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■背景资料
肝癌的侵袭转移
是肝癌患者术后
死亡的重要原因
之 一 .  阐 明 肝 癌
侵袭转移的分子
机制并发现重要
的防治靶点具有
重要的理论和实
践意义 .  RNA干
扰(RNAi)技术能
针对目的基因表
达进行高效、特
异 性 的 阻 断 ,  因
其简便、快速、
经 济 ,  目 前 已 成
为探寻肿瘤相关
基因功能的一个
重要方法. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of small inter-
ference RNA (siRNA)-mediated silencing of 
the Bmi-1gene on cell invasion and metastasis 
in human hepatocellular carcinoma cell line 
MHCC97-H. 

METHODS: Chemically synthesized siRNA 
duplex targeting the Bmi-1 gene (Bmi-1-siRNA) 
was transiently transfected into MHCC97-H 
cells, which have high metastatic potential, us-
ing Lipofectamine 2000. Transfection efficiency 
was evaluated by flow cytometry (FCM).  Bmi-1 
mRNA and protein expression was detected by 

real-time RT-PCR and Western blot, respective-
ly. The effect of Bmi-1 knockdown on cell inva-
sion and migration was analyzed by Transwell 
chamber assays.

RESULTS: The transfection efficiency achieved 
using Bmi-1-siRNA was 91%. Compared to the 
blank group and control siRNA group, transfec-
tion with Bmi-1-siRNA effectively down-regu-
lated the expression of Bmi-1mRNA (F = 56.199, 
P < 0.05) and protein. Bmi-1-siRNA-transfected 
MHCC97-H cells had lower levels of invasion 
and migration capacity than cells in the blank 
group and control-siRNA group (F = 186.66, 
12.746, both P < 0.05).

CONCLUSION: SiRNA-mediated silencing of 
the Bmi-1 gene could significantly inhibit cell in-
vasion and metastasis in human hepatocellular 
carcinoma cell line MHCC97-H.

Key Words: RNA interference; Liver neoplasms; 
Bmi-1; Invasion; Metastasis

Li XL, Song WJ, Chen Z, Chen YF, Li X, Zhou L, Zhang 
FQ, Dou KF. SiRNA-mediated silencing of the Bmi-
1gene inhibits cell invasion and metastasis in human 
hepatocellular carcinoma cell line MHCC97-H. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3643-3648

摘要

目的: 探讨RNA 干扰技术沉默Bmi-1基因表达
后, 对人肝癌细胞株MHCC97-H侵袭迁移能力
的影响.

方法: 设计并合成针对Bmi-1基因序列特异性
的双链小干扰RNA(Bmi-1-siRNA), 转染高转
移性人肝癌细胞株MHCC97-H, 用流式细胞仪
观察转染效率, 荧光实时定量PCR 和Western 
blot 检测Bmi-1基因的mRNA和蛋白表达水
平; 通过体外Transwell小室基质侵袭和迁移
实验, 观察 Bmi-1表达沉默后对人肝癌细胞株 
MHCC97-H侵袭和迁移能力的影响.

结果: 将针对Bmi-1基因序列特异性的小干扰
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■研发前沿
R N A i 最 直 接 的
应用就是利用其
特异性降解靶基
因mRNA的特点, 
从而进行基因表
达缺失的功能研
究. Bmi-1 的高表
达与乳腺癌、肺
癌、胰腺癌等多
种肿瘤的发生发
展关系密切.

RNA(Bmi-1-siRNA)转染高转移性人肝癌细胞
株MHCC97-H后, 流式细胞仪显示, 转染效率
可达到91%. 与空白组、对照siRNA组相比, 实
验组Bmi-1-siRNA能有效抑制MHCC97-H细胞
中Bmi-1基因的mRNA(F = 56.199, P<0.05)和蛋
白表达水平. 通过Transwell小室基质侵袭和迁
移实验, 我们分析了不同组细胞的侵袭迁移能
力. 结果发现, 与空白组、对照siRNA组相比, 
Bmi-1-siRNA转染的MHCC97-H细胞穿透能
力明显降低(F  = 186.66, 12.746, P <0.05).

结论: 沉默Bmi-1基因表达可抑制肝癌细胞株
MHCC97-H的侵袭迁移力.

关键词: RNA干扰; 肝肿瘤; Bmi-1; 侵袭; 转移
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0  引言

Bmi-1基因(B lymphoma Mo-MLV insertion re-
gion 1 homolog, Bmi-1)是荷兰癌症中心1991年
发现的原癌基因, 他与c-myc基因协同导致小鼠

淋巴瘤的发生[1]. 他是一种广泛表达的核蛋白, 
直接参与细胞生长、增殖和衰老的调节, 其适

量表达也是胚胎正常发育和多种成体干细胞自

我更新所必需的[2,3]. 近来, 大量研究证实Bmi-1
的高表达与多种肿瘤的发生发展关系密切, 如
乳腺癌[4]、肺癌[5]、胰腺癌[6]等. 一些研究也表

明Bmi-1在原发性肝细胞癌(hepatocellular car-
cinoma, HCC)中高表达[7-9], 但其在肝癌发生发

展中的作用却有较大的争议. Effendi等[10]的研

究表明Bmi-1主要表达在早期和高分化肝癌中, 
Bmi-1的表达与肝癌的恶性进展无关. 而Sasaki
等[11]的研究表明Bmi-1主要表达在低分化肝癌

中, Bmi-1的表达与肝癌的病理分级和肿瘤细胞

增殖、血管侵犯行为密切相关. 两者的研究结

果相互矛盾. 为了研究Bmi-1是否与肝癌的侵袭

迁移行为相关, 本研究采用RNA干扰技术抑制

高转移性肝癌细胞株MHCC97-H中Bmi-1的表

达, 观察下调Bmi-1表达后, MHCC97-H细胞侵

袭和迁移能力的变化, 来探讨Bmi-1在肝癌侵袭

迁移中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株MHCC97-H由本实验

室保存. D M E M高糖培养基购自G i b c o公司. 

TRIzol、脂质体转染试剂LipofectamineTM2000
购自美国Invitrogen公司. 逆转录试剂盒及Real-
Time PCR扩增试剂盒购自TaKaRa公司. Nega-
tive control、FAM-siRNA购自上海吉玛生物有

限公司. Bmi-1和GAPDH引物由生工生物(上海)
有限公司合成. 小鼠抗人Bmi-1抗体购自Abcam
公司, 小鼠抗人GAPDH抗体购自Santa Cruz公
司. Transwell小室购自Millipore公司, Matrigel胶
购自美国BD公司. 
1.2 方法 
1.2.1 s iRNA的合成: 上海吉玛生物有限公司

化学合成3条针对B m i-1序列的s i R N A, 我们

从中筛选出一条有效的s i R N A序列, 正义链: 
5'-CCAGACCACUACUGAAUAUTT-3', 反义链: 
5'-AUAUUCAGUAGUGGUCUGGTT-3'. 干粉

siRNA用Free-Rnase水稀释, 浓度为20 μmol/L. 
1.2.2 细胞培养及siRNA瞬时转染: 肝癌细胞株

M H C C97-H在含100 m L/L胎牛血清的高糖

D M E M培养基(含青霉素100 U/m L, 链霉素

100 μg/mL); 37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度

环境的条件下连续培养. 转染前24 h, 取对数生

长期的细胞胰酶消化、计数, 接种于6孔板, 每
孔细胞数为1.5×105个, 使细胞密度达到60%. 转
染方法按照LipofectamineTM2000说明书进行操

作. 将细胞分3组: (1)空白组(只加Lipofectami-
neTM2000); (2)阴性对照组(转染时加入非特异性

siRNA/LipofectamineTM2000复合物); (3)实验组

(转染时加入Bmi-1特异性siRNA/Lipofectamine 
2000复合物). 
1.2.3 荧光实时定量PCR: 细胞转染24 h后收集细

胞, 按TRIzol说明书操作提取细胞总RNA, 按逆

转录试剂盒说明书进行逆转录反应, 用于扩增人

Bmi-1cDNA的引物序列上游为: 5'-GCTTCAA-
GATGGCCGCTTG-3', 下游引物序列: 5'-TTCTC-
GTTGTTCGATGCATTTC-3', 扩增片段长度144 
bp; 以人GAPDH为内参照, 上游引物序列为: 
5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3', 下游引物

序列为: 5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3', 
扩增片段长度138 bp. 扩增条件为: 95 ℃预变性

3 min, 然后40个循环(95 ℃变性10 s, 59 ℃退火

30 s, 72 ℃延伸30 s), 40个循环结束后建立熔解

曲线. 实验结果采用公式2-∆∆CT计算. 
1.2.4 Western blot: 转染后72 h, 用RIPA和蛋白

酶抑制剂PMSF 提取各组细胞总蛋白. BCA法检

测蛋白浓度. 取40 μg/道蛋白质样品上样, 经10% 
SDS-PAGE电泳后, 蛋白从凝胶中转移到PVDF
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■相关报道
Effendi等的研究
表明Bmi-1主要表
达在早期和高分
化肝癌中, Bmi-1
的表达与肝癌的
恶性进展无关. 而
Sasaki等的研究表
明Bmi-1主要表达
在低分化肝癌中, 
Bmi-1的表达与肝
癌的病理分级和
肿瘤细胞增殖、
血管侵犯行为密
切相关. 

膜上, 含5%脱脂奶粉的TBST 封闭1 h. 加入小鼠

抗人Bmi-1单克隆抗体(1∶500稀释)和小鼠抗人

GAPDH单克隆抗体(1∶500稀释), 4 ℃孵育过夜, 
TBST漂洗3次, 每次10 min, 加入HRP标记的羊抗

鼠二抗(1∶5 000稀释)室温孵育2 h, ECL显影检测.
1.2.5 细胞侵袭实验: 采用孔径为8 μm的24孔
millicell小室进行试验. 用无血清DMEM培养基

稀释Matrigel胶(稀释比例8∶1), 按50 μL/孔均

匀地铺在millicell小室膜上. 37 ℃孵育1 h. 收集

转染48 h后的各组细胞, 用无血清DMEM培养

液调整密度为1×105/mL, 取其中200 μL接种到

上室中, 将小室置于加有600 μL含20%胎牛血

清DMEM培养液的24孔板内, 37 ℃、50 mL/L 
CO2, 孵育36 h后取出小室, 小心擦掉上室细胞, 
PBS 洗3次, 950 mL/L乙醇固定, 结晶紫染色, 显
微镜下计数5个视野穿过微孔的细胞数, 取其均

值, 每组3个小室. 
1.2.6 细胞迁移实验: 迁移实验不铺Matrigel胶, 
孵育12 h后取出小室, 其余步骤同侵袭实验. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 
计量资料以mean±SD表示, 两组均数比较采用

t检验, 多组均数比较采用单因素方差分析. 取

P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 s iRNA转染细胞条件筛选及转染效率的评

价 用FAM-siRNA转染MHCC97-H细胞, 在6孔
板中选取细胞密度为40%-70%, siRNA浓度为

100-200 pmol/L为初步预实验条件. 结果发现, 在
细胞融合度达到60%, siRNA浓度为200 pmol/L
时有最佳的转染效率. 流式细胞仪显示, 有绿色

荧光的细胞达91%以上(图1).
2.2 siRNA转染MHCC97-H细胞后, Bmi-1mRNA
和蛋白水平的变化  与空白组、阴性对照组

相比, 实验组Bmi-1基因的mRNA(F  = 56.199, 
P <0.05)和蛋白明显下调, 而空白组、阴性对照

组无明显差异(P  = 0.055, 图2, 3). 说明Bmi-1基
因被沉默. 
2.3 Bmi-1基因被干扰后, MHCC97-H细胞迁移

能力的变化 转染48 h后, 计数实验组、阴性对

照组、空白对照组穿过Transwell小室的细胞数, 
并进行方差分析. 结果显示, 与空白组、阴性对

照组性比, 实验组穿过Transwell小室的细胞数明 
显减少(F  = 186.66, P <0.05), 而空白组、阴性对

照组无明显差异(P  = 0.47). 说明Bmi-1基因被抑

制后, 细胞运动迁移能力下降(图4, 5). 
2.4 Bmi-1基因被干扰后, MHCC97-H细胞侵袭

能力的变化 转染48 h后, 计数实验组、阴性对

照组、空白对照组穿过人工基底膜的细胞数, 
并进行方差分析. 结果显示, 与空白组、阴性对

Bmi-1

GAPDH
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图  3  siRNA转染对MHCC97-H细胞Bmi-1基因蛋白水平的
影响. NT: 空白组; NC: 对照组; Si: 实验组.
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■创新盘点
本研究发现体外
合成的s iRNA可
以有效降解肝癌
细胞MHCC97-H
中Bmi-1 mRNA
和蛋白水平上的
表达, 为进一步研
究Bmi-1在肝癌发
生发展过程中的
作用奠定了基础.

照组性比, 实验组穿过的细胞数明显减少(F  = 
12.746, P <0.05), 而空白组、阴性对照组无明显

差异(P  = 0.124). 说明Bmi-1基因被抑制后, 细胞

运动侵袭能力下降(图6, 7). 

3  讨论

肝癌是世界范围内发病率最高的恶性肿瘤之一, 
每年新发病例约有100万人[12]. 目前以手术切除

为主的综合治疗是治疗原发性肝癌的主要方法, 
但术后的5年复发率高达60%, 严重影响患者的

长期生存. 虽然目前对肝癌的治疗有了很大的

进步, 但对肝癌的复发转移的预防和治疗效果

仍十分有限, 原因在于我们对肝癌复发转移的

分子机制不完全清楚, 因此研究肝癌复发转移

的分子机制并采取有效的预防和治疗措施是目

前医学界亟待解决的重大问题. 
Bmi-1基因属于转录抑制因子多梳基因家

族(polycomb group, PcG)成员之一, 位于染色

体10p12的位置上, 通过形成多梳抑制复合体

1(polycomb repressive complex 1, PRC1)对染色

质进行修饰而抑制靶基因的表达. 正常情况下

在胚胎和多种成体干细胞中均有表达, 在维持

正常神经干细胞、造血干细胞、肠干细胞和乳

腺干细胞的自我更新中具有决定性作用[2,3], 其
适量表达是个体发育所必需的. 

研究证实, Bmi-1在多种肿瘤的恶性进展中

发挥着重要作用, 如膀胱癌[13]、前列腺癌[14]、

脑肿瘤[15,16]、乳腺癌[4]、肺癌[5]和胰腺癌[6]等是

影响预后的重要因素. 众所周知, 肿瘤恶性进展

是一个多因素、多步骤、多基因共同作用的综

合病变结果, 涉及肿瘤细胞增殖、新生血管形

成、细胞黏附、迁徙运动和凋亡等一系列过

程.  Bmi-1作为一个广泛表达的原癌基因是如何

介导肿瘤的恶性进展? 目前研究表明: (1)Bmi-1
直接或间接激活端粒末端转移酶活性, 使染色

体端粒稳定维持在一定长度, 从而使细胞获得

A B C

图  5  siRNA转染对MHCC97-H细胞迁移能力的影响(结晶紫×200). A: 空白组; B: 对照组; C: 实验组.
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图  7  siRNA转染对MHCC97-H细胞侵袭能力的影响. 
aP<0.05 vs  空白组和对照组.

A B C

图  6  siRNA转染对MHCC97-H细胞侵袭能力的影响(结晶紫×200). A: 空白组; B: 对照组; C: 实验组.
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凋亡抵抗并永生化, 导致细胞恶性转化[17,18]; (2)
通过甲基化或乙酰化修饰染色质组蛋白H3上
的9、27位赖氨酸, 稳定抑制抑癌基因CDKN2A 
(编码p16INK4a和p14ARF)转录, 促进细胞周期

进展, 导致肿瘤细胞无限扩增[19]; (3)介导多种肿

瘤干细胞自我更新和扩增, 促进肿瘤的恶性进

展[3,20-22]; (4)诱导上皮细胞发生间皮样表型转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 而EMT 
是恶性转化和肿瘤侵袭转移的早期重要标志[23]; 
(5)可以通过p16INK4a/p14ARF非依赖性途径, 
如Akt、NF-κB及Bcl-2等多个通路或分子, 直接

或间接促进细胞恶性转化、凋亡抵抗、运动和

新生血供生成, 利于肿瘤细胞的播散及在远端

靶器官的增殖和生存[24-28]. 因此, Bmi-1通过直接

或间接调控作用, 参与了细胞的永生、增殖、

血管生成、运动及侵袭转移等和肿瘤恶性进展

相关的诸多环节, 是阻断肿瘤恶性进展极具发

展前景的重要分子靶点. 
目前, 关于Bmi-1和肝癌发生发展关系的研

究还不是很多, 但这些研究结果却存在较大的

争议. Effendi等[10]通过免疫组织化学方法检测

Bmi-1蛋白在122例肝癌标本中的表达情况, 结
果发现: Bmi-1蛋白在早期和高分化肝癌中高表

达, 在晚期和低分化肝癌中低表达, 在癌旁组织

中不表达. Bmi-1的表达与临床病理分级(包括

肿瘤大小、门静脉侵犯、肝外转移)无关. 对肝

癌标本的实时定量PCR检测结果和上述结果相

似. 通过对5种肝癌细胞株进行实时定量PCR和
Western blot分析发现, Bmi-1在这5种肝癌细胞

株中高表达, 在分化程度最高的细胞株中表达

最高. 这些结果说明Bmi-1在早期肝癌发生中发

挥着重要作用, 与肝癌恶性进展无关. 而这些结

果与Sasaki等[11]的研究结果相矛盾. Sasaki等也

采用免疫组织化学方法检测了Bmi-1蛋白在27
例肝癌和14例癌前病变中表达情况, 结果发现, 
Bmi-1在低分化肝癌中高表达, 在高分化肝癌中

低表达, 在癌前病变中未见表达. Bmi-1在伴有

血管侵犯的肝癌中的表达明显高于无血管侵犯

的肝癌中的表达. 通过对肝癌标本中细胞周期

蛋白A检测发现, Bmi-1与癌细胞的增殖能力相

关. 下调肝癌细胞株中Bmi-1的表达, 细胞的增

殖能力下降. 这些结果说明Bmi-1参与了癌前病

变的恶性进展及肝癌细胞的增殖、血管侵犯等

生物学行为. Glinsky等[29]的研究表明Bmi-1的高

表达与明显的转移倾向明显相关. 
那么, Bmi-1是否与肝癌的侵袭转移等恶性

生物学行为相关呢? 为探讨这个问题, 本实验设

计并合成了针对Bmi-1基因的siRNA, 将其转染

入高转移能力的肝癌细胞株MHCC97-H中, 来
研究下调Bmi-1的表达后是否可以减弱高转移

性MHCC97-H的侵袭迁移能力. Transwell小室模

型是研究肿瘤细胞侵袭迁移的经典体外实验方

法, 他可以模拟肿瘤细胞降解局部细胞外基质

和穿过基膜的侵袭迁移过程. 荧光实时定量PCR
和Western blot检测结果显示, Bmi-1在mRNA水

平及蛋白水平被抑制, 说明通过siRNA转染可成

功沉默Bmi-1. 然后, 通过Transwell小室侵袭、

迁移模型检验沉默Bmi-1后MHCC97-H细胞侵

袭、迁移能力的变化, 结果发现, 与对照组相比, 
下调Bmi-1基因后高转移的MHCC97-H细胞侵

袭、迁移能力明显下降, 说明Bmi-1与肝癌的恶

性生物学行为有关. 
总之, 我们的研究说明Bmi-1在肝癌的侵袭

迁移恶性生物学行为中有重要作用. 下调Bmi-1
的表达, 可以明显抑制肝癌细胞系MHCC97-H
细胞的侵袭、迁移能力. 但是, Bmi-1基因在肝

癌中发生发展中的作用, 及其在侵袭迁移中的

作用机制及调控网络尚需进一步的研究. 我们

相信这些研究将为临床治疗肝癌提供新的依据. 
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Abstract
AIM: To isolate CD117+ cells from human hepa-
tocarcinoma cell line HepG2 and to observe their 
biological behavior and stem cell properties. 

METHODS: HepG2 cells were cultured in 
serum-free medium. Flow cytometry was used 

to detect the expression of CD117 in HepG2 cells 
and sphere cells. CD117+ and CD117- cells were 
sorted by FACS and their ability of proliferation 
and self-renewal was observed in vitro. Chemo-
sensitivity to cisplatin was determined by CCK-8 
assay. The inhibitory rate of cells treated with cis-
platin, the half maximal inhibitory concentration 
(IC50) and resistance index (RI) were measured.

RESULTS: HepG2 cells could survive, prolifer-
ate and form sphere cells in serum-free medium. 
The sphere-forming rate was 6.21% ± 2.03%. The 
percentage of CD117+ cells population in sphere 
cells increased by 9 folds compared to HepG2 
cells. The sphere-forming ability and prolifera-
tion ability of CD117+ subpopulation in serum-
free medium were significantly higher than un-
sorted cells and CD117- cells. The inhibitory rate 
of CD117+ cells treated with cisplatin of different 
concentrations was lower than un-sorted cells 
and CD117- cells. The IC50 were 12.229 μmol/L 
in CD117+ cells, 7.970 μmol/L in un-sorted cells, 
and 7.345 μmol/L in CD117- cells, and the RI of 
CD117+ cells and un-sorted cells were 1.165 and 
1.076, respectively.

CONCLUSION: CD117+ cells are a subpopulation 
of HepG2 cells with stem cell properties. CD117 
may be a candidate surface marker for liver can-
cer stem cells.

Key Words: Hepatocarcinoma; Cancer stem cells; 
HepG2; CD117
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Sun LC. CD117-positive cells in human hepatocarcinoma 
cell line HepG2: isolation and evaluation of their stem 
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摘要

目的: 观察从人肝癌细胞系HepG2中分离的
CD117+细胞生物学行为, 探讨肝癌中CD117+

细胞亚群的干细胞特性.

方法: 采用无血清悬浮培养法培养H e p G2
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■研发前沿
目前肝癌干细胞的
研究主要停留在分
离和鉴定上, 尚无
公认的标志物. 

细胞 ,  流式细胞术检测H e p G2及球体细胞
中CD117的表达比例. 用流式细胞分选技术
从HepG2成球细胞中分离CD117+的肿瘤细
胞, 进行无血清悬浮培养, 观察其成球能力. 
CCK-8法观察CD117+细胞的增殖能力和顺
铂对CD117+细胞的抑制率, 计算IC50和耐药
指数(RI).

结果: HepG2细胞能在无血清培养基中存活、

增殖并形成细胞球, 成球率为6.21%±2.03%; 
流式细胞检测发现球体细胞中C D117+细胞
的比例比HepG2细胞提升了9倍; CD117+细胞
在无血清培养基中成球率和增殖能力均显著
高于未分选细胞和CD117-细胞; CD117+细胞
在各浓度的顺铂作用下抑制率均较未分选细
胞和CD117-细胞明显降低, 三者IC50分别为
12.229 μmol/L、7.970 μmol/L 和7.345 μmol/L, 
CD117+细胞和未分选细胞耐药系数RI为1.165
和1.076.

结论: 人肝癌细胞系HepG2中的CD117+细胞
是具有肿瘤干细胞特性的细胞亚群, CD117可
能是肝癌干细胞的候选表面分子标志物.
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0  引言

肝癌是常见的恶性肿瘤之一, 其死亡率居所有

恶性肿瘤中的第3位, 近年来5年生存率未见显

著提高, 耐药、复发、转移仍是中晚期肝癌病

人死亡的重要原因. 越来越多的证据表明, 肿瘤

干细胞与肿瘤的耐药、复发、转移密切相关[1,2], 
其具有的自我更新、诱导分化、高致瘤性、抵

抗放化疗能力, 被认为是肿瘤发生、发展、转

移、耐药、复发的根源[3,4]. 目前, 对肝癌干细

胞的研究尚处于探索阶段, 有报道应用CD90[5,6]

从原代肝癌组织中分离获得肝癌干细胞, 但其

操作过程复杂、易污染等问题限制了他在研究

工作中的广泛应用. 肿瘤细胞系易获得、易保

存的特点使其在肿瘤干细胞研究中存在一定优

势. 已有多家研究小组应用SP[7,8]、CD133[9,10]、

OV6[11]、EpCAM[12,13]等标志物从肝癌细胞系中

分离肝癌干细胞. 因此, 本研究以肝癌细胞系

HepG2为研究对象, 证明其中是否存在肝癌干

细胞, 分离其表面标志物, 幷鉴定其生物学行为, 

为肝癌干细胞研究提供合适的细胞系模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞HepG2由中国医学科学院

肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室保存, 
DMEM、DMEM/F12(1∶1)培养基(Hyclone), 
胎牛血清、人表皮生长因子(EGF)、人碱性成

纤维生长因子(bFGF)、B27(Gibco)、白细胞

抑制因子(LIF)、亲脂荧光染料PKH26(Sigma), 
抗CD117-PE(ebioscience), 兔抗CD117多克隆

抗体(ABcam), 488标记山羊抗兔IgG(Jackson), 
Matrigel(BD), transwell小室购自Millipore公司.  
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及传代: HepG2细胞用含100 mL/L
胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 U/mL链霉素

的DMEM培养基, 在37 ℃、50 mL/L CO2饱和

湿度条件下培养; 2.5 g/L胰蛋白酶进行消化、

传代. 
1.2.2 HepG2球体细胞的培养: 取对数生长期的

HepG2细胞消化后, HBSS洗2次, 精确计数, 用
含EGF(20 ng/mL)、bFGF(20 ng/mL)、B27(1∶
50)、LIF(10 ng/mL)、100 U/mL青霉素和100 
U/mL链霉素的DMEM/F12(1∶1)无血清培养基, 
以500个/孔接种于低黏附24孔板中, 在37 ℃、

50 mL/L CO2孵箱中培养9 d, 倒置显微镜下观察

成球数. 
1.2.3 PKH26染色: 已有的研究[14]表明肿瘤干

细胞能够在无血清培养基中成球生长, 是肿瘤

干细胞的标志之一 .  同时文献报道亲脂性染

料P K H26能够被肿瘤干细胞长期保留可用于

标记肿瘤干细胞[15], 因此我们对HepG2细胞进

行P K H26染色后进行无血清悬浮培养 .  参照

P K H26染料说明书进行 .  消化对数生长期的

HepG2细胞, 血清终止后用无血清培养基洗1次, 
用试剂盒中的C液稀释细胞至2×107/mL, 同时

用C液将PKH26染料稀释为4×10-6 mol/L, 迅速

将上述二者以1∶1体积混合, 室温孵育5 min后
用等量血清终止染色, 再用含血清培养基洗2次, 
无血清培养基洗1次. 用无血清培养基重悬至

500个/mL, 每孔1 mL种入低黏附24孔板中, 在不

同时间点观察染料在球体细胞中的分布情况. 
1.2.4 流式细胞术检测HepG2细胞及球体细胞

CD117的表达: 分别收集HepG2细胞和球体细

胞, 制备单细胞悬液幷调整浓度至1×106/mL, 
加入抗CD117-PE(1∶20), 室温避光孵育30 min, 
HBSS洗3次, 流式细胞仪检测阳性细胞比例. 
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■相关报道
Ramadori等采用
c-Kit受体的选择
性酪氨酸激酶抑
制剂伊马替尼成
功治愈了一例酒
精性肝硬化引起
的肝癌患者.

1.2.5 CD117+和CD117-亚群细胞的分选: 消化球

体细胞后用HBSS洗1次, 重悬至1×107/mL, 加
入抗CD117-PE(1∶20), 室温避光孵育30 min, 
HBSS洗2次, 用含1%BSA的PBS重悬细胞, 流式

细胞仪分选. 
1.2.6 自我更新能力比较: 分选获得的CD117+、

CD117-和未分选细胞, 用含0.8%甲基纤维素的

DMEM/F12(1∶1)无血清培养基稀释细胞密度

至500个/mL, 1 mL/孔接种至低黏附24孔培养板, 
9 d后观察成球数. 
1.2.7 体外增殖能力检测: 将分选获得的CD117+、

CD117-、未分选细胞用无血清培养基稀释至1
×104/mL, 每组设置3个平行孔, 200 μL/孔接种

至96孔板, 在37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养, 
每2 d换液1次, 在2、4、6 d用CCK-8法测定细胞

的增殖情况. 
1.2.8 耐药能力比较: 将CD117+、CD117-和未分

选细胞亚群, 以6 000细胞/孔接种至96孔板, 两
组中每个药物浓度设置3个平行孔, 培养24 h待
细胞完全贴壁后, 更换含顺铂的完全培养基, 药
物浓度依次为0、3、6、9、12、15 μmol/L, 48 h
更换1次含顺铂的完全培养基, 96 h采用CCK-8
法检测A 450值, 计算抑制率、IC50值及耐药系数

RI. 抑制率(%) = [1-(A x-A )/(A o-A )]×100%, 公式

中A x为加药孔A 450值, A为对照孔A 450值, A o为不

加药孔A 450值; 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RI = IC50 

CD117+/IC50 CD117-. 
统计学处理 数据以mean±SD形式表示, 应

用SPSS13.0统计软件包分析, 组间差异采用t检
验, 以P <0.05或P <0.01表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 HepG2无血清悬浮培养诱导球体细胞形成

情况 将人肝癌细胞系HepG2在无血清培养基中

培养72 h后, 少量细胞贴壁, 大部分细胞悬浮生

长, 可见少量由3-5个细胞形成的球体细胞, 随时

间延长, 球体细胞逐渐增大, 细胞数目增多, 细
胞间连接紧密(图1), 球体细胞形成率为6.21%±

2.03%, 提示该细胞系中可能存在有干细胞特征

的肿瘤细胞. 对HepG2细胞进行PKH26染色后进

行无血清悬浮培养. 染色5 d时发现, 已有球体细

胞形成, 荧光染料分布于2-3个细胞上(图2A, B); 
13 d时, 可见球体细胞中仅有单个细胞着色(图
2C, D), 无血清悬浮培养及PKH26染色实验证明

了人肝癌细胞系HepG2中存在肿瘤干细胞. 
2.2 流式细胞术检测结果 HepG2细胞中CD117+

细胞比例约0.6%, 球体细胞中CD117+细胞比例约

为5.4%, HepG2细胞经无血清悬浮培养后, CD117+

细胞的比例提升了9倍, 提示CD117可能是HepG2
细胞系中具有干细胞特性细胞的标志物(图3). 
2.3 CD117+和CD117-亚群细胞的分选 受检细胞

大小、形态、胞内颗粒度均一致, 在488 nm激发

光下(图4), 左上方有一高荧光区域P1, 即CD117+

亚群细胞, 比例为4.9%, 左下方为低荧光区域P2, 
为CD117-亚群细胞, 比例为5.0%.
2.4 CD117+细胞成球实验 培养9 d后, CD117+、

未分选和CD117-细胞在每500个细胞中成球数

分别为68.75±21.85、35.75±3.30和22.25±
6.40, CD117+细胞较未分选和CD117-细胞成球能

力明显增强, 差异有统计学意义(P <0.01, 图5). 
2.5 CD117+细胞体外增殖能力检测 CCK-8法
检测CD117+、CD117-和未分选细胞的增殖能

力, 结果显示从第4天起, CD117+细胞增殖明显, 
未分选细胞和CD117-细胞增殖缓慢, 至第6天, 
CCK-8法检测CD117+、未分选和CD117-细胞的

A值分别为0.722±0.029、0.604±0.022和0.486
±0.018, CD117+细胞较后两者增殖明显, 差异有

统计学意义(P <0.01, 图6).  
2.6 CD117+、CD117-和未分选细胞的顺铂抵抗

能力检测 耐药是肿瘤干细胞的一个共同的特

性, 我们将分选获得的CD117+、CD117-和未

分选细胞经不同浓度的顺铂作用96 h后, 三者

的IC50分别为12.229 μmol/L、7.345 μmol/L和

A B 图  1  HepG2细胞无血清培养(9 d, 
×400). A: 球体细胞; B: 非球体细

胞.
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■创新盘点
采用流式细胞分
选技术分选和分
析 肝 癌 细 胞 系
HepG2中CD117+

细胞亚群的生物
学特性, 研究其自
我更新、增殖及
耐药能力, 证明其
具有肿瘤干细胞
的特征, 获得了一
个新的肝癌干细
胞标志物.

7.970 μmol/L, CD117+细胞和未分选细胞的耐药

系数RI分别为1.665和1.076(表1). 

