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Abstract
AIM: To study the correlation between structure 
and anti-gastric adenocarcinoma activities of 
polysaccharides isolated from the sclerotiuma of 
Poria cocos and their derivatives.

METHODS: A water insoluble (1→3)-b-D-glucan 
PCS3-Ⅱ isolated from fresh sclerotium of Poria 
cocos was sulfated, carboxymethylated, methyl-
ated, hydroxyethylated or hydroxypropylated 
to prepare five water-soluble derivatives, coded 
as S-PCS3-Ⅱ, C-PCS3-Ⅱ, M-PCS3-Ⅱ, HE-PCS3-
Ⅱ and HP-PCS3-Ⅱ. Their weight-average mo-
lecular mass (Mw), intrinsic viscosity ([η ]) and 
<s2>z

1/2 were characterized by size exclusion 
chromatography (SEC) combined with laser 
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化学修饰的茯苓β-D-葡聚糖结构与抗胃腺癌活性的关系

李云桥, 侯晓华, 王艺峰, 张俐娜

www.wjgnet.com

®

■背景资料
茯苓(Poria cocos )
是 具 有 抗 肿 瘤
作 用 的 传 统 中
药 ,  但 是 从 茯 苓
菌核中提取的主
要成分是一种 (1
→3)-β-D-葡聚糖
PCS3-Ⅱ, 他不溶
于水且基本上无
抗胃腺癌活性, 因
此通过化学改性
方法对其进行结
构修饰而提高水
溶性和活性的工
作具有重要意义. 

light scattering (LLS), LLS, and viscometry. The 
antitumor activities of PCS3-Ⅱ and its deriva-
tives were tested in vitro by MTT assay using 
gastric adenocarcinoma cell lines MKN-45, 
SGC-7901 and MKN-28.

RESULTS: The Mw values of the derivatives 
S-PCS3-Ⅱ, C-PCS3-Ⅱ, M-PCS3-Ⅱ, HE-PCS3-Ⅱ
and HP-PCS3-Ⅱ in PBS were determined to be 
3.8×104, 18.9×104, 16.0×104, 76.8×104, and 224.3
×104, respectively. The native b-glucan did not 
show any anti-gastric adenocarcinoma activity, 
while the sulfated and carboxymethylated de-
rivatives exhibited significant anti-gastric adeno-
carcinoma activity in MKN-45, SGC-7901 and 
MKN-28 cell lines.

CONCLUSION: The polysaccharides from fresh 
sclerotium of Poria cocos showed no anti-gastric 
adenocarcinoma activity in vitro. The introduc-
tion of carboxymethylated and sulfated groups 
to water insoluble polysaccharide PCS3-Ⅱ in-
creased their water-solubility, chain stiffness 
and anti-gastric adenocarcinoma activity. The 
sulfated derivatives showed obvious inhibitory 
effects on gastric adenocarcinoma cells.

Key Words: Poria cocos  polysaccharide; Chemical 
structure; Molecular mass; Anti-gastric adenocarci-
noma activity; MTT assay

Li YQ, Hou XH, Wang YF, Zhang LN. Correlation 
between structure and anti-gastric adenocarcinoma 
activity of b-D-glucan isolated from Poria cocos sclerotium. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1277-1283

摘要
目的: 探讨茯苓多糖及其衍生物的结构与抗
胃腺癌活性之间的构效关系. 

方法: 对从茯苓菌核中提取的(1→3)-β-D-葡聚
糖PCS3-Ⅱ及其硫酸酯、羧甲基、羟乙基、

羟丙基和甲基化衍生物, 用粘度法、激光光
散射(LLS)及尺寸排除色谱和光散射仪联用
(SEC-LLS)表征了他们在磷酸缓冲液(PBS)中
37 ℃下的[η ]、M w及<s 2>z

1/2等分子参数. 然
后用M T T法研究了P C S3-Ⅱ和几种衍生物

■同行评议者
李康, 副教授, 广东
药学院药科学院
药物分析教研室
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■研发前沿
临床已经应用多
糖辅助治疗肿瘤
患 者 ,  但 通 过 化
学修饰提高茯苓
多糖抗肿瘤活性
研究报道不多.

对不同分化程度的胃腺癌细胞株MKN-45、
SGC-7901和MKN-28生长的抑制作用. 

结果: S-PCS3-Ⅱ、C-PCS3-Ⅱ、M-PCS3-Ⅱ、

HE-PCS3-Ⅱ和HP-PCS3-Ⅱ衍生物在PBS溶
液中M w值分别为3.8×104、18.9×104、16.0
×104、76.8×104和224.3×104, 未改性β-葡
聚糖PCS3-Ⅱ几乎无抗胃腺癌活性, 而他的
硫酸酯和羧甲基衍生物对细胞株MKN-45、
SGC-7901和MKN-28却显示较高的抑制率. 

结论: 天然茯苓菌核多糖体外没有抗胃腺癌
活性; 水不溶性多糖PCS3-Ⅱ链上引入羧甲
基和硫酸酯基后, 其衍生物溶于水, 且链刚性
增大, 同时其抗胃腺癌活性增强; 良好的水溶
性、较高的链刚性和适当大的分子量有利于
茯苓多糖抗胃腺癌活性的提高. 

关键词: 茯苓多糖; 化学结构; 分子量; 抗胃腺癌活

性; MTT法
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0  引言

多糖类物质所具有的生物活性, 使其在功能性保

健食品和天然新药等领域表现出极为重要的商

业价值, 近年来日益引起了人们的广泛关注[1-3]. 
大量药理研究表明, 一些天然多糖具有显著抗

肿瘤[4-6]及增强机体免疫活性[7-9], 而有些天然多

糖几乎不具有生物活性[10], 特别是水不溶性的多

糖, 他们的基本活性或活性很低. 此外, 一些经硫

酸酯化、羧甲基化改性的α-D-葡聚糖和β-D-葡
聚糖除具有了良好水溶性, 且抗Sarcoma 180实体

瘤活性也显著提高[11-14]. 因此, 化学改性已成为提

高天然多糖生物活性的有效手段[15]. 研究表明, 
引入合适的离子基团能够显著改善水溶性, 同时

通过改变多糖在水溶液中的链构象提高其活性
[16,17]. 而不同的取代基团、取代位置和取代度对

多糖衍生物的活性有重要影响[18,19]. 茯苓(Poria 
cocos )一直是最重要的传统中药之一, 他所具有

的保健功能和生理活性已引起医学界和化学界

的广泛兴趣[20,21]. 但是, 从茯苓菌核中提取主要

成分是一种(1→3)-β-D-葡聚糖PCS3-Ⅱ, 他不溶

于水且基本上无抗胃腺癌活性, 因此通过化学

改性方法对其进行结构修饰而提高水溶性和活

性的工作具有重要意义[22-24]. 

为了改善PCS3-Ⅱ水溶性和生物活性, 我
们分别试用硫酸酯化(S u l f a t i o n)、羧甲基化

(Carboxymethylation)、羟乙基化(Hydroxyeth-
ylation)、羟丙基化(Hydroxypropylation)及甲基

化(Methylation)5种衍生化方法对其进行化学改

性来探讨其衍生物和抗胃腺癌活性之间的关系. 
探讨不同的取代基团、取代度、水溶性、分子

量和链构象与抗胃腺癌活性的关系. 此外, 尽管

有关于多糖抗消化系肿瘤(胃癌、肝癌、食管

癌)患者的报道[25-28], 但对于茯苓多糖尚未进行

过此类研究, 因此本研究还对茯苓多糖抗胃腺

癌细胞株活性进行了探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 样品由武汉大学化学系张俐娜院士课

题组提供, 样品的制备方法见文献[29,30]. 本研

究样品包括从新鲜茯苓菌核的0.5 mol/L NaOH
提取物(1→3)-β-D-葡聚糖PCS3-Ⅱ以及以PCS3-
Ⅱ为原料制备的硫酸酯化S-PCS3-Ⅱ、羧甲基

化C-PCS3-Ⅱ、羟乙基化HE-PCS3-Ⅱ、羟丙

基化HP-PCS3-Ⅱ及甲基化M-PCS3-Ⅱ5种多糖

衍生物. 成分组成用红外光谱谱图测定; 分子

量由激光光散射法、粘度法、尺寸排除色谱

和光散射仪联用法测定. MTT购自Sigma公司, 
RPMI l640培养基购自武汉亚法生物公司; 小牛

血清购自北京中山生物技术有限公司; 低分化

胃腺癌细胞株MKN-45、中分化胃腺癌细胞株

SGC7901、高分化胃腺癌细胞株MKN-28由协

和医院中心实验室提供. 
1.2 方法

1.2.1 粘度测量: 多糖衍生物的特性粘数[η ]用乌

氏粘度计于37 ℃±0.1 ℃测量. 样品溶剂为磷酸

缓冲液PBS或无水Me2SO. 用Huggins和Kraemer
方程来计算特性粘数[η ].

  

1.2.2 激光光散射(size exclusion chromatography, 
SEC): 5种多糖衍生物在PBS溶液或无水Me2SO
的光散射强度测试, 采用配备有He-Ne激光源

(激光波长λ = 633 nm)的多角度激光光散射仪

(DAWN®DSP, Wyatt Technology Co., USA), 在
37 ℃下检测不同角度的散射光信号. 所有的溶

液和溶剂在测量前经光学纯化后直接注入散射

池中进行测量. Astra软件用于数据采集和分析, 
重均分子量M w通过Zimm拟合法得到. 
1.2.3 尺寸排除色谱和光散射仪联用(size exclusion 

η sp/c = [η ]+k'[η ]2c
(lnη r)/c = [η ]-k'[η ]2c
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■创新盘点
本 文 用 硫 酸 酯
化、羧 甲 基 化、
羟 乙 基 化、羟 丙
基化及甲基化5种
衍 生 化 方 法 对 茯
苓 多 糖 进 行 化 学
改 性 来 探 讨 其 衍
生 物 和 抗 不 同 分
化 程 度 的 胃 腺 癌
细 胞 株 活 性 之 间
的关系.

chromatography combined with laser light scattering, 
SEC-LLS): 尺寸排除色谱和光散射仪联用装置的

光散射仪为上述DAWN®DSP多角度激光光散射

仪, 尺寸排除色谱装置使用P100型泵和RI-150示
差折光检测器. 色谱柱类型: 水体系为TSK-GEL 
PWXL G5000和G3000联用色谱柱, Me2SO体系

为G4000-H6色谱柱. 测试温度为37 ℃, 流动相为

PBS溶液或无水Me2SO, 在测量前经光学纯化处

理, 进样量200 μL, 流速1.0 cm3/min. Astra软件用

于数据采集和分析. 
1.2.4 细胞培养和抗肿瘤活性试验方法: (1)细胞

复苏: 在液氮罐中取出冻存的不同分化程度的

胃腺癌细胞株(MKN-45、SGC7901、MKN-28), 
37 ℃水浴融化, 离心, 2 500 g×5 min. 去上清, 
RPMI 1640培养液洗1次, 接种于25 mL的培养瓶

中, 加8 mL含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640
培养液, 37 ℃, 50 mL/L CO2培养, 次日换培养

液1次; (2)细胞传代: 在显微镜下观察细胞生长

情况, 如生长正常(细胞清亮、椭圆形、上清不

浑浊)且基本长满瓶底时即可传代, 2-3 d传1次; 
(3)抗肿瘤活性试验: 体外抑瘤实验: 采用MTT
法, 取对数生长期细胞, 用胰蛋白酶消化制成单

细胞悬液, 调整细胞浓度为1×105 cells/mL, 以
每孔200 µL(5×103)接种于96孔培养板上培养 
24 h. 之后弃去原培养液, 再分别每孔加入新

鲜培养液和多糖试样使其浓度分别为0.005、
0.05、0.5、5 g/L 4组处理胃腺癌细胞和正常的

胃腺细胞; 实验同时设空白(溶媒)对照组和阳性

对照组(5-Fu), 每组处理设5个复孔. 放在37 ℃、

50 mL/L CO2培养箱培养72 h, 收集各组细胞, 每
孔加入终浓度为5 g/L的MTT液20 µL, 继续培

养4 h; 终止培养, 吸去上清液, 加二甲基亚砜 
150 µL/孔, 充分震荡10 min后, 用酶标仪(Bio-Tek 
EX-800, USA)在570 nm波长比色测定每孔吸光

度(A )值. 按以下公式计算细胞抑制率: 细胞抑制

率(%) = (1-实验组A值/对照组A值)×100%, 每
组实验数据重复3次. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS19.0统计软件分析. 多组之间用方差(one-
way ANOVA)分析, 两组之间用t检验. 若P <0.05, 
则差异有显著性意义; 若P <0.01, 则差异有极显

著性意义; 若P >0.05, 则差异无显著性意义. 

2  结果

2.1 化学结构 样品S-PCS3-Ⅱ、C-PCS3-Ⅱ和

M-PCS3-Ⅱ的取代主要发生在C-6位羟基, 其次

在C-4和C-2位; 而HE-PCS3-Ⅱ的取代发生在C-6
和C-4位, HP-PCS3-Ⅱ几乎全部在C-6位, 他们都

属于非选择性取代. 5种衍生多糖取代度大小和

取代难易程度的顺序为C-PCS3-Ⅱ>S-PCS3-Ⅱ
>M-PCS3-Ⅱ>HE-PCS3-Ⅱ>HP-PCS3-Ⅱ. 由13C 
NMR得到他们的取代度在0.23-1.27之间. 5种衍

生物在水或二甲亚砜中的溶解情况显示, 所有衍

生物都具有比原多糖PCS3-Ⅱ更好的水溶性, 其
水溶性大小顺序依次为S-PCS3-Ⅱ>C-PCS3-Ⅱ
>M-PCS3-Ⅱ>HE-PCS3-Ⅱ>HP-PCS3-Ⅱ, 与取代

度顺序相似(表1). PCS3-Ⅱ不溶于水, 是因为他存

在强的分子间氢键而导致分子在水溶液中形成

聚集. 无水Me2SO被证明是该β-葡聚糖的良溶剂, 
他能打断分子间和分子内氢键, 将聚集体解离为

单股链. 因此本实验中, 对水溶液中易聚集样品

的分子量和粘度测量可用无水Me2SO作溶剂. 
2.2 分子量和粘度S-PCS3-Ⅱ、C-PCS3-Ⅱ和

M-PCS3-Ⅱ 3样品在PBS溶液中37 ℃下的SEC-
LLS谱图示于图1, 这3种衍生物的示差和光散

射检测都只显示出单峰, 表明他们在水溶液中

无聚集体形成[31]. 图2及图3显示出了样品HE-
PCS3-Ⅱ和HP-PCS3-Ⅱ分别在PBS溶液及无水

Me2SO中37 ℃下的SEC-LLS谱图, 这2种衍生

表  1  茯苓β-葡聚糖PCS3-Ⅱ和5种衍生物的取代度以及在水和二甲基亚砜里的溶解度

     
样品 衍生化法

          溶解度1                                           取代度

水 二甲亚砜     C-6     C-4     C-2 取代度总和

PCS3-Ⅱ 没有取代 - + 没有取代 没有取代 没有取代   没有取代

S-PCS3-Ⅱ 硫酸酯化 ++ -     0.44     0.24     0.34      1.02

C-PCS3-Ⅱ 羧甲基化 ++ -     0.71     0.35     0.21      1.27

M-PCS3-Ⅱ 甲基化 ++ +     0.33     0.21     0.15      0.69

HE-PCS3-Ⅱ 羟乙基化 + +     0.25     0.24     *      0.49

HP-PCS3-Ⅱ 羟丙基化 + +     0.23     *     *      0.23

1裸眼目测; ++: 较好溶解; +: 可溶解; -: 不能溶解.
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■应用要点
天然茯苓菌核多
糖体外没有抗胃
腺癌活性, 水不溶
性. 茯苓多糖链上
引入羧甲基和硫
酸酯基后, 其衍生
物溶于水, 且链刚
性增大, 同时其抗
胃腺癌活性增强.

物样品在PBS溶液则显示出2个以上的峰, 而在

Me2SO中只显示单峰, 说明他们在水溶液中存

在聚集, 而在Me2SO解离为单股链. 通过粘度

法、LLS和SEC-LLS测得的各样品在PBS溶液

或Me2SO中的特性粘数[η ]、M w、<s 2>1/2和多

分散系数(M w/M n)见表2. 结果发现S-PCS3-Ⅱ、

C-PCS3-Ⅱ和M-PCS3-Ⅱ 3样品由LLS测得的M w

值与SEC-LLS测得的结果基本一致, 与PCS3-Ⅱ
的M w值(12.3×104)相比, 硫酸酯衍生物S-PCS3-
Ⅱ的M w较低 ,  这是因为剧烈的反应条件导致

了原多糖的降解. 然而, C-PCS3-Ⅱ和M-PCS3-
Ⅱ 2样品的M w值却比PCS3-Ⅱ的更高, 这是因

为在PCS3-Ⅱ糖环羟基上引入了羧甲基和甲基

基团, 且他们的降解较弱. 有趣的是, HE-PCS3-
Ⅱ和HP-PCS3-Ⅱ 2样品在PBS溶液中的M w值比

其他样品高很多, 这是由于他们的取代度较低

(0.2-0.5), 大量的-OH基团仍保留在衍生物糖环

上, 导致在水溶液中分子间的聚集效应, 多糖在

水溶液中的聚集行为也常给他们的分子量测量

带来了不确定性, 因而2样品在无水Me2SO中测

得的M w值被认为是他们的真实分子量. 
2.3 链构象 聚合物的[η ]和<s 2>1/2值通常反映出

聚合物链刚性的情况, 相对高的[η ]和<s 2>1/2值反

映出聚合物具有相对伸展的链构象. 从表2中的

数据可以看出, 样品C-PCS3-Ⅱ在PBS溶液中具

有比HE-PCS3-Ⅱ和HP-PCS3-Ⅱ更伸展的链构

象. S-PCS3-Ⅱ的M w值在5种衍生物样品中是最

低的, 但是他的<s 2>1/2值却几乎与M-PCS3-Ⅱ和

C-PCS3-Ⅱ 2样品的相等, 这说明S-PCS3-Ⅱ在

水溶液中表现为比其他样品更为伸展的链构象, 
即具有更高的链刚性. 
2.4 抗肿瘤活性 5-氟尿嘧啶(5-Fu)、PCS3-Ⅱ和

5种衍生物样品抗胃腺癌肿瘤细胞株MKN-45、
SGC-7901、MKN-28的活性结果见图4-6. PCS3-
Ⅱ和5种衍生物样品对正常胃腺细胞无抑制作

用. 多糖PCS3-Ⅱ几乎未观察到抗肿瘤活性, 说
明他对胃腺癌细胞株增殖无抑制作用. 然而5
种样品均显示出比PCS3-Ⅱ更高的抑制率, 而
S-PCS3-Ⅱ和C-PCS3-Ⅱ 2样品在所有实验浓度

都具有显著增强的抑制率, 特别是S-PCS3-Ⅱ在

5 g/L浓度时显示出所有样品中最高的抑制率

(对MKN-45的抑制率为48.9%, 对SGC-7901抑制

率为36.7%, MKN-28的抑制率为43.7%). 此外, 
S-PCS3-Ⅱ和C-PCS3-Ⅱ在所有实验浓度范围内

都观察到抑制率的剂量依赖关系, 这说明他们

对人体胃癌细胞株具有十分稳定的药效. 

3  讨论  

从以上体外抗胃腺癌实验结果可发现, 化学改

性能显著提高茯苓菌核水不溶性β-D-葡聚糖的

抗胃腺癌活性, 并且对正常胃腺细胞没有抑制

作用. 总的来说, 硫酸酯和羧甲基衍生化改性具

有比其他几种衍生化更高的抗胃腺癌活性. 5种
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图  1  S-PCS3-Ⅱ、C-PCS3-Ⅱ和M-PCS3-Ⅱ在PBS溶液中

37 ℃下的SEC-LLS谱图.
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衍生物样品的抗胃腺癌活性高低顺序与其水溶

性大小顺序基本一致; 而原始β-D-葡聚糖不溶于

水, 他也几乎不具抗胃腺癌活性; 因此, 提高多

糖样品水溶性是提高其抗胃腺癌活性的关键因

素. 此外, 具有相对较高取代度的衍生物, 因为

其水溶性较好, 因而抗胃腺癌活性也更高. 

值得一提的是, S-PCS3-Ⅱ和C-PCS3-Ⅱ2样品在

水溶液中的链刚性相对较高, 而他们的体外抗

胃腺癌抑制率也比M-PCS3-Ⅱ、HE-PCS3-Ⅱ和

HP-PCS3-Ⅱ更高; 虽然S-PCS3-Ⅱ和C-PCS3-Ⅱ
的水溶性相差不大, 但S-PCS3-Ⅱ的抗胃腺癌抑

制率总体上又比C-PCS3-Ⅱ高, 这与S-PCS3-Ⅱ
样品在水溶液中具有比C-PCS3-Ⅱ更大的链刚

性有关. Unursaikhan等[14]报道硫酸酯化香菇(len-
tinus edodes)多糖在水溶液中的链刚性对其抗艾

氏腹水瘤(ehrlich ascites carcinoma)抑制率的影

响具有不可忽视的作用. 因此, S-PCS3-Ⅱ样品所

具有的相对高的链刚性有助于提高他的抗胃腺

癌活性. 此外, HE-PCS3-Ⅱ和HP-PCS3-Ⅱ 2样品

在水溶液中的M w值比其他样品高, 而他们的抗

胃腺癌活性却较低, 这也显示了分子量对这些

样品抗胃腺癌活性的影响, 在水溶液中具有适

中的分子量(≤3×105)的衍生物能够明显提高原

始多糖抗胃腺癌活性. 
总之, 根据实验结果我们可以知道茯苓菌

■名词解释
化学修饰: 保持药
物的基本结构, 仅
在某些功能基上
作一定的化学结
构改变, 接上一些
自己需要的功能
基团.

表  2  PCS3-Ⅱ和5种衍生物在PBS溶液及Me2SO中37 ℃下的LLS和SEC-LLS检测的实验数据表

     

样品 溶媒     [η ] (cm3/g)   <s 2>1/2 (nm)
                LLS                         SEC-LLS

   Mw×10-4 (g/mol)    Mw×10-4 (g/mol) M w/M n

PCS3-Ⅱ Me2SO        76.3        56.41             12.3             14.0     1.7

S-PCS3-Ⅱ PBS        20.2        44.22               3.8               3.5     1.6

C-PCS3-Ⅱ PBS      167.1        45.01             18.9             25.1     1.7

M-PCS3-Ⅱ PBS      132.2        42.41             16.0             21.1     2.0

HE-PCS3-Ⅱ PBS      122.5        39.92             76.8             62.8   18.0

Me2SO      146.2        23.92               -             20.1     1.7

HP-PCS3-Ⅱ PBS      156.5        48.32           224.3           297.0     2.3

Me2SO      162.3        29.92               -             19.1     1.6

-: 数据没有测; 1由LLS检测的实验数据; 2由SEC-LLS检测的实验数据.
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核中提取的(1→3)-β-D-葡聚糖样品PCS3-Ⅱ的

硫酸酯、羧甲基、羟乙基、羟丙基及甲基化衍

生物在PBS溶液中的M w值分别为3.8×104、18.9
×104、16.0×104、76.8×104和224.3×104. 几种

衍生化样品证明引入取代基团后样品的结构发

生了变化, 有序程度有所提高. 未经过化学改性

的β-葡聚糖几乎无任何体外抗胃腺癌活性, 然而

他的衍生物却具有较好的水溶性, 在水溶液中

具有相对伸展的柔顺链构象和明显的抗胃腺癌

活性. 此外, 他的硫酸酯和羧甲基衍生物十分显

著地改善了原多糖对人体胃癌细胞株的体外抗

胃腺癌活性. 从分子参数和抗胃腺癌活性的实

验数据可以发现, 具有良好水溶性, 在水溶液中

具有相对较高链刚性和适中分子量(≤3×105)的
衍生物能够明显地提高原始多糖的抗胃腺癌活

性. 而且其活性的高低与引入的不同取代离子

基团、取代度、取代位、水溶性、分子量和链

的构象有关. 

4      参考文献

1	 Li XT, Zhang YK, Kuang HX, Jin FX, Liu DW, Gao 
MB, Liu Z, Xin XJ. Mitochondrial Protection and 
Anti-aging Activity of Astragalus Polysaccharides 
and Their Potential Mechanism. Int J Mol Sci 2012; 
13: 1747-1761

2	 Joseph MM, Aravind SR, Varghese S, Mini S, 
Sreelekha TT. Evaluation of antioxidant, antitumor 
and immunomodulatory properties of polysaccha-
ride isolated from fruit rind of Punica granatum. 
Mol Med Report 2012; 5: 489-496

3	 Melo-Silveira RF, Fidelis GP, Costa MS, Telles CB, 
Dantas-Santos N, de Oliveira Elias S, Ribeiro VB, 
Barth AL, Macedo AJ, Leite EL, Rocha HA. In vitro 
antioxidant, anticoagulant and antimicrobial activ-
ity and in inhibition of cancer cell proliferation by 
xylan extracted from corn cobs. Int J Mol Sci 2012; 
13: 409-426

4	 Tang YL, Luo Q, Ding W, Ding X, Yang ZR. [An-
titumor activity of polysaccharides extracted from 
two wild amanitas]. Sichuan Daxue Xuebao Yixueban 
2011; 42: 792-796 

5	 Liu Y, Li Y, Yang W, Zhang L, Cao G. Anti-hepa-
toma activity in mice of a polysaccharide from the 
rhizome of Anemone raddeana. Int J Biol Macromol 
2012; 50: 632-636

6	 Jeong SC, Koyyalamudi SR, Jeong YT, Song CH, 
Pang G. Macrophage immunomodulating and an-
titumor activities of polysaccharides isolated from 
Agaricus bisporus white button mushrooms. J Med 
Food 2012; 15: 58-65

7	 Skyberg JA, Rollins MF, Holderness JS, Marlenee 
NL, Schepetkin IA, Goodyear A, Dow SW, Jutila 
MA, Pascual DW. Nasal Acai polysaccharides po-
tentiate innate immunity to protect against pulmo-
nary Francisella tularensis and Burkholderia pseu-
domallei Infections. PLoS Pathog 2012; 8: e1002587

8	 Fontaine T, Delangle A, Simenel C, Coddeville 
B, van Vliet SJ, van Kooyk Y, Bozza S, Moretti S, 
Schwarz F, Trichot C, Aebi M, Delepierre M, Elbim 

C, Romani L, Latgé JP. Galactosaminogalactan, a 
new immunosuppressive polysaccharide of Asper-
gillus fumigatus. PLoS Pathog 2011; 7: e1002372

9	 Xu X, Pan C, Zhang L, Ashida H. Immunomodula-
tory beta-glucan from Lentinus edodes activates 
mitogen-activated protein kinases and nuclear 
factor-kappaB in murine RAW 264.7 macrophages. 
J Biol Chem 2011; 286: 31194-31198

10	 Kulkarni RV, Mutalik S, Mangond BS, Nayak UY. 
Novel interpenetrated polymer network micro-
beads of natural polysaccharides for modified 
release of water soluble drug: in-vitro and in-vivo 
evaluation. J Pharm Pharmacol 2012; 64: 530-540

11	 Chen X, Zhang L, Cheung PC. Immunopotentia-
tion and anti-tumor activity of carboxymethylated-
sulfated beta-(1→3)-d-glucan from Poria cocos. Int 
Immunopharmacol 2010; 10: 398-405

12	 Wang J, Zhang L, Yu Y, Cheung PC. Enhancement 
of antitumor activities in sulfated and carboxymeth-
ylated polysaccharides of Ganoderma lucidum. J 
Agric Food Chem 2009; 57: 10565-10572

13	 Wang X, Zhang L. Physicochemical properties and 
antitumor activities for sulfated derivatives of len-
tinan. Carbohydr Res 2009; 344: 2209-2216

14	 Unursaikhan S, Xu X, Zeng F, Zhang L. Antitu-
mor activities of O-sulfonated derivatives of (1→
3)-alpha-D-glucan from different Lentinus edodes. 
Biosci Biotechnol Biochem 2006; 70: 38-46

15	 Tao Y, Zhang Y, Zhang L. Chemical modification 
and antitumor activities of two polysaccharide-
protein complexes from Pleurotus tuber-regium. Int 
J Biol Macromol 2009; 45: 109-115

16	 Kawashima T, Murakami K, Nishimura I, Nakano T, 
Obata A. A sulfated polysaccharide, fucoidan, en-
hances the immunomodulatory effects of lactic acid 
bacteria. Int J Mol Med 2012; 29: 447-453

17	 Vishchuk OS, Ermakova SP, Zvyagintseva TN. Sul-
fated polysaccharides from brown seaweeds Sac-
charina japonica and Undaria pinnatifida: isolation, 
structural characteristics, and antitumor activity. 
Carbohydr Res 2011; 346: 2769-2776

18	 You R, Wang K, Liu J, Liu M, Luo L, Zhang Y. A 
comparison study between different molecular 
weight polysaccharides derived from Lentinus 
edodes and their antioxidant activities in vivo. 
Pharm Biol 2011; 49: 1298-1305

19	 Gao Y, Li C, Yin J, Shen J, Wang H, Wu Y, Jin H. 
Fucoidan, a sulfated polysaccharide from brown 
algae, improves cognitive impairment induced by 
infusion of Aβ peptide in rats. Environ Toxicol Phar-
macol 2012; 33: 304-311

20	 Jang TR, Kao MF, Chen CH, Hsieh KC, Lai WY, 
Chen YY. Alleviating effects of dehydration under 
no hyperthermia on the immunomodulatory re-
sponse to the polysaccharide fraction from fu-ling 
(Poria cocos) in male collegiate wrestlers. Chin Med 
J (Engl) 2011; 124: 530-536

21	 Ríos JL. Chemical constituents and pharmacologi-
cal properties of Poria cocos. Planta Med 2011; 77: 
681-691

22	 Wang Y, Xu W, Chen Y. Surface modification on 
polyurethanes by using bioactive carboxymethyl-
ated fungal glucan from Poria cocos. Colloids Surf B 
Biointerfaces 2010; 81: 629-633

23	 Huang Q, Zhang L. Solution properties of (1→3)-al-
pha-D-glucan and its sulfated derivative from Poria 
cocos mycelia via fermentation tank. Biopolymers 
2005; 79: 28-38

■同行评价
本文探讨了茯苓
多糖及其衍生物
的结构与抗胃腺
癌活性之间的构
效关系, 具有一定
的开发意义.



www.wjgnet.com

李云桥, 等. 化学修饰的茯苓β-D-葡聚糖结构与抗胃腺癌活性的关系					               1283

24	 Wang Y, Yu Y, Mao J. Carboxymethylated beta-
glucan derived from Poria cocos with biological 
activities. J Agric Food Chem 2009; 57: 10913-10915 

25	 伍海鹰, 陈一明, 林龙, 林友刚, 邱庆安, 刘宁. 体外香
菇多糖对顺铂抑制胃癌细胞增殖的促进作用. 世界华
人消化杂志 2011; 19: 344-348

26	 Ina K, Furuta R, Kataoka T, Kayukawa S, Yoshida 
T, Miwa T, Yamamura Y, Takeuchi Y. Lentinan 
prolonged survival in patients with gastric cancer 
receiving S-1-based chemotherapy. World J Clin On-
col 2011; 2: 339-343

27	 刘芳, 刘靓雯, 蔡云, 王丽娟, 耿越. 马尾松花粉多糖硫
酸酯对肝癌HepG2细胞的诱导分化. 世界华人消化杂
志 2009; 17: 2990-2995

28	 Wang JL, Bi Z, Zou JW, Gu XM. Combination ther-

apy with lentinan improves outcomes in patients 
with esophageal carcinoma. Mol Med Report 2012; 5: 
745-748

29	 张俐娜, 王艺峰, 侯晓华, 李云桥. 抗肿瘤活性茯苓
菌核葡聚糖硫酸酯及其制备方法和用途. 中国专利 
200410013243. 2005-02-23

30	 Wang Y, Zhang M, Ruan D, Shashkov AS, Kilcoyne 
M, Savage AV, Zhang L. Chemical components and 
molecular mass of six polysaccharides isolated from 
the sclerotium of Poria cocos. Carbohydr Res 2004; 
339: 327-334

31	 Huang Z, Ren H, Duan X, Zhang L. Chain confor-
mation and bioactivity of water-soluble polysac-
charide extracted from Rhizoma Panacis Japonici. 
Biopolymers 2010; 93: 383-390

           编辑  张姗姗  电编  鲁亚静  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2012年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》参考文献要求 

本刊讯 本刊采用“顺序编码制”的著录方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排序. 提倡对国内同行

近年已发表的相关研究论文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加方括号注明角码. 文中如列作者姓

名, 则需在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角注码

号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文叙述时, 用与正文同号

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

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

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

卷, 起页-止页, PMID编号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页.



www.wjgnet.com

张瑜红, 唐国都, 许志毅, 蔡莉, 广西医科大学第一附属医院
消化内科 广西壮族自治区南宁市 530021
张瑜红, 主治医师, 在读博士, 主要从事消化系统疾病研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 81060043
广西壮族自治区卫生厅重点课题基金资助项目, No.重200918
作者贡献分布: 张瑜红与唐国都对此文所做贡献均等; 此课题由
张瑜红与唐国都设计; 实验研究过程与数据分析由张瑜红、蔡
莉及许志毅完成; 本论文写作由张瑜红完成.
通讯作者: 唐国都, 教授, 主任医师, 博士生导师, 530021, 广西
壮族自治区南宁市双拥路6号, 广西医科大学第一附属医院消化
内科. tguodu02@yahoo.com.cn
电话: 0771-5356501
收稿日期: 2012-02-27   修回日期: 2012-04-30
接受日期: 2012-05-10   在线出版日期: 2012-05-28

Protective effects of edaravone 
against acute necrotizing 
pancreatitis in rats

Yu-Hong Zhang, Guo-Du Tang, Zhi-Yi Xu, Li Cai

Yu-Hong Zhang, Guo-Du Tang, Zhi-Yi Xu, Li Cai, De-
partment of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital 
of Guangxi Medical University, Nanning 530021, Guangxi 
Zhuang Autonomous Region, China
Supported by: National Natural Science Foundation, No. 
81060043; the Key Project of Guangxi Health Department, 
No. Zhong 200918 
Correspondence to: Guo-Du Tang, Professor, Department 
of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital of Guangxi 
Medical University, 6 Shuangyong Road, Nanning 530021, 
Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China. tguodu02@yahoo.com.cn
Received: 2012-02-27    Revised: 2012-04-30 
Accepted: 2012-05-10    Published online: 2012-05-28

Abstract
AIM: To investigate whether edaravone has pro-
tective effects against acute necrotizing pancre-
atitis (ANP) in rats and to explore the possible 
mechanisms involved. 

METHODS: Ninety male Spraque-Dawley rats 
were randomly and equally divided into sham 
operation group, ANP group and edaravone 
treatment group (EDA group). ANP was in-
duced in rats of the ANP and EDA groups by 
retrograde injection of 1.5% deoxycholate. The 
EDA group was injected with edaravone (6 
mg/kg) via the tail vein immediately after ANP 
induction. The rats were sacrificed 6, 12, and 
24 h after the operation. Pathological changes 
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依达拉奉对大鼠急性坏死性胰腺炎的保护作用

张瑜红, 唐国都, 许志毅, 蔡 莉

®

■背景资料
氧化应激时产生
大量的自由基可
导致脂质、蛋白
质和核酸过氧化, 
细胞膜受损, 造成
胰腺细胞的损伤, 
是急性坏死性胰
腺炎(SAP)发病的
重要机制之一. 这
些提示清除胰腺
炎时过量产生的
氧自由基以及提
高机体抗氧自由
基能力可以减轻
胰腺组织损伤, 改
善病情. 

in the pancreas were observed and graded. Se-
rum levels of amylase, tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α), endothelin-1 (ET-1) and soluble 
intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1), as 
well as malonic dialdehyde (MDA) content and 
superoxide dismutase (T-SOD) activity in pan-
creatic tissue were measured.

RESULTS: Compared to the sham operation 
group, pancreatic pathological scores, serum 
levels of amylase, TNF-α, ET-1 and sICAM-1, 
and the contents of MDA in pancreatic tissue 
were significantly increased, and T-SOD activity 
in pancreatic tissue was significantly decreased 
in the ANP group. Compared to the ANP group, 
pancreatic pathological scores, serum levels 
of TNF-α (6 h: 109.6 ng/L ± 49.0 ng/L vs 190.2 
ng/L ± 46.6 ng/L, 12 h: 405.4 ng/L ± 116.3 ng/L 
vs 559.7 ng/L ± 203.9 ng/L, 24 h: 415.4 ng/L ± 
164.6 ng/L vs 648.7 ng/L ± 222.1 ng/L, all P < 
0.05), ET-1 (6 h: 45.6 ng/L ± 13.5 ng/L vs 66.0 
ng/L ± 16.0 ng/L, 12 h: 83.5 ng/L ± 15.4 ng/L 
vs 96.8 ng/L ± 23.0 ng/L, 24 h: 85.1 ng/L ± 25.8 
ng/L vs 103.9 ng/L ± 28.9 ng/L, all P < 0.05), 
and sICAM-1 (6 h: 0.58 ng/L ± 0.13 ng/L vs 0.78 
ng/L ± 0.14 ng/L, 12 h: 0.78 ng/L ± 0.10 ng/L 
vs 0.94 ng/L ± 0.12 ng/L, 24 h: 0.96 ng/L ± 0.16 
ng/L vs 1.24 ng/L ± 0.30 ng/L, all P < 0.05), and 
the contents of MDA in pancreatic tissue (6 h: 
4.22 nmol/mg prot ± 0.40 nmol/mg prot vs 8.79 
nmol/mg prot ± 0.80 nmol/mg prot, 12 h: 5.90 
nmol/mg prot ± 0.51 nmol/mg prot vs 12.30 
nmol/mg prot ± 1.02 nmol/mg prot, 24 h: 9.10 
nmol/mg prot ± 0.84 nmol/mg prot vs 17.88 
nmol/mg prot ± 1.43 nmol/mg prot, all P < 0.05) 
were reduced, and T-SOD activity was increased 
(6 h: 88.6 U/mg prot ± 7.1 U/mg prot vs 68.8 U/
mg prot ± 10.5 U/mg prot, 12 h: 77.6 U/mg prot 
± 6.8 U/mg prot vs 46.0 U/mg prot ± 8.9 U/mg 
prot, 24 h: 45.5 U/mg prot± 5.3 U/mg prot vs 
27.8 U/mg prot ± 4.3 U/mg prot, all P < 0.05) in 
the EDA group. No significant differences were 
observed in serum levels of amylase between the 
ANP and EDA groups.

CONCLUSION: Edaravone can eliminate the 
excessive generation of oxygen free radicals, 
down-regulate the expression of inflammatory 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中国
医科大学附属第一
医院消化内科; 黄
恒青, 主任医师, 福
建省第二人民医院
消化内科
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cytokines, and reduce tissue injury in rats with 
ANP.

Key Words: Pancreatitis; Oxidative stress; Edar-
avone

Zhang YH, Tang GD, Xu ZY, Cai L. Protective effects of 
edaravone against acute necrotizing pancreatitis in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1284-1289

摘要 
目的: 探讨自由基清除剂依达拉奉对大鼠急
性坏死性胰腺炎的保护作用及其机制.

方法:  9 0 只♂S D 大鼠随机分为假手术组
(SHAM组)、坏死性胰腺炎组(ANP组)、依达
拉奉治疗组(EDA组), 每组30只. SHAM组为
开腹后只翻动十二指肠及胰腺后关腹; ANP组
胰胆管内逆行输注1.5%脱氧胆酸钠制备急性
坏死性胰腺炎模型; EDA组为ANP造模后立
即尾静脉注射依达拉奉(6 mg/kg). 分别于术后
6、12、24 h处死大鼠(每个时点10只), 观察胰
腺病理形态改变并评分; 检测血清淀粉酶、

TNF-α、ET-1、sICAM-1含量; 检测胰腺组
织中丙二醛(MDA)含量及总超氧化物歧化酶
(T-SOD)活力. 

结果: 与ANP组比较, EDA治疗组在胰腺病理
改变、血清TNF-α水平(6 h: 109.6 ng/L±49.0 
ng/L vs 190.2 ng/L±46.6 ng/L, 12 h: 405.4 ng/
L±116.3 ng/L vs  559.7 ng/L±203.9 ng/L, 24 h: 
415.4 ng/L±164.6 ng/L vs 648.7 ng/L±222.1 
ng/L, 均P <0.05)、血清ET-1水平(6 h: 45.6 ng/L
±13.5 ng/L vs 66.0 ng/L±16.0 ng/L, 12 h: 83.5 
ng/L±15.4 ng/L vs 96.8 ng/L±23.0 ng/L, 24 
h: 85.1 ng/L±25.8 ng/L vs  103.9 ng/L±28.9 
ng/L), 血清sICAM-1水平(6 h: 0.58 ng/L±0.13 
ng/L vs  0.78 ng/L±0.14 ng/L, 12 h: 0.78 ng/L
±0.10 ng/L vs  0.94 ng/L±0.12 ng/L, 24 h: 0.96 
ng/L±0.16 ng/L vs  1.24 ng/L±0.30 ng/L, 均
P <0.05)、胰腺组织MDA含量 (6 h: 4.22 nmol/
mg prot±0.40 nmol/mg prot vs 8.79 nmol/mg 
prot±0.80 nmol/mg prot, 12 h: 5.90 nmol/mg 
prot±0.51 nmol/mg prot vs 12.30 nmol/mg prot
±1.02 nmol/mg prot, 24 h: 9.10 nmol/mg prot
±0.84 nmol/mg prot vs 17.88 nmol/mg prot
±1.43 nmol/mg prot)均有不同程度减轻(均
P <0.05), T-SOD活力增强(6 h: 88.6 U/mg prot
±7.1 U/mg prot vs 68.8 U/mg prot±10.5 U/
mg prot, 12 h: 77.6 U/mg prot±6.8 U/mg prot 
vs 46.0 U/mg prot±8.9 U/mg prot, 24 h: 45.5 
U/mg prot±5.3 U/mg prot vs 27.8 U/mg prot
±4.3 U/mg prot, 均P <0.05); 血清淀粉酶变化

无显著差异. 与SHAM组比较, ANP组胰腺组
织病理评分、血清淀粉酶、TNF-α、ET-1、
sICAM-1明显升高, 胰腺组织MDA含量升高, 
T-SOD活力下降, 差异均有统计学意义.

结论: 依达拉奉可以清除坏死性胰腺炎体内
过量生成的氧自由基并减少炎性因子的表达, 
减轻胰腺组织损伤.

关键词: 胰腺炎; 氧化应激; 依达拉奉
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0  引言

重型急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
发病急, 病情变化快, 可导致全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS)和多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS), 其死亡率高达

16%-50%[1-3]. 大量的研究表明在SAP的发病过

程中, 炎性因子及氧自由基的过度释放起着重

要的作用. 因此, 控制炎症介质、氧自由基(oxy-
gen free radicals, OFRs)的过度释放成为阻止轻

症胰腺炎向重症胰腺炎发展的重要手段. 依达

拉奉(edaravone, EDA)是一种合成的自由基清除

和抗氧化剂, 临床研究证实他可减轻缺血再灌

注过程中脑细胞的损伤, 已在急性脑梗死患者

中广泛应用[4,5], 并在急性心肌梗死患者中取得

较好的临床效果[6]. 本研究通过EDA干预急性坏

死性胰腺炎大鼠模型, 观察其在SAP中的作用, 
为其临床应用提供依据.

