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IL-17在炎性肠病中的表达及其与LPS协同诱导肠上皮细
胞表达IL-8的作用机制

林艳华, 周 平, 马培娥, 郭小芹, 夏廷毅, 沈倍奋, 黎 燕, 韩根成
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■背景资料
目前炎症性肠病
( I B D ) 的 发 病 机
制尚不完全明确, 
其中某些细胞因
子、信号传导通
路等与 I B D的发
病机制密切相关. 
随着我国近年来
I B D的发病率快
速上升, 对这些方
面因素的探讨有
重要的现实意义, 
可为 I B D的治疗
提供新的靶点和
方法.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of interleu-
kin-17 (IL-17) in inflammatory bowel disease 
(IBD) in a mouse model and to examine the syn-
ergistic reaction of IL-17 and lipopolysaccharide 
(LPS) on interleukin-8 (IL-8) expression in intes-

tinal epithelial cells (HT-29 cells). 

METHODS: A mouse model of inflammatory 
bowel disease was induced with TNBS to detect 
the expression of IL-17 and its receptor IL-17Ra 
in IBD. HT-29 cells were treated with IL-17 and/
or different concentrations of LPS to examine 
their synergistic action on the expression of IL-8 
mRNA and protein by FACS, real-time PCR, 
ELISA, and Western blot.

RESULTS: The expression of IL-17 and IL-17Ra 
in IBD was significantly increased (both P < 
0.05). IL-17 and low doses of LPS showed a syn-
ergistic action on IL-8 expression in HT-29 cells 
(2187.61 ± 132.42 vs 2634.27 ± 134.63, P = 0.01) by 
activating NF-κB and promoting inflammation. 
However, high doses of LPS reduced the levels 
of IL-8, and their synergistic action with IL-17 
disappeared (1841.43 ± 50.38 vs 1685.67 ± 71.47, 
P = 0.03).

CONCLUSION: IL-17 has a synergistic action 
with low, but not high doses of LPS on the expres-
sion of inflammatory mediators in HT-29 cells.

Key Words: Interleukin-17; Inflammatory bowel 
disease; Lipopolysaccharides; Interleukin-8; HT-29 
cells

Lin YH, Zhou P, Ma PE , Guo XQ, Xia TY, Shen BF, LI 
Y, Han GC. Expression of IL-17 in inflammatory bowel 
disease and synergistic action of IL-17 and LPS on IL-8 
expression in intestinal epithelial cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 991-997

摘要

目的: 探讨IL-17细胞因子在TNBS诱导的炎性
肠病动物模型中的表达变化, 明确IL-17和脂
多糖(LPS)在诱导HT-29肠上皮细胞IL-8表达
中的协同作用及细胞内信号机制.

方法: 探讨IL-17及其受体在TNBS炎性肠病
模型中的表达变化, 利用细胞培养、FASC、
Real-t ime PCR、酶联免疫吸附(ELISA)、

■同行评议者
邢建峰 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院
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■研发前沿
IL-17具有抗感染
和参与多种免疫
损伤的双重作用, 
因此对IL-17/IL-
1 7 R 的 生 理、病
理效应及其机制
进行深入探讨以
便有效发挥其抗
感染作用是目前
研究的热点.

Western blot等技术, 观察IL-17及不同剂量
LPS干预人肠上皮细胞(HT-29细胞)后细胞因
子IL-8在蛋白水平的表达, 以及IL-17受体(IL-
17Ra)在mRNA水平的表达变化及引起上述效
应的细胞内信号传导机制.

结果: T N B S诱导的炎性肠病动物模型中
IL-17以及IL-17Ra显著升高(P <0.03); 炎症介
质I L-17能与一定浓度范围内的L P S协同促
进IL-8的表达(2187.61±132.42 vs  2634.27±
134.63, P = 0.01), 增强NF-κB信号通路的活化, 
促进炎症反应. 但随着LPS剂量升高, LPS本身
诱导IL-8表达的活性降低, 且与IL-17的协同
作用消失(1841.43±50.38 vs  1685.67±71.47, 
P  = 0.03).

结论: IL-17与低浓度的LPS可协同促进HT-29
细胞炎症介质的表达, 但与高浓度LPS联合时, 
两者无协同效应.

关键词: 白介素-17; 炎症性肠病; 脂多糖; 白介素

-8; HT-29细胞

林艳华, 周平, 马培娥, 郭小芹, 夏廷毅, 沈倍奋, 黎燕, 韩根
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种肠道慢性非特异性疾病, 目前对其发病机

制较一致的观点是遗传易感人群在环境危险因

素及细菌感染等作用下, 肠道免疫系统失调, 募
集炎症细胞释放炎性介质, 造成组织损伤和功

能障碍. Th17细胞是近几年研究自身免疫性疾

病的一大热点, 其是一群以分泌白介素17(inter-
leukin-17, IL-17)为特征的CD4+ T细胞亚群, 具
有促进免疫反应的效应, 在以慢性炎症为损伤

机制的自身免疫疾病中具有重要作用. 近年来, 
越来越多研究焦点落在Th17细胞及其细胞因子

IL-17在自身免疫性炎性肠病发病机制中所起的

作用上[1-9], 有望成为炎性肠病治疗的新靶点, 但
其具体的免疫机制尚不十分清楚. 此外, 肠上皮

细胞可表达特异的Toll样受体-4(toll like receptor 
4, TLR-4), 而TLR-4又特异性识别脂多糖(lipo-
polysaccharides, LPS), LPS/TLR4通路在诱导炎

症细胞因子的表达, 增强局部炎症反应方面发

挥重要作用[10]. 为深入认识炎性肠病的作用机

制, 本研究在证实IL-17/IL-17Ra通路在TNBS-

IBD模型中活性增强的基础上, 以人肠上皮细胞

系(HT-29细胞)为模型, 探讨IL-17/IL-17Ra通路

与LPS/TLR4通路间可能的相互作用及机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠购自军事医学科学院动物

中心; HT-29细胞购自ATCC; TNBS、嗜热菌蛋

白酶为美国Sigma公司生产; LPS为美国Sigma
公司生产; RPMI-1640、BCA蛋白定量试剂盒

购自Thermo公司; 澳洲胎牛血清为Biowhittaker
公司产品; IL-8 ELISA试剂盒、hIL-17a、IL-
17Ra/PE、TLR-4/PE抗体为eBioscience公司

产品; 脱脂奶粉为伊利高蛋白脱脂高钙奶粉; 
BSA(牛血清白蛋白v)购自Sigma公司; P65、
P-P65、AKT、PAKT、IκB一抗均购自CST公
司; GAPDH一抗购自Calibio; 人抗兔二抗、人抗

鼠二抗购自KPL公司; PCR仪、实时定量PCR仪
购自Bio-Rad公司; 酶标仪购自Thermo公司. 
1.2 方法

1.2.1 HT-29细胞培养: 人结肠癌细胞(HT-29细
胞)用含100 mL/L胎牛血清RPMI-1640培养基培

养, 于37 ℃、50 mL/L CO2细胞孵箱中传代培养. 
1.2.2 IBD动物模型的建立及肠上皮细胞中IL-17/
IL-17Ra的表达分析: IBD动物模型的建立按我

们已经发表的文献进行[11], 主要包括BALB/c小
鼠, 实验组: 2.5 mg TNBS/只(n  = 21), 150 μL/只
灌肠; 对照组: 等体积50%乙醇/只(n  = 23), 观察

小鼠体质量、粪便及精神等方面的变化. 7 d后
处死小鼠, 腹正中垂直切口, 取出肠组织(结肠、

直肠、部分回肠), 纵行剪开肠管, 用生理盐水冲

洗至干净, 将肠组织先剪成长约2-3 mm的小片, 
再剪成约1 mm×1 mm×1 mm的小块, 转入50 mL
离心管中, 静置15 min; 弃去上清, 把沉淀转入

50 mL三角瓶中, 加入25 mL嗜热菌蛋白酶消

化酶液, 37 ℃震荡2 h; 见消化液变浑浊, 用10 
mL玻璃吸管反复吹打5 min, 把消化上清液转入

50 mL离心管中; 850 g离心10 min, 弃上清, 每管

沉淀中加入1 mL TRIzol混匀, 移入1.5 mL进口

EP管中(-70 ℃保存). 肠上皮细胞总RNA提取严

格按照Gibco TRIzol RNA提取试剂盒说明书操

作. 将总mRNA逆转录为cDNA, 总体系为20 μL, 
RNA 2 μg, 逆转录步骤严格按照RevertaidTMFirst 
stand cDNA synthesis kit(逆转录试剂盒)提供条

件进行逆转录, 转录后的cDNA保存于-70 ℃冰

箱备用. 
Real-time PCR, 根据基因总长进行引物设
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■相关报道
近年来, 大量研究
发现在多种自身
免疫病及相应动
物模型的血清及
组织中均检测到
IL -17的高表达 , 
提示IL-17参与了
多种自身免疫性
疾病的免疫损伤
过程.

计, mIL-17Ra引物序列: 上游5'-AGCATCACCG-
TAAGCG-3', 下游5'-CACAGTCAGGCACAAA-
GA-3', 产物长度150 bp; mIL-17a引物序列: 上游

5'-GCGTGTCCAAACACTGAGGCCA-3', 下游

5'-TTCATTGCGGTGGAGAGTCCAGG-3', 产物

长度150 bp; mGAPDH引物序列: 上游5'-TCTT-
GGGCTACACTGAGGAC-3', 下游5'-CATAC-
CAGGAAATGAGCTTGA-3', 产物长度126 bp. 
引物由北京诺赛生物工程公司合成. RT-PCR扩
增反应体系如下: 下游引物各0.25 μL, 灭菌注射

用水7.5 μL, RT-PCR Mix10 μL, cDNA 2 μL, 反
应总体系20 μL. 反应条件: 预变性95 ℃ 3 min; 
变性95 ℃ 10 s, 退火60 ℃ 15 s, 延伸72 ℃ 10 
s(收集荧光), 反应40个循环; 60 ℃ 30 s(收集溶

解曲线), 反应71个循环. 扩增产物用实时定量

PCR仪Bio-rad IQ5软件进行分析. 
1.2.3 FACS检测HT-29细胞IL-17Ra、TLR-4的表

达: 用100 mL/L FBS RPMI-1640培养液重悬细

胞后, 按每管细胞数5×105加入流式管中, 3管细

胞处理如下: (1)空白对照组; (2)单染hTLR-4/PE
抗体; (3)单染hIL-17Ra/PE抗体. FACS步骤: (1)
收集细胞: HT-29细胞, 分3管, 2 000 r/min, 离心

5 min, 弃去上清, 余下沉淀重悬; (2)各管加FACS
洗液1 mL, 2 000 r/min, 离心5 min, 弃去上清, 余
下沉淀重悬; (3)1号管不处理, 2号管加hTLR-4/
PE抗体、1 μL, 3号管加hIL-17Ra/PE抗体、4 
μL, 避光4 ℃孵育30 min; (4)重复2步骤; (5)各管

加200 μL生理盐水, 上机检测. 结果根据FACS分
析仪Winmdi程序进行分析. 
1.2.4 hIL-17、LPS对HT-29细胞分泌IL-8的影响: 
用100 mL/L FBS RPMI-1640培养液重悬细胞后, 
细胞浓度为1×105 cells/mL转种于24孔培养板, 
每孔0.5 mL, 静置1 h后按以下分组处理: (1)检
测LPS诱导IL-8表达的动态变化: 空白对照组、

LPS(10、50、100 μg/L), 刺激时间为6、12、24 h; 
(2)测LPS诱导IL-8表达的量效关系: 在24 h点分

别设LPS浓度梯度为0、10、50、100 μg/L, 1、
5、10 mg/L; (3)检测hIL-17诱导IL-8表达的量

效关系: 在24 h点分别设hIL-17浓度为0、10、
20、50、100 μg/L. 收取上清保存于-70 ℃冰箱

备用ELISA法测定IL-8浓度. 
1.2.5 hIL-17和LPS联合作用对HT-29细胞分泌

IL-8的影响: 用100 mL/L FBS RPMI-1640培养

液重悬细胞后, 细胞浓度为1×105 cells/mL转种

于24孔培养板, 每孔0.5 mL, 静置1 h后按以下

分组处理: (1)低浓度LPS联合hIL-17: 空白对照

组, LPS(50 μg/L), hIL-17(50 μg/L), LPS(50 μg/
L)+hIL-17(50 μg/L); (2)高浓度LPS联合hIL-17: 
空白对照组, LPS(1 mg/L), hIL-17(50 μg/L), 
LPS(1 mg/L) +hIL-17(50 μg/L), 培养24 h后, 收
取上清保存于-70 ℃冰箱备用ELISA法测定IL-8
浓度. 结果通过酶标仪Ascent software versiona
软件进行分析. 
1.2.6 Western blot: 用100 mL/L FBS RPM I-1640
培养液重悬细胞后, 细胞浓度为2.5×105 cells/mL
转种于12孔培养板, 每孔2 mL, 培养24 h后, 按
以下分组处理: 空白对照组 ,  L P S(50 μ g/L), 
hIL-17(50 μg/L), LPS(50 μg/L)+hIL-17(50 μg/L); 
共3份, 分别刺激5、15、30 min. Western blot实
验步骤: 参照试剂盒蛋白提取说明提取总蛋白, 
制胶, 电泳, 转印(NC膜, 电压60 V, 180 min), 封
闭(5%脱脂奶粉封闭液, 室温, 1 h), 依次加入一

抗、4 ℃、过夜(P65、P-P65、AKT、PAKT、
IκB抗体1∶1 000稀释(5%BSA稀释), GAPDH
抗体1∶2 000稀释), 洗膜(TBST×3次, 10 min/
次), 二抗: 室温、1 h(5%脱脂奶粉稀释), P65、
P-P65、AKT、PAKT、IκB均用辣根酶标记人

抗兔抗体1∶2 000; GAPDH辣根酶标记人抗鼠

抗体1∶2 000, 显色、成像, 实验结果经灰度扫

描及灰度分析. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 多组间

比较采用单因素方差分析, 两组间比较采用t检
验, 检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 TNBS-IBD模型中IL-17、IL-17Ra的表达变

化 TNBS动物模型中IL-17Ra和IL-17 mRNA均

表现为实验组相比较对照组表达上升(图1), 表
明在IBD中IL-17、IL-17Ra表达上调, 参与炎症

反应, 与既往研究相一致. 
2.2 人肠上皮细胞系HT-29中IL-17Ra、TLR4的

表达 选取HT-29细胞作为研究对象, 首先检测了

IL-17Ra分子在该细胞上的表达; 为探讨IL-17/
IL-17RA通路与LPS/TLR4通路间可能的相互作

用, FACS的方法分析TLR4在HT-29细胞上的表

达情况. 结果表明HT-29细胞高表达IL-17Ra及
TLR4分子(图2), 该结果为我们深入分析IL-17/
IL-17Ra的效应机制以及该通路与LPS/TLR4通
路之间的相互作用奠定了基础. 
2.3 hIL-17及LPS对HT-29细胞的刺激效应 IL-17、
LPS诱导HT-29细胞分泌IL-8的量-效关系曲线如

图3A, B. 静息状态的HT-29细胞表达IL-8的水平
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■创新盘点
本 研 究 探 讨 了
在HT-29细胞中 , 
IL-17/IL-17Ra通
路与LPS/TLR4通
路间可能的相互
作用及机制, 表明
Th17细胞不仅参
与了自身免疫性
炎性肠病的发生
发展, 而且其可作
为炎性肠病患者
疾病严重程度的
一个重要指标.

低, LPS刺激(10 μg/L)6 h后肠上皮细胞开始表

达IL-8, 第12小时IL-8的表达显著增加(P <0.01 
vs  6 h) , 第24小时达高峰(P <0.01 vs  12 h, 图3A). 
有理由推断LPS是IBD炎症形成初始阶段重要

的细胞因子之一; LPS诱发的炎症反应在很大程

度上是通过诱导产生IL-8为代表的趋化因子所

介导的. 
2.4 IL-17与LPS在活化HT-29细胞中的协同作用 
IL-17能与低浓度的LPS协同促进IL-8的分泌, 而

在LPS高浓度的情况下, 该协同作用不明显, 提
示与低浓度LPS协同作用可能是IL-17发挥病理

效应的机制之一(图4A, B). 
2.5 IL-17协同低浓度LPS促进HT-29细胞活化的

信号传导机制 为了探讨IL-17协同低浓度LPS促
进HT-29细胞活化的信号传导机制, 我们观察了

在IL-17与LPS联合情况下细胞内PI3K-AKT通
路以及NF-κB通路的活化情况, 结果表明在2者
联合的情况下PI3K-AKT通路以及NF-κB通路的

活化均显著增强(图5). 

3  讨论

Th17细胞是一种通过其分泌细胞因子在炎症性

疾病及自身免疫性疾病的发生发展中发挥重要

作用的新型CD4+效应T细胞, 他有别于传统的

Th1、Th2型细胞[12]. 近年研究表明在自身免疫

性炎性肠病如溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
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图  1  Real-time PCR检测TNBS-IBD小鼠肠上皮细胞中IL-17/
IL-17Ra mRNA的表达变化. A: IL-17; B: IL-17Ra. 1: 对照组; 

2: 实验组, aP<0.05 vs  对照组.

128

0

Ev
en

ts

100      101       102      103       104

FL2-H
256

0

Ev
en

ts

100      101       102      103       104

FL2-H

图  2  FACS检测IL-17Ra、TLR-4在人肠上皮细胞系HT-29细
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UC)和克罗恩病(crohn's disease, CD)患者肠黏膜

中存在大量的IL-17+细胞[1-13], 同时发现IL-17+细
胞及其分泌的IL-17与患者病情严重程度密切相

关. 且近些年大量研究报道了新型CD4+效应T细
胞-Th17细胞在微环境中微生物免疫和自身免

疫性疾病的动物模型中发挥重要的作用, Elson
等[14]对小鼠诱导的结肠炎研究中通过比较Th1
细胞和Th17细胞, 发现Th17细胞具有更显著的

致病性. 在DSS-IBD动物模型中发现相比野生型

老鼠, 敲除IL-17a基因老鼠的死亡率得到很大程

度的降低, 提示IL-17a为一致病因素[15]. 因此对

Th17细胞在自身免疫性炎性肠病中的作用进一

步研究, 有助于更好地揭示炎性肠病的发病机

制, 可能为治疗自身免疫性疾病提供有效的新

思路. 
本研究在进一步证实T N B S动物模型中

IL-17/IL-17Ra活性与炎性肠病发病相关的基础

上, 为深入研究IL-17/IL-17Ra通路在肠上皮细胞

中的效应机制, 我们采用结肠癌细胞系HT-29细
胞作为研究对象. 首先用FACS的方法分析发现, 
HT-29细胞高表达IL-17Ra及TLR4分子, 此结果

为我们进一步探讨IL-17/IL-17Ra的效应机制以

及该通路与LPS/TLR4通路之间的相互作用奠定

了分子基础. 
IL-17不仅对炎性肠病黏膜炎症反应的诱导

和维持发挥了重要的作用, 同时也促进了多种

炎性细胞因子的分泌, 如IL-6、CC家族的趋化

因子等[2], 局部增多的炎性细胞因子提高了炎症

反应的强度, 在炎症损伤中起着重要作用. 而趋

化因子能加快诱导炎性细胞应答和介导免疫细

胞募集和活化. Grimm等[16]研究发现在正常肠

上皮细胞以及发生炎症反应的肠上皮细胞均可

分泌IL-8的表达. IL-8是炎性介质网络中的关键

成分, 为趋化因子家族的一员, 是一种有效的中

性粒细胞趋化因子和活化因子, 其在IL-17诱导

引起的反应中起着重要作用, 用抗IL-8的中和

抗体发现其可以显著减少IL-17所引起的人中

性粒细胞的趋化活性. 国内外研究发现在自身

免疫性炎性肠病患者血清或肠组织中IL-8的表

达异常[17-23], 且其水平不仅是评估炎性肠病活动

的一个独立指标, 并能反映疾病的严重程度. 本
研究通过检测LPS诱导HT-29细胞分泌IL-8的量

效关系, 证实IL-8属于一种可以由LPS诱导产生

的趋化因子[24-27], 且IL-8分泌水平与一定剂量范

围内的LPS呈明显的时间、剂量依赖性(高浓度

LPS诱导HT-29细胞分泌IL-8量效关系未显示), 
与Cario等[28]研究相一致. LPS作用6 h时, HT-29
细胞即表达IL-8, 说明在肠道炎症过程中, HT-29
细胞在短时间内即可表达IL-8, 并可能与其他

炎症细胞因子形成网络, 相互调节, 共同参与机

体免疫和炎症反应. 因此我们有理由推断LPS是
IBD炎症形成初始阶段重要的细胞因子之一, 且
其诱发的炎症反应在很大程度上是通过诱导产

生以IL-8为代表的趋化因子所介导的. 
目前对IBD的致病机制研究主要表现在分

子免疫学上, 其中肠黏膜免疫机制是研究的热

点, 肠上皮细胞在其中扮演着非常重要的角色. 
正常情况下, 肠上皮细胞时刻都在接触大量的

细菌及其内毒素, 但其本身却不被激活, 其中存

在相应的耐受机制. 但自身免疫性炎性肠病患

者肠黏膜上皮存在严重异常时, 其耐受机制不

再起保护作用. 对于机体而言, 肠道正常菌群演

变成致病菌, 释放出的LPS被肠上皮细胞特异

表达的TLR-4所识别, 诱导炎症细胞因子的表

达. 生理情况下人肠道上皮细胞仅表达微量的

TLR-4[28], 但在自身免疫性炎性肠病患者的结肠

中TLR-4的表达异常[29,30], 这表明LPS/TLR4介
导的信号转导通路与炎性肠病的发生密切相关. 
本研究在HT-29细胞高表达IL-17Ra、 TLR-4分
子, 及IL-17自身诱导HT-29细胞分泌IL-8水平低

的基础上, 为进一步探讨IL-17/IL-17Ra通路与

LPS/TLR-4通路间可能的相互作用, 我们通过观

■同行评价
本研究较深入地
探讨了IL-17/IL-
17Ra与LPS/TLR4
通路间可能的相
互作用及机制, 为
炎性肠病的临床
治疗提供一新的
靶点, 有一定的研
究意义. 

A
-   +   -  + -   +   -  + -   +   -  +
-    -   + + -    -   + + -    -   + +

5 min 15 min 30 min

GAPDH
Akt

pAkt
P65

p-P65

LPS
IL-17

1.5

1.0

0.5

0.0 1              2              3             4          

p-
P6

5/
P6

5

0.74 0.75 0.76

1.36HT-29(15 min)

pA
KT

/A
KT

30
25
20
15
10
5
0

1              2              3             4          

10.00
15.34 13.19

27.66

B

HT-29(15 min)
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察IL-17与LPS联合刺激HT-29细胞的效应, 发现

IL-17能与低浓度的LPS协同促进IL-8的分泌, 而
在LPS高浓度的情况下, 该协同作用不明显, 提
示IL-17发挥病理效应的机制之一可能是通过

与低浓度LPS协同所介导的. 但LPS和IL-17在
诱导IL-8表达的机制并不相同, 研究表明LPS介
导的细胞启动首先与血清中LPS结合蛋白(LPS-
binding protein, LBP)结合, 再与CD14、TLR-4
和MD22形成复合物, 引起TLR-4活化, 最终引

起NF-κB及PI3K-AKT等信号转导通路启动, 导
致细胞因子的表达, 介导炎性肠病的发生. 而
IL-17主要通过IL-17A与IL-17F发挥生物学效应, 
IL-17对HT-29细胞表达IL-8的影响可能与此有

关. 其中NF-κB通路是调控IL-8表达的关键因素

之一, 给予NF-κB信号抑制剂干预NF-κB信号通

路可显著影响IL-8的表达. 因此为探讨IL-17协
同低浓度LPS促进HT-29细胞活化的信号传导机

制, 我们观察了在IL-17与LPS联合的情况下细

胞内PI3K-AKT通路及NF-κB通路活化的情况, 
结果表明在两者联合诱导的情况下, PI3K-AKT
通路以及NF-κB通路的活化均显著增强, 为此我

们有理由推论IL-17协同低浓度LPS促进HT-29
细胞活化的信号传导机制是通过PI3K-AKT通
路以及NF-κB通路, 介导IL-17病理效应, 引起炎

性肠病的发生, 但国内外均未报道两者的相互

作用. 在LPS高浓度的情况下, 该协同作用不明

显, 提示可能与HT-29细胞对LPS的长时间及高

浓度刺激表现耐受相关. 研究表明在LPS耐受的

大鼠体内, 单核/巨噬细胞表达的IL-8显著受到

抑制, LPS耐受的机制可能与TLR-4及其下游的

与LPS信号转导相关的接头蛋白和TLR信号通

路的负性调节因子有关. 关于HT-29细胞对LPS
耐受性目前未见报道, 其发生的机制是否类似

于单核/巨噬细胞仍尚需进一步的研究. 
总之, Th17细胞不仅参与了自身免疫性炎性

肠病的发生发展, 而且其可作为炎性肠病患者疾

病严重程度的一个重要指标, 其发挥病理效应机

制可能是与低浓度的LPS协同所介导, 而其信号

传导机制是通过PI3K-AKT以及NF-κB通路, 因此

我们可以通过阻断其信号传导通路, 调控TH17
及其细胞因子的生物学效应, 进一步调节疾病的

转归, 为临床提供一新的靶点和治疗措施. 
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子1的影响
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糖尿病胃肠动力
障碍与胃肠自主
神经、Cajal间质
细胞及平滑肌细
胞 病 变 相 关 ,  胰
岛 素 样 生 长 因
子-1(IGF-1)可促
进平滑肌细胞分
化、增殖, 并保护
Cajal间质细胞, 该
因子缺乏是本疾
病病理基础之一. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of high glucose 
on the expression of endogenous insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1) in rat colonic smooth 
muscle cells (SMCs). 

METHODS: Rat colonic SMCs were separated, 
cultured, identified by immunofluorescence stain-
ing of α-actin, and divided into three groups: nor-
mal glucose group (5.5 mmol/L glucose), man-
nitol control group (5.5 mmol/L glucose plus 19.5 

mmol/L mannitol) and high glucose group (25 
mmol/L glucose). After treatment, cell prolifera-
tion was determined using Cell Counting Kit-8, 
and cell cycle analysis was performed by flow 
cytometry. ELISA was designed to measure the 
content of IGF-I in SMCs culture supernatants. 
Real-time quantitative-PCR and Western blotting 
were performed to analyze the mRNA and pro-
tein expression of IGF-1 in SMCs.

RESULTS: Compared to the normal glucose 
group, treatment with high glucose signifi-
cantly inhibited the proliferation of rat colonic 
SMCs (0.494 ± 0.0030 vs 0.597 ± 0.044, P < 0.05), 
resulted in cell accumulation in the G1 phase 
(90.850% ± 0.706% vs 55.202% ± 3.807%, P < 0.05) 
and a significant decrease in the percentage of 
cells in the S phase (3.622% ± 0.156% vs 30.780% 
± 3.808%, P < 0.05), and decreased the content of 
IGF-I in SMCs culture supernatants (208.000 ng/
L ± 31.443 ng/L vs 265.750 ng/L ± 26.538 ng/L, 
P < 0.05) and the expression of IGF-I mRNA and 
protein (2.037 ± 0.196 vs 2.257 ± 0.273; 0.247 ± 
0.045 vs 0.906 ± 0.103, both P < 0.05). However, 
there were no significant differences in the above 
parameters between the normal glucose group 
and mannitol control group.

CONCLUSION: High glucose inhibits the pro-
liferation of rat colonic SMCs and decreases the 
expression of endogenous IGF-1 in SMCs.

Key Words: High glucose; Smooth muscle cell; Cell 
cycle; Insulin-like growth factor-1

Xu XY, Wang Y, Yang WW, Lin L. High glucose down-
regulates the expression of endogenous insulin-like 
growth factor-1 in rat colonic smooth muscle cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 998-1003

摘要

目的: 探讨高糖对大鼠结肠平滑肌细胞(SMCs)
表达内源性胰岛素样生长因子1(IGF-1)的影响.

方法: 酶解法分离培养S D大鼠结肠S M C s, 
α-actin免疫荧光鉴定, 然后将大鼠结肠SMCs

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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■研发前沿
糖尿病胃肠动力
障碍时可发生平
滑肌萎缩、纤维
化 ,  但 平 滑 肌 细
胞病变在糖尿病
胃肠动力障碍机
制中的作用仍不
清楚.

随机给予葡萄糖不同浓度(5.5 mmol/L和25 
mmol/L)组及甘露醇对照组(5.5 mmol/L葡萄
糖+19.5 mmol/L甘露醇)刺激, CCK8实验检测
SMCs增殖情况; 流式细胞术检测SMCs细胞
周期; ELISA检测培养液上清中IGF-1的含量; 
Western blot、Real-time PCR法检测SMCs合
成内源性IGF-1的表达变化.

结果: 高糖(25 mmol/L)抑制大鼠结肠SMCs
的增殖 ,  在24 h与正常糖浓度间差异最大
(0.494±0.003 vs  0.597±0.044, P <0.05); 高糖
使约90%的结肠SMCs停滞在G1期(90.850%
±0.706% vs  55.202%±3.807%, P <0.05), 进
入S期的SMCs明显减少(3.622%±0.156% vs  
30.780%±3.808%, P <0.05); 高糖环境中, 结
肠SMCs合成分泌的IGF-1减少(208.000 ng/L
±31.443 ng/L vs  265.750 ng/L±26.538 ng/L, 
P <0.05), SMCs表达内源性的IGF-1 mRNA和
蛋白也均减少(2.037±0.196 vs  2.257±0.273; 
0.247±0.045 vs  0.906±0.103, P <0.05).

结论: 高糖抑制大鼠结肠SMCs增殖, 使SMCs
内源性IGF-1表达减少.

关键词: 高糖; 结肠平滑肌细胞; 细胞周期; 胰岛素

样生长因子1
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0  引言

糖尿病胃肠动力障碍是糖尿病(diabetes mellitus, 
DM)的慢性并发症之一, 发生于30%-50%的糖

尿病患者[1,2]. DM胃肠动力障碍不仅使患者出

现诸多胃肠症状, 且使患者血糖更加难以控制, 
严重影响患者生存质量, 并带来沉重的经济负

担[3,4]. 目前有学者认为DM胃肠动力障碍是一种

胃肠道神经肌肉的营养障碍, 而非单纯的“功

能性”障碍. 其发病与胃肠自主神经、Cajal间
质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)及平滑肌细

胞(smooth muscle cells, SMCs)病变有关, 而营养

因子缺乏在细胞损伤中亦有不可或缺的作用[5,6]. 
胰岛素样生长因子1(insulin-like growth factor 1, 
IGF-1)是胃肠道SMCs生长、增殖、分化的重要

营养因子, 对胃肠道起搏细胞ICC亦具有保护作

用. 有研究证实该病与胃肠道IGF-1信号的缺乏

密切相关[6-8]. 本文旨在探讨高糖是否影响结肠

SMCs表达内源性的IGF-1, 为进一步探讨糖尿病

胃肠动力障碍的相关机制提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄不拘, 体质量150-200 g, 
由南京医科大学医学实验动物中心提供 .  低
糖/高糖DMEM培养液(Gibco, USA)、甘露醇

(Amresco)、胎牛血清(Gibco, USA)、Ⅱ型胶

原酶(S i g m a)、大豆胰蛋白酶抑制剂(G i b c o, 
USA)、青链霉素混悬液(Gibco, USA)、α-actin
抗体(北京博奥森), Cell Counting Kit-8(CCK-8
试剂盒, 碧云天)、PI/RNase Staining Buffer(BD 
Pharmingen, USA)、IGF-1抗体(ab36532; Abcam, 
Cambridge, MA)、Quantikine Mouse/Rat IGF-I 
Immunoassay(R&D, UK). 
1.2 方法 IGF-1引物由Invitrogen公司合成, 序列

参照文献[9,10].
1.2.1 结肠SMCs的分离和培养[11-13]: SD大鼠以

10%水合氯醛腹腔麻醉后, 快速自肛门上2 cm
取结肠10 cm左右, 用含抗生素的Hepes-Ringer
缓冲液反复冲洗, 去除黏膜层和浆膜层. 将平滑

肌组织剪碎, 置入消化液(0.1%的Ⅱ型胶原酶

和0.01%的大豆胰蛋白酶抑制剂)中消化、离

心, DMEM培养液重悬细胞, 过筛; 于950 mL/L 
O2和50 mL/L CO2, 37 ℃孵育箱中培养, SMCs
长至致密单层时, 传代培养. 采用第2代SMCs
进行实验. 
1.2.2 结肠SMCs的鉴定[11-13]: 取对数生长期的

S M C s, 胰蛋白酶消化 ,  制成单细胞悬液;  将
SMCs接种到放置载玻片的培养皿中, 置CO2孵

箱中培养1-3 d待SMCs长至单层时, 取出载玻

片. PBS冲洗、丙酮固定, 3% H2O2阻断内源性过

氧化物酶; 滴加α-actin一抗(1∶100), 4 ℃过夜, 
PBS冲洗, 滴加罗丹明标记的羊抗兔IgG二抗, 室
温避光湿盒中孵育1 h, PBS冲洗, 滴加Hoechst染
核, PBS冲洗、封片, 观察特异性荧光. 
1.2.3 分组与处理: 将2.5×108/L的SMCs接种于

含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液中培养

至70%融和后, PBS洗涤, 加入含2.5 mL/L胎
牛血清的培养基饥饿24 h. 分别给予正常糖浓

度组(5.5 mmol/L葡萄糖)、甘露醇高渗对照组

(5.5 mmol/L葡萄糖+19.5 mmol/L甘露醇)和高

糖浓度组(25 mmol/L)的培养液刺激. 
1.2.4 CCK8实验检测细胞增殖情况: 收集对数期

细胞, 调整细胞悬液浓度为5 000个细胞/100 μL, 
接种于96孔板, 入CO2孵育箱培养过夜后显微镜下

观察细胞单层铺盖满孔的60%, 给予含2.5 mL/L胎
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■相关报道
Kuemmerle等学
者发现胃肠平滑
肌 合 成 内 源 性
IGF-1; Horvath等
发 现 I G F - 1 促 进
胃肠平滑肌细胞
合成干细胞因子
(SCF), 以保护胃
肠起搏细胞ICC.