3  讨论

肿瘤干细胞是目前肿瘤研究的热点. “肿瘤干

细胞学说”认为, 肿瘤组织是由异质性的细胞

群体组成, 肿瘤组织中存在的一小部分具有干

细胞性质的细胞群体具有自我更新和无限增殖

潜力, 是肿瘤产生的根源[3]. 目前, 血液系统肿

瘤[16,17]、脑神经胶质瘤[14]、乳腺癌[18,19]、结肠

癌[20]、前列腺癌[21]等的肿瘤干细胞均已成功得

到分离. 通过这些研究, 肿瘤干细胞具有表达干

细胞标志物、不对称分裂、被诱导分化、自我

更新、无限增殖、高致瘤性、抵抗放化疗等生

物学特征已被广泛证实和认可. 
自我更新和无限增殖潜力是肿瘤干细胞的

最主要特征. Collins等[21]研究发现, 从前列腺癌

组织中分离得到的CD44+/α2β1
high/CD133-细胞, 

可以在体外无血清培养基中悬浮生长并形成不

同表型的细胞群体, 其克隆形成能力是CD44+/
α2β1

low/CD133-的30倍. Blair等[22]研究发现, 白血

病细胞体外悬浮培养6-8 wk后, 仅CD34+/CD38-

的肿瘤干细胞集落仍然存活, CD34+/CD38+和

CD34-的集落全部死亡. Kondo等[23]报道在脑神

图  2  PKH26染料标记不同培养时
间的球体细胞(×400). A: 1 d; B: 5 d; 

C: 9 d; D: 13 d.
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图  4  CD117+和CD117-细胞FACS分选散点图. 

图  3  流式细胞术检测HepG2与球体细胞中CD117的表达. 
A: HepG2细胞; B: 球体细胞.
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经胶质瘤细胞系C6中, SP细胞在可无血清培养

基中存活并形成球体, 而非SP细胞增殖缓慢, 培
养3 wk后全部死亡. 这些证据提示, 并非所有的

肿瘤细胞均具有无限增殖能力, 大多数肿瘤细

胞的寿命是有限的, 仅具有干细胞特性的一小

部分肿瘤细胞通过自我更新维持着肿瘤的生长, 
与肿瘤的转移、复发密切相关. 

肿瘤对放化疗的抵抗也被认为与肿瘤干

细胞相关. B a o等 [24]研究发现, 神经胶质瘤中

的CD133+细胞在接受放疗时表现出更强的生

存能力, 其放射线诱导的凋亡比率也明显低于

CD133-细胞. Guzman等[25]研究发现, 白血病干细

胞对柔红霉素及阿糖胞苷的敏感性均低于普通

白血病细胞. 以上结果提示肿瘤干细胞较普通

肿瘤细胞对放化疗不敏感, 可能为传统治疗后

肿瘤复发的根源. 
与其他实体瘤干细胞研究相比, 目前对肝

癌干细胞的研究尚处于探索阶段, 主要停留在

■应用要点
本 研 究 证 明 了
HepG2细胞系中
的CD117+肿瘤细
胞具有较强的自
我更新能力、增
殖能力及耐药能
力, 为肝癌干细胞
研究提供了有价
值的细胞系模型.

0.8

0.6

0.4

0.2

A
45

0

0               2               4                6               8

CD117+

CD117-

未分选

增殖时间(t/d)

图  6  HepG2 CD117+, CD117-和未分选细胞增殖能力比较.
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图  5  HepG2 CD117+, 未分选和CD117-细胞体外成球数比较. A: CD117+细胞(×40); B: 未分选细胞(×40); C: CD117-细胞(×

40); D: CD117+, 未分选和CD117-细胞体外成球数. aP<0.05 vs  CD117+细胞.

表  1  CD117+、CD117-和未分选细胞在顺铂作用下的抑制率 (%, mean±SD)、IC50 (μmol/L)、RI比较

          3 μmol/L      6 μmol/L      9 μmol/L      12 μmol/L     15 μmol/L    IC50    RI

CD117+细胞 5.052±3.807 11.230±1.280 36.945±1.142 47.838±1.945 64.407±0.988 12.229 1.665

未分选细胞 32.785±2.534 40.965±6.278 46.897±5.422 57.061±7.457 69.768±6.553  7.970 1.076

CD117-细胞 34.358±0.551 43.264±9.611 48.850±7.779 58.561±12.756 70.896±4.413  7.345
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分离与鉴定的工作上, 尚没有公认的表面标志

物. 对于已报道的SP[7]、CD133[9]、CD90[5]、

OV6[11]、EpCAM[12]等标志物, 尚无研究发现这

些标志物有明显的交叉现象. 
CD117又称c-kit, 是造血干细胞和卵圆细胞

的标志物之一, 其基因位于人染色体4q12-13, 属
于原癌基因, 编码受体酪氨酸家族蛋白, 是干细

胞因子受体[26]. CD117是卵圆细胞一个重要的

标志物, 研究发现, c-kit/SCF信号转导系统在卵

圆细胞的增殖过程中扮演着重要作用[27], 与肝

脏的发生、分化、损伤后再生、及肿瘤的发生

密切相关. 已有研究表明, 大鼠在接受致癌物处

理后, 表达CD117的卵圆细胞明显增多[28]. Yan
等[29]研究发现, 人原发性肝癌组织中的CD117阳
性细胞较阴性细胞在裸鼠体内成瘤能力显著增

强. Ramadori等[30]采用选择性酪氨酸激酶抑制剂

STI571成功治愈了1例酒精性肝硬化引起的肝

癌患者. 
本研究对人肝癌细胞系HepG2采用无血清

悬浮培养技术证明了该细胞系中存在成球生长

的肿瘤干细胞, 并用亲脂荧光染料PKH26染色

证明该球体细胞是由单个肿瘤细胞增殖分化形

成. 进一步采用流式细胞术证明无血清悬浮培

养富集了肿瘤干细胞, 无血清培养后CD117+细

胞比例提升了9倍, 提示CD117可能是HepG2的
肿瘤干细胞标志物之一. 采用流式分选仪分选

CD117+、CD117-两个细胞亚群, 体外成球实验

发现CD117+细胞较未分选细胞和CD117-细胞

有更强的自我更新能力; 增殖实验发现CD117+

细胞在无血清培养基中的增殖能力较未分选细

胞和CD117-细胞显著增强; 顺铂耐药实验证明

了CD117+细胞较未分选细胞和CD117-细胞明显

耐药. 以上结果均表明, 人肝癌细胞系HepG2中
的CD117+细胞是具有肿瘤干细胞特性的细胞亚

群, CD117可能是肝癌干细胞的候选表面分子

标志物. 
本研究初步探讨了HepG2细胞系中CD117+

肿瘤细胞的干细胞生物学特性, 证实了CD117+

细胞具有更强的自我更新能力、增殖能力及抗

药性, 为下一步进行肝癌干细胞的分子生物学

研究奠定了基础. 
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Abstract
Protease activated receptors (PARs) are main 
components of the fibrotic cascade mediated by 
the trypsin and thrombin that amplifies liver 
inflammation and fibrosis. Gene transcription ini-
tiation induced by PARs plays an important role 
in the activation of hepatic stellate cells (HSCs). 
HSC activation can be inhibited by the expression 
of transcription factor CCAAT enhancer binding 
proteins α (C/EBPα). Further research of the rela-
tion between C/EBPα and PARs will contribute 
to the understanding of the pathogenesis of liver 
fibrosis and provide a theoretical basis for further 
exploration of anti-fibrotic strategies. 

Key Words: CCAAT enhancer-binding protein α; 
Protease-activated receptors; Liver fibrosis; Hepatic 
stellate cells
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and PARs in the activation of hepatic stellate cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3656-3660

摘要

蛋白酶活化受体家族(p r o t e a s e a c t i v a t e d 
receptors, PARs)可通过MAPK/ERK信号通路
激活细胞内部分转录因子, 从而参与肝纤维化
的形成, 是肝纤维化自动放大循环过程中主要
炎症和纤维化受体. 肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSC)的活化是肝纤维化的关键, HSC活
化的显著变化是细胞内维生素A和脂滴的减
少和消失, 而转录因子CCAAT增强子结合蛋
白α(C/EBPα)在维持脂肪细胞分化中起着重要
作用, 因此其对肝纤维化形成过程中肝星状细
胞的活化具有负性调控作用, 上调其表达可以
抑制肝星状细胞增殖和活化, 并诱导肝星状细
胞的凋亡. 深入研究PARs与C/EBPα的关系, 将
有助于对肝纤维化发生机制的理解, 从而为抗
肝纤维化治疗提供新的理论依据. 

关键词: CCAAT增强子结合蛋白α; 蛋白酶活化受

体家族; 肝纤维化; 肝星状细胞
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0  引言 

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)在组织炎

症坏死区域由静止的贮存维生素A表型向活化

的肌成纤维细胞转化并分泌细胞外基质(extra-
celluar matrix, ECM)的过程是肝纤维化的中心

环节[1-4]. 蛋白酶活化受体家族(protease activated 
receptors, PARs)是凝血酶和胰蛋白酶介导的肝

纤维化自动放大循环过程中主要的炎症和纤维

化受体, HSC活化过程中, PARs介导的基因转

录启动起着重要作用[5-7]. 已有研究证实转录因

子CCAAT增强子结合蛋白α(CCAAT enhancer 
binding proteins a, C/EBPα)的表达可以抑制HSC
的活化、维持其静止状态 [8-11]. 本文就HSC、

C/EBPα对PARs激活HSC促肝纤维化形成的影

■同行评议者
杜顺达, 副主任医
师, 北京协和医院
肝外科
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■研发前沿
蛋白酶活化受体
(PARs)可以通过
激活细胞内的部
分转录因子而介
导肝星状细胞的
增殖和活化. 肝星
状细胞活化的显
著特点是细胞内
脂 滴 和 维 生 素 A
减少甚至消失, 而
转录因子CCAAT
增强子结合蛋白
可以维持脂肪细
胞的分化, 进而维
持肝星状细胞处
于 静 止 状 态 .  深
入 研 究 PA R s 与
CCAAT增强子结
合蛋白的关系将
有助于更好的理
解肝纤维化的机
制.

响等方面作一综述, 为进一步研究抗肝纤维化

治疗打下基础. 

1  形成肝纤维化的细胞学基础

肝纤维化的本质是以胶原为主要成分的ECM合

成和分泌增多, 降解相对减少, ECM过度沉积. 
ECM主要由Ⅰ、Ⅲ型胶原构成, 其中Ⅰ型胶原

是其主要成分[1,11-13], 因此胶原蛋白的来源一直

都是肝纤维化研究的重点. Ikegami等[14,15]研究

表明肝细胞和胆管上皮细胞的上皮-间质转型可

以作为其来源之一; Forbes等[16-18]证明骨髓来源

的肌成纤维细胞也参与了肝纤维化中胶原蛋白

的合成; 循环中的单核细胞亚群进入受损的肝

组织后也可以向纤维细胞分化[19,20]; 但是目前

Friedman等[21-23]研究一致认为HSC是正常及纤

维化肝脏中产生ECM的主要细胞. 
HSC最初由Kuffer等[24,25]在1876年发现并

命名为“星状细胞”, 直到1996年国际上才统

一命名为肝星状细胞. 生理情况下HSC约占肝

内细胞总数的5%-8%, 主要位于肝索与肝窦壁

之间的Disse间隙内, 主要功能为贮存维生素Ａ

(约贮存人体80%的维生素A)和脂肪[26,27], 合成

少量的ECM, 主要以Ⅳ型胶原为主. 在肝脏损伤

过程中, 静止的贮存维生素A和脂滴的HSC经过

一系列表型转化向活化的缺乏维生素A和脂滴

的肌成纤维细胞转变, 从而合成和分泌大量的

ECM[28,29]. a-平滑肌肌动蛋白(a-smooth muscle 
actin, α-SMA)被认为是HSC激活的标志性蛋白, 
合成和分泌Ⅰ、Ⅲ型胶原被认为是HSC活化的

特征[30-32]. HSC的激活可以分为3个阶段: (1)前炎

症阶段: 各种损伤因素损伤肝细胞, 致使肝细胞

分泌多种丝裂原样物质, 始动激活HSC转化为肌

成纤维细胞(Myofibroblasts, MFB)(直接旁分泌

通路); (2)炎症阶段: 肝细胞损伤, 活化肝内的巨

噬细胞和血小板分泌大量的炎性介质, 进一步

促进HSC激活为MFB(旁分泌活化通路); (3)炎症

后阶段: 激活的HSC及MFB自身分泌一些炎性

因子(自分泌活化通路), 使肝纤维化的过程即使

在去除肝损伤因素后也得以持续[33-35]. 因此HSC
的激活是肝纤维化的关键, 抑制HSC的激活对于

肝纤维化的防治至关重要. 

2  PARs及其在肝星状细胞激活中的作用

PARs属于G-蛋白偶联受体家族. 通过分子克隆

技术发现的PARs成员共有4个(PAR1-4), 其中

PAR1、PAR3是凝血酶受体, PAR2为胰蛋白酶

受体, PAR4既可被凝血酶活化又可被胰蛋白酶

活化, PAR3是PAR4的一个辅因子, 两者在活性

上无明显差异[36,37]. 人体内几乎所有细胞均有不

同类型的PARs的存在与表达, 其能调节细胞增

殖、分化等而参与多种生理和病理过程[38-40]. 
研究表明: 无论是在急性还是慢性肝脏疾

病中均可发现凝血酶和胰蛋白酶受体PARs的表

达, 且随着肝脏受损程度的加重, 其表达含量逐

渐升高[41]. Fiorucci等[38]研究证明: PARs家族的

所有成员均可参与大鼠HSCs的激活和增殖. 顾
小红等[42,43]研究也证实: 无论是肝纤维化大鼠肝

组织还是正常大鼠肝脏分离和培养的HSC均表

达PAR1、2, 且与HSC激活的标志性蛋白a-SMA
的表达呈一致性, 说明PARs是肝纤维化自动放

大循环过程中的主要炎症和纤维化受体. 研究

PARs如何将细胞外信号传递到细胞内引起细胞

核反应发现, PARs可以通过胞外信号调节激酶

(extracellular  signal-regulated  kinase, ERK)/丝
裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein ki-
nase, MAPK)信号通路将细胞外信号传递到细胞

内引起细胞核反应从而使许多转录因子的某些

氨基酸残基磷酸化而活化, 启动细胞的增殖和

分化[44-46]. 

3  C/EBPα蛋白在肝星状细胞激活中的作用

关于HSC如何被激活的机制研究很多[47-49], 基
因转录水平的调控几乎参与了真核细胞所有蛋

白及因子的表达, 上百种不同转录因子参与了

HSC由静止到激活过程的转变, 包括CCAAT增
强子结合蛋白质超家族(C/EBPs)[50,51]. C/EBPs属
于bZIP(basic region/leucine zipper)DNA结合蛋

白超家族, 主要在小肠、肺脏、肾上腺、胎盘, 
尤其在肝脏和脂肪组织等脂类和胆固醇相关

复合物代谢旺盛的组织中优先表达, 而在脑、

肾、胸腺、睾丸和卵巢中表达含量非常低[52,53], 
C/EBPs可以结合并转录激活特定基因DNA增

强子5'-RTTGCGYAAY-3'(R = A或G, Y = C或T)
重复序列或其变异体, 对基因的转录进行正负

调控, 在细胞增殖、分化等过程中起重要的作

用[9,54,55]. 
C/EBPs蛋白超家族最初被研究在脂肪细胞

的转录调控中起重要的作用[9,11,56]. 肥胖的基因

研究表明: 在脂肪细胞生成过程中, C/EBPs按一

定的时序表达, 且每个成员都参与其特定的调

控作用, 其中C/EBPα的主要功能是促进脂肪细

胞进入终末分化[56,57]. 研究基因敲除动物模型结
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构显示: 将C/EBPβ基因导入C/EBPα-/-小鼠内, 
肝内所表达的C/EBPβ蛋白可以取代C/EBPα蛋

白发挥相应的作用, 但脂肪组织的形成有障碍, 
说明C/EBPα基因单独表达足以诱导前脂肪细胞

3T3-L1向脂肪细胞分化[58]. Mauser等[59,60]研究表

明, C/EBPα过表达可以加速前脂肪细胞向成熟

细胞的分化, 而反义C/EBPαRNA的表达则可以

阻止前脂肪细胞的分化过程, C/EBPα基因纯和

缺失的动物中白色和棕色脂肪均减少, 这些研

究均表明C/EBPα在维持脂肪细胞分化成熟中起

着重要的作用. 
鉴于C/EBPα转录因子与维持脂肪细胞分化

的相关性和HSC激活过程中维生素Ａ和脂滴的

消失现象, 许多学者开始致力于HSC激活过程中

C/EBPα的表达情况及其与HSC激活、增殖关系

的研究. 结果发现: 静止的HSC中有C/EBPα, β和
δ的表达, 活化的HSC及纤维化的肝脏中C/EBPα

的表达下降[61-63]. 体外研究发现在活化的HSC中
上调C/EBPα基因可以抑制HSC的增殖、ECM
的产生及α-SMA的表达, 进而诱导脂滴的重新

形成[64,65]. 体内研究也证实了这一点, CCL4诱导

小鼠慢性肝纤维化形成12 wk的模型中, 干预的

最初1-4 wk和最后9-12 wk均可测得C/EBPα的

高表达,  C/EBPα的高表达明显降低胶原蛋白及

羟脯氨酸的表达[58-66]. 因此, C/EBPα在受损的肝

脏中对HSC的激活可能存在负性调控作用. 但目

前对于C/EBPα如何影响HSC的机制尚未完全阐

明. 黄光存等[8]研究表明: 过表达C/EBPα可以通

过PPARγ上调p53基因的表达, 进而上调Fas、肿

瘤坏死相关因子凋亡诱导配体及DR5的表达, 从
而诱导HSC的凋亡, 抑制肝纤维化. 

4  结论

紧扣PARs可通过激活MAPK/ERK信号级联将细

胞外信号传递到细胞内引起细胞核反应使许多

转录因子活化, 进而介导肝纤维化自动放大循

环过程, 受到C/EBPα转录因子抑制HSC活化和

增殖的启发, 我们认为: PARs通过MAPK/ERK信

号通路将细胞外信号传递到细胞内, 引起细胞

核反应, 使许多转录因子活化, 但C/EBPα活化促

使脂肪细胞分化维持HSC的静止作用难以抗衡

PARs对HSC的激活作用, 如果采用外源C/EBPα

来增强细胞内C/EBPα的表达, 并将其引入到

PARs激活HSC中, 深入研究C/EBPα与PARs在
HSC激活中的相互关系, 以期能进一步了解HSC
激活机制, 为临床肝纤维化防治寻求新靶点. 
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■背景资料
在中国, 慢性丙型
肝炎与艾滋病、
慢性乙型肝炎等
慢性传染性疾病
成为了重大的公
共卫生问题, 但现
有的治疗方法较
为单一, 且疗效并
不显著. 而在临床
上很多慢性丙肝
患者存在睡眠障
碍, 这引发了我们
思考丙肝发病机
制的新思路. 
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Abstract
According to the WHO statistics, approxi-
mately 171 million people are infected by 
hepatitis C virus (HCV) worldwide. Chronic 
HCV infection is associated with physical and 
mental symptoms including fatigue, sleep dis-
turbance, and depression that adversely affect 
quality of life. But sleep disturbance has re-
ceived little attention in the literature, with the 
exception of sleep changes noted in patients 
with cirrhosis and end-stage liver disease. 
More studies focusing on the role of chronic 
hepatitis C (CHC) infection in the develop-
ment of sleep disorders are needed. Increased 
knowledge about the mechanisms behind the 
pathogenesis of sleep disturbance in patients 
with CHC will help us develop appropriate 
treatments.

Key Words: Hepatitis C virus; Chronic hepatitis C; 

Sleep disorders

Sun XQ, Fang NY, Zhang ZB, Xue BY. Advances in 
research of sleep disturbance in patients with hepatitis C 
virus infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 
3661-3665

摘要

据WHO的统计, 全球约有1.71亿人罹受丙型
肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)的感染[1]. 伴
随HCV的感染, 患者常常会出现疲劳、睡眠
障碍、抑郁等身心异常的状态. 既往有文献报
道丙肝患者存在睡眠的问题, 但往往淹没在众
多肝纤维化及终末期肝病相关的睡眠障碍文
献中, 鲜有人关注与HCV感染直接相关的睡
眠障碍[2]. 近年来, 有少量的文献致力于慢性
丙型肝炎睡眠障碍的探讨, 让人惊讶的是睡眠
问题在慢性丙肝患者中存在着很大程度的普
遍性, 有证据提示其可能独立于干扰素的治
疗. 对HCV感染相关睡眠障碍的研究可能会
为慢性丙型肝炎的发生、发展及转归提供新
的研究思路, 也有利于提高患者生活质量, 优
化现有的治疗方案. 

关键词: 丙型肝炎病毒; 慢性丙型肝炎; 睡眠障碍
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0  引言

在慢性丙型病毒性肝炎(chronic hepat i t i s C, 
CHC)患者的诸多症状中, 倦怠是最明显的[3]. 事
实上, 对CHC的研究显示超过97%的患者存在疲

倦[4,5], 同时可伴有社交能力、身体机能的减退

以及明显的抑郁[6]. 疲倦和抑郁在丙肝患者的诸

多症状中被得到重视, 但作为一项与疲倦密切

相关的症状-睡眠障碍, 却很少受到关注[7]. 睡眠

障碍分为原发性和继发性, 最新的定义将睡眠

障碍分为8个主要类别: 失眠、睡眠相关性的呼

吸障碍、中枢性嗜睡、周期性睡眠节律失调、

异态睡眠、睡眠相关的动作失调、与睡眠障碍

■同行评议者
胡国信 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院感染内科
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■研发前沿
近年来从事相关
研究主要集中在
临 床 观 察 ,  而 从
机制探讨的较少. 
但HCV感染常伴
随HIV感染或经
干 扰 素 治 疗 后 , 
会出现一定的睡
眠 问 题 ,  这 为 相
关研究增加了一
定的困难.

相关性的综合征及其他睡眠障碍[8]. 常见的有异

态睡眠(主要包括夜惊、夜游及快速动眼期的动

作失调)、失眠、睡眠相关性的呼吸障碍及睡眠

相关的动作失调(主要表现为不宁腿综合征)等. 
本文旨在探讨CHC患者存在的睡眠障碍问题, 
包括经或不经干扰素α(interferon α, IFNα)治疗, 
以及这一症状产生的潜在机制. 

1  未行抗病毒治疗相关的睡眠障碍

慢性丙型肝炎患者的疲劳症状相当常见, 其中

一个重要的原因在于睡眠障碍. 有研究认为对

于未进行治疗的CHC患者中, 大约有60%存在睡

眠问题[14]. 丙肝患者常由于静脉注射染病, 药物

的毒副作用或戒断综合征等进而对睡眠产生影

响. 情绪失调、抑郁症也常出现在CHC患者中, 
这些因素均可导致睡眠障碍的产生[9]. 

Carlson等[10]研究了80例HCV感染患者的

睡眠问题. 受试者完成了匹兹堡睡眠质量指数

(Pittsburgh Sleep Quality Index, PSQI[11])和疲惫

严重积分(Fatigue Severity Scale, FSS[12]), 并收集

相关的精神病学和肝病阶段的信息. PSQI结果

中, 大约63%的患者存在失眠, 而有56人(70%)达
到显著疲倦的标准. 研究结果显示, PSQI与FSS
之间存在显著联系. 进一步地分析揭示睡眠障

碍与有无精神疾病没有明显相关性. 睡眠质量

的下降与肝病在进展中所处的阶段无关, 提示

了睡眠障碍不仅仅是终末期肝病的独有表现. 
Clifford等[13]对264名感染人类获得性免疫

缺陷病毒(human immunodeficiency virus, HIV)
的患者的睡眠障碍问题进行了研究, 其中30名
患者合并感染了HCV. 在排除了由于抑郁、焦虑

及认知功能障碍所导致的睡眠障碍后, 他们采

用了PSQI检测过去1 mo内的睡眠质量. 观察量

表提供了包括: 睡眠质量、睡眠潜伏时间、睡

眠持续时间、习惯性睡眠效率、睡眠惊扰次数, 
使用安眠药物和白天的不适等相关指标. 相较

于单纯HIV感染的患者, HCV和HIV合并感染的

患者存在的睡眠问题更为严重, 主要表现为睡

眠质量存在显著差异. 此外, 本研究结果亦显示: 
与单纯HIV感染患者比较, 合并感染的患者更容

易出现抑郁、身体反应速度及记忆力下降等临

床表现. 
Lang等[14]在对188例未进行治疗的CHC患

者的研究发现, 约有65%的患者存在睡眠问题, 
睡眠问题是患者的十大最明显症状之一. 与抑

郁、身体疲倦、精神倦怠及健忘等症状不同, 

睡眠问题在不同性别中的发生率没有差异. 此
外, 在对丙肝患者采用跨度为0-10的视觉模拟量

表检查(越高的分值表示在过去3 mo中的症状越

为严重). 结果显示接受检查的患者中, 睡眠问题

的分值达到了8, 是出现的21个症状中分值最高

的一项. 
C H C发展至终末期肝病也会产生睡眠障

碍 [15]. 巴西的一项研究观察了42名肝硬化患者

与24名正常人的睡眠多导图, 结果显示肝硬化

患者睡眠效率下降, 快速动眼期(REM)睡眠增

加[16]. 而一项主要针对丙肝后肝硬化患者的研

究中, 入组患者在排除肝性脑病后, 其中50%患

者自我陈述存在睡眠问题, 35%的患者睡眠动作

电位图检测提示存在睡眠障碍, 较健康对照组

高出4.5%[17,18]. 

2  与抗病毒治疗相关的睡眠障碍

C H C患者接受干扰素治疗会增加睡眠障碍

发生的风险[19]. 大规模的临床试验显示, 常规

干扰素治疗出现睡眠障碍的比率基本保持在

22%-24%[20,21]. 有将近25%-33%的患者在应用干

扰素后会出现抑郁, 伴有睡眠障碍, 并且常常合

并其他情绪障碍[22,23], 因此干扰素导致的睡眠障

碍的出现比率难以与干扰素导致的抑郁伴随的

睡眠障碍相区分[24]. 有证据显示, 包括睡眠障碍在

内的植物神经功能紊乱是CHC患者干扰素治疗

后出现抑郁的早期症状或罹患的危险因素[25,26]. 
一项对71例CHC患者进行的48 wk干扰素治疗的

前瞻性研究显示, 睡眠障碍与抑郁及自杀倾向有

显著的相关[27,28]. 在进一步对其中46例[29]干扰素

治疗组的患者运用PSQI后显示, 失眠可能是干

扰素治疗后抑郁的前驱症状, 而在治疗前改善

睡眠障碍有助于减少由于干扰素所引发抑郁的

潜在风险. 
其他一些对病情早期睡眠障碍的研究主要

侧重于与干扰素治疗相关的抑郁症间的关系. 
研究者们运用PSQI对睡眠质量进行检测, 采用

临床访视诊断抑郁症. 结果显示, 在干扰素治疗

中, 睡眠质量与抑郁相关, 但是抑郁并不一定和

睡眠质量的程度有关[30]. 然而, CHC患者中有一

种特殊基因型的患者睡眠问题相对不严重, 而
恰恰这种基因型的患者也较少出现抑郁症, 这
个结果揭示了在CHC患者中睡眠质量与抑郁症

的潜在联系[31]. 
Malaguarnera等[32]观察96例行干扰素治疗

的CHC患者, 发现与重组IFNα-2a相比, 接受重
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■创新盘点
通过总结近年来
对慢性丙肝患者
相关睡眠障碍的
文献, 探讨潜在机
制并有利于在临
床治疗中优化现
有的治疗方案, 提
高患者生活质量.

组IFNα-2b的患者出现晚间失眠与持续性失眠

的比率更高. 这可能与IFNα-2b在体内快速吸收

有关. 此外, 有学者认为聚乙二醇α干扰素在治

疗CHC时可出现不宁腿综合征, 而这一症状可

在治疗结束后消失[33]. 
近年来许多学者对干扰素治疗后产生的睡

眠障碍的潜在机制进行了研究. 这些研究主要

集中在一些细胞因子及5-羟色胺(5-HT)代谢方

面. 目前越来越多的研究提示IL-6、IL-1、TNF
参与对睡眠调控的影响[34,35]. IL-6介导了与睡眠

相关的细胞因子IL-1、TNF. 有观察显示IL-6水
平升高可以导致以白天嗜睡为表现的睡眠障碍, 
进一步揭示细胞因子水平的改变与睡眠障碍显

著相关[36,37]. IL-1能诱导睡眠, 有初步证据显示

IFN-α可导致IL-1的分泌. 这些细胞因子的异常

或许可以解释IFN-α导致的嗜睡[38,39]. 
IFN-α导致的睡眠调节异常与5-羟色胺的代

谢相关[40,41]. IFN-α增加了一种色氨酸分解代谢: 
吲哚胺-2, 3-加双氧酶(IDO)的活性, 还增加了

犬尿氨酸的水平, 并能导致5-HT及色氨酸水平

的减少[42]. 正常情况下, 在抑郁状态中色氨酸的

急性衰竭导致了睡眠障碍, 这样的睡眠障碍尤

其表现为睡眠及快速动眼潜伏期的减少, 增加

REM的比例[43], 并且睡眠障碍的反复出现与情

绪异常并无相关, 他与低色氨酸及低5-HT水平

有关[44,45] Wichers等[46]详尽地描述了对IDO-IFNα

的假说, 认为IFNα导致的神经症状来源于增加

IDO活性后产生的神经毒性, 并检测到了喹啉

酸(犬尿氨酸代谢中的一种神经毒性物质)水平

的增加. 此外, 犬尿氨酸和色氨酸的水平在经过

IFNα治疗后可回到治疗前水平[47]. 实验结果显

示IDO的激活在无抑郁而接受IFNα治疗的CHC
患者中与睡眠障碍的发生有密切关系. 此外, 目
前尚有些研究认为IFNα还可以导致发作性睡

病, 其机制可能跟人类白细胞抗原DR2(HLA-
DR2) 相关[48]. 

3  结论

HCV感染相关的睡眠障碍, 在临床上经常发生, 
较大地影响了患者的生活质量. 虽然此症状出

现频率不低, 但临床关注程度并不高. 截至目前, 
为数较少的文献均提示了HCV的感染与患者的

睡眠障碍存在一定的联系. 此外, 除睡眠及精神

症状外, 近年来与HCV感染相关的周围及中枢

神经症状的临床病例也时有报道[49,50], 从侧面提

示了HCV产生失眠、抑郁等相关精神症状可能

存在的致病机制. 然而, 纵观现有的文献, 首先

有些研究缺少精神心理方面的测试, 导致终末

期肝病后的精神异常与干扰素治疗后的精神症

状区分不明显. 其次, 研究病例样本偏少亦使得

结果的代表性不够强. 令人欣慰的是, 对HCV感

染相关睡眠障碍的研究为我们对丙型肝炎的进

一步研究启示了新的思路和视角, 对睡眠质量

的诊断与治疗做进一步的深入探讨亦有利于在

临床治疗中优化现有的治疗方案, 提高患者生

活质量. 
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睡眠障碍.
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Abstract
The animal models of dextran sulphate sodium 
(DSS)-induced colitis have demonstrated several 
correlations with human ulcerative colitis (UC) 
since the first report of DSS-induced colitis in 
hamsters in 1985. These animal models have 
similarities to human UC in etiology, pathology, 
pathogenesis and therapeutic response, and are 
deemed suitable for investigating the patho-
genesis and therapeutic options of UC and UC-
related dysplasia-adenocarcinoma sequence. 
Although induction of colitis with DSS is rela-
tively cheap and simple, the development of this 
model is influenced by many factors, such as 
DSS concentration, administration duration, DSS 
molecular weight and animal species. These fac-
tors are important for successful development of 

DSS-induced colitis. In this paper we summarize 
factors influencing the development of animal 
models of DSS-induced colitis. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Ulcerative 
colitis; Dextran sulphate sodium; Influencing factors

Wen HZ, Hao WW, Li J, Tang ZP. Factors influencing 
the development of animal models of dextran sulphate 
sodium-induced colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(36): 3666-3671

摘要

自1985年首次报道采用葡聚糖硫酸钠(dextran 
sulphate sodium, DSS)制备出仓鼠溃疡性结肠炎

模型以来, 已有大量研究证明DSS结肠炎模型与

人类溃疡性结肠炎相似. 该模型的病因、临床症

状、病理改变及治疗应答均与人类UC相类似; 
对于研究UC病因、发病机制及UC相关增生和肿

瘤, 确定治疗手段有重要意义. 虽然DSS模型制作

简单; 但该过程受到多个因素的影响: DSS浓度、

给药时间、DSS相对分子质量和动物种属等. 如
不能正确处理这些因素, 很难制造出成功的DSS
结肠炎模型. 本文主要针对DSS造模影响因素及

尚需我们进一步研究和探讨的问题作综述如下. 

