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Abstract
Chemoradiotherapy is the primary choice of 
non-surgical treatment of advanced pancre-
atic cancer, and diagnostic imaging plays an 
important role in objectively assessing early 
therapeutic response. This article systematically 
reviews the criteria for evaluation of therapeutic 
response in solid tumors and their application 
in pancreatic cancer, highlighting some key 
contents in imaging evaluation of therapeutic 
response in patients with pancreatic cancer.
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摘要
以放化疗为主的非手术治疗是中晚期胰腺癌
的主要治疗方法, 影像学在早期客观评估胰腺
癌治疗反应及预测疗效上有重要作用. 本文对
目前国际上的肿瘤治疗反应评估标准及其在
胰腺癌评估中的应用现况进行评述, 对评估中
的一些关键内容进行综述和分析.
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0  引言

疗效的准确评估是肿瘤学重要研究内容之一, 
对Ⅱ/Ⅲ期临床试验而言, 这关系到一个新药或

新方案能否获得批准应用于临床; 而临床上则

是指导治疗的重要依据之一[1]. 尽管肿瘤治疗有

效性判断的最终证据是临床状况的改善和生存

期的延长, 但通常影像学被用于更早期客观评

估疗效[2]. 临床试验中, 早期判断疗效意味着研

究周期缩短和经费节省, 并减少受试者因可能

无效治疗带来的不良反应; 临床实际中则有助

于及时调整治疗方案. 由于胰腺癌病情进展快, 
对放化疗敏感性较差, 晚期患者对治疗不良反

应耐受性差, 因此更早期准确评价治疗反应尤

为重要. 本文就胰腺癌治疗反应的影像学评估

研究现况进行综述, 并对评估中的一些关键内

容进行分析. 

1  胰腺癌治疗的研究现况

胰腺癌是预后极差的高度恶性肿瘤, 也是目前

最难治疗的肿瘤之一. 多数患者就诊时已属中
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晚期, 仅约20%患者适合手术切除, 但单纯扩大

切除范围及扩大淋巴结清扫仍然不能显著延长

患者生存期[3]. 近些年来, 胰腺癌治疗的研究重

点逐渐转向化疗、放疗、免疫治疗、生物治疗

等非手术治疗方法单用、联用或作为术前后辅

助应用[3]. 
验证各种新治疗方法或方式的有效性, 需

要通过临床试验客观、准确地评估. 目前, 胰腺

癌治疗的临床试验研究较为活跃, 据我们查询

美国国家癌症研究所(national cancer institute, 
NCI)网站(http://www.cancer.gov/clinicaltrials), 
在NCI注册的胰腺癌治疗类临床试验多达九百

多个, 其中250个处在受试者招募期间. 吉西他

滨(gemcitabine)[4]、埃罗替尼(erlotinib)[5]已通过

临床试验并相继被美国食品与药物管理局批准

应用于胰腺癌临床治疗, 其他一系列新药及新

治疗组合则正在研发或临床试验中. 

2  影像学在胰腺癌治疗反应评估中的价值

胰腺癌治疗的评估包含多个方面内容, 其中疗

效评估是最重要内容之一. 疗效评估的主要依

据是肿瘤对治疗的反应, 影像学具有无创伤性

实时评估, 标准客观, 可重复性好, 准确性高并

可实现定量评估等优点, 成为胰腺癌治疗反应

评估的重要内容. 基线血清CA 19-9水平是生存

期的独立性预后指标, 可作为进展期胰腺癌临

床试验的深化指标, 治疗过程中监测CA 19-9变
化并和影像学结合, 则可起互补作用[6].

3  常用的治疗反应评估标准及其在胰腺癌中的

应用现况

治疗反应的影像学评估主要基于肿瘤负荷定量

及治疗后肿瘤大小变化. 临床试验中为使评估

具有可操作性并能对不同研究中心的数据进行

统一分析, 使不同试验之间对比有可行性, 需要

采用一个广泛认可的统一评估标准, 保证测量

及评价方法上的一致性和科学性[7]. 
3.1 临床试验评估标准概述 国际上较为广泛采

用的标准主要有: 较早的是世界卫生组织(world 
health organisation, WHO)于1981年发布的评估

标准[8], WHO标准采用双径(最大径及其相应最

大垂直径)乘积的总和作为判断标准, 又称为二

维法. 2000年, 欧洲、美国和加拿大的联合工作

小组制订了新的实体瘤反应评估标准[9], 即实体

瘤的疗效评价标准(response evaluation criteria 
in solid tumors, RECIST), RECIST采用靶病灶
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最大径总和为判断标准, 又称为一维法. 2009
年, RECIST工作小组又对先前的标准进行了修

订, 即RECIST 1.1[10](先前版本则称为RECIST 
1.0). 由于RECIST对一些特定肿瘤或特定治疗

评估的不足, 其他标准如基于PET的评估标准

PERCIST(positron emission tomography response 
criteria in solid tumors)[11]及基于CT上肿瘤大小

和密度的标准(如Choi标准)[12]等也被提出. 而随

着图像分析测量技术的提高, 肿瘤容积测量也

被提出[13]. 
3.2 各评估标准的综合评价及应用情况

3.2.1 WHO标准: WHO标准发布后的20余年来

被广泛应用于肿瘤临床试验及日常临床工作, 
尤其是其规定的这种二维测量方法的影响深

远. 根据美国最近的一项调查[14], 多数肿瘤科医

生仍然更倾向于接受二维测量而非一维测量. 
WHO标准尽管仍有价值, 但毕竟年代久远, 标准

本身并未提及目前已广泛使用的螺旋CT、MRI, 
而各家在套用该标准时做法不统一, 此外也存

在一些问题, 如: 未对目标病灶进行明确规定, 
未规定应测量的最小病灶大小及应测量病灶数

量, 对疾病进展(progression of disease, PD)的定

义也不明确, 造成各研究之间疗效评价难以比

较, 故在RECIST出台后, 临床试验中大多弃用了

WHO标准. 
3.2.2 RECIST: RECIST的指导方针在于采用一

维测量来简化标准, 以提高易用性和可重复性. 
RECIST 1.0发布以来就被广泛应用于以客观缓

解率为主要观察终点的Ⅱ期临床试验. RECIST 
1.0在应用中也逐渐暴露一些问题, 为此RECIST 
1.1进行了修订, RECIST 1.1在1.0基础上减少了

需测量的靶病灶数目, 但强调了测量的精度和

可靠性, 增加了淋巴结评估方法, 此外也考虑到

了许多细节, 如病灶融合或分裂的测量, 基线未

检查部位在治疗后发现的病灶归入新病灶, 对
于骨病变、囊性病变及先前有过放疗史的病灶

的可测量性, 太小而不能测量的病灶如何处理, 
PET发现的病灶如何处理等. 新近的临床试验已

开始采用RECIST 1.1. 但在临床上, 美国最近的

调查结果表明[14], 56%肿瘤科医生表示尚不熟悉

RECIST 1.1所做修改, 这和RECIST 1.1发布较新

有关, 68%肿瘤科医生认为RECIST虽有不足但

尚可供使用. 
3.2.3 PERCIST: 尽管RECIST 1.1已注意到PET等
功能和代谢成像技术的潜在价值, 但对PET的评

估作用仍是持保守态度的. PERCIST则通过评估
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肿瘤代谢活性, 可在不依赖形态学改变情况下

得以评价肿瘤治疗反应. 研究表明, 对于部分特

定肿瘤(如淋巴瘤)或特定治疗方法(如分子靶向

化疗), 基于PET的评估标准已经体现出了其优

势[15]. 但PERCIST目前尚未完全成熟, 该标准对

胰腺癌的评估价值也有待验证. 此外, PET/CT价
格昂贵, 目前尚未广泛普及, PET上单纯代谢改

变尚不能取代CT或MRI等影像诊断方法在胰腺

癌检出和评估上的作用, 因此目前基于PET的评

估标准尚未在胰腺癌的临床试验中广泛采用. 
3.3 胰腺癌治疗反应评估标准的选择 RECIST与
WHO标准之间最大不同是分别为一维与二维测

量, 虽然多数研究[16]发现二者在治疗反应判断上

的一致性很高, 但对一些不规则生长的肿瘤或

治疗后形态变化较大的肿瘤, 二者间可能产生

偏差[17]. 对于胰腺癌, Ahn等[18]的研究表明, WHO
与RECIST判断上的不一致率达25%(3/12), 不一

致者主要见于病灶不匀称性生长或边缘模糊时, 
而此时采用WHO标准判断似乎更符合患者临床

状况, 但病例数少, 这种存疑待进一步求证. 
Rezai等[19]对16例胰腺癌病例放化疗前后的

多层螺旋CT资料进行分析, 通过软件处理, 获
得肿瘤体积、RECIST长径、等体积球当量径

(volume equivalent sphere diameter, VESD)、最

大三维直径(maximum 3-dimensional diameter, 
M3DD)、伸展率等参数, 结果表明, 当肿块不呈

球形时RECIST可能不能对胰腺癌进行准确评

估, 有必要采用肿瘤体积测量以更准确评估胰

腺癌治疗反应. 尽管体积测量可通过手工或软

件支持下的半自动测量实现, 但易用性受到影

响, 具体操作的规范化也尚有待完善, 软件的科

学性、测量的可行性及可重复性尚需大宗病例

的证实. 事实上, 目前并无基于体积测量的国际

公认的标准出台, 故现阶段, RECIST 1.1作为可

接受的国际标准仍将在胰腺癌临床试验中发挥

主要作用. 

4  胰腺癌影像学评估中的一些焦点问题

4.1 胰腺癌原发灶的可测量性 目前, 是否将胰腺

癌原发灶作为可测量靶病灶尚无统一做法和明

确规定. 从CT上测量的肿块大小与切除术后组

织病理学确定的大小的相关性研究来看, 增强

CT显示的低密度肿块大小可在较大程度上反映

癌灶大小, 但相关系数并不高, 约0.65-0.67[20,21]. 
当病灶沿胰腺实质、胰胆管浸润性生长或外侵

以十二指肠受累为主时, CT常低估肿瘤大小; 反

之, 当肿瘤继发胰腺炎或囊变时CT则可能高估

肿瘤大小. MRI研究也表明, MRI上(主要为T1WI
平扫及增强扫描)测量的低信号肿块多小于病理

上确定的肿块(24 mm±6 mm vs  31 mm±1 mm, 
P <0.001)[22]. 而对于行放化疗的胰腺癌而言, 治
疗导致的胃肠毒性常引起肠壁水肿及胰周炎性

改变, 也可能影响评估[23]. 
多数胰腺癌临床试验中, 可测量性原发灶被

列为靶病灶[24-26]; 但也有学者担心CT未必能准确

反映真实肿瘤大小或真实治疗反应[27], 原发灶一

律作为不可测量病灶, 其疗效评价主要基于可测

量性远处转移灶. 然而, 将原发灶排除在可测量

病灶外的做法使病例入组上的困难增加, 而且研

究对象也限制在已有远处转移的晚期病例. 
是否将胰腺癌原发灶作为可测量靶病灶也

可能对评估结果产生一定影响. Ishii等[28]研究了

143例行化疗的胰腺癌病例, 认为根据CT图像

分析, 约有83%(119/143)胰腺癌病例有可测量原

发灶(即有明确边界并能准确测量者); 当原发灶

作为可测量病灶时, 具有可测量病灶的病例为

127例, 判断的部分缓解(partial regression, PR)、
疾病稳定(stable disease, SD)、PD比例分别为

11%、74%、15%, 而将原发灶均作为不可测量

病灶时, 具有可测量病灶的病例仅67例, 判断的

PR、SD、PD比例则分别为18%、52%、30%. 
在前者, 主要是原发灶较大, 可抵消相对小的转

移灶缩小或增大效应, 导致SD比例增加.  
因此, 胰腺癌临床试验研究方案设计时, 在入

组筛查中必须明确原发灶是否可作为靶病灶, 在
原发灶可测量性确定上推荐由独立专家委员会进

行, 对于不能准确测量者, 基线检查时需注明. 
4.2 影像学的选择与技术关键 要准确的进行测

量, 清晰显示病灶, 包括原发灶及可能的淋巴结

及远处转移灶(主要是肝转移)是必要的前提. 无
论采取何种影像学方法, 保持成像技术参数的

一致性则是测量值具有可比性的前提. 
4.2.1 CT: CT是目前应用最广泛的胰腺癌影像学

手段, 也因其可重复性好、图像清晰、伪影少, 
是RECIST推荐的首选评估手段. 因此, CT成为

胰腺癌治疗反应评估的主要方法. 在应用中, 需
注重一些关键技术内容使病灶得到良好显示. 
在扫描方案上, 多期增强扫描成为目前胰腺癌

CT扫描的常规[29], 通常采用双期扫描, 即胰腺期

+门脉期. 由于胰腺癌乏血供而胰腺和肝脏实质

则富血供, 胰腺期, 胰腺-肿瘤对比密度差最大, 
门脉期, 肝脏-肿瘤对比密度差最大, 从而提高病

■相关报道
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灶的检出和显示. 也有单位在此基础上增加动

脉期, 即三期扫描, 动脉期的意义在于有利于动

脉受侵的判断[30]. 虽有学者认为延迟期扫描有利

于少数胰腺期等密度胰腺癌的显示[31], 但这类胰

腺癌毕竟少见, 仅占全部胰腺癌5.4%(35/644)[32], 
故绝大多数单位并未将延迟期列为常规. 也有

学者提出单期扫描方案以减少辐射量, 此时推

荐的扫描延迟时间为60 s[33]. 对比剂注射方案和

扫描延迟时间是影响增强CT扫描效果的重要因

素. 典型对比剂注射方案是流率4 mL/s、总量2 
mL/kg体质量, 在该注射方案下, 动脉最佳显示时

间窗为30-35 s, 胰腺35-45 s, 肝脏在55 s以后[34]. 
采用固定注射持续时间和按体质量计算对比剂

用量, 可减少主动脉、门静脉、肝脏强化最佳

强化时相的个体差异, 便于精确把握延迟时间, 
也减少个体间体质量不同对强化的影响[35,36], 也
有单位采用bolus-tracking技术获得个体化的扫

描延迟时间[37]. 此外, 采用低电压高电流(如80 
kVp、675 mA)曝光条件有助于提高胰腺及胰周

血管强化效果并更好地显示肿瘤, 同时可减少

辐射量[38]. 
4.2.2 MRI: MRI对胰腺癌有较高临床应用价值, 
尤其是随着软硬件的发展, 图像质量明显提升, 
现代MRI甚至可实现胰腺癌从形态到功能的一

站式评估[39-43]. 和多层螺旋CT比较, 通常认为

MRI对胰腺癌检出和分期价值相当[41-43], 而对胆

胰管显示和小病灶诊断有潜在优势[42,43]. 胰腺癌

MRI的序列较多, 一般较为广泛采用的是平扫

T1WI+T2WI及T1WI动态增强扫描, 推荐的具体

成像序列可参见文献[44]的附录. MRI无电离辐

射, 适合多次复查, 可能成为今后胰腺癌评估的

重要角色, 而对于碘剂过敏者, MRI更是可供选

择的替代方法. 目前尚缺乏多层螺旋CT与MRI
用于胰腺癌治疗反应评估的对比研究文献报道, 
MRI对于病灶大小测量的准确性、可重复性及

其与CT的对比, 仍缺乏明确结论. 胰腺癌治疗的

动物实验中病灶测量多基于T2WI上显示的高信

号肿块[45], 而临床上, 胰腺癌T2WI多呈等信号, 病
灶测量仍主要依据T1WI(尤其是脂肪抑制T1WI)
平扫及动态增强扫描显示的低信号肿块[46]. 需进

一步明确的是, MRI平扫与动态增强扫描不同时

相上测量的病灶大小有无差异以及治疗反应评

估最适合病灶测量的是何序列. MRI用于胰腺癌

评估时另一需注意的问题是, 影响MRI图像质量

及病灶测量的因素更多[47], 如机器本身、线圈及

成像序列选择、成像序列具体参数、对比剂种

类等, 要使不同病例之间及不同研究中心的数

据具可比性, 制订一个统一的规范是必要的. 
4.2.3 其他影像学方法: B超是临床上常用的胰

腺影像学手段, 但其敏感性、特异性稍差, 一般

只作为初筛, 且因其操作者依赖性, 限制了其在

客观评估上的应用, 通常对于B超发现的新病

灶, 仍需行CT或MRI确认. 内镜超声对胰腺癌诊

断、切除性评估、分期具有重要作用, 在评估

原发灶大小、范围及淋巴结受累上优于其他影

像学, 但对远处转移灶评估作用有限, 由于属侵

入性检查, 并受操作者熟练程度影响, 在评估中

一般不作为常规使用[48]. 尽管PET/CT对于胰腺

癌的诊断分期有较高敏感性和特异性[49,50], 但价

格昂贵, 目前尚未广泛普及, 因此PET仅在CT、
MRI诊断困难的病例中选择性应用. 目前缺乏

PET对胰腺癌治疗反应评估的大宗病例文献报

道, 该方面研究值得进一步深入. 
4.3 大小以外的信息对治疗反应评估作用 尽管

RECIST推荐采用CT、MRI评估治疗反应, 却主

要注重大小方面信息. CT、MRI在提供肿瘤形

态学信息的同时, 也可获得肿瘤密度/信号的信

息, 而各种增强扫描如动态增强扫描、多时相

增强扫描、灌注成像及造影检查可获得血供及

血流动力学方面信息, 一系列功能成像技术则

可提示其他与肿瘤及治疗相关信息, 挖掘并探

讨这些信息可能有助于治疗反应评估, 而如何

将这些信息整合并应用于今后肿瘤治疗反应评

估是值得关注的. 
4.3.1 密度和强化: 一般的, 治疗后尤其是局部

治疗和靶向血管生成化疗后病灶出现坏死、液

化、纤维化形成往往是治疗有效的一种表现, 
而其在影像学上则主要体现为密度和强化改变. 
对于胃肠道间质瘤对分子靶向化疗药物的治疗

反应而言, 密度与大小相结合的Chio标准[12]可

更好地进行评估, 形态、密度、大小、结构相

结合的MASS(morphology, attenuation, size and 
structure)标准则被认为能提高转移性肾癌靶向

治疗的评估效能[51]. 病灶强化水平的变化对肝

细胞癌放疗疗效评估有重要作用[52], 而Tochetto
等[53]对结肠癌肝转移患者90Y放疗栓塞治疗后

反应研究结果则表明, CT上肝转移灶密度改变

和18F-FDG PET上代谢活性有很高相关性, 密度

改变有可能成为其早期治疗反应判断指标. 然
而, 是否密度和强化改变也对胰腺癌肝转移治

疗反应评估有相似的价值, 目前尚无明确的文

献报道. 但根据相关研究[54]推测, 强化变化对胰

■创新盘点
本文系统地总结
了目前国际上肿
瘤治疗反应评估
标准及其在胰腺
癌评估中的现况, 
并对评估中的一
系列关键内容进
行综述和分析.
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腺癌治疗反应评估而言, 情况可能相对复杂, 因
为胰腺癌强化既和肿瘤血管生成有关, 又受到

肿瘤内纤维化程度影响. 因此, 如要采用类似的

密度或强化标准评估胰腺癌疗效, 仍需进一步

明确其和治疗反应的关系. 
4.3.2 功能影像学提供的信息: 目前已经应用于

临床的功能成像手段主要有: (1)磁共振扩散加

权成像(diffusion weighted magnetic resonance 
imaging, DWI): DWI能够在活体无创伤性定量

测量组织内水分子扩散运动, 间接反映组织细

胞内外间隙情况. 肿瘤治疗后可能出现肿瘤细

胞、间质成分及二者比例的改变, 引起局部细

胞内外间隙变化, 故DWI可能在形态学出现改

变前提示可能的治疗反应信息[55,56]; (2)灌注成

像技术, 包括CT灌注成像(CT perfusion imag-
ing, CTPI)、磁共振灌注成像(perfusion weighted 
magnetic resonance imaging, PWI)及超声造影: 
灌注成像可无创伤性定量测量组织微循环相关

参数, 在活体动态反映肿瘤血管生成状况, 从而

可早期反映治疗(尤其是抗肿瘤血管生成药物治

疗)的疗效[57-59]. 该方面研究表明, 功能影像学提

供的这些信息将对于准确评价治疗反应有极大

帮助, 尤其是对一些新型治疗方式(如分子靶向

化疗)而言, 可作为形态学评估的重要补充[55-59], 
但目前尚缺乏功能学方面评估标准, 积极地进

行该方面探讨是今后的研究内容之一. 
4.4 测量过程中偏差与计算机辅助的半自动测

量及体积测量 为使治疗前后的测量值具有可比

性, 除强调尽量采用相同的扫描方法及成像技

术外, 在相同的图像显示条件下采用同一测量

方法也是必要的. 然而, 即便如此, 也不可避免

地会因主观原因产生测量间个体差异. 个体差

异既包括同一测量者不同测量间的差异, 也包

括不同测量者对同一测量的差异, 一般前者小

于后者, 因此, 在临床试验中同一病例的测量尽

量由同一研究者进行[60]. 研究表明, 采用计算机

辅助的半自动测量方法可明显降低这种和测量

者有关的测量差异[61]. 随着计算机图像自动识

别、自动切割以及测量算法方面研究逐渐深入, 
计算机辅助测量将不仅在一维、二维测量方面

提高精度, 更在三维体积测量方面逐渐显示出

良好的可重复性[62], 这将为今后以肿瘤体积来定

量测量肿瘤负荷, 并最终制订新的肿瘤治疗反

应评估标准打下基础. 

5  功能影像学在预测胰腺癌治疗反应上的作用

在临床实际工作中, 由于胰腺癌是一种对多种

放化疗敏感性较差的肿瘤[63], 准确预测治疗反

应有重要意义, 因为他可前瞻性地指导治疗方

案选择, 减少因可能无效治疗导致的不良反应, 
使患者最大程度地获益; 而对于临床试验, 则在

选择合适的入组病例上起到重要作用. 血清CA 
19-9水平虽和预后有关, 却并不能准确预测治疗

反应[64]. 尽管也已有一些分子生物学指标, 如脱

氧胞苷激酶水平[65]、基于ATP的肿瘤化疗敏感

试验[66]及血清REG4水平[67]有助于预测放化疗疗

效, 但影像学为在体无创伤性预测治疗反应提

供了另一途径, 可作为胰腺癌放化疗敏感性预

测体系中的重要组成部分. 
灌注成像(包括CTPI及PWI)作为一种功能

成像方法对预测胰腺癌治疗反应有帮助. Park
等[68]对30例胰腺癌患者吉西他滨同步放化疗前

行多层螺旋CTPI, 计算出各种灌注参数并获得

灌注图像, 结果表明, 治疗前K (trans)值高的肿瘤倾

向于对放化疗有较好治疗反应, CT灌注成像可

作为胰腺癌同步放化疗疗效的有效预测指标. 
Akis ik等[69]对局部进展期胰腺癌常规化疗+抗
肿瘤血管生成联合治疗前后分别计算病灶各种

磁共振灌注参数, 其中K (trans)值在治疗前后存在

显著性差异, 而以治疗前K (trans)值>0.78 mL/(mL•
min)为标准, 预测有治疗反应的敏感性100%, 特
异性71%. Niwa等[70]应用动态磁敏感性对比增强

磁共振成像(dynamic susceptibility contrast mag-
netic resonance imaging, DSC-MRI)技术的研究

结果表明, 治疗前胰腺癌癌灶ΔR2
*较高者治疗后

的疾病进展率更高, 提示DSC-MRI可能在预测

胰腺癌化疗后早期进展方面有帮助. 此外, 其他

功能成像(如DWI)也被成功应用于预测胰腺癌

治疗反应. Niwa等[71]进行了DWI预测化疗疗效

的研究, 通过计算出不同b值下胰腺癌的表观扩

散系数(apparent diffusion coefficient, ADC), 研究

发现, 在采用高b值时, 具有低ADC值的胰腺癌

患者化疗后更倾向于早期进展. 

6  结论

治疗反应评估对胰腺癌临床试验及实际临床工

作均非常重要, 影像学在早期准确客观评估治

疗反应上发挥了重要作用, 但目前仍有许多难

题需要解决. RECIST 1.1作为目前肿瘤治疗反应

评估的主要标准尽管对胰腺癌评估尚有不足之

处, 鉴于尚无其他更好的标准可供使用, RECIST 
1.1仍将在一段时期内作为胰腺癌形态学评估的

主要依据. 在形态学评估方面, 提高测量准确性

■应用要点
本文对胰腺癌治
疗反应的影像学
评估的现况及新
进展进行综述及
分析, 不仅提出目
前该方面研究中
存在的问题, 也提
出可能的解决方
法, 指明了下一步
的研究方向.
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和可重复性是值得注意的, 计算机辅助测量及

体积测量研究将成为重要研究内容. CT、MRI
在形态学评估方面起主导作用, 进一步提高并

规范成像技术仍是必要的, 而积极探讨代谢成

像(如PET)及功能成像(如DWI、各种灌注成像)
对胰腺癌治疗反应评估的作用, 并最终制订整

合了形态学、代谢及功能学信息的新型评估标

准, 实现更准确地早期评估也是今后的重要研

究内容. 
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of acquired 
drug resistance in human gastric cancer cell line 
SGC7901/OXA.

METHODS: SGC7901/OXA cell line was ob-
tained by exposure of SGC7901 cells to increas-
ing doses of oxaliplatin (OXA). The parental cell 
line SGC7901 was used as a control. The reduced 
rate of cell growth, half maximal inhibitory con-
centration (IC50), and resistance index (RI) were 
measured by MTT assay and compared between 
the two groups of cells. The expression of multi-

drug resistance 1 (Mdr1) mRNA and excision re-
pair cross-complementing group 1 (ERCC1) pro-
tein was detected by RT-PCR and Western blot, 
respectively. The proportion of side population 
(SP) cells was determined by flow cytometry.

RESULTS: The reduced rate of cell growth sig-
nificantly decreased and IC50 increased (38.23 
μmol/L vs 7.12 μmol/L) in SGC7901/OXA cells 
compared to parental SGC7901 cells. The RI was 
5.37 in SGC7901/OXA cells. There was no signif-
icant difference in the relative expression level 
of Mdr1 mRNA (0.468 ± 0.147 vs 0.427 ± 0.136, P 
= 0.079) between the two groups. ERCC1 protein 
level was significantly higher in SGC7901/OXA 
cells than in SGC7901 cells. The proportion of SP 
cells was also significantly higher in SGC7901/
OXA cells than in SGC7901 cells (6.1% vs 1.8%, P 
< 0.05).

CONCLUSION: SGC7901/OXA cells were more 
significantly resistant to OXA than SGC7901. The 
mechanism of acquired resistance of SGC7901/
OXA cells may be associated with changes in 
ERCC1 protein expression and proportion of SP 
cells.

Key Words: Gastric tumor; Drug resistance; Side 
population cells; Excision repair cross-complement-
ing group 1; Multidrug resistance 1

Chen G, Wang QR, Qiu H, Ke SD, Xiang Y, Hu SM. Rela-
tionship of cellular drug resistance to proportion of side 
population cells and expression of Mdr1 and ERCC1 in 
human gastric cell line SGC7901/OXA. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1219-1224

摘要
目的: 探讨胃癌耐药细胞系SGC7901/OXA获
得性耐药的发生机制. 

方法:  利用间歇增加剂量方法诱导成功的
SGC7901/OXA细胞株作为观察组, 亲代细胞
株SGC7901为对照组, 采用MTT的方法观察
OXA对两组的抑制率, 计算IC50和耐药指数
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■背景资料
草酸铂(OXA)作
为目前胃癌临床
运用广泛的药物
之 一 ,  其 获 得 性
耐药往往是治疗
失败的主要原因
之 一 ,  目 前 有 关
胃癌铂类获得性
耐药的机制大都
从ABC转运蛋白
及苷酸切除修复
(NER)途径着手. 
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(RI); 采用RT-PCR和Western blot的方法分别
检测两组多药耐药1(Mdr1) mRNA浓度和切除
修复交叉互补基因组1(ERCC1)的蛋白浓度; 
采用流式细胞仪检测两组细胞中侧群(SP)细
胞的比例. 

结果: SGC7901/OXA细胞各浓度抑制率较
S G C7901明显降低 ,  两者I C50分别为38.23 
μmol/L和7.12 μmol/L, RI为5.37; Mdr1 mRNA
与β-actin mRNA光密度比值在两组中分别为
0.468±0.147和0.427±0.136(n  = 5), 两者差异
无明显统计学意义(P  = 0.079); ERCC1蛋白浓
度在SGC7901/OXA细胞较SGC7901细胞中
明显增加; SGC7901中SP细胞的比例为1.8%, 
SGC7901/OXA中SP细胞的比例达到了6.1%, 
较SGC7901细胞明显升高(P <0.05).

结论: SGC7901/OXA较SGC7901对OXA明显
耐药, 其获得性耐药的机制可能与ERCC1蛋
白浓度以及SP细胞比例的变化有关, 而Mdr1
基因的作用不明显.

关键词: 胃肿瘤; 耐药; 侧群细胞; 切除修复交叉互

补基因组; 多药耐药1
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0  引言

胃癌是我国高发病率、高死亡率的恶性肿瘤之

一[1]. 草酸铂作为目前胃癌临床运用广泛的药物

之一, 其获得性耐药往往是胃癌治疗失败的主

要原因之一, 其机制有待进一步明确. 目前有关

胃癌获得性耐药的机制大都从ATP结合盒(ATP 
binding cassette, ABC)转运蛋白[2]及苷酸切除修

复(nucleotide excision repair, NER)途径[3]着手. 
但有证据表明胃癌组织细胞中存在极少量瘤细

胞, 充当着干细胞的角色, 通过自我更新维持着

肿瘤的持续生长, 虽然来源于正常的胃干细胞

或者是骨髓来源的干细胞尚无定论[4]. 由于常规

的治疗手段只能消灭处于增殖阶段的已分化的

肿瘤细胞, 肿瘤干细胞具有与成体干细胞相同的

抗凋亡、耐药、免疫耐受等特点, 并不能被清除

而成为肿瘤继续生长、复发及转移的根源[5]. 侧
群(side population, SP)细胞作为一类更具有外排

Hoechst33342作用而使其低染从而用流式细胞

仪得以分离的亚群细胞[6], 因为具有干细胞特性

被广泛用来研究肿瘤干细胞的特性[7]. 本文试图
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从胃癌耐药细胞株SGC7901/OXA SP细胞比例

变化和多药耐药1(multidrug resistance 1, Mdr1)
和切除修复交叉互补基因组1(excision repair 
cross-complementing group 1, ERCC1)基因表达

方面着手探讨SGC7901/OXA耐药的发生机理.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系SGC7901为本实验室保

存. DMEM高糖细胞培养液、胎牛血清FBS购
自杭州四季青公司, Hoechst33342、维拉帕米

(verapamil)、草酸铂(oxaliplatin, OXA)购自Sig-
ma公司, MTT检测试剂盒TRIzol试剂购自武汉

谷歌生物, Mdr1及β-actin引物由上海生物工程

技术有限公司合成. 细胞在50 mL/L CO2, 37 ℃
培养条件下培养, 培养液为含100 mL/L FBS的
DMEM.
1.2 方法 
1.2.1 胃癌耐药细胞株SGC7901/OXA的建立: 
采用间歇增加剂量方法诱导方法. 取对数生长

期的SGC7901加入含起始剂量为0.5 μmol/L的
OXA培养液培养24 h后, PBS清洗, 更换为正常

培养基培养待其恢复生长后, 重复给予上述含

OXA培养液, 待其耐受后逐步增加OXA浓度, 周
而复始, 直至其能耐受10 μmol/L浓度的OXA, 前
后共6 mo, 定名为SGC7901/OXA细胞株, 并以1 
μmol/L浓度的持续培养保持其耐药性. 实验前3 
d更换为不含OXA的培养基. 
1.2.2 耐药指数的检测: 常规MTT法检测. 收集对

数期SGC7901细胞和SGC7901/OXA细胞, 调整

细胞悬液浓度, 分于96孔板, 每孔150 μL, 4 000
个/孔, 设置5个OXA组(细胞、培养基、OXA)、
阴性对照孔(细胞、培养基)及空白调零孔(培养

基), 每组设置5个复孔. 置37 ℃、50 mL/L CO2

温箱培养24 h使细胞贴壁后, OXA组加入含药培

养基, 其中OXA终浓度分别为0.5、1、5、10、
20、50 μmol/L, 继续培养48 h. 小心吸去上清, 按
MTT试剂盒操作, 加入50 μL A溶液后37 ℃孵育

4 h, 再加入100 μL工作液终止反应, 常温下静置

20 min待紫色颗粒溶解后, 酶标仪上以580 nm波

长测吸光度值(A ). 计算抑制率＝1-A 加药/A 对照×

100%; IC50计算器软件计算50%细胞生长抑制时

的药物浓度(IC50); 耐药指数(resistance index, RI) 
= IC50SGC7901/OXA/IC50SGC7901. 
1.2.3 RT-PCR检测Mdr1 mRNA: 取对数生长的

SGC7901及SGC7901/OXA细胞, 按TRIzol试剂

(武汉谷歌生物)说明书操作抽提总RNA, 分装后

www.wjgnet.com

■研发前沿
由于胃癌早期诊
断率较低, 经确诊
的胃癌患者绝大
多数已属中晚期, 
化疗作为中晚期
胃癌患者的主要
治疗手段, 由于耐
药的原因, 5年生
存率极低. 探讨其
耐药的成因, 积极
寻找逆转耐药的
药物是目前的研
究热点.

■相关报道
Takaishi等利用人
胃癌细胞表面分
子标志物CD44从
胃癌细胞株中分
离出了的CD44+
细胞极少数量便
能在NOD/SCID
小鼠体内成瘤.
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-70 ℃储存备用, 保证A 260/A 280的比值1.8-2.0进行

RT-PCR实验. Mdr1及内参β-actin引物(上海生物

工程技术有限公司)见表1. 扩增条件为: 预变性

94 ℃, 5 min; 变性94 ℃, 50 s; Mdr1、β-actin退
火温度分别为57 ℃﹑54 ℃, 90 s; 延伸72 ℃, 共
35个循环. 扩增产物在2%琼脂糖凝胶中电泳, 于
凝胶电泳成像分析仪上进行吸光度扫描, 进行

条带分析. 以目标条带比β-actin的相对A值表示

结果. 
1.2.4 Western blot检测ERCC1蛋白表达: 收集对

数生长的SGC7901及SGC7901/OXA细胞, 按总

蛋白抽提试剂盒操作说明提取总蛋白, 考马斯

亮蓝测蛋白浓度. 每泳道加入40 μg蛋白, 100 V
电压电泳后275 mA转膜, 脱脂奶粉封闭后加入

ERCC1一抗, 4 ℃孵育过夜, PBS清洗后加入荧

光二抗, 奥德赛红外荧光成像仪进行扫描比较

组间差异. 
1.2.5 SP细胞的分选: 分别取经胰酶消化为单细

胞悬液, 以1×106的密度重悬于37 ℃预热过的

含20 mL/L FBS的DMEM培养液中. 分装于1.5 
mL的Eppendorf管中, 每管1 mL. 加入终浓度为

2.5 mg/L的Hoechst33342, SP细胞的阻断对照

组则在加入Hoechst33342前加入终浓度为100 
μmol/L的verapamil, 置于37 ℃水浴中15 min后
再加入Hoechst33342. 使Hoechst33342在细胞悬

液中彻底混匀, 在37 ℃水浴中染色90 min, 每间

隔20 min细胞悬液需要摇匀防止细胞沉降. 90 
min染色结束后细胞在4 ℃离心弃上清液重悬

于400 μL冰浴过的含20 mL/L FBS的PBS中; 流
式细胞仪检测前, 在细胞悬液中加入终浓度为2 
mg/L的PI以除去死细胞, 上流式细胞仪检测. 每
组结果重复3次.

统计学处理 所有数据均采用SPSS11.5统计

软件进行t检验分析, 实验结果以mean±SD表

示, 以P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 SGC7901/OXA耐药细胞株耐药性鉴定 细胞

SGC7901/OXA细胞和SGC7901细胞48 h各浓度

的抑制率较SGC7901明显降低, 差异有统计学意

义(P <0.05), 两者IC50分别为38.23 μmol/L和7.12 
μmol/L, RI为5.37(表2).
2.2 M d r1 m R N A在S G C7901/O X A细胞和

SGC7901细胞中的表达 Mdr1与β-actin mRNA A
比值分别为0.468±0.147和0.427±0.136(n  = 5), 
两者差异无明显统计学意义(P = 0.079, 图1).
2.3 ERCC1在SGC7901/OXA细胞和SGC7901细

胞中的表达 ERCC1蛋白浓度在SGC7901/OXA
细胞较SGC7901细胞中明显增加(图2). 
2.4 SGC7901/OXA及SGC7901细胞中SP细胞的

比例 SGC7901中SP细胞的比例达到了1.8%, 加
入verapamil后减少为0.1%, 说明该群细胞外排

Hoechst33342的作用能被verapamil明显抑制, 证
实该群细胞即为SP细胞; 而SGC7901/OXA中SP
细胞的比例达到了6.1%, 较SGC7901细胞明显

表  1  PCR引物序列和产物长度

     
引物名称 引物序列 引物长度(bp)

Mdr1 P1 5'- AGCAGAGGATCGCCATTGGACG-3'

P2 5'-TTGGGCTTGTGATCCACGGACAC-3' 428

β-actin P1 5'-GTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3'

P2 5'-GACTGCTGTCACCTTCACCGT-3' 157

图  1  Mdr1 mRNA在SGC7901/OXA和SGC7901细胞中的表达. 
1: SGC7901/OXA; 2: SGC7901; M: Maker.

M      2     2       1      1

     bp
1 000
   800
   500
   300
   100
     50

Mdr1

β-actin

ERCC1

β-actin

Da
95 000

75 000

40 000

SGC7901/OXA SGC7901   Maker

图  2  ERCC1蛋白在SGC7901/OXA和SGC7901细胞中的表达. 

■创新盘点
本文通过建立胃
癌 耐 药 细 胞 系
SGC7901/OXA, 
并从SP细胞比例
及Mdr1、ERCC1
基因表达方面来
探讨其耐药机制, 
立意新颖.
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升高(图3).

3  讨论

由于胃癌早期诊断率较低, 经确诊的胃癌患者

绝大多数已属中晚期, 化疗作为中晚期胃癌患

者的主要治疗手段, 由于耐药的原因, 5年生存

率极低[8]. 探讨其耐药的成因, 积极寻找逆转耐

药的药物是目前的研究热点. 
奥沙利铂在胃癌治疗中有较多应用, 建立

耐OXA胃癌细胞株对研究胃癌耐药机制具有重

要作用. 本实验对建立的SGC7901/OXA细胞系

与亲本细胞研究表明其对OXA明显耐药, 其IC50

分别为38.23 μmol/L和7.12 μmol/L, RI达到了

5.37. 目前现有铂类耐药的相关研究认为, DNA
损伤修复过程的改变是铂类等化疗药物耐药

的主要可能机制[9]. 化疗药物造成的DNA损伤

主要通过NER途径完成[10]. ERCC1参与识别和

切割DNA链损伤, 是ERCC家族的关键基因, 也
是NER途径的关键基因之一[11]. ERCC1编码产

物参与形成蛋白质复合体, 通过协同修复核苷

酸的化学变化和结构改变, 确保基因组的完整

性[12]. ERCC1过表达可使停滞在G2/M期的损伤

DNA迅速修复, 尤其是ERCC1能使铂类诱导的

DNA络合物清除增加, 导致耐药[13]. 在胃癌中, 
ERCC1高表达患者化疗有效率低, 生存期短[14]. 
我们的研究结果表明SGC7901/OXA耐药细胞

图  3  SGC7901及SGC7901/OXA中SP细胞的比例. A: SGC7901 verapamil(-); B: SGC7901 verapamil(+); C: SGC7901/OXA 

verapamil(-); D: SGC7901/OXA verapamil(+).
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表  2  SGC7901/OXA细胞和SGC7901细胞抑制率、IC50及RI

     
    0.5 μmol/L       1 μmol/L      5 μmol/L      10 μmol/L     25 μmol/L     50 μmol/L   IC50   RI

SGC7901/OXA 0.093±0.018 0.113±0.068 0.275±0.107 0.328±0.143 0.437±0.162 0.531±0.262 38.23 5.37
SGC7901 0.125±0.076 0.255±0.097 0.464±0.129 0.557±0.152 0.681±0.189 0.796±0.246   7.12

■应用要点
本研究结果表明
E R C C 1 蛋 白 表
达 以 及 S P 细 胞
比 例 的 变 化 在
SGC7901/OXA获
得性耐药发生过
程中扮演着重要
角色, 为进一步探
讨胃癌耐药的成
因提供了有益的
线索.
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系较亲本细胞ERCC1的蛋白浓度明显升高, 提
示ERCC1在胃癌细胞对OXA获得性耐药过程中

发挥了重要作用. Mdr1基因编码P-gp, 由MDR
为ATP依赖性转运蛋白, 能将多种药物如括蒽

环霉素、植物生物碱、鬼臼霉素、紫杉类等化

疗药物泵出细胞外, 从而减少细胞内化疗药物

的蓄积产生耐药[15]. 有研究表明在耐药细胞株

SGC7901/VCR中存在Mdr1的高表达[16], 而我们

在SGC7901/OXA中并未发现Mdr1的高表达, 可
能与诱导药物不同有关. 

