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《世界华人消化杂志》是一份同行评议性的旬刊, 
是一份被《中国科技论文统计源期刊》和《中文核
心期刊要目总览》收录的学术类期刊.《世界华人
消化杂志》的英文摘要被美国《化学文摘》, 荷兰
《医学文摘库/医学文摘》和俄罗斯《文摘杂志》
收录.
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Abstract
Imaging examination is the major method to 
diagnose cholangiocarcinoma clinically, and 
different diagnostic methods have their own 
characteristics. Reasonable selection may help 
to improve diagnosis. With the development 
of imaging technology, progress in diagnosis 
o f c h o l a n g i o c a r c i n o m a h a s b e e n m a d e . 
Interventional therapy has supplied an effective 
approach for the patients with advanced 
cholangiocarcinoma. However, many issues still 
exist in clinic, and the therapeutic methods are 
waiting for being standardized. Moreover, an 
scientific mode of interventional therapy should 
be established. 

Key Words: Cholangiocarcinoma; Obstructive jaun-
dice; Imaging diagnosis; Interventional radiology

Han XW, Li Z. Progress in imaging diagnosis and 
interventional therapy of cholangiocarcinoma associated 
with obstructive jaundice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  

2008; 16(29):3249-3254

摘要
影像学检查是临床诊断胆管癌的主要方法, 但
不同方法各具特点, 合理选择影像学检查途径
有助于提高诊断率. 随着影像学技术的发展, 
胆管癌的影像学诊断取得了一定进展. 介入治
疗为中晚期胆管癌患者提供了有效的治疗措
施, 但因治疗方法较多, 尚需规范, 亟需深入研
究, 建立科学的介入治疗模式. 

关键词: 胆管癌; 阻塞性黄疸; 影像诊断; 介入放射学

韩新巍, 李臻. 胆管癌并阻塞性黄疸的影像学诊断及介入治疗现

状与进展. 世界华人消化杂志  2008; 16(29): 3249-3254
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0  引言

胆管癌(指肝外胆管癌和胆囊癌)是恶性阻塞性

黄疸(obstructive jaundice, OJ)的主要病因, 发病

率呈上升趋势. 多数患者出现临床症状时已属

进展期, 伴远隔转移, 预后差. 实验室诊断特异

性不高, 而外科病理学诊断困难且阳性率低. 目
前, 影像学检查仍是主要诊断方法[1], 对肿瘤定

位及临床分期评估极为重要, 但临床应用不规

范, 影响检诊率. 介入放射学已成为公认的治疗

中晚期胆管癌的主要手段[2], 不仅可行姑息性胆

道引流术, 而且可进行抗肿瘤治疗及病理学活

检[3]. 目前胆管癌性黄疸的介入疗效已得到临床

一致的肯定, 但尚缺乏大宗病例的随机、对照

研究, 治疗模式欠规范. 随着医学影像诊疗技术

的进步, 胆管癌并阻塞性黄疸的影像学诊断与

介入治疗取得了一些进展, 特作一论述. 

1  影像学诊断

1.1 超声诊断 超声因具有无创、简便、经济和

可重复的特点, 已被临床证实为可信赖的诊断技

术[4], 其判定阻塞性黄疸的符合率和定位诊断符

合率均为100%. 彩色多普勒超声可进一步明确

肿瘤与血管的关系, 有利于术前对可切除性的评

www.wjgnet.com
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估, 较普通B超更有临床意义. 腔内超声具有细

径及高频的特点, 可反复对敏感区扫描, 能显示

直径0.5 mm以上的病变, 对确定病因、指导治疗

有积极作用. 但因探及范围有限, 对胆管内表浅

占位性病变最有价值[5]. 超声诊断亦有一定的局

限性, 如诊断易受操作技术影响、存在漏/误诊

情况等. 体形肥胖或胃肠道积气时使胆道显示困

难, 常导致中下段胆管癌漏/误诊; 若采用饮水充

盈胃肠以扩大声窗或脂餐法、利胆法等方法可

进一步提高诊断率[6].  
1.2 PTC和ERCP 经皮肝穿刺胆管造影(PTC)
和内镜逆行胰胆管造影(ERCP)作为经典的检

查方法, 二者均有较高的空间分辨率, 其对胆

管癌的诊断亦有共性 ,  主要以胆管扩张、狭

窄或闭塞、充盈缺损等表现为主. PTC曾是诊

断OJ的金标准, 对肝门部肿瘤确诊率达90%以

上. 但因其有创性、仅显示胆管内腔而无法观

察管壁、管外结构 ,  现已很少单纯用于诊断

目的, 而成为介入治疗的过程之一. PTC术中

可行必要的实验室检查 ,  如胆汁细菌培养和

脱落细胞学等; 同时行胆道钳夹病理活检, 为
后续治疗提供病理学依据. 此外, 顺行性胆管

造影可自然显示壶腹部形态; 若PTC时胰管显

影, 可进一步明确诊断是否伴有胰胆管合流异 
常[7], 而胰胆管合流异常与胆管癌发病关系密切, 
较具临床意义. PTC操作简单, 易于掌握, 并发症

少, 技术成功率达100%, 已成为胆管癌介入治疗

的主要手段. 
ERCP因可通过肠镜直接观察病变并能活

检, 是壶腹癌、胰头癌和下段胆总管癌首选的检

查方法, 检诊率高于PTC; 对胆管炎性狭窄的诊

断亦明显优于CT和超声[8]. 若ERCP和PTC联合

检查、相互补充, 可完整地显示胆系, 有助于明

确病变性质、部位, 提高诊断率[9]. ERCP下亦可

行支架或鼻胆管置入治疗淤胆, 但因检查有侵入

性, 可引起急性胰腺炎、胆管炎、出血、穿孔等

严重并发症, 限制了其临床应用. 
1.3 CT诊断 CT平扫、增强及三维重建技术可

显示胆管原发病灶和周围脏器的改变; 反映胆

管扩张程度、肝叶体积变化及肿瘤血供等情况, 
术前确诊率可达94%[6], 对临床分期与预后评估

有重要意义, 应用广泛. 近年来随着多排CT的应

用, 出现了无创性螺旋CT胆道造影(SCTC), 他
采用三维技术多角度显示胆道解剖结构, 确诊

率高, 优于常规CT、ERCP及US[10]; 另有认为

SCTC空间分辨率不及ERCP或PTC, 尚不能完全
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替代之[11]. 多层螺旋CT曲面重组阴性法胆管成

像为无创性胆管成像技术, 对肝外胆管癌的定

性诊断率高, 显示肝外胆管癌与扩张胆管的关

系更直观, 对合并症的诊断率明显高于MRCP, 
在肝外胆管癌的诊断中具有独特的优越性 [12]. 
CT诊断不足之处在于难以精确显示肝门部结构

和肿瘤范围, 早期主要通过间接征象进行诊断, 
但与B超联合应用则相得益彰, 成为重要的诊断

手段. 
1.4 MRI和MRCP 磁共振成像(MRI)和磁共振胰

胆管成像(MRCP)为胰胆管病变无创性诊断的

重要方法, 对胆管癌的诊断价值已得到肯定[13]. 
MRI可进行多序列、多方位扫描, 对胆汁信号敏

感, 组织分辨率高, 冠状位成像更能反映肝门部

结构, 较其他方法有明显的优势. 胆管癌的MRI
表现以胆管软藤样扩张的间接征象为主, 常缺乏

明确的软组织块影. 直接征象: (1)管壁局限或弥

漫增厚, 轴位呈“圆圈征”, 可不规则. 管壁厚度

>5 mm, 应疑诊胆管癌. (2)软组织肿块, T1WI为
低或等信号, T2WI为稍高信号; 增强扫描时肿块

强化信号不均, 延迟强化明显. 有报道MRI显示

胆管癌的肝内侵犯范围优于CT, 对评价肿瘤的

可切除性及预后意义大, 但在显示肝外胆管壁时

不及CT[14]. 
MRCP因成像序列的改进及相控阵线圈的

应用, 具有比ERCP更有价值的图像. 可清晰显示

胆管梗阻端的形态, 如截断状、锥状、鸟嘴状、

鼠尾状等, 截断处多不规则, 梗阻以下胆管不扩

张. 胆管壁不规则增厚5 mm时即可在MRCP上得

以显示[15]. MRCP定位准确率高, 但空间分辨率稍

差, 不能显示细微结构如黏膜的改变, 对狭窄性

质的鉴别诊断不及PTC和ERCP. 对于重症黄疸

患者如不适宜行CT增强检查时, MRCP可作为一

种替代方法[16]. 
1.5 血管造影(DSA) 由于有创性、费用高, 诊断

性血管造影仅作为辅助性检查, 逐渐被无创性检

查所替代, 而更多用于胆管癌的介入治疗. 但血

管造影对于了解肿瘤血管侵袭、术前与预后的

评价有着独特的优越性[17]. 胆管癌一般为乏血供

肿瘤, 血管造影多无明显肿瘤染色, 肿瘤血管可

增粗、迂曲、扩张. 
1.6 核素显像 正电子发射断层成像(PET)因其可

评价胆管上皮的代谢状况, 反映病变在细胞代

谢、受体、酶和基因表达等方面的变化, 已广泛

应用于肿瘤功能成像. PET借助[18F]氟-2-脱氧-D
葡萄糖在胆管癌细胞与肝细胞内被磷酸化的程
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度不同, 通过该葡萄糖类似物在癌细胞中累积形

成的热区及信号背景比率的增强等特征进行诊

断, 能确诊直径1 cm大小的胆管癌灶[18]; 对胆管

良恶性狭窄的鉴别诊断价值大[19]. 但因存在空间

分辨率低、对解剖结构显示不清、费用昂贵、

检查时间长等缺陷, 临床应用较少; 多与CT联合

用于肿瘤的诊治和疗效分析.

2  介入治疗

目前, 介入治疗已成为中晚期胆管癌公认的治

疗手段, 疗效肯定, 尤适用于年老体弱、一般情

况差和外科术后再发黄疸者[20]. 胆管癌性黄疸的

综合介入治疗方法较多, 规范化的治疗包括既

要治标(解除黄疸)又要治本(根治病因), 力争做

到标本兼治, 以改善预后[21].
2.1 胆道外引流术 当胆道梗阻严重无法疏通时, 
经PTC可放置外引流管以减轻淤胆, 近期效果

满意, 可作为姑息性治疗手段. 但长期外引流可

能导致胆管炎和引流管阻塞, 可尝试以抗生素

盐水冲管或引流管置换. 但只要引流通畅, 一般

不主张冲管, 以免增加外源性感染机会. 长期外

引流还可导致电解质和消化液丢失、胃肠功能

紊乱, 引起肠内菌群移位和内毒素血症, 已非首 
选[22]. 通常仅在难以打通梗阻段时作暂时引流, 
以消除胆道充血、渗出和水肿; 再二次打通梗

阻一般均能成功[23-24]. 此外, 由于穿刺、插管等

操作的刺激, 可引起局部胆管暂时性痉挛, 使本

来已经严重狭窄的胆管处于完全闭塞状态, 局
部注射利多卡因则有可能缓解痉挛而使导丝通

过狭窄区[24]. 故外引流主要为内引流治疗打下基

础或作为术前胆道减压, 待病情缓解后, 再治疗

原发病. 江志伟 et al [25]报道经皮肝穿刺胆道引流

术(PTCD)联合经皮内镜胃造口(PEG)行外引流

胆汁回输及肠内营养支持, 可明显改善患者的

生活质量. 动物实验表明经皮肝穿刺胆管-胃引

流亦可缓解淤胆, 为治疗OJ提供了新思路, 还限

于临床研究阶段[26]. 
2.2 胆道内引流术 内引流恢复了胆汁的生理走

行, 避免了胆汁流失的弊病; 既可保证患者的营

养状态和体液、电解质平衡, 又可使胆汁进入

肠道以助消化, 为胆道介入首选. 一般在PTCD
后的2-3 d内外引流同时开放, 以加速胆汁排泄

与分泌, 此后关闭外引流仅保留内引流. 
关于内、外引流管和内支架的临床应用, 

观点不一[2]. 我们主张PTC下力争一次打通梗阻

胆管, 置入支架和/或引流管实现内引流. 也有主

张分次置入引流管和内支架. 临床发现在胆道

支架置入后, 直接封闭穿刺道而不再使用引流

管, 近期疗效满意, 可提高患者生活质量、缩短

住院周期、降低医疗费用. 不同方法各具优劣

势: 支架置入后封闭穿刺道可能对防治胆系感

染有益, 但再狭窄时需再次穿刺建立通道; 支架

配合引流管既可加速胆汁排泄, 又保留了胆道

与体外的通道, 便于后续治疗性操作如胆道活

检、内照射、抗生素冲洗等. 综合文献, 多数主

张胆道内支架和引流管一次置入完成. 引流管

置入后因其远端在十二指肠, 常发生不同程度

的反流性胆管炎, 临床值得重视. 对于高位梗阻

患者, 可只将引流管远端置于胆总管而不越过

十二指肠乳头部, 以减少逆行感染发生率[27]. 还
有报道经引流管灌注化疗药物, 近期疗效与外

科姑息治疗效果相仿, 远期疗效优于单纯引流

组[28]. 
2.2.1 胆道支架成型术: 胆道内支架自临床应用, 
不断发展与改进, 种类较多, 主要有塑料支架、

金属支架两大类, 根据材料和质地又可细分为

诸多种, 在胆管介入治疗中各具优势. (1)内涵管

置入: 主要用于肿瘤晚期的姑息性治疗, 与金属

支架相比更适合于胆道良性狭窄, 特别是术后

再狭窄[29]. 一般体内留置时间为3-6 mo, 可经穿

刺道将其推入十二指肠随肠道蠕动排出体外; 
亦可借助纤维十二指肠镜将其拔出, 是金属内

支架和一般引流管的替代品. 缺点是因内径较

细而易发生阻塞及移位, 远期开通率低, 但价格

低廉易于普及. 一项非随机临床实验认为[30], 对
于良性狭窄, 内涵管的开通时间较金属内支架

为长, 为4 mo左右, 原因可能为内涵管对胆管内

皮刺激较小, 较少引起其过度反应性增生. 另有

报道[31]对于胆管上段梗阻时内涵管占优势, 而下

段梗阻时更适于金属支架置入. 但多数研究已

表明内涵管置入的临床疗效不及金属支架[19,32], 
目前临床已较少应用. (2)内支架置入: 国产胆道

金属支架应用广泛, 疗效确切[33], 日益应用于胆

管梗阻性疾病, 达到内引流目的, 技术成功率可

达97.5%, 黄疸解除率为98.3%[34]; 已成为胆管癌

介入治疗的主要内容[35], 但也存在诸多亟需解

决的问题, 如多支架置入的适应症、支架再狭

窄、并发症防治及治疗规范化等已成为临床研

究的热点问题. 
当PTC显示肝内多个胆管分支受累时, 临

床欲尽可能多地解除梗阻, 常需置入多个支架, 

■相关报道
韩新巍 et al 针对
阻塞性黄疸胆道
病理活检结果个
体化选择理想的
抗肿瘤治疗, 疗效
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为此提出了“单通道双支架”、“双通道多支

架”等技术方法[36]和多样化支架组合方式(如
T型、Y型等), 旨在通畅引流. 但临床实践发现

有时胆汁引流并不通畅, 黄疸消退慢, 再狭窄出

现较早且发生率高[37]. 分析原因, 一方面与淤胆

时间长、肝功能储备能力差、肿瘤进展有关; 
另一方面是多支架网眼交错影响胆汁引流; 支
架肝内段也可能遮挡对侧的胆管分支引流不

畅; 故要慎重对待多支架置入问题. 一般而言, 
若胆道长期梗阻致肝脏出现“萎缩-肥大复合

征”时, 萎缩叶胆管不须处理, 使代偿肝叶胆汁

引流通畅即可[38]. 若肝门部多支胆管分支受累

(Bismuth Ⅳ型), 多考虑引流管置入, 力争保持主

肝管通畅引流, 兼顾分支胆管. 合并胆道感染时, 
应先放置引流管, 待黄疸减轻、炎症控制后再

置入支架. 过早置入支架可能因胆管黏膜和肿

瘤组织水肿造成短期内再狭窄. 
低位胆道梗阻支架置入时, 若跨越十二指

肠乳头部, 可能影响胰管开口, 发生胰腺炎的风

险会增高[39], 应引起注意. 除PTCD外, ERCP亦
可行内支架置入解除胆总管下段梗阻, 有报道

ERCP失败时, PTCD与ERCP对接可置入胆道支

架[40], 为另一治疗途径, 具有一定的临床价值. 
胆道内支架置入后再狭窄是困扰临床的难

题[41]. 公认的主要原因是肿瘤进展而阻塞支架或

引流管, 也有其他阻塞因素如血块、菌团等[42]. 对
于胆总管病变, 若支架越过壶腹部, Oddi括约肌

功能受影响, 肠道内容物长期反流可能导致支

架再狭窄. Born et al [43]还认为因长期肠道蠕动, 
可能存在支架断裂之虞; 但Chiou et al [44]报道支

架是否越过壶腹部并不影响其开通率. 针对支

架再狭窄的处理措施, 观点不一. 谢宗贵 et al [34]

报道采用用于血管介入的旋切导管, 切除肿瘤

使支架再通; 或支架内再次留置支架即“支架

内支架”技术, 疗效满意. 另有报道覆膜金属支

架可限制肿瘤向腔内生长而延长开通时间 [45], 
但存在一些缺点, 如伴随急性胆囊炎症状、支

架移位等[41]. 但Yoon et al报道覆膜支架与裸支

架相比, 支架远期开通率无显著差异[46]. 郑建伟  
et al [47]实验研究报道通过经强磁场磁化后具有

30 mT磁强度的镀膜金属胆道支架丝, 建立局部

的内磁场和梯度磁场后静脉注射纳米磁性化疗

药物, 进行磁靶向化疗, 可有效抑制肿瘤生长, 
显示强大的治疗潜力. 总之, 采取积极的抗肿瘤

治疗是维持支架长期开通、提高患者生存期的

根本措施. 
对于经其他减黄治疗疗效较差者, 经PTC支

架置入不失为一种挽救措施. 临床中, 部分胆管

癌(特别是肝门部胆管癌)或胆石症患者经外科

T管或ERCP鼻胆管引流后, 疗效差. 主要原因是

肿瘤侵犯多个胆管分支, 主肝管受累, 淤胆不能

彻底引流; 或因远端狭窄、梗阻而不能拔管, 生
活质量差. 介入放射学可先经原T管/鼻胆管造

影, 再行PTC打通阻塞处胆道置入内支架; 或经

原T管途径对狭窄处行球囊扩张. 在通畅引流后

可拔除T管或鼻胆管, 极大提高了患者生活质量, 
近期效果显著. 若通过PTC对外科术后胆道再狭

窄处行病理活检, 可进一步明确狭窄的性质(肿
瘤复发抑或炎性狭窄), 决定后续治疗方法. 
2.3 肿瘤介入治疗 当PTCD解决淤胆问题后, 介
入行抗肿瘤治疗成为后续治疗的主体部分, 也
是保证支架置入疗效的重要措施[48]. 目前, 胆管

癌介入治疗主要包括选择性动脉插管灌注化疗

栓塞术、胆道腔内外放射治疗、物理或化学消

融治疗等措施. 
2.3.1 经动脉灌注化疗栓塞术(TACE): 经PTCD
黄疸消退后对肿瘤行TACE, 对缩小瘤体, 提高

支架远期开通率大有裨益, 此即王建华 et al [49]首

先提出的双介入治疗, 现已广泛应用于临床; 尤
对于富血供肿瘤, 疗效显著. 双介入治疗进一步

拓展了胆管癌治疗的内涵, 提高了传统介入治

疗的疗效, 延长了患者生存期[50]. 韩新巍 et al [51]

针对阻塞性黄疸胆道病理活检结果个体化选择

理想的抗肿瘤治疗, 疗效确切. 
2.3.2 胆道腔内、外照射治疗: 借助PTCD保留的

通道或鞘管送入内照射探头, 将放射源置于肿

瘤部位, 辅助应用血卟啉衍化物作为致敏剂, 按
照射计划对肿瘤行内照射治疗, 可抑制肿瘤生

长[52]. 低剂量内照射既可预防内皮细胞过度增

生又可阻止炎性肉芽过度形成, 治疗剂量照射

尤适用于预防癌灶生长引起的支架再狭窄, 目
前临床应用支架辅助125I粒子内照射已取得良好

疗效. 已经证实胆道内支架引流结合放疗可明

显提高胆管癌患者的生存期[53]. 非对照性研究[54]

显示置入放射性粒子铱行腔内短距离照射, 并
结合化疗、体外放疗, 与单用支架治疗对比, 中
位生存期延长3.7 mo, 但随机对照的前瞻性研究

尚待进一步开展.  
2.3.3 其他介入治疗: 经皮瘤体内无水酒精注

射、微波及射频消融(RFA)等治疗胆管癌均有

■同行评价
本文针对近年来
介入放射学技术
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值.



www.wjgnet.com

韩新巍, 等. 胆管癌并阻塞性黄疸的影像学诊断及介入治疗现状与进展               3253

报道. 自Zgodzinski et al [55]首先报告RFA治疗1例
无法切除的孤立性肝内胆管细胞癌以来, RFA已

广泛应用于胆管实体癌灶的治疗, 且疗效肯定. 
范卫君 et al [56]在PTCD基础上采用RFA、动脉灌

注化疗术等多种介入方法序贯治疗取得满意

疗效.

3  结论

临床与影像学诊断相结合, 对胆管癌性黄疸可

作出明确的定性、定位诊断. 基于胆管癌病理

学特点行个体化综合介入治疗, 可明显改善晚

期患者的生活质量, 在临床治疗中将处于主导

地位. 对胆管癌性黄疸, 提倡条件许可时应尽早

在介入减黄后积极治疗原发病. 整个治疗过程

中要求多学科团队合作, 治疗目标要强调患者

生活质量是首要问题, 其次是生存期. 
虽然我国胆管癌介入治疗已积累了丰富的

经验, 部分技术甚至达到国际水平, 但各级医院

诊治水平参差不一, 技术操作规范化、并发症

预防、临床资料总结、随访等系列研究方面与

国外相比尚有差距. 开展临床随机对照研究; 提
高和普及MRCP及多层螺旋CT(MSCT)等无创性

检查方法在胆管癌性黄疸诊断中的应用; 全面

评价胆道内支架远期疗效; 建立胆管癌性黄疸

的个体化介入治疗模型等问题是今后我们努力

的方向.
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Abstract
AIM: To explore the effect on apoptosis of 
retinoic acid (RA)-induced BGC-803 gastric 
carcinoma cells and its relationship with the 
expression of Fas, FasL and Caspase-3.

METHODS: BGC-803 cells were treated with 
different concentrations of RA (0.001, 0.01, 
0.1, 1, 10, 20 μmol/L) for 72 h. Then methyl-
tetrazolium (MTT) assay was performed to de-
termine the growth inhibition of BGC-803 cells; 
cell apoptosis rate was determined using flow 
cytometry; the feature of cell apoptosis was ob-
served by Hoechst33342/PI staining; the mRNA 
expression of Fas, FasL and Caspase-3 were es-
timated using reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: After BGC-803 cells were treated 
with RA (0.1-20 μmol/L) for 72 h, RA inhib-
ited the growth of cells significantly compared 
with that in the control group (32.61%, 44.42%, 
48.14%, 51.15% vs 0.657%; all P < 0.01). Cells 
in G2/M were significantly increased after the 
cells were treated with 20 μmol/L RA for 12 
h, 24 h and 48 h. G1 peak specific to apoptosis 
was observed and also observed were chro-
matic agglutination and rupture of caryon 
membrane. Expressions of Fas, FasL and Cas-
pase-3 mRNA were up-regulated significantly 
by RA for 48 h compared with that in the con-
trol group. 

CONCLUSION: Fas, FasL and Caspase-3 are 
involved in gastric carcinoma cell apoptosis in-
duced by RA. 

Key Words: Fas; FasL; Caspase-3; Retinoic acid; 
Gastric carcinoma; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨维甲酸诱导胃癌细胞BGC-803凋
亡的作用及其与Fas、FasL、Caspase-3表达
的关系.

方法: 以0.001、0.01、0.1、1、10、20 μmol/L
的维甲酸作用BGC-803细胞72 h后, MTT法检
测维甲酸对BGC-803细胞的生长抑制作用; 流
式细胞术分析维甲酸对胃癌BGC-803细胞凋
亡的诱导作用; Hoechst33342/PI双荧光染色
观察细胞凋亡; RT-PCR法检测Fas、FasL、
Caspase-3基因的mRNA表达变化. 

结果: 0.1、1、10、20 μmol/L的维甲酸作用
BGC-803细胞72 h后, 较对照组(未加药)能显
著抑制细胞增殖(32.61%、44.42%、48.14%、

51.15% vs  0.657%, 均P<0.01); 20 μmol/L维甲
酸作用BGC-803细胞12、24和48 h后, G2/M期
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■背景资料
维甲酸 ( re t ino ic 
acid, RA)研究较
多的是诱导白血
病细胞分化, 近年
发现其对实体瘤
细胞凋亡也有重
要作用, 是肿瘤治
疗的一个新靶点.

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科



细胞比例显著增加, 出现凋亡特征性的亚G1

峰; 细胞出现染色质凝集、核膜破裂等凋亡特
征; 作用48 h后, Fas、FasL、Caspase-3 mRNA
表达水平均较对照组显著上调.

结论: Fas、FasL、Caspase-3参与了维甲酸诱
导胃癌细胞凋亡的调控过程.

关键词: Fas; FasL; Caspase-3; 维甲酸; 胃癌; 细胞

凋亡

张红英, 李锦毅, 张建永. Fas、FasL、Caspase-3在维甲酸诱

导胃癌细胞凋亡中的作用. 世界华人消化杂志  2008; 16(29): 

3255-3260

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3255.asp

0  引言

Fas、FasL、Caspase-3是调控细胞凋亡的重要

基因, 在肿瘤的发生、发展、转移中扮演着重

要角色. Fas与其配体FasL结合后, 凋亡信号被传

送到细胞内, 通过激活下游的Caspase-3诱导细

胞凋亡. 维甲酸(retinoic acid, RA)研究较多的是

诱导白血病细胞分化, 近年发现其对实体瘤细

胞凋亡也有重要作用[1-3], 国外学者有一些相关

报道, 但维甲酸诱导胃癌细胞凋亡的分子机制

研究很少. 本文观察了维甲酸诱导细胞凋亡作

用及Fas、FasL、Caspase-3表达对其的影响, 从
而确定Fas、FasL、Caspase-3参与维甲酸诱导

胃癌细胞凋亡的调控过程.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株BGC-803由中科院肿瘤

研究所提供. RA购自Sigma公司. RA用无水乙

醇配成0.01 mo l/L的储存液(乙醇终浓度控制

在<1 mL/L, 避光、-20℃保存). 培养基RPMI 
1640、噻唑蓝(M T T)、蛋白酶K、R N a s e、
H o e c h s t33342、碘化丙啶(P I)和二甲基亚砜

(DMSO)均购自Sigma公司. TRIzol购自Promega
公司. RT-PCR试剂盒购自大连宝生物公司, 引物

由上海生物工程技术服务公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 培养细胞在含100 mL/L灭活小

牛血清、100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉素的

RPMI 1640培养液中, 于37℃的50 mL/L CO2饱

和湿度下培养, 细胞初始浓度为5×108/L, 取指

数生长期细胞进行实验. 
1.2.2 MTT法检测RA作用胃癌细胞后细胞生

长抑制: 将BGC-803细胞浓度调整为5×107/L, 
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接种96孔板, 每孔100 μL, 培养24 h后, 根据参

考文献[4]分别加入RA, 终浓度分别为0.001、
0.01、0.1、1、10、20 μmol/L. 设对照组(不加

药)和空白组(培养液中无细胞), 每组设8个复

孔, 在药物作用72 h, 加入MTT(5 g/L) 20 μL, 
继续培养4 h, 离心, 弃上清, 加DMSO 200 μL, 
避光振荡15 min, 全自动酶标仪测定570 nm处

紫外吸光度值(A ). 计算药物对细胞生长抑制

率. 生长抑制率= [(对照组A -实验组A )/(对照组

A -空白组A )]×100%. 
1.2.3 流式细胞光度术检测细胞凋亡: 通过预实

验, 选择MTT实验抑制率最明显药物浓度为流

式检测浓度. 以20 μmol/L RA处理BGC-803细胞

0、12、24、36、48 h后收集细胞, 4℃体积分数

为750 mL/L乙醇固定, -20℃冰箱保存. 检测前, 
PBS洗3次, RNA酶消化, PI染色, 流式细胞仪分

析DNA含量, 计数10 000个细胞, 进行细胞凋亡

和细胞周期分析, 检测群体细胞中G0/G1、S、
G2/M期细胞百分率, 亚G1峰为凋亡细胞峰. 以0 h
未加RA处理的BGC-803细胞为对照组.
1.2.4 Hoechst33342/PI双荧光染色法检测细胞凋

亡的形态学改变: 20 μmol/L RA处理BGC-803
细胞0、24、48 h, 收集细胞, PBS洗涤, 移入

Eppendorf管, 用200 μL PBS悬浮细胞, 加入

Hoechst33342/PI染液(1∶1) 40 μL, 37℃染色8 
min, 离心弃上清, PBS吹打混匀, 涂片, 荧光显微

镜(日本NikonE800)观察并照相. 
1.2.5 RT-PCR检测Fas、FasL、Caspase-3基因

的表达: 以未加药的BGC-803细胞为对照组, 20 
μmol/L RA处理的BGC-803细胞为实验组, 分别

作用12、24、48 h. TRIzol法提取细胞总RNA, 
以紫外分光光度计测RNA含量和纯度(RNA在

260 nm和280 nm的吸光度比值为1.8-2.0之间), 
以10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性(28S和
18S RNA条带比值≥2.0). 用1 μg总RNA进行逆

转录合成cDNA, 反应条件如下: 30℃, 10 min, 
42℃, 30 min, 99℃, 5 min, 5℃, 5 min. 将上述

逆转录产物按RT-PCR试剂盒进行扩增反应, 以
GAPDH作为内标, 应用Omiga2.0设计Fas的上游

引物为: 5'-GACCCAGAATACCAAGTGCAGAT
GTA-3',下游引物: 5'-CTGTTTCAGGATTTAAG
GTTGGAGATT-3', 扩增片段为296 bp. FasL的上

游引物为: 5'-ATCCCTCTGGAATGGGAAGA-3', 
下游引物: 5'-CCATATCTGTCCAGTACTGC-3', 
扩增片段为240 bp. Caspase-3的上游引物: 5'-CA
TGGCCTGTCAGAAAATAC-3', 下游引物: 5'-TA
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■研发前沿
维甲酸对细胞生
长、分化和凋亡
具有重要作用, 有
研究表明其可诱
导胃癌细胞凋亡, 
但其诱导凋亡的
具体机制及作用
方式不甚清楚, 如
能深入研究维甲
酸诱导胃癌细胞
凋亡机制, 将会为
胃癌治疗提供新
的途径和方法.



张红英, 等. Fas、FasL及Caspase-3在维甲酸诱导胃癌细胞凋亡中的作用                                                          3257

www.wjgnet.com

ACCCGAGTAAGAATGTGC-3', 扩增片段为176 
bp. 循环条件: 预变性94℃, 2 min, 变性94℃, 30 
s, 退火58℃, 1 min, 延伸72℃ 1 min. 33个循环后

72℃维持5 min. PCR产物行20 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 凝胶自动成像2000系统扫描, 取其积分值作

为量化指标, 以特异性基因条带与GAPDH基因

条带的密度比值表示不同样本间的相对量.
统计学处理 所有数据以SPSS12.0统计软件

处理, 两样本均数的比较采用t检验, 多组比较用

单因素方差分析.

2  结果

2.1 MTT细胞增殖实验 用0.001、0.01、0.1、
1、10、20 μmol/L RA作用BGC-803细胞72 h, 
对B G C-803细胞的生长抑制作用呈剂量依赖

性, 细胞生长抑制率分别为0.984%、6.83%、

32.61%、44.42%、48.14%和51.15%, 其中0.1、
1、10、20 μmol/L RA的抑制作用显著强于对照

组0.657%(P <0.01), 20 μmol/L RA的抑制率显著

高于其他各组(P <0.01).
2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡 20 μmol/L RA
处理B G C-803细胞12、24 h, 出现明显诱导

G2/M期阻滞, 对照组G2/M期细胞所占百分率为

10.4%, 实验组12、24、36、48 h后G2/M期细胞

所占百分率为分别为22.3%、47.1%、40.3%、

20.2%(表1). 结果显示在20 μmol/L RA作用细

胞24 h后, 出现的G2/M期阻滞最为明显; 36、
48 h后细胞所占百分率下降, 考虑可能为肿瘤

细胞对于RA的耐药性引起. 20 μmol/L RA作用

BGC-803细胞12、24、36、48 h的凋亡率, 均高

于对照组的凋亡率(7.82%、9.88%、18.69%、

40.14% vs  3.05%, P <0.05, 图1), 并出现凋亡典型

性特征“亚G1峰”.
2.3 荧光显微镜观察结果 Hoechst33342/PI双荧

光染色法可区别正常细胞、凋亡细胞和坏死细

胞, Hoechst33342是一种亲脂性物质, 为活细胞

染料, 毒性较弱, 是双苯丙咪唑的衍生物, 可与

DNA的A-T碱基区特异结合, 跨膜进入活细胞, 
将活细胞和凋亡细胞中DNA染成蓝色; 当质膜

不完整时, PI可嵌入到双链DNA或RNA中, 细胞

被PI染色呈红色, 并可观察到断裂凝集的染色

质. 由图2可见, 正常组BGC-803细胞大小一致, 
被Hoechst33342染成淡蓝色荧光, 细胞形态规

整, 细胞核较大(图2A). 20 μmol/L RA处理细胞

24 h后, 可见下列规律性变化: 细胞被染成蓝色

荧光,形态不规则, 核染色质凝集, 核分叶及碎片

状, 核膜破裂等凋亡细胞形态(图2B); 48 h后上

表 1 20 μmol/L RA对胃癌细胞周期的影响 (%)

     t (h)           亚G1期           G0/G1期               S期             G2/M期

0               3.8               63.7               26.3              10.4       

12             6.8               53.7               28.9              22.3       

24           10.2               22.5               34.5              47.1       

36           19.6               33.8               26.7              40.3      

48           38.7               42.5               40.8              20.2 
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图 1 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡. A: 对照组; B: 20 μmol/L RA作用12 h; C: 20 μmol/L RA作用24 h; D: 20 μmol/L RA

作用36 h; E: 20 μmol/L RA作用48 h.

■创新盘点
本 文 观 察 了 不
同 剂 量 下 维 甲
酸 对 胃 癌 细 胞
BGC-803的作用, 
观察了20 μmol/L
浓度下维甲酸诱
导细胞凋亡的形
态学变化, 发现在
20 μmol/L浓度下
随着维甲酸作用
时 间 的 延 长 ,  上
调了Fas、FasL、
Caspase的表达水
平 .  由 此 我 们 认
为 ,  维 甲 酸 可 在
体外呈时间和浓
度依赖性抑制人
胃癌BGC-803细
胞的生长, 其作用
机制可能主要是
诱导细胞凋亡和
影响细胞周期, 同
时诱导细胞凋亡
的机制可能部分
是通过上调Fas、
FasL、Caspase-3
的表达实现的.
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述变化更加明显(图2C).
2.4 Fas、FasL和Caspase-3基因表达在RA诱导

BGC-803细胞凋亡中的作用 
2.4.1 RA诱导BGC-803细胞凋亡与Fas、FasL基

因表达的变化: 20 μmol/L RA作用细胞12 h后, 
Fas和FasL表达强度无明显改变(P >0.05); 随着作

用时间的延长, 24、48 h后, Fas表达增加(17.69
±1.38, 23.35±2.13 vs  8.47±0.67, P <0.01); FasL
表达显著(16.74±1.26, 22.35±1.94 vs  9.50±
0.75, P <0.01, 图3).
2.4.2 RA诱导BGC-803细胞凋亡与Caspase-3基

因表达的变化: 20 μmol/L RA作用细胞12 h后, 
Caspase-3表达强度无明显改变(P >0.05); 随着作

用时间的延长, 24 h后Caspase-3表达增加(19.94
±1.67 vs  6.42±0.47, P <0.01); 48 h后, Cas-

pase-3表达增加显著(24.94±2.17 vs  6.42±0.47, 
P <0.01, 图4).

3  讨论

Fas又称Apo-1, 被命名为CD95, Fas是细胞膜Ⅰ

型糖蛋白, 分子质量为48 kDa, 属于肿瘤坏死

因子受体家族, 由325个氨基酸组成. Fas主要

以膜受体形式存在, 在细胞凋亡中具有信号传

导作用. FasL为Fas配体, Fas与FasL结合使细胞

表面Fas分子交联, 凋亡信号被传到细胞内, 诱
导表达Fas细胞凋亡. 所以FasL又称死亡因子[5]. 
Caspase-3是一类蛋白水解酶, 为Fas及FasL下
游的效应分子, 活化的Caspase-3能裂解大量底

物, 是凋亡机制的核心成分, 当FasL表达增高时, 
Caspae-3活性明显提高[6], Fas与FasL结合后, Fas
相关蛋白(FADD)激活Caspase-8, Caspase-3、7
等级联反应, 诱导细胞凋亡[7]. 维甲酸可通过激

活相应的受体调控基因的转录活性, 从而产生

调节增殖、分化和凋亡等多种生物学效应[8]. 研
究表明, 维甲酸能够诱导卵巢癌[9]﹑神经母细胞

瘤[10]等肿瘤细胞分化和凋亡, 从而达到抑制肿

瘤细胞生长的作用.
本研究以人胃癌BGC-803细胞为靶标, 观察

维甲酸对胃癌细胞生长的作用. MTT实验结果

表明, 维甲酸能显著抑制BGC-803细胞生长, 通
过0.001、0.01、0.1、1、10、20 μmol/L不同浓

3258                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年10月18日    第16卷   第29期

图 2 荧光染色法检测BGC-803凋亡形态学变化(×200). A: 对照组; B: 20 μmol/L RA作用24 h; C: 20 μmol/L RA作用48 h.

B CA

B 图 3 RA处理后Fas及FasL
的表达. A: Fas; B: FasL; M: 

Marker; 1: 对照组; 2: RA作

用12 h; 3: RA作用24 h; 4: 

RA作用48 h.

M      1       2      3      4 
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A

图 4 RA处理后Caspase-3的表达. M: Marker; 1: 对照组; 2: 

RA作用12 h; 3: RA作用24 h; 4: RA作用48 h.
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■应用要点
本文研究维甲酸
诱导胃癌细胞凋
亡的有效浓度和
剂量, 探讨其作用
机制, 为维甲酸在
临床胃癌治疗中
提供了一定的理
论基础.
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度维甲酸作用, 发现其对BGC-803细胞的生长抑

制作用呈剂量依赖性, 0.1、1、10、20 μmol/L细
胞生长抑制率分别为32.61%、44.42%、48.14%
和51.15%. 0.1-20 μmol/L的抑制作用显著强于对

照组0.657%(P <0.01), 20 μmol/L RA的抑制作用

显著强于其他各组(P <0.01).
目前, 维甲酸对胃癌作用机制研究, 主要涉

及到与细胞分化、增殖、凋亡调节有关的网

络系统, 维甲酸主要作用是诱导细胞周期发生

阻滞, 进而诱导细胞凋亡. 在实验中我们观察

到, 在维甲酸作用后, 流式细胞光度术检测显

示, 20 μmol/L维甲酸处理BGC-803细胞12 h、
24 h后, 出现明显G2/M期阻滞, G2/M期百分率

从0 h的10.4%分别升高到12 h的22.3%和24 h的
47.1%(P <0.01); 48 h后下降至20.2%, 但仍明显

高于对照组10.4%, 说明维甲酸对BGC-803细胞

有G2/M期阻滞作用; 同时, 20 μmol/L维甲酸作

用BGC-803细胞12、24、36、48 h后, 凋亡率分

别为7.82%、9.88%、18.69%、40.14%, 均高于

对照组(3.05%)(P <0.05), 结果显示, 维甲酸诱导

BGC-803凋亡的作用呈时间依赖性. 在实验中我

们利用Hoechst33342/PI双荧光染色法, 从形态学

方面观察了细胞凋亡的变化, 荧光染色观察到, 
随着RA作用时间的延长, 细胞呈现形态不规则, 
核分叶及碎片状, 染色质凝集、核膜破裂等凋

亡细胞形态改变.
Fas、FasL介导的信号传导通路是细胞凋

亡的主要途径, 在此通路上任一环节缺失都可

导致癌细胞逃逸细胞凋亡, 从而实现细胞无限

增殖. 有报道指出, 肿瘤发生过程中Fas、FasL
表达水平较低[11-15], Fas、FasL表达水平与肿瘤

发生与转移密切相关[15-18]. 我们的实验结果表

明, Fas、FasL及Caspase-3在BGC-803细胞中表

达水平较低, 这与Falchetti et al [12]结果一致, 意
味着胃癌细胞通过细胞凋亡数量减少, 有利于

肿瘤细胞增殖. 20 μmol/LRA作用24、48 h后, 
Fas、FasL表达水平较对照组增加(P <0.01); 同时

Caspase-3表达水平亦明显增加(P <0.01), 随着作

用时间的延长, 表达水平增加, 提示Fas途径在诱

导BGC-803细胞凋亡中起着重要作用, 而维甲酸

可能通过这一途径激活Fas、FasL、Caspase-3
之后, 上调其表达水平, 参与诱导细胞凋亡过程.

由此我们认为, 维甲酸可在体外呈时间和

浓度依赖性抑制人胃癌BGC-803细胞的生长, 
其作用机制可能主要是诱导细胞凋亡和影响细

胞周期, 同时诱导细胞凋亡的机制可能部分是

通过上调Fas、FasL、Caspase-3的表达实现的.
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Abstract
AIM: To investigate aberrant gene expression of 
chronic atrophic gastritis (CAG) precancerous 
lesions in rats receoiving Qi-replenishing and 
blood-activating treatment and to analyze its 
pharmaco-mechanism at genetic level.  

METHODS: The model of precancerous lesion 
of CAG rats induced by spring insertion and 
hot paste was established. One step method 

for extraction of total RNA of rat stomach tis-
sues after administration of Qi-replenishing 
and blood-activating medicinals and the stom-
ach tissue of the model group was used. After 
reverse transcription and fluorescent labeling 
by Cy3, Cy5, we got two groups of rat stom-
ach cDNA probes and then hybridized with 
the cDNA gene expression profiles microarray 
hybridization. The result was scanned by the 
laser scanner and processed by software for im-
age analysis, standardization, the ratio of value 
analysis, cluster analysis and gene ontology 
analysis. Results of gene array were verified by 
Real-time PCR. 

RESULTS: Screening showed 205 differen-
tially expressed genes, of which, there were 
101 up-regulated expression genes and 104 
down-regulated expression genes . They 
composed the gene expression profiles for 
precancerous lesion of precancerous lesions 
of CAG in rats treated with Qi-replenishing 
and blood-activating medicinals. There were 
four genes related to apoptosis including heat 
shock 70 kDa protein 1a, growth arrest and 
dna-damage-inducible, complement compo-
nent 9 and albumin. The Real-time PCR con-
firmed expression of HSP70 up-regulated in 
rats treated with Qi-replenishing and blood-
activating medicinals, which were consistent 
with results using microarray technology. 

CONCLUSION: These differentially expressed 
genes involved different biological processes 
and gene regulations. Further analysis of the 
differentially expressed genes might help re-
veal the pharmaco-mechanism of Qi-replenish-
ing and blood-activating medicinals at genetic 
level. 

Key Words: Gene expression; cDNA microarray; 
Chronic atrophic gastritis; Precancerous lesion; 
Rats; Qi-replenishing and blood-activating treat-
ment; Traditional Chinese medicine
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■背景资料
在国家“八五”

攻关课题等关于
中医药防治萎缩
性胃炎癌前病变
的研究中, 从临床
和实验研究两方
面证明活血化瘀
法防治萎缩性胃
炎癌前病变取得
了较好的效果, 但
其作用机制尚不
清楚, 本课题的重
点是从基因水平
进一步探讨活血
法防治萎缩性胃
炎癌前期病变的
作用机制. 

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室



replenishing and blood-activating treatment on aberrant 
gene expression profile in the precancerous lesion of 
CAG in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 
3261-3268

摘要
目的: 分析益气活血法干预慢性萎缩性胃炎
(chronic atrophic gastritis, CAG)癌前病变的差
异表达基因, 从基因水平探讨益气活血法防治
大鼠CAG癌前病变的药理机制 

方法: 应用大鼠12K基因表达谱cDNA芯片, 
检测益气活血法干预后C A G癌前病变大鼠
基因的差异表达变化, 筛选出差异表达基因, 
建立益气活血法干预后C A G癌前病变大鼠
差异基因表达谱并进行生物信息学分析. 并
运用Real-time荧光定量PCR鉴定HSP70基因
表达. 

结果: 共筛选出差异表达基因205个, 其中上
调基因为101条, 下调基因104条, 共同构成了
益气活血法干预大鼠CAG癌前病变的差异表
达基因谱. 与凋亡相关的4个基因为heat shock 
70 kDa protein 1a, growth arrest and DNA-
damage-inducible, complement component 9和
albumin. Real-time荧光定量PCR鉴定结果表
明益气活血法干预治疗后HSP70基因表达上
调, 与芯片检测结果一致. 

结论: 益气活血法对大鼠CAG癌前病变的基
因表达的影响涉及到多种生物学过程信号传
递及基因调控的改变, 从分子生物学角度说明
中医益气活法对CAG癌前病变的影响是一个
复杂的病理生理过程. 

关键词: 基因表达; 基因芯片; 萎缩性胃炎; 癌前病

变; 大鼠; 益气活血法; 中医
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic a t rophic gas t r i t i s, 
C A G)是消化系统常见病、疑难病之一 ,  在
C A G基础上伴发的肠上皮化生 ( i n t e s t i n a l 
metaplasia, IM)和异型增生(dispalsia, Dys)是
胃癌前期病变[1]. 临床上中医运用益气活血法

治疗本病取得了较好的效果. 本研究复制大鼠

CAG癌前病变模型, 研究益气活血法对大鼠萎
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缩性胃炎癌前病变基因表达的影响, 从基因水

平探讨益气活血法防治萎缩性胃炎癌前病变的

作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wister大鼠, 体质量180-220 g, 清洁

级, 由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供, 实验动物许可证编号: SCXX(京)2002-0003. 
北京中医药大学东直门医院中药药理学实验室

Ⅱ级动物实验室, 许可证号: SYXK 11-00-0029. 
微量天平(HANGPING JA1003)为上海天平仪

器厂产品. Agilent 2100 Bioanalyzer: Agilent: 型
号: G2938B; Nano Drop Spectrophotometer: 型
号ND-1000; 酶标仪: 型号KC4; MJ PCR仪: 型号

PTC-100; UVP杂交炉: 型号HB-1000; Agilent扫
描仪: 型号G2655AA; Line-gene荧光定量PCR检
测系统为杭州博日科技有限公司产品; 台式高

速冷冻离心机TGL-16(湘仪); DYY-7C型电泳仪 
与DYCP-31D型水平式电泳槽为北京六一仪器

厂产品; 紫外分析仪为北京宾达英创科技有限

公司产品; 紫外分光光度计UV-2000为尤尼柯

(上海)仪器有限公司产品.  
1.2 方法 
1.2.1 大鼠CAG癌前期病变模型的建立: 大鼠在

相同条件下分笼饲养, 每笼4只, 常规喂养标准

颗粒饲料, 自由饮用水. 按赵凤志 et al [2]的方法, 
将♂Wistar大鼠(体质量230-260 g)禁食不禁水

16 h后, 以10 g/L戊巴比妥ip麻醉(5 mL/kg), 称
体质量, 固定大鼠四肢, 在无菌条件下开腹, 暴
露胃, 在胃前壁距幽门环0.2 cm无或少血管处

切一小口, 将一长约2 cm, 直径约0.2-0.3 cm的

金属弹簧前1/3插过其幽门环进入十二指肠, 用
缝线将弹簧两端及中央固定, 按手术常规逐层

缝合胃及腹壁切口. 手术后禁食不禁水24 h, 恢
复性饲养1 wk后, 开始每周每只大鼠ig 60-70℃
高盐热淀粉糊2次, 每次2 mL, 连续24 wk. 并
于造模结束前随机抽取模型组大鼠8只进行胃

黏膜病变理形态学检查, 其中7只出现轻-中度

不典型增生, 确认造模成功. 造模结束后, 将模

型大鼠随机分为益气活血治疗组[予三七粉0.7 
g/(kg·d)加黄芪浸膏3.5 g/(kg·d)]和自然恢复组

(予双蒸水灌胃), 两组分别每天上午ig 1次, 连续

12 wk,于给药第12周末处死实验大鼠, 进行病理

切片.
1.2.2 组织取材: ig 12 wk, 采用乙醚麻醉法, 剖腹

取胃, 在胃窦部阳性病变部位取材, 益气活血组

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来活血化瘀
法防治萎缩性胃
炎癌前病变的机
制探讨是目前该
领域的研究热点
之一, 已深入到基
因水平，但活血
化瘀法的作用是
多方面的, 多层次
的, 从基因信号传
导通路方面研究
活血化瘀法防治
萎缩性胃炎癌前
病变的作用机制
是下一步的研究
重点. 
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取材3例, 正常对照组3例, 自然恢复组1例, 取材

后标本迅速液氮冻存备用. 
1.2.3 大鼠表达谱芯片: 大鼠12K基因表达谱

cDNA芯片, 覆盖11 060种基因, 其中Unigene 
10 695条, 已知基因5657条, EST4716条. 
1.2.4 探针制备: 按照TRIzol试剂说明, 采用异

硫氰酸胍一步法抽提所取胃黏膜组织总RNA, 
所提总RNA使用Agi len t 2100进行样品RNA
检测, 确定其完整性. 用Oligotex mRNA Midi 
Kit(Qiagen公司)纯化mRNA. 每1份探针取4 μg 
mRNA, 逆转录标记cDNA探针并纯化探针. 模
型组来源的mRNA由Cy3-dUTP标记制成探针, 
益气活血组来源的mRNA由Cy5-dUTP标记制成

探针. 
1.2.5 芯片杂交(cDNA芯片杂交): 取出经定量

的Cy3和Cy5标记的探针, 取Cy3探针90 pmol, 
Cy5探针60 pmol, 浓缩至7 μL, 然后转至0.2 mL 
PCR管内. 将溶解的探针置于PCR仪中94℃变

性3 min左右, 取出加入Cot-1 DNA 1 μg , A80 
1 μg放回PCR仪中, 70℃保温30 min. 反应结束

后, 加入9 μL 4×杂交缓冲液和18 μL甲酰胺, 
总体积达到36 μL, 充分混匀. 取杂交液滴加于

芯片上, 盖上盖玻片. 将杂交芯片水平放入加

有1×PBS的杂交盒, 置42℃杂交箱中避光杂交

16-18 h.  
1.2.6 芯片洗涤: 杂交结束后, 用镊子取出片子, 
浸入经过50℃预热的洗液Ⅰ中, 上下抽动, 使盖

玻片从芯片上自然脱离, 然后在50℃洗液Ⅰ中

洗涤10 min. 从洗液Ⅰ中取出片子, 浸入50℃预

热的洗液Ⅱ中, 洗涤10 min, 然后再转入新的洗

液Ⅱ中, 重复2次. 从洗液Ⅱ中取出片子, 室温洗

液Ⅲ洗涤5 min, 重复2次. 取出芯片于去离子水

中室温洗涤2 min. 用镊子小心将片子取出, 迅速

转入50 mL空离心管中, 1500 r/min离心5 min, 干
片. 最后将芯片取出放入芯片盒, 避光保存于干

燥器中.  
1.2.7 荧光扫描、数据处理和统计学分析: 将
玻片放入扫描片夹中, Agilent扫描仪扫描芯片, 
获得荧光图像, 提取杂交信号, 以管家基因为

内参照对Cy3和Cy5的原始提取信号进行均衡

和修正. ImaGene3.0软件分析Cy3和Cy5两种

荧光信号的强度和比值, 以芯片中密度值5×
108以上的数据点为有效数据, 数据导入分析软

件Genespring, 用Background subtraction based 
on negative controls和per spot and per chip 

Intensity dependent normalization(non-linear or 
LOWESS normalization)方法标准化, 计算得到

ratio值(两种荧光Cy5与Cy3的比值); ratio值大

于2或小于0.5的数据点为存在显著性差异表达

的基因点, 以此为筛选标准, 筛选出差异表达 
基因. 
1.2.8 生物信息学分析: 利用美国N I H开发的

DAVID系统对差异表达基因进行基因功能富集

分析[3]. 
1.2.9 Real-t ime荧光定量PCR鉴定HSP70基因

表达 引物设计采用Primer premier 5及oligo 6等
生物软件, 引物序列如下: NM_031971 Rattus 
HSP70 192 bp, 上游: 5-gctgatcttgcccttgagac-3; 下
游: 5-caagatcaccatcaccaacg-3. RT制备cDNA溶

液: Microtube管中配制下列模板RNA/引物混

合液, 全量<15 μL, 模板RNA和Oligo(dT)12-18 
Primer(50 μmol/L)的使用量分别为3, 2.5 μL;  
70℃保温5 min后迅速在冰上急冷2 min以上; 离
心数秒钟使模板RNA/引物的变性溶液聚集于

Microtube管底部; 在上述Microtube管中配制下

列反转录反应液: 5 μL 5×M-MLV Buffer, 1.25 
μL dNTP Mixture(各10 mmol/L), 25 U RNase 
Inhibitor(40 U/μL), 200 U, M-MLV(200 U/μL), up 
to 25 μL RNase free dH2O, 42℃保温1 h; 70℃保

温15 min后冰上冷却, 得到cDNA溶液. Real-time 
PCR: Real-time PCR反应体系: 25 μL 2XSYBR 
Mix(with 4 mmol/L Mg2+), 1 μL PCR Forward 
Primer(10 μmol/L), 1 μL PCR Reverse Primer (10 
μmol/L), 0.3 μL Taq DNA Polymerase, 20.7 μL 
ddH2O, 2 μL cDNA. Real-time PCR反应条件见

表1. 

