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Abstract 
AIM: To investigate the nuclear translocation of 
NF-E2-related factor 2 (Nrf2) in hepatocytes of 
mice with hepatic fibrosis. 

METHODS: Mice were randomly divided into 
two groups: normal control group and model 
group. For the model group, carbon tetrachlo-
ride (CCl4) dissolved in mineral oil was injected 
intraperitoneally for 10 weeks, while the nor-
mal control group was injected with the same 
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 基础研究 BASIC RESEARCH

Nrf2在肝纤维化小鼠肝细胞中的核转移

吴 硕, 马兴彬, 周成军, 赵敬杰, 郭建强, 许伟华

®

■背景资料
慢性肝损伤, 如乙
型和/或丙型病毒
性肝炎、非酒精
性脂肪肝、自身
免疫性肝病等在
全球的发病率逐
年升高, 其引起的
肝纤维化病变是
向终末期肝硬化
病变发展的病理
基础. CCl4注射是
建立肝纤维化模
型的经典方法, 其
代谢产物具有肝
毒性, 能够引起线
粒体损伤、肝细
胞坏死等加剧氧
化应激损伤, 释放
大量炎性及纤维
化细胞因子而导
致肝纤维化发生. 

volume of mineral oil. At the end of the 10th 
week, specimens were collected to assess the 
degrees of hepatic fibrosis and inflammation by 
haematoxylin-eosin staining and Masson stain-
ing. Western blot was used to detect the protein 
expression of Nrf2 and NAD(P)H quinine oxido-
reductase 1 (Nqo1) and nuclear translocation of 
Nrf2. 

RESULTS: Compared to the normal control 
group, the degrees of hepatic inflammation and 
fibrosis in the model group were significantly 
increased. Western blot analysis showed that, 
compared to the normal control group (0.490 ± 
0.088, 0.430 ± 0.057, 0.370 ± 0.022), the expres-
sion levels of Nrf2 and Nqo1 proteins, as well 
as nuclear translocation of Nrf2 were increased 
significantly in the model group (0.490 ± 0.088 vs 
0.790 ± 0.045, 0.430 ± 0.057 vs 0.720 ± 0.040, 0.370 
± 0.022 vs 0.670 ± 0.044; F = 2.027, 0.772, 1.552, all 
P < 0.05).

CONCLUSION: In mice with hepatic fibrosis, 
the nuclear translocation of Nrf2 in hepatocytes 
is increased to up-regulate its target protein 
Nqo1.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: NF-E2-related factor 2; NAD(P)H qui-
nine oxidoreductase 1; Liver fibrosis

Wu S, Ma XB, Zhou CJ, Zhao JJ, Guo JQ, Xu WH. Nuclear 
translocation of Nrf2 in hepatocytes of mice with hepatic 
fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(9): 739-744  
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/739.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i9.739

摘要 
目的: 研究肝纤维化小鼠肝细胞中核因子相
关因子-2(NF-E2-related factor 2, Nrf2)核转移
情况.

方法: 实验小鼠随机分为正常对照组(normal 
control, NC组)、模型组, 每组8只. 模型组腹
腔注射四氯化碳(CCl4)石蜡油溶液建造肝纤
维化模型, NC组给予同体积矿物油腹腔注射, 

■同行评议者
鲁玉辉 ,  副教授 ,  
福建中医药大学
中医学院; 党双锁, 
教授, 西安交通大
学医学院第二附
属医院感染科
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■研发前沿
Keap1-Nrf2-ARE
通路与多种药物
对肝脏治疗的作
用 密 切 相 关 ,  适
当 的 药 物 干 预
可 以 通 过 促 进
Keap1-Nrf2-ARE
通路激活因子表
达从而提高药物
的肝脏保护作用.

共10 wk. 收集肝脏标本HE染色及Masson染
色观察肝脏炎症和纤维化程度; Western blot
检测细胞内Nrf2、醌氧化还原酶1(quinone 
oxidoreductase, Nqo1)总蛋白及Nrf2核蛋白表
达情况.

结果: 随CCl4肝损伤时间延长, 组织病理学结
果显示模型组明显炎症反应及纤维间隔形成; 
Western blot结果显示, 与NC组Nrf2、Nqo1
总蛋白及Nrf2核蛋白表达量分别为0.490±
0.088、0.430±0.057、0.370±0.022比较, 模
型组为0.790±0.045、0.720±0.040、0.670
±0.044显著增高, 差异具有统计学意义(F  = 
2.027、0.772、1.552, P <0.05).

结论: 肝纤维化小鼠肝细胞中Nrf2核转移增多
并上调细胞保护性蛋白Nqo1表达.

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 核因子相关因子-2; 醌氧化还原酶1; 肝纤
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0  引言

慢性肝病损伤致肝脏自身组织免疫系统激活, 
进行连续性修复反应过程是肝纤维化的共同

通路. 肝纤维化演变过程中受损的肝细胞、炎

性细胞和Kupffer细胞释放活性氧分子(reactive 
oxygen species, ROS)及多种细胞因子如肿瘤坏

死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)、白介

素6(interleukin-6, IL-6), 通过旁分泌方式促进肝

星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)活化增殖[1], 
而HSCs活化并释放ROS形成持续恶化的病理

微环境. 核因子相关因子2(NF-E2-related factor 
2, Nrf2)属于CNC(Cap 'n' Collar)家族, 具有高度

保守的碱性亮氨酸拉链bZIP结构. 生理状态下, 
细胞浆内Nrf2与Kelch样EcH相关蛋白l(Kelch-
like ECH-associated protein 1, Keapl)结合, 在氧

化应激和亲电子物质刺激下, Nrf2与Keapl解耦

联并转入胞核内, 与抗氧化反应元件(antioxidant 
response element, ARE)结合并转录一系列目标

基因, 如醌氧化还原酶1(quinone oxidoreductase,  
Nqo1)表达, 发挥其抗氧化损伤、解毒、抑制化

学致癌等作用. 本实验拟在观察肝纤维化时Nrf2

表达及核转移情况, 为探讨肝脏疾病预防及治

疗提供方向. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康♀昆明小鼠16只, 6周龄, 体
质量26 g±5 g, 由山东大学实验动物中心提供. 
CCl4(分析纯品)和矿物油购自中国医药集团济

南凯琪生物技术有限公司. Nrf2抗体(ab31163)、
Nqo1抗体(ab34173m)购自英国Abcam公司; 碱
性磷酸酶标记的二抗购自北京中杉金桥生物技

术有限公司; 总蛋白提取试剂盒、胞核蛋白提

取试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒购自上海碧云

天生物科技研究所; ECL发光试剂盒购自美国

Millipore公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组与模型制备: 实验小鼠16只, 适应

性饲养1 wk, 随机分为正常对照组(normal con-
trol, NC组)(n  = 8)、模型组(n  = 8). NC组给予同

体积矿物油腹腔注射, 模型组腹腔注射石蜡油

稀释的CCl4溶液(体积比1∶10)0.25 mg/g, 1次/3 
d, 共10 wk. 禁食不禁水12 h后称体质量, 水合氯

醛0.3 mL/100 g麻醉, 摘取部分肝脏固定于10%
甲醛, 剩余肝组织液氮冰冻后存于-80 ℃. 
1.2.2 肝组织病理学检测: 肝组织标本经10%甲

醛固定, 石蜡包埋, 切片机(RM2235型, 德国莱

卡)4 µm厚连续切片, 二甲苯透明、梯度酒精

水化后, 分别行HE染色、Masson染色, 显微镜

(DM520型, 德国莱卡)下观察肝炎症状及纤维化

病变. 
1.2.3 Western blot检测细胞内Nrf2的蛋白表达

量、核转移情况及Nqo1蛋白表达水平: 按照说

明书操作分别提取总蛋白及核蛋白后, BCA法

蛋白定量. 取等量蛋白质样品体积1∶6加入适

量Loading buffer, 于100 ℃水浴变性5 min, 通过

10%SDS-PAGE电泳分离蛋白质后电转移法转

移蛋白至NC膜上, 5%脱脂奶粉封闭1.5 h, 加入

一抗(Nrf2、Nqo1、β-actin、GAPDH, 浓度为1
∶1 000)4 ℃过夜; 次日碱性磷酸酶标记的二抗

(浓度为1∶5 000)孵育2 h, ECL显影液曝光显影. 
Quantity One图像分析系统测定每条带的灰度值

进行分析, 用β-actin、GAPDH作为内参, 以相对

灰度值进行统计学分析. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示,组

间比较采用t检验, 所有数据采用SPSS13.0软件

包分析, P<0.05为差异统计学意义有显著性差异. 
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■相关报道
Vasiliou等从肝硬
化小鼠肝脏中分
离出HSCs, 检测出
HSCs中Nqo1的表
达量明显增多, 而
Nqo1主要受控于
Nrf2的调节, 因此
Nrf2通过Nqo1发
挥其抗肝纤维化
作用.

2  结果

2.1 一般情况的观察 NC组小鼠体质量逐渐增加, 
性情温和, 毛发顺滑; 模型组小鼠毛发干枯, 易
激惹, 活动减少, 食量降低, 体质量较前减轻. 实
验过程中, 模型组小鼠死亡2只, 死亡原因为CCl4

毒性导致肝脏大面积坏死致肝脏功能衰竭, 其
余小鼠均进入结果分析. 
2.2 肝脏组织炎症及纤维化程度比较 NC组肝细

胞围绕中央静脉呈放射状排列, 小叶结构清晰, 
未见明显炎性细胞浸润及胶原纤维沉积; 模型

组弥漫的炎性细胞及脂肪变肝细胞浸润, 小叶

结构严重破坏, 肝板破坏及中央静脉坍塌, 视野

内广泛致密蓝染纤维间隔形成(图1, 2). 
2.3 肝脏组织Nrf2、Nqo1总蛋白及Nrf2核蛋白

表达情况 模型组Nrf2总蛋白表达量为0.790±
0.045较NC组0.490±0.088显著增多, 差异具有

统计学意义(F  = 2.027, t  = 6.101, P <0.05). 模型

组Nqo1总蛋白表达量为0.720±0.040与NC组为

0.430±0.057相比明显增多, 具有统计学差异(F  
= 0.772, t  = 8.067, P <0.05). 模型组Nrf2核蛋白表

达量为0.670±0.044较NC组0.370±0.022明显增

多, 差异具有统计学意义(F = 1.552, t  = 11.871, 
P <0.05, 图3-6). 

3  讨论

随着世界范围发病率逐渐增加的慢性肝损伤, 
如乙型和/或丙型病毒性肝炎、非酒精性脂肪

肝、自身免疫性肝病等引起的肝纤维化病变是
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图  1  各组肝组织
形态学改变(HE×
200). A: NC组; B: 
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图  3  各组肝组织中Nrf2、 Nqo1总蛋白表达量的变化. 
Nrf2: 核因子相关因子; Nqo1: 醌氧化还原酶1.
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向终末期肝硬化病变发展的病理基础. CCl4注射

是建立肝纤维化模型的经典方法, 其代谢产物

也具有肝毒性, 引起线粒体损伤、肝细胞坏死

等加剧氧化应激损伤, 释放大量炎性及纤维化

细胞因子而导致肝纤维化发生[2]. 肝脏细胞是产

生ROS的重要场所, 尤其当CCl4在内质网微粒体

内生物转化过程产生大量ROS, 引起氧化应激、

脂质过氧化损伤直接或间接加重肝细胞凋亡、

炎性坏死、纤维化病变[3]. 本实验结果显示, 与
NC组对比, 随着CCl4肝损伤时间延长小鼠一般

情况渐差, 模型组通过持续10 wk腹腔注射矿物

油稀释CCl4成功建立小鼠肝纤维化模型. 
Nrf2转录因子通过清除机体细胞内外环境

的氧化物质及亲电子物质, 抵抗氧化应激损害, 
维持机体细胞的氧化还原稳态[4], 他几乎存在于

各种细胞中[5], 属于具有高度保守的碱性亮氨酸

拉链bZIP结构的CNC家族, 对机体细胞生存进

行多向调节[6]. 静息状态下, Nrf2与胞浆蛋白伴

侣分子Keap1蛋白结合[7], 存在于细胞浆内, 处
于活性相对抑制状态, 维持在低水平表达. 当细

胞内ROS增多或氧化应激发生时, Keap1的半胱

氨酸功能亚基被修饰后与Nrf2解耦联[8], Nrf2胞
核内转移增多, 其稳定性增高[9], 形成Maf-Nrf2
二聚体与A R E结合后转录性调节其下游靶基 
因[10], 即促进肝内细胞Ⅱ相解毒酶和抗氧化酶

基因的表达, 如Nqo1、超氧化物歧化酶、谷胱

甘肽S转移酶等发挥抗氧化应激、减轻肝脏炎

症、抗肝细胞凋亡、降低胰岛素抵抗[11-13]等作

用. Nrf2-ARE通路的激活也可抑制Keap1蛋白介

导的Nrf2泛素化降解[14], 解除对Nrf2表达的抑制

作用, 进一步促进ARE启动子下游保护性基因

的表达[15]. Keap1对Nrf2的细胞核内转移及转出

均有调节作用, 其调节Nrf2的细胞核转移依赖

输入蛋白α7与Keap1羧基端Kelch结构域的相互

作用; 同时Keap1还具有强大的Nrf2核转出信号, 

促进Nrf2-Keap1复合体输出胞核, 从而保持Nrf2
活性剂ARE依赖性基因的有序表达[16]. Keap1介
导的Nrf2降解对维持细胞的正常生理功能具有

重要作用, 实验研究发现Keap1基因敲除小鼠

Nrf2靶基因高水平表达, 却因角化过度于围产期

死亡, 而Keap1、Nrf2基因均缺失的基因突变情

况下上述现象被抑制[17]. 另外, 转录因子Nrf2也
可通过与自身基因的ARE区域结合调节其自身

活性[18]. 研究发现Nrf2基因敲除小鼠对CCl4所致

肝损伤的修复明显延迟, Nrf2敲除小鼠肝纤维化

及炎症明显加重, 这是由于肝细胞目标基因Nrf2
及其编码酶的减少, 导致肝细胞对CCl4和其代谢

产物的解毒作用减弱[19], 其对药物及金属毒性

引起的肝损害更敏感[4]. 本实验Western blot证实

模型组较NC组Nrf2总蛋白表达及核转移显著增

多, 说明发生Nrf2在肝脏纤维化病变条件下不仅

上调自身蛋白表达, 还促进其核内转移显著增

加从而发挥生物学功能. 
Nrf2肝保护机制之一通过促进Nqo1表达实

现, Nqo1是细胞基质内的黄素蛋白, 主要发挥氧

化还原、解毒代谢作用, 如催化双电子物质还

原反应, 通过清除醌类及其衍生物等有害物质, 
抵抗自由基、ROS及氧化应激等损伤所致的细

胞损害[20]. Itoh等[21]研究发现Nrf2基因敲除小鼠

Nqo1表达显著降低, 说明Nqo1主要受控于Nrf2
的调节, Nrf2通过结合于Nqo1基因的ARE序列, 
上调Nqo1蛋白的表达, Vasiliou等[22]从肝硬化的

小鼠肝脏中分离HSCs, 检测出HSCs中Nqo1表达

明显增多, 而Nqo1主要受控于Nrf2的调节, 因此

Nrf2通过Nqo1来发挥其抗肝纤维作用. 本实验

结果显示模型组Nqo1蛋白水平明显高于NC组, 
提示肝纤维化条件下Nrf2增加自身表达及核内

转移, 从而通过Nrf2-ARE通路上调保护性基因
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■应用要点
本实验结果显示, 
与NC组对比, 随着
CCl4肝损伤时间延
长小鼠一般情况
渐差, 模型组通过
持续10 wk腹腔注
射矿物油稀释CCl4

成功建立小鼠肝
纤维化模型.
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图  5  各组肝组织中Nrf2核蛋白表达量变化. Nrf2: 核因子

相关因子.
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Nqo1表达, 进一步发挥抵抗肝损伤功能. 
Keap1-Nrf2-ARE通路与多种药物对肝脏治

疗作用都有着密切联系, 适当的药物干预可以

通过促进Keap1-Nrf2-ARE通路激活因子表达从

而提高药物的肝脏保护作用[23-26]. 本实验研究证

实随着小鼠肝脏经腹腔注射CCl4时间延长, 肝
脏纤维化病变持续进展, 肝细胞通过促进Nrf2核
内转移, 上调细胞保护性基因Nqo1表达, 从而抵

抗慢性肝损伤病理微环境中自由基、ROS及氧

化应激等损伤所致的细胞损害, 起到肝脏保护

作用. 因此, 通过药物激活Nrf2并促进其核转移

是治疗肝脏纤维化的新方向, 而同时Keap1严格

调控Nrf2胞核内表达, 从而避免药物促进作用下

Nrf2过量表达及核内转移导致细胞损伤的相关

机制仍需进一步研究. 
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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, 

必须使用双面胶条粘贴在正文内, 不能使用浆糊粘贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of treatment with 
Jian-pi-qing-re-huo-xue decoction on SW480 cell 
proliferation and apoptosis and the expression 
of β-catenin, TCF-4, c-myc and cyclin D1.
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健脾清热活血方介导Wnt/β-catenin通路对人结肠SW480
细胞的影响

张保静, 张 涛, 陈远能, 王小平, 潘怀耿

®

■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
与 结 肠 癌 之 间
存 在 因 果 关 系
已得到消化界公
认, Wnt通路调控
β-catenin磷酸化
(P-β-catenin)、
β-catenin核内异
常转录在介导溃
疡性结肠炎相关
癌变的(UCAC)发
生发展中具有重
要的作用. 健脾清
热活血类方药在
促进结肠上皮细
胞修复及杯状细
胞分泌保护因子, 
加快肠道黏膜重
建, 促进溃疡修复
和抑制NF-κB活
性及调节机体免
疫方面显示了较
好的效果, 但其对
Wnt/β-catenin信
号通路的影响尚
未报道. 

METHODS: SW480 cells were divided into a 
blank group, an intervention group and a con-
trol group, which were incubated with fetal 
calf serum, different concentrations of serum 
containing Jian-pi-qing-re-huo-xue decoction, or 
serum containing mesalamine for 24 h, respec-
tively. The proliferation and apoptosis of SW480 
cells were detected by MMT assay and flow 
cytometry, respectively. The mRNA and protein 
expression of β-catenin, TCF-4, c-myc, and cyclin 
D1 was assayed by real-time PCR and Western 
blot.

RESULTS: Compared to the blank group, the 
survival of SW480 cells was reduced in the inter-
vention group (P < 0.05). When the dilution con-
centration of Jian-pi-qing-re-huo-xue decoction 
was 5%, 10%, 15%, 20% and 30%, the reduced 
rate of cell growth was 28%, 44.58%, 65.86%, 
57.86% and 49.89%, respectively. However, this 
inhibitory effect was not concentration-depen-
dent (P > 0.05). Intervention with Jian-pi-qing-
re-huo-xue decoction significantly increased the 
percentage of cells at S phase and decreased that 
of cells at G1 in a concentration-dependent man-
ner compared to the control group (both P < 0.05). 
β-catenin was more abundantly expressed in the 
nucleus in the blank group. In the intervention 
group, the ectopic expression of β-catenin in the 
cytoplasm and nucleus declined, and membrane 
expression increased (P < 0.05). Treatment with 
Jian-pi-qing-re-huo-xue decoction induced cell 
apoptosis and down-regulated the expression of 
β-catenin, TCF-4, c-myc, and cyclin D1 compared 
to the blank group (P < 0.01), and the effect was 
more significant when middle concentration of 
serum containing the decoction was used.

CONCLUSION: Jian-pi-qing-re-huo-xue decoc-
tion exerts a distinct preventive and therapeutic 
effect on colon cancer possibly by altering the 
expression of Wnt/β-catenin, affecting cell cycle 
progression and inducing cell apoptosis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
本研究采用血清
药 理 学 方 法 ,  运
用MTT法、流式
细胞仪、实时荧
光定量PCR、免
疫印迹法、免疫
印 光 染 色 法 ,  从
基因转录和蛋白
水平分析健脾清
热活血方药对人
结肠癌SW480细
胞Wnt/β-catenin-
TCF-4通路的影
响 ,  阐 明 复 方 中
药的作用机制.

Key Words: Jian-pi-qing-re-huo-xue decoction; 
β-catenin; TCF-4; C-myc; CyclinD1; Wnt/β-catenin; 
Apoptosis

Zhang BJ, Zhang T, Chen YN, Wang XP, Pan HG. Treatment 
with Jian-pi-qing-re-huo-xue detection regulates SW480 
cell apoptosis by altering Wnt/β-catenin expression. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(9): 745-753  http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/745.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i9.745

摘要
目的: 观察人结肠癌细胞S W480增殖、凋
亡及β-catenin、T细胞因子4(T cell factor 4, 
TCF-4)、C-myc、CyclinD1表达变化, 探讨健
脾清热活血方防治结肠癌的可能机制. 

方法: 将SW480细胞分为空白组、治疗组、

对照组; 采用血清药理学方法, 空白组给予
胎牛血清; 治疗组分别给予等比稀释不同浓
度含药血清; 对照组给予美沙拉嗪含药血清
干预体外培养的结肠癌细胞SW480(24 h), 应
用M T T法检测细胞增殖 ,  流式细胞仪分析
细胞凋亡率、细胞周期, 免疫荧光染色分析
细胞β-catenin蛋白表达, Western blot及荧光
定量PCR检测β-catenin、TCF-4、C-myc、
CyclinD1蛋白及mRNA表达. 

结果: 与空白组比较, 治疗组SW480细胞存活
率明显下降(P <0.05), 稀释浓度为5%、10%、

15%、20%、30%的不同剂量组细胞生长
抑制率分别为28.00%、44.58%、65.86%、

57.86%、49.89%, 但与药物浓度没有剂量依
赖性(P >0.05); 与对照组比较, 治疗组S期细
胞增多、G1期细胞减少, 且与药物浓度有剂
量依赖性(P <0.05); 空白组β-catenin表达以核
内表达为主, 治疗组β-catenin胞质/核异位表
达下降(P <0.05), 以胞膜表达为主; 与空白组
比较, 治疗组可明显下调β-catenin、TCF-4、
C-myc、CyclinD1蛋白及mRNA表达并促进细
胞凋亡(P <0.01), 以中剂量更为明显. 

结论:  健脾清热活血方可能通过介导W n t/
β-catenin通路, 干预SW480细胞G1期, 诱导细
胞凋亡, 发挥防治结肠癌的效应. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

结肠癌与炎症密切相关 ,  80%结肠癌缺乏基

因易感的依据, 2008年分别发表在《Nature》
《Carcinogenesis》等杂志的研究文章也清楚表

明: 炎症已成为致癌的第7大致癌因素[1,2]. 溃疡

性结肠炎与结肠癌之间存在因果关系已得到消

化界公认, 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
患者结肠组织上皮异性增生(高级别或低级别)
发生在进展期大肠癌之前, 内镜检查可见单发

或多发腺瘤样假性息肉改变, 这些病理改变被

看作是癌前状态[3]. 溃疡性结肠炎相关癌变(ul-
cerative colitis associated carcinogenesis, UCAC)
是涉及多基因、多信号的复杂过程, Wnt通路

调控β-catenin磷酸化(P-β-catenin)、β-catenin核
内异常转录介导UCAC发生发展中具有重要地 
位[4]. 我们前期在体试验研究结论, 初步证实健

脾清热活血类方药具有不良反应低, 提高溃疡

性结肠炎溃疡愈合质量, 缓解溃疡性结肠炎临

床疗效[5]. 为进一步揭示其防治结肠癌的可能

机制, 课题组采用血清药理学方法, 以公认有效

的美沙拉嗪为对照组, 观察其对SW480细胞增

殖、凋亡及其关键通路Wnt/β-catenin的影响, 探
讨健脾清热活血类方药防治人结肠癌的生物学

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株SW480购自上海细

胞库; SPF级♂大鼠, 200 g±20 g, 购自广西医

科大学动物实验中心, 动物许可证号: SCXK
桂2009-0002, 动物合格证号: 0001869; 健脾清

热活血方购自广西中医学院第一附属医院仁

爱分院 ;  美沙拉嗪肠溶颗粒剂(商品名 :  艾迪

莎)(批号: H20070727)购自广西中医学院附属

瑞康医院; D M E M培养液、南美洲胎牛血清

FBS(Hyclone); 总RNA提取试剂盒(离心柱型, 
DP419, 北京天根); MTT噻唑(Amresco)、二甲

基亚砜(DMSO)(OACS Grade)(广西天地扬); 逆
转录试剂盒(RevertAid First Strand cDNA Syn-
thesis Kit)(Ferments)(#K1621 #K1622)、引物

(上海生工); Alexa Fluor 488 annexinV/Dead Cell 
Apoptosis Kit with Alexa Fluor 488 annexin V 
and PI for Flow Cytometry(invitrogen)、凯基细

胞DNA含量检测试剂盒(细胞周期)(广西阳光实
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■相关报道
曹俊等研究发现
胃 泌 素 与 其 受
体 作 用 后 可 使
结 肠 癌 细 胞 中
β-catenin分布发
生 转 移 并 激 活
β-catenin/Tcf-4通
路来降低结肠癌
细胞的黏附, 增加
肿瘤细胞的侵袭
和转移, 但上述研
究主要集中在中
药单体抗肿瘤作
用与Wnt/β-catenin
信 号 转 导 的 关
系 ,  本 研 究 从 中
药复方调控Wnt/
β-catenin信号通路
干预UCAC入手 , 
研究结果将有助
探讨中药复方干
预溃疡性结肠炎
癌变的靶点机制.

验); FS Universal SYBR Grenn Mas(广州聚研);
蛋白提取液(碧云天)、十二羟硫酸钠(sod ium 
dodecyl sulfate, SDS)(广州威佳); 二硫苏糖醇

(dithiothreitol, DTT)(Sigma); 甘油(glycerol)(国
产); 丙烯酰胺(Acrylamide)(Sigma); N,N'-亚甲基

丙烯酰胺(Bis-Acrylamide)(Sigma); 四甲基乙二

胺(tetramethylethylenediamine, TEMED)(上海生

工); 过硫酸铵(ammomium persulfate, AP)(国产 
广州化学试剂厂); 甘氨酸(Glycine)(鼎国); Tris
碱(Trisbase)(Sigma); 甲醇(methanol)(广州化学

试剂厂); 吐温-20(Tween-20)(Sigma); 脱脂奶粉

(伊利); PVDF膜(BIO RAD); 荧光一抗c-fos(sc-
16743-R-FITC, santa-cruz, 美国); PBS(北京中杉

金桥); Tween 20(Amresco 9005-64-5); 染核试剂

DAPI(sigma, D9564, 美国); 倒置相差显微镜(Ax-
iovert200, 德国Zeiss); 全自动酶标仪(BIO-RAD); 
7500荧光PCR仪; CO2培养箱(HEPA FILTER): 多
通道PCR扩增仪(PTC-220, 美国MJ); SZ-93自动

双重纯水蒸馏器(上海亚荣); BIO-RAD电泳仪

(Power/Pac300, 美国BIO-RAD); 凝胶成像分析

系统(Bio-Rad Gel doc2000, 美国); 低速大容量

离心机(LXJ-ⅡB, 上海安亭); 高速低温离心机

(5810R Eppendorf Centrifuge, 德国); 细胞流式分

析仪(FACSCalibur)及统计软件(FACSCalibur); 
超声细胞破碎仪(上海天呈); 垂直电泳仪及转

移系统(BIO RAD); 射线摄影暗匣(5×7英寸、

富士X光片、发光暗盒, 广州艺佳), 脱色摇床

(Rotomix公司); PVDF膜(BIO RAD)、内参抗体

(广州艺佳); HRP标记二抗(武汉博士德); 蔡司激

光共聚焦显微镜LSM 700. 
1.2 方法

1.2.1 实验药物制备: 健脾清热活血方药组方为

救必应15 g、白术10 g、白芍15 g、水蛭10 g、
三七10 g、炙甘草6 g. 用蒸馏水煎成健脾清热

活血方药液, 浓缩配制成1 g原生药/1 mL的药液, 
过滤分装4 ℃保存备用. 美沙拉嗪肠溶颗粒剂用

蒸馏水配制成药液, 过滤分装4 ℃保存备用. 
1.2.2 含药血清制备: 将20只SD大鼠, 按体质量

随机分为对照组和治疗组, 每组10只. 给药剂量

参照“人和动物按体表面积折算的等效剂量比

率表”计算[6]. 参考公式: 给药剂量 = 临床常用

量×动物等效剂量系数(按体表面积)×培养液

内稀释度. 给药方式: 治疗组给予健脾清热活血

中药, 对照组给予美沙拉嗪, 空白组给予等量的

生理盐水, 以灌胃形式给予处理, 1次/d, 连续7 d. 
采血时相: 末次给药2 h后, 用10%的水合氯醛以

体重0.03 mL/100 g的比例行麻醉处理, 于腹主动

脉取血, 室温下静置2 h, 于4 ℃、3 000 r/min、
离心15 min后取得血清, 同种条件下血清混匀, 
56 ℃、30 min灭活处理, 0.22 μm滤膜过滤除菌, 
置于-20 ℃保存备用. 
1.2.3 MTT法检测人结肠癌SW480细胞增殖: 将
人结肠癌细胞SW480接种于含10%胎牛血清的

DMEM培养液中, 置于含5%CO2、37 ℃的培养

箱中培养. 取处于对数生长期的细胞, 用0.25%
的胰酶消化下来, 用DMEM培养液制成细胞悬

液, 200 μL/孔, 以4×103个/孔的密度接种于96
孔板中, 继续培养24 h, 用微量移液器移去培养

液, 血清添加方式参考文献[7], 略作修改, 治疗

组分别加入不含胎牛血清的DMEM培养基200 
μL、稀释浓度分别为5%、10%、15%、20%、

30%的含药血清, 对照组加入不含胎牛血清的

DMEM培养基2 mL、稀释浓度为0.5 mmol/L的
美沙拉嗪含药血清, 空白组是含10%胎牛血清的

DMEM培养液, 每组设5个复孔, 继续培养24、
48、72 h后, 每孔加入20 μL的MTT溶液(5 mg/
mL), 37 ℃孵育4 h后, 用1 mL注射器小心吸取每

孔中的培养液, 再分别加入200 μL的DMSO, 于
微型振荡器上振荡10 min后, 用全自动酶标仪测

定各孔(570 nm)吸光度(A )值. 
计算公式: 肿瘤细胞生长抑制率(%) = (对照

孔平均A值-加药组平均A组)/对照孔的平均A值

乘以100%. 
1.2.4 流式细胞仪检测人结肠癌SW480细胞周期

及凋亡: 取处于对数生长期的细胞, 用DMEM培

养液制成细胞悬液, 2 mL/孔, 以3×105个/孔的

密度接种于6孔板中, 培养24 h后给药. 移去培养

液, 血清添加方式参考文献[7], 略作修改, 治疗

组分别加入不含胎牛血清的DMEM培养基、稀

释浓度分别为5%、15%、25%的含药血清, 对
照组加入不含胎牛血清的DMEM培养基2 mL、
稀释浓度为0.5 mmol/L的美沙拉嗪含药血清, 空
白组加入含10%胎牛血清的DMEM培养液, 继
续培养24 h后, 分别用0.25%的不含EDTA的胰酶

消化, 收集细胞, 采用凯基细胞DNA含量检测试

剂盒(细胞周期)和Invitrogen凋亡试剂盒, 严格按

照说明书操作步骤操作. 用美国BD公司生产的

FACSCalibur流式细胞仪检测, 以cell quest pro统
计软件分析PI荧光直方图上细胞周期和凋亡细

胞百分率. 
1.2.5 免疫印光染色技术检测人结肠癌SW480细

胞β-catenin蛋白表达: 将与流式细胞仪检测方法

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com
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■创新盘点
临床研究发现, 美
沙拉嗪、阿司匹
林等药物可通过
抑制 W n t 信号通
路, 提高结肠癌细
胞内β-catenin的磷
酸化水平, 稳定其
转录失活状态, 阻
滞Wnt/β-catenin-
TCF/LEF对下游
靶基因的转录活
性调节而发挥抗
癌效应. 但由于不
良反应过大、患
者耐受差, 往往限
制其临床使用. 中
医药因其天然、
疗效明确且具有
不良反应低、价
格低廉等优势日
益受到青睐, 健脾
清热活血方具有
多环节、多靶点
缓解溃疡性结肠
炎的作用, 结合现
代医学, 从分子水
平深入探讨其防
治溃疡性结肠炎
癌变的作用机制, 
具有重要的理论
与应用价值.

条件下处理过的细胞, 应用免疫印光染色技术

检测β-catenin蛋白表达, 具体步骤严格按照试剂

说明书进行操作, 以AlphaImager2200分析系统

对蛋白条带进行含量分析. 
1.2.6 Western blot技术检测人结肠癌SW480细胞

β-catenin、TCF-4、C-myc、CyclinD1蛋白表达: 
将与流式细胞仪检测方法条件下处理过的细胞, 
应用Western blot技术检测β-catenin、TCF-4、
C-myc、CyclinD1蛋白表达, 具体步骤严格按照

试剂说明书进行操作. 同时以β-actin作为内参, 
用光密度扫描仪对蛋白含量进行密度分析, 以
目的蛋白与β-actin的密度比值作为目的蛋白的

相对含量.  
1.2.7 荧光定量PCR检测人结肠癌SW480细胞

β-catenin、TCF-4、C-myc、CyclinD1 mRNA
表达 :  将与流式细胞仪检测方法条件下处理

过的细胞 ,  应用实时荧光定量P C R法(R e a l-
time PCR), 以β-actin为内参, 检测β-catenin、
TCF-4、C-myc、CyclinD1的mRNA表达, 具体

步骤严格按照试剂说明书进行操作, 各样品的

荧光信号值由荧光定量PCR仪的支持软件ABI 
Prism7000SDS software实时产生并自动计算

定量数值, 以目的基因与β-actin的mRNA表达

比值作为目的基因的相对表达量. β-catenin、

TCF-4、C-myc、CyclinD1引物序列见表1. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 用

SPSS11.5 for Windows软件进行数据处理与分析. 
Oneway Analysis Of Variance(One-way ANOVA)
进行各组间方差分析, 方差齐同时用LSD法, 方
差不齐时用Tambane'S T2法, P <0.05为有统计学

意义. 检验水准为α = 0.05. 实验重复3遍以上. 

2  结果

2.1 健脾清热活血中药对人结肠癌SW480细胞

增殖的影响 治疗组与SW480细胞共同孵育24、
48、72 h后, 10%的含药血清浓度24 h时出现明

显的抑制作用(P <0.05), 其抑制率是57.86%, 半
数抑制率的含药血清浓度是13.70%, 但48、72 h
后没有明显的抑制的作用, 可能与含药血清本

身的药理动力学有关, 故后续的实验都只取24 h
这个时间段来检测各个指标(图1).
2.2 健脾清热活血中药对人结肠癌SW480细胞

周期影响 应用FCM定量分析, 治疗组SW480细
胞的S期细胞增多、G1期细胞减少, 且与药物浓

度有剂量依赖性(P <0.05), 与对照组比较有统计

学差异(P <0.05, 图2).
2.3 健脾清热活血中药对人结肠癌SW480细胞

凋亡影响 应用流式细胞仪检测, 治疗组干预

SW480细胞作用24 h后, 治疗组细胞凋亡率较空

白组增高(P <0.05), 但与剂量无依赖性. 这说明, 
健脾清热活血中药可诱导细胞凋亡(表2, 图3).
2.4 健脾清热活血中药对人结肠癌SW480细胞

β-catenin、TCF-4、C-myc、CyclinD1蛋白表

达 免疫荧光染色分析显示, 空白组β-ca ten in
阳性表达以核内高表达为特点 ,  各治疗组

β-ca t en in阳性表达呈下降趋势且以膜表达为

主, 不存在膜缺失现象, 与空白组比较, 均有统

计学差异(P <0.05). Western blot分析显示, 治
疗组β-catenin、TCF-4、C-myc、CyclinD1蛋
白表达均呈下降趋势 ,  与空白组比较有统计

学意义(P <0.01), 其中低、中剂量调节作用更
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表  1  β-catenin、TCF-4、C-myc 、CyclinD1引物序列

     基因名称                Forward (5'-3')               Reverse (5'-3') 扩增长度(bp)

β-catenin GGTGAAAATGCTTGGTTCACC CGCACTGCCATTTTAGCTCC       112      

TCF-4 CCACAGCTATGCCTGGTGGT AAGGCCGGTTCCATACCCT       127

C-myc AGGCGAACACACAACGTCTTG GGGCCTTTTCATTGTTTTCCA       116

CyclinD1 ACCTGAGGAGCCCCAACAAC GCTTCGATCTGCTCCTGGC       132

β-actin GCATGGGTCAGAAGGATTCCT TCGTCCCAGTTGGTGACGAT       106
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图  1  各组结肠癌SW480细胞增殖率比较. 
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佳(P <0.01). β-ca ten in核内积聚, 下游靶基因

TCF-4、C-myc、CyclinD1高表达可能是结肠

癌变的关键所在, 健脾清热活血方药具有干预

β-catenin核内积聚以及TCF-4、C-myc 、Cy-

clinD1表达的作用. 这说明, 健脾清热活血方药

可干预β-catenin核内积聚以及调节下游靶基因

TCF-4、C-myc、CyclinD1表达的作用(图4, 5, 
表3). 

■应用要点
本研究从体外细
胞 着 手 ,  用 含 药
血清干预人结肠
癌 细 胞 ,  以 不 同
浓度健脾清热活
血方含药血清及
公认治疗UCAC
有效的西药美沙
拉 嗪 作 对 照 ,  观
察SW480细胞增
殖、凋亡及其对
Wnt /β - ca t en in -
TCF-4通路的影
响, 为阐明该复方
中药治疗作用靶
点提供理论依据.
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图  2  FCM检测各组人结肠癌SW480细胞周期变化. A, B, C: 分别为治疗组低、中、高剂量组; D: 对照组; E: 空白组.

表  2  各组人结肠癌SW480细胞β-catenin、TCF-4、C-myc 、CyclinD1 mRNA表达 (n ＝5, mean±SD)

     分组 细胞凋亡率(％) β-catenin mRNA TCF-4 mRNA C-myc mRNA CyclinD1 mRNA

空白组 10.74±0.93    2.23±0.13 2.77±0.47  2.54±0.19   2.61±0.13

对照组 22.71±1.90a    1.39±0.12a 1.62±0.21a  1.52±0.16a   1.41±0.12a

低剂量组 13.50±1.31ab    1.62±0.22ab 1.83±0.24ab  1.71±0.13ab   1.71±0.23ab

中剂量组 15.80±1.11ab    1.53±0.21ab 1.74±0.19ab  1.63±0.27ab   1.55±0.13ab

高剂量组 14.47±1.27ab    1.85±0.11ab 2.04±0.12ab  1.84±0.31ab   1.89±0.11ab

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; bP<0.05 vs  对照组.

表  3  各组人结肠癌SW480细胞β-catenin、TCF-4、C-myc 、CyclinD1蛋白表达 (n ＝5, mean±SD)

     分组 细胞凋亡率(％) β-catenin蛋白 TCF-4蛋白 C-myc 蛋白 CyclinD1蛋白

空白组 10.74±0.93  2.02±0.03 2.16±0.33 2.15±0.35 2.02±0.15

对照组 22.71±1.91a  1.33±0.14a 1.59±0.12a 1.35±0.31a 1.36±0.17a

低剂量组 13.50±1.31ab  1.57±0.15ab 1.75±0.07ab 1.65±0.17ab 1.69±0.11ab

中剂量组 15.80±1.11ab  1.46±0.18ab 1.66±0.11ab 1.44±0.13ab 1.52±0.23ab

高剂量组 14.47±1.27ab  1.73±0.11ab 1.89±0.14ab 1.72±0.18ab 1.73±0.25ab

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; bP<0.05 vs  对照组.
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2.5 健脾清热活血中药对人结肠癌SW480细胞

β-catenin、TCF-4、C-myc、CyclinD1 mRNA
表达 各治疗组β-catenin、TCF-4、C-myc 、
CyclinD1 mRNA表达呈下降趋势, 与空白组比

较均有统计学差异(P <0.01). 这说明, 结肠癌变

存在β-catenin mRNA高表达, 导致下游靶基因

β-catenin、TCF-4、C-myc 、CyclinD1过度转录

的特点, 健脾清热活血方药可能干预上述靶点, 
发挥治疗效应(表2).

3  讨论

健脾清热活血方是全国名老中医、广州中医药

■名词解释
根据世界卫生组
织1980年专家会
议将 “癌前病变
的组织学定义”
分为癌前状态和
癌前病变两个范
畴, 溃疡性结肠炎
相关癌变包括两
个方面: 一是溃疡
性结肠炎为结肠
癌癌前状态; 二是
结肠上皮内瘤变
(表现为内镜下单
发或多发的腺瘤
样假性息肉改变)
为结肠癌前病变.
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图  3  FCM检测各组人结肠癌SW480细胞凋亡率. A, B, C: 分别为治疗组低、中、高剂量组; D: 对照组; E: 空白组.
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图  4  各组结肠癌SW480细胞β-catenin蛋白的免疫荧光染色. A, B, C: 分别为治疗组低、中、高剂量组; D: 对照组; E: 空 

白组.
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大学终身教授劳绍贤在总结多年治疗溃疡性结

肠炎经验基础上, 精心筛制而成, 临床疗效确切
[8,9]. 该方由白术、炙甘草、救必应、白芍、水

蛭, 三七等药物组成, 诸药合用共奏健脾利湿、

清热解毒、活血定痛之效. 我们前期临床研究

结果提示健脾清热活血方可能通过促进结肠上

皮细胞修复及杯状细胞分泌保护因子, 加快肠

道黏膜重建, 促进溃疡修复过程; 下调过量表

达的IKK-α蛋白水平, 从而抑制NF-κB活性, 调
节机体免疫, 因而发挥干预溃疡性结肠炎相关

癌变的治疗效应[10-13]. 为进一步阐明健脾清热

活血方防治溃疡性结肠炎相关癌变的作用机

制, 课题组采用血清药理学方法, 以公认有效的

美沙拉嗪为对照组, 观察了不同浓度含药血清

防治结肠癌的可能机制及其效应, 细胞增殖、

周期及凋亡率均证实健脾清热活血方可以抑制

SW480细胞增殖, 干预细胞G1期, 诱导细胞凋亡, 
提示健脾清热活血方可有效防治结肠癌. 

多项研究均已证实, UC长期患者发生癌变

的危险性升高, 在确诊8-10年后, 癌变风险有逐

年增长0.5%-1.0%之趋势, 一项荟萃分析显示, 
10、20及30年UC患者癌变发生率分别为2%、

8%、18%[14], 而因此所导致的死亡人数占总体

患者的15%[15]. 尽管UC癌变机制目前尚未明确,
但是现代研究已证实Wnt信号通路与UC癌变的

发生有着密切的关系, 其中β-catenin核内异常转

位及其下游靶基因过度转录被认为是UC癌变的

关键事件之一. β-catenin是Wnt信号通路中最关

键的转导子[16,17], 是一种多功能胞质蛋白, 在细

胞内存在于细胞膜、细胞质及细胞核中, 含有

781个氨基酸, 分子量在92-95 kDa, 其氨基末端

含数个GSK-3β的磷酸化位点, 羟基末端有活化

相应靶基因转录的功能, 中间区域形成α-螺旋和

连接环结构, 含有Cadherin、APC蛋白及TCF结

合的位点, 这些分子的结构特点决定了β-catenin
在Wnt信号传导中起枢纽作用[18]. 结直肠癌与

β-Catenin/T细胞因子(TCF)介导的特异转录有关, 
TCF和β-catenin形成复合物是靶基因激活的先

决条件, β-Catenin缺少DNA结合活性, 却有转录

活性区, 而Tcf兼有β-catenin结合域和结合DNA
活性, 无转录活性, 两者结合形成具有转录功能

的复合体, 在核内共同调控下游靶基因包括30多
种调节细胞增殖和侵袭转移原癌基因如c-myc、
cyclinD1等转录活性上调, 诱导细胞恶变, 从而完

成Wnt信号的最终效应[19]. 临床研究也证实[20]大

肠正常黏膜-腺瘤-腺癌中β-catenin 阳性表达分别

以细胞膜、细胞浆、胞浆/核为主, 同时也证明

了β-catenin首先在细胞浆内累积, 后转移到细胞

核与转录因子TCF结合, 激活相关靶基因的理论. 
TCF-4作为结肠黏膜主要表达细胞因子和Wnt信
号通路中的分子开关, 在调控细胞癌变过程中具

有促进细胞增殖分化和抑制细胞过度生长、防

止肿瘤发生的双重效应,其突变可致肿瘤发生[21], 
更重要的是TCF-4-β-Catenin复合体及下游靶基

因的转录激活是结直肠癌细胞恶性转化的一个

标志, 且这些基因的构成性激活对维持恶性表现

型来说是必需的[22]. 经研究证实的β-catenin/TCF
最为重要的下游靶基因C-myc, 具有与染色体

DNA结合特性, 可使细胞无限增殖和促进细胞

分裂, 在调节细胞生长、分化及恶性转化中发

挥作用[23], 并有着和其他癌基因协同的作用, 共
同参与肿瘤的发生、发展. 研究表明细胞浆内

β-catenin的聚集及c-myc的高表达与结肠癌的形

成有关[24], 而且β-catenin的表达与c-myc呈正相

关, 这可能与Wnt通路活化后细胞浆中β-catenin
的增加从而调控c-myc的表达有关[25]. 因此, 逆转

β-catenin核内聚集及抑制β-catenin、c-myc表达

可达到抑制肿瘤发生目的. 肿瘤作为一种细胞周
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图  5  各组结肠癌SW480细胞β-catenin、TCF-4、C-myc 、CyclinD1蛋白表达. A-D: 基因β-catenin、TCF-4、C-myc、

CyclinD1目的基因蛋白的表达; E-H: 相应内参基因蛋白的表达. 其中蛋白图中从左至右分别为空白组、对照组、治疗组

低、中、高剂量组.
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期性疾病, 细胞周期素1(cyclinD1)是细胞周期重

要的正调控因子且在肿瘤的发生发展过程起着

重要的作用[26-28], 其含量及活化程度在细胞增殖

周期卡点G1/S期转换过程中起限速作用. 相关文

献报道[29], CyclinD1于结肠癌细胞株中表达下调, 
能抑制结肠癌细胞的增殖, 从而反证了CyclinD1
过度表达能促进结肠癌细胞增殖的结论. 因此

CyclinD1可能通过促进细胞周期而促进细胞增

殖来参与结肠癌的发生, 通过抑制其基因表达, 
可以达到抑制肿瘤生长目的. 综上可知, 这一复

杂的Wnt/β-catenin -TCF/LEF信号通路, 其关键

点在于多种因素对细胞内β-catenin水平的影响, 
β-catenin的高低最终决定靶基因的转录水平, 因
此调控细胞内β-catenin水平, 介导β-catenin降解

是干预Wnt信号通路防治溃疡性结肠炎癌变的

关键事件之一. 临床研究表明[30,31], 既往未被用

于治疗癌症的某些药物, 具有明确的化学预防结

肠癌的效应, 可以抑制Wnt信号通路, 比如非甾

体类抗炎药物舒林酸阿司匹林、异布洛芬上述

药物可以提高结肠癌细胞内β-catenin的磷酸化

水平, 稳定其转录失活状态, 阻滞Wnt/β-catenin-
TCF/LEF对下游靶基因的转录活性调节, 发挥抗

癌效应. 但由于上述药物副作用过大、患者耐

受差, 往往限制临床使用. 本研究结果发现, 空
白组β-catenin表达以核内表达为主, 各治疗组

β-catenin以膜内表达为主, 不存在膜表达缺失

现象, 而且各治疗组的β-catenin、C-myc、Cy-
clinD1、TCF-4 mRNA和蛋白较空白组相比, 均
呈现下降趋势, 其中以低、中剂量疗效最为明

显. 上述变化与细胞增殖、周期与凋亡变化呈正

相关. 因此, 我们可以相信, 健脾清热活血中药可

以调控β-catenin、C-myc、CyclinD1、TCF-4基
因表达, 发挥抑制结肠癌的效应. 

