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Abstract
Since the description of transforming growth 
factor (TGF) β1 became known in 1972, much 
progress has been achieved in its genetic 
location, gene structure and expression, 
protein structure, receptor binding, and signal 
transduction, as well as its biological effects. 
Here we introduce the structure and function of 
TGFβ1, with an emphasis on its special effects on 
liver fibrosis. Single nucleotide polymorphisms 
of the TGFβ1 gene and its effects on disease 
development and prediction are also discussed 
to reveal the pathogenesis of this polypeptide 
growth factor and its potential in disease 
diagnosis and intervention.
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摘要
转化生长因子β1(TGFβ1)自1972年发现以来, 
相关研究取得了长足进展, 其基因染色体定
位、基因结构、表达、蛋白结构、受体结
合、信号传导、生物学效应等均基本明确. 本
文介绍了TGFβ1的结构和功能, 特别是他在肝
纤维化中的独特作用的同时, 重点讨论TGFβ1
基因单核苷酸多态性(SNP)对其功能的影响及
其在疾病中的意义及前景, 以进一步了解该多
肽类生长因子在以肝病为代表的多种疾病中
的病理意义及潜在的诊断、干预治疗前景.
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0  引言

转化生长因子β1(TGFβ1)自1972年发现以来, 
共相关研究取得了长足进展, 其基因染色体定

位、基因结构、表达、蛋白结构、受体结合、

信号传导、生物学效应等均基本明确[1]. 目前

已确定TGFβ1对细胞外间质基因表达、基质降

解、细胞增殖分化、细胞凋亡及免疫功能起明

确作用. 国外及本实验室的研究发现TGFβ1在
肿瘤、脏器纤维化、创伤修复、炎症性疾病及

自身免疫性疾病等发生发展中具有重要意义[1-4], 
提示该分子在多种疾病发生发展中的特殊重要

地位. 本文介绍了TGFβ1结构和功能, 特别是他

在肝纤维化中的独特作用. 同时, 重点讨论了

TGFβ1基因单核苷酸多态性(SNP)对其功能的影

响及其在疾病中的意义和前景, 为进一步了解

该多肽类生长因子在以肝病为代表的多种疾病

中的病理意义及潜在的诊断、干预提供了应用

前景.

1  TGFβ1的分子结构和功能

TGFβ超家族在结构上具有一些共同的特征, 即
在合成初期, 都是一个分子量较大的前体分子, 
包括一个氨基酸末端信号肽及各种大小的羧基
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■背景资料
TGFβ1具有多种
广泛功能 ,  对细
胞外间质基因表
达、基质降解、
细胞增殖分化、
细胞凋亡及免疫
功能具有明确作
用 .  国外及本实
验室的研究发现
TGFβ1在肿瘤、
脏器纤维化、创
伤修复、炎症性
疾病及自身免疫
性疾病等发生发
展中具有重要意
义, 提示该分子在
多种疾病发生发
展中具有特殊重
要地位. 



端(C端)活性分子. 前体分子在酶解位点裂解, 释
放出一分子量大约在110-140个氨基酸的成熟

多肽亚单位. 两个相同或不同的亚单位组成的

二聚体具有生物活性. 在TGFβ超家族的TGFβ
亚家族中, 目前研究报道有6种TGFβ分子, 分别

为TGFβ1-6, 在哺乳动物中表达并已克隆的是

TGFβ1-3. TGFβ1-3亚单体同源性近80%. TGFβ
种属同源性高达95%以上, 提示该类分子介导了

独特的、重要的进化中的保守生理过程. 在诸

多TGFβ分子中, TGFβ1是目前研究最多的与疾

病相关分子, 除非特指, 很多研究中采用的TGFβ
即为TGFβ1分子. 

TGFβ1前体分子的一级结构(图1), N端的信

号肽、潜活肽(latent associated peptide, LAP)酶
解后产生C端成熟态单体(mature form), 分子量

约12.5 kDa. LAP与TGFβ1成熟态同种二聚体(25 
kDa)非共价交联可形成小复合物, 并可进一步

与LTBP(latent TGFβ binding protein)共价结合形

成分子量约为225 kDa以上的大复合物. TGFβ1
单体(又称成熟态mature form)、TGFβ1活性二

聚体及TGFβ前体大、小两种复合物之间的结构

关系见图2. TGFβ大分子复合物将TGFβ锚定于

细胞外间质, 是TGFβ活性分子的一个良好天然

储存库[1]. 
TGFβ1具有多种广泛功能, 国外及本实验

室的研究发现TGFβ1在肿瘤、脏器纤维化、创

伤修复、炎症性疾病及自身免疫性疾病等发生

发展中具有重要意义[1-4], 提示该分子在多种疾

病发生发展中的特殊重要地位. 在上述诸多疾

病中, TGFβ1与肝纤维化/硬化/肝癌的相关性研

究有重要的现实意义. 众所周知, 我国是病毒性

肝炎特别是乙型病毒性肝炎的高发地, 作为其

主要不良结局的肝纤维化/硬化和原发性肝癌

同样具有较高的发病率, 以肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)激活、细胞外基质(ECM)过
度沉积为特征的肝纤维化如果得不到及时诊断

和治疗, 可进一步发展为肝硬化, 肝功能可从代

偿走向失代偿, 患者最终因肝功能衰竭或并发

肝癌而影响生存. 因此肝炎-肝纤维化-肝硬化-
肝癌是这类疾病发展的典型规律. 肝硬化和肝

癌均是病理条件下肝损伤修复的异常表现, 其
中细胞外间质基因如何被异常激活并高水平表

达、肝实质细胞在损伤后的修复中如何发生异

常突变导致癌变等是目前肝纤维化/硬化及癌

变发生机制中尚未弄清的核心问题. TGFβ1在
纤维硬化性疾病中的特殊作用表现为: (1)对纤
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维化形成细胞的初始激活作用, (2)促进ECM的

产生, (3)改变分泌基质金属蛋白酶(MMPs)及
其抑制剂的活性, (4)增强靶细胞对细胞因子的

反应性等. 因此TGFβ1是重要的介导细胞对组

织损伤的强效致纤维化因子, 对肝炎肝损伤后

肝纤维化(硬化)及其他脏器纤维化如心脑血管

硬化、肺纤维化、肾纤维化、皮肤纤维癍痕

等形成具有重要起始促进作用[1]. 此外, TGFβ1
通过调节淋巴细胞增殖、分化和存活以及抑

制NK细胞增殖及杀伤等途径发挥免疫抑制作

用 ,  对维持机体免疫内环境稳定发挥重要作 
用[3]. 病理情况下, TGFβ1通过其免疫抑制机制, 
损伤机体的免疫监督机制, 使机体失去对自我

抗原、外来抗原、或肿瘤相关抗原的正常免

疫应答, 从而导致自身免疫性疾病或肿瘤的发 
生[4]. TGFβ1对纤维硬化性疾病效应细胞的特

殊激活作用及其在炎症、免疫反应中的独特作

用赋予了TGFβ1异常在脏器纤维化/硬化及肿

瘤等相关疾病中的特殊病理意义[3-4]. 多视角、

多层次的进一步研究还表明TGFβ1转基因大鼠

高表达TGFβ1后, 可发生包括肝纤维化在内的

多种脏器损伤[5-7]; 可溶性TGFβ1受体中和阻断

TGFβ1功能或导入TGFβ1信号传导的抑制性分

子SMAD7后, 能有效预防DMN诱导或胆管结扎

诱导的大鼠肝纤维化的发生[8-12], 这些研究进一

步确认了TGFβ1在组织脏器纤维化中的作用.

2  TGFβ1基因多态性与疾病相关性研究现状

2000年后, 随着人类基因组计划的完成, 有关基

因结构和功能的研究蓬勃发展, 其中TGFβ1基因

多态性与疾病相关性的研究取得了令人鼓舞的

结果. 研究表明, TGFβ1基因至少存在8个以上的

基因多态性位点(图3).
2002年, Gressner实验室首先采用Lightcy-

cler(实时荧光PCR结合熔点曲线分析)及ARMS-
PCR(amplification refractory mutation system-
PCR, 扩增难控性突变系统PCR)方法, 建立了其

中4个位点(-800, -509, codon 10, codon 25)SNP的
检测方法[13], 以后陆续有实验室采用不同方法

www.wjgnet.com
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图  1  TGFβ1前体分子一级结构.

■相关报道
研究表明, TGFβ 
1基因至少存在8
个以上的基因多
态性位点 .  2002
年 ,  G r e s s n e r实
验 室 首 先 采 用
L i g h t c y c l e r、
A R M S - P C R方
法 ,  建立了其中
4个位点 ( - 8 0 0 , 
-509, codon 10, 
c o d o n  2 5 ) S N P
的检测方法 ,  以
后 陆 续 有 实验
室采用不同方法
如RFLP(限制性
片 段 长 度 多 态
性 ) 、 S S C P (单
链核酸构象多态
性), ASO(等位基
因特异性寡核苷
酸探针)等 ,  分别
分析-509, codon 
10的多态性位点. 
2004年本实验室
建立了 6个位点
(-988, -800, -509, 
codon 10, codon 
25, codon 263)SNP
的检测方法, 为进
一步认识TGFβ1
基因SNP与疾病
的关系奠定了基
础. 
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如RFLP(限制性片段长度多态性)、SSCP(单链

核酸构象多态性), ASO(等位基因特异性寡核苷

酸探针)等, 分别分析-509, codon 10的多态性位

点. 2004年本实验室建立了6个位点(-988, -800, 
-509, codon 10, codon 25, codon 263)SNP的检

测方法[14-15]. 研究表明, 丙肝病毒(HCV)感染后, 
Arg25Arg者属于高TGFβ1表型, 更容易发生肝

纤维化, Arg25Pro杂合子发生肝纤维化的进展更 
快[13]. 本实验室的研究也发现, HBV感染后肝硬

化的发生与codon 10基因多态性密切相关, 这种

肝硬化的严重性则与-509多态性有关[15]. 除了与

乙型、丙型肝炎感染后肝硬化发生有关外, 查
阅2000年以来的文献可以发现, TGFβ1 SNP主要

与以下5大类疾病有关: (1)纤维硬化性疾病, 如
心脑血管硬化导致的脑血管意外(脑卒中)、血

管性痴呆、心梗、系统性硬化、心衰以及多发

性硬化症、囊性纤维化等; (2)肿瘤性疾病如乳

腺癌、肺癌、妇科肿瘤、前列腺肿瘤、结直肠

癌等; (3)免疫性疾病如哮喘、风湿病、变态反

应、HCV清除率、移植排斥反应等; (4)糖尿病

及其并发症; (5)肾功能衰竭. 上述研究结论主要

集中在-509、codon 10, codon 25这3个位点. 上
述文献调研的结果见表1.

3  TGFβ1基因多态性对TGFβ1表达及功能的影响

TGFβ1基因多态性与如此多疾病的发生发展存

在相关性, 进一步提示该分子在多种疾病发生

发展中的特殊重要地位, 同时也提示细胞因子

网络调控的复杂性. 目前有关TGFβ1多态性研究

的结果主要停留在不同位点基因多态性与疾病

的相关性、严重性或易感性上. 我们认为这种

现象的研究不足以揭示靶基因对疾病发生发展

影响的本质, TGFβ1基因多态性究竟以何种方式

参与疾病的病理过程值得进一步深入研究. 
根据我们实验室的研究结果, 在TGFβ1常见

的8个SNP位点中, 中国人在-800、-988位点及

codon 25、codon 263基本不存在基因多态性, 常
见的变异主要存在于-509 C>T和codon 10(+29 
T>C, 10 Leu>Pro), 其中-509存在于TGFβ1转录

起始位点上游. 为弄清这一位点变异可能带来

的影响, 我们采用计算机软件模拟分析其核转

录因子结合情况, 下图中我们分析了以-509为核

心的上、下游60 bp的序列即-449-570 bp(图中

相应位置是-570为+1, -449为+122, 故-509相当 
于+62的位置)的DNA结合蛋白, 可以发现-509 
C>T的变化, 相应核蛋白转录因子的结合谱是不

同的. 提示-509 C>T的变化理论上可影响核转录

因子的结合模式(图4A-B).
C o d o n 10(10 L e u>P r o)的变异存在于

启动区

-988 -800 -509

+1

非编码区

+72

+840

编码区

外显子1 外显子5

内含子4(距外显子5前8个bp)

ACC>ATC

  Thr>lle

Codon 263
713-8 del C

CGG>CCG

 Arg>Pro

Codon 25

CTG>CCG

 Leu>Pro

Codon 10

insCC>A G>A C>T

图  3  TGFβ1基因常见的8个SNP位点示意图.

■应用要点
TGFβ1基因SNP
的分析可辅助判
断相关疾病的进
展和预后, 为该多
肽类生长因子在
以肝病为代表的
多种疾病中的病
理意义及潜在的
诊断、干预提供
应用前景. 

TGF-β前体

      信号肽   LAP      成熟肽
                        Furin                        LTBP
细胞                

小潜活复合物

大潜活复合物

细胞外

TGase
?

?

?

TSP

蛋白
水解
酶活性TGF-β

细胞

          TβR复合物

图  2  TGFβ1的大、小复合物
结构及其激活过程.
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TGFβ1前体分子的的信号肽中(图1), 而信号肽

中氨基酸序列的改变理论上可影响相应蛋白

质的分泌. Dunning et al [52]通过Hela细胞转染研

究发现, codon 10(10 Leu>Pro)变异可改变细胞

TGFβ1分泌水平. 这种分泌活性的改变是否在

其他储存或产生TGFβ1的细胞如正常肝细胞、

肝星状细胞(HSC)等也存在类似现象尚无文献

报道; 此外, 研究发现肝脏的HSC具有重要的抗

原递呈活性[53]. 作为重要免疫抑制性调控因子

的TGFβ1转录或分泌活性的改变是否可影响病

理状态下HSC的抗原递呈活性并因此参与影响

病毒清除进而成为影响其病理转归的重要原因

目前尚无文献报道. 另外, TGFβ1具有诱导肝细

胞凋亡的作用, 这在病毒性肝病、肝硬化及肿

瘤的发生中具有重要意义. 不同个体对于病毒

性肝病的不同病理转归是否与-509、codon10
不同的基因表现型导致的凋亡活性改变有关尚

不清楚.

4  TGFβ1基因多态性与HBV感染后肝病相关研究

存在的问题及前景

针对上述研究现状 ,  以我国具有较大发生率

表  1  疾病与TGFβ1 SNP研究一览表

     
疾病名称                                         研究人群所在国家                  疾病相关TGFβ1 SNP位点           参考文献

心脏移植受者肾功能                             捷克                                        Codon 25	                   16

派若尼氏症                                           德国                                       Codon 25	                   17

肾移植受体免疫抑制病                         瑞士                                       ND                   	   18

增生性糖尿病视网膜病变                     捷克                                        Codon 25	                   19

丙肝引起的肝硬化                                德国                                        Codon 25                    	   13, 14

特应性皮炎                                           英国                                        Codon 25                         20

牙龈增生                                               英国                                        Codon 25                         21

囊性纤维化的肺功能                             英国                                        Codon 25                         22

心肌梗塞并高血压                                爱尔兰/法国                            Codon 25                         23

韦格纳肉芽肿病                                    德国                                        Codon 25                         24

疤痕疾病                                              英国                                        Codon 25                         25

系统性硬化症                                       日本                                        Codon 25                         26

老年性痴                                                法国                                        Codon 25                         27

1型糖尿病性肾炎                                  美国                                       Codon 25                         28

成人牙周炎                                           捷克                                        Codon 25                         29

哮喘                                                      英国                                       Codon 25                         30

多发性硬化                                           美国                                        Codon 25                         31

扩张型心肌病心力衰竭                         荷兰                                        Codon 25                         32

伯克肉样瘤                                           德国                                       Codon 25                          33

心脏移植后加速移植血管病                  荷兰                                       Codon 25                         34

同种异体肾脏移植排斥反应                  英国                                       Codon 25                         35

心脏移植后肾衰竭                                荷兰                                        Codon 25                         36

原发性高血压                                       阿拉伯联合酋长国                  Codon 25                         37

子宫颈侵袭性磷状细胞癌                     津巴布韦                                 Codon 25                         38

脑中风                                                  荷兰                                        -509/Codon 10                39

缺血性脑卒/血管性痴呆                        韩国                                        Codon 10                         40

变态反应/免疫活性                               美国                                        -509                                41

乳腺癌                                                  美国/中国                                Codon 10                         42, 43

骨密度/骨折                                          中国                                        Codon 10                         44

肺癌                                                      韩国                                       -509, Codon 10               45

遗传缺陷性高度近视                             中国                                        Codon 10                         46

丙肝病毒清除率                                    日本                                        -509                                47

哮喘                                                      中国                                        -509/Codon 10                48

风湿性心脏病/关节炎                           中国台湾/北欧                         -509/Codon 10                49, 50

乙型肝炎后肝硬化                                中国                                        -509/Codon 10                14, 15

前列腺增生/肿瘤                                   日本                                        Codon 10                         51

■名词解释
单核苷酸多态性
(SNP): 是目前发
现的第三代遗传
标志. 染色体的某
个位点上存在单
个碱基的变化, 如
果在人群中的频
率超过1%, 就可
以认为是S N P s . 
在人类基因组中
平均每1000个碱
基对就会有一个. 
个体基因组DNA
中的少数甚至个
别碱基多态性 , 
可导致特定基因
疾病相关的特征
性改变 ,  这就是
SNP的主要特征. 
SNPs对于研究基
因多态性以及识
别、定位疾病位
点、分析多基因
疾病的主基因及
个体对药物的不
同反应性差异、
个体化用药等具
有重要价值. 
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肝病(肝纤维化/硬化、肝癌)发生发展相关的本

质和作用机制. 上述问题的阐述将对以HBV感

染后肝硬化、肝癌为代表的TGFβ1异常相关疾

病的发病机制研究、实验室早期诊断及干预治

疗靶点的寻找具有深远意义.
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的肝病为主要研究目标, 我们认为应解决以下

几个问题: (1)T G F β1基因多态性通过什么机

制介导或参与以肝病为代表的相关疾病的发

生、发展? 作为上游调控序列中重要位点变异

-509C>T是否因不同细胞因子结合转录因子的

不同导致启动转录活性的差异? (2)存在于信号

肽中的Codon 10(+29 T>C, 10 Leu>Pro)的变异

是否改变肝源性细胞如肝细胞、肝癌细胞、肝

星状细胞TGFβ1的分泌? (3)不同的-509、codon 
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图  4  DNA结合蛋白模拟分析结果(DNAasist 2.0). A: -509 
位点序列为C; B: -509位点序列为T.
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■同行评价
本文内容新颖全
面, 行文流畅, 引
用的参考文献较
新, 代表了国内外
现阶段该领域的
研究现状, 是一篇
有深度有见解的
文章, 具有较高的
学术价值. 
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Abstract
Drug use is a worldwide difficult problem, 
which leads to a series of public health problem 
harmful to common population. Hepatitis C 
virus infection rate among intravenous drug 
users (IVDUs) is obviously higher than that 
among common population. IVDUs are an 
important source of infection. This article 
summarizes mainly research results and 
standpoints in the field of HCV infection among 
IVDUs, the virology characteristics of the 
infection, particularly reviews the risk factors for 
the infection such as intravenous, years of drug 
use, sharing equipment, sexual risk behaviors, 
ethnic background and prevention, control of 
HCV infection among IVDUs. 

Key Words: Intervenes drug users; Hepatitis C vi-
rus; Infection

Luo J, Xia X, Yu RB. Recent research about hepatitis C 
virus infection among intravenous drug users. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 2966-2971

摘要
吸毒是世界性难题, 其导致的公共卫生问题
直接影响一般人群的健康. 静脉注射吸毒者
(IVDUs)人群丙型肝炎病毒(HCV)感染率远
远高于一般人群, 是重要的传染源. 本文概述
近年来国内外学者在IVDUs人群HCV感染方
面的主要研究成果和观点, 探讨IVDUs人群
感染HCV的病毒学特点, 重点介绍IVDUs人
群吸毒方式, 吸毒年限, 器具共用, 性行为特
征以及民族差异等因素对该人群感染HCV的
影响作用.

关键词: 静脉注射吸毒; 丙型肝炎病毒; 感染
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0  引言

吸毒问题已经成为世界性难题. 截至2004年底, 
全球共有吸毒人员1.85亿, 占总人口的3%[1]. 我
国至2005年底, 累计登记在册的吸毒人数也已

达1 160 000人 ,  在现有吸毒人员中静脉注射

吸毒者(intravenous drug users, IVDUs)比例平

均为53.8%, 注射吸毒者中共用注射器比例平

均为45.0%[2-3], 共用注射器吸毒是血液传播病

原体的主要途径, 包括H I V、H B V、H C V、

HDV、HGV、输血传播病毒(TTV)、人类T淋
巴细胞白血病病毒(HTLV)、SEN病毒以及梅 
毒等.

1  静脉注射吸毒人群HCV感染的流行特点

全球共有抗-HCV阳性者约1.7亿人, 我国一般

人群抗-HCV阳性率为3.20%[4], 而IVDUs人群的 
抗-HCV阳性率为31%-93%(表1), 研究对象主要

来源于戒毒所, 美沙酮治疗门诊以及社区招募. 
静脉注射吸毒感染HCV的危险度之高超过其他

®

■背景资料
吸毒和丙型肝炎
均是近年来受到
广泛关注的公共
卫生问题. 静脉注
射吸毒人群HCV
感染率远高于一
般人群, 是非常重
要的传染源, 直接
影响着一般人群
的健康 .  近年来 , 
国内外许多学者
在该人群中开展
HCV感染方面的
研究. 
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各种血液传播病原体(OR值在10以上). 由于不

同国家和地区吸毒现象的严重程度差异很大, 
因此吸毒人群中HCV的流行程度也不相同. 我
国吸毒人群的数量仍处于上升趋势, 吸毒人数

由1990年约70 000人增加至2005年1 160 000人, 
吸毒人群中HCV感染者的数量也随之增加. 感
染HCV的吸毒人员以16至45岁青壮年男性为主, 
各报道显示男女性别在HCV感染率方面差异不

显著. 尽管目前我国吸毒人群数量占总人口的

比例很小, 但他们在HCV的传播中具有重要的

作用. 因为HCV不仅可通过共用注射器等行为

在吸毒人群中快速传播, 还可能通过输血、母

婴传播以及性传播等方式危及一般人群.

2  静脉注射吸毒人群HCV感染的特点

2.1 病毒学特点 HCV为单股正链RNA病毒, 极易

演变成慢性化感染的趋势, 约50%-80%[37]. 丙型

肝炎病毒基因型有明显的地域性. 欧美国家主

要以基因型1型为主, 北美洲70%以上为基因型

1a和1b型, 我国南方地区以1b型为主, 北方地区

以1b和2a型为主[37]. IVDUs人群中, 以1a和3a型
为主[38], 我国IVDUs人群则以1b、3a、3b和4型
多见[39]. 研究显示不同基因型HCV, 其临床表现

以及对抗病毒治疗的敏感程度有显著差异. 1b
型对干扰素治疗的持续应答率为20%, 而非1b型
对干扰素治疗的持续应答率可达60%-70%[40-41], 
其他报道也指出3型更易于治疗, 1b型的治疗效

果较差[42-43]. 而我国部分地区吸毒人群HCV感

染者中1b型的感染率达到78.9%[44], 因此治疗

上有相当的难度. 此外, 在同一丙型肝炎患者体

内还存在着具有不同核苷酸序列的多种H C V
毒株, 这种由母序列和来自该序列的大量相关

突变体所组成的病毒基因组, 被称为“准种”

(quasispecies). 唐小平 et al [45]对76例慢性丙型肝

炎患者的HCV-HVR1片段进行单链构像多态性

(SSCP)检测, IVDUs组94.7%有变异发生, 准种数

目为5.6±2.8条.
2.2 多病毒重叠感染  I V D U s人群中H C V、

HBV、HIV等病毒的重叠感染率远远高于一般

人群, Atanasova et al [46]和罗耀星 et al[47]的检测

结果显示, 在一般人群中HBV/HCV重叠感染只

有0.68%和0.30%, 而在IVDUs人群中重叠感染

的情况却非常普遍(表2). Filippini et al [48]报道在

HIV阳性的IVDUs中80%重叠HCV感染, Rodri-
guez-Mendez et al [49]报道在HIV阳性的IVDUs中
79%重叠有HBV或HCV感染. 此外, Morimoto  

et al [50]报道HCV感染是HIV和人类T淋巴细胞白

血病病毒(HTLV)的高危因素(OR  = 22.60). HBV
与HCV重叠感染者的临床症状较单独感染者显

著不同, ALT异常率显著高于单一感染者[19], 肝
纤维化的进程加速[51]. HIV与HCV的重叠感染, 
可使HCV的早期清除率降低[52], 肝纤维化进程

明显加快, 肝硬化的危险性显著增加[53].

3  静脉注射吸毒人群HCV感染的危险因素

HCV的最重要传播途径是输血, 但随着临床用

血制度的改革和献血员HCV抗体的全面筛查, 
已使通过输血途径传播的HCV发病率迅速降低. 
而IVDUs人群中, 由于大量存在的不安全注射行

为, 以及不安全性行为, 已使之成为HCV感染的

表  1  国内外部分关于IVDUs人群anti-HCV阳性率的报道

     
著者	                     国家地区              n

           抗-HCV     

                                                                                阳性率(％)

Craine N[5]	                  UK                    153            33.0            

Maher L[6]	                  Australia           377            36.6            

Weightman R[7]	   UK                    354             51.0     

Weissenbacher M[8]   Argentina         174            54.6            

Grogan L[9]                 Ireland	           316             66.0     

Oliveira ML[10]            Brazil	           102             69.6     

Agdamag DM[11]         Pilippine	            87             70.1      

Hallinan R[12]               Australia	          178             75.3      

Abdala N[13]                Russia	               -            78.2            

Norden L[14]                Sweden	            42             88.0      

孙相德[15]                    吉林延边            35             31.4      

赵敏[16]                        湖南	           106             32.1      

庄妍[17]                        贵州贵阳          285             51.9      

王艳芬[18]                    北京	            251            55.0      

王丽荣[19]                    广东湛江          508             57.9       

何军[20]                        贵州	             90             63.3      

颜瑾[21]                        广东                  850             63.7 

马秀敏[22]                    新疆                  102            68.6

周枫[23]                        四川凉山          379             71.0

谢智联[24]                    四川	           370             74.3

张志祥[25]                    云南昆明          125             76.8

邓莉平[26]                    湖北                   62             77.4

钟金群[27]                    广东清远          265             77.7

高克勇[28]                    浙江平阳          239             79.5

谢志坚[29]                    广西南宁          148             79.7

Garten RJ[30]               广西	           485             82.9

古有婵[31]                    广东中山          205             86.3

左虹[32]                        新疆                    64             89.1

梁玉君[33]                    广西柳州          208             89.4

范淑英[34]                    新疆	           206             92.7

熊远[35]                        广东广州          356             93.3

王秀[36]                        湖南                  772             93.6

■创新盘点
目前对吸毒者没
有完全的戒断治
疗方法, 对丙型肝
炎病毒的感染也
没有完全有效的
预防措施 .  因此 , 
作者格外关注了
国内外学者尝试
采取的预防静脉
注射吸毒人群感
染丙型肝炎病毒
的干预措施及其
效果评价.
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最高危人群. 国内外报道的主要危险因素如下. 
3.1 吸毒方式 总体上吸毒人群的HCV感染率显

著高于一般人群, IVDUs人群与非静脉注射吸毒

者(NIVDUs)人群相比也具有显著性差异, 说明

静脉注射方式是重要的危险因素(表3).
3.2 吸毒用具的共用 吸毒用具的共用无疑是非

常重要的危险因素, 在我国IVDUs人群中普遍

存在针具共用现象(表3). 国外学者[14,55]认为不

仅共用注射器或注射用针头会增加HCV传播机

会, 共用过滤棉花或稀释液体也同样是高危因

素. 我国周枫 et al [23]和刘石柱 et al [56]的研究也提

示共用注射器或针头, 或共用注射器皿或过滤

棉球, 或共用洗针头水或稀释用水每周多于1次
者, HCV感染率均显著高于每周共用少于1次者

(P <0.05). 作者在无锡市MMT门诊的流行病学调

查显示, 吸毒者往往不共用针头或偶尔共用, 而
共用过滤棉花或稀释液体更为普遍, 提示大部

分吸毒者已认识到共用针头的危险性, 而对共

用过滤棉花或稀释液体的危险性认识不足.
3.3 静脉注射吸毒时间长短 Den i s e t a l [55]和

Garfein et al [57]认为大多数IVDUs在吸毒2年内

即可感染HCV. 我国的研究也认为HCV感染率

与吸毒时间长短相关, 如杨翌 et al [58]报道吸毒2
年以上者HCV感染率显著高于吸毒不足2年者. 
王秀 et al [36]研究显示吸毒10年以上者HCV感染

率达93%, 显著高于吸毒5年以下和5至10年者

(P <0.05). 刘春 et al [54]还报道随着吸毒时间的增

加, HCV和HBV重叠感染的比率也升高, 吸毒10
年以上者重叠感染率达28.3%.

3.4 性行为 吸毒人群往往也同时属于性传播疾

病(sexually transmitted disease, STD)的高危人群, 
国内外大量的研究均发现吸毒者中存在无保护

性行为, 如同性恋、双性恋、多性伙伴、卖淫

或用性行为交换毒品等. 周枫 et al [23]研究显示

HCV感染率与梅毒病史间存在相关性, 但与性

伙伴人数以及是否提供或接受性服务无显著差

异. 周平玉 et al [59]认为HBV、HCV等血液传播

病毒经性传播的途径不容忽视. 部分报道认为

IVDUs人群非固定性伙伴的数量与其是否感染

HCV有显著性差异, 刘春 et al [60]还认为性伙伴个

数的增加会导致更高比例的HBV/HCV重叠感

染. 刘志民 et al [61]在云南、四川两省吸毒者的调

查中发现, 该群体中有1.55%性活动对象是同性, 
1.91%表示曾经与同性进行性活动. Jin et al [62]在

澳洲的研究显示静脉吸毒史是同性行为者感染

HCV的危险因素, OR高达60.43.
3.5 安全套的使用情况 大多数调查结果显示, 在
IVDUs人群性行为中安全套的使用率较低, 而
每次使用安全套的IVDUs者, 其HCV感染率显

著低于不使用安全套的IVDUs者(OR  = 0.52,  
P  = 0.01)[58], 说明安全套的使用在降低IVDUs人
群HCV感染率方面具有一定保护作用.
3.6 纹身 IVDUs人群中纹身的比例相当高, 纹
身也是HCV感染的危险因素. 国外学者Hellard  
et al [63], de Nishioka et al [64], Haley et al [65]均报道

纹身者更易感染HCV(OR  = 2.7-6.5). 我国学者

王秀 et al [36]也认为有纹身及扎耳环孔者HCV感

表  3  iv吸毒组与非iv吸毒组抗HCV阳性率比较

     
作者              地点

              非iv                   iv                 共用注

                                           (n , %)              (n , %)              射器(%)

庄妍[17]          贵州        92(17.4)       285(51.9)       38.5-41.9

                     贵阳

颜瑾[21]          广东      324(25.2)       850(63.7)       80.8

谢智联[24]      四川         81(17.3)      370(74.3)        89.2

张志祥[25]      云南       175(15.4)       125(76.8)         -

                    昆明

邓莉平[26]      湖北         27(11.1)         62(77.4)         -

Garten RJ[30] 广西       106(28.3)       485(82.9)       51.1

古有婵[31]      广东       112(29.5)       205(86.3)         -

                     中山

左虹[32]          乌鲁        42(38.1)         64(89.1)         -

                     木齐

熊远[35]          广东        80(48.8)       356(93.3)       56.7

                     广州

王秀[36]          湖南      128(46.1)       644(93.60)       -

表  2  我国关于IVDUs人群中HCV、HBV、HIV重叠感染
率的报道

     
著者

                   
地点

        
n        

HCV
 
                      HCV重叠  

                                                      (%)      HBV(%)   HIV(%)   HBV、HIV(%)

张志祥[25]        云南    125    76.8      8.8        -             -

                       昆明

Garten RJ[30]   广西    485    82.9      9.6      16.6          -

赵敏[16]            湖南    106    32.1    10.4        -             -

古有婵[31]        广东    317    66.2    13.9         2.2          0.6

                       中山

谢志坚[29]        广西    148    79.7    18.2        4.7           1.4

                       南宁

梁玉君[33]        广西    208    89.4    21.6        -             -

                       柳州 

刘春[54]            湖南    772      -       24.3        -             -

范淑英[34]              新疆    206    92.7    24.8      23.3         18.5

谢智联[24]         四川    370   74.3       -         14.4          -

■应用要点
本文重点对近年
相关文献报道中
有关吸毒人群吸
毒方式 ,  吸毒年
限, 器具共用, 性
行为特征以及民
族差异等因素对
该人群HCV感染
的影响作用进行
了归纳和总结.
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染率更高(P <0.05).
3.7 民族差异 在我国部分少数民族聚居区, 如新

疆、四川等地, 发现在维族等少数民族IVDUs人
群中HCV的感染率要高于汉族IVDUs人群. 张曼 
et al [66]在乌鲁木齐的调查显示维族吸毒者采取

注射吸毒的比率高于汉族和回族, 其HCV感染

率也显著高于汉族和回族. 但左虹[32]同样在乌鲁

木齐的调查观察到维族吸毒者HCV感染率高于

汉族, 但经统计学检验未见显著差异.

4  静脉注射吸毒人群HCV感染的干预措施及效果

迄今为止, 还没有针对HCV感染的有效疫苗, 因
此, 目前可行的方案只有针对IVDUs人群的针具

交换以及相关知识的普及和教育. 明中强 et al [67]

在广西某县IVDUs人群中开展了为期1年的针

具交换和同伴教育干预试验, 终期调查时针具

的共用率已由60%降至30%, 差异显著, 起到了

一定的效果. Huo et al [68]报道针具交换等预防干

预措施使台湾16年来IVDUs人群HBV、HCV、

HDV的患病率呈现下降趋势. 但Tortu et al [69]在

美国女性IVDUs中的调查显示, 虽然他们使用

的注射器75%来源清洁, 但仍会与“密友”共

用. 因此, 相关知识的普及和教育是必不可少的. 
控制母婴传播是减慢HCV从IVDUs人群向一般

人群传播的重要环节. 目前多数研究认为单独

HCV感染者, 母婴传播发生率大约为5%左右[70], 
Resti et al [71]在欧洲一项多中心研究证实静脉吸

毒感染HCV的抗-HIV阴性母亲, 其母婴传播概

率明显高于无静脉吸毒史的单独HCV感染母亲. 
此外, 给予IVDUs人群中慢性HCV感染者一定

的人道主义治疗, 也是阻止HCV在IVDUs人群

中扩散和向一般人群传播的方法之一.

5  结论

在全世界范围内, IVDUs人群均处于非常高的 
HCV感染状态, 中国也同样如此. 而在IVDUs人
群中H C V感染率往往作为该人群针具共用的

敏感指标, 可评估该人群HIV感染的危险程度, 
对吸毒人群HCV感染状况的密切监控, 对有效

防治HIV感染也是必要的. 由于HCV感染后约

50%-80%的慢性化率, 加之没有真正有效的预

防措施, 且临床治疗效果不尽如人意, 在这种情

况下, IVDUs人群一方面在人群内部呈现持续暴

露, 感染和重复感染机会大增的状态, 导致流行

状况极其复杂难以得到有效控制; 另一方面该

人群可通过不安全性行为, 同性性行为, 母婴传

播, 输血, 家庭内或医院内传播等途径向一般人

群传播, 成为威胁公共卫生安全的重要隐患.专
题教育和清洁针具交换起到了一定的作用, 但
要真正解决这一问题只有一方面加快丙型肝炎

病毒疫苗的研制, 保护易感人群, 另一方面则是

帮助IVDUs人群进行有效的毒品戒断, 至少是戒

断静脉注射的方式, 如采用美沙酮替代治疗等, 
才能从根本上降低HCV等血液传播病原体的感

染率.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Ginseng (G) 
-Rh2 on the proliferation and apoptosis of mouse 
gastric carcinoma cells (MFCs), and to explore 
the activation of the Ca2+ transduction pathways 
mediating G-Rh2-induced MFC cell apoptosis.

METHODS: MFCs were divided into a normal 
free-serum MFC cell group, a G-Rh2 (3, 10, 30 
mg/L) treatment group, a Ca2+ chelator BAPTA 
(20 μmol) + G-Rh2 (10 mg/L) group and a BAP-
TA (20 μmol) group. Morphologic changes were 
observed by fluorescence microscopy (Hoechst 
33 258). The early apoptosis rate was detected 
by Annexin V-FITC using flow cytometry; late 
apoptosis was analyzed by agarose gel electro-
phoresis. The mitochondrial membrane poten-
tial (ΔΨm) and Ca2+ density were measured by 
confocal microscopy. The expression of caspase 
3 was observed by Western blotting.

RESULTS: G-Rh2 (10 mg/L) reinforced cell ac-
tivity and induced apoptosis of MFC cells. The 
apoptosis rate in the drug group increased great-
ly after G-Rh2 treatment. G-Rh2 induced MFC 
cell apoptosis, markedly enhance calcium ion 

concentration, effectively reduced ΔΨm and in-
creased the protein expression of caspase 3, but 
all of these effects could be inhibited by BAPTA 
(20 μmol). 

CONCLUSION: G-Rh2 can induce apoptosis of 
gastric carcinoma cells, possibly via a Ca2+ - de-
pendent mitochondrial apoptosis pathway.

Key Words: Ginseng Rh2; Apoptosis; Gastric carci-
noma; Flow cytometry; Western blotting

Wu G, Yang SJ. Molecular mechanism of G-Rh2-induced 
apoptosis in gastric carcinoma cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 2972-2976

摘要
目的: 观察人参皂苷Rh2(G-Rh2)诱导小鼠前胃
癌MFC细胞的凋亡, 探讨Ca2+在G-Rh2诱导细
胞凋亡中的作用, 揭示G-Rh2诱导MFC细胞凋
亡的分子机制. 

方法: 分别对无血清培养24 h后的MFC正常
细胞组、G-Rh2(3、10、30 mg/L)给药组、
Ca2+螯合剂BAPTA(20 μmol)+G-Rh2(10 mg/L)
给药组及BAPTA(20 μmol)组, 荧光显微镜
(Hoechst 33 258)观察细胞形态学改变; 流式细
胞仪Annexin V-FITC双染法检测细胞早期凋
亡率; 琼脂糖凝胶电泳法观察细胞晚期凋亡; 
共聚焦显微镜分析G-Rh2给药后细胞内钙和
细胞线粒体膜电位, Western blot分析caspase 3
的表达. 

结果: 10 mg/L的G-Rh2能显著抑制无血清培养
的MFC细胞增殖和诱导MFC细胞凋亡, 可剂
量和时间依赖性的提高细胞内钙浓度, 降低细
胞线粒体膜电位, 增加caspase 3的表达, 但这
些作用均可被BAPTA(20 μmol)抑制.

结论: G-Rh2可激活细胞内Ca2+信号转导途径, 
从而最终通过线粒体凋亡途径诱导胃癌细胞
凋亡.

关键词: 人参皂苷单体Rh2; 凋亡; 胃癌; 流式细胞

仪; 免疫印迹

®

■背景资料
G-Rh2可以通过诱
导细胞调亡或分
化有效地抑制包
括前列腺癌、黑
色素瘤、肝癌、
宫颈癌等多种肿
瘤细胞的增殖活
性, 而目前尚无其
对胃癌增殖抑制
的研究报道. 
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0  引言

人参皂苷单体Rh2(ginsenoside Rh2)是从人参中

分离出的原人参二醇型低糖链皂苷单体, 多项

研究证实, G-Rh2可以通过诱导细胞调亡或分

化有效地抑制多种肿瘤细胞[1-7]的增殖活性, 而
目前尚无其对胃癌增殖抑制的研究报道. 目前

已揭示的参与G-Rh2诱导凋亡的信号分子包括

JNK[8]、Cdk2
[9], PKCδ[10]等, 然而G-Rh2上调这些

蛋白酶活性的分子机制仍不明晰. 2006年, Ham 
et al [11]首次发现G-Rh2可使HeLa细胞线粒体的

Ca2+升高, 随之产生大量ROS, 进而激活JNK途

径, 并最终通过线粒体凋亡通路诱导MFC细胞

凋亡. 本研究以小鼠前胃癌MFC细胞为受试细

胞, 探讨G-Rh2在诱导胃癌细胞凋亡过程中Ca2+

信号转导途径的激活及下游线粒体凋亡通路活

化的分子机制.