2  结果

2.1 各组大鼠体质量 益气活血组大鼠体质量为

671.25±36.26 g(n  = 3), 正常对照组体质量为

661.00±37.29 g(n  = 3), 二者相比无显著性差异. 
自然恢复组大鼠体质量为603 g(n  = 1). 
2.2 各组大鼠组织病理 自然恢复组，重度增生: 
上皮细胞或呈立方形、不定形, 细胞核明显增

大, 大小、形状不一, 排列紊乱. 腺管结构明显

紊乱, 形状大小和排列极不规则. 益气活血组，

轻度增生: 细胞核稍大, 深染, 呈圆形、卵圆形

或柱形, 排列较密集, 位于细胞基底. 腺管轻度

增生, 管腔稍不规则, 排列稍紊乱和疏密不匀. 
正常组, 细胞核大小均一, 疏密均匀, 腺管管腔

■相关报道
近年来国内学者
在防治萎缩性胃
炎 及 其 癌 前 病
变 的 研 究 中 发
现HSP70基因的
表 达 异 常 ,  证 实
HSP70基因表达
对胃黏膜有保护
作用, 并能促进黏
膜的损伤修复.
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规则, 排列整齐(图1). 
2.3 样品RNA质量检测结果 芯样品RNA电泳检

测, 使用Agilent 2100进行样品质检(样品编号

同上). 该批样品抽提的RNA量足够; 电泳中, 条
带28S>18S, 质检合格, 可以进行芯片实验(表2,  
图2).
2.4 数据统计学分析

2.4.1 聚类分析: 利用stanford大学Eisen Lab开
发的Cluster软件(http://rana.lbl.gov/)进行分层

聚类, 结果表明益气活血组的基因表达谱模式

与自然恢复组反差最大, 提示益气活血组的的

药物疗效可能较好, 聚类的结果表明热休克蛋

白70(heat shock 70 kDa protein, HSP70)及其相

邻的几个基因是自然恢复组和益气活血组反差

最大的区域(图中蓝圈内所示), 提示这几个基

因可能是是益气活血法作用机制较明确的靶标

(图3). 

2.4.2 差异基因列表: 按照设定的数据筛选标

准: Ratio≥2或≤0.5, P <0.05, 益气活血组三张

芯片筛选出的差异基因数目见表3. 益气活血组

三张芯片同时满足Ratio≥2, P <0.05, 或Ratio≤
0.5, P <0.05, 筛选出差异表达基因205个, 其中上

调基因为101条, 下调基因104条, 将上调基因按

RATIO1值降序排列前30位及下调基因按RATIO
值升序排列前30位列出见表4. 
2.4.3 Gene Ontology(GO)富集分析: 差异表

达基因G O分析结果表明, 益气活血法对大鼠

C A G癌前病变的基因表达的影响涉及到多种

生物学过程信号传递及基因调控的改变, 包括

细胞信号和传递类基因、细胞骨架蛋白基因、

细胞外基质类基因、细胞周期相关基因、癌

基因和抑癌基因、细胞凋亡相关基因以及细

胞受体和细胞代谢相关基因等, 从细胞凋亡角

度发现4个上调基因可能与益气活血法作用机

制密切相关, 其中HSP70基因前期研究结果表

明在CAG癌前病变大鼠模型中表达下调, 经活

血化瘀法治疗后, HSP70基因表达上调, 因此

表 1 Real-time PCR反应条件

     
反应步骤    t (℃)         t (S)       循环        荧光信号收集

预孵育     95        120        1     无

     95          20

 扩增            58          25       45     在延伸阶段结束时

                    72          30

溶解     65            0        1     在温度缓慢升高过程中

曲线             95          20 

表 2 样品RNA浓度 (g/L)

     
分组         样品编号     总RNA浓度    纯化后RNA浓度

益气活血组            1               1.88        1.78

               2               2.94        1.33

               3               2.65        1.50

空白对照组          10               3.36        1.26

             11                3.36        1.40

             12               3.26        1.63

自然恢复组          13               2.56        1.24

表 3 三张芯片差异基因数目

     
芯片编号                     55006          55007             55008

上调基因数    566          346                452

下调基因数    706          640                519

■创新盘点
本文运用基因芯
片技术研究活血
化瘀法的作用机
制 ,  筛 选 出 差 异
表 达 基 因 ,  从 基
因功能角度分析, 
HSP70基因是活
血化瘀法防治本
病的目的基因之
一, 为进一步从基
因信号传导通路
上揭示其作用机
制提供了有益的
实验基础. 

A

B

C

图 1 各组大鼠病理图. A: 自然恢复组; B: 益气活血组; C: 

正常组.
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推测H S P70基因可能是益气活血法治疗大鼠

CAG癌前病变较明确的靶基因之一. GO分析

结果与凋亡相关的4个基因见表5; 与凋亡相关

的4个基因在正常对照组的芯片检测中RATIO
值见表6. 表6数据说明, 益气活血组芯片检测结

果中表达上调的4个基因在正常对照组芯片检

测结果中RATIO值在大部分在0.5-1.5之间, 基
因表达无明显上调或下调, 其中18748号芯片

NM_057146基因无表达, 说明与正常对照组比

较, 益气活血法对4个凋亡相关基因表达有明显

影响. 
2.4.4 Real-time PCR验证结果: 所有样本在相

同条件下对内参基因和目的基因进行R e a l-
time PCR验证, 得到CT值, 应用2-ΔCT公式对目

的基因相对表达量进行计算(表7). 结果表明, 
HSP70基因相对表达量在1号样本(0.76)、2号

表 4 益气活血组筛选出的部分差异表达基因列表

     
                                            上调基因                                                                                        下调基因

GenBank                          RATIO1               RATIO2      RATIO3                  GenBank           RATIO1          RATIO2       RATIO3

NM_012564      99.01               44.64      42.37            NM_031821            0.25             0.25          0.32

NM_012657      44.25               38.61      41.84            BI296915                0.23             0.32          0.29

NM_145779      34.25               21.14      25.06            XM_149281           0.23             0.23          0.39

NM_012898      25.00               23.92      22.47            NM_133404           0.23             0.27          0.49

NM_134326      24.15               19.57      21.10            BE095796           0.22             0.32          0.27

NM_012582      22.17               15.43      14.16            NM_031320           0.21             0.32          0.24

NM_013112      19.65                 8.77      15.90            BC017596           0.21             0.15          0.30

NM_031531      19.61                 8.40      11.72            XM_134666           0.21             0.29          0.12

NM_019156      19.46                 8.20      10.13            NM_012552            0.21             0.23          0.18

NM_012901      17.83                 8.13        7.87            BF396698               0.20             0.28          0.29

NM_053469      17.70                 6.85        2.29            AI144892           0.20             0.18          0.21

NM_019184      16.03                 9.90      11.55            BF544595           0.20             0.34          0.07

BQ191104      13.28                 7.14      10.44            NM_012623            0.19             0.17          0.11

NM_080576      13.18                 6.41        6.90            BE118680           0.19             0.14          0.22

XM_342639      12.71                 8.06        8.13            M92076           0.18             0.15          0.22

NM_017233      12.38                 5.56        6.99            NM_023970           0.17             0.15          0.17

NM_053768      12.02                 7.35      13.00            XM_041991           0.17             0.31          0.28

BQ191104      11.86                 6.29      10.28            BE099720           0.14             0.33          0.22

NM_017055      11.81                 5.18        7.19            NM_012847           0.14             0.19          0.13

NM_031971      10.36               11.43        2.75             NM_013034           0.10             0.18          0.36

NM_031543      10.24                 8.47        8.93            NM_152936           0.08             0.06          0.36

NM_020071      10.08                 8.26        6.54            NM_016997           0.08             0.07          0.19

NM_017024        9.62                 4.26        6.80            NM_016997           0.08             0.06          0.13

NM_175837        8.55                 2.93        5.92            NM_012635           0.05             0.06          0.13

NM_030832        8.40                 4.29        7.46            NM_012553           0.04             0.06          0.09

NM_053288        8.26                 5.18        4.03            NM_139086           0.02             0.02          0.06

NM_053617        8.26                 4.88        7.04            NM_173127           0.02             0.02          0.04

NM_030850        8.20                 3.89        7.25            NM_054009           0.02             0.02          0.04

XM_129207        8.20                 3.33        2.42            NM_031502           0.02             0.02          0.03

NM_057146        7.81                 8.70        6.85            NM_013161           0.01             0.02          0.02

表 5 GO分析结果与凋亡相关的4个基因

     
GeneBank ID                     gene title

NM_031971      heat shock 70 kd protein 1a

AI599423          growth arrest and dna-damage-inducible 

NM_057146      complement component 9

NM_134326      albumin

表 6 正常对照组与凋亡相关的4个基因的RATIO值

     
GenBank         RATIO1(10744)   RATIO2(10745)   RATIO3(18748)

NM_031971            0.92 1.08           0.98

AI599423                1.00             0.94           0.81

NM_057146            0.64 0.61           -

NM_134326            1.13 0.96           0.89

■应用要点
HSP70基因表达
异常在萎缩性胃
炎癌前病变的发
病机制中的作用
逐渐受到重视, 从
活血化瘀法影响
HSP70基因表达
的角度深入研究
其作用机制, 为临
床新药研发积累
有益资料. 
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■同行评价
本文应用基因芯
片探讨了益气活
血法中药对CAG
癌前病变的基因
调控情况, 其研究
方法新颖, 研究目
标明确, 具有一定
的学术价值. 

样本(0.81)和3号样本(0.68)比13号样本(0.46)相
对表达量都要高, 分别为13号样本的1.67倍、

1.77倍和1.48倍, 说明经过益气活血法干预治

疗后H S P70基因表达增加 ,  与芯片检测结果 
一致. 

3  讨论

基因芯片技术具有高质量、高效率、高准确性

特点, 一次可同步监测数以千计的基因的变化, 
与传统技术相比, 具有无比的优越性[4]. 良好的

基因芯片实验设计是充分发挥基因芯片技术优

势的前提, 基因芯片技术的生物学重复是减少

或消除误差的常用手段[5]. 近年来发展起来的

Real-time PCR技术具有特异性强、灵敏度高、

重复性好、定量准确、速度快、全封闭反应等

优点, 是分子生物学研究中用于鉴定基因的重

要工具. 本研究运用基因芯片技术检测益气活

血法对大鼠萎缩性胃炎癌前病变基因表达的影

响, 从基因水平探讨益气活血法防治萎缩性胃

炎癌前病变的作用机制, 并通过Real-time PCR

验证基因芯片的结果. 
基因芯片结果显示, 益气活血法对CAG癌

前病变大鼠胃黏膜基因表达有明显影响, 综合

分析三张芯片生物学重复结果, 共筛选出差异

表达基因205个, 其中上调基因为101条, 下调基

因104条, 共同构成了益气活血法影响大鼠CAG
癌前病变的差异表达基因谱. 差异表达基因的

功能分析结果表明, 益气活血法对大鼠CAG癌

前病变的基因表达的影响涉及到多种生物学过

程信号传递及基因调控的改变, 包括细胞信号

和传递类基因、细胞骨架蛋白基因、细胞外基

质类基因、细胞周期相关基因、癌基因和抑

癌基因、细胞凋亡相关基因以及细胞受体和细

胞代谢相关基因等, 从基因水平说明中医益气

活血法对C A G癌前病变的影响是一个复杂的 
过程. 

本实验造模完成时, 基因芯片结果显示, 模
型大鼠HSP70基因表达较正常大鼠下调; 治疗

完成时, 基因芯片结果显示, 益气活血组CAG
癌前病变大鼠HSP70基因显著上调. 基因聚类

分析和富集分析结果提示H S P70基因可能是

益气活血法防治大鼠C A G癌前病变的靶基因 
之一. 

表 7 HSP70基因表达Real-time PCR验证

     
编号       actin     平均值      HSP70      平均值       ΔCT       2-ΔCT

1          19.04     19         22.79        22.71       3.71 0.76

1          18.96         22.63   

2          18.83     19.1         23.05       22.73       3.63 0.81

2          19.37         22.40   

3          20.97     21.015     24.93        24.90       3.88 0.68

3          21.06         24.86   

13        24.52     24.41       28.89        28.86       4.45 0.46

13        24.30         28.83 
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CDC10 (cell division cycle 10. S.cerevisiae. homolog)
Sinmilar to RIKEN cDNA 2400003C14 (LOC307833), mRNA
protein tyrosine kinase 2
double-stranded RNA-bindine protein p74
Transcribed sequence with weak similarity to protein pir:CGHU1A 
(H.sapiens) CGHU1A collagen alpha 1
Ubreaulated by 1.25-dihydroxyvitamin D-3
Transcribed sequences

Similar to RIKEN cDNA 1110033G07 (LOC362087), mRNA

Similar to cleavage and polyadenylation specific factor 5; cleavage 
and polyadenylation specific fac

retinol bindine protein 4
Similar to GROWTH ARREST AND DNA-DAMAGE-LNDUCIBLE 
PROTEIN GADD45 GAMMA (LOC291005), mRNA
Similar to Spir-1 protein (LOC307348), mRNA
mvelin and lvmohocvte protein
Similar to Tho2 (LOC313308), mRNA
heat shock 70kD protein 1A
PKC-delta binding protein

Unknown (protein for MGC: 72616)
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Peroxisome proliferator activated receptor. gamma
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图 3 益气活血组基因表达谱的局部聚类图. 
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图 2 使用Agilent 2100生物分析仪采用荧光毛细管电泳法对样品RNA检测的结果. 横坐标代表时间, 纵坐标代表荧光强度, 

较高的两个波峰分别代表18S和28S; 其中: A-C: 益气活血组; D-F: 正常对照组; G: 自然恢复组;.
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HSP70对胃黏膜亦具有保护作用, 并能促进

黏膜的损伤修复[6]. 正常胃黏膜上皮完整性的维

持有赖于细胞增生和凋亡的动态平衡, 而凋亡

调控基因蛋白的异常会影响这一动态平衡[7], 导
致胃黏膜细胞凋亡和增殖的异常[8]. HSP70是重

要的凋亡凋控因子. Liu et al发现难辨梭状芽孢

杆菌毒素A诱导肠黏膜上皮细胞凋亡; 上调肠

黏膜细胞内源HSP70水平, 能保护细胞线粒体

功能, 抑制凋亡通路的激活[9]. 细胞表面的Fas/
Apo-1受体和他们的配体相结合是诱导凋亡的

重要原因, HSP-70的表达可能提供一种能够包

裹自身和外来抗原的新的免疫物质,从而使细胞

避免凋亡[10-11]. 研究发现, 细胞内HSP70水平的

增高可通过阻断信号通路, 抑制应激诱导的蛋

白激酶38和JNK(junn-terminalkinase)激活, 从而

减少细胞凋亡. 线粒体可能是细胞选择死亡(炎
症扩大)或凋亡(炎症受限)的关键细胞器, HSP70
对线粒体的保护作用可能是HSP70的重要的抗

凋亡机制[12]. 在金属弹簧、高盐热糊及反流的胆

汁和十二指肠液等致病因素的刺激下, 大鼠胃

黏膜从正常胃黏膜细胞→浅表性胃炎→萎缩性

胃炎→肠上皮化生→异型性增生, 其凋亡率逐

渐升高[13]. 芯片结果表明益气活血法干预治疗后

HSP70基因上调, 且与Real-time PCR基因鉴定结

果一致, HSP70基因表达上调抑制细胞凋亡及其

通路的激活可能是其治疗CAG癌前病变的机制

之一. 
CAG癌前病变大鼠胃黏膜HSP70基因表达

较正常大鼠下调, 分析其原因, 可能有以下几

点: (1)与胃黏膜营养供应不良有关: CAG癌前病

变胃黏膜血流减少[14]或局部胃黏膜营养供应失

调, 蛋白营养不良能削弱HSP70转录调控因子

HSF-1活性, 抑制HSP70 mRNA合成[15]; (2)与表

达HSP70的细胞减少有关: 长期的黏膜损害导致

胃黏膜细胞死亡, 腺体丢失. HSP70表达水平和

黏膜损伤程度呈负相关[16-17]. 
CAG癌前病变属中医“胃痞”范畴, 其病

位在胃, 与肝脾关系密切, 病性属虚实相兼, 病
程绵长, 病情迁延反复难愈, 胃为多气多血之

腑, 气行则血行, 气虚则血瘀, 日久则影响气血

运行形成气虚血瘀证, 临床上中医运用益气活

血法治疗CAG癌前病变取得了较好的疗效, 能
够改善胃黏膜血液循环, 促进胃黏膜病变的修

复, 这种药理作用可能是HSP70基因上调产生

的效应之一, HSP70基因上调在益气活血法防

治大鼠C A G癌前病变作用机制中可能是一个

重要的环节, 但HSP70基因上调对信息传导通

路和相关基因的调控等方面的机制有待进一步

深入研究. 
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“科技期刊在国家自主创新体系中的作用”专题讨论会在京召开   

本刊讯 为提升我国科技期刊的整体水平, 提高我国科技期刊引领各学科领域自主创新的发展方向, 同时也为

我国科研人员提供一个很好的国际平台, 国家自然科学基金委员会政策局和科学基金杂志社于2008-8-27/28在
北京联合组织召开了第31期《双清论坛》, 论坛主题为“科技期刊在国家自主创新体系中的作用”. 

参会人员有政府管理部门、高等院校、科研院所等机构约40位官员和专家学者, 以及来自国内30多家重

点学术期刊的编辑. 国家自然科学基金委员会王杰副主任全程参加了为期2天的论坛, 并在开幕式的发言中指

出, 我国科学家要将创新成果投向自己的期刊视为己任. 政策局韩宇副局长和科学基金杂志社副主任祖广安分

别介绍了此次论坛的总体要求和特点与定位. 
本次论坛围绕以下6个议题对我国科技期刊在国家自主创新体系中的作用开展了深入讨论: (1)科技发达

国家科技期刊的现状与发展趋势; (2)国际上若干影响力大的科技期刊创业发展案例分析与经验分享; (3)我国

科技期刊在建设创新性国家中所应扮演的角色; (4)我国科技期刊存在的问题与原因分析; (5)我国科技期刊要

从大做到强的具体措施建议; (6)基金委在促进我国科技期刊跨越式发展上所应发挥的作用. 
陈佳洱院士、师昌绪院士和朱作言院士分别作了“为中国科学的发展办好科学期刊”、“我国科技期

刊要从大做到强”和“基金委全力推进我国科技期刊走向世界”的主题演讲. 对于当前科技期刊的发展, 他们

认为, 政府管理部门应引入竞争与淘汰机制, 借鉴国有大企业改革创新的经验, 办好国家级科技期刊, 为国家自

主创新体系建设做贡献. 在国际化方面, 期刊应通过各种渠道与国际大型出版商合作, 向国际性期刊学习, 逐步

实现集团化运作, 扩大自己的影响. 此外, 他们还特别强调了要完善和改革当前的评价体系, 目前用表观的、量

化的论文数量和引用数据来评价科研和论文, 很容易将我国的科研引向歧途. 我们应充分重视“开放存取”

(Open Access, OA)的出版模式, OA出版是当前我国科技期刊发展的理想模式; 科技期刊要注重与新闻媒体的

沟通, 这是提高国民科技素质的重要渠道. 
清华大学生命科学与医学研究院施一公副院长和中国科学院基因组研究所吴仲义所长也分别应邀作了

专题报告. 他们认为当前有大量优秀华人学者, 有着丰富的、潜在的优秀稿源, 不少人还都参与着一些国际上

有重要影响的期刊的工作. 如果有足够的经费支持和强有力的编辑队伍, 我国主办高水平的国际性科技期刊是

可行的. 中国科学院物理研究所王鼎盛院士、国家地震局地球物理所陈运泰院士、中国科协学会学术部杨文

志副部长、中国科学院半导体研究所夏建白院士、中华医学会副会长王海燕教授、北京市肿瘤防治研究所吕

有勇教授、中华医学杂志社游苏宁社长和中国科学杂志社肖宏总经理也特邀进行了专题发言. 
会议还邀请《细胞研究》、《世界胃肠病学杂志》、《亚洲男科学杂志》及《分子植物》四刊编辑部

人员作了典型特邀发言. 他们是国内近几年来出现的国际化程度比较领先的期刊, 他们的共同特点都是主编全

力以赴, 全身心地投入到期刊工作中, 成为期刊的灵魂. 这些刊物都是按照国际通行的办刊模式运作, 但是又各

有特点. 他们的多元化办刊经验很值得国内其他刊物借鉴. 
参会者还就基金委完善和改革当前的评价体系进行了讨论, 他们提出通过追加研究经费以及设立有关加

快科技期刊国际化进程的系列软课题等想法, 为国家自然科学基金委员会提出了中肯的建议. 今天我们有了改

革开放的政策推动, 有了与会者所代表的国家政府部门、科学家群体和期刊编辑们的共同努力, 就没有克服不

了的困难, 我国科技期刊走向国际的梦想也一定会早日实现. (祖广安 2008-10-18)
编辑  李军亮
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Abstract
AIM: To explore the effect of 17-DMAG, an 
inhibitor specific for heat shock protein 90, on 
the growth and apoptosis of gastric cancer cell 
lines SGC-7901. 

METHODS: Human gastric cancer cell lines 
SGC-7901 were cultivated using routine method, 
then treated with different concentrations of 
17-DMAG. Cell proliferation was detected using 
MTT assay, and cell cycle and apoptosis were 
determined using flow cytometry.

RESULTS: 17-DMAG inhibited the prolifera-
tion of SGC-7901 cells in time-dependent and 
dose-dependent manners (F = 241.313, 246.856, 
both P < 0.001). After treatment with 17-DMAG, 

SGC-7901 cell cycle was arrested at G2/M phase, 
and there was significant difference between 
treatment group and control group (F = 231.991, 
P < 0.001). An increase in early apoptosis oc-
curred at 24 hours’ treatment and in late apopto-
sis at 48 hours’ treatment.  

CONCLUSION: 17-DMAG inhibits gastric can-
cer SGC-7901 cell proliferation and thus induces 
apoptosis and accumulation in G2/M phase in 
vitro.

Key Words: Gastric cancer; SGC-7901; Heat shock 
protein 90; 17-DMAG; MTT assay; Flow cytometry

Gao ZJ, Zhao CL, Qiao JB, Zhang XF. Effect of heat shock 
protein 90 inhibitor 17-DMAG on proliferation and 
apoptosis of human gastric cancer cell lines SGC-7901. 
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摘要
目的: 探讨热休克蛋白90(HSP90)功能特异性
抑制剂17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901增殖
及凋亡的影响. 

方法: 体外培养人胃癌细胞SGC-7901, 以不
同浓度的17-DMAG处理后采用MTT法检测
SGC-7901细胞的生长抑制情况, 流式细胞仪
碘化丙啶(PI)染色分析细胞周期分布, 流式细
胞仪及Annexin V-FITC试剂盒监测17-DMAG
对胃癌细胞SGC-7901凋亡的影响.

结果: 不同浓度的17-DMAG对人胃癌细胞
SGC-7901有明显的生长抑制作用, 各组之间
比较(P <0.01)，且呈时效量效依赖关系(F  = 
241.313, 246.856, 均P <0.001). 17-DMAG作用
24 h后胃癌细胞株SGC-7901呈现G2/M期阻滞, 
试验组与对照组比较(F  = 231.991, P <0.001), 
呈浓度依赖关系. 17-DMAG处理胃癌细胞
SGC-7901 24 h早期凋亡细胞增加, 48 h晚期凋
亡细胞增加.

结 论 :  1 7 - D M A G 可 明 显 抑 制 胃 癌 细 胞
SGC-7901的增殖, 使胃癌细胞SGC-7901阻滞
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■背景资料
胃癌是我国高发
肿瘤, 其发病率在
消化道肿瘤中居
于第1位 .其化疗
效果一直不尽如
人意, 毒副作用严
重, 不敏感或很快
产生耐受, 寻找更
加有效的治疗药
物和辅助治疗手
段 ,  乃当务之急 . 
近几年肿瘤的分
子靶向治疗成为
研究的热点. 

■同行评议者
王振宁, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科



于G2/M期, 诱导胃癌细胞SGC-7901凋亡.
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0  引言

热休克蛋白90(heat shock protein 90, HSP90)
是一种分子伴侣, 在保护蛋白质的正确空间结

构、防止其意外降解和保护蛋白质功能方面有

重要意义. HSP90的主要作用是结合已获得3级
结构的蛋白质, 参与这些蛋白质的激活与成熟

过程. 肿瘤的发生是由于癌基因与抑癌基因之

间失衡, 引起细胞的恶性转化, 肿瘤细胞内信号

转导网络失衡, 导致癌蛋白的过度表达. HSP90
在多种肿瘤组织中表达增高[1], 与细胞内信号

转导通路中的信号蛋白相互作用, 维持这些蛋

白的正常结构与功能, 在肿瘤的发生发展中起

重要作用 ,  目前已成为抗肿瘤研究的热门靶 
点[2-3]. 格尔德霉素(geldanamycin, GA)是最早被

发现的HSP90的特异性功能抑制剂, GA和其半

合成衍生物17-AAG以及17-DMAG, 这些小分

子化合物与ATP竞争结合HSP90氮端的结合位

点从而改变HSP90的构象, 使其不能与客户蛋

白(client proteins)及其他小分子蛋白形成复合

体, 抑制其分子伴侣功能, 最终导致客户蛋白降

解, 继而阻止肿瘤赖以生存的信号网络, 导致肿

瘤细胞周期停滞, 诱导肿瘤细胞凋亡[4]. 本实验

通过观察HSP90抑制剂17-DMAG对胃癌细胞株

SGC-7901增殖的影响, 并通过检测细胞周期及

细胞凋亡的改变, 从而为胃癌的分子治疗提供

新的途径.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC-7901由郑州大学药

学院付蕾教授惠赠, HSP90抑制剂17-DMAG购

自美国Sigma-Aldrich公司, 用DMSO溶解后配

成3.2 mmol/L的储存液, 保存于-20℃. 四甲基偶

氮唑盐(MTT)、碘化丙啶(PI)为Sigma公司产品. 
Annexin V-FITC试剂盒购自BD公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SGC-7901细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液, 在37℃、50 
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mL/L CO2孵育箱中培养. 取对数生长期细胞进

行实验, 接种细胞密度为2.5×107/L. 
1.2.2 MTT法测定细胞增殖: 收集对数生长期细

胞, 调整密度以2.5×107/L, 每孔200 μL接种于

96孔培养板, 培养48 h, 实验组加入3.2 mmol/L 
17-DMAG储存液使其终浓度为0.4、0.8、1.6、
3.2、6.4 μmol/L, 以等量含有相同浓度DMSO的

RPMI 1640培养液作为阴性对照, 每组设5个复

孔. 分别培养24、48和72 h后每孔加入5 g/L的
MTT溶液20 μL, 再培养4 h, 弃去上清液, 每孔加

入150 μL DMSO溶解沉淀, 微型振荡仪振荡10 
min混匀, 用酶标仪测定波长490 nm的吸光度值, 
细胞生长抑制率 = (1-实验组A值/对照组平均A
值)×100%. 实验重复3次. 
1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期: 实验组细胞以

2.5 μmol/L和5 μmol/L 17-DMAG作用24 h, 以相

同浓度的DMSO作为阴性对照组. 收集细胞, 以
-20℃预冷的700 mL/L乙醇固定过夜, PBS洗涤2
次后加入碘化丙啶(PI)染液, 4℃避光染色20 min
后,流式细胞仪检测细胞周期. 
1.2.4 流式细胞仪及Annex in V-FITC试剂盒

分析细胞凋亡: 细胞传代进入对数生长期, 达
到80%左右, 随机分组, 实验组加入3 μmol/L 
17-DMAG, 对照组加入相同浓度的DMSO分别

于24、48 h收集细胞, 按照Annexin V-FITC试剂

盒说明书操作, 检测凋亡细胞. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进行

统计分析, 试验数据以mean±SD表示, 分析采用

方差分析, 组间比较用SLD法, P <0.05认为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901的生长抑

制作用 17-DMAG抑制胃癌细胞SGC-7901的
生长, 分别以0.4、0.8、1.6、3.2、6.4 μmol/L 
17-DMAG处理SGC-7901细胞24、48、72 h
后, 细胞生长均呈不同程度的抑制, 并呈浓度

依赖与时间依赖性(F  = 241.313, P <0.001; F  = 
246.856, P <0.001). 不同浓度和不同时间抑制率

之间差异显著(24 h: 8.8±4.3, 20.9±8.6, 35.5±
3.3, 50.1±3.9, 53.9±7.4, P <0.01; 48 h: 25.9±
9.2, 42.2±4.1, 49.9±5.6, 64.3±2.4, 70.4±2.8 
P <0.01; 72 h: 37.8±4.9, 52.6±6.6, 60.2±7.5, 
79.3±3.6, 86.3±2.2, P <0.01, 表1, 图1). 
2.2 17-DMAG对胃癌SGC-7901细胞周期的影响

流式细胞仪分析表明, 17-DMAG作用24 h后胃

www.wjgnet.com

■研发前沿
HSP90功能性抑
制 剂 1 7 - A A G 和
17-DMAG近几年
成为肿瘤分子靶
向研究的热点, 在
乳腺癌、卵巢癌
和前列腺癌等肿
瘤细胞系中得到
证 实 ,  并 进 入 Ⅰ
期临床实验研究, 
但在胃癌研究不
多, HSP90抑制剂
17-DMAG的应用
能否为胃癌的靶
向治疗提供新的
途径是本研究的
方向.

■相关报道
HSP90抑制剂抑
制肿瘤细胞信号
转导通路中的多
种蛋白, 实现多点
攻击, 干扰肿瘤细
胞周期、诱导细
胞凋亡、抑制肿
瘤浸润、新生血
管形成和肿瘤转
移, 从多方面达到
抑制肿瘤生长, 最
终治愈肿瘤的目
的. HSP90功能性
抑制剂17-AAG和
17-DMAG在乳腺
癌、卵巢癌和前
列腺癌等肿瘤细
胞系中得到证实, 
并进入Ⅰ期临床
实验研究, 并且在
多种肿瘤细胞中, 
其研究进入体内
研究阶段.
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癌细胞SGC-7901出现G2/M期阻滞, 随浓度的增

大其阻滞作用增强. 对照组G2/M期细胞为9.2%
±0.85%, 2.5 μmol/L实验组G2/M期细胞增加到

14.5%±0.62%, 5 μmol/L实验组G2/M期细胞增

加到19.9%±1.95%. 实验组与对照组比较, 差异

显著(F  = 231.991, P <0.001, 图2, 表2).
2.3 17-DMAG对胃癌细胞株SGC-7901凋亡的影

响 Annexin V-FITC染色, 流式细胞仪分析表明3 
μmol/L 17-DMAG作用24 h后, Annexin V+/PI-细

胞由4.57%增加至15.17%. 3 μmol/L 17-DMAG
处理48 h后Annexin V+/PI-细胞增加至26.24%; 晚
期凋亡Annexin V+/PI+增加至21.10%. 实验组与

对照组差别显著(图3).

3  讨论

基因的不稳定性导致肿瘤的发生, 尽管细胞的

恶性转化仅需要某些特定的基因的改变, 肿瘤

细胞的遗传可塑性使他们能够对具体的针对

细胞信号转导途径中某一环节的分子靶向药

物失去反应, 甚至产生耐药. 大多数实体瘤患

者, 当其被诊断为肿瘤患者时, 其体内的基因已

有多种改变, 足以对抗单一的分子靶向治疗药

物. 1999年Kaelin首先提出了多点攻击(multi-hit 
modality)理论. 该理论的核心是利用某一靶位

实现对信号通路的多点阻断, 从而摧毁肿瘤细

胞赖以生存的整个信号通路网络. 因此寻找有

效的靶位是这一理论应用于肿瘤治疗的关键[5]. 
肿瘤细胞经常面临生存环境的剧烈变化, 如缺

氧、酸中毒、医源性化疗和放疗等, 在这种环

境下仍然有肿瘤细胞生存. 剧烈的环境变化导

致细胞蛋白的损伤, 考虑到分子伴侣保护受损

的细胞蛋白, 而且近年研究发现, 细胞信号转导

通路中的许多蛋白是HSP90的客户蛋白. HSP90
在肿瘤的发生进展及转移过程中发挥了重要作

用. 因此通过抑制HSP90这一靶点, 进而抑制肿

瘤细胞信号转导通路中的多种蛋白, 实现多点

攻击, 干扰肿瘤细胞周期、诱导细胞凋亡、抑

■创新盘点
本 实 验 选 用
HSP90功能性抑
制剂17-DMAG, 
其 与 G A 和
17-AAG比较, 有
更小的肝毒性, 且
水溶性好. 国外报
道其抑制肿瘤生
长效果更好, 更适
合下一步的体内
实验, 有望为肿瘤
的治疗提供新的
途径.

表 1 不同浓度组17-DMAG对胃癌细胞株SGC-7901的生
长抑制作用 (%)

     
17-DMAG             

24 h     48 h               72 h
(μmol/L)

0.4        8.8±4.3          25.9±9.2          37.8±4.9

0.8      20.9±8.6          42.2±4.1          52.6±6.6

1.6      35.5±3.3          49.9±5.6          60.2±7.5

3.2      50.1±3.9          64.3±2.4          79.3±3.6

6.4      53.9±7.4          70.4±2.8          86.3±2.2

表 2 17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901细胞周期的影响

     
分组

                              细胞周期分布(%)

               G0/G1        S            G2/M

对照组

2.5 μmol/L

5.0 μmol/L

bP<0.001 vs  实验组; LSD法分析, dP<0.001 vs  5.0 μmol/L.

81.1±1.20

74.8±1.18

69.2±1.68

  9.7±0.36

10.7±0.56

10.8±0.51

  9.2±0.85

14.5±0.62b

19.9±1.95d

图 2 17-DMAG对胃癌SGC-7901细胞周期的流式细胞
仪分析结果. A: 对照组; B: 17-DMAG 2.5 mol/L组; C: 

17-DMAG 5 mol/L组.
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图 1 17-DMAG对胃癌细胞SGC-7901的生长抑制作用. 
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■应用要点
17-DMAG通过选
择性抑制肿瘤细
胞中HSP90的分
子伴侣功能, 导致
其多种客户蛋白
功能丧失, 抑制肿
瘤细胞生长, 其在
乳腺癌、卵巢癌
和前列腺癌等肿
瘤细胞系中得到
证实, 并进入Ⅰ期
临床. 通过进一步
研究有望在多种
肿瘤分子治疗中
得以应用. 

制肿瘤浸润、新生血管形成和肿瘤转移, 从多

方面达到抑制肿瘤生长, 最终治愈肿瘤的目的[6]. 
HSP90是最丰富的伴侣蛋白之一, 与多种细胞增

殖相关蛋白结合. HSP90在肿瘤细胞中的表达

率是正常细胞的2-10倍[7], 在肿瘤细胞的生长和

存活中起重要作用. Paduano et al报道肿瘤来源

的HSP90与17AAG的亲和力是正常组织亲和力

的100倍, 因而HSP90抑制剂能特异性地杀伤肿

瘤细胞[8]. 近几年, 国外研究证实HSP90抑制剂

17-AAG和17-DMAG有效诱导肿瘤细胞死亡已

在乳腺癌、卵巢癌和前列腺癌等细胞系中得到

证实, 并进入Ⅰ期临床实验[9]. 
胃癌是我国高发肿瘤, 其发病率在消化道

肿瘤中居于第1位. 化疗效果一直不尽如人意, 
毒副作用严重, 不敏感或很快产生耐受, 寻找更

加有效的治疗药物和辅助治疗手段, 乃当务之

急. 为了探讨HSP90抑制剂17-DMAG对胃癌细

胞的作用, 我们采用细胞培养技术, 应用MTT法
检测17-DMAG对SGC-7901细胞的生长抑制作

用, 结果表明17-DMAG能明显抑制SGC-7901
细胞的生长 ,  且呈显著的浓度-作用时间依赖

性. 17-DMAG抑制细胞生长, 诱导肿瘤细胞凋

亡, 是通过抑制HSP90的功能, 干扰信号转导蛋

白HER2、Raf、Ras、Akt、STAT等, 而且通过

干扰肿瘤细胞内端粒酶(tolemerase)的稳定, 达
到对肿瘤细胞的生长抑制作用[2-3]. 流式细胞仪

检测细胞周期发现, 17-DMAG阻滞SGC-7901细
胞于G2/M期, 且浓度越高其阻滞作用愈强. 我
们推测17-DMAG作为HSP90抑制剂可能通过

抑制HSP90的分子伴侣功能, 干扰多种细胞周

期蛋白的功能(如CyclinA、CyclinB和CDK1), 
使胃癌细胞SGC-7901停滞于G2/M期. 在预试

验中我们发现17-DMAG阻滞SGC-7901细胞

于G2/M期, G2/M期凋亡的二倍体亚峰与S期或

G0/G1重合, 故本实验中我们应用phoenixflow流

式细胞仪分析软件分析时没有分析凋亡的二倍

体亚峰, 我们应用流式细胞仪Annexin V-FITC
染色单独监测胃癌细胞S G C-7901的早期凋

亡和晚期凋亡, 试验结果更为可靠. 本实验中, 
17-DMAG作用SGC-7901细胞24 h, 早期凋亡细

胞明显增加, 作用48 h不仅晚期凋亡细胞增加, 
而且早期凋亡细胞亦有增加. 细胞凋亡是一个

严密完整的程序化死亡过程, 受凋亡抑制蛋白

(inhibitors of apoptosis proteins, IAPs)调节. 我
们推测17-DMAG通过抑制HSP90功能, 使客户

蛋白survivin、livin表达下调, 诱导肿瘤细胞凋

亡, 同时其通过抑制STAT信号转导及突变P53
诱导胃癌凋亡[3,10], 这也是我们下一步研究的方

向. 当增大药物浓度至6 μmol/L作用48 h发现大

部分SGC-7901细胞漂浮死亡, 细胞结构消失, 以
3 μmol/L 17-DMAG作用72 h发现, 亦发现大量

SGC-7901细胞死亡, 提示细胞凋亡是17-DMAG
抑制肿瘤生长的一个重要方式 ,  不是唯一途

径. 国外文献报道17-DMAG通过有丝分裂灾难

(mitotic catastrophe)引起肿瘤细胞死亡. Schwock 
et al [11]在研究HSP90抑制剂对宫颈癌细胞的凋亡

作用时, 发现17-DMAG可以引起宫颈癌细胞反

常有丝分裂, 导致部分肿瘤细胞死亡. 
总之 ,  1 7 - D M A G通过阻滞胃癌细胞

SGC-7901细胞周期, 诱导细胞凋亡, 抑制胃癌细

胞生长, 有望为胃癌的分子靶向治疗提供新的

途径. 
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Abstract
AIM: To study the protective effect of Picroside 
Ⅱ on L-02 cell damage induced by oxidative 
stress.

METHODS: L-02 cells damage induced by hy-
drogen peroxide (H2O2) were chosen to establish 
the model of hepatocellular oxidative stress. The 
proliferation of L-02 cells was observed using 
3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltet-
razolium bromide (MTT) assay. The apoptosis 
of L-02 cells was detected using Annexin-V/
propidium iodide, propidium iodide stain flow 
cytometry (FCM). The mitochondrial mem-

brane potential (△Ψm) was analyzed by rhoda-
mine123 stain FCM and the level of reactive oxy-
gen species (ROS) in L-02 cells was determined 
using dihy-drohodamine123 stain FCM.

RESULTS: 0.6 mmol/L H2O2 induced L-02 cell 
apoptosis, increased intracellular accumulation 
of ROS, decreased mitochondrial membrane po-
tential. After treatment with 0.05, 0.5, 5 mmol/L 
Picroside Ⅱ, H2O2-induced apoptosis in L-02 sig-
nificantly reduced (30.8% ± 9.09%, 10.2% ± 9.82%, 
8.2% ± 7.10% vs 42.8% ± 8.28%, all P < 0.01). At 
the same time significantly reduced were H2O2-
induced intracellular accumulation of ROS and 
mitochondrial membrane potential. 

CONCLUSION: Picroside Ⅱ has protective ef-
fect on L-02 cell damage induced by oxidative 
stress and the effect might be attributed to its 
removal of ROS and increased △Ψm level.

Key Words: Picroside Ⅱ; Oxidative stress; L-02 
cells; Mitochondrial membrane potential; MTT as-
say; Flow cytometry

Gu W, Fan XJ, Wu J, Niu ZQ. Protective effect of Picroside 
Ⅱ against H2O2-induced damage in L-02 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 3274-3278

摘要
目的: 探讨胡黄连苷Ⅱ(picroside Ⅱ)对氧化应
激损伤L-02细胞的保护作用. 

方法: H2O2损伤的L-02细胞作为氧化应激损
伤模型, MTT法检测细胞增殖状况, 膜联蛋
白(Annexin-V)和碘化丙啶(PI)染色流式细胞
术(flow cytometry, FCM)检测细胞凋亡, 罗
丹明123染色F C M检测细胞线粒体膜电位
(mitochondrial potential membrane, △Ψm), 
双氢罗丹明123染色FCM检测细胞内活性氧
(reactive oxygen species, ROS)的含量. 

结果: 0.6 mmol/L H2O2可诱导L-02细胞凋亡, 
细胞内ROS浓度增加, 细胞线粒体跨膜电位明
显下降. 预先经过0.05, 0.5, 5 mmol/L浓度的胡
黄连苷Ⅱ处理后, H2O2诱导的L-02细胞凋亡明

®

■背景资料
肝损伤是指各种
有 害 因 子 如 病
毒 、 药 物 、 毒
物、缺氧、自由
基、免疫因素等, 
直接或间接损伤
肝脏, 造成肝细胞
的炎症、坏死或
/和凋亡、纤维化
等一系列病理改
变. 本文研究了西
藏胡黄连的主要
有效成份胡黄连
苷Ⅱ对肝细胞损
伤的保护作用, 并
初步探讨了其保
护机制.

■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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显减少(30.8%±9.09%, 10.2%±9.82%, 8.2%
±7.10% vs  42.8%±8.28%, 均P <0.01), 同时明
显减弱H2O2对细胞内ROS浓度和线粒体跨膜
电位的影响.

结论: 胡黄连苷Ⅱ对氧化应激损伤L-02细胞具
有保护作用, 其机制可能与降低细胞内ROS含
量, 进而抑制△Ψm的降低有关.

关键词: 胡黄连苷Ⅱ; 氧化应激; L-02; 细胞线粒体

膜电位; 甲氮甲唑蓝法; 流式细胞术
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0  引言

胡黄连为常用中药材之一, 其味苦性寒, 为玄

参科植物胡黄连或西藏胡黄连的根茎, 有明显

的保肝利胆作用. 胡黄连化学成分主要分为三

类: 环烯醚萜类, 葫芦素类和酚甙类, 另外还含

有少量的甘露醇, 胡黄连醇, 胡黄连甾醇, 香荚

兰乙酮及芳香酸等, 其中胡黄连苷Ⅱ(picroside 
Ⅱ C23H28O13分子质量512)为环烯醚萜甙类的主

要有效成分, 他有明显的保护肝脏损伤、抗氧

化、调节免疫等作用[1-3]. 但是他的抗肝损伤的

药理作用还不是很清楚, 本研究采用细胞培养

的方法, 探讨胡黄连苷Ⅱ对双氧水(H2O2)导致的

肝细胞(L-02细胞株)的损伤的保护作用及其抗

氧化损伤的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 流式细胞仪(EPICS ELITE ESP, Beckman 
Coulter), CO2培养箱(Sanyo), 倒置生物显微镜

(Olympus), 全自动酶标仪(BIO-TEK ELX800), 
25 c m 2细胞培养瓶、96孔培养板 (C o r n i n g 
Incorporated). DMEM培养基(Gibco, Grand Island, 
NY, USA), 小牛血清(兰州民海生物有限公司), 
Annexin V-FIFC细胞凋亡检测试剂盒购于凯基

生物科技发展有限公司, 琼脂糖, 溴化乙锭(EB), 
甲基噻唑蓝(MTT), 二甲基亚砜(DMSO)购于

Sigma(St. Louis, MO, USA), 胡黄连苷Ⅱ(picroside
Ⅱ, 批号111596-200402)标准品、购于中国药品

生物制品检定所, 胡黄连苷Ⅱ用无血清培养液

(DMEM)溶解. 罗丹明123(Rhodamine123, Rh123, 
用DMSO溶解配成1 g/L, 于-20℃冻存备用)、
双氢罗丹明123 (Dihydrohodamine123, DHR, 用
DMSO溶解配成1 mol/L, 于-20℃冻存备用)购于

Sigma. 人肝细胞细胞株L-02, 来自ATCC, 四川大

学教育部移植免疫重点实验室细胞室保种. 细胞

接种在含100 mL/L小牛血清的DMEM培养液中, 
在37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法检测: 将稀释为含5 ×106/L个细胞

的细胞悬液接种于96孔培养板中, 100 μL/孔, 待
细胞长成对数生长期, 即可用于实验. 选择长成

对数生长期的细胞, 换去原培养液, 加入不同

药物浓度(0, 0.05, 0.5, 5 mmol/L)的胡黄连苷Ⅱ

100 μL/孔, 37℃, 50 mL/L CO2条件下培养3 h, 然
后加入含H2O2 1.2 mmol/L的培养液100 μL/孔,
使H2O2终浓度为0.6 mmol/L. 继续培养1 h, 造成

H2O2损伤模型. 每个浓度作3个复孔, 分别培养

24、48、72 h 后, 每孔加2 g/L MTT 20 μL, 再培

养4 h, 倾去培养液, 加DMSO 100 μL/孔, 待甲臜

完全溶解后, 用酶联免疫仪在波长570 nm处读

取吸光度(A 570). 取3孔A值的均数按公式计算细

胞生存率: 细胞存活率 = (A -A 空白)/(A 模型-A 空白) 
×100%. 重复3次.
1.2.2 磷脂酰丝氨酸外翻分析法(Annexin-V法): 
每瓶2×106个细胞的密度接种在25 cm2细胞培

养瓶中, 培养24 h后, 加入浓度为0(对照组)、
0.05、0.5、5 mmol/L(用药组)胡黄连苷Ⅱ培养

液在37℃, 50 mL/L CO2条件下培养3 h, 加入含

H2O2的培养液, 使其终浓度为0.6 mmol/L, 培
养24 h后, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化细胞, 制成单

个细胞悬液, 收集1×106以上细胞, 用PBS离心

洗涤, 加入500 μL Binding Buffer和FITC标记

的膜联蛋白V(Annexin-V)5 μL和5 μL碘化丙啶

(propidium iodide, PI)在4℃反应30 min, 上流式细

胞仪检测(激发波长: 488 nm; 发射波长: 610 nm). 
1.2.3 细胞线粒体膜电位(△Ψm)的检测: Rh123
是一种可透过细胞膜的阳离子荧光染料, 是一

种线粒体跨膜电位的指示剂. 其在正常细胞中

能够依赖线粒体跨膜电位进入线粒体基质, 荧
光强度减弱或消失. 而在凋亡发生时, 线粒体膜

完整性破坏, 线粒体膜通透性转运孔开放, 引起

△Ψm的崩溃,  Rh123重新释放出线粒体, 从而发

出强黄绿色荧光, 可用流式细胞仪检测, 通过荧

光信号的强弱来检测线粒体膜电位的变化. 因
此, 可通过检测细胞Rh123的荧光强度反映细胞

△Ψm. 药物处理24 h后, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化

贴壁的L-02细胞, 收集1×106细胞用PBS洗2次. 
取储存于-20℃、溶于DMSO的1 g/L Rh123, 用
不含小牛血清的DMEM稀释至10 μg/L, 重悬上

■研发前沿
胡黄连苷Ⅱ能有
效的对受损肝细
胞有保护作用, 本
文对其保肝作用
的机制, 主要是针
对其抗氧化应激
和细胞抗细胞凋
亡方面做了初步
研究. 
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述细胞, 避光于37℃孵育45 min后进行流式细胞

仪测定(激发波长: 488 nm; 发射波长: 525 nm), 
测定数据按流式细胞仪所配置的软件进行数据

处理. 计数10 000个活细胞, 以阳性细胞的平均

荧光强度(mean flourscence indensity, MFI)表示

△Ψm.
1.2.4 细胞内ROS含量的检测[4]: DHR是一种极易

被氧化的亲脂性染料, 可自由进出细胞膜, 进入

细胞后可被ROS(主要为超氧化物、过氧化氢和

过氧化亚硝基)氧化成一种具有正电荷、能发出

荧光的Rh123, 并被泵入线粒体内, 从而维系在

细胞内, 经过一定时间的累积, 即可通过流式细

胞仪检出相应的荧光. 药物处理16 h后, 倾去陈

旧培养基, 用无血清的DMEM洗2次, 加入用无

血清的DMEM稀释至终浓度为1 μmol/L的DRH, 
避光于37℃孵育1 h后, 收集细胞, PBS洗1次, 制
成1×108/L的悬液, 上流式细胞仪检测(激发波

长: 488 nm; 发射波长: 525 nm), 测定数据按流式

细胞仪所配置的软件进行数据处理. 每个样品

测定10 000个活细胞, 直方图分析Rh123的平均

荧光强度(MFI), 该值即代表细胞ROS水平.
统计学处理 全部数据经SPSS13.0统计软件

进行统计分析, 数据mean±SD表示, 组间比较用

independent-samptes t检验.