总之, 课题组推测健脾清热活血中药复方具

有明确防治结肠癌变效应, 其机制可能与通过介

导Wnt/β-catenin通路, 干预SW480细胞G1期, 诱导

细胞凋亡, 从而发挥防治结肠癌的效应. 同时本

研究结果也弥补了现代抗癌药物的不足, 对防治

溃疡性结肠炎相关癌变发生具有深远意义. 

4      参考文献

1	 Mantovani A, Romero P, Palucka AK, Marincola 
FM. Tumour immunity: effector response to tumour 
and role of the microenvironment. Lancet 2008; 
371: 771-783 [PMID: 18275997 DOI: 10.1016/S0140-
6736(08)60241-X]

2	 Colotta F, Allavena P, Sica A, Garlanda C, Man-
tovani A. Cancer-related inflammation, the seventh 

hallmark of cancer: links to genetic instability. 
Carcinogenesis 2009; 30: 1073-1081 [PMID: 19468060 
DOI: 10.1093/carcin/bgp127]

3	 Goldacre MJ, Wotton CJ, Yeates D, Seagroatt 
V, Jewell D. Cancer in patients with ulcerative 
colitis, Crohn's disease and coeliac disease: re-
cord linkage study. Eur J Gastroenterol Hepatol 
2008; 20: 297-304 [PMID: 18334873 DOI: 10.1097/
MEG.0b013e3282f2a5e2]

4	 Risques RA, Lai LA, Brentnall TA, Li L, Feng Z, 
Gallaher J, Mandelson MT, Potter JD, Bronner MP, 
Rabinovitch PS. Ulcerative colitis is a disease of 
accelerated colon aging: evidence from telomere 
attrition and DNA damage. Gastroenterology 2008; 
135: 410-418 [PMID: 18519043 DOI: 10.1053/
j.gastro.2008.04.008]

5	 李华燕, 张涛, 张颖芹. 健脾清热活血方与美沙拉嗪治
疗溃疡性结肠炎的对比研究. 中国中西医结合消化杂
志 2011; 19: 227-230

6	 李仪奎. 中药药理实验方法学. 上海: 上海科学技术出
版社, 1991: 562

7	 吴健宇, 穆静, 李仪奎. 血清药理学方法体外实验系统
的血清添加量问题. 上海中医药杂志 2001; 9: 8-11

8	 常东, 劳绍贤, 樊亚巍, 陶永胜, 朱圣鹰, 张东坡. 溃结
灵颗粒配合柳氮磺胺吡啶治疗大肠湿热型溃疡性结
肠炎30例. 辽宁中医杂志 2007; 34: 1566-1568

9	 黄志新, 劳绍贤, 崔琦珍, 王汝俊, 胡旭光. 溃结灵颗粒
治疗活动期溃疡性结肠炎的临床与实验研究. 中国中
西医结合消化杂志 2003; 11: 141-143

10	 杜群, 李红, 王建华, 王汝俊. 溃结灵对溃疡性结肠炎
大鼠结肠粘膜NF-κB p65蛋白表白及血清TNF-α含量
的影响. 广州中医药大学学报 2007; 24: 396-399

11	 杜群, 李红, 王汝俊, 李燕舞, 巫燕莉, 王建华. 溃结灵
对溃疡性结肠炎大鼠结肠黏膜IKK-α蛋白表达的作
用. 中药材 2008; 31: 1016-1018

12	 常东, 刘子志, 李键, 冯春霞, 李辉, 何方. 大肠湿热型
溃疡性结肠炎患者防御素、白细胞介素-8表达及溃结
灵的干预作用. 中国中医药信息杂志 2010; 17: 13-19

13	 王喜周, 张涛, 陈远能, 黄适, 潘怀耿. 健脾清热活血类
方药介导β-catenin、C-myc表达干预溃疡性结肠炎
相关癌变研究. 中成药 2012; 34: 226-229

14	 Eaden JA,Abrams KR,Mayberry JF. The risk of 
colorectal cancer in ulcerative colitis: a meta-anal-
ysis. Gut 2001; 48: 526-535 [PMID: 11247898 DOI: 
10.1136/gut.48.4.526]

15	 Munkholm P. Review article: the incidence and 
prevalence of colorectal cancer in inflammatory 
bowel disease. Aliment Pharmacol Ther 2003; 18 Sup-
pl 2: 1-5 [PMID: 12950413 DOI: 10.1111/apt.12211.]

16	 Schneikert J, Behrens J. The canonical Wnt signal-
ling pathway and its APC partner in colon can-
cer development. Gut 2007; 56: 417-425 [PMID: 
16840506 DOI: 10.1136]

17	 Gregorieff A, Pinto D, Begthel H, Destrée O, Kiel-
man M, Clevers H. Expression pattern of Wnt 
signaling components in the adult intestine. Gastro-
enterology 2005; 129: 626-638 [PMID: 16083717 DOI: 
10.1053]

18	 Reya T, Clevers H. Wnt signalling in stem cells and 
cancer. Nature 2005; 434: 843-850 [PMID: 15829953 
DOI: 10.1038]

19	 Batlle E, Bacani J, Begthel H, Jonkheer S, Gregorieff 
A, van de Born M, Malats N, Sancho E, Boon E, 
Pawson T, Gallinger S, Pals S, Clevers H. EphB re-
ceptor activity suppresses colorectal cancer progres-
sion. Nature 2005; 435: 1126-1130 [PMID: 15973414]

20	 张丽娟, 李梅, 陈云, 杨承纲. B-catenin、c-myc在结直

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com



张保静, 等. 健脾清热活血方介导Wnt/β-catenin通路对人结肠SW480细胞的影响				                753

肠肿瘤中的表达及其意义. 结直肠肛门外科 2007; 13: 
275-278

21	 Batlle E, Henderson JT, Beghtel H, van den Born 
MM, Sancho E, Huls G, Meeldijk J, Robertson J, van 
de Wetering M, Pawson T, Clevers H. Beta-catenin 
and TCF mediate cell positioning in the intestinal 
epithelium by Controlling the expression of EphB/
ephriB. Cell 2002; 111:251-263 [PMID: 1240886]

22	 Fasolini M, Wu X, Flocco M, Trosset JY, Oppermann 
U, Knapp S. Hot spots in Tcf4 for the interaction 
with beta-catenin. J Biol Chem 2003; 278: 21092-21098 
[PMID: 12657632 DOI: 10.1515/hsz-2011-0241]

23	 Gregorieff A, Clevers H. Wnt signaling in the intesti-
nal epithelium: from endoderm to cancer. Genes Dev 
2005; 19: 877-890 [PMID: 15833914 DOI: 10.1101]

24	 Valentini AM, Pirrelli M, Renna L, Armentano 
R, Caruso ML.P53 and beta-catenin in colorectal 
cancer progression. Current Pharmace-utical Design 
2003; 9: 1932-1936 [PMID: 12871177 DOI: 10.2174/1
38161212800672750]

25	 徐晓, 陈卫昌, 林茂松, 张宝峰, 方静, 周琼, 胡莺, 郜恒
骏. β-catenin/c-myc在结肠癌组织中的表达及其临床
意义. 中国现代医药杂志 2007; 9: 1-4

26	 Zhou JX, Niehans GA, Shar A, Rubins JB, Frizelle 
SP, Kratzke RA. Mechanisms of G1 checkpoint loss 
in resected early stage non-small cell lung cancer. 

Lung Cancer 2001; 32: 27-38 [PMID: 11282426 DOI: 
10.1016]

27	 Moghaddam SJ, Haghighi EN, Samiee S, Shahid N, 
Keramati AR, Dadgar S, Zali MR. Immunohisto-
chemical analysis of p53, cyclinD1, RB1, c-fos and 
N-ras gene expression in hepatocellular carcinoma 
in Iran. World J Gastroenterol 2007; 13: 588-593 [PMID: 
17278226 DOI: 10.3748/wjg.v19.i1.144]

28	 Rose SL, Buller RE. The role of p53 mutation in 
BRCA1-associated ovarian cancer. Minerva Ginecol 
2002; 54: 201-209 [PMID: 12063435]

29	 Morisaki T, Uchiyama A, Yuzuki D, Essner R, 
Morton DL, Hoon DS. Interleukin 4 regulates G1 
cell cycle progression in gastric carcinoma cells. 
Cancer Res 1994; 54: 1113-1118 [PMID: 8313369 DOI: 
10.1158/1541-7786]

30	 Arber N, Levin B. Chemoprevention of colorectal 
neoplasia: the potential for personalized medi-
cine. Gastroenterology 2008; 134: 1224-1237 [PMID: 
18395100]

31	 Terdiman JP, Johnson LK, Kim YS, Sleisenger MH, 
Gum JR, Hayes A, Weinberg VK, McQuaid KR. 
Chemoprevention of colonic polyps with balsala-
zide: an exploratory, double-blind, placebo-con-
trolled study. Dig Dis Sci 2009; 54: 2488-2496 [PMID: 
19757048 DOI: 10.1007/s10620-009-0966-2]

           编辑  田滢  电编  鲁亚静  

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

ISSN 1009-3079 (print)   ISSN 2219-2859 (online)     DOI: 10.11569    2013年版权归Baishideng所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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Abstract
AIM: To study the effect of silencing of paxillin 
overexpression on cell signaling and ultrastruc-
ture in colorectal carcinoma cell line SW480.  

METHODS: Using empty plasmid as a negative 
control, two siRNA fragments were transfected 
into a colorectal carcinoma cell line SW480 
which overexpresses paxillin. Stably transfected 
cells were screened and three new cell lines NC, 
SW545 and SW782 were obtained, which car-
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下调paxillin高表达对结直肠癌细胞SW480细胞信号转导
及超微结构的影响

郑建伟, 尹洪芳, 汪 欣, 刘玉村, 万远廉, 朱 静

®

■背景资料
的桩蛋白paxillin, 
主要分布于黏着
斑, 他是整合素信
号通路中的关键
分子, 是一种多结
构域的LIM家族
蛋白, 能为多种调
节结构蛋白及信
号转导蛋白提供
结合位点, 在调节
细胞信号传导、
细胞的黏附与运
动、组织结构形
态及生长发育等
方面发挥重要作
用. 近期研究表明
paxillin表达量增
高与多种恶性肿
瘤的发生发展密
切相关.  

ried the negative control, the siRNA targeting 
the site 545-565, and the siRNA targeting the 
site 782-802, respectively. The expression and 
site-specific phosphorylation of paxillin, FAK, 
ERK1/2 and AKT1/2/3 were examined in the 
four cell lines by Western blot. Specimens were 
prepared with cultured carcinoma cells to ob-
serve cell ultrastructure by transmission electron 
microscopy. 

RESULTS: Paxillin overexpression in SW545 
cells was not silenced at all, whereas silenced 
paxillin overexpression and remarkably reduced 
phosphorylation of paxillin (Tyr118) were ob-
served in SW782 cells. Expression of AKT1/2/3 
and FAK as well as their site-specific phosphor-
ylation were substantially the same in the four 
cell lines. Although expression of ERK1/2 was 
substantially the same in the four cell lines, sig-
nificantly reduced phosphorylation of ERK1/2 
(Thr202/Tyr204) was observed in SW782 cells. 
There was no distinct ultrastructural difference 
between NC cells and SW480 cells, whereas dra-
matic ultrastructural changes were observed in 
SW782 cells, such as much more microvilli, mi-
crofilament and microtubule bundles, lysosomes 
and much less mitochondria. 

CONCLUSION: Paxillin overexpression may play 
an important role in the malignant transformation 
of colorectal carcinoma cells, which is character-
ized by dramatic ultrastructural changes that can 
be reversed by silencing paxillin overexpression. 
Activation of ERK1/2 signaling downstream of 
paxillin is indispensable for the malignant trans-
formation of colorectal carcinoma cells. 
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■研发前沿
p a x i l l i n 的 表 达
异常与结直肠癌
细胞SW480细胞
超微结构的变化
密 切 相 关 .  尽 管
其详细机制尚未
明 了 ,  这 些 有 意
义的发现揭示了
paxillin高表达以
及ERK1/2等信号
转导通路在结直
肠癌发生发展中
的重要作用.

wjgnet.com/1009-3079/21/754.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i9.754

摘要
目的: 探讨下调paxillin高表达对结直肠癌细
胞SW480细胞信号转导及超微结构的影响. 

方法: 设计两种siRNA片段并用其转染高表达
paxillin的结直肠癌细胞SW480细胞系, 以空
质粒作为阴性对照, 构建稳定转染细胞系. NC
组为转染空质粒的细胞系, SW545组是稳定
转染针对paxillin545-565靶基因位点的siRNA
片段的细胞系 ,  S W782组是稳定转染针对
paxillin782-802靶基因位点的siRNA片段的细
胞系. Western blot检测SW480、NC、SW545
及S W782 4组细胞系中p a x i l l i n、FA K、

ERK1/2及AKT1/2/3的表达及特异位点磷酸化
水平. 利用培养细胞制备切片, 透射电镜下观
察几组细胞系的超微结构. 

结果: SW545细胞paxillin的高表达无明显改
变, SW782细胞paxillin的高表达被显著下调, 
SW782细胞paxillin(Tyr118)磷酸化水平也显
著降低. SW782细胞ERK1/2的表达水平无明
显变化, 但是ERK1/2(Thr202/Tyr204)磷酸化
水平显著降低. SW782细胞AKT1/2/3及FAK的
表达及特异位点磷酸化水平均无明显变化.与
SW480细胞相比, NC组细胞无明显超微结构
改变, 但是SW782细胞却发生了显著的超微结
构变化, 具有明显增多的微绒毛、微丝微管束
与溶酶体以及明显减少的线粒体. 

结论: 下调paxi l l in高表达能够逆转SW480
细胞典型的恶性转化细胞的超微结构特征, 
paxillin高表达可能通过磷酸化激活paxillin及
ERK1/2信号转导通路从而在结直肠癌发生发
展中起着非常重要的作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言 

近期研究表明桩蛋白paxillin表达增高与结直肠

癌的发生发展密切相关, 在转移性肾癌[1]、高转

移潜能骨肉瘤[2]及前列腺癌[3]等多种恶性肿瘤也

存在paxillin的高表达及磷酸化水平增高. 在前

期研究中, 我们发现结直肠癌中存在paxillin高
表达, 而且paxillin的表达水平与结直肠癌淋巴

结转移与侵袭性正相关. 桩蛋白Paxillin是整合

素信号通路中的关键分子, 主要分布于粘着斑, 
是一种多结构域的LIM家族蛋白, 能为多种调

节结构蛋白及信号转导蛋白提供结合位点, 在
调节细胞信号传导、细胞的黏附与运动、组织

结构形态及生长发育等方面发挥着重要作用[4]. 
FAK(focal adhesion kinase)[5]、AKT1/2/3(protein 
kinase B)以及ERK1/2(extracellular signal-regu-
lated kinase 1/2)是与paxillin有着密切的结构和

功能联系的几种信号转导通路的关键蛋白(图
1), 他们在多种肿瘤的发生发展的作用已经被广

泛研究. 整合素分子的聚合能引起FAK最主要的

活化位点397位酪氨酸残基的自主磷酸化, 从而

使FAK的Src家族激酶结合位点暴露出来[6], 形
成相互激活的FAK/Src复合物, 继而激活若干下

游信号转导通路[7]. Paxillin的关键活化位点118
位酪氨酸残基能被FAK/Src复合物磷酸化[8,9], 激
活的paxillin能与ERK1/2结合并将其募集到粘

着斑. 在粘着斑, 活化的paxillin与Raf和MEK1/2
结合, 引起ERK1/2的202位苏氨酸残基和204位
酪氨酸残基的双磷酸化[10]. 充分活化的ERK1/2
通过激活分布于胞浆、细胞核以及线粒体[11]、

溶酶体[12]、高尔基体[13]等细胞器的一系列下游

底物而发挥其生物学效应, 负责调控胚胎发生

以及细胞增殖、分化与凋亡等生理过程, 然而

过度激活的ERK1/2信号转导通路与恶性肿瘤的

进展和转移癌细胞的增殖有关[14,15]. Paxillin也
能通过与ERK1/2[16], AB1[17], poly-A结合蛋白[18]

和类固醇受体[19]的相互作用在基因表达调控中

发挥重要作用. 397位酪氨酸残基的磷酸化使得

FAK能与PI3K(phosphoinositide 3-kinases)结合, 
通过PDK1(3-phosphoinositide dependent protein 
kinase-1)磷酸化AKT1/2/3的308位苏氨酸残基从

而激活PI3K/AKT信号转导通路. 然而PI3K/AKT
信号转导通路的充分激活还需要AKT1/2/3的473
位丝氨酸自主磷酸化或依赖PDK2的磷酸化[21,22]. 
活化的AKT1/2/3进而磷酸化胞浆、细胞核内的

多种底物, 从而调控细胞的代谢、蛋白合成、

增殖、DNA修复和凋亡[23], 也能刺激血管生成

和上皮间变[24,25]. 恶性肿瘤细胞的超微结构改变

已被深入研究, 已经发现恶性肿瘤的一些超微

结构改变与其恶性生物学行为密切相关. 结直
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■相关报道
恶性肿瘤细胞的
超微结构改变已
被 深 入 研 究 ,  已
经发现恶性肿瘤
的一些超微结构
改变与其恶性生
物学行为密切相
关. 本课题组同时
观察了稳定转染
下调SW480细胞
paxillin高表达前
后结直肠癌细胞
超微结构, 结果发
现高表达paxillin
的SW480细胞中
细胞骨架的解体
以 及 线 粒 体 增
多、畸形肿胀和
溶酶体的减少等
超微结构改变符
合典型恶性转化
细胞的特征, 而通
过下调SW480细
胞paxillin高表达
能够逆转这些恶
性转化超微结构
改变.

肠癌细胞系SW480高表达paxillin, 本课题通过

研究下调paxillin高表达对SW480细胞多种信号

转导通路及超微结构的影响, 以揭示paxillin高
表达在结直肠癌发生发展中的作用及机制, 为
临床分子靶向治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌细胞系由北京大学第一医院

外科实验室提供. DMEM培养基及胎牛血清购

自美国Gibco公司. paxillin siRNA购自上海吉玛

公司, 其中paxillin siRNA 1针对paxillin 545-565
靶基因位点(GGGCAGCAACCTTTCTGAACT), 
paxillin siRNA 2针对paxillin 782-802靶基因位点

(GGAGAGTCTCTTGGATGAACT). Western blot
检测所用的抗体见图2. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染: SW480细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清, 100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉

素的DMEM培养基中, 定期检测以防微生物污

染. 将SW480细胞置于37 ℃、50 mL/L CO2的培

养箱中传代培养, 实验细胞均处于对数生长期. 
当SW480细胞生长至80%-90%融合时, 按Lipo-
fectamine 2000转染试剂说明书将空质粒(阴性对

照)、paxillin siRNA 1和paxillin siRNA 2分别转染

SW480细胞, 转染48 h后收集细胞, 利用G418抗
性筛选稳定转染细胞, 得到3组稳定转染细胞系, 
依次命名为: NC组、SW545组和SW782组. 
1.2.2 Western blot: 依次收集SW480组、NC组、

SW545组和SW782组4组细胞, 加入裂解缓冲

液及蛋白酶、磷酸酶抑制剂, 充分裂解细胞15 
min, 提取细胞总蛋白, Braford分光光度法测定

其蛋白质含量以确定上样量. 以10%SDS-PAGE
凝胶恒压电泳分离各组样品中的蛋白质, 利用

恒流电转将凝胶中的蛋白质转移至硝酸纤维素

膜上, 置入含5%脱脂奶粉的TBST溶液室温封闭

2 h, 加入以含5%脱脂奶粉的TBST溶液稀释的

一抗4 ℃孵育过夜. 第2天以TBST洗膜10 min×
3次, 置于二抗TBST稀释液中室温孵育1 h, 洗膜

10 min×3次, 加入Amersham ECL prime发光液, 
曝光、洗片、分析. 
1.2.3 超微结构观察: 以0.25%胰酶消化贴壁细胞

得到各组细胞的细胞悬液, 以0.1 mol/L PBS清洗

细胞悬液, 1 000 r/min离心5 min, 弃去上清, 再次

以0.1 mol/L PBS清洗, 1 500 r/min离心10 min, 小
心弃去上清, 切勿扰动细胞团块, 在细胞团块中

加入2 mL 0.1 mol/L的戊二醛, 置于4 ℃ 1 h以上. 
将几组样本送至电镜室制备切片, 透射电镜下

观察. 

2  结果 

2.1 paxillin及相关信号转导蛋白的表达和特异

位点磷酸化水平 各组细胞paxill in及相关信号

转导蛋白的表达和特异位点磷酸化水平Western 
blot检测结果如图3所示. SW545细胞的paxillin
高表达无明显变化, SW782细胞的paxillin高表

达被显著下调, 同时SW782细胞paxillin(Tyr118)
磷酸化水平也显著降低. SW782细胞ERK1/2
的表达水平无明显变化, 但是ERK1/2(Thr202/
Ty r204)磷酸化水平显著降低 .  S W782细胞

AKT1/2/3及FAK的表达及特异位点磷酸化水平

均无明显变化. 结果提示SW782细胞paxillin高
表达的下调伴随着paxillin磷酸化水平的下调及

其下游ERK1/2信号转导通路活性的下调. 
2.2 超微结构观察 由于paxi l l in的高表达无明

显下调, S W545细胞未被用于超微结构观察. 
SW480组、NC组和SW782组细胞有相似的细胞

异型性. 与SW480细胞相比, NC组细胞无明显超

微结构改变, 但是SW782细胞却发生了显著的

超微结构变化. SW480细胞表面只有稀疏的微

绒毛(图4A); SW782细胞表面具有大量的微绒毛

(图4B). SW480细胞内有大量的线粒体, 溶酶体

少见(图4C); SW782细胞内线粒体少见, 有多量

成簇聚集的溶酶体(图4D). SW480细胞内难以看

到微丝微管束; SW782细胞内有多量微丝微管

束(图4E). SW480细胞内畸形肿胀的线粒体多见

(图4C, 4F).  

3  讨论

与SW480细胞相比, NC组细胞无明显超微结构

改变, 但是SW782细胞却发生了显著的超微结

构变化, 具有明显增多的微绒毛、微丝微管束

AKT1/2/3

PDK1

Talin
FAK

GIT Crk

ILK
PI3K

ERK1/2

PAXILLIN

SRC

ACTOPAXIN

Vinculin

a b a b Integrin a b

Actin fiaber cytoskeleton
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图  1  FAK、AKT1/2/3及ERK1/2与paxillin的关系. 
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■创新盘点
本研究首先利用
s iRNA稳定转染
高 表 达 p a x i l l i n
的结直肠癌细胞
系SW480 ,  然后
Western blot检测
稳定转染细胞中
paxillin、FAK、
A K T 1 / 2 / 3 以 及
E R K 1 / 2 的 表 达
及主要特异磷酸
化位点的磷酸化
水 平 ,  结 果 发 现
在下调paxillin高
表达的结直肠癌
细胞中paxillin及
ERK1/2的磷酸化
水平也被显著下
调, 提示paxillin高
表达可能通过磷
酸化激活paxillin
及ERK1/2信号转
导通路从而在结
直肠癌发生发展
中起着非常重要
的作用.

与溶酶体以及明显减少的线粒体. 微绒毛、微

丝微管束均是细胞骨架的重要组成部分, 细胞

骨架能维持正常细胞的形态结构, 通过参与细

胞信号转导和基因表达调控还能调节正常细胞

的迁移、极性、侵袭、增殖和存活. 细胞骨架

的这些调控作用在肿瘤细胞中往往出现紊乱, 
从而导致肿瘤细胞增殖、变形、迁移和侵袭能

力的变化[26-28]. SW480细胞中微丝微管束的减

少, 也可以称之为细胞骨架的解体, 早已被作为

肿瘤细胞恶性转化的明确标志[29]. 据报道, 肿瘤

细胞不规则微绒毛的增多与肿瘤细胞的增殖和

转移能力相关[30], 这似乎与我们的实验结果相矛

盾, 然而考虑到正常结直肠黏膜上皮细胞具有

丰富的微绒毛, SW480细胞微绒毛的减少可能是

结直肠黏膜上皮细胞恶性转化的表现之一, 或
许能够解释这些看似矛盾的实验结果. 肿瘤生

物学界一个新兴主题就是肿瘤细胞能量代谢调

节与肿瘤进展密切相关[31,32]. SW480细胞中大量

而且往往是畸形肿胀的线粒体, 标志着SW480
细胞能量代谢状态的转化和线粒体膜电势能的

显著改变. 线粒体在肿瘤发生进展中发挥着重

要作用, 肿瘤生物学界一个新兴主题就是肿瘤

细胞能量代谢调节与肿瘤进展密切相关[31,32]. 值
得注意的是, 线粒体和溶酶体均是与细胞凋亡

调控有关的重要细胞器. 能够逃逸细胞凋亡是

恶性肿瘤细胞的重要标志, 而正常细胞凋亡途

径的抑制是肿瘤发生的必要机制[33]. 涉及线粒体

的内源性凋亡途径为防止癌变提供了重要保障, 
而内源性凋亡途径的缺陷在肿瘤转移和化疗耐

药中发挥重要的作用[34,35]. 此外, 细胞凋亡也可

以通过细胞表面的肿瘤坏死因子家族的死亡受

体激活触发的, 称为外源性细胞凋亡途径. 不像
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图  2  Western blot检测所用抗体. β-actin为Western blot检测内参. Western blot检测所使用

的二抗均为山羊单抗.
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图  3  各组细胞paxillin及相关信号转导蛋白的表达和特异位点磷酸化水平Western blot检
测结果. 
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前述两种典型的凋亡途径需要有半胱天冬酶的

激活[36,37], 溶酶体细胞死亡途径是以溶酶体的高

通透性及蛋白酶继而易位进入细胞质激活凋亡

为特征的, 他可以在肿瘤细胞的经典凋亡途径

均存在各种缺陷时发挥替代作用[38]. 因此线粒体

及溶酶体数目与形态的变化, 提示SW480细胞

存在线粒体及溶酶体的功能异常, 可能借助上

述机制逃逸细胞凋亡. 综上所述, paxillin高表达

的SW480细胞中细胞骨架的解体以及线粒体增

多、畸形肿胀和溶酶体的减少等超微结构改变

符合恶性转化细胞的特征, 通过下调SW480细
胞的paxillin高表达能够逆转这种恶性转化超微

结构特征. 
Western blot检测结果提示SW782细胞paxil-

lin高表达的下调伴随着paxillin磷酸化水平的下

调及其下游ERK1/2信号转导通路活性的下调. 
这一发现提示paxillin高表达可能通过磷酸化激

活paxillin及ERK1/2信号转导通路从而在结直肠

癌发生发展中起着非常重要的作用. Rho家族小

GTP酶蛋白负责细胞微丝骨架的调节, 而paxillin
对这一调节过程中的时空协调发挥着核心作用. 
通过抑制Rho信号转导, ERK1/2信号转导途径的

激活可导致恶性转化细胞的微丝骨架解体, 进
而通过肌动蛋白动力学的改变和细胞黏附能力

的下降导致细胞迁移能力的增强[40]. Paxillin能
通过其LD结构域与微管骨架相结合, 可能有助

于微管组织中心的重新定位[41], 而ERK1/2的激

活可导致微管的去稳定[42]. 激活的ERK1/2可以

与微管结合并直接调节其动力学[43]或通过影响

微管相关蛋白的磷酸化[44]来调节微管的动力学. 
因此, paxillin和下游ERK1/2信号通路的激活或

许能够解释SW480细胞微丝、微管细胞骨架解

体. 线粒体的数量调控需要染色体DNA与线粒

体DNA的协调转录和高能量利用区域的产生及

线粒体的定向转运[10]. 在细胞核内, 激活ERK1/2
可以调节基因的表达, 影响多种线粒体蛋白的

表达, 进而影响线粒体的诸多功能[45]. 深入研究

证实线粒体内存在激活的ERK1/2, 提示激活的

ERK1/2可能影响许多线粒体本身的功能, 例如

线粒体依赖的细胞生存/凋亡调控[46]、调节线粒

体膜电势能和ATP的生成[47]以及调节线粒体基

因的表达[11]. 而且, 依赖paxillin和ERK1/2调控的

细胞骨架系统还负责线粒体等细胞器和囊泡的

细胞内转运[48]. 尽管目前对于paxillin的表达和

活化与线粒体的变化之间的关系所知甚少, pax-
illin和ERK1/2信号转导通路的激活或许也能够

解释SW480细胞线粒体超微结构的变化. 如同

线粒体等细胞器, 溶酶体的运动也依赖于细胞

微丝和微管骨架[48,49]. 微丝还参与内涵体和溶酶

体的稳态分布的维护以及这两种细胞器之间的

膜转运[50,51]. 由于paxillin和ERK1/2信号转导通

路负责细胞骨架系统的调控, paxillin和ERK1/2
信号转导通路必然能够影响溶酶体的功能. 如
上所述, 激活的ERK1/2也可能通过激活胞浆中

2 mm

1 mm 500 nm 2 mm

1 mm2 mm

图  4  SW782细胞的超微结构变化. A: SW480细胞表面只有稀疏的微绒毛(箭头). B: SW782细胞表面具有大量的微绒毛(箭

头). C: SW480细胞内有大量的线粒体(箭头), 溶酶体少见(红箭头). D: SW782细胞内线粒体少见(箭头), 有多量成簇聚集的溶

酶体(红箭头). E: SW782细胞内有多量微丝微管束(箭头). F: SW480细胞内畸形肿胀的线粒体多见(箭头).
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和包括溶酶体在内的各种细胞器中的多种底物, 
影响溶酶体的生成和功能, paxillin也能通过与

ERK1/2相互作用在基因表达调节中发挥着重要

作用. 因此paxillin和ERK1/2信号转导通路的激

活会影响溶酶体的数目和功能, 这也能够解释

SW480细胞溶酶体超微结构改变.     
总之, 通过阻断paxillin高表达能够逆转结

直肠癌细胞系SW480的典型恶性转化细胞的超

微结构特征; paxillin高表达可能通过磷酸化激

活paxillin及ERK1/2信号转导通路从而在结直肠

癌发生发展中起着非常重要的作用. 尽管详细

机制尚未明了, 这些有意义的发现揭示了paxil-
lin高表达以及ERK1/2等信号转导通路在结直肠

癌发生发展中的重要作用, 提供了进一步深入

研究的方向, 将来或许能够为结直肠癌临床治

疗找到新的治疗靶点.  
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Abstract 
AIM: To analyze the methylation status and the 
expression regulation of zinc-finger protein 331 
(ZNF331) in hepatocellular carcinoma.

METHODS: Five human hepatic cancer cell lines 
and 50 specimens of human primary hepatic 
cancer were employed to detect ZNF331 pro-
moter region methylation by methylation spe-
cific PCR (MSP). Semi-quantitative RT-PCR was 
used to examine the expression of ZNF331. 

RESULTS: Partial methylation was found in 
HBXF344, PLC/PRF/5, HepG2 and BEL-7402 
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启动子区甲基化对肝细胞癌锌指蛋白331表达的调控

杨志华, 郭明洲, 李 鑫, 毛高平

®

■背景资料
表观遗传学是指
在DNA序列不变
的基础上, 基因表
达的可遗传性改
变 ,  包括DNA甲
基化、组蛋白修
饰、microRNA调
控及染色体修饰
等方式. 肿瘤相关
基因启动子区的
异常高甲基化造
成基因表达失活, 
导致正常细胞的
生长分化调控失
常是肿瘤发生发
展的关键, 这种异
常改变多发生在
肿瘤恶变早期. 

cell lines. Methylation was not detected in 
SNU449 cell line. Weak expression of ZNF331 
was found in HBXF344, PLC/PRF/5, HepG2 
and BEL-7402 cell lines. ZNF331 was moderately 
expressed in SNU449 cell line. Increased expres-
sion of ZNF331 was found in HBXF344, HepG2, 
BEL-7402, and PLC/PRF/5 cell lines after 5-Aza 
treatment. No significant change was examined 
in ZNF331 expression in SNU449 cell line before 
and after 5-Aza treatment. ZNF331 was methyl-
ated in 80% (40/50) of primary human hepatic 
cancer specimens, but methylation was not de-
tectable in normal liver tissue specimens (0/10). 
No correlation was found between promoter 
region methylation and gender, age, AFP level, 
hepatitis virus infection, tumor size or tumor 
stage. 

CONCLUSION: ZNF331 expression is silenced 
by promoter region hypermethylation in human 
hepatocellular carcinoma. ZNF331 is frequently 
methylated in human primary hepatic cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; DNA meth-
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摘要
目的: 探讨启动子区甲基化对肝细胞癌中锌
指蛋白331(ZNF331)表达的调控及意义.

方法: 采用甲基化特异性PCR(methyla t ion 
specific PCR, MSP)检测ZNF331在肝癌细胞系
和50例原发性肝细胞癌组织中的甲基化状况, 
并采用半定量RT-PCR分析5-杂氮-2'-脱氧胞
苷(5-Aza-2'-deoxycytidine, 5-Aza)处理前后肝
癌细胞系中ZNF331的表达情况.

结果:  Z N F331在肝癌细胞系H B X F344、

■同行评议者
姚鹏, 副教授, 北
京军区总医院全
军肝病中心; 庹必
光, 教授, 遵义医
学院附属医院消
化科
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■研发前沿
随着表观遗传学
的发展 ,  DNA甲
基化与肿瘤的关
系成为研究的热
点 . 大 量 研 究 表
明 ,  肿 瘤 发 生 发
展过程中存在某
些特异性的异常
甲 基 化 ,  可 作 为
肿瘤早期诊断及
预后监测的分子
生物学标志. 

PLC/PRF/5、HepG2、BEL-7402中低表达, 
SNU449中表达正常. 5-Aza处理后HBXF344、
HepG2、BEL-7402及PLC/PRF/5中ZNF331恢
复表达. 50例原发性肝细胞癌标本中, ZNF331
启动子区的甲基化率为80%(40/50), 而10例正
常肝脏组织中ZNF331均无甲基化. ZNF331启
动子区的甲基化与肝细胞癌患者的性别、年
龄、肿瘤直径大小、血清甲胎蛋白值、肝炎
病毒感染、分化水平及T N M分期均无关联
(P>0.05).

结论: ZNF331启动子区高甲基化是肝癌的频
发事件, ZNF331基因表达受启动子区甲基化
调控.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肝癌的发病率居恶性肿瘤的前列, 且呈逐年递增

的趋势; 其预后差、病死率高, 临床危害严重. 目
前手术、放化疗等治疗并未明显改善肝癌患者

的预后, 因此, 临床急需进一步寻求新的治疗手

段. 研究发现: 遗传调控和表观遗传调控紊乱导

致基因异常表达及功能失调参与肿瘤的发生[1-3]. 
其中, 抑癌基因启动子区的甲基化起着至关重

要的作用[4-6]. 有别于经典遗传学, 表观遗传学的

改变是可逆的, 这使其成为治疗疾病的潜在靶

点[7]. 同时, 研究证实[8]: DNA异常甲基化在肿瘤

形成过程中是可逆的, 这也为从表观遗传学角

度治疗肿瘤提供了理论依据. 研究证实[9-11]: 锌指

蛋白家族成员-锌指蛋白331(ZNF331)在胃癌和

多发性骨髓瘤中具有抑癌作用. 而研究其在肝

细胞癌的报道鲜见. 我们研究ZNF331在肝细胞

癌发生发展中表观遗传学的变化, 以了解表观

遗传学在肝细胞癌发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例肝细胞癌组织标本来源于随机选

取的2011-2012年间中国人民解放军总医院收治

的50例肝细胞癌患者. 其中男37例, 女13例, 中
位年龄52.3(17-79)岁, 术前均未经放疗、化疗及

免疫治疗. TNM分期Ⅰ-Ⅱ期21例, Ⅲ-Ⅳ期29例. 
获取的新鲜标本一部分用10%甲醛溶液固定后

送做病理检验, 另一部分迅速冻存于液氮, 之后

迅速转存于-80 ℃冰箱. 10例肝正常组织来自于

肝囊肿手术患者.
5株肝癌细胞系: SNU449、HBXF344、

PLC/PRF/5、HepG2、BEL-7402, 均为中国人民

解放军总医院消化科实验室已建立的人肝癌细

胞株. 胎牛血清(FBS)及RPMI-1640培养基购自

GIBCO公司; 5-氮杂-2'-脱氧胞苷(5-Aza-dC)购自

Sigma公司; TRIzol试剂盒及cDNA第一链合成试

剂盒购自Invitrogen公司; DNA纯化试剂盒购自

Promega公司; PCR引物均由华大基因公司合成. 
细胞培养箱(MCO-20AIC型)和超低温冰箱由日

本Sanyo公司生产; 超净工作台(Bcl-1360型)由北

京亚泰科隆仪器公司生产; 倒置显微镜(CKX41
型)由日本Olympus公司生产; 凝胶电泳仪(DYY-
8C型)由北京六一仪器公司生产; 循环水式多用

真空泵(SHB-Ⅲ型)由郑州长城科工贸有限公司

生产; 高速冷冻离心机(HC-2518R型)由科大创

新中佳分公司生产.
1.2 方法 采用甲基化特异性PCR(methylation 
specific PCR, MSP)和半定量RT-PCR技术检测肝

癌细胞系中ZNF331启动子区甲基化与基因表达

情况, 并用甲基化酶抑制剂5-杂氮-2'-脱氧胞苷

(5-Aza-2'-deoxycytidine, 5-Aza)处理肝癌细胞系, 
比较药物处理前后ZNF331 mRNA的表达, 以确

定ZNF331基因的表达是否受启动子区甲基化调

控, 具体步骤如下.  
1.2.1 细胞培养和5-Aza处理: 5株肝癌细胞均为

贴壁细胞, 均用含10%小牛血清和1%青霉素-链
霉素的RMPI 1640培养基培养. 根据不同细胞的

生长速度, 取对数生长期细胞按照10%-20%融

合度分别接种于75 cm2培养瓶中, 每株细胞接种

2瓶, 为加药组和未处理组. 待细胞贴壁后, 加药

组用含5-Aza(2 μmol/L)的上述培养基培养, 每24 
h更换1次培养基, 96 h后提取总RNA. 未处理组

每24 h更换培养基1次, 在细胞融合度达70%左

右提取总RNA. 培养环境37 ℃, 5%CO2.
1.2.2 DNA和RNA的提取: 肝细胞癌组织和细胞

的DNA用蛋白酶K法提取, 用TRIzol试剂盒提取

细胞总RNA, 提取的DNA和RNA用紫外分光光

度计测定其浓度和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检测

RNA质量, DNA保存于-20 ℃, RNA保存于-80 ℃
备用.
1.2.3 DNA亚硫酸氢盐修饰: 参照文献[9]对基因

■创新盘点
ZNF331是新近发
现的一个抑癌基
因 .  研 究 表 明 其
能够抑制胃癌的
生 长 ,  但 在 肝 细
胞癌中的未见相
关 报 道 .  本 文 研
究ZNF331在正常
肝组织、肝癌组
织和肝癌细胞系
的甲基化情况及
ZNF331甲基化对
ZNF331表达影响.
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组DNA进行亚硫酸氢盐修饰, 用DNA纯化试剂

盒纯化回收DNA, 修饰后DNA作为MSP扩增的

模板(即刻使用或保存于-20 ℃备用).
1.2.4 甲基化特异性PCR(MSP)扩增: 设计ZNF331
的特异性甲基化引物(ZNF331-M)和特异性非甲

基化引物(ZNF331-U): (1)ZNF331-M: 上游5'-TA-
AGGTAGGACGTTTTTAGGGTCGC-3', 下游

5'-AACTCTACACGACGCAAATAAAACCG-3', 
产物为147 bp; (2)ZNF331-U: 上游5'-TTTTA-
AGGTAGGATGTTTTTAGGGTTGT-3', 下游

5'-ACAACTCTACACAACACAAATAAAAC-
CA-3', 产物为152 bp. 对亚硫酸盐修饰后的DNA
样本进行PCR扩增. 以IVD(in vitro  methylated 
DNA)作为甲基化阳性对照, 以ZNF331非甲基化

的人外周血淋巴细胞提取的DNA作为非甲基化

对照, 以去离子水作为阴性对照.
1.2.5 MSP产物分析: 取10 μL PCR产物于2.0%的

琼脂糖凝胶, 130 V电泳约25 min. 判定标准: 若
ZNF331-M引物扩增出147 bp条带, 而ZNF331-U
引物未扩增出条带, 则说明ZNF331基因启动子

区发生了完全甲基化; 如ZNF331-M引物未扩增

出条带, 而ZNF331-U引物扩增出152 bp条带, 即
说明未发生甲基化; 如果两种引物均扩增出相

应大小的目的条带, 说明存在部分甲基化.
1.2.6 RT-PCR检测ZNF331 mRNA的表达: 以提

取的总RNA为模板, 按照反转录第一链cDNA合

成试剂盒说明逐步进行cDNA的合成. ZNF331
基因引物设计 :  上游5 ' -TA G G T C A G C T C-
TAGCCTCTC-3', 下游5'-AGCGTACCTTCACA 
TATCCAG-3', 产物为347 bp. 以水作为阴性对

照, 同时以甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)作为

内参基因. PCR产物用2.0%琼脂糖凝胶电泳, 凝
胶图像处理系统观察、拍照并分析ZNF331基因

mRNA的表达水平.
统计学处理 采用SPSS17.0软件包进行统计

分析, 计数资料采用χ2、校正χ2或Fisher确切概

率法. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 MSP检测结果 5株肝癌细胞系中ZNF331
启动子区甲基化率为83.3%(5/6), HBXF344、
PLC/PRF/5、HepG2和BEL-7402表现为部分甲

基化, 而SNU449为非甲基化(图1); 10例正常肝

组织中均未检测到甲基化(图2); 50例HCC组织

中ZNF331基因甲基化率为80%(图3), 其中10例
呈完全甲基化、30例呈半甲基化状态.
2.2 启动子区甲基化对ZNF331基因表达的调控 
5株肝癌细胞系, 5-Aza药物处理前后, SNU449
细胞系中ZNF331表达无明显变化, 而余细胞系

加药处理后ZNF331明显高表达(图4). 结果提示

ZNF331基因表达受启动子区甲基化调控.
2.3 肝癌患者的临床指标与ZNF331基因启动子

区甲基化关系 由表1可知, ZNF331基因启动子

区甲基化水平与患者的性别、年龄、肿瘤直径

大小、甲胎蛋白水平、乙型肝炎和/或丙型肝炎

病毒感染、肿瘤分化水平及TNM分期均无相关

性(P均>0.05).

3  讨论

表观遗传学是指不伴有基因序列改变的、可遗

传的基因表达改变[10]. 研究证实[12,13]: DNA甲基

化和组蛋白修饰等表观遗传学改变在肝癌发生

发展过程中发挥着重要的作用. DNA甲基化作

为表观遗传调控的重要机制之一, 主要调控靶

基因的转录, 在肿瘤细胞分化和增殖中发挥重

要的作用[14]. 甲基化沉默的抑癌基因已成为目

前肝癌机制研究的热点. 研究发现[15-18]: LIFR、
APC、sall3及miR-335等抑癌基因均因启动子区

高甲基化导致其低表达, 且与肝癌的发生密切

相关. 而肿瘤相关基因的甲基化是肝癌发生过
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U  M   U   M  U  M   U   M  U  M   U   M  U   M   U  M
Mark  1        2       3         4        5        6         7      8

图  1  5株肝癌细胞系ZNF331基因启动子区甲基化特异性
PCR分析结果. 1: 甲基化阳性对照; 2: 为阴性对照, 3: 非甲

基化对照; 4-8: 5个肝癌细胞系依次是SNU449, HBXF344, 

PLC/PRF/5, HepG2和BEL-7402; U: 非甲基化条带; M: 甲

基化条带.

U  M   U   M  U  M   U  M  U  M  U   M  U   M   U  M
Mark  IVD     水      NL      N1     N2       N3      N4     N5

图  2  部分正常肝组织ZNF331基因启动子区甲基化特异性
PCR分析结果. IVD: 甲基化阳性对照; 水: 为阴性对照, NL:

非甲基化对照; N1-N5为5例正常肝组织; U: 非甲基化条带; 

M: 甲基化条带.

U  M   U   M  U  M   U  M  U  M  U   M  U   M   U  M
Mark  IVD     水       NL      T1      T2       T3      T4       T5

图  3  部分肝癌组织ZNF331基因启动子区甲基化特异性
PCR分析结果. IVD: 甲基化阳性对照; 水: 为阴性对照; NL: 

非甲基化对照; T1-T5为5例肝癌组织.

■应用要点
本研究有助于明
确 肝 细 胞 癌 中
ZNF331的甲基化
状况, 为临床肝癌
的早期诊断提供
分子生物学标志
奠定理论基础. 进
一步研究ZNF331
在肝癌发展中的
作用, 为肝细胞癌
的分子靶向治疗
提供理论支持. 从
而可能使肝癌患
者摆脱目前的临
床早期诊断及治
疗困境.
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■名词解释
锌指蛋白: 一类具
有手指状结构域
的转录因子, 其在
胚胎发育、细胞
分化、细胞转化
及细胞周期的调
控中发挥重要功
能, 并随时间和空
间的不同进行特
异表达.

程中频发的早期事件, 因此可以通过甲基化标

志物检测进行肝癌的早期诊断. 本研究结果发

现: 肝细胞癌中ZNF331启动子区甲基化率高达

80%, 这提示ZNF331启动子区高甲基化在肝癌

发生发展中较为普遍, 可作为临床对肝癌早期

检测的理想候选指标. 
ZNF331(又称ZNF361、ZNF463及RITA), 

定位于染色体19q13, 是由Kruppel相关盒(Krup-
pel-associated box, KRAB)结构域和12个重复串

联的C2H2锌指结构域构成的锌指蛋白基因, 因
其含KRAB结构域故被称为KRAB型锌指蛋白. 
KZNF(KRAB-containing zinc finger protein)是锌

指类转录因子中最为庞大的一类[19]. KRAB结构

域通过募集组蛋白甲基化酶、组蛋白去乙酰化

酶复合物及异染色质蛋白等使靶基因沉默. 因

此, KRAB-ZF常作为转录抑制因子发挥作用, 与
核仁的维持、细胞增殖、分化、凋亡以及细胞

的恶性转化等密切相关. ZNF331参与精子的形

成, 在胚胎发育、细胞增殖、分化、凋亡及调

控细胞内信号传导等多种细胞生物学行为中起

着重要的作用[20-22]. ZNF331抑制肿瘤生长主要

是通过间接活化p53信号通路抑制细胞增殖, 诱
导凋亡[23,24]. 

