个结构与功能相对复杂、再生能力极

强的器官, 即使切除2/3的肝组织, 数周之内肝脏

可再生并恢复到正常水平[1-2]. 肝脏的大小和体

积也受到严格控制并与个体的大小相适应, 若
将体积较小者的肝脏移植到体积较大者体内后, 
其大小可长到与受者相适应的体积[3-4]. 估计正

常肝脏可耐受80%-90%肝组织切除, 一个正常

肝脏的细胞至少具有再生50个相同大小的肝脏

的能力[5]. 但是, 在临床上常见的肝损伤并不是

创伤或肝组织切除, 而是病毒、乙醇、毒性物

质、代谢异常和其他未知因素, 导致的大量肝

细胞变性、坏死, 随后发展为慢性肝纤维化、

肝硬化等, 最终导致肝细胞的再生能力丧失, 病
程难以逆转, 对于这类终末期慢性肝病, 药物治

疗难以恢复肝脏的结构与功能, 唯一可能的治

疗方法是肝移植. 由于器官供源短缺、免疫排

斥、伦理、治疗费用昂贵等问题, 只有极少数

患者接受肝移植[6]. 这种现状需要可以替代的

治疗策略. 细胞治疗可能会在将来成为一种可

替代肝移植的疗法. 由于祖细胞既可分化为肝

细胞,又可分化为胆管细胞, 具有双向分化的潜

能[7], 其一般处于静息状态, 不易分化, 分裂缓

慢, 只有在环境刺激性因素作用下, 才能快速启

®

■背景资料
对于终末期慢性
肝病的积极治疗
方法是肝移植, 但
由于肝脏供源短
缺等问题, 使人们
不得不寻求可替
代的疗法. 目前肝
脏祖细胞相关治
疗很有希望成为
替代疗法. 
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动, 这些特点使其相对易于调控, 也使其可能成

为细胞治疗理想的候选者.

1  肝脏祖细胞的生物学功能

肝脏祖细胞(hepatic progenitor cells, HPCs)的概

念主要基于细胞培养、肝癌形成的动物模型和

化学损伤后的肝细胞再生[8-10]. 相似的情况在人

类肝脏祖细胞(相当于鼠的椭圆形细胞)也有类

似描述[11]. HPCs是小上皮细胞, 细胞体积较小, 
约为正常肝细胞的1/4至1/2大小, 整个细胞大部

分为卵圆形胞核所占据, 核染色质分散而均匀, 
以常染色质为主, 核仁小, 细胞质少, 内质网、线

粒体和核糖体不发达, 表现为原始幼稚未分化细

胞的超微结构特点[12]. 当肝细胞和/或胆道细胞

的损伤或丢失合并成熟细胞类型参与的修复损

伤时祖细胞被激活. 正常人肝组织中, 肝脏祖细

胞位于门静脉区的胆小管和Hering管内[13-15]. 这
些祖细胞有分化为肝细胞和胆管上皮细胞的双

向潜能[16-17]这些细胞区间在肝实质严重受损后

可发生增殖、分化为成熟的肝细胞, 替代肝细胞

发挥再生功能[18-19]. 在这些模型中, 一种门静脉

周围小的原始上皮细胞组成的细胞群, 其增殖与

肝细胞增殖相关或者在肝细胞增殖之前, 这些细

胞根据其形状被称为卵圆细胞[20-23].

2  肝脏祖细胞的表型标志

随着对肝脏祖细胞研究的不断深入, 已经确立

了一些肝脏祖细胞高度表达的标志物, 可分为

以下5类: 受体类、连接蛋白、细胞黏附分子、

表面抗原及其他.
2.1 受体 内皮素受体A、B(endothelin receptor 
type A and B, Edna and Ednrb)和胰泌素受体(se-
cretin receptor, Sctr)表达在胆管细胞上, 与胆管

分泌功能有关[24]. Edna、Ednrb和Sctr在祖细胞

中强表达, 有维护上皮细胞的完整性, 极性, 上
皮细胞与细胞外基质的黏附作用. γ-氨酪酸Ａ

型受体(gamma-aminobutyrate, type A receptor π. 
Gabrp)是γ-氨基丁酸受体亚群新类型. 在多种组

织中可检测到这种亚型转录[25]. 在肝脏相关检查

中Gabrp mRNA只在祖细胞中表达, 是一种祖细

胞特异性标志[26]. 盘状结构域受体(discoidin do-
main receptor family, Ddr)是一类带有盘状结构

域的受体型酪氨酸激酶, 这类激酶在哺乳类动

物体内有两种, 分别为Ddr1、Ddr2. 这类激酶广

泛分布, 与某些肿瘤的转移相关, 其中Ddr1表达

于肿瘤组织细胞而Ddr2表达于间质细胞, 在大

鼠肝脏内发现了Ddr1在祖细胞和胚肝细胞中表

达, 可能与肝脏肿瘤有关. Smo为7次跨膜蛋白, 
与G蛋白偶联型受体同源, 是Hedgehog信号级联

放大系统中的一个下游片. Smo可在祖细胞, 胚
肝细胞和肝细胞瘤细胞中表达, 可作为一些潜

在的肝细胞癌的标志[26-27]. Mavier et al [28]研究了

基质细胞衍生因1(stromal cell-derived facter-1, 
SDF-1)和其受体CXCR4在卵圆细胞激活中的作

用. 他们证明卵圆细胞表达CXCR4, 在大块肝损

伤中肝细胞上调SDF-1的表达. 体外趋化分析证

明卵圆细胞沿着SDF-1梯度迁移, SDF-1/CXCR4
的相互作用是卵圆细胞被激活的机制之一 . 
SDF-1及其受体CXCR4是通过自分泌/旁分泌途

径刺激肝卵圆细胞增殖的. CX3CR1是炎性内

皮细胞表达的一种趋化因子Fractalkine的受体,  
CX3CR1在正常胆管和未完全发育胆管的祖细

胞上表达[29], 可能与胆管上皮细胞与细胞外基

质黏附作用有关. 整合素是异二聚体跨膜细胞

表面受体, 由α和β亚单位组成, 这些亚单位的结

合依赖于肝细胞种类和他们结合的底物.整合素

α4和β6一起形成一个二聚体在祖细胞中明显上

调. 在细胞外基质和细胞基底膜相互作用中有

重要作用[26].
2.2 连接蛋白 间隙连接蛋白43(connex in-43, 
CX43)可构成细胞间的通道, 小分子成分可以借

此在细胞间扩散. CX43是祖细胞的表面标志. 星
形细胞、成纤维细胞、平滑肌和肾等组织也有

表达CX43. CX43翻译后水平调节和信号转导机

制异常可能与肝癌的发生密切相关[30]. Claudin-4
在肝脏2/3切除后10 d的肝脏、胎肝和成体祖细

胞中表现出低活性, 而Claudin-7只在成体祖细

胞中表达. 用原位杂交确定了Claudin-7是祖细

胞的一个特异性标志[26].
2.3 细胞黏附分子 在祖细胞和胎肝细胞中有两

种钙黏素表达上调. 钙黏素3或P钙黏素在胎盘

中发现[31]. 钙黏素22或PB钙黏素在垂体前叶和

脑中优先表达[32], 这两种钙黏素均与祖细胞的

发育及分化有关.用原位杂交方法证实钙黏素22
在卵圆细胞中特异性的表达[26]. 上皮细胞黏附

分子(Ep-CAM)或者肿瘤相关钙信号转导1是一

种Ⅰ型跨膜糖蛋白, 在除少数上皮细胞外的所

有细胞中表达[33]. 在对人肝脏的研究中发现上

皮细胞黏附分子不在肝细胞中表达, 而在小胆

管细胞和早期胎肝中表达[33-34]. Ep-CAM是祖细

胞的一种特异性表面标志, 与祖细胞的成熟与

分化以及肿瘤的形成有关[26]. 神经细胞黏附分

■相关报道
美国杜克大学研
究 表 明 肝 脏 祖
细 胞 的 调 控 与
Hedgehog信号有
关, 但这一信号系
统只是其调控机
制的一部分. 

■研发前沿
虽然肝脏祖细胞
有巨大的利用价
值, 但目前对其认
识距临床应用差
距较大, 目前对肝
脏祖细胞表型和
生物学功能、肝
脏祖细胞的调控
机制成为研究热
点. 
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子1(N-CAM1)是人类肝脏祖细胞的标志[35], 但在

大鼠肝脏的研究中未见表达. 说明了人与大鼠

的祖细胞中其表型不同, 显示了肝祖细胞基因

表达中存在种属差异性[26].
2.4 表面抗原 据报道, MUC1在人类胎肝大小

胆管中表达, 在婴儿期其表达降低[36]. MUC1 
mRNA在大鼠肝祖细胞中大量表达, 并表现出

幼稚的胆管细胞样表型, 可能与肝脏祖细胞向

胆管细胞分化有关. 癌蛋白v-ros(Ros1)是一种

受体型酪氨酸激酶, 最初在鸟类的UR2肉瘤病

毒中发现, 他只在祖细胞中上调, 可作为祖细

胞的特异性表面标志[26]. CD24是一种表面唾液

酸糖蛋白, 依靠糖基磷脂酰肌醇链锚定在细胞

膜上, 据报道CD24是包括肝细胞癌的肿瘤细胞

上的一个P选择素配基 [37], 在祖细胞、胎肝细

胞及大鼠肝细胞瘤上CD24高水平表达, 也是祖

细胞表面标志之一. C D44是一种多功能跨膜

糖蛋白, 其功能包括: 与透明质酸、纤黏连蛋

白及胶原结合, 介导细胞与细胞外基质之间的

黏附; 参与细胞对透明质酸的摄取及降解; 参
与淋巴细胞归巢; 参与T细胞的活化; 促进细胞

迁移. CD44在多种肿瘤细胞的表达比相应正常

组织为高, 并与肿瘤细胞的成瘤性、侵袭性及

淋巴结转移性有关. 也是祖细胞的一种特异性

标志[26]. CD133抗原是有五个跨膜区的糖蛋白, 
被认为是一个造血干细胞的标志[38]. 已经证实

CD133有两个亚型, 短的一个在胎肝干细胞及

骨髓源肝干细胞中表达[39]. CD133是一个特异

性的大鼠肝脏祖细胞的表面标志, 可用于大鼠

成体祖细胞的分离[26]. CD34是一个高度糖基化

的膜蛋白, 是造血干细胞的一个特异的表面标

志. Malcolm et al发现, 卵圆细胞表面表达较高

水平的CD34分子. 由于细胞的分化程度越高, 
CD34在细胞膜表面的表达越低[40], 可用于卵圆

细胞的分离[41]. AFP是一种糖蛋白, 在胚胎肝细

胞、肝癌细胞中都有表达, 是肝祖细胞的标志

物之一, 是原始化肝细胞的特征性标志[42]. OV-6
是鉴定大鼠卵圆细胞和人肝脏祖细胞最好的指

标[43]. 但其并非卵圆细胞特异性, 能与大鼠和人

的部分正常胆管上皮细胞反应[43-44], 而另有研

究表明人正常胆管上皮不表达OV-6[45].
2.5 其他 水通道5(aquaporin 5, AQP5)是七种水

通道中的一种, 在胆管细胞中检测到AQP5m-
RNA表达[46]. 在大鼠祖细胞中也诱导出AQP5, 
可能与肝脏祖细胞向胆管细胞分化有关. 同样, 
电压依赖型钙通道Cacna2d1(alpha2/delta sub-

unit1, Cacna2d1), 在祖细胞和胚肝细胞中过度

表达, 可能与祖细胞的分化有关[26]. DLK1(delta-
like protein/preadipocyte factor1)是表皮生长因子

(EGF)家族的成员之一, 其结构特征为蛋白的细

胞外区域拥有6串在结构及氨基酸序列上与表

皮生长因子高度同源的重复结构. DLK1基因为

父系表达的印记基因, 定位于人类染色体14q32,
是真正的祖细胞表面标志[47-48]. 黄健 et al发现人

类印迹基因DLK1在胚胎肝脏高表达, 同时也在

肝脏特殊的原始干/祖细胞中表达, DLK1可能

是非常有效的肝癌治疗新靶点[49]. Thy-1能够刺

激细胞内Ca2+释放和胞质蛋白质磷酸化, 并参与

细胞的识别、黏附和T细胞的激活. Thy-1不在

成年肝脏正常表达, 但在胎肝中表达, 而且在被

损害肝脏的表达仅限于肝脏中被激活的卵圆细

胞, 有人用Thy-1抗体分离到纯度为95%-97%的

Thy-1卵圆细胞种群. Thy-1抗体可作为一种鉴别

卵圆细胞新的标志物[50]. 干细胞因子(stem cell 
factor, SCF)是祖细胞的表面标志之一[51]. SCF和
其他细胞因子一起诱导引起祖细胞激活、增生

及延长其存活期[52]. 角蛋白属中间丝的一种, 特
异表达于上皮细胞中. 不同上皮细胞保持其特

定的角蛋白组成, 因此角蛋白可作为鉴别分子

应用于临床诊断, 包括各种肿瘤的鉴别诊断和

早期微小转移灶的检测, 临床病理学分析中也

将CKl9作为肝细胞癌和肝内胆管细胞癌的鉴别

标志分子[53]. HBV感染引起的肝炎和肝硬化、

液氮局部冻伤及四氯化碳所致的肝损伤情况下, 
会出现肝细胞CK19的异常表达[54]. 祖细胞可表

达CK19, 提示CK19阳性的肝脏祖细胞可能与肝

脏癌症的发生有关[55].
肝脏祖细胞近来已被列为细胞移植和基

因治疗的靶细胞. 在体外将肝脏祖细胞基因修

饰后移植给相应基因缺陷的肝脏, 使其转变为

正常的肝细胞, 这可用来治疗肝代谢性疾病和

病毒性疾病; 获得大量的肝脏祖细胞可用于肝

移植的替代疗法和生物人工肝的细胞来源; 体
外培养肝脏祖细胞使其分化为成熟肝细胞, 可
进行药物毒理学和药物代谢动力学的评价. 但
目前对肝脏祖细胞的研究尚处于基础研究阶

段, 应用于临床仍有较大的距离, 对其来源、表

型、增殖、调控分化及其与肝疾病的关系仍缺

乏明确的了解, 今后有关研究还将集中研究肝

脏祖细胞的生物学特征、增生机制以及定向分

化的调节机制, 以求阐明肝脏发育及各种病变

■创新盘点
本文比较全面的
介绍了目前对于
肝脏祖细胞表型
特征及生物学功
能. 
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的发生机制, 还将寻找特异性更高的表面标志

物, 明确他的演化过程, 从而达到体外肝脏祖细

胞的大规模扩增、保存、建立细胞系以及定向

诱导分化. 肝脏祖细胞的激活、分离、培养、

筛选、鉴定等方法还需进一步完善, 以提高细

胞产量和纯度. 
总之, 肝脏祖细胞的研究具有广阔的前景, 

他不仅为终末期肝病以及先天性肝病的治疗提

供细胞来源, 更重要的是为体外克隆肝脏打下

基础, 解决细胞移植和器官移植供体不足、免

疫排斥的问题. 相信随着研究的不断深入, 肝脏

祖细胞在肝脏多种生理及病理生理中的作用会

逐渐明确, 为进一步的临床应用奠定基础.
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Abstract
At present, studies of hepatocellular carcinoma 
focus on investigating the molecular mechanism 
of carcinogenesis, development, metastasis and 
reccurrence and seeking biological markers 
for early diagnosis and metastasis prediction 
and targets for interfering therapy. In the post-
genome era, proteomics provides novel insights 
into the research of hepatocellular carcinoma, 
which is controlled by multi-genes and multi-
proteins. In this paper we reviewed the recent 
progress in proteomic study of hepatocellular 
carcinoma.  
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摘要
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、预测转移的生物标记和干
预治疗的靶点, 已成为当今肝癌研究的热点. 
随着后基因组时代的来临, 蛋白质组学为涉及
多基因、多蛋白的肝细胞癌研究创造了新的
契机. 本文就肝细胞癌的蛋白质组学研究进展
作简要综述.多基因、多蛋白的肝细胞癌研究
创造了新的契机. 本文就肝细胞癌的蛋白质组
学研究进展作简要综述. 

关键词: 蛋白质组学; 肝细胞癌

杨国欢, 代智, 周俭. 肝细胞癌的蛋白质组学研究进展. 世界华

人消化杂志  2008; 16(22): 2487-2492

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2487.asp

0  引言

原发性肝癌(绝大部分是肝细胞癌)在全球癌症

死亡率中居第三位, 在我国为第二位的癌症死

因[1].  由于肝癌起病隐匿, 绝大部分患者就诊时

已界中、晚期, 预后很差. 早期发现是提高外科

干预和远期疗效的前提. 手术切除和肝移植虽

已被认为是肝癌获得根治的最好手段[2], 但转移

和复发仍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. 随着

后基因组时代的来临, 蛋白质组学给涉及多基

因、多蛋白的肝细胞癌研究创造了新的契机. 
本文就肝细胞癌的蛋白质组学研究进展作简要

综述. 

1  蛋白质组学概述

蛋白质组 ( p r o t e o m e ) 由 P R O T E i n s 和
G e n O M E两词组合而成 ,  最早见于1995-07
的《Electrophoresis》杂志, 意思是proteins 
expressed by a genome, 即基因组表达的蛋白质[3]. 
蛋白质组是一个在空间和时间上动态变化着的

整体[4]. 
蛋白质组学(proteomics)研究是从整体的

角度分析细胞内动态变化的蛋白质组成成分、

表达水平与修饰状态, 了解蛋白质之间相互作

www.wjgnet.com
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用与联系, 揭示蛋白质功能与细胞生命活动规

律. 由于对“全部蛋白质”进行研究存在一定

的难度, 因此, “功能蛋白质组学”(functional 
proteomics)的概念便应运而生[5], 其研究对象是

功能蛋白质组, 从局部入手研究蛋白质的各个功

能亚群体, 以便将来把多个群体组合起来, 逐步

描绘出接近于生命细胞的“全部蛋白质”的蛋

白质图谱. 狭义上讲, 蛋白质组学是指不同条件

下细胞内蛋白质的变化, 比如正常细胞和异常细

胞之间、细胞用药和不用药之间的蛋白质表达

谱的区别, 这在疾病研究和药物筛选上很有意

义, 是目前蛋白质组学在应用研究方面最具前景

的领域[6]. 当然, 随着蛋白质组研究的不断发展, 
蛋白质组学的概念也将不断发展和深化. 

2  肝细胞癌的蛋白质组学研究进展

肝肿瘤是蛋白质组研究应用的领域之一. 研究

者运用蛋白质组学研究手段, 通过比较正常和

病理情况下肝癌细胞或组织中蛋白质在表达数

量、表达位置和修饰状态上的差异, 发现与病

理改变有关的蛋白质和疾病特异性蛋白质, 从
而为疾病发病机制的研究提供线索, 也可作为

疾病诊断的分子标志、疾病治疗和药物开发的

靶标. 国内外不少学者在细胞、组织样品和血

清等不同水平对肝细胞癌进行了研究, 并初显

成效. 
2.1 细胞水平 对不同肝癌细胞系进行蛋白质组

学研究, 通过体外实验了解蛋白质功能, 从而

间接揭示肝细胞癌发病和转移机制. Cui et al [7]

用双相凝胶电泳及液相色谱-电喷雾电离-质
谱(L C-E S I-M S)的方法比较了具有不同转移

潜能人肝细胞癌细胞系Hep3B、MHCC97L和
MHCC97H的蛋白质组, 结果发现与没有转移潜

能的Hep3B细胞系相比, 在MHCC97H和MHC-
C97L中有16个蛋白质过表达, 10个蛋白质表达

下调. 进一步的验证试验则提示, 结合蛋白家

族成员的差异蛋白S100A4通过调节基质金属

蛋白酶-9的分泌和增强细胞侵袭力来促进HCC
的侵袭和转移[8]. Ding et al [9-10]在MHCC97-H和

M H C C97-L细胞系间差异表达的56个蛋白质

点中成功鉴定出14种蛋白质, 在高转移细胞系

MHCC97-H中丙酮酸激酶M2、S100 A4及CK19
等蛋白质高表达, 而Mn-SOD、钙网蛋白前体和

组织蛋白酶D等表达量下调. 有趣的是这些被鉴

定出来的蛋白质大部分和肿瘤的转移有关. 他
们还将反义EGFR的cDNA序列转染肝癌细胞, 
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发现肿瘤细胞生长受抑, 与对照相比有40个蛋

白质表达发生了变化, 其中3个蛋白质的表达

向正常细胞趋化. Lee et al [11]研究了人肝癌细胞

HepG2中高丰度蛋白质表达情况, 并与另一种

非常相近的肝癌细胞Hep3B进行了比较, 发现

差异两倍以上的蛋白质有16个, 特别是热休克

蛋白(Hsp)的成员和不均一核糖核蛋白(hnRNP)
家族. 该差异为进一步描绘这两种蛋白家族间

的相互作用及修饰提供基础. 
甲胎蛋白(AFP)被认为是肝癌诊断和判断

预后的标志物, 肝细胞癌组织的诸多特征都与

之有关, 体内多种蛋白质与AFP协同发挥作用. 
为了鉴定这些蛋白质, Yokoo et al [12]采用荧光

双相凝胶电泳方法比较研究了9种能产生AFP
的肝癌细胞系(JHH-5、HuH-1、PLC/PRL/5、 
H e p3B、H T-17、J H H-7、H u H-7、H e p G2
和Li-7)和7种不产生AFP的肝细胞系(HLE、
JHH-6、Sk-Hep-1、JHH-4、HLF、RBE和
SSP-25)之间蛋白质表达的变化情况, 发现在

产生AFP的细胞系中6个蛋白质上调, 5个蛋白

质下调. Srisomsap et al [13]通过比较胆管细胞癌

细胞系HuCCA-1、肝细胞癌细胞系(HepG2和
HCC-S102)以及人乳腺上皮癌细胞系(MCF-7)的
蛋白质表达谱, 发现CK7、CK19、U2/2和galec-
tin-3可作为鉴别胆管细胞癌和肝细胞癌的潜在

标志物. Yuan et al [14]比较了人肝癌细胞系逆转株

(revertant)CL1及其源细胞系SMMC7721的蛋白

质表达情况, 发现19个蛋白质在表达上有明显

差异(P <0.01). 与SMMC7721细胞相比, 逆转株

CL1中一些与肿瘤抑制相关的蛋白质如maspin
表达上调, 而与肿瘤生长相关的蛋白质如组织

蛋白酶D(cathepsin D)表达下调. 在肝癌发生相

关蛋白质组学的研究中, Fujii et al [15]比较了9个
HCC细胞系和5个正常肝细胞系, 发现鉴定出来

的蛋白质参与细胞周期调节、与抑癌基因产物

结合、与脂肪酸结合及翻译调节等环节. West-
ern blot显示HCC组织中PCNA、EB1和 E-FABP
过表达, 后二者的异常表达为首次在肝细胞癌

进展的研究中涉及. 果蝇zeste基因增强子同源

物2(enhancer of zeste homolog 2, EZH2)在肝癌

发生中发挥重要作用, 在此基础上, Chen et al [16]

对EZH2下游通路进行功能蛋白质组学研究, 发
现敲除EZH2组中60s酸性核糖体蛋白P0(L10E)
表达上调, 而在EZH2过表达的肝细胞内表达下

调, 提示L10E是EZH2作用的下游靶标. 
2.2 组织样本水平 为提高和改善肝细胞癌诊断

www.wjgnet.com
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及预后, 亟待探索和鉴定有效的分子标志物. 对
肝细胞癌组织进行蛋白质组学研究是最直接和

最有说服力的途径[17]. Park et al [18]在肝癌组织铁

蛋白轻链(tissue ferritin light chain, T-FLC)的蛋

白质组学及分子机制的研究中发现, HCC患者

的贮铁蛋白T-FLC表达明显抑制或减少到不可

检测的水平, 而转铁蛋白受体(transferrin recep-
tor, TfR)呈过度表达. 有趣的是, T-FLC相对应的

mRNA水平与正常组织中的水平几乎一致, 这表

明T-FLC基因的翻译和翻译后修饰可能是引起

T-FLC表达抑制的原因. 而且, 利用PCR为基础

的杂合子丢失分析研究发现, 19例HCC患者中

只有1例显示T-FLC所处的19q13.3-q13.4染色体

缺乏, 表明由结构基因改变而引起T-FLC表达抑

制的可能性不大, 这在一定程度上回答了HCC
形成过程中铁缺失的问题. Melle及其同事[19]对

显微切割的非肝癌组织、肝癌中央组织及肿瘤

边缘组织进行比较研究, 首次确定铁蛋白轻链

亚基(ferritin light subunit, FLS)及腺苷酸激酶-3
在肝肿瘤组织中低表达, 而胆绿素还原酶B高表

达. Yoon et al [20]用双相电泳技术对11例HCC肝组

织及其对应的非肿瘤组织核基质蛋白组分进行

对比分析, 发现钙网织蛋白在HCC的核基质中

大量存在, 但两种组织中钙网织蛋白总量相似. 
钙网织蛋白-核基质的形成和扩展可能与细胞

生长的激活有关. Yi et al [21]运用双向凝胶电泳发

现, 致死蛋白Mortalin(基因HSPA9)在HCC组织

中过表达, 同时肿瘤早期复发者的致死蛋白水

平高于无瘤生存组. 因此, 致死蛋白有望成为肝

癌根治性切除术后预测早期复发的肿瘤标志物. 
Zeindl-Eberhart et al [22]将人 HCC样品经2-D分

离, 切取分子质量约30 000-40 000/PI 612-718的
区域中, 大约90个点进行肽质量指纹图谱分析, 
找到6个变异体蛋白, 其中人的醛糖还原酶样蛋

白-1(hARLP-1)是人肝癌中检测到的最主要的醇

醛酮还原酶超家族成员. hARLP拥有4种异构体

(hARLP-1、hARLP-2、hARLP-3和hARLP-4). 
经免疫印迹和免疫组化分析, 95%的HCC样品对

hARLP家族反应呈阳性, 因此可作为HCC免疫

组化诊断的标志物. Yang et al [23]在研究通过注

射肿瘤细胞到肝左叶而得到的肝癌模型的蛋白

质组时, 发现脑源性神经营养因子(brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF)和他的受体在肿瘤组

织和肝癌细胞系中能特异性地表达, 而在非肿

瘤肝组织和正常细胞系中没有表达, 该因子能

以Hsp90依赖的方式促进肿瘤细胞的增殖.

肝癌的发生与病毒感染密切相关, 为阐释感

染HCV后肝癌发生的机制, Yokoyama et al [24]比

较了感染HCV患者的肿瘤和非肿瘤组织间蛋白

质表达的情况, 结果表明, 超过50%的患者中有

11个蛋白质在HCC组织中表达下调. Takashima 
et al [25]用双相凝胶电泳和基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱分析HCV相关性HCC样本, 发
现与癌旁组织相比, 有9个蛋白质在癌组织中

表达上调, 其中GRP78、GRP75和HSP70.1明显

上调, HSC70趋向过表达. 表明这4种蛋白质在

HCV相关性HCC的致病过程中起重要作用, 有
可能成为诊断和治疗的分子靶标. Kim et al [26]比

较HBV阳性、HCV阳性及HBV和HCV同时阴

性的三组HCC患者的组织样品各7例, 发现癌组

织与癌旁组织相比共有60个蛋白质表达发生了

变化, 其中14个差异蛋白质为三组HCC患者所

共有, 而另外46个差异蛋白质各组表达均不相

同, 提示其与病毒感染相关, 且HBV与HCV诱发

肝癌的机制可能不同. Sun et al [27]用荧光双向差

异凝胶电泳(2D-DIGE)的方法分析了12例HBV
相关性HCC标本, 结果提示共有61个位点显著

上调、158个位点下调. Western blot及免疫组化

证实Hsp70和Hsp90家族的蛋白质及不均一核糖

核蛋白C1/C2过度表达, 这些蛋白可能是潜在的

肿瘤标志物. Ward et al [28]提出假说认为HCV相

关性HCC的蛋白质组学特征在成功治疗后会像

AFP一样“正常回归”, 但结果显示部分SELDI
峰未如期回复, 说明HCC的蛋白质组学特征和

肿瘤负荷并不成直接的线性关系, 而可能和肝

脏本身的病变或癌前病灶有关. Li et al [29]运用激

光捕获显微切割技术(laser capture microdissec-
tion, LCM)获取HCC和癌旁组织, 并通过同位素

亲和标签和二维液相色谱串联质谱技术进行分

析, 共有644个蛋白得到定性, 261个蛋白得到定

量. LCM技术可在不损伤细胞结构的情况下, 从
异质性的肿瘤组织内切割或分离出特定的细胞

或组织, 该技术联合同位素亲和标签和二维液

相色谱串联质谱技术, 可大规模的对HCC组织

进行定性和定量分析. 
2.3 血清水平 血清作为临床研究中最易获得的

标本, 具有创伤小、易监测等特点, 而被广泛用

于比较肿瘤与非肿瘤患者血清的蛋白质组学

差异及肿瘤候选标志物的检测[30]. Steel et al [31]

用蛋白质组学方法, 从处于疾病不同阶段的个

体中采集血清, 经双相电泳及基质辅助激光解

吸附飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)分析来鉴
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定随病程变化的蛋白质多肽, 证实HCC患者血

清中有两种多肽(补体C3的羧基端和载脂蛋白

A1的异形体)水平较健康对照明显降低. Paradis 
et al [32]用表面加强激光解吸电离飞行时间质谱

(SELDI-TOF-MS)研究了82个肝硬化患者的血

清(其中44例有肝癌, 38例无肝癌), 并比较了这

两组样品的蛋白质表达情况, 发现玻璃体结合

蛋白(vitronectin)的催化片段(catalytic fragment)
可作为合并慢性肝病的HCC患者新的血清标志

物. Poon et al [33]比较了20例慢性肝病(AFP<500 
g/L)和38例肝癌患者的血清, 发现在2384个共有

的血清蛋白质表达谱中, 250个点蛋白质的表达

有明显差异. Lee et al [34]通过对HCC患者与肝硬

化及正常人的血清蛋白质组学研究, 发现补体

C3a在慢性丙肝和HCV相关性肝癌患者中差异

表达. Yang et al [35]联合应用2-DE和钠升电喷离

子质谱法(nano-HPLC-ESI-MS/MS)比较了5例
HCC患者和正常对照的血清, 发现在差异表达

的14种蛋白质中12种表达上调, 2种表达下调. 
在鉴定的317种蛋白中有29种的蛋白可信度较

高, 其中6种仅出现在HCC患者中, 可作为HCC
的生物学标志. 

不少研究者致力于探寻早期诊断HCC的标

志物的蛋白质组学研究.  Ward et al [36]对182例丙

肝肝硬化患者的血清进行蛋白质组学研究, 发
现有2个SELDI峰HCC组较非HCC组平均升高

50%(P <0.001), 经鉴定他们分别为kappa和lamda
免疫球蛋白的轻链, 这为单独或联合应用上述

蛋白进行早期诊断HCC 提供了新的途径. Zinkin 
et al [37]运用蛋白质组学方法对HCC患者和丙肝肝

硬化患者进行比较研究, 发现SELDI-TOF-MS 诊
断HCC的敏感度和特异度分别为79%和86%, 优
于AFP、PIVKA-Ⅱ等传统指标. Le Naour et al [38]

分析了37例HCC患者、31例慢性HBV/HCV感染

而无HCC的患者、143例对照(116例其他肿瘤患

者, 3例SLE患者, 24例健康人)的血清, 发现8种
蛋白质的抗体在超过10%的HCC患者血清中检

出, 而健康个体中没有(P <0.05). 其中4种抗体在

慢性肝炎患者血清中有相对较高的检出率, 而
另4种抗体则主要在HCC患者血清中检出. 这些

抗体可用于合并慢性肝炎的HCC患者的早期诊

断. Takashima et al [39]对15组HCC组织和非肝癌

组织、5例正常肝组织进行蛋白质组学及重组

cDNA表达文库血清学分析法(serological analy-
sis of recombinant cDNA expression libraries, 
SEREX)的研究, 找到在HCC血清中免疫反应明

显增高的三种自身抗体(HSP70、peroxiredoxin
和Mn-SOD), 这三种特异性抗体可作为HCC诊
断的候选标志物. 

3  结论

从细胞、组织及血清等不同水平进行蛋白质组

学研究, 为揭示肝细胞癌的发病机制及发现肿

瘤标记物提供了新的途径. 由于蛋白组成复杂、

性质不稳定, 易发生相互作用, 因此, 对于不同来

源的样品, 选取正确的制备方法、合适的研究策

略, 可以使研究取得事半功倍的效果[40]. 人类蛋

白组组织(HUPO)提出制定相对统一的样品制备

及处理方案将有助于提高结果的稳定性和可比

性[41]. 
总之, 蛋白质组作为连接基因组与临床应

用之间的桥梁, 为从整体水平研究肝细胞癌开

辟了更广阔的前景, 但面临的主要问题是检测

的敏感性不高, 低丰度蛋白通常被高丰度蛋白

掩盖而很难分离, 因而丢失许多重要的蛋白质

信息. 目前正致力于发展高分辨率、高敏感性

和高通量的蛋白质分离和鉴定技术. 可以相信, 
随着研究技术的进一步发展, 生物信息学工具

的完善, 蛋白质组研究数据的不断积累, 蛋白质

组学最终将成为攻克肝细胞癌的强有力武器. 
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Abstract
Acute pancreatitis (AP) has seriously endangered 
the life and health of human beings, and it is 
often accompanied with systemic inflammatory 
response syndrome (SIRS), serious infections, 
septic shock and multiple organ dysfunction 
syndrome, which lead to death of patients. 
With the deep study on the pathogenesis of AP 
mechanism, it is demonstrated that macrophages 
play an important role in antigen presentation-
activated immune responses of AP patients. This 
paper reviews the progress in the relationship 
between macrophages and acute pancreatitis.

Key Words: Macrophage; Acute pancreatitis; Pan-
creas

Dang SC, Zhang JX. Advances in the relationship between 
macrophage and acute pancreatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2493-2496

摘要
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)已严重危
及人类的生命健康, 其后期常出现全身性炎
症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)、严重感染、感染性休克及
多器官功能障碍综合征, 导致死亡. 随着对AP
发病机制研究的不断深入, 巨噬细胞在急性胰
腺炎时抗原递呈激活免疫反应中起重要的作
用. 本文就巨噬细胞与急性胰腺炎关系的研究
进展作一综述.