2  结果

2.1 胡黄连苷Ⅱ对L-02细胞无凋亡诱导作用 采
用Annexin-V法染色FCM检测细胞凋亡以了解

胡黄连苷Ⅱ能否直接诱导L-02细胞凋亡. 结果发

现, 0(正常对照组)、0.05、0.5 和5 mmol/L胡黄

苷Ⅱ作用24 h后, L-02细胞的凋亡率分别为1.7%
±8.48%、1.2%±8.21%、0.8%±4.22%和2.2%
±8.43%, 与对照组1.7%±8.48%比较差异无显

著性, 表明胡黄连苷Ⅱ并不诱导L-02细胞凋亡

(图1).
2.2 胡黄连苷Ⅱ对H2O2导致L-02细胞损伤的保护

作用 采用MMT法, 细胞存活率 = (A -A空白)/(A模型

-A空白)×100%, 测不同浓度胡黄连苷Ⅱ对同一浓

度H2O2抑制L-02细胞的生长的情况如图2. 结果

显示, 胡黄连苷Ⅱ可提高L-02细胞H2O2损伤模型

的细胞存活率. 0.5, 5 mmol/L浓度组胡黄连Ⅱ与

H2O2模型组比较有明显差异(P <0.05).
2.3 胡黄连苷Ⅱ对H2O2诱导L-02细胞凋亡的作

用 采用Annexin-V/PI法染色FCM检测细胞凋亡

以了解胡黄连苷Ⅱ对H2O2诱导L-02细胞凋亡的

情况. 如图3所示, 用H2O2模型对照(0.6 mmol/L) 
作用L-02细胞24 h后, 细胞凋亡率为42.8%±

8.28%; 空白对照组细胞凋亡率为1.7%±4.8%, 
0.05 mmol/L胡黄连苷Ⅱ保护H2O2模型24 h; 细
胞凋亡率为30.8%±9.09%, 0.5 mmol/L胡黄连

苷Ⅱ保护H2O2模型24 h; 细胞凋亡率为10.2%±

9.82%; 5 mmol/L胡黄连苷Ⅱ保护H2O2模型24 h; 
细胞凋亡率为8.2%±7.10%. 各浓度组胡黄连苷

Ⅱ和H2O2模型组相比较有明显的差异(P <0.01).
2.4 胡黄连苷Ⅱ对H2O2降低细胞△Ψm的变化 用
胡黄连苷Ⅱ保护用H2O2诱导后的L-02细胞, 采用

Rh123染色FCM检测细胞△Ψm的变化, 观察胡

黄连苷Ⅱ对于细胞的保护作用. 结果如图4所示: 
L-02细胞在H2O2作用24 h后, 细胞的Rh123平均

荧光强度16.4%±3.4%较正常细胞96.2%±3.2%
的明显下降(P<0.01), 可见H2O2可使细胞的△Ψm
下降, 在加入不同浓度(0.05, 0.5, 5 mmol/L)胡黄

■创新盘点
通过体外实验, 探
明了胡黄连苷Ⅱ
保护肝细胞的部
份药理作用, 为今
后做抗病毒实验
打下一定的基础. 
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图 1 各浓度组胡黄连苷Ⅱ对L-02细胞凋亡的影响. A: 正常组; B: 0.05 mmol/L胡黄连苷Ⅱ; C: 0.5 mmol/L胡黄连苷Ⅱ; D: 5 

mmol/L胡黄连苷Ⅱ.
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图 2 胡黄连苷Ⅱ对L-02细胞H2O2损伤模型的作用(MTT法
测定). control: 正常对照组; 0 mmol/L: H2O2模型组. aP<0.05 

vs  H2O2模型组, dP<0.01 vs  正常对照组.
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连苷Ⅱ后, 他的Rh123平均荧光强度较H2O2模

型组明显升高(分别为: 28.9%±5.4%, 46.3%±

7.18%, 53.0%±6.7%, P <0.05), 提示胡黄苷Ⅱ对

H2O2引起的线粒体损伤有明显的保护作用.
2.5 胡黄连苷Ⅱ对H2O2诱导细胞后活性氧的变

化 用胡黄连苷Ⅱ保护H2O2诱导的L-02细胞, 采
用DHR染色FCM检测细胞内的ROS的变化, 以
观察胡黄连苷Ⅱ对这种变化的影响. 结果如图

5所示, 0.6 mmol/L H2O2作用16 h后, L-02细胞

的Rh123平均荧光强度86.7%±11.4%较对照组

1.5%±1.58%明显增强, 表明给以H2O2后, 细胞

内ROS的含量升高. 合用0.05, 0.5, 5 mmol/L胡
黄连苷Ⅱ后, L-02细胞的Rh123平均荧光强度

56.8%±6.48%, 35.8%±15.0%, 25.6%±4.47% 
较H2O2组明显降低, 表明胡黄连苷Ⅱ可清除细

胞内ROS. H2O2模型组与各药物浓度组和正常组

相比有显著性差异(P <0.01).

3  讨论

氧化应激是指由内源性的活性氧(ROS)所致的

细胞毒性损伤. 细胞内氧化系统与抗氧化系统

失衡, 导致ROS在细胞中累积是氧化应激的主要

特征之一. 同时细胞内ROS累积、△Ψm下降也

是氧化应激诱导细胞凋亡的关键因素[5]. 线粒体

内ROS累积, 可直接或间接损线粒体膜, 造成膜

电位下降, 最终引起氧化应激损伤, 他是慢性病

毒性肝炎、酒精性肝病(ALD)、自身免疫性肝

■应用要点
保护肝细胞、减
轻或阻止肝损伤, 
不仅可阻止肝功
能的进行性损害, 
同时也可以逆转
肝纤维化及早期
肝硬化. 因此肝脏
保护在肝病的治
疗中是不可缺少
的, 应采用抗炎保
肝药物作为综合
治疗的措施. 对肝
损伤的治疗是评
价肝病治疗效果
的一个重要的方
面, 因此, 研制开
发有效治疗肝损
伤的药物具有重
要的现实意义.

图 3 各浓度胡黄连苷Ⅱ保护H2O2诱导L-02细胞凋亡的作用. A: 正常组; B: H2O2模型组; C: 0.05 mmol/L胡黄连苷Ⅱ; D: 0.5 

mmol/L胡黄连苷Ⅱ; E: 5 mmol/L胡黄连苷Ⅱ.

1

3

2

4

1                                                       1000

1 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 1

00
0

PMT2 LOG

PM
T4

 L
O

G

A

1

3

2

4

1                                                       1000

1 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 1

00
0

PMT2 LOG

PM
T4

 L
O

G

E1

3

2

4

1                                                       1000

1 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 1

00
0

PMT2 LOG

PM
T4

 L
O

G

D

1

3

2

4

1                                                       1000

1 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 1

00
0

PMT2 LOG

PM
T4

 L
O

G

C1

3

2

4

1                                                       1000
1 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 1

00
0

PMT2 LOG

PM
T4

 L
O

G

B

图 4 胡黄连苷Ⅱ对H2O2诱导的L-02细胞线粒体膜电位降
低的影响. A: 正常组; B: H2O2模型组; C: 0.05 mmol/L胡黄

连苷Ⅱ; D: 0.5 mmol/L胡黄连苷Ⅱ; E: 5 mmol/L胡黄连苷Ⅱ. 
aP<0.05 vs  H2O2模型组, dP<0.01 vs  正常对照组.
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图 5 胡黄连苷Ⅱ对H2O2诱导的L-02细胞内活性氧积累的
影响. A: 正常组; B: H2O2模型组(0.6 mmol/L H2O2); C: 0.05 

mmol/L胡黄连苷Ⅱ; D: 0.5 mmol/L胡黄连苷Ⅱ; E: 5 mmol/L

胡黄连苷Ⅱ. bP<0.01 vs  正常对照组, dP<0.01 vs  H2O2模型组.
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脏疾病(AILD)和非酒精性脂肪肝(NASH)的共同

病理学特征, 其至少在一定程度上可能与肝细

胞和肝脏其他类型细胞的功能障碍或死亡有关, 
并导致疾病的发生和发展[6-7].

本研究结果显示, 胡黄连苷Ⅱ可增加H2O2

损伤后的L-02细胞生存率, 可抑制H2O2诱导L-02
细胞凋亡, 表明胡黄连苷Ⅱ对氧化应激损伤肝

细胞具有保护作用, 与有关文献报道相似[8]. 在
用胡黄连苷Ⅱ作用L-02细胞后, 他的凋亡率和正

常培养的L-02细胞相比较没有显著性差异, 表明

胡黄连苷Ⅱ本身对L-02细胞没有细胞毒性.
线粒体是凋亡过程中一个非常重要的调控

器, 多数凋亡发生过程都伴有线粒体△Ψm的异

常, 表明△Ψm的降低是细胞发生凋亡早期的一

个不可逆改变[9]. 而在凋亡发生时, 线粒体膜完

整性破坏, 线粒体膜通透性转运孔开放, 引起△

Ψm的崩溃, 本研究结果显示, H2O2可降低△Ψm, 
而合用胡黄连苷Ⅱ后, 细胞的△Ψm升高, 表明

胡黄连苷Ⅱ对氧化应激损伤肝细胞的保护作用

可能与他抑制细胞△Ψm降低有关.
真核细胞在有氧呼吸过程中, 一小部分氧

不能被完全还原, 生成了具有较强氧化作用的

ROS, 包括超氧阴离子(O2
2-)、羟自由基(OH)、

过氧化氢(H2O2)
[10]等. 同时细胞内存在一套抗氧

化酶类, 包括超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、

谷胱甘肽过氧化物酶, 能够清除代谢过程中不

断产生的ROS, 使得细胞内ROS处于一个相对稳

定的水平. ROS可引起脂类的过氧化, 蛋白质的

变性, DNA的断裂等等, 可参与一系列炎症和变

性疾病的形成. 近年来还发现ROS还可参与细

胞信号转导, 启动某些基因的表达, 因此细胞内

ROS水平对细胞的基本新陈代谢状态有着重要

的影响[11]. 本研究结果显示胡黄连苷Ⅱ可明显

降低H2O2作用16 h后细胞内ROS含量, 表明胡黄

连苷Ⅱ对氧化应激损伤肝细胞的保护作用可能

与对ROS的清除作用有关, 线粒体是细胞内的

“能量工厂”, 是产生ROS的主要部位, ATP、
ROS、△Ψm三者之间的关系影响线粒体的功

能, 进而影响到细胞的正常结构与功能以及细

胞凋亡的产生与发展, ROS的增加可直接或间接

损伤线粒体膜而使△Ψm降低. 因此, 认为胡黄

连苷Ⅱ对氧化应激损伤肝细胞的保护作用可能

是通过清除ROS进而抑制△Ψm的降低而实现的.
胡黄连苷Ⅱ有明显的抗H2O2对L-02细胞损

伤作用, 其机制可能为: 可减少氧自由基, 从而

发挥抗脂质过氧化损伤作用, 增强细胞本身抗

氧化系统的功能, 从而阻断自由基损伤作用, 可
能是通过保护细胞膜、线粒体膜的作用而达到. 
因此, 胡黄连苷Ⅱ在治疗肝脏疾病方面值得进

一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate expression of mTOR/
P 7 0 S 6 K s i g n a l i n g p a t h w a y i n h u m a n 
hepatocellualr carcinoma (HCC) and to discuss 
its role in the hepatocellular carcinogenesis.

METHODS: Reverse transcription polymerase 
chain reactions (RT-PCR) was employed to 
determine the mRNA expression of mTOR/
P70S6K signaling pathway in cancerous and 
paracancerous tissuess of 20 HCC cases and 
normal healthy liver tissues of 10 cases. The rela-
tionship between expression of the genes mRNA 
in HCC tissues and related clinical parameters 
was analyzed.  

RESULTS: The expression level of mTOR/

P70S6K signaling pathway was markedly higher 
in the HCC tissues than in the paracancerous 
tissues or normal healthy liver tissues (mTOR 
mRNA: 0.594 ± 0.218 vs 0.437 ± 0.156, 0.594 ± 0.218 
vs 0.383 ± 0.081, both P < 0.05; P70S6K mRNA: 
0.610 ± 0.147 vs 0.486 ± 0.162, 0.610 ± 0.147 vs 
0.440 ± 0.141, both P < 0.05). There was a positive 
correlation between mTOR mRNA and P70S6K 
mRNA expression in HCC tissues (r = 0.548, P = 
0.012). There was also a positive correlation be-
tween mTOR mRNA and P70S6K mRNA expres-
sions in paracancerous tissues and the normal 
liver tissues (r = 0.607, 0.737, P = 0.005, 0.015). The 
expression of mTOR/P70S6K signaling pathway 
in the HCC tissues was significantly correlated 
with the pathological grading, the pylic cancer 
embolus, but not with the diameter, level of the 
serous alpha - fetoprotein (AFP), and gender. 

CONCLUSION: The mTOR/P70S6K signaling 
pathway is specifically activated in HCC tissues. 
The mTOR/P70S6K signaling pathway might play 
an important role in the pathogenesis of HCC. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; mTOR; 
P70S6K; Reverse transcription polymerase chain 
reaction

Peng GZ, Wu B, Shan RF, Zhou FQ. Expression and 
clinical significance of mTOR/P70S6K signaling pathway 
in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(29): 3279-3282

摘要
目的: 研究mTOR/P70S6K信号通路在肝细胞
肝癌(HCC)中的表达, 探讨其在HCC发生发展
中的作用及意义.

方法: 用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术
检测20例HCC患者癌组织、癌旁肝组织以及
10例正常肝组织中mTOR及P70S6K mRNA表
达情况; 并分析mTOR及P70S6K mRNA的表
达与相关临床参数的关系. 

结果: mTOR及P70S6K mRNA在HCC组织中
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■背景资料
肝细胞肝癌是人
类常见的恶性肿
瘤之一, 现阶段肝
细胞肝癌的治疗
仍然是一个有待
解决的难题, 迫切
需要寻求新的治
疗方法. 随着对肿
瘤发生的分子生
物学特性的深入
了解, 针对肿瘤发
展特异性生物环
节的分子靶向药
物治疗逐渐被人
们所重视 .

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科



的表达水平显著高于在癌旁肝组织和正常肝
组织中的表达水平(mTOR mRNA: 0.594±
0.218 vs  0.437±0.156, 0.594±0.218 vs  0.383
±0.081, 均P <0.05; P70S6K mRNA: 0.610±
0.147 vs  0.486±0.162, 0.610±0.147 vs  0.440
±0.141, 均P <0.05). mTOR mRNA和P70S6K 
m R N A在H C C组织中的表达呈正相关(r  = 
0.548, P  = 0.012), 且两者在癌旁肝组织及正常
肝组织中的表达亦正相关性(r  = 0.607, 0.737, 
P  = 0.005, 0.015). mTOR及P70S6K mRNA在
HCC组织中的表达水平与病理分期、门静脉
癌栓等明显相关, 而与肿瘤直径、血清AFP 
水平、性别等无明显关系.

结论: mTOR/P70S6K信号通路在HCC中特异
性激活. mTOR/P70S6K信号通路可能在肝细
胞肝癌的发生、发展中起重要作用.

关键词: 肝细胞肝癌; mTOR; P70S6K; 逆转录聚合
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0  引言

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

保守的蛋白激酶, 也是一种重要的信号转导分

子, 参与多种病理和生理过程, 在细胞的生长、

分化、增殖、迁移和存活上扮演了重要的角

色. P70S6激酶(P70S6K)是mTOR的直接作用底

物, 被mTOR磷酸化后激活, 从而控制含5'-TOP
结构的mRNA的翻译[1-4]. 越来越多的研究证明, 
mTOR/P70S6K信号通路在细胞的生存、生长与

增殖中起中心调控作用, 他所介导的信号转导

通路的异常与多种恶性肿瘤有关, 已成为肿瘤

治疗的新靶点[5-11,14]. 本研究通过RT-PCR观察肝

细胞肝癌中mTOR/P70S6K信号通路的表达情况

及在肝细胞肝癌发生发展中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 标本及一般资料: 2007-04/2008-04我院

手术切除的新鲜肝细胞肝癌标本20例, 均取相应

癌旁组织作对照, 和10例正常肝组织分别放入

冻存管立即置于液氮中, 存储于-80℃冰箱. 男性

16例, 女性4例, 年龄29-70岁, 平均年龄47.75岁, 
诊断均经病理学检查证实. 所有患者均为第1次
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手术, 术前未接受放疗、化疗. BIOZOL总RNA
提取试剂盒(杭州博日科技有限公司), BIORT
逆转录扩增(RT-PCR)试剂盒(杭州博日科技有

限公司), mTOR引物(上游引物批号02116, 下游

引物批号02117)、P70S6K引物(上游引物批号

02118、下游引物批号02119)以及β-actin内参引

物(上游引物批号37496﹑下游引物批号37495)均
为上海生工生物工程技术服务有限公司产品, 焦
碳酸二乙脂(DEPC, BBI公司, 批号DB0154)溴化

乙锭(EB, TaKaRa公司)琼脂糖, 无水乙醇, DNA 
Mark(DL2000, TaKaRa公司), GeneAmp 5700型
PCR仪(美国应用生物系统公司), 凝胶电泳成

像系统(Transilluminator公司), 紫外分光光度计

(Cary-50)(澳大利亚Varian公司).
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR检测: (1)总RNA提取及cDNA合

成: 按BIOZOL总RNA提取试剂盒说明进行提

取组织总RNA, 逆转录合成cDNA按BIORT逆
转录扩增(RT-PCR)试剂盒说明进行. (2)聚合酶

链反应(PCR): 引物设计参考文献[12-13], 由上

海生工生物工程有限公司合成, 引物序列及合

成的产物大小见表1, 引物及其合成产物的正

确性, 均在NCBI网站进行了BLAST验证(网址: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). (3)PCR: 按
BIORT逆转录扩增(RT-PCR)试剂盒说明进行. 反
应总体积25 μL. 10×PCR Buffer 2.5 μL, dNTP 
Mixture(10 mmol/L)0.5 μL, 每管加入mTOR上
下游引物或者P70S6K上下游引物各0.5 μL, 上
下游内参各0.5 μL, Taq mixDNA polymerase0.5 
μL, RT产物2.5 μL, ddH2O 17 μL. PCR反应条件: 
94℃ 3 min预变性; 94 ℃ 30 s, 60℃ 30 s和72℃ 
90 s, 共经过35个循环反应. 所得PCR产物在含

溴化乙锭的1.5 g/L的琼脂糖凝胶中电泳分离, 然
后用凝胶成像系统分析结果. 
1.2.2 结果判断: 用目的基因/看家基因两电泳条

带的单位面积内的灰度比值来反映目的基因的

相对表达水平. 目的基因相对表达水平 = (目的

基因灰度值-背景灰度值)/(看家基因灰度值-背
景灰度值). 

统计学处理  对半定量RT-P C R结果应用

SPSS11.5软件统计, 两两比较用t检验, 两因素

的相关分析用直线相关分析(Pearson相关系数). 
P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 提取RNA的结果 所得RNA琼脂糖凝胶电泳

显示5S, 18S, 28S三条清晰条带, 再经紫外分光

www.wjgnet.com

■相关报道
Qi et al 研究发现
在转基因小鼠的
胆囊组织中存在
m TO R / P 7 0 S 6 K
信 号 通 路 活 化 , 
m TO R信号通路
的抑制剂雷帕霉
素 能 明 显 减 少
BK5.erbB2小鼠胆
囊腺癌的发生率, 
研究还发现人胆
囊腺癌组织中存
在mTOR/P70S6K
信号通路活化. 侯
桂琴 et al 研究发
现食管鳞癌细胞
系EC9706中存在
mTOR/P70S6K信
号通路并且处于
激活状态, 雷帕霉
素能明显促进细
胞凋亡并抑制该
通路激活, 从而间
接抑制翻译的进
行.

■研发前沿
mTOR/P70S6K信
号通路在细胞生
长中的作用尤为
重要.他可以整合
营养-氨基酸、能
量-ATP、生长因
子等所激发的信
号 通 路 ,  参 与 基
因转录、蛋白质
翻译、核糖体生
物合成和细胞凋
亡等多项细胞功
能.许多肿瘤都伴
有m TO R信号通
路 调 节 异 常 ,  与
肿瘤发生密切相
关的多种生理过
程如细胞生长增
殖 ,  细 胞 周 期 调
控, 细胞迁移等都
受到mTOR调控 , 
Cyclin D, c-myc等
多种癌基因的表
达在翻译水平也
受到mTOR调控.
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光度仪测定A 260/A 280及RNA浓度, 取A 260/A 280值

在1.8-2.0者用于RT-PCR反应.
2.2 H C C及相应癌旁组织以及正常肝组织中

mTOR, P70S6K mRNA的表达情况 mTOR mRNA
在HCC组织中的表达水平(0.594±0.218)明显高

于癌旁组织(0.437±0.156)及正常肝组织(0.383±
0.081, P<0.05). P70S6K mRNA在HCC组织中的表

达水平(0.610±0.147)明显高于癌旁组织(0.486±
0.162)及正常肝组织(0.440±0.141, P<0.05, 图1-2).
2.3 HCC、癌旁肝组织及正常肝组织中mTOR、
P70S6K表达的相互关系 在mRNA水平mTOR、
P70S6K在HCC(r  = 0.548, P  = 0.012)癌旁组织(r  
= 0.607, P  = 0.005), 及正常肝组织(r  = 0.737, P  = 
0.015)均呈正相关(表2).
2.4 HCC中mTOR、P70S6K mRNA的表达与临

床参数的关系 mTOR﹑P70S6K mRNA在HCC
中的表达均与门脉癌栓﹑病理分级明显相关

(P <0.05), 与性别﹑肿瘤直径﹑AFP无明显相关

(P >0.05,表3).

3  讨论

随着对肿瘤发生的分子生物学特性的深入了解, 
针对肿瘤发展特异性生物环节的分子靶向药物

治疗逐渐被人们所重视. 肝细胞肝癌通常在进展

期才被诊断出来, 目前还没有有效的化疗方法. 

新近的研究发现, 一部分调控细胞生长的信号途

径功能紊乱是导致这一肿瘤表型的主要原因. 因
此, 以这些信号途径为治疗靶的化疗方法逐渐被

人们重视起来, 包括mTOR/P70S6K信号途径.
mTOR是一种非典型的丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶. 分子量大小为289 kDa. mTOR基因位于

人一号染色体短臂36.2位点. mTOR的C末端与

PI3K的催化结构域高度同源, 因此又属于磷脂

酰肌醇激酶相关蛋白家族(phos-phatidylinositol 
kinase-related kinases, PIKKs). P70S6激酶

(P70S6K)是mTOR的直接作用底物. mTOR被

PI3K/Akt信号传导通路介导的增生信号激活后, 
磷酸化激活P70S6激酶, 后者又使40S核糖体蛋

白S6磷酸化, S6磷酸化使40S亚单位参与活跃

的多核糖体翻译, 从而增加包括编码核糖体蛋

白、延长因子、胰岛素生长因子Ⅱ在内的含有

5末端寡聚嘧啶的mRNAs的翻译.
mTOR信号通路在细胞生长中处于核心地

位, mTOR信号传导通路活化可以抑制多种刺激

诱发的细胞凋亡, 促进细胞周期进展, 从而促进

细胞的生存和增殖, 同时参与血管形成, 在肿瘤

的形成中扮演重要角色, 并参与肿瘤的侵袭和

转移[1-5].
mTOR不仅对细胞正常生长增殖起着重要

作用, 而且与正常细胞向癌细胞转化以及癌细

表 1  mTOR、P70S6K基因的引物序列

     
基因                                  引物序列(5'-3')       扩增片段长度(bp)

mTOR                 上游: CTG GGA CTC AAA TGT GTG CAG TTC  

            下游: GAA CAA TAG GGT GAA TGA TCC GGG           537

P70S6K            上游: TAC TTC GGG TAC TTG GTA A

            下游: GAT GAA GGG ATG CTT TAC T          188

β-actin            上游: TCC TCC CTG GAG AAG AGC TA

            下游: TCA GGA GGA GCA ATG ATC TTG   302

图 1   mTOR mRNA RT-PCR扩增产物表达. 1: HCC组织; 2: 

癌旁肝组织; 3: 正常肝组织; 4: Marker.

mTOR

β-actin

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

1           2          3         4

β-actin
P70S6K

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

1           2          3         4

图 2   P70S6K mRNA RT-PCR扩增产物表达. 1: 正常肝组织; 

2: 癌旁肝组织; 3: HCC组织; 4: Marker.

■应用要点
本 研 究 证 实
mTOR/P70S6K
信号通路在HCC
中 特 异 性 激 活 . 
mTOR/P70S6K
信号通路可能在
肝细胞肝癌的发
生、发展中起重
要作用. 为HCC的
分子靶向药物治
疗提供一定的理
论基础.

■创新盘点
关 于 m T O R /
P70S6K信号通路
在肝组织中的活
化情况以及与肝
细胞肝癌关系的
报 道 尚 少 见 .  本
研究运用RT-PCR
检测正常肝组织, 
癌旁组织及HCC
组 织 中 m T O R /
P70S6K信号通路
的 表 达 情 况 ,  并
分析其与HCC临
床病理参数之间
关 系 ,  以 期 了 解
mTOR/P70S6K信
号通路在HCC发
生中的作用.
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胞的生长, 增殖密切相关. 许多肿瘤中存在有编

码mTOR信号通路相关蛋白的基因突变, 这些蛋

白的表达异常可引起mTOR通路的过度激活. 已
有研究表明, 乳腺癌﹑白血病﹑小细胞肺癌﹑

泌尿系肿瘤等均存在该信号通路的失调[5-11].
在本实验中, mTOR﹑P70S6K在肝细胞肝

癌组织中的表达水平显著高于在癌旁肝组织和

正常肝组织中表达水平, 说明肝细胞肝癌中存

在异常活化的mTOR信号通路, 而且mTOR的表

达水平越高, mTOR下游的重要靶点P70S6K表

达水平亦越高, 呈正相关, 从而使细胞中蛋白合

成越快, 即细胞生长越快, 这又进一步加速了细

胞的恶化. 本实验还发现mTOR/P70S6K信号通

路在肝细胞肝癌中的表达与门脉癌栓及病理分

级明显相关, 而与性别﹑AFP﹑肿瘤直径无明显

相关. 本研究结果说明mTOR信号通路的激活在

肝细胞肝癌的发生发展中具有重要地位, 为肝

细胞肝癌的分子靶向治疗提供一定的理论依据.
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■同行评价
本研究设计合理, 
方法可行, 结果可
靠 ,  研 究 内 容 重
要, 提供了一些有
意义的信息, 为肝
细胞肝癌的分子
靶向治疗提供一
定的理论依据.

表 3 mTOR及P70S6K mRNA与临床参数的关系

     
临床参数            n        mTOR mRNA P70S6K mRNA

性别   

    女            4    0.651±0.167 0.604±0.108

    男          16    0.580±0.231 0.612±0.158

AFP(μg/L)   

    >400          12    0.623±0.199 0.629±0.150

    <400            8    0.552±0.251 0.583±0.148

门脉癌栓   

    有          5    0.784±0.187 0.733±0.088

    无        15    0.531±0.193 0.570±0.142

肿瘤直径(cm)   

    ≤5          7    0.497±0.266 0.617±0.227

    >5        13    0.647±0.146 0.607±0.092

病理分级   

    iv             7    0.734±0.167 0.745±0.145

    i-iii        13    0.519±0.209 0.538±0.086

表 2 mTOR、P70S6K的相关性

     
分组                 n                      mTOR              P70S6K           r               P

HCC组   20 0.594±0.218  0.610±0.147      0.548           0.012

癌旁组    20 0.437±0.156   0.486±0.162         0.607           0.005

正常肝组织  10 0.383±0.081  0.440±0.141      0.737           0.015
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
obesity and the colorectal precancerous lesion-
adenoma, and to further investigate relationship 
between obesity and colon cancer and its 
prevention and treatment.

METHODS: A total of 539 subjects who under-
went colonoscopy in Tongji Hospital from De-
cember 2006 to December 2007 were selected, and 
divided into the adenoma group (n = 250) and 
the control group (n = 289). Body height, weight, 
waist and hip circumference were measured, re-
spectively. All data were analyzed using logistic 

multi-factors regression. Four adenomatous tis-
sues, pathologically-confirmed as tubular adeno-
ma or tubulovillous adenoma,  2 with BMI > 24, 
WC > 85 cm, and the others with BMI < 24, WC 
< 85 cm, were selected from adenoma group, and 
used to screen the differentially expressed gene by 
Oligo Signal Transduction Pathway Microarray. 

RESULTS: Obesity (by using BMI cut-offs) (ORadj 
= 2.48, 95% CI = 1.19-5.20, P = 0.016) and abdom-
inal adiposity (by using WC cut-offs) (ORadj = 1.75, 
95% CI = 1.15-2.66, P = 0.009) were significantly 
associated with an increased risk of colorectal ad-
enomas, especially in men(ORadj = 4.10 and 1.70, 
95% CI = 1.26-13.31 and 1.00-2.88, P = 0.019 and 
0.019, respectively), but there was no association 
in overweight group. Abdominal adiposity based 
on WHR showed no significant difference. Ge-
nomic hybridization showed 23 differentially ex-
pressed genes between the two groups. Among 
them, there were 6 genes up-regulated in BMI > 
24 group, and 17 genes down-regulated in BMI < 
24 group. Foxa2 was up-regulated, and IL-8 and 
Leptin were down-regulated. 

CONCLUSION: Obesity or abdominal adipos-
ity is positively associated with colorectal ad-
enomas; the risk is highly increased in men. It 
is presumed that there are several abnormally 
expressed factors in the colorectal adenomous 
tissues of obesity. 

Key Words: Obesity; Colorectal adenoma; Epidemi-
ology; Pathway-focused chip

Wang N, Huang ZG, Chen XM, Ye RJ, Wang H, Zhang 
X, Zhang JP. Clinical and molecular mechanism of the 
relationship between obesity and colorectal adenoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 3283-3288

摘要
目的: 初步了解肥胖人群患大肠腺瘤的危险
性, 并进一步深入探讨肥胖与大肠肿瘤的关系
及其防治.

方法: 选择2006-12/2007-12在我院行结肠镜
检查的患者539例, 分为大肠腺瘤组(n  = 250)

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肥胖人群发生大
肠癌的危险性明
显增高, 许多脂肪
细胞因子在肥胖
的大肠癌患者中
表达异常, 而肥胖
与大肠癌的癌前
病变-大肠腺瘤的
相关研究值得重
视.

■同行评议者
王振宁, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科; 刘宝瑞, 教授, 
南京大学医学院
附属鼓楼医院肿
瘤中心



和正常对照组(n  = 289), 测量身高、体质量、

腰围及臀围, 利用多因素Logistic回归进行相
关性分析; 从大肠腺瘤组中选择4例病理为管
状腺瘤或绒毛管状腺瘤的大肠息肉组织, 2例
BMI >24 kg/m2, WC>85 cm; 2例BMI<24 kg/m2, 
WC<85 cm, 进行信号通路功能芯片基因筛查. 

结果: 肥胖或腹型肥胖(以BMI和WC划分)患
大肠腺瘤的调整后OR 值分别为2.48(95% CI: 
1.19-5.20, P  = 0.016)和1.75(95% CI: 1.15-2.66, 
P  = 0.009), 其中男性调整后的OR 值分别为
4.10(95% CI: 1.26-13.31, P  = 0.019)和1.70(95% 
CI: 1.00-2.88, P  = 0.019), 以BMI划分的超重组
差异无统计学意义; 以WHR划分的腹型肥胖
在各种分析中均无统计学意义. 基因芯片杂交
结果显示，两组差异表达的基因共23个, 其中
BMI>24 kg/m2组比BMI<24 kg/m2组表达上调
有6个, 下调有17个, 脂肪细胞因子Foxa2表达
上调, IL-8和Leptin表达下调.

结论: 肥胖或腹型肥胖与大肠腺瘤的发生存
在显著相关性, 肥胖男性的患病风险明显大于
女性; 患大肠腺瘤肥胖人群的腺瘤组织中存
在一些异常表达的因子.

关键词: 肥胖; 大肠腺瘤; 流行病学; 功能分类基因
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0  引言

近年来随着经济发展, 饮食结构的变化, 全世界

肥胖人群的比例逐年上升, 我国的肥胖患者亦

呈迅速增加趋势[1]. 国内外许多大型流行病学资

料显示[2-5], 肥胖人群发生大肠癌的危险性明显

增高, 并有研究发现许多脂肪细胞因子在肥胖

的大肠癌患者中表达异常, 但目前对肥胖与大

肠癌的癌前病变-大肠腺瘤的相关研究国内报道

甚少. 为此, 我们进行了肥胖与大肠腺瘤相关性

的病例对照分析研究, 初步了解肥胖人群患大

肠腺瘤的危险性, 并通过基因芯片探查大肠腺

瘤组织中是否同样存在表达异常的脂肪细胞因

子, 为进一步深入研究肥胖与大肠肿瘤关系及

其防治提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 以2006-12/2007-12在我院行结肠镜检
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查的患者为调查对象, 按照WHO1995年推荐的

方法在行结肠镜前测量被调查者的身高、体质

量、腰围、臀围, 并记录有无糖尿病、吸烟及大

肠癌或腺瘤家族史. 结肠镜下发现大肠息肉且

病理为腺瘤并排除高脂血症及大肠癌史的患者

250例为腺瘤组, 结肠镜证实大肠无病变的就诊

者289例为对照组. 两组人群年龄均在25-88(腺
瘤组平均年龄61.02±12.60; 对照组平均年龄

51.44±12.60)岁之间, 男性271人, 女性268人. 
TrueLabeling-AMPTM线性RNA扩增试剂盒(美
国SuperArray公司); 化学发光检测试剂盒(美国

SuperArray公司); 信号转导通路发现者Oligo基
因芯片(美国SuperArray公司).
1.2 方法 
1.2.1 诊断标准: 体质量指数(BMI, kg/m2)和腰围

(WC)采用中国肥胖问题工作组2003年建议的肥

胖诊断标准, 即24 kg/m2≤BMI<28 kg/m2为超重, 
BMI≥28 kg/m2为肥胖; 男性WC≥85 cm或女

性WC≥80 cm为腹型肥胖(亦称向心性肥胖)[6]. 
腰臀比(WHR)标准采用男性WHR≥0.9或女性

WHR≥0.85为腹型肥胖. 腺瘤根据肠镜下发现

息肉并行病理证实为管状腺瘤、绒毛管状腺瘤

或绒毛状腺瘤而确诊. 
1.2.2 临床标本: 4例结肠镜下切除的病理为管状

腺瘤或绒毛管状腺瘤的大肠息肉组织. 其中2例
BMI>24 kg/m2, 腰围>85 cm为1组, 1名男性, 1名
女性; 2例BMI<24 kg/m2, 腰围<85 cm为另1组, 1
名男性, 1名女性. 肠镜下切除息肉后即刻DEPC
水清洗, 置于液氮中保存. 
1.2.3 芯片杂交检测: TRIzol抽提总RNA, 分光光

度计定量, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完

整性与纯度. 应用TrueLabeling-AMPTM线性RNA
扩增试剂盒对该4例样本进行cRNA扩增, 同时

行生物素标记. 芯片预杂交2 h, 生物素标记的

cRNA样品与GEAhyb杂交液混合旋转杂交过夜, 
洗膜2次, 加入CDP-Star化学发光底物, 晾干膜芯

片, 通过X胶片和扫描仪获得芯片图像, GEArray
表达分析配套软件(GEArray Expression Analysis 
Suite)进行完整的芯片数据分析, 筛选出比值≥

2.0或≤0.5的基因作为差异表达基因.
统计学处理 所有数据资料均用SPSS13.0软

件进行分析, 建立多因素Logistic回归模型进行

相关性分析, P <0.05为差别有统计学意义.

2  结果

2.1 腺瘤组与对照组的基线资料 以BM I划分, 
250例腺瘤患者中94例超重, 26例肥胖, 289例正
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常对照中87例超重, 15例肥胖. 以WC或WHR划
分, 腺瘤组腹型肥胖分别为177例和184例, 正常

组的分别为161例和195例. 两组人群年龄、性

别以及糖尿病、吸烟、家族史等影响因素的分

布情况见表1.
2.2 BMI、WC、WHR与大肠腺瘤的相关性 调
整性别、年龄、糖尿病、吸烟、家族史等多种

影响因素后, 除超重人群发生大肠腺瘤的危险

度未达到统计学差异, 以BMI划分的肥胖(OR  = 
2.48, 95% CI = 1.19-5.20, P  = 0.016)及以WC划
分的腹型肥胖(OR  = 1.75, 95% CI = 1.15-2.66, P  
= 0.009)与大肠腺瘤的发生均呈较高的显著相关

性. 以WHR划分的腹型肥胖人群发生大肠腺瘤

的风险无统计学差异(表2).

2.3 BMI、WC、WHR与大肠腺瘤相关性的性

别差异 男性在调整年龄、糖尿病、吸烟、家

族史等多种影响因素后, 以BM I划分的肥胖组

OR值达4.10(95% CI = 1.26-13.31, P  = 0.019), 以
WC划分的腹型肥胖组OR值达1.70(95% CI = 
1.00-2.88, P  = 0.048), 患大肠腺瘤的危险度显著

增高, 超重组仍未达到统计学差异, 而女性患此

病的危险性小于1. 以WHR划分的腹型肥胖男女

人群发生该病的风险分别均无统计学意义(表3).
2.4 基因芯片杂交 芯片杂交结果见图1, 芯片

数据分析显示两组差异表达的基因共23个 , 
BM I>24组比BM I<24组表达上调的有6个, 表
达下调的有17个 ,  其中与肥胖相关的因子有

FOXA2、IL-8和Leptin, FOXA2表达上调, IL-8
和Leptin表达下调(表4).

3  讨论

本次病例对照研究结果显示, BM I升高的患者

发生大肠腺瘤的危险性明显增高, 尤其是BM I
≥28 kg/m2的肥胖人群, 其患大肠腺瘤的危险度

是正常人的2.48倍(95% CI = 1.19-5.20), 这与国

外大多数研究结果相似[7-9]. Sedjo et al [10]将600名
平均年龄为64岁有或无症状的大肠腺瘤患者按

BMI分成三组, 发现25 kg/m2≤BMI<30 kg/m2组

图  1  两 组 B M I
不 同 者 基 因 芯
片 杂 交 信 号 图 . 
A: BMI>24组芯

片信号灰度; B: 

BMI<24组芯片

信号灰度.

A B

表 1 正常组与腺瘤组的年龄、性别、糖尿病、吸烟、家族史分布情况 (%)

     
  年龄                性别       糖尿病               吸烟       家族史

 ＜40 40-60 ≥60     男    女   有  无 有 无 有 无

腺腺瘤组 13/250   102/250    135/250    163/250    87/250    24/250    226/250    41/250    209/250     11/250   239/250

  (5.2) (40.8) (54.0) (65.2) (34.8) (9.6)       (90.4)       (16.4)       (83.6)         (4.4)      (95.6)

正常组 55/289   168/289     66/289     108/289 181/289   9/289    280/289     27/289    262/289      4/289   285/289

 (19.0) (58.1) (22.8) (37.4) (62.6) (3.1)       (96.9)       (9.3)         (90.7)         (1.4)      (98.6)

总计 68/539   270/539   201/539    271/539    268/539   33/539    506/539     68/539    471/539    15/539   524/539

 (12.6) (50.1) (37.3) (50.3) (49.7) (6.1)      (93.9)       (12.6)        (87.4)         (2.8)      (97.2)

表 2 BMI、WC、WHR与大肠腺瘤的相关性分析

     
   腺瘤发生率(%)      OR (95% CI)1        P 值    OR adj(95％ CI)2 P 值

BMI(kg/m2)     正常  130/317(41.0) 1.00   1.00 

        超重    94/181(51.9) 1.57(1.05-2.36) 0.029 1.47(0.97-2.23) 0.067

        肥胖    26/41(63.4) 2.45(1.17-5.07) 0.017 2.48(1.19-5.20) 0.016

WC(cm)        正常    73/201(36.3) 1.00   1.00 

        腹型肥胖 177/338(52.4) 1.79(1.19-2.70) 0.005 1.75(1.15-2.66) 0.009

WHR        正常    66/160(40.4) 1.00   1.00 

        腹型肥胖 184/379(51.6) 1.20(0.78-1.84) 0.409 1.17(0.76-1.80) 0.483

1调整了年龄和性别; 2调整了可能的混杂因素: 年龄、性别、糖尿病、吸烟、家族史.

■相关报道
Sed jo  e t  a l 研究
发现25 kg/m 2≤

BMI<30 kg/m2组
发生大肠腺瘤的
危险度比BMI<25 
kg/m2组要高, 且
BMI≥30 kg/m2组
发生大肠腺瘤的
危险度更高, 且女
性的相对危险度
高于男性, 并认为
WC是发生大肠腺
瘤的独立危险因
素.
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发生大肠腺瘤的危险度比BMI<25 kg/m2组要高

1.46倍, 而BMI≥30 kg/m2组发生大肠腺瘤的危

险度达到BMI<25 kg/m2的2.26倍. Jacobs et al [11]

对2465例有大肠腺瘤史的患者进行的一项回顾

性研究结果提示BMI≥30的患者再发大肠腺瘤

的危险度增高(OR  = 1.17, 95% CI = 0.92-1.48). 
但亦有相反的观点, Wallace et al [12]进行的一项

调查认为BMI与各病理分期及部位的大肠腺瘤
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表 4 肥胖组较正常组表达上调基因和下调基因

     
因子              全称                  正常组标准值             肥胖组标准值 肥胖标/正常标

ATF2 Activating transcription factor 2  1.8204E-3 5.3992E-3   2.9658E+01

BAX BCL2-associated X protein   7.4304E-5 3.5237E-3   4.7422E+11

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2   2.3220E-3 5.4181E-3   2.3334E+01

FN1 Fibronectin 1    3.0747E-1 6.9380E-1   2.2565E+01

FOXA2 Forkhead box A2    1.1944E-2 5.8879E-2   4.9295E+01

KLK3 Kallikrein-related peptidase 3   3.5870E-2 8.7220E-2   2.4315E+01

BCL2L1 BCL2-like 1    3.4914E-1 1.4864E-1   4.2573E-12

NAIP NLR family,  apoptosis inhibitory protein  8.7864E-3 4.2057E-3   4.7865E-12

CCND1 Cyclin D1     7.8669E-2 3.2603E-2   4.1444E-12

CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9  3.1473E-1 1.2994E-1   4.1286E-12

EN1 Engrailed homeobox 1   1.1108E-2 4.9066E-3   4.4170E-12

IL1α Interleukin 1,  alpha    5.5022E-2 1.7448E-2   3.1711E-12

IL2RA Interleukin 2 receptor,  alpha   4.7090E-2 6.5548E-3   1.3920E-12

IL4 Interleukin 4    1.9040E-2 6.7821E-3   3.5620E-12

IL8 Interleukin 8    7.8034E-1 1.4638E-1   1.8759E-1

LEP Leptin (obesity homolog,  mouse)  2.6489E-2 1.2143E-2   4.5843E-12

MMP10 Matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2) 1.5760E-1 6.4676E-2   4.1039E-12

MYC V-myc myelocytomatosis viral   7.7896E-1 3.1393E-1   4.0301E-12

 oncogene homolog (avian)

PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2  2.8923E-2 6.3653E-3   2.2008E-12

 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)

RBBP8 Retinoblastoma binding protein 8  7.0403E-2 2.0555E-2   2.9196E-12

RBP1 Retinol binding protein 1,  cellular  4.4285E-2 1.8433E-2   4.1623E-12

RBP2 Retinol binding protein 2,  cellular  8.8997E-2 2.1009E-2   2.3607E-12

WISP1 WNT1 inducible signaling pathway protein 1 7.2911E-2 3.4725E-2   4.7627E-12

1上调基因, 肥胖标/正常标≥2; 2下调基因, 肥胖标/正常标≤0.5.

表 3 不同性别的BMI、WC、WHR与大肠腺瘤的相关性分析

     
               男      女

        OR (95%)1 P 值        OR adj(95% CI)2            P 值            OR (95% CI)1           P 值        OR adj(95% CI)2          P 值

BMI(kg/m2)        

    正常    1.00             1.00         1.00   1.00 

    超重    1.49(0.86-2.59)      0.155    1.34(0.76-2.37)      0.314    0.64(0.35-1.18)    0.155    0.67(0.36-1.24)     0.205

    肥胖    4.12(1.28-13.28)    0.018    4.10(1.26-13.31)    0.019    0.89(0.30-2.66)    0.842    0.97(0.32-2.89)     0.954

WC(cm)        

    正常 1.00                          1.00         1.00   1.00 

    肥胖 1.69(1.01-2.82)    0.046     1.70(1.00-2.88)      0.048    0.58(0.28-1.16)    0.124    0.58(0.28-1.18)     0.131

WHR        

     正常 1.00                            1.00         1.00        1.00 

     肥胖 1.27(0.75-2.16)     0.369    1.21(0.71-2.09)      0.482    1.09(0.53-2.25)    0.812 1.05(0.51-2.18)     0.893

1调整了年龄和性别; 2调整了可能的混杂因素: 年龄、性别、糖尿病、吸烟、家族史.

■创新盘点
在临床资料调查
的基础上进一步
行分子水平的研
究, 对肥胖与大肠
腺瘤的关系进行
更深入的研究. 
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的发生均无明显关联. 韩国一项对860例就诊者

行结肠镜筛查的研究亦有相同结论[13]. 本研究

发现肥胖男性的患病风险显著高于女性, 其患

大肠腺瘤的危险度是正常人的4.10倍(95% CI = 
1.26-13.31), 女性在腺瘤患者中所占比例(34.8%)
亦偏少, 也提示男性可能比女性更易患大肠腺

瘤. 这与Morimoto et al [14]研究的结果一致, 他
们按不同病理分型将被调查者分三组, 每组肥

胖男性的OR值在1.6-2.6之间, 女性的OR值在

0.8-1.1之间, 男性均高于女性. Jacobs et al [11]的研

究亦提示男性的患病风险大(OR = 1.36, 95% CI 
= 1.01-1.83), 而女性呈负相关(OR = 0.90, 95% CI 
= 0.60-1.33). 韩国另一项1744例无症状人群肠镜

筛查结果显示高BMI与大肠腺瘤的发生显著相

关, 且认为在70岁之前肥胖男性的患病风险大, 
而70岁以后性别差异不明显[15]. 但Sedjo et al [10]认

为女性的相对危险度高于男性, 产生这种性别差

异的原因目前尚不清楚.
研究显示WC的增大与大肠腺瘤的发生呈

正相关(OR  = 1.75, 95% CI = 1.15-2.66), 而WHR
在各组统计学分析中均无显著统计学差异. 目
前对大肠腺瘤与WC和WHR的相关研究非常有

限. 韩国一项调查研究(n  = 2531)显示代谢综合

征患者患大肠腺瘤的风险增高(OR  = 1.51, 95% 
CI = 1.18-1.93), 认为WC是发生大肠腺瘤的独立

危险因素[16], Sedjo et al [10]的研究亦有类似结论, 
Jacobs et al [11]研究结果提示随着WC的升高患大

肠腺瘤的危险度有升高趋势, 但未达到统计学

差异. Lee et al [17]和Morimoto et al [14]的研究显示

WHR与大肠腺瘤的发生正相关. 而本研究认为

WHR不能很好反映腹型肥胖与大肠腺瘤的相关

性, 这可能与种族差异有关, 或可能臀围受个体

骨盆横径的影响较大, 故认为腰臀比不能很好

代表内脏脂肪堆积的程度.
脂肪组织产生并释放的因子目前已知的

有上百种, 这些因子分属于不同类别的分子家

族, 均具有多种生物学活性. Kim et al [18]对242
例大肠腺瘤患者及631例正常对照组进行研究, 
结果证实患大肠腺瘤的肥胖者血清中I L-6、
TNF-α、CRP均升高. 我们的基因芯片杂交结

果显示在113个标志基因中有6个基因上调和17
个基因下调, 所涉及的信号通路主要是应激通

路、P53通路、PI-3K/AKT通路、Jak/Src通路、

雌激素通路、雄激素通路、Hedgehog通路、

NF-κB通路、Wnt通路、胰岛素通路以及维甲

酸通路等. 这些信号通路具有调节细胞增殖、

抑制凋亡以及细胞分化黏附等功能. 
研究表明, 与肥胖相关的因子有Foxa2、

IL-8、Leptin等. 本研究中, Foxa2(Forkhead box 
a2)在肥胖人群的大肠腺瘤组织中mRNA水平表

达增高. Foxa2是翼螺旋转录因子家族的一个成

员, 在前脂肪细胞中表达, 当出现胰岛素抵抗时, 
Foxa2可被激活, 并与Akt相互作用, 是PI-3K通路

的重要调节因子[19]. 据此我们推测肥胖人群中

存在胰岛素抵抗时, 激活了Foxa2, 从而可能进

一步参与PI-3K信号通路的传导, 促进细胞增殖. 
IL-8亦可由脂肪组织分泌, 已明确其参与了NF-
κB通路激活. 本研究中IL-8在肥胖人群的大肠

腺瘤组织中mRNA表达水平是降低的, 其具体机

制尚需进一步研究. 肥胖基因的表达产物Leptin
可通过多种信号通路途径促有丝分裂和抑制凋

亡, 从而促进结肠肿瘤的生长. Chia et al [20]进行

的一项病例对照研究发现随着血清Leptin的浓

度升高, 男性患大肠腺瘤的危险性升高, 但这种

相关性在女性中不明显. 但亦有研究显示血清

Leptin水平与结肠癌无明显相关性[21]. 我们的芯

片杂交结果中Leptin在肥胖人群的大肠腺瘤组

织中mRNA表达水平是降低的. 既往研究主要集

中在检测大肠癌或腺瘤患者血清Leptin的浓度

以及大肠癌组织中的Leptin表达水平, 经文献检

索未找到对大肠腺瘤组织中Leptin表达水平的

研究结果. 就我们的实验结果推测Leptin在血清

中的作用机制与在腺瘤组织中的机制可能不一

样, 是否存在其他因素干扰了Leptin在腺瘤中的

表达, 使其在大肠癌的前期病变中作用不明显, 
亦或因为我们标本量较少, 存在实验误差. 有学

者[22]研究认为结肠癌组织中高表达的Leptin可
能与胃泌素-胆囊收缩素(cholecystokinin, CCK)
的分泌存在一定关系, 某些胃癌、结肠癌细胞

株的生长可受到CCK和胃泌素的刺激, 而CCK-8
的拮抗剂Y M002可降低炎症性肠病中小鼠

Leptin浓度, 进而缓解炎症程度, 推测结肠癌组

织中Leptin表达水平可能会受到胃泌素-CCK分

泌浓度的影响, 提示结肠癌组织中Leptin表达水

平不一定与肥胖呈正相关.
其他表达异常的因子如Bcl-2、周期蛋白

(Cyclin)D1及COX-2等均为NF-κB信号通路的靶

基因产物, NF-κB信号通路将慢性炎症和肿瘤的

形成联系起来, 还需进一步研究确证. 另外, 在
慢性炎症和实体瘤生长过程中有调节血管生成

作用的趋化因子CXCL9产生于巨噬细胞, 而部

分脂肪细胞因子亦产生于脂肪组织的巨噬细胞, 

■应用要点
本研究初步探讨
肥胖人群患大肠
腺瘤的危险性及
可能的分子学机
制, 为今后进一步
深入研究肥胖与
大肠肿瘤关系及
其防治提供依据.
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提示CXCL9亦可能来源于脂肪组织.
通过本次实验, 我们发现肥胖或腹型肥胖

与大肠腺瘤的发生存在显著的相关性, 肥胖男

性的患病风险明显大于女性. 脂肪细胞因子是

否在肥胖与大肠腺瘤的密切关系中起作用目前

还不确定, 但在肥胖组差异表达的因子与炎症

发生及细胞增殖可能密切相关, 尚需大样本研

究进一步证实.
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Abstract
Multigenes and multigene interaction are involved 
in the development, recurrence and metastasis 
of hepatocellular carcinoma, while aberrant gene 
expression is the significant cause of recurrence 
and metastasis. Researches on gene changes 
and gene interaction in hepatitis, liver cirrhosis 
and hepatocellular carcinoma are important for 
identifying the development, elucidating the 
pathogenesis, and guiding the prognosis and 
therapy of hepatocellular carcinoma. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Gene ex-
pression; Interaction

Wang WL, Gao YT. Advances in genes and gene 
interaction of hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 3289-3294

摘要
肝癌的发生、发展、复发与转移是一个多基

因、多途径相互作用的过程, 基因表达的异常
是肿瘤发生发展以及肿瘤浸润、转移的重要
因素. 研究从正常肝组织到肝炎、肝硬化、肝
癌的发展过程中基因的改变及基因间相互作
用的关系, 对于明确肝癌的发生发展过程, 阐
明肿瘤的发病机制和肿瘤的治疗与预后都有
重要的意义.

