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Abstract
Radio log is t s have become increas ing ly 
interested in segmental anatomy of human liver, 
especially in view of the need for an accurate 
preoperative localization of focal hepatic lesions 
and preoperative appraisal of living donor 
liver transplantation. The method proposed 
by Couinaud in 1964 to divide the liver into 
8 surgically relevant segments longitudinally 
along the hepatic veins and transversely through 
the right and left portal pedicles, has been 
widely accepted. Although this method may 
be used in some patients, from a morphologic 
point of view, it is questionable because of the 
variation in segmental anatomy of human liver. 
In this review, reclassification of segmental 
anatomy of liver is described.

Key Words: Segmental anatomy of liver; Living do-
nor liver transplantation; Liver

Shen BY, Shi Y. Reclassification of segmental anatomy of 
liver. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 16(9): 913-918

摘要
随着肝脏部分切除手术特别是活体肝移植的

开展, 肝脏的分段解剖越来越为肝脏外科医生
所关注. 特别是活体肝移植供肝切除术的术前
评估, 需要更精确的影像学资料来了解患者肝
脏的分段及其变异情况. 1954年Couinaud提出
了较为完备的八段法功能解剖, 在当今的临床
实践中已得到了广泛的应用. Couinaud肝段划
分法尽管比较准确和实用, 但亦有明显的缺
陷, 即他是离体肝铸型的研究结果, 其方位术
语是对桌面而言, 不尽符合在体肝的实际情
况. 随着肝脏手术的进展和活体肝移植的开展
以及影像学技术的发展和解剖学研究的深入, 
发现肝脏的分段解剖具有显著的个体差异性, 
因而对于患者术前肝脏解剖情况的个体评价
显得尤为重要.

关键词: 肝脏分段解剖; 活体肝移植; 肝脏

沈柏用, 施源. 肝脏分段解剖的新认识. 世界华人消化杂志  

2008; 16(9): 913-918
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0  引言

肝脏是人体中最大的实质性脏器, 解剖学研究

结果显示肝脏是一分段性器官, 每一肝段都有

他独立的独管道系统, 可以作为一个外科切除

单位. 肝脏解剖学的研究, 反过来亦促进了肝外

科的发展. 随着肝脏部分切除手术的开展, 肝
脏的分段解剖也越来越为肝脏外科医生所关 
注[1]. 特别是肝脏部分切除术的术前评估, 需要

更精确的影像学资料来了解患者肝脏的分段及

其变异情况[2]. 肝的功能解剖概念最初由Cantlie
于1898年提出. 国内, 上海第二军医大学吴孟超 
e t a l在1950年时亦进行肝脏的解剖学研究, 提
出了吴孟超五叶四段肝脏分叶法. 1950年中期

时, Goldsmith and Woodburne[25]强调肝叶切除术

应严格遵循肝脏内部的解剖, 因而提出规则性

肝叶切除术的概念(regular hepatic lobectomy)[6]. 
1951年瑞士的Hjortsjo[3]首次建立了肝脏管道铸

型腐蚀标本和胆管造影的研究方法, 经过10例
的观察提出肝动脉和肝胆管呈节段性分布, 并
将肝脏分成内、外、后、前和尾5个段. 后来, 

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝脏是人体中最
大 的 实 质 性 脏
器 ,  解 剖 学 研 究
结果显示肝脏是
一 分 段 性 器 官 , 
每一肝段都有他
独立的独管道系
统 ,  可 以 作 为 一
个外科切除单位. 
肝脏解剖学的研
究 ,  反 过 来 亦 促
进了肝外科的发
展 .  随 着 肝 脏 部
分切除手术的开
展, 肝脏的分段解
剖也越来越为肝
脏外科医生所关 
注. 对肝内血管解
剖结构和肝段的
准确认识是肝脏
切除术前评估和
活体肝移植移植
肝段选择的基础.

■同行评议者
崔云甫, 教授, 哈
尔滨医科大学第
二附属医院普外
一科



Healey and Schroy[4]的进一步研究亦证实Hjortsj
的发现, 在肝内门静脉的分布亦相同, 并根据通

常的解剖学命名原则提出肝脏的分段命名系统. 
1954年Couinaud[26]提出了较为完备的八段法功

能解剖. 在当今的临床实践中已得到了广泛的

应用.

1  Couinaud分段法

1.1 Couinaud分段法的原则 Couinaud的肝段划分

方法, 是以Glisson系统在肝内的分布为基础, 以
肝静脉为分段界限. Glisson系统即肝门静脉、肝

动脉、胆管在肝内的分、属支被结缔组织纤维

鞘包绕而形成的三联管道系统, 似树枝状分布于

肝内. 肝的各段均有Glisson系统的一个分支供

血, 并引流胆汁, 而位于各段之间的肝静脉则引

流相邻肝段的回血. 此每一个段可视为肝的功能

解剖单位.
左、中、右3支主肝静脉走行区所形成的纵

形切面(称为肝门静脉裂)将肝分隔成4个部分, 称
为四个扇区. 每个扇区又被门静脉左、右支的水

平切面分成上下2段. 4个扇区不包括尾状叶. 尾
状叶编为Ⅰ段, 他是一个自主段, 因他不依赖于4
个肝门静脉蒂和3支主肝静脉. 尾状叶同时接受

来自左右门静脉和肝动脉的分支供血, 其静脉血

经肝小静脉直接回流入下腔静脉. 肝中静脉切面

(肝中裂)将肝分为左半肝和右半肝, 该切面与水

平面形成一开口向左的75度夹角. 该切面的肝表

位置为胆囊窝中部至腔静脉左缘连线. 肝左静脉

切面(左叶间裂)将左半肝分为左外扇区和左内扇

区. 以门静脉左支水平面为界, 左外扇区的上部

为Ⅱ段, 下部为Ⅲ段. 左内扇区为Ⅳ段, 在外科临

床上还可进一步分为上部的Ⅳa亚段和下部Ⅳb
亚段.

肝右静脉切面(右叶间裂)将右半肝分成右前

扇区和右后扇区. 以门静脉右支水平面为界, 右
前扇区上部为Ⅷ段, 下部为Ⅴ段. 右后扇区下部

为Ⅵ段, 上部为Ⅶ段. 肝右静脉切面的肝表位置, 
大致相当于肝前缘右角到胆囊窝右边连线中点

处与肝静脉和下腔静脉汇合处的连线. Couinaud
肝段解剖对肝外科具有重要意义. 由于每一肝段

接受Glisson系统的一个分支, 特别是其中相对独

立的门静脉系统的分支, 临床上根据病变情况可

作最小范围的切除, 以尽可能保留正常肝组织. 
由于以肝内血管结构作为分段的解剖基础和界

线, 在CT图像上能够通过辨认肝静脉、门静脉

及其他结构, 进行肝段的正确定位[14](图1-2).

1.2 肝脏分段解剖的影像学表现 肝脏CT检查时, 
可在下述4个层面上明确识别3支肝静脉和门静

脉左、右支, 据此可在CT图像上明确区分各个

肝段. 其他扫描层面则可参照与这4个层面的关

系进行定位. (1)最头端的层面, 为3支主肝静脉

和下腔静脉汇合的层面. (2)肝门静脉左支层面. 
(3)肝门静脉右支层面. (4)最尾端的层面, 为肝门

静脉主干和胆囊水平的层面.
肝静脉: 从CT图象中可以看到, 肝静脉的

3个主干, 肝左静脉、肝中静脉和肝右静脉, 呈
“W”形排列, 汇入下腔静脉. 肝静脉可以作为

以下肝段的分割标志: 肝左静脉左侧为Ⅱ段, 右
侧为Ⅳ段; 肝中静脉左侧为Ⅳ段, 右侧为Ⅴ、Ⅷ

段; 肝右静脉左侧为Ⅴ、Ⅷ段, 右侧为Ⅵ、Ⅶ段.
门静脉: 门静脉主干现分为左、右两大分

支. 门静脉右支又分为右前支和右后支. 右前支

为肝右叶前段的中心; 右后肢为肝右叶后段的

中心. 门静脉左支的升部走形于节间裂, 为左外

侧叶(Ⅱ, Ⅲ段)和左内叶(Ⅳ段)的分界.
门静脉的各个主要分支构成了各个肝段的

中心, 从CT图象上可以看到在左、右半肝各形

成一个“H”形, 将左半肝分为Ⅰ-Ⅳ段, 右半肝

分为Ⅴ-Ⅷ段(图3-4). 肝门静脉左支层面CT图像, 
显示门静脉左支. 该层面为左半肝上、下部分
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1 2

3

45

6

7
8

图 1 门静脉铸型显示的肝脏分段(数字表示肝段名称).

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ
ⅤⅥ

Ⅶ

Ⅷ

图 2 Couinaud分段法示意图.
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■相关报道
肝的功能解剖概
念最初由Cantl ie
于1898年提出. 国
内, 上海第二军医
大学吴孟超 e t al
在50年代时亦进
行肝脏的解剖学
研究, 提出了吴孟
超五叶四段肝脏
分叶法. 50年代中
期时, Goldsmith 
and Woodburne
强调肝叶切除术
应严格遵循肝脏
内 部 的 解 剖 ,  因
而提出规则性肝
叶切除术的概念
(regular hepatic 
lobectomy). 1951
年瑞士的Hjortsjo
首次建立了肝脏
管道铸型腐蚀标
本和胆管造影的
研究方法, 经过10
例的观察提出肝
动脉和肝胆管呈
节 段 性 分 布 ,  并
将肝脏分成内、

外 、 后 、 前 和
尾 5 个 段 .  后 来 , 
Healey and Schroy
的进一步研究亦
证实Hjor t s j的发
现 ,  在 肝 内 门 静
脉的分布亦相同, 
并根据通常的解
剖学命名原则提
出肝脏的分段命
名系统 .  1954年
Couinaud提出了
较为完备的八段
法功能解剖. 在当
今的临床实践中
已得到了广泛的
应用.
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的分界平面, 相当于Ⅱ、Ⅲ段及Ⅳa、Ⅳb亚段的

分界面. 门静脉左支及其分支在该层面呈现一

倒“H”形. 门静脉左支主干后方为Ⅰ段; 箭头

所示为第Ⅱ段门静脉; 门静脉向前走行后又分

为两支, 左侧为Ⅲ段门静脉, 右侧为Ⅳ段门静脉.
1.3 Couinaud分段法的局限性

1.3.1 影像学上的缺陷: Couinaud肝段划分法尽

管比较准确和实用, 但亦有明显的缺陷, 即他是

离体肝铸型的研究结果, 其方位术语是对桌面

而言的, 因此不尽符合在体肝的实际情况. 如
右前叶与右后叶本是前后关系, 而Couinaud认
为是内外关系; Ⅶ段与Ⅵ段本是上下关系, 而
Couinaud认为是前后关系等. 另外, 该分段方法

不能完全适应断层解剖和影像学发展需要.
为使Couinaud肝段划分方位术语符合在体

肝的实际情况并适应断层解剖和影像学发展需

要, 刘树伟 et al结合Goldsmith和Woodburne肝段

划分法, 国内常用肝段划分法及近年来断层解

剖、B超、CT与MR的研究资料, 将Couinaud肝
段划分法修正如下: (1)正中裂: 即主门裂, 内有

肝中静脉走行, 分肝为左右半肝, 直接分开相邻

的左内叶(段Ⅳa和段Ⅳb)与右前叶(段Ⅴ和段Ⅷ). 
(2)左叶间裂: 内有左叶间静脉和门静脉左支矢状

部走行, 分开左内叶(段Ⅳa和段Ⅳb)与左外叶(段

Ⅱ和段Ⅲ). (3)左内叶: 段Ⅳa和段Ⅳb两个亚段之

间并无肝裂相分, 鉴于门静脉左支大致居左半肝

上下径的中份, 外科又有亚段切除的实例, 故以

门静脉左支平面作为区分段Ⅳa和段Ⅳb的标志, 
即门静脉左支平面以上为段Ⅳa, 以下为段Ⅳb. 
(4)左段间裂: 即左门裂, 内有肝左静脉走行, 分左

外叶为上段(段Ⅱ)和下段(段Ⅲ). (5)背裂: 上起三

大肝静脉出肝处, 下至第一肝门, 将尾状叶(段Ⅰ)
同左内叶和右前叶分开. (6)右叶间裂: 即右门裂, 
内有肝右静脉走行, 分开右前叶(段Ⅴ和段Ⅷ)与
右后叶(段Ⅵ和段Ⅶ). (7)右段间裂: 即横裂, 内有

门静脉右支. 门静脉右支平面以上为右前叶上段

(段Ⅷ)和右后叶上段(段Ⅶ), 以下为右前叶下段

(段Ⅴ)和右后叶下段(段Ⅵ)[7-9].
1.3.2 在右半肝肿块切除上的局限 Couinaud分
段法虽然在许多患者的术前评价上有重要的

指导意义 ,  然而在临床实践中也存在许多局

限. Platzer和Maurer[18]指出肝脏的分段解剖在

人群中存在很多变异, 无法用一种方法加以规

范. Fasel et al [23]通过解剖的方法证实了肝静脉

主干所在的平面无法精确地作为肝段的分界线. 
Nelson et al [24]通过增强CT, 对36例患者的术前肿

瘤所在肝段的定位进行研究. 结果显示11例患者

4
3

2
1 →

图 3 肝脏分段解剖的影像学表现(左半肝).

图 4 肝脏分段解剖的影像学表现(右半肝).

a

MHV

A

B

RHV
b IVC

图 5 肝中静脉与肝右静脉所在的直线为传统理论上左、
右半肝及右肝前、后叶的分界线.

图 6 肝中静脉与肝右静脉所在的直线为传统理论上左、
右半肝及右肝前、后叶的分界线-CT表现.

■应用要点
本文从临床实际
出 发 ,  结 合 影 像
学 ,  解 剖 学 的 发
展, 发现肝脏的分
段解剖具有显著
的个体差异性. 为
手术前对肝脏解
剖情况的评估尤
为重要 ,   对活体
肝移植的成功实
行有深远的理论
指导意义.
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(31%)的肿瘤所在肝段CT表现与术中所见不一致.

2  对肝段边界的再探索

Ohashi et al [16]通过对CT下门静脉脉造影片的观

察发现, 左、右半肝的分界线并非与肝中静脉

汇入下腔静脉处所在的直线完全重叠; 同样, 右
肝Ⅷ段与Ⅶ段的分界线也与肝右静脉所在直线

成一定角度. 基于对大量病例的统计, 经肝动脉

右前支造影所示的边界, 与肝右静脉所在直线

成角平均为43.9±14.0度肝中静脉(HMV)与肝

右静脉(HRV)所在的直线为传统理论上左、右

半肝及右肝前、后叶的分界线. A、B为动脉注

射造影剂后显示的左半肝及右肝后叶的范围, 
实际边界与理论边界成角为a、b[16](图5-6).

通过对肝动脉右前支注射造影剂, 可以发

现, 该患者的左、右半肝分界线与肝中静脉所

在直线成角约5度, 而右肝Ⅷ段与Ⅶ段的真实分

界与肝右静脉所在直线成大约40度角.
Nelson et al [24]的进一步研究发现, 肝脏的

图 9 右半肝的重新分段(3D重建图象显示: 门静脉右前支
的分支走行, 2支进入腹侧段, 3支进入背侧段).

图 10 右半肝的重新分段, 经动脉CT门脉成像(CTAP)显示. 
腹侧段(黄色区域)和背侧段(紫红色区域)的容积基本相等.

RHV

RDP

RPP

RVP
MHV

P4
UFV

LHV

P3

P2

IVC

AFV

图 11 右半肝的重新分段(门静脉与肝静脉走形上面观模式
图, 左、右半肝呈近似对称的走行)

916                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年3月28日    第16卷   第9期

8
4A

2

3
4B

56

A

7

B

5

8

4B

4A

3

2

6

图 7 肝脏的真实解
剖分段情况与理论上
的差异. A: 以Couin-

aud分段法标志的肝

段分界线; B: 经肝脏

铸型所示的实际分界

线.

7

1

P8

RPP(unique)

P5

RPV LPV
PV

SV

RAP

P6

RPV
LPV

P7 SV

图 8 门静脉右后支的变异. PV: 门静脉主

干; SV: 脾静脉; LPV: 门静脉左支; RPV: 门

静脉右支; RAP: 门静脉右前支; RPP: 门静脉

右后支; P6: Ⅵ段门静脉; P7: Ⅶ段门静脉; P8: 

Ⅷ段门静脉; P5: Ⅴ段门静脉.
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■同行评价
本文立题明确, 选
用参考文献新颖, 
图片清晰, 论据充
分, 结论可信.
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真是解剖分段情况与理论上的肝段分界线有较

大的差异, 且更为复杂(图7). 肝脏的膈面, a为以

Couinaud分段法标志的肝段分界线, b为经肝脏

铸型所示的实际分界线, 两者存在较大差异[17].
Strunk et al [27]认为, 在肝段切除术的术前评

估中, 行CT薄层扫描和3D重建, 有助于了解患

者肝脏分段解剖的个体特征, 从而对肝段切除

范围作出正确判断.
门静脉右后支的变异: Cho et al对60例患者

进行CTAP检查后的门静脉3D重建图像进行了

研究, 统计结果显示, 60例患者中42例(70%)门
静脉右后支分支情况于Couinaud分段不一致, 
Ⅵ、Ⅶ段没有明显界限. 仅18例(30%)患者的门

静脉右后支分为上、下两支, 分别进入Ⅵ、Ⅶ

段, 符合Couinaud分段法[19](图8).

3  右半肝的重新分段

Cho et al [20]在外科实践中发现右半肝前叶, 即
Couinaud Ⅴ、Ⅷ段的位置关系并非通常所说

的上下关系, 而是腹侧于背侧的关系. 进一步研

究发现, 几乎所有从肝门静脉右前支所发出的

分支都分成腹侧和背侧两个方向, 据此将门静

脉右前支分为腹侧段(RVP)和背侧段(RDP). 又
通过CT的3D重建图象和体积测定发现, RVP和
RDP与右后段(RPP)体积大致相等. 故认为可将

右半肝分为三段, 即腹侧段、背侧段与右后段

(图9-11). 右肝Ⅵ、Ⅶ段在活体肝移植中的应用, 
Kim et al [28]利用成人右肝Ⅵ、Ⅶ段, 成功完成一

例活体肝移植, 供体为一46岁女性. 该供体肝门

静脉右前支从左支根部发出, 而右后支则直接

从门静脉主干发出. 经测定, 供体肝脏总体积为

912.6 mL. 左半肝、右前段与右后段的体积分别

为287.5 mL、287.0 mL、340.1 mL(图12).

4  结论

Couinaud分段法虽然被视为经典而广泛应用, 但
仍然具有不可避免的局限性. 随着肝脏手术的

进展以及影像学技术的发展和解剖学研究的深

入, 发现肝脏的分段解剖具有显著的个体差异

性, 尤其是右半肝的分段与Couinaud分段法相

比存在较大差异. 研究表明, 大部分患者肝脏的

Ⅵ、Ⅶ段之间不存在明显分界, 各肝段之间的

实际分界线也与经典理论存在差异, 因此术前

充分了解患者肝脏解剖结构的特点是十分重要的.
对肝内血管解剖结构和肝段的准确认识是

肝脏切除术前评估和活体肝移植移植肝段选择

的基础. 特别是活体肝移植供体肝段的选择, 需
要考虑到肝段的容积、门脉及动脉血供和静脉

回流, 更需要对肝内各管道的解剖结构有精确

的把握. 利用三维CT、计算机辅助技术及血管

造影相结合, 将进一步提高影像学肝段定位的

准确性. 通过对立体化影像的观察, 能够个体化

分析患者肝脏内血管的分支及走形, 从而最大

程度地减少肝切除术中出血及术后并发症, 更
能为活体肝移植供体肝段的选择提供可靠的影

像学依据.

5      参考文献
1 Sugarbaker PH. En bloc resection of hepatic 

segments 4B, 5 and 6 by transverse hepatectomy. 
Surg Gynecol Obstet 1990; 170: 250-252

2 Soyer P, Bluemke DA, Bliss DF, Woodhouse CE, 
Fishman EK. Surgical segmental anatomy of the 
liver: demonstration with spiral CT during arterial 
portography and multiplanar reconstruction. AJR 

沈柏用, 等. 肝脏分段解剖的新认识                                                                                                                                 917

A1 A2 A3 A4

B1 B2 B3 B4

图 12 右肝VI、VII段在活体肝移植中的应用. A4中黑色箭头表示供体门静脉右后支; B1中黑色箭头表示移植肝的肝右静脉; 

B4中黑色箭头表示移植肝门静脉右后支.

← ←

←



www.wjgnet.com

Am J Roentgenol 1994; 163: 99-103 
3 Hjortsjo CH. The topography of the intrahepatic 

duct systems. Acta Anat (Basel) 1951; 11: 599-615
4 Healey JE Jr, Schroy PC. Anatomy of the biliary ducts 

within the human liver; analysis of the prevailing 
pattern of branchings and the major variations of the 
biliary ducts. AMA Arch Surg 1953; 66: 599-616  

5 Bismuth H. Surgical anatomy and anatomical 
surgery of the liver. World J Surg 1982; 6: 3-9

6 Goldsmith NA, Woodburne RT. The surgical 
anatomy pertaining to liver resection. Surg Gynecol 
Obstet 1957; 105: 310-318

7 刘学静. 多层螺旋CT门静脉成像及其在肝脏解剖分段
中的应用. 医学影像学杂志 2002; 12: 398-400

8 裘法祖, 王健本, 张祜曾. 腹部外科临床解剖学. 第1版. 
济南: 山东科学技术出版社, 2001: 146-153

9 Couinaud C. Surgical anatomy of the liver. Several 
new aspects. Chirurgie 1986; 112: 337-342 

10 van Leeuwen MS, Noordzij J, Fernandez MA, 
Hennipman A, Feldberg MA, Dillon EH. Portal 
venous and segmental anatomy of the right 
hemiliver: observations based on three-dimensional 
spiral CT renderings. AJR Am J Roentgenol 1994; 163: 
1395-1404

11 Downey PR. Radiologic identification of liver 
segments. AJR Am J Roentgenol 1994; 163: 1267-1268

12 Ohashi I, Ina H, Okada Y, Yoshida T, Gomi N, 
Himeno Y, Hanafusa K, Shibuya H. Segmental 
anatomy of the liver under the right diaphragmatic 
dome: evaluation with axial CT. Radiology 1996; 200: 
779-783

13 Rieker O, Mildenberger P, Hintze C, Schunk K, 
Otto G, Thelen M. Segmental anatomy of the liver 
in computed tomography: do we localize the lesion 
accurately? Rofo 2000; 172: 147-152

14 Lafortune M, Madore F, Patriquin H, Breton G. 
Segmental anatomy of the liver: a sonographic 
approach to the Couinaud nomenclature. Radiology 
1991; 181: 443-448

15 Mukai JK, Stack CM, Turner DA, Gould RJ, 
Petasnick JP, Matalon TA, Doolas AM, Murakami M. 
Imaging of surgically relevant hepatic vascular and 
segmental anatomy. Part 1. Normal anatomy. AJR 
Am J Roentgenol 1987; 149: 287-292

16 Ohashi I, Ina H, Okada Y, Yoshida T, Gomi N, 
Himeno Y, Hanafusa K, Shibuya H. Segmental 
anatomy of the liver under the right diaphragmatic 
dome: evaluation with axial CT. Radiology 1996; 200: 

779-783
17 Fasel JH, Selle D, Evertsz CJ, Terrier F, Peitgen HO, 

Gailloud P. Segmental anatomy of the liver: poor 
correlation with CT. Radiology 1998; 206: 151-156

18 P l a t z e r W , M a u r e r H . O n t h e s e g m e n t a l 
arrangement of the liver. Acta Anat (Basel) 1966; 63: 
8-31

19 Cho A, Okazumi S, Miyazawa Y, Makino H, 
Miura F, Ohira G, Yoshinaga Y, Tohma T, Kudo 
H, Matsubara K, Ryu M, Ochiai T. Proposal for a 
reclassification of liver based anatomy on portal 
ramifications. Am J Surg 2005; 189: 195-199

20 Cho A, Okazumi S, Makino H, Miura F, Ohira G, 
Yoshinaga Y, Toma T, Kudo H, Matsubara K, Ryu 
M, Ochiai T. Relation between hepatic and portal 
veins in the right paramedian sector: proposal for 
anatomical reclassification of the liver. World J Surg 
2004; 28: 8-12

21 Cho A, Okazumi S, Makino H, Miura F, Shuto K, 
Mochiduki R, Tohma T, Kudo H, Matsubara K, 
Gunji H, Yamamoto H, Ryu M, Ochiai T. Anterior 
fissure of the right liver--the third door of the liver. 
J Hepatobiliary Pancreat Surg 2004; 11: 390-396

22 Kogure K, Kuwano H, Fujimaki N, Ishikawa H, 
Takada K. Reproposal for Hjortsjo's segmental 
anatomy on the anterior segment in human liver. 
Arch Surg 2002; 137: 1118-1124

23 Fasel JH, Gailloud P, Grossholz M, Bidaut L, Probst 
P, Terrier F. Relationship between intrahepatic 
vessels and computer-generated hepatic scissurae: 
an in vitro assay. Surg Radiol Anat 1996; 18: 43-46

24 Nelson RC, Chezmar JL, Sugarbaker PH, Murray 
DR, Bernardino ME. Preoperative localization of 
focal liver lesions to specific liver segments: utility of 
CT during arterial portography. Radiology 1990; 176: 
89-94

25 Goldsmith NA, Woodburne RT. The surgical 
anatomy pertaining to liver resection. Surg Gynecol 
Obstet 1957; 105: 310-318

26 Couinaud C. The anatomy of the liver. Ann Ital Chir 
1992; 63: 693-697

27 Strunk H, Stuckmann G, Textor J, Willinek W. 
Limitations and pitfalls of Couinaud's segmentation 
of the liver in transaxial Imaging. Eur Radiol 2003; 
13: 2472-2482

28 Kim SH, Suh KS, Kim SB, Lee HJ, Lee KU. Adult 
living donor liver transplantation using right 
posterior segment. Transpl Int 2003; 16: 689-691

           编辑  程剑侠  电编  何基才  

918                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年3月28日    第16卷   第9期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志网络版的发表前链接  

本刊讯 本刊即将开始实行网络版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括首次提交的稿件, 同行评议

人报告, 作者给审稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况

发表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编者、同行评

议者、读者、作者互动的动态过程. (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-28)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年3月28日; 16(9): 919-923
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

幽门螺杆菌提取物体外对人胃癌细胞SGC-7901形态的
影响

陆芬英, 张尤历, 王文兵, 陈永昌, 张宇川, 刘勇攀, 吴 莺

陆芬英, 张尤历, 张宇川, 刘勇攀, 吴莺, 江苏大学附属医院
消化内科 江苏省镇江市 212001
王文兵, 江苏大学生命科学研究院 江苏省镇江市 212013
陈永昌, 江苏大学医学院生理教研室 江苏省镇江市 212013
陆芬英, 2005年江苏大学医学院硕士, 主要从事幽门螺杆菌与
消化系相关疾病的研究.
江苏省社会发展项目, No. BS2006041
作者贡献分布: 陆芬英与张尤历对此文所作贡献均等; 此课题由
张尤历, 王文兵及陈永昌设计; 研究过程由陆芬英, 张尤历, 王文
兵及陈永昌操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由张尤历, 王
文兵及陈永昌提供; 数据分析由陆芬英, 张宇川, 刘勇攀及吴莺
完成; 本论文写作由陆芬英及张尤历完成.
通讯作者: 张尤历, 212001, 江苏省镇江市解放路438号, 江苏大
学附属医院消化内科. zjyouli@yahoo.com.cn
电话: 0511-85011787
收稿日期: 2007-10-17   修回日期: 2008-03-15

Effect of Helicobacter pylori on 
morphology of human gastric 
cancer SGC-7901 cells 

Fen-Ying Lu, You-Li Zhang, Wen-Bing Wang, 
Yong-Chang Chen, Yu-Chuan Zhang, Yong-Pan Liu, 
Ying Wu

Fen-Ying Lu, You-Li Zhang, Yu-Chuan Zhang, Yong-
Pan  Liu, Ying Wu, Department of Gastroenterology, 
the Affiliated Hospital of Jiangsu University, Zhenjiang 
212001, Jiangsu Province, China
Wen-Bing Wang, Institute of Life Sciences, Jiangsu Uni-
versity, Zhenjiang 212013, Jiangsu Province, China
Yong-Chang Chen, Department of Physiology, Medical 
College of Jiangsu University, Zhenjiang 212013, Jiangsu 
Province, China
Supported by: the Social Development Project of Jiangsu 
Province, No. BS2006041
Correspondence to: Dr. You-Li Zhang, Department of 
Gastroenterology, the Affiliated Hospital of Jiangsu Uni-
versity, 438 Jiefang Road, Zhenjiang 212001, Jiangsu Prov-
ince, China. zjyouli @yahoo.com.cn
Received: 2007-10-17    Revised: 2008-03-15 

Abstract
AIM: To investigate the effect of Helicobacter 
pylori (H pylori) on the morphology, motility and 
cytoskeleton of human gastric cancer SGC-7901 
cells. 

METHODS: H pylori were isolated from human 
gastric mucosa and cultured on a solid agar 
medium. The SGC-7901 cells were treated with 
the sonication extract to observe the morpho-

logical alteration, cell motility and cytoskeleton. 
Cell motility was examined by Boyden chamber 
motility assay and scrape motility assay. Cy-
toskeleton was observed by F-actin phalloidin 
fluorescent staining. The number of migrated 
SGC-7901 cells in the Boyden chamber was com-
pared among three groups by one-way ANOVA, 
and the numbers between each two groups were 
compared by SNK test. The t test was used to 
compare the percentage of hummingbird-phe-
notype SGC-7901 cells between the stimulated 
group and control group. 

RESULTS: The sonication extract enhanced 
SGC-7901 cell motility, induced the appearance 
of hummingbird-phenotype, and increased cy-
toskeleton. The Boyden chamber motility assay 
showed that the number of migrated SGC-7901 
cells stimulated by high and low concentration 
of H pylori extract was significantly increased in 
comparison with that in the control group (F = 
12697.314, P < 0.01), and there was also a signifi-
cant difference between the two groups (P < 0.01). 
The percentage of hummingbird-phenotype 
SGC-7901 cells in the stimulated group was sig-
nificantly higher than that in the control group (t 
= 29.626, P < 0.01). Cytoskeleton was just a little 
in the control group, but increased a lot after 
10-min stimulation.

CONCLUSION: H pylori can induce morphologi-
cal alteration of human gastric cancer SGC-7901 
cells, enhance their motility and formation of 
cytoskeleton in the cells. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Gastric cancer 
cells; Hummingbird-phenotype; Motility; Cytoskel-
eton

Lu FY, Zhang YL, Wang WB, Chen YC, Zhang YC, Liu 
YP, Wu Y. Effect of Helicobacter pylori on morphology 
of human gastric cancer SGC-7901 cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 919-923

摘要
目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori )刺激人胃癌

www.wjgnet.com

®

■背景资料
幽门螺杆菌感染
是 胃 炎 、 胃 溃
疡、十二指肠溃
疡以及胃癌的主
要病因之一, 1994
年国际癌症机构
已将其列为Ⅰ级
致癌原. RhoA是
R h o 家族的重要
成员之一, 他参与
了细胞形态改变, 
迁移, 细胞骨架的
调节 ,  胞质分裂 , 
平滑肌收缩和肿
瘤浸润等一系列
生物学过程. 

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科



细胞SGC-7901后, 对细胞形态, 迁移以及细胞
骨架的影响.

方法: 从人胃黏膜组织中分离培养H pylori , 
将得到的H pylori 菌体超声裂解, 用超声提取
物刺激SGC-7901细胞, 直接观察SGC-7901细
胞形态的变化; 细胞迁移活动用Boyden迁移
槽和划线法分析; 用phalloidin对细胞内F-actin
进行荧光染色, 研究其对细胞骨架的作用. 各
组间细胞迁移数量比较用单因素方差分析, 组
间两两比较用SNK检验; 对照组和刺激组细
胞发生蜂鸟表型的百分率进行t检验. 

结果: H pylori菌体超声提取物刺激人胃癌细
胞SGC-7901后, 细胞的活动性增强, 高浓度和
低浓度刺激组与对照组相比细胞迁移数明显
提高(F  = 12697.314, P <0.01), 两两之间相比也
具有统计学意义(P <0.01). 受刺激后蜂鸟表型
细胞数较对照组大大提高(t  = 29.626, P <0.01). 
对照组细胞仅有少量应激纤维形成, H pylori
刺激10 min后, 应激纤维增加.

结论: H pylori可诱导胃癌细胞SGC-7901发生
形态改变, 促进其迁移, 并且增加细胞内细胞
骨架的形成.

关键词: 幽门螺杆菌; 胃癌细胞; 蜂鸟表型; 迁移; 细

胞骨架
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是一种

革兰染色阴性的微需氧菌. 其感染是胃炎、胃

溃疡、十二指肠溃疡的主要病因之一, 也是胃

癌发病的危险因素[1-2]. 在世界范围内约有50%
人群感染H pylori , 1994年国际癌症机构已将其

列为Ⅰ级致癌原[3]. 小G蛋白RhoA是Rho家族的

重要成员之一, 在细胞信号转导通路中起着重

要作用. 他参与了一系列的生物学进程, 包括细

胞形态改变, 迁移, 细胞骨架的调节, 胞质分裂, 
平滑肌收缩和肿瘤浸润等[4-6]. 在众多胃癌细胞

中, RhoA蛋白均呈现高表达状态[7]. 已有实验证

实H pylori刺激人胃癌细胞SGC-7901后, 可提高

细胞内RhoA的活性[8]. 因此, 我们通过H pylori超
声提取物刺激人胃癌细胞SGC-7901, 观察细胞

的形态变化, 迁移率和细胞骨架的改变, 进一步
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阐明H pylori的致病机制, 为临床治疗和预防H 
pylori感染提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 临床H pylori菌株从本院内镜室活检标

本分离培养获得. TRITC标记的phalloidin染料

购自Sigma公司, Boyden迁移槽为Costar公司产

品, 小牛血清为兰州民海生物工程有限公司产

品, DMEM为Gibco公司产品. 取江苏大学附属

医院行消化系内窥镜检查患者的胃窦黏膜(距幽

门5 cm内)活检组织标本, 经快速尿素酶试验证

实H pylori阳性, 病理证实为胃癌. 将活检新鲜

组织用接种环均匀涂于固体琼脂培养基, 在微

需氧环境, 37℃下培养, 约72 h后收集细菌. 将生

长良好的H pylori刮下后用PBS漂洗两遍, 然后

将之悬于不含血清的DMEM培养液中, 菌体悬

液经超声裂解(100 W, 30 s, 10次, 间隔20 s, 冰浴

冷却), 低温离心(12 000 r/min, 4℃, 10 min), 取上

清, 在蛋白含量测定仪上测量其浓度, -20℃保存

备用. 人胃癌上皮细胞株SGC-7901由江苏大学

生理教研室提供, 采用含100 mL/L新生牛血清

的DMEM培养基于37℃、50 mL/L CO2温箱培

养, 2-3 d更换培养基1次, 待细胞铺满底后, 用2.5 
g/L胰酶消化成单个细胞, 继续培养, 取对数生长

期细胞进行实验.
1.2 方法 
1.2.1 迁移率分析: 选用槽底部膜的直径为60 
mm, 膜上孔直径为8 μm的Boyden迁移槽. 接种

前一天在膜的底部加入含100 mL/L新生牛血清

的DMEM 100 μL, 放入chamber, 在chamber内加

入上述培养基600 μL, 然后将迁移槽置于培养箱

中过夜. 接种时用上述方法消化细胞并计数, 每
个迁移槽中加入8.4×104个细胞, 然后分别加入

25 g/L的H pylori超声提取物70、140 μL, 将迁移

槽放入37℃、50 mL/L CO2温箱孵育12 h后, 将
迁移槽取出, 用棉花将膜上部未迁移的细胞擦

净, 以500 mL/L甲醇+100 mL/L乙醇固定膜45 s, 
1×PBS洗膜1 min, 10 g/L甲苯胺蓝50℃水浴染

色20 min, 700 mL/L, 800 mL/L, 950 mL/L, 1000 
mL/L乙醇分色, 前3步每次2-3 s, 最后一步10 s, 
然后将膜在水中漂洗数次, 显微镜下随机计数

20个200倍视野中的细胞. 在24孔细胞培养板背

面, 每孔划相距5 mm的两条直线. 细胞消化计数

后, 以每孔4×104个接种, 24 h后, 用消毒的细胞

刮子将两条线之间的细胞刮干净, 以PBS漂洗, 
加入无血清的DMEM饥饿12 h后, 按上面的剂量

www.wjgnet.com

■相关报道
印亦萍 et al 证实
H pylori 超声提取
物刺激人胃癌细
胞SGC-7901后, 可
提高细胞内RhoA
的活性 ;  Backert 
et al 将H pylori 活
菌 感 染 胃 癌 细
胞AGS 4 h, 观察
到有25%-48%的
细 胞 发 生 迁 移 , 
56%-80%的细胞
发生蜂鸟表型, 且
发现蜂鸟表型只
发生于CagA阳性
的菌株. 