关键词: 急性胰腺炎; 巨噬细胞; 胰腺
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
已严重危及人类生命, 是当前临床治疗的难症

之一, 其病死率仍高达30%[1]. 近年来细胞因子

在SAP发病机制中的作用受到广泛关注和重视, 
并提出阻断细胞因子的恶性循环以提高SAP治
愈率的新目标, 粒细胞过度激活, 体内促炎/抗
炎自稳机制的持续性失衡是导致SAP发展的中

心环节[2]. 目前国内外采用的治疗手段如抑制胰

酶、药物免疫治疗(如抗内毒素单抗、IL-1受体

拮抗剂及TNF-α受体拮抗剂)等, 尽管能够改善

临床症状, 但都不能根本逆转其已存在的结构

改变[3-4]. 在SAP的治疗上, 国内外尚无重大突破. 
越来越多的研究表明[5-6], 全身促炎性细胞因子

的过度释放是SAP局部和全身病情恶化的主导

因素. 巨噬细胞的浸润与激活是SAP发展的最初

事件的启动因子[7], 同时也是产生多器官功能衰

竭的一个重要病理生理步骤. 针对巨噬细胞的

细胞水平的治疗由此成为热点, 调整巨噬细胞

的功能成为SAP治疗的新研究方向.
近年来大量的研究表明, SAP时损伤的胰腺

组织作为炎症刺激物激活巨噬细胞等炎症细胞,
释放大量细胞因子, 从而触发炎症介质瀑布样
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级联反应, 引起胰外器官的损伤. TNF-α、IL-1β
和血小板活化因子等细胞因子的大量产生和释

放是SAP从胰腺局部病变迅速发展为全身炎症

反应综合征和多器官功能障碍综合征的关键所

在[8-9]. 

1  胰腺巨噬细胞与SAP

SAP是从胰腺局部病变进展而来的全身性炎症

反应过程, 巨噬细胞在炎症反应中发挥重要作

用, 其产生的多种细胞因子和炎症介质是炎症反

应发生、发展、协调与消散的内在机制. 这种炎

症过程造成的微环境变化, 使得胰腺对损伤性刺

激更为敏感. 抑制胰腺巨噬细胞的活化能够增强

胰腺对损伤因素的抵抗力, 不仅能够改善胰腺本

身的病理损害并在一定程度上改善预后. SAP早
期炎症反应主要与胰腺实质、胰周浸润的巨噬

细胞有关, 最终将导致多器官功能衰竭[10]. SAP
发病时, 病变胰腺组织作为抗原或炎症刺激物

激活巨噬细胞释放大量的细胞因子, 从而触发

炎症介质瀑布样级联反应, 引起胰外器官的损 
伤[11]. 当机体发生AP时, 浸润到胰腺的中性粒细

胞和单核巨噬细胞产生促炎细胞因子, 如TNF-α, 
IL-1等[12], 而且存在着从胰腺到外周组织由高到

低浓度的梯度分布[13]. Hughes et al [14]用无菌鼠证

实了AP时TNF-α升高与内毒素无关, 推断TNF-α
在AP的发病机制中起着始动作用. Van Laethem 
et al [15]在用蛙皮素诱导的小鼠AP中发现, IL-10
通过抑制活化的巨噬细胞释放TNF-α, 从而下调

ICAM-1和VCAM-1的表达以及控制IL-1和IL-8
的释放, 进而抑制白细胞的趋化以及白细胞和内

皮细胞的黏附, 减轻AP早期的炎症反应. 巨噬细

胞移动抑制因子(macrophage migration inhibitory 
factor, MIF)是一种重要的前炎症因子, 能促使巨

噬细胞在炎症局部的聚集、增生、活化, 增强其

黏附、吞噬作用, 并能促进多种致炎细胞因子的

生成, 抵消糖皮质类固醇激素的免疫抑制作用, 
是全身性炎症反应综合征中的关键介质. MIF在
急性重症胰腺炎发病中起着重要的作用, Sakai  
et al [16]的研究提示, 在SAP的发生发展中, 患者血

清巨噬细胞移动抑制因子水平明显升高, 抗-MIF
抗体能降低实验性SAP大鼠的死亡率.

2  腹腔巨噬细胞与SAP

腹腔巨噬细胞(peritoneal macrophages, PM)因为

其本身的功能特点和位置关系, 可能在SAP所
致SIRS或多器官功能衰竭的发生、发展中扮演

重要角色. 腹腔中(胰腺周围, 大网膜, 腹膜)常驻
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巨噬细胞占全身单核/巨噬细胞总数的大约8%, 
对腹腔炎症反应和免疫防御功能有重要作用. 
Ma et al [17]研究发现, 使用白藜芦醇(resveratrol)
后可以减少体外培养的PM的NF-kappa与iNOS
的表达, 减少培养基与血清TNF-α, IL-1与NO
的水平. 活体实验也证实, 干预巨噬细胞可以减

轻胰腺炎的严重程度. PM可以通过分泌大量的

TNF-α和IL-1β等细胞因子影响SAP的严重程 
度[11]. Shifrin et al [7]研究表明, 在SAP时, 巨噬细

胞分泌的促炎细胞触发胰腺局部及全身的炎症

反应, 使用氯膦酸二钠(clodronate)脂质体使小鼠

体内的巨噬细胞衰竭后, 胰腺局部及全身的炎

症反应明显减轻, 而对其他细胞无影响. Mikami 
e t al [18]使用该脂质体使小鼠体内的PM衰竭后, 
发现其可以减轻胰腺局部、腹腔以及肺部炎症

反应, 提示PMA对于全身炎症反应综合征的发

生和发展具有重要的作用.

3  肺巨噬细胞与SAP

肺脏是S A P时胰外器官中最容易受到损害的

器官, 其功能变化对疾病预后的影响也最明显. 
SAP肺损伤及其随后发生的ARDS往往SAP多器

官功能衰竭始发器官也是主要的累及器官. 巨
噬细胞在胰腺里是正常的常驻细胞, 而在急性

胰腺炎中, 他们可以将局部的炎症向远处的器

官播散. Gloor et al [19]通过使用钆来阻断巨噬细

胞活性的研究发现, 胰腺炎的严重程度并未发

生改变, 而与胰腺炎相关的肺损伤却有所下降. 
Cheng et al [20-22]在AP合并肺损伤的大鼠模型使

用GdCl3使肺泡巨噬细胞(alveolar macrophages, 
AM)凋亡, 明显减轻肺损伤. 观察SAP大鼠AM
功能变化时发现, 诱导SAP后AM分泌TNF-α和
一氧化氮逐渐增加. 同时, 肺泡巨噬细胞TNF-α 
mRNA和诱生型一氧化氮合酶mRNA的表达与

TNF-α和一氧化氮的变化趋势相同, AM活化可

能在SAP肺损伤中起重要作用. 研究表明, 除了

AM外, 肝巨噬细胞的激活也参与了SAP时肺损

伤[23]. 调整MIF对AP相关性肺损伤有保护作用,
间接表明AM在肺损伤中具有重要的作用[24].

4  肝巨噬细胞与SAP

肝脏是人体最大的巨噬细胞储库, 在SAP全身

反应中的作用是比较独特的. 实验证实, 枯否氏

细胞(kupffer cell)产生的TNF-α, IL-1β等细胞因

子是导致肝细胞损伤和肝脏功能障碍的直接原

因[25-26]. 阻止肝巨噬细胞TNF-α, IL-1β的产生可

以减轻肝的损伤[27]. 目前越来越多的研究表明, 

www.wjgnet.com
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SAP发生时的肝细胞凋亡可能是导致肝功能衰

竭的重要原因[28-32]. TNF-α等细胞因子在细胞凋

亡中的作用已较明确, 但SAP发生时尚存在一些

特异性的凋亡机制. Hori et al [33]研究发现, SAP发
生时巨噬细胞来源的转化生长因子β1(TGF-β1)
是诱导肝细胞凋亡的主要原因之. 

5  结论

SAP的发病过程异常复杂, 巨噬细胞及其分泌的

细胞因子在其发生、发展的进程中具有很重要

的作用. 针对巨噬细胞的靶向治疗研究是当今

医学的前沿课题, 困扰其临床应用的一个难点

是在各系统的不同病理、生理条件下, 如何对

巨噬细胞的功能状态进行监测. 目前对巨噬细

胞的研究目前多为在一定时间内处死实验动物, 
对组织进行切片等检查. 而这些侵袭性的方法, 
不能对巨噬细胞在同一动物体内的迁徙增殖情

况进行动态的观察, 故需要非侵袭的手段来对

体内的巨噬细胞进行监测.
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Abstract
Conventional drug therapy for inflammatory 
bowel disease (IBD) has some limitations. The 
impressive results of new biological agents in 
the treatment of patients who were refractory 
to standard therapy have led to a clinical debate 
about “step-up versus top-down strategy”. 
Recent studies in newly diagnosed patients 
of refractory Crohn’s disease have shown 
that early administration of infliximab with 
azathioprine (top-down therapy) is superior to 
conventional “step-up” therapy in induction 
and maintenance of remission, mucosal healing 
and so on, which may mean to modify the 
natural history of disease. However, several 
factors confine the use of biological agents 
as first-line therapy for IBD patients. Recent 
debates are focusing on where biologics should 
be positioned within the current treatment 
strategies so as to maximize efficacy while 
balance risk. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Biological 
agents; Step-up therapy; Top-down therapy; Natu-
ral history
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摘要
炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的传统药物治疗存在很大的局限性.生物制
剂带来的令人振奋的效果, 引发了一场上阶
梯(step-up)和下阶梯(top-down)治疗策略之间
的较量. 针对新发的难治性克罗恩病(crohn's 
disease, CD)患者, 最新研究显示, 下阶梯(top-
down)治疗较目前标准治疗在诱导和维持疾
病缓解、促进黏膜愈合等方面均有明显优势, 
其可能改变疾病的自然病史. 然而, 仍有一些
因素限制生物制剂作为一线治疗用于IBD患
者. 目前, 如何摆放生物治疗的地位以获取最
佳效益风险比成为IBD治疗的争论焦点. 

关键词: 炎症性肠病; 生物制剂; 上阶梯治疗; 下阶

梯治疗; 自然病史

蒋巍, 张顺财. 炎症性肠病治疗新策略. 世界华人消化杂志  

2008; 16(22): 2497-2502

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2497.asp

0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一类病因尚不十分明确的慢性非特异性肠道炎

症性疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)和克罗恩病(crohn's disease, CD). 该病的发病

率及患病率在全球均报道有继续增加. 过去10年
间, 随着抗肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor 
alpha, TNF-α)mAb等生物制剂的问世, 带给IBD
患者更多崭新而有效的治疗选择. 同时, 改变疾

病的自然病史、最大限度地提高生活质量逐渐

成为IBD的最终治疗目标. 经典的“上阶梯(step-
up)”即金字塔型治疗模式在过去一直为IBD专

家们所推荐. 但最近, 一种颠覆传统的“下阶梯

(top-down)”即倒金字塔型治疗策略的提出引起

了广泛关注. “如何摆放生物治疗的地位以获取

最佳效益风险比”成为了目前IBD治疗的争论

焦点. 本文就此方面进展作一简要介绍. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
炎症性肠病的传
统治疗存在很大
局限性, 而抗肿瘤
坏 死 因 子 α 等 生
物制剂的相继问
世, 不仅提供了新
的治疗选择, 更是
在治疗模式上带
给人类新的启发. 

■同行评议者
任建林, 教授, 厦
门大学附属中山
医院消化内科



1  传统治疗策略及其局限性

传统的IBD治疗策略, 是根据对病变范围、严重

程度、病程分期和并发症的评估, 同时引入疾病

活动指数(DAI), 采用建立在氨基水杨酸制剂、

糖皮质激素、免疫抑制剂和生物制剂基础上的

金字塔型治疗方案. 这种渐进式的治疗模式在过

去一直为IBD专家们所推荐, 然而这其中存在很

大的局限性. 
5-氨基水杨酸 (5-A S A)和柳氮磺胺吡啶

(SASP)被认为是UC的治疗支柱, 但对CD患者却

不能有效地维持缓解[1]. 
对大部分活动期的IBD, 皮质类固醇能快速

有效地诱导缓解, 但对维持缓解却缺乏功效; 况
且长期使用激素还会导致骨质疏松、糖尿病、

高血压等毒副作用. 虽然人群研究发现少于50%
的患者需终身使用皮质类固醇治疗, 但在基于医

院的研究中发现: 尽管接受正规的传统内科治

疗, 疾病却仍在进展, 其中以并发症的出现最为

常见[1]. 另外, 当患者逐渐出现对激素无反应或依

赖时, 便需免疫抑制剂介入作为辅助治疗, 而这

些患者中, 一年累积手术率在CD和重度UC分别

达到36%和28%[1]. 
另有证据显示, 皮质类固醇能通过干扰免

疫细胞凋亡从而打破机体的免疫耐受, 即所谓的

“皮质类固醇诱导的耐受缺失”. 回顾Crohn's
病的发生机制, T淋巴细胞凋亡缺陷所致的自身

免疫耐受缺失在其中扮演了相当重要的角色. 然
而, 治疗剂量的皮质类固醇在作用于活动期靶细

胞的同时, 亦能对T淋巴细胞的凋亡起抑制作用. 
这将使Crohn's病的远期炎症进程复杂化[2]. 因此

也给临床工作带来了质疑: 将皮质类固醇作为一

线治疗是否恰当?
硫唑嘌呤(AZA)和6-巯基嘌呤(6-MP)对CD

和UC的诱导和维持缓解均有效, 但由于显效慢

及一些潜在的副作用限制了该类药物的使用[1-2]. 
而对MTX肌注有应答的活动性CD, MTX亦能有

效维持缓解; 他还适用于对AZA/6-MP治疗不耐

受或失败者[3]. 而尽管将免疫抑制剂用于对激素

无反应的患者看似合理, 但目前仍缺乏对其长期

预后的跟踪调查[1]. 基于各研究的异质性(对人群

的设定、疾病复发的定义以及免疫抑制剂适应

症和手术指征存在差异), 确诊CD后的首个15年
内需行手术的概率在38%-96%范围之间[4]. 

少数由infliximab(IFX)诱导缓解的CD住院

患者(包括部分已打算行手术治疗者), 将IFX用

于维持缓解同样有效[5]. 但在大多数的指南中, 
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IFX仍是被推荐作为术前最末的药物治疗措施. 
总之, 传统治疗虽在一定程度上改善部分

IBD患者的生存质量, 但仍有相当部分患者存在

治疗困难, 并且传统治疗策略似乎无法改变疾病

的自然病史.

2  治疗目标

过去10年间, 随着生物制剂的问世, 带给IBD患

者更多崭新而有效的治疗选择. 医患双方也不再

仅仅满足于疾病症状的改善. 目前内科医师们正

通过各种治疗渠道, 设法在避免激素使用下诱导

IBD临床缓解, 并维持缓解, 促进黏膜修复, 减少复

发, 防治并发症, 降低手术率, 最大限度地提高生

活质量. 对儿童患者而言, 还应促进其生长发育. 
这便涉及如何评估病情的问题. UC的评估

相对简单, 他的活动几乎总与腹泻或血便相关, 
而且通过肠镜即能较容易地明确病变; 然而由于

CD表现存在多异性, 他的评估就复杂的多. 因而

临床工作中, 多数医生仍按患者主诉来判断CD
病情, 这与生化指标或内镜下改变的相关性较

差. 在临床试验中, CDAI(Crohn's病活动指数)常
被用作衡量指标, 但CDAI亦主要以症状为参数, 
他与内镜下和组织学改变相关性亦较弱[6]. 可惜, 
目前对CD临床和内镜下缓解尚缺乏明确的定义. 

近年来, 改变疾病的自然病史已逐渐成为

IBD治疗的最终目标. 临床研究中, 内镜结果对

于功效判断显得日益重要, 综合黏膜修复、住

院和手术需求等指标被认为可用来评判IBD自

然病史的改变[7]. Vermeire et al [7]就“目前常用治

疗措施能否改变CD自然病史”的问题对一些临

床研究结果进行了总结(表1). 也有越来越多的

研究证实IFX能够促进黏膜修复, 而这与住院率

和手术率的减少密切相关[8-9]. 可惜, 至今尚无研

究报道IFX治疗达到的肠黏膜病变愈合与CD自

然病史的相关性.

3  生物制剂

3.1 I F X 生物制剂问世之前 ,  大多数对传统

治疗无效的C r o h n's病患者最终需行手术治

疗, 然而即使切除所有临床上明显的病损, CD
还可能复发. 一种人-鼠嵌合抗T N F-α单克隆

IgG1抗体的出现, 打破了这个局面. 1998年起, 
IFX(Remicade®)就获FDA批准用于对常规治

疗无效的成人活动性中重度CD及合并瘘管者. 
ACCENT[10-11]等多项临床研究证实: 对活动性

CD, IFX能迅速修复黏膜, 发挥激素助减剂作用, 
并能促使瘘管(包括肛瘘、皮瘘或直肠阴道瘘)

www.wjgnet.com

■研发前沿
“下阶梯”治疗
策略有可能改变
炎症性肠病的自
然病史. 而如何摆
放生物治疗的地
位以获取最佳效
益风险比成了目
前炎症性肠病治
疗中的争论焦点.
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闭合; 而对由IFX诱导缓解者继以每隔8 wk 1次
的持续给药, 亦能有效维持缓解. 一项随机对照

开放式Ⅲ期试验REACH[12]显示, IFX用于治疗儿

童中重度CD的有效和安全性与成人相当. 基于

该研究结果, 2006年FDA批准IFX用于儿童CD
的治疗, 2007年此扩大适应证亦在欧盟(EU)获
准. ACT两项大型临床试验[13]证实IFX对常规治

疗无效的活动性UC同样有效, 并有短期的维持

缓解功效. 但在疗效长期维持方面, 目前尚缺乏

相关资料. 甚至为避免结肠切除, 把IFX作为急

性中重度 UC的补救治疗, 也看似有效[14]. 因而

2005-09/2006-03, IFX又先后获FDA和EU批准用

于治疗中重度UC. 然而对于UC, 手术是一种较

为有效的治疗手段, 而且多数患者对5-ASAs类
药反应较好, 因此Datamonitor(著名的市场调研

公司)预期生物制剂在UC治疗领域不会有很大

的成绩. 另有一些临床研究显示IFX对改善IBD
引发的肠外表现同样有效, 如坏疽性脓皮病、

葡萄膜炎、关节炎等[15]. 
由于生物制剂在IBD治疗中的独特疗效, 其

应用安全性问题因而备受关注. IFX使用已近10
年, 从上市前的临床试验到上市后世界范围的临

床研究、药物不良反应监测和登记[16]、案例报

告等资料的积累, 对其不良反应的认识逐步加

深. 一方面, IFX具有免疫原性, 中和抗体的产生

可引起输液反应、迟发的血清病样反应和疗效

降低. 另一方面, IFX的严重不良反应主要包括

机会性感染(尤其结核)、淋巴瘤和加重已存在

的充血性心力衰竭等. 我国属结核病高发国家, 
相关的筛查、监测和防治工作应更为严格. 但
一项多因素Logistic回归分析显示, 是否使用IFX
在死亡、严重感染及恶性肿瘤的发生率上不

存在显著差异[17]. 换言之, 目前尚无证据表明用

IFX治疗会增加恶性事件的发生率. 
15年来IFX进行了各项临床试验, 期间全球也

已有将近92.5万人使用该药进行治疗, 他在治疗各

适应证时的安全性和疗效已得到了很好的证实. 
获国家食品药品监督管理局批准, 2007-09-01起, 
IFX(类克®)也正式在中国上市. 
3.2 其他生物制剂 近两年来, 一些新型的生物制

剂也开始进入临床或正在进行早期试验. 对CD
而言, 其中完全人源化的抗TNF-α单克隆IgG1抗
体-Adalimumab(Humira®), 人源化的抗TNF mAb 
Fab片段-Certolizumab-pegol(Cimzia®)以及人源化

的抗α4整合素IgG4抗体-Natalizumab(Tysabri®), 
在对照试验结果中显得最具前途[18]. 

Adalimumab是完全人源化的自身给药型生

物制剂, 即使是对IFX抵抗或不耐受的患者, 亦
显示出了良好的功效和安全性. 因此, 2007年初

Humira已被FDA批准用于成人难治性和/或对

IFX抵抗或不能耐受的中重度CD的治疗, 他可减

轻患者的症状体征并能有效地诱导和维持缓解. 
Certolizumab-pegol具有较弱的免疫原性, 

他不会诱导补体激活、抗体依赖的细胞毒作用

或者T细胞/单核细胞的凋亡. PRECISE试验[19-20]

证实了他在中重度CD治疗中的安全性和功效. 
2008-04 Cimzia最新通过美国FDA批准用于CD
的治疗, 但同时被告知应警惕他的一些严重副

作用包括严重感染、可能引发淋巴瘤等. 远期

安全性评价有待进一步的跟踪研究. 
在起抑制淋巴细胞聚集、迁移作用的

抗黏附分子抗体(包括Natalizumab, MLN-02, 
alicaforsen)中, Natalizumab显得最为有效[21], 但
由于出现严重的脑部并发症-进行性多灶性白质

脑病(PML), Tysabri®曾一度撤市. 虽然目前FDA
已认可Tysabri用于其他药物治疗失败或耐受性

差的成人中重度CD患者, 但欧洲人用药委员会

对此仍表示拒绝. 出于对PML是一种高致命的

脑部感染的考虑, 使用担忧仍然存在. 
另外, IL12/干扰素γ抑制剂亦表现出不错

的治疗潜能[18]. 对于重度UC, 除IFX外, 抗T细胞

CD3 mAb-Visilizumab(Nuvion®)的出现初始也

带来不少惊喜, 但RESTORE试验结果却令人失

望, 与单用静脉激素相比, Visilizumab在难治性

UC治疗中未显示充分的功效及较好的安全性, 
因而Ⅲ期临床试验将不再进行. 其他的生物制

剂如干扰素α/β抑制剂、IL2受体抑制剂、生长

激素(GH)、表皮生长因子(EGF)、粒细胞集落

刺激因子(G-CSF)和粒-巨噬细胞集落刺激因子

(GM-CSF)等也在进行试验评估, 但效果可能不

及上述药物.

■创新盘点
本文从炎症性肠
病传统治疗的局
限性入手, 从而提
出疾病的治疗目
标, 并对目前较热
门的生物制剂作
了简介及特点比
较, 最后在现有研
究基础上对新型
治疗策略的有效
性和可行性进行
了阐述、分析与
展望.

表 1 不同治疗措施对Crohn's病自然病史的影响

     
                             黏膜修复   降低手术需求  减少术后复发

糖皮质激素 否    否             否

硫唑嘌呤、 是    否             是1

6-巯基嘌呤

甲氨蝶呤  是    否            未知

肠内营养  是    否             是

IFX  是1    是1            未知

1随机对照研究.
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4  Top-down治疗策略

早在1997年, 就有研究证实, 与SASP单一治疗相

比, 强化的联合治疗(包括SASP、MTX和大剂

量泼尼松龙)用于早期类风湿关节炎(rheumatoid 
arthritis, RA), 能更有效地抑制关节损害加重, 控
制病情发展, 而且在激素停用后作用持续长达

1年[22]. 此后又有报道, 早期联用TNF拮抗剂和

MTX治疗RA, 比任选二者之一单药治疗, 能获

取更佳的疗效[23-24]. 更有意义的是, TNF拮抗剂

的早期介入可能改变RA的自然病程[25]. 
Crohn's病的主流治疗策略是经典的“上阶

梯(Step-up)”方案-治疗从5-氨基水杨酸开始, 经
过抗生素和类固醇向免疫抑制剂逐步推进, 最
后采用抗TNF-α治疗. 由于IBD与RA在发生机制

上有着多处相似, 因而, RA治疗策略上的发展启

发了IBD专家们将类似研究用于CD, 挑战传统

的治疗策略. 
一些小型的回顾性研究显示, 若初始就将

免疫调节治疗用于儿童CD患者, 会取得更好的

效果. 例如早期使用IFX或AZA均显示能延长缓

解期的维持[26-27]; 将6-MP与糖皮质激素合用治

疗新发的儿童中重度CD, 能更长地维持缓解, 并
且6-MP发挥出激素助减剂的作用[28]. 

最近 ,  学术界更兴起了一股对被称作为

“下阶梯(Top-down)”治疗策略的研究热潮. 该
策略建立在早期应用生物制剂(抗TNF-α)和免

疫抑制剂的基础上. 研究人员认为, 这可能在

Crohn's病病程早期就使患者获得更好的效果, 
并且有可能延迟或阻止疾病的进展. 

一项多中心随机对照研究[29-30]对133例较早

期(病程在4年以内)的中至重度活动性Crohn's
病患者进行了“上阶梯(Step-up)”与“下阶梯

(Top-down)”治疗策略的作用比较. 入选者必

须从未接受过皮质类固醇、免疫抑制剂或生物

制剂治疗. 方法: Step-up治疗组(n  = 66): 首先予

皮质类固醇诱导缓解, 若出现激素无效或依赖

加予AZA治疗, 若仍无效最终予IFX治疗. Top-
down治疗组(n  = 67): 采用AZA 2-2.5 mg/(kg·d)
和IFX(5 mg/kg)3次输注(分别于第0、2和6周)
的治疗, 复发者给予重复IFX输注和皮质类固

醇(对IFX无应答者)治疗. 研究结果显示, Top-
down方案能更快更多地诱导缓解(缓解定义为

CDAI<150分, 不需肠段切除及皮质类固醇的

完全撤除), 更迟更少地出现复发(复发定义为

CDAI>200分, 需行肠段切除或添加额外治疗). 
26 wk时, Top-down组患者缓解率达60.0%, 而

Step-up组仅为35.9%(P  = 0.0062<0.01); 52 wk
时相对的两组缓解率分别为61.5%和42.2%(P  = 
0.0278<0.05). 然这种作用差异在52 wk之后开始

变小, 分析可能原因是Step-up组患者开始接受

AZA和IFX治疗. 且52 wk时Step-up组仍有18.8%
的患者接受皮质类固醇治疗, 而Top-down组却

没有. 另外, 经14 wk成功诱导缓解的患者出现复

发的中位时间在Top-down组为329.0 d, Step-up
组为174.5 d(P  = 0.031<0.05). 研究还发现[2]: 未
接受任何治疗的患者几乎100%对IFX有应答, 而
在先接受过皮质类固醇或免疫抑制剂的患者中

仅为60%-70%; 并且Top-down组的瘘管控制情

况优于Step-up组. 而在接受治疗的两年后, 49例
患者(26例来自Top-down组/23例来自Step-up组)
复查内镜发现, 肠道黏膜愈合在Top-down组更

为显著. 溃疡完全消失者在Top-down组占73.1%, 
而Step-up组仅为30.4%(P  = 0.0028<0.01). 并且

证实皮质类固醇对黏膜修复无效.安全性方面, 
虽然Top-down组不良事件的发生(30.8%)较Step-
up组(25.3%)更为多见, 但差异无统计学意义. 

然而 ,  我们并不能就此推论出这究竟是

IFX、AZA或是两者共同作用的结果. 因此, 正
在进行的SONIC研究将评价并比较IFX、AZA
以及两者合用在从未接受生物制剂和免疫抑制

剂治疗的中重度CD患者中的功效. Sandborn最
近表示[31], 已有初步证据显示初始即联用IFX和

AZA治疗可能对早期CD有益. 而该研究有望在

今年下半年完成. 
目前, 仍存在一些因素限制了IFX等生物制

剂作为一线治疗用于IBD患者. 首先, 流行病学

调查显示超过50%的CD患者始终仅为轻度病

变而从不需要激素或免疫调节剂等治疗手段[32], 
因而, 冒着各种可能的风险, 盲目地将Top-down
治疗策略用于这些患者, 将得不偿失. 况且, 生
物制剂的远期安全性问题尚待进一步的研究证

实. 另外, 如何识别高危患者、识别对生物制剂

和免疫抑制剂具有高应答者是向我们提出的另

一挑战. 虽然已有一些疾病特异性标志物被识

别可用来预测疾病复发[33], 但要行个体化分析

仍有困难. 而对于新发的IBD患者, 他们的病程

发展将更难预知. 并且, IBD作为一类多显型、

多基因、遗传异质性疾病, 影响因素多种多样, 
这给Top-down治疗策略的研究及临床实践带来

了很大的阻碍. 除此之外, 生物制剂的高成本也

限制了他的推广使用.

■应用要点
本文不仅给炎症
性肠病的治疗提
供参考, 并对该领
域新兴的研究热
点作了阐述, 对临
床和科研均有重
要的指导意义.
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5  结论

IBD的治疗正在进入免疫调节的生物学时代, 药
物治疗尤其是生物制剂带来的疗效, 使研究者

和临床医生们备受鼓舞, 因而, 对IBD的治疗提

出了更高的目标. 相比传统治疗策略, 新近提出

的“下阶梯”治疗策略在目前的研究中展现出

一些优势, 并提示可能改变疾病的自然病史. 然
而至今, 有关这种颠覆传统的倒金字塔治疗模

式所带来的效益、风险和成本信息仍非常有限. 
对“下阶梯”治疗策略的远期疗效和安全性评

价以及对IBD自然病史改变的定义有待进一步

的完善. 同时, 鉴于IBD的复杂性, 治疗策略间的

长期比较或许更适合在同质人群中展开. 同时, 
优化金字塔中其他治疗手段的摆放位置, 也可

能在将来挖掘出一些治疗潜力. 最终, 这些研究

成果将指导临床医生们做出个体化的治疗抉择, 
以获取最佳效益风险比、最大限度地提高患者

的生活质量. 
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Abstract
AIM: To observe the effects of Quercetin on the 
invasion of human esophageal cancer cells, and 
to investigate the possible mechanism. 

METHODS: Human esophageal cancer cell line 
EC109 was treated with different concentrations 
of Quercetin, and then the anchorage indepen-
dence growth of EC109 cells was studied by 
colony formation in soft agar; the invasion abil-
ity of EC109 cells was determined by Boyden 
chamber, and the expression levels of midkine 
mRNA and protein were detected by real time 
RT-PCR and Western blot assay, respectively. 

RESULTS: After Quercetin treatment, the malig-
nant proliferation and invasive ability of EC109 

cells were obviously decreased, which showed 
a dose-dependent manner (all P < 0.05). Mean-
while, Quercetin down-regulated the expression 
of midkine mRNA and protein in a dose- and 
time-dependent manner (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Quercetin can inhibit the inva-
sion of EC109 cells by down-regulating midkine 
expression. 

Key Words: Esophageal carcinoma; Quercetin; 
Invasion; Midkine; Western blot; Reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction
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摘要
目的: 观察中药提取物槲皮素对食管癌细胞
侵袭的影响, 并探讨其可能机制.  

方法:  采用不同浓度的槲皮素处理食管癌
EC109细胞后, 以软琼脂集落培养试验检测癌
细胞锚着不依赖性增殖, 以Boyden小室模型
方法检测癌细胞侵袭能力, 采用荧光实时定量
RT-PCR检测癌细胞中期因子(midkine, MK)基
因mRNA水平, 以Western blot方法检测癌细胞
MK基因蛋白水平变化.   

结果: 食管癌EC109细胞经槲皮素处理后, 恶
性增殖和侵袭能力均明显下降, 且呈剂量依赖
性(均P <0.05). 槲皮素处理组MK基因mRNA
和蛋白水平均明显下调, 且呈时间和浓度依赖
性(均P <0.05).

结论: 槲皮素可明显抑制食管癌EC109细胞侵
袭能力, 其机制可能与下调MK基因表达有关.

关键词: 食管肿瘤; 槲皮素; 侵袭; 中期生长因子; 免
疫印迹; 逆转录-聚合酶链反应

钟锡明, 吴莺, 范钰. 槲皮素对食管癌细胞侵袭和中期生长
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■背景资料
槲皮素是一种天
然的黄酮类化合
物, 广泛分布于蔬
菜、水果及常见
中草药之中. 已有
研究发现, 槲皮素
可抑制多种肿瘤
细胞的增殖, 和某
些肿瘤细胞的侵
袭能力, 是颇具应
用前景的抗癌药
物之一, 但内在机
制尚不清楚. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
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0  引言

槲皮素(quercetin, Que)是一种天然的黄酮类化

合物, 广泛分布于蔬菜、水果及常见中草药之

中. 已有研究发现, 槲皮素可抑制多种肿瘤细胞

的增殖[1-2], 和某些肿瘤细胞的侵袭能力[3-6], 是颇

具应用前景的抗癌药物之一, 但内在机制尚不

清楚. 为此, 本研究采用Que处理食管癌EC109细
胞, 观察了Que对癌细胞锚着不依赖性增殖、侵

袭和中期生长因子(midkine, MK)基因表达的影

响, 以探讨其抗癌机制.

1  材料和方法

1.1 材料 槲皮素, 购自Sigma公司, 用DMSO(二
甲基亚砜)配成储液, -20℃冰箱保存. 试验时用

1640培养基稀释, DMSO的最终浓度小于0.9%. 
人食管癌细胞株EC109购自美国ATCC细胞库. 
TRIzol试剂购自Invitrogen公司. BCA蛋白分析

试剂盒购自PiercE公司. MK和b-actin mAb, 购
自Santa Cruz公司. RPMI 1640、新生小牛血清, 
购自Gibco公司. 荧光实时定量PCR MK引物: 上
游, 5'-GCGCGCTACAATGCTCAGT-3'; 下游, 
5'-CCCTTCCCTTTCTTGGCTTT-3'. FAM探针引

物5'-CTCCTTACTGTGCTGTATCCCCATGG-3'. 
以3-磷酸甘油醛脱氢酶基因(GAPDH)为内参.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌EC109细胞在含100 
mL/L新生小牛血清的RPMI 1640液中培养, 置
37℃, 50 mL/L CO2培养箱中. 每日观察, 待细胞

至对数生长期, 采用不同浓度的槲皮素处理后, 
然后准备进行以下试验. 
1.2.2 软琼脂集落培养试验: 根据文献[7]进行. 倒
置显微镜下随机计数每组样品10个视野中的集

落数, 取其平均数作比较. 结果采用t检验分析.  
1 .2 .3  体外侵袭抑制试验 :  该试验在改良的

Boyden小室中操作, 根据文献方法[7]进行. 400
倍光镜下计数穿过聚碳酸酯膜的细胞数, 以侵

袭细胞的相对数目表示肿瘤细胞侵袭能力. 随
机计数5个视野内的细胞数, 取平均值进行统计

处理, 每组计数3份样本. 
1.2.4 MK基因表达检测: 分别于槲皮素处理食管

癌细胞24、48、72 h后, 收集各组细胞, 用TRIzol
提取RNA, 并进行cDNA合成, 根据文献[8]方法, 
采用荧光实时定量PCR检测MK基因mRNA表

达水平. 按照上述时间收集各组细胞, 提取细胞

总蛋白, 蛋白定量后进行常规Western blot检测. 
利用Kodak Digital Science 1D Image Analysis 
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Software(Eastman Kodak公司, USA)测定Western 
blot条带净灰度值, 并与内参照b-actin的测定结

果相比较, 计算其比值. 
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件包进行

统计学处理, 所得到的数值均以mean±SD表示.

2  结果

2.1 Que对食管癌细胞软琼脂集落形成的影响    
食管癌E C109细胞在体外半固体培养体系中

可以自发地形成集落. 而癌细胞经槲皮素处理

后, 所形成的集落数明显减少, 且呈剂量依赖性

(P <0.05, 图1).
2.2 Que对食管癌细胞侵袭的影响 收集经Que处
理的细胞, 采用Boyden小室检测癌细胞侵袭情

况. 结果发现, 与对照组比较, Que处理组癌细胞

穿过滤膜的细胞数明显下降, 且呈浓度依赖性

(P <0.05, 图2). 
2.3 Que对食管癌细胞MK基因表达的影响 以槲

皮素处理细胞后, 于不同时间收集细胞, 分别采

用荧光实时定量PCR和Western blot检测. 结果发

现, 与对照组比较, 处理组MK基因mRNA和蛋

白水平明显降低(P <0.05, P <0.05, 图3-4).