牛血清的培养液饥饿24 h, 给予3种不同的培养

液刺激, 收集不同时间点的细胞; 每孔加入10 μL
的CCK8溶液, 在培养箱内继续孵育1 h, 450 nm
测定吸光度(A )值. 
1.2.5 流式细胞术检测细胞周期: 将3组不同培养

液处理的SMCs培养24 h, 胰酶消化收集细胞, 冰
PBS洗2遍, 弃上清, 加入1 mL 70%预冷乙醇中, 
吹打均匀, 4 ℃固定过夜; 固定好的细胞离心, 弃
上清, PBS洗2遍; 1 mL PBS重悬细胞后过滤, 离
心弃上清后, 加入PI/RNase至终浓度50 g/L, 避光

染色至少30 min, 上机检测. 
1.2.6 ELISA法检测培养液上清中IGF-1的浓度: 
收集不同组细胞培养液, 离心取上清, 加1∶2稀
释的待检样品100 μL于上述已包被的反应孔中, 
室温孵育2 h(同时做空白孔和标准孔); 洗涤5次后

每孔加酶标抗体100 μL, 室温孵育2 h; 洗涤5次后

每孔加底物显色液100 μL, 室温避光显色30 min; 
每孔加入100 μL的终止液终止反应, 在450 nm波

长下读板. 
1.2.7 Real-time PCR检测IGF-1 mRNA表达: 按
TRIzol试剂提取各组细胞的总mRNA, 以cDNA
为模板进行PCR扩增. PCR的反应条件: 95 ℃
预变性30 s; 95 ℃退火5 s, 60 ℃延伸30 s, 共
循环40次. IGF-1上游引物: 5'-GGCATTGTG-
GATGAGTGTTG-3'; 下游引物: 5'-GTCTT-
GGGCATGTCAGTGTG-3'. 18 S RNA上游引物: 
5'-GGCATCGTTTATGGTCGGAAC-3'; 下游引

物: 5'-GCGAAAGCATTTGCCAAGAA-3'.  
1.2.8 Western blot法检测IGF-1蛋白表达: 蛋白裂

解液提取各组细胞蛋白, BCA法测定蛋白浓度. 
120 μg蛋白/泳道加样, 恒流30 mA电泳, 恒压100 
V转膜45 min, 封闭2 h. 加入IGF-1一抗(1∶100),  
4 ℃过夜; 二抗(1∶10 000), 37 ℃孵育, 曝光、

显影. 
统计学处理 所有数据录入SPSS13.0软件包

分析, 以mean±SD表示, 采用成组t检验, P <0.05
为有显著性差异. 

2  结果

2.1  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠S M C s增殖

的影响  与正常糖浓度组相比, 从12 h起高糖

(25 mmol/L)在各时间点(24、48、72、96 h)均
可抑制大鼠结肠SMCs的增殖, 差异有统计学

意义(0.420±0.025 vs  0.527±0.069; 0.494±
0.003 vs  0.597±0.044; 0.540±0.024 vs  0.634
±0.049; 0.509±0.118 vs  0.568±0.008; 0.463

±0.109 vs  0.516±0.008, P <0.05), 在24 h两者

间差异最为显著; 因此选用不同浓度葡萄糖培

养第24小时的SMCs进行后续试验. 甘露醇对

照组与正常糖浓度组比, 结肠SMCs增殖无差异

(P >0.05, 图1). 
2.2 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs细胞周

期的影响 与正常糖浓度组相比, 高糖(25 mmol/
L)使约90%的S M C s停滞在G1期(90.850%±

0.706% vs  55.202%±3.807%, P <0.05), S期细

胞明显减少(3.622%±0.156% vs  30.780%±

3.808%, P <0.05), 提示高糖抑制SMCs进入S期; 
而甘露醇对照组与正常糖浓度组比, 结肠SMCs
的细胞周期变化无差异(P >0.05, 表1). 
2.3 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs培养液上

清中IGF-1含量的影响 与正常糖浓度组相比, 高
糖(25 mmol/L)环境下, SMCs合成分泌IGF-1明
显减少(208.000 ng/L±31.443 ng/L vs  265.750 ng/L
±26.538 ng/L, P <0.05), 而甘露醇对照组与正

常糖浓度组比, SMCs合成分泌的IGF-1无差异

(247.000 ng/L±36.833 ng/L vs  265.750 ng/L±
26.538 ng/L, P >0.05, 表2). 
2.4 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs表达内

源性IGF-1 mRNA的影响 高糖(25 mmol/L)可抑

制内源性IGF-1 mRNA的表达(2.037±0.196 vs  
2.257±0.273, P <0.05); 而甘露醇对照组与正常

糖浓度组比, SMCs表达内源性IGF-1mRNA无差

异(P >0.05, 图2A). 
2.5 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs表达内源

性IGF-1蛋白的影响 Western blot结果与Real-time 
PCR结果一致, 即高糖(25 mmol/L)抑制内源性

IGF-1蛋白的表达(0.247±0.045 vs  0.906±0.103, 
P <0.05); 而甘露醇对照组与正常糖浓度组比, 
SMCs表达内源性IGF-1蛋白无差异(P>0.05, 图2B). 
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图  1  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs增殖的影响. NG: 

正常糖浓度组; HG: 高糖浓度组; Mannitol: 甘露醇对照组. 
aP<0.05 vs  NG.

a

a
a

a
a



www.wjgnet.com

徐新寓, 等. 高糖对大鼠结肠平滑肌细胞表达内源性胰岛素样生长因子1的影响				              1001

■应用要点
本研究提示高糖
影响大鼠结肠平
滑肌细胞合成内
源性IGF-1, 可能
是糖尿病时胃肠
局部营养因子缺
乏的原因之一, 为
临床治疗糖尿病
胃肠动力障碍提
供治疗靶点.

3  讨论

DM胃肠动力障碍临床上主要表现为胃肠排空

延迟[14-16]. 有研究报道: 在病程长、血糖控制差

的糖尿病患者 [17,18]及某些糖尿病动物模型 [8,19]

的胃组织标本中发现平滑肌萎缩、纤维增生, 
SMCs超微结构破坏, 出现凋亡甚至坏死的现

象. 然而在链脲霉素(streptozotocin, STZ)诱导的

糖尿病大鼠[20,21]和NOD小鼠[22]中均发现有结肠

SMCs肥大的现象. 是由于长期高糖作用, 还是

其他因素导致胃肠平滑肌病变尚不明确. 因此, 
本文探讨了高糖对体外培养大鼠结肠SMCs的
直接作用. 本实验证实高糖可减少SMCs的DNA
复制, 抑制结肠SMCs的增殖. 高糖是否促进大

鼠结肠SMCs的凋亡, 尚需进一步研究. 

IGF-1是体内重要的生长因子, 可在机体的

多数组织中表达, 通过内分泌、旁分泌、自分

泌的途径发挥生物学作用[23]. 在胃肠道, IGF-1可
刺激肠上皮细胞、成纤维细胞、胃肠SMCs增
殖, 且相比于血循环中的IGF-1, 由胃肠局部合

成分泌的内源性IGF-1可能对肠道SMCs生长、

分化及胃肠起搏细胞ICC体积的维持发挥更重要

的作用[24,25], 因为: (1)转基因小鼠模型中, 肠道局

部过表达的IGF-1能促进小肠SMCs增生[26,27]; (2)
特异性敲除肝源性IGF-1的小鼠, 肠道局部IGF-1
仍可刺激SMCs生长发育[28]; (3)内源性IGF-1可
促进体外培养的人肠道SMCs增殖, 抑制其凋

亡[24,29]; (4)在血糖正常的小鼠, 发现使其胃肠道

局部IGF-1的合成减少可使胃肠起搏细胞ICC
的体积明显下降[6]. 本实验证实高糖使大鼠结

肠SMCs内源性的IGF-1 mRNA表达减少, 且合

成分泌的IGF-1蛋白亦减少. 我们推测: 糖尿病

时, 可能由于高糖抑制胃肠道SMCs合成内源性

IGF-1, 因而SMCs增殖受抑制. 
在胃肠道中, ICC、肠神经元和SMCs构成

“功能元件”, 共同调节胃肠道的生理功能[30,31]. 
ICC作为胃肠道的起搏细胞, 对胃肠道的动力

调节起主导作用[32]. 而维持ICC成熟表型所需

的干细胞生长因子(stem cell factor, SCF)主要来

自SMCs. Horváth等[7,8]在DM胃轻瘫小鼠的研究

中发现: DM时IGF-1信号减弱, 导致SMCs萎缩, 
SCF表达减低, 从而使ICC数量缺失及功能障碍, 
使小鼠出现胃轻瘫症状. 我们的前期实验亦证

实: 体外培养大鼠胃窦、结肠SMCs, 给予外源

性IGF-1, 可促进SMCs增殖和SCF表达[33,34]. 因此

IGF-1可能通过促进胃肠SMCs生长、抑制其凋

亡、诱导其表达SCF而对ICC起保护作用, 因此

在糖尿病胃肠动力障碍中, 高糖可能作为上游

影响因子, 抑制SMCs合成分泌IGF-1, 进而导致

SCF表达减少、ICC功能及网络结构受损. 
总之, 本实验初步证实了高糖可抑制结肠

SMCs增殖, 减少结肠SMCs表达内源性的IGF-1, 
为进一步探讨DM胃肠动力障碍相关机制提供

表  1  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs细胞周期的影响 (%, mean±SD)

     分组             G0/1              S          G2/M

正常糖浓度组 55.202±3.807 30.780±3.808 13.918±1.112

甘露醇对照组 53.232±4.110 26.753±5.541 12.837±0.849

高糖浓度组 90.850±0.706a   3.622±0.156a   5.530±0.597a

aP<0.05 vs  正常糖浓度组.
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图  2  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs表达内源性IGF-1
的影响. A: IGF-1 mRNA; B: IGF-1蛋白. NG: 正常糖浓度组; 

HG: 高糖浓度组; Mannitol: 甘露醇对照组. aP<0.05 vs  NG.

表  2  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMC培养液上清中
IGF-1含量的影响 (n  = 3, mean±SD)

     分组   IGF-1浓度(ng/L)

正常糖浓度组 265.750±26.538

甘露醇对照组 247.000±36.833

高糖浓度组 208.000±31.443a

aP<0.05 vs 正常糖浓度组.
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了新的依据, 也为DM胃肠动力障碍的治疗拓展

了新的思路. 但是高糖是否通过影响结肠SMCs
内源性IGF-1的表达, 进一步影响SMCs内SCF的
合成, 从而导致ICC的受损; 以及高糖是如何影

响结肠SMCs内源性IGF-1的表达, 是否与IGF-1
相关信号通路有关, 有待进一步研究. 
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参的主要有效成
分之一, 在体内外
具有很高的抗肿
瘤活性. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of 20(R)-Ginsenoside 
Rg3 on the growth of hepatic metastasis in nude 
mice after surgical removal of primary tumor. 

METHODS: BALB/c mouse colon adenocarci-
noma CT-26-GFP cell line was established by 
transfection of CT-26 cells with a lentiviral vec-
tor containing the enhanced green fluorescent 
protein (eGFP) gene. A nude mouse model of 
hepatic metastasis was then developed, and the 
mice were randomly divided into three groups: 
primary tumor resection group, primary tumor 
preservation group and Ginsenoside Rg3 group. 
After resection of the primary tumor and treat-
ment with Ginsenoside Rg3 for 10 days, micro-
vascular density (MVD) and cell multiplication 
of liver metastases were detected by immuno-
histochemistry, and tumor apoptosis was de-

tected by TUNEL assay. The green fluorescence 
was observed using a fluorescence in vivo imag-
ing system. 

RESULTS: The average fluorescence intensity of 
liver metastases in the Ginsenoside Rg3 group 
was significantly lower than that in the primary 
tumor preservation group and primary tumor 
resection group (314.17 ± 54.23 vs 388.82 ± 25.97, 
427.18 ± 44.31). The incidences of metastases 
in the Ginsenoside Rg3 group, primary tumor 
preservation group and primary tumor resection 
group were 40%, 50% and 100%, respectively. 
The average weight of the liver, MVD, and la-
beling index of Ki67 were lower and TUNEL 
apoptotic index was higher in the Ginsenoside 
Rg3 group than in the primary tumor preserva-
tion group and primary tumor resection group 
(liver weight: 2.92 ± 0.60 vs 3.80 ± 0.33, 3.98 ± 
0.52; MVD: 27.10 ± 3.41 vs 42.60 ± 8.42, 62.40 ± 
5.08; labeling index of Ki67: 34.70 ± 6.46 vs 54.30 
± 8.98, 65.20 ± 3.82; apoptotic index: 28.37 ± 3.86 
vs 12.50 ± 2.99, 9.90 ± 2.88).

CONCLUSION: 20(R)-Ginsenoside-Rg3 could 
inhibit metastatic tumor growth, angiogenesis, 
proliferation and promote apoptosis in mice af-
ter surgical removal of primary tumor.

Key Words: 20(R)-Ginsenoside-Rg3; CT-26 cells; 
Liver metastasis; Surgical removal; Green fluores-
cence protein; Fluorescent antibody technique

Guo G, Xu JH, Sun J, Fan ZZ. Ginsenoside Rg3 inhibits 
growth of liver metastases in nude mice after surgical 
removal of primary tumor. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(12): 1004-1011

摘要

目的: 探讨人参皂苷Rg3对小鼠原发瘤切除后
肝内转移瘤生长的荧光成像及血管生成的影
响, 阐明人参皂苷Rg3抑制原发瘤切除促进转
移瘤生长的内在机制.

方法: 慢病毒转染建立稳定表达绿色荧光

■同行评议者
曹秀峰, 教授, 南
京医科大学附属
南京第一医院肿
瘤中心
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■研发前沿
手术治疗是结直
肠 癌 的 首 选 ,  但
临 床 研 究 表 明 , 
手术切除可能并
不 总 是 有 益 的 , 
对部分患者来说, 
手术也可触发肿
瘤 的 生 长 ,  促 进
转 移 的 发 生 ,  对
已有可见或不可
见转移灶的结肠
癌 患 者 ,  原 发 瘤
的切除也可加速
转移灶的发展. 

蛋白(green fluorescent protein, GFP)基因的
BALB/c小鼠结肠腺癌细胞株(BALB/c mice 
colon adenocarcinoma cell line, CT-26), 用细胞
悬液法构建结肠癌肝转移瘤模型, 分为原发瘤
切除组、原发瘤未切除组、人参皂苷Rg3组. 
采用切除原发瘤及人参皂苷Rg3治疗10 d, 通
过小动物活体成像系统观察肝转移瘤的生长
情况. 应用组织切片苏木素-伊红染色法, 观察
肿瘤转移灶情况. SP免疫组织化学法检测转
移瘤MVD及细胞增殖, TUNEL技术检测转移
瘤细胞凋亡.

结果: 应用慢病毒转染获得稳定表达高强度
绿色荧光的CT-26-GFP细胞株. 结肠癌肝转移
模型治疗结束后, 用波长470 nm的蓝光激发, 
通过荧光活体成像系统观察剖离肝脏转移灶
发出绿色荧光. 原发瘤切除后, 人参皂苷Rg3
组平均肝转移灶荧光值较原发瘤未切除组及
原发瘤切除组有明显的下降(314.17±54.23, 
388.82±25.97, 427.18±44.31); 人参皂苷Rg3
组、原发瘤未切除组和原发瘤切除组转移瘤
发生率分别为40%, 50%, 100%; 平均肝脏质
量分别为2.92 g±0.60 g, 3.80 g±0.33 g, 3.98 g
±0.52 g; 转移瘤血管密度分别为27.10±3.41, 
42.60±8.42, 62.40±5.08; 转移瘤细胞Ki67的
表达分别为34.70±6.46, 54.30±8.98, 65.20
±3.82; 转移瘤细胞凋亡指数分别为28.37±
3.86, 12.50±2.99, 9.90±2.88.

结论: 稳定表达绿色荧光蛋白的CT-26-GFP细
胞系及其动物模型可以为原发瘤切除研究提
供理想的实验材料, 应用小动物活体成像系统
能够客观定量评价肿瘤在小鼠肝脏的生长情
况. 人参皂苷Rg3明显抑制小鼠原发瘤切除后
肝内转移瘤的生长, 明显抑制转移瘤的血管生
成及细胞增殖, 促进细胞凋亡.

关键词: 20(R)-人参皂苷Rg3; 小鼠结肠腺癌细胞

株CT-26; 肝转移; 手术切除; 绿色荧光蛋白质; 荧

光抗体技术
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0  引言

结直肠癌在发达国家是最常见的恶性实体肿瘤

之一, 全世界每年有一百万新登记患者, 结直肠

癌的发病率和死亡率逐年升高. 手术切除是结

直肠癌首选的治疗方法, 但不幸的是首诊时大

约有25%-33%已发生转移, 还有25%-30%根治

性手术时, 虽没有可见的转移证据, 但将在5年
内发生转移[1]. 虽然手术是结直肠癌的首选治疗, 
但临床研究表明, 手术切除可能并不总是有益, 
对部分患者来说, 对已有可见或不可见转移灶, 
原发瘤的切除可加速转移灶的发展[2]. 荧光成像

技术是利用激发光使得荧光基团达到较高的能

量水平, 然后发射出波长较长的光进行检测[3]. 
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基
因是目前在光学分子成像中应用较多的一种报

告基因, 广泛应用于各种蛋白质和细胞的标记

以及特定基因表达的研究[4,5]. 利用光学成像对

GFP标记细胞的组织分布进行定位, 能够提供高

灵敏度、特意、便捷的观测手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 小动物荧光成像系统购自日本NIKON
公司, MA200型, 分析软件为WinLight32. 荧光

倒置显微镜(日本Olympus公司CKX41SF), CO2

恒温培养箱(英国Galaxy公司170200 PLUS), 手
术显微镜(苏州医疗器械厂YZ-20T4), 电动升降

手术台(苏州医疗器械厂YT-2A), 显微外科手

术器械包(上海手术器械厂SSW-3), 慢病毒载

体系统包装质粒PLV120-EGFP-Neo、PCMV-
delta8.91、PMD.G及新霉素(G418)抗性基因购

自Trono lab公司, RPMI-1640培养基和DMEM培

养基(美国GIBCO公司), 胎牛血清(美国GIBCO
公司). 山羊抗小鼠CD34mAb、Ki67单克隆抗

体工作液(美国R&D公司), 超敏SP鼠试剂盒(美
国R&D公司), TUNEL试剂盒(德国Boehringer 
Mannheim公司), 20(R)-人参皂苷Rg3纯品由吉

林亚泰制药股份有限公司惠赠(批号: 200075), 
按20 g/kg体质量给药. 
1.2  方法

1.2.1 细胞株培养: 小鼠结肠癌CT-26细胞株, 购
自中国医学科学院实验动物研究所, 合格证号: 
(SCXK(京)2004-0001), 液氮冷冻保存. 细胞培

养于含100 mL/L胎牛血清(FBS, 美国Gibco公
司)、青霉素100 U/mL、链霉素100 μg/mL的
RPMI-1640培养基中, 在37 ℃、含50 mL/L CO2

饱和湿度培养箱中培养. SPF级BALB/c nu/nu
裸鼠30只, 均为4-6周龄, ♂, 体质量18-22 g, 
由上海西普尔 -必凯实验动物有限公司提供

(SCXK(沪)2008-0016), 裸鼠实验操作及动物饲

养严格按照SPF级标准进行. 
1.2.2 细胞转染与筛选: 病毒包装细胞293T于含
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■相关报道
M o c h i z u k i研究
显 示 人 参 皂 苷
R g 3 对 高 转 移 性
的小鼠黑色素瘤
细胞(B16FE7)肺
转 移 及 B A L B / c
小鼠结肠癌细胞
(26-M3.1)肺转移
具有抑制作用. 

100 mL/L胎牛血清DMEM培养基中培养. 病毒

包装: 将293T细胞铺板于10 cm培养皿, 每10 cm
培养皿含(2-2.5)×106个细胞, 第2天进行细胞转

染. 3种质粒PLV120-EGFP-Neo 10 μg、PCMV-
delta8.91 7.5 μg、PMD.G 5 μg分别加水至500 
μg, 加入500 μg 2×HBS混匀. 加入50 μL 2 mol/L 
CaCl2轻轻混匀, 室温放置15-25 min后, 滴加培

养液中. 6-8 min后, 更换培养液. 48 h和72 h分
别收集病毒, 利用超滤浓缩管浓缩病毒, 分装后

置于-80 ℃保存. 病毒感染: 将CT-26细胞平铺

于24孔板, 每孔1×104个细胞, 待细胞汇合度达

到70%-80%时, 移去培养液, 加入慢病毒PLV-
EGFP-neo, MOI = 1 000. 荧光显微镜观察细胞

GFP表达, 转染符合要求, 换用正常CT-26细胞

培养液培养传代. 经有限稀释法获得细胞单克

隆并扩增培养, 经观察倍增时间等细胞生物学

行为和流式细胞仪检测后, 挑选出荧光强度最

强, 细胞生物学行为无明显改变的一株用于动

物实验. 
1.2.3 细胞株阳性率的检测: 利用流式细胞仪

(FACSCAL IBAR, Becton Dickinson Company)
计数样品细胞群中阳性细胞所占比例. 将上述

完成基因转染的肿瘤细胞制备成2×106/mL的细

胞悬液, 调整流式细胞仪的工作条件: 激发光波

长488 nm, 发射波长510 nm, 将所获得的5个阳

性细胞株进行测定, 同样的细胞株进行正常传

代, 传代后再次检测, 共检测3代, 每次每个样品

获取细胞总数为10 000个. 
1.2.4 小鼠结肠癌肝转移瘤模型的制作及剖离肝

脏成像: 取对数生长期的小鼠结肠癌细胞CT-26, 
以适当的浓度混悬在PBS中, 制成单细胞悬液, 
台盼蓝检测活细胞数>95%. 取0.2 mL悬液(约含

5×106个细胞)接种于BALB/c裸小鼠右腋部皮

下视作原发瘤. 当皮下肿瘤生长至500 mm3左右

时, 1%戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔内注射麻醉

后, 取仰卧位固定四肢, 无菌条件下中线切口部

位行剖腹术, 切开腹壁和腹膜, 暴露十二指肠, 
用1 m L注射器(接29号针头)经门静脉注射小

鼠结肠癌细胞CT-26, 浓度为3×106/mL, 每只

0.1 mL, 针头取出后用无菌可吸收棉条置于注

射位置, 防止出血和肿瘤细胞溢出[6]. 3 d后, 随
机选取20只小鼠切除原发瘤, 分为原发瘤切除

组及人参皂苷Rg3组, 每组10只, 另取10只作为

原发瘤未切除组. 原发瘤切除组和原发瘤未切

除组分别灌注生理盐水0.4 mL/d, 人参皂苷Rg3
组灌注人参皂苷Rg3 0.4 mL/d, 连续治疗10 d, 第

11天摘除眼球取血, 处死小鼠, 剥出肝脏, 由488 
nm氩离子激光(INNOVA70, Coherent Corp.)激
发, 经520 nm长通滤光片滤光, Nikon活体成像

仪下进行荧光成像. 将小鼠肝脏固定于40 g/L甲
醛液, 48 h常规石蜡包埋切片, 倒置显微镜(日本

Olympus公司)观察病理变化. 
1.2.5 肿瘤组织苏木素-伊红染色: 取材组织块, 
经40 g/L甲醛溶液固定后, 常规石蜡包埋, 取完

整的组织蜡块以最大面积5 μm厚切片. 在100倍
光镜下随机选择3个高倍视野进行拍照, 在专业

图像处理软件Image Pro Plus6.0的辅助下观察肿

瘤组织及血管形态学. 
1.2.6 SP免疫组织化学染色观察CD34、Ki67表

达: 取存档蜡块制成4 μm连续切片, 二甲苯、梯

度乙醇脱蜡水化, 将切片依次经阻断灭活内源

性过氧化物酶清除、0.01 mol/L枸橼酸缓冲液抗

原修复、正常血清封闭、抗体结合、3, 3'-二氨

基联苯胺(3, 3'-diaminobenzidine, DAB)染色、蒸

馏水洗涤, 再经苏木素衬染, 盐酸酒精分化, 稀
氨水蓝化, 递增梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 常
规树脂封片. 所用一抗为1∶50稀释的山羊抗小

鼠CD34mAb、Ki67单克隆抗体工作液, 二抗为

1∶200生物素标记(针对Ki67二抗为1∶100快捷

型酶标羊抗鼠IgG聚合物), 显色时加入1∶200
辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液. 微
血管密度(microvascular density, MVD)的检测

方法按Weidner等的方法进行. CD34阳性以血

管内皮细胞呈棕色或棕黄色染色为标准; 切片

在100倍光镜下观察整张切片的血管分布情况, 
确定肿瘤区域内微血管分布最高密度的5个区

域, 在200倍光镜下计数不重复视野中被CD34染
成棕黄色的微血管数, 取5个区域的平均值作为

MVD. 每个与邻近微血管明显分离的阳性染色

的血管内皮细胞或血管内皮细胞簇都视为独立

的微血管; 只要结构不相连, 其分支结构也计作

一个血管计数. Ki67以细胞核染色呈棕褐色或棕

黄色颗粒为阳性, 每例标本观察10个高倍视野, 
计算其中Ki67标记指数(labeling index, Ki67-LI). 
1.2.7 TUNEL法检测肿瘤凋亡: 取存档蜡块制成

4 μm连续切片, 采用TUNEL法检测细胞凋亡指

数. 光镜下观察切片的染色反应, 结果判断标

准为以细胞核有明显棕黄色为阳性细胞, 计数

细胞数不少于1 000个, 计算TUNEL阳性标记

指数(TUNEL labeling index, TUNEL-LI), 即凋

亡指数, TUNEL-LI = (表达阳性细胞数/总细胞

数)×100%. 
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统计学处理 将所有数据用SAS8.2软件进行

处理, 荧光值按公式进行计算: 平均荧光光子数 
= 总光子数/荧光面积, 相关性采用Spearman等
级相关进行分析. 计量资料以mean±SD表示, 先
采用方差分析比较各组均数, 再用最小显著性

差异法分析每2组之间差异, 以P <0.05为具有统

计学显著性差异. 

2  结果

2.1 稳定表达GFP的CT-26细胞株 将表达GFP的
慢病毒表达载体转染病毒包装细胞293T后, 通
过筛选培养收集上清液获得病毒并用来感染

CT-26细胞, 在含有G418 800 mg/L的RPMI-1640
培养基中筛选培养, 获得了稳定表达亮绿色荧

光的CT-26细胞株, 并在撤除G418筛选压力后继

续培养2 mo, 细胞仍能稳定表达GFP. 细胞贴壁

生长, 荧光显微镜观察可见细胞表达的荧光信

号较强, 荧光较为均匀地分布于整个细胞内, 转
染率接近100%, 细胞在体外能够稳定表达绿色

荧光蛋白, 并且随体外长期传代培养无明显消

退(图1, 2). 
2.2 GFP在裸鼠剖离肝脏中的表达 转移瘤组织

发出强烈的绿色荧光, 说明肿瘤细胞在体内增

殖过程中有GFP稳定、高水平的表达. 应用小动

物荧光成像系统可监测到GFP在裸小鼠剥离肝

脏的稳定表达, 转移瘤面积与荧光光子数成正

相关. 各组小鼠治疗后平均转移灶荧光值经方

差分析有显著性差异, 人参皂苷Rg3组较原发瘤

切除组及原发瘤未切除组平均肝转移灶荧光值

明显降低(P <0.01), 原发瘤未切除组平均肝转移

灶荧光值明显低于原发瘤切除组(P <0.01, 表1, 
图3, 4). 
2.3 裸小鼠模型治疗后的一般情况 各组裸小鼠

初次接种CT-26细胞后7-11 d皮下全部成瘤, 肿
瘤大小无统计学差异. 各组小鼠治疗10 d后, 原
发瘤切除组10只小鼠均出现肝转移灶, 转移瘤

发生率100%, 平均肝脏质量为3.98 g±0.52 g, 腹
水2例(20%); 原发瘤未切除组10只小鼠中, 有5
只出现肝转移灶, 转移瘤发生率50%, 平均肝脏

质量为3.80 g±0.33 g, 腹水3例(30%); 人参皂苷

Rg3组10只小鼠中, 有4只出现肝转移灶, 转移瘤

发生率40%, 平均肝脏质量为2.92 g±0.60 g, 无
腹水. 第11天, 处死小鼠, 肝脏称质量, 人参皂

苷Rg3组平均肝脏质量明显低于原发瘤切除组

(P <0.01)及原发瘤未切除组(P <0.01), 原发瘤未

切除组平均肝脏质量明显低于原发瘤切除组

(P <0.01, 表1). 
2.4 HE染色 原发瘤切除组及原发瘤未切除组肿

瘤组织中细胞排列紧密, 核质比增大, 肿瘤实质

和间质分界不清, 细胞形状不规则, 病理性核分

裂象多见. 肿瘤间质内可见新生血管, 但基底膜

不完整, 偶见肿瘤细胞侵入血管形成癌栓. 人参

皂苷Rg3组肿瘤组织排列疏松, 瘤灶内出现片状

坏死, 位于组织中心有许多空隙, 其间可见蛋白

样物质及细胞碎片, 并可见血管轮廓被破坏(图5). 
2.5 人参皂苷Rg3对原发瘤切除后转移瘤血管密

度的影响 各组小鼠治疗后转移瘤微血管密度经

方差分析有显著性差异. 镜下可见肿瘤组织血

管内皮细胞呈棕色或棕黄色染色. 治疗后人参

皂苷Rg3组微血管新生抑制作用明显高于原发

瘤切除组(P <0.01), 且微血管分布较稀疏, 原发

图  1  BALB/c小鼠结肠癌CT-26细胞株(×40). 图  2  稳定高表达GFP的CT-26-GFP细胞株(×200). 

表  1  各组BALB/c nu nu 裸鼠治疗后肝脏转移瘤数及肝
脏质量 (mean±SD, n  = 10)

     分组       荧光值 肝脏质量(g)

原发瘤切除组 427.18±44.31 3.98±0.52

原发瘤未切除组 388.82±25.97b 3.80±0.33b

人参皂苷Rg3组 314.17±54.23bc 2.92±0.60bc

bP<0.01 vs  原发瘤切除组; cP<0.05 vs 原发瘤未切除组.

■应用要点
结肠癌患者在原
发 瘤 切 除 后 ,  及
时应用人参皂苷
R g 3 对 抑 制 临 床
或亚临床转移灶
生长具有潜在的
临床价值. 
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瘤未切除组微血管新生抑制作用明显高于原发

瘤切除组(P <0.01), 抑制作用不及人参皂苷Rg3
显著(表2, 图5). 
2.6 人参皂苷Rg3对原发瘤切除后转移瘤细胞增

殖的影响 各组小鼠治疗后转移瘤Ki67表达经方

差分析有显著性差异. Ki67主要在细胞核内表

达, 染色阳性呈棕褐色或棕黄色颗粒. 治疗后人

参皂苷Rg3组与原发瘤切除组比较转移瘤细胞

核Ki67的表达水平明显降低(P <0.01), 原发瘤未

切除组细胞核Ki67的表达水平明显低于原发瘤

切除组(P <0.01, 表2, 图5). 
2.7 人参皂苷Rg3对原发瘤切除后转移瘤细胞凋

亡的影响 各组小鼠治疗后转移瘤细胞凋亡经方

差分析有显著性差异. 镜下可见凋亡细胞体积

缩小, 核固缩呈棕色, 为新月形、类圆形或不规

则形, 固缩核分解碎裂形成凋亡小体. 治疗后人

参皂苷Rg3组细胞凋亡指数较原发瘤切除组和原

发瘤未切除组有明显的升高(P<0.01, 表2, 图5).

3  讨论

转移瘤从形态上是一个孤立的病灶, 其实原发

瘤与转移瘤之间存在着复杂的调控关系. 原发

性肿瘤(先前接种)抑制或减缓继发肿瘤(次后接

种)生长的现象称作伴发性肿瘤抵抗(concomi-
tant tumor resistance, CR), 1906年由Ehrlich等[7]

首先提出在双侧接种肉瘤的大鼠模型中, 次后

接种的肿瘤生长明显滞后于先前接种(原发)的
肿瘤. 这种现象被忽视了将近60年[8], 在随后的

临床实践及基础研究中发现, 对人类及小鼠的

原发瘤切除后, 常导致转移瘤的发生[9-15]. 一个世

A B

图  3  治疗10 d后BALB/c nu nu 裸鼠结肠癌肝转移模型剖离肝脏情况. A: 原发瘤切除组; B: 原发瘤未切除组; C: 人参皂苷Rg3组. 

C

48

16419.75

32791.50

49163.25

65535.00

A

B

C

图  4  荧光活体成像法观察治疗后结肠癌肝转移模型裸小鼠剖离肝脏GFP基因的表达. A: 原发瘤切除组; B: 原发瘤未切除

组; C:人参皂苷Rg3组.