关键词: 炎症性肠病; 溃疡性结肠炎; 葡聚糖硫酸

钠; 影响因素
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0  引言

葡聚糖硫酸钠(dextran sulphate sodium, DSS)结
肠炎模型的组织学特点、临床表现、发病部位

和细胞因子增殖情况都与人类溃疡性结肠炎(ul-
cerative colitis, UC)极为相似. 该模型的造模条

件和操作方法简单, 造价便宜, 重复性好, 便于

掌握和推广; 可根据实验目的调整DSS浓度和给

药时间, 建立急性、慢性和急慢性交替性模型, 
可模拟慢性UC及其易复发特性; 还可根据需要

■同行评议者
陈 治 水 ,  主 任 医
师 ,  中 国 人 民 解
放军第211医院中
医科
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■研发前沿
进一步明确DSS
造模的影响因素
( 主 要 为 D S S 浓
度、给药时间、
DSS相对分子质
量和动物种属)在
UC模型建立中的
重 要 作 用 ,  对 于
UC实验研究有重
要指导意义.

建立UC相关直肠结肠肿瘤模型, 这些都是其他

模型所无法比拟的. 但其造模成功与否与多种

因素有关, 实验中如不能妥善把握这些因素, 则
难以成功建立DSS模型. 影响DSS造模的因素主

要包括DSS浓度、给药时间、DSS相对分子质

量(molecular weight, MW)和动物种属. 基于这些

影响因素在DSS造模中的重要地位, 我们主要针

对DSS造模影响因素及尚需我们进一步研究和

探讨的问题作综述如下. 

1  DSS造模现状

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)主
要包括UC和克罗恩病(Crohn disease, CD); 该病

常见于欧美国家, 近年来在我国的发病率也逐

渐升高, 但其确切病因至今仍未阐明, 一般认为

与现代生活方式、环境污染以及感染、遗传和

免疫等多个因素有关, 这就增加了在人体中研

究IBD的难度; 故目前一般采用动物模型研究

IBD的病因、发病机制和临床治疗. 迄今为止, 
IBD的动物模型研究历史已有一百多年, 虽然近

年来已经研发出了多种采用基因敲除和转基因

技术制造的基因型IBD模型[1-9]; 但因其造价昂

贵、制作复杂, 较难推广. 故当前国内IBD研究

仍以化学药物诱导结肠炎为主, 如三硝基苯磺

酸(TNBS), 该模型炎症时间长, 慢性炎症表现突

出, 组织学改变与人类CD尤其相似[10,11], 目前在

国外使用较广; 因TNBS模型与UC表现相差较

远, 而国内以UC为主, 所以其在国内的适用性不

强. 目前国内UC动物模型主要以DSS应用最广. 

2  DSS造模机制、方法和表现

2.1 DSS DSS是一种由蔗糖合成的、有抗止血

和抗凝血作用的肝素样硫酸多醣体, 分子式为

(C6H7Na3O14S3)n, MW 5 000-1 400 000不等, 含
硫量一般为16%-20%. DSS为白色粉末状物, 室
温保存, 极易溶于水(100 mg/mL). DSS结肠炎模

型由日本学者Ohkusa[12]于1985年首次制造成功. 
随后Okayasu等[13]于1990年在小鼠中成功建立了

DSSUC模型. 而慢性仓鼠UC模型由Yamada等[14]

于1992年首次报道. 自此以后针对DSS动物结肠

炎的研究如火如荼, 大部分研究者[12-19]就DSS动
物结肠炎模型的症状和肠道改变与人类UC相似

这点基本达成共识; 还有研究者直接将DSS结肠

炎模型称为DSSUC模型. 
2.2 DSS诱导结肠炎的机制 
自DSS结肠炎模型首次建立到现在, 已就DSS模

型发病机制开展了大量研究, 但其确切机制仍

尚未明确. 目前的研究主要认为可能与DSS增
加肠道通透性、破坏肠黏膜屏障、上调某些细

胞因子、激活某些通路或肠道菌群失调等有关
[20-34]. Kitajima等[20]的研究发现DSS可引起肠道

通透性增加, 从而诱导炎症反应的发生; Verdu等
[21]及Poritz等[22]的研究也支持这一观点. Ni等[23]

的研究则认为DSS通过对结肠黏膜细胞的直接

毒性作用起效. Verdu等[21]及Kokešováa等[28]的研

究表明予DSS结肠炎小鼠正常肠道菌群可缓解

动物的结肠炎症状; 但考虑到DSS结肠炎模型可

在无菌动物(Germ Free, GF)中造模成功, 因此认

为肠道菌群在DSS发病机制中的作用不是非常

重要. 此外, 还有大量研究证实Th1细胞, NF-κB
通路和TRPV1通路, TNF-α、IFN-γ和IL-4等细胞

因子在DSS诱导结肠炎中起着重要作用. 
2.3 造模方法 通常采用在蒸馏水(纯水)中加入

DSS制成DSS溶液给予动物自由饮用造模, 浓
度采用W/V计算. 采用不同的DSS溶液浓度、

给药时间和给药频率, 可制成急性和慢性两种

结肠炎模型. 一般来说, 急性结肠炎模型常采用

相对高浓度的DSS溶液、相对短的给药时间建

立. 如予小鼠2%-5%DSS自由饮用4-7 d[35-43]. 上
海中医药大学脾胃病研究所采用予BALB/c小鼠

5%DSS(MW为40000)自由饮用7 d, 成功制成了

急性UC模型[44]. 慢性结肠炎模型则可采用低浓度

DSS建立, 但给药时间较长. 如予仓鼠1%DSS自
由饮用100 d[14]. 予大鼠1%DSS自由饮用6 mo[45]. 
此外, 还可采用相对高浓度的DSS周期给药建

立. 如予小鼠2.5%DSS自由饮用7 d, 随后予水自

由饮用7 d; 治疗2个周期建立慢性结肠炎模型[46]. 
予大鼠4%DSS自由饮用6 d, 随后予水自由饮用

6 d; 治疗3个周期建立[47]. 结肠炎相关结直肠肿

瘤模型则可采用低浓度DSS周期给药建立, 但目

前可用的相关报道较少. Darren等[48]报道予小鼠

0.7%DSS自由饮用7 d, 随后予水自由饮用10 d; 
治疗12个周期制成结肠炎相关结直肠肿瘤模型. 
Chang[49]和Cooper[50]等则采用4%DSS给药4 d, 随
后予水自由饮用17 d, 重复3-4个周期建立结肠

炎相关肿瘤模型. Clapper等[51]报道采用DSS和偶

氮甲烷同时给药建立结肠肿瘤模型. 
2.4 DSS结肠炎表现 DSS结肠炎的症状表现包括

腹泻、黏液样便、粪便潜血阳性、肉眼血便、

动物体质量下降、进食量减少、活动度减弱、

毛色变差、贫血, 甚至死亡等. 这些症状与人类

UC极为相似. 急性期最早出现的症状为粪便潜
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血阳性和腹泻, 最早可见于造模第2-3天; 此后

随着造模时间的延长而逐渐加重. 慢性期为腹

泻、血便逐渐停止、体质量增加并可恢复至发

病前水平. 急性期炎症反应一般局限在结肠部

位, 肉眼改变包括结肠充血、水肿、变短, 变脆

等. 光镜下组织病理学改变主要为全结肠多灶

性小溃疡, 主要侵及黏膜层, 也可侵至黏膜下层

和黏膜肌层; 黏膜水肿、杯状细胞缺失、隐窝肿

胀变形破坏; 黏膜和黏膜下层炎症细胞浸润, 包
括中性粒细胞、巨噬细胞、浆细胞和部分淋巴

细胞. 慢性期则以上皮增生、黏膜纤维化和淋巴

结肿大为特征; 同时可见肉芽组织增生和肿瘤样

改变[13,52]. 虽然可在DSS结肠炎模型中观察到回

肠形态学改变, 但DSS一般对小肠无影响[53]. 

3  影响DSS造模的因素

已有多项研究证明DSS诱导的炎症发病和严重

程度主要与DSS浓度、给药时间、MW和动物

种属4个因素有关. 以下将按照造模影响因素逐

点选取有代表性的文献, 进行分析阐述. 
3.1 DSS浓度 根据文献报道, 可采用0.5%-10%
浓度的DSS造模[13-16,35-42]. 因为肠黏膜急性损伤

的程度与DSS浓度呈正相关[54], 所以增加给药浓

度则应相应的缩短给药时间; 浓度过高时, 动物

的死亡率也会增加. 分析文献发现实验中以3%
和5%两个浓度最常用. 我们研究所一般采用5%
浓度造模[44]. Shimizu等[54]予4周龄大鼠2%、3%
和4%浓度的DSS液自由饮用, 结果发现大鼠的

临床表现和结肠组织学变化随DSS浓度的增加

(2%-4%)而加重. Egger等[55]的研究也证明DSS
诱导的黏膜损伤程度主要取决于DSS浓度, 而不

是动物摄取的DSS总量. 研究者将56只BALB/c
小鼠分成4组, 分别予0%、2.5%、5%、7.5%的

DSS液自由饮用7 d, 观察各组的黏膜隐窝损坏

程度及促炎性细胞因子的表达情况, 结果发现

结肠黏膜隐窝损伤评分随DSS浓度的增加而增

加, 促炎性细胞因子的表达也增加. 而Granger
等[56]的研究发现, 只要小鼠摄入的DSS量超过

某一定值(30 mg/g体质量), 即可建立重复性和

可靠性均较好的小鼠结肠炎模型. 总之, DSS诱
导结肠炎症的临床表现和黏膜损伤程度呈DSS
浓度依赖性; 且小鼠摄入DSS总量≥30 mg/g体
质量时, DSS总摄入量的差异不会影响造模结

果. 但尚未确定其他种属动物的关键总剂量. 
3.2 给药时间 DSS结肠炎症随造模时间延长加

重, 甚至可导致动物死亡. 但目前尚无针对每种

DSS浓度的最长给药时间(造模成功且动物死亡

率在可接受范围内)报道, 实验中一般根据预初

实验结果及文献报道数据制定给药时间. 如我

们研究所根据反复试验摸索出5%造模浓度的最

佳给药时间为5-7 d[44]. 已有大量文献报道DSS
结肠炎症与造模时间呈正相关. 如I b a等 [57]报

道予4%DSS自由饮用, 大鼠的结肠损伤评分随

时间延长升高. Gaudio等[47]予SD大鼠自由饮用

4%DSS溶液, 结果提示DSS结肠炎症进展呈时

间依赖性. 给药第3天时, 大鼠出现黏液血便, 组
织病理学主要表现为基底部1/3的隐窝破坏; 第4
天时, 隐窝进一步被破坏, 伴有轻度中性粒细胞

浸润; 第5天时, 动物出现广泛的炎症反应, 结肠

黏膜糜烂, 肠上皮细胞增生; 第6-7天时, 结肠黏

膜出现多发性溃疡, 重度中性粒细胞、淋巴细

胞和浆细胞浸润. 
3.3 D S S M W 根据相关研究报道 ,  主要认为

DSSMW与模型的病变严重程度及病变部位有

关, 目前多采用MW在36000-50000间的DSS造
模[58-63]. 但目前可用的DSSMW与造模情况的相

关性研究较少, 且有些研究结果相矛盾, 仍需

更多的研究进一步明确DSSMW与造模的关系. 
Kitajima等[64]给予BALB/c小鼠5%DSS(MW分别

为5000、40000和500000)自由饮用7 d造模, 结
果发现结肠炎最严重的为40000造模组, 病变主

要位于远端结肠; 其次为5000造模组, 病变主要

位于近端结肠; 而500000造模组无结肠炎表现. 
但也有研究表明[55]DSS结肠炎模型与DSS剂量

无关. 而Hirono等[65]采用3种MW(9500、54000和
520000)的2.5%浓度的DSS溶液予ACI大鼠自由

饮用, 研究不同MW的DSS的致癌性, 结果表明

54000的致癌活性最高, 而MW为520000和9500
的DSS无显著致癌活性. 
3.4 动物种属 DSS模型可采用小鼠、大鼠、仓

鼠和豚鼠造模, 但各种属动物对DSS易感性、临

床表现、炎症严重程度和病变部位不同. 根据文

献报道, 对DSS治疗最敏感的动物为豚鼠[66]. 仓
鼠、豚鼠和WD大鼠的病变部位主要见于右半

结肠[66-68]. Fischer 344大鼠、BALB/c和CBA/J
小鼠的病变部位主要见于左半结肠[13,68]. Swiss-
Webster小鼠的病变部位则主要见于中段结肠[36]. 
这些差异可能与遗传差异有关, 但尚缺乏研究

进一步证实以上观点. 此外, 同一种属不同品系

动物的易感性和病变部位也不同. 例如: 最早用

于建立小鼠DSS结肠炎模型的为BALB/c小鼠, 
但2006年有研究[59]发现C57BL/6小鼠结肠炎的
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炎症严重程度甚于BALB/c小鼠. Sasaki等[69]的研

究也证实了该结论. Michael等[70]研究了9种品系

(C3H/HeJ、C3H/HeJBir、C57BL/6J、DBA/2J、
NOD/LtJ、NOD-scid、129/SvPas、NON/LtJ和 
NON. NOD-H2g)的小鼠对DSS治疗的易感性. 
结果发现C3H/HeJ、C3H/HeJBir、NOD/LtJ和
NOD-scid小鼠对DSS治疗极为敏感, 而大部分

NON/LtJ小鼠对DSS治疗不敏感. C3H/HeJBir、
C3H/HeJ、NOD/LtJ和NOD-scid小鼠盲肠和结

肠病变几率相似; 而C57BL/6J和129/SvPas的病

变部位主要位于结肠. 因为不同种属小鼠饮用

相同浓度的DSS溶液炎症情况不同, 研究者因此

提出可能是先天性遗传决定了不同品系小鼠的

抗炎症损伤能力, 而发现小鼠的这些易感基因

也许能找出相应的分类基因、指导人类IBD疾

病的治疗方案. 
3.5 其他 除了上述影响因素外, 动物年龄也是重

要因素之一. 在造模动物年龄选择上, 一般多选

择成年动物, 一方面是因为幼年动物处于生长

期, 体质量增加可能掩盖DSS给药诱导的体质

量下降; 另一方面是出于幼年期动物各系统尚

未完全发育, 耐受能力较差考虑. 我们研究所总

结多年经验认为建立小鼠D S S结肠炎模型时, 
以≥18 g(6-8周龄)小鼠最佳. 

4  结论

DSS结肠炎模型是目前最理想的UC模型, 其造

模成功与否主要与DSS浓度、给药时间、MW
和动物种属有关. 虽然已经有专家针对上述4个
影响因素开展独立的研究, 但仍需更进一步阐

明这些因素及其他因素与DSS造模间的确切关

系; 如DSSMW与造模间的关系, DSS含硫量与

造模间的关系等. 因此, 对于DSS造模因素的研

究还有待我们进一步深入和探讨. 此外, 目前也

尚未有对这4个因素开展的综合研究, 从而得出

一个最佳动物种属、最佳DSS浓度和最佳给药

时间的组合, 这不仅需要有一个良好的实验设

计, 还需要有统计学家的积极参与; 此类研究具

有一定的难度, 但克服困难进一步深入探讨DSS
造模的影响因素具有很大价值和意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the influence of treatment 
with penehyclidine hydrochloride (PHCD) on 
the levels of macrophage migration inhibitor fac-
tor (MIF) in serum and aquaporin-5 (AQP-5) in 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in rats with 
acute necrotizing pancreatitis (ANP) and acute 
lung injury (ALI). 

METHODS: ANP and ALI was induced in 
Sprague-Dawley rats by retrograde injection of 
4% sodium taurocholate into the biliopancreatic 
duct. One hundred rats were randomly and 
equally divided into treatment group and non-
treatment group. The treatment group received 
intraperitoneal injection of PHCD. Each group 
was further equally and randomly divided into 
five subgroups for testing at 6 h, 12 h, 24 h, 36 
h, and 48 h. The concentrations of MIF in se-
rum and AQP-5 in BALF were determined by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
Pancreatic and pulmonary pathomorphology was 
recorded and compared between the two groups. 
The wet-to-dry weight ratio of the lung was mea-
sured and blood gas analysis was performed.

RESULTS: Compared to the non-treatment 
group, the treatment group had significantly 
decreased serum levels of MIF (χ2 = 20.52, P = 
0.042), the wet-to-dry weight ratio of the lung (χ2 
= 21.04, P = 0.000) and arterial PaCO2 (χ2 = 82.83, 
P = 0.000), significantly increased BALF levels of 
AQP-5 (χ2 = 17.22, P = 0.044) and arterial PaO2 (χ2 
= 503.48, P = 0.000), and significantly mitigated 
pancreatic and lung histopathological changes.

CONCLUSION: PHCD intervention has an appre-
ciable therapeutic effect on ANP and ALI in rats.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Acute 
lung injury; Penehyclidine hydrochloride; Macro-
phage migration inhibitor factor; Aquaporin-5

Cai DL. Treatment with penehyclidine hydrochloride red-
uces the levels of MIF in serum and AQP-5 in bronchoalv-
eolar lavage fluid in rats with acute necrotizing pancreatit
is-associated acute lung injury. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(36): 3672-3677 

摘要

目的: 探讨盐酸戊乙奎醚对大鼠急性坏死
性胰腺炎(acute necrotic pancreatitis, ANP)并
发急性肺损伤(acute lung injury, ALI)血清巨
噬细胞移动抑制因子(macrophage migration 
inhibitory factor, MIF)和肺泡灌洗液水通道蛋
白-5(aquaporin-5, AQP-5)表达的影响.

方法: 采用经胰胆管内逆行注射4%牛磺胆酸
钠构建大鼠ANP并发ALI模型, 100只SD大
鼠以是否接受盐酸戊乙奎醚(penehyc l idine 
hydrochloride, PHCD)腹腔注射干预治疗随机
分为治疗组和非治疗组, 每组再以6 h、12 h、
24 h、36 h、48 h五个取材时间点继续随机分
组, 共10组, 每组10只动物. 采用ELISA法测定
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■相关报道
1980年Aho等经
胆 管 穿 刺 ,  向 胰
胆管内注射牛磺
胆 酸 钠 ,  首 次 成
功诱导了ANP模
型 .  该 模 型 出 色
的模拟了临床胰
管梗阻、胆汁返
流等导致的急性
胰腺炎的发生和
发 展 过 程 ,  且 操
作 比 较 方 便 ,  现
已被广泛接受与
应用.

血清中MIF的浓度和肺泡灌洗液中AQP-5的
浓度, 同时进行胰腺和肺组织病理形态学观
察, 肺组织湿/干重比检测, 动脉血气分析.

结果: 相同时间点PHCD治疗组与非治疗组
比较显示, 血清MIF浓度降低(χ2 = 20.52, P  
= 0.042), 肺泡灌洗液AQP-5浓度增高(χ2 = 
17.22, P  = 0.044), 胰腺和肺组织病理学损伤
减轻, 肺组织湿/干质量比值减小(χ2 = 21.04, 
P  = 0.000), 动脉血PaO2上升(χ2 = 503.48, P  = 
0.000)、PaCO2下降(χ2 = 82.83, P  = 0.000).

结论: PHCD的适当干预对大鼠ANP并发ALI
具有一定的治疗效果.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 急性肺损伤; 盐酸戊乙

奎醚; 巨噬细胞移动抑制因子; 水通道蛋白-5
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0  引言

重症急性胰腺炎(sever acute pancreatitis, SAP)
是一种起病急、进展快、病情危重、并发症

多、病死率高的急腹症[1]. 多种因素包括胆石、

乙醇、缺血、高脂血症和高钙血症等均可激活

胰腺细胞内的胰蛋白酶原和其他消化酶, 释放

氧自由基; 激活的胰酶和氧自由基损伤腺泡细

胞, 引起细胞因子和血管活性介质大量释放; 吸
引炎症细胞, 活化血管内皮, 上调黏附分子表

达, 引起胰腺微紊乱. 这种所谓的“第二次攻

击”可使胰腺病理改变由水肿进展为坏死, 形
成急性坏死性胰腺炎(acute necrosis pancreatitis, 
ANP), 并促使炎症从胰腺局部迅速扩展到全身, 
发生全身炎症反应综合征和多器官衰竭[2], 其中

急性肺损伤(acute lung injury, ALI)是SAP早期最

常见的并发症. 急性胰腺炎相关性肺损伤(acute 
pancreatitis-associated lung injury, APALI)的具体

机制尚未完全清楚. 近期有研究表明巨噬细胞

移动抑制因子(macrophage migration inhibitory 
factor, MIF)高表达导致的过度炎症反应可能是

大多数肺损伤的根本原因. 水通道蛋白-5(aqua-
porin-5, AQP-5)的表达和功能下降可能与高浓

度氧肺损伤中肺水肿的形成及体液异常转运有

关[3]. 盐酸戊乙奎醚(penehyclidine hydrochloride, 
PHCD)是一类新型选择性抗胆碱药, 主要选择

作用于亚型M1和M3受体, 对大多存在于心脏的

M2受体无明显作用或作用较弱, 而肺的通气道

主要分布M3受体, 故该药具有持续作用时间长

和心血管副作用小等特点. 目前PHCD已成功应

用于临床救治有机磷农药中毒[4], 并推荐用于

麻醉前给药, 近期有报道称其对创伤性和内毒

性ALI有明显效果. 本课题拟通过研究PHCD干

预治疗对大鼠ANP并发ALI后重要因子MIF和
AQP-5表达的影响, 为寻找治疗APALI的可行性

方案提供新思路和新策略. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠(美国Sigma公司), 大鼠MIF
和AQP-5 ELISA检测试剂盒(上海亚培生物科技

有限公司), 长托宁PHCD(成都力思特制药股份

有限公司), ELX800型酶标仪(美国BIO-TEK仪

器公司), 血气分析仪(美国Roche公司), 全自动

生化分析仪(美国Vitros公司), 光学显微镜(日本

OLYMPUS公司), 石蜡切片机(德国LEICA公司), 
全自动组织脱水机(德国LEICA公司), 组织包

埋机(德国LEICA公司). 健康成年SPF级SD大鼠

(180-240 g)100只, 雌雄各半, 由南通大学实验动

物中心提供. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠ANP并发ALI模型构建与PHCD药

物处理: 参照Lankisch等的方法, 大鼠腹腔注

射10%水合氯醛[300 mg/(kg·bw)]麻醉后固定

于手术台, 以0.1 mL/min速度向胰胆管内逆向

注入4%牛磺胆酸钠[1 mL/(kg·bw)], 构建大鼠

ANP并发ALI模型. 按照是否采用PHCD药物

干预随机分为治疗组和非治疗组, 治疗组大鼠

在制模后30 min、12 h、24 h、36 h腹腔注射

PHCD[0.2 mg/(kg·bw)], 非治疗组大鼠在各相应

时间点注射等体积无菌生理盐水. 每组分别于

制模成功并药物处理后6 h、12 h、24 h、36 h、
48 h五个时间点取材, 继续随机分组, 共10组. 
1.2.2 标本采集: 每组分别于制模成功并药物处

理后6 h、12 h、24 h、36 h、48 h五个时间点, 
将大鼠麻醉(方法同前)后抽取腹主动脉新鲜动

脉血(肝素抗凝)0.5 mL, 密封后送检; 心脏穿刺抽

取血液2-3 mL, 室温下以3 000 r/min离心20 min, 
取血清置-80 ℃冰箱保存待检; 放血致死后取左

肺, 生理盐水2 mL灌洗支气管肺泡2次, 取肺泡灌

洗液2 mL, 室温下以2 500 r/min离心10 min, 取上

清液置-80 ℃冰箱保存待检; 取右肺中叶组织, 滤
纸吸干表面水分, 称质量待检; 同时快速切取胰

腺和肺组织, 置40 g/L多聚甲醛中固定. 
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■应用要点
盐 酸 戊 乙 奎 醚
(PHCD)不仅可以
改善APALI的肺
损伤程度, 甚至可
能在一定程度上
阻止ALI向ARDS
进 展 ,  P H C D 将
有可能成为一种
新 的 有 效 治 疗
APALI的可行性
选择手段.

1.2.3 血气分析: 将抽取的新鲜动脉血0.5 mL立
即用Roche OPTICCA 型血气分析仪测定PaO2和

PaCO2, 具体方法按操作规程. 
1.2.4 肺组织湿/干质量比测定: 用滤纸吸干右肺

中叶组织的表面水分, 用电子分析天平称湿质量

(W), 然后置80 ℃电热干燥箱内烘烤24 h左右, 待
质量恒定后称干质量(D), 计算肺湿/干质量比値

(W/D). 
1.2.5 胰腺和肺组织病理学检测: 胰腺和肺组织

经固定、脱水、石蜡包埋、切片, 进行苏木精-
伊红(HE)染色, 显微镜下观察. 
1.2.6 血清MIF和肺泡灌洗液AQP-5测定: 采用

ELISA法分别检测血清MIF和肺泡灌洗液AQP-5
的浓度, 严格按照试剂盒说明书规范操作. 

统计学处理 使用SPSS15.0统计分析软件, 
采用具有一个重复测量因素的两因素方差分析, 
以P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况观察 非治疗组中6 h组大鼠活

动减少; 12 h组大鼠开始呼吸急促, 同时有血性

腹水; 24 h组可见大鼠耸毛, 口鼻周围紫绀, 睑缘

和四肢肢端苍白, 喘息明显, 血性腹水增多, 腹
围稍增加, 呼吸困难; 随着时间推移, 大鼠呈现

越来越严重的呼吸窘迫表现; 36 h组出现1只大

鼠死亡; 48 h组又有2只大鼠死亡. PHCD治疗组

亦有厌食、竖毛、呼吸急促、活动减少等情况, 
但与非治疗组各相应时间点比较明显轻微, 血

性腹水明显减少, 且48 h组仅死亡1只大鼠. 
2.2 血气分析 PHCD治疗组与非治疗组各相应时

间点比较, PaO2上升有统计学差异(χ2 = 503.48, P  
= 0.000), PaCO2下降有统计学差异(χ2 = 82.83, P  
= 0.000, 表1). 
2.3 肺组织湿/干质量比值 PHCD治疗组湿/干质

量比值有逐渐增加趋势, 但与非治疗组各相应

时间点比较明显下降, 有统计学差异(χ2 = 21.04, 
P  = 0.000, 表2). 
2.4 胰腺病理组织学改变

2.4.1 大体观察: 非治疗组注射完牛磺胆酸钠后

胰腺组织随即出现明显的弥漫性出血,  6 h在穿

刺点附近胰腺组织见明显的出血和肿胀, 局部

有暗紫色斑, 腹腔内有少量血性腹水; 12 h胰腺

组织出血、肿胀及坏死明显加重, 局部有皂化

斑, 并见中等量血性腹水; 24-48 h点胰腺组织出

血、肿胀及坏死进一步加重, 并可见多处皂化

斑. PHCD治疗组胰腺组织出血和水肿均较非治

疗组各相应时间点明显减轻. 
2.4.2 镜下观察: 非治疗组6 h可见明显胰腺小叶

间水肿, 片状出血, 炎性细胞浸润, 部分腺泡细

胞变性; 12-48 h都可见大量炎性细胞浸润, 片
状出血, 胰腺小叶结构破坏, 大量腺泡细胞坏死

明显. PHCD治疗组6 h点虽可见胰腺部分细胞

变性, 腺体呈空泡状, 但与相同时间点非治疗组

比较明显减轻; 12-48 h虽可见胰腺小叶结构破

坏、片状出血、炎症细胞浸润, 但与相同时间

点非治疗组比较明显减轻(图1). 

表  1  PHCD对大鼠ANP合并ALI血气的影响 (mmHg, mean±SD)

                                            PaO2                                      PaCO2

      6 h 12 h 24 h 36 h 48 h 6 h 12 h 24 h 36 h 48 h

非治

疗组
89.1±4.1 81.1±4.2 71.3±3.4 60.9±3.7 48.8±3.2 44.3±2.3 51.2±1.9 56.6±2.3 61.1±2.5 64.8±3.2

PHCD

治疗组
94.1±2.2 85.9±2.9 80.4±1.6 73.0±2.7 66.8±4.7 42.5±2.6 49.5±2.5 50.2±1.1 53.7±2.9 60.0±1.5

χ2值 102.64 101.69 102.49 36.55 72.45 72.83 61.75 52.22 51.41 41.07

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.001

表  2  PHCD对大鼠ANP合并ALI肺组织湿/干质量比的影响 (mean±SD)

             6 h       12 h      24 h      36 h      48 h

非治疗组 4.34±0.09 4.57±0.13 4.79±0.09 4.98±0.10 5.11±0.15

PHCD治疗组 4.35±0.08 4.54±0.07 4.42±007 4.56±0.08 4.69±0.17

χ2值 2.71 6.69 5.19 2.81 4.39

P值 0.025 0.009 0.023 0.043 0.036
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2.5 肺病理组织学改变 大体观察, 非治疗组6 h肉
眼见肺水肿, 少量血性胸水; 12-48 h血性胸水逐

渐增多, 肺水肿进行性加重; 暗红色肺表面12 h可
见散在的出血点, 24-48 h出血点明显增多, 成大

片状, 可见肺淤血. PHCD组各相应时间点肺水

肿和淤血均明显较轻. 镜下观察, 非治疗组6 h可
见肺间质水肿、充血、中性粒细胞浸润; 12-48 h肺
病理组织学改变逐渐加重, 呈现不同程度的肺

泡和间质水肿、出血、灶性或片状肺不张, 肺
泡间隔增宽, 大量炎症细胞浸润, 肺组织结构紊

乱等典型的ALI病理改变. PHCD治疗组肺间质

水肿、出血、炎症细胞浸润均明显减轻. 
2.6 血清MIF的动态变化 各相同时间点PHCD治

疗组血清MIF浓度明显低于非治疗组, 有统计学

差异(χ2 = 20.52, P  = 0.042, 表3). 
2.7 肺泡灌洗液AQP-5的动态变化 各相同时间点

PHCD治疗组肺泡灌洗液AQP-5浓度明显高于非

治疗组, 有统计学差异(χ2 = 17.22, P  = 0.044, 表4). 

3  讨论

SAP是一种临床急重症, 病死率高, 预后较差[5], 
并发症多, APALI是SAP早期最常见的并发症, 

A B

C D

E F

图  1  胰腺病理组织学改变(HE). A, C, E: 非治疗组; B, D, F: PHCD治疗组; A, B: 6 h; C, D: 24 h; E, F: 48 h.