目前, ZNF331在肝癌的相关研究未见报道. 
本研究发现: 肝癌细胞系与肝癌组织中ZNF331
基因启动子区甲基化率明显高于正常肝组织. 
ZNF331基因启动子区高甲基化在肝癌中普遍发

生, 这表明ZNF331甲基化可能成为肝癌的早期

诊断标志物. 我们应用甲基化酶抑制剂5-Aza, 降
低甲基化水平, 结果显示: 肝癌细胞系ZNF331基
因恢复其正常表达, ZNF331表达受甲基化调控. 
这提示ZNF331基因在转录水平因启动子区高甲

基化导致表达失活, 在肝癌的发生发展中可能

发挥着重要的作用. 目前, 基因甲基化与肝炎病

毒感染等临床病理特征是否有确切的相关性尚

存争议, 本研究发现: ZNF331甲基化与患者的性

别、年龄、甲胎蛋白水平、乙肝病毒感染、肿

瘤TNM分期、分化水平及直径大小等无相关性

(P >0.05). 
总之, 本研究显示ZNF331启动子区甲基化

与肝癌的发生密切相关, 可能作为肝癌诊断的

标志物, 并为进一步认识肝癌的发病机制奠定

了基础. 后期实验可进一步行ZNF331在肝细胞

癌中的功能研究, 以明确其在肝癌发生发展中

的作用及在肝细胞癌中是否发挥抑癌作用, 从
而为肝细胞癌的表观遗传分子靶向治疗奠定理

论基础. 
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图  4  甲基化抑制剂5-Aza处理前后肝癌细胞系中ZNF331表达的变化. 1-5: 5个肝癌细胞系依次是

SNU449、HBXF344、HepG2、BEL-7402和PLC/PRF/5; 6(水): 阴性对照. ZNF331: 锌指蛋白331; 

GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶; +: 加5-Aza处理; -: 未加5-Aza处理.

表  1  锌指蛋白331(ZNF331)基因启动子区甲基化与肝癌
患者临床指征的关系
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病毒感染 0.526 0.468

  HBV和/或HCV 37    31

  无HBV和HCV 13      9

分化水平 3.125 0.077
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Abstract
Vitamin D is an important secosteroid hormone 
with pleiotropic effects, including regulation of 
cell proliferation, differentiation, apoptosis, and 
immunomodulation. Recently certain evidence 
has indicated that insufficiency of vitamin D 
or vitamin D deficiency is related to nonalco-
holic fatty liver disease (NAFLD). Subjects with 
NAFLD have lower serum vitamin D levels than 
controls, and low vitamin D levels are closely 
associated with histologic severity of steatosis, 
necrosis, inflammation and fibrosis in NAFLD. 
Vitamin D-deficient diet aggravated high fat 
diet-induced hepatic inflammation in NAFLD 
models, while vitamin D supplementation im-
proved hepatic histopathology. Vitamin D may 
act as a regulator in NAFLD through activating 
VDR and controlling various genes. Modulating 
hepatic stellate cells is an important mechanism 
underlying the antifibrotic effect of vitamin D in 
NAFLD. Vitamin D is a potential drug for treat-
ment for NAFLD, and further prospective RCT 
studies are required to acquire sufficient evi-
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 文献综述 REVIEW

维生素D与非酒精性脂肪性肝病关系的研究进展

朴熙绪, 韩红梅

®

■背景资料
维 生 素 D 是 一 种
人体必需的脂溶
性甾醇类衍生物, 
因其生物学作用
广泛被视为一种
甾醇类激素. 人们
熟 知 的 维 生 素 D
的作用是其钙磷
代谢和抗佝偻病
作用. 近年的研究
表明, 维生素D参
与细胞的增殖, 分
化与凋亡, 具有免
疫调节、抗炎、
抗纤维化等多种
功能, 并且与代谢
综合征, 不同病因
的慢性肝病有一
定关系. 维生素D
与NAFLD相关的
研究领域已取得
一些进展. 

dence. 
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摘要
维生素D是一种具有广泛生物学活性的重要
开环甾醇类激素, 对机体细胞增殖、分化、凋
亡、免疫调节等均有重要作用. 近年的研究表
明维生素D不足或缺乏与非酒精性脂肪性肝
病(non alcoholic fatty liver disease, NAFLD)相
关. NAFLD患者血清25(OH)D水平低于对照
人群, 低血清25(OH)D水平与患者的肝组织脂
肪变性、炎症、纤维化程度有相关关系. 维
生素D缺乏饮食可加重NAFLD模型动物肝组
织炎症, 补充维生素D可减轻肝组织病理改变. 
维生素D对NAFLD作用可能通过其受体VDR
介导, 经众多基因调控实现. 维生素D对肝星
状细胞的调节可能是其抗非酒精性脂肪性肝
纤维化的重要机制. 至今的研究提示维生素D
有望成为NAFLD的治疗药物, 但需要更多高
质量实验和循证医学的证据. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 维生素D; 维生素D受体; 非酒精性脂肪性

肝病; 肝纤维化
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0  引言

维生素D是一种人体必需的脂溶性甾醇类衍生

物, 因其生物学作用广泛而视为一种甾醇类激

■同行评议者
张明辉, 副主任医
师, 河北医科大学
第一医院肝病中
心(传染病); 刘长
征, 副教授, 中国
医学科学院基础
医学研究所



朴熙绪, 等. 维生素D与非酒精性脂肪性肝病关系的研究进展						                  767

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
维 生 素 D 缺 乏 在
慢性肝病中比较
常 见 ,  特 别 在 慢
性丙肝患者中维
生 素 D 缺 乏 可 预
测抗病毒疗效不
佳 ,  补 充 维 生 素
D 可 提 高 慢 性 丙
型肝炎患者持久
的 病 毒 学 应 答 . 
较多横向和纵向
流行病学研究报
道 维 生 素 D 不 足
或缺乏与代谢综
合征及其组分有
关 ,  可 能 是 部 分
代谢综合征及组
分发生的环境因
素, 在维生素D不
足或缺乏人群中
补 充 维 生 素 D 有
一定防治代谢综
合 征 的 作 用 .  非
酒精性脂肪肝病
(NAFLD)是代谢
综合征的组成成
分 ,  但 有 关 维 生
素D与NAFLD相
关的研究较少.

素. 人们最熟知的维生素D的作用是其钙磷代谢

的调节和抗佝偻病作用. 近年的研究表明, 维生

素D参与细胞的增殖、分化及凋亡, 具有免疫调

节、抗炎、抗氧化、抗纤维化、抗肿瘤等多种

生物学功能[1-11]. 维生素D的这些功能与不同病

因的慢性肝病的发生发展有一定关系[12-16]. 本文

对维生素D代谢、机体维生素D不足及其与非酒

精性脂肪性肝病(non alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)关系的研究现状做简要综述.  

1  维生素D的合成与代谢

机体维生素D的主要来源是皮肤合成, 少部分

来自饮食. 植物含维生素D2, 动物含D3. 在阳光

中波长290-315 nm的紫外线作用下皮肤内胆固

醇代谢物7-脱氢胆固醇转化为维生素D3的前体

物, 后者以热依赖过程迅速转化为维生素D3, 但
过度的阳光照射并不引起维生素D中毒, 因为过

量的维生素D还可被阳光破坏[17]. 机体内少量的

维生素D来自饮食, 如肥鱼、蛋黄、受紫外线照

射的蘑菇类、补充食品等. 饮食来源的维生素

D2和D3在胆汁酸作用下由肠道吸收并以乳糜微

粒形式经淋巴引流入静脉血流. 皮肤和饮食来

源的维生素D可储藏在体内脂肪细胞或可直接

到达肝脏, 在肝脏25羟化酶作用下经羟化反应

形成25羟维生素D[25(OH)D]. 25羟化酶是细胞

色素P450的亚型, 包括微粒体CYP2R1和线粒体

CYP27A1酶. 25(OH)D是血液中维生素D的主要

形式, 尚无生物学活性, 因其半衰期较长(2-3 wk), 
常作为检测机体维生素D储备状态的指标. 血液

中25(OH)D绝大多数(88%)与维生素D连接蛋白

(vitamin D-binding protein, DBP)结合. DBP是分

子量58 kDa的a-巨球蛋白, 在肝内合成, 是位于

第4号染色体的白蛋白基因家族成员之一, 与白

蛋白, 甲胎蛋白有高度同源系列[18]. DBP有多态

性, 常见亚型有Gc1F、Gc1S和Gc2, 其中Gc1F对
维生素D的亲和力最强, 这些亚型分布有显著的

种族差异[19]. DBP除了携带维生素D的作用外还

具有抗炎和免疫调节的作用[20,21].  
维生素D活化的最后步骤是25(OH)D在肾

脏近曲小管内1a羟化酶(CYP27β1)作用下经1a
羟化反应形成具有生物学活性的1,25二羟维生

素D[1,25(OH)2D], 这一反应也可少量地发生于

非肾脏组织细胞, 如淋巴细胞和甲状旁腺组织. 
1,25(OH)2D大多(85%)与维生素D连接蛋白结合, 
其半衰期仅约4 h. 维生素D的1a羟化作用受血清

钙磷浓度, 甲状旁腺激素, 降钙素, 成纤维细胞

生长因子2,3和CYP27β1基因多态性的影响. 机
体1,25(OH)2D的状态受负反馈调节, 过量时自身

合成减少或可通过上调25羟维生素D-24-羟化酶

(CYP24A1)表达促进1,25(OH)2D的分解, 其分解

代谢产物由胆汁排泄[22]. 1,25(OH)2D是激活维生

素D受体(vitamin D receptor, VDR)的配体. 细胞

核内VDR通常与类维生素AX受体形成二聚体, 
经维生素D激活与靶基因启动区的维生素D反应

元件连接而发挥转录因子的作用, 介导各种生

理学反应. 1,25(OH)2D还有一种更迅速的非基因

途径的作用, 即配体直接连接到细胞壁小凹的

VDR而起作用, 如在胰岛β细胞或心肌细胞中这

一途径增加细胞内可利用钙, 经钙依赖信号途

径调节各种生理反应[23,24]. 1,25(OH)2D是激活基

因途径还是非基因途径VDR取决于其构象的变

化. 1,25(OH)2D构象的改变是随机发生还是主动

调节尚不清楚, 但这种构象的改变和配体-VDR
复合体形成的模式, 有助于理解维生素D更广泛

的生理学作用[25]. 
维生素D受体(vitamin D receptor, VDR)在机

体许多组织细胞中表达, 包括肝、胰腺和几种

免疫细胞-单核细胞、巨噬细胞、T淋巴细胞、

B淋巴细胞、自然杀伤(naturalkiller cell, NK)细
胞等, 特别在胃肠道上皮细胞中表达最丰富. 作
为1,25(OH)2D激活的转录因子VDR直接或间接

调节200种以上基因的表达, 从而影响细胞增殖, 
分化和凋亡, 调节免疫和血管的生成等. 利用

VDR敲除小鼠的研究正在兴起, 将揭示维生素D
更为广泛的生理学功能[22]. 

2  维生素D不足及其相关因素

血清25(OH)D浓度是反映机体维生素D储备的

客观指标, 但其正常范围的界定并不完全一致. 
一般认为正常人血清25(O H)D浓度为75-120 
nmol/L(30-50 ng/mL), 25(OH)D<50 nmol/L(<20
ng/mL)定义为维生素D缺乏, 50-75 nmol/L(20-30
ng/mL)为维生素D不足[26-29]. 按此定义估计,全
球约10亿人有维生素D不足或缺乏[30]. 

阳光紫外线暴露不足是人体维生素D不足

的最主要因素. 现代工业所致空气污染阻滞维

生素D合成必需的紫外线辐射, 现代人类生活

方式如服饰、工作、旅游和室内运动等均可减

少皮肤紫外线照射. 为防止皮肤老化和癌症, 人
们越来越有意识地利用太阳伞或防晒化妆品来

减少阳光照射也是造成机体维生素D不足的重

要因素. 随着社会发展人类生命逐渐延长, 且维
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■创新盘点
本文比较系统地
复 习 了 维 生 素 D
的代谢和维生素
D不足的原因, 阐
述 了 维 生 素 D 与
NAFLD相关的研
究进展, 反映了该
领域研究的概况,
文献内容较新颖.

生素D的皮肤合成和肠道吸收均随年龄增长而

减少. 现代许多非强化食物所含维生素D明显

少于野生的含油海鱼、淡水鱼、鱼肝油和卵黄 
等[30,31]. 机体内维生素D的分布也影响血清维生

素D含量. 越来越多的肥胖可能通过脂肪细胞内

潴留过多而减少血清25(OH)D. 肥胖者与非肥

胖者的脂肪组织以同样的浓度储存维生素D, 因
此经口摄入或皮肤合成的维生素D在肥胖者大

量脂肪组织中稀释, 导致血清维生素D含量下 
降[32,33]. 各种原因的吸收不良性体重下降时血清

维生素D浓度也下降. 可见体质量改变是该领域

研究容易混淆的问题. 现在维生素D不足已经越

来越成为世界范围倍受关注的问题[34,35]. 另一方

面遗传因素也影响机体的维生素D状态. 维生素

D轴相关基因多态性与血清维生素D浓度相关, 
包括维生素D连接蛋白, 维生素D受体和a1羟化

酶基因多态性[36]. 

3  维生素D不足与NAFLD的关系

NAFLD是影像学或组织学证实的肝脏的脂肪变

性而无继发脂肪肝的原因, 如大量饮酒、促脂

肪肝药物、遗传性疾病等. NAFLD与代谢危险

因素, 如肥胖、糖尿病、脂质紊乱相关. 组织学

上可分为非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liv-
er, NAFL)和非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic 
steatohepatitis, NASH), 后者可发展为肝硬化、

肝癌[37]. 在发达国家NAFLD是最常见的肝病, 发
病率高达20%-30%[38], 约30%NAFLD患者有组

织学证实的NASH[39]. NAFLD与代谢综合征密

切相关, 是代谢综合征的组成成分, 其发病机制

尚不完全清楚, 一般认为胰岛素抵抗是肝脏脂

肪变性的关键. 
目前维生素D缺乏与代谢综合征主成分肥

胖, 血脂紊乱, 高血糖和高血压等相关研究较多, 
相关证据也比较充分[40], 但维生素D与NAFLD
相关研究较少.  

个别研究结果血清维生素D水平与NAFLD
之间并无独立相关性. 在1 630例12-19岁美国青

少年为对象的研究中, 将血清ALT>30 U/L定义

为可疑NAFLD, 血清25(OH)D含量由低到高4个
组的可疑NAFLD构成比分别为12.1%、6.9%、 
8.0%和13.17%(P  = 0.05), 多元回归分析结果可疑

NAFLD与男性及超质量有关, 在排除肥胖因素

后维生素D与可疑NAFLD之间并无相关关系[41]. 
目前多数研究结果支持维生素D缺乏与

NAFLD之间有相关关系. 首先, NAFLD患者血

清维生素D浓度较低, 低浓度血清维生素D水

平增加NAFLD的风险. 意大利糖尿病和代谢病

临床就诊的262例个体中, 162例NAFLD患者的

血清25(OH)D水平显著低于无NAFLD者(14.8 
ng/mL±9.2 ng/mL vs  20.5 ng/mL±9.7 ng/mL, 
P <0.001, OR 0.95, 95%CI 0.92-0.98), 在调整性

别、年龄、甘油三酯、高密度脂蛋白、高血糖

等因素后NAFLD与血清25(OH)D水平之间呈独

立相关关系(P <0.005), 在调整性别, 年龄, 胰岛

素抵抗指数(HOMA-IR)后25(OH)D水平与脂肪

肝指数之间呈显著负相关(P <0.007)[42]. 据韩国

的一份最新报告, 在6 567例研究对象中, 2 863
例NAFLD患者的血清25(OH)D水平低于3 704
例正常人(38.7 nmol/L±9.0 nmol/L vs  39.7±
9.7 nmol/L, P <0.001), 血清25(OH)D低中高水

平者中NAFLD的比例分别为45.9%、45.0%和

40.0%(P <0.001), 提示低水平血清维生素D增加

NAFLD的风险[43]. 
其次, NAFLD患者的血清维生素D水平与肝

脏组织学严重程度相关. Targher等[44]报告, 60例
肝活检证实的NAFLD患者的血清25(OH)D浓度

显著低于年龄、性别、体质量指数相配对的健

康对照(51.0 nmol/L±22.0 nmol/L vs  74.5 nmol/L
±15.0 nmol/L, P <0.001), 下降的血清25(OH)D
浓度与肝组织脂肪变性、坏死性炎症、纤维

化严重程度密切相关(P <0.001). 另有一组64例
活检证实的NAFLD儿童(平均年龄12.6岁±2.7
岁)中平均血清25(OH)D3浓度21.9 ng/mL±10.2 
ng/mL, 35例肝纤维化患儿的25(OH)D3水平显著

低于29例无纤维化患儿(17.1 ng/mL±7.4 ng/mL 
vs 27.7 ng/ mL±10.3 ng/mL, P <0.0001), 低水平

25(OH)D3与肝组织纤维化(P <0.0001)及炎症坏

死程度(P  = 0.024)相关; 低25(OH)D3水平预测肝

纤维化的敏感性为79%, 特异性达63%[45]. 
少数实验研究也支持维生素D与NAFLD相

关. Nakano等[46]在胆碱缺乏饮食诱导的大鼠非

酒精性脂肪性肝炎模型中, 用人工阳光照射结

果, 随着活性维生素D3水平的升高, 肝组织炎症

和纤维化得到显著改善. 高脂饮食加维生素D缺

乏饮食饲养的SD幼鼠与单纯高脂饮食饲养者

比较显示更明显的肝小叶炎症, NAFLD活动性

积分(NAS)显著升高(3.20±0.47 vs  1.50±0.48, 
P <0.05)[47]. 蛋氨酸-胆碱缺乏饮食诱导的小鼠

NAFLD模型中腹腔注射1,25(OH)2D3可降低血

清丙氨酸氨基转移酶和谷草转氨酶, 改善肝组

织脂肪变性和血管周围炎症细胞浸润程度[48]. 
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■应用要点
本文有助于维生
素 D 不 足 或 缺 乏
在NAFLD发病中
的作用及其机制
的理解, 提示维生
素 D 有 望 成 为 防
治NAFLD的有效
药物.

4  维生素D对NAFLD 的作用机制研究

维生素D对NAFLD的作用机制尚不完全清楚. 
可能与其促进胰岛素分泌, 改善胰岛素抵抗, 抑
制肝组织脂肪生成, 促进脂肪酸氧化作用有关, 
其作用经VDR介导, 可能与其多种基因的调控

作用有关. 维生素D通过对肝星状细胞的调节发

挥其抗非酒精性脂肪性肝纤维化的作用. 
NAFLD与糖尿病及胰岛素抵抗密切相关, 

因此维生素D的抗NAFLD作用可能与其促进胰

岛素分泌, 改善胰岛素抵抗作用有关. 早在上世

纪80年代初就已发现维生素D在胰腺的靶细胞

可能是胰岛β细胞, 维生素D缺乏可抑制胰岛素

分泌[49,50]. 新近的体外实验表明, 维生素D3通过

与其受体结合, 降低细胞因子诱导的胰腺β细胞

凋亡,改善胰岛素分泌[51], 可通过调节胰岛β细胞

内钙浓度, 抵抗β细胞凋亡, 促进β细胞增殖等途

径影响胰岛素分泌[52]. 
已有不少研究提示, 维生素D不足与胰岛

素抵抗相关, 补充维生素D可改善胰岛素抵抗. 
494例日本成年人群中血清25(OH)D水平与胰岛

素抵抗指标HOMA-IR呈显著逆相关(P  = 0.01), 
与25(OH)D含量正常组相比HOMA-IR指数在

25(OH)D不足组高5%, 25(OH)D缺乏组高18%, 
提示维生素D状态与胰岛素抵抗相关[53]. 

肝组织脂肪生成过多和分解减少是肝内脂

肪过多沉积的直接原因. 给SD大鼠分别给予正常

饮食, 高脂饮食或高脂饮食加1.0、2.5和5.0 μg/kg 
1,25(OH)2D3隔日1次腹腔内注射8 wk, 结果表明

1,25(OH)2D3可预防HFD诱导的大鼠体质量和肝

脏重量增加, 剂量依赖地减轻肝脏脂肪变性, 下
调肝组织中参与脂肪生成的胆固醇调节元件蛋

白-1c(SREBP-1c)及其靶基因乙酰辅酶A羧化酶

和脂肪酸合成酶mRNA表达, 上调肝组织中参

与脂肪酸氧化过程的过氧化物酶体增殖物激活

受体(peroxisome proliferator activated receptor γ, 
PPARγ)及其靶基因肉毒碱棕桐酰转移酶mRNA
表达, 提示1,25(OH)2D3预防大鼠肝脏脂肪变性

的作用与其抑制肝组织脂肪生成, 促进脂肪酸

氧化作用有关[54]. 
维生素D对NAFLD作用与体内多种受体, 

细胞因子及酶的调控相关. Roth等对鼠龄25 d的
SD幼鼠分别用低脂饮食, 低脂加维生素D缺乏

饮食(LFD+VDD), 高脂饮食(WD)或高脂加维生

素D缺乏饮食(WD+VDD)饲养10 wk后观察结果, 
含VDD组的25(OH)D比对照组下降29%(95%CI: 
23%-36%), 表现出显著的肝脂肪变性, 小叶炎症

及较高的NAFLD活动性积分; WD+VDD组的肝

组织Toll样受体(Toll-like receptors, TLR)2, TLR4, 
TLR9, 抵抗素(resistin), 白介素(interleukin, IL)-
1β、IL-4、IL-6及氧化应激标志物血红素氧化

酶1(heme oxygenase, HO-1)的mRNA表达均显

著高于WD组(P <0.05); 逻辑回归分析显示, NAS
积分与TLR2、4、9与内毒素受体CD14, PPARγ
和HO-1的mRNA表达水平之间呈显著相关关系. 
研究者认为, 维生素D缺乏可提高肝组织抵抗

素基因表达, 上调炎症和氧化应急基因, 可能通

过内毒素, 经TLR引起NAFLD[47]. 25例非酒精性

脂肪性肝炎患者的肝组织中用免疫组织化学法

检测VDR、 CYP2R1和CYP27A1结果, 肝内胆

管细胞VDR表达与脂肪变性严重度(P <0.02), 小
叶内炎症(P <0.01)及非酒精性脂肪性肝病积分

(P <0.03)呈负相关, 肝内炎症细胞VDR阳性与肝

细胞CYP2R1的表达之间呈密切相关, 提示维生

素D/VDR系统可能参与NAFLD的发病过程[55]. 
在蛋氨酸-胆碱缺乏饮食诱导的小鼠NAFLD

模型中, 肝组织α平滑肌肌动蛋白(α-smooth mus-
cle actin, α-SMA)和1型胶原mRNA的表达显著升

高, 而5 μg/kg 1.25(OH)2D3 2次/wk腹腔注射8 wk
使这些指标均显著下降(P = 0.020, P = 0.027), 维
生素D可能通过α-SMA和1型胶原基因调控延缓

小鼠非酒精性脂肪性肝纤维化的进程[48]. 
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是各

种原因的肝纤维化发生发展的关键细胞. 在各

种损伤因子作用下HSC由无活性储脂细胞激活

为有活性的成纤维细胞, 激活的HSC最显著标

志是a-SMA的表达, 可合成大量的细胞外基质特

别是1型胶原在肝组织沉积而引起肝纤维化[56]. 
HSC还可表达基质金属蛋白酶(metalloprotein-
ase, MMP)和组织金属蛋白酶抑制剂(tissue in-
hibitor of metalloproteinase, TIMP), MMP具有降

解细胞外基质的作用, TIMP则抑制MMP的活性, 
因此对肝纤维化的发生发展都有重要作用[57]. 血
小板衍生生长因子(platelet-derived growth factor, 
PDGF)是HSC最有效的促分裂因子, 转化生长因

子-β(transforming growth factor β, TGF-β)是HSC
细胞外基质蛋白合成的主要刺激因子[58,59]. 

维生素D抗非酒精性脂肪性肝纤维化的作

用可能通过对HSC的调控. 首先VDR在HSC中

有明显表达, 提示维生素D可能通过HSC的VDR
途径发挥其抗纤维化作用. Fickert等[60]在人肝

星状细胞和肝细胞中检测了多种核受体, 包括

核胆汁酸受体(famesoid X receptor, FXR), 组织
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雄烷受体(constitutive androstane receptor, CAR), 
孕烷受体(pregnane X receptor, PXR)及VDR等, 
结果发现人HSC中表达最多的是VDR, VDR在
HSC的表达显著多于肝细胞(16.1±8.3 vs  0.7±
0.6, P <0.05). 

研究表明 V D R 在静止的 H S C 高度表

达 ,  当H S C激活期间V D R的表达下降40%. 
1,25(O H)2D3可提高激活的H S C对V D R表达. 
1,25(OH)2D3还可显著抑制PDGF诱导的HSC增
殖和Cyclin D1表达50%, 抑制HSC组织金属蛋白

酶抑制剂1(tissue inhibitor of metalloprotease 1, 
TIMP-1)的表达60%, 降下调节1型胶原a1 40%, 
并使基质金属蛋白酶9(matrix metalloprotein-
ase 9, MMP-9)的活性增加30%. 该研究还利用

shRNA消除VDR的方法证实1,25(OH)2D3对Cy-
clinD1和1型胶原a1表达的抑制作用呈VDR依赖

性[61]. Seydel等[62]的研究发现, 游离脂肪酸可刺

激体外培养的人肝星状细胞株LX-2细胞a-SMA
和TGF-β mRNA的表达增强, 而维生素D可显

著抑制游离脂肪酸对LX-2细胞a-SMA和TGF-β 
mRNA表达的刺激作用. 这些研究表明HSC有

VDR, 维生素D可经过VDR介导抑制HSC增殖和

激活, 但维生素D对HSC凋亡的影响尚未见文献

报道. 

5  结论

机体维生素D主要来自皮肤 ,  少数从饮食摄

取 .  体内维生素D在肝内经25羟化反应形成

25(OH)D, 在肾脏经1a羟化反应形成1,25(OH)2D. 
25(OH)D半衰期较长, 是反应机体维生素D储备

的指标, 1,25(OH)2D是维生素D的活性形式, 经
VDR介导发挥作用. 现代生活方式及遗传因素

与人类维生素D不足相关. NAFLD患者维生素

D不足常见, 与其肝组织脂肪变性、炎症、纤维

化相关、补充维生素D可改善NAFLD模型动物

的肝组织病理变化. 维生素D对NAFLD作用的

机制尚不清楚, 可能通过VDR介导的基因调控, 
抑制肝内脂肪生成, 促进脂肪酸氧化, 发挥抗炎

抗纤维化等作用, 其抗非酒精性脂肪性肝纤维

化作用可能通过对HSC的调控. 维生素D可能是

防治NAFLD的一种有效药物, 但需要更多高水

平实验研究和循证医学的证据来证明. 
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Abstract
Liver fibrosis occurs as a result of various inju-
rious processes and is the common pathologic 
basis for all chronic hepatic diseases. Platelet-
derived growth factors (PDGFs) are homodi-
mers or heterodimers consisting of two polypep-
tide chains. Previous studies have proved that 
PDGFs are closely related to the occurrence and 
development of liver fibrosis. In this article, we 
review the advances in research on the role of 
PDGFs and their receptor in pathogenesis and 
therapy of liver fibrosis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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 文献综述 REVIEW

PDGF及其受体与肝纤维化的相关性

黄 雯, 朱 萱

®

■背景资料
肝纤维化是所有
慢性肝病的共同
病 理 基 础 ,  是 多
种慢性肝病向肝                  
硬化发展的必经
阶段, 如何阻止或
逆转肝纤维化的
发生、发展成为
肝病治疗的重大
课 题 .  近 年 研 究
发 现 ,  阻 断 血 小
板衍生生长因子
(PDGFs)家族参
与的信号通路可
能达到治疗纤维
化的目的. 因此本
文就PDGFs及其
受体与肝纤维化
的密切关系做一 
综述. 

摘要
肝纤维化是多种慢性肝病向肝硬化发展的
必经阶段, 是所有慢性肝病的共同病理基础. 
血小板衍生生长因子(platelet-derived growth 
factors, PDGFs)是由4个亚基同型或异型两两
相互聚合形成的二聚体, 现已证实其与肝纤维
化的形成、发展密切相关. 本文就PDGFs及其
受体在肝纤维化的发生、治疗及其研究进展
作一综述. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: 血小板源性生长因子; 血小板源性生长因

子受体; 肝星状细胞; 肝纤维化 
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0  引言

肝纤维化, 作为慢性肝病的共同晚期阶段, 主要

由慢性肝损诱导的肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSCs)的活化、增殖引起, 以形成细胞外基

质蛋白的沉积物、高发病率和死亡率为主要特

点[1]. 而在多种促纤维化因子中, 血小板衍生生

长因子和转化生长因子在调节肝星状细胞的活

化、增殖、迁移和细胞外基质的产生方面发挥

至关重要的作用[1,2]. 在肝纤维化时, 各种不同的

细胞包括肝星状细胞, 在肝损阶段即可自分泌

生长因子以及许多促炎症细胞因子, 并受这些

因子的影响而调节自身的促有丝分裂作用, 而
血小板源性生长因子信号通路是促进HSC的活

化、分裂、增殖的最有效通路之一[3]. 

1  PDGF及其受体的结构

血小板衍生生长因子家族包括4个生长因子成

员(PDGF-A、PDGF-B、PDGF-C和PDGF-D), 
在炎症微环境的刺激下, 由血小板和Kupffer细
胞等分泌[4], 并参与调控纤维母细胞和平滑肌

细胞等结缔组织细胞的生长. PDGFs是两条多

■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
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肽链通过二硫键连接而成的同型或异型二聚

体, 具有多种形式的二聚体结构, 即PDGF-AA、

PDGF-BB、PDGF-AB、PDGF-CC以及PDGF-
DD[5]. PDGFs必须与细胞膜上的相应受体结合

后才能发挥其生物学效应. PDGFs有PDGFRα和
PDGFRβ两种受体, 他们都属于酪氨酸激酶受体

(receptor tyrosine kinases, RTKs), 并有不同的表

达模式和生理作用. PDGFRα信号调控原肠胚形

式及一些诸如肺、肠、皮肤、睾丸、肾、骨和

神经组织等的发育; PDGFRβ信号被认为是早期

造血系统和血管形成的必要调节者[6]. PDGFRα
与PDGF-A、-B和-C链具有较高的结合亲和力, 
而PDGFRβ对PDGF-B和PDGF-D的亲和力更 
高[7], 可见PDGFRα和β两种受体对PDGF-B链具

有较高的敏感性, 相比于PDGF其他亚基, PDGF-
AB、PDGF-BB的刺激信号在同时具有PDGFRα
和β两种受体的组织中的传播效率可能更高 , 
PDGF-BB和PDGF-DD较其他亚基在PDGFRβ信
号传播效率也可能更高. 

2  PDGF激活的信号通路

PDGF不仅是强有力的促有丝分裂原, 而且与

T G F-β具有协同促纤维化作用的生长因子 [4]. 
PDGF传导的信号由刺激跨膜酪氨酸激酶受体

开始, 已经证实有该受体启动多条信号通路, 主
要包括Ras-MAPK、PI3K/Akt、PLC-γ、钙通

道、Na+/H+、JAK/STAT途径等[8,9], 他们都参与

细胞的生长发育过程. PDGFRs主要通过生长

因子受体结合蛋白2(Grb2)和包含SH2结构域蛋

白(Shc)与Ras-MAPK通路链接. Grb2与活化的

PDGFR的蛋白结合域SH2结合, 参与PDGF介导

的信号转导[10], 或是Grb2同时与Shc、Sos结合

形成Shc-Grb2-Sos复合物, 并将Sos激活, 激活的

Sos与质膜上的Ras蛋白结合, 激活Ras, 引起下

游Raf-1和MAPK级联的活化, 进而刺激基因的

转录, 促进细胞生长、分化及迁移活动[11]. PI3K
是一种胞内磷脂酰肌醇激酶, 其信号感受器为

丝氨酸/苏氨酸激酶, 包括Akt/PKB[12]、p70S6激 
酶[13]、JNK[14]以及Rho家族的小GTP酶类[15]等. 
PDGFRs激活的PI3K/Akt通路促进肌动蛋白重

组、增加细胞的迁移、刺激细胞的生长并抑制

其凋亡[12,16]. PLC-γ与PDGFR结合, 发生磷酸化

后被激活, 导致细胞内钙离子的流动和蛋白激

酶C(protein kinase C, PKC)的活化, 刺激细胞的

生长和迁移. PDGF诱导复制的能力主要依赖于

胞外内流方式引起的细胞内持续的钙离子升高, 

而非细胞内储存钙离子的释放, 而且PDGF刺激

可提高大鼠或人HSCs的Na+/H+交换泵活力, 而
Na+/H+的交换又可调节PDGF诱导的HSCs增生

反应[17]. Ping等[18]发现, 降低钙调蛋白依赖性蛋

白激酶Ⅱ水平, 不仅可削弱PDGF诱导的HSC增
生, 还减弱ERK1/2的磷酸化作用, 但对于c-Jun
氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, JNK)的
磷酸化并无影响. PDGFRs还可激活与一些信

号分子, 包括酶类、适配器和转录因子. PDGF
激活的多条信号通路中, 丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)家族成

员调控的信号通路占主导作用, 包括细胞外信

号调节激酶(extracellular signal-regulated protein 
kinase, ERK)通路以及两条应激活化蛋白激酶通

路(stress activated protein kinase, SAPK): JNK和

p38信号通路[19,20]. MAPKs能够磷酸化激活多种

转录因子, 这对于启动细胞的增殖和迁移非常

重要. 

3  PDGF亚基与肝纤维化

关于PDGF与肝纤维化的关系已经有许多相关

研究, 尽管已经证明PDGF的4种亚基都可能参

与肝纤维化过程[21,22], 但他们在肝纤维化的发

生、发展过程中所发挥的作用并不相同. Breit-
kopf等[23]研究了体外促肝纤维化模型, 首先发现

静息的HSC向肌成纤维细胞转化过程中PDGF
的4个亚型的表达情况: PDGF-A mRNA仅出现

微量的波动, PDGF-B在HSC激活的第3天表达

已经明显下降, 而C型、D型mRNA水平在此过

程中表达分别升高5倍和8倍, 且持续较长时间, 
表明在HSC激活的早期主要通过PDGF-B介导

信号转导, 后期则通过C型、D型介导, 且比起

PDGFRα的轻微变化, PDGFRβ出现早期持续的

高表达. Campbell等[24]研究发现PDGF-C可能作

为肝纤维化发生的起始作用因子, 其作用机制

可能是通过诱导大量促肝纤维化途径的激活而

发挥作用. 最近的研究表明, PDGF-B和PDGF-D
经PDGFRβ传递的信号与肝纤维化的关系最紧

密. Borkham-Kamphorst等[21]研究发现, 胆总管

结扎引起纤维化的大鼠肝脏中PDGF配体和受

体的转录水平被上调, 其中PDGF-B、PDGF-D
和PDGFRβ的转录水平比PDGF-A、PDGF-C
和PDGFRα更高, 他们还发现, 经PDGF-B或

PDGF-D刺激的肝星状细胞或肌成纤维母细胞

发生显著的增殖表现, 而经PDGF-A或PDGF-C
处理的却没有明显的改变. 说明只有PDGF-D与

■创新盘点
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PDGF-B对肝脏具有明显的促有丝分裂和纤维

化的作用, 而PDGF-A和PDGF-C对肝纤维化的

影响甚微[25]. Li等[26]用PDGF-BB加入HSCs的培

养基中培养15 min后, 对比未加药处理的HSCs
小而圆的形态, 加药处理后的呈现出扁平、纤

薄、体型延长、出现类似伪足的形态 ,  表明

PDGF-BB对HSCs的激活作用还是比较显著的. 
最近的一项研究表明, 胆总管结扎引起的小鼠

肝纤维化程度不如经PDGF-B抗体处理后的肝

纤维化程度严重[27]. 此前Czochra等[28]通过研究

过表达PDGF-B的转基因老鼠, 就已经发现其肝

脏的纤维化水平明显提高, 由PDGF-B的高表达

及其引发的α平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)和PDGFRβ的表达升高, 提示肝

星状细胞和肌成纤维母细胞的显著激活, 可见

PDGF-B是体内促增殖和纤维化的刺激物, 也
是促进肝星状细胞进入分化阶段的有效诱导

物. 因此, 在PDGF家族中以PDGF-B、PDGF-D
和P D G F Rβ在肝纤维化过程中的作用尤为突

出, HSCs表面的PDGF受体以β受体为主, 并与

PDGF-B和-D具有较强的亲和力[29,30].  

4  PDGF信号在肝纤维化发病中的机制

肝纤维化的发生主要是因为HSCs的活动引起, 
而PDGF作为促分裂和纤维化的最有力生长因

子, 参与调节HSCs活化、增生、迁移等过程. 
PDGF主要在慢性肝损早期间质细胞增生和细

胞外基质产生的时候高表达, 而非肝细胞再生

时期[25], 且静止期的HSCs无PDGF受体表达, 只
有活化的HSCs高表达PDGF受体, 促进肝纤维化

的发生和进展[31]. 已知NADPH氧化酶(NAPDH 
oxidase, NOX)一直被公认为ROS的主要来源并

专职控制细胞内ROS的水平, 参与调节细胞的再

生、凋亡等生理活动[32,33]. Adachi等[34]发现NOX
在PDGF调控的离体HSC s的增生及肝纤维化

活体模型中发挥关键性作用, NOX是PDGF-BB
诱导的HSC内产ROS的主要来源, PDGF-BB可
促使HSC中NOX的表达并产生ROS, ROS又经

p38MAPK的磷酸化途径促进HSCs的增生, 他们

还发现, 经NOX抑制剂DPI处理后, PDGF-BB引
起的HSC增生和MAPKs的磷酸化程度显著受到

抑制, 进一步说明了PDHG-BB是通过激活NOX/
产生ROS的过程以诱导的p38MAPK磷酸化, 将
信号传至细胞核内, 调节基因的表达. 肝纤维化

形成过程中, PDGF-B、PDGF-D与其敏感受体

PDGFRβ结合, 受体发生自身磷酸化并激活Ras

系统, 相继通过Raf-1、MEK和ERK(MAPKs通
路)的磷酸化激活过程传播信号, 激活的ERK不

仅可促进胞质靶蛋白的磷酸化、调节其他蛋白

激酶活性, 还可进入细胞核内, 促进多种转录因

子(如AP-1、NF-κB)的磷酸化, 使其与相应反

应元件的靶基因启动子结合, 增强转录活性, 参
与靶基因产物Ⅰ型胶原、TIMP-1、MMP1、
Bcl-2、XIAP等的表达, 调控细胞的分裂、增殖

和凋亡[29,35]. TIMP-1、MMP1、Ⅰ型胶原等在肝

纤维化过程中是不可或缺的, 活化的HSCs可上

调TIMPs的表达, 降低MMPs的表达, 促进胶原

的产生, 增加细胞外基质的沉积, 形成瘢痕组织, 
破坏肝脏的组织结构和器官功能[36,37]. 

5  PDGF信号参与其他疾病的发生

慢性纤维化改变可发生在多个不同器官和系

统, PDGF信号通路参与形成纤维化的过程, 并
在促进肌成纤维细胞的复制, 存活, 和迁移等方

面发挥重要作用. 而PDGF的活动与肌成纤维细

胞表面表达的PDGFRα和βPDGF相关, 在纤维化

发展过程中, 这些受体被激活继而放大PDGF传
递的信号刺激. PDGF参与多个器官的纤维化过

程, 包括肺[38]、肾[39]、肝[40,41]、真皮[42]和心脏[43]

等. Nagaoka等[44]曾报道称正常人肺泡巨噬细胞

中含有PDGF-A和PDGF-B的mRNA, 但PDGF-B
比PDGF-A的mRNA多10倍的量, 他们还发现

特发性肺纤维化病人的巨噬细胞中, PDGF-A
和PDGF-B的mRNA水平都显著提高. 这说明

PDGF在特发性肺纤维化病人肺泡巨噬细胞中

的大量分泌是由于加快的转录速率, 并且被巨

噬细胞释放的PDGF亚基主要是PDGF-B链构成

的二聚体[45]. Kimani等[38]也发现PDGFRα受体的

表达可促进肺肌成纤维细胞的增生, 而PDGF-A
对其却有抑制作用. 当然, 在其他的肺疾病中也

可发现PDGF的过表达, 例如闭塞性细支气管

炎[46]、石棉肺[47]、尘肺[48]等, 且都以PDGF-B链
发挥关键作用. PDGF-C缺乏或有其中和抗体的

老鼠可削弱经单侧输尿管结扎引起的肾纤维化

的程度, 相反的是, PDGF-C对肝脏的纤维化进

程影响不明显, 而以PDGF-B、PDGF-D对肝纤

维化的影响更显著[49]. Liu等[50]从硬皮病患者病

变处检测到PDGFRα的表达升高, 受体结合的

PDGF-AA配体也相应增加, 促进纤维母细胞的

增生及向肌成纤维母细胞的转化. M2巨噬细胞

分泌PDGF-CC可诱导口腔和牙龈纤维母细胞表

达α-SMA, 促进该细胞的分化[51]. 在心脏受损时, 
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可检测到PDGF的表达是提高的, PDGF促进中

性粒细胞、巨噬细胞、纤维母细胞和平滑肌细

胞等增生和迁移至伤处, 刺激肉芽组织的形成, 
组织结构的纤维化改变[43]. 

6  PDGF与抗肝纤维化

近年来, 有一些关于经抗PDGFs、PDGFRs的
抗体[27,52]或阻断PDGFs、PDGFRs信号通路[53]

的方法对抗肝纤维化的研究, 研究发现注射抗

PDGF-B疫苗的小鼠, 可抵制CCl4药物作用导致

的肝纤维化发生, 并抑制已发生纤维化的肝脏

HSCs的活化、增殖[54]. 川芎嗪具有削弱纤维化

标志基因表达的作用, 减少PDGFRβ受体的表

达, 从而阻断PDGFRβ下游ERK和p38的磷酸化

作用, 抑制过氧化物H2O2引起的HSCs的活化, 并
诱导其凋亡[55]. 苜蓿素、花青素等植物提取物有

类似酪氨酸激酶抑制剂活性, 通过减少PDGFRβ
和ERK1/2和Akt的磷酸化作用, 抑制PDGF-BB
导致的HSCs的活化、增生等[56,57]. 索拉非尼, 作
为多重酪氨酸激酶受体抑制剂, 针对PDGF受体

及Raf/ERK信号通路, 能有效治疗肝细胞癌患者, 
并且在纤维化动物模型中可发挥抗纤维的作 
用[58]. 尼洛替尼, 也具有酪氨酸受体抑制作用, 阻
断PDGF和TGF-β诱导的ERK和Akt磷酸化, 抑制

HSCs的增生、迁移及α-SMA、胶原蛋白丝的合

成[59]. 实际上, PDGFR抑制剂在疾病的临床前期

的运用研究, 为抗纤维化的治疗提供了一个新

的前景, PDGF受体抑制剂或抗PDGF疫苗很可

能是有效预防和减缓肝纤维化的有效制剂. 

7  结论

许多不同的疾病和毒素都可导致肝损害, 长期

慢性肝损常常会进展为肝纤维化、肝硬化甚至

肝癌, 而治疗肝纤维化是非常困难的, 如何阻止

或逆转肝纤维化的发生、发展成为肝病治疗的

重大课题. 通过阐述PDGF在肝纤维化中的作用, 
对PDGF及其受体进行中和或抑制, 就可能达到

抗纤维化的目的, 为抗肝纤维化的治疗提供了

一个新的研究方向. 
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Abstract
The homeostatic equilibrium of the intestinal 
microbiota plays a key role in digestion, as-
similation, immuno-inflammatory reactions, 
regulation of intestinal epithelial proliferation, 
and resistance to infection. Under the influence 
of internal and external factors, some pathogens 
alter in number and functions. This directly or 
indirectly affects the intestinal epithelium and 
the enteric environment, which is closely associ-
ated with the pathogenesis of colorectal cancer. 
This paper summarizes the characteristics of 
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 文献综述 REVIEW

肠道菌群参与结直肠癌发生的模式

贾盛佼, 王莉莉, 于新娟, 董开芯, 田字彬, 董全江

®

■背景资料
肠道菌群与结直
肠癌的发生发展
密切相关. 许多学
者根据动物模型
实验及高通量测
序技术研究结果
提出菌群在结直
肠癌中作用的模
型, 但由于研究和
模型的局限性, 菌
群的具体作用机
制及其动态变化
仍待进一步研究
和探索. 

the normal intestinal microbiota, describes the 
“alpha-bug” hypothesis and the “driver-passen-
ger” model, and discusses the adaptive altera-
tion of the intestinal microbiota from a dynamic 
perspective. This will aid us in understanding 
the pathogenesis of colorectal cancer, providing 
a theoretical basis for the prevention and treat-
ment of this disease.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Intestinal microbiota; Colorectal can-
cer; Pathogenesis

Jia SJ, Wang LL, Yu XJ, Dong KX, Tian ZB, Dong QJ. 
Mechanisms underlying the role of intestinal microbiota 
in pathogenesis of colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2013; 21(9): 779-784  http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/779.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i9.779

摘要
健康状态下肠道菌群与人体和肠道微环境维
持平衡状态, 对食物的消化吸收、调节肠道上
皮细胞增殖、抵抗病原体和炎症免疫反应等
具有重要意义. 在体内外因素影响下某些细菌
先后发生数目及功能的变化引起肠道菌群改
变进而影响肠上皮细胞和肠腔环境, 与结直肠
癌的发生发展密切相关. 本文对肠道正常菌群
特征作一综述, 并深入分析了菌群-结直肠癌
的两个发病模型 “Alpha-bug” 和 “driver-
passenger” , 从菌群动态变化的角度探讨了肠
道菌群在结直肠癌发生发展中的适应性变化
和致病机制, 有利于深入理解结直肠癌发病机
制, 并为指导临床治疗及预防工作提供了理论
依据. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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■研发前沿
目前通过高通量
测序技术已基本
阐明肠道菌群的
构 成 .  对 肠 道 菌
群具体致病机制
的研究仍处于初
级 阶 段 ,  大 部 分
局限于肿瘤某一
阶段一种或几种
致病菌对肿瘤的
作 用 .  肠 道 菌 群
在结直肠癌发生
发展中的动态变
化及其作用机制
仍不明确.