最新研究表明肿瘤是一种干细胞疾病. 肿瘤

组织中存在极少量瘤细胞, 充当着干细胞的角色, 
通过自我更新维持着肿瘤的持续生长[17]. 常规的

治疗手段只能消灭处于增殖阶段的已分化的肿

瘤细胞, 而肿瘤干细胞具有与成体干细胞相同的

抗凋亡、耐药、免疫耐受等特点, 并不能被清除

而成为肿瘤继续生长、复发及转移的根源[18]. 近
年来越来越多的证据表明胃癌中存在一小部分

细胞具有干细胞的特点[19,20]. 2009年, Takaishi等[21]

利用人胃癌细胞表面分子标志物CD44从胃癌细

胞株中分离出了的CD44+细胞极少数量便能在

NOD/SCID小鼠体内成瘤. 但就其来源目前认为

有两种可能, 一是来源于胃的成体干细胞[22], 二
是来源于骨髓的间充质干细胞[23]. 目前, SP细胞

分选作为肿瘤干细胞研究的重要手段, 在胃癌中

得以应用并证实胃癌中确实存在小部分具有干

细胞特性的SP细胞. Haraguchi等[24]从16个胃肠道

肿瘤细胞株中分离得到15株SP细胞, 占整个细胞

比例0.3%-2.2%, 我们的研究结果表明在SGC7901
中SP细胞的比例约为1.8%, 与之相似. 该类细胞

有很强的自我更新繁殖能力, 与致瘤性高度相

关, 而且这些SP细胞较非SP细胞对5-氟尿嘧啶、

阿霉素、吉西他滨有更高的耐药性. 在SGC7901/
OXA细胞中SP细胞比例增加了6.1%, 提示胃癌在

获得性耐药发生的过程中, 具有干细胞特性的比

例较前明显升高, 可能是胃癌复发、转移的原因. 
这一现象与Liang等[25]研究的发现一致, 这可能与

肿瘤细胞基因不稳定有关.
本实验研究结果提示ERCC1蛋白浓度以及

SP细胞比例的变化在SGC7901/OXA获得性耐

药发生过程中扮演着重要角色, 而Mdr1基因表

达在SGC7901/OXA细胞株中无明显变化. SP细
胞比例变化的同时, 有关SP细胞对OXA耐药的

具体机制有待进一步深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the impact of the hepatitis B 
virus X gene (HBVX) on the expression of apop-
tosis factors in liver cells.

METHODS: The eukaryotic expression vector 
PCDNA3.1-HBVX was injected into the caudal 
vein of mice to establish a mouse model express-
ing the HBVX gene. Mice injected with empty 
PCDNA3.1 vector or normal saline were used 
as controls. RT-PCR and Western blot were per-
formed to detect the expression of HBVX in liver 
tissue 48 h after injection. Semi-quantitative RT-
PCR was used to evaluate the expression of bax, 
bcl-2, and c-myc in liver cells of different groups 

of mice.

RESULTS: HBX mRNA and protein were de-
tected in liver tissue in mice injected with the 
PCDNA3.1-HBVX vector, but not in controls. 
Compared to controls, the expression of bax, 
c-myc and bcl-2 was up-regulated in liver tissue 
in mice injected with the PCDNA3.1-HBVX vec-
tor (bax: 1.3127 ± 0.0900 vs 1.0023 ± 0.1670, 0.9094 
± 0.1081; c-myc: 1.6294 ± 0.0672 vs 1.2869 ± 0.0880, 
0.9757 ± 0.0397; bcl-2: 1.5567 ± 0.1257 vs 0.6856 ± 
0.1554, 0.5488 ± 0.1278, all P < 0.05).

CONCLUSION: A mouse model harboring the 
HBVX gene has been established successfully. 
Expression of the HBx gene can up-regulate the 
expression of Bax, c-Myc and Bcl-2 in liver cells.

Key Words: Hepatitis B virus X gene; Liver cells; 
Apoptosis; Mouse model

Guo C, Li D, Lin N, Huang YH, Chen ZX, Wang XZ. Es-
tablishment of a mouse model harboring the hepatitis B 
virus X gene and analysis of expression of apoptosis fac-
tors in liver cells of this mouse line. Shijie Huaren Xiao-
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒X(HBVX)基因及其
产物对肝细胞凋亡相关基因表达的影响.

方法: 将实验用SPF级成年♂KM小鼠分为实
验组、空质粒对照组、生理盐水对照组. 实验
组以构建好的PCDNA3.1-HBVX质粒, 空质粒
对照组以PCDNA3.1质粒, 生理盐水对照组以
生理盐水, 通过尾静脉高压注入动物体内, 在
第48小时处死小鼠后, 取肝组织, 以RT-PCR, 
凝胶回收测序及Western blot检测HBVX表
达, 以RT-PCR半定量检测小鼠肝组织内bax、
c-myc及bcl-2的表达.

结果: 实验组RT-PCR显示465 bp处有清楚条
带, 肝组织内有HBVX mRNA的存在, 两对照
组无HBVX mRNA存在, Western blot检测实验
组有HBVX蛋白的表达; 两对照组则无HBVX
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蛋白表达. 通过对小鼠肝组织凋亡相关因子
的半定量RT-PCR, 相对于空质粒对照组和生
理盐水对照组, 转染HBVX基因的小鼠肝组织
bax、c-myc及bcl-2的mRNA相对表达量明显
增高, 差异有显著性意义(bax : 1.3127±0.0900 
vs  1.0023±0.1670, 0.9094±0.1081; c-myc : 
1.6294±0.0672 vs  1.2869±0.0880, 0.9757
±0.0397; bcl-2 : 1.5567±0.1257 vs  0.6856±
0.1554, 0.5488±0.1278, 均P <0.05). 

结论: 成功建立了表达HBVX的小鼠动物模
型, 并证明转染HBVX基因后小鼠肝脏组织内
bax、bcl-2及c-myc的mRNA表达同时上调.

关键词: 乙型肝炎病毒X基因; 肝细胞; 凋亡; 小鼠

模型

郭晨, 李丹, 林纳, 黄月红, 陈治新, 王小众. 表达HBVX基因的小

鼠模型的建立及对肝细胞凋亡因子的影响.  世界华人消化杂志  

2011; 19(12): 1225-1230

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1225.asp

0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是一种双

链不完全闭合的DNA病毒, 有4个开放读码框, 
分别编码S、C、X、P蛋白. 其慢性感染是导致

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的主

要危险因素. 随着HCC研究的进一步深入以及

HBV基因序列的破解, 人们发现HBV基因组中

的X基因(hepatitis B virus X gene, HBVX)及其产

物X蛋白与HCC的发生发展密切相关. X基因是

HBV基因组最小的开放读码框, 位于HBV基因

组的1 374-1 838 bp处, 全长435-462 bp, 全长转

录体编码的X蛋白含154个氨基酸, 分子量约为

16 500 Da. 在HBV发生发展过程中, HBV DNA
与宿主DNA的整合常发生于此区域. HBVX参

与病毒的复制; 反式激活多种病毒和细胞基因; 
并可通过影响正常的细胞周期, 干扰DNA的修

复及调节肝细胞增殖、分化和凋亡等. 本实验

以小鼠肝组织为研究对象, 通过流体动力学体

内高压质粒注射, 在动物体内转染P CD N A3-
HBVX质粒, 建立表达HBVX基因的动物模型, 
以RT-P C R半定量检测转染后动物肝组织内

HBVX及凋亡相关基因bax、bcl-2及c-myc的表

达情况, 进而了解X基因在活体组织内对细胞凋

亡相关因子的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA3-HBVX载体由福建医科大学附
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属协和医院消化研究所制备并保存, 质粒大抽

提试剂盒购自美国Qiagen公司, 逆转录试剂盒购

自美国Promega公司RNA抽提试剂盒购自深圳

生物晶美有限公司, DNA Marker购自Invitrogen
公司TransIT In Vivo Gene Delivery System试剂

盒购自Mirus公司, 鼠抗人HBVX单克隆抗体购

自美国Chemicon公司; 羊抗小鼠IgG二抗购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; 蛋白印迹实验

的ECL显色试剂购自中国中杉公司. 超低温冰

箱MDF-283型(苏州安泰空气技术有限公司)、
PCR仪AB2720型(美国AB公司)、稳压稳流电泳

仪(DYY-6c型)(北京六一仪器厂)、紫外透射分

析仪(上海长明光电子仪器厂)、凝胶成像系统

IS2000-200(Olympus公司生产)、蛋白电泳及转

印设备(美国Bio-Rad公司)、电动匀浆器(Cole-
Parmer公司). SPF级成年♂KM小鼠9只, 体质量

20 g±2 g, 由上海斯莱克实验动物有限公司提供

[许可证号SCXK(沪)2007-0005].
1.2 方法 
1.2.1 分组: 9只小鼠随机分为实验组、空质粒

对照组、生理盐水对照组, 每组各3只. 动物饲

养在SPF级环境中, 实验动物光照强度15 k, 光照

时间明暗各半. 饲养室温度: 23 ℃±3 ℃, 湿度: 
50%. 动物饲喂全价颗粒料, 自由采食和饮水.
1.2.2 各基因PCR引物的合成: 根据HBVX基因, 
β-actin、bax、bcl-2及c-myc基因序列自行设计

引物, 合成由上海英骏生物技术有限公司完成. 
1.2.3 造模: 实验组小鼠按照TransIT In Vivo 
Gene Delivery System体内转染试剂盒的说明, 
先取浓度约为1.0 g/L的质粒pcDNA3.1-HBVX 
10 μL与试剂In Vivo Polymer Solution 10 μL在无

核酶EP管内混合, 加生理盐水100 μL至总体积

200 μL, 充分混匀, 室温静置5 min. 将190 μL 10
×In Vivo Delivery Solution用生理盐水稀释成

1.9 mL 1×Delivery Solution, 然后将其与第一

步的混合物混合, 使溶液总体积为2.1 mL. 小鼠

尾静脉4-6 s内匀速注射完毕. 空质粒对照组以

等量PCDNA3.1质粒, 生理盐水对照组以等量生

理盐水注射. 48 h后处死小鼠, 无菌取肝组织块, 
-80 ℃冻存备用. 
1.2.4 以RT-PCR检测小鼠肝组织中HBVX mRNA
的表达: 取肝组织, 加入细胞裂解液, 匀浆后, 按
RNA抽提试剂盒说明进行总RNA的提取, 再以

RT反应获得cDNA, 取cDNA 5 μL作为模板, 扩增

HBVX基因片段和内参β-actin. 反应条件见表1, 
扩增产物在1.5%脂糖凝胶中电泳, 观察结果. 
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1.2.5 Western blot法检测小鼠肝组织中HBVX基

因产物的表达: 肝组织匀浆破碎抽提蛋白, SDS-
PAGE分离、转膜、封闭, 一抗、二抗孵育, ECL
显色. 拍照并保存. 
1.2.6 半定量RT-PCR检测bax、bcl-2、c-myc 的

表达: 抽提肝组织总RNA, 逆转录为cDNA, 以
cDNA为模板共扩增内参β-actin及bax、bcl-2、
c-myc基因片段, 反应条件见表1. 扩增产物在

1.5%脂糖凝胶中电泳, 并以凝胶灰度扫描系统扫

描灰度值以各基因与内参基因的灰度比值为相

对表达量, 比较各组的差别, 同样实验重复3次.

2  结果

2.1 RT-PCR鉴定HBVX基因的表达 实验组小

鼠肝组织中大约460 bp处可见1条带(图1), 大小

与HBVX基因相符, 内参β-actin条带大小约为

600 bp, 空质粒对照组与生理盐水组只可见内

参β-actin条带, 无HBVX基因mRNA表达, 表明

HBVX基因成功转染至实验组小鼠肝组织内. 
2.2 Western blot检测小鼠肝组织HBVX蛋白表达 
显影后阳性条带大小约为17 000 Da, 与HBVX蛋

白大小基本相符, 空质粒对照组与生理盐水对

照组只可见内参β-actin条带, 表明HBVX蛋白在

实验组小鼠肝脏组织中有表达(图2). 
2.3 b a x 基因m R N A相对表达量的变化  转染

HBVX的实验组小鼠肝脏组织c-myc基因的相对

表达量较转染空质粒对照组和生理盐水对照组

明显增高, 差异有显著性意义(均P <0.05), 说明

HBVX能上调bax的表达(表2, 图3). 
2.4 c-myc 基因mRNA相对表达量的变化 转染

HBVX的实验组小鼠肝脏组织Bax基因的相对

表达量较转染空质粒对照组和生理盐水对照组

明显增高, 差异有显著性意义(均P <0.05), 说明

HBVX能上调c-myc的表达(表2, 图4). 
2.5 bc l-2 基因mRNA相对表达量的变化 转染

HBVX的实验组小鼠肝脏组织bcl-2基因的相对

表达量较转染空质粒对照组和生理盐水对照组

明显增高, 差异有显著性意义(均P <0.05), 说明

HBVX能上调Bcl-2的表达(表2, 图5). 

3  讨论

HBVX基因及其编码的HBVX蛋白具有多种作

用和多种功能. 目前, HBVX的翻译产物HBVX
蛋白的亚细胞定位尚存在争议. Henkler等[1]认为

HBVX蛋白在感染细胞中的定位依赖于HBVX
基因的总表达水平, HBVX蛋白在低表达的细胞

中大部分定位于细胞核内, 而过量表达的HBVX
蛋白则分布于胞质中. 另有学者观察到HBVX

■相关报道
H e n k l e r 等 认 为
HBVX蛋白在感
染细胞中的定位
依赖于HBVX基
因的总表达水平, 
HBVX蛋白在低
表达的细胞中大
部分定位于细胞
核内, 而过量表达
的HBVX蛋白则
分布于胞质中.

表  1  各基因引物及反应条件

     基因 片段长度(bp)                                                      引物                              反应条件

HBVX        465 上游: 5'-ATGCAAGCTTATGGCTGCTAGGCTGTACTG-3' 95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性45 s, 60 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸1 min下游: 5'-TGCGAATTCTTAGGCAGAGGTGAAAAAGTT-3'

β-actin        600 上游: 5'-GGCATCGTGATGGACTCCG-3' 95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性45 s, 

60 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min下游: 5'-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'

bax        246 上游: 5'-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3' 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 58 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 30个循环下游: 5'-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3'

bcl-2        198 上游 5'-GGCTGGGATACTTTTGTGGA-3' 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 64 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸40 s, 25个循环下游: 5'-ATGTGGTGGAGCAGAGAAGG-3'

c-myc        203 上游: 5'-TTCGGGTAGTGGAAAACCAG-3' 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 58 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 30个循环下游: 5'-CAGCAGCTCGAATTTCTTCC-3'

M              1              2              3

600 bp
500 bp

图  1  RT-PCR检测HBVX基因的表达. M: DNA Ladder; 1: 生

理盐水对照组; 2: 空质粒对照组; 3: 实验组.

1              2              3

HBX蛋白

β-actin

42 000
Da
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图  2  Western blot检测HBVX蛋白表达. 1: 生理盐水对照组; 

2: 空质粒对照组; 3: 实验组.
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在细胞质内的水平高于细胞核, 且细胞质中的

HBVX主要分布于线粒体外膜上, 并可作用于

人电压依赖阴离子通道, 导致跨膜电势的改变

和线粒体功能变化, 但其具体调节机制尚未阐

明[2]. 1989年Murakami[3]报道通过HBVX基因片

段的表达载体转染小鼠成纤维细胞系诱发其体

外转化, 经裸鼠移植可在裸鼠体内形成肿瘤, 使
人们对HBVX基因的致癌作用有了突破性的认

识. 自此, HBVX基因成了肝癌发病机制研究的

热点. 目前发现HBVX可直接或间接激活多种核

转录因子, 使细胞对凋亡信号敏感性增强[4-6], 细
胞周期调定点失控[1,7-10]以及调节细胞蛋白质分

解途径[11-14], 最终引起肝细胞的转化[15,16], 如通过

激活PI-3激酶途径拮抗TGF-β的促凋亡作用[17], 
以P53非依赖形式抑制凋亡[18], 抑制caspase-3活
性[19], 上调FasL, 诱导表达Fas的T淋巴细胞凋亡

而逃避免疫监视[20,21]等, 而近几年的研究又发现, 
HBVX同样具有促进细胞凋亡的作用, HBVX
蛋白促进IL-18 mRNA的转录、蛋白质表达, 进

而促进Fas/FasL的表达而促进细胞凋亡[22], 拮
抗Fas/FasL介导的凋亡抑制作用, 使细胞对极低

浓度的TNF-α诱导的凋亡敏感[23], 还可引起引起

caspase-9募集细胞凋亡蛋白酶活化因子1(apop-
totic protease activating factor-1, APFA1), 激活线

粒体/CytC凋亡途径[24]. 这些针对HBVX基因的

研究主要基于转染肝癌细胞株及转基因动物模

型, 而转基因动物模型虽然能稳定地表达目的

基因, 但是由于其所携带的HBVX基因多以显微

注射法等方法整合在宿主染色体上, 没有经过

病毒与靶细胞受体结合穿透的过程, 所以与病

毒在自然状态下感染机体的状态不甚相同, 而
且建立过程复杂, 技术难度较大, 所需资金及时

间也长, 本实验利用流体动力学体内转染法, 将
HBVX基因载体质粒短时间内大量注射入小鼠

体内, 使小鼠静脉系统及肝窦充血, 以静脉压将

质粒转入肝细胞, 无大的创伤性操作, 时间也较

短, 注射后小鼠均成活, 状态良好, 且小鼠肝组

织可稳定表达HBVX基因及其产物. 
Bcl-2家族在细胞凋亡的基因调控过程中起

表  2  各基因RT-PCR条带与β-actin内参灰度比值

     
分组            bax          bcl-2          c-myc

实验组 1.3127±0.0900 1.5567±0.1257 1.6294±0.0672

空质粒对照组 1.0023±0.1670 0.6856±0.1554 1.2869±0.0880

生理盐水对照组 0.9094±0.1081 0.5488±0.1278 0.9757±0.0397

■应用要点
本实验成功建立
了表达HBVX的
小鼠动物模型, 并
证明转染HBVX
基 因 后 小 鼠 肝
脏 组 织 内 B a x、
Bcl-2及c-Myc的
mRNA表达同时
上调.
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600 bp

200 bp

A

图  3  bax 基因mRNA相对表达量的变化. A: RT-PCR; B: 

bax基因相对表达量. M: DNA Ladder; 1: 生理盐水对照组; 2: 

空质粒对照组; 3: 实验组. aP<0.05 vs  实验组.
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图  4  c-myc基因mRNA相对表达量的变化. A: RT-PCR; B: 

c-myc 基因相对表达量. M: DNA Ladder; 1: 生理盐水对照

组; 2: 空质粒对照组; 3: 实验组. aP<0.05 vs  实验组.
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着至关重要的作用, Bcl-2家族可以分为2类: 一
类是抗细胞凋亡基因, 代表基因是bcl-2基因; 另
一类是促细胞凋亡基因, 代表基因是bax基因, 他
们通过激活一系列下游基因发挥调节凋亡作用, 
二者在细胞中的比例显著影响细胞对死亡信号

的敏感性[25-28]. 本实验中半定量RT-PCR的结果

表明HBVX基因转染后, 小鼠体内bax及bcl-2两
者表达均升高, 表明HBVX基因在细胞凋亡途径

的双向性. 
c-myc是一种细胞癌基因, 可作为转录因子

影响着细胞的生长、增殖、分化、凋亡和细胞

周期的进行, 在肿瘤发生、转移、氧化应激等

重要生理病理过程中起重要作用, 有研究表明

HBVX和c-myc共表达使WT 3T3细胞对TNF-α
介导的凋亡敏感性增高约10倍, 且这种促凋亡

作用超过了N F-κ B的抗凋亡作用而表现出细

胞凋亡[29]. 本实验肝组织中转染HBVX基因后

c-myc的表达明显升高. 
本实验中我们运用流体动力学尾静脉注射

体内转染法将HBVX基因转染入小鼠活体肝组

织内, 成功构建了表达HBVX基因的小鼠活体动

物模型, RT-PCR结果显示转染HBVX基因的小

鼠肝组织中, 促凋亡基因bax、c-myc的表达均上

升, 并且抑制凋亡的基因bcl-2表达也提高, 证明

在肝组织中, HBVX参与了对bax、bcl-2和c-myc
转录水平的调节, 并且其对凋亡因子的作用存

在双向性, 哪一方面占主导取决于多种因素共

同的作用, 为下一步针对肝癌致病机制和基因

治疗的进一步研究打下基础, 但是这其中的机

制尚未阐明, 有待我们进一步研究.
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Abstract
AIM: To examine the expression of microtubule-
associated protein 1 light chain 3 (LC3) and Be-
clin-1 in acute necrotizing pancreatitis (ANP) in 
rats and to analyze their significance.

METHODS: Thirty-six Sprague-Dawley rats 
were randomized into sham operation (SO) 
group and ANP group. ANP was induced in 
rats by retrograde injection of 5% sodium tauro-
cholate into the bili-pancreatic duct. Rats were 
killed at 3, 6, and 12 h after sodium taurocholate 
injection. Pancreatic histopathological changes 

and serum levels of several inflammatory fac-
tors were measured. The expression of LC3 and 
Beclin-1 in ANP at different time points was de-
tected by immunohistochemistry.

RESULTS: Pancreatic pathological changes were 
gradually exacerbated with time in the ANP 
group. Serum levels of amylase (AMY, U/L) 
and TNF-α (μg/L) were significantly higher in 
the ANP group than in the SO group at all time 
points (AMY: 3 h: 4 936 ± 1 207 vs 1 447 ± 355; 6 
h: 5 464 ± 768 vs 1 513 ± 333; 12 h: 6 139 ± 710 vs 
1 539 ± 231; TNF-α: 3 h: 111.24 ± 21.86 vs 56.14 
± 7.69; 6 h: 107.55 ± 33.05 vs 57.13 ± 11.30; 12 h: 
108.24 ± 24.83 vs 58.60 ± 9.54, all P < 0.05). The 
expression levels of LC3 and Beclin-1 in the pan-
creas were maintained at a very low level in the 
SO group, but started to elevate at 3 h in the ANP 
group and showed strong expression at 6 and 12 
h (all P < 0.05).

CONCLUSION: The expression levels of LC3 and 
Beclin-1 increased in ANP in rats, suggesting that 
up-regulation of autophagic activity may repre-
sent a response to injury in rats with ANP.

Key Words: Autophagy; Acute necrotizing pancre-
atitis; Microtubule-associated protein 1 light chain 3; 
Beclin-1

Yang SL, Chen WC, Sun Y, Chen FM. Significance of ex-
pression of autophagy-related proteins LC3 and Beclin-1 
in acute necrotizing pancreatitis in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1231-1236

摘要
目的: 研究大鼠急性坏死性胰腺炎(ANP)胰腺
组织LC3、Beclin1的表达, 并探讨其在ANP中
的作用及意义.

方法: 36只SD大鼠随机分为假手术(SO)组和
ANP组, ANP组采用胰胆管逆行注射5%牛磺胆
酸钠诱导制作大鼠ANP模型, SO组开腹后翻
动胰腺后关腹, 各组再分3、6和12 h 3个不同
时间点. 观察各组大鼠血清炎症因子及胰腺的
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■背景资料
自噬是细胞生长
发育、成熟分化
及死亡的重要调
控 机 制 ,  又 是 细
胞对不良环境的
一 种 防 御 机 制 . 
Beclin1蛋白是自
噬通路必须的磷
脂酰肌醇3磷酸激
酶(PI3K)复合物
的组成部分. 微管
相 关 蛋 白 1 轻 链
3(LC3)是目前观
察自噬现象是否
存在、研究自噬
活性较为可靠的
生物学标志物.

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科



病理改变, 运用免疫组织化学法检测各组大鼠
在不同时间点胰腺组织LC3和Beclin1的变化.

结果: ANP组血浆淀粉酶(U/L)、TNF-α(μg/L)
较S O组明显增加(血浆淀粉酶: 3  h: 4  936
±1 207 vs  1 447±355; 6 h: 5 464±768 vs  
1 513±333; 12 h: 6 139±710 vs  1 539±231; 
TNF-α: 3 h: 111.24±21.86 vs  56.14±7.69; 6 
h: 107.55±33.05 vs  57.13±11.30; 12 h: 108.24 
±24.83 vs  58.60±9.54, 均P <0.05), 且ANP组
大鼠胰腺病理改变随着时间延长加重. 正常
大鼠胰腺腺泡细胞LC3、Beclin1低表达, 大鼠
ANP 3 h后胰腺细胞LC3、Beclin1表达开始增
多, 在6和12 h呈强表达.

结论: 大鼠ANP后胰腺组织Beclin1和LC3增
多, 表明ANP后胰腺自噬活性增强, 其表达与
炎症变化程度相关, 细胞自噬增强是可能对损
伤的反应.

关键词: 自噬; 急性坏死性胰腺炎; 微管相关蛋白1

轻链3; Beclin1
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0  引言

自噬(autophagy)是细胞利用溶酶体降解自身受

损的细胞器和大分子物质的过程, 是真核细胞特

有的生命现象[1], 这一过程在细胞清除废物、重

建结构以及生长发育中、维持内环境稳定中起

重要作用, 并与疾病的发生密切相关[2,3]. 现研究

表明, 自噬是细胞生长发育、成熟分化及死亡的

重要调控机制, 又是细胞对不良环境的一种防御

机制. Beclin1蛋白是自噬通路必须的磷脂酰肌

醇3磷酸激酶(phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K)
复合物的组成部分[4,5]. 微管相关蛋白1轻链3(mi-
crotubule-associated protein 1 light chain 3, MAP1-
LC3, LC3)是目前观察自噬现象是否存在、研究

自噬活性较为可靠的生物学标志物[6,7]. 本文通

过检测大鼠急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing 
pancreatitis, ANP)后胰腺Beclin1和LC3表达的变

化, 了解ANP发生后胰腺细胞的自噬变化与炎症

的关系, 以进一步揭示急性胰腺炎(acute pancre-
atitis, AP)发生发展的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Sprague-Dawley大鼠, 体质量
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200-250 g(由苏州大学动物实验中心提供). 牛磺

胆酸钠购自Sigma公司, TNF-α试剂盒购自上海

西唐生物公司, LC3和Beclin1兔多克隆抗体购自

Santa Cruz公司, 辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG
购自北京博奥森生物公司, SABC免疫组织化学

试剂盒北京博奥森生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将大鼠随机分成假手术(SO)组及

ANP组, 每18只. 各组再分为术后3、6、12 h 3个
亚组, 每组6只. 
1.2.2 造模及组织处理: ANP组, 模型制备采用改

良的Aho方法[8], 以0.1 mL/min的速度向胰胆管

内逆行注入5%(1 mL/kg)牛磺胆酸钠建立大鼠

ANP模型. SO组, 开腹后仅翻动胰腺, 即关腹. 各
组分别于术后3、6和12 h腹主动脉抽血, 分离血

浆保存于-20 ℃中备测, 将大鼠处死. 留取胰腺

和肺组织, 40 g/L甲醛固定用于常规病理学检查

和免疫组织化学检测. 
1.2.3 观察指标和检测: (1)血淀粉酶(amylase, 
A M Y):  采用全自动生化分析仪检测 ,  血浆

TNF-α采用ELISA 方法检测, 严格按试剂盒说

明进行操作; (2)胰腺病理学改变: 取固定的各组

胰腺标本石蜡包埋, 4 μm连续切片, 行常规HE
染色, 采用盲法由专科医师在光镜下阅片, 每张

切片随机选择5个高倍视野, 观察胰腺组织病

理变化; (3)免疫组织化学检测胰腺组织LC3和
Beclin1的表达: 40 g/L甲醛固定的胰腺组织, 常
规脱水, 石蜡包埋, 制备成4 μm厚连续切片, 经
二甲苯脱蜡及梯度乙醇水化后, PBS冲洗, 正常

山羊血清封闭背景, 室温l5 min; 加一抗LC3抗
体和Bec l in1(1∶200), 4 ℃过夜, PBS冲洗; 滴
加生物素化二抗工作液, 37 ℃孵育1-2 h, PBS
洗冲; 加入辣根酶标记链霉卵白素1滴, 37 ℃
孵育, 30 min, PBS冲洗; 使用DAB显色试剂盒

显色, 自来水冲洗切片1-2 min; 切片苏木素复

染、梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树胶

封片, 显微镜观察. 以胞质出现棕黄色颗粒细

胞为阳性细胞, 随机观察5个高倍视野, 根据其

中阳性细胞的比率和染色深度分别进行评估, 
最后综合评定. (1)阳性细胞的比率评分: 0分为

阳性细胞数占总细胞数<10%, 1分为阳性细胞

数占总细胞数10%-25%, 2分为阳性细胞数占

总细胞数26%-50%, 3分为阳性细胞数占总细

胞数51%-75%, 4分为阳性细胞数占总细胞数

>75%%; (2)染色深度评分: 0分为无染色, 1分为

淡黄色, 3分为黄色至棕黄色, 2分为染色强度介
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■研发前沿
随着对细胞自噬
的分子机制的深
入研究, 自噬在疾
病中的作用引起
了广泛的重视. 最
近的研究表明自
噬活性的异常与
AP关系密切 ,  已
成为目前探讨AP
发生发展研究的
新靶点.
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于1分与3分之间; (3)总积分 = 阳性细胞比率评

分+染色强度评分.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 使用

SPSS15.0统计软件, 多组间比较采用方差分析

(A N O VA), 实验组与对照组比较采用最小显

著差法(LSD), 实验组之间比较采用t检验, 以
P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 AMY、TNF-α表达水平 ANP组各时间点

AMY及TNF-α水平均较SO组显著升高(P <0.05, 
表1). 
2.2 胰腺病理学改变 SO组光镜下大鼠胰腺组织

基本正常, 各亚组之间无明显差异性. ANP组可

见胰腺腺泡水肿及腺泡结构破坏、消失, 叶间

隔、小叶间隔及腺泡间隔显著增宽, 腺泡细胞

呈不同程度变性坏死, 周围出血, 随着时间的延

长, 病变呈进行性加重. 
2.3 LC3和Beclin1的表达 LC3阳性表达见于细胞

质, 细胞核中未见表达. SO组各时间点大鼠胰腺

细胞胞质见少量LC3阳性细胞. 在ANP组中, 制
模3 h后腺泡细胞胞质中LC3阳性细胞增多,并持

续增高, 在6、12 h呈强表达, 胞质棕褐色, 着色

加深, 胰岛细胞的表达多于腺泡细胞(图1). SO组

各时间点腺泡细胞内LC3阳性表达无明显差别, 
ANP组比SO组各相应时间点胰腺LC3阳性细胞

表达增加, 差异具有统计学意义(P <0.05); ANP组
各时间点比较, 6 h组比3 h组胰腺LC3阳性细胞

表达增加, 12 h比6 h阳性细胞增多, 差异具有统

计学意义(P <0.05, 表2). 
Beclin1阳性表达主要见于细胞质, 正常胰

腺Beclin1阳性细胞低表达, 在ANP各组胰腺腺

泡细胞有阳性表达, 其中, 在ANP 12 h呈强表达

(图2), ANP组与SO组比较, 腺泡细胞LC3和Be-
clin1阳性在各时间点表达有明显增加, ANP组各

时间点比较, Beclin1阳性细胞表达有明显差别, 
差异具有统计学意义(P <0.05, 表2).

3  讨论

自噬是细胞利用溶酶体降解自身受损的细胞器

■相关报道
研 究 表 明 ,  在 雨
蛙 肽 诱 导 的 A P
中 ,  胰 腺 组 织 中
Beclin1的表达增
加且与自噬空泡
变化一致, 提示自
噬被激活且参与
腺泡细胞的自噬
空泡的形成.

图  1  SABC免疫组织化学检测大鼠胰腺组织不同时间点LC3的表达变化(×400). A: SO组; B: ANP 3 h; C: ANP 6 h; D: ANP 

12 h.

A B

C D

表  1  各组大鼠不同时间点血浆AMY、TNF-α表达水平

     
分组    AMY(U/L)     TNF-a(μg/L)

SO

    3 h 1 447±355   56.14±7.69

    6 h 1 513±333   57.13±11.30

    12 h 1 539±231   58.60±9.54

ANP

    3 h 4 936±1 207a 111.24±21.86a

    6 h 5 464±768ac 107.55±33.05ac

    12 h 6 139±710ace 108.24±24.83ace

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  ANP 3 h; eP<0.05 vs  ANP 6 h.
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和大分子物质的过程, 是真核细胞特有的生命

现象, 主要通过对长寿命蛋白以及细胞器的降解

和再利用, 对细胞进行调节[9]. 现研究表明, 自噬

是细胞生长发育、成熟分化及死亡的重要调控

机制, 又是细胞对不良环境的一种防御机制[10]. 
除此之外, 自噬参与多种疾病的病理过程, 如肿

瘤、神经退行性病变、心脏疾病、病原体感染等

密切相关[11-16]. 随着对细胞自噬的分子机制的深

入研究, 自噬在疾病中的作用引起了广泛的重视.
AP的发病率呈增加趋势. 尽管近年来有关

AP的发病机制和临床诊治有了一定的进展, 但
AP尤其是重症急性胰腺炎(severe acute pancre-
atitis, SAP)依然是临床常见且严重危及患者生

命的急性炎症性疾病. SAP可发展为全身炎症反

应综合征、胰腺坏死进而并发多器官功能障碍, 
导致患者死亡[17,18], 然而目前针对SAP尚无确切

有效的治疗方法. 最近的研究表明自噬活性的

异常与AP关系密切[19-21], 已成为目前探讨AP发
生发展研究的新靶点. 

LC3是哺乳动物细胞中酵母ATG8(Au t7/
Apg8)基因的同源物, 定位于前自噬泡和自噬泡

膜表面, 参与自噬体的形成. LC3有Ⅰ型和Ⅱ型

之分. 未发生自噬时, 细胞内合成的LC3经过加

工, 成为胞质可溶性的Ⅰ型LC3, 常规表达. 当自

体吞噬发生时, Ⅰ型LC3经泛素样加工修饰过程, 
与自噬膜表面的磷脂酰乙醇胺结合, 形成Ⅱ型

LC3. LC3-Ⅱ结合并始终位于胞内自噬体的膜上, 
其含量的多少与自噬泡数量的多少成正比[3,22]. 
因此LC3表达强度与自噬活性密切相关. 最近研

究提示, LC3-Ⅱ在雨蛙肽、酒精等诱导的ANP
时明显增加[23-25]. 本研究结果显示在SO组胰腺

组织中LC3以低表达为主, 在牛黄胆酸钠诱导的

ANP组, LC3的表达在3 h增强且随时间延长表

达增加, 与前述报道相似. SO组胰腺LC3表达水

平显著低于ANP组, 提示在5%牛黄胆酸钠所致

的ANP中, 自噬被激活, 胰腺组织中存在LC3表
达增强, 主要在细胞质中表达, 且6-12 h达到高

峰, 表明在ANP时, 自噬活性增强可能是腺泡细

胞对损伤的一种反应. 

■应用要点
大鼠ANP后胰腺
组 织 B e c l i n 1 和
L C 3 增 多 ,  表 明
ANP后胰腺自噬
活性增强, 其表达
与炎症变化程度
相关, 细胞自噬增
强是可能对损伤
的反应.

表  2  不同时间点大鼠胰腺组织LC3和Beclin1评分

     
分组        LC3     Beclin1

SO

    3 h 0.80±0.84 0.60±0.89

    6 h 1.20±1.30 0.80±0.84

    12 h 0.60±0.89 1.00±0.71

ANP

    3 h 3.4±0.55a 3.20±1.10a

    6 h 4.80±0.84ac 4.60±1.14ac

    12 h 6.20±0.84ace 6.40±0.55ace

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  ANP 3 h; eP<0.05 vs  ANP 6 h.

图  2  SABC免疫组织化学检测大鼠胰腺组织不同时间点Beclin1的表达变化(×400). A: SO组; B: ANP 3 h; C: ANP 6 h; D: 

ANP 12 h.

A B

C D
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Bec l in1是酵母ATG6的同系物, 也是哺乳

动物参与自噬的特异性基因[26], 通过与ClassⅢ 
PI3K形成复合物参与自噬体的形成通过与Class
ⅢPI3K形成复合体, 从而使磷脂酰肌醇磷酸化, 
产生PI3P, 在自噬前体复合物的形成及自噬小

体膜的来源中发挥重要作用[27,28]. 研究表明, 在
雨蛙肽诱导的AP中, 胰腺组织中Beclin1的表达

增加且与自噬空泡变化一致, 提示自噬被激活

且参与腺泡细胞的自噬空泡的形成[24]. 本研究

发现, Beclin1在ANP发生后3 h增加, 在6 h和12 h
持续升高, 与LC3的表达基本一致, 提示自噬在

ANP时被激活, 可能与AP的发生发展有关. 
然而, 在哺乳动物中关于自噬发生的机制仍

然不明确[29], 自噬相关基因Beclin1和LC3在ANP
后上调在其发生中的具体作用亦尚不清楚, 通
过对Atg5基因敲除的老鼠注射雨蛙肽, 建立AP
模型, 发现在Atg5基因敲除的老鼠, 仅表现局部

的轻微炎症, 且胰蛋白酶原的激活有很大的减

少, 故认为在AP早期的胰腺腺泡细胞内, 自噬

通过在胰蛋白酶原激活为胰蛋白酶过程中可能

扮演一个不好的作用[23]. 本次研究我们观察AP
后自噬相关基因Beclin1和LC3表达均增加, 而且

LC3和Beclin1 的表达同ANP发生时间呈一定程

度的相关性, 随着时间的延长, LC3和Beclin1的
表达逐渐升高, 推测激活的LC3和Bec l in1可能

参与AP的早期发生过程. 另外, 通过对AMY、

TNF-α和胰腺的病理学检测, 我们发现, 随着时

间延长, 胰腺的炎症程度和病理改变增加, 与相

关报道一致[30]. 另外, 随着AP的炎症程度增加, 
LC3和Beclin1表达也进一步增加, 故认为ANP后
LC3和Beclin1的升高与AP的炎症程度相关, 推
测ANP早期自噬的激活参与到腺泡细胞的炎症

过程, 但自噬激活如何引起炎症因子的变化有

待于进一步研究. 
总之, LC3与Beclin1在5%牛黄胆酸钠诱导

的ANP胰腺组织中的表达上调, 且升高的程度

与ANP的炎症程度相一致, 提示自噬在ANP早
期被激活, 参与到ANP发生发展过程. 但自噬激

活的具体机制目前尚未完全明确, 随着对自噬

研究的不断深入, 进一步阐明AP后自噬激活的

机制, 明确其在AP发生发展中的作用, 从而为寻

新的治疗靶点提供重要的理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of electroacupunc-

ture at Tsusanli on the regulation of gastrointes-
tinal motility in rats with incomplete intestinal 
obstruction.

METHODS: The 1/2 terminal ileum of rats with 
intestinal obstruction was ligated to generate a 
model of incomplete intestinal obstruction. Rats 
were randomly divided into control group (n = 
10), sham-operated group (n = 10), intestinal ob-
struction group (IO group, n = 10), and intestinal 
obstruction + electroacupuncture group (14 d IO 
+ EA subgroup, n = 10, 21 d IO + EA subgroup, 
n = 10). At 2 hours after the last treatment, 
changes in body weight and myoelectric slow 
wave activity in the ileum were recorded, and 
ileal histomorphological changes were observed 
with the unaided eyes. 

RESULTS: Compared to the control group, rats 
of the IO group showed significant weight loss 
(P < 0.01). However, the body weight increased 
obviously in the IO+EA group compared to 
the IO group (P < 0.01). The amplitude (mV) 
for the myoelectric slow wave in the IO group 
on day 14 was significantly lower than that in 
the control group (0.11 ± 0.03 vs 0.35 ± 0.06, P 
< 0.01), and the coefficient of variation (CV) of 
the mean frequency (%) and amplitude (%) was 
significantly higher in the IO group than in the 
control and sham-operated groups (27.71 ± 10.54 
vs 14.08 ± 4.22, 22.00 ± 6.24; 75.54 ± 8.59 vs 15.84 
± 1.49, 20.67 ± 7.57, all P < 0.01). After 14 days 
of electroacupuncture, the mean frequency for 
the myoelectric slow wave in the ileum in the IO 
+ EA group was significantly higher than that 
in the IO group (33.18 ± 2.56 vs 24.01 ± 0.92, P < 
0.01). Compared to the IO group, the mean am-
plitude (mV) in the IO + EA group remarkably 
increased on day 5 (0.25 ± 0.09 vs 0.11 ± 0.03, P 
< 0.05). The CV of frequency (%) in the IO + EA 
group was significantly lower than that in the 
IO group (17.02 ± 3.62 vs 27.71 ± 10.54, P < 0.05). 
The CV of amplitude (%) in the IO + EA group 
was significantly lower than that in the IO group 
(58.39 ± 9.56 vs 75.54 ± 8.59, P < 0.01). After 21 
days of electroacupuncture, the mean frequency 
in the ileum in the IO + EA group significantly 
increased compared to the IO group (40.55 ± 5.29 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肠梗阻会导致肠
道平滑肌运动紊
乱, 动物实验及临
床实践都已证实
针刺穴位联合电
刺激对胃肠运动
功能具有调理作
用, 但作用机制至
今尚未完全阐明.

■同行评议者
刘凤斌, 教授, 广
州中医药大学第
一附属医院消化
内科



vs 33.18 ± 2.56, P < 0.01). Compared to the IO 
group, the CV of amplitude (%) in the IO + EA 
group was significantly lower (44.00 ± 11.61 vs 
58.39 ± 9.56, P < 0.05).

CONCLUSION: A rat model of incomplete intes-
tinal obstruction could be generated by ligating 
the 1/2 terminal ileum of rats with intestinal ob-
struction. Electroacupuncture at Tsusanli exerts 
a therapeutic effect against incomplete intestinal 
obstruction by regulating intestinal myoelectric 
activity.

Key Words: Electroacupuncture; Tsusanli; Incom-
plete intestinal obstruction; Intestinal myoelectric 
activity; Slow wave; Experimental treatment

Yang Z, Li K, Yuan ML, Wang C, Bo L, Qiu YB, Peng MF, 
Zhu XY, Zhang L. Effect of electroacupuncture at Tsusanli 
on intestinal myoelectric activity in rats with incomplete 
intestinal obstruction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(12): 1237-1243

摘要
目的: 探讨电针足三里穴对肠梗阻大鼠小肠
肌电活动的影响.

方法: 采用非贯穿肠管的方式, 末端回肠套环
建立不完全性肠梗阻大鼠模型, 将大鼠随机分
为: 空白对照组(n  = 10)、假手术组(n  = 10)、
肠梗阻组(IO组, n  = 10)、肠梗阻+电针组(14 
d IO+EA组, n  = 10, 21 d IO+EA组, n  = 10). 造
模成功后空白对照组、假手术组、IO组均未
给予电针治疗措施, IO+EA组连续给予电针14 
d、21 d电针治疗措施. 最后1次电针后2 h, 分
别测体质量后打开腹腔, 肉眼观察回肠组织形
态学的改变, BL-420F生物机能实验系统测定
回肠肌电.