■名词解释
伴发性肿瘤抵抗
(concomitant tumor 
resistance, CR): 原
发瘤抑制转移瘤
生长的现象. 
绿色荧光蛋白基
因 蛋 白 :  维 多 利
亚水母(Aequorea 
Victoria)发光现象
中分离纯化出绿
色荧光蛋白基因, 
荧光稳定, 检测方
便, 对活细胞无伤
害等优点, 作为一
种标记基因已经
广泛应用到生物
学研究的各个领
域, 是目前细胞生
物学示踪研究中
的一种重要手段. 
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纪前, 临床及实验研究均发现人类和小鼠肿瘤

切除后加快转移肿瘤的生长[16,17]. Peeters等[18-20]

发现结直肠癌患者原发瘤切除后, 之前较稳定的

肝转移灶活性增加, 肝脏转移灶血管密度增加, 
肿瘤细胞凋亡减少, 肿瘤增大. Bashford等[21]提出

“伴随免疫”的假说, 肿瘤生长产生特异的免疫

反应, 抑制次后接种的继发肿瘤生长. 我们应用

免疫缺陷的裸鼠建立模型, 发现原发肿瘤切除后

肝转移瘤发生率增高且转移灶较原发瘤未切除

组增大, 说明免疫反应并非主要影响因素. 
Naylor等[22,23]研究维多利亚水母(Aequorea 

Victoria)发光现象中分离纯化出GFP基因, 由于

荧光稳定, 检测方便, 对活细胞无伤害等优点, 
作为一种标记基因已经广泛应用到生物学研究

的各个领域, 是目前细胞生物学示踪研究中的

一种重要手段. 研究表明, 这种荧光蛋白在接受

蓝光或紫外辐射时引发生物发光反应(biolumi-
nescence reaction)并辐射出绿光, 其吸收峰为λmax 

表  2  各组BALB/c nu nu 裸鼠结肠癌肝转移模型治疗后转移瘤MVD, Ki67及TUNEL表达水平 (mean±SD, n  = 10)

     分组        MVD     Ki67-LI     TUNEL-LI

原发瘤切除组 62.40±5.08 65.20±3.82   9.90±2.88

原发瘤未切除组 42.60±8.42b 54.30±8.98 12.50±2.99

人参皂苷Rg3组 27.10±3.41bd 34.70±6.46bd 28.37±3.86bd

bP<0.01 vs 原发瘤切除组; dP<0.01 vs  原发瘤未切除组.

HE

CD34

Ki67

TUNEL

图  5  结肠癌肝转移模型中各组小鼠肝脏病理切片转移瘤情况(HE×100), Ki67, CD34及TUNEL表达水平(SP染色×200, TUNEL
染色×400). A: 原发瘤切除组; B: 原发瘤未切除组; C: 人参皂苷Rg3组.

A B C

■同行评价
本文主题明确, 实
验方法科学合理, 
结果可靠, 论述详
细, 有一定的科学
应用价值. 
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= 395 nm和λmin = 470 nm, 发射峰为λ = 509 nm. 
光激发GFP荧光是一种特异性的独立过程, 不
需要任何的协同因子、底物或其他的基因表达

产物. 当能量由Ca2+激活光蛋白(aequorin)传递

给GFP时引发荧光. GFP的克隆及其在异源系统

中的表达使其成为一种新的遗传标记系统[24,25]. 
GFP与β-半乳糖苷酶(LacZ)、萤火虫荧光素酶

(Luc)等报告基因相比, GFP基因表达的绿色荧

光蛋白受到蓝光或紫光照射时可自发出高强度

的绿色荧光信号, 易于捕获, 无需辅助因子或其

他底物的协助, 直接通过活体成像系统、激光共

聚焦显微镜或流式细胞仪等检测, 观察简便[26]. 
此外, 他还具有稳定性好、耐受性强、对组织

或细胞无毒性和易于构建载体等优势. 活体成

像系统具有较高的灵敏性, 能够客观评价CT-26-
GFP细胞在裸小鼠原发瘤切除后肝转移情况, 为
成像系统在肠癌发展机制、药物治疗等方便研

究提供重要的参考依据. 
本实验应用慢病毒将携带GFP基因的质粒

转染到小鼠肠癌细胞株中, 在体内和体外均能

表达GFP, 通过活体成像系统检测证实该细胞能

够稳定、持续、高效地表达绿色荧光, 但由于

GFP的发射波长较短且穿透力较差, 对深部组织

的原发与远处转移瘤灶的研究存在一定局限性. 
因此我们将治疗结束的裸小鼠剖离肝脏成像, 
成像系统测得荧光光子数客观准确反应转移瘤

的大小, 有利于减少人为误差, 获得的实验结果

较直观可靠. 本实验建立的荧光成像技术是一

个初步模型, 为深入研究肿瘤的发生、迁移及

早期诊断奠定基础. 
基础医学及流行病学研究结果显示, 20(R)-

人参皂苷Rg3属原人参二醇型皂苷, 为五加科

植物人参(Panax ginseng C.A.Meyer)的主要有

效成分之一 ,  在体内外具有很高的抗肿瘤活

性, 对多种肿瘤均有抑制作用, 其抗癌活性引

起广泛关注[27]. 人参皂苷Rg3可选择性抑制癌

细胞的浸润[28], 并对高转移性的小鼠黑色素瘤

细胞(B16FE7)肺转移及BALB/c小鼠结肠癌细

胞(26-M3.1)肺转移具有抑制作用[29]. 当肿瘤细

胞进入靶器官后, 可以长期处于静息状态, 保持

细胞生长和凋亡的相对平衡. 研究表明, 当转移

瘤超过数毫米后进一步生长就必须依赖新生血

管, 根据转移瘤新生血管形成情况, 可以将其分

为无血管期(avascular phase)和血管期(vascular 
phase), 无血管期肿瘤为隐匿的亚临床病变, 直
径<1-2 mm, 保持增生和凋亡的动态平衡, 转移

瘤一旦引入血管期, 肿瘤呈对数生长. 原发瘤切

除可以激活无血管期转移瘤进入血管期. 血管

生成(Angiogenesis)是指在已存在的血管床产生

新血管的过程. 血管能携带氧气、营养物质(如
氨基酸、电解质)、激素及血细胞到机体各个组

织器官维持代谢、更新和生长, 对胚胎器官发

育和成人伤口愈合等非常重要. 本研究发现结

肠癌原发瘤切除后肝转移瘤发生率及大小均较

未切除组明显增大, 血管密度也明显增加, 提示

结肠癌原发瘤的切除可触发转移瘤的生长. 我
们发现人参皂苷Rg3在原发瘤切除模型中均有

明显下调CD34的表达继而降低血管密度的作

用. 本研究采用TUNEL技术, 通过DNA末端转移

酶将带标记的dNTP(多为dUTP)间接(通过地高

辛)或直接连接到DNA片段的3'-OH端, 再通过

酶联显色或荧光检测定量分析结果. 判断细胞

发生凋亡的形态学特征为: 染色质固缩, 向核周

移动, 核膜崩溃及形成凋亡小体等[30]. Ki67是反

映肿瘤细胞增殖活性的良好指标, 是判断肿瘤

侵袭力及肿瘤预后的有效指标[31]. 本研究还发

现凋亡指数表达与Ki67表达呈负相关趋势. 实
验结果发现人参皂苷Rg3治疗后转移瘤细胞增

殖抑制, 同时出现凋亡指数上升、Ki67表达下

降, 提示肿瘤细胞增殖减少, 细胞凋亡增加是人

参皂苷Rg3抑制原发瘤切除后转移瘤生长的部

分机制. 
总之, 人参皂苷Rg3对小鼠结肠癌原发瘤切

除后转移瘤生长有明显的抑制作用, 其机制可

能是通过直接或间接的作用, 减少血管生成, 诱
导细胞凋亡, 抑制细胞增殖. 结合实验结果, 我
们认为结肠癌患者在原发瘤切除后, 及时应用

人参皂苷Rg3对抑制临床或亚临床转移灶生长

具有潜在的临床价值. 
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Abstract
AIM: To mine and analyze large amounts of data 
generated by gene chips and screen key genes 
expressed in both human and mouse hepatocel-
lular carcinoma using bioinformatic methods. 

METHODS: Through literature search and col-
lection, nine sets of gene chip data that meet the 
criteria were downloaded from GEO database. 
The data were standardized by using Biocon-
ductor and R version 2.10.1. The original Af-
fymetrix data were normalized, background cor-
rected, standardized and log2 transformed using 
the RMA algorithm. Excel’s TTEST function was 
used to calculate the significance of each gene. 
DAVID was used for gene ID conversion and a 
table was established for samples and the corre-
sponding gene expression data. A meta-analysis 
was then performed to screen genes expressed 
in both human and mouse hepatocellular carci-
noma. KEGG pathways were then enriched.

RESULTS: A total of 52 genes were found to be 
expressed in both human and mouse hepatocel-
lular carcinoma. Five of them were up-regulat-
ed, while four of them down-regulated. Seven 
KEGG pathways were enriched, of which gly-
cine, serine, threonine metabolic pathways and 
axon guidance pathway have been previously 
reported to associated with the development of 
hepatocellular carcinoma.

CONCLUSION: Bioinformatic tools allow us to 
identify key genes and pathways that are closely 
related to the development of hepatocellular car-
cinoma in both human and mice.

Key Words: Bioinformatics; Hepatocellular carci-
noma; Cross species; Related genes; Screening
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摘要

目的: 研究应用生物信息学技术, 对基因芯片
产生的大量数据进行系统地挖掘和分析, 筛选
出人类和小鼠不同种属间在肝癌发生发展过
程中起关键作用的共同基因.

方法: 首先通过文献检索和收集, 在GEO数据
库中下载符合纳入标准的9套样本基因芯片数

■同行评议者
荚卫东, 教授, 安徽
省立院肝脏外科
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■研发前沿
随着人类基因组
和大鼠、小鼠等
动物基因组测序
工程的逐步完成, 
带来了海量微阵
列 数 据 ,  应 用 跨
种属的比较基因
组 学 研 究 策 略 , 
对跨种属的生物
芯片数据下的生
物信息进行挖掘, 
极有希望加速发
现人类肿瘤基因
的进程.

据, 运用bioconductor和Rversion的2.10.1版本
对已下载数据进行标准化处理, 运用软件包
affy中的RMA算法对affymetrix平台的原始数
据进行背景校正、标准化和log2转换; 其次使
用excel的TTEST函数计算每一个基因的显著
性, DAVID进行探针基因名称转换, 建立基因
名称与样本对应的表达数据表; 再进行Meta
分析计算人类及小鼠的共同差显基因, 并通过
DAVID中的KEGG库富集调控通路.

结果: 人类与小鼠在肝癌发生发展过程中的
共同表达基因52个, 其中5个为上调基因, 4个
为下调基因; 富集出7条通路, 其中甘氨酸、

丝氨酸、苏氨酸代谢通路和轴突引导通路是
文献已报道的与肝癌发生发展密切相关通路.

结论: 通过生物信息学可快速筛选出人类与
小鼠在肝癌发生发展过程中的共同关键基因
及与肝癌发生发展密切相关通路.

关键词: 生物信息学; 肝癌; 跨种属; 相关基因; 筛选
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0  引言

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC), 是世界第5
大高发的恶性肿瘤, 在全球恶性肿瘤死因中名列

第3[1]. 至今为止在由世界各地不同实验室报道

的巨量的肝癌相关分子中, 被一致认可者不多. 
随着人类基因组和大鼠、小鼠等动物基因组测

序工程的逐步完成, 基于生物信息学数据库的筛

选方法也日益得到科研工作者的应用[2,3]. 该方

法可利用已有的数据信息, 进行大规模高通量筛

选, 花费少、信息量大. 目前已有不少研究者利

用这种方法进行差异基因的筛选[4,5], 但是对于

全基因组以及跨种属的肝癌相关基因的筛选研

究却鲜有报道. 本研究采用计算机分析和统计学

方法找出隐藏在全基因组表达芯片数据下的生

物信息, 筛选出人类和小鼠共同肝癌相关差显基

因, 为肝癌标志物的筛选策略提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 所有HCC有关的全基因组表达芯片数

据均来源互联网开放的免费数据库, 从GEO数

据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)和ON-
COMINE数据库(http://www.oncomine.org)下载. 

小鼠文献收集在GEO数据库GEO Datasets中以

“hepatocellular carcinoma, mus musculus”为关

键词检索所有公开发表的文献; 人类文献收集

在ONCOMINE数据库中以“hepatocellular car-
cinoma, homo sapiens ”为关键词检索所有公开

发表的文献.
1.2 方法

1.2.1 文献纳入标准: 符合以下标准的数据集将

纳入研究对象: (1)数据集必须是全基因组的表

达RNA芯片数据; (2)数据是关于HCC癌组织和

正常组织对照; (3)均考虑经标准化或者原始数

据集; (4)数据集必须包括超过3个样本以上; (5)
物种包括人类和小鼠.
1.2.2 数据处理: 在GEO的supplementary file中
下载基因芯片的CEL数据压缩包, 并解压至一

个文件夹中待用, 同时下载TXT格式的样本原

始数据; 若下载数据处显示无CEL数据压缩包

提供, 则在scope、format、amount中分别选择

samples、soft、full下载该样本TXT格式的原始

数据, 将每套样本数据的基本信息记录在提供

的excel里. 通过bioconductor和Rversion的2.10.1
版本[6]对已下载数据进行标准化处理, 运用软件

包affy中的RMA算法[7,8]对affymetrix平台的原始

数据进行背景校正、标准化和log2转换.
1.2.3 基因差异表达的计算分析: 首先通过使用

excel的TTEST函数计算每一个基因的显著性; 
其次将得到的探针号通过DAVID(http://david.
abcc.ncifcrf.gov/)中的gene id conversion tool进行

探针基因名称转换, 得到这些探针号的官方基

因名称; 最后利用VLOOKUP函数替代原始数据

里的探针号, 建立基因名称与样本对应的表达

数据表.
1.2.4 Meta分析计算人类的共同差显基因、小

鼠的共同差显基因: 为了能有效地解决样本太

小问题, 把2套人类和7套小鼠数据集分别通过

Meta进行分析, 在Meta分析中先用t检验计算每

套数据的每个探针的P值, 再通过下列公式算出

每个基因的卡方值: 

自由度为数据集K的2倍, 最后保留P <0.05的基

因, 得到人类的共同差显基因、小鼠的共同差

显基因.
1.2.5 人类和小鼠共有的差显基因表达水平: 人
类与小鼠Meta分析出的P <0.05的基因结果进

行比较得到人类与小鼠HCC共同差显基因, 对

i = 1
χ2 = -2∑㏒e P1

k
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以上基因的癌组织和正常对照2类样本的基因

芯片数据进行整理, 分类计算出样本数据的平

均值, 将HCC癌组织样本数据平均值高于正常

对照平均值1.2倍的基因定为HCC上调基因; 将
HCC癌组织样本数据平均值<正常对照平均值

0.9倍的基因定为HCC下调基因; 同时, 上调基

因或者下调基因需出现在5套数据集以上(含5
套数据集), 才可最终确定该基因功能为上调或

者下调.
1.2.6 人类和小鼠共同表达基因的通路富集: 对
人类与小鼠HCC共同表达基因通过DAVID(http://
david.abcc.ncifcrf.gov/)中的KEGG库进行富集

分析.

2  结果

2.1 纳入标准的研究对象 根据纳入标准最终9套
样本作为研究对象(表1).
2.2 人类数据套Meta分析 对2套人类数据单独

进行t检验得出每个基因的P值后, 通过选择的

Meta公式进行整合分析, 共筛出4 951个基因

(P <0.05).
2.3 小鼠数据套Meta分析 对7套小鼠数据单独进

行t检验得出每个基因的P值后, 通过选择的Meta
公式进行整合分析, 共筛出116个基因(P <0.05).
2.4 人类与小鼠的共同基因分析 对人类与小鼠

Meta分析出的P <0.05的基因结果进行比较分析

后发现人类与小鼠HCC共同表达基因有52个, 
其中表达水平上调的基因5个, 表达水平下调的

基因4个(表2).
2.5 对人类与小鼠共同表达的52个基因通路富

集分析 通过DAVID中的KEGG库, 对人类与小

鼠共同表达的52个基因进行功能基因富集, 分
别富集出影响这些差显基因的主要通路7条, 其
中的2条通路甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸代谢通

路和轴突引导通路是文献已报道与肝癌发生发

展密切相关通路(表3).

3  讨论

20世纪90年代初以来, 生物芯片技术取得了迅

猛发展, 由此带来了海量微阵列数据, 对这些数

据进行挖掘和处理, 找出隐藏在生物芯片数据

下的生物信息, 是生物信息学的重要任务之一. 
生物信息学基因芯片数据分析方法主要分为如

下几大类: (1)基因差异表达分析; (2)聚类分析; 
(3)判别分析; (4)构建基因调控网络; (5)荟萃分

析, 即Meta分析.
已有的研究工作大都开始并集中于运用基

因差异表达分析方法对肿瘤基因表达数据的特

征提取和类别分类上, 其主要目标就是发现与

肿瘤病变有关的特征基因. 如应用基因芯片筛

选人肝癌、肝硬化及正常肝组织中差异表达的

基因[4], 利用基因表达差异鉴别正常细胞与白血

病细胞[21], Rubin等[22]利用基因芯片技术发现基

因amacr在前列腺组织中明显升高, 然后利用含

342个标本的组织芯片进行检测, 证实其在前列

腺癌组织中高表达, 并用94个细针穿刺标本进

一步检测, 发现其用于诊断前列腺癌的敏感性

为97%, 特异性为100%, 提示amacr可能是前列

腺癌良好的诊断指标.
而多癌症分子共性的M e t a分析则是显著

表  1  9套全基因组数据集的基本情况

     类别 GSE14323 GSE6764 GSE9809 GSE9012 GSE19004 GSE2127 GSE23680 GSE15251 GSE8642

物种 homo 

sapiens

homo 

sapiens

mus 

musculus

mus 

musculus

mus 

musculus

mus 

musculus

mus 

musculus

mus 

musculus

mus 

musculus
文献 Mas等[9] Wurmb-

ach等[10]

Liao等[11] Khetcho-

umian等[12]

仅提供芯

片信息

Sheth等[13] Li等[14] 仅提供芯

片信息

仅提供芯

片信息
芯片 GPL96, 

GPL571

GPL570 GPL1261 GPL1261 GPL1261 GPL339 GPL6246 GPL8308 GPL339

实验设计 unpaired 

tissues

unpaired 

tissues

unpaired

+paired

, tissues

unpaired 

tissues

unpaired

tissues

unpaired

+paired 

tissues

paired, 

tissues

unpaired

tissues

unpaired 

tissues

探针数 22k 55K 45k 45k 45k 22k 48k    49k 41k

HCC组织 47 35 3 5 5 9 4     2 6

对照 19 10 7 5 4 6 4 5 9

paired: 对HCC癌组织组的对照来自HCC患者本人或者同只、同窝小鼠; unpaired: 对HCC癌组织组的对照来自其他正常人群或者

小鼠. 

■应用要点
本研究所得结果
对今后筛选跨种
属肝癌标志物的
鉴定奠定了基础, 
也为肿瘤标志物
的筛选策略提供
了新的思路.
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表  2  人类与小鼠的共同差显基因

     基因                        基因名称 表达水平

itm2b integral membrane protein 2B

abcc5 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5

arf3 ADP-ribosylation factor 3

aspm asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila)

cdc20 cell division cycle 20 homolog (S.cerevisiae)    上调

cttn cortactin; predicted gene 8786

ddx39 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39

dnm1l dynamin 1-like

fabp4 fatty acid binding protein 4, adipocyte    上调

gnb1 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 1

golm1 golgi membrane protein 1    上调

gpr56 G protein-coupled receptor 56

ier5 immediate early response 5

itga3 integrin alpha 3

itgb1 integrin beta 1 (fibronectin receptor beta)

itm2c integral membrane protein 2C

itpr3 inositol 1,4,5-triphosphate receptor 3

klf6 Kruppel-like factor 6

lmna lamin A

lrrc59 leucine rich repeat containing 59

ly6d lymphocyte antigen 6 complex, locus D    上调

map4k4 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4

meox1 mesenchyme homeobox 1

nek2 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 2

rac1 RAS-related C3 botulinum substrate 1

scn8a sodium channel, voltage-gated, type VIII, alpha

slc1a4 solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), member 4

tagln2 transgelin 2

tgfbr2 transforming growth factor, beta receptor II

tmc6 transmembrane channel-like gene family 6

tpm1 tropomyosin 1, alpha

trib3 tribbles homolog 3 (Drosophila)

tspan8 tetraspanin 8    上调

wsb2 WD repeat and SOCS box-containing 2

ywhaz tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta 

polypeptide; predicted gene 4202
crbn cereblon

abat 4-aminobutyrate aminotransferase

acsl1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1

akap1 A kinase (PRKA) anchor protein 1

cbs cystathionine beta-synthase

cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12    下调

gas1 growth arrest specific 1    下调

ghr growth hormone receptor

gnmt glycine N-methyltransferase    下调

igfals insulin-like growth factor binding protein, acid labile subunit    下调

masp1 mannan-binding lectin serine peptidase 1

paics phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, phosphoribosylaminoribosylaminoimidazole, 

succinocarboxamide synthetase; predicted gene 8445
pbld phenazine biosynthesis-like protein domain containing

plxnc1 plexin C1; similar to plexin C1

sardh sarcosine dehydrogenase

scnn1a sodium channel, nonvoltage-gated 1 alpha

sirt3 sirtuin 3 (silent mating type information regulation 2, homolog) 3 (S. cerevisiae)

■同行评价
本文研究方法创
新性好, 内容较新
颖, 数据可靠, 结
果有新意, 具有较
好的科学意义.
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性差异表达研究的补充和发展[23-25]. 自2002年
Rhodes等[26]首先将Meta分析引入基因芯片数据

分析领域以来, 已经有非常多的关于Meta分析

处理多试验基因芯片数据的报道[26-29]. Rhodes等
利用来自不同独立研究得到的单基因P值合并

成一个综合P值, 对4套来自不同实验室采用不

同芯片平台产生的前列腺癌表达数据进行Meta
分析, 得到了一批在多个独立实验之间表现一

致, 与前列腺癌有关的基因.
因此, 本研究主要也运用了上述的基因差

异表达分析方法、Meta分析方法以及差异表达

基因的功能富集分析方法进行基因芯片数据的

生物信息学分析. 通过对标准化以后的2套人类

及7套小鼠HCC全基因组表达芯片数据, 应用

基因差异表达分析t检验、Meta分析及代谢通

路富集分析, 在人类与小鼠全基因组范围内比

较正常肝组织与肝癌组织之间基因表达谱的差

异, 在P <0.05水平, 发现了52个在两种种属间共

同表达的基因, 其中5个为上调基因, 4个为下调

基因, 可能为肝癌的发生发展密切相关的关键

基因. 美国冷泉港实验室最近以“加速发现肿

瘤基因的整体肿瘤基因组学策略(integrative on-
cogenomic approaches for accelerated cancer-gene 
discovery)”[30]为题撰文讨论跨种属的比较基因

组学研究策略, 认为这种高性价比的研究策略

极有希望加速发现人类肿瘤基因的进程.
上述52个基因富集分析出7条代谢通路, 其

中已有文献报道[15-20]甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸

代谢通路和轴突引导通路与肝癌发生发展密

切相关. 富集于这两条通路上的GNMT, CBS, 
RAC1基因, Avila等[15,16]在研究人类肝硬化和肝

细胞癌的氨基酸代谢途径中发现GNMT, CBS
的mRNA含量在人类肝硬化和肝细胞癌组织中

显著减少, 是HCC的肿瘤抑制基因, 他们可通

过与其他蛋白的直接作用来调节肿瘤的细胞生

长、蛋白合成、核糖体生成及自我吞噬等; 而

Rac1本身以及 Rac1的多种上下游分子如GEF、
TRE(顺式作用元件)17等都是癌基因, 他的激活

能导致成纤维细胞的恶性转化, 在肿瘤组织中表

达较正常组织中明显升高, 通过参与肿瘤的侵袭

和转移、肿瘤细胞转录的调节、肿瘤新生血管

的形成诸多环节促进肿瘤的发生、进展[17-20].
由此可见生物信息学在处理基因芯片产生

的海量数据中是必不可少的工具. 生物信息学

筛选是一种快速有效的筛选方法. 随着芯片应

用的推进, 芯片数据分析的新理论和新算法也

将不断地被研究出来, 本研究所得结果对今后

筛选跨种属肝癌标志物的鉴定奠定了基础, 也
为肿瘤标志物的筛选策略提供了新的思路.
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Ki-67、VEGF及突变型P53表达的相关性
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重要作用. Lumi-
c a n 蛋 白 是 细 胞
外间质成分之一, 
属富亮氨酸小分
子蛋白聚糖家族. 
Lumican蛋白在肿
瘤中表达特征及
生物学功能研究
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Abstract
AIM: To detect the expression of Lumican in 
pancreatic ductal adenocarcinoma and to ana-
lyze its correlation with expression of Ki-67, 
VEGF and mutated P53. 

METHODS: One hundred surgically resected 
cancer samples collected from patients with 
pathologically confirmed pancreatic ductal ad-
enocarcinoma and 15 tumor-adjacent pancreatic 
tissue samples were used in the study. Lumican 
expression in these tissue samples was detected 

by immunohistochemistry (IHC) and reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). Expression of Ki-67, VEGF and mutated 
P53 was detected by IHC.

RESULTS: The expression levels of Lumican 
mRNA and protein in cancer tissue were signifi-
cantly higher than those in tumor-adjacent tis-
sue. The positive rate of Lumican expression in 
tumor stroma was 83.0% (83/100). In poorly dif-
ferentiated samples, stromal expression of Lumi-
can was significantly correlated with TNM stage 
(χ2 = 6.446, P < 0.05), but not with age, gender, 
lymph node metastasis or distant metastasis. In 
well differentiated samples, stromal expression 
of Lumican had a significant negative correla-
tion with expression of Ki-67 (r = -0.28, P = 0.017), 
VEGF (r = -0.264, P = 0.025) and mutated P53 (r 
= -0.253, P = 0.032), but had no correlation with 
pathological characteristics of pancreatic ductal 
adenocarcinoma.

CONCLUSION: Lumican expression is higher 
in pancreatic ductal adenocarcinoma than in 
tumor-adjacent tissue and correlates with TNM 
stage in poor differentiated samples. There is a 
negative correlation between expression of Lu-
mican and that of Ki-67, VEGF and mutated P53 
mutation in well differentiated samples. 

Key Words: Pancreatic ductal adenocarcinoma; Lu-
mican; Microenvironment
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摘要

目的: 观察细胞外基质蛋白Lumican在胰腺导
管腺癌(pancreatic ductal adenocarcinoma, PDA)
中表达特征, 分析Lumican与Ki-67、VEGF、
突变型P53等肿瘤恶性表型相关分子的关联.

方法: 采用免疫组织化学染色(IHC)和逆转录-

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科
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■研发前沿
Lumican蛋白在
不同分化程度的
胰腺导管腺癌中
表 达 特 征 不 同 , 
其具体生物学功
能亟待明确.

聚合酶链式反应(RT-PCR)检测PDA原发灶及
对应癌旁胰腺组织中Lumican表达. IHC检测
PDA原发灶Ki-67、VEGF及突变型P53表达. 
用SPSS软件行统计学分析.

结果: PDA原发灶中, Lumican表达在mRNA
及蛋白质水平均明显高于癌旁胰腺组织. 就
该蛋白在癌灶中的分布特性而言, Lumican
蛋 白 主 要 定 位 于 癌 间 质 ,  阳 性 表 达 率 为
83.0%(83/100). 低分化PDA中, 癌间质过表达
Lumican与TNM分期相关(χ2 = 6.446, P <0.05), 
与年龄、性别、淋巴结转移、远处转移等无
明显相关. 高中分化PDA中, 癌间质过表达
Lumican与临床病理特征无关, 而与Ki-67(r  = 
-0.28, P = 0.017)、VEGF(r  = -0.264, P = 0.025)
及突变型P53(r  = -0.253, P = 0.032)表达呈明显
负相关. 

结论: Lumican在PDA原发灶中表达高于癌旁
胰腺组织, 主要分布于癌间质. Lumican在癌间
质过表达与低分化PDA的TNM分期相关, 与
高、中分化PDA的Ki-67、VEGF及突变型P53
表达呈负相关.
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0  引言

胰腺癌发病率及死亡率均居我国恶性肿瘤前

列[1], 起病隐匿, 恶性程度高, 总体5年生存率不

超过5%[2], 其中90%左右为胰腺导管腺癌(pan-
creatic ductal adenocarcinoma, PDA)[3]. PDA的发

生、发展受众多因素调控, 肿瘤基质微环境异

常是其中重要因素之一[4]. 富亮氨酸小分子蛋

白聚糖(small leucine-rich proteoglycan, SLRP)
家族是细胞外基质的主要组成部分, 其成员包

括decorin、biglycan、Lumican等[5,6], 研究显示

decorin能抑制肿瘤细胞增殖及迁移[7]. Lumican
亦被发现在包括胰腺癌、乳腺癌、结直肠癌及

肺癌等肿瘤中呈异常表达[8-11], 可能影响肿瘤生

物学行为, 但其确切生物学功能尚存争议. Lu-
mican与胰腺癌细胞增殖、血管生成等恶性生物

学行为的关系鲜见报道. 本研究通过构建组织

芯片, 观察PDA间质中Lumican的表达特征, 分
析其与临床病理特征的关系, 并研究Lumican与
Ki-67、VEGF及突变型P53表达的相关性[12], 以

初步探明Lumican与PDA癌细胞恶性表型的关

系, 为后续研究积累基础. 

1 材料和方法

1.1 材料 收集上海交通大学医学院附属瑞金医

院2002-2007年手术切除的100例PDA癌组织标

本, 40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋. 其中15例
同时留取癌旁非肿瘤胰腺组织, 离体后即刻取

部分成对组织于液氮冻存. 所有病例均有完整

的临床病理资料. TNM分期按美国癌症联合会

(AJCC)第6版胰腺癌分期标准进行[13]. 
1.2 方法

1.2.1 组织芯片构建: 采用组织芯片(tissue micro-
array, TMA)制作仪, 穿取100例PDA癌组织, 制
成组织微阵列蜡块, 4 μm连续切片, 40 ℃贴片

(载玻片经0.1%多聚赖氨酸防脱片处理), 56 ℃
烤片3 h后至37 ℃恒温箱中过夜, 常温蜡封后保

存备用. 
1.2.2 免疫组织化学染色(immunohistochemis-
t ry, IHC): 切片经脱蜡至水, 微波煮沸修复抗

原, 3%H2O2封闭内源性过氧化酶, 磷酸盐缓冲

液洗涤后, 正常血清封闭20 min. 分别滴加一抗, 
Lumican(购自R&D Systems公司, 工作浓度1∶
100); Ki-67、VEGF、P53(购自DAKO公司, 工
作浓度1∶50), 4 ℃孵育过夜. PBS洗涤后, 生物

素二抗室温孵育10 min. PBS洗涤后, 链霉素-生
物素-过氧化物酶室温孵育10 min. DAB显色, 光
镜下观察及时终止显色反应. 苏木素复染细胞

核, 常规分化、脱水、透明、封片. IHC标记结

果判定: Lumican蛋白定位于组织间质, VEGF
定位于细胞质, Ki-67及P53定位于细胞核. Lu-
mican、VEGF、P53阳性强度评价: 阳性细胞

数<5%为-; <25%为+; <50%为++; ≥50%为+++. 
Lumican表达评价: -为阴性表达; + - ++为阳性表

达; +++为强阳性表达[8]. Ki-67选取阳性细胞相

对密集的10个高倍视野计算阳性细胞百分数. 
1.2.3 逆转录聚合酶链式反应(reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction, RT-PCR)检测

Lumican基因表达: 将液氮中冻存的15例新鲜癌

组织和癌旁非肿瘤胰腺组织匀浆, 抽提总RNA, 
逆转录cDNA后行PCR扩增(以β-actin为内参). 
Lumican引物序列, 正义链: 5'-CCACAACAA 
CCTGACAGAGT-3'; 反义链: 5'-CAAGTTGATT-
GACCTCCAGG-3', 产物469 bp. 反应体系为: 10
×buffer 2.5 μL, Mg2+ 2.5 μL, dNTP 0.5 μL, Lumi-
can上下游引物各1 μL(5 μmoL/L), Taq酶 0.1 μL, 
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ddH2O 16.4 μL, cDNA 1 μL; 反应条件: 95 ℃预

变性5 min; 95 ℃变性30 s, 60 ℃退火30 s, 72 ℃
延伸30 s, 共36次循环; 最后72 ℃延伸10 min, 
4 ℃保存. 取PCR扩增产物5 μL, 行凝胶电泳检

测. 用Sysgene软件定量分析, 检测并计算Lumi-
can与β-actin表达的吸光度比值. 

统计学处理 采用χ2检验分析等级资料, 配
对t检验分析吸光度(A )比值, Spearman相关性检

验分析表达相关性. 所有检验均采用双侧P <0.05
为有统计学意义. 统计分析使用SPSS13.0统计软

件进行. 

2  结果

2.1 Lumican在PDA癌组织中表达水平 Lumican
在PDA癌组织中表达水平高于癌旁胰腺组织, 
主要分布于癌间质. 将取自15对组织的PCR产

物进行凝胶电泳分析显示, Lumican mRNA相对

表达量在癌组织中明显高于癌旁胰腺组织(A值

1.22±0.07 vs  1.05±0.06, P <0.001, 图1). IHC显
示, Lumican蛋白主要定位在组织间质中, 并在

癌间质中呈高表达, 阳性率为83.0%(83/100), 在
癌旁胰腺组织间质中呈低表达(图2). 
2.2 低分化PDA中Lumican过表达与肿瘤TNM分

期相关 100例PDA患者中, 男性60例, 女性40例; 
中位年龄59岁(31-79岁); 根据AJCC 肿瘤TNM分

期, Ⅰ-Ⅱ期患者83例, Ⅲ-Ⅳ期患者17例; 高中分

化腺癌72例, 低分化腺癌28例. Lumican在低分

化PDA癌间质中表达率为78.6%(22/28), 高中分

化癌间质表达率为84.7%(61/72), 两者无明显差

异(P >0.05). 低分化癌间质中Lumican蛋白表达

与肿瘤TNM分期相关; Ⅲ-Ⅳ期PDA中, Lumican
癌间质表达水平明显高于Ⅰ-Ⅱ期(6/6比16/22, 
χ2 = 6.446, P = 0.031). 而与患者年龄、性别、淋

巴结转移、远处转移等临床病理特征无关. 在
高中分化癌中, Lumican癌间质表达与患者临床

病理特征无明显相关性(表1). 
2.3 高中分化PDA中Lumican过表达与Ki-67、
V E G F 及突变型 P 5 3 表达呈负相关  癌组织

K i-67、V E G F及突变型P53阳性表达率在高

中分化PDA分别为54.2%、80.6%及94.4%, 在
低分化PDA为78.6%、82.1%及96.4%. 低分化

癌Ki-67表达阳性率明显高于高中分化癌(P = 
0.025), 而VEGF及突变型P53表达无明显差异

(P = 0.456,  P = 0.804). 相关性分析显示, 高中分

化腺癌中, Lumican癌间质表达强度与Ki-67(r = 
-0.28, P = 0.017)、VEGF(r = -0.264, P = 0.025)及
突变型P53(r = -0.253, P = 0.032)表达均呈负相关, 
而在低分化腺癌中未显示明显相关性(表2, 图3). 