0  引言

结直肠癌是全世界最常见的癌症之一, 每年都

有超过一百万的新发病例, 并且每年死亡人数

达六十多万[1-3]. 细菌感染和病毒感染与肿瘤发

生密切相关[4-8], 20世纪70年代, Aries等[9]对人体

肠道复杂共生菌与结直肠癌的关系进行了研究

并提出两者之间存在相关关系的假设. 此后动

物模型实验研究更加深了人们对菌群与结直肠

癌关系的理解[10-12]. 近年来应用高通量测序技术

可以更为深入直观的研究人体正常及病理肠黏

膜中的菌群构成[13-15]. 许多研究者提出关于菌群

在结直肠癌中作用的模型[16-19]. 虽然这些模型从

不同角度阐述了菌群在结直肠癌发生发展中的

作用及菌群构成演变, 但由于这些模型的局限

性, 菌群的具体作用机制及菌群在结直肠癌的

影响下所发生的变化仍待进一步研究和探索. 
本文深入分析了新近提出的菌群-结直肠癌的两

个发病模型, 从菌群动态变化的角度探讨了肠

道菌群在结直肠癌发生发展中的适应性变化和

致病机制, 有利于深入理解结直肠癌发病机制, 
为指导临床预防及治疗工作提供理论依据.

1  人体正常肠道菌群

从出生起, 人的胃肠道黏膜就有大量细菌开始

定植. 成年后, 人体胃肠道存在10倍于人体细胞

数量的细菌. 由于大肠内容物移动缓慢, 且其厌

氧环境呈中性或弱碱性, 有利于细菌的大量繁

殖, 因此整个胃肠道细菌最多的部位在大肠[20,21]. 
菌群定居于肠道黏膜表面, 与宿主形成有机统

一的整体[22]. 人体胃肠道菌群数目庞大, 大约有

1014, 构成复杂, 至少有1 000个不同种类[23,24]. 高
通量测序技术检测出人体肠道菌群主要有7大
门组成: 厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门、放

线菌门、梭杆菌门、疣微球菌门、与蓝菌门较

接近的未分类菌群[25]. 加上之前已经鉴定出的螺

旋体门和VadinBE97门, 到目前为止人体肠道内

已发现的细菌共有9个门[26]. 大部分肠道菌属于

厚壁菌门和拟杆菌门(占98%以上的序列), 且大

多数(95%)的厚壁菌属于梭菌纲. 拟杆菌门中的

拟杆菌属是粪便中的主要微生物[25]. 早在20世纪

70年代便有研究者发现肠道菌群有助于肠道的

发育成熟、宿主消化食物及营养摄取和抵抗病

原体[27]. 近年来的研究发现肠道菌群还具有调节

肠道上皮细胞增殖[28]、宿主能量代谢[29]和炎症

免疫反应[30]的特点. 庞大而复杂的肠道菌群通

过长期进化以及与宿主的相互适应, 在细菌、

环境和宿主之间达到平衡状态, 一旦宿主免疫

力改变、环境变化等因素引起这种平衡态破坏, 
肠道菌群结构改变造成肠道微环境的变化, 损
伤肠上皮细胞, 导致过敏性疾病[31]、炎症性肠病

及癌症[12,13]等疾病的发生. 肠道菌群对结直肠癌

的作用亦即通过上述机制发生的.
人体肠道菌群具有多样性、稳定性及可复

性, 其在菌群生态平衡的建立、维持及平衡破

坏后的修复中均有重要体现[32]. 菌群的多样性促

成其稳定性, 即菌群生态平衡不易被打破, 而一

旦由于环境改变、宿主免疫功能变化等引起平

衡的破坏后, 菌群的可复性特性会促使菌群恢

复到原平衡态或达到另外一个平衡态[32]. 结直肠

癌中肠道菌群平衡态的改变是一种被动的适应

性的变化, 体现了菌群对结直肠癌发生发展有

促进或抑制作用.

2  “Alpha-bug”模型

Sears和Pardoll[16]通过对肠产毒性脆弱拟杆菌

(enterotoxigenic Bacteroides fragilis , ETBF)的
致病作用与机制的研究提出了 “Alpha-bug” 
模型. 该模型认为某种或某些特定肠道固有细

菌通过直接或间接方式影响肠上皮细胞, 使其

易发生基因突变 ,  这些肠道固有菌被定义为 
“Alpha-bugs”. 其直接作用包括分泌毒素蛋白

直接促癌作用等, 间接作用包括改变结肠菌群

使其更易引起黏膜免疫反应和结肠上皮细胞的

变化. 当上皮细胞基因突变累积到一定程度时

诱发结直肠癌. 在整个过程中, “Alpha-bugs” 
一直存在或其作用一直存在, 并将其他益生菌 
“排挤” 掉, 同时菌群的改变也促使许多共同

致病菌的出现, 加速结直肠癌的发生与发展. 该
模型以ETBF为例, ETBF通过分泌脆弱拟杆菌

毒素激发了结肠上皮细胞和黏膜免疫功能的重

要改变进而促进了肠黏膜癌变, 同时也改变了肠

腔内的环境, 出现了许多共同致病菌. 结肠上皮

的改变包括Wnt、NF-kB、Stat3等信号转导通路

的激活[2,33,34], 结肠上皮细胞DNA的损伤等, 后者

可能是通过脆弱拟杆菌毒素对结肠上皮细胞的

直接致癌作用[35]或炎症细胞释放的活化氧或氢 
类[36]的间接致癌作用实现的. 黏膜免疫学的变化

主要为Th17介导的免疫反应[37], 该反应可能与

结肠上皮细胞的改变具有协同致癌作用. 
“Alpha-bug” 模型不仅深入分析了单一

细菌或特定致病菌的作用, 而且也提出了菌群

的致病作用: 特定致病菌诱导癌症发生过程中, 
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■相关报道
近年来许多学者
提出关于肠道菌
群在结直肠癌中
作用的模型, 这些
模型从不同角度
阐述了肠道菌群
在结直肠癌发生
发展中的作用及
菌群构成演变, 但
各模型之间仍存
在争议, 菌群的具
体致病机制以及
菌群自身动态变
化仍不明确.

许多其他益生菌被 “排挤”, 菌群的变化促使

多种共同致病菌出现, 对癌症的发生与发展产

生相同或相似的促进作用. 这为认识癌症或其

他慢性免疫性疾病的发生提供了新思路. 但该

模型仍存在许多需要探讨的问题: (1)该模型是

通过分析ETBF对结直肠癌的致病作用而得出

的, 缺少其他 “Alpha-bugs” 的论证说明, 需要

更多的研究证实; (2)该模型提出菌群而非单一

致病菌的致癌观点, 但肠道菌群发生何种改变, 
共同致病菌以及被 “排挤” 的益生菌有哪些, 
发生这些变化的机制如何, 这些问题尚不清楚; 
(3)该模型侧重探讨了ETBF在结直肠癌中的作

用机制, 但是ETBF和继发出现的共同致病菌的

作用时限以及各自的数目变化尚不明确. 

3  “driver-passenger”模型

新近有3次研究运用高通量测序技术进行了菌

群与结直肠癌的关系的探讨, 结果发现结直肠

癌患者的肿瘤组织肠黏膜和周围正常组织肠黏

膜的菌群存在很大差异[13-15]. 其中Marchesi等[13]

研究发现肿瘤组织黏膜中Coriobacteria等具有

益生菌特性的肠道共生菌高表达, 而潜在致病

菌如大肠杆菌等的表达较低. 肿瘤周围正常组

织黏膜中致病菌含量反而高于肿瘤组织. 由此, 
Tjalsma等[17]首次提出肠道菌群致癌的 “driver-
passenger” 模型: 首先, 某些特定的肠道固有菌

诱发了上皮细胞DNA损伤, 这些肠道固有菌被

定义为 “drivers”; 其次, 癌变过程介导了肠道

微环境的改变, 这种改变有利于另外某些细菌

的增殖存活, 这些细菌被定义为 “passengers”.
该模型与 “Alpha-bug”模型明显不同. 

他强调由于肿瘤生长 ,  肠道微环境发生变化 , 
“passengers” 取代 “drivers” 而定植于肿

瘤微环境中 .  该模型列举了几种研究较多的 
“drivers”, 他们通过不同的机制促进了大肠的

癌变过程. 例如: 粪肠球菌产生的胞外超氧化物

转化为过氧化氢, 引起结肠上皮细胞的DNA损

伤[38,39]; 某些大肠杆菌菌株的pks基因能编码co-
libactin蛋白, 这种基因毒性产物能够诱发DNA
单链的损伤[40,41]; ETBF通过脆弱拟杆菌毒素直

接作用于结肠上皮细胞, 同时通过引起免疫炎

症反应促进结直肠癌的发生[35,42,43]; 肠杆菌科如

志贺菌、柠檬杆菌、沙门菌等通过在肠道内的

持续低水平定植引起结肠黏膜的无症状持续炎

症反应, 同时产生可以引起结肠上皮细胞DNA
损伤的基因毒性物质, 从而增加了个体对结直

肠癌的易感性[36,44]. 该模型的创新点在于 “pas-
sengers” 概念的提出, 与之前研究理论不同, 该
模型认为结直肠癌发生后, 原发致病菌(“driv-
ers”)会被一些更适宜在肠道肿瘤微环境中生

存的机会性致病菌甚至益生菌所替代, 这些替

代者被定义为 “passengers” , 如梭杆菌[13-15]、

解没食子酸链球菌亚种[45]、氏菌属[13]等. “pas-
sengers” 既对肿瘤的进展有促进作用又不排

除其具保护肠道内环境的益生菌效应. “driver-
passenger” 模型较好的解释了结直肠癌患者

肿瘤组织与正常组织肠黏膜菌群的差异. 但该

模型仍存在其局限性: (1)该模型参考的3项研 
究[13-15]的受试对象均为结直肠癌晚期患者, 缺少

健康及癌症早期对照, 因此只能反映在癌症发

展晚期的肠道菌群构成; (2)尽管这3项研究均分

析了菌群种类、构成、丰度等, 但所有的实验

方法都只是用来检测细菌的有无, 细菌之间的

基因组差异造成的基因产物(如毒力因子)对肠

道上皮的影响尚不明确. 

4 结直肠癌发生发展过程中肠道菌群的适应性

变化

健康状态下, 肠道菌群与人体和肠道微环境保

持着平衡状态. 当机体受到某些内因或外因的

作用如不合理饮食、感染、应激等, 发生肠道

菌群失调, 这表现为肠道菌群的种类、数量、

比例、定位和代谢特征等的变化[46]. 如给予小鼠

致肥胖饮食处理后发现, 小鼠的远端肠道菌群

中的厚壁菌门柔膜体纲的分支细菌数目明显增

多[46], 体现了菌群的被动性改变以适应周围环境

的变化. 对无结肠袋炎的溃疡性结肠炎患者组, 
患结肠袋炎的溃疡性结肠炎患者组以及家族性

腺瘤息肉病患者组的结肠袋黏膜菌群研究结果

显示3组的菌群构成明显不同, 其中患结肠袋炎

的溃疡性结肠炎患者的梭菌属、真菌属较多, 而
且患结肠袋炎的溃疡性结肠炎患者组与家族性

腺瘤息肉病患者组相比, 其拟杆菌门及变形菌门

较后者少, 厚壁菌门及疣微菌门较后者多[47]. 此
结果反映了肠道菌群是随疾病的发生发展而不

断变化的. 结直肠癌的 “腺瘤-癌序列” 模型

假设基因突变的发生及积累促使结肠上皮增生

和畸变, 最终导致结直肠癌[18,19]. 由此, 结直肠癌

的发生是一个漫长的过程, 肠上皮细胞经历了 
“正常-过度增生-腺瘤-癌” 的演变, 在此过程

中, 菌群有可能呈现动态变化, 反复出现新的平

衡, 我们可以称之为适应性变化. 
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■创新盘点
本文深入分析了
新近提出的菌群-
结直肠癌的两个
发病模型, 从菌群
动态变化的角度
探讨肠道菌群在
结直肠癌发生发
展中的适应性变
化和致病机制, 而
不局限于分析结
直肠癌某一阶段
一种或几种致病
菌对肿瘤的作用.

菌群的适应性变化与菌群自身的可复性有

关. 生态系统的可复性反映了一个系统在向另

一个平衡状态改变之前可以承受的压力或波动

的大小[48]. 定居于人体肠道中数以亿计的细菌构

成了一个复杂的生态系统, 因此肠道菌群也具

有可复性[32]. 当菌群受到体内外各种刺激时, 现
有平衡状态被打破, 可复性使菌群具有向平衡

状态改变的倾向. 
“driver-passenger” 模型与“Alpha-bug” 

模型的不同之处在于前者提出了“drivers” 被 
“passengers” 取代, 其依据是结直肠癌晚期患

者的菌群分析[13-15], 但对于肿瘤发生发展过程中

的其他阶段如肠上皮过度增生以及腺瘤阶段菌

群如何并未分析讨论, 亦即忽略了探讨在结直

肠癌发生发展过程中细菌的存在及其作用是否

会随着肠道微环境以及菌群的动态性变化而改

变. 菌群的适应性变化则可以从结直肠癌发生

发展的纵向角度更合理地解释结直肠癌发生发

展过程中肠道菌群的变化过程: 健康状态下人

体肠道菌群保持平衡状态, 遗传、饮食、环境

等多方面因素导致肠道中容易诱发结直肠癌的

致病菌占优势, 作用增强, 因此该部分细菌对结

直肠癌发挥主动性致病作用诱发癌症的发生. 
而肿瘤的生长使结肠黏膜屏障功能改变, 结肠

上皮细胞损伤、流血等改变了局部微环境[49], 使
原有菌群平衡态被打破, 菌群可复性使整个菌

群不断发展向更适合改变了的肠道微环境的平

衡态. 在此发展过程中较适合此环境的细菌增

殖, 不适于在此环境中存活的细菌便减少甚至

消失, 由此所形成的新的平衡态反映了菌群对

结直肠癌的作用. 若具有促癌特征的细菌占优

势则菌群能促进肿瘤的发生发展; 反之, 若抑癌

菌占优势则菌群对肿瘤的发生发展具有抑制作

用. 如“driver-passenger” 模型中,“drivers” 
的数目减少或消失以及“passengers” 的出现

是由于新的平衡态的需要, 若“drivers”能够适

应新的环境并在新的平衡态中具备相应的功能, 
则 “drivers”便不会被“passengers”排挤掉, 
而是可以继续在肠道中定植并发挥一定作用.

菌群的适应性变化是从动态的角度分析肠

道菌群在结直肠癌中的变化而非局限于某一种

或某几种细菌的改变, 更符合菌群在人体肠道

内的存在状态, 因此从菌群的适应性变化角度

分析讨论肠道菌群对结直肠癌的影响更为合理. 
但是肠道微环境的改变如何、菌群平衡态具体

构成及两者之间存在何种关系仍待进一步研究

探讨.

5  结论

肠道菌群与结直肠癌密切相关. 探究肠道菌群

在结直肠癌发生发展中所起的作用有助于加深

我们对结直肠癌发病机制的理解, 从而更好地

指导临床预防及治疗工作. 但目前关于肠道细

菌对结直肠癌的作用的研究大都局限于肿瘤某

一阶段一种或几种致病菌对肿瘤的作用, 对于

肠道菌群在结直肠癌发生发展过程中的动态变

化及致病机制仍不明确; 菌群适应性变化中涉

及到的肠道微环境的改变、菌群平衡态具体构

成以及两者之间的关系亦不清晰, 这些问题有

待进一步研究探索. 随着这些问题的解决, 我们

将更加全面深刻的认识人体肠道菌群对结直肠

癌的作用机制以及菌群在肿瘤影响下自身的发

展变化, 这将会为临床预防及治疗结直肠癌提

供有力的理论指导. 
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Abstract
Functional dyspepsia (FD) is one of the most 
common clinical functional gastrointestinal dis-
orders. As a chronic, relapsing and remitting 
disorder, FD not only significantly affects the 
quality of life of patients but also causes very 
high medical expenses. However, the specific 
pathogenesis of FD has always been a big prob-
lem for gastroenterologists. Recently, motility 
abnormalities, visceral hypersensitivity, psycho-
social factors, Helicobacter pylori, genetic factors, 
excessive gastric acid secretion, environment, 
diet, and lifestyle have been proposed to explain 
the pathogenesis of FD, of which the brain-gut 
axis, autonomic nervous system , gastrointes-
tinal hormones may play an important role. In 
this paper, we review the recent progress in the 
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 文献综述 REVIEW

功能性消化不良的发病机制

仝甲钊, 曲 波, 王蓓蓓, 白 梅

®

■背景资料
功能性消化不良
(FD)是临床上最
常见的一种功能
性胃肠病(FGID), 
且其具有慢性、
复发性和难以缓
解 性 ,  因 而 不 仅
明显影响患者的
生 活 质 量 ,  而 且
也造成了相当高
的医疗费用支出. 
目 前 ,  许 多 致 病
因素被认为可能
与FD有关, 包括: 
胃动力异常、内
脏高敏感性、社
会心理学因素、
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
pylor i )、遗传、
环境、饮食和生
活方式. 其中, 胃
动力异常和内脏
高敏感性被认为
是FD症状表现的
主要因素, 其他影
响因素之间也互
相影响且通过调
节胃动力、内脏
敏感性来起作用. 
然而, 目前针对每
种致病因素的随
机对照实验研究
几乎都存在着较
大的争议. 

pathogenesis of FD.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是
临床上最常见的一种功能性胃肠病, 且其具有
慢性、复发性、难以缓解性, 因而不仅明显影
响患者的生活质量, 而且也造成了相当高的医
疗费用支出. 而FD疾病具体的发病机制一直
是困扰众多学者的难题. 目前多数学者认为
胃动力异常、内脏高敏感性、社会心理学因
素、幽门螺杆菌、遗传、过度的胃酸分泌、

环境、饮食及生活方式与FD的发生有关, 且
脑-肠轴、自主神经系统和胃肠激素在其中可
能起着重要的作用. 本文旨在对近年来有关
FD发病机制的研究进展做一综述, 并对其中
可能存在的潜在联系做一分析. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是临

床上最常见的一种功能性胃肠病(functional gas-
trointestinal disorders, FGID), 且其具有慢性、

复发性和难以缓解性[1], 因而不仅明显的影响患

者的生活质量, 而且也造成了相当高的医疗费

用支出. 目前, 许多致病因素被认为可能与FD有

关, 包括: 胃动力异常、内脏高敏感性、社会心
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■研发前沿
目前认为FD与多
种影响因素有关, 
而脑-肠轴、自主
神经系统、胃肠
激素可能在其中
起着重要的衔接
作 用 ,  目 前 未 见
有学者对其关系
作一综述及分析.

理学因素、幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. 
pylor i )、遗传、环境、饮食和生活方式. 其中, 
胃动力异常和内脏高敏感性被认为是FD症状表

现的主要因素, 但其他影响因素之间也互相影

响且通过调节胃动力、内脏敏感性来起作用[2].
因此, 理解FD疾病的各种发病机制并对其进行

综合分析, 从而发现其中的潜在联系, 找到其中

最根本、最普遍的影响因素并予以控制, 或许

才是解决此疾病最重要的措施. 

1  功能性消化不良的定义及目前状况

1.1 功能性消化不良的定义 FD是指主要表现于

上腹部区域的不适症状, 包括胃疼、烧心、餐

后不适和胃部饱胀感等, 而不能通过器质性原

因来解释这些症状的消化不良, 他也是众多功

能性胃肠疾病(functional gastrointestinal disor-
ders, FGID)的其中之一[2]. 目前, FD的诊断主要

依靠罗马Ⅲ标准, 他被定义为[2]起源于胃十二指

肠区域的症状, 而且排除可以解释这些症状的

任何器质性、全身性或代谢性疾病. 这些症状

包括上腹痛, 上腹烧灼感, 餐后饱胀和早饱. 诊
断之前至少6 mo出现症状, 近3 mo符合症状诊

断标准. 
1.2 功能性消化不良疾病的目前状况 据对一所

西方大学医院门诊患者的连续性研究得出 [3], 
40%以腹部症状为主诉的患者被诊断为FGID. 
而FD作为FGID的其中之一, 在西方国家的成年

人中的发病率约为15%, 其中约25%的患者将会

寻求医疗服务[4]. 在我国, 消化不良患者约占普

通内科门诊的10%, 占消化内科门诊的50%[5]. 不
幸的是, 尽管存在如此多的FD患者, 但在严格的

临床研究中, 几乎没有显示出比安慰剂更为有

效的治疗方法[6]. 由于治疗效果的不理想, 患者

不断求医, 且检查和治疗这种疾病的花费很大, 
因而使治疗FD的费效比很高[7]. 因此, FD也造成

了重大的社会负担. 

2  功能性消化不良的影响因素及其发病机制

2.1 功能性消化不良疾病的社会心理学因素 在
FD疾病的各种相关因素中, 社会心理学因素获

得了相对较多的关注. 很早以来, 临床医师就注

意到有慢性胃肠道症状的患者多伴有不同程度

的情绪障碍[8]. 而FD疾病的异常社会心理因素

被认为主要来自于不良生活应激事件、异常

个性特征和应对方式. 国外研究发现FD患者常

具有更多的负性生活事件, 而负性生活事件则

与FGID的发生和抑郁、焦虑症的发病有直接

关联, 而童年受虐待史是成年后FD发病的报警

因素[9,10]. 一项基于社区人群的巢式病例对照研 
究[11]也显示, 心理障碍分值高、负性生活事件多

者更易患FD, 躯体化、人际关系敏感和生活应

激事件可能是FD的独立相关因素. 临床研究也

显示FD患者对安慰剂的有效率比其他疾病患者

高35%-40%, 这很大程度上表明FD涉及心理学

因素, 并且催眠疗法也显示出对FD患者有效[12]. 
国内吴改玲等[13]也通过研究认为存在抑郁和焦

虑状态的FD患者更易出现自主功能受损, 从而

影响胃肠道的感觉和运动. 
通过以上研究可得出社会心理学因素可能

在FD疾病中起着重要的作用, 而胃肠症状和心

理疾患的并存说明FD的潜在病理生理学机制并

不能仅仅被限制在内脏, 而应该涉及更高级的

系统, 如: 脑-肠轴和自主神经系统[14]. 目前认为

各种环境应激因子作用于大脑的应激反应系统, 
通过脑-肠轴的双向调节作用于胃肠道靶器官, 
使胃肠道运动、感觉、分泌和免疫功能发生变

化, 两者相互作用、相互影响而表现为FGID[8]. 
脑-肠轴的互动关系[7]表现为胃肠道壁的外在性

初级感觉神经元接受胃肠道刺激上传, 将信息

上传至中枢神经系统, 整合后又将信息发至靶

器官, 通过内在性初级感觉神经元调节胃肠神

经系统的感觉和运动; 同时, 感觉和动力之间也

存在互动关系, 伤害性刺激传入至中枢, 经过整

合后传出神经冲动, 并抵达靶器官, 引起异常的

动力活动. 而心理应激能够影响中枢内分泌机

制和自主神经调节活动[7]. 这其中, 胃肠激素或

许起着关键的作用, 目前发现的胃肠激素有40
余种, 他们不仅存在于消化系统, 还存在于中枢

神经系统, 对胃肠运动功能起着重要的调节作

用, 他们作为肽能神经递质, 通过直接与相应受

体结合发挥效应, 调节其他神经递质释放和传

递, 且通过迷走神经介导, 在中枢和外周水平上

对胃运动和胃排空进行精细调节[15]. 而自主神经

系统作为脑-肠互动中的重要信息载体,可调控

胃肠道感觉和运动, 其功能状态亦颇受关注[13], 
以往的多数研究[13,16-18]提示FD患者存在自主神

经功能异常, 而伴随抑郁和/或焦虑状态的FD患

者更易出现自主神经功能受损. 因此, 社会心理

学因素可能通过影响胃肠道的自主神经系统和

直接或间接影响胃肠激素的释放来调节胃肠道

的感觉和运动功能, 当精神心理出现异常时导

致胃动力异常、内脏高敏感性的发生, 从而形
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成功能性胃肠病, 包括FD. 
2.2 功能性消化不良疾病的胃酸因素 根据报告, 
质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)对未经

调查的消化不良疾病具有极好的疗效[19]. Miwa
等[20]和Lee等[21]通过分别向健康成人胃和十二指

肠灌注PH值为1的酸溶液, 导致受试者出现各种

消化不良症状, 并据此认为这种症状与胃酸紧

密相关. 因此, 胃酸过多也被认为是FD的一个诱

发因素.              
然而, 根据目前的临床资料, 对FD患者应用

PPI并没有取得非常好的效果. 虽然PPI被广泛应

用于未经调查消化不良患者的初始治疗中[6], 但
绝大多数这些患者患有胃食管反流性疾病, 所
以PPI对FD的疗效仍应当区别开来看待. 此外, 
胃酸分泌受多种因素的影响, 除了进食后神经

因素的调节外, 还受胃泌素、组胺等胃肠激素

的调节. 因此, 即使胃酸与FD症状有关, 也可能

不是根本因素. 因为, 他的分泌同样受到自主神

经系统和脑-肠轴的影响. 而当FD患者存在精神

心理因素异常时, 同样可能引起胃酸分泌增多, 
而这也可以解释为什么对FD患者单纯应用PPI
药物不能起到良好的治疗效果. 
2.3 功能性消化不良疾病的幽门螺杆菌因素 多
年来, H. pylori与FD之间的关系已经得到了广泛

的研究, 且目前国内外的主流共识意见对H. py-
lori阳性FD明确推荐根除H. pylori , 然而先前的

部分研究除了得出根除H. pylori在消除消化不

良症状方面有轻微的优势外, 其余研究资料尚

不足以证明H. pylori感染与FD之间存在因果关

系[5]. 并且很多严格、高质量的随机、双盲对照

临床研究对于根除H. pylori是否有助于改善FD
症状的问题仍然存在高度争议[22,23]. 

一篇Meta分析[24]显示根除H. pylori能够明

显地改善FD患者的症状, 但效果不确切: 在每15
个经过治疗的患者中, 仅有1例可得到症状的完

全消除. Moayyedi等[25]认为对FD患者根除H. py-
lori的效果是微小的, 且绝大多数明确诊断为FD
的患者将不会得到任何益处. 而最近, Mazzoleni
等[26]在巴西初级医疗中进行了一个大型随机对

照试验, 得出对初级医疗中的H. pylori阳性FD患

者应用质子泵抑制剂(PPI)三联疗法比应用PPI
联合安慰剂抗生素更加有效, 而且得出这种疗

效能够持续到治疗后的12 mo. 他们认为从初级

医疗中选择研究人群更富有代表性, 因此结果

比先前的研究更为可靠. 我国众多学者在此方

面也做了大量的研究, 除极少部分学者[27]得出H. 

pylori感染与FD之间并无相关联系之外, 大多数

学者[28-30]认为根除H. pylori可在较长时间内改善

FD症状.
通过以上研究, 我们可以看到目前对于H. 

pylori与FD的关系还不明确. 虽然亚洲的H. pylo-
ri感染临床实践指导方针[31]主张对伴有H. pylori
感染的FD患者予以根除H. pylori , 我国H. pylori
感染处理的庐山共识(2007年)[5]推荐对“有消

化不良症状的慢性胃炎”患者根除H. pylori , 然
而, 他们也意识到这种措施的有限性, 这个声明

也多是考虑根除H. pylori对FD患者所带来的其

他益处, 包括: 改善胃黏膜组织学、预防消化性

溃疡、有可能降低胃癌发病率等因素. 然而, H. 
pylori是否真正与FD具有相关性还值得我们深

入研究. 据报道H. pylori在全球自然人群中的感

染率超过50%, 我国是H. pylori高感染国家, 普通

人群的感染率为34.52%-80.55%, 多数地区人群

感染率在50%左右, 平均感染率为58.07%[32]. 而
FD患者中H. pylori感染率为40%-70%不等[33], 这
与普通人群H. pylori感染率接近. 由于H. pylori
感染率在普通人群中和FD患者中波动较大, 因
此不能简单地认为FD患者H. pylori感染率比普

通人群高. 
目前, 许多专家对FD疾病中的H. pylori因

素亦提出了新的观点, Moayyedi[34]认为根除H. 
pylori或许治疗了胃镜下漏掉的消化性溃疡, 预
防了随访期间消化性溃疡的发生, 且认为根除

H. pylori减少了胃黏膜层的炎症, 导致胃动力问

题的逆转, 但或许并不是H. pylori在其中起主要

作用, 因为在H. pylori感染阴性患者的上消化系

中也能看到炎症改变[35]. Hu等[36]通过研究得出

胃部其他细菌与H. pylori感染的伴发率很高, 这
些非H. pylori性细菌或许也在胃部疾病中起着

一定的重要作用. Anagnostopoulos等[37]亦对目前

FD疾病的诊断及治疗提出质疑, 对H. pylori感染

引起的消化不良, 他们认为是由于H. pylori感染

引起的器质性病变所引起, 且这种病变能够通

过内镜, 尤其是放大内镜所观察到. 他们还认为

在某些器质性消化不良患者中, 患者的持续症

状或许与FD症状具有重叠, 这样才能更好的解

释那些治疗“器质性疾病”后仍然消化不良的

情况[38]. 
然而, 由于目前FD的病理生理学机制复杂

多样, 而H. pylori在普通人群中的感染率本身就

很高, 很多H. pylori阳性个体并没有FD症状, 且
精神心理因素也能够通过脑肠轴影响胃肠激素
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的分泌, 可能继而影响到胃的免疫及自我防护

功能, 从而导致H. pylori感染程度加重, 引起一

系列消化不良症状. 且目前未见有人对H. pylori
阳性FD患者中H. pylori的感染程度进行研究, 因
此单纯H. pylori感染与FD的确切关系还需要进

一步的研究. 
2.4 功能性消化不良疾病中的遗传因素 遗传因

素方面, Holtmann等[39]发现消化不良症状与G-
蛋白β3亚族基因825位置的单核苷酸多态性基

因型有关, 这一发现也激发了很多在FD领域遗

传学的研究[40-42], 并得出FD与遗传的关系可能

随民族和地理区域的不同而改变[2], 而直接的

证据是美国的一项研究结果显示, 一级亲属有

腹部疼痛或肠道问题与本人患肠易激综合征

(OR: 2.3; 95% CI: 1.3-3.9)或FD(OR: 1.8; 95% CI: 
1.05-3.0)有相关性[43]. Gathaiya等[44]对从社区中

随机选取的消化不良患者进行潜在危险因素评

估, 并得出具有胃肠疾病家族史的患者更可能

报告具有消化不良症状. 
基因的差异同样是通过影响神经调节递质

信号及胃肠激素、炎症介质来影响个人的胃肠

感觉、运动、免疫及自我防护机制来实现的[45], 
这也说明了具有FD易感基因的个体容易受外界

因素干扰, 而罹患FD疾病. 
2.5 功能性消化不良疾病中的环境、饮食及生

活方式因素 目前, 有报道称在童年时期遭受过

身体或者性虐待的FD患者比其他FD患者具有

更高的胃敏感性, 并且成年后的受虐待史也与

胃的容积改变具有相关性[46]. 而这些不良环境及

不良事件的影响必然影响个人的社会心理学因

素, 这可能仍然是通过异常的精神心理因素而

引起FD症状. 
饮食很有可能影响FD症状的表现, 但是很

多研究强调这样的影响很小, 并且也有争议. 饮
食因素包括摄入的营养物类型和对某些食物或

者营养素的潜在偏见和认知因素[47]. FD症状常

常与食物的摄取有关, 因此FD与食物的关系得

到较多的关注. 目前, 有报道摄取脂肪或许会加

重消化不良症状, 并且腹部饱胀感与脂肪摄取

和摄取的食物量有关[48,49]. 另一项研究显示摄入

高蛋白、高热量食物后, 谷氨酸能够促进胃的

运动[50]. 然而, 流行病学研究却显示在饮食和消

化不良症状之间没有发现明显的相关性[44,51]. 因
此, 饮食与FD之间的关系还需要进一步的研究. 

目前认为生活方式包括低下的社会经济地

位、吸烟、过多的摄入咖啡因、贫穷的生活

环境和慢性疾病能够引起或加重消化不良症 
状[52,53]. 而这些因素明显能够影响个体的精神心

理方面, 因此不良生活方式引起FD的具体病理

生理学机制还有待研究. 而不良饮食习惯, 包括

空腹、不规律进食、暴饮暴食、食用刺激性食

物与FD症状的相关性已经得到了我国多数学者

的认可, 但是目前国内外还缺乏对此方面的科

学性研究. 
不管是不良的生活环境还是不良的生活方

式, 他们在作用的同时必然伴随着对大脑中枢

及胃肠道自主神经系统的刺激, 从而影响胃肠

激素的分泌, 引起胃动力异常和内脏高敏感性, 
导致FD疾病的发生. 

3  结论

各种影响因素都可能影响脑-肠轴和自主神经系

统, 从而引起胃肠激素和自主神经系统的改变, 
继而形成胃动力异常和内脏高敏感性, 引发FD
症状. 而社会心理学因素、H. pylori因素、遗传

因素和不良生活习惯因素或许是FD疾病的独立

危险因素, 这些因素可以独立存在, 又可能通过

相互影响、相互促进来引发或者加重FD症状, 
从而造成了FD病理生理学机制的复杂性. 但这

些危险因素影响脑-肠轴以及自主神经系统的机

制和胃动力异常、内脏高敏感性的确切形成机

制目前尚不清楚, 且目前对这些独立危险因素

与FD关系的研究普遍存在较多的争议, 这也是

需要我们去进一步研究的方向. 而以往对这些

独立危险因素进行实验研究时[22,23,48,49], 多没有

把其他影响因素考虑在内, 这无疑会造成研究

结果的不准确性, 导致实验结果的不完全一致, 
从而形成较大的争议. 因此, 我们在以后对某种

独立危险因素进行研究的设计中, 必须把其他

可能的影响因素考虑在内, 进行必要的排除, 从
而形成相对的单因素分析, 只有这样, 我们或许

才能得到良好一致的结果, 才能更接近问题的

本质. 
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管腔内局部照射诱发急性放射性食管损伤动物模型的构
建及其应用

仝甲钊, 曲 波, 王耀明, 金世柱, 崔亚利, 辛 然, 王蓓蓓, 姜海燕

®

■背景资料
长期以来, 食管放
射性损伤是头、
颈及胸部恶性肿
瘤放射治疗的重
要并发症之一. 他
能够引起患者胸
骨后疼痛、烧灼
感、吞咽不适, 严
重时甚至出现呛
咳、呼吸困难、
呕吐、呕血等, 严
重影响患者的生
存质量, 而且限制
了放疗的剂量和
进程. 过去对食管
放射性损伤的治
疗主要集中在止
痛解痉、抗菌消
炎、保护消化系
黏膜的对症处理
上, 然而这些并不
能从根本上解决
问题 .  近些年来 , 
干细胞移植治疗
组织器官损伤逐
渐成为研究的热
点, 且既往研究显
示, 通过静脉注射
骨髓细胞对接受
单粒级高剂量照
射的食管能够起
到保护作用, 而干
细胞移植治疗食
管放射性损伤的
研究需要较精确
的动物模型. 

Abstract
AIM: To develop a rat model of acute radioac-
tive esophageal injury by local irradiation of the 
esophagus with 125I seed chain and to explore its 
clinical application. 

METHODS: 125I seed chain was used to locally 
irradiate the esophagus of SD rats. The rats 
were killed on days 3, 5 and 7 after irradiation 
to take the full-length esophageal tissue. Tissue 
samples were embedded in paraffin, sectioned, 
and subjected to HE staining for pathological 
analysis. Pathological changes in the full-length 
esophageal tissue at one week and two weeks 
and living status at two weeks after intraluminal 
irradiation with 0.8 mGi 125I seed chain (initial 
activity 0.8 mGi) were observed. 

RESULTS: The chain of five 125I seeds, with an 
initial activity of > 0.6 mGi, could induce ra-
dioactive esophageal injury by intraluminally 
irradiating the esophagus for 5 d. Radioactive 
esophageal injury increased gradually with the 
increase in particle activity. 125I seed chain could 
be easily taken out postoperatively to avoid 
further esophageal injury. SD rats could gradu-
ally resume eating after intraluminal irradiation 
with 125I seed chain, and the injury tended to be 
repaired in two weeks. 

CONCLUSION: The chain of five 125I seeds, with 
an initial activity of > 0.6 mGi, can induce ra-
dioactive esophageal injury by intraluminally 
irradiating the rat esophagus for five days. 
Intraluminal brachytherapy with low-energy 
radionuclide 125I seed chain may provide a clini-
cal option for treatment of advanced esophageal 
cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
以往的造模方法
主要为外照射, 照
射剂量率大, 短时
间内使照射野接
受非常大的射线
剂量, 虽然在照射
过程中用铅板遮
蔽了除照射野外
的其他部分, 但照
射范围仍不够精
确 ,  且 对 照 射 野
深度无法把握, 不
可避免地对食管
周围组织同样造
成较大的损伤. 采
用低能核素进行
管腔内照射的动
物模型未见相关 
研究.

BB, Jiang HY. Development of a rat model of intraluminal 
local radiation-induced acute radioactive esophageal 
injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(9): 791-797  
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/791.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i9.791

摘要
目的: 构建急性放射性食管损伤动物模型, 并
进行临床应用方法学探讨. 

方法: 应用不同初始活度的125I粒子链于SD大
鼠食管管腔内进行局部照射, 分别于照射3、
5、7 d后处死大鼠, 取全长食管组织做石蜡包
埋、切片、HE染色, 与空白组对照, 进行病理
学分析. 观察初始活度0.8 mGi 125I粒子链食管
腔内照射后2 wk内大鼠生存状况及其7 d组在 
1 wk、2 wk时大鼠全长食管组织的病理变化. 

结果: 初始活度在0.6 mGi以上的5颗125I粒子组
成的粒子链对SD大鼠行食管腔内局部照射5 d
以上可诱发放射性食管损伤, 随粒子活度的增
加, 放射性食管损伤逐渐加重. 术后, 125I粒子
链可方便取出, 不会对大鼠食管进一步损伤, 
且经125I粒子链食管腔内照射后SD大鼠可逐渐
恢复饮食, 2 wk后大鼠食管放射性损伤有修复
的趋势. 

结论: 食管管腔内应用初始活度0.6 mGi以上
的5颗125I粒子组成的粒子链接近零距离持续照
射5 d以上能够引起放射性食管损伤. 食管腔内
应用低能核素125I粒子链近距离放疗或许可为
临床姑息治疗晚期食管癌提供方法学借鉴. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

长期以来, 食管放射性损伤是头、颈及胸部恶

性肿瘤放射治疗的重要并发症之一. 他能够引

起患者胸骨后疼痛、烧灼感、吞咽不适, 严重

时甚至出现呛咳、呼吸困难、呕吐、呕血等, 
严重影响患者的生存质量, 而且限制了放疗的

剂量和进程[1]. 过去对食管放射性损伤的治疗主

要集中在止痛解痉、抗菌消炎、保护消化系黏

膜的对症处理上, 然而这些并不能从根本上解

决问题. 近些年来, 干细胞移植治疗组织器官损

伤逐渐成为研究的热点[2], 且既往研究显示[3], 通
过静脉注射骨髓细胞对接受单粒级高剂量照射

的食管能够起到保护作用. 干细胞主要通过向

损伤组织处特异性归巢、分化来达到修复损伤

组织的目的, 因此干细胞移植治疗食管放射性

损伤的研究需要较精确的动物模型. 以往的放

射性食管损伤动物模型主要通过外照射[4,5], 虽
然采用铅板遮蔽大部分照射野, 但仍然无法保

证照射的精确性. 因此, 目前急需建立一种简单

易行, 造模精确的动物模型, 且可以大样本的制

作, 从而为预防、治疗放射性食管损伤研究提

供一种可行的造模方法. 本研究通过使用125I粒
子链对清洁级SD大鼠进行食管腔内持续局部照

射, 后进行放射线学检查定位及组织病理学检

查, 成功建立急性放射性食管损伤的动物模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂清洁级SD大鼠84只, 体质

量280-300 g. 由哈尔滨医科大学第二附属医

院实验动物研究中心提供. 动物生长环境温度

23 ℃±1 ℃, 湿度75%. 随机分为3个实验组, 根
据粒子初始活度的不同, 分别为0.4 mCi组(18
只)、0.6 mCi组(18只)、0.8 mCi组(18只), 每个

实验组按照射时间3、5、7 d再分为3个亚组, 共
9组, 每组各6只SD大鼠; 另取24只SD大鼠, 为观

察组, 分为A、B两组, 其中A组18只, 分组及处

理同0.8 mCi组, 于照射后2 wk时处死. B组6只, 
处理同0.8 mCi组7 d组, 于照射后1 wk时处死; 另
设空白对照组6只. 容纳125I粒子的细管(一次性

输尿管导管, 由上海上医康鸽医用器材有限责

任公司生产, 生产批号101103, 规格F4), 125I粒子

(6711型, 呈圆柱状, 长4.8 mm, 直径0.8 mm, 半衰

期为59.6 d, 能量为27.4-31.5 MeV X射线及35.5 
MeV γ射线, 初始剂量率7.7 cGy/h, 由天津赛德

生物制药有限公司生产); 7号缝合线; 放射性防

护设备: 铅衣、铅眼镜、铅围脖、铅手套等; 缝
合针; 直径0.7 mm导丝; X光机(荷兰PHILIPS公
司); 病理切片机(LEICA SM2000R, 产自德国); 
显微镜(中国Motic公司), 放大率100-400倍之间; 
HE染液; 10%水合氯醛; 利多卡因; 医用碘伏皮

肤消毒液. 
1.2 方法

1.2.1 125I粒子照射装置剂量学: 本实验放射源由

5颗125I粒子沿粒子长轴方向无间隔紧密直线排
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■相关报道
目前, 新型低能核
素125I粒子由于其
低能、安全性强
等优点已被广泛
应用于腔内近距
离放射、食管支
架联合125I粒子和
肿瘤内植入125I粒
子治疗食管癌的
研究.

列而成, 因此采用王耀明等[6] 125I粒子链管内近

距离治疗剂量学公式: D(r, θ) = Σ
N

 D(ri, θi), 其中, 
(r, θ)为关心点处的剂量率(单位: cGy/h), N为粒

子数目, ri为关心点与各个粒子中心的距离, θi为
关心点和粒子中心的连线与源长轴方向的夹角. 
1.2.2 125I粒子照射装置的放置与组织处理: 所有

大鼠均用10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)行腹腔注

射麻醉后仰卧固定于鼠板上. 实验组每个125I粒
子照射装置放置5颗预置的125I粒子, 分别为0.4、
0.6、0.8mGi, 对照组不放置125I粒子. 实验前, 对
125I粒子照射装置、缝合线、缝针和SD大鼠口

腔壁用碘伏进行消毒. 待固定好大鼠后, 用导丝

分别把对应的125I粒子照射装置通过大鼠口腔送

入每只大鼠的食管内, 送入深度选择为8 cm(此
处可尽量减少对肺部敏感组织的照射), 后拔出

导丝, 连接照射装置上的缝线于缝合针, 用利多

卡因对大鼠尽量靠近咽部的口腔壁行局部麻醉

后, 缝于大鼠口腔壁上从而固定125I粒子照射装

置. 操作完毕, 分别通过X线拍摄定位, 确定125I粒
子照射装置位于大鼠食管内. 大鼠复苏后, 给予

进流食. 在对应照射时间后, 用10%水合氯醛行

腹腔注射麻醉大鼠, 经X线检查确定125I粒子链位

置, 后取出125I粒子照射装置, 同时处死实验组大

鼠, 取全长食管组织, 用4%多聚甲醛溶液固定, 
经脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋处理后切片, 
HE染色后于显微镜下观察食管组织病理变化, 
并处理保存图像. 照射后观察组实验方法同上, 
而在取出125I粒子照射装置后, 不予处死, 给予

3 d组、5 d组、7 d组B组大鼠正常进食, 每天观

察记录大鼠照射后2 wk内生存状态并记录大鼠

进食、饮水情况. 其中7 d组大鼠在照射后2 wk
时处死, 取全长食管组织, 进行组织病理学分析. 
照射后观察组7 d组A组在照射后1 wk时处死, 并
取全长食管组织, 进行组织病理学分析. 
1.2.3 病理对照评分: 根据组织损伤程度[7]分为: 
0: 黏膜层, 黏膜下层, 肌层及外膜层均无病理

损伤; +: 黏膜上皮轻度坏死脱落(鳞状上皮层、

棘细胞层破坏脱落. 基底层轻微破坏, 基底细胞

间有微小裂隙, 基底层细胞中出现灶状核周空

泡); ++: 黏膜上皮中度破坏(鳞状上皮层、棘细

胞层、基底细胞层部分坏死脱落, 脱落范围小); 
+++: 黏膜上皮重度破坏, 全层剥脱, 脱落范围大. 
根据炎细胞浸润深度及程度[7]分为: 0: 黏膜层, 
黏膜下层, 肌层及外膜层均无炎细胞浸润; +: 固
有层或黏膜下层有少量炎细胞(1-5 neutrophil/
HP), 炎细胞未侵及肌层和外膜层; ++: 固有层

和黏膜下层均存在中量炎细胞(6-15 neutrophil/
HP), 少量炎细胞侵及肌层或外膜层; +++: 大量

炎细胞(>15 neutrophil/HP)浸润固有层、黏膜下

层、肌层和外膜. 每1个“+”算作1分. 放射性

食管炎病理阴性积分为0. 放射性食管炎病理变

化程度为组织损伤及炎细胞浸润积分之和. 
统计学处理 所有数据采用SAS9.1软件进行

统计学分析处理, 各组放射性食管炎病理积分

值的比较用One Way ANOV分析, 结果以mean
±SD表示, 独立样本均数之间比较采用t检验, 
P <0.05为差异有显著性意义. 

2  结果

2.1 125I粒子链置入大鼠食管腔结果 125I粒子照射

装置通过大鼠口腔顺利置入食管腔预置位置, 
拍摄X线定位可见125I粒子链整齐排列于食管腔

内(图1), 口端缝线缝于口腔壁后2 wk时间内未

见皮肤感染.
2.2 食管及周围组织吸收剂量 根据王耀明等[6]的

计算结果: 由于粒子的标量叠加作用, 10枚与20
枚初始活度1 mG i的125I粒子组成的粒子链在距

中心点以及端点垂直距离为0.5 cm处的剂量率

(cGy/h, 1 Gy = 100 cGy)分别为13.7178 cGy/h、
14.0896 cGy/h和7.0448 cGy/h、7.0703 cGy/h. 从
结果中可见, 当粒子数目较多时, 由于关心点和

粒子中心的连线与源长轴方向的夹角很小, 所以

粒子链剂量率与粒子数目关系较小. 而我们的实

验模型, 大鼠食管壁几乎紧贴输尿管导管, 食管

壁距种子源的最近距离接近0.5 mm. 因此, 粒子

周围食管组织接受到的放射剂量率将更高, 假设

粒子活度为1 mGi, 粒子链周围食管组织接受到

的放射剂量率范围理论上可高于7-13 cGy/h. 
2.3 对照组正常食管组织HE染色表现 大鼠正常

食管管腔内侧有一层薄的角化层, 黏膜层细胞

排列紧密, 基底层细胞核染色较深, 向上皮侧蓝

色逐渐变浅, 显示细胞分化良好. 固有层有稀疏

的胶原纤维, 多为纤维母细胞. 肌层分为内环肌

和外纵肌. 外膜层较薄, 各层食管组织未见炎细

胞浸润(图2A). 
2.4 实验组食管组织肉眼、病理表现 0.4 mCi组: 
3、5、7 d组大鼠食管黏膜均未发生明显食管炎

病理改变, 可于5 d和7 d组发现角化层增厚, 基底

层细胞增生, 多边细胞层增厚, 少数血管轻度充

血(图2B). 
0.6 mCi组: 3 d组肉眼均未见明显改变, 经

HE染色后, 显微镜下观察可发现角化层增厚, 基
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■应用要点
本研究可为建立
放射性食管损伤
动物模型提供一
种新的造模方法, 
且为应用于临床
治疗晚期食管癌
提供方法学借鉴.