1  材料和方法 

1.1 材料 90只清洁级♂SD大鼠, 体质量300 g±
20 g, 购自广西医科大学实验动物中心, 大鼠随

机分为假手术组(SHAM组)、坏死性胰腺炎组

(ANP组)、ANP+EDA治疗组, 每组30只. 
1.2 方法

1.2.1 造模及标本采集: 大鼠术前12 h禁食, 不
禁水. 采用10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)腹腔注

射麻醉. SHAM组剖腹后只翻动十二指肠及胰

腺后关腹. ANP组取上腹正中切口开腹, 沿十二

指肠内侧找到胰胆管开口, 在开口对侧肠壁剪

开一小孔, 用24号静脉留置针斜行从小孔进入

肠管, 沿乳头方向探入胆胰管, 同时用无损伤血

管夹分别夹住肝门部胆管和注射针, 按1 mL/kg

■研发前沿
依达拉奉 (EDA)
除了减少氧自由
基的生成, 还参与
调节炎症反应、
基质金属蛋白酶
水平, 一氧化氮的
产生, 细胞凋亡、
细胞坏死等过程.
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逆行注入1.5%脱氧胆酸钠溶液, 1 min注射完

毕, 注射完后仍夹闭维持3 min, 拔出注射针, 松
开血管夹, 确认腹腔无活动性出血后缝合肠壁

及腹腔. EDA组为制备ANP后立即予EDA注射

液(南京先声制药有限公司)6 mg/kg尾静脉注

射. 动物模型建立后, 分别于术后6、12、24 h每
组各取10只大鼠进行实验. 下腔静脉放血处死

大鼠, 留取下腔静脉血4-5 mL保存. 取下腔静脉

血, 4 ℃ 3 000 r/min离心10 min, 分离血清保存

于-20 ℃备用; 剪取部分胰腺组织40 g/L多聚甲

醛固定, 石蜡包埋, 切片及HE染色, 用于光镜观

察组织病理改变; 取新鲜胰腺组织加入冰生理

盐水制成组织匀浆用于检测总超氧化物歧化酶

(total-superoxide dismutase, T-SOD)活力和丙二

醛(malondialdehyde, MDA)含量.
1.2.2 胰腺组织学检查及胰腺病理评分: 胰腺

评分标准参照Kusske等[7]标准. 按胰腺水肿、

出血、坏死及中性粒细胞浸润4项 ,  水肿:  无
改变(0分)、小叶间灶性水肿(1分)、小叶间弥

漫水肿(2分)、小叶广泛分隔(3分)、全小叶分

隔(4分);  出血: 无改变(0分)、实质出血面积

<25%(1分)、实质出血面积为25%-50%(2分)、
实质出血面积为51%-70%(3分)、全小叶分隔(4
分); 坏死: 无改变(0分)、导管周围坏死<5%(1
分)、灶性坏死5%-20%(2分)、弥漫性实质坏死

21%-50%(3分)、严重小叶丧失>50%(4分); 炎
细胞浸润: 无改变(0分)、局限导管内(1分)、实

质内<50%(2分)、实质内51%-75%(3分)、形成

脓肿(4分).

1.2.3 血清淀粉酶(AMS)、TNF-α、ET-1及sI-
CAM-1测定: 采用全自动生化分析仪检测血清

淀粉酶; 采用酶联-免疫双抗体夹心法测定血清

TNF-α、ET-1、sICAM-1含量.
1.2.4 胰腺组织T-SOD活力、MDA含量测定: 取
新鲜胰腺组织制成组织匀浆, 用黄嘌呤氧化酶

法检测T-SOD活力, 硫代巴比妥酸法测定MDA
含量(测试盒购自南京建成生物工程研究所). 全
部操作均严格按照说明书进行.

统计学处理  SPSS13.0统计学软件对实验的

所有数据进行统计学分析, 各组数据用mean±
SD表示, 组间采用单因素方差分析, 以P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 组织病理学改变及评分 SHAM组大鼠腹腔

无积液, 腹腔脏器肉眼观无异常, 光镜下腺泡结

构完整, 偶见水肿或少量炎性细胞浸润. ANP、
EDA组可见不同程度血性或黄色腹水, 胰腺外

观肿胀, 呈暗红或蓝黑色, 表面可见出血点, 光
镜下胰腺小灶性坏死, 胰腺实质、间质内有炎

症细胞浸润或伴局灶性出血, 符合ANP的病理

改变. ANP组及EDA组胰腺病理评分显著高于

SHAM组, EDA组病变较ANP减轻(P <0.05, 表1, 
图1). 
2.2 血清淀粉酶、T N F-α、E T-1及s I C A M-1
水平的变化  A N P、E D A组各时点血清淀粉

酶、TNF-α及sICAM-1均较SHAM组显著升高 
(P <0.01); 血清AMS在ANP组与EDA组同一时点

间差异无显著性; EDA组各时点与ANP组同一

时点比较, TNF-α、ET-1及sICAM-1水平则显著

降低(P <0.05或0.01, 表2).
2.3 胰腺组织T-SOD、MDA测定 ANP组造模后

各时点T-SOD活力较SHAM组显著下降(P <0.01), 
EDA组T-SOD活力各时点高于ANP组(P <0.01或
P <0.05), 但低于SHAM组. MDA含量ANP组各时

点显著高于SHAM组及EDA组(P <0.01), EDA组

表  1  各组胰腺组织病理学评分 (mean±SD, n = 10)

     分组         6 h         12 h          24 h

SHAM组  1.90±0.74   1.70±0.67   1.80±0.79

ANP组 6.50 ±1.08b 10.80±1.93b 11.30±1.57b

EDA组  5.30±0.95bc   9.20±1.32bc 10.30±1.34bc

bP<0.01 vs  SHAM组同一时点; cP<0.05 vs  ANP组同一时点.

A B C

图  1  各组大鼠胰腺组织病理学改变(中倍视野). A: SHAM组24 h胰腺组织切片; B: ANP组24 h胰腺组织切片; C: EDA组24 h

胰腺组织切片.

■相关报道
越来越多的研究
表 明 炎 性 介 质 , 
包 括 氧 自 由 基
(OFRs)及细胞因
子所介导的异常
免疫反应及微循
环障碍在SAP的
发生及发展过程
中起重要作用.
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6 h与SHAM组比较同一时点差异无显著性, 12 h
及24 h组高于SHAM组(P <0.05, 表3, 图2). 

3  讨论 

近年来, 越来越多的研究表明炎性介质, 包括

OFRs及细胞因子所介导的异常免疫反应及微 
循环障碍在SAP的发生及发展过程中起重要作

用[8-11]. 在生理情况下体内存在大量的自由基清

除剂, 自由基在体内很快被清除, 因此, 自由基的

产生和清除是平衡的. 在病理情况下, 如缺血、

缺氧及外伤, 炎症介质诱导的中性粒细胞活化会

导致产生大量的OFRs, 造成广泛的破坏.
SAP时OFRs可能由以下途径产生: (1)糜蛋

白酶原在游离脂肪酸及胰酶作用下, 激活为糜

蛋白酶, 该酶使黄嘌呤脱氢酶(D型)转化为黄嘌

呤氧化酶(O型)代谢, 其在催化次黄嘌呤反应

中产生OFRs[12]; (2)SAP早期就存在胰腺组织灌

注不足、不完全缺血[13], 使得线粒体氧化磷酸

化过程受阻, 维持细胞膜两侧离子浓度梯度的

泵功能衰竭, Ca2+进入细胞内, 激活黄嘌呤氧化

酶, 进而产生OFRs; (3)SAP时腺泡细胞内Ca2+骤

然升高可激活NADPH氧化酶亚单位(p47phox, 
p67phox)由胞浆向胞膜移位, 活化小G蛋白Rac
产生OFRs[14]; (4)SAP时由于异常激活的胰酶、

脂肪酶及胆汁酸使单核/巨噬细胞、中性粒细胞

表  2  各组血清淀粉酶、TNF-α、ET-1及sICAM-1含量 (mean±SD, n  = 10)

     分组 时点   AMS(U/L)  TNF-α(ng/L)  ET-1(ng/L) sICAM-1(ng/L)

SHAM组    6 1556±210   68.8±39.2 31.0±7.8  0.36±0.04

 12 1554±224   57.6±37.8 29.9±7.0  0.38±0.06 

 24 1609±363   66.5±39.7 32.1±10.2  0.40±0.07

ANP组    6 3899±1020b 190.2±46.6b 66.0±16.0a  0.78±0.14b

 12 5841±1508b 559.7±203.9b 96.8±23.0b  0.94±0.12b

 24 5770±1706b 648.7±222.1b 103.9±28.9b  1.24±0.30b

EDA组    6 3822±1071b 109.6±49.0bd 45.6±13.5a  0.58±0.13bc

 12 4660±1304b 405.4±116.3bc 83.5±15.4bd  0.78±0.10bd

 24 4415±1366b 415.4±164.6bc 85.1±25.8bd  0.96±0.16bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  SHAM组同一时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  ANP组同一时点.

表  3  各组大鼠胰腺组织T-SOD活性、MDA含量 (mean±
SD, n = 10)

     分组 时点 T-SOD(U/mg prot) MDA(nmol/mg prot)

SHAM组    6    131.0±17.1       2.75±0.48

 12    128.0±16.8       1.88±0.37

 24    127.7±17.0       2.12±0.42

ANP组    6      68.8±10.5b       8.79±1.70b

 12      46.0±8.9b     12.30±2.02b

 24      27.8±4.3b     17.88±2.43b

EDA组    6      88.6±7.1ac       4.22±0.95d

 12      77.6±6.8bd       5.90±1.02bd

 24      45.5±5.3bd       9.10±1.54ad

aP<0.05, bP<0.01 vs  SHAM组同一时点; cP<0.05, dP<0.01 vs  

ANP组同一时点.

图  2  各组胰腺组织T-SOD活性和MDA含量的变化. A: T-SOD活性; B: MDA含量.
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■应用要点
EDA可以有效的
抑制体内脂质过
氧 化 反 应 ,  减 少
氧自由基的生成, 
保护机体抗氧化
能 力 ,  同 时 显 著
降低重型SAP促
炎性因子的生成, 
减轻胰腺病理损
伤 ,  具 有 一 定 的
抗炎作用.
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“呼吸爆发”, 在补体、白三烯或内毒素等的

刺激下释放OFRs. 氧自由基及其衍生物通过脂

肪酸过氧化作用可直接造成类脂膜破坏及溶酶

体膜破坏, 对胰腺损害起着重要作用. 研究表明, 
在SAP的早期阶段, 因为抗氧化系统耗尽, 过度

OFRs释放可损害毛细血管内皮细胞, 增加毛细

血管的通透性, 并提高ICAM-1所介导的白细胞

-内皮细胞相互作用, 从而诱发胰腺微循环障碍, 
加重胰腺损伤[15,16]. 因此, OFRs的产生和清除进

程的不平衡是导致胰腺损害加重的重要因素[17].
在一些疾病和  组织损伤的动物模型中, 证实

了EDA除了减少氧自由基的生成, 还参与调节

炎症反应、基质金属蛋白酶水平, 一氧化氮的

产生, 细胞凋亡、细胞坏死等过程[18-20]. 我们的

研究表明, EDA可以有效的抑制体内脂质过氧

化反应, 减少氧自由基的生成, 保护机体抗氧化

能力, 同时显著降低SAP促炎性因子的生成, 减
轻胰腺病理损伤, 具有一定的抗炎作用.

本实验中我们采用脱氧胆酸钠逆行注入胰

胆管, 制备坏死性胰腺炎模型, 病理结果显示胰

腺组织具备腺泡细胞颗粒样凝固性坏死等坏死

性胰腺炎病理改变. 在我们的实验中, EDA治疗

组胰腺病理评分较ANP组显著降低(P <0.05), 病
理切片中观察到EDA组胰腺的中性粒细胞的浸

润明显减少, 胰腺损伤程度较ANP组有所减轻.
TNF-α在SAP的发病机制中起始动作用, 可

诱发IL-1、IL-6、IL-8等其他细胞因子的产生, 
引起连锁和放大的“瀑布效应”, 致使全身炎

症反应及组织损伤[8,21,22]. SAP时组织缺血、缺

氧、感染等因素可导致内皮细胞损伤, ET-1大量

表达并释放入血, 导致胰腺微血管持续痉挛, 微
小动静脉收缩、加重胰腺缺血, 降低胰腺血流

灌注[23]. sICAM-1可介导白细胞与血管内皮细胞

的黏附及白细胞穿出血管壁, 从而对周围组织

的炎症反应及损伤起重要作用. 我们的研究表

明ANP组血清TNF-α、ET-1、sICAM-1在造模

6 h后3者即显著高于假手术对照组, 并且随时间

延长呈增高趋势或持续高水平表达, 说明炎性

因子的过度释放、内皮功能的活化导致的微循

环障碍及白细胞-内皮细胞的相互作用参与了

ANP的发病过程, 国内外的研究也表明TNF-α、
ET-1、sICAM-1在胰腺炎的发病中起重要作用, 
与胰腺炎的严重程度密切相关[24-26]. 我们的实验

观察到EDA治疗组血清ET-1、sICAM显著降低, 
说明EDA可以使血管内皮功能受到保护, 减轻

胰腺的缺血、缺氧程度. 这与国外的研究结果

一致[27,28]. 其可能机制为: (1)EDA可在mRNA水

平下调前炎性因子TNF-α表达[29], 这在一定程度

上遏制了炎症的级联反应, 减少了炎性因子的

过度释放导致的胰腺损伤; (2)前列腺素I2(PGI2)
是血管松弛剂, 可抑制血小板变形、黏附作用

及白细胞激活, 保护溶酶体, 防止溶酶体向组

织内释放造成胰腺损伤. 而EDA可以刺激前列

腺素类物质生成, 从而抑制血小板的聚集, 拮
抗ET-1收缩血管作用, 减轻了胰腺微循环障碍; 
(3)EDA可以降低黏附分子的表达, 减少白细胞

的黏附聚集及游出, 从而减轻组织损伤.
SOD是具有清除OFRs功能的一种酶, 可对

抗与阻断OFRs对细胞造成的损害, 并及时修复

受损细胞, 修复OFRs造成的细胞伤害, SOD活力

的高低反应了机体清除OFRs的能力. MDA是氧

自由基攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸, 引发

脂质过氧化作用的代谢产物, 其含量反应了机

体内脂质过氧化损伤的程度. 通过SOD与MDA
的结果分析可反应机体受OFRs攻击的严重程

度. 我们的实验结果显示ANP组MDA水平较

SHAM组显著升高, SOD活力显著下降, 而EDA
治疗组在发病早期就能使MDA含量显著降低, 
T-SOD活力明显提高(P <0.05), 说明EDA在急性

坏死性胰腺炎中能明显减少氧自由基的产生, 
提高机体清除氧自由基的能力.

EDA作为一种新型的氧自由基清除剂, 在
大鼠坏死性胰腺炎模型中可有效减少机体氧自

由基, 提高抗氧化能力, 同时降低促炎因子水平, 
对胰腺的保护具有多效性.
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Abstract
AIM: To observe the effect of Fagopyrum cymo-
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金荞麦提取物对IBS大鼠脊髓镇痛的干预机制

刘丽娜, 孙志广, 张雪梅, 周 梁, 田 超, 陈 利, 邵 铭, 史会连, 郭海燕

®

■背景资料
临床已发现金荞
麦对肠易激综合
征(IBS)患者的腹
痛、腹泻及腹胀
均有较好疗效, 且
其重要成分原花
青素多聚体、黄
酮类物质均有研
究发现有镇痛的
作 用 .  5 - 羟 色 胺
(5-HT)及其受体
广泛存在于中枢
和肠道神经系统, 
参与调解IBS的慢
性痛觉过敏. 

sum extracts (Fag) on visceral hypersensitivity 
in rats with irritable bowel syndrome (IBS)-like 
colon irritation (CI) and to explore the possible 
mechanisms involved. 

METHODS: IBS-like models were created using 
neonatal CI method. CI adult rats were given Fag 
intragastrically for 2 wk, and visceral sensitivity 
was then evaluated using abdominal withdrawal 
reflex (AWR) score. The expression of 5-hydroxy-
tryptamine (5-HT) in the spinal cord was detected 
by immunohistochemistry and that of 5-HT1A re-
ceptor (5-HT1AR) and 5-HT3A receptor (5-HT3AR) 
was detected by Western blot.

RESULTS: Compared to control rats, AWR 
scores in CI rats were significantly increased (20 
mmHg: 0.625 ± 0.518 vs 1.333 ± 0.778; 30 mmHg: 
0.750 ± 0.463 vs 1.667 ± 0.888; 40 mmHg: 1.125 ± 
0.641 vs 2.000 ± 0.739; 50 mmHg: 1.500 ± 0.926 
vs 2.583 ± 0.793; 60 mmHg: 2.125 ± 0.991 vs 3.083 
± 0.669; all P < 0.05). In the spinal cord, the ex-
pression of 5-HT and 5-HT3AR was enhanced 
and that of 5-HT1AR expression was reduced 
in CI rats compared to control rats (all P < 0.01). 
Fag at a high dose could markedly reduce AWR 
scores (20 mmHg: 0.250 ± 0.002; 30 mmHg: 0.875 
± 0.044; 40 mmHg: 1.250 ± 0.036; 50 mmHg: 
1.875 ± 0.050; 60 mmHg: 2.625 ± 0.037; all P < 
0.05), down-regulate the expression of 5-HT 
and 5-HT3AR, and up-regulate the expression 
of 5-HT1AR (all P < 0.05) in spinal cord (P < 0.05) 
in CI rats. Fag at a low dose had no significant 
effect on CI rats.

CONCLUSION: Fag can exert an analgesic role 
in IBS-like CI rats by regulating 5-HT and its re-
ceptors in the spinal cord.

Key Words: Fagopyrum cymosum extracts; Irritable 
bowel syndrome; 5-hydroxytryptamine; 5-hydrox-
ytryptamine 1A receptor; 5-hydroxytryptamine 3A 
receptor
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Shao M, Shi HL, Guo HY. Analgesic mechanisms of 
Fagopyrum cymosum extracts in rats with irritable bowel 
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■研发前沿
研 究 表 明 ,  I B S
患者肥大细胞活
化 ,  引 起 多 种 组
织胺、5-HT、P
物 质 等 释 放 ,  作
用于初级传入纤
维 上 的 受 体 ,  如
5-HT3R, 增强神
经介导的胃肠道
运动与分泌增加, 
引起内脏痛觉刺
激, 导致腹痛.

摘要

目的: 观察金荞麦(Fagopyrum cymosum , 
Fag)提取物对肠易激综合征(irritable bowel 
syndrome, IBS)样结肠刺激(colon irritation, CI)
模型内脏高敏感性的改善作用以及对动物脊
髓背角内5-HT及其受体的影响.

方法: 采用结肠刺激新生期乳大鼠来制作IBS
样CI模型. CI大鼠成年后给予口服Fag 2 wk, 
并用腹壁撤退反射(AWR)评分来评价给药后
CI大鼠内脏高敏感性的变化, 取大鼠脊髓用免
疫组织化学法观察5-HT免疫染色, 用蛋白印
迹法检测5-HT1A受体(5-HT1AR)、5-HT3A受
体(5-HT3AR)表达.

结果: 和对照组比, CI组大鼠AWR评分明显增
高(20 mmHg: 0.625±0.518 vs  1.333±0.778; 
30 mmHg: 0.750±0.463 vs  1.667±0.888; 
40 mmHg: 1.125±0.641 vs  2.000±0.739; 
50 mmHg: 1.500±0.926 vs  2.583±0.793; 
60 mmHg: 2.125±0.991 vs  3.083±0.669; 均
P <0.05); 且脊髓内5-HT染色度增加(11.250±
4.833 vs  21.125±7.827, P <0.01), 5-HT3A受体
表达升高(179.038±29.786, P <0.01), 5-HT1A
受体则表达降低(64.523±16.873, P <0.01); 高
剂量Fag可降低CI大鼠AWR评分(20 mmHg: 
0.250±0.002; 30 m m H g: 0.875±0.044; 
40 mmHg: 1.250±0.036; 50 mmHg: 1.875±
0.050; 60 mmHg: 2.625±0.037; 均P <0.05), 并
下调脊髓内5-HT(13.375±5.579, P <0.05)和
5-HT3AR的表达(114.200±20.983, P <0.05), 上
调5-HT1AR的表达(93.008±13.523, P <0.05); 
低剂量Fag则对CI大鼠的影响不明显.

结论: Fag对IBS样CI大鼠有镇痛作用, 并通过
调节其脊髓内5-HT及其受体来改善痛觉过敏.

关键词: 金荞麦提取物; 肠易激综合征; 5-羟色胺; 

5-羟色胺1A受体; 5-羟色胺3A受体
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的多

种发病机制中, 内脏高敏感性(visceral hypersen-
sitivity)即结肠对机械刺激出现内脏痛阈水平下

降, 结直肠及躯体出现的痛觉过敏(hyperalgesia)
是其最重要的特性[1]. 5-羟色胺(5-hydroxytrypta-

mine, 5-HT)作为单胺类神经递质, 广泛存在于中

枢和肠道神经系统, 他可作用于7种5-HT受体发

挥不同效应. 其中5-HT1A、5-HT2A、5-HT3、
5-HT7受体均参与调节慢性痛[2], 并与IBS的内脏

高敏感性密切相关. 目前针对IBS特异性5-HT3
受体(5-HT3 receptor, 5-HT3R)拮抗剂如阿洛司琼

(alosetron)、格拉司琼(granisetron)等, 虽可改善

IBS患者痛阈, 减轻腹痛腹胀, 但其作用靶点单一, 
并有严重的心血管不良反应, 因此限制了其在临

床的推广应用. 所以, 寻找对IBS敏化中枢有保护

作用的多靶向天然药物越来越成为研究的热点. 
金荞麦(Fagopyrum cymosum , Fag)具有清

热解毒、解痉止痛、健脾利湿的作用. 临床上

主要用于治疗肺脓疡, 近年来也发现对痛经、

腹痛有较好治疗作用[3]. 孙志广教授通过临床实

践, 发现金荞麦对IBS患者的腹痛、腹泻及腹胀

均有较好疗效, 并有金荞麦治疗IBS专利1项[4]. 
金荞麦提取物的主要活性成分是原花色素类缩

合鞣质及其前体混合物[5], 还有黄酮类、多糖类

成分. 相关研究表明, 巴豆属树皮(croton celtidi-
folius bark)提取的原花青素二聚体和多聚体对

化学、物理刺激产生的内脏痛和躯体痛都有镇

痛作用[6]. 而黑茶多酚提取物茶红素[7]对IBS有
止泻作用, 并可能调节5-HT3R. 而黄酮代表槲皮

素(quercetin)[8]、芸香苷(rutin)[9]及金丝桃甙(hy-
peroside)[10]均有一定的炎性镇痛作用. 且槲皮素

能浓度依赖性地抑制爪蟾卵母细胞上5-HT3AR
电流[11]. 所以推测金荞麦可能通过5-HT相关受

体对IBS有痛觉改善作用. 本实验以结肠刺激

(colon irritation, CI)IBS样大鼠为研究对象, 观察

模型中痛觉通路脊髓上的5-HT及5-HT1AR、

5-HT3AR的功能状态, 并用一定浓度Fag干预模

型观察其变化, 初步探讨可能的机制. 

1  材料和方法 

1.1 材料 新生Sprague-Dawley大鼠, 体质量5-6 g. 
由上海斯莱克动物中心提供(生产许可证号 : 
SCXK(沪)2011-0005). 为避免雌激素对痛觉敏感

性的影响, 我们只选取♂大鼠. 乳大鼠每8-10只
与哺乳母鼠1笼. 动物自由进食与饮水, 保持昼

夜节律各12 h. 金荞麦浸膏(50%乙醇提取, 主要

有效成分为原矢车菊素B-2(procyanidin B2), 含
量为598.02 μg/g, 南通精华制药股份有限公司提

供), 匹维溴铵(pinaverium bromide, 苏威制药有

限公司), DBA显色剂(北京博奥森公司), 兔抗鼠

一抗5-HT(Proteintech Group公司, 美国)、兔抗
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■创新盘点
本文初步研究发
现IBS样CI模型大
鼠的脊髓内5-HT
的 免 疫 表 达 ,  以
及 5 - H T 1 A R 和
5-HT3AR的表达
变 化 ,  并 研 究 了
Fag对模型动物脊
髓内这些痛觉信
号的影响.

鼠一抗5-HT1AR、兔抗鼠一抗5-HT3AR(Abcam
公司, 美国), 羊抗兔二抗I g G(S a n t a C r u z公
司, 美国), IRDye800荧光标记的羊抗兔二抗

IgG(Rockland公司, 美国); GAPDH(Bioworld公
司, 美国), BCATM试剂盒(Pierce, 上海玉博生物科

技). 血管成形术导管(Cordis公司, 美国)、纤维

素膜(Gelman Laboratory, 美国, 孔径0.22 μm)、
显微镜(Nikon 80i, 日本)、LI-COR Odyssey In-
frared凝胶成像系统. 
1.2 方法

1.2.1 CI模型的制备和实验流程: 新生期CI大鼠

模型建立方法参照Al-chaer[12]: 在乳大鼠出生

后8-21 d清醒状态下, 将血管成形术导管(直径

3 mm, 长度20 mm)从肛门插入降结肠行结肠扩

张(colorectal distension, CRD)术. 留置1 min, 间
隔30 min再刺激1次. 对照组乳大鼠只捉拿而不

行结肠刺激. 出生后第22天断奶, 之后4 wk内
不进行任何操作. 直至第7-8周龄大鼠体质量达

180 g后, 给予各组动物生理盐水或药物2 wk, 至
10-11周龄先评价各组动物内脏敏感性的变化. 
最后取各组大鼠组织标本检测指标. 
1.2.2 腹壁回撤反射评定: 目前国际公认用腹壁

撤退反射(abdominal withdrawal reflex, AWR)来
鉴定IBS模型或衡量模型动物的内脏敏感性. 实
验前禁食不禁水12-18 h. 乙醚麻醉大鼠, 将刺激

球囊(乳胶手套制成, 直径2.5 cm, 长4.0 cm), 自
肛门植入降结肠内(气囊末端距肛门1 cm, 另一

端连接血压计), 露出部分在大鼠尾根部固定, 以
防滑脱. 待大鼠清醒后放透明有机玻璃笼(18 cm
×5 cm×7 cm)内. 待动物清醒30 min后开始球

囊内注气并记录. 分别给予20、30、40、50、
60、70、80 mmHg压力, 观察结肠扩张反应. 每
次扩张持续20 s, 间歇2 min, 每个强度重复3次, 
取平均值. AWR评分标准参照Al-chaer[12]: 无行

为反应, 0分; 给予刺激后大鼠有动作停顿后并

见头部有短暂的运动, 1分; 刺激期间见有腹部

肌肉收缩, 2分; 如有腹部抬起行为, 3分; 身体拱

起, 并抬起盆腔和阴囊者, 4分. 
1.2.3 动物及分组: 造模结束后, 将模型组大鼠随

机分成4组: 即模型对照组、阳性对照药匹维溴

铵组0.02 g/kg、Fag低剂量组6 g/kg和高剂量组

24 g/kg. 另取同窝大鼠作正常对照, 每组8-10
只. 各组每天分别给予相应药物灌胃, 灌胃容

积10 mL/kg, 每天1次, 连续2 wk. 正常组和模型

CI组给予以等容量生理盐水. 
1.2.4 免疫组织化学染色: 用戊巴比妥钠(40 mg/kg, 

腹腔内注射)麻醉大鼠, 开胸经左心室插管至升

主动脉, 先以4 ℃生理盐水冲净血液, 再以4 ℃
的4%多聚甲醛灌注固定1 h. 取动物腰骶段脊髓

(L5–S1)于灌注液中固定24 h. 30%蔗糖沉底保

存, OCT包埋. 脊髓横行剖面切片, 片厚4 μm. 
用SP法进行免疫组织化学染色. 一抗、二抗均

1∶200稀释. 各组随机取8张片子观察, 选择腰

骶段脊髓(L5–S1)背角高倍视野(×400)下, 用Im-
age J软件统计视野中阳性细胞数(选取3个不同

视野计数后取平均值). 
1.2.5 Western blot: 大鼠脱颈致死后, 快速取出

腰骶段脊髓(L5–S1)于液氮中保存. 用匀浆器将

组织匀浆, 每100 mg样本加500 μL裂解液, 离心

(12 500 r/min, 15 min, 4 ℃)后取上清. 蛋白定量

用BCA试剂盒检测. 煮样5 min, 4 ℃保存. 再取

等分上清, 含匹配50 μg蛋白量, SDS-PAGE中
分离电泳. 然后转膜、染色、剪膜、脱色、封

闭、洗膜. 1∶1 000稀释一抗后孵育, 4 ℃震荡

过夜; 1∶5 000稀释二抗后, 37 ℃下振摇90 min. 
GAPDH按1∶1 000稀释作为内参对照. 

统计学处理 所获取数据用SPSS18.0 fo r 
windows软件统计处理, 以mean±SD表示. 方差

齐性检验用方差分析(ANOVA), 两两比较采用t
检验. 用GraphPad-InStat version 5.01软件画图. 
P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 Fag对CI大鼠内脏高敏感性的影响 同一CRD
水平(20-60 mmHg)下的AWR评分, 同周龄的

对照组和模型组大鼠有显著性差异(20 mmHg: 
0.625±0.518 vs  1.333±0.778; 30 mmHg: 0.750
±0.463 vs  1.667±0.888; 40 mmHg: 1.125±
0.641 vs  2.000±0.739; 50 mmHg: 1.500±0.926 
vs  2.583±0.793; 60 mmHg: 2.125±0.991 vs  3.083
±0.669; 均P <0.05, 图1). 证实CI大鼠存在内脏

敏化, 且不受盐水等灌胃因素的影响. 与同周龄

的模型大鼠比, Fag低剂量组的AWR评分仅在

CRD 20 mmHg压力下显著下降(20 mmHg: 0.500
±0.534; P <0.05); 而Fag高剂量治疗组的AWR
评分在CRD 20-60 mmHg压力下均有显著下降

(20 mmHg: 0.250±0.002; 30 mmHg: 0.875±
0.044; 40 mmHg: 1.250±0.036; 50 mmHg: 1.875
±0.050; 60 mmHg: 2.625±0.037; 均P<0.05); 而
匹维溴铵组的AWR评分在CRD 20-70 mmHg压
力下, 也均显著下降, 且差异更明显(20 mmHg: 
0.333±0.003; 30 mmHg: 0.556±0.006; 40 mmHg: 
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■应用要点
从动物模型验证
了Fag对IBS有一
定的治疗意义, 并
且是通过脑肠轴
的脊髓内痛觉相
关信号起作用. 为
进一步研究金荞
麦在脊髓内的镇
痛机制打开思路, 
为下一步金荞麦
的临床应用奠定
了理论基础.

1.111±0.024; 50 mmHg: 1.667±0.021; 60 mmHg: 
2.333±0.023; 70 mmHg: 2.778±0.040; P<0.05, 图2). 
2.2 Fag下调CI大鼠脊髓背角5-HT免疫组织化学

染色 5-HT阳性神经元细胞主要为胞质棕黄色

染色(图3). 在对照组, 5-HT阳性细胞主要分布

于脊髓背角的Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ、Ⅹ区, 表达量较少

且胞体较小; 而CI模型组脊髓背角5-HT阳性细

胞数量增多、胞体增大、染色加深, 且阳性细

胞数量与对照组比明显增加(11.250±4.833 vs  
21.125±7.827, P <0.01). 而与模型组比, Fag高剂

量可明显下调5-HT阳性细胞数在脊髓背角的表

达(13.375±5.579, P <0.05); Fag低剂量可在一定

程度上降低5-HT阳性细胞的染色度, 但对其数

量的改变无显著性差异(15.625±5.951, P >0.05); 
匹维溴铵可在一定程度上降低5-HT阳性细胞胞

体大小, 但是对其阳性细胞的数量改变亦无显

著性差异(19.750±4.367, P >0.05, 图4). 
2.3 Fag对CI大鼠脊髓背角5-HT1AR、5-HT3AR
蛋白印迹表达的影响 与对照组相比, CI模型组脊

髓背角5-HT1AR蛋白表达下降(64.523±16.873 
vs  100, P <0.01), 而5-HT3AR蛋白表达则明显升

高(179.038±29.786 vs  100, P<0.01, 图5). Fag表
现出一定的调节作用, 与模型组比, Fag低剂量

对5-HT1AR、5-HT3AR表达趋势影响不明显

(5-HT1AR: 65.678±19.268; 5-HT3AR: 196.683
±21.020, P >0.05); 但Fag高剂量则可显著升高

5-HT1AR表达(93.008±13.523, P <0.05), 显著降

低5-HT3AR的表达(114.200±20.983, P <0.05), 
使二者接近正常组(P >0.05, 图6). 

3  讨论

脊髓背角(spinal dorsal horn)是感觉信息整合的

初级中枢, 他由初级感觉传入神经、中间神经

元、脊髓投射神经元和脊髓下行纤维构成了神

经网络[13]. 而腰骶段脊髓的生化改变及受体功

能异常是IBS产生的病理基础[14]. 既往研究表明, 
IBS患者体内5-HT水平增高[15], 而5-HT对痛觉信

号的下行通路起双重调控作用: 电化学促进脊

髓内5-HT释放并作用于脊髓内5-HT1A受体产

生镇痛作用[16,17]. 而机械性刺激或神经损伤导致

神经可塑性变化, 5-TH作用于5-HT3受体, 发挥

加强痛觉过敏的作用[18]. 5-HT1A受体分自身受

体(突触前膜受体)和突触后膜受体两种, 突触

后的5-HT1A受体主要在脊髓丘脑束神经元浅

层[19]、脊髓背角椎板深层Ⅹ区[20]和脊髓GABA
能中间神经元[21]. 慢性痛觉过程主要由突触后膜

5-HT1A受体激动产生镇痛效应, 而前膜受体已

脱敏[22]. 人脑成像亦表明, 5-HT1A受体高表达的

受试者, 在冷压痛试验(a cold pressor pain test)中
对痛觉强度的感受性较低[23]. 所以众多研究表

明激动5-HT1A受体有较强的镇痛效果[24,25]. 而
5-HT3受体在脊髓内主要分布在后角浅层的兴

奋性中间神经元[26]和NK1投射神经元所在的Ⅰ

/Ⅲ区域内[27]. 他有1A、1B两种亚基, 在外周主

要是加强伤害性刺激, 与Kawamata等[28]的研究

结果不同, 更多实验阐明, 中枢性痛及慢性痛在

传导机制中, 5-HT3受体激活起到敏化脊髓神经

元和易化脊髓活性增强的作用[29], 且不参与急性

痛觉过程[30]. 中枢性的5-HT3受体抑制剂昂丹司

琼(Ondansetron)[31]、托烷司琼(tropisetron)[32]和

多拉司琼(dolasetron)[33]均有抗神经性痛的作用. 
本实验用Al-Chaer's法成功制造IBS样内脏

高敏感CI模型, 且CI模型属于机械刺激的慢性痛

觉模型, 在新生期使大鼠感觉神经发生可塑性变

化, 导致痛觉过敏具有不随时间变化的稳定性[12]. 
且发现IBS样CI模型大鼠的脊髓内5-HT免疫染

色较对照组显著增高, 和以往报道一致. Western 
blot又表明CI大鼠脊髓内5-HT3受体亚型中的

5-HT3A蛋白表达升高, 而5-HT1A蛋白表达降低, 
这与5-HT在脊髓下行通路中增强痛觉过敏的作
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用相呼应. 说明机械刺激产生了高水平5-HT, 后
者与高水平的5-HT3受体作用产生的易化痛觉

效应较强, 而与低表达的5-HT1A受体作用产生

的抗痛效应较弱, 最终模型表现为内脏痛觉过

敏. 实验中用药物Fag干预后, 可缓解一定CRD压

力下CI大鼠的痛觉过敏, 并呈现一定的剂量依赖

性. 首先Fag降低脊髓内升高的5-HT表达, 其次上

调了模型中降低的5-HT1A受体蛋白表达, 最后

又下调了模型中增高的5-HT3A受体表达. 
总之, Fag中以单宁类成分原矢车菊素B-2为

主的多种物质可能通过抗炎、抗氧自由基保护

神经细胞膜, 阻止神经递质5-HT产生和释放; 同
时也可能通过上游信号通路, 一方面拮抗配体型

受体5-HT3A表达, 另一方面促进G蛋白偶联体

超家族的5-HT1A受体表达, 在脊髓内从多个靶

点、多个途径改善IBS模型的痛觉过敏, 起到镇

痛治疗作用. 但确切的机制还需进一步深入研究. 

志谢 感谢孔悦与胡玉转同志在本实验中给予的

大力帮助.

■名词解释
金荞麦: 我国民间
常用的一种中草
药 ,  药用其根茎 . 
性平、微凉、味
苦、酸涩, 归肺、
胃、脾经. 具有清
热 解 毒 ,  健 脾 止
泻 ,  祛 风 活 血 祛
痰除湿、收敛止
血、润肺补肾、
软坚散结等功效. 
现代药理学研究
证 明 ,  金 荞 麦 成
分中的单宁类物
质有较强的抗氧
化、抗酶、免疫
调节、抗炎、抗
癌作用. 
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图  3  Fag干预后大鼠脊髓5-HT阳性细胞的表达(×400). A: 正常组; B: CI模型组; C: Fag 6 g/kg组; D: Fag 24 g/kg组; E: 匹维

溴铵组.
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5-HT1AR

5-HT3AR
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图  5  大鼠脊髓背角5-HTR的Western blot表达. A: 正常组; 

B: CI模型组; C: Fag 6 g/kg组; D: Fag 24 g/kg组; E: 匹维溴

铵组.
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图  6  5-HTR蛋白表达的相对灰度. bP<0.01, CI组 vs  对照组; 
cP<0.05, Fag 24 g/kg组 vs  CI组.
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■同行评价
本研究立题有依
据, 方法先进, 动
物模型规范, 对照
组设计合理, 结果
可信 ,  论点明确 , 
对临床IBS的研究
和治疗有一定的
参考意义.
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Abstract
AIM: To obtain differentially expressed proteins 
in esophageal cancer in Xinjiang Kazakh patients 
by using a comparative proteomic method to 
provide clues to early diagnosis and therapy of 
this malignancy.

METHODS: Two-dimensional gel electropho-
resis (2-DE) and matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry 
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HspB1在新疆哈萨克族食管癌组织中的表达
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■背景资料
食管癌是人类最
常见的消化系恶
性肿瘤之一, 我国
是食管癌高发地
区, 5年生存率不
到15%. 新疆是我
国食管癌高发区
之一, 尤其是哈萨
克族居民的发病
率 最 高 ,  是 新 疆
的民族特高发疾
病, 其发病率高达
155.9/10万, 远高
于同地区其他民
族(22.3/10万). 

(MALDI-TOF-MS) were utilized for the identi-
fication of proteins differentially expressed be-
tween cancer and adjacent non-cancerous tissue. 
The differential expression of HspB1 was further 
verified by RT-PCR.

RESULTS: Overexpression of HspB1 protein 
was noted in esophageal cancer; however, its 
mRNA expression showed no significant dif-
ference between cancer tissue and normal tis-
sue (2.18 ± 3.98 vs 3.06 ± 4.69, P > 0.05). HspB1 
mRNA expression had no correlation with depth 
of invasion, clinical stage, or degree of differen-
tiation (all P > 0.05). The percentage of samples 
showing higher HspB1 expression in esophageal 
cancer than in normal tissue, in patients with T3 
to T4 cancer than in those with T1 to T2 cancer, 
and in those with high-differentiation cancer 
than in those with low-differentiation cancer.

CONCLUSION: Our finding suggests that 
HspB1 expression may be regulated by several 
different mechanisms during the infiltration and 
differentiation of esophageal cancer. 

Key Words: Heat shock 27 kDa protein 1; Compara-
tive proteomics; Esophageal cancer
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摘要  
目的: 寻找与新疆哈萨克族食管癌发生、发
展密切相关的基因, 为早期诊断和治疗提供依
据. 

方法: 利用二维凝胶电泳(2-DE)和基质辅助激
光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)
技术联用检测出新疆哈萨克族食管癌癌组织
与远端正常组织的差异表达蛋白. 对其中的
HspB1基因进行RT-PCR验证. 

结果: 2-DE结果显示新疆哈萨克族食管癌患
者癌组织和远端正常组织在蛋白质水平有显
著增高, 而其mRNA表达在癌组织中为2.18±

■同行评议者
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■研发前沿
蛋白质组学被认
为是基因组时代
一种高通量同时
可研究疾病发生
发展全过程中整
体蛋白质的变化
的 重 要 技 术 .  随
着蛋白组学的发
展 ,  从 蛋 白 水 平
研究肿瘤的发病
机 制 成 为 热 点 , 
为寻找肿瘤分子
标志物及新的治
疗靶点提供了良
好的技术平台.

3.98, 正常组织为3.06±4.69, 并无显著升高
(P >0.05), 且与浸润深度、临床分期、分化程
度无关(P >0.05), 但HspB1的表达量在浸润深
度组, T1-T2期T>N为7/11(63.6%), 而T3-T4期
T>N仅为14/37(37.8%); 在分化程度组, 低分
化期T>N为5/9(55.6%), 中高分化期T>N仅为
16/39(41%). 随着浸润深度和分化程度的逐步
加深, 由T>N向T<N变化. 

结论: 本研究提示HspB1的表达在哈萨克族食
管癌的浸润、分化中可能受多种因素的调控, 
也由此说明哈萨克族食管癌的发生发展有着
特殊的机制. 

关键词: 热休克蛋白B1; 比较蛋白质组学; 食管癌
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0  引言

食管癌是人类最常见的消化系恶性肿瘤之一, 
我国是食管癌高发地区, 5年生存率不到15%[1]. 
新疆是我国食管癌高发区之一, 尤其是哈萨克

族居民的发病率最高, 是新疆的民族特高发疾

病, 其发病率高达155.9/10万, 远高于同地区其

他民族(22.3/10万)[2]. 蛋白质组学被认为是基因

组时代一种高通量同时可研究疾病发生发展全

过程中整体蛋白质变化的重要技术[3-7]. 本研究

目的是使用二维凝胶电泳(2-dimensionelectro-
phoresis, 2-DE)和基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱(matrix-assisted laser desorption/ionization 
time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF-
MS)技术联用检测新疆哈萨克族食管癌患者癌

组织和远端正常组织, 获得差异表达基因, 扩大

样本量进一步验证差异基因的表达水平, 为新

疆哈萨克族食管癌的早期诊断和预防提供可用

的分子标记. 

1  材料和方法

1.1 材料 48对匹配的哈萨克族食管癌患者癌组

织及相距6 cm以上的远端无癌正常组织, 取自新

疆医科大学附属肿瘤医院2008-01/06收治的病

例, 均为鳞癌, 其中男34例, 女14例, 年龄在35-67
岁之间. 提取的组织经冷PBS洗涤后放入液氮中

保存备用. 标本组织学分级: 组织高中分化39例, 
低分化9例; 浸润深度T1+T2共11例, T3+T4共37
例; TNM分期Ⅰ-Ⅱa期14例, Ⅱb-Ⅲ期34例.

1.2 方法

1.2.1 2-DE: 按文献[8]的方法进行操作. 
1.2.2 MALDI-TOF鉴定单个蛋白质: (1)胶内酶解

及Ziptip脱盐: 每个胶粒切碎后放入Eppendorf管
中, 每管加入200-400 μL 100 mmol/L NH4HCO3/
30%ACN脱色, 冻干后, 加入5 μL 2.5-10 μg/L测
序级Trypsin(Promega)溶液(酶与被分析蛋白质质

量比一般为1∶20-1∶100), 37 ℃反应过夜(20 h
左右); 吸出酶解液, 转移至新EP管中, 原管加入

100 μL 60% ACN/0.1%TFA, 超声15 min, 合并前

次溶液, 冻干; 若有盐, 则用Ziptip(millipore)进行

脱盐; (2)质谱分析: 样品与5 g/L HCCA基质1∶1
混合后, 用4800串联飞行时间质谱仪(4800 Plus 
MALDI TOF/TOFTM Analyzer, Applied Biosys-
tems, USA)进行质谱分析, 激光源为355 nm波长

的Nd:YAG激光器, 加速电压为2 kV, 采用正离子

模式和自动获取数据的模式采集数据, PMF质量

扫描范围为800-4 000 Da, 选择信噪比>50的母

离子进行二级质谱(MS/MS)分析, 每个样品点上

选择8个母离子, 二级MS/MS激光激发2 500次, 
碰撞能量2 kV, CID关闭; (3)数据库检索: 将肽质

量指纹数据通过因特网在蛋白质序列库中进行

搜索, 搜索软件为Mascot, 数据库选择为NCBI, 
物种为人类(human), 以Mowse分值为基础的概

率(P)评价数据库搜寻结果的质量, 分值大小表

示鉴定蛋白属于随机匹配的可能性, >63表明具

有显著性意义. 
1.2.3 RT-PCR: 选取48对匹配的哈萨克族食管

癌患者癌组织及正常组织. 采用TRIzol试剂一

步提取细胞总RNA, RNA提取物1 μg, 逆转录为

cDNA, 取以上样品cDNA 2 μL, 加入2×Buffer  
10 μL, 引物各1 μL, 加去离子水至20 μL, 以20 μL 
体系进行PCR扩增. PCR扩增条件及引物序列及

扩增条件见表1. GAPDH用于作内对照. 取扩增

产物进行琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色, 紫外

灯下观察结果. 用凝胶成像系统进行半定量分

析, 取目的基因条带和GAPDH条带强度的比值

作为目的基因的相对值. 

