
ISSN 1009-3079
CN 14-1260/R

WORLD CHINESE
JOURNAL OF DIGESTOLOGY
Shijie  Huaren  Xiaohua  Zazhi
2008 年 12 月 18 日      第 16 卷       第 35 期      (Volume  16  Number  35)

35 / 2008

名誉总编辑

潘伯荣

总编辑

马连生

世 

界 

华 

人 

消 

化 

杂 

志

w
w

w
.w

jgnet.com

二 

零 

零 

八 

年 

十  

二 

月  

十 

八 

日                 

第 

十 

六 

卷              
第 

三 

十 

五 

期              

《世界华人消化杂志》是一份同行评议性的旬刊, 
是一份被《中国科技论文统计源期刊》和《中文核
心期刊要目总览》收录的学术类期刊.《世界华人
消化杂志》的英文摘要被美国《化学文摘》, 荷兰
《医学文摘库/医学文摘》和俄罗斯《文摘杂志》
收录.

®

I SSN 100 9 3 0 79
3 5>

9 771009 307056



www.wjgnet.com

总顾问
陈可冀教授
黄象谦教授
黄志强教授
裘法祖教授
王宝恩教授
危北海研究员
吴孟超教授
杨春波教授
周殿元教授                  

名誉总编辑
潘伯荣教授                  

社长/总编辑
马连生教授                  

副总编辑
纪小龙教授
姜洪池教授
王苑本教授
吴云林教授
徐克成教授
杨思凤教授
姚希贤教授
岳茂兴教授
张万岱教授
周学文教授             

常务编委
成军教授
程英升主任医师
范学工教授
高毅主任医师
江学良主任医师
李岩教授
刘连新教授
吕宾教授
罗和生教授
聂青和教授
王小众教授                 

编委
消化内科学
白爱平副教授
白文元教授
苌新明教授
陈洪副教授
陈军贤主任医师
陈尼维主任医师
陈其奎教授
陈卫昌教授

陈贻胜教授

陈玉林教授

程斌副教授

迟宝荣教授

邓长生教授

丁士刚主任医师

董蕾教授

杜雅菊主任医师

樊晓明主任医师

房静远教授

冯红主任医师

冯志杰主任医师

傅春彬主任医师

高峰副教授

戈之铮教授

关晓辉主任医师

关玉盘教授

郭晓钟教授

郭新宁教授

洪天配教授

侯晓华教授

胡伏莲教授

胡和平主任医师

黄晓东副主任医师

黄颖秋教授

黄裕新教授

霍丽娟主任医师

季国忠副教授

姜春萌教授

姜慧卿教授

金懋林教授

金瑞教授

蓝宇教授

李定国教授

李继强教授

李淑德教授

李晓宇主任医师

李延青教授

李瑜元教授

李玉民教授

李玉明教授

林志辉教授

刘冰熔教授

刘改芳主任医师

刘海林主任医师

刘铁夫教授

刘占举教授

陆伦根教授

吕志武教授

马金城教授

马欣主任医师

毛高平主任医师

倪润洲教授

欧希龙副教授

潘秀珍教授

朴熙绪主任医师

朴云峰教授

秦成勇教授

曲智威副主任医师

任粉玉副教授

任建林教授

邵先玉教授

沈琳主任医师

沈守荣教授

沈薇教授

施瑞华教授

宋于刚教授

孙富强副教授

孙侃教授

孙自勤教授

唐采白副教授

唐芙爱教授

唐丽安教授

田德安主任医师

童强主任医师

宛新建副教授

王邦茂教授

王炳元教授

王承党副教授

王吉耀教授

王莉瑛教授

王晓艳副教授

闻勤生教授

吴萍主任医师

夏时海副教授

徐秀英副教授

许春舫主任医师

许乐主任医师

许亚平副教授

杨冬华教授

杨建民教授

杨希山教授

杨幼林主任医师

杨云生教授

杨昭徐教授

姚树坤教授

叶红军主任医师

于红刚副教授

于晓峰主任医师

袁伟建教授

展玉涛副主任医师

张春清教授

编辑委员会
2006-01-01/2008-12-31

wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

张方信主任医师

张国梁主任医师
张吉翔教授
张集昌主任医师
张军教授
张小晋主任医师
张晓岚教授
张筱茵副教授
张志坚教授
赵晓晏教授
郑鹏远教授
智发朝教授
周国雄主任医师
朱春兰主任医师
朱人敏教授
邹晓平主任医师

消化外科学
别平教授
蔡开琳副教授
蔡三军主任医师
曹杰主任医师
陈光教授
陈海龙教授
陈积圣教授
陈建荣副教授
陈克能主任医师
陈力教授
陈立波副教授
陈凛教授
陈强谱教授
陈亚军主任医师
陈知水教授
陈祖林副教授
程爱国教授
程爱群主任医师
程树群副教授
迟强教授
仇毓东副教授
崔彦教授
崔云甫教授
戴朝六教授
戴冬秋教授
丁义涛教授
董明教授
房林副教授
傅红副教授
傅华群教授
傅廷亮教授
傅志仁主任医师
高成新教授
葛海燕教授

龚建平教授
巩鹏教授
谷俊朝主任医师
顾岩教授
郭克建教授
韩天权教授
郝纯毅主任医师
何超教授
何生教授
何裕隆教授
何振平教授
黄志勇副教授
季加孚教授
姜波健教授
蒋龙元副教授
兰平教授
黎乐群教授
李国威教授
李华山副主任医师
李靖副教授
李奇林教授
李胜研究员
李涛副主任医师
李文岗副教授 
李小荣教授
李旭副教授
李志霞教授
李宗芳教授
梁力建教授
林胜璋副教授
刘建教授
刘颖斌副教授
刘志苏教授
刘作金副教授
卢实春教授
陆才德教授
陆云飞教授
吕明德教授
吕云福教授
梅铭惠教授
彭波副教授
彭吉润主任医师
彭心宇教授
彭志海教授
钱建民教授
乔岐禄主任医师
秦春宏副主任医师
秦华东教授
秦环龙教授
秦仁义教授
邱宝安主任医师
邱双健副教授
邱伟华副主任医师





www.wjgnet.com

编辑委员会

许戈良教授
严律南教授
严以群主任医师
杨广顺教授
杨维良教授
杨尹默教授
伊力亚尔•夏合丁教授
殷正丰教授
于聪慧教授
于恩达教授
于健春教授
于良副教授
于则利教授
郁宝铭教授
郁正亚副教授
曾勇教授
张柏和教授
张群华教授
张水军教授
张肇达教授
张宗明教授
赵增仁副主任医师
郑民华教授
钟德玝教授
周丁华主任医师
周伟平教授
朱立元教授
邹小明教授

消化感染病学
陈国凤主任医师

陈红松副研究员

陈建杰教授

陈仕珠主任医师

陈耀凯副教授

党双锁教授

丁惠国教授

范建高教授

范小玲主任医师

高润平教授

高泽立副教授

龚国忠教授

管世鹤副教授

郝春秋副教授

何生松教授

江家骥教授

李智伟教授

林菊生教授

刘杞教授

刘正稳教授

孟庆华教授

宁琴教授

牛俊奇教授

钱林学主任医师

秦波教授

石统东副教授

孙殿兴主任医师

谭德明教授

唐霓副研究员

唐世刚教授

唐晓鹏教授

王凯教授

王怡主任医师

魏来教授

吴建国教授

吴君主任医师

谢青教授

徐小元教授

宣世英教授

闫惠平研究员

杨林副研究员

姚鹏副教授

张继明 教授

张明辉副主任医师

张绪清副教授

张占卿主任医师

赵桂鸣主任医师

赵桂珍教授

赵连三教授

周伯平教授

周文兴教授

周霞秋教授

朱传武副主任医师

庄林主任医师

消化中医药学
蔡淦教授

陈治水主任医师

杜群副研究员

黄恒青主任医师

劳绍贤教授

李军祥教授

李勇副教授

李振华教授

刘成海研究员

刘平教授

刘绍能主任医师

龙致贤教授

牛建昭教授

沈洪教授

唐旭东主任医师

唐志鹏研究员

王新月教授

徐列明教授

许玲副教授

张声生教授

消化肿瘤学
白玉贤教授
曹秀峰主任医师
曹志成院士
陈公琰主任医师
李瑗教授
刘宝瑞教授
刘彬彬副研究员
刘云鹏教授
马力文主任医师
吴晴教授
熊斌教授
张凤春教授

消化影像学
陈克敏教授
程红岩教授
褚建国主任医师
官泳松教授
韩新巍教授
胡红杰主任医师
黄金华副教授
匡安仁教授
李健丁教授
鲁华玉研究员
施海彬教授
魏经国教授
肖恩华教授
徐爱民副教授
徐克教授
扬业发教授
杨建勇教授
赵卫主任医师

消化内镜学
崔毅主任医师
丁佑铭教授
郝俊鸣副主任医师
刘海峰主任医师
潘林娜教授
沈俊教授
孙明军教授
万军教授

消化介入治疗学
卢榜裕教授
茅爱武主任医师
倪才方教授
吴硕东教授
袁友红副教授
郑加生主任医师

消化中西医结合学
崔乃强教授
李方儒教授

裘正军教授
任建安教授
荣大庆教授
邵永孚教授
沈柏用副教授
沈世强教授
沈岩主任医师
师英强教授
施诚仁教授
宋世兵主任医师
宋振顺教授
孙诚谊教授
孙家邦教授
孙学英教授
孙延平副主任医师
邰升副教授
谭群友副教授
汤恢焕教授
汤展宏副教授
唐文皓副主任医师
田素礼教授
田晓峰教授
万德森教授
汪波副主任医师
汪根树副教授
王春友教授
王凤山副教授
王广义教授
王济明教授
王健生副教授
王烈主任医师
王鲁副教授
王蒙副教授
王石林主任医师
王文跃主任医师
王效民教授
王要军教授
王振宁教授
王正康教授
王志刚副主任医师
王忠裕教授
卫洪波教授
吴德全教授
吴河水教授
吴健雄教授
吴金术教授
吴泰璜教授
吴志勇教授
席启主任医师
谢敏主任医师
谢晓华副教授
邢光明教授
徐大华主任医师
徐智教授

刘鲁明教授
唐文富副主任医师
王学美研究员

消化基础研究
曹洁副教授
樊红副教授
高春芳研究员
高峰教授
高英堂研究员
管冬元副教授
黄文林教授
李东辉教授
李杰副教授
李永哲副研究员
李增山副教授
梅林教授
彭曦副研究员
钱睿哲教授
任超世研究员
孙秀发教授
谭学瑞教授
屠红副研究员
汪思应教授
吴晓东教授
夏建川研究员
徐存拴教授
徐德忠教授
徐宁志研究员
徐迎新研究员
许文燮教授
姚登福教授
阴赪宏研究员
喻荣彬副教授
张青云研究员
张学教授
赵平副教授
周士胜教授
周晓东研究员
周晓武副主任医师
左国营副主任药师

消化病理学
杜祥教授
刘勇钢副主任医师
吕宁主任医师
马大烈教授
潘兴华副主任医师
阎晓初副教授
易永芬教授
于颖彦教授
余宏宇教授
张锦生教授
赵景民教授





 

世界华人消化杂志
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

www.wjgnet.com

●  目     次  ●                2008 年 12 月 18 日           第 16 卷         第 35 期       (总第259期)

述            评 3933  门脉高压性胆病诊治进展 

         张晓岚, 安君艳

文 献 综 述 3970  神经节内板状末梢与食管内脏感觉

         孔炫, 许树长

3974  缺血性肝炎

         饶珊珊, 李建英

3979  溃疡性结肠炎的中西药物治疗概况

         于海食, 洪缨, 王玉蓉

基 础 研 究 3937  pEGFP-restin重组质粒的构建及其在BGC-803胃癌细胞中的表达  

         戴聪, 李锦毅

3941  短发夹RNA对胰腺癌细胞PANC-1突变型K-ras基因表达的影响

         李冬斌, 郑志刚, 许香梅, 郭华, 赵雪莲, 黄林凤, 蔡建辉

3946  CD/5-FC自杀基因体系对肝、胆、胰肿瘤细胞的杀伤作用及机制  

         刘国彦, 罗琪, 庄维纯, 杨素梅, 魏黎煜

3953  结肠癌细胞中CacyBP/SIP的表达及核转位现象

         翟惠虹, 陈雄, 卢媛媛, 王新, 樊代明

3984  胃癌相关基因GCRG123的克隆及其在大肠杆菌中的表达

         伍银桥, 王刚石, 王孟薇, 吴本俨, 尤纬缔

3988  内毒素休克小鼠肝脏细胞质膜差异蛋白质组的二维液相色谱分析

         李红梅, 陈丽, 夏高晓, 赵明哲, 胡水旺, 姜勇

研 究 快 报

临 床 研 究 3958  急性胰腺炎多层螺旋CT灌注成像的应用价值 

         王芳军, 陈卫昌, 郭亮, 方向明

3963  SFRP2和β-catenin在大肠癌中的表达及其临床意义 

         刘宁, 姜海行, 黄振宁, 覃山羽, 李信

3993  原发性胆汁反流性胃炎胃黏膜ghrelin的表达

         李凌燕, 王青, 许琳

3997  周剂量紫杉醇联合奥沙利铂二线治疗晚期胃癌23例

         伍小平, 庄英帜, 姜浩, 伍尤华, 戴文香, 艾小红, 唐三元

4000  血浆置换治疗重型肝炎42例

         张利, 蒋红樱, 罗志航, 李品贵, 张安妮, 李素琴

4004  胆石病患者胆汁细菌学检查分析

         李奉达, 邱法波, 刘宁

4008  胆囊癌肉瘤的临床病理学特征分析

         李柏峰, 刘永锋, 石蕊, 刘作良

4012  酪氨酸激酶受体RON在胰腺癌中的表达及意义

         周坤, 汪宏, 涂从银, 吴立胜

临 床 经 验



     

www.wjgnet.com

封 面 故 事

消           息

编辑  世界华人消化杂志编辑委员会

          030001, 山西省太原市双塔西街77号

          电话: 0351-4078656

          E-mail: wcjd@wjgnet.com
          http://www.wjgnet.com
出版  世界华人消化杂志编辑部

          030001, 山西省太原市双塔西街77号

          电话: 0351-4078656

          E-mail: wcjd@wjgnet.com
           http://www.wjgnet.com
印刷  北京科信印刷厂

发行  国内: 北京报刊发行局

         国外: 中国国际图书贸易总公司

	   (100044，北京市399信箱)

订购  全国各地邮电局

邮购  世界华人消化杂志编辑部

          030001, 山西省太原市双塔西街77号

          电话: 0351-4078656

          E-mail: wcjd@wjgnet.com
          http://www.wjgnet.com

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi

吴阶平    题写封面刊名

陈可冀    题写版权刊名

               (旬刊)

创    刊  1993-01-15
改    刊  1998-01-25
出    版  2008-12-18

         原刊名   新消化病学杂志

名 誉 总 编 辑  潘伯荣        

总      编      辑  马连生

常务副总编辑  张海宁         

编 辑 部 主 任  张海宁

期  刊  名  称  世界华人消化杂志

主  管  单  位  山西省科学技术厅

主  办  单  位  太原消化病研治中心

本期责任人 编务 李慧; 送审编辑 李军亮; 组版编辑 吴鹏朕; 责任编辑 李军亮; 英文编辑 张海宁;  审核编辑 张海宁; 

形式规范 马连生

邮发代号           国外代号           国内定价                                     广告经营许可证
82-262                M 4481              每期24.00元  全年864.00元          1401004000050

中国标准连续出版物号
ISSN 1009-3079 
CN    14-1260/R

世界华人消化杂志是一份同行评议性

的旬刊, 是一份被《中国科技论文统

计源期刊》和《中文核心期刊要目总

览》收录的学术类期刊.《世界华人

消化杂志》的英文摘要被美国《化

学文摘》, 荷兰《医学文摘库/医学文

摘》和俄罗斯《文摘杂志》收录.

世界华人消化杂志正式开通了在线

办公系统(http://wcjd.wjgnet.com), 

所有办公流程一律可以在线进行, 包

括投稿、审稿、编辑、审读, 以及作

者、读者、编者之间的信息反馈交流. 

特别声明
本刊刊出的所有文章不代表本刊编辑

部和本刊编委会的观点, 除非特别声

明. 本刊如有印装质量问题, 请向本刊

编辑部调换.

2008年版权归世界华人消化杂志所有

Boscá MM, Añón R, Mayordomo E, Villagrasa R, Balza N, Amorós C, Corts JR, Benages A. 
Methotrexate induced sprue-like syndrome. World J Gastroenterol   2008; 14(45): 7009-7011
http://www.wjgnet.com/1007-9327/14/7009.asp

4015  Midkine和Caspase-3在胰腺癌中的表达与细胞凋亡的关系  

         龙辉, 吴清明, 马松林, 刘群, 张金华, 陈新胜, 汪得胜, 赵丽莎, 李欢

4020  转化生长因子β1基因C-509T多态与结直肠癌遗传易感性的相关性

         吴慧民, 范跃祖, 刘文方, 何向蕾, 朱冠山, 朱忠政, 王爱忠

4024  气管插管麻醉在双气囊电子小肠镜检查中的应用 

         黄俊梅, 张亮, 杨晓明, 薛晓东, 毛高平

3945  中国科技期刊引证报告(核心版)发布WJG 2007年影响因子0.745

3952  世界华人消化杂志名词术语标准

3962  世界华人消化杂志网络版的发表前链接

3969  世界华人消化杂志外文字符标准

3973  世界华人消化杂志性质、刊登内容及目标

3983  世界华人消化杂志修回稿须知

3987  世界华人消化杂志参考文献要求

3992  WJG荣获2007年“中国百种杰出学术期刊”和2008年中国国际化精品科技期刊

4003  世界华人消化杂志标点符号用法

4023  中国科技期刊引证报告(核心版)发布世界华人消化杂志2007年影响因子0.568

4029  世界华人消化杂志正文要求

4030  致谢世界华人消化杂志编委致           谢

4027  以渗出性腹水为首发表现的克罗恩病1例

         刘玉然, 邸菁华, 张晓岚, 房澍名, 任锡玲

病 例 报 告



www.wjgnet.com

 

    

World Chinese Journal of Digestology

December  2008   Contents   in   Brief    Volume  16  Number  35
EDITORIAL 3933   Advance in treatment and diagnosis of portal hypertensive biliopathy  

         Zhang XL, An JY

REVIEW 3970   Intraganglionic laminar endings and esophageal visceral perception

         Kong X, Xu SC

3974   Ischemic hepatitis

         Rao SS, Li JY

3979   Situation in treatment of ulcerative colitis by Chinese and Western medicine

         Yu HS, Hong Y, Wang YR

BASIC 
RESEARCH

3937   Construction of pEGFP-restin recombinant plasmid and its expression in BGC-803 gastric

          cancer cells

         Dai C, Li JY

3941   Effect of short hairpin RNA on K-ras expression in human pancreatic cancer cell line

         Li DB, Zheng ZG, Xu XM, Guo H, Zhao XL, Huang LF, Cai JH

3946   Anticancer effect of cation lipofectin-mediated CD/5-FC suicide gene system on liver, biliary 

         duct and pancreas carcinoma cells in vitro

         Liu GY, Luo Q, Zhuang WC, Yang SM, Wei LY

3953   Expression and nucleus translocation of calcyclin binding protein in colon cancer cells

         Zhai HH, Chen X, Lu YY, Wang X, Fan DM

CLINICAL
RESEARCH

3958   Multisection spiral CT perfusion for patients with acute pancreatitis

         Wang FJ, Chen WC, Guo L, Fang XM

3963   Expression of SFRP2 and β-catenin in the carcinogenesis and progression of colorectal carcinoma 

         Liu N, Jiang HX, Hang ZN, Qin SY, Li X

3984  Cloning and expression of gastric cancer related gene GCRG123 in E.coli

           Wu YQ, Wang GS, Wang MW, Wu BY, You WD

3988   Two-dimensional liquid chromatography analysis of differential proteome of liver plasma 

          membrane in mice with endotoxic shock

         Li HM, Chen L, Xia GX, Zhao MZ, Hu SW, Jiang Y

RAPID
COMMUNICATION

CLINICAL
PRACTICE

3993  Expression of ghrelin in gastric mucosa of patients with primary bile reflux gastritis

           Li LY, Wang Q, Xu L

3997   Therapy of paclitaxel plus oxaliplatin as a second line chemotherapy for patients with advanced

          gastric cancer: an analysis of 23 cases

         Wu XP, Zhuang YZ, Jiang H, Wu YH, Dai WX, Ai XH, Tang SY

4000  Plasma replacement therapy for severe viral hepatitis: an analysis of 42 cases

         Zhang L, Jiang HY, Luo ZH, Li PG, Zhang AN, Li SQ

4004   Bile bacterial investigation in patients with cholelithiasis

         Li FD, Qiu FB, Liu N

4008  Clinicopathologic features of gallbladder carcinosarcoma

         Li BF, Liu YF, Shi R, Liu ZL



     

COVER

Indexed/Abstracted by Chemical Abstracts, EMBASE/ Excerpta Medica and Abstract Journals

www.wjgnet.com

ACKNOWLEDG-
MENT

4030  Acknowledgments to reviewers of World Chinese Journal of Digestology   

PUBLISHING 
Editorial Department of World Chinese 
Journal of Digestology, 77 Shuangta Xijie, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Telephone: +86-351-4078656
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http://www.wjgnet.com

OVERSEAS DISTRIBUTOR
Beijing Bureau for Distribution of Newspa-
pers and Journals (Code No. 82-261)
China International Book Trading
Corporation PO Box 399, Beijing,
China (Code No. M4481)

HONORARY EDITOR-IN-CHIEF
Bo-Rong Pan

EDITOR-IN-CHIEF
Lian-Sheng Ma

SCIENCE EDITORS
Director: Hai-Ning Zhang

SUBSCRIPTION
RMB 24 Yuan for each issue
RMB 864 Yuan for one year

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi    

Founded on January 15, 1993
Renamed on January 25, 1998
Publication date December 18, 2008

NAME OF JOURNAL
World Chinese Journal of Digestology

RESPONSIBLE INSTITUTION  
Department of Science and Technology
of Shanxi Province

SPONSOR 
Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, 
Taiyuan 030001, Shanxi Province, China

EDITING 
Editorial Board of World Chinese Journal of 
Digestology, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China
Telephone: +86-351-4078656
E-mail: wcjd@wjgnet.com

PRINTING
Beijing Kexin Printing House

CSSN
ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R

COPYRIGHT
© 2008 Published by WCJD. All rights re-
served; no part of this publication may be 
reproduced, stored in a retrieval system, or 
transmitted in any form or by any means, 
electronic, mechanical, photocopying, re-
cording, or otherwise without the prior per-
mission of WCJD. Authors are required to 
grant WCJD an exclusive licence to publish.

SPECIAL STATEMENT
All articles published in this journal repre-
sent the viewpoints of the authors except 
where indicated otherwise.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
Full instructions are available online at 
www.wjgnet.com/1009-3079/tgxz.asp. If 
you do not have web access please contact 
the editorial office.

Copyright    2008 by Editorial Department 
of World Chinese Journal of Digestology

RESPONSIBLE 
EDITORS FOR 
THIS ISSUE

Assistant Editor: Hui Li  Review Editor: Jun-Liang Li  Electronic Page Editor: Peng-Zhen Wu  

Editor-in-Charge: Jun-Liang Li  English Language Editor: Hai-Ning Zhang  

Proof Editor: Hai-Ning Zhang  Layout Editor: Lian-Sheng Ma

Boscá MM, Añón R, Mayordomo E, Villagrasa R, Balza N, Amorós C, Corts JR, Benages A. Methotrexate 

induced sprue-like syndrome. 

World J Gastroenterol   2008; 14(45): 7009-7011

http://www.wjgnet.com/1007-9327/14/7009.asp

4012  Expression of recepteur d'origine nantais in pancreatic cancer and its significance  

         Zhou K, Wang H, Tu CY, Wu LS

4015  Expression of Midkine and Caspase-3 and their relationship with apoptosis in pancreatic

         cancer

         Long H, Wu QM, Ma SL, Liu Q, Zhang JH, Chen XS, Wang DS, Zhao LS, Li H

4020  Transforming growth factor-beta 1 gene C-509T polymorphism and genetic susceptibility to

         colorectal cancer

         Wu HM, Fan YZ, Liu WF, He XL, Zhu GS, Zhu ZZ, Wang AZ

4024  Anesthetic management in double-balloon video enteroscopy

         Huang JM, Zhang L, Yang XM, Xue XD, Mao GP

CASE 
REPORT

4027  Exudative ascites as initial presentation of Crohn's disease: a case report

         Liu YR, Di JH, Zhang XL, Fang SM, Ren XL



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年12月18日; 16(35): 3933-3936
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 述评 EDITORIAL

门脉高压性胆病诊治进展

张晓岚, 安君艳

张晓岚, 安君艳, 河北医科大学第二医院消化科 河北省石家
庄市 050000
张晓岚, 教授, 主任医师, 主要从事肝纤维化和炎症性肠病发病
机制的研究.
作者贡献分布: 张晓岚负责本文的构思、设计, 写作由张晓岚和
安君艳完成.
通讯作者: 张晓岚, 050000, 河北省石家庄市, 河北医科大学第
二医院消化科. xiaolanzh@126.com
电话: 0311-66002301
收稿日期: 2008-12-02   修回日期: 2008-12-11
接受日期: 2008-12-15   在线出版日期: 2008-12-18

Advance in treatment 
and diagnosis of portal 
hypertensive biliopathy 

Xiao-Lan Zhang, Jun-Yan An

Xiao-Lan Zhang, Jun-Yan An, Department of Gastroen-
terology, the Second Hospital of Hebei Medical University, 
Shijiazhuang 050000, Hebei Province, China
Correspondence to: Xiao-Lan Zhang, Department of 
Gastroenterology, the Second Hospital of Hebei Medical 
University, Shijiazhuang 050000, Hebei Province, 
China. xiaolanzh@126.com
Received: 2008-12-02    Revised: 2008-12-11
Accepted: 2008-12-15    Pubilshed online: 2008-12-18 

Abstract
Portal hypertensive biliopathy (PHB) refers to 
abnormalities of the entire biliary tract including 
intrahepatic and extrahepatic bile ducts, cystic 
duct and gallbladder in patients with portal hy-
pertension. The pathogenesis of PHB is not clear-
ly known and it has been postulated that external 
pressure by dilated veins of portal cavernoma 
and/or ischaemic strictures of the bile duct may 
play a role. Approximately 20% of patients are 
with symptoms of biliary system, which is associ-
ated with higher age, longer duration of diseases, 
higher frequency of common bile duct (CBD) 
stones and gallbladder stones, and abnormal liver 
function. Magnetic resonance (MR) cholangiogra-
phy and MR portography are the initial choice of 
investigation in the evaluation of PHB. Endosco-
py or surgical method is optional to treat patients 
with symptoms, aiming at management of portal 
hypertension and relief of obstructive jaundice. 

Key Words: Portal hypertensive biliopathy; Extrahe-
patic portal venous obstruction; Diagnosis; Treatment

Zhang XL, An JY. Advance in treatment and diagnosis 
of portal hypertensive biliopathy. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(35): 3933-3936

摘要
门脉高压性胆病(PHB)为继发于门静脉高压特
别是肝外门静脉阻塞患者的肝内、外胆管和
/或胆囊壁、胆囊管的异常改变. PHB的发病机
制尚不完全清楚, 目前认为与门静脉海绵状血
管瘤曲张压迫胆管和胆管壁缺血性损害有关. 
约20% PHB患者存在胆道系统症状, 且与年
龄、疾病持续时间、胆石症的发生频率以及
肝功能异常相关. 磁共振胆管造影术和门静脉
造影术是PHB患者的首选检查方法, 有症状者
可予内镜或外科手术治疗, 治疗目的为降低门
脉高压和解除梗阻. 

关键词: 门脉高压性胆病; 肝外门静脉阻塞; 诊断; 治疗
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0  引言

肝外门静脉阻塞(extrahepatic portal venous 
obstruction, EHPVO)是门脉高压的常见病因, 在
发展中国家占到了40%, 也是儿童上消化道出

血的常见病因. 早在1965年, Gibson et al [1]就报道

了EHPVO与黄疸的相关性; 1992年, Sarin et al [2]

将这种继发于门脉高压患者的肝内、外胆管

和 /或胆囊壁的异常改变称为门脉性胆道病

(portal biliopathy); 此后, 又有多位学者报道了因

EHPVO、门静脉海绵状血管变形而并发的症状

性胆管梗阻病例; 2007年, Dhiman et al [3]建议将

这种门脉高压导致的胆管异常称之为门脉高压

性胆病(portal hypertensive biliopathy, PHB). 胆
管异常包括局部狭窄、扩张、壁凹凸不平、成

角、移位及结石形成等, 胆囊管偶被累及. 

1  病因和发病机制

1.1 病因 PHB可继发于任何病因引起的门脉高

www.wjgnet.com

®

■背景资料
门脉高压性胆病
为门脉高压症的
晚期并发症, 肝外
门静脉阻塞是其
主要病因. 由于大
多数患者无症状, 
故极易引起漏诊, 
目前国内报道罕
见.

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科



压症, 但以EHPVO多见. Dialawari et al统计521例
门脉高压症患者发现, 由EHPVO引起者占40%, 
肝硬变占41%, 非硬变性门脉纤维化占18%, 其
中在EHPVO的原因中, 门静脉血栓是主因[4]. 经
内镜下逆行性胰胆管造影(endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)证实, EHPVO患

者中81%-100%有胆病表现, 远高于肝硬化患者

(0%-33%)或特发性门脉高压患者(9%-40%)[5]. 
门静脉血栓形成为EHPVO的重要病因和

发病机制, 而引起门静脉血栓形成的因素有以

下3类: (1)直接损伤门静脉的病变, 如脐炎、脐

静脉插管、新生儿腹膜炎、腹腔内各种化脓性

感染、急慢性胰腺炎、腹部创伤、肝癌及其他

肿瘤浸润等; (2)门静脉先天性畸形, 如门静脉狭

窄、闭锁或发育不全等; (3)间接引起门静脉血栓

形成的疾病, 如败血症、脱水以及骨髓增生性病

变, 遗传性天然抗凝物质如AT Ⅱ、蛋白C、蛋白

S缺乏等引起的高凝状态. 
1.2 发病机制 PHB的发病机制尚不完全清楚. 目
前认为肝门部海绵状血管瘤的压迫和/或胆管壁

缺血可能发挥着关键作用[6-7]. 
肝外胆管环绕两个静脉系统: (1)胆总管上

静脉丛-Saint网状静脉丛, 为紧贴胆总管和肝管

外壁的纤细网状血管丛, 正常情况下内径不超

过1 mm; (2)胆总管旁静脉丛-Petren静脉丛, 他
与胆管壁平行, 直接与胃、胰十二指肠静脉和

门静脉相通, 汇入肝内静脉. 门静脉血栓形成

或EHPVO发生后, 即可导致门脉周围与胆管周

围向肝性侧支循环的发生, 形成所谓门脉海绵

窦样转化(cavernous transformation of the portal 
vein, CTPV)或门脉海绵状血管瘤. 由于胆管壁

薄而软, 被侧支血管以及胆管旁曲张的静脉压

迫后, 凸入胆管腔内, 血供受损而发生缺血性改

变, 使胆管内壁凹凸不平, 并可形成细小的不规

则瓣膜样改变, 呈现类似食管静脉曲张的外观. 
病变主要位于胆总管, 左肝管也常受累, 且较严

重, 可能与脐静脉汇入门静脉左支处易形成显

著侧支血管有关. 上述病变导致了胆管造影上

的各种改变, 包括: 不规则状、局灶性狭窄, 成
角、变位、充盈缺损, 波浪状与口径改变, 狭窄

以上胆管扩张, 这些改变称为“胆管周围静脉

曲张外压性改变”或“假性硬化性胆管炎”, 
或“假性胆管癌征” ,  可继发症状性胆道梗

阻、胆管炎与结石形成 . 
组织学和形态学研究表明, 海绵状血管瘤

的形成不仅与门静脉周围静脉曲张有关, 而且

与静脉内血栓形成导致的脉管新生和结缔组织
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生成有关, 后者可导致疏松的、肿瘤样固体物

质形成, 且在分流手术后不能消失[6,8]. 
除静脉曲张压迫胆管而致胆病外, 胆道系

统的改变可能还与引流胆管的静脉内血栓形成

致胆管壁缺血性损害有关, 但其引起胆管损伤

的机制尚不清楚. 有学者认为, 门静脉血栓导致

的静脉损伤, 可通过损害毛细血管和小动脉形

成的血管网而引起胆管的狭窄和扩张, 进而导

致胆管的缺血坏死. 经胆管造影证实, PHB患者

的肝内和肝外胆管狭窄或扩张与肝移植后缺血

引起的胆管改变相类似[9], 说明缺血可能在PHB
的发病中发挥着一定作用.

Dhiman et al [3]认为这两种机制可同时存在, 
因为胆病的一些表现如切迹形成、管壁凹凸不

平、光滑压迹引起的狭窄等在外科分流术后, 
随胆总管旁侧支血管的消失而消失; 但另一些

变化如胆管成角、扩张则可持续存在, 提示系

缺血引起的胆管固定性狭窄和梗阻[10]. 

2  临床表现

虽然大部分EHPVO患者均存在胆道的异常, 但仅

少数患者有腹痛、黄疽、瘙痒或发热等症状. 其
临床特征可分为两类: (1)与慢性胆汁淤积相关的

症状, 这主要是由扩张的静脉丛压迫胆管或缺血

所致; (2)与胆石相关的症状, 即胆绞痛和胆囊炎. 
据Dhiman et al [3]报道, 53例EHPVO患者中, 

仅13例(24.5%)有胆道系统症状, 其中腹痛10例
(18.9%), 黄疸9例(17%), 发热2例(15%), 胆管炎

3例(23%). 同无症状的患者相比, 这些患者的症

状与年龄、疾病持续的时间、胆结石的发生频

率以及肝功能异常有关. Sezgin et al [11]调查表明

存在胆道系统症状的EHPVO患者中位年龄为39
岁, 提示有症状的患者多为成年人, 这可能与其

EHPVO病程较长有关. 
此外, 尚有少数患者存在胆总管结石, Bhatia 

et al [12]认为可能是由胆管狭窄引起的胆汁淤积所

致; 还有一些患者存在肝功能的异常, 表现为腹

水、低白蛋白血症和凝血酶原时间延长, 且随年

龄增长和疾病持续时间延长, 肝功能异常增多[13], 
再次表明PHB为EHPVO的晚期并发症. 

另有一些患者因消化道出血就诊, 经检查

证实为食管静脉曲张破裂出血 ,  并伴有胆病 . 
EHPVO患儿常发育迟缓, 多伴有脾功能亢进.

3  辅助检查

3.1 ERCP ERCP被视为诊断PHB的最重要手段, 
不但能对病变进行诊断, 必要时还可进行针对

www.wjgnet.com

■相关报道
Dhiman et al 报道, 
53例肝外门静脉
阻塞患者中, 仅13
例(24.5%)有胆道
系 统 症 状 ,  其 中
腹痛10例(18.9%), 
黄疸9例(17%), 发
热2例(15%), 胆管
炎3例(23%).

■研发前沿
随着检测水平的
提高, 门脉高压性
胆病亦开始引起
临床工作者的关
注, 研究热点主要
集中在该病的发
病机制、诊断及
治疗措施的合理
选择.

          



张晓岚, 等. 门脉高压性胆病诊治进展					                                                         3935

www.wjgnet.com

性治疗, 且对儿童患者的诊断也极有价值. PHB
患者的胆管造影可见各种改变, 主要表现为胆

总管和/或肝管壁凹凸不平 ,  局灶性或多发性

的、长度不等的狭窄, 局灶性结节状扩张, 结
石引起的充盈缺损, 胆管移位, 切迹、成角畸

形, 肝内胆管聚集或呈人工修剪状. 有些征象

易与硬化性胆管炎或胆管癌相混淆. 多数患者

(55%-100%)左肝管异常, 壁凹凸不平, 肝内分支

呈葡萄串样扩张; 右肝管变化则不明显, 少数充

盈欠佳. 大多数肝硬化或特发性门脉高压症患

者仅可见肝内胆管的异常, 而EHPVO患者同时

存在肝内和肝外胆管的异常[14]. 此外, 少数患者

还可看到胆囊管或胆囊壁的异常. 
根据ERCP所见, 可将PHB分为4型. Ⅰ型: 病

变仅累及肝外胆管; Ⅱ型: 仅肝内胆管受累; Ⅲ
型: 同时累及肝外和一侧(左或右)肝内胆管; Ⅳ
型: 肝外胆管和两侧肝内胆管同时受累. 
3.2 磁共振胆管造影术和门静脉造影术 磁共振

胆管造影术为非侵入性检查, 可清晰显示扩张

的管道且不受肠腔气体的干扰, 缺点是无法测

量血流频谱, 不能了解血流走形方向. 磁共振

造影术在检查EHPVO患者的胆汁异常方面同

ERCP技术不相上下, 但在检测肝内胆管异常

以及鉴别胆总管曲张与胆总管结石方面则优于

ERCP[3,15]. Condat et al [6]认为, 磁共振造影术的检

测结果与ERCP相类似, 但后者属于半侵入性检

查手段, 对有症状的PHB患者应当限制使用. 门
静脉造影术可清晰显示门静脉系统血管构成异

常, 特别是门静脉与腔静脉间的侧支循环形成

及严重程度, 也可发现EHPVO及CTPV等改变. 
因此, 磁共振胆管造影术和门静脉造影术应当

作为PHB患者的首选检查手段.  
3.3 超声 PHB患者肝脏回声多正常; 典型者门静

脉呈蜂窝状或多囊状, 血流方向不规则, 可呈动

静脉混合性血流, 其他患者可见门静脉血栓、

变形、狭窄或显示不清, 门静脉壁增厚及周围

有多少不等的增粗迂曲的侧支血管; 因肝门处

回声改变, 原有解剖结构紊乱, 胆管难以辨认. 
肝门处胆管局部扩张, 可合并胆管结石; 胆管被

扭曲的侧支血管围绕; 部分患者肝内胆管扩张. 
胆囊常增大, 约30%-55%患者可见胆囊静脉曲

张, 声像图见胆囊壁内或其周围、胆囊窝中扭

曲扩张的血管; 胆囊收缩功能正常, 且很少合并

胆囊结石. 脾脏增大, 脾静脉扩张, 脾门、胰腺

和左肾周围均可见侧支血管.
3.4 超声内镜 超声内镜(endoscopic ultrasonogra-
phy, EUS)在鉴别胆总管曲张和/或胆总管结石方

面有较大的应用价值. Palazzo et al [16]对21例患者

进行超声内镜检查发现, 16例患者(76%)可见胆

总管壁静脉曲张, 11例患者胆总管周围静脉曲张

(52%), 9例患者存在胆囊血管曲张(43%), 其中3
例患者表现为梗阻性黄疸, 且这3例患者的静脉

曲张均在胆总管. 
在诊断PHB中, 应联合应用超声内镜, 因其

在诊断肝外胆管病变方面可提供有价值的信息, 
尤其是当其他影像学检查无阳性发现时, 其可

揭示胆道阻塞的病因, 包括血管曲张、结石、

狭窄或肿瘤.
3 . 5  实验室检查  部分患者血清胆红素升高

(37.6-164.2 μmo1/L). 血清碱性磷酸酶常明显升

高, 可达患者年龄上限值的2-5倍; 此项检查有助

于门静脉高压疑似合并胆病患者的随访. 免疫

学指标如血清抗核抗体、抗线粒体抗体及抗平

滑肌抗体等一般阴性. 
3.6 其他检查 (1)内镜: EHPVO患者发生其他异

位静脉曲张的概率明显增高, 可达20%-30%. 
Bayraktar et al报道了17例存在“假性胆管癌征”

的CTPV患者, 经内镜检查发现患者均有不同程度

的十二指肠静脉曲张, 多位于降部大弯侧[17]. (2)肝
活检: EHPVO患者的肝组织学检查未发现胆管缺

失、胆小管增生、汇管区炎症或肝硬化等改变.

4  治疗

迄今, 尚未对PHB的治疗达成共识. 无症状的

PHB患者无需治疗, 对有症状的PHB患者强调个

体化治疗, 原则上应着重处理肝外型门脉高压

所致的出血和解除胆道梗阻.
4.1 内镜治疗 内镜治疗包括内镜下括约肌切开

术、取石术、机械性碎石术以及胆管狭窄扩张

术等, 其中内镜下乳头括约肌切开取石和/或放

置胆管支架是治疗存在胆总管结石或胆管结石

合并胆管炎的PHB患者的首选方法. 但内镜治疗

不能解除原发的胆管梗阻, 故术后结石的复发率

很高. 切开乳头取石时应谨防损伤位于壶腹及其

附近的粗大侧支血管, 以免引发大出血. 并发食

管静脉曲张破裂出血的患者可注射硬化剂, 但硬

化疗法会加重胆总管旁静脉曲张, 使PHB恶化.
4.2 外科手术 有症状的胆管阻塞患者不能接受

内镜治疗时, 以及内镜治疗后胆管梗阻复发或进

展时, 均应考虑外科手术治疗. 在EHPVO门静脉

高压十分明显的状态下, 肝门处被具有多条曲张

静脉的纤维组织包裹, 肝十二指肠韧带增厚、

纤维变性, 也存在大量扭曲的静脉; 胆总管显示

不清, 术者常将侧支血管误认为胆总管; 施行胆

■应用要点
本文围绕门脉高
压性胆病的发病
机制、诊断和治
疗进展进行了综
合、详细的介绍, 
总结了各种检测
手段的应用价值, 
探讨了内镜治疗
和手术治疗的适
应证、临床应用
的利弊以及当前
门脉高压性胆病
治疗中的一些误
区, 强调应选择个
体化治疗方案, 对
临床工作具有指
导意义.
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道手术十分棘手, 术中可能伤及丰富的侧支血

管, 发生大出血的危险性极大. 因此, 首先应认清

PHB之主要矛盾是门脉高压, 即门静脉主干闭塞

引起的EHPVO所继发的肝十二指肠韧带内、门

脉周围、胆管周围甚至胆管的静脉曲张, 引起的

胆道梗阻. 综上, 门体分流应是一线的根本治疗. 
业已证实, 症状性PHB是门体分流术的指征

之一[18]. 手术可减少侧支循环形成、减轻围绕胆

总管的侧支静脉的曲张程度, 缓解因其压迫而造

成的胆管梗阻. 而且门体分流术还能预防消化道

静脉曲张破裂出血, 减轻继发于PHB的肝功能改

变, 并有助于纠正患儿发育迟缓. EHPVO患者的

肝功能相对较好, 甚至能耐受紧急情况下的门体

分流术. 但手术仍有一定死亡率, 有时术中找不

到可供分流的血管. 
有一些患者在门体分流术后胆道系统的改

变和症状仍然存在, 须接受Ⅱ期手术: 肝空肠吻

合术方能解除胆道梗阻[10,19]. 但手术常因为腹腔

内存在大量侧支静脉或其他原因而失败[20]. 对内

镜治疗或外科手术失败的难治性患者, 肝移植

将成为其唯一选择. 
4.3 其他治疗 近年报道, PHB患者在经颈静脉肝内

门体分流(transjugular intrahepatic portosystem shunt, 
TIPS)术后胆管病变也可消失[19]. 经皮经肝途径充

气扩张狭窄胆管取石也曾获得成功[20].

5  结论

PHB是继发于门脉高压的胆道系统异常, ERCP
或胆总管造影术往往有阳性发现. 在各种原因

引起的门脉高压中, EHPVO导致的PHB最为多

见, 但也可见于肝硬化患者或特发性门脉高压

患者. 大多数PHB患者或被其他症状所掩盖, 仅
约有1/5的患者可表现出腹痛、黄疸、发热等

胆道系统症状. PHB的发病机制尚不完全清楚, 
可能与肝门部海绵状血管瘤的压迫和胆管壁缺

血有关. 无症状的PHB患者无需治疗, 有症状的

PHB患者应根据其疾病特征选择个体化的治疗

方案, 主要包括内镜治疗和外科手术治疗, 但两

种治疗手段并不矛盾, 而是互相补充.
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■同行评价
门脉高压性胆病
在临床上应是较
多 见 ,  但 研 究 较
少. 本文综述了目
前的研究进展, 较
好地反映了门脉
高压性胆病的病
因、发病机制、

诊断及治疗现状. 
具有一定的可读
性.
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Abstract
AIM: To construct a vector containing human 
restin gene and observe its expression in gastric 
cancer cells BGC-803 with green fluorescence 
protein as the reporter gene.

METHODS: Restin gene was amplified from 
mRNA of fetal kidney tissue by RT-PCR. The 
RT-PCR products and pEGFP-C1 were simul-
taneously digested, then purified, ligated, and 
transformed to construct the recombinant vector 
pEGFP-restin. Then the recombinant pEGFP-
restin was transfected into gastric cancer cells 
BGC-803. The expression of green fluorescence 
protein was observed by fluorescence micros-

copy, and Western blot was used to examine the 
expression of target protein. 

RESULTS: Agarose gel elctrophrosis showed 
a 600-bp band of the RT-PCR product, which 
matched the expected size. Through digestion, 
the inserted DNA sequence was confirmed to be 
the premature gene of restin, which was ligated 
to pEGFP-C1 and transfected into BGC-803 cells 
successfully. The strong expression of green flu-
orescence protein was observed by fluorescence 
microscopy, and the expression of target protein 
was identified using Western blot. 

CONCLUSION: The recombinant vector pEGFP-
restin is successfully constructed, providing im-
portant subject for further investigation of restin 
function. 

Key Words: Restin gene; Green fluorescent protein; 
Plasmid construction; Gene transfection; Gastric 
cancer

Dai C, Li JY. Construction of pEGFP-restin recombinant 
plasmid and its expression in BGC-803 gastric cancer 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(35): 3937-3940

摘要
目的: 构建一种含人肿瘤休眠蛋白基因(restin)
的质粒, 以绿色荧光蛋白作为报告基因, 观察
其在胃癌细胞中的表达, 为探讨其抗肿瘤作用
的分子机制打下基础.

方法: 从人胚肾组织中, 以RT-PCR方法扩增
restin基因片段, 将restin片段和增强型绿色荧
光表达质粒pEGFP-C1酶切、纯化、连接、转
化、筛选, 构建pEGFP-restin重组质粒, 转染胃
癌细胞, 荧光显微镜下观测绿色荧光蛋白的表
达, 并对表达产物进行Western blot鉴定. 

结果: RT-PCR产物经琼脂糖电泳, 在预期位置
(600 bp)处阳性条带表达; 重组载体经酶切分
析, 插入片段表达restin基因; pEGFP-restin重
组质粒成功转染胃癌细胞, 在荧光显微镜下强
绿色荧光蛋白表达, Western blot鉴定结果显示
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■背景资料
目前传统的肿瘤
治疗特异性差, 毒
副作用大, 而靶向
基因治疗能通过
细胞因子、受体
及信号传导过程
在肿瘤局部发挥
作用, 可有效避免
骨髓抑制、胃肠
道反应及心脏损
害等毒性反应, 靶
向基因治疗将成
为抗肿瘤的一个
重要途径. 

■同行评议者
李淑德, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长海
医院消化内科



pEGFP-restin上的restin基因在BGC-803细胞
中正确表达.

结论: 成功构建了pEGFP-restin重组质粒, 为进
一步研究restin的功能提供了重要的实验材料.