1  材料和方法

1.1 材料 G-Rh2由吉林大学分析化学教研室提供, 
IMDM培养基购自美国Gibco公司, 新生小牛血

清购自杭州四季清生物有限公司, Hoechst 33258
购自凯基生物, Annexin V-FITC试剂盒购自晶美

生物工程有限公司, 动物细胞凋亡DNA Ladder提
取试剂盒购自北京鼎国生物公司, Rhodamine123
购自Sigma公司, Fluo-3, AM购自Molecular Probes
公司, caspase 3购自天津灏阳, BAPTA购自北京

海德生物.
1.2 方法 MFC细胞由本室冻存, 常复苏后, 培养

和维持在体积分数为100 mL/L新生小牛血清

IMDM培养液里, 置CO2培养箱(37℃, 50 mL/L 
CO2)培养, 取对数生长期细胞经24 h无血清培养

后, 分组进行实验. 
1.2.1 分组及细胞处理 对数生长期的MFC细胞

经24 h无血清培养后, 将密度为1.0×109/L的
MFC细胞分为: 空白对照组、G-Rh2各组(3、
10、30 mg/L), 检测早期细胞凋亡率和晚期细

胞凋亡率; 将MFC细胞分为: 空白组、G-Rh2(10 
mg/L)组、G-Rh2(10 mg/L)+BAPTA(20 μmol)
组、BAPTA(20 μmol)组, 检测细胞核形态, 线粒

体膜电位, 细胞内钙各项实验指标.
1.2.2 流式细胞仪分析 收获细胞, 用4℃预冷的

PBS洗两次, 用250 μL结合缓冲液重新悬浮细

胞, 调节其浓度为1×109/L, 取100 μL细胞悬液

于5 mL流式管中, 加入5 μL Annexin V-FITC(150 
mg/L)和10 μL碘化丙锭(120 mg/L), 混匀后室温

避光孵育15 min, 在反应管中加400 μL PBS, 流
式细胞仪(FACS)分析细胞凋亡率.
1.2.3 琼脂糖凝胶电泳检测晚期细胞凋亡 药物

处理24 h后, 收集细胞, 按动物细胞凋亡DNA 
Ladder提取试剂盒要求提取DNA, 每个泳道上

样量为10 μL, 用20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 电压为

4 V/cm, 经EB染色后, 凝胶成像系统下观察和

照相.
1.2.4 细胞形态学观察 细胞经药物处理12 h后, 
在同一视觉域内用Hoechst 33258(10 mg/L)进行

核染色, 然后在荧光显微镜(Leica Microsystems 
Wetzlar GmbH, Germany)下观察细胞核形态并

记录.
1.2.5 共聚焦显微镜测定线粒体膜电位和细胞
内钙 线粒体膜电位[12-13]: 收集细胞, 加入0.026 
mmol/L的Rhodamine123染液200 μL, 37℃避光

孵育10 min, 用PBS洗3次后, 每孔选4个视野, 
每个视野观察50个细胞, 以平均荧光强度变化

反映细胞线粒体膜电位的相对水平, 荧光探针

Rhodamine123进入细胞, 其激发的荧光强度与

细胞内线粒体膜电位成正比, 所得荧光强度以

软件处理即得激光共聚焦显微镜检测线粒体

膜电位. 细胞内钙: 收集细胞, 加入10 μmol/L的
Fluo-3, AM负载液200 μL, 37℃避光孵育40 min,
用Hepe液洗涤3次后, 每孔选4个视野, 每个视野

观察50个细胞, 以平均荧光强度变化反映细胞

内游离钙浓度的相对水平. 荧光探针Fluo-3/AM
进入细胞, 其激发的荧光强度与细胞内游离钙

离子的浓度成正比, 所得荧光强度以软件处理

即得激光共聚焦显微镜检测细胞内钙浓度.
1.2.6 Western blotting分析caspase 3在细胞中的
表达 具体方法见分子克隆实验指南[14].
统计学处理 采用image-protein plus统计软件

进行处理. 组间比较采用t检验, 结果采用mean±
SD表示.

2  结果

2.1 G-Rh2对MFC细胞早期凋亡的影响 流式细

胞仪分析可见, 与对照组相比G-Rh2各给药组, 
MFC细胞凋亡率分别为24%、29.7%和43%, 与
对照组凋亡率1.9%相比显著增加 ,  且呈明显

■相关报道
2006年, Ham et al
首次发现G-Rh2可
使HeLa细胞线粒
体的Ca2+升高, 随
之产生大量ROS, 
进而激活JNK途
径, 并最终通过线
粒体凋亡通路诱
导MFC细胞凋亡.
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的剂量依赖性 ,  而各组间坏死率无明显差异

(P >0.05, 图1).
2.2 G-Rh2对MFC细胞晚期凋亡的影响 MFC细胞

在加入G-Rh2(10 mg/L)4、6、12 h后, 凝胶电泳

显示了180-200 bp或其多聚体组成的寡核苷酸

片断的出现, 和空白对照组比较, DNA Ladder现
象显著, 且呈明显的剂量依赖性, 但12 h组弥散

现象明显, 提示此时G-Rh2对MFC的增殖抑制以

诱导细胞坏死为主(图2).
2.3 G-Rh2对MFC细胞形态学的影响 经Hoechst 
33258染色后, 荧光显微镜下可观察到G-Rh2(10 
m g/L)组胞核内出现浓染致密的颗粒块状荧

光, 显示出胞核固缩、染色质高度凝聚和碎裂, 
而对照组、BAPTA(20 μmol)组、BAPTA(20 
μmol)+G-Rh2(10 mg/L)组胞核呈弥散均匀的荧

光(图3).
2.4 G-Rh2对MFC细胞线粒体膜电位(ΔΨm)的影
响 共聚焦显微镜结果显示, G-Rh2给药30 min
后Rhodamine123标记的MFC细胞荧光强度为

120.08±10.32, 与对照组360.08±27.12相比显

著降低(P <0.01), 表明G-Rh2处理后MFC细胞

ΔΨm明显下降, 而BAPTA(20 μmol)组、BAP-
TA(20 μmol)+G-Rh2组荧光强度分别为353.32±
18.28和310.08±29.20, 与对照组无显著性差异

(P >0.05, 图3).
2.5 G-Rh2对MFC细胞内钙浓度的影响 共聚焦

显微镜结果显示, G-Rh2给药30 min后Fluo-3/AM
标记的MFC细胞荧光强度为455.94±42.48, 与
对照组110.25±10.69相比显著升高(P <0.01), 而
BAPTA(20 μmol)组、BAPTA(20 μmol)+G-Rh2

组荧光强度分别为110.03±10.74及160.08±
15.24, 与对照组无显著性差异(P >0.05, 图3).
2.6 G-Rh2对MFC细胞内caspase 3的影响 West-
ern blotting结果显示, G-Rh2作用后, caspase 3从
30 min开始表达, 于2 h出现高峰, 其后降为基础

水平, 而BAPTA(20 μmol)+G-Rh2组caspase 3没

有激活(图4).

3  讨论

现代药理学研究表明人参皂苷单体Rh2具有较强

的抗肿瘤作用, 而目前尚无其对胃癌增殖抑制

的研究报道. 本实验通过流式细胞术检测早期

凋亡和DNA凝胶电泳图检测晚期凋亡等途径首

次证明, G-Rh2可诱导小鼠前胃癌MFC细胞发生

典型凋亡从而有效地抑制胃癌细胞的增殖. 
ΔΨm的崩解是细胞凋亡的早期特异性指标

之一[15], 当细胞受到某些生理性或病理性刺激

(如放射线、化学药物、氧化剂、钙超载、神经

鞘鞍醇等)后, 线粒体外膜通透性增加, 内膜电化

学梯度降低, 线粒体膜通道转换孔(PT孔)开放[16], 
导致线粒体内外膜依次裂解释放出caspase激活

蛋白等一系列变化, 使细胞进入不可逆的凋亡

过程[17-19]. 本实验观察到10 mg/L G-Rh2用药30 
min后MFC细胞的ΔΨm开始下降, 同时凋亡前蛋

白caspase 3开始活化, 预示MFC细胞进入了不可

逆凋亡过程. 
肿瘤的增殖、侵袭、转移是一个复杂的过

程, 肿瘤细胞针对细胞外刺激产生的应答通过

信号转导过程来调节, 进而影响细胞的生命活

动[20-23]. 在众多凋亡刺激因子中, Ca2+作为细胞

图  1  G-Rh2对MFC细胞早期凋亡率的影响. A: 对照组; B: 3 mg/L组; C: 10 mg/L组; D: 30 mg/L组.
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图  2  琼脂糖凝胶电泳检测DNA Ladder. A: 对照组; B: 6 h; 
C: 12 h; D: 24 h.
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■创新盘点
在众多凋亡刺激
因子中, Ca2+作为
细胞内生命信号
途径的重要成员, 
其稳态失调是造
成线粒体机能紊
乱的主要机制之
一, G-Rh2诱导肿
瘤细胞凋亡的研
究对于钙在信号
转导和凋亡中的
作用研究甚少, 本
研究较系统的对
其进行了研究和
报道.
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内生命信号途径的重要成员, 其稳态失调是造

成线粒体机能紊乱的主要机制之一[24], 已有大

量实验证实Ca2+作为细胞凋亡的早期信号, 在细

胞凋亡前有持续显著增高[15,25-26], 而如果使用钙

螯合剂或阻断剂来减低细胞内Ca2+浓度, 则可有

效抑制或延迟细胞凋亡的进程[27-29]. 为进一步揭

示G-Rh2诱导MFC凋亡过程中可能启动的早期

信号, 我们对细胞内游离钙进行了测定, 发现10 
mg/L G-Rh2用药30 min后MFC细胞的细胞内Ca2+

开始升高, 提示G-Rh2用药后MFC细胞的内钙水

平和线粒体膜电位下降之间存在明显的协同性, 
且均可被细胞内钙抑制剂BAPTA显著抑制. 

本实验揭示G-R h 2在凋亡早期通过影响

MFC细胞跨膜转导钙离子、膜离子通道的通透

性等作用使线粒体内Ca2+升高, 导致钙超载和钙

稳态的破坏, 致线粒体PT孔开放后, 激活Ca2+依

赖磷脂酶、Ca2+依赖蛋白酶和Ca2+依赖核酸内

切酶等多种凋亡相关蛋白酶的活性, 最终通过

线粒体凋亡通路诱导细胞发生凋亡, 这可能是

G-Rh2诱导胃癌细胞凋亡的机制之一. 而Ca2+超

载具体导致哪些相关蛋白酶的活化及相应信号

通路的开启尚有待于进一步的研究.
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Abstract
AIM: To study the effects of vitamin E and Se on 
cytochrome P4501A1 and lipid peroxidation in 
nonalcoholic fatty liver diseases in rats.

METHODS: Forty male SD rats were randomly 
divided into 5 groups: normal control group, 
model group, VE group, Se group and VE + Se 
group. Each subgroup comprised 8 rats, which 
were respectively fed with normal diets, fat-
rich diets and interfering diets (VE, Se, VE + Se). 
All animals were sacrificed at the end of the 5th 
week. Superoxide dismutase (SOD) and malo-
ndialdehyde (MDA) levels in the serum and 
liver were detected by biochemical analysis. The 
expression levels of cytochrome P4501A1 mRNA 
in liver tissue were measured by reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-α) 
and nuclear factor kappa B (NF-κB) proteins in 
hepatic tissue were examined by immunohisto-
chemistry.

RESULTS: Compared with the control group, 

MDA levels in the serum and livers of model 
group animals were elevated (serum, 13.40 ± 4.24 
mmol/L vs 6.43 ± 1.76 mmol/L; liver, 9.79 ± 0.94 
nmol/mgprot. vs 6.80 ± 0.97 nmol/mgprot., P < 
0.01), while SOD levels were decreased (serum, 
312.72 ± 49.51 kU/L vs 583.23 ± 63.37 kU/L; liv-
er, 8.13 ± 0.63 U/mgprot. vs 13.99 ± 2.33 U/mg-
prot.; P < 0.01). The levels of NF-κB and TNF-α 
proteins and cytochrome P4501A1 mRNA in 
liver tissue were significantly increased in model 
group animals (0.069 ± 0.01, 0.230 ± 0.013 and 
0.628 ± 0.116, respectively) compared with con-
trol animals (0.003 ± 0.001, 0.03 ± 0.006, and 0, 
respectively; P < 0.05). Compared with the mod-
el group, in the VE group and Se group, MDA 
decreased in serum and liver while SOD height-
ened, levels of cytochrome P4501A1 mRNA in 
liver tissue also decreased. Expression of NF-κB 
and TNF-α proteins also decreased (P < 0.05). 
The SOD levels in the serum of VE + Se group 
animals clearly increased, and approached the 
levels of the control group, compared with those 
in model group animals, whereas the levels 
of cytochrome P4501A1 mRNA in liver tissue 
significantly decreased (0.324 ± 0.070 vs 0.628 ± 
0.116; P < 0.05).

CONCLUSION: Lipid peroxidation and the 
expression of some correlation factors in nonal-
coholic fatty liver diseases is probably relevant 
to the up-regulation of cytochrome P4501A1 
mRNA in liver tissue. Vitamin E and Se can pro-
tect against nonalcoholic fatty liver diseases ow-
ing to their antioxidant capabilities. The function 
of the administration of both Vitamin E and Se 
combined was significantly larger than those of 
vitamin E and sodium selenite alone.

Key Words: Nonalcoholic Fatty Liver Disease; Cyto-
chrome P4501A1; Vitamin E; Se; Reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一种无过量饮酒
史, 以肝细胞脂肪
变性和脂质贮积
为特征的临床病
理综合征, 目前在
欧美发达国家已
成为最普遍的肝
脏疾病, 近年来在
我国发病率逐年
升高, 据现有流行
病学研究结果显
示, 北京、上海、
杭州职员发病率
分别为11 . 0 %、
12.8%、5.2%. 



摘要
目的: 研究维生素E、硒对非酒精性脂肪肝大鼠
肝细胞色素P4501A1及脂质过氧化的干预作用. 

方法: ♂SD大鼠, 随机均分为5组: 对照组(普
通饲料)、模型组(高脂饲料)、VE干预组、Se
干预组、VE+Se干预组, 建模5 wk处死全部
大鼠. 生化方法检测血清及肝组织超氧化物
歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)含量的变化, 逆
转录聚合酶链反应(RT-PCR)测定肝细胞色素
P4501A1 mRNA表达的变化, 免疫组化方法测
定肝组织中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、核因子
-κB(NF-κB)表达的变化. 

结果: 与对照组比较, 模型组血清及肝组织中
SOD显著降低(312.72±49.51 kU/L vs  583.23
±63.37 kU/L; 8.13±0.63 U/mgprot. vs  13.99
±2.33 U/mgprot., P <0.01), MDA增高(13.40
±4.24 mmol/L vs  6.43±1.76 mmol/L; 9.79±
0.94 nmol/mgprot. vs  6.80±0.97 nmol/mgprot. 
P <0.01), 细胞色素P4501A1 mRNA表达水
平, 肝组织TNF-α、NF-κB蛋白表达明显增
强(0.628±0.116 vs  0, 0.230±0.013 vs  0.03±
0.006, 0.069±0.01 vs  0.003±0.001; P <0.05). 
与模型组比较VE组、Se组的血清及肝组织
中SOD增高, MDA降低, 细胞色素P4501A1 
mRNA表达水平略下降; 肝组织TNF-α、NF-
κB蛋白表达下降(P <0.05). VE+Se组与模型组
比较, 血清SOD明显增高, 其值接近对照组水
平; 细胞色素P4501A1 mRNA表达水平显著下
降(0.324±0.070 vs  0.628±0.116, P <0.05).

结论: 非酒精性脂肪肝的脂质过氧化损伤及
相关因子的表达可能与肝细胞色素P4501A1
表达上调有关. VitE和硒能提高机体的抗氧化
能力, 对非酒精性脂肪肝有保护作用, 二者联
合作用更明显.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 肝细胞色素P4501A1; 维

生素E; 硒; 逆转录聚合酶链反应; 免疫组化方法
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0  引言

非酒精性肝病(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)发病率逐年提高, 然而其发病机制至

今尚未完全阐明, 目前在临床上亦缺乏十分有

效的防治手段. Day et al提出的“二次打击学
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说”认为氧应激及脂质过氧化在脂肪肝发生发

展过程中处于主导地位, 许多发病因素通过增

加氧化活性和脂质过氧化作为共同致病途径对

肝脏实施二次打击, 导致脂肪肝发生及其后病

变进展[1-3]. 本实验采用高脂饮食动物模型, 通
过检测脂质过氧化与抗氧化的标志物超氧化

物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)及肝细胞色素

P4501A1(cytochrome P4501A1, CYP1A1)和相关

细胞因子TNF-α、NF-κB, 探讨脂肪肝的脂质过

氧化及与CYP1A1、TNF-α、NF-κB的相关性, 
进而观察维生素E(VE)和亚硒酸钠(Se)对脂肪肝

损伤程度及上述各项指标的干预作用, 以期为

脂肪肝的发生和治疗提供理论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠40只, 质量200 g左右, 购自重

庆医科大学实验动物中心. Vit E为厦门鱼肝油

厂产品, 亚硒酸钠为北京市朝阳区中联化工试剂

公司产品(分析纯), 超氧化物歧化酶(SOD)、丙

二醛(MDA)试剂盒购自南京建成生物工程研究

所, 兔抗大鼠TNF-α、NF-κB p65多克隆抗体、

SABC免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒购自

武汉博士德生物工程公司, TRIzol试剂购自美国

Promega公司, 总RNA抽提试剂盒购自大连宝生

物公司, RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa试剂公

司, DNAmarker及PCR引物由成都天泰生物工程

公司生产合成.
1.2 方法 大鼠正常喂养1 wk后随机分成对照组、

模型组、VE干预组、Se干预组、VE+Se干预组, 
每组8只, 分笼饲养. 对照组以普通饲料喂养, 模
型组以高脂饲料喂养(2%胆固醇+0.5%胆酸钠

+0.2%丙硫氧嘧啶+5%蔗糖+10%猪油+82.3%普

通饲料), VE干预组在高脂饲料中添加VitE(250 
mg/kg饲料)喂养, Se干预组在高脂饲料中添加亚

硒酸钠(0.5 mg/kg饲料)喂养, VE+Se干预组在高

脂饲料中同时添加上述同等剂量的VitE和亚硒

酸钠喂养. 建模5 wk后处死, 处死前禁食12 h, 以
10 g/L的戊巴比妥钠溶液3.0 mL/kg BW ip麻醉, 
眶静脉采血, 置37℃恒温水浴20 min, 红细胞沉

降后, 取血清-20℃保存待检. 打开腹腔, 取出肝

脏, 观察组织大体形态、颜色及质地. 取部分肝

组织按常规制备石蜡切片, 根据中华医学会肝脏

病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组“非酒精性

脂肪肝诊断标准”[4], 对各组大鼠肝脂变程度进

行分级; 剩余组织置液氮中保存备用. 
1.2.1 血清及肝组织SOD、MDA含量的检测 血
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■研发前沿
NAFLD发病机制
至今尚未完全阐
明. 目前较为公认
的“二次打击学
说”认为氧应激
及脂质过氧化在
脂肪肝发生发展
过程中处于主导
地位, 脂肪性肝炎
是单纯性脂肪肝
从机体适应性反
应向进展性病理
状态发展的转折
点, 其预后与单纯
性脂肪肝截然不
同. 目前认为脂质
过氧化反应可能
是单纯性脂肪肝
诱导脂肪性肝炎
和肝纤维化的重
要机制.
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清SOD、MDA检测方法按试剂盒说明书进行, 
采用752分光光度计比色, 波长分别为550 nm、

532 nm; 肝组织SOD、MDA测定: 取肝组织1 g
剪碎, 加冰生理盐水至总体积为10 mL, 制备10%
肝匀浆; 4000 r/min、4℃离心10 min, 取上清液; 
比色方法与血清相同.
1.2.2 RT-PCR检测CYP1A1 mRNA的表达 (1)根
据genbank中查阅的mRNA全长序列, 用Primer3
引物设计软件设计C Y P1A1和内对照亲环素

CYC的引物; CYP1A1上游序列: 5'-CTGGTTC
TGGATACCCAGCTG-3', 下游序列: 5'-CCTAG
GGTTGGTTACCAGG-3', 其产物长度为332 bp; 
内对照亲环素CYC上游序列: 5'-CTTCGACATC
ACGGCTGATG-3', 下游序列5'-CAGGACCTGA
TGCTTCAGG-3', 其产物长度为266 bp; (2)肝脏

总RNA提取和cDNA合成按试剂盒标准步骤操

作; PCR反应体系: cDNA 3 μL, 10 mmol/L dNTP 
2.5 μL, 25 mmol/L Mg2+ 5 μL, 10×PCR缓冲液5 
μL, DEPC水3 μL, Taq酶0.5 μL, CYPlA1、CYC
引物各1.5 μL. CYP1A1 PCR循环为95℃变性2 
min, 58℃退火l min, 72℃延伸1.5 min, 循环35次. 
CYC PCR循环为95℃变性l min, 58℃退火50 s, 
72℃延伸l min, 循环35次; (3)10 g/L琼脂糖凝胶

电泳检测PCR扩增产物, EB染色; 采用Quantity 
One凝胶图像分析系统对RT-PCR产物电泳条带

进行密度分析, 测定目的带及CYC条带的V值

(Volume = 平均吸光密度值×条带面积), 目的带

表达强度RV = V目的带/CYC.
1.2.3 免疫组化TNF-α、NF-κB p65蛋白的表达 
一抗稀释浓度分别为1∶300, 1∶200, 肝组织切

片经常规脱蜡至水, 30 mL/L过氧化氢孵育消除

内源性过氧化物酶活性; 微波修复, 冷却后PBS
洗涤1-2次; 50 mL/L正常山羊血清封闭20 min; 
滴加一抗, 阴性对照以PBS代替, 4℃过夜; 加入

生物素化二抗, 室温孵育20 min; 滴加SABC 20 
min, DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶封片. 400
倍光镜下观察, 每张切片摄取3个高倍(×400)视
野, 输入计算机, 应用金盘图像处理系统自动分

析得出平均光密度(AIOD)值. 
统计学处理 应用统计学分析软件包SPSS 

11.0进行统计学分析, 检验水准a = 0.05.

2  结果

2.1 肝脏病理组织学改变 至造模结束, 各组大鼠

均无死亡. 模型组大鼠肝脏体积较对照组增大, 
颜色变黄, 包膜紧张, 切面触之有油腻感. HE染
色光镜下观察, 与对照组比较, 模型组肝细胞体

积增大, 排列紊乱, 细胞内充满大小不等的空泡

(经苏丹Ⅳ特殊染色显示为橘红色, 证实为脂滴), 
部分区域伴炎症细胞浸润及灶性坏死; 与模型

组比较, 各干预组肝脂肪变程度有所减轻, 尤以

VE+Se组最为显著, 炎症及坏死不明显(图1). 脂
变程度分级见表1.
2.2 生物化学指标变化 模型组血清及肝组织中

SOD较对照组明显降低, 各干预组较模型组有不

同程度的增高, 尤以VE+Se组增高最为显著, 其
值接近对照组水平. 相反, 模型组血清及肝组织

中MDA较对照组明显增高, 各干预组较模型组

不同程度降低, 以VE+Se组降低最为显著(表2).
2.3 CYP-1A1 mRNA表达变化 RT-PCR检测显示, 
对照组CYP1A1 mRNA无表达, 与对照组相比模

型组CYP1A1 mRNA表达显著增加; 各干预组中

VE、Se单独使用时CYP1A1 mRNA表达水平略

下降, 无统计学意义; VE+Se组CYP1A1 mRNA

■相关报道
国外学者Shertzer 
et al研究报道, 肝
微粒体CYP1A1
表达增强与羟自
由基的生成增多
及脂质过氧化有
关. 第三军医大学
史洪涛 et al学者
研究报道, 非酒精
性脂肪肝形成时
肝CYP1A1活性
明显增强, 其增高
与脂肪肝的严重
程度密切相关; 并
且认为肝微粒体
CYP1A1表达增
强与脂质过氧化
及自由基生成增
多有关 ,  随着脂
肪变程度的加重, 
CY1A1活性明显
增高, 使脂质过氧
化反应加剧, 损害
肝细胞结构和功
能.

图  1  肝细胞脂肪变性. A: 模型组(HE×100); B: 模型组(苏
丹Ⅳ×200); C: VE+Se组(HE×200).

A

B

C
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表达水平较模型组明显降低(P<0.05)(图2, 表3).
2.4 肝脏TNF-α 、NF-κB p65蛋白表达的变化 对
照组肝细胞内TNF-α几乎不表达, Kupffer细胞

见少量表达; 模型组肝细胞内TNF-α阳性表达

明显增强, 其阳性程度与脂变程度一致; 各干预

组TNF-α阳性表达较模型组有不同程度的减弱, 
以VE+Se组最为显著(表3, 图3A-B). 对照组肝细

胞内NF-κB p65有少量表达, 主要位于肝细胞胞

质; 模型组肝细胞NF-κB p65表达较对照组明显

增强, 胞质及胞核均有表达, 其阳性程度与脂变

程度一致; 各干预组NF-κB p65阳性表达较模型

组有减弱, 其中VE+Se组仅个别肝细胞见阳性表

达, 大部分肝细胞不表达(表3, 图3C-D). 

3  讨论

脂质过氧化在脂肪肝发生发展过程中处于主导

地位, 肝细胞脂肪变性及其伴存或继发的胰岛

素抵抗(IR)、游离脂肪酸(FFA)增多、肝细胞

内甘油三脂(TG)氧化增多、肝细胞色素P450
酶系表达增强、肝细胞能量贮备不足等均可通

过诱发氧应激导致脂质过氧化损伤[5]. 本文通

过测定脂质过氧化与抗氧化的标志物MDA和

SOD及CYP1A1、TNF-α、NF-κB等相关因子, 
结合组织病理学的变化, 对非酒精性脂肪肝发

病及其演变过程中, 氧应激脂质过氧化损伤及

细胞防御机制改变之间作用及其相互关系进行

探讨, 进而观察Vit E和亚硒酸钠两种抗氧化剂

对高脂饮食大鼠脂肪肝损伤程度及上述指标的

干预作用.
肝细胞色素P450系统是一组广泛存在于机

体内, 但主要存在于肝细胞内质网上的混合功

能氧化酶系, 该酶系主要包括有CYP1A、2E、
3A, 其中CYP1A1不仅参与药物的代谢, 而且还

能催化许多前致癌物和前毒物的活化过程 [6]. 
Shertzer et al [7]提出, CYP1A1参与脂肪肝发病中

的脂质过氧化反应, 且与羟自由基的生成增多

有关. 羟自由基是脂质过氧化反应的启动剂, 高
脂饮食可增加线粒体或微粒体对脂肪酸的氧化

而导致氧应激, 故脂肪酸可诱导细胞色素P450
酶系的产生. 本研究结果显示, 高脂饮食诱导

的NAFLD大鼠肝细胞微粒体CYP1A1 mRNA
表达上调, 肝脏及血清中脂质过氧化物终产物

M D A含量显著增高, 抗氧化及清除自由基的

SOD含量明显降低; 提示高脂饮食模型组大鼠

体内脂质过氧化反应增强, 其机制一方面可能

由于CYP1A1表达增加, 使微粒体还原型辅酶Ⅱ

(NADPH)依赖的脂质过氧化反应增强, 另一方

面可能是由于增多的FFA为氧应激脂质过氧化

提供足够的反应基质.
本研究中所有NAFLD模型组大鼠均处于

早期及单纯性脂肪肝向脂肪性肝炎过渡阶段, 
免疫组化结果显示大鼠肝细胞TNF-α、NF-κB
蛋白阳性表达较正常对照组显著增强 ;  提示

TNF-α、NF-κB因子的表达参与NAFLD的发生

与进展. NAFLD形成时, 氧应激、FFA增多、

CYP1A1、CYP2EI表达增加及IR等因素可促使

大量的活性氧(ROS)生成, 通过促使NF-κB活化

和结合蛋白-1(AP-1)在核内移位, 进而刺激枯否

氏细胞生成TNF-α增加, 增多的TNF-α又使ROS
生成增多; 另一方面还通过激活IKKβ使KB抑制

蛋白(Iκβ)降解, 从而活化NF-κB, ROS-NF-κB-
TNF-α三者之间形成恶性循环, 进一步促使脂质

过氧化反应加剧[8]. 国内外较多研究均提出, 脂
质过氧化反应可能是单纯性脂肪肝诱导脂肪性

肝炎和肝纤维化的重要机制, 除非及时阻止炎

症-坏死循环, 否则将难避免脂肪性肝炎和肝纤

维化的发生[9-10].
VitE和硒是两种重要的抗氧化剂, 前者的抗

氧化功能依赖其自身结构, 他可以插入到细胞

膜的脂质双分子层之间, 与多价不饱和脂肪酸

形成膜结构的一部分, 并与结合在膜上的能产

■应用要点
VitE和硒是两种
重要的抗氧化剂. 
本实验在膳食中
单独及联合补充
适量VitE和亚硒
酸钠, 对脂肪肝损
伤程度起到不同
程度的干预作用, 
二者联合作用更
显著, 为临床上脂
肪肝的治疗提供
了一定的理论和
实验依据.

图  2  大鼠肝组织CYP1A1 mRNA表达. 1: 对照组; 2: 模型组; 
3-5: 分别为VE干预组、Se干预组、VE+Se干预组.

M        1       2        3      4        5

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

100 bp

CYP1A1
CYC

表  1  各组大鼠肝组织脂肪变性程度比较(n  = 8)

     
脂肪变程度               －	 +              ++               +++

N组		  8	 0	 0	   0

M组b		  0	 1	 2	   5

VE组a 		  0	 3	 4	   1

Se组a		  0	 4	 3	   1

VE+Se组a  	 0	 5	 3	   0

aP<0.05 vs  M组; bP<0.01 vs  N组.
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生氧自由基的酶(如混合功能氧化酶)紧密相邻, 
在氧自由基攻击多不饱合脂肪酸前将其捕获和

清除, 阻断其氧化过程, 防止和抑制了膜上磷脂

形成脂质过氧化; 硒是机体必须的微量元素之

一, 为谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性中心

的必须组成成分. 体内SOD、GSH-Px可直接拮

抗自由基的毒性作用, 清除脂质过氧自由基和

羟自由基, 羟自由基是脂质过氧化的启动剂. 故
VitE是防止脂质过氧化的第一道防线, 含硒的

GSH-Px起着第二道防线的作用[11], 二者在防止

细胞膜脂质的过氧化反应、保护细胞膜、肝线

粒体及内质网膜的稳定性方面具有互补作用. 
本实验结果显示, 膳食中适量补充VitE和亚硒酸 钠, 可有效防止脂质过氧化反应的发生, 减少对

■同行评价
本文层次清楚, 条
理分明 ,  数据可
信, 对基础研究有
一定的参考意义.

A B

图  3  TNF-α和NF-κB在肝组织中的表达(×400). A: 模型组TNF-α; B: VE+Se组TNF-α; C: 模型组NF-κB; D: VE+Se组
NF-κB.

C D

表  2  各组大鼠血清及肝组织中SOD, MDA含量的变化(mean±SD, n  = 8)

     
	           		      SOD                         	                              MDA      

	               血清(U/L)                 肝组织(U/mgprot.)          血清(mmol/L)      肝组织(nmol/mgprot.)

N组	        583.23±63.37              13.99±2.33		 6.43±1.76              6.80±0.97

M组	        312.72±49.51d               8.13±0.63d              13.40±4.24d             9.79±0.94d

VE组	        356.03±69.05a	              9.87±0.05a              12.83±2.45a             9.13±0.06a

Se组	        393.79±42.95a	            10.01±0.05a              12.46±0.65a             8.87±0.08a

VE+Se组	        528.23±53.72b	            12.79±1.15b	 8.51±1.33b             7.53±0.40b

F 	          33.63	             31.72	               25.33	               29.98

P 	          <0.0001	             <0.0001	               <0.0001	              <0.0001

aP<0.05, bP<0.01 vs  M组; dP<0.01 vs  N组.

表  3  各组大鼠肝组织CYP1A1 mRNA, TNF-α、NF-κB 
p65蛋白表达(mean±SD, n  = 8)

     分组	      CYP1A1/CYC            TNF-α	      NF-κB p65

N组	   0	            0.03±0.006	   0.003±0.001

M组	   0.628±0.116     0.230±0.013d	  0.069±0.01d

VE组	   0.609±0.099     0.225±0.03a	   0.065±0.016a

Se组	   0.588±0.0624   0.215±0.020a   0.060±0.016a

VE+Se组	   0.324±0.070a    0.163±0.015b   0.030±0.01b

F                  20.45	            163.38	    44.73

P                  <0.0001	             <0.0001            <0.0001

aP<0.05, bP<0.01 vs  M组; dP<0.01 vs  N组.
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P4501A1的诱导和肝组织中TNF-α、NF-κB蛋白

的表达, 进而阻止炎症-坏死循环, 对病变的进展

起到有效的干预作用. 二者联合应用对增强抗

氧化能力作用更显著, 这为临床上脂肪肝的治

疗提供了一定的理论和实验依据.
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Abstract
AIM: To establish nonalcoholic steatohepatitis 
(NASH) rat models with modified methionine-
choline-deficient (MCD) diets. Hepatic steatosis 
and inflammation would be expected in these rats.

METHODS: Rats were randomly divided into 4 
groups. Rats were fed with MCD or with choline-
supplemented (CS) diets. Weight and food intake 
were determined. After 3 and 8 weeks, rats were 
sacrificed; liver specimens were fixed overnight 
in buffered formaldehyde (40 g/L) and embed-
ded in paraffin. HE-stained and Massion-stained 
sections were graded blindly for the degree of 
fatty change, inflammation, fibrosis and necrosis. 
Serum was measured for biochemical markers.

RESULTS: After 3 weeks on an MCD diet, ste-

atosis and inflammation could be seen in rat liv-
ers. The liver index was increased significantly 
by the MCD diet. Serum ALT and AST levels 
were also increased significantly, whereas TG 
levels decreased. After 8 weeks on the diet, fi-
brogenesis could be seen.

CONCLUSION: Rat NASH models can be estab-
lished using modified MCD diets.

Key Words: Methionine-choline-deficient diet; Non-
alcoholic steatohepatitis; Hepatic steatosis

Qian XW, Fan ZP, Wang XH, Sheng L, Xi ZF, Qiu DK. 
Establishment of nonalcoholic steatohepatitis rat models 
with modified methionine-choline-deficient diets. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 2983-2989

摘要
目的: 观察改良蛋氨酸胆碱缺乏饮食(MCD)建
立的脂肪性肝炎大鼠模型肝脏的脂肪变性和
炎症情况. 

方法: 大鼠26只随机分为4组, 分别喂养MCD
饮食和胆碱添加饮食(CS). 3-8 wk后处死, 肝
脏标本在甲醛中固定和石蜡包埋. HE染色和
Masson染色后对脂肪变性、炎症和纤维化进
行评分. 血清ALT, AST, CH, LDL等指标通过
生化分析仪进行测定. 

结果: MCD喂养组3 wk可以看见肝脂肪变性
和炎症, 肝指数显著增加, ALT和AST显著升
高, 8 wk可见纤维形成.

结论: 可通过改良的蛋氨酸胆碱缺乏(MCD)
饮食建立非酒精性脂肪肝动物模型.

关键词: 蛋氨酸胆碱缺乏饮食; 非酒精性脂肪性肝

炎; 脂肪变性
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■背景资料
NAFLD是发达国
家最为常见的引
起肝功能异常的
原因 ,  也是隐源
性肝硬化的常见
原因 .  NAFLD包
括肝脏单纯脂肪
变性、N A S H、
肝纤维化和肝硬
化等一系列的病
理变化, 单纯脂肪
变性是相对静止
性疾病, 而NASH
则是进展性疾病, 
可以发展为肝硬
化、肝功能衰竭
和肝癌, 与全球的
肥胖化趋势同步, 
NAFLD和NASH
的发病率逐渐升
高, 对于NASH机
制和防治的研究
成为近年来的热
点.



0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
d isease, NAFLD)在美国、澳大利亚、欧洲、

亚太地区很多国家内引起慢性肝功能异常最

为常见的原因 [1-5],  也是隐源性肝硬化的常见

原因[6-7]. 非酒精性脂肪性肝炎(nona lcoho l ic 
steatohepatitis, NASH)是NAFLD的一种病理类

型[8], 是进展性疾病[9-10], 可以发展为肝硬化、肝

功能衰竭和肝癌等终末期肝病[11-13], 其病理生理

机制尚不完全清楚. 疾病的发病机制只有通过

与疾病相似的合适动物模型才可以得到阐明, 
关于NASH的最新实验数据大部分来源于2种动

物模型, 1种是通过基因敲除方法获得的动物模

型如ob/ob小鼠; 另一种就是由蛋氨酸胆碱缺乏

饮食(methionine-choline deficient, MCD)引起的

脂肪性肝炎模型[14-15]. 
MCD饮食最初由Shinozuka et al [16]提出, 是

用于探讨饮食因素对肝脏肿瘤形成的影响, 后来

发现在短期内可以引起脂肪性肝炎. 在该模型

中, 脂肪性肝炎发展速度快, 3 wk左右可见明显

的脂肪性肝炎病变, 10 wk可见明显的肝纤维化, 
且引起的脂肪性肝炎病变与人类NASH类似[14].  
使用MCD饮食制造NASH模型是国外进行脂肪

性肝炎研究常用的方案, 但因为MCD饮食价格

昂贵, 配方复杂, 国内尚没有应用这种饮食造模

的报道. 我们通过改良的MCD饮食建立了NASH
动物模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 我们根据实际情况, 在Shinozuka et al [16]

配方基础上进行了改良, 具体成分(g/kg): 大豆

分离蛋白147.0, 纤维素10.0, 玉米淀粉121.0, 糊
精100.0, 蔗糖426.0, 酪蛋白, 不含维生素10.0, 胱
氨酸2.0, 善存片2片(每片1.5 g, 含维生素A 7500
国际单位, 维生素E 60国际单位, 维生素C 120 
mg, 叶酸400 μg, 维生素B1 1.5 mg, 维生素B2 1.7 
mg, 烟酰胺20 mg, 维生素B6 2 mg, 维生素B12 6 
mg, 维生素D 400国际单位, 生物素30 μg, 泛酸

10 mg, 钙162 mg, 磷109 mg, 碘150 μg, 铁9 mg, 
镁100 mg, 铜3 mg, 锌22.5 mg, 锰2.5 mg, 钾80 
mg, 氯72 mg, 铬65 μg, 铝150 μg, 硒20 μg), NaCl 
2.9, CaHPO4 16.6 g, MgSO4 1.6 g, 柠檬酸钾9.9 g, 
玉米油50.0 g, 氢化植物油100.0 g, 总计1000.0 g. 
大豆分离蛋白购自南通光合生物技术有限公司, 
玉米淀粉购自上海绿苑淀粉有限公司, 纤维素

购自Sigma公司, 善存片、蔗糖、玉米油购自易
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初莲花超市, 氢化植物油购自南海油脂工业有

限公司, 糊精、酪蛋白、胱氨酸、柠檬酸钾、

CaHPO4, NaCl, MgSO4, 氯化胆碱等均为分析纯, 
购自国药集团化学试剂有限公司. 添加胆碱饮

食为胆碱缺乏饮食基础上每千克饮食减去蔗糖

8 g, 添加氯化胆碱8 g. 上述成分充分混匀后高温

灭菌后使用, 饮食每周配制1次.
1.2 方法 ♂清洁级SD大鼠26只(120-140 g), 由中

科院上海实验动物中心提供. 普通饲料喂养1 wk
后随机分为4组. 1, 2组为正常对照组, 每组5只, 
喂养添加胆碱饮食(choline supplemented CS). 
3, 4组为模型组, 每组8只, 喂养胆碱缺乏饮食

(choline deficient CD). 1, 3组大鼠在3 wk处死, 2, 
4组大鼠8 wk处死. 大鼠饲养于仁济医院动物中

心, 每笼4-5只, 保持恒温于20-22℃, 12 h光照和

黑夜循环, 水和食物均为随意摄取.
1.2.1 一般情况 大鼠编号后每周称1次体质量, 
每2周连续3 d称进食质量. 处死前称体质量, 观
察食欲行为、状态、毛发情况. 处死前大鼠隔

夜禁食, 第2天称体质量, 麻醉后固定, 从下腔静

脉取血, 迅速切下肝脏, 称湿质量, 计算肝指数

(肝湿质量/体质量×100%). 从肝右叶切除1 cm
×2 cm大小, 用中性甲醛液固定, 石蜡包埋, 切片

用HE染色和Masson染色, 光镜下评估肝脂肪变

性和炎症活动情况, Masson染色评估肝纤维化

情况. 血标本取血清置于-70℃冰箱中保存. 其他

肝脏和脂肪组织迅速置于液氮中冻存. 
1.2.2 血清生化及肝脏TG测定 血清ALT, AST, 
TG等的测定在Bayer Advia 1650全自动生化分

析仪上进行. 肝脏TG测定: 精确称量肝脏0.5 g, 
制成匀浆后, 加入异丙醇5 mL, 混匀后静置2 h, 
2500 r/min 离心30 min后, 取上清测定肝脏TG含

量, 测定仪器同上. 
1.2.3 病理学检查 HE切片光镜下评估肝脏脂

肪变性和炎症活动情况. 肝脏脂肪变性标准按

肝小叶内含脂滴细胞数/总细胞数之比值分为

0(-), 计分为0, <1/3(+), 计分为1, 1/3-2/3(++), 计
分为2, >2/3(+++), 计分为3, = 1(++++)计分为

4. NASH的病理诊断标准采用亚太地区非酒精

性脂肪性肝病诊断与治疗共识所推荐的美国国

立卫生研究院NASH临床研究网络病理委员会

2005年所定指南[17], 根据其制定的NAFLD活动

度积分(a NAFLD activity score, NAS)进行评估. 
NAS组织学评分系统观察了14项病理改变. 3项
指标进行了半定量评估计分: 肝脂肪变(发生脂

www.wjgnet.com

■研发前沿
对N A S H的研究
需要有合适的动
物模型. 国内外的
N A S H动物模型
有十余种, 近年来
仍有不断有新的
基因敲除模型和
饮食模型报道, 但
尚没有一种能完
全和人类的机制
吻合.
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鼠进食量稍多, 但是与模型组相比无明显差异

(P >0.05). 处死时, 模型组大鼠的体质量低于对

照组 (3 wk, P = 0.089; 8 wk, P = 0.07); 模型组

大鼠的体质量增加低于对照组, 但是无显著差

异(3 wk, P = 0.66, 8 wk, P = 0.073). 3 wk处死的

1, 3组大鼠的肝指数有显著性差异(P <0.01); 8 
wk处死的2, 4组大鼠的肝指数亦有显著性差异

(P <0.01)(表1). 
2.2 血生化指标 与1, 2组相比, 3, 4组大鼠的血

清ALT, AST均有显著升高(P <0.05). 3, 4组血清

TG显著低于1, 2组(P <0.05). 3, 4组肝脏TG含

量显著高于1, 2组(P <0.01), 3, 4组之间无差异

(P >0.05)(表1). 
2.3 肝脏病理学变化 3 wk时, 正常对照组大鼠

处死后, 其肝脏外观表现为无肿胀增大, 色泽深

红色, 有光泽, 质软, 边缘锐利, 密度正常(图1A), 
HE切片可见肝细胞大小正常, 未见脂肪浸润, 无
小叶和汇管区炎症(图2A), Masson染色无纤维组

织形成. 模型组大鼠肝脏外观表现为肿胀增大, 
色泽土黄, 边缘钝, 标本漂浮于中性甲醛液面上

(密度降低)(图1B). 切片表现为脂滴弥漫浸润入

肝细胞中, 肝小叶内含脂滴细胞数/总细胞数大

肪变性实质细胞<5%, 5%-33%, 33%-66%, >66%
分别计0-3分)、小叶内炎症[无病灶、<2(每×

200视野)、2-4(×200视野)、>4(×200视野)
分别计0-3分]、肝细胞气球样变(无、少量气

球样细胞、较多/显著气球样变分别计0-2分), 
NAS≥5者可明确NASH的诊断, NAS<3可排除

NASH, 两者之间者为NASH可能. 其余观察指

标包括小泡性脂肪变性、大脂质肉芽肿、嗜酸

小体、门脉炎症、色素沉着巨噬细胞等以“有

或无(1/0)”表示. HE切片使用Olympus摄像系

统进行观察和摄片. Masson染色切片使用Leica 
DM5000B摄像系统进行观察和摄片.
统计学处理 计数资料用mean±SD表示, 两

组之间的比较用独立t检验, 统计学显著性用双

侧检验P <0.05. 使用SPSS11.5软件包进行统计学

分析.