2  结果

2.1 癌组织与正常组织差异表达2-DE图谱 通过

2-DE技术, 得到新疆哈萨克族食管癌癌组织和

远端无癌组织的差异表达蛋白谱[9]. 用IMAGE 
MASTERTM(GE)进行两组之间的t -test分析, 得
到合乎统计学标准的蛋白质差异点. 蛋白表达

强度差异在1.5倍以上者被认为差异蛋白, 做进
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■相关报道
Langer等人研究
证实HspB1在食
管腺癌中表达增
加, 且认为HspB1
的过量表达与食
管鳞癌细胞的分
化 有 关 .  K a w a -
nishi研究却表明
HspB1在食管癌
中低表达, 并认为
这种变化可以作
为食管癌患者预
后的一个重要标
志物.

一步质谱分析. 本研究选择在癌组织中表达上

调的HspB1进行下一步研究, 2-DE图谱中HspB1
的局部放大如图1. 
2.2 差异蛋白的质谱鉴定 选取图像分析得到的

差异蛋白点, 切碎后放入Eppendorf管中, 做胶内

酶解,  37 ℃反应过夜, 20 h左右. 进行质谱分析, 
获得蛋白点的相应肽质量指纹图谱, 将肽质量

指纹数据通过因特网在蛋白质序列库中进行搜

索, HspB1的质谱检测结果如图2. 
2.3 癌组织中HspB1的RT-PCR验证 在48对样品

中, T>N的病例占21例(43.75%). 癌组织中HspB1
的相对表达量为2.18±3.98, 正常组织为3.06±
4.69(P >0.05, 图3). 说明HspB1 mRNA在癌组织

与相应的正常组织表达量无增加. 
2.4 HspB1 mRNA的表达与哈萨克族食管癌临

床病理因素的关系 将患者按照浸润深度、临床

分期分组、分化程度的不同, 在每组内对癌组

织及其对应的远端无癌正常组织HspB1基因的

表达量进行t检验, 结果显示其表达量与浸润深

度、临床分期、分化程度无关(P >0.05). 进一步

分析发现, 随着浸润深度和分化程度的逐步加

深, HspB1的表达量发生变化, 在浸润深度组, T1
至T2期T>N为7/11(63.6%), 而T3至T4期T>N仅

为14/37(37.8%); 在分化程度组, 低分化期T>N为

5/9(55.6%), 中高分化期T>N仅为16/39(41%, 表2). 

3  讨论

食管癌是消化系统常见的肿瘤, 其发病率和死亡

率近年呈上升趋势, 新疆哈萨克族是食管癌的高

发民族, 而食管癌的早期诊断及复发的早期检测

表  1  各基因的引物序列及PCR扩增相关条件

     基因                           序列 长度(bp)                                    PCR反应条件

HspB1 F5'-AGGATGGCGTGGTGGAGA-3'    205 94 ℃, 5 min; 94 ℃, 30 s, 56 ℃, 30 s, 72 ℃, 30 s, 35

个循环; 72 ℃, 7 min R5'-GAAGGTGACTGGGATGGTGA-3' 
GAPDH F5'-CGCGGGCTCTCCAGAACATCAT-3'    298 95 ℃, 5 min, 94 ℃, 30 s, 58 ℃, 30 s, 72 ℃, 60 s, 35

个循环; 72 ℃, 20 min R5'-CCAGCCCCAGCGTCAAAGGTG-3'

图  1  差异表达蛋白HspB1的局部放大图. A: 癌组织; B: 正常组织.
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图  2  经质谱分析所得的肽指纹图谱(HspB1). 
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■应用要点
本研究使用二维
凝胶电泳(2-DE)
和基质辅助激光
解吸电离飞行时
间质谱技术联用
检测新疆哈萨克
族食管癌患者癌
组织和远端正常
组织, 获得差异表
达基因, 扩大样本
量进一步验证差
异基因的表达水
平, 为新疆哈萨克
族食管癌的早期
诊断和预防提供
可用的分子标记.

是其有效治疗的关键[10]. 对于肿瘤和正常组织, 
比较蛋白组学能检测出候选差异蛋白分子, 有助

于肿瘤的诊断、治疗等. 本研究的目的旨在找寻

这些分子, 为未来哈萨克族食管癌的发病机制、

诊断及治疗奠定基础. 本研究中, 通过蛋白组学

技术, 我们建立了食管癌及远端无癌正常组织之

间的差异表达蛋白谱, 发现多个差异表达蛋白, 
进一步鉴定发现这些蛋白参与多种生物学过程, 
包括细胞增殖、转化、凋亡、能量代谢、蛋白

折叠、构建细胞骨架等功能. 
HspB1(heat shock 27 kDa protein 1)是热休

克蛋白家族中重要一员, 也称为Hsp25(小鼠)和
Hsp27(人类), 是分布最广和研究最多的小热休

克蛋白(small heat shock proteins, sHsp)[11,12], 在各

种正常和肿瘤组织中均有表达. HspB1的主要生

物学功能涉及蛋白与蛋白的相互作用, 如蛋白

的折叠、移位和阻止蛋白质的不正确聚合, 维
持蛋白质的正常结构, 同时也可以保护细胞免

受各种应激因素的损伤, 是重要的分子伴侣. 
研究证实H s p B1在多种肿瘤中出现异常

表达[13], 如大肠癌[14-16]、神经母细胞瘤[17]、肝

癌[18-20]、胃癌[21-23]、乳腺癌[24,25]、前列腺癌[26]. 
H s p B1在食管癌的致癌过程中所起的作用仍

然不清, 研究证实HspB1在食管腺癌中表达增 
加[27-29], 且认为HspB1的过量表达与食管鳞癌

细胞的分化有关[30]. Kawanishi等[31]研究却表明

HspB1在食管癌中低表达, 并且认为这种变化可

以作为食管癌患者预后的一个重要标志物. 而
我们的研究结果显示通过2-DE方法检测HspB1
在蛋白水平表达上调, 通过RT-PCR方法验证48
例患者匹配的癌组织和远端无癌正常组织中

表达没有显著的差异, 且与浸润深度、临床分

期、分化程度无关. 进一步分析后发现, HspB1
的表达量随着浸润深度和分化程度的逐步加深, 
由T>N向T<N变化. 提示HspB1的表达在哈萨克

族食管癌的浸润、分化中可能受多种因素的调

控, 也说明哈萨克族食管癌的发生发展有着特

殊的机制. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of livin and 
cyclinD1 in chronic atrophic gastritis with intes-
tinal metaplasia.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
examine the expression of livin and cyclin D1 in 
30 cases of chronic superficial gastritis, 35 cases of 
atrophic gastritis without intestinal metaplasia, 
35 cases of atrophic gastritis with intestinal meta-
plasia, and 30 cases of gastric carcinoma. We also 
explored the correlation between livin and cyclin 
D1 expression in chronic atrophic gastritis and 
gastric carcinoma.

RESULTS: The positive rates of livin expression 
in the specimens of chronic superficial gastritis, 
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Livin和CyclinD1在慢性萎缩性胃炎伴肠化黏膜中的表达
及意义

陈 吉, 崔 宏, 高美丽, 崔 琴
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■背景资料
大量研究表明, L-
ivin、CyclinD1表
达上调能促进肿
瘤的发生, 但在癌
前病变中同时检
测这2个因子的表
达及其相关性国
内未见报道. 

atrophic gastritis without intestinal metaplasia, 
atrophic gastritis with intestinal metaplasia, 
and gastric carcinoma were 0%, 28.57%, 45.71% 
and 66.67%, respectively, and the correspond-
ing rates for cyclin D1 expression were 10%, 
14.29%, 37.14% and 53.33%. The positive rates of 
livin and cyclinD1 expression were significantly 
higher in atrophic gastritis with intestinal meta-
plasia than in chronic superficial gastritis (both 
P < 0.05). The expression of cyclin D1 differed 
significantly between atrophic gastritis with and 
without intestinal metaplasia (P < 0.05). The ex-
pression of livin has a positive correlation with 
that of cyclin D1 in atrophic gastritis with intes-
tinal metaplasia and gastric carcinoma.

CONCLUSION: The positive rates of livin and 
cyclin D1 expression increase in atrophic gastri-
tis with intestinal metaplasia and gastric carci-
noma. No significant difference was observed 
for the expression of livin and cyclin D1 between 
atrophic gastritis with intestinal metaplasia and 
gastric carcinoma. Livin and cyclin D1 may play 
a very important role in the development of gas-
tric carcinoma and be used as markers for early 
diagnosis of gastric carcinoma.

Key Words: Livin; CyclinD1; Chronic atrophic gastri-
tis; Intestinal metaplasia
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摘要 
目的: 探讨凋亡抑制蛋白Livin和细胞周期蛋
白D1(Cycl inD1)在慢性萎缩性胃炎(chronic 
atrophic gastritis, CAG)伴肠化癌变过程中的
表达及其相关性. 

方法: 应用免疫组织化学染色S-P法检测Livin
和CyclinD1在30例慢性浅表性胃炎(chronic 
superficial gastritis, CSG)、35例CAG非肠化、

35例CAG伴肠化、30例胃癌组织中的表达, 
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并同时研究二者在CAG伴肠化癌变中表达的
相关性. 

结果: 在CSG、CAG非肠化、CAG伴肠化、

胃癌中L ivin、Cycl inD1的阳性表达率分别
为: 0%、10%; 28.57%、14.29%; 45.71%、

37.14%; 66.67%、53.33%, 二者在CAG(非
肠化)和CSG对比均有统计学意义(P <0.05); 
CAG(伴肠化)与CAG(非肠化)相比, CyclinD1
的阳性表达率有统计学意义(P <0.05); Livin和
CyclinD1在CAG伴肠化、胃癌组织中表达呈
正相关. 

结论: Livin、CyclinD1蛋白在CAG(伴肠化)和
胃癌组织中表达呈上调状态, 且CAG(伴肠化)
和胃癌组织间无显著差异, 二者表达一致, 提
示CAG(伴肠化)已具有癌变的分子生物学特
征. 二者在胃癌的发生、发展中起协同作用, 
对其进行联合检测将有助于胃癌的早期诊断. 

关键词: Livin; CyclinD1; 慢性萎缩性胃炎; 肠上皮

化生
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
是消化系统常见病, 在此基础上伴有的不完全

型肠上皮化生和/或中重度不典型增生被视为癌

前病变, 1978年WHO将其列为胃癌癌前状态[1]. 
其中CAG(伴肠化)在人群中十分普遍, 65岁以上

老年患者肠化率达90%以上[2], 其癌变过程中往

往涉及到细胞凋亡受抑制及多种癌基因的激活. 
Livin是凋亡抑制蛋白家族新成员[3], 因其抗凋亡

活性最强, 故己成为当今研究的热点[4,5]. 细胞周

期蛋白D1(CyclinD1)是细胞周期G1/S期转化的

正向调节因子, 其过度表达导致细胞增殖失控, 
从而形成癌变. 大量研究表明, Livin、CyclinD1
表达上调能促进肿瘤发生, 但在癌前病变中同

时检测这2个因子的表达及其相关性国内未见

报道. 本课题研究为了探讨Livin、CyclinD1二
者在CAG伴肠化癌变过程中的作用及其相互关

系, 并为CAG伴肠化早期癌变的发病过程提供

临床诊断依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 石蜡切片机(LEICA RM2025, 德国), 三

用恒温水浴箱(HHW21 Cu60, 上海), 电热恒温干

燥箱(Limon公司, 上海), 光学显微镜(Olympus, 
日本), 组织包埋机(BMJ-Ⅲ, 常州), 北航图像中

心Cmais真彩色病理图像分析系统. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 所有标本石蜡切片均

经二甲苯脱蜡, 梯度乙醇水化, 抗原修复, 滴加

过氧化物酶阻断液, 室温下孵育10 min, PBS冲
洗, 滴加一抗, 室温下孵育60 min, PBS冲洗, 滴
加聚合物增强剂, 室温下孵育10 min, 滴加酶标

抗鼠/兔聚合物, 室温下孵育10 min, 二氨基联苯

胺(DAB)显色, 苏木素复染, 脱水, 透明, 封片, 光
镜下组织学观察并摄片. 以PBS代替一抗作为阴

性对照, 阳性对照片以福州迈新生物技术开发

有限公司所赠样片为准. 
1.2.2 Livin、CyclinD1蛋白判定标准[6]: Livin免
疫组织化学阳性产物呈棕黄色颗粒, 定位于细

胞浆内. Cycl inD1蛋白免疫组织化学阳性产物

呈棕黄色颗粒, 定位于细胞核. 采用半定量积

分法判定结果, 每张切片随机选5个高倍视野

观察, 计数100个细胞, 阳性细胞数≤5%, 0分; 
6%-25%, 1分; 26%-50%, 2分; 51%-75%, 3分; 
>75%, 4分. 根据免疫阳性细胞染色程度, 黄色

为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分. 综合评分由

两类积分相乘, 0-1分为阴性(-), 2-6分为阳性(+), 
8-12分为强阳性(++). 

2  结果

2.1 Livin在CAG及胃癌组织中的表达 Livin定位

于CAG(非肠化、伴肠化)、胃癌组织的细胞浆

中, 其免疫阳性产物为棕黄色. CAG伴肠化组织

中L ivin表达较慢性浅表性胃炎组织明显增加, 
差别有统计学意义(χ2 = 20.741, P  = 0.000), 与
CAG非肠化组比较无统计学意义(χ2 =2.203, P  = 
0.138), 与胃癌组比较无统计学意义(χ2 = 2.870, 
P  = 0.090); CAG非肠化组织中Livin表达与慢性

浅表性胃炎比较有统计学意义(χ2 = 10.130, P  = 
0.001), 与胃癌比较有统计学意义(χ2 = 9.433, P  = 
0.002, 表1, 图1).
2.2 CyclinD1在CAG及胃癌组织中的表达 Cy-
cl inD1定位于CAG(非肠化、伴肠化)、胃癌组

织的细胞核中, 其免疫阳性产物为棕黄色. CAG
伴肠化组织中CyclinD1表达与慢性浅表性胃炎

组相比有统计学意义(χ2 = 6.414, P  = 0.011), 与
CAG非肠化组比较有统计学意义(χ2 = 4.786, P  = 
0.029), 与胃癌组比较无统计学意义(χ2 = 1.714, 

■相关报道
大量研究报道, L-
ivin、CyclinD1在
食管癌、胃癌、
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P  = 0.191); CAG非肠化组织中Cycl inD1表达

与慢性浅表性胃炎组比较无统计学意义(χ2 = 
0.275, P  = 0.600), 与胃癌组比较有统计学意义

(χ2 = 11.262, P  = 0.001, 表2, 图2). 
2.3 Livin与CyclinD1之间相关性 16例Livin阳
性CAG伴肠化组织中, Cycl i nD1阳性者11例
(68.75%), 19例L iv in阴性CAG伴肠化组织中, 
CyclinD1阳性者2例(10.53%), 两者之间有统计

学意义, 并且呈正相关(r s = 0.60, P = 0.001). 在20
例Livin阳性胃癌组织中, CyclinD1阳性者14例
(70%), 10例Livin阴性胃癌组织中, CyclinD1阳
性者2例(20%), 两者之间有统计学意义, 并且呈

正相关(r s = 0.47, P  = 0.019, 表3).

3  讨论

CAG是我国常见的慢性胃黏膜病变, 其组织学

特点表现为胃黏膜的慢性炎症和胃腺体细胞的

丢失. 目前普遍认为萎缩性胃炎与肠型胃癌关

系密切, 越来越受到医疗界的重视, 为目前研究

的热点[7]. WHO已将其定义为胃癌前疾病[1], 特
别是伴有肠上皮化生和不典型增生患者癌变的

危险性更大[8]. 在CAG伴肠化癌变过程中, 涉及

多种癌基因异常表达、抑癌基因的缺失、凋亡

抑制蛋白的过度表达[9,10]. 胃癌仍然是目前世界

上最常见的恶性肿瘤之一, 占据肿瘤死亡率的

第2位[11]. 国内外均有学者提出[12],Ⅰ级预防胃癌

的发生, 可在胃癌癌前阶段就予以干预逆转治

疗. 因此深入了解胃癌癌前病变, 有可能为胃癌

的Ⅰ级预防提供科学依据. 
近年的研究证实, 肿瘤不仅是增殖异常的疾

病, 同时也是凋亡异常的疾病, 肿瘤的发生和失

控性生长是肿瘤细胞增殖和细胞凋亡2个过程

共同作用的结果, 细胞凋亡与肿瘤的关系已受

到普遍关注[13]. 

     
分组   n

            CyclinD1表达强度
 阳性率(%)

 - + ++ +++

CSG 30 27 2  1   2       10

CAG

  非肠化 35 30 3  2   0     14.29d

  伴肠化 35 22 8  4   1     37.14a

胃癌 30 14 7  7   2     53.33

表  2  CyclinD1在胃组织不同病变中的表达

aP<0.05 vs  CSG、CAG(non-IM); dP<0.01 vs  GC.

表  3  Livin与CyclinD1在CAG伴肠化、胃癌中的相关性

     
分组  n

Livin表达强度  CyclinD1表达强度

 +  -  +       -

CAG

  伴肠化   35 16 19 22     13 r s = 0.60, P<0.05

胃癌 30 20 10 14     16 r s = 0.47, P<0.05

     
分组 n

                  Livin表达强度
阳性率(%)

-   + ++ +++

CSG 30 30   0  0   0      0

CAG

  非肠化 35 25   6  3   1   28.57d

  伴肠化 35 19 10  4   2   45.71b

胃癌 30 10 11  6   3   66.67

表  1  Livin在胃组织不同病变中的表达

bP<0.01 vs  CSG; dP<0.01 vs  CSG、GC组.
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■名词解释
凋亡抑制因子(IA
P ) :  是 一 类 高 度
保守的内源性抗
凋亡基因家族表
达 产 物 ,  含 特 有
的 B I R 结 构 域 和
RING结构域.

细胞凋亡参与肿瘤的起始过程, 并对肿瘤

发生起负调控作用. 凋亡障碍是肿瘤发生的一

个重要基础[14], Livin是新近发现的人类凋亡抑

制蛋白(inhibitor of apoptosis proteins, IAP)家族

的新成员. 有研究结果显示, Livin蛋白在除胎盘

外的正常成年人组织中低表达或不表达, 而在

结肠癌、膀胱癌、非小细胞肺癌、胃癌、食管

癌等恶性肿瘤中高表达[15-20]. 提示该基因可能在

肿瘤的发生、发展中起重要的作用. 本研究发

现Livin在不同的胃黏膜病变中表达不同, 随着

胃黏膜病变加重, 其表达增加, 在CAG、胃癌中

Livin阳性表达率依次递增, 但Livin在慢性浅表

性胃炎组织中无表达, 与李梅的研究结果一致, 
这表明在CSG逐渐演变到癌前病变, 最后到癌

的这一过程中, 细胞凋亡受到抑制, 从而促进肿

瘤细胞的增殖. 本研究结果提示CAG伴肠化中

Livin蛋白表达增加, 如能在此阶段控制Livin蛋
白的表达, 可阻止其向癌变方向发展. Livin蛋白

在CAG(伴肠化)和胃癌组织中表达呈上调状态, 
且CAG(伴肠化)和胃癌组织间无显著差异, 二者

表达一致, 提示CAG(伴肠化)已具有癌变的分子

生物学特征. 
细胞周期失控是细胞异常增殖而导致癌变

的重要原因, 细胞周期的不同时期有不同的细

胞蛋白控制, 原癌基因CyclinD1合成于G1早期, 
是细胞增殖G1-S期的重要控件[21]. 其调控机制主

要是通过对RB蛋白的灭活而释放E2F, 以启动S
期相关基因的转录, 使其渡过G1-S调控点进入S
期[22]. 

有研究者认为[23,24], CyclinD1与正常组织细

胞的增殖密切相关, 还有资料表明, CyclinD1的
扩增、过表达与人体多种肿瘤有关[25]. 1994年
Hinds等[26]证实了CyclinD1有致癌作用. 国内外

相继报道[27-29], 在肺癌、乳腺癌、食管癌、肝

癌、胃癌等多种恶性肿瘤中发现存在CyclinD1
基因扩增、重排及过表达. 本实验结果提示, 各
组样本中均有不同程度的CyclinD1蛋白表达, 在
CAG伴肠化、胃癌组织中过度表达, 且在2组间

表达一致, 与高绍芳[30]的报道一致, 并且CAG伴

肠化组与非肠化组之间有显著性差异(P <0.05). 
随着病变从CSG-CAG-肠化-癌的进展, CyclinD1
阳性表达率逐渐升高, 与文献报道一致, 提示

CyclinD1基因的扩增可能发生在胃黏膜上皮癌

变的早期阶段, 是重要的胃癌促发因素, 这也意

味着该基因可能作为一个潜在的胃癌早期诊断

分子标志. 因此, CyclinD1可能是肿瘤形成的早

图  1  Livin在不同胃黏膜病变中的表达. A: Livin在CAG非肠化中的表达; B: Livin在CAG伴肠化中的表达; C: Livin在胃癌中

的表达.

A B C

图  2  CyclinD1在不同胃黏膜病变中的表达. A: CyclinD1在CAG非肠化中的表达; B: CyclinD1在CAG伴肠化中的表达; C: 

CyclinD1在胃癌中的表达.

A B C
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期分子事件, 是促进肿瘤生长的关键性控件之一. 
CyclinD1蛋白的检测可能对于CAG伴肠化及早

期胃癌的诊断有参考价值. 
总之, Livin和CyclinD1蛋白的高表达可能

与胃癌的发生、发展密切相关, 2者的异常表达

在胃癌的演进中可能发挥着不同的作用. 如果

对Livin和CyclinD1蛋白在胃癌癌前病变中进行

监测, 将有助于筛选出胃癌高危患者. 如能通过

检测早期分子事件, 可提高胃癌的早期检出率, 
同时还可为胃癌的预防、预后评价以及治疗提

供潜在的分子标志, 为将来胃癌在分子靶向治

疗的应用提供了重要的理论依据. 对CAG伴肠

化患者进行常规检测, 对其阳性的病例应密切

随访, 必要时进行积极治疗, 有效预防胃癌发生. 
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Abstract
Acute pancreatitis is a common severe disease 
involving a complicated cascade of events. The 
injury of pancreatic acinar cells is the trigger of 
local and systemic inflammation. Calcium over-
load, endoplasmic reticulum stress, mitochon-
drial injury are closely associated with the injury 
of pancreatic acinar cells. This review aims to 
elucidate the pathogenesis of acute pancreatitis-
associated acinar cell injury.
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Endoplasmic reticulum stress; Mitochondrial injury
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 文献综述 REVIEW

急性胰腺炎腺泡细胞损伤机制的研究进展

吴 丽, 蔡宝昌
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■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是胰酶提前激活
引起胰腺自身消
化导致的化学炎
症性疾病. 腺泡细
胞损伤导致的胰
酶提前激活是AP
的始发因素, 而损
伤腺泡细胞坏死
触发明显的炎症
级联反应, 是病情
恶化的重要机制. 
探讨腺泡细胞损
伤机制进而寻找
保护腺泡细胞的
有效途径一直是
研究的热点. 

Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1307-1311

摘要
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见
急腹症, 发病机制复杂, 其中, 胰腺腺泡细胞损
伤、胰酶提前激活导致胰腺自身消化是胰腺
炎的始发因素. 因此, 探讨腺泡细胞损伤机制
对阐明AP发病机制具有重要意义. 近年来研
究认为, 钙超载、内质网应激、线粒体损伤与
胰腺腺泡细胞损伤关系密切, 本文就其研究进
展作一综述. 
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体损伤
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见

急腹症 ,  大多数A P患者仅出现胰腺出血、水

肿等病理改变 [1], 有25%的患者会发生重症急

性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP), 胰腺

在出血、坏死的同时, 常伴发全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS)和多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS), 病死率可高达

30%-40%[2,3]. AP发病机制复杂, 目前有“胰酶自

身消化”[4]、“白细胞过度激活”[5]、“微循环

障碍”[6]、“肠道细菌易位、内毒素血症及感

染二次打击”[7,8]等多种机制理论. 其中, 胰腺腺

泡细胞损伤, 胰酶提前激活导致胰腺自身消化

进而引发胰腺炎的理论得到普遍认可[9-11]. 在疾

病进展过程中, 酶的消化、组织坏死和炎症反

应相互促进, 形成病理性交互式放大效应, 失去

控制将发展为SIRS甚至MODS, 病情危笃. 因此, 
探讨腺泡细胞损伤机制对阐明AP发病机制具有

重要意义. 近年来, 随着细胞生物学及分子生物

学等生命科学的迅速发展, 人们对腺泡细胞损

■同行评议者
白雪巍, 副主任医
师, 哈尔滨医科大学
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■研发前沿
近 年 来 ,  胰 腺 腺
泡细胞损伤的细
胞生物学机制取
得 较 大 进 展 ,  其
中内质网应激、
线粒体功能障碍
等研究引起广泛
关注.

伤机制的认识不断深入, 本文就其研究进展作

一综述.

1  钙超载

钙离子分布细胞浆、内质网、线粒体及细胞核

内, 线粒体、内质网(endoplasmic reticulum, ER)
是细胞内钙库, 与细胞浆不断进行Ca2+交换, 使
胞浆内[Ca2+]i呈局限性振荡, 其浓度变化对维持

和调节细胞收缩、分泌、凋亡等生理过程起重

要作用[12]. 腺泡细胞在静息状态下, [Ca2+]i稳定

在150 nmol/L水平, 在生理浓度的刺激剂作用下, 
钙库释放钙, [Ca2+]i可增加到280 nmol/L以上, 此
种钙振荡能够增加腺泡细胞ATP生成[13-15], 促使

细胞内的微丝、微管收缩, 向细胞膜运动, 并融

合与释放胰酶(原), 随后, Ca2+被细胞质膜、内质

网、线粒体膜上的Ca2+-ATP酶系统泵出细胞外

或泵入钙库中储存, 胞浆[Ca2+]i很快恢复到刺激

前水平. 在反流胆汁酸、乙醇、超氧化物等异

常刺激因素作用下, 细胞内钙库释放Ca2+和细胞

外Ca2+跨膜内流显著增加, 聚集在细胞浆, 导致

细胞内钙超载[16-18]. 
目前相关研究认为, AP时胰腺腺泡细胞内

钙超载的主要发生机制包括: (1)细胞外促分泌

因子(乙酰胆碱、CCK)激活细胞膜表面G蛋白

耦联受体后, 进而激活磷脂酶C(phospholipase C, 
PLC), 催化膜表面的磷脂酰肌醇二磷酸(PIP2)生
成三磷酸肌醇(IP3), IP3与内质网表面的IP3受
体结合[19], 促进ER在释放Ca2+的同时, 通过DG/
PKC信号转导系统激活细胞膜上受体操纵的钙

通道(receptor-operated calcium channel, ROCC)
开放, 胞外内流的Ca2+进一步激活ER膜上的受

体, 使钙库排钙, 产生“以钙释钙”(calcium in-
duced calcium release, CICR)效应[20,21]; (2)ER、
线粒体、细胞核等膜性成分完整性破害, 其内

贮存的Ca2+外溢入胞浆, 造成胞浆钙超载[22]; (3)
线粒体功能障碍, ATP生成减少, 细胞膜和ER表
面的Ca2+-ATP酶活性下降, 不能及时将细胞内过

多的Ca2+泵入细胞内钙库或泵出细胞外, 胞浆内

Ca2+水平进一步增高. 
胰腺腺泡细胞钙超载不仅是AP的发病环节

之一, 而且作为AP发病机制中的枢纽, 通过影

响其他诸多发病环节而促进AP病情进展: (1)胰
酶提前激活[23]: 在正常情况下, 新合成的胰酶绝

大多数是无活性的酶原颗粒, 与细胞质隔离, 被
运输到小肠后激活发挥生理活性. 腺泡细胞内

[Ca2+]i增高, 与胰蛋白酶原结合形成大量的酶原

颗粒, 积聚在细胞内的酶原颗粒可通过噬分泌

作用与溶酶体融合, 使溶酶体对胰蛋白酶原水

解, 导致胰酶于腺泡细胞内激活, 引起胰腺自身

消化[24,25]; (2)自由基生成增加: 钙超载可使细胞

内Ca2+依赖性蛋白水解酶活性增加, 促使黄嘌呤

脱氢酶转变为黄嘌呤氧化酶, 催化次黄嘌呤而

使组织中的氧自由基产生增多; 线粒体内Ca2+

含量增加, 使线粒体功能受损, 细胞色素氧化酶

系统功能失调, 以致进入细胞内的氧经单电子

还原而形成的氧自由基增多, 造成细胞的氧化

损伤[26-28]; (3)内质网应激(endoplasmic reticulum 
stress, ERS): 细胞质增高的Ca2+通过CICR机制, 
促使内质网释放大量钙离子, 导致钙库耗竭及

内质网功能紊乱, 内质网内未折叠蛋白或错误

折叠蛋白堆积, 诱发ERS[29]; (4)线粒体功能障碍: 
细胞内Ca2+持续上升导致线粒体通透转换微孔

开放, 持续去极化, 能量代谢障碍和超微结构的

改变, 并产生过多的氧自由基激发细胞氧化损

伤, 继而发生坏死, 诱发AP甚至SAP[13,30].

2  内质网应激

胰腺腺泡细胞具有丰富ER, 以适应其合成消化

酶的生理功能, 各种新合成的消化酶被运送到

ER, 并与分子伴侣重链结合蛋白(heavy chain 
binding protein, BiP)结合, BiP具有ATP酶活

性, 借助其水解ATP的耗能过程促进蛋白质正

确折叠、进行翻译后修饰, 在高尔基体包装成

酶原颗粒后分泌到细胞外. 在异常促分泌因素

(胆汁、缺氧、钙超载)作用下, 细胞内蛋白质

合成增加, 导致蛋白质折叠需求与ER折叠能力

失衡, 蛋白质不能正确折叠、蛋白质糖基化形

成障碍或蛋白质不能形成正常的二硫键, ER内

未折叠蛋白或错误折叠蛋白堆积, 引起ERS[31], 
为了保护由ERS所引起的细胞损伤, B iP与蛋

白激酶R样内质网激酶(protein kinaseR-like ER 
kinase, PERK)、肌醇酶1(inositol requiring en-
zyme 1, IRE1)及活化转录因子6(the activating 
transcription factor 6, ATF6)等多种ER跨膜蛋白

解离, 与未折叠或折叠错误蛋白质结合. 解离后

的PERK、ATF6和IRE1活化并启动相应的信号

传递, 启动非折叠蛋白反应(unfolded protein re-
sponse, UPR)[32]: 减少蛋白质的合成, 减轻未折叠

蛋白的进一步积聚; 诱导BiP表达, 增加内质网

蛋白质折叠的能力; 激活泛素-蛋白酶体系统和

自噬作用, 加速非折叠蛋白的降解和清除. 
总体来说, 适当UPR是细胞一种适应性自
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我保护机制, 保护细胞抵抗应激, 维持生存, 但
反应功能障碍或过度可引起细胞功能失常. 近
年来的研究已证实过度UPR参与了腺泡细胞的

损伤及炎症反应, 促进AP病情的发展. Kubisch
等[33]首先报道了L -精氨酸诱导的AP大鼠在造

模早期就出现了明显的ERS病例改变, 与ERS相
关的蛋白PERK、eIF2、ATF6、Xbp1、BiP、
CHOP及caspase-12表达. Lugea等[34-37]考察了酒

精对Xbp1+/-基因敲除小鼠胰腺炎的影响, 结果

发现, Xbp1+/-基因敲除小鼠较野生鼠对酒精诱

导的ERS更为敏感, UPR通路显著激活, 诱导生

成ATF6、CHOP, 并伴有胰腺炎的病理组织学改

变: 胰腺腺泡细胞内消化酶原颗粒减少, 出现了

大量的自噬体空泡, 细胞死亡增加. 这项结果进

一步论证了UPR在酒精导致胰腺腺泡损伤、诱

导AP中的作用. 此外, UPR过程中可以通过多种

机制促发炎症反应而影响细胞功能及疾病发展: 
(1)自由基生成增多: 蛋白质折叠修饰是消耗能

量的过程, 伴随少量ROS的产生, 当ER中折叠蛋

白质增加同时必然伴随了ROS的产生和积聚, 启
动炎症反应; (2)核转录因子NF-κB活性增强: 研
究证实内质网蛋白质折叠负荷增加导致NF-κB
的激活, 目前认为, 由于IκB的半衰期显著小于

NF-κB, UPR过程中, 细胞合成蛋白质过程被抑

制, IκB被代谢后释放出“多余”的NF-κB入核, 
激活促炎细胞因子基因的转录, 而促发炎症反

应[38,39]. 此外, UPR过程中, 激活的IRE1α能够与

接头蛋白分子TNF-α受体相关因子2(TRAF2)结
合, 形成IRE1α-TRAF2复合物, 此复合物一方面

募集活化蛋白激酶JNK, 进而活化转录因子AP1, 
增加促炎症基因的表达[40]; 另一方面募集IκB激
酶, 降解IκB, 而激活NF-κB, 参与炎症反应[41].

3  线粒体损伤

线粒体是真核细胞进行氧化代谢和钙代谢的主

要场所, AP时腺泡细胞线粒体出现结构和功能

的变化, 并通过影响腺泡细胞的钙稳态、能量

代谢紊乱及产生活性氧等途径促进疾病发展[42]. 
最近的一项研究表明[43], 线粒体功能紊乱较胰蛋

白酶激活及NF-κB升高更早出现, 是L -精氨酸诱

导的AP的早期事件, 并直接影响细胞损伤的程

度及病情的发展. 
近年来, 线粒体在诱导损伤细胞死亡方式中

的作用引起科研工作者的广泛关注, 在AP的病

情发展过程中, 损伤腺泡细胞凋亡可以减少胰

酶释放, 减轻炎症介质的瀑布样级联释放, 被认

为是机体的保护机制, 疾病将向轻症方向发展; 
反之, 如果损伤细胞大量坏死, 将触发明显的局

部及全身性炎症反应, 病情向重症化方向发展
[44]. 作为细胞凋亡的调控中心, 在凋亡早期核染

色体DNA还未改变之前, 线粒体即已出现结构

和功能变化, 线粒体的渗透性转运孔(mitochon-
drion permeability transition pore, MPTP)打开, 造
成质子电化学梯度耗散, 线粒体膜电位降低及

膜通透性增加, 促使细胞色素C大量释放到胞质

中, 启动caspase依赖或非caspase依赖的凋亡[45]. 
与凋亡不同, 坏死主要是由于细胞新陈代

谢过程被破坏, ATP耗损而导致细胞被动性死亡, 
同样与线粒体关系密切[46]. 目前研究认为, ROS
积聚导致线粒体功能障碍、ATP生成受阻被认

为是细胞坏死的直接原因[13]. 线粒体是细胞内

ATP的产生中心, 正常情况下, 通过电子传递链

产生少量ROS以维持细胞氧化还原平衡, 任何使

电子传递过程效应下降的刺激均可增加ROS的
生成, ROS通过诱发线粒体膜去极化和氧化磷

酸化的解偶联, 造成线粒体电子传递链功能障

碍、三羧酸循环障碍、ATP生成不足、膜电位

下降、MPTP开放和细胞色素C的释放, 线粒体

功能障碍; 受损的线粒体进一步激发O2-、H2O2

和OH-等ROS的产生, 造成恶性循环. ROS与细

胞膜结合, 导致膜电位逆转, 跨膜离子转运功能

丧失, 细胞肿胀、核溶解碎裂, 同时伴有细胞浆

酶和代谢产物泄漏, 触发明显的炎症反应. 
需要注意的是, AP病程进展过程中, 往往同

时存在上述两种细胞死亡模式, 在各种不同刺激

因素综合作用下, 组织以何种死亡方式占据主导

地位, 仍然不明确[47]. 虽然细胞坏死能促发炎症

连锁反应, 但也有研究表明, 过度的细胞凋亡也

会加重胰腺组织损伤及影响损伤后修复. 有研究

认为, 两种细胞死亡模式在信号传导机制上存在

一些共同点, 他们的中心环节都是线粒体功能障

碍; 线粒体膜通透性改变, 转运孔开放; 线粒体膜

间隙释出细胞死亡介质前物质. 因此凋亡与坏死

是同样的促发因素、同样的传导信号路径导致

的不同结果, 他们并不完全独立, 凋亡与坏死以

他们经典的形态特征代表着细胞死亡的两种极

端表现[3]. 在一定条件下, 细胞凋亡可触发继发性

细胞坏死、炎细胞浸润. 但两者之间具体的调节

机制仍不明确, 有待深入研究. 

4  结论

AP进展过程中, 胰腺腺泡细胞损伤是一种由多

■相关报道
A P 发 病 机 制 复
杂 ,  目 前 有“胰
酶自身消化”、

“白细胞过度激
活”、“微循环
障碍”、“肠道
细菌易位、内毒
素血症及感染二
次打击”等多种
机制理论.
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■应用要点
深入研究胰腺腺
泡细胞损伤病变
发生发展中的启
动因子和恶化因
子以及他们之间
的相互影响和制
约关系, 可为临床
治疗AP开辟一条
新的治疗途径.

因素介导的复杂生物学过程, 最终导致细胞凋

亡或坏死. 随着研究的不断深入, 胰腺腺泡细胞

损伤的新机制不断被阐释, 但由于目前仍缺少

对腺泡细胞损伤机制的足够认识, 对于该病的

防治还缺乏特效方法和策略. 目前临床治疗仍

以补液、营养支持、抗生素、手术等综合治疗

为主. 因此, 如能不断深入研究胰腺腺泡细胞损

伤病变发生发展中的启动因子和恶化因子以及

他们之间的相互影响和制约关系, 从其发病机

制着手寻找保护胰腺确切有效的方法, 可为临

床治疗AP开辟一条新的治疗途径, 这对AP的治

疗有着重要的现实意义. 
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Abstract   
Abnormal intestinal permeability has been sug-
gested to play an important role in many human 
diseases, including diabetes, inflammatory bow-
el disease, celiac disease, multiple sclerosis, food 
allergy and hypersensitivity, and irritable bowel 
syndrome. Emerging work in recent years has 
begun to provide evidence for an etiologic role 
of abnormal intestinal permeability in the patho-
genesis of autoimmune disease. Insight into gut 
barrier integrity and function loss is important 
to improve our knowledge on disease etiology 
and pathophysiology and contributes to early 
detection and/or secondary prevention of dis-
ease. A variety of tests have been developed to 
assess intestinal epithelial cell damage, intestinal 
tight junction status and consequences of intesti-
nal barrier integrity loss, i.e. increased intestinal 
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 文献综述 REVIEW

非侵入性方法检测肠黏膜屏障功能的研究进展

周淑萍, 路又可, 汪芳裕

®

■背景资料
肠黏膜屏障是机
体抵御肠腔内有
害环境的第一道
屏障, 对维持机体
内环境的稳定具
有重要作用. 在疾
病治疗的早期, 采
取各种有效措施
保护肠黏膜屏障
功能, 有助于控制
病情, 提高疗效. 

permeability. This review discusses currently 
available methods for evaluating human intesti-
nal barrier function.

Key Words: Intestinal epithelial barrier; Intestinal 
permeability; Tight junction; Assessment

Zhou SP, Lu YK, Wang FY. New advances in non-invasive 
assessment of intestinal epithelial barrier function. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1312-1317

摘要  
异常的肠道通透性在人类多种疾病中起着非
常重要的作用, 包括糖尿病、炎症性肠病、乳
糜泻、多发性硬化、食物变态反应过敏症、

肠易激综合征等. 近年大量的研究发现: 一些
自身免疫性疾病伴有肠道通透性增加, 这种现
象发生在疾病之前, 被认为与疾病的发病机制
相关. 研究肠黏膜屏障的功能与结构, 可以提
高我们对疾病的病因及病理生理认识, 并且对
于早期检测疾病以及对疾病进行二级预防有
重要意义. 目前有多种试验方法评估肠黏膜上
皮细胞受损、紧密连接功能以及肠黏膜屏障
的完整性. 本篇综述主要探讨目前评估肠黏膜
屏障功能的检测方法. 

关键词: 肠黏膜屏障; 肠道通透性; 紧密连接; 检测 
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0  引言

肠黏膜屏障是机体抵御肠腔内有害环境的第一

道屏障, 对维持机体内环境的稳定具有重要作

用, 包括减少病原体及其毒素侵袭黏膜与迅速

修复肠道单层上皮损伤. 肠黏膜屏障包括肠黏

膜上皮、肠黏液、肠道菌群、分泌性免疫球蛋

白、肠道相关淋巴组织、胆盐、激素和胃酸等. 
从机制上可将其归纳为3部分: (1)机械屏障, 即
肠上皮; (2)生态屏障, 即正常肠道菌群; (3)免疫

屏障, 即分泌性IgA、黏膜下和黏膜内各种免疫

细胞. 其中上皮屏障是肠黏膜屏障最重要的组

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
江西省南昌大学
第一附属医院消
化病研究所
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■研发前沿
肠黏膜屏障功能
的检测方法众多, 
但尚缺乏一种能
够完全、早期准
确判断肠道通透
性 的 方 法 ,  需 进
一步研究寻找一
种非侵入性的、
灵敏的、特异的, 
而且标本处理过
程简单、测定快
速、临床应用方
便、经济的检测
肠黏膜屏障功能
的方法.

成部分, 他是由肠黏膜上皮细胞层、上皮细胞

刷状缘严密的脂质双分子层以及细胞侧缘一连

串的细胞连接(紧密连接、黏附连接)构成的. 其
在阻止肠腔内的有害物质进入体内起到了关键

作用, 可防止肠腔内致病性物质(细菌、有毒物

质、食物抗原、致癌物质等)侵入, 使机体内环

境保持相对稳定, 维持机体的正常生命活动[1-4]. 
相邻上皮细胞间的连接方式有多种, 如紧

密连接、缝隙连接、黏附连接以及桥粒等. 其
中细胞连接中最重要的是紧密连接, 紧密连接

是构成肠道黏膜机械屏障上皮细胞的重要结构, 
可防止肠道有害物质侵入肠黏膜组织, 在维持

肠壁通透性中作用最大[5-8]. 他是由脂质和蛋白

构成的巨大复合物: 由occludin、claudin两种跨

膜蛋白组成原纤维, 与细胞内的肌动蛋白链相

互作用, 穿过细胞膜和邻近细胞的蛋白相互作

用[9]. 紧密连接由多种紧密连接蛋白组成, occlu-
din蛋白是紧密连接中最早发现的结构蛋白, 研
究显示, occludin蛋白的胞外环型结构及跨膜结

构主要参与肠壁通透性的调节[10]. claudins是最

重要的紧密连接蛋白, 其表达数量和分布结构

的变化直接影响紧密连接的结构和功能[11,12]. 最
近研究发现, claudin蛋白可以根据物质的大小、

电荷调节通透性[10]. 紧密连接调节通路中最重要

的是zonulin通路, 许多实验证实, zonulin的增加

可致肠壁通透性增加[5,13]. 细菌及毒素、细胞因

子和炎症介质、其他因素如生冷食物和多脂饮

食, 均可影响紧密连接及肠壁通透性[12,14,15]. 