关键词: 休眠基因; 绿色荧光蛋白; 质粒构建; 基因

转染; 胃癌
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0  引言

1999年Ramchandran et al [1]发现, restin蛋白可以

通过抑制肿瘤血管生成而达到控制裸鼠肿瘤生

长的作用. restin蛋白与人体胶原ⅩⅤα1链羧基

末端非胶原结构域(NC10 domain of α1 chain of 
collagen type ⅩⅤ)具有相同的氨基酸序列, 由
180个氨基酸组成, 广泛分布于各种组织基底

膜, 尤其在心脏、骨骼肌、胎肝肾、胎盘中高

表达[2-3]. 我们前期研究发现, restin基因通过抑

制肿瘤血管形成, 在肿瘤浸润及转移中发挥作

用, 但目前其分子机制尚不清楚[4]. 本实验构建了

真核表达载体pEGFP-restin, 转染至胃癌细胞株

BGC-803, 在荧光显微镜下观察到重组蛋白的表

达, 并对表达的蛋白产物进行了Western blot鉴定. 
为研究restin蛋白抗肿瘤作用奠定了实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 pEGFP-C1质粒由军事医学科学院庞博

博士惠赠, 胃癌细胞株BGC-803由北京肿瘤医院

基础所惠赠, 人胚肾组织本院妇产科提供. One 
Step PCR Kit(AMV)试剂盒、T4 DNA连接酶、

限制性内切酶Bam HⅠ和Eco RⅠ、DL2000 Plus 
DNA-Marker, 购自北京天佑达生物科技有限公

司. TRIzol-RNA提取试剂盒、DNA凝胶纯化试

剂盒, 购自北京全式金生物技术有限公司. 脂质

体Lipofectamin购于美国Invitronen公司. PVDF膜
购自美国Millipore公司. β-actin单克隆抗体、抗

restin抗体购自美国Stratagene公司. 
1.2 方法 
1.2.1 restin基因序列的生物信息学分析及引物合

成: 使用Primer5.0引物设计并合成引物, 上游序

列引入Bam HⅠ酶切位点P1: 5'-ggatccatttcaagtg
ccaatcatgagaagcct-3'; 下游序列引入Eco RⅠ酶切

位点P2: 5'-gaattcttacttcctagcgtctgtcatgaaact-3'. 
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1.2.2 restin cDNA的克隆扩增与鉴定: 取人胚肾

组织研碎, TRIzol法提取总RNA, TaKaRa One 
Step RNA PCR Kit(AMV)行RT-PCR, 反应体系50 
μL: dNTP 1 μL, RNA 1 μg, P1、P2引物各1 μL, 
AMV-Taq DNA聚合酶1 μL, AMV-反转录酶1 μL, 
10×Buffer(mol/L) 2 μL, 去离子水补充至50 μL. 
反应程序: 50℃ 30 min, mRNA逆转录为cDNA; 
94℃预变性2 min; 30个PCR循环: 94℃变性30 s, 
60℃退火30 s, 72℃延伸60 s; 72℃延伸10 min. 
RT-PCR 产物2 μL进行15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 与
标准DNA片段(Marker)对照, 紫外线检测仪观察. 
1.2.3 真核表达载体pEGFP-restin的构建、鉴定与

测序: 回收PCR产物, Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶切, 
T4连接酶连接, 重组质粒命名为pEGFP-restin, 连
接产物转化感受态DNA5α, 卡那霉素和蓝-白斑

筛选阳性克隆, 接种LB培养基, 摇菌过夜, 质粒

提取, PCR及酶切鉴定, 最后测序证实. 
1.2.4 重组质粒: pEGFP-res t in体外转染胃癌

细胞: 用脂质体LipofectamineTM 2000介导转

染B G C-803胃癌细胞 .  根据转染质粒的不同

分为: pEGFP-res t in转染组; 未转染重组质粒

的B G C-803细胞空白对照组 .  转染方法按照

LipofectaminTM 2000说明书进行: 转染前胰酶

消化BGC-803细胞, 接种100 mL培养瓶, 每瓶

计数细胞在3×106个, 培养过夜细胞融合率达

90%-95%, 4 μg pEGFP-restin质粒溶于RPMI 
1640, 8 μL LipofectaminTM 2000溶于50 μL RPMI 
1640, 混合物滴入培养瓶孵育. 设对照组: 无质

粒DNA的脂质体与BGC-803孵育. 
1.2.5 荧光显微镜观察绿色荧光蛋白表达: 在激

发波长488 nm, 发射波长507 nm的荧光显微镜

(Nikon-TE300)下, 观察转染后胃癌细胞内绿色

荧光表达. 
1.2.6 表达产物的Western blot鉴定: 转染36 h
后, 分别将野生型BGC-803细胞、转染空质粒

pEGFP-C1和转染pEGFP-restin的BGC-803细胞

培养皿置于冰上, 用冰预冷的PBS漂洗两遍, 加
入150 μL细胞裂解液, 刮取细胞移入1.5 mL EP
管中, 3000 r/min离心5 min后, 收集上清. 分别上

样, 进行120 g/L SDS-PAGE分离蛋白质, 并电转

移至PVDF膜上. 将PVDF膜移入培养皿中, 加入

50 g/L脱脂奶粉, 封闭1 h, TTBS漂洗3次后, 加入

鼠抗人restin抗体(1∶1000), 4℃孵育过夜; TTBS
漂洗3次, 再加入辣根过氧化酶标记的羊抗鼠

IgG抗体(1∶2000), 孵育1 h. 最后曝光显色, 通过

IS2000R多功能影像系统获得图像. 以β-actin为
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■相关报道
自1971年Folkman
首次提出“肿瘤
的生长浸润依赖
于肿瘤内新生血
管的形成”以来, 
在这一领域的研
究逐渐深入, 针对
肿瘤新生血管的
治疗策略层出不
穷, 有理由相信抗
血管生成治疗特
别是靶向基因治
疗将成为抗肿瘤
的一个重要途径. 

■研发前沿
restin基因与内皮
抑素同源, 有研究
表明其可抑制肿
瘤血管细胞生成, 
通过将其与GFP
构建, 转染入胃癌
细胞, 将为动态连
续观测restin蛋白
抑制肿瘤血管形
成及肿瘤细胞侵
袭和转移的研究
奠定实验基础. 
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内对照, 分别检测三组实验细胞restin的表达.

2  结果

2.1 restin基因总RNA表达 总RNA经琼脂糖凝

胶电泳分析, 观察到5、18、28S条带, 有较好

的完整性; RNA样本经紫外分光光度计测定值

A 260nm/A 280nm, 介于1.8-2.0, RNA纯度较高.
2.2 restin基因RT-PCR结果 RNA制备目的cDNA, 
以restin mRNA为模板, 反转录及Taq酶进行RT-
PCR扩增, 得到目的基因片段, 经10 g/L琼脂糖

凝胶电泳见特异性扩增条带, 大小约600 bp, 与
理论值相符(图1-2).
2.3 重组质粒pEGFP-restin酶切鉴定及测序鉴定 
pEGFP-restin重组质粒经Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶

切后电泳显示, PCR产物及目的基因片段长度相

符, 初步确定得到预期重组质粒(图3), 对酶切鉴

定的重组质粒pEGFP-restin测序, 结果正确, 无
碱基突变.

2.4 胃癌细胞BGC-803转染的观察 重组质粒

pEGFP-restin的表达采用脂质体法对胃癌细胞

BGC-803转染和G418筛选, 荧光显微镜观察, 细
胞内可见绿色荧光表达(图4).
2.5 restin基因表达产物的Western blot分析 在
转染pEGFP-restin重组质粒的BGC-803细胞裂

解液上清中, 发现有一特异性蛋白条带, 而转染

pEGFP-C1空载体及野生型的BGC-803细胞裂

解液上清中, 均未发现相应条带, 表明pEGFP-
restin上的restin基因在BGC-803细胞中得到了表

达(图5).

3  讨论

restin蛋白是Ramchandran et al [1]在1999年发现

的血管生成抑制因子, 该因子能够抑制裸鼠移

植瘤的生长. 国内Xu et al [5]曾经利用大肠杆菌表

达了鼠源的restin蛋白, 该蛋白可抑制牛主动脉

内皮细胞(BAEC)的生长, 并且引起BAEC凋亡, 
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图  1  RT-PCR琼脂糖凝
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1            2 图  2  RT-PCR琼脂糖凝胶
电泳. 1: RT-PCR products; 
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图  5  Western blot鉴定结果. 1: 转染pEGFP-restin的

BGC-803细胞; 2: 转染空质粒pEGFP-C1的BGC-803细胞; 

3: 野生型BGC-803细胞.

restin
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图  4  荧光显微镜下重组质粒转染的BGC-803细胞(荧光显
微镜×400). A: 转染后48 h的BGC-803细胞; B: 转染后72 h

的BGC-803细胞.
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■创新盘点
本文通过将restin
基因与GFP构建
成重组质粒, 转染
胃 癌 细 胞 ,  并 经
Western blot鉴定
表达蛋白、荧光
显微镜观察转染
的 细 胞 ,  为 研 究
restin蛋白抑制肿
瘤血管形成及肿
瘤细胞侵袭和转
移奠定了实验基
础. 
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restin蛋白与内皮抑素同为来自胶原蛋白的血管

生成抑制因子, 但与内皮抑素(endostatin)一样无

任何毒副作用, 是一种稳定的蛋白质. 
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)来源于海洋生物水母, 在蓝光或紫光下可

发出荧光, 可以进行实时检测, 己被广泛的用作

报告基因进行在体和离体的实验研究[6-7]. 同时

在研究基因表达, 细胞分化及蛋白在生物体内

定位和转运方面作用显著[8-11], 而且还能检测目

的基因的高效转染和表达[12-13]. 
本课题构建了pEGFP-restin表达质粒, 对克

隆载体pEGFP-C1进行Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶

切, 设计了restin cDNA与pEGFP-C1相同的酶切

位点, 将载体片段和插入片段连接起来, 形成非

同源的黏-黏末端, 进行定向克隆, 既有效地限制

了载体分子的自身环化, 降低了非重组子的背

景, 又提高了连接效率. 转化感受态菌DNA5α中, 
pEGFP-C1表达载体上含有卡那霉素抗性基因, 
构建的重组质粒保留了相同的抗性基因, 转化了

重组质粒的感受态菌在含卡那霉素的LB培养基

上存活, 取抗性克隆进行小量制备, 经BamHⅠ和

Eco RⅠ双酶切得到4.7 kb载体片段和600 bp插入

片段, 由此鉴别含有restin基因的重组质粒. 将重

组质粒转染入BGC-803细胞中, 经G418筛选出表

达pEGFP-restin的融合蛋白, N端为增强型绿色

荧光蛋白EGFP, C端为restin蛋白, 荧光显微镜下

可直接观察到细胞发出较强的绿色荧光, 且荧光

强度不衰减, 说明融合蛋白在BGC-803细胞中高

表达, 对细胞生长繁殖无不良影响. 并经Western 
blot鉴定正确表达出restin蛋白, 为初步探讨体内

restin蛋白抑制肿瘤血管形成的研究奠定了实验

基础. 同时GFP转染肿瘤细胞后,将随着肿瘤细胞

的分裂,生长而传给下代,也将随着肿瘤细胞的死

亡而消亡[14-17], 因此可以动态连续检测restin蛋白

对肿瘤细胞侵袭和转移的影响.
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■同行评价
本 研 究 构 建
pEGFP-rest in重
组质粒，筛选出
pEGFP-restin融合
蛋白并在胃癌细
胞中表达, 对揭示
胃癌转移的分子
机制有重要意义.
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Abstract
AIM: To study the specific inhibitory effect of 
short hairpin RNA (shRNA) on the mutant K-ras 
gene expression in PANC-1 cells.

METHODS: Plasmid pGensil-1 recombinant 
plasmids targeting mutant K-ras gene was es-
tablished. After transfection into PANC-1 cells, 

the expression of K-ras gene was detected using 
RT-PCR, Western blot techniques, and the effect 
of cell proliferation was determined by CCK-8 
test. And a tumor model of nude mouse was 
constructed through rejecting the recombination 
plasmids to observe the volume of tumor.

RESULTS: The recombinant plasmid encoding 
mutant-specific shRNA for K-ras inhibited the 
expression of mutant K-ras significantly (P = 
0.01). Rates of K-ras protein expression in non-
treatment group, negative control group and 
treatment group were 100%, 99.0% ± 0.73%, 
39.9% ± 2.1%, respectively. No significant differ-
ence in K-ras protein expression was observed 
between non-treatment group and negative con-
trol group. A 60.1% reduction in K-ras protein 
expression from the treatment group to non-
treatment group indicated that cell growth was 
significantly inhibited (P = 0.02); and after four-
teen day’s recombinant plasmid treatment, the 
volume of tumor grew slowly in nude mice and 
was significantly decreased compared with the 
control group (P = 0.03).

CONCLUSION: The specific shRNA inhibits the 
K-ras expression efficiently, and the growth of 
cells and nude mice is inhibited.

Key Words: Pancreatic cancer; K-ras; RNA interfer-
ence; Short hairpin RNA

Li DB, Zheng ZG, Xu XM, Guo H, Zhao XL, Huang LF, 
Cai JH. Effect of short hairpin RNA on K-ras expression in 
human pancreatic cancer cell line. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(35): 3941-3945

摘要
目的: 研究短发夹RNA(short hairpin RNA, 
shRNA)对人胰腺癌细胞PANC-1中突变型
K-ras基因表达的抑制作用. 

方法: 构建特异性针对胰腺癌PANC-1细胞突
变型K-ras基因的重组质粒pGensil-1-P1, 阴性
对照质粒pGensil-1-HK并采用脂质体介导的
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■背景资料
胰腺癌是严重危
害人类生命健康
的恶性肿瘤之一, 
其恶性程度极高, 
难以早期诊断和
治疗 ,  预后极差 . 
除早期手术外, 尚
无其他有效治疗
措施. 随着分子生
物学的发展, RNA
干扰作为一种新
的高效抑制特定
基因表达的技术, 
成为基因治疗领
域的强有力的工
具, 因此基于RNA
干扰技术的基因
治疗方法成为攻
克胰腺癌新的希
望.

■同行评议者
何裕隆, 教授, 中
山大学附属第一
医院胃肠胰腺外
科



方法转染胰腺癌细胞. 应用逆转录聚合酶链
反应(RT-PCR)和蛋白免疫印迹(Western blot)
检测K-ras基因mRNA和蛋白的表达, CCK-8
方法测量细胞生长曲线. 并建立人胰腺癌细
胞PANC-1裸鼠皮下移植瘤模型, 分别注射
Pgenesil-1-P1、Pgenesil-1-HK质粒, 动态观察
并处死裸鼠计算肿瘤体积.  

结果: 测序证实质粒表达载体构建成功, 短发
夹RNA(shRNA)使胰腺癌细胞PANC-1突变
型K-ras基因的mRNA较未治疗组、阴性对照
组相比明显减少(P  = 0.01); 未治疗组、阴性
对照组及治疗组的K-ras蛋白表达率分别为
100%, 99.0%±0.73%, 39.9%±2.1%, 前两组
K-ras蛋白表达差异无统计学意义, 治疗组较
未治疗组K-ras蛋白表达下调了约60.1%; 细胞
生长受到明显抑制(P  = 0.02); 经重组质粒治
疗14 d后, 裸鼠皮下移植瘤生长缓慢, 相较于
对照组瘤体明显缩小(P  = 0.03).

结论: shRNA对特异性转染组的胰腺癌细胞的
突变K-ras基因表达有抑制作用, 使细胞以及
裸鼠移植瘤的生长受到抑制.

关键词: 胰腺癌; K-ras; RNA干扰; 短发夹RNA
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0  引言

胰腺癌(pancreatic carcinoma)是严重危害人类生

命健康的恶性肿瘤之一, 其恶性程度极高而且

发病隐匿, 难以早期诊断和治疗, 预后极差. 在
所有参与胰腺癌发生、发展的基因中, 与其最

为密切的是K-ras基因. K-ras基因在胰腺癌中的

突变率平均在80%左右, 其中以12位密码子突变

最为常见. 第12位密码子的点突变以GAT(46%), 
GTT(32%)和CGT(13%)三种形式最为多见[1]. 
Ras基因定位于11q13, 其基因家族包括H-ras、
K-ras和N-ras. 其编码的蛋白是位于细胞膜上的

鸟苷酸结合蛋白, 负责将外部信号转导到细胞

内部. 有研究表明抑制突变K-ras的表达, 可有

效抑制胰腺癌细胞的生长[2-3]. RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术是一项近年来发现的抑

制基因表达的新技术, 由于其具有特异性强、

效率高等优点而成为在肿瘤研究中的热点. 本
实验构建针对胰腺癌细胞PANC-1突变型K-ras
基因的质粒载体, 建立裸鼠皮下移植瘤模型, 在
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体外及体内水平观察RNA干扰作用于K-ras基因

突变型胰腺癌的治疗效果, 为胰腺癌的基因治

疗寻找新的途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株PANC-1(K-ras第12位
密码子突变形式为GAT)购自中科院上海细胞库. 
Pgenesi-l质粒购自武汉晶赛公司, 质粒中量抽提

纯化的试剂盒购自Promerga公司. 小牛血清购自

杭州四季青生物有限公司, DMEM培养基购自

美国Gibco公司. TRIzol及LipofectamineTM 2000转
染试剂盒均购自Invitrogen公司. cDNA第一链反

应试剂盒购自Fermentas公司, PCR引物序列由上

海生工生物公司合成. K-ras小鼠mAb购自Abcam
公司, Actin小鼠多克隆抗体. 辣根过氧化酶标记

的羊抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技术有限

公司, 细胞裂解液购自华瑞公司. 主要实验仪器: 
日本Olympus倒置显微镜; 二氧化碳细胞培养

箱, 日本Sanyo公司;  超净工作台, 苏州安泰公司;  
HITACHI HIMAC低温离心机; 电泳仪, 双垂直

电泳槽, 水平电泳槽, 北京六一仪器厂; GIS凝胶

图像处理系统, 上海天能科技公司; 紫外线分光

光度计, 山东高密分析仪器厂; PCR扩增仪, 美国

Thermo Hybaid公司.
1.2 方法 
1 . 2 .1  质粒载体的构建 ,  扩增和纯化 :  根据

G e n B a n k数据库提供的已知K-r a s基因[G I: 
20147726]的序列, 在29-48 bp位点, 选择一段19
个碱基的核苷酸片段, 把第12位密码子的GGT
换成GAT作为靶序列, 经Blast同源序列分析软

件证实与人类其他基因无同源性. 人工合成一

对针对PANC-1细胞K-ras基因的特异性shRNA
的D N A插入片段 .  构建治疗组重组质粒载体

pGensi l-1-P1以及阴性对照组质粒pGensi l-1-
HK. pGensil-1-P1质粒序列: 5'-gat ccG AGC TGA 
TGG CGT AGG CAA ttc aag acg TTG CCT ACG 
CCA TCA GCT Ctt ttt tgt cga ca-3', 3'-gCT CGA 
CTA CCG CAT CCG TTa agt tct gcA ACG GAT 
GCG GTA GTC GAG aaa aaa cag ctg ttc ga-5. 阴
性对照组Pgenesil-1-hk质粒不针对任何mRNA 
序列, pGensil-1-hk质粒序列: 5'-gat ccG ACT 
TCA TAA GGC GCA TGC ttc aag acg GCA TGC 
GCC TTA TGA AGT Ctt ttt tgt cga ca-3', 3'-gCT 
GAA GTA TTC CGC GTA CGa agt tct gcC GTA 
CGC GGA ATA CTT CAG aaa aaa cag ctg ttc 
ga-5'将重组质粒以常规方法转化感受态大肠杆

菌DH5α后, 在含有卡那霉素的LB固体培养皿
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■研发前沿
K-ras基因在胰腺
癌中的点突变率
平均在80%左右, 
其中大于98%的
突变形式是第12
位密码子的点突
变 ,  抑 制 突 变 的
K-ras基因的表达
成为胰腺癌基因
治疗的热点. 基于
RNA干扰技术的
基因治疗方法能
否抑制胰腺癌细
胞的生长成为本
研究的重点. 
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里培养, 12 h后, 挑取单克隆摇菌, 重组质粒经

测序证实. 两种重组质粒的扩增及纯化, 参照

Promega质粒中量抽提纯化试剂盒中的说明书

进行.
1 .2 .2  细胞的培养和转染 :  人胰腺癌细胞株

PANC-1(K-ras第12位密码子突变形式为GAT)
和M iapaca-2细胞, 用含100 mL/L小牛血清的

DMEM培养基, 置于50 mL/L CO2, 37℃条件下

培养, 当细胞生长至80%融合时传代. 转染前1
天, 将细胞置于无抗生素的培养基中, 当细胞融

合达90%-95%时按LipofectamineTM 2000转染试

剂盒的说明书进行转染.
1.2.3 RT-PCR方法检测K-ras mRNA的表达: 按
cDNA第一链反应试剂盒说明书采用随机引物

法合成cDNA. 用β-action作为内参照进行PCR扩
增. 提取的总RNA通过紫外分光光度计法, 进行

定量, 并调整RNA浓度, 按照cDNA第一链反应

试剂盒说明, 加入各种试剂后, 用PCR仪以Oligo
引物为引物合成cDNA第一链. 以β-action为内

参进行PCR. K-ras引物上游为: 5'-AGA GTG 
CCT TGA CGA TAC AGC-3', 下游: 5'-ACA AAG 
AAA GCC CTC CCC AGT-3', 扩增长度为198 bp. 
β-actin引物, 上游: 5'-AGC GGG AAA TCG TGC 
GTG AC-3', 下游: 5'-TGG AAG GTG GAC AGC 
GAG GC-3', 扩增长度为445 bp. PCR反应条件:  
94℃ 5 min变性; 94℃ 1 min, 59℃ 1 min, 72℃ 30 
s, 30个循环; 72℃延伸5 min. 反应产物于20 g/L
琼脂糖凝胶中电泳, 电压100 V, 45 min, 并用Gel 
1D凝胶图像分析系统分析其光密度. 
1.2.4 Western blot检测K-ras蛋白的表达: 转染48 
h后, 用细胞裂解液提取胞质蛋白, 总胞质蛋白

用考马斯亮蓝试剂盒定量. 根据测定的蛋白样

品的实际浓度, 按每个加样孔120 μg的上样量计

算各组样品的实际上样量, SDS-PAGE凝胶电泳

分离蛋白后, 100 V转膜60 min, 凝胶上的蛋白转

移至PVDF膜; 50 g/L脱脂奶粉封闭1 h, 按1∶200
加入K-ras一抗, 37℃孵育2 h, 封闭液漂洗3次, 每
次5 min. 按1∶2500加入辣根过氧化物酶标及的

二抗, 37℃孵育1 h, PBST缓冲液漂洗3次, 每次5 
min. 化学发光法显影于胶片上. Gel 1D凝胶图像

分析系统分析其光密度.
1.2.5 测定细胞生长曲线: 细胞转染后, 以1×
107/L接种于96孔板, 每孔100 μL, 自转染当天开

始, 每天取3孔细胞应用CCK-8法检测各孔吸光

度值, 绘制细胞生长曲线.
1.2.6 裸鼠皮下移植瘤实验: 将裸鼠置于SPF级环

境中饲养1 wk以适应环境, 将PANC-1细胞浓度

调整为4×106/0.2 mL, 选取裸鼠颈部背侧皮肤为

接种点, 每次接种0.2 mL. 定期测量肿瘤的长径

和短径, 计算肿瘤体积 = 0.5×长径×短径2. 待
肿瘤体积长至40-50 mm3时将裸鼠随机分为3组, 
每组5只, 治疗组和阴性对照组分别注射pGensil-
1-P1、pGensil-1-HK质粒, 每次50 μg, 隔日1次, 
共7次, 未治疗组不予干预. 14 d后处死, 剥离皮

下肿瘤并用游标卡尺测量肿瘤体积.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS13.0统计软件行t检验.

2  结果

2.1 质粒表达载体的构建 将重组质粒进行测序, 
测序证实质粒载体构建成功(图1).
2.2 半定量RT-PCR RT-PCR扩增产物琼脂糖

凝胶电泳结果显示, 治疗组细胞的K-r a s基因

mRNA表达较阴性对照组和未治疗组的K-ras基

■相关报道
RNA干扰技术以
原癌基因或突变
的抑癌基因为靶
点, 可以恢复肿瘤
细胞的正常基因
调控, 基因表达降
低, 癌细胞生长受
抑制, 从而达到治
疗 的 目 的 .  基 于
RNA干扰技术的
基因治疗方法在
前列腺癌、乳腺
癌、结肠癌等以
及在抵抗病毒感
染的试验中被证
明是有效的. 
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图  1  质粒测序图. A: pGenesil-1-P1; B: pGenesil-1-HK.

图  2  RT-PCR检测PANC-1细胞K-ras mRNA的表达. 1: 未治

疗组; 2: 阴性对照组; 3: 治疗组; M: Marker.

K-ras
Actin

1              2               3             M

1                     2                  3

K-ras

Actin

图  3  Western blot结果. 1: 未治疗组; 2: 治疗组; 3: 阴性对

照组.
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因mRNA表达明显下降, 差异有统计学意义(P  = 
0.01<0.05, 图2).
2.3 Western blot结果 Western blot结果显示, 其中

1为未治疗组K-ras蛋白的表达, 2和3分别为治疗

组及阴性对照组的K-ras蛋白的表达. 蛋白表达

率分别为100%、39.9%±2.1%, 99.0%±0.73%. 
统计分析结果表明, 1、3中K-ras蛋白的表达差

异无统计学意义; 2较1中K-ras蛋白表达下调了

约60.1%(图3).
2.4 shRNA对细胞生长的影响 CCK-8所测细胞

生长曲线显示特异性转染组较未转染组和阴性

对照转染组相比细胞生长受到抑制, 差异有统

计学意义(P  = 0.02<0.05, 图4).
2.5 裸鼠皮下移植瘤生长抑制实验 所有裸鼠对

质粒注射耐受良好, 治疗组的瘤体增长缓慢, 而
阴性对照组与未治疗组的瘤体生长速度相似, 

治疗组的平均体积抑瘤率为82.5%(图5-6, 表1).

3  讨论

胰腺癌是常见严重危害人类生命健康的恶性肿

瘤, 是死亡率最高的人类恶性肿瘤之一, 近年

来发病率逐年上升. RNAi是由双链RNA分子

介导的序列特异性转录后基因沉默现象(pos t 
transcriptional gene silencing, PTGS)[4].  RNAi作
为一种新的、强有力的研究工具, 具有快速、

有效、序列特异性强等优点, 在某种程度上可

以替代传统的反义核酸技术和基因敲除技术.  
研究发现RNAi 抑制目的基因的作用强于反义

寡核苷酸[5]. 
近年来RNAi技术已逐渐应用于肿瘤的基因

治疗研究[6-9], 并已取得初步效果. 肿瘤的形成是

一个多阶段多步骤的发生过程, 是细胞内多种

基因突变累积的结果. 胰腺癌是人类常见的恶

性肿瘤, 自1992年Cerny et al [10]发现在胰腺癌的

早期就有K-ras的突变后, 掀起了人们对胰腺癌

基因治疗研究的热潮. Brummelkamp et al [2]最先

用逆转录病毒介导的RNAi技术抑制了第12位密

码子突变形式为GTT的胰腺癌突变型K-ras基因, 
未发现对野生型K-ras的影响. 随后, Chen et al [11]

■创新盘点
本文在体内及体
外水平观察以质
粒作为载体的短
发夹RNA转染到
胰腺癌细胞后其
突变型K-ras基因
mRNA及其蛋白
的表达均减少, 对
于胰腺癌细胞生
长以及对裸鼠移
植瘤生长具有明
显的抑制的作用. 
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图  4  CCK-8法测定转染后的细胞生长曲线.

图  5  裸鼠皮下移植瘤形成.

A

B

图  6  离体后肿瘤体积. A: 治疗组肿瘤; B: 对照组肿瘤; C: 

未治疗组肿瘤.

A B

C

表  1  重组质粒对裸鼠皮下移植瘤生长的影响

     
分组		     4 wk后瘤体积(mm3)	 P 值

治疗组		          1.12±0.04ac	                0.03

未治疗组		          6.73±0.14	                0.64

阴性对照组	         6.58±0.17	                0.61

aP<0.05 vs  未治疗组; cP<0.05 vs  阴性对照组.
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和Fleming et al [12]也用RNAi技术特异地抑制了

K-ras基因的表达.  
多数学者认为, 抑制细胞生长的机制是诱导

细胞凋亡或阻滞细胞周期. 但也有少数结果显

示单纯阻断突变型K-ras基因的表达并不能有效

诱导细胞凋亡, 因此, RNAi作用于胰腺癌K-ras
基因的确切的机制尚需进一步研究. 另外我们

目前对基因功能复杂性的认识仍然不够, 尤其

对外源基因表达的时空性的控制很难准确操纵, 
当一些蛋白的表达受抑制时, 为维持正常代谢

功能, 其他相关补偿途径可能被激活. RNAi效应

分子对基因的抑制率一般也很难达到100%. 因
此RNAi虽然具有特异性好, 效率高等优点, 但在

临床应用中仍然具有一定的风险, 尚需进一步

继续研究. 
本研究利用RNAi技术, 采用pGensil-1质粒

构建重组质粒载体, 并成功转导入人胰腺癌细

胞株PANC-1, 通过RT-PCR、Western blot方法

验证了含shRNA的重组质粒载体可有效抑制人

胰腺癌细胞中突变型K-ras基因的表达, CCK-8
法示可明显抑制细胞的增殖 ,  而且将重组的

pGensil-1-P1质粒注射到荷瘤裸鼠的瘤体内后可

以减缓瘤体增长速度, 呈现明显的抑瘤效应. 因
此我们可以认为以突变型K-ras基因为靶点, 利
用RNAi技术治疗肿瘤可望成为一种有效的基因

治疗方法.
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Abstract
AIM: To investigate the anticancer effect of the 
CD/5-FC suicide gene system on carcinoma 
cells of liver (Bel7402), bililary duct (QBC) and 
pancreas (Bxpc3), and to explore the possible 
anticancer mechanism.

METHODS: The growth curve and multiplica-
tion time of Bel-7402 QBC and Bxpc-3 were mon-
itored by MTT; the transfection efficiency of the 
three kinds of carcinoma cells were detected by 
FACS after instant transfection. The anticancer 
efficiency of cation lipofectin-mediated CD/5-
FC suicide gene system were monitored by MTT 
in vitro. Then, we analyzed the relation among 

multiplication time, transfection efficiency and 
anticancer effect; the apoptosis of CD/5-FC 
on the three cell lines were analyzed by FAM, 
and the apoptosis cells were stained by Hoch-
est33342.

RESULTS: The multiplication time of Bel-7402, 
QBC and Bxpc-3 was 34.48, 64.94 and 26.29 h 
respectively, and difference between QBC and 
BEL-7402, BXPC-3 was significant (P < 0.05); the 
transfection efficiency of the three cell line were 
26.99%, 2.25% and 30.36%, and the difference be-
tween QBC, and BEL-7402 and BXPC-3 was sig-
nificant (P < 0.05); the anticancer efficiency was 
83.24%, 16.97% and 92.32%, respectively. The 
apoptosis rates of the three kinds of carcinoma 
cells induced by CD/5-FC suicide gene system 
were 27.8%, 5.49% and 36.5%, respectively.

CONCLUSION: Carcinoma cells with shorter 
growth cycle and less multiplication time have 
higher instant transfection efficiency, and are 
more responsive to CD/5-FC suicide gene ther-
apy. This suicide gene therapy may be a promis-
ing method for later malignant tumor in clinic. 

Key Words: Suicide gene; 5-fluorocytosine; Cyto-
sine deaminase gene; Instant transfection; Liver; 
Biliary duct; Pancreas; Cancer

Liu GY, Luo Q, Zhuang WC, Yang SM, Wei LY. 
Anticancer effect of cation lipofectin-mediated CD/5-FC 
suicide gene system on liver, biliary duct and pancreas 
carcinoma cells in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的:  通 过 C D / 5 - F C 自 杀 基 因 体 系 对 肝
BEL-7402、胆QBC、胰BXPC-3三系肿瘤细
胞杀伤效率的比较, 探讨影响这种杀伤差异的
可能机制. 

方法: 测定BEL-7402、QBC、BXPC-3三系肿
瘤细胞的生长周期及倍增时间. FACS测定阳
离子脂质体介导的三系肿瘤细胞瞬时转染效
率. MTT法测定阳离子脂质体介导CD/5-FC自

®

■背景资料
自杀基因又称化
疗 敏 感 基 因 ,  化
疗药物前体活化
基因, 是存在于细
菌或真菌中的一
类基因, 哺乳动物
体内缺乏. 他通过
编码特异的酶而
转化低毒的或无
毒的前体药物为
具有毒性的代谢
产物而发挥很强
的抗肿瘤活性. 

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 ,
上海市交通大学
医学院瑞金医院
肝胆胰外科中心
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杀基因体系对瞬时转染的肝胆胰三系肿瘤细
胞体外杀伤效率. 观察细胞倍增时间与转染效
率与杀伤效率之间的关系. FACS对三系肿瘤
细胞瞬时转染自杀基因后凋亡进行比较, 并用
Hochest33342染色后进行观察.  

结果: BEL-7402、QBC、BXPC-3的倍增时
间分别是34.48、64.94、26.29 h. QBC细胞
同B E L-7402及B X P C-3相比差异有显著性
(P <0.05); BEL-7402、QBC、BXPC3三系细胞
阳离子脂质体介导的转染率分别为26.99%、

2.25%、30.36%. BEL-7402和BXPC-3同QBC
细胞有显著差异(P <0.05); 瞬时转染自杀基因
后抑制效率分别为83.24%, 16.97%, 92.32%; 
在C D/5-F C杀伤三系细胞可能的机制-凋亡
的研究中, 三者凋亡率分别为27.8%, 5.49%, 
36.5%. 

结论: 生长周期短, 倍增时间快的细胞系瞬时
转染率高, 对CD/5-FC自杀基因疗法比较敏感, 
该自杀基因疗法可能对临床晚期消化系恶性
肿瘤是一种很有前景的治疗方法. 

关键词: 自杀基因; 五氟胞嘧啶; 胞嘧啶脱氨酶; 瞬

时转染; 肝; 胆管; 胰腺; 肿瘤
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0  引言

自杀基因(suicide gene)[1-3]又称化疗敏感基因

(chemosensitive gene)[4], 化疗药物前体活化基

因(prodrug activation gene)[5], 是存在于细菌或

真菌中的一类基因, 哺乳动物体内缺乏. 他通过

编码特异的酶而转化低毒的或无毒的前体药物

为具有毒性的代谢产物而发挥很强的抗肿瘤活

性[6], 其中CD/5-FC[7-8]自杀基因体系杀伤效果

好、旁观者效应(bystander effect)[9]显著, 目前逐

渐成了研究的热点. 本工作通过对消化系三种

不同器官来源细胞系的体外杀伤比较研究阳离

子脂质体介导CD/5-FC自杀基因体系, 以期为临

床应用提供更多的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 细胞: 肝癌BEL-7402、胆管癌QBC为北

京军事医学科学院王玉芝研究员惠赠, 胰腺癌

BXPC-3为本课题组保存; 绿色荧光蛋白的真核

表达质粒pEGFP-N1为北京军事医学科学院王玉

芝教授惠赠. MTT购自Sigma公司, Hochest33342
购自Sigma公司, RNA酶购自Gibco公司, 阳离

子脂质体LipofectamineTM购自Invetrogeon, 胎牛

血清购自北京军马所, RPMI 1640培养基购自

Hyclone公司. 流式细胞仪(FCM)BD公司FACS 
tar, America, 荧光显微成像系统Olympus os701. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞生长曲线及倍增时间: 将指数生长期

的三系细胞2×103、0.1 mL接种于96孔板, 37℃, 
CO2恒温箱中培育4 h, 将第一组加入MTT液15 
mL, 再恒温箱中培养5 h, 取出加入0.1 mL、100 
mL/L SDS继续恒温培养, 此组细胞数为起点, 计
为时间0 h, 后在12、24、36、48、60、72、84、
96、108 h分别加入MTT液15 mL及100 mL/L 
SDS、0.1 mL, 每组重复4孔. 最后在酶标仪492 
nm上测定吸收值(A ). 将A值连起绘制细胞生长

曲线, 按照公式: TD = t×log2/(logN-logN0) 计算

各细胞倍增时间.  
1.2.2 三细胞系瞬时转染效率的比较: 将指数生

长期细胞各1×105接种于6孔板中, 37℃恒温

CO2孵箱中培育12 h, 取出生理盐水洗两次, 加入

配制好的转染液(脂质体∶质粒PEGFP-N1 = 10 
L∶2 g), 再37℃恒温培养5 h, 去掉转染液, 加入

含200 mL/L胎牛血清RPMI 1640培养液同上培

养12 h, 换100 mL/L胎牛血清RPMI 1640培养基

培养36 h, 去掉培养液, 胰酶消化制成单细胞悬

液, FACS测定各细胞系转染率. 设定同样的条件

下无脂质体介导的裸质粒转染为对照.  
1.2.3 脂质体介导瞬时转染CD基因表达的检测: 
将三系细胞各5×105个接种于90 mm培养皿中, 
转染方法同“1.2.2”, 脂质体∶质粒 = 30 L∶6 g, 
培养48 h, RNA提取试剂盒(Sigama公司试剂盒)
提取RNA, 设计引物序列进行RT-PCR反应. CD
基因引物上游序列: 5'-GTGAATTCAGGCTAG
CAATGTCGAATAACGCT-3', 下游序列: 5'-GTG
GATCCTCAACGTTTGTAATCGATGGCTTC-3'. 
看家基因为GAPDH, CD基因的PCR条件为: 94℃
变性40 s, 55℃退火40 s, 72℃延长1 min, 32个循

环, PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳(80 V、1 h)
鉴定结果. 
1.2.4 5-FC对细胞瞬时转染CD基因杀伤及抑制

的比较: 将指数生长期细胞5×103接种于96孔
板, 每组重复4孔, 培养12 h, 去掉培养液, 生理

盐水洗过2次, 加入瞬时转染液(方法同2)37℃培

养5 h, 换200 mL/L胎牛血清培养液, 加入5-FC(5 
mmol/L的终浓度)37℃恒温培养, MTT法(方法同

■研发前沿
CD/5-FC自杀基
因体系杀伤效果
好、旁观者效应
显著, 目前逐渐成
了研究的热点.
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1.2.1)检测24、48、72 h杀伤及抑制效率, 每组

重复4孔, 绘制杀伤及抑制曲线. 生长抑制率(%) 
= (对照组A值-实验组A值)/对照组A值, 杀伤率

(%) = (起点A值-实验组A值)/起点A值. 
1.2.5 细胞凋亡的比较: 将指数生长期细胞5×
105个接种于90 mm培养皿, 100 mL/L胎牛血清

RMPI 1640培养12 h, 加入配置好的瞬时转染液

(脂质体∶pCDNA3-CD = 30 L∶6 g), 培养5 h, 
换成200 mL/L胎牛血清RMPI 1640培养基培养

12 h, 换成100 mL/L胎牛血清RMPI培养并加入

5-FC(终浓度5 mmol/L), 分别取4、12、24、48 h
四个时间点, 胰酶消化制成单细胞悬液, 取出0.1 
mL用于Hochest33342染色镜下观察. 余下700 
mL/L乙醇固定, RNA酶处理30 min后FACS检测

细胞凋亡. 

2  结果

2.1 细胞倍增时间 按MTT值绘制三种细胞的生

长曲线图, 由各增长最快时间段计算BEL-7402、
QBC、BXPC-3细胞的倍增时间 (计算公式: TD = 
t×log2/(logN-logN0)分别是: 34.48、64.94、26.29 
h. BEL-7402和BXPC-3同QBC相比倍增时间差异

有显著性意义(P<0.05), 而BEL-7402和BXPC-3之
间差异没有显著性(图1). 
2.2 细胞瞬时转染率的比较 阳离子脂质体介导

的BEL-7402, QBC, BXPC-3的瞬时转染率分别

为26.99%、2.2%、30.3%, BEL-7402和BXPC-3
同QBC相比差异有显著性; 三种细胞裸质粒的

转染率分别为0.22%、0.29%、0.18%, 三者差异

没有显著性(图2). 这表明阳离子脂质体介导的

转染同前面细胞的倍增时间有很好的相关性, 
倍增时间快的细胞, 脂质体有更高的转染效率. 
而裸质粒的转染则与这关系不大. 
2.3 阳离子脂质体介导瞬时转染的表达 采用RT-
P C R法检测, 设脂质体介导的不带C D基因的

PCDNA3.1质粒为对照. 10 mL/L琼脂糖凝胶(80 V, 
1 h)电泳检测. 结果显示CD基因表达很好(图3-4). 
2.4 CD/5-FC对瞬时转染细胞的杀伤抑制 MTT
法测细胞的相对数量. 红线为对照组细胞, 瞬时

转染后不加入5-FC, 蓝线为实验组细胞, 加入

5-FC(终浓度5 mmol/L), 均每组重复四孔. CD/5-
FC对BEL-7402细胞的杀伤率72 h为55.08%, 对
其生长的抑制率为83.24%; C D/5-F C对Q B C
细胞的杀伤率为10.02%, 对其生长的抑制率

为16.97%, CD/5-FC对BXPC3的杀伤率72 h为
68.14%, 生长抑制率为92.32%, 比较CD/5-FC

对BEL-7402细胞、QBC、BXPC3的杀伤和抑

制, BEL7402、BXPC3均和QBC有显著差异

(P <0.05), 而BEL7402和BXPC3没有显著差异

(P >0.05, 图5).
2.5 CD/5-FC诱导细胞的凋亡 BEL-7402细胞凋

亡高峰在48 h, 凋亡率为27.8%, QBC细胞凋亡

高峰在48 h, 凋亡率为5.49%, BXPC3细胞凋亡

高峰在24 h, 凋亡率为36.5%. 按4、12、24、
48 h时间点B E L-7402凋亡率分别为: 4.88%, 
7.27%. 19.8%和27.8%; QBC细胞凋亡率分别为: 
2.82%, 3.98%, 3.55%, 5.44%和5.49%; BXPC3凋
亡率分别为: 5.30%、8.82%、8.86%、36.5%和

16.7%(图6). 
2.6 细胞凋亡的Hochest33342染色 BEL7402凋亡

染色可见有典型的凋亡出现, 且凋亡的细胞较

多; QBE中凋亡细胞少. BXPC3中凋亡细胞较多

(图7). 

3  讨论

随着分子生物学技术的迅猛发展, 基因治疗迅

速成为肿瘤治疗领域极有希望的一种治疗措施, 
已成为包括肝癌、胰腺癌、胆管癌在内的肿瘤

治疗研究领域的一大热点[10-12]. 基因治疗临床具

体实现的方法之一就是利用载体在肿瘤所在的

部位瞬时转染治疗基因, 本课题则就瞬时转染

后的自杀基因治疗做一系列研究. 当前的转染

载体都存在一个转染率低和安全的问题. 脂质

体(liposome)以无毒、无免疫源性、使用方便、

重复性好、能携带大片段DNA. 同时, 作为基因

或核酸载体脂质体可以抵御核酸酶的水解, 延
缓基因内含物的降解, 安全可靠等优点, 现已被

美国癌症协会批准为临床基因治疗的首选方案,
并且已有商品化的脂质体用于临床应用. 

细胞分裂在阳离子脂质体介导的基因转染

中有促进的作用[13], Mortimer et al [13]表明: 当SK-
OV-3细胞aphidiodin处理, 同步化在G1期则不能

■相关报道
刘国彦 e t al 针对
有免疫力动物的
体内C D/5-F C实
验研究中表明: 正
常免疫力可有效
增强C D/5-F C的
旁观者效益, 且在
配合使用γ-IFN条
件下旁观者效益
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图  1  三细胞系生长曲线. BEL-7402和BXPC-3生长速度均

明显较QBC细胞快, 生长旺盛, 而BEL-7402和BXPC-3在高

峰期几乎一致, 生长曲线也有交叉重叠, 差异不显著.
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被有效转染, 而当细胞重新通过细胞周期时, 特
别是在使用阳离子转染试剂之后, 细胞即时已

具有分裂活性, 则转染效率最高. Wilke et al [14]

研究表明: 生长在无血清培养基中增殖受阻的

LLC-PK1细胞, 当用Lipofectin进行转染时, 其转

染效率低于生长在有血清的对照增殖细胞. 此
外当NIH3T3细胞暴露于胸腺嘧啶中而被阻止在

S期时, 不能被脂质体有效转染, 而当阻止剂被
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图  2  细胞的瞬时转染率. A, D: S7402; B, E: BXPC-3; C, F: QBC, 0: 阳离子脂质体介导的转染; 1: 裸质粒的转染.

R2

R2R2R2

R2 R2

A B

FD E

1     2     3      4     5     6 图  3  细胞 RNA甲
醛变性电泳结果. 1: 

BXPC3-PCDNA3.1; 

2: QBC-PCDNA3.1; 

3 :  B E L 7 4 0 2 -

P C D N A 3 . 1 ;  4 : 

BXPC3-PCDNA3.1 

- C D ;  5 :  Q B C -

PCDNA3.1- CD; 6: 

BEL7402-PCDNA 

3.1-CD.

图  4  CD基因表达的RT-PCR结果. 1: Marker条带; 2: 
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4: GAPDH-BEL7402-PCDNA3; 5: GAPDH-BXPC3 
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图  5  CD/5-FC的生长抑制效果. A: BEL-7402; B: QBC; C: 
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去掉, 细胞恢复通过细胞周期时, 则被转染的能

力又恢复.
不同的细胞类型有着自己不同的细胞特

性, 不同的细胞周期、生长曲线、倍增时间, 阳
离子脂质体介导的转染效率可能有显著的差别, 
CD/5-FC自杀基因治疗的结果则有显著的差异. 
在机体内一般细胞处于分裂期的细胞数小于

20%. 通常肿瘤组织和那些生长旺盛的细胞分裂

期的细胞比例较高, 这实际上就形成了一定的

阳离子脂质体介导转染的定向导向性, 当脂质

体介导CD/5-FC用于高度恶性肿瘤的基因治疗

时, 阳离子脂质体定向的介导转染那些生长旺

盛的恶性肿瘤组织细胞, 导致被CD/5-FC自杀基

因体系定向杀伤, 且治疗效果较好, 而当用于低

度恶性肿瘤的治疗时则效果不理想, 这有很重

要的临床意义: 临床上, 高度恶性肿瘤细胞生长

旺盛, 倍增时间短, 容易早期就有转移和远处的

转移, 临床手术的效果不理想. 该项自杀基因研

究表明: 高度恶性实体肿瘤的CD/5-FC治疗方法

脂质体瞬时转染效率高、肿瘤抑杀效果好, 可
能成为手术治疗的较好补充, 为提高该类疾病

的治疗提出了新的思路; 而低度恶性肿瘤细胞

生长周期长, 倍增时间要长, 转移及远处转移发

生晚, 手术为治疗的首选, 且效果也比较好, 该
类型脂质体转染效率差, 自杀基因疗法效果差, 
且也无需基因治疗来作为补充.

CD/5-FC体系治疗肿瘤时可产生具有临床

应用实际价值的BE[15-16], 即肿瘤细胞少量的转

染可导致更多的肿瘤细胞被抑杀, 为高度恶性

肿瘤细胞的“根治性抑杀”带来希望. 谭宇蕙 
et al [17]构建的大鼠肝癌细胞HSV-tk/GCV自杀基

因系统体外旁观者效应的研究中, 当转染率为

5%-10%就已有较低的BE. 陈海金 et al [18]研究

慢病毒介导的KDR启动子驱动CD/TK双自杀基

因系统对大肠肿瘤细胞选择性杀伤作用, 观察

到双自杀基因在体外的显著的BE. 张雷 et al [19]

研究比较了CD/5-FC系统和HSV-tk/GCV系统对

人胰腺癌细胞的疗效, 发现两者都有很好的抗

肿瘤活性, 但前者BE要显著大于后者. 其良好

的BE与以下一些机制有关: (1)细胞间缝隙连接

(gap junctional intercellular communication, GJIC)
介导的细胞毒性药物或(和)凋亡小体传递[21-23]. 
多数学者认为GJIC是自杀基因表达产物前药代

谢为细胞毒性产物5-FU的良好通道. Kuriyama 
et al和Huber et al认为CD/5-FC的BE是由于5-FC
的代谢产物5-FU通过非易化扩散自由进出细胞, 
并不仅仅依靠GJIC[24-25]. BE使靶细胞内基因表

达产物通过GJIC传递到周围细胞, 在杀伤周围

细胞同时延长了自杀基因的表达和其自身的存

活时间, 这无疑增强了BE[26]. (2)激活免疫机制. 
肿瘤细胞被自杀基因杀伤后, 其残余碎片含有

肽类物质, 这些肽类物质被浸润的巨嗜细胞等
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图  7  细胞凋亡. A: BEL-7402; B: QBC; C: BXPC-3.
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抗原递呈细胞摄取加工, 然后递呈给CD4+ T淋巴

细胞, 进而激活CD8+ T淋巴细胞, 并使其增殖, 扩
大其肿瘤杀伤作用及产生杀灭机体远处部位接

种的肿瘤细胞. 具有弱免疫原性的靶细胞转入

CD基因后, 能被5-FC抑杀, 而且能够产生免疫记

忆, 故经5-FC抑杀后的肿瘤细胞可作为抗瘤疫

苗[27-28]. CD/5-FC自杀基因体系良好的旁观者效

益, 结合该脂质体介导瞬时转染肿瘤抑杀研究, 
对高度恶性实体肿瘤的手术疗效不足可能可起

到较好的补充. 拓展了新的思路.
许多研究表明自杀基因导致肿瘤细胞死亡

以及旁观者效应可能的机制为细胞凋亡, 本实

验研究表明, 凋亡是导致细胞死亡的可能途径

之一. 目前在自杀基因的研究中, 针对驱动子选

择性的双自杀基因的研究则成了该研究领域的

热点. 如利用肿瘤特异性基因调控元件调控自

杀基因表达, erbB-2, α-人乳白蛋白(hALA)启动

子驱动自杀基因进行乳腺癌基因治疗, 甲胎蛋

白(AFP)基因启动子用于肝癌自杀基因疗法, 癌
胚抗原(CEA)基因启动子用于肠道肿瘤自杀基

因疗法. 又如李强 et al [29]的研究表明: KDR启

动子驱动双自杀基因靶向选择性地杀伤人胃癌

SCG7901细胞, 并存在BE, 且较单自杀基因有

更好的抑杀效果. Rogulski et al [30]实验表明转

导CD/HSV-1TK融合基因的神经胶质瘤细胞易

被杀灭, 该基因表达具有双重作用的融合蛋白

(CDglyTK), 他导致的协同细胞毒作用是单用的

2-3倍, 且可使表达细胞有更好的放射敏感性, 是
单用CD/5-FC体系的2.44倍. Rogulski et al [31]的研

究表明, 双自杀基因(CD-HSV-TK)治疗对大的肿

瘤组织更加有效, 可使其体积减少99%, 显著降

低肿瘤的压迫效应. 在刘国彦 et al [32]针对有免疫

力动物的体内CD/5-FC实验研究中表明: 正常免

疫力可有效增强CD/5-FC的旁观者效益, 且在配

合使用γ-IFN条件下旁观者效益进一步增强. 将
来脂质体介导瞬时转染下的特异性的启动子、

多自杀基因联合及辅助免疫增强生物因子将很

大的提高了自杀基因的应用前景, 对高度恶性

实体肿瘤的治疗提供有效的帮助. 
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Abstract
AIM: To verify expression and location of 
CacyBP/SIP in colon cancer cells, so to explore 
the role of CacyBP/SIP in colon cancer.