3  讨论

本研究结果显示, Lumican蛋白在PDA癌间质中

过表达, 并且在不同分化程度肿瘤的间质中表

达特征存在差异. 在低分化腺癌中, Lumican癌
间质过表达与肿瘤不良分期相关, 而在高中分

■相关报道
Lu等发现, Lumi-
can蛋白定位于胰
岛 α 细 胞 及 胰 腺
组织间质, 胰腺癌
细胞表达聚乙酰
氨基乳糖侧链修
饰的Lumican糖
蛋白. Ishiwata等
发现, 胰腺癌间质
Lumican阳性表达
与女性患者、不
良分期、后腹膜
及十二指肠侵犯
等临床病理因素
相关.

Lumican

β-actin

M     T      N     T      N     T      N      T      NB

吸
光

度
(A

)值

1.5

1.0

0.5

0.0

肿瘤组织 癌旁组织

A
P<0.001 A

B

C

图  2  Lumican在胰腺
导管腺癌间质中过表
达(免疫组织化学染色
×200). A: 癌旁非肿瘤
胰腺组织间质; B: 高
中分化癌间质; C: 低
分化癌间质. 

图  1  PCR产物进行凝胶电泳分析显示Lumican在胰腺导管
腺癌间质中的过表达.
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化腺癌中, 则与肿瘤细胞增殖、血管生成等恶

性表型相关因素Ki-67、VEGF及突变型P53表
达水平呈负相关. 

Lumican为分泌型蛋白, 属SLRP家族Ⅱ型成

员之一, 定位于染色体12q21.3-q22区, 其核心蛋

白分子量为37 kDa, 连接硫酸角质素或聚乙酰氨

基乳糖侧链, 可形成相应的蛋白聚糖及糖蛋白结

构[5]. Lumican在角膜组织、皮肤、肺、肾、脑

等多脏器细胞外间质中广泛表达, 其基因同源缺

失可导致小鼠眼角膜混浊及皮肤松弛[14]. 胰腺癌

中, 肿瘤细胞及间质星形细胞均可表达Lumican
蛋白[8,15,16]. 本研究亦显示, Lumican在PDA癌间质

中过表达, 且明显高于癌旁非肿瘤胰腺组织. 
由于Lumican蛋白直接参与细胞外间质的

■创新盘点
除临床病理特征
外, 本文进一步研
究了在不同分化
程度胰腺导管腺
癌中, Lumican蛋
白与肿瘤Ki-67、
V E G F 及 突 变 型
P53表达相关性.

表  1  Lumican在不同分化胰腺导管腺癌间质中表达与临床病理特征关系

     
临床病理因素

          高中分化(n  = 72)
  χ2值  P值

          低分化(n  = 28)
 χ2值   P值

阴性 阳性 强阳性 阴性 阳性 强阳性

年龄

<60   5  30     4 0.717 0.699    1    9      2 3.804 0.143

≥60   6  25     2    5  11      0

性别

男   7  30     4 0.561 0.755    4  14      1 0.785 1.000

女   4  25     2    2    6      1

T分期 

T2-3   9  49     6 1.066 0.654    6  16      0 6.446 0.031

T4   2    6     0    0    4      2

淋巴结转移

N0   7  40     4 0.422 0.905    4  12      0 2.547 0.318

N1   4  15     2    2    8      2

远处转移

M0 11  52     6 0.488 1.000    6  19      2 1.586 1.000

M1   0    3     0    0    1      0

TNM分期

I-II   9  46     6 0.806 0.728    6  16      0 6.446 0.031

III-IV   2    9     0    0    4      2

神经/脉管侵犯 

无   3  21     1 1.423 0.491    3    2      0 4.520 0.077

有   8  34     5    3  18      2

表  2  肿瘤间质中Lumican与Ki-67、VEGF及P53表达水平相关性分析

     
检测项目

                       高中分化(n  = 72)                        低分化(n  = 28)

  n %     r 值   P 值    n   %   r 值   P 值

Ki-67

<5%  33 45.8 -0.280 0.017    6 21.4 0.140 0.478

≥5%  39 54.2  22 78.6

VEGF

-  14 19.4 -0.264 0.025    5 17.9 0.180 0.359

+    8 11.1    2 7.1

++  21 29.2    5 17.9

+++  29 40.3  16 57.1

P53

-    4 5.6 -0.253 0.032    1 3.6 0.091 0.645

+  10 13.8    6 21.4

++  18 25.0    7 25.0

+++  40 55.6  14 50.0
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构成, 分析其在组织间质中的表达特征能够较 准确地反映Lumican蛋白潜在生物学活性. 本研

HE染色

Lumican

Ki-67

VEGF

P53

A B

C D

E F

G H

I J

图  3  高中分化癌中Lumican、Ki-67、VEGF及突变型P53表达情况(DAB显色, ×200). 在高中分化PDA中, Lumican蛋白

表达与Ki-67、VEGF及突变型P53表达呈负相关. A, B: 高中分化癌组织HE染色; C, E, G, I: 低表达; D, F, H, J: 高表达.

■应用要点
通过对胰腺导管
腺癌中Lumican蛋
白与肿瘤增殖、
血管生成等相关
因素分析, 为进一
步生物学功能研
究的提供线索.
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究结果显示, 低分化PDA癌间质中Lumican蛋白

过表达与肿瘤较大及较晚的TNM分期相关. 提
示Lumican癌间质的异常表达可能促进了低分

化癌的恶性表型. Ishiwata等[8]亦发现胰腺癌间质

中Lumican过表达与肿瘤不良分期、后腹膜及

十二指肠侵犯等因素相关. 在肺鳞状细胞癌中, 
Lumican在肿瘤间质的过表达则与肿瘤血管侵犯

相关[11]. 
Ki-67、VEGF过表达及突变型P53均为胰

腺癌患者预后不良相关因素[17,18], 本研究显示, 
在高中分化PDA中, Lumican蛋白间质表达与

Ki-67、VEGF过表达及突变型P53呈负相关. 既
往文献显示了Lumican作为肿瘤抑制相关基因

的潜在可能, 体外研究发现, Lumican基因同源

缺失小鼠胚胎成纤维细胞增殖能力增强而凋亡

减少[19]; 纤维肉瘤细胞在含Lumican蛋白的培

养基中增殖能力下降, 抑癌相关基因p 21表达增

加[20]; 小鼠胰腺癌细胞中过表达Lumican蛋白可

抑制其体内成瘤能力, 并减少肿瘤血管生成[21]. 
Lumican还可抑制内皮细胞增殖、脉管形成及

侵袭能力[22]. 结合文献及本研究结果, 提示Lu-
mican蛋白在高中分化PDA癌间质中的过表达

亦可能参与抑制了肿瘤细胞增殖及血管生成等. 
在低分化PDA中, Lumican表达与Ki-67、VEGF
过表达及P53突变相关性虽无统计学意义, 但相

关系数(r )均为正值, 结合其与肿瘤不良分期的

相关性, 提示Lumican与低分化PDA恶性生物学

行为的潜在联系. 综上所述, Lumican蛋白在不

同分化程度PDA癌间质中潜在生物学行为可能

不同. 在对不同分化程度的人骨肉瘤细胞研究

中发现, 敲低Lumican在细胞内表达后, 高分化

Saos2细胞增殖能力增强, 而中分化MG-63增殖

能力无明显改变[23]. 
造成Lumican蛋白功能差异的原因可能与

其本身特征相关, Lumican侧链基团修饰是影

响其生物学功能的重要因素之一, 其糖蛋白及

蛋白聚糖形式在肿瘤研究中均有报道. 胰腺癌

细胞株分泌低硫酸角质素修饰的Lumican糖蛋

白[16], 黑色素瘤细胞株WM9及M5则表达硫酸

角质素修饰的Lumican蛋白聚糖[24]. 转染外源性

Lumican基因至小鼠B16F1黑色素瘤细胞中使

Lumican糖蛋白分泌增加, 并抑制B16F1细胞的

体内成瘤能力[25]. 然而, Lumican糖蛋白在角膜

胚胎发育及促角膜上皮损伤后修复中起重要

作用[5,14]. 显示了Lumican蛋白侧链修饰的组织

特异性及功能差异, 本研究中, 不同分化程度的

PDA肿瘤间质中Lumican蛋白是否存在侧链修

饰的差异, 进而影响其生物学功能尚待明确. 
此外, SLRP家族蛋白通过结合细胞膜受体, 

调控细胞内信号, 影响正常细胞增殖、分化、

细胞黏附及迁徙等生物学行为. 在胰腺癌中, Lu-
mican受体及其相关下游信号通路尚未明确. 细
胞外Lumican蛋白结合至黑色素瘤细胞膜α2β1
整联蛋白后, 可抑制肿瘤细胞迁移[26]. 而在胰腺

癌中, α2β1整联蛋白与细胞外基质成分Ⅰ型胶

原蛋白相作用后, 则促进了细胞增殖及侵袭[27]. 
本研究结果提示, Lumican蛋白在PDA中异

常表达, 且不同分化的肿瘤、癌间质中Lumican
表达特征不同. 因此, Lumican在PDA中的生物

学功能尚待阐明, 明确其侧链修饰特异性及功

能相关信号通路改变, 将有助于揭示其在不同

分化PDA中差异表达机制及功能. 
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盆底失弛缓综合
征是功能性便秘
中常见的一种类
型, 指盆底肌反射
性或随意性异常
而引起的一组症
候群, 临床主要表
现是排便费时费
力、肛门梗阻感
和排便不尽感. 本
病多由于排便时
盆底肌不恰当的
收缩或放松引起.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical significance of 
changes in pelvic floor surface electromyograph-
ic parameters in patients with pelvic floor dys-
synergia. 

METHODS: Seventy-three patients with pelvic 
floor dyssynergia and 80 healthy volunteers 

were enrolled. Electromyographic parameters 
including amplitude, coefficient of variance (CV), 
onset time and median frequency (MF) in rest-
ing and contraction states were acquired by us-
ing the Glazer’s protocol for pelvic floor surface 
electromyography. 

RESULTS: Compared to the control group, the 
pelvic floor dyssynergia group had a higher am-
plitude during pre-baseline step (4.93 ± 3.01 vs 
3.80 ± 1.97, P < 0.05), CV during tonic step (0.38 
± 0.13 vs 0.31 ± 0.11, P < 0.05), and CV during en-
durance step (0.35 ± 0.14 vs 0.28 ± 0.10, P < 0.05), 
as well as a lower contraction amplitude during 
flick step (59.15 ± 28.14 vs 69.95 ± 31.05, P < 0.05). 
A positive correlation was found between CV 
during tonic and endurance steps and age of pa-
tients (both P < 0.05).

CONCLUSION: Monitoring changes in pelvic 
floor surface electromyographic parameters may 
provide some clues to the diagnosis and treat-
ment of pelvic floor dyssynergia.

Key Words: Pelvic floor dyssynergia; Pelvic floor; 
Surface electromyography

Xue YH, Ding SQ, Ding YJ, Zhang Y, Zeng XD, Qian XJ, 
Liu F, Wang J. Clinical significance of pelvic floor surface 
electromyographic changes in patients with pelvic floor 
dyssynergia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 
1025-1029

摘要

目的: 探讨盆底失弛缓患者盆底表面肌电的
特征.

方法: 盆底失弛缓综合征患者73例, 其中男31
例, 女42例, 年龄18-40岁, 平均28.04岁±5.83
岁; 正常志愿者80例, 其中男31例, 女49例, 年
龄21-40岁, 平均27.20岁±4.28岁. 采用Glazer
盆底表面肌电评估方案采集2组表面肌电值, 
分析比较静息状态的肌电波幅、变异系数和
不同收缩状态下的肌电波幅、变异系数、收
缩反应时间及中值频率.

结果: 与正常人群相比, 盆底失弛缓患者前基

■同行评议者
周士胜，教授，
大连大学医学院
医学研究中心
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■创新盘点
国外对盆底表面
肌电的研究多采
用 经 阴 道 ,  只 适
用 于 女 性 ,  而 本
研究探讨了经肛
盆 底 表 面 肌 电 , 
应用范围更广泛, 
同时在评估后盆
盆底肌(肛门括约
肌 ) 功 能 上 更 有
优 势 ,  有 效 地 指
导出口梗阻型便
秘、大便失禁、
肛门直肠痛的诊
断和治疗. 

线阶段静息波幅明显升高(4.93±3.01 vs  3.80
±1.97, P <0.05); 快速收缩阶段最大收缩波幅
低(59.15±28.14 vs  69.95±31.05, P <0.05); 持
续收缩阶段变异系数升高(0.38±0.13 vs  0.31
±0.11, P <0.05); 耐久收缩阶段变异系数也明
显升高(0.35±0.14 vs  0.28±0.10, P <0.05); 不
同性别盆底失弛缓患者各指标间无差异. 同
时, 持续及耐久收缩阶段的变异系数与患者年
龄呈正相关(P <0.05).

结论: 初步获得了盆底失弛缓患者盆底表面
肌电值的特征, 有利于指导临床诊断和治疗.

关键词: 盆底失弛缓; 盆底; 表面肌电

薛雅红, 丁曙晴, 丁义江, 张勇, 曾宪东, 钱雄杰, 刘峰, 王静. 盆

底失弛缓综合征患者盆底表面肌电的改变及临床意义.  世界华

人消化杂志  2012; 20(12): 1025-1029
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0  引言

盆底失弛缓综合征是功能性便秘中常见的一种

类型, 指盆底肌反射性或随意性异常而引起的

一组症候群, 临床主要表现是排便费时费力、

肛门梗阻感和排便不尽感[1]. 本病多由于排便时

盆底肌不恰当的收缩或放松引起[2]. 盆底表面肌

电(pelvic floor sEMG)是采用经肛门/阴道电极

记录盆底横纹肌潜在运动电位, 分析肌电的波

幅、变异性、运动肌纤维类型等来诊断和评估

盆底肌功能异常. 本文探讨了盆底失弛缓综合

征患者盆底表面肌电的特征, 用于指导临床诊

断和生物反馈的治疗. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-07/2011-05南京市中医院肛

肠科盆底中心盆底失弛缓综合征患者73例, 其
中男31例, 女42例, 年龄18-40岁, 平均28.04岁±

5.83岁. 所有患者符合以下入选标准: (1)符合功

能性便秘罗马Ⅲ诊断标准; (2)显著症状: 过度用

力排便, 越用力粪便排出越困难, 肛门梗阻感和

排便不尽感; (3)肛门指检: 肛管张力较高, 模拟

排便动作时肛管不松弛反而收缩, 肛直角变小

或不变; (4)辅助检查: 肛管直肠测压显示排便弛

缓反射异常, 排粪造影显示力排相肛直角不变

或变小. 同时需排除伴有直肠前突、直肠黏膜

脱垂、直肠黏膜内套叠、会阴下降等盆底松弛

表现者. 同期采用多中心研究招募正常志愿者

80例, 分别为南京市中医院40例, 沈阳肛肠医院

20例, 湖州肛肠医院20例, 其中男31例, 女49例, 
年龄21-40岁, 平均27.20岁±4.28岁. 所有正常志

愿者签署知情同意书, 取得所在医院伦理委员

会的批准, 同时排除以下标准: (1)盆底器质性及

功能障碍性疾病者(包括泌尿、妇科、肛肠); (2)
骨盆、脊髓外伤者; (3)妊娠、哺乳期及月经期

妇女; (4)有精神心理障碍不能配合检查者. 
生物反馈治疗仪(加拿大Thought -Technol-

ogy公司, MyoTrac Infiniti), 其中带有Glazer盆底

表面肌电评估方案软件.
1.2 方法

1.2.1 体位: 取斜躺仰卧位120度, 整个身体放松, 
双脚分开, 与肩等宽, 臀部旋转脚尖向外60度.
1.2.2 电极: 采用经肛门表面肌电电极.
1.2.3 Glazer盆底表面肌电评估方案实施过程及

检测指标: (1)前基线: 休息1 min, 检测波幅、变

异系数(变异系数 = 标准差/均值, 下同); (2)快速

收缩: 进行5次快速收缩, 每次收缩之间有10 s休
息, 检测收缩反应时间, 最大收缩波幅; (3)持续

收缩: 放松10 s-持续收缩10 s, 共5次, 检测收缩

波幅、变异系数、中值频率; (4)耐久收缩: 持续

1 min收缩, 检测收缩波幅、变异系数、中值频

率; (5)后基线: 再次1 min休息, 检测波幅、变异

系数.
1.2.4 注意事项: 检测前医师详细介绍Glazer评估

方法, 包括检查目的、步骤要领、注意事项; 移
除被检测者身上的电子物件以免影响肌电信号, 
并让其自行插入电极, 电极顶部不可用石蜡油

等油性物质; 做收缩动作时只运动盆底肌, 辅助

肌(臀肌、腹肌、四肢肌肉)不参与收缩.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行数据录

入及统计分析, 成组设计资料差异统计学意义

比较, 符合正态分布采用t检验, 不符则采用非参

数检验; 相关性分析采用Pearson相关分析方法, 
P <0.05表示有显著性差异.  

2  结果

2.1 盆底失弛缓综合征患者盆底表面肌电特征 
Glazer盆底表面肌电评估方案实施过程如图1. 
前基线阶段, 盆底失弛缓患者静息波幅大于正

常组, 有显著性差异(P <0.05); 快速收缩阶段, 盆
底失弛缓患者最大收缩波幅小于正常组, 有显

著性差异(P <0.05); 持续收缩及耐久收缩阶段, 
盆底失弛缓患者变异系数大于正常组, 有显著

性差异(P <0.05, 表1). 
2.2 盆底失弛缓综合征患者不同性别盆底表面
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■应用要点
盆底表面肌电不
仅可以作为诊断
方法, 更重要的是
能指导生物反馈
治疗方案的优选, 
进行疗效评估. 

肌电值的比较 不同性别盆底失弛缓患者各测试

阶段的盆底表面肌电指标均未见有差异(表2). 
2.3 盆底失弛缓综合征患者年龄与盆底表面肌

电值的相关性 持续收缩和耐久收缩阶段的变异

性与年龄呈正相关, 有显著性差异(P <0.05, 表3). 

3  讨论

正常排便是当腹内压和直肠内压增加, 肛门外

括约肌、耻骨直肠肌和肛门内括约肌等处于松

弛状态, 肛直角增大, 粪便排出; 而盆底失弛缓

综合征患者表现出盆底肌群的矛盾运动, 使直

肠肛管间不能形成有效压力梯度, 是盆底肌功

能障碍的一种表现. 表面肌电能预测肌纤维的

类型, 实时、准确和在非损伤状态下反映肌肉

活动状态和功能状态[3]. 研究已经证实盆底表面

肌电的可靠性和有效性, 他能准确评估健康者

静息和不同收缩状态盆底肌的功能[4,5]. 来自纽

约康奈尔医学院的Glazer教授自1995年开始对盆

底功能障碍患者表面肌电数据进行分析[6], 2005
年[7]提出盆底表面肌电评估方案(Glazer proto-
col), 已广泛用于女性阴道痛、外阴前庭炎、男

性慢性盆底痛综合征的诊断和治疗[8-10]. 在此方

案中, 主要测量盆底肌静息和收缩状态下的波

幅、变异系数、收缩反应时间及中值频率. 波
幅属于表面肌电的时域分析, 静息波幅指肌肉

活动之前能量消耗的水平, 是肌肉功能障碍的

显著标志, 波幅升高表示盆底肌处于过度活动

的状态[11,12]; 收缩波幅的不同代表参与收缩的肌

纤维的数量不同, 快速收缩时主要与快型肌纤

维所占的比例呈正相关[13], 保持收缩时同时需要

慢型肌的募集; 中值频率属于表面肌电的频域分

析, 主要受肌肉组织中的快肌纤维和慢肌纤维的

组成比例的影响, 与慢型纤维比例的呈线性负相

关, 或与快型肌纤维比例呈正相关[14], 是临床判

别肌肉活动时疲劳度的常用指标[15]. 快速收缩反

应时间主要与快型肌功能相关. 变异系数是反

应快、慢型肌运动是否协调的指标, 用来代表

肌肉运动的稳定性[16]. 
在前基线阶段, 盆底失弛缓患者静息波幅

大于正常组, 说明盆底失弛缓患者静息状态参

与活动的肌纤维单位数量多, 处于肌电过度活

跃的状态; 在快速收缩阶段, 其最大收缩波幅小

于正常组, 说明快速收缩时主要是快型肌不能

充分募集, 功能较差; 持续收缩及耐久收缩阶段, 
盆底失弛缓患者变异系数大于正常组, 说明在

图  1  Glazer盆底表面肌电评估方案. A: 前基线; B: 快速收

缩; C: 持续收缩; D: 耐久收缩; E: 后基线.

A

B

C

D

E

表  1  盆底失弛缓患者与正常人群盆底表面肌电的比较 (mean±SD)

     检测阶段 检测指标 盆底失弛缓组(n = 73) 正常组(n  = 80)   t 值  P值

前基线 波幅(μv)       4.93±3.01   3.80±1.97 2.723 0.007 

变异系数       0.18±0.07   0.19±0.05 0.860 0.391 

快速收缩 收缩反应时间(s)       1.85±0.39   1.91±0.40 0.953 0.342 

最大收缩波幅(μv)     59.15±28.14 69.95±31.05 2.245 0.026 

持续收缩 收缩波幅(μv)     27.13±16.49 31.41±16.34 1.607 0.110 

变异系数       0.38±0.13   0.31±0.11 3.147 0.002 

中值频率(Hz)     86.83±18.25 85.44±10.44 0.581 0.562 

耐久收缩 收缩波幅(μv)     24.05±14.58 23.85±11.65 0.092 0.927 

变异系数       0.35±0.14   0.28±0.10 4.094 0.000

中值频率(Hz)     85.53±19.81 86.29±11.36 0.292 0.771 

后基线 波幅(μv)       4.50±2.49   4.21±2.27 0.766 0.445 

变异系数       0.22±0.11   0.23±0.17 0.222 0.824 
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■名词解释
盆底肌纤维: 包括
Ⅰ型肌和Ⅱ型肌, 
Ⅰ型肌为需氧的慢
反应型肌, 耐疲劳, 
主要完成支持功
能; Ⅱ型为厌氧的
快反应型肌, 不耐
疲劳, 主要完成性
功能; 混合型肌由
两者共同组成, 主
要完成括约功能.

保持收缩时盆底失弛缓患者快、慢型肌协调性

差, 代表了盆底肌的不稳定. 此外, 持续收缩和

耐久收缩阶段的变异性与年龄呈正相关, 说明

随着年龄的增加, 盆底失弛缓患者肌肉运动的

协调性越来越差. 一般来讲, 在动态采样过程中

(收缩状态)肌电信号的募集水平随年龄的增大

而降低[17]. 因此, 盆底失弛缓患者盆底肌功能障

碍主要表现在以下3点: 静息状态盆底肌过度活

动, 快型肌募集功能差, 盆底肌运动不协调. 这
与国外关于盆底痛表面肌电的研究结果相似, 外
阴痛、膀胱疼痛综合征及肛门直肠痛患者表现

为静息波幅高, 收缩波幅低, 稳定性差, 这是盆底

肌慢性过度活动引起肌肉疲劳的典型标志[18,19]. 
国内也有学者研究盆底失弛缓患者肛门括约肌

肌电情况, 指出肛门括约肌高静息电位及其矛

盾运动是盆底失弛缓的主要发病机制[20].
生物反馈(Biofeedback, BF)是治疗盆底功能

障碍性疾病的主要方法, 广泛应用于尿失禁、

大便失禁、出口梗阻型便秘、盆底痛等的治疗. 
现代基于盆底表面肌电的生物反馈技术在盆底

肌的再训练和康复方面起着关键作用, 训练患

者准确地募集盆底肌, 进行合理的盆底肌训练, 
同时具有无创、不良反应小、可反复治疗等优

点[21]. 研究盆底表面肌电, 重要的是他能够指导

盆底生物反馈方案的实施及监测治疗效果[22]. 如
在治疗女性尿失禁方面, 根据盆底表面肌电值

能选择最合理的生物反馈治疗方案, 明显提高

盆底肌耐力, 改善症状和提高生活质量[23,24]; 采
用生物反馈治疗功能性肛门直肠痛、外阴痛、

外阴前庭炎等盆底痛疾病, 根据表面肌电值进

行放松训练、协调性训练等, 能明显改善盆底

肌过度活跃状态、提高肌肉稳定性, 远期疗效

显著[25-27]. 根据多项大样本随机对照研究显示, 
BF是治疗盆底失弛缓综合征的首选方法, 其治

疗不协调性排便障碍的证据水平和推荐等级为

ⅠA[28]. BF主要通过神经肌肉训练纠正排便时腹

部、肛门直肠肌肉的不协调运动, 同时改善患

者的直肠感觉功能, 其治疗盆底失弛缓有效率

在70.0%-81.5%[29]. 研究证实, 生物反馈训练能降

低便秘患者静息状态下肌电幅值, 同时纠正盆

底肌矛盾运动, 改善临床症状[30]. 根据盆底失弛

缓表面肌电特征, 生物反馈训练主要包括3个方

面: 放松训练、力量训练和协调性训练. 临床训

练的重点在于降低过度活动的盆底肌和提高肌

肉的稳定, 因为在采用表面肌电评估盆底肌功

能时, 静息波幅和肌肉稳定性比收缩波幅更可

靠、合理[6]. 因此, 治疗前需向患者详细说明表

面肌电评估指标的意义, 指导患者快速收缩时

正确募集快型肌, 而持续和耐久收缩时正确募

表  2  盆底失弛缓患者不同性别盆底表面肌电值比较 (mean±SD)

     检测阶段 检测指标     男(n = 31)    女(n = 42)   t值   P值

前基线 波幅(μv)   5.03±3.01   4.85±3.04 0.254 0.800 

变异系数   0.20±0.08   0.17±0.06 1.433 0.156 

快速收缩 收缩反应时间(s)   1.91±0.40   1.80±0.38 1.271 0.208 

最大收缩波幅(μv) 64.33±30.96 55.34±25.56 1.357 0.179 

持续收缩 收缩波幅(μv) 31.51±20.46 23.90±12.08 1.847 0.071 

变异系数   0.38±0.15   0.37±0.12 0.062 0.951 

中值频率(Hz) 91.70±25.77 83.23±8.24 1.765 0.086 

耐久收缩 收缩波幅(μv) 25.89±16.79 22.69±12.74 0.926 0.358 

变异系数   0.37±0.16   0.35±0.12 0.632 0.529 

中值频率(Hz) 90.64±27.65 81.76±9.77 1.712 0.096 

后基线 波幅(μv)   4.79±2.39   4.29±2.58 0.844 0.401 

变异系数   0.22±0.08   0.23±0.13 0.381 0.704 

表  3  盆底失弛缓患者年龄与盆底表面肌电值的相关性

     检测阶段 检测指标     r 值   P值

前基线 波幅(μv) -0.229 0.051

变异系数 -0.213 0.071

快速收缩 收缩反应时间(s) -0.016 0.891

最大收缩波幅(μv)   0.003 0.981

持续收缩 收缩波幅(μv) -0.162 0.170

变异系数   0.359 0.002

中值频率(Hz)   0.029 0.808

耐久收缩 收缩波幅(μv) -0.131 0.271

变异系数   0.274 0.019

中值频率(Hz)   0.080 0.500

后基线 波幅(μv) -0.108 0.361

变异系数 -0.109 0.359
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集慢型肌, 主要训练慢型肌的稳定性. 
总之, 本研究初次探讨了盆底失弛缓患者表

面肌电的特征, 为临床诊断和生物反馈治疗提

供了参考依据. 但研究对象样本量有限, 同时在

研究对象性别、年龄选取等方面存在一定的偏

倚, 这些均有待于今后扩大多中心, 增加样本量

来进一步研究. 
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■同行评价
本研究对临床上
诊断和治疗盆底
失弛缓综合征具
有较好的参考价
值和指导意义.
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■背景资料
肝 小 静 脉 闭 塞
病(hepatic veno-
occlusive disease, 
HVOD)是造血干
细胞移植的主要
并发症之一. 目前
该病的预防和治
疗缺乏成熟方案, 
各种药物都需要
进一步试验证实
其疗效, 其中去纤
苷疗效最确切, 其
研究最为深入, 即
将进入Ⅲ期临床
实验. 
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Abstract
Hepatic veno-occlusive disease (HVOD) is one 
of the main complications of hematopoietic 
stem cell transplantation (HSCT). Its pathogen-
esis is mainly associated with a local hypercoag-
ulable state, and the main pathological changes 
are occlusion of terminal hepatic venules and 
necrosis of liver cells. The diagnosis of HVOD 
depends on a liver biopsy. Identifying and 
avoiding the risk factors are main measures to 
reduce the incidence and mortality of HVOD, 
since drug prophylaxis lacks exact effect and 
has significant adverse reactions. Defibrotide 
is the most effective therapy for HVOD, while 
the efficacy of other drugs still needs to be veri-
fied. In this paper, we will review the current 
status and future prospects of clinical research 
of HVOD. 

Key Words: Hepatic veno-occlusive disease; Proph-
ylaxis; Therapy; Defibrotide
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摘要

肝小静脉闭塞病(hepatic veno-occlusive disease, 
HVOD)是造血干细胞移植(hematopoietic stem 
cell transplantation, HSCT)的主要并发症之一. 
其发病机制主要是局部高凝状态, 主要病理
改变是终末肝小静脉的闭塞及肝细胞的坏死. 
HVOD的确诊依靠肝组织活检. 明确并避免危
险因素是降低HVOD的发病率及死亡率的主
要措施, 药物预防效果尚不确切并且多有不
良反应. HVOD的治疗以去纤苷的效果最为肯
定, 其他药物的疗效仍需验证. 本文就HVOD
的临床现状及研究进展作一综述. 

关键词: 肝小静脉闭塞性疾病; 预防; 治疗; 去纤苷
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0  引言

肝小静脉闭塞病(hepatic veno-occlusive disease, 
HVOD), 也称为肝窦阻塞综合征(sinusoidal ob-
struction syndrome, SOS). 早在1953年Hill等[1]便

对该病进行了详细描述. HVOD以疼痛性肝肿

大、体液潴留、黄疸为主要症状. HVOD是造

血干细胞移植(hematopoietic stem cell transplan-
tation, HSCT)的主要并发症之一, 不同研究报告

其发生率在5%-70%[2]. 大量摄入含有吡咯烷生

物碱(pyrrolizidine alkaloids, PA)的草药也是主

要病因. 食用被PA污染的面粉、蜂蜜、动物奶

等可造成HVOD的流行[3]. 其他病因有放化疗、

器官移植、口服避孕药、摄入酒精等[2,4,5]. 针对

HVOD的研究已有很长时间, 我们对其发病机

制及组织病理已有深入了解, 在诊断上也有成

熟方法. 由于HVOD的早期诊断困难并且重症

患者死亡率高, 其预防及治疗十分重要, 但目

前预防及治疗方法均不成熟并且有很大的研

究空间, 这篇综述将总结HVOD的临床现状和
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■研发前沿
HVOD的早期诊
断方法如多普勒
超声定量评分及
血清标志物的研
究 ,  治 疗 药 物 如
去纤苷、甲泼尼
龙 的 疗 效 评 价 , 
都逐渐受到关注.

研究进展, 特别是预防和治疗领域的成果和研

究方向. 

1  HVOD的发病机制及组织病理学

HVOD发生时, 肝小静脉内皮及肝窦内皮受到损

伤, 促使TNFα、IL-1β、von Willebrand因子(von 
Willebrand factor, vWF)等细胞因子释放, 激活外

源性凝血途径, 促进血小板凝集, 同时抗凝血酶

复合物作用减弱, 造成局部高凝状态并形成血

栓, 导致肝窦和终末肝小静脉闭塞[6-11]. 血NO水

平下降造成血管收缩, 加重血供障碍[12]. 肝腺泡

Ⅲ带肝细胞由于缺血而坏死. TNFβ水平升高促

使成纤维细胞向受损部位迁移增殖并合成大量

胶原蛋白, 导致肝脏纤维化[13]. 免疫因素也可能

参与HVOD的发病机制. 
HVOD的早期组织病理学表现为肝小静脉

的损伤, 包括内皮下水肿、红细胞渗出和纤维

蛋白、巨噬细胞、vWF在血管壁的沉积[6,14,15], 
继而进展至终末肝小静脉和肝窦的向心性狭

窄、肝窦充血及不同程度的肝小叶中央凝固性

坏死. 晚期由于胶原蛋白的沉积, 内皮下及动脉

外膜纤维化, 最终进展为肝硬化[16-18]. 

2  HVOD的诊断

HVOD的临床诊断遵照Seattle标准[19,20]和Balti-
more标准[21]. Seattle标准指HSCT后30 d内出现黄

疸、疼痛性肝肿大、体液潴留3项症状中至少2
项. Baltimore标准指HSCT后21 d内出现高胆红

素血症(血清总胆红素>34.2 μmol/L)合并下列症

状中至少2项: 疼痛性肝肿大, 体质量增加>5%, 
腹水. 根据病程及预后, HVOD可分为轻、中、

重度, 轻度HVOD可自愈, 中度HVOD经治疗后

可完全缓解, 重度HVOD长期无缓解(>100 d)且
死亡率达98%[19]. 