肠黏膜屏障功能的维持有赖于肠黏膜上皮

细胞层的完整性以及上皮细胞间的紧密连接. 在
Yamada等[13]的研究中已经证实这一重要观点: 通
过简单破坏黏膜屏障功能, 在易感宿主会诱发

局部或者全身性炎症反应. 在疾病治疗的早期, 
采取各种有效措施保护肠黏膜屏障功能, 有助

于控制病情, 提高疗效. 早期对肠黏膜屏障功能

进行检测并正确判断对早期有效治疗疾病有重

要意义[16,17]. 评价肠黏膜通透性的检测方法有多 
种[18,19], 其可相应地评价肠黏膜损伤部位及功能

(表1). 因此本文将对肠黏膜屏障功能的各种检测

方法、其优劣性及临床应用价值作一综述. 

1  肠黏膜屏障完整性受损的非侵入性检测方法

正常情况下(肠上皮无损伤时), 肠黏膜屏障只

允许小分子水溶性物质通过, 大分子物质如细

菌、毒素则不能通过, 肠道通透性增高意味着

肠黏膜屏障功能受损. 评估肠黏膜屏障完整性

受损可以通过肠上皮细胞的受损或紧密连接的

丢失来实现. 
1.1 肠上皮细胞受损的标志物

1.1.1 脂肪酸结合蛋白(fatty acid binding proteins, 
FABP): FABP是细胞质内的一种水溶性蛋白, 主
要在小肠和大肠的成熟肠上皮细胞中. 他们的

生物学功能主要是将肠上皮细胞顶膜上的脂肪

酸转运到内质网进行合成脂肪. 肠道内存在3种
亚型的FABP, 分别是肠型(I-FABP)、肝脏型(L-
FABP)以及回肠的胆汁酸结合蛋白(I-BABP). 据

表  1  评价肠道屏障完整性和肠道屏障功能受损的方法

     检测指标 检测标本 目标胃肠道 评价功能

I-FABP 随机血液或尿液 空肠为主, 部分结肠 肠上皮细胞完整性

I-BABP 随机血液或尿液 回肠 肠上皮细胞完整性

L-FABP 随机血液或尿液 小肠 肠上皮细胞完整性

GST-α 随机血液 肠道 肠上皮细胞完整性

Claudin 3 随机尿液 胃肠道 细胞间连接完整性

蔗糖 5 h尿液 胃 肠道屏障功能

乳果糖/甘露醇比率 5 h尿液 小肠 肠道屏障功能

三氯蔗糖 24 h尿液 大肠 肠道屏障功能

PEG 6 h尿液 小肠和大肠 肠道屏障功能
51Cr-EDTA 24 h尿液 小肠和大肠 肠道屏障功能

LAL检测 随机血液 小肠和大肠 肠道屏障功能

EndoCAb 随机血液 小肠和大肠 肠道屏障功能

D-乳酸 随机血液 结肠 肠道屏障功能

I-FABP: 肠型脂肪酸结合蛋白; I-BABP: 回肠胆汁酸结合蛋白; L-FABP: 肝型脂肪酸结合

蛋白; GST: 谷胱甘肽S-转移酶; PEG: 聚乙二醇; 51Cr-EDTA: 铬标记的EDTA; LAL: 鲎变形

细胞溶解物; EndoCAb: 内毒素核心抗体.
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■相关报道
人类多种疾病中
包括糖尿病、炎
症性肠病、乳糜
泻 、 多 发 性 硬
化、食物变态反
应过敏症、肠易
激综合征等的发
病和肠道通透性
的增加明显相关.

报道[20-22], I-FABP主要在空肠表达, 在结肠仅少

量表达; I-BABP主要在回肠部位表达, 并且两

者仅在肠道中表达, 而L-FABP同时在肝脏及肾

脏表达. 由于FABP是小分子的可溶性细胞质蛋

白, 他们能够从受损的肠上皮细胞膜中释放进

入全身, 并被快速清除(半衰期约11 min). 因此, 
FABP能够较敏感地通过ELISA方法在血清及尿

液中检测. 基础水平的FABP反映肠上皮细胞生

理的转换率. 已有多个研究报道采用FABP作为

肠上皮细胞受损的标志物, 并且在肠道缺血性疾

病、全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)和坏死性小肠结肠炎患

者的血液及尿液中检测出FABP升高[23-26]; 肠系

膜血栓及肠道血管手术导致的肠道缺血患者检

测出FABP的水平更高[23,27,28]. 因此, 急性肠道损

伤时, 血清及尿液中FABP的水平可作为评价肠

上皮细胞受损的指标. 并且检测血清及尿液中的

FABP水平是早期检测肠上皮细胞损伤的有效指

标. 由于FABP在胃肠道表达部位的不同, 检测特

异亚型的FABP有望成为疾病定位的有用工具. 
1.1.2 谷胱甘肽S-转移酶(glutathione S-transfer-
ases, GSTs): GSTs通过连接谷胱甘肽, 实现保护

细胞、抗氧化、对毒素和外来复合物在细胞

内进行解毒. GST家族由4个亚基组成, 分别是

αGST、μGST、πGST和θGST, 分别在不同的组

织中表达. 其中μGST、πGST和θGST可以在不

同的器官中表达, αGST主要在肝脏、肾脏和肠

道中表达, 并被推荐为肠上皮细胞受损的标志

之一. 进行血液的αGST检测有助于判断可疑的

急性肠系膜缺血. McMonagle等[29]的研究发现心

脏手术中夹闭主动脉, 随后出现肠道缺血, 并出

现组织学的改变, 其血液中的αGST亦相应的明

显升高. 需要说明的是, 血液或尿液中αGST的
升高能够提示肠道的损伤, 同时也可能是肝脏

和肾脏损伤所致, 因为αGST表达于上述器官的

上皮细胞. 因此, 仅仅在怀疑存在肠道损伤时进

行αGST检测可能才是有意义的. 
1.2 细胞旁路屏障完整性受损的标志物-紧密

连接蛋白 肠上皮细胞是通过细胞周围的紧密

连接束连接在一起的. 跨膜蛋白claudins在肠

道屏障功能的完整性中起着主要的作用. 这些

claudins家族成员在正常的肠上皮细胞中大量

存在. Zeissig等[30]的研究发现, Crohn病肠黏膜

活检组织中屏障功能紊乱, 并伴有多个claudins
蛋白如claudin-1, 3, 5, 7和8表达下调, 而起着孔

道形成作用的claudin-2则上调. 非侵入性地评价

claudins蛋白能够评估肠道上皮细胞旁屏障功能

的完整性. 由于具有分子量小、肠道内源性的

大量表达和位于细胞旁等特性, claudin-3似乎非

常适合作为早期检测肠道紧密连接完整性受损

的候选标志物. 最近的多项研究提示, 在失血性

休克大鼠模型和IBD、坏死性小肠结肠炎以及

外科大手术的患者中, 肠道紧密连接受损与尿

液中的claudin-3水平密切相关[31-33]. 因此, 尿液

中的claudin-3可作为评估肠道紧密连接受损的

非侵入性检测标志物. 
由此可知, 检测尿液中的claudin-3水平对肠

上皮细胞间屏障损伤的研究提供了可行性. 并
为早期诊断和随访肠道疾病患者、阐明肠道相

关疾病的发病机制提供了新的方法. 但是, 必须

认清临床实际与实验研究的结果可能是不同的, 
因为紧密连接不仅仅存在肠道中. 应用其他紧

密连接蛋白对肠道细胞旁通路的完整性进行非

侵入性评价仍需更多的研究去证实. 
1.3 肠道屏障受损的功能性评价 大量的研究报

道肠道屏障受损的功能性评价方法. 目前可用

的方法主要是通过口服试剂直接检测肠上皮细

胞旁的渗漏, 或间接检测肠道屏障功能受损后

的物质, 如进入血液中的肠内容物. 直接评价屏

障功能受损是基于这样一种假说, 口服大分子

探针不能通过肠道的细胞旁通路, 除非肠道屏

障功能受损. 在肠道屏障功能受损时, 探针通过

肠黏膜屏障出现在血液中, 随后通过肾脏排泄

到尿液中, 很容易在尿液中检测到. 间接的评价

屏障功能受损基于另外一个假说, 肠道渗漏的

物质, 如内毒素、细菌性发酵产物, 在肠道屏障

功能受损时转移到血液中, 检测血清中这些细

菌的成分或产物可以反映肠道屏障功能的受损

程度. 
1.3.1 直接检测肠道屏障功能的方法: (1)糖吸收

试验: 口服不同的糖分子探针能够通过受损的

胃肠黏膜屏障入血, 随后经肾脏排泄到尿液中, 
很容易在尿液中检测, 可作为评价肠黏膜屏障

受损的指标[18]. 蔗糖是检测胃、十二指肠通透性

的有效指标, 在十二指肠远端蔗糖迅速地被蔗

糖-异麦芽糖酶降解, 因此只能用来检测胃、十二

指肠的通透性[34-36]. 小肠通透性是用乳果糖/甘露

醇的分级排泄比率来检测. 由于小通道多聚集

在绒毛顶端, 化合物通过这条通路的渗透速率

形成了成熟小肠表面积的粗略评价, 这在临床

上已经得到确认. 在那些存在成熟小肠表面积

明显减少的疾病中(比如乳糜泻), 小分子探针甘
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■创新盘点
本文对肠黏膜屏
障功能的各种检
测方法、其优劣
性及临床应用价
值作了详细阐述.

露醇的分级排泄明显减少, 同时大分子探针乳

果糖的分级排泄增加, 结果乳果糖/甘露醇比率

(L/M ratio)显著增加; 而在乳糜泻的治疗过程中

则相反. 三氯蔗糖可以稳定地通过消化系, 在结

肠停留24 h, 所以优先用于评价结肠通透性的特

征[37,38]. 常用的检测方法包括比色法、酶学法、

气相色谱法、高效液相色谱法[39,40]. 近来采用电

化学高效液相色谱法, 有更高的灵敏度和特异

性, 而且标本处理过程简单, 测定快速, 并可同

时测定几种糖类, 临床应用较为方便. 但其检测

费用较昂贵, 且不能用于禁食患者, 临床应用受

到限制[41]; (2)聚乙二醇(PEG)探针: PEG分子量

为400-4 000 Da, 大分子的PEG仅能够通过受损

的肠黏膜屏障入血, 随后通过肾脏排泄到尿液

中而检测到, 从而反映肠黏膜通透性的改变. 由
于PEG没有生物学活性, 且不能被细菌降解, 因
此24 h尿液中的含量能够提供Crohn病整个肠道

以及肠道缺血再灌注损伤患者肠道通透性的研

究[42,43]. 但由于PEG类兼有水溶性和一定的脂溶

性, 在肠道吸收时, 易受渗透压浓度的影响, 静
脉注射后, 回收率低, 因而临床实际应用意义不

大; (3)核素探针法: 如以51Cr标记的乙二胺四乙

酸(51Cr-EDTA)检测肠黏膜通透性. 该标记物的

优点在于容易检测, 而且在结肠内不会被细菌

分解, 因此可作为小肠和大肠通透性改变的研

究, 已有研究证实IBD患者的51Cr-EDTA结直肠

通透性升高[37]. 但其放射性对人体有一定损害, 
这在很大程度上限制了其使用. 另外, 由于每次

只能采用一种核素探针进行检测, 故其结果的

准确性亦受到影响. 
1.3.2 间接检测肠道屏障功能的方法: (1)鲎变形

细胞溶解物(LAL)检测: 在健康状况下肠黏膜屏

障能够阻止肠腔内的细菌易位, 但当肠黏膜屏

障受损时肠道的细菌及其产物将进入血液, 因
此检测血液中的细菌及其代谢产物能够进一步

评价肠黏膜屏障的完整性[44]. 内毒素是G-细菌

外膜的脂多糖, 他能够引起机体许多不良反应, 
如发热、白细胞增多、血小板减少和凝血障碍. 
LAL是存在于鲎鱼的阿米巴细胞中, 能够诱导血

液凝集的因子, 进一步研究证实是G-细菌细胞

壁中的脂多醣或称内毒素. LAL检测能够定量反

映血浆内毒素的水平, 检测肠道细菌移位较血

培养更为敏感, 且不受抗生素的影响, 检测迅速, 
但此法只能间接推断肠道屏障功能的变化, 并
且对设备与技术要求都很高, 故难以在临床推

广; (2)内毒素核心抗体: 内毒素核心抗体(endo-

toxin core antibodies, EndoCAb)是针对内毒素活

性成分LPS核心抗原的抗体, 在正常人血中少量

存在. 研究表明手术患者EndoCAb水平的下降

与患者术后内毒素感染减少有关[45]. 而且, 术前

低水平的EndoCAb与腹主动脉瘤手术患者的不

良预后密切相关[46,47]. EndoCAb的检测能够获得

肠道内毒素移位的信息, 从而可以进一步评价

肠道上皮细胞屏障功能的受损; (3)循环D-乳酸

法: D-乳酸是细菌发酵的代谢产物, 肠道多种细

菌均可产生, 但正常情况下很少被吸收, 并且哺

乳动物不具备将其快速降解的酶系统. 肠黏膜

受损、通透性增高时, 肠道中细菌产生的大量

D-乳酸通过受损黏膜进入血液循环, 使血浆D-
乳酸水平升高, 故检测血浆中D-乳酸水平可及

时反映肠黏膜损害程度和通透性的变化[48,49]. 目
前, D-乳酸的检测主要是酶法, 即利用D-乳酸脱

氢酶将D-乳酸进行分解, 测定反应产物的吸光

度来计算血D-乳酸含量. 循环D-乳酸可以作为

临床检测肠黏膜通透性的较好指标, 而且标本

采集方便, 具有较广阔的应用前景. 

2  结论

评价肠黏膜通透性的检测方法有多种, 其可相

应评价肠黏膜损伤的部位及功能. 针对不同的

疾病、不同的病变部位选择相应的检测方法来

评价肠黏膜屏障完整性及其功能将有利于早期

诊断疾病、明确疾病病因、判断病情严重程度

以及对疗效进行评价. 
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Abstract
Acute gastrointestinal complications (GICs) fol-
lowing cardiac surgery with cardiopulmonary 
bypass (CPB) are rare but carry a high mortal-
ity rate. During CPB procedures, many factors 
cause a reduction of blood supply to the diges-
tive system, tissue injury, and the release of 
many inflammatory mediators, which can lead 
to GICs such as gastrointestinal bleeding, peptic 
ulcers, ischemic enteritis, pancreatitis, chole-
cystitis, and liver failure. Close observation of 
clinical manifestations and early diagnosis will 
help timely manage these complications and 
improve prognosis. The purpose of this paper is 
to review the mechanism, risk factors, diagnosis 
and treatment of GICs after cardiac surgery with 
cardiopulmonary bypass.

Key Words: Gastrointestinal complications; Surgery; 
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 文献综述 REVIEW

体外循环心脏术后消化系统并发症的防治进展

秦春妮, 黑飞龙

®

■背景资料
体外循环期间多
种因素导致消化
系统血液供应减
少、组织损伤、
炎性介质大量释
放, 而引起包括胃
肠道出血、消化
性溃疡、缺血性
肠炎、胰腺炎、
胆囊炎、肝衰竭
等在内的消化系
统并发症. 

Qin CN, Hei FL. Prevention and treatment of gastrointes-
tinal complications following cardiac surgery with 
cardiopulmonary bypass. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(15): 1318-1322

摘要
体外循环心脏术后消化系统并发症虽然发生
率不高, 但病死率却极高. 体外循环期间多
种因素导致消化系统血液供应减少、组织损
伤、炎性介质大量释放, 从而引起包括胃肠道
出血、消化性溃疡、缺血性肠炎、胰腺炎、

胆囊炎、肝衰竭等在内的消化系统并发症. 严
密观察患者临床表现并早期诊断予以干预, 对
患者的预后有重要帮助. 本文就近年来体外循
环心脏术后消化系统并发症的机制、危险因
素及诊断治疗的进展予以综述. 

关键词: 消化系统并发症; 心脏手术; 体外循环; 防治
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0  引言

1957年, Berkowitz等[1]首次报道了体外循环心脏

手术后发生急性消化系统并发症的病例, 其中

最常见的是溃疡合并出血. 体外循环心脏手术

后消化系统并发症的发生率约为0.5%-4.0%, 但
一旦发生病死率却高达26%-75%[2-5]. 已报道的

并发症主要有胃肠道出血、消化性溃疡、缺血

性肠炎、胰腺炎、胆囊炎、肝衰竭等. 由于患

者术中应用大量肌松剂、镇静剂, 术后早期使

用机械通气, 消化系统并发症的早期症状和体

征常常被掩盖, 而导致错过最佳治疗时机, 增加

了病死率, 因此, 术前准确预测危险因素并给予

有效干预措施, 可降低发生率及死亡率. 

1  体外循环心脏手术后消化系统并发症的发生

机制

体外循环期间消化系统功能大多处于静息状态, 
其功能和结构的改变不易被临床所注意, 体外

循环对消化系统的影响及消化系统并发症发生

■同行评议者
秦环龙, 教授, 上海
交通大学附属第六
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■研发前沿
消化系统并发症
的早期症状和体
征 常 常 被 掩 盖 , 
而错过最佳治疗
时 机 ,  增 加 了 病
死率.

机制尚未完全明确, 目前的研究认为病理生理

机制包括以下几个方面: 
1.1 消化系低血流灌注 Ohri等[6]研究发现, 体外

循环期间尽管肠系膜上动脉的血流速度没有明

显改变, 但空肠黏膜血流量减少40%, 浆膜血流

量减少50%. 引起这一效应的主要原因是体外

循环期间的低温、血液稀释、大量血液引流至

体外, 非搏动灌注引发的血流模式改变等导致

低血压和血管阻力的增加; 血管阻力增加则与

儿茶酚胺系统、肾素-血管紧张素-醛固酮系统

的兴奋有关, 这些因素导致机体处于“人工休

克”状态, 大脑等主要脏器血流基本不变, 而腹

腔脏器的血流明显减少, 导致消化系上皮细胞

能量供应不足, 不能产生足量的黏液和碳酸氢

盐, 削弱了黏膜清除酸性物质的能力, 再加上氧

自由基的激活也使肠黏膜发生缺血-再灌注损伤

甚至细胞坏死[7]. 
1.2 炎性介质的释放 胃肠道黏膜是全身代谢

最活跃的器官之一, 肠道又是体内最大的储菌

库和内毒素库, 当肠黏膜完整性和屏障保护功

能被破坏后, 肠道内的细菌或内毒素向肠外组

织移位, 引起肠道局部或全身性的炎症反应而

过度释放炎性介质. 体外循环中由于血液与塑

料、玻璃和金属等人工材料接触以及组织非生

理灌注, 会激活凝血系统、缓激肽和补体, 炎性

介质大量释放, 这些介质可激活白细胞、增加

血管的通透性, 引起消化系组织水肿, 在消化系

并发症的产生中起到重要作用. 此外, 体外循环

期间组胺分泌增加, 并加速胃酸大量释放, 胃酸

分泌过多也是上消化系溃疡重要因素之一[7,8]. 
1.3 栓塞 在体外循环期间, 尽管在整个管路系统

安装了多个功能各异的过滤器, 仍可在血液中

发现一些栓子, 如组织碎片、气体、脂肪滴、

血小板聚合物、人工材料脱落成分等物质, 这
些异物随血流到达全身各脏器, 若到达并栓塞

到肠系膜血管等为消化系统供血的血管, 则使

该血管支配的区域发生血供障碍. 而且局部炎

性反应进一步加重栓塞胃肠组织的缺血性损伤, 
严重时可出现局部消化系组织的坏死[8]. 
1.4 其他 长期吸烟酗酒的患者, 消化系黏膜微静

脉收缩、血流淤滞和黏膜缺血. 糖尿病患者可

因长期高血糖使胃肠运动减弱. 高血压患者在

体外循环低血压期间胃肠对缺血缺氧的耐受差, 
易发生组织坏死. 老年心血管病患者消化系统

并发症较多见, 这可能与缺血代偿能力差有关[7]. 

2   危险因素 

体外循环心脏手术消化系统并发症的发生是由

多个因素共同作用所致, 及早判断高危因素可

进行有效地早期干预, 对降低并发症的发生率

及死亡率有积极意义. 
2.1 术前危险因素 多项研究[2-4,9]表明术前的主

要危险因素包括患者年龄>70岁、低心排量、

血肌酐>1.4 mg/dL, 既往有慢性肾衰、慢性阻塞

性肺病、外周血管病、高血压、房颤、心肌梗

塞、肝素诱发的血小板减少症等病史, 手术方

式如急诊手术、联合手术、瓣膜手术、二次或

多次手术也是高危因素. 另外有研究显示, 心脏

术后出现消化系统并发症需要开腹手术治疗的

高危因素有术前肾衰竭、使用抗凝剂, 既往有

冠脉搭桥史、经皮腔内冠状动脉成形术史, 瓣
膜手术、搭桥联合瓣膜手术及应用主动脉内球

囊反搏[10,11]. 
2.2 术中危险因素 二次或多次手术和复杂心脏

手术需要较长时间的体外循环支持, 较长的体

外循环时间可导致体内大量乳酸堆积而形成消

化系统并发症的前兆. 急诊手术同时伴有急性

心肌梗死、心律失常、应用主动脉内球囊反搏

术等患者的消化系统并发症发生率较高. 主动

脉阻断时间过长、血管活性药物的用量较大、

急性肾衰竭、机械通气>24 h、术中失血过多

并输血等因素均使消化系统并发症发生率升 
高[3,12,13]. 
2.3 术后危险因素 心脏术后危险因素包括术后

出血手术止血、术后心律失常、低心排、脑血

管栓塞或出血、急性肾功能衰竭都会不同程度

的导致继发的消化系并发症出现. 

3  消化系统并发症诊断及防治

消化系统并发症的出现将进一步加重心力衰竭

和呼吸衰竭等其他心脏术后的并发症, 严重者甚

至导致多脏器功能衰竭, 从而使心脏术后病死率

显著增加, 延长了住院时间, 增加了患者的负担. 
因此, 如何有效降低心脏术后消化系统并发症发

生的风险, 是降低手术死亡率的关键之一. 
对存在高危因素的患者术前进行充分的准

备工作, 改善心脏泵血功能及围术期氧供, 了解

病情, 如既往有消化系溃疡病史的患者可在术

前服用抗组胺药物, 这样可减轻体外循环中消

化系黏膜的损伤. 有研究发现术前预防性地滴

注参附液, 可有效减轻或抑制体外循环中及主
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动脉开放后胃黏膜pH值的下降, 改善肠道的灌

注和氧合,  保护肠黏膜屏障功能, 降低内毒素血

症及全身炎性反应[14]. 刘瑞琳等[15]通过对大鼠

肠缺血再灌注的研究发现术前静注大黄素可减

轻肠黏膜损伤. 术中要保持充分的灌注流量和

灌注压以改善腹腔脏器在体外循环中的血流量. 
术中和术后使用无创胃肠张力监测仪连续测定

胃肠黏膜的pH和CO2分压, 可及时评估组织的

循环灌注和对体外循环灌注进行合理调整, 对
评价患者预后有一定意义. 有研究显示胃肠道

黏膜的pH与胃肠道的损伤呈负相关, 保持胃内

pH>3.5可明显降低胃肠道损伤和消化系出血的

发生率[16]. 使用动态胃电图监测仪监测围术期胃

电节律, 可评估消化系统的运动功能, 指导消化

系统的护理及对消化系统并发症的出现起到预

警作用[17]. 术后及早胃肠道进食, 服用对胃肠道

有保护作用的活菌, 可防治胃肠道菌群紊乱; 口
服麦滋林和静脉予谷氨酰胺可促进胃肠道内皮

的迅速更新, 维持肠黏膜屏障的完整性. 通常在

严重的消化系统并发症存在的情况下, 患者需

大约1-2 wk的短期鼻饲管给予营养物质[7].
3.1 上消化系出血 体外循环应激性溃疡发生率

很高, 急性溃疡的主要表现是出血, 应激所致的

黏膜病变是造成术后出血的最常见原因. 有研

究表明上消化系出血发生率为0.9%, 死亡率为

35%[18]. 出血的发生主要与体外循环期间抗凝

剂的使用有关, 胃肠黏膜pH增高、黏液分泌减

少、交感神经兴奋、黏膜缺血、皮质激素大量

分泌使肠组织修复功能受阻[7]. 长时间体外循

环、主动脉钳夹时间过长和通气时间过长也使

出血几率升高[18]. 上消化系出血一般表现为胃潜

血阳性或呕血, 便血较少见. 治疗包括口服质子

泵抑制剂、留置胃管减压, 冲洗胃腔, 清除血凝

块, 禁食水, 通过内镜检查来确定出血点, 在内镜

下施行电凝、激光灼凝、注射或喷洒药物局部

止血、钳夹出血的血管或注入血管硬化剂止血, 
也可借助3腔2囊管压迫出血部位. 如内镜检查未

能发现出血病因, 则可行选择性腹腔动脉或肠系

膜上动脉造影, 对出血定位有帮助, 同时经动脉

导管注入血管加压素控制出血. 如失血量较大患

者各项生命指标不稳定则需输血, 持续出血很难

止血时需急诊手术止血. 因此术前应了解病史, 
对既往有消化性溃疡病史患者术后预防性应用

抗酸药, 同时慎用阿司匹林. 有研究显示在体外

循环预充液中加入奥美拉唑可减轻胃酸对体外

循环中受损胃黏膜的损伤作用, 减轻全身炎性反

应而对胃黏膜产生保护作用[19,20].
3.2 消化系溃疡穿孔 心脏手术后消化性溃疡的

发生率约占消化系统并发症的6%左右, 死亡率

为36%. 大部分患者是在术后常规拍摄腹部X线

平片时发现上腹部的游离气体, 或者患者有腹

痛和腹胀的主诉. 多数患者既往有溃疡病史, 穿
孔前溃疡病症状加剧, 表现为骤起的上腹部刀

割样剧痛, 迅速波及全腹, 腹肌紧张呈板样强直. 
诊断性腹腔穿刺可抽出含胆汁或食物残渣的液

体. 所有溃疡患者均需手术治疗, 十二指肠溃疡

出血的患者一般选择的术式为溃疡缝合、迷走

神经切断术加幽门成形术, 或者迷走神经切断

术加胃窦切除术. 如若患者生命指标不稳定, 则
仅行溃疡单纯缝合, 根治性手术应推迟. 胃溃疡

出血患者需行胃组织活检、溃疡缝合、迷走神

经切断术并幽门成形术, 或者行远端胃切除术

来根治. 如患者生命体征不稳定则行溃疡单纯

缝合术. 
3.3 下消化系出血 心脏术后下消化系出血仅占

消化系出血的9%, 病死率为17.4%. 其中10%的

下消化系出血由上消化系病变引起[21]. 体外循环

过程中存在的低血压和低氧血症会导致结肠黏

膜缺血并引起非梗阻性坏死, 脾区部分的结肠

更易发生这种情况, 这是由于此处的结肠循环

处于上下肠系膜间变得更纤细[8]. 患者下消化系

出血的最常见临床表现为腹痛和便血. 如果患

者血流动力学稳定, 则可通过腹部追踪扫描99m
锝标记的红细胞来定位出血部位. 肠系膜动脉

造影检查可发现持续活动性出血灶, 同时行靶

血管栓塞治疗. 结肠镜介入也可确定出血部位

并止血. 失血量大或者低血容量导致的血流动

力学不稳定的患者则需及时评估是否需要手术

介入, 如已查明出血部位, 则需行部分结肠切除

术. 如一直未查明出血部位, 可行结肠次全切并

排空肠道, 会对出血部位的定位有所帮助. 有研

究表明接受结肠次全切的患者比部分结肠切除

的患者的病死率高, 这就表明一旦发生出血, 早
发现早定位对治疗、预后及其关键[22,23]. 
3.4 缺血性肠炎 Mangi等[2]研究显示缺血性肠炎

的发病率占总的消化系统并发症的67%, 病死率

为70%. 高龄、急诊手术、围术期低血压和外周

血管疾病都可引起肠缺血发生[24,25]. 下消化系出

血伴白细胞增多症、高钾血症、不明原因的乳

酸酸中毒血症等症状提示肠缺血, 但这些症状

特异性不高, 而且出现这些症状则预示着诊断

延误且死亡率会大大增加[26]. 当患者应用镇静剂

■应用要点
体外循环心脏手
术消化系统并发
症的发生是由多
个因素共同作用
所致, 及早判断高
危因素可进行有
效地早期干预, 对
降低并发症的发
生率及死亡率有
积极意义.
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且机械通气时程延长, 患者同时并存其他腹部

并发症时, 诊断难度亦显著增加. 
缺血性肠炎分2种, 一种为灌注不足导致的

非梗阻性肠系膜缺血, 这种较常见; 另一种为血

管内血栓形成或栓塞导致的梗阻性肠系膜动脉

疾病, 此种肠炎病情凶险, 恶化迅速. 非梗阻性

肠系膜缺血由于缺乏血管堵塞的表现而延误诊

断, 常见于有低灌注症状或需应用升压药物的

患者, 发病可能与低心排和广泛肠系膜血管收

缩导致的肠组织缺氧或坏死有关[26,27]. 肠系膜血

管造影术和血管计算机断层扫描, 或紧急剖腹

探查均可明确诊断, 其中血管造影为诊断金标

准. 非梗阻性肠系膜缺血的治疗包括增加心排

量、最大限度的提高血流动力学以增加肠组织

灌注、尽量避免肠血管痉挛和再灌注损伤、早

期即应用广谱抗生素. 梗阻性肠系膜动脉疾病

早期诊断后, 可应用溶栓剂或血管内支架植入

术予以治疗; 也可行开腹手术去除血栓、血管

成形术, 开腹后可迅速探及病变肠段和血管, 应
用荧光素和多普勒超声仪来评价肠灌注情况. 
3.5 胰腺炎 心脏术后胰腺炎的发生率为0.13%
左右, 临床表现为血流动力学不稳定, 腹部肌张

力增高, 伴疼痛、恶心和呕吐. 心脏手术后约

30%-40%的患者血淀粉酶升高, 只有1%-3%会

发展为有典型临床症状的胰腺炎. 体外循环后

胰腺损伤的危险因素有肾功能不全、瓣膜手

术、转机时间过长、主动脉钳夹时间过长、血

管活性药物的使用以及低心排量[28,29]. 在体外

循环期间血糖升高, 其原因是胰岛素分泌或利

用障碍, 糖尿病或冠心病患者更为突出. 由于有

些患者没有典型的疼痛和淀粉酶升高表现, 所
以诊断的关键是临床细致的观察. 腹部B超检查

是首选的影像学诊断方法, 可发现胰腺肿大和

胰周液体积聚. 腹部X线平片可见左侧膈肌抬

高, 左侧胸腔积液等征象. 腹部增强CT扫描或

MRI为鉴别水肿性和出血坏死性胰腺炎提供依

据. 症状较轻者多保守治疗, 包括禁食、胃肠减

压、补液防治休克、镇痛解痉、抑制胰腺分泌

和早期抗感染治疗等. 病情较重患者需及时施

行坏死组织清除加引流术. 
3.6 急性胆囊炎 心脏术后急性胆囊炎的发生率为

0.11%, 发病机制包括内毒素血症、局部炎性介

质的释放、内脏低灌注和胆汁黏滞度增加[30,31]. 
典型症状在心脏术后5-15 d出现, 而且症状不全

是感染、发热、右上腹痛等经典症状, 而是出现

急性炎症反应综合征或血流动力学不稳定的症

状, 早诊断是降低发病率和病死率的关键. 有研

究显示术前危险因素有外周血管疾病、全身氧

运输量<430 mL/mm2, 转机时间过长; 术后危险因

素包括心律失常、机械通气时程>3 d、菌血症

和院内感染[30]. 诊断方法包括白细胞计数、肝功

能检查、超声检查、核素扫描等. 治疗包括禁食

水、静脉补液、抗感染和解痉止痛等, 保守治疗

无效或胆石症患者应行胆囊切除术, 危重症患者

无法耐受手术时可行经皮胆囊造瘘, 病情稳定后

再行胆囊切除术. 
3.7 肝衰竭 据文献报道体外循环心脏术后高胆

红素血症的发生率为25%, 死亡率为4.1%, 其中

半数以上患者血胆红素在术后1 d达峰值, 33.5%
在术后2 d达峰, 术后7 d达峰值的占10.3%, 且结

合胆红素较游离胆红素升高更明显[32]. 体外循环

后发生肝功能衰竭的原因通常为低血压低氧血

症、感染因素、全身性炎症反应、低温损害和

药物/毒物作用. 在低温体外循环下肝脏血流的

自动调节被破坏, 在灌注流量降至2.2 L/(m2·min)
以下时, 肝脏的耗氧量明显下降. 全身炎性介质

的释放可直接损害肝细胞, 中性粒细胞的活化

可释放溶酶体酶而导致肝细胞破坏, 血栓素A2
释放增加可加重肝组织的缺血性损害. 导致术

后肝细胞损伤和肝炎的最常见药物为氟烷, 虽
然氟烷肝毒性作用发生率仅为0.1%. 其他可能

导致肝细胞坏死或胆汁瘀滞的药物有异烟肼、

甲基多巴、苯妥英钠等. 另外输血是导致患者

感染的最重要原因, 而且库血中含有的枸橼酸

盐也将加重肝脏的负担. 肝细胞坏死的临床表

现包括发热、黄疸、恶心呕吐及食欲减退, 凝
血机制差, 严重的低血糖和肝性脑病, 腹水、术

后转氨酶升高等[8]. 诊断主要依靠临床症状体

征、肝功能检查、超声检查, 腹部CT. 治疗原则

为增加肝脏灌注, 对症支持治疗, 停用肝毒性药

物、治疗腹水等. 

4  结论

心脏术后消化系统并发症的发生率较低, 但是

一旦发生, 很难及早做出准确的诊断, 临床症状

也没有显著特异性, 且病死率极高. 因此, 细致

的临床观察和高危因素的预测有助于及时的诊

断和治疗, 对降低患者心脏术后的死亡率有重

要意义. 
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Abstract
AIM: To explore the effect of overexpression of 
miR-451 on cell proliferation, apoptosis and in-
vasion in human esophageal carcinoma cell line 
EC9706. 

METHODS: MiR-451 mimics were constructed 
and transfected into EC9706 cells using Lipo-
fectamineTM2000. EC9706 cells transfected with 
Scramble-miR, empty liposomes or negative 
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®

■背景资料
miRNA对细胞的
增殖、分化和凋
亡有重要的调节
作用, 他们在正常
组织和肿瘤组织
中的表达显著不
同. 近期的研究发
现 ,  一些miRNA
在肿瘤细胞中表
达明显减少, 提示
着这些分子可能
作为抑癌分子. 

miR-451 were used as controls. Forty-eight hours 
after transfection, the expression of miR-451 
was detected by RT-PCR, and the expression of 
Bcl-2, AKT and phosphorylated AKT proteins 
were detected by Western blot. Cell apoptosis, 
invasion and proliferation were assessed by flow 
cytometry, transwell assay and MTT assay, re-
spectively.

RESULTS: Compared to control cells, the 
expression of miR-451 was significantly up-
regulated (P < 0.01, F = 69.26); the expression of 
Bcl-2, AKT and phosphorylated AKT proteins 
was significantly down-regulated (P < 0.05, F = 
5.83); cell apoptosis rate significantly increased 
(P < 0.01, F = 26.72); the average number of cells 
penetrating Matrigel membrane significantly 
decreased (P < 0.01, F = 34.55); and cell prolif-
eration was significantly suppressed in a time-
dependent manner (P < 0.05, F = 5.95) in EC9706 
cells transfected with miR-451 mimics.

CONCLUSION: Over-expression of miR-451 
induces apoptosis and suppresses cell prolifera-
tion and invasion in human esophageal carci-
noma cell line EC9706.

Key Words: Esophageal cancer cells; MiR-451; Pro-
liferation; Apoptosis; Invasion 

Leng H, Zang WQ, Wang T, Wang YY, Ma J, Zhao GQ. 
Overexpression of miR-451 inhibits cell proliferation and 
invasion and promotes apoptosis in human esophageal 
carcinoma cell line EC9706. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(15): 1323-1327

摘要

目的: 探讨miR-451对食管癌EC9706细胞增
殖、凋亡及侵袭能力的影响.

方法: 化学合成miR-451 mimics, 脂质体包裹
转染EC9706细胞为miR-451组, 同时设立无关
序列(Scramble-miR)对照组、脂质体对照组
和空白对照组. 转染后48 h, 荧光定量RT-PCR
检测miR-451表达量的变化, Western blot检测

■同行评议者
刘云鹏, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院肿瘤内科
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Bcl-2、AKT和磷酸化AKT蛋白表达水平, 流
式细胞仪检测细胞凋亡情况, Transwell侵袭实
验检测细胞侵袭能力的改变; MTT法检测转
染后l、2、3、4、5、6 d各组细胞增殖率.

结果: miR-451组的miR-451表达水平显著上
调(P <0.01, F  = 69.26), 为空白对照组的15.84
倍; m i R-451组细胞B c l-2、A K T和磷酸化
AKT蛋白表达均显著下调(P <0.05, F  = 5.83); 
miR-451组细胞凋亡率为12.07%±1.12%, 与
3个对照组比较显著升高(P <0.01, F  = 26.72); 
miR-451组平均侵袭细胞数为47.4±7.4, 与3
个对照组比较显著降低(P <0.01, F  = 34.55). 
miR-451组细胞的生长在转染后2 d出现显著
抑制(P <0.05, F  = 5.95), 并且随时间的延长而
日益显著.

结论: 上调miR-451表达可抑制食管癌EC9706
细胞增殖和侵袭, 促进细胞凋亡.

关键词: 食管癌细胞系; miR-451; 增殖; 凋亡; 侵袭
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0  引言

肿瘤是目前对人类生命和健康危害最严重的疾

病之一, 但其发生发展的确切机制仍未完全阐

明. 非蛋白质编码微小RNA(microRNA, miRNA)
的发现为肿瘤研究提供了新的思路. miRNA是

真核细胞内源性非编码的单链小分子、由约22
个核苷酸组成、参与转录后基因调控, 可特异

性识别靶mRNA的3'UTR并与之结合, 引起靶

mRNA的降解或翻译抑制, 从而对基因进行转

录后表达调控, 参与调节细胞活动, 具有重要的

生理及病理意义[1,2]. 近期有研究显示, miR-451
在食管癌中表达下调[3], 但miR-451在食管癌中

的具体作用仍然不明确. 为此, 本研究利用合成

的miR-451转染食管癌EC9706细胞, 探讨和分析

miR-451对食管癌细胞增殖、凋亡、侵袭能力

的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株EC9706由郑州大学

基础医学院保存; RPMI 1640培养基、胎牛血

清购自Gibco BRL公司; LipofectamineTM2000、
TRIzol购自Invitrogen公司; MIT购自Sigma公

司; Annexi V细胞凋亡检测试剂盒购自Abcam公

司; Matrigel购自BD公司; Transwell板购自Corn-
ing公司; miR-451 qPCR Quantitation Kit购自上

海吉玛制药技术有限公司; miR-451 mimics(5'-
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU-3', 3'-CU-
CAGUAAUGGUAACGGUUUUU-5'), miRNA
无关序列对照(5'-UUCUCCGAACGUGUCAC-
GUTT-3', 3'-TTAAGAGGCUUGCACAGUGCA 
-5'), 购自上海生工生物有限公司; Aktl、p27和
GAPDH抗体购自Santa Cruz公司. 
1.2 方法

1.2.1 实验分组和miR-451转染: 将食管癌EC9706
细胞用含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养

基, 37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度条件培养. 
选用对数生长期细胞按照实验分组分别进行脂

质体转染. (1)miR-451组, 加入miR-451 mimics 
100 nmol/L和脂质体; (2)miRNA无关序列对照

组, 加入miR scramble 100 nmol/L和脂质体; (3)脂
质体对照组, 仅加入脂质体; (4)空白对照组, 无
任何转染. 转染后培养6 h, 换含100 mL/L胎牛

血清的RPMI 1640完全培养基, 37 ℃、50 mL/L 
CO2、饱和湿度条件培养48 h, 收集细胞进行各

项检测. 
1.2.2 荧光定量RT-PCR检测: 采用TRIzol试剂

提取各组细胞总R N A, 使用m i R-451 q P C R 
Quantitation Kit进行逆转录和PCR扩增, 该试

剂盒内有茎环结构样的miR-451特异逆转录引

物, 他能与miRNA的3'端结合并使逆转录, 避免

miRNA前体的干扰, 反转录反应体系为: 5×RT 
buffer 4 μL, 4×dNTP 1 μL, miR-RT primer 1 μL, 
M-MLV 0.5 μL, 总RNA 1 μL, RNaseFree H2O补

足20 μL. 逆转录反应程序: 37 ℃ 60 min, 85 ℃ 
10 min. PCR扩增体系为: 2×Real-time PCR buf-
fer 20 μL, miR specific primer set 1 μL, miRNA逆

转录产物1 μL, Taq酶0.2 μL, ddH2O补足40 μL. 
定量PCR反应程序: 95 ℃ 3 min预变性; 95 ℃ 15 s, 
65 ℃ 45 s, 40个循环. 所有反应均设3个复孔, 以
U6作为内参, 记录Ct值, 各组间miR-451相对定

量的倍数(relative fold, RF)用2-△△Ct值表示. 
1.2.3 MTT检测细胞增殖: 胰酶消化对数生长期

的EC9706细胞, 按104个细胞/孔接种于96孔培养

板(200 μL/孔), 接种12 h后, 常规转染; 分别于接

种后l、2、3、4、5、6 d, 每孔中加入MTT溶液

20 μL(5 g/L), 37 ℃条件下再培养4 h, 弃上清, 每
孔加DMSO 200 μL, 振摇20 min; 570 nm波长下, 
用紫外分光光度计测定各孔吸光度(A )值, 每组

■研发前沿
近期有研究显示, 
m iR-451在食管
癌中表达下调, 但
miR-451在食管癌
中的具体作用仍
然不明确.
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设6个复孔; 计算各组细胞增殖率(细胞增殖率 = 
转染细胞A值/空白对照细胞A值×100%)
1.2.4 细胞凋亡检测: 将转染后48 h的各组细胞

用胰酶充分消化成单细胞悬液, 4 ℃ 1 000 r/min
离心5 min, 弃上清, PBS洗涤, 调整细胞密度为

1×106/mL. 按照Annexin V/PI试剂盒说明书进

行染色, 使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况, 每
组细胞重复检测3次. 
1.2.5 Transwell实验: 按照Corning公司Transwell
小室说明书操作, 制备细胞悬液, 加于Transwell
小室(每孔200 µL培养液, 1×105细胞). 24孔板下

室加入500 µL含FBS或趋化因子的培养基. 常规

培养48 h, 结晶紫染色, 显微镜观察和拍照, 随机

选5个视野, 计数取平均值. 
1.2.6 Western blot检测蛋白表达: 收集各组细

胞, 制备细胞总蛋白, SDS-PAGE凝胶电泳. 电转

移的方法将蛋白质转移到硝酸纤维素膜上, 以
AKT蛋白抗体为一抗, 辣根过氧化物酶标记的

山羊抗鼠IgG抗体为二抗检测AKT蛋白、磷酸

化AKT、Bcl-2蛋白的表达, 以GAPDH为内参照. 
统计学处理 实验数据使用SPSS17.0统计软

件包, 多项指标间单采用因素方差分析, 两指标

间进一步比较采用LSD-t检验; 按照P <0.05作为

检验水准. 