■研发前沿
H pylori发现以来, 
其致病机制一直
是研究的焦点, 然
而其作用于人体
细胞后如何导致
临床疾病的发生
仍有待于进一步
研究. 
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加入H pylori超声提取物, 放培养箱中继续培养

24 h, 于倒置显微镜下观察细胞迁移的情况. 
1.2.2 蜂鸟表型观察: 细胞消化后, 以3.0×104/L
的密度接种于24孔板, 待细胞贴壁后, 将培养液

吸去, 每孔中加入无血清DMEM 250 μL, 饥饿

12 h每个孔中加入25 g/L H pylori超声提取物100 
μL, 放培养箱中继续培养, 显微镜下在不同的时

间观察细胞形态, 随机计数200倍视野下100个
细胞中的蜂鸟表型数目. 
1.2.3 细胞骨架的荧光染色: 将细胞接种到放有

爬片的24孔板中, 细胞密度约为3.0×104/L, 细胞

贴壁后, 将培养液换成无血清DMEM, 每孔定容

至250 μL, 12 h后分别加入25 g/L H pylori超声提

取物25 μL, 刺激10 min. 吸去培养液, 用新鲜配

置的20 mL/L多聚甲醛在室温下固定15 min, 然
后用3 mL/L TRIton-X100室温下作用8 min. 细胞

用50 μg/L罗丹明标记的鬼笔环肽(phalloidin)直
接染色, 室温下孵育30 min. 从固定细胞开始每

一部操作以后用PBS洗3次, 每次3 min, 最后用

清水漂洗, 300 mL/L甘油封片. 在荧光显微镜下

观察细胞的骨架.
统计学处理 所得数据用SPSS13.0统计软件

进行检验, Boyden迁移槽迁移率分析多个均数

间比较用单因素方差分析(One-Way ANOVA), 
两两比较采用SNK检验, 蜂鸟表型采用t检验, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 Boyden迁移槽分析 Boyden迁移槽在培养箱

中孵育12 h后, 部分细胞通过膜上的小孔迁移到

膜的底侧, 经固定染色后, 可见到膜上的细胞(图
1A). 观察结果表明, H pylori刺激细胞后能够促

进细胞的迁移, 两实验组与对照组相比细胞迁

移数明显提高(F  = 12697.314, P <0.01), 各组之间

两两相比也具有统计学意义(P <0.01), 说明这种

作用在一定范围内呈现浓度依赖性(图1B).
2.2 刮除-迁移分析 刮除细胞后24 h, 加入H pylori
裂解液后, 与对照组相比, 由未刮除部分迁入刮

除部分的细胞增加, 这种作用呈现浓度依赖性

(图2).
2.3 蜂鸟表型 刺激24 h后, 细胞出现蜂鸟表型

(图3B), 持续约12 h, 至刺激后36 h蜂鸟表型消

失, 细胞开始凋亡, 而对照组细胞基本没有出现

蜂鸟表型(图3A), 两者将比具有统计学意义(t  = 
29.626, P <0.01).
2.4 H pylori 对细胞骨架的作用 细胞固定后用

phalloidin对F-actin染色, 发现对照组细胞仅有

少量应激纤形成(图4A, C), 而用H pylori刺激10 
min后, 应激纤维增加(图4B, D).

3  讨论

H pylori自发现以来, 因其与消化系疾病如消化

性溃疡, 慢性胃炎和胃癌的发生密切相关 [1-2], 
其致病机制一直是研究的焦点 .  以往研究表

明, CagA阳性的H pylori所含有的CagA致病岛

(CagPAI)编码的IV型分泌系统能够将CagA蛋白

注入胃上皮细胞[9]; 在细胞内Src家族酪氨酸酶

的作用下, 细胞内CagA发生磷酸化, 与SHP-2形
成复合物, CagA- P-SHP-2复合物的形成可下调

SHP-2的磷酸酶活性, 导致黏附激酶去磷酸化而

失活, 从而引起细胞发生蜂鸟样改变, 提高细胞

的活动性[10-11], 而SHP-2磷酸化可激活RhoA的

活性[12], 引起一系列生物学变化. Backert et al [13]

将H pylori活菌刺激人胃癌细胞AGS, 发现在

CagA阳性的H pylori中, 有一个胃癌菌株Ca130
其CagA虽有表达但没有发生磷酸化; 将Ca130
裂解液感染AGS细胞裂解液, CagA发生了磷酸

化, 推断出现这种现象的原因可能是因为该菌

株缺乏Ⅳ型分泌系统或者相关的信号转导通

路, 导致CagA没有被转入AGS细胞. 由此我们

■应用要点
本研究为H pylori
感染后疾病的发
生发展提供了线
索, 有助于加深对
H pylori 的致病机
制的认识. 

■创新盘点
本研究将临床分
离得到的H pylori
超声裂解, 以超声
提取物刺激人胃
癌细胞SGC-7901, 
观察细胞形态学
的改变, 不同于以
往以活菌刺激细
胞后观察其改变. 

图 1 H pylori 提取物刺激后细胞迁移数. A: 经小孔迁移到膜底部的细胞(甲苯胺兰×200); B: 细胞迁移平均数, bP<0.01 vs  高

浓度组与对照组.

A 700

600

500

400

300

200

100

0

细
胞

迁
移

平
均

数

b

对照组          低浓度           高浓度

B



www.wjgnet.com

推测H pylori发挥致病作用并不完全依赖于活

菌的Ⅳ型分泌系统, 可能有其他的毒力因子参

与了这个过程. 他们将H pylori活菌感染胃癌细

胞AGS 4 h, 观察到有25%-48%的细胞发生迁移, 
有56%-80%的细胞发生了蜂鸟表型, 并且发现

蜂鸟表型只发生于CagA阳性的菌株, 但是在胃

炎菌株P227和胃癌菌株P310中, 虽然CagA发生

了磷酸化, 但是细胞没有发生蜂鸟表型, 这说明

CagA磷酸化对于发生蜂鸟表型是必须的, 但是

还不足以诱导细胞发生这种表型, 还有赖于其

他毒力因子的参与才能引起蜂鸟表型.
我们将从临床分离得到的H pylori超声裂

解, 刺激人胃癌细胞SGC-7901, 受H pylori刺激

的细胞发生了蜂鸟表型, 活动性提高, 细胞内

■名词解释
“蜂鸟”型: 细胞
中的针尖样突出, 
有一个或多个, 长
度为20-70 μm, 大
于2倍的细胞直径. 

A B

C D

E F

图 2 刮除-迁移法24 h各组细胞情况. A, C, E: 两线之间的细胞被刮干净未刺激; B, D, F: 24 h后, 其中B为对照组, D为低浓

度刺激组, F为高浓度刺激组.
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图 3 H pylori 作用24 h后SGC-7901细胞形态改变. A: 对照组; B: H pylori刺激24 h后蜂鸟表型; C: 对照组与刺激组细胞出现

蜂鸟型的百分率. t = 29.626, bP = 0.000 vs  对照组.
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应激纤维也较对照组增多. 这一结果提示我们

H pylori刺激人胃癌细胞SGC-7901后, 其毒力

作用并不是完全依赖于CagA, 可能有其他毒力

因子通过某些途径参与其致病过程. 因活化的

RhoA可引起细胞发生一系列反应, 如细胞内细

胞骨架的重排[14], 增强肿瘤侵袭性[15], 促进细胞

的活动[16]等, 并且印亦萍 et al [8]已证实H pylori
超声提取物刺激SGC-7901后, 活性RhoA表达

增强, 而总RhoA表达量没有变化. 还有研究报

道H pylori生物活性物质是通过顺式转录调控

元件SRE调控细胞基因表达的[17]. 所有这些都

提示我们H pylori超声提取物刺激人胃癌细胞

SGC-7901后, 可能通过细胞内一系列信号转导

通路, 使RhoA的活性得到提高, 促使细胞迁移

性增强, 骨架发生重排引起细胞发生蜂鸟表型. 
这一结果的发现为我们了解H pylori感染后疾病

的发生发展提供了线索, 有助于加深对H pylori
的致病机制的认识. 然而, H pylori超声提取物

中哪些毒力因子参与了其致病机制, 又是通过

什么受体, 什么信号通路作用于宿主细胞, 这种

细胞内转导通路与CagA有无相关性, 这些问题

都有待于进一步研究.
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图 4 F-actin的phalloidin荧光染色. A, C: 对照组; B, D: 刺激组; A-B: phalloidin×200; C-D: phalloidin×630.
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Abstract
AIM: To investigate whether HepG2.2.15 cell 
line induces the expression of connective tissue 
growth factor (CTGF) and transforming growth 
factor-β1 (TGF-β1) in hepatic stellate cells and 
the mechanism of hepatitis B virus (HBV) in 
inducing fibrogenesis.

METHODS: The hepatic stellate cells (LX-2) 
were co-cultured with HepG2 or HepG2.2.15 in 
vitro and the LX-2 cells cultured alone were used 
as controls. After culturing for 24, 48 and 72 h, 
real-time polymerase chain reaction (PCR) was 
performed to detect the expression of CTGF and 
TGF-β1 mRNA in LX-2 cells. Western-blot analy-

sis was used to measure the expression of CTGF 
and TGF-β1 proteins in LX-2 cells.

RESULTS: After 24, 48, and 72 h, the expres-
sion of CTGF and TGF-β1 mRNA in LX-2 cells 
co-cultured with HepG2.2.15 were higher than 
those in the controls (CTGF: 1.7, 4.2, 9.6 times 
higher, P < 0.01; TGF-β1: 2.2, 6.1, 8.1 times 
higher, P < 0.01), and the most eminent effect 
was found at 72 h; however, CTGF and TGF-β1 
mRNA expression in LX-2 cells co-cultured with 
HepG2 were 1.7, 1.2, 1.3 and 2.7, 1.9, 2.1 times 
higher than those in the controls (all P < 0.05). 
At the same time point, the protein expression of 
CTGF and TGF-β1 in LX-2 cells co-cultured with 
HepG2.2.15 (CTGF: 2.1, 2.6, 2.5 times higher, P < 
0.01; TGF-β1: 1.7, 3.3, 3.1 times higher, P < 0.01) 
or HepG2 (CTGF: 1.6, 1.1, 0.9 times higher, P < 
0.05; TGF-β1: 1.1, 1.4, 2.5 times higher, P < 0.05) 
were also higher than those in the control cells.

CONCLUSION: The expression of fibrosis-related 
factors in hepatic stellate cells are increased signifi-
cantly after co-culturing with HepG2.2.15, which 
proves that HBV can induce fibrogenesis in vitro.

Key Words: Hepatitis B virus; Hepatic fibrosis; Cell 
co-culture; Connective tissue growth factor; Trans-
forming growth factor-β1

Ha MH, Rao HY, Liu F, Pan XB, Feng B, Chen HS, Wei 
L. Hepatitis B virus induces expression of connective 
tissue growth factor and transforming growth factor-β1 in 
hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(9): 924-928

摘要
目 的 :  研 究 转 染 乙 型 肝 炎 病 毒 ( H B V ) 的
HepG2.2.15细胞株在体外促进肝星状细胞中
CTGF和TGF-β1的表达, 进而探讨HBV促肝细
胞纤维化的机制. 

方法: 将HepG2和HepG2.2.15细胞株分别在体
外与肝星状细胞(LX-2)共培养, 以单独培养的
肝星状细胞为对照组. 培养24, 48, 72 h后, 以
Real-time PCR定量检测肝星状细胞中CTGF
和TGF-β1 mRNA的表达, 以Western blot定量

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染呈世
界性流行, HBV的
感染导致肝细胞
的损伤和炎症, 与
肝纤维化和肝细
胞癌的发生呈强
相关性.

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科
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检测其蛋白表达.
 
结果: 与对照组比较, 在24、48、72 h时点, 
CTGF和TGF-β1 mRNA分别增高约1.7、4.2、
9.6倍(P <0.01)和2.2、6.1、8.1倍(P <0.01), 以
72 h差异最为显著; 而与HepG2细胞共培养实
验组LX-2细胞CTGF和TGF-β1 mRNA在三个
时间点分别增高约1.7、1.2、1.3倍(P <0.05)和
2.7、1.9、2.1倍(P <0.05). CTGF和TGF-β1蛋
白表达量分别增高约2.1、2.6、2.5倍(P <0.01)
和1.7、3.3、3.1倍(P <0.01), 以48 h差异最为
显著; 而与HepG2细胞共培养实验组LX-2细
胞CTGF和TGF-β1蛋白表达量在三个时间点
分别增高约1.6、1.1、0.9倍(P <0.05)和1.1、
1.4、2.5倍(P <0.05).

结论: 与HepG2.2.15细胞株共培养后, 肝星状
细胞中肝纤维化相关因子的表达明显增强. 体
外实验证明HBV具有诱导肝细胞纤维化的重
要作用. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 肝纤维化; 细胞共培养; 结

蒂组织生长因子; 转化生长因子β1
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染呈世

界性流行, 但不同地区HBV感染的流行强度差

异很大. 全世界有3.5亿慢性HBV感染者, 每年

约有50-120万人死于HBV感染相关的并发症[1-4]. 
HBV的感染导致肝细胞的损伤和炎症, 与肝纤

维化和肝细胞癌的发生呈强相关性[5-8]. 
肝纤维化的发生是由于细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)的过多积聚, 构成ECM
的主要成分是胶原纤维Ⅰ和胶原纤维Ⅲ[9-13]. 激
活的肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是
合成ECM的主要效应细胞[16-18]; 转化生长因子

(transforming growth factor, TGF)-β1是促纤维化

合成最重要的细胞因子, 能强有力的促进ECM
的合成和积聚[19-21]; 结蒂组织生长因子(connec-
tive tissue growth factor, CTGF)是在TGF-β1诱导

作用下, 由人上皮细胞合成分泌, 作为TGF-β1下
游调控因子调控纤维化反应[22-25]. 

虽然研究表明HBV与肝细胞纤维化、肝硬

化呈强相关性; 但是HBV致肝细胞纤维化的机

制仍未阐明. 特别是感染HBV的肝细胞是否促

进了肝细胞纤维化的发生, 如果感染了HBV的

肝细胞促进了肝细胞纤维化的发生, 其机制及

调控通路是什么. 本研究利用体外细胞共培养

技术对这一课题进行研究.  

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM(dulbecco's modified eagle's 
medium)高糖培养基以及胎牛血清(fetal bovine 
serum, FBS)购自美国Hyclone公司; RNA反转录

试剂, 荧光定量PCR反应扩增仪TaKaRa Ex Taq 
R-PCR Version.2.1均购自TaKaRa公司; 人肝星

状细胞系LX-2, 由Friedman教授和徐列明教授

(上海中医药大学肝病研究所)惠赠, HepG2和
HepG2.2.15细胞系为本所保存细胞系, Transwell
细胞共培养系统购自Corn ing公司, 小鼠抗人

CTGF和TGF-β1一抗购自R&D公司, PBS由北京

大学人民医院生产. BCATM蛋白定量试剂盒和

ECL Western印染发光试剂购自Pierce公司, 硝酸

纤维素膜购自Gelman公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞共培养: 以含100 mL/L FBS DMEM
培养基分别培养LX-2、HepG2和HepG2.2.15
细胞, 选取生长状态良好的细胞, 按照HepG2
和H e p G2.2.15细胞与L X-2细胞比例分别为 
4∶1接种于Transwell细胞共培养系统中. HepG2
和HepG2.2.15细胞接种于可渗透性滤膜上层; 
LX-2细胞接种于可渗透性滤膜下层. LX-2细胞

接种密度为5×107个/L, HepG2和HepG2.2.15细
胞接种密度为2×108个/L. 对照组LX-2细胞按

照5×107个/L密度接种于普通6孔板, 无其他细

胞与其共培养. 等待细胞生长至50%融合度时以

PBS漂洗三遍, 加入含2 mL/L FBS DMEM培养

基培养至72 h. 
1 . 2 .2  引物设计 :  利用B i o e d i t软件设计引

物. CTGF上游引物序列: TGCGACTCCAC 
C C T C C A G C,下游引物序列 :  G G C G G T C 
ATGGTTGGCACTG; TGF-β1上游引物序列: 
TTGCTCCCTCCCTGCCCC, 下游引物序列: 
CAGGAGACAGGCCGGGGATG.
1.2.3 RNA逆转录: 逆转录体系为: Total RNA 1.5 
μg, MgCl2 2 μL, 10×RT Buffer 1 μL, dNTP 1 μL, 
RNase Inhibitor 0.25 μL, AMV Rverse Transcriptase 
0.5 μL, Oligo dT primer 0.5 μL, RNase free ddH2O 
3.75 μL. 反应按照以下过程进行: 30℃ 10 min, 
42℃ 50 min, 95℃ 5 min, 4℃ 5 min. 

■创新盘点
本研究以体外共
培 养 实 验 证 明
HBV通过感染肝
细胞释放促肝纤
维化因子诱导肝
纤维化的形成. 
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1.2.4 Real-time PCR(Sybr Green法): 反应体系为: 
TaKaRa Ex Taq 0.25 μL, PCR Forward Primer 0.5 
μL, PCR Reverse Primer 0.5 μL, dNTP Mixture 
0.75 μL, 模板1 μL, Mg2+ Solution 0.5 μL, 5×
Real time PCR Buffer(Mg2+ Free)5 μL, Even green 
2.5 μL, 加ddH2O至总体系25 μL. PCR反应条件: 
95℃ 120 s, 95℃ 15 s, 60℃ 20 s, 72℃ 20 s. 将
预实验的PCR产物按照测A值后以10倍浓度梯

度进行稀释, 选择1/1000, 1/10 000, 1/100 000, 
1/1 000 000浓度的稀释产物作为标准品模版, 进
行荧光定量PCR反应并同时在荧光定量PCR仪

中输入以上4个浓度梯度的浓度数值. 通过这4
个标准品生成的反应数据, 软件Rotor-Gene 6.0
根据反应的荧光实时监控数据和标准品的浓度

关系, 生成标准曲线. 通过此标准曲线来计算在

标准曲线所划定的CT值时的样品浓度. 通过所

得到的浓度可计算出样品在此刻的拷贝数.
1.2.5 Western blot: 参照Bio-Rad公司提供的配

胶方案配制12%分离胶和5%积层胶. 积层胶聚

合时, 蛋白样品与2×上样缓冲液等体积混合, 
100℃煮沸5 min使蛋白变性. 用微量移液器按

预定顺序加样, 每孔上样50 μg总蛋白. 上样后, 
200 V稳压条件下进行电泳, 直至溴酚兰到达分

离胶底部(约45 min), 关闭电源结束电泳. 转膜

后, 把硝酸纤维素膜转移到杂交袋中室温下摇

床预杂交3 h按0.1 mL/cm2膜面积加入5% Blotto
预杂交液及分别加入1∶200至1∶1000稀释度

的小鼠抗CTGF和TGF-β1抗体, 4℃摇床过夜. 
5% Blotto预杂交液漂洗3次, 每次15 min. 按0.1 
mL/cm2膜面积加入5% Blotto预杂交液及分别加

入1∶1000稀释度的辣根过氧化物酶标记的抗鼠

IgG抗体, 室温下摇床杂交45 min. 5% Blotto预
杂交液漂洗1次, 15 min, 0.05% TBS-T漂洗2次, 
每次10 min, 1×TBS漂洗1次, 10 min. ECL显
影, 用Umax2100XL扫描仪以及Quantity One图
像分析软件测定条带的吸光度值(A ), 以CTGF
和TGF-β1的光密度值/β-actin的光密度值代表

CTGF和TGF-β1蛋白的相对表达量. 
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 用

SPSS11.0统计软件, 组间差异采用单因素方差

分析.

2  结果

2.1 Real-time PCR法检测与HepG2、HepG2.2.15
细胞共培养后L X-2细胞中C T G F和T G F-β1 
mRNA的差异表达 各实验组均取同样条件下

培养的3份标本进行检测, 取其平均值. 将单独

培养组LX-2细胞中CTGF和TGF-β1 mRNA的

表达量设定为1倍, 将共培养实验组LX-2细胞

中CTGF和TGF-β1 mRNA表达量与其比较. 发
现, 与HepG2细胞共培养实验组LX-2细胞CTGF
和TGF-β1 mRNA在24、48、72 h时间点分别

增高约1.7、1.2、1.3倍(P <0.05)和2.7、1.9、
2.1倍(P <0.05); 与H e p G2.2.15细胞共培养实

验组LX-2细胞CTGF和TGF-β1 mRNA在24、
48、72 h时间点分别增高约1.7、4.2、9.6倍
(P <0.01)和2.2、6.1、8.1倍(P <0.01). 其中以72 
h与HepG2.2.15共培养组LX-2细胞中CTGF和
TGF-β1 mRNA表达差异最为显著(图1). 
2.2 Western blot检测与HepG2、HepG2.2.15细胞

共培养后LX-2细胞中CTGF和TGF-β1蛋白的差

异表达 各实验组均取同样条件下培养的3份标

本进行检测, 取其平均值. 发现与正常对照组相

比, 与HepG2细胞共培养实验组LX-2细胞CTGF
和TGF-β1蛋白表达量在24、48、72 h时间点

分别增高约1.6、1.1、0.9倍(P <0.05)和1.1、
1.4、2.5倍(P <0.05); 与HepG2.2.15细胞共培养

实验组LX-2细胞CTGF和TGF-β1蛋白表达量在

24、48、72 h时间点分别增高约2.1、2.6、2.5
倍(P <0.01)和1.7、3.3、3.1倍(P <0.01). 其中以

图 1 Real-time PCR法检测与HepG2、HepG2.2.15细胞共
培养后LX-2细胞中mRNA的差异表达. A: CTGF; B: TGF-β1.
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■应用要点
本文证明HBV感
染后致肝纤维化
的调控途径, 明确
了HBV促进释放
的重要促纤维化
因子, 为临床治疗
HBV感染后肝纤
维化指明靶点.
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48 h与HepG2.2.15共培养组LX-2细胞中CTGF和
TGF-β1蛋白表达量增高最为显著(图2). 

3  讨论

多种研究表明, 抑制HSC的表达明显减少肝纤

维化基质的沉积 [26-27]. 至目前为止, 尚未有研

究表明HBV能够感染HSC, 也未有感染了HBV
的HSC细胞建系成功. 缺乏HBV直接感染HSC
的证据, 对于研究HBV致肝细胞纤维化的机制

提出新的难题. 转染了HBV的HepG2.2.15细胞

上清中含有HBV的各种蛋白及HBV的复制中

间体[28], 是目前研究HBV的有效模型. 我们对

HepG2.2.15细胞与HSC共培养后能否促进HSC
纤维化表达增强进行了研究. 

在实验中我们利用了细胞共培养技术 . 
Transwell细胞共培养系统的优点是: 利用聚碳

酸酯膜将两种细胞分隔开, 避免了两种细胞的

直接作用, 而直径小的多的细胞因子可以自由

通过膜, 在细胞间发挥调控作用. 
TGF-β1在肝纤维化发生过程中具有重要作

用. TGF-β1诱导ECM的合成和积聚, 是肝纤维化

反应的中心调控因子. TGF-β1还能促进胶原纤

维的合成并下调金属基质蛋白的表达[29-31]. 
本文对与HepG2和HepG2.2.15细胞共培养

后的LX-2细胞中CTGF和TGF-β1的表达, 从基

因水平和蛋白水平进行了检测. 本研究发现, 同
对照组相比, 与HepG2和HepG2.2.15细胞共培养

后的LX-2细胞中CTGF和TGF-β1的表达水平均

有明显升高, 与HepG2.2.15细胞共培养后效应更

为显著. 其中与HepG2.2.15细胞共培养后CTGF

和TGF-β1 mRNA的表达在72 h升高最为明显;  
CTGF和TGF-β1蛋白的表达量在48 h亦有明显

升高. 
本研究利用体外细胞共培养技术, 证明了

与HepG2细胞相比, HepG2.2.15细胞能明显促

进HSC中CTGF和TGF-β1的表达. 而CTGF和
TGF-β1在肝纤维化的过程中具有重要促进作

用, 我们的实验证明HBV可能通过促进HSC中

肝纤维化相关调控蛋白的表达, 发挥重要的致

肝细胞纤维化的作用.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1), 
Smad2/3, Smad4 and Smad7 in Schistosoma 
japonicum-fibrotic liver tissues and to explore 
the fibrogenic molecular mechanism. 

METHODS: Eighty healthy ICR mice were ran-
domly divided into model group and normal 
control group. The model mice were infected 
with cercaria of Schistosoma japonica. The mice 
in both groups were killed at the end of the 4th, 
6th, 8th and 12th wk respectively, and their livers, 
spleens, and bodies were weighed. Liver tissues 
were taken for HE and scarlet staining. Tissue 
microarray was prepared and immunohisto-
chemical staining was used to detect the expres-

sion of TGF-β1, Smad2/3, Smad4 and Smad7. 

RESULTS: In comparison with those in the 
normal control group, the livers and spleens of 
model mice were heavier and liver/body ratio 
was higher (liver, 12 wk: 2.99 ± 0.28 g vs 1.83 ± 
0.13 g; spleen, 12 wk: 0.87 ± 0.15 g vs 0.14 ± 0.02 
g; liver/body ratio, 12 wk: 0.09 ± 0.01 vs 0.04 ± 
0.00; all P < 0.01); the expression of TGF-β1 and 
Smad2/3 was significantly stronger in livers of 
the model mice (TGF-β1, 12 wk: 0.105 ± 0.008 vs 
0.024 ± 0.002; Smad2/3, 12 wk: 0.094 ± 0.009 vs 
0.003 ± 0.001, all P < 0.01), and the above indexes 
were positively correlated with the degrees of 
hepatic fibrosis (r = 0.635, 0.482, 0.646, 0.347, 
and 0.662, respectively; all P < 0.05). Smad4 was 
found increased in livers of the model mice, but 
its expression decreased with the development 
of hepatic fibrosis (4 wk: 0.075 ± 0.011 vs 0.023 ± 
0.006, 6 wk: 0.043 ± 0.008 vs 0.010 ± 0.002, 8 wk: 
0.038 ± 0.009 vs 0.003 ± 0.002, 12 wk: 0.028 ± 0.004 
vs 0.013 ± 0.006, all P < 0.01). Smad7 expression 
heightened only at the 8th wk. 

CONCLUSION: TGF-β1 and Smad2/3 might 
play important roles in liver fibrogenesis and 
Smad4’s effect might occur at early and middle 
stage of hepatic fibrosis. 

Key Words: Liver fibrosis; Schistosomiasis japoni-
cum ; Transforming growth factor-β1; Smads
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摘要
目的: 探讨小鼠日本血吸虫病纤维化肝组
织中转化生长因子(t r a n s f o r m i n g g r o w t h 
fac tor-β1, TGF-β1)、Smad2/3、Smad4和
Smad7的表达和肝纤维化的发病机制.

方法: 清洁级6-8 wk龄ICR小鼠80只, 雌雄各
半, 随机分为模型组和正常对照组, 用血吸虫
尾蚴腹部贴附法制成动物模型, 正常组未予处
理. 感染后wk 4、6、8和12末分批处死2组小
鼠且称肝脾质量, 取部分肝做病理学观察, HE
染色和猩红染色, 制作组织芯片, 免疫组化检
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■背景资料
日本血吸虫病是
热带亚热带发展
中国家的主要寄
生虫病, 其发病率
在我国近几年有
所上升, 其导致的
肝纤维化是危害
患者健康的主要
原因. 

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵阳医学院附属
医院感染科



测TGF-β1、Smad2/3、Smad4和Smad7在各组
的表达状况. 

结果: 与正常组相比, 模型组小鼠肝脾质量和
肝指数均高(肝, 12 wk: 2.99±0.28 g vs  1.83±
0.13 g; 脾, 12 wk: 0.87±0.15 g vs  0.14±0.02 
g; 肝指数, 12 wk: 0.09±0.01 vs  0.04±0.00; 均
P <0.01), TGF-β1和Smad2/3表达也均高于正常
对照组(TGF-β1, 12 wk: 0.105±0.008 vs  0.024
±0.002; Smad2/3, 12 wk: 0.094±0.009 vs  
0.003±0.001, 均P <0.01), 以上指数分别与肝
纤维化程度呈正相关(r  = 0.635, 0.482, 0.646, 
0.347, 0.662; 均P <0.01); Smad4表达高于对照
组且随着纤维化的发展表达量在逐渐下降(4 
wk: 0.075±0.011 vs  0.023±0.006, 6 wk: 0.043
±0.008 vs  0.010±0.002, 8 wk: 0.038±0.009 
vs  0.003±0.002, 12 wk: 0.028±0.004 vs  0.013
±0.006; 均P <0.01), Smad7仅8 wk表达增强. 

结论: TGF-β1和Smad2/3表达增强在肝纤维
化的发生中起重要作用, Smad4可能主要在纤
维化的早中期发挥效应.
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0  引言

日本血吸虫病发病率近几年有所上升, 中晚期

血吸虫病患者慢性肝纤维化和巨脾是危害患

者健康的主要原因 .  我们检测转化生长因子

(transforming growth factor-β1, TGF-β1)及Smads
信号在肝纤维化过程中的改变, 为日本血吸虫

病肝纤维化的防治提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 中国大陆株日本血吸虫尾蚴阳性钉螺

购自江苏省血吸虫病防治研究所; 清洁级ICR
小鼠80只购自安徽省实验动物中心; P V法免

疫组化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有

限公司; 抗TGF-β1抗体(BA0290)、抗Smad2/3
抗体(BA1395)、抗Smad4(BA1399) 和Smad7 
(BA1397)抗体均购自博士德生物工程有限公司. 
1.2 方法 6-8 wk龄小鼠80只, 体质量31±2 g, 随机

分为模型组和正常对照组, 雌雄各半. 将钉螺置

于水中室温下孵育24 h, 可观察到逸出的尾蚴, 将
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玻片置于水中数分钟使其黏附尾蚴(每张玻片约

含尾蚴30±1条)[1]并贴附于已备皮的模型组小鼠

的腹部10 min制成动物模型, 1 wk内观察到模型

组小鼠腹部呈尾蚴性皮炎改变. 于4、6、8和12 
wk分别处死两组小鼠各10只并称体质量, 取肝

脾分别称质量, 计算肝指数(肝质量/体质量), 切
取肝脏右叶组织1块用40 g/L中性甲醛固定, 余下

部分置于-20℃冰箱备用. 肝组织常规石蜡包埋, 
4 μm连续切片, 作HE和天狼猩红染色, 光镜观察

肝组织病理变化和纤维化程度并分级打分. 肝纤

维化程度判定标准[2]: 0级: 20 = 1, 正常; Ⅰ级: 21 
= 2, 胶原纤维包绕肉芽肿周围并插入其中; Ⅱ级: 
22 = 4, 汇管区有大量纤维, 小叶间仅有少量纤维; 
Ⅲ级: 23 = 8, 纤维组织大量延伸至小叶间. 光镜

下观察HE切片的形态, 于虫卵肉芽肿明显处用

定位仪定位, 在相应蜡块的对应区域钻取3点, 置
于组织芯片的相应位点, 正常组也每例均取3点, 
制成7×6点阵的组织芯片(每孔直径2 mm), 重新

石蜡包埋, 4 μm连续切片, 贴附于多聚赖氨酸处

理的玻片上, 分别作HE和免疫组化染色. 采用PV
法, 常规脱蜡至水, 柠檬酸缓冲液热抗原修复, 抗
TGF-β1抗体1∶100稀释, 余抗体均1∶50稀释, 
DAB显色, 苏木素复染. PBS代替一抗做阴性对

照, 已知阳性片做阳性对照. 在统一的拍摄条件

下每例均拍摄5个高倍视野(×400)的病变组织, 
用Image-pro plus 5.0图像分析软件行吸光度分析, 
常规吸光度校正, 取平均吸光度值.

统计学处理 用SPSS13.0统计学软件, 计量

资料用mean±SD表示, 采用独立t检验和One-
way ANOVA统计分析, 相关性分析用Spearman
相关, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 小鼠肝脾质量及肝指数 与正常对照组相比, 
6、8和12 wk模型组小鼠肝质量均高, 其中8 wk
最高, 12 wk下降(表1); 模型组小鼠的脾质量和

肝指数逐渐上升, 12 wk最高, 且各时间点均高于

对照组; 模型组这3项值均与肝纤维化程度变化

呈正相关(表2).
2.2 肝脏形态学改变 模型组4 wk可观察到在窦

周隙、肝窦、血管周和汇管区散在点状、小灶

状和族状分布的星状细胞、枯否氏细胞和炎细

胞, 部分肝细胞水肿, 1例汇管区见虫卵; 6 wk可
见虫卵沉积, 肉芽肿形成, 其周围可见胶原; 8 wk
肝细胞水肿明显, 肝索和肝小叶排列紊乱, 可见

大量急性肉芽肿, 其细胞密度高, 以圆形和星形

细胞为主, 周围有丰富胶原沉积, 部分胶原伸至

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝纤维化通过多
种信号转导通路
发 生 ,  T G F -β 1 /
Smads途径是其
中重要的一种, 其
机制尚存争议. 
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汇管区间; 12 wk部分肉芽肿胶原成分增多, 直径

增大, 以梭形的纤维细胞为主, 肝纤维化程度加

重, 可见肉芽肿之间胶原融合, 部分胶原纤维束

沿汇管区延伸并相互连接(图1). 

2.3 肝组织TGF-β1、Smad2/3、Smad4和Smad7
表达 TGF-β1免疫染色定位于细胞质, 部分伴有

细胞膜的表达. 正常肝脏组织中, 仅部分肝细胞

和胆管上皮细胞有微弱的表达. 模型组其表达

■应用要点
TGF-β1、Smad2/3
和Smad4的产生及
激活是肝纤维化
发生的重要过程, 
通过抑制这些信
号分子的产生和
活性从而阻断肝
纤维化的发生. 

■创新盘点
本研究进一步证
实 了 T G F - β 1 和
Smad2/3在血吸虫
病肝纤维化中的
重要作用, Smad4
主要在此过程的
早中期发挥效应, 
且肝纤维化发生
是多种细胞参与
的过程. 

表 1 血吸虫感染小鼠肝脾质量(g)、肝指数及肝纤维化评分(mean±SD)

         
分组                            肝质量                      脾质量                          肝脏指数                        肝纤维化

4 wk 

    模型组

    正常组 

6 wk

    模型组

    正常组

8 wk

    模型组

    正常组

12 wk

    模型组

    正常组

aP<0.05 vs  4 wk; bP<0.01 vs 正常组; cP<0.05 vs  6 wk.

1.83±0.09

1.73±0.12

2.41±0.08ab

1.65±0.07

3.16±0.26ab

2.24±0.15

2.99±0.28ab 

1.83±0.13

0.20±0.02b   

0.09±0.00

0.30±0.03ab

0.11±0.01

0.45±0.10b

0.11±0.01

0.87±0.15abc

0.14±0.02

0.052±0.00b

0.045±0.00

0.07±0.00ab

0.05±0.00

0.08±0.01ab

0.06±0.00

0.09±0.01ab

0.04±0.00

1.1±0.1

1.0±0.0

3.8±0.2ab

1.0±0.0

5.0±0.9ab

1.0±0.0

5.8±0.8ab

1.0±0.0

表 2 血吸虫感染小鼠各项值与肝纤维化评分的相关性

     
                  肝质量           脾质量           肝指数           TGF-β1           Smad2/3           Smad7           Smad4

r   0.635             0.482             0.646             0.347               0.662              0.180            -0.523

P   0.000             0.002             0.000             0.028               0.000              0.265                0.001 

A B

C D

图 1 血吸虫小鼠肝组织病变(猩红染色×100). A: 8 wk正常组; B: 6 wk模型组, 虫卵周围可见胶原沉积; C: 8 wk模型组虫卵

周较多胶原沉积; D: 12 wk模型组虫卵周大量胶原.
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较强, 随时间推移呈逐渐增强趋势, 与肝纤维化

程度呈正相关. 主要分布于肉芽肿中的各种细

胞、胆管上皮细胞、窦周隙的星状细胞、肝窦

及其内的枯否氏细胞, 肉芽肿周围的部分肝细

胞也有较强的表达(图2). Smad2/3定位于细胞

质. 正常小鼠肝组织基本无表达. 4 wk, 模型组

Smad2/3可见呈散在点状、小灶状和族状阳性

表达(图3A); Smad2/3在8 wk和12 wk表达达高峰

(图3B-C), 主要分布于肉芽肿中各种细胞, 少数

伴有细胞核的表达, 胆管上皮细胞和肉芽肿周

围的部分肝细胞也呈阳性. Smad4定位于细胞核

和或细胞质. 正常小鼠肝组织血管内皮细胞及

血管旁少量肝细胞的细胞质微弱表达. 模型组, 
4 wk和6 wk可见星状细胞和炎细胞等细胞表达

(图4A), 部分肝细胞胞质也可见表达, 在8 wk和
12 wk表达量少, 与肝纤维化程度呈负相关(表2). 
Smad7定位于细胞质. 在正常小鼠肝组织血管

内皮细胞、血管壁中的细胞和肝细胞可见表达. 
模型组, 8 wk表达增强, 主要分布于肝细胞, 肉芽

肿中各种细胞也可见少量表达(图4B), 4 wk、6 
wk和12 wk表达与正常组无差异(表3).

3  讨论

TGF-β1是最为重要的致纤维化因子之一, 其对

肝纤维化的发生具有特别重要的病理生理学

意义. 肝纤维化过程中,  随着TGF-β1活性的增

加, 胶原产生及其沉积增加, 说明TGF-β1在肝

脏的过表达诱导了肝纤维化的发生[3-7]. 当阻断

TGF-β的合成或封闭其信号则阻止了在各种动

物模型中纤维化的发生[8-11]. 本文实验结果显示: 
TGF-β1在模型组表达高, 尤其8 wk和12 wk表达

更强, 其变化与肝纤维化程度呈正相关, 证实了

TGF-β1在血吸虫诱导的肝纤维化过程中发挥了

重要作用.
T G F-β1结合到特异受体, 通过信号分子

传递从而发挥作用 ,  其中R-S m a d(S m a d2和
Smad3)结合到Ⅰ型受体(TβR1)并被激活, 随后

他们和通用型的Smad4结合成复合物转入到细

胞核, 调控特殊靶基因的转录(如胶原基因和

抑制型Smads基因)[12]; Smad3在纤维化肝组织

内表达增强, 也是直接的基质产生和纤维形成

的调节者, 其过表达时, 纤维结合蛋白和胶原

Ⅰ的沉积增加, 当其缺乏时胶原表达减少, 抵
制纤维化的发生[13-18]. 应用Smad2, 3, 4反义寡

聚核苷酸或cDNA可有效抑制TGF-β的生物学

功能[19]. 可见, Smad2和Smad3在纤维化过程和

TGF-β1信号途径中扮演着重要的作用. 本实验

中, Smad2/3在模型组肝组织表达较强, 8 wk和

■名词解释
血吸虫病肝纤维
化: 是指由于感染
血吸虫, 虫卵沉积
于肝脏汇管区, 在
虫卵抗原的刺激
下形成虫卵结节, 
结节周围纤维组
织增生, 沿着汇管
区延伸, 形成干线
型肝纤维化. 