底细胞增生, 多边细胞层增厚,血管轻度充血. 5 
d组肉眼观未见明显变化. 显微镜下观察可见食

管上皮黏膜层少部分断裂、缺损, 血管充血, 固
有层、黏膜下层有少量炎症细胞浸润(图2C). 7 
d组肉眼可见管壁红肿, 管腔内侧病变区多处糜

烂. 显微镜下观察可见食管上皮角化层显著增

厚, 黏膜层变薄, 多边形细胞及基底层细胞排列

不规则, 且断裂、缺损增多, 血管充血明显. 固
有层、黏膜下层可见较多炎症细胞浸润, 分别

为中性粒细胞和淋巴细胞. 

0.8 mCi组: 3 d组肉眼食管外观未见明显改

变. 显微镜下观察可见角化层增厚, 黏膜层细胞

增生, 血管轻度充血. 固有层、黏膜下层有少量

炎症细胞浸润. 5 d组肉眼可见食管外观轻度红

肿, 管腔内侧部分黏膜层糜烂. 显微镜下观察可

见黏膜层多边形细胞和基底细胞排列紊乱, 且
断裂、缺损明显增多, 血管充血明显. 固有层、

黏膜下层可见较多炎症细胞浸润, 分别为中性

粒细胞和淋巴细胞. 7 d组肉眼可见食管管壁红

肿, 管腔内侧部分病变区可见部分区域明显糜
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图  1  动物模型125I粒子
链照射装置X线定位.

图  2   不同初始 125I粒
子活度与照射时间放射
性食管损伤的组织学变
化. A: 正常对照组大鼠

食管组织染色结果(HE

×100); B: 0.4 mGi组照

射7 d后大鼠食管组织

染色结果(HE×100); C: 

0.6 mGi组照射5 d后大

鼠食管组织染色结果

(HE×400); D: 0.8 mGi

组照射7d后大鼠食管组

织染色结果(HE×400); 

E: 0.8 mGi组照射7 d后

1 wk食管组织染色结果

(HE×400); F: 0.8 mGi

组照射7 d后2 wk食管组

织染色结果(HE×400).

A B

DC

E F
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烂, 表面不光滑. 显微镜下观察可见上皮黏膜层

变薄, 上皮层脱落的范围和深度较前面组明显

加大, 血管充血明显. 固有层、黏膜下层可见较

多炎症细胞浸润, 分别为中性粒细胞和淋巴细

胞, 甚至肌层也可见炎症细胞浸润(图2D). 
2.4 观察组125I粒子链持续照射7 d后1、2 wk时组

织病理学分析 5颗初始活度0.8 mGi 125I粒子照

射7 d后1 wk肉眼可见食管壁仍有轻度红肿, 管
腔内侧部分黏膜层仍有糜烂, 但较术后减轻. 显
微镜下观察可见角化层增厚, 部分黏膜层区域

可见断裂、缺损. 固有层、黏膜下层炎症细胞

浸润明显, 以中性粒细胞和淋巴细胞为主, 毛细

血管充血明显(图2E). 照射7 d后1 wk时食管损

伤、炎症细胞及组织变化总积分与正常组差异

有统计学意义, P <0.001. 照射7 d后2 wk肉眼食

管外观较1 wk时明显好转, 仅见部分区域有轻微

红肿, 管腔内侧未见明显糜烂, 黏膜较光滑. 显
微镜下观察可见角质层、黏膜层变薄, 黏膜断

裂、缺损明显减少. 固有层、黏膜下层仍可见

少量炎症细胞浸润, 血管轻度充血. 照射7 d后2 
wk与1 wk食管损伤、炎症细胞及组织变化总积

分之间差异有统计学意义, P <0.05. 以上结果表

明射线照射后2 wk食管黏膜上皮已开始逐渐自

行修复(图2F). 
2.5 观察组125I粒子照射后2 wk内大鼠生存状况

观察组大鼠在对应时间取出125I粒子照射装置

后, 分别可见各组大鼠进食和饮水减少, 状态较

正常鼠差, 随照射时间的延长而逐渐加重. 术后

1、3和5 d组逐渐开始恢复进食及饮水, 后随天

数增加, 进食及饮水逐渐增加. 术后第2天, 7 d组
B组逐渐恢复少量饮水及进食, 但进食量较少, 
后随天数增加饮水及进食量逐渐增多(图3). 以
上各组大鼠在术后1 wk左右饮食基本恢复正常, 

至2 wk时无死亡. 

3  讨论

临床上对食管癌及胸部、头颈部恶性肿瘤患

者进行放射治疗时, 照射野中的正常食管黏膜

常发生充血、水肿, 表现为吞咽困难、局部疼

痛、胸骨后烧灼感, 轻者摄入不足, 重者疼痛难

以忍受, 营养不良、电解质紊乱, 甚至因此被迫

停止放疗, 延误最佳治疗时机. 过去对放射性食

管损伤的治疗主要采取对症支持治疗, 然而这

些并不能从根本上解决问题[2], 还可能因为治疗

不及时或不当, 造成严重的食管狭窄等并发症. 
随着干细胞的研究逐渐成为热点, 应用干细胞

移植治疗食管放射性损伤为我们指出了一个新

的研究方向[2], 且既往的研究证实了骨髓干细胞

在受过照射的损伤食管中具有一定程度归巢、

增生并分化的能力[3]. 而干细胞的特异性定向分

化需要我们去建立一种精确的动物放射性食管

损伤模型. 
以往的造模方法[4,5]主要为外照射, 照射剂

量率大, 短时间内使照射野接受非常大的射线

剂量, 虽然在照射过程中用铅板遮蔽了除照射

野外的其他部分, 但照射范围仍不够精确, 且对

照射野深度无法把握, 不可避免地对食管周围

组织同样造成较大的损伤. 125I粒子是一种新型

低能核素, 半衰期59.6 d, 外部有一层用0.05 mm
的钛(Ti)造成的包壳, 两端用Ti密封, 保证了使用

时的安全性, 其内部有一根3 mm长的银丝, 表面

涂有活性物质碘化银, 能够持续释放低剂量的X
射线和γ射线, 有效照射半径为15-20 mm. 125I粒
子放射剂量率低, 且放射剂量随距离增加而迅

速衰减, 因此对粒子周围组织短时间内造成的

损伤较低, 既往的多数研究[8-11]也证实了这一点. 

■同行评价
本文具有一定指
导意义.
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这些优点为管腔内照射造模提供了可能. 
我们采用5颗125I粒子组成的粒子链放置于

SD大鼠食管内, 进行管腔内低剂量率持续照射, 
且参照沈莉等[4]使125I粒子装置仅照射大鼠食管

上段2 cm, 主照射野约占食管全长的25%, 从而

避免了对放射性射线高敏的肺的损伤. 王耀明

等依据美国医学物理家协会工作组43号报告

(AAPM TG No. 43)及其更新报告[12,13]中的剂量

计算模型以及相应的参数和实验数据, 以单枚

剂量计算模型为基础, 利用“标量叠加”的方

法, 从理论上推导并得到了多枚粒子剂量计算

的数学模型, 为本实验剂量学奠定了理论基础. 
我们的实验模型中, 放射性粒子与食管壁接触

非常近(<0.5 mm), 因此无法根据王耀明等[6]的

计算公式计算准确放射剂量, 但理论上1 wk内
粒子周围食管组织接受到的放射剂量范围可达

11-22 Gy. 以往的实验中, 郭金和等[8]采用2颗125I
粒子照射2 wk可发现周围食管组织有炎症表现, 
宋永彬等[14]采用1颗125I粒子手术种植于食管处, 
1 wk即可发现食管炎症, 而我们采用5颗粒子, 且
粒子的标量叠加效应将会产生更大的放射剂量, 
因此可以在更短时间内造成放射性食管损伤. 
据此, 本实验选择照射3、5、7 d来进行研究. 放
射性食管损伤程度可通过光镜下食管组织的充

血、炎性细胞浸润、黏膜层变化来判断, 因此

我们的实验采用单纯光镜下病理变化打分方法, 
评价大鼠食管放射性损伤程度, 并得出0.6-0.8 
mGi 125I粒子链照射5 d以上可诱发放射性食管损

伤. 考虑到粒子活度较大对实验人员安全的影

响及对大鼠损伤程度较大, 因此建议实际应用

时采用0.6 mGi活度125I粒子链持续照射7 d. 
本实验过程中125I粒子照射装置存留于大鼠

食管内, 由于食管的扩张性, 照射期间给予大鼠

流食时对大鼠进食将无过多影响, 因此可应用于

液体药物防治放射性食管损伤的研究, 但更适用

于静脉注射药物研究, 因此符合我们通过静脉移

植干细胞治疗食管放射性损伤的要求. 然而, 本
实验方法术后约有20%的大鼠死亡, 考虑与自制
125I粒子照射装置技术不成熟, 导致取出125I粒子

照射装置过程中损伤食管有关. 因此我们认为此

种造模方法更适用于食管较粗的动物. 
另一方面, 目前新型低能核素125I粒子由于

他的低能、安全性强等因素已被广泛应用于腔

内近距离放射、食管支架联合125I粒子和肿瘤内

植入125I粒子治疗食管癌的研究[15-18], 且已做为一

种独立的方法被用于缓解不可治愈性食管癌的

吞咽困难症状[19]. 而我们实验中的造模实验方法

或许可为目前临床晚期食管癌短距离放射疗法

提供一个新的思路: 相对于以往较粗的食管癌

管腔内放疗后装施源器[20], 我们实验方法中存在

于食管腔内的粒子链放射装置较细, 对食管腔

本身不存在阻塞, 还可极大程度上减少给患者

带来的不适, 且可根据需要随时、随地调整照

射时间、照射部位, 杀伤癌细胞, 从而治疗或缓

解晚期食管癌狭窄症状, 达到缓解患者进食状

况的目的; 以往的管腔内近距离放射治疗放射

源多采用226Ra、222Rn和192Ir等核素, 这些核

素释放高能的γ射线, 并发症高, 临床应用受到了

极大限制[6], 而我们的实验方法采用125I粒子, 既
往的研究也证明了他的安全性; 郭金和等[8]通过

动物实验证明了使用食管支架捆绑125I粒子的可

行性和安全性, 李强等[16]通过临床实验证明食

管支架捆绑125I粒子疗效显著, 然而食管支架捆

绑125I粒子将会导致125I粒子无法取出, 我们的实

验方法在达到治疗目的后可随时取出照射装置, 
从而避免继续造成放射性损伤, 极大地减少患

者的痛苦, 并在125I粒子活度降低时, 可方便取出

更换, 保证了放射剂量的稳定性, 提高了放射治

疗的效率, 从而更好地延长患者生命及改善患

者生存质量. 我们相信随着125I粒子链照射装置

的逐步改进及照射方法的完善, 将会为晚期食

管癌患者提供一种简单易行、放疗效率高的新

的治疗选择. 
总之, 我们认为此实验方法具有重要的临床

意义. 通过125I粒子链成功建立的动物急性放射

性食管损伤模型将对临床有以下帮助: 不仅能

够为干细胞移植预防、治疗放射性食管损伤的

研究提供一个良好的平台, 且能够为近年来日

益发展的125I粒子低能核素短距离放疗治疗食管

癌提供一种新的研究方法. 
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  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutical effect of 
irbesartan on diabetic gastroparesis (DG) in rats 
and to explore potential mechanisms involved.

METHODS: Thirty male Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into either a normal 
control group (NC group, n = 10) or a diabetes 
mellitus group (DM group, n = 20). Diabetes 
mellitus was induced with streptozotocin (50 
mg/kg i.p.). The DM group was further divided 
into a diabetic control group (DC group, n = 10) 
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厄贝沙坦对糖尿病胃轻瘫大鼠ET-1和AT1R表达的影响

何莉莉, 朱雅娜, 任 荣, 张 玉, 王 飞, 李 媛, 张艺凡, 孙玉凤

®

■背景资料
胃轻瘫是临床上
糖尿病的常见并
发症, 其临床表现
为恶心、呕吐、
早饱、腹胀、腹
痛等，这些症状
不仅严重影响患
者的生活质量, 还
会引起血糖波动, 
促进糖尿病其他
慢性并发症的发
生和发展. 因此在
探讨胃轻瘫的临
床诊治有着重要
意义. 厄贝沙坦是
临床上治疗原发
性高血压、糖尿
病合并高血压及
肾病常用药, 其是
否能够改善糖尿
病胃轻瘫, 国内外
病未见相关报道. 

and an irbesartan group (DI group, n = 10). The 
DI group was given irbesartan 0.012 g/(kg•d) 
through stomach feeding, while the NC and DC 
groups were given equal volume of saline by 
gavage. Six weeks later, all the rats were admin-
istered with phenol red solution to measure the 
rate of gastric emptying. Endothelin (ET-1) con-
tent in stomach tissue was measured by radio-
immunoassay. Chemical colorimetry was used 
to measure the activity of nitric oxide synthase 
(NOS) in the stomach tissue. The expression 
level of angiotensin receptor (AT1R) mRNA was 
determined by RT-PCR.

RESULTS: Compared to the NC group, the rate 
of gastric emptying significantly decline in the 
other two groups (62.64% ± 4.51% vs 18.65% ± 
4.30%, 22.64% ± 2.88%); however, the rate of 
gastric emptying was significantly higher in the 
DI group than in the DC group (22.64% ± 2.88% 
vs 18.65% ± 4.30%). There was a significant dif-
ference in ET-1 content among the three groups 
(NC 18.520 pg/mgpro ± 2.795 pg/mgpro vs DC 
26.850 pg/mgpro ± 2.897 pg/mgpro vs DI 21.660 
pg/mgpro ± 4.686 pg/mgpro). Compared to the 
NC group, cNOS activity significantly declined 
in the DC and DI groups (0.521 pg/mgpro ± 0.057 
pg/mgpro vs 0.323 pg/mgpro ± 0.079 pg/mg-
pro, 0.384 pg/mgpro ± 0.067 pg/mgpro); how-
ever, there was no significant change in cNOS 
activity between the DC and DI groups (0.323 
pg/mgpro ± 0.079 pg/mgpro vs 0.384 pg/mg-
pro ± 0.067 pg/mgpro). iNOS activity in the DI 
group was significantly lower than that in the 
DC group (0.246 pg/mgpro ± 0.033 pg/mgpro 
vs 0.276 pg/mgpro ± 0.021 pg/mgpro), but high-
er than that in the NC group (0.246 pg/mgpro ± 
0.033 pg/mgpro vs 0.209 pg/mgpro ± 0.015 pg/
mgpro). The expression of AT1R mRNA in DC 
group and DI group was up-regulated signifi-
cantly (0.741 ± 0.010, 0.546 ± 0.005 vs 0.207 ± 0.004) 
compared with the NC group. After intervention 
with irbesartan, the level of AT1R mRNA in the 
DI group was lower than that in the DC group 
(0.546 ± 0.005 vs 0.741 ± 0.010).

CONCLUSION: Irbesartan can improve, to some 
extent, gastric emptying in rats with diabetic gas-

■同行评议者
郝丽萍 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院公共卫
生学院营养与食
品卫生学系
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■研发前沿
糖尿病胃轻瘫治
疗在临床上越来
越 受 到 重 视 ,  其
多采用在控制血
糖的基础上应用
促 胃 动 力 药 物 , 
包括多巴胺受体
拮抗剂、52羟色
胺 ( 5 2 H T ) 4受体
激动剂、胃动素
受体激动剂和抗
胆 碱 药 等 ,  但 是
疗效并不十分理
想 ,  因 此 糖 尿 病
胃轻瘫的治疗是
临床上一大难点.

troparesis possibly by altering the levels of ET, 
NOS, and AT1R mRNAs in the stomach tissue.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Diabetes mellitus; Diabetic gastropare-
sis; Irbesartan; Gastric evacuation rate; Endothelin; 
Nitric oxide synthase; Angiotensin receptor

He LL, Zhu YN, Ren R, Zhang Y, Wang F, Li Y, Zhang 
YF, Sun YF. Effect of irbesartan on expression of ET-1 and 
AT1R in gastric tissues of diabetic rats with gastroparesis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(9): 798-803  http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/798.asp  DOI: http://
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摘要
目的: 研究厄贝沙坦对糖尿病胃轻瘫(diabetic 
gastroparesis, DG)的治疗作用及其可能的作用
机制. 

方法:  3 0 只健康♂S D 大鼠予链脲佐菌素
(streptozotocin, STZ)腹腔注射, 制备糖尿病大
鼠模型. 随机分为正常对照组(NC组)、糖尿
病模型对照组(DC组)、厄贝沙坦治疗组(DI
组), DI组予以厄贝沙坦按0.012 g/(kg•d)灌胃, 
其余两组给予等体积生理盐水灌胃. 6 wk后, 
行酚红灌胃法测胃排空率; 放射免疫分析法
测定大鼠胃组织内皮素(ET-1)含量、化学比
色法检测胃组织一氧化氮合酶(NOS)活性、

反转录聚合酶联反应(RT-PCR)测定胃组织血
管紧张素受体(AT1R)mRNA表达. 

结果:  D C组及D I组的胃排空率较N C组明
显下降(18.65%±4.30%, 22.64%±2.88% vs  
62.64%±4.51%), 而与DC组相比, DI组的胃
排空率明显升高(22.64%±2.88% vs  18.65%
±4.30%; DI组胃组织ET-1含量较DC组明显
下降(21.660 pg/mgpro±4.686 pg/mgpro vs  
26.850 pg/mgpro±2.897 pg/mgpro), 但是仍高
于NC组(21.660 pg/mgpro±4.686 pg/mgpro vs  
18.520 pg/mgpro±2.795 pg/mgpro); NOS分为
结构性NOS(cNOS)和诱导性(iNOS), 与NC组
相比, DC组、DI组cNOS活性显著下降(0.521 
pg/mgpro±0.057 pg/mgpro vs  0.323 pg/mgpro
±0.079 pg/mgpro, 0.384 pg/mgpro±0.067 pg/
mgpro), DI组cNOS活性较之DC组没有显著差
异(0.323 pg/mgpro±0.079 pg/mgpro vs  0.384 
pg/mgpro±0.067 pg/mgpro), 而DI组iNOS活性
较DC组明显下降(0.246 pg/mgpro±0.033 pg/
mgpro vs  0.276 pg/mgpro±0.021 pg/mgpro), 但
仍高于NC组(0.246 pg/mgpro±0.033 pg/mgpro 
vs  0.209 pg/mgpro±0.015 pg/mgpro); 厄贝沙

坦干预后, DI组胃组织(AT1R)mRNA表达低
于DC组, 差异有统计学意义(0.546±0.005 vs  
0.741±0.010), 而仍显著高于NC组(0.546±
0.005 vs  0.207±0.004). 

结论: 厄贝沙坦可能通过影响DG大鼠胃组织
ET-1、NOS、AT1R mRNA水平来改善DG大
鼠的胃排空障碍. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胃轻瘫(gastroparesis)是在排除胃机械性梗阻的

情况下, 出现的以胃排空延迟主要特征的慢性

疾病. 其中糖尿病是引起胃轻瘫的3大主要病因

之一[1]. 已有报道显示: 胃轻瘫在糖尿病患者中

发病率高达90%[2]. 糖尿病胃轻瘫(diabetic gas-
troparesis, DG)是由Kassmander在1958年首次提

出的, 已被公认为糖尿病的并发症之一[3]. 目前

医学界普遍认为DG的发病机制现主要认为与迷

走副交感神经功能失调、高血糖、肠神经元的

表达缺失、平滑肌异常、Caja肠间质细胞(inter-
stitial cells of Caja, ICCs)病变、激素异常、微血

管病变等因素有关[4], 其中有关胃微血管病变在

DG发病机制研究的报道较少, 胃微循环是保证

胃内平滑肌细胞、神经细胞及其他参与胃的舒

缩活动的细胞正常功能的基础. 因此我们认为

正常的胃微循环是保持胃动力的基础. 糖尿病

微血管病变常见于眼、肾, 也可见于消化系, 主
要的病理特征是内皮功能受损[5]. ET-1与NO是

反映血管内皮功能的一对有价值的指标, 都由

内皮细胞产生. NO的主要功能是使血管平滑肌

舒张, 抑制血管平滑肌增殖, 能够使胃血流保持

在一定水平; ET是血管内皮细胞损伤的标志物, 
是迄今所知体内最强、持续时间最长的缩血管

物质, 其大量的分泌能够造成血流淤滞, 使胃肠

道缺血, 胃平滑肌细胞受损, 影响平滑肌舒缩功

能, 可导致胃动力障碍. 血管紧张素-Ⅱ(angioten-
sin, Ang-Ⅱ), 在病理条件下可促进内皮细胞分

■相关报道
翟振艳等指出血
管紧张素受体拮
抗剂除了有降压
作 用 外 ,  对 血 管
内皮细胞有确实
的 保 护 作 用 ,  有
助于减少微血管
和大血管并发症
的发生.
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■创新盘点
本文从厄贝沙坦
改善血管内皮作
用方面, 联系糖尿
病胃轻瘫发病机
制来探讨厄贝沙
坦治疗胃轻瘫的
发病机制.

泌ET, 激活ROS可以降低内皮细胞一氧化氮合

酶(nitric oxide synthase, NOS)活性, 清除内皮细

胞NO, 从而抑制内皮细胞活力. 而AngⅡ主要通

过与血管紧张素受体(angiotensin receptor, ATR)
主要是AT1R结合来发挥生物学效应的, 即AT1R
的表达水平决定了AngⅡ的生物学效能. 厄贝沙

坦是血管紧张素受体拮抗剂, 国内外已有研究

表明血管紧张素受体拮抗剂能够改善血管内皮

功能, 有助于减少微血管并发症[6,7], 而且厄贝沙

坦是临床上治疗糖尿病并发心血管疾病及肾病

的常用药, 但是作为糖尿病并发症之一的胃轻

瘫, 厄贝沙坦对其是否也有一定的治疗作用, 国
内外未见报道. 本实验采用厄贝沙坦对DG大鼠

进行干预, 通过观察其对DG大鼠胃组织ET-1、
AT1R mRNA水平变化及NOS活性的影响来探

讨厄贝沙坦对DG可能的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠(SPF级)30只, 体质量

201-205 g, 由河北医科大学实验动物中心提供

(动物合格证编号: 1112061), 安博维(杭州赛诺菲

圣德拉堡民生制药公司), TURE script 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit(Reagents公司), NOS测定试

剂盒(南京建成生物工程研究所), TRIzol试剂(In-
vitrogen公司), 2×Tap PCR Master Mix(Reagents
公司), 碘[125I]内皮素放射免疫分析法药盒(北京

华埠力特生物技术研究所). 凝胶分析系统(UVP
公司, 美国).
1.2 方法

1.2.1 建模: 将大鼠随机分为正常对照组(n  = 
10)、糖尿病模型组(n  = 10)和厄贝沙坦治疗组

(n  = 10), 均予以普通饲料(由河北医科大学实验

动物中心提供)喂养, 适应性喂养2 wk后, 糖尿病

模型组和厄贝沙坦组大鼠空腹一次性腹腔注射

1%STZ(购自美国sigma公司, 以0.1 mmol/L pH为

4.4的柠檬酸缓冲液配制而成)溶液50 mg/kg, 正
常组大鼠仅注射相同体积的柠檬酸缓冲液(pH 
4.4, 0.1 mmol/L). 72 h后, 采大鼠尾静脉血, 测定

随机血糖, ≥16.19 mmol/L确立糖尿病模型建立.
1.2.2 给药方法: 造模成功后, 厄贝沙坦组予以

0.012 g/(kg•d)灌胃, 正常对照组和糖尿病模型组

给予等体积生理盐水灌胃. 每日10:00给药一次, 
共6 wk. 实验结束时测胃排空率及取动物血清和

胃组织. 
1.2.3 观察指标和方法: (1)一般情况: 观察大鼠一

般情况包括: 精神状态、活动情况、饮食、毛

色、饮水量、尿量等; (2)体质量: 称量各组大鼠

给药前后体质量, 计算体质量变化; (3)生化指标

测定: 血糖(blood glucose, BG)、血清肌酐(serum 
creatinine, Scr)、胆固醇(total cholesterol, TC)、
甘油三酯(total triglyceride, TG), 用Beckman cx7
全自动生化分析仪测定; (4)酚红灌胃法检测胃

排空率(gastric emptying rate, GER): 于第6周末, 
禁食16-24 h、禁水2 h后, 予大鼠500 mg/L酚红

溶液2 mL灌胃, 15 min后处死大鼠, 剖腹, 结扎

贲门和幽门, 取出整个鼠胃, 沿胃大弯切开, 以
蒸馏水冲洗胃内容物, 定容为20 mL. 加入20 mL 
0.5 mol/L氢氧化钠搅拌均匀, 静置1 h. 取5 mL
上清液, 加入0.5 mL 20%三氯乙酸去蛋白, 3 500 
r/min离心10 min, 取上清液, 以分光光度计于560 
nm波长处测定吸光度(A )值(实测值), 另取2 mL
酚红溶液加入18 mL蒸馏水、20 mL 0.5 mol/L
氢氧化钠、4 mL 20%三氯乙酸, 搅拌均匀, 测定

A值(标准酚红A值). 大鼠GER = (1-实测酚红A
值/标准酚红A值)×100%; (5)放射免疫法测胃

组织ET含量: 胃组织总蛋白提取: 取-80 ℃冻存

的胃组织标本100 mg, 置于1-2 mL匀浆器中, 用
干净的剪刀将组织块尽量剪碎. 加1 mL RIPA
和10 μL PMSF于匀浆器中, 在低温下进行匀浆. 
将匀浆彻底后的液体移至1.5 mL EP管中, 然后

在4 ℃下10 000 r/min离心10-20 min, 上清液即

为所提取的蛋白溶液; 胃组织ET含量测定: 将
冷冻于-80 ℃冰箱的组织提取液分别取出后置

于冷水中复融, 混匀, 再次4 ℃ 3 000 r/min离心

20 min, 取上清分装后用于测定. 放免测定采用

非平衡法, 具体操作步骤按碘[125I]内皮素放射

免疫分析法药盒说明操作, 最后结果算出每毫

克蛋白中ET-1含量; (6)化学比色法用于胃组织

NOS活力测定: NOS催化L-Arg和分子氧反应

生成NO, NO与亲核性物质生成有色化合物, 在
530 nm波长下测定A值, 然后除以每毫升胃组

织蛋白含量, 算得胃组织NOS活力. 具体步骤按

NOS测定试剂盒说明操作. 组织NOS酶活力计

算定义为: 每毫克组织蛋白每分钟生成1 nmol 
NO为一个酶活力单位; (7)RT-PCR法检测胃组

织AT1R mRNA表达: 以TRIzol试剂按说明提取

总RNA, 按201 μL反应体系加RNA 2 μL, 参照

TURE script 1st Strand cDNA Synthesis Kit说明

操作, 反应条件: 42 ℃ 30 min(cDNA合成), 99 ℃ 
5 min(逆转录酶失活), 5 ℃ 5 min. 然后对cDNA
进行扩增; 取cDNA 2 μL, 2×Tap PCR Master 
Mix 10 μL, 目的基因和对应内参的上、下游引
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■应用要点
本文从厄贝沙坦
改善糖尿病胃轻
瘫方面, 为厄贝沙
坦临床应用提供
新的思路.

物(20 μmol/L)各1 μL, 用DEPC水补至20 μL. 反
应条件: AT1R: 94 ℃预变性3 min; 94 ℃变性40 s, 
56 ℃退火50 s, 72 ℃延伸90 s, 循环30次, 72 ℃延

伸10 min. GAPDH: 94 ℃预变性3 min; 94 ℃变

性40 s, 59 ℃退火50 s, 72 ℃延伸90 s, 循环30次, 
72 ℃延伸10 min. PCR产物在含x-gal的1%琼脂

糖凝胶中电泳后, 置于凝胶分析系统进行吸光

度扫描, 用目的基因吸光度与内参(β-actin)A值

的比值来表示目的基因相对表达含量. GADPH
被用做对照. AT1R mRNA的引物序列为: sense 
5'-CCAGCGTCAGTTTCAATC-3'; antisense 
5'-TAGGGCTTTCCAAATAAGAGTA-3'(扩增片

段为350 bp); 内参β-actin的引物序列: sense 5'- 
CCTTCATTGACCTCAACTAC-3'; antisense 5'- 
GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3'(扩增片段为

594 bp).
统计学处理 应用SPSS13.0软件. 计量资料

符合正态分布, 方差齐, 用mean±SD表示, 组间

比较采用单因素方差分析, 差别有统计学意义

的, 可进一步做两两比较, 应用SNK法, α = 0.05. 

2  结果

2.1 大鼠的一般情况 对照组大鼠饮食正常, 眼睛

有神, 活动自如, 被毛紧披有光泽, 肌肉丰满, 粪
便呈麦粒状, 尿量正常. 其他两组被注射STZ后, 
均出现了明显的多饮、多食、多尿症状, 并逐

渐出现精神萎靡, 反应迟钝. 实验结束前, 与对

照组相比, 造模各组大鼠, 肌肉较少, 骨骼突出, 

上述症状以模型组最为突出. 治疗期间, 由于高

血糖不能耐受, 模型组死亡2只, 实验组动物死

亡1只. 
2.2 各组大鼠BW、BG、TG、TC及Scr比较 实
验开始前, 正常对照组与实验组大鼠体质量没

有明显差别(P >0.05). 与NC组相比, DC组与DI组
大鼠体质量明显下降(P <0.05); DI组大鼠体质量

明显增加, 与DC组相比有统计学意义(P <0.05). 
与NC组相比, DC组与DI组大鼠血糖﹑血脂水平

明显升高(P <0.05); 与DC组相比, DI组大鼠血糖

没有明显变化(P >0.05). 同样, 厄贝沙坦干预后, 
大鼠TC、TG水平与DC组相比并没有显著差别

(P >0.05). 厄贝沙坦治疗后大鼠血清肌酐含量, 
与DC组相比明显下降(P <0.05); 而与NC组相比, 
DI组与DC组肌酐水平显著升高(P <0.05, 表1).
2.3 各组大鼠胃排空率及胃组织E T、N O S、
AT1R mRNA表达的比较 DC组与DI组的胃排空

率较正常对照组明显下降(P<0.05), 与DC组比较, 
DI组胃排空率明显提高(P <0.05). 与NC组比较, 
其余各组胃组织中ET-1含量明显增加(P <0.05); 
DI组胃组织中ET含量较DC组明显减少(P <0.05). 
NOS是由cNOS和iNOS组成, 实验结果显示: 与
NC组相比, 所有糖尿病大鼠胃组织cNOS活性明

显降低(P<0.05), iNOS活性明显升高(P<0.05), 而
经厄贝沙坦治疗后的大鼠cNOS活性没有明显改

善(P <0.05), iNOS活性却显著降低(P >0.05, 表2). 
以相对密度值对AT1R mRNA表达进行半定量

表  1  各组大鼠体质量、BG、TG、TC、Scr比较 (mean±SD)

     
分组   n

                   体质量(g)
BG(mmol/L) TG(mmol/L) TC(mmol/L) Scr(μmmol/L)

实验前(n  = 30)        实验后

NC 10 202.39±0.80 289.85±6.43 6.02±1.09 0.90±0.05 1.19±0.09 71.62±1.82

DC   8 203.86±0.76 133.29±6.14a 22.09±2.30a 2.39±0.07a 2.04±0.04a 90.73±1.31a

DI   9 203.18±0.78 167.32±4.92ac 21.64±2.88a 2.34±0.05a 2.02±0.03a 77.44±2.48ac

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  DC组. BG: 血糖; Scr: 血清肌酐; TC: 胆固醇; TG: 甘油三酯.

表  2  各组大鼠GER、ET、NOS、AT1R mRNA比较 (mean±SD)

     分组   n     GER(%)   ET(pg/mgpro) iNOS(pg/mgpro) cNOS(pg/mgpro) AT1R/β-actin ratio

NC 10 62.64±4.51 18.520±2.795  0.209±0.015   0.521±0.057     0.207±0.004

DC   8 18.65±4.30a 26.850±2.897a  0.276±0.021a   0.323±0.079a     0.741±0.010a

DI   9 22.64±2.88ac 21.660±4.686ac  0.246±0.033ac   0.384±0.067a     0.546±0.005ac

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  DC组. GER: 胃排空率; ET: 胃组织内皮素; iNOS: 诱导性一氧化氮合酶; cNOS: 结构性一氧化氮合酶.
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分析, 结果显示: 经厄贝沙坦治疗后大鼠胃组织

AT1R mRNA表达与DC组相比明显下降(P<0.05), 
但仍高于NC组(P<0.05, 图1, 表2).

3  讨论

糖尿病胃轻瘫是临床上糖尿病患者常见的一种

慢性并发症, 其主要病理特点是胃动力下降、

胃排空延迟、胃节律紊乱, 从而导致胃潴留. 常
见的症状有早饱、恶心、腹胀、呕吐、食欲不

振等, 也可以仅有胃动力的障碍而无明显临床

症状. 近几年来随着医学检测技术的进步, DG的

检出率随之上升, 因此其诊断和治疗也日益受

到重视, 但是DG的发病机制尚未不完全清楚, 主
要与神经病变、胃肠激素异常、高血糖、胃微

血管和平滑肌病变、Cajal间质细胞缺失、幽门

螺杆菌感染等有关[8]. 其中胃的微血管变引起的

DG报道较少, 目前认为糖尿病微血管损伤常常

是引起并发症的重要的病理生理基础. 糖尿病

微血管病变可以见于眼、肾脏和神经等全身多

处部位, 亦可见于胃肠道. 糖尿病性微循环障碍

造成的局部缺血和神经营养的减弱或丧失可导

致胃壁平滑肌细胞变性, 从而影响平滑肌的正

常舒缩功能, 同时微循环障碍还可通过影响胃

肠自主神经对DG的发生发展起促进作用[9]. 
血管内皮损伤是糖尿病微血管病变的重

要病理基础, ET-1与NO是反映血管内皮功能的

一对有价值的指标, 均由内皮细胞释放. 其中

ET是21个氨基酸组成的肽家族, ET-1为主要亚

型, 血管内皮细胞仅产生ET-1, 是至今发现的最

强的缩血管物质, 且又能刺激血管内皮细胞及

血管平滑肌细胞的生长; 而NO是一种高度活跃

的自由基, 有脂溶性容易通过细胞膜, 具有舒

张血管的功能, 能够抑制血管平滑肌细胞增殖, 
他由NOS以左旋精氨酸(L -Arg)为底物催化生

成, NOS同工酶分别为神经元型NOS(nNOS)、

内皮型NOS(eNOS)和诱导型NOS(iNOS), 其中

nNOS和eNOS为结构性NOS(cNOS). 一般认为, 
cNOS介导的NO的释放是生理的, 其产量少, 作
用持续而缓和; iNOS产生的NO是病理性的, 产
量多, 易产生细胞毒性作用. ET和NO作为维持

血管舒缩功能的重要活性物质, 在正常的情况

下均处于动态的平衡, 能够共同保持血管的正

常状态和功能[10]; 当ET轴及NO系统信号通路异

常, 两者平衡关系被打破, 将会引起血管内皮功

能紊乱、内皮脱落坏死和内皮下层各种成分暴

露等血管壁正常结构的破坏; 血管内局部的缺

氧和代谢物的堆积、血小板聚集等等将最终导

致微循环障碍[11]. 糖尿病状态下, 肾素-血管紧

张素系统(RAS)异常活跃, 导致循环中AngⅡ含

量及活性增加, AngⅡ同样作为最重要的缩血管

活性物质之一, 可刺激其他收缩因子如ET1等
的产生增多, 其机制与其能刺激血管细胞ET前
体的转录有关[12]; 而且在AngⅡ刺激下, 内皮细

胞病理性酶iNOS表达增高, 其催化产生NO能

和O2-, 反应形成过氧亚硝基(ONOO-), 再快速分

解成羟自由基(OH·), 在体内诱导巯基氧化和脂

质过氧化而引起内皮细胞损伤[13]. AngⅡ导致血

管内皮功能障碍的生物效应主要是通过与AT1R
结合实现的, AT1R主要表达在血管平滑肌细胞

(vascular smooth muscle cell, VSMCs)、内皮细胞 
等[14]. AT1R属G蛋白偶联家族, 与AngⅡ结合后,
激活G蛋白, 通过三磷酸肌醇和乙酰甘油, 激活

细胞内的两条信号通路: 一条是钙离子释放激

活蛋白激酶C, 引起蛋白质合成; 另一条是通过

蛋白激酶的级联放大激活丝裂原激活的蛋白

激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK), 
MAPK进入细胞核内促进许多原癌基因的表达, 
进一步促进细胞的分裂和增生[15], 又可介导内

皮功能障碍[16]. 厄贝沙坦是高选择性AngⅡ受

体抑制剂, 是临床糖尿病治疗的常用药, 能抑制

■名词解释
胃 排 空 :  食 物 由
胃排入十二指肠
的过程称为胃排
空. 食物刺激胃壁
是促进胃排空的
动力, 当幽门括约
肌开放, 胃运动加
强 ,  胃 内 压 大 于
十二指肠压时, 胃
内容物即可进入
十二指肠, 而进入
十二指肠的胃内
容物通过肠壁的
各种感受器, 反射
性引起胃运动减
弱, 排空减慢, 对
胃的运动和排空
起抑制作用.
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图  1  β-actin和AT1R mRNA的表
达. Ma: DNA marker, C: NC组; M: 

DM组; I: DI组.
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AngⅠ转化为AngⅡ, 通过选择性地阻断AngⅡ
与AT1R的结合, 抑制血管收缩和醛固酮的释放, 
减轻肾脏的高灌注、高滤过状态, 减少蛋白尿, 
延缓糖尿病肾病的进展[17], 同时能够改善胰岛素

抵抗及糖、脂代谢紊乱[18], 可以保护血管内皮功 
能[19]. 

本实验结果显示: 应用厄贝沙坦后, DG大

鼠胃排空率有一定改善, 但仍低于正常对照组; 
胃组织ET-1含量明显减少, iNOS活性显著降低, 
AT1R mRNA表达明显减弱, 但仍高于正常对照

组. 这表明, 厄贝沙坦通过阻断AngⅡ与其受体

结合而抑制AngⅡ的生物学效应, 减少了ET-1及
AT1R mRNA表达, 同时减弱iNOS活性以减少病

理性NO的释放而减轻其对内皮细胞的损伤, 最
终结果达到了厄贝沙坦对胃组织微循环的保护

作用, 预防胃壁平滑肌细胞变性以维持平滑肌

的舒缩功能而改善DG大鼠的胃排空. 本实验中

糖尿病大鼠血清肌酐含量较模型组明显下降, 
表明对其肾功能保护作用, 这与之前的文献报

道一致[20]; 但是对糖尿病大鼠血脂并没有显著

改善, 与之前的文献报道不一致[21], 可能与其用

药剂量和时间有关; 另外厄贝沙坦干预后, DG大

鼠体重明显增加, 可能与其改善胃排空后增加

食量有关. 因此厄贝沙坦治疗DG大鼠胃动力障

碍可能与其影响胃微循环障碍有关, 其机制有

待于进一步探讨. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
α-linolenic acid (ALA) on cell proliferation, secre-
tion of types Ⅰ and Ⅲ collagen, and α-smooth 
muscle actin (α-SMA) expression in transforming 
growth factor beta 1 (TGF-β1)-treated rat hepatic 
satellite cells (HSCs). 

METHODS: Cultured HSCs were divided into 
five groups: control group, TGF-β1 group (5 ng/
mL) and three TGF-β1 plus LNA groups (treated 
with TGF-β1 plus 50, 150 or 250 ng/mL of ALA). 
Cell proliferation was assessed by MTT assay. 
The levels of types Ⅰ and Ⅲ collagen were mea-
sured by ELISA. Western blot was used to detect 
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α-亚麻酸对转化生长因子β1诱导的肝星状细胞的影响

王莉娟, 吴金明, 方红龙, 刘 扬, 黄智铭

®

■背景资料
研究表明约1%-5%
的非酒精性脂肪
肝病(NAFLD)患
者最终可发展为
肝纤维化及肝硬
化, 其中肝星状细
胞 ( H S C )的活化
及增殖发挥了重
要作用, 若能干扰
HSC的活化及增
殖, 可能是阻止肝
硬化的途径之一. 
n-3族多不饱和脂
肪酸可明显降低
细胞中和转录因
子 (N F -κB)的含
量, 可能对已活化
的HSC的增殖有
一定抑制作用. 

the expression of α-smooth muscle actin.

RESULTS: TGF-β1 induced cell proliferation 
and increased the secretion of collagen in HSCs. 
Compared to the TGF-β1 group, treatment with 
different doses of ALA inhibited cell proliferation 
and decreased the secretion of types Ⅰ and Ⅲ 
collagen and expression of α-SMA (all P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with ALA inhibits 
TGF-β1-induced cell proliferation, secretion of 
types Ⅰ and Ⅲ collagen, and α-SMA expression 
in rat HSCs.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: α-linolenic acid; Transforming growth 
factor-β1; Hepatic satellite cells; Fatty live fibrosis; 
Cirrhosis
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ALA treatment on cell proliferation, secretion of types 
Ⅰ and Ⅲ collagen, and α-SMA expression in rat hepatic 
satellite cells treated with transforming growth factor β1. 
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摘要
目的: 探讨α-亚麻酸(α-linolenic acid, ALA)对
转化生长因子β1(transforming growth factor-β, 
TGF-β1)诱导的肝星状细胞(hepatic satellite 
cell, HSC)增殖及分泌功能的影响.

方法: 采用活化的HSC作为研究模型, 将传代
的细胞分为5组, 以MTT比色法观察ALA对
HSC的增殖效应, 以ELASA检测细胞培养上
清液中Ⅰ型及Ⅲ型胶原的含量, 以Western blot
法检测α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)的表达.

结果: TGF-β1能诱导HSC增殖并促进胶原的
分泌, ALA可不同程度抑制TGF-β1所诱导的
HSC增殖及Ⅰ、Ⅲ型胶原和α-SMA的表达
(P <0.01), 且呈剂量依赖性(P <0.05).

结论: A L A在高浓度时对T G F-β1能诱导的
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高泽立 ,  副教授 , 
周浦医院消化科,
上海交大医学院
九院周浦分院



王莉娟, 等. α-亚麻酸对转化生长因子β1诱导的肝星状细胞的影响					                 805

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
据 研 究 n - 3 族 多
不饱和脂肪酸有
降低血脂、减少
炎性细胞因子、
减少肝脏丙二酰
CoA含量、增强
机体免疫功能等
生 理 作 用 ,  但 其
是否对脂肪性肝
纤维化及其引起
的肝硬化有治疗
作用尚不能明确.

HSC起抑制作用, 可能对脂肪性肝纤维化及其
引起的肝硬化有治疗作用.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  前言

目前非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)越来越引起人们的重视, 研
究发现约1%-5%的NAFLD患者最终可发展为

肝纤维化及肝硬化[1]. 其中肝星状细胞(hepatic 
satellite cell, HSC)的活化及增殖发挥了重要作

用[1]. n-3多不饱和脂肪酸有降低血脂、减少炎

性细胞因子、减少肝脏丙二酰CoA的量、增强

机体免疫功能、对肿瘤的抑制的分泌等生理作 
用[2-4], 其中以α-亚麻酸(α-linolenic acid, ALA)
为代表, 但其对肝纤维化的影响研究较少. n-3
多不饱和脂肪酸也为游离脂肪酸的组成部分, 
可能对脂肪性肝纤维化产生一定影响. 另外转

化生长因子β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)可通过HSC内的TGF-β/Smads信号通路

促进纤维化的发生发展, 被认为是调控肝纤维

化的核心物质, 用TGF-β1促进增殖可使n-3多不

饱和脂肪酸对HSC的作用结果更容易显现. 探讨

ALA对TGF-β1所诱导的HSC增殖和活化的影响

不仅有助于了解n-3多不饱和脂肪酸在脂肪性肝

纤维化及肝硬化中所起的作用, 还对已进展为

肝硬化患者的营养能量的补充具有指导意义.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基及胎牛血清(美国GIBCO
公司), α-亚麻酸(美国Sigma产品), MTT(北京索

来宝生物公司), 重组人TGF-β1(美国Pedro Tech
公司), 肝星状细胞系HSC2-T6细胞(温州医学院

附属第一医院感染内科陈永平教授惠赠), 大鼠

Ⅰ型及Ⅲ型胶原ELISA试剂盒(美国ADL公司), 
大鼠α-肌动蛋白抗体及内参β-tubulin(美国Santa 
Cruz公司).
1.2 方法

1.2.1 HSC培养: 肝星状细胞系HSC2-T6细胞用

含10%胎牛血清的D M E M培养瓶, 在37 ℃、

5%CO2条件下培养, 计数及观察细胞活性, 以1
×105/mL的浓度接种于培养瓶中, 以后每2-3 d
换液1次.
1 .2 .2 自身配对设计 :  实验分组 :  A组 :  对照

组、B组: TGF-β1 5 ng/mL组、C组: TGF-β1 
5 ng/mL+ALA 50 mmol/L组、D组: TGF-β1 5 
ng/mL+ALA 150 mmol/L组: E组: TGF-β1 5 ng/
mL+ALA 250 mmol/L组.
1.2.3 MTT法检测细胞增殖: HSC-T6细胞融合

成单层后, 取对数生长期细胞, 分别以0.25%胰

蛋白酶消化, 并接种至无菌96孔板内, 每次每组

4个复孔, 调整细胞接种密度为1×106/mL, 每孔

均加入细胞悬液200 μL, 置37 ℃, 5%CO2培养箱

中, 24 h 96孔板内细胞贴壁后, 吸去原培养液, 按
分组加入试剂, 每孔再加入无菌MTT溶液(5 mg/
mL), 继续在原条件下孵育4 h, 然后终止培养, 吸
去孔内培养液, 每孔加入150 μL的DMSA, 微型

振荡器振荡10 min, 选择490 nm波长, 在酶标仪

上检测各孔的吸光(A )值, 实验重复4次.
1.2.4 ELISA法检测型Ⅰ及Ⅲ型胶原的表达: 收
集做MTT时药物处理后的上清液. 按Ⅰ型及Ⅲ

型胶原ELISA试剂盒操作说明书操作.
1.2.5 Western blot法检测α-SMA的表达: 各组蛋

白标本经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移至

PVDF膜, 封闭1 h后, 加入α-肌动蛋白抗体(1∶
400)和内参β-tubulin抗体(1∶500), 一抗过夜后

加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1∶2 500)作
用1 h, 电化学发光法检测, 在暗室中X光胶片曝

光并冲洗显影, 测定各条带的灰度值, 经内参照

β-tubulin校正后得到蛋白的相对表达量.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS17.0作One-way ANOVA分析, 两两比较用

LSD检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 以MTT法检测HSC细胞增殖 组间比较F  = 
25.07, P<0.01, 差异有统计学意义. LSD法多重比

较可以发现ALA对HSC的增殖有抑制作用(B、
C、D、E 4组各组间差异有统计学意义, P  <0.05, 
A组与E组间差异无统计学意义, P >0.05), 并呈

剂量依赖性, A组与E组间无统计学差异可能为

ALA对HSC的抑制作用与TGF-β1对HSC的增殖

作用相互抵消所致. TGF-β1对HSC的增殖有促进

作用(A组与B、C、D组比较, P<0.05, 表1, 图1).