2  结果

2.1 实时定量荧光PCR 各实验组实时定量荧光

PCR检测数值见表1, 其中miR-451组的miR-451
表达水平显著上调(P <0.01), 为空白对照组的

15.84倍; 而miRNA无关序列对照组和脂质体对

照组的miR-451表达水平无显著改变(P >0.05). 
2.2 细胞增殖检测 与空白对照组比较, 转染后

l、2、3、4、5、6 d, 脂质体对照组和miRNA
无关序列对照组细胞的生长未受到显著抑制

(P >0.05), 而miR-451组细胞的生长在转染后2 d
后出现显著抑制(P <0.05), 并且随时间的延长而

日益显著(图1). 
2.3 凋亡检测 AnnexinV/Pl染色方法检测空白对

照组、脂质体对照组和miRNA无关序列对照组

细胞的凋亡率分别为4.81%±1.20%、4.33%±

2.89%、4.60%±2.63%; miR-451组细胞凋亡率

为12.07%±1.12%, 与空白对照组、脂质体对照

组和miRNA无关序列对照组细胞的凋亡率比较

显著升高, 差异均有显著性(P <0.05). 
2.4 Transwell实验 空白对照组、脂质体对照组

和miRNA无关序列对照组视野平均侵袭细胞

数分别为106.2±15.7、105.6±13.7和108.8±
10.1; miR-451组视野平均侵袭细胞数为47.4±
7.4, 与3个对照组比较显著降低, 差异有显著性

(P <0.01). 
2.5 Western blot检测 空白对照组、脂质体对照

组和miRNA无关序列对照组细胞Bcl-2、AKT
和磷酸化A K T蛋白表达一致 ,  差异无显著性

(P <0.05); 而miR-451组与3个对照组比较均显著

下调, 差异有显著性(P <0.05, 图2). 

3  讨论

miR-451是Altuvia等[4]在2005年利用生物信息

学方法发现和命名, miR-451位于染色体17qll.2, 
与miR-144相邻. 目前认为miR-451的主要功能

是参与造血系统分化、胚胎成熟、上皮细胞

极性的形成和神经系统发育 .  新近研究发现 , 

表  1  各实验组miR-451表达相对值比较 (mean±SD)

     分组  Ct miR-451       Ct U6       △Ct      △△Ct       2-△△Ct

miR-451组 22.29±0.69 13.01±0.47   9.28±0.24 -3.97±0.29 15.84±3.07b

miRNA无关序列对照组 24.50±0.39 11.43±0.30 13.07±0.14 -0.17±0.08   1.13±0.06

脂质体对照组 24.61±0.40 11.51±0.44 13.09±0.12 -0.15±0.05   1.11±0.04

空白对照组 24.67±0.31 11.42±0.30 13.24±0.07    0   1

bP<0.05 vs  空白组、脂质体对照组.
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图  1  各组细胞增殖率.
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miR-451与多种肿瘤密切相关, 不仅在肿瘤组织

中表达异常, 而且还显示其参与某些肿瘤的生

物学行为和药耐基因的调控. 
2009年, Bandres等[5]采用实时定量PCR方法

检测21例胃癌组织中miRNAs表达, 并分析其与

临床病理的关系, 结果显示胃癌和结肠癌上皮

细胞的miR-451表达降低; 分析发现miR-451与
预后不良相关; 胃癌细胞AGS和结肠癌上皮细

胞DLD1转染miR-451能降低细胞扩增及增加放

射敏感性. Hui等[6]采用实时定量PCR方法对51
例头部和颈部鳞状细胞癌标本和3个头颈部鳞

癌细胞株进行miRNA表达谱检测, 并分析临床

病理相关性, 发现miR-451是唯一显著高表达的

miRNA, 复发患者比未复发患者高4.7倍. Wang
等[7]用miRNA芯片检测非小细胞肺癌(non-small 
cell lung cancer, NSCLC)组织miRNAs表达谱, 发
现miR-451下调最显著, 在NSCLC中miR-451表
达与肿瘤分化、病理分期及淋巴结转移相关; 
高表达miR-451可显著抑制NSCLC体外增殖、

集落形成和裸鼠移植瘤生长. Heinzelmann等[8]研

究证实肾透明细胞癌中miR-451表达显著降低. 
刘辉等[3]采用AgilentTM高通量的microRNA微阵

列芯片对食管癌组织及其癌旁组织的miRNA
表达的差异进行分析, 结果显示包括miR-451在
内的8个miRNA表达显著下调. Zhu等[9]研究显

示, 在多药耐药卵巢癌细胞系A2780DX5中miR-
27a和miR-451表达上调. 用miR-27a和miR-451
的抑制剂antagomirs处理A2780DX5细胞后, 可
有效增加细胞对毒药物的敏感性. Bian等[10]研究

发现NSCLC中miR-451过表达能显著抑制A549
细胞的增长并诱导凋亡, 此外, miR-451能增加

A549细胞对顺铂化疗的敏感性, 提出顺铂联合

miR-451可能是NSCLC治疗的潜在策略. 
目前发表的文献资料显示, m iR-451在胃

癌、非小细胞肺癌、结肠癌、胶质瘤、肾透明

细胞癌、食管癌中表达下调, 而在头部和颈部

鳞状细胞癌、多药耐药卵巢癌中表达上调. 由
于1个miRNA可以调控多个基因, 不同的miRNA
分子也可以协同调控同1个基因 ;  在机体内 , 
miRNA与其靶标基因之间实际上是一个复杂的

调控网络, 控制细胞及个体的重要生命活动. 因
此, 在不同类型肿瘤中miR-451的表达水平和作

用也可能是不同的. 本实验结果显示上调食管

癌EC9706细胞中miR-451表达, 可有效抑制食管

癌EC9706细胞的增殖和侵袭能力, 并且促进细

胞的凋亡. 该结果与Tian等[11]在恶性胶质瘤细胞

系和吴春蓉等[12]在肠癌细胞系的实验结果一致. 
PI3K/AKT是与细胞增殖和细胞凋亡关系最

密切的信号传导通路之一[13,14]. 生理状态下, AKT
以低活性或失活状态存在于细胞浆; 当暴露于各

刺激因素时, AKT在PI3K调节作用下发生磷酸

化而激活, 激活的AKT与相应部位的底物蛋白作

用, 使底物蛋白磷酸化, 导致细胞存活/增殖, 并
保护细胞逃避凋亡[15-18]. 本实验Western blot证
实在上调miR-451表达的食管癌EC9706细胞中, 
Bcl-2、AKT和磷酸化AKT蛋白表达均降低, 并
且磷酸化AKT蛋白在总AKT蛋白中所占的比

例亦降低. 提示上调miR-451表达可抑制食管癌

EC9706细胞增殖和侵袭、促进细胞凋亡, 该作

用可能是通过PI3K/Akt信号传导通路实现的, 有
待进一步研究证明. 
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Abstract
AIM: To investigate whether hydrogen-rich sa-
line has a protective effect on alcohol-induced 
liver injury in rats. 

METHODS: Male Sprague–Dawley rats (n = 40) 
were divided randomly into four groups: con-
trol group, model group, low-dose (5 mL/kg, 
i.p.) and high-dose (10 mL/kg, i.p.) hydrogen-
rich saline treatment groups. Rats received intra-
gastric administration of ethanol or isocaloric/
isovolumetric maltose-dextrin solution. After 
12 wk, these rats were sacrificed to take serum 
samples for biochemical measurements and liver 
samples for HE staining.

RESULTS: At week 12, serum levels of ALT, 
AST, TG, TBIL (65.82 ± 16.14 vs 36.43 ± 4.92, 
180.45 ± 35.51 vs 110.53 ± 18.43, 0.92 ± 0.13 vs 0.35 
± 0.07, 1.92 ± 0.34 vs 0.74 ± 0.12, all P < 0.01) and 
MDA content (8.04 ± 1.12 vs 3.25 ± 0.83, P < 0.01) 

www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年5月28日; 20(15): 1328-1332
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

氢盐水对大鼠酒精性肝损伤的保护作用

齐慧慧, 宋 佳, 陈岳祥

®

■背景资料
酒精性肝病的发
病日益引起了人
们的重视. 但其发
病机制尚不清楚. 
实验研究表明抑
制自由基的产生
或清除过多的自
由基可减轻肝损
伤. 氢可有效清除
自由基, 而氢盐水
(HS)对酒精性肝
损伤是否有保护
作用尚未报道. 

significantly increased, and liver GSH content 
and SOD activity significantly decreased (78.56 
± 16.45 vs 135.43 ± 19.81, 93.14 ± 21.05 vs 181.53 
± 30.13, both P < 0.01) in the model group com-
pared to the control group. In low and high-dose 
hydrogen-rich saline treatment groups, serum 
levels of ALT, AST, TG, TBIL decreased signifi-
cantly (43.26 ± 8.81, 41.15 ± 8.89 vs 65.82 ± 16.14; 
130.42 ± 11.64, 125.81 ± 10.84 vs 180.45 ± 35.51; 
0.44 ± 0.09, 0.38 ± 0.08 vs 0.92 ± 0.13; 1.03 ± 0.21, 
0.89 ± 0.15 vs 1.92 ± 0.34; all P < 0.01), and SOD 
and GSH activity (162.51 ± 28.56, 164.24 ± 30.07 
vs 93.14 ± 21.05; 105.42 ± 17.32, 110.67 ± 20.51 vs 
78.56±16.45; P < 0.01) and MDA content (4.56 
± 0.98, 4.21 ± 1.05 vs 8.04 ± 1.12; both P < 0.01) 
increased significantly compared to the model 
group. Moderate to severe liver cell degenera-
tion, presence of large and small lipid droplets 
in the cytoplasm, swelling of the sinus endothe-
lial cells, and portal area inflammatory cell infil-
tration were seen in the model group. In the two 
treatment groups, steatosis and inflammatory 
cell infiltration lessened.

CONCLUSION: Hydrogen-rich saline can resist 
oxidative stress and lipid peroxidation, improve 
liver function, and thereby reduce alcohol-
induced chronic liver injury.

Key Words: Hydrogen-rich saline; Alcohol-induced liver 
injury; Alcohol; Oxidative stress; Lipid peroxidation

Qi HH, Song J, Chen YX. Protective effect of hydrogen-
rich saline on alcohol-induced liver injury in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1328-1332

摘要

目的: 研究肝脏病理形态学、肝功能、氧化
应激因子的变化, 探讨氢盐水(hydrogen-rich 
saline, HS)对大鼠酒精性肝损伤的保护作用.

方法: 将40只SD大鼠随机分为空白对照组、

模型组、低剂量HS治疗组、高剂量HS治疗
组; 采用梯度酒精灌胃方法建立大鼠慢性酒
精性肝损伤模型, 模型组及治疗组给予酒精灌
胃12 wk, 低剂量HS治疗组和高剂量HS治疗组
同时分别给予HS 5 g/kg、10 g/kg体质量, 腹

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科
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腔注射; 空白对照组给予等热量、等体积的
糖水灌胃. 12 wk后检测大鼠血清谷丙转氨酶
(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶
(aspartate aminotransferase, AST)、总胆红素
(total bilirubin, TBIL)、甘油三酯(triglyceride, 
TG)、肝组织匀浆丙二醛(malonyldialdehyde, 
MDA)、还原型谷胱甘肽(reduced glulathione 
hormone, GSH)、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)的含量, 肝组织HE染色观察
肝组织形态学变化.

结果: 灌酒12 wk后模型组大鼠血清ALT、
AST、TG、TB IL水平均明显上升(65.82±
16.14 vs  36.43±4.92, 180.45±35.51 vs  110.53
±18.43, 0.92±0.13 vs  0.35±0.07, 1.92±0.34 
vs  0.74±0.12, P <0.01); 肝脏GSH含量、SOD
活性下降(78.56±16.45 vs  135.43±19.81, 
93.14±21.05 vs  181.53±30.13, P <0.01), 而
MDA含量增加显著(8.04±1.12 vs  3.25±0.83, 
P <0.01); HS低剂量组和高剂量组大鼠血清
ALT、AST、TG、TB IL下降显著(43.26±
8.81, 41.15±8.89 vs  65.82±16.14; 130.42±
11.64, 125.81±10.84 vs  180.45±35.51; 0.44
±0.09, 0.38±0.08 vs  0.92±0.13; 1.03±0.21, 
0.89±0.15 vs  1.92±0.34; P <0.01); SOD、

GSH活性明显增加(162.51±28.56, 164.24±
30.07 vs  93.14±21.05; 105.42±17.32, 110.67
±20.51 vs  78.56±16.45; P <0.01), MDA含量
明显上升(4.56±0.98, 4.21±1.05 vs  8.04±
1.12; P <0.01). HE染色结果显示, 模型组大鼠
肝组织可见中重度肝细胞变性, 胞质内见大
小不一的脂滴空泡, 窦内皮细胞肿胀, 汇管区
炎细胞浸润; HS低、高剂量组肝组织脂肪变
性、炎细胞浸润程度减轻.

结论: HS可有效地抗氧化应激和脂质过氧化, 
改善肝功能, 减轻酒精诱导的大鼠慢性肝损伤.

关键词: 氢盐水; 酒精性肝病; 乙醇; 氧化应激; 脂质

过氧化
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0  引言

在西方国家, 酒精性肝病(alcoholic liver disease, 
ALD)及其并发症是导致死亡的重要病因之一[1]. 
在欧美国家的嗜酒人群中, ALD的患病率高达

84%, 其中20%-30%可进展为肝硬化[2]. 但关于

ALD的发病机制尚不十分清楚, 目前认为氧化

应激、脂质过氧化在ALD早期发挥重要作用. 
研究表明氢分子可选择性清除羟自由基和亚

硝酸阴离子, 有较强的抗氧化作用. 但氢盐水

(hydrogen-rich saline, HS)对慢性酒精性肝损伤

是否有保护作用尚不清楚. 本文旨在通过建立

大鼠慢性酒精性肝损伤模型, 并给予HS干预, 探
讨HS的保护作用及相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 40只SPF级♂SD大鼠, 体质量220-250 g, 
购自上海斯莱克实验动物有限公司. 实验动物

饲养于中国人民解放军第二军医大学清洁级动

物房, 12 h光照和黑夜循环, 标准饲料, 自由饮

水, 温度22 ℃±2 ℃, 湿度50%-60%. HS由上海

中国人民解放军第二军医大学潜水教研室制备; 
大鼠SOD、MDA、GSH试剂盒购自南京建成公

司; HE染色相关试剂购自美国Sigma公司.  
1.2 方法

1.2.1 分组及处置: 40只SD大鼠适应性喂养1 wk
后, 随机分为空白对照组、模型组、低剂量HS
治疗组、高剂量HS治疗组; 采用梯度酒精灌胃

方法建立大鼠慢性酒精性肝损伤模型. 模型组

和治疗组给予500 mL/L的乙醇8 mL/(kg·d) 2 wk,  
10 mL/(kg·d) 2 wk, 12 mL/(kg·d) 8 wk, 低剂量

HS治疗组和高剂量HS治疗组同时分别给予HS 
5 g/kg、10 g/kg体质量, 腹腔注射; 空白对照组给

予等热量、等体积的糖水灌胃, 普通饲料、自由

饮水. 12 wk后, 禁食12 h, 称重后麻醉, 留取血液

标本, 肝脏称重后部分液氮冻存, 部分4%多聚甲

醛固定, 进行生化、病理形态学等测定.
1.2.2 生化指标检测: 取血后静置30 m in, 离心

3 000 r/min×10 min, 常规分离血清, 运用自动

生化分析仪检测血清谷丙转氨酶(alan ine am i-
notransferase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate ami-
notransferase, AST)、总胆红素(total bilirubin, 
TBIL)、甘油三酯 (triglyceride, TG). 取一定量

的肝组织, 加10倍重量预冷现配的生理盐水, 在
电动匀浆机内匀浆, 制成10%肝匀浆, 所有操作

均在冰浴中进行. 3 000 r/min离心10-15 min, 取
上清液-20 ℃待检, 肝匀浆每次操作前新鲜配置. 
严格按照按试剂盒说明用TBA法检测肝组织匀

浆中肝脏丙二醛(malonyldialdehyde, MDA)、
还原型谷胱甘肽(reduced glulathione hormone, 
G S H)的含量; 用黄嘌呤氧化酶法检测肝组织

匀浆中超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
SOD)含量.

■研发前沿
研究表明呼吸2%
的氢可治疗动物
心肌及肝脏缺血
再灌注损伤、小
肠移植引起的炎
症损伤和新生儿
脑缺血缺氧损伤.
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1.2.3 肝组织病理形态学: 肝组织石蜡切片行常

规HE染色, 光镜下观察组织切片的变化. 
统计学处理 统计软件采用SPSS18.0统计软

件包分析, 统计结果用mean±SD表示. 两组间比

较先采用方差分析F检验进行方差齐性检验, 方
差齐的采用非配对t检验, 不齐的采用非参方差

分析. P <0.05有统计学意义.  

2  结果

2.1 一般情况 空白组大鼠进食正常, 生长良好; 
模型组大鼠造模后期进食较差; 但各组体质量

变化无统计学差异. 
2.2 血清ALT、AST、TG、TBIL 与空白组相比, 
模型组大鼠血清ALT、AST、TG、TBIL水平均

明显上升(P <0.01); 与模型组相比, 低剂量HS治
疗组、高剂量HS治疗组大鼠血清ALT、AST、
TG、TBIL均下降(P <0.01), 而高剂量组下降幅

度稍大, 两治疗组间无明显差异(表1). 
2.3 肝脏MDA、SOD、GSH 模型组大鼠于灌酒

12 wk后肝脏GSH含量、SOD活性下降, 与空白

组比有显著统计学意义(P <0.01), 而MDA含量增

加显著(P <0.01); HS低剂量组和高剂量组GSH含

量、SOD活性均增加, MDA含量下降明显, 与模

型组相比均具有统计学意义(P <0.01), 两治疗组

间差异不明显(表2). 
2.4 肝组织病理形态学检测 HE染色结果显示: 
空白组大鼠肝组织形态结构均正常; 模型组大

鼠肝组织可见中重度肝细胞变性, 胞质内见大

小不一的脂滴空泡, 窦内皮细胞肿胀, 汇管区炎

细胞浸润(图1). HS低、高剂量组脂肪变性、炎

细胞浸润程度减轻. 

3  讨论

ALD的发病机制目前尚不明确, 但氧化应激和

脂质过氧化被认为与A L D的发生发展密切相

关. 乙醇进入体内后主要经肝细胞中乙醇脱氢

酶(alcohol dehydrogenase, ADH)、乙醛脱氢酶

(aldehyde dehydrogenase, ALDH)最终代谢为乙

酸. 乙醇在被氧化的过程中产生大量的活性氧

(reactive oxygen species, ROS), 而ROS是造成

氧化损伤的主要原因, 可导致细胞膜脂质过氧

化、细胞器功能异常、炎症反应、核氧化, 从
而加重肝损伤. 而肝脏是合成多种抗氧化酶的

主要器官, 当肝细胞受损后, 抗氧化酶合成减少, 
进一步加重机体的氧化应激. SOD可催化超氧

阴离子歧化反应的酶类, 保护细胞、对抗氧自

由基的侵害; 谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione 
peroxidase, GSH-Px)以GSH为底物, 与SOD、过

氧化氢酶(catalase, CAT)共同清除机体ROS, 从
而减轻和阻止氧化损伤. 同时肝库普弗细胞合

成酶产生的一氧化氮(NO)、肝脏铁质沉积可加

重酒精诱导的肝损伤[3,4]. MDA是多不饱和脂肪

酸发生脂质过氧化反应的最终产物. 本实验进

一步证实酒精诱导的肝损伤SOD、GSH活性明

显下降, MDA含量升高明显. 肝功能受损后表现

为大鼠血清ALT、AST、TG、TBIL值较空白对

表  1  各组大鼠血清肝功能变化 (n  = 10, mean±SD)

     分组     ALT(U/L)       AST(U/L) TG(mmol/L) TBIL(μmol/L)

空白组 36.43±4.92b 110.53±18.43b 0.35±0.07b 0.74±0.12b

模型组 65.82±16.14 180.45±35.51 0.92±0.13 1.92±0.34

低HS组 43.26±8.81b 130.42±11.64b 0.44±0.09b 1.03±0.21b

高HS组 41.15±8.89b 125.81±10.84b 0.38±0.08b 0.89±0.15b

bP<0.01 vs  模型组.

表  2  各组大鼠肝脏MDA、SOD、GSH比较 (n  = 10, mean±SD)

     分组 MDA(nmol/mg prot) SOD(U/mg prot) GSH(nmol/mg prot)

空白组      3.25±0.83b 181.53±30.13b    135.43±19.81b

模型组      8.04±1.12   93.14±21.05      78.56±16.45

低HS组      4.56±0.98b 162.51±28.56b    105.42±17.32b

高HS组      4.21±1.05b 164.24±30.07b    110.67±20.51b

bP<0.01 vs  模型组.

■相关报道
研究证实注射HS
对脑、肠缺血再
灌注损伤动物模
型、结扎胆管造
成的急性肝损伤
及 G a l n / L P S 、
CCl4、DEN急性
肝损伤小鼠模型
中和CC l 4导致的
肝纤维化都有很
好的保护作用.
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照组明显上升. 
实验证明动物呼吸2%的氢可有效清除自由

基, 显著改善脑缺血再灌注损伤[3]. 随后有研究

表明呼吸2%的氢可治疗动物心肌及肝脏缺血再

灌注损伤、小肠移植引起的炎症损伤和新生儿

脑缺血缺氧损伤[4,5]. 采用饮用饱和氢气水可治

疗应激引起的神经损伤、2型糖尿病, 化疗药顺

铂引起的肾损伤、帕金森病、小鼠基因缺陷慢

性氧化应激损伤. HS是将氢气通过高压溶解于

生理盐水中, 研究表明腹腔注射HS能明显提高

大鼠腹部脏器肝、肾组织内的氢浓度, 腹腔注

射HS对脑、肠缺血再灌注损伤动物模型、结扎

胆管造成的肝损伤及Galn/LPS、CCl4、DEN肝

损伤小鼠模型中和CC l4导致的肝纤维化都有很

好的保护作用[4-20].
本研究发现H S治疗组大鼠血清A LT、

AST、TG、TBIL显著下降; SOD、GSH活性明

显增加, 脂质过氧化产物MDA含量明显上升. 
ALD早期损伤多为可逆的, 如能及时有针对性

的治疗可防止疾病向肝硬化、肝癌等不可逆病

变发展. 目前除戒酒和支持性治疗外, 尚无令人

满意的治疗药物. 因此, 寻找治疗ALD的药物

具有重要的临床意义. 目前临床上应用的药物

包括: 皮质激素、秋水仙碱、胰岛素、胰高血

糖素、丙基硫氧嘧啶、抗氧化剂、抗内毒素剂

等, 但对疗效的报道不一. HS可有效清除多余

自由基, 抗氧化作用显著, 并被证实在很多肝损

伤方面有治疗作用. 本研究发现HS可明显改善

肝功能, 拮抗氧化应激和脂质过氧化, 提高肝

脏抗氧化能力, 从而有效保护肝脏. 下一步我

们将深入研究HS对酒精性肝损伤对肝组织白

介素-1β(interleukin 1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的影响.
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图  1  各组小鼠肝脏HE染色(×100). A: 空白组; B: 模型组; C: 低剂量HS组; D: 高剂量HS组.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of sargassum fu-
siforme polysaccharides (SFPS) on the prolifera-
tion, activation, oxidative damage and apoptosis 
of lipopolysccharide (LPS)-induced rat hepatic 
stellate cells (HSCs), and to evaluate the anti-
fibrotic mechanism of SFPS. 

METHODS: Cultured rat HSCs were divided 
into five groups: control group, LPS group, and 
three LPS plus SFPS groups (treated with LPS 
plus low-, medium- or high-dose SFPS). After 48 
h, cell proliferation was assessed by MTT colo-
rimetric assay. Apoptotic cells were detected by 
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■背景资料
肝星状细胞 (HSCs)
的活化和增殖是肝
纤维化形成关键环 
节 .  近来有研究表
明 ,  内毒素与肝纤
维 化 的 发 生 发 展
有 着 密 切 的 关 系 . 
各 种 治 疗 肝 纤 维
化的方法中 ,  以诱
导H S C s凋亡、保
护 受 损 的 肝 细 胞
成 为 目 前 的 研 究
热点 ,  羊栖菜多糖
(SFPS)经研究有抗
氧 化 、 促 进 肿 瘤
细胞凋亡作用 ,  但
其 机 制 尚 不 明 确 .

annexin V-FITC/PI double labeling and flow cy-
tometry. MDA/SOD contents were measured by 
colorimetry. The levels of type I collagen were 
measured by ELISA. Western blot were used to 
detect the expression of α-smooth muscle actin. 

RESULTS: LPS induced proliferation, increased 
the secretion of MDA and the expression of type
Ⅰcollagen and α-smooth muscle actin, and re-
duced the secretion of SOD in HSCs (all P < 0.05). 
Compared to the LPS group, treatment with 
different doses of SFPS inhibited proliferation, 
induced apoptosis, reduced secretion of MDA, 
decreased the expression of typeⅠcollagen and 
α-SMA, and increased secretion of SOD (all P < 
0.05).

CONCLUSION: These results suggest that SFPS 
can alleviate liver fibrosis by inducing apoptosis 
of HSCs and protecting against LPS-induced 
oxidative stress.

Key Word: Sargassum fusiforme polysaccharides; 
Hepatic stellate cells; Lipopolysccharide; Apoptosis

Zhang YQ, Wu JM, Huang ZM, Wu JS, Fang HL. Effect of 
sargassum fusiforme polysaccharides on lipopolysaccharide-
induced proliferation, activation, oxidative damage and 
apoptosis of rat hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(15): 1333-1337

摘要
目的: 观察羊栖菜多糖(sargassum fusiforme 
polysaccharides, SFPS)对内毒素(lipopolysccharide, 
LPS)诱导的肝星状细胞HSC-T6的增殖活化、氧
化损伤及凋亡的影响, 并探讨其抗纤维化的机制. 

方法: 将大鼠HSC-T6细胞株置DMEM培养液
中, 37 ℃ 50 mL/L CO2条件下培养传代后分
为空白对照组、LPS模型组、LPS+不同剂量
SFPS组. 加药处理48 h后, MTT比色法检测细
胞增殖; Annexin V-FITC标记法检测细胞的凋
亡; 比色法检测MDA/SOD的含量; 采用ELISA
法检测Ⅰ型胶原蛋白的表达; Western blot法检
测α-SMA的表达. 
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结果: LPS能明显诱导HSC-T6的增殖、提高
MDA的分泌及Ⅰ型胶原和α-SMA的表达、

降低SOD的分泌; 与模型组相比, SFPS(25、
50、100 mg/L)组可以不同程度抑制HSC-T6
增殖并能诱导其凋亡、减少MDA分泌及Ⅰ型
胶原和α-SMA的表达、增加SOD的分泌(均
P <0.05).

结论: SFPS可能具有一定的抗纤维化作用, 其
与诱导HSC-T6凋亡及保护LPS诱导的HSC-T6
细胞氧化应激损伤有关. 

关键词: 羊栖菜多糖; 肝星状细胞; 内毒素; 凋亡
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)的活化

和增殖是肝纤维化形成过程中的关键环节[1]. 近
来有研究表明, 内毒素与肝纤维化的发生发展

有着密切的关系[2]. 在各种治疗肝纤维化的方法

中, 诱导HSCs凋亡、保护受损的肝细胞成为目

前的研究热点. 羊栖菜多糖(sargassum fusiforme 
polysaccharides, SFPS)提取自羊栖菜, 经研究发

现有抗氧化、促进肿瘤细胞凋亡的作用, 但其

机制尚不明确. 本研究主要观察SFPS体外能否

诱导活化的HSCs凋亡及其抗氧化作用, 为中药

治疗肝纤维化提供新的途径.  

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠HSC-T6细胞株由本实验室保存. 
羊栖菜(SFPS, 温州医学院陈晓明老师馈赠)、 
DMEM(高糖型)培养液和胎牛血清(美国GIBCO
公司)、内毒素(LPS, 美国SIGMA公司)、0.25%
胰蛋白酶(美国GIBCO公司)、四甲基偶氮唑盐

(MTT, 北京索来宝生物公司)、Annexin V-FITC
细胞凋亡检测试剂盒(Biovision公司)、丙二醛测

定试剂盒(MDA, 南京建成生物工程研究所)、超

氧化物歧化酶测定试剂盒(SOD, 南京建成生物

工程研究所)、小鼠抗大鼠α-肌动蛋白单克隆抗

体及β-actin抗体(美国Santa Cruz公司)、山羊抗

小鼠二抗(武汉博士得生物工程有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 HSC-T6细胞的培养与传代: 细胞复苏后以5
×105/瓶接种于25 cm2细胞培养瓶(Corning公司), 

以完全培养基(DMEM高糖培养基+100 mL/L胎
牛血清)在37 ℃、50 mL/L CO2培养箱培养, 隔天

换液, 待细胞长至70%-80%密度时, 用0.25%胰蛋

白酶进行消化, 按1∶3比例传代. 
1.2.2 分组: 本研究分为空白对照组(A组)、1.0 
μmol/L LPS组(B组)、1.0 μmol/L LPS+25 mg/L 
SFPS组(C组)、1.0 μmol/L LPS+50 mg/L SFPS
组 (D组)和1.0  μmol/L LPS+100 mg/L SFPS组(E
组). 
1.2.3 MTT法检测细胞增殖活力: 取对数生长期

细胞, 按1×104个/孔接种于96孔板, 每组4个复

孔, 培养24 h后, 用无血清培养基同步化处理24 h, 
按分组处理, 终止培养前4 h每孔加入10 μL MTT 
(5 g/L), 培养结束时小心吸除上清, 加100 μL 
DMSO/孔, 振荡10 min溶解结晶物, 酶标仪570 
nm波长测各组吸光度(A )值. 以正常对照组A值

为对照, 计算各组细胞存活率. 细胞存活率(%) = 
(各组A值/正常对照组A值)
1.2.4 Annexin V-FITC/PI标记法检测细胞凋亡: 收
集各组细胞, 用4 ℃预冷的PBS洗涤2次. 500 μL
结合缓冲液重悬细胞, 调节其浓度为3×l05, 加
入5 μL Annexin V-FITC和10 μL PI, 混匀后于室

温避光孵育5 min, 流式细胞仪(Becton Dickin-
son, FACS Vantage SE)分析结果. 
1.2.5 比色法检测MDA/SOD: 过氧化脂质降解

产物中MDA可与硫代巴比妥酸(Thibabi tu r ic 
acid, TBA)缩合, 形成红色产物, 经过比色可测定

MDA含量. 收集培养板上的细胞, 加入PBS液反

复冻融后, 按试剂盒说明测定其中的MDA含量. 
黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离子自由基, 
后者氧化羟胺形成亚硝酸盐, 在显色剂的作用

下呈现紫红色, 当被测样品中含SOD时, 则抑制

超氧阴离子自由基使亚硝酸盐形成减少. 收集

培养板上的细胞培养液, 采用黄嘌呤氧化酶比

色法测定SOD活性. 
1.2.6 EL ISA法检测Ⅰ型胶原的表达: 收集做

MTT时药物处理后的上清液. 按Ⅰ型胶原ELISA
试剂盒操作说明书操作. 酶标仪450 nm波长处

测A值, 绘出标准曲线, 根据样品(A )值在曲线图

上查出相应Ⅰ型胶原含量. 
1.2.7 Western blot法检测α-SMA(43 kDa)的表

达: 加入各组蛋白样品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

蛋白单克隆抗体抗体(1∶400)和内参照GAPDH
抗体(1∶500), 一抗过夜后加入辣根过氧化物酶

标记的二抗(1∶3 000)作用1 h, 电化学发光法检

■相关报道
羊栖菜在我国沿
海广泛分布, 多年
来的研究表明羊
栖菜多糖具有抗
肿瘤、降血脂血
糖及修复细胞氧
化损伤等活性.
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测, 在暗室中X光胶片曝光并冲洗显影, 用Bio-
Sens SC810软件测定各条带的灰度值, 经内参照

β-actin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 MTT法检测HSC-T6细胞增殖 各组细胞的

存活率A组为73.1%±3.4%、B组为94.7%±

2.3%、C组为89.1%±1.5%、D组为86.1%±

2.7%、E组为78.7%±1.3%, 差异有统计学意义

(P <0.05). LSD法两两比较, B组>C组>D组>E组
>A组, 均有统计学意义(P <0.05). 与空白组相比, 
LPS对HSCs的增殖有明显的促进作用(P <0.01), 
与模型组相比, SFPS对LPS诱导的HSCs的增殖

具有明显的抑制作用, 且随着SFPS浓度的增加

细胞增殖下降, 呈剂量依赖性(P <0.05, 图1). 
2.2 SFPS对LPS诱导的HSC-T6细胞凋亡率的影

响 HSC-T6细胞凋亡率A组为7.4%±1.4%、B
组为5.6%±2.1%、C组为9.8%±2.0%、D组为

12.7%±1.7%、E组为15.3±3.6%, 差异有统计

学意义(P <0.05). 与模型组相比, SFPS能明显促

进肝星状细胞的凋亡, 并呈剂量依赖性(P <0.05, 
图2). 
2.3 SFPS对LPS所致氧化损伤的影响 与模型组相

比, SFPS(25、50、100 mg/L)组可以不同程度增

加SOD的分泌及减少MDA分泌(均P<0.05, 表1). 
2.4 ELISA法检测Ⅰ型胶原的表达  Ⅰ型胶原

的表达各组表达量A组为90.51±2.23, B组为

256.63±3.43, C组为206.32±5.49, D组为184.35
±9.62, E组为139.28±4.81, 差异有统计学意义

(F  = 19.06, P <0.05). LSD法两两比较, B组>C组
>D组>E组>A组, 均有统计学意义(P <0.05). 与
空白组对比, 内毒素能明显促进HSCs表达Ⅰ型

胶原(P <0.01), 不同剂量SFPS作用后, 与模型组

相比,Ⅰ型胶原表达受到抑制并呈剂量依赖性

(P <0.05). 
2.5 Western blot法检测α-SMA的表达 各组灰度

比值A组为0.38±1.12, B组为0.87±2.05, C组为

0.80±1.23, D组为0.73±0.84, E组为0.54 ±2.33, 
差异有统计学意义(F  = 76.24, P <0.01). LSD法

两两比较, B组>C组>D组>E组>A组, 均有统

计学意义(P <0.05). LPS能明显促进HSCs表达

α-SMA(P <0.01), 与模型组相比, 不同剂量SFPS
作用后, LPS诱导的肝星状细胞分泌的α-SMA表

达受到抑制并呈剂量依赖性(P <0.05, 图3). 

3  讨论

肝纤维化是慢性肝病的共同病理学基础, 是形

成肝硬化的必经病理阶段[3]. 虽然肝纤维化的

确切病因还未明确, 但是各种致病因素能造成

肝细胞坏死, 激活库普弗细胞(Kupffer cell, KC), 
分泌炎性因子, 如TNF-α、TGF-β、血小板衍生

生长因子(platelet derived growth factor, PDGF)、
白介素-1(interleukin-1, IL-1), 最终共同使静息

HSCs激活、转化为肌成纤维细胞(myofibroblast, 
MFB)[4,5]. HSCs是位于Disse间隙的一种间质

细胞, 正常情况下处于静息状态, 活化后表达

α-SMA水平升高, 合成包括胶原在内的细胞外

基质. 大量资料表明: HSCs的增殖和活化是肝纤

维化发生的细胞学基础, 是各种病因致肝纤维

化发生的共同中心环节[6]. 表达α-SMA是HSCs
特异性的活化标志[7]. 氧化应激在HSCs活化、

增殖中亦起重要作用[8]. 损伤的肝细胞、活化

的KC以及嗜中性粒细胞等炎症细胞均可以产

生H2O2等活性氧(ROS), 这些ROS及其脂质过氧

化物(LPO)降解产物, 可以通过旁分泌机制刺激

HSCs活化, 进而分泌ECM增多促进肝纤维化的

发生. 
近年研究表明, 内毒素与肝纤维化的发生

P<0.01 vs 

正
常
组
；* P<0.05 , ** 

P<0.01 vs 

模
型
组

P<0.01 vs 

正
常
组
；* P<0.05 , ** 

P<0.01 vs 

模
型
组

表  1  SFPS对LPS所致氧化损伤的影响 (n  = 5, mean±SD) 

     分组 SOD活力(U/mL) MDA含量(nmol/L)

A组  43.17±1.34     1.50±0.14

B组  27.31±3.05b     3.24±0.13b

C组  23.10±3.08     2.45±0.14d

D组  30.84±1.85d     2.19±0.12d

E组  36.33±2.39d     1.79±0.10d

bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组.
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图  1  SFPS对LPS诱导的HSC-T6细胞的存活率的影响.

■创新盘点
本文利用提取的
海洋多糖体外刺
激活化的肝星状
细胞, 结果表明可
以促进活化细胞
凋亡, 减少胶原分
泌等, 多方面说明
其可能用于肝纤
维化的治疗.
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发展有着密切关系. 肝损伤状态下, 肝脏对内毒

素排除作用减弱, 造成其在体内大量堆积, 而促

进肝纤维化的发展. 以往多以TNF-α、PDGF和
TGF-β1刺激HSCs建立体外肝纤维化模型, 因为

PDGF是HSCs最强大的趋化因子和促分裂原, 引
起HSCs增殖, 但是胶原增加不明显, TGF-β1具
有强大的促HSCs分泌胶原作用, 但是细胞增殖

受抑制. LPS是革兰氏阴性细菌细胞壁的主要成

分, 也称脂多糖, 是众多促进HSCs活化刺激物

之一. 本实验通过适当浓度的刺激, 发现HSCs
在一定范围内增殖较明显, 较高浓度时损伤占

主导地位. Gandhi等[9]研究发现, LPS可上调在

HSCs活化中具有重要意义的ET-1受体, 是通过

NO依赖和非NO依赖机制实现的. 另外一定浓

度的内毒素直接作用与HSCs能使其TGF-β1表
达增加, 这可能是内毒素促进肝纤维化的途径

之一, PDTC是NF-KB抑制剂, 作用于HSCs可使

TGF-β1表达降低[10]. 还有LPS价格较便宜, 比较

经济, 这为以后构建体外肝纤维化模型提供了

一个新的途径. 
M D A是脂质过氧化产物 ,  他的水平间接

反映了机体细胞受自由基攻击的严重程度, 而
SOD的活力又间接反映机体清除自由基的能力, 
他们是一对互相影响的指标. 

临床研究发现肝纤维化在一定情况下可

通过减少活化的HSCs来逆转, 可以通过以下方

法实现: (1)活化HSCs转变为静止状态; (2)活化

HSCs发生凋亡[6]. HSCs活化后其表型很难逆转, 
而通过促进活化的HSCs凋亡可能是治疗肝纤维

化的不错的选择. 本实验通过LPS刺激HSC-T6
建立了体外肝纤维化模型, SFPS可以抑制活化

的H S C s增殖并促进其凋亡, 使其活化标志物

α-SMA表达减少, 降低Ⅰ型胶原的分泌, 降低

HSCs培养液中异常升高MDA的含量, 同时提高

SOD的活力而起到抗肝纤维化的作用[11]. 
羊栖菜在我国沿海广泛分布, 多年来的研究

表明羊栖菜多糖具有抗肿瘤、降血脂血糖及修

复细胞氧化损伤等活性. 如: SFPS诱导HL-60细
胞凋亡, 其机制可能与fas/fasl表达增多有关[12]; 
SFPS对H2O2所致人脐静脉内皮细胞损伤有保护

及修复作用[13]; SFPS可对抗H2O2诱导的胰岛β细

a-SMA

b-actin

A               B           C              D            E

图  3  Western blot检测α-SMA的表达. A: 空白对照组; B: 

1.0 μmol/L LPS组; C: 1.0 μmol/L LPS+25 mg/L SFPS组; D: 
1.0 μmol/L LPS+50 mg/L SFPS组; E: 1.0 μmol/L LPS+100 
mg/L SFPS组.

图  2  流式细胞仪检测SFPS对LPS诱导的HSC细胞凋亡率的影响. A: 空白对照组; B: 1.0 μmol/L LPS组; C: 1.0 μmol/L LPS+25 

mg/L SFPS组; D: 1.0 μmol/L LPS+50 mg/L SFPS组; E: 1.0 μmol/L LPS+100 mg/L SFPS组. 
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■应用要点
SFPS可诱导活化
的HSCs凋亡及抗
氧化作用, 为中药
治疗肝纤维化提
供新的途径.
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胞凋亡[14,15]. 且该药具有取材方便, 价格低廉, 如
果能用于预防或治疗肝纤维化将有重要的意义. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

蛋白.

1-2

■同行评价
本研究设计尚合
理, 有一定的科学
意义和潜在的应
用价值, 为中药治
疗肝纤维化提供
新的途径.



www.wjgnet.com

林敏, 薛乐宁, 徐克群, 王晓勇, 谭勇, 常州市第二人民医院
消化科 江苏省常州市 213000
陈卫昌, 苏州大学附属第一医院消化科 江苏省苏州市 
215006
南京医科大学校基金面上项目, No. 2011NJMU081
作者贡献分布: 此课题由林敏与陈卫昌设计; 动物模型制作由林
敏、王晓勇及谭勇操作完成; 实验室分析由徐克群完成; 论文写
作由林敏与薛乐宁完成. 
通讯作者: 林敏, 主治医师, 213000, 江苏省常州市, 常州市第二
人民医院消化科. tianya-liulang@sohu.com
电话: 0519-88119602
收稿日期: 2011-08-07   修回日期: 2012-03-28
接受日期: 2012-04-19   在线出版日期: 2012-05-28

Significance of expression 
of Toll-like receptor 4 in the 
intestinal tract of pigs with 
acute necrotizing pancreatitis

Min Lin, Wei-Chang Chen, Le-Ning Xue, Ke-Qun Xu, 
Xiao-Yong Wang, Yong Tan  

Min Lin, Le-Ning Xue, Ke-Qun Xu, Xiao-Yong Wang, 
Yong Tan, Department of Gastroenterology, the Second 
Hospital of Changzhou, Changzhou 213000, Jiangsu Prov-
ince, China
Wei-Chang Chen, Department of Gastroenterology, the 
First Affiliated Hospital of Suzhou University, Suzhou 
215006, Jiangsu Province, China
Supported by: the Program of Nanjing Medical University, 
No. 2011NJMU081
Correspondence to: Min Lin, Attending Physician, Depart-
ment of Gastroenterology, the Second Hospital of Chang-
zhou, Changzhou 213000, Jiangsu Province, 
China. tianya-liulang@sohu.com
Received: 2011-08-07    Revised: 2012-03-28 
Accepted: 2012-04-19    Published online: 2012-05-28

Abstract
AIM: To detect the expression of Toll-like recep-
tor 4 gene (TLR4) in the ileum of pigs with acute 
necrotizing pancreatitis (ANP). 

METHODS: Eight pigs were randomized into 
ANP group and control group. ANP was induced 
by retrograde injection of sodium taurocholate. 
Blood levels of DAO were measured at various 
time points. Endotoxin concentration was deter-
mined using a commercial kit. The expression of 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukin 
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Toll样受体4在猪急性坏死性胰腺炎肠道组织中的表达及
其意义

林 敏, 陈卫昌, 薛乐宁, 徐克群, 王晓勇, 谭 勇

®

■背景资料
Toll样受体4(TLR
4)是天然免疫系
统识别病原微生
物的主要受体, 在
天然免疫反应中
具有重要的作用. 
T L R 4 可 特 异 性
识别细菌脂多糖
(LPS), 在诱导细
胞反应中具有关
键作用. 

(IL)-6 and Toll-like receptor (TLR) 4 mRNAs in 
the ileum was assayed by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: Compared to the control group, 
plasma endotoxin concentrations and serum 
DAO levels increased significantly (both P < 
0.05), DAO levels in the ileal tissue homogenate 
decreased (P < 0.05), and expression of TLR4, 
TNF-α, and IL-6 mRNAs was significantly up-
regulated (all P < 0.05) in the ANP group. The 
expression levels of TLR4 mRNA were corre-
lated with DAO levels in ideal tissue (r = -0.762, 
P = 0.028) and plasma endotoxin concentrations 
(r = 0.778, P = 0.023). 