HVOD的超声表现有腹水, 肝肿大, 胆囊壁

增厚, 肝脏血流信号衰减, 肝静脉显示不清, 门
静脉血流减慢甚至离肝血流, 肝动脉阻力指数

可能升高[2,6,22-24]. Lassau等[25]提出的多普勒超声

定量评分有助于早期诊断HVOD并预测其严重

程度. CT表现为肝动脉增粗迂曲, 肝实质呈“地

图状”、斑片状强化, 肝静脉显示不清, 下腔

静脉肝段受压, 下腔静脉、门静脉周围“晕环

征”或“双轨征”, 门静脉血栓形成[26-28]. 
诊断HVOD的金标准是肝组织活检. 由于

HVOD多伴有凝血功能异常, 经皮肝穿可能引

起大出血等严重后果, 故应用受限. 经颈静脉

肝组织活检能减小出血风险并获取足量的组织

样本[6]. 经颈静脉测量肝静脉压力梯度(hepatic 
venous pressure gradient, HVPG)>10 mmHg对
HVOD的诊断特异性达90%以上[29]. 一些血液生

化指标如蛋白质C、抗凝血酶Ⅲ(antithrombin Ⅲ, 
ATⅢ)值的降低和纤溶酶原激活物抑制物-1(plas-
minogen activator inhibitor type 1, PAI-1)、Ⅲ型前

胶原肽值的升高有助于早期诊断HVOD[6,30,31]. 另
外血清透明质酸、vWF裂解蛋白酶及CA125也
能作为HVOD的早期标志物[19]. 

3  HVOD的预防

3.1 明确并避免HVOD的危险因素 预防HVOD
的主要措施是明确并避免危险因素. 已知HVOD
的危险因素有: (1)基础肝病, 如乙肝、丙肝、肝

纤维化、肝硬化; (2)既往有HVOD病史或HSCT
预处理史; (3)高剂量的全身放疗, 特别是肝区放

疗; (4)近期使用过吉妥珠单抗奥唑米星; (5)预
处理方案包含环磷酰胺, 口服白消安或白消安

的剂量过大; (6)预处理过程中应用两性霉素B、
万古霉素、阿昔洛韦抗感染治疗; (7)HSCT患者

使用环孢素A、甲氨蝶呤预防移植物抗宿主病; 
(8)携带血色病C282Y等位基因等[6,19,22]. 有研究

指出异基因造血干细胞移植者患HVOD的风险

较自体造血干细胞移植(autologous HSCT, auto-
HSCT)者大[32]. 对于具有以上危险因素的患者, 
采用低强度预处理方案, 静脉应用白消安并个体

化用药, 预处理中用氟达拉滨替代环磷酰胺和低

剂量全身放疗可降低HVOD的发病率[33-37]. 女性

HSCT患者使用炔诺酮增加患HVOD的风险, 应
避免应用此类药物[38]. 
3.2 药物预防 肝素、前列腺素E1、熊去氧胆酸

(ursodeoxycholic acid, UDCA)、己酮可可碱在

一些随机对照试验中被证实有预防HVOD的效

果[22]. 肝素降低高危人群HVOD患病率的效果

仍不确切, 并可能引起致命性出血[6,22]. 前列腺

素E1有舒张血管、抗凝和溶栓作用, 但使用过

程中可能出现低血压、肢端疼痛、水肿、皮肤

水疱等严重药物不良反应[39]. UDCA在一些随机

对照试验中预防HVOD效果明显并且药物不良

反应小. Essell等[40]的试验中, 试验组和对照组

HVOD的发病率分别为15%和40%, Ohashi等[41]

的试验中则分别为3.0%和18.5%. 然而另2项试

验却未证实UDCA有明显的预防作用[42,43]. 己酮

可可碱是一种甲基黄嘌呤类似物, 可抑制TNFα

相关基因转录, 其在预防HVOD方面应用较少, 
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■创新盘点
本文总结了HVOD
诊断、预防、治
疗的现状, 并特别
关注了预防及治
疗方面存在的问
题及发展方向. 

效果尚待证实[6]. 一项历史对照研究显示对于血

清铁蛋白显著升高(>1 000 ng/L)并接受大剂量

化疗及auto-HSCT的患者, 应用铁螯合剂可降低

HVOD的发病率, 但该种药物可能导致肾功能不

全[44]. Chalandon等[45]的历史对照研究显示去纤

苷联合肝素可有效预防HVOD(试验组发病率0, 
对照组发病率19%), 并且无药物不良反应. 国内

刘嘉等[46]运用中西医结合方法, 采用复方丹参注

射液联合前列腺素E1、低分子肝素钙及右旋糖

酐预防HSCT后HVOD, 效果良好(发病率0.19%), 
并且未出现凝血功能障碍等药物不良反应.

4  HVOD的治疗

4.1 对症支持治疗 确诊HVOD或出现疑似症状

时 ,  避免继续应用肝毒性药物并进行保肝治

疗. HVOD的致死原因主要是多器官功能衰竭

(multiple organ failure, MOF)[22], 所以对症支持

治疗是基本措施. 对症支持治疗的主要目的是

维持水电解质平衡、解除体液潴留并维持有效

循环血量和肾灌注. 限水限钠及利尿治疗能减

轻体液潴留, 严重潴留者可行浆膜腔穿刺抽液. 
白蛋白和血浆因最终积聚在间质从而加重体液

潴留, 二者的应用仍有争议. 肾功能衰竭的患者

行血液透析. 出现呼吸衰竭时给予吸氧或机械

通气. 重症患者还需纠正凝血功能异常及抗感

染治疗[2,6,19,22]. 
4.2 重组组织型纤溶酶原激活剂 由于HVOD患

者局部血液处于高凝状态, 故促纤维蛋白溶解

和抗凝是有效的治疗方法. 已有病例分析研究

了单独应用重组组织型纤溶酶原激活剂(recom-
binant tissue plasminogen activator, rt-PA)或与肝

素联合应用的治疗方法. 一项包括42名HVOD
患者的病例分析显示联合应用rt-PA和肝素治疗

的应答率为29%, 但治疗过程中10名患者发生严

重出血, 并且重度HVOD合并MOF患者的应答

率低下[47]. 在另一项包括17名HVOD患者的病例

分析中r t-PA治疗的应答率为29%, 百日生存率

33%, 无应答的患者大部分有既往肝损害病史并

且百日生存率为0[48], 由于其中12名患者同时应

用了肝素, 该试验无法确证rt-PA的疗效. 目前缺

乏rt-PA治疗HVOD的大样本随机对照试验. 由
于rt-PA治疗重度HVOD效果不佳并且能诱发致

命的脑出血或肺出血[49], 建议早期干预并小剂量

应用. 
4.3 去纤苷 去纤苷是一种寡核苷酸, 能调节血小

板活性, 抑制凝血酶释放及其活性, 下调PAI-1水

平, 有局部抗血栓形成及抗炎作用, 并促进纤维

蛋白溶解, 选择性作用于小血管[50]. 去纤苷治疗

HVOD效果肯定且药物不良反应小, 是近年来研

究的热点. 在一项多机构临床研究中, 采用去纤

苷治疗88名重度HVOD患者(静脉用药, 5-60 mg/
(kg·d), 中位应用时间为15 d), 完全缓解(complete 
response, CR)率为36%, 百日生存率为35%, 无
出血等明显不良反应. 年龄较小、auto-HSCT、
门静脉血流异常、治疗过程中肌酐和PAI-1水
平降低者生存率较高, 但预处理中应用白消安

及出现脑病者预后较差[51]. Corbacioglu等[52]对

45例应用去纤苷治疗儿童HVOD的病例进行回

顾分析, 总CR率为76%, 百日生存率为64%, 重
度HVOD组的CR率及长期生存率分别为50%和

36%, 去纤苷剂量可能与应答率呈正相关(应答

组平均剂量45 mg/(kg·d), 无应答组平均剂量27 
mg/(kg·d)), 并且早期干预对CR有显著意义. 近
年一项多中心Ⅱ期随机量效试验肯定了不同剂

量(25 mg/(kg·d), 40 mg/(kg·d))的去纤苷对重度

HVOD的疗效, 儿童患者、早期治疗患者的CR
率和生存率较高, 大剂量组和小剂量组的总体

CR率及生存率无显著性差异, 药物不良反应发

生率低且两组之间无显著性差异. 研究小组拟

选择25 mg/(kg·d)的剂量进行Ⅲ期临床试验[50]. 
在另一项临床对照试验中, 所有患HVOD的受试

者均表现出ATⅢ活性的降低, 试验组应用ATⅢ
联合去纤苷治疗后CR率达100%, 百日存活率为

93%, 对照组未进行治疗, 百日存活率为46%, 该
试验未验证去纤苷和ATⅢ是否有协同作用[53]. 
4.4 甲泼尼龙 Khoury等[54]用大剂量甲泼尼龙冲

击治疗20名HVOD患者(500 mg/m2, iv, q12h, 共
6次), 应答率60%. 在Al Beihany等[55]的临床研

究中, 48名HVOD患者应用甲泼尼龙治疗后(0.5 
mg/kg, iv, q12h, 共14次, 骤停), 30名患者胆红素

下降超过50%. 目前缺乏甲泼尼龙治疗HVOD的

大样本随机对照试验, 其治疗HVOD的效果需进

一步研究证实.
4.5 经颈静脉肝内门体分流术 经颈静脉肝内门

体分流术(transjugular intrahepatic portosystemic 
shunt, TIPS)用于治疗HVOD引起的门脉高压. 
Azoulay等[56]的临床研究中, 10名重度HVOD患

者接受TIPS后, HVPG均下降, 其中5人病情无好

转, 因MOF于10 d内死亡, 另5人ALT、肌酐等指

标有明显改善, 其中4人于TIPS后11-54 d死亡, 1
人持续生存超过6 mo, 因此单纯解决门脉高压

不足以提高重度HVOD患者的生存率, 后续治疗
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■名词解释
去 纤 苷 :  抗 凝 血
药物, 是一种寡核
苷酸, 市售产品由
猪、牛、羊等哺
乳动物肺中提取
而得. 具有明显的
纤溶作用, 通常用
于预防深静脉血
栓形成及血栓性
静脉炎的治疗.

仍然十分关键. 由于TIPS不能改善HVOD患者的

预后, 故最近指南不建议TIPS治疗HVOD[22]. 
4.6 肝移植 当内科治疗不能逆转病情, 最终出现

肝衰竭的HVOD患者可以考虑肝移植, 目前成功

的肝移植仅见于个案[57-59]. 筛选合适的患者可提

高肝移植的成功率. 恶性肿瘤及MOF是肝移植

的禁忌证[19,22]. 如果HVOD本身是由肝移植引起

的, 只要不合并其他脏器的损害, 可以行第二次

肝移植[19]. 

5  结论

HVOD的临床难点在于预防及治疗. 明确并避免

HVOD的危险因素对于预防十分重要. 预防性药

物选择众多但有效性均没有被完全证实, 并且

多数药物有程度不等的不良反应. HVOD的治疗

以药物为主, 去纤苷疗效确切并且无明显药物

不良反应. TIPS及肝移植对于HVOD的治疗应用

范围十分有限并且效果欠佳. 今后在药物预防

及治疗方面的深入研究将会进一步降低高危人

群的HVOD发病率及死亡率. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  (  2011年版)

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

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

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

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

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

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 
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益生菌对功能性便秘的防治进展
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■背景资料
对于功能性便秘
的 干 预 ,  除 了 饮
食、运动等生活
方式的改变以外, 
最常用的方式是
从肛门用润滑通
便剂和/或口服泄
药进行治疗. 虽然
传统的治疗方式
是安全可靠的, 且
泻药能很快缓解
便秘症状, 但不能
解决根本问题. 因
此, 找寻一种安全
有效的饮食或保
健干预措施是非
常必要的.

张莉芳, 赵小平, 右江民族医学院护理学院 广西壮族自治区
百色市 533000
张莉芳, 讲师, 主管护师, 主要研究方向是社区护理.
作者贡献分布: 本文综述由张莉芳完成; 赵小平审校. 
通讯作者: 张莉芳, 讲师, 主管护师, 533000, 广西壮族自治区百
色市, 右江民族医学院护理学院. 596267924@qq.com
电话: 0776-2833147
收稿日期: 2011-11-22   修回日期: 2012-01-17
接受日期: 2012-03-25   在线出版日期: 2012-04-28

Progress in the use of 
probiotics to prevent and treat 
functional constipation

Li-Fang Zhang, Xiao-Ping Zhao

Li-Fang Zhang, Xiao-Ping Zhao, College of Nursing, 
Youjiang Medical College for Nationalities, Baise 533000, 
Guangxi Zhuang Autonomous Region, China
Correspondence to: Li-Fang Zhang, College of Nursing, 
Youjiang Medical College for Nationalities, Baise 533000, 
Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China. 596267924@qq.com
Received: 2011-11-22    Revised: 2012-01-17 
Accepted: 2012-03-25    Published online: 2012-04-28

Abstract
Due to the changes in diet structure and the 
increase in psychological and social pressure, 
constipation has become a very common health 
problem that seriously influences people’s qual-
ity of life. Functional constipation (FC) is a kind 
of primary persistent constipation caused by 
non-systemic diseases or non-bowel diseases, 
with an incidence ranging from 2% to 37.5%. 
Although conventional treatments for FC are 
safe and reliable, and laxatives can quickly 
relieve constipation symptoms, they cannot 
resolve the fundamental problems. Therefore, 
it is essential to find a safe and effective diet or 
health care intervention for FC. The intestinal 
microecology of FC patients is different from 
that of healthy people, and the use of probiot-
ics can help normalize intestinal function of 
FC patients. In this paper we discuss the recent 
progress in the use of probiotics to prevent and 
treat FC.

Key Words: Functional constipation; Probiotics; Re-
search progress
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摘要

随着饮食结构的改变及精神和社会压力的增
大, 便秘已成为困扰现代人的主要问题之一, 
严重影响着人们的生活质量. 功能性便秘是指
非全身疾病或肠道疾病引起的原发性持续性
便秘, 在不同人群中其发病率在2.0%-37.5%. 
传统的治疗功能性便秘的方式虽然安全可靠, 
且泻药能很快缓解便秘症状, 但不能解决根本
问题. 因此, 找寻一种安全有效的饮食或保健
干预措施是非常必要的. 便秘患者肠道微生态
不同于健康人群, 补充益生菌可改变这一现
象. 本文从介绍功能性便秘的发病现状入手, 
引入益生菌的概念, 论述了益生菌防治便秘的
机制、常用效应评价指标及目前的研究进展. 

关键词: 功能性便秘; 益生菌; 研究进展
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0  引言

随着饮食结构的改变及精神和社会压力的增

大, 便秘已成为困扰现代人的主要问题之一,  严
重影响着人们的生活质量[1-4]. 在绝大多数的便

秘患者中, 如果没有发现导致便秘的器质性原

因, 即可诊断为功能性便秘[5]. 在北美地区, 便秘

的发病率在2.0%-7.0%, 女性与男性发病率之比

为2.2∶1; 随着年龄的增长, 便秘的发病率相应

提高[6]. 新加坡报道的结果为7.3%±3.5%[7]. 我
国现有的调查显示, 成年男性便秘的患病率为

2.11%-6.10%, 成年女性为9.68%-12.00%[8,9]. 老
年人便秘发病率更高, 王琳等[10]对244例老年门

诊的患者进行分析, 便秘发病率为24.59%. 陈长

香等[11]对唐山市老年女性的调查结果显示便秘

发病率为37.5%. 
对于功能性便秘的干预, 除了饮食、运动等

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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■研发前沿
益生菌对便秘的
作用被多位研究
者 进 行 研 究 ,  各
研究采用的益生
菌菌株和剂量不
同 ,  效 应 评 价 指
标 不 同 ,  得 出 的
结论也存在一定
差 异 .  到 底 采 用
哪 种 菌 株 ,  多 大
剂量才能达到治
疗 效 果 ,  是 将 来
研究需要关注的
问题.

生活方式的改变以外[12-14], 最常用的方式是从肛

门用润滑通便剂和/或口服泄药进行治疗[15-18]. 虽
然传统的治疗方式安全可靠, 且泻药能很快缓解

便秘症状, 但不能解决根本问题[19]. 长期使用泻

药还易造成肠道菌群失衡, 一些刺激性泻药甚至

会损害肠道神经, 降低肠道对食物残渣刺激的敏

感性, 一旦停用, 便秘症状会加重. 经肛门长期使

用润滑通便剂会降低直肠黏膜对粪便刺激的敏

感性, 从而加重便秘[20]. 因此, 找寻一种安全有效

的饮食或保健干预措施是非常必要的. 

1  益生菌、益生素、合生元的概念 

益生菌制剂可分为3大类: 主要的一类是益生菌, 
益生菌是指“摄入足够数量后, 能对宿主起有

益健康作用的活的微生物”[21]. 目前广泛使用的

益生菌主要包括双歧杆菌和乳酸杆菌2个属, 另
外也有使用大肠杆菌、枯草杆菌、肠球菌、链

球菌等活菌的报道; 第2类是益生素, 是指“通

过选择性地促进肠道内一种或几种肠道微生物

的生长与活性, 而对宿主产生有益影响, 从而改

善宿主健康的不被消化的食品成分”[22]. 益生素

能为益生菌提供养分, 促进其生长, 常见的益生

素包括低聚果糖、低聚半乳糖、乳果糖、母乳

低聚糖、菊粉、果寡糖等[23]. 如低聚异麦芽糖是

一种益生素, 因其能有效促进人体内双歧杆菌

的生长、繁殖, 故亦被称为“双歧因子”; 第3
类是合生元, 为益生菌与益生素的混合物, 同时

兼有益生菌和益生素2种功效. 要充分发挥合生

元的功效, 需注意益生菌和益生素种类和数量

的合理搭配, 合生元中的益生素才能最大程度

地促进益生菌的生长. 因此, 不是所有混合物都

是合生元[24]. 

2  益生菌防治便秘的机制探索

2.1 改善肠道微环境, 促进排便 多项研究发现便

秘者的肠道菌群的相对比例较健康人群发生了

改变[25]. Zoppi等[26]对22名便秘儿童与20名健康

儿童的粪便研究发现, 需氧菌和厌氧菌在总数

量上无差别, 但是便秘儿童粪便中的梭状芽孢

杆菌和双歧杆菌的数量高于健康儿童, 差别有

统计学意义; 部分细菌, 如肠球菌、真菌在数量

上有所降低, 但和健康人群相比差别无统计学

意义. 王记成等[27]对43例便秘者和9例健康人群

的粪便化验分析后发现健康人群粪便中双歧杆

菌的数量为8.95 lg cfu/g±0.92 lg cfu/g, 而便秘

者为6.1 lg cfu/g±0.92 lg cfu/g, 给予便秘者连续

服用21 d动物双歧杆菌(B. animalis V9)菌粉1.0
×1010 cfu/d后, 便秘者粪便中双歧杆菌数量上升

接近于健康人群水平, 而拟杆菌和肠球菌在数

量上有不同程度的下降. 便秘者肠道细菌数量

在相对比例上发生变化可以被认为是一种生态

失衡. 到底是便秘导致了肠道菌群比例变化, 还
是菌群比例变化是导致便秘的原因之一, 这有

待进一步研究. 
2.2 缩短结肠传输时间, 促进食物残渣快速通过

结肠 有研究显示, 无论在健康人[28]还是功能性

便秘患者, 口服摄入一定量的乳双岐杆菌(B. lac-
tis DN-173 010)可促进肠内容物通过结肠, 缩短

结肠传输时间[29]. 一项双盲的随机对照研究对72
位健康成年人(21-42岁)用造影剂检查结肠的传

输时间, 结果显示用活B. animalis DN-173010治
疗后, 总的结肠传输时间缩短了21%, 乙状结肠

的传输时间缩短39%, 尤其是女性更为显著(加
热后的细菌服用后无效果)[30]. Waller等[31]将不同

剂量的乳酸双歧杆菌HN019用于有功能性胃肠

道症状的人身上, 发现与安慰剂组(n  = 34)相比, 
高剂量(n  = 33)和低剂量乳酸双歧杆菌摄入者(n  
= 33)的肠道转运时间缩短, 且排便时间缩短. 益
生菌促进肠蠕动, 缩短结肠传输时间的机制尚

不清楚, 可能与益生菌可产生乳酸、醋酸和短

链脂肪酸, 而短链脂肪酸作用于肠道神经, 刺激

肠蠕动有关[32,33].   

3  益生菌用于防治便秘的研究进展

3.1 不同研究者使用的益生菌菌株及剂量 研究

者使用的双歧杆菌剂量级别均为1010 cfu, 相差

较少. 而使用乳酸杆菌干预者, 剂量相差较多. 
使用其他活菌者较少. 只有摄入含有106 cfu/mL
以上的益生菌才能充分发挥其健康促进的特性

(表1)[41]. 
3.2 常用效应评价指标及干预效果

3.2.1 周排便次数: 导致便秘的直接原因之一是

食物残渣在肠道内停留过久, 粪便内的水分被

吸收, 从而使粪便变的干硬难以排出, 所以治疗

便秘有效即可有排便次数增加. 每周排便次数是

常用的效应指标. 周排便次数<3次为罗马Ⅲ功能

性便秘诊断标准的条件之一. 将排便次数作为效

应指标, 既和罗马标准相一致, 又可以定量判断

便秘情况. 用大肠杆菌[39]、乳酸双岐杆菌[34]分别

干预8 wk、2 wk, 周排便次数试验组和对照组的

差值的均数为4.1、1.5次, 干预后患者的周排便

次数升至6.0、4.1次; 但对于后者, 经过2 wk干预, 
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试验组和对照组的均数和标准差为4.1±1.7 vs  
2.6±1.0, 统计学差别有意义, 但其均数差值只

提高了1.5次, 所以对其临床意义有研究者持保

守态度[18], 但不可否定补充相应数量的乳酸双歧

杆菌对便秘仍有一定缓解作用. 一项随机双盲

平行对照研究对84例2-16岁儿童包括试验组(43
例)采用鼠李糖乳酸杆菌加乳果糖干预, 对照组

(41例)采用乳果糖, 经过12 wk的干预, 2组在每

天排便次数、排便不尽感等方面无差别[35]. 乳果

糖为一种渗透性轻泻剂, 在小肠内不被水解吸

收, 其渗透性使水和电解质保留于肠腔, 在结肠

中细菌将其分解成乳酸、醋酸, 使肠内渗透压

进一步增高, 粪便容量增大, 刺激肠道蠕动, 产
生缓和的导泻作用. 乳果糖是一种益生素, 所以

长达12 wk的干预治疗中, 因其本身的药物作用, 
而益生菌对便秘的治疗并不像泻药一样立竿见

影, 所以出现试验组和对照组的差别没有统计

学意义, 关于鼠李糖乳酸杆菌对便秘的作用还

有待进一步的研究. 
3.2.2 排出干硬粪便的次数: 至少有25%的排便

为块状便或硬便为罗马Ⅲ标准中诊断便秘的条

件之一. 粪便干硬, 呈块状, 如鹅卵石或坚果样

一颗颗排出. 有时粪便体积过大而难以排出甚

至造成肛门局部堵塞, 用力排便会导致肛裂、

痔疮出血等. 有时, 粪便干硬, 体积过小而无法

有效刺激直肠收缩或直肠收缩无力而难以排出

粪便. 将干硬粪便作为效应指标, 评价在干预时

间内排出干硬粪便的次数, 本文认为既符合罗

马标准, 又可定量测量, 是可取的指标. 有研究

结果显示, 用益生菌干预时间段内便秘者排出

干硬粪便的次数显著减少[35]. Bu等[37]的研究结

果证明, 试验组的干硬粪便发生率均数为22.4%, 
而对照组为75.5%. Möllenbrink等[39]研究结果显

示, 整个实验时间段内, 试验组的干硬粪便发生

率均数为5.9%, 而对照组为53.3%. 
3.2.3 粪便性状评分: Bristol粪便性状评分表是

国内外研究中常用的评价粪便性状的工具, 其
用直观的图片, 使患者易于判断自己的粪便性

状属于几级. 该量表不仅使医患之间关于粪便

性状的沟通变得容易, 而且被建议应用于临床

研究, 被证实是一简单实用的粪便评分量表[42]. 
Bristol粪便性状评分表共包括7级, 依次记为1-7
分. 1级: 似坚果状; 2级: 腊肠状但成块; 3级: 腊
肠状但表面有裂隙; 4级: 蛇形平滑软便; 5级: 柔
软团块, 边缘清楚, 似软泥状物; 6级: 松散片状

物、糊状便; 7级: 水样便. Bristol粪便性状评分

与整个肠道的传输时间具有相关性[43]. 有研究显

示在应用益生菌后, 患者的粪便性状评分提高, 
治疗后第4周Bristol评分均数试验组比对照组高

0.91, 95%CI 0.32-1.51[39]. 
3.2.4 其他: 粪便残留感、腹痛、腹胀等症状

也被作为评价指标使用. 研究结果表明, 益生

菌对便秘者腹痛、腹胀、食欲、粪便残留无

影响 [35,44]. 有研究者将干预后效果分为显效、

有效、无效3级. 如周建林[44]经过15 d的干预后, 
试验组有效率为90.16%, 对照组为52.5%; 停药

2 wk后跟踪治疗效果, 试验组的复发率为8%, 而
对照组为30%. 也有研究者将便秘、肠胀气、腹胀

分为4级, 评价经过干预后这些症状缓解情况[35]. 

4  结论

1857年, 法国微生物学家巴斯德对牛奶变酸过

程的研究拉开了益生菌研究的帷幕[45]. 经过一个

多世纪的研究及应用, 益生菌的功效已经得到

了科学家和消费者的认同[46]. 益生菌制剂不仅对

便秘有作用, 许多研究者亦将其应用于其他疾

表  1  不同研究者使用的益生菌菌株及剂量

     作者 菌株      剂量 是否使用益生元

Yang等[34] 乳酸双歧杆菌(B. lactis  DN-173 0101 ) 1.25×1010           无

王记成等[27] 动物双歧杆菌(B. animalis  V9 )   1.0×1010           无

Koebnick等[35] 嗜酸乳酸杆菌(L. casei  Shirota )   6.5×109           无

Banaszkiewicz等[36] 鼠李糖乳酸杆菌(L. rhamnosus )      2×109        乳果糖

Bu等[37] 干酪乳酸杆菌(L. casei  rhamnosus Lcr35 )      8×108           无

Noor-L-Houda等[38] 多种双歧杆菌及乳酸杆菌的混合活菌(B. bifidum, B. infantis , 

B. longum, L. casei , L. plantarum and L. rhamnosus )

     4×109           无

Möllenbrink等[39] 大肠杆菌(E. coli  Nissle  1917 )    25×109           无

Rouzbeh等[40] 双歧杆菌、乳酸杆菌、链球菌属(Bifidobacterium, 

Lactobacillus , Streptococcus species )

  1.0×108      低聚果糖

Fructooligosaccharide

■创新盘点
本文论述了益生
菌防治便秘的机
制, 总结了近年来
发表的益生菌用
于防治功能性便
秘的文章, 提炼出
常用的效应评价
指标, 从理论性、
可行性方面论述
了在评价排便活
动状况时宜选用
的评价指标.
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病的治疗, 如抑制肿瘤生长[47], 降低抗生素诱发

的腹泻[48,49]. 
益生菌用于治疗便秘始于研究者发现便秘

者的肠道微生态不同于正常人群, 补充益生菌

是符合常规治疗逻辑的, 且在诸多研究中均未

发现益生菌的不良反应[18], 但摄入的益生菌是不

能永久定植的. 益生菌可以在肠道中生存一段

时间, 为有益菌的生长创造良好的环境[41]. 但各

研究采用的菌株不同、剂量不同, 得出的结论

也各异, 不同菌株、不同剂量、不同的联合食

用方法对人体作用的差别是将来的研究需要关

注的问题.
促成正常排便的因素还包括足够的食物摄

入, 肠道正常的蠕动功能, 直肠对食物残渣的正

常反应及排便反射. 如果个体经常有意识地制

止便意, 就会使直肠渐渐失去对粪便压力刺激

的敏感性, 加之粪便在大肠内停留过久, 水分吸

收过多而干结, 就会造成排便困难, 这是产生便

秘的最常见原因[50]. 另外排便活动状况与情绪

也有很大的关系[51,52]. 所以便秘者必须在生活方

式、饮食、运动、情绪等方面加以调节, 另辅以

益生菌制剂, 方能取得满意的排便活动状况.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of small-volume hy-
pertonic sodium chloride hydroxyethyl starch 
injection on histopathological changes in the in-
testinal mucosa and plasma levels of NO in rats 
with hemorrhagic shock.

METHODS: Male SD rats were hemorrhaged 
to the mean arterial pressure of 40 mmHg ± 5 
mmHg for 30 min to induce hemorrhagic shock. 
Animals were randomly divided into three 
groups: rats resuscitated with 4 mL/kg of 5.0% 
hypertonic sodium chloride hydroxyethyl starch 
injection and retransfused shed blood, those re-
suscitated with lactated Ringer’s solution (two 
times the volume of shed blood) and retransfused 
shed blood, and those undergoing sham hem-
orrhage. The dynamic changes in plasma NO 

concentrations were monitored, and pathological 
changes in the small intestine were observed.

RESULTS: After resuscitation with hypertonic 
sodium chloride hydroxyethyl starch injection, 
NO showed no significant changes (P > 0.05), 
and pathological changes in the small intestine 
were significantly reduced. In contrast, plasma 
NO concentration significantly decreased (P < 
0.05) and pathological damage to the small intes-
tine showed no significant improvement in rats 
resuscitated with lactated Ringer’s solution.

CONCLUSION: Resuscitation with hypertonic 
sodium chloride hydroxyethyl starch injection 
reduces intestinal damage in rats hemorrhagic 
shock possibly via a mechanism associated with 
protection of endothelial cell function.

Key Words: Hemorrhagic Shock; Hypertonic sodium 
chloride hydroxyethyl starch injection; Lactated 
Ringer’s solution

Li Z, Ouyang J. Hypertonic sodium chloride hydroxyethyl 
starch injection reduces histopathological changes in the 
intestinal mucosa of rats with hemorrhagic shock. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 1041-1045  

摘要

目的: 研究小容量高渗盐羟乙基淀粉液(HSH)
复苏失血性休克大鼠时肠黏膜形态的变化和
血清NO浓度变化.

方法: S D大鼠麻醉后放血致平均动脉压40 
mmHg±5 mmHg, 维持30 min, SD大鼠随机
分成3组: (1)高渗盐羟乙基淀粉复合液+回输
失血(HSH组); (2)乳酸林格液复苏+回输失血
(LR组); (3)假休克组, 只进行血管置管; 观察
休克前后血浆NO浓度的动态变化, 并留取小
肠组织观察病理改变.

结果: HSH组大鼠复苏后血浆NO无明显下降, 
复苏前(30.03 μmol/L±4.77 μmol/L)和复苏后
(27.33 μmol/L±8.76 μmol/L)比较, 无显著差
异(P >0.05), 小肠的病理损伤也显著减轻. LR
组血浆NO浓度明显降低, 复苏前(28.37 μmol/
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■研发前沿
传统的复苏方法
常常只恢复和维
持血流动力学而
不能恢复肠道的
灌 注 ,  其 导 致 的
肠道缺血再灌注
损伤在休克后肠
源性的全身炎症
反应的加重和器
官障碍的发展中
起作用, 因此, 防
止肠道缺血再灌
注损伤导致的肠
屏障功能障碍尤
其重要.

L±6.24 μmol/L)和复苏后(17.48 μmol/L±5.24 
μmol/L)比较, 有显著差异(P <0.05), 小肠的病
理损伤无明显改善.

结论: 应用HSH有助于改善失血休克引起的
肠道损伤; 其机制可能与HSH减少内皮细胞
功能损害有关.

关键词: 失血性休克; 高渗盐胶体复合液; 乳酸林格

氏液
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0  引言

失血性休克液体复苏可以引起肠缺血再灌注

损伤, 从而导致肠黏膜损伤并破坏黏膜细胞的

胃屏障作用, 肠道内细菌和内毒素通过通透性

增加的黏膜入侵机体, 具有强烈致炎物质的刺

激源肠道持续输送到机体, 诱发多器官功能障

碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)和脓毒症的最重要原因之一就是这一过

程[1]. 大量等渗晶体溶液复苏是传统复苏方法, 
组织容易水肿, 尤其是发生肺水肿. 小容量高渗

盐溶液是近年来在创伤失血性休克复苏逐渐形

成的又一新的休克复苏途径. NO作为强大的血

管扩张剂和血管完整性的保护者发挥着有益的

作用. 许多研究显示NO降低缺血再灌注后黏膜

损伤[2]和减少肠缺血引起的肺损伤[3]. 另一方面, 
NO与超氧阴离子结合生成过氧亚硝基阴离子

(ONOO-), 他是可以导致组织损伤的强氧化剂[4]. 
本研究的目的是以高容量的乳酸林格氏溶液为

对照, 探讨小容量高渗盐羟乙基淀粉复合液对

失血性休克大鼠早期全身血流动力学、肠道组

织灌注和血清NO的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠30只, 体质量为250 g±50 g, 
由石河子大学医学院动物实验中心提供. 
1.2 方法

1.2.1 失血性休克动物模型建立: SD大鼠称质量

后, 给予腹腔注射10%水合氯醛0.5 mL/100 g麻
醉, 右颈内静脉置入套管针输液, 左侧颈动脉置

入套管针监测有创平均动脉压, 右侧股动脉置

管备用放血和采血, 15 min内分次放血容量占

总血容量40%, 使平均动脉压(MAP)稳定维持在

35-45 mmHg 30 min, 进入实验组. 