2  结果

2.1 一般情况 各组大鼠均无死亡, 习性、毛发、

活动均无异常. 在开始的2 wk内, 各组大鼠的进

食量无明显差异, 从11.8到15.6 g/d, 以后进食量

逐渐增加, 恒定至约22.4至25.3 g/d, 对照组大

■创新盘点
基因敲除产生的
ob/ob小鼠、具有
脂质萎缩特点的
SREBP-1小鼠和
通过MCD饮食建
立的动物模型是
国外研究最多和
最具有代表性的
NASH模型, 但是
由于价格原因, 国
内均很少 ,  本文
通过改良M C D
饮食配方成功建
立起与国外相似
的M C D动物模
型, 有利于国内对
N A S H机制进一
步研究.

图  1  肝脏外观. A: 
对照组; B: 模型组.A B

表  1  脂肪性肝炎大鼠体质量、肝指数、血生化指标和肝TG量

      分组

对照组(n  = 5) 模型组(n  = 8)

  组1   组2    组3 组4

开始时体质量(g)     131.4±9.1      129.6±7.4       127.5±9.7      127.4±7.6

处死时体质量(g) 224.0±13.2 456.8±18.4  208.9±14.8 440.2±11.6

体质量增加量(g)   92.6±11.0 327.2±14.9    88.2±19.4 312.8±11.3

肝指数(%)    3.2±0.2b    3.2±0.2d    7.5±0.5   5.6±0.8

TG(mmol/L)    1.5±0.7b    1.2±0.2d    0.6±0.1   0.5±0.1

ALT(U/L)    76.2±17.9b    57.6±13.4d  162.6±27.8   93.1±18.6

AST(U/L)  135.6±15.9b  105.6±19.5d    466.8±133.4 206.8±54.2

肝脏TG量(mg/g)  15.4±6.5b  16.1±4.2d  114.8±15.7 121.0±14.0

bP<0.01 vs  组3, dP<0.01 vs  组4.
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于2/3, 脂变肝细胞极度肿胀呈圆形, 体积较正常

明显增加, 胞质内充满大量脂肪空泡. 汇管区和

小叶内可见少量炎性细胞浸润, 炎症细胞以单

核细胞、淋巴细胞为主(图2B-C). Masson染色

未见明显纤维形成(图3A). 8 wk时, 对照2组大鼠

肝脏外观及病理与1组相似. 模型4组大鼠肝脏

外观表现为肝脏肿大, 色泽暗黄, 密度较前增加, 
肝脏表面颗粒样感觉, 质韧. 切片HE染色可见小

叶内含脂滴细胞数/总细胞数大于2/3, Masson染
色可见纤维组织增多, 部分有假小叶形成(图2D, 
3B). 两种饮食特点比较见表2.

3  讨论

国内进行脂肪性肝病研究时, 多采用高脂或高

糖等高能量饮食建立动物模型. 高能量饲料喂

养大鼠建立单纯性脂肪变性肝病模型一般需要

6-8 wk, 如果要发展为脂肪性肝炎, 还需要延长

时间, 而且脂肪性肝炎的发生率低. 我们用改良

MCD饮食喂养的大鼠, 与正常添加胆碱(CS)饮
食喂养的大鼠相比, 3 wk肝脏可见明显的脂肪浸

润, 密度下降, 并可见炎性细胞浸润, 脂肪变性

评分与CS饮食喂养的大鼠脂肪变性评分有着显

著差异, 且NAS≥5; 同时血清中ALT, AST显著

升高, TG显著降低, 肝脏中TG含量增加, 均与文

献记载的相同[16]. 随着造模时间的延长, 可以见

到肝脏炎症进一步发展, 肝脏内纤维组织逐渐

增加, 密度也逐渐增加. 而随着纤维组织的增加, 
ALT和AST有逐渐下降的趋势, 但较对照组仍然

显著升高, 符合MCD模型的特点, 表明使用改良

MCD饮食制造NASH模型成功. 但国外MCD饮

图  2  大鼠脂肪肝组织学(HE). A: 3 wk 对照组(×100); B: 3 wk模型组脂肪浸润(×100); C: 3 wk模型组汇管区和小叶内少量
炎性细胞 (×400); D: 8 wk模型组脂肪浸润纤维组织增多(×100).

A B

C D

图  3  模型组肝脏Ma-sson染色(×100). A: 3 wk; B: 8 wk.

A B

■应用要点
本文的改良MCD
饮食只有国外同
类 产 品 价 格 的
1 / 2 0 ,  但同样可
以获得满意的效
果 ,  对以后国内
N A S H的研究提
供了很好的模型, 
填补了国内空白.
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食喂养大鼠体质量较对照组显著下降[14-15], 而我

们使用改良MCD饮食喂养后, 模型组大鼠体质

量也较对照组下降, 但仅有临界性差异. 我们认

为可能与饮食改良有关, 同时可能样本量较小

也有一定关系. 
使用MCD饮食制造NASH模型是国外进行

脂肪性肝炎研究常用模型之一, 国外都是购买

成品, 但是因为价格昂贵, 国内很少应用. 我们

通过改良后成本只有外国的1/20, 同样可以获

得满意的NASH模型效果. 此种饮食提供的能

量和蛋白质均能充分满足生长需要. 酒精萃取

的花生粉, 主要是来源于花生压榨后, 他缺乏赖

氨酸, 大约含有45%的蛋白质, 但是因为无法获

得, 我们用增加大豆分离蛋白来替代. 大豆分离

蛋白含有丰富的蛋白质(约90%), 这种蛋白质是

经过精心挑选的, 含有充足的蛋白质只有极少

量的蛋氨酸(0.2%). 由于大鼠体内可以充分有

效地通过蛋氨酸合成胆碱, 因此, 从这个角度来

讲, 该胆碱缺乏饮食也是蛋氨酸胆碱缺乏饮食

(MCD)[16]. 
蛋氨酸是一种必需氨基酸, 在体内提供甲

基合成胆碱. 当蛋氨酸缺乏时, 胆碱合成障碍[18]. 
胆碱又称为VitB4, 是卵磷脂、乙酰胆碱等物质

的组成成分. 当缺少胆碱时, 肝脏合成磷脂减少, 
不能有效地合成脂蛋白, 特别是极低密度脂蛋

白(VLDL); 而VLDL是运输内源性甘油三酯出

肝的主要形式, 从而使甘油三酯在肝脏内积聚, 
迅速沉积, 形成脂肪肝. 积累在肝的甘油三酯代

谢生成甘油二酯, 胆碱与甘油二酯生成卵磷脂

减少会导致甘油二酯积累, 结果细胞膜中的卵

磷脂会被代谢以提供胆碱, 引起肝细胞膜损伤. 
胆碱和蛋氨酸缺乏, 导致活性甲基缺乏, 使

肝脏内严重缺乏抗氧化物, 因此MCD饮食使抗

氧化屏障机制受损并增加氧应激[19]. 氧应激可

以导致细胞多种功能和结构损伤, 还可以诱导

TNFα和其他促炎症细胞因子活化[20]. MCD饮食

喂养的大鼠, 2 d后就可以发现肝脏TNFα水平

升高[21]. 肥胖的NASH患者也存在着TNFα表达

增加的情况, 而同样肥胖但是无NASH者则没有

TNFα表达增加[22]. 氧应激和TNFα还可以激活

IKKβ途径, IKKβ激活核因子κB(NF-κB), 而NF-
κB是一个可以诱导TNFα合成的转录因子. 因
此, 一旦激活, IKKβ-TNFα循环就可以不断的自

我增强, 导致胰岛素抵抗和慢性炎症状态持续

存在, 肝脏炎症细胞浸润和肝脏纤维化很快就

会出现. 
M C D 饮食引起的 N A S H 模型还存在

CYP2E1[14]上调, CYP2E1是引起氧应激的主要

因素, 可以导致羟自由基、超氧阴离子等的产

生. 自由基的大量形成可造成肝细胞膜等多部

位和成分的广泛损伤和肝纤维化. CYP2E1和
其异构体表达增加在人和动物N A S H模型中

均可以见到[23]. 最近Schattenberg et al [24]报道了

CYP2E1的过度表达可以使肝脏胰岛素信号通

路受损, 导致肝脏胰岛素抵抗. 且MCD饮食大鼠

血浆内β羟丁酸浓度不升高[14], 提示MCD饮食喂

养大鼠的肝脏线粒体β氧化受损. 因此MCD饮食

引起的NASH模型, 除了在组织学上引起的脂肪

性肝炎病变与人类NASH类似之外, 也同样可以

产生氧应激、TNFα升高、脂质过氧化等人类

NASH中常见的危险因素. 
M C D饮食模型有着严重的脂肪浸润、氧

应激及TNFα升高, 有着严重的炎症, 并可能存

在着胰岛素抵抗. 但是Rinella1 et al [25]使用MCD

■名词解释
1 NAFLD: 非酒
精性脂肪性肝病
是一种病变主体
在肝小叶 ,  以肝
细胞脂肪变性和
脂肪贮积为病理
特征但无过量饮
酒史的临床综合
征, 包括单纯性脂
肪肝、脂肪性肝
炎、脂肪性肝硬
化三种主要类型.
2 NASH: 为NAF-
LD的一种病理类
型. 指血清ALT水
平高于正常值上
限的2倍, 持续时
间大于4 wk, 影像
学表现符合脂肪
肝诊断标准或肝
脏组织学表现符
合脂肪性肝炎诊
断标准. 
3 MCD饮食: 蛋氨
酸胆碱缺乏饮食, 
导致V L D L合成
障碍, 使内源性甘
油三脂出肝受阻, 
从而使甘油三酯
在肝脏内积聚, 迅
速沉积, 形成脂肪
肝.

表  2  改良MCD饮食与国外报道MCD饮食特点比较

               标准MCD           改良MCD

成分 复杂, 难以自行配制 相似, 改良后配制方便

能量蛋白质 满足生长所需要 满足生长所需要

来源 多购买自MP medicals等公司 自行配制

价格 昂贵 价廉 约为国外同类产品的1/20

造模时间 3 wk左右可见明显的脂肪性肝炎病变, 10 wk可见
明显的肝纤维化

2-3 wk可见明显脂肪浸润及炎症, 3-6 wk可见明
显脂肪性肝炎, 8 wk可见纤维化

体质量 较CS饮食组有显著下降 较CS饮食组有临界性下降

血清ALT、AST 较CS饮食组显著升高 显著升高

血清TG 较CS饮食组降低 降低

肝脏脂肪浸润 2 wk可见 相似

肝脏炎症 显著 相似
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饮食喂养FVB/NJ小鼠后, 糖耐量试验、胰岛素

耐量试验和定量胰岛素敏感测定表明, MCD饮

食引起的NASH模型中不存在胰岛素抵抗, 相
反还有胰岛素敏感性增高现象. 而Tahan et al [26]

却发现, 短期或长期M C D饮食喂养的Wi s t a r
大鼠 ,  均表现出糖耐量受损和胰岛素耐量下

降, 而没有出现胰岛素敏感性增加的现象. 他
认为这可能与大鼠的种属差异性有关. 结合以

上谈到的氧应激、TNFα和CYP2E1的作用, 我
们认为MCD饮食模型是否存在全身性胰岛素

抵抗尚有争议, 但肝脏的局部胰岛素抵抗是存

在的. 我们应该注意到, 虽然大部分NASH患者

均存在中心性肥胖和胰岛素抵抗, 但是仍有约

10%-20%的NASH患者是瘦的, 并无胰岛素抵 
抗[27], 而这部分人有可能就存在着局部的胰岛素

抵抗. 
M C D饮食模型在发病过程中与人类非肥

胖患者的NASH发病过程很相似, 因为此模型

强调在肝脏脂肪变性和脂肪性肝炎的发病机制

中, 氧应激独立于肥胖之外的对于NASH发病

的重要性, 而且存在着肝脏局部的胰岛素抵抗. 
近来发现, 抑癌基因p 53, PTEN(phosphotase and 
tensin homology deleted on chromosome ten)等在

脂肪性肝炎的发展中起重要作用, 而氧应激可

以诱导这些基因的表达[28], 对于进一步探讨p 53, 
PTEN在NASH中的机制是有重要意义的. 

总之 ,  我们通过改良M C D饮食建立了

NASH模型, 本模型是研究NASH的发病机制及

筛选防治方案的良好实验材料.
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WJG 总编辑在京亲切会见
加拿大英属哥伦比亚大学医学系 Freeman 教授

图  1  马连生总编辑(左), Hugh J Freeman教授(中), 长有德科

学编辑(右).

本刊讯 World Journal of Gastroenterology (WJG )总编

辑马连生教授于2007-08-28上午在北京王府饭店会见

了加拿大英属哥伦比亚大学医学系医学教授、著名

胃肠病专家、WJG编委Hugh J Freeman教授(图1). 两

人对WJG的未来规划、发展思路、栏目设置、稿件

约稿、同行评议、配发评论及运作模式等进行了亲

切友好而富有成果的商谈. Freeman教授对上述方面

提出了许多富有价值的建议性意见.

Freeman教授说:“免费在线开放存取、快速的同

行评议和周刊出版是WJG予以制胜的三大法宝, 希望

不断加以完善和提高.”他也非常肯定WJG的“作者

创造、市场主导、读者收益”的出版运做模式, 还强

调: “根据国外期刊的出版状况, 过度的商业广告参

与会阻碍期刊的正常发展, 削弱期刊自身的政策性和

导向性决策.”

对于WJG设置的同行评议、配发评论, Freeman

教授也给予了高度评价. 他说: “每篇文章配发评论

很有特色, 这是其他期刊所没有的. 在阅读文章内容

的同时, 仔细阅读配发评论, 就好像上了一堂新课, 准

确理解了许多专业概念, 扩充了相关背景知识, 同时

也了解了同行对论文的科学性和创新性评价.”他还

建议配发评论中可以考虑同行评议实名制, 这样有助

于同行评议更加客观公证, 激发读者参与热情, 让读

者感觉更加真实.

对于上述提议, 马总编辑非常赞同, 并打算逐步

加以尝试.

作为此次会见的第二个议程 ,  马总编辑聘请

Freeman教授为WJG的副总编辑, 担任新增栏目“观

察家”(OBSERVER)的责任编辑. 本栏目要办出时

效性, 包括热点、难点、疑点等问题, 且本栏目为约

稿, 不接受自由投稿. Freeman教授将邀请全世界特定

领域有名的专家提出一系列正反问题, 然后汇总出

一系列胃肠病学和肝病学研究所面临的重大科学问

题, 然后邀请专家针对性地撰写评论. Freeman教授对

此栏目有着极大的兴趣和热情, 相信此栏目在双方

的共同努力下, 一定能取得成功. (科学编辑: 长有德 

2007-08-30)
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Abstract
AIM: To construct two M1GS RNA ribozymes 
targeting the S region and C region of the HBV 
genome, and evaluate their inhibitory effect on 
HBV gene expression.

METHODS: A 294-nt in the S region and a 
2333-nt in the C region of HBV genome were 
selected as sites of cleavage. DNA templates for 
site-specific M1GS RNA ribozymes targeting the 
HBV genome were constructed by polymerase 
chain reaction (PCR) using plasmid pTK117 as 

template. Then, the DNA templates were cloned 
into the eukaryotic expression vector pEGFP-C1. 
The recombinant vectors pEGFP-GSS and pEG-
FP-GSC were co-transfected into HepG2.2.15 
cells. HBsAg and HBeAg proteins were detected 
by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
and their mRNA levels were analyzed by RT-
PCR.

RESULTS: The two ribozymes effectively in-
hibited the secretion of HBsAg and HBeAg in 
HepG2.2.15 cells, by 33.2% and 39.1%, respec-
tively. RT-PCR results showed that HBV S and C 
mRNAs were markedly decreased by 29.7% and 
32.5%, respectively. Expression of M1GS RNA 
ribozyme had no effect on the proliferation of 
HepG2.2.15 cells.

CONCLUSION: These results demonstrate that 
vectors with site-specific M1GS RNA ribozymes 
targeting the S and C regions of HBV can inhibit 
HBV replication specificity in vitro.

Key Words: Hepatitis B virus; Ribozyme; RNase P; 
Gene therapy; Reverse transcription polymerase 
chain reaction; Enzyme linked immunosorbent as-
say

Mao T, Yin F, Tian ZB, Li HN, Kong XJ, Liu XS, Zhang 
HY. Inhibition of HBV replication by M1GS RNA 
ribozymes targeting the S and C regions of the HBV 
genome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 
2990-2994

摘要
目的: 研究靶向HBV S区和C区基因的M1GS 
RNA核酶共同作用对HBV基因表达的影响. 

方法: 选择HBV ayw亚型S区基因294 nt和C区
基因2333 nt为切割位点, 以含有编码M1 RNA
的DNA序列的质粒pTK117为模板, 通过PCR
扩增得到M1GS RNA核酶的DNA模板, 并将
其克隆至真核表达载体pEGFP-C1得到重组质
粒pEGFP-GSS和pEGFP-GSC. 将2个重组质粒
共转染HepG2.2.15细胞, 转染后ELISA法测细

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
HBV)感染是一个
世界范围的卫生
问题 ,  但目前抗
HBV治疗的药物
疗效均不能令人
满意. 近年来, 由
RNase  P的催化
亚基M1  RNA发
展而来的M 1 G S 
RNA核酶因其特
异性和灵活性受
到人们的关注, 在
病毒性疾病、肿
瘤及遗传病的基
因治疗上具有广
阔的应用前景. 
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胞培养液中的HBsAg和HBeAg, RT-PCR检测
HBV mRNA. 

结果: 成功构建了分别靶向HBV S区基因和C
区基因的真核表达载体. 共转染HepG2.2.15细
胞后, HBsAg和HBeAg的表达分别被抑制了
33.2%和39.1%, HBV C mRNA和S mRNA分别
被抑制了32.5%和29.7%, 而HepG2.2.15细胞
的增殖无明显变化.

结论: 靶向HBV S区和C区基因的M1GS RNA
核酶共同作用可特异性抑制HBV S区和C区
基因的表达.

关键词: 乙型肝炎病毒; 核酶; 核糖核酸酶P; 基因治

疗; 逆转录聚合酶链式反应; 酶联免疫吸附试验

毛涛, 殷凡, 田字彬, 厉海妮, 孔心涓, 刘希双, 张海燕. 靶向S区

和C区基因的M1GS RNA核酶共同抑制HBV的表达.  世界华人

消化杂志  2007;15(28):2990-2994
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是一

个世界范围的卫生问题[1-2], 但迄今为止尚未有

一种令人满意的治疗方法[3-4]. 近年来, 由核糖核

酸酶P(RNase P)及其催化亚基M1 RNA发展而来

的M1GS RNA, 因其特异性和灵活性受到人们

的广泛关注[5-6], 在病毒性疾病[8]和肿瘤[9]的基因

治疗上具有广阔的应用前景, 是一种极有潜力

的基因治疗方法[10-11]; 前期研究发现, 靶向HBV 
C区基因3'端保守序列的M1GS RNA核酶, 能明

显抑制HepG2.2.15细胞中HBeAg的表达, 但对

HBsAg的表达没有影响, 因此, 我们分别构建了

靶向HBV C区和S区基因的M1GS RNA核酶真

核表达载体, 共转染HepG2.2.15细胞, 研究其对

HBV基因表达的影响, 

1  材料和方法

1.1 材料 E.coli  JM109购自Promega公司; 含有由

T7 RNA聚合酶控制的编码M1 RNA的DNA序列

的质粒pTK117由Fengyong Liu教授惠赠; 真核表

达载体pEGFP-C1购自Clontech公司; HepG2.2.15
细胞购自山东大学医学院免疫研究所; D N A 
marker, 限制性内切酶Eco RⅠ和SalⅠ, T4 DNA 
Ligase购自宝生物工程(大连)有限公司; Taq DNA
聚合酶、dNTP、MgCl2、10×Buffer等PCR反应

试剂购自上海中科开瑞生物工程技术服务有限

公司; PCR引物合成和DNA测序由上海生工生

物工程技术服务有限公司完成; QIAquick PCR 
Purification Kit购自Qiagen公司; MEM培养基为

Gibco公司产品; 胎牛血清为杭州四季青生物公

司产品; Lipofectamine TM200为Invitrogen公司

产品; G418为Amresco公司产品; RT试剂盒购自

Promega公司; 去内毒素质粒小提试剂盒、2×
Taq PCR MasterMix为北京天根公司产品; ELISA
试剂盒购自上海实业科华公司. 
1.2 方法 根据M1 RNA切割位点的选择原则, 如
切割位点的3'和5'端分别为鸟嘌呤和嘧啶可获

得最佳的切割效率[12], 同时根据HBV基因的结

构与功能, 选择HBV ayw亚型S区基因294 nt和C
区基因2333 nt为靶位点, 并通过NCBI GenBank 
B last确定该序列与人的基因序列没有同源性. 
以pTK117质粒为模板, 根据M1 RNA作用底物

的特征设计特异性引物, 扩增产物为目的基因

即M1GS RNA的DNA模板. 靶向S区基因的3'端
引物为: 5'-gcgtcgacGTGGTGTGTGTCTTGGCC
AAAATATGACCATG-3'; 靶向C区基因的3'端引

物为: 5'-gcgtcgacGTGGTGGAAACTACTGTTG
TTATATGACCATG-3'; 共同的5'端引物为: 5'-gc
gaattcTAATACGACTCACTATAG-3'. 其中3'端引

物添加了限制性内切酶Sa lⅠ的酶切位点(小写

序列)、与底物结构中3'端的ACCAC序列相对应

的序列(斜体序列)和与HBV上切割位点3'端一侧

互补的引导序列(下划线序列); 5'端引物添加了

限制性内切酶Eco RⅠ的酶切位点(小写序列). 以
质粒pTK117为模板进行PCR反应, 反应条件为: 
94℃ 10 min, 94℃ 40 s, 55℃ 40 s, 72℃ 1 min, 共
35个循环, 最后72℃延伸10 min. 扩增产物于含

溴化乙锭(0.5 mg/L)的10 g/L琼脂糖凝胶中电泳

检测, 紫外透射仪下观察电泳结果. 目的基因经

鉴定后用QIAquick PCR纯化试剂盒按照说明书

进行纯化. 以限制性核酸内切酶SalⅠ和Eco RⅠ
双酶切M1GS RNA核酶的DNA模板和真核表达

载体pEGFP-C1, 37℃水浴5 h, QIAquick PCR纯
化试剂盒纯化回收, 得到具有黏性末端的目的

基因和真核表达载体pEGFP-C1. 将上述目的基

因和线性化的pEGFP-C1载体按4∶1的摩尔比

混合, 用T4 DNA Ligase 16℃过夜进行连接反应. 
应用1×TSS两步法, 将连接产物转化至新鲜制

备的E.coli  JM109感受态细菌, 在含卡那霉素(浓
度35 mg/L)LB平板上培养18-24 h后, 随机挑取

转化成功的单个菌落接种于含卡那霉素的LB液
体培养基, 应用去内毒素质粒小提试剂盒提取

质粒, 将得到的靶向S区和C区的重组质粒分别

■研发前沿
M1  RNA核酶是
E . c o l i核糖核酸
酶P(RNase P)的
RNA亚单位, 体内
执行核酸内切酶
活性. 研究表明把
能特异识别底物
分子的外源性引
导序列(EGS)连接
到M1 RNA上, 形
成的特异性核酶
M1GS RNA可在
体内和体外特异
性地切割靶RNA.

■相关报道
已有学者设计M1 
R N A在体外及
胞内切割单纯疱
疹病毒(HSV-1) , 
人 巨 细 胞 病 毒
(HCMV)mRNA, 
发现病毒的扩增
速率及基因的表
达 水 平 均 明 显
下降 .  在肿瘤治
疗方面, Cobaled  
et al以M1 RNA为
基础设计特异性
的核酶可以抑制
慢性粒细胞白血
病患者畸形染色
体所产生的肿瘤
特异性融合基因
BCR-ABL的表达.
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命名为pEGFP-GSS和pEGFP-GSC. SalⅠ和Eco R
Ⅰ双酶切重组质粒pEGFP-GSC和pEGFP-GSS以
及对照空质粒, 37℃水浴过夜, 次日各取酶切产

物10 μL于10 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 在凝胶成

像系统中观察电泳结果. 将重组质粒送上海生

工生物工程技术服务有限公司测序, 测序引物

为合成M1GS RNA的DNA模板所用的引物. 测
序结果与M1 RNA的DNA模板序列对比. 
1.2.1  细胞培养和转染  H e p G2.2.15细胞在

37℃、50 mL/L CO2的条件下培养. 培养基为含

G418(380 mg/L)、10 mL/L胎牛血清并加有含

青霉素和链霉素50 kU/L的MEM培养液. 转染前

24 h, 将HepG2.2.15细胞种入24孔板, 每孔2×105

个细胞, 用Lipofectamine 2000脂质体转染试剂

盒将pEGFP-GSS和pEGFP-GSC以1∶1的比例共

转染入HepG2.2.15细胞, 并设阴性对照(仅转染

pEGFP-C1)及空白对照(单纯脂质体). 转染48 h
后用倒置荧光显微镜观察绿色荧光, 换液, 再培

养48 h后收集细胞和培养液进一步检测.
1.2.2 MTT实验 用胰蛋白酶将细胞消化分散为

单个细胞悬液, 细胞计数后将其稀释至1×108 
cells/L, 每孔加细胞悬液(2×104个细胞)200 μL
接种于96孔板. 48 h后每孔加5 g/L MTT溶液

20 μL, 继续培养4 h后, 每孔加入100 μL分析纯

DMSO原液, 振荡溶解后, 570 nm处比色测定. 按
下式计算药物作用下的细胞存活率: 细胞存活

率 = 药物处理孔吸光度值/对照孔吸光度值×

100%. 
1.2.3 HBsAg和HBeAg的检测 分别对转染成功

的阳性细胞及空白对照进行细胞计数, 每组5×
105细胞接种于12孔细胞培养板中继续培养, 48 
h后收获细胞上清液, ELISA试剂盒检测细胞转

染48 h后细胞培养上清液的HBsAg和HBeAg, A
值在A 450下读取. 结果均以样品孔A值/阴性对照

孔A平均值(P/N值)表示, 抑制率按下式计算: 抑
制率 = (对照孔P/N值-实验孔P/N值)/(对照孔P/N
值-2.1)×100%, 同时取每组细胞计数, 检测结果

用细胞数量进行校正, 按1×106细胞数抗原分泌

量进行统计分析. 
1.2.4 HBV S mRNA和C mRNA表达的检测 转
染后48  h收集细胞 ,  T R I z o l试剂提取转染的

HepG2.2.15细胞中的总RNA, 以Oligo(dT)作为

引物, 在AMV逆转录酶的催化下生成互补DNA, 
然后进行PCR扩增S区和C区基因, S区引物P1: 
5'-GCGGGGTTTTTCTTGTTGA-3', P2: 5'-GGG
ACTCAAGATGTTGTACAG-3', 产物为585 bp; 
C区引物P1: 5'-GGCTTTGGGGCATGGAC-3', 
P2: 5'-ATACTAACATTGAGGTTCC-3', 产物为

566 bp. 反应条件: 94℃ 5 min; 94℃ 45 s, 53℃ 45 
s, 72℃ 1 min, 共35个循环, 后72℃延伸10 min; 
以人源性β-actin作为内参照, 引物P1: 5'-CCCAG
ATCATGTTTGAGACC-3'; P2: 5'-TAGCTCTTCT
CCAGGGAGGA-3', PCR反应条件: 94℃ 5 min; 
94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 2 min, 共30个循环, 
后72℃延伸10 min, PCR产物在20 g/L琼脂糖凝

胶上进行电泳. 经电泳及扫描后, 所有PCR产物

条带经β-actin标化后由Quantity One 1-D analysis 
software测定. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 采

用SPSS10.0进行方差分析, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 重组质粒的鉴定 重组质粒pEGFP-GSS和
pEGFP-GSC经SalⅠ和Eco RⅠ双酶切后行10 g/L
琼脂糖凝胶电泳可分别观察到470 b p和4700 
b p的2个条带(图1). 测序结果证实, 重组质粒

pEGFP-GSS和pEGFP-GSC中M1GS RNA核酶的

DNA片段插入准确无误.
2.2 核酶对HepG2.2.15细胞增殖活性的影响 在
显微镜下观察转染后HepG2.2.15细胞形态, 与
对照组比较, 无明显可见的形态差别. MTT实验

结果表明, 与对照组比较, 共转染pEGFP-GSS和
pEGFP-GSC后的HepG2.2.15细胞的增殖活性亦

表  1  核酶对细胞增殖活性和HBsAg和HBeAg表达的影响(mean±SD)

     
分组                        A 570 value(n  = 12)

                             HBsAg                                          HBeAg

			                            P/N              抑制率(%)	       P/N	            抑制率(%)

单纯脂质体             0.957±0.127           16.15±0.59            -	 7.37±0.63	 -

pEGFP-C1             0.933±0.093           15.03±0.78a           7.0	 7.45±0.57	 -

共转染                    0.919±0.112           11.49±0.47b         33.2	 5.31±0.69b            39.1

aP<0.05, bP<0.01 vs  单纯脂质体.

■创新盘点
目前HBV的基因
治疗主要是应用
反义核苷酸、锤
头状核酶、发夹
状核酶及RNA干
涉技术, 还未见有
应用M1  RNA抑
制HBV基因表达
的报道. 本文分别
构建了靶向HBV 
S区和C区基因的
M1GS RNA核酶
真核表达载体, 共
转染HepG2.2.15
细胞 ,  研究其对
HBV基因表达的
影响.

■应用要点
本文的研究结果
表明靶向HBV C
区和 S区基因的
M1GS RNA核酶
真核表达载体共
转染HepG2.2.15
细胞后可以抑制
HBV基因的表达, 
且较单个核酶作
用的抗病毒效果
显著, 对进一步体
内研究有指导作
用, 为研究高效特
异性的抗HBV治
疗方法奠定了基
础.
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无显著差异(表1). 
2.3 M1GS RNA核酶对HBsAg和HBeAg表达的
抑制作用 细胞转染48 h后, ELISA法检测培养液

中HBsAg和HBeAg含量, 结果表明HepG2.2.15
细胞中HBsAg和HBeAg的表达分别被抑制了

33.2%和39.1%(表1).
2.4 M1GS RNA核酶对HBV mRNA表达的影
响 HBV S mRNA、C mRNA及内参照β-actin 
mRNA的RT-PCR扩增产物分别为585 bp、566 
bp和361 bp. RT-PCR结果显示, 共转染组HBV 
S mRNA和C mRNA的表达均降低, 与单纯脂

质体组比较分别减少了29.7%和32.5%, 而转染

pEGFP-C1的细胞HBV S mRNA和C mRNA与单

纯脂质体组相比无明显差别(图2).

3  讨论

随着生命科学研究的发展, 人们对疾病的认识

逐渐深入到分子水平, 基因治疗已成为当前分

子生物学最重要的研究领域之一. M1 RNA核

酶是E.co l i核糖核酸酶P(RNase P)的RNA亚单

位, 在体内执行核酸内切酶活性, 切割tRNA前体

(pre-tRNA)和一些小RNA分子的5'端前导序列[5]. 
RNase P是一类普遍存在的核糖核蛋白复合体, 
在E.coli中, 其RNA被称为M1 RNA, 大小为375 
bp, 蛋白称为C5蛋白[13]. 如果C5蛋白缺失, M1 
R N A可作为催化剂在含高浓度二价金属离子

(如Mg2+)的反应体系中裂解底物[14]. RNase P对
底物识别与广泛应用的锤头状或发夹状核酶不

同, 其与天然底物之间的相互作用依赖于对底

物结构的识别, 而不是某些特殊的序列或核苷

酸. 能被M1 RNA识别的底物结构单元包括: 双
链RNA区域(类似于pre-tRNA的氨酰基或T茎); 
5'端前导序列中4-16个配对碱基和至少一个突

出碱基; 3'端未配对的-CCA序列[15]. 任何符合上

述要求的RNA序列, 原则上都可作为M1 RNA的

靶基因. Liu et al [16]将特异识别底物分子的外源

性引导序列(external guide sequence, EGS)连接

到M1 RNA上, 形成具有序列特异性催化活性的

M1GS RNA, 研究证实, M1GS RNA核酶在体内

及体外都能特异性切割靶RNA[17]. 已有学者设

计了在体外及体内切割单纯疱疹病毒[7]和巨细

胞病毒(HCMV)[8,18-19] mRNA的M1GS RNA核酶, 
发现病毒的扩增速率及基因表达水平均明显下

降. 在肿瘤治疗方面, Cobaleda et al [9]以M1 RNA
为基础, 设计特异性核酶抑制慢性粒细胞白血

病患者畸形染色体所产生的肿瘤特异性融合基

因BCR-ABL的表达. 
我们的前期研究表明, 靶向HBV C区基因的

M1GS RNA核酶作用于HepG2.2.15细胞后, 可特

异性抑制HBV C区基因的表达, 对细胞培养上

清液中HBV C区基因表达产物HBeAg的抑制率

达31.6%; RT-PCR结果显示, 该核酶可以有效抑

制HBV C mRNA的表达, 但对HBsAg的表达及

空白对照均无统计学差别. 可能因HBV基因组

为长约3.2 kb的部分双链环状DNA, 在核内以共

价闭合环状DNA(cccDNA)为模板, 在宿主RNA
聚合酶Ⅱ的作用下, 转录成3.5 kb, 2.4/2.1 kb及
0.7 kb 3种不同长度的mRNA, 在胞内分别编码

生成HBcAg/HBeAg和DNA多聚酶, HBsAg及
HBxAg[20-22]. 靶向HBV C区基因的M1GS RNA核

酶可以抑制胞质内的3.5 kb的前基因组mRNA, 
进而减少了HBeAg的分泌. 但对其他mRNA无抑

制效应, 故并不影响HBsAg的生成. 因此我们设

计了2个分别靶向C区和S区基因的M1GS RNA
核酶, 将构建的表达载体共转染HepG2.2.15细
胞, 研究靶向不同位点的核酶共同作用的效果. 
HepG2.2.15细胞是整合HBV ayw型全基因组的

肝癌细胞系, 能够表达各种HBV产物并能分泌

■名词解释
M 1  R N A核酶 : 
E . c o l i核糖核酸
酶P(RNase P)的
RNA亚单位 ,  在
体内执行核酸内
切酶活性 ,  切割
t R N A前体 ( p r e -
tRNA)和一些小
RNA分子的5 '端
前导序列.

图  1  Sal Ⅰ和Eco RⅠ双酶切重组质粒pEGFP-GSS和pEGFP-
GSC. M: DNA Marker DL2000; 1: pEGFP-C1; 2: pEGFP-
GSS; 3: pEGFP-GSC.
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图  2  M1GS RNA核酶对HBV mRNA表达的影响. 1-3: 
HBV C DNA; 4-6: HBV S DNA; 1, 6: 单纯脂质体组; 2, 5: 

pEGFP-C1组; 3-4: 共转染组; M: DNA marker DL2000.
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HBV颗粒, 是一种较为理想的细胞感染模型[23]. 
研究结果表明, S mRNA和C mRNA的表达分别

减少了29.7%和32.5%, HBsAg和HBeAg的生成

也分别被抑制了33.2%和39.1%. 且较单个核酶

作用的抗病毒效果显著, 具有“鸡尾酒效应”, 
为研究高效特异性的抗H B V治疗方法奠定了

基础.
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Abstract
AIM: To explore the role that leptin plays in 
acute inflammation. 

METHODS: Vital organ samples, including hy-
pothalamus, lung, liver, spleen, stomach, duo-
denum, kidney, epididymal fat pad and testis, 
were collected from normal rats, and the levels 
of leptin mRNA expression in those samples 
were determined by reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (PCR). A cecal liga-
tion and perforation model was established in 
rats. The rats were divided into sham-operation 

(A), intralipid injection (B), injury (C), estradiol 
injection (D) and insulin injection (E) groups to 
assess energy metabolism and neuroendocrine 
function. Reverse transcriptase-PCR was also 
used to detect leptin mRNA expression in adi-
pose tissue, liver and lung. 

RESULTS: Leptin mRNA expressions were con-
firmed in all nine vital organs examined, with 
the highest seen in kidney and the lowest levels 
seen in testis. By twelve hours after cecal liga-
tion and perforation, compared with the level of 
leptin mRNA expression in the sham-operation 
group, that in the intralipid injection group was 
increased significantly in adipose tissue but de-
creased significantly in liver and lung; that in the 
injury group showed no difference in liver but 
was decreased significantly in adipose tissue and 
lung; that in the estradiol group was increased 
significantly in lung but decreased significantly 
in adipose tissue and liver; and that in the insulin 
group showed no difference in lung but was de-
creased significantly in adipose tissue and liver. 
The effect of intralipid injection on leptin mRNA 
expression was found to be a dual-direction pat-
tern, as intralipid injection induced leptin mRNA 
expression in central secretory tissue (adipose tis-
sue), but inhibited it in peripheral organs. 

CONCLUSION: Leptin mRNA expression 
shows a sensitive change when intervening en-
ergy metabolism and neuroendocrine function 
after acute intestinal injury, which suggests that 
leptin may be a key protective factor promoting 
homeostasis. 

Key Words: Leptin; mRNA expression; Tissue dis-
tribution; Reverse transcriptase-PCR; Cecal ligation 
and perforation; Rat; Homeostasis

Lin J, Yan GT, Gao XN, Liao J, Wang LH, Hao XH. Tissue 
distribution of leptin mRNA expression and its variation 
in acute intestinal injury in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要
目的: 探讨leptin在急性炎症反应中的作用. 
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■背景资料
研 究 表 明 瘦 素 
(leptin)参与能量
代谢、神经-内分
泌、血管新生、
生殖、免疫应答
等的调节, 能够促
进细胞损伤的修
复, 有助于内环境
紊乱的恢复. 探讨
leptin表达的组织
分布及在急性肠
道损伤中的变化, 
为利用以leptin为
核心的代谢、免
疫及神经-内分泌
网络进行损伤后
干预提供了理论
依据.



方法: 采集正常大鼠下丘脑、肺、肝、脾、
胃、十二指肠、肾、附睾脂肪垫、睾丸等重
要脏器标本, 以RT-PCR法检测leptin mRNA
表达的组织分布; 并建立大鼠盲肠结扎穿孔
模型, 设立假手术组(A)和脂肪乳组(B)、单纯
损伤组(C)、雌二醇组(D)、胰岛素组(E)等实
验组, 采用RT-PCR检测脂肪、肝及肺内leptin 
mRNA表达的变化. 

结果: 正常大鼠的上述9种重要脏器内均有
leptin mRNA表达, 肾脏内含量最高而睾丸内
含量最低. 大鼠盲肠结扎穿孔12 h后, 与A组
leptin mRNA表达水平相比, 其在B组脂肪内
表达显著增高而在肝、肺内表达显著降低, 在
C组肝内表达无显著差异而在脂肪、肺内表
达显著降低, 在D组肺内表达显著增高而在脂
肪、肝内表达显著降低, 在E组肺内表达无显
著差异而在脂肪、肝内表达显著降低. 脂肪乳
对leptin mRNA表达的影响具有中枢分泌组织
(脂肪)内诱导而外周脏器内抑制的双向模式. 

结论: Leptin mRNA表达水平在干预急性肠道
损伤后能量代谢和神经-内分泌功能时发生敏
感变化, 提示leptin可能作为一种核心保护因
子促进内环境的稳定.