3  讨论

自1971年美国NCI组织首次发现槲皮素对P388
白血病的抑制作用后, 许多学者发现, 槲皮素可

www.wjgnet.com

■相关报道
有学者发现, MK
基因与某些癌细
胞侵袭有关, 但是
尚不了解MK基因
与食管癌细胞侵
袭的关系, 需要从
细胞水平、基因
水平进行研究, 以
进一步深入了解
槲皮素的抗癌机
制. 
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图 1 槲皮素对食管癌EC109细胞软琼脂集落形成的影响. 
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图 2 槲皮素对食管癌EC109细胞侵袭的影响. 

■研发前沿
槲皮素(Que)可抑
制多种肿瘤细胞
的增殖及侵袭, 是
颇具应用前景的
抗癌药物之一, 但
内在机制尚不清
楚. 
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抑制多种恶性肿瘤如白血病、肺癌、肝癌、卵

巢癌、膀胱癌、结肠癌等多种癌细胞的恶性增

殖. 最近研究发现, 槲皮素可抑制某些癌细胞侵

袭转移[5-6], 但其机制尚不完全清楚. 本研究采用

槲皮素处理食管癌EC109细胞, 观察了其对锚着

不依赖性增殖和侵袭的影响, 并从MK基因角度

方面初步探索了其可能的抗癌机制. 
正常真核细胞, 除成熟血细胞外, 大多须黏

附于特定的细胞外基质上存活, 称为锚着依赖

性(anchorage dependence). 一般认为, 肿瘤细胞

在软琼脂形成集落的多少可反映肿瘤细胞锚着

不依赖性增殖的特性, 且与其恶性程度呈正相

关. 癌细胞侵袭能力强, 则在软琼脂上形成的集

落数目多. 本研究发现, 食管癌细胞经不同浓度

的槲皮素处理后, 软琼脂集落数明显减少, 且呈

浓度依赖性(P <0.05). 

肿瘤细胞侵袭转移是一个复杂的过程. 先从

原发肿瘤上脱落, 侵入细胞外基质, 然后穿透淋

巴管和血管, 进行远处转移. 在此过程中, 肿瘤细

胞侵袭细胞外基质, 是重要的步骤. 本研究所用

的基质胶(matrigel)含有Ⅳ型胶原、层黏蛋白、

巢蛋白(entactin)、硫酸肝素蛋白多糖等成分, 与
细胞外基质的成分非常相近. 因此, 能有效地在

体外模拟肿瘤细胞的侵袭过程. 在体外侵袭实

验中, 我们观察到EC109胞具有较强的侵袭能力, 
而经过Que处理的癌细胞, 穿过聚碳酸脂膜的细

胞数量减少, 且呈浓度依赖性(P <0.05). 由此说

明, 槲皮素可抑制食管癌细胞的侵袭能力. 
MK基因是1988年Ca l tagirone et a l [9-10]在

视黄酸诱导的小鼠胚胎肿瘤细胞系HM-1细胞

cDNA文库中发现的一种新基因, 其后, 在多种

动物和人类中均已发现了基因. MK蛋白和另一

种相似的细胞因子-多效生长因子(pleiotrophin, 
P T N)一起归为一类新的肝素结合因子家族

(heparin binding factor family)[9]. 研究发现, MK
在许多肿瘤如食管癌、胃癌、结肠癌、胰腺

癌、肝细胞癌、肺癌等多种癌细胞和组织中过

表达, 而在正常组织中表达很低或不表达[10-18]. 
近来有学者发现, MK基因表达与某些癌细胞

侵袭有关[19]. 因此, MK有可能作为肿瘤标志物

在肿瘤的诊断、预后和治疗中发挥作用本研究

以Que处理食管癌EC109细胞后, 分别以荧光实

时定量PCR方法和Western blot检测cripto基因

mRNA和蛋白水平, 结果发现, Que处理组MK蛋

白和mRNA水平均明显下调, 且呈时间和浓度依

赖性(P <0.05, P <0.05). 因此, 我们推测, Que抑制

食管癌细胞侵袭, 可能与下调MK基因表达有关. 

■创新盘点
本研究首次从细
胞水平观察了槲
皮素对食管癌细
胞侵袭的影响, 并
从MK基因角度探
讨了可能的机理, 
具有重要的意义. 
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图 3 槲皮素对食管癌细胞MK基因mRNA水平的影响. 
B-C: 实时定量PCR图(48 h); B: MK; C: GAPDH. 
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总之, 本研究提示, Que可明显抑制食管癌

细胞体外恶性增殖和侵袭能力, 下调MK基因表

达, 可能是重要机制之一. 
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Abstract
AIM: To identify the anticancer effects of 
Tanshinon ⅡA sulfonic acid (TASA) in vivo by 
the model of nude mice with MKN-45 gastric 
cancer cells transplanted subcutaneously.

METHODS: MKN-45 human gastric cancer 
cells were grown as xenografts in 24 immuno-
deficient mice, which were randomly divided 
into 4 groups. The mice in observation groups 
were injected intraperitoneally with TASA at 1 
mg/kg (low dosage), 5 mg/kg (median dosage) 
or 10 mg/kg (large dosage) once per day re-
spectively for 2 wk while the mice in the fourth 
group were injected with sodium chloride as 
controls. All the nude mice were sacrificed 2 wk 
later and growth inhibition rates of transplanted 

tumors were measured by weighing the masses. 
Apoptosis index was tested by TUNEL assay. 
Microvascular density (MVD) was marked by 
CD34 staining. The protein expression levels 
of hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF1α), 
vascular endothelial growth factor (VEGF) and 
cyclooxygenase-2 (COX-2) were measured by 
immunohistochemistry.

RESULTS: Compared with that in the control 
group, the apoptosis index was significantly in-
creased in the three observation groups (36.02% 
± 3.41%, 34.78% ± 3.41%, 30.05% ± 3.41% vs 
10.83% ± 0.92%, all P < 0.05). Low-dose TASA 
suppressed MKN-45 cell proliferation, and the 
growth inhibition rate was 20.69% ± 1.79%. On 
the contrary, median- and large-dose TASA 
promoted the growth of MKN-45 cells, and the 
growth inhibition rate in large-dose group was 
-(21.4% ± 2.38%). Compared with that in the 
control group, MVD and VEGF expression were 
up-regulated in the observed groups, especially 
in the median- and large-dose group (8.11 ± 
1.011, 10.01 ± 0.89 vs 6.56 ± 0.42; 63628 ± 611, 
70957 ± 684 vs 51056 ± 410; all P < 0.05). COX-2 
expression had no significant difference between 
the four groups. HIF1α expression was slightly 
down-regulated in low-dose TASA group, not 
significantly; however, it was significantly up-
regulated in the median- and large-dose groups 
as compared with that in the contol group (29468 
± 204, 42227 ± 214 vs 15691 ± 106, P < 0.01 or 0.05).

CONCLUSION: The anticancer effects of TASA 
in vivo is not so significant as that in vitro. The ef-
fect of large-dose TASA may be offseted or even 
reversed by compensatory up-regulation of HIF 
expressioin.

Key Words: Tanshinone ⅡA; Gastric cancer; Nude 
mouse; Hypoxia-inducible factor 1alpha; TUNEL as-
say; Immunohistochemistry; Microvascular density; 
Vascular endothelial growth factor; Cyclooxygen-
ase-2
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的有效成分. 体外
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A 对 多 种 肿 瘤 细
胞具有抑增殖、

促凋亡的作用. 但
TanⅡA体内的抗
癌效应及机制目
前报道不多.
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摘要
目的: 明确丹参酮ⅡA磺酸钠(TanⅡA)在体内
的抗癌作用及其对肿瘤血管生成的影响. 

方法: 建立MKN-45胃癌裸鼠移植瘤模型, 随
机分成对照组和低、中、高丹参酮ⅡA磺
酸钠干预组, 每组6只. 干预组分别用TanⅡ
A磺酸钠1、5、10 mg/kg, ip, 1 次/d, 连续14 
d. 对照组等量生理盐水干预. 2 wk后处死裸
鼠, 分离瘤块, 观察抑瘤率; TUNEL法测凋
亡指数; C D34标志法观察四组瘤块微血管
密度(MVD); 免疫组化法观察缺氧诱导因子
HIF1α、血管内皮生长因子(VEGF)、COX2
的蛋白表达. 

结果: 与对照组相比 ,  3组干预组凋亡指数
A I明显上升(36.02%±3.41%, 34.78%±

3.41%, 30.05%±3.41% vs  10.83%±0.92%, 均
P <0.05). 低剂量组增殖减慢, 抑瘤率为20.69%
±1.79%; 中、高剂量瘤重反而增加, 高剂量
组抑瘤率为-(21.4%±2.38%). 与对照相比, 3
组干预组MVD、VEGF表达上调, 尤以中高
剂量组差异显著(8.11±1.011, 10.01±0.89 vs  
6.56±0.42; 63628±611, 70957±684 vs  51056
±410, 均P <0.05); 3组干预组COX-2表达与
对照无明显差异; HIF1α在低剂量组表达略
有下调, 但未达到统计学差异, 中高剂量组表
达则有明显上调(29468±204, 42227±214 vs  
15691±106, P <0.01或0.05).

结论: 丹参酮ⅡA体内的抗肿瘤效果没有体外
细胞实验显著, 高剂量丹参酮ⅡA的抗癌效应
可被HIF的代偿高表达抵消甚至逆转. 

关键词: 丹参酮ⅡA; 胃癌; 裸鼠; 缺氧诱导因子1α; 

TUNEL法; 免疫组化; 微血管密度; 血管内皮生长

因子; 环氧合酶-2
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0  引言

丹参酮ⅡA(tanshinone ⅡA, TanⅡA)是从活血化

瘀中药丹参中提取的有效成分. 研究表明, 丹参

酮类含有邻醌或对醌结构, 在生物体内参与电

子传递、具有较强的抗炎、抗氧化活性[1]. 同时
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体外研究显示, TanⅡA对多种肿瘤细胞具有抑

增殖、促凋亡的作用[2-3]. 但TanⅡA体内的抗癌

效应及机制目前报道不多, 本研究以人胃癌细

胞株MKN-45的荷瘤裸鼠为研究对象, 观察Tan
ⅡA在体内对胃癌生长的抑制作用及其机制, 以
探讨中药单体治疗胃癌的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MKN-45是低分化腺癌细

胞株, MKN-45裸鼠皮下移植瘤瘤苗由上海市肿

瘤研究所惠赠并皮下移植成瘤[4], ♂SPF级Balb/c
裸鼠24只, 体质量20 g左右,  购于中科院实验动

物研究所. TanⅡA磺酸钠注射液购自上海第一

生化药业有限公司(国药准字H31022558), 规格

为10 mg/2 mL, 用0.9%生理盐水稀释备用. 免疫

组化试剂一抗(HIF-1α、MVD、VEGF、COX2)
购自美国Santa Cruz公司; EnVision试剂(HRP/
Rabbit)即用型购于丹麦Dako公司; 原位细胞凋

亡检测试剂盒购自德国宝灵曼公司; 二氨基联

苯胺盐酸盐(DAB)购自Sigma公司; PBS和TBS缓
冲液为实验室自行配制使用. 切片机德国Leica 
RM2145型, 展片机德国Leica HI1210型, 烤片机

德国Leica, HI1220型, 显微镜为Olympus BH2, 数
码相机日本Nikon仪器. IMS细胞图像分析系统

购自上海申腾信息技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 荷瘤裸鼠肿瘤抑制实验: 将重度联合免疫

缺陷(SCID)的Balb/c裸鼠24只及MKN-45荷瘤鼠

2只在复旦大学实验动物部饲养观察2 d. 然后在

无菌条件下处死荷瘤鼠2只, 分离瘤块, 切割成

约1 mm×1 mm瘤块, 用6号穿刺针接种于裸鼠

右侧腋窝皮下, 接种后第8天见有皮下小结节开

始生长. 随机分成对照组和低、中、高丹参酮

ⅡA磺酸钠干预组, 每组6只. 干预组分别用Tan
ⅡA磺酸钠1、5、10 mg/kg ip, 1 次/d, 连续14 d. 
对照组则用同等量生理盐水ip干预. 观察四组裸

鼠裸鼠生存状态. 干预2 wk后颈椎脱位法处死裸

鼠, 分离肿瘤称质量, 并按下列公式计算抑瘤率: 
抑瘤率(%) = (1-用药组平均瘤质量/对照组平均

瘤质量)×100. 将瘤块用40 g/L甲醛固定后石蜡

包埋备用.
1.2.2 缺氧诱导因子1α(HIF1α)、血管内皮生长

因子(VEGF)、环氧合酶2(COX2)蛋白的免疫组

化表达: 分别取4组瘤块, 用EnVision法进行免疫

组化染色. 试剂盒提供阳性对照, 以PBS代替一

抗作为阴性对照. 实验步骤如下: 石蜡切片常规

www.wjgnet.com

■研发前沿
将HIF作为肿瘤耐
药的重要调控靶
点, 结合肿瘤耐受
缺氧和代谢方式
改变的机制研究, 
将会为肿瘤的治
疗提供新的思路.
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脱蜡至水, PBS洗3×3 min; 用pH6.0的0.01 mol/L
柠檬酸缓冲液热诱导修复(微波3档20 min), 室
温自然冷却, PBS洗3×3 min; 0.3% H2O2抑制内

源性过氧化物酶20 min, 室温; PBS洗3×3 min; 
20%羊血清室温孵育30 min; 滴加一抗37℃孵育

2 h; PBS洗3×3 min; EnVision试剂(HRP/R)37℃ 
30 min; PBS洗3×3 min; DAB显色8-12 min; 苏
木素衬染; 吹干后, 树脂封片; 镜下观察, 核紫蓝

色, 阳性呈棕黄色. 细胞染色呈棕黄色为阳性, 
随机选取3个视野, 用图像分析软件计算阳性面

积, 取均值.
1.2.3 微血管密度(microvascular density, MVD)免
疫组化检测: 分别取4组瘤块, 用EnVision法进行

肿瘤微血管染色. MVD是用免疫组化的方法, 用
CD34抗体, 标志瘤体内微血管, 然后计数其单位

面积中的微血管数, 间接判断肿瘤的血管形成

能力.
1.2.4 TUNEL检测凋亡指数: 严格按试剂说明书

操作, 实验用玻片预先用0.1 g/L多聚赖氨酸或

其他防脱片剂处理; 石蜡切片用40 g/L甲醛4℃
过夜固定, 较低温度(低于60℃)下浸蜡、包埋、

切片, 检测前切片常规脱蜡入水; 冷冻切片及细

胞涂片用40 g/L甲醛PBS液室温固定15 min, 用
0.01 mol/L PBS(pH7.4)洗片, 5 min/次×3; 样品

片放入新鲜配制的3%过氧化氢水溶液中, 室温

10 min, PBS洗样品片5 min/次×3; 用0.01 mol/L 
PBS(7.4)稀释DAN蛋白酶K储备液中20 mg/L, 50 
μL/片加至脱蜡入水后的样品片上37℃湿盒中

放置10-20 min, 冰冻切入及细胞涂片放入2 g/L 
TritonX-100 PBS液中, 室温下5 min; 双蒸水洗样

品5 min/次×3; 样品片上加标志缓冲液, 20 μL/片, 
室温放置15 min; 将TDT及Biotin-11-dUTP经离

心机离心, 再于混匀器上混匀后, 分别取2 μL加
入16 μL标志缓冲液中, 再在混匀器上混匀, (加
样及混匀时要尽量避免产生泡沫); 甩掉样品片

上标志缓冲液(只保证样品片湿润即可, 不应残

留较多缓冲液), 然后加上述己混匀的混合液至

样品片上, 20 μL/片, 37℃湿盒中标志60 min; 将
20×SSC液稀释10倍, 然后将标志后的样品片

浸泡于2×SSC中, 室温放置15 min; PBS洗样品

片, 3 min/次×3; 样品片加封闭液50 μL/片, 室温

放置30 min, 然后甩掉封闭液, 勿洗; 以封闭液按 
1∶50配制Avidin-HRP为工作液; 50 μL每片加

于样品片上, 37℃湿盒反应60 min; PBS洗样品

片, 3 min/次×3; DAB显色液显色; 苏木素复染; 
常规封片、镜检. 镜下凋亡指数(apoptosis index, 

AI) = 凋亡细胞/细胞总数×100%. 阳性结果为

细胞核棕黄色或棕褐色深染, 背景呈紫蓝色. 
1.2.5 免疫组化图像定量分析: 图像采集: 通过

显微镜、图像采集卡、数码相机采集数字图像, 
数字图像为标准的BMP(位图)文件格式. 距离测

量定标: 距离可以用显微镜专用校正微尺来标

定. 标定可在x20条件下进行. 步骤是先点击图

像中微尺上的2个点, 再将他的实际微米数输入

计算机, 计算机自动计算得到比例因子后存储

备用. 消除背景: 本命令能把免疫组化中的紫蓝

色背景从图像上去除. 选阴性区域: 操作时用鼠

标选择阴性区域, 处理后有效阴性区域用蓝色

表示. 此功能可以和选阳性区域功能交替使用. 
选阳性区域: 操作时用鼠标选择棕黄色或棕褐

色阳性区域, 处理后有效阳性区域用红色表示. 
此功能可和选阴性区域功能交替使用. 测量: 测
量方式可选全视场测量. 否则, 需选择测量区域

(用鼠标选择任意区域或选择矩形区域). 测量结

果: 免疫组化图像中阳性区域面积和阳性比率

以及吸光度(A ). 每张切片至少分析3个视野, 每
组数据至少10个.

2  结果

四组裸鼠均生长良好, 仅高剂量组在实验过程

中死亡1只. 干预2 wk后处死裸鼠, 剥离移植瘤时

见移植瘤呈类圆形或结节状, 表面有假包膜, 与
正常组织边界清楚. 高剂量组瘤表面毛细血管

较丰富, 剖面发现有坏死灶, 部分肿瘤旁有小的

卫星灶. 滤纸吸干后分别称重移植瘤, 然后送免

疫组化检测. 与对照相比, 干预组凋亡指数AI明
显上升(P <0.05). 低剂量组增殖减慢, 抑瘤率为

20.69%; 中、高剂量组瘤质量反而增加, 高剂量

组抑瘤率为-21.4%, 增殖加快(表1).
与对照相比, 3组干预组MVD、VEGF表达

上调, 尤以中高剂量组差异显著(P <0.05); 三组

干预组COX2表达与对照无明显差异; HIF1α在

低剂量组表达略有下调, 但未达到统计学差异, 
中高剂量组表达则有明显上调(P <0.01, 表2).

3  讨论

由于凋亡细胞的内源性核酸内切酶被激活, 细
胞自身的染色质或DNA被切割, 并产生与DNA
断点数目相同的3'-羟基末端. 该生物素可以通

过于亲和素的特异结合使亲和素一辣根过氧

化物酶(Avidin-HRP)结合在DNA断点部位, 加
入HRP显色底物后在原位出现有色沉淀, 从而

■创新盘点
在裸鼠体内高剂
量TanⅡA的抗癌
效应会被HIF1α
的代偿高表达抵
消 甚 至 逆 转 .  将
HIF作为肿瘤生长
的重要调控靶点, 
结合肿瘤耐受缺
氧和代谢方式改
变的机制研究, 将
会为肿瘤的治疗
提供新的思路.
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可在显微镜下观察到被着色的凋亡细胞. 此为

TUNEL法测定凋亡指数的原理. 本实验显示: 
TanⅡA磺酸钠低剂量在体内有一定抑制胃癌增

殖作用, 抑瘤率约为20%, 机制可能与诱导肿瘤

凋亡有关, 这也与作者先期所作的体外实验相

符[5]. 但体内实验发现TanⅡA磺酸钠的抗癌作用

并未如体外细胞学实验那样呈现剂量依赖效应, 
相反随着干预剂量的加大, 肿瘤生长反而呈现

加速趋势, 这与实验设计时的预判大相径庭. 
实体肿瘤由于低分化, 恶性程度高, 生长迅

速, 常常引起血供不足, 循环和淋巴系统紊乱, 因
此肿瘤细胞经常处于缺血缺氧的环境中. 尤其是

移植瘤没有自身的供血, 更容易缺血坏死[6-7]. 所
以在高剂量组的肿瘤解剖中发现了坏死灶的存

在, 这也可能是高剂量组瘤体反而加大加重的

原因. 但是我们同时发现, 高剂量组瘤体表面毛

细血管更为丰富, 同时免疫组化亦显示, 肿瘤的

HIF、MVD及VEGF表达上调. 说明在缺血坏死

的同时, 肿瘤组织并没有停止生长, 反而呈现肿

瘤血管新生的加速. 
早在70年前, 就有学者指出: 肿瘤组织的

糖酵解能力显著高于正常组织 ,  甚至在有氧

情况下肿瘤组织也以糖酵解作为主要产能方

式, 这种现象称为“warburg效应”[8-9]. Warburg
效应对于肿瘤细胞是一种普遍现象, 只是到了

近年, 人们才着眼于其分子机制. 大量研究表

明: 缺氧诱导因子HIF-1的高表达是肿瘤耐受

缺氧, 恶性演进并远处转移的关键事件[10-13]. 据

文献报道, 肿瘤组织可通过上调HIF-1的表达, 
改变糖代谢途径中关键酶的表达水平和活性, 
如促进丙酮酸激酶(pyruvate-kinase, PK)、己

糖激酶(hexokinase, HK)和乳酸脱氢酶(lactate 
dehydrogenase, LDH)等代谢酶的表达[14-15], 使肿

瘤组织能以无氧酵解作为主要的能量供应方式, 
使其在缺氧条件下得以存活. 另一方面, HIF转
录因子家族还可以促进下游基因如VEGF的表

达, 代偿性地提高了肿瘤血管的生成, 促进了营

养物质的供应[16-17], 这两方面的因素都有利于细

胞的存活. 本研究的结果正是该理论的良好佐证. 
此外, HIF对肿瘤血管生成的影响还存在

不依赖VEGF的途径[18]. 如体外细胞实验已证实

HIF1可诱导人内皮细胞环氧合酶COX2的表达, 
而COX2及其合成产物前列腺素等, 均可通过

除VEGF以外的生长因子家族(bFGF、PDGF、
EGF、IGF、TGF)等多种途径调节血管生成. 但
本研究并未发现四组裸鼠移植瘤中COX2的表

达存在显著差异, 提示体外的实验结果有时会

和体内实验存在诸多差异, 原因有待进一步深

入探讨. 
虽然本研究结果与课题设计时的初衷大相

径庭, TanⅡA的抗肿瘤效果没有体外细胞实验

那样显著. 高剂量TanⅡA的抗癌效应会被HIF的
代偿高表达抵消甚至逆转. 缺氧既是肿瘤发展

的结果(高剂量组瘤块见缺血坏死灶), 又可以促

进肿瘤的生长、转移(高剂量组瘤块见卫星转

移灶). 缺氧诱导了血管生成、凋亡信号级联、

表 2 不同组中肿瘤血管生成指标比较

     
阳性面积    对照组         低剂量        中剂量       高剂量

HIF1α             15 691±106  13 112±111  29 468±204a 42 227±214b

COX2             31 459±211  33 104±114  30 846±291  36 609±334 

VEGF             51 056±410  53 680±451  63 628±611a 70 957±684a

MVD(n )                 6.56±0.42      7.25±0.53     8.11±1.011a   10.01±0.89a

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
本研究以人胃癌
细胞株MKN-45
的荷瘤裸鼠为研
究对象, 观察Tan
Ⅱ A 在 体 内 对 胃
癌生长的抑制作
用及其机制, 以探
讨中药单体治疗
胃癌的可能性.

表 1 不同组中肿瘤增殖、凋亡比较

     
        对照组         低剂量         中剂量         高剂量

凋亡指数(%) 10.83±0.92   36.02±3.41a   34.78±3.41a   30.05±3.41a 

瘤重(g)  0.841±0.278  0.667±0.263a  0.891±0.208  1.021±0.293a

抑瘤率(%)    20.69±1.79 -(5.95±2.38) -(21.4±2.38)

aP<0.05 vs  对照组.
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糖酵解途径和多种细胞周期调控蛋白等关键组

分的表达. 在细胞水平, 缺氧介导了无血管肿瘤

区域的肿瘤血管新生, 从而促进肿瘤的恶性演

进. 因此, 将HIF作为肿瘤生长的重要调控靶点, 
结合肿瘤耐受缺氧和代谢方式改变的机制研究, 
将会为肿瘤的治疗提供新的思路[19]. 
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Abstract
AIM: To investigate the inhibition of dalteparin 
sodium (low molecular weight heparins) on 
early hepatocellular carcinoma (HCC) in nude 
mice.

METHODS: The metastatic model of HCC was 
established in 40 nude mice, which were ran-
domly divided into 4 groups: control group 
(treated with saline), chemotherapy group (treat-
ed with 5-fluorouracil and cis-dichlorodiamine 
platinum), dalteparin sodium treatment group, 

and combined treatment group (treated with 
dalteparin sodium, 5-fluorouracil and cis-dichlo-
rodiamine platinum). The following parameters, 
such as tumor size, tumor inhibition rates, alpha 
fetoprotein (AFP) and intratumoral microvessel 
density (MVD), were evaluated respectively 14 
d after operation.

RESULTS: In comparison with that in the con-
trol group, the tumor size was significantly 
reduced in the chemotherapy group, dalteparin 
sodium group and combined group (26.25 ± 
11.55, 33.70 ± 14.78, 17.25 ± 6.80 mm3 vs 68.47 
± 22.04 mm3; all P < 0.05); the tumor inhibition 
rates showed that dalteparin sodium had a satis-
factory depressing effect on tumor growth. The 
MVD values were markedly lower in the dalte-
parin sodium group and combined group than 
those in the control group and chemotherapy 
group (5.2 ± 1.55, 4.7 ± 2.21 vs 19.34 ± 3.57, 17.1 ± 
3.03; all P < 0.05). Moreover, the level of alpha-
fetoprotein was significantly decreased in the 
chemotherapy group, dalteparin sodium group 
and combined group as compared with that in 
the control group (14.56 ± 8.87 mg/L, 13.36 ± 7.60 
mg/L, 11.57 ± 7.82 mg/L vs 22.20 ± 6.29 mg/L, 
all P < 0.05).

CONCLUSION: Dalteparin sodium can sup-
press tumor growth and metastasis by inhibiting 
tumor angiogenesis of early-stage HCC.

Key Words: Heparins; Hepatocarcinoma; Angiogensis; 
Dalteparin sodium

Yan J, Zheng Q, Wang Y, Pan Y, Qiu WC, Lu HF, Xue Q, 
Tang ZY. Inhibitory effect of dalteparin sodium on the 
growth of early-stage hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2512-2515

摘要
目的: 研究达肝素钠(法安明)对早期肝癌生长
的抑制作用. 

方法: 采用人肝癌裸鼠转移模型(LCI-D20)40
只, 随机分成4组, 即对照组(生理盐水)、化疗
组(顺铂+5-氟尿嘧啶)、法安明组、联合组(顺

®

■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
肿瘤生长和转移
复发与血管生成
密切相关. 本实验
采用人肝癌裸鼠
转移模型, 研究法
安明在早期肝癌
细胞生长过程中
对血管形成的抑
制作用.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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铂、5-氟尿嘧啶与法安明). 分别于术后第14
天处死观察肿瘤大小、抑瘤率、血清甲胎蛋
白(alpha fetoprotein, AFP)和肿瘤微血管密度
(microvessel density, MVD).

结果: 化疗组、法安明组、联合组分别与
对照组进行对比, 其肿瘤明显缩小(26.25±
11.55, 33.70±14.78, 17.25±6.80 mm3 vs  68.47
±22.04 mm3, 均P <0.05); 抑瘤率结果也提示
法安明对肿瘤有良好的抑制作用. 法安明组和
联合治疗组肿瘤组织内微血管及新生血管形
成显著低于对照组和化疗组(5.2±1.55, 4.7±
2.21 vs  19.34±3.57, 17.1±3.03, 均P <0.05), 化
疗组、法安明组、联合组的AFP较对照组有
明显降低(14.56±8.87, 13.36±7.60, 11.57±
7.82 mg/L vs  22.20±6.29 mg/L, 均P <0.05).

结论: 法安明通过抗肿瘤血管形成, 对早期肝
癌的生长有抑制作用.

关键词: 肝素; 肝脏肿瘤; 血管生成; 法安明 
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0  引言

肿瘤患者往往伴发高凝血症及血管栓塞, 有资

料显示癌症合并静脉血栓患者, 肝素的使用明

显改善患者的生存[1-2]. 同时研究表明, 肿瘤生长

和转移复发与血管生成密切相关[3-4]. 本实验采

用人肝癌裸鼠转移模型(LCI-D20, 简称肝癌模

型), 研究法安明在早期肝癌细胞生长和转移过

程中对血管形成的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 BABLC/A裸小鼠(上海中科院实验动物

中心提供), ♂, 40只, 鼠龄4-6 wk, 体质量约20 g, 
在SPF级条件下饲养, 构建肝癌模型14 d后即为

早期肝癌模型[5]. 本组瘤源为第141代. 兔抗人F8
因子(Dako公司, 1∶300), Dako抗鼠EnVisionTM加

强型试剂盒, 0.5 g/L DAB(Dako公司)染色; 低分

子肝素(法安明, 法玛西亚普强公司); 5-氟尿嘧啶

(5-FU, 上海旭东海普药业); 顺铂(齐鲁制药).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 肝癌模型随机分成4组, 每组10只, 分
别设为对照组: 生理盐水腹腔内注射; 化疗组: ip 
5-FU 30 mg/(kg·d)+顺铂2 mg/(kg·d), 共用5 d; 法
安明组: sc法安明1800 IU/(kg·d)共用14 d; 联合治

疗组: ip 5-FU、顺铂和sc法安明.
1.2.2 肿瘤增长抑制率的测定: 模型构成后第2天
即术后第1天开始干预用药, 法安明sc, 其他为

腹腔用药. 实验第14天分别处死裸鼠, 检测肿瘤

体积[V (mm3) = (长×宽)2/2]、肿瘤增长抑制率

TGI(%)[(Cx-Tx)/Cx×100%](Cx和Tx分别为对照组

和治疗组肿瘤平均体积)[6].
1.2.3 血清学分析: 采集裸鼠血清, 放免法测定

AFP含量.
1.2.4 肿瘤微血管密度(MVD)测定: 对第8因子免

疫组织化学染色的肿瘤微血管参照文献Weidner 
et al [7]的方法进行计数. 计数由两位不知临床资

料的病理科医生在多筒显微镜下同时进行, 先
在低倍镜40倍下全面观察切片选定残癌组织内

血管密度最高处(即热点), 然后在200倍镜下取3
个视野分别计算所有染色的微血管, 取3个测定

值的平均数为该病例的MVD值. 在计数微血管

时, 以与周围肿瘤细胞和结缔组织成分有明显

区别的任何一个染成棕色的血管内皮或内皮细

胞簇作为一个血管计算, 只要结构不相连, 其分

枝结构也作为一个血管计数.
统计学处理 组间比较用方差分析, 率比较

用c2检验, 以P <0.05为统计学上有显著性意义.

2  结果

2.1 肿瘤生长和抑制 化疗组、法安明组、联合

组分别与对照组比, 肿瘤明显缩小(P <0.05), 从
抑瘤率结果也提示法安明对肿瘤有良好的抑制

作用. 法安明组和联合组与化疗组比较抑制肿

瘤作用略差, 但统计学比较无明显差异(P >0.05,
表1).
2.2 MVD计数 镜下观察, 对照组实体瘤血管形

成明显多于法安明组和联合组. 化疗组与对照

组比较, MVD计数差异无显著意义(P >0.05). 法
安明组和联合治疗组肿瘤组织内微血管及新生

血管形成明显少与对照组, MVD显著低于化疗

组(P <0.05, 表1). CD31计数也与MVD计数相类

似的结果.
2.3 肿瘤相关指标 对照组的AFP有异常升高. 化
疗组、法安明组、联合组的AFP比对照组有明

显降低(P <0.05, 表1).

3  讨论

肝癌总体预后较差, 主要与肝癌富有血供, 并具

有较强的侵袭性有关. 有学者于1970年代首次提

出“肿瘤生长依赖于血管形成”的观点[1]. 一系

■创新盘点
本研究重点观察
肿瘤微血管密度
等数值来探讨法
安明对其早期肝
癌生长抑制的效
果进行初步评价.
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列研究也证实, 血管的生成是体积大于1-2 mm3

实体瘤生长和癌细胞转移的前提条件[8]. 我们在

以前的研究已经发现了达肝素钠对肝癌生长有

抑制作用, 对其他脏器的转移也有抑制的作用[9], 
本实验的研究是要观察在早期的肝癌动物模型

上达肝素钠是否对肝癌的生长有抑制作用. 
我们选用法安明较肝素有以下优点: 抗凝

血Xa因子作用更强、抗凝血IIa因子作用弱、抗

血栓作用强、出血副作用小; 分子质量小, 生物

利用度高, 血浆半衰期长; 能与肝素不结合的蛋

白相结合, 因此有更稳定的量效关系. 法安明具

有皮下注射生物利用度高(90%)和副作用小等

特点, 为此被选为实验用药. 
研究表明肝素影响血管内皮细胞增生是通

过影响血管形成因子, 特别是成纤维细胞生长

因子(fibroblast growth factor, FGFs)与血管内皮

生长因子(VEGFs)来完成的. 低分子肝素可通过

竞争性结合细胞硫酸乙酰肝素受体来抑制血管

形成, 能阻止细胞外组成物的溶解、细胞黏附

以及细胞扩增与迁移, 并起一定的屏障作用[5]; 
关键肝素能阻止肿瘤对血管与组织的侵犯[8]. 已
有研究证实, 低分子肝素可以抑制肝素酶的活

性和减少肿瘤转移[8-10]. 同时有研究表明低分子

量肝素有下调COX-2的作用, 通过一系列途径作

用VEGF基因, 减少VEGF mRNA和蛋白水平的

上调, 进而减少肿瘤新生血管的产生. 阻止肿瘤

对血管与组织的侵犯, 结合生长因子以及血管

生成蛋白抑制肿瘤血管的形成; 肝素是多糖类

药物有抗癌作用; 法安明经研究证实可抑制肝

素酶活性和减少肿瘤转移[11-12]. 
本实验结果提示: 法安明可抑制肿瘤生长, 

与对照组比较尤其明显, 但是不如化疗组, 与化

疗药物联合并不能增加疗效, 提示抗肿瘤不仅

仅是抗肿瘤药物的单纯叠加那么简单, 如何有

协同作用尚需进一步研究. 结果还提示: 低分子

肝素法安明可降低MVD表达, 从而证实了法安

明有抑制肿瘤血管形成的作用. 本研究结果还

表明: 低分子肝素法安明可使AFP降低. 本研究

表明肝癌诱导产生大量结构和功能异常的血管, 
如管壁不完整和缺乏基膜等, 此时肿瘤细胞极

易脱离母瘤而进入血管并形成转移. 法安明通

过抑制肿瘤新生血管形成, 减少了肝癌细胞血

液转移的途径. 
实验结果表明法安明在肝癌转移模型中有

抑制肿瘤生长作用, 通过抑制肿瘤血管形成有

良好的抑制肿瘤转移的作用. 探索法安明是否

有临床价值尚需通过进一步大样本实验和临床

研究. 法安明抑制肿瘤的最低有效剂量也有待

于进一步研究. 同时在法安明中产生抑制肿瘤

生长、转移作用的有效结构或者基团也有待于

进一步探索与研究. 
本研究中观察到, 对照组实体瘤血管形成, 

且新生血管缺乏周细胞, 基底膜不完整, 使癌细

胞具有侵袭、转移的潜能, 易进入血液循环, 并
远处转移. 化疗组与对照组相比, MVD差异无

显著意义; 而低分子肝素组与联合组MVD明显

低于化疗组和对照组, 肿瘤血管内皮细胞处于

静止状态, 几乎无新生血管形成, 癌细胞处于休

眠状态. MVD、SMA以及VEGF的阳性率均有

明显减少, 导致肿瘤组织的体积、肿瘤分泌的

AFP、CEA等均有明显减少. 故低分子肝素的应

用有一定的抑瘤率, 同时减少了肿瘤新生血管

的形成. 同时由于肿瘤组织的血管壁不完整, 缺
乏完整的平滑肌, 有报道顺铂等化疗药物有一

定抑制血管平滑肌作用, 所以SMA的表达在各

治疗组之间没有明显的区别, 与对照组相比有

意义. 对本研究中联合组疗效较化疗组略差, 可
能与低分子肝素抑制新生血管形成, 使得肿瘤

组织内形成新生血管大为减少, 导致化疗药物

进入肿瘤组织减少有关[10]. 血管生成抑制剂的应

用, 为解决传统化疗药物肿瘤耐药问题提供了

一个新的思路. 一方面, 血管生成抑制剂有望成

为传统化疗后新的一种药物治疗手段; 另一方

面, 应用血管生成抑制剂又可能抑制残留病灶

表 1 各实验组实验结果比较览表 (mean±SD, n  = 10)

     
分组                          肿瘤体积(mm3) 抑瘤率(%)     肿瘤微血管密度    甲胎蛋白(mg/L)

对照组  68.47±22.04      0        19.34±3.57      22.20±6.29

化疗组  26.25±11.55b    61.66        17.10±3.03      14.56±8.87b

法安明组  33.70±14.78b    50.78          5.20±1.55bd      13.36±7.60b

联合组  17.25±6.80bf    74.81          4.70±2.21bd      11.57±7.82b

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  化疗组; fP<0.01 vs  法安明组.