METHODS: The expression of CacyBP/SIP in 
the three colon cancer cell lines was detected 
using Western blot. The location of CacyBP/
SIP in the colon cancer cell and location after 
stimulation by KCl, gastrin(10-8 mol/L) were 
determined separately by indirect immunofluo-
rescence. The change of Ca2+ concentration in 

the colon cancer cells stimulated by gastrin was 
detected by laser copolymerization focal. 

RESULTS: CacyBP/SIP was detected in the 
HT29 and SW480 colon cancer cells and unde-
tected in the Lovo colon cancer cells. CacyBP/
SIP was located in the cytoplasm of colon cancer 
cells. After stimulation by KCl, CacyBP/SIP 
translocated into nucleus; after KCl was washed 
off, CacyBP/SIP was relocated in the cytoplasm. 
Upon stimulation by gastrin, CacyBP/SIP also 
translocated into the nucleus. Compared with 
the colon cancer cell without gastrin, intra-cellu-
lar Ca2+ concentration with gastrin was increased 
(25.33 ± 0.57 vs 21 ± 1, P < 0.05). 

CONCLUSION: CacyBP/SIP is expressed in the 
colon cancer cells and located in the cytoplasm. 
CacyBP/SIP could translocate into the nucleus 
after increased intra-cellular Ca2+ concentration. 
These results suggest that CacyBP/SIP may 
be involved in the progression of colon cancer 
through nuclear translocation. 

Key Words: Calcyclin-binding-protein; Gastrin; Co-
lon cancer; Nuclear translocation
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0  引言

在我国, 结肠癌已位居恶性肿瘤第五位, 随着饮

食结构变化及人口老龄化, 其发病率呈逐年上

升的趋势. 虽然目前已明确, 在结肠癌进展中, 
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K-ras、APC基因的突变及p53基因的失活与其

密切相关, 但对于结肠癌的早期诊断仍特异性

欠佳. 所以全面理解结肠癌发生发展过程中诸

多基因表达的变化尤其是早期基因表达的变化, 
可以提高其早期诊断率并为结肠癌的基因治疗

提供理论依据. 
钙周期素结合蛋白(C a l c y c l i n-b i n d i n g-

protein, 亦称siah-interaction-protein, CacyBP/SIP)
是一个26 kDa大小以钙依赖的方式结合S100家
族的蛋白, 最早从艾氏腹水瘤细胞中克隆[1]. 我所

在2001年研究胃癌多药耐药时发现CacyBP/SIP
在胃癌阿霉素耐药细胞SGC7901/ADR中高表达

并参与胃癌细胞的多药耐药[2-3], 为进一步研究

其功能, 制备了小鼠源性抗人CacyBP/SIP mAb[4], 
在组织分布的研究中发现, CacyBP/SIP在正常结

肠组织不表达, 高表达于结肠癌组织, 定位于细

胞胞质及胞核[5]. 本研究旨在上述研究的基础上, 
应用蛋白质印迹法(Western blot)和细胞免疫荧

光染色, 明确结肠癌细胞中CacyBP/SIP的表达

及定位, 进一步探讨CacyBP/SIP在结肠癌发生

发展中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640购于Gibco公司; 小牛血清购

于四季青公司; BCA蛋白定量试剂盒购自碧云

天公司; CacyBP/SIP mAb由本实验室自制; HRP
标记羊抗鼠抗体、FITC标记的羊抗鼠IgG为中

山公司产品; HEPES、NC膜购自Merck公司; 超
级化学发光试剂盒购自Pierce公司; X光片购自

Kodak公司; 鼠抗人β-actin、胃泌素、Fluo-3-AM
为Sigma公司产品; 激光共聚焦显微镜为Bio-Rad
公司; 35 mm Petri细胞培养皿由Meridian提供.
1.2 方法 
1.2 .1  细胞株及其培养条件 :  人结肠癌细胞

HT29、SW480、Lovo细胞引自中国人民解放

军军事医学科学院, 本实验室传代保存, 细胞在

37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度培养箱中培养, 
培养基为含100 mL/L热灭活小牛血清、100 000 
U/L青霉素和100 000 U/L链霉素的RPMI 1640培
养基. 
1.2.2 Western blot法检测: 参照Santa Cruz公司提

供的方法, 应用RIPA组织裂解液分别裂解结肠癌

细胞, 提取细胞总蛋白, 按照蛋白定量试剂盒的

说明测定细胞提取液的蛋白浓度. 取相同的细胞

上样量行120 g/L SDS-PAGE, 电转移至NC膜, 封
闭后, 加入一抗(CacyBP/SIP单抗, 1∶100)及用
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HRP标记的山羊抗小鼠Ig(1∶2000), 按常规方法

进行化学发光, 曝光, 显影. 以β-actin作为内对照. 
1.2.3 细胞免疫荧光染色: 收获对数生长期的

HT29细胞, 计数并调整细胞密度2-3×104, 接
种于无菌盖玻片上; 37℃培养24-36 h后, 取出

盖玻片, PBS冲洗3次, 经无水乙醇固定, 0.3% 
Triton-100增加通透性, 山羊非免疫血清去除非

特异结合, 加入抗CacyBP/SIP mAb(1∶10), 湿盒

中4℃过夜; 加FITC标记羊抗鼠IgG(1∶50), 湿
盒中37℃孵育2 h; 500 mL/L甘油缓冲液封片, 激
光共聚焦显微镜观察并拍照. 以上实验细胞分

KCL实验组及胃泌素实验组; 在KCL实验组中, 
细胞培养液中加入KCL(终浓度30 mmol/L)作用

10 min后, 行细胞爬片及免疫荧光染色; KCL洗
脱组中, 加入KCL作用10 min后用PBS洗脱后, 
行细胞爬片及免疫荧光染色. 在胃泌素实验组

中, 细胞培养液中加入胃泌素(10-8 mol/L), 与细

胞共同孵育4 h后行细胞爬片及免疫荧光染色; 
无胃泌素组中细胞直接行细胞免疫荧光染色.
1.2.4 激光共聚焦显微镜检测细胞内Ca2+浓度: 
取HT29细胞以5×105/cm2的浓度接种于35 mm 
Petri培养皿底部的盖玻片上, 培养24 h后, 吸除

培养皿内的培养液, 用10 mmol/L HEPES冲洗3
次, 加人浓度为20 µmol/L钙荧光探针Fluo-3-AM 
20 µL、37℃避光孵育30 min, HEPES冲洗3次, 
加入0.5 mL HEPES缓冲液, 将培养皿置于激光

扫描共聚焦显微镜载物台上, 选用40倍物镜．

确定激发光波长为488 nm, 选择合适视野, 预扫

描后确定最佳扫描参数, 波长为488 nm时开始

扫描, 计算机记录扫描结果并计算出整张照片

细胞的平均荧光强度和标准差.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件行统计

学处理, 采用t检验.

2  结果

2.1 CacyBP/SIP在结肠癌细胞系中的表达 对3
种人结肠癌细胞系中CacyBP/SIP的表达进行

Western blot检测, 结果显示结肠癌细胞系HT29
及SW480均有较高水平的CacyBP/SIP表达, 而
Lovo细胞中CacyBP/SIP表达缺失(图1). 提示结

肠癌细胞系中普遍表达CacyBP/SIP.
2.2 细胞免疫荧光检测CacyBP/SIP在结肠癌细

胞的定位 激光共聚焦显示, CacyBP/SIP在HT29
细胞中主要分布在胞质内(图2A); 给予KCL刺激

后, CacyBP/SIP在细胞胞质和胞核中都有分布, 
主要集中于核膜处(图2B); 洗脱KCL后, CacyBP/

www.wjgnet.com

■研发前沿
CacyBP/SIP, 1998
年从艾氏腹水瘤
细 胞 中 克 隆 ,  是
一个26 kDa大小
以 钙 依 赖 的 方
式结合Calcyc l in
的 蛋 白 .  可 与
S 1 0 0 A 1、A 6、
A12、B、P结合, 
他们均与肿瘤的
进展及转移有关.



翟惠虹, 等.  结肠癌细胞中CacyBP/SIP的表达及核转位现象       			                                                    3955

www.wjgnet.com

SIP重新分布于胞质中(图2C). 提示CacyBP/SIP
在给予KCL刺激后, 细胞内Ca2+浓度后升高后可

转位至细胞核.
2.3 胃泌素可诱导CacyBP/SIP核转位 激光共聚

焦显示, 在无胃泌素刺激的结肠癌细胞HT29中, 
CacyBP/SIP主要分布在胞质内(图3A); 给予10-8 
mol/L胃泌素刺激后, CacyBP/SIP在胞核和胞质

都有分布(图3D). 提示胃泌素可诱导CacyBP/SIP
核转位(图3).
2.4 细胞内Ca2+浓度升高 图4A和图4B分别显示

对照组、胃泌素刺激组的HT29细胞内荧光强

度, 以F luo-3-AM的荧光强度表示Ca2+浓度. 从
图5可以看出, 对照组HT29细胞Fluo-3-AM的荧

光值分别为21±1, 胃泌素刺激组HT29细胞的荧

光强度为25.33±0.57. 说明给予胃泌素刺激后

HT29细胞内Ca2+浓度显著高于对照组, 具有统

计学差异(P <0.05).

3  讨论

CacyBP/S IP, 1998年从艾氏腹水瘤细胞中克

隆 ,  是一个26  k D a大小以钙依赖的方式结合

Calcyclin的蛋白. CacyBP/SIP可做为S100蛋白

家族的靶蛋白, S100蛋白家族是Ca2+结合蛋白家

族中最大的亚类, 以组织特异性的方式作为钙

信号的传导器, 与特异的靶蛋白相互作用, 介导

钙信号对细胞的调控. 现发现CacyBP/SIP可与

S100A1、A6、A12、B、P结合, 他们均与肿瘤

的进展及转移有关[6]. 
Matsuzawa et al [7]在研究泛素降解途径时

发现: SIP(siah binding protein), 与CacyBP/SIP
编码氨基酸完全相同的cDNA全长, 可与Skp1-
cullin-Fbox Ebi泛肽连接酶结合. 泛素-蛋白酶体

通路是生物体内进行蛋白质选择性降解的重要

途径之一, 而细胞周期调控蛋白P27、细胞周期

蛋白D1、B、E等均是通过泛素酶SCF降解的[8]. 
CacyBP/SIP/SIP可与SCF结合, 参与泛素化蛋白

降解具有重要意义. 
我所在制备CacyBP/SIP单克隆抗体的基础

上, 检测了CacyBP/SIP在正常组织及肿瘤组织

中的表达分布, 结果发现: CacyBP/SIP在正常结

肠组织中不表达, 在结肠癌组织中高表达, 主要

定位于胞质/胞核. 这种现象有何意义, 定位于细

胞核对其功能的发挥到底有何作用值得进一步

研究. 
为探讨这种现象在结肠癌细胞中是否存在, 

我们首先应用Western blot检测了结肠癌细胞

SW480、HT29及Lovo中CacyBP/SIP的表达, 结
果发现: CacyBP/SIP在SW480及HT29中均表达, 
说明结肠癌细胞中普遍表达CacyBP/SIP. 随后行

细胞免疫荧光检测CacyBP/SIP在结肠癌细胞中

的定位, 研究表明CacyBP/SIP主要定位于胞质.
Filipek et al [9]及Wu et al [10]均发现CacyBP/SIP

具有依赖Ca2+浓度的核转位及磷酸化现象, 那么

在结肠癌细胞中存在这种现象吗? 我们首先给

予KCL, 可诱发细胞游离钙离子浓度升高, 给予

KCL刺激后发现CacyBP/SIP可转位至细胞核, 洗
脱KCL后, 这种转位现象即消失, 此时CacyBP/
SIP分布于胞质. 这同其他研究报道一致. 

在生物体内, 细胞通过激素、生长因子等将

信号由胞膜传递至胞质/胞核. 钙信号通路在其

中起着重要的作用. 那么, CacyBP/SIP这种依赖

于Ca2+浓度的核转位现象是否与胞外信号传递

相关呢? CacyBP/SIP入核后究竟引起细胞何种

功能的变化?
为进一步回答这些问题, 我们选用胃泌素作

为刺激剂, 因为即往研究已表明, 胃泌素除了对

正常的胃肠道黏膜起生长促进的作用[11-12], 亦可

促进结肠癌的增殖、迁移及浸润[13-14], 是促结肠

癌增殖的生长因子. 流行病学调查及动物体内

研究均证实: 高胃泌素血症促进结肠癌的发生

并且在肿瘤的生长中起重要作用[15]. 此外, 在动

物模型中发现: 应用胃泌素受体CCK-2拮抗剂可

逆转高胃泌素血症促结肠癌生长的作用, 说明

扰乱胃泌素的信号可降低肿瘤的增殖[16]. 
胃泌素与相应受体结合后可增加细胞内

Ca2+浓度, 那么此时CacyBP/SIP在胃泌素诱导

下可入核吗? 我们的研究发现: 胃泌素可以诱导

CacyBP/SIP入核. 那么是否通过升高细胞内Ca2+

从而诱导CacyBP/SIP入核呢? 
胃泌素的CCK-2受体属于G蛋白偶联受体

超家族, 与胃泌素结合后可活化磷脂酶c(PLC), 
水解磷脂酰肌醇二磷酸成为肌醇-1, 4, 5-三磷酸

(IP3)和二酰基甘油(DAG), IP3可促进Ca2+自内质

网释放, 细胞内Ca2+增高, DAG则能激活蛋白激

酶c(PKC), 亦增高细胞内Ca2+ [17-18]. 给予胃泌素

后, 我们测定结肠癌细胞内的Ca2+浓度, 与无胃

泌素组相比, 发现其明显升高(P <0.05), 由此我

们得出结论: 胃泌素通过升高结肠细胞内Ca2+浓

HT29  SW480   Lovo

CacyBP/SIP

β-actin

图  1  CacyBP/SIP
在结肠癌细胞系
中的表达.

■相关报道
Zhao et al 在2001
年 研 究 胃 癌 多
药 耐 药 时 发 现
CacyBP/SIP在胃
癌阿霉素耐药细
胞SGC7901/ADR
中 高 表 达 并 参
与 胃 癌 细 胞 的
多药耐药 ,  Z h a i 
e t a l 的研究发现, 
CacyBP/SIP在正
常结肠组织不表
达, 高表达于结肠
癌组织, 定位于细
胞胞质及胞核.
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度, 从而诱导CacyBP/SIP核转位. 
总之, CacyBP/SIP在结肠癌细胞中表达, 胃

泌素可诱导CacyBP/SIP核转位, 具有依赖Ca2+浓

度的核转位现象. 细胞核是细胞增殖、分化、

代谢的控制中枢, 蛋白转位至细胞核且发生磷

酸化对于传递细胞外信号, 调控下游基因表达

具有重要意义. CacyBP/SIP在外界刺激下可入
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图  3  胃泌素刺激对CacyBP/SIP在HT29细胞中分布位置的影响. A-C: 无胃泌素刺激, D-F: 胃泌素刺激; A, D: 间接免疫荧

光; B, E: DAPI染色; C, F: 重叠图像.

图  5  结肠癌HT29无/有胃泌素组细胞内Ca2+浓度的变化. 
aP<0.05 vs  胃泌素组.
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图  4  结肠癌细胞Fluo-3/AM荧光强度扫描. A: 对照组; B: 

胃泌素刺激组(10-8 mol/L).
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图  2  KCL刺激对CacyBP/SIP在HT29细胞中分布位置的影响. A: 位于胞质内; B: 位于细胞核及核膜处; C: 位于胞质内.
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本文科学性较强, 
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核, 从组织学及细胞水平均得到证实, 均提示

CacyBP/SIP可能通过入核来参与结肠癌的发生

发展. 这使得我们进一步思考, 其他生长因子刺

激后有核转位现象吗? 胃泌素是促结肠癌增殖

的生长因子, 他诱导CacyBP/SIP核转位后是否

传递其促结肠癌增殖的信号? 这均为我们下一

步的研究方向.
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Abstract
A I M :  T o e x a m i n e t h e b l o o d p e r f u s i o n 
characteristics of acute pancreatitis (AP) 
using multisection dynamic CT, and to detect 
relationship between perfusion parameterss and 
severity indicators in acute pancreatitis.

METHODS: A total of 112 cases (30 cases with 
normal pancreas and 82 AP patients) were ex-
amined for pancreatic perfusion from August in 
2006 to January in 2008. These datas were pro-
cessed on a SIEMENS workstation using PCT 
software package, and the mean BF, BV, TTP, PS 
were measured and statistically analyzed in 112 
patients.

RESULTS: BF and BV had a significant decrease 

between acute pancreatitis group and normal 
control group (110.57 ± 60.04 vs 133.55 ± 25.70, 
156.68 ± 65.11 vs 193.78 ± 27.01, both P < 0.05), 
but TTP and PS showed no significant change. 
Compared with mild acute pancreatitis, severe 
pamcreatitis showed longer hospital stay (11.51 
± 8.46 d vs 20.91 ± 8.40 d, P < 0.05), longer but not 
significant time for easing abdominal pain. Acute 
pancreatitis CT perfusion parameters BF, BV 
were related to pain of time, total time of hospi-
talization, and local complications (P < 0.05).

CONCLUSION: Multisection Spiral CT (MSCT) 
perfusion imaging may reflect the features of 
pancreatic perfusion in acute pancreatitis. The 
BF and BV are markedly decreased in AP. The 
BF and BV are predictors for assessing acute 
pancreatitis patients.

Key Words: Pancreatitis; X-ray computed; Tomog-
raphy; Perfusion

Wang FJ, Chen WC, Guo L, Fang XM. Multisection spiral 
CT perfusion for patients with acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(35): 3958-3962

摘要
目的: 应用多层螺旋CT探讨急性胰腺炎(acute 
pancreatitis, AP)患者胰腺CT灌注的变化以及
CT灌注参数与急性胰腺炎临床常用病情指标
的关系, 以探讨CT灌注成像在急性胰腺炎中
的临床应用价值.  

方法: 2006-08/2008-01急性胰腺炎患者82
例, 入院后2-3 d采用德国Siemens somatom 
Sensation 64层螺旋CT进行动态增强扫描, 其
中5例因患者移动等致胰腺CT灌注成像失败. 
30例对照组, 其中3例健康志愿者, 27例因其他
疾病行腹部CT检查患者. 利用螺旋CT自带软
件PCT进行处理得到灌注参数: BF(血流量)、
BV(血容量)、TTP(峰值时间)、PS(表面通透
性)等. 

结果: 急性胰腺炎组BF、BV较正常对照组相
比下降明显(110.57±60.04 vs  133.55±25.70, 
156.68±65.11 vs  193.78±27.01, 均P <0.05), 

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是消化内科临床
常见急腹症之一, 
微循环障碍在急
性胰腺炎发病、

发展中起重要作
用 .  AP临床症状
轻重不一, 病因复
杂 ,  病情变化快 , 
轻重型预后差异
大 ,  对AP病情严
重程度的及时、

准确评估显得非
常重要.

■同行评议者
程 英 升 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
附属第六人民医
院放射科、上海
交通大学影像医
学研究所
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TTP、PS变化无统计学意义. 重型急性胰腺炎
与轻型急性胰腺炎相比, 住院时间延长(11.51
±8.46 d vs  20.91±8.40 d, P <0.05), 而腹痛缓
解时间离散度大, 虽有延长趋势, 但无统计学
意义. 急性胰腺炎CT灌注参数BF、BV与腹痛
缓解时间、住院总时间、局部并发症间存在
相关关系(P <0.05).

结论: 急性胰腺炎患者胰腺血流灌注降低, 灌
注参数BV、BF与AP临床常用病情指标存在
相关关系, CT灌注成像在AP病情评估中具有
临床应用价值. 

关键词: 胰腺炎; X线计算机体层摄影术; 灌注

王芳军, 陈卫昌, 郭亮, 方向明. 急性胰腺炎多层螺旋CT灌注成

像的应用价值.  世界华人消化杂志  2008; 16(35): 3958-3962
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是消化内科临

床常见急腹症之一, 微循环障碍在急性胰腺炎

发病、发展中起重要作用[1], AP临床症状轻重不

一, 病因复杂, 病情变化快, 轻重型预后差异大, 
对AP病情严重程度的及时、准确评估显得非常

重要. 目前尚无理想的单一急性胰腺炎病情严

重程度的评估指标. CT灌注成像是可获得器官

灌注绝对值的新型功能成像技术, 在肝脏、肿

瘤、脑的血流灌注应用日趋成熟, 但胰腺的CT
血流灌注研究较少, 急性胰腺炎的CT血流灌注

成像研究刚起步, 急性胰腺炎的CT灌注成像报

道较少[2-6], 胰腺CT灌注参数与AP临床常用病情

指标关系研究未见报道. 本研究应用64层螺旋

CT观察AP患者胰腺CT灌注变化特征及灌注参

数与AP临床常用病情指标的关系, 以研究CT灌
注成像在急性胰腺炎中的临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-08/2008-01急性胰腺炎患者82例, 
诊断均符合中国急性胰腺炎诊治指南[7], 入院后

2-3 d行多层螺旋CT(MSCT)胰腺灌注成像, 其中

5例因患者移动等致胰腺CT灌注成像失败. 77例
CT灌注成像成功的急性胰腺炎中, 男43例, 女34
例. 30例对照组, 其中3例健康志愿者, 27例因其

他疾病行腹部CT检查患者. 收集资料包括: (1) 
患者年龄、性别、急性胰腺炎病因. (2)患者腹

痛缓解时间(入院至腹痛缓解时间)、局部并发

症(胰腺脓肿、假性囊肿)、全身并发症(器官衰

竭[8]、感染)、住院总时间.
1.2 方法 入院后2-3 d, 采用德国Siemens somatom 
Sensation 64层螺旋CT进行动态增强扫描. 患者

仰卧位, 先常规腹CT平扫: 层厚5 mm, 层间距5 
mm, 螺距为1. 然后选定胰腺显示最完整层面作

为灌注扫描层面, 总灌注扫描厚度28.8 mm. 选
择BODY PCT模式. 层厚2.4 mm, 管电压100 kV, 
管电流120 mA. 对比剂欧乃派克(300 g/L)100 
mL, Irich missouri高压自动注射器自动注射, 注
射速率为5 mL/s, 注射50 mL. 延迟6 s开始扫描, 
扫描开始前要求患者深吸气后屏住呼吸, 年纪

大者尽可能长时间屏气, 达不到30 s者平静呼

吸. 每1 s扫描1次, 共扫描30 s. 灌注扫描后再注

射造影剂50 mL完成常规增强扫描. 在Siemens 
somatom Sensation 64层螺旋CT工作站上利用

Siemens somatom Sensation型64层螺旋CT自带

软件PCT对扫描传入的数据进行处理. CT灌注

图像由2名放射科医师独立读片.
统计学处理 应用SPSS13.0统计学软件进行

数据分析, 结果以mean±SD表示, 急性胰腺炎

组和对照组之间的胰腺灌注各参数值分别进行

方差分析, 各CT灌注参数与临床指标的相关性

采用Spearman等级相关分析, P <0.05为有统计

学意义.

2  结果

2.1 77例CT灌注成功的急性胰腺炎中, 平均年

龄51.38±15.25岁, 胆源性63例, 高血脂6例, 酒
精性1例, 7例原因不明. 按中国急性胰腺炎诊治

指南[7]分为: 轻型急性胰腺炎组(MAP)54例, 重
型急性胰腺炎组(SAP)23例. 14例出现假性囊肿, 
12例出现呼吸衰竭, 平均住院时间14.58(1-59) d, 
其中SAP平均住院时间20.91±8.40 d, MAP平均

住院时间11.51±8.46 d, SAP平均腹痛缓解时间

78.96±72.73 h, MAP平均腹痛缓解时间67.11±
66.06 h. 所有病例均经内科治疗痊愈出院, 无1例
死亡.
2.2 急性胰腺炎组各CT灌注参数的变化 由图1
所示, 对照组胰腺边界清楚, 强化均匀, 各灌注

图示胰头、胰体、胰尾部血流灌注丰富、均匀; 
由图2所示, 急性胰腺炎组, 平扫及增强示胰腺

头颈部液体积聚, 各血流量(blood flow, BF)、血

容量(blood volume, BV)图示灌注降低, 表面通

透性(permeability surface, PS)有增高趋势. 急性

胰腺炎组与对照组相比, AP患者BF、BV下降

(P <0.05). 对比剂峰值时间(time to peak, TTP)、

■研发前沿
CT灌注成像是可
获得器官灌注绝
对值的新型功能
成 像 技 术 ,  在 肝
脏、肿瘤、脑的
血流灌注应用日
趋成熟, 但胰腺的
CT血流灌注研究
较少.
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PS与对照组相比差异无统计学意义(表1, 图2).
2.3 急性胰腺炎CT灌注参数与临床观测指标间

相关性 重型急性胰腺炎与轻型急性胰腺炎相比, 
住院时间延长(P <0.05), 而腹痛缓解时间离散度

大, 虽有延长趋势, 但无统计学意义(P>0.05, 表2). 
急性胰腺炎CT灌注参数BF、BV与腹痛缓解时

间、住院总时间、局部并发症间存在相关关系

(P <0.05),  TTP、PS与腹痛缓解时间、住院总时

间、局部并发症间无相关关系(P>0.05, 表3).

3  讨论

AP是消化内科临床常见急腹症之一, 是胰酶消

化自身胰腺及其周围组织所引起的化学性炎症. 
急性胰腺炎的总死亡率约5%, 间质性胰腺炎为

3%, 坏死性胰腺炎为17%, 多系统器官衰竭者为

47%(28%-69%)[8]. 
目前对其发病机制尚未完全清楚, 大量的

实验研究证实, 在AP的病理生理过程中, 突出存

在以胰腺缺血为主的胰腺微循环障碍. 自20世
纪90年代以来, 有关AP与胰腺微循环之间关系

的研究逐渐增多, 特别是胰腺微循环障碍在SAP
发病中的作用越来越受到重视. 目前尚无理想

的直观显示胰腺微循环状况的方法. 
准确评估A P病情严重度及判断预后是摆

在临床医师面前的一大难题. 根据临床表现判

断胰腺炎严重度的准确性很差. 腹部压痛、腹

表  1  急性胰腺炎组和正常对照组之间胰腺CT灌注各参
数比较 (mean±SD)

     
CT灌注参数                     急性胰腺炎	         对照组

BF		  110.57±60.04a	 133.55±25.70

mL/(100 mL·min)

BV		  156.68±65.11a	 193.78±27.01

(mL/L)

TTP		  146.58±29.46	 142.41±13.95

(0.1S)

PS 0.5		  110.73±62.66	 128.72±34.53

mL/(100 mL·min)

aP<0.05 vs  对照组.

A B

C D

E F

图  1  对照组CT扫
描和CT灌注. A: 平

扫; B: 增强; C: BF; 

D: BV; E: TTP; F: 

PS.

■应用要点
CT灌注可用于急
性胰腺炎患者的
病情严重度评估, 
灌注参数BF、BV
有望成为急性胰
腺炎病情严重度
评估新的客观指
标.
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胀、呼吸窘迫、腹部包块等表现在急性胰腺

炎患者中表现差异太大, 经常是严重病例并不

一定有这些表现. Grey-Turner's和Cullen's[9]特

异性强, 出现这种表现几乎均为重型, 但他们

仅存在于1%-3%的病例, 而且一般出现于起病

48 h之后[10]. 临床常用的急性胰腺炎病情评估标

准有APACHE(acute physiology and chronic health 
evaluation, APACHE)、CT严重指数(CT Severity 
Index, CTSI)、Ranson标准、C-反应蛋白[11-13]等在

AP的病情评估各有其独特作用, 但目前尚无理想

的单一急性胰腺炎病情严重程度的评估指标. 
C T灌注成像是在静脉团注对比剂后对选

定层面进行同层动态扫描, 以获得该层面内每

一像素的时间一密度曲线(t imedensity curve, 
TDC), 根据该曲线利用不同的数学模型计算出

各种灌注参数, 一般常用的有BF、BV、对比

剂的平均通过时间(mean transit time, MTT)、
TTP和PS等参数, 并可通过色阶赋值形成灌注

影像, 以此来了解器官及病变的血流灌注特点. 
CT灌注成像技术自20世纪80年代首次运用以 
来[14], 诸多学者对人体各大器官的CT血流灌注

进行了大量研究. 尤其是脑部疾病、肝脏疾病

表  3  急性胰腺炎CT灌注参数与临床指标相关性 (r )

     
CT灌注                腹痛缓解            住院总                局部

参数	               时间	     时间	           并发症

BF	           -0.266a           -0.243a           -0.296b

BV	           -0.348b           -0.362b           -0.386b

TTP	           -0.053              0.030              0.084

PS	           -0.126              0.017              0.026

aP<0.05, bP<0.01.

表  2  急性胰腺炎不同病情间临床指标变化 (mean±SD)

     
		    MAP(n  = 54)	   SAP(n  = 23) 

腹痛缓解时间(h)	 67.11±66.06	 78.96±72.73

住院总时间(d)	 11.51±8.46	 20.91±8.40a

aP<0.05 vs  MAP组.

A B

C D

E F

图   2   急 性 胰 腺
炎 组 C T 图 和 C T 灌
注. A: 平扫; B: 增

强; C: BF; D: BV; E: 

TTP; F: PS.

■同行评价
本 研 究 设 计 合
理、方法科学、

结论可靠, 是一篇
好的临床研究论
文.
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及肿瘤的CT灌注成像研究较为成熟. Siemens公
司64层螺旋CT扫描速度快、灌注覆盖层范围广

(28.8 mm), 基本覆盖全部胰腺, 利于胰腺不同部

位灌注情况观察, 采用容积扫描, 可进行随意重

建, 一般2.4 mm/12层和7.2 mm/4层. 后处理软件

可以有选择地删除运动伪影较大的图像而不影

响计算的结果, 且具有二维, 三维校正功能, 以
降低移动影响, 最大限度提高计算准确性. 

目前国内外胰腺C T灌注的临床研究还较

少, 本研究对77例AP行胰腺CT灌注, 结果提示

AP患者CT灌注下降, 以BF、BV明显(P <0.05), 
测得A P患者B F为110 .57±60 .04 m L/(100 
mL·min), 与王琦 et al [3]及王欣 et al [4]的结果相

似, 较Bize et al [5]的结果高. BV为156.68±65.11 
mL/L与王欣 et al [4]的结果相似但较Bize et al [5]为

低. 考虑可能与所用仪器、处理软件及病例组

中急性胰腺炎病情严重程度不同等有关. 
本研究显示BF、BV与AP患者住院时间、

局部并发症相关、腹痛缓解时间(P <0.05). PS、
TTP与AP病情评估指标无明显相关性(P >0.05). 
提示CT灌注可用于急性胰腺炎患者的病情严重

度评估, 灌注参数BF、BV有望成为急性胰腺炎

病情严重度评估新的客观指标. 
总之, CT灌注成像技术作为一种能获得组

织灌注绝对值的方法, 能有效显示AP患者胰腺

灌注变化特点, 且BF、BV与临床常用AP病情评

估指标住院时间、局部并发症存在相关性, 表
明CT灌注成像技术可用于AP患者病情严重程

度评估, 检测BF、BV有助于急性胰腺炎病情严

重度的评估, 具有良好的临床应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the role of Secreted Frizzled-
related proteins 2 (SFRP2) and β-catenin in 
carcinogenesis and progression of colorectal 
carcinoma.

METHODS: Expression of SFRP2 and β-catenin 
proteins were examined immunohistochemi-
cally in 20 cases of normal colorectal mucosa, 20 
cases of colorectal polyp, 36 cases of colorectal 
adenomas and 42 cases of colorectal carcinoma. 
The corresponding clinical data between the ex-
pression of SFRP2 and β-catenin proteins were 
analyzed retrospectively. 

RESULTS: The positive expression rates of 
SFRP2 were significantly lower in colorectal 
carcinoma and colorectal adenoma than in 
normal colorectal mucosa and colorectal polyp 

(28.57% vs 100.0%, 95.0%; 36.11% vs 100.0%, 
95.0%, all P < 0.05). The reduced membranous 
β-catenin expression rate was significantly 
higher in colorectal carcinoma than in normal 
colorectal mucosa, colorectal polyp and colorec-
tal adenoma (52.4% vs 0%, 0%, 11.1%, all P < 
0.05). The cytoplasmic and nuclear β-catenin 
expression rates were significantly higher in 
colorectal carcinoma and colorectal adenomas 
than in normal colorectal mucosa and colorec-
tal polyp (64.3% vs 0%, 0%; 30.6% vs 0%, 0%, 
all P < 0.05), higher in colorectal carcinoma 
than in colorectal adenomas (P < 0.05). The 
positive expression of SFRP2, reduced mem-
branous β-catenin expression and cytoplasmic 
and nuclear β-catenin expression in colorectal 
carcinoma were significantly correlated with 
the tumor differentiation, but not with the tu-
mor position, morphology or size, lymph node 
metastasis or Duke’s stage. Besides, the posi-
tive expression of SFRP2 was significantly cor-
related with the depth of invasion in colorectal 
carcinoma. The positive expression of SFRP2 
was negatively correlated with the reduced 
membranous β-catenin expression (r = -0.452, P 
= 0.003) and cytoplasmic and nuclear β-catenin 
expression (r = -0.519, P = 0.000). There existed 
positive correlation between the reduced mem-
branous β-catenin expression and cytoplasmic 
and nuclear β-catenin expression (r = 0.782, P = 
0.000). 

CONCLUSION: The expression of SFRP2 and 
β-catenin are closely correlated with the carcino-
genesis and progression of colorectal carcinoma, 
and may be an early event. The positive expres-
sion of SFRP2 is negatively correlated with the 
reduced membranous β-catenin expression and 
cytoplasmic and nuclear β-catenin expression. 
The former may inhibit carcinogenesis and latter 
may promote carcinogenesis. 

Key Words: Co lorecta l carc inoma; SFRP2; 
β-catenin; Expression
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■背景资料
大肠癌 (CRC)是
世界第三大常见
的恶性肿瘤, 在欧
美国家居恶性肿
瘤死因的第二位. 
但其发病机制尚
不清楚. 研究证实
Wnt/β-catenin信
号通路在大肠癌
的发生发展中起
着重要的作用.

■同行评议者
王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科



摘要
目的: 探讨分泌型Frizzled相关蛋白2(Secreted 
Frizzled-related proteins 2, SFRP2)和β-连接素
(β-catenin)在大肠癌发生、发展中的作用.

方法: 采用免疫组化SP法检测20例正常大肠
黏膜、20例非腺瘤性息肉、36例大肠腺瘤和
42例大肠癌组织中的SFRP2和β-catenin蛋白
的表达情况, 分析二者表达的差异及其与临床
病理参数的关系. 

结果: 大肠癌和大肠腺瘤组SFRP2的阳性表达
率显著低于正常大肠黏膜和非腺瘤性息肉组
(28.57% vs  100.0%, 95.0%; 36.11% vs  100.0%, 
95.0%, 均P <0.05); 大肠癌中β-catenin膜表达
缺失率显著高于正常大肠黏膜、非腺瘤性息
肉及大肠腺瘤组(52.4% vs  0%, 0%, 11.1%, 均
P <0.05); 大肠癌和大肠腺瘤组β-catenin异位
表达率显著高于正常大肠黏膜和非腺瘤性息
肉组(64.3% vs  0%, 0%; 30.6% vs  0%, 0%, 均
P <0.05), 大肠癌β-catenin异位表达率高于大肠
腺瘤(P <0.05); SFRP2表达、β-catenin膜表达
缺失及异位表达与大肠癌患者的肿瘤部位、

大体形态、肿瘤直径、淋巴转移和Dukes分
期无明显关系, 而与大肠癌的分化程度密切
相关, 其中SFRP2表达还与大肠癌的浸润深
度密切相关; SFRP2表达与β-catenin膜表达缺
失、异位表达均呈明显负相关(r  = -0.452, P  = 
0.003; r  = -0.519, P  = 0.000), 而β-catenin膜表
达缺失与异位表达呈明显正相关(r  = 0.782, P  
= 0.000).

结论: SFRP2和β-catenin的表达与大肠癌的发
生、发展密切相关, 可能是大肠癌发生的早期
事件, 且SFRP2表达与β-catenin膜表达缺失、

异位表达均呈负相关, 前者起抑癌作用, 后者
起促癌作用.

关键词: 大肠癌; SFRP2; β-catenin; 表达
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0  引言

大肠癌(colorectal cancer, CRC)是世界第三大

常见的恶性肿瘤, 在欧美国家居恶性肿瘤死因

的第二位[1-2]. 随着我国饮食结构、生活习惯和

环境的改变, 其发病率逐年上升[3], 和大多数恶

性肿瘤一样, 大肠癌的发病机制尚不清楚. 新
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近研究发现, 90%以上的结肠癌和直肠癌存在

Wnt/β-catenin信号转导通路的激活, 以及继发于

此的β-catenin蛋白在细胞内的集聚[4]. Wnt信号

通路控制着细胞的生长、运动和分化, 已被确

认是与肿瘤相关的一个关键性信号通路[5]. 本研

究应用免疫组化技术检测Wnt信号通路拮抗剂

SFRP2和Wnt信号通路关键蛋白β-catenin在大肠

癌发生、发展过程中的表达及相互关系, 以探

讨二者在大肠癌发生、发展中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 病例标本来源于广西医科大学第一附

属医院2004-2007手术切除或内镜活检的病理确

诊组织118例, 分为4组: (1)大肠癌组42例, 男24
例, 女18例, 年龄30-87(中位年龄61)岁. 所有病例

术前均未经放疗和化疗. 其中结肠癌23例, 直肠

癌19例; 肿瘤局限于黏膜下层/肌层12例, 浸润至

浆膜/浆膜外30例; 有淋巴结转移18例, 无淋巴结

转移24例; Duke's分期A期9例, B期13例, C+D期

20例. (2)大肠腺瘤组36例. (3)非腺瘤性息肉组20
例, 其中炎症性息肉8例, 增生性息肉10例, 幼年

性息肉1例, P-J息肉1例. (4)正常大肠黏膜组20例, 
均为内镜下活检的正常大肠黏膜. 

兔抗人SFRP2多克隆抗体购自美国Santa 
Cruz公司, 兔抗人β-catenin抗体购自美国Thermo
公司, 免疫组化SP试剂盒、DAB显色试剂盒购

自福州迈新生物技术有限公司.
1.2 方法 采用免疫组化SP法. 所有操作严格按产

品说明书进行. PBS代一抗作阴性对照, 分别以

已知的SFRP2, β-catenin表达阳性的正常大肠黏

膜作阳性对照. 免疫组化染色阳性信号为棕黄

色细小颗粒. SFRP2染色结果依据染色强度和阳

性细胞率综合计算评分. 染色强度分级: 无染色

为0, 淡黄色为1, 棕黄色及更深颜色为3; 阳性细

胞率: ≤50%为0, 51%-75%为1, ≥76%为2. 两项

得分相加结果>2为阳性表达[6]. β-catenin染色结

果的判断标准按照Maruyama et al [7]方法, 分别从

细胞膜、细胞质、细胞核三方面判断其在细胞

内的分布情况. 细胞膜>70%细胞阳性为正常表

达, 反之为膜表达缺失; 细胞质或细胞核>10%细

胞阳性为胞质或胞核阳性表达, 即异位表达. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件对所得

数据进行χ2检验和Spearman相关分析, P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 SFRP2、β-catenin在不同类型大肠病变组

www.wjgnet.com

■相关报道
Suzuki报道在大
肠癌中频繁出现
SFRP2启动子甲
基化, β-catenin胞
核内异位可作为
大肠癌预后评估
及治疗模式选择
的重要参考指标; 
Muller发现SFRP2
甲基化检测诊断
大肠癌的敏感性
和特异性分别为
77%-99%和77%.

■研发前沿
针对Wnt/β-catenin
信号通路的分子
靶向治疗是目前
研究热点、重点. 
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织中的表达 正常大肠黏膜和非腺瘤性息肉组

中SFRP2阳性信号主要定位于胞质(图1A-B), 
β-c a t e n i n主要定位于细胞膜(图2A-B), 而大

肠癌和大肠腺瘤组SFRP2表达降低(图1C-D), 
β-catenin呈不同程度的膜表达缺失和胞质/胞核

异位表达(图2C-D). 大肠癌和大肠腺瘤组SFRP2
阳性率均显著低于正常大肠黏膜和非腺瘤性息

肉组(P<0.05, 表1), 其二者之间无显著性差异. 大
肠癌中β-catenin膜表达缺失率显著高于正常大

肠黏膜、非腺瘤性息肉和腺瘤组(P <0.05, 表1), 
腺瘤组与正常大肠黏膜、非腺瘤性息肉组之间

无显著性差异. 大肠癌和腺瘤组β-catenin异位表

达率均显著高于正常大肠黏膜和非腺瘤性息肉

组, 大肠癌中β-catenin异位表达率也高于腺瘤组

(P <0.05, 表1).
2.2 SFRP2、β-catenin表达与大肠癌临床病理

参数之间的关系 SFRP2表达与大肠癌患者肿

瘤部位、大体形态、肿瘤直径、淋巴结转移和

Duke's分期均无明显关系, 与分化程度、浸润

深度密切相关(P <0.05, 表2); β-catenin膜表达缺

失、异位表达与大肠癌患者肿瘤部位、大体

形态、肿瘤直径、浸润深度、淋巴结转移和

Duke's分期均无明显关系, 与大分化程度密切

相关(P <0.05, 表2); 随着大肠癌恶性程度的增高

SFRP2表达逐渐减少, β-catenin膜表达缺失及异

位表达越来越明显.
2.3 大肠癌中SFRP2、β-catenin表达的相关性 
Spearman相关分析显示, SFRP2表达与β-catenin
膜表达缺失、异位表达均呈明显负相关(r  = 
-0.452, P  = 0.003; r  = -0.519, P  = 0.000, 表3); 
β-catenin膜表达缺失、异位表达间呈明显正相

关(r  = 0.782, P  = 0.000, 表3).

图  1  SFRP2在不同类型大肠病变组织中的表达(SP法×200). A: 正常大肠黏膜组; B: 非腺瘤性息肉组; C: 大肠腺瘤组; D: 大

肠癌组.

A B

C D

aP<0.05 vs  大肠癌; cP<0.05 vs  腺瘤.

表  1  SFRP2、β-catenin在不同类型大肠病变组织中的表达 n (%)

     
组织类型                      n

             		               β-catenin 	 	                    
SFRP2表达 

			               膜表达缺失	               异位表达	

正常大肠黏膜	 20	              0(0.00)a	               0(0.00)ac		   20(100.0)ac

非腺瘤性息肉	 20	              0(0.00)a	               0(0.00)ac		   19(95.00)ac

腺瘤		  36	              4(11.11)a	             11(30.56)a	                  13(36.11)

大肠癌		  42	            22(52.38)	             27(64.29)	                  12(28.57)

■创新盘点
本研究将SFRP2
和β-catenin放在
一起研究, 阐明了
二者在大肠癌发
生、发展中的相
互作用及对大肠
癌的影响.
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3  讨论

Wnt/β-catenin信号转导通路在肿瘤的发生、发

展、侵袭、转移中起着非常重要的作用[8], 其
异常活化与肿瘤的发生、发展密切相关. 在成

熟机体此通路是关闭的, 体内几乎没有Wnt信
号, 绝大部分(约90%)的β-catenin都被束缚在E-
钙粘素(E-cadherin, E-Cad)分子上形成β-catenin-
E-cadherin复合体, 介导同型细胞间相互黏附. 
胞质内极少量游离态的β-ca ten in与APC等结

合形成“破坏复合体”被泛素-蛋白酶体系统

(ubiquitin-proteasome systerm)降解. SFRP2含有

与Wnt受体Frizzled(Fz)相似的半胱氨酸富集区

(cysteine-rich domain, CRD), CRD是Wnt蛋白与

Fz受体结合的区域, 这样SFRP2借CRD与Wnt蛋
白结合阻止Wnt结合到Fz受体上, 或者与Fz受体

形成无功能的复合物来封闭Wnt信号[9]. 肿瘤发

生时该通路重要的拮抗剂SFRP2表达消失或减

少使Wnt/β-catenin信号转导通路保持激活状态, 
或通路中某成分突变(如APC或β-catenin突变), 
致使β-catenin不能被降解而在胞质内积聚, 积聚

的游离β-catenin可进入胞核与Tcf/Lef转录因子

协调作用, 激活Wnt靶基因CyclinD1, c-myc等, 
导致细胞增殖而发生癌变[10-12]. 近来有研究表明, 
β-catenin异常表达与结直肠癌、乳腺癌和胃癌

等多种肿瘤发生有关[13-15]. Bafico et al [16]研究表

明, SFRP2的表达沉默将很可能提供生长优势. 

据Suzuki et al报道, 在大肠癌中频繁出现SFRP2
启动子甲基化及表达沉默[17-19]. Huang et al报道, 
在大肠癌、大肠腺瘤、增生性息肉和溃疡性结

肠炎中SFRP2的甲基化率分别为94.2%、52.4%、

37.5%和16.7%[20-21]. Qi et al [22]在对不同阶段结直

肠癌SFRP2基因甲基化及表达的研究中发现, 正
常大肠黏膜不存在SFRP2基因甲基化, 在结直肠

腺癌、腺瘤、变性隐窝灶(ACF)中甲基化率分

别为83.3%、81.8%和77.8%. SFRP2基因在ACF
中已出现高频率甲基化, 可能导致其表达下调, 
是结直肠肿瘤发生常见的早期事件. 本研究检

测了大肠不同病变组织中SFRP2和β-catenin的
表达, 结果显示, 在正常大肠黏膜→非腺瘤性息

肉→腺瘤→大肠癌发展过程中, SFRP2表达逐渐

减少, 而β-catenin的膜表达缺失及异位表达变得

越来越明显. 大肠癌和大肠腺瘤组SFRP2阳性

率分别为28.6%、36.1%显著低于正常大肠黏膜

(100.0%)和非腺瘤性息肉组(95.0%, P <0.05), 与
Qi et al [22]所测结直肠腺癌、腺瘤中SFRP2基因

甲基化率83.3%、81.8%大致相符. 大肠癌和腺

瘤组β-catenin异位表达率分别为64.3%、30.6%, 
顾国利 et al [23]研究发现β-catenin在60例大肠癌

中的异位表达率为66.7%(40/60), 这与我们的研

究结果是基本一致的, 说明β-catenin在大肠癌中

出现异位表达是很普遍的现象. 以上结果提示

β-catenin从胞膜转位到胞质/胞核在大肠癌发生
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■应用要点
针对Wnt/β-catenin
信号通路的检测
及分子靶向治疗
是诊断、治疗大
肠癌的一种新策
略.

图  2  β-catenin在不同类型大肠病变组织中的表达(SP法×200). A: 正常大肠黏膜组; B: 非腺瘤性息肉组; C: 大肠腺瘤组; D: 

大肠癌组.