1.2.2 分组: SD大鼠30只被随即分成A、B、C组, 
每组10只. A组(正常组)大鼠只进行动静脉置管

测血压处理. B组(HSH组)用5%高渗盐羟乙基淀

粉混合液进行容量复苏. C组(LR组)采用二倍失

血量的乳酸林格氏溶液进行容量复苏. 所有液

体均在30 min内输入, 复苏溶液输注完毕后在30 
min内回输失血. 
1.2.3 血流动力学监测: 成都泰盟电子有限公司

BL-420智能型生物信号采集与处理系统换能器

连接左侧颈总动脉插管连续监测血压. 
1.2.4 肠黏膜组织形态学观察: 实验组大鼠处

死后取距回盲部4 cm处的小肠组织标本, 标本

约3 cm×3 cm大小, 保存在10%甲醛溶液中. 以
同样的方法取正常组相同大小的小肠标本. 
1.2.5 血清NO含量的检测: 在各时间点采集血样

后, 1 500 r/min离心15 min后取血清备测. 检测试

剂盒购自南京建成生物医学工程研究所, 严格

按试剂盒说明进行操作. 
统计学处理 统计学分析应用SPSS17.0统计

软件包. 计量资料数据用mean±SD表示, 血流动

力学及血清NO前后比较应用自身配对t检验, 多
组均数比较采用单因素方差分析的方法, 均数

间两两比较采用q检验, 等级资料两样本比较采

用秩和检验, P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 血流动力学 2组动物在放血形成失血性休克

模型后, MAP较基础正常明显下降, 两组容量

复苏所用液体量分别是: LR组2倍失血量; HSH
组4 mL/kg. 两组溶液复苏完毕30 min, 每组的平

均动脉压均得到明显的改善, 与休克时相比较

均有明显的统计学差异(P <0.05), 复苏30 min后, 
LR组和HSH组相比较平均动脉压回升稍高, 但无

统计学意义(P>0.05, 图1).  
2.2 血清NO浓度变化 在休克前正常组血清NO
浓度为30.98 μmol/L±5.99 μmol/L, HSH组为

31.14 μmol/L±5.57 μmol/L, LR组为31.47 μmol/L

图  1  两组休克前后鼠的平均动脉压变化(n = 10, mean±SD).
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■相关报道
Charles等发现小
容量高渗盐复苏
可以防止大容量
复苏肠道水肿引
起的肠道组织间
隙 压 力 升 高 ;  另
外Lu等研究还表
明, 高渗盐复苏诱
导血红素氧合酶
(HO-1)的过度表
达以防止肠道缺
血再灌注损伤.

±5.27 μmol/L, 休克30 min后血清NO浓度HSH
组为30.03 μ m o l/L±4.77 μ m o l/L, L R组为

28.37 μmol/L±6.24 μmol/L, 正常组血清NO浓

度为29.06 μmol/L±5.93 μmol/L, 复苏1 h, LR组
血清NO含量明显降低, 与正常组、HSH组相比

较有统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.3 回肠病理学改变 回肠黏膜病理分析, Chiu
等[5]对正常组、HSH组、LR组评分分别为0.34
±0.260、2.03±0.438、3.50±0.361, 正常组回

肠表现为正常黏膜结构(图2); HSH组回肠黏膜

受损明显轻于LR组, 所得数据使用非参数Krus-
kal-Wallis检验, P <0.05, 提示三组之间有显著性

差异. HSH组间与LR组, HSH组与正常组比较采

用Dunnps Q检验, HSH组间与LR组, HSH组与正

常组之间比较有显著性差异(P <0.05).  
2.4 回肠黏膜损伤程度比较 回肠黏膜损伤程度

比较结果见表2. 

3  讨论

创伤导致大量失血是创伤患者和军事战斗人员

死亡的首要原因. 休克导致血管不成比例的收缩

和心输出量的再分配, 并由复苏、再灌注肠道触

发的全身炎症反应引起邻近和远处器官的损伤. 
休克的创伤患者的传统治疗方法是用等渗

林格氏液和输血快速恢复血容量. 从理论上讲, 
休克患者晶体液和血液输入可以改善心脏充盈

和输出, 并减少用于增加循环外周阻力而维持

有效血压的药物使用. 传统的复苏方法常常只

恢复和维持血流动力学而不能恢复肠道的灌注, 
其导致的肠道缺血再灌注损伤在休克后肠源性

的全身炎症反应加重和器官障碍的发展中起作

用, 因此, 防止肠道缺血再灌注损伤导致的肠屏

障功能障碍尤其重要. 自1980年以来, 大量的研

究证明高渗溶液复苏失血性休克具有扩充血浆

容量、改善心输出量、局部血流和微循环的生

理效应[6]. 近期高渗盐溶液的免疫调节效应研究

表明, 高渗盐溶液单独或与右旋糖酐溶液能抑

制中性粒细胞呼吸暴发和减少β2整合素表达, 
超氧化物生产和弹性蛋白酶的释放[7]. 高渗盐复

苏通过增强TLR4表达和NF-κB活化降低烧伤

后炎性细胞凋亡和增强了宿主对细菌的防御[8]. 
本研究结果显示, 大量乳酸林格液再灌注后, 回
肠黏膜严重损伤, 表现为回肠黏膜绒毛水肿、

明显脱落, 而且白细胞浸润黏膜. 小容量高渗盐

胶体复苏效果较好, 表现为回肠黏膜绒毛水肿

轻、脱落较少. 说明高渗盐胶体复苏对小肠失

血再灌注有保护作用, 这与普遍认为高渗盐复

苏可以减少失血性休克后肠道损伤和细胞凋亡

相符合[9]. 有研究发现, 即使平均动脉压接近休

克水平, 小容量高渗盐可以依靠选择性扩张毛

细血管前微动脉改善小肠灌[10]. Shi等[11]研究发

现高渗盐可以改善创伤性休克后肠道黏膜屏障

功能. Cox等[12]发现小容量高渗盐复苏可以防止

大容量复苏肠道水肿引起的肠道组织间隙压力

升高; 另外Lu等[13]研究还表明, 高渗盐复苏诱导

血红素氧合酶(HO-1)的过度表达以防止肠道缺

血再灌注损伤; 此外, 得出这样的结论: 抑制中

表  1  休克鼠血清NO浓度变化

     分组       Pre-s   休克30 min  复苏60 min

正常组 30.98±5.99 29.06±5.93 28.92±6.03

HSH组 31.14±5.57 30.03±4.77 27.33±8.76

LR组 31.47±5.27 28.37±6.24 17.48±5.24

表  2  大鼠失血再灌注后回肠黏膜损伤程度比较 (n )

     分组 正常 轻度受损 中度受损 重度受损

正常组 10 0 0 0

HSH组 0 8 2 0

LR组 0 0 7 3

图  2  大鼠回肠病理学改变. A: LR组; B: 正常组; C: HSH组.

A B C
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■同行评价
本研究探讨了小
容量高渗盐羟乙
基淀粉复合液对
失血性休克大鼠
早期全身血流动
力学、肠道组织
灌注和血清NO的
影响, 具有一定的
临床医用价值.

性粒细胞有助于在体外经上皮跨膜迁移和在结

肠炎小鼠模型体内的肠道组织损伤. 因此, 高渗

盐可能有降低中性粒细胞介导的肠道损伤的临

床应用价值[14]; 最后Radhakrishnan等[15]研究发现

高渗盐水复苏引起肠道黏膜水通道蛋白4基因

和蛋白表达上调, 可减轻肠道水肿发展和促进

流体再分配, 增加浆肌和黏膜表面细胞膜导电

性;高渗信号系统广泛存在于多种哺乳动物细胞

说明, 高渗盐复苏凭借提高血浆渗透压除了上

面描述影响外, 还有其他不为人知的影响.  
高渗盐维持时间较短暂, 采用羟乙基淀粉溶

液配伍, 可以通过提高血管内胶体渗透压和胶

体在血管内的存留时间从而使高渗盐溶液的血

流动力学效应增强和延长. Lobo等[16]研究发现

低容量晶体液和羟乙基淀粉溶液复苏可以减少

兔子缺血肠道的水肿.
在失血性休克休克病理生理过程中NO浓度

的变化说法不同, 较早的研究认为NO在休克后

合成减少. Szabó等[17]研究证明在创伤性休克时

结构性NOS合成NO减少. 较近的研究: Xia等[18]

研究认为血清NO浓度在缺血再灌注后升高. 值
得注意的是影响血清NO浓度不是休克本身, 而
是主要由再灌注后组织代谢变化引起的, 他可

能为次要损伤器官的保护机制. 本实验结果表

现为休克缺血期NO水平没有显著改变, 大容量

复苏组复苏1 h后血清NO浓度和小容量高渗盐

胶体组、正常组比较显著下降, 其下降的原因

可能是: 大量乳酸林格液再灌注早期导致内皮

细胞损伤, 内皮细胞eNOS合成NO减少[19]; 大量

乳酸林格液复苏降低血液黏滞度, 血流对血管

壁切应力下降内皮细胞受刺激合成NO减少[20]; 
大量乳酸林格液复苏稀释血液影响NO浓度[21]; 
大量乳酸林格液复苏早期内源性NO合成降低, 
iNOS还没大量合成NO[22]. 

高渗盐胶体复苏早期NO无明显下降, 并且

从病理方面观察高渗盐胶体复苏组回肠黏膜

绒毛水肿轻、脱落较少. Molnár等[23]研究发现: 
HSD复苏显著提高冠脉流量和心肌收缩力, 心
脏指数, 血浆NO和内皮素-1的水平. eNOS派生

的NO是一个许多重要的胃肠黏膜功能稳态的调

节因子, 如维持足够的灌注, 调节微血管和上皮

的通透性. eNOS来源的NO是野生型小鼠循环中

的亚硝酸盐的主要来源[24]. 而Dezfulian等[25]研究

显示亚硝酸盐对不同的I/R组织具有细胞保护作

用, 包括肝脏、心脏、肾脏和脑. NO供体吗多明

减轻小肠肠缺血后再灌注损伤, 同时恢复肠道

微循环血流和组织学损伤[26]. 提高灌注是一个很

重要的因素, 因为稀释缓冲了灌注损伤小肠的

酸化固有层和清除毒素穿过上皮的媒介.
总之, 在使用不同液体复苏过程中血清NO

的水平变化和回肠组织形态学的改变, 高渗盐

胶体复苏减少血管内皮细胞再灌注损伤, 内源

性NO合成无明显减少, NO和高渗盐胶体协同发

挥保护肠黏膜的作用, 也许NO在高渗盐引起的

血流动力学变化和肠道黏膜灌注中发挥着部分

重要的作用, 这有待我们去研究. 
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■背景资料
早期食管癌大约
4-5年方能发展为
进展癌, 因此为患
者的早期诊断提
供了可能性. 但早
期患者无特殊的
临床症状, 诊断困
难, 目前内镜检查
是检出早期食管
癌的重要手段. 
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Abstract
AIM: To evaluate the value of endoscopic ultra-
sound (EUS) combined with Lugol’s staining in 
the diagnosis of early esophageal cancer (EEC).

METHODS: White light endoscopy (WLE) was 
used to identify focal lesions, which were de-
fined as any small local mucosal lesions with 
abnormal shape or color. Biopsy with pathologi-
cal examination was performed to test the diag-
nostic accuracy of EUS combined with Lugol’s 
staining for EEC.

RESULTS: A total of 72 focal lesions from 67 pa-
tients were identified by WLE from August 2009 
to September 2011. Of 72 focal lesions, 16 were 
pathologically diagnosed as EEC, including 9 
treated by endoscopic submucosal dissection 

(ESD) or endoscopic mucosal resection(EMR), 
and 7 resected surgically. The sensitivity, speci-
ficity and accuracy of conventional WLE for di-
agnosing EEC are 81.3%, 66% and 62.5%, respec-
tively. The corresponding percentages for EUS 
combined with Lugol’s staining are 87.5%, 98.2% 
and 95.8%, respectively.

CONCLUSION: EUS combined with Lugol’s 
staining is an effective method for the diagnosis 
of EEC.

Key Words: Early esophageal cancer; Early diagno-
sis; Endoscopic ultrasound; Staining
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摘要

目的: 分析超声内镜联合染色内镜技术诊断
早期食管癌的准确性, 评价其临床应用价值.

方法: 2009-08/2011-09行普通白光内镜(WLE)
检查发现食管黏膜可疑病变67例, 患者72处病
灶纳入研究, 可疑病变包括食管黏膜粗糙、糜
烂、颜色异常、微隆起等. 所有病变行活组织
病理检查, 分析超声内镜联合染色内镜诊断早
期食管癌的准确性.

结果: 72处局灶性病变中, 病理组织学证实
癌性病变16处(9处病变行内镜下黏膜切除术
或内镜黏膜下剥离术治疗, 7处病变行手术
治疗). 非癌性病变56处, 为慢性炎症、轻-中
度不典型增生. WLE诊断早期食管癌的敏感
度、特异度和准确性分别为: 81.3%、66%、

62.5%; 超声内镜联合染色内镜对应值分别为: 
87.5%、98.2%、95.8%.

结论: 超声内镜联合染色内镜对食管病变有
较高的诊断价值, 尤其是对诊断早期食管癌及
癌前病变有重要意义.

关键词: 早期食管癌; 早期诊断; 超声内镜; 染色法  
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■研发前沿
随着内镜设备及
技术的不断提高, 
临床医师采用黏
膜染色、超声内
镜、N B I 放大内
镜等技术以期提
高 诊 断 阳 性 率 , 
但如何早期发现
食管癌及癌前病
变是目前亟待解
决的问题.
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0  引言

食管癌是一种严重影响人民健康的恶性肿瘤, 
提高患者生存率及降低死亡率的关键是早期发

现、早期诊断和早期治疗[1]. 随着内镜技术的发

展, 内镜黏膜切除术(endoscopic mucosal resec-
tion, EMR)和内镜黏膜下剥离术(endoscopic sub-
mucosal dissection, ESD)已成为微创治疗早期食

管癌的有效方法[2,3]. 但如何早期发现食管癌及

癌前病变是目前亟待解决的问题. 我们通过对

超声内镜联合染色内镜诊断早期食管癌准确性

的研究, 旨在评估其临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2009-08/2011-09在我院行普通白光胃

镜(white light endoscopy, WLE)检查发现食管黏

膜可疑病变的患者纳入本次研究, 采用前瞻性

队列研究方式, 共纳入67例, 其中男43例、女24
例, 年龄38-76岁. 可疑病变包括食管黏膜粗糙、

糜烂、颜色异常、微隆起等. 剔除标准: 进展期

食管癌、黏膜下病变及有食管手术、放疗史者. 
1.2 方法  入选患者均签署知情同意书 .  采用

Olympus GIF-260胃镜及12 MH2或20 MH2超声

微探头(UM-2000). 
1.2.1 Lugol液染色: 对内镜下观察食管有可疑病

变者, 用蒸馏水冲洗食管后, 经活检孔插入喷雾

塑料导管至病变处, 由上至下喷洒2.5%复方卢

戈氏液(Lugol液)10 mL. 染色后仔细观察病灶及

周围区域的着色情况, 并记录染色前后的病灶

图像. 
1.2.2 微探头超声检查: 经活检孔注入脱气水, 插
入12 MH2或20 MH2超声微探头(UM-2000), 待病

灶处食管腔充盈水后开始扫查, 连续多层次扫

查病灶不着色或着色不均匀区域. 
1.2.3 病理检查: 对食管黏膜染色异常区域进行

3-5块活检送病理检查, 以病理组织学诊断为金

标准. 早期食管癌需行EMR、ESD或外科手术

进一步证实. 
1.2.4 结果判定: 正常Lugol液染色: 内镜下病灶

处染色与周围组织染色基本一致, 均匀着色呈

棕褐色. 染色异常: 病灶处不着色或呈棕黄色. 
超声内镜下食管壁7层结构清晰, 异常区域表现

为层次不清、层次中断或消失、层次增厚, 有

低回声浸润. 
统计学处理 差异分析采用t检验、χ2检验, 

P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

本组资料共收集67例患者、72处可疑局灶病变, 
16处癌性病变均经EMR、ESD或外科手术后病

理学证实为早期食管癌. 
普通白光内镜诊断为癌性病变37处, 其中

病理学进一步证实13处为癌性病变; 24处为非

癌性病变. 72处可疑病灶中WLE诊断为非癌性

病变35处, 经病理进一步证实3例为癌性病变, 
32处为非癌性病变. WLE诊断早期食管癌的敏

感度、特异度和准确度分别为: 81.3%、66%和

62.5%(表1). 
超声内镜联合染色内镜对72处可疑病变进

行检查, 依据染色结果和超声层次情况综合判

断, 共诊断癌性病变15处, 其中病理学证实14
处为癌性病变, 1处为非癌性病变. 72处可疑病

灶中超声内镜联合染色内镜诊断为非癌性病变

57处, 经病理进一步证实2处为癌性病变, 55处
为非癌性病变. 超声内镜联合染色内镜诊断早

期食管癌的敏感度、特异度和准确度分别为: 
87.5、98.2%和95.8%(表2). 

超声内镜联合染色内镜诊断早期食管癌的

准确度明显高于WLE(95.8% vs  62.5%, P <0.05).

3  讨论

我国是食管癌高发区, 严重影响着国人的健康

水平, 其预后与临床TNM分期有关. 早期食管

癌患者术后5年生存率可达90%, 而中晚期仅为

表  1  普通白光内镜与病理学诊断结果比较 (n )

     
        普通白光内镜

合计
                      非癌性病变  癌性病变

病理诊断 非癌性病变       32      24   56

癌性病变         3      13   16

合计       35      37   72

表  2  超声内镜联合染色内镜与病理学诊断结果比较 (n )

     
                      超声内镜联合染色内镜

合计
                        非癌性病变 癌性病变

病理诊断 非癌性病变      55        1   56

癌性病变        2      14   16

合计      57      15   72
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10%[4,5], 如何做到早诊、早治有着十分重要的

意义. 
早期食管癌是指癌组织局限于食管黏膜下

层以内, 未累及肌层, 无淋巴结转移, 包括原位

癌、黏膜内癌、黏膜下癌[6,7]. 目前临床上WLE
检查仍是食管癌诊断的主要方法, 然而早期食

管癌在WLE下表现不典型, 病灶范围不清晰, 且
受人为因素影响很大, 病检阳性率较低. 食管黏

膜染色自1966年津田等用于内镜检查以来对于

早期食管癌及癌前病变有很重要价值. 食管染

色法有Lugol液染色法、甲苯胺蓝染色法, 常用

Lugol液染色法. Lugol液是应用食管鳞状上皮内

的糖原与碘发生变色反应的原理, 癌变和不典

型增生的鳞状上皮细胞内糖原含量少甚至消失, 
故病变区不着色或着色不均匀, 由此可清晰地

显示食管黏膜表面的微小改变及病变的范围及

轮廓, 有利于定位并指导活检的准确性, 提高检

出率[8-10]. 
超声内镜是目前判断早期食管癌浸润深度

最常用的方法[11,12]. 其通过内镜直接观察食管壁

内形态改变, 同时又可以进行实时超声扫查, 显
示食管壁各层结构, 判断肿瘤浸润深度和有无

淋巴结肿大. 食管壁在超声微探头下可分为7-9
层结构. 早期食管癌的超声内镜图像表现为不

管壁增厚、层次紊乱、中断及分界消失的不规

则低回声且病变未突破黏膜下层. 研究发现[8,13], 
超声微探头区分T1m和T1sm病变的精确度、敏

感度和特异度分别为73.5%、62.0%、76.5%, 对
病变高估率为18.6%. 

本研究中, 我们通过WLE检查与超声内镜

联合染色内镜检查的队列研究, 结果显示, 染色

内镜可明显提高食管癌病检阳性率, 联合超声内

镜检查对于诊断早期食管癌的准确性显著高于

WLE, 这与文献报道的结果相一致[14]. 同时随着

内镜下微创治疗尤其是ESD技术的不断提高, 早
期食管癌诊断率的提高又为避免开胸术后带来

的反流、狭窄等严重并发症提供了很好的帮助, 
其社会效益不言而喻. 

总之, WLE仍是早期食管癌筛查首选的检

查方法, 对可疑病变可进一步行超声内镜联合

染色内镜检查, 并以此指导下进行组织学活检, 

对早期食管癌及癌前病变有较高的诊断价值. 
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■应用要点
随着内镜下微创
治疗尤其是ESD
技术的不断提高, 
早期食管癌诊断
率的提高又为避
免开胸术后带来
的反流、狭窄等
严重并发症提供
了很好的帮助.
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较好 ,  统计正确 , 
结论可靠, 有较好
的临床指导价值.
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通用引物巢式PCR法对哈萨克族食管鳞癌HPV感染的检测
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■背景资料
人乳头瘤病毒(HP
V)是双链DNA病
毒, 与多种恶性肿
瘤相关, 包括食管
癌、口腔癌和肺
癌等. 然而, HPV
在恶性肿瘤中的
发病机制仍存在
争议.
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Abstract
AIM: To detect human papillomavirus (HPV) in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in 
Xinjiang Kazakh patients by universal primer-
mediated nested PCR to investigate the relation-
ship between HPV infection and ESCC. 

METHODS: DNA was isolated from ESCC and 
healthy esophageal mucosal specimens from Xin-
jiang Kazakh adults and used to amplify HPV us-
ing universal primers HPV MY09/11 and HPV-
specific primers HPV G5+/6+ by nested PCR. 
The rate of HPV infection was then calculated.

RESULTS: The rate of HPV infection was 
66.67% in the ESCC group and 12.12% in the 
healthy control group.

CONCLUSION: HPV infection may be involved 
in the development of ESCC in Xinjiang Kazakh 
adults. Universal primer-mediated nested PCR 
is a convenient and reliable method for detection 
of HPV-DNA.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Human papilloma virus; Nested PCR

Chen WG, Yang CM, Xu LH, Zhang N, Liu XY, Ma YG, 
Huo XL, Han YS, Tian DA, Zheng Y. Detection of human 
papilloma virus in esophageal cancer in Xinjiang Kazakh 
patients by general primer-mediated polymerase chain 
reaction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 
1049-1053

摘要

目的: 应用通用引物巢式PCR技术检测新疆哈
萨克族食管鳞癌人乳头瘤病毒(HPV)的感染率, 
并探讨HPV与新疆哈萨克族食管鳞癌的关系. 

方法: 提取新疆哈萨克族食管鳞癌及正常食
管组织的DNA, 应用通用引物HPV MY09/11
及HPV G5+/6+进行巢式PCR, 检测新疆哈萨
克族食管鳞癌中HPV的感染率. 

■同行评议者
任浩, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室
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■研发前沿
HPV已经是导致
食管癌发病率高
的一个重要的病
因 学 因 素 ,  更 多
研究证明HPV存
在于食管鳞癌的
早期发生过程中, 
有望成为食管癌
早期诊断的分子
生物学指标之一.

结果: 巢式PCR法扩增后检测到食管鳞癌中
HPV感染率为66.67%, 正常对照组为12.12%, 
两者差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 本实验结果表明HPV可能是新疆哈萨
克族食管癌发生的一个重要病因学因素, 结合
通用引物巢式PCR法可以更加方便可靠的检
测HPV-DNA. 

关键词: 哈萨克族食管鳞癌; 人乳头瘤病毒; 巢式

PCR法 
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0  引言

人乳头瘤病毒(human papilloma virus, HPV)是
双链DNA病毒[1], 与多种恶性肿瘤相关, 包括食

管癌、口腔癌和肺癌等[2]. 然而, HPV在恶性肿

瘤中的发病机制仍存在争议. 自1944年Syrjanen
首次报道了HPV与食管鳞癌的关系后[3,4], 大量

研究揭示HPV已经是导致食管癌发病率高的一

个重要的病因学因素[5-8], 更多研究证明HPV存

在于食管鳞癌的早期发生过程中, 有望成为食

管癌早期诊断的分子生物学指标之一. 新疆哈

萨克族是我国食管癌的高发民族, 已有研究提

示H P V16在哈萨克族食管癌中的感染率达到

40%[9]. 然而, HPV在食管癌中的报道至今仍存在

争议, 在0-100%之间均有一些报道[10], 原因可能

是检测感染率的方法不同引起的. 本次研究首

次应用巢式PCR法检测新疆哈萨克族食管癌中

HPV的感染率, 对新疆哈萨克族感染HPV的阳

性率进行初步筛查, 以期发现HPV与新疆哈萨

克族食管癌高发的关系, 并为后期进行哈萨克

族食管癌HPV基因芯片的检测做好准备工作. 

1  材料和方法

1.1 材料 本实验采用1∶1病例对照, 共收集132
例食管组织作为研究对象, 来自本课题组新疆

伊犁哈萨克族聚集地-新源县现场, 及新疆伊犁

哈萨克族自治州友谊医院、兵团农四师医院和

新源县人民医院于2009-2011年收集的标本. 所
有病例均未作任何化学、放射治疗, 66例食管

癌组织均经病理组织学确诊为鳞状细胞癌, 其
中男37例, 女29例, 平均年龄56(45-67)岁. 收集

66例未患食管癌的哈萨克族正常食管组织作为

对照组, 其中男41例, 女25例, 年龄30-68岁, 平均

年龄49岁. DNA提取试剂盒购自QIAGEN公司; 
内参β-actin引物、G5+/6+及MY09/11均由上海

生物工程有限公司合成; PCR试剂购自北京天

根生化科技有限公司; PCR扩增仪T-G ra-dient 
Thermoblock型(Biometra, 德国); GelDoc凝胶成

像分析仪(Bio-Rad, 美国). 
1.2 方法 
1.2.1 DNA的提取: 采用美国QIAGEN DNA Micro 
Kit试剂盒, 具体步骤: 将重量约为2-3 mg的食管

黏膜置于1.5 mL EP管; 加入180 μL的ATL缓冲

液和20 μL的蛋白酶K, 振荡混匀15 s后, 置于

56 ℃水浴锅里过夜; 次日加入200 μL的AL缓冲

液, 振荡混匀15 s; 加入200 μL酒精, 振荡15 s后
室温静置5 min; 将所有液体转移到离心柱里, 以
8 000 r/min离心1 min; 加入500 μL AW1缓冲液, 以
8 000 r/min离心1 min; 加入500 μL AW2缓冲液, 
以8 000 r/min离心1 min; 以14 000 r/min离心3 min
后将离心柱置于1.5 μL的EP管; 加入30 μL的AE
缓冲液后离心. 所有DNA均经过分光光度计进行

浓度及纯度测量, A 260/A 280在1.7-2.1之间, DNA浓

度平均在100 μg/L, 均为合格样本. 提取DNA. 
1.2.2 内参检测DNA: 内参β-actin引物序列为上

游: ctccatcctggcctcgctgt, 下游: rgctgtcaccttcaccgttcc, 
扩增片段为268 bp. 反应条件为: 94 ℃ 5 min预变

性, 94 ℃ 30 s→58 ℃ 45 s→72 ℃ 45 s, 35个循环, 
72 ℃延伸10 min. 应用内参行PCR.
1.2.3 巢式PCR法: 此法采用两种HPV通用引物分

别为: G5+/6+和MY09/11, 引物具体序列见表1. 
所有PCR体系均采用25 μL的反应体系. 试验采

用宫颈癌阳性标本作为对照, 调整PCR反应条

件. PCR方法: 首先采用MY09/11进行首次PCR, 
10×Reaction Buffer 2.5 μL, dNTP 2.5 μL(200 
mmol/L), 引物1 μL(0.15 mmol/L), Taq酶0.5 μL, 
DNA 2.5 μL(平均50 μg/L); ddH2O 16 μL. 反应

条件为: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 30 s→57 ℃ 
30 s→72 ℃ 45 s, 35个循环, 72 ℃延伸10 min. 
再将扩增产物作为模板 ,  用G5+/6+进行巢式

PCR, 反应条件为: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 30 s
→58 ℃ 30 s→72 ℃ 45 s, 35个循环, 72 ℃延伸

10 min. 取出3 μL PCR反应产物, 用2%琼脂糖电

泳, 5×Loading Buffer进行染色, 紫外线灯下分

析结果. 用MY09/11进行首次PCR. 用G5+/6+进
行巢式PCR. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行处

理. 阳性率的比较采用χ2检验, 检验水准α = 0.05.
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2  结果

对提取的组织DNA的完整性进行电泳检测如图1, 
PCR检测内参表达结果如图2.
2.1 食管癌组HPV感染率与性别关系 食管鳞癌

中HPV感染率无性别差异(表2). 
2.2 食管癌组及正常对照组经通用引物巢式PCR
后两组HPV感染率比较 用MY09/11进行首次

PCR并结合G5+/6+进行巢式PCR的结果如图3, 4. 
行巢式PCR后可检测到食管癌组HPV感染率为

66.67%, 对照组为12.12%. 根据表的χ2检验, 可
得到P <0.05, 表明新疆哈萨克族食管癌感染HPV
的阳性率明显高于正常对照组, 两者阳性率差

异具有统计学意义(表3). 

3  讨论

HPV是一类双链闭合环状DNA病毒, 基因组约

为8 000 bp[11], HPV DNA基因组按其功能分为

3个编码区: (1)早期基因编码参与病毒DNA复

制、转录及细胞转化的蛋白; (2)晚期基因编码

病毒结构蛋白; (3)上游调节区位于E区和L区之

间, 包含启动子等调控元件, 与病毒DNA复制转

录的调控有关[12]. 现已经明确基因组全序列有80
多种DNA病毒分型[13]. 其中15种高危致病亚型包

括HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 
68, 73和82[14,15], 与多种良恶性肿瘤有关[16], 例如

宫颈癌、肺癌、头颈部癌、消化系肿瘤等. 目
前已有证实HPV16和HPV18病毒分型与食管癌

相关. 但是, 关于新疆食管癌高发民族-哈萨克族

感染HPV的相关研究, 目前知之甚少. 
本实验应用通用引物MY09/11行PCR后, 食

管癌组HPV感染率仅为7.58%, 正常对照组均为

阴性, 阳性率偏低. 再次应用通用引物GP5+/6+
进行巢式PCR时就能出现明显的扩增产物, 食
管癌组和对照组HPV感染率分别为66.67%和

12.12%, 两组阳性率均明显增高. 表明巢式PCR
法明显提高了灵敏度, 说明PGMY/GP方法是

灵敏而可靠的 [17].  阳性率提高的原因是因为

MY09/11和GP5+/6+是从HPV-L1区中选择保守

序列设计合成通用引物, 该引物与6, 11, 16, 18, 
33型有互补序列, 可扩增其他型别的HPV[18]. 本
实验应用2种通用引物巢式PCR法一次检测包括

HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 52, 53, 
56和58共15个病毒型别, 初步筛查了新疆哈萨克

族食管鳞癌的HPV感染率. 此外, 本次研究发现新

疆哈萨克族食管鳞癌与HPV的关系, 根据实验结

表  1  引物序列

     引物                      5'-3'序列 基因位置     长度(bp) 扩增大小(bp)        

HPV/MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATCa       L1         20        398

HPV/MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGGa       20       398

HPV/G5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC       L1         23        150

HPV/G6+ GAA AAATAAACTGTAAATCATATTC       25       150

a: M = A+C; R = A+G; W = A+T; X = G+C. 

表  2  性别分布

     性别  n 阳性 阴性 阳性率(%) χ2值   P值

男性 37  28    9   64.86

女性 29  24    5   64.96 0.12 >0.05

总数 66  52  14   66.67

表  3  食管癌组和正常对照组HPV感染率

     分组 阳性 阴性 阳性率(%)  χ2值    P值

食管癌组  44  22    66.67

正常组    8  58    12.12 41.12  <0.05

■创新盘点
本实验应用通用
引物巢式PCR法
初步筛查了新疆
哈萨克族食管鳞
癌的HPV感染率
并发现新疆哈萨
克族食管鳞癌与
HPV的关系.

300 bp
200 bp
100 bp

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

图  2  内参行PCR电泳图片. M: Marker1, 分子量约为268 bp; 

1-12: 阳性标本; 13: 阴性标本.

图  1  1%琼脂糖凝胶电泳检测食管组织DNA. 8: 阴性对照; 

1-7, 9-11提取成功. 

1    2    3    4    5    6    7   8     9    10   11



www.wjgnet.com

1052               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年4月28日  第20卷  第12期

果哈萨克族食管癌HPV感染率无男女性别差异. 
本次实验结果显示新疆哈萨克族食管癌中

HPV的感染率为66.67%, 与端木忠等[19]的汉族

食管癌HPV感染率38.3%相比较高. 本实验结

果与国内外相关实验不符的原因, 考虑存在以

下3方面因素: (1)HPV感染可能存在种族差异; 
(2)HPV在正常人群消化系中都有一定的感染率, 
具有自限性, 大部分感染是暂时的. 当机体的防

御机制改变或者宿主的基因发生突变时, HPV
感染可发生恶性转化. 而新疆哈萨克族生存环

境较差, 饮食单一, 缺乏叶酸、维生素等营养物

质, 又好食烫、咸奶茶, 结合肿瘤的发生是由多

种因素共同作用形成[20], 故考虑新疆哈萨克族

食管癌中HPV的高感染率可能由于抑癌基因的

失活、癌基因的激活等因素共同作用导致; (3)
本次实验结果HPV感染率高可能为检测方法不

同导致的, 本实验应用通用引物巢式PCR法一次

可检测15种病毒型别在食管癌中感染率, 较单

独设计15种病毒型别的引物检测HPV感染率更

加方便、可靠, 当然, 此方法的不足之处是无法

明确每个阳性标本中具体感染哪一种病毒分型, 
或者是同时感染哪几种病毒分型. 

总之, HPV感染是新疆哈萨克族食管鳞癌发

生的重要危险因素之一, HPV可能是新疆哈萨

克族食管癌发生的一个重要病因学因素. 本次

实验筛选出食管鳞癌组感染HPV的阳性标本后, 

后续将针对阳性标本进行含有23种型别探针的

基因芯片的检查, 以期发现与新疆哈萨克族食

管癌发生密切相关的特异性HPV高危致病亚型, 
为食管癌的分子生物学机制提供理论基础. 
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法的阳性位置, 在150 bp左右; 7, 8: 阴性.
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患者及基础研究提供进一步的帮助.

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

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

要点、名词解释、同行评价.

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

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

运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

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

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

学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE
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Abstract
AIM: To analyze the clinical and pathological 
characteristics of Gilbert syndrome.  