■应用要点
本实验结果显示
法安明通过抑制
肿瘤血管形成, 对
体内早期肝癌生
长具有抑制作用.
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的生长, 也可使微小转移灶处于休眠状态, 从而

控制微小病灶引起的临床复发与转移, 达到肿

瘤亚临床治疗的新水平[11-12], 低分子肝素可能具

有此作用. 
本实验结果证实低分子肝素通过抑制肿瘤

血管形成, 对体内早期肝癌生长具有抑制作用. 
血管生成抑制剂与传统化疗药物的序贯性治疗

有待进一步研究证实. 同时低分子肝素治疗剂

量与抑制肿瘤的关系也有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To observe the anatomy of liver and its 
accessory ducts in Wistar rats, and to establish 
an experimental model of partial hepatectomy.

METHODS: Through in vivo and in vitro speci-
mens and observation after hepatic lobectomy, 
we clarified the hepatic location, lobes, acces-
sory ducts and their neighborhood characters 
of 40 rats. Another 54 rats were classified into 9 
groups depending on the amount to be resected. 
Then partial hepatectomy was conducted using 
bloodless liver resection and the remnant lobes 
and the survival of rats were observed.

RESULTS: The shape and weight ratio of each 
lobe kept relatively constant. Each lobe had in-
dependent Glisson system and hepatic vein sys-
tem, so hepatic lobectomy could be performed 
easily after ligation of pedicles. The partial hepa-
tectomy with different sizes from 10% to 90% 
were performed successfully according to differ-

ent combinations of hepatic lobes.

CONCLUSION: Applied anatomy based on the 
four divisions of liver and employment of blood-
less hepatectomy are the keys to perform partial 
hepatectomy.

Key Words: Rat; Liver; Applied anatomy; Partial 
hepatectomy; Bloodless liver resection

Shi JH, Zhu SX, Zhang SJ. Applied anatomy of liver and 
partial hepatectomy in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(22): 2516-2520

摘要
目的: 对Wistar大鼠肝脏及脉管进行系统的解
剖学观测, 并建立肝部分切除术的实验模型. 

方法: 对40只大鼠原位观测、肝叶切除和离
体观测, 明确大鼠肝脏位置、分叶、脉管系统
以及比邻的特征; 54只大鼠按照切除体积的
不同, 随机分为9组, 应用无血切肝技术, 实施
大鼠原位肝部分切除术, 观察术后肝叶和大鼠
生存情况. 

结果: 各肝叶形态、比例较为恒定, 均有相对
独立的Glisson系统和肝静脉回流系统, 易于结
扎肝蒂行肝叶切除. 按照不同的肝叶组合, 成
功实施了切除比例为10%-90%肝部分切除术.

结论: 以肝叶4分法为基础的肝脏应用解剖和
无血切肝技术的应用是实施大鼠不同切除比
例的肝部分切除术的关键.

关键词: 大鼠; 肝脏; 应用解剖; 肝部分切除术; 无血

切肝术

史冀华, 朱盛兴, 张水军. 大鼠肝部分切除术的应用解剖及实

施. 世界华人消化杂志  2008; 16(22): 2516-2520
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0  引言

大鼠肝部分切除术模型是H iggins和Anderson  
et al [1]首先创建, 主要应用于肝脏肿瘤、急慢性

肝衰、肝脏再生和肝脏移植等模型的研究. 随

®

■背景资料
大鼠肝部分切除
术模型主要应用
于肝脏肿瘤、急
慢性肝衰、肝脏
再生和肝脏移植
等模型的研究. 随
着临床减体积肝
移植等新技术的
实施和发展, 对大
鼠肝部分切除术
模型的制作也提
出了新的要求.

■同行评议者
邱伟华, 副主任医
师, 上海交通大学
医学院附属瑞金
医院普外科
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着临床减体积肝移植等新技术的实施和发展, 
对大鼠肝部分切除术模型的制作也提出了新的

要求. 然而关于大鼠肝脏解剖系统研究报道很

少, 现有的文献中关于大鼠肝脏的解剖学描述

简短、混乱[2-5]. 本实验在Gershbein et al [4]和吕毅  
et al [5]研究基础上, 对94只成年Wistar大鼠肝脏进

行系统的解剖学观测并实施肝部分切除术, 为
大鼠肝部分切除术为基础的研究提供解剖基础

和实验依据.    

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年Wistar大鼠94只, 雌雄不拘, 
10-12 wk龄, 体质量180-230 g, 由河南省实验动

物中心提供, 排除器官左右易位者. 器械主要有

SXP-1手术显微镜, 显微外科手术器械, 托盘式扭

力天平(TN-100B), 自制电热烧灼器和自制鼠台. 
所有操作均在清洁的环境下实施.
1.2 方法 所有大鼠术前禁食12 h、禁水4 h. 40 
g/L水合氯醛麻醉后固定于鼠板. 腹部正中切口

脱毛, 30 g/L碘伏消毒. 参照Kamada et al [6]方法, 
游离肝脏周围的韧带, 显露大鼠肝脏, 游离第一

肝门中肝动脉、门静脉和胆道. 
1.2.1 原位观测和肝叶切除: 对30只大鼠肝脏行

解剖学观察, 测量肝脏附属管道的长度和内径

进行测量. 参照Higgins和Anderson et al [1]大鼠肝

部分切除术, 在本研究观测的肝脏解剖的基础

上, 实施规则的原位肝叶切除. 用棉签拨起肝脏, 
显露各叶肝蒂. 按照Kubota et al方法改进, 采用

无血切肝术即先使用7-0丝线集束结扎各肝叶

Glisson系统, 3-0丝线结扎含肝叶静脉的肝蒂后

切断肝叶[7-9]. 沿逆时针方向依次切除乳头叶、

左外叶、左内叶、中叶、三角叶和右外叶, 测
量各叶肝脏湿重和比重. 注意结扎、切除时左

外叶和左内叶应远离第二肝门, 以免影响其他

肝叶静脉回流; 结扎、切除肝中叶、右外叶和

三角叶时应距离下腔静脉(PVC)3 mm, 3-0丝线

缝扎肝组织断面.
1.2.2 离体观测: 10只大鼠, 使用Kamada et al [6]方

法沿经肠系膜总静脉(CMV)使用0-4℃肝素生理

盐水10 mL(含肝素500 IU)原位灌注肝脏后, 取
下肝脏, 保持其完整性. 沿腹侧切开PVC, 观察第

二肝门; 切断各叶肝蒂, 分别称质量.
1.2.3 大鼠原位肝部分切除术: 54只大鼠按照切

除肝脏部位和剩余肝脏体积的不同, 随机分为9
组: 乳头叶切除组(C组), 肝左叶(含左外叶和左

内叶)切除组(L组), 肝中叶切除组(M组), 肝右叶

(右外叶和三角叶)切除组(R组), 乳头叶和肝左

叶切除组(50%组), 左外叶和肝中叶切除组(40%
组), 肝左叶和肝中叶切除组(30%组), 乳头叶、

肝左叶和肝中叶切除组(20%组), 肝左叶、肝中

叶和肝右叶切除组(10%组). 每组6只, 均采用上

述无血切肝术依次切除上述各肝叶, 保留第一

肝门Glisson系统和肝上、下下腔静脉. 3-0丝线

连续缝合腹部切口, 术后观察大鼠生存情况, 予
保暖、50 g/L葡萄糖饮饲. 术后1 d后再次手术, 
CMV插管、使用0-4℃肝素生理盐水10 mL(含
肝素500 IU)原位灌注剩余肝叶, 观察肝叶灌注

情况.
统计学处理 记录各组大鼠的体质量、肝质

量和各肝叶的质量以及各组肝部分切除术的手

术成功率和1 d生存率, 结果用mean±SD表示.

2  结果

2.1 肝脏应用解剖

2.1.1 肝脏分叶及形态: 大鼠肝脏分为6叶, 以肝

门为中心逆时针依次为乳头叶(2叶)、左外叶、

左内叶、中叶、右外叶和三角叶. 各叶均具一

肝蒂, 为Glisson系统和肝静脉系统出入. 乳头叶

离开肝门分为腹、背两个叶片, 相互交错、重

叠; 中叶与左内叶在镰状韧带附着处通过间质

组织(interstitial tissue)和血管相连; 右外叶与三

角叶环形包裹PVC并沿PVC相互移行, 在PVC左
侧与乳头叶相连; 三角叶呈狭长三棱锥形, “锥

尖”指向外侧, 锥底紧贴PVC. 除三角叶外, 其
余各肝叶为薄片样结构, 其中央钝厚, 外缘薄锐, 
分隔脏两面, 隔面稍凸, 脏面微凹, 缘呈圆弧状. 
原位观测和离体观测的40份肝脏及各肝叶质量

资料见表1.
2.1.2 位置及毗邻: 大鼠肝脏位于横膈以后、腹

腔头侧. 两片乳头叶嵌于胃小弯, 其周缘从背腹

两面夹胃小弯. 左外叶左缘和食道相邻, 中叶和

左内叶又将几乎全部右外叶和左外叶的1/2遮
盖, 肝下缘和十二指肠、空肠、横结肠、胰腺

组织相邻. 三角叶与右肾、右肾上腺相毗邻.
2.1.3 肝脏的韧带: 镰状韧带: 起于中叶与左内叶

交界处头侧1/2, 矢向止于隔肌; 冠状韧带: 起于

左外叶、左内叶、中叶、右外叶的脏隔面交界

线, 冠状位止于膈弯; 肝食管韧带: 起于左外叶, 
止于食道, 内有血管交通支; 肝胃韧带: 起于第

一肝门, 包裹乳头叶, 止于胃小弯; 肝十二指肠

韧带: 起于第一肝门, 止于十二指肠, 内有肝动

脉、门静脉和胆道, 门静脉位于背侧, 其腹侧偏

■研发前沿
近年来肝移植近
期效果的提高以
及 减 体 积 肝 移
植、背驮式肝移
植等新的外科技
术的发展, 极大推
动了肝脏基础研
究, 也对新的实验
模型的建立以及
相关的大鼠肝脏
解剖的研究提出
了新的要求.
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左为肝动脉、紧贴门静脉, 偏右为胆道; 肝肾韧

带: 起于三角叶, 止于右肾前极, 右肾上腺静脉

包埋于此韧带中; 肝后腔韧带: 起于三角叶、右

外叶, 背侧止于肝后膈肌、肾上腺.
2.1.4 肝脏脉管系统: 大鼠肝脏脉管系统主要包

括Glisson系统和肝静脉. 肝动脉: 肝总动脉起自

腹腔干动脉, 向右头侧走行, 继之转向腹侧, 位
于肝十二指肠韧带内门静脉及胆管左侧, 发出

胰十二指肠动脉和胃右动脉后, 即延续为肝固

有动脉, 直达肝门, 分左、右、头三支入肝实质. 
门静脉: 由肠系膜总静脉和脾静脉汇合而成, 位
于肝十二指肠韧带右侧缘背方, 沿途收纳幽门

静脉回流. 胆道: 大鼠无胆囊, 各肝胆管直接汇

合成胆总管, 在肝十二指肠韧带内, 位于PV腹侧

及肝动脉右侧, 尾段被弥散的胰腺组织包绕, 在
十二指肠左背侧进入肠腔. PVC: 肝上PVC较粗

短. 肝背PVC被肝中叶、左内叶及右外叶、三

角叶的肝组织包绕, 出三角叶后即延续为肝下

PVC. 
第一肝门为Glisson系统入肝处, 在肝外易

游离各管道. 肝动脉、门静脉和胆道及其分支

全程相伴, 在肝内三者走行基本一致. G l isson
系统在肝门分为三支, 分别走向左、右、头方. 
左支进入两片乳头叶, 右支入右外叶前分支至

三角叶. 头支较粗, 分二支, 分别入中叶和左外

叶、左内叶. 
肝静脉系统与Glisson系统在肝内空间上交

叉分布, 出各叶肝实质时, 与各叶Glisson系统距

离甚近, 近向背侧分别开口于PVC. 乳头二叶静

脉汇合后形成共干、肝组织包裹形成肝蒂, 开
口于PVC左侧壁; 右外叶、三角叶除各有2-3支
较大的静脉开口于PVC右侧壁外, 另有数支微小

肝静脉直接沿PVC背侧弥散汇入. 左外叶二支静

脉与左内叶静脉汇合后形成肝左静脉, 中叶内

含肝中静脉(镰状韧带附着处右侧约3 mm肝实

质内)和肝右静脉. 大鼠第二肝门为肝背段PVC
腹侧壁前部分, 是肝左静脉、肝中静脉和肝右

静脉开口进入PVC处(图1-3).
2.2 肝部分切除术的实施 在肝脏观测和肝叶切

除的基础上实施原位肝部分切除术, 切除肝脏

比例为10%-90%, 手术成功率100%, 术中无因

结扎线脱落致门静脉、肝动脉或下腔静脉大出

血、胆瘘等. 50%组、40%组、30%组、20%组

和10%组大鼠术后均出现精神萎靡不振、嗜睡

■创新盘点
本研究对大鼠肝
脏及脉管进行系
统 的 解 剖 学 观
测, 并建立肝部分
切除术的实验模
型, 发现各肝叶形
态、比例较为恒
定, 均有相对独立
的Glisson系统和
肝静脉回流系统, 
易于结扎肝蒂行
肝叶切除; 并按照
不同的肝叶组合, 
成功实施了切除
比例为10%-90%
肝部分切除术.

表 1 肝脏及各肝叶质量资料 (n  = 40)

     
                 

全肝
  肝乳头叶                           肝左叶              肝中叶                   肝右叶

      乳头叶              左外叶 左内叶                中叶      右外叶             三角叶

质量(g)         7.45±0.69 0.59±0.13        2.24±0.49       0.77±0.13      2.07±0.22      1.14±0.21     0.58±0.16

百分比(%)   100  7.9        30.1                 10.3        27.8               15.3       7.8

大鼠体质量213.3±10.6 g.

中叶

右外侧叶

三角叶

左内侧叶

乳头叶

PV

左外侧叶

图 1 肝脏各肝叶及Glisson系统示意图.

中叶

右外叶

三角叶

左外叶

乳头叶

Glisson系统

图 2 肝脏部分肝叶及Glisson系统.

图 3 肝脏各肝叶、肝静脉和下腔静脉系统示意图.

下腔静脉

肝静脉

中叶

右外侧叶

三角叶

右肾

左肾

乳头叶
左外侧叶

左内侧叶

左隔下静脉
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状态, 6-12 h后恢复自由饮水、活动; 10%组大鼠

1 d生存率均为83%(5/6), 其余8组大鼠1 d生存率

均为100%. 肝素生理盐水原位灌注后剩余肝叶

皆变淡白色, 无血管扭曲或局段血栓栓塞形成, 
切除各叶断面无渗漏(表2).

3  讨论

根据原位、离体标本的观察研究以及原位肝

叶切除术的实施情况 ,  本研究对大鼠肝叶和

Glisson系统, 特别对下腔静脉和肝静脉进行了

系统解剖; 较Madrahimov et al [3]更系统的揭示

了大鼠下腔静脉和肝静脉与肝脏的解剖比邻情

况. 该结果为按照不同比例切肝、研究部分肝

切除后再生规律和减体积肝移植移植物的选取

等提供了理想的实验模型. 在吕毅 et al [5]肝脏分

为6叶的基础上, 按照大鼠肝脏Glisson系统和肝

静脉系统的特征, 将肝脏分为4个解剖功能单位: 
乳头叶、肝左叶(包括左外叶和左内叶)、肝中

叶和肝右叶(包括右外叶和三角叶). 并按照以上

分叶方法, 使用不同的组合构成不同的肝切除

比例, 规范了肝叶切除程序. 
在熟悉肝脏解剖的基础上, 成功实施了大

鼠肝脏各叶切除术以及切除比例为10%-90%肝

部分切除术, 术后短期生存率优于同类研究报

道[10-13]. 总结其操作要点有: (1)熟悉大鼠肝叶解

剖特征. 本研究表明肝脏按各肝叶重量百分比

计, 从大到小依次为左外叶、中叶、右外叶、

左内叶、三角叶和乳头叶, 各肝叶形态、比例

较为恒定, 这与吕毅 et al [5]、Palmes et al [10]研究

结果基本一致. 肝脏各叶有相对独立的Glisson
系统和肝静脉回流系统[14], 易于绕线以阻断血

流, 或结扎肝蒂行肝叶切除. 肝乳头叶、左外叶

单独切除较容易. 左内叶与中叶头侧部分相连

不易独立切除某一叶, 但使用无血切肝术、3-0
丝线连续缝合断面, 左内叶与中叶也可分离. 肝
右外叶和三角叶包绕下腔静脉, 且有较多微小

静脉直接开口下腔静脉, 不易彻底切除. (2)注意

肝叶周围组织及其游离. 肝镰状韧带是分隔肝

中叶和左内叶的表面标志, 他将中叶和左内叶

矢状位固定于横隔, 只有切断此韧带, 向尾端轻

拨中叶和左内叶, 方能暴露和游离肝上PVC. 冠
状韧带将除三角叶和乳头叶外的其他肝叶冠状

位固定于横隔, 切断此韧带, 可游离左内叶、左

外叶、中叶和右外叶. 肝胃韧带背腹两层内夹

两片乳头叶, 游离乳头叶必须切开肝胃韧带. 肝
十二指肠韧带内含构成Glisson系统的三条管道, 

将胃及肠管拨向左、尾方才直接暴露此韧带, 
游离门静脉. 肝肾韧带内有右肾前腺静脉, 切断

时需结扎此静脉或烧灼确切. 固定三角叶除肝

肾韧带外, 还有肝后腔韧带. 肝食道韧带中有细

血管交通支, 切断前应先予结扎或烧灼. 肝叶间

韧带将左外叶和乳头叶维系在一起, 游离左外

叶和乳头叶前应先剪开此韧带. (3)以显微外科

技术为基础的无血切肝技术, 已使大鼠的各个

肝叶切除术以及各种体积的切除术成为可能[10]. 
但应避免肝脏出血、胆漏或血管扭曲. 在确认

切除的肝组织后, 沿门静脉分支确认切除肝叶

的Glisson系统. 先使用7-0丝线紧贴肝组织集束

结扎各肝叶Glisson系统, 3-0丝线结扎含肝叶静

脉的肝蒂后切断肝叶. 各肝叶均有独立的管道

系统出入肝蒂, 行肝蒂阻断或切除的操作并不

复杂. 需要指出, 左外叶、左内叶脉管紧邻、空

间位置关系密切, 行一叶肝蒂结扎时, 极易影响

另一肝叶蒂的血供. 在国内外的研究报道[5-6,15]倾

向于将左内叶与肝中叶视为同一解剖单位观点

的基础上, 本研究从二叶脉管关系和肝叶切除

的实际考虑出发, 将左外叶和左内叶合并为同

一解剖单位-肝左叶. 同样, 肝右外叶和三角叶位

置紧邻、与下腔静脉的解剖紧密, 将肝右外叶

和三角叶归为肝右叶. 
总之, 本研究在对大鼠肝脏系统解剖的基

础上, 按照大鼠肝脏Glisson系统和肝静脉系统

的特征, 将肝脏分为乳头叶、肝左叶、肝中叶

和肝右叶4个解剖功能单位; 应用无血切肝技术, 
成功实施了大鼠10%-90%的肝部分切除术. 大
鼠术后短期存活好, 剩余肝脏保留了胆总管、

肝动脉、门静脉主干和下腔静脉的结构, 为袖

套法减体积肝移植的实施奠定了基础. 以此为

表 2 各组肝切除肝叶的情况 (n  = 6)

     
分组          切除肝叶          剩余肝叶      保留肝脏(%)

C组           C  L, M, R             90

L组           L  C, M, R             60

M组           M  C, L, R             70

R组           R  C, L, M             80

50%组           C, R M, R             50

40%组           LL, M C, LC, R             40

30%组           L, M C, R             30

20%组           C, L, M R             20

10%组           L, M, R C             10

C: 乳头叶; L: 肝左叶; LL: 左外叶; LC: 左内叶; M: 中叶; R: 肝右

叶; RL: 右外叶; RLI: 三角叶.

■应用要点
本文证实以肝叶4
分法为基础的肝
脏应用解剖和无
血切肝技术的应
用是实施大鼠不
同切除比例的肝
部分切除术的关
键.
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基础, 肝脏再生, 急性肝脏衰竭以及减体积肝移

植模型的建立及其机制有待于进一步探讨.
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■同行评价
本研究内容详细
具体, 研究方法先
进, 紧密结合目前
动物实验中的核
心问题, 具有重要
的现实意义.
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(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图
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Abstract
AIM: To improve the method of rat othotopic 
liver transplantation using two cuffs and 

shorten anhepatic phase, and to raise the 
success rate of operation.  

METHODS: The animals used in formal trial 
were divided five groups: (1) liver transplanta-
tion on normal rats was carried out after infus-
ing apoptotic splenocytes of donors 1 wk before 
transplantation (including 4 subgroups); (2) liver 
transplantation on normal rats was carried out 
with simultaneous injection of apoptotic sple-
nocytes from donors (including); (3) apoptotic 
splenocytes of donors were infused after liver 
transplantation on normal rats was carried out 
(including 4 subgroups); (4) liver transplantation 
on cirrhotic rats was carried out after infusing 
apoptotic splenocytes of donors 1 wk before 
transplantation (including 4 subgroups); (5) 
liver transplantation on normal rats was car-
ried out after infusing apoptotic lymphocytes of 
donors 1 wk before transplantation (including 
3 subgroups). Each subgroup contained 10 rats. 
Operating time, 2-day and 1-week survival rate 
of rats were observed. 

RESULTS: The operating time on donor rats, 
the warm ischemia time of donor livers, the time 
for cuff preparation, the operating time on recip-
ient rats, the anhepatic phase and the cold isch-
emia time of donor livers were 30 ± 5 min, 2 ± 0.5 
min, 10 ± 2 min, 51 ± 10 min, 16 ± 4 min and 61 
± 5 min, respectively, in formal trials. The 2-day 
and 1-week survival rates were 96.8% (184/190) 
and 95.3% (181/190), respectively. 

CONCLUSION: The reformed two-method can 
simplify the operating procedure, reduce com-
plication and raise the survival rates.  

Key Words: Rat liver transplantation; Animal model; 
Two-cuff method
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摘要
目的: 改进大鼠肝移植的方法, 缩短无肝期, 
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■背景资料
大鼠原位肝移植
是常用肝移植动
物 模 型 .  最 初 由
Lee et al在1973年
报道, 但手术难度
较大, 技术要求较
高. 

■同行评议者
邱 宝 安 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军海军总医院肝
胆外科



提高手术成功率, 总结大鼠原位肝移植经验.

方法: 正式实验分组: (1)预输注供者凋亡的脾
细胞正常大鼠肝移植研究组(分4小组); (2)同
期输注供者凋亡的脾细胞对正常大鼠肝移植
研究组(分4小组); (3)术后输注供者凋亡的脾
细胞正常大鼠肝移植研究组(分4小组); (4)预
输注供者凋亡的脾细胞对肝硬化大鼠肝移植
研究组(分4小组); (5)预输注供者凋亡的血液
淋巴细胞对正常大鼠肝移植研究组(分3小组), 
每小组各10只大鼠. 观察手术时间以及大鼠肝
移植2 d和1 wk存活率. 

结果: 在正式实验大鼠肝移植中, 供体手术时
间30±5 min, 供肝热缺血时间2±0.5 min, 袖
套准备及肝脏修整时间10±2 min, 受体手术
时间51±10 min; 无肝期16±4 min. 冷缺血时
间61±5 min. 正式实验大鼠肝移植2 d存活率
96.8%(184/190), 1 wk存活率95.3%(181/190). 

结论:  改进显露方法及肝上下腔静脉吻合
方法后, 手术简化, 同时并发症减少, 生存率 
提高.

关键词: 大鼠肝移植; 动物模型; 双袖套法
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0  引言

大鼠原位肝移植是常用肝移植动物模型. 最初

由Lee et al [1]在1973年报道, 但由于手术难度较

大, 技术要求较高. 2000-03/2008-02, 我们在进行

肝移植免疫耐受的诱导[2-3]、肝缺血预处理和药

物预处理对肝移植中供肝保护效应的信号转导

等研究中, 把Kamada et al [4]及孙君泓[5]的双袖套

法肝移植术加以部分改进, 使得操作更加简便, 
成功率提高, 取得了满意的结果. 

1  材料和方法

1.1 材料 供、受体均为清洁级SD、Wistar、
F344/N大鼠, 体质量200-300 g(购自中山大学实

验动物中心及南方医科大学实验动物中心). 供
体体质量等于或略低于受体. 术前禁食12 h, 术
前15-30 min sc阿托品(0.03-0.04 mg/kg体质量)、
禁水. 显微器械手术包、中号哈巴狗钳: 上海医

疗器械厂生产; Satinsky钳: 德国马丁公司生产; 
7/0、8/0及9/0无损伤手术缝线: 上海医用缝合线
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厂生产. 套管: 用棉棒(中山市塑料制品厂)制成

门静脉套管及肝下下腔静脉套管; 用一次性硬

膜外麻醉导管(浙江嘉兴市苏嘉医疗器械厂)制
成胆管支架管. 乙醚溶液: 广东汕头西陇化工厂 
生产. 
1.2 方法 
1.2.1 套管的制作: 用壁薄有一定张力内径约为

2.0、2.7 mm的棉棒切成管体长为3.5、4.5 mm, 
管柄长2 mm, 用直血管钳在管体部钳夹一周使

管体有槽, 并使管体内腔呈长圆柱型, 制成门静

脉套管及肝下下腔静脉套管. 徒手或在沸水中

将硬膜外麻醉导管拉成内径为0.7 mm至0.9 mm, 
剪成为端面与长轴成30-45度的斜面, 长约7 mm
的胆道支架管. 
1.2.2 麻醉: 开放式吸入麻醉. 
1.2.3 手术方法: 为清洁手术. (1)供体手术: 麻醉

后仰卧位橡皮筋固定四肢, 腰部垫高, 酒精消毒, 
取腹部横切口, 由剑突到耻骨联合的中点向两

侧延至腰大肌前. 持针器钳夹剑突向头侧牵引

固定, 自制弹性拉钩将季肋部向两侧牵拉, 游离

左肾静脉水平以上的肝下下腔静脉(IVC), 结扎

右肾动脉, 游离右肾静脉, 9/0丝线结扎切断. 切
断右三角韧带及肝后韧带, 5/0丝线结扎切断右

肾上腺静脉. 切断肝胃韧带, 结扎切断肝后食管

段之间的血管支, 切断镰状韧带、左三角韧带. 
7/0丝线缝扎切断左膈静脉. 在距肝门分叉约0.5 
cm处胆总管前壁做一斜切口, 插入胆管支架管, 
5/0丝线环扎固定. 9/0丝线结扎幽门静脉, 5/0丝
线结扎肝总动脉, 在十二指肠上缘结扎除门静

脉(PV)外的肝十二指肠韧带内所有组织. 游离

PV至脾静脉汇合处. 阴茎背静脉注射肝素生理

盐水1 mL(125 kU/L)后, 在脾静脉汇合以下阻断

肠系膜上静脉及脾静脉, 切开PV, 插管, 4℃肝素

生理盐水(12.5 kU/L)灌注肝脏8-10 mL, 灌注开

始后即剪开左肾静脉汇合以下的下腔静脉, 使
灌洗液顺利流出. 冰盐水纱布覆盖肝脏. 依次切

断PV、IVC, 贴近膈肌剪断肝上下腔静脉(SVC). 
取出供肝置4℃生理盐水中. (2)修整供肝: 在4℃
生理盐水中进行. 修整PV, 用显微血管镊穿过PV
套管腔夹住PV断端拖出, 管柄向肝前缘侧, 用
血管夹夹住管柄及PV协助固定, 将PV外翻于套

管体上, 反折线在幽门静脉汇合以上, 5/0丝线

固定. 同法安装IVC套管, 反折线在右肾静脉汇

合以上. 经PV注入少量4℃肝素生理盐水(12.5  
kU/L), 以冲出肝内残留血液及检查套后的血管

www.wjgnet.com

■应用要点
本研究改进显露
方法及肝上下腔
静脉吻合方法后, 
手术简化, 同时并
发症减少, 生存率 
提高.
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是否通畅. 用一小血管夹夹闭IVC. 修整SVC, 用
8/0缝线在左右两侧及前壁中点各缝一支持线. 
将各肝叶复位, 置4℃生理盐水中, 纱布覆盖. (3)
受体手术: 入腹腔及暴露方法同供体手术. 湿纱

布保护肠管. 游离肝脏同前, 自肝下缘分离IVC
至右肾静脉上缘, 结扎切断右肾上腺静脉、肝

与食管段之间血管支和左膈静脉及韧带. 结扎

并切断肝固有动脉、胆总管上端. 加深麻醉. 用
7/0缝线在受体PV左右支预缝置牵引线, 左侧穿

过残留的胆管系膜, 右侧贯穿肝实质. 
待麻醉处于第Ⅲ期第三级后, 停止麻醉, 在

右肾静脉上方阻断IVC, 于幽门静脉上方阻断

PV. 将肝脏向下牵拉, 小Satinsky钳或哈巴狗钳

阻断SVC, 紧贴肝脏剪断SVC, 于门静脉牵引线

肝侧切断门静脉、动脉、胆管的分支, 带少许

肝组织切断IVC. 移去受体肝, 原位置入供肝. 
Satinsky钳或哈巴狗向头侧翻转固定在橡皮泥

上. 用供肝的SVC支持线在受体SVC断端两侧各

缝合结扎固定一针, 并向两侧牵引. 用8/0缝合线

将受体的SVC前壁中点缝合向头侧牵引, 供肝相

应缝线向尾侧牵引. 先由左至右连续外翻缝合

后壁, 然后用8/0缝线将供、受体前壁中点缝合

单结结扎后向头侧牵引, 再由右向左连续缝合

前壁. 结束吻合前用4℃生理盐水冲洗血管腔排

气、湿润供肝. 肝叶复位, 向外上方牵引PV左右

支缝线, 在PV分叉处V形切开, 瞬间开放PV约0.5 
s排除血凝块后再阻断PV, 用自制接注射器的

“小针钩”撑开PV管壁, 同时冲洗供、受体管

腔, 将供体PV套入受体PV腔内, 5/0丝线环扎固

定, 线结在供体套管固定线以下. 恢复PV血供, 
去除SVC阻断钳. 在受体IVC断端两侧用7/0缝线

各吊一针牵引线, 向外上方牵引, 同法吻合IVC. 
距受体胆总管断端2 mm将受体胆总管前壁剪成

V形口, 将已入供体胆管支架管另一端经此口套

入胆总管, 5/0丝线固定, 用大网膜覆盖胆管吻合

处. 棉球吸尽腹腔积液, 肠管复位, 腹腔留放含

青霉素钠20万IU生理盐水1 mL. 两层缝合腹壁. 
经阴茎背静脉注肝素生理盐水1 mL(12.5 kU/L). 
颈背部皮下注射生理盐水5-10 mL. 

保温0.5-1 h, 单笼喂养. 术后3 d内除给予饲

料、水外, 另给予100 g/L葡萄糖水喂养. 
1.2.4 实验分组: 正式实验中分组如下: (1)预输

注供者凋亡的脾细胞诱导大鼠肝移植免疫耐受

的研究分四组(对照组, 单纯供体地塞米松处理

组, 单纯输供者脾细胞组, 地塞米松诱导供者凋

亡脾细胞输注组, 每组各10只Wistar、SD大鼠); 
(2)同期输注供者凋亡的脾细胞对大鼠肝移植免

疫影响的研究分四组(对照组, 单纯供体地塞米

松处理组, 单纯输供者脾细胞组和地塞米松诱

导供者凋亡脾细胞输注组. 每组各10只Wistar、
SD大鼠); (3)术后输注供者凋亡的脾细胞对大鼠

肝移植免疫影响的研究分四组(对照组, 单纯供

体地塞米松处理组, 单纯输供者脾细胞组和地

塞米松诱导供者凋亡脾细胞输注组. 每组各10
只Wistar、SD大鼠); (4)预输注供者凋亡的脾细

胞对肝硬化大鼠肝移植免疫影响的研究分四组

(对照组, 单纯供体地塞米松处理组, 单纯输供者

脾细胞组, 地塞米松诱导供者凋亡脾细胞输注

组, 每组各10只Wistar、SD大鼠); (5)预输注供者

凋亡的血液淋巴细胞对大鼠肝移植免疫影响的

研究分三组(对照组, 单纯供体淋巴细胞处理组, 
已诱导供者凋亡淋巴细胞输注组, 每组各10只
Wistar、SD大鼠). 共计190对大鼠. 