关键词 :  瘦素; mRNA表达; 组织分布; 逆转录

-PCR; 盲肠结扎穿孔; 大鼠; 内环境稳定

林季, 颜光涛, 高晓宁, 廖杰, 王录焕, 郝秀华. Leptin mRNA表达

的组织分布及在大鼠急性肠道损伤中的变化.  世界华人消化杂

志  2007;15(28):2995-3000

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2995.asp

0  引言

瘦素(leptin)是一种由ob基因表达, 含167个氨基

酸, 分子质量为16 kDa的活性因子, 通过下丘脑

内的特异受体而发挥抑制摄食、促进能量消耗

的主要作用[1-3]. 自1994年成功克隆leptin以来, 大
量事实已证明他参与能量代谢、神经-内分泌、

血管新生及生殖的调控[4-6]. 此外, leptin能够加速

糖和脂肪的氧化以提供足量ATP代偿细胞损伤, 
并增强特异及非特异免疫系统功能和促进内皮

细胞的增殖[7-9], 提示leptin可能参与创伤后内环

境稳乱的恢复过程, 但是目前国内外尚无定论, 
而且未见leptin mRNA表达组织分布的报道. 我
们假设leptin mRNA广泛表达并在急性肠道损伤

时发生一定的变化, 而且这种变化与其发挥保

护效应相关. 我们通过采集正常大鼠的重要脏

器样本, 以逆转录-PCR法检测leptin mRNA表达
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的组织分布; 并建立大鼠盲肠结扎穿孔(CLP)模
型, 观察损伤时leptin mRNA表达的变化, 探讨干

预急性肠道损伤后能量代谢和神经-内分泌功能

对leptin基因表达水平的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 实验用清洁级♂SD大鼠60只, 体质量

250 g, 由解放军总医院实验动物中心提供. β-雌
二醇购自Sigma®公司; 胰岛素注射剂购自Novo 
Nordisk®公司; AMV逆转录酶、Oligo(dT)15购
自Promega®公司; 脂肪乳注射液购自华瑞®制

药; TRIzol, Taq DNA聚合酶及β-actin引物购自

北京鼎国®公司; Leptin引物由上海生工®公司合

成; 其他试剂均为国产分析纯级. 取10只大鼠按

10 g/L戊巴比妥钠60 mg/kg ip麻醉, 无菌条件下

迅速取出其下丘脑、肺、肝、脾、胃、十二指

肠、肾、左侧附睾体部脂肪垫(属白色脂肪组

织)、睾丸等重要脏器, 立即投入液氮速冻, 然后

转移到-80℃冻存.
1.2 方法 大鼠随机分成5组, 每组10只. 第1组设

为假手术组, 第2组为脂肪乳组(2 mL, ip), 第3组
为单纯损伤组, 第4组为雌二醇组[12.5 mg/L(2 
mL), ip], 第5组为胰岛素组[0.5 U(2 mL), sc], 
雌二醇、胰岛素以生理盐水配制. 实验前12 h
禁食、不限水, 实验时按10 g/L戊巴比妥钠60  
mg/kg ip麻醉, 无菌条件下开腹, 分离盲肠末端

以3-0号丝线结扎, 再用5号针头随机穿孔2处, 将
盲肠放回腹腔后逐层关腹[10-11]. 假手术组于分离

盲肠末端时, 不进行结扎、穿孔. 假手术组与单

纯损伤组于术后关腹时, 2 mL生理盐水注射; 其
他3组则注射上述剂量的药物. CLP后12 h于麻

醉条件下迅速取出大鼠左侧附睾体部脂肪垫、

肝及肺组织, 立即投入液氮速冻, 然后转存于

-80℃. 采用TRIzol试剂提取组织样品的总RNA, 
操作步骤按说明书进行. 提取总RNA后, 以三蒸

水为空白对照, 测量样品260 nm处的紫外吸光

度A值并计算总RNA浓度.
逆转录体系(20 μL)包括: 总RNA 2.5 μg, 

AMV逆转录酶667 nkat, Oligo(dT)15 1 μg, 5×逆

转录缓冲液4 μL, 10 mmol/L dNTPs 2 μL, RNA
酶抑制剂20 U及焦碳酸二乙酯处理的水6.5 μL. 
将逆转录样品置于37℃水浴2 h, 然后95℃水浴5 
min灭活AMV酶, 快速冰镇后按4℃, 10 000 g离
心5 min, 保存cDNA样品于-20℃.

PCR反应以β-actin的mRNA表达作为cDNA
合成及PCR反应的内源性参照. Leptin和β-actin 
PCR体系(50 μL)包括: cDNA 4 μL, 25 μmol/L

www.wjgnet.com

■研发前沿
自从发现leptin存
在于胰腺、胃、
结肠、角质和内
皮细胞以来 ,  国
内外尚未见leptin 
mRNA表达组织
分布的详细报道. 
同时, 由于leptin
可 能 参 与 创 伤
后内环境紊乱的
恢复过程，研究
leptin mRNA表达
在急性肠道损伤
时重要脏器内的
变化 ,  成为证明
这种变化是否与
leptin发挥保护效
应相关的一个主
要环节.
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上游及下游引物1 μL, 10 mmol/L dNTPs 4 μL, 
Taq酶33 nkat, 10×PCR缓冲液(含20 mmol/L 
MgCl2)5 μL及灭菌去离子水34 μL. PCR所用的

引物序列及反应条件如表1所示. 于15 g/L琼脂

糖凝胶(含0.5 mg/L溴乙啡啶)电泳检测PCR产物, 
并用Gel-Pro®凝胶分析仪拍摄和分析电泳图像.

2  结果

2.1 正常♂大鼠leptin mRNA的组织分布 正常♂

大鼠的下丘脑、肺、肝、脾、胃、十二指肠、

肾、附睾脂肪垫、睾丸等重要脏器组织均有

leptin mRNA表达, 但是表达量不同, 以肾脏内

含量为最高, 而睾丸内含量最低. 该结果表明, 
leptin mRNA不仅仅存在于脂肪组织, 还广泛存

在于机体中枢神经系统和外周重要脏器(图1).
2.2 CLP对leptin mRNA表达的影响 在脂肪组

织中, 与损伤后假手术组相比, 脂肪乳组leptin 
mRNA表达显著增高(t  = 0.1384, P <0.001), 其
他3组均显著降低, 而且按雌二醇组、单纯损

伤组和胰岛素组依次递减(t  = -0.0526, -0.1292, 

-0.332, P <0.001). 在肝组织中, 与损伤后假手

术组相比, 单纯损伤组lept in mRNA表达无显

著差异(t  = -0.0277, P  = 0.067), 其他3组均显

著降低 ,  而且按雌二醇组 ,  脂肪乳组和胰岛

素组依次递减(t  = -0.6826, -1.4506, -1.9057, 
P <0.001). 与脂肪乳组相比, 单纯损伤组和雌

二醇组leptin mRNA表达显著增高(t = 1.4229, 
0.76 792, P <0.001), 而胰岛素组显著降低(t  = 
-0.4551, P <0.001). 在肺组织中, 与损伤后假手

术组相比, 胰岛素组leptin mRNA表达无显著差

异(t  = 0.0363, P  = 0.125), 雌二醇组显著增高(t  = 
0.1549, P <0.001), 脂肪乳组和单纯损伤组均显

著降低(t  = -1.0191, -0.2725, 均P <0.001). 与脂肪

乳组相比, 其他3个药物组leptin mRNA表达均显

著升高, 而且按单纯损伤组, 胰岛素组和雌二醇

组依次递增(t  = 0.7466, 1.0554, 1.1741, P <0.001), 
如图2.

3  讨论

L e p t i n是一种主要由哺乳动物脂肪细胞分泌

的中分子活性蛋白, 不同物种间的同源性高达

80%[12-13]. 由于急性炎症反应诱发机体的高代谢

状态, 而leptin是调控代谢的重要因子, 因此他

在炎症反应后的内环境失调中发挥特殊作用, 
成为联系能量代谢、免疫调控和神经-内分泌3
大功能系统的枢纽. leptin要发挥这些重要的功

能, 必然要通过与其特异性受体结合. leptin受体

(OB-R)属于Ⅰ型细胞因子受体家族, 包含6种亚

型(OB-Ra, b, c, d, e及f), 主要通过Janus激酶-酪
氨酸激酶途径转导信号[14-16]. 除了皮下、心旁、

肾周、肠系膜4种脂肪组织以外, 还发现OB-R存
在于肝、脾、肠系膜淋巴结、小肠、肾上腺皮

质、肾、主动脉等外周脏器和下丘脑、垂体、

大脑皮质、小脑皮质、松果体等中枢神经组 
织[17-19]. 根据OB-R的广泛存在, 我们推测leptin基
因也应该在各组织内有表达. 但目前国内外仅

见leptin mRNA表达于胰腺、胃、结肠、角质和

■相关报道
目前认为leptin受
体包含 6种亚型 
(OB-Ra, b, c, d, e
及f), 广泛存在于
脂肪、肝、脾、
肠系膜淋巴结、
小肠、肾上腺皮
质、肾、主动脉
等外周脏器和下
丘脑、垂体、大
脑皮质、小脑皮
质、松果体等中
枢神经组织, 提示
leptin有对应的广
泛表达. 前期研究
也证实leptin在损
伤后发挥迟缓而
持续的保护效应.

■创新盘点
本 文 研 究 发 现
leptin是一种广泛
表达于机体多种
重要脏器的活性
蛋白, 他对于急性
肠道损伤引发的
能量代谢紊乱和
神经-内分泌失调
有敏感的应答性. 
在脂肪组织和外
周脏器内leptin基
因表达具有双向
性的模式, 提示他
可能作为一种保
护因子促进机体
内环境的稳定.

表  1  PCR所用的引物序列及反应条件

     
引物名	                                     核酸序列及PCR反应条件	                              产物大小      GenBank编号

leptin	       上游引物: 5'-CCTGTGGCTTTGGTCCTATCGG-3'                         290 bp        RATOBESE

	       下游引物: 5'-CTGCTCAAAGTCACCACCTCGG-3'

	       变性: 94℃ 45 s, 退火: 60℃ 45 s, 延伸: 72℃ 60 s, 循环: 35

β-actin	       上游引物: 5'-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3'                              318 bp        BC063166

	       下游引物: 5'-ATCATGTTTGAGACCTTCAACA-3'

	       变性: 94℃ 45 s, 退火: 55℃ 45 s, 延伸: 72℃ 45 s, 循环: 30
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图  1  Leptin mRNA在正常♂大鼠重要脏器内的表达. T1-9
依次为下丘脑、胃、肺、肾、脂肪、睾丸、肝、脾、十二
指肠.  
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内皮细胞的零散报道[20-22], 未有其详细组织分布

的论述.
我们选择了中枢神经系统(下丘脑)、呼吸

系统(肺)、消化系统实质器官(肝)、消化系统空

腔器官(胃和十二指肠)、血液系统(脾)、泌尿

系统(肾)、内分泌系统(附睾脂肪垫)和生殖系

统(睾丸)等脏器系统内具有代表性的器官, 进行

leptin mRNA组织分布的考察. 结果发现, leptin 
mRNA并非只存在于脂肪细胞内, 他在上述其

他8种重要脏器内均有表达, 只是表达量有所不

同. Leptin mRNA在肾、胃、肺和下丘脑内表

达丰度不亚于脂肪细胞, 提示leptin在应激时能

通过外周脏器和中枢神经系统的协调作用来代

偿其表达水平的变化, 因为肾、胃、肺是机体

维持电解质、水和CO2代谢平衡的最重要脏器, 
而下丘脑是神经-内分泌调控网络的高端脏器. 
我们前期已证实, 肠缺血/再灌注损伤后, leptin
对机体发挥迟缓而持续的保护效应 [1,23]. 既然

leptin mRNA在上述多种重要组织内有表达, 而
且leptin是联系能量代谢、免疫调控和神经-内
分泌3大功能系统的枢纽, 我们推测干预急性炎

症反应后的能量代谢和神经-内分泌功能可能会

对leptin mRNA表达产生一定的影响, 其表达水

平的增高可能与改善内环境紊乱有关. CLP是
一种经典的创伤、感染模型, 能够引发动物盲

肠出血、坏死及大量内毒素和氧自由基进入血

循环, 同时激活单核-巨噬细胞、中性粒细胞及

交感神经系统, 导致严重的系统性炎症反应和

能量代谢障碍[24-26]. 我们采用脂肪乳、胰岛素及

雌二醇等干预能量代谢和下丘脑-垂体轴功能

的药物, 来探讨leptin在创伤炎症反应中的作用

在国内外尚属首次, 对于揭示leptin在急性肠道

损伤后恢复内环境稳定中的确切作用有重要的 
意义.

各组leptin mRNA在脂肪、肝、肺内表达

的水平不一, 其原因我们考虑有以下几点: (1)脂
肪乳注射后体内脂肪酸含量升高, 增加了机体

的能量储备. 而leptin的主要作用是促进能量消

耗, 此时能量储备的增加就会反馈诱导leptin表
达水平的升高. 与假手术组相比, 脂肪乳组leptin 
mRNA在脂肪内表达水平的显著升高, 以及在

肺和肝内表达水平的显著降低, 提示脂肪乳主

要通过诱导leptin的中枢分泌器官-脂肪组织来

表达更多的leptin, 以代偿CLP对外周脏器leptin
表达的抑制; (2)急性腹腔内感染发生后早期, 机
体处于一种类似于饥饿的高代谢状态, 会通过

神经-内分泌调节抑制leptin的释放[27], 导致单纯

损伤组leptin表达被抑制. 与假手术组相比, 单
纯损伤组leptin mRNA在脂肪和肺内显著降低, 
在肝内虽无显著差异但已接近显著降低的边界 
(P  = 0.067) , 提示CLP后12 h leptin基因表达

被显著抑制 ,  可能是损伤后高代谢状态及自

由基对lept in表达的破坏所致; (3)与假手术组

相比, 雌二醇组leptin mRNA在脂肪和肝内显

■应用要点
本文探讨了leptin 
mRNA表达的组
织分布及其在急
性肠道损伤中的
变化, 为充分利用
以leptin为核心的
调控网络进行损
伤后的内源性和
外源性干预, 开拓
早期、便捷地救
治消化系统脏器
创伤、感染等危
重症患者的新技
术有积极的意义.
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图  2  大鼠盲肠结扎穿孔术后leptin mRNA表达. G1-G5依次为假手术组、脂肪乳组、单纯损伤组、雌二醇组、胰岛素组; 
M: Marker; N: 阴性对照. aP<0.05 vs  G1; cP<0.05 vs  G2.

G1    G2   G3    G4   G5           G1    G2   G3    G4   G5           G1    G2   G3    G4   G5

L
ep
tin
/ β

-a
ct
in
 m
R
N
A
表
达
相
对

  
  
  
  
  
  
 吸
光
度
A
(n
 =
 3
)

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

a
a, c

a, c

a

c

a

c

a, c

a, c

a, c

a, c

a, c



www.wjgnet.com

林季, 等. Leptin mRNA表达的组织分布及在大鼠急性肠道损伤中的变化                                                	           2999

■名词解释
瘦素(leptin): 也称
为消脂素, 是一种
由ob基因表达的
16 kDa蛋白激素, 
分为脂肪型和血
清型. 他通过与特
异性受体结合, 活
化 Janus激酶 /信
号传导及转录活
化子、丝裂原活
化的蛋白激酶和
磷脂酰肌醇-3-激
酶通路等主要信
号途径 ,  参与能
量代谢、体质量
平衡、神经-内分
泌、创伤修复等
多种功能的调控. 

著降低 ,  可能是由于外源性雌二醇反馈抑制

下丘脑-垂体-性腺轴, 使下丘脑-垂体-肾上腺

皮质轴功能也受到抑制 ,  导致糖皮质激素刺

激脂肪细胞分泌l e p t i n的作用 [4]减弱. 雌二醇

组lept in mRNA在肺内的显著增高, 目前尚无

明确机制可解释其原因 ,  我们推测与雌二醇

扩张气道平滑肌、加速肺通气而改善损伤

后的肺组织酸中毒有关 ,  因为酸中毒会抑制

leptin的表达[28]; (4)与假手术组相比, 胰岛素组

lept in mRNA在脂肪和肝内表达显著降低, 提
示由于胰岛素降低血糖水平, 导致机体能量储

备减低, 反馈抑制l ep t in的表达以减少能量消

耗. 胰岛素组lept in mRNA之所以在肺内表达

无显著差异, 可能是由于胰岛素刺激肺内N O
释放而扩张气道平滑肌和血管内皮细胞[29], 改
善损伤后肺组织酸中毒而恢复leptin mRNA的 
表达.

以往的研究发现, 脂肪乳能减轻再灌注后静

脉内皮细胞的损伤[30]和烧伤患者血浆白蛋白的

消耗[31], 我们预期脂肪乳应用于CLP大鼠会增高

leptin mRNA的表达. 结果与预期不尽相同, 脂肪

乳注射后仅脂肪内leptin mRNA表达增高, 外周

器官(肝和肺)内的表达量均低于单纯损伤组和

雌二醇组. 我们认为脂肪乳对leptin mRNA的作

用存在中枢分泌组织内诱导和外周脏器内抑制

的双向模式, 即在急性损伤应激状态下, 首先诱

导中枢分泌组织(脂肪)表达更多的leptin, 以外分

泌方式输送至各脏器; 在外周脏器内, 其自身表

达leptin mRNA受到脂肪分泌信号增高的负反馈

以及高代谢状态的双重抑制, 所以脂肪乳引发

的能量储备升高时无法诱导外周器官的leptin基
因表达. 与胰岛素组相比, 脂肪乳毕竟是增高能

量储备, 而且肝脏又是代谢最旺盛的器官, 因此

脂肪乳组在肝内leptin mRNA的表达高于胰岛素

组; 另一方面, 由于前述的胰岛素能改善损伤后

肺组织酸中毒程度, 因此脂肪乳组在肺内leptin 
mRNA的表达低于胰岛素组.

总之, leptin是一种广泛表达于机体多种重

要脏器的活性蛋白, 他对于急性肠道损伤引发

的能量代谢紊乱和神经-内分泌失调有敏感的应

答性, 在脂肪组织和外周脏器内leptin基因表达

模式的双向性提示他可能作为一种保护因子促

进机体内环境的稳定. 若能充分利用以leptin为
核心的代谢、免疫及神经-内分泌网络进行内源

性和外源性的干预, 对于开拓早期、便捷地救

治消化系统脏器创伤、感染等危重症患者的新

技术有积极的意义.

致谢: 薛辉、张凯和卢荷丹老师对本研究的技
术操作给予了支持.
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Abstract
AIM: To elucidate the clonality status of multiple 
gastrointestinal stromal tumors (GISTs) and the 
relationships among them.

METHODS: Fifteen different tumors were exam-
ined by histopathology, immunohistochemistry 
and clonality assays based on X-chromosomal 
inactivation mosaicism in female somatic tissues 
and microdissection. Genomic DNA was isolat-
ed from the lesions and the surrounding fibrous 
connective tissue as controls, pretreated with the 
methylation-sensitive restriction enzyme HpaⅡ

or HhaⅠ, and amplified via nested polymerase 
chain reaction (PCR) using primer pairs specific 
for the genes encoding phosphoglycerate kinase 
(PGK) and androgen receptor (AR). A single 
nucleotide polymorphism (SNP) was identified 
at the PGK locus by incubation with Bst Ⅺ and 
agarose gel electrophoresis, and a CAG repeat 
length polymorphism was revealed at the AR 
locus on denaturing polyacrylamide gels, and 
visualized by silver staining.

RESULTS: Microscopically, each sample 
showed typical histological characteristics. 
Lesions were composed of spindle cells with 
abundant cytoplasm, arranged in cords, knit 
and whirlpool patterns. The nuclei were staff-
like or fusiform. Mitosis was widely observed. 
The tumor tissues showed positive reactions 
for CD117 and CD34, but not for desmin, S-100, 
SM-actin and NF. The clonality assays demon-
strated polymorphisms at PGK and AR loci, 
and these were seen on gels containing the PGK 
and AR PCR products. DNA samples of tissue 
analyzed without HpaⅡ digestion showed two 
groups of bands, with equal intensity. When the 
DNA samples of the lesion tissue were digested 
with HpaⅡ or HhaⅠ, the lower bands exhibited 
obviously reduced intensity or disappeared. 
Monoclonality was demonstrated for the lesion, 
suggesting that they were neoplastic lesions. 
However, the intensities of the two bands were 
equal for the surrounding fibrous connective tis-
sue treated with or without HpaⅡ or HhaⅠ.  

CONCLUSION: Gastrointestinal stromal tumors 
are monoclonal as well as most of tumors, sug-
gesting that they originate from a single cell.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumors; Multi-
ple; Monoclonality

Gong L, Zhang W, Li YH, Wang XX, Zhu SJ, Han XJ, Su 
Q. Clonality status and clinicopathological features of 
multiple gastrointestinal stromal tumors. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 3001-3005

摘要
目的: 探讨多发性胃肠间质瘤的克隆性及其
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■背景资料
多数肿瘤由单克
隆细胞组成, 而正
常组织和反应性
增生的病变是多
克隆的, 利用克隆
性分析方法探讨
具有同一组织学
特征并且同时发
生的不同结节性
病变的克隆构成, 
以区别其是否为
肿瘤和同一起源. 
这项技术不但对
于阐明某些未知
病变的性质有重
要价值, 而且对于
探讨多发性肿瘤
的起源、明确他
们之间的关系具
有重要的意义. 



不同瘤体之间的关系. 

方法: 15个大小不同的瘤体均经中性甲醛固
定, 石蜡包埋, HE染色和免疫组织化学染色观
察确诊后, 应用显微切割技术分离病变及病变
周围纤维结缔组织, 提取基因组DNA, 经甲基
化敏感的HpaⅡ或HhaⅠ消化, 巢式聚合酶链
式反应(PCR)扩增磷酸甘油酸激酶(PGK)和雄
激素受体(AR)基因. 通过BstⅪ消化和琼脂糖
电泳显示PGK基因单核苷酸多态性; 应用变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳显示AR基因CAG重复
序列长度多态性. 

结果: 光镜下瘤细胞主要为梭形, 呈束状、编
织状或旋涡状排列; 胞质丰富, 嗜酸性; 细胞
核杆状或长梭形. 免疫组化标记瘤细胞表达
CD117和CD34强阳性. 克隆性分析结果显示, 
所有分析的组织在PGK和AR位点的凝胶电泳
图上均表现为两条带, 具有多态性. 其中15个
肿瘤组织酶切后下带均消失, 只保留上带, 显
示出X染色体失活嵌合性丢失, 证明为肿瘤性
病变. 而周围纤维结缔组织在酶切前后两条带
密度无明显改变.

结论: 胃肠间质瘤属于单克隆性, 多发性胃肠
间质瘤起源相同, 即起源于同一个细胞.

关键词: 胃肠间质瘤; 多发性; 单克隆性

巩丽, 张伟, 李艳红, 王旭霞, 朱少君, 韩秀娟, 苏勤. 多发

性胃肠间质瘤的克隆性及其临床病理.  世界华人消化杂志  

2007;15(28):3001-3005
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0  引言

胃肠间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)是胃肠道最常见的间叶性肿瘤, 起源于

表达c-kit(CD117)的Cajal间质细胞[1]. GISTs通常

单个发生, 但近年来, 神经纤维瘤病Ⅰ型(NF-1)
患者发生GISTs有增长的趋势. NF-1又称为多发

性神经纤维瘤病, 是最常见的人单个基因紊乱

引起的疾病之一, 可累及全世界范围内100万人

和多种组织, 如皮肤、神经组织、骨和软组织[2]. 
在NF-1的GISTs临床病理学特征不同于单发的

GISTs病例; 其中大多数病例都发生于小肠, 并
且c-kit基因的突变或血小板衍生的生长因子受

体A(PDGFRA)是很罕见的[3-5]. GISTs只有一部

分发生于胃肠道, 其中大部分来自于胃(39%), 
小肠(32%)和大肠(15%)[6]. 极少部分见于十二指

肠甚至腹腔内的网膜、肠系膜. 近年来, 随着分
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子生物学和免疫组化技术的不断发展, 对GISTs
的认识日渐深入, 并且有了一些显著的进展. 但
关于胃肠外多发性GISTs克隆性的研究却未见

报道. 我们就发生于一位女性患者的胃肠外多

发性GISTs的特殊病例, 探讨其克隆性以及不同

瘤体之间的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 女, 34岁, 间断性腹痛7 d. 查体: 左
上腹及左下腹可触及一直径分别约10 cm和7 cm
的肿块, B超和CT均提示子宫体、脾脏、子宫与

膀胱间、胃胰皱襞间、肝脏右叶、腹腔壁腹膜

等处多个囊实性占位. 血AFP<10 µg/L, CEA<7.0 
µg/L, CA125<10 µg/L, 均在正常范围. 手术摘除

所有可见肿瘤约15个, 并全部送病检.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学 应用链霉菌抗生物素蛋白

-过氧化酶(SP)试剂盒(KIT9730, 福州迈新生物

技术开发有限公司), 按厂家说明书进行. 所用第

一抗体包括针对CD34、结蛋白(Desmin)、神经

特异性烯醇化酶(NSE)、神经纤维(NF)、胶质

纤维酸性蛋白(GFAP)的鼠抗人mAb和CD117、
S-100蛋白、平滑肌肌动蛋白(S M-a c t i n)及
H M B45的兔抗人多克隆抗体以及波形蛋白

(vimentin)的鼠抗猪mAb. 以上试剂均购自迈新

公司.
1.2.2 显微切割和DNA提取 所有标本石蜡包埋

后制备10 µm切片8张, 经HE染色后, 用100%甘

油覆盖组织, 在倒置光显微镜4倍物镜下用4号
半注射器针头将病变组织剔出, 收集到装有无

水乙醇的1.5 mL Eppendorff管内. 同时分离相同

面积的病变旁纤维结缔组织, 作为阴性对照. 经
3次无水乙醇洗涤后, 室温放置, 待组织干燥后, 
应用QIAamp DNA提取试剂盒(Qiagen GmbH, 
Germany)按照说明书提取基因组DNA.
1.2.3 克隆性检测PGK和AR位点 基于女性体细

胞组织的X染色体失活嵌合性, 即所有女性体细

胞的2条X染色体中的1条在胚胎发育早期必须

通过永久甲基化而随机灭活, 另一条保持遗传

活性[7]. PGK基因多态性表现为在甲基化位点

下游有一个可以被BstⅪ识别的单核苷酸多态

性位点, 可经琼脂糖凝胶电泳显示[8]. AR基因多

态性表现为其第一外显子的CAG串联重复序列

(short-tandem repeat, STR)的长度不同, 即(CAG)n

的n值有差别(11-31), 通过变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳显示[9]. 具有多态性位点的女性个体中正常
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和多克隆增生的组织显示两条带, 而肿瘤性病

变仅显示一条带或以一条带为主[10]. 克隆性检测

参照以前的方法进行[11-12]. PGK位点所用序列如

下: PGK1A, 5'-CTG TTC CTG CCC GCG CGG 
TGT TCC GCA TTC-3'; PGK1B, 5'-ACG CCT 
GTT ACG TAA GCT CTG CAG GCC TCC-3'; 
PGK2A, 5'-AGC TGG ACG TTA AAG GGA AGC 
GGG TCG TTA-3'; PGK2B, 5'-TAC TCC TGA 
AGT TAA ATC AAC ATC CTC TTG-3'. DNA样

品经HpaⅡ消化3 h后, 巢式PCR扩增. 第1轮反应

含有引物对PGK1A/PGK1B, 97℃ 7 min预变性, 
94℃变性40 s, 58℃淬火50 s, 72℃延长1 min, 共
35个循环, 72℃延长15 min. 反应产物1∶20稀释

后, 取5 µL加入第2轮反应体系, 其中含有引物对

PGK2A/PGK2B, 除淬火温度为56℃外, 余条件

与第1轮相同. 第2轮反应产物再经BstⅪ酶48℃
消化8-10 h后, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙

锭染色显示结果. AR位点所用序列如下: AR1A, 
5'-GAC GAG CTT TCC AGA ATC TG-3'; AR1B, 
5'-CAT GGG CTT GGG GAG A-3'; AR2A, 
5'-TCC AGA ATC TGT TCC AGA GC-3'; AR2B, 
5'-TGG GGA GAA CCA TCC TCA CC-3'. DNA
样品在37℃水浴锅内经HhaⅠ消化3 h后, 62℃灭

活10 min, 巢式PCR扩增. 第1轮反应和第2轮反

应的引物对分别为AR1A/AR1B和AR2A/AR2B, 
淬火温度均为56℃, 25个循环. 第1轮反应产物 
1∶100稀释后, 取1 µL加入第2轮反应, 余反应

参数同PGK位点的扩增反应. 以上步骤的每一

轮PCR都设定阳性对照和水作为阴性对照. 琼脂

糖凝胶(20 g/L)电泳评价AR基因扩增效果. 然后

将4 µL产物和等体积的上样缓冲液混匀后, 加
到厚度为0.8 mm的变性聚丙烯酰胺(100 g/L, 含
尿素8 mol/L), 应用miniVE电泳系统(Amersham-
Pharmacia Biotech, USA)120 V泳动4 h, 按以前

描述的方法[10]进行银染. 电泳结果观察分别用

UVP凝胶分析系统(UVP, Cambridge, UK)和光学

照相记录数据, 用相应软件(LabWorksTM, UVP)
比较HpaⅡ或HhaⅠ消化前后一对等位基因扩

增产物的强度差异, 其中1条带可比强度减弱达

50%以上时才被认为有意义, 即X染色体失活嵌

合性丢失[12].

2  结果

2.1 病理学观察 送检肠系膜及大小不等肿物组

织一堆, 总体积20 cm×16.5 cm×13 cm, 其中可

见肿物约15个, 最大体积10 cm×8.5 cm×7 cm, 
最小体积2.8 cm×2.5 cm×2 cm. 大部分肿瘤包

膜完整, 切面灰黄, 质中, 局部有出血(图1). 光
镜下瘤细胞主要为梭形, 呈束状、编织状或旋

涡状排列; 胞质丰富, 嗜酸性; 细胞核杆状或长

梭形, 核分裂像易见. 免疫组化标记瘤细胞表达

CD117, CD34, S-100, GFAP和vimentin, 余标记

物CD30, CD20, CD45RO, CK, EMA, HMB-45, 
NF, desmin, SM-actin和SC-actin均为阴性.
2.2 克隆性分析 所有检测组织在PGK和AR位点

的凝胶电泳图上均表现为2条带, 有多态性. 其
中15个肿瘤组织酶切后下带均消失, 只保留上

带, 均显示出X染色体失活嵌合性丢失, 证明为

肿瘤性病变. 而周围纤维结缔组织在酶切前后

两条带密度无明显改变(图2-3). 这表明, 所有肿

瘤组织均为单克隆性病变, 并且起源于同一个

细胞.

3  讨论

胃肠间质瘤是一种发生于消化道少见肿瘤 . 
Mazur et al [13]1983年首先提出, 他是指一类既无

雪旺氏细胞免疫组化特点又无平滑肌细胞超微

结构的胃肠道非上皮细胞性肿瘤. 以往由于病

理技术的限制, 以及胃肠道许多梭形细胞肿瘤

■创新盘点
本文在国内率先
运用女性体细胞
中PGK位点和AR
位点多态性的克
隆性分析方法, 探
讨多发性胃肠间
质瘤的克隆性及
其不同瘤体之间
的关系, 阐明了他
们的本质及其相
互关系.

图  1  大体标本20 cm×16.5 cm×13 cm, 网膜上可见大小不
等多个结节样肿物, 部分有包膜.

图  2  PGK位点15个不同瘤组织(T1-T15)酶切后, 下带完全消
失, 只保留上带. -: HpaⅡ酶切前; +: HpaⅡ酶切后; M: DNA
标记物.

500 bp

M -  + - + - + -  + -  + - + -  + - +  - +  - + - +
  T1  T2  T3   T4   T5   T6   T7   T8    T9   T10 T11

M   -   +    -   +   -   +   -   +   -   +
N       T12    T13    T14    T15

500 bp
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中残存有平滑肌或神经束, 而认为他是一种平

滑肌源性或神经源性肿瘤, 并归类于平滑肌瘤, 
平滑肌母细胞瘤或平滑肌肉瘤. 现认为其起源

于控制胃肠蠕动的Cajal间质细胞, 有着特殊的

免疫表型及组织学特点, 具有向平滑肌, 神经分

化或不定向分化的多向分化特征, 是一种具有

潜在恶性潜能的胃肠道肿瘤. 国外文献报道每

年发病约为10-20/100万, 多发生在40岁以上, 儿
童罕见, 男女之比为3∶1[6]. 且GISTs只有一部分

发生于胃肠道, 其中大部分来自于胃(39%), 小
肠(32%)和大肠(15%), 极少数发生于胃肠外.

GISTs通常单个发生, 且大多数都发生在胃, 
其次是小肠, 大肠, 食管, 肛门, 胆道和肠外软组

织罕见. 然而, 在一些家族性疾病中可多灶性发

生, 如Ⅰ型神经纤维瘤病, 并且认为与KIT或血

小板衍生的生长因子受体A(PDGFRA)种系的

突变有关[14-17]. 由于这些患者的肿瘤常位于小

肠, 因此推论可能与Cajal间质细胞的增生有关, 
并有相关的临床表现, 如皮肤的色素沉着和肥

大细胞的紊乱. GISTs的诊断主要依赖于组织病

理学和免疫组化表型, 其中最主要的免疫组化

特点就是肿瘤细胞CD117和CD34染色阳性. 根
据文献报道, 大约90%-95%的GISTs表达CD117, 
60%-70%的GISTs表达CD34, 30%-40%的GISTs
表达SM-actin, 而只有5%的GISTs表达S-100蛋
白. 当然, vimentin总是阳性的. 通过这些免疫组

化特点, 即可与其他间叶性肿瘤, 如雪旺氏细胞

瘤或平滑肌瘤相鉴别. 我们对此例也进行了详

细的组织病理学观察和免疫组织化学染色, 除
了具有典型的形态学特点外, 其肿瘤细胞还强

表达CD117和CD34, 多发性GISTs的诊断应该不

容置否, 但根据文献报道, 多发性GISTs一般都

见于Ⅰ型神经纤维瘤病患者. 为了进一步明确

之间的相关性, 我们对这些大小不等的瘤体分

别进行了克隆性检测.
克隆性增生是多数肿瘤性病变的特征[18], 通

过克隆性分析技术, 即可判断一个病变的性质. 
PGK和AR位点的克隆性检测是基于女性体细

胞组织的X染色体失活嵌合性, 即所有女性体细

胞的2条X染色体中的一条在胚胎发育早期必须

通过永久甲基化而随机灭活, 另一条保持遗传

活性[7]. PGK基因多态性表现为在甲基化位点下

游有一个可以被BstⅪ识别的单核苷酸多态性位

点, 酶切后可经琼脂糖凝胶电泳显示[8]. AR基因

多态性表现为其第一外显子的CAG短串联重复

序列(short-tandem repeat, STR)的长度不同, 即重

复次数有差别(n  = 11-31), 可通过变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳显示[9]. 具有多态性位点的女性个体

中正常组织以及反应性增生的组织都属于多克

隆性细胞构成, 显示两条带, 而肿瘤性(单克隆)
病变仅显示一条带或以一条带为主[10].

GISTs是近年提出的一种间叶性肿瘤, 关于

其克隆起源, 文献上未见报道. 大多数肿瘤是单

克隆性增生, 只有一小部分肿瘤是多克隆性增

生. 这一点已得到公认. 那么, GISTs是怎样的呢? 
多发性GISTs又是怎样的呢? 他们之间存在什么

样的关系? 他们与NF-1之间又是什么样的关系

呢? 这一系列问题都值得我们进一步探讨. 本实

验结果证明, GISTs属于单克隆性, 而大小不等

的15个肿瘤酶切后均表现为同一条X染色体失

活的嵌合性丢失, 为同一起源, 并且可能是由于

侵袭性生长所形成的. 而多发性神经纤维瘤病

不同瘤体之间是各自独立的. Wang et al [19]曾分

析了28例共82个子宫平滑肌瘤, 证实所有瘤结

节均为单克隆起源. 同时对1例高分化平滑肌肉

瘤的7个看似独立的瘤结节进行了检测, 结果均

显示相同的酶切带型, 证明他们起源于同一个

细胞, 属于肿瘤的子宫内侵袭. 而有4例仅有2个
结节的多发性平滑肌瘤却显示不同的失活等位

基因, 他们之间完全独立; 另有一部分多发性平

滑肌瘤, 部分酶切后显示相同的带型, 而其他的

则表现为另一条带型, 并由此认为, 多发性子宫

平滑肌瘤的各瘤结节的关系, 并不像以前的作

者所认为的那么简单, 可能包括完全独立, 局部

侵袭和二者的混合型3种类型. 由此我们推论, 
此例多发性GISTs可能是肿瘤广泛侵袭形成的, 
至于所有的多发性GISTs是否都像上述结果描

述的那样, 还需要对更多的病例进行进一步研

究证实.

■应用要点
本文探讨多发性
胃肠间质瘤的克
隆性及其不同瘤
体之间的关系, 以
阐明其本质, 提供
与多发性神经纤
维瘤病鉴别的一
种可靠手段, 并为
进一步阐明多发
性胃肠间质瘤的
病理发生机制和
治疗提供帮助.

 T1      T2       T3      T4            T5      T6       T7      T8
-   +   -   +    -   +   -   +   M    -   +   -     +    -   +   -     +

200 bp

图  3  AR位点15个不同瘤组织(T1-T15)酶切后, 下带完全消
失, 只保留上带. -: HhaⅠ酶切前; +: HhaⅠ酶切后; M: DNA
标记物.

M   -   +  -   +  -   +   -  +   -   +   -  +   -  +
T9    T10   T11    T12    T13    T14  T15

200 bp
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Abstract
AIM: To observe and evaluate the differences in 
therapeutic effects between traditional Chinese 
medicine (TCM) and conventional practice on 
treating chronic hepatitis B. 

METHODS: Eighty nine hospitalized patients 
with CHB in the department of TCM made up 
the study group; the same number of randomly 
selected hospitalized patients in the department 
of infectious diseases made up the control group. 
Liver functional indexes (ALT, AST, ALB, A/G, 
TBIL, GGT, CHE), blood coagulation indexes (PT, 
PTA), liver fibrosis indexes (HA, PCIII, IV-C, 
LN) and ultrasonography indexes (the diameter 
of main portal vein, the diameter of spleen vein, 
spleen thickness, spleen length, gallbladder wall 
thickness) were measured before and after treat-
ment.  

RESULTS: After treatment, all liver functional 

indexes improved (P < 0.05), but CHE continued 
to decrease (P < 0.05). The extents of improve-
ment in ALB, A/G and GGT were greater in the 
study group than in the control group (ALB: 1.72 
± 0.64, 1.21 ± 0.85 vs 1.32 ± 0.57, 1.06 ± 0.12; A/G: 
0.085 ± 0.030, 0.105 ± 0.039 vs 0.036 ± 0.007, 0.069 
± 0.034; GGT: -154.14 ± 30.69, -151.06 ± 31.16 vs 
-20.90 ± 7.17, -54.86 ± 20.64, all P < 0.05). The 
blood coagulation indexes were also improved 
after treatment (P < 0.05), but the cases of CHE 
(mid-range) in the study group showed smaller 
improvements than those in the control group (P 
< 0.05). The ultrasonography indexes were not 
obviously improved, but gallbladder wall thick-
ness was better in the study group than in the 
control group (P < 0.05).  

CONCLUSION: TCM treatment based on dif-
ferentiation of symptoms and signs has a better 
effect than conventional practice in terms of 
improving liver synthesis function, lessening he-
patic inflammation and necrosis, and relieving 
cholecystitis. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Traditional Chinese 
medicine; Differentiation of symptoms and signs; 
Conventional practice

He YH, Pan ZH, Li L, Guan WB, Wang YZ, Li YW, Yang 
YW. Therapeutic-effect analysis of chronic hepatitis 
B treated by traditional Chinese medicine based on 
differentiation of symptoms and signs. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 3006-3010

摘要
目的: 按照循证医学方法观察评价中医辨证
用药与常规用药治疗中、重度慢性乙肝的临
床疗效差异.   

方法: 选择2003年我院中医科所有慢性乙肝
住院患者89例(中度57例, 重度32例)作为治疗
组, 在常规治疗基础上加用中医辨证治疗; 按
分层随机的原则选择同期本院传染科慢性乙
肝住院患者89例(中度57例, 重度32例)作为
对照组, 采用常规治疗. 观察治疗前后两组患
者肝功能(ALT、AST、ALB、A/G、TBIL、
G G T、C H E)、肝纤维化标志物(H A、P C-

®

■背景资料
中医药在我国防
治肝病中起到重
要作用, 众多的研
究表明, 中医药具
有抗病毒、调节
免疫、消除肝脏
炎症、改善临床
症状以及防治肝
纤维化等综合作
用. 
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Ⅲ、Ⅳ-C、LN)、凝血功能(PT、PTA)、腹部
B超(MPV、脾厚、脾长、SPV、胆囊壁厚度)
等指标.   

结果: 治疗前后两组肝功指标(CHE除外)均改
善(P <0.05), 其中中、重度乙肝治疗组ALB、
A/G、GGT改变幅度优于对照组(ALB: 1.72
±0.64, 1.21±0.85 vs  1.32±0.57, 1.06±0.12; 
A/G: 0.085±0.030, 0.105±0.039 vs  0.036±
0.007, 0.069±0.034; GGT: -154.14±30.69, 
-151.06±31.16 vs  -20.90±7.17, -54.86±
20.64, 均P <0.05); 两组CHE均呈下降趋势, 但
治疗组下降幅度小于对照组(-835.08±241.61, 
-228.95±113.26 vs  -2488.79±356.73, -765.14
±261.90, 均P <0.05); 治疗组慢性乙肝(中度)
患者PT、PTA改善优于对照组(PT: -1.31±
0.24 vs  -0.38±0.18; PTA: 11.96±2.04 vs  5.32
±2.58, 均P <0.05); 治疗组B超胆囊壁厚度减
小幅度大于对照组(P <0.05), 其他指标两组无
差异.   

结论: 中药辨证治疗的介入对改善中重度慢
性乙肝患者肝脏炎症坏死, 蛋白合成功能和减
轻胆囊炎症方面优于常规治疗. 