表  3  血清MIF浓度测定值 (ng/mL,mean±SD)

              6 h        12 h       24 h       36 h      48 h 

SAP组 158.9±7.9 208.0±7.4 191.2±7.5 177.6±6.5 160.8±2.7

PHCD组 127.0±5.4 165.1±5.4 148.2±5.1 127.9±5.0 113.4±5.4

χ2值 10.60 9.71 11.28 9.48 8.56

P值 0.001 0.002 0.000 0.002 0.003

■同行评价
本文为动物基础
研究 ,  立题有据 , 
采用的技术路线
可行, 观察指标较
全、较新, 对重症
急性胰腺炎的防
治具有一定的理
论意义.
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也是SAP早期最主要的死亡原因之一. 临床表现

主要为肺内弥漫性炎症细胞浸润、肺血循环障

碍、肺毛细血管通透性增加及低氧血症. 1980
年Aho等[5]经胆管穿刺, 向胰胆管内注射牛磺胆

酸钠, 首次成功诱导了ANP模型. 该模型出色地

模拟了临床胰管梗阻、胆汁返流等导致的急性

胰腺炎的发生和发展过程, 且操作比较方便, 现
已被广泛接受与应用. 研究发现通过改变牛磺

胆酸钠的药物浓度、注射速度及注射持续时间

可以产生轻重不同的急性胰腺炎. 我们采用向

大鼠胰胆管内逆行注射4%牛磺胆酸钠的方法出

色的诱导了典型的ANP并发ALI, 病理学检查显

示所有实验动物的胰腺组织均出现不同程度的

水肿、炎症细胞浸润、灶性或片状出血, 胰腺

及周围组织出现脂肪坏死及皂化斑, 同时还伴

有血性腹水, 肺组织表现出弥漫性肺实质损伤

和肺水肿, 符合APALI的病理改变. 因此, 该模型

构建方法本模型制作方法操作简单, 重复性好, 
病变产生迅速, 对研究胰腺炎的发生机制和防

治效果具有一定的实用价值. 
临床早期治疗APALI的重要手段之一就是

药物干预, 但目前治疗药物均存在疗效不满意

或不良反应较大等特点, 因此急需寻找更安全

有效的APALI治疗药物. PHCD是一类中国原创

的新型选择性长效抗胆碱药, 与其他抗胆碱药

不同的是, 他具有选择性M1、M3和N1、N2受体

拮抗作用, 无论在外周和中枢均可发挥作用, 且
抗胆碱能作用更强. 肺的通气道主要分布M3受

体, 故PHCD具有持续作用时间长、心血管不良

反应小等特点. 近年来的研究表明PHCD可能对

ALI具有治疗作用, 他能改善肺部微循环、降低

毛细血管壁的通透性、促使溶酶体释放减少. 
本次实验结果显示, PHCD可抑制分布于气道平

滑肌上的M受体, 松弛平滑肌, 减少气管黏液分

泌, 改善肺部通气. 
伴随着人们对SAP认识的深入, APALI中炎

症介质的作用逐渐受到人们的关注, 机体自身

出现的多种炎症介质所形成的“瀑布效应”可

使炎症反应扩大甚至失控, 最终导致以细胞自

身破坏为特征的全身性炎症反应. TNF-α和IL-6
等细胞因子会不断在胰腺局部产生并大量进入

血液中, 形成强大的网络级联式反应, 继而导致

远处器官内的单核细胞巨噬系统激活, 释放出

毒性介质, 成为继发肺部严重炎性反应的始动

因素. 新的研究发现要反映急性胰腺炎的病变

和预后, 还有更加重要的细胞因子参与APALI
的致死效应. 目前MIF的特殊生物学功能及其在

多种疾病中的作用使得其日益受到人们的关注. 
MIF是一种可溶性细胞因子, 具有促炎性作用, 
在APALI中发挥了重要作用. MIF由活化的T淋
巴细胞分泌, 可抑制单核/巨噬细胞移动, 促进巨

噬细胞在炎症局部浸润、增生、激活, 并分泌

其他的促炎因子如 IL-1β、IL-6和TNF-α等, 从
而加剧炎性反应. 我们通过实验发现PHCD治疗

组与非治疗组比较血清MIF下降, 提示PHCD可

抑制致炎因子MIF的产生, 减轻MIF引起的炎症

“瀑布效应”. 其机制可能是通过神经性胆碱

能系统发挥作用, 使细胞对缺血缺氧的耐受性

提高, 稳定细胞膜及溶酶体、线粒体等细胞器

的膜结构, 减少溶酶体的释放[6], 从而抑制和减

少致炎细胞因子MIF的产生和聚集, 抑制氧自由

基生成、减轻肺泡上皮细胞损伤[7,8], 有效减轻

肺泡的渗出, 有利于减轻肺间质和肺泡内水肿[9], 
并阻滞了肺部胆碱能受体有效解除血管平滑肌

痉挛, 降低肺血管阻力. 因此, PHCD可减轻大鼠

ANP并发ALI的肺部炎症反应. 
水通道蛋白是一组小分子跨膜蛋白, 负责

渗透压驱动下水转运, 有时也转运甘油. 近年

来的研究发现, 这一家族蛋白在肿瘤的生长和

转移、细胞形态、细胞凋亡、黏液的分泌等方

面具有重要作用[10,11]. 水通道蛋白有13种, 其中

AQP-1、AQP-3、AQP-4和AQP-5这4种表达在

肺及气道. 在AQP-1、AQP-3、AQP-4和AQP-5
基因敲除小鼠中, 匹鲁卡品刺激后应用特殊显

微镜直接观察小鼠上呼吸道, 只有AQP-5基因敲

除小鼠气道黏膜下腺的液体分泌减低, 其他水

表  4  肺泡灌洗液AQP-5浓度测定值 (ng/mL, mean±SD)

               6 h          12 h         24 h         36 h        48 h

SAP组 0.223±0.032 0.187±0.017 0.143±0.013 0.117±0.017 0.099±0.014

PHCD组 0.312±0.056 0.256±0.037 0.235±0.031 0.200±0.024 0.183±0.180

χ2值 7.58 9.87 5.44 5.76 8.11

P值 0.006 0.002 0.019 0.016 0.004
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通道蛋白基因敲除小鼠的液体分泌并无明显改

变. 收集AQP-5基因敲除小鼠上呼吸道分泌的液

体进行检测, 毛果芸香碱激发AQP-5缺失小鼠

呼吸道黏液分泌较野生型小鼠降低2倍, 而黏液

中蛋白和C l-明显升高, 同时免疫组化显示黏膜

下腺的形态和密度无改变, 说明腺体高分泌并

非腺体数量和形态改变, 而是AQP-5功能缺失

所致. 以上结果提示在肺组织4种水通道蛋白中, 
AQP-5在肺和气道的重要生理功能如肺泡液体

吸收或气道表面液体调节中具有重要作用. 我
们通过实验证实PHCD能增加ANP并发ALI大鼠

肺泡灌洗液中AQP-5的含量, 降低肺湿/干质量

比值, 并有效改善肺气体交换功能. 表明PHCD
能保护肺泡上皮细胞, 维持其合成与分泌AQP-5
的功能, 从而保持良好的肺表面张力, 防止肺泡

萎陷, 维持肺功能作用. 主要原因可能是: PHCD
可以降低胆碱能神经的张力, 避免胆碱能神经

反射的加强, 从而使呼吸道静态张力降低, 松弛

呼吸道平滑肌, 减少黏液分泌及血管渗出, 改善

气道通气功能[12]; PHCD能够解除血管平滑肌痉

挛, 调节微血管舒缩, 开放闭锁的微循环前后通

路, 重新恢复灌流, 减轻对微血管内皮细胞骨架

的影响, 调控胞浆内Ca2+的有效浓度等, 从而抑

制肺微血管的通透性增加[13]; PHCD能够通过抗

M胆碱作用抑制胆碱能促炎效应的发生等. 
总之, PHCD不仅可以改善APALI的肺损伤

程度, 甚至可能在一定程度上阻止ALI向ARDS
进展, PHCD将有可能成为一种新的有效治疗

APALI的可行性选择手段. 

4      参考文献

1 	 罗丹, 雷诺庆. 重症急性胰腺炎手术适应症及手术时
机选择. 中国实用外科杂志 2007; 27: 332-334

2 	 Lankisch PG, Ihse I. Bile-induced acute experimental 
pancreatitis. Scand J Gastroenterol 1987; 22: 257-260

3 	 谭利平, 许峰, 匡凤梧. 水通道蛋白5在高氧肺损伤中
的表达及调解机制. 中国危重病急救医学 2006; 18: 
462-465

4 	 赵大鹏. 盐酸戊乙奎醚与阿托品治疗急性有机磷农
药中毒疗效比较研究. 中国现在药物应用 2010; 20: 
134-135

5 	 Pezzilli R, Mancini F. Assessment of severity of 
acute pancreatitis: a comparison between old and 
most recent modalities used to evaluate this peren-
nial problem. World J Gastroenterol 1999; 5: 283-285 

6 	 杨国栋. 微循环障碍与莨菪碱类药物的应用. 第1版. 
北京: 人民卫生出版社, 1989: 346-347

7 	 李娟, 李俊, 潘建辉, 方才, 陈昆洲. 盐酸戊乙奎醚预先
给药对大鼠内毒素性急性肺损伤的影响. 中华麻醉学
杂志 2007; 27: 70-74

8 	 沈伟锋, 吴洪海, 干建新, 杨波, 江观玉. 盐酸戊乙奎醚
对内毒素致急性肺损伤的保护作用. 中华结核和呼吸
杂志 2006; 29: 633-634

9 	 俞辰斌, 孙海晨. 盐酸戊乙奎醚在急性肺损伤防治中
的应用前景. 创伤外科杂志 2007; 6: 44

10 	 Blanc L, Liu J, Vidal M, Chasis JA, An X, Mohandas 
N. The water channel aquaporin-1 partitions into 
exosomes during reticulocyte maturation: implica-
tion for the regulation of cell volume. Blood 2009; 
114: 3928-3934 

11 	 Verkman AS. Aquaporins: translating bench re-
search to human disease. J Exp Biol 2009; 212: 
1707-1715

12 	 Bone RC. Sir Isaac Newton, sepsis, SIRS, and CARS. 
Crit Care Med 1996; 24: 1125-1128

13 	 俞辰斌, 孙海晨, 聂时南, 邵旦兵, 许宝华, 唐文杰, 吴
学豪. 盐酸戊乙奎醚对创伤性急性肺损伤的早期干预
作用. 创伤外科杂志 2007; 9: 359-362

编辑  李军亮  电编  闫晋利  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《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)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年12月28日; 19(36): 3678-3681
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 BASIC RESEARCH

LY294002联合吉西他滨对胰腺癌PANC-1细胞p-Akt和
MRP表达的影响

柯晓煜, 王 渝, 谢祚启, 刘志清, 赵 秋

®

■背景资料
PI3K/Akt信号转
导通路的异常活
化在肿瘤发生发
展中起重要作用, 
并可能是导致肿
瘤细胞对化疗药
物敏感性低甚至
耐药的一个重要
原因. LY294002
是 能 有 效 抑 制
PI3K/Akt信号转
导通路, 吉西他滨
是常见的胰腺癌
化疗药物. 但未能
明确LY294002是
否能促进化疗药
物的化疗作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of LY294002 (a 
PI3K inhibitor) combined with gemcitabine on 
p-Akt and multidrug resistance-associated pro-
tein (MRP) expression in human pancreatic car-
cinoma PANC-1 cells. 

METHODS: After PANC-1 cells were treated with 
different concentrations of LY294002 and gem-
citabine, the expression of MRP mRNA and p-Akt 
and MRP proteins was detected by semi-quantita-
tive RT-PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Compared to untreated control cells, 

treatment with LY294002 combined with gem-
citabine significantly decreased the expression of 
MRP mRNA (1.47 ± 0.03, 1.31 ± 0.05, 1.02 ± 0.04, 0.76 
± 0.06, 0.37 ± 0.02, P < 0.05) and  p-Akt and MRP 
proteins (p-Akt: 0.80±0.02, 0.63±0.01, 0.52±0.01, 0.41 
± 0.02, 0.35 ± 0.02, P < 0.05; MRP: 0.93 ± 0.05, 0.87 ± 
0.03, 0.81 ± 0.03, 0.71 ± 0.02, 0.40 ± 0.03, both P < 0.05) 
in a concentration-dependent manner.

CONCLUSION: LY294002 could effectively 
strengthen the sensitivity of human pancre-
atic carcinoma PANC-1 cells to gemcitabine. 
LY294002 may down-regulate MRP transcription 
by inhibiting p-Akt expression and therefore re-
verse resistance of PANC-1 cells to gemcitabine.

Key Words: LY294002; Gemcitabine; PANC-1 cells; 
p-Akt; Multidrug resistance-associated protein 

Ke XY, Wang Y, Xie ZQ, Liu ZQ, Zhao Q. LY294002 
combined with gemcitabine inhibits p-Akt and MRP 
expression in human pancreatic carcinoma PANC-1 cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3678-3681

摘要

目的: 研究LY294002联合吉西他滨对体外培
养的人胰腺癌PANC-1细胞内p-Akt和MRP表
达的作用.

方法: 半定量RT-PCR和Western blot检测不
同浓度的LY294002联合吉西他滨用药后
PANC-1细胞内MRP mRNA以及p-Akt和MRP
蛋白表达水平的变化.

结果: LY294002联合吉西他滨能显著抑制
PANC-1细胞内MRP mRNA的表达(1.47±
0.03, 1.31±0.05, 1.02±0.04, 0.76±0.06, 0.37
±0.02, P<0.05), 亦显著抑制p-Akt和MRP蛋白
的表达, 并且这种抑制作用与药物浓度显著相
关(p-Akt: 0.80±0.02, 0.63±0.01, 0.52±0.01, 
0.41±0.02, 0.35±0.02, P <0.05; MRP: 0.93±
0.05, 0.87±0.03, 0.81±0.03, 0.71±0.02, 0.40
±0.03, P <0.05), 在其浓度最大组抑制效应达
到最大.

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科
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■研发前沿
LY294002在胰腺
癌中的研究刚刚
起 步 ,  其 具 体 的
作用机制有待进
一步研究.

结论: LY294002可能通过抑制PI3K/Akt信号
途径抑制MRP mRNA和蛋白的表达, 逆转肿
瘤的耐药.

关键词: L Y294002; 吉西他滨; P A N C-1细胞; 

p-Akt; MRP
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0  引言

PI3K家族参与多种信号通路, 以PI3K/Akt信号

转导通路尤为重要. PI3K/Akt信号转导通路的

异常活化在肿瘤发生发展中起重要作用, 并可

能是导致肿瘤细胞对化疗药物敏感性低甚至耐

药的一个重要原因[1,2]. LY294002是靶向PI3K催

化亚基p110抑制剂, 能有效抑制PI3K/Akt信号转

导通路[3,4]. 本实验研究将通过给予不同浓度的

LY294002联合吉西他滨干预人胰腺癌PANC-1
细胞, 探讨LY294002是否可通过PI3K/Akt信号

途径抑制p-Akt、MRP mRNA和蛋白的表达, 增
强胰腺癌细胞对化疗药物治疗的敏感性. 

1  材料和方法

1.1 材料 Trizol试剂购自上海生物工程技术服务

有限公司; M-MLV逆转录酶购自美国Promega公
司; Taq DNA聚合酶购自美国Fermentas公司; 兔
抗人单克隆抗体和鼠抗人MRP单克隆抗体购自

英国Abcam公司; 鼠抗人β-actin多克隆抗体购自

美国Sant Cruz公司; HRP标记的羊抗兔IgG抗体

和HRP标记的羊抗鼠IgG抗体购自美国Fermen-
tas公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞株及其培养: 人胰腺癌PANC-1细胞

株购自上海细胞库. 用100 mL/L胎牛血清高糖

DMEM培养液培养PANC-1细胞株, 均在37 ℃、

50 mL/L CO2、饱和湿度的普通CO2培养箱内贴

壁培养. 吉西他滨用生理盐水溶解, LY294002用
DMSO溶解, 用DMEM培养基稀释成设计浓度

(保证培养瓶中的DMSO≤1%). 细胞常氧培养

24 h, 待贴壁生长融合至80%时, 将细胞随机分

为5组: (1)对照组, 不添加任何药物; (2)20 μmol/L
吉西他滨处理组; (3)10 μmol/L LY294002联合20 
μmol/L吉西他滨处理组; (4)25 μmol/L LY294002
联合20 μmol/L吉西他滨处理组; (5)50 μmol/L 

LY294002联合20 μmol/L吉西他滨处理组. 20 
μmol/L吉西他滨置于培养箱中持续培养24 h后, 加
入LY294002置于培养箱中持续培养24 h. 
1.2.2 RT-PCR检测MRP的mRNA表达: 收集经

药物处理的胰腺癌PANC-1细胞, 采用Tr i zo l
试剂提取细胞总R N A,  逆转录合成c D N A. 
MRP上游引物: 5'-TGAAGGACTTCGTGT-
C A G C C-3', 下游引物: 5'-G T C C AT G AT G-
GTGTTGAGCC-3', 预扩增片断257 bp, 退火

温度60 ℃; 以β-ac t i n作为内参, 引物序列为: 
5'-GTGGACATCCGCAAAGAC-3', 5'-GCTGT-
CACCTTCACCGTTC-3', 预扩增片断438 bp, 
退火温度59 ℃ .  各条引物均由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成. 扩增产物用1.5% 
TAE琼脂糖凝胶在120 V电压下电泳30 min, 紫
外线下凝胶置于成像系统下进行拍照, 各组条

带净灰度值进行半定量分析, 与内参照的测定

结果比较, 计算其比值. 
1.2.3 Western blot检测p-Akt和MRP蛋白的表达: 
收集经药物处理的胰腺癌PANC-1细胞, 采用细

胞裂解液提取总蛋白, 加热变性后-20 ℃保存. 
取50 μg蛋白进行SDS-PAGE凝胶电泳, 将凝胶

中的蛋白质用转移系统印转到硝酸纤维素膜上, 
放入封闭液(TBS+5%脱脂奶粉+0.1% tween20)
室温振荡封闭2 h. 分别加入兔抗人p-Akt单克隆

抗体(1∶500), 鼠抗人MRP单克隆抗体(1∶250), 
鼠抗人β-actin多克隆抗体(1∶100), 4 ℃孵育过

夜. 分别按1∶7 000加入辣根过氧化物酶(HRP)
标记的羊抗兔IgG或羊抗鼠IgG, 37 ℃孵育1 h. 
采用化学发光法(ECL)曝光胶片, 采集图像及条

带净灰度值, 并与内参照的测定结果比较, 计算

其比值. 
统计学处理 采用SPSS13.0进行统计学分析, 

实验所得所有数据均以mean±SD表示. PCR和
Western blot两组间比较采用S-N-K检验, 多组间

比较采用方差分析. P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 LY294002联合吉西他滨对MRP mRNA表达

的影响 RT-PCR结果显示, MRP mRNA在吉西

他滨处理组中的表达明显低于其在空白对照

组中的表达, 两者间有显著性差异(P <0.05), 不
同浓度的LY294002联合吉西他滨处理组中, 随
着LY294002作用浓度的增加, MRP mRNA的

表达水平呈下降趋势, 并与药物浓度显著相关

(P <0.05, 图1). 

■相关报道
研 究 资 料 表 明 , 
PI3K/Akt除了能
促进肿瘤发生发
展, 还促使肿瘤细
胞多药耐药的发
生, 而MRP可能是
胰腺癌产生多药
耐药的部分原因, 
但未能进一步揭
示其中的具体机
制从而增强化疗
效果.
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Akt活性可能是治疗肿瘤并增强化疗效果的有

效途径[10-12]. Chen等[13]在肝细胞癌的研究中发

现, Bortezomib能抑制PI3K下调活化的Akt水平, 
进而克服细胞对TRAIL的耐药, 这进一步证明

p-Akt的活化可能是肿瘤多药耐药的产生机制

之一.  
肿瘤多药耐药的重要机制是A B C超家族

的几个运载体介导的药物外流量加大, 特别是

BCRP(ABCG2)、MDR1P-glycoprotein(ABCB1)
和MRP(ABCC)家族成员在介导多药耐药中起

着重要作用[14,15]. 其中MRP的表达能影响胰腺癌

的生物学行为, 并可能是胰腺癌产生多药耐药

的部分原因, MRP的研究可能有助于预测胰腺

癌患者的化疗效果[16]. 
PI3K-AKT信号转导通路是否通过上调多

药耐药相关蛋白导致肿瘤细胞对化疗药物敏感

性低甚至耐药尚在进一步研究中. LY294002是
靶向PI3K催化亚基p110的抑制剂, 能有效抑制

PI3K/Akt信号转导通路. 有研究表明LY294002
能够有效抑制体内外肿瘤细胞的生长, 这种抑瘤

效果经证实与其对PI3K及其下游的抑制有关[3]. 

MRP
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M       1        2       3        4       5

2.2 LY294002联合吉西他滨对p-Akt和MRP 蛋
白表达的影响 Western blot结果显示, p-Akt蛋
白在吉西他滨处理组细胞内的表达与空白对照

组相比无明显差异; 而吉西他滨处理组细胞中

M R P蛋白的表达量明显低于其在空白对照组

中的表达量, 两组间存在显著性差异(P <0.05). 
在不同浓度的LY294002联合吉西他滨处理组, 
LY294002均可明显抑制PANC-1细胞内p-Akt、
MRP蛋白的表达, 并且这种抑制作用与药物浓

度显著相关(P <0.05), 在药物浓度最大组三者抑

制效应均达最大(图2). 

3  讨论

1984年发现的一类胞内特异性磷酸化肌醇磷脂

3羟基的激酶PI3K是由p110催化亚基和p85调
节亚基构成的异源二聚体, 称为PI3Ks家族, 以
PI3K/Akt信号转导通路尤为重要[5-7]. PI3K/Akt
信号转导通路的异常激活则在刺激肿瘤细胞恶

性增殖和血管形成、增强肿瘤细胞的侵袭转移

能力中起着中枢作用, 而且可能导致肿瘤细胞

对化疗药物敏感性低甚至耐药[8,9]. Akt为蛋白激

酶B(PKB), 是一种丝/苏氨酸蛋白激酶, 蛋白质

产物与蛋白激酶A、蛋白激酶C有高度的同源

性, 处于PI3K/Akt信号转导通路的核心部位. Akt
只有催化结构域的Thr308位点和调节结构域的

Ser473位点2个位点的磷酸化才能使Akt充分活

化, 也就是只有磷酸化的Akt(p-Akt)才具有生物

学活性. 多种生长因子、激素等均可刺激Akt的
活化, Akt的活化除了能促进肿瘤发生发展, 还促

使肿瘤细胞多药耐药的发生, 所以特异性抑制
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图  1  LY294002联合吉西他滨对PANC-1细胞MRP mRNA表
达的影响. M: DNA标记物; 1: 对照组; 2-5: 0、10、25、

50 μmol/L LY294002联合20 μmol/L吉西他滨处理组.
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图  2  LY294002联合吉西他滨对PANC-1细胞p-Akt和MRP 
蛋白表达的影响. M: DNA标志物; 1: 对照组; 2-5: 0、10、

25、50 μmol/L LY294002联合20 μmol/L吉西他滨处理组. 

■应用要点
本研究为胰腺癌
的基因治疗以及
通过调控基因增
强化疗药物对胰
腺癌的治疗效果
提供理论依据, 表
明PI3K抑制剂与
传统化疗药物的
联用对治疗那些
已对传统化疗药
物产生耐药性的
肿瘤患者提供更
好的选择.

■创新盘点
本研究首次检测
LY294002联合吉
西他滨对人胰腺
癌PANC-1细胞内
p-Akt、MRP基因
表 达 的 影 响 ,  探
讨LY294002是否
增强吉西他滨对
胰腺癌细胞的敏
感性.
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若LY294002与化疗药物联合使用能够更有效并

降低毒性, 则表明PI3K抑制剂与传统化疗药物

的联用为治疗那些已对传统化疗药物产生耐药

性的肿瘤患者提供了更好地选择. 
本研究通过给予不同浓度的LY294002联合

吉西他滨干预人胰腺癌PANC-1细胞, RT-PCR检
测不同浓度的LY294002联合吉西他滨对MRP 
mRNA表达的影响, Western blot检测不同浓度

的LY294002联合吉西他滨对p-Akt和MRP蛋白

表达的影响. 该研究发现不同浓度的LY294002
联合吉西他滨可显著抑制PA N C-1细胞M R P 
mRNA的表达, 亦可显著抑制PANC-1细胞p-Akt
和MRP蛋白的表达, 而且LY294002联合吉西他

滨的抑制效应随着LY294002药物作用浓度的增

高而增大. 结果表明LY294002联合吉西他滨可

通过PI3K/Akt信号途径抑制p-Akt和MRP的表

达, 使药物抑制细胞恶性转化的能力增强. 
总之, PI3K/Akt信号途径可诱导MRP的异

常过表达, 其过表达在胰腺癌对化疗抵抗中起

着很显著的作用. LY294002可能通过抑制PI3K/
Akt信号途径抑制p-Akt和MRP的表达逆转耐药. 
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MALDI-TOF-MS分析新疆食管鳞状细胞癌的蛋白组学 
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我国每年大约有
24万食管癌新发
病例, 其5年生存
率较低. 我国新疆
维吾尔自治区食
管癌死亡率较高. 
从蛋白水平研究
肿瘤的发病机制, 
筛选特异性肿瘤
分子标志物为食
管鳞状细胞癌的
早诊早治提供依
据. 
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Abstract
AIM: To analyze differentially expressed pro-
teins between human normal esophageal epithe-
lial cells (NEEC) and esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC) cells. 

METHODS: NEEC and ESCC cells were cut by 
laser capture microdissection (LCM), and total 

proteins of the cells were separated by two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE). 2-DE im-
ages were analyzed using Imagemaster 2D soft-
ware. Differential proteins between NEEC and 
ESCC cells were identified by matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF-MS).

RESULTS: A total of 43 protein spots were 
discovered and there were 17 differentially ex-
pressed proteins between NECC and ESCC. Of 
them, 15 (such as Trangelin2, HSP27, S100A11 
and GSTP) were up-regulated and two (such as 
SCCA1) down-regulated in ESCC.

CONCLUSION: The differentially expressed 
proteins identified in this study may play a role 
in the carcinogenesis and development of ESCC 
and represent potential molecular biomarkers 
for ESCC.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Proteomics; Differential proteins; Two-dimensional 
gel electrophoresis; Matrix-assisted laser desorption 
ionization time-of-flight mass spectrometry

Lv XP, Pu HW, Gong XJ, Miao N, Chen X. Proteomic ana-
lysis of differentially expressed proteins in esophageal 
squamous cell carcinoma by MALDI-TOF-MS. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3682-3686

摘要

目的: 分析新疆食管鳞状细胞癌和食管正常
上皮细胞的差异表达蛋白.

方法: 运用激光捕获显微切割技术(LCM)分
别获取食管鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞, 
应用二维凝胶电泳技术(2-DE)分离纯化细胞, 
Imagemaster 2D软件比较分析两者电泳图谱
的差异, 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
(MALDI-TOF-MS)鉴定分析两者表达的差异
蛋白.

结果: 建立了食管鳞状癌细胞和食管正常上
皮细胞的2-D E图谱, 获得43个差异蛋白点, 
通过质谱鉴定出17种蛋白, 其中15种蛋白如
Trangelin2、HSP27、S100A11、GSTP等在
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■研发前沿
随着蛋白组学的
发 展 ,  从 蛋 白 水
平研究肿瘤的发
病机制成为热点, 
为寻找肿瘤分子
标志物及新的治
疗靶点提供了良
好的技术平台.

食管鳞状癌细胞中表达明显增高, 2种蛋白如
SCCA1, 在食管鳞状癌细胞中表达明显降低.

结论: 提示17种差异蛋白可能与食管鳞状细
胞癌的发生和发展有关, 为筛选食管鳞状细胞
癌的特异性分子标志物奠定基础.

关键词: 食管鳞状细胞癌; 蛋白组学; 差异表达蛋

白; 二维凝胶电泳; 基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱
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0  引言

食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell carci-
noma, ESCC)是世界上常见的消化系统恶性肿

瘤之一, 在我国每年大约有24万食管癌新发病

例[1], 据统计其5年生存率为3.5%-13.9%[2]. 在新

疆维吾尔自治区食管癌死亡率为13.05/10万, 其
中哈族死亡率为68.88/10万, 严重威胁着人们的

健康[3]. 因此探讨食管癌的发生、发展机制, 寻
找新的肿瘤标志物, 对食管癌的防治具有重要

意义. 本研究采用激光捕获显微切割技术(laser 
capture microdissection, LCM)联合基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱(matrix-assisted laser 
desorption ionization time of flight mass spectrom-
etry, MALDI-TOF-MS), 分析食管鳞状癌细胞和

食管正常上皮细胞的差异表达蛋白, 为筛选特

异性肿瘤分子标志物奠定基础.

1  材料和方法

1 .1  材料  选取新疆医科大学第一附属医院

2011-03/06新鲜手术切除标本12例, 术前未进

行放化疗, 经病理组织学证实所有标本均为食

管鳞状细胞癌, 切缘黏膜均为食管正常黏膜组

织, 用冰盐水清洗干净后, 立即置于液氮中速

冻, 然后放置-80 ℃冰箱保存. IPG胶条(pH3-10)
购自GE公司, 2-DE试剂购自Amresco公司, 琼
脂糖、BSA购自Promega公司, TFA购自Sigma
公司, ACN购自Baker公司, 其他试剂购自国药

集团化学试剂北京有限公司; 冰冻切割机(德
国Leica CM 1900), LCM仪(美国Arcturus公司), 
PowerWave XS2型酶标仪(美国BioTek公司), 
5417R冷冻型台式离心机(德国Eppendorf公司), 
Ettan IPGphorⅡ固相PH梯度等电聚焦仪、Ettan 

DALTtwelve system垂直电泳仪、Image Scanner
扫描仪(瑞士Amersham Biosciences公司), 冷冻

抽干机(美国Labconco公司), autoflexTOF/TOFⅡ
质谱仪(德国Bruker公司).
1.2 方法 
1.2.1 冰冻切片的制备及激光捕获显微切割: 从
-80 ℃冰箱取出待切冰冻组织后, 将其置于冰冻

切片机中, 切片厚度10 μm, 冰冻切片用750 mL/L
乙醇固定, 第一张切片用HE染色, 作为形态观察

用, 以后每张切片只用苏木素染色. 用LCM分别

切取食管鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞.
1.2.2 样本制备: 将切下的细胞置于Eppendorf
管中, 分别加入组织裂解缓冲液(7 mol/L尿素, 
2 mol/L硫脲, 1%DTT, 4%CHAPS, 1 mmol/L 
EDTA·Na2, 40 mmol/L Tris), 迅速混匀, 并冰浴震

荡30 min(温度不可超过37 ℃), 4 ℃裂解, 静置2 h, 
12 000 g离心5 min, 提取上清, 用Bradford法测定

蛋白质浓度. 
1.2.3 二维凝胶电泳: 将蛋白质样品加入DTT, 
IPG buffer后与重泡胀液补齐到450 μL, 混合均

匀, 高速离心2 min待用. 将重泡胀液均匀地加入

到泡胀盘的凹槽中, 胶面向下放入24 cm IPG胶

条, 胶条表面滴加覆盖油, 放置于等电聚焦仪上, 
重泡胀过夜. 等电聚焦结束后, 将IPG胶条分别

于平衡A液(1.5 mol/L Tris pH8.8, 6 mmol/L尿素, 
0.2%DTT, 2%SDS, 30%甘油, 溴酚蓝), 平衡B液
(1.5 mol/L Tris pH8.8, 6 mmol/L尿素, 3%碘乙酰

胺, 2%SDS, 30%甘油, 溴酚蓝)中各平衡15 min, 
平衡后的IPG胶条转移至13%SDS-PAGE胶上端, 
胶条端滴加低分子量的蛋白标志物, 将胶板转

移到Ettan DALT twelve system垂直电泳仪上, 加
琼脂糖封胶液封胶, 进行第二项垂直电泳. 电泳

结束后, 对2-D胶进行考马斯亮蓝染色. 在相同

的实验条件和参数设置的情况下, 实验重复3次.
1.2.4 凝胶图像分析: 应用Image scanner扫描仪

获取2D凝胶图像, Imagemaster 2D Platinum 7.0
软件比较分析两者的2-DE图像的差异, 选取表

达水平(相对体积)相差2倍以上的蛋白质点进行

质谱分析.
1.2.5 质谱鉴定: 用刀片切取胶上差异蛋白点, 放
入Eppendorf管, 进行胶内酶解, Trypsin冰上吸胀

45 min, 37 ℃酶解16 h, 水溶液(35%, 65%, 100%
乙腈, 0.1%TFA)超声3次, 真空冷冻浓缩至10 μL, 
取样品进行点靶上样. 借助互联网上的蛋白质数

据库检索程序Mascot(http://www.matrixscience.
com), 通过NCBI蛋白质序列数据库进行检索.

■相关报道
X u 等 联 合 应 用
LCM和质谱技术, 
鉴定出一些新的
分 子 标 志 物 ,  结
果显示 ,  S100A8
在人类结直肠癌
发展的不同阶段
表 达 是 上 升 的 , 
提出分子标志物
的鉴定将有望为
结直肠癌的发病
机理研究奠定基
础 ,  从 而 提 高 结
直肠癌分子诊断
的准确性.
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2  结果

2.1 食管鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞的2-DE
图谱 将切割的食管鳞状癌细胞和食管正常上皮

细胞测定蛋白浓度后以蛋白浓度最低的样本为

标准, 等体积混合, 在相同实验条件和参数设置

的情况下, 试验重复3次, 通过2-DE分离技术, 创
建了食管鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞的二

维凝胶电泳图谱(图1).
2.2 食管鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞差异蛋

白点的表达及质谱鉴定 通过软件分析, 我们获

得43个差异蛋白点, 应用质谱成功鉴定出17种
差异蛋白(表1).