2  结果

310例预试验中, 易出现的意外为SVC漏血、

S V C成角狭窄、S V C撕裂、肝挫伤出血、气

胸、空气栓塞、吻合口血栓、PV、IVC的套管

扭转成角、胆漏、肝功能衰竭、麻醉死亡、分

离PV、右肾上腺静脉、左膈静脉时相应的静脉

破裂出血、腹腔及肺部感染. 
按改进的二袖套法进行的190例正式实

验中, 供体手术时间30±5 min, 供肝热缺血时

间2±0.5 min, 袖套准备及肝脏修整时间10±
2 min, 受体手术时间51±10 min; 无肝期: 16±
4 min. 冷缺血时间: 61±5 min. 正式实验2 d存
活率96.8%(184/190), SVC漏血死亡3例, SVC狭
窄死亡2例, PV左分支破裂漏血1例; 1 wk存活率

95.3%(181/190), 死亡原因为肝脏坏死. 1 wk后死

亡的受体原因全部为胆道并发症, 最长生存时

间超过1.5年. 

3  讨论

经过前期的预实验, 我们在传统的双袖套法肝

移植术的基础上, 对腹部横切口的选择、弹性

拉钩牵开季肋部、供者右肾上腺动脉的结扎、

分离PV的改进、受体PV缝扎牵引线的提前预

置、使用橡皮泥固定钳夹SVC的器械、供、受

体SVC前壁牵开、SVC的“三定点”吻合、自

制“小针钩”的气泡驱除等方面进行了改进. 
改进后的手术方式可单人直视下操作, 不需要

■同行评价
本研究把kamada
及孙君泓的双袖
套法肝移植术加
以部分改进, 使得
操作更加简单, 成
功率高, 具有一定
的实用性. 
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显微镜或助手协助, 使操作更加简单、确切, 手
术成功率达到96.8%, 长期存活率为95.3%, 较
孙君泓 et al [5]法报道的手术成功率(92.5%)与长

期存活率(89%)为高. 笔者总结出“开放灌注

四牵三缝二横一拉”法大鼠原位肝移植的无

肝期, 手术时间缩短, 7 d生存率提高[6]. 本方法

又以下优点: (1)管道的制作: 用止血钳钳夹管

壁一圈形成刻痕, 制作方法简单. (2)横切口选

择: 既往文献报道由于顾忌出血多及创伤大, 受
体均采用腹部直切口[1,4-5,7-9]. 实际上直切口暴

露较差, 而腹部横切口可充分暴露, 操作视野广

阔, 更好地显露SVC, 提高吻合成功率, 并可减

少对肝脏的翻动及损伤, 降低了手术的难度; 术
中可以更直观地观察肝脏颜色及呼吸动度来监

测麻醉深浅. 可棉球局部压迫腹壁进行止血, 效
果好. (3)供肝的灌注: 供体全身肝素化后, 向PV
边插管边排管中的气泡. 低压灌注肝脏, 在灌注

的同时剪开下腔静脉放血. 灌注速度控制在2-3  
mL/min, 以PV无扩张、肝不肿胀为宜. 可确保

供肝灌注彻底、均匀、低压, 防止肝脏水肿、

花斑. 并用冰盐水纱布覆盖肝脏, 使局部持续低

温. (4)PV缝扎牵引线预置: 在无肝期前, 用8/0缝
线在受体PV左右分支预置牵引线, 避免分离PV
左右支时的可能出血, 以免阻断PV后行PV置牵

引线, 缩短了无肝期. (5)供、受体SVC吻合 SVC
吻合是受体手术的难点. 用横切口把受体腰部垫

高, 用自制弹性拉钩将季肋部向两侧牵拉, 并用

Satinsky钳或哈巴狗钳夹受体SVC后向头侧翻转

固定, 使受体SVC与供体SVC在一个平面上, 既
解决了吻合口的张力问题, 又把吻合口变浅, 避
免了在狭小、深在的空间操作, 视野清晰, 无需

显微镜即可操作. 为防止吻合口狭窄或成角, 应

作SVC间的血管端端吻合, 而不是如某些文献[7-8]

作膈肌环间的吻合. 采用“三定点”缝合法, 即
缝合完后壁后, 将前壁中点吊起, 可确保吻合口

均匀、整齐、光滑, 避免血管膜内翻及前后壁

缝闭, 后期的实验发现: 连续缝合3针再一起收

线不仅缝合均匀、对合良好而且加快吻合速度, 
提高手术成功率. (6)气泡驱除: 可将注射器针头

针尖弯成钩, 制成“小针钩”, 钩住少许血管断

端前壁向前提拉以撑开血管壁作牵引, 在推注

生理盐水排气泡同时插入套管完成吻合. 操作

简单、确切、迅速, 无需助手协助.
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Abstract
AIM: To discuss the etiology and types of drug-
induced liver injury (DILI) in Shenyang City of 
China.  

METHODS: We retrospectively analyzed 181 
patients diagnosed with DILI in gastrointestinal 
department of the first affiliated hospital of China 
Medical University from January 2000 to June 2004. 

RESULTS: The common drugs that induced liver 
injury were Chinese herbal medicine (50.27%), 
antibiotics (15.47%), and non-steroid anti-inflam-
matory drugs (15.47%). Bilirubin paraeccrisis and 
enzyme changes were the main manifestations in 
biochemical examination, while protein synthesis 
at early stage hardly changed. The injuries includ-
ed hepatic cell type (n = 106; 58.56%), cholestatis 
type (n = 36; 19.89%), mixed type (n = 17; 9.39%), 
and uncertained type (n = 22; 12.15%). Chinese 
herb-induced cholestasis was up to 83.3%, and its 

incidence rate was obviously higher than hepatic 
cell type (χ2 = 78.981, P  < 0.001). Other drugs in-
duced hepatic cell injury most. 

CONCLUSION: Half of DILI in Shenyang are 
caused by Chinese herbal medcine, and bio-
chemical examnation can simply and roughly 
estimate its injury type.

Key Words: Drug-induced liver injury; Chinese 
herbal medicine; Biochemical examination

Chen CM, Chang B, Zhang D, Xiang GQ, He XH, Wang 
BY. Etiology and injury types of drug-induced liver 
indury in Shenyang. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(22): 2525-2528

摘要
目的: 探讨沈阳地区药物性损伤(drug-induced 
liver injury, DILI)的病因和损伤类型. 

方法: 回顾性分析2000-01/2004-06在中国医
科大学附属第一医院消化内科住院的DILI患
者181例, 所有患者均诊断明确.  

结果: 引起肝损伤的相关药物中最常见的为:
中草药类(50.27%); 抗生素类药物(15.47%); 
非甾体类抗炎药(15.47%). 生化检查主要表现
在酶学改变和胆红素排泄障碍, 而早期对蛋白
合成功能几乎无影响. 损伤类型中肝细胞型
106例(58.56%); 胆汁淤滞型36例(19.89%); 混
合型17例(9.39%); 不确定的22例(12.15%). 中
草药导致的胆汁淤积型中高达83.3%, 其发病
率明显高于肝细胞型(χ2 = 78.981, P <0.001); 
其他药物均以肝细胞损伤为主. 

结论: 沈阳地区50.27%的DILI是中草药引起, 
单纯生化学检查可粗略估计DILI的细胞损伤
类型, 即ALT增高反映肝细胞型, ALP、GGT
增高反映胆道系统的损伤.

关键词: 药物性肝损伤; 中草药; 生化学检查
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率也相应增加. 但
由于DILI的临床
和病理表现变化
复杂, 且临床表现
和实验室检查缺
乏特异性, 易被误
诊, 本文就DILI的
临床及实验室特
点进行分析总结.
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0  引言

药物性肝损伤(drug-induced liver injury, DILI)是
指在使用某种或几种药物后, 由于药物本身或

其代谢产物而引起的不同程度的肝脏损伤. 临
床上既可以表现为急性肝损伤, 也可以表现慢

性肝损伤, 甚至肝硬化. 随着新药的不断问世, 
DILI的发病率也相应增加. 但由于DILI的临床

和病理表现变化复杂, 且临床表现和实验室检

查缺乏特异性, 易被误诊, 据报道, 有10%-20%
的爆发型肝功能衰竭是由药物导致的[1]. 本文对

2000-01/2004-06在中国医科大学附属第一医院

消化内科确诊为DILI患者的临床资料进行分析

总结.

1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2004-06在中国医科大学附属

第一医院收治住院的DILI患者共181例, 其中男

性87例, 女性94例. 年龄8-85(平均年龄45.85±
15.72)岁. 
1.2 方法 采用回顾性分析方法, 在病案室以主

题词“药物性肝损伤”检出189个相关病例, 对
所有病例进行复习, 剔除不符合诊断标准的病

例后, 共得到符合DILI诊断标准[1]的病例181例. 
记录用药史, 临床症状, 体征, 肝功能及治疗情

况等, 使用SPSS11.5对上述资料进行统计分析. 
同时依据国际医学科学组织理事会(council for 
international organizations of medical sciences, 
CIOMS)确立的标准[2]对DILI进行临床分型, 分
为肝细胞性、胆汁淤积性和混合性. 

2  结果

2.1 引起DILI的药物构成 本组病例中引起DILI
的药物几乎包括临床应用的各种药物, 前3位药

物是中药、抗生素和非甾体类抗炎药, 其中中

草药(以偏方或不明成分的药物为主)和中成药

高达50.27%(表1).
2.2 临床表现 临床上近1/2(49.2%)以黄疸为首发

表现, 乏力(46.4%)、纳差(39.8%)、腹痛(32.6%)
恶心占(30.4%)、腹胀(19.3%)、腹泻(11.6%)等
往往认为是原发病所致, 黄疸出来后才促使患

者就诊, 所以DILI比其他原因所致肝病的病程

较长. 
2.3 实验室检查 本组DILI主要表现为肝功能异

常. DILI的生化检查明显不同于其他肝病, 主要

表现在酶学改变和胆红素排泄障碍, 而早期对

蛋白合成功能几乎无影响, 但药物量大(如大剂
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量扑热息痛类或大量单味中草药)毒性大、晚期

或严重肝坏死时蛋白变化就比较明显(表2). 根
据肝功能实验结果, 参照国际DILI分型标准, 可
将DILI分为3型, 在本组资料中肝细胞型106例
(占全部药物性肝病的58.6%)平均年龄44.48±
15.51岁, 其中男性55例, 女性51例, 临床表现为

乏力、纳差、恶心, 腹痛等症状为主;  肝内胆汁

淤积型36例(占全部药物性肝病的19.9%), 平均

年龄49.61±17.07岁, 其中男性14例, 女性22例, 
与肝细胞型相比在发病性别上没有显著性差异

(χ2 = 1.817, P  = 0.178>0.05), 多表现为黄疸, 纳
差, 乏力, 搔痒等症状为主. 无论肝细胞型或是

胆汁淤积型, 中草药均占第1位, 但在胆汁淤积

型中高达83.3%, 其中中草药导致的胆汁淤积型

肝损伤的发病率明显高于肝细胞型的发病率(χ2 
= 78.981, P <0.001); 抗生素类和激素类均是肝

细胞损伤型; 非甾体类消炎药和抗结核药物均

以肝细胞损伤为主. 该结果对寻找致损伤药物

和选择治疗方案具有非常重要的意义. 导致肝

细胞型肝损伤的药物多为中草药(45.28%), 抗生

素(17.92%), 非甾体类抗炎药(14.15%)等, 多在

服药1 wk到1 mo发病, 停药后恢复较快. 导致胆

汁淤积型肝损伤的药物多为中草药(83.33%), 非
甾体类消炎药(5.56%)以及抗结核药(5.56%), 起
病较隐匿, 服药时间均在1 mo以上, 停药后恢复

www.wjgnet.com

■创新盘点
引起药物性肝病
的药物复杂, 本文
就沈阳地区药物
性肝病的特点进
行分析, 提出中草
药是目前导致药
物性肝病的最常
见原因.

■相关报道
药物性肝病的诊
断复杂, 2005年亚
特兰大药物性肝
病临床专题研讨
会上提出的诊断
药物性肝病的因
果判断法, 对临床
有一定指导作用.

表 1 引起DILI的药物分布情况药物例数构成比

     
药品种类                                         n                     %

中草药类                                   91               50.27

抗生素类药物                   28               15.47

非甾体类抗炎药                   28               15.47

抗结核药物                   18                 9.94

肿瘤化疗药                     7                 3.87

抗甲状腺药                     7                 3.87

激素类药                                     2                 1.11

合计                                 181             100.00

表 2 药物性肝病的肝功能变化

     
名称                                                        mean±SD

ALT                                             582.54±1763.59

ALP                                             217.63±266.79

GGT                                             252.40±249.66

TBIL                                             129.54±164.16

DBIL                                             110.91±119.06

TP                                               65.38±9.71

ALB                                               37.22±6.92
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较慢(表3). 两种类型肝损伤的实验室检查指标

进行比较时发现, 肝细胞型主要以ALT升高为

主(t  = 3.311, P  = 0.01<0.05), 而胆汁淤积型则以

ALP(t  = 4.496, P  = 0.000<0.05), GGT(t  = 2.739, 
P  = 0.009<0.05)升高为主(表4). AST、TBIL、
DBIL、TP、ALB无统计学差异. 结果提示, 单
纯生化学检查可粗略地估计DILI的细胞损伤类

型, 即ALT反应肝细胞型损害; ALP、GGT反应

胆道系统的损伤(胆汁淤积).

3  讨论

DILI是常见的肝病之一, 约占非病毒性肝病中

的20%-50%[3], 占所有黄疸住院病例的2%-5%, 
占成人“急性肝炎”住院病例的10%, 药物性肝

衰占所有急性肝衰患者的10%-52%[4]. 法国学者

Sgro et al对81 301人研究三年认为, 每10万用药

者中大约有11-15人发病[5]. 
到目前为止, 可造成肝脏不同程度损伤的

药物多达800多种, 几乎遍及各类药物[6]. 随着基

础医学的发展, 各类新药的不断涌现和广泛应

用, DILI的发病率呈上升趋势[7]. 本组资料显示, 
在众多导致DILI药物中, 中草药是最常见的致

病因素, 占本组DILI的多数(91例, 占50.27%), 其
次是抗生素及非甾体类抗炎药, 分别为15.47%
和15.47%. 导致DILI的中草药, 主要是用于治疗

恶性肿瘤、风湿病、牛皮癣等疾病. 结果提示

应该重视中草药对肝脏的毒性作用. 上述患者

多数因服药后引起黄疸(49.2%), 乏力(46.4%), 
纳差(39.8%), 腹痛(32.6%), 恶心(30.4%)等症状

而就诊. 
导致肝细胞型损伤的作用机制, 可能是与

药物导致肝细胞坏死或肝细胞膜的通透性增加, 
致使血清酶的活性增高有关. 反映肝细胞损伤

的敏感指标ALT和AST多为2-10倍升高, 是肝细

胞线粒体损伤及肝腺泡病变的标志. 多数抗生

素及非甾体类抗炎药导致的肝损伤即属于此类. 
胆汁淤积型损伤的发病机制, 主要是在肝细

胞水平的胆汁流生成和排泄障碍. 近年研究发

现, 药物影响胆汁分泌主要在以下环节: 干扰胆

汁酸的摄取, 干扰胆汁酸的肝内转运, 干扰毛细

胆管的胆汁分泌, 干扰毛细胆管的骨架结构等. 
GGT较ALP有更高的敏感性, DILI发展到肝坏

死时, GGT反而降低, 故可作为预后指标. 但是, 
GGT对DILI缺乏特异性. 抗结核药, 抗癫痫药等

的治病机制即属于此类. 
另外在对中草药导致DILI的分析中, 中草药

导致的胆汁淤积型肝损伤的发病率明显高于肝

细胞型(χ2 = 78.981, P <0.001). 可见中草药导致

的DILI常以黄疸为首发表现, 也是促使患者就

诊的主要原因. 
临床上DILI的诊断有一定的难度, 有相当一

部分的患者被误诊或漏诊[8]. 目前国际上主要采

取RUCAM及CDS量表[2,9]来诊断DILI, 2005年亚

特兰大DILI临床专题研讨会DILI的研究者目前

正在开发更有效的因果关系判断方法[10]. 而国内

对DILI的诊断标准尚未完全统一, 再次给药致

肝损伤是诊断DILI的“金标准”, 但不可故意

重新给予可疑损肝药. 重新给一次药有时会引

起暴发性肝炎[11]. 因此在临床工作中要做好DILI
的诊断首先应提高对该病的认识和警惕性, 主
要依据用药史和肝功能损伤的实验室检查, 并
且排除病毒性肝炎, 酒精性肝病以及自身免疫

性肝病; 其次, 在用药过程中, 特别是使用对肝

功能有损伤的药物时, 应注意监测肝功能. 
停用肝功能损伤的药物是治疗的关键[12]. 有

报道称山莨菪碱能治疗DILI, 减轻药物的肝毒

性作用, 其副作用小, 价格低廉, 值得我们在临

床实践中应用[13]. 应用还原型谷胱甘肽以补充肝

■名词解释
药物性肝损害分
型: 以丙氨酸氨基
转移酶(ALT)与碱
性磷酸酶 ( A L P )
的 比 值 R 进 行 判
断. 当ALT大于正
常上限2倍或R>5
时为肝细胞型; 当
ALP大于正常上
限2倍或R<2为胆
汁淤积型; 当ALT
和ALP均升高, R
在2-5之间为混合
型. 

表 4 肝细胞型与胆汁淤积型实验室指标比较 (mean±
SD)

     
名称          肝细胞型              胆汁淤积型       

 
t   P

ALT    848.13±2242.19   125.02±96.65      3.311     0.010

AST    428.03±595.14     206.25±424.25    1.176     0.246

ALP    167.60±292.23     386.92±234.90    4.496     0.000

GGT    210.74±191.40    346.86±275.47     2.739    0.009

TBIL    133.92±181.74    142.16±130.59     0.532    0.596

DBIL    113.21±126.32    129.11±108.77    0.250    0.803

TP          65.58±9.95          64.31±9.38         0.653    0.515

ALB       38.41±6.46          33.23±6.64         3.900    5.180

表 3 DILI的分型与导致DILI的药物

     
药品名称

                        肝细胞型      胆汁淤积型

                      n    ％     n  ％

中草药类                  48          45.28   30        83.33

抗生素类药物  19          17.92     0 0.00

非甾体类抗炎药  15          14.15     2 5.56

抗结核药物  14          13.21     2 5.56

肿瘤化疗药    3            2.83     1 2.78

抗甲状腺药    5            4.72     1 2.78

激素类药                    2  1.89     0 0.00

合计                106         100.00   36      100.00



www.wjgnet.com

2528                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年8月8日      第16卷     第22期

内巯基, 有利于药物的生物转化, 明显肝内淤胆

者可应用糖皮质激素等治疗. 对于高度黄疸而

激素不敏感者, 主要应用思美泰[14-15]. 肝损伤严

重者应采取血液净化措施, 清除药物. DILI重在

预防, 对于某些能损伤肝脏的药物不要长期或

大剂量的超负荷使用. 
本研究观察到沈阳地区引起DILI的前三位

药物是中药、抗生素和非甾体类抗炎药, 50%以

上的DILI是由中草药引起. 近1/2患者以黄疸为

首发表现, 酶学改变和胆红素排泄障碍为主, 临
床上可与其他原因的肝病相鉴别. 单纯生化学

检查可粗略地估计DILI的细胞损伤类型, 即ALT
增高反应肝细胞型, ALP、GGT增高反应胆道系

统的损伤(胆汁淤积型).
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字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

1000-1500 kg, 3.5±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±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±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±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. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-08-08)
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Abstract
AIM: To investigate the distribution and clinical 
significance of hepatitis B virus (HBV) genotypes 
among the Korean Chinese of Yanbian area in 
China. 

METHODS: A total of 215 Korean Chinese with 
HBV infection in Yanbian area included symp-
tomatic carrier (SC, n = 36), acute hepatitis B 

(AHB, n = 5), chronic hepatitis B (CHB, n = 
106), hepatitis-induced cirrhosis (HC, n = 50), 
and primary hepatic carcinoma (HCC, n = 
18). Specific primer-polymerase chain reac-
tion was used to detect the HBV genotypes in 
this cases.  

RESULTS: Of the 215 cases, genotype B and C 
were found in 61 (28.0%) and 154 (72.0%) cases, 
respectively. The ratio of genotype C was mark-
edly higher in CHB (79.0%), HC (84.0%), HCC 
(89.0%) than that in SC (25.0%) and AHB (60.0%), 
respectively (P < 0.05). In SC, the proportion of 
genotype B was significantly higher than that 
of genotype C (75.0% vs 25.0%, P < 0.01). The 
rate of genotype C was higher in the HBeAg-
positive cases than that in the HbeAg-negative 
cases (73.0% vs 54.0%, P < 0.05), but the rate of 
genotype B was the other way around (46.0% vs 
27.0%, P < 0.01).

CONCLUSION: Genotype C HBV infection is 
predominant in the Korean Chinese of Yanbian 
area in China, and genotype B is the second. 
Genotype C is mostly found in CHB, HC and 
HCC.  

Key Words: Hepatitis B virus; Genotype; Chronic 
hepatitis B; Hepatitis-induced cirrhosis; Primary he-
patic carcinoma

Han XJ, Xu SJ, Xie GH, Cui HS, Piao HX. Inspection and 
analysis of hepatitis B virus genotypes among the korean 
nationality of Yanbian area in China. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2529-2532

摘要
目的: 分析延边地区朝鲜族HBV感染者HBV
基因类型分布及其临床意义.  

方法: 延边地区朝鲜族HBV感染者215例分为
无症状携带者36例, 急性乙型肝炎5例, 慢性乙
型肝炎106例, 肝炎肝硬化50例, 原发性肝癌
18例. 利用特异性引物聚合酶链反应法(PCR), 
对患者血清标本进行基因型检测. 
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■背景资料
目 前 研 究 表 明
HBV各地病毒株
有差异并根据核
苷酸序列的差异
分为A-H 8个基因
型. 另外, 有研究
表明 ,  HBV基因
型与感染途径、

感染谱和疾病进
展有一定相关性.  
本文分析延边地
区朝鲜族HBV感
染者HBV基因类
型分布, 这对了解
延边地区朝鲜族
HBV感染者HBV
基因类型的分布
情况, 以及判断病
情发展及预后, 推
测抗病毒疗效提
供理论依据, 具有
重要意义. 

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科; 刘
绍能 ,  主任医师 , 
中国中医科学院
广安门医院消化
科



结果: 215例HBV感染者中检出B基因型61例
(28.0%), C基因型154例(72.0%), 未检出其他
基因型. 在慢性乙型肝炎、肝炎肝硬化、肝细
胞癌患者中, C基因型比例(79.0%、84.0%、

89 .0%)明显高于无症状携带者及急性乙型
肝炎(25.0%、60.0%, P <0.01), 在无症状携
带者中, B基因型比例高于C基因型(75.0% 
vs  25.0%, P <0.01). HbeAg阳性组C基因型比
例高于HBeAg阴性感染组(73.0% vs  54.0%, 
P <0.05), HbeAg阴性组的B基因型比例高于
HBeAg阳性组(46.0% vs  27.0%, P <0.01). 

结论: 延边地区朝鲜族HBV感染主要为C基
因型, 其次为B基因型. C基因型在临床上以慢
性乙型肝炎、肝炎肝硬化、肝细胞癌多见, 其
发生率显著高于B基因型.

关键词: 乙型肝炎病毒; 基因型; 慢性乙型肝炎; 肝

炎肝硬化; 肝细胞癌
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是一

个全球性问题, 严重影响我国人民的健康, 目前

研究表明HBV各地病毒株有差异并根据核苷酸

序列的差异分为A-H共8个基因型. 另外, 有研

究表明, HBV基因型与感染途径、感染谱和疾

病进展有一定相关性[1-4]. 本研究利用特异性引

物聚合酶链反应法(PCR)分析延边地区朝鲜族

HBV感染者HBV基因类型分布, 这对了解延边

地区朝鲜族HBV感染者HBV基因类型的分布情

况, 以及判断病情发展及预后, 推测抗病毒疗效

提供理论依据, 具有重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 采集2005-07/2007-11延边大学附属医

院收治的延边地区朝鲜族HBV感染者血清标本

215例, 男164例, 女51例, 年龄19-72岁. 按2000年
[病毒性肝炎防治方案][5]将215例分为无症状携

带者36例, 急性乙型肝炎5例, 慢性乙型肝炎106
例, 肝炎肝硬化50例, 原发性肝癌18例. ELISA试

剂盒由上海华美生物技术有限公司生产.
1.2 方法 应用ELISA试剂盒检测HbeAg, 操作严

格按说明书进行. 用多对引物和巢式PCR法对

HBV基因分型. 将50 mL待检血清加入到60 mL裂
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解液中, 混匀, 37℃水浴10 min, 加入30 mL的Tris
饱和酚和30 mL的氯仿∶异戊醇(49∶1)溶液, 充
分混匀后, 14 000 g离心10 min, 取上清液, 加入

等体积的异戊醇和10 mL的醋酸钠溶液, -20℃沉

淀2 h, 14 000 g离心15 min, 弃上清液, 加入750 
mL/L预冷乙醇500 mL, 14 000 g离心10 min, 弃
上清液, 沉淀于50℃干燥后, 溶于20 mL的DEPC
水中, 保存在-20℃备用, 作为PCR反应的模板. 
采用40 mL的反应体系(10×缓冲液4 mL, dNTP 4  
mL, MgCl2 2.4 mL, p1 0.8  mL, S4R 0.8 mL, HBV 
DNA模板10 mL, Taq酶 0.2 mL, H2O 17.8 mL), 按
95℃, 10 min; 94℃ 20 s, 55℃ 20 s, 72℃ 1 min, 
进行40个循环, 72℃延伸7 min, 然后取第一轮

PCR产物作为模板进行第二轮扩增: 40 mL的
反应体系(10×缓冲液4 mL, dNTP4 mL, MgCl2 
2.4 mL, B2 0.8 mL, BA1R 0.8 mL, BB1R 0.8 mL, 
BC1R 0.8 mL, 或B2R 0.8 mL, BD1 0.8 mL, BE1 0.8 
mL, BF1 0.8 mL, 第一轮PCR产物5 mL, Taq酶0.4 
mL,  H2O 21 mL), 按95℃, 10 min, 94℃ 20 s, 65℃ 
20 s, 72℃ 30 s,  进行40个循环, 72℃延伸7 min, 
然后取10 mL的第二轮PCR产物在100 V电压下, 
经20 g/L琼脂糖凝胶电泳20 min, 用凝胶成像仪

观察电泳条带的大小, 以确定其基因型, A型为

68 bp, B型为281 bp, C型为122 bp, D型为119 bp, 
E型为167 bp, F型为97 bp. 引物由上海生工生物

技术公司合成, 序列见表1.
统计学处理 应用统计分析软件进行c2检验. 

2  结果

PCR产物在100 V电压下, 经20 g/L琼脂糖凝胶电

泳20 min, 用凝胶成像仪观察电泳条带的大小, 以
确定其基因型, B型为281 bp, C型为122 bp(图1). 
215例延边地区朝鲜族HBV感染者中检出B基因

型61例(28.0%), C基因型154例(72.0%), 未检出

其他基因型. HBV基因型在不同类型HBV感染

者中的分布差异有统计学意义, 在慢性乙型肝

炎、肝炎肝硬化、肝细胞癌患者中, C基因型比

例(79.0%、84.0%、89.0%)明显高于无症状携带

者及急性乙型肝炎(25.0%、60.0%, P <0.01), 在
无症状携带者中, B基因型比例(75.0%)高于C基
因型(25.0%, P <0.01, 表2), HbeAg阳性组C基因

型比例(73.0%)高于HbeAg阴性感染组(54.0%, 
P <0.05), HbeAg阴性组的B基因型比例(46.0%)
高于HbeAg阳性组(27.0%, P <0.01, 表3).

3  讨论

HBV是急、慢性肝炎, 肝硬变以及肝癌的主要
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型、病情发展经
过、病情轻重、

抗病毒疗效有密
切联系. 
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致病原[6], 肝病发生、发展与患者的遗传基因, 
病毒的基因类型有密切关系[7].  目前报告, HBV
基因类型有高地区分布特异性[8]. 另外, HBV基

因类型与肝病的临床类型、病情发展经过、病

情轻重、抗病毒疗效有密切联系[9-13]. 既往研究

表明, 我国主要以HBV C和B基因型感染为主, 
也存在 D基因型及B和C基因型混合感染[14-19], 
在韩国研究发现, C型占99.5%, A型占0.5%[20-21]. 
本研究发现, 215例延边地区朝鲜族HBV感染者

中, 72.0%为C基因型, 28.0%为B基因型感染. 提
示延边地区朝鲜族HBV感染主要为C基因型, 其
次为B基因型, 未检出其他基因型. 与韩国相比

B基因型占的比例高于韩国[20-21], 可能与 HBV基

因类型有高地区分布特异性及本研究检测例数

少有关. 
对不同类型HBV感染者的基因型分布表明,  

在慢性乙型肝炎、肝炎肝硬化、肝细胞癌患者

中, C基因型比例(分别为79.0%、84.0%、89.0%)
明显高于无症状携带者及急性乙型肝炎(分别为

25.0%、60.0%, P <0.01), 在无症状携带者中, B基
因型比例(75.0%)高于C基因型(25.0%, P <0.01). 
C基因型在临床上以慢性乙型肝炎、肝炎肝硬

化、肝细胞癌多见, 其发生率显著高于B基因型

与目前报道一致[22-23]. 另外, 本研究表明,  HbeAg
阳性组C基因型比例(73.0%)高于HbeAg阴性感

染组(54.0%, P<0.05), 但HbeAg阴性组的B基因型

比例(46.0%)高于HbeAg阳性组(27.0%, P <0.01). 
进一步表明了C基因型感染时免疫清除期长, 而
B基因型易发生HbeAg血清转化的可能[22]. 尽管

对HbeAg阴性或阳性状态与基因型的相关性目

前还存在不同看法, 但无论C基因型或B基因型

感染患者, 都必须严密随访, 合理、适时地选择

抗病毒治疗, 延缓或减少肝纤维化和肝癌的发

生率. 延边地区是一个朝鲜族居住的少数民族

地区, 肝炎发病率高, 病情比较重, 抗病毒疗效

不佳. 这可能与延边地区朝鲜族HBV感染主要

为C基因型有关.
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表 1 引物序列

     
基因型 PCR                                   正义链                                                               反义链

A-F

A

B

C

D

E

F

M: A或C; Y: C或T. 

1stPCR

2ndPCR

P1: 5'-TCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3'

B2: 5'-GGCTCMAGTTCMGGAACAGT-3'

B2: 5'-GGCTCMAGTTCMGGAACAGT-3'

B2: 5'-GGCTCMAGTTCMGGAACAGT-3'

BD1: 5'-GCCAACAAGGTAGGAGCT-3'

BE1: 5'-CACCAGAAATCCAGATTGGGACCA-3'

BF1: 5'-GYTACGGTCCAGGGTTCACA-3'

S4R:5'-AGAAGATGAGGCATAGCAGC-3'

BA1R:5'-CTCGCGGAGATTGACGAGATGT-3'

BB1R:5'-CAGGTTGGTGAGTGACTGGAGA-3'

BC1R:5'-GGTCCTAGGAATCCTGATGTGT-3'

B2R:5'-GGAGGCGGATYTGCTGGCAA-3'

B2R:5'-GGAGGCGGATYTGCTGGCAA-3'

B2R:5'-GGAGGCGGATYTGCTGGCAA-3'

表 2 不同类型HBV感染者中HBV基因型分布 n (%)

     
分组                                n                  B型                 C型

无症状携带者

急性乙型肝炎

慢性乙型肝炎

肝炎肝硬化

肝细胞癌

36

 5

106

50

18

27(75.0)

 2(40.0)

22(21.0)

 8(16.0)

 2(11.0)

9(25.0)

3(60.0)

 84(79.0)

 42(84.0)

 16(89.0)

表 3 HbeAg阳性与阴性HBV感染者中基因型分布 n (%)

     
分组                                n                   B型                C型

HbeAg阳性

HbeAg阴性

125

90

34(27.0)

41(46.0)

91(73.0)

49(54.0)

图 1 HBV基因分析PCR结果. M: Marker; 1-3: C基因型; 4: 

B基因型; 5: PCR阴性对照.

1      2     3      4       5       M

281 bp

122 bp

1353 bp
1076 bp
872 bp

603 bp

310 bp
281 bp
234 bp
194 bp

118 bp
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of hemo-
perfusion with HA neutral macroporous resin 
in the treatment of severe hepatitis, and to find 
out the important nursing points to get better 
results.

METHODS: A total of 40 severe hepatitis pa-
tients were treated by HA neutral macroporous 
resin (HA330-Ⅱ) hemoperfusion (96 times in 
total). The symptoms, signs, liver function, renal 
function, prothrombin activity (PTA), tumor ne-
crosis factor-α (TNF-α), and interleukin-6 (IL-6) 
levels were analyzed before and after treatment. 
Venous cannula or venepuncture was used to 
set up blood circulation.

RESULTS: After hemoperfusion, the symptoms 
and signs were improved to different extents 
in most of the patients; the levels of ALT, TBIL, 
DBIL were decreased significantly (92.3 ± 53.1 

IU/L vs 176.8 ± 120.2 IU/L; 283.2 ± 90.2 µmol/L 
vs 363.0 ± 140.3 µmol/L; 122.8 ± 71.7 µmol/L 
vs 247.5 ± 106.4 µmol/L; all P < 0.01); PTA was 
increazed (39.6% ± 12.5% vs 29.2% ± 14.8%, P < 
0.01). Meanwhile, the levels of IL-6 and TNF-α 
were decreased (27.6 ± 22.5 ng/L vs 88.5 ± 32.8 
ng/L, 0.47 ± 0.4 µg/L vs 0.83 ± 0.6 µg/L; both P 
< 0.01) after hemoperfusion. Of the 40 patients, 
29 cases recovered (72.5%); 3 cases were found 
without improvements and discharged from 
hospital (7.5%); 8 cases died (20%). Thirty-six 
patients (90%) finished hemoperfusion by vene-
puncture and 4 patients (10%) by venous can-
nula.

CONCLUSION: HA resin hemoperfusion is able 
to remove toxins in patients with severe hepati-
tis, and improve the clinical symptoms and signs 
to some extent. Full preparation, skillful tech-
niques, close observation and timely treatment 
of side effects contribute to a favorable efficacy.

Key Words: Hemoperfusion; Severe hepatitis; Ther-
apeutic effect; Nursing

Luo L, Yuan CL, Zeng WQ, Zhang DZ. Treatment of 
severe hepatitis by HA neutral macroporous resin 
hemoperfusion: an analysis of 40 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2533-2536

摘要
目的: 探讨HA中性大孔树脂(HA330-Ⅱ)治疗
重型肝炎的疗效, 把握血液灌流治疗的重要护
理环节和过程, 提高治疗成功率. 

方法: 应用HA中性大孔树脂进行血液灌流治
疗重型肝炎肝衰竭患者40例, 共96次, 在灌流
前后观察患者临床症状及体征, 最终治疗效
果, 检测肝功能、肾功能、凝血酶原活动度
(PTA)、血常规、肿瘤坏死因子(TNF-α)、白
介素(IL-6)的水平. 首选直接动静脉穿刺建立
循环回路, 如穿刺困难则采用股静脉穿刺置
管术. 