图 3 小鼠血吸虫性肝纤维化Smad2/3表达(PV×400). A: 模型组4 wk; B: 模型组8 wk; C: 模型组12 wk.

CBA

CBA

图 2 小鼠血吸虫性肝纤维化TGF-β1表达(PV×400). A: 模型组6 wk; B: 模型组8 wk; C: 模型组12 wk.
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12 wk表达最强, 其表达变化情况与TGF-β1相
似, 和肝纤维化程度呈正相关, 与曾军 e t a l [20]

研究结果一致, 证实Smad2/3在肝纤维化过程

中的重要作用. 结果还显示, Smad4在模型组

表达增加, 主要在炎细胞和星状细胞等细胞内

表达, 随着炎症和纤维化的发展, 肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)演变为肌样成纤维

细胞(myofibroblast, MFB), 炎细胞也逐渐减少, 
纤维细胞和胶原逐渐增加, 因此Smad4表达也

渐减少, 与肝纤维化的变化程度呈负相关, 提示

Smad4也参与了肝纤维化发生, 可能主要在纤

维化的早中期发挥效应. 
Smad7为抑制型Smads, 当被激活时结合激

活的TβR1抑制R-Smad的磷酸化, 阻断TGF-β信
号的转导[21]. 研究还发现, 急性肝损伤时, 分泌的

Smad2诱导Smad7的表达, 而慢性损伤时, Smad2
持续磷酸化则导致Smad7的缺失[22]. 本文结果显

示, Smad7在8 wk一过性升高, 其表达与Smad2/3
呈正相关(r  = 0.553, P<0.01), 可能8 wk时Smad2/3

分泌增加诱导其表达, 但随后活化的Smad2/3持
续磷酸化导致Smad7的降低, 提示Smad7可能在

肝纤维化早期发挥作用. 
另外, 近年来有人提出上皮间质化(epithelial-

to-mesenchymal transition, EMT)可能在纤维化过

程中起着一定作用[23-25]; Kaimori et al [26]研究认为, 
TGF-β1能诱导肝细胞成为EMT状态, 这种状态

的肝细胞内α1(Ⅰ)胶原mRNA表达上调, Ⅰ型胶

原沉积增加. 除了肝脏HSC/MFB, 汇管区的成纤

维细胞、固有的和骨髓源性的间充质细胞也具

有产生纤维的潜能[27-29], 胆管上皮也可能参与了

纤维化过程[12,25]. 本文实验中, 观察到TGF-β1和
Smad2/3不仅在窦周隙的星状细胞和肉芽肿中

的各种细胞表达, 而且在肉芽肿旁的部分肝细

胞和胆管上皮细胞均有较强的表达, Smad4主要

在炎细胞和HSC等细胞内表达. 结合本文结果和

上述文献提示HSC、炎细胞、成纤维细胞、固

有的和骨髓源性的间充质细胞、肝细胞和胆管

上皮细胞等可能均参与了肝纤维化的发生.

■同行评价
本文选题新颖, 实
验数据可靠, 结果
客观, 但论据不够
充分, 具有一定的
学术和实际应用
价值.

表 3 小鼠肝组织中TGF-β1、Smad2/3、Smad4和Smad7的表达(mean±SD,  A )

           
分组                 TGF-β1                         Smad2/3                           Smad7                       Smad4

4 wk     

    模型组          0.056±0.011b             0.034±0.007b             0.038±0.007          0.075±0.011b

    正常组          0.014±0.002              0.005±0.002               0.020±0.005          0.023±0.006

6 wk    

    模型组          0.095±0.007ab            0.037±0.005b             0.020±0.002a          0.043±0.008ab

    正常组          0.036±0.009              0.006±0.002              0.022±0.005           0.010±0.002

8 wk      

    模型组         0.099±0.010ab            0.102±0.009abe           0.058±0.007abe        0.038±0.009ab

    正常组         0.035±0.001              0.011±0.007               0.021±0.005           0.003±0.002

12 wk    

    模型组         0.105±0.008ab            0.094±0.009abe           0.039±0.002ce          0.028±0.004abe 

    正常组         0.024±0.002               0.003±0.001               0.029±0.004           0.013±0.006

aP<0.05 vs  4 wk;  bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  8 wk; eP<0.05 vs  6 wk.

A B

图 4 小鼠血吸虫性肝纤维化Smad4, Smad7表达(PV×400). A: 4 wk Smad4; B: 8wk Smad7.
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Abstract
AIM: To investigate the primary therapeutic 
efficacy of the medical instrument on hepatic 
diseases of type Ⅰ DSG in treating nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) of rats. 

METHODS: Fifty male SD rats were randomly 
divided into 5 groups. The control groups (n 
= 20, N1 and N2 group) were fed with normal 
diet, and the model groups (n = 30, M1, M2 and 
T group) were fed with fat-rich diet consisting of 
0.88 standard normal diet + 0.10 lard oil + 0.02 

cholesterol. Therapeutic group (T group) was 
treated from wk 13 and finished at wk 20. The 
levels of serum alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST), gamma-glu-
tamyl-transpeptidase (GGT), alkaline phospha-
tase (ALP), total protein (TP), triglycerides (TG), 
total cholesterol (TC), low-density lipoprotein 
(LDL), and high density lipoprotein (HDL) were 
measured. The hepatic histologic changes were 
observed with HE and Masson staining.

RESULTS: At the end of the experiment, com-
pared with those in the normal control groups, 
the liver index (t = 8.65, P < 0.01) and serum ALT 
(t = 4.65, P < 0.01), AST (t = 4.74, P < 0.01), ALP 
(t = 3.56, P < 0.01), TP (t = 6.35, P < 0.01), TC (t = 
8.41, P < 0.01), and LDL (t = 8.86, P < 0.01) levels 
were increased significantly in the model control 
groups, and the hepatic steatosis (Z = -4.135, P 
< 0.01), inflammation (Z = -3.752, P < 0.01) and 
fibrosis (Z = -4.156, P < 0.01) were more seri-
ous. Compared with those in the model control 
groups, the serum ALT, GGT, ALP, TP, TG, 
and TC levels were all down-regulated in the 
therapeutic group without significances, while 
AST (t = -2.404, P < 0.05) level was reduced sig-
nificantly. The degrees of hepatic steatosis and 
inflammation were decreased without statistical 
significances, but fibrosis degrees were lightened 
markedly (Z = -3.101, P < 0.01).

CONCLUSION: The medical instrument on 
hepatic diseases of type Ⅰ DSG has some thera-
peutic effect in treating NAFLD of rats.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Medical 
instrument on hepatic diseases of type Ⅰ DSG; Rat
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diseases of typeⅠDSG in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(9): 935-940

摘要
目的: 观察DSG-Ⅰ型生物信息红外肝病治疗
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■背景资料
随着生活方式的
改变和生活水平
的提高 ,  NAFLD
的发病率呈逐年
上升趋势, 其诊断
和治疗成为目前
肝病研究的重点
和热点. 由于此病
因繁多且发病机
制尚不清楚, 临床
上主要采用 “药
物+饮食或运动”

的对症治疗, 但效
果尚不理想. 肝脏
是许多药物的代
谢器官, 许多肝病
药物在治疗肝病
的同时也在加重
肝脏的负担, 因而
非药物治疗肝病
的方法受到国内
外很多学者的青
睐.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



仪治疗大鼠非酒精性脂肪性肝病的疗效. 

方法: ♂SD大鼠50只随机分组, 正常对照组
20只喂饲普通饲料, 模型对照组及近红外光
治疗组共30只喂饲高脂饲料(0.88标准普通饲
料+0.10猪油+0.02胆固醇). 治疗组自13 wk始
进行近红外线照射治疗, 于20 wk结束治疗并
处死各组大鼠, 测定血清ALT、AST、GGT、
ALP、TP、TG、TC、LDL和HDL水平, 同时
观察肝组织学改变. 

结果: 20 w k实验结束时, 与正常对照组相
比, 模型对照组肝指数(t  = 8.65, P <0.01)、
血清ALT(t  = 4.65, P <0.01)、AST(t  = 4.74, 
P <0.01)、ALP(t  = 3.56, P <0.01)、TP(t = 6.35, 
P <0.01)、TC(t  = 8.41, P <0.01)和LDL(t  = 8.86, 
P <0.01)水平显著升高; 肝组织脂肪变性(Z  = 
-4.135, P <0.01)、炎症(Z  = -3.752, P <0.01)及纤
维化程度(Z  = -4.156, P <0.01)均较对照组程度
重. 与模型对照组相比, 近红外光治疗组肝指
数、血清ALT、GGT、ALP、TP、TG和TC
水平均有所下降, 但无统计学意义, 而AST有
明显降低(t  = -2.404, P <0.05); 肝组织脂肪变及
炎症程度较模型组轻, 但无统计学意义, 而肝
纤维化程度较模型组减轻(Z  = -3.101, P <0.01). 

结论: DSG-Ⅰ型生物信息红外肝病治疗仪对
大鼠高脂饮食非酒精性脂肪性肝病有一定的
治疗作用. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; DSG-Ⅰ型生物信息

红外肝病治疗仪; 大鼠
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
diease, NAFLD)是一种肝组织病理学改变与酒

精性肝病相类似但无过量饮酒史的临床病理综

合征[1-2], 目前病理分型包括单纯性脂肪肝、非

酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)和NASH相关性肝硬化3种[3]. 近年证实, 
他不再是过去认为的良性病变, 他可以发展为

肝纤维化乃至肝硬化[4-6]. 随着生活水平的提高, 
其发病率呈逐年上升趋势, 且发病年龄也趋于

年轻化[7], 在世界范围内成为慢性肝病的最常

见病因之一[8]. 此外, 研究表明其还是隐源性肝

硬化的重要病因, 甚至可发展为肝癌[9]. 因此, 
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NAFLD的诊断和治疗是目前肝病研究的重点和

热点之一, 但由于其病因繁多且发病机制尚不

十分明确, 目前临床上此病的治疗效果尚不理

想. 病理生理学研究表明, 慢性肝病患者普遍存

在肝脏的血流动力学异常(尤以肝炎肝硬化阶段

突出), 因而通过改善肝脏血液循环可能会对肝

病治疗起到一定效果. 我们通过高脂饮食建立

NAFLD大鼠模型, 应用DSG-Ⅰ型生物信息红外

肝病治疗仪照射大鼠肝区, 观察大鼠非酒精性

脂肪性肝病的治疗效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠50只, 清洁级, 3 wk龄, 体质量

120-140 g(购自中国科学院上海实验动物中心), 
饲养于上海交通大学医学院实验动物饲养中心. 
猪油、分析纯胆固醇购自上海化学试剂有限公

司, 标准普通饲料由上海斯莱克实验动物有限

责任公司提供, DSG-Ⅰ型生物信息红外光肝病

治疗仪(BILT肝病治疗仪), 由杭州大力神医疗器

械有限公司提供. GGT和ALP试剂盒购自上海科

华生物工程股份公司, ALT试剂盒购自德国罗氏

制药公司, AST试剂盒购自上海北加生化试剂有

限公司, TP试剂盒购自科华东菱试剂有限公司,  
TG、TC、LDL及HDL试剂盒均购自德赛诊断系

统上海有限公司.
1.2 方法 动物模型和近红外治疗, 大鼠普通饲料

预养1 wk并随机编号分组, 随机抽取20只大鼠

分到2个空白对照组N1组(正常对照1组, n  = 10)
和N2组(正常对照2组, n  = 10), 继续给予普通饲

料喂养; 其余30只大鼠则随机分到M1组(模型对

照1组, n  = 10)、M2组(模型对照2组, n  = 10)和
T组(近红外光治疗组, n  = 10)3个组, 并从wk 2
起喂饲高脂饲料(0.88标准普通饲料+0.10猪油

+0.02胆固醇)[10], 饲料加工成固体颗粒(高脂饲

料加工及辐照由上海斯莱克实验动物有限责任

公司完成). 12 wk末处死N1组和M1组大鼠做血

清生化和肝脏组织病理学分析, 观察模型制备

情况. M2组和T组大鼠继续喂饲高脂饮食, 并自

13 wk始, M2组大鼠给予一定物理刺激, 而T组
则每天进行近红外光照射治疗, 具体方法: 将仪

器及鼠架固定好, 使红外光源距离鼠架底部15 
cm, 并调节环境温度在28℃; 固定大鼠呈卧位, 
将指套式换能器夹到鼠尾上采集“脉搏”信

息, 脉搏频率出现后, 调节仪器连杆臂使照射部

位位于大鼠腹部肝区, 照射时间为18-20 min, 近
红外光治疗7 wk. 治疗第1天, 近红外光组大鼠

死亡1只, 原因可能为抓捕手法过于粗鲁. 20 wk

www.wjgnet.com

■研发前沿
慢性肝病患者普
遍存在肝脏血流
动力学异常, 通过
改善肝脏血液循
环的方法可能对
肝病治疗起到一
定效果, 因而既可
改善肝脏微循环
又不加重肝脏负
担的治疗方法成
为研究的热点.
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剩余动物隔夜禁食后ip麻醉处死, 常规留取肝脏

和血清待检. 所有大鼠均自由进食和饮水, 环境

温度、湿度符合标准, 明暗12 h循环. 注意观察

动物的精神状态、活动情况、皮毛光泽度、食

量、大小便等情况. 血清各生化指标采用德国

拜尔ADVIA1650全自动生化分析仪检测. 肝组

织石蜡切片常规HE染色和Masson染色观察肝组

织脂肪变、炎症和纤维化程度. 依据中华医学

会肝脏病学分会制定的非酒精性脂肪性肝病诊

疗指南的病理诊断标准[11]: 肝脂肪变可分为4度
(F0-F4): F0为<5%肝细胞脂肪变; F1为 5%-30%
肝细胞脂肪变; F2为30%-50%肝细胞脂肪变性; 
F3为50%-75%肝细胞脂肪变; F4为75%以上肝细

胞脂肪变. 肝组织炎症程度可分为4级(G0-G3): 
G0为无炎症; G1为腺泡3带呈现少数气球样变肝

细胞, 腺泡内散在个别点灶状坏死; G2为腺泡3
带明显气球样肝细胞, 腺泡内点灶状坏死增多, 
门管区轻-中度炎症; G3为腺泡3带广泛的气球

样肝细胞, 腺泡内点灶状坏死明显, 门管区轻-中
度炎症伴/或门管区周围炎症. 肝纤维化可分为4
期(S0-S4): S0为无纤维化; S1为腺泡3带局灶性

或广泛的窦周/细胞周纤维化; S2为纤维化扩展

到门管区, 局灶性或广泛的门管区星芒状纤维

化; S3为纤维化扩展到门管区周围, 局灶性或广

泛的桥接纤维化; S4为肝硬化.
统计学处理 使用SPSS11.0统计软件包, 计

量资料采用mean±SD表示, 组间比较采用两

独立样本t 检验; 等级资料比较采用秩和检验; 
P <0.05为差异有显著性.

2  结果

实验过程中各组大鼠生长发育状况良好, 除治

疗组1只大鼠死亡, 其余大鼠各方面情况均良好. 
各组大鼠体质量呈进行性增长, 治疗期间体质

量增长幅度T组较M2组小, 肝指数也有相应程

度下降(表1).
2.1 血清生化指标及病理组织学变化 于12 wk
末处死10只正常和10只模型大鼠动态观察模

型形成情况. 与N1组相比, 12 wk末M1组大鼠

ALT、AST、ALP、TP、TC和LDL均明显增

高(P <0.01), HDL较正常对照组降低(P <0.01, 表
2). 肝组织病理学检测显示N1组肝脏组织未见

炎症和脂肪变; M1组大鼠肝脏呈中-重度脂肪变

性, 肝细胞内充满大小不等的脂肪空泡, 呈现以

小泡性脂肪变性为主的混合型脂肪肝; 所有大

鼠均可见到小叶内炎症, 炎症细胞以单核细胞

为主, 点状或小灶性, 1只大鼠可见数个炎症坏

死灶融合成片, 汇管区亦可见到以单核细胞浸

润为主的炎症细胞, 但程度较小叶内轻(图1A-B, 
表3). 血清学及组织学变化均符合非酒精性脂肪

性肝炎标准[11], 模型制备成功, 可满足下一步的

实验要求. 
2.2 大鼠脂肪肝20 wk生化指标和组织病理学变

化 与N2组相比, M2组大鼠ALT、AST、ALP、
TP、TC和LDL均明显增高(P <0.01); 与M2组相

比, T组AST降低明显(P <0.05), ALT、TG、TC等
也均有所下降, 但统计学未见显著差异(表4); 与
N1组相比, N2组各生化指标均未见显著统计学

差异. 与N2组相比, M2组肝脏组织的脂肪变程

度、炎症程度及纤维化分期均有显著统计学差

异(图1C, 表5); T组与M2组相比, 脂肪变程度、

炎症程度及纤维化分期均减轻, 仅纤维化分期

有统计学差异(P <0.01, 图1D, 表6).

3  讨论

DSG-Ⅰ型生物信息红外光肝病治疗仪是根据生

物物理学能量节律共振原理, 利用微电脑采集

生物信息, 从而控制照射波的频率、强度和能

量计时的新一代肝病治疗设备. 他通过自动提

取被治疗者心律信号, 使近红外光脉冲信号与

微循环节律同步从而产生能量共振, 极大提高

■相关报道
目前DSG-Ⅰ型生
物信息红外光肝
病治疗仪的相关
研究主要集中于
协助药物治疗病
毒性肝炎肝纤维
化的临床研究.

表 1 N2、M2及T组之间肝指数及体质量增长幅度的比较

     
分组           n         体质量增长幅度(g)               肝指数(%)       

N2组       10          69.58±15.31                2.66±0.17b

M2组      10          73.00±39.78                5.09±0.78

T组           9          36.00±8.55b                  4.39±0.77

bP<0.01 vs  M2组.

表 2 大鼠脂肪肝12 wk末N1与M1组之间生化指标的比较

     
指标                                 N1组                          M1组

ALT(nkat/L)         519.55±113.02    1250.25±536.92b

AST(nkat/L)       1772.58±383.20    3732.56±2562.88a

ALP(nkat/L)       1173.85±145.58    1792.78±401.98b

GGT(nkat/L)          55.57±8.21            56.07±11.24               

TP(g/L)                  58.04±3.99            63.11±3.06b         

TG(mmol/L)            0.66±0.33               0.47±0.10              

TC(mmol/L)            1.49±0.41               2.36±0.56b          

HDL(mmol/L)         0.83±0.19              0.62±0.09b          

LDL(mmol/L)          0.27±0.06              1.30±0.48b

aP<0.05, bP<0.01 vs  N1组.
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了人体皮肤对光波的透射率, 增加了能量的吸

收率, 使得肝脏部位获得更多的近红外光能量

成为可能. 研究显示, 近红外线透射组织后, 其
光能不仅可被转化成热能, 使局部组织温度升

高、新陈代谢加速及微循环改善, 细胞因此得

到充足的血氧及营养物质并同时带走代谢废物

及毒性物质, 使局部内环境得以改善; 而且其光

能还可通过ATP转化为化学能, 于病态组织可为

■创新盘点
本文选用与人类
NAFLD在生化、

病理及疾病进展
等方面较为相近
且影响因素相对
较少的动物模型
进行研究, 结果说
服力强, 且首次进
行DSG-Ⅰ型生物
信息红外光肝病
治疗仪治疗非酒
精性脂肪肝病的
研究.

表 3 大鼠脂肪肝12 wk末M1组与N1组肝组织病理学比较(n  = 10)

     
分组      

              脂肪变                                          炎症                                        纤维化

               F0   F1    F2   F3   F4    MR            G0   G1   G2   G3    MR             S0   S1   S2   S3   S4    MR      

N1        10    0    0    0    0    5.50         10    0     0     0    5.50         10    0    0     0    0  10.00

M1         0    0    0    1    9  15.50b          1    8     1     0  15.50b          9    1    0     0    0  11.00

bP<0.01 vs  N1组; MR: 平均秩和.

表 4 大鼠脂肪肝20 wk N2、M2及T组之间生化指标的比较

     
指标                                   N2组                                        M2组                                     T组            

ALT(nkat/L)            522.33±116.65b               1573.23±631.57             1164.82±532.58

AST(nkat/L)          2090.70±326.08b               5636.54±2097.57           3446.52±1495.97a

ALP(nkat/L)          1241.92±348.26b               2344.21±828.34             2217.11±717.83

GGT(nkat/L)             31.95±20.67                      45.84±17.26                   41.68±25.20 

TP(g/L)                     62.30±2.22b                       74.15±5.00                     67.14±7.19

TG(mmol/L)                0.91±0.39                          1.00±0.26                       0.84±0.22

TC(mmol/L)               1.83±0.29b                         3.63±0.43                       3.45±0.83

HDL(mmol/L)             1.21±0.17                          1.06±0.24                       0.77±0.19

LDL(mmol/L)              0.24±0.07b                         1.72±0.47                       2.17±0.58

aP<0.05, bP<0.01 vs  M2组.

图 1 大鼠肝脏脂肪变性和炎症程度变化(HE×100). A: N1组, F0, G0; B: M1组, F4, G1; C: M2组, F4, G2; D: T组, F4, G1.

A

DC

B
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细胞提供活化能, 激活组织进行修复和再生[12-13]. 
赵长青 et al [14]研究显示正常人经肝病治疗仪仅

照射一次, 时间为30 min, 其血流量就可显著增

加. 对患者而言, 肝脏微循环的改善, 除了改善

内环境外, 还可使肝脏局部血药浓度增加, 使药

物与肝细胞充分接触, 更好地发挥药效, 从而获

得治疗肝病的功效. 
近来评价肝病治疗仪治疗肝病疗效的相关

报道很多, 大多是临床研究发现, 其在辅助治疗

慢性病毒性肝炎及肝硬化等肝病方面均取得一

定疗效[15-16]. 但因临床研究影响因素较多且尚未

有其治疗非酒精性脂肪肝病的报道, 所以我们

采用大鼠高脂NAFLD模型作进一步研究, 此模

型的优点在于: 其与人类NAFLD在生化、病理

等方面较为相近, 而且不同时段大鼠肝脏病理

处于不同的阶段, 易于分期, 因而较适合疾病发

病机制及治疗的研究; 此外, 此模型饲料配方简

单, 成功率高. 结果显示, 造模12 wk, 大鼠的生

化及病理改变均符合非酒精性脂肪性肝炎标准, 
模型制备成功; 为期7 wk的治疗结果显示, 尽管

只有AST变化有统计学差异, 但是血清学指标及

肝组织学变化均有一定程度的改善, 具有一定

的降酶和抗纤维化作用, 推测如果延长单次治

疗时间并拉长疗程, 或者去除原发病因(高脂饮

食), 或者结合临床药物治疗, 效果可能更好. 此
外, 在治疗过程中, 我们还发现治疗组大鼠的大

小便均增加, 可能与红外光对肠道的照射有关, 
推测本仪器可能对临床便秘患者有一定帮助, 
而且大便通畅, 还可减少肠道内毒性物质入血

入肝, 减少内毒性物质对肝脏的损伤, 从而进一

步发挥保肝作用. 
近年非药物治疗肝病的方法在国内外受到

了很大重视, 因为他可以避免药物在代谢过程

中对肝肾产生的毒副作用. 本仪器在此优点的

基础上, 还有操作简便、无痛无创、无直接接

触、安全性好等优点, 有望成为临床治疗肝病

的得力辅助手段. 
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表 5 20 wk M2组与N2组肝组织病理学比较

     
分组      n

                     脂肪变                                       炎症                                    纤维化

                      F0   F1   F2   F3   F4    MR          G0   G1   G2   G3   MR        S0   S1   S2   S3   S4    MR      

N2      10      9    1   0    0     0    5.50        9     1     0    0    5.75     10    0    0    0     0   5.50

M2       9      0    0   0    0     9  15.00b       0     5     4    0  14.72b      0    8    1    0     0 15.00b

bP<0.01 vs  N2组; MR: 平均秩和.

表 6 20 wk T组与M2组肝组织病理学比较

     
分组      n

                     脂肪变                                       炎症                                    纤维化

                      F0   F1   F2   F3   F4    MR          G0   G1   G2   G3    MR        S0   S1   S2   S3   S4    MR      
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bP<0.01 vs  M2组; MR: 平均秩和.
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本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-28)
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Abstract
AIM: To establish a method to separate the 
different subpopulations of HepG2 cell line 
according to the ability of these cells to extrude 
the Rho123 dye. 

METHODS: Using flow cytometry (FCM) in 
combination with different binding concentra-
tions of Rho123 to analyze and sort subpopula-
tions according to the ability of these cells to 
extrude the Rho123 dye. Viable cell count, soft 
agar cloning method, immunocytochemical 
staining and tumorigenicity investigation were 
performed to show the heterogeneity in Rholow 
and Rhohigh cells. 
  
RESULTS: Rholow cells and Rhohigh cells were 

separated using FACS analysis according to the 
ability of these cells to extrude the Rho123 dye. 
Growth rate, soft agar cloning(50% vs 20%), ex-
pression of alpha-fetoproteins (AFP) (31/32 vs 
20/26, P < 0.01) and tumorigenicity investiga-
tion (7/10 vs 1/10) were significantly increased 
in Rho123low compared with those in Rho123high 
subpopulation. 

CONCLUSION: Subpopulations with stem cell 
properties of the HepG2 cell line can be enriched 
by Rho123/FCM, indicating that hepatocellular 
carcinoma is heterogeneous. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Rho123; 
Heterogeneity; Tumor stem cells; Flow cytometry 

Qian NS, Li R, Yu HC, Cao YX, Zhang FQ, Dou KF. 
Isolation and identification of heterogenic subpopulation 
from the HepG2 cell line by Rhodamine123 extrusion 
assay. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 941-945

摘要
目的: 建立分离肝癌细胞系HepG2中对罗丹明
123(Rho123)染料具有不同排斥能力细胞亚群
的方法, 并探讨其在肝癌异质性研究中的意义. 

方法: 利用流式细胞分选术(FCM)并结合不
同浓度的Rho123染料, 分析和分选肝癌细胞
系HepG2细胞中具有不同染料排斥能力的肝
癌细胞亚群, 再通过细胞生长的测定、软琼
脂克隆形成以及免疫组织化学检测和裸鼠成
瘤实验等方法, 以比较不同肝癌细胞亚群的 
差异. 

结果: 根据不同染料排斥能力可以将肝癌细
胞系HepG2细胞分为Rho low和Rho high2个亚
群, 2个亚群在倍增时间(16.9 h vs  24.7 h)、最
大增生倍数(15.2 vs  12.3)、克隆形成率(50% 
vs  20%)以及甲胎蛋白(AFP)的表达(31/32 vs  
20/26)以及裸鼠成瘤实验(7/10 vs  1/10)上具有
显著性差异(均P <0.01), Rholow亚群是具有干
细胞特性的. 

结论: Rho123结合FCM可以富集具有干细胞
特性的Rholow亚群, 同时进一步证实肝癌的异
质性.

www.wjgnet.com
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■背景资料
恶性肿瘤虽然大
多数是单克隆增
殖而来, 但随着肿
瘤的不断演进常
常在中晚期出现
形态学、生长特
性、侵袭性、转
移能力以及对放
疗和化疗敏感性
等方面不尽相同
的细胞亚株, 而这
种异质性的特点
正是恶性肿瘤容
易复发转移及产
生耐药性的根本
原因. HepG2细胞
是一种常用的人
肝癌细胞系,他是
Aden于1979年从
一阿根廷男孩的
原代肝胚细胞瘤
中分离出的. 他的
形态类似于人的
正常肝实质细胞, 
能合成和分泌具
有人正常肝实质
细胞特征的质粒
蛋白.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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0  引言

恶性肿瘤虽然大多数是单克隆增殖而来, 但随

着肿瘤的不断演进常常在中晚期出现形态学、

生长特性、侵袭性、转移能力以及对放疗和化

疗敏感性等方面不尽相同的细胞亚株, 而这种

异质性的特点正是恶性肿瘤容易复发转移及产

生耐药性的根本原因[1]. 瘤细胞异质性及其所导

致的肿瘤细胞的生物学行为的改变, 对了解肿

瘤细胞的生物学特性和指导临床有重要意义. 
近年来, 利用流式细胞术(flow cytometry, FCM)
可以获得组织中具有原始干细胞特征的成体

细胞, 利用类似的方法可以将肝癌细胞分成两

个不同特性的亚群, 从而获得具有原始干细胞

特性的成体细胞. 我们应用罗丹明123(Rho123)
结合FCM对肝癌细胞系HepG2细胞系分选为

Rholow及Rhohigh亚群, 对2亚群进行差异性比较, 
探讨Rho123/FCM是否可以富集具有干细胞特

性的肝癌细胞亚群和揭示肝癌的异质性.

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2肝癌细胞由中国人民解放军第四

军医大学病理学教研室提供. ♂裸鼠(Balb/C-nu/
nu)20只, 4-6 wk龄, 体质量10-19 g, 由中国人民

解放军第四军医大学动物实验中心提供. DMEM
培养基、2.5 g/L胰酶为Gibco公司产品; 小牛血

清为四季青公司产品; Rho123、琼脂粉为Sigma
公司产品; 小鼠抗人AFP mAb, 羊抗小鼠IgG二

抗免疫组化及DAB显色试剂盒为北京中杉产品; 
FACS Aria流式细胞分选仪为美国BD公司产品; 
BX-51免疫荧光显微镜及DP-70数字图像摄影系

统为Olympus公司产品.
1.2 方法 HepG2细胞常规消化, HBSS洗涤, 制备

成单细胞悬液, 细胞密度为1×1010/L. 等分细胞

悬液, 2组均加入荧光染料Rho123, 根据我们对

MHCC97细胞系Rho123染色浓度选择终浓度为

0.05 mg/L, 其中1组再加入维拉帕米, 终浓度50 
mmol/L. 37℃避光水浴30 min, 冰上5 min终止染

色, 冰预冷HBSS洗涤细胞并重悬. 激发光源480 
nm FCM分选, 对数模式采集信号做一维散点图, 
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将低Rho123且维拉帕米组缺失的区域设定为

Rholow亚群的“门”, 计算百分比, 分选出Rholow

及Rhohigh亚群．

1.2.1 细胞生长的测定: 参考颜政 et al [12]方法, 将
Rholow及Rhohigh亚群消化后, 调整至3×107/L的细

胞密度, 以1 mL/孔分别接种于3 cm的培养皿中, 
2 d换液, 连续培养7 d, 每日各取3个计数, 取平均

值作为结果. 设3个平行孔, 实验重复3次, 计算

平均值. 
1.2.2 软琼脂克隆形成实验: 将Rholow及Rhohigh亚

群密度调整至1×107/L, 按1∶1混合12 g/L琼脂

糖和2×DMEM(含200 mL/L小牛血清), 备底层

琼脂1∶1混合7 g/L琼脂糖和2×DMEM, 加入细

胞悬液40 μL, 制备上层琼脂. 培养10-14 d, 计数

克隆形成数.
1.2.3 甲胎蛋白(AFP)免疫细胞化学分析: 采用

SP方法. 操作步骤参照SP试剂盒说明. 一抗AFP 
mAb, 工作浓度1∶100, DAB显色, 苏木精复染. 
以PBS缓冲液代替一抗作为阴性对照. 胞质出现

棕黄色颗粒定为阳性. 根据阳性细胞百分率分

为: 阳性细胞<10%为(-), 阳性细胞10%-25%为

(+), 26%-50%为(++), >50%为(+++).
1.2.4 裸鼠成瘤实验: 将分选得到Rholow及Rhohigh

亚群用无菌技术接种至裸鼠右侧背部皮下, 每
组肝癌细胞的接种细胞总数均为2×104个, 每隔

3 d观察皮下肿瘤的生长情况. 
统计学处理 用SPSS10.0统计软件包分析,

采用One-way ANOVA均数检验和非参Mann-
Whitney两独立样本秩和检验.

2  结果

2.1 Rholow及Rhohigh亚群的分选 HepG2肝癌细胞

大小、形态、细胞质均一性一致, 无PI染色细胞,
无杂细胞干扰. 单纯加入0.05 mg/L Rho123组有

一低荧光拖尾, 而维拉帕米拮抗组无此区域(图
1), 即Rholow亚群, 占总数的1.6%, 其余为Rhohigh 

亚群.
2.2 Rholow及Rhohigh亚群的生长曲线 Rho123low细

胞比Rho123high细胞具有更旺盛的增殖能力, 前
者倍增时间16.9 h, 后者24.7 h; 前者最大增生倍

数15.2, 后者最大增生倍数为12.3(图2).
2.3 软琼脂克隆形成率 Rholow亚群在软琼脂培养

基中培养1 wk后, 大部分肝癌细胞形成了明显的

细胞克隆, 克隆形成率达到了50%; 而Rhohigh亚

群的克隆形成率仅为20%(图3).
2.4 AFP免疫细胞化学分析 2组细胞内均有AFP

www.wjgnet.com

■相关报道
Minamiguchi  et al
认为,  Rho123low亚
群高度富集了原
始的造血干细胞, 
而且推测人类长
期保持增生能力
的细胞应该是具
有染料外排特性.
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的阳性表达, 阳性反应为显示位于细胞质的棕

黄色颗粒, 且阳性细胞主要集中在Rholow亚群, 
两者比较有统计学差异(图4, 表1).

2.5 裸鼠成瘤实验 接种Rholow亚群的裸鼠1 mo后
在皮下形成明显的种植瘤, 成瘤率为70%(7/10); 
而接种了R h o h i g h亚群的裸鼠未见明显成瘤

(1/10)(图5).

3  讨论

肿瘤干细胞表现为一种特殊类型的干细胞, 他
起源于相对应的成体干细胞. Bonnet et al [1]将肿

瘤干细胞定义为: 能分化出不同表型的, 并能自

我克隆产生子代致瘤性细胞的肿瘤细胞. 在肿

瘤组织中, 这些具有很强肿瘤形成能力的细胞

叫肿瘤干细胞[2], 而那些肿瘤形成能力差或完全

失去肿瘤形成能力的细胞则是后者不同程度分

化的产物. 人急性髓性白血病干细胞是人恶性

肿瘤干细胞的首次报道[3-5], 直到近几年来人们

又开始关注人实体瘤中癌干细胞是否存在的问 
题 [6]. 随后一些实体肿瘤中, 包括乳腺癌 [7-8]、

胰腺癌 [9-10]、肝癌 [11-12]、前列腺癌 [13-14]和脑肿 
瘤[15-16]中已发现了肿瘤干细胞. 虽然这种细胞的

表 1 HepG2肝癌细胞亚群AFP的表达

     
细胞亚群              n              -             +             ++          +++

Rholow                32           1             5           19           7b

Rhohigh               26           6           13             3           4 

U  = 212, bP<0.01 vs  Rhohigh. 
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图 2 HepG2肝癌细胞亚群的生长曲线. 

图 1 Rholow及Rhohigh细胞FCM分选的散点图. 

图 3 HepG2肝癌细胞亚群软琼脂克隆形成实验. A: Rholow

亚群; B: Rhohigh亚群.
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图 4 HepG2肝癌细胞亚群AFP的表达(SP×200). A: Rholow

亚群; B: Rhohigh亚群.

■创新盘点
利用流式细胞分
选术(F C M)并结
合 不 同 浓 度 的
Rho123染料, 分析
和分选肝癌细胞
系HepG2细胞中具
有不同染料排斥
能力的肝癌细胞
亚群, 以比较不同
肝癌细胞亚群的 
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■应用要点
Rho123结合FCM
可以富集具有干
细胞特性的Rholow

亚群, 同时进一步
证实肝癌的异质
性.

数量极少, 但能够瘤性克隆生长, 从而产生不同

表型的癌细胞亚群. 他具有无限的增殖能力和

分化潜能, 是肿瘤形成的起始细胞. 他能够通过

分裂产生大量的增殖能力有限的其他肿瘤细胞

以及增加自身细胞的数量, 所以, 他在肿瘤的发

生、恶化、转移中起重要作用[17]. 肝脏干细胞来

源于前肠内胚层, 是肝前体细胞, 在体内可分化

为肝实质细胞或胆管上皮细胞[18]. 肝细胞癌是世

界上男性最常见的恶性肿瘤之一, 起病隐匿、

发展迅速、恶性程度高, 手术治疗仍然是目前

主要的治疗方法, 但术后5年复发率可高达60%. 
要从根本上阻止或逆转肝癌的发生, 并寻找新

的治疗方法, 就需要从肝癌的细胞学起源方面

进行探索.
干细胞在Hochs t 33342或Rho123染色时

能将该染料泵出 ,  应用F C M不能被该染料染

色的细胞群即是干细胞, 可在众多肿瘤细胞中

区分出肿瘤干细胞[19-20]. Taniguchi et al [21]基于

上述细胞标志用F C M成功地对胚胎肝脏干细

胞进行了分离培养, 分离的胚胎肝脏干细胞向

同系动物肝脏移植可以分化成肝细胞和胆管

上皮细胞 ,  表明胚胎肝脏干细胞的确具有多

向分化潜能. Rho123/FCM的基本原理是利用

了干细胞对染料具有排斥性这一特异性功能

标志, 干细胞能通过细胞表面的P糖蛋白将进

入胞内的R h o123主动外泵至胞外, 表现为低

荧光的特征, 可分选为Rho low和Rho high两个亚 
群 [22], 而且多药抵抗的现象一般伴随P糖蛋白

的过度表达. Lo e t a l [23]用Rho123/FCM成功

富集了大鼠精原细胞, 认为Rho123/FCM相对

Hoechest/FACS(荧光激活的流式细胞分选法)
在分离精原细胞上是有优势的. Minamiguchi  
et al [24]认为, Rho123low亚群高度富集了原始的造

血干细胞, 而且推测人类长期保持增生能力的

细胞应该是具有染料外排特性.