关键词: 慢性乙型肝炎; 中药; 辨证治疗; 常规治疗

何义华, 潘志恒, 李林, 关卫兵, 王拥泽, 李永伟, 杨跃武. 中药辨
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0  引言

慢性乙型病毒性肝炎是乙肝病毒(HBV)感染引

起的常见传染病, 传统的中医药治疗虽然在我国

慢性乙肝的防治工作中占有重要的地位, 但目前

有关中医辨证治疗中、重度慢性乙肝的临床研

究报告能够符合循证医学“证据”要求的则甚

少[1-2]. 我们旨在按照循证医学的标准体系, 评价

中药辨证用药治疗中、重度慢性乙肝的疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2003年我院中医科所有慢性乙肝

住院患者89例作为治疗组, 男72例、女17例, 年
龄20-59(平均42.03±14.79)岁, 病程0.5-13(平
均6.67±0.65)年, 治疗时间11-80(平均29.94±
19.06) d, 中医辨证属湿热中阻型34例(38%)、瘀

血阻络型29例(33%)、肝郁脾虚型21例(24%)、
肝肾阴虚4例(4%)、脾肾阳虚型1例(1%). 按照

分层随机的原则选择我院同期传染科慢性乙肝

住院患者89例作为对照组, 男77例、女12例, 年
龄18-52(平均34.30±12.13)岁, 病程0.5-9.5(平
均4.51±0.49)年, 治疗时间14-76(平均28.11±
19.08) d. 两组病例均有中度患者57例, 重度患

者32例. 所有患者均符合2000-06在西安召开的

全国病毒性肝炎防治会议制定的慢性乙肝中、

重度诊断标准[2], 中医辨证分型按中华全国中医

学会内科肝病专业委员会天津会议(1991-12)
标准[3]. 排除合并其他肝炎病毒感染、自身免疫

性肝炎、酒精性肝病及其他系统严重原发疾病. 
治疗组和对照组两组患者在病情轻重、治疗时

间, 性别构成方面均无显著性差异(P >0.05). 治
疗组平均年龄、病程均大于对照组(P <0.05). 甘
利欣由江苏正大天晴药业股份有限公司生产, 
茵栀黄由北京双鹤高科天然药物有限公司生产, 
苦参碱由江苏正大天晴药业股份有限公司生产, 
中药煎剂由本院药剂科用煎药机负责统一煎煮.
1.2 方法 
1.2.1 用药 两组病例均按常规剂量给予静滴甘

利欣150 mg、茵栀黄30 mL、苦参碱150 mg; 治
疗组在上述治疗基础上根据中医辨证分型加用

口服中药煎剂, 2次/d, 250 mL/次, 由本院药剂科

用煎药机负责统一煎煮. 基本方剂如下: 湿热中

阻型方用茵陈蒿汤加减, 瘀血阻络型方用血府

逐瘀汤加减, 肝郁脾虚型方用柴胡疏肝散加减, 
肝肾阴虚型方用一贯煎加减, 脾肾阳虚型方用

茵陈术附汤加减.
1.2.2 观察指标 (1)肝功能: 谷丙转氨酶(ALT)、
谷草转氨酶(A S T)、白蛋白(A L B)、白球蛋

白比例(A/G)、总胆红素(T B I L)、谷氨酰转

肽酶(GGT)、胆碱脂酶(CHE)(采用Technicon 
RA-1000全自动生化仪进行检测); (2)凝血功能: 
凝血酶原时间(PT)、凝血酶原活动度(PTA)(采
用思达高诊断技术公司全自动止血/血栓分析仪

(凝固法)SAT-Compact进行检测); (3)血清肝纤标

志物: 透明质酸(HA)、Ⅲ型前胶原(PC-Ⅲ)、Ⅳ

型胶原(Ⅳ-C)、层黏蛋白(LN)(采用放射免疫法, 
试剂盒为海军医学研究所产品); (4)B超: 门静脉

主干内径(MPV)、脾静脉内径(SPA)、脾厚度、

脾长径、胆囊壁厚度(Biosons AU4型彩色多普

勒超声诊断仪, 3.5-5.0 MHz凸陈电子扫描控头). 
统计学处理 所有资料均采用SPSS13.0 for 

Windows软件包进行统计学处理; 计数资科采用

χ2检验, 计量资料采用t检验; 检验显著性水平设

在0.05, 计量资料用mean±SD表示.

■相关报道
据世界卫生组织
报道, 全球约20亿
人曾感染过HBV, 
其中3.5亿人为慢
性HBV感染者,其
中25%-40%最终
死于肝硬化和肝
癌 .  我国属HBV
感染高流行区, 一
般人群的HBsAg
阳性率为9.09%,  
2002年我国发病
前 l 0位的传染病
中, 病毒性肝炎发
病占首位, 每年发
病数约66万例. 刘
建平 et al检索关
于中草药治疗慢
性乙型肝炎文献
531篇, 其中符合
循证医学要求仅9
篇, 其中高质量的
文章只有1篇, 大
部分文章存在科
研设计不够严格, 
得出的结论可信
度差, 中医药治疗
慢乙肝是否有效, 
从循证医学角度
仍受到不断质疑. 
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2  结果

2.1 两组患者治疗前后肝功能、凝血功能变化 
治疗前后患者的肝功指标(CHE除外)均有明显

改善(治疗后 vs  治疗前, P <0.05), 两组间的差值

比较无统计学意义(治疗组 vs  对照组, P >0.05), 
但治疗组ALB、A/G、GGT改善幅度优于对照

组(治疗组 vs  对照组, P <0.05); CHE治疗后两组

均无改善, 呈继续下降趋势(治疗后 vs  治疗前,  
P <0.05), 但治疗组下降幅度小于对照组(治疗组 
vs  对照组, P <0.05), 两组的凝血功能指标治疗后

均有改善(治疗后 vs  治疗前, P <0.05), 但治疗组

慢性乙肝(中度)患者改善幅度优于对照组(治疗

组 vs  对照组, P <0.05)(表1-2).
2.2 两组患者治疗前后血清肝纤维化指标变化 

治疗前后血清肝纤维化指标(对照组慢性乙肝中

度患者PC-Ⅲ除外)均有改善(治疗后 vs  治疗前,  
P <0.05), 但治疗组改善程度优于对照组(治疗组 
vs  对照组, P <0.05)(表3).
2.3 两组病例治疗前后腹部B超变化 两组病例治

疗前后腹部B超指标(除胆囊壁厚度)均无明显改

变, 胆囊壁厚度治疗后两组病例均显著缩小(治
疗后 vs  治疗前, P <0.05), 但治疗组缩小程度优

于对照组(治疗组 vs  对照组, P <0.05)(表4).

3  讨论

慢性乙肝按照其临床表现和改变特点, 诊断上多

属于中医“胁病”、“黄疸”、“疫病”等病

的范畴. 中医一般认为“湿热疫毒”是慢性乙肝

表  1  治疗前后两组病例肝功能、凝血功能比较(mean±SD)

      
                                              ALT(U/L)     AST(U/L)      ALB(g/L)      A/G  TBIL(μmol/L) GGT(U/L)      CHE(U/L)          PT(s)        PTA(%)

治疗组    中度   治疗前    305.21±   212.60±    38.34±   1.26±   41.31±  259.38±    7250.71±    14.93±   80.17±

                                          49.67              23.54                 6.20a         0.36a          21.17a       34.66a               640.25                   1.98a         17.44a

                         治疗后       49.75±     51.74±    39.67±   1.34±   21.48±  105.24±   5838.71±     13.64±   92.12±

                                          28.36c             30.99c         4.63c          0.30c            0.83c       12.17c              300.96c                1.10c         13.16c

               重度   治疗前    542.73±   475.78±    34.49±   1.23± 147.54±  224.89±   4772.76±     17.71±   61.92±

                                        106.28               98.92                 7.58a         0.37a      87.44             34.88               517.64                 3.79        19.36

                         治疗后       73.88±     53.55±     37.71±   1.30±    46.71±     73.83±   4432.86±    15.4±        79.68±

                                          21.14c             30.47c               5.49c         0.31c             9.74c               7.05c             433.80c               3.65c         22.38c

对照组    中度   治疗前    402.76±   224.41±    39.61±   1.50±   31.39±  115.14±    7662.19±    13.81±   93.27±

                                          76.36         32.21          4.08       0.31         3.13        15.70         437.14          2.12       22.39

                         治疗后       84.46±     67.22±     41.33±   1.54±   20.20±   113.04±   5073.40±    13.42±   98.59±

                                          12.03c                9.85c               4.20c          0.32c            2.62c            12.09c             310.83c              1.73c          19.99c

              重度    治疗前    644.76±   476.63±    37.41±   1.29± 169.11±  156.09±   4716.78±    16.81±   66.89±

                                          92.80         77.89          8.60       0.37       12.42          1.66         261.43           3.64      22.90

                         治疗后       81.58±     75.26±    37.59±   1.35±   71.56±   101.23±   3951.64±    15.04±   82.33±

                                          21.72c                6.43c         4.81c          0.35c        0.53c            10.89c              208.36c               3.65c          23.02c

aP<0.05 vs  对照组治疗前; cP<0.05 vs 同组治疗前.

表  2  治疗后两组病例肝功能、凝血功能降幅比较(mean±SD)

     
                                 ALT(U/L)         AST(U/L)	  ALB(g/L)	   A/G        TBIL(μmol/L)      GGT(U/L)        CHE(U/L)         PT(s)        PTA(%)

治疗组    中度    -255.46±    -160.86±   1.72±   0.085±    -17.56±     -154.14±    -835.08±   -1.31±   11.96±

                               49.12            21.91        0.64a      0.030a                  2.77              30.69a               241.61a             0.24a             2.04a

               重度    -468.85±    -422.23±   1.21±    0.105±    -98.25±     -151.06±    -228.95±   -2.29±     7.75±

                             104.93                  100.18           0.85a          0.039a               11.60              31.16a               113.26a             0.51               2.64

对照组    中度    -318.30±    -157.19±    1.32±   0.036±    -11.19±       -20.90±  -2488.79±   -0.38±     5.32±

                               71.73            31.00       0.57       0.007            2.20               7.17          356.73          0.18         2.58

               重度    -564.64±    -402.71±   1.06±    0.069±    -97.55±       -54.86±    -765.14±   -1.77±     7.37±

                               92.22            78.35       0.12       0.034          13.71             20.64           261.90         0.40         3.00

aP<0.05 vs  对照组降幅.

■应用要点
本文通过对中山
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的病因, 其基本病理因素则与“湿”、“热”、

“毒”、“淤”、“虚”等密切相关[5]. 本组资

料中, 治疗组中医辨证证型属湿热中阻与瘀血

阻络合计共67例(67/89, 71%), 显示湿热血瘀仍

是中、重度慢性性乙型肝炎的基本中医病机. 
党中群 et al的研究发现, 活血化瘀类中药具

有扩张毛细胆管、改善微循环以及减轻肝内胆

汁淤积等作用[6], 而复方中联合使用清热解毒、

活血化瘀的中药能够改善肝脏微循环、增加肝

实质血供、纠正肝内缺氧状态, 有助减轻肝损

害、修复肝细胞、增强肝细胞合成ALB、凝血

因子的能力[7]. 本组资料的统计分析结果显示, 
治疗组ALB、A/G、GGT、PT、PTA等指标的

改善幅度优于对照组(P <0.05), 说明中药辨证治

疗具有改善慢性乙肝中、重度患者的肝细胞合

成ALB、凝血因子的能力. 以往的研究一般认

为, 中医药在退黄、护肝方面有一定的治疗优

势, 但本组资料的分析结果并未显示出治疗组

与对照组在TBIL、ALT、AST等指标改善方面

有统计学上的差异(P >0.05), 分析原因可能与对

照组在治疗过程中不同程度使用了茵栀黄、苦

参碱等清热利湿的中药注射液的退黄护肝治疗

作用重叠有关. 另一方面是治疗组患者平均病程

较长、年龄较大、病情相对复杂. 此外, 我们观

察的样本量偏小可能也是其中的原因之一. 
血清胆碱脂酶(CHE)是由肝脏合成后释放

到血液中的非特异性酶, 能很好地反映中重度

患者的肝脏储备功能以及病理损害程度[8]. 本组

资料中两组患者治疗后尽管多数肝功指标有所

改善, 但CHE仍呈下降趋势, 说明无论中西药物

在短期内对患者的肝脏储备功能以及病理损害

程度的改善作用有限. 而治疗组CHE下降幅度

小于对照组(P <0.05)提示中药辨证治疗具有改

善患者预后情况的潜在作用. 
HA、PC-Ⅲ在血清中的活性受肝脏摄取和

排泄能力影响[9], 血清肝纤维化标志物虽然通常

用于反应肝内纤维化的速度, 但不代表肝内纤

维化的程度[10]; 肝内发生炎症坏死时, 血清肝纤

维化标志物可一过性升高. 随着肝内炎症的消

除, 以及肝窦内皮细胞功能的改善, 血清肝纤维

化标志物又可很快恢复正常[11]. 本组资料中治疗

组肝纤四项指标的下降幅度大于对照组, 反映

表  3  治疗前后肝纤四项指标比较(mean±SD, μg/mL)

     
                                                               HA	                             PC-III	            IU-C	             LN

治疗组	 中度   治疗前        337.90±126.28	 146.78±34.06	   205.9±61.22	 167.82±64.00

                           治疗后       211.98±123.95ac	   89.44±73.27ac	   75.91±37.08ac	   89.93±55.04ac

                重度    治疗前       417.67±165.32	 198.65±80.83          216.00±71.46	 205.13±86.77

                           治疗后       190.93±140.54ac	   68.03±60.82ac	   78.86±46.32ac	   69.30±55.07ac

对照组     中度    治疗前       291.30±151.20	 137.13±39.74	   226.9±63.87	 159.32±51.53

                           治疗后       223.17±215.24a	 117.35±111.63a      134.60±94.49a	 126.05±107.47a

                重度    治疗前       460.65±163.06	 207.65±91.31         227.57±82.63	 212.43±91.72

                           治疗后       283.84±143.48a	 119.86±90.56a        147.80±91.90a	 127.22±80.80a

aP<0.05 vs  同组治疗前;  cP<0.05 vs  对照组治疗后.

表  4  治疗前后两组病例腹部B超值比较(mean±SD, mm)

     
                                                             MPV                     脾厚                            脾长                     SPV               胆囊壁厚

治疗组	 中度       治疗前      12.02±1.54       39.60±11.27          112.16±29.26       6.84±2.18       4.96±1.79

	               治疗后      11.99±1.34      39.32±8.18	       111.24±23.18      6.78±2.06      3.28±0.73ac

                重度       治疗前      11.86±1.41      41.89±11.41	       120.30±25.01       7.59±2.53      5.49±1.81

	               治疗后      11.71±1.01      41.65±10.44	       119.56±22.70      7.43±2.15      3.43±0.96ac

对照组	 中度       治疗前      11.58±1.11      37.42±6.63	       112.25±15.39      6.29±1.74      4.69±1.74

	               治疗后      11.55±1.00      37.06±5.09	       112.04±4.75        6.29±1.48      3.70±0.80a

                重度       治疗前      11.39±1.02      38.08±4.36	       112.30±15.03      6.79±2.13      5.09±1.72

	               治疗后      11.10±0.93      37.86±3.48	       112.07±13.84      6.54±1.43      3.92±1.07a

aP<0.05 vs  同组治疗前; cP<0.05 vs  对照组治疗后.

■同行评价
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具有很大的参考
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中药辨证治疗在改善肝脏炎症坏死方面优于常

规治疗. 同样, 治疗后B超检查发现治疗组的胆

囊壁厚度缩小幅度大于对照组, 也提示中药可

能有较好的消炎利胆作用. 
总之, 我们的初步临床观察结果表明, 中药

辨证用药治疗的介入在改善中、重度慢性乙肝

患者的肝脏炎症坏死、蛋白合成功能、减轻胆

囊炎症等方面可能优于一般的常规治疗, 其详细

治疗机制尚有待今后的进一步深入研究. 
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Abstract
Excessive deposition of extracellular matrix 
leading to tissue reconstruction is the basic 
characteristic of tissue fibrosis. Transforming 
growth factor (TGF)-β3 has an anti-fibrotic effect 
through inhibiting the deposition of collagen 
and promoting its decomposition. Furthermore, 
it has been shown that TGF-β3 can decrease scar 
formation during wound healing. We focused 
on the expression and effect of TGF-β3 in the 
course of hepatic and pancreatic fibrosis, then 
investigated the effect of TGF-β3 on fibrosis. 
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摘要
组织纤维化的基本特征是细胞外基质降解减
少、过度沉积, 导致组织结构的改建. TGF-β3
通过抑制胶原的沉积, 促进其降解而具有抗纤
维化作用, 并被证实在创伤愈合过程中可减轻

伤后疤痕的形成. 本文着重介绍了TGF-β3在
肝脏及胰腺纤维化中的表达及其作用,以进一
步了解其对纤维化疾病的影响. 

关键词: 转化生长因子-β3; 肝纤维化; 胰腺纤维化
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0  引言

转化生长因子-β(TGF-β)是一种多功能的多肽

类细胞因子, 几乎体内所有细胞都能分泌TGF-β
并存在其受体, 在细胞的生长调节中起重要作

用[1-2]. 自1983年在哺乳类动物中发现TGF-β1及
随后其他两个成员TGF-β2、TGF-β3以来, 关
于TGF-β的研究也越来越引起人们的重视[3-4]. 
TGF-β3虽与其他TGF-β家族成员具有相似的结

构, 但在组织分布和调节生物学功能上有一定

的差异. TGF-β1是已知最重要的致纤维化因子

之一[5], 可以促进肝脏及胰腺纤维化的发生与发

展, 最终导致严重的器官功能障碍. 近年来研究

提示, TGF-β3可拮抗TGF-β1, 发挥抗纤维化的作

用[6-7]. 本文就TGF-β3与肝脏及胰腺纤维化形成

的关系作一综述.

1  TGF-β3的结构和功能

哺乳类中TGF-βs超家族成员主要包括TGF-β1、
T G F-β2和T G F-β3[8].  他们的序列同源性为

70%-80%, 并与TGF-β超家族的其他成员共同

享有明显的序列同源性(30%)和7个保守的半

胱氨酸区. T G F-β3基因在人体细胞定位于第

14号染色体, 经转录翻译后成为大分子前体蛋 
白[9]. TGF-β3在胚胎发育早期主要表达于肺上皮

细胞、软骨膜, 晚期表达于大部分组织, 包括卵

巢、胎盘、脐带、心、肺、肾、消化道、脑、

骨、皮肤、骨骼肌及软骨; 成人组织主要表达

于心、肺、睾丸、子宫及脑. TGF-β3在胚胎发

育过程及成人组织中表达的差异提示TGF-β3在
不同组织中发挥不同作用[10]. TGF-β3是胚胎、
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■背景资料
TGF-β家族是与
纤维化疾病关系
密切的细胞因子, 
其中TGF-β1是最
重要的促纤维化
细胞因子之一, 而
TGF-β3有抑制胶
原沉积的作用, 随
着人们对TGF-β
家族的研究进一
步深入 ,  TGF-β3
在纤维化疾病发
展过程中的作用
越来越受到重视.



新生儿、成人组织正常发育及修复过程中起重

要作用的内源性调节因子, 具有调节细胞生长

和分化的作用, 是细胞生长的双向调节剂[11].

2  TGF-β3与组织纤维化

组织纤维化是指组织或器官纤维组织增生, 过
量胶原形成和沉着及其细胞外基质(ECM)的改

变[12-13]. 他是以下因素综合作用的结果: 新的胶

原合成增加, 已形成的纤维凝聚加强以及ECM
改变, 胶原降解减少. 近年来研究显示TGF-β3具
有抑制胶原沉积的作用. 
2.1 TGF-β3与胰腺纤维化 胰腺纤维化是慢性胰

腺炎的主要病理表现[14-15], 是胰腺组织炎症、坏

死改变后修复过程中, 以胶原纤维为主的ECM
过度沉积的结果, 最终导致胰腺内分泌及外分

泌功能损害[16-17]. 根据纤维组织沉着的部位, 可
分为小叶间纤维化、小叶周围纤维化和腺泡内

纤维化. 胰腺星状细胞在慢性胰腺炎胰腺纤维

化的进程中扮演重要的角色[18-19], 其中TGF-β1
是最重要的刺激该细胞分泌胶原的细胞因子之

一[20-21]. Friess et al [22]研究急性坏死性胰腺炎组

织修复纤维化过程中TGF-βs的表达发现, 正常

胰腺组织中TGF-βs的表达较少, 而坏死性胰腺

炎标本中腺泡细胞及导管细胞中可见大量TGF-
βs表达. Fukumura et al [23]对癌相关的慢性阻塞

性胰腺炎患者标本的免疫组化研究表明, 巨噬

细胞及中性粒细胞分布于成纤维细胞间, 并表

达TGF-β1, 可能是致纤维化因子TGF-β1的来源, 
TGF-β2和TGF-β3则表达于导管结构中. 新近研

究显示, TGF-β3能减少胰腺星状细胞的胶原分

泌, 具有抗胰腺纤维化功能, 与对照组相比, Ⅰ
型胶原明显减少, MMP-2活性增加而TIMP-1表
达减少使ECM降解增加[24]. 提示TGF-β3可能通

过抑制胰腺星状细胞胶原合成而发挥抑制胰腺

纤维化的作用. 
2.2 TGF-β3与肝纤维化 肝纤维化是由不同炎性

因子激活肝星状细胞(HSC), 导致以胶原为主的

ECM各种成分合成增多, 降解减少, 从而使ECM
在肝脏异常沉积而引起的肝脏纤维化病变, 可
导致肝硬化及严重的并发症, 如门脉高压症、

肝性脑病、肝癌等[25-27]. HSC活化是肝纤维化发

生的关键, 活化的HSC具有增殖、纤维生成、

致炎和收缩肌成纤维细胞表型的作用[28-30], 抑
制该细胞的活化与增殖是目前抗纤维化治疗的

中心策略[31-32]. TGF-β1是激活HSC的主要细胞

因子[33-34]. 在正常肝脏TGF-β1 mRNA主要表达
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于HSC和枯否细胞, 不表达于内皮细胞及肝实

质细胞; TGF-β2及TGF-β3的表达较TGF-β1弱, 
TGF-β2主要表达于枯否细胞, 其次为HSC和内

皮细胞; TGF-β3只表达于HSC[35]. Baer et al [36]研

究了肝硬化过程中TGF-βs的表达, 结果显示, 肝
硬化过程中, TGF-β1在胆管、胆管内皮细胞、

炎性细胞中呈高表达, 在肝窦壁细胞亦可少量

表达TGF-β1和适量表达TGF-β2; 而TGF-β3主要

表达于胆管、胆管内皮细胞、炎性细胞及成纤

维样细胞中. 在肝移植后纤维化过程中, TGF-β3
的表达与早期基质构成的细胞外基质分子黏合

素(tenacin)的表达一致, 提示TGF-β3可能主要在

纤维化的早期发挥作用[37]. Seong et al [38]运用放

射线照射肝脏, 并检测在造成纤维化病理改变

前TGF-β1和TGF-β3的表达, 发现两者的表达有

不同特征. 在照射过程中, TGF-β1 mRNA表达逐

渐增高, 在28 d达到高峰; 而TGF-β3表达在第7
天达到高峰, 此后逐渐降低. 免疫组化结果显示, 
TGF-β1在第28天在中心静脉周围的非实质细胞

呈阳性表达, 而TGF-β3在第7天呈相似的表达. 
TGF-β1和TGF-β3 mRNA表达的改变在早期就

已发生, 他们表达的差异提示在肝纤维化早期

已存在TGF-β1和TGF-β3的相互作用. 研究提示, 
在肝纤维化早期形成过程中, TGF-β1起正调节

作用, 促进纤维化的发展, 而TGF-β3可能起负调

节作用.

3  TGF-β3的调节

Li et al [39]运用基因敲除小鼠研究TGF-β3与致纤

维化因子纤溶酶原激活物抑制剂-1(PAI-1)之间

的关系, 敲除TGF-β3基因约15 d的小鼠表皮及

真皮层PAI-1的表达增高, 此外在该小鼠真皮成

纤维细胞的培养液中也发现PAI-1的表达及活性

增高, 说明TGF-β3可能通过抑制促纤维化因子

的表达而发挥抗纤维化作用. Liu et al [40]研究发

现, Smad3和CREB-1是诱导TGF-β3最重要的转

录因子, JNKs和p38是TGF-β3合成关键的上游调

节因子. 高水平的TGF-V3可以通过DNA结合蛋

白与启动子中含有3个重复TCCC序列的区域结

合, 从而激活TGF-β3启动子. 这个序列的突变不

仅可抑制蛋白与该区域的结合, 还明显降低启

动子的活性[41]. Abdelaziz et al [42]研究显示, 一氧

化氮(NO)可调节TGF-β3的表达, 培养的新生大

鼠心脏成纤维细胞经S-亚硝基N-乙酰二甲基半

胱氨酸盐酸盐(SNAP)处理4 h后, TGF-β3mRNA
的表达水平明显下降; 而缺氧诱导因子-1可直接
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■创新盘点
本文在参与纤维
化的众多细胞因
子中 ,  以TGF-β3
为研究对象, 对该
因子在肝脏、胰
腺纤维化中的表
达、调节及其生
物学作用进行了
详细的综述, 并总
结了其抗纤维化
作用.
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诱导TGF-β3转录, 促进其表达[43].

4  结论

TGF-β3在多种组织纤维化进程中发挥作用, 但
其抗纤维化作用及其机制尚不十分明确 .  对
TGF-β3作用机制的进一步研究有利于我们更清

楚的了解纤维化过程中各因子的相互作用, 为
TGF-β3的临床应用提供理论依据.
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中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会暨第
三届学会研讨会通知

本刊讯 由中华医学会消化内镜学分会主办, 江西省医学会消化内镜专业委员会、南昌大学第一附属医院承

办的中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会暨第三届学术研讨会将于2007-11-02/04在江西南

昌举行. 届时将邀请美国、香港等国家和地区的国际著名消化内镜专家及国内知名消化内镜专家莅临大会. 

1       会议内容

中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会; 青年内镜医师培训讲座; 消化内镜新进展讲座; 青年

委员专题讲座. 

2      联系方式

徐萍 ,  330006, 江西省南昌市永外正街17号 ,  南昌大学第一附属医院消化科 .  电话 :  0791-8692506或

0791-8692540, E-mail: yfyxp@yahoo.com.cn.
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Abstract
I n f l a m m a t o r y b o w e l d i s e a s e ( I B D ) i s a 
nonspecific intestinal inflammatory disease. 
I ts causes and pathogenesis have a close 
relationship with disorder of autoimmune 
funct ion. The imbalance of the Th1/Th2 
paradigm is an important factor for IBD. 
However, the pathogenesis of IBD cannot 
be interpreted on the basis of the Th1/Th2 
paradigm alone. Recent research has highlighted 
the substantial role of regulatory T cells in the 
nosogenesis of IBD. This review will explore the 
relationship between regulatory T cells and IBD, 
and the progress in the study of regulatory T 
cells.
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摘要
炎症性肠病(IBD)是一种非特异性肠道炎症性
疾病, 其发病与自身免疫功能紊乱有关. Th1/
Th2失衡是导致IBD的重要因素之一. 然而, 

Th1/Th2理论并不能充分阐明IBD的发病机制. 
近几年来, 越来越多的研究显示, 调节性T细
胞在炎症性肠病的发生发展中起重要的作用. 
本文就近年来调节性T细胞在炎症性肠病中
作用的研究进展作一综述.

关键词: 炎症性肠病; 调节性T细胞; 自身免疫
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一种累及胃肠道的自身免疫性疾病, 包括溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病

(crohn's disease, CD). 近年来患病率呈逐渐上升

趋势. IBD发病机制不明, 目前认为Th1/Th2失衡

是导致IBD肠黏膜损害的重要因素之一. 近年来

发现一类有别于Th1/Th2的特殊细胞调节性T细
胞(regulatory T cell, Tr), 在IBD中起重要作用.

1  Tr细胞的生物学特性

Tr细胞具有高度异源性, 目前仍不清楚他们的

前体、分化过程. 根据其来源、表位特性及发

挥效应机制, Tr可划分为自然发生的CD4+CD25+ 
Tr细胞(natural regulatory T cells, nTreg)和适应

性Tr细胞(induced regulatory T cells or adaptive 
regulatory T cells)[1-5], 后者有Tr1、Th3等多种亚

型. CD4+CD25+ Tr细胞是目前研究较多的一类亚

群, 可从人的胸腺和外周血中分离到, 且实验证

实人和小鼠的Tr具有相似的特性. 
自然发生的Tr细胞主要是指在胸腺发育成

熟后进入外周淋巴组织, 抑制自身反应性T细
胞, 以维持自身免疫平衡, 在预防病理性自身免

疫反应方面起作用[2-3,6]. CD4+CD25+ Tr细胞拥有

独特的细胞表型和功能, 是一种功能成熟的T细
胞亚群, 约占正常人和小鼠的外周血及脾脏组

织中CD4+ T细胞的5%-10%, 具有免疫抑制性和

免疫无能性. CD4+CD25+ Tr细胞的免疫抑制性
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表现为经TCR信号刺激活化后能抑制CD4+和

CD8+淋巴细胞的活化和增殖, 这种抑制作用无

抗原特异性, 不具有组织相容性复合体(MHC)限
制性[7-8]; 免疫无能性表现在对高浓度IL-2的单

独刺激, 固相包被或可溶性抗CD3单抗, 以及抗

CD3单抗、抗CD28单抗的联合作用呈无应答状

态, 也不分泌IL-2[7-8]. CD4+CD25+ Tr介导免疫抑

制的确切分子机制尚不清楚, 目前发现细胞因子

(IL-10、TGF-β等)的分泌、与同源的抗原递呈细

胞(APCs)的接触(既细胞与细胞特定表面共刺激

分子的结合)、以及对APCs功能的下调等多种机

制可能参与CD4+CD25+ Tr的抑制[9]. CD4+CD25+ 
Tr具有独特的表型, CD25(IL-2受体的α链)是早

期发现的标志[10], 但因其也表达在活化T细胞表

面, 对活动状态的免疫性疾病单靠CD25表达鉴

定Tr不够特异. Foxp3是CD4+CD25+ Tr相对较特

异性的标志物. Foxp3属于foxhead家族成员的

转录因子, 组成性表达于机体的CD4+CD25+ Tr, 
对nTreg细胞的发育和功能起关键作用[11-15]. 但
是因为Foxp3属于胞内蛋白, 其检测和分离有

所不便. 近来报道, 表面分子CD127低表达可

以取代Foxp3, 作为Tr细胞特异标记[16-17]. 另外, 
Neuropilin-1(Nrp1)也可能是CD4+CD25+ Tr的相

对特异标志物. Nrp1是与轴突导向、血管生成和

T细胞激活有关的受体. Bruder et al [18]发现其组

成性表达于CD4+CD25+ Tr表面. 其他标志物还有

CD45RBlow, CD62L等, 但都不是CD4+CD25+ Tr的
特异性标志. 此外与CD4+CD25+ Tr抑制功能相关

的分子还有GITR[19]、lag-3[20]、瘦素[21]、Toll样
受体-8(TLR-8)[22].  

适应性Tr细胞由初始(navie)T细胞在抗原

和某些特定因素(如未成熟DC, 成熟DC, IL-10, 
TGF-β, 抗CD4 或抗CD8 mAb, IFN及维生素D3 
等)刺激下产生[4]. 研究较多的有CD8+CD28- T细
胞、Tr1细胞[23]和Th3细胞、某些表达γδT细胞受

体的CD4-CD8- T细胞、NKT细胞[3,24]. 

2  CD4+CD25+ Tr细胞在IBD免疫紊乱中的作用及

其机制    
肠道是人体与外界抗原接触的主要场所, 因此

肠道的局部反应需要精密地调节以避免对食物

性抗原和正常菌群产生免疫反应, 同时又能有

效地防御病原体. 在人体以及动物模型中的研

究显示, Tr细胞在保持肠道稳态中起重要作用. 
CD4+CD25+ Tr数量的减少, 表面分子表达

的缺陷, 抑制功能的受损, 都与IBD的发生相
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关. Maul et al [25]分析IBD患者外周血和肠黏膜

组织的Tr细胞, 结果显示在疾病活动期外周血

CD4+CD25+和Foxp3+ Tr细胞下降, 而在疾病缓

解期上升; IBD病变肠黏膜Tr细胞较非病变处升

高, 但这种升高仍然低于健康对照组. Takahashi 
e t a l [26]也得到类似的结果: 活动期UC外周血

CD4+CD45RO+CD25+ T细胞显著降低, 且与疾病

的严重程度呈反比, 但CD患者无统计学差异. 然
而仍有报道显示IBD患者的Tr细胞抑制功能没

有减低, 且有少数报道活动期IBD外周血、肠黏

膜Tr细胞升高[27-28], 这可能是体内环境的不同, 
炎症细胞数量的优势, 或是其他Tr细胞的拮抗机

制, 使其无法抗衡IBD的肠黏膜炎症. 
在T细胞缺陷的小鼠与大鼠中, 输注CD4+ 

C D45R B h i g h T细胞可以诱发I B D. 如果与此

同时输入C D4+C D25+ T r则能预防I B D的发

生; 若在此之后, IBD的病理变化已建立, 输注

C D4+C D25+ Tr, 可被招募到肠淋巴组织、固

有层, 迁移到脾脏而发挥免疫调节作用, 治疗

IBD[29]. CCR4在CD4+CD25+ Tr的迁移中起重要

作用, 对这一模型中CD4+CD25+ Tr的抑制功能

起关键作用[30]. 尽管CD4+CD25+ Tr的调节机制

还不清楚, 但进一步研究初步显示, CD4+CD25+ 
Tr细胞大致可通过细胞接触及分泌抑制性细胞

因子等方式实现对CD4+/CD8+ T细胞的非特异

性抑制效应, 以预防治疗IBD. 
2.1 细胞接触依赖机制 在体外, CD4+CD25+ Tr细
胞介导的免疫抑制是通过Tr细胞与反应细胞同

细胞接触实现. 多种配体-受体参与此过程, 其中

包括介导信号的共刺激分子, 如细胞毒性T淋巴

细胞相关抗原-4(cytotoxic T-lymphocyte antigen, 
CTLA-4)、糖皮质激素诱导的肿瘤坏死因子受

体(glucocorticoid-induced TNF-receptor, GITR)、
OX40(CD134)、淋巴细胞活化基因3(LAG-3)等. 

CTLA-4属于CD28细胞表面受体家族, 与
CD28相反, 活化的T细胞膜受体CTLA-4与APCs
上的配体C D80/C D86结合, 介导免疫抑制信

号, 以维持免疫自稳. 研究证实Tr细胞高表达

CTLA-4. 高水平的CTLA-4与APCs上的B7结合, 
诱导色氨酸裂解酶-吲哚胺2, 3-二加氧酶(IDO)
活化, 介导免疫耐受[31]. CTLA-4在结肠炎中可能

起重要作用. CD4+CD25+ Tr对肠炎的控制可被

CTLA-4的中和抗体阻断[32]. 然而CD4+CD25+ Tr的
体外免疫抑制效应不为CTLA-4阻断而逆转[33]. 

G I T R表达在胸腺和外周血的静息C D4+ 

CD25+ Tr细胞上. GITR可能与抗CD4+CD25+ 
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对调节性T细胞在
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是现在和今后研
究的重点.
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T r抗体结合 ,  使C D 4 +C D 2 5 + T r活性增强 . 
在C D 4 +C D 4 5 R B h i g h T诱发的 I B D模型中 , 
C D4+G I T R+ T细胞能阻止结肠炎的发展; 给
予抗GITR mAb可阻断CD4+CD25+ Tr对小鼠

结肠炎的抑制作用 [34]. 然而CD4+CD45RB high 

T表达GITR起到相反的作用. GITR-/-小鼠脾

脏C D4 +C D45R B h i g h T诱导结肠炎的活性降

低; GITR基因剔除和阻断GITR, 可预防2, 4, 
6-trinitrobenzene sulphonic acid(TNBS)诱发的结

肠炎. 因此GITR在IBD中的作用还有待进一步

研究. 
OX40分子短暂地表达于活化的CD4+ T细胞

上, 与APC表面OX40L结合, 介导免疫活化信号, 
参与CD4+CD45RBhigh T诱发的结肠炎产生[32]. 
给予抗OX40L抗体能够阻止T细胞在小鼠结肠

炎肠黏膜中积聚, 并且使结肠炎缓解[32]. 
LAG-3表达于活化的CD4+CD25+ Tr, LAG-3 

基因敲除小鼠的CD4+CD25+ Tr的抑制功能明显

降低, CD4+ T细胞异位表达LAG-3后可获得Tr的
特性[20]. 但目前, 有关LAG-3与IBD研究的报道

少见, 需进一步研究LAG-3与IBD的关系. 
由此可见, 共激分子/共激分子受体在Tr细

胞活化中起重要作用. 研究其表达异常的机制

及如何调节这一类信号途径可能为治疗IBD带

来新的曙光. 
2.2 细胞因子调节机制  C D4+C D25+ Tr细胞

还可通过释放抑制性的细胞因子 (如 I L -10 , 
T G F-β2和I L-2等)发挥重要作用 .  体外研究

显示 ,  C D4+C D25+ Tr细胞中I L-10和T G F-β 
m R N A的表达水平较高 ,  并且给予合适的刺

激 ,  C D4+C D25+ Tr细胞能直接分泌I L-10和
TGF-β. 在CD4+CD45RBhigh T诱发的IBD模型中, 
TGF-β和IL-10在Tr细胞对IBD的保护作用中占

有较重要地位. 从TGF-β基因敲除小鼠分离的

CD4+CD25+ Tr细胞[35]或来源于IL-10敲除小鼠

CD4+CD45RBlow T则失去了抗IBD作用[36]. 在抗

原脉冲细胞(antigen-experienced cells)、缠绕杆

菌、利什曼原虫诱发的结肠炎模型中, Tr细胞

的预防与治疗作用依赖IL-10[37]. 此外IL-10基因

敲除的小鼠或用IL-10受体抗体处理野生型小鼠

可产生慢性结肠炎, 可见IL-10在肠道内环境中

起负性调节肠道免疫反应的作用. TGF-β也能阻

断噁唑酮诱导的Th2型小鼠结肠炎[38]. 但在CD, 
Tr细胞分泌TGF-β的量反而增加, 可能是因为存

在部分抗调节的活化机制. CD4+CD25+ Tr细胞

可以通过体外TGF-β诱导CD25- T细胞产生, 这

一TGF-β诱导的Tr细胞具有拮抗CD4+CD62L+ 
T 细胞输注引发实验性结肠炎的作用[39]. IBD的

TGF-β信号转导缺陷与Smad7的上调有关. po 
Smad7的反义核苷酸可改善TNBS诱导的结肠炎

并防止其复发[40]. 

3  其他亚群的Tr细胞在IBD中的作用及机制

除自然发生的CD4+CD25+ Tr细胞之外, 尚有多

种T细胞群能抑制其他T细胞的效应, 例如Th3细
胞、Tr1细胞、与未成熟DC共培养的CD4+ T细
胞、CD8+CD28-调节T细胞. 

T h3细胞最早是从p o 免疫耐受的小鼠体

内分离得到的, 并对Th1和Th2有抑制作用[41]. 
p o 免疫耐受是指p o 抗原后 ,  引起机体对该种

抗原产生无或低免疫性反应 ,  但机体对其他

抗原仍可产生正常免疫性应答[42]. Th3的抑制

效应是抗原非特异性 ,  并且通过分泌T G F-β

介导以“旁观者抑制”途径产生. Th3的抑制

活性以受体T G F-β介导为特征 ,  其产生也与

TGF-β相关. 与nTreg依赖IL-2相比, Th3的体

外存活有赖于IL-4和IL-10[42]. 然而Th3和nTreg
之间的关系还不明确. 现已证实, T h2环境诱

导T h3细胞 ,  而T h1环境抑制T h3的诱导 .  但
是, 参与Th3诱导过程的确切细胞因子群还不

清楚. 在C D4+C D45R B h i g h细胞诱导的I B D模

型中, T h3通过分泌T G F-β诱导B细胞转换为

IgA的同种型, 并且能维持po耐受[43]. Neurath  
et al [44]证实Th3细胞能抑制TNBS诱导的结肠炎. 

Tr1细胞与经典的Th1和Th2不同, 多在IL-10
诱导下产生, IFN-α可增强IL-10诱导产生Tr1细
胞的能力[23,45-47]. 其低增殖不分泌IL-4, 但产生高

水平的IL-10, 中等量的TGF-β, IFN-γ和IL-5, 
少量的IL-2, 具有旁观者抑制效应和免疫记忆

力[23,45-47]. 他们在体外通过分泌IL-10和TGF-β来
抑制抗原特异性免疫反应[48-49]. Tr1细胞除了在

体外抑制免疫反应, 在体内也有免疫抑制作用. 
在SCID鼠转入CD4+CD45RBhigh T诱发的IBD模

型中, po卵清蛋白(OVA)诱导的特异性Tr1细胞

和致病的CD4+CD45RBhigh细胞共同传输, 可预

防这一Th1细胞介导的炎症[49]. 随后的实验显示

Tr1具有预防和治疗CD4+CD45RBhigh诱导的IBD
作用, 且显示CD4+CD25+ Tr的免疫耐受作用部

分归功于: 通过Tr1的分化而间接起作用[50].
除了CD4+细胞的亚群具有调节功能, CD8+

的亚群细胞也同样能起到免疫调节作用. 其中

CD8+CD28-的一类T细胞备受关注, 其作用机

■创新盘点
多数文章只探讨
了 自 然 发 生 的
CD4+CD25+ Tr细
胞和炎症性肠病
的关系. 本文不仅
对CD4+CD25+ Tr
细胞在炎症性肠
病中新的进展进
行了总结, 还描述
了其他适应性调
节T细胞亚群在炎
症性肠病中的作
用.



www.wjgnet.com

3018                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2007年10月8日      第15卷   第28期

制是损害CD40通路的信号传导, 抑制APC激

活T辅助细胞. CD8+CD28- T细胞可以预防输注

CD4+CD45RBhigh T细胞诱导的IBD[51]. 此外在

IBD患者的肠黏膜中存在CD8+调节细胞的缺陷, 
表现为肠黏膜中CD8+调节细胞体外抑制淋巴细

胞增殖作用几乎消失, 并可能出现TCR Vβ5.1-
阳性的CD8明显降低, 但CD8+CD28- T细胞的变

化不明显[52]. 
总之, 目前对Tr细胞的确切作用机制、不同

亚型的本质和相互作用还存在争议, 和IBD的关

系还不是很清楚. 但是, 在IBD中, Tr细胞无疑补

充了传统的Thl/Th2理论. 对Tr细胞进一步深入

研究, 不仅可以使我们加深对IBD发病机制的理

解, 而且提示Tr细胞可能成为新的治疗靶点, 为
IBD的治疗提供广阔的前景.
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Abstract
There are two fundamental methods (placing 
wadding pledgets before opening outflow 
and primary suture) for treating the perineum 
wound following Miles’ operation for rectum 
carcinoma. We review the great quantity of 
documents and reports from the last two decades 
on treating the perineum wound in Miles’ 
operation for rectum carcinoma, summarize 
the indications and main procedure points, 
appraise the advantages and disadvantages of 
each approach, analyze the influential factors 
and measures of prevention and cure (that is, 
primary healing of the perineum wound), and 
introduce the ameliorative method of placing 
wadding pledgets before opening outflow.  