结果: 灌流后患者临床症状体征均有不同程
度改善; ALT、TBIL、DBIL等明显下降(92.3
±53.1 IU/L vs  176.8±120.2 IU/L; 283.2±90.2 
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■背景资料
重症肝炎死亡率
高, 传统治疗效果
差, 血浆置换是临
床应用最广泛的
治疗方法, 安全有
效, 但需大量的冰
冻血浆, 本研究应
用HA大孔树脂血
液灌流治疗慢性
重型肝炎, 治疗过
程中观察了患者
的不良反应并给
予相应的护理, 取
得了较好效果.
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µmol/L vs  363.0±140.3 µmol/L; 122.8±71.7 
µmol/L vs  247.5±106.4 µmol/L; 均P <0.01); 
P TA明显升高(39.6%±12.5% v s  29.2%±

14.8%, P <0.01); 灌流后患者IL-6、TNF-2明显
下降(27.6±22.5 ng/L vs  88.5±32.8 ng/L, 0.47
±0.4 µg/L vs  0.83±0.6 µg/L; 均P <0.01); 电解
质及血常规无明显变化. 患者病情好转出院29
例(72.5%), 病情危重自动出院3例(7.5%), 死亡
8例(20%). 在治疗过程直接动静脉穿刺成功者
36例(90%), 股静脉穿刺置管术4例(10%).

结论: HA树脂血液灌流治疗能清除重型肝炎
患者体内的毒素, 能不同程度改善患者的临
床症状、体征及治疗效果. 充分准备、熟练技
术、密切观察和及时处理不良反应是保证血
液灌流治疗效果的关键.

关键词: 血液灌流; 重型肝炎; 疗效; 护理

罗玲, 袁春兰, 曾维群, 张大志. HA树脂血液灌流治疗重型肝炎

40例. 世界华人消化杂志  2008; 16(22): 2533-2536
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0  引言

慢性重型肝炎是在肝病基础上并发肝细胞大面

积坏死, 出现肝衰竭, 目前尚无特效治疗手段, 
病死率高达50%-70%[1]. 非生物型人工肝利用有

效的血液净化手段, 清除肝功能衰竭时体内蓄

积的相关毒素, 以暂时替代肝脏部分功能. 由于

肝脏有强大的再生能力, 人工肝治疗可为肝细

胞再生赢得时间. 其中血浆置换是临床应用最

广泛的治疗方法, 安全有效[2], 但需大量的冰冻

血浆, 而近一年来我市血浆非常紧缺, 我科另劈

途径, 应用HA大孔树脂血液灌流治疗慢性重型

肝炎40例, 取得较好疗效, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择本科住院的慢性重型病毒性肝炎

患者40例, 诊断符合2000年西安全国肝病会议

《病毒性肝炎防治方案》所制定的诊断标准, 
其中男28例, 女12例, 平均年龄32±6.15岁.
1.2 方法 在内科综合治疗(保肝、退黄、纠正肝

性脑病、白蛋白、血浆支持)的同时给予血液

灌流: 采用广州市暨华医疗器械有限公司生产

的JHBP-2000型血泵, 珠海丽珠医用生物材料有

限公司生产的HA330-Ⅱ型树脂血液灌流器及

8CM贝朗血管回路, 将血管回路与HA型血液灌

流器及血泵连接. 灌流器及血管回路严格按产

品说明规定的要求进行预冲, 先用50 g/L葡萄糖
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溶液液500 mL冲洗, 放置30 min后, 继用肝素生

理盐水2000 mL(每500 mL含肝素10-15 mg)反
复冲洗, 充分排除血液灌流器内的残留气体待

用; 经过股静脉置管或直接动脉、静脉穿刺建

立循环血路(常用静脉有肘正中静脉、头静脉及

贵要静脉, 常用浅动脉有桡动脉、足背动脉、

肱动脉等). 术前肝素化, 首剂0.5-1.0 mg/kg, 术
中每30 min补充肝素5-7 mg或直接用低分子肝

素5000 U(根据患者的凝血功能调整抗凝药物的

用量), 血液流速150-200 mL/min, 每次治疗时间

2.5-3.0 h, 灌流结束后使用鱼精蛋白按1∶1进行

中和. 治疗中用心电监护仪密切观察患者生命

体征. 每例患者依病情治疗2-4次, 40例患者共

治疗96次, 平均2.4 次/人. 观察患者临床症状及

体征, 检测肝功能、肾功能、凝血酶原活动度

(prothrombin activity, PTA)、血常规、肿瘤坏死

因子(tumor necrosis factor α, TNF-α)、白介素

(interleukin 6, IL-6)的水平. 
统计学处理 计量数据采用mean±SD表示, 

治疗前后的检测结果进行t检验.

2  结果

2.1 血液灌流前后临床症状、体征、最终治疗

效果的变化 灌流治疗后患者临床症状、体征均

有不同程度改善, 表现为精神好转、食欲增加, 
乏力、腹胀、黄疸等有不同程度减轻. 在本组

观察病例中, 患者病情好转出院29例(72.5%), 病
情危重自动出院3例(7.5%), 死亡8例(20.0%). 提
高了重型肝炎患者的生存率.
2.2 血液灌流前后肝、肾功能、血常规及炎性

介质的变化 树脂灌流治疗前患者肝功能指标谷

丙转氨酶(ALT)、总胆红素(TBIL)、直接胆红

素(DBIL)等明显高于正常, 治疗后明显好转, 与
治疗前比较差异有显著性(均P <0.01); 治疗后患

者PTA明显升高, 差异有显著性(P <0.01); 治疗后

IL-6、TNF-α明显下降, 差异有显著性(P <0.01). 
治疗前后血常规、电解质无明显变化; 尿素氮

(BUN)和肌酐(Cr)治疗后有下降, 但无统计学差

异(P >0.05, 表1).
2.3 治疗过程中的不良反应 治疗过程中出现的

不良反应有: 皮下出血10例(25.0%), 皮下血肿3
例(7.5%), 低血压4例(10.0%), 畏寒、发热、胸

闷5例(12.5%), 恶心、呕吐4例(10.0%).

3  讨论

慢性重型肝炎肝细胞大量坏死, 必然导致体内

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文报道了HA型
树脂血液灌流治
疗重型肝炎的操
作方法、尤其是
建立回路时使用
的直接动静脉穿
刺、体外循环时
肝素化的量较其
他疾病应减少.
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大量毒性物质和代谢产物堆积, 二者可进一步

加重肝细胞坏死, 阻碍肝细胞再生, 从而形成恶

性循环. 
资料表明, 慢性重型肝炎患者TNF-α表达

量多, TNF-α可造成肝损伤或引起肝肝细胞的坏 
死[3]. 慢性重症肝炎患者血清中IL-6显著高于正

常, IL-6的生物学活性广泛, 能导致肝脏炎症和

免疫损伤, 增加自然杀伤细胞(nature killer, NK)
杀伤靶细胞的能力[4]. 

HA330-Ⅱ型树脂血液灌流器能相对特异

地吸附炎性细胞因子、胆红素、胆汁酸以及其

他大分子毒素, 消除患者体内毒性物质, 打破恶

性循环, 改善内环境, 维持内环境相对稳定, 从
而促进肝细胞再生, 延缓甚至逆转病情进展, 改
善预后, 使患者肝脏得到早日修复. 而科学、系

统的护理是治疗成功的关键, 尤其应注意把好

以下几个护理环节. (1)心理护理: 血液灌流治

疗重型肝炎是一种较新的治疗方法, 人们对其

操作、疗效认识不足或持怀疑态度, 我们应耐

心仔细地向患者及家属讲解该治疗的目的、方

法、过程、疗效、可能出现的并发症及需要的

配合, 使患者及家属有充分的思想准备, 以消除

患者的紧张情绪, 保持平静的心态接受治疗. (2)
预防感染的护理: 重型肝炎患者肝功能处于失

代偿期, 抵抗力低下, 极易引起感染, 尤其是有

股静脉置管者. 治疗前人工肝室应用动态多功

能杀菌机消毒1 h, 室温保持在25-26℃[5], 相对

湿度在50%-60%, 地面及物体表面用1000 mg/L
的84消毒液擦拭及喷洒, 限制进入人数, 医护人

员进入人工肝室前应穿好工作服、带好口罩、

帽子、更换清洁拖鞋或用鞋套. 股静脉置管者

穿刺点每天换药1次, 严格无菌操作, 尽量不在

导管内采血、输液. (3)及时观察和配合处理各

种不良反应, 最常见的不良反应及处理如下: 皮
下出血、皮下血肿: 本组病例中有36例采用直

接动静脉穿刺法建立循环回路, 有10例患者出

现了皮下出血. 4例患者采用股静脉穿刺置管术, 
有3例患者出现皮下血肿. 可能与肝病本身凝血

机制障碍、置管时反复穿刺或误穿刺入动脉有

关. 皮下出血表现为穿刺部位出现大小不等的

淤斑, 无须特殊处理, 密切观察局部情况. 皮下

血肿表现为较大范围的淤斑与肿胀, 局部压迫

止血30 min后用绷带卷加压包扎24 h, 48 h后局

部热敷, 促进血液循环, 减轻肿胀. 考虑患者凝

血功能较差, 股静脉插管有较大的风险, 我科

常用直接动、静脉穿刺法, 同时应尽可能少用

肝素剂量. 我科常用肝素剂量为: 首剂为0.5-1.0 
mg/kg, 术中每30 min补充肝素5-7 mg或直接用

低分子肝素5000 U, 40例96次治疗过程中均无

血液凝固现象发生. 而文献报道肝素用量为首

剂1.0-1.5 mg/kg体质量, 术中每30 min-1 h补充

肝素10-20 mg[6]. 治疗过程中必须密切观察患者

穿刺部位的情况, 如有肿胀应立即更换穿刺部

位, 拔出穿刺针后局部按压10 min后再加压包扎

24 h. 低血压: 4例患者在治疗过程中出现低血压, 
可能与血容量不足有关. 治疗前嘱患者尽可能

进食一些食物, 适当饮水以避免血容量不足; 治
疗中加强生命体征的监测, 一旦出现低血压, 减

表 1 治疗前后肝、肾功能、血常规及炎性介质的变化 (mean±SD)

     
指标                                                   治疗前                                    治疗后                                P 值

TBIL(µmol/L)               363.0±140.3             283.2±90.2             <0.01

DBIL(µmol/L)               247.5±106.4             122.8±71.7             <0.01

ALT(IU/L)                176.8±120.2               92.3±53.1             <0.01

ALB(g/L)                  33.8±4.2                32.6±4.6             >0.05

PTA(%)                  29.2±14.8               39.6±12.5             <0.01

IL-6(ng/L)                 88.5±32.8               27.6±22.5             <0.01

TNF-α(µg/L)                 0.83±0.6                 0.47±0.4             <0.01

Cr(µmol/L)                 81.3±15.6               75.9±13.3             >0.05

BUN(mmol/L)                 10.6±3.1                  9.5±2.5             >0.05

K+(mmol/L)                   4.9±0.6                  4.7±0.5             >0.05

Na+(mmol/L)               137.3±8.7              140.6±9.2             >0.05

WBC(109/L)                   5.6±1.1                  5.1±1.0             >0.05

RBC(1012/L)                   3.8±0.26                 3.6±0.2             >0.05

Hb(g/L)                   120±1.0                 115±1.5             >0.05

PLT(109/L)                    96±29                   85±12             >0.05

■应用要点
对重型肝炎患者
首剂肝素量应相
应 减 少 ,  个 别 文
献报道需1 .0-1 .5  
mg/kg体质量, 本
研究发现0 .5-1 .0 
m g / k g 体质量足
够, 患者未出现过
体外血液凝固现
象. 治疗过程中的
病情观察及相应
的处理, 让患者顺
利完成治疗有一
定的指导作用.
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慢灌流速度, 给予静脉补充低分子右旋糖苷250 
mL或500 mL后很快缓解. 畏寒、发热、胸闷: 5
例患者在治疗过程中出现畏寒、发热、胸闷, 
可能与吸附剂相容性有关[6]. 立即减慢灌流速度, 
给予棉被保暖、调高室温, 肌肉注射非乃根25 
mg, 严重者给予地塞米松5 mg静脉推注. 消化道

症状: 4例患者出现恶心、呕吐症状, 可能与肝

病本身有关. 及时清除呕吐物, 头偏向一侧, 温
水漱口, 恶心时鼓励患者深呼吸, 必要是肌肉注

射胃复安10 mg. 
总之, HA330-Ⅱ型型树脂血液灌流是一种

有效治疗慢性重型肝炎的方法, 值得临床推广

使用. 但在治疗前患者及环境的充分准备, 穿刺

过程中护士熟练的技术操作及治疗过程中及时

发现和处理不良反应是保证血液灌流治疗效果

的关键. 
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Abstract
AIM: To invest igate the gene expression 
profiles in tissues of normal human liver, 
chronic hepatitis B, cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma (HCC) by oligonucletide chip, and to 
screen HCC-related genes. 

METHODS: The total RNA was extracted and 
reverse transcribed into double-strand cDNA, 
and then transcribed into biotin-labled cRNA 
target probes. The probes were hybridized with 
oligonucleotide chip containing 19378 genes re-
spectively. Subsequently, the signal images were 
scanned by gene Scanner 3000 and analyzed 
with GenePix Pro 3.0 software.  

RESULTS: Eighty-one genes differentially ex-
pressed among tissues of chronic hepatitis B, cir-
rhosis and HCC were screened out in the gene 
expression profiles. Of the 81 genes, 53 genes 
were consistently up-regulated, while 28 genes 

were consistently down-regulated.  

CONCLUSION: The oligonucleotide chip of 
gene expression profile is powerful for screen-
ing HCC-related genes. Our results indicate that 
multiple genes take part in the carcinogenesis of 
HCC. 

Key Words: Oligonucleotide chip; Gene expression 
profile; Hepatocellular carcinoma

Bai YQ, Ding GW, Yang YX. Expression of differential 
genes during hepatocarcinogenesis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 2537-2541

摘要
目的: 应用寡核苷酸芯片研究正常肝脏、慢
性乙型肝炎、肝硬化及肝癌的基因表达谱, 筛
选肝癌相关基因.  

方法: 分别对正常肝组织及肝炎、肝硬化和
肝癌组织进行总RNA抽提并纯化, 反转录得
到cDNA, 生物素标记cRNA探针, 分别与含有
19378个已知基因的寡核苷酸芯片进行杂交, 
Gene Scanner 3000激光系统扫描, GenePix Pro 
3.0分析软件读取处理杂交信号.  

结果: 在慢性乙型肝炎、肝硬化及肝癌组织中, 
筛选出共同差异表达基因81个,其中持续上调
表达基因53个, 持续下调表达基因数28个. 

结论: 寡核苷酸基因表达谱芯片能够快速筛
选出肝癌相关基因, 有多种基因共同参与肝癌
发生的整个过程. 

关键词: 寡核苷酸芯片; 基因表达谱; 肝细胞癌

白阳秋, 丁光伟, 杨玉秀. 肝癌发生过程中的差异基因表达. 世

界华人消化杂志  2008; 16(22): 2537-2541
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC, 简称 
肝癌)是最常见的恶性肿瘤之一, 我国乙型肝炎
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■背景资料
肝细胞癌是最常
见的恶性肿瘤之
一, 我国乙型肝炎
病毒感染是导致
慢性肝炎、肝硬
化和肝癌的主要
原因, 单基因研究
很难说明肝癌变
化的本质, 基因芯
片技术可以准确
高效地同时研究
成千上万个基因
的表达状况, 已成
为肿瘤研究的重
要手段.

■同行评议者
季国忠 ,  副教授 , 
南京医科大学第
二附属医院消化
科; 程斌, 副教授, 
华中科技大学同
济医学院附属同
济医院消化内科



病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是导致慢性肝

炎、肝硬化和肝癌的主要原因[1], 肝癌的发生

一般要经过慢性肝炎→肝硬化→肝癌的病理过

程, 其中涉及到众多基因异常表达改变. 单基因

研究很难说明肝癌变化的本质, 基因芯片技术

可以准确高效地同时研究成千上万个基因的表

达状况, 已成为肿瘤研究的重要手段[2]. 本研究

采用目前含19 378个已知基因信息Affymetrix 
U133plus2.0芯片研究正常肝脏、慢性乙型肝

炎、肝硬化、肝癌组织基因表达谱, 对共同表

达的差异基因进行分析, 探讨相关基因变化与

肝癌发生过程中的可能的内在联系. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常肝组织9例, 慢性乙型肝炎(以下简

称肝炎)组织13例, 乙型肝炎肝硬化(以下简称肝

硬化)组织6例, HBV所致肝癌组织15例. 标本取

自河南省人民医院和安阳市五院肝脏手术切除

组织及肝活检组织(2005-03/2006-04). 肝炎、肝

硬化、肝癌组织标本HBsAg均阳性, 正常肝组织

HBsAg阴性. 所有疾病诊断均经病理证实. 标本

取出后迅速置于液氮冷冻, 冻存待用. 
1.2 方法 
1.2.1 总RNA提取: 按Invitrogen公司的TRIzol试
剂盒操作程序TRIzol一步法抽提正常肝组织及

肝炎、肝硬化和肝癌组织总RNA. 使用Qiagen
公司的Qiagen Reasy Kit进一步纯化总RNA. 琼
脂糖凝胶电泳(180 V, 0.5 h)检测总RNA的28S和
18S比例, 以评估总RNA的完整性; 用分光光度

计在260/280 nm测定总RNA吸光度, 以计算总

RNA的纯度.  
1 . 2 . 2  c R N A 合 成、芯 片 杂 交 和 检 测 :  按
Affymetrix公司芯片制作要求, 取5-10 μg总RNA
反转录得到cDNA, 体外转录合成生物素标记

的cRNA, 并将其片段化处理(35-200 bp). 将预

杂交液加入Affymetrix U133plus2.0芯片中, 杂
交炉中45℃预杂交10 min, 取出预杂交液, 加入

等体积的杂交液及生物素标记的cRNA, 杂交炉

中45℃杂交16 h. 采用Affymetrix基因芯片洗涤

工作站450对芯片进行洗涤、染色. Gene array 
Scanner3000 7G激光共聚焦扫描系统对杂交后

芯片进行扫描获取各组织芯片探针信号.  
1.2.3 芯片检测数据分析: 采用GenePix Pro 3.0软
件读取芯片探针信号并进行扣本底、标准化处

理, 计算基因的Ratio值(肝炎、肝硬化、肝癌芯

片探针信号/正常肝组织芯片对应探针信号). 差
异基因筛选标准: Ratio≥2为上调基因, Ratio≤
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0.5为下调基因. 采用Microsoft Excel及Gominer
软件对差异基因进行分析. 

2  结果

2.1 总RNA提取结果 各组总RNA提取结果良

好, 总RNA的吸光度A 260/A 280值均在1.8-2.0, 热
稳定实验显示70℃ 1 h与20℃ 1 h电泳条带比较, 
28S条带无明显降解, mRNA主要集中于0.9-4.0 
kb的连续条带. 电泳结果证实已抽提高纯度的

RNA (图1). 
2.2 芯片质量监控 Affymetrix U133 Plus 2.0基
因芯片质量控制标准: 同一样品杂交同一种类

两张芯片时, 两张芯片上相同信号点的相关性

大于95%; 平均杂交背景信号值不大于100; 设
置的内控制基因的3'端探针集合的杂交信号不

能超过其5'端探针集合的杂交信号的3倍, 同时

芯片中内对照基因检出信号要在所有芯片中有

重复. 本实验结果完全符合上述质控标准, 信号

强度达到要求. 检测系统正常, 保证杂交结果的

可靠性. 
2.3 差异表达基因筛选结果 以正常肝组织为对

照, 筛选出肝炎、肝硬化、肝癌差异基因表达

谱. 通过对其进行生物信息学对比分析, 筛选出

在肝炎、肝硬化、肝癌中共同差异表达的基因

81个. 有53个基因持续上调表达, 28个基因持续

下调表达. 有已知基因66个, 未知功能基因15个. 
这些共同差异表达基因在肝癌中的表达情况见

表1-2. 

3  讨论

我们应用含有19 378个已知基因的寡核苷酸芯

片筛选出肝炎、肝硬化、肝癌中共同差异表达

基因81个, 包括原癌基因、抑癌基因、细胞信

号传导及细胞周期相关基因、代谢酶类相关基

因、免疫相关基因、肿瘤相关抗原等. 说明肝

癌的发生涉及到细胞功能的许多方面, 是一个

多因素、多步骤、多基因参与的复杂过程. 
在肝炎、肝硬化、肝癌中共同上调表达的

基因中, 肿瘤相关钙离子信号传导蛋白1(tumor-

www.wjgnet.com

A         B        C         D
图 1 总RNA琼脂糖凝胶
电泳图. A: 正常肝组织; 

B: 肝炎组织; C: 肝硬化

组织; D: 肝癌组织.

■研发前沿
基因芯片是目前
筛选差异表达基
因较成熟的方法, 
如何从中找出能
应用于临床的基
因是提高肝癌早
期诊断与治疗水
平的关键.

■相关报道
Jia et al 采用芯片
技术对218例伴有
低或高AFP浓度
的HCC病人进行
分析, 寻找之间的
基因表达谱差别. 
从中挑选了5个在
HCC过表达的基
因作为诊断肝癌
候选基因.



白阳秋, 等. 肝癌发生过程中的差异基因表达                                           2539

www.wjgnet.com

表 1 在肝炎、肝硬化、肝癌中共同上调表达的基因

     
编号  Gene代码   基因描述                                   染色体定位 比值

1 Hs.534362 Protease, serine, 1(trypsin 1), PRSS1                    7q34       181.02 

2 Hs.9029  Keratin 23(histone deacetylase inducible), KRT23                   17q21.2    51.98 

3 Hs.20415  Family with sequence similarity 3, member B, FAM3B                  21q22.3    42.22 

4 Hs.313  Secreted phosphoprotein 1, SPP1               4q21-q25     39.40 

5 Hs.80962  Neurotensin, NTS                      12q21       24.25 

6 Hs.5940  Mucin 13, epithelial transmembrane, MUC13                   3q13.3      22.63 

7 Hs.108106 Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1, UHRF1             19p13.3    22.63 

8 Hs.165636 DIRAS family, GTP-binding RAS-like 2, DIRAS2                   9q22.2      18.38 

9 Hs.692  Tumor-associated calcium signal transducer 1,TACSTD1                  2p21         16.00 

10 Hs.121017 Histone 1, H2ae, HIST1H2AE             6p22.2-p21.1  16.00 

11 Hs.237396 Hypothetical protein LOC643911,  LOC643911                  16q12.2     34.00 

12 Hs.296341 CAP, adenylate cyclase-associated protein, 2 (yeast), CAP2                  6p22.3      16.00 

13 Hs.375108 CD24 antigen(small cell lung carcinoma cluster 4 antigen), CD24                 6q21         14.93 

14 Hs.421956 Spindle pole body component 25 homolog, Spc25                                   2q24.3      14.93 

15 Hs.414467 Homeo box A13, HOXA13                  7p15-p14   14.93 

16 Hs.132748 Ribosomal protein L39-like, RPL39L    3q27        14.93 

17 Hs.352662 Golgi phosphoprotein 2, GOLPH2    9q21.33   13.93 

18 Hs.528669 Chromosome condensation protein G, HCAP-G   4p15.33   10.20 

19 Hs.431270 Chromosome 9 open reading frame 125,  C9orf125   9q31.1  9.19 

20 Hs.458287 N-acetyltransferase 8B, NAT8B     2p13.1  8.57 

21 Hs.436170 Nudix(nucleoside diphosphate linked moiety X)type motif 14, NUDT14 14q32.33  8.00 

22 Hs.65436  Lysyl oxidase-like 1, LOXL1     15q22  6.96 

23 Hs.228320 Chromosome 10 open reading frame 81, C10orf81   10q25.3  6.73 

24 Hs.182137 Histone 1, H2bg, HIST1H2BG     6p21.3  6.73 

25 Hs.82302  Heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2, HS6ST2   xq26.2  6.65 

26 Hs.132526 Melanoma antigen, LOC51152     1q21.1  6.50 

27 Hs.2316  SRY (sex determining region Y)-box 9, SOX9        17q24.3-q25.1  6.28 

28 Hs.166071 Cyclin-dependent kinase 5, CDK5    7q36  6.06 

29 Hs.169300 Transforming growth factor, beta 2, TGFB2   1q41  5.86 

30 Hs.444118 MCM6 minichromosome maintenance deficient 6 , MCM6  2q21  5.10 

31 Hs.44532  Ubiquitin D, UBD      6p21.3  4.92 

32 Hs.105859 Hypothetical protein FLJ10260, FLJ10260    17q12  4.59 

33 Hs.14968  Pleiomorphic adenoma gene 1, PLAG1      8q12  4.59 

34 Hs.352213 Hypothetical protein LOC131368, LOC131368   3q12.3  4.29 

35 Hs.445489  Pleckstrin homology domain containing, family B member 1, PLEKHB1     11q13.5-q14.1  4.29 

36 Hs.48554  RAP2A, member of RAS oncogene family, RAP2A   13q34   3.73 

37 Hs.446698 Basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 2, BATF2  11q13.1  3.73 

38 Hs.44155  Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase  1-like, MTHFD1L  6q25.1  3.56 

39 Hs.469358 KIAA1641       2q11.2  3.48  

40 Hs.284266 Family with sequence similarity 127, member B, FAM127B  xq26.3  3.48 

41 Hs.294144 Hypothetical protein FLJ21657, FLJ21657    5p12  3.40 

42 Hs.55279  Serine(or cysteine) proteinase inhibitor, clade B member 5, SERPINB5 18q21.3  3.36 

43 Hs.283085 Protocadherin beta 6, PCDHB6     5q31  3.25 

44 Hs.91662  KIAA0888 protein, KIAA0888     5q13.3  3.03 

45 Hs.171466 Elongation factor RNA polymerase II-like 3, ELL3   15q15.3  3.03 

46 Hs.221974 Synaptosomal-associated protein, 25 kDa, SNAP25             20p12-p11.2   2.89 

47 Hs.188662 KIAA1702 protein, KIAA1702     6p11  2.83 

48 Hs.83450  Laminin, alpha 3, LAMA3     18q11.2  2.60 

49 Hs.425352 F-box protein 17, FBXO17     19q13.2  2.30 

50 Hs.390427 Immunoglobulin kappa variable 1D-13, IGKV1D-13   2p12  2.30 

51 Hs.31442  RecQ protein-like 4, RECQL4     8q24.3  2.14 

52 Hs.235368 Collagen, type V, alpha 3, COL5A3    19p13.2  2.05 

53 Hs.24970  RAB39B, member RAS oncogene family, RAB39B   xq28  2.00 

■创新盘点
本研究采用基因
芯片技术研究正
常肝脏、慢性乙
型 肝 炎 、 肝 硬
化、肝癌组织基
因表达谱, 通过生
物信息学处理, 对
共同表达的差异
基因进行分析, 探
讨相关基因变化
与肝癌发生过程
中的可能内在联
系.  

■名词解释
Hs.75678: 是某一
个基因的UniGene 
ID, 每个基因都有
一个明确的ID, 例
如通过Hs.75678, 
可 以 在 w w w .
pubmed.com基因
bank数据库中查
询基因名称以及
目前已知的功能
和基因序列等信
息.
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associated calcium signal transducer 1, TACSTD1)
基因编码一种跨膜糖蛋白钙离子依赖的细胞黏

附分子, 他是一种肿瘤相关抗原. 体内低甲基化

状态导致TACSTD1基因的扩增, 通过上调原癌

基因c-Myc表达和cyclin A/E的表达, 诱导细胞增

殖. 在结肠癌、乳腺癌等肿瘤中上调表达, 提示

预后不良. Liljefors et al应用TACSTD1多克隆抗

体显著降低了结肠癌的侵袭性, 已经作为肿瘤

免疫治疗的基因靶点[3-4]. CD24(CD24 molecule)
基因编码一种糖基化磷脂酰肌醇锚蛋白, 在胃

癌、肝癌、结肠癌、肺癌等多种肿瘤中均有高

表达, 其表达强度可作为分子标志判定组织是

否恶性转化以及预测有无淋巴结转移, 他是预

后不良的标志[5], CD24在HBsAg阳性肝癌中高

于HBsAg阴性肝癌, CD24的高表达与高AFP、
HBsAg阳性的低分化肝癌显著相关. 其异常表

达可能是肝癌早期的分子事件, 联合AFP可以

作为HCC早期诊断指标. Sagiv et al应用CD24单
克隆抗体使结肠癌细胞系生长抑制, 认为可作

为肝癌生物免疫靶向治疗位点[6]. 丝氨酸蛋白酶

抑制物B簇5蛋白(serpin peptidase inhibitor, clade 
B member 5, SERPINB5)基因又名Maspin, 认为

是候选2类抑癌基因, 在动物模型和体外细胞培

养试验中可以抑制肿瘤细胞的生长及肿瘤浸润, 
可能与抑制基质蛋白酶有关. 但在乳头状甲状

腺癌、乳腺癌、膀胱癌、胃癌、胰腺癌等多种

肿瘤中Maspin呈上调表达, 不是下调表达, 且上

调表达程度与肿瘤的低分化程度和浸润显著相

关, 这提示Maspin在体内的作用是复杂的, 可能

有着不同的转录作用方式. Maspin在肝癌中未见

报道, 其在肝癌中的作用有待进一步研究[7-8].
在肝炎、肝硬化、肝癌中共同下调表达

的基因中, 谷胱甘肽S转移酶θ2(g l u t a t h i o n e 
S-transferase theta 2, GSTT2)基因编码谷胱甘

肽S转移酶θ2, 催化还原型谷胱甘肽与体内各

种潜在致癌物结合反应, 清除体内亲电子基团, 
使之失去与DNA结合活性. 此类基因突变或缺

失, 降低机体对潜在致癌物的抵抗力从而增加
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表 2 在肝炎、肝硬化、肝癌中共同下调表达的基因

     编号  Gene代码     基因描述                染色体定位  比值

1 Hs.75678  FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B, FOSB              19q13.32 0.067 

2 Hs.8373  Chromosome 5 open reading frame 27, C5orf27    5q15 0.067 

3 Hs.83623  X(inactive)-specific transcript, XIST                    xq13.2 0.075 

4 Hs.282409  Cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 19, CYP2C19      10q24.1-q24.3 0.082 

5 Hs.110  Solute carrier family 3 member 1, SLC3A1                     2p16.3 0.102 

6 Hs.532933  Purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 12, P2RY12              3q24-q25  0.177 

7 Hs.1321  Coagulation factor XII, F12                5q33-qter  0.189 

8 Hs.82120  Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2, NR4A2              2q22-q23  0.198 

9 Hs.25647  V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog, FOS               14q24.3 0.203 

10 Hs.534337  Major histocompatibility complex, class II, DR beta 4, HLA-DRB4                6p21.3 0.250 

11 Hs.332053  Serum amyloid A1, SAA1                  11p15.1 0.287 

12 Hs.9701  Growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma, GADD45G         9q22.1-q22.2 0.308 

13 Hs.1395  Early growth response 2, EGR2                   10q21.1 0.330 

14 Hs.388674  Heart alpha-kinase, HAK                 18q21.31 0.354 

15 Hs.171695  Dual specificity phosphatase 1, DUSP1                    5q34 0.366 

16 Hs.414795  Serine (or cysteine) proteinase inhibitor clade E member 1, SERPINE1    7q21.3-q22 0.379 

17 Hs.8364  Pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4, PDK4           7q21.3-q22.1 0.420 

18 Hs.156637  Cas-Br-M  ecotropic retroviral transforming sequence c, CBLC              19q13.2 0.435 

19 Hs.76422  Phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid), PLA2G2A                  1p35 0.435 

20 Hs.1581  Glutathione S-transferase theta 2, GSTT2                22q11.23 0.435 

21 Hs.30246  Solute carrier family 19 (thiamine transporter), member 2, SLC19A2           1q23.3 0.451 

22 Hs.177534  Dual specificity phosphatase 10, DUSP10                    1q41 0.451 

23 Hs.9914  Follistatin, FST                    5q11.2 0.456 

24 Hs.74088  Early growth response 3, EGR3                8p23-p21 0.467 

25 Hs.144287  Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2, HEY2         6q22.2-q22.33 0.467 

26 Hs.351344  Transmembrane protein 25, TMEM25                  11q23.3 0.467 

27 Hs.249441  WEE1 homolog (S. pombe), WEE1           11p15.3-p15.1 0.483 

28 Hs.376206  Kruppel-like factor 4 (gut), KLF4     9q31 0.483

■应用要点
对差异表达基因
功能分析有助于
肝癌发生机制的
深入研究, 为寻找
理想的肝癌肿瘤
标志物和探索基
因治疗提供线索.
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患癌风险. 研究表明, 在结肠癌、胃癌、乳腺

癌GSTT2表达下降并与肿瘤的恶性程度呈负相

关[9-10]. 肝脏中富含谷胱甘肽S转移酶, GSTT2表
达程度下降, 是肝癌发生的重要危险因素. KLF4 
(kruppel-like factor 4, Kruppel因子4)基因在胃肠

道系统内表达丰富, 编码含有锌指蛋白结构域

的转录因子抑制物. 在细胞G1/S和G2/M转换期

发挥检控点的作用, 负向调控细胞增殖. 在DNA
损伤的过程中, KLF4表达增高抑制细胞G1/S期
或G2/M转化, 维持DNA受损的细胞周期稳定. 
在结肠癌、胆囊癌、胃癌中KLF4是低表达的, 
KLF4低表达往往提示肿瘤预后较差, 是一个判

断预后的独立因素. 在胃癌中通过转染KLF4, 能
降低肿瘤集落的形成及肿瘤细胞的迁移[11]. 研究

提示, KLF4启动子超甲基化可能是KLF4表达下

降的原因[12], 在肝脏疾病中未见报道, 他在肝癌

发生过程中的作用有待进一步阐明. 
我们的研究已经筛选出一些与肝癌发生相

关的异常表达基因, 有助于从分子水平了解肝

癌发生机制, 为寻找理想的肝癌肿瘤标志物和

探索基因治疗提供线索. 这些基因在肝炎、肝

硬化阶段已经有异常表达, 说明他们可能参与

了肝癌发生的整个过程. 有部分异常表达基因

尚未在肝脏病变中报道, 弄清其在肝癌发生中

的作用是下一步工作的任务. 
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■同行评价
本文分析了部分
差异表达基因在
疾病发生发展中
的可能作用, 对于
肝硬化、肝癌等
疾病的发生机制
研究有一定的参
考价值, 建议对本
研究发现的尚未
见在肝脏病变中
报道的异常表达
基因作相应的介
绍和分析.
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Abstract
AIM: To assess the feasibility, safety and 
clinical value of laparoscopic anatomical 
segmental hepatectomy under the guidance of 
ultrasongraphy. 

METHODS: We performed laparoscopic liver 
resection in 20 patients from January 2005 to Oc-
tober 2006, including 13 cases of hepatocellular 
carcinoma, 1 case of cholangiocarcinoma, 3 cases 
of hemangioma, 1 case of adenoma, and 2 cases 
of liver abscess. All the cases received laparo-
scopic liver anatomy under endoscopic ultra-
sound guidance in complete pneumopertoneum. 