结果: IO组大鼠体质量较空白对照组和假手
术组显著降低(P <0.01), IO+EA组大鼠体质
量较IO组显著升高(P <0.01). 回肠肌电慢波
活动改变情况: 14 d IO组振幅(mV)低于空白
对照组(0.11±0.03 vs  0.35±0.06, P <0.01), 且
频率(%)、振幅(%)变异系数均明显高于空
白对照组和假手术组(27.71±10.54 vs  14.08
±4.22, 22.00±6.24; 75.54±8.59 vs  15.84±
1.49, 20.67±7.57, 均P <0.01); 电针实验治疗
I O+E A组大鼠14 d后, 梗阻段平均频率(次
/min)均较IO组增加(33.18±2.56 vs  24.01±
0.92, P <0.01); 平均振幅(mV)增大(0.25±0.09 
vs  0.11±0.03, P <0.05); 频率变异系数(%)减少
(17.02±3.62 vs  27.71±10.54, P <0.05); 振幅变
异系数(%)减少(58.39±9.56 vs  75.54±8.59, 
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P <0.01); 电针实验治疗21 d后, 梗阻段平均频
率(次/min)均较IO组增加(40.55±5.29 vs  33.18
±2.56, P <0.01), 振幅变异系数(%)减少(44.00
±11.61 vs  58.39±9.56, P <0.05). 

结论: 采用非贯穿肠管的方式能有效建立不
完全性小肠梗阻模型; 电针足三里穴通过调
节肠肌电, 对大鼠不完全性肠梗阻实验性治
疗有一定的效果, 在一定程度上对肠梗阻大
鼠的胃肠动力有较好的调节作用.

关键词: 电针; 足三里; 不完全性肠梗阻; 小肠肌电

活动; 慢波; 实验治疗

杨拯, 李昆, 袁梦郎, 王超, 柏玲, 邱有波, 彭梅芳, 朱晓艳, 张林. 
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0  引言

不完全性肠梗阻是肠内容物在肠道中通过而受

阻的一种疾病, 是临床常见的急腹症之一. 近年

来发病率逐年升高, 其中部分发生在医疗诊治

过程中, 或是因某些医疗行为而加重. 肠管发

生梗阻, 不仅可引起肠管本身结构和功能的改

变, 并可导致全身性生理功能紊乱, 严重时甚至

发生全身炎症反应综合征(systemic inflamma-
tory response syndrome, SIRS)和多器官功能障

碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome, 
MODS)而危及生命[1,2]. 由于不完全性肠梗阻手

术风险大、并发症多, 特别在多次腹部手术以

及肠排列手术后的患者, 难免复发, 故在非绞窄

性肠梗阻治疗时以非手术方法为主[3]. 近年来, 
电针因其符合简便、快捷、高效、安全的要求, 
避免药物所致不良反应, 减少消化系的负担等

方面具有重要的调节作用而受到重视[4-6], 且在

临床治疗胃肠动力紊乱已取得一定疗效[7,8], 但
是其基础研究尤其是促胃肠动力机制研究仍显

不足. 由于目前缺乏对电针深入的基础研究, 在
临床胃肠动力障碍治疗上无大样本、可靠的、

随机对照的试验报告. 用针刺穴位联合电刺激

对不完全性肠梗阻的非手术治疗方法, 目前国

内鲜见类似报道. 因此, 有必要对其促进胃肠动

力作用的物质基础及作用机制进行深入研究. 
基于上述理论和设想, 为了进一步探讨电针对

大鼠不完全性肠梗阻肠功能的调节作用. 本研

究采用电针足三里对大鼠不完全性肠梗阻模型

进行实验性治疗, 对不同肠段回肠肌电进行分
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■研发前沿
随着近年来肠神
经系统及穴位研
究的深入, 对电针
作用机制的研究
已渗透到整个消
化系统, 探讨电针
对胃肠道功能障
碍的影响已成为
一新的研究热点.
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析, 观察其对大鼠不完全性肠梗阻肠组织形态

学的影响, 以探讨其治疗效果, 希望能为临床治

疗肠梗阻提供新的思路和途径, 也为电针在胃

肠动力方面的临床应用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级Sprague-Dawley大鼠, 雌雄不分, 
体质量180 g±10 g, 由中国人民解放军第三军医

大学大坪医院野战外科研究所医学实验动物中

心提供, 许可证号: SCXK(渝)2007-0005. 在诱发

肠梗阻前1 wk大鼠一般情况及活动、进食、大

便质地如常. 饲料为消毒的标准颗粒, 饮水为自

来水. 9 g/L氯化钠注射液(NS), 安徽双鹤药业有

限责任公司, 批号1001021E; 戊巴比妥钠(德国进

口分装), 北京化学试剂公司, 批号090205; 注射

用青霉素钠, 石药集团中诺药业(石家庄)有限公

司产品, 批号09119209; BL-420F生物机能实验

系统(成都泰盟科技有限公司); HANS-100A韩氏

治疗仪(联创科技(集团)南京济生医疗科技有限

公司); 自制银丝电极, 长5 mm, 直径0.1 mm; 剪
取长度为1 cm的一次性使用乳胶胆管引流管(24
型T管, 江苏南通安琪医疗用品有限公司, 批号

20100904)作为套环.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: SD大鼠60只, 随机均分成正

常组(空白对照组, n  = 12)、假手术组(n  = 12)、
肠梗阻组(IO组, n  = 12)、肠梗阻+电针组(14 d 
IO+EA组, n  = 12, 21 d IO+EA组, n  = 12). 空白对

照组不给予任何处理措施, 其余组动物实验前禁

食24 h, 自由饮水, 以1.5%戊巴比妥钠按照2 mL/
kg进行腹腔注射麻醉. 麻醉后将大鼠仰卧固定于

手术板上, 腹部剪毛, 经碘伏消毒皮肤, 铺无菌纱

布. 在大鼠尿道外口沿腹白线左侧1-2 mm向上2 
cm处作长度为1 cm的无菌皮切口, 逐层解剖打开

腹腔, 于回盲部5-7 cm处, 将回肠拉出. 假手术组

将肠拉出用1 cm套环穿过肠系膜套在回肠上后

取下套环将回肠放回腹腔; IO组和IO+EA组于手

术部位用1 cm套环穿过肠系膜套在回肠上, 并将

套环缺口处缝合2针, 再将其放回腹腔, 其间为防

止肠粘连可用棉签蘸取少量温生理盐水涂在肠

管表面. 术后用鼠笼单独清洁饲养, 前2 d禁食, 饮
水少量, 每日注射1次青霉素(1 mL), 补充2次葡

萄糖生理盐水(每次2.5 mL). 于第3天开始, 每日

喂食5-10 g, 少量多次, 喂水足量, 28 d后打开腹

腔, 取出套环, 开始干预治疗. 
1.2.2 动物治疗: 大鼠造模成功后, IO组剩余10只

(中途死亡2只), 14 d IO+EA组剩余10只(中途死

亡2只), 21 d IO+EA组剩余10只(中途死亡2只). 
其后2 d禁食, 1 d禁水, 每日1次注射1 mL青霉素, 
补充2次葡萄糖生理盐水(2.5 mL/次). 于清醒安

静情况下, 用1寸毫针针刺IO+EA组双侧足三里

穴位. 足三里穴定位于大鼠后肢小腿背外侧上

1/5折点处, 约于腓骨小头下0.3 cm胫骨嵴后0.1 
cm, 直刺0.5 cm. 将针柄分别连接至HANS-100A
韩氏治疗仪的电极上, 以大鼠下肢肌肉轻微颤

动为度, 每次治疗15 min. 分别连续电针14、21 
d. 期间每天正常喂食喂水, 称体质量1次, 并持

续观察动物一般情况及粪便性状. 
1.2.3 在体回肠肌电测定: 分别于第42天、第49
天, 最后1次电针后2 h以1.5%戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉(2 mL/kg), 备皮、消毒后于造模开口

部位打开腹腔, 分别在距回盲部10、6、2 cm回

肠处平行安置一对银丝电极, 两电极相距约0.5 
cm, 电极的一端固定于肠壁浆肌层内, 参考电极

夹于皮下, 石蜡绝缘纱布覆盖腹腔, 另一端经导

线引出经生物电放大器引入到BL-420F生物机

能实验系统. 10 min后开始记录慢波, 灵敏度选

择: 扫描速度设为1.00 s/div, 电增益为2 mV, 时
间常数3 s, 高频滤波20 Hz, 连续记录30 min. 改
良Tomita法[9]将每只大鼠肌电的记录结果1 min
作为1个时间段, 每个数据样本剪接基线平稳的

波形, 随机截取10个时间段, 对所比较分析的波

形取相同的下限, 分别计算每只大鼠肌电的频

率和振幅的均值、标准差及变异系数, 再取各

组均值、标准差及变异系数进行比较. 慢波频

率变异系数(%) = 慢波频率标准差/慢波频率均

值×100%, 慢波振幅变异系数(%) = 慢波振幅标

准差/慢波振幅均值×100%.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 

由S P S S17.0统计软件包分析处理数据, 各组

间数据统计学差异进行单因素方差分析(One-
way ANOVA), 先用Levene方法进行方差齐性

检验, 若样本所来自总体符合方差齐性要求, 则
对其进行方差分析, P <0.05为差异有统计学意

义, P <0.01为差异有显著性统计学意义. 再用 
Student-Newman-Keuls(SNK)法对各组数据进行

两两比较. 若样本所来自总体的方差不齐, 采用

非参数检验(Kruskal-Wallis检验), 若差别具有统

计学意义, 则对数据进行秩变换分析, 进行各组

间两两比较.

2  结果

2.1 大鼠体质量、粪便性状和肉眼组织形态学

■相关报道
Chang等研究表明
回肠不完全性梗
阻小鼠的梗阻近
段肠慢波减少、
振幅降低, 均提示
慢波异常与肠运
动功能障碍有关.
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的改变 在造模期间, IO组和IO+EA组大鼠活动

减少, 大多数反应迟钝, 饮食量减少, 便秘甚至

出现排便困难, 少部分精神萎靡. 套环后第7天
体质量下降明显, 较空白对照组和假手术组显

著降低(P <0.01), 套环10 d后IO组、14 d IO+EA
组和21 d IO+EA组分别死亡2只, 剖析死亡原因, 
观察到大鼠胃潴留明显, 肠壁充血肿胀明显, 部
分肠粘连, 肠系膜血管网充血明显. 取下套环给

予治疗措施后, 部分IO+EA组大鼠能正常饮食, 
大部分大鼠精神恢复, 排稀便. 各时间点打开大

鼠腹腔, 肉眼观察到回肠梗阻部病变均有明显

改善. IO+EA组大鼠在电针14 d后可见部分肠管

扩张, 轻度胃潴留, 肠系膜血管网清晰, 肠腔内

可见少量颗粒状粪便和部分黄色黏液样稀便, 21 
d后上述症状明显改善. 假手术组部分出现轻度

肠粘连, 空白对照组无上述明显症状改变. 
2.2 回肠肌电测定 分别测定每只大鼠造模的

上、中、下三段的回肠肌电变化(表1). 发现14 d 
IO组(图1-3C)平均频率低于空白对照组(图1-3A, 
P >0.05), 振幅明显低于空白对照组(P <0.01), 且
变异系数均明显高于空白对照组和假手术组(图
1-3B, P <0.01). 用电针实验治疗IO+EA组大鼠14 
d后, 梗阻段慢波出现少数切迹的正弦波样曲线

(图2D), 平均频率、振幅较IO组(图2C)均明显

增大(P <0.01), 频率、振幅变异系数均减少, 但

振幅变异更明显(P <0.01); 分别对其上、下段测

定, 观察到上段肠段平均频率、振幅较IO组(图
1C)均增大(P <0.01), 频率、振幅变异系数均减

少(P <0.01); 下段肠段平均频率、振幅较IO组(图
3C)也增大(P <0.01), 但频率、振幅变异系数均

增加. 治疗21 d后梗阻段平均频率、振幅较14 d 
IO+EA组均增大, 频率明显增加(P <0.01)、振幅

变异系数明显减少(P <0.01), 且表现为规则的近

似正弦波样曲线(图2E); 并对其上、下段进行测

定, 观察到上段肠段(图1E)平均频率较IO组增

加, 平均振幅较IO组略微减少(P >0.05), 频率、

振幅变异系数均明显减少(P <0.01); 下段肠段

(图3E)平均振幅较14 d IO+EA组无明显变化, 但
平均频率明显增加(P <0.01), 振幅变异系数减少

(P <0.05), 频率变异系数保持稳定(P >0.05)(快波

的干扰较大, 因此未对其分析). 

3  讨论

既往建立不完全性肠梗阻动物模型常常采用肠

壁部分缝合或丝线结扎肠管, 不仅不容易控制

每次操作的结扎程度, 造成不同动物个体之间

梗阻程度差异较大, 而且对肠壁造成直接创伤

或丝线移位, 从而影响实验结果. 因此我们采用

大鼠末端回肠套环, 非贯穿肠管的方式建立不

完全性小肠机械性梗阻模型, 防止造成肠壁过

■创新盘点
本实验采用大鼠
末端回肠套环, 非
贯穿肠管的方式
成功建立不完全
性小肠机械性梗
阻模型后, 给予足
三里穴电针治疗, 
观察电针足三里
穴促进不完全性
肠梗阻大鼠在体
回肠肌电恢复的
作用, 并对其作用
机制进行了初步
探讨.

表  1  电针足三里不同治疗时间对肠梗阻大鼠各段回肠肌电影响的测定 (mean±SD, n  = 10)

     
分组 频率(次/min) 频率变异系数(%) 振幅(mV) 振幅变异系数(%)

梗阻上段

    空白对照组 30.75±3.30    8.54±2.23 0.26±0.02    8.54±3.62

    假手术组 25.09±3.48  18.00±7.21f 0.28±0.21    8.00±7.55

    14 d IO组 24.95±1.76  41.99±3.55fh 0.17±0.02  62.38±2.44fh

    14 d IO+EA组 32.76±3.23ag  28.50±3.56bfh 0.42±0.14be  34.89±6.15bfh

    21 d IO+EA组 36.81±6.59eh  19.14±4.13df 0.38±0.08  24.21±8.17df

梗阻段

    空白对照组 27.33±4.62  14.08±4.22 0.35±0.06  15.84±1.49

    假手术组 19.90±2.56e  22.00±6.24 0.21±0.02  20.67±7.57

    14 d IO组 24.01±0.92  27.71±10.54f 0.11±0.03f  75.54±8.59fh

    14 d IO+EA组 33.18±2.56beh  17.02±3.62a 0.25±0.09a  58.39±9.56bfh

    21 d IO+EA组 40.55±5.29dfh  12.13±5.64g 0.27±0.11  44.00±11.61cfh

梗阻下段

    空白对照组 24.00±1.73    7.96±1.79 0.28±0.10   36.84±2.56

    假手术组 23.01±0.39    6.67±6.35 0.24±0.07  16.00±6.25fh

    14 d IO组 23.06±2.58  24.43±3.79fh 0.14±0.02  60.46±3.10fh

    14 d IO+EA组 33.14±5.10ag  24.52±2.84fh 0.37±0.07b  62.46±11.10fh

    21 d IO+EA组 44.21±8.83dfh  21.35±5.90fh 0.36±0.12  46.80±16.45ch

aP<0.05, bP<0.01 vs  14 d IO组; cP<0.05, dP<0.01 vs  14 d IO+EA组; eP<0.05, fP<0.01 vs  空白对照组; gP<0.05, hP<0.01 vs  假手术组.
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度损伤和机体不会出现对医用套环的过敏性. 
经过上述方法处理后, 可以观察到肠梗阻后大

鼠精神不振, 饮食量减少, 大便减少, 体质量减

轻. 剖检后, 观察到大鼠梗阻部位以上胃潴留明

显, 小肠肠腔扩张、癖血, 蠕动减慢或消失, 颜
色变暗, 梗阻部位以下肠管瘪陷、空虚或仅有

少量内容物. 且对其进行肌电慢波的测定, 我们

发现, 肠梗阻后回肠慢波频率和振幅均低于正

常组, 且其变异系数均明显高于正常组, 说明该

肠梗阻模型在一般情况、组织形态学和肠肌电

等病理、生理方面满足不完全性肠梗阻的基本

表现, 同Chang等[10]的研究结果相同, 且与人类

不完全机械性肠梗阻亦有相似之处, 可作为进

一步研究不完全性肠梗阻的手段[11]. 
小肠是维持人体正常生理活动的重要器

官, 同时也是人体内最大的细菌及内毒素的储

存库. 肠梗阻后, 由于受细菌移位、肠道机会性

感染、肠动力性能改变等因素的影响[12,13], 肠道

的运动、吸收及分泌功能, 伴随肌电均发生改

变. 近年来的研究认为, 肠肌电活动可作为反映

肠功能的一项客观电生理指标, 主要表现为慢

波和动作电位两种电活动[14,15]. 动作电位产生于

慢波之上, 与平滑肌收缩相一致, 是产生推进性

收缩的主要始动因素[16], 但动作电位易受肠神经

系统、肠道激素及肽类物质调控等多种因素的

影响, 受到的干扰较大, 因此我们对慢波进行了

分析. 慢波是相对规律的一种周期性电活动, 是
肠平滑肌动作电位的基础. Shafik等[14]发现肠易

激综合征患者肠慢波节律不规整, 变异性增加; 
Chang等[10]研究表明回肠不完全性梗阻小鼠的

梗阻近段肠慢波减少、振幅降低, 均提示慢波

异常与肠运动功能障碍有关. 
动物实验及临床实践都已证实, 针刺穴位

联合电刺激对消化系的运动、分泌功能具有调

理作用, 且其对胃肠道的调控是双相性的, 对正

常状态下的小肠不明显而对于病理状态下的小

肠更为明显, 但作用机制至今尚未完全阐明[17-19]. 
我们取下套环给予足三里穴电针治疗后, 部分

梗阻组大鼠能正常饮食, 大部分大鼠精神恢复, 
排稀便. 各时间点打开大鼠腹腔, 肉眼观察到回

肠梗阻部病变均有明显改善, 对其进行肌电慢

波的测定, 结果发现, 电针足三里穴可以在一定

程度上良性改变回肠梗阻大鼠的慢波频率、振

幅及变异系数. 治疗14 d后慢波呈双峰型, 部分

有切迹, 且波形较不稳定, 但平均频率、振幅均

有改善. 21 d后慢波表现为规则的近似正弦波样

曲线, 平均频率、振幅均得到明显改善. 我们应

用变异系数这一参数来反映同结段不同组别频

率和振幅的差异, 用于衡量不同组别回肠慢波

节律的稳定性, 结果发现经电针治疗后, IO+EA

■应用要点
电针能改善肠梗
阻后形态学异常
的结构变化, 改善
由于肠肌电紊乱
的运动功能障碍, 
治疗肠梗阻具有
良好疗效. 本实验
为电针治疗不完
全性肠梗阻的研
究提供新的思路
和方法, 开拓新的
研究领域, 为肠梗
阻的治疗积累基
础研究资料, 并将
为临床应用提供
证据. 

图  1  梗阻上段回肠平滑肌电活动情况. A: 空白对照组; B: 

假手术组; C: 14 d IO组; D: 14 d IO+EA组; E: 21 d IO+EA组.
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图  2  梗阻中段回肠平滑肌电活动情况. A: 空白对照组; B: 

假手术组; C: 14 d IO组; D: 14 d IO+EA组; E: 21 d IO+EA组.
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图  3  梗阻下段回肠平滑肌电活动情况. A: 空白对照组; B: 

假手术组; C: 14 d IO组; D: 14 d IO+EA组; E: 21 d IO+EA组.
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组回肠慢波频率及振幅的变异系数均显著低于

IO组, 表明电针能逐渐改善梗阻大鼠的肠慢波

节律紊乱. 慢波频率、振幅异常可能是导致肠

蠕动减慢的重要因素, 电针可恢复肠梗阻大鼠

异常的肠慢波频率和振幅, 这可能是电针治疗

肠梗阻的重要机制之一. 
慢性不完全性肠道梗阻, 还可能导致肠神

经系统的损坏[20,21], 使得在慢波基础上产生的动

作电位振幅和频率受到影响, 阻碍了肠道平滑

肌的收缩[22]. 针刺穴位联合电刺激通过生理、

生化途径, 调整肠梗阻后神经系统、内分泌系

统的平衡, 改善小肠平滑肌电生理状态, 从而最

终能调整小肠运动, 达到治疗肠梗阻等一系列

胃肠疾病[23]. 鉴于肠道神经支配及运动调节的

特点, 植物神经系统可能在调节小肠运动中发

挥了重要作用[24]. 而本实验中电针效应出现较

快也提示其通过神经途经发挥效应的可能性较

大. 随着近年来肠神经系统及穴位研究的深入, 
对电针作用机制的研究已渗透到整个消化系

统, 探讨电针对胃肠道功能障碍的影响已成为

一新的研究热点, 也对术后胃肠无力、胃瘫、

术后早期炎性肠梗阻等适应证的治疗提供了基

础[25,26], 并不断为电针的作用机制增添新的内容. 
针刺穴位联合电刺激具体怎样通过神经体液机

制发挥对胃肠道的调控作用尚有待探索、研究. 
总之, 本实验成功建立了大鼠不完全性肠梗

阻的动物模型, 并对其进行实验性治疗, 表明电

针足三里穴能够改善肠梗阻时形态学异常的结

构变化, 并通过调节肠肌电, 促进回肠功能恢复. 
以上提示电针能有效治疗大鼠不完全性肠梗阻

后肠运动功能障碍, 但是可能还有其他的生物学

效应, 未能在本实验中得到充分的验证, 因此有

待今后更加深入地研究来逐步阐明. 相信随着对

电针及穴位研究的不断深入和拓展, 将有可能为

肠梗阻等胃肠疾病的治疗开辟新途径. 
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Abstract
AIM: To explore whether there is a synergistic 
effect between evodiamine (EVO) and RO3306, 
a specific cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) 
inhibitor, on the proliferation and apoptosis of 

murine colon cancer CT26 cells.

METHODS: The inhibitory effect of EVO on the 
proliferation of CT26 cells was determined by 
MTT assay to calculate IC50 at 24 h and the time 
required for the induction of irreversible apop-
tosis. The inhibitory effect of combination treat-
ment with EVO and RO3306 either in a simul-
taneous or sequential way (pretreatment with 
EVO for 24 h followed by addition of RO3306 
for another 6 h) on cell proliferation was also de-
tected. CT26 cells were divided into six groups: 
control group, 2 mg/L EVO group, 4 mg/L EVO 
group, 15 mg/L RO3306 group, 2 mg/L EVO + 
15 mg/L RO3306 group, and 4 mg/L EVO + 15 
mg/L RO3306 group. Colony-forming assay and 
flow cytometry (FCM) assay were used to detect 
the effect of these treatments on cell prolifera-
tion and apoptosis. q-value analysis was used to 
estimate the synergistic effect of evodiamine and 
RO3306. A q value of ≥1.15 indicates synergism.

RESULTS: Treatment with EVO alone for 24 h 
had a significant inhibitory effect on CT26 cell 
proliferation, and IC50 was around 10.8 mg/L. 
The time required for the induction of irrevers-
ible apoptosis was 24 h. Combination treatment 
with EVO and RO3306 in a sequential way re-
sulted in the rates of reduced proliferation of 
22.0 ± 4.4%, 30.4 ± 3.2%, 12.3 ± 4.8%, 48.0 ± 3.2%, 
and 62.2±2.2% in each treatment group. The q 
values of the two sequential treatment groups 
were 1.52 and 1.60, while those of simultaneous 
treatment groups were 0.68 and 0.72, respective-
ly. Colony-forming assay showed the reduced 
rates of colony formation were 9.7 ± 5.8%, 38.9 ± 
3.8%, 10.8 ± 3.7%, 29.8 ± 10.7%, and 68.3 ± 12.7% 
in each treatment group. The q values of the two 
sequential treatment groups were 1.41 and 1.47. 
FCM assay showed that the apoptotic rates were 
5.5±1.1%, 18.3 ± 1.9%, 25.6 ± 1.5%, 9.2 ± 1.1%, 
39.1 ± 9.8%, and 54.6 ± 1.2% in each group (q > 
1.15).

CONCLUSION: The time required for induction 
of irreversible apoptosis of CT26 cells by EVO is 

®

■背景资料
吴茱萸碱是中药
吴茱萸的有效成
分之一, 近年研究
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多种恶性肿瘤细
胞具有较强的体
外杀伤和诱导凋
亡作用, 且起效浓
度较低, 具有一定
临床应用前景.
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around 24 h and the inhibitory effect was dose-
dependent. EVO exhibited a significant syner-
gistic inhibitory effect with RO3306 on CT26 cell 
proliferation in a sequential treatment regime 
but not in a simultaneous treatment manner.

Key Words: Evodiamine; CDK1 inhibitor; Apoptosis; 
Mitotic arrest; Mitotic slippage

Cui J, Wu YY, Tan YH, Zhang GX, Du BY, Chang JR. 
Synergistic killing effect of evodiamine combined with 
RO3306, a CDK1 inhibitor, on murine colon cancer CT26 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1244-1250

摘要
目的: 探讨吴茱萸碱(EVO)联合CDK1的特异
抑制剂RO3306对鼠结肠癌细胞CT26的生长
抑制、诱导凋亡是否有协同增效作用.

方法: 采用MTT法求出EVO对CT26作用24 h
的IC50及诱导CT26细胞发生不可逆凋亡的时
间点, 比较EVO和RO3306同时用药与序贯用
药(EVO先作用24 h, 再加入RO3306共同作
用6 h)对CT26细胞的抑制作用. 采用金正均q
值法检验其联合作用是否有协同性(q 为实际
药效与理论药效比值, q >1.15为协同性). 同
时用药实验与序贯用药实验的分组情况均为
对照组、2 mg/L EVO组, 4 mg/L EVO组, 15 
mg/L RO3306组(加药时间同相应联合组), 2 
mg/L EVO+15 mg/L RO3306联合组, 4 mg/L 
EVO+15 mg/L RO3306联合组. 采用克隆集落
形成法检测药物单独和联合作用下对CT26细
胞的抑制率. 采用流式细胞术检测药物作用对
CT26凋亡率的影响.

结果: M T T法结果显示E V O对结肠癌细胞
CT26具有显著抑制作用, 其抑制作用有明显
的浓度依赖性, 作用24 h的IC50为10.8 mg/L; 
E V O诱导C T26细胞进入不可逆凋亡的时
间点在24 h左右. MTT检测EVO和RO3306
序贯用药的各组抑制率依次分别是22.0%
±4.4%、30.4%±3.2%、12.3%±4.8%、

48.0%±3.2%、62.2%±2.2%(序贯用药联
合组q  = 1.52, 1.60>1.15, 同时加药联合组q  
= 0.68, 0.72). 克隆集落形成法显示相应各组
的抑制率依次分别是9.7%±5.8%、38.9%±

3.8%, 10.8%±3.7%, 29.8%±10.7%, 68.3%±

12.7%(q >1.15). 流式细胞术显示各组细胞凋
亡率依次分别是5.5%±1.1%, 18.3%±1.9%, 
25.6%±1.5%, 9.2%±1.1%, 39.1%±9.8%, 
54.6%±1.2%(q >1.15).

结论: EVO能抑制鼠结肠癌细胞CT26的生长, 

其作用呈剂量依赖关系, EVO诱导CT26发生
不可逆凋亡的时间点约在24 h左右; EVO联合
CDK1抑制剂RO3306并序贯用药对CT26的抑
制作用具有协同增效效应, 同时加药联合作
用未显示协同性.

关键词: 吴茱萸碱; CDK1抑制剂; 细胞凋亡; M期阻

滞; M期滑移
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0  引言

结肠癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, 随着生

活生平的不断提高, 结肠癌发病率有不断上升

的趋势. 结肠癌治疗目前仍以手术治疗为主, 但
患者术后生活质量差, 复发和转移率高[1-4]. 大量

的研究表明, 中医药或中西医结合能提高恶性

肿瘤疗效, 同时能减轻放化疗的不良反应. 中药

的某些有效成分能有效地抑制肿瘤细胞生长[5-8]. 
吴茱萸碱(evodiamine, EVO)为中药吴茱萸的一

种有效成分[9-13]. 近年来不少研究发现, EVO对

多种恶性肿瘤细胞具有较强的体外杀伤和诱导

凋亡作用[14-17], 且起效浓度较低, 具有一定临床

应用前景[18-20], 本研究组前期研究表明, EVO能

使细胞阻滞于G2/M期, 可能诱导M期阻滞(M-
arrest)[21-25]. 最近有研究发现, 对药物诱导下已发

生M期阻滞的细胞, 通过加入CDK1抑制剂以诱

导其发生M期滑移(M-slippage), 可大大提高肿

瘤细胞的凋亡率, 也就是说相继诱导M期阻滞

与M期滑移的两种药物可能具有协同性诱导凋

亡效应[26-30]. RO3306, 喹啉噻唑啉酮(quinolinyl 
thiazolinone)的一种衍生物, 是CDK1的特异抑制

剂[31-33], 本研究把EVO和RO3306联合且序贯用

药, 探讨其能否能协同诱导肿瘤细胞凋亡, 增强

EVO对肿瘤细胞的杀伤力. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠结肠癌细胞株CT26购自ATCC; 
RPMI 1640和2.5 g/L含EDTA的胰酶购自Gibco
公司; 小牛和胎牛血清购自PAA公司, 青、链霉

素溶液购自杭州吉诺生物技术有限公司; MTT
和二甲基亚砜(D M S O)均为S i g m a公司产品; 
Giemsa购自北京鼎国生物技术公司; EVO(批
号: 046K1230)和RO3306(批号: L24795)购自 
Sigma公司; 碘化丙啶(propidium iodide, PI, 批

■相关报道
Tao等最近研究发
现, 对药物诱导下
已发生M期阻滞
的细胞, 通过加入
CDK1抑制剂以诱
导其发生M期滑
移, 可大大提高肿
瘤细胞的凋亡率, 
也就是说相继诱
导 M 期 阻 滞 与 M
期滑移的两种药
物可能具有协同
性诱导凋亡效应.
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号: 6155K)购自MP Biomedicals. 荧光倒置显微

镜产自Olympus公司; Bio-Rad 680型全自动酶标

仪为美国Bio-Rad公司产品; 流式细胞仪为美国

Becton Dickinson公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 肿瘤细胞株按常规方法培养传

代, 均培养于RPMI 1640(高糖), 另补充100 mL/L
灭活胎牛血清, 2 µmol/L谷氨酰胺, 1.5 g的碳酸

氢钠, 1%的青、链霉素溶液. 
1.2.2 MTT法检测EVO对CT26杀伤作用的量效

关系及其诱导不可逆凋亡的时间转折点: 取对

数生长期细胞, 按5×103个细胞/孔接种于96孔
板培养, 置37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱培养, 待
细胞贴壁后, 加入不同浓度的EVO, 同时设阴

性对照组、 空白对照组, 每组均设8个复孔. 培
养24 h后, 每孔加100 µL MTT(5 g/L无血清培养

液, pH7.2), 再培养4 h, 弃上清, 每孔加入150 µL 
DMSO, 振荡溶解, 酶标仪于570 nm处测光吸收

值(A值), 细胞生长抑制率按下列公式进行计算: 
抑制率(IR) = (1-实验组平均A值/对照组平均A
值)×100%, 半数抑制浓度(IC50)通过SPSS18.0统
计分析软件包经Probit回归分析计算. 

取对数生长期细胞, 按5×103个细胞/孔接

种于96孔板培养, 细胞贴壁后加入终浓度为4 
mg/L的EVO. 按EVO作用不同时间(16、20、
24、28 h)依次分为EVO 1组、EVO 2组、EVO 
3组, EVO 4组, 每组再分别设立EVO撤药前及其

相应对照组, EVO撤药再培养12 h(EVO作用不

同时间后撤药再用完全培养基培养12 h)及其相

应对照组. 处理结束后MTT法测定细胞生长抑

制率(方法同上). 
1.2.3 MTT法比较EVO和RO3306联合同时用药

与序贯用药对CT26细胞的抑制作用: 将细胞接

种于2个96孔培养板(5×103个细胞/孔). 置37 ℃, 
50 mL/L CO2培养箱培养, 待细胞贴壁后加药. 
两板均设立对照组、4 mg/L EVO组、2 mg/L 
EVO组、15 mg/L RO3306组、2 mg/L EVO组

+15 mg/L RO3306联合组、4 mg/L EVO组+15 
mg/L RO3306联合组. 其中的一板联合组EVO
和RO3306同时加药, 各组EVO和RO3306作用

时间均为30 h; 另一板不同的是, 联合组EVO和

RO3306序贯用药, 先加入EVO作用24 h后再加

入RO3306共同作用6 h, 而RO3306组与联合组

一样仅在细胞培养结束前6 h才加RO3306. 处理

结束后用MTT法检测细胞生长抑制率. 
1.2.4 克隆集落形成法检测EVO和RO3306序贯

联合用药对CT26细胞集落形成的抑制率: 将细

胞接种于6孔培养板, 1×103个细胞/孔. 待细胞

贴壁后, 换为无血清培养基培养, 24 h后吸掉无

血清培养基后加入完全培养基并进行药物作

用. 分组和药物作用方式同1.2.3的序贯用药. 药
物作用完毕吸弃培养基, 加入完全培养基继续

培养, 共培养8 d. 8 d后吸走上清, 用PBS洗1次, 
加入固定液1 mL(甲醇∶乙酸 = 3∶1)室温固定

15 min, 用PBS冲洗1次, 再加入500 µL Giemsa溶
液, 室温下染色15 min, 吸掉染液, 用去离子水洗

2次. 数码相机拍照并在倒置显微镜下观察计数

细胞集落(细胞数>50/每个集落). 按下式计算集

落形成抑制率. 集落抑制率(%) = 1-集落数/对照

组集落数×100%. 
1.2.5 流式细胞PI单染检测EVO和RO3306联合

并序贯用药对CT26细胞凋亡率的影响: 细胞以

2×105个/孔的密度接种6孔板, 待细胞贴壁后进

行药物作用, 分组和用药方式同上. 作用完毕收

集细胞, 用PBS洗1次, 将细胞固定于700 mL/L预
冷乙醇中过夜, 第2天用PI染色, 4 ℃避光30 min
后进行流式细胞术检测. 测定各组晚期凋亡率. 

统计学处理 统计学处理采用SPSS18.0统计

软件包进行统计学处理. 计量资料以mean±SD表

示. 采用金正均q值法[34]判断EVO和RO3306联合

用药的协同性, 其中q = 实际联合药效R'(A+B)/理
论联合药效R(A+B), R(A+B) = RA+RB-RA×RB, 
RA、RB为单独用药药效. q<0.85为拮抗, 0.85≤
q<1.15为相加, q≥1.15为协同. 

2  结果

2.1 EVO对CT26杀伤作用的量效关系 EVO作用

于CT26 24 h后镜下观察, 细胞的形态明显改变, 
细胞数目减少, MTT结果显示EVO以剂量依赖性

方式抑制CT26细胞增殖, 在2.5、5、10 mg/L浓
度下作用24 h, EVO对CT26的抑制率分别依次为

12.8%±7.7%, 32.1%±5.8%, 46.1%±2.9%, 各浓

度组与对照组(0.0%±3.7%)比较均有显著性差

异(P<0.01, n  = 6). EVO作用24 h对CT26的IC50为

10.8 mg/L±4.6 mg/L(图1).
2.2 EVO诱导CT26细胞不可逆凋亡的时间点 在
EVO作用20 h以前的各时间点, 撤药再培养12 
h后细胞抑制率均明显比撤药前低, 推测在撤

药后培养12 h的过程中有部分细胞经修复机制

可恢复正常增殖, 因此可推断此时EVO的凋亡

诱导作用是部分可逆的; 而在作用24 h时间点, 
EVO撤药再培养12 h后细胞抑制率却比撤药前

■创新盘点
本文检测到吴茱
萸碱 (EVO)诱导
凋亡的可逆时间
约 在 2 4  h 之 后 , 
E V O 与 R O 3 3 0 6
联合并序贯用药, 
能够明显地提高
EVO对结肠癌细
胞CT26的抑制率, 
获得协同效应, 但
二者同时联合用
药却无类似效应.
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明显增加; 作用>24 h时, EVO撤药再培养12 h后
比撤药前抑制率增加更显著(P <0.01), 推测此时

EVO诱导的细胞凋亡已经进入不可逆阶段, 因
此即使在撤药后再培养12 h, 细胞抑制率却增加

了. EVO诱导不可逆凋亡的时间转折点可能在

24 h左右(表1). 
2.3 EVO和RO3306联合同时用药与序贯用药对

CT26细胞的抑制作用 EVO与RO3306序贯用药

联合组的协同杀伤明显优于EVO与RO3306联合

同时加药作用30 h的杀伤作用, 采用金正均q值
法计算, 序贯用药的q值>1.15, 显示协同性增效

作用, 而同时用药联合组的q值均<0.85(表2). 
2.4 EVO和RO3306序贯联合用药对CT26细胞

集落形成的抑制率 EVO和RO3306各单药组对

CT26细胞的集落形成均有抑制作用, EVO与

RO3306序贯联合用药各组的细胞集落形成的

抑制率大于两成分单独作用组(差异有统计学意

义), 联合作用q >1.15, 为协同性作用(表3, 图2). 
2.5 EVO和RO3306联合并序贯用药对CT26细胞

凋亡率的影响 EVO、RO3306各单药组的凋亡

率均大于对照组, 差异具有统计学意义, EVO与

RO3306序贯联合用药的各联合组的凋亡率均显

著大于两成分单独作用组, 联合作用组q >1.15, 
显示二者联合是协同性作用(表4, 图3).

3  讨论

结肠癌是人类主要恶性肿瘤之一, 近年来其发

病率呈逐年上升趋势. 但随着科学技术的发展, 
近年来其诊断和治疗水平也有了很大提高. 但
是中晚期患者目前仍缺少有效的治疗方法. 因
此, 寻找新的有效的治疗药物,  对提高结肠整体

防治水平有重要意义. 
Tao等[26,27]对有丝分裂拮抗剂KSPI进行大量

深入实验研究, 发现KSPI能激活纺锤体检验点, 
使细胞阻滞于M期并维持一定时间后, 紧接着引

发细胞的异常M期滑移, 即在未完全修复已损伤

纺锤体的情况下, 细胞突破纺锤体检验点, “滑

移”至下一细胞周期的G1期, 形成4倍体的假G1

期细胞, 进而下调生存素(Survivin)的表达和激

活Bax而诱发凋亡. 进一步的研究发现KSPI诱导

凋亡有赖于M期阻滞与异常M期滑移环节的偶

联, 两者的相继发生对诱导凋亡是缺一不可的. 
此外, 在KSPI诱导细胞发生M期阻滞后, 如果加

入另一诱发细胞发生M期滑移的药物, 如CDK1
的抑制剂purv, 可协同性提高前者诱导的凋亡

表  3  EVO与RO3306序贯用药对CT26细胞集落形成的影
响 (mean±SD, n  = 3)

     
分组   抑制率(%)   q值

对照组   0.0±0.0

2 mg/L EVO组   9.7±5.8

4 mg/L EVO组 38.9±3.8

15 mg/L RO3306组 10.8±3.7

2 mg/L EVO+15 mg/L RO3306组 29.8±10.7ac   1.53

4 mg/L EVO+15 mg/L RO3306组 68.3±12.7ad   1.50

aP <0.05 vs  相应浓度EVO组; cP <0.05, dP <0.01 vs  15 mg/L 

RO3306组.

表  1  EVO作用不同时间及作用后撤药培养12 h对CT26细
胞抑制率的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
分组 作用时间(h)

                  抑制率(%)

   撤药前 撤药再培养12 h后

EVO 1组       16 42.2±4.1      35.0±2.2b

EVO 2组       20 45.6±11.1      31.8±4.0a

EVO 3组       24 47.6±5.1      58.9±1.5b

EVO 4组       28 36.1±5.6      64.7±4.2b

aP<0.05, bP<0.01 vs  撤药前.

表  2  EVO与RO3306分别序贯加药(EVO 24 h+RO3306 6 h)
和同时加药对CT26细胞的协同杀伤作用 (mean±SD, n  = 8)

     
分组

             抑制率(%)        q 值

      序贯       同时 序贯 同时

对照组   0.0±2.3   0.0±3.2

2 mg/L EVO组 22.0±4.4b 16.3±2.0b

4 mg/L EVO组 30.4±3.2b 34.0±2.5b

15 mg/L 

RO3306组

12.3±4.8b 30.9±2.0b

2 mg/L EVO+15 

mg/L RO3306组

48.0±3.2bce 34.7±2.6 bce 1.52 0.68

4 mg/L EVO+15 

mg/L RO3306组

62.2±2.2bce 40.5±4.8bce 1.60 0.72

bP <0.01 vs  对照组; cP <0.05 vs  相应浓度EVO组; eP <0.05 vs  

15 mg/L RO3306组.
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图  1  EVO作用24 h对CT26增殖的影响.

■应用要点
中药成分用药方
式的不同导致协
同效应也不同, 提
纯和强化主要成
分作用的组分配
方能否比中药复
方制剂更强效, 本
文为阐明中药复
方药理探索研究
方 法 ,  为 古 方 新
用, 提高中药临床
疗效和抗肿瘤新
药开发提供科学
依据和参考.
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率. 该研究结果提示, 能诱导细胞M期阻滞的有

丝分裂抑制剂和CDK1抑制剂联合使用诱导肿

瘤细胞凋亡, 很可能产生相互协同作用. 
本研究组前期研究证明, EVO能使多种肿

瘤细胞株(HepG2、人胃癌SGC7901、小鼠肝癌

H22等)阻滞于G2/M期, 是细胞水平杀伤力较强

的少数几种中药成分之一; EVO诱导的凋亡极

有可能是M期凋亡[21-25], 药物作用后细胞染色体

聚集于细胞赤道板浓聚成一字或人字形, 是M期

细胞形态特征. 提示EVO很可能与KSPI类似, 是

有丝分裂拮抗剂. 
本研究对EVO作用的不同时间点进行MTT

检测, 检测到作用24 h后是EVO诱导CT26细胞

凋亡的转折点, 此点前如果撤药细胞将恢复周

期运转和生长; 而转折点后大量细胞出现凋亡

形态, 如果此时撤药细胞仍将进入不可逆凋亡

途径, 因此即使在撤药后培养12 h细胞的抑制率

不减反增. 
本研究通过M T T法、克隆集落形成法、

流式细胞法研究E V O与C D K1特异性抑制剂

图  2  EVO与RO3306序贯联合用药对CT26细胞克隆集落形成的影响. A: 对照组; B: 2 mg/L EVO组; C: 4 mg/L EVO组; D: 15 

mg/L RO3306组; E: 2 mg/L EVO+15 mg/L RO3306联合组; F: 4 mg/L EVO+15 mg/L RO3306联合组.