A B

C D
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的早期就已经存在, 是大肠癌发生的一个早期

事件.
本研究还发现SFRP2表达、β-catenin膜表

达缺失及异位表达与患者的肿瘤部位、大体形

态、肿瘤直径、淋巴结转移和Duke's分期无明

显相关, 而与分化程度密切相关. SFRP2表达还

与肿瘤的浸润深度相关. 马思平 et al [24]研究发现, 
β-catenin异常表达只与大肠癌分化程度呈负相

关, 其异常表达越明显, 癌细胞分化越差. 顾国利 
et al [23]研究发现β-catenin异位表达与肿瘤的侵犯

深度和是否转移密切相关. 结果的差别考虑与患

者的选择、免疫组化的方法、抗体的来源、免

疫染色的判断标准等不同有关. Bànkfalvi et al [25]

对乳腺癌研究发现, β-catenin主要在正常乳腺管

腔及基底细胞、良性增生和腺管内早期肿瘤病

灶有强阳性表达, 而在伴有淋巴转移的病灶表

达明显下降. Brabletz et al [26]认为β-catenin胞核表

达与大肠癌淋巴结转移及Duke's分期有关. 总的

来说, 较多研究发现β-catenin的异常表达与肿瘤

不良分化、分期增高、淋巴结及远隔转移有相

关性. 这些分化不良、分期高、有转移的肿瘤

趋向于一种向周围组织侵袭和脱离原发灶的潜

能, 提示β-catenin异常表达与肿瘤侵袭和转移存

在相关性. 这可能由于β-catenin从胞膜移位导致

β-catenin-E-cadherin复合体解离, 使同型细胞间

黏附能力下降, 从而增强了肿瘤细胞的转移能

力[27]. 研究证实, 细胞间黏附的紊乱是肿瘤侵袭

和转移到先决条件, 核内β-catenin高表达可使癌

细胞具备上皮-间质转化(epithelial mesen-chymal 
transition, EMT)和干细胞形成的能力, 这两种能

力可能导致肿瘤干细胞扩散, 进而导致肿瘤的

侵袭与转移. 本研究显示, 大肠癌中SFRP2表达

与β-catenin膜表达缺失、异位表达均呈明显负

相关, β-catenin膜表达缺失与异位表达呈明显正

相关. 提示SFRP2表达减低是β-catenin表达异常

的重要前提.
总之, S F R P2和β-c a t e n i n的表达异常贯

穿于大肠癌发生、发展的全过程. 因此, 检测

SFRP2、β-catenin对大肠癌早期诊断和预后评

估有重要的临床价值. 研究表明, 除粪便标本

DNA突变分析和蛋白质分析外, SFRP2甲基化

检测是早期诊断大肠癌的敏感方法之一 [28-31]. 
Müller et al [28]发现SFRP2甲基化检测诊断大肠

癌的敏感性和特异性分别为77%-99%和77%. 粪
便SFRP2基因甲基化检测具有标本收集简便、

     

表  3  大肠癌中SFRP2、β-catenin表达的相关性 (n )

		        SFRP2表达      β-catenin异位表达	

	                         +             -              +                -

β-catenin膜表达缺失

    +	  	       2	   20           22              0

    -		      10	   10             5            15

                		         r  = -0.452             r  = 0.782

		         P  = 0.003	     P  = 0.000

β-catenin异位表达

    +	  	       3	    24		

    -	  	       9	      6		

                              r  = -0.519  P  = 0.000

表  2  SFRP2、β-catenin表达与大肠癌临床病理参数的
关系 n (%)

      
	       n

            SFRP2	               β-catenin

	                   阳性表达     膜表达缺失    异位表达

肿瘤部位				  

    结肠	      23	 5(21.74)	     10(43.48)    15(65.22)

    直肠	      19	 7(36.84)	     12(63.16)    12(63.16)

    P	                    >0.05	          >0.05          >0.05

大体形态				  

    溃疡	      11	 2(18.18)	       6(54.55)     7(63.64)

    肿块	      27	 9(33.33)	     14(51.85)   17(62.96)

    浸润	        4	 1(25.00)	       2(50.00)     3(75.00)

    P	                    >0.05	          >0.05         >0.05

肿瘤直径(cm)				  

    ≥5 	      27	 5(18.52)	     16(59.26)    20(74.07)

    <5 	      15	 7(46.67)	       6(40.00)      7(46.67)

    P 	                    >0.05	          >0.05         >0.05

分化程度				  

    高	      14	 7(50.00)	      4(28.57)      6(42.86)

    中	      14	 4(28.57)	      7(50.00)      8(57.14)

    低	      14	 1(7.14)	    11(78.57)    13(92.86)

    P 		   <0.05	         <0.05          <0.05

浸润深度				  

    黏膜下	     12	 7(58.33)	       6(50.00)      6(50.00)

    层/肌层	

    浆膜/浆	     30	 5(16.67)	     16(53.33)    21(70.00)

    膜外	

    P 		     <0.05	          >0.05          >0.05

淋巴结转移				  

    有	      18	 3(16.67)	     11(61.11)    13(72.22)

    无	      24	 9(37.50)	     11(45.83)    14(58.33)

    P 	                    >0.05	           >0.05          >0.05

Duke's分期				  

    A	        9	 5(55.56)	       5(55.56)      5(55.56)

    B	      13	 4(30.77)	       6(46.15)      7(53.85)

    C+D	      20	 3(15.00)	     11(55.00)    15(75.00)

    P		     >0.05	          >0.05          >0.05

■名词解释
Wnt/β-catenin信
号通路:“Wnt经
典通路”, 是Wnt
信号通路中研究
得最为深入的的
一条分支. 他通过
激活β-catenin在
核内的功能来调
节靶基因的表达
水平, 影响细胞增
殖、细胞存活和
细胞命运.
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无创的特点, 是早期诊断大肠癌的一种新策略. 
Elzagheid et al [32]和Suzuki et al [33]提出β-catenin胞核

内异位可作为大肠癌预后评估及治疗模式选择

的重要参考指标. 除此之外, Wnt信号转导通路可

以作为大肠癌分子靶向治疗的潜在靶点[34-36], 一
些非甾体抗炎药、植物类化合物、酪氨酸激酶

抑制剂和血管生成抑制剂等能抑制Wnt/β-catenin
信号转导通路过度激活, 这些都为大肠癌的治

疗提供了新的思路. 
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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. (常务副总编辑: 张海宁 2008-12-18)
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Abstract
Abnormal visceral perception participates in 
the occurrence of gastroesophageal reflux and 
is considered to be one important mechanisms 
in non-erosive reflux disease, functional 
heartburn and noncardiac chest pain. Generally, 
it is believed that vagal nerves take part in 
the regulation of esophageal physiology. 
Intraganglionic laminar ending (IGLE) is a 
special type of vagal afferent mechanoreceptors. 
This article reviews the characteristics of the 
IGLEs, including morphology, structure, 
distribution, and the mechanisms of esophageal 
visceral perception regulation.  

Key Words: Intraganglionic laminar ending; Vagal 
afferent nerve; Esophageal visceral perception

Kong X, Xu SC. Intraganglionic laminar endings and 
esophageal visceral perception. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(35): 3970-3973

摘要
食 管 内 脏 感 觉 异 常 参 与 了 胃 食 管 反 流 病

(GERD)等疾病的发生, 被认为是非糜烂性反
流病(NERD)、功能性烧心(FH)、非心源性胸
痛(NCCP)重要的发病机制之一. 通常认为迷
走神经主要参与食管生理功能的调节. 神经
节内板状末梢(intraganglionic laminar endings, 
IGLEs)是一类特殊的迷走神经机械感受器, 本
文就其形态、结构、分布等特性, 与其调节食
管内脏感觉的机制作一综述.

关键词: 神经节内板状末梢; 迷走传入神经; 食管内

脏感觉

孔炫, 许树长. 神经节内板状末梢与食管内脏感觉.  世界华人消

化杂志  2008; 16(35): 3970-3973

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3970.asp

0  引言

食管感觉受脊神经和迷走神经双重支配. 通常

认为脊神经感受来自食管的有害刺激从而引

发烧心、胸痛等感知学改变, 而迷走神经主要

参与食管生理功能的调节[1]. 食管内脏感觉异

常参与了胃食管反流病(gastroesophageal reflux 
disease, GERD)等疾病的发生, 他被认为是非糜

烂性反流病(non-erosive reflux disease, NERD)、
功能性烧心(functional heartburn, FH)、非心源

性胸痛(noncardiac chest pain, NCCP)重要的发病

机制之一[2]. 近来发现, 食管壁内存在一类名为

“神经节内板状末梢”(intraganglionic laminar 
endings, IGLEs)的特殊迷走神经机械感受器. 本
文就IGLEs的特性及其参与调节食管内脏感觉

的机制作一综述.

1  IGLEs的形态与结构

IGLEs是迷走神经传入纤维末梢在肠肌间神经

丛内形成的特殊结构. IGLEs由沿肠神经节表面

分布, 平行于消化系平滑肌层走行的迷走神经传

入纤维末梢, 形成特殊的表面筛孔样板状结构得

名. 神经胶质将IGLEs与肠神经节、消化系外层

肌肉分隔开来. 空间上IGLEs包绕在肠神经元周

围, 这样的结构提示他可能具有传导消化系中与

牵拉和扩张相关的剪切力的功能. 单根迷走神经

®

■背景资料
食管内脏感觉异
常与胃食管反流
病 、 功 能 性 烧
心、非心源性胸
痛等食管功能性
疾病的发生密切
相关, 神经节内板
状末梢(IGLEs)作
为消化系中迷走
传入神经机械感
受器的一种特殊
类型, 可能在食管
功能性疾病的发
生发展过程中起
到了重要的作用.

■同行评议者
彭曦 ,  副研究员 , 
重庆市西南医院
烧伤研究所
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传入纤维分为数个短终树突, 每个短终树突末梢

构成一个IGLE, 与IGLEs相连的消化系壁即构成

其感受域. 这些树枝样分叉的短终树突将无数的

IGLEs分配到相邻的肠神经节或 “神经池”(由
数个神经节组成), 从而构成交叉重叠的网络结

构供迷走传入神经支配[3].

2  IGLEs的分布范围

通过神经示踪法和全样本定量技术证实IGLEs
广泛分布于消化系中 ,  其中在胃底、胃体及

十二指肠起始段分布最为密集, 而在胃肠道括

约肌和远端肠道密度较低. 整个消化系中IGLEs
分布密度自头端至尾端呈递减趋势[4]. Zagorod-
nyuk et al [5]则进一步证实IGLEs在豚鼠食管中作

为感受扩张刺激的传导位点, 沿横纹肌分布. 在
正常生理情况下(如食团在食管里推行性蠕动过

程中), 或非生理性机械性刺激中(如食管球囊扩

张), IGLEs可能参与了食管感觉的发生.

3  IGLEs的电生理特性

研究发现, 电压门控钾离子通道可能参与调节

IGLEs的适应性, 并引发机械刺激后IGLEs的
“沉默时期”(silent period). Zagorodnyuk et al
发现低剂量4-氨基嘧啶(4-AP, 电压门控钾离子

通道Kv阻滞剂)、α-树眼镜蛇毒素和树眼镜蛇毒

素K(α-DnTX和DnTX K, Kv1.1、Kv1.2和Kv1.6阻
滞剂)可使IGLEs兴奋性显著增强;同时RT-PCR
证实Kv1.1、Kv1.2和Kv1.6功能亚单位mRNA和

相关蛋白在大鼠结状神经节中表达[6-7], 提示在

迷走传入神经末梢上可能存在电压门控钾离子

通道. 研究还发现在无Ca2+的Kreb液中豚鼠食

管IGLEs兴奋性增强, 这可能与Ca2+依赖K+通道

有关. 在离体豚鼠食管中机械刺激(如牵拉)单一

IGLE后, 神经末梢兴奋产生动作电位, 细胞内

Ca2+浓度升高, Ca2+依赖K+通道开放几率大大增

加, 引起周边其他IGLEs产生协同兴奋, 而对接

下来的机械刺激产生“后超极化现象”(after-
hyperpolarization, AHP), 即是“沉默时期”[7]. 这
为我们提供了一条线索, 即是高选择性的钙离子

通道拮抗剂, 或是电压门控钾离子通道阻滞剂可

能今后被用于治疗一些IGLEs相关性的食管内

脏感觉异常的疾病, 如GERD、FH等.

4  IGLEs的生理功能

4.1 IGLEs作为机械感受器(mechanoreceptor) 
IGLEs特殊的形态、几何学结构和分布范围决

定了他对消化系中复杂的节律性运动敏感, 研

究证实在食管中IGLEs主要作为迷走神经机械

感受器[3]. IGLEs作为食管中的机械刺激传入通

路, 接受相应刺激进而在中枢(或外周)水平上产

生内脏感觉. 研究证实在NERD患者中食管球囊

扩张可引起胸骨后明显疼痛, 而在正常人群中

对应球囊扩张程度并不引起明显胸痛, 即提示

了NERD患者食管内机械感受器阈值明显低于

正常人群, 存在内脏高敏感性, IGLEs可能参与

其中. Zagorodnyuk et al [8]通过使用von Frey毛刺

激离体豚鼠食管黏膜中的游离迷走神经末梢, 
记录其电生理变化, 描绘出黏膜感受区内的热

点图(hot-spots); 并用神经顺行标记技术显示记

录到这些热点的神经干, 描述出其大致结构图

像、刺激阈值及电生理特性, 证实食管壁内感

受机械刺激的为IGLEs; Yang et al [9]应用活性依

赖性荧光染料FM1-43结合牵拉刺激豚鼠食管显

示激活的IGLEs结构, 验证IGLEs是迷走传入神

经在胃肠道内感受机械刺激的位点.
辣椒素(瞬时感受器电位香草素受体TRPV

受体激动剂)和α, β-meATP(ATP门控阳离子通道

型受体P2X受体激动剂)可呈剂量依赖性地激活

豚鼠食管中的IGLEs, 亦表明IGLEs可感受机械

刺激, 进一步猜测他具有阳离子通道的特性; 表
皮钠离子通道(ENaC)阻滞剂Benzamil可明显阻

断牵拉刺激时IGLEs的激活, 因此推断机械刺激

激活IGLEs可能是通过某种ENaC, 而非其他细

胞释放某种神经递质, 亦非通过谷氨酸盐或是

ATP来完成[10].
4.2 IGLEs作为痛觉感受器(nonciceptor) 部分迷

走神经参与调节食管对有害刺激(如过度扩张)
的自主反应, 参与食管痛觉的产生. Yu et al [11]认

为这类对扩张敏感的痛觉感受纤维主要由来源

于结状神经节(nodose ganglion)的C类纤维组成;
并发现在豚鼠食管中此类纤维对P2X受体激动

剂α, β-meATP敏感, 故而认为IGLEs可能就是此

类传导痛觉信息的神经纤维, 提示了IGLEs可能

参与了部分GERD患者与NCCP患者胸骨后疼痛

症状的发生. 然而目前研究尚无法解释一种神

经纤维末梢如何感受两种性质截然不同的机械

刺激(有害与无害), 亦尚未证实IGLEs能否感受

化学性刺激从而引起食管内脏感觉改变.

5  IGLEs与其他递质、受体的关系

5 .1  I G L E s与谷氨酸盐受体G l u R s  在豚鼠

食管 I G L E s中探测到谷氨酸囊泡转运体1/2 
(VGluT1/2), 证实其除感受机械刺激外还可能

■研发前沿
目前对I G L E s的
研究还仅限于动
物 模 型 中 ,  缺 少
足 够 证 据 证 实
I G L E s直接参与
痛觉的传导, 他与
相关神经递质、

受体的关系尚未
明确, 有待进一步
研究发现.



www.wjgnet.com

3972                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年12月18日    第16卷   第35期

具有释放内源性谷氨酸盐(EAAs)的功能. 通过

检测IGLEs中突触结合蛋白(synaptotagmin)和突

触素(synaptophysin)的免疫活性, 明确EAAs在
IGLEs中是通过快突触(fast synaptic)机制释放到

肠神经元. 应用离子型谷氨酸盐受体iGluRs阻滞

剂(AP5, memantine, DNQX)及代谢型谷氨酸盐

受体mGluRs阻滞剂(PHCCC, MPPG)对牵拉迷

走神经机械感受器产生的反应均未见明显影响, 
提示谷氨酸盐对豚鼠食管中IGLEs无明显兴奋

作用[10]. 最近在大鼠食管中的IGLEs中亦探测到

VGlut1/2存在[12-13], 通过细胞免疫组化的方法更

一步证实VGluT2仅在IGLEs上特异性表达, 因
此VGluT2可作为支配食管感觉的传入神经纤维

中IGLEs的特异性标志[14]. IGLEs可能为肠神经

元中重要的谷氨酸盐来源(但并非唯一的)[15], 后
者作用于肠神经元或迷走传入神经上谷氨酸盐

受体间接参与了食管机械(或化学)刺激的调节. 
然而目前尚未找到充足证据表明IGLEs可通过

释放EAAs调节自身机械感觉传导功能.
5.2 IGLEs与ATP门控阳离子通道型受体P2X受

体 Wang et al通过免疫组化的方法在大鼠食管

中IGLEs上检测到P2X2和P2X3受体表达[16-17], 研
究还证实豚鼠食管的IGLEs中亦能检测到P2X
受体的免疫活性. P2X受体在不同物种间分布

差异性较大: α, β-meATP可激活豚鼠食管中近

乎所有的IGLEs, 但大鼠中被激活的IGLEs不足

一半, 在雪貂中α, β-meATP对IGLEs的兴奋性

全无影响, 这可能与不同物种间食管P2X受体

中P2X3与P2X2/3所占比例不同所致[18]. 应用P2X
受体阻滞剂PPADS 可消除α, β-meATP对豚鼠

食管中IGLEs的兴奋性, 但单用PPADS并不影响

机械刺激(如牵拉)激活IGLEs, 提示ATP并不通

过IGLEs参与机械刺激感受传导的过程[10]. 现已

证实P2X受体在外周及中枢水平都参与了食管

内机械和化学刺激的感受和调控, P2X受体在

IGLEs表达提示后者可能通过P2X受体从而感

受机械或化学性刺激.
5.3 IGLEs与P物质(SP) Raab et al [14]通过免疫组化

和顺行示踪等方法证实了SP与VGluT2在IGLEs
中共同表达(co-localization), SP广泛分布于中枢

与外周神经系统[19], 主要由伤害性C类纤维释放, 
是参与痛觉信息一级传递的兴奋性神经递质, 通
过参与食管内脏感觉信息的传递, 以及引起“神

经源性炎症”(neurogenic imflammation)等方式

致食管感觉异常[20]. IGLEs可能通过释放SP作用

于肠神经元从而调节食管内脏感觉, 而机械刺激

(如球囊扩张)也是一种有效的促使IGLEs释放SP
的方法. 但并无证据表明SP通过作用于IGLEs调
节内脏感觉神经中机械刺激的传导.

6  结论

神经节内板状末梢(IGLEs)是一类特殊的迷走神

经机械感受器, 他广泛分布于消化系中, 直接感

受并传导机械刺激, 从而调节食管内脏感觉. 然
而目前对IGLEs的研究还仅限于动物模型中, 缺
少足够证据证实IGLEs直接参与痛觉的传导, 他
与相关神经递质、受体的关系尚未明确. 以上

还有待进一步研究发现.

7      参考文献
1	 Gebhart GF. Visceral pain-peripheral sensitisation. 

Gut 2000; 47 Suppl 4: iv54-iv55; discussion iv58
2	 Knowles CH, Aziz Q. Visceral hypersensitivity in 

non-erosive reflux disease. Gut 2008; 57: 674-683
3	 Powley TL, Phillips RJ. Musings on the wanderer: 

what's new in our understanding of vago-vagal 
reflexes? I. Morphology and topography of vagal 
afferents innervating the GI tract. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol 2002; 283: G1217-G1225

4	 Wang FB, Powley TL. Topographic inventories of 
vagal afferents in gastrointestinal muscle. J Comp 
Neurol 2000; 421: 302-324

5	 Zagorodnyuk VP, Brookes SJ. Transduction sites 
of vagal mechanoreceptors in the guinea pig 
esophagus. J Neurosci 2000; 20: 6249-6255

6	 Glazebrook PA, Ramirez AN, Schild JH, Shieh CC, 
Doan T, Wible BA, Kunze DL. Potassium channels 
Kv1.1, Kv1.2 and Kv1.6 influence excitability of rat 
visceral sensory neurons. J Physiol 2002; 541: 467-482

7	 Zagorodnyuk VP, Chen BN, Costa M, Brookes 
SJ. 4-aminopyridine- and dendrotoxin-sensitive 
potassium channels influence excitability of 
vagal mechano-sensitive endings in guinea-pig 
oesophagus. Br J Pharmacol 2002; 137: 1195-1206

8	 Z a g o r o d n y u k V P , C h e n B N , B r o o k e s S J . 
Intraganglionic laminar endings are mechano-
transduction sites of vagal tension receptors in the 
guinea-pig stomach. J Physiol 2001; 534: 255-268

9	 Yang X, Liu R. Intraganglionic laminar endings act as 
mechanoreceptors of vagal afferent nerve in guinea 
pig esophagus. Shengli Xuebao 2006; 58: 171-176

10	 Zagorodnyuk VP, Chen BN, Costa M, Brookes SJ. 
Mechanotransduction by intraganglionic laminar 
endings of vagal tension receptors in the guinea-pig 
oesophagus. J Physiol 2003; 553: 575-587

11	 Yu S, Undem BJ, Kollarik M. Vagal afferent 
nerves with nociceptive properties in guinea-pig 
oesophagus. J Physiol 2005; 563: 831-842

12	 Kraus T, Neuhuber WL, Raab M. Distribution of 
vesicular glutamate transporter 1 (VGLUT1) in the 
mouse esophagus. Cell Tissue Res 2007; 329: 205-219

13	 Raab M, Neuhuber WL. Vesicular glutamate 
transporter 2 immunoreactivity in putative vagal 
mechanosensor terminals of mouse and rat 
esophagus: indication of a local effector function? 
Cell Tissue Res 2003; 312: 141-148

14	 Raab M, Neuhuber WL. Intraganglionic laminar 
endings and their relationships with neuronal 

■相关报道
Yang et al 应用活
性依赖性荧光染
料FM1-43结合牵
拉刺激豚鼠食管
显示激活的IGLEs
结构, 验证IGLEs
是迷走传入神经
在胃肠道内感受
机械刺激的位点; 
Wang et al通过免
疫组化的方法在
大鼠食管中IGLEs
上检测到P2X2和
P2X3受体表达.



www.wjgnet.com

孔炫, 等. 神经节内板状末梢与食管内脏感觉					                                                        3973

and glial structures of myenteric ganglia in the 
esophagus of rat and mouse. Histochem Cell Biol 
2004; 122: 445-459

15	 Kirchgessner AL. Glutamate in the enteric nervous 
system. Curr Opin Pharmacol 2001; 1: 591-596 

16	 Wang ZJ, Neuhuber WL. Intraganglionic laminar 
endings in the rat esophagus contain purinergic 
P2X2 and P2X3 receptor immunoreactivity. Anat 
Embryol (Berl) 2003; 207: 363-371

17	 Castelucci P, Robbins HL, Poole DP, Furness JB. 
The distribution of purine P2X(2) receptors in the 
guinea-pig enteric nervous system. Histochem Cell 
Biol 2002; 117: 415-422

18	 Page AJ, O'Donnell TA, Blackshaw LA. P2X 

purinoceptor-induced sensitization of ferret vagal 
mechanoreceptors in oesophageal inflammation. J 
Physiol 2000; 523 Pt 2: 403-411

19	 Kressel M, Radespiel-Troger M. Anterograde 
t r a c i n g  a n d  i m m u n o h i s t o c h e m i c a l 
characterization of potentially mechanosensitive 
vagal afferents in the esophagus. J Comp Neurol 
1999; 412: 161-172

20	 Miwa H, Minoo T, Hojo M, Yaginuma R, Nagahara 
A, Kawabe M, Ohkawa A, Asaoka D, Kurosawa A, 
Ohkusa T, Sato N. Oesophageal hypersensitivity 
in Japanese patients with non-erosive gastro-
oesophageal reflux diseases. Aliment Pharmacol Ther 
2004; 20 Suppl 1: 112-117

           编辑  史景红  电编  吴鹏朕

■同行评价
本文有一定新意, 
但综述显得较为
单薄, 板状末梢与
各种食管疾病的
关系没有论述, 这
是临床医生最感
兴趣的地方, 对食
管疾病的治疗有
什么理论指导价
值论文体现得不
充分, 希望增加这
部分内容, 使该综
述更丰满, 对临床
有更好的指导意
义. 
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Abstract
Ischemic hepatitis, otherwise known as “shock 
liver” and “hypoxic hepatitis”, usually is sec-
ondary to a clinical setting of severe heart failure 
or shock. The main clinical manifestations are 
shown as the symptoms of primary diseases 
such as cardiac failure or shock, and gastrointes-
tinal symptoms similar to viral hepatitis. Labo-
ratory tests show an acute elevation in serum 
aminotransferase level, 25-250 times as high as 
the upper limit of normal (ULN) during a 12-48 
hour period, which is rapidly recovered in about 
7–14 days after treatment. Secondary to circula-
tory failure, there is a high rate of renal dysfunc-
tion in ischemic hepatitis. Treatment and prog-
nosis depend on the protopathy. 

Key Words: Ischemic hepatitis; Etiopathogenisis; 
Pathogenesy; Diagnosis
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摘要
缺血性肝炎(hypoxic hepatitis), 又叫休克肝、

缺氧性肝炎, 大多继发于严重的心衰、休克等
基础疾病. 临床表现多为心衰、休克等原发病
症状, 及与病毒性肝炎相似的消化道症状. 其
实验室检查主要为血清转氨酶在发病后12-48 
h内急剧升高至正常值上限的25-250倍, 经治
疗后在10-14 d内降至正常. 因常继发于循环
衰竭, 其肾功能不全的发生率亦较高. 缺血性
肝炎的治疗与预后多与其原发病有关. 本文就
缺血性肝炎的病因、临床表现等作一综述. 

关键词: 缺血性肝炎; 病因; 发病机制; 诊断
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3974-3978
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0  引言

1979年, Bynum et al [1]报道了7例病例, 首次提出

了缺血性肝炎(ischemic hepatitis)这一概念, 其
临床特点为心衰的情况下血清转氨酶活性的显

著升高, 组织学特征为在肝脏血流灌注减少后

发生肝小叶中央区细胞的坏死. 1981年, Arcidi 
e t a l [2]提到休克状态下所产生的缺氧才能发生

肝小叶中央区细胞的坏死, 因此, 又被称为“休

克肝(shock liver)”. 1990年, Henrion和Luwaert 
et al [3]报道了45例缺血性肝炎的病例, 只有47%
发生了休克, 2003年, Henrion et al [4]连续观察了

142例病例, 其中只有55%有休克状态, 因此进

一步提出缺血性肝炎及休克肝的概念应该被更

准确的表达为缺氧性肝炎(hypoxic hepatitis). 

1  发生率及常见病因

一般认为, 缺血性肝炎在内科重症监护病房的

发生率为0.16%-0.50%[5]. Fuchs et al [6]在39 mo的
时间里, 观察了连续进入ICU的2155个患者中

有33个发生了缺血性肝炎, 其患病率为1.5%, 而
同期入住普通内科病房的9977个患者中只有3
人有缺血性肝炎, 患病率为0.03%. 其中, 91.2%
有心力衰竭(左心衰26.5%, 右心衰5.9%, 全心衰

58.8%)、58.8%有COPD, 55.9%有慢性肾功能衰

®

■背景资料
缺血性肝炎是由
于肝脏缺血缺氧
导致的非炎症性
肝细胞坏死, 是一
种特殊类型的肝
脏损害, 死亡率较
高, 目前多数临床
医师对此缺乏了
解. 其转氨酶水平
在短时间内呈急
剧的升高, 很容易
被误诊为暴发性
肝炎, 故应该引起
临床医生足够的
重视.
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竭. Henrion et al [4]观察的142例缺氧性肝炎的患

者, 占了同期入住ICU的15 619个患者中的0.9%, 
CCU的患病率较高为1.3%, 而外科和其余内科

ICU的患病率为0.6%, 其中有70%发生心衰, 13%
发生慢性呼吸衰竭, 13%发生中毒性/脓毒性休

克. 而Seeto et al [7]观察的31例缺血性肝炎的患者, 
有29例明确有右心衰竭. 这些研究均说明了缺

血性肝炎多易于在重症监护病房观察到, 患者

多原有心、肺、肾等重要脏器的基础疾病, 其
中, 心力衰竭是缺血性肝炎最常见的基础病因. 

另外, 2002年, Rashed et al [8]前瞻性观察了

1905个老年患者, 有19个发生了缺血性肝炎, 发
病率为1%, 其中有12个有左心衰(63%). 因老年

人多有心血管的基础疾病, 因此缺血性肝炎虽

然比较少见但在老年人中发生的并不少. 
其他有报道过的病因还有阻塞性睡眠呼吸

暂停综合征[9]、重度呼吸道感染[10]、慢性阻塞性

肺部疾病发生肠系膜扭转[11]、酒精性肝硬化患

者因出血及脓毒血症而引发的缺血性肝病[12]、

主动脉腔静脉瘘 [13]、重度贫血 [14]、夹层动脉

瘤、周围血管病、蜂窝组织炎、脱水、中暑、

创伤、烧伤、癫痫[15]、肝癌破裂[16]等等. 

2  发病机制

目前对于缺血性肝炎的发病机制还不是很明确, 
但大多数学者均同意1973年Dunn et al [17]提出的

三个导致缺血性肝炎的血流动力学机制: 肝血流

量减少导致的肝脏缺血, 右心衰竭导致的静脉瘀

血和回心血氧含量减少导致的动脉低氧血症. 
肝脏缺血是缺血性肝炎发生的主要机制. 

肝脏是一个有着丰富血运的器官, 同时由门静

脉和肝动脉双重供血, 占整个心输出量的20%, 
其中70%来自于门静脉系统, 30%来自于肝动脉, 
各提供肝脏50%的氧供[18-19]. 同时, 肝脏也是一

个内皮细胞非常丰富的器官, 对缺血缺氧极其

敏感[20]. 当任何原因引起心输出量减少时, 肝脏

的血流也平行减少, 此时肝脏可以通过增加从

血液中的摄氧量而维持正常的氧供, 正是肝脏

的这种代偿保护机制及双重血供系统, 避免其

出现缺氧性损伤. 但是当肝脏组织灌流量持续

减少超过阈值后, 此种代偿机制不足, 就会使肝

细胞发生缺氧性损伤[21]. 而在缺血的情况下, 已
经发生损伤的肝细胞如果再次接触氧, 则可引

起肝脏进一步的再灌注损伤. 再灌注产生了大

量的氧自由基, 通过氧化反应直接导致肝细胞

的损伤[22]. 

心力衰竭尤其是右心衰引起的静脉瘀血也

是缺血性肝炎的另一重要机制, 具体还不明确, 
Seeto et al [7]指出可能是因为低血压引起的静脉

瘀血影响了肝脏的正常血流运行, 使肝细胞发

生缺氧性损伤. 重度的中心静脉充血导致门静

脉高压, 从而改变血流模式, 在低收缩压的患者, 
这能使已经异常的肝脏血流进一步恶化. 而且, 
长期处于高压状态的肝细胞对相对短暂的缺氧

会更加敏感. 另外, 虽然缺血性肝炎的患者血压

会恢复, 但是由于之前的血流灌注不足而发生

缺氧, 可能会使有严重心衰的患者的肝细胞受

到慢性复发性损伤. 最后, 长期的右心室充盈压

的升高也可能导致慢性肝细胞损伤, 使其易于

发生急性缺血性肝炎. 当然, 这个机制还需要进

一步研究证实. 
作为肝脏缺氧的理论机制之一, 动脉低氧

血症通常被认为是不重要的[17,23]. 但是, Henrion 
et al [24]及Mathurin et al [9]报道了有关于阻塞性

睡眠呼吸暂停引起的严重低氧血症所导致的缺

氧性肝炎的病例, 均提出了严重的低氧血症可

以作为单独的一个导致缺氧性肝炎的机制. 而
1999年, Henrion et al [25]对比研究了17例慢性呼

衰急性恶化所导致的缺氧性肝炎的患者, 发现

其全身血管阻力是降低的, 导致心脏指数的增

高, 而尽管呼衰的患者心脏指数增高, 因为极度

的动脉低氧血症, 导致其供氧量也减少, 因而发

生缺氧性肝损害. 由此得出结论, 在慢性呼衰的

情况下, 发生缺氧性肝炎是动脉极度缺氧的结

果, 输氧量减少只继发于极度动脉低氧血症, 而
没有心输出量的减少. 一些动物实验也显示了

极度的低血氧会导致耗氧量的降低, 从而引起

肝小叶中心区细胞的坏死, 这与上述结论相符

合[26-27]. 因此, 在与慢性呼衰相关的缺氧性肝炎

的患者, 低氧血症起着很重要的作用.
然而, 到目前为止, 这三个血流动力学机制

还没有在人体验证过, 需要进一步的证据证实.
此外, Henrion et al [4]在2003年发表的研究报

告中提到了其中的19例中毒性/脓毒性休克并发

缺血性肝炎的病例, 这些患者的中心静脉压和

氧分压都是正常的, 心脏指数和氧含量是高的. 
这与很多研究结果一致[28-29]: 在败血症的患者, 
内脏血流量尤其是肝血流量普遍是增加的. 但
是尽管心脏指数和氧含量是高的, 这些患者的

肝实质内的氧分压却仍然是低的. 因此提出了

一个假设的机制, 脓毒性/中毒性休克所发生的

缺氧性肝炎, 可能是肝脏的需氧量增加和无力

■研发前沿
目前缺血性肝炎
的国内相关文献
不多见, 以往这方
面的文献亦较少. 



www.wjgnet.com

3976                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年12月18日    第16卷   第35期

摄取氧的结果, 其中内毒素和炎症前细胞因子

可能通过影响细胞代谢和微循环功能而起主导

作用. 但这个机制目前还不是很清楚, 需要进行

进一步的探讨研究.

3  病理特点

正常肝小叶中央区的肝细胞, 血流均较周围带减

少, 接受的氧供及营养成分也最少, 对缺血缺氧

极为敏感, 因而一旦发生肝脏缺血缺氧, 极易引

起这部分细胞发生坏死, 这就是肝小叶中央区细

胞的坏死[1]. 很多学者的文献报道中提到的活检

或尸体解剖的病理结果, 均符合这一改变[4,7,30]. 
Fushs et al [6]研究的34例病例中有3例进行

了死后的尸体解剖, 其中2例是死于急性发作期, 
病理显示没有炎症细胞浸润的重度肝小叶中央

区细胞坏死, 另外1例是死于发病后80 d, 病理显

示微小的肝小叶中央区细胞坏死伴被动充血. 
这说明了病理改变程度可能是与发病的时间相

关的, 需要更多的研究证据以证实.
Kamiyama et al [31]则分析了1例因缺血性肝

炎而死亡的酒精性肝硬化患者的病理, 发现肝

硬化小结节中同样发生没有炎症细胞浸润的缺

血性坏死. 这说明了发生休克的肝硬化患者也

可以发生缺血性肝炎. 

4  临床表现

因为常并发于各种原因的休克或急慢性心衰, 
缺血性肝炎的患者一般具有低血压、呼吸困

难、踝部水肿、肝颈静脉回流等心衰或休克的

症状[4]. 同时, 大多数也具有恶心、呕吐、食欲

减退、黄疸、肝脏肿大疼痛等与肝炎相类似的

症状[1], 无明显特异性. 因此, 这些与肝炎相类似

的症状很容易被其原发病的症状所掩盖而呈亚

临床过程[21]. 由于缺血缺氧, 肾功能不全的发生

率也较高[4,6,15]. 还有可能因为肝肾功能的损伤使

糖原异生的减少, 而导致低血糖的发生[6]. 此外, 
病情较严重者, 还可因肝性脑病而出现意识改

变[30]. 

5  实验室检查

5.1 转氨酶 目前大多数资料均显示, 发生缺血性

肝炎时, 血清AST、ALT在发病后12-48 h内达到

高峰值, 即正常值上限的25-250倍, 去除诱因后

的72 h内即可下降50%, 经治疗后可在10-14 d内
降至正常[15,21,32]. 但是, 心肌和骨骼肌也含有大量

的转氨酶, 心肌梗塞的患者AST、ALT也会显著

升高, 此时应特别注意鉴别诊断. 

5.2 乳酸脱氢酶 发生缺血性肝炎时, LDH随着

转氨酶一起升降, 通常比转氨酶先达到峰值, 且
较同样严重程度的急性病毒性肝炎升高得更多, 
因此, Gibson et al [21]认为LDH升高可作为缺血性

肝炎的敏感指标. Gitlin et al [15]进一步提出早期

即升高的LDH可能是与急性病毒性肝炎区别的

一个非常有意义的指标. 但是, LDH是由来自不

同脏器的5种同功酶LDH1-5组成的, 存在明显的

组织特异性, 其中LDH1、LDH2主要存在于心

肌内, LDH4、LDH5主要存在于横纹肌和肝内, 
故其对肝病的诊断特异性不强, 必要时可进一

步行LDH同工酶检查. 另外, Cassidy et al [33]提出, 
ALT/LDH比率也可用来评价肝脏损害程度与类

型, 在急性肝炎早期, 当此比率小于1.5时, 对缺

血性肝炎诊断的支持度要超过病毒性肝炎. 
5.3 碱性磷酸酶 根据Seeto et al [7]、Gitlin et al [15]

和Gibson et al [21]的统计评价, 血清ALP水平在缺

血性肝炎中很少超过正常上限值的2倍, 故无明

显的临床诊断价值. 
5.4 胆红素 缺血性肝炎时, 多数患者的血清总胆

红素有所升高, 但不十分显著, 很少超过正常上

限的4倍[12,15,21]. 因此, 患者可以不表现为很明显

的黄疸. 
5.5 凝血酶原时间 在血清转氨酶达到峰值后, 
由于肝功能衰竭可能导致凝血因子减少, 可以

使凝血酶原时间延长及国际标准化比值(INR)
延长[6,30,33]. 因此, Denis et al [30]提出凝血酶原时

间的减少具有重要的判断预后的价值. Henrion 
et al [4]统计的资料则显示, 最早在发病的第1天
即可观察到凝血酶原活性的最低值, 完全恢复

需要大概1 wk的时间, 其中有79.5%病例的凝血

酶原活性下降了50%, 有14%病例的凝血酶原活

性下降了20%, 表明了凝血酶原时间是缺氧性

肝炎的生化指标之一. 
5.6 血肌酐 缺血性肝炎中血肌酐的水平是升高

的, 肾功能不全发生率较高, 尤其是继发于循环

休克的肾功能损害更加严重[4], 但是Fushs et al [6]

发现血肌酐的水平与肝脏转氨酶或LDH的水平

没有明显的关系, 说明肝脏损伤的严重性与肾

功能不全的严重程度没有关联, 这可能反映了

肝脏和肾脏对低氧的敏感性不同. 
5.7 血糖 Gitlin et al [15]研究的9例病例中有6例发

生高血糖, 说明了缺血性肝炎中高血糖是一个

比较常见的现象. Fushs et al [6]研究的34例病例

中有1/3发生低血糖, 且血糖水平与转氨酶和肌

苷的水平呈负相关, 因此认为低血糖是缺血性

■创新盘点
缺血性肝炎有着
独 特 的 发 病 机
制、病理学特点
和临床特征, 目前
缺血性肝炎的国
内相关文献不多
见, 本文对以往的
文献进行了较全
面的综述报道.



www.wjgnet.com

饶珊珊, 等. 缺血性肝炎                                                 							            3977

肝炎的一个显著特征, 可能是继发于肝肾损害

导致的糖原异生的减少. 而Henrion et al [4]观察的

142例中却有4例发生低血糖(<700 mg/L), 39例
发生高血糖(>2000 mg/L). 因此, 缺血性肝炎与

血糖的关系还需要进一步的研究以明确.

6  诊断标准

目前大多数学者均同意Gibson et al [21]及Gitlin et al [15]

等提出的诊断标准: (1)具有心源性休克、循环性

休克、或呼吸衰竭等原发病; (2)血清转氨酶水平

快速、显著的增高达正常值上限的20倍以上, 并
且具有可逆性, 于7-l0 d内降至或接近正常; (3)排
除其他原因引起的急性肝炎, 如各种类型的病毒

性肝炎、中毒性肝炎及药物性肝炎等等. 由于缺

氧性肝病的患者病情多较严重, 具有凝血功能紊

乱、血流动力学不稳定等状态, 常不能耐受肝活

组织检查, 因此, 当上面三个条件同时满足时, 不
一定要行肝活检以明确诊断. Henrion et al [34]则提

出血清转氨酶水平达到正常值上限的20-25倍时

可不必行肝活检, 但如果低于正常值上限的20倍, 
则必须行肝活检以明确诊断. 

因缺血性肝炎的转氨酶水平呈急剧的升高, 
很容易被误诊为暴发性肝炎. 因而2004年, Denis 
et al [30]回顾性分析了14例曾在其他等级较高的

医院诊断为暴发性肝炎, 后来确诊为缺氧性肝

炎的病例, 提出当临床上怀疑是暴发性肝炎时, 
应该通过两个检查协助鉴别: (1)腹部超声提示

具有特征性的下腔静脉和肝静脉的扩张; (2)多
普勒超声心动图证实心脏基础疾病的诊断. 从
而在没有行肝脏活检的情况下以明确缺氧性肝

炎的诊断. 另外, 缺血性肝炎一开始即可合并有

较重的肾功能损害, 这也是与暴发性肝炎的鉴

别点之一. 

7  治疗

缺血性肝炎的治疗原则主要是针对原发病的治

疗, 积极纠正心衰及抗休克, 恢复心输出量, 纠正

缺血缺氧状态, 同时还要注意保护其他脏器在低

灌注中的损伤. 但应注意, 在纠正心衰的治疗中, 
利尿剂可进一步降低血容量, 加重肝细胞坏死, 
导致预后不良, 故应慎用[15]. 血管内应用小剂量

的多巴胺可以增加内脏的血流灌注和具有正性

肌力作用, 能够阻止肝脏缺氧损伤的发展[35]. 而
如果使用钙离子拮抗剂或抗心律失常药物, 则
预后不良, 死亡率增加[36]. 

其他目前正在研究使用的药物还包括N-乙
酰半胱氨酸、谷胱甘肽、硫辛酸等抗氧化剂. 

N-乙酰半胱氨酸是肝内还原型谷胱甘肽的前

体, 不仅能够通过促进谷胱甘肽在肝细胞的合

成而起到抗氧化的作用, 还可以通过增加肝脏

毛细血管床的灌注而改善肝脏的血供[37]. 硫辛

酸通过介导促凋亡基因Bad的灭活和抗凋亡基

因Bcl-2的表达而有效地减少肝脏的缺血再灌注

损伤[38]. 
但是, 目前对于上述的治疗, 尚缺少可靠的

资料支持, 故还需要进一步行系统性的研究探讨. 

8  结论

根据Johnson et al [39]的统计, 缺血性肝炎的预后

不良, 死亡率高达76%, 远高于同期比较的其

他病因引起的转氨酶极度升高患者的死亡率

(33%). 而目前大多数学者报告的缺血性肝炎的

死亡率也较高, 均大于50%, 死亡的原因多数是

由于全身的基础疾病, 而不是缺血性肝损害或

肝衰竭[4,5,21,33]. 另外, 在肝硬化合并缺血性肝炎

的患者, 由于肝脏储备功能较差, 死亡率更高, 
可达60%-100%[12,40]. 
    总之, 缺血性肝炎有着独特的发病机制、病

理学特点和临床特征, 是一种特殊类型的肝脏

损害, 死亡率亦较高, 应该引起临床医生足够的

重视. 当患有心、肺、肾等重要脏器基础疾病

的患者发生心衰、呼吸困难及休克时, 要考虑

到肝脏缺血缺氧性损伤的可能性, 及时发现肝

脏损害, 积极治疗原发病, 从而避免肝脏发生不

可逆性损伤.
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Abstract
In recent years, the incidence of ulcerative 
colitis (UC) has been increasing. The lesions 
may involve the rectum, sigmoid colon, left 
colon (distal spleen curve area),  proximal colon 
spleen curve area, and even the whole colon. 
Drug formulations should be different according 
to the involved scopes. This article reviews and 
summarizes the advancements of Chinese and 
Western drug formulations in treating UC, and 
discusses the great significance in choosing drug 
formulations for improvement of the disease 
and the life quality of patients.

Key Words: Ulcerative colitis; Drug formulation; 
Therapy
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摘要
近年来, 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
的发病率无论在国外还是国内均有逐年增高
的趋势. 其病变累及范围包括直肠、乙状结
肠、左半结肠(脾曲以远)、广泛结肠(脾曲以
近)、全结肠. 对于不同的病变范围患者, 需要
给予不同的药物剂型. 本文对治疗UC的药物
剂型的发展进行了总结和回顾, 讨论了药物剂
型的选择对提高疗效和改善患者的生存质量
的意义.

关键词: 溃疡性结肠炎; 药物剂型; 治疗
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)又称非特异

性溃疡性结肠炎, 是炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD)的一种类型. UC患者临床表

现有持续或反复发作的腹泻、黏液脓血便伴腹

痛、里急后重和不同程度的全身症状. 其病理

改变为弥漫的组织反应, 包括溃疡形成、隐窝

脓肿、小血管炎症、杯状细胞减少以及各种类

型炎细胞浸润等非特异性表现[1-2]. 由于UC病变

范围广泛、病情反复发作、治疗效果欠佳, 病
情迁延不愈, 癌变可能性大等特点, 该病已被世

界卫生组织确定为现代难治疾病[3]. UC的治疗

方法包括药物治疗、营养治疗、心理治疗及手

术治疗, 其中药物治疗是治疗溃疡性结肠炎的

主要方法. 近年来治疗UC的药物有较大发展, 如
抗肿瘤坏死因子(TNF)mAb Infliximab(英夫利

昔)等生物制剂对UC的疗效已获得肯定, 同时一

些新的药物剂型也在不断的发展, 如控释剂, 可
使药物直达病变部位, 减少全身不良反应, 提高

患者顺应性, 增强药物治疗效果, 对提高UC的药
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物治疗效果起到积极作用. 现就近年中西药物

治疗UC的进展综述如下.

1  传统治疗药物

1.1 氨基水杨酸类 柳氮磺胺吡啶(SASP)是第一

个用于临床且目前仍常用的药物, 由于其价廉

有效, 是治疗UC尤其是轻、中型UC的首选药

物. 用法: 初始剂量0.5 g/次, 每天2次, 在2-3 d内
增加治疗剂量达4-6 g/d, 可减少不良反应的发

生, 维持剂量一般为2-4 g/d, 维持至少1年以上. 
对孕妇和哺乳期妇女可用低维持量如1.5 g/d. 
儿童按体表面积计算, 1.5-2 g/(m2·d)是安全的. 
SASP主要以口服为主, 对左半结肠甚至横结肠

UC, 可采用SASP局部灌肠治疗, 董军梅 et al发
现单用SASP为主保留灌肠疗效并不令人满意, 
SASP保留灌肠加电磁波治疗UC或SASP与其他

药物联合灌肠则收到满意的疗效[4-5]. SASP的不

良反应主要由磺胺吡啶(SP)引起, 5-氨基水杨酸

(5-ASA)为该药活性成分, 然而5-ASA是非水溶

性的, 在水和阳光中性质不稳定, 因次灌肠液的

配制相当困难, 而且最佳治疗剂量和疗程还有

待进一步研究确定. 近年来, 着眼于提高5-ASA
在结肠的浓度, 降低不良反应, 国内外已开发

出许多5-ASA的新制剂. 这类制剂有: 奥沙拉嗪

(Olsalazine)、美沙拉嗪(mesalamine)、巴柳氮

(balsalazide)、爱迪莎(etiasa)控释型、颇得斯安

(pentasa)缓释型、葡聚糖5-ASA酯、5-ASA甘氨

酸盐、5-ASA谷氨酸盐等, 有栓剂、泡沫和液态

灌肠剂3种剂型.
美沙拉嗪(Mesalazine)化学名为5-氨基-2-

羟基苯甲酸, 有口服剂、灌肠剂、栓剂. 研究人

员不断地开发出美沙拉嗪的新剂型, 新型美沙

拉嗪制剂共有4种类型, 分别是缓释放型如阿

沙可(Asaco1)2.4-4.8 g/d、慢释放型如阿肠克

锭(Mesasal)1.5-3 g/d、可控慢释放型如艾迪莎

(Etiasa)l g/次, 每日3次、延长释放型如颇得斯安

(Pentasa)2-4 g/d分次口服. 口服后, 大部分在回

肠及结肠释放, 疗效好, 作用时间长, 毒副作用

小[6-8]. 对于直肠和远端结肠患者, 可用美沙拉嗪

灌肠剂20-40 g/L治疗UC, 安全有效和易于耐受. 
病变在直肠者可用美沙拉嗪肛栓剂500 mg/g, 
每天2-3次, 不良反应少, 患者顺应性好, 尤其对

SASP不耐受或过敏者尤为适用. 目前文献报道

美沙拉嗪缓释颗粒致胃痛1例, 美沙拉嗪肠溶片

致严重肝损害1例, 美沙拉嗪片致药物热1例[9-11].
巴柳氮(balsalazide)是以一分子4-氨基苯

丙酸(4-aminobenzoylalanine, 4-ABA)作为载体, 
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通过偶氮键与另一分子5-ASA结合而成, 品名

为Colazide(国产品有塞莱得等). 巴柳氮胶囊和

SASP均能有效地治疗轻、中度溃疡性结肠炎, 
但前者的临床疗效明显优越于SASP, 王丹 et al
考察巴柳氮的临床疗效及不良反应发现, 巴柳

氮不良反应发生率低于SASP, 患者对巴柳氮的

耐受性大于SASP[12-15]. 巴柳氮以口服为主, 2-6 
g/d, 分3次服, 维持量2-4 g/d, 目前对此尚有争议. 
巴柳氮栓剂目前也有报道, 朱淑芳 et al [16]以巴

柳氮颗粒做对照, 考察巴柳氮栓剂的临床疗效, 
结果表明巴柳氮栓剂与口服巴柳氮颗粒制剂治

疗效果相似, 但巴柳氮栓剂起效快, 治疗周期短, 
可作为治疗溃疡性结肠炎的有效药物剂型, 值
得在临床推广使用.