Key Words: Rectum carcinoma; Miles operation; 
Perineum wound
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摘要
直肠癌Miles术会阴创口的处理主要有纱布填
塞敞开引流和一期缝合两种基本方法. 我们综
合近20年来在此方面研究的大量文献报道, 总
结了两种方法的适应症和操作要点, 评价了两
种方法的优缺点, 分析了会阴创口一期愈合的
影响因素及防治措施, 并提出了纱布填塞敞开
引流法的改进方法.
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0  引言

经腹会阴联合直肠癌切除术(Mi l e s术)是治疗

低位直肠癌的经典术式. 该手术须切除全部直

肠、肛管、肛门及坐骨直肠窝组织, 因此, 会阴

创口较大, 创面渗血渗液多且时间长, 骶前残留

的巨大腔隙由于周围有骨性结构而不易闭合, 
血液及渗出液常汇聚于此, 加之骶前的生理弯

曲, 引流常不充分, 成为诱发感染的潜在危险因

素. 文献报道其感染率可高达42%[1]. 骶前腔隙

积液并感染是影响会阴创口愈合的主要因素, 
因此, 会阴创口处理的关键是消灭骶前及尾骨

前残腔和有效的引流. 近百年来, 学者们采用了

各种方法以消灭残腔, 并不断地改进引流方式, 
取得了较好的效果, 形成了两种基本的处理方

法, 即会阴创口纱布填塞敞开引流法和会阴创

口一期缝合法.

1  会阴创口纱布填塞敞开引流法

Miles在做腹会阴直肠癌切除术时, 对会阴创口

采用的是以纱布填塞的敞开引流法. 原因是他

认为, 直肠癌的淋巴转移有上方、侧方和下方3
个方向, 为达到根治的目的, 主张切除肛门和广

泛清除坐骨直肠窝内的组织, 导致术后会阴创

口较大, 难以一期缝合, 故只能采用纱布填塞的

开放引流法, 但其愈合时间较长, 一般在2 mo左

®

■背景资料
经腹会阴联合直
肠癌切除术是治
疗低位直肠癌的
经典术式 ,  该手
术须切除全部直
肠、肛管、肛门
及坐骨直肠窝组
织, 因此, 会阴创
口较大, 创面渗血
渗液多且时间长, 
骶前残留的巨大
腔隙由于周围有
骨性结构而不易
闭合, 血液及渗出
液常汇聚于此, 加
之骶前的生理弯
曲 ,  引流常不充
分, 成为诱发感染
的潜在危险因素. 
因此, 会阴创口处
理的关键是消灭
骶前及尾骨前残
腔和有效的引流. 
近百年来, 学者们
采用了各种方法
以消灭残腔, 并不
断地改进引流方
式, 取得了较好的
效果, 形成了两种
基本的处理方法, 
即会阴创口纱布
填塞敞开引流法
和会阴创口一期
缝合法, 目前多采
用一期缝合法. 
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右. 敞开引流法延用至今. 
1.1 会阴创口纱布填塞敞开引流法的适应症 随
着对直肠癌病理认识的提高和外科技术的逐步

改进, 会阴创口的处理逐渐改为一期缝合. 但有

下列情况时, 仍主张采用纱布填塞敞开引流: (1)
距肛缘6-8 cm的弥漫浸润型(尤其年轻患者)直肠

癌以及距肛缘6 cm以内的局限型直肠癌[2], 应按

肿瘤根治原则, 彻底清除坐骨直肠窝内组织, 并
紧靠盆壁切断肛提肌; (2)术中直肠破损, 会阴创

口污染较重[3]; (3)骶前创面中有难以止血的微小

渗血[4]. 
1.2 盆底腹膜的重建 上世纪初, Miles术后因会阴

创口常规敞开引流, 为防止术后小肠脱出, 大都

常规重建盆底腹膜. 若关闭盆底腹膜的缝线脱

落, 局部形成缺损, 则小肠可能坠入盆腔形成盆

腔疝和会阴疝, 引发小肠梗阻. 李学明 et al [5]报

告Miles术后盆腔疝的发生率近1%, So et al [6]观

察Miles术后会阴疝的发生率为0.6%. 因此, 有学

者建议不缝合盆底腹膜, 而重点是会阴切口的

关闭, 以避免这种并发症的发生. 国内鄂云翔[7]

和周庆华 et al [8]亦采用开放盆底腹膜, 以小肠自

然坠入充填骶前残腔, 会阴切口一期缝合, 仅发

生会阴切口裂开2例, 未发生小肠脱出及小肠梗

阻等并发症. 其机制是盆腔腹膜再生迅速, 可使

盆底形成腹膜腔的一部分, 开放盆底腹膜, 可使

尾骨及骶骨前间隙直接与腹腔相通, 该处积液

可全部流入腹膜腔, 从而发挥腹膜的再吸收功

能, 减少会阴部液体积聚, 保证切口一期愈合.
尽管开放盆底腹膜的方法省时省力, 效果

尚可, 但文献报道并不多见, 主要原因可能有以

下几点: (1)直肠切除后, 整个盆壁均为剥离面, 
无腹膜覆盖, 加之小肠坠入盆腔后距离较长, 容
易形成肠粘连, 导致肠梗阻; (2)若出现腹水、剧

烈频繁的咳嗽以及小肠梗阻等情况, 引起腹压

增大, 则会阴切口可能裂开, 出现小肠脱出等严

重并发症; (3)有证据表明大剂量的术后盆腔放

疗会有效地除低复发率, 若小肠坠入盆腔, 则放

射线可能造成急性小肠损伤. 因此, 无论术后是

否行辅助放疗, 都应关闭盆底腹膜, 以避免小肠

进入盆腔. 目前, 盆底腹膜的重建方法主要有以

下几种: (1)若盆底腹膜缺损不大, 可直接对缝两

侧盆底腹膜, 并注意针距不可过大, 以不大于0.8 
cm为宜, 否则, 极易造成内疝[4]; (2)我们的体会

是若盆底腹膜缺损较大, 可适当游离两侧盆腹

膜, 并可利用子宫或膀胱后壁参与重建, 没有出

现小肠脱出、梗阻及膀胱症状等并发症; (3)段

东明 et al [9]报道采用盲肠填充术来修补盆底腹

膜. 方法是先切开结肠侧腹膜, 游离升结肠, 一
直分离到结肠肝区, 然后将盲肠拉入小骨盆内, 
将其浆膜层与小骨盆附近腹膜固定缝合3-4针即

可, 效果确实可靠; (4)亦有报道使用补片重建盆

底腹膜. Devereux et al [10]和Dasmahapatra et al [11]

均采用了这种方法, 使用1-2块Dexon或Vicry1补
片, 补片应固定在骶岬水平, 使用连续锁边缝合

法将补片与两侧盆底腹膜缝合, 前方与前腹壁

缝合, 从而避免小肠进入盆腔, 没有出现小肠梗

阻, 急性放射性肠炎及与补片相关的并发症. 
1.3 会阴创口纱布填塞敞开引流法的操作要点 
切除标本后, 会阴部残留一很大的空腔, 创面应

彻底止血, 盆侧壁及骶前的出血点必须电灼或

结扎止血, 前列腺或阴道后壁表面的出血点则

应缝扎止血. 然后用大量的温热盐水反复冲洗

盆腔, 以清除坏死组织和可能脱落入手术野的

癌细胞. 重建盆底腹膜后, 首先以大块凡士林油

纱布覆盖在创面上, 然后再以大块干纱布填塞

于会阴创腔内, 应该稍紧一些, 填满后将会阴皮

肤缝合4-6针, 以防止纱布脱出, 皮肤表面再盖上

无菌纱布. 
因会阴创口渗血渗液较多, 术后3 d内应每

日更换伤口敷料2-3次, 术后第3天开始拆除会

阴缝线, 逐步将大纱布及凡士林纱布取出, 至术

后第5天取尽. 可以用生理盐水和双氧水冲洗会

阴创口, 术后第10天开始用1/5000的温热高锰酸

钾溶液坐浴, 每日2-3次, 每次约15 min, 直到伤

口愈合. 一般情况下骶前创面完全愈合大约需2 
mo左右[12]. 
1.4 会阴创口纱布填塞敞开引流法的评价 会阴

创口敞开引流可以保证手术按肿瘤根治原则进

行, 彻底清除坐骨直肠窝内的淋巴脂肪组织, 有
利于骶前间隙的引流, 由于肉芽组织由内向外

生长, 不易形成瘘管及炎性肉芽肿. 当然敞开引

流法也有不尽人意的地方, 如术后1 wk内换药次

数多, 医生工作量大, 更换敷料常给患者带来痛

苦, 会阴创口愈合慢, 平均愈合时间为2 mo, 最
长达6 mo. 
1.5 会阴创口纱布填塞敞开引流法的改进 鉴于

会阴创口纱布填塞敞开引流法有上述缺点, 我
们对其进行了改进, 采用先缝后敞的方法, 即先

缝合会阴创口皮肤及皮下组织, 术后第7天拆除

缝线敞开会阴创口, 术后第10天开始行PP粉坐

浴, 取得了较好的效果, 换药次数、换药费用及

创口愈合时间(55/65 d)明显少于填塞组, 避免了

■相关报道
黄平  e t  a l采用
Miles术中术后开
放会阴创口的方
法 ,  无明显并发
症. 黄烨 et al采用
先缝后敞法, 创口
愈合时间缩短, 方
法简便实用. 姬清
华 et al采用一期
缝合加创腔引流, 
创口愈合快, 但合
并创腔感染及愈
合不良. 饶华民采
用大网膜填塞会
阴创腔, 平均愈合
时间为14 d, 并发
大网膜坏死1例 , 
创腔感染1例.
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患者因取纱布带来的痛苦, 降低了患者的医药

费用, 也减轻了医生的工作量, 患者可以很简便

地自行护理会阴创口, 不影响日常生活及术后

放化疗. 会阴创口一般仅有少量白色分泌物附

着, 无感染、积液、炎性肉芽肿及瘘管形成[13]. 
填塞组创口愈合慢的原因可能是大量纱布长时

间填塞于骶前腔内, 阻碍了小肠、大网膜及盆

底腹膜的下降, 膀胱及子宫的后移和臀部软组

织的上移, 加之纱布刺激会阴创面产生更多的

渗液, 从而影响了会阴创口的愈合.

2  会阴创口一期缝合法

因Miles术会阴创口采用敞开引流的愈合时间较

长, 故学者们不断探索新的方法, 以期缩短会阴

创口愈合时间. 1963年开始对会阴创口采用部

分缝合法, 但愈合时间仍嫌过长; 70年代初采用

一期缝合法处理会阴创口, 愈合效果良好, 时间

大为缩短. 目前, 其已成为临床首选方法. 
2.1 会阴创口一期缝合的适应症 近期文献报道, 
会阴创口一期缝合愈合率在38%-94%之间[14-15],
仍有部分会阴创口一期缝合后愈合不良或合并

感染, 需敞开引流. Delalande et al [16]比较会阴创

口一期缝合与纱布填塞两种处理方法, 发现近

期死亡率、平均住院天数(25/27 d)及3 mo内治

愈率无明显差别, 而1 mo内的治愈率差别明显

(30% vs  0%), 较短的瘢痕延期形成时间亦有明

显差别(47/69 d), 前者有两个患者1年内未愈合, 
形成血肿、会阴脓肿, 所以会阴创口一期缝合

附加引流术能促进伤口的愈合但需要两次手术

的机会多一些. 因此, 必须严格掌握适应症. 目
前认为有下列情况时, 不宜一期缝合: (1)局部

弥漫浸润型低位直肠癌及肛管癌, 会阴部组织

广泛清除者; (2)肠道准备不充分, 术中分离造成

直肠破裂, 会阴创口污染较重者; (3)会阴创面有

难以控制的广泛渗血者; (4)合并糖尿病、高血

压、肺气肿等疾病, 因组织修复能力差, 难以一

期愈合[17]. 
2.2 会阴创口一期缝合的操作要点 切除标本

后, 会阴创面彻底止血, 用大量温热盐水反复

冲洗手术野, 以清除会阴创口内的积血积液、

坏死组织和可能脱落的癌细胞, 于骶前及尾骨

前间隙内放置引流管. 重建盆底腹膜后, 先将

残留的肛提肌与前方阴道后壁或前列腺包膜

缝合或用臀大肌束与残留的肛提肌缝合, 再缝

合两侧的软组织, 尽量缩小会阴残腔, 最后一

层缝合会阴皮肤及皮下组织 .  早期会阴部引

流多为单管引流, 目前多采用双管引流加负压

吸引并间断会阴创腔灌洗, 效果较好. 在术后

第10-15天可拔除引流管, 创面可以达到一期 
愈合. 

双腔双管引流置管方法: 采用两根内径为

0.8 cm, 长约40 cm的乳胶管, 内置直径为0.5 cm
的导尿管或乳胶管制成双套管. 进水双套管尖

端剪两个直径为0.5 cm的小侧孔, 出水双套管剪

3-4个较大的侧孔. 进水管放在骶前腔较高的位

置, 出水管放在其下方约2-3 cm左右. 出水管应

有两个侧孔在尾骨前间隙内, 两管分别从会阴

切口两侧皮肤开口引出. 术毕后, 进水管可用盐

水冲洗, 出水管接负压吸引. 
2.3 会阴创口一期愈合的影响因素及防治措施 
影响会阴创口一期愈合最根本的因素(骶前残留

的巨大腔隙周围有骨性结构而不易闭合所致), 
加上其他的全身和局部因素, 导致会阴组织感

染率较高, 影响会阴创口的一期愈合. 现就影响

创口愈合的几个重要因素论述如下. 
2.3.1 全身疾病 影响所有手术切口愈合的因素

同样也是影响会阴创口愈合的因素, 如中重度

贫血、低蛋白血症、营养不良、糖尿病等, 故
术前应进行糖尿病治疗, 纠正贫血、低蛋白血

症及营养不良等疾病. 
2.3.2 术前肠道准备 大肠内粪便含有大量细菌, 
直肠手术即便是在严格无菌操作下进行, 仍有

40%创面有细菌生长可能. 通过术前肠道准备, 
使肠道处于无粪少菌状态, 即可减少或避免感

染, 保证创口一期愈合. 目前, 多采用po甲硝唑

加全消化道清洁法, 有报道称此法可使肠腔细

菌数减少97%, 创口感染率下降28% . 
2.3.3 会阴创口出血 术中止血不彻底, 术后较长

时间渗血, 会导致骶前间隙积血, 阻塞引流管, 
促成细菌的生产繁殖. 
2.3.4 术中直肠及阴道破损 文献报道术中分破

直肠后, 一半患者的会阴创口将感染[18], 会阴创

口一期缝合感染率的高低与术中分破直肠污染

创面与否有关, 其会阴创口感染率明显高于无

破损者. 因此, 术中应缝闭肛门, 尽量避免分破

直肠及阴道, 防止肠内容物外溢. 对已有直肠和

阴道破损者, 术中应以稀碘伏和大量生理盐水

反复冲洗创面, 可降低感染率. 
2.3.5 术中腹盆腔冲洗 术中腹盆腔冲洗能清除

坏死组织、积血及淋巴液等, 文献报道腹盆腔

冲洗者切口感染率为7%, 未冲洗者切口感染率

为25%, 有明显统计学差异[18], 因此, 术中应以

■创新盘点
本 文 从 直 肠 癌
Miles术会阴创口
的处理入手, 总结
近20年来国内外
的研究情况, 多方
探讨了各种会阴
创口处理方法的
适应症、操作要
点及优缺点, 并提
出了纱布填塞敞
开引流法的改进
方法. 
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大量温热盐水反复冲洗创面, 尽量清除坏死组

织、积血、积液及细菌. 
2.3.6 会阴创口引流 会阴创口引流的目的是引

流骶前及尾骨前间隙的积血及积液, 缩小残腔, 
从而减少感染机会, 以便会阴创口尽早愈合. 早
期多采用烟卷引流及单管引流, 无负压吸引, 目
前多采用双管引流加间断或持续灌洗, 同时负

压吸引. 从表1可以看出, 烟卷及单管开放式引

流效果差, 一期愈合率低, 感染率高, 而双管引

流加间断或持续灌洗同时负压吸引效果好, 一
期愈合率可达到94%, 感染率为2%-3%. 采用双

管引流加骶前灌洗能有效地清除骶前腔隙的积

血、积液及坏死脱落组织, 降低创面细菌密度

和毒力, 可避免负压吸引造成创面渗液增加组

织水肿, 并可使盆腔腹膜紧贴骶骨和盆底组织, 
缩小盆底间隙, 从而降低会阴切口的感染, 有利

于切口愈合[23]. 
2.3.7 引流位置 引流管放置不当, 可造成引流

不畅. 引流管可经会阴切口或切口侧方或耻骨

上腹壁拉出, 经耻骨上腹壁拉出引流虽换药方

便, 但其位置较高, 且流程较长, 不利于引流. 文
献报道经会阴切口侧方拉出引流的切口感染率

(7%)明显低于经会阴切口拉出引流者(22%)[18], 
故目前多采用会阴部切口侧方引流. 
2.4 会阴创腔的填塞治疗 会阴创口一期缝合后, 
骶前及尾骨前的巨大腔隙难以闭合. 国外学者

曾尝试用各种方法填塞会阴创腔, 以促进会阴

创口的愈合, 如带蒂大网膜移植, 股薄肌、臀大

肌和腹直肌皮瓣移植等. de Haas et al [24]用腹直

肌肌皮瓣填塞会阴部死腔并缝合会阴伤口治

疗大的、难以愈合的会阴部(放疗后)伤口取得

较好效果, 但因技术复杂, 创伤大而难以推广. 
唯以大网膜填塞会阴创腔效果较好, 国内外应

用较多, 原因是大网膜有很强的吸收及抗感染

能力, 而且具有血运丰富、活动度大、可塑性

强、取材容易、不产生纤维硬化等特点. 1970
年Buckley用带蒂大网膜填塞直肠癌根治术后

形成的会阴部创腔, 创口一期愈合. 国内金秀然  
et al [25]、王成峰 et al [26]、李东苗 et al [27]、饶华民[28]

报道, 会阴创口一期愈合率多在80%-92%之间. 
大网膜填塞会阴创腔可减少局部感染及局部疤

痕的形成, 有利于会阴创口一期愈合, 使患者能

早期进行术后放化疗. 
手术方法: 切除标本后, 会阴创面彻底止血, 

以大量盐水冲洗腹盆腔, 然后行大网膜剪裁及

腹膜后遂道成形. 根据大网膜进入盆腔的途径

可分为左、中、右3个入路. 左路经降结肠旁沟

腹膜后遂道入盆[25-26], 需保留胃网膜左动脉; 右
路经升结肠旁沟腹膜后遂道入盆, 需保留胃网

膜右动脉; 中路经脊柱左侧腹膜后遂道入盆[29]. 
使大网膜在无张力状况下达尾骨尖, 可重建或

开放盆底腹膜, 会阴部仍需放置引流管, 一层缝

合会阴创口. 经游离腹腔入盆, 易产生肠梗阻并

发症; 经腹膜后隧道入盆, 可避免此类并发症. 
腹膜后隧道以中路法最好, 较左路, 右路法, 有
隧道短、成形容易、隧道位于腹部切口下、显

露清楚及操作方便等优点, 隧道成形手术较其

他方法缩短一半时间[30]. 
2.5 会阴创口一期缝合法的评价 会阴创口一期

缝合能减轻术后会阴部伤口的疼痛, 避免更换

敷料的痛苦, 加快患者的恢复, 缩短会阴部伤口

愈合的时间, 愈合时间多在15 d左右, 少数Ⅱ期

愈合多在30 d内, 术后可尽早补充放疗. 但仍有

部分伤口愈合不良或合并感染, 需要敞开引流, 
并且容易形成瘘管及炎性肉芽肿. 另外, 需常规

行创腔冲洗, 不仅会限制患者的活动, 而且引流

■应用要点
本文的实际应用
价值在于为大家
提出了各种处理
方法的适应症和
操作要点, 并总结
了会阴创口一期
愈合的影响因素
及防治措施, 为临
床工作提供指导.

■名词解释
会阴创口: Miles
术后在盆腔内残
留的一个巨大腔
隙 ,  其前壁为膀
胱 (子宫 )、前列
腺及尿道(阴道后
壁) ,  后壁为骶骨
和尾骨, 两侧壁为
坐骨和盆壁软组
织, 下壁为缝合后
的会阴部皮肤及
皮下组织, 上壁为
盆底腹膜 .  因此 , 
盆底腹膜的重建
是会阴创口处理
的重要组成部分.

表  1  不同引流方式的会阴创口愈合及感染率

     
作者	            报道时间	               引流方式	                                         n          一期愈合n (%)  创口感染率(%)

徐光[1]	           1991年	   单管引流加负压吸引	                   40	    23(57.5)           42.5

		                    双管引流加负压吸引	                   40	    35(87.5)           12.5

单吉贤[19]	           1993年	   单管引流	                                  101	    65(64.4)	           23.8

刘家邦[14]	           1996年	   烟卷加单管引流	                                   48	    18(37.5)	           12.5

		                    双管引流加负压吸引	                   61	    52(85.2)	             1.64

曲化远[20]	            1997年	   双管引流加灌洗	                                 180            164(91.1)             2.20

韦军民[15]	            1998年	   双腔双管引流加负压吸引	                 136	  128(94.0)	             6.00

		                    双管单腔引流加负压吸引	                   24	    20(83.0)           17.0

邓蓓[21]	            1999年	   双管引流加间断灌洗加负压吸引	 176	  165(93.8)	             3.40

王海江[22]	            2002年	   双管引流加负压吸引	                   56	    52(92.9)	             1.80
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管常有阻塞现象, 需随时调整引流管, 增加医生

及护士的工作量. 
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Abstract
Research indicate that telomere is relative to 
certain diseases such as cancer. Telomerase 
activity, replicative history and genetic stability of 
the cells are all reflected in telomere length. Since 
telomerase is known to be activated and have its 
length changed by certain cancers, assessments 
of telomere length are important for disease 
investigation and analysis. We here describe 
several methods for detecting telomere length. 
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摘要
近年来研究表明端粒的长短同癌症的发生有
密切联系, 各国学者报道了大量与端粒相关的
研究. 端粒长短测量法则成为研究端粒的重要

手段. 本文总结了多种端粒测量方法, 对相关
疾病研究有一定指导意义. 
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0  引言

端粒长度的变化是癌症发生的重要指针, 监测

端粒长度变化则是研究癌症发生的重要手段. 
近年来报道了多种端粒长度测量方法, 从简单

易行的DNA印迹法到单个染色体水平上的端粒

测量方法都可以测量端粒的长度. 根据不同的

试验材料及试验目的, 应该有针对性地选择端

粒测量方法.

1  端粒及其作用

端粒-线性DNA分子末端特殊的核蛋白结构决定

染色体末端长度, 使DNA免受不恰当的修复以及

防止端-端融合和核酸外切酶的降解[1-2]. 端粒通

常为富含TG简单重复序列(TTAGGG)[3], 但是不

同真核生物的端粒重复序列不同. 除了端粒酶可

以保护端粒不被降解以外, Rad50蛋白也有维持

端粒长度的作用[4]. 研究表明, 端粒和端粒相关序

列与某些疾病发生相关[5]. 端粒还能够抑制临近

基因的转录[1]. 因此研究端粒、端粒相关序列在

疾病发生特别是癌症发生中有重大意义.

2  端粒长度的测量方法

2.1 DNA印迹法(Southern blot, SB) SB已广泛应

用于分析DNA和端粒结构[6]. 用限制性核酸内切

酶Hin fⅠ或RsaⅠ消化DNA, 然后琼脂糖电泳分

离不同大小的片段, 转移到硝酸纤维或尼龙膜

上. 用32P同位素或生物素、碱性磷酸酯酶标记

的端粒特异探针与其杂交(CCCATT)n. 末端限

制酶切片段(TRF)通过光密度计定量测量[7]. 选
用Hin fⅠ或RsaⅠ是因为这两种酶能频繁的切断

DNA, 使亚端粒区域变得尽可能小. 用于SB分析
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研究中经常通过
测量端粒长度来
研究某种疾病.



的DNA应该是没有被打碎和纯度较高的, 但是

因为DNA的高分子量、高黏度使得这点较难保

证. TRF法得到的数据除代表所有染色体端粒的

长度外, 还包括部分亚端粒区长度. 因此TRF法
不能提供端粒的实际长度[7]. 
2.2 杂交保护分析法(hybridization protection as-
say, HPA) HPA需要制备基因组DNA、细胞或

组织溶胞产物同吖啶酯(AE)标记端粒的探针进

行杂交, 检测发光强度, 确定端粒在Alu序列中

比例. 研究表明, Alu序列中比例为0.01的端粒大

约与2 kb的TRF法测量的端粒长度对应. HPA不

需要完整的或没有修剪的DNA, 但是, 推荐使用

下限为10 ng修剪过的DNA. 纯化的细胞DNA或

至少含有1000个细胞的组织溶胞产物都能用于

测量. 虽然HPA不包括亚端粒序列, 但是HPA法

没有给出详细的细胞或染色体水平的端粒信息, 
也不能直接测定端粒长度[8]. 
2.3 荧光原位杂交(FISH)[9] FISH直接将寡核苷酸

探针标记在端粒序列上[10-12]. 标准的FISH包括制

作分裂中期的染色体以及DNA变性, 与异硫氰

酸荧光素(FITC)或Cy3标记的寡核苷酸探针杂

交, 用DAPI或PI复染, 最后用荧光显微镜检测信

号[13]. FISH方法被广泛地应用于特定基因的细

胞遗传学研究. FISH自身的特点使其适合于测

定端粒长度, 如小的端粒探针可增加进入细胞

的渗入度, 而且单链探针不需要退火. 
几种改良的FISH: 用FISH方法进行的端粒

定量被称作Q-FISH[14-15](Quantitative-FISH). Lans-
dorp et al [10]用核酸肽(PNA)寡核苷酸探针(PNA-
FISH)代替寡核苷酸探针改良了Q-FISH法. 因为

带电的脱氧核糖磷酸盐主链被肽链连接的不带

电N-(2-氨基乙基)-甘氨酸主链替代[16], PNA探针

的复式结构远比DNA/DNA或DNA/RNA的稳定. 
结合FISH和免疫染色(TELI-FISH)的方法可以测

量用甲醛固定, 石蜡包埋的人组织样本的端粒, 
同时还可以鉴别细胞种类. 在TELI-FISH中只需

用很少的细胞, 这种方法可以忽略不同细胞种类

而直接比较正常和癌变细胞的端粒长度[17]. Per-
ner et al [18]发明了端粒/着丝粒-FISH(T/C-FISH)
测量每个单独的染色体臂的端粒长度的方法, 2
号染色体着丝粒作内参. 荧光强度的比率经过

计算同TRF法有很好的相关性. Yan et al在染色

质/DNA纤维制备中应用了Fiber-FISH法[19-20]. 端
粒的特异PNA Green探针和1q亚端粒的特异Red
探针在染色质纤维上同时杂交, 已知的1q亚端
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粒探针大小为100 kb. 因为解压缩的染色质的

可变伸缩性使得纤维杂交的时候显色长度变得

可变. 然而, 目的序列同亚端粒探针有相似的伸

缩程度. 因此, 用已知大小的亚端粒探针作对照

对判断DNA纤维解压缩的程度起很重要的作

用. 在检测淋巴母细胞系1q时, 端粒和亚端粒排

列在纤维上的信号范围分别在0.9 μm-2.9 μm和

13.8-29 μm之间. 这意味着根据纤维的不同伸

展程度杂交到纤维上的探针可见长度为3.4-7.2 
kb/μm(平均5.5 kb/μm) . 
2.4 流式细胞计量-荧光原位杂交(Flow-FISH) 
Flow-FISH包括6个基本步骤: 细胞分离, DNA
变性并与PNA探针杂交, 洗去多余探针, 复染

后用流式细胞计量术采集和分析[21]. 来自不同

细胞系和临床样本的骨髓、血液淋巴结、经过

检测的扁桃体的端粒长度值同TRF法有很好的

相关性[22]. 同Q-FISH相反, Flow-FISH可以分析

周期中和非周期中的细胞端粒, 整个操作只需 
1 d[21-23]. 此外, 不同的细胞亚群能够同时处理, 这
对于分析较难纯化的细胞是很有用的[24]. Flow-
FISH法测定端粒长度在研究有核血细胞在正常

个体和病态个体的血液病时有很高的实用性[25-26]. 
Flow-FISH同时分析端粒长度和细胞表型的技

术难度很高, 因为只有很少的带有合适发射光

谱的荧光染料能承受DNA变性和PNA杂交的

条件. Baerlocher et al [27]运用Hydra 96孔微型分

注器测量端粒长度[28], 他可以定量差异很小(0.5 
kb)的端粒片段, 而且只用很少的细胞(1000个). 
当同时测量复杂样品时, 这种自动化操作尽显

优势. 
2.5 寡核苷酸引物原位DNA合成法(PRINS)[29-31] 
寡核苷酸引物(CCCTAA)7与分裂中期或分裂间

期的同源染色体退火、杂交, 加入热稳定DNA
聚合酶和荧光标记的核苷酸后引物开始延伸, 
最终通过荧光显微镜分析荧光信号[32]. 许多位

点的引物同时扩增保证了充足的荧光信号得以

检测, 但是不均匀的引物退火可能导致端粒长

度测量不充分. 一些用于增加标记和退火功效

的改良, 双脱氧核苷酸的参与可以通过减少染

色体被随机打断的非相关DNA的扩增而使更多

特异端粒序列被标记[33-34]. 最近, Yan et al [35]用双

链PRINS法, 即(TTAGGG)7和(CCCTAA)7两个

引物标记端粒DNA的正链和反链. 两个方向的

标记使产物的信号得以加强, 标记功效增加到

78%至95%. 
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本文总结了多种
测量端粒长度的
方法; 在何种条件
下应用哪种方法
较合适, 对疾病研
究有一定参考意
义. 
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2.6  定量P C R [36] 以前认为用寡核苷酸引物

TTAGGG和CCCTAA[37]进行的PCR反应不可能

用于测量端粒, 因为引物自身之间可能发生杂

交[38-39]. 但是如果引物被加以修饰, 6个重复碱基

中包括两个错配碱基和4个连续配对碱基, 这样

两个引物便不会互相杂交. 在Q-PCR中端粒(T)
重复拷贝的比例同单个拷贝的基因(S)的比例是

确定的. T/S的比例同端粒平均长度成正比关系,
端粒长度可根据T/S率测定[38]. 
2.7 单个端粒长度分析(STELA) STELA是在单

个染色体水平上基于PCR的端粒测量方法[40]. 
第1步是“telorette”(在与端粒G悬突不配对的

20个核苷酸后有7个同源的TTAGGG接头)的退

火. 第2步是将“telorette”连接到富C链5末端. 
此后用识别telorette尾巴的teltail引物同亚端粒

上游引物进行PCR扩增[40-41]. 在研究这个区域的

多态现象时, 上游引物可以是特异的等位基因

(图1). STELA最先被用于分析人类X染色体短 
臂[20]. 最近对秀丽隐杆线虫的端粒和沃纳综合

征的成纤维细胞的端粒的研究表明, 在单个染

色体水平上STELA的分析有很高的可靠性[42]. 
STELA的PCR扩增具有高度的端粒特异性, 用
STELA测量人类成纤维细胞的XpYp端粒长度始

终比TRF的平均值小, 且这两者成线性关系, 说
明STELA没有包括亚端粒长度[40].

3  结论

测量端粒长度在研究癌症等疾病发生时有重大

意义. 端粒结构的特殊性和复杂性对分析带来

很大不便, 特别是高度重复序列和各种空间结

构使得测量的精度有所降低. 近年来对端粒的

研究越来越深入, 方法越来越完善. 总的来说, 
Southern blot是应用最广泛的方法, 但是针对不

同的目的在测量端粒长度时还应有所选择.
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Abstract
Somatic alterations within the oncogenome 
underlie the genesis and progression of most 
human tumors, by causing oncogene activation 
or tumor suppressor gene inactivation. The 
present review summarizes our current 
knowledge of these areas and the progress that 
has been made. The purposes of this review 
are to highlight the importance of the human 
genome project to identify cancer genome 
alterations, and to discuss the advancement of 
research on systematic cancer genome analysis.  

Key Words: Oncogenome; Somatic alterations; Hu-
man genome project; Mutation
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摘要
大部分人类肿瘤是由基因组中的体细胞性改
变所导致的癌基因激活或抑癌基因失活所引

发的. 本文总结了近年来肿瘤基因组中体细胞
性改变的研究状况, 我们主要关注人类基因组
计划为肿瘤相关基因的鉴定所带来的机遇并
讨论以全基因组分析为基础的研究进展.

关键词: 肿瘤基因组; 体细胞性改变; 人类基因组计

划; 突变
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0  引言

通过人类基因组测序可以系统地鉴定癌基因组

的改变, 这些变化包括点突变、拷贝数目的增

加或减少, 杂合性丢失及染色体易位. 利用系

统的基因组分析手段, 我们在肿瘤中检测到了

BRAF、PIK3CA、EGFR等基因的体细胞性突

变. 随着肿瘤靶向治疗的发展和基因组技术的

运用, 肿瘤全基因组分析将不仅为肿瘤研究提

供新的发现, 更有可能成为诊断的工具.

1  体细胞性肿瘤基因组改变的研究背景

调控细胞生长分化的基因活性改变可能会导致

细胞异常增殖从而引发肿瘤. 这些“肿瘤相关

基因”可以划分成两大类: 抑癌基因和癌基因, 
他们对肿瘤细胞的生长具有相反的效应. 即在

肿瘤中能够抑制细胞生长的抑癌基因是失活的, 
而具有刺激细胞生长功能的癌基因则是过度激

活的[1]. 
基因组序列中的特异性改变将导致肿瘤相

关基因的功能失调. 这些畸变包括: 引发遗传性

肿瘤的胚系变异, 获得肿瘤病毒中的转化DNA或

RNA序列以及肿瘤基因组中的体细胞性改变[2]. 
以上异常都可以导致抑癌基因的失活或癌基因

的激活. 此外, 表观遗传学说, 例如DNA甲基化

或组蛋白修饰, 也被认为可以通过调节肿瘤相

关基因的活性而促进肿瘤生成, 但支持这一学

说的证据有待人们进一步证实. 
在这些机制中, 体细胞性基因组改变与肿瘤

发生的关系最为密切. 早在上个世纪, Boveri提
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■背景资料
基因组中的体细
胞性改变所导致
的癌基因激活或
抑癌基因的失活
是引发人类肿瘤
的重要原因. 人类
基因组绘图工作
的完成为我们在
基因组水平全面
检测肿瘤相关基
因的改变奠定了
坚实的基础.



出体细胞性的染色体改变可能导致癌症[3-4]. 随
着慢性粒细胞性白血病(CML)中费城1号(Ph1)染
色体的鉴定, 这一观点被首次证实. 值得关注的

是, 对于Ph1染色体的研究跨越了40年, 并最终导

致高效的肿瘤靶向治疗药物的发展, 即酪氨酸

激酶抑制剂imatinib(Gleevec)对CML的治疗. 这
一工作的基础在于发现Ph1染色体即9号和22号
染色体易位导致Bcr基因和Abl酪氨酸激酶基因

的融合[5], 而imatinib可以通过抑制Abl激酶活性

阻止CML细胞的生长, 这一药物已经用于CML
患者的治疗. 从Ph1染色体的发现到imatinib的临

床应用以及从neu癌基因的鉴定到Herceptin治疗

的发展, 给以致癌性的体细胞分子畸变为靶标

的治疗模式提供了良好的范例.

2  人类基因组计划完成之前全基因组水平筛选肿

瘤相关基因的工作

在完整的人类基因组计划完成之前, 多种系统

性的“基因组水平”研究技术已经发现了很多

重要的肿瘤相关基因. 这些技术涉及肿瘤细胞

遗传学、癌基因转染、家族性肿瘤综合症相关

基因的定位及基因组水平筛查杂合性丢失(loss 
of heterozygosity, LOH)和纯合性缺失. 
2.1 癌基因的鉴定 从CML中发现致病性的Ph1染

色体开始, 运用细胞遗传学技术主要是染色体

显带技术鉴定了大量由染色体易位所激活的癌

基因, 这正是在全基因组范围寻找肿瘤与其他

疾病改变的第1种方法[6]. 另一种寻找癌基因的

有效方法是鉴定从肿瘤细胞中分离出的具有体

外转化能力的基因. 尽管癌基因转化实验并非

以全基因组序列为基础, 然而他却是一种全基

因组范围的筛选方法. 通过这些技术鉴定了多

种细胞癌基因, 包括myc、ras、abl和neu等人类

同源基因. 其中Her-2/neu (ERBB 2)的鉴定尤为重

要, 因为这一发现最终导致了乳腺癌的靶向治

疗药物Herceptin的临床应用[7]. 然而运用转染技

术发现癌基因的速度是非常缓慢的, 新的文库

构建和基因送递方法是否有助于这一目标的早

日完成, 仍有待时间的验证.  
在一些生物的生命周期中, 染色体特定区

域的扩增是程序化的、有目的的事件; 而在肿

瘤细胞中由染色体区域扩增而带来的基因剂量

增加是基因表达上调的常见遗传机制. 利用细

胞遗传学方法如比较基因组杂交(comparative 
genomic hybridization, CGH), 发现了多种类型肿

瘤中的频繁扩增区, 这些区域极有可能包含潜
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在的癌基因[8]. 
2.2 抑癌基因的筛选 人们对抑癌基因的鉴定主

要是通过在家族性肿瘤综合症中运用肿瘤特异

等位基因LOH区域定位的方法进行的, 其中一

项飞跃性的进步是全基因组定位技术的产生, 
尤其是限制性片段长度多态性(restriction frag-
ment length polymorphisms, RFLPs)的应用使得

系统定位遗传病致病基因成为可能. 这一技术

首先在X染色体连锁病, 如慢性肉芽肿、进行性

假肥大性肌营养不良中得以运用; 他对于肿瘤

的研究, 尤其是抑癌基因的鉴定具有深远的意

义. 第1个被克隆的抑癌基因-视网膜母细胞瘤基

因(RB1 )就是联合使用RFLPs的遗传连锁分析和

纯合性缺失定位两项技术完成的. 另一个实例

是APC抑癌基因的发现, 这一工作综合运用了连

锁分析、突变检测及缺失定位技术对家族性腺

瘤性息肉患者进行了全基因组分析[9]. 
众所周知, 由Knudson提出的经典的二次打

击模型(two-hit model)认为: 抑癌基因的一个等

位基因携带了胚系突变, 出生后另一个等位基

因又遭受第2次突变或LOH打击, 致使两个等位

基因全部失活, 使细胞获得了选择性生长的能

力. 第1个被发现的抑癌基因RB 1即验证了“二

次打击”假说. 运用RFLPs、微卫星标记及单

核苷酸多态性分析技术, 使得在全基因组范围

内进行肿瘤LOH定位成为可能. 这些遗传标记

在肿瘤中频繁缺失区域如9号染色体中抑癌基

因p16INK4a[10]及18号染色体中抑癌基因SMAD 4/
DFC 4[11]的定位工作中起到了关键的作用. 利用

C G H技术也可以鉴定肿瘤中的很多高度丢失

区域, 这些位点提示存在潜在的抑癌基因. 细胞

遗传学和LOH分析发现在前列腺癌、恶性胶质

瘤中, 10q23可能含有抑癌基因, 通过差异分析

(representational difference analysis, RAD)和缺失

定位研究从该位点定位出了抑癌基因PTEN[12].

3  人类基因组计划完成后肿瘤分子病因学的研

究进展

完整的人类基因组绘图工作的完成使得我们可

以系统地研究肿瘤基因组[13-15], 这一成果的运用

为我们在整个基因组范围内全面检测拷贝数目

及等位基因的改变奠定了坚实的基础. 
3.1 系统性的拷贝数目分析 染色体拷贝数目扩

增常常导致癌基因的激活, 而抑癌基因的失活

可以由半合子缺失同时并发突变或是纯合子缺

失所引起. 因此, 针对拷贝数目改变的鉴定工作

www.wjgnet.com

■研发前沿
随着肿瘤靶向治
疗的发展和基因
组技术的运用, 全
基因组分析将不
仅为肿瘤研究提
供新的发现, 更有
可能成为肿瘤诊
断的主要方法.
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是发现新的肿瘤相关基因强有力的工具. 利用

array CGH和cDNAs array技术, 我们可以全面筛

选肿瘤基因组拷贝数目改变并大范围鉴定表达

基因. 随着人类基因组计划的完成, 对基因组拷

贝数目进行高密度系统性分析已经成为现实, 
这些技术包括基因组寡核苷酸array CGH[16-17]、

tiling CGH[18]及SNP microarrays[19-20]的拷贝数目

分析和数字化表型[21]等. 此外, DNA拷贝数目

的定量技术也为全基因组中扩增子及纯合子缺

失区域的定位提供了有效的支持. 最近, 一种建

立在测序基础上的研究方法通过利用BAC末端

测序与已知基因组序列对比, 以达到同时进行

拷贝数目分析和复杂染色体结构畸变检测的目 
标[22], 但该技术尚处于完善阶段. 
3.2 系统性的LOH分析 传统的多态性标记, 如
RFLPs和微卫星分析是通过对肿瘤样本和匹配

的邻近正常组织DNA等位(基因)型进行对比的

方法检测LOH. 尽管这类技术能对全基因组进

行分析, 可是很难自动化并量化, 因此大部分研

究仅能针对有限的标记. 然而, 人类基因组计划

的竣工, 鉴定出了数以百万的SNP位点, 这些标

记对遗传学分析提供了理想的标志物. 正是因

为人类基因组中的这些大量的SNP位点, 使我

们能够很容易的运用array平台建立全基因组水

平的LOH技术[23-24]. 研究证实, SNP array的LOH
分析与原先的微卫星分析结果具有较高的一致

性. 运用SNP array技术, 有研究组在特定亚型的

肺癌中检测到了共有的LOH区[25]; 另有研究也

提示不同模式的LOH与肿瘤的临床参数有关[26]. 
此外, 高密度的SNP array还可以对肿瘤DNA杂

交强度进行量化从而精确反映DNA拷贝数目的

改变. 故而SNP arrays、拷贝数目与LOH分析技

术的联合, 可以同时检测并区分拷贝数缺失、

增益及杂合性丢失, 为肿瘤研究提供广泛的基

因组改变的定位. 
3.3 基因的表达分析与目的基因的鉴定 表达分

析技术与拷贝数目分析如FISH、array CGH等

的联合应用, 将有助于从DNA扩增子中鉴定关

键的目的基因. 正如我们所看到的array CGH工

作除了能够对个体扩增子进行有效的分析, 还
可以展示全基因组水平拷贝数目改变与基因表

达的关系[27-28]. 例如, 运用组织microarray FISH
和RT-PCR, 在部分的乳腺癌中发现了以ERBB 2
基因为中心的最小扩增区域并检测到了该基因

的高表达, 值得一提的是由扩增所产生的基因

剂量增加是其表达上调的主要原因[29]. 