A B C

D E F

图  3  EVO联合RO3306序贯用药对CT26凋亡率的影响(流式细胞术, PI单染). A: 对照组; B: 15 mg/L RO3306组; C: 2 mg/L 

EVO组; D. 4 mg/L EVO组; E: 2 mg/L EVO+15 mg/L RO3306联合组; F: 4 mg/L EVO+15 mg/L RO3306联合组.
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本 文 选 题 新 颖 , 
设 计 合 理 ,  具 有
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RO3306联合用药对结肠癌细胞CT26的效应, 结
果表明: EVO与RO3306联合并序贯用药, 能够明

显地提高EVO对CT26的抑制率, 获得协同效应, 
但二者同时联合用药却无类似协同效应. 流式

细胞数检测也发现二者联合并序贯用药可显著

提高EVO对结肠癌细胞的凋亡诱导作用. 结果

提示EVO诱导的细胞凋亡与KSPI类似, 可能不

仅与M期阻滞事件相关, 还与异常M期滑移事件

的发生相关; EVO和RO3306联合且序贯用药的

协同效应, 有可能是通过M期阻滞和M期滑移机

制实现. 相关研究国内未见报道, 要明确该分子

机制还需更多实验依据.
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Abstract
AIM: To investigate the potential therapeutical 
effect of a new acidic fibroblast growth factor 
(aFGF) fragment - [Ala]16-aFGF(1-29) against 
slow transit constipation (STC) in mice and to 
explore possible mechanisms involved.

METHODS: Sixty ICR mice were divided ran-
domly and equally into test group and control 
group. A mouse model of STC was established 
by subcutaneous injection (SC) of morphine [2.5 
mg/(kg•d)] for 45 days. The control group was 
treated with normal saline for the same dura-
tion. The fecal character was observed according 
to the Bristol Stool Form Scale (BSFS), and only 

mice producing stools conforming to BSFS 1 and 
2 were used as STC models. On day 45, six mice 
were chosen randomly from each group and 
used to confirm if STC was successfully induced 
by charcoal propulsion test. The rest mice in 
each group were divided into test group 1, test 
group 2, control group 1, and control group 2 (n 
= 12 each). The test group 1 and control group 
1 were treated with [Ala]16-aFGF(1-29) (300 µg/
kg each time, SC) twice per week for 8 weeks, 
while the test group 2 and control group 2 were 
treated with the same volume of vehicle. Fecal 
character was observed in all mice. Eight weeks 
later, the intestinal propulsion rate (IPR) in mice 
of each group was measured and the expres-
sion of neuron-specific enolase (NSE, a neuronal 
maker) in the colon was detected by immunohis-
tochemistry and Western blot.

RESULTS: On day 45, the feces in the test group 
was drier and harder (BSFS 1 and 2) than the 
control group (BSFS 4 and 5). Both the IPR and 
expression level of NSE in the test group were 
significantly lower than those in the control 
group (63.422% ± 1.791% vs 55.702% ± 1.806%, 
1.18800 ± 0.03176 vs 0.88730 ± 0.03554, 0.90520 ± 
0.02268 vs 0.71300 ± 0.01654, all P < 0.05 or 0.01). 
Eight weeks after treatment, the feces in the test 
group 1 gradually became as smooth and soft 
(BSFS 4 and 5) as that in the control groups 1 
and 2; the IPR and expression level of NSE in 
colonic tissue in the test group 1 were obviously 
improved compared to the test group 2 (62.250% 
± 5.283% vs 57.190% ± 4.291%, 0.6543 ± 0.0069 vs 
0.4193 ± 0.0158, 0.5823 ± 0.019 vs 0.5171 ± 0.0124, 
all P < 0.05) but showed no significant difference 
with those in the control groups 1 and 2.

CONCLUSION: Treatment with [Ala]16-aFGF 
(1-29) improved constipation symptoms and IPR 
in STC mice at least partially by protection of the 
enteric nervous system.

Key Words: Slow transit constipation; Enteric ner-
vous system; Acidic fibroblast growth factor; Mor-
phine; Animal model
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■背景资料
STC的具体病因
及机制不明, 临床
治疗不易, 严重影
响现代人的生活
质量. 近年来研究
表明肠神经系统
的病变是便秘发
生的重要病理生
理学基础, 因此保
护肠神经系统功
能从而改善便秘
症状, 是探索临床
治疗便秘的有效
途径之一.

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院普通外
科



taneous injection of [Ala]16-aFGF(1-29) on slow transit 
constipation in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(12): 1251-1256

摘要
目的: 初步探讨皮下注射一种新的酸性成
纤维细胞生长因子(acidic fibroblast growth 
factor, aFGF)片段-[Ala]16-aFGF(1-29)对慢传输
型便秘(slow transit constipation, STC)模型小
鼠便秘的治疗作用及其可能的作用途径.

方法: 60只ICR小鼠随机分为实验组(n  = 30)
和对照组(n  = 30), 通过皮下注射盐酸吗啡[2.5 
mg/(kg•d), 45 d]的方法建立肠道STC模型. 成
模后各组剩余小鼠再随机分为两组, 记为实
验1组、实验2组、对照1组及对照2组(各组
12只), 其中实验1组及对照1组小鼠予皮下注
射[Ala]16-aFGF(1-29)(300 μg/kg, 每周2次, 共8 
wk), 实验2组及对照2组则予等量的溶解液同
样处理, 实验过程及结束后观察各组小鼠粪便
性状变化并测定肠道推进率. 处死后的小鼠取
结肠组织, 以免疫组织化学染色及Western blot
检测对照组及实验组药物干预前后结肠组织
肌间丛神经元特异性烯醇化酶(neuron specific 
enolase, NSE)的表达.

结果: 实验第45天, 实验组小鼠粪便较对照
组明显干硬 ;  且肠道推进率和N S E表达水
平均较对照组明显减少(63.422%±1.791% 
vs  55.702%±1.806%; NSE mRNA: 1.18800
±0.03176 vs  0.88730±0.03554; NSE蛋白: 
0.90520±0.02268 vs  0.71300±0.01654, 均
P <0.05或0.01), 判定STC模型建立. 药物干预8 
wk后, 实验1组小鼠粪便渐变为类似于对照组
的香肠样软便; 肠道推进率及结肠组织NSE的
表达均较实验2组明显改善(62.250%±5.283% 
vs  57.190%±4.291%; NSE mRNA: 0.6543±
0.0069 vs  0.4193±0.0158; NSE蛋白: 0.5823±
0.0190 vs  0.5171±0.0124, 均P <0.05), 但与对
照组之间无显著统计学差异.

结论: [Ala]16-aFGF(1-29)慢性皮下注射可明显
改善STC小鼠的便秘症状及肠道推进率, 其对
肠神经系统的修复保护作用可能是其作用机
制之一.

关键词: 慢传输型便秘; 肠神经系统; 酸性成纤维细

胞因子; 吗啡; 动物模型
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0  引言

慢传输型便秘(slow transit constipation, STC)是
以结肠动力减弱为特征的顽固性便秘, 其病因

复杂, 发病机制尚不清楚, 在治疗方面长期依

赖各种泻剂的使用, 效果不佳[1-3]. 肠神经系统

(enteric nervous system, ENS)病变与STC的形成

及进展密切相关[4-6]. 酸性成纤维细胞生长因子

(acidic fibroblast growth factor, aFGF)是一种由

154个氨基酸组成的具有促进纤维细胞生长的

活性多肽, 具有营养及促进神经修复的功能[7,8], 
研究亦发现其可能在结肠神经系统发挥着某些

重要生理功能[9-11]. 因此, 我们推测该物质可能对

STC的神经病变具有一定的治疗作用. [Ala]16-
aFGF(1-29)是一种新的aFGF活性片段, 本课题

组前期的实验结果显示他与aFGF大分子具有相

同的生物活性[12], 但其分子量小, 易于合成, 在
给以生物体用药时更易被吸收利用, 并大大减

少不良反应, 具有更实际的临床应用前景. 本研

究初步探讨了该物质对STC小鼠的治疗作用及

其可能的作用途径.

1  材料和方法

1.1 材料 60只清洁级ICR小鼠购自上海斯莱克

实验动物中心 .  盐酸吗啡购自沈阳第一制药

厂. [Ala]16-aFGF(1-29)粉剂购自Peptide Institute 
Inc(Osaka Japan). NSE兔抗小鼠多克隆抗体购自

Abcam生物技术公司. 辣根过氧化物酶标记的二

抗购自晶美生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 将60只清洁级ICR小鼠随机分

为实验组和对照组(n  = 30), 实验组皮下注射盐

酸吗啡2.5 mg/(kg•d), 共45 d, 建立STC模型[13-15]; 
对照组以等量生理盐水同样处理. 测定肠道推

进率(每组随机取6只小鼠), 若实验组小鼠肠道

推进率较对照组降低且有统计学差异, 则认为

实验组小鼠肠道传输功能降低, 符合STC的临床

诊断标准, 模型复制成功. 剩余小鼠在各组内随

机再分为2组, 即实验1组、实验2组、对照1组
及对照2组(均n  = 12), 其中实验1组、对照1组皮

下注射[Ala]16-aFGF(1-29) 300 μg/kg, 2次/wk, 共
8 wk, 实验2组、对照2组给予等量的溶解液同样

处理.
1.2.2 小鼠粪便性状评估: 依据Bris to l粪便性

状分级(BSFS)[16], 分离的硬团状或团块状粪便

(BSFS 1, 2), 符合STC的粪便性状改变标准; 香
肠状或团块状光滑软便(BSFS 4, 5), 符合正常小
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■相关报道
国内学者亦发现
在 吗 啡 诱 导 的
STC小鼠肠道存
在 结 肠 C a j a l 间
质细胞数量的减
少、抑制性神经
递质表达增加.
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鼠的粪便性状.
1.2.3 肠道推进率: 禁食24 h的小鼠经口灌入炭末

混悬液0.5 mL, 30 min后颈椎脱臼法处死, 剖腹

取出幽门到直肠末端全部肠道, 在无张力状态

下测量肠道全长及炭末在肠道的推进距离, 计
算炭末推进距离占肠道全长的百分比. 肠道推

进率 = 炭末推进距离/肠道全长×100%.
1.2.4 免疫组织化学检测肠道肌间丛神经元特

异性烯醇化酶[17,18]分布及表达量: 常规固定、包

埋、切片、梯度脱蜡、染色. 加一抗4 ℃孵育过

夜, 苏木素复染胞核, PBS代替一抗作为阴性对

照. 显微镜下胞质染色呈棕黄色片状或颗粒状物

为阳性反应. 每张切片选5个高倍视野(×400倍), 
应用IPP(Image-Pro Plus)图像分析系统进行分析, 
以平均吸光度(A)值表示蛋白的相对表达量.
1.2.5 Western blot检测各组小鼠结肠组织中神

经元特异性烯醇化酶的表达: 提取40 μg蛋白样

品, SDS-PAGE凝胶电泳分离, 250 mA电转膜, 
蛋白转至PVDF膜, 50 g/L脱脂奶粉于室温封闭

2 h, 加1∶800稀释的神经元特异性烯醇化酶, 
4 ℃孵育过夜, TBST洗膜, 加1∶4 000 HRP标
记羊抗兔单克隆抗体, 室温孵育1 h, TBST洗膜, 
化学发光剂曝光、显影. 所获X光片扫描入计算

机, 用天能GIS凝胶图像处理系统软件对目标条

带及β-actin条带进行A值分析.
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

运用SPSS11.0统计软件进行统计分析, 各组间比

较采用单因素方差分析、组内则应用两样本均

数t检验, P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 实验第45天模型小鼠粪便性状、肠道推进

率 实验组小鼠粪便(BSFS 1, 2)较对照组(BSFS 
4, 5)明显干硬; 实验组小鼠肠道推进率较对照组

减低且差异具有统计学意义(63.422%±1.791% 
vs  55.702%±1.806%, P <0.01, 图1). STC动物模

型成功建立.
2.2 实验第45天小鼠结肠组织中NSE的表达

2.2.1 免疫组织化学检测NSE的表达: 实验组及

对照组小鼠肌间丛均可见棕色片状或颗粒状物, 
实验组NSE的平均A值较对照组明显减低, 且差

异具有统计学意义(1.188±0.03176 vs  0.8873±
0.03554, P <0.05, 图2). 
2.2.2 Western blot检测NSE的表达: 实验组小鼠

结肠组织中NSE的表达水平(A值)较对照组明显

减低且差异具有统计学意义(0.9052±0.02268 vs  
0.7130±0.01654, P <0.05, 图3).
2.3 [Ala]16-aFGF(1-29)注射8 wk后各组小鼠粪

便性状及肠道推进率 给予[Ala]16-aFGF(1-29)皮
下注射8 wk后, 实验1组小鼠粪便性状渐变为光

滑软便(BSFS 4, 5)且类似于对照组, 给予溶解液

处理的实验2组小鼠粪便仍以干硬便为主(BSFS 
1, 2); 实验1组肠道推进率较实验2组明显增加

■创新盘点
本 研 究 首 次 应
用 [Ala ] 16- aFGF 
(1-29)治疗STC小
鼠, 并观察到小鼠
便秘症状及肠道
神经元的表达量
均较对照组有明
显的改善.
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图  1  两组小鼠肠道推进率. bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  两组小鼠肠道肌间丛NSE的表达(免疫组织化学×
400). A: 对照组; B: 实验组. 箭头示NSE表达阳性. 
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图  3  Western blot检测两组小鼠结肠组织中NSE的表达.
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(62.25%±5.283% vs  57.19%±4.291%, P <0.05), 
且与对照1、2组(60.74%±4.231%, 59.83%±

4.977%)之间的差异无统计学意义(P >0.05).
2.4 [Ala]16-aFGF(1-29)注射8 wk后小鼠结肠组织

中NSE的表达

2.4.1 免疫组织化学检测NSE的表达: 实验1组小

鼠结肠肌间丛的NSE表达量(平均A值为0.6543±
0.0069)较实验2组(平均A值为0.4193±0.0158)明
显增加(P <0.05), 且与对照1、2组(平均A值分别

为0.7960±0.0132, 0.7887±0.0145)之间的差异无

统计学意义(均P>0.05, 图4).
2.4.2 Western blot检测NSE的表达: 实验1组小

鼠结肠组织中NSE的表达水平(A值为0.5823±
0.019)较实验2组(A值为0.5171±0.0124)明显升

高(P <0.05), 且与对照1、2组(A值分别为0.5772
±0.0225, 0.5676±0.0171)之间表达的差异无统

计学意义(P >0.05, 图5).

3  讨论

功能性便秘(functional constipation, FC)又称为

慢性便秘、特发性便秘, 是临床常见的消化系

症状, 与肠癌、乳腺癌、肝性脑病等疾病的形

成与进展相关, 还是心脑血管疾病(心肌梗死、

脑血管意外等)致残、致死的诱因之一[19]. STC
是FC的常见类型, 约占FC的45.5%[20], 其主要临

床特点是结肠传输运动减慢、肠内容物通过延

迟, 无便意、排便次数减少, 结肠传输试验可明

确诊断. 目前临床上治疗便秘主要通过各种类

型泻剂对症处理, 远期疗效不明显且长期用药

易导致人体水、电解质紊乱, 并最终需要外科

手术解决问题, 治疗比较棘手.
国内外学者观察到临床应用吗啡等阿片类

镇痛药缓解癌症晚期疼痛常伴发严重、持久的

便秘, 并成功建立了相关的便秘动物模型[13-15]. 
本研究亦采用吗啡诱导建立小鼠结肠慢传输运

动模型, 实验组小鼠粪便粪质变硬, 肠道推进率

减低, 符合STC的临床特征, 成功复制动物模型. 
STC发病的病理生理学基础尚未明确, 但肠道动

力异常是其中的重要环节, 大量的研究表明STC
患者肠道组织中神经元及Cajal间质细胞数量较

对照组显著减少[21,22], 国内学者亦发现在吗啡诱

导的STC小鼠肠道存在结肠Cajal间质细胞数量

的减少、抑制性神经递质表达增加[23,24], 本研究

中免疫组织化学及Western blot结果均提示模型

小鼠结肠组织中神经元的数量较对照组明显减

少, 进一步证实STC时结肠存在神经元的改变.

■应用要点
本 研 究 应 用
[Ala]16-aFGF(1- 29)
成功治疗STC模型
动物, 为探索便秘
的新疗法提供了
动物实验依据.

图  5  [Ala]16-aFGF(1-29)干预后各组小鼠结肠组织中NSE的
表达.
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图  4  [Ala]16-aFGF(1-29)干预后各组小鼠肠道肌间丛NSE的表达(免疫组织化学×400). A: 实验1组; B: 实验2组; C: 对照1组; 

D: 对照2组. 箭头表示NSE表达阳性.
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aFGF是成纤维细胞因子家族中的一员, 最
初发现并分离自牛脑及脑垂体. aFGF可通过促

分裂及非促分裂效应对来源于中胚层和神经外

胚层的细胞如间充质细胞、内分泌细胞、神经

细胞等产生广泛的生物学效应, 如促进创伤愈

合、组织修复、保护缺血再灌注引起的细胞损

伤[25-27]. 在神经系统aFGF的作用主要表现为营

养神经、促进损伤神经元的修复和再生, 临床

及动物实验研究均显示外周神经损伤后, 手术

修复的同时给予aFGF治疗可易化神经纤维的再

生, 疗效较对照组明显提高[28,29]. Capetandes等研

究证实大肠神经系统的肌间丛亦存在该物质[16], 
这些研究结果提示aFGF可能在肠道神经系统有

重要的作用.
a F G F作为人体的微量活性物质, 难以在

体液或组织中提取, 主要通过生物工程方法人

工合成获得, 但aFGF含有154个氨基酸, 其合

成复杂、价格昂贵且易产生不良反应, 临床应

用受到了限制. 用丙氨酸替换aFGF氨基端1-29
片段中的第16位半胱氨酸残基得到的[Ala]16-
aFGF(1-29), 与大分子aFGF具有同样的生物活

性 [12]. 基于S TC的病理生理改变及aF G F的广

泛生理活性和神经保护作用, 我们推测[Ala]16-
aFGF(1-29)可能对STC有治疗作用. 本研究在

成功建立S T C动物模型的基础上外源性给予

[Ala]16-aFGF(1-29)治疗8 wk, 发现治疗后的STC
小鼠粪便性状趋向于BSFS 4, 5, 肠道推进率亦

明显增加, 免疫组织化学及Western blot结果均

显示起结肠组织神经元的表达量较给予溶解

液处理的STC小鼠明显增加. 近年的研究认为

aFGF可能通过以下机制促进神经损伤的修复: 
(1)抑制因损伤直接或间接诱导的神经元凋亡或

坏死; (2)促进损伤近邻区域神经元的增殖, 代偿

性修复神经损伤; (3)诱导神经干细胞或外周多能

干细胞分化成神经元和胶质神经细胞, 从而修复

神经损伤[30-33]. 本研究证实STC模型小鼠肠道组

织神经元表达量减少, 给予aFGF活性片段干预

后其表达量明显增加, 此效应是否通过前述机制

中的一种或几种实现是下一步的研究方向.
总之, 外源性给予[Ala]16-aFGF(1-29)治疗

STC小鼠, 可显著改善其便秘症状和肠道推进

率; 且根据治疗后STC小鼠肠道神经元表达量

较给予溶解液的对照组增加, 我们推测[Ala]16-
aFGF(1-29)可能通过保护及修复ENS, 从而改善

STC小鼠便秘症状及肠道推进率. 但该效应的具

体途径不明, 有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To evaluate whether early enteral nutrition 
(EN) combined with enteral infusion of tradi-
tional Chinese medicine JiaWei Dachengqi Gran-
ules improves intestinal paralysis in patients 
with severe acute pancreatitis.

METHODS: Thirty-nine patients with severe 
acute pancreatitis who received conventional 
therapy were randomly divided into three 

groups to undergo total parenteral nutrition 
(PN), EN, EN plus enteral infusion of JiaWei 
Dachengqi Granules, respectively. The time 
required for relief of abdominal pain and disten-
tion and recovery of gastrointestinal function 
was measured, and dynamic monitoring of 
blood amylase, high-sensitivity C-reactive pro-
tein (CRP), and tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
was performed.

RESULTS: In the EN and EN+TCM groups, 
abdominal pain and distention were relieved 
or disappeared, and gastrointestinal function 
returned to normal after treatment. The time 
(days) required for relief of abdominal pain and 
distention and recovery of gastrointestinal func-
tion were significantly shorter in the EN and 
EN+TCM groups than in the PN group (4.22 ± 
0.94, 3.02 ± 0.75 vs 5.72 ± 1.55; 4.66 ± 1.14, 3.14 ± 
0.62 vs 6.81 ± 1.81; 3.42 ± 0.82, 3.21 ± 0.88 vs 6.04 
± 1.67; all P < 0.05). In contrast, in the PN group, 
abdominal distension and intestinal paralysis 
were still seen in two patients, and abdominal 
compartment syndrome with multiple organ 
failure in one patient. The concentrations of 
serum amylase (U/L), TNF-α (μg/L), and CRP 
(mg/L) in the EN+TCM group decreased signifi-
cantly faster than in the other two groups after 5 
days of treatment (serum amylase: 92.30 ± 19.43 
vs 164.35 ± 32.10, 242.35 ± 46.20; TNF-α: 1.88 ± 0.17 
vs 1.92 ± 0.11, 2.64 ± 0.21; CRP: 24.30 ± 12.53 vs 
62.64 ± 28.55, 42.10 ± 25.12).

CONCLUSION: Early enteral nutrition com-
bined with enteral infusion of JiaWei Dachengqi 
Granules improves intestinal paralysis in pa-
tients with severe acute pancreatitis possibly by 
reducing blood levels of amylase, TNF-α and 
CRP, relieving abdominal pain and distension, 
and promoting recovery of gastrointestinal func-
tion.

Key Words: Early enteral nutrition; Jiawei Dachengqi 
Granules; Traditional Chinese medicine; Severe 
acute pancreatitis; Intestinal paralysis
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 具 有 发 病
急、进展快、病
情重等特点. SAP
发病初期阶段, 大
多数以腹胀腹痛
并重, 胃肠麻痹及
胃肠屏障功能障
碍, 肠道大量内毒
素吸收, 激活巨噬
细 胞 ,  释 放 大 量
炎性介质及细胞
因 子 ,  引 起 全 身
炎症反应综合征
(SIRS), 诱发和加
重MODS.

■同行评议者
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Early enteral nutrition  combined with enteral infusion of 
traditional Chinese medicine improves intestinal paraly-
sis in patients with severe acute pancreatitis. Shijie Hua-
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摘要
目的: 评价早期空肠内营养联合中药加味大
承气颗粒肠内滴注治疗对改善重症急性胰腺
炎患者肠麻痹的作用, 探索重症急性胰腺炎的
中西医结合治疗的新途径.

方法: 39例重症急性胰腺炎患者在常规治疗
基础上, 随机分成3组分别进行全胃肠外营养
(PN组)、早期肠内营养(EN组)、肠内营养+
中药大承气颗粒(EN+中药组)肠内滴注, 观察
患者腹痛腹胀缓解时间、胃肠道功能恢复(肠
鸣音出现、肛门排气及排便)时间, 并动态监
测血淀粉酶、高敏C反应蛋白(CRP)、血浆肿
瘤坏死因子-α(TNF-α).

结果: EN组、EN+中药组患者经治疗后腹痛
腹胀症状均缓解或消失, 胃肠道功能恢复正
常. PN组12例中, 有2例腹胀、肠麻痹持续加
重, 其中1例出现腹腔隔室综合征并发多脏
器功能衰竭. EN组、EN+中药组在腹胀(d)、
腹痛缓解时间(d)以及胃肠道功能恢复时间
(d)均优于PN组(4.22±0.94, 3.02±0.75 vs  
5.72±1.55; 4.66±1.14, 3.14±0.62 vs  6.81±
1.81; 3.42±0.82, 3.21±0.88 vs  6.04±1.67, 均
P <0.05), 其中EN+中药组腹胀(d)、腹痛缓解
时间(d)优于EN组(3.02±0.75 vs  4.22±0.94; 
3.14±0.62 vs  4.66±1.14, 均P <0.05), 胃肠道
功能恢复时间EN组与中药组无明显差异. 治
疗第5天后EN+中药组血清淀粉酶(U/L)较其
他两组下降更加明显(92.30±19.43 vs  164.35
±32.10, 242.35±46.20, 均P <0.05); 三组患者
TNF-α、CRP水平均随时间而呈下降趋势, 
EN+中药组TNF-α(μg/L)在第5、9天下降与
PN组有明显差异(1.88±0.17 vs  2.64±0.21, 
1.05±0.12 vs  1.98±0.16, 均P <0.05), 但与EN
组相比无明显差异. EN+中药组CRP(mg/L)在
第5、9天下降与PN组、EN组均有明显差异
(24.30±12.53 vs  62.64±28.55, 42.10±25.12; 
10.24±4.06 vs  24.98±7.14, 21.01±6.46, 均
P <0.05).

结论: 早期肠内营养联合加味大承气颗粒经
空肠内滴注治疗重症急性胰腺炎, 能明显降低
血淀粉酶及血浆TNF-α、CRP水平, 有效地缓
解患者的腹痛腹胀症状, 促进胃肠道功能恢复
正常, 减轻中毒性肠麻痹, 防止肠道功能的衰
竭, 疗效显著. 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是一种病情凶险、并发症多的严重疾病. 由于全

身性炎症反应、肠道缺血-再灌注损伤等, 导致

肠道屏障功能受损, 出现中毒性麻痹、肠道黏膜

萎缩、通透性增加, 肠道菌群移位. 营养支持疗

法是SAP综合治疗中的重要环节, 近来研究表明, 
早期空肠内营养(enteral nutrition, EN)可改善肠

道通透性、减少感染机会、防止多发性损伤后

多脏器功能障碍综合征(multiple organ dysfunc-
tion syndrome, MODS)[1-3]. 中药在SAP的治疗

上, 近10年成为研究的热点. 研究证明中药如大

黄、丹参等对SAP有着显著的疗效. 但是, 目前

国内研究主要以中药口服或大肠灌肠为主, 少
有中药与肠内营养联合进行肠内滴注. 本文就

近年来收治的39例SAP患者采用早期肠内营养

联合加味大承气颗粒经空肠内滴注疗法, 获得

良好的疗效. 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 病例来源: 2006-06/2010-12在广西中

医学院第一附属医院住院的病例资料完整的

SAP患者, 共39例. 其中男23例, 女16例, 年龄

21-79(平均年龄54.3±10.1)岁. 入选标准: (1)39
例患者均符合SAP的诊断标准[4], 即具备急性

胰腺炎的临床症状、体征和生化改变 ,  且具

备下列条件之一者: 局部并发症(胰腺坏死, 假
性囊肿, 胰腺脓肿); 器官衰竭; Ranson评分3; 
APACHE-Ⅱ评分8; CT分级为D, E级, 即D级: 单
个胰外液体积聚; E级: 2个或更多个胰外液体积

聚, 伴或不伴胰腺坏死; (2)所选病例均为单一

病因和部分病因不明患者, 伴有肠麻痹主要临

床表现, 即不同程度的腹胀、腹痛、呕吐、厌

食, 肛门停止排便排气以及肠鸣音消失; 立位腹

部平片示肠腔充气、扩张, 蠕动减弱或消失, 存
在气液平面. 所有患者均于入院后48 h内行增强

CT检查; (3)患者对治疗均知情同意; (4)年龄<80
岁; (5)入院后2 wk内暂不行外科手术治疗者. 排
除标准: (1)入组后再发SAP者; (2)依从性差者; 
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疗效.



卢杰夫, 等. 早期空肠内营养联合中药肠内滴注对重症急性胰腺炎患者肠麻痹的改善作用			             1259

www.wjgnet.com

(3)恶性肿瘤者; (4)发病前有严重心、肺、肾脏

功能不全等基础疾病者; (5)有慢性胰腺炎病史

者; (6)妊娠及哺乳期妇女; 常规治疗: 禁食及胃

肠减压、抗感染、抑制胃酸分泌、生长抑素等. 
同时补足各种维生素及微量元素; EN的组成: 肠
内营养乳剂(商品名: 瑞素, 由上海华瑞公司生

产)、氨基酸(江苏正大丰海制药有限公司)、脂

肪乳(广西百特侨光医疗用品有限公司); 加味大

承气颗粒: 生大黄15 g, 积实18 g, 芒硝20 g, 厚朴

18 g, 赤芍40 g, 丹参40 g(江阴天江药业有限公

司提供的新型浓缩颗粒剂). 使用时将中药加味

大承气颗粒混合后, 用100 mL温开水调和成水

剂, 经液囊空肠导管滴入, 滴入温度37 ℃-38 ℃; 
液囊空肠导管由浙江省衢州市迅康医疗器械有

限公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 本研究采用随机分组的方法, 将39例
患者分为全胃肠外营养(parenteral nutrition, PN)
组12例、EN组14例、EN+中药组13例, 分别于

治疗开始后第1、5、9天同时检测患者外周血

血清淀粉酶、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)、高敏C反应蛋白(C-reactive 
protein, CRP)等指标. 
1.2.2 实施方案: EN组、EN+中药组的实施: (1)
肠内营养管的放置: 先从鼻腔内插入空肠营养

管, 方法同胃管至胃腔, 然后在胃镜下将空肠营

养管送达Treitz韧带以远, 行X线摄片以证实营

养管确切位置; (2)EN组患者在呼吸、循环、水

电解质、酸碱平衡稳定情况下, 发病后的48-72 
h开始实施EN. 第1天先经过喂养管滴注温热生

理盐水(37 ℃-38 ℃)500-1 000 mL/d. 若能耐受, 
第2天始可选用肠内高能营养多聚合剂作为主

要能源, 辅以氨基酸和脂肪乳. 营养液用EN输注

泵持续滴注并控制滴速. 初起25 mL/h, 适应后

逐渐增至100 mL/h, 根据患者情况随时调整剂

量及滴速. 热量和氮量的不足部分由PN补充. 热
量50%-60%由糖来提供, 15%-20%由蛋白质提

供, 20%-30%由脂肪来提供. 每日供氮量: 0.2-0.3 

g/kg, 糖脂比为3∶2. EN+中药组与EN组EN给

予方式、量及时机相同, 中药于置管后第2天滴

注, 每次100 mL, 每天2次, 可根据患者情况随时

调整剂量及滴速. 当复查血淀粉酶正常, 增强CT
示胰周渗出液明显减少, 或局限性包裹趋势, 腹
部无压痛和反跳痛, 可考虑拔管停止EN, 拔管前

先口服少量流质, 如无不适反应, 2-3 d后予拔管; 
PN组的实施: PN组成: PN组的营养支持在入院后

24-72 h内开始实施, 提供的热卡量与EN组相似. 
1.2.3 观察指标和检测方法: (1)观察患者腹痛腹

胀缓解时间、胃肠道功能恢复(肠鸣音出现及肛

门排气、排便)时间; (2)动态监测血常规、血淀

粉酶、血糖、血脂、肝功能、肾功能、血电解

质、血气分析以及CRP、血浆TNF-α; (3)定期行

腹部超声和(或)CT或MRI检查, 观察胰腺和腹腔

病变情况. 
统计学处理 采用PEMS3.1 For Windows软

件进行统计分析, 观察指标以mean±SD表示, 组
间比较采用t检验, P <0.05提示有显著性差异.

2  结果

2.1 腹部症状、体征比较 EN组、EN+中药组

患者经治疗后腹痛腹胀症状均缓解或消失, 胃
肠道功能恢复正常. PN组12例中, 有2例腹胀持

续加重, 肠麻痹, 其中1例出现腹腔间室隔综合

征并发多脏器功能衰竭. EN组、EN+中药组在

腹胀、腹痛缓解时间以及胃肠道功能恢复时

间均优于PN组(P <0.05), 其中腹胀、腹痛缓解

时间EN+中药组优于EN组、PN组(P <0.05), 胃
肠道功能恢复时间EN组与中药组无明显差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 各组血清淀粉酶变化 EN、PN 、EN+中药组

在入院第1天时的血清淀粉酶相比均无显著性

差异(P >0.05), 但第5天EN+中药组相比其他2组
下降更加明显(P <0.05), 经治疗9 d后血清淀粉酶

均恢复正常(表2).
2.3 3组患者TNF-α、CRP水平 TNF-α、CRP含
量均随时间而呈下降趋势, EN+中药组TNF-α在

■相关报道
郭 莲 怡 等 的 研
究 结 果 提 示 ,  大
黄、丹参能抑制
TNF-α分泌, 上调
IL-10水平 ,  调节
细胞因子网络的
平衡, 促使SAP的
恢复.

表  1  3组患者腹部症状、体征的比较

     
分组   n 腹胀缓解时间(d) 腹痛缓解时间(d) 胃肠道功能恢复时间(d)

PN组 10     5.72±1.55     6.81±1.81          6.04±1.67  

EN组 14     4.22±0.94a     4.66±1.14a          3.42±0.82a

EN+中药组 13     3.02±0.75ab     3.14±0.62ab          3.21±0.88a

aP<0.05 vs  PN组; bP<0.01 vs  EN组.
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第5、第9天下降与PN组有明显差异(P <0.05), 但
与EN组相比无明显差异(P >0.05). EN+中药组

CRP在第5、第9天下降与PN组、EN组均有明

显差异(P <0.05, 表3).    

3  讨论

SAP具有发病急、进展快、病情重等特点. SAP
发病初期阶段, 大多数以腹胀腹痛并重, 胃肠麻

痹及胃肠屏障功能障碍, 肠道大量内毒素吸收, 
激活巨噬细胞, 释放大量炎性介质及细胞因子, 
引起全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS), 诱发和加重MODS[5]. 
王彩花等[6]报道急性胰腺炎起病初期, 血TNF浓
度明显高于正常, 而重症组又高于轻症组, 提示

TNF参与胰腺炎的急性炎症过程. TNF-α作为始

发因子诱导IL-1、IL-6和IL-8及其自身的基因

表达引起级联反应造成炎症介质的失控性释放, 
炎症迅速扩展到全身, 发生SIRS和MODS. 因此, 
TNF-α与SAP的严重程度密切相关[7]. CRP是肝

脏合成的一种急性时相性蛋白, 健康人血清中

浓度很低. 他的升高是机体对感染和创伤的急

性时相反应之一, 对受损细胞有非特异性保护

作用, 组织受损时, 巨噬细胞等产生的可溶性细

胞刺激因子刺激肝细胞快速合成CRP. 当组织

受伤6 h后, 血中的CRP就已开始升高, 24-48 h后
达高峰, 其升高的幅度高于其他任何急性时相

反应蛋白, 且不易受贫血、药物等因素影响, 且
CRP越高, 全身炎症反应越重, 其危险程度越高, 

病情越重, 故而常被人们作为机体发生各类炎

症的监测指标之一. 近年来被临床广泛应用于

急性胰腺炎病情的监控及预后判断[8,9]. 
虽然SAP治疗取得了一定的进展, 但近年来

文献报道SAP的死亡率仍达10%-30%[10-12]. 其主

要原因为严重的全身性炎症反应、继发感染以

及因长时间禁食而导致的营养不良和肠道功能

衰竭. SAP治疗原则是使胰腺处于休息状态, 以
减少胰腺外分泌. 由于经口饮食有可能刺激胰

腺分泌, 加重胰腺炎症状, 过去一直采用全胃肠

外营养(total parenteral nutrition, TPN), 但其有较

多并发症, 包括继发感染以及因长时间禁食而

导致的营养不良和肠道功能衰竭[13,14]. 
近年来, 随着对EN在支持治疗SAP的研究

表明, 虽然SAP早期有腹膜炎、肠麻痹发生, 但
在急性炎症得到控制后, 可迅速减轻或消退, 为
EN采用提供了条件, 且通过鼻空肠或手术时空

肠造瘘将导管插入屈氏韧带远端的空肠实施, 
能避免刺激胰腺的外分泌. 许春芳等[15]将63例
SAP患者随机分为EN组和TPN组, 观察肠内与

PN对SAP患者免疫功能的影响, 认为SAP患者

在病程早期存在免疫功能的下降; EN能有效改

善机体免疫功能, TPN不利于机体免疫功能的恢

复. 因此, EN以其循生理途径, 直接向肠黏膜提

供其代谢所需要营养物质, 促进肠黏膜的血液

循环, 防止黏膜酸中毒和通透性增高, 改善肠道

和全身免疫功能, 经济实惠等优势, 正在逐步应

用于临床[16,17]. 

■应用要点
早期肠内营养联
合加味大承气颗
粒经空肠内滴注
治疗重症急性胰
腺炎, 能明显降低
血淀粉酶及血浆
TNF-α、CRP水
平, 有效地缓解患
者的腹痛腹胀症
状, 促进胃肠道功
能恢复正常, 减轻
中毒性肠麻痹, 防
止肠道功能的衰
竭, 疗效显著.

表  2  3组患者血清淀粉酶变化 (U/L)

     
分组                1 d             5 d          9 d

PN组 1 042.35±326.22 242.35±46.20e 84.31±29.20e

EN组    991.65±306.47 164.35±32.10ae 66.31±25.29e

EN+中药组 1 076.13±376.60   92.30±19.43ace 70.37±21.14e

aP<0.05 vs  PN; cP<0.05 vs  EN组; eP<0.05 vs  1 d.

表  3  3组患者血浆TNF-α、CRP含量的比较

     
TNF-a(μg L)     CRP(mg/L)

分组
        1 d         5 d         9 d            1 d          5 d         9 d

PN组 3.32±0.23 2.64±0.21 1.98±0.16 145.32±36.41 62.64±28.55 24.98±7.14   

EN组 3.30±0.26 1.92±0.11a 1.08±0.16a 152.24±44.16 42.10±25.12a 21.01±6.46a  

EN+中药组 3.37±0.28 1.88±0.17ae 1.05±0.12ae 149.86±38.20 24.30±12.53ace 10.24±4.06ace

aP<0.05 vs  PN; cP<0.05 vs  EN组; eP<0.05 vs  1 d.
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中医药参与急性胰腺炎的治疗越来越受到

重视, 得到医学界的广泛认可. SAP在中医学属

“胁痛”、“腹痛”、“胃皖痛”等范畴. 中
医认为本病多由饮食不节, 或情志刺激, 或继发

于胆石症、蛔虫等病之后, 中焦宣泄不利, 湿热

邪毒塞积所致. 临床表现腹痛、腹胀、呕吐、

便秘等阳明腑实证. 在疾病的发展演变过程中, 
脏腑气滞血癖、湿热蕴结是重要环节, 可进一

步导致脏腑功能及阴阳失衡, 变证迭出, 治疗困

难. 因此, 治疗重在早期通腑泄下, 活血化瘀, 清
热解毒, 及早阻断病变的发展. 吴承堂等[18]报道, 
经中药清胰汤(大黄、柴胡、白芍、黄琴、胡黄

莲、元胡、木香、芒硝)治疗后, ANP犬的肠黏

膜损害明显减轻, 肠黏膜绒毛宽度、高度和面

积显著增加, 肠组织蛋白的含量增加, 肠通透性

显著下降, 血中内毒素水平下降1-2倍, 脏器细菌

移位率减少50%. 
本组中药方加味大承气颗粒在《伤寒论》

大承气汤基础上加味而成, 由生大黄、积实、

芒硝、厚朴、赤芍、丹参组成, 方中大黄、芒

硝泻热导滞, 软坚通便; 柴胡入肝胆经, 疏泄肝

胆气机; 厚朴、积实行气导滞, 消痞除满, 黄答

苦寒, 清降泄热. 共同达到通里攻下, 清利泄热

的目的. 临床研究表明大黄对急性胰腺炎患者

的胃肠黏膜有很好的保护作用, 可有效地缓解

中毒性肠麻痹, 促进胃肠蠕动和胃肠营养的恢

复, 清除血浆内炎性递质, 对阻断病源性感染

环节有重要作用, 大黄中的大黄酸、大黄素和

芦荟大黄素对多种细菌有抑制作用, 可以抑制

内毒素介导的单核-巨噬细胞产生的细胞因子

TNF-α、IL-1、IL-2、IL-8等, 减少这些细胞因

子造成的“瀑布效应”, 大黄还可以减少胰周

脓肿、败血症的发生率[19,20]; 芒硝有清热泻下

之功效, 有研究发现, 芒硝对肠黏膜有刺激作

用, 可促进肠蠕动. 而且芒硝能激活网状内皮系

统, 具有消炎止痛作用, 能迅速缓解腹痛、腹胀

及腹肌紧张, 改善胰腺局部的血液循环, 从而减

轻腹内炎症及胰腺、肠壁水肿, 防止腹腔炎性

包块和假性囊肿等并发症[21]; 枳实具有理气、

宽胸、止痛等功效. 厚朴有兴奋胃肠平滑肌作

用, 还具有明显抗炎镇痛作用, 尤其对大肠杆菌

等革兰氏阴性菌有较强的抗菌作用[22]. 赤芍具有

很强的抗内毒素作用, 对大肠杆菌脂多糖(lipo-
polysaccharide, LPS)具有直接的破坏作用[23]. 丹
参对SAP并发胃黏膜、肺脏、肾脏微循环障碍

均有改善作用[24,25]. 郭莲怡等[26]的研究结果提示: 

大黄、丹参能抑制TNF-α分泌, 上调IL-10水平, 
调节细胞因子网络的平衡, 促使SAP的恢复. 