奥柳氮(olsalazine, 即Dipentum, 又称奥沙拉

嗪, 国产品有畅美等, 1.5-3 g/d), 是2分子5-ASA, 
通过偶氮键联合而成的二聚体. 口服后在结肠

细菌产生的偶氮键还原酶作用下使二聚体分解

成2个5-ASA分子发挥作用. 因此, 其用药剂量为

SASP的一半, 且不良反应显著低于SASP[17]. 给
药方式主要有口服、灌肠. 韩英 et al通过奥沙拉

嗪与SASP灌肠治疗溃疡性结肠炎的疗效对比观

察, 发现奥沙拉嗪灌肠方治疗活动性溃疡性结

肠炎有较好的疗效, 且主要不良反应腹泻明显

减少[18-19]. 
1.2 糖皮质激素类 主要用于SASP、5-ASA疗效

不佳及严重的UC患者, 可以全身用药, 也可局部

用药. 但此类药物长期应用易产生不良反应. 近
年局部应用的新型糖皮质激素制剂发展良好.

传统制剂 :  (1)强的松或强的松龙0.75-1 
mg/(kg·d)或 40-60 mg/d, po , 清晨1次给药; 或强

的松龙20-30 mg/d局部灌肠; (2)甲基强的松龙20 
mg/次 po , 3 次/d; (3)氢化考的松0.2-0.3 g/d, 静
脉滴注; 或氢化考的松100-125 mg/d; 局部灌肠; 
(4)倍他米松 po , 5 mg/d; 或倍他米松局部灌肠, 5 
mg/d.

新型(难吸收型)制剂: (1)氢化考的松泡沫剂

80 mg/d, 保留灌肠, 因其肠内吸收差, 全身不良

反应减少; (2)倍氯米松二丙酸盐(beclomethasone 
dipropionate, BDP)0.5 mg/d, 保留灌肠, 肝内首过

效应增加, 不良反应比传统倍他米松少; (3)布地

萘德盐酸丁地松20 mg/d, 肝内首过效应极快, 无
全身不良反应, 疗程可较一般糖皮质激素制剂

长, 甚至有主张用于维持治疗者[20-21].
1.3 免疫抑制剂 早期用于治疗UC的免疫抑制

剂有硫唑嘌呤(Azathioprlne, AZA), 用法: 每日
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UC的治疗方法包
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养治疗、心理治
疗及手术治疗, 其
中药物治疗是治
疗溃疡性结肠炎
的主要方法.
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1.5-2.5 mg/kg, po ; 6-巯基嘌呤(6-merca-ptopurine, 
6-MP)开始常用50 mg/d, 然后逐渐增到最大剂量

1.5 mg/(kg·d); 氨甲喋岭(methotrexate, MTX), 用
法: 25 mg肌肉注射每周1次. 但由于该类药物起

效较慢, 毒性较大, 特别是对骨髓造血功能有影

响, 因此其应用受到限制.
20世纪70年代从真菌代谢产物中提取出环

孢素, 是一种具有强免疫抑制作用的脂溶性多

肽, 通过抑制T细胞IL-2的产生, 影响免疫反应的

诱导和进展, 而发挥作用. 环孢素主要用于激素

治疗无效的重症UC患者, 使其渡过危险期, 是糖

皮质激素安全、有效的替代治疗药物, 用法: 口
服剂量8 mg/(kg·d), 静脉注射剂量4 mg/(kg·d), 灌
肠法给药剂量为2500-3000 mg/L, 每晚1次. 环
孢素具有多方面的不良反应: 肝功能损害、骨

髓抑制及血肌酐升高[22-23]; 其中肺囊虫与细胞

巨病毒的机会性感染, 在接受环孢素及激素长

期治疗的老年患者中尤易发生; 另一严重的不

良反应是环孢素的疏水性赋形剂所致的癫痫样

发作[24]. 他克莫司(tacrolimus, FK506)为一大环

内酯类抗生素, 与环孢素有相似的免疫调节作

用, 生物利用度低(21%-27%), 但个体差异很小. 
FK506(0.01-0.02 mg/kg静脉用或0.1-0.2 mg/kg 
po ), 是长期使用环孢素的极佳代用品. 最常见的

不良反应是震颤、高血糖、高血压和感染, 肾
损害罕见, 停药后消失[25-26].

2  生物制剂治疗

除上述传统的3类药外, 生物治疗已经逐渐从实

验室走向临床, 抗肿瘤坏死因子(TNF-α)人鼠嵌

合mAb Infliximab(英夫利昔)对UC的疗效和安全

性已获得肯定[27-29], 并在美国批准用于UC的治

疗. Infliximab在临床上采用静脉滴注给药, iv 2 
h起效, 推荐剂量5 mg/kg分别在0, 2和6 wk应用, 
以后仍以5 mg/kg, 每8周1次维持治疗[30-31]. 由于

不同的人群对Infliximab的反应不同, 因此, 临
床上应谨慎使用[32-34]. 阿达木单抗(adalimumab)
和CDP-870(certolizumab)为人抗TNF-α mAb, 
在临床上同样采用静脉给药, 无法耐受英夫利

昔单抗的患者, 对阿达木单抗和CDP-870的耐

受性均较好. 虽然人抗TNF-α mAb相对于英

夫利昔单抗更为安全, 不良反应较少, 患者耐

受性更好, 但其疗效不及英夫利昔单抗[35]. 除
此之外还有依那西普(e tanercept)和奥那西普

(onercept)、生长因子、抑制丝裂原活化蛋白激

酶(MAPK) 和其他酶可调节基因表达和细胞增

殖的CNI-1493(semapimod)、抑制TNF-α合成的

RDP-58(一种新的口服抗免疫肽类)、转录因子

抑制剂、抗白细胞黏附治疗、T细胞增殖抑制

因子、抗CD3抗体治疗等[36-38].

3  中医药治疗

中医认为溃疡性结肠炎主要由外邪内侵、饮食

所伤、内伤七情、脾胃虚弱所致. 属中医泄泻、

肠风、便血、腹痛等范畴, 中医药治疗本病已显

示出其优越性和广阔的前景. 针对湿热壅盛患

者, 芍药汤、白头翁汤、香连丸、葛根芩连汤多

被选用以清热燥湿. 而胃苓汤、当归四逆汤、香

砂六君子、不换金正气散多在临床用以温散寒

湿. 连理汤、乌梅丸、薏苡附子败酱散、半夏泻

心汤多用以温中清肠. 部分肝郁脾虚患者, 大多

数医家在临床治疗中多采用痛泻要方、小柴胡

汤、四君子汤、逍遥散等以达调和肝脾之目的. 
结合UC反复发作, 迁延难愈, 久之伤气血、损脾

肾的特点, 补涩兼施在治疗中突显重要性, 十全

大补汤、参苓白术散、真人养脏汤、温脾汤、

黄土汤、四神丸、附子理中丸驻车丸、四君子

汤较多被选用, 以补脾益肾、调整脏腑功能. 主
张活血化瘀治疗的医家多选用桃红四物汤、血

府逐瘀汤、少腹逐瘀汤等[39].
中药治疗UC主要采用口服剂型配以灌肠剂

(煎剂灌肠). 但由于口服药多在胃内吸收, 生物

利用度低, 且不太适应溃疡性结肠炎病灶散布

于结肠各段的病理特点; 煎剂灌肠, 患者顺应性

较差, 在一定程度上降低了中医药治疗UC的疗

效. 最近, 由龙致贤 et al [40]提出的“一种剂型、

胃肠二步释药模式”的新理念, 为治疗溃疡性

结肠炎提供了新方法. 并通过临床经验方“肠

安康”进行了研究: 将黄芪、补骨脂、木香等

提取物在胃内先行释放, 使其发挥补气升阳、

补肾壮阳、健脾益气作用; 将黄连、金银花等

提取物在小肠开始释放, 在结肠部位富集, 发挥

局部清热解毒利湿的作用, 达到标本兼治效果. 
采用人体X-射线造影, 结果显示新制剂口服后

5-7 h逐步在结肠定位, 说明该技术可达到预期

目的, 证实了其方法的可行性[40], 为提高中医药

治疗UC的临床疗效提供了有效技术手段.

4  中西医结合治疗

以往治疗UC单用西药或中药, 但最近通过中西医

结合治疗, 取得了令人满意的效果. 苏东平 et al [41]

以对照组仅用西药(0.9%生理盐水100 mL, 庆大

■相关报道
韩英 et al 发现奥
沙拉嗪灌肠方治
疗活动性溃疡性
结肠炎有较好的
疗效, 且主要不良
反应腹泻明显减
少; 苏东平 et al研
究发现中西医结
合疗法治疗渍疡
性结肠炎疗效优
于单用西药治疗.
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霉素针16万U, 地塞米松针5 mg, 0.002 g/L利多

卡因20 mL), 治疗组给予中药(大青叶50-80 g, 板
蓝根80 g, 黄柏15 g, 乌贼骨30 g, 薏苡仁、苦参

各50 g)与西药交替保留灌肠对患者60例进行治

疗, 结果治疗组有效率为93.3%, 对照组有效率

为66.7%, 显示中西医结合疗法治疗渍疡性结肠

炎疗效优于单用西药治疗. 陆宇平 et al [42]通过

中西医结合组给予口服益气健脾、清热解毒、

化瘀通络的中药, 每剂加水煎至 300 mL, 100  
mL/次, 3次/d po , 基本组方: 黄芪30 g, 肉桂10 g, 
炮姜10 g, 败酱草20 g, 白头翁15 g, 黄连10 g, 白
术15 g, 苍术15 g, 青黛15 g, 苦参15 g, 丹参15 g, 
炙甘草10 g; 同时服用艾迪莎4 g/d. 中药组及西

药组分别口服上述基本方及艾迪莎, 服用方法

及药物剂量同上. 各组均4周为1个疗程, 2个疗

程后进行疗效评价. 综合疗效: 中西医结合组总

有效率为96.7%, 中药组总有效率为82.0%, 西药

组总有效率为77.5%. 3组综合疗效比较差异有

统计学意义(P <0.05), 中西医结合组疗效优于西

药组. 中西医结合治疗溃疡性结肠炎较单纯西

医治疗临床效果更为显著, 值得临床推广应用. 
我国近10年国内文献报道的UC病例数超

过前10年3倍多. 随着对UC认识的不断深入, 新
疗法如骨髓干细胞移植[43]、新药物(如生物制

剂等)、新剂型(控释剂、缓释剂、局部治疗栓

剂、水剂、泡沫剂等)及新疗法(如中西医结合

治疗)的出现, 根据患者的基因型、免疫学特性

和临床表现型特征确定个体化治疗方案, 将有

利于改善或治愈UC者的症状及肠道病变, 使UC
的治疗更加经济有效.
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Abstract
AIM: To express gastric cancer related gene 
G C R G 1 2 3 b y u s i n g t h i o r e d o x i n f u s i o n 
expression system.

METHODS: GCRG123 cDNA with complete 
open reading frame was amplified by PCR 
from plasmid pGEM-T, and then cloned into 
thioredoxin fusion expression vector pET102/
D-TOPO. The recombinant plasmid was further 
transformed into E.coli BL21 strain. After induc-
tion with IPTG, thioredoxin-GCRG123 fusion 
protein was expressed in E.coli.  

RESULTS: SDS-PAGE analysis showed the thio-
redoxin-GCRG123 fusion protein with relative 
molecule mass of 18 700 was highly expressed. 
The thin layer gel scanning analysis showed that 
the yield of GCRG123 fusion protein was 23.6% 
of the total bacterial protein. 

CONCLUSION: The GCRG123 recombinant fu-
sion protein is successfully expressed in E.coli. 

Key Words: Gastric cancer; Gene; GCRG123; 
Prokaryotic expression

Wu YQ, Wang GS, Wang MW, Wu BY, You WD. Cloning 
and expression of gastric cancer related gene GCRG123 
in E.coli. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(35): 
3984-3987

摘要
目的: 利用硫氧还蛋白融合表达系统表达胃
癌相关基因GCRG123.  

方法: 采用PCR技术从pGEM-T质粒上扩增
出含完整ORF的GCRG123 cDNA序列, 将
其克隆至硫氧还蛋白融合表达载体pET102/
D-TOPO中, 转化大肠杆菌BL21, 经IPTG诱导
表达重组融合蛋白, SDS-PAGE分析表达产物.  

结果: 工程菌经IPTG诱导后, 高效表达出相对
分子质量约18 700的重组融合蛋白. 薄层凝胶
扫描显示, 其表达量占菌体总蛋白质的23.6%. 

结论: 在大肠杆菌中成功表达了GCRG123重
组融合蛋白. 

关键词: 胃癌; 基因; GCRG123; 原核表达
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0  引言

研究表明, 胃癌的发生发展过程中涉及到多种

癌基因、抑癌基因的变化[1], 但迄今仍未从基因

角度完全阐明胃癌发生、浸润或转移等方面的

机制, 胃癌的早期诊断、预后判断和治疗等各

方面尚无明显突破, 其年死亡率在我国仍高居

不下. 我们应用荧光标记的mRNA差异显示技术

分析了我国人胃窦部进展期腺癌组织、癌旁组

织和正常胃黏膜组织之间表达基因的差异, 从

®

■背景资料
GCRG123是本实
验室筛选出的1条
在进展期胃癌、

癌旁和正常胃黏
膜组织间差异表
达的新基因序列, 
其与人类lamin样
蛋白80%同源, 而
A型lamin与肿瘤
相关. 最近的研究
又发现GCRG123
为LINE-1家族成
员. 为了进一步研
究GCRG123在胃
癌发生发展中的
作 用 ,  本 课 题 组
构建融合基因表
达 载 体 ,  并 在 大
肠杆菌中高效表
达了Thioredoxin/
GCRG123融合蛋
白, 为后续的功能
研究、蛋白制备
及其抗体研制提
供了良好的实验
材料. 

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科
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中筛选并克隆出1条基因序列, 命名为GCRG123, 
其在正常和癌旁组织中的表达高于癌组织, 生
物信息学分析显示其与人类lamin样蛋白80%同

源, 其编码产物为一个新的lamin样蛋白[2-3]; 最近

发现GCRG123为LINE-1家族成员[4]. 为了获得

GCRG123蛋白并进一步研究其在胃癌发生发展

中的作用, 我们扩增了含完整ORF的GCRG123 
c D N A序列, 采用基因重组技术, 构建了融合

基因表达载体 ,  并在大肠杆菌中高效表达了

Thioredoxin/GCRG123融合蛋白. 

1  材料和方法

1.1 材料 含目的片段的pGEM-T质粒由本室王刚

石博士构建保存. E.coli  TOP10, BL21 StarTM(DE3)
菌株, platinum® Pfx  DNA polymerase和pET102/
D-TOPO载体均为Invitrogen公司产品. IPTG, 质
粒提取试剂盒购自Promega公司. DNA分子质量

标准DL2000购自宝生物工程有限公司(TaKaRa). 
蛋白质分子质量标准购自北京原平皓生物有限

公司. SDS, Tris碱为Gibco公司产品. 丙烯酰胺, 甘
氨酸为Sigma公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计与合成: 按照GCRG123的cDNA
序列设计了一对引物, 并根据表达载体要求在

上游引物5'端加入CACC序列, 以便于后续的定

向克隆. 引物由中国科学院微生物所合成. 引
物序列如下: P1: 5'-C ACC AAT AAT GAA ATG 
AAG GCA GA-3', P2: 5'-GTA TCT CCT TCA 
GTT CTG CTC T-3'. 
1.2.2 PCR扩增: 以pGEM-T质粒为模板, 以P1、
P2为引物, 用Pfx DNA polymerase扩增出含完整

ORF的GCRG123 cDNA序列. PCR扩增的条件

是: 94℃变性30 s, 51℃退火30 s, 68℃延伸1 min, 
25次循环反应后, 于68℃继续延伸10 min.  
1.2.3 表达载体的构建及鉴定: 按产品说明将

PCR产物与pET102/D-TOPO载体连接, 转化

TOP10感受态菌, 随机挑取10个菌落, 进行PCR
鉴定. 选取经过PCR初步鉴定的阳性菌落, 送上

海博亚生物工程公司测序. 
1.2.4 融合蛋白的表达: 将质粒DNA转化BL21 
StarTM(DE3)感受态菌, 接种于10 mL含氨苄青霉

素(100 mg/L)的LB液体培养基中, 37℃过夜培养

后按1∶50放大培养至A 600达0.5-0.6, 加入IPTG
至浓度为1 mmol/L, 诱导培养3-4 h. 收集菌体进

行SDS-PAGE凝胶电泳检测.  
1.2.5 SDS-PAGE分析表达产物: 离心收集诱导培

养的工程菌菌体, 悬浮于裂解缓冲液中, 经反复

冷融或超声破碎后离心, 沉淀不溶解蛋白, 上清

即为可溶组分, 再进行SDS-PAGE凝胶电泳. 根
据上清组分与沉淀组分中的蛋白的含量, 判断

其表达形式. 

2  结果

2.1 目的基因片段的扩增及序列分析 PCR扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳后, 可见1条清晰、单

一、大小约266 bp的特异性扩增条带(图1), 其大

小与预计的相吻合. 序列测定结果与理论预期

一致. 
2.2 融合蛋白表达的鉴定 SDS-PAGE分析表明, 
工程菌经IPTG诱导后, 在相对分子质量约18 700
处出现了1条明显的新蛋白带, 其大小与理论推

算的融合蛋白相对分子质量相符合, 未诱导的

工程菌中未见此带. 在诱导后1 h该蛋白即开始

表达, 3-4 h达高峰. 凝胶薄层扫描分析显示其表

达量约占菌体总蛋白的23.6%. 将菌体进行冻融

裂解或超声破碎、离心后分别取其上清和沉淀

进行SDS-PAGE凝胶电泳检测, 发现无论诱导时

间长短, Thioredoxin/GCRG123融合蛋白均主要

以包涵体形式存在于沉淀中, 菌体裂解物上清

在相应位置没有明确条带出现(图2). 

3  讨论

癌基因和抑癌基因以及与肿瘤发生相关的其他

因素的研究一直是近年来肿瘤研究的焦点[5]. 在
胃癌的发生发展过程中涉及到HER2/neu, met, 
k-sam, ras, c-myc, bcl-2, APC, E-Cadherin, p53, 
Rb, cyclin等多种基因. 但这些基因在胃癌组织

中变异的特异性不强, 仍很难用作胃癌的监测

指标. GCRG123是本实验室应用荧光标记的

mRNA差异显示技术(DDRT-PCR)从我国人胃

窦部进展期腺癌组织、癌旁组织和正常胃黏

膜组织中筛选并克隆出的1条差异表达基因序

列. GCRG123由445 bp组成, 具有完整的开放阅

读框架, 编码含有49个氨基酸的产物. 该核苷酸

序列登录GenBank, 登录号AF454554. 生物信

息学分析显示其与人类lamin样蛋白80%同源[3], 
lamin即核纤层蛋白, 是核纤层的主要组成成分, 
而核纤层是真核细胞中紧贴内核膜内层的纤维

状网状结构, 对稳定细胞核的形状和染色质高度

有序性, 以及调节染色质的螺旋化和解螺旋等均

有重要作用. 文献已报道多个lamin样蛋白[6], 但
对各种lamin样蛋白的功能尚缺乏了解. 

根据l amin的序列、在有丝分裂中的行为

■应用要点
对GCRG123的深
入研究, 有助于阐
明胃癌的发病机
制, 也将为胃癌的
诊断、治疗和预
后判断提供新的
思路和手段. 
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和组织特异性表达特征的不同, 将其分为A型

和B型lamin, A型lamin包含lamin A和lamin C. B
型lamin在所有的胚胎和体细胞中均表达, 而A
型lamin则在不同分化的细胞和组织中呈现不

同的表达特征. 研究表明, 人类lamin A基因的

突变与一些疾病有关, 包括Emery-Dreifuss肌营

养失调、扩张性心肌病、先天性脂肪代谢障碍

等. 许多类型的肿瘤均出现A型lamin的表达下

调, 包括小细胞肺癌, 睾丸生殖细胞肿瘤和皮肤

基底细胞癌等[3,7-8]. 核lamin表达在消化系统肿

瘤中也很常见, 结直肠癌中A型lamin高表达者

预后差[9]. 在胃癌的各种癌前损害中, 不典型增

生可见到lamin表达下调, 而肠化和萎缩性胃炎

却无此现象[10]. 本实验室通过原位杂交检测显

示, GCRG123在正常的胃粘膜上皮细胞和幽门

腺高表达, 而在胃腺癌组织、不典型增生组织及

部分肠化生组织低表达[3], 与lamin样蛋白表达特

征基本一致, GCRG123基因产物可能为一个新

的lamin样蛋白. 而最近的研究发现GCRG123为
LINE-1家族成员, 且在胃印戒细胞癌中高表达[4].

为了进一步弄清楚GCRG123在胃癌发生发

展中的作用及在胃癌诊断中的意义. 我们以获

得的含完整开放阅读框架的GCRG123 cDNA片

段为切入点, 利用大肠杆菌高密度生长的优势

和易于表达蛋白、纯化简单, 尤其是以融合蛋

白表达的形式等特点, 进行了GCRG123 cDNA
片段在原核系统中的表达 ,  为后续的功能研

究、蛋白制备及其抗体研制提供了良好的实验

材料. 可以预期, 对GCRG123的深入研究, 不仅

有助于阐明胃癌的发病机制, 也将为胃癌的诊

断、治疗和预后判断提供新的思路和手段. 通
常PCR产物与载体的直接连接效率不高, 并且

有非特异性背景菌落产生, 造成后续的筛选困

难. 而拓朴异构酶Ⅰ却能高效且快速地将PCR
产物与载体相连, 同时我们使用的TOPO平端

克隆方法主要是载体进行了改良设计 ,  含有

ccdB(control of cell death)基因[11-12], 可降低非特

异性背景菌落, 也易于筛选. 在原核细胞表达时, 
为获得产量高、利于基因工程下游纯化的工作, 
目前多主张选用以融合蛋白表达形式的载体, 
这样既能解决表达蛋白的纯化, 又可防止宿主

菌蛋白酶对融合蛋白的降解, 有利于保护目的

蛋白的生物活性. 我们选用pET102/D-TOPO表

达载体, 是近年构建的新型载体, 带有强大的T7
表达启动子, 给实验操作带来极为有利的方便.

我们以pET102/D-TOPO载体高水平地表达

了人thioredoxin/GCRG123融合蛋白, 产物表达

量占菌体总蛋白的23.6%. 选用pET102/D-TOPO
载体除了希望得到高水平表达的重组融合蛋白, 
同时还希望获得可溶性蛋白, 但其表达仍主要

以包涵体的形式存在. 究其形成包涵体的原因, 
可能有以下几个方面: (1)重组蛋白的高水平表

达. 一般而言, 包涵体的形成是外源蛋白在大肠

杆菌中高效表达时的普遍现象. (2)大肠杆菌胞

质与真核细胞胞质环境的差异使重组的外源蛋

白不能在大肠杆菌中进行正常的折叠[13-14]. (3)包
涵体的形成虽与所表达蛋白的分子无关, 但却

受肽链氨基酸组成的影响, 大量疏水氨基酸的

存在易促进蛋白的聚集. (4)细菌培养温度、pH
等也可能影响包涵体的形成[15]. 包涵体蛋白虽

然往往无生物活性, 需要重新溶解和复性, 但也

为重组蛋白纯化带来了极大的方便, 此外, 包涵

体的形成有利于防止蛋白酶对表达蛋白的降解, 
增加了产物的稳定性. 
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图  2  GCRG123蛋白表达形式的确定. 1-2: 未诱导4 h上清

和沉淀; 3: Marker; 4, 7: IPTG诱导前上清和沉淀; 5, 8: IPTG

诱导3 h上清和沉淀; 6, 9: IPTG诱导4 h上清和沉淀.
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白, 是核纤层的主
要组成成分, 而核
纤层是真核细胞
中紧贴内核膜内
层的纤维状网状
结构, 对稳定细胞
核的形状和染色
质高度有序性, 以
及调节染色质的
螺旋化和解螺旋
等均有重要作用. 
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■同行评价
本文利用硫氧还
蛋白融合表达系
统 在 大 肠 杆 菌
中 成 功 表 达 了
GCRG123重组融
合蛋白, 为后续的
功能研究、蛋白
制备及其抗体研
制提供了良好的
实验材料. 也有助
于利用GCRG123
重 组 融 合 蛋 白 , 
进一步研究阐明
GCRG123在胃癌
发生中的生物学
作用, 学术价值较
好.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志参考文献要求 

本刊讯 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 et al”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 et al [2-5]认为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 用与正文同号

的数字并排, 如本实验方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE,  PubMed,《中国科技论文统计源期

刊》和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献, 包括世界华人消化杂志(http://www.wjgnet.com/1009-3079/index.jsp)和World Journal of 
Gastroenterology (http://www.wjgnet.com/1007-9327/index.jsp). 期刊: 序号, 作者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 

卷, 起页-止页, PMID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. (常务

副总编辑: 张海宁 2008-12-18)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年12月18日; 16(35): 3988-3992
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

内毒素休克小鼠肝脏细胞质膜差异蛋白质组的二维液相
色谱分析

李红梅, 陈 丽, 夏高晓, 赵明哲, 胡水旺, 姜 勇

李红梅, 陈丽, 夏高晓, 赵明哲, 胡水旺, 姜勇, 南方医科大学
病理生理学教研室 广东省蛋白质组学重点实验室 广东省广
州市 510515
国家自然科学基金委-广东省人民政府自然科学联合基金
重点资助项目, No. U0632004
国家自然科学基金资助项目, No. 30572151; No. 30670828
教育部长江学者和创新团队发展计划基金资助项目, No. 
IRT0731
作者贡献分布: 此课题由李红梅和姜勇设计; 研究过程由李红
梅、陈丽、夏高晓、赵明哲及胡水旺操作完成; 数据分析由李
红梅和陈丽完成; 本论文写作由李红梅和姜勇完成. 
通讯作者: 姜勇, 510515, 广东省广州市, 南方医科大学病理生
理学教研室. yjiang@fimmu.com
电话: 020-61648172     传真: 020-87705671
收稿日期: 2008-09-24   修回日期: 2008-11-22
接受日期: 2008-11-24   在线出版日期: 2008-12-18

Two-dimensional liquid 
chromatography analysis of 
differential proteome of liver 
plasma membrane in mice
with endotoxic shock 

Hong-Mei Li, Li Chen, Gao-Xiao Xia, Ming-Zhe Zhao, 
Shui-Wang Hu, Yong Jiang

Hong-Mei Li, Li Chen, Gao-Xiao Xia, Ming-Zhe Zhao, 
Shui-Wang Hu, Yong Jiang, Department of Pathophysiol-
ogy and Key Laboratory of Proteomics of Guangdong Prov-
ince, Southern Medical University, Guangzhou 510515, 
Guangdong Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China-Guangdong Provincial People’s Government of the 
Joint Natural Science Fund Projects, No. U0632004; Na-
tional Natural Science Foundation of China, No. 30572151, 
No. 30670828; the Program for Changjiang Scholars and 
Innovative Research Team in University, No. IRT0731
Correspondence to: Yong Jiang, Department of Patho-
physiology of Southern Medical University, Guangzhou 
510515, Guangdong Province, China. yjiang@fimmu.com
Received: 2008-09-24    Revised: 2008-11-22
Accepted: 2008-11-24    Pubilshed online: 2008-12-18 

Abstract
AIM: To establish and optimize the methods 
for plasma membrane proteome research, and 
comparatively analyze plasma membrane 
proteomes of normal control group and the 
group treated with LPS for 3 h.

METHODS: Twenty BALB/c mice were as-
signed to 2 groups: the control group and LPS-

treated group. Plasma membrane of liver cells 
from mice was extracted using differential 
centrifugation and sucrose density-gradient 
centrifugation. Plasma membrane proteins of 
two groups were fractionated according to pI 
using chromatofocusing with analytical columns 
in the first dimension, followed by separation 
of the proteins in each pI fraction using nonpo-
rous reversed-phase high performance liquid 
chromatography (HPLC). A two-dimensional 
map of the protein content for each group based 
upon pI versus hydrophobicity as detected by 
UV absorption was generated and a differential 
display map indicating the presence of up- or 
down-regulated proteins was exhibited using 
ProteoVue and DeltaVue software. 

RESULTS: Image analysis of two-dimensional 
map revealed 24 differentially expressed pro-
teins between the normal control group and that 
treated with LPS for 3 h. Compared with normal 
control, 16 protein fractions were up-regulated 
and 8 protein fractions were down-regulated in 
the group treated with LPS for 3 h. 

CONCLUSION: There is a significant difference 
of plasma membrane proteome between the nor-
mal control and the mice treated with LPS. 

Key Words: Endotoxic shock; Plasma membrane 
proteome; Two-dimensional liquid chromatographic 
fractionation

Li HM, Chen L, Xia GX, Zhao MZ, Hu SW, Jiang Y. 
Two-dimensional liquid chromatography analysis of 
differential proteome of liver plasma membrane in mice 
with endotoxic shock. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(35): 3988-3992

摘要
目的: 建立和优化肝脏细胞质膜蛋白质研究
的方法系统, 并对正常组小鼠和内毒素休克小
鼠组肝脏细胞质膜蛋白质进行二维液相色谱
分离, 分析两者之间的差异表达谱. 

方法: BALB/c小鼠20只随机分为正常组和内

®

■背景资料
脂多糖, 或称为内
毒素, 被认为是引
起脓毒症的主要
作用分子. 内毒素
信号转导通路是
内毒素致病过程
中的重要环节, 近
年发现L P S受体
识别是多种生物
活性分子相互作
用, 聚集在一起形
成LPS受体族, 共
同完成L P S的跨
膜信号转导. 目前
蛋白质组学技术
不断发展, 为寻找
参与内毒素休克
过程中的生物活
性分子提供了有
效的手段. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心
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毒素休克小鼠组(10只, LPS刺激3 h, LPS剂量
为35 mg/kg), n  = 10. 采用差速离心结合蔗糖
密度梯度离心法分离和富集两组肝脏细胞质
膜蛋白, 分别将两组样品按蛋白质PI进行一维
的色谱聚焦分离, 然后每个PI组分再按蛋白质
的疏水性经二维HPLC分离, 利用ProteoVue软
件将UV光吸收图谱转换成PI对疏水性的胶样
图谱, 再利用DeltaVue软件分析两组肝脏质膜
蛋白质组的表达差异.  

结果: 图像分析显示两组比值在≥2.0及≤0.5
的差异蛋白点共有24个, 与正常组比较, 在内
毒素休克小鼠的肝脏质膜蛋白中有16个蛋白
点表达上调, 8个蛋白点表达下调. 

结论: 正常组和内毒素休克小鼠组的肝脏质
膜蛋白质组有明显差异. 

关键词: 内毒素休克; 质膜蛋白质组; 二维液相色谱

分离
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0  引言

目前, 尽管抗生素被广泛应用, 并且有重症监护

的支持, 感染和中毒性休克(septic shock)仍然是

住院患者, 特别是创伤、烧伤和手术后患者面临

的一个严重的问题, 其死亡率高达35%-60%[1-2]. 
其中革兰氏阴性(G-)菌感染导致的中毒性休克是

这类患者死亡的主要原因. 近年来对革兰氏阴性

菌引起中毒性休克的机制已有了比较深入的了

解. 虽然革兰氏阴性菌内毒素(Endotoxin), 即脂

多糖(lipopolysaccharide, LPS)的确切作用现在仍

有争论, 但他在启动体内免疫系统反应, 导致中

毒性休克的重要性已经得到普遍认识. LPS与细

胞质膜上的内毒素受体相互作用可以激活致炎

细胞因子系统而介导细胞毒反应, 引起肺损伤、

急性呼吸窘迫综合征, 最终导致脓毒性休克甚至

多器官功能障碍综合征[3-4]. 
细胞质膜作为细胞与外界进行物质、能量

和信息交流的场所, 在细胞的生命活动中起着

至关重要的作用. 膜蛋白行使着独特的、联系

生物膜内外环境的功能, 如细胞信号转导、细

胞间相互作用、细胞器与细胞内的区室化作

用、离子和溶质的传输、能量产生等; 同时, 也
是许多药物的作用靶标. 据估计, 膜蛋白只占人

类基因编码蛋白质的20%-30%[5], 但是在已经发

现的药靶中大约有70%是质膜蛋白质[6]. 蛋白质

组学研究具有大规模、高通量及高灵敏度的特

点, 因此本文利用蛋白质组学的技术方法研究

内毒素休克小鼠肝脏细胞质膜蛋白质组的变化, 
为了解内毒素休克时肝脏参与内毒素休克的分

子机制提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级BALB/c♂小鼠, 7周龄, 15-19 g, 
由南方医科大学实验动物中心提供. 二维液相

色谱系统ProteomeLabTM PF2D及其配套试剂盒

(ProteomeLabTM PF2D Kit)均为贝克曼(Beckman)
公司产品, 试剂盒包括HPCF 1D色谱柱(2.1 mm
×250 mm)、HPRP 2D无孔硅胶C18反相色谱

柱(4.6 mm×33 mm)、起始缓冲液(start Buffer, 
SB)、洗脱缓冲液(eluent buffer, EB)和PD10 G-25
脱盐柱(SephadexTM G-25, Amersham Pharmacia 
Biotech). LPS(血清型O111: B4)、正辛基β-D-
吡喃葡萄糖苷(n-octyl-β-D-glucopyranoside, 
OG)、蛋白酶抑制剂混合物(protease inhibitor 
cocktail)、尿素、硫脲、SB3-10、亚氨基二乙酸

(iminodiacteic)、氨水均购自Sigma公司. 乙腈、

三氟乙酸(TFA)、甲醇、异丙醇均为色谱级, 购
于Fisher公司. 系统用水为利用ELGA Utra-pure 
water系统制备的18.2 MΩ的水. 2-D quant kit蛋白

浓度检测试剂盒购于GE公司. 
1.2 方法 
1.2.1 BALB/c小鼠内毒素休克模型的制备: SPF
级♂BALB/c小鼠20只, 7周龄, 15-19 g, 随机平均

分为2组, 每组10只: 一组为正常对照组, 另一组

为LPS处理组. 小鼠经乌拉坦(0.6 mL/100 g)ip麻
醉后, 固定并分离右侧颈总动脉. 将PE50聚乙烯

管插入右侧颈总动脉, 插管与压力传感器和4道
生理记录仪连接. 所有动物经插管手术后均需

稳定30-60 min后, 再记录正常平均动脉压(mean 
arterial pressure, MAP). ip LPS(35 mg/kg), 监测

血压8 h, 然后放回笼内观察动物死亡时间. 对照

组小鼠ip等量无致热源的PBS. 另取20只SPF级
♂BALB/c小鼠, 7周龄, 15-19 g, 随机平均分为2
组, 每组10只: 一组为正常对照组, 另一组为LPS
处理3 h组, LPS的剂量同上, 对照组ip等量无致

热源的PBS, 3 h后两组小鼠摘眼球放血处死, 取
其肝脏, 提取肝脏细胞质膜.  
1.2.2 小鼠肝脏质膜的提取: 小鼠肝脏用冰的磷

酸盐缓冲液(KCl: 0.2 g, KH2PO4: 0.2 g, NaCl: 8.0 

■相关报道
近年来对L P S受
体识别机制的研
究取得了较大进
展, 发现识别LPS
的受体并非单一
受体.
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g, Na2HPO4·12H2O: 3.9054 g, pH7.4, 1000 mL)漂
洗3次以充分去除血液, 滤纸拭干, 称质量. 小鼠

肝脏质膜的分离参照文献[7], 并作了一些改动, 
所有操作均在4℃下进行, 每一步均需要加入蛋

白酶抑制剂. 用眼科小剪尽快剪碎组织块, 将剪

碎的组织倒入玻璃匀浆管中, 按质量∶体积加

入5倍体积的匀浆液(0.25 mol/L蔗糖, 10 mmol/L 
HEPE, pH7.5)进行匀浆, 按捣杆垂直插入套管

中上下转动研磨数十次, 充分研碎, 使组织匀

浆化. 匀浆液1000 g离心10 min, 收集沉淀, 沉
淀用5 mL的Buffer A(0.3 mol/L蔗糖, 50 mmol/L 
Tris, 3 mmol/L MgCl2, pH7.5)重悬, 加入9倍体

积的Buffer B(1.98 mol/L蔗糖, 50 mmol/L Tris, 3 
mmol/L MgCl2, pH7.5)以形成1.8 mol/L的蔗糖

密度, 上层用0.25 mol/L SHE(0.25 mol/L蔗糖, 
10 mmol/L HEPES, pH7.5, 1 mmol/L EDTA)填
满离心管, 此蔗糖的密度为83%(w/w), 70 900 g
离心90 min, 收集0.25 mol/L/1.8 mol/L界面的膜

层, 此为质膜的粗提物(crude plasma membrane, 
CPM). 将质膜粗提物用适量的0.25 mol/L SHE重
悬, 加入适量体积的2.4 mol/L SHE(2.4 mol/L蔗
糖, 10 mmol/L HEPES, pH7.5, 1 mmol/L EDTA)
使蔗糖终浓度达到1.45 mol/L(42% w/w), 上层

用0.25 mol/L SHE填满离心管, 68 400 g离心60 
min, 收集0.25 mol/L/1.45 mol/L(8.3%/42%)界
面的膜层. 该膜层用适量的0.25 mol/L SHE重
悬, 加入适量体积的2.4 mol/L SHE使蔗糖终浓

度达到1.35 mol/L, 230 000 g离心60 min, 收集

0.25/1.35(8.3%/39%)界面的膜层, 此膜层即为纯

的细胞质膜(purified plasma membrane, PPM). 用
10 mmol/L HEPES(pH7.5)洗涤细胞质膜以去除

蔗糖, 1000 g离心10 min, 沉淀溶于膜裂解液(5 
mol/L尿素, 2 mol/L硫脲, 10%甘油, 50 mmol/L 
Tris pH8.0, 2.0% OG, 2.5% SB3-10, 1×蛋白酶抑

制剂)中, 充分震荡溶解后, 20 000 g离心1 h, 收集

上清, 上清即为膜蛋白, 分装后冻存于-80℃.  
1.2.3 样品的脱盐浓缩: 利用25 mL起始缓冲液

SB平衡脱盐柱PD-10, 弃去洗脱液, 加入2.5 mL
膜蛋白裂解液, 再用SB洗脱并收集前3.5 mL洗
脱液, 通过2D quant kit测定蛋白浓度. 根据所测

浓度, 用SB缓冲液配制浓度为2 g/L的上样样品. 
1 .2 .4  一维色谱聚焦分离 :  (1)分离条件 :  利
用H P C F 1D色谱柱 ,  流动相A1-A4分别为

SB(pH8.5), EB(pH4.0), 1 mol/L NaCl和HPLC级
水, 所有溶液在实验前均通过0.2 μm滤膜过滤并

超声5 min, 设定流速为0.2 mL/min, 检测波长为

280 nm(室温下进行), 流动相pH由系统pH计在

线检测, 并在每次运行前利用pH标准液(pH4.00, 
pH7.00, pH10.01)校正. (2)分离程序: 由仪器自带

的32 Karat软件控制自动运行, 首先以30倍柱体

积(column volume, CV)的SB 平衡柱子, 然后由

进样器进样2 mL样品, 蛋白上样量为4 mg, 用SB
洗脱20 min, 再用EB洗脱, 约在45 min时, pH值

开始下降, 每间隔0.3个pH单位收集1份样品. 当
流出液的pH为4.0时, 用10 CV的1 mol/L NaCl和
水依次洗脱柱子. 共收集到pH值在8.5-4.0之间

的16份样品.  
1.2.5 二维反相色谱分离: 分离条件: 利用HPRP 
2D色谱柱, 流动相A为0.1% TFA水溶液, 流动相

B为0.08% TFA乙腈溶液, 实验前超声5 min, 设
定流速为0.75 mL/min, 检测波长为214 nm, 50℃
恒温下进行洗脱分离. 分离程序: 由32 Karat软件

控制自动运行, 首先以5 CV的流动相B和10 CV
的流动相A平衡柱子后, 将一维分离的pH值在

8.5-4.0之间的组份分别以0%-100%梯度的流动

相B在30 min内进行分离.  
1.2.6 蛋白质表达的差异比较: 用ProteoVue软件

将二维分离的UV吸收光谱图(线图)转换成胶图

(每1个pI组份为1个泳道), 建立小鼠肝脏质膜蛋

白的吸收峰/等电点(UV/pI)图谱. 用DeltaVue软
件分析两组样品间相同的pI组份的差异蛋白, 根
据保留时间对相应的色谱峰面积进行比较, 获
得相应的比值. 将比值变化超过2倍(即比值>2.0
和比值<0.5)的组份作为正常组和LPS刺激3 h组
中表达有差异的蛋白, 比值<0.5的组份称之为上

调, 比值>2.0的组份称之为下调. 

2  结果

2.1 BALB/c小鼠内毒素休克模型 BALB/c小鼠ip 
LPS(35 mg/kg)后, 开始记录小鼠动脉血压(图1).  
LPS ip 45 min后, 血压开始下降, 但是下降速度

缓慢, 到120 min时, 血压迅速下降到80 mmHg以
下, 135 min时有所回升, 150 min时开始迅速下

降, 180 min时血压降至50 mmHg左右, 并在此后

的时间内持续下降, 形成较典型的“双峰型”

曲线. 至240 min时接近重度休克(血压低于40 
mmHg). 10只小鼠在注射12-16 h内死亡. 
2.2 膜蛋白的二维液相色谱分析 膜蛋白通过一

维色谱聚焦分离, 收集了pH在8.5-4.0之间的组

份, 共获得16个组份, 图2是两组小鼠肝脏细胞

质膜蛋白的一维色谱聚焦图谱. 将两组样品一

维获得的组份分别通过二维反相色谱在流动相

■应用要点
本文利用蛋白质
组学的技术方法
研究内毒素休克
小鼠肝脏细胞质
膜蛋白质组的变
化, 为了解内毒素
休克时肝脏参与
内毒素休克的分
子机制提供理论
基础. 
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(0.08%乙腈)0%-100%的洗脱梯度下进行二维

分离, 将得到的二维信息通过仪器自带的Prote-
oVue软件转换成直观的高分辨彩色二维蛋白质

组图谱(PI/UV). 将两组ProteoVue文件配对, 然
后将数据输入DeltaVue软件中, 将各组pH梯度

信息输入, 然后软件会展示两组间相同pI组分对

比线图和胶图, 即为DeltaVue差异图谱, 如图3所
示. 通过图谱分析, 找到了24个差异点, 其中上

调的有16个, 下调的有8个. 

3  讨论

蛋白质组学作为一种新兴的技术, 已经为揭示

疾病发病机制、寻找新的检测指标蛋白和治疗

靶点以及新药研发提供了有力的工具. 目前蛋

白质组的研究工作主要分两个方面, 一是通过

双向凝胶电泳等技术得到正常生理条件下的机

体、组织或细胞的全部蛋白质的图谱, 建立参

考图谱和数据库, 另一方面是进行不同条件下

的蛋白质组差异比较分析. 目前蛋白质组学的

发展既受技术的推动也受技术水平的限制, 传
统的双向凝胶电泳技术仍然是目前复杂蛋白组

份分离的主流技术, 但其分离能力有一定的限

度, 重复性差, 上样量小, 难以检测到低丰度和

难溶于水的蛋白[8-10]. 而往往这些蛋白对生理和

病理过程具有关键性的调节作用. 目前以高效

液相色谱方法(HPLC)为主的技术平台是传统凝

胶电泳技术的有效补充. 我们使用的Beckman的
ProtemeLabTMPF2D系统是由第一维的色谱聚焦

和第二维的无孔硅胶反相HPLC组成, 在液态状

态下对蛋白进行分离. 从第二维洗脱的蛋白质

可用电喷雾离子阱质谱(ESI-MS)直接检测, 或用

基质辅助激光解吸质谱(MALDI-MS)鉴定蛋白

质. 该方法具有以下几个优点: (1)上样量大, 最
大上样量可达到5 mg, 为传统凝胶电泳的5倍, 
有利于低丰度蛋白质的检测; (2)自动化程度高, 
所有分离收集过程由系统自动操作; (3)分辨率

高, 可根据样品特点改变一维及二维洗脱条件

提高分辨率; (4)重现性好; (5)与质谱兼容性好, 
可以实现在线连用; (6)自带软件分析直观方便, 
通过ProteoVue软件将二维UV图转换成直观的

PI/UV图谱, 然后通过DeltaVue软件可比较两个

样品的二维图谱差异[11-13]. 因此, 应用二维液相

色谱分离方法研究蛋白质组的差异有可能成为

有效的方法之一. 
LPS信号转导通路的启动是内毒素致病过

程中的重要环节, 而LPS与细胞膜上的受体相

结合是其启动细胞内信号反应的第一步. 近年

来对L P S受体识别机制的研究取得了较大进

展, 发现识别LPS的受体并非单一受体[14-17]. 在
LPS的跨膜信号转导过程中, LPS与分化抗原

-14(CD-14)结合后作用于细胞膜脂质双分子层

并激发多种生物活性分子, 他们相互作用, 聚集

在一起形成LPS受体簇, 共同完成LPS的跨膜信

号转导. 与正常细胞相比较, 受刺激细胞表面许

多分子的活性部位暴露, 一些与病理相关的分

子启动表达或表达增高, 提示受刺激的细胞与

正常细胞表面存在着差异的分子, 这些分子可

能与内毒素休克的发生发展密切相关, 因此, 研
究LPS刺激后的细胞膜脂质层中的蛋白质可能

对LPS致病机制的认识具有推动作用. 在本实验

■同行评价
本研究对照设计
合理 ,  论据充足 , 
结果可信, 讨论条
理分明, 学术价值
较好.
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中, 我们利用LPS成功复制了内毒素休克小鼠模

型, 并应用差速离心结合蔗糖密度梯度离心富

集了小鼠肝脏细胞质膜, 运用二维液相色谱对

两组细胞质膜蛋白进行分离, 初步建立了正常

组和内毒素休克小鼠肝脏细胞质膜蛋白的差异

图谱, 为下一步运用质谱技术鉴定差异蛋白打

下基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of ghrelin in 
gastric mucosa of primary bile reflux gastritis.

METHODS: Ninety-six patients with primary 
bile reflux gastritis at our hospital from June 
2007 to November 2007 were divided two 
groups: low reflux group and high reflux 
group. Thirty subjects with similar endoscopi-
cal findings and without bile reflux were taken 
as control group. The expression of ghrelin in 
biopsy specimens were detected by immuno-
histochemistry.

RESULTS: The expression of ghrelin was lower 
in the superficial gastritis group, the atrophy 
group, the intestinal metaplasia group, and 
the atypical hyperplasia group than in the con-
trol subjects (653.822 ± 99.303, 98.913 ± 14.079, 
65.875 ± 13.844, 52.290 ± 11.463 vs 884.420 ± 

126.362, all P < 0.05). In the superficial gastritis 
group, the atrophy group and the intestinal 
metaplasia group, the expression of ghrelin 
was significantly different between the H pylori 
positive group and the H pylori negative group 
(599.320 ± 87.300 vs 721.950 ± 67.836, 47.157 
± 9.582 vs 55.283 ± 11.580, 92.700 ± 10.372 vs 
107.600 ± 17.560, all P < 0.05).

CONCLUSION: Bile reflux is a risk factor for 
gastric mucosa injury. Gastric mucosa atrophy is 
increased with bile reflux and decreased expres-
sion of ghrelin. 

Key Words: Primary bile reflux gastritis; Ghrelin; 
Helicobacter pylori ; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨原发性胆汁反流性胃炎患者胃黏
膜ghrelin的表达变化. 

方法: 选取我院2007-06/2007-11就诊的原发
性十二指肠胃返流患者96例, 分为低反流组和
高反流组, 同时选取胃镜检查大致正常, 没有
胆汁反流者30例为对照组. 免疫组化法检测胃
黏膜ghrelin的表达.  