3.4 针对激酶、磷酸酶、PI3激酶基因家族的肿
瘤基因组测序研究 迄今为止, 我们发现了越来

越多的肿瘤相关基因的突变, 这些工作主要集

中在对某些特定基因家族的研究. 但值得注意

的是, 我们需要通过功能实验区分肿瘤发生过

程中的非随机性与随机性突变. 同时, 将突变分

析与临床特征相联系将会为肿瘤发病机制研究

开创新的领域. 
运用变性毛细管凝胶电泳技术, 人们在乳头

状甲状腺癌、结肠癌和原发性肺癌等多种类型

的恶性肿瘤中检测到了BRAF基因的功能获得

性突变[30]; 其中, 60%的黑色素瘤携带有BRAF突
变, 提示该基因极有可能成为肿瘤治疗的靶标. 
有趣的是在同一通路上的基因K-RAS的突变与

BRAF突变无重叠[31-33], 这一结果服从“排他原

则”: 即处于同一通路中的多个基因仅有一个

存在突变, 这可能是由于他们之中任何一个突

变所产生的功效都相似的缘故. 
针对涉及细胞信号通路的酪氨酸激酶、酪

氨酸磷酸酶和磷脂酰肌醇3-激酶等基因家族, 
人们进行了系统的测序分析, 并检测到了肿瘤

中上述基因的特异性体细胞突变[34-36]. 发生在

PIK3CA基因的体细胞性突变被认为能够增加

他的催化活性, 该突变可见于结肠癌、恶性胶

质瘤[37]及乳腺癌[38]. 除此之外, 在多种类型的肿

瘤中, 还检测到了PIK3CA基因的频繁扩增与

过表达[39]. 利用系统的外显子测序技术, 人们分

析了结肠癌中6个酪氨酸磷酸酶基因PTPRF、

PTPRG、PTPRT、PTPN3、PTPN13和PTPN14 , 
并检测到了一些功能失活性的突变; 生物化学

实验显示其中改变最频繁的基因PTPRT极有可

能是抑癌基因[36]. 除此之外, 研究者们在其他类

型的肿瘤中也发现了这些基因的部分突变. 有
研究者对蛋白激酶NTRK3、FES、EPHA3、
NTRK2、MLK4和GUCY2基因进行了系统的测

序分析, 发现结肠癌中上述基因的激酶结构域

易发突变[40]. 对携带这些突变的结肠及其他肿瘤

患者进行随访研究, 可以帮助我们判断他们是

否在肿瘤发生过程中发挥作用. 
非小细胞性肺癌是世界十大恶性肿瘤之一, 

通过对肺癌患者的酪氨酸激酶基因进行系统性

序列分析发现: 表皮生长因子受体(EGFR )基因

存在突变[35], 并且该基因的突变率在日本(30%)
与美国(15%)患者间具有差异. 目前人们对导致

这一差异的原因还不甚了解, 可能是由于不同

人群中肿瘤发生的分子机制不同所产生的. 值

■相关报道
利用系统性的拷
贝数目、LOH检
测和基因表达分
析, 研究者已经从
多种类型的肿瘤
中鉴定出了大量
的相关基因.
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得关注的是, 肺腺癌中突变EGFR基因的发现具

有重要的临床意义, 因为EGFR激酶抑制剂Iressa
能够有效地治疗具有EGFR基因突变的肺腺癌

患者[41], 这类患者以日本、非吸烟和女性个体

为主. 目前, EGFR基因的突变检测及个性化的

Iressa治疗已经广泛的应用于临床, 并且取得了

较好的疗效. 另有研究发现4%的原发性肺癌和

10%肺腺癌患者具有ERBB 2基因的激酶结构域

的突变[42], 这些突变与激酶抑制剂之间的关系有

待于深入研究. 
总之, 研究者们利用系统性的外显子测序

技术已经在多种类型的肿瘤中鉴定出了各式各

样的体细胞性突变, 其中一些改变无疑将会为

肿瘤治疗提供靶标. 此后, 随着定向基因组测序

技术的运用, 将会有更多的致癌性突变被鉴定

出来. 另外, 系统性的拷贝数目、LOH检测和基

因表达分析也会广泛的应用于体细胞性畸变的

鉴定工作中[43]. 鉴于新兴的高通量方法的发展

为测序技术提供了强有力的平台, 针对肿瘤基

因组的测序工作也会相应增加[44-46]. 我们可以想

象, 在不远的未来, 肿瘤特异性的突变检测将取

代传统的组织学显微镜检查而成为肿瘤诊断的

主要方法.
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Abstract
AIM: To study the effect of heat stress pre-
treatment on cell-mediated immunity in rats 
with obstructive jaundice.

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into three groups: a sham-oper-
ated group (S group), a bile duct ligation group 
(B group), and a heat stress pretreatment + bile 
duct ligation group (P group). Each group com-
prised 10 rats. The rats were sacrificed one week 
after operation, and the levels of T lymphocytes 
(CD4+ and CD8+) and bilirubin in blood samples 
from the hearts of the rats were measured by 
flow cytometry.

RESULTS: One week after ligation of the com-
mon bile duct in rats, the number of CD4+ T 
lymphocytes was significantly decreased com-
pared with that in sham-operated rats, whereas 
the number of CD8+ T lymphocytes was signifi-
cantly increased. However, the numbers of CD4+ 
and CD8+ cells in the P group did not change 
significantly, which had a statistical difference 

compared with B group (52.60 ± 3.27 vs 43.52 ± 
2.23, 2.37 vs 1.96; P < 0.01).

CONCLUSION: Ligation of the common bile 
duct inhibits cell-mediated immunity in rats. 
Heat stress pretreatment can improve the cell-
mediated immunity in rats with obstructive 
jaundice.

Key Words: Obstructive jaundice; Heat stress pre-
treatment; T lymphocyte; Rats
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摘要
目的: 研究热应激预处理对梗阻性黄疸大鼠
细胞免疫功能的影响. 

方法: 将30只Wistar大鼠随机均分为3组: 假手
术组(S组)、胆总管结扎组(B组)、热应激预处
理+胆总管结扎组(P组). 术后1 wk处死大鼠穿
刺心脏取血, 用流式细胞仪检测各份血液标本
的T淋巴细胞(CD4+、CD8+)分类及胆红素含量. 

结果: 胆总管结扎后1 wk, 大鼠血胆红素明显
升高, CD4+减少, CD4+/CD8+下降; 热应激预处
理组的CD4+、CD4+/CD8+下降不明显, 但与胆
总管结扎组比较有显著差异(52.60±3.27 vs  
43.52±2.23, 2.37 vs  1.96; P <0.01).

结论: 热应激预处理可改善梗阻性黄疸大鼠
的细胞免疫功能.

关键词: 梗阻性黄疸; 热应激预处理; T淋巴细胞; 
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0  引言

梗阻性黄疸患者往往伴有全身免疫功能低下, 
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■背景资料
热应激预处理在
国内外已经进行
了很多年的研究. 
热应激预处理可
对机体提供保护, 
提高机体对抗有
害刺激的能力, 可
增强SOD清除细
胞内氧自由基的
水平, 以及对IL-6
所致中性粒细胞
凋亡障碍的影响. 
梗阻性黄疸是外
科常见病、多发
病, 患者常伴有免
疫功能下降, 导致
术后高并发症的
发生. 本文重点讨
论热应激预处理
对梗阻性黄疸大
鼠T细胞亚群的影
响, 目前尚缺乏有
关报道.



抵抗力降低, 导致术后感染性并发症升高, 给外

科治疗梗阻性黄疸带来一定的困难, 影响患者

的顺利恢复. 许多研究认为, 梗阻性黄疸会抑制

机体的细胞免疫功能, 这可能是导致患者术后

感染性并发症升高的重要原因. 本实验利用梗

阻性黄疸大鼠模型, 研究热应激预处理对梗阻

性黄疸大鼠T淋巴细胞亚群的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wistar大鼠共随机分3组: 梗阻性

黄疸组(B组, n  = 10只), 热应激预处理+梗阻性

黄疸组(P组, n  = 10只), 假手术组(S组, n  = 10只), 
大鼠喂养在清洁动物房内, 每笼两只, 自由进食

饲料和水. 每天光照时间为12 h.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的制作 3组均在乙醚开放麻醉下, 
腹部剃毛, 用1%的碘伏消毒切口2次, 经剑突下

正中小切口进腹, 游离出胆总管, 于肝门部和其

远端用6/0的丝线分别结扎, 中间予以切断. 腹部

切口用4/0的丝线分两层缝合. 其中S组接受同样

手术, 但只游离胆总管而不结扎胆总管; P组在

手术前进行热应激预处理, 具体方法为: 将大鼠

麻醉后置于42℃带鼓风装置的恒温干燥箱内, 20 
min后取出, 12 h后进行胆总管结扎手术. 术后大

鼠自由进食饲料和水, 不予补液和抗生素治疗. 
1.2.2 大鼠T淋巴细胞亚群的测定 术后1 wk处死

大鼠, 穿刺心脏取血2 mL置于枸橼酸钠抗凝的

试管内, 用于流式细胞仪检测T淋巴细胞亚群

(CD4+、CD8+). 试剂为抗大鼠CD4+、CD8+ mAb, 
均购自北京鼎国生物制品公司. 应用流式细胞

仪(美国BD公司生产的FACS Calibur)检测与靶

细胞结合的异硫氰酸(FITC)及藻红蛋白(PE)荧
光素荧光强度. 设定电子窗口分离靶细胞, 收集

窗口内靶细胞荧光数据, 经CellQuest软件处理

获得对数荧光直方图.  
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

结果采用方差分析及Student's t -tes t检验处理, 
P <0.05为统计学差异显著.

2  结果

2.1 一般状况 胆总管结扎48 h后大鼠尿液颜色开

始变黄, 4-5 d时全身皮毛开始黄染, 进食量逐渐

减少, 精神萎靡不振, 活动减少. 术后1 wk, 梗阻

性黄疸大鼠近肝侧胆总管囊状扩张, 肝脏弥漫

性肿大, 呈黄褐色. 部分大鼠腹腔内有少量淡黄

色渗液.
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2.2 血清胆红素含量 梗阻性黄疸组及热应激预

处理+梗阻性黄疸组大鼠血胆红素含量分别为

37.3±6.9和36.5±5.9, 与假手术组(1.0±0.2)比
较明显升高, 差异有统计学意义(P <0.05); 梗阻

性黄疸组与热应激预处理+梗阻性黄疸组之间

比较差异无统计学意义(P >0.05).
2.3 T淋巴细胞分类 CD4+, CD8+细胞所占百分

比在B、P、S组中分别为43.52±2.23, 36.70±
2.12; 52.60±3.27, 22.18±1.31; 55.37±3.15, 
21.69±1.26. CD4+/CD8+分别为1.96, 2.37和2.67. 
B组和P组之间比较有显著性差异(P <0.05), B组
与S组之间比较差异有显著意义(P <0.01), P、S
组之间比较差异无统计学意义(P >0.05)(表1). 

3  讨论

梗阻性黄疸是胆道梗阻导致血液中胆红素升

高, 从而引起全身一系列的病理生理变化. 梗阻

性黄疸可对全身多个器官、系统的功能造成损

害, 主要有肝[1]、肾[2]、胃肠道、免疫系统和凝

血系统. 胆红素异常升高是有毒性的, 他会抑制

淋巴细胞的有丝分裂和增殖以及产生IL-2[3-4]. 
Haga et al [5]研究发现, 非结合胆红素以剂量依

赖的方式抑制细胞毒T淋巴细胞(CTL)活性、降

低IL-2的反应性、抑制NK细胞活性和细胞介导

的抗体依赖性细胞毒活性. 我们的实验结果显

示, 胆总管结扎后1 wk, 梗阻性黄疸大鼠的细胞

免疫功能明显受损, 表现为CD4+下降, CD8+上

升和CD4+/CD8+下降. 这与国内外其他一些学者

的结果是相互吻合的. 李炳辉 et al [6]研究发现, 
梗阻性黄疸可以使大鼠血清sIL-2R水平显著升

高, 伴有CD4+下降, CD8+升高及CD4+/CD8+比值

下降, 表明梗阻性黄疸大鼠存在着细胞免疫功

能下降. Scott-Conner et al [7]结扎小鼠胆总管, 3 
d后小鼠的T淋巴细胞对丝裂原反应降低. Vane  
et al [8]的实验研究证实, 梗阻性黄疸可使肝脏网

状内皮系统枯否细胞受抑制, 清除细菌和内毒

素的功能降低. Plusa et al [9]报道, 梗阻性黄疸大

鼠的中性粒细胞表达更少的黏附分子受体, 对

www.wjgnet.com

表  1  三组实验大鼠血浆CD4+, CD8+细胞

     
	               P组                     B组                   S组

CD4+	      52.60±3.27a   43.52±2.23   55.37±3.15b    

CD8+	      22.18±1.31a   36.70±2.12   20.69±1.26b

CD4+/CD8+      2.37a                1.96	      2.67b	

aP<0.05, bP<0.01 vs  B组.

■相关报道
Gulluoglu研究发
现, 热应激预处理
可使梗阻性黄疸
大鼠的NK细胞和
CD4 +/CD8 +比值
升高 ,  改善梗阻
性黄疸大鼠的免
疫反应. Todryk报
道HSP70可诱导
DC, NK细胞分泌
IL-12 ,  能够促进
CD4+ Th0细胞向
Th1转化 ,增强机
体对肿瘤的免疫.

■应用要点
热应激预处理可
改善梗阻性黄疸
对细胞免疫和肝
功能的损害作用, 
这为热疗在梗阻
性黄疸中的应用
提供了一定的理
论依据.
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细菌产物刺激的反应也减弱. 这可能是导致梗

阻性黄疸患者更易发生感染性并发症的原因之

一. 王涌 et al [10]研究发现, 阻塞性黄疸大鼠血液

中T淋巴细胞总量减少, 其中CD4+、CD8+细胞

均有所下降, 而CD4+细胞下降更为明显. 梗阻性

黄疸导致细胞免疫抑制的机制尚未完全阐明, 
目前一些研究认为可能与营养不良、肠道细菌

移位、内毒素血症、促炎性细胞因子及血中免

疫抑制因子等因素有关. 确切的机制尚有待进

一步阐明. 
很早以前人们就发现热应激预处理可对机

体提供保护, 提高机体对抗有害刺激的能力. 经
过许多学者的不懈努力, 后来他们发现原来在

热应激条件下, 机体会产生一种蛋白质叫应激

蛋白(stress protein, SP)(又称为热休克蛋白heat 
shock protein, HSP), 这种蛋白质可对机体提供

多重保护. 当机体受到各种应激刺激时, 如冷热

刺激, 重金属, 创伤, 缺氧, 感染, 中毒, 手术等均

可刺激机体产生HSP. 热休克蛋白是一组结构上

高度保守的多肽, 广泛存在于自然界的原核细

胞和真核细胞中, 参与细胞的损伤和修复. 热休

克蛋白是细胞中普遍存在的胞内蛋白, 占正常

总胞内蛋白质的5%, 但在应激状态下能升高到

15%或更多, 他不仅是维持细胞正常生命活动

所必须的, 而且在天然免疫和适应性免疫中也

起到重要作用[11]. Gulluoglu et al [12]研究发现, 热
应激预处理可使梗阻性黄疸大鼠的NK细胞和

CD4+/CD8+比值升高, 改善梗阻性黄疸大鼠的免

疫反应. 这与我们的试验结果是相吻合的. 但在

我们的实验中, 热应激预处理组的CD4+细胞亦

明显升高, 这可能是实验条件、方法及实验动

物的差异造成的. Todryk et al [13]报道, HSP70可
诱导DC, NK细胞分泌IL-12, 能够促进CD4+ Th0
细胞向Th1转化, 增强机体对肿瘤的免疫. 

热应激预处理可改善梗阻性黄疸大鼠的

细胞免疫功能的确切机制尚不清楚, 我们认为

可能与以下因素有关: (1)HSP的分子伴侣作用, 
(2)HSP的抗凋亡作用, (3)HSP与细胞因子之间

的相互作用, (4)HSP的免疫原性等. 其确切机制

尚有待更深入的实验研究去揭示, 其机制的阐

明将对改善梗阻性黄疸患者的预后大有裨益.
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Abstract
AIM: To observe the efficacy of titanium clips in 
treating acute non-variceal gastrointestinal tract 
bleeding.

METHODS: Data on forty-seven cases of acute 
non-variceal gastrointestinal tract bleeding, 
treated between December 2003 and July 2006, 
were collected. The bleeding site was identified 
by endoscope, and both ends of the bleeding 
area were clipped with a titanium clip adjuster.

RESULTS: Acute non-variceal gastrointestinal 
tract bleeding was stopped immediately in all 
cases using electronic gastroscopy and metal 
titanium clips, the instant hemostasis rate was 
100%. Patients were followed-up for about 3 
months and none recurred.   

CONCLUSION: Metal titanium clips provide an 
effective and easy measure with which to treat 
gastrointestinal tract bleeding. They offer better 
efficacy than hemostasis treatment without any 
severe complications and their widespread clini-
cal application is recommended.

Key Words: Acute non-variceal gastrointestinal tract 

bleeding; Metal titanic clips; Hemostasis treatment

Li H, Yu JP, Yang Y, Cao J, Yu HG. Treatment of non-
variceal gastrointestinal tract bleeding with metal clips: 
an analysis of 47 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(28): 3038-3040

摘要
目的: 观察内镜下金属钛夹治疗非静脉曲张
性消化道出血的疗效. 

方法: 收集我院2003-12/2006-07非静脉曲张
性消化道出血患者47例, 在内镜直视下明确出
血部位, 使用钛夹推送器对准出血部位两端, 
钳夹止血. 

结果: 非静脉曲张性消化道出血患者47例经
钛夹钳夹治疗后, 均一次性止血成功, 即时止
血率100%, 术后无明显并发症, 随访3 mo无1
例再发出血. 

结论: 金属钛夹是非静脉曲张性消化道出血
的一种有效的止血方法, 具有操作简单、止血
效率高及无明显并发症等优点, 值得临床推广
应用.

关键词: 急性非静脉曲张性消化道出血; 金属钛夹; 

止血治疗

李欢, 于皆平, 杨艳, 曹俊, 于红刚. 内镜下钛夹治疗非静脉

曲张性消化道出血47例.  世界华人消化杂志  2007;15(28): 

3038-3040
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0  引言

消化道出血是临床常见疾病, 有喷洒药物, 内镜

下注射药物、电凝、激光和微波治疗等治疗方

法[1-4], 近年来钛夹在治疗出血方面的作用日益

受到重视[5]. 我院自2003-12/2006-07应用金属钛

夹经电子内镜下治疗非静脉曲张性消化道出血

47例, 均取得了满意的止血效果, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 非静脉曲张性消化道出血患者47例, 男

®

■背景资料
消化道出血是临
床常见疾病, 治疗
方法比较多, 有喷
洒药物, 内镜下注
射药物、电凝、
激光和微波治疗
等, 近年来钛夹在
治疗出血方面的
作用日益受到重
视. 

■相关报道
近年来国内外众
多学者如Jensen 
DM, 王仲玉, 陆华
生 et al都曾对钛
夹在消化道出血
中的应用进行了
相关报道, 证实钛
夹有较广的应用
推广价值.
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36例, 女11例, 年龄11-71(平均42)岁. 其中内镜治

疗相关性消化道出血41例, 包括胃息肉15例, 结
肠息肉25例, PJ综合症电凝切除后创面渗血1例. 
非内镜治疗相关性消化道出血6例, 临床表现为

呕血、黑便(5例因输血、补液、止血等, 内科常

规治疗未能有效控制出血而行急诊内镜治疗), 
包括胃底恒径动脉破裂出血2例, 胃体血管畸形

破裂出血1例, 食管贲门黏膜撕裂出血2例, 十二

指肠溃疡出血1例. 所用设备有Olympus-240电
子胃镜, Olympus-240I电子肠镜, Olympus金
属钛夹(MD850型), 钛夹推送器Olympus HX-
5LR-I(经胃镜)及HX-5QR-I(经肠镜). 
1.2 方法 按内镜检查做好常规术前准备, 息肉切

除者检查血小板、血浆凝血酶原时间(PT)、活

化部分凝血活酶时间(APTT). 不能耐受内镜检

查者肌注杜冷丁50 mg、安定10 mg、山莨宕碱

10 mg. 消化道急性大出血有休克者, 予以输血、

输液等治疗纠正血容量, 维持生命体征稳定. 治
疗前先安装好金属钛夹, 然后将金属夹收回推

送器鞘内, 备用. 内镜治疗相关性出血患者先于

内镜下明确息肉部位、大小基底部宽度、有无

蒂及分叶. 息肉切除后, 经钳道插入钛夹置放器, 
伸出原先安置上的金属钛夹, 将夹子头调整到

与出血部位相垂直, 对准出血血管两侧, 轻轻按

压操作杆, 收紧钛夹, 继而离断钛夹, 钛夹即将

整根出血血管连同附近组织紧箍, 截断血流. 为
确保止血效果, 减少近期再出血率, 可增加钛夹

枚数. 若切口黏膜凹陷, 不易钳夹, 可在病灶黏

膜下注射少量冰去甲肾上腺素盐水, 使其稍隆

起后再钳夹止血. 非内镜治疗相关性出血患者

于内镜直视下发现病灶, 若视野不清晰, 可经冰

去甲肾上腺素盐水冲洗至视野清晰, 充分暴露

出血点, 按上述方法予以数枚钛夹钳夹血管, 再
以去甲肾上腺素盐水冲洗患处, 待完全止血后, 
结束治疗. 金属钛夹通常经1-2 wk局部肉芽肿形

成后自然脱落, 随粪便排出体外. 所有患者均住

院观察3-7 d, 予以对症治疗, 出院后随访1-3 mo, 
必要时复查内镜.   

2  结果

47例患者经内镜共放置钛夹150枚, 平均每人3.6
枚, 均一次性钳夹止血成功(图1), 即时止血成功

率100%. 术后无明显并发症, 随访3 mo内无1例
再发出血.

3  讨论

内镜下钛夹止血主要适用于血管直径小于3 

mm的病灶出血. 该方法适应证广泛, 已报道可

用于消化性溃疡、胃癌、食管癌、结肠癌、

Dieulafoy病、Mallory-Weiss综合征、消化道息

肉电切术后出血、组织活检后出血等[6-8]. 据报

道[9-10], 内镜下钛夹止血与内镜下注射药物、电

凝止血疗效无统计学差异. 其止血机制是一种

物理机械止血的方法, 即将病灶连同附近组织

紧箍, 截断血流, 其作用类似订书器. 与外科缝

扎相似, 但与外科手术相比, 操作方便, 创伤较

小, 并发症少, 能够快速有效的达到止血目的, 
且远期疗效好, 住院时间短, 治疗费用低[11]. 尤其

是对于血管畸形、食管贲门黏膜撕裂症[12]及经

积极内科保守治疗仍不能控制的溃疡出血患者, 
经钳夹止血后, 出血迅速控制既可免除患者遭

受手术的痛苦, 又能减轻患者的经济负担. 目前

金属钛夹主要应用于非静脉曲张性消化道出血, 
因为肽夹叉口锋利, 容易导致血管损伤, 所以少

用于静脉曲张性破裂出血. 我们治疗非静脉曲

张性消化道出血47例, 即时止血率达100%, 与国

内郭世斌 et al [13]治疗9例、陆华生 et al [14]治疗18
例消化道急性出血的报道一致.  

我们应用钛夹治疗消化道出血的体会是: 
(1)保持手术视野清晰, 充分暴露出血病灶, 必要

时用冰正肾盐水充分冲洗病灶, 做到有的放矢; 
(2)选择合适的钳夹部位, 理想位置应是两侧有

较完整的支撑组织的出血血管, 张开的钛夹把

出血血管置于中央而止血; (3)放置钛夹角度须

与血管垂直, 最低不应小于45度, 若小于45度, 
钛夹仅夹于组织的表面, 容易脱落; (4)放置钛夹

时, 应将夹子两脚顶紧黏膜, 才能将病灶连同附

近组织箍紧以截断血流, 放置成功的标志为钛

夹直立于黏膜上, 且视野转清; (5)钛夹钳夹深度

适当, 若钳夹过浅, 钛夹易早期脱落, 有再发出

血的可能, 若钳夹过深, 则有造成穿孔之虞; (6)
术后仔细检查病灶, 勿遗漏潜在的出血位点.  

总之钛夹止血是一种简便、安全可靠的方

法, 他不引起组织黏膜的凝固、变性、坏死, 只

A B

图  1  内镜. A: 胃底横径动脉出血止血治疗前; B: 钛夹钳夹
止血治疗后停止出血.

■名词解释
PJ综合症(Peutz-
Jeghers syndrome, 
PJS): 又称黑斑息
肉综合症, 是一种
常染色体显性遗
传性疾病, 以皮肤
黏膜黑斑合并消
化道息肉为特征, 
是一类少见病, 临
床处理常较困难.
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引起伤口周围黏膜最小限度的损伤, 止血见效

快, 特别适合年老及危重患者, 并可反复进行而

无特殊的并发症, 即使个别有夹子残留, 也没有

任何影响[15], 值得临床推广.
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2007 全国早期胃癌及消化病进展研讨会征文通知

本刊讯 由中华医学会消化内镜学会主办, 中华消化内镜学会胃病学组、浙江省消化内镜学会、温州医学

院、上海市胃肠肿瘤重点学科承办的2007全国早期胃癌及消化病进展研讨会将于2007-11-16/18在浙江省温州

市举行. 邀请国内外专家作专题讲演及内镜操作演示. 

1      征文内容和要求

(1)有关早期胃癌及消化病进展; (2)胃癌及消化病诊疗的最新技术及研究成果. 投稿截止日期: 2007-10-10.

2      联系方式

夏宣平, 325000, 浙江省温州市学院西路109号, 温州医学院附属第二医院消化内科; 贾国葆, 325000, 浙江省温

州市温州医学院附属第一医院消化内科. Email: feyxh@163.com或xxpsummer@yahoo.com.cn.
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Abstract
AIM: To analyze the state of drug-induced 
liver disease and improve its clinical level on 
diagnosis and therapy. 

METHODS: We investigated the causes and 
incidence of drug-induced liver disease in 109 
cases occurring between 1999 and 2004. 

RESULTS: Antibiotics, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, anti-thyroid drugs, tradi-
tional Chinese medicines and anti-tuberculosis 
were the most common causes of drug-induced 
liver disease. Different drugs caused different 
liver injuries. The incidence of drug-induced 
liver disease annually was increased. Among 
109 cases of drug-induced liver disease, 22.94% 
were symptomatic, whereas 77.06% were non-
symptomatic. There were seven cases of chronic 
liver disease and 102 of acute drug-induced 
liver injury (67 cases of liver cell injury, 23 cases 
of cholestasis, 12 mixed cases). A cure was 
achieved in 17 cases, 81 cases improved, 10 cases 
were not cured, and 1 died.

CONCLUSION: Drug-induced liver disease 

mostly manifests as acute drug-induced liver 
disease, with only a few incidences of chronic 
drug-induced liver disease; this is due to the 
species, dose and administration route of the 
causative drugs. Enhancing drug administration 
and patient monitoring might prevent drug-
induced liver disease.
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摘要
目的: 分析总结近年来药物性肝病的情况, 提
高本病的诊断治疗水平. 

方法: 回顾调查1999-2004年各种药物致药物
性肝病109例, 分析统计每年药物性肝病发病
例数的变迁及临床情况. 

结果: 抗生素、非甾体抗炎药、治疗甲亢
药、中草药、抗结核药是主要的损肝药物. 
急性药物性肝损伤是逐年增加的, 肝损伤发
生时间因所用药物不同而差异很大, 无临床
症状者占22.94%, 有症状者占77.06%. 慢性
药物性肝病7例 ,  急性药物性肝损伤102例
(肝细胞损伤型67例, 胆汁淤积型23例, 混合
型12例);治愈17例, 好转81例, 未愈10例, 死
亡1例.

结论: 药物性肝病多数表现为急性药物性肝
损伤, 少数为慢性肝损伤, 取决于药物的种
类、剂量和给药途径. 药物性肝病的早期诊断
与重视程度和认识有关, 加强规范合理用药及
用药监测可以预防本病.
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■背景资料
近年来药物性肝
病的报告屡见不
鲜, 药物引起的肝
脏损害日益受到
重视. 但因药物性
肝病的诊断缺乏
特异性诊断实验, 
容易出现漏诊和
误诊, 对我院近5
年的药物肝病的
诊治情况进行总
结分析, 发现目前
药物肝病诊断中
存在的问题, 提高
临床医师对本病
的认识和警惕性. 

■研发前沿
中草药的配方复
杂, 中草药引起的
药物性肝病不易
诊断 ,  容易漏诊 , 
因此研究中草药
肝脏毒型及其机
制成为目前研究
的热点.



0  引言

近年来, 随着新药的不断上市和药物种类的增

加以及在临床上的广泛应用, 药物性肝病(drug 
induced liver disease, DILD)的发生率也随之相

应增加, 已经成为当前临床上主要的医源性疾

病之一, 给患者带来不同程度的危害和经济负

担, 值得引起我们的重视. 为了提高认识, 早期

发现, 及时诊断和预防DILD, 现对我院2000-01/ 
2004-12住院的DILD患者进行回顾性分析, 报
告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析2000-01-01/2004-12-31
住院的DILD患者109例, 男59例(54.13%), 女
50例(45.87%), 平均年龄43(13-76)岁. 其中2例
HBsAg(+), HBeAb(+), HBcAb(+); 1例HBsAg(+), 
HBcAb(+); 3例抗-HEV(+); 2例抗-HCV(+); 1例
EVB抗体(+).
1.2 方法 记录DILD患者的服药史(药物种类、

剂量、给药途径、症状出现的时间、有无合并

用药), 临床表现, 实验室检查(肝功能、血凝功

能、病原学检查), 药物性肝损伤不良反应处理

情况及结局. 统计各种原因所致肝损伤每年住

院诊断例数. 预后判定标准: (1)治愈: 临床症状

体征完全消失或明显改善, 胆红素、转氨酶、γ-
谷氨酰转肽酶、碱性磷酸酶等肝功能指标降至

正常范围; (2)好转: 临床症状好转, 肝功能指标

较治疗前下降, 并低于正常上限2倍以下; (3)未
愈: 症状体征无改善, 肝功能指标改善不明显或

病情加重; (4)死亡. 按照急性药物性肝损伤国际

共识意见的量化评分方法[1], 对每例急性药物性

肝损伤住院病例中可疑药物与肝损伤之间的关

联性程度做出判断(>8分, 非常可能; 6-8分, 很可

能; 3-5分, 可能; 1-2分, 不太可能; ≤0分, 无关), 
明确所服用药物与急性药物性肝损伤的关系. 

2  结果

2.1 引起肝损伤常见药物 引起DILD的各类药物

及其构成比: 最多为抗生素, 其后依次为非甾体

抗炎药, 抗甲亢药, 中草药, 抗结核药, 中枢神经

系统用药, 免疫抑制剂, 激素类, 预防脑出血药

等. 少见的有减肥药, 止泻药, 皮肤科用药(表1).
2.2 肝损伤发生时间 肝损伤发生时间因所用药

物不同而差异很大, 用药后出现药物性肝损伤

的时间是: ≤15 d发病50例(45.87%), 15-30 d发
病21例(19.27%), 30-45 d发病8例(7.34%),  45-60 
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d发病13例(11.93%), 60-75 d发病2例(1.83%), 75- 
90 d发病4例(3.67%), ≥90 d发病11例(10.09%).
2.3 临床表现 无症状者25例(22.94%), 有症状者

84例(77.06%). 其中恶心呕吐者49例, 黄疸者50
例, 皮肤瘙痒者12例, 腹痛者8例, 过敏表现者10
例, 脑病者4例, 皮疹1例.
2.4 肝损伤表现类型预后特征 慢性药物性肝病

7例, 急性药物性肝损伤102例, 急性药物性肝

损伤中肝细胞损伤型67例(59.8%), 胆汁淤积型

23例(20.5%), 混合型12例(10.7%). 急性药物性

肝损伤是逐年增加的, 2000年6例, 2001年8例, 
2002年25例, 2003年30例, 2004年33例. 急性药

物性肝损伤与急性肝损伤的比值见表2. 109例
患者中, 治愈17例, 好转81例, 未愈10例, 死亡

1例.
2 . 5  急性药物性肝损伤病因关联性评价评
分结果 非常可能13例(12.75%), 很可能31例
(30.39%), 可能50例(49.02%), 不太可能5例
(4.90%), 无法评价3例(2.94%).

3  讨论

随着基础医学的发展, 各类新药的不断涌现和

广泛应用, 药物性肝病率呈上升趋势. 目前已报

道引起急慢性肝病的药物种类达1000多种[2], 各
类药物引起药物性肝病的比例报道不一致, 有
的报道以抗菌素为主[3], 有的报道以肿瘤药和结

核药为主[4]. 从对我院近5年DILD患者的回顾性

分析结果中, 可以看出抗生素引起DILD占所有

患者中23.21%, 居于首位, 有相当高的比例. 抗
生素的种类繁多, 新的抗生素不断上市, 以及抗

生素在临床的广泛应用, 使许多临床医生未能

完全了解所有的抗生素副作用, 致使抗生素引

起的药物性肝病极易漏诊, 从而延长疾病的病

程, 使疾病恶化, 甚至造成患者死亡 . 因此, 早发

现抗生素对肝脏的损害, 及时停药并给予合理

的治疗是至关重要的. 
非甾体抗炎药, 抗甲状腺机能亢进症(简称, 

甲亢)药, 抗结核药引起的DILD分别为13.76%, 
13.76%, 7.34%. 这与结核病、甲亢以及风湿性

疾病的发病率升高有关. 非甾体抗炎药, 抗甲亢

药, 抗结核药这3类药物都是极易引起发生DILD
且需长期服用药的药物[5]. 随着这几年结核患者

的增多, 抗结核药引起的药物性肝病呈上升趋

势[6]. 因此在抗结核、抗甲亢以及引用非甾体抗

炎药治疗前, 应常规检查肝功能, 尽量选用对肝

脏损害小的药物, 而且在用药过程中应定期监

测肝功能变化以早期发现DILD, 以便早期停用

www.wjgnet.com

■应用要点
药物性肝病的预
防是非常重要的, 
临床医师对所用
药物的适应证、
性能和毒副作用
应该熟悉掌握, 要
详细询问病史, 特
别是肝脏病史和
过敏史或过敏体
质. 对有药物性肝
损害病史的患者, 
应避免再度给予
相同或化学结构
类似的药物; 避免
滥用及长期大量
用药, 尽可能选用
同类药物中毒性
和副反应较少或
较轻的药物, 用药
过程中应定期复
查血像和肝功, 应
用中草药也应慎
重, 要认识到中草
药亦是有副作用
的, 在其长期应用
中定期复查血象
和肝功, 及早发现
及时处理.
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可疑药物及进行相应治疗[7]. 
传统观念认为中草药治疗肝病较安全、不

良反应少或轻微, 但近年来由他引起的肝损害

报道日益增多[8], 与一般的化学性药物不同, 大
多数草药制剂成分复杂, 难以在药物上市前通

过随机对照试验证明其有效性和安全性, 甚至

某些“保肝”草药制剂也有潜在的肝毒性[9]. 由
于中草药的配方复杂, 因此对中草药引起的药

物性肝病不易诊断, 容易漏诊. 本组资料中中草

药引起DILD的构成比为10.09%, 因此临床医生

该提高对中草药毒副作用认识, 及早发现中草

药的肝损害, 及时停药. 
一旦发现DILD及时处理往往预后较好, 因

此早期诊断显得至关重要, 而早期诊断有赖于

临床医生对本病的认识和警惕性. 对我院109例
药物性肝损伤病因关联性评价显示: 非常可能

及很可能的是44例, 不到总数的50%. 不太可能

和无法评价的为8例, 占总数的7.84%. 以上结果

表明, 目前对DILD的诊断容易出现漏诊和误诊, 
这是由于对DILD的诊断缺乏特异性诊断实验[10], 
以及一些临床医生尤其非本专业医生对DILD的

认识不足以及缺乏对DILD的警惕性. 诊断需要依

靠临床怀疑、详细用药史、考虑摄取药物与肝

病发生时间之间的关系, 以及排除其他疾病. 
药物性肝病的预防是非常重要的, 临床医

师对所用药物的适应证、性能和毒副作用应该

熟悉掌握, 要详细询问病史, 特别是肝脏病史和

过敏史或过敏体质. 对有药物性肝损害病史的

患者, 应避免再度给予相同或化学结构类似的

药物; 避免滥用及长期大量用药, 尽可能选用同

类药物中毒性和副反应较少或较轻的药物, 用
药过程中应定期复查血像和肝功. 应用中草药

也应慎重, 要认识到中草药亦是有副作用的, 在
其长期应用中定期复查血象和肝功, 及早发现

及时处理. 只要重视预防, 加强监测, 中毒性药

物性肝损害常常是可以避免的.
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表  2  急性药物性肝损伤住院诊断构成比统计表(n )

     
时间(年)

       急性药物     
急性肝损伤

     急性药物性肝损

	    性肝损伤	              伤/急性肝损伤(%)

2000                6                  28                    21.42

2001                8                  41                    19.51

2002              25                105                    23.81

2003              30                110                    27.27

2004              33                145                    22.72 

合计             102                429                    23.78

■名词解释
药物性肝病(drug-
induced liver di-
sease, DILD): 是
指由于药物或其
代谢产物引起的
肝细胞损害, 可以
发生在原来没有
肝脏疾病的人群
或以往就有肝脏
疾病的患者, 在使
用某种药物后发
生不同程度的肝
细胞损害.

表  1  引起DILD的药物分布率

     
药物种类       		     n (%)          			   药物

抗生素          	               25(22.94)		  罗红霉素、青霉素、头孢三嗪、左氧氟沙星

					     环丙沙星、加替沙星、羟氨头头孢菌素

非甾体抗炎药    	               15(13.76)    	 消炎痛、扶他林、布洛芬、去痛片、酮洛芬

抗甲亢药        	               15(13.76)		  他巴唑、丙硫氧嘧啶、多抗甲素

中草药         	               11(10.09)		  具体药名不详

抗结核药       		  8(7.34)		  异烟肼、利福平、乙胺丁醇、利福喷丁、链霉素

中枢神经系统用药		  5(4.59)		  安定、氯丙嗪、多虑平、美多巴

免疫抑制剂      	                 5(4.59)		  甲胺嘌呤 、雷公藤、霉酚酸酯、来氟米特

感冒药           	                 4(3.67)		  速效感冒胶囊、含“PPA”感冒药 

降糖药          	                 4(3.67)		  二甲双胍、优降糖、达美康

激素类          		  3(2.75)		  强的松、甲强龙、复方左炔诺孕酮

预防脑出血用药  		  2(1.83)		  维脑路通、脑复康、苏意、克敌

降血脂药        		  2(1.83)		  脂必妥

抗真菌药       		  2(1.83)		  酮康唑

降压药           		  1(0.92)		  复方降压片

抗病毒药        	                 1(0.92)		  更昔洛韦

其他			   6(5.50)		  溶栓丸、肤力健、泻痢停、慢咽舒宁、咽炎片、

					     脂肪燃烧弹、盐酸芬氟拉明

合计                                     109
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Abstract
AIM: To investigate the prevention and treat-
ment of biliary complications after ortho-topic 
liver transplantation.

METHODS: One hundred and thirty-four recipi-
ents undergoing liver transplantation between 
October 2004 and January 2006 were retrospec-
tively reviewed.

RESULTS: Biliary complications occurred in 18 
cases. Seventeen patients were cured, while 1 
patient gave up treatment. Biliary strictures oc-
curred in 12 cases, bile leakage in 2 cases, and 
cholothiasis in 6 cases. The incidence of bili-
ary complications due to a T tube was 11.7% 
(14/120). Cold ischemic time and double hot 
ischemic time in the group of patients with bili-

ary complications (624 minutes and 60 minutes, 
respectively) were longer than those in the 
group of patients without biliary complications 
(384 minutes and 43 minutes, respectively; both 
P < 0.05). 

CONCLUSION: The most important reason for 
biliary complications is preservative and isch-
emic injury. Early cholangiography and MRI are 
helpful in the diagnosis of biliary complications. 
Treatment of biliary tract complications by inter-
vention is effective.

Key Words: Liver transplantation; Bile duct; Com-
plication

Cui DX, Liu Z, Liu BL, Zhang XB, Xu WX, Deng YL, Shen 
ZY. Diagnosis and treatment of biliary complication after 
orthotopic liver transplantation. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(28): 3045-3048

摘要
目的: 探讨原位肝移植术后胆道并发症的预
防和治疗. 

方法: 回顾性分析2004-10/2006-01施行的134
例肝移植患者的临床资料. 

结果: 18例患者(共20例次)出现胆道并发症, 
治愈17例, 1例放弃治疗. 其中胆道狭窄12例
次, 胆漏2例次, 胆管结石6例次. 与T管相关的
胆道并发症发生率为11.7%(14/120). 胆道并发
症组冷缺血时间(624 min)和二次热缺血时间
(60 min)均高于无胆道并发症组(384 min, 43 
min, 均P <0.05).

结论: 保存性损伤和缺血性损伤是肝移植术
后胆道并发症的重要原因. 术后早期胆道造影
并联合应用核磁共振胆管成像有助于及时诊
断胆道并发症. 介入技术是胆道并发症的主要
治疗手段.

关键词: 肝移植; 胆道; 并发症
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■背景资料
随着肝移植手术
及术后管理的不
断成熟, 肝移植术
后胆道并发症的
发生率近年来有
所下降, 但其致死
率仍较高, 是导致
肝移植失败的主
要原因之一. 探讨
胆道并发症的病
因、诊断和治疗
方法, 有助于进一
步提高肝移植成
功率. 
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0  引言

近年来, 临床肝移植发展迅速, 已成为改善终末

期肝病患者预后、挽救生命的重要治疗手段. 
但是, 术后胆道并发症的发生率仍较高, 是目前

肝移植手术面临的主要问题之一, 影响患者长

期生存及生活质量. 本文回顾性分析134例原位

肝移植患者胆道并发症临床资料, 总结胆道并

发症的诊疗经验.