CONCLUSION: Expression of TLR4 mRNA 
increased in the ileum of ANP pigs, and TLR4 
mRNA overexpression may correlate with intes-
tinal mucosa injury and development of entero-
genic infection.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Toll-like 
receptor 4; Intestinal mucosa injury

Lin M, Chen WC, Xue LN, Xu KQ, Wang XY, Tan Y. 
Significance of expression of Toll-like receptor 4 in the 
intestinal tract of pigs with acute necrotizing pancreatitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1338-1341

摘要
目的:  探 讨 猪 急 性 坏 死 性 胰 腺 炎 ( a c u t e 
necrotizing pancreatitis, ANP)回肠组织中Toll
样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)的表达及
其意义. 

方法: 选择太湖梅山猪, 随机分成对照组(C, n 
= 4)、急性坏死性胰腺炎组(ANP, n  = 4). 诱导
制备ANP模型. 用分光光度法检测血清及回肠
组织匀浆中二胺氧化酶(DAO)活性; 动态比浊
法检测血浆内毒素水平; RT-PCR检测回肠黏
膜组织TLR4、TNF-α及IL-6 mRNA表达. 

结果: ANP组回肠组织DAO水平明显低于C组, 
血清中DAO明显升高(P <0.05). ANP组血浆内

■同行评议者
郝建宇, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化内科 ;  白雪巍 , 
副主任医师, 哈尔
滨医科大学
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■研发前沿
SAP时肠道细胞
易位(BT)和肠源
性内毒素血症构
成机体第二次打
击, 导致胰腺组织
继发感染和白细
胞过度激活, 多种
细胞因子释放, 导
致炎症递质级联
反 应 ,  进 一 步 诱
发和加重SIRS及
MODS等并发症. 
因此研究SAP时
肠屏障损伤的因
素及防治措施尤
为重要.

毒素水平较C组明显升高(P <0.05); 回肠黏膜
组织TLR4、TNF-α、IL-6 mRNA在C组表达
非常低, ANP组表达明显增加; TLR4 mRNA
表达水平与肠黏膜D A O水平呈负相关(r  = 
-0.762, P = 0.028), 与血浆内毒素呈正相关(r  = 
0.778, P = 0.023). 

结论: ANP时回肠组织内TLR4 mRNA表达上
调, 可能与ANP肠黏膜屏障功能障碍有关; 其
可能机制与TLR4介导激活核转录因子NF-κB
信号转导途径有关. 

关键词: 急性坏死性胰腺炎; Toll样受体4; 肠黏膜

屏障功能障碍
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见

的急腹症之一, 近年来研究认为细菌易位(bacte-
rial translocation, BT)感染, 是诱发和加重“二

次打击”并引起全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)及多器官

功能衰竭综合征(multiple organ dysfunction syn-
drome, MODS)等的重要因素[1]. 在AP早期, 肠道

是SIRS的一个靶器官, 而肠屏障功能损害所致

的肠道细菌或毒素易位是AP时细菌入侵的主要

途径[2]. Toll样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)是
天然免疫系统识别病原微生物的主要受体, 在
天然免疫反应中具有重要的作用. TLR4可特异

性识别细菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS), 在
诱导细胞反应中具有关键作用[3]. TLR4的组织

分布较广泛, 血管内皮细胞、单核细胞、中性

粒细胞、树突状细胞、小肠上皮细胞[4]都有其

表达. 本实验通过观察猪ANP时回肠组织TLR4
的表达情况, 旨在探讨TLR4在ANP肠屏障损害

中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康♂太湖梅山猪(苏州大学实验

动物中心提供), 采用随机排列表法将猪分为急

性坏死性胰腺炎组(ANP, n  = 4)和对照组(C, n  = 
4), 体质量12 kg±1.6 kg. 使用许可证号: SYXK
苏2007-0035. 采用逆行胰管穿刺注射5%牛黄胆

酸钠溶液1 mL/kg体质量(压力100 mmHg), 诱导

制备ANP模型[5]. 对照组仅行胰管插管, 不注射

药物. 术中静脉补液, 维持正常血容量. 电热毯

维持动物体温. 
1.2 方法

1.2.1 标本取材: 各组于模型诱导前30 min(Tn)、
制模后0 h(T0)、6 h(T1)、24 h(T2)、48 h(T3)、
72 h(T4)时间点采集静脉血2 mL加入无热源肝素

抗凝管, 离心(4 ℃, 3 500 r/min)10 min分离血浆, 
-70 ℃保存, 待测内毒素浓度; 采集静脉血2 mL加
入桔红色BD真空采血管中(内附纤维蛋白酶促

凝剂), 置于37 ℃恒温水浴箱中, 水浴30 min后离

心(3 500 r/min)10 min分离血清后分装, -70 ℃保

存, 待测DAO活性. 术后72 h处死猪, 立即提取回

肠组织, 回肠选取距回盲部5 cm处回肠肠段5 cm, 
纵行剖开, 生理盐水清洗肠内容物, 滤纸吸干, 组
织修剪成2 cm×1 cm×0.5 cm大小, 液氮(-196 ℃)
冻存. 
1.2.2 血浆内毒素定量检测: 采用鲎试剂酶反应

显色法(MB-80微生物快速动态检测系统)检测. 
取血用试管经严格的去热源处理. 操作过程按

检测系统的操作流程进行. 
1.2.3 分光光度法检测血清和回肠组织DAO活

性: 分别取血清、回肠组织匀浆80 μL, 加入试剂

800 μL, 混匀, 倒入0.5 cm光径的石英比色皿中, 
20 s时读取A 1340值, 立即放入37 ℃水浴锅水浴10 
min, 20 s后读取A 2340值, 按照说明书计算DAO活

力(U/mL). 
1.2.4 RT-PCR检测回肠黏膜组织TLR4、TNF-α、
IL-6 mRNA水平: 从液氮中取出冻存的肠组织, 
以TRIzol法提取总RNA, 以GAPDH作为内参

照, 用半定量RT-PCR进行扩增. 扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳, 在254 nm紫外光透视下对结果

进行观察、扫描, 并对凝胶图像使用UVISOFT
软件进行数据处理, 用目的条带的平均灰度与

内参条带的平均灰度之比来表示目的基因表

达的相对含量. GAPDH引物设计基于(GenBank 
accession No. DQ845173): 正向引物5'-TTGT-
GATGGGCGTGAACC-3'(nt169-186), 反向引物

5'-TCCTCGCGTGCTCTTGCTG-3'(nt808-825); 
TLR4引物设计基于(GenBank accession No. 
NM001113039): 正向引物5'-GAT ACA CCA TCG 
GCT CTG-3'(nt1379-1396), 反向引物5'-ACATC-
CACGTTGTCTTCC-3'(nt2236-2253); TNF-α引
物设计基于(GenBank accession No. X57321): 
正向引物5'-TGCCCAGATTCAGCAAAGTC-
CA-3'(nt273-294), 反向引物5'-GCCACCAC-
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GCTCTTCTGCCTAC-3'(nt793-814); IL-6引物设

计基于(GenBank accession No. NM214022): 正
向引物5'-GCCACCACGCTCTTCTGCCTAC-
3'(nt313-334), 反向引物5'-TGCCCAGATTCAG-
CAAAGTCCA-3'(nt833-854). 

统计学处理 数据结果用mean±SD. 采用

SASV8.0软件进行统计处理, 数值变量比较采用

t检验, 组织学评分采用Wilcoxon检验, 相关性分

析用Spearman相关性分析法. P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 血浆内毒素 与C组相比, ANP组血浆内毒素

水平明显升高(P <0.05, 表1). 
2.2 二胺氧化酶活性 ANP组回肠组织DAO水平

(37 U/L±2.7 U/L)明显低于C组(108 U/L±6.2 
U/L, P <0.05). ANP动物模型诱导成功后血清中

DAO逐渐升高(P <0.05), 造模后各时间点与C组
比较均有显著差异(P <0.05, 表2). 
2.3 回肠黏膜组织TNF-α、IL-6因子及TLR4-
mRNA表达 RT-PCR结果显示, C组回肠黏膜组织

低表达TNF-α、IL-6及TLR4-mRNA(图1), ANP
组TNF-α、IL-6及TLR4-mRNA的表达量明显增

加, 同C组相比差异有统计学意义(P<0.05, 表3).  

2.4 ANP时TLR4的表达与肠黏膜损害的关系 将
所检测的TLR4 mRNA表达量分别与血浆内毒

素及DAO水平进行相关性分析, TLR4的表达

水平与肠黏膜DAO水平明显相关(r  = -0.762, P  
= 0.028), 也与血浆内毒素相关(r  = 0.778, P  = 
0.023). 

3  讨论

近年来研究认为, 肠道是感染细菌的来源[6]. SAP
时肠道BT和肠源性内毒素血症构成机体第二次

打击, 导致胰腺组织继发感染和白细胞过度激

活, 多种细胞因子释放, 导致炎症递质级联反应, 
进一步诱发和加重SIRS及MODS等并发症[1]. 因
此研究SAP时肠屏障损伤的因素及防治措施尤

为重要. 
DAO存在于哺乳动物类动物的黏膜或绒毛

上层, 其中大部分存在于回肠黏膜绒毛, 且主要

位于肠绒毛顶端细胞内. 坏死肠黏膜细胞脱落

入肠腔, 使肠黏膜DAO活性降低; 当肠腔DAO
进入肠细胞间隙淋巴管和血流, 血DAO水平则

升高, 肠黏膜和血中DAO活性可反映肠上皮细

胞完整性, 因此本实验通过检测肠黏膜和血中

DAO变化反映肠道屏障功能状态[7]. 
远端小肠和结肠有大量细菌, 而内毒素是存

在于革兰氏阴性细菌细胞壁内, 在细菌死后细

表  1  各组不同时间点血浆内毒素变化 (n  = 4, ng/L, mean±SD)

     
分组   术前      术后0 h     术后6 h     术后24 h   术后48 h   术后72 h

C组 <2.236      <2.236      <2.236      <2.236 3.271±2.6 6.083±4.80

ANP组 <2.236 23.68±18.4 33.09±22.2 67.99±10.2 160.4±46.6 69.40±12.0

表  2  ANP组及C组制模前后血清DAO变化情况 (U/mL, mean±SD)

     分组        术前        术后     术后6 h    术后24 h    术后48 h   术后72 h

C组 15.37±0.08 13.97±1.05 14.49±3.07 20.25±2.02 21.83±0.37 24.62±1.13

ANP组 27.59±1.23 32.65±3.67   42.6±3.14 54.48±2.09 69.67±2.55 85.21±3.32

两组血清DAO均数比较, P<0.05; 各时间点之间DAO均数比较, P<0.05.

表  3  回肠黏膜组织TNF-α、IL-6因子及TLR4-mRNA检
测值 (n  = 4, mean±SD)

     分组          TLR4        TNF-α          IL-6

C组 0.092±0.007 0.076±0.006 0.030±0.007

ANP组 0.817±0.138a 0.759±0.039a 0.750±0.046a

aP<0.05 vs  C组.

C组

ANP组

675 bp 875 bp 542 bp 542 bp

GAPDH TLR4 TNF-a IL-6

图  1  回肠黏膜组织TNF-α、IL-6因子及TLR4-mRNA表达的
变化. 

■创新盘点
本实验通过检测
下游细胞因子TN
F-α、IL-6 mRNA
的 转 录 表 达 ,  从
而间接探讨TLR4
可能通过内毒素
/TLR4/NF-κB信
号传导途径致肠
黏膜损伤.
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胞壁崩解时释出, 活菌亦可以出胞形式释出内

毒素[8]. 当肠屏障功能障碍时, 对病原微生物的

阻止作用下降, 导致门静脉中内毒素大量增加, 
循环血中出现可检出的内毒素, 称之为“内毒

素血症(endotoxemia)”[9]. 因此, 血浆内毒素水

平可作为评估肠黏膜通透性及肠屏障功能的客

观指标. 本实验采用鲎试剂酶反应显色法检测

血浆内毒素浓度, 结果发现, ANP组血浆内毒素

水平明显高于C组. 
肠道免疫屏障主要由肠道黏膜上皮的免疫

相关组织(如Peyer结、MLN)、细胞(如树突状

细胞、巨噬细胞、T细胞及B细胞等)和分子(抗
原肽、免疫球蛋白、溶酶等)共同构成. 免疫系

统的激活受到肠道上皮细胞屏障功能的调节, 
以及由细胞因子所介导的肠道上皮细胞之间相

互作用的调节[10]. SAP时肠上皮细胞屏障被破

坏, 需要一个快速的宿主反应, 限制细菌及其产

物到达黏膜, 这主要依靠肠道天然免疫系统[11]. 
微生物引发一个宿主保护反应, 是通过激活一

个进化上高度保守、原始的模式识别系统. 其
中一类模式识别受体是病原体相关分子模式

(pathogen-associated molecular pattern, PAMP), 
该结构只有微生物中的病原体所产生, 非宿主

所具有, 如革兰氏阴性菌种的LPS分子[12]. 
TLR属病原相关分子模式跨膜受体, 中性

粒细胞、单核-巨噬细胞、肝脏枯否氏细胞、肠

上皮细胞等均有该受体的表达, 他对病原体的

识别、信号的传导、免疫反应激活中起重要作

用[13]. 在TLR诸多成员中, TLR4是介导内毒素信

号跨膜传导主要受体. 内毒素/TLR4/NF-κB信号

传导途径是介导炎症反应重要的信号传导通路. 
内毒素与TLR4结合后在辅助分子CD14和MD-2
等的介导下激活NF-κB, 从而启动其下游细胞因

子(如TNF-α, IL-6等)基因的转录表达, 介导炎症

反应[14]. 本实验通过检测下游细胞因子TNF-α、
IL-6-mRNA的转录表达, 从而间接探讨TLR4可
能通过内毒素/TLR4/NF-κB信号传导途径致肠

黏膜损伤. 
TLR4介导信号转导途径致肠黏膜损伤是一

个复杂过程, 牵涉多种信号分子和信号转导途

径, 而且不同种类的内毒素, 不同的效应细胞机

制都不尽相同, 同样体内和离体实验的结果都

会有差异. 多种信号转导途径并不是孤立的, 很
可能存在许多未被发现的分子, 使他们相互作

用、相互影响, 而构成一个复杂的信号传递网

络. 因此, TLR4参与SAP肠屏障功能障碍的具体

机制有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of early treatment 
with mirtazapine on food intake and nutritional 
status in a gemcitabine-induced mild cachexia 
mouse model with pancreatic cancer.

METHODS: After a subcutaneous xenograft model 
of pancreatic cancer was established, 21 xenograft 
nude mice were randomly and equally divided 
into control group, early mirtazapine treatment 
group and late mirtazapine treatment group. The 
two treatment groups were given 10 mg/(kg·d) 
mirtazapine once daily by oral gavage from day 1 
and day 10 after transplantation, respectively. All 
animals were given 50 mg/kg of gemcitabine i. 
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米氮平早期干预对轻度胰腺癌恶液质模型进食和营养状
况的影响

吴建华, 贾 林, 江舒曼

®

■背景资料
约80%的胰腺癌
患者在确诊时已
出现恶液质 ( c a -
chexia), 导致患者
对化疗耐受力降
低, 降低晚期肿瘤
患者生活质量. 

p. on days 10, 13 and 16 after transplantation. All 
mice were sacrificed on day 28. Body weight, food 
intake, tumor size, subcutaneous fat, arm circum-
ference and the time-effect relationship were com-
pared among the three groups.

RESULTS: There were no significant differences 
in tumor size, subcutaneous fat and arm circum-
ference among the three groups (all P > 0.05). At 
week 4, food intake was significantly higher in 
the early mirtazapine treatment group than in 
the other two groups (both P < 0.05). The body 
weight (18.05 g ± 0.68 g) in the early mirtazapine 
treatment group was significantly higher than 
that in the control group (17.24 g ± 0.53 g, P < 
0.05), but had no significant difference with that 
in the late mirtazapine treatment group (17.65 g 
± 0.60 g, P > 0.05).

CONCLUSION: Early treatment with mirtazap-
ine significantly improves food intake in the 
Gemcitabine-induced mild cachexia mouse mod-
el with pancreatic cancer, it can also postpone the 
processes of cachexia to some extent.

Key Words: Pancreatic neoplasms; Mild cachexia; 
Antidepressive agents; Mirtazapine; Gemcitabine

Wu JH, Jia L, Jiang SM. Early treatment with mirtazapine 
improves food intake and nutritional status in a 
gemcitabine-induced mild cachexia mouse model with 
pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(15): 1342-1345

摘要
目的: 探讨抗抑郁药米氮平早期干预对轻度
胰腺癌恶液质模型进食量和营养状况的影响. 

方法:  21只胰腺癌裸鼠皮下移植瘤模型随
机分为对照组(A组)、米氮平早期干预组(B
组)、米氮平后期治疗组(C组), 每组7只. B、
C组分别在术后第1天和第10天开始以米氮平 
10 mg/(kg·d), 灌胃, 术后第10、13、16天, 3组
动物分别腹腔注射吉西他滨(50 mg/kg). 术后
第28天处死裸鼠, 比较3组动物体质量、进食

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科



吴建华, 等. 米氮平早期干预对轻度胰腺癌恶液质模型进食和营养状况的影响				              1343

www.wjgnet.com

■研发前沿
许多研究发现, 食
欲刺激剂及营养
支持可以改善恶
液质患者脂肪的
丢失, 但如何逆转
其已发生的肌肉
分解仍是一个亟
需解决的问题.

量、肿瘤体积、皮下脂肪和臂围的变化. 

结果: 3组胰腺癌移植瘤体积、皮下脂肪和臂
围无明显差异(P >0.05). 第4周B组进食量显
著高于A组和C组(P <0.05); 第25天B组体质
量(18.05 g±0.68 g)显著高于A组(17.24 g±
0.53 g, P <0.05), 稍高于C组(17.65 g±0.60 g, 
P >0.05). 

结论: 米氮平早期干预能显著改善轻度胰腺
癌相关恶液质模型的进食量, 并能在一定程度
上延缓恶液质进程. 

关键词: 胰腺肿瘤; 轻度恶液质; 抗抑郁药; 米氮平; 

吉西他滨
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0  引言

约80%的胰腺癌患者在确诊时已出现恶液质(ca-
chexia)[1,2], 多表现为厌食、体质量减轻、脂肪

和骨骼肌分解增加, 厌食与体质量减轻是其最

明显的临床表现, 是导致恶性肿瘤患者晚期生

活质量下降和死亡的直接原因[3]. 有研究报道指

出[4], 不管肿瘤恶性程度如何, 患者体质量下降

越多, 其生存期越短, 但迄今未见早期干预胰腺

癌恶液质模型的治疗研究报道. 抗抑郁药米氮

平在一定程度上可改善胰腺癌模型的进食量和

营养状况[5]. 在成功建立轻度胰腺癌恶液质模型

基础上, 本文通过分析不同时期使用米氮平对

轻度胰腺癌恶液质模型体质量、营养状况和进

食量的影响及其时-效关系, 旨在评价米氮平早

期干预对轻度胰腺癌恶液质模型的疗效, 为临

床干预奠定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 21只Balb/c裸小鼠, 4-6周龄, 20-22 g, SPF
级, 上海斯莱克实验动物有限公司提供, 在中

山大学动物实验中心饲养和实验. 米氮平(Mir-
tazapine)由荷兰欧加农公司提供; 吉西他滨购自

美国礼来公司, 高转移人胰腺癌细胞株SW1990
由中山大学附属第二医院张世能教授惠赠. 
1.2 方法

1.2.1 胰腺癌皮下移植瘤动物模型建立与分组: 
先将0.2 mL的SW1990细胞悬液(2-3×107/mL)接

种于裸小鼠右侧近前腋的背部皮下; 待长至近

1 cm3的实体瘤后, 取出并剪成1 mm3的均匀组织

块, 转种于21只裸鼠右侧颈背部皮下, 建立胰腺

癌皮下移植瘤模型, 并随机分为A组(对照组)、
B组(米氮平早期干预组)和C组(米氮平后期治

疗组), 每组7只. B组和C组动物在皮下移植瘤术

后, 分别从移植瘤第1天、第10天开始以米氮平

10 mg/(kg·d), 灌胃. A组灌以等量生理盐水, 每天

1次; 在皮下移植瘤术后第10、13、16天, 3组动

物以吉西他滨(50 mg/kg体质量)腹腔注射, 共3
次. 术后28 d颈椎脱位处死裸鼠, 取出瘤体. 
1.2.2 观察指标: (1)记录实验前及建模后每周1次
的日均进食量(每组动物2只1笼, 每周每笼食物

消耗量分别为W1、W2、W3、W4, 每笼每只日

均进食量为1/7×1/2×W1、1/7×1/2×W2、1/7
×1/2×W3、1/7×W4); (2)测量实验前及建模

后每隔3 d的体质量, 实验结束时处死动物, 称去

瘤后鼠重; (3)每隔3 d用游标卡尺测量肿瘤的最

大长径A和最小短径B, 按公式V = 0.5×A×B2

计算肿瘤体积, 实验结束时取出移植瘤, 称瘤重; 
(4)每隔3 d用游标卡尺测量动物的腹部皮褶厚

度, 皮下脂肪 = 皮褶厚度×0.5; (5)每隔3 d用游

标卡尺测量前臂直径(d), 按公式C = d×3.14计
算前臂周径. 

统计学处理 计量资料数据均采用mean±
SD表示. 应用SPSS17.0统计软件, 行单因素方差

分析及组间两两比较的SNK检验, P <0.05表示有

统计学差异. 

2  结果

2.1 米氮平对轻度恶液质模型移植瘤体积和瘤

重的影响及其时-效关系 裸鼠接种移植瘤后, 肿
瘤体积随着实验时间的延长不断增加. 整个实

验过程中3组动物移植瘤体积均无显著性差异

(P >0.05). 实验结束时处死动物, 取出瘤体, A、

B、C组瘤重分别为: 0.42 g±0.09 g、0.37 g±
0.11 g、0.40 g±0.10 g, 但3组间无显著性差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 米氮平对轻度恶液质模型日均进食量的影

响及其时-效关系 各组裸鼠的基础进食量无显

著差异. 在注射吉西他滨后各组裸鼠进食量均

有下降, 其中A组下降最明显, 其次为C组, B组

下降幅度最小. 在第3周, B组进食量(3.95 g±
0.14 g)明显高于A组(3.54 g±0.10 g, P <0.05), 稍
高于C组(3.72 g±0.15 g, P >0.05); 第4周, B组进

食量明显高于A组和C组(P <0.05, 表2).  
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■相关报道
Klein等研究报道, 
预防或逆转癌症
患者体质量减轻
可以延迟死亡, 癌
症患者体质量减
轻的速度是用来
评价治疗恶液质
是否有效的最简
便方法.

2.3 米氮平对轻度恶液质模型体质量的影响及其

时-效关系 各组裸鼠的基础体质量无显著差异. 
在注射吉西他滨后各组裸鼠体质量均有下降, 
其中A组下降最明显, 其次为C组, B组下降幅度

最小. 在第17天, 3组动物体质量下降5%-7%, 从
第25天起, B组体质量明显高于A组(P <0.05), 稍
高于C组(P>0.05); 去瘤后, B组体质量(16.51 g± 
0.63 g)明显高于A组(15.61 g±0.59 g, P<0.05), 稍
高于C组(16.01 g±0.60 g, P>0.05, 表1). 
2.4 米氮平对轻度恶液质模型皮下脂肪和臂围的

影响及其时-效关系 各组裸鼠的皮下脂肪厚度在

实验开始时无显著差异. 第17天, B组皮下脂肪

厚度(0.68 mm±0.10 mm)稍高于C组(0.67 mm± 
0.13 mm)和A组(0.66 mm±0.09 mm). 从21 d开始, 
3组动物皮下脂肪厚度明显变薄. B组减少程度低

于其他2组, 这种差异一直持续到实验结束, 但这

种差异无统计学意义(P >0.05, 表1). 各组动物的

臂围在实验开始时无显著差异. A组臂围在第17
天后显著减小, C组臂围减小速度稍慢, 2组动物

的臂围在不同时间点均小于B组, 但3组间无显著

差异(P>0.05, 表1). 

3  讨论

恶液质是由多因素引起的综合症状, 多发生于

表  1  米氮平对轻度胰腺癌恶液质模型体质量及营养指标的影响及时-效关系 (n  = 7, mean±SD)

     时间(d) 分组     体质量(g)  瘤体积(mm3) 皮下脂肪(mm)      臂围(mm)

     0 A组 21.64±0.96        0.00   0.74±0.14   19.45±1.21

B组 21.75±0.75        0.00   0.71±0.12   19.52±0.88

C组 21.85±0.69        0.00   0.74±0.09   19.53±1.06

     5 A组 21.51±0.89   37.67±7.57   0.72±0.14   19.03±0.81

B组 21.69±0.79   37.12±10.55   0.70±0.11   19.20±0.73

C组 21.70±0.64   37.28±13.72   0.73±0.10   19.04±0.85

     9 A组 21.20±0.73   62.59±24.06   0.70±0.13   18.29±0.88

B组 21.59±0.75   58.09±26.00   0.70±0.10   18.51±0.65 

C组 21.46±0.61   60.88±27.10   0.71±0.12   18.37±0.85

   13 A组 20.86±0.71 105.39±19.92   0.69±0.09   17.24±0.52

B组 21.14±0.52 100.21±21.87   0.69±0.10   17.58±0.67

C组 21.03±0.65 101.46±18.75   0.67±0.13   17.56±0.68

   17 A组 20.15±0.67 174.77±15.16   0.66±0.09   16.00±0.62

B组 20.50±0.50 171.57±16.94   0.68±0.10   16.27±0.67

C组 20.38±0.65 171.69±18.32   0.67±0.13   16.18±0.74

   21 A组 18.70±0.58 258.54±20.98   0.60±0.10   15.13±0.68

B组 19.13±0.55 246.88±25.64   0.63±0.10   15.31±0.68

C组 18.94±0.59 252.70±25.24   0.61±0.10   15.24±0.74

   25 A组 17.24±0.53 365.58±17.63   0.50±0.10   13.76±0.65

B组 18.05±0.68a 357.80±15.75   0.52±0.09   14.04±0.54

C组 17.65±0.60 363.59±18.40   0.51±0.10   13.82±0.76

   28 A组 16.04±0.66 472.62±13.03   0.41±0.07   13.06±0.52

B组 16.89±0.73a 466.95±14.21   0.44±0.08   13.25±0.53

C组 16.43±0.58 471.32±14.24   0.42±0.08   13.07±0.73

aP<0.05 vs  A组.

表  2  米氮平对轻度胰腺癌恶液质模型进食量的影响及时-效关系 (n  = 7, g, mean±SD)

     分组     基础值        7 d        14 d        21 d          28 d

A组 5.15±0.12 5.13±0.13    4.21±0.10    3.54±0.10    3.02±0.16

B组 5.17±0.15 5.19±0.14 4.41±0.16 3.95±0.14a    3.57±0.11c

C组 5.14±0.17 5.13±0.11 4.31±0.12 3.72±0.15        3.23±0.15

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  C组.
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肿瘤患者, 胰腺癌相关性恶液质的发病率可高

达80%[3]. 恶液质除了降低癌症患者对放化疗的

敏感性、使患者更易发生放化疗不良反应外, 
还可降低手术切除率, 缩短患者生存期[6]. 对于

晚期胰腺癌患者, WHO指出应该对患者早期就

采用姑息治疗, 包括对躯体、心理和精神的统

一治疗. 体质量下降与厌食是恶液质最常见的

临床表现[7]. Uomo等[8]认为胰腺癌患者的体质量

下降和厌食常与肿瘤本身引起的疼痛和化疗的

不良反应有关, 加上胰腺癌相关抑郁症的发生

率高达78.0%[9], 可加速机体的体质量下降和厌

食, 与恶液质形成了恶性循环. 因此, 改善恶液

质患者的营养状况和维持其体质量成为了许多

学者研究的重要课题. 
对癌症恶液质进行早期干预与选择治疗肿

瘤的方案同等重要[10], Klein等[11]研究称, 预防或

逆转癌症患者体质量减轻可以延迟死亡, 癌症

患者体质量减轻的速度是用来评价治疗恶液质

是否有效的最简便方法[10]; Bachmann等[12]临床

研究发现体质量下降是影响胰腺癌患者预后的

一个重要因素, 伴有恶液质的患者因发生远处

转移而影响手术切除率(48.9%), 显著低于无恶

液质患者(77.8%), 对于手术切除后的患者, 伴有

体质量下降的患者的生存期短于无体质量下降

的患者; Robinson等[6]研究称, 体质量下降<5%的

患者其生存期较下降>5%的长. 
Evans等[13]根据癌症患者体质量下降程度将

恶液质分为轻(>5%)、中(>10%)、重(>15%)度. 
米氮平作为去甲肾上腺素能和特异性5-羟色胺

能抗抑郁剂(NaSSA)的代表, 通过阻断5-HT2、
5-HT3受体和组织胺H1受体, 除了能改善抑郁症

患者食欲、增加体质量, 还能有效缓解化疗引

起的恶心、呕吐、食欲下降等并发症[14], 结合我

们前期实验研究结果, 米氮平对胰腺癌模型的

进食量、体质量、营养状况和生物学行为有积

极的改善作用[15], 并能在一定程度上减轻大剂量

(100 mg/kg)吉西他滨化疗的不良反应[16], 本研究

在建立起胰腺癌轻度恶液质模型的基础上, 采
用米氮平对模型进行早期干预, 结果显示米氮

平早期干预对轻度恶液质模型的进食量与体质

量的下降速度有明显减缓作用, 对轻度胰腺癌

恶液质模型的皮下脂肪和骨骼肌的分解速度也

有减缓作用, 但米氮平未能逆转恶液质状态, 考
虑与机体发生恶液质时体内能量代谢紊乱、多

种细胞因子参与有关, 而米氮平不具备调节体

内能量代谢及抑制细胞因子释放的作用. 本实

验证明, 对轻度癌症恶液质模型进行积极干预

能取得一定的实验疗效, 至于临床应用前景, 尚
需大样本、多中心的临床试验进一步验证. 
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助治疗方面有一
定的创意, 开拓了
新思路, 有一定的
临床参考价值.
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Abstract 
AIM: To investigate the efficacy of psychological 
nursing in patients receiving emergency gastro-
scopic examination, and to determine its influ-
ence on patients’ feelings of anxiety and stress.

METHODS: A total of 152 patients receiving 
emergency gastroscopic examination were di-
vided randomly into observation group (n = 
76) and control group (n = 76). The observation 
group received psycholological nursing before 
and during gastroscopy, while the control group 
received traditional methods of nursing care. 
The examination results including bleeding 
cause and hemostasis rates were compared be-
tween the two groups using the self-rating anxi-
ety scale. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

心理护理干预在急诊胃镜止血中的应用及对患者焦虑紧
张情绪的影响

李桂英, 胡云鹤

®

■背景资料
胃镜检查是一种
可引起患者痛苦
的手术, 整个检查
又在患者意识清
楚的状态下进行, 
部分患者对胃镜
检查过程不完全
了解甚至误解, 术
前术中容易产生
紧张焦虑、恐惧
的心理, 不愿意做
胃 镜 检 查 ,  导 致
不能很好地配合
检查, 从而影响了
疾病的早期诊断
治疗, 以至延误病
情, 错过最佳的治
疗时机. 

RESULTS: The detection rate of bleeding causes 
was not significantly different between the obser-
vation group and control group (P > 0.05). The 
hemostasis rate in the observation group was sig-
nificantly higher than that in the control group. 
The incidence of anxiety feeling before gastro-
scopic examination was 87%. Pre-gastroscopic 
examination anxiety was related to profession, 
personality, financial status and educational 
level. Anxiety and stress feelings improved sig-
nificantly before and after psychological inter-
vention in the observation group compared to 
the control group. 

CONCLUSION: Psychological nursing can sig-
nificantly improve anxiety and stress feelings 
of patients and help them receive gastroscopy 
smoothly during the procedure. Meanwhile, this 
effort can help obtain good hemostasis effect 
and improve the patient’s satisfaction. 

Key Words: Psychological nursing; Gastroscopy; 
Anxiety; Emergency nursing

Li GY, Hu YH. Psychological nursing in patients during 
emergency gastroscopy: influence on patients’ feelings 
of anxiety and stress. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(15): 1346-1349

摘要
目的: 分析心理护理干预在急诊胃镜止血中
的应用方法、效果及对患者焦虑紧张情绪的
影响. 

方法: 对需要行胃镜止血的152例急诊患者随
机分为观察组76例和对照组76例, 观察组在治
疗前及治疗过程中均给予心理护理干预, 对照
组采用传统的胃镜检查护理方法. 比较两组出
血病因检出率及止血效果, 并用焦虑自评量表
(SAS)进行评定. 

结果: 观察组与对照组出血原因检出率比较
无统计学差异(P >0.05); 观察组止血率高于对
照组(P <0.05); 胃镜检查前患者的焦虑情绪发
生率是87%, 术前情绪障碍与职业、性格、经

■同行评议者
何松, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科
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■应用要点
本次调查结果显
示 ,  对 胃 镜 检 查
患者实施积极的
心理护理干预后, 
患者发生躯体、
心理应激的强度
明 显 减 轻 ,  检 查
时间也明显缩短, 
止 血 效 果 显 著 , 
提高了患者的满
意度.

济状况及受教育程度有关, 心理干预前后观察
组自身及干预后的观察组与对照组比较, 焦虑
紧张情绪改善显著(P <0.01). 

结论: 急诊胃镜诊治过程中给予患者心理护
理干预, 能明显改善胃镜检查患者的焦虑紧张
情绪, 帮助患者克服心理障碍, 顺利进行检查, 
同时获得良好的止血效果, 提高患者满意度. 

关键词: 心理护理干预; 胃镜止血; 焦虑; 急诊护理   
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0  引言

消化系统疾病特别是上消化道出血是常见病多

发病[1], 随着胃镜技术的日趋完善和成熟, 胃镜

止血已成为诊断、治疗上消化道出血的重要手

段[2]. 但由于患者对这项技术不太了解, 术前极

易产生焦虑紧张情绪, 以致影响检查的顺利进

行和检查效果. 2010-01/2011-12, 我们对152例
急诊胃镜止血患者进行了调查分析, 旨在了解

胃镜止血患者术前的焦虑紧张状态及影响因素, 
探讨术前心理护理干预对急诊胃镜止血患者效

果及焦虑紧张情绪的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 152例患者中, 男99例、女53例, 年龄

17-76(49.8±21.4)岁, 病程0.5-25(3.6±2.4)年. 所
有患者神志清楚, 均为24-48 h上消化道出血, 需
行急诊胃镜诊断及止血治疗, 且符合胃镜止血

适应证, 有主诊医生书写胃镜检查止血申请单. 
术前均认真查体, 包括查肝功、乙肝五项、HIV
抗体检测、出凝血时间、心电图. 所有患者无

胃镜检查禁忌证, 有良好的语言沟通能力. 将
152例受检患者随机分为观察组和对照组, 每组

为76例. 两组患者在年龄、性别、文化程度、

婚姻状况、经济状况、病情等一般资料无统计

学差异(P >0.05), 具有可比性. 所有患者术前均

签定胃镜检查知情同意书. 
1.2 方法 
1.2.1 调查: 应用自编患者一般情况调查问卷, 包
括年龄、性别、职业、婚姻状况、经济状况、

文化程度、性格、简要病史等, 焦虑紧张情绪

评定用焦虑自评量表(SAS)[3], 本量表为含20个
项目的自评量表, 20个项目的正、反向记分相

加所得积分乘以1.25得标准分, 标准分50分为分

界线, 既标准分≤50分为无焦虑紧张, >51分为

有焦虑紧张. 入组后有责任护士完成患者一般

情况调查问卷的填写, 所有入组患者在责任护

士的指导下填写SAS, 对文化程度低不能完成

SAS的患者, 由患者口述, 责任护士代其填写. 在
完成护理干预后、胃镜检查止血前再进行一次

SAS测评, 以评定心理干预的效果. 观察组除给

予常规护理外, 主要给予心理护理干预; 对照组

仅给予检查前的一般常规护理.  
1.2.2 心理护理干预: 由经验丰富的主管护士进

行, 心理护理干预贯穿于术前、术中. (1)建立良

好的护患关系: 建立良好的护患关系是进行有效

护理干预的基础, 包括认真倾听患者诉说病情, 
关心体贴患者的痛苦, 耐心细致的解答患者及家

属的疑问, 听取患者的意见和要求, 让患者了解

病情, 解除其心理顾虑, 取得患者的高度信任; (2)
认知干预: 向患者介绍有关疾病和胃镜检查止血

的医学知识, 讲解胃镜检查止血的适应证、优越

性及安全性, 让患者了解胃镜检查止血过程中可

能出现的不适和反应, 检查过程中如何配合医生

护士以最大限度地减轻这些不适和痛苦; (3)情绪

干预: 给患者讲解情绪紧张对胃镜检查止血尤其

对插管的不利影响, 给患者讲解其安全性, 缓解

患者的紧张情绪; (4)放松训练[4]: 包括创造适宜

的放松环境、呼吸放松、肌肉放松、想象放松

等方法; (5)行为干预: 检查时责任护士守护在患

者身边, 分散患者注意力使其全身放松, 护士及

时指导、鼓励、帮助、引导患者配合检查, 如
患者恶心时让其深呼吸、嘴角放低使胃内容物

顺利排出并及时清除以避免发生呛咳, 增强患

者的自信心, 使其处于最佳心理状态, 顺利的完

成胃镜检查. 
1.2.3 止血判断标准: 48 h内呕血及黑便停止者, 
胃液无血, 血压、脉搏稳定者为显效; 48-72 h无
继续出血现象, 血压、脉搏稳定者为有效; 72 h后
继续出血者为无效. 总有效率 = 显效率+有效率. 

统计学处理  采用SPSS13.0统计学软件对数

据进行处理, 计数资料组比较采用χ2检验, 计量资

料组比较采用t检验, 以P<0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 胃镜诊断检出率 观察组患者胃镜诊断检出

率86.8%, 对照组患者胃镜诊断检出率85.5%, 两
组比较没有统计学差异(P  = 0.453, 表1). 
2.2 胃镜止血效果 观察组患者胃镜止血总有效
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■同行评价
本文探讨在急诊
胃镜止血中心理
护理干预的作用, 
有积极的临床指
导意义.

率81.6%, 对照组患者胃镜止血总有效率67.1%, 

两组比较有统计学差异(P  = 0.035, 表2). 

2.3 SAS评分 本调查对象胃镜检查患者的护理

干预前焦虑发生率为87.0%. 2组患者护理干预

前后的S A S总分比较见表3. 与术前焦虑紧张

有关的因素分析表明, 脑力劳动者、内向性格

者、公费或医保患者、受教育年限较长者术前

产生焦虑紧张的比例较高. 

3  讨论

随着医学模式由单一的生物医学模式向生物-
心理-行为-社会医学模式的转变[5], 心理护理在

临床中的应用愈来愈普及并受到重视. 上消化

系疾病是受心理因素影响明显的疾病, 而胃镜

检查是诊断治疗上消化系疾病最准确可靠的先

进方法. 胃镜检查不仅可诊断而且可治疗上消

化道内的病变, 可以钳取黏膜做病理诊断, 还可

以在胃镜下通过连接微波治疗上消化系内的息

肉、出血、狭窄等病变. 并可以实时录像保存

完整的资料. 但是, 由于胃镜检查是一种可引

起患者痛苦的手术, 整个检查又在患者意识清

楚的状态下进行, 部分患者对胃镜检查过程不

完全了解甚至误解, 术前术中容易产生紧张焦

虑、恐惧的心理, 不愿意做胃镜检查, 导致不能

很好地配合检查, 从而影响了疾病的早期诊断

治疗, 以至延误病情, 错过最佳的治疗时机. 所
以, 对适合胃镜检查的患者进行心理护理干预, 
使患者能早期及时的做胃镜检查是非常必要的. 
    本次调查结果显示, 对胃镜检查患者实施积

极的心理护理干预后, 患者发生躯体、心理应

激的强度明显减轻, 检查时间也明显缩短, 止血

效果显著, 提高了患者的满意度. 本研究中胃镜

检查患者都存在不同程度的焦虑紧张心理, 干
预前达到焦虑标准的比例高达87%. 尤其在脑力

劳动者、性格内向、受教育年限较长患者中的

比例较高, 与对疾病的过分关注和担忧以及对

生理解剖和疾病知识、胃镜检查的先进性等一

知半解考虑过多有关. 心理护理干预能明显降

低患者胃镜检查前的焦虑紧张程度. 心理护理

干预不仅能弥补患者胃镜检查知识的不足, 提
高患者的认知水平, 有效地减轻患者的心理生

理反应, 增强对检查的应激能力, 有利于消除焦

虑紧张情绪对检查的影响. 心理护理干预还有

利于患者配合检查, 提高对检查的顺从性. 心理

护理干预还能在较短的时间内, 使患者掌握配

合检查的方法, 使检查更顺利, 缩短了检查时间, 
也减轻了患者的痛苦. 随着医学模式的转变, 在
诊断治疗疾病的过程中, 不能仅看到患者脏器

局部的病理变化, 忽视患者的心理活动. 只注意

生理变化, 不注意心理变化, 这不仅影响医患关

系的和谐, 更不利于疾病的康复. 这种只见病不

见人的传统的医学模式必须要改变. 特别是在

疾病的诊疗和护理过程中, 能及时了解患者的

心理状态, 给予有效的心理护理干预, 对于疾病

的康复具有重要的意义[6]. 本次调查结果显示, 
观察组患者行心理护理干预后, 焦虑紧张评分

明显下降, 与干预前及对照组比较差异均有显

著意义. 而在对照组一般护理前后焦虑紧张评

分差异无显著性. 说明术前心理护理干预可使

患者的心理状态得到明显改善. 也进一步说明, 
术前对患者实施以相关知识宣传和指导等为内

容的心理护理干预, 确实能帮助患者建立对胃

镜检查的心理应激能力, 消除顾虑, 降低其紧张

焦虑程度[7-11]. 
本次调查的结果进一步显示心理护理干预

的重要性. 护士通过与患者建立相互理解与信

任的护患关系. 利用关心理解交谈沟通等方式

达到治疗和干预疾病的目的. 由于患者长期忍

受疾病的痛苦往往失去依靠自身能力接触病痛

的信心, 他们来医院看病, 一方面抱有很大的希

望, 另一方面对诊疗过程也有疑虑, 担心医生护

士不能以诚相待, 不能理解他的痛苦, 从而使他

表  1  2组胃镜诊断检出率比较结果 (n  = 76)

     分组 明确病因(n ) 病因不明(n ) 检出率(%)  χ2值   P值

观察组        66        10     86.8 0.562 0.453

对照组        65        11     85.5

表  2  2组胃镜止血效果比较 (n  = 76, %)

     分组   显效(n )   有效(n )   无效(n ) 总有效率  χ2值  P值

观察组 42(55.3) 20(26.3) 14(18.4)     81.6 6.648 0.035

对照组 23(30.3) 28(36.8) 25(32.9)     67.1

表  3  2组患者心理护理干预前后的SAS评分比较 (n  = 
76, mean±SD)

     分组   干预前   干预后

观察组 50.3±8.7 40.6±8.2b

对照组 51.1±9.2 49.8±7.8d

bP<0.01 vs  同组干预前; dP<0.01 vs  观察组干预后.
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遭受双重痛苦, 这就要求我们护理人员必须具

有良好的医德、心理素质和护理业务水平, 用
自己的专业知识去疏导和抚慰患者, 与患者建

立和谐、理解信任的关系, 最大限度地满足患

者的需求, 鼓励患者消除顾虑, 使其获得勇气和

信心. 在具体的护理工作中, 护理人员要利用

一切与患者接触的时间, 主动与患者及家属沟

通, 在了解患者躯体症状的同时, 要深入了解患

者的心理需求和对疾病的认识, 鼓励患者倾诉

内心的痛苦, 耐心细致的解答疑问, 取得患者及

家属的信任, 发现患者对疾病有不正确的认识

和应对方式时, 要及时的给予指导、纠正并安

慰、鼓励和帮助. 指导患者在胃镜检查过程中

如何放松和配合检查[12-15]. 所以, 护士只有充分

地了解和熟悉患者的心理状况, 才能实施正确

有效的心理护理, 使患者处于最佳心理状态, 愉
快地接受胃镜检查, 使急诊上消化系出血得到

准确的诊断和治疗, 提高患者生活质量. 
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Abstract
AIM: To explore the clinical characteristics and 
treatment of drug-induced liver injury in the 
perioperative period of cardiac surgery.