结果: ghrelin在浅表性胃炎组、肠上皮化生
组、不典型增生组和萎缩性胃炎组中的表达
均低于正常对照组(653.822±99.303, 98.913
±14.079, 65.875±13.844, 52.290±11.463 
vs  884.420±126.362, 均P <0.05). 浅表性胃
炎组、萎缩性胃炎组和肠上皮化生组中的
H pylori阳性组的ghrelin表达与H pylori阴性
组比较均有显著性差异(599.320±87.300 vs  
721.950±67.836, 47.157±9.582 vs  55.283±
11.580, 92.700±10.372 vs  107.600±17.560, 
均P <0.05). 

结论: 胆汁反流是造成胃黏膜损伤的危险因
素, 随着胆汁反流程度加重, 胃黏膜萎缩程度
加重, ghrelin表达减少. 
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■背景资料
胆汁反流性胃炎
是 由 于 含 有 胆
酸、溶血磷脂酰
胆 碱 及 胰 液 的
十二指肠内容物
反流入胃, 破坏胃
黏膜屏障, 引起氢
离子向胃上皮细
胞内反渗, 造成胃
黏膜慢性炎症、

糜烂. 发生于非手
术胃的胆汁反流
性胃炎, 称为原发
性胆汁反流性胃
炎. 在20世纪70年
代, 合成了几种新
的刺激和增加生
长素分泌波动变
化, 而不依赖于生
长素释放激素作
用的肽类和非肽
类衍生物. 这些分
子家族已被命名
为生长素促泌物. 
随后发现了他们
的天然受体, 生长
素促泌物受体, 这
意味着新的调节
系统参与生长素
分泌的调控. 3年
后, 生长激素促泌
物受体的天然配
体被发现并定义
为ghrelin.  

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化科
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0  引言

十二指肠内容物反流入胃 ,  引起的胃黏膜慢

性炎症、糜烂, 称胆汁反流性胃炎(bile reflux 
gastritis). 胃-幽门-十二指肠协调运动失调被认

为是原发性胆汁反流性胃炎的主要发病机制. 
ghrelin是近年来新发现的一种由28个氨基酸残

基组成的脑肠肽激素, 主要由胃底部黏膜泌酸

腺X/A细胞合成并分泌入血, 表现出与胃动素类

似的加速胃排空的作用. 胆汁反流是否影响胃

黏膜ghrelin的表达及幽门螺旋杆菌(H pylori )的
感染目前文献报道较少, 本文就原发性胆汁反

流性胃炎与ghrelin的表达及H pylori三者的关系

作一初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取于我院2007-06/2007-11就诊的原发

性十二指肠胃反流患者96例, 男56例, 女40例, 年
龄24-76(平均44.75±14.13)岁. 纳入标准: 具有上

腹痛、腹胀、吐苦水、体质量下降、烧心、早

饱、恶心等症状, 且至少存在4 wk以上. 胃镜检

查具备以下4个特征: (1)胃黏膜, 尤其是胃窦黏

膜水肿、充血或脆性增加; (2)胃镜插至胃内静

止不动1 min后, 仍可见到DGR; (3)胃黏液湖有

黄色或绿色胆汁染色; (4)胃黏膜有胆汁染色. 且
胃镜检查除外上消化道其他器质性病变, 无胃

肠道手术史, 经超声、血液生化等检查除外其

他器质性疾病. 然后行便携式胆汁监测仪(Bilitec 
2000)检测确诊为胆汁反流: 胃内记录到胆红素

吸收值≥0.25为胆汁反流. 胆红素吸收值以0.25
为界值时, 取反流时间百分比的中位数(23.60%)
作为分界将反流分为低反流组(反流时间百分比

小于23.60%者)和高反流组(反流时间百分比大

于23.60%者). 选择胃镜检查大致正常, 没有胆汁

反流者30例做对照组, 其中男16例, 女14例, 年
龄28-72(平均48.33±14.69)岁. 免疫组化广谱试

剂盒, DAB显色剂均购自福州迈新生物技术开

发公司. 兔抗人ghrelin多克隆抗体购自英国剑桥

科学园的Abcam公司. 便携式胆汁监测仪(Bilitec 
2000)由瑞典Medtronic Synectics公司生产. 病理

图像分析采用德国生产的VIDAS计算机图像分
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析系统. 
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 受试者行胃镜检查时活检取材, 
根据新悉尼系统取胃窦胃小弯处黏膜2块, 深达

黏膜肌层. 活检标本经甲醛固定, 行胃黏膜垂直

包埋、切片, 分别用于HE染色、AB-PAS染色和

改良Giemsa染色. 其中快速尿素酶实验阳性和

改良Giemsa染色镜检找到H pylori同时成立作为

H pylori阳性标准[1].  
1.2.2 免疫组织化学染色: 采用SP法,一抗浓度为

2 mg/L. ghrelin阳性染色主要位于固有层腺体内, 
为棕黄色颗粒沉积, 免疫组织化学结果定量判

断标准: 染色后先在光镜下做定性观察, 然后于

高倍镜下(×200)观察胃黏膜ghrelin阳性表达情

况, 并随机选取互不重叠的5个视野, 用VIDAS
计算机图像分析系统测定每个视野阳性染色的

积分光吸光度(积分吸光度 = 染色强度×染色面

积), 取其平均值作为该切片胃黏膜ghrelin表达

的定量指标. 
统计学处理 应用SPSS11.5软件, 对所得计

数资料的阳性率的比较采用χ2检验. 计量资料数

据均以mean±SD表示, 多组资料间比较采用单

因素方差分析, 以P <0.05作为差异有显著意义的

检验标准. 

2  结果

2.1 高反流组和低反流组胃黏膜萎缩、肠化

生、不典型增生检出率的比较 低反流组与高反

流组相比, 其胃窦部黏膜萎缩检出率(29.2% vs  
50.0%), 肠上皮化生检出率(20.8% vs 45.8%), 不
典型增生检出率(4.2% vs  12.5%), 高反流组胃

窦部黏膜萎缩检出率和肠上皮化生检出率显著

高于低反流组(P <0.05), 高反流组胃窦部黏膜不

典型增生检出率与低反流组之间无显著性差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 高反流组和低反流组H pylori感染的比较 高
反流组感染H pylori的阳性率为37.5%, 低于低反

流组感染H pylori的阳性率62.5%, 两组之间有显

著性差异(P <0.05). 
2.3 ghrelin在正常对照组, 浅表性胃炎组, 萎缩性

胃炎组, 肠上皮化生组, 不典型增生组的表达 浅
表性胃炎组、肠上皮化生组、不典型增生组和

萎缩性胃炎组的ghrelin积分吸光度均较正常对

照组显著下降(P <0.05). 肠上皮化生组、不典型

增生组和萎缩性胃炎组的ghrelin积分吸光度均

较浅表性胃炎组明显降低(P <0.05). 不典型增生

www.wjgnet.com

■相关报道
Tatsuguchi et al 调
查了61例H pylori  
阳 性 患 者 ; 22名
H pylori 阴性健康
者作为对照. 结果
显示H pylori 阳性
患者的胃黏膜和
血浆ghrelin含量均
低于H pylori 阴性
者, 差异有统计学
显著性. H pylori
根 除 后 ,  胃 组 织
ghrelin mRNA的
表 达 明 显 增 加 , 
ghrelin水平亦显
著提高, 同时患者
的食欲和体质量
也相应增加. 

■研发前沿
ghrelin是一种内
源性生长激素释
放肽, 近年来的研
究已对其与消化
系统的关系有了
较为广泛的认识, 
而ghrelin的具体
作用机制、调节
方式、受体的种
类及分布等问题
还有待进一步阐
明. 这将为胃肠动
力疾病如原发性
胆汁反流性胃炎
等的治疗开辟新
的前景. 
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组和萎缩性胃炎组的ghrelin积分吸光度均较肠

上皮化生组显著下降(P <0.05). 萎缩性胃炎组的

ghrelin积分吸光度较不典型增生组亦有明显下

降(P <0.05, 表2).        
2.4 H pylori感染对胃黏膜不同病变中ghrelin表

达的影响 浅表性胃炎组、萎缩性胃炎组和肠上

皮化生组中, H pylori阳性组的ghrelin积分吸光

度均较H pylori阴性组显著下降, 两组之间有显

著性差异(P <0.05). 不典型增生组中H pylori阳性

组与H pylori阴性组的ghrelin积分光密度无明显

差异(P >0.05, 表3). 可能为例数过少, 不足说明. 

3  讨论

原发性胆汁反流性胃炎目前还没有明确的发

病机制, 胆汁反流、H pylor i感染是胃黏膜损

伤的重要致病因素 .  胆汁反流在胃良性或恶

性病变中所起的作用越来越受到重视, 他与非

酸反流不是同一概念[1]. 探讨胆汁反流严重程

度、H pylori感染和胃黏膜病理组织学之间的

关系是目前特别受关注的课题, 此方面的研究

有所报道[2]. 
本研究发现, 高反流组胃窦部黏膜萎缩检出

率和肠上皮化生检出率显著高于低反流组, 过多

的胆汁反流都与胃窦黏膜损伤相关, 随着胆汁反

流程度加重, 胃窦部黏膜损伤程度加重. 国外学

者报道, 存在胃黏膜肠上皮化生的患者其胃内总

胆酸的浓度显著高于无肠上皮化生者[3].
H pylori是慢性胃炎重要的致病因素之一, 

H pylori与胆汁反流的关系目前还存在争议, 体
外研究已经证明, 胆汁中的胆汁酸对H pylori的
生长有抑制作用[4-5], 通常认为大量的胆汁反流

可使H pylori的生存环境丧失, 因而胆汁反流的

反流量与H pylori感染呈反比[6]. 一些学者研究发

现, 部分胃切除术后反流性胃炎患者中H pylori
的感染率较高[7-8], Kawai et al [9]报道反流性胃炎患

者H pylori感染率减低. 但有研究显示, 胆汁反流

可与H pylori感染并存, 而胆汁不会影响H pylori
定植[10]. 本研究中高反流组H pylori感染率显著低

于低反流组, 说明胆汁反流可能抑制胃内H pylori
的生长. 并且随着胆汁反流程度的增加, 这种抑

制作用也随着增加. H pylori在高浓度的胆汁酸

作用下, 其外形由原来的杆状变成表面带有气

泡的球状, 最后浓缩呈团块状而失去活性. 因此, 
在原发性胆汁反流性胃炎患者中H pylori感染率

较低. 
gh re l i n是由28个氨基酸组成的小分子多

肽, 由胃黏膜内分泌细胞(主要为x/A样细胞)分
泌, 在小肠、肾脏、下丘脑、胰腺、心脏、卵

巢及胎盘等处有少量分泌, 通过内分泌或旁分

泌形式作用于受体, 在局部发挥作用. ghrelin的
生物学作用十分广泛, 可调节GH、催乳素、肾

上腺素等多种激素释放, 维持体内激素平衡; 促
进摄食, 减少脂肪利用, 影响能量代谢; 调节血

流动力, 降低平均动脉压, 增加心脏指数和心搏

出量; 调节胃动力和胃酸分泌, 发挥胃黏膜保护

作用; 抑制肿瘤细胞增殖; 对肝脏甲状腺和肾脏

的功能亦有一定的调节作用[11]. 本研究发现, 胆
汁反流患者的胃黏膜ghrelin的表达较正常对照

组减少, 从浅表性胃炎、肠上皮化生到不典型

表  1  高反流组和低反流组胃黏膜萎缩、肠化生、不典型
增生比较 (n  = 48, %)

     
分组              

           萎缩            肠上皮化生    不典型增生

                               检出率              检出率            检出率

低反流组             14(29.2)          10(20.8)          2(4.2)

高反流组             24(50.0)a         22(45.8)a         6(12.5) 

aP<0.05 vs  低反流组.

表  2  不同胃黏膜病变中ghrelin的表达 (mean±SD)

     
分组                              n                       ghrelin积分吸光度

正常对照组	 30	        884.420±126.362

浅表性胃炎组	 18	        653.822±99.303a

肠上皮化生组	 32	          98.913±14.079ac

不典型增生组	   8	          65.875±13.844ace

萎缩性胃炎组	 38	          52.290±11.463aceg

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  浅表性胃炎组; eP<0.05 vs 

肠上皮化生组; gP<0.05 vs  不典型增生组.

表  3  H pylori 感染对胃黏膜病变中ghrelin表达的影响
(mean±SD)

     
分组                         n    H pylori      n        ghrelin积分吸光度

浅表性胃炎组      18      阳性    10       599.320±87.300a

	                       阴性	   8       721.950±67.836

萎缩性胃炎组      38      阳性	 14         47.157±9.582a

		       阴性	 24         55.283±11.580

肠上皮化生组      32      阳性	 20         92.700±10.372a

		       阴性	 12       107.600±17.560

不典型增生组        8	     阳性	   4         64.350±16.454

		       阴性      4         67.400±13.048

aP<0.05 vs  同组H pylori阴性.

■应用要点
本文初步探讨了
原发性胆汁反流
性胃炎与ghrelin
的表达及H pylori
三者的关系, 在临
床与基础结合的
基础上, 对原发性
胆汁反流性胃炎
的诊断及治疗提
供了新的思路. 

■创新盘点
本文将胆汁反流
性胃炎分为高低
反流两个组别进
行对比研究, 然后
按内镜下病理改
变进行分组, 并研
究其ghrelin的表
达及其与H pylori
感染的关系. 
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增生、萎缩性胃炎中ghrelin表达呈下降趋势, 各
组之间差异均有显著性. Osawa et al [12]报道一

个160例患者的H pylori感染对ghrelin影响的对

照研究, 结果H pylori阳性患者ghrelin转录水平

和血清浓度均较H pylori阴性患者下降, 并且与

萎缩程度相关. 但是, 此实验所选择的患者中包

括消化性溃疡、息肉和胃癌的患者, 其中单纯

慢性胃炎患者仅23例, 总体H pylori阳性患者的

ghrelin水平下降是H pylori感染的原因, 还是因

为胃黏膜萎缩或其他原因(如肿瘤)所造成, 未能

明确. Nwokolo et al [13]报道, 10例无症状H pylori
阳性志愿者根治H pylori后, 血清ghrelin水平明

显升高. 但此实验样本量较小, 并且受试者均为

无症状的志愿者, 与慢性胃炎患者结果是否一

致待研究. Tatsuguchi et al [14]研究发现独立于胃

黏膜萎缩等因素, H pylori感染对ghrelin的表达

呈负面影响. 本研究显示, 在浅表性胃炎组、萎

缩性胃炎组和肠上皮化生组中, H pylori感染组

的ghrelin表达均较H pylori阴性组明显下降, 推
测H pylori所致的萎缩性胃炎使胃产生ghrelin的
功能受损, 导致ghrelin表达下降. 在不典型增生

组无明显差异, 可能与胃黏膜萎缩程度、幽门

螺杆菌致病力、取材部位等因素有关, 其具体

机制有待进一步研究.
总之, 胆汁反流是造成胃黏膜损伤的危险

因素, 胆汁反流可能导致肠上皮化生, 随着胆

汁反流程度加重, 胃黏膜损伤程度加重. 胆汁

反流可能抑制胃内H pylori的生长, 并且随着胆

汁反流程度的增加, 这种抑制作用也随着增加. 
ghrelin随着胃黏膜萎缩程度的加重, 表达逐渐

减少, 而感染H pylori后, 表达亦减少, 即胃黏膜

ghrelin的表达可能与H pylori感染呈负相关, 有
待进一步探讨研究. 
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■同行评价
本文总体设计合
理, 文字表达清晰
流畅, 学术价值较
好.

■名词解释
ghrelin:  1999年
Kojima et al 发现
的第一个生长激
素促分泌(GHSs)
受体的内源性配
体, 是由28个氨基
酸组成的小分子
多肽, 结构不同于
其他合成的GHSs. 
他的序列为GSS
FLSPEQKAQQK
ESKPPAKLQPR, 
第3位丝氨酸上有
酰化基团, 该基团
对于其生理活性
很重要. 具有调节
GH分泌、摄食、

能量代谢、内分
泌 、 记 忆 、 睡
眠、胃肠功能等
多种生物学作用, 
已引起人们广泛
的关注, 成为近年
的研究热点. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and adverse effects 
of paclitaxel combined with oxaliplatin as a 
second-line chemotherapy for patients with 
advanced gastric cancer.

METHODS: Twenty-three cases with advanced 
gastric cancer who failed first-line therapy re-
ceived paclitaxel combined with oxaliplatin che-
motherapy from July first, 2006 to January 31, 
2008. Paclitaxel (70 mg/m2) was administered 
by intravenous drip for 1 h on the first, eighth, 
fifteenth day; oxaliplatin 100 mg/m2 was admin-
istered by intravenous drip for 2 h on the second 
day. Each treatment cycle included 28 days. 
Each patient was treated for more than two 
circles and evaluated four weeks later.

RESULTS: Of the 23 patients, none showed com-

plete remission (CR), 8 (34.8%) showed partial 
remission (PR), 8 (34.8%) showed stable disease 
(SD) and 7 (30.4%) showed progressive disease 
(PD). The overall response rate was 34.8% with a 
95%CI (range: 16%-57%); and 16 patients (69.6%) 
benefited (CR+PR+SD) from the clinical therapy 
with a 95%CI (range: 47%-87%). The mean time to 
tumor progression (TTP) was 3.93 ± 1.47 months. 
The main side effects were alopecia, myelosup-
pression and peripheral neuropathy.

CONCLUSION: The regimen of paclitaxel plus 
oxaliplatin has a definite effect with acceptable 
toxicity for patients with advanced gastric cancer.

Key Words: Advanced gastric cancer; Paclitaxel; 
Oxaliplatin; Second line chemotherapy

Wu XP, Zhuang YZ, Jiang H, Wu YH, Dai WX, Ai XH, 
Tang SY. Therapy of paclitaxel plus oxaliplatin as a 
second-line chemotherapy for patients with advanced 
gastric cancer: an analysis of 23 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(35): 3997-3999

摘要
目的: 观察周剂量紫杉醇联合奥沙利铂二线
治疗晚期胃癌的疗效和不良反应. 

方法: 收集2006-07-01/2008-01-31我科以周剂
量紫杉醇联合奥沙利铂治疗一线化疗失败的
晚期胃癌患者23例, 给予紫杉醇70 mg/m2, 静脉
滴注1 h, 第1、8、15天; 奥沙利铂100 mg/m2, 静
脉滴注2 h, 第2天, 每28天为1个周期. 每例患
者治疗至少2个周期, 2个周期化疗完成后4 wk
评价疗效. 

结果: 在可评价疗效的23例患者中, 完全缓解
(CR)0例, 部分缓解(PR)8例(34.8%), 疾病稳定
(SD)8例(34.8%), 疾病进展(PD)7例(30.4%); 总
有效率(CR+PR)34.8%, 95%CI为16%-57%; 临
床获益者(CR+PR+SD)共16例(69.6%), 95%CI
为47%-87%. 平均肿瘤进展时间(TTP)为3.93
±1.47 mo. 不良反应主要为脱发、骨髓抑制
和外周神经毒性.

结论: 周剂量紫杉醇联合奥沙利铂二线治疗
晚期胃癌疗效好, 不良反应可耐受.

www.wjgnet.com
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■背景资料
在我国, 胃癌是最
常见的恶性肿瘤
之一, 胃癌的粗死
亡率为25.2/10万, 
占全部恶性肿瘤
死亡的23.2%, 其
死亡率仅低于肺
癌, 居各种恶性肿
瘤的第2位. 晚期
胃癌的治疗是以
期达到延长生存
期, 提高生活质量
的姑息治疗为目
的, 化疗治疗晚期
胃癌较最好支持
治疗无论是延长
生存期还是提高
生活质量都有显
著优势.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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0  引言

在我国, 胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 胃癌的

粗死亡率为25.2/10万, 占全部恶性肿瘤死亡的

23.2%, 其死亡率仅低于肺癌, 居各种恶性肿瘤

的第2位[1]. 2006-07-01/2008-01-31我科以周剂量

紫杉醇联合奥沙利铂治疗一线化疗失败的晚期

胃癌患者23例, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组23例患者中, 男15例, 女8例, 年龄

38-64(中位年龄52)岁. 13例因有远处转移未行

手术治疗, 10例为手术后复发转移, 所有患者

均通过胃镜或手术活检取得病理确诊, 所有患

者的病灶均可通过测量评价疗效, 预计生存期

超过3 mo, 所有患者都经过一线化疗治疗后疾

病进展, 使用过的一线化疗方案有ECF、PF、
FOLFOX等, 血常规、心脏、肝肾功能均正常, 
Karnofsky评分≥60分.
1.2 方法 紫杉醇70 mg/m2, 静脉滴注1 h, 第1、
8、15天; 奥沙利铂100 mg/m2, 静脉滴注2 h, 第2
天, 每28天为1个周期, 每例患者治疗至少2个周

期, 2个周期化疗完成后4 wk评价疗效, 每个周期

化疗前后复查血常规、心电图、肝肾功能. 23
例患者共接受104个周期化疗, 每例患者平均疗

程数为4.5个周期. 疗效评定根据WHO关于实体

瘤的客观疗效评定标准分为: 完全缓解(CR), 部
分缓解(PR), 疾病稳定(SD), 疾病进展(PD). 有效

率(RR)为CR+PR病例数占可评价疗效病例数的

百分数. 不良反应按WHO关于抗癌药物常见毒

副反应分级标准分为0-Ⅳ度. 采用电话随访, 最
后随访时间2008-06-30, 本组病例失访率为0.

统计学处理 数据分析利用SPSS11.0统计软

件包进行处理, 计算有效率及临床获益率的95%
可信区间及平均肿瘤进展时间(TTP).

2  结果

2.1 临床疗效 在可评价疗效的该组23例患者中, 
CR 0例, PR 8例(34.8%), SD 8例(34.8%), PD 7例
(30.4%), 总有效率(CR+PR)34.8%, 其95%可信区

间为16%-57%; 临床获益者(CR+PR+SD)共16例, 
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占69.6%, 其95%可信区间为47%-87%. 周剂量紫

杉醇联合奥沙利铂二线治疗23例晚期胃癌患者

的TTP见图1. 平均肿瘤进展时间(TTP)为3.93±
1.47 mo.
2.2 不良反应 本组患者化疗不良反应见表1: 不
良反应以脱发、骨髓抑制、外周神经毒性为主, 
Ⅲ-Ⅳ度不良反应少, 患者的化疗耐受性好.

3  讨论

目前我国胃癌的防治现状是“三低一高”, 即早

期诊断率低, 手术切除率低, 5年生存率低, 根治

术后复发转移率高[2]. 我国的胃癌患者在确诊时

大多数已存在不同程度的转移, 使术后很快复发

或根本失去手术机会, 晚期胃癌的治疗是以期达

到延长生存期, 提高生活质量的姑息治疗为目

的, 化疗治疗晚期胃癌较最佳支持治疗无论是延

长生存期还是提高生活质量都有显著优势[3]. 然
而胃癌是相对化疗敏感的恶性肿瘤, 晚期胃癌患

者化疗完全缓解率很低, 有效持续时间和肿瘤进

展时间都很短. 时至今日, 胃癌治疗依然没有所

谓的“金标准”一线/二线化疗方案[4]. 所以几乎

所有的晚期胃癌患者经过一线化疗后疾病都会

进展, 需要二线方案行挽救性治疗. 
晚期胃癌患者从二线或挽救性方案的治疗

中获益程度如何到目前还没有定论, 进入新世纪

多种新药(如紫杉类、奥沙利铂、伊立替康及卡

培他滨等)组成二线方案来治疗晚期胃癌, 取得

了一定的疗效[5,8-12], 并能改善患者的生活质量[6].  
紫杉醇是一种新型抗微管药, 通过促进微

管蛋白装配成微管, 并抑制其解聚, 从而影响细

胞的有丝分裂和增殖, 其主要毒副作用为骨髓

抑制及脱发, 其他副作用较弱, 每周使用可使紫

杉醇的骨髓抑制减弱, 患者的耐受性增强, 且每

周使用较3周使用疗效增加[7], 对胃癌的二线治

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃癌是相对化疗
敏感的恶性肿瘤, 
晚期胃癌患者化
疗完全缓解率很
低, 有效持续时间
和肿瘤进展时间
都 很 短 .  时 至 今
日, 胃癌治疗依然
没有所谓的“金
标准”一线/二线
化疗方案. 所以几
乎所有的晚期胃
癌患者经过一线
化疗后疾病都会
进展, 需要二线方
案行挽救性治疗.

■相关报道
晚期胃癌患者从
二线方案的治疗
中获益程度如何
到目前还没有定
论 ,  进 入 新 世 纪
多种新药(如紫杉
类、奥沙利铂、

伊立替康及卡培
他滨等)组成二线
方案来治疗晚期
胃癌, 取得了一定
的疗效, 并能改善
患者的生活质量.

图  1  紫杉醇联合奥沙利铂二线治疗23例晚期胃癌的TTP.
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疗可取得较好的疗效[8-10]. 奥沙利铂是第三代的

铂类化合物, 其剂量限制性毒性为周围神经毒

性, 胃肠道反应及骨髓抑制较小, 且挽救治疗晚

期胃癌有一定效果[11-12]. 而晚期胃癌尤其是一线

治疗后失败的患者, 一般情况欠佳, 消化功能差, 
化疗的耐受性差, 所以我们在对晚期胃癌的患

者进行二线或挽救性治疗时, 在追求疗效的同

时要充分考虑治疗的毒副作用和患者的耐受性. 
本组细胞周期特异性药物周剂量的紫杉醇联合

相对较小剂量细胞周期非特异性药物奥沙利铂

的方案, 充分考虑到组织联合化疗的原则(单药

有效, 副作用不叠加, 作用机制不同等)、晚期胃

癌患者体质特点、姑息性化疗的目的及28 d一
周期有利患者血象/体能恢复. 所以本方案有充

分的理论依据, 考虑全面, 其较好的疗效得到本

组临床观察的支持, 且本方案不良反应小, 患者

的耐受性好. 
我科临床观察周剂量紫杉醇联合奥沙利铂

二线治疗晚期胃癌, 总有效率(CR+PR)34.8%, 
9 5 %可信区间为 ( 1 6 % - 5 7 % ) ;  临床获益者

(CR+PR+SD)共16例, 占69.6%, 95%可信区间为

(47%-87%); 二线治疗开始后的平均肿瘤进展时

间(TTP)为3.93±1.47 mo. 化疗的疗效好, 化疗

后晚期胃癌患者的生活质量得到提高, 且不良

方应小, 不良反应有脱发和骨髓抑制、外周神

经毒性、黏膜炎、肌肉关节痛、肝功能异常等, 
尤其是患者难以耐受的Ⅲ/Ⅳ度不良反应发生率

低(主要为脱发、骨髓抑制和外周神经毒性, 发
生率>10%), 无粒缺性发热的发生, 经升血治疗

后不影响下一周期化疗的进行. 少数患者经以

上治疗进展后采用了三线化疗(含伊立替康、卡

培他滨等), 故本组患者未观察生存期. 
总之, 周剂量紫杉醇联合奥沙利铂方案二

线治疗晚期胃癌疗效好, 不良反应小, 患者对治

疗耐受性好, 很好地达到晚期胃癌姑息治疗的

目的, 值得临床推广. 
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表  1  周剂量紫衫醇联合奥沙利铂二线治疗23例晚期胃癌的不良反应

     
不良反应		    0	 Ⅰ	 Ⅱ	 Ⅲ	 Ⅳ        总发生率(%)   Ⅲ-Ⅳ度发生率(%)

脱发		    2	  5	  8	  6	  2	 91.3	           34.8

骨髓抑制		    5	  5	  6	  4	  3	 78.3	           30.4

外周神经毒性	 11	  4	  5	  3	  0	 52.1	           13.0

黏膜炎		  17	  4	  1	  1	  0	 26.0	             4.3

肌肉关节痛	 15	  4	  3	  1	  0	 34.8	             4.3

肝功能异常	 21	  2	  0	  0	  0	   8.7	             0.0

■应用要点
经过一线治疗失
败的晚期胃癌患
者具有体能状况
较差、消化功能
差、耐受性差等
体质特点, 而本方
案毒副作用小, 应
用起来简易方便, 
近期及远期疗效
好, 值得临床推广
使用.

■同行评价
本文对晚期胃癌
的二线化疗方案
进行了有益的尝
试, 对临床工作有
一定参考价值, 若
增加临床观察样
本将更有意义.
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Abstract
AIM: To explore the clinical efficacy and side 
effects of  plasma replacement therapy for severe 
viral hepatitis.

METHODS: Forty-two cases of severe hepatitis 
patients were enrolled who were not responsive 
to medication therapy. Clinical symptoms and 
signs, liver and kidney function, electrolytes and 
coagulation of patients were observed for the 
first three times before and after treatment.

RESULTS: Clinical symptoms, signs and liver 
function improved significantly after treatment 
with plasma replacement. Compared with pre-

treatment, ALB and CHE after treatment in-
creased significantly, but ALT, AST, ALP, GGT, 
TBA and TBIL decreased significantly. There 
was a significance difference in ammonia level 
between the third time and pre-treatment (49.00 
± 12.03 vs 69.96 ± 34.87, P < 0.05). There were 
no significant differences in blood electrolyte 
change, coagulation and kidney function be-
tween post-treatment and pre-treatment.

CONCLUSION: Plasma replacement therapy 
remove toxins of hepatitis patients, supply bio-
logically active substances in patients with liver 
dysfunction, improve the local environment and 
liver function, prevent complications, decrease 
mortality and improve the prognosis.

Key Words: Plasma exchange; Severe viral hepati-
tis; Liver and kidney function; Electrolytes

Zhang L, Jiang HY, Luo ZH, Li PG, Zhang AN, Li SQ. 
Plasma replacement therapy for severe viral hepatitis: an 
analysis of 42 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(35): 4000-4003

摘要
目的: 探讨应用血浆置换治疗重型肝炎的临
床疗效及不良反应.  

方法: 我院住院的重型肝炎患者42例, 在内科
治疗效果不佳时, 给予血浆置换治疗. 观察患
者三次治疗前后的临床症状、体征和肝肾功
能、电解质、凝血功能的变化. 

结果: 42例患者经血浆置换治疗后, 临床症状
及体征均有明显改善, 肝功能有明显好转. 三
次治疗后与治疗前相比, ALB、CHE显著升
高, 而ALT、AST、ALP、GGT、TBA、TBIL
明显下降, 均有显著性差异, 血NH3第3次和
第1次治疗前比较明显下降, 有显著性差异
(49.00±12.03 vs  69.96±34.87, P <0.05), 血电
解质变化不大, 凝血功能有所改善, 肾功能有
轻微下降, 但均无显著性差异.

结论: 应用血浆置换治疗重症肝炎, 可以广泛
迅速地清除肝衰竭患者体内的多种毒素, 同时

®

■背景资料
重型肝炎能导致
低血压、腹水、

电解质紊乱、肝
性 脑 病 、 肝 昏
迷、肝肾综合征
等各种并发症, 严
重威胁患者生命. 
内科治疗效果不
佳. 非生物型人工
肝支持系统是近
年来抢救治疗重
型肝炎、肝衰竭
的有效治疗手段, 
其中的血浆置换
疗法应用最为广
泛.

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科
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补充肝功能不全患者所缺乏的多种生物活性
物质, 改善机体内环境和肝功能, 防治并发症, 
降低病死率, 改善预后.

关键词: 血浆置换; 重症肝炎; 肝肾功能; 电解质
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0  引言

重症肝炎是由不同病因所导致的肝细胞大量坏

死, 肝功能急剧恶化至衰竭的临床症候群, 病死

率高, 而内科治疗效果不佳. 非生物型人工肝支

持系统是近年来抢救治疗重型肝炎、肝衰竭的

有效治疗手段, 其中的血浆置换疗法应用最为

广泛[1]. 我们在临床中应用血浆置换疗法治疗重

症肝炎42例, 取得较好疗效, 报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2007-01/2008-06住我院治疗的重

症肝炎患者42例, 男31例, 女11例. 年龄44.70±
11.70岁. 病因: 乙型肝炎17例, 戊型肝炎2例, 原
发性胆汁性肝硬化6例, 酒精性肝病5例, 药物性

肝损伤5例, 原因不明7例. 所有病例诊断均符合

2000年西安全国传染病与寄生虫和肝病学术会

议修改的标准. 按临床分型慢性重型肝炎36例, 
亚急性重型肝炎6例. 慢性重型肝炎分期: 早期5
例, 中期4例, 晚期27例. 治疗前所有患者均出现

恶心、乏力、纳差、巩膜及全身皮肤重度黄染. 
其中合并低血压4例, 出现双下肢浮肿3例, 腹水

征阳性20例, 皮肤瘀斑5例、肝性脑病3例, 肝昏

迷1例.
1.2 方法 所有患者均给于保肝、退黄、营养

支持及对症处理, 纠正水电解质平衡紊乱等内

科综合治疗, 经上述治疗病情无明显好转时给

予血浆置换治疗. 采用治疗前后自身对照的方

法进行观察. 机器为B-BraunCRRT机血浆置换

模式, 费森尤斯Psu2S血浆分离器, 穿刺股静脉

留置双腔导管建立血管通路. 置换液为新鲜冰

冻血浆和林格氏液, 胶体与晶体比例为1∶1- 
1∶1.5, 每次置换液量2000-4500 mL, 平均3250 
mL. 每例患者根据病情治疗1-5次. 治疗前常规

给予地塞米松5-10 mg预防过敏反应, 并在治疗

前和治疗中常规给予10%葡萄糖酸钙10-40 mL
预防低血钙发生. 根据病情及凝血功能分别给

予肝素或低分子肝素抗凝, 对有高度出血倾向

者用无肝素治疗, 合并低钠血症者给予高渗氯

化钠10-20 mL. 血流量100-200 mL/min, 血浆分

离速度20-30 mL/min, 平均治疗时间1.5-3 h. 开
始治疗连续做2 d, 1 d/次, 以后间隔1-5 d重复治

疗. 42例患者共行116次血浆置换治疗, 平均每

人治疗2.8次. 
观察记录患者治疗前后的临床症状和体征

的变化及治疗过程中发生的不良反应, 并在治

疗前后采血化验肝功能, 如血清总蛋白(TP)、
血清白蛋白(ALB)、血清前白蛋白(PA)、丙氨

酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)、碱性磷酸酶(ALP)、γ-谷氨酰基转移酶

(GGT)、胆碱酯酶(CHE)、总胆汁酸(TBA)、总

胆红素(TBIL); 血氨(NH3); 血尿素氮(Bun)、血

肌酐(Scr); 电解质, 如血钾(K+)、血钠(Na+)、血

氯(Cl-)、血钙(Ca2+)、凝血酶原时间(PT)、活化

部分凝血活酶时间(APTT)等指标, 观察其发生

的变化.
统计学处理 使用SPSS12.0统计软件包, 数

据处理均采用mean±SD. 计量资料组间比较采

用F检验, 治疗前后对照用自身配对t检验, 计数

资料采用卡方检验.

2  结果

2.1 治疗前后临床症状体征变化及转归 42例
患者中有38例在治疗后一般情况明显好转, 腹
胀、乏力、恶心减轻或消失, 食欲改善, 精神

好转, 双眼巩膜和全身皮肤黄染明显减轻或消

失; 有3例患者临床症状改善不明显. 3例肝性

脑病患者治疗后意识有好转; 1例患者治疗前

有肝昏迷, 治疗后未见明显好转. 其中的5例药

物性肝损伤患者中有4例经治疗后病情明显好

转, 肝功能化验指标接近正常后出院; 25例患

者治疗后病情好转出院. 自动放弃治疗6例中, 
1例为为药物性肝损伤 ,  5例为慢性重肝晚期 . 
死亡7例中, 1例为亚急性重肝, 6例为慢性重肝

晚期.
2.2 治疗前后各项化验指标变化 ALB、CHE
在每次治疗前与治疗后相比明显升高, 有显著

性差异(P <0.05); ALT、AST、ALP、GGT、
TBA、TBIL在每次治疗前与治疗后相比明显下

降, 有显著性差异(P <0.05); 血NH3在每次治疗前

后相比有显著性差异(P <0.05). 电解质治疗前后

变化均不大, 无显著性差异. 凝血功能有所改善, 
但无显著性差异. 肾功能在每次治疗前后相比

有所下降, 但无显著性差异. ALB、CHE第2、3

■相关报道
Clemmesen et al表
明血浆置换能有
效改善肝衰竭患
者的血清生物化
学指标和临床症
状; Sadahiro et al
报道应用血浆置
换治疗易出现低
钠血症、低钙血
症等电解质紊乱; 
Blei et al研究尽早
对慢性重型肝炎
晚期患者行人工
肝支持治疗可以
部分缓解病情, 防
治并发症, 尽量延
长存活时间.
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次治疗前高于第1次治疗前(P <0.05). TBIL第2、
3次治疗前均低于第1次治疗前(P <0.05). 血NH3

第3次和第1次治疗前比较明显下降, 有显著性

差异(P <0.05, 表1).
2.3 治疗中不良反应 42例患者在治疗中和治疗

后发生口唇发麻9例, 并全身发麻6例, 出现皮疹

5例, 低血压5例, 恶心呕吐6例. 经给予地塞米

松、葡萄糖酸钙、保暖及补液后症状减轻或消

失. 其中1例低血压患者使用升压药维持血压, 1 
wk后恢复正常.

3  讨论

重型肝炎是由各种不同病因引起的肝细胞大量

坏死, 肝功能急剧恶化至衰竭的危重病症. 肝细

胞坏死后导致肝功能急剧下降, 机体代谢紊乱, 
大量毒性物质和代谢产物堆积(如内毒素、胆红

素、胆汁酸、各种细胞因子等)[2], 导致各种并

发症出现如低血压、腹水、电解质紊乱、肝性

脑病、肝昏迷、肝肾综合征等, 严重威胁患者

生命. 非生物型人工肝又称物理型人工肝, 主要

通过物理或机械的方法和(或)借助化学的方法

进行治疗, 血浆置换是目前主要和最常用的人

工肝方法. 已有研究表明[3], 血浆置换能有效改

善肝衰竭患者的血清生物化学指标和临床症状, 
其机制在于他可清除重症肝炎患者体内含有大

量内毒素、胆红素、病毒、引起肝性脑病的各

种有毒物质的血浆, 同时为患者补充大量新鲜

冰冻血浆. 新鲜冰冻血浆中含有蛋白质、凝血

因子、免疫球蛋白及调理素等生物活性物质, 
可代替肝脏的部分代谢功能, 及时纠正机体内

环境的紊乱, 阻断各种有害物质对肝脏的损害, 
从而有利于肝细胞的再生和修复[4], 使肝功能得

到好转或完全逆转. 
我们在本组患者经药物治疗效果不佳时, 

及时进行了血浆置换治疗. 结果表明治疗后患

者的临床症状明显改善, 肝功能各项指标明显

好转. 其中PA和CHE在三次治疗前后都有升高, 
差异显著(P <0.05). TBIL、TBA、ALT、AST、
ALP、GGT、NH3在3次治疗前后相比都有下降, 
差异有显著性(P <0.05). 特别是ALB、CHE在第

2、3次治疗前高于第1次治疗前(P <0.05). TBIL
第2、3次治疗前均低于第1次治疗前(P <0.05). 
血NH3第3次和第1次治疗前比较明显下降, 有显

著性差异(P <0.05), 表明多次血浆置换治疗的效

果优于单次治疗, 多次血浆置换治疗不仅能使

临床症状持续改善, 更重要的是持续维持了机

■创新盘点
本文同之前大量
关于血浆置换治
疗重型肝炎的报
道的不同点是对
多次治疗前后进
行了详尽的分析, 
除了对肝肾功能
指标有分析外, 还
对血清电解质作
了全面的检测.

表  1  治疗前后各项化验指标变化

     
指标

		                  第1次          			         第2次			                  第3次

	                  治疗前	             治疗后	       治疗前	                     治疗后	                 治疗前	           治疗后

TP(g/L)	           56.09±7.87          43.07±5.98a          51.64±7.52           42.21±8.21          49.46±7.89a         40.22±6.27e

ALB(g/L)	           28.54±3.93          25.41±2.73a          28.31±2.21a          31.77±2.17          28.92±4.23a         24.92±3.81e

PA(mg/L)	           59.27±36.04      101.84±23.68a        88.32±44.09       115.37±35.48c       97.54±33.77      114.86±57.16

ALT(U/L)	         190.05±217.55      84.10±82.37a        81.08±67.13         49.46±36.97c     108.60±77.05        39.40±26.67

AST(U/L)	         210.30±175.29      96.30±58.82a      116.31±76.6           77.08±37.72c     147.00±86.23        81.00±23.15

ALP(U/L)	         147.42±48.62        71.61±26.99a      122.42±40.57a        69.75±23.50c     100.00±25.97a       57.00±27.56

GGT(U/L)	           72.58±45.17        28.61±14.65a        61.67±49.54         32.42±20.98c       80.20±53.67        40.00±28.18e

CHE(U/L)	       2780.45±   	  3570.75±              3410.08±              3939.15±             3595.80±             3681.80±

	       1220.69	    588.35a	               1121.84a	             615.22c	        664.30a	    758.70e

TBA(µmol/L)     214.10±54.07	    187.90±46.79a      201.68±60.06       173.75±62.15c     179.36±47.70      177.76±30.95e

TBIL(µmol/L)     436.50±120.56	   232.92±67.76a      317.48±122.35a    189.62±72.46c     395.10±99.91a     220.52±67.25e

NH3(µmol/L)        69.96±34.87	      27.86±13.67a        62.00±28.12         26.32±11.26        49.00±12.03a       18.00±6.32

Bun(mmol/L)         6.41±5.62	        6.14±5.34             4.00±1.99             3.86±0.93            8.39±6.12            3.10±1.20

Scr(µmol/L)          82.61±42.20	      75.88±36.88a	  62.00±1.41           58.50±3.54	         60.00±1.53	      60.00±1.54

K+(mmol/L)             3.92±0.56	        3.90±0.50	    4.44±1.10             4.00±0.61            4.21±0.80	         3.70±0.34

Na+(mmol/L)      134.44±4.88	    134.58±2.35         129.88±13.72       132.03±6.15        131.50±5.18        138.00±3.61

Cl-(mmol/L)          98.43±6.58	      97.45±2.93	  96.90±3.14           99.30±3.73          96.10±2.51        102.00±5.15

Ca2+(mmol/L)         2.03±0.17	        1.98±0.26             2.03±0.14             2.07±0.20            1.91±0.20            2.10±0.23

PT(s)	           16.84±5.43	      15.33±4.55           16.31±4.31           12.00±2.53          13.35±4.21          13.20±4.09

APTT(s)	           40.44±11.36	      38.36±8.58           37.24±8.03           36.12±7.29          36.34±8.00          30.00±8.01

aP<0.05, cP<0.05, eP<0.05 vs  同次治疗前.



www.wjgnet.com

张利, 等. 血浆置换治疗重型肝炎42例								               4003

体内环境的稳定, 为肝细胞再生创造了条件, 这
与文献[5]报道相符. 

在本研究中, 血电解质治疗前后相比没有

显著差异. 文献[6]报道, 应用血浆置换治疗易出

现低钠血症、低钙血症等电解质紊乱. 但本组

患者在治疗后电解质变化不明显, 无显著差异, 
这可能与我们在治疗时及时纠正电解质紊乱, 
酌情补充了高渗氯化钠和葡萄糖酸钙有关, 这
不仅可纠正患者的低钠和低钙血症, 同时也提

高了血浆晶体渗透压, 有利于防止治疗中低血

压的发生. 
在本组治疗的患者中, 有4例药物性肝损害

患者经血浆置换治疗后肝功能逐步恢复, 最后

治愈出院. 而重型肝炎中, 早、中期和晚期的部

分患者经过治疗, 病情减轻, 肝功能有所恢复, 
病情平稳后出院, 与文献[7]报道相符. 死亡的7例
患者中, 1例为不明原因的亚急性重型肝炎, 其
余均为慢性重型肝炎晚期患者, 其中包括合并

肝性脑病和肝昏迷的4例患者, 肝性脑病是重症

肝炎的严重并发症, 是重症肝炎的终末期表现, 
预后差, 生存率极低, 这几例患者尽管做了血浆

置换治疗后病情一度缓解, 但终因病情过重而

死亡. 因此, 本组研究提示, 对重症肝炎患者宜

尽早行人工肝支持治疗, 特别对部分亚急性重

型肝炎患者, 可以改善肝功能, 争取肝细胞的再

生和修复, 达到康复的目的; 而对慢性重型肝炎

晚期患者, 也可以部分缓解病情, 防治并发症, 
尽量延长存活时间[8]. 

在本组资料中, 每次治疗前后的血白蛋白

下降较明显, 差异显著(P <0.05), 可能因为在治

疗时丢弃了大量血浆, 而置换液中的胶体补充

不够, 这是血浆置换的不足之处, 可在治疗后输

注人体白蛋白来进行纠正. 
总之, 我们的研究结果均提示, 对重型肝炎

患者在进行内科治疗的基础上, 应尽早行血浆

置换治疗, 可及时纠正机体内环境紊乱, 争取肝

细胞的再生和修复, 能够明显缓解病情, 延长生

存时间, 改善预后. 
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Abstract
AIM: To examine characteristics and drug 
sensitivity of biliary bacteria for effective 
antibiotic application.

METHODS: Bile of 138 patients was collected, 
and germ culture and antibiotic susceptibility 
were carried out. The patients were divided into 
different groups according to symptom, position 
of stone and surgical operation history. 

RESULTS: Of 138 cases of bile culture, 88 were 
positive with a positive rate of 63.8%. Twenty 
five kinds and 94 strains bacteria were identi-
fied, of which, 61 were Gram-negative (64.8%), 
30 were Gram-positive (31.9%), and 3 were fungi  
(3.19%). The resistance rates of the main bacteria 
against imipenem, meropenem, vancomycin, 
teicoplanin, amikacin, and cefepime in bile were 
low, and against amoxicillin, piperacillin, ticar-
cillin, ciprofloxacin were very high. 

CONCLUSION: The positive rate of biliary bac-
terial culture in cholelithiasis is related to sever-

ity of biliary infection, bile stone position and 
operation history. The most common bacteria in 
bile have a high resistant rate to most common 
antibiotics, and monitoring should be strength-
ened. 

Key Words: Cholelithiasis; Bile; Bacteria culture; 
Bacterial sensitivity tests
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patients with cholelithiasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 了解青岛地区胆石病患者的胆汁细菌
培养种类及特点.

方法: 对2007-02/2008-08期间入住我科138例
胆石病患者术中抽取胆汁进行细菌培养并进
行鉴定及药敏分析. 根据发病时情况、结石部
位及既往手术史分别进行分组分析. 

结果: 138份胆汁中共有88例培养出细菌, 阳
性检出率为63.8%; 共培养出细菌25种94株, 
革兰阴性杆菌61株(占64.8%), 革兰阳性菌30
株(占31.9%), 真菌3株(占3.19%). 胆汁中的主
要细菌对亚胺培南、美洛培南、万古霉素、

替考拉宁、阿米卡星、头孢吡肟的耐药率很
低, 对阿莫西林、哌拉西林、替卡西林、环丙
沙星等的耐药率非常高. 

结论: 患者症状不同、结石部位不同及既往手
术史不同, 培养结果有差异; 培养出的细菌对
临床常用抗菌素的耐药率较高, 应加强监测. 

关键词: 胆石病; 胆汁; 细菌培养; 药敏试验

李奉达, 邱法波, 刘宁. 胆石病患者胆汁细菌学检查分析.  世界

华人消化杂志  2008; 16(35): 4004-4007
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0  引言

胆石病是常见病, 胆石的形成被认为是多因素

相互作用的结果, 但是确切的发病机制仍不十

®

■背景资料
胆汁及胆结石中
细菌的存在是细
菌在胆结石形成
中起作用的最可
靠、最客观的证
据 .  有 实 验 表 明
细菌培养结果与
胆道疾病的严重
程度、胆石的成
分、胆石的部位
和既往手术史等
因素有关. 本研究
意图在青岛地区
的胆石病患者中
展开调查, 通过术
中胆汁细菌培养
结果来判断不同
情况下细菌的分
布情况, 为胆石病
的治疗提供思路. 

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学唐都
医院放射科



李奉达, 等. 胆石病患者胆汁细菌学检查分析                                                 				            4005

www.wjgnet.com

分清楚. 胆汁、结石中细菌的存在是细菌在胆

石形成中可靠、客观的证据[1]. 胆道系统致病菌

菌种除与其原发病有关外, 还与其解剖学位置

有重要关系. 因此, 研究胆石病患者胆汁中细菌

培养类型并对其进行药敏分析, 对于胆石病的

预防和治疗具有重要意义. 本研究通过对近期

入住我科手术治疗的胆石病患者138例进行其

胆汁细菌培养结果及药敏分析, 为本地区胆石

病的预防及治疗提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-02/2008-08入住我科手术治疗

的胆石病患者138例. 其中男66例, 女72例, 年龄

23-85(平均59.5±13.1)岁. 所有患者中11例入院

时伴随腹痛、发热、黄疸等胆系感染症状. 胆囊

结石24例, 胆总管结石18例, 肝内胆管结石29例, 
肝内胆管及胆总管结石30例, 胆囊及胆总管结石

22例, 胆囊、胆总管及肝内胆管结石15例(各分

组相互间不包括). 32例既往有胆道手术史.
1.2 方法 所有患者于手术中切开胆总管前用5 
mL无菌注射器直接穿刺胆囊或胆总管抽取胆汁

3-5 mL, 按《全国临床检验操作规程》进行细

菌培养及药敏试验. 质控菌株为大肠埃希氏菌

标准菌株(ATCC25922), 铜绿假单胞菌标准菌株

(ATCC27853), 金黄色葡萄球菌(ATCC25923). 判
定标准依据美国临床实验室国家标准化委员会

(NCCLS)公布的标准. ESBLs检测采用NCCLS推
荐的双纸片确证实验方法. 