1  材料和方法

1.1 材料 自2004-10/2006-01共实施同种异体原位

肝移植134例, 男123例, 女11例, 年龄18-74(中位

年龄49)岁. 原发病包括: 肝炎后肝硬化45例, 慢
性重症肝炎3例, 酒精性肝硬化7例, 肝豆状核变

性1例, 原发性胆汁性肝硬化3例, 原发性硬化性

胆管炎1例, 原发性肝癌73例, 肝转移癌1例.
1.2 方法 
1.2.1 供肝情况 均采用UW保存液灌洗保存, 热
缺血时间2-7(平均5) min; 冷缺血时间245-720(平
均416) min. 2次热缺血(门静脉开放到肝动脉

开放)时间27-90(平均46) min. 全组病例供受者

ABO血型均相同. 
1.2.2 胆道重建方式 134例患者中118例行经典原

位肝移植, 供受体胆总管端端吻合, 其中112例留

置T管引流, 6例未留置T管. 16例行改良背驮式

肝移植, 胆总管端端吻合, 其中8例未放置T管, 8
例放置T管.
1.2.3 术后监测 134例患者多数采用FK506、
骁悉、激素三联免疫抑制方案 ,  少数例采用

FK506、激素两联免疫抑制方案. 术后密切监测

肝功、凝血、FK506、乙肝表面抗体滴度、巨

细胞病毒抗原PP65等指标. 胆道并发症临床表

现多样, 可以出现不同程度的腹痛、发热、黄

疸, 肝功能显示胆红素、谷丙转氨酶、谷氨酰

转肽酶、碱性磷酸酶有不同程度的升高. 术后

定期行彩色多普勒超声、肝脏CT检查, 必要时

行磁共振胰胆管成像(MRCP)及内镜下逆行胰胆

管造影(ERCP)检查, 观察肝移植术后肝脏的形

态、血流动力学变化(包括肝动脉阻力指数、流

量、门静脉内径和流量)、胆树全貌, 以便及时

发现胆道狭窄或扩张及其部位和程度. 

2  结果

2.1 胆道并发症发生情况 134例患者术后18例
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(共20例次)发生胆道并发症, 发生率为13.4%: 
胆道狭窄12例次, 胆漏2例次, 胆管结石6例次. 
120例行T管引流, 14例发生胆道并发症, 发生

率11.7%; 14例未行T管引流患者中4例发生胆

道并发症, 发生率为28.6%, 两组胆道并发症发

生率无统计学差异(P >0.05). 术后3 mo内胆道

并发症发生率为8.2%(12/134), 3 mo后发生率为

6.0%(8/134)(表1). 
2.2 胆道并发症与缺血时间相关性 发生胆道并

发症组热缺血时间平均为5 min, 未发生组为5 
min, 两组比较, 无明显差异(P >0.05). 发生胆道

并发症组冷缺血时间平均为624 min, 未发生组

为384 min, 两组比较, 差异显著(P <0.05). 2次热

缺血时间, 发生胆道并发症组为60 min, 未发生

组为43 min, 两组差异具有统计学意义(P <0.05).
2.3 治疗 治愈17例, 1例放弃治疗. 4例单纯吻合

口狭窄患者, 1例接受ERCP球囊扩张, 胆道内支

架置入; 2例接受PTC球囊扩张, 内支架置入治

疗; 1例经T管球囊扩张. 7例非吻合口狭窄患者, 
3例经ERCP球囊扩张, 胆道内支架置入; 1例经

ERCP球囊扩张; 1例经T管置胆道引流管引流, 
之后又发生胆总管结石, 行ERCP取石; 1例术后

1 mo出现吻合口上方胆管狭窄, 行ENBD治疗好

转, 术后3 mo, 出现胆道吻合口上方胆管狭窄, 
经手术扩张狭窄胆道, 留置T管好转, 但术后5 
mo, 出现肝内胆管弥漫性狭窄, 行二次肝移植治

愈; 另1例术后14 d发生吻合口上方胆总管狭窄, 
经T管更换胆道引流管2次后, 肝功持续恶化, 拟
行二次肝移植, 但患者放弃治疗出院. 2例胆漏患

者, 1例术后2 mo T管造影示T管开口处少量渗漏, 
开放T管, 术后3 mo拔T管, 肝内外胆管正常. 另1
例术后3 mo拔T管后出现胆漏, 经T管窦道放入引

流管引流后治愈. 3例胆总管结石患者均经ERCP
取石治愈. 2例肝内存在泥沙样结石患者1例行

ERCP取石、冲洗; 1例给予利胆溶石药物治疗. 

3  讨论

随着肝移植外科的成熟、器官保存技术的改善

及新型免疫抑制剂的应用, 肝移植近年来得到

迅速推广, 且术后成功率稳步提高. 肝移植术后

胆道并发症的发生率由20世纪90年代以前的

35%-50%降至目前的9%-30%[1], 但其致死率仍

较高, 是导致肝移植失败的主要原因之一[2]. 因
此, 肝移植术后胆道并发症的早期诊断和处理

对改善移植肝功能, 提高移植肝成活率及患者

术后生存质量具有重要意义. 

www.wjgnet.com

■相关报道
胆道并发症的研
究着重于病因、
胆道重建方式、
早期诊断、治疗
方法的选择等多
个方面, 但在某些
因素的研究上, 许
多报道并未达成
共识. 寻找发生胆
道并发症的易感
因素及更为合理
有效的处理方法
仍是需要进一步
研究的问题.
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胆道并发症是指具有临床表现, 有放射学

依据, 需要进行手术或介入治疗的胆道狭窄、

梗阻及胆漏等[3], 本组病例胆道并发症的发生率

为13.4%. 研究显示: 供肝冷热缺血时间过长与

肝移植术后胆道系统的损伤密切相关, 冷缺血

性损伤是肝移植术后发生胆道并发症的重要原

因. 本组结果显示胆道并发症组冷缺血时间和

二次热缺血时间均高于无胆道并发症组. 因此, 
缩短供肝冷缺血时间及二次热缺血时间有利于

以减少胆道损伤. Ostroff et al [4]提出, 同时开放门

静脉和肝动脉有助于降低胆道缺血性并发症的

发生率, 但此方法延长了无肝期, 相应带来了一

系列的问题, 有待进一步研究. 本组中热缺血时

间为2-7 min, 平均5 min. 胆道并发症组与无胆道

并发症组热缺血时间无差异(均为5 min), 因此, 
我们认为热缺血时间在5 min内对控制胆道并发

症的发生是有利的. 
由于供肝内胆汁对胆管上皮有自溶作用, 

易引起黏膜破坏和胆泥形成, 引起胆道梗阻. 因
此供肝切取时除了尽量缩短热、冷缺血时间外, 
应对胆道进行充分冲洗直到灌洗液呈清亮色, 
减少胆道损伤. 

本组120例行T管引流患者, 14例发生胆道

并发症, 发生率11.7%; 14例未行T管引流患者中

4例发生胆道并发症, 发生率为28.6%, 两组比较

无统计学差异. 对于肝移植手术胆总管是否放

置“T”管的问题一直存在争议. 近年来, 国内

外一些移植中心就这一问题进行了一些研究, 
但得到的结论并不一致, Jeffrefy et al [5]认为是

否放置T管与胆道并发症无明显影响; 而Scatton  
et al [6]研究显示留置T管组的胆道并发症的发生

率明显增高. 我们认为, 这种差异可能是由于研

究例数较少, 考虑相关因素不同所致. 由于留置

T管存在医源性感染、胆泥形成等弊端, 故手术

是否留置“T”管要根据具体情况而定. 我们对

于胆道灌洗充分, 冷缺血、二次热缺血时间短, 
供受体胆管口径匹配, 术中测定肝动脉血流良

好的患者不留置T管. 由于留置T管的问题之一

是拔管后胆漏, 故在拔除管时, 通过造影经T管
于局部再留置引流管, 充分引流, 若无胆漏发生, 
2 wk后拔除引流管. 本组患者仅有2例发生胆漏, 
发生率低于国内外报道, 且2例患者经充分引流

及ERCP内支架置入治愈. 
本组18例胆道并发症患者16例经非手术治

疗方法治愈, 治愈率88.9%. 目前内镜、介入方

法是治疗胆道并发症的主要手段[7]. 本组11例胆

道狭窄患者, 1例行ERCP球囊扩张, 4例行ERCP
内支架置入, 2例行PTC内支架置入治愈. 本组2
例行PTC内支架治疗患者, 是由于胆道吻合口严

重狭窄, ERCP下导丝无法通过, 故改行PTC. 我
们认为ERCP或PTC选择主要是依据胆道并发

症的位置, 位于肝门部以上的胆道并发症一般

■应用要点
本文总结了内镜
和介入技术是治
疗胆道并发症的
主要手段. 肝移植
患者术后应严格
定期复查, 尤其对
于表现为碱性磷
酸酶、谷氨酰转
肽酶升高的患者, 
及时进行MRCP
或胆道造影, 有助
于早期明确诊断.

表  1  18例胆道并发症患者临床资料

     
病例号   发病时间(mo)  有无T管                              病变                                                   治疗方法                               预后  

1         	    3	        无	         胆总管结石			   ERCP取石            		           治愈

2         	    2	        有	         T管引出口处胆漏		  T管开放引流            		          治愈

3         	    3、8	        有	         肝外胆道轻度狭窄、胆总管结石	 引流管引流、ERCP取石   	          治愈

4         	    3	        有	         吻合口轻度狭窄		  经T管球囊扩张       	    	          治愈

5         	    2.5	        有	         左右肝管汇合部狭窄		  ERCP球囊扩张       	    	          治愈

6         	    9	        有	         肝门部胆管狭窄		  ERCP球囊扩张、内支架置入   	         治愈

7         	    3	        有	         肝内胆管胆泥			   利胆             		           治愈

8         	    8	        有	         胆总管结石			   ERCP取石         		           治愈

9         	    1、5	        无	         吻合口上方胆总管狭窄、		 二次肝移植         		           治愈

			           肝内胆管弥漫性狭窄

10            	   0.5	        有	         吻合口上方胆总管狭窄		  胆管引流         		           放弃

11         	    4	        有	         吻合口狭窄			   ERCP球囊扩张、内支架置入	          治愈

12         	    3	        有	         拔T管后胆漏			   经T管置管引流     		           治愈

13         	    2.5	        有	         胆总管结石			   ERCP取石        		           治愈

14             10	        有	         左右肝管汇合部狭窄		  ERCP球囊扩张、内支架置入	          治愈

15         	    3	        无	         吻合口狭窄			   PTC内支架置入    		           治愈

16         	    3	        无	         吻合口狭窄			   PTC内支架置入     		           治愈

17         	    4	        有	         左右肝管汇合处狭窄		  ERCP球囊扩张、内支架置入	          治愈

18         	    8	        有	         肝内胆管胆泥			   ERCP取石、冲洗      	          治愈
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选用PTC, 而肝门部以下的一般选用ERCP. 如果

患者肝内胆管明显扩张, PTC可能更适合, 因为

ERCP下置入支架易出现胰腺炎、胆管炎等并

发症. 胆泥淤积是肝移植术后胆道并发症中处

理比较困难的一种情况, 往往因胆管上皮坏死

脱落淤积所致, 与慢性排斥反应有关, 严重者可

形成胆管铸型综合征. 对此类患者, 我们先采用

保守治疗, po熊去氧胆酸片及利胆溶石类药物, 
如无效则采用ERCP治疗, 术中可用取石篮取石

以及反复胆道冲洗, 放置鼻胆管引流, 术后亦可

冲洗, 这与Rerknimitr提出的胆汁淤积内镜解决

方法一致[8]. 
本组66.7%(12/18)的胆道并发症发生于术

后3 mo内, 其余发生于术后12 mo内. 因此, 肝移

植患者术后应严格定期复查, 尤其对于肝功异

常, 特别是表现为碱性磷酸酶、谷氨酰转肽酶

升高的患者, 及时进行MRCP或胆道造影, 早期

明确诊断. 
总之, 胆道并发症是肝移植术后常见的并

发症, 寻找发生胆道并发症的易感因素及更为

合理有效的处理方法仍是我们需要进一步研究

的问题.
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic rates, in-
dications and complications of double balloon 
enteroscopy (DBE) for small-bowel diseases

METHODS: A total of 183 patients with suspect-
ed or known small-bowel disease underwent 
210 DBE procedures (under anesthesia with pro-
pofol, via an oral approach 61 patients, an anal 
approach in 95 patients, or both approaches 27 
patients) at our institution. 

RESULTS: The success rate of DBE was 99.5% 
(209/210). The mean duration of the procedure 
was 75 (30 - 180) min. A positive diagnosis was 
achieved in 130 patients, giving an overall of 
71.0% (130/183). The main discovered small-
bowel diseases were as follows: jejunitis/ileitis (n 
= 43), Crohn’s disease (n = 19), angiodysplastic 
lesions (n = 17), polyps (n = 14), tumor (n = 14, 
malignancy 10, benign 4), Peutz–Jeghers syn-
drome (n = 8), diverticula and celiosites of the 
small intestine (n = 4 respectively), and other 

rare diseases of the intestine (n = 7). A few pa-
tients complained of light indisposition or pain 
in the pharyngeal portion or pars analis after the 
DBE procedure.

CONCLUSION: The procedure is safe and use-
ful, provides high diagnostic yields, and can be 
regarded as the first-choice of examination pro-
cedure for suspected small-bowel diseases.

Key Words: Double-balloon endoscopy; Small-
intestinal diseases; Diagnosis

Mao GP, Ning SB, Bai L, Tang J, Cao CP, Yang CM, 
Chen Y, Zhou P, Du B. Double balloon endoscopy for 
the diagnosis of small intestinal disorders. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(28): 3049-3053

摘要
目的: 探讨和评价双气囊电子小肠镜(DBE)对
小肠疾病的诊断价值、安全性及适应症. 

方法: 对怀疑或证实有小肠疾病的183例患者
在异丙酚麻醉/镇静状态下进行210例次(经口
检查61例, 经肛门检查95例, 双侧对接检查27
例)DBE检查. 

结果: 检查成功率为99.5%(209/210), 平均检
查时间75(30-180) min.小肠病变阳性检出率为
71.0%(130/183), 检出的主要病变有: 小肠炎
症性改变(n  = 43)、小肠Crohn病(n  = 19)、小
肠血管发育不良(n  = 17)、小肠息肉(n  = 14)、
小肠肿瘤(n  = 14, 恶性10例, 良性4例)、 Peutz-
Jeghers综合征(n  = 8)、小肠憩室及小肠寄生
虫病各4例, 其他少见小肠疾病7例.仅少数患
者检查结束后有轻微咽部或肛门部疼痛不适

和腹胀.

结论: DBE能够对整个小肠进行直视检查, 检
查成功率高, 安全可靠, 对小肠疾病检出率高,
可作为小肠疾病诊断的首选方法.

关键词: 双气囊电子小肠镜; 小肠疾病; 诊断

毛高平, 宁守斌, 白莉, 唐杰, 曹传平, 杨春敏, 陈英, 周平, 杜斌. 
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■背景资料
双气囊电子小肠
镜 (DBE)的发明
和临床应用, 使临
床医师在不开腹
的前提下对整个
小肠进行内镜下
直视检查成为可
能. 但作为一项新
技术, 临床应用经
验还比较缺乏, 检
查的适应症、操
作技巧、小肠疾
病镜下的识别和
诊断、检查的并
发症和风险等都
需要进一步临床
验证. 



双气囊电子小肠镜在小肠疾病诊断中的应用价值.  世界华人消

化杂志  2007;15(28):3049-3053

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3049.asp

0  引言

双气囊电子小肠镜(DBE)是近年发展起来的一

项用于深部小肠检查的新方法[1]. 近年来, 国内

外在应用D B E诊断小肠疾病方面积累了一些

经验, 初步的临床应用表明,  DBE对小肠疾病

的总体诊断率达到60%-80%, 并发症相对较低

(1%-3%)[2-11]. 但是, 目前报道的大多是一些小样

本资料, 还缺乏多中心及大样本的总结性资料. 
作为一项新的临床检查手段, 其临床实用性、

安全性等还需要进一步验证. 本文拟将我们自

2003年以来积累的210例次双气囊小肠镜检查

的病例作一总结和分析.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-12/2007-04, 对已经接受电子胃镜

和结肠镜检查, 怀疑或证实有小肠疾病的183例
患者[女74例, 男109例, 平均年龄48.6(12-80)岁]
在麻醉/镇静状态下进行了210例次(经口检查

61例次, 经肛门检查95例次, 双侧对接检查27例
次)DBE检查, 不明原因消化道出血74例, 长期腹

痛30例, 临床怀疑Crohn病23例, 长期腹泻18例, 
不完全性小肠梗阻16例. 其他检查提示小肠病变

13例, 临床怀疑或已确诊的Peutz-Jeghers综合征

9例. 双气囊电子小肠镜为富士能EN-450/P5型以

及与之配套的活检钳、圈套器、注射针等配件.
1.2 方法 检查前常规进行肠道清洁准备, 由麻醉

科医师静脉滴注异丙酚等药物进行镇静/麻醉, 
在吸氧、持续心电监护及严密观察生命体征的

情况下进行双气囊电子小肠镜检查. 一般经口

检查时异丙酚用量稍大, 年龄大于60岁者常规

气管插管给氧; 经肛门检查时异丙酚用量较少, 
一般只需保持镇静状态即可, 调整用量以检查

患者无痛苦为原则. 根据患者的临床资料判断

疾病的大致部位, 估计病变在中上段小肠者选

择经口腔途径进镜, 怀疑在远段小肠病变者选

择经肛门途径进镜. DBE检查成功的评判标准: 
经口检查超越幽门50 cm以上, 经肛门检查超越

回盲瓣50 cm以上, 如果在小肠两端50 cm以内发

现小肠病变导致小肠狭窄, 小肠镜无法通过而

停止检查者, 按检查成功计算.  
统计学处理 检查统计结果以mean±SD表示.
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2  结果

2.1 DBE检查的完成情况 183例患者总共接受了

210次DBE检查(经口88次, 经肛门122次), 只有

1例因回盲部变形、狭窄, 小肠镜未能通过狭窄

部, 检查失败. 有5例因回肠末段狭窄停止进镜

(距回盲瓣30 cm以内, 肿瘤2例, 炎性狭窄3例), 
有2例因十二指肠水平部狭窄停止进镜(2例均

为恶性肿瘤). 其余患者经口检查均到达回肠上

段或中段, 经肛门进镜可到达空回肠交界部或

以上. 检查成功率为99.5%(209/210), 平均检查

时间75±45(30-180) min. 双气囊电子小肠镜对

可疑小肠疾病的阳性检出率和检出的主要小肠

病变见表1, 表2. 另外检出大肠疾病37例, 胃、

十二指肠疾病16例(其中结肠癌4例, 胃癌1例). 
部分典型病例图片见图1.
2.2 DBE检查相关的并发症 异丙酚麻醉/镇静过

程中只有2例出现短暂的呼吸抑制, 血氧饱和度

下降, 经对症处理后恢复正常. 操作过程中所有

患者无任何不适, 有少数患者在清醒后诉轻微

的咽部或肛门部疼痛不适及腹胀. 有1例不全肠

梗阻患者经口检查后腹痛加重伴频繁呕吐, 排
便排气停止, 急诊外科手术发现回肠末段巨大

憩室, 憩室底部有一直径3 cm的脂肪瘤, 憩室及

脂肪瘤向肠腔内翻导致肠套叠, 行外科手术切

除. 无胃肠穿孔和出血等其他严重并发症出现.

3  讨论

DBE是小肠疾病检查手段上的重要进展, 理论

上可以在不开腹的情况下进行全小肠直视检查. 
经过近几年的临床初步应用实践, DBE对小肠疾

病的诊断价值基本得到肯定, 对小肠疾病的总

www.wjgnet.com

■研发前沿
随着双气囊电子
小肠镜检查技术
的不断完善和相
关机械配件的研
究开发, 该技术将
可能成为诊断小
肠疾病的金标准, 
而且也可能在部
分小肠疾病的内
镜介入治疗方面
发挥重要作用.

表  1  双气囊小肠镜对可疑小肠疾病的阳性检出率

     
受检原因                             n

          检出小肠           阳性检

			         病变n               出率(%)

不明原因                        74              63                  85.1

消化道出血

临床怀疑Crohn病           23              19                  82.6

不完全性小肠梗阻          16              12                  75.0

长期腹痛	                        30              10                  33.3

长期腹泻                        18                5                  27.8

其他检查提	       13              13                100 

示有小肠病变

可疑或确诊的Peutz-       9                8                   88.9

Jeghers综合征

总计                             183            130                  71.0



毛高平, 等. 双气囊电子小肠镜在小肠疾病诊断中的应用价值                                                			            3051

www.wjgnet.com

诊断率达到60%-80%[2-12]. 我们的结果表明, DBE
总诊断率为71.0%(130/183), 尤其对不明原因消

化道出血的诊断率达到了85.1%(63/74), 与文献

报道一致. DBE对小肠黏膜的观察更直观、清

晰, 可以通过控制镜身对可疑部位反复观察, 尤
其对可疑病变可以通过活检获得病理学诊断[7-8]. 
其对小肠疾病的诊断优势显而易见. 

DBE检查操作时间长, 如果在清醒状态下

检查, 会给患者带来较大痛苦, 尤其经口腔检查

时, 外套管的反复推进和勾拉, 可以引起患者强

烈的恶心及呕吐等反应, 患者往往因不能耐受

长时间检查而影响小肠镜插入深度. 所以我们

推荐在条件允许的情况下, 适当的应用麻醉/镇
静剂, 可明显减轻患者的痛苦, 提高检查质量[3]. 
但对于麻醉风险, 应该高度警惕. 我们曾遇到2

例患者在检查过程中血氧饱和度降低, 最低降

至40%, 经面罩加压给氧后恢复. 对经口检查的

患者, 因为要求麻醉程度较深, 应常规气管插管. 
对于经肛门检查的患者, 可视具体情况调整药

物用量, 只要患者能耐受, 尽量减少麻醉剂和镇

静剂的用量. 
由于DBE检查操作有一定难度, 可能引起小

肠穿孔、出血、急性胰腺炎、肠梗阻等严重并

发症[13-17], 检查时间长, 耗材和检查费用昂贵, 而
且小肠疾病发病率相对较低, 所以对DBE检查

的适应症应该严格把握. 在决定行DBE检查之

前, 尽量先进行胃镜、结肠镜、消化道气钡造

影及腹部CT等检查, 排除胃、十二指肠、大肠

疾病及消化道以外的疾病, 并提供有关小肠疾

病的线索, 这对于我们决定是否行DBE检查非

■应用要点
双气囊小肠镜对
小 肠 出 血 性 疾
病、小肠C r o h n
病、不完全性小
肠梗阻等有较高
的阳性检出率, 因
此对这类疾病具
有重要的临床诊
断价值, 而对于长
期腹痛及腹泻患
者的阳性检出率
相对较低, 临床应
用价值有限. 由于
检查过程中会给
患者带来较大痛
苦, 适当应用镇静
和/或麻醉剂可减
轻患者痛苦, 提高
检查耐受性.

表  2  双气囊小肠镜检出的主要小肠病变

     
疾病                                           n                                                                       备注 

小肠炎症性改变                   43            黏膜充血、糜烂、溃疡及炎性增生性改变, 病理提示均为小肠黏膜慢性炎

小肠Crohn病                        19            多为小肠节段性炎性改变, 以回肠末段多见

小肠血管畸形                       17            有孤立存在的血管瘤或血管畸形扩张, 但多数为散在分布的小肠毛细血管扩张

小肠肿瘤                              14            恶性10例, 良性4例

小肠息肉                              14            病理提示为腺瘤性或炎性息肉

Peutz-Jeghers综合征            8            病理提示多为错构瘤

小肠憩室                                4            其中2例为Meckel憩室

小肠寄生虫病                         4            钩虫2例, 蛔虫2例

其他少见小肠疾病                  7            如出血坏死性小肠炎、骨髓移植术后小肠弥漫性病变(移植物抗宿主病)等

总计                                    130

图  1   双气囊小肠镜检查的小肠疾病. A: 出
血坏死性小肠炎(经口进镜, 空肠上段开始见

广泛小肠黏膜坏死、剥脱及出血); B: 小肠

息肉(经口进镜, 距幽门约200 cm处); C: 小肠

Crohn病(经肛门进镜, 回肠末段开始见节段

性分布的炎性病变, 距回盲瓣约50 cm处见环

形针孔样狭窄); D: 小肠恶性淋巴瘤(经肛门

进镜, 距回盲瓣约80 cm处见巨大肿物, 表面

溃疡形成, 病理提示为恶性淋巴瘤).

A B

C D
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常重要. 我们的结果表明, 对于经胃镜、结肠镜

检查而未发现出血灶的消化道出血患者, DBE检
查的阳性率高达85.1%(63/74), 临床怀疑Crohn
病的阳性检出率为82.6%(19/23), 不全性肠梗阻

的阳性检出率75%(12/16), 长期腹痛的阳性检

出率为33.3%(10/30), 长期腹泻的阳性检出率

27.8%(5/18). 以上数据说明, DBE对小肠出血性

疾病、小肠Crohn病、小肠不全梗阻等疾病阳

性检出率较高, 而对于长期腹痛及腹泻患者阳

性检出率较低. 值得注意的是, 我们对1例临床

表现为不全性肠梗阻的患者经口进镜行小肠镜

检查后, 腹痛、呕吐等症状加重, 急诊手术提示

回肠末端憩室内翻导致肠套叠发生. 所以对不

全性肠梗阻的患者, 检查前应该慎重选择进镜

途径和检查时机, 以免加重病情. 另外, 在本组

病例中, 有部分病例在当地医院行胃镜、结肠

镜检查未发现病变, 我们在DBE检查中发现了

胃、十二指肠或大肠疾病, 其中中晚期大肠癌4
例(3例在升结肠, 1例盲肠), 早期胃癌1例, 幽门

管溃疡3例, 说明存在胃镜和结肠镜检查的漏诊

情况. 
双气囊电子小肠镜经口或肛门单侧进镜检

查, 很难完成对整个小肠的检查. 由于检查费

用较昂贵, 临床上还不能常规从两侧进镜进行

对接检查. 本组接受DBE检查的183例患者, 仅
14.8%(27/183)接受了对接检查, 但我们的总体

阳性检出率与国外报道经双侧进镜的检查结果

基本一致[5-15,17-21], 所以进镜途径的选择对提高

DBE检查的阳性率至关重要. 通过详细询问病

史, 仔细查体, 结合胃镜、结肠镜、消化道气钡

造影、腹部CT及胶囊内镜等检查结果, 估计小

肠疾病大概的发病部位, 对可能位于中上段小

肠者, 选择经口进镜, 而对可能位于远段小肠者, 
选择经肛门进镜. 高度怀疑存在小肠疾病, 经一

侧进镜检查未发现病变者, 必须用墨水或美兰

等标记后经对侧进镜完成整个小肠的对接检查, 
以免遗漏病变. 胶囊内镜检查是一种无创的全

消化道检查方法, 可指导选择DBE检查的进镜

方式, 并且两者之间可互相补充和验证[16-17], 但
昂贵的检查费用限制了两者的合并应用. 最近, 
应用双气囊小肠镜对部分小肠疾病的镜下治疗

也逐渐开展, 如息肉切除、小肠狭窄的扩张治

疗、注射止血、小肠支架置放等, 显示了其重

要的临床应用价值[5,7,14,18,20-21]. 
我们的结果证明, DBE对小肠疾病的检出

率较高, 安全可靠, 出现严重并发症的机率不高, 

显示了DBE在小肠疾病诊断中的独特优势和广

阔的应用前景.
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1	 Yamamoto H, Sekine Y, Sato Y, Higashizawa 

T, Miyata T, I ino S, Ido K, Sugano K. Total 
enteroscopy with a nonsurgical steerable double-
balloon method. Gastrointest Endosc 2001; 53: 
216-220

2	 戴军, 李晓波, 高云杰, 戈之铮, 胡运彪, 萧树东. 双气
囊电子小肠镜在小肠狭窄诊断中的作用. 世界华人消
化杂志 2006; 14: 3466-3470 

3	 毛高平, 宁守斌, 杨春敏, 周平, 曹传平, 白莉. 镇静/麻
醉状态下双气囊小肠镜检查对小肠疾病的诊断价值. 
中华消化杂志 2006; 26: 46-47

4	 毛高平, 宁守斌, 曹传平, 周平, 杨春敏. 双气囊小肠镜
对不明原因消化道出血的诊断价值. 中华消化内镜杂
志  2005; 22: 337-339  

5	 May A, Nachbar L , E l l C . Double -ba l loon 
enteroscopy (push-and-pull enteroscopy) of 
the small bowel: feasibility and diagnostic and 
therapeutic yield in patients with suspected small 
bowel disease. Gastrointest Endosc 2005; 62: 62-70

6	 Di Caro S, May A, Heine DG, Fini L, Landi B, 
Petruzziello L, Cellier C, Mulder CJ, Costamagna 
G, Ell C, Gasbarrini A. The European experience 
with double-balloon enteroscopy: indications, 
methodology , sa fe ty , and c l in ica l impact . 
Gastrointest Endosc 2005; 62: 545-550

7	 Sun B, Rajan E, Cheng S, Shen R, Zhang C, Zhang 
S, Wu Y, Zhong J. Diagnostic yield and therapeutic 
impact of double-balloon enteroscopy in a large 
cohort of patients with obscure gastrointestinal 
bleeding. Am J Gastroenterol 2006; 101: 2011-2015

8	 Heine GD, Hadithi M, Groenen MJ, Kuipers EJ, 
Jacobs MA, Mulder CJ. Double-balloon enteroscopy: 
indications, diagnostic yield, and complications in 
a series of 275 patients with suspected small-bowel 
disease. Endoscopy 2006; 38: 42-48

9	 Oshitani N, Yukawa T, Yamagami H, Inagawa 
M, Kamata N, Watanabe K, Jinno Y, Fujiwara Y, 
Higuchi K, Arakawa T. Evaluation of deep small 
bowel involvement by double-balloon enteroscopy 
in Crohn's disease. Am J Gastroenterol 2006; 101: 
1484-1489 

10	 Su MY, Liu NJ, Hsu CM, Chiu CT, Chen PC, Lin 
CJ. Double balloon enteroscopy-the last blind-point 
of the gastrointestinal tract. Dig Dis Sci 2005; 50: 
1041-1045

11	 Manabe N, Tanaka S , Fukumoto A, Nakao 
M, Kamino D, Chayama K. Double-bal loon 
enteroscopy in patients with GI bleeding of obscure 
origin. Gastrointest Endosc 2006; 64: 135-140

12	 May A, Ell C. European experiences with push-
and-pull enteroscopy in double-balloon technique 
(double-balloon enteroscopy). Gastrointest Endosc 
Clin N Am 2006; 16: 377-382

13	 Honda K, Mizutani T, Nakamura K, Higuchi 
N, Kanayama K, Sumida Y, Yoshinaga S, Itaba 
S, Akiho H, Kawabe K, Arita Y, Ito T. Acute 
pancreatitis associated with peroral double-balloon 
enteroscopy: a case report. World J Gastroenterol 
2006; 12: 1802-1804

14	 Ohmiya N, Taguchi A, Shirai K, Mabuchi N, 
Arakawa D, Kanazawa H, Ozeki M, Yamada M, 
Nakamura M, Itoh A, Hirooka Y, Niwa Y, Nagasaka 

■同行评价
本文内容较新, 病
例样本较大, 有很
好的临床利用价
值和参考价值.



www.wjgnet.com

毛高平, 等. 双气囊电子小肠镜在小肠疾病诊断中的应用价值                                                			            3053

T, Ito M, Ohashi S, Okamura S, Goto H. Endoscopic 
resection of Peutz-Jeghers polyps throughout the 
small intestine at double-balloon enteroscopy 
without laparotomy. Gastrointest Endosc 2005; 61: 
140-147

15	 Sunada K, Yamamoto H, Kita H, Yano T, Sato H, 
Hayashi Y, Miyata T, Sekine Y, Kuno A, Iwamoto M, 
Ohnishi H, Ido K, Sugano K. Clinical outcomes of 
enteroscopy using the double-balloon method for 
strictures of the small intestine. World J Gastroenterol 
2005; 11: 1087-1089

16	 李晓波, 戈之铮, 戴军, 高云杰, 刘文忠, 胡运彪, 萧树
东. 胶囊内镜检查对双气囊小肠镜进镜方式选择的指
导作用. 世界华人消化杂志 2006; 14: 1828-1832

17	 Nakamura M, Niwa Y, Ohmiya N, Miyahara R, 
Ohashi A, Itoh A, Hirooka Y, Goto H. Preliminary 
comparison of capsule endoscopy and double-
balloon enteroscopy in patients with suspected 
small-bowel bleeding. Endoscopy 2006; 38: 59-66

18	 Lo SK, Mehdizadeh S. Therapeutic uses of double-
balloon enteroscopy. Gastrointest Endosc Clin N Am 

2006; 16: 363-376
19	 Yano T, Yamamoto H, Kita H, Sunada K, Hayashi 

Y, Sato H, Iwamoto M, Sekine Y, Miyata T, Kuno A, 
Nishimura M, Ajibe H, Ido K, Sugano K. Technical 
modification of the double-balloon endoscopy to 
access to the proximal side of the stenosis in the 
distal colon. Gastrointest Endosc 2005; 62: 302-304

20	 Yamamoto H, Kita H, Sunada K, Hayashi Y, Sato 
H, Yano T, Iwamoto M, Sekine Y, Miyata T, Kuno 
A, Ajibe H, Ido K, Sugano K. Clinical outcomes 
of double-balloon endoscopy for the diagnosis 
and treatment of small-intestinal diseases. Clin 
Gastroenterol Hepatol 2004; 2: 1010-1016

21	 Nishimura M, Yamamoto H, Kita H, Yano T, 
Sunada K, Miyata T, Sugimoto T, Iino S, Sekine 
Y, Iwamoto M, Ohnishi N, Kuno A, Ohnishi H, 
Sakurai S, Ido K, Sugano K. Gastrointestinal stromal 
tumor in the jejunum: diagnosis and control of 
bleeding with electrocoagulation by using double-
balloon enteroscopy. J Gastroenterol 2004; 39: 
1001-1004

           编辑  程剑侠  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

第三届国际微创外科论坛暨 2007 年天津市
消化内镜学年会征文通知

本刊讯 为了跟踪国际发展的最新态势, 加强该领域的交流与合作, 由天津市医学会主办, 天津市南开医院、

天津市微创外科中心承办的“第三届国际微创外科论坛暨2007年天津市消化内镜学年会”将于2007-11-02/04

在天津举办.

本次会议还将邀请澳大利亚、奥地利、日本、香港等国家和地区及国内内镜、腹腔镜领域的知名专家与

会, 以专题讲座及操作演示等方式展示当前微创外科(肝胆胰脾胃肠)领域的最新前沿技术, 其中包括: 大会专

题演讲及大会论文交流, 微创手术实况演示, 内镜操作实况演示, 世界级大师精彩手术实况演示, 国家级继续教

育项目, 微创手术新技术与新器械, 微创外科手术设备与器械展示. 

1      征文内容和要求

征文内容: 凡是与本次会议内容相关的实验研究、临床工作总结、新方法、新技术、新器械等论文, 尚未在全

国性学术会议上交流和尚未在国内外正式刊物上发表过的论文. 征文要求: 论文、摘要、软盘各一份, 论文字

数限4000字以内, 摘要800字以内, 按“目的、方法、结果、结论”. 摘要中写明:“题目、作者、单位(包括城

市和邮编). 

2      联系方式

邹富胜, 300100, 天津市南开区三纬路122号, 天津市南开医院. 注明会议论文.
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 病例报告 CASE REPORT

升结肠癌合并原发性小肝癌同期治疗1例

夏翠锋, 李云峰

夏翠锋, 李云峰, 云南省肿瘤医院大肠癌临床研究中心 云南
省昆明市 650118
通讯作者: 夏翠锋, 650118, 云南省昆明市昆州路519号, 云南省
肿瘤医院大肠癌临床研究中心.
xiacuifeng20050908@yahoo.com.cn
电话: 0871-8185656-2132
收稿日期: 2007-05-15   修回日期: 2007-09-25

摘要
本例患者术前检查考虑为升结肠癌肝转移, 通
过术中超声及冰冻病理检查确诊为升结肠癌
合并原发性肝细胞性小肝癌. 运用手术和冷循
环射频消融同期根治性治疗, 疗效佳. 

关键词: 升结肠癌; 原发性小肝癌; 同期治疗

夏翠锋, 李云峰. 升结肠癌合并原发性小肝癌同期治疗1例. 世界

华人消化杂志 2007;15(28):3054-3055

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3054.asp

0  引言

升结肠癌和原发性肝癌是临床上常见的恶性肿

瘤, 进行手术和冷循环射频消融术(RFA)可以达

到根治性治疗的效果. RFA具有微创、安全、操

作简单、可反复治疗等特点, 特别适合于原发

性小肝癌伴肝硬化肝功能失代偿期的患者. 升
结肠癌合并原发性小肝癌临床上罕见, 运用手

术和RFA同期进行根治性治疗, 效果佳, 现报道

如下.

1  病例报告

男, 58岁, 因反复大便带血1年, 加重并发现肝脏占

位性病变10 d入院. 入院前外院检查确诊为升结

肠肝曲部癌及肝右叶肿瘤. 体检: 消瘦, 肝脏肋下

2 cm, 剑突下3 cm, 质硬, 移动性浊音(+), 余(-). 检
查: B超, CT示弥漫性肝损伤, 肝脏比例失调, 肝
硬化, 肝右前叶可见约2.5 cm×2.8 cm椭圆型肿块

(图1A-B), 脾脏肿大, 升结肠壁不均匀增厚(图1C). 
肠镜及病理提示升结肠癌. HBsAg(+), HBcAb抗
核心抗体(+), HBeAb(+), CEA 7.6 µg/L(0-5 µg/L), 
AFP 17.9 µg/L(<20 µg/L). 治疗: 手术探查有腹

水, 肝硬化明显, 肝右叶膈面可触及3.0 cm× 3.0 cm的质硬肿块, 肿瘤位于结肠肝曲, 约5.0 cm

®

■背景资料
本文源于一名升
结肠癌为主诊的
患者, 术前各项检
查资料考虑为升
结肠癌肝转移(Ⅳ
期) ,  通过术中超
声、术中冰冻病
理及术后常规病
理检查确诊为升
结肠癌和原发性
肝细胞性小肝癌
并存. 并行根治性
右半结肠切除术
的同时行肝肿瘤
冷循环射频消融
术 ,  疗效非常好 . 
因此, 在诊治中极
易误诊为结肠癌
肝转移. 查看历年
的报道 ,  实属罕
见. 

■相关报道
曾有原发性肝癌
合并直肠癌2例 , 
胃腺癌、胆囊癌
各1例的报道, 上
述均为首次报道, 
提出了存在多源
性原发性癌的可
能.

图  1  升结肠癌, 原发性肝癌CT及病理影像. A: 原发性肝癌; 
B: 原发性肝癌; C: 升结肠癌; D: 原发性肝癌.

A

B

C

D
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×5.0 cm大小, 行根治性右半结肠切除术, 并在

B超引导下行肝右叶肿块穿刺活检, 冰冻病理确

诊为肝右叶恶性肿瘤, 同期行肝脏肿瘤冷循环

射频消融术(RFA). 病理: 升结肠高分化乳头状

管状腺癌(T3N0M0)并存肝细胞性肝癌(图1D). 术
后随访CEA 3.1 µg/L, CT和B超显示肝癌内部液

化坏死, 升结肠无复发及转移.

2  讨论

多源性原发恶性肿瘤是存在于人体同一器官的

不同部位或同一系统不同器官相同或不同组织

来源的并排除有相互转移及浸润可能的原发性

恶性肿瘤[1-2]. 查阅1979年以来近30年的文献, 曾
有原发性肝癌合并直肠癌2例, 胃腺癌, 胆囊癌各

1例的报道, 均未行同期治疗. 本例是升结肠癌和

原发性小肝癌共存的多源性原发性癌, 实属罕

见, 并且运用手术和RFA的方法进行同期根治性

治疗, 效果非常好. 所以, 在大肠癌的临床诊治中, 
除了要警惕存在大肠多原发性肿瘤外, 同时应警

惕存在多源性原发恶性肿瘤的可能, 特别应重视

对AFP阴性的孤立性原发性肝癌与转移性肝癌的

鉴别诊断, 以及对原发性肝癌肝功能失代偿期治

疗手段的正确选择, 以防误判误治.

3      参考文献
1	 杨永红, 王安群, 许荣双. 原发性肝细胞性肝癌与胃腺
癌并存一例. 四川肿瘤防治 1997; 10: 4

2	 张树荣, 田学明, 欧秋生, 蔡业枝, 张彦. 直肠癌并原发
性肝癌2例报道. 中国肿瘤临床与康复 2001; 8: 46

编辑  程剑侠  电编  李军亮  

■同行评价
本文报道了1例升
结肠癌合并原发
性小肝癌的同期
治疗效果, 对临床
工作有一定的实
际意义.
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第四届哈尔滨全国消化内镜学术会议通知

本刊讯 为促进消化内镜诊治技术的发展和学术交流, 由中华消化内镜学分会、黑龙江省医学会、黑龙江省

医院、黑龙江省临床消化病研究所联合举办的第四届全国消化内镜学术会议定于2007-12-22/23在哈尔滨召

开. 大会将邀请国内外著名专家作消化内镜进展方面专题报告及内镜演示, 并制定中华消化内镜学会消化内镜

消毒指南(讨论稿). 欢迎消化届同仁积极投稿及参与, 参会代表授予国家继续教育Ⅰ类学分. 

1      投稿要求

论著要求800字以内摘要(目的、方法、结果、结论), 电脑打印(WORD格式), 网上投稿. 截稿时间: 2007-10-31.

2      联系方式

朱春兰, 150001, 哈尔滨和平邨宾馆(中山路171号), 哈尔滨市果戈里大街405号,  黑龙江省医院, 电话: 

13845048249或0451-88025055, 传真: 0451-53625617,  E-mail: zhuchulan@medmail.com.cn
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