3  讨论

近年来随着蛋白组学实验技术和计算机生物信

息处理技术的迅速发展, 以及激光捕获显微切

割技术所具有的优点, 研究者们将其与蛋白组

学研究技术相结合用于肿瘤发病机制的研究[4]. 
本研究联合应用LCM和MALDI-TOF-MS对食管

鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞进行表达蛋白

组学研究, 建立了2-DE图谱, 为筛选差异蛋白奠

定基础.
Orimo等[5]应用LCM联合MALDI-TOF-MS

分析研究肝细胞肝癌, 发现了EB-1蛋白, 指出

该蛋白与肝癌预后有关, 对判定肝癌的预后和

治疗有十分重要的意义. Cheng等[6]应用LCM获

得纯化的贲门癌上皮细胞和正常的贲门上皮细

胞, 比较二者的差异蛋白, 获得27个差异蛋白点. 
这些蛋白涉及新陈代谢、分子伴侣、抗氧化、

信号转导、凋亡、细胞增殖和分化等方面, 提
示一些蛋白有望成为临床早期诊断的分子标志

物. Xu等[7]联合应用LCM和质谱技术, 鉴定出一

表  1  食管鳞状癌细胞和食管正常上皮细胞的差异表达蛋白

     Index    NCBI no     Mw/PI   Protein score              

01 gil5032057 11847/6.56 ↑ protein S100-A11   75

02 gil11935049 66198/8.16 ↑keratin 1   70

03 gil1869803 14878/6.29 ↓ mammary-derived growth inhibitor   81

04 gil83754516 17268/6.18 ↑Chain B, crystal structure of the chip-ubc13-uev1a complex 111     

05 gil55960374 21244/7.63 - transgelin 2 150

06 gil186629 39832/4.72 - keratin 10   93

07 gil179032 22632/8.78 ↑SM22 142

08 gil4507669 19697/4.84 ↑translationally-controlled tumor protein   84

09 gil47577 23250/5.02 ↑rho GDP-dissociation inhibitor 1 isoform a   96

10 gil4504183 23569/5.34 ↑glutathione S-transferase P 141

11 gil662841 22427/7.83 ↑heat shock protein 27 142

12 gil5454052 27871/4.68 ↑14-3-3 protein sigma 198

13 gil2780871 16342/7.14 ↑Chain B, Proteasome Activator Reg(Alpha)   86

14 gi62738525 43071/5.72 ↑Chain A, The 2.8 A Structure Of A Tumour Suppressing Serpin 162

15 gil301030821 36874/6.17 ↑c-myc promoter-binding protein 1 203

16 gil239552 44564/6.35 ↓squamous cell carcinoma antigen   95

17 gil20150229 13159/5.71 ↑Chain A, Crystal Structure Of The Mrp14 Complexed With Chaps   91

“↑”表示在食管癌中表达上调的差异点, “↓”表示在食管癌中表达下调的差异点, “-”表示只在食管癌中表达的差异点.

图  1  食管鳞状癌细胞和食管
正常上皮细胞的二维凝胶电泳
图谱. A: 食管鳞状癌细胞; B: 

食管正常上皮细胞.

PH3←IEF→PH10 PH3←IEF→PH10

A B■创新盘点
本研究应用蛋白
组学技术对食管
鳞状细胞癌发病
机制进行研究, 筛
选特异性肿瘤分
子标志, 对食管鳞
状细胞癌的早诊
早治及预后具有
指导意义.

■应用要点
鉴定的差异蛋白
可能与食管癌的
发生发展有关, 筛
选的特异性肿瘤
分子标志物可能
成为指导临床早
期诊断、治疗及
判断预后的重要
指标.
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些新的分子标志物, 结果显示, S100A8在人类结

直肠癌发展的不同阶段表达是上升的, 提出分

子标志物的鉴定将有望为结直肠癌的发病机理

研究奠定基础, 从而提高结直肠癌分子诊断的

准确性. Mukherjee等[8]对12例食管正常组织, 12
例食管癌在进行激光捕获显微切割后联合应用

明胶酶谱分析基质金属蛋白酶的表达水平, 发
现基质金属蛋白酶-3和基质金属蛋白酶-10的
mRNA在食管癌中的表达水平明显高于正常食

管组织, 认为这些表达上调的基因产物有望成

为临床中一种新的早期检测标志物. 汪斌等[9]应

用LCM 技术分离食管鳞状癌细胞和食管正常上

皮细胞, 并结合二维凝胶电泳技术对两者的蛋

白表达图谱进行分析, 发现48个差异蛋白点, 通
过质谱鉴定出20种有意义的蛋白. 本实验针对

新疆地区食管癌研究, 获得43个差异蛋白点, 通
过质谱鉴定出17种有意义的蛋白, 其中15种蛋

白仅在食管癌表达或高表达, 而2种蛋白在食管

癌中表达下调. 这与上述研究的部分结果相一

致, 这些蛋白涉及肿瘤的细胞信号转导、凋亡

以及侵袭和转移等, 为研究新疆地区食管癌的发

病机制及筛选食管癌的分子标志物奠定了基础.
在鉴定的差异蛋白质中 ,  热休克蛋白

27(HSP27)及14-3-3 proteinε表达明显上调, 提示

其对食管癌发生发展有重要的意义. HSP27是热

休克蛋白家族中的低分子蛋白, 广泛存在与各

种组织中, 近年来研究发现很多组织来源的肿

瘤中存在着HSP27的持续高水平表达, 认为与肿

瘤的发生、发展及肿瘤预后都有密切关系, 其机

制可能与HSP27的抗凋亡有关[10,11]. Foster等[12]在

对前列腺癌研究中发现HSP27可能通过促进内

皮细胞的迁移, 参与肿瘤的侵袭转移过程而且

认为HSP27可以作为一个独立的预后指标. Chen
等[13]研究表明, HSP27在食管鳞状细胞癌中表

达为62%, 但在低分化食管癌中表达降低, 提示

HSP27的表达水平可能和食管癌的分化程度有

关. 在本组研究中, HSP27在食管癌中的表达明

显上调, 提示HSP27在新疆地区食管癌的发病机

制中可能发挥重要作用.
14-3-3 proteinε是14-3-3蛋白家族中成员. 目

前已经证实200多种蛋白与14-3-3家族成员之间

存在相互作用, 14-3-3蛋白与其靶分子的相互作

用有赖于14-3-3结合域的识别及14-3-3靶分子的

丝氨酸/苏氨酸磷酸化[14]. 该家族可以和许多信

号蛋白, 包括激酶、磷酸酶和跨膜受体等结合, 
在信号传导、细胞周期以及细胞凋亡的调控等

方面发挥重要作用. 在14-3-3蛋白的7个亚型中, 
目前已知14-3-3 proteinσ和肿瘤的发生密切相

关, 关于14-3-3 proteinε在肿瘤中的作用机制, 目
前国内外的报道尚不多, 但有研究表明, 在某些

肿瘤中14-3-3 proteinε基因有频繁的杂合子丢

失[15], 王斌等[9]在研究中发现14-3-3proteinε在食

管癌组织中表达上调, 这与本实验结果相符. 但
Harada等[16]在对16例食管鳞状细胞癌进行蛋白

组学的研究中发现14-3-3proteinε在食管癌组织

中表达下调, 这可能与实验样本数目不同或与

个体差异有关, 因为同一类型的肿瘤在不同的

个体中, 分子生物学特性有所不同.
本实验建立了食管鳞状癌细胞和正常食管

上皮细胞的二维凝胶电泳图谱, 鉴定出17种蛋

白. 他们可能参与食管癌的发生发展, 为筛选食

管癌的分子标志物提供依据. 关于他们在食管

癌发生发展过程中的作用我们将在后续实验中

进一步研究. 
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Abstract
AIM: To identify differentially expressed mi-
croRNAs (miRNAs) and mRNAs in esophageal 
squamous cell cancer (ESCC).

METHODS: Differentially expressed miRNAs 
and mRNAs between ESCC and normal esoph-
ageal mucosal tissue were identified by gene 
microarray. To study the functions of differ-
entially expressed miRNAs, their target genes 
and genes regulated by these target genes were 
analyzed using online bioinformatic tools.

RESULTS: Eight differentially expressed miR-

NAs and 1 178 mRNAs were identified. Eight 
miRNAs had 142 target genes, and 117 genes 
were regulated by miRNA target genes. Of 
them, 53 genes relate to KEGG pathway and 14 
genes are involved in BioCarta pathways; 137 
genes were found to be closely interacted with 
each other, constituting 433 interaction nodes.

CONCLUSION: Dysregulation of miRNAs can 
cause abnormal gene expression, which relates 
to the pathogenesis of ESCC. The eight miRNAs 
identified in this study and the genes regulated 
by them or their target gene may play important 
roles in the pathogenesis of ESCC.

Key Words: Esophageal squamous cell cancer; 
Microarray; MicroRNAs

Wu YS, Chen YL, Yin SG, Zhou FX. Identification 
of differentially expressed miRNAs and mRNAs in 
esophageal squamous cell cancer in esophageal squamous 
cell cancer by gene microarray. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(36): 3687-3691

摘要

目的: 探讨食管鳞状细胞癌 (e s o p h a g e a l 
squamous cell cancer, ESCC)中miRNAs的
作用.

方法: 利用基因芯片来分析ESCC和正常组织
间的miRNAs和mRNA的表达差异; 为了研究
差异miRNA功能, 参考基因mRNA表达数据
来分析miRNA靶基因和调节基因.

结果: 得到了8个差异的miRNA和1 178个差异
的mRNA. 8个miRNA具有142个靶基因, 137
个基因被miRNA具有转录因子活性的靶基因
调节. 其中, 53个基因参与KEGG信号通路, 14
个基因与BioCarta通路相关, 137个基因发生
相互作用, 构成433边的相互作用网络.

结论: m i R N A的调节功能异常可能是导致
ESCC基因表达失常的原因, 8个miRNA和受
他们调节的基因组成一个相互调节网络, 并在
ESCC中发挥重要作用.

关键词: 食管鳞癌; 芯片; miRNA
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■研发前沿
m i R N A 的 调 控
作用及与肿瘤的
关系是近年来研
究 的 热 点 ,  已 有
少 量 m i R N A 和
E S C C 关 系 的 研
究 报 道 ,  但 是 尚
未见参考基因表
达谱芯片对食管
癌 相 关 m i R N A
的功能进行整体
研 究 的 报 道 .  亟
待通过实验证实
miRNA及其靶基
因 在 E S C C 发 生
发展中的作用.

吴耀松, 陈玉龙, 尹素改, 周发祥. 结合基因芯片表达谱研究

m i R N A s在食管鳞癌中的作用.  世界华人消化杂志  2011; 

19(36): 3687-3691
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0  引言

食管癌是一种最常见的恶性肿瘤之一. 研究显

示, 食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
cancer, ESCC)占食管癌的95%, 这些患者主要分

布在亚洲国家, 尤其在河南省发病率较高. 食管

癌患者中, 5年生存率仍在30%以下[1]. 对肿瘤产

生和发展分子机制的研究有助于肿瘤的预防与

治疗. miRNA是一种细胞内高保守性的非基因

编码的20-22 nt的小RNA, 他们在翻译前水平上, 
通过结合mRNA的3'端的UTR来行使调节功能, 
使mRNA降解或阻止其翻译[2]. miRNA参与了

细胞的分化、增殖、凋亡、代谢等生理病理过

程, 这些miRNA可以起到致癌基因或抑癌基因

作用. 同时, 作为高度组织特异性的生物标记物, 
对判断肿瘤分类和起因具有潜在的临床参考价

值[3]. 寡聚核苷酸miRNA芯片和定量PCR广泛应

用于miRNA的研究, 已有应用基因芯片技术研

究miRNA和食管鳞癌的关系的报道[4,5], 但是高

通量的技术很容易发生假阳性. 目前, 只有很少

几个与食管癌相关的差异miRNA通过定量PCR
确认其重复性, miRNA靶基因也往往通过网络

数据库进行预测, 但是对这些靶基因很少进行

检测[4-7]. 本文主要应用网络资源, 通过挖掘不同

研究组数据发现与ESCC相关的miRNA, 并参考

基因表达谱通过分析其靶基因和调节基因来研

究其功能. 

1  材料和方法

1.1 材料 GSE6188、GSE13937、GSE20347数据

集从GEO数据库中下载, GSE6188和GSE13937
包括了ESCC组织和配对正常组织中miRNA的

表达数据. GSE6188包含了108个样品, 芯片数据

中有435人的miRNA(包括122个预测的miRNA
序列). GSE13937包括88个样品, 芯片数据中有

329个人的miRNA. GSE20347包含了34个ESCC
组织和正常组织配对样品, 为Affymetrix Human 
Genome U133 Plus 2.0 Array平台, 该平台包含

47 000多个转录子和变异体, 涵盖了38 500个已

经定性清楚的人类基因. 
1.2 方法 本研究主要应用BRB-ArrayTools 4.0
软件进行数据挖掘. 首先排除相对表达基因中

位数任一方向(高于、低于)大于1.5倍不到整

个芯片数20%的基因数据, 或缺失值超过50%
的基因数据. 肿瘤和正常组织间的差异miRNA
必须满足以下3个条件: (1)P <0.01; (2)P <0.01且
FDR<0.05; (3)正常组织和肿瘤组织表达的比

率在1.5与0.67之间. 正常/肿瘤组织<1被认为

是上调, 正常/肿瘤组织>1被认为是下调. 差异

miRNA在GSE6188和GSE13937数据集中的交集

认为是ESCC中特异miRNA. 
差异 m R N A 必须满足 3 个统计条件 : 

(1)P <0.001; (2)P <0.001且FDR<0.005; (3)正常/肿
瘤组织在0.5-2之间. 

公共数据库TARGETSCAN用来预测miR-
NA的靶基因, 由于miRNA主要能降解mRNA和

阻滞翻译, 所以miRNA的表达与靶基因应该呈

负相关关系, 利用TARGETSCAN预测的靶基因

和具有相反表达方向的差异表达mRNA的交集, 
被认为是最有意义的miRNA靶基因. 

应用http://david.abcc.ncifcrf.gov/在线分

析靶基因的本体功能和信号途径; 用STRING 
和PSTING对靶基因进行相互作用分析ht tp://
string.embl.de, http://pstiing.licr.org/search/
a_start_batch.jsp; 用BRB-ArrayTools 4.0软件分

析转录因子. 

2  结果

2.1 正常组织和ESCC之间差异miRNA的数量和

上下调趋势 在GSE6188中有50个差异的miR-
NA, 其中24个上调, 26个下调; 在GSE113937
中有26个不同的miRNA, 其中13个上调, 13个
下调. 这2个数据库中同时表达的差异miRNA
有8个(ESCC特异miRNA), 其中6个下调, 分别

是: hsa-miR-100, hsa-miR-1, hsa-miR-133a , hsa-
miR-375, hsa-miR-203, hsa-miR-125b;  2个上调, 
分别是hsa-miR-181a, hsa-miR-146b. 
2.2 正常组织和ESCC之间差异mRNA的数量和

上下调趋势 满足条件的有1 547转录子, 代表

1 178个基因, 其中536个上调, 642个下调. 上调

基因参与了以下一些生物过程, 如细胞周期、

新陈代谢、翻译调控、DNA转录、细胞粘连、

DNA降解的启动、细胞增殖、氧化损伤以及细

胞骨架的形成. 下调基因参与的生物过程包括

氧化损伤、信号转导、脂类代谢、角质细胞的

分化、氨基酸的磷酸化、蛋白质水解、炎症反

应、离子转换、表皮生长和凋亡. 
2.3 差异表达的miRNA的靶基因和最有意义靶

■相关报道
G u o 等报道了利
用miRNA表达谱
研究了miRNA与
食管鳞癌患者生
存关系 ;  A t h e等
报道了miRNA表
达与食管癌鳞癌
和 腺 癌 的 关 系 ; 
Zhang等通过观察
了食管癌鳞癌血
清miRNA表达谱
发现miRNA表达
谱可以作为ESCC
诊断的指纹图谱.
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基因 预测到了3 435个靶基因和142个最有意义

的靶基因(表1). 
2.4 靶基因中转录因子及调控基因 利用BRB-
ArrayTools4.0软件分析差异mRNA的转录因子. 
只有既是差异基因转录因子又是miRNA预测靶

基因才被考虑. 被这些转录因子调节的基因可

认为被差异miRNA间接调节的基因. 有19个转

录子和137个基因, 其中, 20个基因也是最有意

义的靶基因, 结果见表1.
2.5 差异miRNA调控的基因本体和信号通路 通
过DAVID工具在线分析受差异miRNA调控的

142条最有意义靶基因和137个间接调控基因

(20条相互重复)的本体功能和信号通路. 生物过

程主要有: 对损伤的反应、细胞增殖、组织缺

氧、细胞运动、凋亡、翻译和生物合成过程. 
细胞组织主要包括: 细胞外基质、细胞膜围成

的腔、细胞表面和细胞核. 细胞功能主要包括: 
DNA连接、细胞外基质连接、酶抑制活性、转

录子活性、结合生长因子、细胞骨架蛋白连接

和钙离子联系. 有53个基因参与KEGG通路中, 
其中, 14个基因参与了ECM受体的相互作用, 25
个基因参与肿瘤通路, 18个基因参与表面黏附, 
9个基因与胞吞有关, 5个基因参与p53信号通路, 
9个基因调控肌动蛋白骨架, 6个基因参与黏着

连接, 5个基因和白细胞的穿血管转移有关, 5个
基因参与TGF信号通路, 14个基因与凋亡信号通

路相关, 14个基因参与了金属蛋白酶的固定, 6
个基因通过过氧化物酶体与PPARa参与基因的

调控, 3个基因参与纤维蛋白溶解途径. 
2.6 不同基因相互作用的分析 在http://s t r ing.
embl.de网站上输入了此259个基因, 选择物种为

人类, 信任度大于0.70. 发现137个基因相互作用

密切, 构成433边的相互作用网络. 其中24条基

因参与了肿瘤信号通路, 14条基因参与了基质

受体相互作用, 18条基因参与了表面黏附, 5条
基因参与了参与p53信号通路; 他们参与的生物

过程主要为对氧化、激素的反应, 细胞迁移、

黏附、基因转录等. 

3  讨论

miRNA与肿瘤的发生、发展有密切关系, 他们

在正常组织和癌组织之间存在差异表达. 一些

研究已经发现多个与ESCC相关的miRNA. Feber
等[8]研究表明miRNA-203和205在食管鳞癌和腺

癌中的表达比在正常组织中低2-10倍. 为了研究

ESCC相关miRNA, 我们利用GEO网络数据库, 
下载了与ESCC相关miRNA表达的GSE6188和
GSE13937数据集, 挖掘出了正常组织和ESCC
差异表达miRNA, 发现了8个不同的miRNA, 大
部分(其中有6个)是下调的, 这与他人的研究结

果一致, 如Lu等[9]发现miRNA在癌组织中的表

达比在正常组织中低, 这个结果表明大多数的

miRNA可能作为抑癌基因. 
已有研究发现, 这8条miRNA与肿瘤密切

相关. 在基因组处于同一簇中的miR-1和miR-
133a在肿瘤中常常是共表达和下调, 可认为是

抑癌基因[10]. 在OSCC组织和细胞株中, miR-100
和miR-125b呈下调, 用外源性的miR-125b和
miR-100细胞共转染可明显减少细胞增殖[11]. 在
鼻咽癌和卵巢癌中, miR-100也被发现下调[12]. 
有意思的是, 在ESCC血清样品中, miR-133a和
miR-100发现也是下调的, 表明这2个miRNA
可能成为E S C C中非创伤性的分子标记物 [13]. 
miR-203也是抑癌基因, 常常以肿瘤特有的方

式高度甲基化而表现沉默[14]. 在胃癌和ESCC
中, 发现m i R-203低表达. 在体内、外的研究

中, miR-375的过表达明显地抑制了胃癌细胞

的增值, 降低JAK2蛋白水平的表达[15,16]. 作为

表  1  预测靶基因、最有意义靶基因、转录因子和被调节基因数目

     miRNA 预测靶基因 最有意义靶基因              转录因子 被调节基因数目

miR-100   40  2            0  0

miR-1 584 31            ETS1,TAL1, ARB, SMAD4 82

miR-133a 502 27            RARB,sp1,sp3,sox4,HLF 84

miR-375 141   7            sp1 55

miR-203 558 25            sp1, ETS2, ESR1, SMAD3 69

miR-125b 604 24            ETS1,SMAD4,stat3,E2F2 47

miR-181a 892 57            ETS1, PPARA, ESR1,FLT1,              

           CREB1, FOS, CEBPA, EGR1

36

miR-146b 114  4            ESR1  4

■创新盘点
通过生物信息学
方法, 结合miRNA
芯 片 和 基 因 表
达 谱 芯 片 数 据 , 
挖 掘 E S C C 相 关
miRNA及其靶基
因 和 调 节 基 因 , 
探讨了miRNA在
ESCC中作用.
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miR-181家族中的一员, miR-181a在不同的肿

瘤中都是下调, 但在我们关于ESCC的研究中高

表达. 除此之外, 其他成员如miR-181b、miR-
181c以及miR181d也显示表达有一定的增高(没
有超过1.5倍). 通过和非肿瘤组织对比, 在肾癌

和甲状腺乳头癌中, miR-146b的表达水平也是

增高的. 同时, 许多的研究表明, 在体外试验中

miRNA-146b能够减少神经胶质瘤的转移和浸

润[17,18]. 这些研究表明miRNA-146b表达水平的

降低和癌变有关. 
尽管miRNA广泛在生长、平衡、各种疾

病状态下发挥功能, 但miRNA怎样调控这些特

有的生物通路还不清楚[19]. 因为miRNA的生物

作用主要通过他对目标蛋白表达的调控来实

现, 因此, 对任何miRNA功能的研究来说, 准确

地预测miRNA的靶基因是非常必要的. 很多的

方法用来预测目标基因, 如TargetScan、PITA、

MiRecords、TarBase和PicTar等. 但由于转录后

调节的背景依赖性, 这些方法不能确定在特有

组织中的靶基因表达. 综合分析miRNA和基因

表达谱数据有助于提高对miRNA-mRNA的相

互关系的功能阐释[20]. 因为如果miRNA序列和

靶基因序列能够完美互补, 则主要表现靶基因

转录本的降解, 因此miRNA的表达和靶基因的

转录本之间的关系应该是负相关的. 通过分析

GSE20347数据集, 我们发现在正常组织和ESCC
之间有1 178个不同的mRNA, 142个差异miRNA
最有意义的靶mRNA. 这些基因主要参与了翻译

调控、细胞粘连、凋亡和抗凋亡、免疫反应和

信号转导. 其中, 8个基因参与了集中粘连信号

通路; 在ECM受体通路中5个基因相互作用; 6个
基因参与微管形成骨架的调控. 

在本文中, 我们发现许多miRNA的靶基因

具有转录因子的作用. m i R N A也能够通过他

们的靶基因来调控癌基因的转录. 为了研究在

ESCC中差异miRNA靶基因转录调控作用, 我们

首先分析了不同mRNA的转录因子, 然后寻找这

些转录因子和不同的miRNA靶基因的交集部分, 
只有被交集中转录因子调节且和miRNA表达上

下调趋势相反的基因才被考虑. 我们发现19个
转录因子和137个被调节基因. 这137个被调控

基因和142个最有意义靶基因通过不同的miR-
N A受到调节, 他们参与许多很重要的生物过

程. 在这些基因中, 发现137个基因之间相互作

用非常紧密, 这些基因相应蛋白分子, 彼此之间

要么物理结合、要么相互催化或抑制、要么相

互修饰, 比如TIMP1受到转录因子STAT3和SP1
的转录调节, 同时TIMP1和MMP9、MMP2、
MMP13、MMP3相互接触并抑制其活性[21,22]. 从
他们参与信号通路和生物过程说明这些基因与

肿瘤发生、发展密切相关, 特别是和肿瘤的浸

润、转移有关. 非常有趣的是, 其中有18条基因

和激素(7条与雌激素)刺激反应有关, 已有研究

表明食管癌发生及预后和性激素密切相关[23], 此
说明miRNA和其调控的基因参与了此过程.

总之, 我们的研究表明, 8个miRNA和其所

调控基因组成了一个相互调节网络, 在ESCC中
起着非常重要的作用. 本研究从一个全新的角

度理解ESCC的分子机制, 有助于寻找新的药物

治疗靶点. 
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处理和提呈相关, 
能够诱导抗原特
异性T细胞免疫 . 
H. pylori 感染与
DEC205的关系目
前尚不清楚. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of DEC205 in 
the gastric mucosa of Helicobacter pylori (H. pylori)-
infected patients. 

METHODS: Thirteen H. pylori-positive patients 
with gastritis received eradication therapy. 
Gastroscopy was performed in all the 13 pa-
tients before eradication therapy and in 7 seven 
patients after treatment to take gastric mucosa 
samples, which were used to prepare frozen 
section to detect the expression of DEC205 and 
CD14 in human gastric mucosa by immuno-
fluorescence.

RESULTS: Cells which were positive for both 
DEC205 and CD14 in the gastric mucosa signifi-
cantly increased in H. pylori-infected patients. 
Furthermore, DEC205-positive macrophages 
invaded into gastric pits in the gastric mucosa of 
H. pylori-positive patients.

CONCLUSION: Macrophage expressing DEC205 
in the gastric mucosa may play an immunologi-
cal role in H. pylori infection.

Key Words: Helicobacter pylori ; DEC205; Gastric 
mucosa

Wei XQ, Lv GY, Jin HW, Cui Y, Zhao Y. Expression 
of DEC205 in the gastric mucosa of Helicobacter pylori-
infected patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(36): 3692-3695

摘要

目的: 探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. 
pylori )感染的胃黏膜与DEC205的关系.

方法: 对13名H. pylori 感染阳性患者的胃黏
膜进行内窥镜活检, 以及对这13例中7例被根
除H. pylori 的患者的胃黏膜进行二次内窥镜
活检, 活检标本行冰冻组织切片后, 分别进行
DEC205抗体的免疫组织化学染色, 以及进行
DEC205抗体和CD14抗体的免疫荧光染色.

结果: 对比除菌成功H. pylori 阴性的患者, H. 
pylori阳性患者胃小凹处的胃黏膜上皮细胞间
DEC205的表达明显增多. 胃黏膜中, DEC205
与CD14表达在同一个位置, 而且DEC205与
CD14的表达在H. pylori感染胃黏膜中明显高
于除菌成功的H. pylori阴性的患者.

结论: 胞吞受体DEC205在H. pylori 感染的胃
黏膜巨噬细胞中呈高表达.

关键词: 幽门螺杆菌; DEC205; 胃黏膜
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0  引言

在幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )
感染中, 巨噬细胞分泌的细胞因子产物明显升

高[1]. H. pylori感染的胃组织中会通过淋巴细胞

和巨噬细胞的大量浸润来进行免疫调节[2]. 然
而, 胃黏膜中巨噬细胞和H. pylori的关系并不是

十分清楚. DEC205属于甘露糖家族中C型凝集

素超家族中的一个亚族, 与B细胞一样存在于巨

噬、胸腺、肺及肠上皮细胞表面[3]. DEC205作
为树突状细胞表面的膜糖蛋白, 具有抗原提呈

作用, 能够诱导抗原特异性T细胞免疫[4]. 人类的

DEC205是一个200 kDa的糖蛋白, 表达于胸腺、

树突状细胞及少量T细胞中[5]. 我们已经报道了

H. pylori的刺激能够明显增强DEC205在单核

细胞中的表达, 而H. pylori和H. pylori -HSP60
的刺激能够明显增强DEC205在巨噬细胞中的

表达[6]. 这些数据表明了H. pylori感染与巨噬细

胞表面的胞吞受体DEC205有着密切的关系. 然
而, DEC205在胃黏膜的分布仍然不清楚. 本研究

调查了胃黏膜中H. pylori感染与DEC205表达的

关系.

1  材料和方法

1.1 材料 内窥镜的活检标本来源于日本Kokan 
Fukuyama医院, 用于实验前保存于-80 ℃. 其中

包括13名H. pylori感染阳性的胃黏膜活检, 以及

这13例中7例被根除H. pylori的患者的胃黏膜组

织再次取样的活检标本. DEC205抗体购于BD公

司; CD14抗体购于R&D公司; TRITC-IgG, FITC-
IgG购于MP Biomedicals公司.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 具体过程详见文献[5], 冰
冻切片室温放置30 min后, 入4 ℃丙酮固定10 min, 
PBS洗3次, 每次5 min. 用含有100 mL/L羊血清

的PBS室温封闭30 min, PBS-Tween洗2次, 每次

5 min. 加入鼠抗人的DEC205抗体4 ℃过夜孵

育, PBS-Tween洗3次, 每次5 min. 加入羊抗鼠

IgG 37 ℃孵育30 min, PBS-Tween洗3次, 每次

5 min. DAB发色后, 进行核染色, 然后用梯度酒

精脱水, 梯度二甲苯透明, 封片, 显微镜观察结

果并拍照. 在每切片中随机选择5个视野计数阳

性细胞数.
1.2.2 免疫荧光染色: 冰冻切片首先用4 ℃丙酮

固定15 min, 置PBS中浸泡10 min后, 用含有10%
羊血清的PBS室温封闭30 min. 然后分别加入鼠

抗人的DEC205抗体和羊抗人的CD14抗体37 ℃

下共同孵育1 h, PBS洗3次, 每次10 min, 加入

TRITC标记的牛抗鼠的IgG和FITC标记的兔抗羊

的IgG二抗室温下孵育1 h, PBS洗3次, 每次15 min. 
DAPI染色30 min后, PBS洗涤. 用抗荧光淬灭剂

封片后, 荧光显微镜观察结果并拍照.
统计学处理 实验结果以mean±SD表示. 数

据通过Student's t检验进行统计学处理, P <0.05为
有显著性差异.

2  结果

2.1 DEC205蛋白在H. pylori 感染的胃黏膜中的

表达 分别对13例H. pylori阳性的萎缩性胃炎患

者(表1)及7例除菌成功H. pylori阴性的患者(表
2)进行内窥镜活检组织的免疫组织化学染色, 数
据显示, 对比除菌成功H. pylori阴性的患者(图
1A)(数据只显示了7个样本中的1个),  H. pylori阳
性患者胃小凹处的胃黏膜上皮细胞间DEC205的
表达明显增多(图1B)(数据只显示了13个样本中

的1个).

表  1  萎缩性胃炎H. pylori  (+)患者阳性细胞数

     
病例

                 阳性细胞数

CD14 DEC205

1  19     14

2  20     15

3    8     10

4    4       0

5    8       9   

6    8       7

7  13     12

8    2     20

9    5     12

10    8       5

11  14     13

12  12     29

13    6     10

表  2  H. pylori  (-)患者阳性细胞数

     
病例       疾病

       阳性细胞数

CD14 DEC205

1 除菌41 mo 1 1

2 除菌48 mo 6 4

3 除菌84 mo 0 2

4 除菌70 mo 2 1

5 除菌112 mo 1 0

6 除菌10 mo 0 0

7 除菌36 mo 6 5

■创新盘点
本研究对H. pylori
感染阳性患者的
胃黏膜活检组织, 
以及这13名中7名
被根除H. pylori的
患者的胃黏膜二
次活检组织进行
免疫组化染色分
析H. pylori感染的
胃黏膜中DEC205
的变化 ,  揭示H . 
pylori的致病机制, 
国内外尚未见相
关报道.
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2.2 DEC205蛋白在H. pylori 感染的胃黏膜巨噬

细胞中的表达 CD14在巨噬细胞中高表达, 为了

确定DEC205在胃黏膜细胞中的位置, 我们对样

本进行了双重免疫荧光染色, 结果显示胃黏膜中, 
DEC205与CD14表达在同一个位置(图2)(数据

只显示了13个样本中的1个). 说明DEC205蛋白

表达于胃黏膜中的巨噬细胞中. 而且DEC205与
CD14的表达在H. pylori感染胃黏膜中明显高于

除菌成功的H. pylori阴性的患者(数据未显示), 具
体的细胞数量见表2, 统计学结果见图3.