统计学处理 使用SPSS13.0统计分析软件对

各组数据行四格表资料的卡方检验, 以P <0.05为
差异有显著性.

2  结果

2.1 细菌分布 138份胆汁中共有88例培养出细

菌, 阳性检出率为63.8%; 共培养出细菌25种94
株, 其中23例检出2种细菌, 分布见表1. 检出的

细菌中革兰阴性杆菌62株占65.3%, 以大肠埃希

菌和克雷伯菌为主. 革兰阳性菌30株占31.6%, 
以粪肠球菌和链球菌为主. 真菌3株占3.1%. 
2.2 各组的细菌培养结果 11例有胆道感染症状

的患者中, 有9例检出细菌, 无感染症状的127例
患者中有79例检出细菌, 两组的阳性率差别有

统计学意义(χ2 = 8.092, P <0.01). 32例既往有胆

道手术史患者中, 共有27例检出细菌, 116例初

次手术患者共有61例检出细菌, 两组间的细菌

培养阳性率差别明显(χ2 = 10.514, P <0.01). 不
同结石部位的胆汁培养可以看出, 单纯胆囊结

石的细菌培养阳性率最低(16.7%), 培养阳性率

最高者为胆囊、胆总管及肝内胆管均存在结石

时.各组之间的细菌培养阳性率差别有意义(χ2 = 
30.805, P <0.01, 表2).
2.3 药敏分析 由表3可见, 革兰阴性杆菌对头孢

吡肟、美洛培南、亚胺培南的耐药率最低, 对
阿莫西林、替卡西林、头孢噻吩等均有较高耐

药率. 由表4可见, 革兰阳性球菌对万古霉素、

替考拉宁的耐药率最低, 而对阿莫西林、氨苄

西林及头孢他啶的耐药率较高. 培养出的2例白

假丝酵母菌对大扶康、伊曲霉素、两性霉素B
及5-FU均敏感. 1例曲霉菌属未做药敏试验.

3  讨论

正常情况下胆汁内无细菌生长. 由于胆道与肠

道是相通的, 胆道感染时, 特别是胆总管的梗阻

致胆汁排泄不畅, 其致病菌主要来自肠道的逆

行性感染, 所以胆道感染的致病菌的种类一般

情况下与肠道细菌的种类基本一致[2]. 
既往多数研究表明, 胆道感染的致病菌以G-

杆菌为主, 且主要为大肠埃希杆菌属、克雷伯

杆菌属和肠杆菌属, 而G+球菌相对较少, 主要为

肠球菌属[3]. 感染胆汁细菌分布以绿脓杆菌为主, 
而G+球菌则以粪链球菌为主, 且构成比较明显

增加[4]. 本组138例标本中共检出两种或两种以

上细菌的标本共有23例. 需氧菌94株, G-主要为

大肠埃希菌, 占39.4%, G+为粪肠球菌与肺炎克

雷伯菌, 此检出结果与以上文献报道相吻合. 其
中粪肠球菌的检出比例有所上升, 可能与近年

来抗菌药物大量普遍应用有关. 
年龄是影响胆汁细菌培养阳性率的一个重

要因素. 老年人胃酸浓度常偏低, 胃肠功能易出

现紊乱, 肠道细菌易逆行感染而致胆管炎. 此外, 
老年人合并糖尿病、高血压等疾病, 免疫功能

降低, 胆汁分泌量少, 在存在诱发因素如胆总管

结石时, 也易出现胆道细菌感染[5].
Csendes et al [6]发现胆汁培养阳性率随疾病

严重程度增加而增加. 众多研究表胆急性胆囊

炎、急性胆管炎、梗阻性黄疸是胆汁细菌培养

高阳性率的危险因素[7]. 本组资料有感染症状的

11中, 虽然术前已根据经验应用抗菌素, 仍然有

10例培养出细菌, 阳性率为90.9%, 无症状患者阳

性率为61.4%, 符合上述特点. 因此对于有感染症

状的患者, 术前应根据症状选择合理抗菌素. 
关于不同胆石部位与细菌培养阳性率之间

的关系有不同的观点, 一般认为胆总管结石的患

者胆汁细菌培养阳性率高于胆囊结石[1]. Ohdan 

■相关报道
国内外已有研究
表明胆汁中细菌
的存在在结石行
成中的作用. 

■研发前沿
前期研究显示细
菌感染在胆色素
类结石的形成中
起着决定性的作
用 .  通 过 细 菌 培
养 、 显 微 形 态
学、PCR 方法证
明在大多数的胆
色素类结石和部
分胆固醇类结石
中都有细菌存在,
细菌可通过复杂
的,多样的机制来
诱发和促进胆石
的形成. 
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et al [7]报道胆囊结石患者胆汁细菌培养阳性率为

23.4%, 混合感染为3.9%, 显著低于胆总管结石的

83.3%和45.8%. 据本组资料显示结石部位不同, 
细菌培养的阳性率有明显差异, 以肝内胆管与胆

总管结石培养阳性率为著. 可能与不同结石部位

结石的成分及梗阻的症状不同有关.
对于有胆道手术史的患者胆汁培养阳性率

为84.4%, 明显高于无手术史患者(52.6%), 与已

有报道相吻合. 其结果可能与胆道手术后改变

了胆道正常的解剖关系, 以及瘢痕形成等影响

因素, 导致胆道梗阻狭窄, 从而引起细菌的繁殖. 
Cetta et al [8]报道行过Oddi括约肌切开或括约肌

成形术的患者易复发胆总管胆色素类结石, 推
测可能为括约肌损伤, 十二指肠液返流入胆总

管与胆汁混合的结果. 
胆汁中的细菌大多来自于肠道, 为条件致

表  1  94株胆汁细菌的构成比

     
细菌种类		                 菌株数	         构成比(%)

革兰氏阴性杆菌		  61	           64.89

    大肠埃希菌		  30	           31.91

    大肠埃希菌-ESBL(+)	   7	             7.45

    肺炎克雷伯菌肺炎亚种	   7	             7.45

    土生克雷伯菌		    2	             2.13

    产酸克雷伯菌		    4	             4.26

    弗氏柠檬酸杆菌群	   4	             4.26

    阴沟肠杆菌		    2	             2.13

    嗜水/豚鼠气单胞菌	   1	             1.06

    铜绿假单胞菌		    1	             1.06

    副溶血弧菌		    1	             1.06

    阪崎肠杆菌		    1	             1.06

    普通变形杆菌		    1	             1.06

革兰阳性球菌		  30	           31.92

    粪肠球菌		  15	           15.96

    粪肠球菌-HLAR		    1	             1.06

    D群链球菌		    1	             1.06

    B群链球菌		    1	             1.06

    禽链球菌		    4	             4.26

    变异链球菌		    1	             1.06

    坚忍链球菌		    3	             3.19

    牛链球菌Ⅰ型		    1	             1.06

    金黄色葡萄球菌		    1	             1.06

    鸡葡萄球菌		    1	             1.06

    浅绿气球菌		    1	             1.06

真菌			     3	             3.19

    白假丝酵母菌		    2	             2.13

    曲霉菌属		    1	             1.06

合计			   94	

表  2  结石不同部位的胆汁细菌培养情况

     
结石部位		        细菌阳性例数(n )	   培养阳性率(%)

肝内胆管			   23	          79.3

胆总管			   11	          61.1

胆囊			     4	          16.7

肝内胆管+胆总管		  21	          70.0

胆囊+胆总管		  16	          72.7

胆囊+胆总管+肝内胆管	 13	          86.7

表  3  主要革兰阴性杆菌对20种抗菌素的耐药率 (%)

     
抗菌素

	              大肠埃希   克雷伯菌  肠杆菌属   其他G-菌

                                   菌(n  = 37)     (n  = 13)        (n  = 3)        (n  = 8)

AMO阿莫西林	 68 	 85          100 	 75 

AMC阿莫西林	 24 	   0            33 	 63 

+棒酸

PIC派拉西林	 54 	 38            67 	 38 

TZP派拉西林	 11 	   8            33 	 13

+他唑巴坦 

TIC替卡西林	 62 	 77          100 	 75 

TCC替卡西林	 32 	 15            33 	 38

+棒酸 

CFT头孢噻吩	 62 	 69            67 	 50 

CXT头孢西丁	 32 	 54            67 	 50 

CTX头孢噻肟	 24 	 15            33 	 13 

CAZ头孢他啶 	 22 	   8            33 	 13 

FEP头孢吡肟	 14 	   0              0 	   0 

CXM头孢呋辛	 41 	 38            67 	 13 

MERO美洛培南	   0 	   0              0 	   0 

IMI亚胺培南	   0 	   0              0 	   0 

TSU复方新诺明 	 41 	 38            67 	 25 

TOB妥布霉素	 24 	 15	 67 	 13 

AKN阿米卡星	   8 	   0	 33 	   0 

GEN庆大霉素	 19 	 31	 67 	 13 

NET奈替米星	 14 	   0	 33 	   0 

CIP环丙沙星	 57 	 38	 67 	 50 

表  4  主要革兰阳性杆菌对种抗菌药的耐药率 (%)

     
抗菌素

		  粪肠球菌       葡萄球菌      链球菌属

	                      (n  = 16)           (n  = 2)           (n  = 12)

阿莫西林		      13 	         100                42 

氨苄西林		        6 	           50                25 

哌拉西林+他唑巴坦	      6 	             0                  8 

头孢他啶		     25 	             0                33 

舒普深		       6 	             0                  8 

替考拉宁		       0 	             0                  0 

万古霉素		       0 	             0                  0 

特治星		       6 	             0                17 

庆大霉素	    	      6 	             0                25 

环丙沙星		     13 	           50                42 

■应用要点
对胆石病患者的
不同情况分别进
行胆汁细菌培养, 
并对其结果进行
药敏分析, 为胆石
病的治疗提供依
据. 

■创新盘点
本文通过对本地
区胆石病患者的
不同情况进行分
组, 从而揭示胆汁
细菌在胆石病患
者症状、结石部
位及手术史不同
时的差别. 
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病菌. 由于胆道菌群是以G-为主体的多种细菌, 
因此治疗时须选用对G-有较强杀伤力的抗生素, 
对于混合感染者必须联合用药[9]. 本组胆汁培养

出G-致病菌对氨基糖甙类的阿米卡星、奈替米

星, 头孢菌素, 哌拉西林+他唑巴坦, 亚胺培南及

美洛培南的敏感率较高, 其中主要致病菌大肠

埃希菌有7例为ESBL(+), 对头孢类抗生素几乎

全耐药. ESBL全称超广谱β-内酰胺酶(extended-
spectrum β-lactamase, ESBL), 主要在肺炎克雷

伯菌和大肠埃希菌中发现, 在肠杆菌属、变形

杆菌属、沙雷菌属等其他肠杆菌科及铜绿假单

胞菌中也多有发现, 其导致细菌对第三代头孢

菌素、氨曲南及第四代头孢菌素耐药, 可考虑

采用含酶抑制剂的复合制剂与试验为敏感的药

物联合治疗. 
本组培养出的G+球菌主要以粪肠球菌为主, 

该菌亦为条件致病菌. 由于肠球菌属多重耐药

细菌, 临床用药选择性较小[10], 药敏结果显示对

头孢他啶的耐药率最高, 对阿莫西林及临床常

用的环丙沙星亦有较高耐药率. 其他肠球菌对

阿莫西林、氨苄西林及庆大霉素和环丙沙星的

耐药率均较高, 反映了临床此类抗生素过高的

使用率或滥用. 
在有临床症状的感染患者中, 即使术前据

经验应用抗生素, 胆汁细菌的控制情况仍不理

想, 原因可能为: (1)梗阻患者胆汁排泄不畅, 胆
汁细菌滞留繁殖快. (2)在胆道梗阻时, 胆道内压

力升高, 影响抗生素进入胆汁. Yamamoto et al [11]

通过ERCP方法测量胆道压力, 对胆道梗阻患

者胆道压力变化与一些抗生素在胆汁中排泄的

影响作过研究, 证实胆道梗阻时胆道压力较正

常平均升高约5倍, 其胆汁内抗生素浓度只有不

到胆道压力正常时1/20, 而当胆道压力升到30 
mmHg时, 胆汁内抗生素浓度近乎测不到. 因此, 
在临床的实际工作中, 对于胆石病患者, 一般应

根据经验选用对革兰阴性杆菌敏感度高的抗

菌素, 可改用或联用对革兰阳性菌敏感的抗菌

素, 同时要注意存在的厌氧菌. 头孢三代、甲硝

唑等药物在胆汁中排泄率较高, 是控制胆道感

染的理想药物. 喹诺酮类抗生素在胆汁中浓度

远高于血药浓度[12]. 在较严重的胆道感染中, 疗
效肯定价格低廉的甲硝唑可作为首选的抗厌氧

菌药与其他药物联合应用. 另外, 及时的通过手

术、内镜下胆道引流或PTCD引流等降低胆道

内压力, 以利于抗菌素进入胆道系统充分发挥

作用也显得特别重要.
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Abstract
AIM: To study the clinical and pathological 
feature of gallbladder carcinosarcoma and to 
investigate its differential diagnosis, treatment 
and prognosis.

METHODS: One case of gallbladder carcinosar-
coma was treated in our hospital. We studied 
this disease with its clinical data, histopathology 
and immunohistochemistry, and relative litera-
ture were reviewed, in order to reveal the char-
acteristics of this disease.

RESULTS: The tumor had infiltrated into liver 
and muscular layer of colon. Histopathology 
and immunohistochemistry showed neoplasm 
of carcinoma and sarcoma simultaneously co-
existed, and no transitional areas were detected 
between carcinoma and sarcoma. The prognosis 
of this disease was poor.

CONCLUSION: Gallbladder carcinosarcoma 
is a rare tumor with high malignant neoplasm, 

which needs to be discriminated from several 
similar diseases. Its prognosis is correlated with 
the stage of the tumor.

Key Words: Gallbladder; Carcinosarcoma; Immuno-
histochemistry
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摘要
目的: 探讨胆囊癌肉瘤患者的诊断与鉴别诊
断, 以及治疗方法和预后. 

方法: 我院收治1例胆囊癌肉瘤患者, 研究其
临床表现及诊疗经过, 并进行随访, 同时对标
本进行病理学检查, 再结合有关文献, 探讨该
病的特点. 

结果: 肿瘤侵犯肝脏并侵犯结肠至肌层. 病理
可见上皮源性肿瘤成分与间叶源性肿瘤成分
同时存在且没有移行现象, 且该病预后极差.

结论: 胆囊癌肉瘤是一种罕见的高度恶性肿
瘤, 需要与肉瘤样癌等并相鉴别, 预后与肿瘤
分期有关.

关键词: 胆囊; 癌肉瘤; 免疫组织化学
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0  引言

胆囊癌肉瘤(gallbladder carcinosarcoma)是一种

恶性上皮成分与恶性间叶成分交织混合生长的

恶性肿瘤, 恶性度高, 预后差, 十分罕见. 上皮成

分主要为腺癌、鳞状细胞癌或两者均有; 间叶

成分表现多样, 包括纤维肉瘤、平滑肌肉瘤、

横纹肌肉瘤、血管肉瘤、骨肉瘤、软骨肉瘤和

神经肉瘤等[1-5]. 肿瘤可以呈弥漫性生长或呈巨

大的息肉样凸入胆囊腔内生长, 并有坏死[3,6-7]. 
本文报道1例我院治疗的胆囊癌肉瘤病例, 并结

®

■背景资料
胆囊癌肉瘤是一
种发生在胆囊的, 
恶性上皮成分与
恶性间叶成分交
织混合生长的恶
性 肿 瘤 ,  恶 性 度
高, 预后差. 该病
十分罕见, 至今国
外 报 道 不 足 1 0 0
例 ,  国内仅 1 0 余
例. 胆囊癌肉瘤的
诊断几乎全部为
手术后病理诊断, 
预后主要与肿瘤
分期有关.

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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合以往文献探讨该病的发生发展、临床表现、

病理学特征, 以及诊断治疗和预后转归. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 男, 64岁, 因“右季肋部疼痛2 
mo”于2007-11入院. 疼痛为阵发性胀痛, 进行

性加重, 无明显诱因, 可放散至右肩背部, 消瘦

明显, 无发热, 无黄疸. 既往有胆囊结石病史10
年, 保守治疗. 体检: 一般状态可, 皮肤巩膜无

黄染, 右上腹肋下4 cm可触及肿大胆囊, 质硬, 
不活动, 无压痛. 行增强CT. 肿瘤系列: CA19-9: 
399.45 kU/L(0-37 kU/L), CEA: 5.75 μg/L(0-5 μg/
L), AFP: 2.54 kIU/L(0-9 kIU/L). 治疗: 行胆囊切

除, 右半结肠切除, 肝脏转移病灶切除. 术后12 d, 
CA19-9降至94.17 kU/L. 术后1 mo入我院肿瘤内

科开始正规化疗, 同时增强CT发现肝脏再次出

现多发转移病灶, 伴有脊椎转移, CA19-9再次升

高达283.2 kU/L. 患者术后3 mo死于脑转移.
1.2 方法 手术结合术中超声, 将胆囊、肝脏Ⅵ

段, 和所有肝脏转移病灶(共10处), 以及右半结

肠整块切除. 肿瘤经40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡

包埋, HE染色. 免疫组化采用EnVison方法, 一抗

为CK(H), CK(L), CEA, CD68, Vimentin.

2  结果

2.1 大体所见 胆囊大小约13 cm×6 cm×5 cm, 
内有两枚直径约2.5 cm结石; 肿瘤位于胆囊底, 
大小约4 cm×3 cm×3 cm, 黄白色, 质脆, 向胆

囊腔内生长, 占据囊腔大部分, 并沿胆囊壁向肝

脏浸润生长, 范围约2 cm, 同时向下侵及结肠肝

曲, 形成一大小约10 cm×8 cm×8 cm质硬肿块; 
肝脏转移病灶共10处, 最大者3 cm×3 cm×2cm, 
位于肝Ⅱ段, 其余病灶直径约1-2 cm, 散在分布

肝脏各段, 均为灰白色结节; 结肠肝曲浆膜面被

肿瘤侵及, 界限不清, 黏膜未见明显异常, 肠系

膜有一枚直径约1.5 cm质硬结节.
2.2 增强CT提示 胆囊结石, 胆囊癌, 癌肿侵及结

肠肝曲, 肝脏多发转移癌(图1). 
2.3 镜下所见 肿瘤由两种成分组成: 一种是排列

呈不规则形腺管状、实性团片状, 弥漫分布, 瘤
细胞胞质较丰富、核大深染、卵圆形或不规则

形, 染色质粗, 有清楚的核仁, 核异形性明显, 并
可见较多病理性核分裂象, 呈腺癌表现; 另一种

为梭形细胞, 排列成束状交织, 细胞大小不一, 
异型性明显, 边界不清, 核染色深, 核分裂多见, 
具有肉瘤特征. 癌和肉瘤之间无过度现象. 肿瘤

侵犯肝脏并侵犯结肠至肌层(图2).

2.4 免疫组化染色 上皮源性肿瘤成分CK(L)(+), 
CEA(±), 肉瘤成分Vimentin(+), 两者同时存在, 
无过渡现象. 病理诊断为胆囊癌肉瘤.

3  讨论

1907年Huguet et al [4]报道了第1例原发于胆囊的

癌肉瘤, 截至2005年国外报道不足100例[5], 国内

仅10余例. Kubota et al [1]总结了文献报道的18例
胆囊癌肉瘤的临床病理特征, 发现恶性上皮成

分中腺癌占50%, 腺癌伴鳞癌或鳞化占28%, 鳞
状细胞癌占11%; 50%的病例间质成分为同源性

肉瘤, 另50%的病例中出现恶性骨、软骨及其

他异源性间质组织. 患者多为女性, 是男性的4.3
倍; 发病年龄从45-90岁, 平均69.8岁. 82%的患者

伴有胆囊结石. 术后患者生存时间0.5-8 mo, 平
均生存时间2.9 mo. 本例患者手术后1 mo即有肿

瘤复发并远隔转移, 术后生存时间为3 mo, 与以

往文献报道相一致. 

■相关报道
研究表明, 胆囊癌
肉瘤的临床表现
与生物学行为与
胆囊癌相似, 当癌
肉瘤局限在胆囊
浆膜时, 外科治疗
后可长期存活.

图  1  胆囊肿瘤增强CT. A: 胆囊肿瘤浸润至肝脏; B: 肿瘤侵

及结肠肝曲; C: 肝脏转移病灶.

A

B

C



www.wjgnet.com

4010                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年12月18日    第16卷   第35期

胆囊癌的高危因素考虑与胆囊结石的长期

刺激有关, 胆囊癌肉瘤的发生是否与慢性胆囊

炎、胆囊结石有关尚无相关文献报道. 但从以

往文献中可以看出, 胆囊癌肉瘤患者多伴有多

年胆囊结石、慢性胆囊炎病史. 本例患者有胆

囊结石病史10年, 术中发现胆囊内2枚直径约2.5 
cm结石, 故考虑该病可能与结石长期刺激有关. 

癌肉瘤在其他部位 (如宫颈、肺、膀胱

等)也有报道 [8-10], 但限于病例数少, 所以癌肉

瘤确切的发生机制尚不清楚. 目前关于癌肉瘤

的发生主要有两种假说 ,  一是“聚合”假说

(convergence hypothesis), 认为该肿瘤由两种或

多种干细胞分化而来, 不同来源的细胞相互混

合生长, 肿瘤为多克隆性; 二是“发散”假说

(divergence hypothesis), 认为癌肉瘤中的两种异

质性成分是由全能干细胞向上皮及间叶两种不

同方向分化的结果, 肿瘤为单克隆性. 

近年来由于分子生物学及分子遗传学技术

的发展, 许多学者就这两种假说做了定量的研

究, 提出了一些有利的证据. 有研究者通过分子

生物学手段检测相关的基因片段, 证明发生于

子宫、乳腺、肺和胃肠道的癌肉瘤均为单克隆

性[11]. Dacic et al [12]利用显微切割技术分别获得

了纯度较高的癌细胞和肉瘤细胞, 发现两者具

有部分相同的染色体等位基因缺失位点, 从而

证实癌肉瘤中的两种异质性成分来源于全能干

细胞, 肿瘤为单克隆性; 同时还发现肉瘤细胞具

有更丰富的遗传学变异, 提示在癌肉瘤的形成

过程中全能干细胞很可能先转化为癌细胞, 继
而转化为肉瘤细胞. 尚需更多的病例以及检测

更多的染色体等位基因缺失位点, 才能明确全

能干细胞如何转化为癌细胞和上皮细胞, 阐明

癌肉瘤的发生机制. 
胆囊癌肉瘤多发生于中、老年女性, 早期

发现困难, 发病时常已与周围组织粘连, 就诊时

多已发生周围器官、淋巴结或远处器官的转移. 
本病例就诊时肿瘤已经侵及结肠肝曲, 伴有肝

脏广泛转移. 本病临床表现及影像学检查与胆

囊癌类似, 可以表现为反复发作的上腹疼痛或

饱胀不适, 食欲下降, 也有体检时无意中发现胆

囊肿物; B超或CT提示胆囊腔内息肉状或结节状

肿物, 可伴有或不伴胆囊结石. 
C A19-9作为胆道系统恶性肿瘤的标志物

已经得到一定的认识. 在本例胆囊癌肉瘤的诊

疗经过中, 术前CA19-9显著高于正常值(399.45 
kU/L). 随着肿瘤及其转移病灶的切除, CA19-9
迅速下降(94.17 kU/L); 而当肿瘤复发时, 该标记

再次升高(283.2 kU/L). 这提示CA19-9在胆囊癌

肉瘤的诊断和判断复发方面, 有一定意义. 
胆囊癌肉瘤的诊断几乎全部为手术后病理

诊断. 其组织学诊断比较困难, 要明确诊断胆囊

癌肉瘤, 尚需和以下几种疾病鉴别: (1)胆囊肉

瘤样癌(sarcomatoid carcinoma, 梭形细胞癌或

未分化癌), 属上皮源性肿瘤, 本质上属于分化

差的癌. 肿瘤的部分区域由于细胞分化程度低

而呈梭形或多形性, 而貌似肉瘤. 肉瘤样癌上皮

样恶性细胞与肉瘤样恶性细胞之间有过渡现

象, 电镜下其肉瘤成分具有桥粒连接, 胞质内有

张力微丝等上皮细胞的超微结构特征, 并可清

晰显示两种成分的移行形态[3,13]. 免疫组织化学

肉瘤成份既表达上皮性标志物, 也可表达间叶

性标记. 而癌肉瘤没有上述电镜特征, 且癌肉瘤

上皮与间叶成份两者分界清楚无过渡现象. 梭

图  2  肿瘤组织病理改变(HE及免疫组化染色×200). A: 腺

癌与肉瘤同时存在(HE染色); B: CK(L)(+); C: Vimentin(+).

A

B

C

■应用要点
胆囊癌肉瘤患者
多伴有多年胆囊
结石、慢性胆囊
炎病史, 故考虑该
病的高危因素可
能与胆囊结石的
长期刺激有关.
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形细胞角蛋白染色阴性有助于癌肉瘤与肉瘤样

癌鉴别. (2)胆囊肉瘤中夹杂陷入的正常胆囊上

皮成份, 仔细观察可以发现, 夹杂的上皮成分

无组织结构和细胞型态异型性, 无病理性核分

裂象. (3)胆囊癌中出现偶见的化生性改变, 如
鳞化、软骨化、骨化, 化生病灶为成熟间质结

构, 无细胞异型性; 还有反应性间质纤维组织增

生, 如果间质增生活跃, 也可似肉瘤样结构, 但
细胞无异型性, 也无病理性核分裂象, 均为成熟

的间叶结构. (4)胆囊腺肌瘤病(腺肌瘤性增生, 
adenomyomatosis), 该病是一种获得性良性变病, 
以表面上皮广泛延伸至增厚的胆囊肌层, 常常

达浆膜层为特征. 腺上皮形成腺管长入肌层, 有
时位置可以深达胆囊浆膜层, 腺管周围纤维级

织、平滑肌组织不同程度的增生, 腺上皮及间

叶组织成份均无异型性. 而癌肉瘤的上皮和间

叶成份均为恶性, 细胞异型性明显. 
目前的治疗方式依然以手术为主, 但远期疗

效并不理想. Kubota et al [1]指出该病的临床表现

与生物学行为与胆囊癌相似, 分期相同时生物

学行为相同, 当癌肉瘤局限在胆囊浆膜时, 外科

治疗后可长期存活. 
胆囊癌肉瘤的预后主要与肿瘤分期有关[14], 

分期可参考胆囊癌TNM系统分期标准[15-16]. 根据

不同的T、N、M分类将胆囊癌分5期: 0期指原

位癌; Ⅰ期指侵犯局限于黏膜层或黏膜肌层, 无
淋巴结转移; Ⅱ期指肿瘤侵犯全层, 未侵犯周围

脏器, 无淋巴结转移; Ⅲ期指肿瘤突破浆膜层或

直接侵犯一个邻近脏器(肝脏浸润深度<2 cm)或
N1淋巴结转移; Ⅳ期指出现远处转移或侵犯两

个以上的邻近脏器, 或N2淋巴结转移. 本病例术

前肿瘤就已经侵及肝脏和结肠肝曲, 可归为Ⅳ

期, 恶性程度很高. 
胆囊肉瘤就诊时多处于晚期, 因此往往错

过了手术根治肿瘤的最佳时机, 预后更差. 典
型病例多死于诊断后6 mo内, 生存期很少超过

20 mo. 
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■同行评价
本文报告1例胆囊
癌肉瘤, 并复习了
相关文献, 对于系
统了解该病的临
床病理特点有一
定实用价值.
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Abstract
AIM: To examine the expression and significance 
of Tyrosine Kinase Receptor RON in pancreatic 
cancer and its significance.

METHODS: The expression of RON was de-
tected in 31 pancreatic cancer tissue specimens 
and 31 adjacent pancreatic tissue specimens and 
8 normal pancreatic tissues were using immuno-
histochemistry.

RESULTS: The expression of RON was de-
tected in all the pancreatic cancer tissues, the 
normal pancreatic tissues and in adjacent tis-
sues. The RON expression level in all the pan-
creatic cancer tissues and adjacent tissues was 
significantly higher than those of the normal 
pancreatic tissues; RON expression was higher 
in pancreatic cancer tissues than in adjacent 
tissues (P < 0.05). The expression level of RON 
in pancreatic cancer tissue was correlated with 

tumor differentiation and clinical stage and 
lymph node metastasis, and not correlated with 
age, tumor size, histological type or tumor loca-
tion (P < 0.05).

CONCLUSION: Elevated RON expression may 
contribute to pancreatic carcinogenesis.

Key Words: Pancreatic neoplasm; Receptor protein-
tyrosine kinases; Recepteur d'origine nantais; Im-
munohistochemistry
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摘要
目的: 研究酪氨酸激酶RON(recepteur d'origine 
nantais)在胰腺癌组织中的表达及其意义. 

方法: 收集胰腺癌组织及相关癌旁组织31例, 
正常胰腺组织8例, 采用免疫组织化学技术检
测组织中RON的表达. 

结果: RON在正常胰腺组织、癌旁组织、胰

腺癌组织中均见阳性表达, 胰腺癌及癌旁中的

表达强度高于正常胰腺组织, 胰腺癌RON的

表达强度强于癌旁组织(P <0.05). RON表达与

患者年龄、肿瘤大小、组织学类型和肿瘤部

位等均无关, 与胰腺癌临床分期、分化程度及

淋巴结转移相关(P <0.05). 

结论: RON表达量的增多与胰腺癌的发生、

发展有关. 

关键词: 胰腺癌; 受体蛋白质酪氨酸激酶类; RON; 

免疫组织化学
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0  引言

胰腺癌起病隐匿, 恶性程度高. 美国由癌症导致

的死亡, 胰腺癌居于第4位, 2006年约32 000名患

®

■背景资料
胰腺癌是消化外
科恶性肿瘤死亡
率最高的疾病之
一, 胰腺癌发生发
展的分子机制, 探
寻各种上游蛋白
表达、信号通路
与胰腺癌的内在
联系成为当前研
究的热点. 酪氨酸
激酶受体(RTK)介
导许多关键的细
胞功能, 在肿瘤的
发生、发展和转
移中扮演着重要
的角色. RON属于
RTK亚家族中成
员之一, 主要表达
在上皮来源的细
胞, RON活化后引
起细胞转化、生
长、迁移和基质
侵袭. 有关RON在
胰腺肿瘤细胞运
动、黏附、侵袭
性增加中的作用, 
目前尚未十分清
楚.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科; 
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



周坤, 等. 酪氨酸激酶受体RON在胰腺癌中的表达及意义						                4013

www.wjgnet.com

者死于胰腺癌, 中位生存期<1年, 确诊后的5年
生存率<4%[1]. RON属于RTK亚家族中成员之一, 
主要表达在上皮来源的细胞, RON活化后引起

细胞转化、生长、迁移和基质侵袭. 目前研究

已经证实, RON在人和小鼠胰腺癌细胞株[2]和大

肠癌临床标本[3]中均有表达, 明显高于正常上皮. 
本研究采用免疫组织化学法检测RON在胰腺癌

组织、癌旁组织和正常胰腺组织中的表达情况, 
并探讨RON与胰腺癌组织病理意义的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集安徽医科大学第三附属医院普外

科2005-01/2008-05胰腺癌手术标本31例, 以及8
例正常胰腺组织来源于同期良性胰腺肿瘤切除

距病变部位边缘2 cm的正常组织. 癌症患者男21
例, 女10例; 年龄34-70(中位年龄为53)岁; 肿瘤部

位: 胰头部22例, 胰体尾部9例; 组织类型: 导管腺

癌29例, 腺泡细胞癌1例, 囊腺癌1例; TNM分期: 
Ⅰ-Ⅱ期14例. Ⅲ-Ⅳ期17例; 淋巴结阳性19例, 淋
巴结阴性12例; 肿瘤直径<2 cm 10例, ≥2 cm 21
例; 所有患者术前均未进行化疗或放疗; 所有病

例均同时取新鲜癌组织和癌旁组织标本, 取材后

用250 g/L甲醛固定, 石蜡包埋; 所有肿瘤标本均

经病理诊断证实. 兔抗人RON抗体(RON-βc-20, 
Santa Cruz公司); 即用型免疫组织化学超敏SP试
剂盒购自福州迈新生物技术开发公司; 免疫组化

染色结果判定采用HPIAS-100高清晰度彩色病

理图文分析系统9.0.
1.2 方法 全部组织标本以100 g/L甲醛固定, 石蜡

包埋, 4 µm连续切片后进行免疫组化染色. 本实验

采用免疫组织化学方法(SP法), 按照SP试剂盒说

明书操作. 一抗作用时间为室温条件下0.5 h, 稀释

浓度为1∶100. 以转染RON的NIH-3T3细胞为阳

性对照, 以PBS代替一抗作为阴性对照. 镜下观察

肿瘤细胞胞质内出现淡黄色至棕黄色颗粒为阳性

染色; 采用灰度扫描, 染色强度越高, 灰度值越小.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件进行数

据分析, 计量资料采用单因素方差分析, P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 RON在肿瘤组织、癌旁组织及正常胰腺组

织中的表达 RON在正常胰腺组织、癌旁组织、

胰腺癌组织中均见阳性表达. 胰腺癌及癌旁中

的表达强度高于正常胰腺组织, 胰腺癌RON的

表达强度强于癌旁组织(P <0.05). 几乎所有的肿

瘤细胞均见RON阳性表达(图1).

2.2 RON在胰腺癌组织中的表达与临床病理学

特征的关系 RON蛋白表达与患者年龄、肿瘤大

小、组织学类型和肿瘤部位等均无关. 胰腺癌组

织中RON的表达与肿瘤的分化程度和临床分期

有关, 分化程度越低, RON的表达强度越高, Ⅲ、

Ⅳ期肿瘤RON的表达高于Ⅰ、Ⅱ期, 且RON表

达强度随淋巴结转移而增高(P<0.05, 表1).

3  讨论

RON基因含有20个外显子和19个内含子, 位于

人染色体3p21, 其在胚胎发育中是不可或缺的. 
成熟的RON蛋白是由40 kDa α链和150 kDa β
链组成的180 kDa异二聚体, 跨膜β链具有酪氨

酸激酶活性, 前体(pro-RON)以单链形式存在[4-5]. 
RON胞外序列包含氨基末端semaphoring(Sema), 
plexin, semaphor-, integrin(PSI), 以及四个免疫球

蛋白样IPT域等结构域. 目前已知6种变异体[6-8], 
根据分子质量大小命名为RON△170, RON△

165, RON△160, RON△155, RON△110和RON
△55. 主要通过交变的pre-mRNA剪接、蛋白

质平截和替代转录等机制产生变异体[9]. MSP
是RON特异性配体, 也称为肝细胞生长因子样

蛋白, 人MSP基因在3号染色体上, MSP并非胚

胎发育所必须的. RON激活后通过不同级联途

径转导信号, 这些途径包括Ras/MAPK, PI/3K/
AKT, junN-末端激酶(JNK)/应激激活蛋白激酶, 

■研发前沿
近年的研究热点
主要集中在研究
R O N 在 肿 瘤 发
生、发展的分子
机制, 探寻RON表
达与肿瘤的内在
联系, 确定RON表
达强度与胰腺上
皮内瘤变(PanINs)
演变至胰腺癌之
间的关系, 以及激
活后下游信号通
路之间的交互作
用.

表  1  RON在胰腺癌组织中的表达与临床病理学特征的关系

     
		           n 	                 RON表达灰度值

年龄(岁)

    <55  		        18		   82.41±5.74

    ≥55  		        13		   79.69±5.12

肿块大小(cm)		

    <2		        10		   81.31±4.79

    ≥2		        21		   80.63±4.98

淋巴结转移		

    有		        19		   74.53±4.33

    无		        12		   83.03±4.47

TNM分期		

    Ⅰ-Ⅱ 		        14		   87.28±5.78

    Ⅲ-Ⅳ  		       17		   78.09±4.27

病理类型		

    导管腺癌 	       29		   80.21±5.22

    腺泡细胞癌 	         1		   78.19

    囊腺癌		         1		   77.72

肿瘤位置		

    胰头部 		       22		   79.27±4.46

    胰体尾部 	         9		   78.23±5.61

■相关报道
近年来研究发现, 
RON可在某些正
常细胞被发现, 但
在多数上皮源性
肿瘤等可以检测
到 R O N 高 表 达 . 
转基因小鼠中高
表达RON的肺模
型, 最终导致肺腺
癌的发生和发展. 
RON表达在小鼠
乳腺中, 不仅可导
致腺癌的发生, 还
会引起肿瘤的快
速转移.
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β-catenin, Smad和核因子-κB(NF-κB)分子等[9]. 
免疫组织化学染色显示, 胰腺癌中RON表达

显著高于正常胰腺组织. 实验中我们还发现胰腺

上皮内瘤变(pancreatic intraepithelial neoplasias, 
PanINs)中RON的高表达, 也暗示了RON与肿瘤

的早期发生相关, 但其作用机制尚未十分知晓, 
有待进一步研究证实. 在上皮性肿瘤细胞中RON
的表达发生了改变[10-14], 其异常变化如细胞黏附

力、运动、侵袭性的增加、促使EMT(epithelial-
mesenchymal transition)形成等可能参与了胰腺

组织恶性变过程. 本实验证实了RON在肿瘤细

胞内呈过表达; 且强度与肿瘤临床分期、分化程

度及淋巴结转移相关. 根据以上结果我们初步推

测, 在胰腺癌的发生发展过程中, RON过度激活, 
促进胰腺导管上皮细胞中的干细胞自我更新, 然
而长期慢性刺激使下游信号持续活化, 最终导致

干细胞恶性转化和过度增殖. 
本研究初步证明, RON与胰腺癌的发生密切

相关. 同时应进一步探寻RON及其信号通路与肿

瘤的内在联系, 深入阐明其分子作用机制、配体

与受体结合机制, 洞悉其靶基因的转录机制及在

细胞增殖和细胞转化中的作用机制. 以开展针对

RON为靶点的生物治疗研究, 为胰腺癌临床治疗

提供新手段. RON表达量的增多、异常突变体的

出现与胰腺癌的发生、发展有关. 

4      参考文献
1	 American Cancer Society. Cancer Facts and Figures 

2006. Atlanta: American Cancer Society, Inc., 2006: 1-51
2	 Camp ER, Yang A, Gray MJ, Fan F, Hamilton 

SR, Evans DB, Hooper AT, Pereira DS, Hicklin 
DJ, Ellis LM. Tyrosine kinase receptor RON in 
human pancreatic cancer: expression, function, and 
validation as a target. Cancer 2007; 109: 1030-1039 

3	 孟庆勇, 卓文莹, 俞吉霞, 余永明. RON与转化生长因
子-β1在大肠癌中的表达及意义. 中华消化杂志 2007; 
27: 552-553

4	 Ronsin C, Muscatelli F, Mattei MG, Breathnach R. 

A novel putative receptor protein tyrosine kinase of 
the met family. Oncogene 1993; 8: 1195-1202  

5	 Gaudino G, Follenzi A, Naldini L, Collesi C, Santoro 
M, Gallo KA, Godowski PJ, Comoglio PM. RON is a 
heterodimeric tyrosine kinase receptor activated by 
the HGF homologue MSP. EMBO J 1994; 13: 3524-3532

6	 Lu Y, Yao HP, Wang MH. Multiple variants of 
the RON receptor tyrosine kinase: biochemical 
properties, tumorigenic activities, and potential 
drug targets. Cancer Lett 2007; 257: 157-164

7	 Xu XM, Zhou YQ, Wang MH. Mechanisms of 
cytoplasmic {beta}-catenin accumulation and its 
involvement in tumorigenic activities mediated by 
oncogenic splicing variant of the receptor originated 
from Nantes tyrosine kinase. J Biol Chem 2005; 280: 
25087-25094

8	 Xu XM, Wang D, Shen Q, Chen YQ, Wang MH. 
RNA-mediated gene silencing of the RON receptor 
tyrosine kinase alters oncogenic phenotypes of 
human colorectal carcinoma cells. Oncogene 2004; 
23: 8464-8474

9	 Wang MH, Wang D, Chen YQ. Oncogenic and 
invasive potentials of human macrophage-
stimulating protein receptor, the RON receptor 
tyrosine kinase. Carcinogenesis 2003; 24: 1291-1300 

10	 Zhou YQ, He C , Chen YQ, Wang D, Wang 
MH. Altered expression of the RON receptor 
tyrosine kinase in primary human colorectal 
adenocarcinomas: generation of different splicing 
RON variants and their oncogenic potential. 
Oncogene 2003; 22: 186-197

11	 Lee WY, Chen HH, Chow NH, Su WC, Lin PW, 
Guo HR. Prognostic significance of co-expression 
of RON and MET receptors in node-negative breast 
cancer patients. Clin Cancer Res 2005; 11: 2222-2228

12	 Cheng HL, Liu HS, Lin YJ, Chen HH, Hsu PY, Chang 
TY, Ho CL, Tzai TS, Chow NH. Co-expression of 
RON and MET is a prognostic indicator for patients 
with transitional-cell carcinoma of the bladder. Br J 
Cancer 2005; 92: 1906-1914

13	 Maggiora P, Lorenzato A, Fracchioli S, Costa B, 
Castagnaro M, Arisio R, Katsaros D, Massobrio 
M, Comoglio PM, Flavia Di Renzo M. The RON 
and MET oncogenes are co-expressed in human 
ovarian carcinomas and cooperate in activating 
invasiveness. Exp Cell Res 2003; 288: 382-389

14	 Wang MH, Lee W, Luo YL, Weis MT, Yao HP. 
Altered expression of the RON receptor tyrosine 
kinase in various epithelial cancers and its 
contribution to tumourigenic phenotypes in thyroid 
cancer cells. J Pathol 2007; 213: 402-411

           编辑  史景红  电编  何基才  

A B C

图  1  RON在各组织中的表达(SP染色×100). A: 正常胰腺组织; B: 胰腺癌癌旁组织; C: 胰腺癌组织.

■创新盘点
本 实 验 证 实 了
RON在胰腺癌细
胞内呈过表达; 且
强度与肿瘤临床
分期、分化程度
及淋巴结转移相
关, 为进一步研究
RON在胰腺癌中
的作用奠定了基
础.

■同行评价
本文研究了酪氨
酸激酶RON在胰
腺癌组织中的表
达及其意义, 选题
较好 ,  层次分明 , 
统计正确, 有一定
的学术价值, 但内
容过于简单.
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Abstract
AIM: To study the expression of Midkine 
(MK) protein and Caspase-3 protein in human 
pancreatic cancer and to investigate their 
association with cell apoptosis.

METHODS: The immunohistochemical staining 
(SP) method was used to detect the expression of 
MK protein and Caspase-3 in 49 cases of pancreat-
ic cancer tissues and 15 cases of normal pancreatic 
tissues. The TUNEL method was used to detect 
apoptotic index in pancreatic cancer tissues.

RESULTS: The positive rates of MK protein and 

Caspase-3 protein were significantly higher in 
pancreatic cancer tissue than in normal pancre-
atic tissue (71.4% vs 0, P < 0.01; 77.6% vs 46.7%, P 
< 0.05). Expression of MK protein was correlated 
with tumor’s histological grading, clinical stages 
and lymph node metastasis (P < 0.05) while 
expression of Caspase-3 protein was only corre-
lated with tumor’s histological grading (P < 0.05). 
The mean apoptotic index was significantly 
lower in MK positive expression group than in 
MK negative expression group (5.13 ± 2.69 vs 7.93 
± 6.65, P < 0.05). The expression level of MK pro-
tein had a negative correlation with Caspase-3 (r 
= -0.34, P < 0.05).

CONCLUSION: The gene of Midkine and Cas-
pase-3 participate in development of pancre-
atic cancer, and high express of Midkine has a 
biological function of inhibiting cell apoptosis 
possibly through suppressing cell activity of 
Caspase-3 protein.

Key Words: Pancreatic cancer; Midkine; Caspase-3; 
Apoptosis

Long H, Wu QM, Ma SL, Liu Q, Zhang JH, Chen XS, 
Wang DS, Zhao LS, Li H. Expression of Midkine and 
Caspase-3 and their relationship with apoptosis in 
pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
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摘要
目的: 研究人胰腺癌组织中Midkine(MK)和
Caspase-3蛋白的表达特点, 探讨其表达与胰
腺癌细胞凋亡的关系. 

方法: 收集人胰腺癌组织标本49例, 免疫组织
化学SP法检测MK和Caspase-3蛋白的表达, 原
位凋亡检测试剂盒辣根过氧化物酶(TUNEL)
检测细胞凋亡指数. 以同期15例正常胰腺组织
标本为对照. 

结果: MK蛋白、Caspase-3蛋白在胰腺癌组
织中的阳性表达率高于正常胰腺组织(71.4% 
vs  0, P <0.01; 77.6% vs  46.7%, P <0.05), MK蛋
白表达与胰腺癌组织学分化、临床分期和淋
巴转移相关(P <0.05), Caspase-3蛋白表达仅与
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■背景资料
胰腺癌因恶性程
度 高 、 治 疗 困
难、预后差, 仍是
肿瘤病学的一大
挑战. 研究并找到
一种与胰腺癌发
生发展密切相关
的分子生物学标
志物, 使其能够运
用于筛查、早期
诊断和 ( 或 ) 使其
成为治疗靶标是
当前胰腺肿瘤研
究工作者最迫切
的任务之一.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科; 刘海林, 主任
医师, 上海交通大
学医学院附属第
九人民医院消化
科



组织学分化有关; 胰腺癌组织标本中, MK阳
性表达组凋亡指数显著低于MK阴性表达组
(5.13±2.69 vs  7.93±6.65, P <0.05); 胰腺癌组
织中MK与Caspase-3蛋白的表达呈负相关(r  = 
-0.34, P <0.05).

结论: MK和Caspase-3参与了胰腺癌的发生发
展, MK在胰腺癌组织中的高表达具有抑制细
胞凋亡的生物学功能, 其作用机制可能是通过
抑制Caspase-3的活性.

关键词: 胰腺癌; Midkine; Caspase-3; 细胞凋亡

龙辉, 吴清明, 马松林, 刘群, 张金华, 陈新胜, 汪得胜, 赵丽莎, 

李欢. Midkine和Caspase-3在胰腺癌中的表达与细胞凋亡的关

系.  世界华人消化杂志  2008; 16(35): 4015-4019

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/4015.asp

0  引言

细胞凋亡(apoptosis)是一种由基因控制的细胞自

主性死亡方式. 正常状态下细胞凋亡与细胞增

殖维持着动态平衡, 对维护机体内环境的稳定

具有至关重要的作用. 大量体内外相关研究表

明, 肿瘤的发生发展与肿瘤细胞的凋亡现象共

存, 与细胞的凋亡速度密切相关, 促进细胞凋亡

在抑制肿瘤发生、发展中的作用日益为人们所

重视[1]. Midkine(MK)是一种新的肝素结合性生

长分化因子, 近年来被越来越多的研究证实其

在多种恶性肿瘤中高度表达, 由于其独特的结

构、特殊的组织分布与抗凋亡、促血管新生等

生物学功能, 引起了肿瘤研究工作者的浓厚兴

趣, 使其成为目前研究的热点之一[2], 在胰腺癌

中也证实MK的过表达[3], 但具体的生物学功能

及作用机制尚不清楚. Caspase-3是凋亡信号传

导通路中的重要执行分子, 其表达具有反映凋

亡启动因素存在和凋亡发生的双重生物学效应, 
其激活后导致细胞的不可逆性凋亡[4]. 