METHODS: The clinical and pathological data 
for 9 patients who were diagnosed with Gilbert 
syndrome by the fasting test, phenobarbital test 
and liver tissue pathology were retrospectively 
analyzed.

RESULTS: The onset of Gilbert syndrome is 
more common in adolescence (77.8%). More 
males were affected than females. Most patients 
showed no clinical symptoms or signs, and had 
serum bilirubin levels lower than 50 μmol/L. 
Pathological changes in the liver were mild.

CONCLUSION: Gilbert syndrome is usually as-
ymptomatic, results in mild pathological chang-
es in the liver, and does not need treatment.

Key Words: Gilbert syndrome; Hepatic pathology; 
Diagnosis

Xia F, Wang XL, Li ZW. Gilbert syndrome: An analysis 
of 9 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 
1054-1056

摘要

目的: 总结Gilbert综合征的临床特点及肝组织
改变情况, 提高临床医师对该疾病的认识, 掌
握该病的诊断及治疗.

方法: 2007-2011年我科住院的9例患者, 排除
其他慢性肝病导致肝功异常, 经饥饿实验、

苯巴比妥试验及肝组织病理检查明确诊断为
Gilbert综合征, 对其年龄、性别、症状、体
征、实验室检查结果(血尿常规、肝功、肝炎
病毒标志物)、肝胆脾彩超及肝组织病理结果
等进行整理分析.

结果: Gilbert综合征患者多于青少年期发病
(本研究中占77.8%), 男性多于女性. 患者多无
临床症状及异常体征, 血清胆红素水平大多波
动于50 μmol/L以下, 且肝组织病理改变轻微, 
无慢性肝炎及肝纤维化改变.

结论: Gilbert综合征症状及肝组织病理改变轻
微, 不导致慢性肝炎及肝纤维化, 无需治疗, 不
影响患者寿命. 加强对该病的认识, 给予正确
的诊断, 可以减少患者不必要的检查及治疗, 
减轻患者的心理及经济负担.

关键词: Gilbert综合征; 肝组织病理; 诊断

夏菲, 王雪莲, 李智伟. Gilbert综合征9例.  世界华人消化杂志  

2012; 20(12): 1054-1056

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1054.asp

0  引言

Gilbert综合征又称体质性肝功能不良症, 是由于

肝组织摄取非结合胆红素障碍或微粒体内葡萄

糖醛酸转移酶不足, 致使血液中非结合胆红素

显著增高而发生黄疸, 属一种常见的遗传性非

结合胆红素血症. 2007-2011年间我科经肝组织

病理检查、饥饿试验及苯巴比妥试验确诊Gil-
bert综合征患者9例, 现对其临床资料进行分析. 

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝胆胰内科
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■应用要点
本 文 通 过 对 9 例
Gilbert综合征患
者的临床资料及
肝组织病理结果
进行整理分析, 总
结Gilbert综合征
的临床特点及肝
组织改变情况, 从
而提高临床医师
对该疾病的认识, 
并掌握该病的诊
断方法.

1  材料和方法 

1.1 材料 9例均为本院2007-2011年间住院诊断

Gilber t综合征患者. 其中男性6例(66.7%), 女
性3例(33.3%), 年龄22-46岁, 其中19-30岁7例
(77.8%), >45岁2例(22.2%). 
1.2 方法

1.2.1 症状和体征: 患者均因体检或其他疾病就

医时化验肝功异常而入院检查. 病史为0.5-20 
mo 7例, 7年、10年各1例. 合并慢性乙型病毒

性肝炎1例, 入院后化验发现合并甲状腺功能亢

进症1例, 入院行肝脏彩超检查提示轻度脂肪

肝1例. 无自觉症状7例(77.8%), 恶心伴腹胀2例
(22.2%). 可见皮肤巩膜轻度黄染4例(44.4%), 脾
大1例(11.1%), 余查体均未见异常. 
1.2.2 诊断: 患者在肝功能、血液学、病毒学及

肝脏彩超等常规检查基础上行饥饿试验、苯巴

比妥试验及肝穿刺病理检查. 

2  结果

2.1 肝功能 6例谷丙转氨酶(alanine aminotrans-
ferase, ALT)正常, 3例ALT轻度升高(合并甲状腺

功能亢进症患者ALT 97 U/L, 合并慢性乙型病毒

性肝炎患者ALT 62 U/L, 合并轻度脂肪肝患者

ALT 64 U/L). 血清总胆红素27.6-129.7 μmol/L(8例
患者为27.6-73.8 μmol/L, 1例合并慢性乙型病毒性

肝炎患者胆红素为129.7 μmol/L); 以间接胆红素

为主(19.8-109.6 μmol/L), 直接胆红素均正常. 
2.2 血尿常规 血、尿常规均正常. 
2.3 肝炎病毒标志物 1例HBsAg及HBVDNA阳

性, 3例HBsAb阳性(曾注射乙肝疫苗), 甲肝、丙

肝及戊肝抗体均阴性. 
2.4 肝胆脾彩超 9例患者肝脏均未见明显异常, 1
例脾大, 1例伴胆囊多发胆固醇性息肉及胆囊结

石, 1例伴胆囊结石, 1例提示轻度脂肪肝. 
2.5 饥饿试验及苯巴比妥试验 行饥饿试验[1]后总

胆红素上升至68.5-261 μmol/L, 以间接胆红素升

高为主, 直接胆红素均正常. 后予苯巴比妥诊断

性治疗1 wk, 总胆红素降至11.1-70.7 μmol/L. 
2.6 肝组织病理 合并慢性乙型病毒性肝炎患者

提示轻度炎症(G1), 合并甲状腺功能亢进症患者

提示见少许肝细胞点状坏死, 无明显中毒性肝

炎表现. 另有1例见少许肝细胞点状坏死, 1例见

少量淋巴细胞浸润, 1例示轻度脂肪肝, 其余患

者均未见炎症及纤维化改变. 

3  讨论

Gilbert综合征于1901年由Gilbert和Lereboulle

首先报道, 称为单纯性家族性胆血症. 该病有2
种亚型, 一种为常染色体显性遗传, 另一种为

常染色体隐性遗传[2]. 病因与尿苷二磷酸葡萄

糖醛酸转移酶(UDP glucuronosyl transferase, 
UGT)1A1基因多态性有关, 患者UGT活力下降, 
间接胆红素转化为直接胆红素障碍[3-6]. Gilbert
综合征的发病率为3%-17%[7,8], 其中男性多于

女性, 且男性患者的平均胆红素水平显著高于

女性, 大部分患者于青少年期发病. 患者的血清

胆红素水平大多波动于20-50 μmol/L, 很少超

过85 μmol/L[9,10]. 
该病起病隐匿, 症状轻微, 肝组织病理改变

轻微. 本次报道9例患者均无明显临床症状, 因
体检或其他疾病就医时发现胆红素升高而入院, 
且胆红素多波动于50 μmol/L以下, 仅1例男性患

者超过85 μmol/L. 除1例合并慢性乙型病毒性肝

炎患者肝组织病理检查提示轻度炎症(G1), 其余

2例见少许肝细胞点状坏死, 1例见少量淋巴细

胞浸润, 1例示轻度脂肪肝, 余患者均未见炎症

及纤维化改变. 合并慢性乙型病毒性肝炎患者

10年前因发现胆红素升高, 而化验乙肝病毒标

志物阳性, 当时转氨酶正常, 现转氨酶轻度升高, 
本次肝组织病理示轻度炎症, 考虑黄疸与慢性

乙型病毒性肝炎无关. 
Gilbert综合征不导致慢性肝炎及肝纤维化, 

无需治疗, 不影响患者寿命[11]. 本次报道患者中

有2例病史分别为7年、10年, 肝组织病理均未

见严重改变也证明这一点. 另外, 有报道因Gil-
bert综合征患者胆红素升高, 而胆红素具有的抗

氧化作用可以降低患者心血管疾病的发生[12-14]. 
因此, 加强对该病的认识, 给予正确诊断, 可以

减少患者不必要的检查及治疗, 减轻患者的心

理及经济负担. 目前Gilbert综合征无特异性的诊

断方法, 主要通过排除其他疾病, 结合饥饿试验

及苯巴比妥诊断性治疗来诊断. 
对于Gilbert综合征患者应指导其养成良好

的生活习惯, 避免疲劳、酗酒及感染等因素而

加重黄疸. 另外, 有报道Gilbert综合征患者应用

某些药物(如抗癌药物及蛋白酶抑制剂)时可能

增加药物不良反应发生的风险[15,16]. 
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并可能为某些肿
瘤发生的危险因
素 ,  临 床 中 需 引
起重视. 
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■同行评价
本研究报道了经
饥饿试验、苯巴
比妥试验和肝组
织病理学确诊的9
例Gilbert综合征, 
对肝病医师在诊
断和处理Gilbert
综合征的思路和
方法上较有帮助.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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内镜下乳头小切开加球囊扩张术治疗胆总管大结石80例

邵 东, 庄 耘, 徐 馥, 陈建平

www.wjgnet.com

®

■背景资料
内镜下逆行胰胆
管造影(ERCP)及
乳头切开术(EST)
已广泛应用于胆
胰疾病的诊断和
治疗, 尤其适用于
胆总管结石. 但对
于较大胆总管结
石, 内镜操作及乳
头切开往往余地
有限, 常给顺利取
石带来困难.
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic efficacy and 
safety of endoscopic sphincterotomy (EST) plus 
balloon dilation for large bile duct stones.  

METHODS: Eighty patients with bile duct 
stones larger than 1.2 cm, who received endo-
scopic retrograde eholangiopancreatography 
(ERCP) from January 2010 to October 2011 at our 
hospital, were randomly and equally divided 
into two groups to receive EST and EST plus bal-
loon dilation (ESBD), respectively. Balloon dila-
tion was conducted after small EST in the ESBD 
group, while conventional EST was used in the 
EST group.

RESULTS: All stones were removed success-
fully from 36 patients (90%) of the EST group 
and 38 (95%) patients of the ESBD group. Me-
chanical lithotripsy was used to fragment stones 
in 15 (37.5%) EST procedures and 4 (10%) ESBD 

procedures. The operation time was longer in 
the EST group than in the ESBD group (41.78 ± 
10.41 vs 36.28 ± 8.64, P < 0.05). Bleeding occurred 
in two patients of the EST group but not in pa-
tients of the ESBD group. Fever, abdominal pain, 
and acute pancreatitis developed in 1, 1 and 2 
patients in the EST group, while abdominal pain 
and acute pancreatitis in 2 and 1 patients in the 
ESBD group, respectively. There is no significant 
difference in the incidence of early complications 
between the two groups (10% vs 7.5%, P > 0.05). 
No patient died.

CONCLUSION: ESBD is superior to EST in terms 
of operating time and the use of mechanical litho-
tripsy in managing large bile duct stones.

Key Words: Bile duct stones; Endoscopic sphincter-
otomy; Balloon dilation
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摘要

目的: 探讨内镜下乳头小切开加球囊扩张术
治疗胆总管大结石的有效性和安全性.

方法: 2010-01/2011-10我院消化内科住院行内
镜下取石的胆总管结石直径>1.2 cm的患者, 
随机分为内镜下乳头括约肌切开术(EST)组及
内镜下乳头小切开加球囊扩张术(ESBD)组, 
每组40例. ESBD组在先行乳头小切开后行乳
头球囊扩张; EST组按常规操作.

结果: EST组及ESBD组分别有36例(90%)及
38例(95%)成功取净结石; 机械碎石网篮应用
比例分别37.5%(15/40)和10%(4/40), P <0.05; 
取石时间分别为41.78 m i n±10.41 m i n和
36.28 min±8.64 min, P <0.05; 术中EST组有
2例出现切开后出血, E S B D组无出血病例; 
EST组各有1例出现发热和腹痛患者, 有2例
出现胰腺炎, ESBD组有2例腹痛, 无发热患
者, 1例出现胰腺炎. 术后早期并发症总发生
率分别为10%(4/40)和7.5%(3/40), P >0.05; 无

■同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办



1058               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年4月28日  第20卷  第12期 

www.wjgnet.com

■相关报道
先行乳头括约肌
小切开, 后采用大
口径气囊(>10 mm)
对胆管开口进行
充分扩张(ESBD), 
对清除胆管较大
结石更为便利, 而
且术后感染发生
率较单纯EST无
明细升高.

死亡病例.

结论: 对较大胆总管结石, ESBD取石有与EST
取石相近的成功率, 术后并发症无明显升高, 
但在操作时间及碎石网篮使用上, ESBD组更
有优势.

关键词: 胆总管结石; 十二指肠乳头括约肌切开术; 
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0  引言

内镜下逆行胰胆管造影(endoscopic retrograde 
cholangio pancreatography, ERCP)及乳头切开

术(endoscopic sphincterotomy, EST)已广泛应用

于胆胰疾病的诊断和治疗, 尤其适用于胆总管

结石. 但对于较大胆总管结石, 尤其合并有乳头

旁巨大憩室、腔外病灶压迫、牵拉、粘连、毕

Ⅱ式胃大部切除术的患者, 内镜操作及乳头切

开往往余地有限, 常给顺利取石带来困难. 近年

来内镜下乳头球囊扩张术(endoscopic papillary 
balloon dilation, EPBD)在国内已广泛开展. 有研

究显示, 单纯EPBD适用于胆管较小结石、结石

少于3枚, 可以保留乳头括约肌功能, 但术后胰

腺炎发生率较高[1,2], 从而限制了EPBD的使用. 
近来有学者建议先行乳头括约肌小切开, 后采

用大口径气囊(>10 mm)对胆管开口进行充分

扩张(endoscopic sphincterotomy plus balloon 
dilatation, ESBD), 对清除胆管较大结石更为

便利, 而且术后感染发生率较单纯EST无明细

升高[3]. 

1  材料和方法

1.1 材料 2010-01/2011-10我科住院治疗并诊断

胆总管结石患者. 纳入标准: 经MRCP或ERCP提
示胆管结石且直径超过1.2 cm; 年龄>18周岁. 排
除标准: 曾行EPBD或EST取石者; 凝血功能障

碍(凝血酶原时间延长2倍或血小板计数<70×
109/L); 严重的心肺疾病患者无法耐受内镜检查. 
OlympusTJF260电子十二指肠镜, 高频电装置, 标
准及超滑亲水导丝, Olympus聪明刀, 标准造影导

管, 取石气囊, 网篮, 机械碎石网篮, 鼻胆引流管, 
胆管塑料引流支架和推送导管, 扩张气囊(Boston 
Scientific)长度58 mm, 气囊压力表, 充盈后气囊

直径分别为12、14、15、20 mm. 
1.2 方法

1.2.1 分组: 对纳入病例采用随机数字表法随机

分为2组: 分别为EST组和ESBD组. 
1.2.2 治疗: 常规术前准备, 胆管造影确认胆管结

石的位置和大小. (1)EST组行乳头括约肌切开, 
根据结石大小及乳头情况分别行大切开及中切

开, 如结石较大, 可先行碎石网篮行机械碎石后

再分次取出. 术后气囊封堵胆管造影示胆管无

充盈缺损, 常规置入鼻胆管1根, 根据患者情况

引流3-5 d; (2)ESBD组首先行乳头小切开, 胆管

留置导丝, 根据结石大小及胆总管下段直径选

择合适扩张气囊, 沿导丝置入扩张气囊, 最大不

超过胆总管下端直径, 气囊充填造影剂, 在X线

和内镜监视下进行扩张, 直至X线下狭窄段腰线

消失, 停留1 min后抽出造影剂、退出气囊, 用
取石气囊、取石网篮取石, 如估计结石较大无

法通过出口, 可先行机械碎石后再取出. 术后胆

管造影示胆管无充盈缺损, 常规置入鼻胆管1根, 
根据患者情况引流3-5 d. 
1.2.3 术后检测及随访: 分别于术后即刻、术后

2 h及24 h查血常规、血淀粉酶, 并记录患者腹

痛、腹胀、恶心呕吐、发热、出血等临床症状, 
必要时腹部CT检查. 经鼻胆引流管造影复查有

无残余结石, 有残余结石者再次取石. 
统计学处理 数据整理统计使用SPSS19.0统

计软件, 两样本率比较采用χ2检验, 两样本均数比

较采用两样本t检验, 以P<0.05认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 患者基本资料 两组患者年龄无明显差异

(57.57±15.07 vs  58.95±16.18, P>0.05), 但胆管

直径及结石直径, ESBD组>EST组(1.63±0.27 
vs  1.80±0.33, 1.38±0.15 vs  1.54±0.22, P<0.05, 
P<0.01), 同时EST组多发结石少于ESBD组(3/40
和12/40, P<0.05). 
2.2 取石情况 ESBD组手术操作过程如图1所
示. EST组共有4例未能取石成功(成功率90%), 
分别为憩室内乳头2例, 切开余地小, 结石大; 1
例为胆管下段狭窄, 结石无法取出; 1例结石过

大、过多, 胆管腔充满充盈缺损影, 无法取出. 
ESBD组有2例患者取石失败, 均为巨大结石, 碎
石网篮无法完整套住结石(成功率95%). 取石时

间, ESBD组少于EST组(41.78 min±10.41 min 
vs  36.28 min±8.64 min, P<0.05); 碎石器的使用

次数, ESBD组少于EST组(15 vs  4, P<0.05). EST
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■同行评价
本研究具有一定
的创新性和临床
实用价值, 对胆总
管巨大结石患者
效果明显, 值得临
床推广.

图  1  ESBD组手术操作. A: 胆管造影示胆

总管扩张(直径2.8 cm); B: 乳头上方见1枚

巨大憩室, 乳头小切开后发现结石(最大直

径约2.5 cm), 直径2.0 cm气囊扩张乳头部; 

C: 扩张后的乳头开口; D: 取石网篮取出完

整结石.

组有2例取石过程中出现切开渗血不止, 予以

局部电凝及喷洒肾上腺素冰盐水后, 出血停止, 
ESBD组无大量出血等情况发生. 
2.3 术后并发症 EST组2例发生术后急性胰腺炎, 
各有1例患者出现腹痛、发热等表现, 无消化系

穿孔; ESBD组有1例患者出现急性胰腺炎, 2例
出现腹痛, 无发热等感染表现, 无消化系穿孔发

生. 胰腺炎患者予以生长抑素抑制胰酶分泌、

抑酸、抗感染等治疗, 胰腺炎症状很快恢复, 腹
痛、发热等并发感染患者予以抗感染等处理, 
腹痛、体温也很快恢复正常. 两组并发症比较, 
差异无统计学意义(4/40和3/40, P>0.05). 

3  讨论

ERCP+EST取石术已经成为胆总管结石治疗的

金标准, 已被越来越多地应用于临床. 他具有

创伤小、术后恢复快等优点, 但也有出血、穿

孔、感染等各种并发症发生; 而且, 随着时间的

推移, 尤其对年轻患者, EST术后由于括约肌功

能丧失及肠液反流导致结石复发甚至癌变等受

到人们广泛重视[4-7]. 数篇报道认为EPBD可保护

十二指肠乳头括约肌功能, 从而减少EST术后出

血、穿孔、感染等各种并发症的发生, 尤其适

用于年轻患者. 但另有研究显示单纯气囊扩张

乳头易引起ERCP术后胰腺炎, 其安全性受到置

疑, 很多学者不建议单独使用EPBD[8]; 同时对于

较大、较多胆总管结石, 单纯EPBD无法取出, 
往往需要频繁使用碎石器, 这大大增加了术后

胆管炎及ERCP术后胰腺炎的发生[9,10]. 
近年来由学者提出先行EST后再行ESBD

可提高清除大结石的便利性和成功率, 同时降

低术后感染、出血等并发症的风险[11,12]. 乳头小

切开后胆管和胰管开口相互分离, 同时胆管留

置导丝后气囊扩张可以相对避开胰管方向扩张, 
可以减少胰管开口的损伤、水肿, 减少术后胰

腺炎的发生. 本研究结果显示, 相对于EST组, 虽
然ESBD组结石直径大、多发结石多, 但ESBD
组操作时间仍然较短, 同时碎石器使用率较低, 
术后胰腺炎、发热、腹痛等感染并发症两组发

生率无明显差异(P >0.05). 考虑EST组使用碎石

器较高, 反复碎石, 频繁进网篮、球囊、导丝等

器械导致操作时间长, 同时极易导致乳头开口

肿胀、出血等发生, 本实验EST组就发生了2例
取较大结石通过乳头开口时导致乳头口出血、

需要补充电凝及去甲肾上腺素盐水冲洗后才止

血的情况. 而ESBD组可以根据结石大小及胆管

下端直径选择不同扩张球囊, 增加了术者的主

动性, 减少了碎石器的使用, 直径<1.5 cm结石往

往可以一次性取出, 从而缩短操作时间, 减少了

感染的发生. 对于多发结石, 遵循先取胆管远端

结石为原则, 保持出口的通畅, 防止结石崁顿于

乳头开口导致取石失败. 相对于EST, ESBD组乳

头口为钝性撕裂, 术后应常规放置ENBD, 以防

术后胆管炎发生, 本组中均常规放置ENBD, 术
后胆管感染发生率较EST组无明显差异. 

对于扩张球囊的选择, 我们认为可以根据

A B

C D
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结石大小及胆管下端直径来定, 一般尽量不能

超过胆管下端直径, 如果球囊直径超过胆管下

端直径很多, 容易导致胆管穿孔, 同时扩张应在

X透视下进行, 不能扩张过快, 应缓和增加压力, 
过快扩张可能有导致胆管穿孔及大量出血的危

险. 目前已有乳头小切开联合乳头大气囊扩张

发生胆管穿孔的临床报道[13], 本研究选用气囊最

大直径2.0 cm, 但患者胆管下段直径约2.8 cm, 内
有3枚约1.8-2.5 cm巨大结石, 气囊扩张加机械碎

石后成功取出, 无穿孔等并发症发生. 
总之 ,  本研究显示对于胆总管较大结石 , 

ESBD能达到同EST相同的取石效果, 与国外

报道相似[14,15]. 同时在术后并发症方面, 无明显

差异, 尤其对于胆总管巨大结石、凝血功能障

碍、乳头旁憩室、小乳头等EST大切开余地有

限的患者, 效果尤其明显, 值得临床推广. 同时

对于其扩张后的结石复发率、乳头功能等有待

于进一步长期临床随访和观察. 
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十二指肠结节性
病变内镜特点为
十二指肠近端可
见无数黏膜结节, 
其大小不等, 直径
为0.2-0.5 cm, 该
结节并不常见且
其确切病因尚不
清楚. 
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Abstract
AIM: To investigate the incidence, clinical pre-
sentations, histopathological features, natural 
history, and response to therapy of nodular duo-
denum.

METHODS: The clinical data for 17 patients 
with nodular duodenum were analyzed ret-
rospectively, including age, sex, disease type, 
symptoms, final diagnosis, histopathology, he-
moglobin, SF, AL, IG, and OVA.

RESULTS: Of 17 patients with nodular duo-
denum, 9 were male and 8 were female. Their 
mean age was 28.1 years. Approximately 47% 
of patients had stomachache. Sinus tubercle was 
most frequently seen endoscopically. Histology 
of duodenal nodules revealed chronic inflam-
mation in all cases, intraepithelial eosinophilic 
granulocyte proliferation in 70.5% of cases, and 
villous atrophy in 47% of cases. Six patients had 
flagellate. Clinical diagnostic features included 
diarrhea, giardiasis, secretory IgA deficiency, 
and Helicobacter pylori-associated gastritis.

CONCLUSION: Nodular duodenum is an endo-
scopically distinct entity that may respond clini-

cally to antisecretory therapy but is difficult to 
eradicate.

Key Words: Diarrhea; Nodular dodecadactylon; Gia-
rdiasis; Helicobacter pylori ; Lymph hyperplasia

Shi XX. Clinical and pathologic features of nodular 
duodenum: An analysis of 17 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(12): 1061-1065 

摘要

目的: 确定十二指肠结节性病变组织病理学
特征及分型.

方法: 统计分析经内镜下被确诊为十二指肠
结节性病变患者的资料. 对其年龄、性别、类
型、症状、最后诊断、相关疾病和组织病理
学特点等记录进行回顾性研究. 同时亦分析患
者血红蛋白、平均细胞体积、血清铁蛋白、

白蛋白、免疫球蛋白、腹腔自身抗体、贾第
虫和粪便OVA寄生虫, ELISA分析贾第虫的特
异性抗原水平.

结果: 筛选出17例经内镜确诊为十二指肠结
节性病变的患者. 诊断时平均年龄为28.1岁
(17-56岁), 男9例, 女8例. 十二指肠结节性病变
中, 腹痛(47%)是最常见的临床症状, 胃窦结节
(41%)是最常见的内镜表现. 十二指肠结节性
病变的组织病理学评估显示, 所有患者均有慢
性炎症, 嗜酸性粒细胞在隐窝间和上皮内增殖
占70.5%, 47%的患者存在绒毛萎缩. 通过组织
学检查和/或特定的蓝氏贾第鞭毛虫粪便抗原
阳性实验显示有6例患者感染贾第虫. 患者的
临床诊断显示某些特征, 如腹泻、贾第虫病、

分泌型IgA缺乏症和幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )胃炎, 并且他们中的一些与其
他的有相关性.

结论: 十二指肠结节性病变其黏膜有明显淋
巴细胞和/或嗜酸性粒细胞浸润, 建议应对造
成这一显著炎症反应的微生物学和免疫学病
因进行进一步研究.

关键词: 腹泻; 十二指肠结节性病变; 贾第虫病; 幽

门螺杆菌; 结节样淋巴增生
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■相关报道
在某些特定疾病
如低丙球蛋白血
症、终末期肾脏
疾病及腹泻中曾
发现十二指肠结
节 性 病 变 .  也 有
其与某些媒介物
如H. pylori 和贾
第虫之间的相关
性的研究.
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0  引言

十二指肠结节性病变内镜特点为十二指肠近端可

见无数黏膜结节, 其大小不等, 直径为0.2-0.5 cm, 该
结节并不常见且其确切病因尚不清楚. 可能是

由十二指肠球炎引起, 传染性病原体、环境、

营养或其他个人因素也可能是十二指肠结节性

病变的致病因素[1,2]. 本文回顾性分析我院病例, 
旨在定通过上消化系内镜检查发现十二指肠球

部结节性病变患病率、临床意义和组织病理学

特征.     

1  材料和方法

1.1 材料 2006-02/2010-03由于各种胃肠道不适

行胃镜检查或肠道活检内镜的患者. 
1.2 方法 
1.2.1 患者资料统计: 选取分析20例, 十二指肠结

节性病变患者的内镜记录, 对其年龄、性别、

类型和症状、最后诊断、相关疾病和组织病理

学特点等记录进行回顾性研究. 同时亦分析患

者血红蛋白、平均细胞体积、血清铁蛋白、白

蛋白、免疫球蛋白、腹腔自身抗体、贾第虫和

粪便OVA寄生虫, 且ELISA分析贾第虫的特异性

抗原水平. 排除终末期肾脏疾病和恶性肿瘤. 
1.2.2 组织病理学检查: 十二指肠结节性病变定

义为在十二指肠内镜检查下可见十二指肠近端

存在多个散在的、直径0.2-0.5 cm的黏膜结节. 
对患者进行十二指肠结节区的活组织镜检, 并
记录食管、胃体、胃窦或十二指肠任何其他的

异常情况. 组织经苏木素-伊红和过碘酸-希夫

(PAS)-阿新蓝染色后, 由同1位病理专业主任医

师(熟悉十二指肠内镜下的表现但并不清楚患者

病史、临床表现和之前的检查结果)进行评估. 
1.2.3 病理分级: 绒毛/隐窝比率范围为0-4, 规定0
为正常, 将绒毛萎缩分为4个级别, 参考文献[3]. 
计数远离淋巴滤泡绒毛尖端的上皮内淋巴细胞

(intraepithelial lymphocytes, IELs)的数量. 对慢

性和急性炎症均进行分级如下: 0, 正常; 1, 轻
度; 2, 适中; 3, 严重, 分级方法参照文献[4]. 经苏

木素/伊红染色, 选择嗜酸性粒细胞浸润面积最

大的区域, 至少在1个高倍视野(high power field, 
HPF)对其进行计数. 定义为嗜酸性粒细胞>20个
/HPF伴随浸润到表面和/或隐窝黏膜内为异常嗜

酸性粒细胞浸润. 
统计学处理 数据表示为mean±SD和百分

数(%). 

2  结果

2006-02/2010-03我院约有1 040例上消化系内镜

检查. 经内镜确诊为十二指肠结节性病变共20
例(1.9%). 其中3例因其十二指肠组织样本不可

用而被排除. 17例患者被纳入研究(表1), 包括男

9例(53%), 女8例(47%), 患者年龄范围19-67岁
(平均35.1岁±2.7岁). 

胃窦结节(41%)是除十二指肠结节以外最

常见的内镜发现. 全黏膜红斑1例(6%). 11例患

者行贾第虫特异性抗原粪便检查, 呈阳性为5
例. 患者临床和实验室特征及内镜研究结果显

示见表1. 最常见的临床症状是腹痛, 有8例患者

(47%), 其中37.5%局限在上腹部. 疼痛持续时间

从0.7-24 mo不等  (平均10 mo±7.3 mo), 常为间

歇性和渐进性; 恶心和呕吐患者5例(29%), 身材

矮小患者4例(23.5%), 贫血和腹泻患者各3例(分
别占18%). 

十二指肠结节性病变的内镜显示如图1. 
该疾病的组织病理学评价表明 ,  在所有患者

(100%)中慢性炎症浸润范围从轻微到严重, 其
中有6例为1级, 4例为2级, 7例为3级并伴有慢性

淋巴滤泡增生性炎症, 疑是结节性淋巴组织增

生(nodular lymphoid hyperplasia, NLH); 8例活检

显示不同程度的绒毛萎缩, 其中4例(严重3例)经
相关科室及腹腔自身抗体测试被确诊为腹泻; 
17例活检中有12例(70.5%)可观察到其隐窝和上

皮内的嗜酸性粒细胞的数量增加, 但嗜酸性粒

细胞的数量增加和贾第虫阳性之间没有相关性

(表1). 此外, 这些患者粪便中其他寄生虫的检查

结果为阴性; 患者胃上皮化生和Brunner腺增生

症(brunner gland hyperplasia, BGH)不突出. 患者

组织病理学研究结果显示见表2. 
对3例患者十二指肠黏膜表面的贾第虫滋

养体进行病理检查. 其中2例贾第虫粪便检查特

定抗原阳性, 其他原虫的病原体如隐孢子虫, 经
光镜未发现. 患者无黏膜糜烂或溃疡. 除1例IgA
缺乏症患者的活检显示黏膜浆细胞明显减少外, 
所有活检固有层中浆细胞均易被发现. 结构良

好的肉芽肿或小集合组织细胞未识别. 增生或

腺瘤性息肉或任何其他恶性或组织病理学变化

未发现. 收集11例患者的胃活检样本, 其中9例
患者胃窦黏膜表面存在幽门螺杆菌(Helicobacter 
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pylori , H. pylori , 表1). 在对6例胃窦结节性病变

患者内镜检查中均发现结节性淋巴组织增生

NLH和胃窦黏H. pylori , 其中3人十二指肠活检

中亦发现NLH. 

3  讨论

十二指肠结节性病变是一种罕见的内镜发现, 
该结节性病变的病因尚不明确. 以往研究表明, 
在某些特定疾病如低丙球蛋白血症、终末期肾

脏疾病及腹泻中曾发现十二指肠结节性病变[5-8]. 