本研究结果显示, 早期EN联合加味大承气

颗粒空肠内滴注治疗SAP, 能明显降低血淀粉酶

及血浆TNF-α、CRP水平, 有效地缓解患者的腹

痛腹胀症状, 促进胃肠道功能恢复正常, 减轻中

毒性肠麻痹, 防止肠道功能的衰竭, 疗效显著. 
其机制可能是增加胃肠蠕动, 保护肠道黏膜屏

障, 减轻内毒素血症, 抑制炎性细胞因子, 抗脂

质过氧化, 清除自由基, 减轻胰腺炎症及组织器

官损伤等. 但是, 目前国内研究主要以中药口服

或大肠灌肠为主, 我们采用加味大承气颗粒空

肠内滴注, 使中药直接到达上段空肠, 既加快疗

效、促进吸收, 又避免了直接经胃灌注导致的

对胰腺分泌功能的刺激, 同时, 中药颗粒制剂与

传统中药汤剂相比, 不仅浓度更高, 而且毒性低, 
使用更方便, 为探索SAP的中西医结合治疗提供

新的途径.
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Abstract
AIM: To compare the proportions of CD4+, CD8+ T 
cells, NK cells, B cells, and CD4+CD25HighCD127low 
Treg cells and Th/Treg ratio in the peripheral 
blood of patients with colorectal cancer and 
healthy controls to investigate the immune status 
in patients with colorectal cancer.

METHODS: Flow cytometry was used to ana-
lyze the proportions of CD4+, CD8+ T cells, NK 
cells, B cells, and CD4+CD25HighCD127low Treg 
cells and Th/Treg ratio in the peripheral blood 
from 100 patients with non-metastatic colorectal 
cancer, 100 patients with metastatic colorec-
tal cancer, and 100 healthy controls. One-way 
ANOVA was used to study the changes in the 
above immunity parameters.

RESULTS: The proportion of CD4+CD25HighCD127low 
Treg cells was significantly higher in patients 
with metastatic colorectal cancer than in health 
controls and patients with non-metastatic 
colorectal cancer (7.72% ± 2.20% vs 6.08% ± 1.47%, 
5.91% ± 1.55%, both P < 0.05), while that of CD4+ 
T cells was statistically lower in patients with 
metastatic colorectal cancer than in the other two 
groups of subjects (34.04% ± 8.71% vs 37.83% 
± 7.62%, 37.68% ± 8.89%, both P < 0.05). The 
Th/Treg ratio was also significantly lower in 
patients with metastatic colorectal cancer than in 
health controls and patients with non-metastatic 
colorectal cancer (4.70 ± 1.72 vs 6.47 ± 2.54, 6.81 ± 
4.09, both P < 0.05). There were no statistical dif-
ferences in the proportions of CD8+ T cells, NK 
cells and B cells between patients with colorectal 
cancer and healthy controls.

CONCLUSION: Abnormal immune status was 
observed in patients with metastatic colorectal 
cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Flow cytometry; Cel-
lular immunity; Regulatory T cells

Li YP, Song D, Wang YF, Tian ZH, Jia L, Su W. Multipa-
rameter analysis of cellular immunity in patients with 
colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(12): 1263-1268

摘要
目的: 评估结直肠癌患者抗肿瘤免疫状态.

方法: 应用流式细胞术检测100例未转移结直
肠癌患者、100例伴有转移结直肠癌患者和
100例健康志愿者外周血CD4+、CD8+、NK、

B、CD4+CD25HighCD127low Treg、Th/Treg值, 
采用单因素方差分析进行比较, 分析差异.

结果: 转移性结直肠癌患者组分别与正常
对照组和非转移性结直肠癌患者组相比 , 
CD4+CD25HighCD127low Treg细胞升高(7.72%
±2.20% vs  6.08%±1.47%, 5.91%±1.55%, 均
P <0.05), CD4+ T细胞降低(34.04%±8.71% vs  
37.83%±7.62%, 37.68%±8.89%, 均P <0.05), 
Th/Treg值降低(4.70±1.72 vs  6.47±2.54, 6.81
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■背景资料
结直肠癌 (CRC)
是消化系统常见
的恶性肿瘤, 在我
国每年新发病例
高达15万 .  目前 , 
对CRC的治疗仍
是以手术为主、
辅以局部或全身
放疗及化疗, 有提
高疗效的作用, 特
别是近年新辅助
放化疗在临床上
的应用能使CRC
体积缩小, 提高手
术切除率和降低
局部复发率.
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±4.09, 均P <0.05). 结直肠癌患者与正常对照
组CD8+ T细胞、NK细胞、B细胞三组两两相
比, 均无统计学意义.

结论:  转移性结直肠癌患者免疫功能紊乱 , 
主要表现为C D4+ T细胞、T h/Tr e g值降低, 
CD4+CD25HighCD127low Treg细胞升高.

关键词: 结直肠肿瘤; 流式细胞术; 细胞免疫; 调节

性T淋巴细胞
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是消化系统常

见的恶性肿瘤, 据国际癌症研究机构IARC 2009
年的一项统计数据研究资料显示全球范围内每

年约有超过100万的新发病例, 5年生存率在50%
左右[1-3], 在我国每年新发病例高达15万. 目前, 
对CRC的治疗仍是以手术为主、辅以局部或全

身放疗及化疗, 有提高疗效的作用, 特别是近年

新辅助放化疗在临床上的应用能使CRC体积缩

小, 提高手术切除率和降低局部复发率, 因此, 
进一步研究CRC术后新的辅助治疗十分重要, 
而免疫治疗就是一种行之有效的辅助治疗方

法, 肿瘤患者免疫状态评估对于选择合理的治

疗方式、判断预后有着重要的临床意义, 但目

前缺乏理想的免疫评价参数使其无法在临床常

规开展. 本文通过分析CRC患者外周血CD4+、

CD8+、NK、B、Treg、Th/Treg的变化, 探讨这

几种免疫参数评估患者免疫状态的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究实验组外周血标本200例均为

2009-07/2009-12山西省肿瘤医院住院CRC患者, 
所有病例经组织病理学鉴定为腺癌, 男118例, 
女82例, 年龄(58.3±13.9)岁, 其中伴有局部肠

系膜淋巴结转移和远处转移100例, 无转移100
例. 患者均未行化疗和放射治疗, 无免疫相关性

疾病和其他肿瘤, 无使用激素类药物及免疫抑

制剂史. 100例正常组为同期山西省肿瘤医院经

体格检查, 且生化及免疫指标均正常的健康体

检者, 其中男44例, 女66例, 年龄(56.0±9.8)岁. 
流式细胞仪; 鼠抗人抗体: CD3 PerCP-Cy5.5、
CD3 FITC、CD4 FITC、CD8 PE、CD19 PE、
CD16+56 PE、CD25 APC、CD127 PE; 同型对
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照为鼠抗人IgG1 PerCP-Cy5.5、IgG1 FITC、
IgG1 PE、IgG1 APC; 红细胞裂解液; 流式上样

管. 以上仪器和试剂均购自美国BD公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 患者与健康体检者签署知情同

意书, 所有标本均在清晨受检者空腹下, 用一次

性真空管采集静脉血2 mL, EDTA抗凝, 在标本

采集后室温(15 ℃-25 ℃)保存, 6 h内处理.
1.2.2 检测: 取待检静脉全血100 μL, 加入上样管

中, 采用双色和三色标记法根据检测项目的不

同分别加入以下抗体组合: CD3 PerCP-Cy5.5、
CD4 FITC; CD3 PerCP-Cy5.5、CD8 PE; CD3 
FITC、CD16+56 PE; CD4 FITC、CD25 APC、
CD127 PE; CD3 FITC、CD19 PE, 震荡混匀, 常
温孵育20 min, 加红细胞裂解液850 μL裂解10 
min, 1 500 r/min离心7 min, PBS冲洗1次, 加200 
μL PBS悬浮细胞, 上机检测, 采用FACSDiva软
件对数据结果进行分析.

统计学处理 采用SPSS18.0软件包进行统计

分析, 所有正态分布数据均以mean±SD, 组间

比较单因素方差分析(One-way ANOVA)比较, 
P <0.05认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 CRC患者外周血CD4+细胞相对计数比较 健
康体检者外周血和未转移性CRC患者CD4+ T
淋巴细胞占所有淋巴细胞比例分别为37.83%
±7.62%和37.68%±8.89%, 两者相比较, 无统

计学差异. 转移性CRC患者CD4+ T淋巴细胞为

34.04%±8.71%, 同健康体检者和未转移患者相

比, 差异有统计学意义(P <0.05, 图1, 2).
2.2 CRC患者外周血CD8+细胞相对计数 CD8+ T
淋巴细胞占所有淋巴细胞比例分别为26.64%±

7.54%、26.61%±9.16%、25.75%±9.17%, 三者

相比较, 均无统计学差异(图2, 3).
2.3 CRC患者外周血NK细胞相对计数 健康体检

者、非转移性和转移性CRC患者NK细胞占全部

淋巴细胞的比值分别19.30%±8.07%、19.00%
±10.60%、18.70%±10.62%, 三组相比较, 无统

计学差异(图2, 4).
2.4 CRC患者外周血CD4+CD25HighCD127Low Treg
细胞 健康体检者、未转移和转移性CRC患者

CD4+CD25HighCD127Low Treg细胞占CD4+ T淋
巴细胞的比例分别为6.08%±1.47%、5.91%±

1.55%、7.72%±2.20%, 转移患者与健康体检者

和未转移患者相比较, 有统计学差异(P <0.05), 
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■相关报道
国内外一些研究
也证实, 在肺癌、
肝癌、卵巢癌、
胰腺癌、胃肠道
肿瘤、乳腺癌等
多种实体瘤患者
的外周血和肿瘤
局部Treg细胞比
例明显增高.
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而健康体检者和未转移患者相比较, 两者无统

计学差异(图2, 5).
2.5 CRC患者外周血B细胞 健康体检者、未转移

和转移性CRC患者B细胞占淋巴细胞的比例分

别为9.80%±6.92%、9.40%±5.10%、8.96%±

4.33%, 三者两两比较, 均无统计学差异(图2, 6).
2.6 CRC患者外周血Th/Treg比值 健康体检者、

未转移和转移性CRC患者Th/Treg比值分别为

6.47±2.54、6.81±4.09、4.70±1.72, 转移性患

者与健康体检者和未转移患者相比较, 有统计

学差异(P <0.05), 而健康体检者和未转移患者相

比较, 两者无统计学差异.

3  讨论

肿瘤是由机体自身细胞在各种内外致癌因素作

用下发生恶变转化而成, 在此过程中, 机体的免

疫异常与恶性肿瘤的发生、发展、转移及预后

密切相关[4-6]. 在机体抗肿瘤细胞免疫应答过程

中, 淋巴细胞发挥重要的作用, 检测T淋巴细胞

亚群, B淋巴细胞和自然杀伤细胞是目前临床上

最常用的反映机体细胞免疫功能状态的指标, 
在肿瘤免疫监测中起着重要的作用. 研究发现, 
在不同的肿瘤中, 患者会出现不同的免疫功能

异常[7-9].
T淋巴细胞是具有多功能的细胞群体, 其

中辅助性T淋巴细胞(T h, C D4+)、细胞毒性T
淋巴细胞(Tc, CD8+)、调节性T淋巴细胞(Treg, 
CD4+CD25HighFoxp3+)是近年来研究与肿瘤免疫

密切相关的亚型. 在肿瘤发生的早期CD4+ T淋
巴细胞可以起到有效的免疫监视作用, CD4+ T
淋巴细胞不仅可以分泌大量的细胞因子, 而且

CD4+ T淋巴细胞在肿瘤免疫中具有免疫记忆

功能, 因而在机体的抗瘤免疫反应中起重要作

用. CD8+ T淋巴细胞是一种高效杀伤肿瘤作用

的分泌型细胞, 其溶酶体可以裂解蛋白, 特异

性的识别靶细胞, 同时也可以分泌特异性抗肿

瘤的细胞因子如IL-2、TNF-α、IFN-γ等. Treg

细胞又称抑制性T淋巴细胞(suppressor T cells), 
CD4+分子表达阳性, CD25+高表达, 早期通过检

测CD4+CD25+免疫表型来确定是否为Treg细胞, 
但不具有特异性, 经研究发现细胞核内Foxp3特
异性转录因子高表达于Treg细胞, 但检测需要破

膜染色, 不利于临床检测, 在随后的多项相关性

研究发现CD127低表达的细胞与Foxp3高表达

同属一类细胞, 提示可以用CD127低表达来定量

Treg[10-12]. 近年对Treg细胞生物学功能研究发现, 
他可以通过抑制其他免疫细胞的活化和增殖来

抑制机体的免疫应答反应, 这类细胞在肿瘤的

免疫逃逸机制中发挥了重要作用, 在肿瘤微环

境或外周血中, 通过分泌IL-10、TGF-β、IL-35
等多种细胞因子抑制反应性T淋巴细胞功能, 对
宿主免疫系统产生抑制作用, 以此给肿瘤提供逃

避免疫识别和杀伤的机会, 促进肿瘤生长[9,13,14]. 
国内外一些研究也证实, 在肺癌、肝癌、卵巢

癌、胰腺癌、胃肠道肿瘤、乳腺癌等多种实体

瘤患者的外周血和肿瘤局部Treg细胞比例明显

增高[15-18].
本研究以CRC患者为研究对象, 经统计学

分析我们发现, 与正常组相比较转移性CRC患

者Treg细胞比例升高, 而CD4+ T淋巴细胞比例下

降, 且差异具有显著性, 相比之下, 未转CRC患
者与正常组CD4+ T淋巴细胞和Treg细胞, 无明显

差别, 提示CRC患者肿瘤转移和CD4+ T淋巴细
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图  1  CD4+ T淋巴细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.

图  2  各组外周血免疫细胞参数比较. aP<0.05 vs  正常组和

未转移患者组.
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胞和Treg细胞比例失调有相关性, 同时, 通过分

析了另一项机体抗肿瘤参数Th/Treg值, 发现转

移性CRC患者比正常组和未转移患者组相比较

Th/Treg值有所降低, 且具有统计学意义, 提示进

展期肿瘤微环境的免疫耐受状态明显加重, 并
有利于癌细胞的转移播散, 预后不良. 我们分析

由于Treg细胞对CD4+ T和CD8+ T淋巴细胞、NK
细胞、B淋巴细胞、树突状细胞以及单核细胞

/巨噬细胞的分化和效应具有抑制功能[19-24],  因
此, 我们对CRC患者的B淋巴细胞和NK细胞也

做了检测分析, 结果显示转移性CRC患者B淋巴

细胞和NK细胞较非转移组和正常组有所降低, 

B淋巴细胞主要反映机体体液免疫功能状态, 本
研究中转移性CRC患者B淋巴细胞降低, 推测可

能与其Treg升高产生的免疫抑制有关, 其具体机

制需进一步研究证实. NK细胞是机体最主要的

抗肿瘤免疫屏障之一, 多数文献报道, 肿瘤患者

体内NK细胞会有不同程度的降低[25-28], 本研究

通过较大样本研究发现CRC肿瘤患者NK细胞并

未明显降低(通过统计学分析无明显差异), 我们

分析仅检测肿瘤患者NK细胞含量并不能准确反

映肿瘤患者机体的抗肿瘤活性, 可进一步检测

其抑制性受体(NKG2A)和活化性受体(NKG2D)
的表达来更准确反映肿瘤患者NK细胞抗肿瘤活
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图  3  CD8+ T淋巴细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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图  4  NK细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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图  5  CD4CD25HighCD127Low Treg细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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图  6  B淋巴细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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性[29]. 因此, 未来我们可进一步研究NK细胞亚群

如NKG2A和NKG2D之间的关系, 来进一步阐明

CRC患者NK细胞抗肿瘤活性, 为探讨肿瘤患者

免疫功能紊乱的免疫学机制和肿瘤免疫治疗提

供参考.
总之, 本研究通过对CRC患者细胞免疫分

析总结, 比较其变化规律, 发现CRC患者的免疫

功能存在不同程度的紊乱, 尤其是转移性CRC
患者, 为指导临床免疫治疗和了解患者的预后

提供较为有意义的参考数据.
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Abstract
Hepatitis C virus (HCV) infection is another 
common cause of chronic hepatitis, liver cirrho-
sis, and hepatocellular carcinoma after hepatitis 
B virus. It is very difficult to study the variety 
and replication of HCV and interplay between 
HCV and the host and to develop new antiviral 
drugs and vaccines against HCV infection be-
cause of lack of susceptible hosts and stable and 
convenient experimental models of HCV infec-
tion. In this paper, we review recent advances 
in the development of experimental models of 
HCV infection.

Key Words: Animal infection models; Cell models; 
Hepatitis C virus
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摘要
丙型肝炎病毒(HCV)感染是继乙型肝炎病毒
之后引起慢性肝炎、肝硬化以及肝细胞癌的
又一主要病因. HCV易感宿主选择有限, 至今
尚不能建立稳定、易行的HCV感染细胞及动
物模型系统, 使得病毒变异性、复制机制、与
宿主蛋白相互作用以及新药与疫苗研发等相
关研究受到极大限制. 本文就近年来围绕持续
稳定的HCV体外细胞或动物感染模型的研究
新进展作一综述.

关键词: 动物感染模型; 细胞模型; 丙型肝炎病毒
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0  引言

自美国学者Choo于1989年完成了丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus, HCV)基因克隆以来, 围绕HCV
病原学、致病机制、病理特征、临床转归以及

治疗干预等诸多研究广泛开展. 由于至今尚不

能建立合适的HCV感染实验模型, HCV持续感

染机制、抗病毒治疗新药以及有效疫苗研发的

深入研究受到限制. 如何建立稳定的HCV体外

细胞或动物感染模型, 为HCV变异性、复制机

制、与宿主蛋白相互作用以及新药与疫苗研发

提供研究平台, 一直是近20余年来丙型肝炎研

究领域的热点. 本文从HCV感染的细胞与动物

两方面对模型建立特点作一综述.

1  HCV感染的细胞模型

1.1 HCV在肝细胞系复制 肝细胞是HCV天然易

感细胞, 所以人们首先想到的就是能否直接用

肝细胞进行体外HCV培养与增殖[1]. 已有研究

表明HCV虽可体外感染肝细胞系, 此模型虽然

有价格低廉、操作简便、与自然感染状态接近, 
但是, 其缺点是细胞来源有一定困难, 细胞培养
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时间短且正常传代难度大, 因而该模型的稳定

性与推广性研究值得商榷[2].
1.2 HCV在非肝细胞系的复制 早期研究认为

HCV是一种严格的嗜肝病毒, 不能在肝细胞以

外的细胞中复制, 而后续研究发现HCV还可体

外感染单核细胞, 淋巴细胞. 先后用HCV体外感

染的细胞株包括人单核细胞株(U937)、人T淋
巴细胞株(Molt-4)、人胆囊细胞株(Kirlich)、猪

肾细胞株(PK15)以及鼠睾丸细胞株(STE)等. 虽
然HCV在猪肾细胞株、鼠睾丸细胞株和人肝癌

细胞(Hep3B)中能间接表达相关蛋白, 但是在上

述细胞中只能检测到HCV RNA的正链, 却无法

检测到HCV负链, 即复制中间体, 说明上述细

胞的选择仍难阐述HCV复制环节. 尽管证实了

HCV能够感染非肝细胞并在其中复制, 能够引

起免疫应答, 甚至推测HCV对人体非肝细胞系

感染是构成HCV持续感染原因之一, 然而同样

基于HCV在淋巴细胞等非肝细胞内复制时间短

的缘故, 致使HCV体外感染非肝细胞如淋巴细胞

等的研究仍存在一定争议, 有人认为这些细胞不

适合研究HCV生物特性或检测抗病毒药物[3].
1.3 HCV复制子、亚基因组复制子的建立 随着

HCV基因的克隆成功, 全长HCV基因组及1a、
1b、2a亚基因组复制子模型也相应建立. 虽然将

HCV基因组复制子通过肝内接种黑猩猩, 可导

致HCV感染, 但是该复制子在细胞培养中却不

能自主复制, 表达的病毒蛋白不能释放有感染

性的病毒颗粒, 限制了体外HCV基因组复制子

模型的发展. IbHCV亚基因组复制子模型可进行

体外培养, 使得人们能够从细胞水平低, 也不能

产生有感染性的病毒颗粒. Wakita等[4]从患有暴

发性肝炎患者克隆来的HCV JFH1-2a型全基因

组转染Huh-7细胞, 发现可产生直径约55 nm的

HCV病毒颗粒, 该种病毒颗粒对Huh-7细胞具有

感染性, 病毒定量在107-1010 copies/L, 并可以被

CD81特异抗体和来自慢性HCV感染患者的免

疫球蛋白所中和. 因此被认为是第1个可自主感

染并产病毒颗粒的体外感染模型系统. 在这一

研究中, 转染HCV JFH1-2a型全基因组的Huh-7
细胞培养上清被稀释至1/104注射给黑猩猩, 6 
wk内并没有产生感染迹象, 但当同样细胞培养

上清被稀释至1/103后再次注射, 2 wk后检测到

HCV RNA, 且持续到第5周. 最近研究发现这种

细胞模型在缺乏胆固醇的培养体系中产生的病

毒丧失感染力, 然而这种缺陷病毒在与外源胆

固醇混合后, 又恢复了其感染性[5].
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Huh-7.5细胞是通过用α-干扰素治愈含有

HCV复制子的Huh-7细胞从而获得的一种Huh-7
的突变细胞系, 他的视黄酸诱导基因Ⅰ(retinoic 
acid induced geneⅠ, RIG-Ⅰ)发生点突变, 降低

了固有免疫反应, 获得了对HCV的高易感性, 与
此同时, Lindenbach等[6]构建了一种嵌合的HCV 
FL-J6/JFH1重组载体, 即HCV JFH-1的NS3至
NS5B蛋白基因与来自另外HCV 2a基因型的C至
NS2蛋白基因融合构建的嵌合HCV全长基因组, 
转染Huh-7.5细胞后可获得感染性克隆, 后者在

48 h内可以产生约108 copies/L感染性病毒颗粒, 
并可被干扰素及其他对HCV特异的抗病毒混合

物所抑制, 提示该复制子模型为HCV生物特性

或抗病毒药物筛选研究奠定基础. 不同基因型

的HCV复制子转染细胞所产生的感染性病毒性

颗粒数量也有差别. Yi等[7]利用HCV1a基因型复

制子转染突变的H77细胞, 发现所产生的感染性

的病毒颗粒数量比HCV 2a基因型复制子低400
倍, Pietschmann等[8]用不同基因型(1a、1b、2a、
3a)的HCV C至NS2蛋白基因分别与HCV JFH-1
的NS3至NS5B蛋白基因构建了一系列嵌合病

毒重组载体, 结果发现2a型的J6CF/JFH1复制子

的感染性病毒颗粒数量最高. HCV亚基因组复

制子模型已被证明对病毒复制机制以及新药研

发等方面的研究具有重要价值. 最近, 人们将荧

光素蛋白或荧光蛋白等基因嵌合入HCV亚基因

复制子, 同时对病毒复制的抑制剂进行高流通

量筛选. 例如, Schaller等[9]将绿色荧光蛋白插入

HCV NS5A蛋白基因编码区域建立了单顺反子

复制子, 利用这一复制子, 人们可以直接观察病

毒在活体细胞内的复制而不需要干扰病毒复制

过程.
1.4 HCV全长cDNA细胞感染模型 Sun等[10]建立

了一种以HepG2细胞为宿主的HCV全长cDNA
复制模型系统, 在该细胞内能检测到对α-干扰

素敏感的HCV负链RNA、C及NS5B蛋白, 将受

染HepG2细胞导入SCID小鼠后, 发现有肿瘤的

生成并且在小鼠血液中检测到对干扰素敏感的

HCV RNA. Heller等[11]以pTRE2hyg+为载体构建

了含有HCV1b基因型全长cDNA的真核表达重

组子pTHr, 同时在HCV RNA依赖的RNA聚合酶

的活性区域引入一个突变位点(GDD→GND), 
将未引入突变位点的pTHr转染Huh-7细胞后, 在
细胞内可检测到HCV RNA正负链, 其中正链

RNA的水平比负链RNA高10倍, 在培养上清中

HCV RNA的拷贝数高达1×1011 copies/L, 而引

www.wjgnet.com
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及新药与疫苗研
发提供研究平台, 
一直是近20余年
来丙型肝炎研究
领域的热点. 
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入突变位点的pTHr GND转染的Huh-7细胞内仅

检测到少量HCV RNA正链, 未检测到负链RNA, 
所产生的正链RNA量明显少于pTHr转染细胞内

的正链RNA. 在pTHr转染后2 d, 细胞质内HCV 
C、E2以及NS5A蛋白表达最强, 4 d后明显降

低. 为判断是否有病毒颗粒的产生, 对pTHr和
pTHr GND转染细胞的培养上清进行蔗糖密度

梯度离心, 取各组分别检测HCV C、E2蛋白及

HCV RNA, 发现在pTHr转染细胞的培养上清中, 
HCV蛋白和RNA的峰值出现在密度为1.16 kg/L
的组分中, 这与以往发现的游离HCV病毒体的

密度一致. 通过电子显微镜观察到这些病毒颗

粒直径约50 nm和100 nm, 以50 nm的为多, 呈双

壳结构, 表面带有钉型突起. 另外, HCV RNA 5'
端区域会发生G-A核苷酸置换, 3'端茎环区域带

有U-A和A-U的碱基互换, 这种变化也见于HCV
感染者体内的病毒RNA中. 由此可见, HCV全长

cDNA细胞感染模型中HCV分子生物学特征既

保证了与自然HCV的同源性, 又能够在体外大

量合成, 是HCV实验模型研究的重大突破.
1.5 病毒伪颗粒 病毒伪颗粒(hepatitis C virus 
pseudo-particles, HCVpp)已用于病毒黏附、细

胞侵袭等方面的研究. HCVpp是把HCV表面糖

蛋白成分E1和E2与具有高感染性的逆转录病

毒或慢病毒核心体装配在一起, 用以模拟HCV
病毒体侵袭[12]. 人们已经利用HCVpp确认了多

个病毒侵袭受体, 具体包括黏多糖、低密度脂

蛋白、树突状细胞特异性细胞间黏附分子-3
结合的非整合素(dendritic cell-specific intercel-
lular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin, 
DC-SIGN)、肝脏特异性细胞间黏附分子-3结
合的非整合素(liver-specific intercellular adhesion 
molecule-3-grabbing non-integrin, L-SIGN)、clau-
din-1、claudin-6和claudin-9等[13]. 最近的研究证

实occludin是HCV病毒侵袭体的关键因子[14], 后
者参与机制正是通过HCV病毒伪颗粒的研究首

先提出, 并为后来的HCV感染细胞培养系统所

验证.

2  HCV感染的动物模型

由于HCV所赖以依存的宿主有限, 传统的小动

物对其不易感, 以致影响到病毒致病机制以及

预防性疫苗等的深入研究. 近10余年的探索结

果, 已经建立了几种HCV感染的动物模型.
2.1 黑猩猩模型 迄今为止, 黑猩猩是已知的除人

类外唯一的对HCV的易感动物, Mizukoshi等[15]

发现人类和黑猩猩的基因序列具有98%的同源

性, 故此认为黑猩猩是研究HCV感染最理想的

动物模型.
将含HCV基因组克隆受染细胞导入黑猩猩

体内可致急性肝炎, 后者与直接注射HCV所致

的感染过程没有明显区别[16]. Major等[17]发现, 
黑猩猩感染HCV后, 一般在1 wk内出现病毒血

症, 2 wk内病毒滴度迅速上升, 高峰可达108-1010 
copies/L, 以后上升速度明显下降, 一般8 wk后
产生抗体. 尽管急性期表现为转氨酶升高, 活检

可见肝细胞炎性坏死, 但是与人类急性丙型肝

炎相比程度较轻. 将含HCV基因组克隆的受染

的H77细胞导入10只黑猩猩, 发现有4只可完全

清除病毒, 另6只则发展成慢性感染. 在持续感

染82-216 wk的黑猩猩体内, HCV RNA定量可维

持在107-108 copies/L. 也有研究发现黑猩猩的慢

性化比率还要增大[18], 并推测这种差异与动物性

别、年龄以及病毒株特性等有关. Thimme等[19]

发现相对于慢性感染的黑猩猩, 痊愈的黑猩猩

在急性感染期肝内有更强的特异性CD8+ T淋巴

细胞免疫应答反应, Shoukry等[20]发现HCV的清

除还与早期肝内CD4+ T淋巴细胞应答有关, 是
上述2种T淋巴细胞的作用导致急性期病毒水平

的下降, 但还不能完全清除病毒. 值得注意的是, 
无论是急性感染后痊愈还是慢性化的黑猩猩, 
其外周血T淋巴细胞应答反应并没有显著区别.

虽然人类和黑猩猩的基因序列具有较好同

源性, 然而二者HLA-1、MHC-Ⅱ类分子不完全

相同, 黑猩猩体内无HLA-A2[21]. 除此之外, 由于

黑猩猩属于濒临灭绝的动物、体型大、实验和

维护费用高, 尤其在许多国家基于伦理原因将

黑猩猩作为实验动物是非法的, 这均限制了黑

猩猩在HCV研究中的应用, 所以寻找合适的小

动物模型就显得至关重要.
2.2 转基因小鼠模型 除了黑猩猩外, HCV转基因

小鼠也是较为成熟的另一HCV感染的实验动物

模型[22]. 他是通过将编码HCV蛋白的基因用转

基因技术整合到动物胚胎细胞内, 然后将整合

有外源基因的胚胎细胞移植到代孕♀动物体内, 
用PCR或Southern blot等分子生物学技术筛选子

代转基因阳性动物后建立模型. 需要指出的是

小鼠本身不能感染HCV, 不是真正意义上的动物

模型, 转基因小鼠对HCV抗原耐受而不能出现

特异的免疫反应, 不能用于对HCV生活周期以

及病毒复制等方面的研究, 但是这种模型可用

于探讨病毒与宿主蛋白相互作用, 阐述病毒致

■相关报道
Pietschmann等用
不同基因型(1a、
1 b、 2 a、 3 a ) 的
HCV C至NS2蛋
白 基 因 分 别 与
HCV JFH-1的NS3
至NS5B蛋白基因
构建了一系列嵌
合病毒重组载体, 
结果发现2a型的
J6CF/JFH1复制子
的感染性病毒颗
粒数量最高.
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病机制及研制新抗病毒策略与治疗方案.
在表达HCV C蛋白的转基因小鼠中可发现

肝脏脂肪变性和肝细胞癌变特性, 这也是许多

慢性HCV感染出现的共同现象[23]. Moriishi等[24]

的研究证实在肝细胞表达的HCV C蛋白能够上

调固醇调控因子结合蛋白-1c启动子的活性, 后
者可导致脂肪再生酶类表达活跃, 使得三酰甘

油在肝细胞内过度积累, 肝脏脂肪变性由此生

成. HCV C蛋白转基因小鼠的T淋巴细胞免疫应

答能力和淋巴细胞分泌干扰素、IL-2水平往往

比正常小鼠明显降低, 并且伴有显著的肝内淋

巴细胞浸润与转氨酶升高现象. 这种对T淋巴细

胞免疫应答功能的抑制可能是由于HCV感染增

强了T淋巴细胞对Fas-介导的细胞凋亡的敏感

性, HCV C蛋白可能是通过促进Fas-介导的T淋
巴细胞凋亡以及肝脏的T淋巴细胞浸润而导致

肝损伤, 这可能是HCV感染易导致疾病慢性化

的原因之一. 此外, HCV C蛋白所导致的肝细胞

再生速度的提高也可能是增加肝细胞发生癌变

机率的因素之一[25]. 通过对HCV非结构蛋白转

基因小鼠的研究, 目前认为在转基因小鼠肝脏

内表达的HCV NS3/4A蛋白自身不能引起肝脏

病变, 却能改变肝脏内免疫细胞亚型; 不能阻止

杀伤性T淋巴细胞对表达HCV NS3/4A蛋白的肝

细胞的适应性免疫损害[26], 却能防止源于肿瘤坏

死因子-α所产生的固有性免疫杀伤[27]. 转基因小

鼠肝脏表达HCV NS5A蛋白是否产生系列病变

目前尚存争议[28], 一方面认为可引发肝硬化和肝

细胞癌[29]; 而另一方面认为不造成肝脏病变, 仅
对肝脏内固有性和适应性免疫造成损害[30].
2.3 嵌合肝脏小鼠模型 正常小鼠对HCV感染不

易感, 但是将人肝组织移植到小鼠体内, 再用

HCV RNA阳性血清感染小鼠, 以此研究移肝组

织病理改变、病毒致病的免疫发生机制, 即所

谓嵌合人肝脏小鼠模型. 依据移植人肝组织方

式不同, 可将该类模型分类如下: (1)肝再生小鼠

模型: 具体为将人肝细胞移植到uPA/SCID(B、T
淋巴细胞缺陷)小鼠肝脏, 经定植形成组织结构

瘤后再接种HCV阳性血清[31]. 此模型特点包括

病毒滴度高及复制时间长, 病毒存在生理状态

接近自然HCV特征, 是目前较为成功的HCV感

染小鼠模型[32], 但是由于小鼠免疫系统的缺失

导致此模型不能用于研究病毒致病的免疫发生

机制以及有效疫苗预防, 移植肝细胞的质量稳

定性也是需要考虑的因素[33]; (2)异位肝移植小

鼠模型: 将人肝脏组织移植于免疫缺陷鼠肾囊

或耳廓后再接种HCV阳性血清. 此模型特点包

括在HCV感染期间便于对肝脏组织整体性病理

改变的观察, 但是移植肝脏组织技术难度高, 而
且HCV感染后病毒血症持续时间短, 较难进行

HCV持续性感染机制的研究[34]; (3)免疫耐受小

鼠模型: 将人肝癌细胞接种受孕鼠的妊娠子宫, 
子代鼠出生后, 对人肝癌细胞产生免疫耐受, 移
植小鼠14周龄时人肝癌细胞能达到小鼠肝组织

6%, 此后接种HCV阳性血清. 此模型特点为移植

鼠免疫功能健全, 在病毒血症期可以检测到肝

脏酶学改变以及免疫介导的肝组织损害, 但是

由于所产生病毒水平低, 而且人鼠组织相容性

复合物有明显差异, 故不能应用于HCV抗原递

呈环节以及针对HCV适应性免疫发生机制的研

究[35].
2.4 其他转基因动物模型 Amali等[36]建立了肝脏

特异性表达HCV C蛋白的转基因斑马鱼. 他们

用硫代乙酰胺处理核心蛋白转基因斑马鱼和野

生型斑马鱼, 研究发现斑马鱼出现了在病理上

类似于鼠类的肝脏脂肪变性和纤维化, 3 mo可
形成肝癌, 这比鼠类要快很多, 这无疑对HCV致

肝癌机制的深入研究有帮助.
H C V感染者血清或细胞组织培养病毒接

种到啮齿动物, 甚至包括免疫缺陷鼠, 都不会造

成明显感染. 与HCV侵袭密切相关的淋巴细胞

CD81抗原的表达水平在鼠体内明显降低[37], 提
示病毒侵袭障碍影响了HCV对鼠的自然感染. 
另外, 现有模型中HCV RNA复制水平低也影响

了动物模型的实际应用, 已经建立的HCV亚基

因组复制子和HCV全长cDNA细胞感染模型, 在
一定程度上可以解决HCV RNA复制问题, 但是

后续子代病毒复制的问题仍然存在[38,39].

3  结论

HCVpp、复制子、HCV全长cDNA细胞感染模

型以及感染动物模型为研究HCV的生活周期、

HCV感染致病机制以及抗病毒新药研发提供了

研究平台. 但是目前研究中的宿主细胞主要局

限于Huh-7肝癌细胞系, 体外产生的有感染性的

HCV只限于JFH-1病毒株. 未来对HCV感染的细

胞与动物模型建立的要求是其更能准确地反映

持续性感染条件下的HCV所表现出的基因型多

样性以及宿主因素的复杂性, 包括进行HCV全

基因组RNA干扰筛选实验和microRNA组学研

究, 将有助于建立更合适的HCV感染的实验动

物模型. 在最近的研究中, 人们发现联合构建人

■创新盘点
本文从HCV感染
的细胞与动物两
个层面总结了体
外感染模型的研
究 进 展 ,  可 为 病
毒变异性、复制
机制、与宿主蛋
白相互作用以及
新药与疫苗研发
提 供 有 利 条 件 , 
也是今后HCV体
外感染模型建立
的研究方向.
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occludin蛋白和CD81抗原重组载体更易使HCV
进入小鼠细胞[40], 而表达肝脏特异性microRNA, 
miR-122重组载体可以促进病毒在非肝细胞中

复制[41]. 这些研究成果代表了未来HCV感染模

型研究的方向.
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Abstract
Primary liver cancer remains one of the most 
lethal malignancies worldwide. As this disease 
is lethal in most cases, research has to be done to 
improve our understanding of the disease and 
to offer insights for possible treatment options. 
Animal models have been widely used in the re-
search of primary liver cancer. Here, we review 
the progress and prospects for the development 
of animal models of primary liver cancer, high-
lighting the best candidates for future preclinical 
investigations. 

Key Words: Primary liver cancer; Mouse model; Ge-
netically engineered mice
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摘要
原发性肝癌是最常见的恶性肿瘤之一. 由于其
死亡率高, 现已有很多研究为其临床的治疗提

供基础依据. 在这些研究中, 肝癌动物模型的
使用很广泛. 以下我们回顾现今常用的肝癌动
物模型, 并对未来肝癌动物模型的发展做一重
点介绍. 

关键词: 原发性肝癌; 小鼠模型; 基因工程小鼠
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)是
居全球第6位的常见肿瘤, 并且在肿瘤相关性死

亡中排第3位[1]. 我国是PHC的高发国, 每年有

11万人死于肝癌, 占全世界肝癌年死亡总数的

45%. 因而明确PHC的发病机制、生物学特性

及实现对肝癌的防治是我国医学工作者面临的

非常迫切的课题. 肝癌动物模型是肝癌基础与

临床研究工作中的重要材料, 目前尚没有哪一

种模型能够满足理想肝癌动物模型的所有标准, 
因此对于特定的问题我们需要选择其最适合的

模型. 本文简要回顾现今常用的各种肝癌动物

模型, 并对未来肝癌动物模型的发展做一重点

介绍. 

1  动物肝癌模型的分类

自20世纪初获得小鼠自发性肝癌动物模型以

来, 人们对肝癌动物模型研究的不断深入, 用来

建立模型的动物也各种各样, 主要有鼠、兔、

猪、犬、树鼩等. 目前进行各种肝癌实验最常

用的动物是大、小鼠. 主要的致癌方法有自发

性肝癌模型、诱发性肝癌模型、移植型肝癌模

型、转基因肝癌模型等. 其中以诱发型和移植

型应用最为广泛, 近年来转基因型肝癌模型在

国内外发展很快, 成为动物实验研究的热点. 

2  自发性肝癌模型

自发性肝癌模型是指实验动物未经任何有意识

的人工处置, 在自然情况下所发生的肿瘤. 该模

型最大的优点是, 完全在自然条件下发生的疾
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病, 排除了人为因素, 肝癌的发生、发展与人

类肝癌相似, 主要是反映动物的肿瘤易感性、

环境致癌物质和促癌物质的积聚程度, 多发生

在近交系小鼠, 发生的时间与比例和品系、性

别、环境、饲养有关. 但是肿瘤发生率低且不

稳定, 发生时间较难预测且参差不齐, 荷瘤动物

个体在动物(性别、体质量、肿瘤发生时间等)
和肿瘤(大小、数目、部位等)两方面差异较大. 
由于自发性肝癌模型的局限, 现在该模型已少

用, 被其他肝癌模型所取代[2]. 

3  诱发性动物肝癌模型

诱发性肝癌模型是指用化学、物理或生物的致

癌因素作用于动物而形成肝癌. 其中化学药物

诱导法最常用, 可以用单一种化学药物, 也可用

多种药物与不同的促癌剂、肝大部分切除等多

种因素按不同的顺序组合成不同的综合诱发肝

癌方案. 很多种化学物能够诱发动物肝癌的形

成, 如亚硝胺类(diethylnitrosamine, DEN)、黄曲

霉素类、氨基偶氨燃料类(3'-Me-DAB)、芳香胺

类化合物(2-AAF)等[3,4]. 迄今为止, 用得最多的

是二乙基亚硝胺和苯巴比妥(phenobarbital, PB), 
虽然PB的效果还有待商榷[5]. 实验动物的选择以

Wistar、SD和F344大鼠最常用, 也有应用其他动

物(小鼠、豚鼠、兔、旱獭、恒河猴)诱发肝癌

的报道. Vesselinovitch等[6]采用DEN(5 mg/kg体
质量)注射到12-15 d B6C3F1♂小鼠腹腔, 44 wk
后其成瘤率达到100%. 国内多选用敏感性较高

的如Wistar、SD等纯系大鼠, 其周龄不大于5-6 
wk, 体质量在150 g左右, 每周用0.25% DEN水溶

液灌胃1次, 量为10 mg/kg体质量, 而剩余6 d用
0.25% DEN水溶液由其自由饮用, 约4 mo可诱发

出肝癌, 5-6 mo诱癌率达80%以上, 亦可用0.05% 
DEN饮水喂养8 mo诱发肝癌; Takeuchi等[7]利用

体质量200g的♂Wistar大鼠按照200 mg/kg体质

量一次性腹腔注射DEN, 然后给予0.05%的DEN
自由饮水, 12 wk诱癌成功; Okubo等[8]采用体质

量200 g的♂Wistar大鼠, 给予100 mg/kg体质量

的DEN水溶液任其自由饮用, 16 wk诱癌成功. 
诱发性动物肝癌模型的整个诱癌过程(启

动肝细胞-肝细胞增生灶-肝细胞增生结节-肝细

胞癌)接近人类肝癌的发病特点, 多用于肝癌病

因学、发生学、发病机制、遗传学方面的研究. 
但是由于其周期长(3-6 mo), 成本高, 成功率低, 
并且有肿瘤生长不稳定等缺点, 研究人员应当

根据研究目的以及客观条件选择[9,10]. 
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4  移植型动物肝癌模型

移植型动物肝癌模型指把肝癌组织块(来源于动

物或人)、肝癌细胞株或非肝脏来源的恶性肿瘤

(乳腺癌, 结直肠癌等)接种于实验动物体内所形

成的荷肝癌动物模型. 主要包括同种移植(模型

动物之间)和异种移植(人和裸鼠之间)两种. 最
早使用的移植模型是同种移植模型, 但是发展

到今天, 这种模型已经很少使用, 因为人们发现

同种移植肝癌模型的研究结果并不能对临床进

行有效预测(如抗癌药物实验), 其次是能获得的

鼠肝癌细胞系也较少[11]. 现今, 这种模型主要用

来研究那些靠激活免疫系统而起作用的抗癌药

物(如免疫治疗)[11-13]. 以下我们重点介绍现在使

用的最多的异种移植肝癌模型. 
异种移植肝癌模型是将人肝癌细胞株或肝

癌组织块直接移植到免疫缺陷鼠而建立的模

型. 其中使用最广泛的是裸鼠. 除此之外, 也有

使用重症联合免疫缺陷小鼠(severe combined 
immunodeficient mice, SCID)[14]. 自从1963年第

1例人类肝细胞癌细胞系建立以来[15], 许多人类

肝细胞癌细胞系相继报道, 其中HepG2,  Hep3B,  
SMMC-7721和HuH7被广泛应用. 并从最初的皮

下移植模型发展到体腔内移植模型. (1)异位移

植: 即把肝癌细胞或组织块种植于皮下的方法. 
该法由于其成瘤时间短, 劳动力需要少, 相对来

说不贵, 非侵入性测量方便的优点主要用于抗

癌药物的临床前评估[12,13]. 然而, 近来的很多实

验证明肿瘤细胞生物学行为与微环境之间关系

非常密切(如: 许多肿瘤细胞系当皮下移植时不发

生转移, 而当原位移植时发生转移), 异位移植的

方法忽略了微环境对肝癌发生发展的影响[12-16]. 
因此, 该模型所获得的治疗结果必须再通过原

位移植的结果证明; (2)原位移植模型: 他是一种

模拟人类肝癌的更好的方法, 主要通过手术或

在B超的引导下把肝癌细胞或癌组织块种植于

肝脏, 他在形态学、微环境、转移潜力和对抗

癌药物的反应上更加符合人类肝癌[17,18]. 其主要

缺点在于原位移植需要更复杂和更昂贵的手术

移植过程, 肿瘤的生长和对药物的反应也不能

很好的观察. 
现已有实验证实异位或原位异种移植模型

对药物抗肿瘤效果的预测并不满意, 主要原因

可能是注射的肿瘤细胞经常培养了很长时间, 
由于培养选择压力, 这些肿瘤细胞不再持有原

始患者肿瘤细胞的分子特性. 现认为直接使用

肝癌患者的肝癌组织能够更好的解决这个问题. 
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移植型动物肝癌模型被广泛地运用于抗癌药物

的临床前评估, 并已成为研究人类恶性肿瘤转

移机制和抗转移治疗的重要实验方法.