本实验采用免疫组织化学SP法检测胰腺癌

组织中MK和Caspase-3蛋白的表达情况, 并用原

位凋亡检测TUNEL法检测胰腺癌组织中的细胞

凋亡, 拟探讨MK和Caspase-3蛋白在胰腺癌组织

中的表达特点及其与细胞凋亡的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集武汉同济医院及武汉科技大学附

属天佑医院2000-01/2007-10外科手术切除的胰

腺癌标本49例, 患者术前均未行放疗及化疗, 术
后经组织病理学证实为胰腺腺癌. 其中男30例, 
女19例, 年龄21-75岁; 组织学分级高中分化30例, 
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低分化19例; 伴有淋巴结转移31例, 无淋巴结转

移18例; 按TNM分期标准Ⅰ、Ⅱ期21例, Ⅲ、Ⅳ

期28例. 另取同期病理证实的15例正常胰腺组织

作为对照, 主要来自尸检标本. 所有标本常规石

蜡包埋, 4 μm连续切片. 
兔抗人MK、Caspase-3多克隆抗体购自武

汉博士德生物工程有限公司, 工作浓度1∶50; 兔
抗SP试剂盒、DAB显色试剂盒、原位凋亡检测

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 检测: 免疫组化实验步骤按SP试剂盒说明

书进行, 以微波枸橼酸盐进行抗原热修复, DAB
显色, 苏木素复染. 用已知的M K和K i67阳性

片作为阳性对照, PBS代替一抗作为阴性对照. 
TUNEL法检测凋亡按试剂盒说明进行, DAB显
色, 苏木素复染.
1.2.2 结果判定: MK及Caspase-3蛋白的表达以

细胞胞质中出现清晰棕黄色颗粒为阳性细胞, 
计算阳性细胞百分率, 阳性细胞数<5%为阴性

(-), ≥5%为阳性(+). 凋亡细胞以细胞胞核被染

成棕黄色为阳性细胞, 高倍镜下随机计数至少

10个视野1000个细胞, 计算凋亡指数(Apoptosis 
index, AI) = 阳性细胞总数/1000×100%. 

统计学处理 MK及Caspase-3蛋白的表达用

阳性例数计数表示, 凋亡指数用mean±SD表示, 
所有数据均用SPSS12.0统计软件包进行统计学

处理, 结果分析用χ2检验或Fisher精确概率法及

相关性分析, 两组间AI分析用t检验. 以P <0.05为
有显著统计学意义. 

2  结果

2.1 MK和Caspase-3在胰腺癌及正常胰腺组织中

的表达特点 49例胰腺癌组织中MK蛋白阳性表

达率为71.4%, 其阳性表达主要定位于肿瘤细胞

胞质, 细胞外间质中血管密集处血管内皮细胞

也有阳性染色(图1). MK蛋白在胰腺癌组织中的

表达与性别、年龄无关, 组织学分级低分化者

MK表达阳性率高于高中分化者(P <0.05), TNM
分期Ⅲ、Ⅳ期者高于Ⅰ、Ⅱ期者(P <0.05), 有淋

巴转移者高于无淋巴转移者(P <0.05, 表1) .15例
正常胰腺组织中均未见MK阳性表达, 与胰腺癌

组织组织统计学差异性极其显著(P <0.01). 
49例胰腺癌组织中有38例Caspase-3蛋白

阳性表达率为77.6%(38/49). 胰腺癌组织中Cas-
pase-3蛋白的阳性表达主要定位于细胞胞质(图
2). Caspase-3蛋白在胰腺癌组织中的表达与性

别、年龄无关, 组织学分级低分化者低于高中

www.wjgnet.com

■研发前沿
M i d k i n e 基 因 自
从1988年Ka et al
从小鼠胚胎肿瘤
细 胞 ( H M - 1 ) 的
cDNA文库中发现
至今, 被越来越多
的研究证实其在
多种恶性肿瘤中
高度表达, 而不见
表达于相应的正
常组织. 在恶性肿
瘤患者血液和尿
液中能够检测到
Midkine表达, 且
其表达浓度明显
高于正常人并与
肿瘤临床病理存
在一定相关性, 这
使Midkine很有希
望成为一种新的
肿瘤标志物在肿
瘤的诊断、治疗
和判断预后中发
挥作用.
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分化者(P <0.01), TNM分期Ⅲ、Ⅳ期者与Ⅰ、Ⅱ

期者无显著统计学差异性, 有淋巴转移者与无

淋巴转移者也无显著统计学差异性. Caspase-3
蛋白在15例正常胰腺组织中有7例阳性表达, 阳
性率为46.7%(7/15), 低于胰腺癌组织(P <0.05).
2.2 AI(mean±SD) 15例正常胰腺组织中细胞凋

亡程度较低, 平均凋亡指数为0.63±0.21. 所有

胰腺癌组织标本均可检测到凋亡细胞(图3), 49
例胰腺癌组织平均凋亡指数为5.93±4.18. 胰腺

癌组织中的凋亡指数高于正常胰腺组织, 两者

有显著统计学差异性(P <0.01). 

胰腺癌组织标本中, 凋亡指数与性别、年龄

无关(P>0.05), AI有随肿瘤进展而降低的趋势, 组
织学分级高中分化者AI大于低分化者(P <0.05), 
TNM分期Ⅰ、Ⅱ期者AI大于Ⅲ、Ⅳ期者(P<0.01), 
无淋巴转移者AI大于有淋巴转移者(P<0.05, 表1).
2.3 MK在胰腺癌中的表达与细胞凋亡的关系 49
例胰腺癌组织按MK蛋白是否阳性表达分成两

组进行统计分析. MK阳性表达组(35例)平均凋

亡指数为5.13±2.69, 显著低于MK阴性表达组

(14例)凋亡指数7.93±6.65 (P <0.05, 表2).
2.4 胰腺癌组织中MK和Caspase-3蛋白表达之

间的关系 将49例胰腺癌组织分为MK阳性表达

组(35例)和M K阴性表达组(14例)进行统计分

析, MK阳性表达组中Caspase-3蛋白阳性率为

68.6%(24例), MK阴性表达组中Caspase-3蛋白阳

性率为100%(14例), 且两组间具有显著性差异

(P <0.05). 胰腺癌组织中MK与Caspase-3蛋白的

表达存在负相关(r  = -0.34, P <0.05, 表3).

3  讨论

细胞凋亡又称程序性细胞死亡(programmed cell 

■相关报道
Owada et al 发现
Midkine基因可以
抑制Caspase介导
的细胞凋亡.

表  1  胰腺癌组织中Midkine及细胞凋亡指数与肿瘤临床
病理之间的联系

     
分组                      n

         Midkine	     细胞凋亡

		  阳性数    P 值	 AI	 P 值

性别					   

    男	          30     21     0.781     5.56±3.94    0.440

    女	          19     14	          6.51±4.54	

年龄					   

    ≥50	          37     27     0.958     5.97±4.23    0.850

    <50	          12       8	          5.86±3.57	

组织学分级				  

    高中分化       30     18     0.026     7.04±4.77    0.023

    低分化	         19     17	          4.17±2.99	

临床分期					   

    Ⅰ+Ⅱ期         21     11     0.011    7.83±4.91    0.008

    Ⅲ+Ⅳ期         28     24	          4.51±3.54	

淋巴转移					   

    有	          31     26     0.011     4.73±3.79    0.011

    无	          18       9　                7.99±4.79

图  1  胰腺癌组织中Midkine强阳性表达(SP×200, 阳性表达
主要见于胞质).

图  2  Caspase-3在胰腺癌组织中强阳性表达(SP×200, 阳
性表达主要见于胞质).

图  3  胰腺癌组织中细胞凋亡(TUNEL×200, 凋亡细胞胞核
固缩, 呈棕黄色).

表  2  胰腺癌组织中MK蛋白的表达与细胞凋亡的关系

     
MK

	           细胞凋亡	                  
t 	    P

	  n                        AI

+	 35	 5.13±2.69          2.120          0.039

-	 14	 7.93±6.65
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death, PCD), 是一种基因控制的细胞自主性死亡

过程, 是维持机体内环境稳定的重要机制之一. 
他是多细胞生物体内的一个重要生命现象, 既
出现在个体发育过程中, 也出现在正常生理状

态或疾病中, 既在体内发生, 也出现在体外培养

物中. 细胞凋亡在胚胎发育、神经系统的功能

完善以及免疫功能调节等方面具有关键性的作

用. 细胞凋亡功能亢进与组织损伤和器官功能

衰竭的发病密切相关, 而细胞凋亡功能的抑制

将导致肿瘤的发生及免疫功能的异常[1]. 
细胞凋亡的机制尚不完全清楚. 但在过去

的几年里, 凋亡的基础研究已取得了巨大进展, 
认为细胞内所发生的与凋亡有关的一系列有序

的级联反应, 关键是激活了一组被称为Caspase
的蛋白酶[5]. 

Caspase是一组半胱氨酸蛋白酶家族, 其家

族成员在细胞凋亡过程中起重要作用. 他们通

过切断与周围细胞的联络、重组细胞骨架、

关闭DNA复制核修复、破坏DNA和核结构、

诱导凋亡小体的形成等途径促使细胞凋亡. 通
过生物化学和遗传学研究表明, Caspase蛋白酶

家族在细胞凋亡发生过程中的各个阶段都发挥

重要作用. 在细胞凋亡过程中根据Caspase的作

用不同, 研究者将Caspase分为始动Caspase和
执行Caspase, 前者包括Caspase-8、Caspase-9、 
Caspase-10, 后者包括Caspase-3、Caspase-6、
Caspase-7. 其中Caspase-3是已知的该家族成员

中执行细胞凋亡的关键酶之一, 许多的细胞外

凋亡信号使之激活, 使胞质、胞核及细胞骨架

的重要蛋白酶失活, 引发细胞凋亡. 目前相关研

究认为Caspase-3与胰腺癌细胞凋亡也是密切相

关的[6-8]. 
M K表达于多种恶性肿瘤中, 在消化系统

肝癌、胆囊癌、食管癌、胃癌、大肠癌均有

MK过表达报导[9-10], 但目前有关MK基因在胰

腺癌中表达及其生物学功能的报道尚少. 从本

实验研究结果我们看到M K蛋白在正常胰腺

组织中不表达 ,  而在胰腺癌组织中呈高表达

71.4%(35/49), 且MK蛋白的表达与胰腺癌组织

学分级、临床分期、淋巴转移密切相关, 在胰

腺癌早期就存在MK的过表达, 但随肿瘤进展其

表达增高. 提示我们MK不仅参与了胰腺癌的发

生, 且与胰腺癌的进展密切相关. 而其在正常胰

腺组织中完全不表达, 提示MK蛋白不仅可望成

为胰腺癌早期诊断的标志物之一, 并可作为评

估胰腺癌手术治疗后疗效及判断预后的一个辅

助指标. 
在分析Caspase-3表达特点时发现, Caspase- 

3在正常胰腺组织和胰腺癌组织标本中均高表

达, 但在胰腺癌组织中表达更高, 其表达与组织

学分级相关, 低分化者低于高中分化者(P <0.05), 
提示在肿瘤分化的不同阶段肿瘤凋亡蛋白

Caspase-3的表达程度亦不同.  
有意义的是, 本实验中我们发现, 胰腺癌组

织中细胞凋亡明显强于正常胰腺组织细胞凋

亡, 但在胰腺癌进展过程中, 细胞凋亡有随肿瘤

进展而降低的趋势, 高中分化者大于低分化者

(P <0.05), TNM分期Ⅰ、Ⅱ期者大于Ⅲ、Ⅳ期

者(P <0.01), 无淋巴转移者大于有淋巴转移者

(P <0.05). 提示我们在胰腺癌发生发展过程中, 
细胞凋亡被抑制起着非常重要的作用: 在胰腺

癌早期, 机体存在较高的细胞凋亡, 这种较高的

细胞凋亡可能是机体的一种防御性反应来清除

病变细胞. 但随着肿瘤进展, 由于各种因素导致

凋亡受抑, 肿瘤细胞呈无限制增殖状态从而使

胰腺癌病变不断进展恶化. 
本实验在研究MK蛋白的表达与肿瘤细胞

凋亡关系时发现: 35例MK阳性表达组中平均

凋亡指数为5.13±2.69, 显著低于MK阴性表达

组平均凋亡指数7.93±6.65, 差异具有显著性

(P <0.05), 提示MK蛋白在胰腺癌组织中的高表

达可能抑制细胞凋亡. 
目前已有相关的实验在研究MK抑制细胞

凋亡的具体途径. Salama et al [11]发现MK可与层

黏蛋白连接蛋白前体结合, 之后转移至细胞核

发挥作用; Stoica et al [12]证实MK可紧密连接于

细胞表面受体间变性淋巴瘤激酶(ALK), 并进一

步激活磷脂酰肌醇3激酶和丝裂素活化蛋白激

酶转导途径; Shibata et al [13]发现外源性MK通过

低密度脂蛋白受体相关蛋白结合后, 经胞饮作

用进入细胞膜后转移至核内发挥其生理、病理

作用, 此过程可能与MK抗凋亡作用相关. 确切

的生物学机制仍有待进一步实验研究. 
从我们实验结果中进一步分析M K和

Caspase-3蛋白在胰腺癌组织中表达与细胞凋亡

■创新盘点
本 研 究 显 示 , 
Midkine在胰腺癌
组织中存在过表
达, 其过表达可能
起到抑制胰腺肿
瘤细胞凋亡的目
的, 其机制可能是
通过抑制凋亡相
关蛋白Caspase-3
的活性, 为进一步
研究其生物学意
义打开思路.

表  3  胰腺癌组织中MK与Caspase-3蛋白表达的关系 (n )

     
MK

	           Caspase-3	                  
r 	    P

	      +                       -

+	    24	            11          -0.340          0.021

-	    14	              0
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关系时发现, 35例MK蛋白阳性表达组Caspase-3
蛋白阳性率为68.6%, 14例M K蛋白阴性表达

组中有全部Caspase-3蛋白阳性表达, 阳性率为

100%, 两者差异有显著性且存在负相关(r  = -0.34, 
P <0.05). 即MK蛋白在胰腺癌组织中的高表达与

Caspase-3蛋白的表达负相关, 提示MK可能是通

过调控Caspase-3的表达从而实现其部分生物学

功能的. 而Caspase-3是已知的执行细胞凋亡的关

键酶之一, 故进一步提示我们MK可能是通过抑

制Caspase-3的活性从而抑制胰腺癌细胞凋亡. 这
对于更深层次的研究MK在胰腺癌中过表达的生

物学意义很有帮助. 
由于胰腺癌早期诊断率低, 确诊时往往已属

晚期, 因此根治手术机会较小, 且胰腺癌对放化

疗均不敏感, 故基因治疗成为目前胰腺癌治疗

研究的热点之一. 胰腺癌基因治疗的关键是由

载体将目的基因安全、特异、高效地转染至靶

细胞, 目前多采用病毒及脂质体方法, 但转染效

率较低[14]. 近年来MK基因已成为抗肿瘤治疗的

研究方向之一[15-16]. Takei et al在体外和动物实验

中设计MK反义寡脱氧核糖核苷酸用于直肠癌

等肿瘤基因治疗, 实验结果显示能够抑制肿瘤

细胞生长[17-18]. Inoh et al [19]试验将阿霉素结合的

抗MK mAb用于抗肿瘤治疗. 本研究发现MK在

胰腺癌组织中高表达而不表达于相应正常胰腺

组织, 且MK在胰腺癌组织中可能具有的抑凋亡

作用, 并与Caspase-3的表达具有负相关关系, 从
而提示我们提示通过基因或药物方法特异性阻

断MK的表达, 和(或)抑制Caspase-3活性从而阻

断其作用途径, 可能达到促进胰腺癌肿瘤细胞

凋亡的目的从而使MK基因成为胰腺癌基因治

疗的新靶点和基因方法, 这也是我们下一步实

验的目的. 
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Abstract
AIM: To examine the possible association 
b e t w e e n t h e C - 5 0 9 T p o l y m o r p h i s m o f 
transforming growth factor-beta 1 (TGF-β1) gene 

and susceptibility to colorectal cancer (CRC) in 
Chinese population.

METHODS: The TGF-β1 C-509T genotypes were 
determined by using the real-time PCR technol-
ogy with TaqMan MGB probes in 345 CRC cases 
and 670 controls matched with sex and age. 
Odds ratios (ORs) for CRC and 95% confidence 
intervals (CIs) from unconditional logistic re-
gression models were used to evaluate relative 
risks. Potential CRC risk factors, including sex, 
age, cigarette smoking, alcohol drinking, body 
mass index (BMI) and family history of colorec-
tal cancer were included in the logistic regres-
sion models as a covariate in the multivariate 
analyses on genotype and CRC risk.

RESULTS: The T allele frequencies of the 
TGF-β1 C-509T polymorphism were 0.435 in 
CRC cases and 0.488 in controls, respectively. 
The T allele had a significantly decreased risk for 
CRC (95%CI 0.68-0.99, P = 0.037) as compared 
with the C allele. When compared with CC ho-
mozygote, CT heterozygote had a 0.79-fold de-
creased risk (95%CI 0.58-1.08, P = 0.137), where-
as TT homozygote had a 0.66-fold significantly 
decreased risk (95%CI 0.45-0.96, P = 0.032) of 
CRC. The T-allele carriers (CT or TT genotypes) 
had a marginally significantly decreased CRC 
risk (OR = 0.75, 95%CI 0.56-1.00, P = 0.052) when 
compared with CC genotype.

CONCLUSION: The T allele of TGF-β1 C-509T 
was associated with the decreased risk of CRC 
and TT homozygote is potentially one of the 
genetic protective factors for CRC in Chinese 
population.

Key Words: Colorectal cancer; Transforming growth 
factor-β1; Genetic polymorphism; Genetic suscepti-
bility
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■背景资料
TGF-β1基因与恶
性肿瘤发生密切
相关, 近来有关该
基因C-509T多态
性与肿瘤遗传易
感性关系的研究
备 受 关 注 .  目 前
TGF-β1 C-509T与
结直肠癌相关性
的报道缺乏一致
性.
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摘要
目的: 探讨转化生长因子β1基因(TGF-β1)C-
509T多态与结直肠癌(colorectal cancer, CRC)
遗传易感性的关系. 

方法: 采用TaqMan方法检测345例CRC与670
名对照的TGF-β1 C-509T基因型分布及差异. 

结果: CRC组与对照组T等位基因频率分别
为43.5%、48.8%, T的CRC发病风险是C的
0.82倍(95%CI 0.68-0.99, P  = 0.037). 与CC
纯合子相比, CT杂合子引起CRC风险为0.79
倍(95%CI 0.58-1.08, P  = 0.137), 而TT纯合
子引起CRC风险显著降低至0.66倍(95%CI 
0.45-0.96, P  = 0.032). 将CT、TT基因型合并计
算, 则其CRC发病风险与CC基因型相比降低
至0.75倍(95%CI 0.56-1.00, P  = 0.052).

结论: TGF-β1基因C-509T多态是中国人群重
要的CRC遗传保护因子, 可作为CRC发病风
险评估的筛选指标.

关键词: 结直肠癌; 转化生长因子β1; 基因多态; 遗

传易感性
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0  引言

大量的研究表明, 转化生长因子β1(transforming 
growth factor beta 1, TGF-β1)信号传导通路通

过控制细胞增殖、分化和凋亡在肿瘤的发生

中发挥重要的作用, 而作为该通路的核心基因, 
TGF-β1异常表达与肿瘤发生密切相关[1]. 研究发

现, TGF-β1的基因表达受遗传学调控, 因此, 其
基因启动子区域的遗传多态性改变可能参与基

因的表达调控, 从而修饰肿瘤的发病风险. 目前

研究最多的TGF-β1基因启动子区域的单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)
位点是转录起始点前第509位点的C或T多态

(C-509T). 已有功能学研究显示, 这种-509C>T
多态性可能改变TGF-β1基因的转录水平, 从而

影响TGF-β1基因的表达[2]. 近来, 有关TGF-β1 
C-509T与包括结直肠癌(colorectal cancer, CRC)
在内的肿瘤遗传易感性关系的研究备受关注. 
本研究在大样本基础上探讨了TGF-β1 C-509T
与中国人群CRC发病风险的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 宁波中国人民解放军第一一三医院和

李惠利医院于2003-2005年收治的345例住院

CRC患者设为病例组, 诊断均经组织病理学证

实, 其中男198例, 女147例, 患者年龄25-85(平均

58.7±13.5)岁. 病例组对象纳入标准包括: 汉族; 
年龄≥25岁; 组织病理学诊断为原发性结直肠

腺癌; 术前未经放疗、化疗等治疗. 剔除标准为

家族性腺瘤性息肉病和遗传性非腺瘤性结肠癌. 
对照组为同时期同一地区健康无血缘关系的个

体, 共670名. 对照组与病例组在性别、年龄、

吸烟和饮酒方面保持均衡可比. 以问卷调查和

病历记录方法取得所有研究对象的有关资料. 
本研究经医院伦理委员会批准, 所有研究对象

均同意并填写知情同意书[3].
1.2 方法 按常规蛋白酶K、酚/氯仿法提取外

周血白细胞基因组DNA. 采用TaqMan方法检

测TGF-β1 C-509T基因型, 由上海基康生物技

术有限公司完成. 引物和探针序列: 上游引物

F, 5'-AAG GAG AGC AAT TCT TAC AGG TGT 
CT-3'; 下游引物R, 5'-GCC TCC GGA GGG TGT 
CA-3'; 等位基因T特异性TaqMan探针, 5'-FAM-
CAT CCT TCA GGT GTC-MGB-3'; 等位基因

C特异性TaqMan探针, 5'-TET-CCA TCC CTC 
AGG TGT-MGB-3'; 扩增片段长度93 bp. PCR
扩增体系(25 µL)中含: 1×TaqMan PCR master 
mix(Applied Biosystems, Foster City, CA), 1 
µL(50 mg/L)基因组DNA, 1 µmol/L上游引物, 
1 µmol/L下游引物, 0.2 µmol/L FAM-标记探针, 
0.2 µmol/L TET-标记探针. 扩增参数: 50℃预热2 
min, 95℃预变性10 min, 然后95℃变性15 s, 62℃ 
复性1 min, 共40个循环. 最后在ABI 7900上检测

荧光信号. 基因型分析结果用Sequence Detector 
System 2.0软件(Applied Biosystems, Foster City, 
CA).

统计学处理 以非条件Logistic回归法计算

表示相对危险度的比值比(OR )及其95%可信区

间(CI). OR值均经性别、年龄、吸烟、饮酒、

体质量指数和CRC家族史因素校正. 两组人群

CRC混淆因素比较采用χ2检验. 以P <0.05作为有

统计学意义. 采用统计分析系统Stata9.0进行数

据分析.

2  结果

2.1 两组人群CRC混淆因素比较 两组人群的性

别、年龄、吸烟、饮酒和体质量指数构成差异

■研发前沿
近年来 ,  TGF-β1
基因多态性与肿
瘤相关性研究日
益受到重视, 但结
果存在分歧, 可能
与样本量小、种
族差异和疾病遗
传异质性等有关, 
需要进一步扩大
样本、统一研究
方法及统计标准, 
深入研究.
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无显著意义. CRC组和对照组的一级亲属CRC家
族史阳性者分别占11.0%和4.9%, 且前者明显高

于后者(P <0.01, 表1).
2.2 TGF-β1 C-509T与CRC风险 对照组CC、CT
及TT基因型频率分别为26.3%、50.7%和23.0%, 
符合Hardy-Weinberg遗传平衡定律(P  = 0.678), 
而CRC组的基因型频率为CC 31.6%、CT 49.9%
和TT 18.6%. 据此计算, CRC组与对照组T等位

基因频率分别为43.5%和48.8%, T的CRC发病

风险是C的0.82倍(95%CI: 0.68-0.99, P  = 0.037). 
与CC纯合子相比, CT杂合子引起CRC风险为

0.79倍(95%CI: 0.58-1.08, P  = 0.137), 而TT纯合

子引起CRC风险则显著降低至0.66倍(95%CI: 
0.45-0.96, P  = 0.032). 将CT、TT基因型合并计

算, 则其CRC发病风险与CC基因型相比降低至

0.75倍(95%CI: 0.56-1.00, P  = 0.052, 表2).

3  讨论

在肿瘤形成的早期阶段, TGF-β1通过调控细胞

周期、抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡发挥抗肿

瘤作用[1]. 研究表明, TGF-β1的表达受遗传学调

控. TGF-β1基因C-509T单核苷酸多态位点位于

基因上游转录起始点前509 bp, 处于-731 bp至
-453 bp间, 而此区域恰是TGF-β1基因的负性调

控区[4]. 功能学研究显示, -509C→T多态性改变

可提高TGF-β1的转录水平[2], 结果TGF-β1基因的

表达增加, 肿瘤发生风险随之降低. 与此功能学

研究相一致, 本研究结果显示-509T等位基因降

低CRC发病风险. 以往研究显示, TGF-β1 C-509T
降低中国人群胃癌和食管癌的发病风险[5-6]. 结合

本研究结果, 我们推测, TGF-β1 C-509T是我国人

群多种恶性肿瘤共同的遗传易感基础之一. 因此, 
TGF-β1 C-509T与我国人群其他肿瘤, 特别是消

化系肿瘤风险关系的研究值得进行. 
近来, 有关TGF-β1 C-509T与CRC发病风

险关系的研究备受关注. Chung et al [7]以韩国人

群为对象的研究结果显示, -509T等位基因携带

者的CRC发病风险降低, 这与我们的结果一致. 
另有研究显示, C-509T与苏格兰、德国、意大

利、美国等欧美人群的CRC发病风险无关[8-11]. 
鉴于C-509T基因型在欧美与亚洲人群中的分

布存在明显不同[12], 种族差异可能是导致结果

不一致的主要原因. 然而国内仅有的一项有关

C-509T与CRC风险关系的研究结果提示, -509T

■应用要点
T G F - β 1 基 因
C-509T多态是中
国人群患结直肠
癌的一个遗传保
护分子, 可作为结
直肠癌发病风险
的评价指标之一. 

表  1  两组对象多种混淆因素频率比较 n (%)

     
分组	 n

               性别	           年龄(岁)	         吸烟	                    饮酒           体质量指数(kg/m2)	       CRC家族史

	             女          男          ≤60         >60         否           是            否          是        ≤22.9      >22.9         无            有

CRC      345      147       198         178        167         231      114         263        82        196         149         307          38 

	        (42.6)     (57.4)     (51.6)     (48.4)      (67.0)    (33.0)     (76.2)    (23.8)     (56.8)	    (43.2)      (89.0)     (11.0)

对照      670      290       380         336        334         464       206        500       170        400         270         637          33 

	        (43.3)     (56.7)     (50.1)     (49.9)      (69.3)    (30.7)     (74.6)    (25.4)     (59.7)	    (40.3)      (95.1)       (4.9)

χ2	             0.042	            0.190	        0.557		   0.314	             0.785	         12.979	

P值1	             0.837	            0.663	        0.456		   0.575	             0.376	         <0.001

1双侧χ2检验.

表  2  TGF-β1 C-509T频率分布及其与CRC风险

     
TGF-β1 C-509T	 对照组n (%)	 CRC组n (%)		 校正OR (95%CI)1	    P 值1 

基因型						    

    CC		  176(26.3)	                109(31.6)	                1.00(Reference)	

    CT		  340(50.7)	                172(49.9)	                0.79(0.58-1.08)	 0.137

    TT		  154(23.0)	                  64(18.6)	                0.66(0.45-0.96)	 0.032

    CT+TT		  494(73.7)	                236(68.4)	                0.75(0.56-1.00)	 0.052

等位基因型						    

    C		  692(51.6)	                390(56.5)	                1.00	

    T		  648(48.8)	                300(43.5)	                0.82(0.68-0.99)	 0.037

1经性别、年龄、吸烟、饮酒、体质量指数和CRC家族史因素校正.
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等位基因携带者的CRC发病风险增加[13]. 导致该

研究与我们研究结果相反的原因尚不清楚. Shin 
et al [14]对TGF-β1 C-509T和乳腺癌发病风险关系

的研究结果提示, -509T降低早期但增加晚期乳

腺癌的发病风险. 这提示, 病例组中不同分期(早
期、晚期)的CRC样本构成差异可能是造成韦良

宏 et al [13]成与本研究结论相反的重要原因之一. 
总之, TGF-β1基因C-509T多态是中国人群

重要的CRC遗传保护因子, 可作为CRC发病风

险评估的筛选指标. 进一步探讨TGF-β1 C-509T
多态与不同分期(早期、晚期)CRC发病风险的

关系对于揭示该多态在CRC发生和/或发展中的

确切作用具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical application of 
anesthesia for double-balloon video enteroscopy.

METHODS: A total of 99 patients with suspect-
ed small bowel disease underwent per oral dou-
ble-ballon video enterscopy. The patients were 
put under intravenous anesthesia plus a tracheal 
intubation. HR, SBP, DBP and SpO2 were moni-
tored. 

RESULTS: There was no significant differ-
ence in SBP, DBP, HR and SpO2 before, during 
and after endoscopy. DBE procedures were 
performed on all patients (oral approach). The 
mean duration of the procedure was 75.5 ± 25.5 
min. The operations were completed safely and 
no complications occurred.

CONCLUSION: Double-balloon video enter-
oscopy under general anesthesia is a safe and 
effective procedure. To avoid any possible re-
spiratory complication, it is advisable to add a 

tracheal intubation in the procedure. 

Key Words: General anaesthesia; Double-balloon 
video enteroscopy; Small bowel disease
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摘要
目的: 评价气管插管麻醉在双气囊电子小肠
镜检查中的临床应用价值. 

方法: 对99例疑有小肠疾病需要经口检查的
患者, 行气管插管全麻: 静脉复合应用异丙
酚、芬太尼、阿曲库胺. 记录检查前、中、

后血压、心率、血氧饱和度的数值, 以及患
者的不良反应. 

结果: 全组血压、心率、血氧饱和度在检查
前、中、后均无明显变化, 均能安全的完成
检查. 99例接受检查的患者中, 1例因回盲部
变形、狭窄, 小肠镜未能通过狭窄部, 4例因
回肠末段狭窄中止进镜, ２例因十二指肠水
平部狭窄停止进镜. 其余患者经口检查均到
达回肠上段或中段, 平均检查时间75.5±25.5 
min. 全组生命体征均处于安全范围, 无并发
症发生. 

结论: 气管插管麻醉下行电子小肠镜检查是
一种安全有效的方法. 

关键词: 气管插管麻醉; 双气囊电子小肠镜; 小肠

疾病
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0  引言

双气囊电子小肠镜于2001年由日本Yamamoto  
et al首次介绍[1-2], 2003年应用于小肠疾病诊断和

®

■背景资料
双气囊电子小肠
镜由于其能够对
深部小肠进行直
视检查和组织活
检, 显著提高了小
肠疾病的诊断率. 
但小肠镜检查是
一种侵入性操作,
有一定的创伤和
痛苦, 要提高患者
的依从性和检查
质量, 麻醉下进行
是很必要的.

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第三医院消化内
科
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治疗, 由于其能够对深部小肠进行直视检查和

组织活检, 显著提高了小肠疾病的诊断率, 并逐

步成为诊断小肠疾病的金标准[3-6]. 但小肠镜检

查是一种侵入性操作, 有一定的创伤和痛苦, 加
之操作时间长, 因此小肠镜的操作给患者带来

生理和心理上的变化, 尤其是中老年合并有心, 
脑血管病的患者, 小肠镜的操作更是一种具有

潜在风险的检查和治疗手段. 要安全顺利地完

成双气囊电子小肠镜检查, 提高患者的依从性

和检查质量, 麻醉下进行是很必要的. 本研究

观察了99例麻醉下行小肠镜检查的患着, 报告

如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2003-12/2008-03我院对99例疑有小肠疾

病的患者进行了经口双气囊电子小肠镜检查, 男
60例, 女39例, 年龄15-70(平均48.5)岁, 其中高血

压2级11例, 冠心病9例, 糖尿病9例. 小肠镜检查

使用富士能EN 450P5型双气囊电子小肠镜.
1.2 方法 
1.2.1 麻醉过程: 检查前经口者禁食12 h以上. 常
规心电图和胸片检查以了解呼吸和心血管系统

情况. 患者入室后开放静脉, 予以心电监护和麻

醉机面罩吸氧2-4 L/min流量. 静脉给予异丙酚

1-2 mg/kg, 芬太尼4 μg/kg, 阿曲库胺0.15 mg/kg
静脉诱导, 完成气管插管, 呼吸机控制呼吸, 潮
气量6-8 mL/kg, 患者取左侧卧位, 套上治疗口垫

开始双气囊小肠镜操作, 以后使用微泵维持(得
普利麻约0.5-1 mg/(kg·h), 用量视患者体质量及

反应等具体情况而定), 检查中加用阿曲库铵1-2 
mg, 维持, 至出镜前30 min时停止用药.
1.2.2 观察指标: 记录检查前、检查中、检查后

用多功能监测仪监测的血压、心率、血氧饱和

度(SpO2)的数值. 
1.2.3 小肠镜操作: 由术者和助手双人配合操作, 
术者双手持镜, 控制进镜方向及活检或黏膜染

色; 助手控制送镜、外套管及气囊使用, 利用双

气囊交替充气、放气, 内镜和外套管相对滑动

推送进镜.
统计学处理 计量数据以mean±SD表示, 用

SPSS10.0 for Windows统计软件包, 采用方差分

析. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 血压、血氧饱和度及心率的变化及停药后

苏醒时间 患者术后5-15 min内清醒, 患者自主呼

吸恢复, 保护性反射恢复后拔除气管导管, 醒后

15例有头昏, 28例感乏力、嗜睡, 30 min内均完

全恢复正常, 术后无内镜检查及任何痛苦记忆. 
全组血压、心率、血氧饱和度在检查前、检查

中、检查后均无明显差异(P >0.05, 表1).
2.2 完成率、完成时间及到达部位 患者均安全

完成检查, 99例接受检查的患者中, 有1例因回

盲部变形、狭窄, 小肠镜未能通过狭窄部, 有4
例因回肠末段狭窄(距回盲瓣30 cm以内)中止进

镜, 有2例因十二指肠水平部狭窄停止进镜. 其
余患者经口检查均到达回肠上段或中段, 平均

检查时间75.5±25.5 min.
2.3 不良反应 全组生命体征均处于安全范围, 无
心脑血管并发症的发生, 术后无腹痛、出血、

穿孔等并发症发生.

3  讨论

小肠是人体质量要的消化和吸收器官, 位于胃

和结肠之间, 长度约5-7 m. 长期以来, 小肠疾

病受起病隐匿、症状特异性不强和病变部位

深等众多因素影响, 诊断非常困难. 双气囊小

肠镜(DBE)是小肠疾病检查手段上的突破性进

展, 使人们可以在不开腹的情况下对全小肠进

行直视检查. DBE对小肠疾病的诊断价值已经

得到了充分肯定, 对小肠疾病的总诊断率达到

60%-80%[7-11]. 但是, 双气囊小肠镜的检查时间

较长, 而且在操作中因肠痉挛和人为肠袢的影

响, 绝大多数患者均感到难受、痛苦. 因此, 双
气囊电子小肠镜检查时, 为提高患者的依从性

和检查质量, 麻醉下进行是很必要的, 尤其是伴

有心脑血管疾病者[12-14]. 如何选择麻醉方案是保

证检查安全的重要条件. 国内内镜室受各种条

件的限制, 以往多采用静脉注射安定镇痛, 但效

果欠佳, 也有报道得普利麻复合芬太尼全麻下

完成的, 该方法提高了患者对检查的依从性, 但
因无气管插管, 对于老年患者、合并心脑血管

疾病者, 以及需要长时间治疗的患者, 检查过程

中一旦出现无法纠正的呼吸抑制, 喉痉孪等无法

■创新盘点
选择麻醉方案是
保证检查安全的
重要条件. 特别是
经口检查治疗的
患者. 采用气管插
管全麻, 麻醉用药
以得普利麻, 芬太
尼和阿曲库铵为
主, 在很大程度上
提高了麻醉的可
控性和安全性.

表  1  三组血压、血氧饱和度及心率比较 (mean±SD)

     
		  检查前            检查中           检查后

SBP(mmHg)      135.5±15.7   122.2±9.3   128.2±10.3 

DBP(mmHg)        89.5±7.5       80.2±1.3     87.2±8.0 

HR(min)	             78.2±5.2       71.5±8.1     80.4±6.0 

SpO2(%)	             96.0±1.3       99.4±2.6     96.8±2.3

■应用要点
无痛内窥镜技术
在临床的应用日
益广泛, 麻醉的介
入提高了患者的
依丛性, 避免了手
术治疗, 从而降低
费用. 在临床上有
着广泛的应用前
景. 
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进行面罩给氧而危及患者的生命, 特别是经口检

查治疗的患者. 本组患者均采用气管插管全麻, 
麻醉用药以得普利麻, 芬太尼和阿曲库铵为主, 
得普利麻作为一种新的麻醉药, 因可控性强, 安
全有效, 清醒迅速而在临床上倍受推崇[15]. 得普

利麻iv 1-2 mg/kg后0.5-1 min意识消失, 停药后

2-10 min即清醒并能作答, 类似睡眠清醒过程. 
但得普利麻具有心肌抑制和外周血管的扩张作

用, 注射应缓慢, 否则可能引起心率减慢血压下

降和呼吸抑制. 芬太尼是一种强效镇痛剂, 对心

血管系统的抑制作用较小, 临床用药安全. 但剂

量过大或注射药物速度过快对呼吸系统有抑制

作用. 而两种药物联合使用可以增强效果, 减少

用药剂量及不良反应的发生, 肌松药选择阿曲

库铵, 其在体内消除迅速, 不受肝肾功能影响, 
停药后呼吸恢复迅速[16], 麻醉中加强监测, 用多

功能监测仪监测血压、心率、SpO2的数值, 及
时处理出现的异常情况. 本组患者检查前、检

查中、检查后血压、心率、血氧饱和度均保持

稳定, 30 min内均清醒拔管. 本研究表明, 经口

者实施气管插管全麻管理, 可以最大程度保护

患者的安全. 同时操作者要熟练掌握小肠镜检

查技术, 尽量缩短操作时间. 因采用全凭静脉麻

醉, 如何维持更稳定的血药浓度, 减少对呼吸循

环的抑制, 检查后尽早清醒, 麻醉管理有待完善. 
总之, 联合应用得普利麻、芬太尼和阿曲库铵

等气管插管全麻辅助双气囊小肠镜检查, 可以

保证患者安全, 值得临床推广应用.
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Abstract
A 52-year-old woman was admitted to our 
hospital for abdominal pain, abdominal 
d i s t e n s i o n  a n d  f a t i g u e .  A b d o m i n a l 
u l t rasonography conf i rmed the asc i tes . 
Coloscopy examination revealed five aphthous 
ulcers of different sizes with the normal 
mucosa among the ulcers. There was a large 
amount of inflammatory cells and non-caseous 
granulomas in the mucosa and submucosa. 
So the diagnosis of Crohn's disease was 
established. After treatment with olsalazine, 
the symptoms of the patient were relieved 
and ascites were diminished. One month later, 
abdominal ultrasonography revealed no ascites 
and coloscopy only found a small ulcer in the 
terminal ileum.

Key Words: Crohn's disease; Ascites; Intestinal tu-
berculosis

Liu YR, Di JH, Zhang XL, Fang SM, Ren XL. Exudative 
ascites as initial presentation of Crohn's disease: a 
case report. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(35): 
4027-4029

摘要
患者, 女性, 因腹胀腹痛乏力1 mo入院. B超示
腹部大量游离液体. 肠镜见末端回肠大小不等
的5个阿弗他溃疡, 溃疡之间黏膜正常. 病理见
黏膜及黏膜下大量炎症细胞浸润及非干酪样
坏死性肉芽肿. 诊断为“克罗恩病”. 予以奥
沙拉嗪口服, 后患者腹痛、腹胀减轻, 腹水消
退. 1 mo后复查B超示腹水消失, 肠镜仅见末
端回肠一小溃疡, 余未见异常.  

关键词: 克罗恩病; 腹腔积液; 肠结核
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0  引言

克罗恩病(Crohn's disease, CD)是一种病因尚不

十分清楚的胃肠道慢性炎症性肉芽肿性疾病. 
病变多位于末段回肠和邻近结肠, 呈节段性或

跳跃式分布. CD临床表现呈多样性, 以腹腔积液

为首发表现者罕见[1-3], 我们遇到1例以渗出性腹

水为首发表现, 且不存在其他引起腹水的病因, 
结合文献进行复习. 

1  病例报告

患者, 女, 52岁, 主因腹胀、腹痛、乏力1 mo入院. 
患者入院前1 mo无明显原因出现腹胀, 腹部逐渐

膨隆, 间断隐痛, 最初为左右两侧侧腹部痛, 后来

固定于中下腹部, 进食后腹胀加重, 活动及排大

便后腹胀减轻, 立位时腹部有下坠感, 伴厌食、

乏力, 且逐渐加重, 1 mo内体质量下降约4 kg. 
查体: 体温波动于36.3-37.5℃之间, 消瘦, 浅

表淋巴结不大, 口腔无溃疡, 双肺呼吸音清晰, 无
干湿性啰音. 心率每分80次, 节律规整, 心音有
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■背景资料
克罗恩病(CD)是
病因未明的胃肠
肉芽肿性炎性疾
病 ,  CD临床表现
呈多样性, 主要表
现腹痛、腹泻、

腹块、瘘管形成
及肠梗阻, 伴有发
热、贫血等, 部分
患者有鹅口疮性
口炎、结节性红
斑、杵状指、皮
肤溃疡、关节炎
和肝肿大等肠外
表现, 严重者可有
贫血、消瘦、低
蛋白血症及水电
解质紊乱, 以腹腔
积液为首发表现
者罕见.
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力. 腹膨隆, 左中下腹有压痛, 无反跳痛及肌紧

张, 无包块, 两侧腹叩浊音, 移动性浊音阳性. 肛
门及外生殖器未见异常. 既往无“肝炎”、“结

核”病史. 
辅助检查: WBC 9.5×109/L, 中性81.2%, PLT 

539×109/L; 血沉58 mm/h; 肝功能: ALT、AST
正常, 白蛋白33 g/L, 球蛋白37.2 g/L, A/G 0.9; 腺
苷脱氨酶ADA 4 U/L; 肾功能、电解质正常. 腹
部B超示腹部大量游离液体, 最深约6.5 cm, 伴分

隔, 但门静脉、肝静脉未见血栓形成. 两次腹水

化验均为黄色, 微混浊, 李凡他试验阳性, 白细胞

1400×106/L-4200×106/L, 单核为60%-80%; 腹
腔积液生化: 腺苷脱氨酶ADA 21 U/L, 葡萄糖3.9 
mmol/L. 肠镜检查于末端回肠可见大小不等的5
个阿弗他溃疡, 表面覆白苔, 周围轻度水肿, 最大

者约0.6 cm×0.8 cm, 溃疡之间黏膜正常; 回盲瓣

呈唇样, 舒缩正常, 阑尾窝存在, 盲肠、结肠及直

肠各肠段黏膜光滑, 血管纹理清晰, 未见溃疡及

赘生物. 于溃疡边缘活检4块, 病理示黏膜及黏膜

下可见大量急、慢性炎症细胞浸润, 以多量淋巴

细胞为主, 并形成淋巴滤泡, 伴纤维组织增生并

可见非干酪样坏死肉芽肿结构. 病理诊断回肠末

端克罗恩病. 
诊治经过: 入院后积极检查以明确诊断, 未

给予特殊治疗. 病理结果回报后给予5-氨基水杨

酸制剂奥沙拉嗪(olsalazine)口服. 治疗7 d患者

腹痛缓解, 腹胀消失, 腹水明显减少, 入院第4天, 
腹部B超示腹水最深约3.7 cm, 第8天肠间隙可

探及直径0.8 cm的液性暗区. 1 mo后复查, 血沉6 
mm/h, 血常规WBC 8.1×109/L, 中性70.9%, 淋巴

23.6%, HGB 154 g/L, PLT 374×109/L, 腹部B超
示腹水消失. 复查结肠镜示末端回肠仅可见一

处0.4 cm×0.4 cm大小的溃疡, 表面覆白苔, 余未

见异常.

2  讨论

CD是由Burrill Crohn在1932年最早描述的, 又称

局限性肠炎或节段性肠炎. 1973年世界卫生组

织(WHO)将其定为Crohn病. 本病以欧美国家发

病多, 一般认为我国和亚洲其他国家发病率低, 
据调查近几年我国发病率呈增加趋势. 

C D内镜下病变呈节段性或跳跃性 ,  而不

呈连续性分布, 黏膜溃疡早期呈鹅口疮样(阿弗

他溃疡), 随着溃疡增大形成纵行溃疡和裂隙溃

疡、鹅卵石样改变, 病变累及肠壁全层, 肠壁增

厚变硬出现肠腔狭窄. 组织学上可见发生在肠
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壁各层和局部淋巴结的由类上皮细胞和多核巨

细胞构成非干酪样坏死性肉芽肿; 深达黏膜下

层甚至肌层的裂隙溃疡, 固有膜底部和黏膜下

层淋巴细胞聚集, 而陷窝结构正常. 该例符合

2000年成都全国慢性炎症性肠病学术会议制定

的CD诊断标准, 为CD小肠型、中度、活动期. 
腹腔积液常见于肝硬化、结核性腹膜炎、

恶性肿瘤腹膜转移、结缔组织病、Meigs综合

征、Budd-Chiari综合征、缩窄性心包炎及低蛋

白血症等. 该患者的腹腔积液为草黄色, 微混浊, 
李凡他实验阳性, WBC 1400×106-4200×106, 
单核为60%-80%, 符合渗出性特点, 不支持肝硬

化、缩窄性心包炎及低蛋白血症之诊断. 患者

有低热, ESR 58 mm/h, 结核菌素试验(PPD)阳性, 
符合结核的特点, 但是我国结核病发病率高, 而
克罗恩病中不乏有分枝杆菌致病的假设[4], ESR
和PPD(强阳性除外)在结核和克罗恩病中均无

显著差异. CD与结核的鉴别诊断虽然困难, 但是

组织、病理和病原学检查仍是国内外公认的金

标准. 该患者无结核的过去史和现在史, 入院后

X线检查及内镜未发现结核病灶, 结核菌素实验

不为强阳性, 腹腔积液的腺苷脱胺酶(ADA)活性

不高, 两次腹腔积液的细菌培养未发现结核分

枝杆菌, 回肠黏膜病理可见非干酪样坏死性肉

芽肿结构, 更重要的是该患者未经抗结核治疗, 
发热、腹痛缓解, 腹水消失, 进一步为该患者排

除结核提供了依据. 该病例临床及辅助检查亦

排除了肿瘤、结缔组织病及Meigs综合征等. 
众所周知, CD活动期体内存在高凝状态[5], 

血栓前状态分子标志物凝血酶原片段(F1+2)及
D-二聚体(D-d)在活动期明显增高, F1+2增高说

明克罗恩病体内纤维蛋白水平较高, 有易形成

血栓的倾向, D-d升高, 促进局部炎症细胞合成, 
并释放某些细胞因子(IL-1、IL-6)纤溶酶原抑制

剂增多, 导致凝血更加亢进, 加重血栓形成的危

险, 特别是肝静脉、门静脉血栓形成, 甚至肺栓

塞. 血栓形成是CD患者出现腹水的最常见原因

之一, 发生率可达33%[1]. 该患者尽管10 mo前曾

患有左下肢静脉栓塞, 入院后化验纤维蛋白原

(Fib)5.99 g/L, PLT 539×109/L, 说明该患者体内

存在高凝状态, 但B型超声检查肝静脉、门静脉

无血栓形成. 
迄今为止, CD合并渗出性腹水罕见, 其产生

机制不明, 推测可能与肠壁的透壁性炎症、腹

膜反应及淋巴管阻塞有关[1]. 另一方面, 就治疗

反应来说, 该患者未应用利尿剂、白蛋白, 仅仅

www.wjgnet.com
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使用奥沙拉嗪, 短期内腹水消失, 支持该病的诊

断. 这一病例提示我们, 临床医生对无明原因的

腹腔积液患者, 在除外常见病因以外, 还要想到

CD的可能.

4      参考文献
1	 Tekin F, Vatansever S, Ozütemiz O, Musoğlu 

A, Ilter T. Severe exudative ascites as an initial 
presentation of Crohn's disease. Turk J Gastroenterol 

2005; 16: 171-173
2	 原蔚红, 谢鹏雁. 以腹水为首发症状的盲肠克罗恩病1

例. 北京医科大学学报 1999; 31: 16 
3	 Paspat is GA, Kissamitaki V, Kyriakakis E , 

Aretoulaki D, Giannikaki ES, Kokkinaki M, Kabbalo 
T, Xroniaris N. Ascites associated with the initial 
presentation of Crohn's disease. Am J Gastroenterol 
1999; 94: 1974-1976

4	 曾锐, 欧阳钦. 克罗恩病肠组织中副结核分枝杆菌
DNA检出率分析. 四川医学 2006; 27: 240-242  

5	 陈隆典, 杨英. 炎症性肠病疾病活动程度与血小板参
数的相关性分析. 中华消化杂志 2006; 26: 771

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 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. 以下逐条陈述: (1)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. (2)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. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

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. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 

(常务副总编辑: 张海宁 2008-12-18)

■同行评价
本文书写流畅, 内
容较全面, 逻辑性
较强, 临床医生可
以借鉴.
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