关键词: 肝癌; 基因表达; 相互作用
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0  引言

原发性肝癌是世界范围内发病率最高的恶性肿

瘤之一, 也是我国最常见且恶性程度最高的肿

瘤之一. 目前手术切除仍是治疗原发性肝癌的

首选方法. 然而根治性切除后患者的5年复发率

高、转移率高, 这成为肝癌临床治疗的难题. 因
此, 分子水平研究原发性肝癌的发生、发展、

复发、转移的机制, 并针对此寻找有效的早期

诊断指标及治疗措施成为当今肝癌研究中的重

点和难点. 本文就细胞增殖、转移相关的基因

及与其他基因间相互作用的关系作一综述.

1  与肝癌细胞增殖相关的基因

1.1 肝癌中PTEN、ppM1A和Smad2之间的关系 
PTEN是抑癌基因, 分布在肝细胞的胞核、胞

质、胞膜中, 抑癌机制由如下几条途径共同完

成[1]: (1)通过对FAK的去磷酸化抑制细胞转移及

浸润[2]. (2)通过PIP3去磷酸化阻止细胞生长及促

进细胞凋亡[3-4]. (3)通过抑制MAPK细胞传导途

径抑制细胞生长分化[5]; ppM1A分布在胞核、

胞质中, 是丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸激酶PP2C家
族成员, 其调节细胞应激反应如p38, JNK激酶

级联反应[6], ppM1A使磷酸激酶过表达从而激活

抑癌基因TP53/P53[7], 导致细胞周期G2/M期停

滞; Smad2分布在胞核和胞核周围的胞质中, 是
TGF-β信号途径的重要调节因子[8-13], 抑制细胞

生长, 促进凋亡. Wu et al [14]通过Envision免疫组
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化技术检测31例肝癌组织、25例癌旁组织、13
例非癌组织中PTEN、ppM1A、Smad2的表达情

况显示PTEN、ppM1A在癌变过程中从细胞核

转移到细胞质中, Smad2从细胞质转移到细胞核

中, 且Lin et al [15]证明ppM1A能使TGF-β激活的

Smad2/3去磷酸化, 说明ppM1A从细胞核向细胞

质转移将导致Smad2细胞核积聚, 暗示基因分布

位置与肝癌发生有关. 
microRNA-21(miR-21)调节PTEN的表达. 

microRNAs(miRNAs)是非编码RNAs, 调节基

因的表达. Meng et al [16]研究显示miR-21在肝

癌和其细胞系中高表达, 在肝癌细胞系中抑制

miR-21的表达, 增加了PTEN的表达, 减少了肿

瘤细胞增殖、侵入、转移; 增加m i R-21的表

达, 增加细胞的增殖、侵入和转移, 而且正常

肝细胞转染m i R-21前体 ,  增加了细胞运动能

力. miR-21以PTEN为直接靶目标, 调节PTEN
表达, 且miR-21调节PTEN下游的MMP2(matrix 
metallopeptidase 2)和MMP9的表达, 以此促进

miR-21的细胞侵入作用, 由此可见miR-21通过

调节PTEN及依赖PTEN的信号途径促进肝癌的

发生、发展. 
1.2 GPC3 GPC3是glypican家族成员之一, 是细

胞表面蛋白多糖, 调节细胞生长. 目前关于GPC3
调节细胞增殖的报道不一致. Capurro et al [17]报

道GPC3促进PLCPRF-5, HLF肝癌细胞系的细胞

增殖, 而最近报道GPC3在肝癌细胞增殖中呈负

向调节, 通过抑制FGF2介导的细胞增长抑制了

SNU423细胞的表达, 阻碍GPC3表达增加了肝癌

细胞系的增长[18-19]. Kwack et al [20]报道GPC3下调

E-cadherin, 上调MMP-2, 减少了肝癌细胞和I型
胶原和纤维连接蛋白的黏附, 增加细胞迁徙和

浸润, 这与Peters et a [21]报道的GPC3抑制浸润、

转移不一致. GPC3在卵巢癌细胞系、鼠间皮瘤

细胞系、乳腺癌细胞系中沉默而肝癌组织甚至

肝癌患者的血清中可检测到GPC3表达变化. 不
同研究中GPC3调节细胞增殖及基因表达的不一

致可能是由于使用不同的细胞系及不同类型的

肝癌标本. 
1.3 肝癌中P i n1与N e k6的关系  P i n1通过与

NIMA(never in mitosis, gene A)相互作用, 减弱

有丝分裂启动区活性, 调节有丝分裂, 在肝癌中

高表达. Chen et al [22]通过GST pull-down assay、
免疫沉淀和免疫荧光检测40例肝癌标本中Pin1
和Nek6之间的关系, 研究结果表明Nek6抑制

Pin1表达, 减弱有丝分裂, 在细胞周期中起关键
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作用. 在多种癌中已有实验数据证明Pin1与许

多癌蛋白的上调关系密切, 如CyclinD1[23-29]、

β-catenin[30-34]的上调促进细胞增殖, 肝癌中基因

之间的关系也有待证明. 然而现阶段关于Pin1
和Nek6与肝癌和其他肿瘤的关系的研究仅限于

Nek6 mRNA水平, 无商业化的Nek6抗体试剂盒

可利用. 
1.4 CCND1 CCND1蛋白与CDK4/6结合, 激活

CDK4/6的蛋白激酶, 促使Rb磷酸化而释放与

其结合的转录因子E2F, 促进DNA的合成, 加快

细胞由G l期进人S期, 从而导致细胞失控性生

长[35-36]. CCND1在肝细胞癌组织中表达较高, 癌
组织分化程度越低, 其阳性表达率越高, 且与

肝癌侵袭性明显相关[37-40]. Park et al [41]研究表明

在肝炎后肝癌中, 由HBx介导的NF-2/BCL3(B-
cell CLL/lymphoma 3)复合体上调, 该复合体作

用于CCND1启动子从而导致CCND1上调. 通过

小干扰RNA阻止HBx上调BCL3的表达, 最终导

致CCND1下调; 通过p53降解HBx, HBx下调, 使
HBx介导的BCL3、CCND1上调被损害, 说明

HBx介导的BCL3、CCND1上调对肝癌的发生

发展起重要作用. 
1.5 肝癌中KLF6基因变异 KLF6是具有锌指结

构的肿瘤抑制基因, 调节细胞生长的信号转导

途径, 参与细胞分化、细胞增殖、坏死和血管

发生. KLF6通过上调细胞周期抑制因子p21抑制

肿瘤生长, 而癌组织中的KLF6变异体不能上调

p21的表达[42]. Pan et al [43]报道实验中有15%的标

本KLF6发生体细胞突变. 而Boyault et al [44]报道

实验中KLF6即未发现KLF6有体细胞突变, 也未

发现有种系突变. Song et al [45]研究了85例肝癌标

本, 结果显示KLF6的第二外显子无单链构象多

态性, 即没有发现突变; 85例标本中有5例在一

个或多个位点有等位基因缺失; 85例标本中1例
发生甲基化. 对于KLF6变异报道的不一致, 可能

由于肿瘤标本不同, 标本来源的患者种族不同, 
所处的地理位置不同, 危险因素也不同, 以及标

本的肿瘤分级不同. 

2  与肝癌复发转移相关的基因

2.1 ANGPT ANGPT调节内皮与周围间质、

基质间的相互作用 ,  促进血管的成熟性和稳

定性 ,  与肿瘤浸润、复发、转移有关 .  A n g-
1(angiopioetin-1)和Ang-2(angiopioetin-2)是ANG-
PT家族成员. Ang-1与Tie-2(Tyrosine-protein ki-
nase receptor)结合促进自身磷酸化, Ang-2与Tie-2
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■研发前沿
对基因间相互作
用关系的明确将
对基因作用机制
的研究提供帮助.

■相关报道
K w a c k  e t  a l 对
GPC3近几年的研
究成果总结、对
比，发现GPC3下
调E-cadherin, 上
调MMP-2,  减少
了肝癌细胞和Ⅰ
型胶原和纤维连
接蛋白的黏附, 增
加细胞迁徙和浸
润.
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结合抑制自身磷酸化, 大量实验证明Ang-2诱导

血管生成反应[46]. Zhang et al [47]通过RT-PCR法检

测38个患者的肝癌组织和癌旁组织中Ang-1、
Ang-2、Tie-2、VEGF mRNA表达情况以及和临

床的关系, 结果显示Ang-2在肝癌中明显高于癌

旁组织, 有统计学意义; Ang-1与Tie-2 mRNA在

肝癌组织和癌旁组织中无统计学差异; Ang-2、
VEGF、Ang-2/Ang-1与除组织学分级外的临床

病理参数相关. Ang-2/Ang-1与MVD(microvessel 
density)及VEGF正相关. 已有报道证明VEGF、
ANGPT/Tie2系统在正常肺组织恶变为非小细胞

肺癌的过程中起重要的作用[48], 有关其在肝癌发

生发展中的机制有待进一步研究. 
2.2 RhoC RhoC是GTPases的Ras超家族成员之

一, 参与细胞骨架重建, Rho蛋白导致肌动蛋白

和肌球蛋白聚集在黏着斑复合体, 导致肝癌细

胞极性丧失, 增加细胞移动性, 参与肝癌的转

移. RhoC在炎性乳腺癌[49-50], 前列腺癌[51]中高表

达, 在肝癌中RhoC mRNA和蛋白表达水平在转

移病灶和肿瘤血栓处高于原发灶, 参与肝癌的

血管侵入[52-54]. 近期研究表明Rho GTPase参与自

分泌运动因子(autocrine motility factor, AMF)信
号途径[55], Caceres et al [56]通过RT-PCR检测了25
例患者的肝癌组织, 癌旁组织中AMFR, RhoC的
表达, 显示所有标本中均表达AMFR(autocrine 
motility factor receptor)、RhoC, 且肝癌组织中表

达高于癌旁组织; 肝外转移灶明显高于肝内转

移灶; AMFR表达低的患者复发率低, AMFR表
达高的患者复发率高. AMFR与RhoC成正相关

暗示RhoC可能参与AMF信号途径. 以上结果表

明RhoC、AMFR可以作为肝癌的分子标记, 明
确RhoC、AMFR之间的关系将对肝癌的发生机

制提供一定的帮助. 
2.3 RhoA RhoA调节张力丝和黏着斑形成, 在乳

腺癌[57-58]、肺癌[59-60]、头颈癌[61]和卵巢癌[62]中高

表达. Wang et al [63]通过免疫组化技术检测64个
肝癌患者癌组织和正常组织中Rho蛋白的表达

结果显示在恶性组织中染色强, 在良性组织弱; 
通过免疫印迹法和RT-PCR检测显示癌组织中

RhoA mRNA和蛋白质水平明显高于相应的癌旁

组织, 且在伴有静脉浸润、卫星灶损害、PTNM
分期Ⅲ/Ⅳ的肝癌组织中RhoA水平相对较高, 具
有统计学差异, 说明RhoA在肝癌进展、转移中

具有一定的意义. 大量数据已表明在肿瘤组织

中RhoA、RhoC、ROCK(Rho-kinase)蛋白水平

高, 在低分化肿瘤组织和转移的淋巴结中表达

更高, 这些数据说明Rho细胞内信号途径可能决

定了恶性肿瘤的转移潜能, RhoA/Rho-kinase途
径介导的细胞浸润可能与肿瘤进展相关. 

3  与肝癌相关的生长因子

3.1TGF-β TGF-β调节细胞增殖和分化, 参与胚

胎发育调节, 促进细胞外基质形成和抑制免疫

等. 在肿瘤发生初期, 他通过诱导生长抑制途径, 
起到了抑制因子的作用, 然而在肿瘤发生后期, 
TGF-β起到了促进肿瘤血管生成, 促进肿瘤细

胞浸润、侵入、转移和免疫抑制的作用. 目前

已经在前列腺癌[64-65]、乳腺癌[66]、胃癌[67]等肿

瘤中, 发现在其信号转导途径中至少有一个成

分发生改变. TGF-β1是TGF-β的一个亚型, 几乎

参与了所有的病理和生理过程, 如阻止细胞周

期G1期, 抑制细胞增殖, 促进细胞坏死, TGFβ1/
Smads信号通路与肿瘤的发生发展有着密切的

关系[68-69]. TGF-β1逃离了由TGF-β抑制的细胞增

殖, 在肝癌组织中高表达, 在癌旁组织表达相对

较低; 在HBV-DNA阳性组95%表达TGF-β1, 在
HBV-DNA阴性组64%, TGF-β1表达与肝癌分化

程度, 和HBV复制有关[70-71], 但与肿瘤大小, 数量

无关. 外周血中TGF-β1诊断肝癌的敏感性和特

异性分别是90%、94%, 联合AFP能提高检出率

到97%, 因此外周血中TGF-β1mRNA可以作为

HBV诱导的肝癌诊断和预后的生物标记[72]. 
3.2 IGF-Ⅱ IGF-Ⅱ是与胰岛素相关的促有丝分裂

多肽, 调节转录, 是一种胚胎型生长因子, 常常共

表达IGF-Ⅱ和IGF-Ⅰ受体, 在肝癌中高表达[73-74], 
推测其在多种肿瘤细胞中作为一个自分泌因子[75]. 
肝癌被看作是血管多分布肿瘤, IGF-Ⅱ可能是低

氧诱导的血管源性生长因子, 在低氧环境中诱

导VEGF增长, 在人类肝癌细胞中呈时间依赖的

方式增加VEGF mRNA和其蛋白水平, 所以IGF-
Ⅱ可能在肝癌的新生血管形成中起重要的作

用. IGF-Ⅱ中P4活化与HBV基因产物间的关系, 
证实HBV-X蛋白增加, 导致内皮性IGF-Ⅱ表达

增加且病毒复制, 使胚胎型IGF-Ⅱ基因活化, 使
IGF-Ⅱ呈高水平状态[76-77]. HBV-X抗原使Sp1磷
酸化增加与DNA的结合力, 可能是调节IGF-Ⅱ
基因转录和表达的重要机制, 从而在细胞癌变

过程中促进细胞的分裂. IGF-ⅡmRNA在外周血

中的表达与肿瘤分级有关; 肝外转移患者血清

中IGF-Ⅱ mRNA 100%表达, AFP阴性肝癌中有

35%表达IGF-Ⅱ mRNA. 综上诉述IGF-Ⅱ可以作

■创新盘点
从对单个基因的
研究上升到基因
间相互作用的研
究是本文比较新
颖的地方.
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■应用要点
本文对肝癌基因
研究新进展做了
综述, 为今后基因
的研究方向提供
参考. 

为肝癌肝外转移、预后及复发的分子标记[72].

4  结论

尽管基因研究在肝癌中取得了较大进展, 但目

前尚需对以下问题进行深入研究: (1)一些基因

在不同的标本中表达不同, 如GPC3在有些细胞

系中上调, 有些细胞系中下调, 所以关于基因表

达水平及调节机制还需进一步通过体内实验明

确. (2)现阶段多数研究以肝组织为标本, 从诊断

意义上讲, 外周血中基因的检测及其生物学指

标的研究, 将有可能为临床肿瘤的早期诊断、

预后监测及跟踪随访等提供一系列方便、快

捷、特异、无创或微创的分子生物学检测手段. 
(3)进一步通过芯片技术确定基因在不同组织中

的表达情况和基因之间的关系, 对明确基因之

间的相互作用奠定一定的理论基础. (4)每个基

因参与的信号途径及在信号途径中的作用机制

还了解甚少, 许多的研究结果也仅限于实验水

平的推测, 信号途径的明确是我们今后研究的

一大挑战, 信号通路中具体的信号传递过程及

调控环节的详尽研究, 将有助于我们深入理解

细胞间的相互作用以及人体中正常的生理过程

和某些疾病的发生机制. 总之, 通过多方面、多

领域的研究, 阐明肝炎向肝硬化、肝癌发展过

程中的机制对肝癌的预防、诊断、治疗、预后

评估有重要的意义. 
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Abstract
Radioactive seed implantation, especially 125I 
seeds implantation, which has provided an 
effective method for treatment of hepatocellular 
carcimoma (HCC), is attracting more and more 
attention all over the world, but its dosimetry 
need standardizing. Therefore, it is necessary to 
perform the prospective study on the dosimetry 
of 125I radioactive seed implantation and seek 
for the best dosage and seed activity in order 
to enhance the therapeutic efficacy of 125I seeds 
implantation in HCC treatment and protect the 
normal tissues surrounding the tumors. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Radiothera-
py; Brachytherapy; Radioactive seeds; 125I
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摘要
放射性粒子植入为肝癌的治疗提供了一条新
的有效的途径, 尤其是碘-125粒子的应用, 在
世界范围内引起了越来越多的学者的兴趣; 

然而其剂量学上却没有一个统一的标准. 为提
高碘-125粒子治疗肝癌的疗效、保护肿瘤周
围正常组织器官, 有必要对碘-125粒子植入治
疗肝细胞癌的剂量学进行前瞻性研究, 寻找其
最佳处方剂量和粒子的最佳活度.  

关键词: 肝细胞癌; 放射疗法; 近距离放射疗法; 放

射性粒子; 碘-125
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界

上恶性肿瘤的第3大主要死因, 每年有59万余人

死于HCC[1]. 虽然早期HCC通过肝切除、肝移植

能取得满意疗效[2], 但大多数HCC患者确诊时已

是中晚期, 只有10%-20%的患者有根治性手术

的机会. 由于正常肝脏组织对射线的耐受量限

制了放射治疗的剂量, 所以HCC外放射疗法疗

效不佳. 化疗对HCC的疗效也较差[3]. 近20年来, 
人们逐步证实HCC在放射生物学上属于放射敏

感性肿瘤, 加之新型放疗技术和设备的不断出

现, 特别是碘-125粒子植入治疗的应用, 在世界

范围内引起了越来越多的学者的兴趣, 然而其

剂量学上却没有一个统一的标准. 本篇综述将

重点阐述碘-125粒子植入治疗HCC的相关剂量

学研究. 

1  放射性粒子的植入治疗

放射性粒子植入治疗属于组织间近距离放疗范

畴, 由于其拥有局部适形放疗的特点, 从而具有

将最大量的放射线强度发射到肿瘤部位, 而周

围正常组织接受的剂量迅速衰减的潜在优势, 
这样就减少了副反应, 并且在照射过程中, 由于

没有体位和呼吸运动的影响, 肿瘤治疗体积的

丢失几率大为减少. 如果将放射源固定在体内

某位置而又要求给身体的正常组织器官和系统

带来最小的影响, 那么就要求靶区能够得到高
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剂量射线, 导致肿瘤组织的显著性杀伤, 同时对

周围组织的损害最小, 引起的相关急性放射损

伤和远期影响最小. 放射性粒子用于组织间植

入治疗恶性肿瘤已经有近百年历史, 最早应用

于上世纪90年代初. 早期运用的放射性粒子是

高能性核素, 如钴-60、镭-226等, 发射高能γ射

线, 临床上难以防护, 对患者和医护人员都会造

成严重损害, 使其应用受到了限制, 近20年来, 
新型低能放射性核素像碘-125、钯-103等的研

制成功大大拓宽了其治疗范围和适应证. 碘-125
粒子已经应用于多种恶性肿瘤的植入治疗, 如
前列腺癌、胰腺癌、肺癌、口腔颌面部恶性肿

瘤、头颈部恶性肿瘤等[4-9]. 特别是在前列腺癌

的研究领域, 他的临床效果已经被证实是相当

成功的[10-14]. 国内外关于碘-125粒子植入治疗原

发性肝癌的文献报道相对较少, 而关于治疗结

肠癌肝转移的报道并不少见.

2  碘-125粒子与HCC

2.1 碘-125粒子的相关特性 碘-125粒子是密封

型治疗性放射性核素. 其单个粒子活度为0.3-1.0 
mCi, 半衰期60.2 d, 能量为27.4-31.4 keV的X射

线和35.5 keV的γ射线, 在组织中的最大辐射半

径1.7 cm, 既便于保存又易防护, 对患者和医护

人员的伤害也相对轻微, 因而在临床应用于放

射性粒子永久性植入放疗中, 其渐受欢迎. 
2.2 碘-125粒子的相关剂量学 目前, 相关剂量学

问题可以根据其对大群体或个体患者的影响相

对分为“系统性的”和“随机性的”. 影响大

多数患者的系统性变动很少发生, 他包括剂量

测定参数、处方剂量的实施、剂量计算公式的

变动和剂量计算算法的改进. 随机性的变动问

题牵涉到每个具体患者的实施[15]. 迄今为止, 碘
-125粒子植入治疗HCC还没有统一的剂量标准, 
更没有形成系统性规范. 

碘 -125是低剂量率放射性核素 ,  一般为

0.05-0.10 Gy/h, 初始剂量率只有0.0013 Gy/min, 
而组织间植入近距离放疗属于极低剂量率放疗, 
加上γ射线的能量低且衰变非常快, 因此其剂量

分布变化很复杂. 如果需要测定实际剂量分布, 
探测器必须满足以下几个条件: 足够的精确度

和灵敏度以及足够小的体积, 但根据当前条件

来说这很难达到, 所以碘-125粒子源的剂量分布

主要依赖计算而不是测量. 根据公式: D(T) = D(0)

×T1/2×1.443×[1-e-T×0.693/T1/2], D(T)指组织间某

点在植入籽源T小时后的吸收剂量, 单位为Gy; 
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D(0)是指该点在植入籽源时的初始剂量率单位

是Gy/h; T1/2是所用放射源的半衰期, 单位h; e是
自然常数)和D(r) = Sk∧1/r2g(r)Φan, D(r)和g(r)分别指

所计算点的剂量和径向剂量函数, Sk、∧、Φ an

代表空气比释动能强度、各向异性常数和剂量

率常数, r代表所计算的点到籽源的距离, 单位

cm), T小时后某点的吸收剂量与距离籽源1-9 cm
范围内的剂量率可以计算出来[16]. 通常碘-125
粒子永久性植入的临床总活度通过下列方法计

算: (1)平均体积法, 是最经典的手工计算方法, 
也称巴黎公式: 籽源总活度(A, mCi) = 肿瘤平均

径长(d, cm)×K, K为常数, 一般取5, d = (长+宽
+高)/3, 上式又可改写为n = (a+b+c)×5/粒子活

度×3, 式中a、b、c分别为肿瘤的长、宽、高, 
粒子活度为mCi, n为粒子的个数; (2)Power Law
平方法, A = 2.15×d2, A为总活度(mCi), d为平均

径长(cm); (3)治疗计划系统(TPS): TPS是已上市

的计算机软件, 把患者的肿瘤大小和部位的信

息输入该系统, 能计算出该肿瘤所需插植的导

针数、单个粒子活度和粒子总活度, 然后操作

者根据治疗计划把粒子植入到肿瘤内, 并可通

过TPS进行剂量验证, 必要时进行补种以保证瘤

体90%的体积得到90%以上的处方剂量. 值得注

意的是上述方法都是根据前列腺癌设计的, 而
HCC的生物学行为和放射敏感性与前列腺癌并

不完全一致. 当前已有一些治疗计划系统和器

械工具(包括碘-125粒子)开发出来, 适用于多种

实体肿瘤的永久性植入放疗. 
2004-03医用物理学报道了美国医学物理学

家协会(AAPM)关于应用碘-125和钯-103粒子组

织间近距离放疗剂量学的相关建议[16]. 这份更

新的追踪报告主要是为了满足近10年来低能电

子发射近距离放疗源永久性植入治疗显著增长

的需要和在贯彻组织间近距离放疗中精确剂量

学临床理论的需要. 此外, 在近距离放疗剂量学

测定形式和相关参数的准确性以及决定这些参

数的方法上有了实质性改良[17]. 这些建议包括

了剂量计算形式的一些微小改动和在近距离放

疗中广泛应用的8个剂量学测定参数的主要更

新. 对于碘-125植入使用6711型粒子(在公布的

永久性近距离放疗临床实践中应用最广泛的型

号)来说, 没有显著的变化(少于2%)[18-19]. 
当今的碘-125粒子组织间近距离放射治疗

HCC的相关剂量数据绝大多数是从临床实践经

验中得来, 而缺乏前瞻性研究的验证. 和上述的

原因一样, 碘-125粒子组织间植入治疗HCC的
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最佳处方剂量和粒子的最佳活度仍需进一步研

究. Ricke et al [20-22]认为在肝癌瘤体内的平均最

小剂量应达17-18 Gy; Zhang et al [23]陈述了植入

活度为30兆贝克勒尔(MBq, 1 mCi = 37 MBq)的
碘-125粒子, 周边匹配剂量(MPD)大约为100-150 
Gy(1 mCi = 182 Gy), 每个患者植入粒子数在

10-100粒不等. 综合文献, 笔者认为碘-125的单

个粒子剂量一般0.6 mCi较安全, 控制体积剂量

在20-25 mCi是比较安全的, 其间碘-125粒子植

入治疗HCC的关键是设置合理的周边匹配剂量, 
设置在80-100 Gy是合理的, 不仅能够显现出其

微创、高效、副反应少等优点, 而且能尽可能

降低对正常肝细胞的损伤. 
2.3 疗效与副反应 根据Zhang et al [23]碘-125粒子

植入治疗肝癌的报道, 在45例病变中有17例获

得完全缓解(CR), 20例部分缓解(PR), 7例无变

化(NC), 1例进展(PD), 有效率达82.2%; 过程中

出现的副反应包括1例气胸(肺压缩小于30%)、
3例穿刺点出血、5例痰中带血和发热, 植入2 
mo后发生粒子移位的2例, 2 wk后白细胞轻度

减少2例(白细胞计数≥3×109/L), 没有发生大

量出血、胆瘘、胰瘘等严重并发症. Luo et al [24]

报道的碘-125粒子植入治疗肝癌也取得了令人

鼓舞的结果. 相应12、24、36 mo生存率分别为

91.7%, 86.7%, 75.0%, 未发生严重副反应. 虽然

碘-125粒子植入治疗HCC的实践经验不多, 但
其效果与其他的传统放疗方法之间仍可简要

地做一些比较, 如三维适形放疗(3DCRT)、立

体定向放疗(SBRT). 无论是3DCRT还是SBRT, 
肿瘤的固定化(由于呼吸运动导致相关器官的

移动 [25])必须被充分考虑, 而对于碘-125粒子

植入治疗HCC而言不存在呼吸运动的影响. 在
过去15年内 ,  美国密西根州大学群体已经进

行了大批三维适形放射治疗肝癌的实验研究.  
1996-04/2003-04, 128名患者接受了适形超分

割放疗联合肝动脉灌注5-氟尿嘧啶. 38例(30%)
出现3-4级毒性, 5例(4%)出现放射诱导性肝病

(RILD), 35例肝细胞癌患者中位生存期为15.2 
mo[26-27]. Méndez Romero et al治疗了11例Child分
级为A或B中的8例, 对肝细胞癌患者而言, 初始

局部控制率为82%, 精确的1年和2年总生存(OS)
率分别75%和40%. 在HCC组中, 1例(Child B级)
由于肝功能衰竭和感染发展为5级毒性, 提示对

Child B级肝硬变患者的治疗必须谨慎[28]. 无论

结果如何, 碘-125粒子植入与3DCRT和SBRT治

疗HCC疗效的相关数据仍需要在随机对照试验

(RTC)中才能进一步验证.

3  结论

现代近距离放射疗法通过设定广泛适用的相关

剂量学阈值来获得最大化的生存率和最小化的

死亡率, 已成为恶性肿瘤的有效治疗手段, 要保

证既定的安全性和有效性, 必须恰当的履行近

来的相关剂量学一致性报告和质量保证程序. 
碘-125粒子组织间植入治疗HCC既能提高

靶区的照射剂量又能降低周围正常组织的照射

范围, 还可以提高肿瘤的局部控制率和患者的

生存率, 为HCC的治疗提供了一条新的思路和

有效的治疗途径, 然而其剂量学仍未形成国际

一致性意见. 现在的碘-125粒子植入治疗HCC相
关数据仍就基于临床经验, 而没有通过前瞻性

大样本多中心随机实验研究的验证, 最佳处方

剂量和粒子的最佳活度仍需进一步探讨. 如何

去研究上述问题, 如何制定出适用于碘-125粒子

植入治疗HCC的精确的科学的剂量学标准将是

我们将来工作中的重点. 随着研究的进一步深

入, 其前景将更加光明, 治疗方法将更加标准化, 
更加系统化, 其适应证也将更将进一步扩大. 
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Abstract
Latest studies from home and abroad indicate 
that stem cells exist in different adult tissues and 
various stages of individual development. There 
are stem cells not only derived from liver, but 
also from other tissues, such as bone marrow 
and pancreas in liver, which can differentiate 
into mature hepatocyte-like cells f inally. 
Therefore, stem cell replacement therapy offers 
a new way for the clinical treatment of hepatic 
fibrosis in patients with end-stage liver diseases. 
This paper summarizes the progress in treating 
liver fibrosis by stem cells in recent years. 

Key Words: Stem cell; Differentiation; Liver fibrosis; 

Cell therapy

Ding YN, Pan XH, Ma D, Zhu XQ, Pang RQ, Yang RH. 
Progress in treatment of liver fibrosis by stem cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 3299-3302

摘要
近年来国内外研究表明, 在个体发育的不同阶
段及不同成体组织中均存在着干细胞. 肝脏内
不仅存在肝源性干细胞, 还存在其他组织来源
的干细胞(如骨髓干细胞, 胰腺干细胞等), 这
些干细胞最终可以分化为成熟的肝样细胞. 因
此, 干细胞的替代疗法为终末期肝病患者的肝
纤维化治疗提供了新的思路. 本文就近年来干
细胞治疗肝纤维化方面的相关研究进展作一
综述.  

关键词: 干细胞; 分化; 肝纤维化; 细胞治疗
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0  引言

肝纤维化是多数终末期肝病发展的共同阶段, 
这一阶段若得不到有效治疗, 最终会发展为肝

硬化, 甚至导致患者死亡, 因而逆转或延缓肝纤

维化过程是肝病治疗的一个重要环节. 近年来

肝纤维化治疗方面的研究主要集中在如何逆转

或延缓肝纤维化过程以及如何解决功能肝细胞

迅速减少的问题这两个方面. 肝脏移植目前被

认为是治疗肝纤维化的最有效方法之一, 但由

于肝源供应不足、移植费用昂贵、手术风险高

以及移植后并发症严重等限制, 难以推广. 生物

人工肝治疗肝纤维化虽然在很大程度上能够替

代肝脏的部分代谢、解毒等功能, 但是同样存

在异体排斥反应、体外培养细胞受限、解毒有

限等问题, 并不能从根本上解决肝细胞减少的

病理生理过程. 而干细胞在一定条件下可以分

化为肝样细胞, 从而在一定程度上可以逆转和

延缓肝纤维化并补充纤维化过程中损伤的肝细

胞, 为临床终末期肝病治疗提供新的思路. 干细
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胞(stem cells)是具有无限增值和自我更新能力, 
并能产生至少一种高度分化子代细胞的细胞群

体. 主要分为胚胎干细胞(embryonic stem cell, 
ES)和成体干细胞(adult stem cells, ASCs), 而成

体干细胞中的骨髓干细胞又可分为造血干细胞

(haematopoietic stem cells, HSCs)和间充质干细

胞(mesenchymal stem cells, MSCs). 

1  胚胎干细胞

近年来研究表明, 胚胎干细胞具有分化成多种组

织细胞的潜能, 并可在体外诱导分化为人类所需

要的各种组织细胞, 如心肌细胞、胰腺细胞、造

血细胞、肝细胞等[1]. 并能在原始未分化状态无

限繁殖. 因而, 成为细胞替代治疗最合适的细胞

资源[2]. 
胚胎干细胞体外诱导分化为肝细胞的研

究为数不多, 主要集中在研究不同细胞因子干

预、细胞共培养和转基因对肝细胞分化的作用

和多种肝细胞标志物对肝细胞的鉴定等方面[3-5]. 
Ishizaka et al运用贴壁法体外培养大鼠胚胎干细

胞时发现, 不管有无肝细胞特异性生长因子刺

激或是否通过肝细胞核转录因子-3β转染, 胚胎

干细胞在体外均能分化成肝样细胞[6-7]. 蒯小玲  
et al [8]采用胚胎干细胞与肝细胞生长因子(HGF)
共培养 ,  将小鼠胚胎干细胞成功诱导为肝细

胞, 检测有肝细胞特异性标志物表达. 国外Jung  
et al [9]应用组织外植体系证实了FGF1和FGF2能
替代心脏中胚层的诱导效应. 因此, 在向肝细胞

分化中, FGFs可能是向肝细胞诱导的重要启动因

子. Yamamoto et al [10]证实了胚胎干细胞移植能明

显改善由CCl4造成的肝损害. Teratani et al [11]的研

究则表明胚胎干细胞移植对小鼠肝硬化有显著

疗效. 尽管胚胎干细胞研究取得很大成绩, 但是

由于其存在伦理上争议, 使其研究受到限制. 近
几年科学家试图通过新的手段获得具有全能性

的类似胚胎干细胞功能的细胞. 即将成体细胞进

行逆向分化, 使其还原为胚胎干细胞. 国外有研

究证实了成体干细胞逆向分化的可行性[12]. 这一

发现为干细胞逆向分化带来了新的动力.

2  成体干细胞

成体干细胞存在于成人各种组织中, 其基本功

能是提供稳定的内环境, 替代由于损伤和疾病

导致的衰老和死亡的细胞, 即负责生理性更新

正常生理死亡和病理性修复、再生其定居部位

的组织. 大多研究认为成体干细胞具有多向分

化潜能, 不仅可以分化为相应胚层来源的组织
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细胞, 还可以跨胚层分化为其他胚层来源的组

织细胞类型, 比如骨髓间充质干细胞可以分化

为皮肤、血管、神经、肝、胰岛、软骨、肾等

十几种类型的成熟细胞, 其中包括了外、中、

内3个胚层来源的组织细胞. 成体干细胞具有来

源丰富、可塑性强、具有多向分化潜能和便于

体外操作等特点, 而且可以实现个体化治疗, 无
免疫排斥问题, 因此是最具临床应用潜能的种

子细胞. 成体干细胞中的造血干细胞和间充质

干细胞是目前研究最多、来源最为方便的成体

干细胞. 新近的大量研究发现BMSCs可分化为类

肝样细胞, 这为急慢性肝病的治疗带来了曙光. 
2.1 造血干细胞 肝脏与造血之间有着内在的联

系. 在个体发育过程中, 胎肝是主要的造血器

官, 是造血干细胞生存的场所. 在成年个体, 肝
脏是主要的储血器官之一. 因此造血干细胞向

肝细胞横向分化看起来是可行的, 相关的研究

也开展较早. 目前的研究表明, 造血干细胞可以

向肌细胞、肝细胞、神经细胞、肠上皮细胞、

表皮细胞等多种细胞分化. 造血干细胞这种向

在发育上无关的其他系列的细胞类型分化的特

性称为“可塑性”(plasticity)[13]. 多年来, 人们

利用多种表面标记来识别、分离、纯化骨髓和

外周血来源的造血干细胞. 未分化的造血干细

胞和造血祖细胞通常表达c-Kit, CD34和H-2K, 
不表达或者低表达Lin. 通常用于移植的细胞为

CD34Thy-1+Lin-. 骨髓中存在着与肝脏相同标

志(包括c-Kit, CD34, Thy-1+等)的干细胞, 并能

在体外分化为成熟肝细胞表型[14]. 因此, 造血

干细胞作为潜在的细胞来源可能会在肝脏再

生或重建治疗中发挥作用. 例如研究显示在肝

脏严重受损时, 造血干细胞会对肝实质进行一

定程度的修复[15]. CD34造血干细胞可以在体外

诱导分化为肝样细胞, 植入体内可以修复肝损 
伤[16]. Lagasse et al [17]用正常成年小鼠骨髓细胞

移植治疗模型小鼠Ⅰ型酪氨酸蛋白血症, 观察

模型小鼠的生长状况及其肝脏生化功能恢复

情况, 另一组仅用纯化的造血干细胞(C-kithigh、

ThylowLin-、Sca-1)进行移植, 观察其疗效. 结果

发现骨髓中的造血干细胞在体内转分化为肝细

胞, 使小鼠产生供体源造血和肝细胞的再生, 使
受体小鼠肝脏的生化功能得以恢复. 还有学者

则从功能学上进行了证明: 他们将人造血干细

胞或脐血细胞移植入上述老鼠模型, 并在老鼠

血清中发现了人白蛋白并有人mRNA的表达[18]. 

Sakaida et al [19]也证明自体骨髓干细胞移植是治
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干细胞临床应用
前景可观. 但是目
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段, 治疗疾病的原
理尚未研究清楚, 
技术方法还不完
善.
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疗肝病的很好的方法. 但也有研究认为造血干

细胞移植对正常及损伤后肝脏的再生均无作用, 
因此造血干细胞移植治疗肝病尚需严格评估[20]. 
利用HSC的可塑性将体外转分化的肝前体细胞

或HSC由门脉注入患者肝内, 有望维持和改善其

衰竭的肝功能. 
2.2 间充质干细胞 间充质干细胞主要是源于骨

髓的具有高度自我更新能力和多向分化潜能的

成体干细胞. 近年来研究表明, 这些源于中胚层

的骨髓间充质干细胞可以跨越胚层向内胚层

及外胚层的组织、细胞分化. 比如分化为肝细

胞、胆管上皮细胞、内皮细胞、骨骼肌细胞、

心肌细胞、神经元细胞、视网膜细胞等. 研究

者称之为“可塑性”或“横向分化”(transdif-
ferentiation). 骨髓间充质干细胞(bone marrow 
mesenchymal stem cells, BMSC)在特定条件下横

向分化为肝细胞的研究为其移植治疗肝纤维化

提供了理论依据. 
研究发现 ,  骨髓中存在多种可以分化为

肝细胞的细胞亚群, 如KTLS细胞 (Lin-CD45+ 
CD38-CD34+/-)[21]等. 这些细胞亚群涉及多个不

同的表面标志, 代表了骨髓干细胞不同发育阶

段或谱系中的不同分支. 而存在于细胞微环境

中的参与黏附过程的信号分子以及参与正常细

胞发育、分化、成熟的细胞因子对于其向肝细

胞分化起到很大的诱导作用. Petersen et al [22]、

Theise et al [23]和Alison et al [24]的研究表明, 骨髓

干细胞或造血干细胞能够在鼠肝内转化成为肝

卵圆细胞甚至成熟的肝细胞和胆管细胞, 并证

明此现象也同样存在于人类体内. 他们用高浓

度的肝细胞生长因子(HGF)体外诱导大鼠骨髓

细胞, 后用RT-PCR检测发现诱导后的细胞能够

表达AFP、白蛋白及CK8/18等肝前体细胞的特

征性标记. 磁株细胞筛选法分离人或大鼠骨髓

细胞中的β2m-Thy-1+细胞, 同样能够表达肝细

胞的特征性标记[25]. 这些骨髓来源的肝干细胞

(BDHSC)肝内移植后很快可以整合入肝板, 并
最终分化为成熟的肝细胞. 而体外培养时加入

胆汁化血清可促进这些细胞向肝细胞方向分化. 
Inderbitzin et al [26]从鼠骨髓中分离出表达β2-微
球蛋白-/Thy-1+的细胞亚群, 与肝细胞共培养, 结
果发现该细胞亚群的氨代谢提高. 提示该亚群

骨髓干细胞有向肝干细胞分化的能力. 总之, 以
上研究有力证实: 骨髓中确实存在能分化为肝

细胞的干细胞, 直接将其移植到肝脏, 在肝脏微

环境调节下可分化为肝细胞; 将骨髓干细胞作

为肝细胞移植的细胞来源有重要的临床意义. 
2.3 肝干细胞 肝干细胞(hepatic stem cell, HSC)
是指肝脏自身组织中那些具有自我更新并能够

分化为肝细胞和胆管细胞的干细胞(最近有人证

实他也可分化为血管内皮细胞[27]). 肝干细胞的

基本特征可概括为两点: (1)具有多向分化能力, 
可向肝细胞、胆管上皮细胞、肝脏血管内皮细

胞分化. (2)具有自我更新与自我维持能力, 对
肝脏损伤或疾病产生反应并进行修复. 该类细

胞不仅在胚胎肝组织中存在, 而且在成年肝组

织中也存在. 肝内的肝干细胞称为卵圆细胞(he-
patic oval cell, HOC)或小肝细胞[28]. 肝卵圆形细

胞(oval cells)被认为是双潜能的肝干细胞, 研究

表明, 他们还可跨胚层分化为其他组织的细胞

类型, 姚鹏 et al [29]在基础培养液中添加肝细胞生

长因子(HGF)、表皮生长因子(EGF)、胰岛素和

地塞米松, 诱导WB2F344肝干细胞系分化为肝

细胞. Mitaka et al [30]还发现, 当肝星形细胞长入

小肝细胞克隆时, 后者的成熟化被激活, 表现一

系列成熟肝细胞的形态. 现在认为小肝细胞是

肝细胞的前体细胞, 在胚胎发育晚期, 肝母细胞

先分化为小肝细胞, 后者在非实质细胞(如肝星

形细胞)分泌的细胞外基质的作用下分化成熟; 
在成体肝内, 卵圆细胞先分化为小肝细胞, 然后

才能形成成熟肝细胞. 

3  结论

大量实验表明, 不同源性干细胞可以定向分化

为功能肝样细胞, 这就为临床治疗肝病提供了

实验依据. 国内外一些医生应用自体骨髓干细

胞移植来治疗一些终末期肝病, 并获得很好的

疗效, 因此, 干细胞临床应用前景可观. 但是目

前尚处于起步阶段, 治疗疾病的原理尚未研究

清楚, 技术方法还不完善, 这就要求我们在干细

胞培养、扩增、分化等技术层面的进一步提高, 
在干细胞移植要求的细胞数量、活性以及移植

途径选择等应用层面的进一步优化, 在干细胞

移植后临床观察、指标对比及预后等疗效评估

层面进一步完善. 骨髓源性干细胞自体移植用

于肝病只是个好的开端, 相信随着研究的不断

深入, 其他来源的干细胞同样对许多肝脏疾病

有良好的治疗作用. 体外培养的肝干细胞不仅

为生物人工肝提供了一种新的细胞来源, 而且

其细胞移植可以替代坏死的组织, 并刺激受体

组织再生以达自身修复的效果, 同样具有很好

的应用前景. 相信干细胞在肝脏疾病治疗领域

■相关报道
大量实验表明, 不
同源性干细胞可
以定向分化为功
能肝样细胞, 这就
为临床治疗肝病
提供了实验依据.  
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会发挥越来越大的作用, 为终末期肝病患者带

来新的希望. 

4      参考文献
1 Kumar KS, Lefkowitch J, Russo MW, Hesdorffer 

C, Kinkhabwala M, Kapur S, Emond JC, Brown 
RS Jr. Successful sequential liver and stem cell 
transplantation for hepatic failure due to primary AL 
amyloidosis. Gastroenterology 2002; 122: 2026-2031

2 M o r i y a K , Y o s h i k a w a M , S a i t o K , O u j i Y , 
Nishiofuku M, Hayashi N, Ishizaka S, Fukui H. 
Embryonic stem cells develop into hepatocytes after 
intrasplenic transplantation in CCl4-treated mice. 
World J Gastroenterol 2007; 13: 866-873 

3 Jones EA, Tosh D, Wilson DI, Lindsay S, Forrester 
LM. Hepatic differentiation of murine embryonic 
stem cells. Exp Cell Res 2002; 272: 15-22

4 Chinzei R, Tanaka Y, Shimizu-Saito K, Hara Y, 
Kakinuma S, Watanabe M, Teramoto K, Arii S, 
Takase K, Sato C, Terada N, Teraoka H. Embryoid-
body cells derived from a mouse embryonic 
stem cell line show differentiation into functional 
hepatocytes. Hepatology 2002; 36: 22-29  

5 Kuai XL, Cong XQ, Li XL, Xiao SD. Generation of 
hepatocytes from cultured mouse embryonic stem 
cells. Liver Transpl 2003; 9: 1094-1099

6 Ishizaka S, Shiroi A, Kanda S, Yoshikawa M, 
Tsujinoue H, Kuriyama S, Hasuma T, Nakatani K, 
Takahashi K. Development of hepatocytes from ES 
cells after transfection with the HNF-3beta gene. 
FASEB J 2002; 16: 1444-1446

7 Kanda S, Shiroi A, Ouji Y, Birumachi J, Ueda S, 
Fukui H, Tatsumi K, Ishizaka S, Takahashi Y, 
Yoshikawa M. In vitro differentiation of hepatocyte-
like cells from embryonic stem cells promoted by 
gene transfer of hepatocyte nuclear factor 3 beta. 
Hepatol Res 2003; 26: 225-231

8 蒯小玲, 丛笑倩, 李秀兰, 萧树东. 小鼠胚胎干细胞诱
导为肝细胞的研究. 胃肠病学 2003; 8: 6-10

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

10 Yamamoto H, Quinn G, Asari A, Yamanokuchi H, 
Teratani T, Terada M, Ochiya T. Differentiation of 
embryonic stem cells into hepatocytes: biological 
functions and therapeutic application. Hepatology 
2003; 37: 983-993

11 Teratani T, Yamamoto H, Aoyagi K, Sasaki H, Asari 
A, Quinn G, Sasaki H, Terada M, Ochiya T. Direct 
hepatic fate specification from mouse embryonic 
stem cells. Hepatology 2005; 41: 836-846

12 Chen S, Zhang Q, Wu X, Schultz PG, Ding S. 
Dedifferentiation of lineage-committed cells by a 
small molecule. J Am Chem Soc 2004; 126: 410-411

13 程昊钰, 何明生. 造血干细胞的可塑性及其临床应
用的研究进展. 国外医学·内科学分册 2005 ; 32 : 
200-202

14 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

15 Terai S , Sakaida I , Yamamoto N, Omori K, 
Watanabe T, Ohata S, Katada T, Miyamoto K, 
Shinoda K, Nishina H, Okita K. An in vivo model 
for monitoring trans-differentiation of bone marrow 

cells into functional hepatocytes. J Biochem 2003; 
134: 551-558

16 Jang YY, Collector MI, Baylin SB, Diehl AM, Sharkis 
SJ. Hematopoietic stem cells convert into liver cells 
within days without fusion. Nat Cell Biol 2004; 6: 
532-539

17 Lagasse E, Connors H, Al-Dhalimy M, Reitsma 
M, Dohse M, Osborne L, Wang X, Finegold M, 
Weissman IL, Grompe M. Purified hematopoietic 
stem cells can differentiate into hepatocytes in vivo. 
Nat Med 2000; 6: 1229-1234

18 Newsome PN, Johannessen I, Boyle S, Dalakas 
E, McAulay KA, Samuel K, Rae F, Forrester L, 
Turner ML, Hayes PC, Harrison DJ, Bickmore WA, 
Plevris JN. Human cord blood-derived cells can 
differentiate into hepatocytes in the mouse liver 
with no evidence of cellular fusion. Gastroenterology 
2003; 124: 1891-1900

19 Sakaida I, Terai S, Nishina H, Okita K. Development 
of cell therapy using autologous bone marrow 
cells for liver cirrhosis. Med Mol Morphol 2005; 38: 
197-202

20 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

21 Danet GH, Luongo JL, Butler G, Lu MM, Tenner 
AJ, Simon MC, Bonnet DA. C1qRp defines a new 
human stem cell population with hematopoietic 
and hepatic potential. Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 
99: 10441-10445

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

23 Theise ND, Badve S, Saxena R, Henegariu O, Sell S, 
Crawford JM, Krause DS. Derivation of hepatocytes 
from bone marrow cells in mice after radiation-
induced myeloablation. Hepatology 2000; 31: 235-240

24 Alison MR, Poulsom R, Jeffery R, Dhillon AP, 
Quagl ia A, Jacob J , Novel l i M, Prent ice G, 
Williamson J, Wright NA. Hepatocytes from non-
hepatic adult stem cells. Nature 2000; 406: 257

25 Avital I, Inderbitzin D, Aoki T, Tyan DB, Cohen AH, 
Ferraresso C, Rozga J, Arnaout WS, Demetriou AA. 
Isolation, characterization, and transplantation of 
bone marrow-derived hepatocyte stem cells. Biochem 
Biophys Res Commun 2001; 288: 156-164

26 Inderbitzin D, Avital I, Keogh A, Beldi G, Quarta 
M, Gloor B, Candinas D. Interleukin-3 induces 
hepatocyte-specific metabolic activity in bone 
marrow-derived liver stem cells. J Gastrointest Surg 
2005; 9: 69-74

27 Gao Z, McAlister VC, Williams GM. Repopulation 
of liver endothelium by bone-marrow-derived cells. 
Lancet 2001; 357: 932-933

28 Paku S, Schnur J, Nagy P, Thorgeirsson SS. Origin 
and structural evolution of the early proliferating 
oval cells in rat liver. Am J Pathol 2001; 158: 1313-1323

29 姚鹏, 胡大荣, 詹轶群, 许望翔, 李长燕, 杨晓明. 细胞
生长因子体外对大鼠肝干细胞的影响. 中华肝脏病杂
志 2003; 11: 33-36

30 Mitaka T , Sato F , Mizuguchi T , Yokono T , 
Mochizuki Y. Reconstruction of hepatic organoid by 
rat small hepatocytes and hepatic nonparenchymal 
cells. Hepatology 1999; 29: 111-125

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本文对干细胞治
疗终末期肝病的
研究进展进行了
综述 ,  层次清楚 , 
文字简练, 能使读
者对该领域的研
究概况有较清楚
的了解.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年10月18日; 16(29): 3303-3309
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

瘦素和脂联素在慢性肝病中的研究进展

石瑞芳, 郎振为

石瑞芳, 天津市传染病医院 天津市肝病研究所病理科 天津
市 300192
郎振为, 北京市地坛医院病理科 北京市 100011
作者贡献分布: 本文文献检索分析与撰写由石瑞芳完成; 审校由
朗振为完成. 
通讯作者: 石瑞芳, 300192, 天津市南开区苏堤路75号, 天津市
传染病医院 天津市肝病研究所病理科. 
shiruifang1979@yahoo.com.cn
电话: 022-27468193
收稿日期: 2008-08-05   修回日期: 2008-09-10
接受日期: 2008-09-17   在线出版日期: 2008-10-18

Research progress of leptin 
and adiponectin in chronic 
liver diseases   

Rui-Fang Shi, Zhen-Wei Lang  

Rui-Fang Shi, Tianjin Infectious Disease Specialty Hospi-
tal; Department of Pathology, Tianjin Institute of Hepatol-
ogy, Tianjin 300192, China
Zhen-Wei Lang, Department of Pathology, Beijing Ditan 
Hospital, Beijing 100011, China
Correspondence to: Rui-Fang Shi, Tianjin Infectious Dis-
ease Specialty Hospital; Department of Pathology, Tianjin 
Institute of Hepatology, 75 Sudi Road, Nankai District, 
Tianjin 300192, China. shiruifang1979@yahoo.com.cn
Received: 2008-08-05    Revised: 2008-09-10 
Accepted: 2008-09-17    Published online: 2008-10-18

Abstract
Leptin and adiponectin, the main metabolic 
products of adipose tissues, have been implicated 
in a wide spectrum of human diseases. There is 
currently increasing interest in the role of these 
adipokines in the development of chronic liver 
diseases, mostly in patients with nonalcoholic 
fatty liver disease, chronic hepatitis C or cirrhosis. 
According to experimental data, increased 
leptin and decreased adiponectin serum levels 
have been detected initially in patients with 
nonalcoholic steatohepatitis and more recently 
in chronic HCV-infected patients compared 
to healthy controls in most but not all studies, 
while the data on the associations between 
these adipokine levels and the development of 
chronic liver disease are still rather conflicting. 
Therefore, we summarize the progress of leptin 
and adiponectin in chronic liver diseases.