HepG2细胞是一种常用的人肝癌细胞系,
他是Aden于1979年从一阿根廷男孩的原代肝

胚细胞瘤中分离出的. 他的形态类似于人的正

常肝实质细胞, 能合成和分泌具有人正常肝实

质细胞特征的质粒蛋白. 作为一种常用的细胞

系HepG2被用于多项研究中. 我们成功地利用

了Rho123/FCM将培养的HepG2肝癌细胞系根

据对Rho123染料外排能力不同分选为Rholow和

Rhohigh2个亚群. 比较2个亚群, 发现2者的生物

学性状有诸多差异, 存在明显的异质性. Rholow

比Rhohigh亚群具有更短的群体倍增时间和更高

的增殖倍数. 软琼脂克隆形成实验是测定单个

细胞增值能力的有效方法, Rho low亚群在软琼

脂培养基中培养3 wk后, 大部分肝癌细胞形成

了明显的细胞克隆, 克隆形成率达到了50%; 而
Rhohigh亚群在软琼脂培养基中未能形成明显的

细胞克隆, 克隆形成率仅为20%, 说明Rholow相

对Rhohigh亚群具有更强的增值能力. 癌症干细胞

起源学说认为癌症干细胞虽然数目很少, 但能

构瘤性克隆生长, 从而产生不同表型的癌细胞

亚群[25]. AFP属胚胎类抗原, 作为一种胚胎时期

或病理状态的基因表达产物, 他伴随着胚胎发

育和细胞分裂旺盛的过程. 肝癌细胞分化程度

越低, 原始性程度越高, 合成的AFP越多, AFP表
达水平从一定程度上可判断肝癌细胞的分化程 
度[26-30]. 在癌的生物学特性中, 作为恶性肿瘤的

重要标志的成瘤能力最为关键. 实验证实Rholow

和Rhohigh2个亚群的成瘤能力存在明显差异, 证
明两亚群细胞的成瘤能力的异质性. 有理论认

为[6], 这也许是由于不同潜能的肿瘤细胞亚群与

宿主组织或是细胞之间相互作用, 不断消长和

选择组织过程中使最具有成瘤能力的细胞竞争

性存活和发展的结果. 肿瘤干细胞的不对称分

裂, 分裂后形成2个不对称细胞的机制才可能是

肿瘤异质性的根本原因. Rholow亚群具有较强的

增值和成瘤能力. 以上结果说明Rholow亚群具有

A B

图 5 裸鼠HE染色成瘤实验(HE×100). A: Rholow亚群; B: Rhohigh亚群.
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■同行评价
本文实验方法可
靠, 结果可信, 书
写规范, 对进一步
研究肝癌疗效的
影响因素有一定
的指导作用.

基本的肿瘤干细胞特性. 利用Rho123/FCM分离

出具有干细胞特性Rholow亚群是可行的, 仍需要

在表面标志的鉴定筛选等方面做进一步工作.
利用Rho123分离出的Rholow和Rhohigh2个亚

群在生长曲线、增值能力、表面标志表达和成

瘤能力方面存在异质性, 表明Rholow亚群是有干

细胞特性的, 利用荧光激活的流式细胞分选技

术并结合Rho123染料在肝癌HepG2细胞系中分

离出具有干细胞特性的细胞亚群是可行的, 同
时表明肝癌HepG2细胞系也并非由纯一的细胞

组成, 其中实际还存在肝细胞生物学行为的亚

系, 其异质性可能产生于干细胞的分化.
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Abstract
AIM: To compare the positive rates of immune 
fecal occult blood test (IFOBT) and chemical 
fecal occult blood test (CFOBT) in screening 
upper digestive tract bleeding.

METHODS: A total of 206 consecutive patients 
who suffered upper digestive tract bleeding 
and underwent endoscopic examination in our 
hospital were chosen from July 2006 to March 
2007. CFOBT (using o-toluidine) and IFOBT 
were used to detect fecal occult blood positive 
rate in the same fecal specimen, and comparison 
was made between the two methods. The posi-

tive rates were also analyzed combined with the 
clinical data.

RESULTS: The results of IFOBT and CFOBT 
were not associated with anatomic sites in 
esophageal and gastric cancer, but associated 
with the invasion depth in gastric cancer, and 
they were positively correlated with the larg-
est diameter of gastric cancer (IFOBT: r = 0.30, 
P = 0.02; CFOBT: r = 0.20, P = 0.04). Meanwhile, 
IFOBT result showed a positive correlation with 
the largest diameter of esophageal cancer (r = 
0.38, P = 0.01). The positive rate of CFOBT was 
superior to that of squamous cell carcinoma 
(SCC) antigen detection in esophageal cancer 
patients (47.43% vs 20.45%, P < 0.05), and the 
positive rates of both methods were higher than 
those of CA125, CEA and CA199 detection. 
CFOBT was superior to IFOBT in detecting gas-
tric cancer, esophageal cancer, reflux esophagitis 
and peptic ulcer (50.88% vs 35.09%; 47.73% vs 
29.55%; 18.00% vs 6.00%; 60.00% vs 41.82%; all 
P < 0.05). The total positive rate of IFOBT was 
lower than that of CFOBT in detecting upper di-
gestive tract bleeding.

CONCLUSION: The IFOBT is not suitable for 
screening upper digestive tract diseases, but rel-
atively specific for lower digestive tract bleeding. 

Key Words: Chemical fecal occult blood test; Im-
mune fecal occult blood test; Upper digestive tract 
bleeding; Positive rate

Yang HY, Ge ZZ, Dai J, Li XB, Gao YJ. Positive rate 
comparison between immunological and chemical 
methods of fecal occult blood test in upper digestive 
tract bleeding. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 
946-950

摘要
目的: 比较免疫法粪便隐血试验(immune fecal 
occult blood test, IFOBT)和化学法粪便隐血
试验(chemical fecal occult blood test, CFOBT)
在上消化道出血性疾病中的阳性率, 以验证

®

■背景资料
免疫法粪便隐血
试验(IFOBT)是一
种光学检测法, 其
机制是特异性抗
体与人粪便内血
红素中完整的球
蛋白相结合, 其结
果不受饮食、药
物和动物血红蛋
白等因素影响, 因
此假阳性率低, 在
检测结肠出血时
有很高的敏感性, 
被证明适合于人
群的结直肠癌筛
查, 但其是否能有
效探测上消化道
出血则研究很少.

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科
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IFOBT筛查上消化道出血不具特异性. 

方法: 2006-07/2007-03间连续选择我院内镜
中心进行胃镜检查的上消化道出血性疾病患
者206例, 利用邻甲苯胺CFOBT和IFOBT同时
比较两种粪便隐血试验的阳性率, 并结合临床
资料分析其相应结果. 

结果: IFOBT和CFOBT结果均与食管癌、胃
癌的解剖部位及食管癌浸润深度无关, 两者
均与胃癌浸润深度有关, 与胃癌的最大长径
呈正相关(IFOBT: r  = 0.30, P = 0.02; CFOBT: 
r  = 0.20, P  = 0.04); IFOBT与食管癌的最大长
径呈正相关(r  = 0.38, P  = 0.01); CFOBT在食
管癌患者中的阳性率高于食管磷状细胞癌抗
原(SCC)的阳性率(47.43% vs  20.45%, P <0.05); 
两者在胃癌患者中的阳性率均高于C A125, 
CEA和CA199的阳性率. CFOBT检测胃癌、

食管癌、返流性食管炎和消化性溃疡的阳性
率均高于IFOBT(50.88% vs  35.09%, 47.73% vs  
29.55%, 18.00% vs  6.00%, 60.00% vs  41.82%, 
均P <0.05). IFOBT在上消化道出血性疾病中
的总阳性率低于CFOBT.

结论: IFOBT粪便隐血试验不适合上消化道
出血性疾病的筛查, 可能对下消化道出血性疾
病的筛查具有相对特异性.

关键词: 化学法粪便隐血试验; 免疫法粪便隐血试

验; 上消化道出血; 阳性率
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0  引言

基于免疫法粪便隐血试验(immune fecal occult 
blood test, IFOBT)筛查消化道出血的检测机制[1-2], 
一般而言, 其探测上消化道出血的敏感性不如化

学法粪便隐血试验(chemical fecal occult blood test, 
CFOBT)[3-9]. IFOBT研究上消化道出血的相关文

献很少[10-11], 现就IFOBT在上消化道出血性疾病

中的阳性率作一分析, 以验证该方法能较特异反

映下消化道出血的这一特性. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-07/2007-03连续在我院内镜中心进

行胃镜及结肠镜检查的患者256例, 男167例, 女
89例, 平均年龄55.2±15.4岁. 入选标准为临床资

料完整且经病理明确诊断者, 分为上消化道疾病

组和正常对照组. 排除标准则为: (1)合并齿衄、

鼻衄、月经、肛裂、痔等影响检查结果的疾病; 
(2)CFOBT前不愿接受饮食控制的患者; (3)不愿

提交粪便样本的患者; (4)不愿意接受外科手术

治疗的肿瘤患者. 上消化道疾病组共206例, 男
140例, 女66例, 平均年龄58.4±15.1岁. 包括食管

癌44例, 反流性食管炎50例, 胃癌57例, 活动期消

化性溃疡55例. 正常对照组50例, 为胃镜和大肠

镜检查均未发现病变者. 
所有入选者在内镜检查后3 d留取粪便样本, 

为提高检出率, 每例均需连续留取2 d(其中出现1
次阳性则即被认为存在隐血试验阳性), 每次2份, 
分别进行IFOBT和CFOBT检查. IFOBT在粪便样

本采集后24 h内进行, 样本采集后在低温下(4℃)
保存, CFOBT则在样本采集后1 h内完成.
1.2 方法 
1.2.1 IFOBT: 是一种光学检测法, 利用自动分析

仪和乳胶凝聚反应进行检测. OC-乳胶试剂是一

种含有聚苯乙烯乳胶颗粒的被致敏的溶液, 聚
苯乙烯乳胶颗粒表面被涂上一层抗人血红蛋白

抗体, 他们能与人粪便中的血红蛋白发生特异

的凝聚反应, 而不会与动物的血红蛋白或含有

过氧化物酶活性的水果和蔬菜发生凝聚反应, 
受检者无需饮食限制, 检测结果也不会因非甾

体类消炎药或维生素C等抗氧化剂而受影响. 自
动分析仪通过测量光学密度的变化进行分析. 
光学密度的变化量随试样中人血红蛋白浓度比

例增加而相应增加. 我们采用日本荣研化学株

式会社生产的台式全自动便潜血分析仪, 他通

过对一个已知浓度的标准试剂制定标准曲线, 
测量出相对于标准试剂的待测样本中人血红蛋

白含量. 设定检测时间为7 min, 每次能分析10个
待测样本, 波长660 nm, 测量范围50-1000 μg/L, 
检测阈值设定为100 μg/L.
1.2.2 邻甲苯胺CFOBT: 血红蛋白中的亚铁血红

素有类似过氧化物酶的活性, 能催化过氧化氢释

放新生态氧, 将受体邻甲苯胺氧化成邻甲偶氮苯

而显色. 显色的深浅反映了血红蛋白的含量, 即
出血量的多少. 本试验为定性试验, 加入试剂3 
min后不显色为阴性, 加入试剂30 s后, 由浅蓝色

渐变蓝色为+, 加入试剂后初显浅蓝褐色, 逐渐呈

明显蓝褐色为++, 加入试剂后立即呈现明显蓝褐

色为+++, 加入试剂后立即呈现蓝黑褐色为++++.

2  结果

2.1 食管癌 IFOBT和CFOBT结果与食管癌发生

的解剖部位及浸润深度无关(P >0.05, 表1). 食管

■相关报道
前瞻性临床研究
证实免疫法粪便
隐血试验在诊断
下消化道出血中
的敏感性和特异
性明显优于化学
法, 但在探测上消
化道出血的敏感
性上不如化学法
粪便隐血试验.
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肿瘤最大长径1.5-11(4.72±2.07) cm, IFOBT值与

食管癌最大长径呈正相关(r  = 0.38, P  = 0.01); 而
CFOBT与之无关(r  = 0.27, P  = 0.08). 在IFOBT食
管癌患者中的阳性率(29.6%, 13/44)略高于食管

磷状细胞癌抗原(SCC)的阳性率(20.45%, 9/44). 
经配对c2检验无统计学意义(P >0.05). CFOBT
在食管癌患者中的阳性率(47.73%, 21/44)明
显高于SCC的阳性率(20.45%, 9/44). 经配对c2

检验有统计学意义(P <0.05). IFOBT阳性率为

29.55%(13/44), CFOBT为47.73%(21/44). CFOBT
阳性率明显高于IFOBT(P <0.05).
2.2 胃癌 IFOBT和CFOBT均与胃癌发生部位

无关 (P >0.05) .  两者均与胃癌浸润深度有关

(P <0.05, 表2). 胃肿瘤最大长径0.5-15(5.45±
2.97) cm, IFOBT和CFOBT结果均与胃癌的最

大长径呈正相关(r  = 0.30, P = 0.02, r  = 0.20, P  = 
0.04). IFOBT在胃癌中的阳性率(35.09%, 20/57)
明显高于CA125, CEA, CA199的阳性率(10.5%, 
6/57; 17.54%, 10/57; 15.79%, 9/57; P <0.05). 胃
癌患者中CFOBT的阳性率(50.88%, 29/57)也明

显高于CA125, CEA, CA199的阳性率(P <0.05). 
CFOBT阳性率明显高于IFOBT(P <0.05).
2.3 良性疾病 50例反流性食管炎患者中IFOBT
的阳性率为6.00%(3/50), CFOBT为18.00%(9/50). 
CFOBT在反流性食管炎患者中的阳性率明显

高于IFOBT(P <0.05, 表1). 55例消化性溃疡患

者的IFOBT阳性率为41.82%(23/55), CFOBT为
60.00%(33/55), CFOBT在消化性溃疡中的阳性

率明显高于IFOBT(P <0.05). 55例消化性溃疡患

者的IFOBT阳性率为41.82%(23/55), CFOBT为
60.00%(33/55), CFOBT在消化性溃疡中的阳性

率明显高于IFOBT(P <0.05, 表2).

2.4 正常和消化病 50例正常对照者的IFOBT
的阳性率为2%(1/50), CFOBT则为18%(9/50). 
CFOBT在正常对照组中的假阳性率明显高于

IFOBT(P <0.05). 免疫法粪便隐血试验的阳性率

和化学法粪便隐血试验的结果平均秩次与上述

各组出血量的关系均为: 消化性溃疡>胃癌>食
管癌>反流性食管炎>正常对照组, 差异有统计

学意义(P <0.05, 表3). 206例上消化道疾病患者

中IFOBT的阳性率为28.64%(59/207), CFOBT则
为44.66%(92/206). CFOBT在上消化道疾病组中

的阳性率高于IFOBT(P <0.05).

3  讨论

我们的研究结果表明CFOBT在筛查由上述疾病

所致上消化道出血的阳性率为44.7%(92/206), 
而IFOBT为28.6%(59/206), CFOBT检测上消化

道出血的敏感性高于IFOBT(P <0.05), 与一些相

关报道相符[10-12]. Harewood et al [13]利用CFOBT和
IFOBT同时检测55例已知缺铁性上消化道出血

患者, 其中CFOBT探及88.10%(37/42), 而IFOBT

■创新盘点
本文着重探讨免
疫法粪便隐血试
验和化学法粪便
隐血试验在上消
化道出血性疾病
中的诊断价值, 发
现在筛查上消化
道出血的病例中, 
免疫法粪便隐血
试验由于其敏感
性远低于化学法
粪便隐血试验而
不适合作为筛查
工具.

表 1 食管癌部位和浸润深度IFOBT值及CFOBT结果的比较

     
病理                n

             IFOBT(μg/L)                 平均秩次

                                       mean±SD           IFOBT        CFOBT

部位 

    上段       4       69.63      73.19      21.88      22.38

    中段     28     103.36    221.72      21.02      21.89

    下段     12     162.75    238.72      26.17      23.96

浸润 

    黏膜层或    2       52.75      38.54      22.50      20.25

    黏膜下层 　 　 　 　

    肌层       8       47.31      46.91      17.63      17.19

    外膜     32     136.84    248.30      23.48      23.84

    对侧胸膜    2     131.25    146.02      26.25      24.50

表 2 胃癌患者不同的肿瘤发生部位IFOBT值及化学法
CFOBT结果的平均秩次比较

     
病理                  n

           IFOBT(μg/L)                 平均秩次

                                       mean±SD           IFOBT        CFOBT

部位 

    胃窦      28    219.7      496.7        29.29       31.98

    胃角        4      12.2        12.7          9.75       14.50

    胃体        4      62.6        35.1        32.38       25.75

    贲门      21    149.4      281.4        31.64       28.40

浸润 

    黏膜层或   10      19.1        11.3        14.35a      14.5a

    黏膜下层

    肌层        6    229.0      517.9        20.08a      25a

    浆膜层      30    209.6      471.6        33.68       31.3a

    浆膜外      11    157.6      195.8        33.95       38.09

表 3 两种结果在上消化道各疾病组和正常对照组间的比较

     
消化疾病        n

             IFOBT(μg/L)                平均秩次

                                       mean±SD           IFOBT        CFOBT

食管癌    44         67.8           9.0    134.35      139.83

反流性    50         52.6         13.4    107.82      101.18

食管炎

胃癌    57       168.2       389.0    135.07      143.88

消化性    55       279.6       321.7    185.87      155.60

溃疡

正常对照    50         25.0         25.2     73.62       101.63
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则仅为26.19%(11/42)阳性, CFOBT诊断上消化

道出血的敏感性远高于IFOBT(P <0.01). Nakama 
et al [10]利用IFOBT同时检测胃癌42例、结肠癌

42例和健康者126例, 结果表明胃癌的阳性率仅

为14.3%, 而结肠癌为76.2%, P <0.01, IFOBT在健

康者中的假阳性率为7.94%(10/126). CFOBT检
测上消化道出血的机制有两种, 一种是检测血

红蛋白中的假过氧化氢酶活性, 另一种是检测

血色素-卟啉含量, 其造成假阳性的原因主要与

非人类血红蛋白、饮食中假过氧化酶以及再水

合作用有关. 其假阴性的主要原因与血红蛋白

降解、维生素C的作用和贮存时间相关. IFOBT
的机制是特异性抗体与人粪便内血红素中完整

的球蛋白相结合, 其结果不受饮食、药物和动

物血红蛋白等因素影响, 因此假阳性率低, 其假

阴性主要与血红蛋白降解, 贮存时间过长有关. 
但只要及时检测送检标本, 上述因素可以避免, 
因此免疫法在检测结肠出血时有很高的敏感性, 
可检出0.3 mL/d的出血量, 而化学法则需5 mL/d
的出血量. 对由于上消化道疾病而引起的出血, 
因血红蛋白在经过胃、十二指肠、小肠时已部

分被降解为卟啉、血色素, 部分球蛋白也开始

降解, 因此, 在粪便中出现完整血红蛋白的概率

降低[14-22]. 
本研究结果也表明, IFOBT和CFOBT与

食管癌、胃癌发生的解剖部位无关, 但无论是

IFOBT还是CFOBT, 其对食管癌和胃癌的检出

率均明显高于SCC和CEA、CA125、CA199等
肿瘤标志物. 出血是肿瘤的报警症状, 及早发现

消化道出血有利于消化道肿瘤的早期诊断. 本
研究表明IFOBT和CFOBT对食管癌、胃癌早

期诊断的启示作用优于上述4项肿瘤标志物. 两
种方法的结果均与胃癌的浸润深度呈正相关. 
IFOBT与食管癌及胃癌的最大长径呈正相关, 表
明实体肿瘤的出血量常与其增殖的速度、侵犯

脏器的程度有关. 在返流性食管炎、食管癌、

消化性溃疡、胃癌等疾病中, CFOBT的阳性率

均明显高于IFOBT(P <0.05). 提示IFOBT检出上

消化道出血的阳性率较低, 这与其作用机制即

血红蛋白在经过胃、十二指肠、小肠时已部分

被降解而使粪便中的完整血红蛋白含量降低有

关. Nakama et al [10]指出, 如果仅用IFOBT筛查胃

癌, 将有86.4%的漏检率, 因此, IFOBT不适合大

系列人群胃癌的筛查. 但对于个别经结直肠镜

检查未发现明确病变的阳性受检者, 仍有必要

进行上消化道内镜检查. 
本研究结果表明, 在筛查上消化道出血的

病例中, IFOBT由于其敏感性远低于CFOBT而
不适合作为筛查工具. 美国癌症协会建议[23-25]对

50岁以上人群进行粪便隐血检查, 如出现化学

法阳性时则建议加做IFOBT以帮助对消化道出

血的定位, 决定进一步需进行何种内镜检查[16]. 
我们将对IFOBT在结肠出血性疾病中的筛查价

值作进一步的后续研究, 以验证IFOBT可能对下

消化道出血性疾病的筛查具有相对特异性.
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■同行评价
本文比较了免疫
法粪便隐血试验
和化学法粪便隐
血试验在上消化
道出血性疾病中
的阳性率, 为临床
选择较合适的粪
便隐血试验方法
提供了依据, 设计
较合理, 得出了较
为可靠的结果, 文
章有一定的科学
性和可读性.
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Abstract
AIM: To identify the risk factors predicting 
lymph node metas tas i s in ear ly gas t r i c 
carcinoma (EGC) and to investigate the value 
of multidetector-row computed tomography 
(MDCT) in the preoperative assessment of 
lymph node metastasis.

METHODS: Relationship between the clini-
copathological parameters and lymph node 
metastasis in 109 EGC patients (male 64, female 
45, mean age 56) who underwent preoperative 

MDCT examination and curative gastrectomy 
was retrospectively analyzed. In addition, the re-
sults of lymph node status evaluated by MDCT 
were compared with pathologic findings. 

RESULTS: The incidence rate of lymph node 
metastasis was 15.60% in EGC patients. The 
incidence of lymph node metastasis in submu-
cosal carcinoma was significantly higher than 
that in mucosal carcinoma (25.00% vs 9.23%, P = 
0.026). However, the lymph node metastasis in 
EGC was not closely related to the gender, age 
of patients, tumor size, macroscopic type, tumor 
location, and histological type. Receiver operat-
ing characteristic (ROC) analysis further showed 
that the accuracy of tumor size for determination 
of lymph node metastasis in EGC was relatively 
low (area under ROC curve was 0.63). The over-
all accuracy of MDCT in preoperative N stag-
ing of EGC was 82.6% (N0 85.9%, N1 64.3%, N2 
66.7%, respectively). The diagnostic sensitivity, 
specificity and accuracy of MDCT for determin-
ing lymph node metastases of EGC were 70.6%, 
85.9%, and 83.5%, respectively. The diagnostic 
sensitivity of MDCT for determining lymph 
node metastasis was 50.0% in patients with soli-
tary lymph node metastasis, while 88.89% in 
those with more than one lymph node metasta-
sis. In 5 EGC patients, the lymph node metastasis 
was not detected by MDCT. However, the tumor 
size of all these 5 patients was larger than or equal 
to 2 cm in diameter, and both of the two mucosal 
carcinomas belonged to depressed EGC.

CONCLUSION: Although the clinical value of 
MDCT in the preoperative assessment of lymph 
node metastasis in patients with EGC is rela-
tively high, we still must pay great attention to 
the value of lymph node metastasis-associated 
clinicopathological parameters in predicting 
lymph node status when the minimally inva-
sive therapy is to be performed for patients 
with EGC.

Key Words: Stomach neoplasms; X-ray computed 
tomography; Lymph node metastasis; Risk factor
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■背景资料
早期胃癌 (EGC)
行D2根治术后的
5 年 生 存 率 可 达
90%以上, 尽管淋
巴结转移是影响
其预后的最重要
因素之一, 但EGC
的淋巴结转移率
仅11.3%-14.4%, 
所以多种旨在提
高EGC患者术后
生活质量的微创
手术应运而生并
得到广泛开展. 微
创手术的实施必
须建立在对EGC
患者淋巴结转移
状况准确评估的
基础上, 目前普遍
采用淋巴结转移
相关临床病理因
素预测EGC的淋
巴结转移状况, 但
随着影像学诊断
技术的发展, 其对
EGC淋巴结分期
术前评估的准确
率得到进一步提
高.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科; 
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科



Chen MM, Liu BY, Yin HR, Lin YZ. Risk factors and 
multidetector-row computed tomography evaluation of 
lymph node metastasis in early gastric carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 951-955

摘要
目的: 分析早期胃癌(early gastric carcinoma, 
E G C)淋巴结转移的危险因素并探讨多排
CT(multidetector-row CT, MDCT)对淋巴结转
移术前评估的价值. 

方法: 术前行MDCT检查并行根治性胃切除
术的EGC患者109例, 男64例, 女45例, 平均年
龄56岁, 分析患者的临床病理因素与其淋巴结
转移的关系, 并将MDCT对淋巴结状况的评估
结果与病理结果相对照. 

结果: EGC患者的淋巴结转移率为15.60%, 其
中黏膜下癌的淋巴结转移率明显高于黏膜内
癌(25.00% vs  9.23%, P  = 0.026). EGC淋巴结
转移与患者性别、年龄、肿瘤大小、大体
类型、肿瘤位置和组织学类型均无关. 受试
者工作特征(receiver operating characteristic, 
ROC)分析进一步显示EGC肿瘤大小对淋巴
结转移判断的价值相对较小(曲线下面积为
0.63). MDCT对早期胃癌N分期的判断准确
率为82.6%, 其中N0为85.9%, N1为64.3%, N2
为66.7%. MDCT对EGC淋巴结转移判断的敏
感度、特异度和准确率分别为70.6%、85.9%
和83.5%. MDCT对单发淋巴结转移患者判断
的敏感度为50.0%, 对1枚以上淋巴结转移患
者判断的敏感度为88.9%. MDCT未检出转移
淋巴结的EGC患者5例的肿瘤均大于或等于2 
cm, 其中2例黏膜内癌均为凹陷型.

结论: MDCT对EGC淋巴结转移术前评估有
较大的临床应用价值, 对EGC患者实施微创治
疗时, 应重视淋巴结转移相关临床病理因素的
评估作用.

关键词: 胃肿瘤; X线体层摄影术; 淋巴结转移; 危

险因素
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0  引言

早期胃癌(early gastric carcinoma, EGC)行D2根治

术后的5年生存率可达90%以上[1], 尽管淋巴结

转移是影响其预后的最重要因素之一, 但EGC
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的淋巴结转移率仅11.3%-14.4%[1-2], 所以旨在提

高EGC患者术后生活质量(quality of life, QOL)
的多种微创手术应运而生并得到广泛开展. 微
创手术的实施必须建立在对EGC患者淋巴结转

移状况准确评估的基础上, 目前普遍采用淋巴

结转移相关临床病理因素预测EGC的淋巴结转

移状况, 但随着内镜超声检查(EUS)、CT、MRI
和PET等诊断技术的发展, 其对EGC淋巴结分期

术前评估的准确率得到进一步提高, Shinohara 
et al [3]研究显示, 多排CT(multidetector-row CT, 
MDCT)对EGC淋巴结转移判断的敏感度和特异

度分别达80%和92%. 我们进一步分析EGC淋巴

结转移的危险因素并探讨MDCT对淋巴结转移

术前评估的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2000-10/2007-09行胃癌D2根治术的早

期胃癌患者109例, 男64例, 女45例, 平均年龄

56(28-87)岁; 癌肿位于下1/3区88例, 中1/3区17
例, 上1/3区4例; 分化型胃癌(中高分化腺癌)42例, 
未分化型胃癌(低分化腺癌和印戒细胞癌)67例; 
隆起型(Ⅰ、Ⅱa)13例, 平坦型(Ⅱb)25例, 凹陷型

(Ⅱc、Ⅲ)71例; 黏膜内癌65例, 黏膜下癌44例.
1.2 方法 所有患者均于术前2 wk内按照我们既

往报道的方法[4-7]行MDCT检查, 检查结果由2名
放射科医师进行评定. 胃癌分期采用TNM分期

法(UICC第4版). N0指无局部或区域淋巴结转移, 
N1指距原发灶边缘3 cm以内的胃周淋巴结转移, 
N2指距原发灶边缘3 cm以外的胃周或区域淋巴

结转移(包括胃左动脉、肝总动脉、脾动脉和腹

腔动脉周围的淋巴结). 在MDCT图像上胃周淋

巴结短径超过6 mm和胃周外淋巴结短径超过8 
mm视为转移淋巴结[8].

统计学处理 应用SPSS11.0软件进行数据处

理. 计量资料用mean±SD表示, 采用独立样本t
检验. 计数资料采用χ2检验和Fisher确切概率法. 
P <0.05表示有统计学意义. 采用受试者工作特

征(receiver operating characteristic, ROC)分析评

价肿瘤大小对EGC淋巴结转移术前判断的价值, 
以ROC曲线下面积(A z)评价其价值, 当A z = 0.5
为完全无价值, A z在0.50-0.70之间为价值较低, 
在0.70-0.90之间具有中等价值, 0.90以上具有较

高的价值, A z = 1为完善的诊断.

2  结果

2 .1  E G C淋巴结转移与临床病理因素的关系 
EGC患者的淋巴结转移率为15.6%(17/109), 其

www.wjgnet.com

■研发前沿
随着影像学技术
的发展, 胃癌术前
分期的准确率得
到明显提高, 深入
研究各种影像学
技术对EGC淋巴
结转移术前评估
的价值成为当前
的一个研究热点.

■相关报道
有研究显示多排
CT(MDCT)采用
2.5 mm层厚时对
EGC淋巴结转移
的敏感度和特异
度分别达80%和
92%.
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中黏膜下癌的淋巴结转移率明显高于黏膜内癌

(25.0% vs  9.23%, P  = 0.026). EGC淋巴结转移与

患者性别、年龄、肿瘤大小、大体类型、肿瘤

位置和组织学类型均无关(表1). ROC分析进一

步显示EGC肿瘤大小对其淋巴结转移判断的价

值相对较小(曲线下面积为0.63)(图1).
2.2 M D C T对E G C淋巴结转移术前评估的价

值 M D C T对早期胃癌N分期的判断准确率为

82.6%(90/109), 其中N0为85.9%(79/92), N1为
64.3%(9/14), N2为66.7%(2/3)(表2, 图2). MDCT
对E G C淋巴结转移判断的敏感度、特异度、

阳性预测值、阴性预测值和准确率分别为

70.6%(12/17)、85.9%(79/92)、48.0%(12/25)、
94.0%(79/84)和83.5%(91/109). MDCT对单发

淋巴结转移患者判断的敏感度为50.0%(4/8), 
对1枚以上淋巴结转移患者判断的敏感度为

88.9%(8/9), 但差异尚无统计学意义(P  = 0.131). 
MDCT未检出转移淋巴结的EGC患者5例, 其肿

瘤均大于或等于2 cm, 3例为黏膜下癌, 2例黏膜

内癌均为凹陷型(表3).

3  讨论

目前由于D2根治术的效果好且并发症少, 已成

为治疗EGC的标准术式. 但是对于大多数无淋

巴结转移的EGC患者, 无谓的淋巴结清扫只能

造成手术创伤和并发症的增加. 同时, 常规胃切

除术后引起的反流性食管炎、残胃炎和贫血等, 
将进一步降低患者的生活质量. 因此, 提高EGC
根治度和术后生活质量, 进一步降低手术创伤

和并发症的术式便应运而生. 如内镜下黏膜切

除术(EMR)、腹腔镜部分胃切除术(LPG)和腹腔

镜辅助的胃癌D1根治术[9]. 术前对EGC淋巴结转

移状况的准确评估是上述微创手术实施的关键

所在. 目前各种微创术式的适应症都是在研究

大宗EGC病例淋巴结转移的危险因素的基础上, 
再依据各种术式的实际可操作性而提出的, 其
理论基础是满足适应症的病例极少可能发生淋

巴结转移, 如直径小于2 cm的隆起型或小于1 cm
不伴溃疡的凹陷型、分化型黏膜内癌即为目前

EMR的适应症[10]. 
本研究显示EGC的淋巴结转移率为15.6%, 

与文献报道的11.3%-14.4%[1-2]基本接近. 本研究

中仅浸润深度与EGC淋巴结转移密切相关, 尽
管有淋巴结转移患者的肿瘤稍大于无淋巴结转

移的患者, 但ROC分析显示肿瘤大小对淋巴结

转移的判断价值较小. 同时, 尽管凹陷型和未

分化型EGC的淋巴结转移率相对较高, 但亦无

统计学差异. Xu et al [11]对322例EGC研究显示, 
EGC淋巴结转移与浸润深度和组织学类型密切

相关, 但与肿瘤大小和大体类型无关. Lo et al [1]

表 1 早期胃癌淋巴结转移与其临床病理因素的关系

     
临床病理             无淋巴结          有淋巴结                 

P 值
因素           转移(n  = 92)      转移(n  = 17)

性别                    0.599

    男                 55          9           

    女                 37          8 

年龄(岁)          55.5±10.9  58.9±10.7           0.237

肿瘤大小(cm)      2.5±1.5    3.1±1.5            0.122

大体类型                                0.178

    隆起型                 11          2 

    平坦型                 24          1 

    凹陷型                 57        14 

肿瘤位置                                0.526

    下1/3                 75        13 

    中1/3                 13          4 

    上1/3                   4          0 

组织学类型                0.400

    分化型                 37          5 

    未分化型              55        12 

浸润深度                                0.026

    黏膜内                 59          6 

    黏膜下                 33        11 

表 2 早期胃癌109例MDCT与病理N分期的对照

     
病理分期       n

           MDCT分期          
准确率(%)

  N0 N1 N2 

N0     92 79  9  4         85.9

N1     14   4  9  1         64.3

N2       3   1  0  2         66.7

1.00

0.75

0.50

0.25

0

敏
感

度

0         0.25      0.50      0.75       1.00
1-特异度

图 1 肿瘤大小判断早期胃癌淋巴结转移的ROC曲线. 曲线

下面积为0.63.

■创新盘点
本文分析淋巴结
转移相关临床病
理因素和MDCT
对EGC淋巴结转
移状况评估的价
值, 肯定了MDCT
对EGC淋巴结转
移术前评估的价
值, 其结果进一步
显示淋巴结转移
相关临床病理因
素对EGC淋巴结
转移状况的评估
仍具有不可替代
的作用. 
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对479例和Nakamura et al [12]对612例EGC研究均

显示EGC淋巴结转移与浸润深度和肿瘤大小密

切相关, 但与组织学类型和大体类型无关. Folli 
et al [2]对584例和Hyung et al [13]对566例EGC研究

均显示, EGC淋巴结转移与浸润深度、肿瘤大

小和组织学类型密切相关, 但与大体类型无关. 
Gotoda et al [14]对5265例EGC研究显示, 淋巴结转

移与浸润深度密切相关, 在黏膜内癌中淋巴结

转移与肿瘤大小、组织学类型和大体类型均密

切相关, 但在黏膜下癌中, 淋巴结转移仅与肿瘤

大小和大体类型相关, 而与组织学类型无关. 我
们认为, 肿瘤浸润深度是当前得到一致认可的

EGC淋巴结转移的危险因素, 但其他各项临床

病理因素与淋巴结转移的关系在各研究间存在

一定的差异, 这可能与样本大小和区域差异存

在一定的关系. 当前在我国尚缺乏大宗EGC病

例研究的情况下, 一方面应依据国际上制定的

适应症, 积极慎重的开展对EGC的微创缩小手

术, 同时应积极开展多中心研究以进一步深入

研究EGC淋巴结转移相关影响因素. 
随着影像学技术的发展, 胃癌术前分期的

准确率得到明显提高, 为胃癌外科综合治疗方

案的实施奠定了基础[15-20]. 对EGC淋巴结转移的

术前评估目前多采用EUS和CT. Kunisaki et al [21]

研究显示, EUS对EGC淋巴结转移判断的敏感度

和特异度分别为84%和96%, 我们的一项研究中

分别为66.7%和96.3%[9]. Akahoshi et al [22]研究显

示, EUS对EGC淋巴结转移的敏感度和特异度分

别为17%和90%, 而Nakamura et al [12]的研究中分

别为15.4%和95.9%. 鉴于各研究间对EGC淋巴

结转移敏感度的差异较大, 且EUS对胃周外转移

淋巴结的检出受到检测范围的限制[9], 所以EUS
对EGC淋巴结转移术前判断的临床应用存在一

定的局限性. MDCT由于其扫描速度快、空间分

辨率高, 对胃癌术前T和N分期的准确率可分别

达88%和80%[23]. Kunisaki et al [21]研究显示CT对
EGC淋巴结转移的敏感度和特异度分别达73%
和93%, Shinohara et al [3]研究显示MDCT采用2.5 
mm层厚时对EGC淋巴结转移的敏感度和特异

度分别达80%和92%. 本研究中, 我们采用3.75 
mm的层厚, 对EGC淋巴结转移的敏感度和特异

度分别达70.6%和85.9%. 鉴于各研究间对EGC
淋巴结转移的敏感度较一致, 且MDCT对胃周

外转移淋巴结的检出率较高[4-5], 所以我们认为

表 3 MDCT未检出转移淋巴结的早期胃癌患者5例的临床病理资料

     
临床病理因素           第1例      第2例              第3例          第4例    第5例

性别                 女      女            女               男   男

年龄(岁)                 58                 54            87               53   58

肿瘤大小(cm)          5.5      4.0            3.0               2.0   4.5

大体类型                 凹陷      平坦            隆起            凹陷   凹陷

肿瘤位置                 下1/3      下1/3            下1/3          中1/3   下1/3

组织学类型              未分化      未分化            分化           分化   未分化

浸润深度                 黏膜内      黏膜下            黏膜下        黏膜内   黏膜下

转移淋巴结数(枚) 1       2             1               1                    1

图 2 T1N1期胃黏膜下癌. A: MDCT增强扫描显示胃窦体交界处可见一溃疡型病灶(白色箭头), 病灶内层显著强化, 中间低

密度带未见明显异常, 肝总动脉旁(第8组)可见一枚肿大淋巴结(黑色箭头), 病理证实为非转移淋巴结; B: 该病例MDCT增强

扫描图像上可见幽门下区(第6组)一枚肿大淋巴结(白色箭头), 病理证实为转移淋巴结.