5  转基因动物肝癌模型

转基因动物是指动物接受外源基因后, 此基因

在其染色体基因组内稳定整合并能遗传给后代

的一类动物, 是当今生物技术的研究热点. 利用

转基因技术建立的动物肝癌模型, 为肝肿瘤的

病因学研究开辟了一个新的领域. 转基因动物

模型主要用来研究特殊基因的功能和不同基因

在肝细胞癌发展过程中的相互作用(例如: 癌基

因和抑癌基因), 也可用于研究特殊基因与肝特

异性致癌物之间的关系. 
5.1 乙型肝炎病毒转基因肝癌模型 已有充分证

据表明乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是
人类肝炎和肝癌发生的重要原因[19], 为了制作一

个包含完整HBV基因组的转基因鼠来研究肝癌, 
学者们付出了很多的努力, 但到目前为止并没有

成功[20,21]. 如今用得最多的肝炎病毒转基因肝癌

模型是Chisari等[22]的HBsAg转基因小鼠模型和

Kim等[23]的HBx转基因小鼠模型. 这些模型可以

用来研究肝癌发生的机制; 也可用于研究化学

致癌物与HBV感染之间的关系; 还可以用于双

转基因小鼠模型(bitransgenic mouse models)[如
敲入(knock-in)感兴趣基因(c-myc、TGF-α)的同

时敲入HBsAg或者HBx, 来研究他们之间的关

系][24,25]. 
5.2 猴病毒40转基因动物肝癌模型 自20世纪80
年代末, 对猴病毒40(sv40)转基因小鼠肝癌模型

的研究开始兴起, sv40的基因组编码两个致癌

蛋白(T-Ag和t-Ag), 通过灭活宿主细胞抑癌基因

(p53、Rb)致癌[26,27]. 不同启动子的sv40转基因动

物可以发生不同部位的细胞, 研究发现启动子/
增强子抗凝血酶-Ⅲ(antithrombin-Ⅲ, AT-Ⅲ)[28]、

白蛋白(albumin, Alb)[29]、α-1-抗胰蛋白酶(α-1-
antitrypsin, AAT)可使sv40 T-Ag在小鼠肝脏特异

性表达. Dubois等[30]利用人AT-Ⅲ基因和sv40抗
原序列构建的外源DNA, 建立了sv40转基因小

鼠肝癌模型, 研究发现在8 mo时小鼠生瘤率为

100%, 同时有10%的小鼠发生肺转移. 
5.3 TGF转基因小鼠模型 Factor利用构建的猪

Alb/TGFβ1基因建立了TGFβ1转基因小鼠模型, 
该模型肿瘤的平均潜伏期为16-18 mo, 肿瘤发生

率为59%. 
这些模型对于研究特殊基因在肝癌形成过

程中的作用和研究肝细胞癌发展的多步骤过程

非常有用, 但其缺点在于转基因表达在所有的

肝脏细胞, 包括肿瘤微环境细胞. 另外, 这种基

因突变在胚胎形成时已经存在, 因此可能激活

一些代偿的分子通路[9]. 其次, 由于转基因动物

肝癌模型制作技术要求极高, 价格昂贵. 所以虽

然转基因动物肝癌模型可以诱导肝癌的发生, 
但其主要还是用于研究基因改变对肝癌形成的

影响. 目前转基因模型在国内的开展还比较少, 
但其为肝癌的基础理论和临床应用研究开辟了

更理想的研究途径, 具有广阔的前景, 是肝癌动

物模型未来发展的方向. 

6  其他动物肝癌模型

兔肝癌动物模型是目前世界上最大的肝癌动物

模型. 该癌模型有以下优点: (1)为目前最大的动

物可接种肝肿瘤模型; (2)为富血管肿瘤, 其供血

动脉主要为肝动脉; (3)病理上肿瘤为巨块型实

体瘤, 浸润性生长, 血供丰富, 类似于人巨块型

肝癌; (4)模型制作简单, 价格相对低廉, 接种成

功率高, 实验周期短, 一般为2-3 wk后, 肿瘤生长

即可达1-3 cm. 适用于插管等局部治疗肝肿瘤影

像学诊断及介入放射治疗的实验研究. 目前多

选用为体质量2.0-3.0 kg的新西兰或日本大白兔. 
主要为肝外-肝同种移植型的肝癌模型, 采用的

瘤源为VX2肿瘤细胞株(起源于Shope病毒诱发

的兔乳头状瘤衍生的鳞癌, 经过72次移植传代

后正式建株)接种到兔的肾脏、肝脏等部位, 制
成原位肿瘤动物模型[31,32]. 其缺点在于: 兔发生

的是移植性肝癌, 缺乏肝硬化背景, 且VX2肿瘤

极易转移和播散. 除兔之外, 也有应用其他动物

(树鼩、旱獭、麻鸭、恒河猴等)制作肝癌模型

的报道[33,34]. 

7  结论

理想的肝癌模型应符合以下条件: (1)肿瘤生长

与血供特征与人类肝癌相似; (2)简单而易于复

制; (3)价廉. 上述各类动物模型均有其优缺点, 
每位研究者应根据各自研究的目的、实验室的

条件等来建立合适的肝癌动物模型[2]. 寻找一种

与人类近缘的体型小, 易于实验室饲养的动物

建立肝癌模型, 使其诱癌过程相似于人原发性

肝癌的发生过程, 且诱癌率高, 实验重复性好便

于进行药物干预和疗效分析, 是我们今后研究

的方向. 
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Abstract
Focal adhesion kinase (FAK) was initially identi-
fied as a nonreceptor protein tyrosine kinase lo-
calized to the focal contact protein clusters. This 
enzyme has been shown to facilitate generation 
of integrin-stimulated signals to downstream 
targets. It has been reported that activation of 
FAK leads to a number of processes, includ-
ing cell attachment, migration, proliferation, 
and survival. The expression of FAK in colon 
carcinoma is significantly higher than that in 
matched cancer-adjacent normal tissue, suggest-
ing that FAK may be an important target for the 
therapy of colon carcinoma. The inhibition of 
FAK activation can interrupt many signal path-
ways involved in colon carcinogenesis and may 
represent a new therapy strategy for colon carci-
noma.

Key Words: Focal adhesion kinase; Colorectal carci-
noma; Signal pathway
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摘要
黏着斑激酶(focal adhesion kinase, FAK)是一
种非受体酪氨酸激酶, 他作为整合素介导的信
号传导过程中的中心分子与多个信号通路相
交通, 参与细胞的生长、增殖、损伤修复及凋
亡等多种生物学行为. FAK在结直肠癌中高表
达, 在正常大肠组织中呈弱阳性或阴性. FAK
可能成为结直肠癌治疗的一个重要靶点, 抑制
FAK的功能可以阻断多条与肿瘤相关的信号
通路.

关键词: 黏着斑激酶; 结直肠癌; 信号通路

张丹华, 周建平. 黏着斑激酶在结直肠癌中的研究进展.  世界华

人消化杂志  2011; 19(12): 1279-1284

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1279.asp

0  引言

结直肠癌占肿瘤发病率的第4位, 肿瘤相关疾病

死亡率的第2位[1], 对人类的健康和生命有着严

重危害. 结直肠癌的侵袭和转移是影响疗效、

预后和导致死亡的重要因素. 黏着斑激酶(focal 
adhesion kinase, FAK)在结直肠癌中高表达, 而
在正常结肠组织中呈弱阳性或阴性, 与结直肠

癌细胞的发生、侵袭、转移和增殖等生物学行

为密切相关[2-5]. FAK可能成为结直肠癌治疗的

一个重要靶点, 抑制FAK的功能可以阻断多条与

肿瘤相关的信号通路.

1  FAK简介及基本结构

FAK是Schaller等[6]1992年从v-Src转染的鸡胚成

纤维细胞中克隆鉴定出来, 因与细胞黏附关系

密切, 故命名为FAK. 编码人FAK的基因定位于

8q24, cDNA全长4 285 bp, 编码1 052个氨基酸, 
分子量为125 000 Da. 

FAK有3个结构域: 带有FERM区的氨基端

(N端)、由富含脯氨酸和黏着斑定位区(f o c a l 
adhesion targeting, FAT)组成的羧基端(C端)和激
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程中的中心分子
与多个信号通路
相交通, 其在结直
肠癌中高表达, 有
可能成为结直肠
癌治疗的一个重
要靶点. 

■同行评议者
杨柏霖, 副主任医
师, 南京中医药大
学附属医院结直
肠外科



酶区[7]. 氨基端FERM同源区结构域与激酶区相

结合并抑制后者作用, 占据位于FERM和激酶结

构域间的Src募集反应位点, 阻止了Tyr397位点

的自体磷酸化, 使FAK处于休眠状态[7,8]. 激酶区

是指411-686位氨基酸残基区域, 具有蛋白质酪

氨酸激酶共有的底物结合位点和催化位点[9,10]. 
FAK羧基端又称为黏着斑非激酶区(FAK related 
non kinase, FRNK), 是FAK的选择性剪切产物, 
在某些因素作用下, FRNK与FAK竞争结合共有

的细胞内受体, 或与FAK形成FRNK/FAK异二聚

体减弱FAK活性, 是FAK的内源性抑制剂, 可特异

性阻断FAK磷酸化及下游信号通路的活化[11,12]. 
FAK有6个酪氨酸磷酸化位点: Ty r397、

Tyr407、Tyr576、Tyr577、Tyr861、Tyr925. 
Tyr397是主要的自主磷酸化部位, 可与Src家
族的SH2结构域结合, 随后激活其他磷酸化位

点, 促进FAK下游信号通路的活化[13]. Tyr576和
Tyr577位于激酶结构域的活化环内, 是Src家族

激酶磷酸化的主要部位. Tyr861和Tyr925位于羧

基端结构域, Tyr861位点磷酸化后连接αｖβ5整
合素与FAK结合, 调节p130CAS与FAK的黏合. 
Tyr925磷酸化时, 可以与含SH2结构域的蛋白质

如接头蛋白鸟苷酸受体结合蛋白(growth recep-
tor bound protein 2, Grb2)相结合, 促进肿瘤相关

的血管再生[14,15].

2  FAK在肿瘤细胞生物学行为中的功能及机制

2.1 FAK介导肿瘤细胞的增殖与存活 Zouq等[15]

总结了10年来FAK在肿瘤细胞中的研究进展, 发
现FAK在细胞的生存与死亡上起着决定性作用. 
FAK在整合蛋白的介导下与细胞外基质(extra-
cellular matrix, ECM)黏附是细胞生长、增殖的

必要条件[16,17]. FAK-Ras-丝裂酶原活化蛋白激酶

(mitogen activated proteinase, MAPK)通路负责锚

定机制. MAPK属于丝/苏氨酸蛋白激酶, 在细胞

周期调控中发挥重要作用[18,19]. FAK的Tyr925磷
酸化后, 为Grb2提供了泊点, Grb2再通过结合鸟

苷酸交换因子sos激活Ras蛋白, 活化MAPK[15,20]. 
另一方面, FAK/Src结合后, 可以磷酸化Cas(Crk 
associated substrate)和桩蛋白(Paxillin)[21,22], 二者

酪氨酸磷酸化后, 除可以调节细胞骨架外, 还产

生其他含SH2结构域蛋白如Crk的结合部位与

C3G结合, C3G是公认的Ras鸟苷酸交换因子, 因
此, Cas和桩蛋白酪氨酸磷酸化后可以通过Crk
激活Ras/MAPK途径, 进一步作用于DNA转录因

子, 启动细胞的增殖、转化和分化[12,23]. 
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FAK-PI3K-Akt通路对肿瘤细胞的存活和

增殖也有影响, Akt能通过磷酸化Bcl-2家族成

员BAD和蛋白水解酶Caspase-9阻止细胞凋亡, 
促进细胞存活 [24]; A k t可磷酸化P53结合蛋白

MDM2, 磷酸化的MDM2转位到细胞核与P53结
合, 增加P53的泛素化而促进细胞的存活[25-27].
2.2 抑制肿瘤细胞的凋亡 在癌细胞中FAK的过

度表达可以使细胞超越凋亡这种生长抑制机

制, 甚至在缺乏细胞黏附的条件下, 转为非锚定

生长, 使癌细胞不断增生. Bcl-2蛋白家族在细

胞的存活和凋亡中起主要作用[28], FAK介导的

PI3K/Akt和MEK/Erk通路都与多种Bcl-2同源染

色体的表达和作用有关[12,27,28]. 磷脂酸肌醇3-激
酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)是一种脂类

激酶, 催化磷脂酰肌醇242磷酸和磷脂酰肌醇24, 
52二磷酸的肌醇环D3位磷酸化, 分别生成磷脂

酰肌醇23, 42二磷酸和磷脂酰肌醇23, 4, 52三磷

酸, 这2种产物均与细胞骨架重组有关[29,30]. FAK
在Tyr397位点磷酸化后, PI3Kp85亚基的SH2结
构域与其结合, 在Ras的参与下, PI3K被激活, 进
而通过蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)成
员A k t磷酸化一系列下游分子如促凋亡蛋白

Bad、核转录因子-κB、cAMP反应元件结合蛋

白、生存素(survivin)以及Forkhead转录因子

家族成员FKHRLI等导致Bcl-2转录增强, FAK-
PI3K-AKT通路通过增加Bcl-2的转录等方式抑

制细胞凋亡[2,31].
2.3 介导肿瘤细胞的迁移和侵袭 FAK信号通路

可促进细胞能动性的获得, 剔除FAK的裸鼠细胞

有能动力缺陷, 重组野生型FAK可补救这一缺

陷. 细胞运动是复杂的过程, 包括质膜伸出前突, 
形成黏着斑, 稳定前缘, 产生收缩力, 黏着翻转, 
细胞后部的松解等. 这些活动紧密协调, 主要被

调节肌动蛋白细胞骨架动力的Rho家族的GTP
酶类控制. FAK/Src信号通路与Rac1和RhoA协调

调控细胞的黏附和迁移. RhoA活化促进了有收

缩能力的肌动蛋白-肌球蛋白丝的形成. Rho家
族GTP酶类失去调节和缺乏FAK一样, 都会引起

成纤维细胞样细胞失去定向黏着[14,28]. FAK/Src
复合物主要通过两个下游底物调节Rac1活性: 
Cas和桩蛋白[9,13,32], 活化的Rac1主要作用是通过

Arp2/3复合物激活肌动蛋白磷酸化, 肌动蛋白

可诱导质膜伸出前突, 层形足板伸展. Crk可与

DOCK180/ELMO相互作用, 进而对Rac1起GEF
活性作用. 在黏着斑上, Crk/DOCK180/ELMO与

Cas的募集反应对调控Rac1下游的质膜前突起重
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■相关报道
Chen等运用RNA
干扰技术构建了
抑制FAK表达的
载体pGenesil-1-
FA K ,  成 功 干 扰
了FAK及磷酸化
FAK pY397的表
达, 增加了癌细胞
对化疗药物5-氟
尿嘧啶的敏感性, 
促进了结直肠癌
细胞的凋亡, 进而
有效地逆转结直
肠癌细胞对化疗
药物的耐药性.
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要作用, 调节细胞骨架, 进而影响细胞迁移[32,33]. 
FAK-Ras-MAPK信号通路可参与基质金属

蛋白酶(matrix metallo proteinases, MMPS)表达

的调节. MMPS能降解基底膜, 其活性与肿瘤的

迁移侵袭密切相关[34,35]. 
2.4 促进肿瘤血管的生成 肿瘤血管发生是肿瘤

转移的一个重要基础. FAK与肿瘤细胞和胞外

基质成分的黏附及其信号转导关系密切, VEGF
可通过诱导FAK磷酸化介导内皮细胞迁移并抑

制其凋亡而促进肿瘤血管生成及入侵转移[29,30]. 
侵袭性垂体腺瘤组织内FA K过度表达可激活

VEGF/VEGFR而加速血管生成, 使瘤体内微血

管密度(microvessel density, MVD)值显著增高, 
进而促进垂体腺瘤侵袭性生长[36].

3  FAK在结直肠癌中的研究进展

3.1 FAK与结直肠肿瘤相关基因间的关系 在结

直肠癌中, 发现了多种基因包括结肠腺瘤性息

肉(adenomatous polyposis coli, APC)、错配修复

(mismatch repair, MMR)、受体型酪氨酸激酶磷

酸酶R(protein-tyrosine phosphatase receptor type 
R, PTPRR)、p53等基因的改变[37]. 这些基因相

互作用, 产生多条信号通路致结直肠癌形成. 
3.1.1 参与FAP向结肠癌的转化: 家族性腺瘤样

息肉(familial adenomatous polyposis, FAP)是一

种迟发的常染色体显性遗传病, 患者表现为大

肠广泛而密集分布的腺瘤性息肉, 如不治疗, 患
者在40岁前几乎无一例外的转化为结直肠癌[38], 
FAP的致病基因是APC基因[39], APC突变后, 造
成APC蛋白功能失活, 活化FAK-Wnt-βcatenin信
号通路, Wnt/β-catenin连环蛋白功能增强, 结合

微管能力下降, 影响细胞分裂和迁移, 引起细胞

增殖和细胞分化之间的平衡失调, 细胞过度增

殖, 导致结直肠癌发生[40]. 
3.1.2 参与RAF突变致结肠癌发生的信号通路: 
RAF突变则可活化Src/FAK/Ras/Raf/ERK通路, 
该通路活化后可增强c-fos , c-jun基因的表达, 进
一步作用于DNA转录因子启动细胞增殖、转化

和分化[41,42]. Seon等研究发现, RAF的突变只在

结肠癌中发现, 而Ras突变在直肠癌中明显比在

结肠癌中少见, APC/Wnt和MMR/RAF致肿瘤

形成及其交联作用在结肠癌中比在直肠癌中常

见[37]. 这些发现也许可以解释结肠和直肠在肿

瘤形成中尚未经确认的差别. 
3.1.3 促进P53的降解: FAK以一种非激酶依赖

性形式, 通过提高MDM2依赖性的泛素化, 促进

P53降解, 具体机制为: 整合素黏着减少和有细

胞外压力的情况下, FAK离开其黏着位点, 使细

胞质中FAK增加, 也通过FAK-FERM介导的靶

向作用增加FAK在细胞核中的含量, 核内FAK
是P53-MDM2复合体的支架分子, 其FERM结构

域作为提高依赖于MDM2的P53泛素化的平台, 
FERM结构域中F1亚结构域与P53相结合, FERM 
F2亚结构域将FAK定位于核内, FERM F3亚结构

域与MDM2以及蛋白酶体降解相连接, 引起P53
多聚泛素化, 随后P53被细胞质或细胞核内蛋白

酶体降解. FAK和P53间的这种调节关系由FAK 
FERM结构域参与, 并不需要FAK激酶的活性作

用[25,27]. 
3.1.4 与促进结直肠癌发生的激素相关: 促胃泌

素释放肽(gastrin releasing peptide, GRP)及其受

体GRPR在正常大肠表皮细胞中不表达, 在结

直肠癌细胞中异常表达. 通过调控细胞骨架重

组中的细胞能动性, 增加细胞基质的黏附, 减少

细胞侵袭, 降低肿瘤细胞的恶性程度, 使肿瘤细

胞有更好的分化表型[43], 对剔除GRPR基因的小

鼠研究发现, GRPR对形态改变的调节作用是由

FAK介导的. FAK与GRP的联系提示FAK在结直

肠癌中所起的作用也许并非全部有害[44,45]. 作为

促胃泌素释放肽调控的下游激素, 胃泌素起着

与之相反的作用, 胃泌素是一种肽类激素, 也是

一种营养因子, 可调节胃酸分泌, 肿瘤发生时, 
可促进肿瘤细胞的生长[46-48]. 曹俊等发现胃泌素

能够促进转染胃泌素受体(CCK-B受体)人结肠

癌细胞株Colo320的FAK、桩蛋白和p130CAS酪
氨酸磷酸化, 进而通过磷酸化FAK Tyr397, 激活

FAK/Src-RAF-RAF-MEK-ERK1/2通路, 影响结

肠癌中E-钙黏蛋白和β-catenin分布, 促进结直肠

癌细胞侵袭和转移[47,49-51]. 
3.1.5 调控结直肠癌干细胞生物学行为: 结直肠

癌干细胞引起肿瘤形成[46], FAK/Wnt和转化生长

因子β(transforming growth factor, TGF-β)通路可

调控干细胞的自我更新、增殖、分化[45,46,52,53]. 结
直肠癌干细胞在结直肠癌中的发病机制已阐明, 
为结直肠癌的治疗提供了新的治疗靶点, 干细胞

生物标记剂, 如CD44、CD45和Lgr5, 均以结直肠

癌干细胞为靶点破坏相关信号通路, 有可能在不

久的将来彻底治愈结直肠癌晚期患者[54,55]. 
3.2 外科手术的影响 大部分结直肠癌患者都需

要接受手术治疗[56], 手术一方面可以切除肿瘤组

织及周围淋巴结, 是较为彻底的肿瘤治疗方法, 
但另一方面, 外科手术操作后, 残余的肿瘤细胞

■创新盘点
FAK自1992年发
现以来, 对其进行
了大量研究, 但多
是针对其信号通
路, 少有其与结直
肠癌关系的详细
论述, 笔者在阅读
了大量文献后, 系
统详尽地总结了
FAK与结直肠癌
基因, 相关激素以
及手术、放疗和
化疗间的关系.
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从淋巴系统和血管通过时, 都会受到压力和切

应力, 术后脱落到腹腔的细胞也会受到术后腹

腔内组织水肿增加的压力[57-59]. Thamilselvam等

的研究表明机械性刺激如增加的细胞外压和非

层流切应力可激活经典的Src/FAK/PI3K/Akt信
号通路, 增加结直肠癌细胞对细胞外基质的黏

附, 促进结直肠癌细胞存活, 抑制其凋亡[1,60-62]. 
3.3 与结直肠癌化疗的关系 术前化疗可使结

直肠癌细胞FA K的表达下降, 原因有两方面: 
(1)FAK的激活需要整合蛋白和ECM配体结合, 
整合蛋白的表达量影响着FAK的表达, 化疗使肿

瘤组织中整合蛋白β1的表达减少, 从而使FAK的

表达量减少; (2)化疗可以使部分肿瘤细胞缺血

坏死、凋亡, 肿瘤表达FAK减少. 术前化疗可通

过引起FAK表达的减少, 降低术后肿瘤的侵袭转

移, 改善患者预后[63]. 
Chen等[64]运用RNA干扰技术构建了抑制

FAK表达的载体pGenesil-1-FAK, 成功干扰了

FAK及磷酸化FAK pY397的表达, 增加了癌细胞

对化疗药物5-氟尿嘧啶的敏感性, 促进了结直肠

癌细胞的凋亡, 进而有效地逆转结直肠癌细胞

对化疗药物的耐药性. 

4  结论

FAK与结直肠癌基因、肿瘤形成相关激素以及

手术治疗和化疗关系密切. FAK可通过多条信号

通路促进结直肠癌发生. 术前化疗可使FAK表达

量下降. RNA干扰技术可抑制FAK表达, 促进结

直肠癌细胞的凋亡. FAK有望成为结直肠癌治疗

的一种新的靶向分子, 具有广阔的临床应用前景. 
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Abstract
AIM: To develop rat models of acute and chronic 
obstructive jaundice and to evaluate the extent 
to which they mimic features of clinical diseases.

METHODS: Ninety Sprague-Dawley rats were 
randomly and equally divided into three groups: 
acute obstructive jaundice group, chronic ob-
structive jaundice group, and control group. Each 
group was further divided into five subgroups 
for testing at different time points. Liver function 
was determined and the diameter of the com-
mon bile duct was measured under a microscope 
at weeks 1, 2, 3, 4, and 5 after model induction. 
Pathological changes in liver tissue were also 
observed by microscope. Choledochoduodenos-
tomy was performed at week 4.

RESULTS: Jaundice progressively worsened in 

rats with acute obstructive jaundice, and TBIL 
increased from 84.86 μmol/L ± 49.09 μmol/L at 
week 1 to 749.38 μmol/L ± 38.99 μmol/L at week 
4. Meanwhile, the diameter of the common bile 
duct diameter increased from 0.35 cm ± 0.15 cm 
to 1.50 cm ± 0.30 cm, and obvious degeneration, 
necrosis and hyperplasia of liver cells were ob-
served. Jaundice was obviously improved after 
choledochoduodenostomy (TBIL: 153.93 μmol/L 
± 57.36 μmol/L; diameter of the common bile 
duct: 0.40 cm ± 0.20 cm). Jaundice was mild in 
rats with chronic obstructive jaundice, and TBIL 
decreased from 42.43 μmol/L ± 23.56 μmol/L at 
week 1 to 36.52 μmol/L ± 16.28 μmol/L at week 
4. Meanwhile, the diameter of the common bile 
duct increased from 0.20 cm ± 0.15 cm to 0.30 cm 
± 0.10 cm, and obvious degeneration and hyper-
plasia of liver cells were noted. Jaundice slowly 
subsided after choledochoduodenostomy (TBIL: 
32.15 μmol/L ± 13.20 μmol/L; diameter of the 
common bile duct: 0.15 cm ± 0.10 cm). Total bili-
rubin and the diameter of the common bile duct 
differed significantly at different time points 
between rats with acute and chronic obstructive 
jaundice (both P < 0.05).

CONCLUSION: Rat models of acute and chronic 
obstructive jaundice have been successfully 
established. There were significantly different 
manifestations between rats with chronic and 
acute obstructive jaundice.

Key Words: Rat; Obstructive jaundice; Model

Yu SP, Li J, Hou BZ, Su YH, Li PP, Zhang BM. Evaluation 
of rat models of acute and chronic obstructive jaundice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1285-1289

摘要
目的: 探讨急慢性SD大鼠梗阻性黄疸模型的
建立, 评价其模拟临床梗阻性黄疸的价值, 提
供一种新型的慢性梗阻性黄疸模型.

方法: SD大鼠随机分成3组, 每组每时段6只: 
急性梗阻性黄疸模型组(A组), 慢性梗阻性黄
疸模型组(B组), 对照组(C组). 造模后于第1、
2、3、4、5周分别抽取大鼠静脉血检查肝功
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■背景资料
慢性梗阻性黄疸
是普外科常见的
临床症状群, 严重
危害机体的健康
甚至生命, 近年来
对梗阻性黄疸的
研究多以胆总管
结扎离断导致急
性梗阻性黄疸, 与
多数临床梗阻性
黄疸的慢性表现
不相符, 研究结论
受到限制.

■同行评议者
徐迅迪, 教授, 中
南大学湘雅二医
院肝胆胰外科



能, 显微镜下刻度目镜检测大鼠胆总管直径, 
光学显微镜观察肝组织的病理改变, 其中第4
周行胆总管十二指肠吻合再通.

结果: A组造模术后4 wk内黄疸进行性加重
(TB: 749.38 μmol/L±38.99 μmol/L vs  84.86 
μmol/L±49.09 μmol/L, P <0.05), 胆总管直径
扩张明显(1.50 cm±0.30 cm vs  0.35 cm±0.15 
cm, P <0.05), 肝细胞变性、坏死明显, 伴有增
生. 第4周行胆总管与十二指肠端侧吻合后黄
疸消退明显(TB: 153.93 μmol/L±57.36 μmol/L 
vs  749.38 μmol/L±38.99 μmol/L). B组造模术
后黄疸呈现波动性, 胆总管直径扩张(0.20 cm
±0.15 cm vs  0.30 cm±0.10 cm, P<0.05), 肝细
胞以变性为主, 并有纤维组织增生. 第4周行胆
总管与十二指肠端侧吻合再通后黄疸缓慢消
退(TB: 32.15 μmol/L±13.20 μmol/L vs  36.52 
μmol/L±16.28 μmol/L, P<0.05). A组各时段的
总胆红素及胆总管直径均存在明显不同.

结论: 慢性大鼠梗阻性黄疸的模型和急性大
鼠梗阻性黄疸大鼠有明显不同的表现, 可以提
供一种理想的慢性梗阻性黄疸的动物模型.

关键词: 大鼠; 梗阻性黄疸; 模型
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0  引言

慢性梗阻性黄疸是普外科常见的临床症状群, 
可引起诸多组织、器官的损害, 严重危害机体

的健康甚至生命, 近年来对梗阻性黄疸的研究

较多[1-6], 多以胆总管结扎离断导致梗阻性黄疸, 
与多数临床梗阻性黄疸的慢性表现不相符[7], 研
究结论受到限制. 本实验旨在建立一种慢性梗

阻性黄疸模型, 评价其与急性梗阻性黄疸不同

的临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀SD大鼠90只, 体质量在180 g±20 g, 
随机分3组: 急性梗阻性黄疸模型(A组), 慢性梗

阻性黄疸模型(B组), 对照组(C组), 每组30只, 平
均分5个时段(1、2、3、4、5 wk), 每时段6只, 
在标准饲养条件下进行饲养. 以上动物均由中

山大学北校区实验动物中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 慢性大鼠梗阻性黄疸模型的建立: 6-0 VIC-
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RYL可吸收线经碘仿纱布术前处理备用. 实验大

鼠术前12 h禁食、禁水. 乙醚吸入麻醉. 剑突下

正中切口进腹, SXP-1C显微镜下显露胆总管, 距
十二指肠上缘1 cm处纵行缝过胆总管, 将碘仿纱

布处理的6-0 VICRYL可吸收线贯通置于胆总管

内, 长度0.5 cm, 固定. 随后关腹, 结束手术. 对照

组仅开关腹手术.
1.2.2 急性大鼠梗阻性黄疸模型的建立: 显微镜

显露胆总管后, 距十二指肠上缘1 cm处6-0 VIC-
RYL可吸收线双重结扎胆总管并离断, 随后关

腹, 结束手术. 
1.2.3 胆总管十二指肠端侧吻合: 模型建立后第

4周. 术前12 h禁食、禁水. 乙醚吸入麻醉. 剑突

下正中切口进腹, 显露胆总管及十二指肠降部, 
SXP-1C显微镜下用8-0 PROLENE线将胆总管与

十二指肠降部端侧吻合. 随后关腹结束手术. 
1.2.4 标本采集: 造模后于第1、2、3、4、5周将

各组大鼠分别乙醚麻醉后, 心脏采血行肝功能

检查. SXP-1C显微镜下刻度目镜检测胆总管直

径. 取出部分肝脏左叶组织行光镜检查. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示. 均

数用方差分析中的多个样本均数的两两检验. 
数据均用SPSS统计软件处理. P  = 0.05作为检验

水准.

2  结果

2.1 肉眼观察 急性梗阻性黄疸大鼠术后2-3 d后
大鼠出现尿液深黄, 并逐渐加重. 大鼠食欲减退, 
精神差, 反应迟缓, 活动减少, 术后第3周后部分

大鼠出现呕血、便血、腹水及切口疝等并发症, 
死亡大鼠2只, 肝脏呈黄绿色甚至墨绿色, 质地

偏硬, 呈弥漫性肿大. 第4周胆总管十二指肠吻

合再通后黄疸明显好转. 慢性梗阻性黄疸大鼠

术后3 d出现尿液黄染, 1 wk后尿液黄染消失, 至
第2周尿液再次出现黄染, 呈波动性, 黄染逐渐

加深, 肝脏黄染肿胀. 第4周胆总管十二指肠吻

合再通后尿液黄染消失. 
2.2 肝功能的检查 急性梗阻性黄疸大鼠AST、
T B、D B进行性增高 .  慢性梗阻性黄疸大鼠

AST、TB、DB波动性增高. 急、慢性梗阻性

黄疸大鼠与对照组间相比, 除第2周慢性梗阻

性黄疸大鼠外(P >0.05), 差异均有统计学意义

(P <0.05, 表1). 
2.3 胆总管直径的检测 急性梗阻性黄疸大鼠术

后胆总管进行性扩张, 最大直径达1.8 cm, 呈透

明囊状, 管壁菲薄. 慢性梗阻性黄疸大鼠术后胆

www.wjgnet.com

■研发前沿
既往胆总管结扎
离断难以模拟慢
性梗阻性黄疸的
病理过程. 近年来
国内外对慢性梗
阻性黄疸模型进
行了探索, 如何制
作与临床梗阻性
黄疸发病相似的
模型及控制模型
的稳定性成为研
究的热点.

■相关报道
陈文斌等报道将
并行有 1 6 G 注射
器针头的胆总管
用5%碘酒溶液浸
泡处理的10号丝
线捆扎后, 抽除针
头造成的梗阻性
黄疸呈渐进性、
慢性过程, 耐受性
好, 重复性强.
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总管波动性扩张, 最大直径0.5 cm. 急、慢性梗

阻性黄疸大鼠与对照组间相比, 除第2周慢性梗

阻性黄疸大鼠外(P >0.05), 差异均有统计学意义

(P <0.05, 表2). 
2.4 肝组织的光镜检查 急性梗阻性黄疸大鼠术

后1 wk肝血管充血, 肝细胞肿胀, 水样变性, 少数

出现点状坏死, 随着梗阻时间的延长逐渐出现

肝内胆管扩张, 毛细血管及结缔组织增生, 炎性

细胞浸润. 第3周后肝脏可见较多灶状坏死, 小
胆管、纤维组织增生明显, 纤维间隔形成, 肝结

构紊乱. 慢性梗阻性黄疸大鼠术后1 wk肝细胞见

水样变性, 随后可见恢复, 第3周后肝细胞可见

点状坏死, 肝小叶中央出现淤胆, 小胆管增生明

显, 汇管区纤维化明显. 第5周胆总管再通后急

慢性梗阻性黄疸肝脏仍表现明显不同(图1).

3  讨论

慢性梗阻性黄疸的病理生理变化不同于急性梗

阻性黄疸, 壶腹部良恶性肿瘤及胆总管慢性炎

症、胆总管结石多表现为慢性梗阻性黄疸, 黄疸

表现为波动性, 甚至可自行完全缓解[8]. 既往胆总

管结扎离断多表现为急性梗阻性黄疸[9,10], 难以

模拟许多慢性梗阻性黄疸的病理过程[11]. 本实

验结果显示: 急性梗阻性黄疸大鼠术后总胆红

素明显持续升高, 胆总管十二指肠吻合解除梗

阻后, 黄疸消退明显. 慢性梗阻性黄疸大鼠术后

黄疸呈现波动性升高, 胆总管十二指肠吻合解

除梗阻后, 黄疸消退缓慢. 我们分析: 胆总管贯

通缝合初期, 6-0 VICRYL可吸收线造成胆总管

部分狭窄合并管壁的炎性水肿引起梗阻性黄疸, 
3 d后随着管壁炎性水肿消退及胆总管代偿扩张

表  2  各组和各时段胆总管直径检测结果 (mean±SD, n  = 6, cm)

     
分组        1 wk        2 wk      3 wk      4 wk      5 wk

C组 0.08±0.10ac 0.08±0.05b 0.09±0.05bc 0.08±0.05bd 0.09±0.10b

A组 0.35±0.15c 0.60±0.10d 1.20±0.30d 1.50±0.30d 0.40±0.20c

B组 0.20±0.15a 0.10±0.05b 0.25±0.15b 0.30±0.10b 0.15±0.10a

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  B组.

表  1  各组和各时段血清肝功能检测结果的比较 (mean±SD, n  = 6, μmol/L)

     
分组          AST          ALB           DB             TB

1 wk

    C组   28.17±4.02bc 23.05±1.28     9.54±2.39bd   13.74±1.78bd

    A组 248.65±64.91d 21.37±2.34   65.62±54.30d   84.86±49.09d

    B组   72.67±43.67 22.65±2.27   33.93±17.36   42.43±23.56

2 wk

    C组   30.17±3.98b 21.69±1.98   12.65±2.69b   14.72±2.07b

    A组 446.67±41.44d 19.47±2.35 147.84±48.74d 272.14±24.32d

    B组   28.33±9.58 19.65±5.16   19.29±9.41   24.87±6.78

3 wk

    C组   31.67±3.93bc 19.30±1.76   15.30±3.24bc   19.09±2.24bc

    A组 593.34±63.52d 15.24±2.56 593.56±31.67d 637.05±70.35d

    B组   90.67±43.14 18.64±5.68   34.38±38.99   48.53±37.78

4 wk

    C组   28.34±6.05bc 21.13±3.24   10.56±2.88bc   15.74±3.76bc

    A组 348.65±66.23d 16.35±4.34 656.60±54.35d 749.38±38.99d

    B组   65.62±42.68 20.60±4.28   32.91±17.56   36.52±16.28

5 wk

    C组   30.62±3.65bc 18.30±2.78   16.50±4.25bc   19.65±3.25bc

    A组 193.36±53.32d 14.34±5.50   93.56±31.67d 153.93±57.36d

    B组   60.63±41.25 18.70±5.65   24.42±18.15   32.15±13.20

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组; cP<0.05, dP<0.01 vs  B组.

■创新盘点
本文通过运用碘
仿处理的6-0 VIC-
RYL可吸收线对
胆总管黏膜的物
理刺激不同于既
往文献报道的对
胆总管浆膜层的
影响, 更符合临床
慢性梗阻性黄疸
的发病机制及病
理过程, 如胆总管
结石、壶腹周围
癌等.
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缓解了胆总管梗阻而使黄疸消退. 第2周后碘仿

处理的6-0 VICRYL可吸收线的物理刺激作用使

胆总管壁逐渐发生变性、坏死及增生, 引发胆

总管组织慢性进行性纤维瘢痕狭窄再次造成慢

性梗阻性黄疸. 急慢性大鼠梗阻性黄疸各时段

的表现均有明显不同, 各时段总胆红素、胆总

管直径的比较差异有统计学意义(P <0.05). 因此, 
我们认为本慢性大鼠梗阻性黄疸模型能更好地

模仿临床常见的慢性梗阻性黄疸的病理过程, 
是一种比较理想的动物模型. 

本实验显示急性大鼠梗阻性黄疸模型在术

后胆总管直径最大扩张达正常值近20倍, 大鼠

仍能生存, 术后3 wk大鼠才出现呕血、便血、腹

水及切口疝等并发症提示我们对于急性梗阻性

黄达患者的手术时机选择, 特别对于心肺功能

不良等基本情况差, 合并梗阻性黄疸的患者是

否可以考虑在情况改善后再考虑手术解除梗阻

提供一种参考. 慢性大鼠梗阻性黄疸的黄疸发

展趋势和既往文献[12,13]有所不同, 究其原因可

能与实验方法不同有关, 我们通过运用碘仿处

理的6-0 VICRYL可吸收线对胆总管黏膜的物理

刺激不同于既往文献报道的对胆总管浆膜层的

影响[12-15], 更符合临床慢性梗阻性黄疸的发病机

制. 在本组慢性大鼠梗阻性黄疸模型中, 黄疸的

发展趋势渐进性不是很明显而呈现波动性, 甚
至完全缓解的特点(TB: 42.43 μ/L±23.56 μ/L、
24.87 μ/L±6.78 μ/L、48.53 μ/L±37.78 μ/L、
36.52 μ/L±16.28 μ/L、32.15 μ/L±13.20 μ/L), 
我们分析可能与6-0 VICRYL可吸收线的部分吸

收缓解了胆总管的梗阻及胆总管炎症的消退相

关, 如果用非吸收多股线来处理胆总管的梗阻

可能到达更好的效果. 
总之, 实验观察慢性大鼠梗阻性模型黄疸

症状及肝功能变化表现与以往胆总管结扎断离

所致的急性梗阻性黄疸明显不同, 呈现慢性、

波动性发展的特征表现, 更加接近于多数临床

梗阻性黄疸病例表现, 故其是研究梗阻性黄疸

病理改变及治疗的一种理想实验模型. 
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(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做
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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
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■同行评价
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黄疸模型的建立
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Abstract
AIM: To determine the mechanism underlying 
the therapeutic effects of Compound Indigo 
Granules (CIG) against ulcerative colitis by in-
vestigating the effect of treatment with CIG on 
the expression of nuclear factor-κB P65 (NF-κB 
P65) and tumor necrosis factor (TNF)-α in the 
colon of rats with experimental ulcerative colitis.