也有其与某些媒介物如H. pylori和贾第虫之间

的相关性研究[9,10]. Langkemper等[11]于1980年
通过放射学及内镜发现了22例十二指肠存在

结节样病变的成人患者. 他们进行组织病理学

研究后显示所有患者的十二指肠球部均有特征

性外观, 将其归因于胃黏膜异位, 只有1例除外. 
Fernandez-Melone等[1]报道十二指肠结节性炎

在成人中的发生率为4%. 他们推测其为层次分

明、形态多样的非特异性十二指肠炎. Triada-
filopoulos等[2]报道了83例(发病率4%)患十二指

表  1  患者详细资料、临床表现、内镜和病理组织学评价概要

     
年龄/

性别

 临床

 表现

  DS

(mo)
临床诊断

   内镜

   特征1
VA IELs CI NLH AI AEI GM BGH

十二指   

  肠贾

  第虫

胃窦H. 

pylori

贾第虫特

异性抗原

粪便检查

  最终诊断

19/M 贫血   4 IDA 胃窦结节

性病变

 0  -  3  + 0  -  -   -    -    +      - 十二指肠炎, 

H. pylori胃炎
21/M 身材小 72 贾第虫病 -  2  +  3  + 1  +  -   +   NA      + 贾第虫病, H. 

pylori胃炎
45/F 贫血腹

泻

12 CD -  3  +  3  + 2  +  +   -  NA     NA CD

65/M 贫血   6 CD 胃窦结节

性病变

 1  +  1  - 1  +  -   -    -  NA      - CD

46/F 反复呕

吐

  4 胃病 胃窦结节

性病变

 0  +  3  + 1  +  -   -    -    +      - 十二指肠炎, 

H. pylori胃炎
38/F 腹痛腹

泻

12 贾第虫病

IgA缺乏症

胃窦结节

性病变

 0  +  3  + 2  +  +   +    -    +      + 贾第虫病, 

IgA缺乏症, 

H. pylori胃炎
53/M 身材短

小

24 CDIDDM -  3  +  1  - 1  -  -   -    +    -    NA CD, IDDM, 贾

第虫病
41/F 腹痛 12 RAP胃病 胃窦结节

性病变

 0  -  2  - 0  -  -   -    -    +      - H. pylori胃炎

25/M 腹痛   6 贾第虫病 -  0  -  1  - 0  +  -   -    -    -      + 贾第虫病

55/F 腹痛身

材短小

12 CD -  4  +  2  - 1  +  +   -    -  NA      - CD

20/M 恶心呕

吐

  2 PT2胃病 -  0  -  3  + 1  -  -   -    -    +    NA 十二指肠炎, 

H. pylori胃炎
67/M 腹痛呕

吐

0.7 胃病 胃体及胃

窦红斑样

改变

 0  -  1  - 1  +  -   -    -    +    NA H. pylori胃炎

54/M 呕吐   1 胃病 -  0  -  2  - 1  +  -   -    +    NA H. pylori胃炎

35/F 腹痛 12 RAP胃病 胃窦结节

性病变

 0  +  1  - 0  +  -   -    -    +    NA 十二指肠炎, 

H. pylori胃炎
38/F 腹痛恶

心

  2 功能性消

化不良

-  1  +  2  - 0  +  -   -    -  NA      - 十二指肠炎,

慢性胃炎
46/F 腹痛 24 贾第虫病 -  1  +  3  + 0  +  -   -    -  NA      + 贾第虫病

35/M 腹泻身

材短小

24 贾第虫病

IgA缺乏症

胃窦结节

性病变

 1  +  2  - 0  -  -   -    +    +      + 贾第虫病, 

IgA缺乏症, 

H. pylori胃炎

CD: 腹泻; RAP: 反复性腹痛; DS: 症状持续时间; IDDM: 胰岛素依赖性糖尿病; DN: 十二指肠结节性病变; IDA: 缺铁性贫血; VA: 绒

毛萎缩(0-4级); IELs: 上皮内淋巴细胞增多; CI: 慢性炎症(0-3级); NLH: 结节性淋巴组织增生; AI: 急性炎症(0-3级); AEI: 异常嗜酸

性粒细胞的炎症反应(>20/hpf); GM: 胃粘蛋白细胞化生; BGH: Brunner腺增生症; NA: 未评估; 1除十二指肠结节性病变之外的内镜

下表现; 2PT, 用抗结核药物治疗肺结核4 mo. 
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肠结节性病变的男退伍军人的临床及病理特

征, 并认为十二指肠结节性病变可能是十二指

肠炎的1个变种, 可能与酸消化性溃疡有关, 而
且其组织病理学特征是可变的. 所有的研究组

包括成人患者及流行病学调查均显示其出现率

大约为4%. 我们观测了相当数量的十二指肠结

节性病变患者, 并且发现其在国人人群中的出

现率是1.9%. 
据之前报道, 十二指肠结节性病变是十二

指肠腹泻的一种内镜特征[8,12]. 在我们研究中有

4例腹泻患者存在十二指肠球结节性病变, 并且

在我院随访的腹泻患者中其出现率为4.6%, 这
主要源于上下胃肠道的丙种球蛋白缺乏导致血

症患者感染的风险将会增加. 肠道免疫缺陷综

合征的组织病理学特征是多样的, 但最常见的

是NLH和绒毛萎缩[13]. 在先前的一个研究中32
例成年患者行胃肠镜检查时发现普遍存在多种

免疫缺陷, 其中31%的患者存在十二指肠结节性

病变[5]. 十二指肠标本的组织学评估发现除十二

指肠黏膜的正常组织外尚存在绒毛萎缩和NLH. 
我们有2名患者罹患选择性IgA缺乏症(6号和17
号患者). 对其进行十二指肠的组织学检查发现

均存在显著的淋巴细胞炎症, 1名为NLH而另1
名为绒毛萎缩. 虽然在对1名患者行十二指肠活

检时发现了贾第虫滋养体, 但在别人的粪便样

本中亦发现这种寄生虫的包囊和抗原. IgA抗肌

内膜抗体以及IgA和IgG组织转谷氨酰胺酶抗体

(tTG)对于这些腹泻患者是不兼有的. 胃窦部黏

膜病理观察也发现了H. pylori , 患者接受针对贾

第虫和H. pylori的治疗, 虽然6名患者的腹痛和

腹泻已经治愈, 但在1年后的第2次胃镜检查中发

现十二指肠的结节外观和病理组织学研究结果

并未发生改变. 我们认为NLH是一种局部针对免

疫缺陷患者发生的肠道微生物抗原的免疫反

应[14]. 另一方面, NLH不仅在免疫缺陷症患者中

存在, 他也在无免疫缺陷、肠道细菌过度生长、

腹泻的成人贾第鞭毛虫病患者中被发现[15-17]. 
本研究中有6例贾第鞭毛虫病患者, 其中2例

为IgA缺乏症, 其余丙种球蛋白水平正常. 尽管

常规粪便检查检测贾第鞭毛虫滋养体或包囊可

能会失败, 在粪便样本中行酶联免疫吸附测定

法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)
检测贾第鞭毛虫抗原则更敏感[18]. 在我们的研究

中, 运用粪便样本中行ELISA检测贾第鞭毛虫抗

原诊断贾第鞭毛虫病患者5例, 在十二指肠黏膜

中也检测出有3例. 虽然没有具体的贾第鞭毛虫

感染病理发现, 但其具有不同程度的绒毛萎缩, 
上皮内淋巴细胞数量增加以及先前描述的NLH
表现[10,18,19]. 我们发现淋巴浸润增加5例、绒毛萎

缩4例(1例腹泻, 7号患者), NLH 3例. 
N L H被定义为形成大量浸润性具有明显

生发中心的类淋巴细胞的淋巴滤泡, 其可能是

解释十二指肠结节性病变的原因之一. 然而, 尽
管内镜检查下外观相同, 组织病理学检查表明

NLH在仅41%的患者中被发现, 而非全部. 另一

方面, IEL浸润的增加和慢性炎症的出现率也较

高(分别为59%和100%). 我们注意到本研究人群

除有慢性炎症外, 在十二指肠黏膜内嗜酸性粒

细胞亦有明显增加. 虽然其没有高到足以断定

为嗜酸性粒细胞胃肠病的程度[20,21], 但本研究中

70.5%患者有明显十二指肠黏膜内嗜酸性粒细

胞浸润. 

表  2  十二指肠结节性病变组织病理学特征

     病理特征  n   %

慢性炎症 17 100

异常的嗜酸性粒细胞的炎症反应 12   70.5

IELs增多 10   59

急性炎症 10   59

绒毛萎缩   8   47

NLH   7   41

十二指肠黏膜表面蓝氏贾第虫   3   18

胃上皮化生   3   18

BGH   2   12

图   1   十 二 指
肠 结 节 性 病 变 . 
A:  十二指肠结

节 性 病 变 内 镜

图, 十二指肠球

部 多 发 小 结 节

性病变; B: 十二

指肠表面蓝氏贾

第 鞭 毛 虫 分 组

(Gomori三色, ×

400).

A

B
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7例患者内镜检查同时发现存在胃窦结节性

病变. 我们收集了11例患者的胃窦活检标本(6例
有胃窦结节性病变), 发现其中有9例在胃窦黏膜

上有幽门螺旋杆菌. 6例胃窦结节性病变患者中

我们观察到在胃窦黏膜上NLH和H. pylori同时

存在. 以前报道称H. pylori感染和胃窦结节性胃

炎关系密切, 尤其是儿童[22,23]. 在实验中, 我们也

观察到胃窦结节性病变常伴有H. pylori胃炎, 但
不存在十二指肠结节性病变. 

Li等对86例十二指肠结节性病变患者资料

进行研究探讨了H. pylori感染、胃上皮化生及

十二指肠结节性病变之间的关系. 他们发现在

十二指肠结节性病变患者中H. pylori感染和胃

上皮化生的出现率分别为58.1%和57%. 经成功

治疗之后的患者, 其胃上皮化生明显消退但内

镜下十二指肠结节性病变的外观未改变. 胃上

皮化生在本研究中也不显著. H. pylori胃炎(伴
/不伴胃窦结节性病变)与十二指肠结节性病变

的关系尚不清楚. 
总之, 本研究报道了17例十二指肠结节性病

变患者的临床及病理表现, 该结节无显著的组织

形态学特征, 患者最显著的组织形态学特征是在

十二指肠黏膜上淋巴细胞的增多和嗜酸性粒细

胞的浸润. 但后续还需要大样本人群的研究证实. 
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素、多步骤的复
杂过程, 传统的检
查方法都有其明
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miRNA水平的检
测作为一种新的
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Abstract
AIM: To compare the levels of miR-144* in plas-
ma of patients with colorectal carcinoma (CRC), 
those with colorectal adenoma, and those with 
inflammatory bowel disease (IBD), and to ex-
plore the role of miR-144* in the occurrence and 
development of colorectal cancer. 

METHODS: Plasma samples were collected from 
55 patients with CRC, 30 patients with colorectal 
adenoma, 30 patients with IBD, and 30 normal 
volunteers. All these samples were taken from 
patients without pre-treatment. In addition, 
postoperative plasma samples were collected 
from 43 patients with CRC and 30 patients with 
colorectal adenoma. Quantitative reverse tran-
scription and real-time fluorescent quantitative 
PCR were performed to detect the expression of 
miR-144* in these plasma samples.

RESULTS: The expression of miR-144* in the 
plasma of CRC patients was significantly higher 
than that in non-carcinoma patients. High 
MiR-144* expression was associated with in-
creased tumor size and advanced pT stage. Of 43 
postoperative CRC patients, 30 underwent radi-
cal surgery and 27 of them had significantly re-
duced expression of miR-144* compared to pre-
operative levels; 13 underwent palliative surgery 
and showed no significant change in miR-144* 
expression. There were no significant changes in 
miR-144* expression between preoperative and 
postoperative patients with either non-advanced 
or advanced adenoma.

CONCLUSION: Detection of miR-144* expres-
sion in plasma represents a non-invasive way 
to screen colorectal cancer and predict disease 
recurrence.

Key Words: Colorectal cancer; miR-144*; Plasma; 
Adenoma

Gui YL, Zhang JP, Li JS, Wang J. Expression of microRNA
-144* in plasma of patients with colorectal cancer: A 
potential non-invasive diagnostic marker for colorectal 
cancer screening. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(12): 1066-1070

摘要

目的: 研究miR-144*在大肠癌(CRC)、大肠腺
瘤、炎症性肠病(IBD)及健康对照组的血浆标
本中直接扩增后的表达量, 初步探索其在大肠
癌的发生、发展中的作用.

方法: 分别收集CRC、大肠腺瘤、IBD及全
结肠镜检查阴性的健康人的血浆标本55例、

30例、30例、30例, 上述标本均取自患者未
治疗前; 分别收集CRC、大肠腺瘤患者行肿
瘤切除术后7 d的血浆标本43例、30例. 利用
TRIzol试剂进行上述标本中RNA的提取, 得
到纯化后的RNA样本, 逆转录及实时荧光定
量PCR反应检测miR-144*的表达, 进行统计
学分析.

结果: 在人大肠癌组血浆标本中, miR-144*较

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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■研发前沿
生物体内众多的
miRNA调节着肿
瘤细胞的多种重
要 生 物 学 行 为 . 
目前发现很多肿
瘤的发生发展都
和miRNA异常表
达息息相关.

非大肠癌组中表达增高, miR-144*的表达量
与肿瘤的大小及浸润深度相关, 肿瘤越大, 浸
润深度越深, miR-144*表达量越高. 在43例大
肠癌患者术后7 d的血浆标本中, 30例行大肠
癌根治术患者中27例miR-144*的表达量较术
前降低, 13例行大肠癌姑息性手术患者的血浆
miR-144*的表达量较术前无明显差异. 大肠
腺瘤组中, 进展期腺瘤和非进展期腺瘤在行腺
瘤切除术前后miR-144*的表达量无明显变化.

结论: 血浆中miRNA-144*表达水平的检测, 
可作为大肠癌非侵入性诊断方法并可以预测
大肠癌的复发.

关键词: 结直肠肿瘤; miR-144*; 血浆; 大肠腺瘤 
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0  引言

小分子RNA(microRNAs, miRNA)是近年来新发

现的一类具有短小、内源性、非编码特性的单

链RNA分子, 其编码基因是目前最大的一类调

节基因, 可以通过抑制或降解转录后的mRNA
来调节某些基因的表达. miRNA通过对其靶基

因的调控在组织发育、细胞增殖和细胞凋亡等

基本生理学过程中发挥着重要作用[1,2], 而细胞

的过度增殖以及异常死亡都是癌症的显著特征, 
由此提示肿瘤的发生、发展与miRNA之间可能

存在着关联. 
大肠癌(colorectal cancer, CRC)是消化系常

见恶性肿瘤之一, 其发病是多因素、多步骤的

复杂过程, 近年来我国大肠癌发病率呈逐年上

升趋势. 由于多数大肠癌均以大肠内腺瘤样息

肉为前期病变, 因此, 结肠肿瘤的筛查十分必要, 
在欧美, 50岁及以上的人群, 都建议接受大肠癌

的常规筛查[3]. 传统检查方法有其明显的弊端, 
而血浆中miRNA水平的检测作为一种新的无创

性检查应运而生. 肿瘤源性miRNA能稳定存在

于人体组织、血浆及粪便环境中, 并且不受内

源性核糖核酸酶活动的影响[4]. 特异miRNA的过

度表达和沉默与大肠癌的进展有关, 组织、血

液和粪便中特异miRNA的表达量不同, 提示了

其在大肠癌早期发现和筛检中的应用前景[5,6]. 
本研究中选用miR-144*作为研究对象, 初步探

讨其在大肠癌非侵入性诊断中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 55例CRC、30例大肠腺瘤、30例炎症

性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)患者均

由郑州大学第一附属医院2010-03/2011-12行结

肠镜检查, 经组织病理检查明确诊断. 55例CRC
组中, 男34例, 女21例, 年龄33-82岁; 大肠腺瘤

组, 男22例, 女8例, 年龄29-72岁; 30例IBD患者

中男性21例, 女性9例, 年龄范围21-69岁. 另选

30例年龄匹配的全结肠镜检查阴性的健康人为

健康对照组. 4组年龄和性别差异均无统计学意

义. 收集上述患者未治疗前血浆标本, 收集43例
CRC患者手术后7 d的血浆标本, 其中, 行大肠癌

根治术患者30例, 行大肠癌姑息性手术患者13
例. 收集大肠腺瘤患者行腺瘤切除后7 d的血浆

标本. 
1.2 方法

1.2.1 血浆中miR-144*的扩增: 将保存于-70 ℃备

用的经抗凝、500 g离心10 min、去除血细胞的

血浆, 样本500 μL与500 μL的10% SDS(Merck)进
行1∶1混合, 4 ℃条件下孵育1 h后, 利用TRIzol试
剂进行样本中RNA的提取, 使用Beckman DU800
型紫外分光光度计测定RNA提取液吸光度A 260

值, 计算浓度, 得到纯化后的血浆RNA样本. 以30 
μL DEPC H2O溶解预处理后得到RNA样本, 取10 
μL进行逆转录; 取2 μL逆转录获得的cDNA用于

实时定量荧光PCR反应. 反应体系如下: 2.5 μL 10
×PCR扩增缓冲液, 0.5 μL dNTP(2.5 mmol/L), 1 
μL SYBR Green 1, 0.2 μL Taq(5 U/μL), 以及1 μL
扩增引物, 加人去离子水使反应体系至25 μL. 具
体反应条件是95 ℃预变性10 min; 95 ℃变性15 s, 
60 ℃延伸1 min, 40个循环. 
1.2.2 数据分析: 每个样本均做3个重复. 以U6管
家基因做内参, 校正器采用Stamatopoulos方法. 
计算方法为2-△△Ct相对定量法, 将不同标本的RQ
值(RQ = 2-△△Ct)进行比较. (Ct值是指在PCR反应

体系中每个反应管内的荧光信号到达设定的阈

值时所经历的循环数, △Ct = 目的基因Ct值-内
参照基因Ct值, △△Ct = 待测标本的△Ct-校正

器△Ct).
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行处

理, miR-144*表达水平与临床病理资料的联系

采用Chi-Square检验. P <0.05认为有统计学差异. 
检验水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 血浆中miR-144*表达 在大肠癌组血浆中
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■相关报道
基于血浆及粪便
标本中的miRNA
水平的监测可以
为肠道肿瘤的诊
断及治疗提供更
好 的 方 法 ,  相 关
研究还证明基于
miRNA水平的治
疗可为肿瘤治疗
提供一种新思路.

表  1  行不同手术的CRC组与大肠腺瘤组手术前后血浆中miR-144*表达水平比较

             手术前         手术后                   
 P 值   

△CT(mean±SD) △CT(mean±SD)

CRC根治手术组     4.08±0.92     6.79±1.03 0.021

CRC姑息手术组     2.57±1.15     2.07±1.10 0.230  

大肠进展期腺瘤组     5.79±1.32     5.29±1.60 0.410  

大肠非进展期腺瘤组     6.01±1.77     5.98±1.34 0.279  

miR-144*较大肠腺瘤组、IBD组、对照组中表

达增高, 表达量依次为3.28±1.66, 5.79±2.32, 
6.17±1.29, 5.18±1.40(P <0.05 vs  腺瘤组、IBD
组, P <0.001 vs  对照组). 
2.2 大肠癌术后血浆中miR-144*表达 在收集的

43例行大肠癌手术的患者术后7 d的血浆标本

中发现, 30例行大肠癌根治术的患者, 术后血浆

标本中有27例miR-144*的表达量较手术前降

低; 13例行姑息性手术的患者, 手术后血浆标本

中miR-144*表达量较未手术前表达量无明显

降低; 姑息性手术组较行根治性手术组的血浆

miR-144*表达量高; 30例大肠腺瘤组中, 11例进

展期腺瘤, 19例非进展期腺瘤, 手术前后其表达

量均无明显变化(表1). 
2.3 m i R-144*高表达与肿瘤大小及浸润深度

的相关性  m i R-144*的高表达与肿瘤的大小

(P <0.001)与浸润深度(P = 0.026)相关, 肿瘤越

大, 浸润深度越深, miR-144*表达量越高. 但
miR-144*的高表达与性别、年龄、肿瘤位置、

病理分级、病理N分期、病理TNM分期及淋巴

管浸润因素无明显关系(表2). 

3  讨论

在转录水平上调控基因表达的非蛋白编码小分

子RNA-miRNA的发现, 给肿瘤的研究开启了

新的方向, 成为近年来分子生物学研究的热点

之一. 自2002年, Calin等[7]在人的慢性淋巴细胞

白血病中发现miR-15a及miR-16-1低表达后, 越
来越多的研究发现miRNAs在多种人类肿瘤中

存在异常表达. 研究显示, 超过50%的miRNA基

因是位于癌症相关的基因组区域或脆性位点上
[8], 进一步的研究证实, miRNA与肿瘤的增殖、

分化及凋亡等多种因素相关, 并且在肿瘤的发

生与发展中发挥着重要的作用[9]. 近年已证实

let-7、miR-143和miR-145等在大肠癌中存在异

常表达 [10]并且与大肠癌的发生、发展密切相

关[11]. 目前, 对miRNA在肿瘤发生发展中的具

体作用机制仍不清楚, 认为其在动物中主要作

用机制为: miRNA通过RNA诱导的沉默复合物

(RNA-induced silencing complex, RISC)与靶基

因mRNA的3'端UTR区不完全互补结合[12], 抑制

靶基因mRNA的翻译, 进而影响靶基因蛋白的表

达. 即在正常情况下, 成熟的miRNA通过调控靶

基因mRNA的翻译或其稳定性来参与正常细胞

稳态的维持, 故而miRNA的异常表达可能导致

其相应靶基因转录后水平的表达异常. 
大部分的结肠癌均以大肠内腺瘤样息肉为

前期病变, 由腺瘤(息肉)进展至癌是一个包含在

基因表达中不同序列D N A的异常和变化的过

程[13]. 因此, 结肠肿瘤的筛查十分必要, 其一方面

可以保证及时发现、摘除还未恶变的息肉, 另一

方面可以早期发现无症状的结肠恶性肿瘤. 传统

的筛查方法如结肠镜检查, 属侵入性检查, 费用

高, 患者比较痛苦, 有潜在穿孔和出血可能, 检查

阳性率与患者肠道清洁程度明显相关. 最近的研

究表明, 肿瘤源性miRNA可以非常稳定的形式

存在于人体血清及组织中, 并且不受内源性核糖

核酸酶活动的影响[14]. 这些肿瘤源性miRNA以一

个可用作检测肿瘤生物标志物的指标存在于血

液循环及组织中, 由于血浆和血清miRNA的水

平联系紧密, 血浆或血清miRNA都可以用作生

物标志物[6,13]. 相对于传统的检查方法及有创性

方法, 基于血清样本采取获取肿瘤组织miRNA
相对更便捷, 因此很适于普查和预防及早期诊断. 

miR-144*是新近发现的与肿瘤密切相关的

miRNA, 可在多种肿瘤组织中异常表达[15], 已有

研究表明其参与细胞发育分化过程中关键蛋白

的合成环节, 但尚没有报道与CRC的发病率相

关. 本实验中我们发现CRC患者血浆样本中的

miR-144*表达较腺瘤组和IBD组显著升高, 差
异具有统计学意义. 研究发现miR-144*可能通

过作用其靶基因编码蛋白凋亡蛋白酶活化因子

1(apoptotic protease activating factor-1, APAF-1), 
启动或抑制细胞凋亡, 涉及程序性细胞凋亡机
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■创新盘点
本文选用了较新
的miRNA分子, 提
出了采用检测血
浆中miRNA-144*
分子的扩增水平
作为大肠癌非侵
入性诊断的方法.

制(http://www.microrna.org/). APAF-1, 是与人类

同源的线虫CED-4基因[16], 该基因编码的蛋白是

细胞凋亡调控网络的中心枢纽之一[17]. 另有研究

表明miR-144*可能存在有其他潜在的目标基因

和作用途径, 尚有待确定, 这也就可以解释本试

验过程中miR-144*在3例CRC血浆标本中低表

达的原因. 
本研究还发现, 大肠癌行根治性肿瘤切除

术后患者血浆中miR-144*表达水平在统计学

意义上显著低于术前, 行姑息性手术患者的血

浆中miR-144*的表达量较术前无明显变化, 大
肠腺瘤组在行腺瘤切除前后, 血浆中miR-144*
的表达量无明显变化 .  进一步的统计还发现

miR-144*在大肠癌血浆中的表达量与肿瘤的大

小及浸润深度相关, 这与文献报道的多数肿瘤

相关miRNA的表达量与肿瘤的TNM分期及淋巴

管浸润无关相符合, 说明miR-144*可能在大肠

癌的发生、发展阶段发挥着重要的作用, 可能

与肿瘤的愈后及复发相关. 但由于个别样本的

变化及样本数量的限制, 我们的数据可能会有

失偏颇, 因此需要大规模的样本研究验证这些

结果. 然而最新研究显示, 在CRC患者的粪便样

本中miR-144*呈过度表达, 也进一步证实检测

miR-144*表达水平是一种可行的大肠癌非侵入

性的诊断方法之一[18-19]. 
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明 血 液 中 m i R -
NA-144*的检测可
作为非侵入性手
段筛查大肠癌并
可以预测疾病复
发, 该结论非常有
创意, 并具有较好
的临床实用价值.
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嵌顿于膀胱子宫陷凹的腹内疝致小肠梗阻1例
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■背景资料
腹内疝是指腹腔
内容物经腹膜或
肠系膜凸入腹腔
裂隙中, 常导致绞
窄性小肠梗阻. 腹
内疝在临床罕见, 
类型不一, 但嵌顿
于膀胱子宫陷凹
的腹内疝迄今未
见文献报道. 
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Abstract
Intraperitoneal hernia is an uncommon acute 
abdominal disease that often manifests as an 
acute intestinal obstruction of small bowel loops 
that develops through normal or abnormal ap-
ertures. According to the anatomic structures, 
intraperitoneal hernia can be divided into many 
types. An incarcerated intraperitoneal hernia 
through the vesicouterine pouch is rarely seen. 
Here we report a case of incarcerated intraperi-
toneal hernia through the vesicouterine pouch 
in a 35-year-old female who presented to our 
hospital with severe lower abdominal cramps 
for 2 hours. Abdominal color ultrasound and 
CT scans showed dilated and fluid-filled small 
bowel loops. A cluster of dilated bowel loops 
was located in front of the uterine and behind 
the bladder. An emergency laparotomy was then 
performed. Approximately 50 cm of the small 

intestine, located 40 cm from the ileocecal valve, 
was found to be herniated through the vesico-
uterine pouch. Since no circulatory disorder was 
noted in the incarcerated intestine, only enter-
olysis was performed without enterectomy. Our 
case suggests that ultrasound and CT can help 
not only detect the cause of small bowel obstruc-
tion but also facilitate the diagnosis of a variety 
of internal hernias. 

Key Words: Internal hernia; Vesicouterine pouch; 
Small bowel obstruction

Huang YQ. Small bowel obstruction caused by an 
incarcerated intraperitoneal hernia through the 
vesicouterine pouch: A case report. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(12): 1071-1073

摘要

腹内疝是一种少见的外科急腹症, 最常表现为
小肠肠管进入正常或异常孔隙而导致的肠梗
阻. 由于解剖结构的因素, 腹内疝有多种类型, 
但嵌顿于膀胱子宫陷凹的腹内疝迄今未见报
道. 本文报道嵌顿于膀胱子宫陷凹的腹内疝致
小肠梗阻1例. 患者女性, 35岁, 以“下腹突发
剧烈绞痛2 h”入院. 腹部彩超和CT显示小肠
肠管扩张, 肠管内积液. 扩张肠管堆积位于子
宫前方与膀胱后方. 急诊剖腹探查发现, 距回
盲瓣40 cm处见一约50 cm小肠经由膀胱子宫
陷凹处疝入, 因无肠管血运异常, 仅行肠粘连
松解术治疗. 本病例提示, 超声和CT不仅有助
于发现小肠梗阻的病因, 更有助于各型腹内疝
的诊断. 

关键词: 腹内疝; 膀胱子宫陷凹; 小肠梗阻

黄颖秋. 嵌顿于膀胱子宫陷凹的腹内疝致小肠梗阻1例.  世界华

人消化杂志  2012; 20(12): 1071-1073
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0  引言 

腹内疝是临床少见或罕见的外科急腹症, 常引

发绞窄性小肠梗阻, 病情凶险, 因腹内疝的临床

症状差别很大, 术前诊断十分困难. 由于解剖结

■同行评议者
于则利, 教授, 首都
医科大学附属北
京同仁医院外科
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构的因素, 腹内疝有多种类型, 但嵌顿于膀胱子

宫陷凹的腹内疝迄今未见国内外文献报道. 本
文报道嵌顿于膀胱子宫陷凹的腹内疝致小肠梗

阻1例, 以期对临床工作者有所借鉴. 

1  病例报告

病历号: 0644104. 患者, 女, 35岁, 以“下腹突发

剧烈绞痛2 h”于2011-08-08入院. 患者于入院前

2 h进食牛奶、面包后突然出现下腹剧烈疼痛, 
呈持续性绞痛, 阵发性加剧, 伴恶心, 呕吐胃内

容物1次, 无呕血, 无尿频、尿急、尿痛等膀胱

刺激症状, 发病后未排便, 排气正常, 伴下腹坠

胀感, 病来无发热. 月经正常. 无结核病史. 既往

Ⅰ型糖尿病病史12年, 甲状腺炎术后1年, 腹膜

外剖腹产术后9 mo. 
入院查体: T 35.5 ℃, P 96次/分, R 18次/分, 

BP 140/80 mmHg, 神清, 急性痛苦病容, 辗转不

安, 极度呻吟, 大声喊叫, 颜面苍白, 肢端发凉, 
出冷汗, 皮肤黏膜无黄染及皮疹, 全身浅表淋巴

结无肿大, 心肺检查无异常, 腹平坦, 无胃肠型, 
下腹正中及左下腹压痛, 无反跳痛、肌紧张, 未
触及腹部包块, 肝脾肋下未触及, 移动性浊音(-), 
肠鸣音6次/分, 无气过水声, 双下肢无水肿, 双侧

肌力5级, 双侧Babinski征(-). 
实验室检查: 血白细胞(white blood cell, 

WBC) 10.86×109/L, 中性粒细胞 76.11%, 红细胞

(red blood cell, RBC) 4.91×1012/L, Hb 141 g/L, 血
小板(Platelet, PLT) 298×109/L; 尿人绒毛膜促性

腺激素(human chorionic gonadotropin, HCG)(-); 
血糖13.6 mmol/L; 丙氨酸转氨酶16 U/L, 天门冬

氨酸转氨酶24 U/L, 碱性磷酸酶113 U/L, 淀粉酶

52 U/L, 总蛋白79.2 g/L, 白蛋白49.1 g/L, 总胆红素

19.8 μmol/L; 尿素氮3.24 mmol/L, 肌酐42 μmol/L; 
HBsAb(-), HBsAg(-), HBeAg(-), HBeAb(-), HB-
cAb(-), S1(-), HAVAb(-), HCVAb(-); 凝血酶原时

间12.0 s, 凝血酶原活动度78.5%; 结核抗体(-). 心
电图示窦性心律, 心率96次/分. 

腹部彩超: 肝胆脾胰双肾膀胱未见异常. 子
宫大小约4.2×3.37×3.6 cm3, 肌层回声均匀, 内
膜厚0.77 cm, 宫颈厚1.69 cm. 双卵巢显示清晰. 
子宫前方与膀胱后方间可见范围约6.8×4.4 cm2

不均质回声团, 其内可见无回声区及扩张肠管, 
肠管内径3.2 cm, 可见蠕动. 

腹部CT: 肝表面光滑, 胆囊及胰腺大小、形

态、密度均未见异常. 脾不大, 密度均匀. 双肾

大小、形态、密度均未见异常. 膀胱充盈尚可, 

壁不厚. 子宫大小形态正常, 壁不厚. 膀胱后区

及子宫前区小肠扩张积液并堆积, 密度增高, 边
缘模糊(图1). 

根据上述资料, 考虑患者为膀胱子宫陷凹

的腹内疝, 急性绞窄性肠梗阻, 转普外科行急诊

手术治疗. 术中探查发现, 距回盲部40 cm处见一

约50 cm小肠经由膀胱子宫陷凹处疝入, 呈紫红

色, 经热敷及肠系膜封闭后颜色渐转红, 肠蠕动

存在, 相应系膜终末动脉搏动良好, 判定无坏死, 
冲洗下腹腔并于盆腔放置一引流管, 术毕关腹. 
术中诊断: 腹内疝; 急性绞窄性肠梗阻. 

2  讨论 

腹内疝是指腹内脏器通过腹腔内孔隙偏离原来

的位置, 形成隐匿于体内的异常突起, 其最常表

现为小肠肠管进入孔隙而导致的肠梗阻, 而疝

孔通常是已经存在的解剖结构, 如裂孔、隐窝

和陷凹. 根据发生疝的解剖结构不同, 腹内疝的

类型不一. 腹内疝是一种少见的外科急腹症, 常
引发绞窄性肠梗阻, 病情凶险, 术前诊断十分困

难, 除十二指肠旁疝[1]相对发病率较高外, 而其他

的一些腹内疝类型在临床上罕见, 包括Winslow
孔疝[2]、肠系膜疝[3]、网膜疝[4]、盲肠旁疝[5]、

乙状结肠系膜疝[6]、膀胱上疝[7]、盆腔疝[8]、阔

韧带疝[9]及腹膜后疝[10]等. 
膀胱子宫陷凹是指女性膀胱子宫之间腹膜

腔形成的生理性凹陷, 因陷凹较浅, 在此处形成

腹内疝的可能性极低, 经文献检索, 迄今国内外

尚无嵌顿于膀胱子宫陷凹的腹内疝的相关文献

报道. 本病例是一种十分特殊的腹内疝类型. 该
患以“下腹突发剧烈绞痛2 h”入院. 彩超提示

子宫前方与膀胱后方间可见范围约6.8×4.4 cm2

不均质回声团, 其内可见无回声区及扩张肠管, 
肠管内径3.2 cm, 可见蠕动, 怀疑肠管疝入膀胱

子宫之间形成腹内疝. 腹部CT进一步检查显示, 

图  1  CT示膀胱子宫陷凹的腹内疝. 可见膀胱后区及子宫前

区小肠扩张积液并堆积, 密度增高, 边缘模糊.

■相关报道
本文首次报道了
嵌顿于膀胱子宫
陷凹的腹内疝致
小肠梗阻的病例, 
且术前既经超声
和CT诊断 ,  后经
手术证实.
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膀胱后区及子宫前区小肠扩张积液并堆积, 密
度增高, 边缘模糊, 考虑为腹内疝致较窄性肠梗

阻. 立即转普外科行急诊剖腹探查. 术中证实, 
一段小肠嵌顿于膀胱子宫陷凹内, 形成较窄性

小肠梗阻, 与术前诊断一致. 因诊断和治疗非常

及时, 患者肠管未发生坏死, 仅行肠粘连松解术

处理, 患者术后恢复良好. 该患缘何出现膀胱子

宫陷凹的腹内疝, 原因尚不清楚, 可能与患者的

膀胱子宫陷凹有先天畸形抑或是剖腹产导致的

术后粘连有关. 
本例患者为育龄女性, 以“下腹突发剧烈绞

痛”入院, 病情十分凶险, 应与急性肠系膜动脉

栓塞、卵巢囊肿扭转、黄体破裂、异位妊娠破

裂、子宫扭转、膀胱结石绞痛、其他原因导致

的肠套叠、腹内疝、肠梗阻等疾病鉴别. 本病

例在第一时间准确诊断, 及时行外科手术治疗, 
避免了肠坏死的发生, 得益于术前超声和CT的
精确诊断. 

总之, 本病例提示, 超声和CT不仅有助于发

现小肠梗阻的病因, 更有助于腹内疝的诊断. 
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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和中国知识资源总库收录. 《中国科技期刊引

证报告(核心板)》统计显示, 2010年《世界华人

消化杂志》总被引频次3 458次, 影响因子0.694, 
综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期

刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中

国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)的
第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率

0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献量712, 文献选出

率0.90, 参考文献量17 963, 平均引文数25.23, 平
均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 
基金论文比0.45, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价68.00元, 全年

2448.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源

期刊)、《中文核心期刊要目总览》(2011年版)
内科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研

究报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家
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文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾
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病研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材
料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐

条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
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繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
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