3  讨论

H. pylori的慢性感染是慢性活动性胃十二指肠

炎、胃十二指肠溃疡、胃MALT淋巴瘤以及胃

癌发生发展的重要致病因子. 其中, MALT淋巴

瘤的患者, 经除菌治疗后, 6-7成患者的淋巴瘤消

失, 考虑是由于H. pylori感染刺激后引起胃淋巴

组织增生.
甘露糖受体(MR)家族广泛地分布于巨噬细

胞或树突状细胞表面. MR与白色念珠菌、卡氏

肺囊虫、结核分支杆菌、克雷白(氏)杆菌属等

的各种微生物结合后表达于巨噬细胞[7-9].
此次研究, 我们显示了, 甘露糖受体(MR)

家族其中成员之一的DEC205, 因为H. pylori的
感染使之表达于巨噬细胞表面. 表明DEC205表
达阳性的巨噬细胞可能在H. pylori感染的胃黏

膜上也有着重要的免疫作用. DEC205的表达与

IL-4受体的信号传导相关, 阻断DEC205可以减

少IL-4从淋巴细胞中的分泌[10]. 有研究曾报道

胃MALT淋巴瘤患者的淋巴细胞中IL-4的分泌

产物增多, 而胃炎的患者却没有增多, 此外, 胃
MALT淋巴瘤中, 外周血单核细胞的DEC205
表达明显减少. DEC205可能与胃MALT淋巴

瘤中B细胞增殖有关. 另一方面, 在肿瘤的发展

中, DEC205与IL4受体紧密相关[11]. 在一些病例

中, DEC205表达缺失与乳腺和直肠浸润性癌有

关[12]. 此次研究我们只调查了胃炎的病例和H. 
pylori阴性的胃黏膜, 我们将会在今后的工作中

A B

图  1  H. pylori 感染的胃黏膜中DEC205蛋白表达. A: 除菌成功, H. pylori (-); B: 萎缩性胃炎, H. pylori (+).

CBA

图  2  DEC205和CD14共同表达于H. pylori 感染的巨噬细胞中. A: CD14; B: DEC205; C: Merge.
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图  3  DEC205和CD14表达于H. pylori 感染的巨噬细胞的数
量. aP<0.05 vs  H. pylori (+).

■应用要点
本研究通过探讨
胃疾病重要致病
因子H. pylori与甘
露糖受体家族成
员之一的DEC205
的关系 ,  揭示H . 
pylori 感染所致胃
炎中DEC205扮演
的免疫调节角色, 
为临床治疗提供
新的靶点.
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进一步调查胃癌和MALT淋巴肿与DEC205的关

系. 免疫系统如何认识胃中H. pylori早期感染以

及其对菌体的反应, 目前还不是很清楚. 因为胃

MALT淋巴瘤并不真正存在于胃中, 通常肠内淋

巴组织免疫反应发生于回肠末端的肠道集合淋

巴结内[13]. 目前的研究表明DEC205表达于胃黏

膜的巨噬细胞. DEC205通过网格蛋白介导的胞

吞作用从细胞表面陷于细胞内, 他局限于细胞内

到后来的内涵体/溶媒体包含MHC类Ⅱ分子[14]. 
此外, DEC205为表达T淋巴细胞内含于MHC类
Ⅱ分子[15]. 

因此, 通过抗原提呈细胞和T细胞的特殊的

免疫反应可能占据于胃黏膜. H. pylori感染的胃

黏膜中阳性的巨噬细胞数量也在增多. DEC205
在免疫反应或癌症的发生发展中具有许多功能. 
我们认为目前探讨DEC205在胃炎中的角色只

是第一步, 在今后的研究中我们还将继续探讨

更深更广的H. pylori病理过程.
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Abstract
AIM: To summarize the approaches and pre-
scriptions for the treatment of chronic atrophic 
gastritis (CAG) with traditional Chinese medi-
cine (TCM). 

METHODS: The literature regarding TCM treat-
ment of CAG was retrieved by searching the 
Network Database in nearly 10 years, and 206 
papers which comprised detailed data and in-
cluded 8 056 clinical cases were obtained. We 
then summarized information about TCM treat-
ment approaches and prescriptions and ana-

lyzed them using statistical methods.

RESULTS: The most frequently used treat-
ment approach for CAG was replenishing Qi 
and invigorating spleen, followed by soothing 
liver and harmonizing stomach, supplementing 
Qi and nourishing Yin, and clearing heat and 
eliminating dampness. The above four treat-
ment approaches were used in more than 85% 
of cases. The most frequently used prescription 
in the four treatment approaches was XiangSha-
LiuJunZi Decoction, followed by Chaihu Shugan 
Powder (CSP), Benefit Stomach Soup, and Banx-
ia Xiexin Decoction.

CONCLUSION: Common TCM treatment ap-
proaches for CAG include replenishing Qi and 
invigorating spleen, soothing liver and harmo-
nizing stomach, supplementing Qi and nour-
ishing Yin, and clearing heat and eliminating 
dampness. Common prescriptions are XiangSha-
LiuJunZi Decoction, CSP, Benefit Stomach Soup 
and Banxia Xiexin Decoction.

Key Words: Chronic atrophic gastritis; Chinese med-
icine; Prescription

Yi PY, Zhu FS. Treatment of chronic atrophic gastritis 
with Chinese medicine: approaches and prescriptions. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3696-3699

摘要

目的: 探讨慢性萎缩性胃炎中医治法分布及
方剂运用规律, 为制定CAG规范化治疗方案
提供依据.

方法: 通过网络数据库检索近10年中医药治
疗CAG文献, 从2 300余篇文献中撷取了含有
具体病例统计数据的文献206篇, 对确诊CAG
病例8 056例进行归纳、整理和总结其相关中
医治法分布及方剂运用信息, 然后进行统计学
处理、分析.

结果: 中医治法排在首位的是: 健脾益气(构
成比35.45%), 其余依次是疏肝和胃(构成比
22.24%)、益气养阴和清热化湿(构成比分别
为16.68%, 15.14%, 均P<0.01), 上述4种治法构

■同行评议者
李 军 祥 ,  主 任 医
师, 教授, 北京中
医药大学附属东
方医院消化内科
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■研发前沿
中医临床对CAG
治法多端, 方药各
异. 明确中医治疗
CAG大法的主次, 
归纳和筛选常用
治疗方药, 以期为
制定规范的CAG
中医治疗方案提
供相关依据.

成比总和达85%以上. 4种证型的治法使用方
剂频次居首的分别是: 香砂六君子汤、柴胡疏
肝散、益胃汤和半夏泻心汤(使用频率依次为: 
25.23%, 60.87%, 34.67%, 26.76%; 均P<0.01).

结论: 健脾益气为CAG基本治法, 疏肝和胃、

益气养阴和清热化湿为临床常见治法, 分别以
香砂六君子汤、柴胡疏肝散、益胃汤, 沙参麦
冬汤和半夏泻心汤为各证型首选方剂. 其结果
对制定CAG规范化治疗方案具有参考价值.

关键词: 慢性萎缩性胃炎; 中医治法; 方剂
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
是以胃黏膜上皮和腺体萎缩, 黏膜变薄, 黏膜肌

层增厚为特征的一种常见的消化系统疾病. 其癌

变率为2.55%-7.46%[1], 目前较为公认的病理发展

模式是由萎缩性胃炎→胃黏膜肠上皮化生→胃

黏膜上皮内瘤变→胃癌的变化[2], 因此, 积极防治

CAG对防治早期胃癌的发生具有重要意义. 现代

医学对CAG的治疗尚无特效的方法和药物, 而中

医药对此却显示了一定的优势, 国内外众多学者

冀希于从中医中药领域寻求一定的突破. 新近, 
中医中药治疗本病取得较好的疗效, 见有不少报

道[3-12], 但治法多端, 方药各异, 各有特点. 为了明

确中医治疗CAG大法的主次, 归纳和筛选常用治

疗方药, 以期为制定规范的CAG中医治疗方案, 
我们对近10年来的中医药辩证治疗CAG的文献

进行归纳、整理, 就其常见治法分布和方剂选用

频次进行了分析、总结, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索2000-01/2011-05中国知网全文期

刊数据库(CNKI)、维普中文科技期刊数据库

(VIP)、万方数据等收录的有关中医药治疗CAG
文献共2 300余篇, 剔除合并西药治疗、针灸治

疗、中药外治、中医单方、文献综述、治则观

点研究、实验研究、个案报道、名医经验、中

医护理等文献; 撷取文献中有明确治疗方法、

方剂并有具体病例统计数据的论文206篇, 其中

文献中明确诊断CAG病例8 056例. 
1.2 方法

1.2.1 检索: 检索文献杂志符合2009年版《中国

科技期刊引证报告》中1 723种中国科技论文

统计源期刊, 杂志涉及中医、西医、中西医结

合、中药、大学学报等120余种. 
1.2.2 归纳: 将登载有具体病例统计数据的论

文, 按同类和相近的辨治大法进行归纳, 将其治

法单一的视为“独立治法”, 将混合或复合治

法、兼见、偶见、少见治法视为“其他治法”, 
统计分析治法的构成比. 根据不同治法选用的

方剂名称和频次依次进行排列、归纳. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行χ2检验

处理分析. 

2  结果 

2.1 治法分布及构成比情况 文献中登载CAG中

医治法共有60余种之多, 将其按相同、相近和

异名同类的治法进行归纳. 由混合、复合、兼

见、偶见、少见治法等多种总和的“其他治

法”构成比为10.48%, 而符合“独立治法”的

健脾益气、疏肝和胃、益气养阴和清热化湿法

4者构成比总和却超过总构成比的85%. 健脾益

气法构成比居首, 为35.45%, 且与其他各治法比

较具有显著性差异(P <0.01); 疏肝和胃法次之, 
但显著高于益气养阴和清热化湿法(P <0.01); 而
益气养阴和清热化湿法间比较无统计学意义

(P >0.05). 至于“其他治法”为多种复合或兼

见、少见治法的总合, 与各“独立治法”不具

备可比性(表1). 
2.2 4种治法常用方剂使用频次情况 文献中载

录处方共有50余首, 其中以独立处方为基本方

的有20首方剂(健脾益气法6首、疏肝和胃法6
首、益气养阴4首、清热化湿法4首); 其他混

合、加减、自拟的处方共有30余首(以下称为

“其他方剂”, 因其为混合加减或自拟方, 与独

立处方不具备可比性), 其处方名称及使用频次

见表2, 3. 
健脾益气法中, 方剂使用频次超过10%的由

■相关报道
成华等通过总结
122篇文献报道 , 
CAG中医证候出
现频率大小依次
为脾胃虚弱、肝
胃不和、脾胃湿
热、胃阴不足、
胃 络 瘀 血 证 ,  其
前4种证型分布结
果与本研究的4种
治疗法大致吻合; 
而对CAG治法及
方剂的运用药规
律的研究尚未见
报道.

表  1  CAG中医治法分布及构成比比较

        治法     n 构成比(%)

健脾益气 2856   35.45

疏肝和胃 1792   22.24b

益气养阴 1344   16.68bd

清热化湿 1220   15.14bd

其他治法 844   10.48

bP<0.01 vs  健脾益气组; dP<0.01 vs  疏肝和胃组.
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高到低依次排列为以香砂六君子汤、黄芪建中

汤、四君子汤和补中益气汤, 而低于10%的分别

为小建中汤和高良姜汤. 各组比较, 香砂六君子

汤使用频率居首, 除与黄芪建中汤比较两者间

无显著差异外(P >0.05), 与其他各组比较均有显

著性差异(P <0.01), 似乎说明香砂六君子汤、黄

芪建中汤是健脾益气最常用方剂; 而四君子汤

和补中益气汤两者间比较无显著差异(P >0.05), 
但该两方剂又均高于小建中汤和高良姜汤

(P <0.01). 在疏肝和胃法中, 柴胡疏肝散使用频

率占绝对优势, 为68.87%, 与其他各组比较均有

显著性差异(P <0.01); 四逆散次之, 其使用频次

亦均显著高于其他各组(P <0.01); 而金铃子散、

枳术丸、左金丸、化肝煎4组间比较均无显著

差异(P >0.05). 亦可以表明, 柴胡疏肝散为最常

用方剂, 四逆散次之. 
益气养阴法中, 使用频次居高的为益胃汤

(34.67%)和沙参麦冬汤(28.56%), 该2组间比

较无显著性差异(P >0.05), 但均高于一贯煎和

养胃汤(P <0.01); 而一贯煎又显著高于养胃汤

(P <0.01). 似乎可以说明益胃汤和沙参麦冬汤是

益气养阴法最常用方剂. 在清热化湿法中, 半夏

泻心汤使用频次均高于其他各组(P <0.01); 而藿

朴夏苓汤、平胃散和三仁汤3组间比较无显著

差异(P >0.05). 亦说明半夏泻心汤为清热化湿法

中最常用方剂. 

3  讨论

本研究结果显示, CAG中医治法构成的高低排

列依次为: 健脾益气、疏肝和胃、益气养阴和

清热化湿, 这一结果与本课题组前期对CAG中

医药治法分类研究[13]得出的结论相符, 亦与李国

春等[14]采用临床流行病学方法建立合适的结构

方程模型总结得出的4种常见证型基本相应. 从
CAG中医病机学来看, CAG病本正虚, 脾胃虚弱

为发病的病理基础, 由于饮食、情志、湿热等

致病因素的影响, 则根据病程长短及个体的差

异和病理因素的偏颇, 易表现为肝胃不和或湿

热内蕴、气阴两虚等中医病理证候, 同时也会

出现胃热壅滞、或气滞血瘀、或脾阳不足等兼

夹和少见证候. 因此, 我们认为, 健脾益气为治

疗CAG临床基本大法[15], 从本治法构成比的研

究结果来看, 健脾益气法排列居首, 其治法使用

的现状和频次亦佐证了脾胃虚弱为CAG的主要

病理改变; 而疏肝和胃、益气养阴和清热化湿

则是根据CAG常见中医证型而选用的常见治法. 

■创新盘点
本 研 究 在 归 纳
CAG中医治法结
构的基础上, 首次
对CAG常用方剂
构成、使用频次
进行分析研究, 揭
示了CAG临床常
用治法的主次结
构及其方剂运用
规律.

■应用要点
通过对CAG的治
疗法则及主要使
用方剂规律性的
探 讨 ,  为 进 一 步
制定CAG规范化
治疗方案提供了
框架结构和参考
依据.

表  3  益气养阴和清热化湿法常用处方及使用频次比较

                                             益气养阴法                                    清热化湿法

分组  方剂名    n 使用频率(%) 分组  方剂名   n 使用频率(%)

  1   益胃汤 466     34.67   1   半夏泻心汤 326     26.76

  2   沙参麦冬汤 383     28.56   2   藿朴夏苓汤 248     20.34b

  3   一贯煎 275     20.45b   3   平胃散 228     18.74b

  4   养胃汤   71       5.24bd   4   三仁汤 192     15.68b

  5   其他处方 149     11.08   5   其他处方 226     18.48

bP<0.01 vs 第1组; dP<0.01 vs  第3组.

表  2  健脾益气和疏肝和胃法常用处方及使用频次比较

                                               健脾益气法                                  疏肝和胃法

分组   方剂名   n 使用频率(%) 分组  方剂名    n 使用频率(%)

  1   香砂六君子汤 721     25.23   1   柴胡疏肝散 1091     60.87

  2   黄芪建中汤 635     22.26   2   四逆散   276     15.47b

  3   四君子汤 381     13.35bd   3   金铃子散   101       5.63bd

  4   补中益气汤 299     10.47bd   4   枳术丸     58       3.26bd

  5   小建中汤 191       6.68bdf   5   左金丸     42       2.32bd

  6   高良姜汤 98       3.43bdf   6   化肝煎     40       2.23bd

  7   其他处方 531     18.58   7   其他处方    184     10.25

bP<0.01 vs  第1组; dP<0.01 vs 第2组; fP<0.01 vs 第3组.



www.wjgnet.com

易平钰, 等. 慢性萎缩性胃炎中医治法分布及方剂运用规律						                3699

众所周知 ,  中医治疗疾病的原则是“辨证施

治”, 需在辨证立法的基础上依法选方, 故“方

证相应”为其治病用药的原则. 本研究结果显

示, 4种治法分别以香砂六君子汤、柴胡疏肝

散、益胃汤、半夏泻心汤使用频次为最高, 从
“以方测证”的演绎机制推理来看, 很大程度

上说明CAG临床证型以脾胃虚弱、肝胃不和、

湿热内蕴及气阴两虚为多见; 而上述4首方剂的

使用频率现状, 亦进一步表明其方剂分别为各

证型治疗CAG的代表方剂. 
此外, 从黄芪建中汤、四逆散、沙参麦冬

汤、藿朴夏苓汤等方剂使用频率来看, 其使用

频率仅次于首选方剂, 这一结果似乎说明, 各证

型虽有主要的病理因素和主要症候表现, 但临

床上并非单一, 且病理变化程度亦有轻重. 如选

黄芪建中汤则偏于和中, 选四逆散则侧重于理

气, 选沙参麦冬汤则强调养阴, 选藿朴夏苓汤则

注重化湿, 在主要中医证型病理所属的基础上, 
其病理因素和病理变化及临床表现则有所偏颇. 
因此, 我们认为, 上述4种方剂亦为CAG临床治

疗所常选的主要方剂. 
虽然CAG临床症状多端而轻重不一, 中医证

候复杂而多变, 治法种类繁多而方剂庞杂, 但本

研究表明, CAG的证型分类、治疗法则及主要使

用方剂尚有一定的规律可循; 本研究结果为进一

步制定CAG规范化治疗方案提供了一定的基础

和参考依据. 我们认为, 临床辨治CAG, 应在一相

对规范、统一的证型分类和辨证框架下, 按照治

疗大法的主次, 依法进行选方用药; 然我们亦提

示, 临床切不可拘泥而默守, 应根据证型的变化

和病理因素的改变, 随证变法, 灵活变通. 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

进展期胃癌术后调强放疗加同期口服替吉奥胶囊化疗的
临床疗效

钟 琼, 肖震宇, 吴仁瑞, 钟 豪, 邓江华, 曾爱群
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■背景资料
对于进展期胃癌, 
即使在胃癌根治
术中采用更广泛
的淋巴结清扫术
也不能改善患者
的生存率, 多数患
者最终死于复发
转移, 然而术后采
取合适放化疗手
段, 对改善患者生
存状况有着积极
的意义. 我国胃癌
术后同期放化疗
刚刚起步, 一些随
机试验的荟萃分
析发现术后单纯
化疗不能提高远
期生存率, 进一步
采用调强放疗已
成为目前研究的
热点. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of in-
tensity-modulated radiation therapy combined 
with chemotherapy and herbal treatment ver-
sus conventional radiotherapy in patients with 
advanced gastric cancer after surgery. 

METHODS: Sixty-eight patients with advanced 
gastric cancer were divided into two groups: 
observation group (n = 35) and control group 
(n = 33). The observation group received in-
tensity-modulated radiation therapy (180 Cgy 
daily, five times a week, total dose of 45-55 GY) 
4 weeks after surgery, while the control group 
was treated by conventional radiotherapy. 
Patients in both groups received two cycles of 

treatment with gimeracil and oteracil potassi-
um (Gio) capsules. Each 21-day cycle consisted 
of oral administration of 80 mg/(m2· d) twice 
daily for 14 d, followed by 1 week without 
treatment. During the chemotherapy period, 
herbal treatment was also given. Clinical ef-
ficacy and toxicity in the two groups were ana-
lyzed three months after treatment. The quality 
of life was evaluated using the Karnofsky score 
before treatment and 3, 6 and 12 months after 
treatment.

RESULTS: The total response rates were 
51.43% and 30.30% in the observation group 
and control group, respectively, with no sig-
nificant difference between the two groups (P > 
0.05). Differed significantly of Karnofsky scores 
were not only between the observation group 
and control group before treatment and 3, 6, 
and 12 months after treatment (all P < 0.01 or 
0.05), but also between before treatment and 
at various time points after treatment (all P < 
0.05). The incidences of hematological toxicity, 
gastrointestinal toxicity and peripheral nerve 
toxicity were lower in the observation group 
than in the control group.

CONCLUSION: Intensity-modulated radiation 
therapy combined with oral Gio capsules and 
herbal treatment is a safe and effective treatment 
for patients with advanced gastric cancer after 
surgery.

Key Words: Advanced gastric cancer; Intensity-mod-
ulated radiation therapy; Gimeracil and oteracil potas-
sium capsules; Herbal treatment

Zhong Q, Xiao ZY, Wu RR, Zhong H, Deng JH, Zeng 
AQ. Efficacy and safety of intensity-modulated radiation 
therapy combined with gimeracil and oteracil potassium 
capsules in patients with advanced gastric cancer after 
surgery: a controlled clinical study. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3700-3704

摘要

目的: 评价调强放疗加替吉奥胶囊配合中药

■同行评议者
张志坚, 教授, 福州
总医院消化内科



钟琼, 等. 进展期胃癌术后调强放疗加同期口服替吉奥胶囊化疗的临床疗效				              3701

www.wjgnet.com

■研发前沿
补益中药可减轻
放化疗不良反应, 
增强放化疗效果,
这已经被多年临
床证实, 为广大医
患所认同. 补益中
药不但可提高机
体免疫力, 减轻化
疗后造血功能的
抑制和造血微环
境的破坏, 同时还
可增强替吉奥胶
囊抗肿瘤活性.

调理胃肠道方案治疗进展期胃癌术后的临床
疗效与不良反应.

方法: 68例进展期胃癌患者按先后入院顺序
半随机分成观察组35例, 术后4 wk开始行靶区
调强放射治疗(每日180 Cgy, 每周5次, 总剂量
45-55 GY), 对照组33例行常规放疗. 两组均加
口服替吉奥胶囊80 mg/(m2·d), 分2次口服, 连
服14 d、21 d为1周期, 连用2个周期, 放化疗期
间给予中药调理胃肠道. 治疗后进行两组临床
疗效不良反应比较, 治疗后3 mo分析疗效和不
良反应, 治疗前、治疗后3 mo、6 mo、12 mo
随访进行Karnofsky生活质量评分.

结果: 两组临床疗效比较, 观察组总有效率为
51.43%, 对照组为30.30%, 两组临床疗效无统
计学差异(P>0.05). Karnofsky评分结果表明, 观察
组与对照组分别治疗前与治疗后3 mo、6 mo、
12 mo比, 有统计学差异(P <0.01, P <0.05), 治疗
后3 mo、6 mo、12 mo观察组与对照组比, 有
统计学意义(P <0.02, P <0.05). 两组血液学不良
反应、胃肠道反应、周围神经不良反应比较, 
观察组比对照组小.

结论: 经过临床对照研究分析结果表明, 进展
期胃癌患者术后行调强放疗加口服替吉奥胶
囊化疗, 同时配合补益类中药的治疗方法是防
治胃癌复发的一种安全、有效的方案.

关键词: 进展期胃癌; 调强放疗; 替吉奥胶囊; 中药

调理 
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0  引言

胃癌发病率在全世界正呈逐年上升的趋势[1,2]. 
目前手术仍是胃癌治疗最有效的方法, 但局部

复发成为手术治疗棘手及亟待解决的问题 [3]. 
一些研究显示 ,  术后予以化疗及放疗等辅助

治疗可提高患者生存率及患者不良反应的耐

受性 [4,5]. 我们于2009-06/2011-05对35例进展期

胃癌术后患者行调强放射治疗(intensity modu-
lated radiotherapy, IMRT)加同期口服替吉奥胶

囊(S-1)化疗, 配合中药调理, 取得较好疗效, 同
时与33例进展期胃癌术后患者行常规放疗加同

期口服S-1化疗, 配合中药调理进行比较, 其结

果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 68例进展期胃癌(癌组织浸润到黏膜下

层, 进入肌层或已穿过肌层达浆膜者)患者, 均
采用胃全切或胃次全切除加淋巴结扩大清扫术, 
术后有阳性的区域淋巴结, 其中男37例, 女31例, 
年龄48-79岁, 中位年龄56岁. 治疗前均行腹、

盆腔、胸部CT或X线检查排除局部复发和转移. 
肝肾功能、电解质、血常规(白细胞、血小板、

红细胞)、AFP、CEA均正常, 患者均无内科禁

忌证, 且Karnofsky评分70分以上. 
1.2 方法

1.2.1 术中病理分期判断标准: (1)术中T分期. T2: 
术中可明显触及癌肿, 癌灶周围胃壁僵硬, 癌灶

侵犯部位挛缩等外观改变. T3: 肉眼可见胃壁浆

膜明显受到癌肿浸润. T4: 肝脏、胰腺、脾脏、

十二直肠、横结肠、膈肌等周围组织受到癌

肿直接浸润. (2)术中N分期. 依据UICC[6]对胃癌

TNM分期(第五版)规定, 1-6个为N1, 7-15个为N2, 
16个以上为N3(每个病例清扫淋巴结数目应不少

于15枚). (3)术中判定远处转移. 术中观察到肝

脏表面、小肠浆膜及其系膜表面、横结肠浆膜

及其系膜表面、盆腔以及女性患者卵巢表面等

处有散在或成簇的白色粟粒样硬结; 术中未见

明确转移灶, 但存在腹水及脱落细胞学检查阳

性; 12、13、14、16组淋巴结高度怀疑转移; 术
中判定可疑转移淋巴结数目≥16枚. (4)病理分

型. 按WHO的分型标准[7]. 
1.2.2 随机分组: 68例进展期胃癌患者按先后入

院顺序半随机分成观察组35例, 对照组33例, 2
组资料的均匀性检验(P >0.05), 具有可比性. 
1.2.3 治疗: 观察组采用调强放疗+化疗+辅助治

疗, 对照组采用常规放疗+化疗+辅助治疗. (1)调
强放疗. 采用东芝模拟定位机、VARIAN 23EX 
直线加速器、瓦里安Eclips放疗计划系统. 全部

病例选用6MV-X线加速器调强适形放射治疗. 
定位当日上午8:30患者在空腹状态下饮800 mL
造影剂, 10 min后仰卧位, 双手抱肘置于额头, 激
光灯摆位, 体模固定患者体部, 采用东芝4排双

螺旋CT增强扫描, 为保证与定位时状态一致, 术
后肿瘤临床靶区(CTV)定义为吻合口及淋巴引

流区域, 计划靶区PTV为外放0.5 cm的CTV, CT
扫描结果传输到TPS治疗计划系统中. TPS计划

设5-9个野, 周围危及器官受量均在国际制定标

准的剂量以下, 术后4 wk开始放疗, 每日180 Cgy, 
每周5次, 总剂量45-55 GY. 每次治疗时均空腹, 
口服定位时同样剂量的白开水. (2)化疗. 放疗开
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■相关报道
国内文献报道替
吉 奥 胶 囊 无 论
是 单 药 还 是 与
其 他 化 疗 药 物
联 合 应 用 于 胃
癌 ,  其 总 有 效 率
为33.3%-57.6%. 
国外临床试验表
明 ,  进 展 期 胃 癌
患者经接受标准
剂量方案的替吉
奥胶囊口服治疗, 
结果经合并分析
显现总有效率为
31%, 中位存活期
是119 d.

始的第1天给予S-1 80 mg/(m2·d), 分早晚2次餐后

服用. 连用14 d. 间隔7 d, 2l d为l周期, 共用2个周

期. 治疗后3 mo后评价疗效. (3)辅助治疗. 放化

疗期间给予中药调理, 减少放化疗的毒副作用. 
中药处方: 党参、红枣、枸杞、黄芪为主煎煮

服用, 2次/d. 
1.2.4 观察指标: 血常规、肝肾功能、心电图. 完
成2个周期后复查影像学, 对肿瘤病灶进行评价, 
观察近期疗效和不良反应. 全部病例采取门诊

或电话随访, 分别于治疗后3 mo、6 mo及12 mo
各随访1次, 询问患者肿瘤复发情况和病情, 采
用Karnofsky评价患者生活质量. 
1.2.5 疗效评定: 治疗3 mo后评价疗效, 评价方法

包括CT或MRI评估肿瘤大小, 疗效评价参照世界

卫生组织(WHO)标准[8]: 完全缓解(CR)、部分缓

解(PR)、稳定(SD)、进展(PD), CR及PR均判为

有效, 两者之和百分比为总有效率(ORR), 毒副反

应评价采用NCI-CTCAE3.0; 生活质量评定标准

参照“体内状况计分标准(Karnofsky评分)”[9]. 
统计学处理 疗效采用计数资料χ2分析. 计

量资料以mean±SD表示, 观察组与对照组治疗

前、治疗后3 mo, 治疗后6 mo及治疗后12 mo 
Karnofsky评分的自身比较经过方差齐性检验后, 

采用单因素方差分析, 两组治疗后3 mo、6 mo、
12 mo的Karnofsky评分采用配对t检验, α = 0.01. 

2  结果

2.1 两组术中所视及病理分期 术中所视肿瘤部

位、大小、淋巴结、远处转移及病理分期均无

统计学差异(表1).
2.2 两组临床疗效评价 两组临床疗效比较, 观察

组总有效率为51.43%, 对照组为30.30%, 统计学

分析无差异(χ2 = 4.53, P >0.05, 表2). 
2.3 Karnofsky评分 Karnofsky评分结果表明, 
观察组与对照组分别治疗前与治疗后3 m o、
6 mo、12 mo自身对比, 有统计学差异(P <0.01, 
P <0.05), 治疗后3 mo、6 mo、12 mo观察组与对

照组比, 有统计学意义(表3). 
2.4 不良反应 血液学不良反应、胃肠道反应、

周围神经反应, 观察组比对照组小. 两组患者均

无严重心脏不良反应、无肺栓塞、深静脉血

栓、高血压、胃穿孔、无治疗相关性死亡(表4). 

3  讨论

进展期胃癌尽管经过根治性手术后患者的生存

率较低, 但手术仍然是治疗的首选方法, 因此经

表  1  术中所视肿瘤部位、大小、淋巴结、远处转移及病理分期 (n )

            肿瘤部位    肿瘤直径(cm) 术中淋巴结转移 远处转移       T分期     病理类型

  n
上

1/3

中

1/3

 下

1/3
≤4 4-8  >8   N0+N1    N2+N3  M0   M1  T2  T3  T4

高中分

化腺癌

低分化

腺癌
观察组 50 13 14 23   9  27  14     23     27  32  18 12 14 24     29     21

对照组 50 14 16 20   8  26  16     25     25  33  17 11 16 23     27     23

χ2值 0.420             0.732     0.160  0.044 0.10      0.162

P值 >0.05 >0.05    >0.05  >0.05 >0.05      >0.05

表  2  两组临床疗效比较 n (%)

      n      CR        PR      SD        PD 总有效率

观察组 35 6(17.14) 12(34.29) 9(25.71)   8(22.86)    51.43

对照组 33 4(12.12)   6(18.19) 8(24.24) 15(45.46)    30.30

表  3  两组Kamofsky评分比较 (mean±SD)

      n      治疗前 治疗后3 mo 治疗后6 mo 治疗后12 mo   F值   P值

观察组 35 78.03±7.29 71.43±9.01 64.46±16.85 48.89±24.48 25.51 <0.01

对照组 33 78.12±7.28 76.34±7.02 71.89±8.47 59.25±17.14 21.68 <0.05

t值 0.05 2.54 2.33 2.05

P值 >0.05 <0.02 <0.05 <0.05
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■应用要点
进展期胃癌术后
同期调强放化+替
吉奥(S-1)化疗+补
中益气中药的综
合治疗有望成为
进展期胃癌术后
常规治疗手段.