Key Words: Leptin; Adiponectin; Nonalcoholic fatty 

liver disease; Hepatitis C
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摘要
瘦素、脂联素是新发现的重要脂肪因子. 近年
来瘦素、脂联素在NAFLD、丙肝及肝硬化等
慢性肝病中的作用已引起众多学者的关注, 多
数研究发现在非酒精性脂肪肝和丙肝患者中
血清瘦素水平增高而脂联素水平降低, 而这些
脂肪因子在慢性肝病发生发展中的作用还未
完全阐明, 各家报道不一. 本文就瘦素、脂联
素与慢性肝病的研究进展作一综述.  

关键词: 瘦素; 脂联素; 非酒精性脂肪性肝病; 丙肝
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0  引言

脂肪组织的主要作用是储存与动员脂质, 而这

依赖于自分泌细胞因子(即脂肪因子), 这些脂

肪因子调节脂肪生成及氧化甚至参与炎症应

答. 肝脂变是非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, NAFLD)的标志之一, 也是其

他慢性肝病中一种常见的组织学表现[1]. 脂肪因

子首先在NAFLD中被研究, 他代表了代谢综合

症的肝脏表现; 然而最新数据显示在其他肝脏

疾病中也涉及到脂肪因子[2]. 本文就瘦素和脂联

素这两个重要的脂肪因子在慢性肝病尤其是在

NAFLD和慢性丙型肝炎中的研究进展作一综述. 

1  瘦素和脂联素

瘦素是1994年通过定位克隆技术克隆的ob基因

产物, 在循环中以游离和结合型两种形式存在. 
瘦素受体分为长型、短型受体两个亚型, 在所有

外周组织包括肝脏都能发现瘦素受体[3]. 长亚型

受体为最主要的功能受体, 在下丘脑弓状核、腹

背内侧核等核团高度表达, 调节瘦素的大多数生
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物学效应, 而短亚型受体缺乏信号传导功能. 瘦
素主要由白色脂肪组织产生, 进人血液后, 透过

血脑屏障与其长型受体结合双向激活Janus酪氨

酸蛋白激酶或信号转导和转录激活蛋白途径, 影
响神经肽Y分泌增加, 引起食欲下降及机体耗能

增加, 使体质量下降. 但是, 他不能作为一种减肥

药, 因为大多数存在瘦素抵抗的肥胖患者瘦素水

平均增高. 在肝脏, 瘦素通过降低肝细胞类固醇

调节元件结合蛋白-1(SREBP-1)的表达达到抗脂

质效应[4]. 在严重脂肪营养障碍的患者, 重组体瘦

素显著降低肝脂变、甘油三酯、转氨酶活性及

非酒精性脂肪肝的损伤[5]. 瘦素也参与纤维化的

形成, 并且在先天性和获得性免疫中都起了重要

作用[6]. 瘦素还具有调节血管增生、创伤修复及

胰岛素敏感性的作用[7-8]. 
脂联素是脂肪细胞分泌的由244个氨基酸组

成的蛋白质, 在血浆中以低分子量和高分子量多

聚体形式存在. 脂联素有AdipoR1和AdipoR2两
种受体, 他们的结构高度相关, 有66.7%的同源

性, 均为包含7个跨膜区域的蛋白质, 两种受体在

多种组织器官都有表达, 但主要分布于肌细胞和

肝组织[9]. 脂联素与其受体结合后, 发挥多种重要

的生物学作用. 脂联素具有抗糖尿病、抗肥胖、

抗动脉粥样硬化及抗炎效应, 可以减少体脂肪

并且改善肝脏和外周的胰岛素敏感性[10]. 脂联素

通过增加肝细胞内游离脂肪酸的β氧化和/或降

低游离脂肪酸的生成而阻止甘油三酯的蓄积从

而调节脂质代谢, 通过抑制NF-κB的激活和阻碍

TNF-α的释放而调节内皮细胞的炎性反应, 还能

抑制巨噬细胞功能和血管平滑肌细胞的增殖和

迁移[11], 诱导白细胞抗炎因子, 调节淋巴细胞的

增殖. 以上证据表明脂联素是一种多功能的细胞

因子, 可以发挥多种生物学作用, 同时脂联素也

参与慢性肝病的发生发展.

2  NAFLD

NAFLD包括单纯性脂肪变性、非酒精性脂肪

性肝炎(NASH)、肝纤维化及肝硬化. 他与肥

胖、2型糖尿病和胰岛素抵抗(IR)密切相关[12]. 
IR是NAFLD发生、发展的基础, 其严重程度与

NAFLD的病情进展相关[13]. NAFLD的二次打击

学说认为, 第1次打击是由于外周胰岛素抵抗, 
外周脂肪中激素敏感性脂肪酶活性增强, 脂肪

酸由外周脂肪进入肝脏增多, 进而造成肝脏甘

油三酯的蓄积; 第2次打击则在细胞因子和氧化

应急的作用下胰岛素抵抗进一步加剧, 肝细胞

器功能损伤, 从而导致肝细胞炎性坏死和纤维
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化. 在两次打击中IR起重要作用, 然而IR的分子

病理学机制是多因素的. 脂联素增强胰岛素活

性, 而瘦素则起到抑制作用[14]. 对48例不同分组

患者的研究发现[15], NAFLD组空腹胰岛素水平

和IRI显著高于肥胖组和对照组, NAFLD组和

肥胖组的瘦素水平显著高于对照组而脂联素水

平显著低于对照组; IRI与血清瘦素水平呈正相

关; 而与血清脂联素水平呈负相关. NAFLD患者

瘦素升高而脂联素降低, 提示瘦素和脂联素通

过不同机制参与了IR的发生、发展, 进而影响

NAFLD的发病. 
丁效蕙 et al研究发现[16-17]NASH患者肝组织

内瘦素水平显著高于对照, 主要表达于肝腺泡3
带脂变区域及纤维化明显的汇管区及其周围的

枯否细胞、单个核细胞、肝星状细胞(HSC)内; 
瘦素受体的定位和分布与瘦素大体一致, 瘦素

与NASH纤维化分期、脂变分级相关. NASH常

伴有IR和高胰岛素血症, 并与机体对瘦素的敏

感性降低有关. Cortez-Pinto et al [18]观察了合并高

血压和糖尿病的NASH患者, 血清瘦素水平显著

高于对照组. 两组均以女性略高; 血清瘦素和胰

岛素相关, 二者均和BMI、体脂肪量呈正相关; 
提示NASH和代谢综合征的特征明显相关, IR和
瘦素敏感性降低同时存在. 另有报道给瘦素缺

乏的人或大鼠补充瘦素可以减少摄食量, 通过

交感神经兴奋促进能量消耗, 导致肌细胞和白

色脂肪细胞中脂肪酸的氧化, 增加胰岛素的敏

感性[19]. 提示补充瘦素可以增加瘦素缺乏个体

的瘦素水平, 逆转非酒精性脂肪肝, 而具有治疗

作用. Petersen et al [20]对有严重IR的患有肝脂肪

变性的脂代谢异常者进行瘦素治疗后, 发现肝

脏的胰岛素敏感性增加, 肝脏内甘油三酯量减

少约85%, 可逆转IR和肝脏脂肪变性. 这也说明

瘦素对脂肪肝的治疗主要以增进体内甘油三酯

的分解为主. 
血清脂联素具有降低血糖、T G、F FA及

抗炎、减轻IR等作用, 由于血清脂联素水平下

降, 导致肝细胞脂肪贮积及肝细胞炎症, 最终产

生NAFLD. Yalniz et al [14]报道, 不论体质量指数

和糖代谢如何, NASH患者血清脂联素水平低于

正常对照, 且与组织学分级和分期无关. Jarrar 
et al [21]也报道NAFLD时脂联素表达降低, 脂联

素与NASH独立相关. NAFLD患者血清脂联素

水平降低且伴有明显的IR, 合并2型糖尿病或代

谢综合征者IR更为严重, 脂联素水平更低; 合并

ALT异常时脂联素水平下降, 而瘦素水平在ALT
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增高组与正常对照组间无差异[22-23]. Kaser et al [24]

报道, 肝脂联素蛋白主要在肝血管内皮细胞和

肝窦状隙表达, 而AdipoR2在肝细胞表达. 与单

纯脂变组相比, NASH患者脂联素和AdipoR2 
mRNA表达下降, AdipoR1 mRNA表达没有改变. 
AdipoR2 mRNA表达与血清AST、ALT及纤维

化分期呈负相关. Musso et al [25]也发现脂联素的

降低与炎性坏死活动性及纤维化相关, 脂联素

的缺乏导致了转氨酶的升高和疾病的进展, 提
示肝脂联素和AdipoR2 mRNA表达的降低可能

是NAFLD发病的相关因素, 脂联素作为保护性

因子在NAFLD的发生、发展中起着重要作用.

3  慢性丙型肝炎 
脂变是一种常见的组织学改变, 在30%-70%的

丙肝患者中都能检测到. 脂变与基因型、纤维

化程度、对治疗的反应性和血清瘦素水平均有

关[26]. 多项研究显示在每一种丙肝基因型宿主和

病毒因素在脂变的发展中都起着相对重要的作

用. 慢丙肝能诱导基因型相关的IR, 因此促使脂

变的形成、纤维化的进展和对干扰素治疗的抵

抗[27]. 已有报道丙肝患者的血清瘦素水平明显高

于对照[17], 瘦素与BMI、高血糖有关, 与纤维化

严重度显著相关[28], 1型丙肝患者瘦素水平与脂

变相关而3型患者无关, 瘦素与纤维化有弱的相

关性[26]. 对未经抗病毒治疗的30例慢丙肝患者及

30例对照组的研究显示, 血清瘦素水平在慢丙

肝患者中显著升高, 且瘦素与体脂肪、BMI、载

脂蛋白B密切相关[29], 提示丙肝病毒感染干扰丙

肝患者的脂质代谢, 瘦素在肝脂变形成中起了

一定的作用. 对62例慢丙肝患者瘦素、代谢因

素、严重肝纤维化(2-4级)及肝脂变(≥30%)的
关系的研究显示瘦素与BMI显著相关而且在女

性中表达量较高, 瘦素与严重纤维化无关而与脂

变显著相关, 但是不能预测脂变的严重度[30]. Cua 
et al [31]报道, 154例未经治疗的非糖尿病的丙肝

男性患者(纤维化0-2级)瘦素表达升高, 但与75
例年龄、BMI及腰臀比匹配的健康志愿受试者

相比无显著性差异. 多元线性回归分析显示胰

岛素抵抗指数(HOMA-IR)与血清瘦素呈正相关, 
但瘦素与丙肝组织学改变无关. 对47例韩国丙

肝患者的研究显示仅仅女性和体质量指数大于

25 kg/m2是与高瘦素水平相关的独立变量, 基线

瘦素与瘦素变化在抗病毒治疗前后与治疗反应

不相关[32]. 提示韩国丙肝患者瘦素水平与人体

测量参数相关, 与病原学或组织学特征无关, 瘦

素也不能预测抗病毒治疗的效果. 而对40例经

INFα-2a和病毒唑治疗24 wk的丙肝患者的变化

研究显示[33], 40例患者中有23例出现持续病毒应

答, 17例没有出现, 出现持续病毒应答的患者瘦

素水平、HOMA-IR和BMI下降. 他们的持续病

毒应答(SVR)与年龄、RNA载量、血清瘦素水

平和IR相关, 与性别、ALT或AST无关, 瘦素水

平和IR能够独立的预测丙肝患者抗病毒治疗的

持续病毒应答. 提示瘦素、IR与丙肝SVR相关, 
且他们可作为SVR的独立预测因素. 而Eguchi 
et al [34]对从1996-2000收集的139例经IFN治疗的

慢丙肝患者所作的回顾性研究显示, 33例患者

持续应答, 与持续抗病毒效应相关的因素包括

RNA病毒载量、基因型、瘦素和纤维化分期. 
RNA病毒载量是一个重要的危险因素, 但是在

HCV-RNA<100 MU/L时, 瘦素成为IFN抵抗的独

立的危险因素, 瘦素水平的增高不能预测低病

毒载量的丙肝患者抗病毒治疗效应. 而另两项

对丙肝的研究[35-36]未能显示与瘦素任何的联系. 
从以上几项研究我们可以看出, 尽管血清瘦素

水平在丙肝患者中有所增高, 但关于瘦素与组

织学损害相关的数据仍存在争议, 可能是因为

研究的人群的不均一所造成的, 还需要更详尽

的研究来进一步阐明这一观点. 
当前, 越来越多的人开始关注丙肝中脂联

素的作用. 对71例未经治疗的慢丙肝患者的研

究显示, 血浆脂联素降低与丙肝脂变相关, 脂变

与低脂联素、年龄、丙肝基因型3相关, 提示脂

联素降低可能促进肝脂变和肝损伤的进程. 增
加循环中的脂联素, 如减肥或服用噻唑烷二酮

类药物, 可能加速丙肝脂变的发展[35]. 另两项

报道[37-38]也显示丙肝脂变程度与脂联素呈负相

关, 低脂联素水平与脂变分级及HOMA独立相

关, 且3型丙肝患者脂联素低于其他基因型. 基
线水平的低脂联素被认为是丙肝肝脂变的独立

预测因素, 同时脂联素也被认为是治疗结束后

无病毒应答的独立预测因素. Hsu et al [39]报道, 1
型丙肝患者中HOMA-IR的增高与脂联素水平

的降低相关, 组织学分析显示IR与肝脂变严重

度相关. 丙肝患者RNA高病毒载量与IR相关. 而
Liu et al [40]报道脂联素降低与男性、IR、高丙

肝病毒载量和基因型2显著相关, 与其他临床或

组织学特征没有相关性, 肝内的AdipoR2基因表

达高于AdipoR1, 基线脂联素水平不能预测治疗

效果, 治疗后脂变的改变也与脂联素变化无关. 
对194例丙肝患者的观察显示, 脂联素与男性、

■相关报道
Javor et al 报道瘦
素显著降低肝脂
变、转氨酶活性
及 N A F L D 的 损
伤, 且与纤维化分
期、脂变分级相
关. Musso et al 发
现脂联素可以减
少体脂肪并且改
善肝脏和外周的
胰岛素敏感性, 低
脂联素与炎性坏
死活动性及纤维
化相关, 脂联素的
缺乏导致了转氨
酶的升高和疾病
的进展.
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BMI、胰岛素水平呈显著负相关, 与纤维化分期

无关, 低脂联素水平仅在男性与脂变相关, 随着

炎症的加重脂联素水平升高[41], 提示脂联素在慢

性肝病中的作用可能与性别和病原学有关. 对
48例丙肝(62.5%为1型丙肝)患者的研究显示, 脂
变与年龄大、炎症坏死活动和高胰岛素水平相

关, 62.5%的患者出现持续性病毒应答且这种应

答与低龄、基因1型及内脏肥胖相关. 与基线水

平相比, IR下降, 脂联素增高, 且与治疗效果无

关[42]. 而在一项没有提供脂变和基因型信息的小

型研究中, 没有发现血清脂联素与肝组织学的

相关性[43], Kara et al [44]报道丙肝1型患者脂联素

水平与正常对照组相似, 脂联素与肝脂变严重

度、RNA病毒载量、HAI评分、转氨酶、纤维

化之间均无相关性. 丙肝患者中82%存在脂变, 
对50例病例资料的多元分析显示脂变的严重度

仅仅与年龄相关. 综合以上的研究我们可以看

出, 丙肝中脂联素在大部分病例中是降低的, 但
其与临床及组织学的关系还存在着争议, 需要

进一步深入研究, 探讨HCV感染、IR、脂变与

脂联素的相互影响. 

4  肝纤维化

肝纤维化是由肝毒性因素如酒精、病毒、免疫

和先天性代谢性疾病等导致的慢性或复发性肝

损伤的结果. 无论是静止的还是激活的肝星状

细胞(HSC), 在肝纤维化过程中都起到了重要的

作用. HSC活化是肝纤维化发生发展的中心环

节, 研究发现[45]用免疫组织化学法、RT-PCR和
Western blot法可以观察到在活化的HSCs中有

瘦素及其功能性受体和α平滑肌蛋白(HSC激活

的标志)的共同表达. Potter et al [46]发现大鼠HSC
体外培养增殖2 wk后, 即可表达瘦素mRNA及

蛋白. Honda et al [47]在体内实验中也证实活化

的HSC可以生成瘦素, 他们还利用硫代乙酰胺

(TAA)创建肝纤维化模型, 发现ob/ob小鼠肝结

构正常, 无纤维化发生, 而对照组肝纤维化明

显, 瘦素与TAA合用于ob/ob小鼠后, 也出现明显

肝纤维化, 提示瘦素可能通过诱导HSC活化, 促
进HSC的增殖和抑制其凋亡, 进而促进肝纤维

化的形成[48]. 另一方面, 瘦素抵抗或瘦素缺乏大 
鼠[49-50]可显著降低纤维化的形成. 与瘦素不同, 
脂联素具有保肝作用, 在一个内毒素诱导的KK-
Ay肥胖大鼠急性肝损伤模型中, 脂联素通过抑

制TNF-α的合成和/或释放抑制肝损伤[51]. 由于

缺乏脂联素的生理性上调作用, KK-A(y)大鼠出

现严重的脂变、炎症和纤维化[48]. 脂联素水平

与肝纤维化指标PCm、PCIV、HA和LN呈显著

负相关[52]. 研究发现仅仅静止的HSCs能合成脂

联素mRNA和蛋白[45]. 在活化的HSCs中脂联素

的过表达可以抑制血小板源性生长因子诱导的

HSC的增殖和迁移、加速凋亡, 减弱α平滑肌蛋

白和增殖细胞核抗原的表达. 无论活化的还是

静止的HSCs都能监测到脂联素受体(AdipoR1 
and AdipoR2), 但是仅仅活化的HSCs能引起治疗

后显著的凋亡. 研究报道[53]脂联素敲除大鼠有

广泛的纤维化, 而给予重组体脂联素则能降低

纤维化. 提示脂联素可能逆转HSC的活化, 维持

HSC的静止状态, 在肝纤维化的治疗上具有重要

的意义.

5  肝硬化

肝硬化是肝病的晚期阶段, 多数存在不同程度

的营养不良, 而瘦素在维持机体能量代谢平衡

方面发挥重要作用. 已有报道[54]肝炎后肝硬化

(乙、丙型)血清瘦素显著升高. Campillo et al [55]

研究证实酒精性肝硬化血清瘦素水平较正常对

照组增高, 但不同性别酒精性肝硬化患者瘦素

调节存在差异, 女性以胰岛素水平影响较大, 而
男性则与肝脏的炎症状况相关. 对35例肝炎后

肝硬化患者的研究显示[56], 不论性别如何肝硬

化患者瘦素水平显著高于对照, 两组中女性瘦

素均高于男性. 依据Child-Pugh分级, B和C级男

性肝硬化患者瘦素显著高于对照组男性, 而女

性仅C级瘦素高于对照组. 提示不论肝炎后肝硬

化患者性别、机体组分如何, 瘦素水平均增高, 
且这种增高在Child-Pugh分级C组患者更明显. 
Ockenga et al [57]报道肝硬化时结合型瘦素受体显

著升高, 而游离型受体未见升高. 游离型受体与

代谢因素如能量贮存(体脂量)、胰岛素和IR及

肝糖和能量释放显著相关, 结合型受体与致炎

细胞因子、交感神经活性相关. 瘦素受体在肝

硬化患者的代谢和致炎过程中具有不同的作用, 
充分理解这种代谢和炎症修复反应可能为肝脏

疾病和其他代谢性疾病提供新的治疗策略. 
对73例肝硬化和30例对照的研究显示[58], 肝

硬化患者血清脂联素、瘦素水平明显高于对照

组, 脂联素/瘦素比值>1; 血清脂联系、瘦素水平

与胰岛素、HOMA-IR呈正相关, 与胰岛素敏感

指数呈负相关. 另有报道在20例肝硬化患者中, 
血清脂联素显著增高, 并且与肝功能下降、肝

血流动力学改变相关, 与人体组分或代谢因素

■创新盘点
本文总结了近年
来关于瘦素、脂
连素在慢性肝病
中 的 研 究 进 展 , 
并重点探讨了这
两个脂肪因子在
NAFLD、慢性丙
型肝炎发病中的
作用, 为其临床应
用提供了文献参
考.
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无关[59]. Sohara et al [60]发现肝硬化患者血清脂联

素水平的增高程度与Child-Pugh肝功能分级呈

正相关, 另一项对111例肝硬化患者和226例对照

研究中, 脂联素水平在肝硬化时显著升高且与

分期、转氨酶活性及炎症相关, 而与肝合成能

力、胰岛素敏感性或临床并发症无关[61]. 脂联素

水平在不同病原学导致的肝硬化病例中显著增

高并且随着Child-Pugh分级的增高而增高, 我们

推测肝硬化患者血清脂联素的升高是由于脂肪

组织的产生和肝脏代谢不平衡所致; 慢性肝病

中的高脂联素可能部分地反应了机体的抗炎机

制之一[62]. 由于在胆汁淤积性肝病中脂联素水平

显著升高, 脂联素水平的升高与肝组织学上的

严重胆管炎和胆汁淤积相关, 因此脂联素可能

作为显示肝硬化胆汁淤积的一个新的标志[61].

6  结论

在当前这个医学时代, 我们对肝损伤病理学和

基础新陈代谢变化的研究已经取得了长足的

进步, 开始越来越关注瘦素和脂联素这些脂肪

因子在慢性肝病中的潜在作用. 在大多数研究

中已经发现, NAFLD和丙肝患者中瘦素水平增

高、脂联素下降, 这可能导致肝内脂肪的蓄积

和炎症纤维化的进展. 然而这些脂肪因子在慢

性肝病形成中所起的作用仍未完全阐明, 他们

和肝脂变或纤维化严重性的关系还存在着争议. 
这两个脂肪因子间的相互作用如何、发挥作用

的具体机制以及如何应用于临床等还有待于进

一步研究. 
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Abstract
Oxidative stress, initiated by reactive oxygen 
species, is the collective pathophysiological 
mechanism of many hepatopathies. Oxidative 
stress results in hepatic injury mainly by priming 
lipid peroxidation to change the function of 
biological membrane, covalent immobilization of 
biomacromolecules and destroying the enzyme 
activity considering cytokine (TNF-α and NF-
κB) interaction. The role of oxidative stress in 
many hepatopathies such as fatty liver desease, 
viral hepatitis, hepatic fibrosis is innegligible.   

Key Words: Oxidative stress; Reactive oxygen spe-
cies; Hepatic injury; Lipid peroxidation; Cytokine

Wu N, Cai GM, He Q. Oxidative stress and hepatic injury. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 3310-3315

摘要
活性氧自由基引发的氧化应激是多种肝病发

病的共同病理生理基础. 氧化应激主要通过
启动膜脂质过氧化改变生物膜功能、与生物
大分子共价结合及破坏酶的活性等在细胞因
子(如TNF-α、NF-κB)的共同作用下引起不
同程度的肝损伤. 氧化应激在脂肪肝、病毒
性肝炎、肝纤维化等肝病中可产生不容忽视
的作用. 

关键词: 氧化应激; 活性氧; 肝损伤; 脂质过氧化; 细

胞因子
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0  引言

生物体内的能量代谢将氧气作为有氧代谢过

程中的电子接受体 ,  不可避免地产生活性氧

(reactive oxygen species, ROS)自由基. ROS具有

双重效应, 与某些生理活性物质的调控和炎症

免疫过程密切相关, 但是过量的ROS容易导致氧

化应激(oxidative stress, OS)状态[1]. 线粒体呼吸

链复合体利用电子传递生产ATP, 是ROS的主要

来源[2], 肝脏含有丰富的线粒体, 因此也是ROS
攻击的主要器官. OS可能是肝病的共同发病机

制. 因此, 本文就近年来关于OS在不同肝损伤机

制中的作用进行综述.

1  氧化应激与脂肪性肝病

脂肪性肝病指脂肪在肝细胞中的异常沉积, 可
分为非酒精性脂肪肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)和酒精性脂肪肝病(alcoholic 
fatty liver disease, AFLD). 在复杂的脂肪肝发病

机制中OS起关键作用, 目前对脂肪肝发病机制

广泛接受的理论是1998年Day et al [3]提出的“二

次打击”学说. 第一次打击主要是胰岛素抵抗

和脂肪代谢的失衡导致的脂肪在肝细胞中的沉

积, 尤其是脂肪酸和甘油三酯, 最终引起单纯性

肝脂肪变性; 第二次打击为环境应激物(如饮食

成分)及代谢应激物(如高血糖)主要通过对肝细

胞线粒体的损伤产生OS, 在细胞因子等共同作

®

■背景资料
人体内95%的自
由基属于氧自由
基, 他往往是其他
自由基产生的起
因. 过量的氧自由
基容易引起细胞
的损伤和死亡, 与
多种疾病有密切
的关系, 如衰老、

肿瘤及冠心病等.

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
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东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
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用下, 引起脂肪性肝炎, 进一步形成脂肪性肝纤

维化和脂肪性肝硬化. 
1.1 氧化应激与NAFLD 随着肥胖及Ⅱ型糖尿

病患病率的增加, NAFLD已成为当今医学领域

的一个难题. NAFLD包含两种组织学损伤: 单
纯性非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver, 
NAFL)及非酒精性脂肪性肝炎(nonalcohol ic 
steatohepatitis, NASH). NAFLD的发病机制较

复杂, 迄今尚未完全阐明, 过量的ROS使肝内抗

氧化系统遭到严重破坏. 谷胱甘肽(glutathione, 
G S H)是细胞内重要的肽类抗氧化剂, 是诸多

R O S清除酶的还原底物 ,  反应后生成具有潜

在高细胞毒素的氧化型谷胱甘肽(o x i d a t i v e 
glutathione, GSSG). Nobili et al [4]以GSSG/GSH
的比值评估体内OS时发现NASH患者血液中

GSSG增长了1.5倍, 导致GSSG/GSH发生显著性

变化. 此外, 肝内其他重要的抗氧化物质, 如辅

酶Q10, CuZn-SOD及过氧化氢酶(CAT)等的不断

衰竭在NAFLD患者中也得到了证实[5]. 
NASH患者的肝细胞以异常的线粒体为特

征, 线粒体损伤是肝细胞损伤的重要原因之一, 
而线粒体中过量游离脂肪酸(FFA)的氧化是导

致线粒体损伤的重要原因: 一方面, FFA的β-氧
化过程产生的ROS使线粒体膜发生脂质过氧化

(lipid peroxidation, LPO), 导致进一步的解偶联

作用, 即抑制氧化磷酸化的作用, 同时也增强

了线粒体的OS[6]. ROS的增多促使肿瘤坏死因

子(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的生成, 使其

通过干预线粒体呼吸链并形成超氧阴离子(O2
-)

而加剧线粒体损伤, 并增加了线粒体膜的通透 
性[7]. 另一方面, ROS能导致mtDNA碱基的氧化, 
Seki et al [8]研究发现在17例NASH患者中, 有11
例患者(64.7%)的肝细胞中表达了8-羟基鸟苷酸

(8-OHdG)(mtDNA损伤的一种标志). 
ROS还能启动多种细胞因子, 如生长转化

因子β(transforming growth factorβ, TGFβ)、

白细胞介素-8(interleukin-8, IL-8)、NF-κB等. 
NF-κB、TGF-β、IL-8和LPO产物4-OH壬烯酮

(4-hydroxynonenal, HNE)在一定程度上还可以

导致中性粒细胞的浸润, 使促炎症反应加强, 最
终导致肝细胞凋亡. 

OS与主要存在于肝实质细胞中的过氧化物

酶体增殖物启动受体-α(peroxisome proliferator 
activated receptor alpha, PPARα)有关[9], PPARα主

要对肝内脂肪酸氧化相关基因表达进行调控, 如
脂酰辅酶A氧化酶(acyl-CoA oxidase, AOX)等[10]. 
1 . 2  氧化应激与A F L D  在A F L D的发病机

制中O S同样受到格外关注 .  细胞色素P450 
2E1(CYP2E1)和NADPH氧化酶是乙醇代谢过程

中产生ROS的重要酶体系[11]. 乙醇的代谢产物在

CYP2E1及Fe3+参与下的氧化作用, 会产生大量

的OS产物, 如OH·、O2
-、H2O2等. 

ROS的增多将会引起细胞内ATP衰竭, 使线

粒体氧化容量受损, 进一步影响乙醛的氧化, 使
乙醛在肝脏中不断蓄积, 并可能通过抑制AMP
激活的蛋白激酶AMPK和sirtuin 1蛋白活化肝

脏的固醇调节组件结合蛋白-1(sterol regulatory 
element binding protein-1, SREBP-1)增加生脂酶

基因的表达, 加速脂肪酸的合成[12]; 乙醇的代谢

受阻, 更易导致肠黏膜通透性增加, 肠源性内毒

素可通过增强Kupffer细胞内毒素受体CD14和
Toll样受体4的表达, 诱导Kupffer细胞中产生大

量的以TNF-α为主的细胞因子, 加剧炎症反应, 
进一步引起肝细胞的坏死、凋亡[13]. 

在乙醇介导的肝损伤中LPO产物衍生的抗

原类引起的免疫反应可能起重要作用. 丙二醛

(MDA), HNE可与人血清白蛋白结合(HSA), 分别

形成MDA-HSA和HNE-HSA, 引起免疫反应[14]. 
此外, MDA还能与乙醛生成加合物MAA, 同样

具有很强的致免疫特性[15]. 
另外, PPARα也参与了乙醇介导的肝损伤

过程, 是其发病机制的重要原因之一, PPARα基

■研发前沿
肝病的发病机制
十分复杂, 氧自由
基引起的氧化性
损伤是其中一个
十分重要的原因. 
目前研究的热点
是天然抗氧化性
药物及其作用机
制.

  肥胖

糖尿病

  ↓PPARγ  ↑FFA

β-氧化
  ↑LPO

↓PPARγ ↓AMPK ↓Sirtuin 1
↑NADH/NAD+     ↑SREBP-1

↑ROS

  乙醇

  ↓GSH 
   ↓SOD

↑TNF-α
↑NF-κB

  ↑CD14  ↑Toll

↑LPO
↑乙醛

线粒体损伤

肝细胞损伤

  ↑MDA-HAS

  ↑HNE-HAS

  ↑MAA

Kuffer细胞

↑炎症反应

图 1 氧化应激在NAFLD/AFLD
中的损伤机制. 
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因的失活将导致肝脏大量的脂质聚集, 使脂质

代谢机制紊乱[16].

2  氧化应激与药物性肝病

随着临床药物和非处方药种类的增多及联合用

药的广泛应用, 药源性肝损害的发生率逐年增

高. 根据2007年美国疾控中心的最新调查数据

显示每年大约有由药物引起的1600例急性肝功

能衰竭的案例[17]. 引起肝损害的常见药物有对乙

酰氨基酚(解热镇痛抗炎药)、阿莫西林(青霉素

类抗生素)、胺碘酮(抗心律失常药), 他莫西芬

(抗癌药), 司他夫定(抗病毒药)等[18]. 
药物代谢反应与众多酶系有关, 不仅包括

CYP450, 还包括含黄素单氧化酶(f lavin-con-
taining monooxygenase, FMO), 环氧化物水解酶

(epoxide hydrolase, EH), 其中CYP450起重要作

用, 如CYP1A1、CYP1A2、CYP1B1、CYP2E1
等. Gonzalez[19]研究发现在不同剂量的乙酰氨

基酚(acetaminophen, AP)产生肝毒性条件下, 缺
失CYP2E1的小鼠存活率明显高于野生型小鼠, 
缺失CYP2E1及CYP1A2的小鼠在最高剂量的

AP(1200 mg/kg)条件下, 存活率仍约为90%. 
药物代谢可以通过多种途径引起的不同程

度的肝损伤. 如AP经CYP450(主要为CYP2E1)
代谢产生的活性中间体N-乙酰 -对苯醌亚胺

(NAPQI), 与肝细胞大分子结合导致肝毒性及

GSH的耗竭[20], 加剧LPO; 司他夫定, 通过抑制

DNA pol-γ(多聚酶中唯一能复制mtDNA的酶

类), 最终导致乳酸性酸中毒[21]; 曲格列酮能明显

改变70种线粒体蛋白质, 并检测出Lon蛋白酶、

CAT等含量增加[22]. 
药物代谢过程中CYP2E1激活产生的ROS

可能通过表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGRF)/c-Raf的信号增强细胞外

信号调节激酶1/2(extracelluar signal-regulated 
kinase 1/2, ERK 1/2)的磷酸化导致细胞凋亡和坏

死基因的激活或改变[23]. 

3  氧化应激与病毒性肝炎

病毒性肝炎(viral hepatitis, VP)的发病机制至今

尚未完全阐明, 越来越多的研究表明OS是重要

的影响因素. VP患者的肝脏中促氧化/抗氧化系

统处于严重失衡状态[24]. 
目前, 研究肝炎病毒与OS的关系多集中在

HBV(hepatitis B virus)、HCV(hepatitis C virus). 
Levent et al [25-26]发现HBV、HCV患者血清中抗

氧化酶CuZn-SOD、GSX-Px及GSH、β-胡萝卜

素(抑制单线氧活性)明显低于健康者. HBV、

HCV蛋白的表达可以通过Ca2+信号产生OS[27-28]; 
OS能导致GSH-Px(一种极少见的硒依赖酶)的耗

竭使硒含量(主要以硒代半胱氨酸的型式存在)
减少, 使免疫反应受到抑制, 并能促进病毒的复

制[29]. HBV、HCV患者血清中MDA、共轭二烯

(CD)含量也明显升高, 在丙肝患者表现得尤为突

出, 这不仅与直接引起细胞溶解的病毒有关, 还
与O2

-引发的细胞膜损伤有关[30]. 另外, ROS还能

激活NF-κB及转录信号转导子与激活子-3(Signal 
Transducer and Activator of Transcription-3, 
STAT-3), ROS在NF-κB介导下可进一步激活环氧

化酶-2(Cox-2), Cox-2与STAT-3在细胞增殖、分

化、肿瘤形成中起重要作用[31-32]. 

4  氧化应激与肝纤维化

现代医学认为减少胶原纤维的生成和增强其降

解, 肝纤维化是可以逆转的. 肝星状细胞(heptic 
stellate cells, HSCs)的激活转化为肌纤维母细胞, 
并大量分泌细胞外基质[33](extracellular matrix, 
ECM)是肝纤维化发生和发展的核心病理环节, 
发病机制复杂, OS引发的LPO是HSC活化、增

殖、及胶原合成的重要原因. 
Wa n g e t a l [34]在研究褪黑素对四氯化碳

(CCl4)导致肝纤维化的保护作用时发现6个星

■应用要点
本文综合阐述了
氧化应激在多种
肝病发病机制中
的损伤机制, 为临
床肝病的治疗中
筛选高效的抗氧
化活性药物提供
了一定的理论依
据.

ROS

↑KLF6
MAPK
AKT信号

↓GSH-Px
↓SOD

↑HNE    ↑MDA
↑TNF-α ↑IL-1α
↑α-SMA

↑TGFα1
↓PON-1
↑F2-IsoPs

PPARγ
ERK 1/2
Na+/H+

 HSC活化
(胶原合成)

肝纤维化

图  2  氧 化 应 激 在
肝纤维化中的损伤机
制. 
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期后, CCl4模型组大鼠的羟脯氨酸(胶原代谢的

生化指标)、MDA、促炎症因子TNF-α及IL-1β
显著性升高, 而抗氧化物酶GSH-Px及SOD的

活性显著性降低. 另外, 平滑肌肌动蛋白(alpha-
smooth muscle actin, α-SMA)、8-OhdG、转化

生长因子β1(TGFβ1)mRNA、基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP-2)水平在肝纤维

化模型中也明显升高[35-36].  
TGFβ1是目前研究发现的促纤维增生的最

重要的细胞因子之一, ROS能促进HSC通过上

调核转录因子KLF6(Kruppel-like factor 6, KLF6)
分泌TGFβ1[37], 并激活HSC转化为肌纤维母细

胞 [38].  T G F β1的激活与丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen activated protein kinase, MAPK)和Akt
信号有关[35]. TGFβ1还能释放F2-异前列烷(F2-
isoprostanes, F2-IsoPs), F2-IsoPs是肝细胞中LOP
反应生成的一类前列腺素F2样产物, 被认为是反

应LPO水平最可靠的标志[39], 能介导HSC的分化

和促进胶原的过度形成[40]. 
对氧磷酶-1(paraoxonase-1, PON-1)对OS的

调节和肝纤维化的形成起重要作用, PON-1是
一类钙离子依赖性高密度脂蛋白(high-density 
lipoproteins, HDL)的酯酶, 在脂类代谢中具有重

要的抗氧化活性. Ferre et al [41]发现在肝硬化患

者的血清和肝脏中PON-1表达显著性增加, 但其

活性显著性降低. 原因可能是PON-1在水解脂质

过氧化物后活性降低或HDL的结构发生变化导

致PON-1活性降低. 
另外 ,  过氧化物酶体增殖物启动受体

-γ(peroxisome proliferator activated receptor 
gamma, PPARγ)活性[42]、ERK 1/2信号及Na+/H+

交换[43]在激活HSC和胶原的合成中都起作用.

5  氧化应激与肝癌

OS在肝癌细胞增殖、凋亡机制中的作用也是

不容忽视的 .  R O S在特定细胞内氧化还原环

境下可通过激活蛋白激酶B(protein kinase B, 
PKB)途径传递信号, 促使激活蛋白-1(activator 
protein, AP-1)转录因子组成成员c-fos/c-jun基
因的mRNA表达, 最终促进肝癌细胞生长[44]. 肝
癌细胞凋亡与线粒体突变是密不可分的. 李国

平 et al [45]研究了OS诱导HepG2肝癌细胞凋亡

及其机制时发现HepG2暴露于2 mmol/L的H2O2

可以产生OS, OS作用后4 h, 细胞线粒体膜电位

明显下降; 作用8、12 h后细胞凋亡蛋白酶3、
9(Caspase-3、Caspase-9)分别升高6.7和3.6倍; 作

用12 h后细胞开始凋亡, 提示OS诱导HepG2肝
癌细胞的凋亡与线粒体通路及Caspase启动有

关. OS引起的mtDNA突变也是肝癌细胞凋亡的

一个重要原因. 张国强 et al [46]用溴化乙锭诱导建

立mtDNA缺失肝癌细胞(ρ0SK-Hep1)模型, 探讨

ROS及线粒体跨膜电位在ρ0SK-Hep1肝癌细胞

中的改变时发现mDNA缺失后, 细胞内ROS荧光

强度明显增强, 细胞膜电位下降, ROS的增加进

一步加重线粒体膜的损伤. 
另外 ,  端粒酶的启动可能是细胞癌变的

一个共同通路 .  端粒酶的激活是原发性肝癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)的早期事件, Liu  
et al [47]发现端粒酶的活性与MDA的含量成正相

关, OS对端粒还能引起端粒的损伤或缩短加速[48].

6  结论

作为细胞信号系统中第二信使角色的ROS, 具有

独特的生理作用, 但过量的ROS通过多种途径在

细胞因子等共同作用下引起不同程度的肝损伤.
了解氧化应激在不同肝病中的损伤机制, 对今

后肝病的预防和治疗工作、开发和利用高效低

毒的抗氧化活性物质具有重要意义.
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Abstract
Enteric epithelial barrier injury is a new field of 
the study on the cellular and molecular pathe-
genesis of inflammatory bowel disease (IBD) 
in recent years. The enteric epithelial barrier is 
one of the most important line of defense. Once 
the enteric epithelial barrier, one of the most 
important defense line in intestinal mucosa, is 
damaged, the permeability of enteric epithelium 
will increase, which is significantly involved in 
the genesis of IBD. At present, most researches 
mainly concentrate on the changes of intestinal 
epithelial cells and the structure and function of 
intercellular tight junction. Maintenance and re-
pair of enteric epithelial barrier may be the ideal 
strategy for IBD therapy. 

Key Words: Enteric epithelial barrier; Inflammatory 
bowel disease; Apoptosis; Intercellular tight junc-
tion
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摘要
肠 上 皮 屏 障 损 伤 是 近 年 炎 症 性 肠 病
(inflammatory bowel disease, IBD)细胞和分子
发病机制研究的新领域. 肠上皮屏障是肠黏膜
的重要防线之一, 若受损则可引起肠上皮通透
性增加, 在IBD发病过程中起重要作用. 目前
研究重点侧重于肠上皮细胞和细胞间紧密连
接结构和功能的改变, 维持和修复肠上皮屏障
可望成为治疗IBD的新策略. 

关键词: 肠上皮屏障; 炎症性肠病; 细胞凋亡; 细胞

间紧密连接

何新颖, 唐志鹏, 张亚利. 肠上皮屏障与炎症性肠病研究进

展. 世界华人消化杂志  2008; 16(29): 3316-3320

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3316.asp

0  引言

近年来, 随着对炎症性肠病(inflammatory bowel 
d i sease, IBD)包括溃疡性结肠炎(u lcera t ive 
colitis)和克罗恩病(Crohn's disease)研究的深入, 
人们对IBD发病及治疗有了新的认识, 认为不论

是肠道的原发性病变, 还是继发性损害, 均会造

成肠上皮屏障结构和功能的损伤, 肠上皮屏障

与IBD发病密切相关. 

1  肠上皮屏障的结构组成

肠上皮屏障主要指肠黏膜上皮层的高度选择性

屏障作用, 这种选择性可能与肠上皮通透性有

关. 肠上皮的通透性有两个途径, 即跨上皮途径

和细胞旁途径(紧密连接). 在跨上皮途径中, 肠黏

膜上皮细胞允许营养物质从肠腔吸收进入循环, 
同时限制对人体有害的物质(如内毒素和炎症因

子)通过[1-2]. 细胞旁通路是一组复杂的结构, 主要

由上皮细胞之间的紧密连接控制. 细胞旁通路对

大分子物质(如内毒素和细菌的其他产物)是否通

过起到关键性调控作用[3]. 

®

■背景资料
肠上皮屏障是肠
黏膜的重要防线
之一, 若受损则可
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密连接结构和功
能的改变
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2  肠上皮屏障损伤在IBD发病中的作用

许多研究表明, 跨上皮途径和细胞旁途径结构

的改变, 使肠黏膜通透性增加, 即肠上皮屏障损

伤参与了IBD的发病过程. 
2.1 细胞骨架与IBD 肠上皮屏障结构和功能的完

整性依赖健康上皮细胞和具有正常功能的细胞

旁通路的存在, 而对于维持上皮细胞和细胞旁通

路完整性必备的主要结构之一是细胞骨架(cyto-
skeleton). 细胞骨架是细胞内一种复杂的丝状蛋

白结构, 包括三种蛋白丝: 肌动蛋白, 微管和中间

丝. 细胞骨架遍布于细胞质内, 并与细胞外表面

的黏附连接等相联系[4]. 细胞骨架不仅对于细胞

旁通路是必须的, 而且他对于维持包括胃肠道上

皮细胞在内的所有真核细胞的正常结构、转运

和功能的完整性也是不可或缺的. 因此, 细胞骨

架是维持肠上皮屏障功能的一个关键结构[5]. 
已经发现多种因素可以影响细胞骨架功

能, 破坏肠上皮屏障的结构完整性[4-5]. 例如氧

化剂[6]或乙醇[7-8]使微管破坏, 可以引起单层细

胞屏障的破坏. Soderholm et al [9]研究认为, 克
罗恩病患者非炎症远端回肠的细胞间紧密连接

在受到腔内抗原刺激后, 使其细胞骨架受损, 因
此, 即使不存在活动性炎症或无紧密联接蛋白

结构的受损, 其屏障功能也可能失调, 而且这

些因素可能是通透性损伤的原发因素. 肌动蛋

白在肠道屏障完整性和调节肠道紧密连接中也

发挥重要作用, 肠上皮屏障功能失调也与氧化

剂诱导的肌动蛋白损害有关. Schwarz et al [10]用

小鼠和肠上皮单层细胞模型来评价与糖蛋白D
竞争疱疹病毒进入T细胞的类淋巴毒素诱导蛋

白(lymphotoxin-like inducible protein that com-
petes with glycoprotein D for herpes virus entry 
on T cells)对肠黏膜屏障、细胞骨架作用及对紧

密连接蛋白结构的影响, 结果显示淋巴毒素诱

导蛋白通过破坏细胞骨架的肌动蛋白而影响肠

上皮屏障作用. 提示细胞骨架的改变可以增加

发生IBD的几率. 
2.2 肠上皮细胞凋亡与IBD 肠上皮细胞为单层

柱状上皮细胞, 是抵抗细菌、病毒侵袭及食物

抗原侵入的第一道防线, 维持其完整性至关重

要. 正常情况下, 肠上皮细胞每3-5天更新1次, 
细胞凋亡参与该过程. 如果肠上皮细胞的生理

性增殖或凋亡发生改变, 炎症因子等就可通过

跨上皮途径, 破坏肠上皮屏障功能. 目前认为肠

上皮细胞凋亡失调可能是IBD发生及发展的重

要原因之一. Iwamoto et al [11]认为正常的结肠细

胞凋亡主要发生在肠腔上皮细胞, 而活动期溃

疡性结肠炎除肠腔上皮细胞外, 病变处及邻近

的非病变处隐窝上皮细胞凋亡也增加, 由上皮

细胞构成的屏障被破坏, 因而导致结肠黏膜的

损伤. Strater et al [12]研究认为, 导致这种大量细

胞凋亡的发生是通过激活Fas/FasL信号转导途

径介导的. Yukawa et al [13]发现, 活动期溃疡性结

肠炎患者血清sFas浓度显著低于缓解期患者及

对照组, 活动期溃疡性结肠炎患者结肠黏膜上

皮细胞凋亡数是对照组的32倍, 而FasL阳性淋

巴细胞是对照组的2.8倍, 血清sFas与肠黏膜上

皮细胞凋亡之间有着密切关系. Farrace et al认
为随着结肠炎症程度加重, 结肠隐窝上皮细胞

凋亡率随之增加, 并且FasR/FasL和P53的表达

水平也升高[14]. 
许多研究表明, 炎症细胞因子, 如TNF-α、

IL-1β等可以增加体内、体外细胞凋亡[15-16]. 生
长因子的缺乏、细菌毒素、氧自由基及肠道缺

血/再灌注损伤大鼠均可发现肠黏膜上皮细胞凋

亡增加, 同时伴有肠黏膜上皮屏障功能障碍, 而
且通透性与凋亡指数呈正相关[17]. Begue et al [18]

研究发现, 存在于炎性损伤病位中与凋亡相关的

TNF-α诱导的配体TRAIL, 是一种新的与肠上皮

屏障功能稳定性相关的炎症调节因子, 其可促进

在炎性回肠和结肠肠上皮细胞快速凋亡. 另外, 
Ikeda et al [19]发现, 大鼠小肠缺血再灌注早期肠上

皮脱落细胞多为凋亡细胞, 并且认为上皮细胞与

细胞基质连接的破坏可能是导致凋亡的主要原

因. 因此, 肠道黏膜上皮屏障功能受损可能与肠

黏膜上皮的细胞凋亡失调有关, 进而导致IBD的

发生. 
2.3  细胞旁紧密连接与I B D 新近对I B D的研

究更注重于细胞旁紧密连接结构和功能的探

索, 并认为其是导致IBD患者肠道高通透性的

主要原因 .  构成肠上皮细胞间连接的蛋白主

要有Z O-1、咬合蛋白(o c c l u d i n)、钙黏蛋白

(cadherin)、闭合蛋白(c laud in)和β-连环蛋白

(β-catenin)等[20-21]. 正常情况下肠上皮细胞细胞

旁间隙是由连接复合体(junctional complex)封
闭的, 肠上皮细胞间连接复合体包括紧密连接

(tight junction)、黏附连接(adhesion junction)、
缝隙连接(gap junction)等, 其中紧密连接对于维

持肠上皮屏障功能有重要作用[22]. 紧密连接存

在于各类上皮细胞及血管内皮细胞间的顶端, 
形成一个顶端闭锁结构发挥“屏障”和“防
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的肠黏膜屏障破
坏, 可望成为一个
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御”功能, 以控制细胞间的通透性和保持细胞

的极性. 紧密连接由多种紧密连接蛋白组成, 包
括跨膜蛋白如咬合蛋白、闭合蛋白、连接黏附

分子(junction adhesion molecule)和胞质附着蛋

白Zos、AF6、7H6等, 在不同的组织结构中, 各
种紧密连接蛋白表达亦存在差异. 

各种炎症因子及内毒素等可通过影响各

种紧密连接蛋白的表达, 使连接复合体遭到破

坏, 肠黏膜通透性增加. Gitter et al [23]研究认为

TNF-α可以增加肠上皮细胞细胞旁的通透性, 降
低肠上皮细胞屏障的跨上皮电阻, 并认为这是

TNF-α引起肠黏膜屏障通透性增高的主要原因. 
Willemsen et al [24]研究IFN-γ对闭合蛋白claudin-2
表达的影响和肠上皮屏障功能之间的关系, 发
现IFN-γ通过不同作用机制影响到闭合蛋白clau-
din-2和咬合蛋白的表达, 破坏肠上皮屏障, 进而

导致IBD等的发生. Gassler et al [25]观察到活动性

IBD患者肠组织的连接蛋白(如E-钙黏蛋白和α-
链蛋白)及其mRNA表达增强, 但非活动性IBD患

者肠组织却无明显改变. IBD患者健康家属也有

肠黏膜通透性的改变更支持这一观点, Hollander 
et al [26]报道, IBD的一级亲属存在肠黏膜通透性

的失调. 

3  药物改善IBD肠上皮屏障功能

实通过保护肠上皮细胞骨架、修复上皮细胞及

细胞间紧密连接而改善肠上皮屏障功能, 是治

疗IBD的新策略. 
3.1 对细胞骨架的保护和治疗作用 抗氧化剂可

保护氧化剂诱导的上皮细胞细胞骨架损伤 [27]. 
Chen et al发现葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate so-
dium)诱导的小鼠结肠炎导致肌动蛋白骨架损伤, 
腺苷甲硫氨酸等抗氧化剂可修复细胞骨来架保

护小鼠肠黏膜[28]. 对苯二酚衍生物(OPC-12759)
和噻唑羧基酸衍生物(OPC-6535)处理后的复合

物具有抗肌动蛋白氧化作用, 通过对抗氧自由基

保护肌动蛋白骨架和肠上皮屏障的完整性, 成为

治疗氧化损伤导致的炎症性肠病的新型药物[29]. 
3.2 对肠上皮细胞的修复作用 越来越多的研究

发现, 三叶肽(trefoil peptide)可以促进生长因子

和细胞因子对上皮的修复作用. 临床研究显示, 
在克罗恩病溃疡部位附近的三叶肽产物浓度显

著升高, 三叶肽可在溃疡远、近端肠管附近修

复上皮[30-31]. 血红素加氧酶-1(heme oxygenase -1)
是血红素转化为胆绿素、胆红素、铁和CO过程

中的限速酶, 具有潜在抗氧化损伤功能[32]. Paul 

et al [33]研究发现, 在葡聚糖硫酸钠诱导的鼠急性

结肠炎活体实验中预先加入血红素加氧酶-1激
动剂钴原卟啉(cobalt protoporphyrin), 可显著改

善结肠炎症, 使结肠上皮细胞凋亡数目显著减

少, 但在葡聚糖硫酸钠诱导结肠炎起病后加入

钴原卟啉, 上述效应则不会产生. 这可能与血红

素加氧酶-1不能逆转已进入凋亡程序中的细胞

凋亡有关. 
3.3 对细胞间紧密连接的作用 肌球蛋白轻链激

酶(myosin light chain kinase)介导肌球蛋白轻链

磷酸化, 是改变细胞间紧密连接的重要途径之

一[34-39]. 更重要的是在IFN-γ和TNF-α诱导的肠上

皮细胞模型中, 通过抑制肌球蛋白轻链激酶可

以调整肠道屏障功能紊乱. 因此肌球蛋白轻链

激酶抑制剂在修复肠屏障功能、阻止疾病发展

过程中提供了一个新的途径. 在许多体内外模

型中证实了肌球蛋白轻链激酶抑制剂可能会成

为将来治疗IBD的一种新方法[34,40-41]. Willemsen 
et al [24]认为IFN-γ丝氨酸蛋白酶抑制剂AEBSF(4-
(2-aminoethyl)- benzenesulphonyl fluoride)能够

通过改善断裂的闭合蛋白claudin-2而扭转IFN-γ
破坏的肠黏膜上皮屏障. 丝氨酸蛋白酶抑制剂

可减轻IFN-γ介导的肠黏膜屏障破坏, 可望成为

一个重要的靶向治疗剂. 
另外, 中草药和一些中成药对肠上皮细胞及

细胞间紧密连接也具有一定的保护作用[42-43], 而
且副作用相对较小, 值得去开发研究. 