■相关报道
n-3族多不饱和脂
肪酸对脂肪肝及
其产生的病理危
害可能有一定的
治 疗 的 作 用 ,  可
能与其在肝病早
期即对脂质沉积
有一定的抑制作
用 有 关 ,  推 测 可
能与n-3类脂肪酸
能抑制NF-κB及
使花生四烯类产
物减少有关.



806                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2013年3月28日    第21卷   第9期 

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
本文利用体外刺
激活化的肝星状
细胞, 结果表明其
可抑制活化细胞
的增殖及减少胶
原分泌等作用, 多
方面说明其可能
用于肝纤维化的
治疗.

2.2 Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白的表达 Ⅰ型胶原纤维

蛋白组间比较, F  = 19.41, P <0.01, 差异有统计

学意义; Ⅲ型胶原纤维蛋白组间比较, F  = 16.66, 
P <0.01, 差异有统计学意义. 抑制作用呈剂量依

赖性(P <0.05). LSD法多重比较可以发现TGF-β1
可促进HSC分泌Ⅰ型及Ⅲ型(P <0.01), 而ALA对

Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白的分泌均有一定的抑制作

用(B、C、D、E 4组各组间差异有统计学意义, 
P  <0.05, A组与E组间差异无统计学意义, P >0.05, 
A组与E组间无统计学差异可能为ALA对HSC的
抑制作用与TGF-β1对HSC的增殖作用相互抵消

所致), 并呈剂量依赖性(P <0.05, 表2, 图2, 3).

2.3 Western blot检测α-SMA的表达 α-SMA组

间比较F  = 226.31, P <0.01, 差异有统计学意义. 
LSD法检验可以看出TGF-β1能明显促进HSC
表达α-SMA(P <0.01), 经ALA作用后, TGF-β1
诱导的α-SMA表达受到抑制并呈剂量依赖性

(P <0.05, 表3, 图4). 

3  讨论

我们的研究结果可证实A L A对在高浓度时对

表  2  ALA对I型、III型胶原蛋白表达的影响

     分组           I型胶原    III型胶原

A组   76.94±11.89gik 3.17±0.50gik

B组 159.13±20.30beikm 6.51±0.79beikm

C组 137.29±17.12degkm 5.38±0.57degkm

D组 115.69±16.16degim 4.28±0.4degim

E组   95.86±23.11dgik 4.39±1.00dgik

bP <0.01 vs  A组; dP <0.01 vs  B组; eP <0.05 vs  A组; gP <0.05 

vs  B组; iP <0.05 vs  C组; D组与A、B、C、E组比较kP <0.05; 
mP<0.05 vs  E组. ALA: α-亚麻酸.
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图  2  ELISA法检测型I型胶原的表达. 
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图  1  MTT法检测肝星状细胞增殖. 
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图  3  ELISA法检测型III型胶原的表达. 

表  3  Western blot检测α-SMA的表达

     分组  α-SMA灰度值   F 值   P值

A组   34.33±13.65 226.31 <0.01

B组 450.00±18.08

C组 226.33±23.01

D组 136.05±15.02

E组   84.67±15.50

a-SMA: a-平滑肌肌动蛋白.

表  1  ALA对HSC增殖的影响 (mean±SD)

     分组          A值   F 值   P值

A组 0.52±0.62egi 25.07 <0.01

B组 1.14±0.16agik               

C组 0.98±0.12aeik

D组 0.80±0.75aegk

E组 0.64±0.11cegi

aP <0.05, cP >0.05 vs  A组; eP <0.05 vs  B组; gP <0.05 vs  C组; 
iP<0.05 vs  D组; kP<0.05 vs  E组. ALA: α-亚麻酸; HSC: 肝星状

细胞.
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TGF-β1所诱导的HSC可能起抑制作用, 对脂肪

性肝纤维化及脂肪性肝硬化可能具有一定治疗

作用. TGF-β1所介导的信号通道被认为在HSC
的活化及ECM的产生起重要作用[5], 本实验也证

实TGF-β1可促进HSC的增殖, HSC2-T6肝星状

细胞系本身是活化的肝星状细胞系, 为使效果

更明显, 予TGF-β1再激活.
有研究表明多不饱和脂肪酸(n-3及n-3+n-6)

可能不能纠正肝纤维化及脂质沉积[6]. 还有研究

发现: n-3族多不饱和脂肪酸对脂肪肝及其产生

的病理危害可能有一定的治疗的作用[7,8], 可能

与其在肝病早期即对脂质沉积有一定的抑制作

用有关[8], 究其机制, 推测可能与n-3类脂肪酸能

抑制核转录κB(nuclear transcription factor, NF-
κB)及使花生四烯类产物减少有关[2,3]. 这提示

n-3族多不饱和脂肪酸对脂肪性肝纤维化可能有

治疗作用, 但对体外HSC的增殖及分泌功能等尚

无其他研究成果. 因此本实验用MTT法、WB及
ELISA法检测ALA对HSC的增值、活化、分泌

功能的影响, 讨论n-3族多不饱和脂肪酸对脂肪

性肝纤维化的作用.
细胞增殖是H S C活化的重要特征之一 . 

MTT法检测结果显示ALA能一定程度的抑制

由TGF-β1诱导的HSC的增殖, 并呈浓度依赖性: 
ALA低浓度时无明显作用; 当ALA浓度逐渐升

高时可部分抑制HSC的活化, 并随着浓度的增高

抑制作用增强.
各种原因导致的肝纤维化最后均表现为

ECM的增加, 星状细胞分泌胶原纤维增加. 实
验结果提示ALA对HSC分泌胶原纤维有抑制作

用, 作用随ALA浓度的增加而加强. α-SMA是

HSC活化的标志, 活化的HSC表达α-SMA, 表达

α-SMA的多少可一定程度反映HSC的活化程度. 
高浓度的ALA可使HSC的α-SMA表达减少, 低
浓度时作用不明显, 说明高浓度时可抑制HSC的
活化.

HSC的活化和增殖在脂肪性肝纤维化和肝

硬化的发生发展起重要作用. 近年来非酒精性

脂肪性肝病发病机制逐渐明确, 其中二次打击

学说已被普遍认可, 以胰岛素抵抗为主的代谢

综合征起重要作用[9]. 肿瘤坏死因子-a(tumor ne-
crosis factor-α, TNF-α)、TGF-β、IGF-1等细胞

因子刺激并激活HSC, 表达α-SMA活化后以分

泌以Ⅰ型及Ⅲ型胶原为主的细胞外基质[10]. 已有

研究表明: n-3多不饱和脂肪酸的可改善肝脂代

谢, 能提高肝脏代谢关键酶脂蛋白酶的LDL受体

的活性, 减少肝内甘油三酯的合成, 有直接降脂

作用.
NF-κB是由作为转录因子的Rel家族组成的

同二聚体或异二聚体. NF-κB可阻止TNF-α所诱

导的HSC的凋亡[11]. NF-κB的缺失可对活化的

HSC凋亡起一定的作用[12], 而n-3族多不饱和脂

肪酸可明显降低细胞中NF-κB的含量[3], 可能与

其抑制已活化的HSC的增殖有关.
n-3族多不饱和脂肪酸还能降低细胞膜n-6

族不饱和脂肪酸的含量, 从而降低n-6族不饱和

脂肪酸代谢产物花生四烯类产物等炎性物质的

产生[2], 减少对HSC的刺激也可能是n-3族多不饱

和脂肪酸对HSC起作用的途径之一. 综上所述, 
n-3族多不饱和脂肪酸可能通过多种途径对HSC
的增殖起抑制作用, 可能对脂肪性肝纤维化及

其引起的肝硬化有治疗作用.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

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

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

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

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

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

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! 
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Abstract
AIM: To investigate the role of SCF/c-Kit signal-
ing pathway in the pathogenesis of cathartic co-
lon. 

METHODS: Thirty-six healthy adult SD rats 
were randomly divided into three groups (12 
rats per group): control group, model group, 
and recovery group. The control group was 
given normal saline by gavage, and the model 
group and recovery group were given rhein 
suspension by gavage to induce cathartic colon. 
Specimens were taken immediately after model-
ing in the model group and 30 days after model-
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SCF/c-Kit信号通路在“泻剂结肠”发病机制中的作用

霍明东, 丁曙晴, 丁义江, 江 滨, 张 波

®

■背景资料
便秘是临床常见
病 与 多 发 病 ,  随
着生活节奏的加
快 ,  饮 食 结 构 的
改变, 精神和社会
因素的影响, 其发
病率逐年上升.我
国 患 病 率 约 为
10%-15%. “泻剂
结肠”是慢传输
型便秘的重要临
床类型, 目前尚无
有效的治疗药物, 
其发病机制的研
究已经越来越引
起人们的重视. 

ing in the recovery group. The intestinal transit 
function was assessed in each rats of each group 
by detecting the first melena discharge time. 
RT-PCR and Western blot were used to detect 
SCF/c-Kit mRNA and protein expression levels 
in colon tissue. 

RESULTS: Compared to the control group, the 
first melena discharge time was significantly 
prolonged in the model group (491.5 ± 40.2 vs 
373.4 ± 46.5, P < 0.01); however, there was no 
significant difference in the first melena dis-
charge time between the model group and re-
covery group (477.9 ± 39.6 vs 491.5 ± 40.2, P > 
0.05). Compared to the control group, c-Kit and 
SCF mRNA and protein expression levels were 
significantly decreased in both the model group 
and recovery group (all P < 0.01); however, there 
were no significant differences in c-Kit and SCF 
mRNA and protein expression levels between 
the model group and recovery group (both P > 
0.05).  

CONCLUSION: Reduced colonic motility in 
rats with cathartic colon may be associated with 
down-regulation of SCF/c-Kit signaling in colon 
tissue. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Stimulant laxative; Cathartic colon; 
Rhein; c-Kit; Stem cell factor
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摘要
目的: 探讨S C F/c-K i t信号通路在“泻剂结
肠”发病机制中的作用. 

方法: 健康成年SD大鼠36只, 随机分为对照
组(12只)、模型组(12只)和模型恢复组(12只). 
对照组大鼠生理盐水灌胃, 模型组和模型恢
复组大鼠采用“大黄酸混悬液灌胃法”制作
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■研发前沿
I C C 对 胃 肠 动 力
的重要调控作用
是近年来关于胃
肠动力研究的突
破 性 进 展 ,  有 关
I C C 的 调 控 机 制
是当今乃至今后
的研究热点.

“泻剂结肠”动物模型. 模型组造模结束后
取材, 模型恢复组造模结束正常饲养30 d后取
材. 各组大鼠处死前观察首粒黑便排出时间以
检测肠道传输功能. 逆转录聚合酶链反应(RT-
PCR)和Western blot技术分别检测各组大鼠结
肠组织中c-Kit和SCF的mRNA水平和蛋白水
平表达. 

结果: 模型组大鼠首粒黑便排出时间明显延
长, 与对照组差别显著(491.5±40.2 vs  373.4±
46.5, P <0.01); 模型恢复组与模型组相比, 首粒
黑便排出时间没有统计学差异(477.9±39.6 vs  
491.5±40.2, P >0.05). 与对照组相比, 模型组
及模型恢复组的c-Kit和SCF的mRNA水平和
蛋白水平表达均明显减弱(P <0.01), 而模型恢
复组与模型组相比, c-Kit和SCF的mRNA水平
和蛋白水平表达无明显差异(P >0.05). 

结论: “泻剂结肠”的结肠动力减退可能与
结肠组织中SCF/c-Kit信号通路的表达下调有
关. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

慢传输型便秘(slow transit constipation, STC)是
临床上常见的一类以结肠动力减弱为主要特点

的顽固性便秘. 该病病因不清, 症状顽固, 常诱

发急性心肌梗塞、脑血管意外, 危机患者生命[1]. 
STC患者往往长期服用番泻叶、大黄等刺激性

泻剂, 依赖泻剂排便, 剂量越用越大而效果越来

越差, 不服泻剂不排便, 形成“泻剂结肠”. 目
前, “泻剂结肠”的发病机制尚不清楚, 尚无有

效的治疗方法. Cajal间质细胞(Interstitial cells of 
cajal, ICC)是胃肠道起搏细胞, 介导神经递质的

产生和作用, ICC异常可导致胃肠动力障碍[2, 3]. 
ICC特异性表达酪氨酸激酶受体c-Kit, c-Kit与
其配体干细胞因子(stem cell factor, SCF)组成的

SCF/c-Kit信号通路已被证实对ICC具有重要调

控作用[4,5]. SCF/c-Kit信号通路在“泻剂结肠”

发病机制中的作用尚不清楚. 本研究中, 我们通

过给予大鼠大黄酸灌胃建立“泻剂结肠”动物

模型, 观察停用泻剂后, 肠动力能否恢复, 并探

讨SCF/c-Ki t信号通路在“泻剂结肠”发病机

制中的作用, 为“泻剂结肠”的防治提供理论 
依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年SD大鼠36只, 雌雄各半, 体质

量180-220 g, 由东南大学医学院实验动物中心

提供. 大黄酸(南京泽朗医药科技有限公司). 2%
大黄酸混悬液: 每100 mL生理盐水加入大黄酸

2 g. 3%戊巴比妥钠溶液: 每40 mL生理盐水加入

戊巴比妥钠1.2 g. 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)
试剂盒购自大连TAKARA公司. BCA蛋白浓度

测定试剂盒和SDS-PAGE凝胶配置试剂盒购自

北京碧云天生物技术有限公司. 兔来源GAPDH
和c-Kit、SCF多克隆一抗及羊抗兔HRP二抗均

购自美国Santa Cruz公司. ECL发光液购自北京

博奥森生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 “泻剂结肠”大鼠模型的建立: 参照文献

[6,7]并加以改进, 24只大鼠应用“大黄酸混悬

液灌胃法”制作大鼠“泻剂结肠”动物模型. 
造模时间共110 d, 经历3个循环. 第1循环隔日

灌胃, 1.2 mL/(100 g/次)(即每次每100 g大鼠用

1.2 mL大黄酸混悬液灌胃); 第2循环灌胃5 d停2 
d, 1.2 mL/(100 g/次); 第3循环灌胃5 d停2 d, 1.6 
mL/(100 g/次). 每个循环结束以80%的大鼠稀便

消失为标准. 
1.2.2 分组: 36只大鼠随机分为: (1)模型组: 12只
大鼠, 造模结束后取材; (2)模型恢复组: 12只大

鼠, 造模结束正常饲养30 d后取材; (3)对照组: 12
只大鼠, 生理盐水灌胃, 生理盐水灌胃频率及用

量同模型组, 与模型组同时取材. 
1.2.3 首粒黑便排出时间的检测: 各组大鼠处死

前均停止灌胃1 wk后, 以10%活性炭悬液3 mL灌
胃, 记录从灌胃到首粒黑便排出的时间以反映

肠道传输功能. 
1.2.4 取材: 3%戊巴比妥钠1 mL/kg腹腔注射麻醉

大鼠, 固定, 消毒, 铺无菌孔巾. 取腹部正中切口

约3.0 cm切开腹壁各层, 观察腹腔内情况. 取中

段结肠组织两块, 迅速投入-180 ℃液氮罐中, 5 h
后转移到-70 ℃冰箱冻存, 待RT-PCR和Western 
blot检测. 
1.2.5 RT-PCR法检测大鼠结肠组织c-Kit和SCF 
mRNA表达: 总RNA的提取按照异硫氰酸胍法, 
稍作改进. 简而言之, 将组织研碎、置于异硫氰

■相关报道
已 有 研 究 表 明 , 
S C F / c - K i t 信 号
通 路 对 I C C 的 发
育、分化及表型
维 持 至 关 重 要 , 
但SCF/c-Kit信号
通路在“泻剂结
肠”发病机制中
的作用尚未阐明.
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■创新盘点
本研究通过“大
黄酸混悬液灌胃
法”制作“泻剂
结肠”动物模型, 
探讨SCF/c-Kit信
号通路在“泻剂
结肠”发病机制
中的作用, 为“泻
剂结肠”的防治
提供理论依据.

酸胍裂解液, 裂解后依次以酚、氯仿、异丁醇

抽提, 加入醋酸钠, 在-20 ℃冷异丙醇中沉淀1次, 
而后溶于不含RNA酶的水中, -80 ℃冰箱保存. 
上述RNA经过DNA酶处理后, 总RNA被逆转录

成cDNA, 逆转录所得cDNA在-20 ℃保存. 引物

由英骏公司合成, 序列如下: c-Kit(798 bp)的上

游引物为: 5'-AGACCGAACGCAACTT-3', 下游

引物为: 5'-GGTGCCATCCACTTCA-3'; SCF(756 
bp)上游引物: 5'-AAACTGGTGGCGAATC-3', 
下游引物: 5'-CACGGGTAGCAAGAAC-3'; 
GAPDH(609 bp)基因被用作管家基因, 以衡量

加样的一致性. GAPDH的上游引物为: 5'-GC-
CAGCCTCGTCTCA-3', 下游引物为: 下游引物: 
5'-CACGCCACAGCTTTCC-3'. PCR反应条件: 
94 ℃预变性4 min, 94 ℃变性30 s, 56 ℃(退火温

度根据不同引物条件而定)退火30 s, 72 ℃延伸

90 s, 共25个循环, 之后72 ℃延伸7 min. PCR产
物鉴定: 配制1.7%的琼脂糖凝胶, 加入浓度0.5 
μg/mL的溴化乙锭(EB), 每个样本取5 μL PCR产
物和2 μL GAPDH PCR产物与2 μL 6×Loading 
Buffer上样缓冲液混合均匀加入至同一加样孔, 
以0.5×TBE为缓冲液, 电压80 V, 电泳约20 min. 
上海复日公司Smartview 2001图像分析处理系

统对电泳区带进行光密度扫描制片. 
1.2.6 Western blot法检测结肠组织中c-Kit及SCF
的含量: 200 mg组织经研磨粉碎, 加入1 000 μL
新鲜配制的、冷的蛋白裂解液(50 mmol/L Tris-
HCl, pH 7.5, 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA, 
1%SDS, 每10 mL加入一片蛋白酶抑制剂), 充
分裂解后, 裂解液经4 ℃、14 000 r/m in离心10 
min, 上清液经BSA蛋白试剂盒测定总蛋白浓度

后进行Western blot分析. 取40 μg蛋白与上样缓

冲液混合, 煮沸5 min, 置于12%SDS变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳, 电泳结束后半干电转移法转移

至PVDF膜, 室温下1%BSA封闭1h. 加入稀释度

1∶1 000的羊抗大鼠多克隆抗体(Santa Cruz 公
司)4 ℃孵育过夜, 第2天用羊抗兔二抗(1∶5 000
稀释)室温孵育1 h. TBST洗膜, 化学发光法显色, 
X线底片曝光. GAPDH作为内参照, 实验重复 
3次. 

统计学处理 采用SAS软件对数据进行统计

学分析, 各组数据以mean±SD表示, 组间比较采

用单因素方差分析, 包括正态分布检验和方差

齐性分析, 如果不符合正态分布改用非参数检

验分析. P <0.05被认为有显著性差异. 

2  结果

2.1 各组大鼠首粒黑便排出时间 模型组大鼠首

粒黑便排出时间明显延长, 与对照组相比差别

显著, 有统计学意义(491.5±40.2 vs  373.4±46.5, 
P <0.01). 而模型恢复组大鼠与模型组相比, 首粒

黑便排出时间没有统计学差异(477.9±39.6 vs  
491.5±40.2, P >0.05). 
2.2 结肠组织c-Kit和SCF mRNA水平RT-PCR
检测 模型组和对照组结肠组织中c-Ki t和SCF 
mRNA表达结果见图1. 在结肠组织中, c-Kit(798 
bp)、SCF(756 bp)和GAPDH(609 bp)都得到了有

效扩增, 各个标本中GAPDH基因的扩增基本一

致, 证实各样本的加样基本均衡. 模型组c-Kit和
SCF的mRNA表达较弱, 与对照组相比, 差别显

著(P <0.01). 
2.3 结肠组织c-Kit和SCF的蛋白表达水平West-
ern blot检测 提取各组结肠组织的蛋白作West-
ern blot分析, 比较c-Kit和SCF的蛋白表达(图2). 
结果表明, 对照组有较强的c-Kit及SCF蛋白表

达. 与对照组相比, 模型组及模型恢复组的c-Kit
及SCF蛋白表达明显减弱(P <0.01), 而模型恢复

组与模型组相比, c-Kit及SCF蛋白表达均无明显

差异(P >0.05). 

3  讨论

“泻剂结肠”是STC的一种重要临床类型, 患者

长期服用刺激性泻剂如大黄、番泻叶等, 便秘

症状逐渐加重, 结肠动力进行性减退, 到后期多

是依靠大剂量泻剂维持排便, 最终导致“泻剂

结肠”. 结肠动力减退和依赖泻剂排便是“泻

剂结肠”的主要特点. 目前, “泻剂结肠”的发

病机制尚不清楚, 治疗难度很大, 临床上多以对

症治疗为主, 停药后症状改善不明显, 部分患者

最终须行结肠切除术等毁损性治疗措施, 但治

疗效果常不理想, 因此建立“泻剂结肠”动物

模型进行结肠动力减退机制的研究对于“泻剂

结肠”的防治具有极其重要的意义.
大黄酸是从中药大黄中提取的单体, 化学名

“1.8-二羟基-3-羧基蒽醌”, 为大黄泻下作用的

主要有效成分. 本实验中, 我们采用“大黄酸混

悬液灌胃法”制作大鼠“泻剂结肠”动物模型, 
结果显示, 模型组大鼠肠道传输时间明显延长, 
与对照组相比差别显著(P <0.01), “泻剂结肠”

模型成功建立, 同时也提示, 刺激性泻剂可使肠

动力减退, 损伤肠道传输功能. 那么, “泻剂结

肠”大鼠停用刺激性泻剂后, 肠道传输功能能

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com



812                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2013年3月28日    第21卷   第9期 

■应用要点
本研究表明, 刺激
性泻剂的长期使
用引起结肠组织
中SCF/c-Kit信号
通路的异常改变
参与了“泻剂结
肠”的发病机制, 
对临床“泻剂结
肠”的治疗及刺
激性泻剂的使用
有一定指导意义.

否改善？本实验中, 模型恢复组大鼠经停用刺

激性泻剂30 d后, 与模型组相比, 首粒黑便排出

时间未见明显改善(P >0.05). 
肠神经系统主要指消化道壁内由大量神经

元所构成的巨大神经网络, 包括黏膜下丛、深

肌丛及肌间神经丛等, 感知、启动和调控胃肠

的运动和分泌功能, 其作用可不依赖中枢神经

系统的调控. ICC是介于肠神经系统和平滑肌

细胞之间的一类极其特殊的间质细胞, 是胃肠

道慢波的起搏细胞, 对肠神经信号传递到效应

器平滑肌细胞起重要的调控作用[8,9]. 研究发现, 
STC患者肠道ICC数量减少,不规则的慢波形成, 
结肠传输减慢, 但ICC的减少是疾病进程中的因

还是果仍难以确定[10,11]. 酪胺酸激酶受体c-Kit是
ICC的特异性标志物, SCF是c-Kit的天然配体, 
SCF与c-Kit结合后所启动的信号通路, 对ICC的
增殖、分化及表型维持至关重要[12,13]. 编码c-Kit
的小鼠w位点突变及编码干细胞因子的sl位点突

变均可导致胃肠道肌间丛ICC缺失, 肠慢波消失
[14]. 林琳等[15]利用吗啡诱导STC小鼠模型, 发现

结肠组织ICC数量减少, c-Kit蛋白和c-Kit mRNA
表达均减少. Brading等[16]研究发现微环境中SCF
浓度对ICC的培养至关重要, ICC的培养必须依

赖SCF才能成活, 不加SCF的培养基ICC基本不

能存活. 这些研究结果说明正常的SCF/c-Kit信
号通路对ICC的表型维持和生理功能的实现具

有不可替代的作用, 而c-Kit和SCF基因的正常表

达是维持这一信号通路的必要条件. 
我们通过RT-PCR法来观察对照组和模型组

中c-Kit和SCF的mRNA水平表达的差异, 研究发

现, 与对照组相比, 模型组c-Kit和SCF的mRNA
水平表达均明显降低(P <0.01). 同时, 我们通过

Western blot技术检测结肠组织中c-Kit和SCF的
蛋白表达水平, 结果显示, 模型组c-Kit和SCF的
蛋白表达水平也明显降低(P <0.01). 据此可以推

测, 刺激性泻剂的长期使用可引起结肠组织中

c-Kit和SCF的mRNA和蛋白水平表达的下调, 破
坏了正常的SCF/c-Kit信号通路, 进而引起ICC
细胞的异常改变, 导致结肠动力减退, 最终形成

“泻剂结肠”. 本研究还观察了模型恢复组的

SCF/c-Kit信号通路情况, 发现与模型组相比, 模
型恢复组的c-Kit和SCF的蛋白表达水平均无明

显改善(P >0.05), 由此我们推测, 停用泻剂30 d
后, SCF/c-Kit信号通路不能恢复正常是“泻剂

结肠”大鼠肠道传输功能未见明显改善的重要

原因. 因此, 如何能修复SCF/c-Kit信号传导通路, 
促进ICC增殖和修复, 从而改善“泻剂结肠”的

结肠动力, 值得进一步研究. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of recombinant ade-
novirus-associated virus (rAAV)-mediated RNA 
interference on HBV replication and expression 
in HepG2.2.15 cells. 

METHODS: The expression box of hu6-shRNA 
was placed between two ITRs of AAV and then 
ligated to the basic core promoter (BCP) of HBV 
and BCP-driven Rep gene of AAV, which re-
sulted in rAAV. The rAAV was transfected into 
HepG2.2.15 cells (HCC cells in which the HBV 
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重组腺相关病毒介导的RNA干扰对乙型肝炎病毒复制和
表达的影响

付冰峰, 李绍祥, 宁守斌

®

■背景资料
慢性乙型肝炎病
毒感染可继发肝
硬化、肝细胞癌, 
目前全球每年因
HBV感染相关的
终末期肝病而死
亡的人数多达100
万, 是一个严重的
公共卫生问题. 核
苷 ( 酸 ) 类似物和
干扰素α(IFN-α)
是目前全球公认
有效的抗HBV药
物, 但临床研究发
现, 二者在使用过
程中存在着应答
率有限、停药后
易反复等诸多问
题, 而且干扰素治
疗容易产生干扰
素样反应, 核苷类
药物易引起病毒
变异继而耐药. 因
此, 寻找一种新的
治疗HBV感染的
方法势在必行. 

gene was inserted). The expression of HBsAg 
and HBeAg and replication of HBV-DNA in cul-
tured supernatant were determined on days 1, 
2, 3 and 10 after transfection, and the AAVS1 re-
gion was sequenced on day 3 after transfection. 

RESULTS: The target sequence-containing 
vectors PLRBR322-324, PLRBR522-324, PLR-
BR322-2424 and PLRBR522-2424 were success-
fully constructed. All the four vectors had in-
hibitory effects on the expression of HBsAg and 
HBeAg and on HBV-DNA replication, with the 
former two (PLRBR322-324 and PLRBR522-324) 
having more significant inhibitory effect on HB-
sAg expression, the latter two on HBeAg expres-
sion and the third on HBV-DNA replication. The 
inhibitory effects on HBsAg and HBeAg expres-
sion and HBV-DNA replication were most obvi-
ous on day 3 after transfection, and the inhibi-
tion rate remained high on day 10. Site-directed 
integration of the target sequence was located in 
the AAVS1 region.

CONCLUSION: The rAAV constructed by sev-
eral elements of AAV and HBV, together with 
the help of site-directed integration mediated by 
Rep protein, is a good exploration to solve the 
problem of short-term effect of RNAi against 
HBV.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察以重组腺相关病毒(recombinant 
adeno-associated virus, rAAV)介导的RNA干扰

■同行评议者
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■研发前沿
近年来将AAV作
为广泛应用的基
因工程治疗载体, 
利用其能使插入
的s iRNA表达时
间 延 长 ,  可 稳 定
发 挥 干 扰 作 用 , 
解决RNA干扰抗
HBV作用时间短
暂的问题.

(RNA interference, RNAi)对HepG2.2.15细胞中
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)复制和
表达的影响. 

方法: 将hu6驱动的shRNA表达框置于腺相
关病毒(adeno-associated virus, AAV)的2个
ITR(inverted terminal repeat, ITR)之间, 之
后接有HBV的基本核心启动子(bac ic co re 
promoter, BCP)及其驱动的AAV的Rep基因, 构
成rAAV, 作为抗HBV的shRNA表达框的质粒
载体, 转染HepG2.2.15细胞(肝细胞性肝癌细
胞插入乙型肝炎病毒基因), 测定上清液中第1
天、第2天、第3天及第10天HBsAg、HBeAg
表达及HBV DNA拷贝数, 并对细胞基因组
AAVS1区域进行测序. 

结果: 成功构建了含目的序列的r A AV质粒
载体P L R B R322-324、P L R B R522-324、
PLRBR322-2424、PLRBR522-2424. 体外
质粒转染细胞实验显示4个载体对HBsAg、
HBeAg表达及HBV DNA复制均有抑制效应, 
且前两者对HBsAg高一些、后两者对HBeAg
高一些, 第3个对HBV DNA拷贝数高一些. 转
染后第3天后抑制效应最明显, 第10天抑制率
仍较高. 针对细胞基因组AAVS1区域测序结
果显示, 目的序列定点整合于该区域. 

结论: 利用AAV和HBV各种元件构建的rAAV,
作为抗HBV的shRNA表达框的载体, 借助Rep
蛋白介导的定点整合作用, 为解决R N A i抗
HBV作用时间短暂的问题做了一些技术上的
探索. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染

与肝硬化、肝细胞癌密切相关[1], 目前全球每年

因HBV感染相关的终末期肝病而死亡的人数多

达100万[2], 是一个严重的公共卫生问题. 慢性

乙型肝炎的治疗主要包括抗病毒、免疫调节、

抗炎和抗氧化、抗纤维化及对症治疗, 其中抗

病毒治疗是关键, 持续有效的抑制病毒能延缓

甚至阻滞肝病进程, 改善慢性HBV感染者生活

质量[3]. 但是抗HBV治疗, 阻断肝细胞内HBV的

复制和表达, 仍是目前难题之一. 近年来备受关

注的RNA干扰技术, 为HBV基因治疗提供了新

的策略. RNA干扰通过RNaseⅢ家族的Drosha酶 
和/或Dicer酶将双链RNA(dsRNA)切割成小干扰

RNA(small interfering RNA, siRNA), 降解与其

同源的靶mRNA或抑制靶mRNA翻译, 从而下

调靶基因表达[4]. 这种机制存在几乎所有真核生

物中[5], 具有高效性、特异性等优点, 目前已有

siRNA/shRNA抑制HBV复制与感染[6-9]报道, 但
没有克服作用时间短暂等不足. 为探讨RNAi抗
HBV的作用效果, 解决RNAi作用时间短暂的问

题, 本实验针对HBV pre-C/C区和S区基因序列, 
设计构建重组腺相关病毒(recombinant adeno-as-
sociated virus, rAAV), 利用腺相关病毒(adeno-as-
sociated virus, AAV)宿主范围广、不致病、免疫

原性低等优点[10], 作为抗HBV的shRNA表达框

的载体, 转染含HBV病毒基因组的HepG2.2.15
细胞中, 观察对HBV复制和表达的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM购自美国Gibco公司; 胎牛血

清购自苏州四季青生物公司 ;  限制性内切酶

BamHⅠ、XbaⅠ、XhoⅠ、T4连接酶、Real-
time PCR试剂盒均购自Takara生物技术公司; 转
染试剂lipofectamine 2000购自美国Invitrogen公
司; 质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒购自美国

Promega公司; 质粒中提试剂盒购自北京全式金

生物公司; 引物由北京市理化分析测试中心合

成; DH5α感受态细胞购自Tigen公司; ELISA试

剂盒购自上海科华公司; HepG2.2.15细胞由解

放军302医院曲建慧副教授惠赠; 质粒pGe322、
pGe522及PLRBR由北京军区总医院全军肝病治

疗中心实验室前期合成并保存. 
1.2 方法

1.2.1 HepG2.2.15细胞的培养及准备: HepG2.2.15
细胞复苏后生长于DMEM中(含10%胎牛血清、2 
mmol/L谷氨酰胺、100 U/mL青霉素及100 µg/mL
链霉素), 并在37 ℃、5%CO2孵箱中进行培养, 
2-3 d更换培养液. 
1.2.2 靶位的选择及shRNA的设计: 根据在Gen-
Bank中的HBV S基因及C基因作为靶序列, 同时

根据shRNA设计原则, 靶位1(324-352)序列为: 
AACCTCCAATCACTCACCACCCTCTTGTC, 
靶位2(2424-2452)序列为: GCTGGTGGCTC-
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■创新盘点
RNAi作为一种全
新的技术为防治
乙型肝炎病毒感
染提供了新的治
疗思路, 但是同时
也有作用时间短
暂等问题有待解
决. 直到最近几年
因为AAV能使插
入的s iRNA表达
时间延长, 可稳定
发挥干扰作用等
优点, 将AAV作为
广泛应用的基因
工程治疗载体, 为
解决RNAi作用时
间短暂提供新的
思路.

CAGTTCAGGAACAGTAAA. 
1.2.3 重组载体的构建: (1)引物的合成: S1正
义链5'-GATCCCGAACCTCCAATCACTCAC-
CACCCTCTTGTCGAAGCTTGGACAAGAG-
GTTGGTGAGTGATTGGAGGTTTTTTTT-3', 
S1反义链: 5'-CTAGAAAAAA AACCTCCAAT-
CACTCACCACCCTCTTGTCCAAGCTTC 
GACAAGAGGTTGGTGAGTGATTGGAGGTT 
CGG-3'; S2正义链: 5'-GATCCCGGCTGGTG-
GCTCCAGTTCAGGAACAGTAAA GAAGCTT-
GTTTACTGTTCCTGAACTGGAGCCAC-
CAGCTTTTTT-3', S2反义链: 5'-CTAGAAAAAA 
GCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAA 
CAAGCTTCTTTACTGTTCCTGAACTGGAGC-
CACCAGCCGG-3'. 以上引物均由北京理化分

析测试中心合成; (2)引物退火, 琼脂糖电泳, 切
胶, 行胶回收; (3)载体的构建及检测: 以限制性

内切酶BamHⅠ、XbaⅠ分别线性化pGe322、
p G e522载体, 酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳

检测并回收 ,  双链D N A分别与酶切回收产物

连接 ,  应用T4连接酶、16 ℃连接过夜 ,  形成

pGe322-324、pGe522-324、pGe322-2424、
pGe522-2424 4个重组载体. 再将重组载体与

PLRBR载体用限制性内切酶XbaⅠ、XhoⅠ进

行酶切, 37 ℃水浴过夜. 对重组载体及PLRBR
载体进行琼脂糖凝胶电泳检测并回收 ,  再将

P L R B R载体回收产物分别与4个重组载体回

收产物连接, 应用T4连接酶、16 ℃连接过夜, 
形成PLRBR322-324、PLRBR522-324、PLR-
BR322-2424、PLRBR522-2424. 将连接产物转

化感受态细胞DH5α后铺于LB平板, 挑单个菌落

进行过夜摇菌扩增, 质粒小提试剂盒提取质粒

进行双酶切鉴定, 其电泳结果与实验预计结果

相符. 
1.2.4 转染HepG2.2.15细胞: 转染前用含0.25%胰

酶-0.02%乙二胺四乙酸(EDTA)消化后吹打成单

细胞悬液, 细胞技术后接种于12孔培养板中, 放
于孵箱中进行培养. 约24 h后观察细胞生长铺满

孔底面积约70%时用于转染. 转染前更换无血

清培养基, 质粒与Lipofectamine 2000脂质体按1
∶3共转染, 室温放置20 min后加入每孔中, 在孵

箱中培养6 h候换DMEM中(含10%胎牛血清、

2 mmol/L谷氨酰胺、100 U/mL青霉素及100 µg/
mL链霉素), 并在37 ℃、5%CO2孵箱中进行培

养. 设空白对照组及转入空质粒的阴性对照组, 
每组设3个复孔. 

1.2.5 HBsAG、HBeAG及HBV-DNA的检测: 取
转染后第1天、第2天、第3天及第10天上清

液根据ELISA试剂盒实验步骤检测HBsAG、

HBeAG. 结果用S/N值(实验孔吸光度值/阴性对

照孔吸光度值)表示. HBV-DNA检测: 将上清液

吸出, 用磷酸盐缓冲液漂洗细胞, 制备细胞裂解

液, 具体步骤按试剂盒说明书进行检测. 
1.2.6 细胞核DNA的提取、纯化及测序: 取转

染后3 d细胞, 留取上清液后, 按细胞DNA提取

试剂盒步骤提取细胞DNA, 以细胞DNA为模

板行PCR, 引物: 5'-AGGAACCCCTAGTGAT-
GGAGT-3', 引物: 5'-TCAGAGGACATCAC-
GTG-3', PCR产物送生物公司测序. 

统计学处理 采用SPSS17.0数据包进行统计

分析, 计量资料采用mean±SD表示, 所得数据

经正态性检验符合正态分布, 组间比较采用单

因素方差分析, 多个均数之间两两比较采用LSD
法, 以P <0.05认为有统计学意义. 

2  结果

体外质粒转染细胞实验显示本实验合成的4
个载体(图1-4)对HBsAg、HBeAg表达及HBV 
D N A复制均有抑制效应, P L R B R322-324、
PLRBR522-324载体靶向于HBV S区, 其抑制

HBsAG作用较明显, 其中PLRBR322-324第1
天、第2天抑制效率分别为28.3%和49.9%, 第3
天最高达68.6%, 到第10天仍然有56%的抑制率

(表1). PLRBR322-2424、PLRBR522-2424靶向

于HBV pre-C/C区, 其抑制HBeAg作用较明显, 
其中PLRBR322-2424前两天抑制效率分别为

24.9%、46.3%, 第3天达最大抑制效率为67.1%, 
第10天抑制率仍较高, 达到了51.3%(表2); PLR-
BR322-2424对HBV-DNA抑制效作用最强, 第1
天、第2天抑制率分别为26.4%、43.3%, 第3天
最大, 达到57%, 第10天仍保持有41.4%的稳定抑

制效果. 阴性对照组与空白对照组比较无统计

学意义(表3). 

3  讨论

据世界卫生组织报告, 全球约有20亿人曾感染过

HBV, 其中3.5亿人为慢性感染者. 核苷(酸)类似

物和干扰素α(interferon-α, IFN-α)是目前全球公

认有效的抗HBV药物[11], 但临床研究发现, 二者

在使用过程中存在着应答率有限、停药后易反

复等诸多问题, 而且干扰素治疗容易产生干扰

素样反应, 核苷类药物易引起病毒变异继而耐
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■应用要点
本文可能为乙肝
治疗提供一种新
的 途 径 ,  可 以 长
期、有效的抑制
病毒的复制和表
达 ,  改 善 远 期 预
后, 使大多数患者
受益.

药[12], 为改善疗效, 许多学者进行了联合用药抗

HBV的探索, 但在最终疗效的评定上出现了较

多争议[13,14]. 由于HBV复制及逆转录过程中存在

RNA阶段, 从而为RNAi提供了靶点[15]. 早期的实

验将shRNA序列插入到质粒中, 已经证实能够明

显地抑制HBV的复制和表达, 但只能产生短时间

的基因沉默效果, 对细胞毒性也较大[16]. 为此很

多学者进行了试验性的研究, 将AAV作为广泛应

用的基因工程治疗载体, 基于以下优点[10,17-22]: (1)
可以广泛感染人细胞, 包括分裂期细胞和非分裂

期细胞; (2)AAV本身无致病性; (3)可以特异性整

合于人类19号染色体长臂末端, 无致癌及致突变

作用; (4)以辅助质粒P-Helper代替辅助病毒进行

重组腺相关病毒的包装; (5)使插入的siRNA表达

时间延长, 可稳定发挥干扰作用. 
本实验将hu6-shRNA表达框置于AAV两个

ITR之间, 之后接BCP和Rep基因, 构成rAAV, 作
为抗HBV的shRNA表达框的载体. rAAV感染

HepG2.2.15细胞后, BCP驱动Rep蛋白得以表达, 
因Rep蛋白有促进复制、定点整合及拯救的作

用, 因此LITR-hu6-shRNA-RITR可以复制, 使得

rAAV的拷贝数大大增加. 但由于rAAV没有Cap

基因, 因此复制的rAAV基因组不能被包装成子

代病毒颗粒, 只是拷贝数增加而已, 因而不会引

起靶细胞裂解. 其基因组所携带的hu6-shRNA表

达框, 通过RNAi途径, 发挥抗HBV作用. 随着时

间的延迟, BCP-Rep被清除, Rep基因随之降解、

消失, rAAV失去产毒性感染的条件, 因为Rep定
点整合作用, 其基因组整合入AAVS1, 进入潜

伏感染, 所携带的hu6-shRNA表达框也随之定

点整合到AAVS1, 并随着细胞的分裂而分裂、

复制, 持续生成shRNA, 通过RNAi稳定发挥抗

HBV的作用[23]. 体外质粒转染细胞实验显示本

实验合成的4个载体对HBsAg、HBeAg表达及

HBV DNA复制均有抑制效应, PLRBR322-324、
PLRBR522-324载体靶向于HBV S区, 其抑制

HBsAG作用较明显, PLRBR522-2424靶向于

HBV pre-C/C区, 其抑制HBeAg作用较明显, 
PLRBR322-2424对HBV-DNA抑制效作用最强, 
说明通过RNAi抑制靶基因表达的有效性很大

程度上取决于靶向的m R N A部位及与靶序列

的匹配程度. 在本实验中针对单一位点设计的

shRNA表达质粒表现出对HBsAg、HBeAG以及

HBV-DNA均有不同程度的抑制效应, 其原因可

图  1  PLRBR322-324组测序结果. 图  2  PLRBR522-324组测序结果.

图  3  PLRBR 522-2424组测序结果. 图  4  PLRBR 322-2424组测序结果. 

表  1  上清液HBsAG检测结果

     分组      第1天        第2天        第3天       第10天

PLRBR322-324 5.39±0.11a   7.76±0.09a   9.29±0.06a   8.93±0.12a

PLRBR522-324 5.49±0.13a   8.01±0.11a 10.94±0.13a   9.75±0.15a

PLRBR322-2424 6.32±0.08a 10.74±0.14a 18.72±0.17a 13.71±0.1a

PLRBR522-2424 6.46±0.10a 11.01±0.07a 18.55±0.12a 14.02±0.13a

空白对照组 7.51±0.13 15.49±0.13 29.50±0.14 20.28±0.11

阴性对照组 7.26±0.11 15.25±0.18 29.26±0.13 19.98±0.12

aP<0.05 vs  空白对照组.
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能在于针对某一位点的siRNA不仅能够使相应

mRNA降解, 同时可以降解HBV的全长mRNA. 
由于HBV的全长mRNA同时是逆转录模板, 其
降解会导致HBV-DNA的复制明显减低, 从而减

少转录产物mRNA的数量, 进而减少各位点的

表达量. 针对细胞基因组AAVA1区域的测序结

果可见目的序列, 证明shRNA定点整合于细胞

基因组, 因此可以持续生成shRNA. 与王玥等[24]

实验结果最大抑制率达87.49%相比本实验抑制

相对较低, 可能与转染效率低相关, 下一步拟将

rAAV经同源同组的方法置入腺病毒基因组中, 
形成腺病毒/腺相关病毒杂合体病毒并进行病毒

包装、扩增, 再转染HepG2.2.15细胞, 提高转染

效率. 与胡斌等[25]合成的载体相比, 本载体中有

Rep基因, shRNA能定点整合与细胞基因组, 可
发挥长期稳定的干扰基因表达的作用. 

本研究表明以AAV作为载体, 将shRNA置

于其中后, 通过转染靶细胞使shRNA定点整合

入细胞内, 从而可以长期稳定发挥抗HBV复制

和表达的作用, 为解决RNAi作用短暂的问题打

下了基础, 使之可能成为一种不同于传统乙肝

治疗的新途径, 可以长期、有效的抑制病毒的

复制和表达, 改善远期预后, 使大多数患者受益. 
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Abstract 
AIM: To analyze the clinical data for patients 
with Wilson's disease with hepatic manifesta-
tions as the first presentation to provide a refer-
ence for the diagnosis of this disease. 

METHODS: The clinical data for 93 patients with 
Wilson's disease with hepatic manifestations as 
the first presentation, who were treated at our 
hospital from January 1993 to April 2010, were 
reviewed retrospectively.  

RESULTS: The age of onset ranged from 4 to 49 
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以肝病症状为首发表现的肝豆状核变性93例

林连捷, 王东旭, 郑长青, 曹 男, 丁楠楠

®

■背景资料
肝豆状核变性(W-
D)是以铜代谢障
碍为特征的常染
色 体 单 基 因 隐
性 遗 传 疾 病 ,  此
病 于 1 9 1 2 年 由
Wilson首次描述. 
1952年, Sternlieb
等 确 立 W D 临 床
诊断标准 .  1993
年, Bull等将WD
致病基因准确地
定 位 于 染 色 体
13q14.3. 此基因
称为ATP7B基因, 
编码一种铜转运P
型ATP酶, 其突变
导致铜与前铜蓝
蛋白结合, 使转运
蛋白铜蓝蛋白减
少, 大量未经结合
的铜进入血循环, 
在脑、肝、肾、
角膜等组织沉积
而发病. 

years. The average course before achieving a def-
inite diagnosis was 17.48 mo. Main first symp-
toms were jaundice (47.31%), fatigue (39.78%), 
and nausea and vomiting (37.63%). Main clinical 
presentation was cirrhosis. The positive rate 
of corneal K-F ring was 91.67%. The rate of ab-
normal urinary copper was 84.48%, and serum 
ceruloplasmin was abnormal in 81.40% of cases. 
Varying degrees of abnormality of liver func-
tion and blood coagulation were also observed. 
The percentage of patients showing abnormal 
liver and spleen ultrasound manifestations was 
97.37%. The misdiagnosis rate was 61.29%.

CONCLUSION: Patients who are suspected to 
have Wilson's disease with hepatic manifesta-
tions as the first presentation should undergo 
timely determination of K-F ring, 24-h urinary 
copper, serum ceruloplasmin, and abdominal ul-
trasound to improve early diagnosis, treatment, 
prognosis, and reduce misdiagnosis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Wilson’s disease; Clinical analysis; K-F 
ring; Ceruloplasmin; Misdiagnosis
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摘要
目的: 分析以肝病症状为首发表现肝豆状核
变性患者的临床资料, 指导本病的诊断. 