RESULTS: The mean operating time was 188 

min, and the mean blood loss was 300 mL. There 
were no uncontrollable complications. The mean 
time of hospital stay after operation was 8.6 d.
 
CONCLUSION: Segment-based hepatectomy 
under the guidance of ultrasonography con-
forms to the principle in tumor treatment and is 
worthy of being applied in liver surgery.  

Key Words: Laparoscopy; Segment-based hepatec-
tomy; Laparoscopic ultrasound

Ma LB, Li W, Li B, He J, Wang XY, Zhang DW, Li B. 
Anatomical segmental hepatectomy under the guidance 
of ultrasongraphy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(22): 2542-2544

摘要
目的: 探讨腔镜超声引导下腹腔镜肝解剖性
肝段切除术的可行性、安全性与临床价值. 

方法: 收集2005-01/2006-12我院行腹腔镜肝
切除术患者20例, 其中原发性肝癌13例、肝内
胆管细胞癌1例、肝血管瘤3例、肝脏腺瘤1
例, 肝脓肿2例. 所有病例均在全气腹条件下完
成腔镜超声引导下腹腔镜肝解剖性肝段切除 
手术. 

结果: 20例病例的手术时间平均188 min, 出血
量平均300 mL. 术中未出现不能控制的并发
症, 术后平均住院8.6 d. 

结论: 腔镜超声引导下以肝段为本的解剖性
肝切除术更加符合肿瘤根治原则, 值得在肝脏
外科推广应用.

关键词: 腹腔镜; 肝切除; 腔镜超声

马龙滨, 李文, 李宾, 何津, 王新元, 张大伟, 李博. 腔镜超声引

导下腹腔镜肝段切除术的临床应用. 世界华人消化杂志  2008; 

16(22): 2542-2544

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2542.asp

0  引言

随着20世纪80年代术中超声技术的应用以及

肝胆外科医生对肝脏解剖的进一步认识, 肝脏

®

■背景资料
腹腔镜肝切除术
虽经历十多年的
发 展 ,  但 尚 未 普
及, 原因为难以克
服的大出血及胆
漏等并发症. 本文
以腔镜超声引导
下以肝段为本的
解剖性肝切除术
有效的解决上述
问题. 特别在肝癌
腹腔镜肝切除术
应用中更加符合
肿瘤外科及微创
外科原则.

■同行评议者
李胜, 研究员, 山
东省肿瘤防治研
究院肝胆外科; 于
聪慧, 教授, 中国
人民解放军北京
军区总医院肝胆
外科
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切除技术也发生了巨大的变化 ,  从既往的大

面积肝叶切除发展到解剖更为准确的肝段切

除, 从而最大限度保留了正常肝脏, 对残肝影响

少, 术后肝功能恢复较快, 并发症较少. 我院从

2005-01/2006-12采用腔镜超声引导下以肝段为

本的解剖性肝切除技术完成各种肝胆疾病的肝

切除20例, 取得了较好的效果, 现总结报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2005-01/2006-12共完成行腔镜超

声引导下腹腔镜下肝切除20例, 其中男性12例, 
女性8例. 年龄25-79岁, 平均50岁. 原发性肝癌

13例、肝内胆管细胞癌1例、肝血管瘤3例、

肝脏腺瘤1例, 肝脓肿2例. 肝功能Ch i ld分级A
级16(75%)例, B级4(25%)例. 术前常规行肝肾

功能、腹部B超、薄层CT平扫+增强检查以了

解病灶范围、数量以及与肝脏血管的解剖毗

邻. 病灶位于肝脏边缘、右肝表面Ⅴ段3例, Ⅵ
段4例或者左半肝Ⅱ-Ⅲ段9例, Ⅳ段4例; 肝功能

Child分级B级以上, 无腹部手术史. 
1.2 方法 全身麻醉下, 根据手术需要调整体位, 
如果肿瘤位于右肝6, 7段, 取右侧抬高卧位. 主
刀医生: 站在患者的左侧, 其余位置的肿瘤取平

卧分腿位, 主刀医生站在患者两腿中. 于脐下缘

做一小切口刺入气腹针建立气腹, 控制腹内压

于14 mmHg水平, 自脐下Trocar管置入30度腹腔

镜．分别于上腹部放置3-4个Trocar并置入操作

器械. 我们采用先腹腔镜探查以确定有无肝外

转移, 术中腔镜超声引导下切肝. 根据切除部位

的需要先用超声刀或电凝游离肝脏周围的韧带. 
右肝表面局部肿块切除及左肝外侧叶切除可不

解剖第一肝门和第2肝门的脉管结构. 用电凝在

肝脏表面标记出手术切缘, 用电凝、超声刀分

离肝实质, 遇到管道可根据管道的粗细选用普

通钛夹夹闭. 肝脏创面仔细电灼止血, 并且于肝

脏断面喷洒医用生物蛋白胶, 根据需要放置腹

腔引流管l根, 标本由标本袋装之经过左下腹一

约5 cm横切口取出.

2  结果

20例均未中转开腹, 左肝外侧解剖性切除9例, 
左半肝解剖性切除4例, 切除肝体积3 cm×2.5 
cm×2.5 cm-7.5 cm×6 cm×4 cm, 平均标本长

度为5.5 cm(2.5-7.5 cm), 手术时间术中出血量

为50-400 mL(平均300 mL), 输血量为200-800 
m L(平均350  m L); 术中阻断肝门时间15-30 

min(平均20 min); 肿瘤患者切缘全部呈阴性. 术
后胆漏1例, 未发生不能控制的出血. 术后1-6 d
开始进食. 1-3 d可下床, 术后住院时间2-16 d(平
均8.6 d).

3  讨论

自1991年Reich et al首次报道腹腔镜肝脏切除术

以来[1], 与腹腔镜相关的肝脏手术报道逐渐增多. 
周伟平 et al [2]1993年报道国内首例腹腔镜肝癌

切除术. 由于肝脏解剖和生理特点, 肝脏作为丰

富血供的实质性器官, 进行腹腔镜肝脏手术, 需
要应用有效的切肝工具断肝以及对肝脏创面进

行确实有效的止血, 我们采用术中超声定位, 即
通过术中超声追踪肝静脉和门静脉分支, 根据

病灶所在的部位, 在肝表面确定肝段切除范围

及界线, 并预先通过肝外解剖(第一、二、三肝

门)暂时性阻断人肝及出肝血流, 用超吸刀离断

肝实质, 在肝内显露相关肝段血管和胆管, 并加

以结扎. 这种手术方法操作简单, 阻断肝门时间

较短, 术中出血少, 大多数患者不需要输血, 如
行解剖性左半肝切除阻断肝门时间为20 min, 出
血量不超过300 mL. 

目前腹腔镜下行肝脏规则切除报导较少, 
难度大而风险高. 腹腔镜肝脏手术对病例的选

择通常是肝脏良性病变以及肝硬化患者不适宜

行开腹手术的肝脏恶性肿瘤[3-4]. 我们选择的病

例为病灶位于右肝表面或者左半肝, 对于肝脏

恶性肿瘤, 同常规开腹手术一样．切除时采取

“no touch”原则. 
我们体会术中超声技术在肝胆外科的应用

是肝脏外科的又一大进步, 如果没有术中超声, 
解剖性肝段切除术是不可能施行的. 它的主要

作用包括: (1)能够发现术前各种影像检查所漏

诊的病变, 从而改变治疗方案, 提高疗效. 避免

不必要的开腹探查术, 手术结束时检查手术效

果, 确认有无残留病变等. (2)能够进行准确定位, 
明确病变的部位、范围以及与周围血管的解剖

关系, 为术式选择提供依据, 决定是保留血管还

是一并切除, 正确处理血管, 既可最大限度地保

存肝组织或不影响血液回流, 又可避免切除的

不彻底. (3)准确地定出切除范围, 划定切除界限, 
尤其是肿瘤, 至少保证切缘距肿瘤边缘>1 cm, 
才能达到根治性切除标准. 本组仅发生1例胆漏

是开始时由于手术经验不足所致, 13例肝癌患

者手术切缘全部阴性, 这与多数学者认为恶性

肿瘤规则性肝切除效果要优于局部切除的结果

■研发前沿
腔镜超声具有探
查性质, 可避免不
必要的手术; 腔镜
超声引导切肝符
合肝段切除, 具有
出血少及损伤小
等特点. 
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一致[5]. 
严重的出血是腹腔镜肝脏手术中转开腹的

主要原因, 但出血大部分可在腹腔镜下电凝或

钛夹夹闭予以解决[6-8]. 由于腔镜超声引导和腹

腔镜的放大作用, 我们在本组操作过程中未发

生不能控制的出血, 对于出血血管, 经电凝或钛

夹夹闭均可完全止血. 
本组20例病例手术均获成功, 所有患者恢

复良好, 无严重并发症, 疗效满意. 经验表明: (1) 
腔镜超声引导下腹腔镜肝切除术后痛苦少, 术
中出血少, 恢复快, 并发症少, 住院时间短等微

创优势. (2)只要熟练掌握腹腔镜技术和肝胆外

科技术, 并具有丰富的临床经验和必要的器械

条件, 腹腔镜下肝切除术是是安全和可行的. (3) 
腔镜超声引导下以肝段为本的解剖性肝切除术

具有操作简单, 阻断肝门时间短, 术中出血少, 
术后残肝发生缺血机会少, 并发症低以及更加

符合肿瘤根治的原则等优点, 值得在肝脏外科

推广应用.
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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. (常务副总编辑: 张海宁 2008-08-08)
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Abstract
AIM: To investigate the expression of matrix 
metal loproteinase-9 (MMP-9) and t issue 
inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1), 
and their correlations with the metastasis and 
prognosis of pancreatic carcinoma.

METHODS: Immunohistochemical staining 
(SP method) was used to measure MMP-9 and 
TIMP-1 expression in 63 cases of pancreatic car-
cinoma, 11 cases of chronic pancreatitis (CP) and 
6 cases of normal pancreas.

RESULTS: The expression of MMP-9 in pan-

creatic carcinoma was significantly higher than 
that in chronic pancreatitis and normal pancreas 
(58.7% vs 18.1%, 0.0%; both P < 0.05), while the 
expression of TIMP-1 pancreatic carcinoma was 
significantly lower than that in normal pancreas 
(46.0% vs 100.0%, P < 0.05). MMP-9 and TIMP-1 
expression in pancreatic carcinoma were cor-
related with lymph node involvements and 
distant metastases (P < 0.05); however, they had 
no correlations with the sex, age of patients and 
histological staging.

CONCLUSION: MMP-9 and TIMP-1 may be as-
sociated with the metastasis of pancreatic carci-
noma.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Matrix metal-
loproteinase-9; Tissue inhibitor of metalloprotein-
ase-1; Immunohistochemistry

Teng XL, Ma W, Yang JY, Hu W, Zhao Q. Expression 
of matrix metalloproteinase-9 and tissue inhibitor of 
metalloproteinase-1 in pancreatic carcinoma and their 
clinical significances. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(22): 2545-2548

摘要
目的: 探讨胰腺癌患者组织中 M M P - 9、
TIMP-1的表达及其相互关系, 分析其与临床
及转移预后的关系. 

方 法 :  免 疫 组 织 化 学 S P 法 检 测 6 3 例 胰 腺
癌、11例慢性胰腺炎和6例正常胰腺组织中
MMP-9、TIMP-1的表达. 

结果: 胰腺癌组织中MMP-9表达明显高于慢
性胰腺炎和正常胰腺组织(58.7% vs  18.1%, 
0.0%; 均P <0.05). TIMP-1在胰腺癌的表达低
于正常胰腺组织(46.0% vs  100.0%, P <0.05). 
MMP-9和TIMP-1在胰腺癌组织中的表达与性
别、年龄、组织学分级无关, 而与患者的淋巴
结转移、远处转移情况有关(P <0.05).

结论: MMP-9、TIMP-1在胰腺癌组织中的表
达变化可能与胰腺癌转移相关.

关键词: 胰腺癌; MMP-9; TIMP-1; 免疫组织化学
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■背景资料
MMPs和TIMPs在
降解ECM过程中
起着重要作用, 是
恶性肿瘤侵袭和
转移潜能的主要
调节蛋白, 本研究
采用免疫组织化
学方法检测胰腺
癌组织中的MMP 
-9和TIMP-1的表
达情况, 以探讨二
者在胰腺癌中的
表达变化特点、

相互关系及其临
床意义.

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
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0  引言

肿瘤的生长、侵袭和转移是一个复杂的多阶段

过程[1]. 细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的降

解及基底膜的破坏是肿瘤浸润和转移的先决条

件之一[2]. ECM由多种胶原蛋白、层粘连蛋白、

连接蛋白、弹性蛋白和蛋白多糖组成[3], 他的降

解过程依靠蛋白水解酶, 主要有丝氨酸蛋白酶

类、半胱氨酸蛋白酶类和基质金属蛋白酶类 
(mat r imeta l loprote inasea, MMPs). 在维持

E C M的平衡及肿瘤侵袭转移过程中 ,  M M P s
及组织金属蛋白酶抑制剂(t issue inhibitor of 
metalloproteinases, TIMPs)发挥了重要作用[4]. 我
们采用免疫组织化学方法检测胰腺癌组织中的

MMP-9和TIMP-1的表达情况, 以探讨二者在胰腺

癌中的表达变化特点、相互关系及其临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2000-2007年华中科技大学同济

医学院附属同济医院和武汉市第一医院胰腺癌

手术标本63例, 其中男性42例, 女性21例; 年龄

20-90(平均54.8)岁. 全部病例术前均未接受放疗

或化疗, 均经组织病理学诊断为胰腺癌, 其中导

管腺癌61例, 实性乳头状癌1例, 黏液腺癌1例. 
组织学分级高中分化腺癌44例, 低分化腺癌17
例; 63例临床和/或病检记录中, 胰腺外器官转移

阳性者19例, 占30.1%, 淋巴结转移阳性者24, 占
38.9%. 另取同期病理证实的11例慢性胰腺炎和6
例正常胰腺组织作为对照. 兔抗人MMP-9多克隆

抗体、兔抗人TIMP-1多克隆抗体购自武汉博士

德生物工程有限公司; 兔抗SP试剂盒、DAB显
色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 免疫组织化学染色按SP试剂盒说明

书进行. 用已知的乳腺癌阳性片作为阳性对照, 
以0.05 mol/L PBS液代替一抗作为阴性对照. 
MMP-9和TIMP-1均以细胞胞质中出现清晰棕

黄色颗粒为阳性细胞, 切片中计数10个高倍视

野阳性细胞百分率, 阳性细胞率≥30%为阳性病

例, <30%为阴性病例[3]. 所有评判过程均由同一

病理医师完成.
统计学处理 所有数据均用SPSS12.0统计软

件包进行统计学分析, 统计方法采用c2检验和

Fisher检验. P <0.05认为有统计学意义.
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2  结果

2.1 MMP-9、TIMP-1在胰腺癌组织中的表达 
MMP-9在63例胰腺癌组织中有37例阳性表达, 
阳性表达率为58.7%, 显著高于慢性胰腺炎组织

(2例阳性表达, 阳性表达率为18.1%)和正常胰腺

组织(0例阳性表达, 阳性表达率为0%)(P <0.05). 
M M P-9阳性表达主要定位于肿瘤细胞的胞

质 ,  间质细胞、血管内皮细胞也有阳性染色 . 
TIMP-1在63例胰腺癌组织中有29例(46%)表达, 
与慢性胰腺炎组织(9例表达, 81.8%)比较, 没有

统计学意义; 与正常胰腺组织(6例表达, 100%)
比较, 有统计学意义(P <0.05). TIMP-1阳性表达

主要定位于细胞胞质.
2.2 胰腺癌组织中MMP-9、TIMP-1的表达和临

床病理指标的关系 MMP-9和TIMP-1在胰腺癌

组织中的表达与性别、年龄、组织学分级无关, 
而与患者的淋巴结转移、远处转移情况有关

(P <0.05, 表1).
2.3 MMP-9、TIMP-1的表达和淋巴结转移间的

多因素分析 将63例胰腺癌组织按照MMP-9、
T I M P-1的表达情况分为4组 :  M M P-9 (+) /
TIMP-1(-)、MMP-9(-)/TIMP-1(+)、MMP-9(+)/
TIMP-1(+)、MMP-9(-)/TIMP-1(-), 统计淋巴

结转移情况, 结果显示: MMP-9(+)/TIMP-1(-)
组有11例淋巴结转移 ,  无淋巴结转移为7例 , 
MMP-9(-)/TIMP-1(+)组有1例淋巴结转移, 无

www.wjgnet.com

表 1 胰腺癌组织中MMP-9、TIMP-1的表达与临床病理
特征的关系

     
          

 n
               MMP-9       TIMP-1

                      阴性        阳性  阴性        阳性

性别 

    男        42     18    24    22 20

    女        21       8    13    12   9

年龄 

    ≥60        25     10    15    14 11

    <60        38     16    24    20 18

组织学分级 

    高中分化     44     18    26    24 20

    低分化        19       8    11    10   9

淋巴结转移

    有        24       2a    22    16a   8

    无        39     24    15    13 26

远处转移

    有        19       0a    19    16a   3

    无        44     39      5    18 26

aP<0.05 vs  同组.

■相关报道
文献表明肿瘤侵
袭转移的潜能与
肿 瘤 细 胞 产 生
MMP-9的能力有
着密切的正相关
关系, 他不仅参与
ECM的降解 ,  而
且还对肿瘤细胞
的黏附能力有影
响.
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淋巴结转移为18例 ,  两组比较有显著性差异

(P <0.05, 表2).

3  讨论

MMPs和TIMPs在降解ECM过程中起着重要作

用, 参与恶性肿瘤的侵袭和转移, 是恶性肿瘤侵

袭和转移潜能的主要调节蛋白[5-6]. MMPs是高

度保守的依赖于锌离子的内切蛋白水解酶家族, 
可降解基底膜和ECM的大多数蛋白质, 目前已

发现了至少26个成员[7], 其中属于明胶酶的明胶

酶B(即MMP-9)主要降解明胶和基底膜Ⅳ型胶

原. 文献表明肿瘤侵袭转移的潜能与肿瘤细胞

产生MMP-9的能力有着密切的正相关关系, 他
不仅参与ECM的降解, 而且还对肿瘤细胞的黏

附能力有影响[8-9]. 
本研究显示MMP-9阳性表达主要定位于肿

瘤细胞的胞质, 间质细胞、血管内皮细胞也有

阳性染色. MMP-9在胰腺癌组织中的表达明显

高于慢性胰腺炎组织和正常胰腺组织, 并且实

验还显示MMP-9在胰腺癌组织中的表达与性

别、年龄、组织学分级无关, 而与患者的淋巴

结转移、远处转移情况有关. 这与国内外学者

文献报道的基本一致[3,10]. 说明MMP-9在胰腺癌

的发生发展过程中起重要作用. MMP-9阳性表

达可否作为胰腺癌浸润转移的重要分子标志之

一, 仍需进一步研究. 
TIMPs是MMPs的天然抑制剂, 是一个多基

因家族的编码蛋白, 通过非共价键与MMPs结合

抑制MMPs活性. 目前已经发现的TIMPs至少有

4种, 其中TIMP-1既能结合无活性MMP-9, 又能

结合激活状态的MMP-9, 而且可以终止MMPs所
有成员的水解活性[11]. 

本研究结果显示TIMP-1在胰腺癌组织中

的表达低于正常胰腺组织(P <0.05), 但与在慢性

胰腺炎组织中的表达相比较, 没有统计学意义; 
TIMP-1在胰腺癌组织中的表达与性别、年龄、

组织学分级无关, 而与患者的淋巴结转移、远

处转移情况有关. TIMP-1能与MMP-9形成1∶1
复合物, 抑制其活性[10], 在肿瘤的侵袭转移中起

负性调节作用[12], 甚至可终止肿瘤细胞的浸润. 
作者认为TIMP-1阳性表达率低的胰腺癌患者更

具有转移倾向[12], 本实验研究的结果也支持这一

观察. TIMP-1在抑制肿瘤浸润转移过程中所起

的作用, 可以在一定程度上为肿瘤的生物治疗

和基因治疗提供新的思路. 
MMPs、TIMPs在体内建立起基质合成和

降解的平衡, 恶性肿瘤中存在某种因素使MMPs
过度表达和表达程度大于TIMPs时, 这种平衡就

发生改变, 导致基质降解, 有利于肿瘤浸润转移; 
相反, TIMPs的过度表达可防止基质降解, 抑制

肿瘤浸润转移. 本研究亦显示在胰腺癌组织中

MMP-9和TIMP-1的阳性表达存在负相关. 在有

MMP-9阳性表达而TIMP-1阴性表达的11例胰腺

癌病例中, 均表现有淋巴结转移; 而在有MMP-9
阴性表达而TIMP-1阳性表达的病例中, 只1例有

淋巴结转移; 20例无淋巴结转移. 两组比较有明

显明显的统计学差异. 由此推测, MMP-9阳性表

达而TIMP-1阴性表达的病例相较于MMP-9阴性

表达而TIMP-1阳性表达的病例, 预后更差. 
本研究提示MMP-9、TIMP-1在胰腺癌组织

中的发达变化可能与胰腺癌转移相关, 但其能

否可作为临床预后判断指标之一, 仍需进一步

研究. 
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Abstract
AIM: To explore the relations of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) expression 
with the growth, invasion and metastasis of 
colorectal cancer.

METHODS: We collected 23 fresh colorectal can-
cerous, distal cancerous tissues resected during 
operation, 16 colon polyps and 45 serum sam-
ples from colon cancer patients. The expression 
of VEGF in colorectal tissues and serum samples 
was detected by nested reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
respectively. The relationship was also analyzed 

between VEGF expression and Duke’s staging.

RESULTS: The expression of VEGF mRNA was 
significantly higher in the colorectal cancer tis-
sues than that in the distal cancerous tissues or 
colon polyps (65.22% vs 21.74%, 18.75%, both P 
< 0.01). VEGF mRNA expression was positive in 
3 patients (37.5%) with Duke’s stage A or B, and 
it was positive in 12 patients with (80.0%) stage 
C or D; there was significant difference between 
them (P < 0.05). The level of serum VEGF was 
markedly higher in patients with stage C or D 
than that in patients with stage A or B (716.71 + 
229.39 ng/L vs 312.30 + 103.61 ng/L, P < 0. 01).

CONCLUSION: VEGF can serve as an index in 
predicting the growth, invasion and metastasis 
of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Vascular endothelial 
growth factor; Metastasis

Zhu YS, Yang DM, Yao DF, Qian JB, Li YM, Xu LH. 
Expression of vascular endothelial growth factor 
expression and its relation with growth, invasion and 
metastasis of human colorectal cancer. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨血管内皮生长因子表达与大肠癌
组织的生长、侵袭和转移的关系.

方法: 手术切除新鲜大肠癌组织、远癌组织
标本各23份, 结肠息肉16例, 另外收集结肠癌
患者45例. 应用逆转录聚合酶链(RT-PCR)和
ELISA法, 对大肠癌组织和血清VEGF进行测
定, 并分析VEGF与大肠癌Dukes临床病理分
期的关系. 

结果: 23例大肠癌组血管内皮生长因子mRNA
阳性率明显高于远癌组及结肠息肉组(65.22% 
vs  21.74%, 18.75%, 均P <0.01). 根据Dukes临
床病理分期, A和B期VEGFmRNA阳性为3例
(37.5%), C与D期阳性有12例(80.0%), 两者差
异有显著性(P <0.05). 45例结肠癌C和D期血
清VEGF水平明显高于A和B期(716.71+229.39 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
大肠癌是我国临
床上常见的恶性
肿瘤之一, 但因其
易发生转移和扩
散, 手术切除后患
者复发率较高, 探
索大肠癌转移机
制一直是众多学
者的研究重点. 大
肠癌转移是个复
杂而又多样的过
程, 其分子机制尚
未完全阐明. 目前
认为, 实体肿瘤的
浸润生长和转移
是一个多因素作
用的结果, 肿瘤血
管形成对实体肿
瘤的生长及转移
有重要作用, 肿瘤
血管形成又依赖
于多种相关因子
的诱导和调节, 血
管内皮生长因子
是其中重要的因
子之一.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科



ng/L vs  312.30+103.61 ng/L), 两者差异有显著
性(P <0.01).

结论:  血管内皮生长因子可作为大肠癌生
长、侵袭和转移的临床预后判断指标.

关键词: 大肠癌; 血管内皮生长因子; 生长; 侵袭; 

转移
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0  引言

血管生成在实体肿瘤生长、侵袭中起着重要作

用[1]. 肿瘤血管发生是一多因素调节的复杂过

程, 其中血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)是迄今认为重要的血管

生成诱导因子. 可作为肿瘤代谢及转移的标志 
物[2-3]. 我们应用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)
和ELISA法对大肠癌组织和血清检测VEGF, 探
讨其与大肠癌生长、侵袭和转移中的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 外科手术切除的新鲜大肠组织标本, 分
别留取癌组织、远癌组织各23份(重约200 mg), 
其中结肠癌16例, 直肠癌7例. 结肠息肉16例, 均
来自于内镜下高频电切除标本. 置于-85℃冰箱

保存, 留作总RNA制备、VEGF mRNA特定片段

扩增. 另外于收集结肠癌患者45例, 男36例, 女9
例. 年龄36-78(平均年龄57.2±12.1)岁. 术前空腹

采外周血5 mL, 离心取血清保存在-20℃备用.
1.2 方法 
1. 2.1 PCR引物设计及RT-PCR扩增方法: 参照文

献[3-4]报道的VEGF基因设计PCR扩增引物, 上
游引物: 5'-GATCCTGCCCTGTCTCTCTG-3'; 下
游引物: 5'-TCCTCACACCATTGAAACCA-3'. 
由上海赛尔生物技术公司所合成 .  精确称取

各组织50 mg置于无RNAase的匀浆器中, 加入

TRIzol 1.0 mL匀浆2 min, 再按Li et al [2]方法制

备总RNA, 最后加入TE缓冲液100 μL, 取部分

RNA经紫外分光扫描鉴定, 已纯化的RNA未受

到污染或降解, 吸光度260/280≥1.8. 总RNA先

经随机引物(Promega)和逆转录酶(Gibco/BRL)
合成VEGF-cDNA, 逆转录反应程序为: 23℃ 10 
min; 42℃ 60 min; 95℃ 10 min. 逆转录结束后在

PE960型DNA扩增仪上行PCR扩增, PCR循环程
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序为: 93℃ 30 s; 55℃ 30 s; 72℃ 1 min连续35个
循环结束后, 在72℃ 10 min后于4℃保存. 扩增

产物片段为142 bp.
1.2.3 血清VEGF浓度测定: 将静脉血离心后, 留
取血清. 检测方法为双抗体夹心ELISA法, 按试

剂盒说明书操作. 人VEGF、ELISA试剂盒为北

京晶美生物工程有限公司产品.
统计学处理 数据以mean±SD, 百分率表示, 

以t检验处理数据, P <0.05有统计学显著性.

2  结果

2.1 组织VEGF mRNA扩增 对23例大肠癌、

远癌组织及结肠息肉以RT-PCR法, 对人VEGF 
mRNA进行了扩增, 其结果表现为: 扩增片段与

原设计片段大小完全一致, PCR终产物为142 bp. 
区带清晰未见非特异性扩增区带出现.
2.2 大肠组织VEGF mRNA表达结果 在自身配

对的大肠癌、远癌组织中, 23例癌组织中表达

VEGF mRNA有15例, 阳性率为65.22%; 而癌旁

组织仅5例阳性, 阳性表达率21.74%. 差异有显

著性(P <0.01). 16例结肠息肉(其中管状腺瘤12
例, 绒毛状腺瘤3例, 混合性腺瘤1例), 表达VEGF 
mRNA有3例, 阳性率为18.75%, 与大肠癌组比

较差异有显著性(P <0.01), 而与远癌组织比较, 
差异无显著性(P >0.05), 3例阳性息肉中2例为绒

毛状腺瘤、1例为混合性腺瘤.
2.3 VEGF与大肠癌临床病理分期 组织VEGF 
mRNA与大肠癌临床病理分期: 大肠癌23例根

据Dukes临床病理分期, A与B期共8例, C期11
例, D期4例; A和B期VEGF mRNA阳性为3例
(37.5%), C与D期阳性有12例(80.0%), 两者差异

有显著性(P <0.05). 血清VEGF浓度与大肠癌临

床病理分期: 45例结肠癌根据Dukes临床病理分

期, A与B期共17例, C期和D期28例; C和D期血

清VEGF水平716.71+229.39 ng/L明显高于A和

B期312.30+103.61 ng/L(表1), 两者差异有显著
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■研发前沿
最 近 靶 向 V E G F
及其受体的药物
和基因治疗取得
了一定的进展, 但
是, 抗肿瘤血管形
成只能抑制肿瘤
的生长和转移, 如
何筛选和评价药
物疗效、最佳用
药时机尚需要进
一步的研究.

表 1 血清VEGF浓度与结肠癌临床分期

     
分组                     n            血清VEGF浓度(ng/L)             P 值

临床分期

    A+B         17         312.30±103.61             -

    C+D         28         716.71±229.39           <0.01

淋巴结转移

    无         11         305.12±111.23             -

    有         34         721.35±283.39           <0.01
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性(P <0.01). 伴有淋巴结转移的结肠癌患者血清

VEGF浓度明显高于不伴有转移者, 差异有显著

性(P <0.01).

3  讨论

V E G F是一种有亚基内及亚基间二硫键交联

形成的同型二聚体糖蛋白, 分子质量为35-45 
kDa, 他与血小板源性生长因子有一定的同源

性. 定位于人体第六对染色体长臂上. V E G F
基因外显子的选择性剪接 ,  至少可产生7种
VEGF变异体, 分别为VEGF206、VEGF189、
VEGF165、VEGF163、VEGF121, VEGF145和
VEGF148[1,5-7]. VEGF能强烈地刺激血管内皮细

胞增生、迁移和形成新生血管. 研究表明, 在许

多实体肿瘤, 包括胃肠道肿瘤、子宫颈癌以及

肺癌中都存在活跃的血管生成, 并发现其血管

生成的活跃程度与这些肿瘤的预后相关[8-11]. 
本研究采用RT-PCR检测23例大肠癌组织和

远癌组织, 结果显示在癌组织中的VEGF mRNA
阳性15例(65.22%), 远癌组织阳性5例(21.74%), 
癌组织的VEGF表达明显高于远癌组织, 也高于

息肉对照组. 几乎所有实体瘤的生长和转移均

依赖于肿瘤血管生成[12]. 研究证明肿瘤直径在

2-3 mm时, 肿瘤细胞通过弥漫作用吸取营养, 当
肿瘤进一步长大时, 必须依赖新生的毛细血管

提供充足的营养, 同样也促进了肿瘤的转移[13-14]. 
VEGF是一种具有特异性促内皮细胞增生诱导

血管新生、血管生长的蛋白. 促使肿瘤细胞新

生血管形成, 还能使血管通透性增加, 血浆蛋白

外渗, 纤维蛋白原和血浆纤维连接蛋白在肿瘤

间质中积聚, 高度特异的选择性诱导血管内皮

细胞有丝分裂, 刺激内皮细胞增殖, 从而诱发新

生血管形成和肿瘤生长. 新生的肿瘤血管不仅

是癌细胞增殖、复发所必须的内部条件, 也是

癌细胞浸润和血行转移的第一路径[15]. 免疫组

化和原位杂交方法研究发现, 大肠癌VEGF的表

达均高于正常组织[16]. 而抗VEGF单抗或采用反

义mRNA技术封闭VEGF表达, 则可抑制肿瘤细

胞的生长[1,17]. 在结肠息肉16例中VEGF表达3例
(18.75%), 明显低于大肠癌组织, 且均为直径在2 
cm的巨大结肠息肉, 内镜下观察, 息肉表面有糜

烂、渗血, 病理切片为绒毛状腺瘤, 其中2例伴

有不典型增生. 结肠息肉VEGF呈阳性表达, 是
由于息肉巨大, 组织血供欠佳, 局部缺血、缺氧

而诱导VEGF表达; 还是在大肠腺瘤型息肉早期

癌变过程中, 即有VEGF表达增加有关, 尚不能

肯定[18-20], 需进一步观察研究. 
进一步对大肠癌患者的临床病理分期分析, 

中晚期患者伴有淋巴结和远处肝、肺脏器转移

的癌组织VEGF阳性表达亦高于A、B期的大肠

癌患者, 差异有显著性. VEGF是肿瘤新生血管

生长的一个重要调控因素, 肿瘤血管一方面为

肿瘤细胞生长提供营养物质, 另一方面为其转

移提供条件. 由于肿瘤诱发的血管不同于正常

血管, 其结构与功能异常, 易引起局部坏死. 另
外, 肿瘤组织微血管基底膜不完整, 血管壁缺乏

平滑肌支持, 血管壁很薄, 易通透, 使瘤细胞产

生的各种因子和蛋白酶类易渗透至细胞间隙, 
而瘤细胞易穿透到血管内使瘤细胞顺血流到远

隔部位, 形成微小转移灶[21]. 提示VEGF与肿瘤

生长、侵袭和转移密切相关, 有助于癌组织的

生长和转移. 本研究发现血清与组织VEGF水平

密切相关, 血清VEGF浓度高低亦与大肠癌患者

的临床病理分期密切相关, 中晚期患者结肠癌

患者血清VEGF浓度明显高于A、B期的大肠癌

患者. 多数学者认为循环中VEGF的主要来源是

肿瘤本身. 肿瘤细胞分泌的VEGF进入血液中的

可能机制: VEGF随穿过血管壁的血细胞进入血

液; VEGF使血管通透性增加, 从而扩散到血液

中. 说明血清VEGF水平可以替代组织VEGF的
测定[22-23]. 

由此可见, 血管内皮生长因子VEGF其中在

大肠癌的生长和侵袭转中起着重要的作用. 而
测定血清VEGF, 具有取材简便、操作简单、便

于复查等优点, 利于临床开展和广泛应用. 
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Abstract
AIM: To investigate the possible association 
between CCND1 gene A870G polymorphism 
and susceptibility to colorectal cancer (CRC) in 
Shanghai population.

METHODS: CCND1 gene A870G genotypes 
were determined using real-time PCR technol-
ogy with TaqMan MGB probes in 104 CRC cases 
and 205 sex-, age-matched controls. 

RESULTS: The frequencies of A and G alleles 
were 0.601 and 0.399 in CRC cases, and 0.524 
and 0.476 in controls, respectively. The A allele 
was marginally associated with CRC (P = 0.057) 
and had an increased risk for CRC (95%CI = 
0.99-1.97) as compared with the G allele. Com-
pared with GG genotype, GA genotype had a 
1.99-fold increased risk (95%CI = 0.94-4.20, P = 
0.070), whereas AA genotype had a 2.46-fold 
increased risk (95%CI = 1.09-5.56, P = 0.031) for 
CRC. The A-allele carriers (GA or AA geno-

types) had a significantly elevated CRC risk (OR 
= 2.13, 95%CI = 1.03-4.39, P = 0.040) when as 
compared with GG genotype. 

CONCLUSION: The A allele of CCND1 A870G 
is associated with the occurrence of CRC, which 
may serve as an index for screening high-risk 
population in Shanghai. 