4  结论

肠上皮屏障是肠黏膜的重要防线之一, 若受损

则可引起肠上皮通透性增加, 在IBD发病过程中

起重要作用. 研究重点侧重于肠上皮细胞和细

胞间紧密连接结构和功能的改变, 维持和修复

肠上皮屏障可望成为治疗IBD的新策略. 
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勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (常务副总编辑: 张海宁 2008-10-18)
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Abstract
AIM: To investigate the effects of astragaloside 
(AST) on gene expression of melatonin receptor 
and oxygen free radical in gastric mucosa of rat 
with stress ulcer.

METHODS: A total of 48 experimental animals 
were equally divided into 4 groups: the control 
group, the model group, the AST group and the 
ranitidine group. The stress ulcer model was es-
tablished using water immersion and restraint. 
The SOD activity, the MDA contents were de-
termined using colorimetry, and the expression 
of melatonin receptors 1 and 2 were detected in 
gastric mucosa using RT-PCR.

RESULTS: Compared with the control group, the 

model group showed increased ulcer index and 
elevated MDA contents, decreased SOD activity 
and down-regulated mRNA expression of mela-
tonin receptors in damaged gastric mucosa. After 
administration of AST, the gastric mucosal ulcer 
index decreased significantly (6.75 ± 4.10 vs 16.83 
± 4.96, P < 0.01) and MDA contents were relieved 
obviously (0.45 ± 0.07 vs 0.79 ± 0.36, P < 0.05). The 
SOD activity (110.62 ± 26.42 vs 71.74 ± 22.20, P < 
0.05) and the expression of melatonin receptor1, 2 
mRNA were significantly elevated (0.86 ± 0.12 vs 
0.54 ± 0.05, 0.79 ± 0.14 vs 0.50 ± 0.10, both P < 0.01).

CONCLUSION: AST could prevent the gastric 
mucosal damage of rats with stress ulcer. And 
the mechanism of the gastric mucosal protection 
is perhaps concerned with regulating melatonin 
receptor and lessening the injury of oxygen free 
radicals.

Key Words: Astragaloside; Oxygen free radical; Me-
latonin receptor; Stress ulcer
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摘要
目的: 探讨黄芪总苷对应激大鼠胃黏膜褪黑
素受体基因表达及氧自由基变化的影响. 

方法: SD大鼠48只分为4组, 即正常对照组, 
模型组, 黄芪总苷组和雷尼替丁组, 每组12只. 
采用水浸-束缚应激模型, 观察胃黏膜损伤指
数, 比色法检测胃黏膜SOD活性、MDA含量, 
RT-PCR法测定褪黑素受体1、2亚型mRNA表
达变化. 

结果: 与正常组比较, 模型组大鼠胃黏膜损伤
指数明显增高, MDA含量增高, SOD活性下降, 
褪黑素受体1、2基因表达降低, 黄芪总苷预防
给药后可明显降低应激大鼠胃黏膜损伤指数
(6.75±4.10 vs  16.83±4.96, P<0.01)和MDA含
量(0.45±0.07 vs  0.79±0.36, P<0.05), 升高SOD
活性(110.62±26.42 vs  71.74±22.20, P<0.05)和
褪黑素受体1、2基因表达(0.86±0.12 vs  0.54
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■背景资料
国内外文献报道, 
应用褪黑素(MT)
对应激性胃黏膜
损伤有保护作用, 
中药黄芪及其有
效成分黄芪总苷
广泛应用于胃黏
膜损伤相关疾病, 
其作用机制是否
与通过调节内源
性MT及其受体相
关, 尚未定论.

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科



±0.05, 0.79±0.14 vs  0.50±0.10, 均P<0.01).

结论: 黄芪总苷对水浸-束缚应激大鼠胃黏膜
损伤有保护作用, 其保护机制可能与调节胃黏
膜褪黑素受体, 并参与抗氧自由基损伤有关. 

关键词: 黄芪总苷; 氧自由基; 褪黑素受体; 应激性

溃疡

李燕舞, 宋宁, 王汝俊. 黄芪总苷对应激大鼠胃黏膜氧自由

基及褪黑素受体的影响. 世界华人消化杂志  2008; 16(29): 

3321-3323
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0  引言

褪黑素(melatonin, MT)是一种神经内分泌激素, 
具有广泛的生理效应, 并且参与机体许多疾病

或损伤的保护反应. MT可直接清除和抑制氧自

由基产生, 还能增强内源性抗氧化酶的作用. 近
年来, MT在胃肠道中的保护作用日益受到重视, 
大量研究表明: 外源性应用MT对各种实验性胃

损伤有保护作用[1-4]. 黄芪是益气健脾中药的代

表, 具有益气健脾、固表生肌的作用, 广泛应用

于胃肠道疾病, 具有胃黏膜保护及抗氧化作用[5]. 
本文观察了黄芪总苷对应激大鼠急性胃黏膜损

伤的保护作用, 并从胃黏膜氧自由基及褪黑素

受体的变化探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠48只, ♂, SPF级, 180-220 g, 购
自广东省医学实验动物中心, 许可证号SCXK 
(粤)2003-0002. 黄芪总苷购自西安鸿生生物技术

有限公司, 批号060614. TaKaRa RNAiso Reagent
及合成引物购自宝生物工程有限公司, 逆转录

试剂盒(Fermentas)购自晶美生物工程公司; 2×
Taq Platinum PCR MasterMix(Tiangen)购自广州

合达生物科技有限公司; SOD、MDA检测试剂

盒购自南京建成生物有限公司. 6131紫外/可见

光分光光度计(eppendorf biophotometer); Kodak 
1D Image成像系统; PTC-100 Peltier Thermal 
Cycler(MJ Research).
1.2 方法 
1.2.1 动物模型及分组: 实验动物分为4组, 每组

12只, 即正常对照组, 模型组, 黄芪总苷组和雷

尼替丁组. 各组动物一半用于形态学检查, 其他

用于胃黏膜MDA、SOD及MT受体基因检测. 黄
芪总苷组预防性灌胃给药(20 mg/kg)3 d, 第3天
末次给药后(包括阳性药雷尼替丁12.5 mg/kg), 
采用水浸-束缚胃黏膜损伤模型[6-8]: 大鼠禁食24 
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h后, 除正常对照组外, 将大鼠装入应激笼内, 垂
直浸入19±1℃水浴中, 水面平胸骨剑突. 持续

时间6 h, 处死动物, 取胃观察胃黏膜损伤的程度

和形态(Guth法计算损伤分数). 冰冷生理盐水冲

洗胃并迅速刮取胃黏膜, -80℃保存备用.
1.2.2 化学比色法检测大鼠胃黏膜SOD、MDA: 
胃黏膜按重量加入生理盐水进行匀浆, 离心取

上清, 按试剂盒步骤检测SOD、MDA含量.
1.2.3 RT-PCR测定胃黏膜MT受体1、2 mRNA表

达: 胃黏膜总RNA提取参照RNAiso Reagent提
取说明书进行. 提取产物经紫外分光光度计定

量后应用RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit进行逆转录. 逆转录产物进行PCR反应, 引
物由宝生物工程有限公司合成, MT受体1上游: 
5'-GTG CTA CGT GTT CCT GAT ATG G-3', 下游: 
5'-GGA TCT GAG GCC ACA ATA AGA C-3', 360 
bp; MT受体2上游: 5'-ATC TGT CAC AGT GCG 
ACC TAC C-3', 下游: 5'-TTC TCT CAG CCT 
TTG CCT TC-3', 292 bp; GAPDH上游: 5'-CTA 
CCC ACG GCA AGT TCA AT-3', 下游: 5'-ACT 
GTG GTC ATG AGC CCT TC-3', 382 bp. MT受
体1及MT受体2反应条件: 94℃ 1 min变性, 55℃ 
1 min退火, 72℃ 2 min延伸, 40个循环. GAPDH
反应条件: 94℃ 30 s变性, 55℃ 45 s退火, 72℃ 1 
min延伸, 35个循环. PCR产物进行琼脂糖电泳, 
经Kodak 1D Image成像系统分析, 以目的基因

(MT受体1、2)与内参(GAPDH)光密度比值表示

MT受体mRNA的相对表达量.
统计学处理 结果以mean±SD表示, 采用

SPSS11.0软件进行组间比较, t检验分析结果.

2  结果

2.1 胃黏膜损伤指数观察 正常大鼠胃黏膜色泽

红润, 未见损伤性改变. 模型组大鼠胃黏膜充血

明显, 可见有散在点状及条索状出血性损伤, 胃
腔内容物呈褐色. 经黄芪总苷预防治疗后, 胃黏

膜损伤明显减轻, 胃黏膜损伤指数降低, 与模型

组比较, 雷尼替丁组和黄芪总苷组损伤指数有

显著统计学差异(3.17±2.32, 6.75±4.10 vs  16.83
±4.96, P <0.01).
2.2 胃黏膜SOD、MDA含量变化 与正常对照组

比较水浸-束缚应激模型大鼠胃黏膜SOD活力明

显降低, MDA含量显著增高, 经黄芪总苷预防给

药后SOD活力增高, 而MDA含量降低(表1).
2.3 胃黏膜褪黑素受体1、2(MT1、MT2)基因表

达 大鼠胃黏膜有MT受体1、2基因表达; 水浸-
束缚应激模型大鼠胃黏膜MT受体1、2表达较
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■研发前沿
褪黑素对胃肠道
疾病的影响和在
胃肠道中的作用
被逐步认识, 其在
急性胃黏膜损害
疾病中发挥的保
护作用受到重视, 
中药对机体内源
性MT调节的研究
有助于新型抗胃
黏膜损伤中药制
剂的研发.

■应用要点
黄芪总苷具有广
泛的药理效应, 本
研究发现其对应
激胃黏膜损伤具
有保护作用, 可调
节胃黏膜氧自由
基及褪黑素受体. 
本研究对探讨中
药的作用靶标及
新型抗应激性胃
黏膜损伤中药制
剂的开发具有一
定的意义.
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正常对照组略有降低, 而经黄芪总苷预防给药

后, 应激大鼠胃黏膜MT受体1、2表达均有有显

著增高(表2).

3  讨论

应激性溃疡是各种应激情况下引起的以胃黏膜

充血、水肿、糜烂和出血等为主的急性胃黏膜

病变. 已有研究表明, 氧自由基的产生在应激性

溃疡的病理过程中起重要作用[9]. SOD及MDA
是目前公认的较好反映体内自由基损伤的指标. 
本研究发现, 水浸-束缚应激大鼠胃黏膜可见点

状及条索状溃疡出现, 胃黏膜损伤指数明显增

高, 同时SOD活性下降, MDA含量上升, 可见胃

黏膜氧自由基产生增多和抗氧化酶的减少可能

是胃黏膜损伤的重要因素. 而黄芪总苷预防给

药后, 应激大鼠胃黏膜损伤明显减轻, SOD活性

明显增高, MDA含量下降, 表明黄芪总苷对胃黏

膜的保护作用可能与抗氧自由基损伤有关. 
褪黑素是一种作用很强的内源性抗氧化剂, 

除了能直接清除和抑制氧自由基产生外, 还能

增强内源性抗氧化酶的作用[10-11]. 研究表明, 外
源性褪黑素对应激性胃黏膜损伤有保护作用, 
其机制可能与增加胃黏膜血流、抗脂质过氧

化作用及抑制胃酸分泌有关[12-15]. 研究证明, 褪
黑素受体为膜受体, 特异性与褪黑素结合产生

生物效应. 褪黑素受体主要存在于中枢的下丘

脑、垂体及外周的胸腺、胃肠道、肾等部位, 
因此褪黑素对机体的调节是多层次的综合影响. 

本研究通过观察胃黏膜褪黑素受体1、2亚型的

变化, 分析黄芪总苷对应激状态下内源性褪黑

素的影响及其机制, 结果发现: 应激状态下大鼠

胃黏膜褪黑素受体1、2均有所下调, 推测可能

是应激引起机体褪黑素代偿性增高, 从而抑制

了其受体的表达, 但强烈的损伤因素(应激)超过

了保护因素(褪黑素分泌), 导致胃黏膜损伤发生, 
预防性给予黄芪总苷后, 褪黑素受体1、2表达

均显著上调, 可能是黄芪总苷促进了褪黑素分

泌或加强其与受体结合, 继而参与了抗氧自由

基损伤的过程.
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表 1 胃黏膜SOD、MDA含量变化 (n  = 6)

     
分组                 SOD(U/mg prot)    MDA(nmol/mg prot)

正常对照组            201.99±65.37 0.44±0.05 

模型对照组              71.74±22.20b 0.79±0.36a  

黄芪总苷组            110.62±26.42c 0.45±0.07c  

雷尼替丁组            128.99±28.51c 0.43±0.08c

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表 2 胃黏膜MT受体1、2 mRNA相对表达量的变化 (n  = 6)

     
分组                     MT1/GAPDH               MT2/GAPDH

正常对照组   0.56±0.10    0.52±0.16

模型对照组   0.54±0.05    0.50±0.10

黄芪总苷组   0.86±0.12a    0.79±0.14a

雷尼替丁组   0.73±0.12a    0.65±0.11b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

■同行评价
本研究设计合理, 
数据可信, 结论可
靠, 具有一定的可
读性.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
pancreatitis cell apoptosis , Caspase-3 expression 
and disease severity in severe acute pancreatitis 
(SAP) rats. 

METHODS: Forty SD rats were randomly di-
vided into SAP group treated with retrograde 
injection of sodium taurocholate (n = 20), and 
experimental group (intervention group, SAP 
animal model was developed, the recombinant 
human necrosis factor-alpha receptor II: IgG Fc 
fusion protein was injected, n = 20). Serum amy-
lase and TNF-α were detected. And Caspase-3 

expression was measured using immunohisto-
chemitry. And the apoptosis of pancreatic cells 
were detected using TUNEL and the pathologi-
cal score of pancreatic tissue was estimated.

RESULTS: Serum amylase, TNF-α and patho-
logical scores of pancreatic tissues were lower 
(6868.80 ± 595.50 U/L vs 5434.20 ± 481.52 U/L, 
258.46 ± 38.57 ng/L vs 182.00±19.67 ng/L, 15.54 
± 2.30 vs 11.06 ± 1.09, all P < 0.05), and the posi-
tive rate of Caspase-3 and the apoptotic index 
of pancreatic cells increased significantly in the 
intervention group than in the SAP group (20.06 
± 2.17 vs 28.52 ± 3.74, 10.42 ± 1.27 vs 16.23 ± 2.43, 
both P < 0.05). 

CONCLUSION: Pancreatic cell apoptosis is as-
sociated with increased expression of the Cas-
pase-3, improved the inflammatory response 
and lowered pancreatic tissue pathological score 
in rats with severe acute pancreatitis. 

Key Words: Caspase-3; Severe acute pancreatitis; 
Apoptosis; Tumor necrosis factor-α

Ji T, Tang ZG, Huang Q, Xu GL, Chen J, Li JS. Effects 
of tumor necrosis factor-α inhibitor on cell apoptosis 
and expression of Caspase-3 in rats with severe acute 
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 
3324-3327

摘要
目的: 研究重症急性胰腺炎(SAP)大鼠细胞凋
亡、Caspase-3表达及其与疾病严重程度的关系.  

方法: 40只SD大鼠随机分成对照组(SAP组, 
胆管逆行性注射牛磺胆酸钠制备SAP模型, n  
= 20), 实验组(干预组, SAP模型制作成功后, 
注射重组人Ⅱ型肿瘤坏死因子受体-抗体融合
蛋白, n  = 20). 测定两组血清淀粉酶和TNF-α
含量, 采用免疫组化法分析Caspase-3的表达, 
运用TUNEL技术检测胰腺细胞的凋亡, 并对
胰腺组织进行病理学评分. 

结果: 与SAP组比较, 干预组的血清淀粉酶、

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)是消化外科
急腹症死亡率最
高的疾病之一, 其
中炎症介质的级
联释放在该疾病
进展中的作用成
为当前研究的热
点. TNF-α在机体
的炎症反应中处
于始动地位, 其抑
制剂能诱导凋亡
蛋白的表达, 凋亡
细胞的增加能在
一定程度上抑制
炎症反应, 有关炎
症介质与细胞凋
亡的关系, 目前仍
然处于起步阶段, 
TNF-α水平对胰
腺细胞凋亡影响
实验结果也不尽
相同. 

■同行评议者
吕云福, 教授, 海
南省人民医院外
一科
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TNF-α、胰腺组织病理学评分较低(6868.80±
595.50 U/L vs  5434.20±481.52 U/L, 258.46±
38.57 ng/L vs  182.00±19.67 ng/L, 15.54±2.30 
vs  11.06±1.09, 均P <0.05), Caspase-3阳性率和
和胰腺细胞的凋亡指数显著升高(20.06±2.17 
vs  28.52±3.74, 10.42±1.27 vs  16.23±2.43, 均
P <0.05).

结 论 :  S A P 时 胰 腺 细 胞 发 生 凋 亡 时 伴 随
Caspase-3的高表达, 而炎症反应和胰腺组织
病理学评分得到改善.

关键词: Caspase-3; 重症急性胰腺炎; 凋亡; 肿瘤

坏死因子-α
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是一种病程凶险、病死率较高的疾病, 易并发

多器官功能障碍, 其发病机制目前尚不清楚. 有
研究证实, 胰腺细胞的凋亡情况与SAP的预后

关系密切[1-8], 而Caspase-3是诱导细胞凋亡的

重要蛋白之一. 本研究旨在观察肿瘤坏死因子

-α(TNF-α)抑制剂对SAP细胞凋亡及Caspase-3表
达的影响及其与疾病严重程度的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康成年SD大鼠40只, 体质量

250±25 g, 雌雄不拘, 由安徽医科大学实验动物

中心提供. 牛磺胆酸钠(Sigma公司), Caspase-3
试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司), TNF-α 
EILISA试剂盒(晶美公司), TUNEL试剂盒(凯基

生物科技发展有限公司), BeckmanCX9全自动生

化分析仪, 重组人Ⅱ型肿瘤坏死因子受体-抗体

融合蛋白(上海中信国健药业有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 分组及SAP模型制备: 实验大鼠随机分为

2组: SAP组(n  = 20), 干预组(n  = 20). 各组大鼠

术前禁食24 h, 禁水6 h. 20 g/L硫喷妥钠麻醉(50 
mg/kg体质量)后, 上腹部正中切口进腹, 找到大

鼠十二指肠和胆胰管后, 用无创血管夹夹闭胆

胰管肝端, 经十二指肠浆膜层行胆胰管逆行穿

刺, 微量注射器行胆胰管内注射50 g/L牛磺胆酸

钠(1 mL/kg体质量), 速度0.2 mL/min, 推药后夹

闭胆胰管入十二指肠处, 确认大鼠胃、十二指

肠间的胰腺组织出现异常, 颜色变为砖红色或

出现出血点后拔出针头, 去除血管夹后关腹. 干
预组于在模型制作成功后sc重组人Ⅱ型肿瘤坏

死因子受体-抗体融合蛋白(0.25 mg/kg), 12 h后
处死动物. 
1.2.2 观察指标和方法: (1)血清淀粉酶和TNF-α
测定: 采血针器抽取下腔静脉血3 m L经3000 
r/min离心10 min, 制备血清于-30℃保存. 经CX9
全自动生化分析仪检测血淀粉酶; 血清TNF-α
测定采用双抗夹心酶联免疫吸附(ELISA)法检

测, 严格按照试剂盒说明书操作. (2)TUNEL法
检测胰腺细胞凋亡: 石蜡组织切片常规脱蜡水

化, 10 g/L蛋白酶K室温消化10 min, 40 g/L甲醛

溶液固定5 min, Epuilibration Buffer缓冲液室温

平衡10 min, 加rTdT酶反应液于37℃湿盒中反

应60 min, 2×SSC中浸洗终止反应, 3 mL/L的
H2O2浸洗5 min阻止内源性过氧化物, l∶500稀
释的Streptavidin-HRP室温反应30 min, 加入新

鲜配置的DAB显色10 min, 去离子水漂洗后苏

木精复染, 封片镜检. 有棕黄色颗粒者为阳性细

胞, 即凋亡的胰腺腺泡细胞. 每张切片染色阳性

区域随机选取5个不同的高倍视野(×40), 计算

200个胰腺细胞中阳性细胞所占的百分比, 即为

凋亡指数(apoptosis index, AI). (3)免疫组化检测

Caspase-3蛋白的表达: 采用SP两步法染色, 操
作过程按照试剂盒说明书进行, DAB显色, 苏木

素复染, 封片, 光镜下观察. 含有棕黄色或棕黄

色颗粒的细胞为阳性细胞. 每张切片随机选取5
个不同的高倍视野(×40), 计数100个胰腺细胞, 
计算阳性细胞所占的百分比即为Caspase-3的阳

性率. (4)病理观察: 胰腺组织固定于40 g/L多聚

甲醛溶液中(含0.1% DEPC), 常规脱水, 石蜡包

埋、切片做苏木素-伊红染色, 由两位病理医师

采用盲法按照Gross[9]评分标准进行评分.
统计学处理 采用SPSS10.0统计分析软件进

行处理, 所得数值以数据以mean±SD表示, 组间

比较采用方差分析和t检验, P <0.05为具有统计

学意义. 

2  结果

2.1 SAP各项指标的检查结果 与SAP组比较, 干
预组的血清淀粉酶、TNF-α、胰腺组织的病理

学评分较低(P <0.05), Caspase-3阳性率和和胰腺

细胞的凋亡指数显著升高(P <0.05, 表1, 图1).
2.2 光镜下胰腺组织病理学改变 S A P组胰腺

实质大片坏死、脂肪变性, 可见细胞核大量固

■研发前沿
近年的研究热点
主要集中在通过
平衡促炎症介质
和抑炎症介质的
平衡对SAP进行
干预, 血液滤过炎
症介质治疗SAP
目前已经在临床
上开展, 但是其种
种弊端限制了在
临床上的应用, 研
究者希望能通过
药物使用来达到
这种效果. 

■相关报道
近年来研究发现, 
TNF-α抑制剂能
诱导细胞程序性
死亡, 而凋亡蛋白
酶Caspase-3是胰
腺 B 细 胞 凋 亡 途
径的关键信号酶, 
因此能有效的评
价胰腺细胞的凋
亡和对炎症反应
的抑制情况. 
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缩、溶解, 干预组胰腺间质明显水肿, 炎症浸润, 
坏死程度较SAP组范围较小(图2, 表1). 

3  讨论

急性胰腺炎除了伴有胰腺本身的损伤外, 其另

一重要的致命因素来自各种炎症介质的释放导

致全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)和多器官功能障碍

(multiple organ dysfuction syndrome, MODS), 最
终导致患者死亡 [10].  自凋亡的概念被提出后 , 
人们对其进行了广泛深入的研究, 发现凋亡参

与了急性胰腺炎发生发展的全过程, 同时发现

胰腺细胞的凋亡对病程进展是一种有益的反 
应[11-14]. 研究发现, 轻度急性胰腺炎胰腺腺泡细

胞凋亡较多而坏死很少, 急性坏死性胰腺炎腺

泡细胞出现大量坏死, 因而凋亡在急性胰腺炎

发病中的意义与作用受到人们的重视, 众多实

验研究均支持这一观点, 即病理条件下受损的

腺泡细胞发生凋亡可以减少因坏死释放的活性

胰酶, 减轻炎症介质的瀑布样级联释放, 这可能

是急性胰腺炎时机体的自我保护机制之一[15]. 本
研究主要探讨TNF-α抑制剂对SAP细胞凋亡及

Caspase-3表达的影响及其与疾病严重程度的关

系. 
在SAP中, TNF-α在机体的炎症反应中处于

始动地位, 对细胞因子的级联释放具有重要意

义, 起到“扳机”样作用, 是评估SAP预后的主

要指标[16-18]. 本研究通过抑制TNF-α, 发现干预

组血清淀粉酶和TNF-α水平均低于SAP组, 胰腺

间质水肿、炎症浸润、坏死程度均较SAP组小, 
可见抑制TNF-α能在一定程度上抑制SAP的炎

症反应, 同时TNF-α抑制剂诱导Caspase-3蛋白的

表达, 而Caspase-3蛋白酶是胰腺B细胞凋亡途径

的关键信号酶[19], 抑制Caspase-3能减少细胞凋

亡发生, 其激活能够诱导凋亡并能够导致其他

Caspase级联释放. Nam et al [20]发现青蒿素能够

表 1 各组血清学指标、Caspase-3阳性率、凋亡指数和病理学评分的结果比较 (mean±SD)

     
分组                   淀粉酶(U/L)              TNF-α(ng/L)        Caspase-3阳性率(%)                AI(%)                 病理学评分

SAP组        6868.80±595.50a         258.46±38.57a           20.06±2.17a            10.42±1.27a       15.54±2.30a

干预组        5434.20±481.52          182.00±19.67            28.52±3.74              16.23±2.43        11.06±1.09

aP<0.05 vs  干预组.

■应用要点
TNF-α抑制剂能
够诱导胰腺细胞
的凋亡和抑制炎
症反应, 这为进一
步研究其作用机
制, 研发新的抑制
促炎症介质药物
及该药物在炎症
性疾病的临床应
用奠定了实验基
础.

图 1 各组胰腺组织Caspase-3的阳性表达(SP染色×100). A: SAP组; B: 干预组.

A B

A B

图 2 大鼠胰腺组织病理变化(HE×400). A: SAP组; B: 干预组.
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通过上调Caspase-3蛋白表达诱导细胞凋亡, 上
调Caspase-3蛋白表达除了促进肿瘤细胞凋亡外, 
对SAP胰腺细胞凋亡也具有促进作用, 且能明显

改善炎症反应和组织病理学评分[21]. 本研究证实

抑制TNF-α能够上调Caspase-3蛋白表达, 诱导细

胞凋亡, 降低胰腺炎病理学评分, 改善急性胰腺

炎预后. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of simulated 
gravity loss on NF-κB expression in rat intestinal 
tissues, and its significance. 

METHODS: Tail-suspension (TS) was used to 
simulate the physiological effects of gravity loss. 
Eighty male Wistar rats were randomly assigned 
to 10 experimental groups suspended for 0.5, 1, 2, 
7, 21 d respectively and their corresponding con-
trol groups. The dynamic expressions of NF-κB 
in intestinal tissues were seperately measured 
using the immunohistochemistry.

RESULTS: Compared with control groups, the 
expression levels of NF-κB in the intestinal tissue 
of tail-suspension 0.5, 1, 2, 7, 21 d groups were 

elevated significantly (10.11% ± 3.29% vs 5.50% ± 
1.92%, 22.00% ± 5.31% vs 6.50% ± 2.32%, 25.50% 
± 4.11% vs 8.75% ± 6.36%, 21.50% ± 3.02% vs 6.75% 
± 2.12%, 10.87% ± 2.64% vs 5.62% ± 2.13%, all P < 
0.01). NF-κB expression level began to rise in 0.5 
tail-suspension group, and reached the maxium 
level in in 2 d group, then went down gradually.

CONCLUSION: The results suggest that simu-
lated gravity loss acts as a kind of stress to el-
evate NF-κB expression and indicate a close link 
between altered intestinal NF-κB expression and 
tolerance of gravity loss.

Key Words: Nuclear factor Kappa-B; Simulated 
weightlessness; Rats; Intestine; Immunohisto-
chemitry

Li CL, Zhang M, Zhou JL, Cui Y, Yu PW. Effects of 
simulated gravity loss on nuclear factor kappa-B 
expression in rat intestinal tissues. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(29): 3328-3331

摘要
目的: 探讨模拟失重条件下健康大鼠肠道黏
膜组织中核因子-κB(NF-κB)的表达变化及其
意义. 

方法: 成年Wistar大鼠80只, 随机分为10组, 按
模拟失重时相分别为0.5、1、2、7、21 d和相
应的对照组. 采用尾悬吊法建立模拟失重动
物模型. 免疫组织化学法检测肠道黏膜组织中
NF-κB的表达水平. 

结果: 0.5、1、2、7、21 d模拟失重组大鼠肠
道组织NF-κB表达水平均显著高于相应对照
组(10.11%±3.29% vs  5.50%±1.92%, 22.00%
±5.31% vs  6.50%±2.32%, 25.50%±4.11% vs  
8.75%±6.36%, 21.50%±3.02% vs  6.75%±

2.12%, 10.87%±2.64% vs  5.62%±2.13%, 均
P <0.01), 模拟失重0.5 d组肠道组织NF-κB表达
开始升高, 2 d组达高峰, 随模拟失重时间的延
长, NF-κB表达水平依次下降, 21 d组仍然高
于相应对照组.

结论: 尾悬吊模拟失重大鼠肠道组织NF-κB表

®

■背景资料
随着几十年来的
载人航天实践的
发展带来了相关
科学研究的深入, 
现已经发现失重
对人体的各个生
理系统都有明显
的 影 响 ,  相 关 的
研究集中在体液
转移、心血管功
能障碍、骨质丢
失、肌肉萎缩、

免疫功能下降、

内分泌功能紊乱
及空间运动病等
多种生理和病理
变化. 而针对失重
对胃肠道影响的
研究甚少.

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大
连医科大学附属
第 二 医 院 ;  王 正
康, 教授, 北京中
日友好医院普外
科
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达水平明显上调, 提示肠道组织NF-κB表达变
化与失重应激反应和失重耐受有密切关系.

关键词: 核因子-κB; 模拟失重; 大鼠; 肠黏膜; 免疫

组织化学法
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0  引言

几十年来的载人航天实践及相关科学研究, 已
经证明了失重对人体的各个生理系统都有明

显的影响, 其中包括体液转移、心血管功能障

碍、骨质丢失、肌肉萎缩、免疫功能下降、内

分泌功能紊乱及空间运动病等多种生理和病理

变化. 但针对失重对胃肠道影响的研究甚少. 有
研究发现由失重而引起的体液变化可影响肠道

的吸收和动力[1], 同时, 失重作为一种应激可以

引起多种细胞因子的增高. 近年来研究发现NF-
κB是具有多向性调节作用的诱导型核转录因子, 
广泛调控着自昆虫至人类的一系列基因的表达, 
尤其是在与免疫反应、应激反应和炎症反应相

关的基因表达上[2]. 本文观察了尾悬吊模拟失重

大鼠肠黏膜组织NF-κB的表达水平, 以期能进一

步从分子水平认识模拟失重时肠道功能改变的

发生机制. 

1  材料和方法

1. 1材料 清洁级成年♂Wistar大鼠80只, 体质量

300±20 g, 由中国农业大学实验动物研究所提

供. NF-κB兔多克隆抗体购自博士德公司, 工作

浓度1∶150. PV-6001试剂盒购自中山公司. 用
PBS代替第一抗体作为空白对照实验. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: ♂Wistar大鼠80只按不同时相随机分

为10组: 模拟失重0.5 d组、模拟失重1 d组、模

拟失重2 d组、模拟失重7 d组、模拟失重21 d组
和相应的地面对照组. 每组8只.
1.2.2 动物模型与取材: 参照王承珉 et al的方法

采用尾悬吊法建立模拟失重大鼠模型[3-4]. 大鼠

单笼饲养, 实验组大鼠尾部悬于笼顶, 前肢踏于

笼底. 对照组大鼠置于相同鼠笼中, 自由活动. 
所有大鼠可自由进食、饮水. 动物室温度保持

在23±2℃, 每天灯光照明12 h与黑暗交替循环, 
保持适当湿度及通风条件. 在解除模拟失重的

不同时相点即时宰杀, ip戊巴比妥钠(45 mg/kg)

将动物麻醉, 无菌操作, 经腹正中线剖腹, 打开

腹腔取出距离盲肠5 cm的回肠组织, 40 g/L甲醛

缓冲液固定.
1.2.3 常规病理检查: 固定的回肠组织常规脱水, 
石蜡包埋, 切片(厚3 μm)贴在载玻片上, 常规HE
染色行光镜病理. 
1.2.4 免疫组织化学法检测NF-κB表达: 常规切

片, 脱蜡至水; 30 mL/L H2O2室温10 min以阻断

内源性过氧化物酶; PBS冲洗3 min×3次, 枸橼

酸钠高压锅热修复2 min后自然冷却, PBS洗3 
min×3次; 加入一抗NF-κB于湿盒中4℃过夜; 
PBS洗3 min×3次, 加入辣根酶羊抗兔多聚体, 
室温30 min; PBS洗3 min×3次; DAB溶液显色; 
蒸馏水冲洗、苏木素复染、脱水、封片. 阳性

反应产物呈棕黄色颗粒状, 位于细胞核和胞质

中. 计数5个高倍视野(×400)下的阳性细胞数, 
分别计算阳性率, 阳性率 = 阳性细胞数/总细胞

数×100%.
统计学处理 采用STATA 7.0软件进行统计

分析, 以t检验比较两组间差异.

2  结果

2.1 实验动物情况 本研究各组动物在实验期间

无死亡, 没有意外退出实验情况. 在尾悬吊开始

至悬吊24 h期间, 大鼠焦躁不安, 转而精神较差, 
饮食量减少, 活动减弱, 24-48 h后逐渐适应而恢

复稳定状态.
2.2 HE光镜病理检测结果 结果分析显示, 各模拟

失重组回肠黏膜组织只有充血及部分轻度水肿, 
无明显其他病理变化, 各组间无明显差异(图1).
2.3 NF-κB检测结果 NF-κB阳性产物主要集中在

肠巨噬细胞、血管内皮细胞、黏膜上皮细胞等

的细胞质与细胞核中(图2). 各对照组大鼠中有

零星阳性表达. 结果显示, 0.5 d模拟失重组阳性

率较对照组开始升高, 1、2、7 d模拟失重组阳

■研发前沿
Rivera et al的研究
发现, 模拟失重情
况下, 大鼠门静脉
内毒素的水平增
高. 说明在失重条
件下, 肠道黏膜的
通透性发生了改
变. 同时他们发现
血清中的TNF-a
升高, 说明存在着
炎性因子的过度
表达, 本文测定肠
道黏膜的NF-κB
表达, 试图揭示可
能的关联.

图 1 模拟失重大鼠肠黏膜的HE染色.

■相关报道
Gandia et al 发现
失重时胃肠道血
流 增 加 ,  动 力 减
慢. 消化道发生运
动减少, 分泌活动
和黏膜形态功能
改变, 失重时肠蠕
动 减 弱 ,  结 肠 通
过时间延长. 白树
民 et al发现悬吊3 
wk后, SD大鼠肠
道出现了肿胀细
胞, 上皮细胞绒毛
排列紊乱、稀疏. 
并且发现肠道菌
群发生了变化. 李
天志 et al 的实验
发现, 模拟失重大
鼠肺组织NF-κB
和ICAM-1的表达
水平明显上调, 考
虑与肺组织损伤
有关.
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性率明显高于对照组, 随着模拟失重时间的延

长, NF-κB表达水平呈明显下降趋势. 21 d模拟

失重组的阳性表达仍高于对照组(表1).

3  讨论

在失重条件下, 胃肠道血流增加, 动力减慢. 消
化道发生运动减少, 分泌活动和黏膜形态功能

改变, 肠蠕动减弱, 结肠通过时间延长[1,6-7]. 白树

民 et al [5]发现悬吊3 wk后, SD大鼠肠道出现了肿

胀细胞, 上皮细胞绒毛排列紊乱、稀疏. Rivera 
et al [8]的研究发现, 模拟失重情况下, 大鼠门静脉

血内毒素的水平增高. 说明在失重条件下, 肠道

黏膜的通透性发生了改变. 他们还发现, 失重时, 
大鼠血液的TNF-a增高, 提示体内存在着炎性因

子的失衡. 在非失重时, 某些病理因素可引起局

部细胞因子网络失衡及某些细胞因子、黏附分

子的过度表达, 从而引起白细胞介导的组织损

伤. 现已发现, 功能性NF-κB结合序列广泛存在

于细胞因子、黏附分子如白细胞介素-8, TNF-a, 
iNOS, 细胞间黏附分子-1等的启动子和增强子

中, NF-κB活化导致了上述基因的表达. 在肠道

的缺血再灌注、炎性疾病及多器官功能障碍的

表 1 各组回肠黏膜组织NF-κB免疫组化结果 (mean±SD, %)

     
分组    0.5 d     1 d  2 d                 7 d             21 d

对照组             5.50±1.92            6.50±2.32           8.75±6.36         6.75±2.12       5.62±2.13

模拟失重组        10.11±3.29b          22.00±5.31b         25.50±4.11b       21.50±3.02b     10.87±2.64b

bP<0.01 vs  相应对照组.

图 2 模拟失重条件下NF-κB表达. A: 模拟失重0.5 d; B: 模拟失重1 d; C: 模拟失重2 d; D: 模拟失重7 d; E: 模拟失重21 d.

A B

C D

E

■应用要点
NF-κB的检测为
今 后 的 失 重 时
白 细 胞 介 素 - 8 ,  
iNOS, 细胞间黏
附分子 -1等损伤
方面的检测提供
参考, 通过一系列
的研究以期了解
炎性因素在模拟
失重时的肠道损
伤的相关性.
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肠道功能损伤中, NF-κB通过激活细胞因子级联

反应、生成促炎介质及抑制炎性细胞凋亡起重

要作用[9-13]. Banan et al [14]证明NF-κB的激活在由

酒精引起的肠道黏膜屏障完整性损害方面发挥

作用. Gadjeva et al [15]发现NF-κB在急性炎症时

的肠道稳定性方面起重要作用. Sharma et al [16]

的实验表明模拟失重可引起NF-κB在睾丸的高

表达.
本实验采用免疫组织化学方法检测发现, 尾

悬吊0.5、1、2、7、21 d后大鼠回肠黏膜组织中

NF-κB蛋白表达水平较对照组明显增强, 说明模

拟失重条件下, 因肠道血液分布改变, 体液转移, 
肠道血液的潴留, 这一系列变化可能引起了大

鼠肠道血管充血和水肿, 静脉和毛细血管充盈

度增加, 伴有炎症细胞浸润, 导致细胞因子过度

表达. 故本实验可证实尾悬吊模拟失重可造成

大鼠肠道黏膜的急性变化, 且以模拟失重初期(7 
d内)为甚, 而随着尾悬吊时间延长到21 d, 肠道

组织中NF-κB的蛋白表达有所减弱, 推测尾悬吊

模拟失重大鼠肠道黏膜的改变可能为可逆性的, 
或是机体通过自身调节逐渐适应了模拟失重环

境. 如果悬吊时间继续延长, 肠道组织中NF-κB
蛋白表达水平能否降至正常或是进一步加剧肠

道损伤尚有待深入研究. 
本实验的光镜结果显示: 大鼠回肠只表现

为血管的充血. 无明显的其他病理变化. 说明失

重对肠道的影响较之对心脏、肺及肌肉等的影

响小. 
本研究表明尾悬吊模拟失重大鼠存在肠道

急性变化并同时伴有NF-κB表达增强, 为进一步

深入研究细胞因子在失重条件下引起胃肠道改

变的可能机制提供了实验基础. 
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Abstract
AIM: To investigate endoscopic features as well 
as pathological characteristics of primary gastric 
malignant lymphoma (PGML). 

METHODS: A total of 34 histopathologically-
confirmed PGML cases were analyzed from 
January 2004 to March 2008 in our hospital. All 
the patients underwent electronic gastroscopy, 
parallel mucosa biopsy examination and immu-
nohistochemistry for detection of CD3, CD20, 
CD45 and CK. HE staining was performed and 
positive results were interpreted as H pylori in-
fection. 

RESULTS: The tumor originated from corpus 
(44.1%) and antrum (29.4%). Results showed 
that 61.8% of the patients involved more than 
2 lesions. The 61.8% of the tumor patients ap-
peared ulcerative, among which multiple ulcer 
was 66.7%, infiltrating type was 26.5%, and pro-
trusive erosion was 11.8%. Immunohistochemis-
try showed B-cell lymphoma in every case, and 
H pylori infection was found in 82.4%.  

CONCLUSION: Wide use of endoscopy and cor-
rectness of biopsy make it important in the diag-
nosis of primary gastric malignant lymphoma. 

Key Words: Primary gastric malignant lymphoma; 
Endoscopy; Diagnosis

Tan DY, Zhang GL,  Zhou J ,  Bu LM. Diagnostic 
significance of endoscopy for primary gastric malignant 
lymphoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 
3332-3334

摘要
目的: 分析原发性胃恶性淋巴瘤内镜下表现
特征及其病理学特点.  

方法: 我院2004-01/2008-03住院PGML患者34
例, 所有患者经病理组织学证实, 患者均行电
子胃镜检查, 并行黏膜活检病理检查, 同时行
免疫组织化学染色检测CD3、CD20、CD45
和CK等标志物, 并行病理组织HE染色, 阳性
即判为有H pylori感染. 

结果: 内镜检查34例患者, 病变主要在胃体
(44.1%)和胃窦(29.4%), 其中累及2个及其以
上病变部位占61.8%, 单一部位相对较少; 形
态表现多为溃疡型(61.8%), 主要是多发性溃
疡(66.7%), 弥散浸润型(26.5%), 隆起糜烂型
(11.8%). 病理结果均为B细胞非霍奇金淋巴
瘤, 4例(11.8%)为大B细胞性淋巴瘤, 为高度恶
性胃淋巴瘤, 30例(88.2%)为低度恶性淋巴瘤; 
幽门螺杆菌(H pylori ) 感染率为占82.4%.   

结论: 内镜检查的广泛应用及活检的充分和
准确, 对于PGML具有重要的确诊意义.

关键词: 原发性胃恶性淋巴瘤; 内镜检查; 诊断
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0  引言

原发性胃恶性淋巴瘤(primary gastric malignant 
lymphoma, PGML)是除胃癌外胃内发病率最多

®

■背景资料
原发性胃恶性淋
巴瘤, 是除胃癌外
胃内发病率最多
的胃部恶性肿瘤, 
该病发病隐匿, 容
易误诊. 本病预后
较胃癌好, 对放疗
化疗敏感, 对于无
并发症的患者无
需手术治疗, 因此
该病早期诊断, 对
治疗及预后起着
重要作用. 

■同行评议者
唐丽安, 教授, 湖
南省长沙市湘雅
路中南大学湘雅
医院消化内科
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的胃部恶性肿瘤, 绝大多数为胃黏膜相关淋巴组

织(mucosa assonated lymphoid tissue, MALT)淋
巴瘤, 该病发病隐匿, 由于没有特征性临床表现, 
容易误诊[1]. 本病预后较胃癌好, 对放疗化疗敏

感, 其中MALT淋巴瘤单纯抗幽门螺旋杆菌治疗

也可缓解[2]. 对于无穿孔、梗阻等并发症的患者

无需手术治疗, 因此该病的诊断显得尤为重要[3]. 
本文总结我院34例PGML内镜及病理特点, 旨在

探讨其在PGML上的诊断价值, 提高诊断率.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2004-01/2008-03住院PGML患
者34例, 男21例, 女13例, 年龄44-76(平均56±
14.72)岁. 所有患者经病理组织学证实, 并均符

合Dawason的诊断标准[4]: (1)全身浅表淋巴结无

肿大; (2)周血白细胞记数及分类正常; (3)X线检

查, 无纵隔淋巴结肿大; (4)病变仅限于胃及局部

淋巴结; (5)肝脾正常.
1.2 方法 34例患者行电子胃镜检查, 均到达十二

指肠降部, 并行黏膜活检病理检查, 黏膜活检均

在病变部位多点取标本6块, 病理分型参照WHO
的B细胞及T细胞淋巴瘤分类标准[5], 同时行免

疫组织化学染色检测CD3、CD20、CD45和CK
等标志物, 并行病理组织HE染色, 阳性即判为有 
H pylori感染.

2  结果

2.1 病变部位 内镜检查胃底病变3例, 占8.8%; 胃
体病变15例, 占44.1%; 胃角病变15例, 占17.6%; 
胃窦病变10例, 占29.4%; 十二指肠球部病变4例, 
占11.8%; 十二指肠降部病变2例, 占5.9%. 其中

单一部位受累共13例, 占38.2%; 累及2个及以上

病变部位共21例, 占61.8%. 
2.2 内镜表现 溃疡型21例, 占61.8%, 其中多发

性溃疡14例, 占66.7%, 溃疡之间边界清晰, 互不

融合; 弥漫浸润型9例, 占26.5%, 病灶范围广, 累
及部位多, 病灶境界多不清, 底部多有不规则糜

烂、出血、污秽; 隆起糜烂型4例, 占11.8%, 可
发生在胃的任何部位, 多呈孤立隆起病灶, 基底

较广约2.0-5.0 cm, 隆起表面、顶端有糜烂或浅

小溃疡可出血, 质地较息肉硬, 周边皱襞增粗等

改变[5]. 同一患者不同部位病变情况, 两处病变

相对独立, 互不融合(图1). 
2.3 病理特点 所有病例经病理学检查确诊均为

非霍奇金淋巴瘤. 镜下黏膜组织中可见反应性

淋巴滤泡结构, 瘤细胞中等大小, 核不规则, 呈

三角形或不规则圆形, 浸润至腺体上皮组织中, 
破坏腺上皮或嗜酸性变, 有时可见肿瘤细胞向

浆细胞分化倾向, 尚可见反应性淋巴滤泡, 胞质

浅染或透明[6]. 免疫组织化学检查, 瘤细胞标记

物CD45及B细胞标记物CD20阳性, 瘤细胞间伴

有散在CD3阳性, CK为阴性, 据此诊断为B细胞

淋巴瘤. 本组中4例(11.8%)为大B细胞性淋巴瘤, 
为高度恶性胃淋巴瘤, 30例(88.2%)为低度恶性

淋巴瘤. 病理组织HE染色阳性, 即为有H pylori
感染者28例, 占82.4%.

3  讨论

恶性淋巴瘤是起源于淋巴结或结外淋巴组织

瘤, 临床特点是常见为无痛性进行性淋巴结肿

大, 好发于颈部、腋窝、滑车, 其次就是咽淋巴

结及胃肠道. PGML没有特征性临床表现, 其主

要症状为上腹部不适、腹胀、恶心、呕吐, 部
分病例表现为上消化道出血、穿孔或幽门梗阻

等, 与胃癌相比, PGML食欲减退, 消瘦少见, 一
般情况较好[7-8]. 部分晚期患者可于上腹部扪及

肿块. 有证据表明, H pylori为淋巴瘤发生、生长

提供了抗原刺激. 正常胃黏膜内缺乏淋巴组织,  
H pylori感染导致黏膜淋巴细胞浸润, 并可出现

淋巴滤泡, 这种获得性的淋巴组织是胃壁发生

淋巴瘤的病理基础. 绝大多数胃MALT淋巴瘤病

例胃黏膜能检出H pylori , 本组资料H pylori感染

率达82.4%, 表明H pylori感染与胃MALT淋巴瘤

存在密切关联[9-10]. 
PGML与胃溃疡、胃癌等难以区别, 故内镜

检查是早期诊断该病的重要方法. PGML内镜

下特点是病变范围广泛、散在且多发. 本组研

究证实, 该病好发于胃体(44.1%)和胃窦(29.4%), 
胃角、胃底、十二指肠球部及降部均可受累, 
其中多为两个或两个以上病灶, 孤立病灶相对

较少. 内镜下主要分为溃疡型、弥漫浸润型、

隆起糜烂型, 一般为大的溃疡、巨大的腔内肿

■创新盘点
本文总结了原发
性胃恶性淋巴瘤
内镜下表现特征
及其病理学特点. 
针对肿瘤细胞首
先在黏膜下生长, 
其上往往覆盖正
常黏膜组织的特
点 ,  提 出 了 对 内
镜下疑为恶性形
态、多发性的病
灶, 活检时注意深
取, 并进行多次和
多点活检, 甚至是
一穴二钳方法, 每
次活检组织不少
于6块, 以提高检
查阳性.

图 1 同一患者不同部位病变. A: 胃窦小弯侧溃疡; B: 胃体

小弯侧溃疡.

A B
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物、广泛的结节, 形成鹅卵石样外观或弥漫分

布的颗粒样改变[11]. 
本组病理诊断均为B细胞霍奇金淋巴瘤, 最

基本的组织学改变是边缘区B细胞克隆性增生, 
淋巴上皮病变, 淋巴滤泡克隆化形成假滤泡样

结构. 大部分为低度恶性淋巴瘤, 而4例为大B细
胞性淋巴瘤, 则为高度恶性胃淋巴瘤. 大多数胃

高度恶性淋巴瘤是由低度恶性MALT转化而来, 
转化的标准是出现灶性浸润的大B细胞, 不论数

量多少, 都属于高度恶性淋巴瘤[12-13], 且肿瘤细

胞首先在黏膜下生长, 其上往往覆盖正常黏膜

组织, 这一特点提示, 对内镜下疑为恶性形态、

多发性的病灶, 活检时注意深取、多次和多点

活检, 甚至是一穴二钳方法, 每次活检组织不少

于6块, 以提高检查阳性率[14]. 
PGML的预后明显优于胃其他恶性肿瘤及

淋巴结内淋巴瘤. 胃MALT淋巴瘤5年生存率可

达90%, 10年生存率为75%[15]. 因此, 早诊断、早

治疗是目前提高PGML生存率、延长生存期的

关健. 内镜检查的广泛应用及活检的充分和准

确, 对于PGML具有重要的确诊意义.
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Abstract
AIM: To improve the diagnosis of early primary 
biliary cirrhosis (PBC). 

METHODS: We retrospectively analyzed the 
clinical and laboratory data of 15 early PBC 
patients admited to the Clinical College of Dali 
University from 1994 to June 2007.

RESULTS: Among the 15 patients, 2 cases were 
with mild skin itch and jaundice, and the other 
cases had any clinical features. ALP and GGT 
increase were found in all the cases; moreover, 
the levels of ALP and GGT enhanced with the 
prolonging of disease course. The positive sta-
tus of AMA is specific for the diagnosis of early 
PBC.

CONCLUSION: Early PBC lacks clinical mani-
festations, and increases of ALP, GGT, positive 
satus of AMA are the main evidence for its diag-
nosis. 

Key Words: Primary biliary cirrhosis; Early diagno-
sis; Obstructive enzyme; Autoantibody

Yang YL, Yang JP. Diagnosis of early primary biliary 
cirrhosis: an analysis of 15 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(29): 3335-3337

摘要
目的: 提高早期原发性胆汁性肝硬化的诊断
水平.  

方法: 回顾性分析1994/2007-06云南大理学院
临床学院附属医院收治确诊的早期原发性胆
汁性肝硬化患者15例的临床及实验室资料, 总
结其诊断依据和诊断方法. 

结果: 15例早期原发胆汁性肝硬化患者中仅
有2例有皮肤瘙痒和轻度黄疸, 其余13例无任
何临床表现, 所有病例均以ALP、GGT增高为
突出表现, 病程越长ALP、GGT增高越明显. 
AMA阳性对早期原发胆汁性肝硬化的诊断特
异性高, 有重要的诊断价值. 

结论: 早期原发性胆汁性肝硬化缺乏临床表
现, ALP、GGT增高和AMA阳性是早期原发
性胆汁性肝硬化的主要表现和诊断依据. 