方法: 回顾性分析1993-01/2010-04于我院首诊
的93例以肝病为首发表现肝豆状核变性患者
的临床资料. 

结果: 发病年龄4-49岁; 确诊前平均病程17.48 
m o; 首发症状依次为黄疸(47.31%), 乏力
(39.78%), 恶心呕吐(37.63%); 临床主要表现
为肝硬化; 角膜K-F环阳性率91.67%, 尿铜异
常率84.48%, 血清铜蓝蛋白异常率81.40%, 肝
功及凝血指标有不同程度的异常, 肝胆脾超声
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■研发前沿
W D 患 者 在 铜 代
谢指标、肝功及
凝血指标方面均
有不同程度的异
常. CER也是WD
诊断的重要指标, 
另外CER做为一
种极相反应蛋白, 
部 分 W D 患 者 由
于感染或炎症而
造成血清CER正
常 或 升 高 .  而 肝
功各项指标及凝
血指标的亦可见
明 显 的 异 常 ,  表
明了肝病为首发
表 现 的 W D 患 者
在肝脏合成、代
谢能力等各方面
的受损.

异常率97.37%; 首诊误诊率达61.29%. 

结论: 对可疑肝豆状核变性的肝病患者应及
时行K-F环、血清铜蓝蛋白、24 h尿铜、肝胆
脾超声等检查, 早期进行诊治, 减少误诊, 改善
预后. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言 

肝豆状核变性(hepatolenticular degeneration, 
HLD), 又名Wilson病(Wilson's disease, WD), 是
一种常染色体隐性遗传铜代谢障碍疾病, 世界

范围内的发病率为l/30 000-1/100 000[1]. 由于铜

在体内异常蓄积的部位不同, 本病可出现多系

统、多器官的病变, 最常受累的器官为肝脏、

脑、角膜. 此外, 还可累及肾脏、胰腺、皮肤、

心脏和血液等器官[2], 本研究通过回顾性分析我

院收治的93例以肝病症状为首发表现的WD患

者的临床资料, 提高临床医生对该病的认识, 指
导该病的早期诊断, 减少误诊与漏诊. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1993-01/2010-04收治的以肝病症

状为首发表现的首诊WD患者共93例, 其中男48
例, 女45例, 男女比例为1.07∶1, 年龄4-49岁, 平
均(11.84±6.81)岁, 其中0-14岁者75例(80.64%), 
15-40岁者17例(18.28%), >40岁者1例(1.08%); 仅
有2例患者有明确家族史. 
1.2 方法 根据Sternlieb诊断标准[3], 至少具备以

下4项中的两项者可以确诊: (1)肝病史和肝病症

状; (2)肉眼或裂隙灯下角膜色素环(K-F环)阳性; 
(3)血清铜蓝蛋白降低; (4)出现震颤、肌强直及

面具样面容等神经系统表现. 若为非典型病例, 
可结合患者临床表现、实验室检查铜代谢异常, 
24 h尿铜排泄增多、血铜减少、D-青霉胺治疗

有效及阳性家族史明确诊断. 回顾性分析93例
患者的临床资料, 内容包括病程、临床表现、

实验室检查及影像学检查等. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行分

析, 计量资料以mean±SD表示. 

2  结果

2.1 临床表现

2.1.1 首发症状: 黄疸44例(47.31%), 乏力37
例(39.78%), 恶心呕吐35例(37.63%), 发热31
例(33.33%), 腹胀31例(33.33%), 茶色尿27例
(29.03%), 食欲不振24例(25.81%), 腹痛19例
(20.43%), 腹泻4例(4.30%), 腹水21例(22.58%), 
黑便4例(4.30%).
2 . 1 . 2  临 床 表 现 :  表现为肝硬化的有 5 0例
( 5 3 . 7 6 % ) ,  其中单纯无症状性肝硬化占

8.00%(4/50)、肝功能失代偿或门脉高压占

68.00%(34/50)、肝硬化基础上急性肝衰竭占

24.00%(12/50); 急性肝炎19例(20.43%); 暴发性

肝衰竭15例(16.13%); 无症状性转氨酶升高5例
(5.38%); 表现为慢性肝病4例(4.30%).
2.2 实验室检查 共有60例患者完善K-F环检查, 
55例K-F环阳性, 阳性率91.67%, 其他实验室

检查见表1. 共有76例患者完善肝胆脾超声检

查, 有74例患者可见超声异常, 超声异常率达

97.37%, 异常表现分布如下: 弥漫性肝损伤/肝
硬化63.51%(47例), 脾大45.95%(34例), 腹腔积

液43.24%(32例), 胆囊壁厚/不光滑33.78%(25
例), 肝大27.03%(20例), 肝内胆管结石/胆囊结石

8.11%(6例), 腹腔内淋巴结肿大6.76%(5例). 部分

患者同时合并有多项肝胆脾超声异常. 
共有25例患者完善了头MRI检查, 有7例患

者存在异常, 异常率在28.0%, 其中累及基底节

3例, 苍白球3例, 侧脑室2例, 枕叶1例, 红核1例, 
黑质1例, 部分患者同时累及多部位脑实质.   

上述患者经我院确诊前的病程长短不一, 少
数患者是以急性起病, 多数患者慢性起病, 病程

时间较长, 所有患者病程分布在1 d-12年不等, 
确诊前的平均病程17.48 mo; 初步诊断即诊断为

肝豆状核变性的有36人(38.71%), 其余患者的初

步诊断均存在不同程度的误诊, 首诊误诊率达

61.29%, 误诊情况涉及消化、肾内、血液、风

湿免疫、感染等多个科室, 其中误诊为肝硬化

21例, 急性肝炎18例, 溶血性贫血7例, 急性肝衰

竭4例, 嗜血细胞综合征、血小板减少性紫癜、

系统性红斑狼疮、肾炎、急性胃炎、细菌性腹

膜炎、结核性腹膜炎各1例. 

3  讨论

WD是以铜代谢障碍为特征的常染色体单基因

隐性遗传疾病, 此病于1912年由Wilson首次描
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■应用要点
对93例以肝病症
状为首发表现的
W D 患 者 的 临 床
资料进行回顾性
分析, 以期提高临
床医生对该病的
认识, 指导该病的
早期诊断, 减少误
诊及漏诊.

述, 1952年, Sternlieb[4]确立WD临床诊断标准. 
1993年, Bull等将WD致病基因准确地定位于染

色体13q14.3. 此基因称为ATP7B基因, 编码一种

铜转运P型ATP酶, 其突变导致铜与前铜蓝蛋白

结合, 使转运蛋白铜蓝蛋白减少, 大量未经结合

的铜进入血循环, 在脑、肝、肾、角膜等组织

沉积而发病[5]. 本病多见于儿童及青少年, 多数

患者在5-35岁之间发病, 一般18岁以下者的首发

症状以肝损害居多, 成年期则多以锥体外系症

状为首发表现[6-8], 从本研究结果看, 发病年龄在

14岁以下的比例在80.64%, 但仍有一例49岁患

者以肝病为首发表现而被诊断, 故在临床工作

中应重视高龄患者的诊治, 以免造成误诊或漏

诊. 从首发症状上看, 以黄疸、乏力及恶心呕吐

占前3位, 虽无明显的特异性, 但也从一定程度

上反映了患者肝功能的受损. 从临床表现上看, 
肝硬化的比例高达50.0%, 这提示我们对于病因

不明的肝硬化患者, 尤其是青少年肝硬化患者, 
要警惕WD的可能. 

K-F环是由铜沉积在角膜的后弹力层所致, 
为靠近角膜周围缘的金黄色或褐色的色素环, 
被认为是WD的重要阳性体征. 本组研究中可见

K-F环的阳性率可达91.67%, 充分表现了K-F在
本病中的意义, 但仍有8.33%的患者K-F环阴性, 
且曾有文献报道, 当患者以肝损害为主而无神

经系统损害时K-F环检出率仅为44%-62%[6]. 因
此在临床工作中不应忽视K-F阴性的WD患者的

诊断. 此外, 在一些慢性胆汁淤积性疾病以及新

生儿胆汁淤积病中也可出现K-F环阳性, 故应注

意排除此类“假阳性”疾病. 
WD在铜代谢指标、肝功及凝血指标方面均有

不同程度的异常: 铜代谢指标中可见24 h尿铜

异常率在84.48%, 表明了24 h尿铜在WD诊断中

的重要意义, 此外, 对于24 h尿铜增加不明显者

亦可行青霉胺试验(一次性口服青霉胺0.5 g, 若
6 h尿铜>300 μg有诊断意义)指导诊断[9]. CER也
是WD诊断的重要指标, 本组研究中CER阳性率

在81.40%, 但是, 还应注意到CER降低可能与基

因变异引起的无铜蓝蛋白血症或低铜蓝蛋白血 
症[10]肾病综合征、慢性活动性肝炎、原发性胆

汁性肝硬化某些吸收不良综合征等同样也可以

导致CER降低, 另外CER做为一种急相反应蛋

白, 部分WD患者由于感染或炎症而造成血清

CER正常或升高[11]. 故应辩证看待CER在WD疾

病中的变化; 而肝功各项指标及凝血指标亦可

见明显的异常, 表明了肝病为首发表现的WD患

者在肝脏合成、代谢能力等各方面受损. 
在影像学检查上, 肝胆脾超声异常率可高

达97.37%. 由于WD肝脏病理改变从轻到重分为

4期: 肝脂肪变性期、肝炎期、肝纤维化期及肝

硬化期, 故在肝胆脾超声检查上可见到各种异

常的表现: 包括肝脏增大、回声粗糙(弥漫性肝

损伤)、肝脏缩小(肝硬化). 另外, 发生于青少年

的胆囊结石、胆囊壁水肿、脾脏肿大等声像特

表  1  肝豆状核变性患者实验室检查指标阳性率

     指标 参考值 阳性例数/检查例数(n ) 阳性率(%) 最小值  最大值  平均(mean±SD)

CER(mg/L) ＜200             70/82    81.40   20.0    710.0   130.25±106.01

尿Cu(μg/24 h) ＞100             49/58    84.48   17.0 3 685.0 1765.06±966.72

血Cu(μmol/L) ＜63             50/75    66.67     6.7    173.1     56.16±40.59

ALT(U/L) ＞40             57/90               63.33     1.2    945.0   131.46±103.55

AST(U/L) ＞34             40/53    75.47   16.0    545.0   110.26±93.60

ALP(U/L) ＞150             50/87    57.47   10.0    829.0   212.76±156.67

γ-GT(U/L) ＞64             37/62    59.65   14.0    333.0     98.75±73.75

TBil(μmol/L) ＞20.5             54/88    61.36     4.3    710.7   112.19±96.28

DBil(μmol/L) ＞8.6             43/75    57.33     0.8    194.1     56.84±34.21

UDBil(μmol/L) ＞11.9             55/87    63.22     1.3    386.2     56.76±45.31

PT(s) ＞13.5             37/44    84.09   11.1      41.6     22.44±9.17

APTT(s) ＞37.0             29/41    70.73   19.2      78.7     46.31±14.84

FIB(g/L) ＜2.0             32/42    76.19       0.42        2.97       1.15±0.65

TT(s) ＞19.5             23/38    60.53     8.1      33.6     21.49±4.90

CER: 铜蓝蛋白; Cu: 铜; ALT: 丙氨酸氨基转移酶; AST: 天冬氨酸氨基转移酶; ALP: 碱性磷酸酶; γ-GT: γ-谷氨酰转移

酶; TBil: 总胆红素; DBil: 直接胆红素; UDBil: 间接胆红素; PT: 凝血酶原时间; APTT: 活化部分凝血酶时间; FIB: 纤维

蛋白原; TT: 凝血酶时间.
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■同行评价
本文结合分析病
历资料, 对临床医
生具有一定实用
价值.

点, 可为WD的诊断提供支持[12]. 肝周脂肪层显

著增厚也可作为WD诊断的佐证[13]. 因此, 肝胆

脾超声对于发现是以肝病为首发表现的患者肝

脏受损情况有着重要的意义. 而MRI结果异常率

仅为28.0%, 考虑与本组患者首发表现为肝病表

现为主, 铜主要沉积部位在肝脏. 
所有入组患者的首诊误诊率在61.29%, 分

析原因在于以下几个方面: (1)临床医生对本病

缺乏认识, 思维局限, 遇到转氨酶升高、上消化

道出血等往往只考虑肝炎、肝硬化, 而忽视了

鉴别诊断中的少见病, 这是造成部分患者长期

误诊及多次误诊的主要原因; (2)忽视对K-F环、

CER、24 h尿铜等指标的检查, 尤其是对于不明

原因的肝病、青少年肝硬化的患者而言, 这些

检查项目有着重要的意义; (3)部分WD患者由于

合并了病毒性肝炎或者肝硬化, 而造成漏诊. 
WD做为少数可有效控制的遗传性疾病, 其

病情的轻重与基因突变类型的相关性关系并不

大[14], 主要与铜在体内的蓄积量及时间长短密切

相关[15], 所以早期诊断与治疗对WD患者尤为重

要. 因此, 这要求我们临床医生在临床工作中加

强对本病的认识, 对于不明原因的肝炎、肝衰

竭、青少年肝硬化以及既往有WD家族史的肝

病患者要警惕WD的可能, 及时行K-F环、血清

CER、24 h尿铜, 肝胆脾超声等检查, 对于诊断

不明确的患者可以考虑行肝铜含量测定(肝铜含

量≥250 μg/g肝干质量是WD的最佳诊断指标[16])
或基因检测, 以早期诊治, 改善患者预后. 
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Abstract
AIM: To analyze and summarize the clinical 
characteristics of autoimmune pancreatitis (AIP) 
for the purpose of improving its diagnosis and 
treatment.

METHODS: The clinical data for 7 patients with 
autoimmune pancreatitis who were hospitalized 
in the past two years were analyzed retrospec-
tively. 

RESULTS: Main clinical manifestations were 
obstructive jaundice in 7 cases (100%), mild 
abdominal pain or epigastric discomfort in 3 
cases (42.9%), weakness or weight loss in 5 cases 
(71.4%), diarrhea in 3 cases (42.9%), abdominal 
distension in 2 cases (28.6%), and dyspepsia in 2 
cases (28.6%). All 7 patients had elevated serum 
gamma globulins (100%). Six (85.7%) patients 
had elevated serum IgG, aminotransferase and 
FBG, and four patients had elevated CAl99 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

自身免疫性胰腺炎7例

杨 旸, 姜沫含, 孙明军

®

■背景资料
自身免疫性胰腺
炎(AIP)是由自身
免疫介导的一种
慢性胰腺炎. 目前
全球范围内对AIP
认识仍处于早期
阶段, 我国自2004
年以来相继有关
于 A I P 的 病 例 报
道, 但对其总体认
识水平及重视程
度仍与欧美国家
有一定差距, 相关
科研与临床水平
有待进一步提高. 

(57.1%). Two (28.6%) patients tested positive 
for RF and AMA, and three (42.9%) positive for 
ANA. Diffuse or localized enlargement of the 
pancreas was revealed by B ultrasound in 4 cas-
es and CT in 6 cases. MRCP showed narrowing 
of the pancreatic section of the common bile duct 
in 6 cases. ERCP demonstrated narrowing of the 
pancreatic section of the common bile duct and 
the head segment of the main pancreatic duct in 
4 cases. Six patients underwent steroid therapy, 
which was effective in all patients. Three out of 
six cases (including 2 cases without sufficient 
course of treatment) recurred and turned better 
after receiving steroid therapy again. Jaundice 
relieved in three cases after ERCP-guided com-
mon bile duct stent implantation.

CONCLUSION: The clinical manifestations of 
AIP show some characteristics. Accurate diagno-
sis and treatment of AIP rely on clinical symp-
toms, imaging features, serum examinations and 
response to steroid therapy.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Autoimmune pancreatitis; Clinical man-
ifestation; Diagnosis; Treatment
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摘要
目的: 分析自身免疫性胰腺炎(autoimmune 
pancreatitis, AIP)的临床特征, 提高对AIP的诊
断及治疗水平. 

方法: 回顾性分析我院近2年来诊治的7例AIP
患者资料. 

结果:  临床表现 :  7例患者均出现梗阻性黄
疸(100%), 轻度腹痛或上腹不适3例(42.9%), 
乏力、体质量减轻5例 (71 .4%) ,  腹泻3例
(42.9%), 腹胀和食欲减退各2例(28.6%). 实验
室检查: 7例血γ球蛋白比例均升高(100%), 6

■同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办



杨旸, 等. 自身免疫性胰腺炎7例									                    825

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
目前普遍认为组
织 学 是 诊 断 A I P
的 金 标 准 ,  但 由
于胰腺的特殊性. 
获得满意的活检
标 本 较 为 困 难 , 
胰腺活检在诊断
中的作用仍有争
议 .  如 何 在 避 免
开腹损伤的情况
下做出及时正确
的诊断有待进一
步探讨研究.

例(85.7%)IgG水平升高, 转氨酶升高者6例
(85.7%), CAl99升高者4例(57.1%), 空腹血糖
升高者6例(85.7%), RF阳性者和抗线粒体抗体
(antimitochondrial antibody, AMA)阳性者分别
为2例(28.6%), 抗核抗体(antinuclear antibody, 
ANA)阳性者3例(42.9%). 影像学表现: 4例行
B超检查和6例行CT检查均表现为胰腺弥漫
性或局限性肿大, 6例行MRCP均显示胆总管
胰腺段狭窄, 4例行ERCP均显示胆总管胰腺
段狭窄和主胰管胰头段狭窄. 治疗: 6例患者
应用激素治疗均有效, 其中3例复发(2例激素
未用至足够疗程)再次应用激素均有效. 3例行
ERCP胆总管支架植入术后黄疸好转. 

结论: AIP临床表现具有一定特征, 应综合分
析其临床症状、血清学检查、影像学表现及
对激素治疗的反应等因素对AIP作出早期正
确的诊断及治疗. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

自身免疫性胰腺炎(autoimmunepancreatitis, AIP)
是由自身免疫介导的一种慢性胰腺炎. 患者多

无酒精嗜好, 临床上有如下特点: 梗阻性黄疸、

高球蛋白血症、胰腺弥漫性肿大、胆胰管不同

程度狭窄、显著的淋巴细胞浸润伴纤维化. 目
前全球范围内对AIP认识仍处于早期阶段, 2004
年我国自唐令诠等 [1]首次报道1例有组织学证

据, 对泼尼松等糖皮质激素反应良好的AIP患者

以来, 诊断明确的病例不多, 但提示我国亦存在

AIP患者. 本文对我院近2年来诊治的7例AIP患
者的临床特征进行回顾性分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2010-08/2012-08收住中国医科大

学附属第一医院消化科的AIP患者7例, 男6例, 
占85.7%, 女1例, 占14.3%; 年龄43-74岁, 平均

59.4岁±10.9岁. 
1.2 方法

1.2.1 诊断标准: 采用亚洲标准[2](1)影像学(2条必

备): 胰腺实质影像学: 腺体弥漫性/局限性/局灶

性增大, 有时伴有包块和/或低密度边缘; 胰胆管

影像学: 弥漫性/局限性/局灶性胰管狭窄, 常伴

有胆管狭窄; (2)血清学(可仅具备一条): 血清高

水平IgG或IgG4; 其他自身抗体阳性; (3)组织学: 
胰腺病变部位活检示淋巴浆细胞浸润伴纤维化, 
有大量IgG4阳性细胞浸润. 其中2条影像学为必

备条件, 血清学和组织学可仅具备其一; 手术切

除的胰腺标本组织学表现为淋巴浆细胞硬化性

胰腺炎(lymphoplasmacytic sclerosing pancreati-
tis, LPSP)时. 也可作出AIP诊断. (4)可选择的标

准: 对激素治疗的反应. 在患者仅满足影像学2
条必备条件, 且胰胆肿瘤检查指标均为阴性的

情况下, 激素试验性治疗可在胰腺专家的密切

注视下进行. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 计

数资料以例数或百分率进行描述, 正常参考范

围为常规实验室结果. 

2  结果　

2 . 1  临 床 表 现  7例患者均出现梗阻性黄疸

(100%), 轻度腹痛或上腹不适3例(42.9%), 乏
力、体质量减轻5例(71.4%), 腹泻3例(42.9%), 
腹胀和食欲减退各2例(28.6%), 1例表现为: 双侧

颌下及左侧腋下淋巴结肿大、双侧腹股沟多发

淋巴结肿大, 1例可见腹膜后小淋巴结影, 6例血

糖升高患者中4例确诊为糖尿病, 3例并发间质

性肺炎, 3例并发自身免疫性肝病, 1例合并硬化

性胆管炎, 4例合并胆囊或胆管结石, 另1例出现

口干眼干等症状并确诊为结缔组织病. 
2.2 实验室检查 所有患者血γ球蛋白比例均升

高31.2%±6.1%; 7例患者中6例(85.7%)IgG水

平升高, 平均浓度(21.70 g/L±12.18 g/L, 其中3
例行IgG4检查, 化验值均升高; 只有1例血清淀

粉酶升高72.7 U/L±49.2 U/L; 除1例直接胆红

素高达221.8 mmol/L外, 其余患者血清胆红素

均呈轻中度升高, 直接胆红素(direct bilirubin, 
DBIL)(65.08 mmol/L±83.19 mmol/L; 转氨酶升

高者6例(85.7%), 丙氨酸转氨酶(alanine amino-
transferase, ALT)241.0 U/L±190.4 U/L; CAl99升
高者4例(57.1%)[(69.4 U/mL±64.2 U/mL, 空腹

血糖升高者6例(85.7%)53.28 U/mL±1.90 U/mL, 
其中4例确诊为糖尿病. 另外, 类风湿因子(rheu-
matoid factor, RF)阳性者和抗线粒体抗体(anti-
mitochondrial antibody, AMA)阳性者分别为2例
(28.6%), 抗核抗体(antinuclear antibody, ANA)阳
性者3例(42.9%); 7例患者均进行抗SSA/SSB、

■相关报道
吕红等研究表明
16例患者中嗜酸
性粒细胞升高者
占43.7%, 本研究
中7例患者中嗜酸
粒细胞计数和比
例均在正常范围
内 .  就 此 还 需 进
行大样本资料调
查 分 析 ,  明 确 嗜
酸性粒细胞升高
是 否 对 A I P 有 临
床意义及其机制.
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■创新盘点
本研究中7例患者
无1例因误诊而行
开腹探查术, 而是
综合考虑患者临
床表现、实验室
检查、影像学特
征表现及试验性
激素治疗有效性
等做出最后诊断, 
避 免 了 损 伤 .  并
且根据患者病情
特殊性采取以激
素治疗为主联合
ERCP胆管支架植
入术或熊去氧胆
酸等药物治疗, 取
得良好疗效.

抗平滑肌抗体(anti-smooth muscle antibody, 
SMA)检测, 均为阴性. 
2.3 影像学检查 6例行CT检查的患者均有胰腺

肿大伴胆道低位梗阻, 其中5例(83.3%)呈弥漫

性肿大, 其中1例(16.7%)外周见鞘膜样结构. 1例
(16.7%)呈局限性肿大, 肿大部位位于胰头. 4例
行增强CT检查, 可见增强后强化程度减低, 胰腺

轮廓不光滑, 周围可见少量索条影. 4例行B超检

查示肿大胰腺(3例为弥漫性肿大, 1例为局限性

肿大)呈低回声. 行MRCP检查的6例患者全部表

现为胆道梗阻: 胆总管胰腺段管壁增厚, 管腔呈

线性狭窄, 上游胆道扩张. 其中1例(16.7%)胰管

粗细不均, 2例(33.3%)可见胰腺体尾部饱满, 体
积增大, 信号不均匀, 增强扫描后不均匀强化, 
边界毛糙, 可见低信号软组织包膜. 4例行ERCP
结果示: 胆总管胰腺段狭窄, 狭窄段光滑, 伴上

游胆管、肝管扩张. 其中1例(25%)主胰管胰头

段狭窄并可见部分胆管呈串珠样. 2例行PET-CT
检查, 1例回报胰腺代谢弥漫性增高, 1例显示胰

腺体尾部代谢弥漫增高并显示胆总管胰腺部代

谢增高, 延迟显像后降低. 
2.4 治疗与随访 7例患者中6例(85.7%)给予甲强

龙或强的松治疗, 1例因合并感染未用激素, 仅
对症治疗. 黄疸严重或血清学指标升高明显者

予甲强龙静点冲击治疗(起始剂量为320或160 
mg/d, 每3 d后复查血清学指标好转剂量减半, 当
减量至40 mg时改为口服), 口服甲强龙或强的松

者剂量为30-40 mg/d或0.6 mg/(kg•d), 每2 wk复
查指标(γ球蛋白、IgG、胆红素等)好转后递减

4-8 mg, 当减量至4-8 mg时停药或继续小剂量维

持. 此6例激素治疗均有效: 临床症状改善, 血清

学指标, 如γ球蛋白、IgG、胆红素、淀粉酶、肝

功、CA-199等恢复正常或有不同程度下降, 影
像学(MRCP或CT)显示胰腺肿大程度减轻. AIP
合并糖尿病4例, 其中1例为既往糖尿病患者, 3
例继发于自身免疫性胰腺炎, 均予胰岛素联合

激素治疗, 血糖控制良好. 
应用激素6例患者中5例进行随访, 随访时间

4 mo-1年. 其中2例未复发(其中1例行ERCP下胆

管支架植入术), 3例复发. 复发病例中, 2例激素

未用至足够疗程(分别用药7 wk和10 wk)即停药, 
1例用至足疗程(停药后1年零7 mo)复发. 复发病

例再次应用激素均有效, 其中1例第2次用药至

足够疗程后再次复发. 4例合并自身免疫性肝病

的均复发, 其中1例未用激素, 1例激素疗程不够

(口服甲强龙两个半月即停药, 起始剂量32 mg). 

3例患者因黄疸严重或合并感染行ERCP胆总管

支架植入术, 术后黄疸好转, 肝功能、胆红素等

指标下降, 但因支架脱落或堵塞等原因需反复

更换支架, 联合足疗程激素治疗者, 未见复发. 5
例使用熊去氧胆酸胶囊250 mg, 2次/d或3次/d治
疗, 联合激素或甘乐等药物, 对症状缓解或血清

学异常指标恢复均有良好作用. 

3  讨论

1995年Yoshida等[3]正式提出AIP的概念. 1997
年由I to等[4]明确提出其诊断标准. 2001年, 在
TIGAR-O慢性胰腺炎危险因素分类系统中, AIP
已被作为慢性胰腺炎的一种独立分型而存在[5]. 
AIP多见于中老年男性, 本研究显示男女比例为

6∶1, 平均年龄为59.4岁±10.9岁, 与日本报道

的平均发病年龄超过55岁[6], 男女发病率比例

2-5∶1[7,8]大致相符. 
AIP包括原发性和继发性两种. 继发性胰腺

炎常伴发与胰腺本身病变程度不平行的其他自

身免疫系统疾病[9], 如干燥综合征、原发性胆汁

性肝硬化、肝外胆管硬化症、间质性肺炎等. 
另有研究表明50%的AIP患者伴有2型糖尿病. 本
研究中4例确诊为糖尿病, 3例并发间质性肺炎, 
3例并发自身免疫性肝病, 1例合并硬化性胆管

炎, 另1例出现口干眼干等症状并确诊为结缔组

织病. 提示AIP发病与自身免疫因素相关. 与以

往报道不同的是, 本组7例患者中4例合并胆囊

或胆管结石, 可能提示胰腺炎的反复发作是AIP
发作的危险因素, 慢性胰腺炎患者并不能排除

合并AIP的可能. 
AIP多起病隐匿, 临床表现轻微且多无特

异性, 可表现为: 阻塞性黄疸, 轻微上腹痛或上

腹部不适, 体质量减轻, 低热, 周身不适, 腹泻、

乏力、恶心、呕吐等胃肠道症状. 其中最常见

的症状为梗阻性黄疸, 其发生机制: IgG4+浆细

胞、CD4+和CD8+ T细胞大量浸润胰胆管, 导致

慢性炎症和纤维化, 致胰胆管狭窄进而出现梗

阻性黄疸. 本研究中7例患者均出现梗阻性黄

疸(100%), 轻度腹痛或上腹不适3例(42.9%), 乏
力、体质量减轻5例(71.4%), 腹泻3例(42.9%), 
腹胀和食欲减退各2例(28.6%), 这与国内外研究

一致, 7例患者均以梗阻性黄疸为主诉就诊, 经
影像学检查并完善IgG4等特异指标后确诊, 故
临床上对疑似AIP的梗阻性黄疸患者应强化完

善影像学, 血清γ球蛋白、IgG等指标的检查, 以
免疏忽漏诊. 
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■名词解释
EUS-FNA: 超声
内镜引导下细针
穿刺活检, 利用超
声探头在近距离
对病变组织进行
实时扫描观察并
行细针穿刺活检
取得组织标本, 对
淋巴结病变及消
化道疾病, 如胰腺
和直肠周围病变
诊治均有重要临
床意义.

AIP的实验室检查可以有以下表现: (1)γ球
蛋白增高和/或IgG增高, 尤其是IgG4; (2)自身抗

体如ANA、ASMA、抗乳铁蛋白抗体(ALF)、
ACA-Ⅱ阳性, 其中较特异的是ALF和抗碳酸酐

酶-Ⅱ(ACAⅡ); (3)血淀粉酶多正常或稍高于正

常; (4)淤胆性肝功能异常: 主要表现为直接胆红

素为主的血清胆红素升高, 同时伴有不同程度

的转氨酶升高; (5)血糖增高; (6)CA199升高: 约
有半数AIP患者的肿瘤标志物(例如CAl99)水平

可升高但通常低于胰腺癌患者; (7)嗜酸粒细胞

增高. 其中血清γ球蛋白和lgG(特别是IgG4)升高, 
被认为是对AIP进行诊断、鉴别诊断、复发监测

及治疗效果评价的特征性指标. Hamano等[10]报

道, 血清IgG4升高诊断AIP的敏感性为95%, 特
异性为97%. 本研究中γ球蛋白增高率达100%, 
IgG增高率达85.7%, 并且经激素治疗后两者均

有不同程度下降. 由于条件限制, 并非所有患者

均行IgG4检测, 其中3例于北京行IgG4检查, 结
果均显示高于正常实验室参考范围. 目前我院

也已经普及IgG亚类检测, 以便更好的进行自身

免疫性胰腺炎的临床研究. 自身抗体阳性是AIP
实验室检查的另一常见特征, 但由于阳性率较

高的ALF和ACAⅡ并不常见于常规实验室检测

中, 本研究中缺乏相关证据. 其他在临床工作中

常被检验的抗体如ANA、RF、抗SSA/SSB阳性

率相对较低, 本研究中显示RF阳性者和AMA阳

性者分别为2例(8.6%), ANA阳性者3例(42.9%), 
7例患者均进行抗SSA/SSB、SMA检测, 结果均

为阴性. 另外, 与以往研究结果不一致的是: 7例
患者中嗜酸粒细胞计数和比例均在正常范围内. 
就此还需进行大样本资料调查分析, 明确嗜酸

性粒细胞升高是否对AIP有临床意义及其机制. 
AIP在影像学上主要表现为胰腺弥漫性或

局限性肿大, 主胰管和胆总管胰腺段狭窄. 胰管

的狭窄部分与胰腺的肿胀部分相一致, 其病理

基础是胰管管壁的大量炎症细胞, 特别是淋巴

细胞的浸润和纤维化, 病变后期管壁由于纤维

化而增厚狭窄[11]. 由于肿大胰头压迫、管壁淋巴

细胞浸润及纤维化, 胰腺炎症还可累及胆总管

胰腺段,造成管壁增厚及管腔狭窄, 狭窄段以上

胆管不同程度扩张[12]. 炎症和纤维化累及胰周脂

肪组织, 出现围绕胰腺的环形包膜样结构, 也是

AIP非常重要的特征[13]. 本研究中6例行MRCP均
显示胆总管胰腺段狭窄, 并伴有不同程度上游

胆道的扩张, 4例行ERCP显示胆总管胰腺段狭

窄和主胰管胰头段狭窄, 符合AIP特征性影像学 

表现. 
日本标准认为组织学是诊断AIP的金标准, 

但由于胰腺的特殊性. 获得满意的活检标本较

为困难, 胰腺活检在诊断中的作用仍有争议[14]. 
开腹探查得到的病理结果虽阳性率相对较高但

对患者创伤大, 在临床中难以实施, EUS引导下

FNA细胞学检查受取材部位等影响, 获取组织

量较少, 标本往往不能满足AIP的诊断需求. 在
日本标准的基础上, 2008-06推出的亚洲标准将

“激素治疗有效”作为重要一项纳入其中, 为
AIP的诊断提供了更为明确和统一的指南. 标准

指出: 当临床高度怀疑AIP但不能确诊时, 试验

性激素治疗有效者也可获得确诊. 激素治疗推

荐用药为糖皮质激素, 多推荐起始剂量为30-40 
mg/d[15]或每日0.6 mg/kg[16], 总疗程6-12 mo[15]. 治
疗成功的标准是临床症状改善、实验室检查结

果好转、内外分泌功能恢复和影像学征象显著

改善. 对于黄疸严重或合并感染者可联合ERCP
行胆总管支架植入术. 研究表明激素治疗效果

良好, 对AIP及AIP继发的Ⅱ型糖尿病均有显著

疗效, 但停药后可能出现复发, 尤其用药疗程不

足者或自身免疫肝病者复发率高, 此时小剂量

激素(4-8 mg)或优思弗可做维持治疗预防复发. 
本研究中6例患者应用激素治疗均有效, 临床症

状、血清学指标、影像学均有不同程度改善. 3
例行ERCP胆总管支架植入术者, 术后黄疸、实

验室指标好转, 联合激素治疗效果良好. 
目前自身免疫性胰腺炎已经越来越多的受

到临床医务工作者的重视, 其相关科研与临床

水平也在逐步提高. 但由于确切发病机制尚不

清楚且临床表现缺乏特异性, 其诊断方面仍需

进一步完善, 避免不必要的开腹探查术. 治疗方

面应保证激素治疗的及时性和足疗程, 并加强

随访力度, 对复发者可再次用药并采取维持治

疗预防复发. 
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■同行评价
本文主题明确, 思
路 清 楚 ,  分 析 透
彻, 而且有一段时
间的随诊观察, 有
重要的理论意义
和临床应用价值.
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊以

其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (《世界华人

消化杂志》编辑部)
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Abstract 　
AIM:  To investigate the expression of KAP-1 in 
pancreatic carcinoma.

METHODS: The expression of KAP-1 protein 
in 46 pancreatic cancer specimens (including 15 
cases of highly differentiated cancer, 17 cases of 
moderately differentiated cancer, and 14 cases 
of poorly differentiated cancer) and 9 normal 
pancreas specimens was detected by immuno-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

KAP-1在胰腺癌中的表达及临床意义

江建新, 詹 磊, 黄 洋, 何燕浙, 孙诚谊

®

■背景资料
胰腺癌的早期转
移、对传统的治
疗抵抗以及较易
复发是其致死的
关键因素, 胰腺癌
干细胞具有不同
分化潜能, 以及侵
袭转移和治疗抵
抗能力. 

histochemistry. The mRNA and protein expres-
sion of KAP-1 in 8 cases of pancreatic cancer and 
matched tumor-adjacent pancreatic tissue and 
in pancreatic carcinoma cell lines (BxPC3, CA-
PAN-1, PANC-1, AsPC-1, SW1990, MiaPaCa-2 
and CFPAC-1) was also detected by RT-qPCR 
and Western blot.

RESULTS: The positive rate of KAP-1 expression 
was 45.6% (21/46) in pancreatic cancer and 11.1% 
(1/9) in normal pancreatic tissue, and was 78.6% 
(11/14) in poorly differentiated pancreatic cancer, 
47.1% (8/17) in moderately differentiated pancre-
atic cancer, and 13.3% (2/15) in highly differenti-
ated pancreatic cancer. The mRNA and protein 
expression of KAP-1 was higher in pancreatic 
cancer than in matched tumor-adjacent pancreatic 
tissue. The mRNA expression of KAP-1 was high-
est in poorly differentiated pancreatic cancer line 
Panc-1, higher in BXPC-3 and CFPAC-1, lower in 
SW1990, Capan-1 and MIAPaCa-2, and lowest in 
AsPC-1 and Capan-2. The protein expression of 
KAP-1 was highest in poorly differentiated pan-
creatic cancer line MIAPaCa-2 and Panc-1, higher 
in CFPAC-1 which is derived from liver metas-
tases of pancreatic cancer cell, and was undetect-
able in other cell lines. 

CONCLUSION: The expression of KAP-1 in 
human pancreatic cancer tissue is significantly 
higher than that in normal pancreatic tissue, and 
KAP-1 expression is involved in pancreatic cancer 
cell differentiation. KAP-1 may play an important 
role in the development of pancreatic cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Pancreatic carcinoma; KAP-1; Differen-
tiation
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摘要
目的: 研究KAP-1在胰腺癌组织和细胞株中的
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■研发前沿
KAP -1在胰腺癌
组织及胰腺癌细
胞系中的表达和
作用未见文献报
道 ,  本 文 初 步 研
究表明KAP -1在
胰腺癌组织中高
表 达 ,  正 常 胰 腺
组织中几乎不表
达 ,  其 表 达 与 胰
腺癌细胞分化相
关 ;  为 后 续 的 探
讨KAP -1在胰腺
癌干细胞中的作
用及其作用机制
研究奠定基础.

表达及意义. 

方法: 采用免疫组织化学方法检测46例胰腺
癌标本(高分化15例, 中分化17例，低分化14
例)及9例正常胰腺标本中的KAP-1表达; 采用
RT-qPCR和Western blot的方法检测8对胰腺癌
组织和配对癌旁组织标本中KAP-1的mRNA
和蛋白质水平; 采用RT-qPCR和Wsetern blot检
测胰腺癌细胞株BxPC3、PANC-1、AsPC-1、
SW1990、MIAPaCa-2、CFPAC-1、Capan-1和
Capan-2中KAP-1 mRNA和蛋白的表达水平. 

结果: 免疫组织化学结果显示KAP-1在胰腺
癌组织中阳性表达率为45.6%(21/46例), 正常
胰腺组织中阳性表达率为11.1%(1/9); 在低分
化胰腺癌组织中阳性表达率为78.6%(11/14), 
中分化胰腺癌组织为47.1%(8/17), 高分化胰
腺癌组织为13.3%(2/15); RT-qPCR和Western 
blot显示在胰腺癌组织中KAP-1的mRNA和
蛋白质水平较癌旁正常胰腺组织高, KAP-1
的mRNA水平在Panc-1中最高, 在BXPC-3
和CFPAC-1中较高, 在SW1990、Capan-1和
MIAPaCa-2中较低, 在AsPC-1和Capan-2中最
低. KAP-1蛋白质水平在低分化胰腺癌细胞株
MIAPaCa-2和Panc-1中高, 来源于肝转移的胰
腺癌细胞系CFPAC-1中较高, 其余细胞株中不
表达. 

结论: KAP-1在胰腺癌组织中高表达, 正常胰
腺组织中几乎不表达, 其表达与胰腺癌细胞分
化相关; KAP-1可能在胰腺癌发生发展中发挥
重要作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胰腺癌是高度恶性、预后最差的恶性肿瘤之一, 
其5年生存率不到5%[1]. 大多数患者因确诊时伴

有局部和/或远处的侵袭、转移而丧失手术时 
机[2], 即使临床手术根治性切除的胰腺癌患者术

后也大多数因出现复发和远处转移预后极差, 
其原因为术前就有微转移灶形成及其化疗抵抗
[3], 胰腺癌的早期转移、对传统的治疗抵抗以及

较易复发是其致死的关键因素. 肿瘤干细胞理

论解释了上述现象. 胰腺癌干细胞研究表明[4]: 
在原发肿瘤里存在一个亚群细胞, 这群细胞具

有自我更新、分化潜能以及在异位重新成瘤能

力. 同时, 这群细胞还具有侵袭转移和化疗抵抗

特性. 最新的研究表明: 胰腺癌在形成之前通过

上皮-间质转化(epithelial-to-mesenchymal transi-
tion, EMT)形成胰腺癌干细胞, 是其早期发生转

移, 治疗抵抗, 复发的根本原因[5]. 我们前期依据

文献以MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)作为

研究胰腺癌干细胞的工具细胞[6], 通过蛋白质组

学筛选胰腺癌干细胞相关差异蛋白, 发现KAP-
1(KAP-1, KRAB-associated protein 1,  TRIM28, 
tripartite motif-con-taining 28, TIF1β)在前者表

达较后者高10倍多, 并通过检索文献提示KAP-1
与EMT和干细胞的“干性”相关[7]. KAP-1是
一个97 kDa的核磷蛋白. 人KAP-1基因位于19
号染色体, 位置是19q13.4, 共16个外显子. 小鼠

KAP-1基因位于7号染色体, 位置是7A2, 共17
个外显子. KAP-1具有TIF1家族中常见的保守

结构域: N端的RBCC(RING-B box-coiled-coil)
结构域、C端保守的PHD型锌指和紧随其后的

Bromodomain(BrD)结构域, 中部是该家族内保

守度最低的区域, 一般情况下富含脯氨酸, 甘氨

酸和丝氨酸[8]. 为了进一步研究KAP-1在胰腺癌

及胰腺癌干细胞中的作用, 我们首先检测KAP-1
在胰腺癌组织和细胞株中的表达, 探讨其可能

的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系PANC-1、AsPC-1、
SW1990、MIA-PaCa2、CFPAN-1、BxPC3、
Capan-1以及Capan-2购自American Tissue Cul-
ture Collection(ATCC); 兔抗人TIF1β单克隆抗体

购自美国Cell Signaling公司; 小鼠抗β-actin单克

隆抗体购自美国Abcam公司; 荧光定量PCR仪为

美国Bio-Rad公司(型号: CFX96); DAB显色试剂

盒(武汉百奥斯生物科技有限公司); SP免疫组织

化学试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测KAP-1在胰腺癌组织

中的表达: 46例胰腺癌标本(高分化15例, 中分

化17例, 低分化14例)及9例正常胰腺标本取自本

院接受胰十二指肠切除和胰体尾部切除术住院

患者术后的胰腺癌和正常胰腺组织石蜡块标本. 
均经常规病理检查证实为胰腺癌, 包括胰头部

32例、胰尾部14例; 男36例, 女20例, 年龄36-68
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■相关报道
H o 等 采 用 蛋 白
质组学技术证明
KAP -1在乳腺癌
中高表达, 且与乳
腺癌侵袭转移相
关 .  Takeshi等证
实KAP -1在胃癌
中 高 表 达 ,  且 和
胃癌的腹腔播散
及不良预后相关. 
B i n g n a n 等 发 现
KAP -1与化疗耐
药相关, 且KAP-1
的Ser824发生磷
酸化.

岁(中位年龄52岁). 手术标本经5 μm厚连续切片, 
脱腊、脱水、高温修复抗原、3%双氧水和山羊

血清封闭非特异性蛋白后, TIF1β的免疫组织化

学染色行链霉素亲和素-过氧化酶复合物法(SP
法), TIF1β mAb工作液浓度为1∶100, 实验程序

严格按照说明书进行, PBS代替一抗作为阴性

对照. 结果判断每张切片在400倍光学显微镜下

连续找10个视野, 每个视野计数50个肿瘤细胞. 
KAP-1阳性判断标准以肿瘤细胞内出现棕黄色

染色为阳性. 免疫组织化学结果以阳性细胞数

所占百分比来表示, 考虑到KAP-1阳性染色的肿

瘤细胞较少, 只要在肿瘤细胞中发现KAP-1的阳

性染色则判断为KAP-1阳性表达细胞[9]. 
1.2.2 RT-qPCR检测KAP-1的mRNA表达: 上述8
种胰腺癌细胞株按照ATCC提供的培养条件, 进
行细胞培养. 按照试剂盒说明书进行操作, 提
取8例胰腺癌和癌旁组织以及8种胰腺癌细胞

株的总mRNA、去除基因组DNA并合成cDNA
后; 根据实时定量PCR试剂盒说明书进行加样. 
反应条件: 95 ℃ 5 min, 95 ℃ 30 s, 60 ℃退火 
30 s, 72 ℃延伸30 s, 45个循环. 实验重复3次. 由
随机附带软件LCS480 1.5.039计算C t值和拷贝

数, 利用2-△△C t法对其进行计算分析(2-△△C t法以

管家基因GAPDH为参照基因, 以BXPC-3样本

数据为校准样本, 其他细胞株C t值与之相比较, 
相对分析mRNA表达水平), 其中KAP-1引物: 上
游5'-AAGTCTCGGGATGGTGAACG-3', 下游: 
5'-CAGACACCTGGCGGATTGA-3', 长度262 
bp; GAPDH引物: 上游: 5'-TGACTTCAACAGC-
GACACCCA-3', 下游: 5'-CACCCTGTTGCTG-
TAGCCAAA-3', 长度121 bp. (引物序列由软件

Beacon designer 7设计, 上海生工生物工程技术

服务有限公司合成).
1.2.3 Wsetern blot检测KAP-1的蛋白表达: 上述

8种胰腺癌细胞株按照ATCC提供的培养条件, 
进行细胞培养. 分别提取上述8例胰腺癌和配对

癌旁组织以及8种胰腺癌细胞株的总蛋白; 将提

取的蛋白质样本按每孔30 μg上样于12% SDS 
-PAGE后进行电泳; 用电转移法转移蛋白质至

PVDF膜, 然后用5%脱脂奶粉封闭膜1 h. 加入小

鼠抗TIF1β单克隆抗体(1∶600)后4 ℃孵育过夜, 
辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)
标记的羊抗鼠IgG孵育1 h. 参照免疫印迹化学

发光试剂盒说明进行化学发光法显示结果, X
线胶片曝光. 实验重复3次, 条带密度采用Quan-
tityOne Program(Bio-Rad)软件进行分析. 目的蛋

白的相对表达水平 = 目的蛋白的灰度值/β-actin
蛋白的灰度值, 取3次平均值. 采用GAPDH为 
参照. 

统计学处理 采用SPSS17.0对数据进行统计, 
计数资料采用两个或多个样本的t检验, P <0.05
具有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测KAP-1在胰腺癌组织中

的表达 KAP-1主要为核表达, 在胰腺癌组织中

阳性表达率为45.6%(21/46例), 正常胰腺组织中

阳性表达率为11.1%(1/9例); 在低分化胰腺癌组

织中阳性表达率为78.6%(11/14例), 中分化胰腺

癌组织为47.1%(8/17例), 高分化胰腺癌组织为

13.3%(2/15例)(图1), 差异有统计学意义(P <0.05). 
2.2 RT-qPCR、Wsetern blot检测8例胰腺癌和

癌旁组织KAP-1的mRNA和蛋白表达 RT-qPCR
检测结果显示: KAP-1的mRNA在8对胰腺癌和

癌旁组织中 ,  前者表达水平显著高于后者(图
2, P<0.05). Wsetern blot检测结果显示: KAP-1的
蛋白在胰腺癌中表达较配对癌旁组织显著增高 
(图3). 
2.3 RT-qPCR、Wsetern blot检测8种胰腺癌细胞

株KAP-1的mRNA和蛋白表达 KAP-1的mRNA
在上述8种胰腺癌细胞株的水平由高到低依次

为PANC-1、BxPC3、CAPAN-1、SW1990、
MiaPaCa-2、AsPC-1、CAPAN-2(图4). KAP-1的
蛋白表达在低分化胰腺癌细胞株MIAPaCa-2和
Panc-1中高, 来源于肝转移的胰腺癌细胞系CF-
PAC-1中表达较高, 其余细胞系中不表达(图5). 