METHODS: Ulcerative colitis was induced in 
rats with trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS). 
Rats were divided into control group, model 
group, salazosulfapyridine (SASP) group, low-, 
medium-, and high-dose CIG groups. Except the 
control group, the other groups were intragastri-

cally given normal saline, SASP, and different 
doses of CIG from day 3 after model induction 
for 10 days, respectively. On day 14, all rats 
were killed to take colon and serum samples for 
measuring colonic NF-κB P65 expression by im-
munohistochemisty and serum TNF-α levels by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: The levels of NF-κB P65 protein 
expression in the colon and serum TNF-α were 
significantly higher in the model group than in 
the control group (0.138 ± 0.003 vs 0.276 ± 0.0081; 
18.990 ± 3.964 vs 67.657 ± 3.580, both P < 0.05) 
but were significantly lower in the high-dose 
CIG group than in the model group (0.217 ± 0.007 
vs 0.276 ± 0.008; 27.783 ± 2.867 vs 67.657 ± 3.580, 
both P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with CIG signifi-
cantly decreased the levels of NF-κB P65 protein 
expression in the colon and serum TNF-α in rats 
with ulcerative colitis. CIG exerts therapeutic 
effects against ulcerative colitis possibly via 
mechanisms associated with the NF-κB signal-
ing pathway and down-regulation of TNF-α.

Key Words: Compound Indigo Granules; Ulcerative 
colitis; NF-κB P65; Tumor necrosis factor-α

Du LY, Chen MS, Liu QF, Cheng XL, Li XM. Treatment 
with Compound Indigo Granules down-regulates NF-
κB P65 and TNF-α expression in ulcerative colitis in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1290-1294

摘要
目的: 探讨复方青黛颗粒治疗溃疡性结肠炎
(UC)大鼠的相关机制. 

方法: 用三硝基苯磺酸(TNBS)法制备大鼠UC
模型, 分为空白对照组、模型对照组、柳氮
磺吡啶(SASP)组、复方青黛颗粒低、中、高
剂量组. 造模后第3天开始灌胃给药, 共给药
10 d, 实验第14天, 处死大鼠. 取大鼠结肠组织
及血清, 用免疫组织化学SP法检测NF-κB P65
蛋白表达, ELISA测定血清中肿瘤坏死因子

®

■背景资料
复方青黛颗粒是
中国医科大学附
属第一医院中医
科用于治疗溃疡
性结肠炎(UC)的
协定处方, 经30多
年临床应用疗效
显著. 

■同行评议者
李晓波, 教授, 上
海交通大学药学
院
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α(TNF-α)的含量. 

结果: 空白对照组与模型对照组比较, 结肠组
织中NF-κB P65蛋白表达及血清中TNF-α表
达明显增高(0.276±0.0081 vs  0.138±0.003; 
67.657±3.580 vs  18.990±3.964, 均P <0.05), 
复方青黛颗粒高剂量组与模型对照组相比, 结
肠组织中NF-κB P65蛋白表达及血清中TNF-α
表达显著降低(0.217±0.007 vs  0.276±0.008; 
27.783±2.867 vs  67.657±3.580, 均P <0.05).

结论: 复方青黛颗粒对TNBS诱导的UC大鼠
的治疗作用可能与通过NF-κB信号传导通路, 
调节TNF-α含量有关.

关键词: 复方青黛颗粒; 溃疡性结肠炎模型大鼠; 

NF-κB P65; 肿瘤坏死因子α
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)的病因及发

病机制目前尚不清楚, 免疫系统异常是造成炎

症和组织损伤的内在因素, 并与遗传、环境、

微生物等因素密切相关. UC的治疗目前仍以氨

基水杨酸类和糖皮质激素为主. 复方青黛颗粒

是中国医科大学附属第一医院中医科用于治疗

UC的协定处方, 经30多年临床应用疗效显著. 
研究表明促炎症反应细胞因子及其他炎症介

质包括TNF-α和细胞间黏附分子1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)在炎症反应过程

中起重要作用, 他们在肠黏膜中含量增加是UC
发病的重要因素, 同时NF-κB信号传导通路激活

是慢性炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
IBD)的发病机制之一[1]. 在UC模型大鼠肠组织

中NF-κB表达水平与TNF-α、ICAM-1阳性表

达呈正相关[2]. 本实验通过复方青黛颗粒治疗

TNBS诱导的UC大鼠模型, 检测结肠组织NF-κB 
P65蛋白的表达、血清中TNF-α含量, 进一步探

讨复方青黛颗粒治疗UC的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 酶标定量测定仪、连续加样枪(日本

Nichiryo公司). 复方青黛颗粒(NIGC, 中国医科

大学), 柳氮磺吡啶(SASP, 批号040106, 上海三维

制药有限公司), TNBS(批号: P2297, 美国Sigma 

公司), 大鼠TNF-α ELISA试剂盒(96T , 批号: 
300333, 美国ADL公司),  NF-κB P65鼠多克隆抗

体(Santa Cruz公司); SP试剂盒、DAB显色试剂

盒: 均购自北京中杉生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 TNBS法制备UC大鼠模型: TNBS法大鼠

UC模型的制备方法参考文献[3-5]. SD大鼠, ♂, 
体质量250 g±20 g, 52只, 随机分为6组, 空白对

照组, 模型对照组, 柳氮磺吡啶(0.5 g/kg, SASP
组), 复方青黛颗粒低(0.6 g/kg)、中(0.9 g/kg)、
高(1.2 g/kg)剂量组. 灌胃药物剂量均按照大鼠与

人之间药物剂量换算公式计算. 各组动物于造

模前禁食24 h, 以0.9 g/kg乌拉坦腹腔注射麻醉, 
固定于平板上, 平板下部垫高使动物尾部与头

部呈40度. 将体积分数为5%的TNBS 水溶液与

500 mL/L乙醇以体积比1∶1混匀. 取一外径2.0 
mm、长约12 cm的硅胶输液管(用石蜡油润滑), 
插入大鼠肛门8 cm, 按剂量100 mg/kg缓慢灌注

TNBS乙醇溶液, 1 min灌注完, 2 min后松开固定, 
取其俯卧位自然苏醒. 造模结束后第2天随机处

死大鼠4只, 剖腹摘取直肠和结肠, 清洗后肉眼

观察结肠充血水肿情况, 并取8 cm肠段(甲醛固

定)做病理检查及组织切片确定造模成功. 造模

后第3天开始各组动物灌胃给药, 连续给药10 d. 
空白对照组和模型对照组动物按10 mL/kg体质

量胃内给予蒸馏水, 每日记录动物体质量、体

征及粪便状况. 
1.2.2 标本处理: 连续给药10 d后处死大鼠, 立即

沿腹中线剪开腹腔, 腹主动脉取血, 2 500 r/min
离心10 min分离血清, 置于-80 ℃冰箱保存以备

检测血清TNF-α含量. 分离结肠, 沿肠系膜剪开

肠腔取病变结肠, 冷生理盐水冲洗干净, 肉眼

进行大体形态观察, 拍摄大病理数码相片. 取病

变结肠组织1.0 cm×1.0 cm放入EP管中, 置于

-80 ℃冰箱保存备用. 剩余部分用4%甲醛溶液固

定, 石蜡包埋, 3 μm连续切片, HE染色, 镜下评价

炎症和溃疡情况. 
1.2.3 血清TNF-α含量测定: 根据TNF-α ELISA
试剂盒方法检测血清样本, 后用酶标仪测定450 
nm处吸光度值, 作标准曲线, 回归计算血清中

TNF-α含量. 
1.2.4 NF-κB P65蛋白表达测定: 根据免疫组织化

学(SP)法, 对NF-κB P65进行蛋白表达测定. DAB
显色后, 以细胞质出现棕黄色颗粒为阳性. 利用

Image-pro plus 4.5显微图像分析系统对染色阳

性物质进行吸光度测定. 以高倍镜(×400)在每

■相关报道
有 研 究 显 示 ,  作
为可诱发的转录
调 节 因 子 ,  N F -
κB结合位点可接
受 免 疫 刺 激 , 如
TNF-α、 IL-1、
LPS或T淋巴细胞
激活.
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张切片上随机选取5个视野, 测定阳性部位总吸

光度值和总面积值, 计算二者比值即阳性表达

部位的平均光密度值, 该值越大, 表明蛋白含量

越高.
统计学处理 采用SPSS13.0随机单位组设

计资料的方差分析S-N-K统计方法分析数据, 用
mean±SD表示.

2  结果

2.1 对UC模型大鼠血清中TNF-α含量的影响 空
白对照组、模型对照组、SASP组、复方青黛颗

粒低、中、高剂量组大鼠血清中TNF-α含量分

别为: 18.990±3.964、67.657±3.580、23.454±
3.500、42.053±3.413、34.846±4.091、27.783
±2.867. 模型对照组大鼠血清TNF-α的含量与

正常对照组比较显著升高(P <0.05). 经过复方青

黛颗粒治疗后, 高剂量组TNF-α的含量显著低于

模型对照组, 具有统计学差异(P <0.05).
2.2 对UC模型大鼠结肠组织中NF-κB P65蛋白

表达的影响 NF-κB P65各组肠组织黏膜层可见

中性粒细胞、淋巴细胞、浆细胞及嗜酸性粒细

胞浸润, 细胞质出现棕黄色颗粒为阳性(图1). 空
白对照组、模型对照组、SASP组、复方青黛颗

粒低、中、高剂量组大鼠结肠组织NF-κB P65
蛋白定量分析分别为: 0.138±0.003、0.276±
0.008、0.223±0.005、0.269±0.008、0.251±
0.008、0.217±0.007. 模型对照组大鼠结肠组织

NF-κB P65蛋白表达与正常对照组比较显著升

高(P <0.05). 经复方青黛颗粒治疗后, 高剂量组

大鼠结肠组织NF-κB P65蛋白表达减少, 与模型

对照组相比较具有统计学差异(P <0.05).

3  讨论

UC属祖国医学“泄泻”、“久痢”、“休息

痢”、“肠澼”、“肠风”等范畴. 现代医学

认为: UC是一种主要分布于结肠和直肠黏膜或

黏膜下层的、边界不清楚的炎性反应，属于

IBD的一种. 临床表现为腹泻、黏液脓血便、腹

痛. 病情轻重不等, 多呈反复发作的慢性病程. 
可伴有多种肠外表现, 包括外周性关节炎、结

节性红斑、坏疽性脓皮病、巩膜外层炎等. 本
病可发生在任何年龄, 多见于20-40岁, 亦可见于

儿童或老年. 
复方青黛颗粒由青黛、黄柏、儿茶、枯

矾、珍珠等组成. 组方中所含有效化学成分具

有加强机体吞噬细胞的吞噬能力, 抗病原微生

物, 抑制肠黏膜分泌, 抑制肠蠕动, 促进盲肠逆

蠕动, 能和蛋白化合成难溶于水的蛋白化合物

而形成沉淀, 用于局部出血, 促进创口愈合和抑

制实验性溃疡的作用[6]. 前期研究结果表明, 复
方青黛颗粒能显著减轻异种异体结肠致敏所致

大鼠实验性UC模型的症状[7], 减少结肠组织中

自由基的形成[8], 并有镇痛抗炎[9], 抑制肠蠕动的

作用[10], 能下调CD54的过度表达和调节IL-1β、

IL-4、MUC2、iNOS水平[11]. 
TNF-α主要由活化的单核巨噬细胞所产生, 

是一种具有广泛生物活性的细胞因子, 可使白

细胞在炎症局部聚集, 刺激单核细胞、血管内

皮细胞等产生细胞因子, 并诱导细胞因子合成

及发生级联反应, 最终导致组织的损伤, 在UC
中被公认为是一种促炎细胞因子. 在UC活动期, 
TNF-α的水平在血浆及粪便中升高, 在肠道中能

介导肠黏膜损伤作用[12]. 本实验中UC大鼠血清

中存在TNF-α水平异常增高, 增高的TNF-α与炎

症细胞相互作用, 加重局部肠黏膜的炎症损伤. 
经过复方青黛颗粒治疗, 抑制TNF-α的活化, 减
少TNF-α与炎症细胞相互作用, 减轻局部肠黏膜

的炎症损伤, 从而促进肠黏膜修复与溃疡愈合. 
NF-κB广泛存在于各种组织中, 正常情况下

存在于细胞质内, 是一种具有多向转录调节作

用的蛋白质, 参与许多炎症性疾病的发病机制. 
哺乳动物的NF-κB家族包括5种成员: NF-κB1 
(P105/P50)、NF-κB2(P100/P52、P65RelA)、
C-rel和RelB. 研究显示: NF-κB可上调肠黏膜中

致炎细胞因子IL-1、TNF-α的表达, 加重肠黏膜

的炎症, 引起上皮细胞的凋亡, 且NF-κB活化后

可以增强TNF-α和IL-1β的基因转录, 使TNF-α
和IL-lβ产生和释放增多 [13,14]. 在鼠UC实验中

发现, 肠黏膜组织中活化的NF-κB及促炎因子

TNF-α表达上调, 而NF-κB抑制物水平下降. 肠
道炎性细胞核提取物中NF-κB P65水平明显升

高[15]. 实验数据分析表明: UC模型大鼠结肠组织

NF-κB P65的含量明显高于空白对照组大鼠的

含量, 并且UC模型大鼠经复方青黛颗粒治疗后, 
大鼠结肠组织NF-κB P65的含量显著降低, 由此

可以得出复方青黛颗粒治疗UC可能通过NF-κB
信号传导通路. 

TNBS是一种半抗原物质, 与大分子组织蛋

白结合后成为一种抗原物质, 引起机体免疫反

应, 诱导肠炎发生. 该方法成熟, 易操作, 是较理

想的造模途径[16]. 本实验通过TNBS制备UC大

鼠模型, 经过复方青黛颗粒治疗, NF-κB P65及

■创新盘点
本 文 通 过 研 究
TNBS诱导的溃疡
性结肠炎大鼠结
肠组织NF-κB P65
及血清TNF-α表
达, 来阐明复方青
黛颗粒治疗溃疡
性结肠炎的作用
机制, 并进行药物
治疗疗效比较.
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TNF-α的表达明显减少. 从而可以得出复方青黛

颗粒在治疗UC中可能通过NF-κB信号传导通路, 
抑制TNF-α的活化, 减少TNF-α与炎症细胞相互

作用, 降低各种炎症细胞的渗出及炎症细胞因

子的含量, 减轻局部肠黏膜的炎症损伤, 从而促

进肠黏膜修复与溃疡愈合. 
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■应用要点
复方青黛颗粒在
治疗UC中 ,  可能
与通过NF-κB信
号 传 导 通 路 ,  抑
制TNF-α的活化, 
减少TNF-α与炎
症细胞相互作用
有关.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

蛋白.
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理论价值和科学
意 义 ,  对 于 阐 明
UC发病机制和复
方青黛颗粒的作
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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion of sex determining region Y-box 2 (Sox2) 
and caudal type homeobox transcription factor 2 
(Cdx2) in gastric intestinal metaplasia (IM).

METHODS: The expression of SOX2 and CDX2 
proteins in 80 paraffin-embedded specimens 
of gastritis and mild/moderate/severe IM was 
detected by immunohistochemistry. The mRNA 
levels of Sox2 and Cdx2 in 40 endoscopic biopsy 
specimens of gastritis and mild/moderate/se-
vere IM were quantified by real-time Q-PCR.

RESULTS: Both SOX2 and CDX2 proteins were 
located in the nuclei of normal gastric and nor-
mal intestinal epithelial cells. The positive rates 
of SOX2 and CDX2 protein expression in gastri-
tis and mild/moderate/severe IM were 94.4% 
and 5.6%, 75.0% and 50.0%, 23.5% and 85.7%, 
and 9.5% and 90.5%, respectively (all P < 0.05). 
The relative expression levels of Sox2 and Cdx2 

mRNAs in gastritis and mild/moderate/severe 
IM were 0.5778 ± 0.0778 and 0.0517 ± 0.0218, 
0.1496 ± 0.0384 and 0.1402 ± 0.0300, and 0.1131 
± 0.0384 and 0.3453 ± 0.0537, respectively (all P 
< 0.05). The levels of Sox2 transcripts decreased 
but those of Cdx2 transcripts increased with the 
progression of IM. There is an inverse correla-
tion between the expression levels of Sox2 and 
Cdx2 (r < 0).

CONCLUSION: Down-regulation of Sox2 and 
ectopic expression of Cdx2 were found in the 
progression of gastric IM.

Key Words: Sex determining region Y-box 2; Cau-
dal type homeobox transcription factor 2; Gastric 
intestinal metaplasia

Niu HJ, Chen X, Wang BM. Significance of expression 
of Sox2 and Cdx2 in gastric intestinal metaplasia. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1295-1299

摘要
目的: 探讨性别决定区Y框蛋白2(Sox2)和尾型
同源盒转录因子2(Cdx2)在胃黏膜肠化生中的
表达及意义.

方法: 免疫组织化学检测80例病理学诊断为
胃炎、轻度胃黏膜肠化生(IM)、中度IM和重
度IM的石蜡包埋胃黏膜标本中Sox2和Cdx2蛋
白的表达; 荧光定量PCR检测40例病理学诊断
为胃炎、轻度IM和中重度IM组的胃镜活检标
本中Sox2和Cdx2 mRNA表达.

结果: S o x2和C d x2蛋白分别定位于正常
胃和肠上皮细胞胞核 .  胃炎、轻度I M组中
S o x2蛋白阳性率显著高于C d x2(94.4% v s  
5.6%; 75.0% vs  50.0%, 均P <0.05), 而中度
IM组和重度IM组中Sox2蛋白阳性率显著低
于Cdx2(23.5% vs  85.7%; 9.5% vs  90.5%, 均
P <0.05). 胃炎组、轻度IM组Sox2 mRNA水平
显著高于Cdx2(0.5778±0.0778 vs  0.0517±
0.0218; 0.1496±0.0384 vs  0.1402±0.0300, 均
P <0.05), 中重度IM组Sox2 mRNA水平显著
低于Cdx2(0.1131±0.0384 vs  0.3453±0.0537, 
P <0.05). 随着IM进展, 有Sox2 mRNA逐渐减
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■背景资料
胃黏膜肠上皮化
生是肠型胃癌发
病机制Correa's级
联反应的一个中
间步骤, 一般被认
为是一种癌前病
变 .  胃黏膜 IM发
生的机制还没有
被详细阐明. 如果
想要预防肿瘤从
这种病变中发生, 
就有必要研究控
制这个过程的转
录因子.

■同行评议者
刘丽江, 教授, 江
汉大学医学院病
理学与病理生理
学教研室



少, 而Cdx2逐渐被上调, 二者呈负相关(r <0).

结论: 随着IM的进展, 有Sox2的表达下调和
Cdx2的异位表达.

关键词: 性别决定区Y框蛋白2; 尾型同源盒转录因

子2; 胃黏膜肠化生

牛海静, 陈鑫, 王邦茂. Sox2和Cdx2在胃黏膜肠化生中的表达及

意义.  世界华人消化杂志  2011; 19(12): 1295-1299
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0  引言

胃黏膜肠化生(intestinal metaplasia, IM)是胃上皮

细胞转分化为肠表型, 伴随着肠特异性基因(如
Muc2, 蔗糖酶/异麦芽糖酶和肠碳酸苷酶Ⅰ等)的
表达. 胃黏膜IM被认为是肠型胃癌的一种癌前

病变[1]. 随着胚胎发育学的发展, 人们发现在消

化道上皮发育过程中很重要的一些转录因子可

能参与了胃黏膜IM的发生[2]. 尾型同源盒转录因

子2(caudal type homeobox transcription factor 2, 
Cdx2)仅在成体肠道中表达而在胃中不表达, 是
肠特异性转录因子, 负责调控下消化道上皮细胞

的发育[3]. 性别决定区Y框蛋白2(sex determining 
region Y-box 2, Sox2)是含有Sry样HMG盒的进化

保守的转录因子家族的一个成员, 成人Sox2主要

表达在正常食管和胃上皮中以维持胃和食管正

常上皮表型, 而在肠道中不表达[4]. 为研究Cdx2
和Sox2在胃黏膜IM中的表达情况及意义, 我们

从蛋白和mRNA水平检测了不同程度胃黏膜IM
中Cdx2和Sox2在胃黏膜IM中的表达, 以探讨

Cdx2和Sox2在胃黏膜IM发生中可能起到的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 免疫组织化学所使用的胃黏膜IM标本

为2007-2008年天津医科大学总医院消化内镜

中心胃镜活检标本于病理科存档蜡块. 所选标

本临床资料较为完备, 患者平均年龄58(50-65)
岁, 男女比例为1∶1.5. 其HE染色切片经一个独

立病理医师镜下诊断, 分为胃炎组18例、轻度

IM组20例、中度IM组21例、重度IM组21例(杯
状细胞所占百分比<30%为轻度IM、30%-60%
为中度IM、>60%为中度IM). 荧光定量PCR所

使用胃黏膜IM标本为天津医科大学总医院消化

内镜中心胃镜活检新鲜标本, 经同一病理医师

对HE切片重新评价后分为胃炎组12例、轻度

IM组16例、中重度IM组12例. 所选标本患者平

均年龄56岁(45-65岁), 男女比例为1∶1.5. 主要
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试剂: 鼠抗人Cdx2单克隆抗体购自北京中山生

物技术有限公司, 兔抗人Sox2多克隆抗体购自

北京博奥森生物公司, 免疫组织化学相关试剂

购自北京中山生物技术有限公司. SYBR® Green 
Master Mix(日本Toyobo), M-MLV逆转录酶及

TRIzol(美国Invitrogen), Taq DNA聚合酶(美国

NEB), DEPC(上海生工), DNaseⅠ(美国Sigma), 
氯仿、异丙醇等荧光定量PCR相关试剂均为国

产分析纯产品. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学: 石蜡切片常规二甲苯脱蜡, 
梯度乙醇脱苯, 微波修复, 3% H2O2溶液室温孵

育, 分别滴加Sox2抗体(1∶300)或Cdx2抗体(工
作液), 滴加辣根酶标记的通用型二抗, 滴加DAB
显色, 显微镜下适时终止反应, 苏木素返蓝, 脱
水, 透明, 干燥中性树脂封片. Sox2和Cdx2染色

以胞核呈现棕黄色为阳性标准, 着色明显高于

背景或背景不着色而细胞着色为阳性细胞. 每
张切片随机选择5个高倍视野(×400), 根据阳性

细胞百分数的多少进行分级, 阳性细胞百分比

>10%为阳性. 
1.2.2 荧光定量PCR: 新鲜标本TRIzol法提取总

RNA, 1%甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定总RNA
完整性, 逆转录合成cDNA第一链, Sox2和Cdx2 
mRNA的相对定量检测, 其中Sox2、Cdx2和
GAPDH的引物由北京奥科生物技术公司负责合

成. Sox2: 5'-CCCACCTACAGCATGTCCTAC-3'; 
5'-GGAGTGGGAGGAAGAGGTAAC-3', 扩增片

段长度: 122 bp. Cdx2: 5'-GAACCTGTGCGAGT-
GGATG-3'; 5'-CGGATGGTGATGTAGCGAC-3', 
扩增片段长度: 152 bp. GAPDH: 5'-GTCG-
GAGTCAACGGATTTG-3'; 5'-CCATGGGTG-
GAATCATATTG-3', 扩增片段长度: 146 bp. 实时

荧光定量PCR通过实时监测PCR产物的动态累

积量, 得到各管样品的扩增曲线, 从而测得各管

样品待测序列的Ct值, 待测样品目的基因相对表

达量为2-ΔCt. 
统计学处理 使用SPSS11.5统计软件进行数

据处理. 免疫组织化学各组之间蛋白表达阳性

率比较采用χ2检验和Fisher确切概率法. 荧光定

量PCR各组之间Sox2和Cdx2 mRNA相对表达量

使用方差分析, Pearson参数相关分析检验各组

Sox2和Cdx2 mRNA表达的相关性. P <0.05认为

有统计意义.

2  结果

2.1 CDX2和SOX2蛋白定性和定位 CDX2蛋白

www.wjgnet.com

■创新盘点
胃表型向肠表型
的转变可能是胃
黏膜IM形成的重
要机制. 本实验选
择了2个重要的消
化系上皮转录因
子Cdx2和Sox2, 从
转录和翻译水平
较为详尽地研究
了二者在胃黏膜
IM中的表达改变.
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定位于轻、中、重度IM组杯状细胞和柱状上皮

细胞的胞核, 呈棕黄色染色(图1A, B), 表达阳性

率分别为50.0%、85.7%和90.5%, 正常胃上皮细

胞基本无表达(图1C, D), 阳性率为5.6%, 各组之

间表达有显著性差异(χ2 = 36.978, P <0.001, 表1). 
SOX2蛋白定位于正常胃黏膜上皮胞核, 近核周

的胞质区也有少量棕黄色着色(图2A, B), 表达

阳性率为94.4%. 轻、中、重度IM中Sox2表达阳

性率分别为75.0%、23.5%和9.5%, 表达逐渐减

弱(图2C, D), 各组之间表达有显著性差异(χ2 = 

40.934, P <0.001, 表2). 
2.2 Sox2和Cdx2 mRNA表达水平 胃炎组Sox2 
mRNA水平最高为0.5778±0.0778, 随着IM程度

加重其表达逐渐减低, 各组之间差异有显著性

(P <0.01); Cdx2在胃炎组中有微弱表达, 随着IM
程度加重表达逐渐增高, 在中重度IM组中表达

最高为0.3453±0.0537, 各组之间差异有显著性

(P <0.01, 表3). 对各组Cdx2和Sox2 mRNA的相关

性分析结果分别为胃炎组r  = -0.799, P <0.01; 轻
度IM组r  = -0.825, P <0.01; 中重度IM组r  = -0.714, 

A B

C D

图  1  Cdx2免疫组织化学
染色(×400). A, B: 肠化生

胞核染成棕黄色; C, D: 正

常胃上皮细胞无着色.

A B

C D

图  2  Sox2免疫组织化学
染色(×400). A, B: 正常胃

黏膜胞核及核周胞质染成

棕黄色, 显著高于背景着色; 

C, D: 肠化生细胞无着色.

■应用要点
本文研究发现胃
黏膜IM中胃转录
因子Sox2表达下
调而肠转录因子
Cdx2表达上调. 如
能逆转这些调节
基因表达的改变, 
很有可能有助于
修复萎缩和化生
黏膜, 这可作为未
来一种新的治疗
手段.
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P <0.01; 总体r  = -0.822, P <0.01. 说明Cdx2和Sox2 
mRNA在各组及总体中的表达均呈逆相关. 

3  讨论

流行病学研究证实, 胃黏膜IM具有高致癌风险[5]. 
我国的一项包括3 000名患者的4-5年随访时间

的队列研究中, 从IM进展为胃癌的OR值波动于

17-29, 存在不典型增生个体的危险性尤其高. 日
本利用胃癌风险指数评估胃癌前病变与胃癌的

发生关系时得出结论, IM是肠型胃癌发生的重

要条件, 从IM进展到肿瘤的相对危险性为6.4. 因
此如果可以防治或逆转胃黏膜IM, 将可能降低

肠型胃癌的发病率. 
同源盒基因家族是消化道上皮发育相关的

一些最重要的基因[6], 脊椎动物中这些发育转录

因子也许在控制IM发生中起了一定作用. 尾同

源盒基因Cdx2在肠上皮发育和肠表型分化和维

持中起重要作用[7]. 为了分析胃向肠表型的转

变, 人们还应该注意到胃转录因子如Sox基因家

族[8]. 其家族成员的结构特点为均含有一个保守

的、与HMG盒子DNA连接结构域同源的DNA
序列特异的结构域[9]. 在胚胎发育中起了关键作

用的Sox基因家族, 除了能维持胚胎干细胞多能

性之外, 在IM的发展中也许也发挥了重要作用. 
正常情况下Cdx2仅在人类十二指肠以下的

肠道中表达, 而在胃及以上的上消化道上皮细

胞中不表达[10]. 我们证明Cdx2在胃镜活检的胃

炎标本中有微弱表达, 考虑原因可能有: (1)这
些标本虽然还没有发生形态学可见的改变如杯

状细胞的形成, 但已经有了肠化倾向. 而Cdx2作
为转录因子应该在IM表型形成(即有杯状细胞

出现)之前就表达. 另有研究表明GERD患者的

食管炎性上皮中也可以检测到微弱的Cdx2表
达[11], 与我们的推测相一致; (2)这些标本可能是

H.pylori相关性胃炎组织. 有研究表明H.pylori相
关性胃炎中可以出现Cdx2的表达[12]. 我们下一

步应该确认是否我们实验中Cdx2阳性的标本中

有H.pylori抗原的表达来验证这一观点. 流行病

学证实H.pylori定位与胃黏膜IM的发生非常相

关[13]. H.pylori诱导的炎症后发生的组织退化过

程及H.pylori感染相关蛋白包括SHP2磷酸酶和

IL-1β能影响细胞内信号级联反应[14]. 我们认为

有可能H.pylori的某些毒力因素首先诱导了转录

因子Cdx2的表达, 然后经过一段时间才会逐渐

出现镜下可见的IM病灶. 我们还发现Cdx2随着

IM程度加重表达逐渐增高, 可能与发生肠表型

转化的细胞所占比率相关. 
Sox2基因是胚胎干细胞标志物之一, 正常

情况下表达在胚胎的全能干细胞和其他的早期

多潜能细胞中, 是这些细胞功能维系所必需的, 
如果表达缺失将在胚胎早期发生致命性的发育

障碍[15]. 我们证明Sox2在胃炎组织中强表达, 随
着胃黏膜IM程度加重表达逐渐减低. 因为Sox2
是胃特异性转录因子, 控制着胃表型的形成, IM
形成就是肠表型替代胃表型的过程, 故随着IM
程度加重会有胃表型的减少和Sox2表达的减少.

我们证明S O X2蛋白定位于正常胃上皮

细胞的胞核, 而CDX2蛋白定位于IM细胞的胞

核, 这可以用二者都是转录因子, 其主要的功能

发挥位点应该是在细胞核内来解释. SOX2和
CDX2蛋白在胃黏膜IM组织中的表达似乎呈现

一定规律, 因此我们接着测定了二者mRNA水平

来验证. 
我们从蛋白和mRNA表达方面研究了人类

胃炎和轻、中、重度IM病变中Sox2和Cdx2的表

达情况. Sox2与Cdx2的表达模式呈逆相关, 除了

Cdx2在转录和翻译水平的异位表达之外, Sox2
的下调可能会是胃黏膜IM表型转变的另外一

表  3  实时荧光定量PCR检测Sox2和Cdx2 mRNA表达水
平 (mean±SD)

     
分组            Sox2           Cdx2

胃炎 0.5778±0.0778 0.0517±0.0218

轻度IM 0.1496±0.0384 0.1402±0.0300

中重度IM 0.1131±0.0384 0.3453±0.0537

表  1  不同组织Cdx2的表达

     
分组   n

        Cdx2 阳性率
   χ2值     P值

阴性 阳性     (%)

胃炎 18 17   1    5.6

轻度IM 20 10 10  50.0 36.978 <0.001

中度IM 21   3 18  85.7

重度IM 21   2 19  90.5

表  2  不同组织Sox2的表达

     
分组   n

        Sox2 阳性率
   χ2值     P值

阴性 阳性     (%)

胃炎 18   1 17  94.4

轻度IM 20   5 15  75.0 40.934 <0.001

中度IM 21 17   4  23.5

重度IM 21 19   2    9.5

■同行评价
本文科学性较好, 
具有一定的研究
价值和科学意义.
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个重要机制. 但仍需阐明胃黏膜IM中转录因子

Sox2和Cdx2表达改变的原因是什么; 这种表达

改变是独立调节, 还是协同调节. 逆转调节基因

表达的改变, 很有可能有助于修复萎缩和化生

黏膜, 作为未来一种新的治疗手段.
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Abstract
AIM: To investigate the pattern of lymph node 
metastasis in advanced proximal gastric cancer 
to guide the extent of stomach resection (proxi-
mal or total gastrectomy) and to evaluate the 
necessity of splenectomy.

METHODS: The clinicopathological data for 86 
patients with advanced proximal gastric cancer 
who underwent radical gastrectomy at our hos-
pital from January 1989 to September 2010 were 
retrospectively analyzed. The number and size 
of detected lymph nodes were recorded. The 

total and average number of detected lymph 
nodes, total rate of lymph node metastasis, and 
metastasis rates of Nos. 1-16 lymph nodes were 
calculated.

RESULTS: A total of 4 756 (30-157) lymph 
nodes were detected in the surgical specimens 
from 86 patients with advanced proximal gas-
tric cancer, and the average number of detected 
lymph nodes was 55.30 ± 20.23. Of 4 756 de-
tected lymph nodes, 3 859 (81.14%) had a size 
of ≤5 mm. Seventy of 86 cases had lymph node 
metastasis, and the total rate of lymph node 
metastasis was 81.40%. Of 912 metastatic lymph 
nodes, 556 (60.96%) had a size of ≤5 mm. The 
metastasis rates of Nos. 1-4 and 7-9 lymph nodes 
(39.53%-80.23%) were higher than those of Nos. 
12-15 (0.00%-2.33%). The metastasis rates of Nos 
5, 6, 10, 11 and 16 lymph nodes were 22.09%, 
15.12%, 33.72%, 18.60% and 15.12%, respectively.

CONCLUSION: Analysis of the pattern of 
lymph node metastasis in proximal advanced 
gastric cancer has an appreciable value in guid-
ing lymphadenectomy. Total gastrectomy plus 
splenectomy is a feasible radical surgery for 
proximal advanced gastric cancer because of the 
requirement of resection of Nos. 5-6 and Nos. 
10-11 lymph nodes.

Key Words: Proximal gastric cancer; Lymph node 
metastasis; Lymphadenectomy; Gastrectomy; Sple-
nectomy

Shao YS, Peng KQ, Zhang YT, Yu Y, Feng Y, Zhu L, Liu W, 
Wu WL. Lymph node metastasis in advanced proximal 
gastric cancer: an analysis of 86 cases. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(12): 1300-1306

摘要
目的: 分析进展期近端胃癌的淋巴结转移规
律, 为进展期近端胃癌的胃切除范围以及是否
需要联合切脾提供参考依据.

方法: 选择江汉大学附属医院1989-01/2010-09
行根治性切除手术的进展期近端胃癌86例, 记
录每例患者的淋巴结数目和大小, 计算淋巴结
总数和平均值, 计算总体淋巴结转移率以及

®

■背景资料
关于进展期近端
胃癌的手术方式
存在两点争议. 一
是胃切除范围, 是
行近端胃切除术
抑或全胃切除术
尚无定论; 二是关
于近端胃癌手术
是切脾还是保脾, 
直到近年讨论仍
在进行. 此两点即
使在美国NCCN
指南中也无明确
意见.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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No.1-16淋巴结转移率.

结果: 86例手术标本共检出淋巴结4 756枚
(30-157枚), 平均55.30±20.23枚/例. 其中
≤5 m m的淋巴结占81 .14%(3 859/4 756) . 
86例中70例有淋巴结转移 ,  淋巴结转移率
81.40%. 有癌转移的淋巴结中, ≤5 mm的淋
巴结占60.96%(556/912). 总体淋巴结转移率
为81.40%. No.1-4和No.7-9淋巴结转移率较
高(39.53%-80.23%), 而No.12-15淋巴结转移
率极低(0.00%-2.33%), No.16淋巴结转移率
为15.12%. No.5和No.6淋巴结转移率分别为
22.09%和15.12%. No.10和No.11淋巴结转移
率分别为33.2%和18.60%.

结论: 进展期近端胃癌的淋巴结转移规律有
助于指导淋巴结切除术, 因为切除No.5-6和
No.10-11淋巴结的需要, 进展期近端胃癌宜行
全胃切除联合脾切除术.

关键词: 近端胃癌; 淋巴结转移; 淋巴结切除术; 胃

切除术; 脾切除术
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0  引言

胃癌是临床最常见的恶性肿瘤之一, 其发病率

和死亡率在我国居恶性肿瘤首位[1]. 近年来, 胃
癌的发病率没有明显增加, 但近端胃癌所占的

比例有所提高[2]. 手术一直是胃癌治疗的主要手

段, 关于胃体癌和远端胃癌的胃切除范围已达

成共识, 惟有近端胃癌, 是行近端胃切除术抑或

全胃切除术仍存争议[2-4]. 作为胃癌根治手术的

组成部分, 脾切除的目的是切除脾门(No.10)淋
巴结和脾动脉干(No.11)淋巴结[5,6]. 但随着对脾

脏免疫功能的不断认识和手术病例的积累与总

结, 脾切除在胃癌手术中的价值开始受到置疑[7]. 
直到近年, 关于近端胃癌手术是切脾还是保脾

的讨论仍在进行[8-10]. 鉴于此, 我们分析进展期近

端胃癌的淋巴结转移特点, 以期为进展期近端

胃癌的胃切除范围以及是否需要联合切脾提供

参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 江汉大学附属医院胃肠外科1989-01/ 
2010-09完整病理学检查资料的进展期近端胃癌

86例, 均为根治性切除手术病例; 早期胃癌和非

R0切除病例皆除外. 其中男65例, 女21例; 年龄

26-83(中位年龄59)岁. 
1.2 方法 
1.2.1 淋巴结切除范围: (1)幽门上区: 结扎胃

十二指肠动脉、胃右动脉和胃右静脉, 于十二

指肠球部以下断肠, 清除No.5淋巴结. 剥离肝

十二指肠韧带上的神经淋巴板, 裸露胆总管、

门静脉和肝固有动脉, 清除No.12淋巴结; (2)幽
门下区: 结扎胃网膜右血管, 切除十二指肠球部, 
裸露胰头, 清除No.6淋巴结. 剥离大网膜和横结

肠系膜前叶, 裸露胰腺下缘肠系膜上血管, 清除

No.14淋巴结; 裸露结肠中血管, 清除No.15淋巴

结; (3)腹腔动脉区: 沿肝固有动脉向左剥离, 裸
露肝总动脉, 去尽肝胰之间的后腹膜, 清除No.8
淋巴结. 剥离裸露腹腔动脉, 清除No.9淋巴结; 
于起始部结扎胃左动脉, 清除No.7淋巴结. 剥离

左侧肾上腺前方Gerota筋膜, 裸露腹主动脉, 清
除No.16淋巴结. 裸露腹腔动脉后, 于起始部结

扎脾动脉, 为清除No.10和No.11淋巴结做准备;  
(4)贲门区: 切断肝左侧三角韧带和冠状韧带, 将
肝脏左外侧叶向右侧翻开, 游离食管下段, 切断

迷走神经干, 距离贲门6 cm切断食管, 剥离膈孔

处腹膜和筋膜, 裸露双侧膈脚, 清除No.1、No.2
和No.110淋巴结; (5)胰脾区: Kocher手法翻起胰

头和十二指肠, 剥离胰头后结缔组织连至十二

指肠球部, 清除No.13淋巴结. 游离脾脏, 将脾脏

连同左半胰逆时针翻起, 结扎脾血管, 于肠系膜

下血管前方切断胰腺, 切除脾脏和左半胰, 清除

No.10和No.11淋巴结. 2002年以后, 按照JRSGC
提出的方法保留胰腺 ,  在胰腺上缘结扎脾血

管、切除脾脏, 清除No.10和No.11淋巴结.  最后, 
胃小弯No.3淋巴结和胃大弯No.4淋巴结连同胃

标本被一并去除. 
1.2.2 胃切除范围: 2001年以前, 15例行近端胃切

除术, 切除淋巴结1-3组、4 s组、7-16组, 常规切

除脾、左半胰和食管下段6 cm, 行食管-残胃吻

合; 14例因癌肿累及胃体行全胃切除术, 切除淋

巴结为1-16组和110组[12]. 2002年以后, 57例全部

行全胃切除术, 切除淋巴结为1-16组和110组; 常
规保留胰腺, 切除脾脏和食管下段6 cm, 行食管-
空场Roux-en-Y吻合. 
1.2.3 淋巴结取材和检查: 采用淋巴结显示技术[13], 
将手术标本用40 g/L甲醛固定, 丙酮和无水乙醇

脱水, 0.3%美蓝染色, 然后在透光下按解剖学位

置逐组取出淋巴结. 所有淋巴结常规石蜡包埋

切片, 测量淋巴结最大直径, 最大径≥5 mm淋巴

■研发前沿
国内外文献报道, 
No .5淋巴结转移
率0 . 0 % - 1 0 . 3 % , 
No .6淋巴结转移
率0 .0%-13 .0%; 
N o . 1 0 淋 巴 结 转
移率4 .8%-55%, 
No.11淋巴结转移
率3.4%-45%. 这
些文献报道的胃
癌根治手术切除
淋巴结数目, 平均
4.91-27.86枚/例不
等, 而且每枚淋巴
结作单张切片HE
染色镜检, 因而不
能准确反映胃癌
淋巴结转移规律. 
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结作长径3平面各2张切片, 最大径<5 mm淋巴结

作连续6张切片; 淋巴结切片行HE染色和细胞角

蛋白免疫组织化学染色, 光镜下判断有无癌转移.
统计学处理 (1)记录每例患者的淋巴结数

目和大小(最大直径), 计算淋巴结总数和平均值

(用mean±SD表示); (2)计算淋巴结转移率(淋巴

结转移例数/总例数), 分析有癌转移淋巴结的大

小; (3)Gerota筋膜查找淋巴结: 在历年的胃癌全

胃切除手术中, 发现左侧肾上腺前方Gerota筋膜

中含有淋巴结, 这些淋巴结即使在JRSGC 2010
年公布的第14版胃癌处理规约中也未提及; 故
本研究将最后24例患者手术标本中的Gerota筋
膜单独送病检, 按照淋巴结显示技术查找淋巴

结; (4)计算每组淋巴结转移率: 本组86例中, 仅1
例病检找到No.110淋巴结且为阴性, 故将No.110
淋巴结去除, 计算No.1-16淋巴结转移率; 此外, 
因胃左动脉周围(No.7)淋巴结、肝总动脉周围

(No.8)淋巴结和腹腔动脉周围(No.9)淋巴结在手

术标本中难以区分开来, 故将此3组淋巴结合为

No.7-9一并计算淋巴结转移率; (5)No.10淋巴结

转移相关因素分析: 包括患者性别、肿瘤大小

(直径)、侵犯深度(T分期)、分化程度和Laurén
分型. 所有统计学处理用SPSS11.5统计学软件

完成, 均数的比较用t检验, 率的比较用χ2检验, 
P <0.05被认为差异有显著性.