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 早期诊断; 梗阻酶; 

自身抗体

杨永林, 杨建平. 原发性胆汁性肝硬化早期诊断15例. 世界华人

消化杂志  2008; 16(29): 3335-3337

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3335.asp

0  引言

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)是一种自身免疫性疾病, 早期症状不明显,
主要表现为梗阻酶如碱性磷酸酶(ALP)、γ-谷氨

酰转移酶(GGT)增高和AMA阳性, 且常伴有其

他自身免疫性疾病的临床表现和实验室资料的

表现, 因此早期PBC容易漏诊[1]. 本文回顾分析

了1994/2007-06云南大理学院临床学院附属医

院所收治确诊的早期原发性胆汁性肝硬化15例
的临床及实验室资料, 进行分析和总结, 以提高

对原发性胆汁性肝硬化早期诊断的认识.

www.wjgnet.com
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■背景资料
早期原发性胆汁
性肝硬化缺乏临
床表现, 主要表现
为碱性磷酸酶、

谷氨酰转移酶增
高和线粒体抗体
阳性, 且常伴有其
他自身免疫性疾
病的临床表现和
实验室资料的表
现, 因此早期原发
性胆汁性肝硬化
不易诊断且容易
漏诊. 

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科 



1  材料和方法

1.1 材料 收集从1994/2007-06确诊的早期原发性

胆汁性肝硬化15例的临床及实验室资料. 早期

PBC病例15例, 年龄分布为38-39岁3例、40-45
岁8例、45-50岁3例、58岁1例; 最大为58岁, 最
小为40岁, 平均48岁; 性别分布: 女13例、男2例. 
皮肤搔痒和轻度黄疸各1例, 其余13例无任何临

床表现; 4例因体检发现ALP、GGT增高; 3例因

子宫肌瘤手术住院发现ALP、GGT增高; 2例因

胆囊结石手术住院发现ALP、GGT增高; 有9例
伴自身免疫性疾病: 干燥综合征2例、类风湿性

关节炎2例、甲亢1例; 2型糖尿病2例. 另外, 有
2例合并类风湿性关节炎、甲亢及2型糖尿病的

患者是在多次住院后发现ALP、GGT增高而确

诊, 从发现到确诊病程2 mo-10年.  
1.2 方法 收集1994/2007-06本院确诊的早期原发

性胆汁性肝硬化15例的临床资料和实验室检查

资料, 根据美国肝病学会(AASLD)2000年的PBC
诊断程序和标准进行诊断. 对15例早期原发性

胆汁性肝硬化病例的临床及实验室资料进行分

析, 总结早期原发性胆汁性肝硬化的诊断依据

和诊断方法. 
根据美国肝病学会(AASLD)2000年的PBC

诊断程序[2]即: (1)对于血清ALP升高无其他解释

(B超检查胆道系统正常), 应测定AMA; (2)对于

血清GGT增高无其他解释, AMA滴度>1∶40诊
断有把握; (3)对于血清ALP升高无其他解释(B
超检查胆道系统正常), 应测定AMA, AMA阴性

则加做ANA、抗SMA及免疫球蛋白检查, 同时

进行肝穿刺; (4)如果AMA阳性而ALP正常则每

年复查. 

2  结果

2.1 15例早期PBC的实验室资料和病理结果如

下 ALT(谷丙转氨酶)增高2例(13%), 总胆红素

(TBiL)增高4例(26%), ALP增高15例(100%), 
GGT增高15例(100%), AMA(抗线粒抗体)阳性

13例(87%), AMA阴性2例(13%), ANA(抗核抗

体)阳性8例(52%), SMA(抗平滑肌抗体)阳性5
例(33%), 免疫球蛋白IgM增高6例(39%), IgG增

高4例(26%). ALP、GGT增高明显, 常高于正常

值4-5倍, 最高者达1842 U/L和1042 U/L; 病理活

检2例, 表现为汇管区纤维组织增生, 肝小叶周

边肝细胞破坏, 细小胆管破坏淤胆、弥漫性肿

胀、结构紊乱, 假小叶形成.  
2.2 15例早期PBC病例诊断标准如下 B超检查胆
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道系统正常, ALP、GGT增高, AMA阳性(滴度

>1∶40)13例; 2例B超检查胆道系统正常, ALP、
GGT增高而AMA阴性病例行肝活检根据病理而

诊断. 所有病例肝炎病毒学检查为阴性、排除

了药物、酒精中毒、血吸虫病及代谢、遗传因

素引起的肝脏疾病情况. 

3  讨论

PBC是一种自身免疫性疾病, 由免疫异常导致

胆管上皮细胞损伤、坏死、最后细小胆管破

坏、阻塞, 形成胆汁淤积, 胆汁在肝细胞和胆

管系统内积聚, 汇管区纤维瘢痕形成, 瘢痕组

织从汇管区向另一汇管区或肝小叶内伸展, 最
终形成肝硬化[3]. PBC早期的病理改变就引起

了细小胆管和微胆管的阻塞和胆汁淤积, 因此

早期就出现了梗阻酶ALP和GGT增高. ALP和
GGT增高是早期PBC的主要表现, 也是发现和

诊断早期PBC的重要线索. 由于本病是一种自

身免疫性疾病, 因此反映自身免疫性疾病的自

身抗体AMA、SMA、 ANA出现阳性; 其中抗

线粒体抗体(AMA)是PBC最具诊断价值和特异

性的免疫学指标, 其中PBC患者AMA阳性率可

达90%-95%, 特别是AMA-M2特异性高, 是早期

诊断PBC最有价值的指标[3]. 另外, 免疫球蛋白

IgM、IgG也增高. 
本组病例资料显示早期P B C患者1 5例

ALP、GGT增高明显(100%)达到正常值的4-5倍, 
最高达1482 U/L和1042 U/L, 且病程越长ALP、
GGT增高越明显, 可能是随着病情的发展, 胆
管梗阻加重所致. 本组病例13例AMA阳性, 阳
性率为87%, 低于一般文献报道的90%-95%, 可
能是本组病例较少的缘故[4-5]; 对ALP、GGT增
高而AMA阴性的2病例, B超排除了胆道阻塞

情况,行肝活检病理检查而确诊. 本组资料8例
(52%)ANA阳性, SMA阳性5例(33%), IgM增高6
例(39%), IgG增高4例(26%), 9例伴有干燥综合

征、关节炎、2型糖尿病、甲状腺功能亢进等疾

病是对本病为自身免疫性疾病的临床资料和免

疫学检查上的支持. 15例中仅有2例出现皮肤搔

痒和轻度黄疸, 2例ALT增高, 4例TBIL增高, 但
15例都有ALP、GGT明显增高, 说明早期PBC一
般缺乏临床表现, ALP、GGT明显增高是其主要

的特点, 是诊断早期PBC的重要线索[6-7]. 本组资

料的病例都是因体检、其他疾病或手术住院发

现ALP、GGT明显增高, 进一步检查AMA阳性

而确诊的. 从本组资料看本病的确诊时间最长

www.wjgnet.com

■相关报道
国内外有关研究
都提示碱性磷酸
酶、谷氨酰转移
酶增高和线粒体
抗体阳性早期原
发性胆汁性肝硬
化诊断的主要依
据; 线粒体抗体阳
性是早期原发性
胆汁性肝硬化的
特异性指标. 

■应用要点
通过本文的分析
可以认识到: 碱性
磷酸酶、谷氨酰
转移酶增高是诊
断的重要线索和
依据. 对发现碱性
磷酸酶、谷氨酰
转移酶增高的病
例应进一步作线
粒体抗体的检测. 
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达10年, 这与PBC早期缺乏临床症状, 临床医生

对本病的认识不足有关; 此外PBC可以与自身免

疫性肝炎、原发性硬化性胆管炎交叉和重叠, 使
本病的早期诊断更加困难[8]. 因此在临床上发现

ALP、GGT明显增高, 要考虑有早期PBC的可能, 
应做B超, AMA及自身抗体的进一步检查来确诊

或排除此病[9]. 总之, ALP、GGT明显增高是早

期PBC突出而主要表现, AMA特别是AMA-M2
是PBC最具诊断价值和特异性的免疫学指标; 对
AMA阴性的病例应做病理检查来确诊. 由于本

病主要发生于中老年女性, 起病隐匿, 进展缓慢, 
早期一般无临床表现或表现轻微, 早期容易漏诊

不易诊断; 中晚期临床表现典型, 诊断较容易, 但
缺乏有效的治疗方法, 最终出现肝功能衰竭. 因
此重视此病的早期诊断, 采取恰当治疗的治疗措

施; 对延缓病程有重要的意义. 熊去氧胆酸是公

认的早期治疗有效之药, 可以减轻胆汁淤积程

度和延长出现临床症状的进程[10]. 从文献资料来

看, 近年随着临床医生对PBC认识的提高和诊断

技术的进步, 原发性胆汁性肝硬化早期得到诊断

的病例越来越多[11-12], 减少了漏诊. 
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■同行评价
本文对15例早期
原发胆汁性肝硬
化进行了回顾性
分析, 对提高原发
性胆汁性肝硬化
的早期诊断具有
实际价值和临床
意义. 
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Abstract
AIM: To investigate and compare the clinical, 
biological, imaging and histological features 
of patients with autoimmune hepatitis (AIH), 
primary biliary cirrhosis (PBC) or AIH-PBC 
overlap syndrome (AIH-PBC OS).

METHODS: The clinical data and liver biopsy 
specimens from 13 patients with type I AIH, 6 
patients with PBC and 9 patients with AIH-PBC 
OS in General Hospital of Tianjin Medical Uni-
versity were retrospectively analyzed. 

RESULTS: Patients with AIH-PBC OS had mark-
edly higher serum aspartate aminotransferase (AST) 
and γ globulin (GLO) levels than patients with AIH 
or PBC (132.67 ± 35.05 vs 81.15 ± 39.26, 55.17 ± 24.38; 

44.33 ± 8.92 vs 34.23 ± 9.89, 33.17 ± 6.79, all P < 0.05); 
serum alkalinephosphatase (ALP) and gamma-
glutamyl-transpeptidase (GGT) levels were signifi-
cantly higher in patients with AIH-PBC OS than 
with AIH (218.11 ± 107.79 vs 106.85 ± 91.57; 280.33 
± 133.51 vs 82.07 ± 36.67, both P < 0.05), but lower 
than that in patients with PBC (245.83 ± 88.60, 315.67 
± 160.01, both P < 0.05). IgM levels in patients with 
PBC or AIH-PBC OS were significantly higher than 
in patients with AIH (793.00 ± 528.57 vs 127.33 ± 
30.14; 538.50 ± 349.43 vs 127.33 ± 30.14, both P < 0.05) 
while patients with AIH-PBC OS had significantly 
higher IgG levels than patients with PBC (2036.00 
± 457.03 vs 1121.25 ± 313.8, P < 0.05). Histological 
analysis showed interface hepatitis in 88.9% and 
destructive cholangitis in 66.7% of AIH-PBC OS 
patients. Abdominal ultrasound showed that they 
were all often associated with hypersplenotrophy 
and celiac lymphadenectasis. 

CONCLUSION: AIH and PBC are representative 
autoimmune liver diseases in which hepatocytes 
and intrahepatic bile ducts, respectively, are se-
lectively damaged by autoimmune mechanisms. 
AIH-PBC OS with clinicopathological features of 
both AIH and PBC shows closer clinically and his-
tologically features to AIH than to PBC. 

Key Words: Hepatitis autoimmune; Primary biliary 
cirrhosis; Overlap syndrome

Zhang HA, Wang BM, Zhang MF, Chang YX, Gong YX. 
Clinicopathological features of autoimmune hepatic 
diseases: an analysis of 28 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(29): 3338-3342

摘要
目的: 探讨并比较自身免疫性肝炎(AIH)、
原发性胆汁性肝硬化(PBC)及其重叠综合征
(AIH-PBC OS)的临床、生化、影象学以及组
织学特征.

方法: 收集在我院自身免疫性肝病住院患者
28例, 其中I型AIH 13例、PBC 6例和AIH-PBC 
OS 9例, 回顾性分析患者临床资料.  

结果: AIH-PBC OS患者血清谷草转氨酶(AST)

®

■背景资料
自身免疫性肝病
是一组免疫介导
的 肝 脏 损 伤 ,  根
据临床表现、生
化、影象学和组
织病理学特点不
同 ,  可 简 单 的 分
为以肝炎为主型
(AIH)和以胆系损
害及胆汁淤积为
主型(PBC和PSC)
及其重叠综合征, 
这几种疾病均可
表现为严重的肝
脏病变, 并可进展
为肝硬化. 

■同行评议者
唐霓 ,  副研究员 , 
教育部感染性疾
病分子生物学重
点实验室
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和γ-球蛋白(GLO)水平(分别为和)均明显高
于AIH和PBC患者(132.67±35.05 vs  81.15±
39.26, 55.17±24.38; 44.33±8.92 vs  34.23±
9.89, 33.17±6.79, 均P <0.05), 而碱性磷酸酶
(ALP)和γ-谷氨酰转肽酶(GGT)水平明显高于
AIH患者(218.11±107.79 vs  106.85±91.57; 
280.33±133.51 vs  82.07±36.67, 均P <0.05), 
低于PBC患者(245.83±88.60, 315.67±160.01, 
均P <0.05). AIH-PBC OS和PBC患者的IgM
水平均明显高于AIH患者(793.00±528.57 vs  
127.33±30.14; 538.50±349.43 vs  127.33±
30.14, 均P <0.05), 而AIH-PBC OS患者的IgG
水平明显高于PBC患者(2036.00±457.03 vs  
1121.25±313.8, P <0.05). AIH-PBC OS患者
界面性肝炎和破坏性胆管炎的发生率分别为
88.9%和66.7%. 腹部BUS提示三者常伴有脾
大和腹腔淋巴结肿大.

结论: AIH和PBC是典型的分别选择性损伤肝
细胞及肝内小胆管的自身免疫性肝病, AIH-
PBC OS同时具有AIH和PBC的临床病理学特
征, 与PBC相比, AIH-PBC OS更倾向于AIH.

关键词: 自身免疫性肝炎; 原发性胆汁性肝硬化; 重

叠综合症

张会爱, 王邦茂, 章明放, 常毅湘, 弓艳霞, 自身免疫性肝病

临床病理特征分析28例. 世界华人消化杂志  2008; 16(29): 

3338-3342
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0  引言

自 身 免 疫 性 肝 病 包 括 自 身 免 疫 性 肝 炎

(autoimmune hepatitis, AIH), 原发性胆汁性肝硬

化(primary biliary cirrhosis, PBC), 原发性硬化性

胆管炎(primary sclerosing cholangitis, PSC)及重

叠综合征(overlapsynodrome, OS), PSC发病率低. 
本文主要探讨AIH、PBC及AIH-PBC OS的临

床、生化指标、病理学特征等, 着重研究其病

理学特征. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集在我院自身免疫性肝病住院患者

28例, 其中I型AIH13例, PBC6例和AIH-PBC OS 
9例, 参照1999年国际AIH小组(IAIHG)修正的

AIH临床评分标准[1], 以及2000年美国肝病学会

(AASLD)关于PBC的临床指导建议[2], 并依据

Chazouillerse et al [3]提出AIH-PBC OS应至少有

两项标准分别符合AIH和PBC的诊断标准予以

诊断.

1.2 方法 采集患者以下临床资料: (1)临床特征: 
患者性别、年龄、临床症状、合并疾病. (2)生
化指标: 包括总蛋白(TP)、白蛋白(ALB)、球

蛋白(GLO)、谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)、总胆红素(TB)、直接胆红素(DB)、碱

性磷酸酶(ALP)、γ-谷氨酰转肽酶(γ-GT)、凝

血酶原时间(P T)、肝炎病毒标志物、胆固醇

(CH)、甘油三酯(TC). (3)免疫学指标: 包括抗

核抗体(A N A)、抗平滑肌抗体(S M A)、抗肝

肾微粒体1型抗体(LKM-1)、抗可溶性肝抗原

/肝-胰抗原SLA-LP、抗线粒体抗体(AMA)、
抗线粒体抗体-M2(AMA-M2)亚型等, 免疫球

蛋白A(IgA)、免疫球蛋白G(IgG)、免疫球蛋

白M(IgM)等. (4)影象学检查主要为上腹部B超

(BUS). (5)肝穿组织病理学.
统计学处理 计量资料以mean±SD描述, 采

用SPSS11.5软件进行组间资料的单因素方差分

析及SNK法进行两两比较, 并对分类变量资料

进行χ2检验, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 临床特征 自身免疫性肝病患者28例, 患者

多以乏力、纳差、黄疸、腹胀、消化道出血、

皮肤瘙痒、周围性水肿或查体发现肝功能异常

等入院, 包括: I型AIH 13例, 其中女12例、男1
例, 2例合并甲亢, 2例合并糖尿病, 1例合并原发

性甲减、桥本甲状腺炎, 1例合并系统性硬化及

干燥综合征; PBC 6例, 均为女性, 3例合并糖尿

病, 1例合并类风湿性关节炎, 3例合并高脂血症; 
AIH-PBC OS患者9例, 其中女8例、男1例, 3例
合并糖尿病, 1例合并甲亢, 3例合并高脂血症.
2.2 血液生化及免疫学指标 所有患者肝炎病毒

标志物及DNA定量检查结果均提示目前无病毒

感染, 血液生化、免疫学指标及统计学分析结

果(表1-2). AIH-PBC OS患者AST和GLO水平明

显高于AIH或PBC患者, ALP和GGT水平明显高

于AIH患者, 而低于PBC患者. PBC患者的TBIL
水平明显高于AIH患者. AIH-PBC OS和PBC患
者的IgM水平明显高于AIH患者, 而AIH-PBC 
OS患者的IgG水平明显高于PBC患者, AIH/PBC 
OS患者的ANA滴度显著高于AIH和PBC患者, 
上述结果均有统计学意义(P均<0.05).
2.3 肝穿刺病理结果 典型病理表现为界面性肝

炎、淋巴细胞破坏性胆管炎和肝细胞花环样

排列等(图1). AIH、PBC及AIH-PBC OS患者汇

管区慢性炎细胞浸润发生率分别为92.31%、

■研发前沿
目前自身免疫性
肝病病因尚不明
确, 有报道甲型肝
炎病毒、丙型肝
炎病毒、人类疱
疹 病 毒 6 型 等 感
染后可导致自身
免疫性肝炎, 65%
原发性胆汁性肝
硬化患者伴有β -
逆转录病毒感染,  
目前治疗主要是
免疫抑制治疗及
利胆治疗, 找到确
切的病因有利于
疾病的诊治. 
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83.33%和100%, 界面性肝炎分别为69.2%、

16.7%和88.9%, 花环样排列分别为38.5%、0和
66.7%, 破坏性胆管炎分别为0、83.3%和66.7%, 
小胆管增生分别为0、66.7%和44.4%(表3). AIH
和AIH-PBC OS纤维化评分F3及其以上的分别

为38.5%和44.5%, Scheuer分级显示PBC患者

Grade1和Grade4的发生率分别为50%和66.7%. 
AIH-PBC OS患者Grade 1和Grade 4的发生率分

别为100%和44.4%(表4).
2.4 腹部BUS AIH、PBC和AIH-PBC OS脾大的

发生率分别为61.5%、33.3%和22.2%, 胆囊结石

的发生率分别为0、33.3%和22.2%, 三者均有1

例出现腹腔淋巴结肿大.

3  讨论

AIH和PBC是两种不同的自身免疫性肝病[4-7], 他
们都有自己特征性的临床、免疫以及组织学表

现, 这两种特征可能同时或先后发生在同一个

患者, 从而产生重叠综合征, 本研究进一步证实

了三者的特征. 
临床特征、血清生化及免疫学改变: (1)三

者均以女性多见, 常合并多种其他自身免疫性

疾病, 如系统性硬化、干燥综合症、甲亢、桥

本甲状腺炎、类风湿性关节炎等. 三者临床表

表 2 三组患者ANA滴度 (%)

     
ANA滴度    AIH (n  = 13)     PBC (n  = 6)    AIH/PBC OS (n  = 9)

1∶800           0                0    7/9(77.8)

1∶400    7/13(53.8)      3/6(50)    2/9(22.2)

1∶200    3/13(23.1)      2/6(33.3)       0

1∶100    3/13(23.1)      1/6(16.7)       0

三组比较: χ2 = 20.733, P  = 0.002<0.05; AIH vs  AIH/PBC OS, 

P  = 0.001<0.05; PBC vs  AIH/PBC OS, P = 0.019<0.05.

表 1 三组患者血液生化和免疫学检查结果 (mean±SD)

     
项目                                AIH (n  = 13)             PBC (n  = 6)             AIH-PBC OS (n  = 9)   P 值

TBIL(μmol/L)     13.32±8.73        60.78±27.67a               27.01±13.94 0.036

ALP(U/L)  106.85±91.57      245.83±88.60a             218.11±107.79a 0.009

GGT(U/L)    82.07±36.67      315.67±160.01a             280.33±133.51a 0.025

ALT(U/L)    64.54±48.00        62.05±32.07             111.00±52.14           >0.05

AST(U/L)    81.15±39.26        55.17±24.38c             132.67±35.05a 0.025

GLO(g/L)    34.23±9.89        33.17±6.79c               44.33±8.92a 0.029

PT(s)    14.44±2.03        13.27±2.38               12.60±1.44             >0.05

IgM(g/L)  127.33±30.14      538.50±349.43a             793.00±528.57a 0.026

IgA(g/L)  373.33±216.20      323.50±174.94             302.60±190.95         >0.05

IgG(g/L)               1600.00±562.14          1121.25±313.80c           2036.00±457.03  0.043

aP<0.05 vs  AIH; cP<0.05 vs  AIH-PBC OS.

■应用要点
本文进一步证实
了AIH、PBC以
及AIH-PBC OS
各自的临床病理
学特征, 尤其对于
其病理学特征(汇
管区炎症、界面
性肝炎、肝细胞
花环样排列、淋
巴细胞破坏性胆
管炎、胆管增生
以及纤维化分级
等)及其影象学表
现(腹部淋巴结肿
大、脾大)作了详
细的分析和比较. 
对于自身免疫性
肝病的诊治有较
大的帮助. 

图 1 肝组织病理组织图(HE染色,×200). A: 界面性肝炎; B: 破坏性胆管炎; C: 肝细胞花环样排列.

CBA

表 3 三组患者的病理组织学情况 (%)

     
病理改变

              AIH               PBC       AIH/PBC OS 

       (n  = 13)          (n  = 6)          (n  = 9)

界面性肝炎   9/13(69.2)    1/6(16.7)     8/9(88.9)

花环样排列   5/13(38.5)    0                 6/9(66.7)

汇管区炎细胞浸润 12/13(92.31)  5/6(83.33)   9/9(100)

破坏性胆管炎   0       5/6(83.3)     6/9(66.7)

小胆管增生   0       4/6(66.7)     4/9(44.4)
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现无明显差别 .  (2)血清中出现一种或多种自

身抗体, AIH、PBC和AIH-PBC OS均常出现

ANA, 但AIH-PBC OS患者ANA滴度均明显高

于AIH 或PBC患者, 表明AIH-PBC OS患者出

现ANA, 且滴度较高,甚至高于AIH患者, PBC
患者虽然也常出现ANA, 但滴度较低. (3)AIH
患者血清ALT、AST升高为主, ALP、GGT正
常或轻度升高, TBIL也可升高. 血清IgG浓度升 
高[8-9]. PBC患者主要为ALP和GGT明显升高, 
而ALT和AST轻度升高, 血清IgM升高亦为其特

点之一[10]. AIH和PBC血清生化特征分别提示

肝细胞炎症和胆汁淤积改变. AIH-PBC OS患者

AST和ALP同时升高, AMA、ANA和(或)SMA
阳性, 血清IgG和IgM同时升高, 同时, AIH-PBC 
OS患者具有AIH和PBC的生化以及免疫学特

征. 其AST和GLO水平明显高于AIH, ANA滴

度也高于AIH, 而ALP和GGT水平却低于PBC
患者, 表明与PBC相比, AIH-PBC OS更倾向于

AIH[11-15].
组织学特征: (1)可发生界面性肝炎及肝细

胞花环样排列, AIH、AIH-PBC OS较PBC常见. 
(2)可发生淋巴细胞破坏性胆管炎及胆管增生, 
AIH-PBC OS、PBC较AIH常见, 其中在PBC中
最常见. (3)PBC偶可出现界面性肝炎. (4)AIH无

1例出现胆管改变. (5)三者均有明显的汇管区炎

细胞浸润, AIH主要为淋巴细胞、浆细胞浸润, 
AIH-PBC OS、PBC除了淋巴细胞外还常伴有大

量嗜酸性粒细胞、嗜中性粒细胞浸润. (6)PBC
及AIH-PBC OS Scheuer分级显示四级改变可同

时出现在同一个患者中, 二者均伴有一定程度

的纤维化. 但AIH-PBC OS患者Grade 1较PBC更
常见, 表明AIH-PBC OS病变部位急性炎症反应

更明显. 综上, AIH、AIH-PBC OS、PBC均有显

著的汇管区炎症, 其中AIH的重要病理特征是界

面性肝炎和肝细胞花环样排列; PBC的重要病

理特征是淋巴细胞破坏性胆管炎和胆管增生; 
AIH-PBC OS则兼有AIH和PBC的病理特征, 其
界面性肝炎和肝细胞花环样排列的发生率高于

AIH, 淋巴细胞破坏性胆管炎和胆管增生的发生

率却低于PBC, 组织学改变也表明, 与PBC相比, 
AIH-PBC OS更倾向于AIH.

影象学: 腹部BUS显示三者常伴有腹腔淋巴

结肿大和脾大, 脾大常发生在肝硬化之前, 淋巴

结和脾均属于免疫器官, 可能与免疫反应有关. 
AIH-PBC OS、PBC发生胆囊结石以及高脂血症

较AIH常见, 这与两者胆管损伤造成的胆汁淤积

有关. 
总之, AIH和PBC是典型的分别选择性的

损伤肝细胞及肝内小胆管的自身免疫性肝病, 
AIH-PBC OS同时具有AIH和PBC的临床病理学

特征, 但更倾向AIH, 甚至较AIH更典型. 寻找三

者特异性抗原进行肝组织免疫组化检查有助于

更进一步的明确诊断, 从而更好的治疗.
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引起上皮样组织
细胞增生, 形成肉
芽肿.
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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2008-11-07/12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. 参会者将授予国家级一类继续医学教育

学分10分. 

1      会议内容

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. 

2      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
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Abstract
AIM: To investigate independent risk factors 
of prognosis for chronic liver failure and to 
establish its prognostic model.  

METHODS: Retrospective analysis was conduct-
ed on clinical aspects of 228 patients with liver 
failure receiving artificial liver treatment be-
tween May 2002 and March 2007 in Tianjin third 
central hospital. Data were analyzed using SPSS 
13.0 statistic software. Quantitative data were 
analyzed using t test and rank test, and qualita-
tive data were analyzed using Chi-square test, 
then Logistic regression analysis was used for 
selecting the independent risk factors affecting 
the prognosis. Based on independent risk fac-
tors from Logistic regression model, prognostic 
model for our patients with chronic liver failure 
was established. 

RESULTS: Independent risk factors included 
Child-Pugh score, tyrosine, bilirubin separation 

ALT, liver cancer, indirect bilirubin, serum sodi-
um and leukocyte. The mortality of patients with 
LOG model score higher than 9.5 was 72.18%, 
while the mortality of patients with LOG model 
score under 9.5 was 13.68%. There was signifi-
cant difference between the two (P < 0.05). Based 
on LOG model score, 7-9 score was considered 
as early stage, 10-12 score as middle stage and 
13-14 score as advanced stage. The mortality of 
three stages were 13.68%, 68.91%, and 100%, re-
spectively, which showed significant differences 
among them (P < 0.05). 

CONCLUSION: Child-Pugh score, tyrosine, 
bilirubin separation ALT, liver cancer, indirect 
bilirubin, serum sodium and leukocyte are in-
dependent risk factors affecting prognosis. LOG 
model established in our study has better pre-
dictability. 

Key Words: Chronic liver failure; Prognostic factors; 
Logistic regression; LOG model

Gao YY, Han T, Kan ZC. Risk factors of prognosis for 
chronic liver failure. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(29): 3343-3346

摘要
目的: 探讨影响慢性肝衰竭患者预后的独立
危险因素, 并建立预测模型.  

方法:  选择天津市第三中心医院2002-05/ 
2007-03行人工肝治疗的慢性肝功能衰竭, 且
病例资料完整的患者228例, 对其临床资料进
行回顾性分析. 使用Logistic回归分析筛选影
响预后的独立危险因素, 根据筛选出的独立危
险因素建立适合我国慢性肝衰竭患者的预测
模型.  

结果: 影响慢性肝衰竭患者预后的独立危险
因素有Child-Pugh评分、血钠值、酪氨酸、

是否有胆酶分离、是否合并肝癌、间接胆红
素及白细胞. 228例慢性肝衰竭患者中大于
9.5分者的病死率72.18%, 小于9.5分者的病死
率13.68%, 两组比较有显著性差异(P <0.05). 
患者早期的病死率为13.68％, 中期的病死率
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■背景资料
肝功能衰竭是由
于肝细胞大量坏
死而出现肝功能
严重受损为特征
的综合征, 是严重
危害人类健康的
疾病之一, 病死率
极高. 长期以来肝
功能衰竭一直是
困扰国内外医学
界的难题. 

■同行评议者
胡和平, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆医院消
化科



68.91%, 晚期的病死率为100%, 三组比较有显
著性差异(P <0.05).   

结论: 本研究建立的LOG模型对慢性肝衰竭
患者的预后有很好的预测性.

关键词: 慢性肝衰竭; 预后的预测因子; Logistic回

归; LOG模型
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0  引言

肝功能衰竭是由于肝细胞大量坏死而出现肝功

能严重受损为特征的综合征, 主要表现为严重

的消化道症状, 黄疸迅速加深, 出血倾向, 并先

后出现各种并发症的肝功能衰竭征象, 是严重

危害人类健康的疾病之一[1]. 肝功能衰竭反映了

肝脏受损严重而再生不足, 以及由于全身炎性

细胞因子过度表达所致的多脏器功能衰竭过程, 
病死率极高[2]. 长期以来肝功能衰竭一直是困扰

国内外医学界的难题, 由于医疗资源的匮乏, 尤
其是肝源的紧张, 使得肝衰竭的治疗举足为艰. 
如何及时、早期的识别肝衰竭, 正确的评估其

预后不仅为选择适当的治疗手段提供了依据, 
同时也为合理的分配医疗资源提供依据. 在我

国肝衰竭患者中慢性肝衰竭占据大多数, 因此

对于影响慢性肝衰竭的预后的研究就显得越发

重要.

1  材料和方法

1 .1  材料 回顾性收集天津市第三中心医院

2002-05-01/2007-03-01行人工肝治疗的肝功能

衰竭的病历资料完整的患者228例, 其诊断符合

2006年我国肝衰竭指南[3]. 其中男性175例, 女
性53例, 男女比例为3.30∶1, 年龄为22-76(平
均51.24±9.79)岁. 228例患者好转119例, 死亡

109例, 总病死率为47.8%. 肝衰竭病因以乙型肝

炎为主, 其中乙型肝炎178(78.07%), 丙型肝炎

2(0.88%), 酒精性肝硬化19(8.33%), 自身免疫性

肝硬化9(3.95%), 隐源性肝硬化6(2.63%)和重叠

病因14(6.14%). 本研究14例重叠病因包括乙肝+
丙肝4例, 乙肝+戊肝4例, 酒精肝+戊肝2例, 酒精

肝+乙肝3例, 乙肝+自身免疫性肝病1例. 
1.2 方法 
1.2.1 观察指标: 收集该228例患者的一般情况及

住院后至第1次人工肝之前的最差的临床及生
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化指标. 包括: 白蛋白、球蛋白、丙氨酸氨基转

移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、直接

胆红素、间接胆红素、碱性磷酸酶、r-谷氨酰

转肽酶、胆碱酯酶、前白蛋白、血糖、血钠、

血钾、血氯、钙、磷、尿素氮(B U N)、肌酐

(Cr)、白细胞、血红蛋白、血小板、凝血酶原

活动度(PTA)、凝血酶原时间(PT)、纤维蛋白原

(FIB)、凝血酶原时间国际标准化比率(INR)、
甲胎蛋白、血型、年龄、性别、是否有家族

史、是否有肝性脑病、是否合并肝癌、是否有

肝肾综合征、是否有消化道出血、是否有腹

水、是否有胆酶分离、肝衰竭病因、氨基酸分

析、Child-Pugh分值、MELD分值和MELD-Na
分值. 
1.2.2 Child-Pugh评分、MELD评分、MELD-Na
评分的计算: Child-Pugh评分(5-15分): 腹水(无、

易消退、难消退, 分别为1、2、3分), 肝性脑病

(无、Ⅰ-Ⅱ期、Ⅲ-Ⅳ期, 分别为1、2、3分), 血
清白蛋白(≥35 g/L、28-35 g/L、≤28 g/L, 分别

为1、2、3分), 血清胆红素(<34 μmol/L、34-51 
μmol/L、>51 μmol/L, 分别为1、2、3分), 凝血

酶原时间(≤14 s、15-17 s、≥18 s, 分别为1、
2、3分). MELD计算公式[4]: MELD分值 = 3.8×
In[胆红素(mg/dL)]+11.2×In(INR)+9.6In[肌酐

(mg/dL)]+6.4×(病因: 胆汁性或酒精性为0; 其
他为1). MELD-Na计算公式[5]: MELD-Na分值 = 
MELD+1.59×(135-Na), 其中公式规定血Na浓
度大于135 mmol/L者按135 mmol/L计算, 小于

120 mmol/L者按120 mmol/L计算. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件处理. 

计量资料的比较采用t检验和秩和检验, 计数资

料的比较用卡方检验. 对于单因素分析有意义

的变量, 将变量引入逐步Logistic回归分析, 排除

变量之间的干扰因素, 确立影响肝衰竭预后的

独立危险因素. 并根据独立危险因素建立预测

模型, 利用受试者运行曲线(ROC)及曲线下面积

(AUC)评估预测模型预测患者预后的准确性. 一
般认为AUC在0.8-0.9之间的模型被认为有非常

好的预测/判断准确性, 大于0.7的模型即有临床

应用价值, P <0.05认为差异有统计学意义.

2  结果

根据Logis t i c回归筛选的对预后有影响的7个
因素(P <0.05)见表1, 表中B 值为偏回归系数 , 
S.E.为偏回归系数的标准误, Wald用于检验总

体偏回归系数与0有无显著性差异, OR为优势 

www.wjgnet.com

■研发前沿
由于医疗资源的
匮乏, 尤其是肝源
的紧张, 使得肝衰
竭的治疗举足为
艰. 如何及时、早
期的识别肝衰竭, 
正确的评估其预
后不仅为选择适
当的治疗手段提
供了依据, 同时也
为合理的分配医
疗资源提供依据. 
在我国肝衰竭患
者中慢性肝衰竭
占据大多数, 因此
对于影响慢性肝
衰竭的预后的研
究就显得越发重
要. 

■创新盘点
本文主要对影响
慢性肝衰竭的预
后因素作一探讨, 
并根据独立的危
险因素建立预测
模型, 该文章几乎
囊括了目前国内
所能检测的所有
反应肝功能的指
标, 筛选的指标有
一部分以前尚无
人报道.
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比[6]. 根据独立危险因素建立评价慢性肝衰竭预

后的预测模型见表2. LOG预测模型分数为7-14
分, 分数越高预后越差, 其中Child-Pugh评分、

I B I L、血钠、酪氨酸、白细胞的界值均为其

ROC曲线求得特异性和灵敏性相加的最大值(即
cutoff值). 本研究建立的LOG模型的ROC曲线下

面积为0.854, 具有很好的预测性, 其最佳临界值

(即cutoff值)为9.5(图1). 
在本研究中228例慢性肝衰竭患者中大于

9.5分者133例, 死亡96例, 病死率72.18%, 而小

于9.5分者95例, 死亡13例, 病死率13.68%, 两组

比较有显著性差异(P <0.05). 把患者根据LOG模

型分为三期, 7-9分者为早期, 10-12分者为中期, 
13-14分者为晚期, 可与慢性肝衰竭的早、中、

晚三期对应, 其中早期95例, 死亡13例, 病死率

为13.68%, 中期119例, 死亡82例, 病死率68.91%, 
晚期14例, 死亡14例, 病死率为100%, 三组比较

有显著性差异(P <0.05). 

3  讨论

由于影响肝衰竭预后的各因素之间的相互作用, 
故单因素分析已不能满足临床分析的需要. 本
组228例慢性肝衰竭患者经Logistic回归最后得

出Child-Pugh评分、是否有胆酶分离、是否合

并肝癌、间接胆红素、酪氨酸、白细胞、血钠

值是影响慢性肝衰竭预后的独立危险因素. 其

中合并肝癌的患者预后差这已经是大家的共

识. 而胆酶分离现象也是肝细胞大面积坏死的

表现, 提示预后极差. 酪氨酸是芳香族氨基酸的

一种, 其升高是肝衰竭患者大面积肝细胞坏死

的表现, 国外也有类似的报道[7]. 多数报道都认

为在肝衰竭患者中其支链氨基酸(亮氨酸、异亮

氨酸、缬氨酸)减少, 芳香族氨基酸(酪氨酸和苯

丙氨酸)升高, 本研究也发现此规律, 但经统计学

处理真正对预后有影响的只有酪氨酸, 酪氨酸

越高预后越差. 由于Child-Pugh评分是复合指标, 
所以其中涵盖的指标包括白蛋白、肝性脑病、

腹水、总胆红素、PT也对预后有很大影响. 此
评分系统也被公认为评价肝功能储备的灵敏指

标. 本组研究发现间接胆红素升高是预后不良

的独立危险因素, 日本学者近年来也提出DBIL
与TBIL的比值能够反映肝细胞的转化功能, 认
为比值高时肝细胞有一定的转化功能, 预后佳. 
其原因在于高胆红素血症是肝功能不良的标

志, 而总胆红素中如果以直接胆红素为主, 常
可能存在胆汁郁积, 间接胆红素为主才是肝细

胞坏死的标志. 本研究发现白细胞的数值是影

响预后的独立危险因素, 白细胞越高预后越差. 
肝衰竭患者常合并原发性腹膜炎, 内毒素血症

和全身炎性反应综合征(systemic inflammatory 
response, SIRS), 文献报道慢性肝衰竭SIRS的
发生率为30%-50%[8], 多种感染性因素和非感

染性因素均能诱发SIRS, 炎症介质在SIRS的发

生发展中起着核心作用[9-10], 此类患者出现脑水

肿[11]和多脏器功能衰竭[12]的机会更大, 死亡率

更高, 故积极有效的控制感染是决定预后的关

键. 在本研究中我们发现血钠的作用是十分重

要的. 慢性肝衰竭发生低钠血症多为稀释性低

钠, 而低钠血症常是肝肾综合征早期的表现[13-14]. 
Selcuk et al进行了123例终末期肝病患者的研究

表 1 228例慢性肝衰竭患者Logistic回归分析

     
                                 B          S.E.        Wald       P          OR

合并肝癌

胆酶分离

Child-Pugh

IBIL

血钠

白细胞

酪氨酸

1.638

2.289

 0.831

0.007

-0.076

 0.100

0.012

0.523

0.445

0.149

0.003

0.028

0.050

0.003

9.804

26.503

31.041

 8.403

 7.155

  4.054

  17.470

0.002

0.000

0.000

0.004

0.007

0.044

0.000

5.145

9.864

2.295

1.007

0.927

1.105

1.012

表 2 慢性肝衰竭Logistic回归的预测模型(LOG预测模型)

     
项目                                      1分                 2分

是否有胆酶分离

是否合并肝癌

Child-Pugh评分

IBIL(μmol/L)

血钠(mmol/L)

酪氨酸

白细胞(×109/L)

否

否

<11.5

<163.3

>134.1

<157.4

<5.9

是

是

>11.5

>163.3

<134.1

>157.4

>5.9

■应用要点
根据本文建立的
预测模型对慢性
肝衰竭患者进行
评分, 从而对其预
后尽早作出评估, 
为选择治疗方案
提供依据. 

图 1 本研究建立的LOG模型的ROC曲线(AUC值为0.854). 
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指出血钠值不仅仅是影响预后, 影响生存时间

的重要因素, 而且是肝移植后早期肝功能恶化

的灵敏的标志[15]. 
由于我国肝衰竭的病因和分型与国外差别

很大, 故国际上通用的一些模型对我国肝衰竭

患者的预后评价并不尽如人意. 我国的肝衰竭

以慢性肝衰竭为主, 我们根据慢性肝衰竭患者

预后的独立危险因素建立预测模型(LOG模型). 
LOG模型中包含是否有胆酶分离、是否合并肝

癌、Child-Pugh评分、IBIL、血钠、酪氨酸、

白细胞七项指标, 分数越高预后越差. 当诊断为

慢性肝衰竭时, 可使用LOG模型进行评分, 按评

分进行分期, 当分期定为早期的患者生存希望

很大, 经治疗其肝衰竭应该可以逆转, 中期的患

者死亡率已经很高, 必须积极治疗, 包括人工肝

的治疗, 包括积极预防和纠正各种并发症, 如果

患者肝功能进一步恶化应实行肝移植, 以免延

误时机, 而晚期的患者几乎没有生存的希望, 应
尽早动员其行肝移植, 而对于没有肝移植条件

的患者内科保守治疗包括人工肝治疗几乎都是

无效的. 本研究建立的LOG模型与以往的模型

的最大区别为其包括胆酶分离. 胆酶分离是在

治疗一段时间后观察其转氨酶和胆红素之间变

化得出的结论, 也是常常用来评估治疗是否有

效的指标之一. 我们经常会见到一些重症患者

虽然开始时各项指标很差但治疗后很快好转, 
或是一些患者开始情况并不很差, 但随着治疗

却每况愈下, 这就说明对于治疗的反应也是影

响预后的因素之一, 对于一个患者的病情发展

应动态观察, 仅以刚刚入院时的化验指标往往

不能确切的反应患者的预后. 
在我们的研究中也发现有一部分患者他们

的诊断还未达到肝衰竭的标准, 但是有早期肝

衰竭的倾向, 对于此类患者在治疗上不能有丝

毫懈怠, 应完全按肝衰竭处理, 事实证明越早治

疗患者预后越好. 总之对于肝衰竭的治疗主张

内科治疗-人工肝-肝移植的模式, 但由于目前尚

无统一的治疗规范, 如何掌握人工肝、肝移植

的指征及时机, 就要求我们对肝衰竭有正确的

认识, 对其预后有准确的评估, 从而在卫生资源

匮乏的今天, 才能做到既不浪费血制品和肝源, 
又能保证肝衰竭患者的生命及健康. 

4      参考文献
1 李保森, 邹正升, 张伟, 赵军, 常彬霞, 唐彦, 尚丽丹. 

215例急性和亚急性重型肝炎临床特征对比性分析. 
中华实验和临床病毒学杂志 2006; 20: 244-246

2 胡万峰, 周亚珍. 全身炎症反应综合征对慢性重型肝
炎预后的影响. 中西医结合肝病杂志 2007; 17: 51-52 

3 中华医学会感染病学分会肝衰竭与人工肝学组, 中华
医学会肝病学分会重型肝病与人工肝学组. 肝衰竭诊
疗指南. 中华肝脏病杂志 2006; 9: 643-646

4 Kamath PS, Wiesner RH, Malinchoc M, Kremers 
W, Therneau TM, Kosberg CL, D'Amico G, Dickson 
ER, Kim WR. A model to predict survival in 
patients with end-stage liver disease. Hepatology 
2001; 33: 464-470  

5 Ruf AE, Kremers WK, Chavez LL, Descalzi VI, 
Podesta LG, Villamil FG. Addition of serum sodium 
into the MELD score predicts waiting list mortality 
better than MELD alone. Liver Transpl 2005; 11: 
336-343

6 陈平雁. SPSS13.0统计软件应用教程. 第1版. 人民卫
生出版社, 2006: 196-208

7 Clemmesen JO, Larsen FS, Ejlersen E, Schiodt FV, 
Ott P, Hansen BA. Haemodynamic changes after 
high-volume plasmapheresis in patients with 
chronic and acute liver failure. Eur J Gastroenterol 
Hepatol 1997; 9: 55-60

8 Foreman MG, Mannino DM, Moss M. Cirrhosis as 
a risk factor for sepsis and death: analysis of the 
National Hospital Discharge Survey. Chest 2003; 
124: 1016-1020

9 Fehrenbach E, Schneider ME. Trauma-induced 
systemic inflammatory response versus exercise-
induced immunomodulatory effects. Sports Med 
2006; 36: 373-384

10 Inoue K, Takano H, Shimada A, Yanagisawa 
R, Sakurai M, Yoshino S, Sato H, Yoshikawa T. 
Urinary trypsin inhibitor protects against systemic 
inflammation induced by lipopolysaccharide. Mol 
Pharmacol 2005; 67: 673-680

11 Shawcross DL, Davies NA, Williams R, Jalan R. 
Systemic inflammatory response exacerbates 
the neuropsychologica l e f fects of induced 
hyperammonemia in cirrhosis. J Hepatol 2004; 40: 
247-254

12 赵志义, 郭巧英, 王雪梅. 慢性重型肝炎并发多器
官功能衰竭48例临床分析. 宁夏医学杂志 2007; 6 : 
534-535 

13 Biggins SW, Kim WR, Terrault NA, Saab S, 
Balan V, Schiano T, Benson J , Therneau T, 
Kremers W, Wiesner R, Kamath P, Klintmalm G. 
Evidence-based incorporation of serum sodium 
concentration into MELD. Gastroenterology 2006; 
130: 1652-1660

14 V a q u e r o J , C h u n g C , C a h i l l M E , B l e i A T . 
Pathogenesis of hepatic encephalopathy in acute 
liver failure. Semin Liver Dis 2003; 23: 259-269  

15 Selcuk H, Uruc I, Temel MA, Ocal S, Huddam B, 
Korkmaz M, Unal H, Kanbay M, Savas N, Gur 
G, Yilmaz U, Haberal M. Factors prognostic of 
survival in patients awaiting liver transplantation 
for end-stage liver disease. Dig Dis Sci 2007; 52: 
3217-3223

           编辑  李军亮  电编  郭海丽  

■同行评价
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型, 对临床有一定
指导意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the significance of guide-
wire in reducing complications of endoscopic 
retragrade cholangiopancreatography (ERCP).

METHODS: Eight hundred and fifty one cases 
undergoing guide-wire procedure were taken 
as the guide-wire group while 327 cases with-
out guide-wire procedure were taken as con-
ventional treatment group. Incidence rates of 
complications between the two groups were 
analyzed.

RESULTS: Incidence of pancreatitis, cholangitis, 
stone incarceration and total complication rate 
were significantly lower in the guide-wire group 
than in the conventional treatment group (2.47% 
vs 4.90%, 1.41% vs 3.67%, 0% vs 0.61%, 4.70% 
vs 10.40%, all P < 0.05). The bleeding rate and 
perforation of duodenum were also lower in the 

guide-wire group but no statistical significance 
was observed.

CONCLUSION: Guide-wire flexibly reduces 
incidence rate of complications and the effect is 
prominent.

Key Words: Guide-wire; Endoscopic; Endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography; Complication

Hou SL, Gao YP, Qiao N, Qiao ZY, Kang JS, Zhang 
LC. Role of guide-wire in lowering complications of 
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摘要
目 的 :  探 讨 导 丝 在 降 低 逆 行 胰 胆 管 造 影
(ERCP)并发症中的意义. 

方法: 收集应用导丝操作ERCP的患者851例, 
为导丝组; 未应用导丝ERCP患者327例, 为常
规组, 比较两组并发症发生率的差异. 

结果: 导丝组胰腺炎、胆管炎、结石嵌顿
发 生 率 及 并 发 症 总 发 生 率 明 显 低 于 常 规
组(2.47% vs  4.90%, 1.41% vs  3.67%, 0% vs  
0.61%, 4.70% vs  10.40 %, 均P <0.05), 出血、

穿孔发生率亦低于常规组, 但无统计学差异.

结论: 在ERCP操作中灵活应用导丝可降低其
并发症的发生, 且效果显著.

关键词: 导丝; 内窥镜; 逆行胰胆管造影; 并发症
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0  引言

近年来随着内镜性能及辅助治疗设备的不断改

善和操作者技术的不断提高, 逆行胰胆管造影

(ERCP)已成为诊断治疗胆胰疾病的重要手段, 
正逐渐发挥着越来越重要的作用. 但ERCP的并

发症限制了ERCP的广泛应用. 导丝作为ERCP
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■背景资料
逆行胰胆管造影
(ERCP)已成为诊
断治疗胆胰疾病
的重要手段, 正逐
渐发挥着越来越
重 要 的 作 用 .  但
ERCP的并发症限
制了ERCP的广泛
应用.

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 沈
阳军区总医院消
化内科



操作中常用的器械之一, 在ERCP操作中发挥

举足轻重的作用. 本文就灵活应用导丝在降低

ERCP并发症中的意义做一分析. 

1  材料和方法

1.1 材料  2003年以前临床遇到的病例327例
ERCP为常规组; 自2003-06/2007-06主动使用

导丝的ERCP操作851例为导丝组, 其中男469
例, 女382例, 年龄为9-99岁. 其中行单纯ERCP
者75例; E R C P+经内镜十二指肠括约肌切开

术(EST)者47例; ERCP+经内镜鼻胆管引流术

(ENBD)者59例; ERCP+EST+网篮取石者451例; 
ERCP+EST+经内镜胆管支架引流术(ERBD)者
141例; ERCP+EST+经内镜下管金属支架引流术

(EMBE)者78例. 操作者均为同一操作组, 两组的

性别比、年龄、进行的操作项目经统计学检验

无显著差异. TJF-240型电子十二指肠镜由日本

OLMPUS公司生产; 黄斑马导丝由BOSTON公

司生产; 白泥鳅导丝由COOK公司生产、黑泥鳅

超滑导丝由日本TERUMO公司生产等.
1.2 方法 常规组就是不用导丝或者在特别需

要时如置放支架时才用导丝, 导丝组是指在造

影、十二指肠乳头括约肌切开、取石、置入支

架等操作时主动应用导丝, 具体方法如下.
1.2.1 导丝的手法: 抖动, 为了使导丝尖端越过狭

窄部, 前后方向稍稍抖动, 并在抖动过程中推进

导丝, 这样可以使导丝尖端寻找开口部位深入

狭窄部, 抖动和推进导丝时幅度和用力皆应恰

到好处; 捻进, 当导丝尖已对位, 由于狭窄较严

重或狭窄段较长, 单纯用力推进导丝难以通过, 
采用顺逆时针方向轻轻捻进导丝, 捻进又分为

轻捻和重捻. 很多时候是抖动、捻进、出入有

机的配合才能完成; 合并切开刀、取石球囊、

导管等器械, 可以利用这些器械增加导丝的强

度和改变其方向.
1.2.2 插管造影: 选择性插入胆管或选择性插入

胰管尤其是乳头有病变或乳头旁有憩室、憩室

内乳头、副乳头的插管, 可以应用COOK公司生

产的白泥鳅导丝或TERUMO导丝, 利用导丝前

端富有弹性、无组织损伤性及湿润时非常光滑

的特点, 伸出导管前端1-2 mm采用送进和捻进

的手法, 通过手腕的抖动即可找到胆管开口; 有
时导丝反复进入胰管而不进入胆管, 可以将导

丝放在胰管内, 使乳头更好地暴露、固定, 改善

胆管的走行方向, 更容易选择胆管的方向. 导丝

进入胆管中段注入造影剂, 如果结石较小, 透视
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下将导丝放在结石之上, 再沿导丝进入导管再

注药以免把结石顶入肝内胆管.
1.2.3 越过狭窄深部插入胆管或胰管: 高位胆

管梗阻或胰管梗阻患者越过狭窄进入深部插

管, 或选择性进入左肝管或右肝管困难, 此时

应用各种手法直接插入, 失败者可以联合应用

取石球囊、切开刀(尤其是BOSTON公司生产

的可旋转方向的切开刀)、导管来改变方向, 也
可以换成COOK公司生产的白泥鳅超滑导丝或

TERUMO导丝. 
1.2.4 内镜下乳头括约肌切开术(en d os co p i c 
sphinctero-papillotomy, EST): 应用导丝深插胆管

内可以减少切开刀的脱出, 避免误切开胰管; 同
时避免反复插入胆管, 减少了操作时间和胰腺

炎的发生. 也可以将导丝先放在胆管内, 切开的

同时借助导丝来调整十二指肠乳头的切开方向.
1.2.5 取石: 胆总管内小结石尤其是肝内胆管取

石或胰管结石时可以先用导丝越过结石, 再沿

导丝置入球囊或可过导丝的网篮, 将结石取出. 
先有导丝在胆管后应用网篮取石可以减少结石

嵌顿的发生, 并可以通过导丝顺利放入鼻胆管.
1.2.6 狭窄扩张及置支架: 此时导丝应用0.035 in
的导丝, 越过狭窄后, 应用探条进行逐级扩张后, 
置入支架; 对于肝门部的狭窄有时需要多支架

的置入, 可以用FUSION系统, 也可以先置入两

根导丝分别到不同的胆管, 先置入1根支架, 再
进入1根导丝后再置入支架总有2根导丝在胆管

内就可以完成多支架的置放.
统计学处理 采用χ2检验分析导丝组与常规

组之间的成功率及并发症发生率的差异, P <0.05
为差异显著.