METHODS: The clinical data for 12 patients 
with drug-induced liver injury who were treated 
from 2009 to 2011 at the Affiliated Hospital 
of Guilin Medical College were collected. The 
clinical characteristics and treatment of drug-in-
duced liver injury in the perioperative period of 
cardiac surgery were retrospectively analyzed.

RESULTS: The disease had clear causes in 
all patients. The main factors inducing drug-
induced liver injury include antibiotics and anti-
tuberculosis drugs. The clinical manifestations 
mainly include jaundice (9 cases) and increased 
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心脏外科围手术期急性药物性肝损伤12例

王海永, 王 玮, 杜振宗, 李安桂, 宋剑非

®

■背景资料
据世界卫生组织
(WHO)统计, 药物
性肝损伤已经成
为全球的第5位死
亡原因 .  近年来 , 
我国急性药物性
肝损伤发病率有
逐年增高趋势, 病
死率较高, 需要引
起重视与防范. 

bilirubin and serum enzymes (3 cases). The 
disease categories comprised infective endocar-
ditis (IE, 7 cases), constrictive pericarditis (CP, 
2 cases), coronary heart disease (CHD, 2 cases) 
and rheumatic heart disease (RHD, 1 case). All 
patients were cured and discharged from hos-
pital. No complications occurred in 10 patients 
evaluable at follow-up.

CONCLUSION: The patients with congestive 
heart failure may tend to develop drug-induced 
liver injury. Early and accurate diagnosis is im-
portant for the treatment and prognosis of drug-
induced liver injury.

Key Words: Open heart surgery; Drug-induced liver 
injury; Perioperative period

Wang HY, Wang W, Du ZZ, Li AG, Song JF. Drug-
induced liver injury in the perioperative period of cardiac 
surgery: An analysis of 12 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(15): 1350-1353

摘要
目的: 分析心脏外科围手术期发生12例急性
药物性肝损伤的临床特点及治疗效果.

方法: 回顾分析2009-2011年桂林医学院附属
医院围手术期发生急性药物性肝损伤的12例
心脏外科患者的临床表现、治疗情况及预后.

结果: 引起药物性肝损害的药物主要是抗生
素、抗结核药物. 主要临床表现是黄疸9例
(82%), 化验肝功能发现明显异常3例(18%). 心
脏手术前出现9例, 手术后出现3例. 其中2例为
缩窄性心包炎, 7例为感染性心内膜炎, 冠状动
脉粥样硬化性心脏病2例, 风湿性心脏病1例. 
12例患者均治愈出院. 随访6-44 mo, 10例有随
访应答, 复查肝功能正常, 无中期并发症. 

结论: 心脏外科围手术期急性药物性肝损伤
多发生于右心功能不全、营养差的患者. 对心
脏手术前药物致肝损伤的早期诊断和及时合
理的治疗, 可以使患者的肝功能恢复正常, 帮
助患者度过围手术期, 预后良好. 

关键词: 心脏手术; 药物性肝损伤; 围手术期

■同行评议者
汪波 ,  主任医师 , 
北京大学第一医
院急诊科
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■创新盘点
本文探讨在心脏
外科围手术期发
生药物性肝损伤
的 临 床 特 点 ,  旨
在提高心脏外科
医生对此症的认
识, 早期诊断, 积
极防治.

王海永, 王玮, 杜振宗, 李安桂, 宋剑非. 心脏外科围手术期急性药

物性肝损伤12例.  世界华人消化杂志  2012; 20(15): 1350-1353

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1350.asp

0  引言

药物性肝损伤(drug-induced liver injury)是指在

治疗过程中, 由于药物或其代谢产物引起的肝

细胞毒性损害, 或肝脏对药物及其代谢产物的

过敏反应而导致肝损伤, 占整个药物不良反应

的10%-15%[1], 近年来呈不断上升的趋势. 药物

性肝损伤一旦出现, 需及时处理, 否则可发生危

及生命的暴发性或重症肝功能衰竭, 也是临床

医生在执业过程中可能遇到的执业风险问题[2]. 
现将我院2009-01/2011-06心脏外科围手术期出

现肝功能损伤12例报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 收集桂林医学院附属医院2009-2011年
心脏外科围手术期出现急性药物性肝损伤的12
例患者的临床资料(男8例, 女4例, 年龄24-76岁). 
患者均无原发肝脏疾病(病毒性肝炎等), 主要症

状是皮肤黏膜出现明显黄染9例(75%), 化验肝

功能发现明显异常3例(25%), 均伴有不同程度

的乏力、食欲不振及腹胀等临床表现. 心脏手

术前出现9例, 其中2例为结核性缩窄性心包炎, 
7例为感染性心内膜炎. 3例为心脏手术后出现, 
其中2例为冠脉搭桥术, 1例为二尖瓣置换+改良

迷宫术. 引起药物性肝损害的药物有抗生素(6例
为感染性心内膜炎, 给予抗生素应用控制感染, 
3例为围术期应用抗生素防治感染)、抗结核药

物(2例均为结核性缩窄性心包炎), 盐酸胺碘酮

(1例为房颤改良迷宫术后维持窦性心律). 3例患

者伴有发热、瘙痒和皮疹等过敏症状. 10例患

者血细胞分析均可见不同程度外周血嗜酸粒细

胞和假性单核细胞增多. 
1.2 方法 症状最早出现于用药后2 d, 最迟17 d. 
所有患者均卧床休息, 及时停用引起肝功能损

害的药物, 并根据病情选用还原型谷胱甘肽、

甘草酸二胺、多烯磷脂酰胆碱注射液等, 复查

肝功能, 观察临床症状恢复情况. 1例术后使用

大剂量胺碘酮诱发急性肝功能衰竭, 行血浆置

换2次、保肝治疗. 

2  结果

患者临床资料见表1. 2例心包炎患者在全麻下行

心包剥脱术, 7例感染性心内膜炎患者感染性心

内膜炎. 患者分别接受主动脉瓣置换、二尖瓣置

换术、二尖瓣+主动脉瓣置换术. 手术过程顺利, 
无术后并发症. 3例术后出现肝损害患者给予护

肝治疗, 恢复顺利. 12例患者肝功能恢复的时间

为6-23 d. 12例患者均治愈出院. 缩窄性心包炎在

当地疾病预防控制中心继续接受抗结核治疗, 感
染性心内膜炎患者接受抗生素治疗4 wk. 10例均

有随访应答. 门诊随访复查肝功能, 均无异常. 随
访6-44 mo, 无并发症. 

3  讨论 

药物性肝损伤是引起肝功能异常的常见原因, 
也是常见的药物不良反应之一[3]. 导致肝细胞型

损伤的作用机制可能与药物导致肝细胞坏死或

肝细胞膜的通透性增加有关[4]. 目前认为造成肝

损伤的机制主要包括: (1)药物本身的致病因素: 
如以异烟肼、利福平和吡嗪酰胺联用的结核化

疗方案, 这3种药对肝功能均有一定影响, 可导

致药物性肝损伤, 甚至致命的急性肝坏死及肝

功能衰竭. 以异烟肼为例, 具有药酶抑制作用, 
使药物在体内半寿期延长, 代谢产物不能及时

清除, 可引起肝实质细胞的变性和坏死[5]; (2)原
发疾病的影响: 原有慢性肝脏疾病、免疫紊乱

和营养不良、肾功能不全的患者均可增加机体

对药物毒性的易感性[6]. 本组病例中, 慢性缩窄

性心包炎、感染性心内膜炎患者共9例, 均为消

耗性疾病, 患者营养状态较差, 再加上合并右心

功能不全, 肝脏淤血, 均为诱发因素; (3)老年人

易发生药物性肝损伤[7], 其原因可能有: 肝脏肾

脏功能减退, 对药物的代谢及排泄能力下降, 肾
小球滤过作用减退导致药物的血药浓度增高等. 
本组资料中, 2例高龄患者(>75岁)在非体外循环

下行冠脉搭桥术后均出现药物性肝损害. 
诱发药物性肝病的主要药物有抗结核药、

抗生素和中药及中成药[8]. 本组病例9例为抗生

素引起, 2例是由抗结核药引起, 另1例与胺碘

酮有关. 药物性肝损伤有些患者可出现肝炎的

表现, 常见乏力、食欲不振、厌油、恶心、呕

吐、腹胀, 其次为黄疸、肝区不适或疼痛等, 发
病初期可伴有发热、皮疹、瘙痒等过敏表现. 
另一些患者则全无症状, 只是在肝功能检查时

发现肝功能有明显异常[9]. 本组病例大多数患者

由于明显黄疸而发现肝功能损害, 仅3例常规复

查肝功能时发现异常. 
2007年, 中华医学会消化病学分会肝胆疾

病协作组制定《急性药物性肝损伤诊治建议(草
案)》[2]. 按照此诊断标准, 药物所致肝炎的诊断
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■应用要点
对心脏手术前药
物致肝损伤的早
期诊断和及时合
理的治疗, 可以使
患者的肝功能恢
复正常, 帮助患者
度过围手术期, 预
后良好.

依据有: (1)有与药物性肝损伤发病规律相一致

的潜伏期; (2)停药后肝功能异常指标迅速恢复; 
(3)除外其他原因引起的肝病, 特别是病毒性肝

炎; (4)再次用药反应阳性. 符合前3项, 或前3项
中有2项符合, 加上第(4)项, 均可确诊为急性药

物性肝损伤. 本组病例在排除梗阻性黄疸和病

毒性肝炎后作出诊断, 符合上述诊断标准. 治疗

前原有肝功能正常或轻度损害, 使用药物后出

现肝损伤; 且停用可能引起肝损害的药物后, 肝
损伤减轻, 应考虑药物性肝损伤; 若有原发心脏

疾病加重时, 且停用有关药物后肝损伤不减轻, 
应考虑为原有心脏疾病伴发的肝淤血引起的肝

功能受损. 
本组病例出现药物性肝损害后, 均给予停

药、药物保肝治疗. 但感染性心内膜炎患者, 结
合临床及药敏结果, 换用对肝脏影响小的抗生

素. 临床治疗中, 除立即停用引起肝损伤药物

外给予支持治疗, 应用高蛋白(无肝性脑病先兆

时)、高热量、高维生素及低脂饮食, 补充氨基

酸, 必要时应用白蛋白、维持水、电解质平衡, 
维持机体内环境稳定, 根据肝功能受损类型应

用还原型谷胱甘肽、甘草酸二胺、多烯磷脂酰

胆碱注射液等促进肝细胞修复. 注意严密监测

肝功能, 及早发现和防治感染、出血、肝性脑

病、暴发性肝衰竭等并发症. 心脏外科围手术

期使用华法林抗凝治疗时, 如果出现肝功能损

害, 注意严密监测凝血酶原时间, 及时调整华法

林用量[10]. 
心脏手术前肝功能正常的患者, 体外循环术

后早期肝脏改变以胆红素升高为主, 转氨酶升

高程度不明显[11]. 而且经过相应的治疗, 这些指

标一般都能很快下降. 但是患者术前就存在长

期心功能不全, 特别是存在右心功能不全, 术前

出现肝功能受损, 如黄疸、凝血机制障碍、低

蛋白血症, 术后肝功能损害会明显加重, 表现为

肝细胞急性坏死, 出现转氨酶明显升高及黄疸. 
如果不能及时纠正, 再加上手术的打击, 很快发

展至多器官功能不全, 处理起来就会更加棘手, 
死亡率明显升高[12]. 因此, 术前患者出现急性药

物性肝损伤, 肝功能的改善显得十分重要[13]. 
体外循环是术后肝功能损害的一个重要因

素[14]. 体外循环过程是一种非生理状态的、人

工控制的休克状态, 对全身脏器会产生重要影

响. 体外循环引起肝功能受损的主要原因[15]: (1)
采用非搏动性血流, 会减少术中肝脏、肾脏等

重要脏器的灌注; (2)体外循环期间全身血流重

新分布, 腹腔脏器的血流明显减少, 从而导致肝

脏的低灌注; (3)体外循环引起的全身炎症反应

综合症使肝细胞受到损伤, 引起肝功能损害. 但
如果术前就长期存在右心功能不全引起肝淤血

的话, 就会极大地削弱肝脏的缺血耐受性; 因此, 
术后早期在使用药物不当时, 更易出现肝功能

受损. 本组病例有1例术后使用大剂量(2 000 mg)
胺碘酮诱发急性肝功能衰竭, 经及时行血浆置

换、保肝治疗而抢救成功, 应汲取深刻教训. 
结合本组病例, 我们体会到在心脏外科围

手术期, 对于右心功能不全者, 特别是营养不良

者、老年患者应用抗生素、结核等药物时要重

视可能引起的药物性肝损伤. 药物性肝损伤重

在早期预防, 以便早期发现、早期诊断、早期

表  1  12例心脏手术围手术期出现急性药物性肝损伤患者资料

     
患者

年龄

(岁)
性别 原发疾病 心功能分级         使用药物 出现时间(d)

                        肝 功 能 肝功能恢

复时间(d) TBIL(mmol/L) AST(U/L) ALT(U/L)

1  43   男      CP         III 异烟肼        14         82      89      65       10

2  35   女      CP         II 异烟肼          7         98    143    121       12

3  40   男      IE         III 哌拉西林舒巴坦        10         63      74      94         6  

4  39   男      IE         III 哌拉西林他唑巴坦          7        111    121    151       12

5  52   女      IE         II 头孢哌酮舒巴坦钠          6         67      68      83         7

6  27   男      IE         III 哌拉西林舒巴坦          7        110      93    119       14

7  18   男      IE         II 阿莫西林舒巴坦钠        10         72      92      89         7

8  24   男      IE         III 头孢唑肟          2        151    226    143         9

9  42   女      IE         II 头孢哌酮舒巴坦钠          2        103      71      89         8

10  46   男    RHD         II 盐酸胺碘酮          2        853      45      38          23

11  75   男    CAD         II        哌拉西林他唑巴坦          4         86      41         49       14

12  76   女    CAD         III 头孢唑肟          3         68    190    101       21

CAD: 冠心病; IE: 感染性心内膜炎; RHD: 风湿性心脏病; CP: 缩窄性心包炎.
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■同行评价
本文主要探讨心
脏外科围手术期
发生药物性肝损
伤的临床特点, 具
有一定的临床借
鉴意义.

治疗. 在药物治疗期间, 要严密监测肝功能, 必
须强调1-2 wk复查1次肝功能, 对出现黄疸时更

应提高警惕, 要及时停用或改用其他药物, 避免

加重肝功能受损. 
本组资料急性药物性肝损伤一般预后尚好, 

经停药与积极护肝治疗后均好转出院. 但考虑

到发生急性药物性肝损伤可导致严重肝功能衰

竭, 心脏外科医师必须意识到抗生素、抗结核

药等许多药物都可能因特异性反应而发生无法

预测的肝损伤, 这也是避免发生严重药物性肝

损伤的基础[16]. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》 
 (  2011 年版 )

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

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

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

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

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

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

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

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

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

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 
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Abstract 
AIM: To evaluate the efficacy and safety of stent 
placement combined with FOLFOX-4 regimen 
for primary liver cancer patients with inferior 
vena cava and right atrium tumor thrombus.

METHODS: A retrospective study was per-
formed on 6 primary liver cancer patients with 
inferior vena cava and right atrium tumor 
thrombus who underwent stent placement com-
bined with FOLFOX-4 regimen.  

RESULTS: Six stents were placed successfully in 
6 patients. The pressure gradient across the ste-
notic segments of the inferior vena cava declined 
from 34 mmH2O to 18 mmH2O, and obstruction 
of the inferior vena cava was improved quickly. 
All patients were assessable for the objective ef-
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

内支架置入联合FOLFOX-4方案治疗肝癌并下腔静脉及
右心房癌栓6例

李斯锐, 吴 宁, 林福煌

®

■背景资料
原发性肝癌合并
下腔静脉及右心
房癌栓患者, 病情
凶险 ,  预后极差 . 
由于大多患者失
去手术切除机会, 
以介入治疗为主
的综合治疗成为
主要治疗方法. 

ficiency. Right atrium tumor thrombus served 
as a target lesion. Partial response (PR) was 
achieved in 5 cases, and stable disease (SD) in 1 
case. Serum AFP levels decreased by more than 
50% in 4 cases. Median overall survival (OS) was 
8.2 mo, and median time to tumor progression 
(TTP) was 5 mo. During chemotherapy, there 
were 2 cases of leucopenia, 5 cases of nausea 
and vomiting, 1 cases of neurotoxicity, 3 cases 
of fatigue and 1 cases of fever, all of which were 
tolerable.

CONCLUSION: Stent placement, which could 
improve the symptoms of inferior vena cava 
obstruction, combined with FOLFOX-4 regimen 
therapy can prolong OS and TTP in primary 
liver cancer patients with inferior vena cava and 
right atrium tumor thrombus.

Key Words: Tumor thrombus; Inferior vena cava; 
Right atrium; Stent; FOLFOX-4 regimen

Li SR, Wu N, Lin FH. Stent placement combined with 
FOLFOX-4 regimen for primary liver cancer patients with 
inferior vena cava and right atrium tumor thrombus. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1354-1358

摘要  
目的: 探讨血管内支架置入联合FOLFOX-4方
案系统化疗治疗肝癌合并下腔静脉及右心房
癌栓的疗效. 

方法:  回顾性分析行血管内支架置入联合
FOLFOX-4方案系统化疗治疗6例原发性肝癌
并下腔静脉癌栓及右心房癌栓患者, 记录并发
症发生情况及疗效, 随访生存期.

结果: 6例患者均一次性成功置入血管支架, 
下腔静脉平均压力下降16 mmH2O, 患者下腔
静脉梗阻症状均明显改善. 6例患者均可客观
评价化疗疗效, 以右心房癌栓为靶病灶, PR 5
例, SD 1例. 4例患者血清AFP下降超过50%. 
至2011-10随访结束时, 接受治疗患者仍存活2
例, 中位总存活时间(overall survival, OS)为8.2 
mo, 中位肿瘤进展时间(tumor progression time, 

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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■研发前沿
目前经皮腔内支
架植入技术日趋
成 熟 ,  肝 癌 系 统
化疗近年来也屡
见 报 道 ,  以 癌 栓
为 靶 病 灶 ,  并 进
行效果评价的报
道尚少见.

TTP)为5 mo. 全部患者未见因化疗不良反应终
止化疗, 其中骨髓抑制(白细胞减少,Ⅰ-Ⅱ度)3
例, 消化系反应(恶心、呕吐、纳差,Ⅰ-Ⅱ度)5
例, 神经毒性(神经感觉异常Ⅰ-Ⅱ度)1例, 乏力

3例, 发热1例.

结论: 对于肝癌并下腔静脉及右心房癌栓患
者, 血管内支架置入能即刻改善下腔静脉梗阻
症状, 联合FOLFOX-4方案系统化疗, 使生存
期延长.

关键词: 癌栓; 下腔静脉; 右心房; 支架; FOLFOX-4

方案

李斯锐, 吴宁, 林福煌. 内支架置入联合FOLFOX-4方案治疗

肝癌并下腔静脉及右心房癌栓6例.  世界华人消化杂志  2012; 

20(15): 1354-1358

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/1354.asp 

0  引言   

原发性肝癌下腔静脉癌栓形成并右心房、右心

室内生长病例较少见, 其病情凶险, 治疗难度大, 
目前文献报道[1-4]主要以手术取栓治疗为主, 但
手术风险大, 在临床实际中能够耐受手术者有

限. 本研究利用血管内支架置入联合FOLFOX-4
方案系统化疗治疗此类患者, 取得了满意的治

疗效果, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-08/2011-01我科共收治的原发性

肝癌伴下腔静脉、右心房癌栓患者6例, 均经

AFP、影像学、病理证实或符合中国抗癌协会

肝癌专业委员会修订的原发性肝癌诊断标准. 
所有患者在肝癌综合治疗过程中出现不同程度

下腔静脉综合征症状, 如腹胀、纳差、肝脾肿

大、双下肢、下腹及阴囊水肿、腹壁静脉曲

张及尿量减少等, 之后行影像学检查(包括造影

及PET/CT检查)证实. 其中男4例, 女2例, 年龄

41-63岁, ECOG体力状况评分: 3分4例, 4分2例, 
4分为栓子脱落并存在部分肺段栓塞患者. 肝功

能Child-Pugh分级: A级3例, B级3例, 3例患者同

时存在肝内病灶, 3例患者通过既往的综合治疗

肝内病灶已灭活.
1.2 方法

1.2.1 血管内支架置入: 患者取仰卧位, 心电监护

下经皮穿刺右股静脉置管, 利用“猪尾导管”行

下腔静脉造影并测压, 明确下腔静脉狭窄段或阻

塞段部位、长度、内径以及两侧正常下腔静脉

内径, 了解侧支静脉开放情况, 根据上述结果选

择合适的支架. 利用超滑导丝配合导管通过狭窄

段或阻塞段下腔静脉, 换用超硬交换导丝, 扩张

股静脉穿刺入口, 沿导丝引入12F输送器, 确认位

置合适后释放支架, 使支架全部覆盖狭窄段. 之
后重复造影并测压, 若支架膨胀不满意, 可再用

球囊导管进行扩张, 观察至下腔静脉血流情况满

意为止. 术后应用呋塞米, 预防心力衰竭. 根据肝

功能及凝血功能给予抗凝治疗3-6 mo.
1.2.2 化疗用法: 患者知情同意, 均于内支架置

入后下腔静脉综合征改善且无其他化疗禁忌

的前提下, 按FOLOX-4方案化疗, 即: 奥沙利铂

(OXA)85 mg/m2, iv gtt, d1; 亚叶酸钙(CF)200 mg/
m2, iv gtt, d1, d2; 5-氟尿嘧啶(5-Fu)400 mg/m2, iv 
Bolus, d1, d2; 5-Fu 600 mg/m2, civ 22h, d1, d2. 每
2 wk重复, 每3个周期后评价疗效.
1.2.3 观察、随访及疗效评价: 记录术中并发症

发生情况, 术后观察患者下腔静脉综合征症状及

体力状态评分改善情况; 术后1 wk超声复查, 了
解下腔静脉通畅程度; 术后每隔2 mo对患者行超

声、CT或下腔静脉造影复查. 所有患者均经综

合评估, 在耐受化疗的前提下, 按上述方案系统

化疗, 记录甲胎蛋白(AFP)、肝功能变化情况, 化
疗周期数目及并发症或不良反应发生情况, 化
疗效果评价采用RECIST1.1版[5]标准: 肿瘤病灶

消失, 维持4 wk为完全缓解(complete remission, 
CR); 所有靶病灶的长径总和缩小≥30%, 并维持

4 wk为部分缓解(partial remission, PR); 变化介于

PR与PD之间稳定(SD); 靶病灶长径总和增加≥

20%或有新病灶出现为进展(PD). 有效为CR+PR. 
不良反应按照美国国立癌症研究所通用毒性标

准(NCI-CTC)观察评价, 分为0-Ⅳ度. OS及TTP从
支架植入时开始计算至患者死亡, 随诊结束时患

者仍存活的, 以结束时间为准.

2  结果

6例患者均一次性成功置入血管支架, 共置入支

架6枚(Z形支架4枚, 带膜网状支架1枚), 直径18- 
30 mm, 长度70-100 mm, 5例支架释放后进行球

囊扩张. 术后再次造影见下腔静脉通畅, 原狭窄

段或阻塞段远端侧支循环明显减少或消失. 术
前下腔静脉狭窄段或阻塞段远端压力平均为

34 mmH2O, 术后为18 mmH2O, 平均压力下降 
16 mmH2O. 术后患者下腔静脉综合征症状均明显

改善. 全部患者未见危及生命的严重并发症发生.
6例患者共化疗29周期, 平均每例5周期. 治
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疗后体力状况评分均明显改善, 4例患者血清

AFP下降超过50%. 以右心房和(或)右心室癌栓

为靶病灶, PR 5例, SD 1例(图1). 肝内病灶(3例患

者同时存在肝内癌灶)均为SD. 至2011-10随访结

束时, 接受治疗患者仍存活2例, 中位OS为8.2 mo, 
中位TTP为5 mo. 全部患者未见因化疗不良反应

终止化疗, 其中骨髓抑制(白细胞减少,Ⅰ-Ⅱ度)3
例, 共8人次, 给予生白及支持治疗后, 相应指标

回升. 消化系反应(恶心、呕吐、纳差,Ⅰ-Ⅱ度)5
例, 共26人次, 对症支持治疗后, 可耐受继续化

疗. 神经毒性(神经感觉异常Ⅰ-Ⅱ度)1例, 共3人
次, 乏力3例, 12人次, 发热1例, 4人次.

3  讨论  

原发性肝癌侵犯血管系统是影响患者预后的主

要因素之一, 尤其伴下腔静脉及右心房癌栓形

成者, 在非手术治疗过程中多数在短期内死于

肺栓塞和右心室流入道阻塞造成的心力衰竭, 
很难获得长期生存机会[6]. 一般认为下腔静脉及

右心房癌栓的形成主要是由于肝静脉受肿瘤侵

犯后, 肿瘤细胞在肝静脉内沿血流方向铸型生

长所致. 国内外有手术许多手术治疗的报道[1-4], 
以往采取姑息性摘除癌栓的方法, 暂时解决肺

栓塞及心衰问题, 但由于肝内残留肝癌病灶进

展, 预后仍较差. 近年来有报道采取肝癌联合下

腔静脉癌栓切除, 预后改善, 但由于手术创伤大, 

且此类患者多为术后复发, 可以耐受手术者很

有限. 本研究中均为失去手术机会或拒绝手术

切除的患者.
目前经皮腔内支架植入技术日趋成熟, 其作

为治疗下腔静脉梗阻手段之一, 已见于许多报

道[7-10], 均取得了良好的治疗效果. 在本研究中, 6
例患者均为在肝癌综合治疗过程中出现下腔静

脉综合征, 且进行性加重, 其中1例检查证实已

存在肺段范围的肺栓塞. 由于病情危急, 我们采

取支架置入开通下腔静脉, 患者症状5 d内基本

消退, 与报道一致[9]. 由于支架置入仅为改善症

状的姑息性治疗方法, 肿瘤病灶并未控制. 有文

献报道[11-13]原发性肝癌下腔静脉癌栓及右心房

癌栓同肝内病灶一样多为富动脉血供, 行TACE
可同时控制肝内病灶及癌栓生长, 但在本研究

中, 存在肝内病灶的患者行动脉造影时并未见

到明确的动脉供血血管及癌栓肿瘤染色, 提示

并非所有癌栓均为富动脉血供, 因此未能行癌

栓的TACE治疗. 罗剑钧等[14]利用TACE治疗肝

内病灶, 放射性粒子125I籽源条联合支架植入治

疗下腔静脉癌栓, 取得了满意的近期治疗效果. 
而对于心房癌栓尚无有效介入治疗方法. 季洪

兵等[15]于内支架置入后行放射治疗治疗原发性

肝癌所致的下腔静脉癌栓, 亦取得了良好的治

疗效果. 可见, 支架植入后尚需联合其他治疗手

段才能控制肿瘤. 因此, 血管内支架置入, 迅速

A B

DC

图  1  血管内支架置入联合系统化疗治疗前后对比. A: 术前可见下腔静脉内癌栓占据管腔大部; B: 内支架置入后下腔静脉

开通; C: 化疗前右心房内癌栓; D: FOLFOX-4方案化疗2周期后病灶PR.

■相关报道
沈杰等利用内支
架置入治疗外压
型和栓塞型下腔
静脉梗阻, 认为其
对于外压型梗阻
患者可显著改善
症状, 延长生存期, 
而对于栓塞型患
者 ,  再梗阻率高 , 
不能延长生存期, 
仅作为一种有限
的姑息性治疗手
段. 秦叔逵等利用
FOLFOX方案治
疗晚期原发性肝
癌, 认为对国人疗
效较好, 安全性高.
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开通下腔静脉, 使临床症状得以改善. 由于心房

癌栓的存在(部分尚同时有肝内病灶), 继续生长

仍可危及生命, 所以进一步控制肿瘤是提高生

存率的关键.
原发性肝癌的各种系统化疗药物一直被认

为有效率不高, 常用的顺铂、氟尿嘧啶和阿霉

素有效率通常在20%以下. 奥沙利铂作为第3代
铂类细胞毒性化疗药, 其较顺铂与瘤细胞DNA
结合更迅速、牢固, 有更强的细胞毒性, 且与

顺铂及卡铂无交叉耐药性. 有文献报道[16,17]其

对肝细胞癌治疗有效, 2005年秦叔逵等[18]报道

了奥沙利铂、5-氟尿嘧啶、亚叶酸钙组成的

FOLFOX-4方案治疗10例晚期原发性肝癌, 取
得了满意的治疗效果, 其并于2006年开始了此

方案的一项开放性、多中心、随机对照研究[19]

结果显示: 肿瘤FOLFOX-4方案组的中位OS为
6.47 mo, 中位TTP为2.9 mo, 优于单纯多柔比星

化疗, 且在不良反应方面此方案耐受性和安全

性良好. 因此本研究尝试利用此方案治疗肿瘤, 
结果显示: 5例患者获得PR(以心房癌栓为靶病

灶评价), 中位OS达8.2 mo, 中位TTP 5 mo, 显著

超过报道, 考虑与本研究患者之前均接受过其

他综合治疗有关. 总之, 本研究显示FOLFOX-4
方案对于原发性肝癌并下腔静脉及右心房癌栓

患者有效率较高.
在本研究中并发症主要分为2部分, 一部分

与支架置入术有关, 比如急性右心衰竭, 这主要

由于下腔静脉开通后, 回心血量突然增多引起. 
术后控制补液量, 必要时强心、利尿处理, 通常

不会造成严重的并发症, 在本研究中仅见1例术

后心动过速, 给予利尿处理后恢复. 另外尚可有

支架内血栓形成、支架移位、变形等并发症, 
但在本研究中未见. 第2部分与化疗有关, 主要

为周围神经毒性和血液系统毒性, 本研究患者

不良反应较轻, 经对症治疗后短期内恢复, 未见

因化疗不良反应终止化疗者. 通过观察, 我们发

现患者均可耐受血管内支架置入联合系统化疗, 
且未见并发症发生率的明显增加, 所以认为二

者联合是一种安全的治疗方法.
本研究尚有许多不足之处, 比如病例数目

少 ,  在系统化疗之前患者曾行其他综合治疗

等. 但通过上述观察, 我们初步认为对于肝癌并

下腔静脉及右心房癌栓患者, 内支架置入联合

FOLFOX-4方案治疗的有效率及安全性均较高, 
值得临床扩大病例数进一步应用研究.
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植入联合FOLF-
OX-4方案系统化
疗不但能短期内
改善下腔静脉梗
阻症状, 而且能提
高患者生存期.
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本研究初步结果
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联合FOLFOX-4方
案治疗肝癌并下
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癌栓患者有效且
安全, 对临床应用
有一定借鉴作用.
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Abstract
AIM: To assess the differences in Lactobacillus spe-
cies between patients with type 2 diabetes mellitus 
(T2DM) and healthy individuals, and to determine 
the association between metabolic parameters and 
Lactobacillus species in T2DM patients.

METHODS: This study included 50 T2DM pa-
tients and 30 healthy individuals of similar age, 
gender and BMI. Blood samples were collected 
from T2DM to measure metabolic parameters. 
Bacterial DNA was extracted from fecal samples 
to assess the quantities of bacteria using real-
time quantitative PCR with primers specifically 
targeting V3 region of the 16s rRNA.

RESULTS: The quantities of Lactobacillus (P < 
0.001), L. acidophilus (P < 0.001), L. bugaricus (P < 
0.001), L. cacei (P = 0.008) and L. Rahmnosumand 
(P < 0.001) were significantly increased in the 
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实时定量PCR法分析2型糖尿病患者肠道乳酸杆菌菌种数
量的改变

刘婷婷, 蔡德鸿

www.wjgnet.com

®

■背景资料
近年来研究发现, 
2型糖尿病的发生
机制除了与基因
及饮食结构、体
力活动等环境因
素有关之外, 还与
肠道菌群关系密
切. 肠道菌群与代
谢性疾病的发生
发展密切相关, 已
成为国内外研究
的新热点. 

T2DM group compared to the control group. 
The quantity of Lactobacillus was significantly 
negatively associated with LDL cholesterol lev-
els (P = 0.04).

CONCLUSION: T2DM patients are character-
ized by an increase in the quantity of Lactoba-
cillus species in the guts compared to normal 
controls. Lactobacillus in the guts play a role in 
influencing cholesterol metabolism in T2DM pa-
tients. Modification of the gut microflora by di-
etary means may help control metabolic diseases 
such as dyslipidemia and diabetes.

Key Words: Real-time quantitative PCR; T2DM; Lacto-
bacillus

Liu TT, Cai DH. Real-time quantitative PCR analysis of 
intestinal Lactobacillus species in type 2 diabetic patients. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(15): 1359-1365

摘要
目的: 明确2型糖尿病患者与正常对照人群比
较是否存在总乳酸杆菌及其具体菌种嗜酸乳
杆菌、保加利亚乳杆菌、干酪乳杆菌、植物
乳杆菌、鼠李糖乳杆菌数目的差异, 以及探索
乳酸杆菌与血糖、血脂等代谢指标是否相关. 

方法: 选取2型糖尿病患者50人、正常对照者
30人作为研究对象, 两组性别、年龄、BMI相
匹配. 检测糖尿病患者空腹血糖、餐后2 h血
糖、血脂、C反应蛋白等指标, 并收集糖尿病
患者及对照者粪便提取细菌总DNA, 通过实
时荧光定量PCR方法测定目标细菌的拷贝数. 

结果: 2型糖尿病组肠道乳酸杆菌(P <0.001)
及嗜酸乳杆菌(P <0.001)、保加利亚乳杆菌
(P <0.001)、干酪乳杆菌(P = 0.008)、鼠李糖
乳杆菌(P <0.001)显著高于对照组, 且乳酸杆
菌与低密度脂蛋白胆固醇显著负相关(P = 
0.04). 

结论: 2型糖尿病患者肠道总乳酸杆菌及其某
些具体菌种数量增多, 乳酸杆菌数量的改变对

■同行评议者
于珮 ,  主任医师 , 
天津医科大学代
谢病医院
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血脂也存在影响. 通过饮食调节肠道乳酸杆菌
含量可能有助于改善糖尿病、高脂血症等代
谢性疾病. 

关键词: 实时定量PCR; 2型糖尿病; 乳酸杆菌
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0  前言

人体消化系定植着相当复杂又相对稳定的肠道

菌群, 在能量代谢、免疫防御、合成人体必需

的微量元素及矿物质等方面发挥着不可替代的

作用[1,2]. 近年来研究发现, 2型糖尿病的发生机

制除了与基因及饮食结构、体力活动等环境因

素有关之外, 还与肠道菌群关系密切[3,4]. 研究表

明, 2型糖尿病患者或动物模型与正常对照者相

比肠道菌群构成发生了改变, 这可能是引起胰

岛素抵抗及糖尿病的因素[5,6]. 也有动物实验发

现, 通过改变饮食因素来调节肠道菌群结构能

够引起肥胖, 进而增加糖尿病的风险[2,7]. 肠道

菌群与代谢性疾病的发生发展密切相关, 已成

为国内外研究的新热点. 目前肠道菌群与代谢

性疾病关系的研究主要是通过动物实验, 而关

于人体肠道菌群的研究数据较少, 且现有数据

主要集中在“菌属”水平, 而对其中具体“菌

种”在代谢中的作用研究尚存在空白. 乳酸杆

菌普遍存在于人类消化系中, 并且经常作为益

生菌加入食品中[8,9]. 乳酸杆菌属包含众多菌种, 
如: 嗜酸乳杆菌、保加利亚乳杆菌、干酪乳杆

菌、植物乳杆菌、鼠李糖乳杆菌等, 目前鲜有

人体肠道乳酸杆菌具体菌种与代谢性疾病关系

的研究数据. 且目前乳酸杆菌与人类健康的相

互作用仍存在分歧, 其影响人体代谢的机制仍

不十分清楚. 有实验发现, 服用乳酸杆菌能减轻

大鼠的肥胖及胰岛素抵抗[10-13]. 然而也有实验表

明, 乳酸杆菌能引起炎症反应, 而炎症反应又与

肥胖及2型糖尿病有关[14-19]. 因此本研究选取乳

酸杆菌及其具体菌种(嗜酸乳杆菌、保加利亚乳

杆菌、干酪乳杆菌、植物乳杆菌、鼠李糖乳杆

菌), 在“菌属”及具体“菌种”水平上, 应用荧

光定量PCR技术, 比较我国2型糖尿病人群与血

糖正常人群肠道上述菌数量的差异, 并且分析

乳酸杆菌数量与血糖、血脂等代谢性指标的相

关性, 从而为2型糖尿病的发病机制提供新线索, 

为2型糖尿病的防治寻求新靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 荧光定量PCR仪ABI7500 System(ABI
公司), 紫外分光光度计SmartSpecTM3000(美国

Bio-rad), 凝胶成像仪(美国Bio-rad), Mastercycler
梯度PCR仪(eppendorf公司), 水平式电泳仪(上
海精益玻璃仪器厂), Himac CR22G高速冷冻离

心机(日本日立公司), 台式离心机(eppendor公
司). rTaq DNA聚合酶、DL2000 DNA Marker、
SYBR Premix Dimer Erase(Perfect Real Time)购
自大连TaKaRa公司; 细菌基因组DNA提取试剂

盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京TIANGEN
公司; 0.2 mL PCR8联管购自AXYGEN公司; 其
他试剂皆为国产分析纯, 所用引物均参照Gen-
Bank提供的序列, 由上海英骏生物技术有限公

司合成. 选取2010-08/10在广东省某社区医院住

院及门诊随诊的2型糖尿病患者50人. 纳入标准: 
(1)符合诊断标准的2型糖尿病患者(根据WHO糖

尿病分型及诊断标准); (2)无肿瘤及肝、肾等脏

器严重损害, 无甲状腺等其他内分泌疾病; (3)近
1 mo内未服用抗生素及微生态制剂; (4)近4 wk内
无腹泻病或其他胃肠道疾病; (5)近3 mo内未服用

任何降脂药治疗, 同时选取30名健康对照者. 纳
入标准: (1)无糖尿病; (2)无其他脏器严重损害, 
无甲状腺等其他内分泌疾病; (3)近1 mo内未服用

抗生素及微生态制剂; (4)近4 wk内无腹泻病或

其他胃肠道疾病史. 研究经由南方医科大学伦

理委员会书面批准. 
1.2 方法

1.2.1 人体测量、粪便样品收集及血样品化验: 
对每个研究对象进行身高、体质量测量, 计算

BMI. 收集每个2型糖尿病患者空腹血样品, 进行

空腹血糖(FBG)、糖化血红蛋白(HbA1C)、血脂

(包括TC、LDL-C、HDL-C、TG)、C反应蛋白

(CRP)浓度测定. 进行OGTT试验, 收集2 h后血样

品进行餐后2 h血糖(PBG)浓度测定. 收集每个研

究对象当日粪便样品, -70 ℃保存. 
1.2.2 粪便样品的预处理和细菌总DNA的提取: 
(1)粪便中菌体的收集: 称取湿重粪便样品每份

2 g于无菌离心管中, 加入20 mL灭菌PBS(0.01 
mol/L, pH 7.4), 充分振荡, 3 000 r/min离心5 min, 
收集上清(菌体), 重复洗涤3次. 将收集的上清液

12 000 r/min离心10 min, 收集沉淀(菌体). 收集的

菌体用20 mL灭菌PBS(pH 7.4)悬浮, 12 000 r/min
离心5 min, 重复洗涤3次, 得到的菌体沉淀保存

■研发前沿
研究表明, 2型糖
尿病患者或动物
模型与正常对照
者相比肠道菌群
构成发生了改变, 
这可能是引起胰
岛素抵抗及糖尿
病的因素. 也有动
物实验发现, 通过
改变饮食因素来
调节肠道菌群结
构能够引起肥胖, 
进而增加糖尿病
的风险. 
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于-20 ℃, 或者直接用于DNA提取; (2)粪便细菌

总DNA的提取: 用细菌基因组DNA提取试剂盒

提取细菌总DNA, 具体步骤按操作说明进行, 并
进行1.0%的琼脂糖凝胶电泳分析, 得到的DNA
溶液放置于-20 ℃保存. 
1.2.3 实时荧光定量PCR: (1)PCR引物设计: 根据

16s rRNA基因序列, 应用引物设计软件Primer 
Premier 5.0设计特异性PCR引物. 并在BLAST基
因库内比对引物序列的相应种属特异性, 各引

物序列见表1; (2)标准曲线制作: 以各标准菌株

PCR产物经切胶、回收后所得的DNA片段作为

荧光定量PCR的标准品, 用紫外分光光度计测

定吸光度(A )值及浓度, 换算为各标准品1 mL的
拷贝数, 用于制作标准曲线. 将标准品做10倍系

列稀释, 各做8个10倍稀释浓度, 如表2所示. 根
据系列稀释后的标准品反应时的荧光扩增信号, 
采用ABI7500 System数据分析软件自动生成乳

酸杆菌总属及其具体菌种的标准曲线; (3)粪便

样品16s rRNA定量分析: 将待测粪便样品中提

取的DNA分别进行乳酸杆菌总属及其具体菌种

16s rRNA荧光定量PCR反应, 每次反应体系和反

应条件均相同. 反应体系20 μL: SYBR premix(2
×) 10 μL, 10 μmol/L的上下游引物各0.6 μL, 
ROX Reference Dye(50×)0.4 μL, ddH2O 6.4 μL, 
待测DNA样品或标准品2 μL. 反应条件: 95 ℃变

性30 s; 循环40次: 95 ℃变性5 s→55 ℃退火30 s
→72 ℃延伸34 s; 熔解95 ℃ 15 s→60 ℃ 1 min→

95 ℃ 15 s→冷却60 ℃ 15 s. 将10倍系列稀释的

标准品与粪便细菌DNA样品同时进行real-time 
PCR反应. 每次实验同时设标准品及空白对照, 
每个样品均同时做2个平行复孔. 反应完毕后根

据熔解曲线分析PCR产物的特异性, 根据Ct值及

标准曲线计算每克粪便样品中待测细菌基因的

拷贝数, 作为定量结果. 
统计学处理 样品定量数据经l g转换后导入

SPSS17.0统计软件进行分析. 应用Mann–Whit-
ney U检验比较组间差异. 用线性回归分析总乳

酸杆菌拷贝数与糖尿病患者脂代谢指标、糖代

谢指标、炎症指标的相关性. 以P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 研究对象的基本信息及代谢指标统计 糖
尿病组共50人(男∶女 = 23∶27), 对照组共30
人(男∶女 = 17∶13). 两组基本信息(性别、年

龄、BMI)统计结果见表3. 两组年龄范围40-76
岁, 两组性别、年龄、BMI无统计学差异, 具有

良好可比性. 糖尿病组脂代谢指标(TG、TC、

LDL-C、HDL-C)、糖代谢指标(FBG、PBG、

HbA1C)、炎症指标(CRP)统计结果见表4. 
2.2 DNA的纯度检测 采用紫外分光光度法测定, 
DNA标准品在A 260/A 280的比值均在1.6-1.8, 说明

作为标准品的DNA纯度较高, 无蛋白质污染. 所
提取的DNA样品进行1.0%的琼脂糖凝胶电泳可

见清晰条带, 提示DNA 样品完整性良好. 