A B
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■名词解释
早期胃癌(EGC):
指病变仅限于黏
膜和黏膜下层, 而
不论病变的范围
和有无淋巴结转
移 ,  癌灶直径1 0 
m m 以 下 称 小 胃
癌, 5 mm以下称
微小胃癌. 
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MDCT对EGC淋巴结转移术前评估的临床应用

价值较大. 本研究显示MDCT对单发淋巴结转移

的敏感度仅50.0%, 而本组中单发淋巴结转移占

47.06%(8/17), 但分析5例MDCT未检出转移淋巴

结的EGC患者的临床病理特征显示, 其均不满

足微创手术的适应症. 
总之, MDCT对EGC淋巴结转移术前评估具

有较大的临床应用价值, 但对EGC患者实施微

创治疗时, 仍应高度重视淋巴结转移相关临床

病理因素对淋巴结状况评估的作用.

4      参考文献
1 Lo SS, Wu CW, Chen JH, Li AF, Hsieh MC, Shen 

KH, Lin HJ, Lui WY. Surgical results of early gastric 
cancer and proposing a treatment strategy. Ann 
Surg Oncol 2007; 14: 340-347

2 Folli S, Morgagni P, Roviello F, De Manzoni G, 
Marrelli D, Saragoni L, Di Leo A, Gaudio M, Nanni 
O, Carli A, Cordiano C, Dell'Amore D, Vio A. 
Risk factors for lymph node metastases and their 
prognostic significance in early gastric cancer (EGC) 
for the Italian Research Group for Gastric Cancer 
(IRGGC). Jpn J Clin Oncol 2001; 31: 495-499 

3 Shinohara T, Ohyama S, Yamaguchi T, Muto T, 
Kohno A, Kato Y, Urashima M. Clinical value 
of multidetector row computed tomography in 
detecting lymph node metastasis of early gastric 
cancer. Eur J Surg Oncol 2005; 31: 743-748

4 严超, 朱正纲, 燕敏, 陈克敏, 陈军, 项明, 陈明敏, 刘炳
亚, 尹浩然, 林言箴. 进展期胃癌CT征象与其临床病理
特征的关系. 外科理论与实践 2005; 10: 413-418  

5 严超, 朱正纲, 燕敏, 陈克敏, 诸琦, 陈军, 刘炳亚, 尹
浩然, 林言箴. 内镜超声检查和多层螺旋CT对胃癌淋
巴结转移状况的评估价值. 中华外科杂志 2005; 43: 
174-176

6 严超, 朱正纲, 燕敏, 陈克敏, 陈军, 刘炳亚, 尹浩然, 林
言箴. 多层螺旋CT和血清肿瘤标志物对胃癌术前评估
的价值. 世界华人消化杂志 2007; 15: 3194-3203

7 严超, 朱正纲, 燕敏, 陈克敏, 陈军, 项明, 陈明敏, 刘炳
亚, 尹浩然, 林言箴. 胃黏液腺癌的临床病理和CT特
征. 外科理论与实践 2007; 12: 362-366

8 D'Elia F, Zingarelli A, Palli D, Grani M. Hydro-
dynamic CT preoperative staging of gastric 
cancer: correlation with pathological findings. A 
prospective study of 107 cases. Eur Radiol 2000; 10: 
1877-1885

9 Yan C, Zhu ZG, Zhu Q, Yan M, Chen J, Liu BY, Yin 
HR, Lin YZ. A preliminary study of endoscopic 
ultrasonography in the preoperative staging of 
early gastric carcinoma. Zhonghua Zhong Liu Za Zhi 
2003; 25: 390-393 

10 Gotoda T. Endoscopic resection of early gastric 
cancer. Gastric Cancer 2007; 10: 1-11

11 Xu YY, Huang BJ, Sun Z, Lu C, Liu YP. Risk factors 

for lymph node metastasis and evaluation of 
reasonable surgery for early gastric cancer. World J 
Gastroenterol 2007; 13: 5133-5138

12 Nakamura K, Morisaki T, Sugitani A, Ogawa T, 
Uchiyama A, Kinukawa N, Tanaka M. An early 
gastric carcinoma treatment strategy based on 
analysis of lymph node metastasis. Cancer 1999; 85: 
1500-1505

13 Hyung WJ, Cheong JH, Kim J, Chen J, Choi SH, 
Noh SH. Application of minimally invasive 
treatment for early gastric cancer. J Surg Oncol 2004; 
85: 181-185; discussion 186

14 Gotoda T, Yanagisawa A, Sasako M, Ono H, 
Nakanishi Y, Shimoda T, Kato Y. Incidence of 
lymph node metastasis from early gastric cancer: 
estimation with a large number of cases at two large 
centers. Gastric Cancer 2000; 3: 219-225

15 Yan C, Zhu ZG, Yu YY, Ji J, Zhang Y, Ji YB, Yan 
M, Chen J, Liu BY, Yin HR, Lin YZ. Expression 
of vascular endothelial growth factor C and 
chemokine receptor CCR7 in gastric carcinoma and 
their values in predicting lymph node metastasis. 
World J Gastroenterol 2004; 10: 783-790

16 Yan C, Zhu ZG, Zhan WW, Yan M, Yu YY, Liu 
BY, Yin HR, Lin YZ. Value of transabdominal 
ultrasonography in preoperative assessment of 
gastric carcinoma. Zhonghua Wei Chang Wai Ke Za 
Zhi 2005; 8: 121-124

17 Yu JS, Choi SH, Choi WH, Chung JJ, Kim JH, Kim 
KW. Value of nonvisualized primary lesions of 
gastric cancer on preoperative MDCT. AJR Am J 
Roentgenol 2007; 189: W315-W319

18 Bentrem D, Gerdes H, Tang L, Brennan M, Coit D. 
Clinical correlation of endoscopic ultrasonography 
with pathologic stage and outcome in patients 
undergoing curative resection for gastric cancer. Ann 
Surg Oncol 2007; 14: 1853-1859

19 Song KY, Kim JJ, Kim SN, Park CH. Staging 
laparoscopy for advanced gastric cancer: is it also 
useful for the group which has an aggressive 
surgical strategy? World J Surg 2007; 31: 1228-1233

20 Kim JH, Eun HW, Choi JH, Hong SS, Kang W, Auh 
YH. Diagnostic performance of virtual gastroscopy 
using MDCT in early gastric cancer compared with 
2D axial CT: focusing on interobserver variation. 
AJR Am J Roentgenol 2007; 189: 299-305

21 Kunisaki C, Shimada H, Nomura M, Akiyama H. 
Appropriate lymph node dissection for early gastric 
cancer based on lymph node metastases. Surgery 
2001; 129: 153-157

22 Akahoshi K, Chijiwa Y, Hamada S, Sasaki I, Nawata 
H, Kabemura T, Yasuda D, Okabe H. Pretreatment 
staging of endoscopically early gastric cancer with 
a 15 MHz ultrasound catheter probe. Gastrointest 
Endosc 1998; 48: 470-476

23 Yang DM, Kim HC, Jin W, Ryu CW, Kang JH, 
Park CH, Kim HS, Jung DH. 64 multidetector-row 
computed tomography for preoperative evaluation 
of gastric cancer: histological correlation. J Comput 
Assist Tomogr 2007; 31: 98-103

           编辑  潘伯荣  电编  何基才  

■同行评价
本文利用多排CT
对早期胃癌的淋
巴结转移的敏感
度和特异度作了
评估 ,  选题准确 , 
方法先进, 有较大
的临床意义.
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Abstract
AIM: To explore the expression of Delta-like 4 
(DLL4) and its relations with the angiogenesis in 
gastric cancer. 

METHODS: EnVision immunohistochemi-
cal staining was used to detect the expression 
of DLL4. The microvessel density (MVD) was 
calculated after CD34 staining for microvessel 
endothelium and the correlation between their 
roles and the pathological behavior of gastric 
carcinoma was investigated. 

RESULTS: The expression of DLL4 in gastric 
cancer was significantly higher than that in nor-
mal gastric mucosa (85.9% vs 35.3%, P < 0.01). 
The over-expression of DLL4 in gastric cancer 
was positively related to the metastasis (r = 0.612, 
P < 0.01) and invasion depth (r = 0.482, P < 0.01), 

while not related to the histological types and 
Borrmann types. The MVD in gastric cancer tis-
sues was notably higher than that in normal mu-
cosal tissues (66.5 ± 18.6 vs 34.2 ± 16.4, P < 0.01). 
MVD was correlated with the histological types 
(r = 0.506, P < 0.01) and metastasis (r = 0.426, P < 
0.01), while it was not correlated with the depth 
of invasion and Borrmann types. The MVD of 
DLL4-positive group was higher than that of 
DLL4-negative one (70.5 ± 16.2 vs 32.5 ± 10.4, P 
< 0.01), and the expression of DLL4 and MVD 
were positively correlated (r = 0.521, P < 0.01).   

CONCLUSION: DLL4 expression may play an 
important role in gastric carcinogenesis by pro-
moting vascular differentiation, tumor invasion 
and metastasis. 

Key Words: Gastric cancer; Delta-like 4; CD34; Tis-
sue microarray; Microvessel density; Immunohisto-
chemistry

Lv W, Chen L, Sun SZ. Dection of Delta-like 4 expression 
in gastric cancer and its clinical significance by tissue 
microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 
956-961

摘要
目的: 研究Delta-like 4(DLL4)在胃癌中的表达
及其与血管生成的关系. 

方法: 采用免疫组化EnVision法检测胃癌组织
芯片中DLL4的表达, 用CD34进行微血管内皮
细胞染色, 计算微血管密度(MVD), 分析其相
关性. 

结果: DLL4在胃癌中的表达明显高于正常胃
黏膜(85.9% vs  35.3%, P <0.01). DLL4的高表达
与胃癌的转移(r  = 0.612, P <0.01)和胃壁浸润
深度(r  = 0.482, P <0.01)呈正相关, 与胃癌的组
织病理及Borrmann分型无关. 胃癌组织MVD
明显高于正常胃黏膜组织(66.5±18.6 vs  34.2
±16.4, P <0.01). MVD值与胃癌的组织病理
分型(r  = 0.506, P <0.01)和转移有关(r  = 0.426, 
P <0.01), 与胃癌胃壁浸润深度和Borrmann分

®

■背景资料
胃癌是消化系统
最常见的恶性肿
瘤, 抗肿瘤新生血
管形成是胃癌综
合治疗的重要研
究 方 向 .  近 年 来
研究发现, Notch
信号途径的重要
配体Delta-like 4 
(DLL4)在血管发
生、分化和成熟
过程中发挥重要
调节作用, 有可能
成为抗肿瘤血管
生成治疗的新靶
点. 

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
器官移植中心病
理室
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型无明显相关性. DLL4表达阳性组的MVD指
数明显高于DLL4表达阴性组(70.5±16.2 vs  
32.5±10.4, P <0.01), DLL4表达与MVD呈正相
关(r  = 0.521. P <0.01).  

结论: DLL4表达促进血管分化, 对胃癌的转
移、浸润起重要作用.

关键词: 胃癌; Delta-like 4; 血管内皮生长因子; 组

织芯片; 微血管密度

吕伟, 陈凛, 孙锁柱. 应用组织芯片技术研究Delta-l ike 4在

胃癌组织中的表达及意义. 世界华人消化杂志  2008; 16(9): 

956-961

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/956.asp

0  引言

胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤, 世界范围

内每年胃癌死亡人数占肿瘤死亡人数的第2 
位[1]. 我国胃癌每10万人口的年死亡率为25.21, 
在各种恶性肿瘤中占首位. 与大多数实体瘤一

样, 胃癌的生长、转移和复发与肿瘤新生血管

形成、有效微循环建立密切相关[2]. 因此, 抗肿

瘤新生血管形成, 抑制肿瘤组织中有效微循环

建立是胃癌综合治疗的重要研究方向. Notch信
号途径是保守进化的由多种分子参与的复杂信

号传导通路, 通过调节相邻细胞之间通讯进而

调控细胞发育. 哺乳动物细胞中有5种Notch跨膜

配体Jagged1, Jagged2, Delta-like 1(DLL1), Delta-
like 3(DLL3), Delta-like 4(DLL4)和4种Notch受
体(Notch1-4), 受体必须与相关配体结合才能被

激活[3]. 近年来研究发现, Notch信号途径在血管

发生、分化和成熟过程中发挥重要调节作用[4-6]. 
其中, DLL4作为内皮细胞特异性的配体, 在血管

的新生、发育和成熟过程中起主要作用[7]. 组织

芯片技术是将多个细小组织片整齐排列于同一

载体而成的缩微组织切片, 具有体积小、信息

含量高的特点, 结果均一可靠、可比性强, 在肿

瘤病理研究和临床病理诊断中有广泛用途[8]. 我
们采用免疫组织化学方法和组织芯片技术研究

DLL4在胃癌和癌旁正常组织中的表达及其与血

管生成的关系, 探讨其在胃癌病理生物学行为

中的作用和临床意义.

1  材料和方法

1.1 材料 中国人民解放军总医院2006-10/2007-08
手术切除胃癌标本92例, 男62例, 女30例, 中位

年龄为62(29-82)岁. 另取其中34例距肿瘤边缘

大于5 cm处的正常胃黏膜上皮作为对照. 胃癌分

化程度和组织学类型按全国胃癌协作组标准进

行. 标本经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 制作

成4 µm厚的切片HE染色供定位用. 兔抗人DLL4 
mAb(Abcam公司), 即用型鼠抗人CD34 mAb(福
州迈新公司), EnVisionTM免疫组化试剂盒(Dako 
公司). 组织芯片仪及1 mm组织穿刺针(Beecher 
Instruments), 免疫组织化学配套仪器.  
1.2 方法 
1.2.1 组织芯片制作: 组织载玻片经过夜泡酸、

充分清洗并烘干, 用多聚赖氨酸防脱片处理. 对
每一组织标本, 观察HE切片确定癌、肠上皮化

生、不典型增生及远癌正常组织等, 选取目标

组织并在HE切片及其相应石蜡组织块(供体蜡

块)上标记. 制作2.2 cm×2.5 cm×2 cm大小的空

白蜡块(受体蜡块). 在该蜡块上设计7×9共63点
组织列阵, 用组织芯片仪打孔制成2块带孔空白

蜡块. 将蜡块放在39-42℃水浴中软化后, 用组

织芯片仪从供体蜡块标记部位逐个取出直径1 
mm, 高4 mm的组织柱共126个, 分别推入2块空

白蜡块预先设计的相应孔内, 对蜡块进行连续

切片, 裱于防脱片处理的载玻片上. 
1.2.2 组织芯片免疫组化染色: 采用EnVision方法

对胃癌及其旁正常组织芯片进行免疫组化染色, 
并利用PBS(pH7.4)代替一抗作为阴性对照, 已知

阳性切片作为阳性对照. DLL4蛋白阳性反应颗

粒定位于血管内皮细胞膜和胞质, 每例标本选择

2个有代表性的高倍视野, 数200个肿瘤细胞, 取
平均值. 阳性细胞数<5%为阴性(-), 5%-25%为弱

阳性(+), 25%-50%为中度阳性(++), >50%为强阳

性(+++). CD34表达于血管内皮细胞膜, 每一个

染成棕黄色的、可与周围血管、肿瘤细胞和其

他结缔组织区分开来的明显微小血管腔或含3
个以上内皮细胞的内皮细胞簇, 不论管腔和红细

胞出现与否, 均作为一个单一的、可计数的微血

管. 管腔面积>8个红细胞直径, 带有较厚的肌层

的微血管均不计数[9]. 先于低倍光镜下确定3个
血管着色最密集区域, 然后在中倍视野下计数微

血管的数目, 取2个视野的均值作为微血管密度

(MVD). 结果判定在双盲法下进行, 每张切片由

两位病理医师分别判定计数. 
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件包进

行, 利用χ2检验分析比较率的差异, 利用t检验或

F检验比较组间总体均数的差异, MVD结果以

mean±SD表示, DLL4和CD34在胃癌中表达的

相关性作Spearman等级相关分析, P <0.05为差异

■研发前沿
DLL4/ Notch信号
途径在肿瘤血管
生成中发挥重要
调节作用, 抑制肿
瘤组织中DLL4的
过度表达将导致
肿瘤组织生成大
量无功能的新生
血管, 造成肿瘤组
织血供不足, 最终
导致肿瘤生长受
到抑制, 其具体作
用机制有待进一
步深入研究. 
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有统计学意义.

2  结果

2.1 组织芯片质量 胃癌及正常胃黏膜组织芯片 
常规HE染色切片芯片组织形态好, 有代表性. 胃
癌组织芯片在免疫组织化学染色中无脱落, 组
织阳性信号清晰, 背景清洁(图1). 
2.2 胃癌组织及正常黏膜中DLL4的表达 DLL4 免
疫组化染色最终可用芯片组织为: 胃癌92例,  远
癌正常胃黏膜34例. DLL4的阳性染色主要定位于

癌组织中血管内皮细胞膜和胞质. DLL4在胃癌

中的表达明显高于正常胃黏膜(P  = 0.000). DLL4
在转移组的阳性率高于无转移组的阳性率(P  = 
0.000). DLL4表达与胃癌胃壁浸润深度呈正相

关(P  = 0.008), 与胃癌的组织病理分型无关(P  = 
0.796), 与Borrmann分型无关(P  = 0.327, 表1, 图2). 
2.3 胃癌组织及正常胃黏膜中微血管密度值 

CD34表达免疫组化染色最终可用芯片组织为胃

癌92例, 远癌正常胃黏膜34例. CD34主要表达于

血管内皮细胞胞膜. 微血管染色呈棕黄色, 在92
例胃癌组织中MVD为16-100, 均数为66.5. 在胃

癌组织中的MVD明显高于在正常胃黏膜组织(P  
= 0.000). MVD值与胃癌的组织病理分型有关, 
在分化差的胃癌其MVD明显高于分化好的胃癌

(P  = 0.000). 另外MVD值与是否转移明显相关(P  
= 0.008); 与胃壁浸润深度和Borrmann分型无明

显相关性(P >0.05, 表1, 图3).
2.4 胃癌组织DLL4表达与MVD的关系 DLL4表
达阳性的胃癌组与其相应的阴性组相比(70.5±
16.2 vs  32.5±10.4), DLL4和CD34表达显著正相

关(r  = 0.521, P  = 0.000). 

3  讨论

组织芯片又称为组织微阵列技术, 具有体积小, 

■相关报道
Patel et al 发现膀
胱 癌 组 织 中 的
DLL4表达量是周
围 正 常 组 织 的 2
倍, 肾透明细胞癌
肿瘤组织中DLL4
表达量是周围正
常组织的9倍, 但
目前尚未有胃癌
组织中DLL4表达
的研究报道.

表 1 胃癌组织中DLL4的表达、MVD与临床病理特征的关系

     
临床病理特征             n

                                          DLL4                                                                       MVD

                            -    +~+++   阳性率(％)   χ2    P                                       t/f                P

年龄(岁)

    <62                               42        8 34         81.0          0.885        0.347 62.5±12.4         -1.624         0.108

    ≥62           50        5 45         90.0   67.3±15.5  

性别  

    男                                  62        7       55         88.7          0.648        0.421         68.6±14.4           1.829          0.071

    女           30        6 24         80.0   62.5±16.5  

组织性质 

    正常胃黏膜                   34      22 12         35.3        29.128        0.000 34.2±16.4           8.950          0.000

    胃癌                          92      13 79         85.9   66.5±18.6  

病理分型 

     乳头状腺癌            4        0   4       100.0          3.106         0.796         38.4±10.7           5.727          0.000

     高分化管状腺癌            9        1   8         88.9   43.2±18.3  

     中分化管状腺癌          26        4 22         84.6                                             58.1±16.5  

     低分化腺癌          31        3 28         90.3   74.4±20.5  

     黏液腺癌          11        2   9         81.8   66.4±20.0  

     印戒细胞癌            8        2   6         75.0   76.4±26.3  

     未分化癌            3        1   2         66.7   46.0±20.4  

转移  

     无                          23        9 14         60.9        13.169        0.000 52.5±22.7           2.700          0.008

     有                          69        4 65         94.2   68.5±25.4  

浸润深度 

     肌层                            5        3   2         40.0          9.707        0.008 69.3±18.3           0.654          0.523

     浆膜下                          60        8 52         86.7   62.4±22.7  

     穿出浆膜          27        2 25         92.6   67.5±20.8  

Borrman分型 

     Ⅱ                          14        1 13         92.9          2.390        0.327 56.8±18.3           0.410          0.665

     Ⅲ                          72      10 62         86.1   60.3±22.6  

     Ⅳ                            6        2   4         66.7   66.4±20.5 
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信息含量高, 并可根据不同的需要进行组合和

设计的特点, 适于免疫组化和DNA, RNA原位杂

交, 并能大大提高实验效率. 而且可根据需要灵

活设计, 所得结果均一可靠, 可比性强, 与传统

的病理研究方法相比具有省时、经济、信息量

大等优点, 有十分广阔的应用前景. 目前有研究

认为, 组织芯片由于所取组织量少, 在信息量上

有一定的局限性, 但在本研究的组织芯片制作

过程中, 对目标组织有精确定位可将这个局限

性减小. 我们构建了包含92例胃癌及34例正常

黏膜的组织芯片, 检测DLL4和CD34的表达情

况, 所得实验结果满意.

A B C

FED

图 1 胃组织芯片扫描图. A: 正常(HE); B: 正常CD34(EnVision法); C: 正常DLL4(EnVision法); D: 胃癌(HE); E: 胃癌

CD34(EnVision法); F: 胃癌DLL4(EnVision法).

A B

图 2 胃癌组织组织中DLL4的表达(EnVision×200). A: 低分化腺癌强阳性; B: 正常胃黏膜弱阳性.

A B

图 3 胃癌组织中 CD34的表达(EnVision×200). A: 低分化腺癌强阳性; B: 正常胃黏膜弱阳性.

■创新盘点
Delta-like 4的研
究国内外刚刚起
步, 很多未知问题
有待于阐明. 本文
进一步深入研究
Delta-like 4/Notch
途径的作用机制
对完善肿瘤新生
血管与肿瘤生长
关系学说有重要
意义. 
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Folkman[10]于1971年提出的“肿瘤血管生

成依赖学说”使人们对肿瘤生长与新生血管

形成的关系有了较为深刻的认识, 抗肿瘤新生

血管形成成为肿瘤综合治疗的重要策略之一. 
目前主要通过阻断血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)及其主要受体

(VEGFR)来达到抑制肿瘤新生血管形成的目 
的[11-13]. 但临床实践发现, 多种肿瘤对VEGF抑制

剂有拮抗作用, 肿瘤生长和血管生成并不能受

到有效抑制[14-15]. 因此, 肿瘤新生血管的形成、

分化、成熟, 并最终形成有效的微循环网络, 其
中有更多的机制需要进一步深入探讨. Notch信
号途径作为高度保守的信号传导通路, 在调节

相邻细胞之间通讯进而调控细胞发育过程中有

着重要作用[16-18]. Notch基因编码4种膜蛋白受体

(Notchl-4), 与5种跨膜糖蛋白配体(DLL1, DLL3, 
Jaggedl, Jagged2, DLL4)结合, 而后通过一系列

的级联反应, 最终在转录水平调控细胞的发育

与分化[19-20]. 新近的研究发现, 血管内皮细胞表

达的两种受体Notch1和Notch4, 与内皮细胞特异

性的配体DLL4结合后在促进肿瘤新生血管的分

化、成熟和有效微循环通路形成中发挥重要作

用[21-24]. Patel et al [25-26]报导膀胱癌组织中的DLL4
表达量是周围正常组织的2倍, 肾透明细胞癌肿

瘤组织中DLL4表达量是周围正常组织的9倍. 
Scehnet et a l[27-28]采用可溶蛋白阻断Dll4/Notch
信号途径的方法, 均有效抑制了肿瘤组织的生

长, 根据肿瘤裸鼠皮下荷瘤模型的不同, 肿瘤生

长的抑制率50%-90%. DLL4现已经成为肿瘤抗

血管治疗研究的新热点[29-30]. 我们采用组织芯

片技术检测92例胃癌组织DLL4表达, 结果显示, 
DLL4在胃癌中的表达明显高于正常胃黏膜, 且
与肿瘤组织MVD呈显著正相关. DLL4在转移组

的阳性率高于无转移组, DLL4表达与胃癌胃壁

浸润深度呈正相关, 提示DLL4的过表达与胃癌

的侵袭和转移能力密切相关. 本研究表明, DLL4
的表达在胃癌的血管生成过程中起着重要作用, 
与胃癌的转移、浸润密切相关, 其表达可作为

判断胃癌预后的一个指标, 以DLL4为靶目标的

抗血管治疗技术将为胃癌的综合治疗提供新的

方法.
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Abstract
AIM: To investigate the epidemiological features 
and high risk factors of Qingdao residents and 
Koreans living in Qingdao with fatty liver. 

METHODS: One thousand and thirty one Qing-
dao residents (group A) and 1543 Koreans living 
in Qingdao (group B) with fatty liver were stud-
ied with epidemiological method and the related 

data including patients’ general data, results of 
abdominal ultrasonic inspection and biochemi-
cal indicators were collected and analyzed by 
t-test, chi-square test and regression analysis us-
ing SPSS11.0 software. 

RESULTS: The morbidity rates of fatty liver 
in Qingdao res idents and Koreans were 
35.49% and 16.68%, respectively (χ2 = 507.91, 
P < 0.01). The body mass index, the levels 
of fasting blood glucose and cholesterol in 
group A were higher than those in group B (t 
= 13.10, P < 0.01; t = 2.31, P < 0.05; t = 3.51, P 
< 0.05). The rates of overweight, obesity and 
high fasting blood glucose of males in group 
A were also higher than those in group B (χ2 
= 35.68, χ2 = 61.49, χ2 = 3.88; all P < 0.05). But 
for females, the rates of overweight, obesity 
and hyperglyceridemia in group A were 
higher than those in group B (χ2 = 29.70, χ2 = 
12.35, χ2 = 9.88; all P < 0.05). Logistic regres-
sion analysis of multiple factors suggested 
that fatty liver had a close positive correlation 
with obesity and hyperglyceridemia, and had 
a positive correlation with age, overweight, 
hypercholesterolemia and high fasting blood 
glucose in both groups.  

CONCLUSION: In comparison with Koreans 
living in Qingdao, fatty liver occurrs more fre-
quently in Qingdao residents. The incidence of 
fatty liver has a close positive correlation with 
obesity and hyperglyceridemia, and has a posi-
tive correlation with age, overweight, hypercho-
lesterolemia and high fasting blood glucose both 
in Qingdao residents and in Koreans living in 
Qingdao. 

Key Words: Fatty liver; Epidemiology; Morbid-
ity; High risk; Qingdao resident; Koreans living in 
Qingdao

Wang RP, Tang XY, Ma XF, Li K, Zhang JH, Zheng SF, 
Wang HT, Ma LN. Epidemiological feature and high 
risk factors of Qingdao residents and Koreans living in 
Qingdao with fatty liver. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(9): 962-965
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■背景资料
脂肪肝是由多种
因素形成的一种
肝脏病理状态. 临
床上通常将其分
为 两 大 类 :  酒 精
性脂肪肝 ( A F L )
和非酒精脂肪肝
(NAFL), 其在不
同国家、地区及
人群中的流行状
况不一 .  近年来 , 
随着我国经济状
况的改善和生活
水平的提高, 人们
的饮食更趋精细
和西化, 生活方式
的改变, 致使脂肪
肝的发生率明显
增高.

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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摘要
目的: 研究青岛市民与住青韩国人脂肪肝
(fatty liver, FL)人群流行病学特点及高危因素.  

方法:  运用流行病学调查方法调查青岛市
民FL患者1031例(青岛组), 住青韩国人FL患
者1543例(韩国组), 填写相关内容, 包括个
人一般资料、腹部彩超检查及生化指标, 应
用SPSS11.0软件进行t 检验、χ2检验及回归 
分析.  

结果:  青岛市FL患病率35.49%, 住青韩国人
FL患病率16.68%, 两组比较差别具有显著性
(χ2 = 507.91, P <0.01); 青岛组FL患者体质量
指数(BMI)大于韩国组, 两组比较差别具有显
著性(t  = 13.10, P  <0.01); 青岛组FL患者空腹
血糖(GLU)、胆固醇(TC)高于韩国组, 二者具
有统计学意义(t  = 2.31, t  = 3.51, P <0.05); 男
性F L患者超重、肥胖及高空腹血糖青岛组
高于韩国组, 有统计学意义(χ2 = 35.68, χ2 = 
61.49, χ2 = 3.88, P <0.05); 女性FL患者超重、

肥胖及高甘油三酯(TG)青岛组高于韩国组, 
有统计学意义(χ2 = 29.70、χ2 = 12.35、χ2 = 
9.88, P <0.05); 多因素Logistic回归分析, 两组
FL患者均与肥胖、高甘油三酯(TG)密切正相
关, 与年龄、超重、高胆固醇(TC)和空腹高
GLU呈正相关.   

结论: 青岛市民FL患病率远高于住青韩国人, 
两组FL与肥胖、高TG密切正相关, 与年龄、

超重、高TC和空腹高GLU呈正相关. 

关键词: 脂肪肝; 流行病学; 患病率; 高危因素
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0  引言

正常人肝脏内脂质含量占肝湿质量的2%-4%. 
多种疾病或药物等因素引起肝细胞内脂质积

聚超过肝湿质量的5%, 或组织学上每单位面积

见1/3以上的肝细胞脂肪变性者, 即称为脂肪肝

(fatty liver, FL). FL是由多种因素形成的一种肝

脏病理状态. 临床上通常将FL分为两大类: 酒精

性脂肪肝(arena football league, AFL)和非酒精

脂肪肝(north american football league, NAFL). 
本研究收集1031例青岛市FL患者与1543例住青

韩国人FL患者进行相关比较研究, 探讨青岛市

民与住青韩国人FL人群流行病学特点及高危因

素, 为防治FL提供有利可靠的证据.

1  材料和方法

1.1 材料 随机抽取在我院健康体检中心体检的

1031例青岛市FL患者与2005-2007年住青韩国

人FL患者1543例为研究对象, 并各选择1000例
健康人群为对照组. 研究内容包括: (1)个人一般

资料: 性别、年龄、身高、体质量、腰围、文

化程度、职业、烟酒嗜好、体育锻炼强度及时

间、既往史、家族史等. (2)腹部彩超. (3)生化指

标: 甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)、血糖(GLU)、
谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、γ-谷氨

酰转肽酶(γ-GT)等. 
1.2 方法 全部FL病例均符合2003年中华肝脏病

学会和酒精性肝病学组所规定的酒精性脂肪肝

和非酒精性脂肪肝的诊断标准[1-2 ]. 且规定下列

标准: (1)B超标准: 本文将B超的表现作为必备

条件, B超表现为光点细密, 近场回声增强, 远
场回声减弱, 肝脏回声呈“明亮肝”. (2)身高

体质量指数: 体质量指数(BMI) = 体质量(kg)/身
高(m)2, 根据2000年国际肥胖特别工作组提出

的亚洲成年人超重和肥胖标准[3], BMI≥23为超

重; ≥25为肥胖. (3)生化指标: TG≥1.70 mmol/L,  
TC≥5.72 mmol/L, GLU≥6.10 mmol/L[4]. 所有病

例均排除甲、乙、丙、丁、戊型肝炎病毒感染

或其他能明确引起FL的原因者如妊娠、营养不

良、药物或化学品中毒等疾病. 
统计学处理 应用Epidata 2.0软件输入各项

数据, 并将部分指标量化, 导入SPSS11.0软件进

行t检验、χ2检验, 单因素分析, 计算OR及95%的

可信区间, 多因素分析, 采用Logistic回归分析. 

2  结果

2 . 1  两 组 F L 患 者 一 般 资 料 及 患 病 率  1 0 3 1
例 青 岛 组 F L 患 者 占 查 体 总 人 数 ( 2 9 0 5
人)35 .49%, 男性780例 ,  女性251例 ,  男女比 
3.11∶1, 平均年龄50.90±13.64岁. 1543例韩国

组FL患者占查体总人数(9251人)16.68%, 其中男

性1383例, 女性160例, 男女比8.64∶1, 平均年龄

42.61±10.17岁. 两组年龄比较差别具有显著性

(t  = 17.55, P <0.01) . 
2.2 两组患者BMI 青岛组FL患者BMI大于韩国

组(27.35±3.01 vs  25.80±2.81), 两组比较差别

具有显著性(t  = 13.10,  P <0.01). 
2.3 两组FL患者GLU、TG和TC结果分析 青岛

组FL患者GLU、TC高于韩国组(t  = 13.52, t  = 
3.51, 均P <0.01), 二者具有统计学意义, 而两组患

■研发前沿
脂肪肝是继高血
压、糖尿病之后
又一发病率持续
上升的一种疾病, 
其对健康的危害
也 日 趋 明 显 .  因
此, 重视并加强对
脂肪肝的研究是
减少及防止慢性
肝病进展、改善
患者预后的重要
措施.

■相关报道
刘朝晖 et al 报道
2 0 - 6 3 岁 武 警 某
部脂肪肝患病率
( 1 2 . 5 % ) 及 李 葳  
et al报道健康体检
人群脂肪肝患病
率(18.3%).
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者TG比较无统计学意义(t  = 0.37, P >0.05)(表1). 
2.4 两组FL高危因素检出率比较 男性FL患者

超重、肥胖及高空腹GLU青岛组高于韩国组, 
有统计学意义(P <0.05), 高TG与高TC两组比较

无统计学意义(P >0.05); 女性FL患者超重、肥

胖及高T G青岛组高于韩国组, 有统计学意义

(P <0.05), 高空腹GLU与高TC两组比较无统计学

意义(P >0.05)(表2).
2.5 两组FL患者高危因素回归分析 多因素Lo-
gistic回归分析, 两组FL患者均与肥胖、高TG密

切正相关, 与年龄、超重、高TC、空腹高GLU
呈正相关(表3). 

3  讨论

青岛市民FL患病率为35.49%, 远高于住青韩国

人FL患病率(16.68%), 也明显高于范建高 et al [5]

报道上海FL患病率(20.82%); 青岛市民FL患者

平均年龄(50.90岁)大于住青韩国人FL患者平均

年龄(42.61岁), 而住青韩国人FL男女比(8.64∶
1)高于青岛市民FL男女之比(3.11∶1). 可能原

因有: (1)青岛盛产啤酒, 青岛人饮酒量偏大, 加
之部分青岛市民有一醉方休的饮酒陋习, 使饮

酒人数和饮酒量巨增, 是青岛市FL患病率增高

的基本原因. (2)青岛地区高脂肪、高碳水化合

物食物偏多, 青岛市民热情好客, 人际之间交往

增多, 各种应酬增加, 摄入大量的高脂肪类食物, 
烟酒过度, 导致体质量增加, 身体肥胖, 血脂升

高. (3)青岛市是中国首批改革开放城市, 在市场

经济和高科技快速发展的条件下, 竞争激烈, 部

分青岛市民长时间处在工作繁重、精神高度紧

张的状态之中, 生活无规律, 长期的夜生活致睡

眠不足. 另外, 参加体育运动少, 机体耗能下降, 
储存增加使血脂水平增高. 而住青韩国人FL年
龄低于青岛市民和住青韩国人FL男女比高于青

岛市民, 可能与住青韩国人多为中青年(多为创

业)、男性较多及韩国女性讲究养生之道有关. 
多因素Log is t ic回归分析, 两组FL患者均

与肥胖、高TG密切正相关, 与年龄、超重、高

TC、空腹高GLU呈正相关, 
本研究亦证明, 肥胖和高TG是FL最常见和

较肯定的危险因素. 肥胖患者常伴有高血脂症, 
二者均与FL的发生密切相关, 其可能机制为: 肥
胖患者脂肪组织增多, 易受激素敏感性脂肪酶

的活化, 使外周脂肪分解增多, 致使肝脏脂肪增

多; 且肥胖患者长期摄入高脂高糖饮食, GLU增

高, 外源性脂肪吸收增多, 使TG合成超过其运

转, 从而在肝内沉积, 进而形成FL[6-7]. 超重、体

质量指数等体检指标与FL正相关, 此两项指标

简单易得, 又很直观, 所以在临床诊断中对于这

两项指标要给予高度的重视. 
本研究结果显示, FL已成为最常见的肝脏

疾病, 而且在中青年人中具有相当高的发病率. 
FL患者的真正危害性一般不在于FL本身, 而在

表 2 两组脂肪肝同一性别高危因素检出率的比较(n )

     
                                        男                           女

                      青岛组  韩国组     P      青岛组   韩国组     P

n        780   1383          251      160 

超重       681   1061  <0.01    200        87   <0.01

肥胖       275     276  <0.01      70        21   <0.01

高TG              481        827  >0.05    145        67   <0.05

高TC       261     422  >0.05      94        46   >0.05

高GLU        173     258  <0.05      62        32   >0.05

■创新盘点
本文研究脂肪肝
的发病趋势有一
定的代表性, 且与
住青韩国人的对
比研究未见报道, 
结果将填补省内
及国内空白.