过多种术后的辅助治疗提高患者生存率是值得

探索的一条途径. 
目前绝大多数治疗胃肠道肿瘤的规范方案

中均包含5-氟尿嘧啶或其衍生物. S-1是以替加

氟为主体, 加入吉美嘧啶以阻止氟尿嘧啶活化

物降解, 增强抗癌作用, 再加入奥替拉西钾保护

胃肠黏膜, 可减少消化道反应[10]. 替加氟口服给

药后在体内缓慢转变5-氟尿嘧啶而发挥抗肿瘤

作用, 在临床上常用于胃癌、结肠直肠癌及头

颈部肿瘤的治疗. 作为替加氟的一种增效减不

良反应改良制剂, S-1的抗肿瘤活性谱与氟尿嘧

啶相似、尤其对进展期胃癌作用更强. 国内文献

报道S-1无论是单药还是与其他化疗药物联合应

用于胃癌, 其总有效率为33.3%-57.6%不等[11-13]. 
国外临床试验表明, 进展期胃癌患者经接受标

准剂量方案的S-1口服治疗, 结果经合并分析显

现总有效率为31%, 中位存活期是119 d[14]. 另有

研究报道, S-1治疗患者的耐受性良好, 主要不良

反应仅为骨髓抑制和胃肠道不良反应, 其严重

程度及发生率均相对较低[15,16]. 我们的进展期胃

癌术后调强放疗加同期口服S-1化疗加补中益气

中药的临床疗效评价及不良反应分析结果显示, 
总有效率为51.43%, 比国内外一些进展期胃癌

患者术后接受标准剂量方案的S-1口服治疗的疗

效高[11,12,14], 与国内曹桂侠的报道相近[13]. 我们的

治疗方案不良反应非常小, 与其他报道一致. 本
研究与常规放疗加同期口服S-1化疗加补中益气

中药的对照研究结果也证明调强放疗加同期口

服S-1化疗加补中益气中药临床疗效优于常规放

疗加同期口服S-1化疗加补中益气中药有效率的

30.30%. 
本研究采用的IMRT是指在三维适形照射的

基础上对照射野截面内诸点输出剂量进行调整, 
经过旋转照射使射线剂量在体内空间分布与病

变一致, 形成高剂量区. 并通过将射线分割成小

野, 且改变每个小野的剂量的方式, 使得射线照

射更精确, 肿瘤靶区勾画更准确. 剂量学[17]已表

明和三维适形治疗胃癌相比, 调强放疗具有可

行性和较高的收益效应, 且对正常组织不良反

应最低, 临床调强放疗治疗胃癌的经验证实了

此剂量学结论. 胃癌术后局部复发转移的位置

决定着术后放射治疗野的设定, 准确的放疗范

围和合适的放射剂量不仅对疗效有着重要影响, 
而且能最大程度地保护正常组织, 减少放疗并

发症. Macdonald等[18,19]对INT-0116的报道, 改变

了胃癌术后的治疗标准并说明胃癌术后行放化

疗的必要性, 提示放化疗并未对机体长期的不

良反应. Dahele等[20]报道胃癌术后给予不同剂

量的三维适形放射治疗, 研究发现三维适形放

射治疗能提供更好的剂量分布并减少肾脏和脊

髓的照射剂量, 降低治疗不良反应. Petra等[21]研

究结果表明, IMRT可以明显减少肾脏、肝脏及

肺部的中位剂量, 且IMRT则将左肾的受照剂量

减少50%, 右肾的受照剂量控制在8-10 Gy之间, 
但在脊髓的耐受范围内, 未见明见的减少. 胃癌

术后行IMRT治疗可明显减少靶器官的受照剂

量, 同时潜在地改善患者生存质量. 在我们的研

究中, 观察组通过调强放疗同期口服S-1化疗加

补中益气中药治疗进展期术后胃癌患者, 治疗

前、治疗后3 mo、6 mo、12 mo随访的Karnof-
sky生活质量评分结果表明, 1年患者的生活质量

相对治疗前、治疗后3 mo、6 mo有明显的好转. 
对照组通过常规放疗加同期口服S-1化疗加补中

益气中药, 1年患者的生活质量相对治疗前、治

■名词解释
调强放疗: 是指在
三维适形照射的
基础上对照射野
截面内诸点输出
剂量进行调整, 经
过旋转照射使射
线剂量在体内空
间分布与病变一
致 ,  形 成 高 剂 量
区. 并通过将射线
分割成小野, 且改
变每个小野的剂
量的方式, 使得射
线照射更精确, 使
肿瘤靶区的照射
更准确.

表  4  两组治疗后不良反应比较

     Ⅰ度 Ⅱ度 Ⅲ度 Ⅳ度

观察组 对照组 观察组 对照组 观察组 对照组 观察组 对照组

血液学不良反应

白细胞下降 4 3 2 4 1 2 0 1

贫血 2 4 1 2 0 1 0 1

血小板减少 1 2 1 2 0 1 0 0

非血液学不良反应

恶心 3 7 1 4 1 3 0 2

腹泻 2 4 1 2 0 1 0 0

手足综合征 2 2 1 1 0 0 0 0

口腔黏膜炎 3 5 1 3 0 2 0 1

外周神经不良反应 3 2 4 1 0 1 0 0

肝功能损害 4 5 1 4 0 2 0 1
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疗后3 mo、6 mo也有好转, 但明显不如观察组. 
本研究采用调强放疗同期加口服S-1化疗加

补中益气中药的方案治疗进展期胃癌术后患者, 
从不良反应来看, 明显低于国内外某些相关报

道[22,23], 同时也低于我们的对照组. 这除了调强

放疗优于常规放疗外, 其中联合中药党参、红

枣、枸杞、黄芪补中益气中药药物可以减少放

疗及化疗药物引起的不良反应, 增强放化疗效

果. 在我们的治疗方案中, 加用党参、红枣有升

红白细胞的作用, 枸杞可抗辐射, 与放疗合用能

促进辐射所致的免疫功能损伤的恢复, 并能减

轻放射反应, 防止骨髓抑制, 保护受损的造血功

能, 降低并发症、后遗症. 黄芪为临床上最常用

的补气药, 他不但可提高机体免疫力, 减轻化疗

后造血功能的抑制和造血微环境的破坏, 同时

还可增强环磷酰胺的抗肿瘤活性. 我们的初步

临床观察表明, 胃癌术后行调强放疗加口服S-1
化疗, 同时配合补中益气中药的治疗方案是防

治胃癌复发的一种安全、有效的方案. 
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■背景资料
急性重症胰腺炎
(severe acute pan-
creatitis, SAP)临
床症状和病理变
化复杂, 起病急、
变化快、并发症
多、病死率高. 在
治疗上经历了从
主张早期积极手
术、规则性胰腺
切除到个体化治
疗, 但病死率无实
质 性 的 改 善 .  循
证医学证据表明
中西医结合治疗
SAP疗效显著. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of Dachengqi De-
coction in the treatment of severe acute pancre-
atitis (SAP).

METHODS: We searched the Cochrane Con-
trolled Center Register of Controlled Trials, 
PubMed, Embase, CBMdisc, VIP, CNKI and 
WANFANG for Random Controlled Trials to 
retrieve studies that evaluated the efficacy of 
Dachengqi Decoction in the treatment of SAP. A 
meta-analysis was performed using RevMan 5.1 
software.

RESULTS: Sixteen studies involving 894 par-
ticipants were included. The results showed 
that, compared to the control group, Dachengqi 
Decoction can help improve vital signs and 
physiological indexes, shorten the duration of 
hospitalization, decrease costs, and reduce the 
incidence rate of complications, mortality, and 
the number of cases of conversion to surgical 
treatment (all P < 0.05).

CONCLUSION: Convention treatment in com-
bination with Dachengqi Decoction is superior 
to convention treatment alone in the treatment 
of SAP.

Key Words: Dachengqi Decoction; Treatment; Se-
vere acute pancreatitis; Meta-analysis

Wang XJ, Zeng XT, Han F, Yin X, Ni SZ, Xiao M. Efficacy 
of Dachengqi Decoction in the treatment of severe acute 
pancreatitis: a meta-analysis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(36): 3705-3713

摘要

目的: 分析大承气汤治疗急性重症胰腺炎的
效果.

方法: 计算机检索the Cochrane Central Register 
of Controlled Trials、PubMed、CBMdisc、
VIP、CNKI和WANFANG数据库, 查找有关
应用大承气汤治疗重症胰腺炎的文献, 采用
Cochrane协作网RevMan5.1软件进行分析.

结果: 最终纳入16个研究, 共894例受试者. 
Meta分析结果显示, 大承气汤能有效促进各
项生命体征和生理指标恢复, 能够缩短患者的
住院时间、降低治疗费用, 能够有效降低并发
症、病死率和转手术率, 其差异有统计学意义.

■同行评议者
王承党, 教授, 福建
医科大学附属第
一医院 消化内科
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■研发前沿
基于RCT的Meta
分析被公认为目
前最高级别的证
据 .  循 证 医 学 证
据表明中西医结
合治疗SAP疗效
显 著 ,  但 因 中 医
在临床治疗性研
究中方法学应用
不 够 规 范 ,  结 论
难以得到国外医
学 界 承 认 ,  使 中
西 医 结 合 治 疗
SAP的方法难以
得到推广应用.

结论: 加用大承气汤优于单独常规西医治疗, 
为当前急性重症胰腺炎的治疗提供了一种新
的手段, 在临床上具有良好的应用前景.

关键词: 大承气汤; 治疗; 急性重症胰腺炎; Meta分析

王学军, 曾宪涛, 韩斐, 尹玄, 倪绍洲, 肖敏. 大承气汤治疗急

性重症胰腺炎效果的Meta分析.  世界华人消化杂志  2011; 

19(36): 3705-3713

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/3705.asp

0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床上较

常见的急腹症, 其发病率约为5.4/100 000-79.8
/100 000, 病死率为10%-15%, 其中约20%可发

展成急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)[1-3]. SAP临床症状和病理变化十分复杂, 具
有起病急、变化快、并发症多、病死率高等特

点, 早期即可发生全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)及多器官

功能衰竭(multiple organ failure, MOF). 在治疗方

面, SAP的治疗方式经历了不同的演变, 从主张

早期积极手术、规则性胰腺切除到个体化治疗

的尝试, SAP的病死率并未得到实质性的改善, 
仍高达20%-30%[4-6], 仍未有特异性、有效的治

疗方案. 中西医结合作为我国的特色优势医学, 
众多研究者做了有益的探索, 循证医学研究[7-9]表

明中西医结合治疗SAP相对于单纯西医治疗具

有相当优势. 但由于中医在临床治疗性研究中

方法学应用不够规范, 在一定程度上影响了研

究结论的真实性和可重复性, 研究结果难以得

到国外医学界的承认, 以致中西医结合治疗SAP
的方法难以得到推广应用[10]. 目前国内使用大承

气汤治疗重症胰腺炎的文献较多, 但结论各异, 
常规治疗的基础上加用大承气汤是否一定优于

单独的常规治疗呢? 目前尚缺乏系统的评价. 本
研究拟运用Meta分析的原理和方法综合目前发

表研究的结果, 以评价大承气汤治疗重症胰腺

炎效果, 以期为临床应用提供一个参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 以英文关键词“Da/Large chengqi decoc
tion、severe acute pancreatitis (SAP)、Chinese 
Medicine、Traditional Chinese Medicine”计算

机检索the Cochrane Central Register of Controlled 
Trials (issue 2, 2011)、PubMed(1966/2011-05)、
Embase(1980/2011-05); 同时以中文关键词“大

承气汤、重症胰腺炎”计算机检索中国生物医

学文献数据库(CBMdisc, 1978/2011-05)、中文科

技期刊全文数据库(VIP, 1989/2011-05)、中国期

刊全文数据库(CNKI, 1980/2011-05)和万方数据

库(WANFANG, 1998/2011-05), 中文/英文公开发

表的随机对照试验文献. 最后初检出相关文献

121篇(全部为中文).
1.2 方法 
1.2.1 文献检索: (1)检索Cochrane图书馆相关的

系统评价/Meta分析; (2)在PubMed、CBMdisc、
CNKI等中、英文数据库中检索相关的原始论

文, 并对所获文献文题、摘要、所用的关键词

以及主题词进行分析, 以进一步确定文献检索

的关键词; (3)运用所有相关的主题词和关键词

进行数据库检索, 如果摘要初步符合纳入标准, 
再进一步查找并阅读全文; (4)从已查阅文章所

附参考文献中手检可能漏查的文献. 
1.2.2 文献纳入和排除标准: (1)文献类型. 所有

应用大承气汤治疗SPA的随机对照试验(RCT)
和半随机对照试验; (2)研究对象. 不限、性别、

种族、国籍, 均符合纳入文献相应时期中华医

学会胰腺疾病学组的诊断标准[11-13], 临床确诊为

SPA的患者; 实验组和对照组的基线情况基本一

致, 具有可比性; 实验组仅加用大承气汤, 未与

其他药物联合治疗; 对照组为西医常规治疗; (3)
干预措施. 实验组: 在常规治疗(包括: 禁食、补

液、抑制胰液分泌和营养支持等)基础上, 单纯

加用大承气汤治疗; 对照组: 单纯采用常规治疗, 
未加用大承气汤或其他药物; (4)结局指标. 结局

指标主要包括: 临床疗效: 痊愈: 症状、体征消

失, 实验室指标均恢复正常, 无假性胰腺囊肿形

成; 好转: 症状、体征明显改善或正常, 实验室

指标75%以上恢复正常. 有效: 症状、体征明显

改善, 实验室指标50%以上恢复正常; 无效: 症
状、体征改善不明显, 恶化或死亡. 总有效率 = 
痊愈+显效+有效; 生命体征: 腹痛消失时间, 腹
胀消失时间, 上腹压痛消失时间, 白细胞(WBC)
恢复正常时间, 血、尿淀粉酶(AMS)恢复正常时

间, C反应蛋白(CRP)恢复正常时间, 腹膜炎体征

消失时间; 体征相关指标: 血、尿AMS和CRP在
治疗前后的变化情况; 平均住院时间, 平均住院

费用; 并发症、转手术率和病死率; (5)排除标准. 
重要资料报告不全且联系作者未回复者; 仅能

查阅摘要且联系作者未回复者; 同一个机构的2
个研究报道了相似的随访区间及相同的目标结

果时, 纳入质量更好或信息更全面的报道. 
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■相关报道
曲鹏飞等做了中
西 医 结 合 治 疗
SAP的Meta分析
及中药筛选;胡石
甫等行Meta分析
中西医结合治疗
SAP较单纯西医
治疗有明显优势; 
盛颖玥等行Meta
分析对大黄治疗
SAP较单纯西医
治疗有明显优势.

1.2.3 文献质量评价: 每篇RCT质量的评价均由2
位评价员按照Cochrane系统评价员手册5.1版质

量评价标准[14]进行独立评价, 不一致的地方通过

第3位评价员介入并通过讨论达成一致. 评价标

准包括: 随机序列的产生, 分配隐藏方案, 对患

者和医生实施盲法, 对结果评价实施盲法, 结果

数据的完整性, 无选择性报告结果, 无其他偏倚

来源; “是”表示低偏倚风险, “否”表示高偏

倚风险, “不清楚”表示文献对偏倚评估未提

供足够的或不确定的信息. 
1.2.4 资料提取: 阅读全文后进行资料提取, 由2
位评价员独立完成, 若遇争议则通过第3位评价

员介入进行讨论. 内容包括: 样本的入选标准和

样本量, 分组的方法和过程, 研究对象的基本资

料, 研究的场所, 干预的内容, 统计学方法, 结局

指标中连续性指标的均数差和标准差, 二分类

指标的百分比等. 缺乏的资料试通过电话或邮

件与作者联系进行补充. 如果原文中没有报道

标准差, 则根据Cochrane Handbook[14]的方法, 将
所提供的可信区间和t值转化为标准差值. 

统计学处理 采用RevMan5.0软件对资料进

行Meta分析. 首先通过χ2对同类研究间的异质

性进行评价, 若P≥0.1, I2≤50%, 说明研究间具

有同质性, 使用固定效应模型进行Meta分析. 若
P <0.1, I2>50%, 说明研究间具有异质性, 则对其

异质性来源进行分析, 根据可能出现的异质性

因素进行亚组分析(如亚组只有一项研究仍采用

与Meta分析相同的统计量); 必要时采用敏感性

分析来分析检验结果的稳定性, 对因研究方法

不同导致的异质性, 进行敏感性分析, 对其进行

剔除以评价Meta分析结果的稳定性; 若异质性

过大并不能判断其来源则放弃Meta分析改为描

述性分析. 计数资料采用相对危险度(RR)作为

分析统计量, 对连续性资料(腹痛消失时间、炎

性因子变化等), 如使用测量工具相同, 则采用加

权均数差(WMD)进行分析; 若对相同变量使用

不同测量工具, 则采用标准化均数差(SMD)进行

分析; 所有分析均计算95%可信区间(CI). 同时

采用漏斗图进行发表偏倚的分析(当n≥9时). 

2  结果

2.1 纳入研究的一般情况 采用Endnote X3排出

重复的文献29篇后, 经阅读文题和(或)摘要后剔

除明显不符合纳入标准的51篇. 然后查找全文, 
进行全文阅读后, 进一步提出重复发表和交叉

的及不符合纳入标准的文献25篇, 最终纳入16

篇RCT[16-31], 共894例受试者. 纳入研究的一般情

况详见表1. 
2.2 纳入研究的质量评价 根据Cochrane协助网

推荐的偏倚风险评估标准, 纳入的12个研究基

线具有可比性, 但均有不同水平的偏倚. (1)在
随机分组方面, 11篇[16,19-20,22-24,26,28-31]均提及“随

机”, 但未描述具体的随机方法; 2篇[18,21]按入院

先后顺序随机分配, 1篇[17]按就诊日期单双日随

机分配, 此均为非充分随机; 2篇[25,27]不清楚是否

随机分配, 从文中亦无法判断; (2)所有研究均未

描述分配隐藏方案, 从文中亦未能判断; (3)在盲

法方面, 由于是急重诊患者, 故很难做到患者、

干预者的双盲法, 但能做到患者的单盲, 但所有

研究均未进行报道, 从文中信息亦无法判断; (4)
所有研究均完整的报道了研究结果, 均无选择

性报道结果; (5)所有研究因文中描述信息不足, 
均无法判断是否有其他来源偏倚(表2). 
2.3 Meta分析结果

2.3.1 临床疗效: 4个研究[26,29-31]比较了临床疗

效(总有效率), 各研究间同质性好(P = 0.38, I2 = 
3%), 故采用固定效应模型. Meta分析结果表明: 
与常规治疗组相比, 加用大承气汤组能提高总

有效率1.21倍且差异有统计学意义[RR = 1.21, 
95%CI(1.06, 1.37), P = 0.003](图1). 
2.3.2 腹痛消失时间: 7个研究[16,17,21,22,26,29,31]比

较了腹痛消失时间(d), 各研究间存在异质性

(P <0.00001, I2 = 85%), 探讨其来源可能为测量

单位(天或消失)及测量工具的不同所致, 故选择

SMD作为合并统计量, 采用随机效应模型合并

分析. Meta分析结果表明: 大承气汤组的腹痛消

失时间短于对照组[SMD = -1.62, 95%CI(-2.25, 
-0.99), P <0.00001](图2). 敏感性分析发现分别剔

除7项研究, 合并效应量仍都具有统计学意义且

森林图结构均未发生改变. 
2.3.3 腹胀消失时间: 4个研究[16,21,29,30]比较了腹胀

消失时间(d), 各研究间存在异质性(P <0.00001, 
I2 = 92%), 探讨其来源可能为测量单位(天或消

失)及测量工具的不同所致, 故选择SMD作为合

并统计量, 采用随机效应模型合并分析. Meta分
析结果表明: 大承气汤组的腹痛消失时间短于

对照组[SMD = -1.47, 95%CI(-2.58, -0.36), P = 
0.01](图3). 敏感性分析发现分别剔除4项研究, 
合并效应量仍都具有统计学意义且森林图结构

均未发生改变. 
2.3.4 白细胞恢复正常时间: 4个研究[16,21,22,26]比

较了白细胞恢复正常时间(d), 各研究间存在异
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■创新盘点
本文在全面检索
和严格评价的基
础上, 对大承气汤
治疗SAP的RCT
进行了Meta分析, 
较全面评价了其
治疗效果和安全
性, 避免了各研究
结果的不一致及
样本量较小的缺
陷, 为合理选用治
疗SAP的药物提
供循证医学证据.

质性(P <0.00001, I2 = 92%), 探讨其来源可能为

测量工具的不同所致, 故选择SMD作为合并统

计量, 采用随机效应模型合并分析. Meta分析结

果表明: 大承气汤组的白细胞恢复正常时间短

于对照组[SMD = -1.21, 95%CI(-2.20,-0.22), P = 
0.02](图4). 敏感性分析发现分别剔除4项研究, 
合并效应量仍都具有统计学意义且森林图结构

均未发生改变. 

T: 试验组; C: 对照组.

表  1  纳入RCT的一般情况

     
纳入研究    n/n

平均年龄                                      干预措施

 (岁, T/C)                            T                               C                       
                        测量指标

龙峻标等 [16] 34/68 均为51.8 常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 腹痛、腹胀消失时间, 肠鸣音、血白细

胞、血AMS恢复正常时间, 大便通下

时间; 并发症
彭少华等[17] 24/52 均为39.5 常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 腹痛消失时间, 体征、血尿AMS恢复

正常时间; 并发症, 病死率
尹燕华等[18] 35/67 56.3±11.2/

59.7±10.3

常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 治疗前后血、尿AMS, CRP值; 症状消

失时间, 血AMS、血钙恢复正常时间; 

住院时间和不良反应
马志杭等[19] 50/86 47±2.01/

49±2.84

常规治疗+大承气汤

加味胃管内注入

常规方法治疗 治疗前后症状、体征变化; 24 h、3 d、

30 d血AMS的变化; 并发症, 病死率
李红玲等[20] 30/60 均为48 常规治疗+大承气汤

加味胃管内注入

常规方法治疗 首次排便时间, 腹膜炎体征消失时间; 

平均住院时间、平均医疗费用、手术

率、死亡率
孙运萍等[21] 16/32 51.6±11.8/

51.2±10.9

常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 腹痛、腹胀、上腹压消失时间, 恢复

进食时间; WBC、血AMS、尿AMS、

CRP恢复正常时间; 并发症、转手术人

数、病死及平均住院时间
刘爱云等[22] 28/52 48.6/52.7 常规治疗+大承气汤

保留灌肠

常规方法治疗 腹痛、发热、恶心呕吐消失时间, 血

AMS时间, WBC恢复正常时间; 并发症

发生率
张立蓉等[23] 47/90 52±16/

48±14

常规治疗+大承气汤

加味行灌肠和胃管注

入同时进行或只行灌

肠

常规方法治疗 胃肠减压时间、血AMS恢复正常时间; 

住院天数、并发症和病死率

阚存玲等[24] 15/30 均为24-58岁 常规治疗+大承气汤

灌肠

常规方法治疗 住院时间, 并发症, 病死率, 转手术人数

胡国强等[25] 15/30 48.5±15.2/

46.7±17.3

常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 平均腹围减少量, 平均住院时间, 禁食

时间, 肠鸣音恢复时间, 留置胃管时间
陈峣等[26] 18/36 50.2/50.5 常规治疗+大承气汤

加味胃管内注入

常规方法治疗 临床疗效, 治疗前后血AMS、尿

AMS、CRP值, 腹痛缓解、体温、血

AMS和白细胞恢复正常时间, 不良反

应
张文明等[27] 28/60 均为49 常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 首次排便时间, 腹膜炎体征消失时间, 

平均住院时间, 平均医疗费用, 转手术

率, 死亡率
何梅雅等[28] 25/48 均为37.5 常规治疗+大承气汤

经三腔胃管饲服

常规方法治疗 腹膜炎体征消失时间, 首次排便时间, 

血尿AMS恢复正常时间、开始实施肠

内营养时间, 住院时间, 住院费用
甘德春等[29] 50/99 43.8±2.94/

44.5±2.26

常规治疗+大承气汤

灌肠

常规方法治疗 临床疗效, 腹痛、腹胀、心率、呼吸和

血AMS恢复正常的时间
孙蓓等[30] 20/42 32-58/

34-59

常规治疗+大承气汤

胃管鼻饲

常规方法治疗 临床疗效, 首次通便时间, 腹痛、腹胀

消失时间, 住院天数, 住院费用
诸葛建成等[31] 21/42 40.2±8.51/

41.81±8.9

常规治疗+大承气汤

胃管内注入

常规方法治疗 临床疗效, 胃肠减压时间, 腹痛缓解时

间, 血AMS恢复正常时间, 住院天数, 

并发症及病死率
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2.3.5 血淀粉酶恢复正常时间: 10个研究[16-18,21-23,26,29,31]

比较了血淀粉酶恢复正常时间(d), 各研究间存

在异质性(P <0.00001, I2 = 92%), 探讨其来源可

能为测量工具的不同所致, 故选择SMD作为合

并统计量, 采用随机效应模型合并分析. Meta

分析结果表明: 大承气汤组的血淀粉酶恢复正

常时间短于对照组[SMD = -1.40, 95%CI(-2.05, 
-0.75), P <0.00001](图5). 漏斗图不对称, 提示有

发表偏倚. 敏感性分析发现分别剔除11项研究, 
合并效应量仍都具有统计学意义且森林图结构

■应用要点
本研究表明, 大承
气汤结合西医治
疗SAP能有效促
进各项生命体征
和生理指标恢复, 
能够缩短患者的
住院时间、降低
治疗费用, 能够有
效降低并发症、
病死率和转手术
率, 具有良好的应
用前景.

表  2  纳入研究的方法学质量评价

     纳入研究 是否随机分组 分配隐藏 盲法 结果的完整性 无选择性报道结果 无其他偏倚

龙峻标等[16] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

彭少华等[17] 就诊日期单双日 不清楚 否 是 是 不清楚

尹燕华等[18] 入院先后顺序 不清楚 否 是 是 不清楚

马志杭等[19] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

李红玲等[20] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

孙运萍等[21] 入院先后顺序 不清楚 否 是 是 不清楚

刘爱云等[22] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

张立蓉等[23] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

阚存玲等[24] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

胡国强等[25] 不清楚 不清楚 否 是 是 不清楚

陈峣等[26] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

张文明等[27] 不清楚 不清楚 否 是 是 不清楚

何梅雅等[28] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

甘德春等[29] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

孙蓓等[30] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

诸葛建成等[31] 提及随机 不清楚 否 是 是 不清楚

                                  大承气汤组       对照组                         Risk Ratio                                     Risk Ratio
Study or Subgroup   Events  Total   Events  Total   Weight   M-H, Fixed, 95%CI Year               M-H, Fixed, 95%CI 

陈峣 2010 16 18 12 18 14.6% 1.33[0.93, 1.92] 2010
甘德春 2010 44 50 40 49 49.2% 1.08[0.91, 1.27] 2010
诸葛建成 2011 18 21 12 21 14.6% 1.50[1.00, 2.26] 2011
孙蓓 2011 20 20 18 22 21.5% 1.21[0.98, 1.50] 2011

Total (95% CI) 109 110 100.0% 1.21[1.06, 1.37]
Total events 98 82
Heterogeneity: Chi2 = 3.11, df = 3 (P  = 0.38); I2 = 3%
Test for overall effect: Z = 2.92 (P  = 0.003) 0.1  0.2     0.5   1     2       5     10

利于对照组 利于大承气汤组

图  1  大承气汤对总有效率的影响.

                                  大承气汤组             对照组               Std. Mean Difference            Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean  SD Total Mean   SD Total Weight  IV, Random, 95%CI  Year      IV, Random, 95%CI 

龙峻标 2007 1.64 0.7 34 2.21 1.01 32 15.6% -0.65[-1.15, -0.16] 2007
彭少华 2010 4.35 1.22 24 11.31 3.12 28 13.6% -2.81[-3.60, -2.03] 2008
孙运萍 2011 3.12 0.23 16 5.23 1.21 16 12.6% -2.36[-3.29, -1.43] 2009
甘德春 2011 4.05 1.92 50 5.85 1.62 49 16.1% -1.00[-1.42, -0.59] 2010
陈峣 2010 3.8 0.8 18 6.2 1.2 18 13.1% -2.30[-3.16, -1.44] 2010
刘爱云 2010 5.39 2.1 28 7 2.64 24 15.2% -0.67[-1.23, -0.11] 2010
诸葛建成 2011 1.72 0.6 21 3.6 1.16 21 13.9% -2.00[-2.75, -1.24] 2011

Total (95% CI) 191                    188 100.0% -1.62[-2.25, -0.99]
Heterogeneity: Tau2 = 0.60; Chi2 = 3.11, df = 6 (P<0.00001); I2 = 85%
Test for overall effect: Z = 5.04 (P<0.00001)

-10      -5         0         5        10
利于大承气汤组 利于对照组

图  2  大承气汤对腹痛消失时间的影响.
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均未发生改变. 
2.3.6 尿淀粉酶恢复正常时间: 3个研究[17,21,28]比较

了尿淀粉酶恢复正常时间(d), 各研究间存在

异质性(P  = 0.0005, I2 = 87%); 剔除可能引起

异质性的研究[17]后, 异质性消失(P  = 0.8, I2 = 
0%), 故采用固定效应模型. Meta分析结果表

明: 大承气汤组的尿淀粉酶恢复正常时间明显

短于对照组[SMD = -1.84, 95%CI(-2.37, -1.31), 
P <0.00001](图6). 
2.3.7 腹膜炎体征消失时间: 4个研究[18,20,27,28]比

较了腹膜炎体征消失时间(d), 各研究间存在异

质性(P = 0.0004, I2 = 84%); 剔除可能引起异质

性的研究[18]后, 异质性消失(P = 0.31, I2 = 13%), 
故采用固定效应模型. Meta分析结果表明: 大承

气汤组的腹膜炎体征消失时间明显短于对照组

[SMD = -1.82, 95%CI(-2.19, -1.46), P <0.00001]. 
2.3.8 肠鸣音恢复时间: 2个研究[16,25]比较了肠鸣

音时间(d), 各研究间同质性较好(P = 0.23, I2 = 
30%), 故采用固定效应模型. Meta分析结果表明: 
大承气汤组的肠鸣音恢复时间明显短于对照组

[SMD = -1.15, 95%CI(-1.58, -0.71), P <0.00001]. 
2.3.9 首次大便时间: 5个研究 [16,20,27,28,30]比较

■同行评价
本文选题非常好, 
对结果的分析也
比较客观, 本文对
临床实践和相关
研究具有一定指
导意义.

图  3   大承气汤对腹胀消失时间的影响.

                              大承气汤组            对照组                        Std. Mean Difference          Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD  Total Mean  SD Total Weight IV, Random, 95%CI Year         IV, Random, 95%CI 

龙峻标 2007 2.33 1 34 2.65 0.98 32 26.4% -0.32[-0.81,   0.17] 2007
孙运萍 2011 3.05 1.17 16 4.93 0.85 16 24.0% -1.79[-2.63, -0.96] 2009
甘德春 2011 7.15 1.65 50 8.35 2.59 49 26.9% -0.55[-0.95, -0.15] 2010
孙蓓 2011 0.88 0.25 20 2.57 0.6 22 22.7% -3.55[-4.55, -2.55] 2011

Total (95% CI) 120                 119 100.0% -1.47[-2.58, -0.36]
Heterogeneity: Tau2 = 1.15; Chi2 = 39.48, df = 3 (P<0.00001); I2 = 92%
Test for overall effect: Z = 2.59 (P  = 0.010)

-10      -5         0         5        10
利于大承气汤组 利于对照组

                              大承气汤组            对照组                       Std. Mean Difference            Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean  SD  Total Mean SD  Total Weight    IV, Random, 95%CI Year       IV, Random, 95%CI 

龙峻标 2007 3.39 1.17 34   3.29 1.12 32 10.5%   0.09[-0.40,   0.57] 2007
尹燕华 2008 8.13 0.99 24 15.56 2.29 28   8.9% -4.04[-5.01, -3.06] 2008
彭少华 2010 5 1.2 35   7 1.3 32 10.3% -1.58[-2.14, -1.03] 2008
孙运萍 2011 2.05 1.17 16   3.68 1.21 16   9.6% -1.34[-2.11, -0.56] 2009
何梅雅 2010 2.46 1.37 25   6.1 1.85 23   9.8% -2.21[-2.94, -1.48] 2010
张立蓉 2010 4.2 2.3 28   5.5 2.7 24 10.3% -0.51[-1.07,   0.04] 2010
甘德春 2011 3.85 1.97 50   4.02 2.08 49 10.7% -0.08[-0.48,   0.31] 2010
陈峣 2010 5 1.3 18   7.7 1.6 18   9.6% -1.81[-2.60, -1.02] 2010
刘爱云 2010 3.4 1.4 47   5.4 1.1 43 10.5% -0.67[-2.04, -1.09] 2010
诸葛建成 2011 3.12 0.9 21   5.35 1.92 21   9.9% -1.46[-2.15, -0.77] 2011

Total (95% CI) 298                            286 

100.0%

-1.40[-2.05, -0.75]

Heterogeneity: Tau2 = 0.98; Chi2 = 107.29, df = 9 (P<0.00001); I2 = 92%
Test for overall effect: Z = 4.24 (P<0.00001)

-10      -5         0         5        10
利于大承气汤组 利于对照组

图  5  大承气汤对血淀粉酶恢复正常时间的影响.

图  4   大承气汤对白细胞恢复正常时间的影响.