2  结果

ERCP成功: 根据患者诊断和治疗的要求进行

ERCP操作如EST、取石、置支架等, 达到了预

期的目标视为成功. 
ERCP并发症的诊断[1]: 胰腺炎: ERCP术后

血淀粉酶升高超过500索氏单位, 出现的中上

腹部痛持续性24 h以上. 腹痛伴恶心、呕吐, 左
上腹部压痛, 伴或不伴有肌紧张. 腹部B超及CT
检查可见胰腺明显肿大、周围水肿明显、间隙

消失、粘连、胰腺实质内可见点泡状液化坏死

腔. 胆管炎: 发热、畏寒、血清转胺酶升高和或

术后8 h血培养阳性. 前者有急性胆管炎症状伴

WBC总数、中性粒细胞升高和巩膜黄染加深, 
后者除症状及体征加重外, 伴有中毒性休克的

www.wjgnet.com

■研发前沿
导丝作为ERCP操
作中常用的器械
之一, 在ERCP操
作中发挥举足轻
重的作用. 本文论
述了灵活应用导
丝在降低ERCP并
发症中的意义.

■相关报道
导 丝 在 E R C P 操
作中应用越来越
广泛, 在临床工作
中有较大的意义. 
国内外学者在大
部分的文章中重
点介绍了导丝在
ERCP中的应用技
巧及重要性, 他们
的技巧也是很实
用的.
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表现. 出血: 术中出血不能镜下成功止血或迟发

性出血, 迟发性出血是指EST术后24 h、数天甚

至数周后才发现, 这类出血只有呕血、黑便甚

至休克才发现, 因此出血量往往较大. 穿孔: 腹
痛、腹涨、发热、腹膜刺激征、白细胞计数升

高等临床表现外, X线或腹平片有隔下游离气体. 
导丝组成功率明显高于常规组(P <0.05), 导丝组

胰腺炎、胆管炎、结石嵌顿发生率及总并发症

发生率均低于常规组(P <0.05). 出血、穿孔发生

率也低于常规组, 但没有统计学差异(表1).

3  讨论

B超、C T、磁共振胆胰管成像 ( m a g n e t i c 
resonance cholangiopancreatography, MRCP)检查

具有非侵袭性地检查胰胆管的优点, 使诊断性

ERCP逐渐减少. 但治疗性ERCP有着创伤小、

恢复快、治疗效果“立竿见影”、成功率高等

优势, 受到了欢迎. ERCP是一个微创技术, 也是

有创的, 因此并发症的发生是每一个操作者首

要考虑的问题. 只有降低了并发症才能将此技

术推广得更深入[2-3]. 导丝是ERCP术的“生命

线”, 作为内镜常用的器械发挥了重要的作用, 
此研究提示灵活应用导丝提高了成功率、减少

了并发症的发生[4].
胰腺炎的发生是E R C P最常见的并发症 , 

Johnson et al [5]分析了1979例ERCP发生急性胰腺

炎并发症的原因, 认为胰管显影1次者胰腺炎发

病率为1.3%, 5-7次增至9.7%, 超过10次者高达

19.5%. 胰腺炎发生下列因素有关[2-3]: 多次插管

和胰管多次显影、反复的胰管显影导致胰管压

力过高过量的造影剂损害了胰管和腺泡上皮细

胞; 机械性损伤胰管开口; 预备性切开、EST时
胰管开口及周围黏膜误伤或过度灼伤. 

本研究提示灵活应用导丝能降低胰腺炎的

发生. 导丝前端具有富有弹性、无组织损伤性

及湿润时非常光滑的功能. 可以探索胆管或胰

管的腔隙进入胆管或胰管、穿过阻塞或狭窄处, 
引导附件通过提高成功率[6]. 把导管放在乳头开

口部位, 可以向11点的方向进入导丝来引导进入

胆管. 反复进胰管者, 先将导丝放在胰管内, 使
乳头更好地暴露、固定, 改善胆管的走行方向, 
然后就很容易选择胆管的方向进行插管. 通过

导丝可以更准确地将各种治疗器械导入目标管

道内, 减少了插管的次数. 
利用导丝进行各种器械的交换, 使操作更准

确, 更安全. 可以减少反复寻找目标胆管或胰管

而重新插管的次数. 如造影时直接应用聪明刀

带导丝可以造影后根据需要确定是否进行切开, 
如果需要切开将导丝插入胆管, 切开刀就不易

滑出胆管; 如果切开后还需要进行治疗, 可以将

导丝再次深插入胆管或胰管内退出切开刀, 更
换为相应的器械, 如: 根据病情需要进入扩张探

条进行胆管扩张等. 操作过程中切记不能脱出

导丝, 导丝在十二指肠腔内尽量保持短直状态

尤其避免形成袢, 有时候导丝脱出很难再进入

原来的管道. 导丝的不透X光的特性, 可以减少

造影剂的应用. 根据导丝游走方向来判断胰胆

管方向, 这样可以明显减少因造影剂对胰管过

度充盈造成管内高压及造影剂的毒性作用损伤

管壁上皮及腺泡, 同时由于黄斑马导丝先端极

其柔软并具有亲水性, 对胰管壁损伤很小, 使术

后胰腺炎及高淀粉酶血症的发生率得以减少. 
胆管炎是ERCP术后又一重要的并发症, 他的

发生通常是由于器械污染、胆管内注人过量的造

影剂、胆管狭窄或胆管结石碎石未取净引起胆汁

引流不畅、引流范围小于全肝的40%等[2-3], 这样

细菌将驻留并繁殖造成感染. 一旦发生, 在积极

抗感染的同时, 应采取有效的引流措施. 
造影时, 导丝进入胆管中段注入造影剂, 如

果结石较小, 透视下将导丝放在结石之上, 再沿

导丝进入导管再注药以免把结石顶入肝内胆管, 
行乳头切开后, 沿导丝进入取石器械, 以免漏掉

表 1 导丝组与常规组发生并发症的比较 (%)

     
          导丝组              常规组                     χ2          P

成功率  96.12(818/851)      91.44(299/327)               10.56    <0.05

胰腺炎    2.47(21/851)        4.90(16/327)                 4.56    <0.05

胆管炎    1.41(12/851)        3.67(11/327)                 4.71    <0.05

出血    0.71(6/851)        1.22(4/327)                 0.264    >0.05

穿孔    0(0/851)         0.31(1/327)                 2.60    >0.05

结石嵌顿    0(0/851)         0.61(2/327)                 5.21    <0.05

并发症总发生率   4.70(40/851)      10.40(34/327)               13.02    <0.05

■应用要点
导丝本身的特点, 
如前端光滑、柔
软无组织损伤性
及富有弹性, 前端
的后面有较硬的
钢丝及导丝的不
透 X 光 性 等 再 加
上文中所介绍应
用的技巧, 在减低
并发症的发生率
起到了重要的作
用. ERCP及其相
关技术已在各大
医院广泛开展, 成
为胰胆疾病治疗
的主要手段之一, 
使无数的肝胆胰
腺疾病患者得到
明确的诊断和有
效的治疗, 因此有
广阔的应用前景.
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小结石. 深部插管尤其是肝门部肿物需要放置

支架时, 也是应用导丝前端光滑、柔软等的优

点利用轻捻、重捻、适当推进、抖动等手法进

入, 有时需要结合球囊、切开刀、造影管等器

械来改变导丝的走行方向进入目标胆管. 与其

他器械配合应用时要注意调节导丝与导管的距

离、切开刀钢丝的张力大小、球囊的不同插入

深度, 使导丝直接进入目标胆管, 也可以多插进

一段导丝使其反弹折叠成圈、成勾进入目标胆

管[7], 直头导丝易进入右肝内胆管, 弯头导丝结

合其他器械易进入左肝内胆管, 导丝进入目标

胆管是操作顺利、达到预期诊治效果的关键, 
在肝门部的肿瘤需要双支架或多支架的置入时

可以应用双导丝来完成[8], 可以利用导丝技术进

行尽量多位点的引流, 扩大引流范围, 同时导丝

的不透X光的特性, 可以减少造影剂的应用, 在
最大限度内减少了胆管炎的发生. 

EST并发症中以出血最为常见, 出血的原因

较多[2]: 有解剖因素、技术因素、疾病因素等, 
包括凝血机制障碍、急性胆管炎症或操作中电

流运用不合理、乳头切开太快或切口方向不佳, 
以及采用预备切开或用针状刀切开等. 穿孔的

发生率与乳头狭窄、乳头旁憩室、切开方向偏

离等有关. 预测穿孔的危险性有可疑括约肌功

能不全, 年龄大, 括约肌切开、操作时间长有关, 
其中以括约肌切开的危险性最大. 导丝前端的

后面是钢丝, 可以利用导丝的钢性来改变十二

指肠乳头的方向, 避免损伤憩室边缘、控制切

开速度和及时调整切开方向. 从而使造影、切

开更顺利. 乳头因为憩室、手术、肿瘤等因素

偏位; 乳头突出过于柔软易移动; 难以向11点方

向切开; 可以先把导丝放在胆管内, 通过胆管内

留置的导丝将乳头控制在视野的中央, 乳头的

可动性受到抑制, 在进行EST时, 有时乳头位置

比较偏或在乳头上方有十二指肠黏膜环形皱襞

不能完全切开时, 可以将导丝放在胆管内来改

变乳头的方向, 从而向理想的方向切开理想的

长度, 避免出血和穿孔. 

结石及取石网篮嵌顿发生率较低, 主要发

生于胆管下端狭窄、结石较大且较硬, 用网篮

套住结石后嵌顿在胆管下端, 无法松开及退出

网篮, 一旦发生可改用体外碎石, 但也有失败者, 
常规组中有1例结石过硬体外碎石器亦不能挤

碎结石, 另1例患者不能耐受较硬的应急碎石网

套而行紧急手术取出网篮及结石. 目前我们的

做法是沿导丝进入球囊, 把球囊充气至欲取出

结石的大小后下拉球囊, 如果较顺利拉出乳头

外, 则结石可以取, 如果困难, 就把导丝预先放

在胆管内, 然后再置入网篮试取石, 可以减少结

石嵌顿的发生. 即使取不出结石还可以沿导丝

置入鼻胆管行外引流. 
ERCP及其相关技术已在各大医院广泛开

展, 成为胰胆疾病治疗的主要手段之一, 使无数

的肝胆胰腺疾病患者得到明确的诊断和有效的

治疗.我们应不断的探索、总结、完善导丝的操

作技巧,灵活应用导丝、提高操作技术、降低并

发症的发生率.
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Abstract
AIM: To determine the plasma level of matrix 
metalloproteinase-1 (MMP-1) and its tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1(TIMP-1) in 
patients with ulcerative colitis (UC) and to 
investigate their clinical significance.

METHODS: ELISA assay was used to determine 
the plasma MMP-1 and TIMP-1 level in the pe-
ripheral venous blood samples from 30 patho-
logically confirmed UC patients and 15 normal 
healthy controls.

RESULTS: Plasma levels of MMP-1 and TIMP-1 
were significantly higher in patients with UC 
than in normal controls (2.4421 ± 0.5394 vs 1.8967 
± 0.3737, 6.3728 ± 0.4940 vs 5.5917 ± 0.2968, both 
P < 0.05); Plasma level of TIMP-1 was positively 
correlated with the severity of the disease (t 
= 4.097, P < 0.05), but that of MMP-1 wasn’t; 
Plasma level of MMP-1 in moderate to severe 

patients was significantly higher than that in 
controls, but no significant difference was found 
between mild patients and control groups. 

CONCLUSION: Plasma level of MMP-1 and 
TIMP-1 are significantly elevated in patients 
with UC; Plasma MMP-1, particularly plasma 
TIMP-1 could be considered as simple biological 
parameters for the severity and clinical diagno-
sis of UC.

Key Words: Ulcerative colitis; Matrix metallopro-
teinase-1; Tissue inhibitor of metalloproteinase-1; 
ELISA assay
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摘要
目的: 检测溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)患者血浆基质金属蛋白酶-1(MMP-1)及其
组织抑制因子-1(TIMP-1)水平. 

方法: 采集经临床表现、肠镜及病理诊断的
UC患者30例以及正常人15例的外周静脉血, 
ELISA法测定血浆MMP-1和TIMP-1水平. 

结果: UC患者血浆MMP-1、TIMP-1水平明
显高于对照组(2.4421±0.5394 vs  1.8967±
0.3737, 6.3728±0.4940 vs  5.5917±0.2968, 均
P <0.05); UC患者血浆TIMP-1水平与病情严
重程度呈正相关(t  = 4.097, P <0.05), 而血浆
MMP-1水平与病情严重程度无相关性; 中-重
型患者血浆MMP-1水平明显升高, 而轻型患
者血浆MMP-1的水平较对照组无明显的差别.

结论: UC患者血浆中MMP-1与TIMP-1呈现高
表达; 血浆MMP-1, 特别是TIMP-1可能成为判
断UC严重程度以及临床诊断简单易行的外周
血生物学指标.

关键词: 溃疡性结肠炎; 基质金属蛋白酶-1; 基质

金属蛋白酶组织抑制因子-1; ELISA
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■背景资料
研究表明, 基质金
属蛋白酶-1(MMP 
-1)和基质金属蛋
白酶 -1组织抑制
剂(TIMP-1)在溃
疡性结肠炎(UC)
患者结肠组织中
表达明显增加, 因
而认为二者在UC
的发病过程中其
重 要 的 作 用 .  结
肠组织中MMP-1
和TIMP-1的高表
达应该在外周血
中 反 映 出 来 .  因
此, 本研究测定并
探讨UC患者血浆
MMP-1和TIMP-1
水平的变化及其
意义.  

■同行评议者
高峰, 副教授, 新
疆维吾尔自治区
人民医院消化科
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种原

因不明的直肠和结肠慢性非特异性炎症性疾

病, 病变主要限于大肠黏膜与黏膜下层, 临床主

要表现为腹泻、黏液脓血便及腹痛, 病情轻重

不等, 多呈反复发作的慢性病程. 迄今为止, 动
物实验及临床研究表明, 在UC结肠病变黏膜组

织中, 多种MMPs及TIMPs的表达均增加, 并以

MMPs的增加更为明显; 而在非病变区MMPs及
TIMPs的表达相对较低, MMPs/TIMPs的比例

失衡已被认为可能是UC发生发展的重要机制

之一[1-4]. 国外学者研究结果显示UC患者外周

血MMP-1及TIMP-1水平增高[5-6]. 目前, 国内有

关UC患者外周血MMP-1及TIMP-1水平测定的

研究尚少. 本文采用ELISA法测定UC患者血浆

MMP-1、TIMP-1水平, 探讨二者在UC中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择根据临床表现、肠镜及病理学检

查诊断为UC的患者30例, 男14例, 女16例, 平均

年龄49.37±15.56岁, 全结肠病变4例, 右半结肠

病变2例, 直乙状结肠病变17例, 直肠病变7例. 全
部病例符合2000年成都《对溃疡性结肠炎诊断

治疗规范的建议》, 并根据诊断标准将30例UC
患者分为轻型(12例)及中-重型(18例)两组. 选择

肠镜及病理学检查均阴性的正常人15例作为

对照组, 男性6例, 女性9例, 平均年龄46.52±
17.56岁.
1.2 方法 采集被检者外周静脉血, ELISA法测

定血浆MMP-1、TIMP-1水平. 试剂盒购自美国

R&D公司, 操作步骤按照试剂盒说明书进行.
统 计 学 处 理  采用单因素方差分析及

Spearman相关性分析, 均以P<0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 UC患者与对照组血浆MMP-1与TIMP-1水平

的测定 UC患者血浆MMP-1与TIMP-1水平均明

显地高于正常对照组(P <0.05, 表1).
2.2 血浆MMP-1与TIMP-1水平在不同病情患者

中的测定 中-重型患者血浆MMP-1水平显著高

于正常对照组与轻型(P <0.05), 轻型患者血浆

MMP-1水平较对照组无统计学差异(P >0.05). 轻
型与中-重型患者血浆TIMP-1水平显著高于正
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常对照组(P <0.05), 中-重型患者血浆TIMP-1水
平明显高于轻型患者(P <0.05, 表2).
2.3 血浆MMP-1、TIMP-1及与病情严重程度相

关性分析 血浆TIMP-1水平与UC患者病情严重

程度呈显著正相关(t  = 4.097, P  = 0.000<0.05), 相
关系数为0.658, 即病情越重血浆TIMP-1水平越

高; 而血浆MMP-1水平与UC患者病情严重程度

无相关性(P >0.05).

3  讨论

UC是一种慢性非特异性炎症性肠病, 病理下可

见有炎症细胞浸润, 上皮细胞增生, 伴有上皮下

结缔组织的重构, 以及细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)成分的降解. 其中, ECM的降解主

要由MMPs来完成, 当ECM的降解程度大于合成

时, 将导致组织的破坏如溃疡的形成. MMPs是
一组由结缔组织细胞分泌, 参与细胞外基质成

分降解的一族锌依赖性内肽酶, 主要由成纤维

细胞、软骨细胞、内皮细胞、巨噬细胞和粒细

胞等合成和分泌. 其中MMP-1又称间质胶原酶, 
主要降解胶原Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅹ, 使他们对明胶

酶(MMP-2、MMP-9)敏感. TIMPs是阻断ECM降

解, 抑制MMPs活性的一组分泌型糖蛋白, 他们

参与组织结构的建立和维持, 可以间接影响依

赖ECM的细胞信号的传递. 目前在哺乳动物细

胞中发现了四种, 分别为: TIMP-1、-2、-3和-4. 
其中, TIMP-1是一种分子质量为29 kDa的可溶

性糖蛋白, 主要抑制MMP-1、-3、-9的活性. 
有研究表明, MMP-1与UC患者结肠黏膜组

织急性损伤、新生血管的形成[1]、黏膜破坏、

www.wjgnet.com

■研发前沿
有关基质金属蛋
白 酶 ( M M P s ) 及
其 组 织 抑 制 剂
(TIMPs), 特别是
MMP-1和TIMP-1, 
与UC的发病关系
的研究成为近年
来国内外研究的
热点. 

表 1 UC患者与正常对照组血浆MMP-1与TIMP-1水平

     
分组              血浆MMP-1                   血浆TIMP-1

UC        2.4421±0.5394a           6.3728±0.4940a

对照组        1.8967±0.3737            5.5917±0.2968

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 不同病情UC患者血浆MMP-1与TIMP-1水平

     
血浆  MMP-1                      TIMP-1

轻型        2.2063±0.3952ac         6.1411±0.4839ac

中重型        2.6778±0.6835c          6.6044±0.5041c

对照组        1.8967±0.3737           5.5917±0.2968

aP<0.05 vs  中重型; cP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
U C 患 者 血 浆
MMP-1和TIMP-1
水平明显升高, 表
明组织中MMP-1
和TIMP-1的高表
达可以通过外周
血表现出来. 血浆
TIMP-1的表达水
平与UC病情严重
度 呈 正 相 关 .  因
此 ,  临 床 上 血 浆
MMP-1、特别是
TIMP-1对UC的诊
断和病情严重程
度的判断都有一
定的意义, 可能成
为帮助判断UC严
重程度以及诊断
的简易的外周血
生物学指标.
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以及溃疡形成初始步骤有关[2]. McKaig et al [4]研

究发现在UC的结肠病变组织中MMP-1的表达

明显增加, 其表达水平的高低与UC的炎症病理

分期相关. UC患者结肠病变的炎症区域TIMP-1 
mRNA的表达较正常区域略微增高, 在溃疡区黏

膜表达增高9-12倍. 免疫组化的结果也证实了蛋

白水平的表达与mRNA水平的表达一致[1].  
MMPs水平不仅在组织、体液中可增加, 在

一些癌症、肝硬化、类风湿性关节炎、急性冠

脉综合症的外周血中也可升高[7]. 已有文献报

道[8], MMPs的活性可以在正常人的血清中稳定

检测和定量. 本研究采用ELISA法测定UC患者

血浆MMP-1、TIMP-1水平. 结果显示, UC患者

血浆MMP-1、TIMP-1水平均明显高于正常对

照组, 说明在UC患者中, 结肠组织中MMP-1和
TIMP-1表达的增加, 可以反映到外周血中. 因
此, 血浆MMP-1与TIMP-1水平可以作为UC诊

断的一个简单易行的外周血指标. 另外, 血浆

T I M P-1水平与病情严重度呈正相关, 病情越

重, 血浆TIMP-1水平越高, 说明在一定程度上, 
血浆TIMP-1水平可以反映出UC患者结肠黏膜

组织损伤程度以及疾病的严重程度. 因此, 血
浆TIMP-1水平可以作为反映UC患者病情严重

程度的血清学指标. Baugh et al [9]的研究结果显

示UC患者MMP-1在外周血中的表达较正常人

增高, 与本研究结果一致.  Wiercinska-Drapalo 
e t a l [5]应用ELISA法测定结果表明MMP-1、
TIMP-1在溃疡性结肠炎患者血清中的水平较正

常对照组显著提高, 并揭示出TIMP-1的水平与

内镜下黏膜损伤、疾病活动指数、临床活动指

数、C反应蛋白浓度正相关. 理论上讲, MMP-1
在UC结肠组织损伤过程中起着重要的作用, UC
的结肠组织中MMP-1的表达明显增加, 其表达

水平的高低与UC的炎症病理分期有相关性[4]. 
但是, 本研究发现血浆MMP-1的水平仅在中-重
度UC患者中增高明显, 而在轻度及对照组的表

达之间无统计学差异, 其表达水平与病情严重

度无相关性. 这可能与本研究样本较小有关. 另
外, 外周血中MMP-1、TIMP-1的活性受诸多因

素的影响, 因而尚需增加病例进一步研究. 
总之, 本研究的结果显示, 与结肠病变组织

相似, UC患者血浆MMP-1、TIMP-1亦呈现高表

达, 血浆中TIMP-1的表达水平与UC病情严重度

呈正相关. 血浆MMP-1、特别是TIMP-1可能成

为帮助判断UC严重程度以及临床诊断简单易行

的外周血生物学指标. 
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Abstract
AIM: To observe the therapeutic effects of 
gentamycin combined with sodium bicarbonate 
for irinotecan-induced diarrhea.

METHODS: A total of 98 patients with stage Ⅳ 
cancers were allotted into prevention group (n = 
52 patients) and control group (n = 46 patients) 
from July 2006 to May 2008 in our hospital. All 
patients received the chemotherapy includ-
ing irinotecan. The prevention group received 
gentamycin combined with sodium bicarbon-
ate before the use of irinotecan for 4 d, while 
the control group received routine treatment. 
Tropisetron was conventionally used to prevent 
the vomiting in both groups. All adverse effects 
were evaluated using NCI-CTC standard.

RESULTS: The use of gentamycin combined 

with sodium bicarbonate resulted in signifi-
cantly higher stool pH value (t = 15.295, P < 0.05), 
significantly reduced the incidence of irinotecan-
induced diarrhea (13.70% vs 34.83%, P < 0.001) 
and medications (Loperamide: χ2 = 23.844, P < 
0.001; Smecta: χ2 = 25.054, P < 0.001; Somafos-
tatin: χ2 = 8.561, P = 0.003; Fluid replacement: χ2 
= 8.007; P = 0.005). At the same time, bone mar-
row suppression, nausea and vomiting and liver 
function were also improved in the prevention 
group (χ2 = 80.335, 60.339, 5.155, P <0.01 or 0.05). 
However, there were no significant differences 
in appetite, constipation, renal function between 
the two groups.

CONCLUSION: Gentamycin combined with 
sodium bicarbonate proves to be useful for pre-
venting the diarrhea induced by irinotecan and 
is recommended for wide use.

Key Words: Irinotecan; Diarrhea; Gentamycin; So-
dium Bicarbonate; Prevention

Mei Q, Cao Z, Chen Y. Gentamycin combined with 
sodium bicarbonate for prevention of irinotecan-induced 
diarrhea: an analysis of 52 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(29): 3354-3358

摘要
目的: 观察庆大霉素联合碳酸氢钠片预防伊
利替康(irinotecan)所致腹泻的疗效. 

方法: 收集2006-07/2008-50我科98例接受含伊
利替康方案化疗的晚期癌症患者病例资料, 比
较腹泻及其他不良反应的差异, 其中预防组
(A组, n  = 52), 化疗前1 d开始口服碳酸氢钠和
庆大霉素(碳酸氢钠片每次2 g, 每天3次; 庆大
霉素每次8万U, 每天2次), 连用4 d; 对照组(B
组, n  = 46), 采用常规方法处理腹泻. 预防组与
对照组在化疗期间均常规用托烷司琼等止吐, 
于每周期化疗过程中及化疗后监测不良反应
发生情况及程度. 

结果: A组较B组显著提高了患者的大便pH值
(t  = 15.295, P <0.05), 腹泻发生率有显著降低
(13.70% vs  34.83%, P <0.001), 且减少合并用

®

■背景资料
伊利替康是半合
成喜树碱衍生物, 
用于转移性结直
肠癌的治疗, 并且
与其他药物联合
治疗肺癌、食管
癌、胃癌等, 应用
较为广泛. 但是迟
发性腹泻是伊利
替康最常见的剂
量限制性毒性之
一, 严重者可致患
者死亡. 国外有学
者指出po 抗生素
及碳酸氢盐可减
轻伊利替康所致
腹泻, 但国内少有
这方面的研究及
报道.

■同行评议者
陈耀凯 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学西
南医院全军感染
病 研 究 所 ;  张 绪
清, 副教授, 中国
人民解放军第三
军医大学附属西
南医院全军感染
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药(洛哌丁胺: χ2 = 23.844, P <0.001; 思密达: χ2 
= 25.054, P <0.001; 生长抑素: χ2 = 8.561, P  = 
0.003; 静脉补液: χ2 = 8.007; P  = 0.005); 同时, 
骨髓抑制、恶心呕吐、肝功能异常也有所降
低(χ2 = 80.335, 60.339, 5.155, P <0.01或0.05), 
而食欲减退、便秘、肾功能异常无明显差异.

结论: 口服庆大霉素联合碳酸氢钠片能有效
预防伊立替康所致腹泻, 值得推广.

关键词: 伊立替康; 腹泻; 碳酸氢钠片; 庆大霉素; 

预防
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0  引言

伊利替康(irinotecan, CPT-11, 开普拓)是半合成

喜树碱衍生物, 能特异性抑制DNA拓补异构酶

Ⅰ, 1998年获得FDA批准, 用于转移性结直肠

癌的治疗[1]. 目前, 伊利替康联合5-FU/LV为晚

期结直肠癌的一线标准方案, 并且与其他药物

联合治疗肺癌、食管癌、胃癌等, 应用较为广 
泛[2]. 但是迟发性腹泻是伊利替康最常见的剂量

限制性毒性之一, 有报道本品每周给药引起3-4
度腹泻发生率高达44.4%, 严重者可致患者死亡. 
国外有学者指出口服抗生素及碳酸氢盐可减轻

伊利替康所致腹泻[3-4], 但国内少有这方面的研

究及报道. 我科自2006年以来便尝试应用庆大

霉素联合碳酸氢钠片预防伊立替康所致腹泻, 
目前已取得了较好的临床反响. 本文收集我科

2006-07/2008-05 98例接受含伊利替康方案化疗

的晚期癌症患者病例资料, 比较腹泻等不良反

应的差异. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-07/2008-05 98例我科住院病

例符合以下条件者: (1)组织学或细胞学诊断为

肺癌、食管癌或结直肠癌; (2)根据International 
Union Against Cancer Classification (UICC)分期为

Ⅳ期, 不能手术者; (3)年龄≤75岁; (4)ECOG评分

≤2; (5)骨髓造血功能: WBC>0.004/L, PLT>0.1/L, 
Hb>9×10-6 g/L; 肝功能: 胆红素<15 mg/L, 转氨

酶<正常上限值的两倍; 肾功能: 肌酐<15 mg/L; 
(6)预期生存时间至少2 mo; (7)化疗方案中含有

伊利替康; (8)患者同意签署知情同意书. 其中, A
组52例患者, 共197个周期化疗; B组46例患者, 共

178个周期化疗. 结肠癌49例, 直肠癌33例, 食管

癌9例, 肺癌7例, 这些病例按1∶1分配到A、B两
个组; 男性60例, 女性38例(男女比1.58∶1); 年龄

在25-70(平均年龄45.4±9.2)岁.
1.2 方法 
1.2.1 治疗方案: 52例患者共计197周期化疗在

使用伊利替康治疗前用庆大霉素联合碳酸氢钠

片预防腹泻(A组), 46例患者共计178周期化疗

不做预处理(B组). A组于化疗前1天开始po碳酸

氢钠和庆大霉素(碳酸氢钠片每次2 g, 3次/d; 庆
大霉素每次8×104 U, 2次/d), 连用4 d; B组不用

碳酸氢钠和庆大霉素. 一旦出现首次稀便或大

便次数增多, 患者开始饮用大量含电解质的饮

料, 并给予高剂量洛哌丁胺(首次服药4 mg, 然
后每2 h服药2 mg), 持续到最后1次稀便结束后

12 h, 不超过48 h. 必要时, 使用思密达、生长

抑素等其他药物, 以及静脉补充液体和电解质. 
所有患者化疗前均常规给予5-HT3受体阻滞剂

等预防呕吐, 伊利替康用药前1 h肌肉注射阿托

品0.5 mg预防急性胆碱能综合征. 下次化疗前

当WBC<0.003/L和/或腹泻分级超过Ⅰ度(NCI-
CTC V3.0)则推迟伊利替康使用时间. 病情稳定

或好转的患者至少维持两周期原方案治疗, 病
情明显进展者更换化疗方案. 如果化疗延迟超

过6 wk则退出观察.
1.2.2 测定大便pH值: 收集患者使用伊利替康后

第1-5天自然排泄的大便. 每个大便标本取5 mL
加入25 mL蒸馏水混匀, 在20℃下静置30 min以
上. 溶液重新悬浮后, 用pH计(上海精密仪器仪表

有限公司生产的PHS-3C, 精度为0.01)测定pH值.
1.2.3 不良反应评价标准: 按NCI-CTC, Version 
3.0评价所有发生的不良反应.  

统计学处理 使用SPSS13.0软件包, 计数资

料显著性检验采用卡方检验, 计量资料显著性

检验采用t检验, P <0.05表示有统计学意义.

2  结果

2.1 腹泻发生率及程度 A组的总腹泻发生率、

1-2级腹泻发生率及3-4级腹泻发生率均显著低

于对照组(表1). 结果表明口服庆大霉素和碳酸

氢钠能减少腹泻发生率, 并且能降低腹泻的严

重程度.
2.2 大便pH值 比较两组患者使用伊利替康第1-5
天自然排泄的大便样本pH, A组40个大便样本来

自15个患者, B组38个大便标本来自14个患者. 
A组大便pH值范围是8.21-9.64, 平均值为8.77±

■相关报道
CPT-11引起的腹
泻包括早期腹泻
和迟发性腹泻, 早
期腹泻多在用药
后24 h内出现; 迟
发性腹泻, 为剂量
限制性毒性, 在用
药24 h后出现. 国
外有报道伊立替
康联合5-FU/LV
治疗转移性结直
肠 癌 患 者 ,  迟 发
性腹泻发生率为
85%(1-4级), 其中
3级为15%, 4级为
8%, 严重者可致
患者死亡.
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0.44, B组大便pH值范围是6.32-8.05, 平均值为

7.21±0.46. 成组t检验显示t  = 15.295, P <0.05, 说
明两组pH值有显著性差异, 结果表明口服庆大

霉素和碳酸氢钠片能有效提高肠腔pH值(图1).
2.3 合并用药情况 在整个观察周期中, A组和B
组在洛哌丁胺化疗周期数、思密达周期数、生

长抑素周期数及需要静脉补液周期数存在显著

性差异(P <0.05, 表2). 结果表明, 口服庆大霉素

和碳酸氢钠片能减少以上辅助性药物在观察期

间的使用次数及总量.
2.4 其他不良反应 治疗期间还监测了患者血液

毒性、肝肾功能以及恶心呕吐等不良反应发生

情况. 研究发现, 其他主要不良反应依次是食欲

减退, 骨髓抑制, 恶心呕吐等. 结果表明, 口服庆

大霉素和碳酸氢钠片能减轻骨髓抑制、恶心呕

吐等其他不良反应(表3).

3  讨论

伊立替康是一种半合成可溶性喜树碱衍生物, 
是拓扑异构酶Ⅰ的特异性抑制剂. 伊立替康在

大多数组织中经羧酸酯酶的作用产生活性代谢

产物7-乙基-10羟基-喜树碱(SN-38), 两者与拓补

异构酶I-DNA复合物结合, 阻止DNA链重组, 引
起DNA双链断裂, 造成细胞死亡, 为细胞周期特

异性药物, 主要作用于S期[5-6]. 
CPT-11引起的腹泻包括早期腹泻和迟发性

腹泻, 早期腹泻多在用药后24 h内出现, 为乙酰

胆碱综合征表现之一, 给予阿托品可缓解; 迟

发性腹泻, 为剂量限制性毒性, 在用药24 h后出 
现[7]. 临床试验证明, 在所有使用伊立替康的患

者中, 单药治疗3 wk方案中发生迟发性腹泻的中

位时间为滴注伊立替康后第5天[8]. 在联合治疗

每周方案中通常出现第1次稀便的中位时间为

滴注伊立替康后第11天[9]. 在Saltz et al [10]的研究

中, 伊立替康联合5-FU/LV治疗转移性结直肠癌

患者, 迟发性腹泻发生率为85%(1-4级), 其中3级
为15%, 4级为8%. 在Douillard et al [11]的研究中, 
伊立替康联合5-FU/LV治疗转移性结直肠癌患

者中迟发性腹泻发生率为72%(1-4级), 其中3级

■创新盘点
本文采用庆大霉
素联合碳酸氢钠
片预防伊立替康
所致腹泻, 在病例
资料分析中观察
到, 预防组腹泻发
生率显著低于对
照组, 其他不良反
应发生率也有所
降低.

表 1 两组腹泻发生率情况

     
腹泻

       A组                    B组

分级
 发生腹泻      总周         腹泻              发生腹泻      总周  腹泻              χ2                     P

   周期数        期数         发生率(%)            周期数        期数         发生率(%)

1-2级      15     197        7.61                 38           178            21.35       14.534           <0.001

3-4级      12     197        6.09                 24           178            13.48         5.887             0.015

合计      27     197      13.70                 62           178            34.83       23.056           <0.001

表 2 两组合并用药情况

     
合并

       A组                    B组

用药
     使用          总周        用药                   使用          总周             用药             χ2                     P

   周期数        期数           比例(%)              周期数        期数           比例(%)

洛哌丁胺      24     197      12.18                 59           178            33.15       23.844           <0.001

思密达      15     197        7.61                 48           178            26.97       25.054           <0.001

生长抑素      11     197        5.58                 26           178            14.60         8.561             0.003

静脉补液      13     197        6.60                 28           178            15.73         8.007             0.005

图 1 两组大便pH值比较.
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为10%, 4级为4%. 
CPT-11活性物质SN-38在肠道内的浓度及

其与肠道上皮接触的时间是导致延迟性腹泻的

关键[12]. SN-38引起肠上皮细胞坏死、凋亡, 导
致小肠吸收水、电解质障碍及小肠液过度分泌. 
SN-38还引起肠上皮细胞释放血栓素A2(TXA2), 
加上CPT-11治疗后肠道上皮细胞的环氧化酶

(COX-2)表达增加, 前列腺素E2(PGE2)水平增

高. 而TXA2、PGE2能诱导肠上皮细胞氯离子分

泌增加, 钠离子吸收下降, 造成腹泻. 肠道菌群

在CPT-11所致延迟性腹泻的发生过程中起到重

要作用[13]. 肠道细菌的β-葡萄糖醛酸酶可将SN-
38-G重新转变成SN-38, 而SN-38对肠道黏膜产

生直接损害, 从而造成腹泻. 另一方面, 给药后

胆汁中CPT-11的浓度很高. CPT-11通过胆汁分

泌进入十二指肠, 然后通过肠道排泄, 而小肠中

的羧酸酯酶(CE)活性很高, 可直接将排入肠道的

CPT-11原型转变成SN-38, 造成腹泻. 
国外有研究报道, 口服抗菌素能抑制肠道

细菌生长, 减少细菌所产生的β-葡萄糖醛酸酶, 
使肠腔内的SN-38G不能转化为SN-38, 从而减

少对肠上皮细胞的损伤[14-15]. 临床已有用抗生素

疗法用于本品引起的腹泻. 有报道结直肠癌患

者口服新霉素以降低肠道β-葡萄糖醛酸酶活性, 
取得较好效果[16]. 给予碳酸氢盐升高肠道pH值, 
可降低肠道内SN-38内酯型浓度, 减轻药物引起

的细胞损伤和腹泻. 如使用碳酸氢钠提高肠腔

pH值, 碱性环境下SN-38转变为羧酸盐形式, 其
活性较低[17]. 同时, 药代动力学研究显示口服碱

性液体不降低SN-38的血药浓度或曲线下面积

(AUC). 
国内有关于预防伊立替康所致腹泻的报道

较为有限, 经验较少. 参考国外资料, 综合考虑: 
新霉素毒性大, 主要不良反应为胃肠道反应, 有
食欲不振、恶心及大便次数增多等, 并且在国

内多数医院已经没有口服制剂供应; 而庆大霉

素胃肠道毒性小, 小剂量口服产生的肾毒性、

耳毒性及神经毒性也较小, 并且临床已有用庆

大霉素治疗腹泻的经验. 所以我科采用庆大霉

素联合碳酸氢钠片预防伊立替康所致腹泻. 在
病例资料分析中我们观察到, 预防组腹泻发生

率显著低于对照组(P <0.001), 而大便pH值明显

高于对照组(P <0.05), 不但减少了化疗期间患者

的合并用药次数, 而且其他不良反应发生率也

有所降低. 
总之, 庆大霉素联合碳酸氢钠预防伊利替

康所致腹泻有较好疗效, 与传统方法相比减少

了腹泻发生率, 提高了患者对伊利替康化疗的

耐受性, 效价合理, 给药方便, 经济适用, 可以考

虑作为预防伊利替康化疗所致迟发性腹泻的常

规治疗方法, 值得推广.
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Abstract
A male patient of fifty-eight years old was diag-
nosed with cryptogenic cirrhosis in other hospi-
tal. However, we concluded it Budd-Chiari Syn-
drome by multislice spiral computed tomography 
and inferior vena cavography. He had no clinical 
manifestations of Budd-Chiari syndrome, such 
as ascites, varicose veins of lower extremity and 
pedal edema. Moreover there were rare collateral 
pathways. The patient’s symptom was released 
and without complication after successful inter-
ventional therapy.

Key Words: Budd-Chiari Syndrome; Cryptogenic 
cirrhosis; Collateral pathway; Multislice spiral com-
puted tomography

Lu SM, Duan ZJ, Liu LN, Zhang W, Wang F, Li F. 
Atypical Budd-Chiari syndrome induced by rare 

collateral pathways: one-case analysis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(29): 3359-3361

摘要
患者, 男, 58岁, 曾于外院诊断隐源性肝硬化, 
于我院经多层螺旋CT成像及下腔静脉造影诊
断布-加综合征. 但患者无腹水、下肢静脉曲
张、下肢水肿等布-加综合征的典型表现, 检
查发现存在罕见的侧支循环旁路. 经介入治
疗, 症状缓解, 未出现并发症.

关键词: 布-加综合征; 隐源性肝硬化; 侧枝循环; 

多层螺旋CT成像
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0  引言

布-加综合征(Budd-Chiari syndrome, BCS)是肝

静脉(hepatic vein, HV)和/或肝静脉水平的下腔

静脉(inferior vena cava, IVC)完全或不完全阻塞

所导致的一组临床综合征, 表现为门脉高压及

下腔静脉高压症. 2008-04我院收治1例无腹水、

腰背部及下肢静脉曲张、下肢水肿等典型表现

的布-加综合征患者, 检查发现存在一种罕见的

侧支循环旁路, 现报道如下.

1  病例报告

男, 58岁. 皮肤黄染1 mo入院, 伴乏力、食欲不振, 
有齿龈出血. 既往糖尿病病史8年, 否认病毒性肝

炎、饮酒、毒物接触史, 否认长期服药史. 入我

院前曾于多家医院就诊, 诊断为隐源性肝硬化, 
保肝治疗效果不佳. 查体: T: 36.2℃, P: 70 次/min, 
R: 18 次/min, BP: 140/80 mmHg, 神清, 问答合理, 
可见蜘蛛痣, 巩膜黄染, 胸腹壁、腰背部及下肢

未见静脉曲张, 肝大, 肋下约5 cm, 质地韧, 脾未

触及, 移动性浊音阴性, 双下肢不肿. 辅助检查: 
血常规WBC 3.51×109/L, Hb 139 g/L, PLT 76×
109/L. 尿常规 BIL (-), URO正常. 肝炎病毒学HAV-
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■背景资料
布-加综合征(BCS)
在临床上表现缺
乏特异性, 易误诊, 
部分患者以肝硬
化就诊, 因缺乏肝
硬化的常见病因, 
常诊断为隐源性
肝硬化, 而得不到
根本治疗. 随着医
学影像技术的不
断发展和充分利
用, 使得BCS检出
率大大提高, 同时
也扩展了临床诊
断思路, 提高了诊
疗水平.

■同行评议者
金瑞, 教授, 首都
医科大学附属北
京佑安医院消化
科; 黄颖秋, 教授, 
本 溪 钢 铁 ( 集 团 )
有限责任公司总
医院消化内科



IgM (-), HBsAg (-), HBsAb (-), HBeAg (-), HBeAb 
(-), HBcAg (-), HBcAb (-), HCV (-), HEV-IgM (-). 
梅毒抗体 (-), HIV (-). 生化肝功ALT 32 IU/L, AST 
38 IU/L, TBIL 66 μmol/L, DBIL 28.0 μmol/L, ALP 
130 IU/L, γ-GT 152 IU/L, 白蛋白 35.2 g/L, 球蛋白 
39.2 g/L. 血糖 12.36 mmol/L. 肾功能正常. 免疫学

指标IgG 1650 g/L, IgA 846 g/L, IgM 130 g/L, 肝病

相关抗体(抗核抗体、抗线粒体抗体、抗平滑肌

抗体、抗肝肾微粒体抗体、抗可溶性肝抗原/肝
胰抗原抗体、抗肝细胞溶质抗体、抗线粒体抗

体M2亚型)均阴性. 肿瘤标志物: AFP 4.78 IU/mL, 
CA125 24.81 U/mL, CA19-9 24.12 U/mL, CEA 6.66 
μg/L. 腹部CT示: 肝硬化(肝表面欠光滑, 凹凸不

平, 左叶增大, 肝叶比例失调, 肝裂增宽), 门脉高

压(胃-脾间及腹主动脉旁区见迂曲血管团影). 腹
部MRCP示: 肝硬化, 脾大, 门脉高压, 食道胃底部
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及腹膜后静脉曲张; 肝静脉及下腔静脉异常(肝
右静脉增粗迂曲与下腔静脉相连, 肝左静脉增粗

迂曲与右房相连, 下腔静脉与右房未见相连), 肝
内、外胆管未见异常扩张或狭窄. 多层螺旋CT
下腔静脉成像(图1): 下腔静脉(肝段)闭塞, 大量

侧枝循环形成, 下腔静脉(闭塞段远侧)-肝右和肝

中静脉-肝左静脉-右心房; 门静脉-脾静脉-左肾

静脉-下腔静脉; 下腔静脉-奇静脉和半奇静脉-上
腔静脉. 下腔静脉造影(图2): 肝段下腔静脉膜性

闭塞, 可见众多扩张侧枝循环.诊断: 肝硬化失代

偿期布-加综合征 糖尿病. 治疗: 采用介入治疗-
下腔静脉成形术. 下腔静脉造影见肝段下腔静脉

膜性闭塞, 术中用导丝自下而上破膜成功, 并行

球囊扩张, 扩张后再造影示下腔静脉通畅, 侧枝

静脉消失, 术后予抗凝、预防感染等治疗. 随访4 
mo病情稳定, 未出现并发症.

www.wjgnet.com

图 2 下腔静脉造影及成形术. A, D: 下腔静脉肝段闭塞(箭头示); A: 下腔静脉血经肝右静脉反向流入肝脏; B-C: 肝内丰富

侧枝循环, 血流经肝左静脉直接流入右心房; D-E: 导丝破膜后球囊扩张; F: 再造影示下腔静脉通畅.

CBA

FED

图 1 多层螺旋CT成像. A-C: 下腔静脉肝段闭塞, 下腔静脉血反向流入肝脏, 经肝右静脉和肝内侧枝循环与肝左静脉相连, 

经肝左静脉直接流入右心房; D: 门静脉血反向流动经扩张的脾静脉、左肾静脉注入下腔静脉.

A B C D■相关报道
下腔静脉阻塞型
布-加综合征 ,  可
因侧枝循环形成
得到一定的代偿
致使临床表现不
典型, 而常常误诊
或漏诊. 如有报道
经肝静脉参与体
循环完全代偿, 无
临床症状, 仅体检
超声发现异常后
经下腔静脉血管
造影确诊BCS.应
加强对BCS的认
识, 提高BCS的诊
疗水平.
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2  讨论

本例患者因乏力、食欲不振、出现黄疸就诊, 行
腹部CT检查提示肝硬化, 存在门脉高压, 由于缺

少引起肝硬化的常见病因的依据, 曾被考虑为隐

源性肝硬化. 但患者肝大不易解释, 有无引起肝

硬化的少见原因, 如肝静脉、下腔静脉病变即布-
加综合征, 因为后者可引起门脉高压、肝大、肝

硬化, 重要的是布-加综合征是可能根治的, 积极

寻找病因, 对患者的预后是至关重要的. 该患无

腹水, 无腹壁静脉及下肢静脉曲张、下肢水肿等

布-加综合征表现, 通常不被认识到. 如果证实为

布-加综合征, 缺乏典型表现的原因也值得明确.
布-加综合征是肝静脉(HV)和/或肝静脉水平

的下腔静脉(IVC)完全或不完全阻塞所导致的一

组临床综合征, 表现为门脉高压和/或下腔静脉

高压症, 如瘀血性肝肿大、脾大、腹水、腹壁静

脉、食道胃底静脉曲张, 上消化道出血等和/或腰

背、下肢静脉曲张、下肢水肿、色素沉着、甚至

溃烂[1]. 肝静脉、下腔静脉阻塞后, 会引起一系列

血流变化. 一般肝内侧枝循环很少, 而受阻的下腔

静脉血流经腰升静脉、左肾静脉、椎旁静脉和

体壁静脉回流进入右房. 本例患者下腔静脉肝段

闭塞, 极小部分下腔静脉血流经奇静脉和半奇静

脉回流至上腔静脉, 而肝内形成大量侧枝循环. 肝
静脉有一支(肝右静脉)连通于下腔静脉梗阻下方, 
又有一支(肝左静脉)与右心房直接相连, 且在两

肝静脉之间形成丰富的、开放良好的交通支, 这
样下腔静脉血反向流动经扩张增粗的肝右静脉和

肝内交通支与肝左静脉相连, 再经肝左静脉血直

接流入右心房, 因此患者发生淤血性肝硬化时年

龄较大. 肝脏充当下腔静脉与右心房间的中转站, 
可缓解门脉的压力及下腔静脉的压力. 而且在门

静脉与下腔静脉间也存在侧枝循环, 门静脉血反

向流动经脾静脉、左肾静脉注入下腔静脉, 这也

减轻门脉压力. 这就可解释本病例为何无腹水、

腰背部及下肢静脉曲张、下肢浮肿等表现.该病

例肝静脉均开放, 属于下腔静脉型布-加综合征. 
下腔静脉型布-加综合征的症状与侧枝循环的情

况主要和肝静脉开口与下腔静脉闭塞段相对位

置关系有关, 肝静脉开口位于闭塞段近心端时症

状轻, 主要表现为下肢水肿, 严重时腰背部及下肢

静脉曲张, 若像本例部分血流经肝内通路回心者

症状尤轻. 开口完全位于闭塞段离心端时症状尤

为明显, 肝淤血无法回流右心房, 门脉压增高, 出
现腹水、上消化道出血, 下腔静脉回流受阻致腰

升静脉、左肾静脉、椎旁静脉和体壁静脉侧支开

放, 出现腰背部、腹部及下肢静脉曲张.具备该患

者这种特殊侧枝循环的布-加综合征临床上较少

见. 曾有学者通过彩色多普勒超声发现具有类似

侧枝循环的布-加综合征[2-3]. 彩色多普勒超声能够

分析各支血管的病变类型和血流动力学变化, 但
不能提供清晰的下腔静脉系统血管图像. 应用多

层螺旋CT下腔静脉成像清晰地显示了肝静脉、

下腔静脉及肝内外侧枝循环情况, 病变血管直

观、明了, 图像可以为介入科或血管外科医师提

供了较大的帮助, 有利于指导一个最佳治疗方案

的选择. 多层螺旋CT下腔静脉成像具备安全、可

靠、便捷、无创的特点. 下腔静脉造影是诊断布-
加综合征的金标准, 而其毕竟是一种有创的检查, 
具有一定的风险性, 临床用于诊断时常受到限制, 
但下腔静脉造影又具备一个优势就是能够在诊断

明确时, 同步进行介入治疗-下腔静脉成形术. 本
例通过多层螺旋CT下腔静脉成像诊断布-加综合

征后, 经右颈静脉及右股静脉穿刺插管行下腔静

脉造影, 见肝段下腔静脉膜性闭塞, 并见众多扩张

侧枝循环, 与多层螺旋CT下腔静脉成像结果相一

致. 经介入治疗, 患者症状逐渐缓解.
隐源性肝硬化是指病史不详、组织病理辨

认困难等原因而未能明确病因的肝硬化. 隐源性

肝硬化中30%-80%为病毒感染, 其中至少一半可

能为丙型肝炎病毒慢性感染所致, 20%的隐源性

肝硬化与脂肪肝相关[4-5]. 本例无病毒性肝炎、酒

精、药物、代谢、免疫等致肝硬化的常见原因, 
故曾拟诊为隐源性肝硬化.

肝硬化原因不明确的病例, 病因诊断不要轻

易放弃. 早期诊断布-加综合征并给予及时治疗, 
能明显改善患者预后、提高生活质量.
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■同行评价
本文报道病例少
见, 并得到多层螺
旋CT成像、下腔
静脉造影及成形
术的影象资料证
实,内容可靠,对临
床有一定参考价
值.

■应用要点
多层螺旋CT成像
显示病变血管图像
直观明了, 对BCS
有很大诊断价值. 
原因不明确的肝
硬化, 不要轻易放
弃病因诊断, 警惕
BCS, 尤其是不典
型的BCS.
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