表 3 青岛市与韩国FL组人群高危因素分析

     
                                 

归因分析                       男性 　                  女性

                 n          OR          95%CI            n        OR           95%CI

年龄      780     1.18   1.14-1.21      251     1.33   1.22-1.43

超重      681    9.96   5.46-18.17    200     6.65   1.97-22.42

肥胖      275   55.90 14.89-209.81    70    37.96   1.69-852.16

高TG     481   19.98   9.65-41.38    145    28.60   5.20-157.05 

高TC     261     2.81   1.32-5.96        94     0.13   0.02-0.92

高GLU  173   18.75   2.99-117.27    62    3.12    0.42-25.82

   
   男性 　                女性

    n          OR         95% CI          n         OR      95% CI

1383    1.04    1.03-1.05  160      1.06     1.04-1.09

1061    3.79    2.65-5.40    87      6.46     3.31-12.60

  276    3.41    2.42-4.81    21      3.46     1.61-7.46

  827  32.73  18.32-5.84    67    65.41   20.43-209.46

  422    3.11    1.87-5.14    46    13.19     5.29-34.17

  258    4.68    2.13-10.30  32      3.17    0.46-21.82

青岛组                                                                                     韩国组

表 1 两组FL患者GLU、TG和TC结果分析(mean±SD)

     
分组            n              GLU          TG               TC

青岛组    1031    6.61±2.37    2.38±1.73    5.44±1.03

韩国组    1543    5.46±1.66    2.36±1.87    5.29±0.94
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于导致FL的主要原因—肥胖、高脂血症等引发

心脑血管疾病的高危因素. FL是可逆的[8], 在消

除病因后可以好转甚至恢复正常. 因此, FL的防

治主要在于控制饮食,合理营养, 加强体力劳动

和锻炼, 以利减轻体质量, 降低血脂(尤其注重

TG). 一般认为FL预后较好, 但也有一部分发展

成为肝硬化, 甚至肝衰竭, 因此, 重视FL的研究

意义重大.
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■同行评价
本文选题视角较
好 ,  样 本 例 数 较
大, 结果可信, 但
未对个人一般资
料进一步分析, 因
此探讨显得单薄.
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象; 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2      征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3      联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com
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PTC对胰胆管合流异常的诊断

李 臻, 马 骥, 韩新巍                                                                

李臻, 马骥, 韩新巍, 郑州大学第一附属医院放射科 河南省
郑州市 450052
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与介入治疗研究.
作者贡献分布: 此课题由韩新巍指导; 由李臻及马骥共同设计完
成; 研究过程主要由李臻操作完成; 马骥进行部分数据测量与统
计分析; 李臻完成论文写作.
通讯作者: 韩新巍, 450052, 河南郑州市建设东路1号, 郑州大学
第一附属医院放射科. hanxinwei2006@163.com
电话: 0371-65165352 
收稿日期: 2007-12-13   修回日期: 2008-01-23

Percutaneous transhepatic 
cholangiography in diagnosis 
of pancreaticobiliary 
maljunction  

Zhen Li, Ji Ma, Xin-Wei Han 
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Abstract
AIM: To investigate the feasibility of percu-
taneous transhepatic cholangiography (PTC) 
in the diagnosis of adult pancreaticobiliary 
maljunction (PBM), and to summarize its 
radiological characteristics.  

METHODS: The clinical data of consecutive 257 
patients with obstructive jaundice (OJ) receiving 
the PTC drainage in our hospital from January 
1999 to February 2007 were collected. Clinical find-
ings and cholangiopancreatographic results were 
retrospectively analyzed. Meanwhile the standard 
for selecting cases and diagnosing PBM was estab-
lished. A total of 35 cases were selected and both 
biliary and pancreatic ducts were opacified. The 
obtained data were statistically analyzed.  

RESULTS: PBM was diagnosed in 31 cases, and 
PTC detection rate was 12.06% (31/257). The 
length of common duct and the confluence angle 
of the pancreaticobiliary ducts were 9.87 ± 4.55 

mm, which were significantly different from 
normal values (P < 0.05). The site of duodenal 
papilla had influences on the length of common 
duct. The diameters of common bile duct, pan-
creatic duct and common duct near the conflu-
ence were 3.20 ± 1.62 mm, 2.06 ± 0.82 mm, 3.03 
± 1.03 mm, respectively. There was no statistical 
difference between them and the normal values.  

CONCLUSION: PTC is safe, effective and avail-
able to diagnose PBM. PTC finding of PBM has 
its own characteristics to some extent. 

Key Words: Percutaneous transhepatic cholangiography; 
Pancreaticobiliary maljunction; Obstructive jaundice

Li Z, Ma J ,  Han XW. Percutaneous transhepatic 
cholangiography in diagnosis of pancreaticobiliary 
maljunction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 
966-970

摘要
目的: 探讨经皮肝穿刺胆道造影(percutaneous 
transhepatic cholangiography, PTC)诊断胰胆管
合流异常(pancreaticobiliary maljunction, PBM)
的可行性, 总结其影像学诊断特征. 

方法: 回顾性分析1999-01/2007-02连续257例
因阻塞性黄疸(obstructive jaundice, OJ)PTC下
行介入治疗患者的临床及影像学资料, 确立病
例入选标准与PBM诊断参考标准, 从中筛选
出资料完整、胰管显影的病例35例, 测量胆胰
共同管长度和直径、汇合处胆胰管直径、汇
合角度等, 并经校正得到实际数值, 结果经统
计学处理. 

结果: PBM确诊31例, PTC检出率为12.06%. 
共同管长度为9.88±4.55 mm, 明显高于正常
长度标准(P <0.05). 十二指肠乳头位置影响共
同管长度大小. 汇合处胆总管直径、胰管直
径、共同管直径分别为3.20±1.62 mm、2.06
±0.82 mm和3.03±1.03 mm, 与正常值比较无
统计学差异.

结论:  PTC诊断PBM方法可行、安全、有效, 
PBM的PTC表现具有一定的特征性. 

®

■背景资料
胰胆管合流异常
(PBM)为胚胎发
育异常导致的胆
管和胰管在十二
指肠壁外高位汇
合的一种先天性
畸形, 功能上失去
Oddi括约肌的控
制, 胆汁和胰液相
互 逆 流 ,  引 发 诸
多相关胆胰疾病. 
PTC为顺行性胆
树造影, 在肝内胆
管即胰胆管汇合
部以外的区域穿
刺、插管和注射
对比剂, 不影响胰
胆汇合部的生理
功能和解剖结构, 
几乎完全自然状
态下显示胰胆管
及汇合部, 对PBM
诊断价值更大. 

■同行评议者
张学, 教授, 中国
协和医科大学基
础医学院医学遗
传学系 
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0  引言

胰胆管合流异常(pancreaticobiliary maljunction  
PBM)为胚胎发育异常导致的胆胰管在十二指

肠壁外异常汇合的一种先天性发育畸形 ,  解
剖学上胰胆管高位汇合 ,  功能上因失去O d d i
括约肌的控制, 使胆汁和胰液相互逆流, 引发

诸多相关胆道和胰腺疾病 [1].  P B M的临床诊

断报道主要以ERCP和术中胆道造影[2]等影像

学方法为主 ,  虽有C T、放射性核素扫描及超

声内镜诊断P B M的报道 [3-4],  但应用极少 .  经
皮肝穿刺胆道造影(percutaneous transhepatic 
cholangiography, PTC)为顺行性胆树造影, 在
肝内胆管即胰胆管汇合部以外的区域穿刺、插

管和注射对比剂, 不影响胰胆汇合部的生理功

能和解剖结构, 几乎完全自然状态下显示胰胆

管及汇合部, 故对PBM的诊断价值更大. PTC
诊断PBM尚未见文献报道, 韩新巍 et al [5]曾对

经皮肝穿刺胆道引流(percutaneous transhepatic 
choledochus drainage, PTCD)中胰胆共同管与

胰液、胆汁相互逆流的关系作了初步探讨, 为
本研究较早的映射. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集1999-01/2007-02连续257例因阻塞

性黄疸(obstructive jaundice, OJ)经PTC行介入治

疗的患者临床及影像学资料, 所有患者均在PTC
后完成PTCD和/或胆道内支架置入术.
1.2 方法 以PTCD术中出现胆胰管显影者为研究

对象, 观察胆胰汇合情况及其与十二指肠壁的

关系, 测量共同管长度、直径、汇合处胆胰管

直径及汇合角度. 以术中造影导管直径为校正

标准, 计算出实际数值, 连续测量3次以减少误

差. 所有数据由SPSS13.0统计软件包完成处理. 
PTC图像分析采取双盲法, 由两位放射科医师共

同阅片, 着重观察胆道梗阻部位、胆胰管及共

同管形态、乳头位置等. 研究对象纳入标准: (1)
因OJ而PTC下行介入减黄治疗, PTCD时胰管及

壶腹部显影良好, 彼此边界清晰, 可进行相关数

据的测量及形态学征象的观察. (2)病例资料齐

全, 具有OJ病变的组织病理学结果.

2  结果

257例OJ患者PTCD术中出现胰管显影35例, 诊
断PBM 31例, 检出率为12.062%(31/257), 其中男

19例, 女12例, 年龄37-88(平均63.03±12.09)岁, 
B-P型PBM14例、P-B型15例、复杂型2例. 31
例PTC技术实施及后续介入减黄治疗均获成功, 
未出现严重并发症, 仅2例出现短暂性穿刺道渗

血, 1例出现皮下局限性胆汁外渗导致的蜂窝织

炎, 经对症处理后均得以控制. 31例PBM患者经

病理证实为非胆管源性肿瘤7例, 原发胆管上皮

的肿瘤21例, 胆管炎症1例, 慢性胰腺炎1例, 慢
性胆囊炎并结石1例. 血清胆红素水平54.6-804.4 
μmol/L. 主要临床表现见表1, 有关测量、观察

结果见表2-5, 十二指肠乳头位置与共同管长度

的关系具有显著意义(χ2 = 14.498, P  = 0.002), 其
位置即壶腹部开口愈远, 共同管愈长. 十二指肠

乳头部位与胰胆管汇合角度无统计学意义(χ2 = 
4.607, P  = 0.203, 表4). 

31例PBM共同管长度测量平均值为9.875±
4.548 mm, 显著高于正常值(P<0.05). 胆胰管汇合

角度55.302±22.513度, 与正常值(30-47度)比较差

异有显著性(P <0.05). 31例PBM中B-P型14例(图
1A-B)、P-B型15例(图2A-B)、复杂型2例(2例副胰

管显影, 图3A-B). 所有显影的胰管, 形态多规则, 
仅6例出现狭窄或中断, 据临床资料诊断为胰头

癌. 本组胰管显影35例患者, PBM31例, 另4例为非

PBM因素导致胰管显影, 具体影像学观见图4. 

3  讨论

传统认为PTC是诊断OJ的金标准, 但随着无创

影像技术的不断发展, 临床上已很少将其作为

单纯的诊断方法, 而更大意义上作为介入治疗

的操作步骤之一[6]. PTC时可见胆总管、胰管汇

合异常, 提示PTC可诊断PBM, 但既往尚无文献

报道, Kogure et al [7]曾报告PTC下置入自膨式金

属支架治疗合并有PBM的恶性梗阻性黄疸患者. 
虽然ERCP诊断PBM的技术条件相对成熟, 但操

作导致急性胰腺炎、胆管炎、出血等并发症的

发生率高[8], 尤其小儿和一般状况差的老年患者

临床应用受限[9]; 且对于胆胰“V型”汇合、共

同管较短时, 常常因插入造影导管的偏差导致

造影失败[10]. MRCP因无创, 可作为筛查方法, 但
精确性不及ERCP. 术中胆道造影虽直观, 但技术

要求高、创伤大, 不宜单独用作常规诊断手段; 
且手术对胆胰管有一定的牵拉和推移, 干扰其

空间关系和解剖结构. 相比之下, PTC安全、微

■研发前沿
PBM诊断的优化
方法选择、PBM
临床诊断标准问
题以及如何提高
PTC诊断PBM的
精确性等是该研
究领域的热点. 
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创, 不干扰胰胆管的空间关系和解剖结构, 能够

动态调整造影的投照位置, 最佳显示胰胆管和

共同管, 诊断PBM有优势. 
胰胆共同管长度异常是诊断PBM的关键性

指标, 但诊断标准报道不一. 随着对PBM认识的提

高, ERCP诊断PBM的共同管标准逐渐放宽, 已从

≥15 mm、≥12 mm、≥8 mm到当前≥6 mm[11], 
可见临床诊断标准-共同管长度处于缩短的趋 
势[12]. 正常共同管长度可因测量方法不同而存在

差异, 日本学者多认为长度为5 mm左右[13]. Dowdy
对成人100例尸检的结果显示, 正常共同管的长

度平均为4.4 mm[14]. 多数学者测量后亦认为, 成人

共同管长度大于5 mm即可诊断为PBM[15]. 李玉民 
et al [16]报道Oddi括约肌长度范围平均为6 mm, 超

出此范围, 共同管将失去Oddi括约肌控制. 1994年
日本PBM研究会通过诊断标准: 据放射学或解剖

学检查, 胆总管、胰管在十二指肠壁外异常汇合, 
放射学检查以肠道内对比剂或气体显示的肠道

边缘为界[17]. 该标准为影像学对胰胆管相关量化

指标的研究提供了依据. 
据文献资料和本组病例分析 ,  P T C诊

断P B M的参考标准为 :  (1 )胆胰管在十二指

肠壁外高位汇合 ,  十二指肠降段切线位投

照时共同管长度≥6  m m; (2)胆总管与主胰

管汇合角度较大 (>45度 )、胆汁内胰淀粉酶

含量高(超过1000  U/L); (3)胆总管与主胰管

之间存在未退化的背侧胰管等异常交通 , 
导致胆胰逆流 .  具备其中一条即可诊断为

PBM. 影像学分型采用国际通用的Komi分型 
法[18]:Ⅰ型B-P型、Ⅱ型P-B型、Ⅲ型复杂型, 伴
有副胰管开口于十二指肠. 根据有无交通支及胰

管系统扩张情况又分为a、b、c三个亚型. 
据上述诊断标准, 本组胰管显影的35例病例

■相关报道
日本学者Kamisawa  
et al分别从不同角
度探讨了PBM的
临床诊断方法与
意义. 

表 1 31例PBM并阻塞性黄疸患者临床表现及诊断(n )

     
项目                     B-P型                P-B型        复杂型    合计

平均年龄(岁)  62.692±11.736  63.467±13.590     57.5    

腹胀(痛)纳差             12                           12                   2             26

白陶土大便                 7                           10                   1             18

胆囊癌                         2                              3                   0              5

肝总管                         6                              4                   1             11

(肝门)癌

胆总管癌                     0                              3                   0               3

肝内胆管                     0                             1                    1               2

细胞癌

胰头癌                         3                             1                    0               4

胃癌                             1                              2                   0               3

胆管炎                         1                              0                   0               1

慢性胰腺炎                 1                             0                    0               1

胆系结石                     6                              6                   0            12

慢性胆囊炎                 4                            10                   1            14

表 2 共同管汇合处胆总管、胰管及共同管测量结果(mm)

     
项目(mm)                    n         大小范围            mean±SD 

汇合处胆总管直径   31   1.298-9.337      3.201±1.617

汇合处主胰管直径   31   0.924-4.155      2.061±0.817

共同管长度              31   0.0001-18.476     9.875±4.548              

共同管直径              272  1.565-5.945       3.027±1.034

胆总管、胰管           31   0.0003-99.250     55.302±22.513 

汇合角度(度) 

1胰胆管分别呈“U型”开口者, 共同管长度视为零; 231例PBM

中, 2例共同管表现为悬空征, 直径无法测量, 1例无共同管, 但

汇合角度异常, 胆汁中胰淀粉酶含量超过1000 U, 诊为PBM; 1

例无共同管但存在未退化的背侧胰管; 31例PBM患者存在未

退化的背侧胰管, 胰胆管分别平行开口于十二指肠, 汇合角度 

为零. 

表 3 胰管显影范围及PTC形态观察

     
显影范围               n   

        形态表现

                            规则           不规则狭窄、中断

胰头部               16           11                          5

胰体部                 4             4                          0

胰管全部            11           10                          1

副胰管                 2             2                          0

表 5 十二指肠乳头位置与胆总管、胰管汇合角度的关系

     
项目                 降部中1/3

         异常开口组

                              降部下1/3     交界处    水平部

十二指肠          12                   9               5            5

乳头位置  

汇合角度(度)     50.811           51.078      54.597   74.393

χ2 = 4.607, P  = 0.203.

表 4 十二指肠乳头位置与共同管长度的关系

     
项目                   降部中1/3

            异常开口组

                                降部下1/3    交界处   水平部

十二指肠            12                 9                5            5

乳头位置

共同管长度          6.806          9.280       14.297   13.891

(mm)

χ2 = 14.498, P  = 0.002<0.05. 
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中, 确诊为PBM 31例, 另4例为非PBM因素导致

胰管显影, 考虑原因如下: (1)胆胰管之间的纵行

肌(壶腹隔膜)缺如[19]但影像学观察困难; (2)Oddi
括约肌功能障碍(sphincter or dysfunction, SOD), 
导致胆汁胰液相互逆流, 本组1例胆囊切除术后, 
诊断为SOD. 

总结本组PTC显示的共同管形态, 有以下特

征: (1)直管型: 因共同管过长, 仅远端部分(十二

指肠壁内段)有Oddi括约肌包绕, 近汇合处解剖

学缺少括约肌控制, 当远端括约肌处于舒张状

态时, 共同管近远端直径差别不大, 呈近似平直

管状结构, 占31.03%. (2)圆锥型: 共同管远端因

A B C

图 4 PBM间接征象及其他因素所致胰管显影. A: 共同管呈“悬空征”, 十二指肠壁外汇合点与肠壁距离大于6 mm. 为PTC

诊断PBM间接征象; B: 胆囊切除术后综合征患者, PTC胰管显影, 胆胰管“U型”, 开口与SOD有关; C: 胆胰管“V型”开口, 

末端相互交通, 胰管显影, 为壶腹隔膜缺失所致. 

A B
图 1 B-P型PBM(箭头). 
A: 乳头异位于十二指肠降

部、水平部交界处; B: 乳

头异位于十二指肠升段, 

胆总管末端环形切迹, 共

同管呈“直管状”. 

→

→

A B
图 2 P-B型PBM(箭头). A: 

共同管呈“圆锥状”, 乳

头异位于十二指肠降段和

水平段的交界处; B: 乳头

位置正常. 

→

→

A B
图 3 复杂型PBM. A: 胆

胰管“U形”开口, 胆总管

与主胰管高位汇合, 背侧

胰管近段胚胎残留形成副

胰管(箭头)致胆胰逆流; B: 

位于主胰管下方的副胰管

显影(箭头), 并单独开口于

十二指肠.

→

→
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■创新盘点
本 文 首 次 探 讨
PTC诊断PBM的
可 行 性 ,  初 步 提
出PTC诊断PBM
的影像学参考标
准, 并详细描述了
PBM的PTC影像
学特征. 创新性应
用PTC下胆道活
检 技 术 ,  对 合 并
PBM的阻塞性黄
疸患者行病理学
研究, 可进一步探
讨PBM与胆胰疾
病之间的病理联
系. 
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■同行评价
本 文 在 大 量 的
PTC检查后对胰
胆管合流异常分
型有进一步认识, 
若有MRCP对照
研究, 则是一篇更
好的论文. 

括约肌段收缩而窄细, 尖指向外下, 而近汇合处

直径相对大, 形态似“圆锥状”, 占58.62%. 若
近远端直径差别较大时可呈漏斗状. (3)悬空型: 
共同管几乎不显影或仅共同管汇合处显影, 汇
合点与十二指肠肠壁之间有一定距离, 酷似此

段悬空, 但解剖学共同管存在, 为各种因素导致

共同管梗阻或括约肌痉挛所致, 占10.34%. 各形

态类型所占比例接近文献类似的报道[20]. 
PTC时胰胆管显影的同时对比剂进入十二

指肠, 可准确观察十二指肠乳头位置. 解剖学认

为乳头位于十二指肠降部中段为正常, 于降部

下段及以远为异常, 即壶腹部开口异位. 尸检报

告曾显示[21]: 乳头位于十二指肠降部中1/3位置

约占67%, 余位于降部上1/3或以远部位. 本研究

中, 乳头位于降部中1/3者占38.71%(12/31), 余
61.29%(19/31)均为异常开口于十二指肠降部中

1/3以远, 异位率远高于文献报告[22], 但未见向

十二指肠降部中1/3以近异位者. 本研究发现, 乳
头位置异位越远共同管越长(P <0.05); 而乳头位

置与汇合角度并无相关性. 故认为PBM是十二

指肠乳头远端异位的高发人群. 
PBM的PTC影像学诊断特征可总结如下: 

(1)胆胰管以较长的共同管与十二指肠壁“Y
型”连接, 共同管长度≥6 mm; (2)十二指肠乳头

多数向降部中段以远异位, 异位越远, 共同管越

长; (3)共同管可呈“悬空征”而不显影, 但高位

汇合点距离肠壁≥6 mm; (4)胆胰管汇合角度加

大; 胆汁胰淀粉酶增高支持胰液逆流. 
值得强调的是, 经PTC途径可对胆道病变部

位行钳夹病理活检[23], 由病理结果可探讨PBM
与胆系疾病的关系; PTC对于PBM诊断有独特优

势. PTC一旦发现胰管显影、胰胆管在十二指肠

壁外高位汇合时, 应注意调整DSA的投照方向, 
行十二指肠降段切线位投照, 最佳显示胰胆管

汇合形态和乳头结构; 同时对比剂充盈十二指

肠腔以清晰显示肠壁边缘, 便于测量、减少误

差. 必要时肌注654-2针预防或解除壶腹部痉挛. 
研究表明, PTC诊断PBM并发症发生率低、技术

可行、安全; 同时借助PTC可对PBM并发的OJ
行减黄治疗. PBM的临床诊断和认识尚不成熟, 
诸多问题如选择合适的方法早期确诊P B M、

PBM诊断的优化方法选择、PBM与胆系癌的联

系等有待于进一步研究. 
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Abstract
Xiao Chaihu Tang is a famous prescription 
in “Shanghanlun”. Experimental studies and 
clinical practices have proved that it is effective 
in the treatment of liver diseases because it 
can block the development of hepatitis to liver 
fibrosis, and further to liver cancer through 
various pathways. The mechanisms of Xiao 
Chaihu Tang treating liver diseases include: 
inhibiting the replication of hepatitis virus, 
protecting liver cells, preventing liver damage, 
and suppressing liver fibrosis as well as immune 
regulation and anti-tumor effect, etc. 

Key Words: Xiao Chaihu Tang; Viral hepatitis; Liver 
fibrosis; Liver cancer

Lu TT, Zhao GP. Advances in mechanisms of Xiao 
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摘要
小柴胡汤是《伤寒论》中著名方剂. 许多实验

研究和临床实践已经表明, 他可以通过多个途
径阻断由肝炎至肝纤维化再至肝癌的发展过
程, 对肝病防治具有重要意义. 小柴胡汤防治
肝病的机制包括抑制肝炎病毒的复制、抗肝
炎病毒活性、保护肝细胞膜、防治肝损伤、

多途径抑制肝纤维化、免疫调节和抗肿瘤作
用等. 

关键词: 小柴胡汤; 病毒性肝炎; 肝纤维化; 肝癌
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0  引言

《伤寒论》中小柴胡汤用于治疗“胁下满痛, 面
目及身黄, 颈项强, 小便难者”, 《金匮要略·黄
疸篇》用于治疗“诸黄, 腹痛而呕”, 说明该方

具有疏肝利胆作用. 现代临床以此为依据, 用于

治疗慢性乙型或丙型肝炎、肝纤维化, 防治肝

癌. 他相对于西药毒副作用少, 疗效缓慢而持久, 
可以有效提高肝病患者的生存质量和治疗效果. 
国内外的学者一直在对其防治肝病的机制进行

研究和探讨, 近年来取得重要进展, 现综述如下.

1  抑制HBV复制和抗HBV活性

小柴胡汤能够改善慢性乙肝患者的临床症状, 与
疫苗疗法结合可使部分乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)携带者病毒减少[1]. 以HBV转基因

小鼠作乙肝动物模型, 每日喂饲小柴胡汤, 每月

注射乙肝疫苗, 持续12 mo, 可使小鼠乙肝模型乙

肝表面抗原完全转阴, 疗效达100%, 高于单用小

柴胡汤或单用乙肝疫苗者. 小柴胡汤并用拉米夫

定抗麻鸭乙肝病毒(DHBV)的实验研究表明[2-4], 
该方具有明显的抗HBV作用, 推测其抗HBV机

制可能是通过调节免疫来实现. 利用2.2.15细胞

HBV体外培养系统[5-6]发现, 大孔树脂提取的小

柴胡汤提取物有一定的抗HBV活性. 

2  抑制肝纤维化作用

在CCl4所致大鼠肝纤维化模型[7]上, 小柴胡汤能

www.wjgnet.com

®

■背景资料
小柴胡汤具有两
千年的应用历史, 
在慢性肝病的防
治中发挥了重要
作用, 相关机制研
究也取得了重要
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显著升高血浆支链氨基酸与芳香族氨基酸的比

值﹑降低血清转氨酶, 证实该方有显著的防治

肝纤维化的作用. 马跃荣 et al [8]观察了小柴胡汤

对ip二甲基亚硝基胺和猪血清所致的两种实验

性鼠肝纤维化模型的抗纤维化作用, 结果显示

小柴胡汤可降低肝脏Ⅰ、Ⅲ型胶原和增加肝视

黄基棕榈酸盐(RP)含量, 且这种作用在预先给予

小柴胡汤组更明显. 另有实验研究结果[9]表明, 
肝纤维化发生时, Ⅰ、Ⅲ型胶原含量显著增高, 
小柴胡汤能减轻大鼠肝纤维化及CCl4所致肝细

胞变性坏死的程度, 下调Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达. 
小柴胡汤抗肝纤维化的机制在于抑制肝星

形细胞激活、肝内胶原的合成及肝内型前胶原

mRNA的表达[10-11], 小柴胡汤可降低血小板源生

长因子(platelet-derived growth factor, PDGF)、
转化生长因子-b1(transforming growth factor b1, 
TGF-b1)的活性, 而这两种因子是参与肝纤维化

形成的重要细胞因子[12-14]. 怡悦[15]认为小柴胡汤

抑制肝纤维化作用与肝细胞损害抑制作用及伊

东细胞生成胶原抑制作用的参与有关. 小柴胡

汤能减缓由DMN、PS诱导的肝纤维化模型大鼠

纤维化的进展, 使肝内维甲类化合物含量趋于

正常肝脏水平, 并能抑制肝内胶原量的增生和

肝内a-SMA的表达.

3  改善肝损伤和保护肝细胞膜

小柴胡汤可以迅速降低谷草转氨酶(GOT), 谷丙

转氨酶(GPT), 血清总胆红素(TBL)和血清碱性

磷酸酶(ALP)的水平, 使胆汁淤滞所致的肝损伤

立即改善. 给D-半乳糖胺引起肝损害的大鼠po
和ip(非肠道给药)小柴胡汤提取剂[16], 发现两种

给药途径对肝损害具有等同保护和预防作用, 
其机制可能是改善肝脏蛋白的合成, 减少对肝

血浆和微粒体膜的损害. 长期给予小柴胡汤, 能
增加小鼠肝脏基因cDNA片段, 该片段是小鼠细

胞色素P450.16AcDNA类似的重要系列, 提示该

方对肝损害有预防作用. 
小柴胡汤加入健脾﹑养阴﹑活血中药后, 

对D-氨基半乳糖诱导的小鼠急性肝损伤模型, 
具有明显的保护作用, 能显著增强超过氧化物

歧化酶(SOD)活力, 降低血清丙二醛(MDA)的水

平, 肝组织病理变化减轻, 其机制可能与对抗自

由基脂质过氧化密切相关[17-20]. 加味小柴胡汤
[21-26]可明显对抗顺铂抑制正常肝细胞作用, 且随

剂量的加大而作用增强, 且有明显的抗氧化能

力, 能对抗顺铂诱导的细胞过氧化损伤, 且有一

972                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年3月28日    第16卷   第9期

定的量效关系. 在刀豆蛋白A(ConA)诱导肝损

伤模型[27-29]中, 加味小柴胡汤能降低小鼠ALT、
AST及TNF-a、IFN-γ水平, 改善肝组织病变. 其
抗肝损伤机制可能通过凋亡机制及免疫调节起

到保护肝脏的作用. 
小柴胡汤可使内毒素所致的65 kDa、140 

kDa附近蛋白质损害得以修复, 从而显示保护肝

细胞膜的作用. 还可防止内毒素所致的LDH-3, 5
同工酶逸出, 所以使细胞膜稳定, 对组织损害有

防御作用. CCl4体外引起的肝细胞损伤同时存在

着明显的凋亡和坏死. 小柴胡汤和柴胡-黄芩含

药血清对体外C C l4诱导的肝细胞损伤有保护

作用, 可能具有抗CCl4诱导的肝细胞凋亡的作

用[30-32].

4  抗肿瘤作用 
4.1 对细胞周期的影响 小柴胡汤可溶性成分对

11种不同分化程度的人肝胆系癌细胞株增殖作

用的观察结果表明, 小柴胡汤抑制癌细胞株的

细胞周期G0/G1期, 对具有产生甲胎蛋白(AFP)
功能的肝癌细胞株KIM-1的损伤呈浓度依赖性, 
能减少AFP的分泌. 
4.2 诱导肝癌细胞凋亡和清除活性氧 小柴胡汤

可诱导肝癌细胞凋亡, 诱导人类免疫缺陷病毒

(human immun-deficiency virus, HIV)感染的细胞

产生凋亡[33-34]; 抑制肝硬化向癌变转化[35]; 清除

活性氧并呈剂量依赖作用, 说明该方对癌变的

初始阶段有抑制作用[36]. 
4.3 直接抑制细胞增生 该方有直接抑制细胞增

生的作用, 可作为肝致癌剂的预防剂使用, 以降

低癌变的发生率, 计惠民 et al [37]给大鼠投予化学

致癌剂后发现, 小柴胡汤治疗组大鼠肝细胞未

发现癌变, 癌前病变增生性结节的形成也受到

抑制. 
4.4 抑制肝细胞癌变 临床试验[38]表明小柴胡汤

具有化学预防作用, 特别是防止丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus, HCV)抗体阳性的肝硬化患者

向肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)恶
化的作用. 小柴胡汤这种防御可能是通过降低

宿主的基因变异, 抑制肝细胞癌变的发生, 阻止

肝纤维化向肝硬化进展, 延缓病情.

5  免疫调节作用 
5.1 对细胞因子的影响 小柴胡汤能诱导慢性乙

型肝炎患者外周血单核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)产生IL-10[39]. 治疗后

IL-10水平明显升高, 而TNF-a水平明显降低. 表
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明小柴胡汤能诱导慢性乙型肝炎患者合成抗炎

因子IL-10, 从而抑制促炎因子TNF-a的合成, 减
轻TNF-a对肝细胞的损伤作用. 故认为小柴胡汤

治疗慢性乙型肝炎可能通过调节机体内炎性细

胞因子量的平衡而起作用. 
5.2 改善免疫功能 小柴胡汤可显著改善实验性

肝损伤小鼠的免疫功能[40-44], 可使实验性肝损伤

小鼠血清IFN-γ含量升高, IL-4含量下降, 从而使

Th1/Th2免疫平衡失调得到纠正, 免疫平衡向正

常方向恢复. 黄秀深 et al通过测定小柴胡汤不同

剂量组与荷瘤模型组间红细胞C3b花环结合率

及红细胞免疫复合物IC花环率, 证实小柴胡汤

有一定抑瘤作用, 且与红细胞免疫有关[45-50]. 李
建蓉 et al [51]通过实验证明小柴胡汤的抗HCV不

是通过抑制mRNA的转录, 可能是通过调节机体

免疫功能发挥作用. 小柴胡汤提取物[52-54]可增强

小鼠特异性体液免疫功能及非特异免疫功能.

6  结论

目前, 循证医学已经认识到病毒性肝炎, 肝纤维

化, 肝癌是肝病的三部曲, 改变了既往把他们认

为是三个独立疾病的误区. 小柴胡汤由于其作

用缓慢而持久, 从抑制肝炎病毒的复制和抗肝

炎病毒活性、保护肝细胞膜和防治肝损伤、多

途径抑制肝纤维化、免疫调节、抗肿瘤等多个

方面阻断由肝炎至肝纤维化再至肝癌的发展过

程, 对肝病防治具有重要意义. 综合本方的现今

研究进展, 我们认为揭示小柴胡汤防治肝病的

物质基础, 探索多途径、多靶点的作用机制, 仍
是今后需要努力的方向. 
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Abstract
A number of studies have demonstrated the im-
portant roles of canonical Wnt pathway in the 
essential physiologic processes in liver, such as 
development, growth, regeneration, zonation, 
metabolism, and oxidative stress. Likewise, there 
have been advances have been made in under-
standing the role of β-catenin in the development 
of various liver diseases. Studies of pathological 
specimens and rodent models of liver diseases 
have demonstrated aberrations in the canonical 
Wnt pathway in conditions ranging from hepa-
titis to hepatocellular carcinoma (HCC). In this 
article, we review the above roles of canonical 
Wnt pathway in liver health and diseases. 

Key Words: Canonical Wnt pathway; Liver disease;  
Liver
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摘要
经典Wnt信号转导通路的暂时激活在肝脏发
育、出生后肝脏正常生长、肝细胞再生、肝

小叶分带、肝脏代谢和氧化应激反应过程中
发挥着重要作用, 研究显示这条通路异常持续
激活与多种慢性肝病的进展显著相关. 近年来
针对经典的Wnt信号通路在肝脏病理生理过
程中的作用作了大量的研究, 并取得一些进
展, 本文对此作一综述. 

关键词: 经典Wnt信号转导通路; 肝疾病; 肝脏 
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0  引言

经典Wnt信号通路也称为Wnt/β-catenin信号通

路, 这条通路激活后将募集细胞内β-catenin, 后
者活化转移入细胞核, 与转录因子LEF/TCF等共

同作用激活特异基因的转录. 经典的Wnt信号转

导通路的暂时激活在肝脏发育、出生后肝脏正

常生长、肝细胞再生、肝小叶分带、肝脏代谢

和氧化应激反应过程中发挥着重要作用, 研究

显示这条通路异常持续激活与多种慢性肝病的

进展显著相关. 近年来针对经典的Wnt信号通路

在肝脏病理生理过程中的作用, 作了大量的研

究, 取得了一些进展, 现综述如下. 

1  经典Wnt信号通路在出生前肝脏发育中的作用

激活经典的Wnt信号通路在器官发育和胚胎轴

分化过程中发挥着重要作用. Haegel et al [1]发现

β-catenin基因敲除小鼠的胚胎中, 一些表达前后

轴极化标志分子的前端内脏内胚层细胞错误地

定位在远端内脏内胚层, 而不是重新定位在前

端, 从而不能形成中胚层和外胚层, 导致胚胎在

形成后的d 7死亡. 因此, β-catenin是小鼠胚胎发

育的两个早期阶段, 即前后轴形成和中胚层诱导

不可缺少的条件[2-6]. 人类肝脏的发生始于受孕后

的wk 3-4, 小鼠肝脏的发生始于受孕后的d 9, 由
前肠内胚层发育而来. 该内胚层细胞首先形成肝

原基, 然后由来源于中胚层的间充质细胞诱导发

育成为肝细胞, 之后, 成肝细胞经过增殖和功能
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分化而发育成胆管谱系和肝细胞谱系的细胞. 在
肝脏发生的不同阶段, 特异性基因表达不同, 受
来自中胚层信号调控. 实验证明成纤维细胞生长

因子和骨形态形成蛋白对肝脏发生起重要作用, 
而他们都是经典Wnt信号通路的下游靶基因[7]. 
研究发现斑马鱼肝脏发育期间, 中胚层Wnt2b信
号通路被激活, 说明了Wnt信号通路在正向调控

斑马鱼肝脏诱导分化过程中发挥着重要作用[8]. 
Micsenyi et al [9]发现在胚胎10-14 d, 胚胎肝细胞

高水平表达β-catenin并且伴有胞质和核内累积, 
与细胞增殖显著相关. 将胚胎10 d的肝脏与反义

β-catenin基因寡核苷酸片段培养发现, β-catenin
表达、细胞增殖和生存率显著降低[10]. 相反, 发
育肝脏内持续激活β-catenin过度表达, 导致肝脏

大小增加3倍和肝细胞前体细胞群扩大[11]. Cyclin 
D1介导了肝脏发育过程中的细胞增殖, Cyclin 
D1是β-连环蛋白在细胞核内激活的下游靶基

因, 当β-连环蛋白在胞质累积时, β-连环蛋白蛋

白转位入细胞核内, 与T细胞转录子Tcf结合, 激
活CyclinD1基因转录, 而Cyclin D1是细胞周期

增殖信号的关键蛋白, 为细胞周期从G1期到S期
转换所必需的, Cyclin D1过度表达可促进细胞

增殖[12], 因此, β-catenin通过共同转录激活作用

对发育早期的肝细胞增殖起了重要作用. 在胚胎

15 d后, 总β-catenin显著降低, 表达主要位于肝细

胞膜. β-catenin在肝细胞膜上与E-cadherin、Met
连接形成功能复合体, 这是肝细胞成熟和极性获

得的标志, 反义β-catenin基因敲除维持胚胎肝细

胞未分化表型, 持续表达干细胞和成熟肝细胞

标记物[13]. 基质胶诱导原代肝细胞分化过程中, 
β-catenin是稳定的, 核内累积的减少, 同时与Met
形成复合物, 说明肝细胞成熟可能是β-catenin介
导的细胞-细胞黏附作用与他的转录辅助因子

共同作用的结果[14]. 两项研究显示肝脏发育期

间, β-catenin促进胆系分化, 胆管结构形成. 反义

β-catenin基因敲除小鼠胚胎10 d肝脏培养发现, 
CK-19阳性细胞增殖能力丧失, 细胞凋亡增加. 相
反, 小鼠胚胎肝组织在含有Wnt3a无血清条件培

养基中培养, CK-19阳性细胞的生存和增殖能力

增加[8,15]. 这些研究表明, 经典的Wnt信号通路在

肝脏早期发育过程中起重要作用. 