                              大承气汤组            对照组                        Std. Mean Difference           Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD  Total Mean  SD Total Weight IV, Random, 95%CI Year           IV, Random, 95%CI 

龙峻标 2007 4.9 2.6 28 6.3 3.5 24 26.3% -0.45[-1.01,   0.10] 2007
孙运萍 2009 4.81 1.03 16 6.58 0.89 16 23.8% -1.79[-2.63, -0.96] 2009
刘爱云 2010 2.91 1.83 34 3.29 1.12 32 26.8% -0.25[-0.73,   0.24] 2010
陈峣 2010 4.8 0.9 18 9.1 2.1 18 23.1% -2.60[-3.51, -1.69] 2010

Total (95% CI) 96                    90 100.0% -1.21[-2.20, -0.22]
Heterogeneity: Tau2 = 0.89; Chi2 = 26.93, df = 3 (P<0.00001); I2 = 89%
Test for overall effect: Z = 2.40 (P  = 0.02)

-10      -5         0         5        10
利于大承气汤组 利于对照组
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了首次大便时间 ( d ) ,  各研究间存在异质性

(P <0.00001, I2 = 89%), 探讨其来源可能为测量工

具的不同所致, 故选择SMD作为合并统计量, 采
用随机效应模型合并分析. Meta分析结果表明: 
大承气汤组的首次大便时间短于对照组[SMD = 
-2.82, 95%CI(-3.85, -1.79), P <0.00001]. 敏感性分

析发现分别剔除11项研究, 合并效应量仍都具有

统计学意义且森林图结构均未发生改变. 
2.3.10 住院时间: 9个研究[20,21,23-25,27-28,30,31]比较了

住院时间(d), 各研究间存在异质性(P = 0.008, I2 

= 62%), 探讨其来源可能为测量工具的不同所

致, 故选择SMD作为合并统计量, 采用随机效应

模型合并分析. Meta分析结果表明: 大承气汤组

的腹膜炎体征消失时间明显短于对照组[SMD = 
-1.82, 95%CI(-2.19, -1.46), P <0.00001]. 漏斗图不

对称, 提示有发表偏倚. 敏感性分析发现分别剔

除9项研究, 合并效应量仍都具有统计学意义且

森林图结构均未发生改变. 
2.3.11 住院费用: 5个研究[20,21,27,28,30]比较了住院

费用(万元), 各研究间存在异质性(P = 0.07, I2 

= 53%); 剔除可能引起异质性的研究[28]后, 异
质性消失(P = 0.29, I2 = 21%), 故采用固定效应

模型. Meta分析结果表明: 大承气汤组的尿淀

粉酶住院费用明显低于对照组[SMD = -1.36, 
95%CI(-1.67, -1.04), P <0.00001]. 
2.3.12 并发症: 4个研究[16,17,21,22]比较了并发症的

发生情况, 各研究间同质性好(P = 0.99, I2 = 0%), 
故采用固定效应模型. Meta分析结果表明: 与常

规治疗组相比, 加用大承气汤组能降低52%并

发症发生风险且差异有统计学意义[RR = 0.48, 
95%CI(0.28,0.81), P = 0.006]. 
2.3.13 病死率: 9个研究[17-21,23,24,27,30]比较了病死

率的发生情况, 各研究间同质性好(P = 0.94, I2 

= 0%), 故采用固定效应模型. Meta分析结果表

明: 与常规治疗组相比, 加用大承气汤组能降

低71%的病死率发生风险且差异有统计学意义

[RR = 0.29, 95%CI(0.15, 0.57), P = 0.0003]. 漏
斗图不对称, 提示有发表偏倚. 
2.3.14 转手术: 6个研究[18,20,21,24,27,30]比较了转手

术的情况, 各研究间同质性好(P = 0.90, I2 = 0%), 
故采用固定效应模型. Meta分析结果表明: 与常

规治疗组相比, 加用大承气汤组能降低82%的转

手术发生风险且差异有统计学意义[RR = 0.18, 
95%CI(0.07, 0.43), P = 0.0001]. 

3  讨论

危重病患者的胃肠道功能在疾病的发展过程中

起着重要的作用, 一旦发生胃肠功能障碍, 导致

肠道细群移位和肠源性内毒素血症, 发生全身

炎症反应, 最后引起不可逆性器官功能衰竭[32,33]. 
SAP常伴有肠麻痹等胃肠运动功能障碍, 给临

床治疗带来很大困难. 大承气汤出自张仲景的

《伤寒杂病论》, 一般由大黄、芒硝、枳实和

厚朴4味中药组成, 具有下瘀血、破坏症瘕积

聚、荡涤肠胃、推陈致新等功效, 他不仅能够

改善胃肠道缺血, 抑制菌群移位, 减少内毒素的

吸收, 而且具有良好的免疫调理功能[34]. 目前应

用大承气汤治疗SAP的文献较多, 但只有16篇符

合本研究的纳入标准. 
现有Meta分析/系统评价结果也显示, 中西

医结合治疗SAP具有一定的优势, 能明显降低病

死率[7-9]. 本Meta分析对16个RCT的结果显示, 在
西医常规治疗的基础上, 加用大承气汤有利于

促进生命体征、生理指标、炎性因子的恢复, 
能够缩短患者的住院时间、降低治疗费用, 能
够有效降低并发症、病死率和转手术率, 各项

结局的Meta分析的结果均较稳定. 
在14项结局指标中, 敏感性分析发现尿淀粉

酶恢复正常时间、腹膜炎体征恢复正常时间和

住院费用这3项的Meta分析结果不稳定; 分别剔

除这几项结果中的偏倚风险高且权重大的研究

后, 异质性消除. 总有效率、肠鸣音恢复正常时

图  6   大承气汤对尿淀粉酶恢复正常时间的影响.

                              大承气汤组            对照组                        Std. Mean Difference           Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD  Total Mean  SD Total Weight    IV, Random, 95%CI  Year          IV, Fixed, 95%CI 

彭少华 2008 8.13 0.99 24 15.56 2.29 28 0.0% -4.04[-5.01, -3.06] 2008
孙运萍 2009 4.51 1.31 16   6.23 0.31 16 40.8% -1.76[-2.59, -0.93] 2009
何雅梅 2010 7.22 1.26 25 11.05 2.55 23 59.2% -1.90[-2.59, -1.21] 2010

Total (95% CI) 41                 39 100.0% -1.84[-2.37, -1.31]
Heterogeneity: Chi2 = 0.06, df = 1 (P  = 0.80); I2 = 92%
Test for overall effect: Z = 6.79 (P<0.00001)
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间、并发症、病死率和转手术例数这5项结局

指标无异质性, 不需要行敏感性分析. 其他6项
结局指标均具有异质性, 且无法消除, 但敏感性

分析其Meta分析结果稳定. 
所有纳入研究的方法学质量普遍不高. 因

是急重诊患者很难做到患者、干预者的双盲法, 
所以在进行偏倚风险来源分析时, 对患者和医

生或治疗师实施盲法均选择为“否”. 在随机

分配序列的产生方面, 除了3篇[17-18,21]能够判断为

假随机选择“否”外, 其余均无法判定是否为

真随机, 故选择“不清楚”. 分配隐藏均未报道, 
因假随机亦可行分配隐藏, 故均选择为“不清

楚”. 所有研究均完整报道了研究结果, 均无选

择性报道结果, 故这两项均选择“是”. 所有研

究因文中描述信息不足以判断是否有其他来源

偏倚, 所以均选择为“不清楚”. 
由于Meta分析为二次研究, 其论证强度受

到诸多因素的影响 ,  因此存在一定的局限性: 
(1)16篇研究的质量普遍不高; (2)所有研究均为

国内研究, 影响了分析结果的外推性; (3)纳入研

究均未提及治疗过程中大承气汤的不良反应, 
无法进行安全性分析; (4)纳入研究存在发表偏

倚, 且样本量较小; (5)尽管纳入研究均为重要

结局指标, 但均为主观指标, 而无客观指标(如
APARCH II评分等); (6)纳入研究对SAP的病因

鲜有提及, 故无法对不同病因进行亚组分析; (7)
尽管各纳入研究的诊断标准均符合纳入文献相

应时期中华医学会胰腺疾病学组的诊断标准[11-13], 
但各个时期的标准有所差异. 

加用大承气汤优于单独常规西医治疗, 为当

前SAP的治疗提供了一种新的手段, 在临床上具

有良好的应用前景. 但由于本Meta分析纳入的

研究均未报道治疗过程中的不良反应且质量不

高, 因此, 对于大承气汤的不良反应及其中何种

药物对SAP产生何种作用, 尚待更高质量的临床

研究进行深入研究, 以便进行推广应用. 
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谷氨酰胺在腹部术后肠梗阻患者保守治疗中的意义

牛志军, 张谢夫, 赵春临, 刘 涛, 翟二涛

®

■背景资料
肠梗阻是腹部外
科手术后常见的
并发症, 发病后由
于较长时间禁食
使机体内谷氨酰
胺含量相对或绝
对缺乏, 大量液体
丢失致循环血量
不足, 肠管扩张及
肠壁水肿致肠黏
膜缺血, 肠屏障功
能遭到破坏, 继而
引起一系列全身
性病理生理改变. 
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Abstract
AIM: To evaluate the value of glutamine in con-
servative treatment of patients with intestinal 
obstruction after abdominal operation.  

METHODS: Fifty-eight patients with intestinal 
obstruction after abdominal operation were ran-
domly divided into control group and treatment 
group. The control group received conventional 
treatment, including fasting, gastrointestinal de-
compression, maintenance of water electrolyte 
and acid-base balance, use of antibiotics, soma-
tostatin, and total parenteral nutrition, while the 
treatment group received glutamine on the basis 
of conventional treatment. All patients' bowel 
function was evaluated using a scoring system. 
Peripheral blood samples were collected to 
measure the levels of D-lactic acid and intestinal 
fatty acid-binding protein (IFABP). The time to 
recovery of intestinal function was recorded.

RESULTS: A positive correlation was found 
between D-lactic acid levels and gut dysfunc-
tion scores, and between IFABP levels and gut 
dysfunction scores (r = 0.824, r = 0.891, both P < 
0.001). In both groups, blood levels of D-lactic 
acid and IFABP decreased significantly with the 
prolongation of treatment duration, which was 
more significant in the treatment group than in 
the control group. The time to recovery of in-
testinal function was significantly shorter in the 
treatment group than in the control group (6.83 
d ± 1.49 d vs 8.76 d ± 1.53 d, P < 0.001).

CONCLUSION: Glutamine plays an important 
role in protecting gut barrier function, reducing 
the intestinal mucous membrane permeability, 
and promoting bowel function recovery in pa-
tients with intestinal obstruction after abdominal 
operation.

Key Words: Glutamine; Intestinal obstruction; Gut 
barrier; D-lactic acid; Intestinal fatty acid-binding 
protein 
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摘要

目的: 探讨谷氨酰胺(Glutamine, Gln)在腹部术
后肠梗阻患者保守治疗中保护肠黏膜屏障的
作用.

方法: 将收治的58例有腹部手术史且临床
诊断为肠梗阻的患者随机分为对照组与治
疗组. 对照组给予常规治疗: 禁食、持续胃
肠减压、维持水电解质和酸碱平衡、应用
抗生素、生长抑素和全胃肠外营养(T P N)
等 ;  治疗组在上述常规治疗的基础上 ,  给
予G l n强化的T P N.  治疗前对所有患者进
行胃肠功能障碍评分 ,  比较两组患者治疗
前、治疗4 d、治疗8 d、治疗12 d后血清
D-乳酸浓度、肠脂肪酸结合蛋白(I FA B P)
水平, 记录患者肠道功能恢复时间(d),采用
Pearson相关、重复测量资料的方差分析及

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院
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■研发前沿
血 清 D - 乳 酸 、
IFABP水平是反
映肠缺血和肠道
屏障功能较为敏
感 的 指 标 ,  近 年
来对D-乳酸、IF-
ABP水平与肠功
能障碍相关性研
究 越 来 越 多 ,  但
其特异性有待进
一步研究.

两独立样本均数比较t 检验进行统计学分析. 

结果: 肠梗阻患者外周血中D-乳酸浓度、

IFABP水平与肠功能障碍评分值呈正相关(r  = 
0.824, r = 0.891, 均P <0.001); 随治疗时间延长, 
治疗组与对照组患者血清D-乳酸、IFABP水
平均呈下降趋势, 治疗组下降趋势更明显; 治
疗组肠道功能恢复时间短于对照组(6.83 d±
1.49 d vs  8.76 d±1.53 d), 差异有统计学意义
(P <0.001).

结论: 在腹部术后肠梗阻患者的常规治疗基
础上应用Gln能保护肠黏膜屏障功能, 降低肠
黏膜通透性, 促进肠道功能恢复.
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0  引言

谷氨酰胺在人体游离氨基酸池中含量极为丰富, 
众多文献报道已证实谷氨酰胺的缺乏可使肠黏

膜绒毛稀疏缩短, 肠屏障功能下降, 肠黏膜的通

透性增加, 外周血中D-乳酸和肠脂肪酸结合蛋

白(intestinalfattyacid bindingprotein, IFABP)水平

增高. 肠梗阻是腹部外科手术后常见的并发症, 
发病后由于较长时间禁食使机体内谷氨酰胺含

量相对或绝对缺乏, 大量液体丢失致循环血量

不足, 肠管扩张及肠壁水肿致肠黏膜缺血, 肠屏

障功能遭到破坏, 继而引起一系列全身性病理

生理改变. 本研究旨在探讨补充外源性谷氨酰

胺对肠梗阻患者肠黏膜屏障功能的影响, 为肠

梗阻治疗中应用谷氨酰胺提供临床依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 以郑州大学第一附属医院胃肠外科

2010-05/2011-10收治的有腹部手术史且临床诊

断为肠梗阻的58例患者为研究对象, 患者年龄

分布为32-75岁, 将其随机分成对照组和治疗组. 
对照组29例, 其中男性患者15例, 女性患者14例; 
治疗组29例, 其中男性患者17例, 女性患者12例. 
58例肠梗阻患者中, 胃癌根治术后25例, 对照组

中14例, 治疗组中11例; 结肠癌根治术后18例, 
对照组中8例, 治疗组中10例; 直肠癌根治术后9
例, 对照组4例, 治疗组5例; 小肠间质瘤术后3例, 

对照组中2例, 治疗组中1例; 胆囊切除术后2例, 
入治疗组; 阑尾周围脓肿术后1例, 入对照组. 本
研究经我院道德伦理委员会批准, 所有参与者

均知情同意. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 对照组给予常规治疗, 包括禁食、

持续胃肠减压、维持水电解质和酸碱平衡、

应用抗生素、生长抑素和全胃肠外营养; 治疗

组在常规治疗的基础上, 应用谷氨酰胺强化的

全胃肠外营养. 本研究采用的全胃肠外营养液

制剂及配比: (1)非蛋白热量根据病情按25-30 
kcal/(kg·d)供给. 由5%或10%葡萄糖和20%中长

链脂肪乳(力能)提供, 糖脂供能比2∶1; (2)氮量

的提供按0.20-0.25 g/(kg·d). 对照组由8.5%乐凡

命注射液提供; 治疗组由8.5%乐凡命+丙氨酰谷

氨酰胺(力肽)提供, 其中力肽提供0.4 g/(kg·d). 
1.2.2 指标检测: 入院时对所有患者肠功能障碍

进行评分(表1), 并进行肠功能障碍分级: 0分为

正常; 1-4分为轻度; 5-9分为中度; >9分为重度. 
所有患者治疗前肠功能障碍评分值8.57±3.39
分. 每天早晨07:00-07:30采集患者外周血标本, 分
别于治疗前、治疗4 d、治疗8 d、治疗12 d检测患

者外周血中D-乳酸(平均58.01 mg/L±12.40 mg/L)
和IFABP水平(平均162.43 μg/L±14.21 μg/L), 血
清中D-乳酸水平采用UV-2102C型紫外可见光光

分度计检测, 血清中IFABP水平采用美国ADL公
司的ELISA试剂盒测定; 计录两组患者肠功能恢

复时间(d). 本研究中同时满足以下条件视为肠

功能恢复: (1)听诊肠鸣音3-4次/分; (2)腹壁柔软, 
腹胀、腹痛症状消失; (3)腹部立位平片证实液

平消失; (4)24 h胃肠减压持续引流量≤200 mL, 
胃液清亮, 不含胆汁. 

统计学处理 应用SPSS15.0软件进行统计学

分析, 数据采用mean±SD表示, 应用Pearson相

表  1  肠梗阻患者肠功能评分表 (分)

     评分因素 评分 评分因素 评分

禁食水   2 肠鸣音消失   2   

胃肠减压   1 腹痛   2

≤400 ml   1 腹胀   2

400 ml-800 ml   2 腹部X线平片

≥800 ml   3 液平面≤3个   1

胆汁反流   2 液平面＞3个   2                

肠鸣音减弱   1               

肠功能障碍分级: 0分为正常; 1-4分为轻度; 5-9分为中度; >9

分为重度. 
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■创新盘点
之前发表的文章
多为单独研究D-
乳酸或者IFABP, 
本研究将2个指标
同时检测, 比较2
种指标与肠功能
障碍的相关性大
小, 且在统计方法
上利用作图趋势
分析, 结果比较直
观, 一目了然.

关、重复测量资料的方差分析及两独立样本均

数比较t检验方法进行分析. P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 D-乳酸水平、IFABP水平与肠功能评分值

的相关性 将治疗前所有患者血清中D-乳酸水

平、IFABP水平与肠功能障碍评分值作相关性

分析, 血清D-乳酸水平与肠功能障碍评分值呈

正相关(r  = 0.824, P <0.001, 图1A); 血清IFABP
水平与肠功能障碍评分值亦呈正相关(r  = 0.891, 
P <0.001, 图1B). 
2.2 两组患者外周血中肠黏膜通透性指标的比

较 该资料不满足重复测量资料方差分析的球形

检验, 且处理效应与时间效应存在交互作用, 本
研究通过绘图作趋势分析进行统计推断(表2). 
2.2.1 两组患者外周血中D-乳酸水平的比较: 治
疗组与对照组患者外周血中D-乳酸水平随治疗

时间的延长而下降(F  = 275.35, P <0.001), 治疗组

患者外周血中D-乳酸下降水平较同期对照组患

者显著, 差异有统计学意义(F  = 35.74, P <0.001, 
图2A). 
2.2.2 两组患者外周血中IFABP水平的比较: 治
疗组与对照组患者外周血中IFABP水平随治疗

时间的延长而下降(F = 614.52, P <0.001), 治疗组

患者外周血中IFABP水平较同期对照组患者下

降显著, 差异有统计学意义(F = 213.42, P <0.001, 
图2B). 

表  2  两组患者血清中肠黏膜通透性指标的比较 (mean±SD)

     血清学测量指标         治疗前        治疗4 d      治疗8 d     治疗12 d

D乳酸(mg/L) 治疗组   55.67±12.24   47.42±11.28   38.04±9.71   25.05±6.46

对照组   60.35±12.32   56.76±11.35   51.85±9.49   46.09±7.72

IFABP(μg/L) 治疗组 156.63±13.27 137.68±14.34 112.91±12.11   85.31±10.09

对照组 168.23±12.86 163.78±13.37 156.96±11.91 149.96±10.60
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图  1  治疗前血清D-乳酸水平及IFABP水平与入院时肠功能障碍评分相关曲线. A: 血清D-乳酸水平; B: 血清IFABP水平.
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图  2  治疗组与对照组患者血清D-乳酸水平和IFABP水平的变化趋势图. A: 血清D-乳酸水平; B: 血清IFABP水平.
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■同行评价
该文章总体设计
合 理 ,  实 验 方 法
可 靠 ,  统 计 方 法
应 用 正 确 ,  实 验
结 果 可 信 ,  有 一
定的实用性.

2.3 两组患者肠功能恢复时间的比较 治疗组患

者肠功能恢复平均时间为6.83 d±1.49 d, 对照组

患者肠功能恢复平均时间为8.76 d±1.53 d. 治疗

组患者肠功能恢复平均时间短于对照组, 差异

有统计学意义(t  = 4.87, g  = 56, P <0.001). 

3  讨论 

Gln在人体游离氨基酸池中含量丰富, 约占血

浆游离氨基酸总量的50%, 供应肠道所需能量

的70%以上, 而葡萄糖所供能量则不足20%. 众
多文献报道证实Gln是肠黏膜上皮细胞代谢、

更新的必须营养物质, 能改善各种病理状态下

肠黏膜的生长修复 ,  保护和维持肠黏膜屏障

功能, 降低肠黏膜通透性[1,2], 促进肠功能恢复. 
Wischmeyer等[3]通过双盲对照研究发现, 给予

烧伤患者补充Gln后, 可明显减轻烧伤引起的

肠通透性增加 ,  并减少革兰阴性杆菌菌血症

的发生率. Gln减轻肠黏膜损伤的机制可能是: 
(1)Gln参与葡萄糖三羧酸循环氧化生成ATP功
能 ,  并参与黏膜细胞核酸及蛋白质合成代谢 , 
促进肠黏膜细胞的更新和再生, 保持其超微结

构的完整性; (2)可能刺激机体产生高血糖素, 
增加萎缩肠黏膜中谷氨酰胺酶活性, 以改善自

身组织结构[4,5]. 
D-乳酸是L(+)乳酸的立体异构式, 他是肠道

内多种细菌的酵解产物, 人体内不产生且缺乏

其代谢酶, 肾脏对其清除率也很低, 故D-乳酸可

以在机体内积聚. 当肠黏膜屏障遭到破坏, 其通

透性增加, D-乳酸易于通过受损肠黏膜进入循

环系统, 并在血液中蓄积, 通过检测外周血中D-
乳酸水平可以间接评估肠黏膜损伤情况[6,7], 我
们观察了58例腹部术后肠梗阻的患者, 并检测

了其外周血中D-乳酸水平变化, 发现患者外周

血中D-乳酸水平随常规治疗时间延长而逐渐降

低, 这在应用了谷氨酰胺的治疗组患者中表现

更为明显, 我们还发现患者治疗前外周血中D-
乳酸水平与入院时肠功能障碍评分值呈良好正

相关性(r D-乳酸 = 0.824), 与Sun等[8]的研究结果相

符合. 
IFABP是一组低分子量(约15 kDa)胞液蛋

白, 主要位于小肠黏膜微绒毛尖端, 由于肠绒

毛处血流为逆流交换机制 ,  在肠缺血早期时 , 
顶端的氧分压明显下降 ,  导致肠绒毛顶端细

胞的通透性增加, 胞内的IFABP外释经门静脉

和乳糜管入血, 导致血液中IFABP水平明显增

高, 故IFABP可以更直接反映肠黏膜的损伤情

况. 本研究中58例腹部术后肠梗阻患者的外周

血中I FA B P水平同样随常规治疗时间延长而

逐渐降低, 应用谷氨酰胺的治疗组患者外周血

IFABP水平下降更明显. 另外, 患者治疗前外

周血IFABP水平与入院时肠功能障碍评分亦呈

明显正相关(r IFABP = 0.891), 且r IFABP>r D-乳酸, 这
可能与I FA B P更能直接反映肠黏膜细胞损伤

有关[7,9,10]. 另外也与D-乳酸容易受肠道感染、

手术、应激等其他因素影响有关[11]. 对照组患

者外周血D-乳酸浓度和I FA B P水平也有下降

趋势可能是肠梗阻患者经常规治疗后肠黏膜

血供改善, 肠屏障功能恢复, 肠黏膜通透性下

降所致[12]. 
我们还分别了记录治疗组与对照组患者肠

功能恢复时间, 经统计发现治疗组患者的肠功

能恢复平均时间明显短于对照组患者. 因此我

们认为在腹部术后肠梗阻患者的保守治疗中, 
补充外源性谷氨酰胺能够保护和维持肠黏膜屏

障功能, 降低其通透性, 促进肠功能恢复. 
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■背景资料
随着年龄的增大, 
肝脏疾病发病率
呈上升趋势, 这一
现象符合年龄对
疾病的影响. 年龄
越大,暴露于危险
因素的时间越长, 
受不良生活方式
因素作用的时间
也越长, 相对危险
度也增大. 
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Abstract
AIM: To investigate the incidence of liver diseas-
es in a healthy population in order to enhance 
their awareness of health care. 

METHODS: The ultrasonic images obtained du-
ring a physical examination for 13 681 persons 
over 35 years of age were retrospectively re-
viewed.

RESULTS: The incidences of main liver diseases 
found in this population were as follows: fatty 
liver (6.43%), gallbladder stone (6.27%), gallblad-
der polyps (3.78%), hepatic cyst (2.33%), liver 
cirrhosis (1.07%), hemangiomas (0.84%), liver 
cancer (0.07%), and other disease (8.80%).

CONCLUSION: Common liver diseases, even ea
rly-stage cancer, could be found by ultrasonic 
examination in a population for healthy ex-
amination. Ultrasound is easily performed and 
represents a non-invasive and fast procedure for 
screening of liver diseases.

Key Words: Ultrasound; Preventive intervention; 

Liver disease

Zu Y, Sun ZY. Liver diseases revealed by ultrasonic 
examination: 2 846 cases in 13 681 healthy individuals. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(36): 3719-3721

摘要

目的: 探讨超声检查在健康人群体检中发现
肝脏疾病的意义.

方法: 回顾性分析某单位35岁以上健康人群
1 3681例在健康体检中肝脏超声检查结果. 超
声检查采用全身彩色多普勒超声诊断仪, 受检
者应空腹8 h以上, 检查腹部(如肝脏、胆囊、

胰腺); 取不同体位对各脏器进行多切面检查, 
发现阳性所见, 停桢、测量、存图.

结果: 参检群体1 3681例发现肝脏疾病2 846
例 ,  主要疾病患病率以脂肪肝疾病居首位
(6.43%), 其次为胆囊结石(6.27%)、胆囊息肉
(3.78%)、肝囊肿(2.33%)、肝硬化(1.07%)、
肝血管瘤(0.84%)、肝癌(0.07%), 而其他疾病
为1 204例、占8.80%.

结论: 健康人群超声检查可发现肝脏的一些
常见病及隐匿性肝脏的恶性肿瘤, 为临床治疗
提供最佳时机. 超声检查具有简便、无创伤、

快速及筛选等功能, 作为肝脏体检的必检项目
有意义.

关键词: 超声; 健康体检; 肝脏疾病
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2 846例.  世界华人消化杂志  2011; 19(36): 3719-3721
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0  引言 

随着人民物质生活水平的提高, 健康体检逐渐

成为门诊工作的重要内容[1]. 为了解中年以上健

康人群身体状况, 增强普通人群的自我保健意

识, 从而预防和减少疾病的发生, 提高生活质量, 
本研究回顾性分析2009-01-01/2010-12-31在我

院超声科进行超声检查的13 681例健康人群的

■同行评议者
党双锁, 教授,  西
安交通大学第二
医院感染科
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■研发前沿
钱林学等人的研
究 成 果 表 明 ,  只
要按照超声检查
操 作 规 程 进 行 , 
就能及时发现异
常 病 例 ,  如 超 声
诊 断 胆 囊 结 石 , 
及早发现许多不
被人们重视的常
见 病 、 多 发 病 , 
为患者临床治疗
和选择手术时机
争得时间.

体检结果. 

1  材料和方法

1.1 材料 2009-01-01/2010-12-31中国人民解放

军第306医院超声科进行体检的中年以上健

康人群1 3681例, 其中男性7 760例, 女性5921
例; 年龄35-92岁, 平均58岁. 35-40岁2 398例, 
占17.53%; 41-60岁4709例, 占34.42%; 61-80岁
5 993例, 占43.81%; 80岁以上581例, 占4.25%. 
1 .2  方法  采用全身彩色多普勒超声诊断仪

(PHILIPS-iU22型, 菲利普公司, 荷兰), 探头频率

3.5-5.5 MHz. 检查腹部(如肝脏、胆囊、胰腺). 
受检者应空腹8 h以上; 而检查泌尿、生殖系统

时, 饮水使膀胱适度充盈. 取不同体位对各脏器进

行多切面检查, 发现阳性所见, 停桢、测量、存图. 

2  结果

健康体检人群1 3681例中超声检查发现有各种

不同病变者4 050例, 检出率为29.60%, 其中, 男性

2 068例, 占51.06%. 女性1 982例, 占48.94%. 检出

疾病如下: 脂肪肝、肝癌、肝囊肿、肝血管瘤、

胆囊结石、胆囊息肉、肾囊肿、肾结石等(表1). 

3  讨论

随着年龄的增大, 肝脏疾病发病率呈上升趋势, 
这一现象符合年龄对疾病的影响[2]. 年龄越大, 
暴露于危险因素的时间越长, 受不良生活方式

因素作用的时间也越长, 相对危险度也增大[3]. 
另外随着年龄增大, 机体器官功能逐渐老化, 抗
病能力减弱, 故表现为随着年龄的增加慢性病

患病率增高[4]. 而且在患病总人数上来看, 有些

疾病呈现十分明显的性别差异. 此外, 随着生活

水平的不断提高, 社会生活方式的变化, 饮食结

构的合理性等问题的存在, 在中年人群中患脂

肪肝、肝硬化等疾病有不断增多的现象, 应该

引起我们的注意. 
本组资料显示脂肪肝的检出率(6.43%)居

榜首, 脂肪肝多因过量饮酒、肥胖、蛋白质缺

乏、慢性肝病、药物性作用等引起的肝细胞内

脂肪堆积. 脂肪肝发病率男性明显高于女性. 胆
囊结石检出率较高(6.27%), 可能与人们生活水

平提高, 高蛋白、高胆固醇、高热量类饮食摄

入较多有关[5]. 胆囊结石女性略高于男性, 原因

尚未明了, 这可能与女性更易患胆道感染, 加之

长期高蛋白、高热量、高脂肪膳食使体内胆固

醇增加或肝脏合成胆固醇量增多使胆汁中胆固

醇过饱和, 及早餐不能及时进食, 使胆汁在胆囊

中潴留时间过长有关. 另外由于一般多无明显

症状, 仅于健康检查时偶然被发现, 很可能被忽

视, 使有些需要治疗的患者错失最佳时机, 这提

醒我们, 尤其是中年人, 应定期做健康体检. 同
时注意饮食搭配, 加强体育运动. 肾结石检出率

为3.06%, 肾结石由饮食中摄入过多可形成结石

的成分引起. 目前超声检查仍是诊断胆、肾结

石的首选方法. 胆囊息肉检出率为3.78%, 超声

能对大多数胆囊息肉作出定性诊断, 超声可清

晰显示病变的大小、形态、部位, 并能动态观

察其变化. 肝囊肿是一个良性病理化过程, 超声

显像诊断较容易, 且优于其他的图像诊断法, 超
声对肾囊肿的检出在各种影像诊断方法中占领

先地位[6]. 超声可动态观察肝、肾囊肿变化, 当
囊肿增大到50 mm以上, 将会影响肾脏功能, 可
行超声引导下囊肿穿刺治疗术. 超声检查也能

早期发现无症状的恶性病变, 本组检出原发性

肝癌10例, 位于肝右叶, 大小约35 mm×32 mm, 
其周围可见声晕, 彩色多普勒超声显像(co lo r 
doppler flow imaging, CDFI)可见动脉血流信号. 
10例恶性肿瘤均经MRI、CT及手术后病理证实, 
由于早期发现, 所以为患者治疗提供最佳时机. 

表  1  中老年1 3681例体检超声检出疾病的性别和年龄分布

     
检出疾病    n 检出率(%)

       性别                         年龄(岁)

 男  女             35-40       41-60        61-80            >80

脂肪肝   880 6.43 561 319 86 418 302   74

肝囊肿   319 2.33 128 191   5   85 152   77

肝血管瘤   115 0.84   58   57   3   31   42   39

肝硬化   147 1.07 100   47 28   58   32   29

肝癌     10 0.07     9     1   0     2     5     3

胆囊结石   858 6.27 322 536 13 399 358   88

胆囊息肉   517 3.78 278 239 18 305 111   83

其他 1204 8.80 562 642 57 289 563 295

■应用要点
进行超声检查能
早期发现无症状
的恶性病变, 检出
原发性肝癌, 其周
围可见声晕, 彩色
多普勒超声显像
可见动脉血流信
号, 为临床治疗提
供 最 佳 时 机 .  并
具有简便、无创
伤、快速及筛选
等功能, 且可及早
发现, 为患者治疗
提供最佳时机.
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使患者得到了及时的治疗. 由此可见B超作为健

康查体的基本项目, 对于早期发现实质脏器的疾

病具有重要临床诊断价值, 同时其具有简便、无

创伤、快速及筛选等功能, 无不良反应[7-9].
许多疾病如脂肪肝、前列腺增生、子宫肌

瘤等, 疾病早期无症状, 只是在例行健康体检

时偶然被发现的. 超声检查具有无痛苦、无创

伤、方便、可以动态观察病情的特点, 只要严

格按照操作规程进行, 就能及时发现异常病例, 
如超声诊断胆囊结石, 一般诊断准确率可达95%
左右, 及早发现许多不被人们重视的常见病、

多发病, 从而为患者临床治疗和选择手术时机

争得时间. 因此, 定期进行超声检查仍不失为一

种行之有效的选择. 
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健康体检中的应
用, 对同行有一定
的参考价值.
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