3  讨论

KAP-1是一种转录中介因子, 在诸多转录调控

复合体中起桥梁作用[8]. 他通过其N端RBCC结

构域与含KRAB结构域的锌指蛋白、MDM2、
MM1、C/EBPβ等相互作用; 通过C端的PHD及

BrD结构域与SETDB1、Mi-2α等分子相互作用, 
参与形成具有组蛋白甲基化酶或组蛋白去乙

酰化酶活性的复合体; 通过中间的HP1BD区域

与HP1蛋白相互作用, 进而与组蛋白相结合.许
多研究表明, KAP-1在肿瘤细胞中高表达. Ho
等[10]采用蛋白质组学技术筛选KAP-1在乳腺癌

中高表达, 且与乳腺癌侵袭转移相关. Yokoe等
[11]证实KAP-1在胃癌中高表达, 且和胃癌的腹

腔播散及不良预后相关. 研究也表明KAP-1是
维持干细胞的“干性”关键基因之一. Hu等[12]
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■创新盘点
本研究检测不同
分化程度的临床
胰腺癌标本和8种
不同分化程度的
胰腺癌细胞系中
KAP -1的表达水
平, 探讨其在胰腺
癌与癌旁的表达
以及与胰腺癌细
胞分化的关系.

研究表明KAP-1在胚胎干细胞(embryonic stem 
cell, ES)和胚胎组织中高表达, 在ES分化组织中

表达下调, 在胰腺组织中表达极低; RNAi抑制

KAP-1的表达能增加分化细胞的百分率. 采用

Trim28 ChIP证实KAP-1通过靶向具有多向分化

潜能性基因Cnot3、Nanog、Sox2、Tcf3、Il6st
和Lefty2启动子区域调节其表达(Trim28-binding 
sites: GCCGCGXX), 从而维持干细胞的自我更

新能力, 是ES自我更新的关键基因之一. Fazzio
等[13]的研究也证实了KAP-1在ES的“干性”维

持方面发挥重要作用. Wolf等[14]研究表明: F9胚
胎癌细胞(Embryonal carcinoma, EC)发生分化

时, KAP-1的表达水平下调; RNAi抑制KAP-1

的表达, F9 EC和JM1 ES生长抑制, 细胞发生分

化. Seki等[15]研究证实: KAP-1能改变ES的多向

分化潜能或是分化状态, 是这两种状态的临界

关卡点. KAP-1在具有多向分化潜能的鼠ES高
表达; RNAi抑制KAP-1的表达, 鼠ES显示分化

状态. 此外, 磷酸化的KAP-1和特异性多向分

化潜能转录因子Oc t3/4形成复合物, 能抑制ES
的分化, 维持其多向分化潜能, 诱导iPS细胞(诱
导多能干细胞iPS Cell). Cammas等[16]也证实了

KAP-1在F9 EC分化中的作用.  此外, KAP-1参
与EMT发生, 与肿瘤的侵袭转移、化疗耐药相

关. Venkov等[17]以SJL/J小鼠肾近端小管上皮细

胞株MCT(mIMCD)为研究对象, 采用凝胶迁移

或电泳迁移率实验和DNA亲和层析法及后续的

质谱分析, 在纤维母细胞特异性蛋白1(fibroblast 
specific protein 1, FSP1)的近端顺式作用子元件
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图  2  RT-qPCR检测8例胰腺癌和癌旁组织中KAP-1 mRNA
的表达. N: 癌旁组织; T: 胰腺癌组织.
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图  1  免疫组织化学检测KAP-1在不同分化胰腺癌组织和正常胰腺组织中的表达(×40). A: 阴性对照组; B: 正常胰腺组织; C: 

高分化胰腺癌组织; D: 中分化胰腺癌组织; E: 低分化胰腺癌组织.

图  3  Wsetern blot检测8例胰腺癌和癌旁组织中KAP-1的蛋
白表达. N: 癌旁组织; T: 胰腺癌组织.
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域绑定的蛋白复合物中鉴定出两个蛋白质, 分
别为CBF-A和KAP-1. FSP1在人肿瘤细胞中称

为S100A4, 在EMT发挥重要作用; S100A4能增

加肿瘤细胞的运动和侵袭能力, 导致转移瘤的

发生. 最近有研究表明[18]: 在人畸胎瘤细胞系

NTera2D1中, KAP-1能在mRNA水平上激活许多

EMT相关基因, 如ACTA2、S100A4、SNAI2、
TJP1、TJP2、TWIST1、VIM等. KAP-1与乳腺

癌的侵袭转移相关[10]. Han等[19]比较结肠癌细

胞株HCT-116(具有结肠癌干细胞特性, 对化疗

药NSC 724998不敏感)和恶性黑色素瘤细胞株

A375(对化疗药NSC 724998敏感)NSC 724998处
理前后不同蛋白质表达的变化, 发现KAP-1在治

疗后的表达上调, 且KAP-1的Ser824发生磷酸化. 
上述这些研究充分表明KAP-1不仅在肿瘤的发

生发展中发挥重要作用, 而且与肿瘤干细胞及

其生物学功能密切相关.   
我们的实验结果显示KAP-1在胰腺癌组织

中高表达, 正常胰腺组织中几乎不表达; 在低分

化胰腺癌组织中表达最高, 中分化胰腺癌组织

中表达较高, 高分化胰腺癌组织中低表达; 这表

明KAP-1在胰腺癌的发生发展过程中可能发挥

重要作用, 与胰腺癌细胞分化相关. 我们的RT-
qPCR、Wsetern blot检测8例胰腺癌和配对癌

旁组织中KAP-1的mRNA和蛋白表达结果也证

实了上述结果. 在不同分化的细胞系中, KAP-1
的蛋白表达在未分化或低分化胰腺癌细胞株

MIAPaCa-2和Panc-1中高, 来源于肝转移的胰腺

癌细胞系CFPAC-1中表达较高, 其余细胞系中

不表达. 这也表明KAP-1与胰腺癌细胞的分化

相关. KAP-1的mRNA表达在Panc-1中表达最高, 
在BXPC-3和CFPAC-1中较高, 在SW1990、Ca-

pan-1和MIAPaCa-2中较低, 在ASPC-1和Capan-2
中最低. 这表明KAP-1的蛋白表达可能还受转

录后调控. 此外, 我们的研究也表明在具有多药

耐药和EMT特性的胰腺癌细胞株MIA-PaCa2、
Panc-1中[20]KAP-1高表达, 在而在多药敏感, 且
不具有EMT特性的胰腺癌细胞株BxPc-3、Ca-
pan-1及Capan-2中无表达. 由于胰腺癌干细胞具

有多药耐药和EMT特性, 这也从一个侧面提示

KAP-1与胰腺癌干细胞相关. 
总之, KAP-1在胰腺癌细胞中高表达, 其表

达与胰腺癌细胞的分化相关, KAP-1作为一种转

录中介因子, 在诸多转录调控复合体中所起的

桥梁作用可能和胰腺癌干细胞“干性”维持相

关. 探讨KAP-1的生物学功能及其调控机制, 有
助于揭示胰腺癌的发生机制, 发现新的胰腺癌

治疗靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion EphA3 protein in colon cancer and the cor-
relation between EphA3 expression and tumor 
angiogenesis. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to examine EphA3 expression in 108 surgically 
resected colon cancer specimens and 15 normal 
colon mucosal tissue specimens. Microvessel 
density (MVD) in colon cancer was determined 
after immunostaining for CD31, and the correla-
tion between EphA3 expression and MVD in co-
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EphA3在结肠癌组织中的表达及临床意义

于 泳, 窦科峰, 王家林, 李 霄, 王建锋, 韩 炜, 张卓超, 阮 柏, 王德盛

®

■背景资料
酪氨酸激酶受体
EphA3参与肾癌、
肝癌、黑色素瘤
和肉瘤的发生、
血管生成、肿瘤
转移和侵袭, 然而
在实体肿瘤结肠
癌中的研究很少, 
结肠癌是消化系
常见的恶性肿瘤, 
因此研究结肠癌
发生、肿瘤血管
生成、转移与侵
袭相关分子机制
具有重要意义. 

lon cancer was assessed. The clinical and patho-
logical significance and the prognosis of patients 
were analyzed using statistical methods.  

RESULTS: Expression of EphA3 protein in can-
cer tissue was significantly higher than that in 
normal colon mucosa tissue. MVD was signifi-
cantly correlated with overexpression of EpbA3, 
and high MVD was present in tumor areas that 
were strongly positive for EphA3. Overexpres-
sion of EphA3 protein was correlated with 
tumor size (71.8% vs 28.2%), TMN stages (Ⅰ: 
25.0% vs 75.0%; Ⅱ: 67.9% vs 32.%; Ⅲ: 86.5% vs 
13.5%; Ⅳ: 90.9% vs 9.1%), differentiation grade 
(low differentiation: 90.0% vs 10.0%; moderate 
differentiation: 62.5% vs 37.5%; high differentia-
tion: 37.5% vs 62.5%), lymph node metastasis 
(94.1% vs 5.9%) and distant metastasis (75.0% vs 
25.0%), but not with patient age or sex. 

CONCLUSION: There is a correlation between 
EphA3 protein overexpression and tumor infil-
tration and poor prognosis of colon cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨酪氨酸蛋白激酶受体EphA3在结肠
癌组织中的表达与结肠癌微血管生成之间的
关系以及临床意义.

方法: 应用免疫组织化学法检测108例结肠
癌组织和15例正常结肠组织中EphA3蛋白的
表达情况, 同时使用CD31染色检测肿瘤微血
管密度(microvessels density, MVD), 并分析
EphA3与MVD的关系及其与病理分期、预后
的关系.
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■研发前沿
EphA异常表达与
多种肿瘤密切相
关, 其中EphA1、
2、 4、 7 在 结 肠
癌组织中异常表
达与肿瘤发生、
转 移 和 患 者 生
存 率 密 切 相 关 . 
EphA3在肝癌、
肾癌、黑色素瘤
和肉瘤组织中高
表 达 ,  与 肿 瘤 的
发生、转移侵袭
密切相关.

结果: EphA3蛋白在癌组织中的表达明显高
于正常结肠黏膜组织(P <0.001), 而且EphA3
阳性表达强度高的肿瘤区域有较高的微血
管密度(P <0.001). EphA3蛋白高表达与肿瘤
大小[51(71.8%) vs  20(28.2%)]、TMN分期
[Ⅰ: 8 (25.0%) vs  24(75.0%); Ⅱ: 19(67.9%) 
vs  9 (32.1%); Ⅲ: 32(86.5%) vs  5(13.5%); Ⅳ: 
10(90.9%) v s  1(9.1%)]、分化[低分化: 18 
(90.0%) vs  2(10.0%); 中分化: 45(62.5%) vs  
27(37.5%); 高分化: 6(37.5%) vs  10(62.5%)]、
淋巴结转移[64(94.1%) vs  4(5.9%)]及远处转
移[42(75.0%) vs  14(25.0%)]相关, 而与患者年
龄和性别差异无统计学意义(P >0.05).

结论: EphA3蛋白的高表达与结肠癌的发生、

浸润以及患者预后密切相关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

EphA(erythropoietin-producing hepatocellular 3)是
重要的酪氨酸激酶受体家族成员之一, EphA不

仅参与胚胎发育、血管形成和神经分化, 而且在

肿瘤发生、发展和转移中也发挥重要作用[1]. 目
前研究表明EphA异常表达与胃癌、肝癌和胰腺

癌的转移、预后密切相关[2], 而其中EphA1、2、
4、7在结肠癌组织中异常表达与肿瘤发生、转

移和患者生存率密切相关[3-6]. 研究表明EphA3 
在肾癌、肝癌、黑色素瘤和肉瘤中均高表达[7], 
然而EphA3在实体肿瘤尤其是结肠癌中研究相

对较少, 而且各研究结果相互矛盾[8,9]. 结肠癌是

消化系的最常见恶性肿瘤之一, 世界范围内结

直肠癌的发病率和死亡率均居恶性肿瘤的第3
位, 寻找肿瘤相关基因进行干预是预防、治疗

结肠癌的新思路, 本研究通过免疫组织化学方

法检测EphA3在人结肠癌组织中的表达情况, 并
探讨EphA3表达水平与患者肿瘤微血管生成以

及患者临床资料之间的关系, 希望给结肠癌的

诊治提供新的靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 108例结肠癌组织标本取自2010-01/2012-

01在我院手术治疗中患者癌组织, 15例正常结

肠黏膜组织取自在此期间外伤患者结肠组织, 
所有标本经过40 g/L的甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 
常规切片保存. 其中男65例, 女43例; 年龄36-79
岁, 平均年龄55岁; 肿瘤直径≤5.0 cm 37例, 直径

>5 cm 71例; 临床病理0-Ⅰ期32例, Ⅱ-Ⅳ期76例; 
低分化20例, 中分化72例、高分化16例; 伴淋巴

结转移68例, 远处转移56例. 抗人EphA3单克隆

抗体购自Santa Cruz公司, CD31单克隆抗体和二

抗试剂盒购自Abcom公司.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测: 组织经甲醛溶液固

定、石蜡包埋后进行常规切片, 切片经二甲苯

和乙醇脱蜡水化处理, 之后进行抗原修复、封

闭内源性过氧化物酶以及正常山羊血清封闭抗

原; 按照试剂说明滴加稀释后兔抗人EphA3和
CD31抗体4 ℃过夜; 室温复温1 h后滴加生物素

标记二抗, 37 ℃孵育30 min, PBS冲洗后DAB显
色、苏木紫衬染、封片, 显微镜下观察, 结果中

出现淡黄色颗粒为阳性结果.
1.2.2 微血管密度判定: 根据文献进行MVD密度

评分[10]: 0未染色, 1+ 弱阳性, 2+ 中等染色, 3+ 强
染色. 染色百分比分数如下: 1+ 阳性细胞<10%, 
2+ 阳性细胞10%-50%, 3+ 阳性细胞达50%以上. 
评分在2-6为阳性, 1分以下为阴性.

统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行

统计学分析处理, 采用采用Pearson χ2检验计

算EphA3的表达与不同临床病理特征的关系; 
Spearman's相关性检测分析EphA8与MVD的关

系; Kaplan-Meier法绘制生存曲线, Log-rank检验

分析曲线有无统计学差异. 可信区间为95%, 取
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 EphA3在结肠癌组织和正常结肠黏膜中的

表达情况 免疫组织化学结果表明: E p h A3蛋
白表达于细胞质 ,  呈棕黄色 .  108例患者结肠

癌组织中69例有不同程度的表达 ,  阳性率为

63.9%(69/108), 而15例正常结肠黏膜组织中, 阳
性率为13.3%(2/15)其余均为阴性, 两者比较有

统计学意义(图1A, B, P <0.001).
2.2 EphA3表达与患者临床病理特征之间关系 
结肠癌组织中, EphA3蛋白表达与临床病理指

标的关系(表1). EphA3在肿瘤直径>5.0 cm病例

中阳性率为(51/71)71.8%, 而直径≤5.0 cm病例

中阳性率只有(18/37)48.6%, 两者比有统计学差

■相关报道
在胃癌中EphA3 
高表达与患者年
龄、肿瘤大小、
组织分化程度、
TNM分期、肿瘤
浸润程度、淋巴
结转移及患者低
生存率密切相关.
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异(P  = 0.017); EphA3表达也与肿瘤TNM分期

存在相关性, 随着分期进展表达升高(P <0.001); 
EphA3表达也与患者肿瘤分化程度相关, 高分

化患者(6/16)阳性率为37.5%, 中等分化(45/72)
阳性率为62.5%, 低分化(18/20)阳性率为90.0% 
(P  = 0.007); 在68例淋巴结转移患者中阳性率

为(64/68)94.1%, 显著高于无淋巴结转移患者

(5/40)12.5%(P <0.001); 有远处转移患者阳性率

为(42/56)75.0%与没有远处转移者(27/52)51.9%
相比有统计学差异(P = 0.013), 但EphA3表达与

患者的性别和年龄差异无显著相关性.
2.3 EphA3表达与MVD的关系 免疫组织化学检

测患者MVD, 如文献报道我们将评分值30作为

分界值将患者分成两组, 其中MVD值低患者19
例(17.6%), 较高患者89例(82.4%)(图1C, D).分析

发现EphA3与MVD成正相关, 其相关系数分别

为0.647(P <0.001, 表2).
2.4 生存分析 EphA3阳性患者存时间明显短于

阴性患者, 3年生存率分别为53.6%和79.5%, 患
者5年生存率分别为23.1%和56.4%, 平均生存时

间分别为34.3 mo±1.4 mo和48.4 mo±2.3 mo, χ2 
= 24.6, P <0.001(图2).

3  讨论

近年来我国结肠癌发生率越来越高, 5年生存率

普遍较低, 而且发病年龄也越来越年轻, 结肠癌

成为威胁人类健康的一个重要疾病[9]. 结肠癌的

发病较为隐匿, 大多数患者出现大便性状和次

数改变时才来就诊, 此时肿瘤已经发展到中晚

期, 部分已失去手术指征. 结肠癌的转移和复发

是导致患者死亡的最主要原因, 虽然随着检查

治疗技术的不断提高, 结肠癌的诊治效果有一

定的提高, 但是尚不能完全治愈. 因此, 有必要

寻找合适的检测或治疗靶点更好地为结肠癌患

者服务, 达到早诊断、早治疗以及预防复发的

目的.
酪氨酸激酶途径是一种非常重要的细胞内

信号转导通路, 可有效地将外界刺激信息传递

至细胞核. EPH基因家族是新发现最大的酪氨

酸激酶受体家族成员之一, 广泛表达于上皮来

源的细胞中, 这类激酶和受体相互作用可以调

节神经细胞形成、血管发育和肿瘤血管的形成, 
一些研究评估了这些激酶在不同人类肿瘤中的

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

图   1   免 疫 组 织
化学染色EphA3和
MVD表达情况. A: 

EphA3(×200); B: 

EphA3(×400); C: 

MVD(×200);  D: 

MVD(×400).
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图  2  结肠癌中EphA3表达和生存时间的关系(K-M线). 

■创新盘点
本文提出EphA3
在结肠癌中高表
达, 并且其高表达
与肿瘤血管密度
呈正相关, EphA3 
高表达与结肠癌
的恶性程度相关.

■应用要点
EphA3可能参与
结肠癌血管的生
成, 通过临床大量
样本进一步验证, 
该因子可作为临
床结肠癌的诊治
和预后提供参考.
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■名词解释
微血管密度: 生物
组织如皮肤、肌
肉、器官等组织
中单位面积密度
的微血管数量, 本
文中具体指在结
肠癌组织中新生
血管密度情况.

作用, 主要与细胞增殖、凋亡和肿瘤生成密切

相关[10]. 在人类不同肿瘤研究中发现酪氨酸激酶

和其受体与肿瘤的黏附、迁移和血管生成相关; 
目前实验已经证实酪氨酸激酶受体EphA1、2、
4和7在结肠癌组织中高表达并参与了结肠癌发

生和转移过程[3-6]. EphA3是EPH基因家族成员之

一, 研究表明该基因在T和B淋巴瘤细胞中高表

达, 而且与肿瘤的转移密切相关[11]. 进一步研究

发现EphA3在肝癌、肾癌、黑色素瘤和肉瘤组

织中高表达[7,12], 在胃癌中EphA3高表达与患者

年龄、肿瘤大小、组织分化程度、TNM分期、

肿瘤浸润程度、淋巴结转移以及患者低生存率

密切相关. 然而EphA3在结肠癌中研究有限, 而
且研究结果之间互相矛盾[8,9], 因此我们在结肠

癌组织中检测了EphA3表达情况.
本研究利用免疫组织化学技术检测了

EphA3蛋白在结肠癌组织及其正常黏膜中的表

达情况, 结果发现: EphA3蛋白在结肠癌黏膜组

织中表达明显高于其正常结肠黏膜组织, 提示

EphA3可能成为结肠癌的一个新的肿瘤标志物. 

在正常上皮细胞中EphA3能与其配体有效结合

并经吞噬溶酶体途径被快速降解, 故其蛋白低

表达或缺失. 而在肿瘤细胞中, 因细胞间连接的

破坏导致EphA3的配体结合及降解发生障碍, 而
表现为高表达及异常的细胞定位[2,13]. EphA3的
过度表达同时会引起EphA3功能发生变化, 成为

功能强大的癌蛋白, 启动其他的信号转导途径, 
调节细胞黏附、肿瘤侵袭与转移. 大多数肿瘤

的远处转移及复发者EphA3表达较高. 本研究发

现EphA3高表达与癌组织大小、TMN分期、分

化程度、淋巴结转移以及远处转移有关, 表明

EphA3蛋白的高表达与结肠癌黏膜上皮细胞的

癌变和癌细胞的恶性侵袭能力有关. EphA3表达

增高, 削弱肿瘤细胞之间的连接, 增加肿瘤细胞

与细胞外基质成分的黏附, 增强对基质的侵袭, 
而这些是肿瘤细胞获得侵袭、转移能力的重要

特性, 提示EphA3的高表达促进了肿瘤的侵袭和

转移. 因此, 我们假设EphA3在结肠癌中高表达

可能和DNA的甲基化有关, 而这一变化可能引

起肿瘤细胞形态学和生物学特性的改变, 例如

细胞增殖、活性、黏附能力、迁移能力和抗凋

亡能力变化.
目前在评价肿瘤血管密度方面, MVD应用

非常广泛, 研究表明较高密度的MVD与肿瘤的

大小、组织分化程度、浸润情况、淋巴结是否

转移密切相关, 可以通过简单的免疫组织化学

方法评价各种肿瘤的进展和转移情况[14-16]. 本实

验中较高的MVD值和肿瘤的临床病理分期和预

后密切相关. 进一步研究EphA3和MVD成正相

关, 即EphA3阳性肿瘤细胞中血管密度更大.
总之, 我们通过免疫组织化学方法证明了

EphA3在结肠癌细胞中明显表达高于正常结肠

黏膜细胞. 这一结果提示在早期结肠癌中EphA3
低表达患者生存率较高; EphA3高表达和肿瘤的

血管生成有关, 可见该因子可作为肿瘤危险预

测指标. 本实验可能对于研究结肠癌血管生成

和预测患者生存情况提供帮助, 具有良好的应

用前景.
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表  1  EphA3 表达与结肠癌临床病理特征的关系 n (%)

                   EphA3
  P值

   阳性    阴性

性别

  男 43(66.1) 22(33.9)   0.547

  女 26(60.5) 17(39.5)

年龄(岁)

  ≤ 55 28(59.6) 19(40.4)   0.413

  >55 41(67.2) 20(32.8)

肿瘤大小(cm)

  >5.0 51(71.8) 20(28.2)   0.017

  ≤5.0 18(48.6) 19(51.4)

肿瘤分期

  I   8(25.0) 24(75.0) <0.001

  II 19(67.9)   9(32.1)

  III 32(86.5)   5(13.5)

  IV 10(90.9)        1(9.1)

肿瘤分化

  低分化 18(90.0)   2(10.0)   0.007

  中分化 45(62.5) 27(37.5)

  高分化   6(37.5) 10(62.5)

淋巴结转移

  有 64(94.1)   4(5.9) <0.001

  无   5(12.5) 35(87.5)

远处转移

  有 42(75.0) 14(25.0)   0.013

  无 27( 51.9) 25(48.1)

表  2  EphA3表达与MVD关系 (n )

     
变量

        EphA3
  P值   r值

阳性 阴性

MVD

高值  62   27 <0.001 0.647

低值    7   12
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Abstract
AIM: To observe the effect of Bacillus lichenifor-
mis in combination with PPI triple therapy on 
the cure rate of Helicobacter pylori (H. pylori) and 
improvement of clinical symptoms. 

METHODS: One hundred and twenty patients 
who were diagnosed with erosive gastritis or 
peptic ulcer with H. pylori infection by gastros-
copy, rapid urease method and pathological 
staining at our hospital were randomly divided 
into three groups: triple therapy group (n = 40, 
treated with lansoprazole 30 mg bid + amoxicillin 
1.0 bid + levofloxacin 0.5 QD), quadruple therapy 
group (n = 40, treated with bismuth pectin 0.2 bid 
+ lansoprazole 30 mg bid + amoxicillin 1.0 bid + 
levofloxacin 0.5 QD), and combination treatment 
group (n = 40, treated with Bacillus licheniformis 
0.5 bid + lansoprazole 30 mg bid + amoxicillin 
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地衣芽孢杆菌联合PPI三联疗法根除幽门螺杆菌的临床疗效

蒋永爱, 欧希龙, 王建宁

®

■背景资料
随着抗生素在临
床治疗过程中的
广泛应用, 幽门螺
杆菌(H. pylori )对
抗生素耐药率正
在逐年上升, 导致
H. pylori根除率越
来越低. 如何提高
H. pylori 根除率, 
选择更有效的治
疗方案是当前临
床医生普遍关注
的问题. 

1.0 bid + levofloxacin 0.5 QD). The triple therapy 
and quadruple therapy groups were treated for 
7 d, and the treatment group continued taking 
Bacillus licheniformis capsules for an additional 14 
days. Patients with gastric ulcer continued taking 
LAN 30 mg, once daily for 5 wk, and those with 
duodenal ulcer continued taking lansoprazole 30 
mg, once daily for 3 wk. 

RESULTS: H. pylori eradication rate was signifi-
cantly higher in the Bacillus licheniformis group 
than in the triple therapy group (85% vs 70%, 
P < 0.05), but showed no significant difference 
between the Bacillus licheniformis group and qua-
druple therapy group (85% vs 82.5%, P > 0.05). 
The clinical symptoms were improved more 
significantly in the Bacillus licheniformis group 
than in the triple therapy group (97.5% vs 75.0%, 
P < 0.05); however, there was no significant 
difference in the percentage of patients show-
ing symptom improvement between the Bacil-
lus licheniformis group and quadruple therapy 
group (97.5% vs 95.0%, P > 0.05). The incidence 
of adverse reactions was significantly lower in 
the Bacillus licheniformis group than in the triple 
therapy group (2.5% vs 12.5%, P < 0.05) and qua-
druple therapy group 2 (2.5% vs 25.0%, P < 0.05).

CONCLUSION: Bacillus licheniformis can im-
prove the eradication rate of H. pylori, alleviate 
clinical symptoms and reduce the incidence of 
adverse reactions in patients undergoing triple 
therapy.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Erosive gastritis; Peptic ulcer; Bacillus 
licheniformis ; Helicobacter pylori ; Eradication rate; 
Incidence rate 
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摘要
目的: 观察地衣芽孢杆菌联用标准三联疗法
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■研发前沿
目前益生菌在H. 
pylori 治疗方面的
研 究 很 多 ,  科 研
设计方案也是多
种 多 样 ,  存 在 很
多 问 题 ,  如 益 生
菌与抗生素联合
使用的间隔时间, 
服药方法等.

对幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )的
根治率、临床症状改善率的影响. 

方法: 选择我院经胃镜检查, 快速尿素酶法及
病理活检染色诊断确诊为糜烂性胃炎或消化
性溃疡并伴有H. pylori 感染的患者120例, 随
机分成3组: 对照组1(A组, 三联组, n  = 40例)予
以兰索拉唑30 mg bid+阿莫西林1.0 bid+左氧
氟沙星0.5 qd; 对照组2(B组, 四联组, n  = 40例)
予以果胶铋0.2 bid+三联组); 治疗组(C组, 地
衣芽孢杆菌+三联, n  = 40例)予以地衣芽孢杆
菌0.5 bid+三联组. 对照组疗程均为7 d, 治疗
组治疗7 d后, 继续服用地衣芽孢杆菌胶囊(整
肠生)14 d. 另外胃溃疡患者治疗1 wk后继续
服用兰索拉唑30 mg, 1次/d, 5 wk; 十二指肠溃
疡患者治疗1 wk后继续服用兰索拉唑30 mg, 1
次/d, 3 wk. 

结果: 地衣芽孢杆菌组对H. pylori根除率明显
高于标准三联组(85.0% vs  70.0%, P <0.05)、
而和铋四联组比较 ,  无显著性差异(85.0% 
v s  82.5%, P >0.05); 地衣芽孢杆菌组对患
者临床症状缓解明显高于对照组1(标准三
联组)(97.5% vs  75.0%, P <0.05)、而与对照
组2(铋四联组)比较, 无明显差异(97.5% vs  
95.0%, P >0.05); 地衣芽孢杆菌组不良反应发
生率低于明显对照组1(2.5% vs  12.5%, P <0.05)
和对照组2(2.5% vs  25.0%, P <0.05). 

结论: 地衣芽孢杆菌能提高标准三联疗法H. 
pylori根除率, 明显缓解患者临床症状, 减少不
良反应的发生率. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )发现至

今已有30年, 对H. pylori感染的治疗也越来越深

入, 他是一种存在于人类胃黏膜的G-的螺旋形

细菌, 是慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌及胃黏

膜相关淋巴组织淋巴瘤等的发生发展的重要因

素[1], 根除H. pylori是预防溃疡复发[2]和治疗慢性

胃炎的重要手段, 而对于慢性胃炎患者, 根除H. 

pylori治疗还可降低其胃癌的发生率[3], 目前H. 
pylori根除治疗方案很多, 其中PPI加两种抗生

素的三联疗法, 仍是当前国内外根治H. pylori共
识意见推荐的一线治疗方法. 但是, 随着抗生素

在临床治疗过程中的广泛应用, H. pylori对抗生

素耐药率正在逐年上升[4], 导致H. pylori根除率

越来越低[5,6]. 如何提高H. pylori根除率, 选择更

有效的治疗方案是当前临床医生普遍关注的问

题. 近年来, 微生态制剂, 益生菌在根除H. pylori
感染过程中的作用越来越受到人们的重视. 国
外研究表明[7], 微生态制剂不仅能改善胃肠道生

态平衡, 减少不良反应, 提高患者依从性, 而且

能提高H. pylori根除率. 本实验选用的为益生菌-
地衣芽孢杆菌(整肠生), 临床较少运用于清除H. 
pylori . 我们通过地衣芽孢杆菌联合质子泵抑制

剂(proton pump inhibitors, PPI)为基础的三联疗

法进行H. pylori根除治疗, 与单用PPI三联及含

铋四联治疗相比较, 观察其是否能提高H. pylori
根除率、临床症状缓解率以及减少不良反应的

发生率. 最终取得满意效果, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验通过收集我院胃镜室2012-05/2013-01
经胃镜检查确诊为慢性活动性胃炎或消化性溃

疡, 并行快速尿素酶法及病理活检Giemsa染色法

同时证实H. pylori感染的患者120例. 入选标准: (1)
经胃镜检查确诊的糜烂性胃炎及十二指肠溃疡

患者; (2)快速尿素酶试验和胃镜检查病理活检Gi-
emsa染色法同时证实H. pylori阳性者; (3)既往未接

受过正规H. pylori根除治疗. 排除标准: (1)年龄<17
岁或>80岁; (2)治疗前2 wk用过抗生素、铋剂、

H2受体阻滞剂(H2 receptor antagonist, H2RA)、PPI
和长期使用甾体或非甾体类抗炎药(nonsteroidal 
antiinflammatory drug, NSAID)者; (3)既往胃部手术

史、妊娠或哺乳期妇女; (4)对本研究所用药物过

敏者; (5)同时存在其他影响本研究评价的严重疾

病或者不能正确表达自己主诉, 如有药物成瘾、

精神障碍等依从性差者, 不能合作者. 终止研究标

准: (1)病情恶化或出现严重并发症; (2)治疗期间

出现严重不良反应, 无法耐受者; (3)治疗期间出现

其他疾病干扰本观察; (4)失访; (5)治疗期间妊娠. 
治疗药物: 兰索拉唑(湖北潜龙药业有限公司)、
阿莫西林(上海衡山药业有限公司)、左氧氟沙星

(四川科伦药业有限公司)、果胶铋(哈药集团)、
地衣芽孢杆菌(辽宁胜方医药有限公司). 
1.2 方法
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■创新盘点
目前根除H. pylori
的两联抗生素多
为克拉霉素和阿
莫西林, 阿莫西林
联合左氧氟沙星
根除H. pylori较少
报道; 益生菌研究
方面, 大多为双歧
杆菌, 较少研究地
衣芽孢杆菌, 本实
验使用地衣芽孢
杆菌联合兰索拉
唑、阿莫西林、
左氧氟沙星进行
H. pylori 根除, 目
前鲜有报道.

1.2.1 分组: 对符合条件的120例患者根据就诊先

后随机分为标准三联组(A组, 兰索拉唑+阿莫西

林+左氧氟沙星)、四联对照组(B组, 果胶铋+三
联)和地衣芽孢杆菌治疗组(C组, 地衣芽孢杆菌

+三联标准). A组40例, 男28例, 女12例, 平均年

龄为44.4岁; B组40例, 男34例, 女6例, 平均年龄

42.8岁; C组40例, 男27例, 女13例, 平均年龄45.1
岁, 3组患者一般资料比较差异无统计学意义. 
1.2.2 治疗: 三联组(A组): 兰索拉唑30 mg bid+ 
阿莫西林1.0 bid+左氧氟沙星0.5 qd疗程7 d; 铋
四联组(B组): 兰索拉唑30 mg bid+阿莫西林1.0 
bid+左氧氟沙星0.5 qd+果胶铋0.2 bid疗程7 d; 地
衣芽孢杆菌+三联组(C组): 兰索拉唑30 mg bid+
阿莫西林1.0 bid左氧氟沙星 0.5 qd, (10:00-16:00)
疗程7 d; 地衣芽孢杆菌胶囊(整肠生), 2粒 t id, 
21  d (服用时与抗菌药物服用至少间隔2  h , 
7:00-12:00-20:00). 胃溃疡患者治疗1 wk后继续

服用兰索拉唑30 mg 1次/d, 5 wk, 十二指肠溃疡

患者治疗1 wk后继续服用兰索拉唑30 mg, 1次/d, 
3 wk. 停药4 wk后(治疗结束后4 wk), 行13C尿素

呼气试验了解H. pylori根除情况. 
1.2.3 观察指标及疗效判定标准: (1)临床症状

及不良反应观察: 记录治疗前消化道症状(上腹

痛、腹胀、反酸、嗳气、纳差等症状), 服药后

第1周不良反应事件(头痛、恶心呕吐、腹泻、

皮疹等症状)的发生率, 第1、3周症状缓解率和

疗程结束后4 wk的H. pylori根除率; (2)临床症状

缓解分级: 0 无症状; Ⅰ轻度, 可以感觉到有症状

但易于耐受; Ⅱ中度, 明显不适, 足以干扰正常

活动; Ⅲ重度, 不能从事正常活动. 治疗后症状

改善Ⅰ级判定为治疗显效; 治疗后症状改善Ⅱ

级以上(含Ⅱ级)都判定为症状缓解; (3)H. pylori
根除标准: 疗程结束后, 停药4 wk, 复查13C-尿素

呼气试验, 阴性认为H. pylori被根除. 13C-尿素呼

气试验采用安徽养和医疗器械设备有限公司生

产的YH04幽门螺杆菌检测仪及13C-尿素胶囊. 
统计学方法  所有数据采用SPSS10.0软件进

行统计分析, 计数资料采用c2检验, P <0.05表示

有统计学意义. 

2  结果 

120例患者均坚持满疗程治疗(溃疡患者包括抗

溃疡治疗), 疗程结束后无1例失访.    
2.1 H. pylori根除率 标准三联组(n  = 40)疗程结

束后, H. pylori根除28例, 根除率70.0%, 铋四联

组(n  = 40)疗程结束后, H. pylori根除33例, 根除

率82.5%, 地衣芽孢杆菌组疗程结束后, H. pylori
根除3,4例, 根除率85.0%; 地衣芽孢杆菌组对

H. pylori根除率明显高于标准三联组(85.0% vs  
70.0%, P <0.05)、而和铋四联组对H. pylori根除

率比较, 无显著性差异(85.0% vs  82.5%, P >0.05, 
表1). 
2.2 临床症状改善率 治疗7 d后临床症状改善率: 
标准三联组, 临床症状改善30例, 改善率75.0%; 
铋四联组, 临床症状改善38例, 改善率95.0%; 
地衣芽孢杆菌组, 临床症状改善38例, 改善率

97.5%; 地衣芽孢杆菌组对患者临床症状改善明

显高于标准三联组(97.5% vs  75.0%, P <0.05)、而

与铋四联组比较, 无明显差异(97.5% vs  95.0%, 
P >0.05, 表2). 治疗21 d后3组患者临床症状基本

消失, 无统计学差异. 
2.3 不良反应发生率 标准三联组治疗7 d后, 发生

头痛、恶心呕吐等不良反应6例, 发生率12.5%; 
铋四联组, 治疗7 d后, 发生头痛、恶心呕吐等不

良反应10例, 发生率25.0%; 地衣芽孢杆菌组, 治
疗7 d后, 发生头痛、恶心呕吐等不良反应1例, 
发生率为2.5%; 地衣芽孢杆菌组明显低于标准

三联组(2.5% vs  12.5%, P <0.05)和铋四联组(2.5% 
vs  25.0%, P <0.05, 表3). 

3  讨论

我国是一个H. pylori感染率较高的国家, 感染率

42.0%-90.0%[8], H. pylori己被确认与慢性胃炎、

消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴样组织淋巴瘤和

胃癌密切相关[1], 世界卫生组织已将其列为Ⅰ类

致癌因子. 因此, H. pylori感染的治疗是H. pylori
研究领域中的重点, 中华医学会消化病学分会H. 
pylori学组于2005-03/2006-05完成了一项涉及全

国16个省市包括20多个中心的大规模H. pylori
耐药(包括对甲硝唑、克拉霉素和阿莫西林)流
行病学调查及耐药对治疗的影响, 结果显示H. 
pylori对常用抗生素耐药性随时间变迁而逐渐

上升[9]. 面对H. pylori治疗上的困境, 微生态制剂

(益生菌)在根除H. pylori感染过程中的作用越来

表  1  3组患者H. pylori 根除率 (n  = 40)

     分组 阳性(n ) 阴性(n ) 根除率(%)

三联组   12   28    70.0

铋四联组     7   33    82.5

地衣芽孢杆菌组     6   34    85.0a

aP<0.05 vs  标准三联组.
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■应用要点
本研究通过地衣
芽孢杆菌联合质
子泵抑制剂(PPI)
为基础的三联疗
法进行H. pylori
根除治疗, 与单用
PPI三联及含铋四
联治疗相比较, 最
终结果: 地衣芽孢
杆菌能提高标准
三联疗法H. pylori
根除率, 明显缓解
患者临床症状, 降
低不良反应的发
生率. 

越受到人们的重视. 近年来随着微生态医学的

兴起, 微生态制剂(益生菌)在临床的广泛应用也

为H. pylori感染防治提供了新的思路. H. pylori
对上皮细胞的黏附力是H. pylori能牢固定植于

胃黏膜的基本条件, 也是H. pylori导致胃黏膜损

伤的重要原因之一, 而益生菌能抑制H. pylori的
黏附, 其确切机制并不清楚, 可能机制是[10]: 益
生菌分泌的某些抗细菌黏附的活性物质; 益生

菌可与H. pylori竞争黏附于胃黏膜结合位点, 即
所谓的“夺位”作用. 体外实验显示: 益生菌可

以抑制H. pylori对肠上皮细胞HT29或胃内皮细

胞NKN45的黏附[11]. 在体外, 益生菌可以通过竞

争黏附位点干扰H. pylori与胃上皮细胞的黏附. 
动物实验也证实[12], 预先给予益生菌, 可以阻止

或减少无菌鼠的H. pylori定植, 这可能与益生菌

阻碍了H. pylori的黏附有关. 已有研究显示[13]: 
益生菌可能通过活化H. pylori感染中细胞因子

信号抑制物的表达和信号转导来发挥抗炎作用, 
其结果提示益生菌的抗炎作用有可能通过抑制

H. pylori感染中产生的炎性介质表达来实现的. 
因而, 他不仅可能具有对抗H. pylori感染的作用, 
而且还能调节机体的免疫机能, 通过改善胃肠

道微生态环境, 提高H. pylori根除治疗的依从性

等多种作用[14]. 本实验通过“益生菌-地衣芽孢

杆菌(整肠生)联合PPI三联疗法”, 与传统标准

三联疗法及含铋四联疗法在H. pylori根除率及

临床症状改善率方面进行对比研究, 结果显示: 
地衣芽孢杆菌能提高标准三联疗法H. pylori根
除率, 提高临床症状缓解, 减少不良反应的发生

率. 国外Iakovenko等[15]在类似研究中发现, 接受

三联抗生素加益生菌组治疗与三联抗生素相比, 
H. pylori根除率分别为89.1%和63.5%, 实验结果

与我们大致相仿. Sheu等[16]也证实了三联疗法

加益生菌组比单用三联疗法H. pylori根除率高

(91% vs  78%, P <0.05), 且可以明显减少三联疗

法治疗过程中出现的恶心、呕吐、腹泻、头痛

的发生率. 

总之 ,  我们认为地衣芽孢杆菌胶囊(整肠

生)联合三联疗法治疗H. pylori感染具有安全性

好、疗效高、不良反应小的特点, 为益生菌联

合PPI三联根除H. pylori提供了有力的循证医学

证据, 在根除H. pylori过程中使用益生菌值得临

床推广. 当然, 本研究样本量较小, 还需进行大

样本研究, 以进一步佐证衣芽孢杆菌(整肠生)在
清除H. pylori过程中的作用.
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储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络

版本和电子期刊. 论文出版后, 作者可获得高质

量PDF, 包括封面、编委会成员名单、目次、正

文和封底, 作为稿酬, 样刊两本. BPG拥有专业的

编辑团队, 涵盖科学编辑、语言编辑和电子编

辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
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量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2
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相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

病研究所.
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3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3 . 1 1  正 文 标 题 层 次  0  引言 ;  1  材料和方

法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参

考文献 .  序号一律左顶格写 ,  后空 1 格

写 标 题 ;  2 级 标 题 后 空 1 格 接 正 文 .  正
文内序号连排用 ( 1 ) ,  ( 2 ) ,  ( 3 ) .  以下逐条 
陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 
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角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投

稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 所有的

来稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通

过为录用, 否则将退稿或修改后再审. 

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料电子

版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传

至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由

作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.
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2013年国内国际会议预告

2013-01-24/26
美国临床肿瘤学会胃肠肿瘤(ASCO GI)研讨会
会议地点: 美国旧金山
联系方式: www.gicasym.org

2013-02-10/15
2013年肠道微生物组: 免疫网络效应/法规Keystone Symposia
会议
会议地点: 美国
联系方式: info@keystonesymposia.org

2013-02-09/12 
美国肠外与肠道营养学会(A.S.P.E.N.): 2013临床营养周
(CNW 2013)
会议地点: 美国亚利桑那州凤凰城
联系方式: http://www.nutritioncare.org/ClinicalNutritionW-
eek/index.aspx?id=508

2013-02-22/23 
国立压力性溃疡顾问委员会(NPUAP)全国双年会
会议地点: 美国休斯顿
联系方式: http://www.npuap.org/NPUAPnews-Spring11[1]

2013-02-22/23
迈阿密大学肝胆疾病临床实践会议
会议地点: 美国
联系方式: cme.med.miami.edu/x88.xml 

2013-03-01/31
2013年北京第七届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: zhshfbwkzz@yahoo.com.cn

2013-03-01/04
2013加拿大消化疾病周(CDDW) 
会议地点: 加拿大
联系方式: www.cag-acg.org/cddw 

2013-03-07/10
亚太肝脏研究协会(APASL)第23届会议 
会议地点: 新加坡 
联系方式: www.apaslconference.org

2013-03-15/17 
2013年腹腔镜胃肠外科高峰论坛
会议地点: 深圳市
联系方式: ewancool@hotmail.com

2013-03-14/16 
中部外科学会(CSA)2013年会
会议地点: 美国佛罗里达州阿米莉亚岛
联系方式: http://www.centralsurg.org/meeting/futuremtgs.
html

2013-04-12/14 
2013中国肛肠创新论坛(CICS)
会议地点: 北京市
联系方式: www.crdinnovation.com

2013-04-19/23
2013第2届国际肿瘤学论坛
会议地点: 瑞士
联系方式: cihexpo@163.com

2013-05-23/25
2013第六届世界癌症大会
会议地点: 西安市
联系方式: bithuiyi@163.com

2013-05-20/22
2013年第三届内分泌与代谢大会
会议地点: 西安市
联系方式: nancy@bitconferences.cn

2013-05-31/06-04
2013美国临床肿瘤协会年会
会议地点: 美国芝加哥
联系方式: yangxinxue999@163.com

2013-06-07/09
中国国际肿瘤营养与支持治疗研讨会暨第一届全国肿瘤
营养与支持治疗学术会议
会议地点: 武汉市
联系方式: csonsc@VIP.163.com

2013-06-21/23
 中国消化科学术论坛 
会议地点: 张家界市
联系方式: casgmail@126.com

2013-07-13/14
中华医学会2013年肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 银川市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-09-26/30
第39届欧洲临床肿瘤学会年会
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/events/madrid-2014-esmo-
congress.html 

2013-10-18/20 
第二十二届亚太抗癌大会
会议地点: 天津市 
联系方式: secretariat@apcc2013.com 
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崔云甫 教授

哈尔滨医科大学第二附属医院普外一科

高英堂 研究员

天津市第三中心医院

顾国利 副主任医师
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郭永红 副主任医师
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郝立强 副教授

上海长海医院普外二科

何松 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

江学良 教授

中国人民解放军济南军区总医院消化科

姜波健 教授

上海交通大学医学院附属第三人民医院普通外科

李涛 副主任医师

北京大学人民医院肝胆外科

李永翔 教授

安徽医科大学第一附属医院普外科
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上海中医药大学附属市中医医院消化科

李瑜元 教授
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                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

李正荣 副教授

南昌大学附属第一医院胃肠外科(普六病区)

刘宝林 教授

中国医科大学附属盛京医院

刘炳亚 研究员

上海交通大学医学院附属瑞金医院上海消化外科研究所

刘丽江 教授

江汉大学医学院病理学

刘亮明 副教授

上海交通大学附属第一人民医院松江分院肝病科

刘颖斌 主任医师

上海交通大学医学院附属新华医院

刘占举 教授

同济大学附属上海市第十人民医院

禄韶 副教授

西安交通大学医学院第一附属医院普外科

彭宗根 副研究员

中国医学科学院医药生物技术研究所病毒室

王刚 副研究员

哈尔滨医科大学附属第一医院胰胆外科(普外二科)

许剑民 教授

上海市复旦大学附属中山医院普外科

杨江华 副教授

皖南医学院弋矶山医院感染科

张国 主任医师

广西壮族自治区人民医院科研部

张明辉 副主任医师

河北医科大学第一医院肝病中心(传染病)

赵青川 教授

西京医院消化外科
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