2  经典Wnt信号通路在出生后肝脏生长中的作用

出生后的mo 1, 肝脏生长迅速. Apte et al  [16]通过

对CD-1小鼠出生后0, 30 d和3 mo肝脏发育的研

究发现, 从出生后d 5-20, 发育肝脏内总β-catenin
和激活的β-catenin蛋白水平显著增加, β-catenin-
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Tcf复合物也增加, 并伴有胞质和核内β-catenin
累积, 肝细胞增殖率显著增加, 这是因为GSK3β

失活, 酪氨酸蛋白激酶1α抑制及β-catenin基因

表达暂时增加激活β-catenin所致. 对肝脏特异

性β-catenin基因敲除的研究发现, 出生后30 d
肝脏明显变小, 肝细胞增殖能力下降, 说明激活

β-catenin对出生后肝脏的生长和发育是至关重

要的. 过度表达稳定突变或全长β-catenin基因的

小鼠的肝脏大小增加了3-4倍或15%, 这与肝细

胞增殖能力显著增加有关. 条件性β-catenin基因

敲除小鼠显示出生后mo 1肝脏大小明显减小, 
Cyclin D1表达显著减少, 肝细胞的增殖能力明

显降低, 这些研究说明经典的Wnt信号通路在出

生后早期正常肝脏生长中的重要作用[17-18]. 

3  经典Wnt信号通路在肝再生中的作用

Monga et al [19]为了研究大鼠肝再生期间经典Wnt
信号通路的变化, 建立70%肝切除大鼠肝再生模

型, 通过Western-blot分析、免疫沉淀检测和免

疫荧光染色发现, Wnt-1和β-catenin蛋白表达主

要位于肝细胞, 肝切除后5 min内伴随着核转录, 
β-catenin开始增加, 这与β-catenin降解减少相关; 
同时还发现由APC、丝氨酸磷酸化的AXIN蛋白

组成的β-catenin降解复合物在肝切除5 min后激

活, 导致β-catenin降解增加, β-catenin开始减少, 
研究同时发现在β-catenin开始增加时, E-cadherin
下降, 而当β-catenin下降时, E-cadherin开始增加, 
说明肝再生早期经典的Wnt信号通路通过严格

调控胞质内β-catenin表达水平, 诱导肝细胞增殖

和下游靶基因的表达. Sodhi et al [20]通过对反义

β-catenin基因敲除大鼠2/3肝切除后24 h和7 d的
研究发现, 肝切除24 h, 总β-catenin减少, 肝细胞

增殖能力下降, 24 h和d 7肝脏质量/体质量显著

下降, 下游靶及基因c-myc和uPAR的表达显著减

少, 而cyclinD1的表达保持不变, 说明β-catenin在
肝再生早期起着质量要作用, c-myc和uPAR是下

游重要的靶基因. HGF信号通路也在早期肝再生

过程中发挥着重要作用, Pediaditakis et al [21]研究

发现肝再生早期, HGF水平和活性均增加, 导致

β-catenin/Met复合体分离, 肝细胞再生, HGF/Met
和经典Wnt信号通路均参与了早期肝再生, 二者

可能存在crosstalk. Apte et al [22]为了研究这两个信

号通路是否存在相互对话(crosstalk), 将人HGF基
因导入正常大鼠体内, 使其过表达, 1 wk和4 wk
的研究发现, 肝脏体积增大, 1 wk时Western-blot
检测激活的β-catenin显著增加, 总GSK3β轻度增
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加, Ser45/Thr41磷酸化β-catenin(非激活状态)显
著减少, 1 wk时免疫沉淀分析发现90% β-catenin/
Met复合体解聚, 而β-catenin/E-cadherin复合体保

持不变, 说明短期内HGF诱导β-catenin激活的机

制是β-catenin/Met复合体解聚, 激活β-catenin. 4 
wk时Western-blot检测ser37磷酸化β-catenin减少, 
激活的β-catenin增加, 免疫沉淀分析β-catenin/
E-cadherin复合体显著增加, 而β-catenin/Met复合

体保持不变, 说明HGF诱导β-catenin长期激活是

通过经典方式激活, 肝脏特异β-catenin基因敲除

的部分肝脏切除的大鼠, 肝脏体积明显减小, 而
将人HGF基因转入后仍不能诱导肝细胞再生, 这
个研究说明β-catenin是HGF信号通路下游重要

的效应基因, 这两条信号通路存在crosstalk, HGF
通过激活β-catenin诱导了肝细胞再生. Tan et al [23]

对条件性β-ca tenin基因敲除小鼠2/3肝切除模

型的研究发现, 切除后肝再生高峰发生延迟了

24 h, 肝细胞增殖在72 h后开始增加, 研究说明

β-catenin参与早期肝再生, 能够触发一个成功肝

再生所必须的级联反应. 

4  经典Wnt信号通路与肝小叶分带和肝脏代谢

肝小叶内的肝细胞由于所在位置、接受门静脉

和肝动脉血的先后不同, 其功能特点、细胞形

态和细胞化学方面有所差异. 自肝小叶周边至

中央可将其大致划分为3带: 即周围带、中间

带和中央带. 这3个功能带表达不同的特异性蛋

白并且参与不同代谢活动, 但参与维持肝小叶

分带的信号通路目前仍不清楚. Benhamouche 
et al [24]报道β-catenin和APC的相互作用对肝小

叶分带起重要作用, 门脉周围肝细胞主要表达

APC基因, 激活的β-catenin表达较少; 相反在中

央静脉周围肝细胞APC基因表达缺乏, 激活的

β-catenin表达相对较高, 并伴有下游靶基因的表

达. APC基因敲除后, 门脉周围肝细胞的基因表

达特 征与中央静脉周围相似, 这说明APC是肝

小叶分带的重要调控基因. 通过对转基因和基

因敲除的小鼠研究发现, 参与谷氨酰胺代谢编

码谷氨酰胺合成酶、鸟氨酸氨基转移酶和谷氨

酸转运体GLT-1的三个基因均是经典Wnt信号通

路的下游靶基因, 中央静脉周围肝细胞在谷氨

酰胺合成过程中发挥重要作用, 因为这个功能

带肝细胞内β-catenin高度激活, 而在门脉周围的

肝细胞则对尿素的形成起重要作用[25-26]. 

5  经典Wnt信号通路与氧应激

Funato et al [27]最近报道了氧应激与经典的Wnt

信号通路之间存在重要联系. Essers et al [28]对

C.elegans的研究已经明确了作为氧应激的保护

反应, β-catenin直接与FOXO转录因子结合, 增
强FOXO的转录活性, 调控细胞周期, 激活FOXO
垂直同源基因DAF-16下游靶基因sod3表达, 从
而减轻氧应激对肝脏的损害, β-catenin基因敲

除抑制FOXO转录因子活性, 说明β-catenin调控

FOXO转录因子活性, 从而减轻氧应激对肝脏的

损害. 研究已经证实β-catenin调控许多肝脏内调

控氧应激反应的基因, 包括CYP2e1、CYP1a2和
S-谷胱甘肽转移酶. 氧应激参与了多种肝脏疾

病的形成, 例如, 酒精性和非酒精性脂肪性肝炎, 
明确氧应激在这些肝脏疾病中的作用, 将有助

于更好的理解经典的Wnt信号通路对这个过程

的影响[29-34]. 

6  经典Wnt信号通路与肝纤维化

肝纤维化是指肝脏内弥漫性的、过量的细胞外

基质沉积, 他不是一个独立的疾病, 而是许多慢

性肝病的共同病理过程. 肝脏星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)激活是肝纤维化发生的中心环

节. 近年来一些研究开始关注经典的Wnt信号通

路在HSC激活过程中的作用, 不同研究结果争

议较大. Higashi et al [35]为了研究HSC细胞间连

接, 体外培养人和大鼠的HSC, Western blot检
测到作为细胞间连接主要组成部分的β-catenin
的表达, 免疫荧光染色也检测到β-catenin, 双重

染色确定β-catenin主要表达在细胞间连接, 说
明β-catenin参与HSC细胞间连接的形成, Sodhi 
et al建立大鼠2/3肝切除正常肝再生模型, 取切

除后48 h的肝组织经免疫荧光染色确定HSC胞

质及核内有β-catenin表达, 说明正常肝再生过程

中, β-catenin可能参与了HSC的活化和增殖[20]. 
Myung et al [36]将LX-2细胞培养至5×104个加入

Wnt3a条件培养基中继续培养24 h, collagen α1
和α-SMA的表达显著增加, 而加入Wnt3a的抑制

蛋白sFRP后, Collagen α1和α-SMA显著降低, 这
项研究说明经典的Wnt信号通路通过激活HSC
参与了肝纤维化的形成. 与上述结果不同, Jiang 
et al [37]提取静止和激活的大鼠HSC的RNA进行

DNA点阵分析发现, 非经典Wnt信号通路的Wnt
受体Frizzed2、配体Wnt4和Wnt5基因上调, 为了

验证在体内的表达, 通过4 wk CCl4 ip建立大鼠肝

纤维化模型, RT-PCR检测Wnt受体Frizzed2、配

体Wnt4和Wnt5基因显著增加, 而Western blot未
检测到激活的β-catenin, 这些结果表明非经典的

■应用要点
随着对经典 W n t
信号通路进一步
深入研究, 以经典
W n t 信号通路为
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善慢性肝病患者
的预后. 
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Wnt信号通路诱导静止的HSC的基因和表型发

生改变, 激活成为肌成纤维样细胞, 因此认为激

活非经典的Wnt信号通路在肝纤维化形成过程

中起重要作用. Zeng et al [38]研究发现无论是静止

的还是激活的HSC或Kupffer细胞, Wnt和Frizzed
基因的表达无显著性差异; 但sFRP-1只出现在

激活的HSC或Kupffer细胞内, 说明sFRP-1调控

HSC或Kupffer细胞激活过程中Wnt信号通路. 这
些研究尽管结果不同, 但仍不难看出Wnt信号通

路与肝纤维化形成具有一定的相关性, 这有待

将来进一步研究阐明以便为肝纤维化的治疗提

供新的治疗靶点. 

7  经典的Wnt信号通路与肝脏肿瘤

异常激活的经典Wnt信号通路参与多个组织肿

瘤的形成, 包括脑、乳腺、结肠、皮肤和肝[39-49]. 
在肝脏, β-catenin与肝母细胞瘤、肝细胞癌和胆

管细胞癌的发生密切相关[50-59]. (1)肝母细胞瘤: 
肝母细胞瘤是儿童中最常见的肝脏恶性肿瘤, 
FAP患者发病率最高. 肝母细胞瘤患者当中, 无
论家族性的还是散发的, 核和胞质β-catenin累
积的发生率为90%-100%, 这主要是因为APC、
β-catenin、Axin1和Axin2基因突变所致, 明确

了经典Wnt信号通路在肝母细胞瘤发生中的作

用[60]. 然而, 出生后肝脏生长期间激活经典Wnt
信号通路是正常的, 因此应进一步研究在肝母

细胞瘤患者当中, 是激活β-catenin导致肝母细胞

瘤的发生, 还是仅仅就是巧合. (2)肝腺瘤: 经典

的Wnt信号通路参与了一些少见的肝脏良性肿瘤

恶变的发生, 肝腺瘤患者当中β-catenin胞质和核

内累积占30%, 12%肝腺瘤患者伴有β-catenin基
因突变, 这些患者当中, 46%会进展为肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC), 这说明了异常激

活的经典的Wnt信号通路是发生HCC的一个重要

步骤[61-62]. (3)HCC: 20%-90% HCC患者显示经典

的Wnt信号通路持续激活, 这是由于β-catenin、
AXIN-1、AXIN-2基因突变以及Frizzed7受体基

因上调和GSK3β失活所致[63-64]. 肝脏特异性APC
基因敲除的小鼠可以诱导β-catenin核转录, 激活

经典Wnt信号通路, 从而增加HCC的发生[65]. 过
度表达c-myc和TGF-β的转基因肝癌小鼠模型

显示β-catenin基因突变和发生核转录. 通过对

过度表达c-myc和TGF-β的转基因肝癌小鼠的

研究发现, β-catenin激活可以促进肿瘤的生长和

转移[66]. β-catenin和H-ras基因突变的小鼠HCC
发生率为100%[67]. 这些研究说明β-catenin激活

可能是HCC发生的触发或促进因素. 在HBV阳

性的HCC患者当中, HBx蛋白与E-cadherin表达

减少和β-catenin胞质或核累积密切相关, 同时这

项研究还发现HBV编码的X抗原效应子URG11
上调导致β-catenin的激活, 这说明HBV通过多种

方式调控β-catenin[68]. 在HCV阳性的HCC患者当

中β-catenin基因突变频率是其他原因引起HCC
的2倍. 而Kutomi et al通过将HCV核心蛋白构建

质粒转染Huh-7细胞系使其过度表达HCV核心

蛋白后发现, Huh-7细胞增殖、DNA合成和细

胞周期进展显著增加, 相反, 通过RNA干扰阻断

Wnt1后, Huh-7细胞增殖、DNA合成和细胞周期

进展显著下降, 说明HCV核心蛋白通过激活经

典Wnt信号通路诱导了肿瘤细胞的增殖[69]. 一项

研究发现进行抗病毒治疗的HCV患者HCC的发

生率显著下降, 尽管这可能是归因于抗病毒治

疗减少了病毒载量, 但这些抗病毒药物也非常

可能调控经典的Wnt信号转导效应, 从而减少了

HCC的发生, 这需要进一步研究[70]. (4) 胆管癌: 
一些研究已经证实异常激活的经典的Wnt信号

通路与胆管癌的一个亚型发生密切相关, 细胞

膜上β-catenin/E-cadherin复合体减少, 同时出现

β-catenin核转录, 这与组织学上低分化相关.  尽
管与β-catenin基因突变仅仅出现在一小部分胆

管癌患者当中, 但仍应进一步研究是否是酪氨

酸磷酸化依赖的β-catenin激活或Wnt/frizzed功
能失调所致以阐明β-catenin在胆管癌形成过程

中的真正作用[71]. 
总之, 关于对经典Wnt信号通路在肝脏中作

用的研究, 尚有许多基础机制需要阐明, 有许多

问题需要探讨. 越来越多的研究证实了经典的

Wnt信号通路在肝脏生理和病理中的重要地位

和作用. 随着对经典Wnt信号通路进一步深入研

究, 相信以经典Wnt信号通路为靶点的治疗将改

善慢性肝病患者的预后. 
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Abstract
Hepatorenal syndrome (HRS) is defined as 
the development of renal failure in patients 
with severe liver disease in the absence of any 
other identifiable cause of renal pathology. The 
hallmark of HRS is renal vasoconstriction. The 
cause of renal vasoconstriction may involve 
several factors: activation of renal nervous 
system, imbalance of renal vasoactive mediators 
and molecular mechanism. In this review, we 
summarize the above progress. 

Key Words: Hepatorenal syndrome; Renal vessel; 
Contraction
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摘要
肝肾综合征(hepatorenal syndrome, HRS)是肝
病晚期并发的肾功衰竭综合征, 肾脏本身无器
质性病变, 肾血管收缩是其病理生理标志. 目
前肾血管收缩的可能机制为肾脏神经体液系

统激活, 肾血管活性物质失衡, 引起肾血管收
缩的细胞内分子信息传递机制. 本文就其相关
研究进展进行综述. 
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0  引言

肝肾综合征(hepatorenal syndrome, HRS)是肝病

晚期并发的肾功衰竭综合征, 肾脏本身无器质

性病变, 肾血管收缩是其病理生理标志[1]. 目前

肾血管收缩的机制尚不完全清楚, 可能与肾脏

神经体液系统激活以及肾血管活性物质失衡有

关, 另外, 引起肾血管收缩的细胞内分子信息传

递机制也愈发受到关注. 现就其相关研究进展

作一综述. 

1  神经体液系统激活

HRS时, 由于内脏及体循环血管舒张, 几种神经

体液反应系统明显激活[2], 以维持动脉血压, 但
也诱导了肾血管收缩, 肾血流减少. 
1.1 交感神经系统 由于HRS患者有效动脉血容

量不足, 动脉压下降, 刺激颈动脉压力感受器, 
交感神经系统高度激活, 引起肾血管收缩, 钠潴

留增加. 研究表明肾脏和内脏血管床儿茶酚胺

分泌是增加的, 此外肝肾神经反射也起了重要

作用. Kostreva et al观察到肝内压增加可导致肾

脏传出交感肾上腺系统活性增强, 引起肾入球

动脉收缩及肾小管钠、水重吸收增加[3]; 而麻醉

阻滞腰交感神经后肾交感神经活性降低, 可部

分逆转HRS患者的肾衰竭. HRS时肾交感神经兴

奋是恢复血容量的一种代偿机制[4], 然而其引起

的肾血流减少和肾血流重新分布, 可能是HRS发
生的病理基础. 
1 . 2  肾素 - 血管紧张素 - 醛固酮系统 ( r e n i n -
angiotensin-aldosterone system, RAAS) 50%-80%
失代偿期肝硬化患者的RAAS激活, HRS患者更

®

■背景资料
肝肾综合征是在
严重肝功能失代
偿的基础上, 由多
种因素所致的进
行性、功能性肾
衰竭, 肾脏本身并
无明显的器质性
损伤. 目前认为肾
血管收缩是其主
要原因, 具体机制
不十分清楚.  

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪 钢 铁 ( 集 团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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甚. 血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)对肾循环具有强有力

的缩血管活性, 在HRS中对肾血管起主要收缩作

用[5]. 在急性实验性肾功能衰竭发生机制的研究

中发现:  AngⅡ具有增加入球小动脉交感神经活

性的功能, 引起实验动物肾血管收缩, 肾血流减

少, 肾小球滤过率下降[6]. AngⅡ在肾脏产生, 作
为局部血管收缩机制, 可能通过RAAS参与肝硬

化时肾血管收缩的发生.  
1.3 抗利尿激素(antidiuretic hormone, ADH) HRS
时, 由于有效动脉血容量不足, 刺激容量感受

器, 反射性地刺激垂体后叶释放ADH[7]. ADH的

作用[8]: (1)正常血中ADH浓度为5 ng/L, 很少参

与血压的调节, 主要通过V2受体发挥抗利尿作

用; (2)当血中ADH浓度达10-200 ng/L时, 通过

V1受体阻断ATP敏感性钾通道(KATP)或干扰一

氧化氮-环磷酸鸟苷(NO-cGMP)信号转导, 引起

肾血管收缩及肾小管水潴留, 维持血压稳定. 抑
制肝硬化大鼠V1受体可引起明显的低血压[9].  

2  HRS时多种缩血管活性物质合成增加

2.1 内皮素(ET) ET是缩血管活性最强的多肽物

质, 家族成员有ET-1、ET-2和ET-3, 其中ET-1具
强烈的缩血管作用, ET-3可通过刺激血栓素A2
释放而间接收缩血管[10]. 急、慢性肝衰竭常伴内

毒素血症, 刺激ET-1和ET-3水平升高[11]. 研究表

明ET含量与肌酐清除率、有效动脉血容量和血

清钠水平呈显著负相关, 且局部ET-1形成较循环

ET-1升高更重要[12]. 
2.2 内毒素 重型肝炎肠源性内毒素血症发生率

高达56%-100%[13]. 内毒素诱发HRS机制: (1)内毒

素的直接毒性作用. 实验表明静脉注射内毒素后

3 min, 肾血流量由230 mL/min降至38 mL/min, 肾
血管阻力增加6倍; 实验动物在出现全身血流动

力学改变前, 已出现肾血管阻力增加和少尿[14]; 
(2)内毒素的毒性物质脂多糖内层的脂质A可直

接引起动脉血管收缩或通过兴奋交感神经致儿

茶酚胺释放[15]; (3)内毒素激活单核巨噬细胞, 生
成许多脂类炎性介质(如白三烯(LT)C4、D4, 血
栓素A2(TXA2)等)和血管活性物质, 介导肾血管

收缩[16]. 
2.3 肿瘤坏死因子-α(TNF-α) 重症肝病时血中

TNF-α水平明显增高[17]. TNF-α可引起血管收

缩, 机制如下: (1)TNF-α可通过Ⅱ型TNF受体引

起ET产生增多发挥缩血管作用. 当阻断ET受体

后, TNF-α就不再有缩血管作用了[18]; (2)TNF-α
抑制内皮依赖的NO-cGMP导致血管收缩[19]. 首

先TNF-α通过活化蛋白激酶C(PKC)抑制内皮

型一氧化氮合酶(eNOS)磷酸化从而抑制eNOS
的活性[20]; 同时TNF-α可通过缩短eNOSmRNA
的半衰期来下调eNOSmRNA[21-22]; (3)TNF-α可
增强Ca2+依赖及非Ca2+依赖蛋白激酶活性, 增
强血管平滑肌细胞收缩[23-25]; (4)血中TNF-α水
平与血中肌酐、尿素氮水平相关, 抑制TNF-α
合成(用P T X-己酮可可硷)可改善肾功能 [26]; 
(5)TNF-α通过增加肾小球前小动脉平滑肌细胞

的1, 4, 5-三磷酸肌醇受体(IP3R)蛋白和IP3Rm-
RNA表达促进胞内钙释放来增加肾脏对缩血管

物质的敏感性[27]. 
2.4 其他 LT C4, D4, TXA2, 在肾缺血及脂质过

氧化增强时产生, 是强烈的肾血管收缩因子[28]. 
HRS时合成均增加, 是引起肾血流灌注和肾功能

紊乱的重要介质[29]. 

3  舒血管物质参与血流动力学改变

3.1 一氧化氮(NO) NO由内皮细胞、血管平滑肌

细胞合成, 是最早发现的血管扩张因子[30]. 其作

用机制[31]: (1)通过cGMP来活化cGMP依赖的蛋

白激酶, 使肌球蛋白轻链磷酸酶活化, 介导血管

舒张; (2)NO通过钙离子依赖性钾通道(Kca)活化

血管平滑肌细胞, 介导血管舒张. 肝硬化时NO内

生量增高[32]. TNF-α等内毒素相关细胞因子的增

加可诱导NO合成. 利用离体肠系膜血管研究其

对缩血管物质的反应, 发现血管反应性降低且

为内皮依赖的[33], 而抑制NOS可完全或部分恢

复血管反应性. 在动物模型或肝病患者的在体

实验研究中也得到同样的结果[34]. 此外, NO在不

同部位血管床的活性不同. 内脏、体循环中NO
活性高, 可致内脏动脉扩张及平均动脉压下降; 
肝内NO合成减少, 肝内循环NO活性低, 可使肝

内血流阻力上升, 加重门脉高压; 肾脏中NO活

性高, 对维持肝硬化时的肾灌流至关重要[35-36]. 
3.2 胰高血糖素 肝硬化时胰高血糖素增加. 胰高

血糖素可降低全身血管阻力, 但对门静脉有收

缩作用, 是肝硬化时全身高动力状态和门脉高

压形成的重要原因之一[37]. 生理剂量的胰高血

糖素即可引起血管舒张. 其作用机制[38]: (1)与内

毒素协同诱导NO合成, 使VSMC释放NO, 使肝

硬化时NO产生增加; (2)促进环磷酸腺苷(cAMP)
产生: 肝细胞膜上的胰高血糖素不仅能刺激胞

内cAMP聚积, 还可诱导肝细胞产生cAMP, 使血

中cAMP水平升高. cAMP可与胰高血糖素协同, 
改善肾脏血流动力学, 使肾小球滤过率(GFR)增

■研发前沿
肾血管收缩是肝
肾综合征时肾血
流减少的主要原
因, 其发生机制除
与肾脏神经体液
系统以及肾血管
活性物质有关外, 
引起肾血管收缩
的细胞内分子信
息传递机制也成
为目前研究的热
点. 
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加. 但重症肝病时, 肝脏cAMP产生不足, 且肾脏

近曲小管对cAMP产生抵抗, 故血中胰高血糖素

水平虽增高, 却不能使GFR增加[39]. 
3.3 前列腺素(PGs) 前列腺素是花生四烯酸在肾

内通过环氧化酶等途径的主要代谢产物, 包括

PGE、F、I等型, 具有舒张血管和抑制钠、水重

吸收作用[40]. 肾脏PGs在脱水, 充血性心衰, 休克

或代偿期肝病等情况下, 对于肾功能的维持具

有重要作用, PGs可拮抗去甲肾上腺素、AngⅡ
对肾血管的收缩作用, 降低入球小动脉阻力和

抑制抗利尿激素作用[41]. 代偿期肝硬化患者若使

用消炎痛(PGs合成酶抑制剂), 可发现肾血流量

下降甚而发生HRS. HRS时肾髓质PGs合成酶减

少, 尿中PGE2与PGI1α排泄量显著减低, 提示肾脏

合成PGs减少[42]. 

4  胞内分子机制

4.1 酪氨酸激酶(PTK)激活 根据PTK的结构, 可
分为受体型和非受体型PTK两大类. PTK可通过

胞内信号转导的不同水平调节VSMC的收缩, 包
括调节K+通道、Ca2+通道、胞内钙储库、钙敏感

性收缩装置、兴奋收缩偶联装置及细胞骨架[43]. 
此外受体型PTK活化后还可通过激活腺苷酸环

化酶、多种磷脂酶(如磷肌酰脂醇特异性磷脂酶

C、磷脂酶A和鞘磷脂酶)等调控基因表达. 抑制

PTK可减少钙内流, 抑制钙储库释放; ET和Ang
Ⅱ可激活PTK[44]. 肝硬化时血中ET和AngⅡ水平

均明显升高, 可激活PTK介导肾血管收缩[45]. 
4.2 钙信号 高浓度Ca2+引起平滑肌收缩, 低浓度

Ca2+引起平滑肌舒张[46]. 钙离子来源于胞外Ca2+

内流(Ca2+通道)和胞内钙库Ca2+释放(IP3R及ry-
anodine受体钙通道)[47]. 

L型钙通道主要调节肾小球入球动脉; T型
钙通道对入球和出球动脉均有影响, 且易于活

化, 轻微去极化就可引起Ca2+内流[48]. 钙通道阻

断剂可减弱入球动脉对灌注压变化的自身调节

作用. 肝硬化时入球动脉自身调节活性明显降

低及球管反馈机制障碍与这两型钙通道功能异

常有关[49]. IP3R分4型, 肾血管平滑肌细胞及肾小

球系膜细胞主要存在Ⅰ型和Ⅲ型IP3R
[50]. 肝硬化

时血中高水平的AngⅡ、ET可通过G蛋白偶联

受体激活IP3R引起胞内钙释放介导肾血管收缩

及系膜细胞收缩[51-53]; 同时血中高水平TNF-α可
通过增加血管平滑肌细胞IP3R蛋白表达促进胞

内钙释放[27]. 
4.3 钾通道活化 主要有三种类型的钾通道控制

钾离子外流[54]: (1)三磷酸腺苷(ATP)敏感性钾通

道(KATP)
[55]: 正常时KATP关闭; 当ATP/ADP(二磷

酸腺苷)比值下降或激动剂诱导的G蛋白依赖途

径激活时, KATP活化开放引起血管舒张, 此时应

用KATP抑制剂可引起血管收缩. (2)延迟调整钾通

道: 当胞膜去极化时开放. (3)Kca分3种即SKca、

IKca、BKca, 胞内钙浓度增加或ATP/ADP比值下

降时开放. Kca活化可拮抗缩血管物质. 钾通道活

化开放后, 由于K+外流, 血管平滑肌细胞膜超极

化, 阻止胞外Ca2+进入细胞, 而引起血管舒张. 组
织低氧、前列环素、神经肽、NO均为钾通道活

化因子. SKca过表达在肝硬化时的血管舒张上有

重要作用[56], 肝硬化时高动力循环增加了管壁切

变压, 内皮SKca活化, 内皮细胞超极化, 胞外Ca2+

通过电压依赖性钙通道内流, 进而eNOS活化, 
NO产生增加使血管舒张, 这是内皮依赖性的[57]. 
4.4 环磷酸腺苷(cAMP)作用 cAMP为胞内第二

信使[58]. 当第一信使(如肽类激素、儿茶酚胺和

前列腺素)作用于细胞膜上的特异受体时, 激活

胞膜内的腺苷环化酶(AC), 使细胞中的ATP转
化为cAMP, cAMP激活cAMP依赖的蛋白激酶

A(PKA), PKA使靶蛋白磷酸化发挥生物学效应, 
如肌肉细胞的收缩与舒张、神经细胞的电位变

化、腺细胞的分泌、细胞通透性变化以及各种

酶反[59]. 在AC信号转导途径中存在着两种作用

相反的G蛋白(Gs与Gi), 他们通过增加或抑制AC
活性来调节细胞内cAMP浓度[60]. cAMP可与胰

高血糖素协同, 扩张肾血管[37]; 而cAMP降解产

生的腺苷可引起肾血流动力学障碍. 肝病早期

肝脏产生cAMP增多; 肝病加重时肝脏不能产生

足够的cAMP, 且肾脏对cAMP产生抵抗, 主要由

cAMP降解产生的腺苷发挥作用[61]. 
总之, HRS时肾血管的收缩是肾脏神经体

液系统、肾血管活性物质以及引起肾血管收缩

的细胞内分子信息传递机制等多因素、多途径

共同作用的结果, 并非单一因素独立起作用, 上
述因素在不同个体之间既各有侧重又密切关联. 
随着我们对HRS时肾血管收缩发生机制认识的

逐渐深入, 进一步研究其胞内信号转导机制, 对
于将来我们在临床上预防和治疗HRS取得一些

突破性进展大有裨益. 
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Abstract
Acute pancreatitis (AP) is one of the acute 
abdomens with a high mortal i ty , a high 
incidence of complications and a complicated 
mechanism. At present, patients with no 
indication for operation are always treated with 
integrated traditional Chinese and Western 

medicine. “Removing stasis by purgation”, as 
a basic traditional Chinese treatment modality, 
can shorten the course of AP, decrease its 
complications and morality, and has obvious 
therapeutic effects on AP at its all clinical stages. 
It can be applied in the treatment of AP with a 
low cost. This paper reviews the commonly used 
single herbal medicine and its active ingredients 
as well as the compound prescriptions in 
the treatment of AP with traditional Chinese 
medicine of removing stasis by purgation and 
its mechanism. 

Key Words: Acute pancreatitis; Removing stasis by 
purgation; Traditional Chinese medicine; Treatment

Zhang XP, Shi Y, Chen Y, Guo JH. Advances in treatment 
of acute pancreatitis with traditional Chinese medicine 
of removing stasis by purgation. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(9): 987-991

摘要
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)为临床常见
急腹症之一, 死亡率高, 并发症多, 发病机制复
杂. 目前, 临床上对尚无手术指征的患者多采
用以中西医结合治疗为主的综合性治疗, 其中
通里攻下法作为基本的中医治疗方法, 治疗
AP能缩短病程, 减少并发症, 降低病死率, 在
临床治疗的不同阶段都具有较明显的疗效. 深
入了解中医通里攻下法治疗AP的现状, 吸取
其中的精髓, 具有一定的临床应用价值. 本文
对中医通里攻下法中常用的单味药及有效成
分、复方治疗AP的研究进行了综述, 并对作
用机制进行了探讨, 以期读者能够从中借鉴一
些经验. 

关键词: 急性胰腺炎; 通里攻下; 中医药; 治疗
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0  引言

目前, 临床上对急性胰腺炎(acute pancreatitis, 
AP)的综合治疗仍以中西医结合治疗为主, 针对

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是临床常见的急
腹 症 之 一 ,  尽 管
近年来在国内外
学者的共同努力
下, 有关胰腺炎的
基础及临床研究
取得了较大进展, 
其病死率及并发
症发生率明显下
降, 但其发病机制
至今尚未完全阐
明. 中西医结合治
疗重症急性胰腺
炎(SAP)明确写入
指南. 临床实践证
明, 通里攻下作为
中医治疗的基本
方法 ,  在AP病程
中的各个阶段都
有较好的疗效, 较
西医治疗有着一
定的自身特色和
优势, 越来越受到
临床医生的重视. 

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室
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AP所表现出的郁、结、热、瘀、厥和虚等中医

病因病机特点, 遵循“六腑以通为用”的中医

理论, 通常采用通里攻下作为治疗AP的常用方

法. 而通里攻下作为中医治疗的基本方法, 在AP
病程中的各个阶段都有疗效, 现将其发展现状

概述如下. 

1  发病机制的中医辨证

根据A P表现的临床症状 ,  可将其归入中医学

“胃脘痛”、“脾心痛”一类的范畴. 中医理论

认为该病的发生通常与外感六淫之邪、饮食不

节、胆道石阻、蛔虫上扰和情志不畅等所致的

肝胆脾功能障碍有关, 进而邪阻气滞, 肝胆不利, 
湿郁热结, 蕴于中焦. 概括起来可以将其病因病

机总结为: 郁(气机郁滞)、结(实邪结聚)、热(热
邪内盛)、瘀(毒瘀互结)、厥(气血逆乱)和虚(瘀
留正伤)六个方面, 证型特点可概括为阳、热、

里、实四字, 据此中医将通里攻下、活血化瘀、

清热解毒作为该治疗病症的基本治则. 中医理论

认为: AP以实热或湿热蕴结, 腑气不通为主要证

侯, “不通则痛, 痛则不通”, 这与西医病理学中

对机能失调、梗阻、炎症、血运障碍及中毒性

休克等变化的认识基本一致, AP亦以腹痛为首发

症状, 正所谓“凡病宜通”, “痛随利减”, 使用

通里攻下法可清除积滞, 荡涤湿邪, 清热解毒, 逐
瘀通经, 使脏腑畅通, 毒有出路、瘀能消散, 故临

床上使用通里攻下类中药治疗AP, 能荡涤肠胃, 
推陈致新, 借其泻下通便作用不断推导郁结胃肠

之邪实热毒, 使邪实从大便而解, 对于AP证属实

热内结、湿热内蕴者则犹为适用. 