2  结果

2.1 淋巴结数目及大小 86例手术标本溶脂后共

检出淋巴结4 756枚(30-157枚), 平均(55.30±

20.23)枚/例. 4 756枚淋巴结最大径1-22 mm, 其中

最大径≤5 mm的淋巴结占81.14%(3859/4 756). 
2.2 淋巴结转移率 本组86例中70例有淋巴结

转移, 淋巴结转移率81.40%. 有癌转移的淋巴

结共912枚 ,  其中最大径≤5 m m的淋巴结占

60.96%(556/912), 最大径≥10 mm的淋巴结占

11.95%(109/912). 
2.3 Gerota筋膜淋巴结 本组86例中, 有24例将左

侧肾上腺前方Gerota筋膜单独送检查找淋巴结, 
共检出淋巴结77枚(1-7枚), 平均(3.21±1.86)枚
/例. 24例中13例(54.17%)共18枚淋巴结(23.38%)
有癌转移. 
2.4 胃周1-16组淋巴结转移率 结果见表1, 并与

国内外文献报道结果进行对比. 
2.5 脾门(N o .10)淋巴结相关因素分析  脾门

(No.10)淋巴转移相关因素为: 性别、肿瘤大小、

侵犯深度及Laurén分型(均P<0.01, 表2). 

3  讨论

胃癌手术结束时有肉眼可见的癌残留为R2切除, 
镜下发现癌残留为R1切除, 无癌残留为R0切除. 
胃癌根治术只有做到R0切除方为治愈性手术, 
否则属姑息性治疗[26]. Nazli等[27]研究发现, 手术

方式、淋巴结转移状况和分期是影响胃癌术后

生存时间的预后因素; 其多变量分析结果表明, 
R0切除对延长术后生存时间有益, 是胃癌独立

的预后因素[27]. 可见, 胃癌根治术的基本原则是

R0切除. 这就要求足够的胃切除范围和淋巴结切

除范围, 以及必要的邻近器官或组织的切除[28]. 

■相关报道
Shin等报道, 进展
期近端胃癌No.10
淋巴结转移高危
因素包括女性、
BorrmannⅣ型、
肿瘤>5 cm、低分
化腺癌、印戒细
胞癌、Laurén弥
漫型、血管淋巴
侵犯和神经侵犯; 
Kikuchi等研究发
现, No.10淋巴结
转移相关因素有
肿瘤>40 mm、未
分化癌和肿瘤分
期. 因此有学者提
出, 应该对No.10
淋巴结转移高危
病例选择性行联
合脾切除术.

表  1  No.1-16淋巴结转移率 (%)

     
淋巴结分组 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 No.7-9 No.10 No.11 No.12 No.13 No.14 No.15 No.16

本组转移率 39.53 45.34 80.23 67.44 22.09 15.12 55.81 33.72 18.60   2.33 1.16 0.00 0.00 15.12

Sakaguchi等[13]   -   -   -   - -   -   - 24.00 24.00   - - - -   -

Mönig等[14]   -   -   -   - -   -   -   9.80   -   - - - -   -

Kikuchi等[15]   -   -   -   - -   -   - 23.10   -   - - - -   -

Koufuji等[16]   -   -   -   - -   -   - 17.00 25.00   - - - -   -

Shin等[10]   -   -   -   - -   -   - 12.90   -   - - - -   -

Sasada等[17]   -   -   -   - -   -   - 15.40   -   - - - -   -

陈志新等[18]   -   -   -   - -   -   - 55.00 45.00   - - - -   -

涂小煌等[19] 73. 47 61.22 65.31   8.16   4.08   0.00 65.31   8.16   8.16   4.08 0.00 4.08 0.00 16.33

曹其彬等[20] 42. 90 19.00 38.10 14.30   9.50   4.80 19.10   4.80   -   - - - -   -

何铁汉等[21] 41.50 19.50 38.10 15.30   4.20   4.70 21.80 10.20   7.80   5.10 3.30 4.20 -   -

王俊田等[22] 31.80 13.60 40.10 13.60   0.00   4.50 36.40 22.70 27.30   0.00 9.00 9.00 9.00   9.00

王益民等[23] 28.10 17.60 35.90   9.00 10.30   2.90 17.30   - 10.50   - - - - 13.20

丁小兵等[24] 44.50 18.70 49.10 16.30   5.30   6.10 18.30   8.50   3.40   0.00 0 0.00 0.00   0.00

胡祥等[25] 47.00 46.00 49.00 27.00   7.00 13.00 46.00 33.00 34.00 19.00 6.00 0.00 0.00 23.00
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淋巴结转移状况是影响胃癌预后的重要

因素之一, 淋巴结(N)分期则是判断胃癌预后的

重要指标. 早年, 国际抗癌联盟(union for interna-
tional cancer control, UICC)的TNM分期系统按清

除淋巴结距原发灶的距离进行N分期, JRSGC则
是按照解剖学部位将胃周淋巴结分为1-3站[29]. 直
到1997年, UICC公布的第5版胃癌TNM分期中, 
规定以淋巴结转移数目进行术后N分期. 此后, 
UICC的第6版以及2010年新公布的第7版TNM
分期方案, 皆以淋巴结转移数目进行N分期. N分

期从定性、定位到定量的质变, 能更准确反映

胃癌淋巴结转移的程度, 因而在临床上得到广

泛的推广和应用.  显然, 只有达到一定的淋巴结

检查数目, 才能得出较为准确的N分期. UICC第
5版胃癌TNM分期明确提出, 胃癌手术要求检查

淋巴结>15枚. 美国NCCN网(The National Com-
prehensive Cancer Network)2010年版胃癌指南也

要求, 胃癌手术切除/检查淋巴结数目最低不能

少于15枚. Aurello等[30]报道, 早期胃癌患者至少

取得10枚, 进展期胃癌患者至少取得16枚淋巴

结, 才能得出准确的N分期. Ichikura等[31]报道, 为
了确保胃癌手术后N分期的准确性, N0期病例要

求至少切除10-15枚淋巴结送检, N1-3期病例要

求送检≥20枚淋巴结; 如果切除、送检淋巴结

≥30枚, 术后N分期可能会更准确. Yu等[32]报道全

胃联合脾切除检出淋巴结40(5-93)枚/例, Csendes
等[33]报道全胃联合脾切除检出淋巴结30(22-38)

枚/例. 国内文献报道, 胃癌根治手术切除淋巴结

数目平均(4.91-27.86)枚/例不等[19,21,24,25,30-39]. 本
研究86例进展期近端胃癌手术检查淋巴结平均

55.3枚/例, 明显高于国内外报道结果. 此外, 淋
巴结切片数目也很最重要. 在胃癌TNM分期方

案中, UICC只规定了淋巴结检查数目, 而对淋

巴结切片数目没有具体要求. 我们常规要求对

每枚淋巴结作连续6张切片, 行HE染色和细胞角

蛋白免疫组织化学染色检查[11,12]; 因为单张切片

HE染色镜检有9%-33%的漏诊率, 不能准确反映

淋巴结转移状况[40]. 本研究采用淋巴结显示技

术, 全数取出手术标本中的淋巴结, 平均每例检

查淋巴结55.3枚, 每枚淋巴结作连续6张切片HE
染色和细胞角蛋白免疫组织化学染色检查, 因
而能够较准确反映进展期近端胃癌的淋巴结转

移状况和N分期. 
本组86例手术标本溶脂后共检出淋巴结

4 756枚, 其中最大径≤5 mm的淋巴结占81.14%; 
有癌转移的淋巴结共912枚, 其中最大径≤5 mm
的淋巴结占60.96%. 徐少杰等[36]报道115例胃癌

手术共取得淋巴结2 252枚, 其中10 mm以下淋

巴结占80.7%; 有癌转移的556枚淋巴结中, 10 
mm以下淋巴结占62.9%, 而1-5 mm和6-9 mm淋

巴结转移率分别为12.3%和26.2%. 丁莉利等[37]

报道30例胃癌根治手术平均取得淋巴结27.86枚
/例, 直径≤5 mm的转移淋巴结占38.11%. 可见, 
小淋巴结不一定没有癌转移. 同样, 肿大的淋巴

结不一定有癌转移. 刘省存等[35]报道155例胃癌

D2/D3手术, 共切除淋巴结3 305枚, 其中肿大淋

巴结1 037枚, 转移占40.79%. 上述结果是对胃癌

手术中通过手感和目视判断淋巴结有无转移这

一传统方法的否定, 应该引起临床外科医师的重

视. 手术医师如果根据手感和目视的判断结果任

意缩小淋巴结切除范围, 势必可能导致肿瘤残

留, 最终影响胃癌手术效果. 因此, 惟有规范的淋

巴结切除术, 才能保证胃癌根治性手术疗效. 
2001年以前, 我们常规切除脾脏和左半胰, 

以清除No.10和No.11淋巴结. 2002年以后, 我们

首先在起始点结扎脾动脉, 然后后采用Mattox法
剥离左侧肾上腺前方Gerota筋膜, 将脾脏和胰尾

翻起, 在胰腺上缘结扎脾血管, 将脾脏、脾血管

连同No.10和No.11淋巴结一并切除. 剥离Gerota
筋膜, 翻起脾脏和胰尾, 还有助于裸露腹主动

脉, 清除No.16淋巴结. 在历年的胃癌全胃切除

手术中, 我们发现Gerota筋膜中含有淋巴结, 这
些淋巴结即使在JRSGC 2010年公布的第14版胃

■创新盘点
本研究采用淋巴
结显示技术, 全数
取出手术标本中
的 淋 巴 结 ,  平 均
每例检查淋巴结
55.3枚, 每枚淋巴
结作连续6张切片
HE染色和细胞角
蛋白免疫组织化
学染色检查, 因而
能够较准确反映
进展期近端胃癌
的淋巴结转移规
律. 此外, 本研究
发现除了日本胃
癌处理规约中有
编号的淋巴结以
外 ,  在 左 侧 肾 上
腺前方Gerota筋
膜中也存在淋巴
结, 且转移率高达
54.17%. 

表  2  No.10淋巴结转移相关因素

     
因素 转移 无转移   P值 t 值或χ2值

性别

    男 13 52 <0.01 χ2 = 8. 27

    女 11 10

肿瘤大小(cm) 5.38±1.20 3.06±0.70 <0.01 t  = 21.08

侵犯深度

    T2   1 21 <0.01 χ2 = 13.64

    T3 10 27

    T4 13 14

肿瘤分化

    低 17 35 0.46 χ2 = 1.55

    中   6 22

    高   1   5

Laurén分型

    弥漫型 23 15 <0.01 χ2 = 36.03

    肠型   1 39

    其他型   0   8

肿瘤大小: 原发灶最大径; 侵犯深度: 肿瘤的T分期.
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癌处理规约中也未提及. 本研究将24例患者手

术标本中的Gerota筋膜单独送病检, 按照淋巴结

显示技术共检出淋巴结77枚(1-7枚), 平均(3.21
±1.86)枚/例; 此24例中13例(54.17%)共18枚淋

巴结(23.38%)有癌转移. 可见, 除了日本胃癌处

理规约中有编号的淋巴结以外, 在左侧肾上腺

前方Gerota筋膜中也存在淋巴结, 且转移率高达

54.17%. 因此我们提出, 进展期近端胃癌手术中

应常规切除左侧肾上腺前方Gerota筋膜, 以避免

肿瘤残留、保证R0切除. 
本研究结果发现, No.1-4和No.7-9淋巴结

转移率较高(39.53%-80.23%), No.16淋巴结转

移率为15.12%, 而No.12-15淋巴结转移率极低

(0.00%-2.33%), 与文献报道结果相近[21-27]. 提示

进展期近端胃癌手术时, 重点是清除No.1-4、
No.7-9和No.16淋巴结, No.12-15淋巴结的切除可

适当简化.  值得注意的是, 本组病例No.5淋巴结

转移率为22.09%, No.6淋巴结转移率为15.12%. 
文献报道No.5淋巴结转移率0.0%-10.3%, No.6淋
巴结转移率0.0%-13.0%[19-25]. 可见, 进展期近端

胃癌手术必须清除No.5和No.6淋巴结. 因为只有

结扎胃右血管和胃网膜右血管, 于十二指肠球

部断肠, 才能清除No.5和No.6淋巴结, 故进展期

近端胃癌需行全胃切除术. An等[3]报道423例近

端胃癌的对比研究, 结果发现近端胃切除组的

淋巴结切除数目小于全胃切除组, 前者的并发

症(吻合口狭窄和反流性食管炎)发生率明显高

于后者. 因为肿瘤复发率和反流性食管炎发生

率较高, 使得近端胃切除术“声名狼藉”(a poor 
reputation)[41]. 因此, 无论是从No.5和No.6淋巴结

切除的要求来考虑, 还是根据手术并发症发生率

的比较结果来权衡, 进展期近端胃癌宜行全胃切

除术.  
D2淋巴结切除术是进展期胃癌的标准手术. 

按照日本胃癌处理规约规定, No.10和No.11淋巴

结属近端胃癌的第二站淋巴结, 只有切除脾脏才

能清除No.10和No.11淋巴结, 故标准的D2淋巴结

切除术需联合切除脾脏. 保留脾脏清除脾门淋巴

结, 淋巴结残留率可达74.7%, 不可能达到R0切除

目的[42]. 因此, 进展期近端胃癌被认为是联合脾切

除术的适应证[43]. 本研究结果发现, No.10淋巴结

转移率为33.72%, No.11淋巴结转移率为18.60%, 
支持进展期近端胃癌手术时联合切除脾脏. 文
献报道No.10淋巴结转移率4.8%-55.0%[10,13-25], 
No.11淋巴结转移率3.4%-45.0%[13,13-25]. 陈国林

等[44]在138具婴幼儿尸体的胃底注射20%普鲁士

兰氯仿溶液, 结果发现脾门淋巴结染色时序为

第8位(依次为No.2-No.1-No.3-No.7-No.4s-No.9-
No.16-No.10-No.4d-No.5-No.6-No.8-No.12-No. 
13-No.14), 染色率为91.3%. 皆为进展期近端胃

癌联合脾切除术提供了依据. 进展期近端胃癌

是否联合脾切除一直存在争议[7-10]. 支持者认为, 
从胚胎学和解剖学方面考虑, 惟有区域性整块

切除(包括脾脏和脾门、脾动脉干周围淋巴结)
才能保证手术的彻底性, 脾切除可使脾门、脾

动脉干淋巴结和周围组织暴露更清楚, 更利于

淋巴结切除[6]. 反对者认为, 保留脾脏可以改善

患者的全身免疫与自身调节功能, 进而提高生

存率和生活质量[8]. 实际上, 脾脏在肿瘤免疫中

具有双向调节作用, 即在肿瘤早期表现为正向

调节, 进展期表现为负向调节. 这种双向调节作

用可能与脾脏中的辅助T淋巴细胞1/辅助T淋巴

细胞2亚群失衡及脾脏中产生抑制性细胞(抑制

性T淋巴细胞和抑制性巨噬细胞)有关, 荷瘤状

态下出现以上情况会加重机体免疫功能的紊乱, 
抑制免疫系统抗肿瘤的作用. 因此, 可通过切除

癌组织和脾脏以纠正辅助T淋巴细胞1/辅助T淋
巴细胞2亚群偏移, 减少或消除癌来源的各种免

疫抑制因子和抑制细胞; 切脾有利于改善进展

期胃癌患者的免疫抑制状态. 但是, 由于目前没

有能准确反映脾功能的特异性量化指标, 切脾

与否对进展期胃癌机体免疫功能的影响尚不明

确[43]. 本研究还对No.10淋巴结转移的相关因素

进行了分析, 结果发现No.10淋巴结转移与患者

的性别、肿瘤大小、侵犯深度(T分期)和Laurén
分型相关(P <0.01), 与肿瘤分化程度无关(P  = 
0.46). 所剑[45]的研究资料显示, 进展期近端胃癌

No.10淋巴结转移率与肿瘤部位有关, 小弯侧近

端胃癌No.10淋巴结转移率为11.23%, 大弯侧近

端胃癌No.10淋巴结转移率为29.77%. Shin等[10]

报道119例近端胃癌病例行全胃切除联合脾切除

术, 其中早期病例No.10淋巴结无转移, 进展期

病例转移率为12.9%, 高危因素包括女性、Bor-
rmannⅣ型、肿瘤>5 cm、低分化腺癌、印戒细

胞癌、Laurén弥漫型、血管淋巴侵犯和神经侵

犯. Kikuchi等[15]研究发现, No.10淋巴结转移相

关因素有肿瘤>40 mm、未分化癌和肿瘤分期. 
有学者提出, 应该对No.10淋巴结转移高危病例

选择性行联合脾切除; 但多数学者认为, 进展期

近端胃癌需常规联合切除脾脏, 以利清除No.10
和No.11淋巴结, 因为淋巴结切除范围越大、切

除淋巴结数目越多, 患者的预后越好[46-49]. 况且, 

■应用要点
进展期近端胃癌
的淋巴结转移规
律有助于指导其
手术切除范围, 尤
其是淋巴结切除
范 围 .  因 为 切 除
No.5-6和No.10-11
淋巴结的需要, 进
展期近端胃癌宜
行全胃切除联合
脾切除术.
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前瞻性随机对比研究证实, 全胃切除联合脾切

除术与全胃切除术两组患者的平均手术时间、

术后并发症发生率和平均住院时间的差异无统

计学意义(P >0.05)[32,33].
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Abstract
AIM: To discuss the value of surgery in the man-
agement of advanced gallbladder cancer infil-
trating the hilar bile duct.

METHODS: The clinical data for 30 patients 
with advanced gallbladder cancer infiltrating 
the hilar bile duct who underwent surgery were 
analyzed retrospectively, and the survival of 
patients with and without surgical management 
was compared.

RESULTS: The median survival time for pa-
tients undergoing extended radical resection 
was longer than that for patients undergoing 
palliative resection, bile duct drainage or conser-
vative treatment (16 mo ± 6.1 mo vs 16 mo ± 1.1 

mo, 6 mo ± 0.77 mo, 2 mo ± 0.45 mo, all P < 0.01). 
Decline in bilirubin and improvement of nutri-
tion were better in patients undergoing pallia-
tive resection than in those undergoing bile duct 
drainage.

CONCLUSION: Extended radical resection 
should be considered for patients with advanced 
gallbladder cancer infiltrating the hilar bile 
duct since it could offer a chance for prolonged 
survival. Palliative resection did not contribute 
to long-term survival but could better improve 
the quality of life of patients with advanced 
gallbladder cancer infiltrating the hilar bile duct 
than bile duct drainage.

Key Words: Gallbladder cancer; Jaundice; Surgical 
therapy

Li J, Hou Y, Gao HB, Liu B. Advanced gallbladder cancer 
infiltrating the hilar bile duct: an analysis of 15 cases. Shi-
jie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(12): 1307-1310

摘要
目的: 探讨进展期胆囊癌侵犯肝门胆管致梗
阻性黄疸时的外科治疗价值.

方法: 回顾性分析15例进展期胆囊癌侵犯肝
门胆管致梗阻性黄疸病例的外科治疗情况, 并
与同期行胆道引流或支架治疗以及保守治疗
的15例患者的生存情况进行比较.

结果: Kaplan-Meier生存分析显示扩大根治术
组中位生存时间为16.0 mo±6.1 mo, 癌灶切除
胆肠吻合组中位生存时间为6.0 mo±1.1 mo, 
胆道引流组中位生存时间为6.00 mo±0.77 mo, 
保守治疗组中位生存时间为2.00 mo±0.45 mo. 
Gehan比分检验对各组生存时间比较, 发现扩
大根治术组显著长于其余各组(P <0.01), 癌灶
切除胆肠吻合组与介入胆道引流组无统计学
差异(μ = 0.015, P  = 0.09). 术后黄疸下降及营
养改善, 癌灶切除胆肠吻合组显著优于胆道引
流组, 但肝脏酶学的恢复两组间无差异.

结论: 扩大根治术能显著提高进展期胆囊癌
侵犯肝门胆管致梗阻性黄疸患者的生存时间. 
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■背景资料
胆囊癌发病率约
占全部肿瘤的1%, 
但居胆道恶性肿
瘤的首位. 由于缺
乏特异性诊断指
标和临床表现, 加
之恶性程度高, 极
易侵犯肝脏和淋
巴转移, 大多患者
就诊时已是进展
期, 预后极差. 手
术仍是胆囊癌目
前唯一可能获得
痊愈的治疗方法.

■同行评议者
金 山 ,  副 主 任 医
师, 内蒙古医学院
附属医院普外科



胆囊及肝方叶癌灶切除胆肠吻合的姑息性手
术对于严格选择的病例亦能达到提高生活质
量和改善预后的目的.

关键词: 胆囊癌; 黄疸; 手术治疗

李江, 侯宇, 高华斌, 刘斌. 进展期胆囊癌侵犯肝门胆管致梗阻性

黄疸15例.  世界华人消化杂志  2011; 19(12): 1307-1310
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0  引言

胆囊癌恶性程度较高, 浸润转移快, 合并肝门胆

管侵犯而导致的梗阻性黄疸以往认为是肿瘤终

末期, 已无手术治疗价值, 仅能行经皮肝穿刺胆

道引流(percutaneous transhepatic biliary drainage, 
PTBD)或内镜胆道支架置入治疗[1,2]. 然而, 近年

来, 随着影像检查方法和外科观念、技术的改

进, 加之, 受到肝门部胆管癌的扩大根治术能显

著改善患者预后[3]的启发, 我们选择性的对15例
此类“终末期”胆囊癌实施了手术治疗, 并与

同期行胆道引流或支架治疗以及保守治疗的患

者进行比较, 取得了较好疗效, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-09/2009-04昆明医学院第一附属

医院共收治无远隔转移的胆囊癌侵犯肝门胆管

致梗阻性黄疸患者34例, 男7例, 女27例, 行扩大

根治术10例, 胆囊及肝方叶癌灶切除胆肠吻合

术5例, 胆道引流12例, 其中PTBD 4例; 经内镜胆

道支架置入8例, 保守治疗7例. 全部病例均经CT
和MR提示胆囊壁不规则增厚或实变伴肝门区

肿物及胆管梗阻, 肝内胆管扩张, 肝方叶浸润和

/或肝转移灶. 按国际抗癌联盟的TNM分期标准

均为Ⅳ期(M0), Nevin分期均为Ⅴ期. 全部病例

中有4例剔除, 未进行随访和统计, 其中2例行胆

道引流时已出现恶液质表现, 2例就诊时已中到

大量腹水而只能保守治疗. 其余病例各组间年

龄、就诊时的体质量下降、血AIB、TB、ALT
及Cre无统计学差别(方差分析, SPSS13.0软件进

行). 
1.2 方法 手术组15例患者均未行术前减黄, 术中

证实胆囊肿物侵蚀肝方叶>2 cm, 胆囊三角及肝

总管包绕于肿块中, 肝脏呈淤胆样改变, 术后病

检中分化腺癌6例、低分化腺癌9例. 其中3例因

肝十二指肠韧带挛缩成团, 肝固有动脉及门静

脉受侵; 2例腹腔干被肿瘤完全包裹同时腹主动

脉旁块状融合淋巴结而行胆囊及肝方叶癌灶切
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除、左右肝管及汇合部切开胆肠Roux-en-Y吻

合术. 其余10例均成功行扩大根治术, 切除范围

包括胆囊及肝方叶切除+肝外胆道切除+肝十二

指肠韧带及腹腔干骨络化、胰头后淋巴结清扫, 
Roux-en-Y胆肠吻合重建胆道, 胆管及肝切缘均

病理证实阴性, 其中1例附加胰头十二指肠切除, 
1例附加右半肝切除. 全组无手术死亡, 无肝、

肾功能衰竭等严重并发症, 2例胆漏经保守治愈, 
11例出现腹水, 经营养支持治疗, 术后2-4(平均

2.7) wk消失. 另外, 行胆囊及肝方叶切癌灶除胆

肠吻合的5例中2例进行了肝断面及区域淋巴结

放疗(50 Gy/25F). 对生存时间, 癌灶切除组与胆

道引流组术后1 mo及3 mo的肝功能及营养情况

进行随访和比较.
统计学处理 采用SPSS13.0软件. Kaplan-

Meier进行生存分析, Gehan比分检验进行组间比

较, 两组间均数比较采用t检验, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

全组30例获随访2-27 mo(未进入统计学比较的

2例胆道引流和2例保守治疗者未进行随访). 10
例接受扩大根治者9例术后生存6 mo,  7例生存

1年, 2例生存2年, 最长生存时间27 mo; 5例胆囊

及肝方叶癌灶切除胆肠吻合者3例生存6 mo, 2
例存活1年(此两例均接受区域性放疗), 最长生

存时间13 mo. 10例PTCD或内镜胆道支架置入

者中4例生存6 mo, 最长生存时间12 mo. 5例保

守治疗无存活>3 mo者. 扩大根治的10例随访

期内死亡7例, 6例死于局部复发、1例死于肺转

移. 癌灶切除组的5例及胆道引流和保守治疗的

15例随访期内均死于局部肿瘤进展. 行Kaplan-
Meier生存分析显示扩大根治术组中位生存时

间为16 mo±6.1 mo, 癌灶切除胆肠吻合组中位

生存时间为6 mo±1.1 mo, 胆道引流组中位生

存时间为6 mo±0.77 mo, 保守治疗组中位生存

时间为2 mo±0.45 mo(图1). 由于病例数尚少故

未计算生存率, 但采用Gehan比分检验对各组生

存时间比较, 发现扩大根治术组显著长于其余3
组(P <0.01), 癌灶切除胆肠吻合组与介入胆道引

流组无统计学差异(μ = 0.015, P  = 0.09), 但均长

于保守治疗组(P <0.01). 对癌灶切除胆肠吻合组

与胆道引流组进行比较发现, 术后1 mo血胆红素

浓度前者显著低于后者(P  = 0.033), 术后3 mo体
质量增加及血白蛋白浓度前者显著高于后者(P  
= 0.016; P  = 0.001), 肝功恢复两组间无差异(P  = 
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■研发前沿
进展期胆囊癌常
累及肝脏、肝门
部胆管、胰腺等, 
此时采用单纯根
治术已无法达到
根 治 要 求 ,  因 此
扩大根治术被许
多 学 着 推 崇 .  但
扩大手术也带来
了 创 伤 的 增 加 , 
尤其是伴有梗阻
性黄疸致肝功能
损 伤 的 患 者 ,  手
术能否获益仍是
争论的焦点.

■相关报道
Kohya等对84例
胆囊癌的手术方
式与预后比较, 显
示即使T2期胆囊
癌亦需要联合肝
叶和肝外道切除
淋巴清扫, 才能明
显延长患者的生
存期. 
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0.174, 表1).

3  讨论

胆囊癌起病隐匿, 当癌肿穿过黏膜肌层后很快

就可发生淋巴结转移和/或经与Ⅳ、Ⅴ肝段交通

的静脉丛向肝转移, 就诊时>60%的患者已属晚

期[4-6]. 目前根治或扩大根治术能提高进展期胆

囊癌患者的生存率, 改善预后已是共识[7-9], 但肝

门部胆管受侵伴梗阻性黄疸时有无手术治疗的

必要依然看法不一. 如有学者回顾性分析了影

像NevinⅣ期和Ⅴ期胆囊癌预后的因素后提出对

于进展期胆囊癌是否行扩大根治术并不能决定

患者的预后, 对于肝门已有侵犯者扩大根治术

并不能延长存活时间, 反而增加手术并发症[10]. 
以PTCD或内镜置管为主的非手术减黄对相当

一部分进展期胆囊癌患者起到了缓解胆道梗

阻、改善肝肾功能及生活质量等作用, 但现阶

段对于胆囊癌发病及侵蚀转移机制仍处于探索

阶段, 药物、放疗等治疗还不能达到“根治”

的目的 [11-14], 故非手术减黄并未完成确定性治

疗. 而且, 由于病灶依然存在并发展, 肿瘤负荷

巨大, 辅助治疗难以控制病情进展. 另外, 内置

管堵塞是难以避免的, 如本组行胆管引流的10
例中有5例在3 mo后即出现不同程度的堵管. 近
年来, 随着影像检查方法和外科观念、技术、

围手术期处理的改进, 国内外对进展期胆囊癌

侵犯肝门胆管的患者实施手术治疗并取得较好

效果的报道不断增多[7,15,16]. 例如, 华西医院对31
例接受了扩大根治术的NevinⅣ、Ⅴ期胆囊癌

进行随访, 平均生存期17.6 mo, 69例姑息手术的

平均生存期7.3 mo, 非手术治疗的45例平均生存

期3.5 mo[16]. 与本组已伴肝门胆管侵犯导致梗阻

性黄疸的患者接受了相对应治疗方法后的结果

相近似(16 mo±6.1 mo vs  6 mo±1.1 mo vs  2 mo
±0.45 mo). 另外, 我们还发现本组随访期内死

亡的26例, 除1例肺转移外均死于肿瘤的局部复

发或进展, 因而我们对行姑息性癌灶切除后胆

肠吻合的患者与行PTBD或经内镜支架胆管引

流的患者进行比较, 发现虽然中位生存期两组

无统计学差异, 但前者的减黄效果和对营养的

改善则显著优于后者. 而且2例姑息性癌灶切除

胆肠吻合术后接受了区域性外照射放疗的患者

存活超过了1年, 且经影像学证实肝十二指肠韧

带、腹腔干及胰头后的残余肿瘤无进展分别为

6 mo和9 mo. 故而对于此类患者, 若一般情况良

好, 左右二级肝管扩张且胆肠吻合实施后左右

肝胆道均能得到通畅引流者仅行姑息性癌灶切

除亦有望能提高生存质量, 使患者有信心和条

件接受综合性辅助治疗, 但放化疗等辅助性治

疗的确切价值尚未见报道, 需进一步收集病例

和多中心研究来探讨. 
总之, 我们认为是否存在肝门部胆管侵犯所

致的梗阻性黄疸并不是进展期胆囊癌能否行手

术治疗的决定行因素, 对于病变局部条件和全

身情况尚好的肝门胆管受侵伴梗阻性黄疸的患

者行扩大根治术能改善其预后, 延长生存时间. 
对于严格选择的病例即使仅行胆囊及肝方叶癌

灶切除胆肠吻合亦能较仅行胆道引流的患者在

有限的生存期内较好的改善生活质量, 并为进

一步综合治疗创造了条件.
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■应用要点
本文选择性的对
15例进展期胆囊
癌侵犯肝门胆管
致跟阻性黄疸患
者实施了手术治
疗 ,  并 与 同 期 行
PTBD或支架治疗
以及保守治疗的
患者进行比较, 发
现手术仍能使此
类患者获益.

图  1  各组生存分析.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文具有一定的
临床借鉴意义, 但
新颖性一般.
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Abstract
AIM: To explore the clinical features and man-
agement of acute pancreatitis in pregnancy 
(APIP).

METHODS: The clinical data for 20 patients with 
APIP who were treated at the People’s Hospital 
of Wuhan University from April 2004 to January 
2011 were retrospectively reviewed.

RESULTS: Of 20 patients with APIP, 2 were di-
agnosed in the second trimester, 17 in the third 
trimester, and 1  in the postpartum period; 3 (15%) 
received emergency operation, in which clearance 
of necrotic tissue in the pancreas and abdominal 
cavity drainage were performed after uterine-
incision delivery; 11 (55%, all >33 weeks of preg-
nancy) received uterine-incision delivery; 5 (25%) 
were discharged in a stable condition; 19 (95%) 
recovered, and 1 (5%) died of multiple organ dys-
function syndrome (MODS); 14 (70%) terminated 
pregnancy, and 5 (25%) continued the pregnancy; 
2 had pre-admission fetal death in utero.

CONCLUSION: APIP often occurs in the mid-

dle and late pregnancy. Conservative medical 
therapy is usually recommended first for APIP. 
Individualized therapy and termination of preg-
nancy may be beneficial to maternal and neona-
tal safety in some cases.

Key Words: Acute pancreatitis in pregnancy; Clini-
cal feature; Treatment
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摘要
目的: 探讨妊娠期急性胰腺炎(acute pancreatitis 
in pregnancy, APIP)临床特征及治疗经验.

方法: 回顾性分析武汉大学人民医院于2004-04/ 
2011-01收治20例APIP患者的临床资料.

结果: 20例APIP患者中, 2例发病于孕中期, 17
例发病于孕晚期, 1例发病于分娩后. 3例(15%)
行急诊剖宫术加坏死胰腺清除、胰腺引流. 
11例(55%, 孕期均>33 wk)行剖宫产分娩. 5例
(25%)病情稳定后出院. 孕妇治愈19例(95%), 
死亡1例(5%), 死因为多器官功能障碍综合征. 
终止妊娠14例, 继续妊娠5例, 胎儿死亡共2例
(10%), 均为入院时胎死宫内; 新生儿无死亡, 
未见畸形.

结论: 妊娠中晚期容易诱发急性胰腺炎. 治疗
上以积极非手术治疗为主, 遵循个体化治疗原
则, 适时终止妊娠(剖宫术为首选)有利于母婴
的安全.

关键词: 妊娠期急性胰腺炎; 临床特征; 治疗
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0  引言

妊娠期急性胰腺炎(acute pancreatitis in preg-
nancy, APIP)是一种严重的妊娠合并症, 临床较

少见, 其发病率约为1/1 000-1/5 000[1], 且有逐年

www.wjgnet.com
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■背景资料
妊娠期急性胰腺
炎(APIP)是一种
发病率较少的疾
病, 如果存在胆道
系统疾病及高三
酰甘油血症可以
增加其发病的几
率. 由于妊娠时孕
妇解剖和生理改
变, 加上胎儿因素
的存在, 增加了诊
疗的困难. 并且未
见明确的诊疗指
南, 在临床中, 常
因经验欠缺, 致母
婴死亡.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



增加的趋势. 该病较为特殊, 如果诊治不及时, 
可威胁母婴的生命. 因此研究其临床特点及诊

治具有重要的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-04/2011-01武汉大学人民医院共

收治APIP患者20例. 年龄(26.8±5.34)岁. 初产妇

7例, 经产妇13例, 均为单胎妊娠. 孕中期(孕周均

为28 wk)2例, 孕晚期17例(孕周35.5 wk±2.2 wk), 
分娩后1例. 根据美国亚特兰大标准[2], 其中轻症

急性胰腺炎13例, 重症急性胰腺炎7例. 胆源性11
例, 高脂血症性7例, 不明原因2例. APACHEⅡ评

分≥8分7例(11.4分±2.6分). 5例发病前进食油腻

食物. 3例肾功能不全. 3例孕期发现胆囊结石, 其
中2例孕期有胆囊结石诱发胆囊炎病史. 1例于前

次妊娠有急性轻症胆源性胰腺炎病史. 20例患者

中20例急性起病, 19例持续上腹痛, 8例疼痛向腰

背部放射, 14例伴有恶心、呕吐, 3例伴有胸闷、

呼吸困难, 5例伴有少尿, 4例发热, 1例体温下降

(35.0 ℃), 20例上腹压痛, 2例有下腹压痛, 8例上

腹反跳痛, 3例巩膜黄染.
1.2 方法 
1.2.1 实验室检查: 20例血淀粉酶升高(1 270.5 U/
L±973.9 U/L). 16例血白细胞升高(14.6±5.7)×
109/L, 其中3例>20×109/L. 9例总胆红素升高(45.2 
mmol/L±46.4 mmol/L), 其中4例>34.2 mmol/L; 11
例肝酶升高, 其中谷丙转氨酶为110.5 U/L±76.1 
U/L, 谷草转氨酶为89.3 U/L±59.0 U/L. 10例血

三酰甘油(9.72 mmol/L±5.89 mmol/L)、胆固醇

(10.74 mmol/L±4.47 mmol/L)升高. 10例血钙降

低(1.97 mmol/L±0.16 mmol/L). 6例血糖升高

(11.3 mmol/L±4.4 mmol/L); 1例血糖降低(2.9 
mmol/L), 病情好转后血糖均恢复正常. 
1.2.2 影像学检查: 入院后均行腹部B超检查, 发
现17例胰腺体积增大, 其中7例胰腺边缘模糊、

周围有积液. 1例胰腺假性囊肿形成. 4例胆囊结

石, 其中1例合并胆总管结石. 5例胆囊增大. 5例
胆汁淤积. 5例腹腔积液, 其中2例合并胸腔积液. 
2例脂肪肝. 5例行腹部CT平扫, 均征求患者同

意, 5例胰腺均增大, 其中2例胰腺周围渗出较多, 
1例胰腺假性囊肿.  
1.2.3 治疗: 20例患者均给予禁食、抗感染、抑

酸、补液纠正水电解质紊乱. 对于呕吐剧烈的

6例患者均给予胃肠减压; 对于病程较长病情

较重的2例患者予鼻空肠管肠内营养. 7例重症

APIP中, 1例积极内科抢救; 3例行急诊剖宫术加
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胰腺坏死组织清除并切开引流; 3例择期行剖宫

术终止妊娠. 13轻症APIP中, 剖宫术终止妊娠7
例. 7例高脂血症患者均低脂摄入, 1例急诊手术, 
5例终止妊娠, 3例予肝素、胰岛素(增加脂蛋白

活性)治疗. 11例胆源性APIP中, 1例急诊术后7 d, 
行ERCP胆总管取石. 

2  结果

7例重症APIP中, 1例并发多器官功能障碍综合

征抢救无效当天死亡, 2例胎死宫内. 13例轻症

APIP中, 无孕妇死亡, 胎儿均成活(3例经新生儿

病房监护), 5例(含2例病因未明患者)未在住院

期间分娩, 病情稳定后出院, 出院前B超提示胎

儿一般情况良好. 7例高脂血症APIP中, 4例于终

止妊娠后血脂下降较快. 11例胆源性APIP中, 1
例急诊手术后较快恢复, 3例明确为胆囊结石患

者均于分娩后择期行腹腔镜胆囊切除术. 

3  讨论

APIP可发生于妊娠的各期及产褥期, 但多见于

妊娠中晚期[3], 本组孕中期2例(10%), 孕晚期17
例(85%), 分娩后1例(5%). 病因以胆源性(11例
55%)和高脂血症(7例35%)为主. APIP较急性胰

腺炎有其独特的因素: (1)血中孕酮增加可使胆

管的张力减低, 胆囊收缩力减弱; (2)胆汁酸、胆

固醇分泌亦增多; (3)中晚期, 增大的子宫压迫胆

道系统, 胆管及胰管阻力随之增加, 胆汁淤积, 
小的结石易形成. 有报道指出, 胆泥和胆石形成

与反复多次怀孕有密切关系[3]; (4)为保证胎儿营

养, 往往摄入过多的高脂、高蛋白食物, 且孕期

雌激素、孕激素、胎盘催乳素等可使胆固醇、

三酰甘油升高2-3倍[4], 而高的三酰甘油血症可

引起胰腺细胞的急性脂肪浸润, 同时胰腺的微

循环障碍也可使脂肪栓塞形成而损伤胰腺[5]. 因
此如合并有胆石症或平时血脂较高, 则出现胰

腺炎的几率将更高. 
APIP的临床表现不典型, 且X线、CT等的

运用很慎重, 易误诊, 本组就有2例患者入院时

因下腹压痛误诊为急性阑尾炎. B超、MRI、
MRCP对于胆管的结石的诊断具有较高的敏感

性, 且对胎儿无致畸作用. 若B超或肝酶、胆红

素等生化指标异常疑有胆管结石时, 超声内镜

(endoscopic ultrasonography, EUS)可作为一种半

侵入性的精确诊断手段[6]. Lee等[7]也认为EUS对
于胆总管结石的预测性接近100%, 但EUS需静

脉镇静, 可能影响胎儿. 本组以临床表现, 血淀

粉酶、脂肪酶, B超等为主要诊断手段, 对于2例

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文主要根据病
例诊疗特点, 提出
作者的观点, 根据
母婴的一般情况
当机立断行急诊
手术治疗, 适时终
止妊娠, 对于减少
母婴死亡率有一
定的意义.
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重症及3例不能明确诊断APIP的患者, 在患者允

许下行CT检查以进一步明确病情. 
APIP应遵循“个体化治疗”原则[8], 根据

病因、病期及母婴的一般情况制定治疗方案. 
APIP的保守治疗主要有禁食、补液、抑酸、抑

酶、纠正水电解质紊乱、胃肠减压、器官功能

维持等. 对于24 h积极的非手术治疗病情缓解不

明显、高热伴弥漫性腹膜炎白细胞较高(>20×
109/L)、部分器官功能不全的患者可考虑行急

诊手术[9], 本组3例急诊手术患者, 无孕妇死亡, 
娩出2例新生儿经新生儿病房监护后均成活. 适
时剖宫产终止妊娠对于母婴安全具有一定的意

义: (1)APIP产生炎症因子等可通过胎盘屏障影

响胎儿生长, 引起早产、宫内窘迫、胎死宫内

等; (2)药物以及一些操作选择性更大; (3)去除胎

儿对胆胰管的压迫, 减轻孕妇的负担, 有报道显

示, 终止妊娠后, 胆囊及胆管的一些泥沙及细小

的结石可能消失[10,11]; (4)充分暴露胰腺视野, 可
根据胰腺、胆道所见情况给予相应的外科处理; 
(5)较自然分娩产程短, 孕妇消耗小. 本组行剖宫

产终止妊娠具有如下特点: 孕周均≥33 wk(除1
例胎死宫内伴肾功能不全为31 wk外); 胎儿宫内

窘迫或胎死宫内; 胎儿足月; 存在胰腺假性囊肿

等并发症. 本组适时剖宫终止妊娠后, 母婴预后

均良好. 另外, Iskandar等[12]主张用血液透析联合

血浆置换治疗重症高脂血症APIP; 对于胆总管

结石、胆管炎等诱发的APIP, 行ERCP治疗存在

争议, 但有报道称, 在超声内镜或少量X线下行

ERCP胆管引流及取石, 或胆管支架植入, 待分

娩后再取出支架, 对于母婴是安全的[13-15]. 
总之, 对于有胆道系统疾病及高脂血症病

史的妇女, 应于治愈或明显好转后妊娠, 减少

APIP的发生. 掌握APIP的临床特点, 早期诊断, 
明确病因. 治疗上以保证孕妇安全为首, 同时兼

顾胎儿, 非手术治疗为主, 适时(剖宫术为首选)
终止妊娠. 对病情较重患者, 果断行手术治疗. 
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■同行评价
本文对临床妊娠
期急性胰腺炎的
诊断与治疗有一
定指导价值.
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