表  1  引物序列

     目标细菌名称                     F序列                                R序列

乳酸杆菌 AGCAGTAGGGAATCTTCCA CACCGCTACACATGGAG

嗜酸乳杆菌 GAAAGAGCCCAAACCAAGTGATT CTTCCCAGATAATTCAACTATCGCTTA

保加利亚乳杆菌 GGRTGATTTGTTGGACGCTAG GCCGCCTTTCAAACTTGAATC

干酪乳杆菌 GCACCGAGATTCAACATGG GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG

植物乳杆菌 TGGATCACCTCCTTTCTAAGGAAT TGTTCTCGGTTTCATTATGAAAAAATA

鼠李糖乳杆菌 TGCTTGCATCTTGATTTAATTTTG GTCCATTGTGGAAGATTCCC

表  2  各标准品浓度

     目标细菌 标准品原浓度(copies/mL) 标准品10倍系列稀释浓度(copies/mL)

乳酸杆菌           3.21×1013           3.21×104-3.21×1011

嗜酸乳杆菌           2.87×1013           2.87×103-2.87×1010

保加利亚乳杆菌           3.76×1013           3.76×103-3.76×1010

干酪乳杆菌           1.99×1013           1.99×103-1.99×1010

植物乳杆菌           2.18×1013           2.18×103-2.18×1010

鼠李糖乳杆菌           4.00×1013           4.00×103-4.00×1010

■相关报道
Larsen等研究发
现, 糖尿病患者肠
道乳酸杆菌含量
升高, 这与本研究
结果一致.
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2.3 实时荧光定量PCR 根据标准品反应时的荧

光扩增信号, 采用ABI7500 System数据分析软件

自动生成乳酸杆菌及其具体菌种的标准曲线及

扩增曲线, 其中乳酸杆菌标准曲线如图1, 扩增

曲线如图2. 
2.4 糖尿病组与对照组乳酸杆菌属及具体菌种

数量比较 用Mann–Whitney U检验对乳酸杆菌属

及具体菌种real-time qPCR结果进行统计学分析, 
见表5, 糖尿病组乳酸杆菌(P <0.001)及嗜酸乳杆

菌(P <0.001)、干酪乳杆菌(P = 0.008)、保加利

亚乳杆菌(P <0.001)、鼠李糖乳杆菌(P <0.001)
含量显著高于对照组, 糖尿病组植物乳杆菌含

量低于健康对照组, 但差异不具有显著性(P = 
0.786, 图3). 
2.5 乳酸杆菌与糖尿病患者代谢指标、炎症指

标的相关性 回归分析结果显示乳酸杆菌与脂

代谢指标显著相关, 与糖代谢指标、炎症指标

之间未发现明显相关性. 总乳酸杆菌与LDL-C
显著负相关(P  = 0.04), 与TC(P = 0.07)、TG(P = 
0.13)、HDL-C(P = 0.14)呈负相关, 但相关性不

具有统计学意义. 

3  讨论

本研究利用16s rRNA保守区序列在所有菌种中

具有高度一致性, 而可变区序列在不同菌种中

差异较大的特点, 针对目标细菌16s rRNA V3区
序列设计特异性引物, 应用实时荧光定量PCR技
术对样本进行检测, 具有高度特异性. 通过对乳

酸杆菌属及其具体菌种的定量分析比较, 可以

初步认为: 乳酸杆菌、嗜酸乳杆菌、保加利亚

乳杆菌、干酪乳杆菌及鼠李糖乳杆菌在2型糖

尿病人群和血糖正常人群中存在差异, 2型糖尿

病人群中上述菌种增多, 并且与血脂水平呈显

表  3  糖尿病组与对照组基本信息统计

     糖尿病组(n  = 50) 对照组(n = 30) P 值

性别(男/女)         23/27         17/13 0.3

年龄(岁)        60±8        61±9 0.7

BMI(kg/m2)     24.7±3.8     23.9±3.0 0.5

表  4  糖尿病组代谢指标及炎症指标

     
指标 FBG 

(mmol/L)

餐后2 h PBG 

(mmol/L)

  HbAIC

  (%)

TG

(mmol/L)

TC 

(mmol/L)

     LDL-C

     (mmol/L)

      HDL-C

      (mmol/L)

   CRP

    (mg/L)
糖尿病组 7.9±2.2 13.9±4.4 7.9±1.8 2.1±1.2  5.3±1.4       2.9±0.9       1.4±0.2   2.5±2.9

标准值  3.6-6.1   3.6-7.8 4.0-6.0  0.4-1.8   3.4-6.0        2.0-4.1        0.7-1.9      0-3.0

表  5  两组间乳酸杆菌属及具体菌种数量比较

     
             糖尿病组(n  = 50)            对照组(n  = 30)

    P 值
中位数 平均秩次 中位数 平均秩次

乳酸杆菌 7.7850    51.86 6.5750    21.57 <0.001

嗜酸乳杆菌 4.2650    48.63 2.7450    26.95 <0.001

保加利亚乳杆菌 5.0026    48.66 4.5782    26.90 <0.001

干酪乳杆菌 4.8432    45.78 4.3028    31.70   0.008

植物乳杆菌 4.4025    39.94 4.6255    41.43   0.786

鼠李糖乳杆菌 3.6017    50.92 2.6007    23.13 <0.001

36.000

32.000

28.000

24.000

20.000

16.000

39.004

14.696

Ct

3.427     4              5              6             7              8              9           10 10.427
Log CO

Standard Curve

图  1  乳酸杆菌标准曲线. R2=0.99.

■创新盘点
本实验比较了2型
糖尿病患者与正常
对照人群总乳酸杆
菌及其具体菌种嗜
酸乳杆菌、保加利
亚乳杆菌、干酪乳
杆菌、植物乳杆
菌、鼠李糖乳杆菌
数目的差异, 以及
探索乳酸杆菌与血
糖、血脂等代谢指
标是否相关.
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著负相关. 

Larsen等[20]研究发现, 糖尿病患者肠道乳酸

杆菌含量升高, 这与本研究结果一致. 而且本研

究进一步测定了乳酸杆菌具体菌种的含量, 结
果显示其中嗜酸乳杆菌、保加利亚乳杆菌、干

酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌在2型糖尿病人群中

含量增多. 乳酸杆菌在代谢性疾病发生发展过

程中的作用目前仍未被阐明. 研究发现, 饮食中

添加乳酸杆菌可以改善胰岛素抵抗[10,21]. 然而也

有研究指出, 乳酸杆菌具有促炎症作用[14], 可以

推断, 肠道乳酸杆菌数量改变可能通过慢性低

度炎症反应引起肥胖、胰岛素抵抗及糖尿病[22]. 
然而, 本实验通过测定CRP浓度未发现乳酸杆菌

数量与炎症反应具有显著相关性, 这可能是由

于乳酸杆菌数量改变仅引起局部炎症反应, 且
低于系统检测水平. 研究表明, 饮食是肠道菌群

构成的主要影响因素, 高脂饮食可导致肠道菌

群的改变[19]. 糖尿病患者肠道乳酸杆菌数量增多

■应用要点
本 研 究 证 实 2 型
糖尿病患者肠道
乳酸杆菌含量在
“菌属”及“菌
种”水平发生了
特征性改变, 这可
能成为早期发现
糖尿病高危人群
的新途径, 有助于
改善糖尿病、高
脂血症等代谢性
疾病.

图  2  乳酸杆菌扩增曲线.
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图  3  两组间乳酸杆菌属及具体菌种数量比较. 中心线对应

中位数, 箱两端对应25与75分位数, 丝两端对应2.5与97.5分

位数.
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可能是长期高脂饮食引起, 而高脂饮食可引起

肥胖, 进一步促进胰岛素抵抗及糖尿病的发生. 
另外, 大量研究证实, 肠道菌群能够将不溶性蛋

白质、糖类转化为可溶性物质, 将多糖转化为

单糖, 将葡萄糖分解形成乳酸, 参与胆固醇代谢

等, 为宿主提供能量[1,23,24], 也许正是因为肠道菌

群构成的改变, 造成消化系物质能量吸收、代

谢的紊乱, 进而引发2型糖尿病等代谢性疾病, 
其机制有待于进一步研究明确. 

在所有代谢指标中, 只发现LDL-C与乳酸杆

菌显著负相关. 2型糖尿病常伴有血脂异常, 其
特点是TC、TG、LDL-C升高和/或HDL-C降低. 
血脂异常的原因除了饮食、遗传因素之外可能

也与肠道菌群存在一定联系[25]. 有研究发现, 饮
用含有嗜酸乳酸杆菌的酸奶能降低2型糖尿病

患者血浆总TG和LDL-C浓度[26], 因此可以推测, 
肠道菌群对血脂代谢具有一定的调节作用, 但
其具体机制仍未明确, 能否通过调节肠道菌群

来改善血脂异常有待进一步研究. 
遗憾的是, 本研究并未发现乳酸杆菌数量与

FBG、PBG、HbA1C、C肽的明显相关性, 这可

能是由于2型糖尿病代谢紊乱是与肠道菌群的整

体失衡有关, 而与单一乳酸杆菌属改变关系不明

显. 因此, 需要进行更大规模的样本量以及更广

范围的菌群分析来深入探索2型糖尿病代谢紊乱

与肠道菌群失衡的具体相关性. 
总之, 本研究证实2型糖尿病患者肠道乳酸

杆菌含量在“菌属”及“菌种”水平发生了特

征性改变, 这可能成为早期发现糖尿病高危人

群的新途径. 本研究还发现乳酸杆菌数量的改

变对血脂也存在影响. 通过饮食调节肠道乳酸

杆菌含量可能有助于改善糖尿病、高脂血症等

代谢性疾病. 

志谢: 感谢南方医科大学生物治疗实验室的大

力支持和帮助. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of peroxi-
some proliferator-activated receptor γ coactiva-
tor (PGC) 1α in the inflamed mucosa of patients 
with inflammatory bowel disease (IBD).

METHODS: Inflamed colonic mucosal biopsies 
were collected from 15 patients with ulcerative 
colitis (UC), 17 patients with Crohn’s disease 
(CD) and 14 healthy subjects. Expression of 
PGC-1α mRNA and protein in the intestinal 
mucosa was detected by real-time PCR and im-
munohistochemistry, respectively.

RESULTS: Immunohistochemical analysis re-
vealed that PGC-1α was mainly expressed in 
intestinal epithelial cells in healthy mucosa and 
lowly expressed in lamina propria mononuclear 
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PGC-1α在炎症性肠病肠黏膜组织中的表达及临床意义

陈腾飞, 邬瑞金, 刘嫦钦, 刘占举

®

■背景资料
肠黏膜微生态环境
的失衡, 尤其是肠
黏膜组织内能量代
谢失衡、抗氧化屏
障减弱, 在炎症性
肠病(IBD)的发生
发展过程中的作用
不可忽视. 

cells. The positive rate of PGC-1α protein ex-
pression in the intestinal mucosa of UC patients 
was significantly lower than that in healthy con-
trols (P < 0.05), but no significant difference was 
found between CD patients and healthy controls 
(P > 0.05). Compared with healthy controls, the 
levels of PGC-1α mRNA were significantly de-
creased in the inflamed mucosa of UC patients 
(0.48 ± 0.15 vs 1.59 ± 0.38, P < 0.05), but not in 
CD patients.

CONCLUSION: Aberrant expression of PGC-1α 
may play an important role in the pathogenesis 
of UC. The induction of biological effect of PGC-
1α may have a therapeutic role in the treatment 
of UC.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Ulcerative 
colitis; Crohn’s disease; Peroxisome proliferator-
activated receptor γ coactivator 1α
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expression of peroxisome proliferator-activated receptor 
γ coactivator 1α in the inflamed mucosa of patients with 
inflammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的:  检测过氧化物酶体增殖物激活受体
γ辅激活因子1 α ( P G C - 1 α )在炎症性肠病
(inflammatory bowel disease, IBD)患者肠黏膜
的表达水平, 探讨其在IBD患者肠黏膜组织中
的作用.

方法: 收集15例溃疡性结肠炎(U l c e r a t i v e 
co l i t i s, UC)患者、17例克罗恩病(Crohn's 
disease, CD)患者炎性肠黏膜活检标本及14例
正常对照者内镜肠黏膜标本, 采用免疫组织
化学染色技术分析PGC-1α蛋白在肠黏膜中
的原位表达, 荧光定量PCR技术检测肠黏膜内
PGC-1α mRNA的表达水平.

结果: 免疫组织化学分析显示: PGC-1α蛋白在
正常肠黏膜上皮细胞内表达较多, 黏膜固有层
细胞内表达较少. 与正常对照组相比, PGC-1α
蛋白在UC患者肠黏膜上皮细胞内表达量明显
减少, 而肠黏膜固有层细胞内表达增加, PGC-

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科
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■相关报道
D'Errico等研究发
现PGC-1α在肠上
皮细胞中, 通过增
加活性氧促进线
粒体介导的细胞
凋亡, 进而抑制肿
瘤的发生发展.

1α蛋白在CD患者肠黏膜组织内表达量无明
显差异. 荧光定量PCR分析显示: UC患者炎
症肠黏膜组织内PGC-1α mRNA表达水平显
著低于正常对照组(0.48±0.15 vs  1.59±0.38, 
P <0.05), CD患者炎症肠黏膜组织内PGC-1α 
mRNA表达水平与正常对照组相比差异无统
计学意义(1.55 ± 0.47 vs  1.59±0.38, P >0.05).

结论: 与正常对照组相比, PGC-1α在UC炎症
肠黏膜组织内表达水平降低, 而在CD炎症肠
黏膜中表达无明显差异, 提示PGC-1α可能参
与了UC发生发展过程.

关键词: 炎症性肠病; 溃疡性结肠炎; 克罗恩病; 过
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一组病因不明的肠道非特异性疾病, 包括克

罗恩病(Crohn's disease, CD)和溃疡性结肠炎

(Ulcerative colitis, UC). 目前大多数学者认为

IBD的病因可能与遗传易感人群在持续肠道感

染、肠黏膜屏障缺陷和环境改变等多因素作用

下引起的肠道免疫系统异常反应有关[1,2]. 肠黏

膜微生态环境作为肠黏膜屏障的重要组成部

分, 在IBD的发生发展过程中起着十分重要的

作用. 过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因

子1α(peroxisome proliferator-activated receptor 
γ coactivator 1α, PGC-1α)是一种核受体家族转

录辅助激活因子, 其特殊的氨基酸结构序列可

与过氧化物酶体增殖物激活受体γ(peroxisome 
proliferator-activated receptor γ, PPARγ)、核呼吸

因子(nuclear respiratory factor, NRF)、线粒体转

录因子(mitochondrial DNA, mtTFA)、雌激素受

体(estrogen receptor α, ERα)等多种转录因子相互

作用, 通过不同机制增强靶基因的转录效率, 广
泛参与调节组织细胞的能量生成与利用过程[3]. 
目前PGC-1α在IBD的发病机制中的作用尚不清

楚. 本研究通过分析PGC-1α在IBD患者肠黏膜

中的表达, 初步探讨其在IBD发病机制中的作用.  

1  材料和方法

1.1 材料 结肠黏膜标本收集2011-03/10同济大学

附属第十人民医院胃肠内科行肠镜检查的29例
活动期IBD患者, 其中UC 15例, 男7例, 女8例, 年
龄23-63岁(平均39.27岁); CD 17例, 男7例, 女10
例, 年龄19-45岁(平均35.48岁), 对照组为同期14
例结肠镜检查无异常发现的健康体检者, 其中

男7例, 女7例, 年龄25-59岁(平均41.2岁). UC及
CD患者性别、年龄组成与健康对照组间差异无

统计学意义. 所有患者及正常对照者标本留取

前均签署知情同意书. 入组患者诊断标准符合

2007年中华医学会消化病学分会炎症性肠病协

作组“对我国炎症性肠病诊断治疗规范的共识

意见”[4], 入组前1 mo均未使用水杨酸制剂、糖

皮质激素、免疫抑制剂及生物制剂等.
兔抗人PGC-1α多克隆抗体购自Abcam公

司; 羊抗兔IgG二抗购自武汉博士德生物工程有

限公司; Real Envision二抗检测系统(广谱)购自

上海基因科技有限公司; TRIzol Reagent购自美

国Invitrogen公司; RT-reagent逆转录试剂盒和

SYBR Premix Ex Taq荧光定量试剂购自大连Ta-
KaRa公司; PGC-1α和内参β-actin引物为自行设

计, 由上海捷瑞生物工程有限公司合成. PGC-1α
上游: TCCTCACAGAGACACTAGACAG, 下游: 
CTGGTGCCAGTAAGAGCTTCT, 扩增长度为

183 bp; 内参β-actin上游: GTGAAGGTGACAG-
CAGTCGGT, 下游: AGAAGTGGGGTGGCTTT-
TAGGA, 扩增长度为150 bp.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 根据参考文献[5,6]的
方法, 每位IBD患者及对照者取内镜活检标本4
块, 4%甲醛溶液固定、脱水、透明后石蜡包埋. 
全部石蜡标本行5 μm连续切片, 常规脱蜡、水

化, 室温下3%甲醇过氧化氢溶液孵育30 min抑
制内源性过氧化物酶的活性, 0.2%Triton X-100
破核, 高压热修复, 山羊血清封闭, 滴加兔抗人

PGC-1α多克隆抗体(1∶100)后4 ℃过夜, 同时以

PBS代替一抗做空白对照, 滴加羊抗兔IgG二抗

(1∶200)后于37 ℃孵育30 min, DAB显色, 苏木

素核复染, 中性树胶封片, 镜检, 胞质染色呈棕

黄色为阳性细胞.
1.2.2 荧光定量PCR测定: 将收集的肠黏膜内镜

标本放入-80 ℃冰箱保存待检, 提取总RNA时

将标本置入装有液氮的研钵内充分研磨. 按照

TRIzol reagent操作说明书提取总RNA, 并测定

所提取RNA的浓度、纯度及完整性. 按照Ta-
KaRa公司RT-reagent逆转录试剂盒说明书进行

逆转录反应, 反应条件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s. 
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■创新盘点
PGC-1α通过多种
机 制 广 泛 参 与 调
节组织细胞的能量
生成与利用过程 , 
本 研 究 初 步 探 讨
PGC-1α在IBD发
病机制中的作用.

按TaKaRa公司SYBR Premix Ex Taq荧光定量试

剂说明书进行荧光定量PCR反应, 取1 μL cDNA
加入10 μL反应体系进行扩增, 扩增条件: 95 ℃  
1 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 30 s, 共40个循环. 数据

处理采用2-∆∆Ct法进行相对定量分析, 具体步骤参

照既往文献[7,8].
统计学处理 应用统计学软件SPSS17.0进行

统计学分析, 计量资料采用mean±SD的形式表

示, 两样本均数比较采用不配对t检验, 以P <0.05
为具有统计学差异.

2  结果

2.1 PGC-1α蛋白在结肠黏膜中的表达 免疫组织

化学染色显示, PGC-1α阳性细胞主要分布在正

常肠黏膜上皮细胞内, 胞内见棕黄色颗粒, 黏膜

固有层细胞内表达较少. 与健康对照组相比, UC
患者肠黏膜上皮PGC-1α蛋白表达量明显减少, 
肠黏膜固有层内表达增加, CD患者肠黏膜上皮

中表达PGC-1α蛋白的细胞无明显差异(图1).
2.2 PGC-1 mRNA在结肠黏膜中的表达水平 荧
光定量PCR分析显示, IL-25 mRNA在UC、CD
患者及对照者的结肠黏膜中均有表达, PGC-1α 
mRNA在UC患者炎症肠黏膜组织中的相对表

达量显著低于对照组(0.48±0.15 vs  1.59±0.38, 
P <0.05), PGC-1α mRNA在CD患者炎症肠黏膜

组织中的相对表达量与对照组相比差异无统计

学意义(1.55±0.47 vs  1.59±0.38, P >0.05, 图2).

3  讨论

炎症性肠病的发病机制至今仍不完全清楚, 目
前大多数学者认为: 在众多外在、内在因素(肠
道微生态环境及肠上皮细胞代谢紊乱等)的共同

作用下, 肠黏膜组织炎症因子、细胞因子、氧

自由基等不断释放、堆积, 最终导致肠道免疫

功能失衡(包括细胞免疫、体液免疫及其他非特

异性免疫)[1,2]. 其中, 肠黏膜微生态环境的失衡, 
尤其是肠黏膜组织内能量代谢失衡、抗氧化屏

障减弱, 在IBD的发生发展过程中的作用不可忽

视. 正常生理条件下, 肠绒毛顶端的上皮细胞比

肠黏膜隐窝细胞的增殖活力和能量代谢都较弱, 
因而暴露于肠腔外环境的上皮细胞更易发生凋

亡[9]. IBD发病时, 大量的肠黏膜上皮细胞发生凋

亡, 与凋亡细胞相邻的上皮细胞不能有效地封

闭凋亡细胞所留下的空间, 导致肠黏膜通透性

增高, 进而引起肠黏膜组织内免疫平衡紊乱.
PGC-1α是一种核受体家族转录辅助激活

因子, 属于PGC-1家族[3], PGC-1家族包括PGC-
1α、PGC-1β和PGC-1相关协同刺激因子(PRC). 
人PGC-1α染色体定位于4p15.1, 全长67 Mr, 包
含13个外显子和12个内含子, 编码一个具有798
个氨基酸, 分子量为91 Mr的蛋白质. 其蛋白多肽

的N末端为含有LXXLL基序的转录激活域及1
个双向核定位信号(bipartite nuclear localization 
signal), LXXLL基序(L为亮氨酸, X为其他氨基

酸)可与某些核受体的特定区域结合, 调控靶基

因表达; C末端则为RNA加工域, 包括1个RNA识

别基序(RNA-binding motif, RMM)和富含丝氨

酸/精氨酸的SR结构域(serime-arginine-rich do-
main), 可与相关靶基因启动子结合, 加工处理新

转录的mRNA. PGC-1α作为一种核辅激活因子, 
以其特殊的氨基酸分子序列与DNA序列结合的

图  1  PGC-1α在各组肠黏膜组织中的免疫组织化学染色(×200). A: 正常对照组; B: CD组; C: UC组.
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图  2  PGC-1α mRNA在各组肠黏膜组织中表达水平的比较. 
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■同行评价
本研究结果显示
PGC-1α在溃疡性
结肠炎(UC)中表
达明显下降, 而在
克罗恩病(CD)中
无明显变化, 这一
结论具有一定的
临床研究价值.

转录因子或其他的辅激活因子相互作用, 通过

不同的机制间接增强靶基因的转录效率, 广泛

参与多种代谢通路的调节活动, 如机体适应性

产热、线粒体生物合成、肌肉中葡萄糖转运、

脂肪酸β氧化、骨骼肌纤维类型转换、肝糖异

生代谢等生理活动[10,11].
既往研究显示高表达的PGC-1α与PPARγ-

RXR(nuclear receptors retinoic X receptor, RXR)协
同诱导棕色脂肪细胞标志性蛋白的表达, 如肉碱

脂酰转移酶(CPT-1)、甘油激酶、细胞色素C等基

因的表达, 说明PGC-1α能够促进线粒体的生成, 
增强脂肪酸β氧化和细胞呼吸链作用[12]. D'Errico
等[13]研究表明PGC-1α在肠上皮细胞的能量代谢

中起重要作用, 而且PGC-1α通过增加活性氧促

进线粒体介导的细胞凋亡, 从而抑制肿瘤的发

生发展. Puigserver等[14]发现白介素(IL)-1α、IL-
1β、肿瘤坏死因子(TNF)-α可通过p38分裂原活

化蛋白激酶(p38 mitogen activated proteinkinase, 
p38 MAPK)途径激活PGC-1α, 进而调节细胞能

量代谢. 最近研究[15]表明PGC-1α在肝细胞中高

表达能促进IL-1受体的拮抗剂(interleukin 1 re-
ceptor antagonist, IL-1Rn)mRNA的高表达. 进一

步研究显示: PGC-1α能够通过IL-1Rn与5'-磷酸

腺苷激活蛋白激酶(AMPK)共同参与肝细胞能

量代谢与炎症反应之间的平衡. 
本研究通过免疫组织化学分析技术和荧

光定量PCR技术初步探讨了IBD患者肠黏膜中

PGC-1α的表达情况. 结果显示: 在正常肠黏膜

组织中, PGC-1α主要在上皮细胞中表达, 在黏

膜固有层中表达较少, 这与D'Errico等[13]的研究

结果相符. 与正常对照组相比, PGC-1α在CD患

者肠黏膜中的表达不论是空间分布还是数量上

均无明显差异, 而在UC患者的肠黏膜上皮细胞

中PGC-1α的表达量较少, 在炎性肠黏膜固有层

细胞中表达量明显升高. 同时, 我们用荧光定

量PCR分析显示, 与正常对照组相比, PGC-1α 
mRNA在CD患者炎症肠黏膜中的表达量无统计

学差异, 而在UC患者中PGC-1α mRNA水平降

低, 与对照组相比有统计学差异. D'Errico等[13]

研究显示肠黏膜隐窝内的细胞和绒毛顶端上皮

细胞的增殖活性与能量代谢能力均有差异, 与
隐窝内的细胞相比, 绒毛顶端的上皮细胞中的

抗氧化酶过氧化氢酶、超氧化物歧化酶表达较

少, 因而绒毛顶端的上皮细胞易受氧自由基损

伤, 易发生细胞凋亡. 在结肠癌组织中PGC-1α的

高表达能够减少超氧化物歧化酶, 促进活性氧

的生成, 增强线粒体氧化呼吸, 从而抑制线粒体

介导的细胞凋亡, 阻止癌组织的发生发展. 那么, 
在IBD炎性肠黏膜组织中, PGC-1α是否参与调

节肠上皮细胞线粒体能量代谢和氧化抗氧化过

程需待进一步研究.
总之, 本次研究首次探讨了PGC-1α在CD和

UC患者肠黏膜组织中表达不同, 提示CD和UC
发病机制的差异, 而且PGC-1α在IBD患者肠黏

膜微生态失调中发挥着重要作用. 通过对PGC-
1α的深入研究, 有助于我们全面了解IBD的发生

发展过程, 对指导临床治疗产生积极影响.

志谢 感谢同济大学附属第十人民医院胃肠内

科、消化内镜中心各位老师在研究过程中给予

帮助和支持.
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Abstract
AIM: To detect the expression of fatty acid syn-
thase (FAS) and Ki-67 in colonic adenoma and 
aberrant crypt foci to explore their significance 
in the formation of precancerous lesions. 

METHODS: Aberrant crypt foci (ACF) in the 
rectum of 34 patients with adenoma were identi-
fied by magnification chromoendoscopy (MCE) 
after staining with 0.2% methylene blue solution. 
Specimens with ACF were biopsied to detect the 
expression of FAS and Ki-67 by immunohisto-
chemistry. 

RESULTS: A total of 166 ACF were found in 31 
patients, of which 14 had atypical hyperplasia 
and 152 had no atypical hyperplasia. The expres-
sion of FAS and Ki-67 in colonic adenoma and 
ACF were significantly higher than that in nor-
mal tissue (all P < 0.01). There was no significant 
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放大色素结肠镜观察FAS、Ki-67在直肠异常隐窝病灶中
的表达

张 伟, 王芳军, 钱建忠, 徐洪明, 刘鹏飞, 徐 娟
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■背景资料
自从1986年Bird
在动物模型中发
现 异 常 隐 窝 病
(ACF)后, 他成为
了研究热点之一, 
人们对他的组织
学、基因的改变, 
染色体的变化, 细
胞动力学, 信号转
导途径, 化学诱导
及抑制剂, 流行病
学特点以及内镜
下的形态等做了
一系列的探讨. 

difference in the expression of FAS and Ki-67 
between ACF with and without dysplasia. 

CONCLUSION: The expression of FAS and 
Ki-67 is higher in colorectal precancerous le-
sions. FAS may be used as a target for prevent-
ing and treating colorectal cancer.

Key Words: Aberrant crypt foci; Fatty acid syn-
thase; Ki-67; Magnification chromoscopy

Zhang W, Wang FJ, Qian JZ, Xu HM, Liu PF, Xu J. 
Overexpression of FAS and Ki-67 in aberrant crypt foci 
from patients with adenoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(15): 1371-1375

摘要
目的: 观察FAS、Ki-67在结肠腺瘤、异常隐
窝病灶(aberrant crypt foci, ACF)中的表达, 探
讨脂肪酸合成酶(fatty acid synthase, FAS)、增
殖细胞核抗原(Ki-67)的异常表达在结直肠癌
癌前病变形成中的意义. 

方法: 对34例结肠镜确诊为腺瘤性息肉患者, 
常规内镜检查结束时, 用0.2%的亚甲蓝溶液
染色直肠黏膜, 然后使用放大结肠镜观察直肠
寻找ACF. 对结肠腺瘤性息肉、ACF及正常黏
膜活检标本进行免疫组织化学分析其FAS和
Ki-67的表达. 

结果: 34例结肠腺瘤性息肉患者, 其中31例直
肠发现ACF, 共发现并活检ACF 166处(其中伴
异型增生14处, 不伴异型增生152处). FAS、
K i-67在结肠腺瘤、A C F中呈异常高表达
(P <0.01). 伴异型增生ACF中FAS、Ki-67表达
较不伴异型增生ACF无明显上调. 

结论: FAS、Ki-67在结直肠癌的癌前病变(腺
瘤、ACF)呈异常高表达. 结直肠癌的癌前病
变存在细胞能量代谢异常及异常增殖, 在ACF
阶段就已经异常增殖明显, 抑制FAS有望成为
结直肠癌预防、治疗的靶点. 

关键词: 异常隐窝病灶; 脂肪酸合成酶; Ki-67; 放大

■同行评议者
陆伦根, 教授, 上
海交通大学附属
第一人民医院消
化科
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■研发前沿
结直肠ACF是目
前结直肠癌发生
过程中可在光镜
下观察到的最小
最早期的结直肠
黏膜病变, 现在普
遍认为是结直肠
癌癌前病变, 了解
结直肠癌癌前病
变的分子生物学
改变, 以探索结直
肠癌早期预防、
治疗的靶点.

色素内镜

张伟, 王芳军, 钱建忠, 徐洪明, 刘鹏飞, 徐娟. 放大色素结肠镜

观察FAS、Ki-67在直肠异常隐窝病灶中的表达.  世界华人消化

杂志  2012; 20(15): 1371-1375
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0  引言

既往结直肠癌癌前病变主要包括结直肠腺瘤、

腺瘤病和炎性肠病相关异型增生, 现在普遍认

为结直肠异常隐窝病灶(aberrant crypt foci, ACF)
是结直肠癌癌前病变. ACF是目前结直肠癌发

生过程中可在光镜下观察到的最小最早期的结

直肠黏膜病变[1], ACF在组织病理学、分子遗传

学、生物化学及免疫组织化学方面与结直肠癌

存在类似的改变[2-4], 在临床及抗肿瘤药物筛选

等方面具有重要意义. 2000年WHO为便于临床

医师操作, 根据是否伴有异型增生将ACF分为: 
具有增生性息肉形态特征的ACF和伴有异型增

生的ACF[5]. FAS与Ki-67是肿瘤相关基因, 与肿

瘤异常增殖密切相关, 多项研究发现他们在结

肠癌的发生、发展过程中起着重要的作用[6-8], 
结直肠ACF中FAS、Ki-67表达的相关研究较少, 
或为动物实验研究[9,10]. 本研究采用免疫组织化

学的方法, 通过检测结肠腺瘤患者腺瘤、ACF中
FAS、Ki-67表达, 了解结直肠癌癌前病变的分

子生物学改变, 以探索结直肠癌早期预防、治

疗的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 2010-09/2011-03, 在本科室行肠镜检

查患者, 对34例常规肠镜检查发现息肉并经病

理证实为腺瘤性息肉患者, 常规内镜检查结束

后, 先用清水大力充分冲洗直肠黏膜, 再用10%
乙酰半胱氨酸溶液冲洗直肠黏膜以清除黏液, 
然后用新鲜配制的0.2%亚甲蓝溶液通过喷洒

导管染色直肠黏膜, 然后使用放大结肠镜观察

直肠寻找ACF, 所用内窥镜型号为Olympus CF-
H260AZI. 20例结肠镜检查正常者直肠黏膜为对

照. 对结肠腺瘤性息肉、ACF及正常黏膜活检标

本进行免疫组织化学分析其FAS和Ki-67的表达. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 标本采用石蜡组织切

片脱蜡、水化等处理后, 分别用兔抗人FAS蛋白

抗体、Ki-67蛋白抗体处理, 试剂盒均为北京博

奥森生物技术有限公司产品, DAB-H2O2显微镜

控制下显色, 苏木素复染细胞核, 常规脱水中性

树胶封片, 观察目标蛋白的表达强度和分布. 省
去一抗作空白对照. 
1.2.2 免疫组织化学结果判断标准: FAS表达阳

性细胞的标准是胞浆出现棕色染色, K i-67阳
性是细胞核内出现棕黄色颗粒. 随机计数每例

切片10个高倍视野细胞中染色阳性的细胞百

分率. (1)阴性为FAS或Ki-67无任何阳性细胞表

达; (2)每张切片阳性细胞<25%为(+); (3)阳性细

胞25%-50%为(++); (4)阳性细胞>50%为(+++). 
(+)-(+++)均视为阳性. 所有病理切片均经2位高

年资病理医师独立诊断, 如意见不一致, 则交由

第3位高年资病理医师诊断, 以多数人意见为准. 
统计学处理  应用SPSS13.0统计学软件进行

数据分析, 率的比较采用χ2检验, 相关分析采用

Spearman等级相关,  P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

34例结肠腺瘤患者, 其中31例直肠发现ACF, 其
中男21例, 平均年龄58岁±17岁, 女13例, 平均

年龄65岁±10岁, 共发现ACF 166处, 伴异型增

生ACF 14处, 不伴异型增生ACF 152处(图1, 2). 
与正常对照组相比, FAS、Ki-67在结肠腺

瘤、ACF中均呈异常高表达(P <0.05, 表1), 且常

常同一病例同时存在FAS、Ki-67阳性, FAS的
表达与Ki-67呈正相关(P <0.05, r = 0.72). FAS、
Ki-67在结肠腺瘤与ACF的表达未见统计学差异. 

与正常对照组相比ACF的Ki-67、FAS呈高

表达(表2, 图3). 伴异型增生ACF中Ki-67表达较

不伴异型增生ACF比例增高, 但差异无统计学

意义, 但不伴异型增生的ACF Ki-67染色阳性细

胞多位于隐窝的下1/3至中1/3, 伴异型增生ACF 
Ki-67呈弥漫性表达. 而FAS在不同类型ACF中
则表达类似, 从隐窝底部到隐窝的顶部显示一

个由高到低的渐变的表达, 与ACF是否伴有异型

增生无明显关系.

3  讨论

从正常结直肠上皮细胞到结直肠癌细胞的演变

表  1  FAS、Ki- 67在结肠腺瘤、ACF中的表达

           n    FAS阳性率(％)     Ki- 67阳性率(％)

正常黏膜     20     10.00(2/20)         5.00(1/20)

腺瘤     34     70.59(24/34)b       47.06(16/34)b

ACF   166     64.46(107/166)b       40.36(67/166)b

bP<0.01 vs  正常黏膜组.
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是多步骤、多基因改变的结果, 因此, 寻找结直

肠癌的早期发现、早期治疗的靶点一直是研究

的重点. ACF作为结直肠上皮性肿瘤的最早期

形态学改变, 是目前结直肠癌发生过程中可在

光镜下观察到的最小最早期的结直肠黏膜病

变. 了解ACF的特征性变化及其与结直肠癌发

生的关系, 对进一步认识和预防结直肠癌有重

要意义. 现在普遍认为ACF是癌前病变, 并认为

经ACF有两条途径发展为结直肠癌: (1)正常黏

膜-ACF-腺瘤-癌途径; (2)正常上皮-ACF-癌变途

径. 本研究重点观测正常黏膜-ACF-腺瘤-癌途径

中, 由正常黏膜到ACF、腺瘤阶段的分子生物学

改变. 
依据文献报道的对手术标本的研究和内镜

研究, ACF较常发现在左半结肠和直肠中[11,12].  
同时我们认为, 对大量患者进行结直肠大范围

染色及放大结肠镜检查ACF, 在许多病例检查时

间的延长会令人无法接受, 考虑到患者的耐受

情况, 我们选择直肠的ACF为研究对象. 
FAS是内源性脂肪酸合成的关键酶, 是哺乳

动物唯一的能将较小的碳水化合物基质合成长

链脂肪酸的酶. 其位于细胞浆内, 以小分子碳源

图  1  放大色素结肠镜观察ACF. A: 伴异型增生ACF; B: 不

伴异型增生ACF.

A

B

图  2  HE染色观察ACF(×200). A: 伴异型增生ACF, 增生的

上皮呈锯齿状向腔内生长, 细胞核增大, 染色加深; B: 不伴

异型增生ACF.

B

A 表  2  FAS、Ki- 67在不同类型ACF中的表达

     

正常黏膜(％)
                   ACF(％)

伴异型增生 不伴异型增生

FAS      10.00 64.29(9/14)b 64.47(98/152)b

Ki- 67        5.00 57.14(8/14)b 38.82(59/152)b

bP<0.01 vs  正常黏膜组.

图  3  FAS和Ki-67在ACF中的阳性表达(免疫组织化学×
200). A: FAS; B: Ki-67.

B

A
■创新盘点
本实验将对结直
肠癌前病变的关
注由通常的腺瘤
提早到通过放大
色素结肠镜在人
体活体观察到的
ACF,  应用免疫组
织化学探索结直
肠癌前病变的分
子生物学改变的
规律.
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为底物, 合成内源性的脂肪酸. 但是在大多数正

常组织中由于细胞优先利用日常饮食中的循环

脂肪酸而使FAS表现为低水平. 在正常情况下除

肝、胎儿肺脏及分泌期乳腺以外, 在其他正常

组织FAS, 呈低表达状态[13-15]. FAS表达上升是对

内源性脂肪酸合成和细胞增殖的适应. FAS的主

要产物软脂酸既是细胞膜结构的主要成分, 也
是细胞能量代谢的重要底物. Kusakabe等[16]的

研究表明, FAS较高表达基本上集中分布于脂质

代谢, 对激素敏感, 处于增殖状态的细胞. 在多

种人类癌症中FAS高度表达, 包括前列腺癌、结

肠癌、子宫内膜癌、卵巢癌、胃癌、肺癌和乳

房癌. 这些癌症中的许多FAS的高表达水平与临

床肿瘤侵袭性的增加相关[17]. 恶性肿瘤中FAS过
度表达提示细胞内酶转录加快, 内源性脂肪酸

合成活跃表明对能量物质和成膜脂质的需求旺

盛. 本研究检测20例正常结肠黏膜FAS呈低水平

表达, 与Rashid等[10]的研究结果一致. ACF中FAS
呈异常高表达, 提示ACF的发生伴随细胞能量代

谢和细胞增殖异常, 结肠腺瘤中存在类似表现, 
另外伴异型增生ACF较不伴异型增生的ACF中
FAS表达无显著的差异, 提示FAS在结直肠癌发

生前很早期就发挥了重要作用. 
Ki-67是常用的反应细胞增殖水平的指标, 

其阳性表达部位在胞核. 在正常组织向肿瘤组

织的演变过程中其表达逐渐增加, 处于增殖状

态的细胞比例显著升高, Ki-67阳性表达的细胞

比例也随之升高. 本研究检测20例正常对照中

Ki-67呈低水平表达, 与郭学良等[18]的研究结果

一致; ACF中Ki-67呈弥漫性高表达, 表明ACF的
增殖水平明显升高, 与张耀朋等[19]的动物实验结

果一致. 结肠腺瘤中Ki-67呈弥漫性过表达, 阳性

表达比例及强度与ACF相比有升高, 但未见统计

学意义. Ki-67的表达与FAS存在正相关关系, 进
一步提示在ACF、腺瘤等结肠癌癌前病变的发

生中, FAS在细胞异常增殖中起重要作用, 抑制

FAS活性, 抑制细胞异常增殖有望成为结肠癌预

防、治疗的靶点. 
FAS在过去的15年中已成为治疗肿瘤的一

个有吸引力的目标. RNAi技术敲除实验表明, 乳
腺癌、前列腺癌、卵巢癌等多种肿瘤细胞株的

增殖和生存依赖FAS. FAS抑制剂如浅蓝菌素、

C75和奥利司特已被证实可诱导多种肿瘤细胞

凋亡, 并诱导多种异种移植肿瘤模型的肿瘤生

长延迟. 但发现浅蓝菌素和C75会造成试验小鼠

食物摄入量减少和体质量下降[20]. 奥利司特存在

细胞通透性低、溶解度低、缺乏选择性[21]以及

口服生物利用度和代谢稳定性差等问题[22], 这些

阻碍了他们在临床的使用. 新近有默克、阿斯

利康、葛兰素史克等公司关于新的FAS抑制剂

研发的专利文献报道, 希望在不久的将来能充

分发挥FAS作为癌症治疗靶点的潜力. 绿茶儿茶

素、大豆蛋白等已被证明能够抑  制FAS[23,24], 这
或许将调整饮食来降低ACF的形成, 成为预防结

肠癌可能的手段.  
总之, FAS、Ki-67在ACF、结肠腺瘤异常高

表达, ACF作为一种癌前病变,  存在细胞能量代

谢异常及异常增殖, FAS在ACF等形成中起着重

要作用, 抑制FAS活性, 抑制细胞异常增殖有望

成为结直肠癌预防、治疗的靶点. 
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科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(print), ISSN 2219-2859 (online), CN 14-1260/R]是
一份同行评议性和开放获取(open access, OA)的
旬刊. OA最大的优点是面向全国本领域专家及公

众开放无需注册, 免费获取PDF等格式的全文, 切
实破除了传统性期刊阻碍科学研究成果快速传

播的障碍. OA是一项真正意义上的公益性科学传

播工具, 编委、作者和读者利益的最大化的目标, 
努力推进本学科的繁荣和发展.

《世界华人消化杂志》定价68.00元, 全年

2448.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基因

组学、微生物及分子生物学、病因学、流行病

学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影像、

化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也报道诊

断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源

期刊)、《中文核心期刊要目总览》(2011年版)
内科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研

究报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》
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杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾
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洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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病研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 0 引言; 1 材料和方法, 1.1 材
料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格
接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下逐

条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究论

文给予充分的反映, 并在文内引用处右上角加

方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需在

“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅引

用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上角

注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正

《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. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
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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2012年国内国际会议预告

2012-05-26/31
2012年世界医学物理与生物医学工程大会
会议地点: 北京市
联系方式: info@wc2012.org

2012-06-01/03
2012中国北京超声医师学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: zhumin301@163.com

2012-06-15/17
第一届糖尿病大会、第二届内分泌与代谢大会
会议地点: 北京市
联系方式: medical585@163.com

2012-06-15/17
第九届全国抗菌药物临床药理学术会议
会议地点: 北京市
联系方式: doctorzhengbo@163.com; liyun1907@sina.com

2012-06-29/07-01
第二十四次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 宁波市
联系方式: qgzxyjhxh@163.com

2012-06-30/07-01
中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-07-01/31
第一届全国普通外科青年医师学术论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmacjs@cma.org.cn

2012-07-01/31
第二届全国普通外科手术技术学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lining@126.com

2012-07-27/29 
第十届全国胃病学术大会
会议地点: 哈尔滨市 
联系方式: xiaohuahuiyi2012@163.com

2012-08-08/10 
第五届全国生物信息学与系统生物学学术大会暨国际生
物信息学前沿研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: bioinfo@hrbmu.edu.cn

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会暨第九届IUPAC化学生
物学国际研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-01/30 
中华医学会第三次全国肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 郑州市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2012-09-01/30 
第十五届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会
会议地点: 济南市
联系方式: doclf@163.com

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-21/30
2012中华影像技术第20次全国学术大会暨国际影像技术
论坛 
会议地点: 长春市 
联系方式: ting@dxyer.com

2012-09-23/27 
第九届海峡两岸细胞生物学研讨会 
会议地点: 丽江市
联系方式: cscb@sibs.ac.cn

2012-10-21/11-10 
第十四次全国中医肛肠学术交流大会 
会议地点: 长沙市
联系方式: gcfh2012@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn

2012-12-21/23 
2012生物医学工程生物信息学国际会议 
会议地点: 昆明市 
联系方式: beb2012@126.com
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