Key Words: Colorectal cancer; CCND1; Genetic 
polymorphism; Genetic susceptibility
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摘要
目的: 探讨CCND1基因A870G多态与上海地
区人群结直肠癌(colorectal cancer, CRC)遗传
易感性的关系. 

方法: 采用TaqMan MGB探针实时定量PCR
法, 检测104例CRC与205名对照人群CCND1 
A870G基因型分布及差异.  

结果: CRC组和对照组870A等位基因频率分
别为60.1%和52.4%, A的CRC发病风险是G的
1.40倍(95%CI = 0.99-1.97, P  = 0.057). 与GG
基因型相比, G A基因型的CRC风险增加至
1.99倍(95%CI = 0.94-4.20, P  = 0.070), 而AA
基因型的CRC风险显著增加至2.46倍(95%CI 
= 1.09-5.56, P = 0.031). 将GA、AA基因型合
并计算, 则其CRC发病风险与G G基因型相
比呈相似的显著性增加(OR  = 2.13, 95%CI = 
1.03-4.39, P  = 0.040). 

结论: CCND1 870A增加CRC发病风险, 可作
为这一地区CRC高危人群的筛选指标. 

关键词: 结直肠癌; CCND1; 基因多态; 遗传易感性
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■背景资料
有关CCND1基因
与恶性肿瘤关系
的研究广泛, 但目
前对该基因多态
性研究仍处于初
步阶段 ,  CCND1
基因A870G多态
性与结直肠癌相
关性的报道缺乏
一致性. 
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0  引言

CCND1基因编码产物Cyclin D1是一种关键的细

胞周期调控蛋白, 促进细胞周期由G1期向S期转

化, 其异常表达与肿瘤发生发展密切相关[1]. 研
究发现, 人群中CCND1基因第870位点存在A或

G(A870G)单核苷酸多态性. 功能学研究显示, 这
种多态性影响Cyclin D1 mRNA剪切转录子的种

类及特性[2]. 近来有关CCND1 A870G与包括结

直肠癌(colorectal cancer, CRC)在内的肿瘤遗传

易感性关系的研究备受关注. 本研究初步探讨

了CCND1 A870G与上海地区人群CRC发病风险

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 本院2003-2006年CRC住院患者104例, 
均经组织病理学确诊为腺癌. 其中男54例, 女50
例, 患者年龄32-83(平均60.7±13.3)岁. CRC组对

象纳入标准包括: 上海籍; 汉族; 年龄>30岁; 术前

未经放疗、化疗等治疗. 剔除标准为家族性腺瘤

性息肉病和遗传性非腺瘤性结肠癌. 205名对照

为同时期同一地区健康无血缘关系的上海籍汉

族个体. 对照组与CRC组在性别和年龄(±2岁)
方面保持均衡可比. 本研究经医院伦理委员会批

准, 所有研究对象均同意并填写知情同意书. 
1.2 方法 按常规蛋白酶K、酚/氯仿法提取外

周血白细胞基因组DNA. 采用TaqMan MGB
探针实时定量P C R法检测C C N D1 A870G基

因型, 由上海基康生物技术有限公司完成. 引
物和探针序列: 上游引物F, 5'-ACG CTT CCT 
CTC CAG AGT GAT C-3'; 下游引物R, 5'-AGG 
CTG CCT GGG ACA TCA-3'; 等位基因A特异

性TaqMan探针, 5'-FAM-TGA CCC AGT AAG 
TGA G-MGB-3'; 等位基因G特异性TaqMan探针, 
5'-TET-TGA CCC GGT AAG TGA-MGB-3'; 扩
增片段长度63 bp. PCR扩增体系(25 µL)中含: 1 
×TaqMan PCR master mix(Applied Biosystems, 
Foster City, CA), 1 µL(50 mg/L)基因组DNA, 1 
µmol/L上游引物, 1 µmol/L下游引物, 0.2 µmol/L 
FAM-标记探针, 0.2 µmol/L TET-标记探针. 扩增

参数: 50℃预热2 min, 95℃预变性10 min, 然后

95℃变性15 s, 62℃复性1 min, 共40个循环. 最
后在ABI 7900上检测荧光信号. 基因型分析结

果用Sequence Detector System 2.0软件(Applied 
Biosystems, Foster City, CA)自动生成(图1). 

统计学处理 以非条件Logistic回归法计算

表示相对危险度的比值比(O R )及其95%可信
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区间(C I). O R 值均经性别、年龄、吸烟、饮

酒和CRC家族史因素校正. 两组人群CRC混淆

因素比较采用χ2检验. 以P <0.05作为有统计学

意义的检验水准. 数据统计应用统计分析系统

SPSS10.0进行. 

2  结果

2.1 两组人群CRC混淆因素比较 两组人群的性

别、年龄、吸烟和饮酒构成差异无显著意义

(P >0.05). CRC组和对照组的CRC家族史阳性者

分别占10.2%和2.9%, 两者比较P  = 0.022(表1). 
2.2 CCND1 A870G与CRC风险 对照组GG、

GA和AA基因型频率分别为20.0%、55.1%和

24.9%, 符合Hardy-Weinberg遗传平衡定律(P  = 
0.162), 而CRC组的基因型频率为GG 10.6%、

GA 58.7%和AA 30.8%. 据此计算, CRC组中A等

位基因频率为60.1%, 高于对照组的52.4%, A的

CRC发病风险是G的1.40倍(95% CI = 0.99-1.97, 
P  = 0.057). 与G G基因型相比, G A基因型的

CRC风险增加至1.99倍(95% CI = 0.94-4.20, P  = 
0.070), 而AA基因型的CRC风险显著增加至2.46
倍(95% CI = 1.09-5.56, P  = 0.031). 将GA、AA基

因型合并计算, 则其CRC发病风险与GG基因型

相比呈相似的显著性增加(OR  = 2.13, 95% CI = 
1.03-4.39, P  = 0.040, 表2). 

3  讨论

CCND1基因870G→A多态性位点位于该基因第

四外显子的转录剪接供给区, 可导致转录剪接的

方式发生改变, 最终产生半衰期更长的Cyclin D1
蛋白质, 结果核内Cyclin D1积聚, 肿瘤发生风险

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来 ,  CCND1
基因多态性与肿
瘤相关性日益受
到重视, 但其结果
存在分歧, 可能与
样本量小、种族
差异和疾病遗传
异质性等有关, 需
要进一步扩大样
本、统一研究方
法及统计标准, 深
入研究. 
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随之增加[2]. 与此功能学研究相一致, 本研究结

果显示870A等位基因增加CRC发病风险. 检索

文献, 尚未见以我国大陆人群为对象的CCND1 
A870G与CRC遗传易感性关系的研究报道. 

有关CCND1 A870G与CRC发病风险关系

的研究在其它人群中已有报道 ,  但结果不完

全一致, 或提示870A增加CRC风险[3-5], 或提示

870G增加CRC风险[6], 或提示二者无关[7-9]. 新近

Tan et al [7]对CCND1 A870G与CRC风险关系的荟

萃分析结果显示, 870A显著增加CRC发病风险, 
这支持我们的研究结果. Le Marchand et al [4]以

多种族人群为对象的研究结果显示, 870A增加

夏威夷本地人和白人、但不增加日本裔夏威夷

人的CRC风险, 这提示人群差异可能是造成上

述研究结果差异的重要原因之一. 此外, Huang 
et al [10]报道870A特异性增加年轻男性CRC风险, 
与之相反, Schernhammer et al [11]报道870A特异

性增加女性CRC风险. Probst-Hensch et al [12]报道, 
870A特异性增加低异硫氰酸盐饮食/高活性GST
基因型者的CRC风险. 这些研究结果提示, 饮
食、遗传和性别等也是影响A870G与CRC发病

风险关系的重要因素, 可能部分解释了上述研

究结果差异的原因.
总之, CCND1基因A870G多态是上海人群

重要的CRC遗传易感分子, 可作为CRC高危人

群的筛选指标. 
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■同行评价
本文选题为临床
亟待解决的临床
基础研究课题, 有
重要临床指导意
义, 但内容略显单
薄.
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Abstract
AIM: To explore the values of faecal calpro-
tectin, faecal occult blood tests and serum 
carcinoembryonic antigen (CEA) in the diagnosis 
of colorectal cancer.

METHODS: Faecal calprotectin, faecal occult 
blood and serum CEA were detected in 60 
healthy adults and 87 patients with colorectal 
cancer. Tumor location and Dukes’ stages were 
obtained from postoperative pathological exami-
nation.

RESULTS: The sensitivities of faecal calprotec-
tin, faecal occult blood test and serum CEA were 
88.51%, 83.91% and 44.83%, respectively, in the 
diagnosis of colorectal cancer, while the specific-
ities were 88.33, 96.67% and 93.33, respectively. 
The positive rates of faecal occult blood test 
and serum CEA in patients with Dukes’ stage 
C and D were significantly higher than those in 
patients with Dukes’ stage A and B (P = 0.0173, 

0.0059). There was no significant difference in 
faecal calprotectin level in patients with differ-
ent tumor locations and Dukes’ stages. Faecal 
calprotectin in combination with FOBT and/or 
CEA demonstrated a little higher sensitivity.

CONCLUSION: Faecal calprotectin is sensitive 
in the diagnosis of colorectal cancer, and can 
be used as a non-invasive surrogate marker for 
screening colorectal cancer in outpatients.

Key Words: Colorectal cancer; Calprotectin; Faecal 
occult blood test; Carcinoembryonic antigen

Yue L, Cui MH, Mu FH, Wei H, Yang GB. Diagnosis 
of colorectal cancer by faecal calprotectin: an analysis 
of 87 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(22): 
2557-2561

摘要
目的: 比较粪便钙卫蛋白、便潜血试验及血
清CEA在结直肠癌诊断中的应用价值. 

方法: 研究组共纳入肠镜证实的87例结直肠
癌初诊患者, 对照组60例接受肠镜检查的健康
成人. 所有研究对象在接受肠镜检查时留取大
便标本, 检测便潜血及粪便钙卫蛋白, 肠镜检
查后抽取静脉血4 mL, 用于检测血清CEA. 随
访患者手术记录及手术病理. 

结果: 粪便钙卫蛋白、便潜血试验及血清
CEA诊断结直肠癌的敏感性分别为88.51%、

83.91%和44.83%, 特异性分别为88.33%、

96.67%和93.33%. Dukes分期为A和B期患者
便潜血试验及血清CEA的阳性率明显低于C
和D期患者(P  = 0.0173, 0.0059), Dukes不同分
期的患者中, 粪便钙卫蛋白的阳性率无明显差
异; 不同部位的结直肠癌与粪便钙卫蛋白、

大便潜血试验及血清CEA的阳性率无显著差
异; 钙卫蛋白联合应用FOBT或/和CEA检测结
直肠癌可以一定限度地提高其敏感性, 但三种
联合检测组合较单用粪便钙卫蛋白检测均无
显著性差异.

结论: 粪便钙卫蛋白检测结直肠癌有较高的
敏感性, 且不受肿瘤分期的影响, 可以作为门
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■背景资料
近年来我国结直
肠癌的发病率不
断升高, 做好门诊
筛查, 早发现、早
诊断、早治疗是
提高结直肠癌疗
效的关键. 便潜血
试验和血清癌胚
抗原是目前结直
肠癌筛查中常用
的非侵入性检查
方 法 .  由 于 存 在
受肿瘤分期影响
大、敏感性低等
问题, 这两种方法
的检测效果还不
能让人满意.

■同行评议者
王志刚, 副主任医
师, 上海市第六人
民医院普外科



诊筛查结直肠癌的标志物.

关键词: 结直肠癌; 钙卫蛋白; 便潜血试验; 癌胚抗原
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0  引言

近年来我国结直肠癌的发病率不断升高[1-2], 但
是患者的存活期明显低于发达国家. 明确诊断

时大部分患者已经处于进展期是造成这种差距

的主要原因. 做好门诊筛查工作, 早发现、早诊

断、早治疗是提高结直肠癌疗效的关键. 便潜

血试验是目前结直肠癌筛查中使用最普遍的非

侵入性检查方法[3-4]. 肿瘤出血为间断出血, 且随

着肿瘤大小不同肿瘤出血量变化很大, 因此便

潜血试验的敏感性还不尽人意. 血清癌胚抗原

(CEA)也是临床常用的结直肠癌肿瘤标志物, 由
于检查方便、无创, 患者易于接受, 成为结直肠

癌重要的辅助检查手段. 有关研究表明, CEA诊

断结直肠癌的敏感性只有30%-50%, 远不能满

足临床要求[5-6]. 因此临床上需要一种更敏感的

用于结直肠筛查的标志物. 钙卫蛋白是中性粒

细胞和巨噬细胞胞质来源的含钙蛋白, 是一种

在粪便中稳定的炎性标志物[7-8]. 有研究显示在

结直肠癌患者中, 粪便钙卫蛋白的含量明显升

高, 是一种潜在结直肠癌的标志物[9-10]. 国内尚未

见有关报道, 国外有关研究样本数较少, 研究结

论不一致[11-14]. 本研究通过检测粪便钙卫蛋白, 
探讨了其在门诊患者结直肠癌筛查中的应用价

值, 并与便潜血试验和血清癌胚抗原进行了比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共观察147例患者, 其中87例为

本院内镜室行肠镜检查的初诊结直肠癌患者, 结
直肠癌诊断全部经病理证实. 其中男53例、女34
例, 平均年龄53.5±15(33-79)岁. 60例为本院体检

中心要求进行肠镜检查的健康体检者, 其中男30
例, 女30例, 平均年龄46±13(28-67)岁. 经肠镜检

查排除了结直肠病变.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 对照组及研究组患者肠镜检查

前饮食不做特殊要求, 肠镜检查前1 wk内或肠镜

检查3 d后留取连续3份单次粪便标本, 所有粪便

标本-20℃保存. 所有研究对象肠镜检查明确结

直肠情况后留取静脉血4 mL, 离心后提取血清
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-20℃保存备用.
1.2.2 便潜血、粪便钙卫蛋白及CEA检测: 便潜

血试剂盒采用胶体金双联法检测试纸(商品名: 
消康宝, 万华普曼生物工程有限公司), 按照试剂

盒说明书操作, 免疫法条带阳性者为潜血阳性, 
单独化学法条带阳性者稀释后重新检测, 3份粪

便标本只要有1份阳性即认为患者便潜血阳性; 
粪便钙卫蛋白ELISA检测试剂盒由芬兰Hycult
生物技术公司提供, 将最后1次粪便标本在室温

解冻后, 用取样环取约40-120 mg, 放入螺口管

中称重并计算粪便净含量, 按照质量/容积(g/L) 
= 1∶50的比例加入萃取液, Vortex振荡器上震

荡30 s, 充分混匀20 min后吸取1 mL匀浆液室温

10 000 g离心20 min, 吸取上清夜0.5 mL -20℃
留存备用, ELISA检测严格按照试剂盒说明操

作. 酶标仪采用奥地利TECAN公司的SUNRISE-
BASIC TECAN, 参考有关文献[8]Cut-off值取10 
μg/g. 采用i2000全自动免疫定量检测系统(美国, 
雅培)用微粒体发光法测定血清CEA, 按照i2000
全自动免疫定量检测系统操作步骤进行操作. 
不同检测方法联合检测时任何一种方法结果阳

性即认为阳性.
1.2.3 病理组织学评估: 随访患者手术记录及术

后病理报告, 评估Dukes分期. 按照肿瘤发生的

部位分为直肠癌、乙状结肠和降结肠癌、横结

肠癌(包括结肠肝曲及脾曲)和右半结肠癌(包括

盲肠和升结肠).
统计学处理 粪便钙卫蛋白水平为非正态分

布的计量资料, 计算中位数及全距, 两组间比较

采用非参数检验Mann-Whitney检验. 计算便潜

血试验、粪便钙卫蛋白及血清CEA检测结直肠

癌的敏感性、特异性及准确率. 不同检测方法

敏感性和特异性的比较采用χ2检验. 应用软件

SPSS12.0进行统计分析, P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 结直肠癌组和健康对照组钙卫蛋白水平、

便潜血试验及血清CEA检测结果 正常对照组

粪便钙卫蛋白浓度的中位数是5.3 μg/g, 结直

肠癌患者粪便钙卫蛋白浓度的中位数是121  
μ g/g(P <0.0001);  粪便钙卫蛋白检测结直肠

癌的敏感性(88.51%)虽然稍高于便潜血试验

(83.91%), 但是二者比较无统计学差异(P  = 
0.3792). 正常对照组中88%的患者粪便钙卫蛋白

在正常水平, 97%的患者潜血阴性; CEA诊断结
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■研发前沿
在结直肠癌患者
中, 粪便钙卫蛋白
的含量明显升高, 
是一种潜在结直
肠癌的标志物. 国
内尚未见有关报
道, 国外有关研究
样本数较少, 研究
结论不一致.
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直肠癌有较高的特异性(93.33%), 但是敏感性只

有44.83%, 明显低于钙卫蛋白及FOBT的敏感性

(P <0.0001, 表1).
2.2 Dukes分期与粪便钙卫蛋白、FOBT及血清

CEA的关系 Dukes分期不同的肿瘤患者粪便

钙卫蛋白水平无明显差异(P  = 0.7432). Dukes 
A、B、C、D分期的结直肠癌患者便潜血试验

的阳性率分别为64.29%、77.78%、89.29%和

100.00%. Dukes C期和D期患者潜血阳性率明显

高于A期和B期患者(P = 0.0173). Dukes A、B、
C、D分期的结直肠癌患者血清CEA的阳性率分

别为21.43%、33.33%、53.57%和66.67%. Dukes 
C期和D期患者血清CEA阳性率明显高于A期和

B期患者(P  = 0.0059, 表2).
2.3 肿瘤部位与粪便钙卫蛋白水平、FOBT及

血清CEA的关系 肿瘤组共包括有39个直肠癌, 
31个乙状结肠和降结肠癌, 8个横结肠癌, 9个
右半结肠癌. 肿瘤发生部位不同的患者粪便钙

卫蛋白水平(P  = 0.7606)、大便潜血阳性率(P  = 
0.9521)及血清CEA阳性率(P  = 0.9150)无显著性

差别(表3).

2.4 粪便钙卫蛋白联合FOBT或/和血清CEA诊

断结直肠癌的敏感性、特异性及准确率 粪便钙

卫蛋白联合血清CEA后敏感性提高至90.80%(P  
= 0.6186), 联合F O B T后敏感性可以提高至

94.25%(P  = 0.1768), 三者联合后敏感性提高至

96.55%(P  = 0.0802). 三种联合检测组合较单用

粪便钙卫蛋白检测均无显著性差异(表4).

3  讨论

随着人口老龄化及饮食习惯的改变, 近年来我

国结直肠癌的发病率有不断上升的趋势[1-2]. 我
国大部分结直肠癌患者在诊断的时候已经处于

进展期, 因此术后生存期明显低于发达国家. 寻
找有效检测方法对高危人群或普通人群进行筛

查, 特别是对门诊患者进行筛查, 对结直肠癌患

者做到早发现、早诊断、早治疗是改善预后, 
提高患者生存期的关键. 便潜血试验方便、便

宜、无创, 成为目前临床应用最广泛的非侵入

性的结直肠癌筛查方法. 有研究表明对门诊患

者或者自然人群用便潜血试验进行筛查, 可有

效地提高结直肠癌患者早期诊断率和长期存活

表 1 粪便钙卫蛋白、便潜血试验及血清CEA对结直肠癌诊断的敏感性、特异性及准确率 (%)

     
项目           敏感性          特异性  阳性预测值  阴性预测值       准确率

钙卫蛋白     88.51(77/87)    88.33(53/60) 91.67(77/84) 84.13(53/63) 88.44(130/147)

FOBT     83.91(73/87)    96.67(58/60) 97.33(73/75) 80.56(58/72) 89.12(131/147)

CEA     44.83(39/87)    93.33(56/60) 90.70(39/43) 53.85(56/104) 64.63(95/147)

表 2 不同Dukes分期患者粪便钙卫蛋白检测、便潜血试验及血清CEA检测结果 (%)

     
Dukes分期               n

        钙卫蛋白(μg/g)        
钙卫蛋白阳性率          FOBT阳性率      CEA阳性率

   Median  Range   

A            14    83 5-874         85.71(12/14)        64.29(9/14)     21.43(3/14)

B            27  132 6-1770         92.59(25/27)        77.78(21/27)     33.33(9/27)

C            28    97 2-435         85.71(24/28)        89.29(25/28)     53.57(15/28)

D            18  117 8-2837         88.89(16/18)      100.00(18/18)     66.67(12/18)

表 3 不同部位肿瘤患者粪便钙卫蛋白检测、便潜血试验及血清CEA检测结果 (%)

     
Dukes分期             n

        钙卫蛋白(μg/g)        
钙卫蛋白阳性率          FOBT阳性率      CEA阳性率

   Median  Range   

直肠            39    108 3-1923          87.18(34/39)        84.62(33/39)     48.72(19/39)

乙状结肠            31    124 2-2837          87.10(27/31)        83.87(26/31)     41.94(13/31)

及降结肠

横结肠             8    115      12-984        100.00(8/8)        87.50(7/8)     37.50(3/8)

右半结肠             9    130 8-2013          88.89(8/9)        77.78(7/9)     44.44(4/9)

■相关报道
钙卫蛋白是一种
在粪便中稳定的
炎性标志物, 国外
有研究显示钙卫
蛋白同时是一种
潜在的结直肠癌
标志物.
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率[3,15-16]. 尽管如此, 由于肿瘤是间断出血, 不是

持续出血, 肿瘤的出血速度可能低于或超出潜

血试验的检测阈值等原因, 便潜血试验的敏感

性还是不尽人意[17-18]. 增加检测的次数可以增加

试验的敏感性, 但是会降低患者的依从性. 血清

肿瘤标志物检查方便, 无创, 患者易于接受, 成
为临床上广泛应用的结直肠癌辅助诊断方法. 
CEA是最早发现的肿瘤标志物之一, 是一种酸

性糖蛋白, 胚胎期在小肠、肝脏、胰腺合成, 成
人血清含量极低. CEA是虽然是诊断结直肠癌最

传统、最常用的肿瘤标志物, 但是有研究[5-6]表

明其诊断结直肠癌的敏感性只有30%-40%, 远
不能满足临床筛查需要, 因此临床上需要一个

检测结直肠癌的更敏感的指标. 
钙卫蛋白是中性粒细胞和活化的巨噬细胞

胞质中重要的蛋白质, 可以作为急性炎性标志

物. 钙卫蛋白能与钙离子结合, 使其具有耐热性

和抗蛋白酶活性, 在肠腔和外界环境中可长期

保持相对稳定而不被酶和细菌所破坏, 钙卫蛋

白因此得名. 钙卫蛋白在粪便中性质稳定且含

量不受饮食成分等因素的影响, 使得粪便钙卫

蛋白在反应结直肠炎症方面优于其他血清炎性

标志物[7-8]. 有多个研究显示粪便中钙卫蛋白含

量可以准确地反映溃疡性结肠炎病情活动情 
况[19-22]. 

结直肠癌可以导致局部黏膜的急性炎症反

应, 理论上可以通过检测炎性标志物检测结直

肠癌. 国外有研究报告结直肠癌患者中粪便钙

卫蛋白水平升高, 也有研究认为粪便钙卫蛋白

检测对诊断结直肠癌准确性有限. 国外的有关

研究样本数较少[9-14], 国内尚未见有关报导. 本研

究通过测定正常人及不同部位和不同分期的结

直肠癌患者粪便钙卫蛋白的含量, 评估了粪便

钙卫蛋白作为结直肠癌标志物的敏感性和特异

性, 同时结合临床实际, 与目前临床常用的筛查

结直肠癌的方法便潜血试验做比较. 本研究显

示, 单次粪便钙卫蛋白检测结直肠癌敏感性为

88.51%, 稍高于便潜血试验(83.91%), 显著高于血

清CEA(44.83%). 与国外有关研究报告一致[9-10]. 

结直肠癌组织中钙卫蛋白是增加的, 免疫

组化显示钙卫蛋白的表达部位在中性粒细胞和

单核细胞的胞质中, 而肿瘤细胞中没有表达. 这
提示粪便中钙卫蛋白水平增高主要是由于肿瘤

上炎性细胞脱落造成的. 肿瘤组织中有丰富的

炎性细胞, 肿瘤表面的炎性细胞可以漏入肠腔

或随着肿瘤组织不断脱落而进入肠腔, 存在于

中性粒细胞和单核细胞胞质中的钙卫蛋白也随

之进入肠腔. 这一过程是持续发生的, 因此粪便

中钙卫蛋白的水平不依赖于间断的肿瘤出血, 
这使得钙卫蛋白检测结直肠癌的敏感性较少

受到肿瘤分期及失血量影响. 便潜血试验依赖

于肿瘤的出血量, 随着肿瘤的进展, 肿瘤体积更

大、表面更糜烂、出血量更多、更持续, 便潜

血试验的敏感性也就越高. 有研究[10]显示, 粪便

钙卫蛋白检测诊断结直肠癌不受肿瘤分期的影

响. 在本研究中潜血试验的敏感性在Dukes C和
D期明显优于Dukes A和B期, 粪便钙卫蛋白检测

的敏感性在不同分期中则无明显差异, 与上述

结论一致. 这意味着钙卫蛋白可以在较早阶段

检测出肿瘤, 从而获得更好的治疗效果, 降低结

直肠癌患者的死亡率及治疗费用. 
肿瘤筛查中, 患者的依从性是影响筛查效

果的一个重要的因素. 由于肿瘤的出血是间断

的, 为了提高潜血试验的敏感性, 大部分研究者

推荐患者提供连续3次的大便样本进行检测[23]. 
这会在一定程度上影响患者的依从性. 粪便中

的钙卫蛋白不依赖于间断的肿瘤出血, 可以保

持一个稳定的水平, 只检测一次粪便样本就可

以获得较高的敏感性, 这在很大程度上方便了

患者, 增加了患者的依从性. 
由于钙卫蛋白是一种炎性标志物, 在其他

胃肠道炎症的情况, 如: 炎症性肠病、憩室炎和

小肠病变等, 也可以出现粪便中钙卫蛋白增高

的情况, 这是钙卫蛋白筛查结直肠癌出现假阳

性的主要原因. 在本研究中, 粪便钙卫蛋白检测

诊断结直肠癌的特异性是88.33%, 低于便潜血

试验. 由于粪便钙卫蛋白作为一种无创的检查

手段, 和便潜血试验一样, 临床仅用于患者的初

表 4 粪便钙卫蛋白联合FOBT或/和血清CEA诊断结直肠癌的敏感性、特异性及准确率 (%)

     
联合项目                   敏感性                        特异性   阳性预测值  阴性预测值        准确率

FOBT            94.25(82/87)  85.00(51/60) 90.11(82/91) 91.07(51/56) 90.48(133/147)

CEA            90.80(79/87)  83.33(50/60) 88.76(79/89) 86.21(50/58) 87.76(129/147)

FOBT+CEA         96.55(84/87)  80.00(48/60) 87.50(84/96) 94.12(48/51) 89.80(132/147)

■创新盘点
本文通过检测粪
便钙卫蛋白, 探讨
了其在门诊患者
结直肠癌筛查中
的应用价值, 并与
便潜血试验和血
清癌胚抗原进行
了比较.
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筛检查, 诊断的敏感性是需要考虑的主要因素, 
特异性稍低不会显著影响其临床应用价值. 并
且, 这部分患者虽然没有结直肠癌, 但是上述的

肠道炎症也是需要治疗的有临床意义的情况, 
患者也会从检查中获益. 

多种标志物联合应用是肿瘤筛查中提高敏

感性常用的方法. 在本研究中, 钙卫蛋白联合

FOBT检测结直肠癌, 敏感性可以提高至94.25%. 
联合血清CEA, 敏感性可以提高至90.80%, 如果

将三者联合, 敏感性可以提高至96.55%. 由于钙

卫蛋白本身具有较高的敏感性, 与FOBT或/和
CEA联合应用较单用粪便钙卫蛋白检测敏感性

的提高无统计学差异. 且这种联合检测会大幅度

增加筛查成本, 降低患者依从性. 因此钙卫蛋白

联合其他标志物筛查的效果, 有待进一步明确. 
在本研究中, 研究组的患者为结直肠癌的高

危人群或有症状的患者. 在这些患者中, 粪便钙

卫蛋白作为一种简单无创的炎性标志物, 检测

结直肠癌的敏感性可以高达88.51%, 并且敏感

性不受肿瘤分期影响, 是一种较好的辅助诊断

结直肠癌的检测方法. 但是粪便钙卫蛋白用于

无症状人群结直肠癌筛查的敏感性和特异性还

需要进一步研究. 
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Abstract
Synchronous esophageal and gastric cancer is 
a multi-source tumor, which refers to one or 
more primary cancers occurred in one or more 
organs. This kind of case is not rare. But this 
paper reported one case who was confirmed 
with synchronous esophageal and gastric cancer 
complicated by a duplicated benign tumor in the 
stomach using pathological methods. 

Key Words: Gastroscope; Synchronous esophageal 
and gastric cancer; Multi-source tumor
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摘要
食管-胃重复型癌为多源性肿瘤, 多源性肿瘤

指同患者的一个或多个器官组织发生2个以上
原发恶性肿瘤. 此类病例并不罕见. 本文病例
胃镜检查取活检并被病理证实同时重复合并
多种恶性和良性肿瘤, 本病例少见.

关键词: 胃镜; 食管-胃重复型癌; 肿瘤
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0  引言

重复型癌的病例很常见, 也被报道过很多, 但是同

时重复多种良性和恶性肿瘤的病例则不多见, 本
例是1例重复发生四种肿瘤的病例, 现报告如下.

1  病例报告

男, 67岁. 烧心伴上腹部不适2年. 1 wk前上消化

道造影: 胃窦部单发肿物. 胃镜下显示: 食管通

畅, 上中段黏膜光滑完整, 血管纹理清晰, 蠕动扩

张度好. 距门齿35 cm处可见簇状结节样黏膜改

变, 约1 cm×1 cm、质韧色泽苍白、边界欠清晰. 
贲门黏膜光滑完整, 齿状线不清晰, 贲门口开闭

自然. 胃底黏膜光整. 底体交界处可见小片状散

在黏膜糜烂, 约1.5 cm×1.5 cm、附少量白苔、

质软, 该处胃壁蠕动存在. 胃角呈桥拱状, 黏膜光

整. 近窦体交界处偏后壁可见一约2 cm×2 cm大

小的隆起样新生物, 表面黏膜光整、边界清晰, 
未见明显黏膜桥, 质地柔软. 胃窦部黏膜完整、

粗糙, 有散在多个小结节, 色泽红白相间. 窦部偏

小弯侧见一约0.8 cm×0.8 cm黄斑样改变, 边界

清晰. 幽门口圆, 开闭良好. 十二指肠球部、降部

黏膜粗糙, 散在多个小结节, 蠕动良好(图1). 
胃镜确诊为慢性胃炎、十二指肠炎、胃内

黄斑瘤; 食管病变性质可疑为早期鳞癌、胃底体

交界病变性质可疑为炎症改变、胃内可疑平滑

肌瘤. 后经病理证实为食管鳞状细胞癌(呈乳头

状增生); 胃底体交界低分化腺癌; 胃窦体交界慢

性炎症; 胃窦偏小弯为黄斑瘤. 手术大体病理证

实胃窦体交界为脂肪瘤; 食管和胃底体交界病理

于活检病理一致. CT检查胃壁厚度均匀一致, 未

®

■背景资料
目前大气、生物、

植物、食品、声波
等污染严重及所用
于治疗疾病措施
中, 致癌性很高, 同
时也造成机体继
发性免疫缺陷, 重
复癌的病例不断增
加.

■同行评议者
韩新巍, 教授, 河
南省郑州大学第
一附属医院放射
科
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见明显增厚及充盈缺损.

2  讨论

胃-食管重复型癌的病例并不罕见. 同时重复合

并多源良性肿瘤则少见. 多源性肿瘤是指同患

者的一个或多个器官组织发生两个以上原发恶

性肿瘤. 若同时发生称同时或同步多原发癌, 若
与第一癌间隔一年后发生者称异时或异步多原

癌, 后者在临床上更多见. 多原发癌的发病率约

4%-1.7%, 也有高达12.1%的报道[1]. 刘复生1979
年提出重复型癌诊断标准[2]: (1)每个肿瘤均为恶

性. (2)肿瘤发生不同部位, 两者不相连续. (3)有
其独特的形态特点. (4)每个肿瘤一般有其特有

的转移途径. 
多源性肿瘤发病因素尚不明确, 有学者认

为系宿主对肿瘤的易感性, 即所谓癌病体质, 此
体质与机体对致癌因子易感性有关. 多点癌变

也是一种说法, 也有学者提出腔内种植转移学

说. 机体免疫功能低下可能是多原发性癌瘤发

病的另一重要因素. 目前大气、生物、植物、

食品、声波等污染严重及所用于治疗疾病措施

中如放疗、化疗等本身亦有致癌性, 同时也造

成机体继发性免疫缺陷. 食管多发患者病灶多

位于食管中下段. 胃多发癌以贲门部、胃体及

角部好发, 主及副癌多为进展期, 早期癌多位于

贲门部. 重复癌中食管癌多见, 组织学类型与来

源大致相同. 重复癌瘤临床表现各异, 无论是上

消化道造影还是内镜漏诊颇多. 而CT诊断空腔

脏器则漏诊率更大. 漏诊原因可能为: (1)对原

发癌病变的认识和警惕性不够, 往往满足于一

种癌的诊断. (2)两处癌变当中有一处甚小者, 如
为一点癌, 易漏诊. (3)与较大的癌肿紧邻的原发

癌易被解释为一个癌. 对于诊断食管-胃重复癌

瘤, 内镜仍是首选方法. 内镜医师应重视消化道

重复肿瘤的检出, 操作中尽量采用高分辨率有

一定放大倍数的电子内镜, 可清晰显示黏膜的

细微改变. 值得提出的是内镜下黏膜染色在早

癌的检出中起重要的作用, 尤其是碘染色对食

管原位癌、黏膜内癌的检出具有极为重要的价

值[3]. 内镜检查中发现食管黏膜色泽改变, 血管

紊乱、消失、出现红斑、白斑及糜烂等, 应积

极进行碘染色, 以便发现早期病灶. 对于重复肿

瘤的好发部位应进行多方位、多角度仔细观察, 
尤其贲门部, 应强调进镜观察及“U”形翻转观

察, 重点观察贲门小弯、后壁, 注意黏膜色泽、

完整性、光滑度、有无自发性出血、接触性出血

等, 遇到可疑情况进行咬检、刷检, 以排除病灶.

3      参考文献
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■应用要点
重复癌/瘤临床表
现各异, 无论是上
消化道造影还是
内镜漏诊颇多. 内
镜医师应重视消
化道重复肿瘤的
检出, 操作中尽量
采用高分辨率有
一定放大倍数的
电子内镜, 可清晰
显示黏膜的细微
改变.

A B C

D E

图 1 胃镜观. A: 十二指肠球部; B: 胃窦部; C: 胃体窦交界部; D: 胃底体交界部; E: 食管.

■同行评价
本文报道的病例3
处病变均得到病
理学证实, 资料可
靠, 读者可以从中
得到启发.
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