2  单味中药

2.1 大黄和大黄素 大黄作为通里攻下中药的代

表, 味苦性寒, 归脾、胃、大肠、肝、心经, 具
有泻下攻积, 逐瘀通经, 清热泻火之功效. 临床

上使用大黄治疗AP已被证明有显著的疗效. 杨
正安 et al [1]将42例重症急性胰腺炎(sever acute 
pancreatitis, SAP)患者随机分为两组, 大黄治

疗组胃管注入大黄粉200 mg/kg, 1-2 次/d, 结果

入院48 h肠麻痹恢复率和血浆内毒素(ET)含量

均显著优于对照组(均P <0.01). 宋甫春 et al [2]在

早期药物治疗中加用大黄, 所有病例均在开始

用药的24 h内通便, 患者的腹痛腹胀情况均有

不同程度的减轻, 全身情况好转. 张颖[3]予32例
患者7.5%大黄粉混合液200 mL鼻饲, 总有效率

93.8%. 康江晖 et al [4]给49例AP患者大黄高位保

留灌肠, 结果在发热、腹痛、腹胀等临床症状

的消失时间及排气排便的恢复时间均明显短于

对照组(均P <0.05). 
现研究发现, 大黄对AP发病机制中的多个

环节存在调节效应, 其主要作用机制如下: (1)抑
制胰酶释放及其活性. 大黄对胰蛋白酶、弹性

蛋白酶等胰酶的分泌均具有较为明显的抑制作

用, 且作用效能随其应用浓度的增加而增强[5]; 
特别是对于胰蛋白酶及弹性蛋白酶, 抑制作用

最为明显[6]; (2)增强肠黏膜壁的防御功能, 防
止肠道内生菌群的移位[7]. 大黄通过促进肠道

蠕动, 降低黏膜血管透性, 防止肠道菌群穿过

黏膜血管入血, 从而能有效降低内源性感染发

生的可能性[8]; (3)促进肠运动, 缓解腹部症状. 
大黄作为泻下通便药可促进肠蠕动[9], 一方面

可以加快肠道有毒物质的排出; 另一方面可以

畅通消化系以减低胃肠内压, 最终缓解的腹痛

腹胀的临床症状[10]; (4)促进胆汁排泄. 大黄对

Oddi's括约肌具有松弛作用, 能促进胆石排出, 
这有助于胆汁、胰液的引流并可有效控制胆道

炎症. (5)抑制多种细胞因子. 研究发现大黄具

有抑制TNF-α、IL-8、IL-6等促炎细胞因子的

释放[11-12], 清除循环中已产生的炎性因子, 打断

SAP中由于细胞因子所产生的炎症“瀑布样”

效应等多方面作用, 从而能够重建促炎和抗炎

细胞因子之间的平衡, 减轻组织损伤[13]; (6)清
除氧自由基. 大黄能降低组织超氧化物歧化酶

(SOD)的消耗和脂质过氧化物(LPO)的产生, 对
体内超氧离子自由基有较强的清除能力 [14-15]; 
(7)改善微循环. 大黄能调低异常升高的TXB/6-
KEto-PGF比值, 重建血栓素B2(TXB2)和前列腺

素(PGE2)之间的平衡状态, 从而减轻胰腺组织

损害; (8)保护胰腺细胞. 抑制促进受损的细胞

紧密连接及细胞核等组织结构恢复正常, 稳定

溶酶体膜, 达到保护胰腺细胞的作用[16]. 
大黄素作为从大黄中提纯的蒽醌衍生物, 

治疗AP也具有良好的效果. 研究表明大黄素可

导泻、保护肠黏膜屏障[17], 抑制厌氧菌感染, 降
低血浆内毒素水平, 抑制胰酶活性, 解除Oddi括
约肌痉挛[18], 防止细菌移位, 减少促炎细胞因子

释放, 抑制炎症反应[19-20], 清除氧自由基, 有效抑

制血管活性物质如二十碳烯酸类的异常代谢而

改善微循环、抗凝、抗血栓等[21], 大黄素可干预

凋亡调控基因, 诱导胰腺腺泡细胞凋亡[22-24], 从而

避免或减少胰酶和炎症介质的释放, 阻断发病

环节[25], 通过诱导细胞因子基因表达增强, 调控

细胞增殖和分化, 刺激多种细胞外基质成分合

成, 增加胰组织DNA合成和蛋白含量, 加速胰腺

■研发前沿
AP与细胞凋亡关
系的研究起步较
晚, 目前研究主要
集中在胰腺, 而对
其他脏器的研究
甚少, 许多机制未
能完全阐明. 
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组织的再生和修复; 负性调节细胞因子IL-1β、
TNF-α、IL-6和IL-10的表达, 减轻急性坏死型胰

腺炎大鼠全身炎症反应时的多器官损伤[26-27]. 袁
耀宗 et al [28-30]发现大鼠SAP模型经大黄素治疗

后血清淀粉酶显著下降, 胰腺组织细胞转化因

子β1(TGFβ1)和细胞因子表皮生长因子(EGF)的
mRNA表达均较非治疗组显著增强, 总蛋白质、

DNA合成均明显增加; 胰腺细胞凋亡指数显著

高于未治疗组, 凋亡调控基因Bak mRNA的表达

与未治疗组之间无显著性差异, 而Bax mRNA的

表达显著高于未治疗组(P <0.05). 
2.2 甘遂 属峻下逐水药, 味苦、辛, 性寒, 归大

肠、肺、肾经, 具有荡泻水逐饮, 消肿散结的功

效. 临床应用甘遂治疗SAP, 病情缓解时间、腹

部症状体征转阴率、血尿淀粉酶恢复时间、

并发症发生率、住院时间均明显优于对照组

(P <0.05)[31-33], 除吕新生 et al [31]外, 未见病死率有

明显差异; 另欧阳剑波 et al [32]发现使用甘遂后

94.0%的患者有轻度脐下疼痛, 但无需处理, 排
便后疼痛感自然消失. 

现代药理研究证实甘遂治疗SAP的机制为: 
(1)增强胃肠道平滑肌张力, 促进胃肠道蠕动, 排
除胃肠道积滞, 从而降低肠道压力, 改善腹痛、

腹涨. 研究表明甘遂减轻腹痛、腹涨作用强于

大黄[34]; (2)吸收腹腔内的ET自肠道排出, 保护肠

黏膜免疫屏障, 降低肠道ET池, 阻碍细菌、ET移
位, 减少ET吸收入血, 从而减少胃肠道衰竭发生

率及其持续时间, 改善患者呕吐、腹痛、腹胀

症状; (3)改善胃肠道微循环[35]; 降低肠黏膜和血

管的通透性, 进而促使腹腔渗出液的吸收和肠

内毒素的排泄; (4)免疫抑制、抗炎[36], 抑制体内

细菌的繁殖, 降低血中TNF-α和IL-6含量, 阻碍

其诱导的细胞因子连锁反应[37], 减少Oddi's括约

肌及胰腺的水肿, 畅通胰液及胆汁的引流, 促进

胰腺及胰周坏死组织的吸收, 阻碍胰酶自肠道

和腹腔吸收引起的胰外组织损害. 

3  中药复方

3.1 大承气汤 大承气汤为临床上中医治疗AP的
基本方剂, 大承气汤由大黄(30-40 g)、厚朴(15 
g)、枳实(12 g)和芒硝(10 g)四味药组成. 方以大

黄君, 苦寒通降, 泻下实热积滞; 芒硝为臣, 咸寒

润降, 泻热通便, 软坚散结; 再佐以厚朴下气除

满、枳实行气消痞, 四药合用, 有峻下热结之功

效. 临床应用均收效甚好, 且应用愈早, 疗效及

预后也愈佳. 颜开明[38]用大承气汤治疗AP, 明显

缩短疗程, 减少并发症, 提高治愈率, 减少住院

时间; 周建武[39]运用大承气汤治疗AP22例, 疗
效显著; 杨茂森 et al [40]用大承气汤高位低压灌

肠法治疗60例AP患者, 均收到了满意的疗效. 
现代研究证实大承气汤能荡涤肠腑, 促进肠

蠕动, 改善胃肠道功能和毛细血管通透性, 从而

清除肠麻痹和瘀滞状态; 迅速清除肠道内的细

菌与内毒素, 增强肠黏膜抗病能力, 保护和修复

肠黏膜屏障, 阻止肠道菌群移位[41], 减少促炎细

胞因子释放, 抑制炎症反应[42], 降低菌群易位所

引起的致死性的肠源性感染和内毒素血症[43], 抗
氧化[44], 保护胰外脏器并治疗其损害, 减轻全身

炎症反应综合征, 起到防治AP的作用.  
临床上在大承气汤的基础上随证加减化裁形

成的复方应用也很广泛. 如增液承气汤就在大承

气汤基础上去厚朴、枳实, 加生地、玄参、麦冬

等养阴药, 祛邪兼可扶正[45]; 大承气汤去枳朴, 添
甘草同煎, 构成调胃承气汤[46], 其功缓下, 主治阳

明腑实证之燥、实同见而无痞、满之证, 即轻型

胰腺炎; 大承气汤加柴胡、白芍为柴芍承气汤[47], 
泻下兼可疏肝利胆, 松弛Oddi's括约肌; 在此基础

上再加清热解毒之黄芩则为柴芩承气汤[48], 可减

轻炎症反应, 从而降低重要器官功能障碍的发生

率. 以上均为临床常用方剂, 疗效良好. 另如蒋益

泽 et al [49]的桃红承气汤, 邓轶 et al [50]的通腑汤, 马
志杭[51]的大黄柴枳汤, 杨菊 et al [52]的通腑解毒汤, 
葛惠男 et al [53]的清热通腑剂等, 治疗AP总有效率

均在80%以上, 治疗组血白细胞计数、血、尿淀

粉酶和血钙复常时间等各项指标均优于对照组

(均P<0.05). 
3.2 大柴胡汤 主要由柴胡、黄芩(各15 g), 枳实、

芍药、半夏(各9 g)、大黄(6 g)等组成, 是泻下与

和解并用的方剂. 方中重用柴胡为君, 和解清热; 
配以黄芩、大黄为臣, 清泻里热, 再加上芍药柔

肝止痛, 枳实行气除满, 半夏和胃降逆. 诸药合

用, 能运下阳明腑实, 疏利少阳郁滞, 使两经得

解. 临床运用大柴胡汤治疗AP并辨证论治加减

变化, 疗效显著, AP患者经po [54]或灌肠[55]大柴胡

汤, 总有效率均在90%以上. 此外陶然 et al [56]发

现加味大柴胡汤对急性期SAP患者具有整体调

控作用, 有利于阻断SAP的加重及病情向好的

方向转化. 将50例已确诊的早期(急性全身反应

期)SAP患者随机分为两组, 大柴胡汤治疗组予

加味大柴胡汤每日两剂约300 mL, 1剂分两次胃

管注入, 1剂保留灌肠. 结果在改善一般临床症

状, 降低血浆内毒素水平, 下调TNF-α、IL-6水
平, 降低APACHE-Ⅱ评分及胰腺感染发生率等

方面均显著优于对照组(均P <0.05). 

■相关报道
近年来通过实验
研究和临床应用
发现, 很多中药及
提取物具有多重
作用, 可以从多层
次抑制AP的进展. 
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药理实验发现, 大柴胡汤能有效地减轻腹

胀、腹痛症状, 迅速恢复胃肠功能, 改善肠管血

液循环[57], 降低肠黏膜通透性, 减轻肠组织过氧

化损伤, 可通过机械排除作用, 使大量细菌和毒

素排出体外, 减少毒源, 抑制肠源性内毒素的吸

收, 还能直接破坏内毒素, 促进炎症及坏死组织

的消散, 恢复炎症机制的平衡状态, 阻止炎症级

联反应的发生[58], 还能增强机体特异性和非特异

性免疫应答. 
3.3 清胰汤 由柴胡、生大黄(各15 g), 芒硝(10 g), 
黄芩、胡黄连、元胡、白芍、木香(各12 g), 厚
朴(9 g)组成, 可临床随证加减. 方中大黄、芒硝

合用, 泻下攻积, 软坚散结; 加以柴胡, 和解与攻

下并举; 白芍、元胡有活血止痛作用; 木香善

行脾胃、大肠之气滞, 具有清肝理气之功效; 黄
芩、胡黄连属清热燥湿药, 具有清肝胃热之功. 
诸药合用, 能使气机运行正常, 湿热祛除, 腑气通

畅. 清胰汤胃管注入治疗AP临床效果显著, 应用

清胰汤后治疗组患者临床症状消退时间、总有

效率、平均住院时间、血清淀粉酶阳性率等各

项观察指标均明显优于对照组(均P <0.05)[59-61]. 
临床应用清胰汤时也衍生出相应的变化复方, 如
清胰汤Ⅰ号[62]、清胰泻热汤[63], 疏肝清胰汤[64]、

活血清胰汤[65]等, 均取得满意疗效, 且患者平均

住院时间显著缩短(均P<0.05). 
清胰汤治疗AP的机制是多方面的. 他能抑

制胰酶释放及其活性[66]; 增强肠蠕动, 短期内促

进肠排空, 减轻胃肠压力及腹压[67], 改善胃肠道

功能和毛细血管通透性, 从而清除肠麻痹和瘀

滞状态; 保护胰腺细胞, 调节细胞因子的释放[68], 
清除氧自由基, 保护肠黏膜的完整性, 修复肠黏

膜屏障, 防止肠道细菌和内毒素的异位[69-70], 并
能及时清除灭活毒性物质而防止多脏器损伤, 
从而截断病情进一步恶化, 以及调节钙、镁、

酶的活性. 

4  结论

临床运用中医通里攻下法治疗AP总体疗效较

好, 较西医治疗有着一定的自身特色和优势. 治
疗时应运用中医学原理, 辨证施治, 作到“方从

法出, 法随证立”, 以求达到最大疗效. 并且要

通过临床和实验充分研究各药物对AP的内在作

用机制和规律, 指导临床用药, 争取获得治疗上

的突破性进展. 
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Abstract
B o n e m a r r o w s t e m c e l l s ( B M C ) m a i n l y 
include hematopoietic stem cells (HSC) and 
mesenchymal stem cells (MSC). MSC not only 
have the potential capability of self-renewal and 
multi-directional differentiation, but also have a 
higher plasticity to differentiate into a variety of 
cells under the specific conditions. In addition, 
MSC can be easily obtained, and have been 
extensively studied in recent years. Many studies 
in vivo and in vitro have confirmed that some 
cytokines can influence the microenvironment of 
transplanted cells, resulting in the mobilization, 
migration and differentiation of BMC. Stromal 
cell-derived factor-1 (SDF-1) is a CXC-type 
chemokine with a wide biological activity, and 
it also has chemotaxis effect on BMC, which is 
reviewed in this article. 

Key Words: Stromal cell-dirived factor-1; Bone 
mesenchymal stem cell; Chemotaxis
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摘要
骨髓干细胞主要由造血干细胞和间充质干细
胞组成, 其中骨髓间充质干细胞除具有自我更
新和多向分化的潜能外, 更具有很强的可塑
性, 在一定的诱导条件下能向多细胞分化, 且
其相对容易获得, 成为近年来研究的热点. 许
多体内外试验证实, 细胞因子可以影响移植细
胞的微环境, 进而影响骨髓干细胞的动员、迁
移及分化. 基质细胞衍生因子1是一类对免疫
细胞有趋化作用的小分子蛋白, 属于CXC趋
化因子之一, 具有广泛的生物学活性, 对骨髓
干细胞亦有趋化作用, 现就SDF-1对骨髓间充
质干细胞的趋化作用作一综述. 

关键词: 基质细胞衍生因子1; 骨髓间充质干细胞; 

趋化作用
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0  引言

骨髓中主要包括两种多能干细胞, 即造血干细胞

(hematopoietic stem cells, HSC)和间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSC). 其中, MSC是与

HSC截然不同的一类干细胞, 除具有自我更新和

多向分化的潜能外, 更具有很强的可塑性, 在一

定的诱导条件下能分化为多种细胞, 且取材方

便、培养容易、增殖较快. 近年来, 随着对干细

胞的研究和应用热潮的不断兴起, 骨髓间充质干

细胞越发受到重视. 众多体内外实验表明细胞因

子可以影响干细胞移植的微环境[1-6], 进而影响

骨髓间充质干细胞的动员、迁移及分化. 基质细

胞衍生因子1(stromal cell-derived factor-1, SDF-1)
是属于CXC趋化因子之一, 具有广泛的生物学活

性, 在造血、神经、心血管系统发育以及人类免

疫缺陷病毒(human immuno deficiency virus, HIV)
感染中发挥重要作用. 本文就SDF-1对骨髓间充

质干细胞的趋化作用作一综述.        

®

■背景资料
近年来, 随着干细
胞研究热潮的不
断兴起, 骨髓间充
质干细胞越来越
受到重视, 他具有
可塑性强、取材
方便以及容易培
养等优点, 但也存
在很多问题尚待
解决, 核心问题之
一就是移植细胞
在宿主体内的迁
移和转化情况. 趋
化因子SDF-1具
有广泛的生物活
性, 最初认为对造
血干细胞的归巢
有重要作用, 近年
来研究发现其对
骨髓间充质干细
胞也有趋化作用.
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1  SDF-1及其受体

1.1 SDF-1 趋化因子是一类对免疫细胞有趋化

作用的小分子蛋白质, M r为8000-14 000, 可分

为CXC、CC、C和CX3C这4个家族. Nagasawa  
et al [7]首先在小鼠骨髓基质细胞分泌的细胞因子

中发现了SDF-1, 他包括SDF-1α和 SDF-1β, 两者

的区别在于前者比后者少4个氨基酸[8]. 根据其

氨基酸序列将其归类于趋化因子CXC亚家族, 命
名为CXCL12. 现已知SDF-1在大脑、心、肺、

肝、骨骼肌、胸腺、脾和肾等多种组织中都有

表达[9]. SDF-1种群间保守性极强, 人源性SDF-1
和鼠源性SDF-1同源性高达99%, 人源SDF-1基因

定位已经明确, 其基因位于10号染色体长臂[10]. 
SDF-1其受体CXCR4(又称LESTR), 是一个有7
个跨膜结构域的G蛋白耦联的受体, 在白细胞、

CD34+造血干细胞及CD34+祖细胞表面都有广

泛表达[11]. 最初认为CXCR4是SDF-1惟一的受 
体 [12],  并将S D F-1与C X C R4特异性结合称为

SDF-1/CXCR4轴. 近几年研究发现SDF-1的另一

受体CXCR7, 曾称为孤儿受体RDC1[13], 他主要

表达于许多肿瘤细胞系、活化的内皮细胞及胎

肝细胞, 大多数正常细胞表面不表达, 但内部能

检测到丰富的CXCR7[14].   
1.2 SDF-1与其受体的相互作用 SDF-1具有广泛

的生物学活性, 在维持造血、神经及心血管系

统的发育、干细胞运动、血管形成、凋亡以及

肿瘤发生、HIV感染中发挥重要的生物学作用, 
SDF-1与其受体结合, 是SDF-1发挥其生物学效

应的基础. 目前SDF-1和CXCR4的结合动力学

尚存争论, 大部分研究支持SDF-1和CXCR4相
互作用的双位点模型(two site model), 即CXCR4 
N端首先与SDF-1 N端第12-17位氨基酸(R-F-F-
E-S-H)结合, 启动SDF-1和CXCR4构象的变化, 
SDF-1 N端处于无序状态的第1-11位氨基酸(K-P-
V-S-L-S-Y-R-CPC-)形成特定构象, 并与CXCR4
螺旋区的凹槽结合, 从而诱导CXCR4跨膜螺旋

区的构象变化, G蛋白复合物中的Gα亚基和Gβγ

亚基解离, Gβγ亚基结合和活化磷脂酶C、磷脂

酰肌醇-3激酶和腺苷环化酶等, 引起一系列细胞

内信号传递, 使细胞活化, 产生趋化运动, 细胞定

向迁移至趋化因子浓度较高的组织器官部位[15]. 
而SDF-1与CXCR7的作用机制尚不明确, 有研

究认为CXCR7通过CXCR4对SDF-1进行信号转 
导[16], 也有人认为CXCR7和CXCR4相对独立的

作用于SDF-1[17-18]. 

2  骨髓间充质干细胞

2.1 生物学特性 MSC又称骨髓基质干细胞(bone 
marrow stromal cells), 是一种存在于骨髓中的

非造血干细胞, 具有自我更新、分化增殖和多

向分化潜能, 在特定的微环境和适宜的细胞因

子作用下可分化为中胚层和神经外胚层组织细

胞, 如成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、内皮

细胞、肌肉细胞、心肌细胞和神经细胞等[19-23]. 
MSC在无诱导物的培养液中生长成纺缍状成纤

维细胞样, 并表达SH2、SH3、CD29、CD44、
C D27、C D90、C D105、C D106、C D166、
CD120a和CD124[24-25], 而缺乏造血干细胞表面

的CD34和白细胞表面的CD45标志.  
2.2 免疫学特性 近年来不少研究发现将同种异

体的或异种的MSC通过局部直接注射、蛛网膜

下腔植入、动脉、静脉移植等途径植入后, 在
受者体内并未发生免疫排斥, 表明MSC有特殊

的免疫学特征: (1)MSC表达组织相容性复合物

Ⅰ而不表达组织相容性复合物Ⅱ, 且缺乏共刺

激因子的表达, 因此免疫原性较弱[26-27]. (2)MSC
能直接或间接抑制T细胞的功能, 同时对CD4+和

CD8+淋巴细胞也有抑制作用[28]. (3)MSC具有免

疫调节的功能[29].

3  SDF-1对MSC的趋化作用

3.1 趋化作用 1997年, Aiut i e t a l [30]首次发现

SDF-1是CD34+造血干细胞的趋化因子, 提出

CD34+细胞可能沿SDF-1浓度梯度向骨髓迁移

实现归巢. 随后, 大量的研究不断证实SDF-1在
骨髓干细胞的细胞迁移中起重要作用, 并且发

现来源于骨髓、脐血动员的外周血中的CD34+

造血干/祖细胞表面表达其相应受体CXCR4, 而
SDF-1能特异性地对CXCR4产生趋化作用[12]. 研
究证实, MSC可表达CXCR4[31], 但有人认为MSC
只有少部分表达CXCR4. Wynn et al [32]通过流式

细胞术检测显示活化的CXCR4仅表达于小部

分MSC亚型的表面, 但经过Triton X-100处理后, 
MSC的CXCR4表达大量增加, 认为MSC内部有

丰富的CXCR4表达, 应用抗体阻断CXCR4后发

现MSC在循环中向骨髓的归巢行为大大减弱. 
而在体外实验[33-34]中通过对MSC转染CXCR4基
因, 增加MSC表面CXCR4的表达, 大大增加了

SDF-1对MSC的趋化作用, 进而证实了SDF-1通
过受体CXCR4对MSC产生趋化作用, 而SDF-1
是否通过另一受体CXCR7作用于MSC尚不清楚.     

SDF-1浓度梯度在MSC的迁移中发挥着重

■研发前沿
骨髓间充质干细
胞可以向多细胞
分化已成定论, 如
何更有效的诱导
分化及其分化机
制尚不清楚. 趋化
因子SDF-1可以
通过其受体作用
于骨髓间充质干
细胞迁移归巢, 但
如何更有效的应
用SDF-1也不明
确.
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要作用, 而当SDF-1或CXCR4被阻断后, 这种定

向迁移也就被阻断[35]. 除了运用CXCR4及SDF-1
抗体, 运用各种途径提高骨髓SDF-1的浓度也

可以达到促进移植细胞归巢到骨髓的目的. 降
低骨髓内SDF-1的浓度[36-37]或提高骨髓外SDF-1
的浓度[38], 所产生的骨髓内、外SDF-1浓度梯

度都可以促进骨髓干细胞的动员. Ji et al [31]当把

SDF-1α注射到动物颅内神经损伤部位后, 通过

局部提高SDF-1可以趋化MSC到达颅内, 且注射

SDF-1α部位可见分化的神经细胞. 庄瑜 et al [39]

在大鼠心肌梗区域给与注射SDF-1、SDF-1抗
体及设置盐水对照组, 经尾静脉注射MSC, 发现

注射SDF-1组MSC较其他组明显增多, 抗SDF-1
组最少, 可见SDF-1对MSC的趋化作用与其浓度

呈正相关. 但超过一定浓度时反而减弱趋化作

用, 丁鹏 et al [40]通过Boyden小室法证实趋化因

子SDF-1(5、50、500 mg/L)体外可以趋化MSC, 
并且发现SDF-1浓度为50 mg/L时趋化作用达到

高峰, 同时观察到抗SDF-1多克隆抗体可对抗

SDF-1的趋化迁移作用, 从侧面证实了SDF-1对
MSC体外迁移的特异性. 

然而SDF-1对MSC的趋化作用还需要组织

器官存在损伤区域. Abbott et al [41]发现无心肌梗

死小鼠中无论有无SDF-1的表达, 都仅有少量

的骨髓干细胞迁徙到心肌中, 但与心肌梗死组

有明显差异; 提示骨髓干细胞归巢不只是需要

SDF-1的趋化作用, 心肌梗死区域的存在本身就

具有重要作用. 还有研究发现SDF-1在损伤器官

的表达中存在一个时间窗, Ma et al [42]在大鼠急

性心肌梗死模型中发现梗死后d 1梗死区SDF-1
的含量显著升高并达到峰值, 随后逐渐下降, 并
且发现利用SDF-1的效应进行有效的治疗, 需把

握住这个时间窗或者重建梗死区SDF-1的表达[43].
3.2 作用机制 目前SDF-1趋化MSC的机制尚不

明确, 较多研究表明, SDF-1通过其受体激活细

胞内多个信号传导途径, 并受多种调节因子影

响. SDF-1与CXCR4结合后通过第二信使如NO, 
IP3, Ca2+等引起的细胞内一系列相关积激酶的

磷酸化, 某些核转录因子如NFκB, ELK-1等磷

酸化使核内的某些核蛋白磷酸化, 改变骨髓干

细胞的遗传信息, 产生肌动蛋白快速、短暂聚

合等生物效应[44]. 这可能是SDF-1诱导细胞迁移

的分子基础. 蛋白激酶B、细胞外信号调节蛋白

-2和JAK/STAT家族成员JAK2也参与了SDF-1-
CXCR4信号传导途径[45].    

另外SDF-1能够充当骨髓干细胞定向迁移

的化学引诱物[35,46], 同时他也可以增强骨髓干细

胞的运动能力[47], 这可能是SDF-1趋化MSC的机

制. 骨髓干细胞到达靶器官后, 首先要黏附到血

管内皮上, SDF-1能够促进细胞黏附于纤维蛋白

原、纤维连接蛋白、间质和内皮细胞[48-50], 而这

种促进作用主要通过激活靶细胞表面的各种黏

附分子, 如淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)、
晚期活原-4(VLA-4)和晚期活化抗原-5(VLA-5)
等来实现[49]. 黏附到血管内皮的细胞随后要穿过

血管壁从而进入靶器官, 在SDF-1的作用下, 可
以分泌更多的基质金属蛋白酶-9(MMP-9)、一

氧化氮和某些促进血管生长的因子, 如血管内

皮细胞生长因子(VEGF)[51-52], 这些因子和酶都

参与辅助细胞穿过血管壁的基底膜到达靶器官.    
S D F-1还可能通过一些间接的途径趋化

MSC, 如促进其他生长因子分泌等. Mbemba  
et al [53]发现, SDF-1具有聚糖和葡糖胺聚糖特性, 
能增加整合素ICAM-1和VCAM-1等多对受/配
体间相互作用. 其他细胞因子如SCF、HGF、
IGF-1等, 在干细胞动员、迁移中的作用也与

SDF-1相关. SCF可以通过增加CXCR4的表达而

增强SDF-1引起干细胞迁移[46]. HGF可以SDF-1
可以促进MSC向受损器官迁移[54]. IGF-1可以

增加CXCR4在MSC中的表达, 并且促进MSC向
SDF-1迁移的反应能力[55].     

总之, 随着干细胞领域基础研究的迅速进

展, 各种来源的干细胞已经广泛应用到各器官

疾病治疗的基础研究和早期临床实验中. 以往

的研究表明MSC不仅在神经、心血管系统的损

伤修复以及器官移植中有较大的潜在价值[56-60], 
并且证实MSC可以转化为肝干细胞、类肝样细

胞以及肝细胞[61-63], 在一些细胞因子的诱导下可

以促进MSC向肝脏迁移并向肝细胞分化[64], 这
为肝脏疾病的细胞治疗[65-67]提供了一条新方法. 
近年来国内外对晚期严重肝病的细胞治疗是将

供体肝细胞通过介入通道输入体内或将其用于

生物人工肝的细胞成分, 但由于肝细胞来源有

限, 体外增殖困难且易丧失活性、永生化困难

并有癌变危险, 一直难以推广, MSC取材方便, 
体外扩增快速, 且适合于自体移植, 具有对病灶

的趋化特性, 是良好的转基因治疗的靶细胞. 能
否通过SDF-1来调控MSC向靶组织的迁移分化, 
有望为今后的研究提供新的思路. 有研究认为

SDF-1与肿瘤的发生有关[68-69], 对于如何更有效

的应用SDF-1、SDF-1应用的安全性及MSC的调

控机制仍有待于进一步的研究.   

■相关报道
研究表明MSC不
仅在神经、心血
管系统的损伤修
复以及器官移植
中有较大的潜在
价 值 ,  并 且 证 实
MSC可以转化为
肝干细胞、类肝
样细胞以及肝细
胞, 在一些细胞因
子的诱导下可以
促进MSC向肝脏
迁移并向肝细胞
分化.



www.wjgnet.com

4      参考文献
1 Kollet O, Shivtiel S, Chen YQ, Suriawinata J, Thung 

SN, Dabeva MD, Kahn J, Spiegel A, Dar A, Samira S, 
Goichberg P, Kalinkovich A, Arenzana-Seisdedos F, 
Nagler A, Hardan I, Revel M, Shafritz DA, Lapidot 
T. HGF, SDF-1, and MMP-9 are involved in stress-
induced human CD34+ stem cell recruitment to the 
liver. J Clin Invest 2003; 112: 160-169

2 Zhang GQ, Fang CH, Chi DZ. Hepatocyte 
growth factor induces differentiation of adult rat 
mesenchymal stem cells into a hepatocyte lineage 
in vitro. Zhonghua Wai Ke Za Zhi 2005; 43: 716-720 

3 Kang XQ, Zang WJ, Bao LJ, Li DL, Song TS, Xu XL, Yu 
XJ. Fibroblast growth factor-4 and hepatocyte growth 
factor induce differentiation of human umbilical 
cord blood-derived mesenchymal stem cells into 
hepatocytes. World J Gastroenterol 2005; 11: 7461-7465

4 Inderbitzin D, Avital I, Keogh A, Beldi G, Quarta 
M, Gloor B, Candinas D. Interleukin-3 induces 
hepatocyte-specific metabolic activity in bone 
marrow-derived liver stem cells. J Gastrointest Surg 
2005; 9: 69-74  

5 Stewart AA, Byron CR, Pondenis H, Stewart MC. 
Effect of fibroblast growth factor-2 on equine 
mesenchymal stem cell monolayer expansion and 
chondrogenesis. Am J Vet Res 2007; 68: 941-945

6 Maegawa N, Kawamura K, Hirose M, Yajima 
H, Takakura Y, Ohgushi H. Enhancement of 
osteoblastic differentiation of mesenchymal stromal 
cells cultured by selective combination of bone 
morphogenetic protein-2 (BMP-2) and fibroblast 
growth factor-2 (FGF-2). J Tissue Eng Regen Med 
2007; 1: 306-313

7 Nagasawa T, Kikutani H, Kishimoto T. Molecular 
cloning and structure of a pre-B-cell growth-
stimulating factor. Proc Natl Acad Sci U S A 1994; 91: 
2305-2309

8 Psenák O. Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1). 
Its structure and function. Cas Lek Cesk 2001; 140: 
355-363

9 Horuk R. Chemokines beyond inflammation. Nature 
1998; 393: 524-525 

10 Shirozu M, Nakano T, Inazawa J, Tashiro K, Tada H, 
Shinohara T, Honjo T. Structure and chromosomal 
localization of the human stromal cell-derived 
factor 1 (SDF1) gene. Genomics 1995; 28: 495-500

11 Feng Y, Broder CC, Kennedy PE, Berger EA. HIV-1 
entry cofactor: functional cDNA cloning of a seven-
transmembrane, G protein-coupled receptor. Science 
1996; 272: 872-877

12 Bleul CC, Farzan M, Choe H, Parolin C, Clark-
Lewis I, Sodroski J, Springer TA. The lymphocyte 
chemoattractant SDF-1 is a ligand for LESTR/fusin 
and blocks HIV-1 entry. Nature 1996; 382: 829-833

13 Balabanian K, Lagane B, Infantino S, Chow KY, 
Harriague J, Moepps B, Arenzana-Seisdedos F, 
Thelen M, Bachelerie F. The chemokine SDF-1/
CXCL12 binds to and signals through the orphan 
receptor RDC1 in T lymphocytes. J Biol Chem 2005; 
280: 35760-35766

14 Burns JM, Summers BC, Wang Y, Melikian A, 
Berahovich R, Miao Z, Penfold ME, Sunshine MJ, 
Littman DR, Kuo CJ, Wei K, McMaster BE, Wright K, 
Howard MC, Schall TJ. A novel chemokine receptor 
for SDF-1 and I-TAC involved in cell survival, cell 
adhesion, and tumor development. J Exp Med 2006; 
203: 2201-2213

15 Dekker LV, Segal AW. Perspectives: s ignal 

transduction. Signals to move cells. Science 2000; 
287: 982-983, 985

16 Sierro F, Biben C, Martínez-Muñoz L, Mellado M, 
Ransohoff RM, Li M, Woehl B, Leung H, Groom 
J, Batten M, Harvey RP, Martínez-A C, Mackay 
CR, Mackay F. Disrupted cardiac development 
but normal hematopoiesis in mice deficient in the 
second CXCL12/SDF-1 receptor, CXCR7. Proc Natl 
Acad Sci U S A 2007; 104: 14759-14764

17 Dambly-Chaudière C, Cubedo N, Ghysen A. 
Control of cell migration in the development of 
the posterior lateral line: antagonistic interactions 
between the chemokine receptors CXCR4 and 
CXCR7/RDC1. BMC Dev Biol 2007; 7: 23

18 Valentin G, Haas P, Gilmour D. The chemokine 
SDF1a coordinates tissue migration through the 
spatially restricted activation of Cxcr7 and Cxcr4b. 
Curr Biol 2007; 17: 1026-1031

19 Salasznyk RM, Williams WA, Boskey A, Batorsky A, 
Plopper GE. Adhesion to Vitronectin and Collagen 
I Promotes Osteogenic Differentiation of Human 
Mesenchymal Stem Cells. J Biomed Biotechnol 2004; 
2004: 24-34

20 Cui JH, Park SR, Park K, Choi BH, Min BH. 
Preconditioning of mesenchymal stem cells with 
low-intensity ultrasound for cartilage formation in 
vivo. Tissue Eng 2007; 13: 351-360

21 T a n g J ,  X i e Q , P a n G , W a n g J ,  W a n g M . 
Mesenchymal stem cells participate in angiogenesis 
and improve heart function in rat model of 
myocardial ischemia with reperfusion. Eur J 
Cardiothorac Surg 2006; 30: 353-361

22 Wislet-Gendebien S, Hans G, Leprince P, Rigo 
JM, Moonen G, Rogister B. Plasticity of cultured 
mesenchymal stem cells: switch from nestin-
positive to excitable neuron-like phenotype. Stem 
Cells 2005; 23: 392-402

23 Deng J, Petersen BE, Steindler DA, Jorgensen 
ML, Laywel l ED. Mesenchymal s tem ce l l s 
spontaneously express neural proteins in culture 
and are neurogenic after transplantation. Stem Cells 
2006; 24: 1054-1064

24 牛丽丽, 裴雪涛. 骨髓间充质干细胞在心血管疾病治
疗中的应用. 中华内科杂志 2003; 42: 208-210

25 赵智刚, 邹萍. 骨髓间充质干细胞的研究进展及其应
用前景. 临床内科杂志 2006; 23: 588-590

26 Bjorklund LM, Sánchez-Pernaute R, Chung S, 
Andersson T, Chen IY, McNaught KS, Brownell 
AL, Jenkins BG, Wahlestedt C, Kim KS, Isacson 
O. Embryonic stem cells develop into functional 
dopaminergic neurons after transplantation in a 
Parkinson rat model. Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 
99: 2344-2349

27 Saito T, Kuang JQ, Bittira B, Al-Khaldi A, Chiu RC. 
Xenotransplant cardiac chimera: immune tolerance 
of adult stem cells. Ann Thorac Surg 2002; 74: 19-24; 
discussion 24

28 Maitra B, Szekely E, Gjini K, Laughlin MJ, Dennis 
J, Haynesworth SE, Koç ON. Human mesenchymal 
stem cells support unrelated donor hematopoietic 
stem cells and suppress T-cell activation. Bone 
Marrow Transplant 2004; 33: 597-604

29 Aggarwal S, Pittenger MF. Human mesenchymal 
stem cells modulate allogeneic immune cell 
responses. Blood 2005; 105: 1815-1822

30 A i u t i  A ,  W e b b I J ,  B l e u l  C ,  S p r i n g e r  T , 
Gutierrez-Ramos JC. The chemokine SDF-1 is a 
chemoattractant for human CD34+ hematopoietic 

■应用要点
MSC取材方便, 体
外扩增快速, 适合
于自体移植, 且具
有对病灶的趋化
特性, 是良好的转
基因治疗的靶细
胞 ,  鉴 于 其 在 神
经、心血管系统
以及肝脏的损伤
修复中的潜在价
值, SDF-1有望为
肝脏疾病的细胞
治疗提供了一条
新方法.

孙立影, 等. 基质细胞衍生因子1对骨髓间充质干细胞的趋化作用                                                                                  995



www.wjgnet.com

progenitor cells and provides a new mechanism to 
explain the mobilization of CD34+ progenitors to 
peripheral blood. J Exp Med 1997; 185: 111-120

31 Ji JF, He BP, Dheen ST, Tay SS. Interactions of 
chemokines and chemokine receptors mediate 
the migration of mesenchymal stem cells to the 
impaired site in the brain after hypoglossal nerve 
injury. Stem Cells 2004; 22: 415-427

32 Wynn RF, Hart CA, Corradi-Perini C, O'Neill L, 
Evans CA, Wraith JE, Fairbairn LJ, Bellantuono 
I. A small proportion of mesenchymal stem cells 
strongly expresses functionally active CXCR4 
receptor capable of promoting migration to bone 
marrow. Blood 2004; 104: 2643-2645 

33 Bhakta S, Hong P, Koc O. The surface adhesion 
molecule CXCR4 stimulates mesenchymal stem 
cell migration to stromal cell-derived factor-1 in 
vitro but does not decrease apoptosis under serum 
deprivation. Cardiovasc Revasc Med 2006; 7: 19-24

34 张志坚, 张佳林, 陈东平, 苏东辉, 刘春风. 基质细胞衍
生因子-1对间质干细胞迁移的影响. 中国临床神经科
学 2006; 14: 571-576 

35 Ratajczak MZ, Majka M, Kucia M, Drukala J, 
Pietrzkowski Z, Peiper S, Janowska-Wieczorek 
A. Expression of functional CXCR4 by muscle 
satellite cells and secretion of SDF-1 by muscle-
derived fibroblasts is associated with the presence 
of both muscle progenitors in bone marrow and 
hematopoietic stem/progenitor cells in muscles. 
Stem Cells 2003; 21: 363-371

36 Petit I, Szyper-Kravitz M, Nagler A, Lahav M, 
Peled A, Habler L, Ponomaryov T, Taichman RS, 
Arenzana-Seisdedos F, Fujii N, Sandbank J, Zipori 
D, Lapidot T. G-CSF induces stem cell mobilization 
by decreasing bone marrow SDF-1 and up-
regulating CXCR4. Nat Immunol 2002; 3: 687-694

37 Lapidot T, Kollet O. The essential roles of the 
chemokine SDF-1 and its receptor CXCR4 in human 
stem cell homing and repopulation of transplanted 
immune-deficient NOD/SCID and NOD/SCID/
B2m(null) mice. Leukemia 2002; 16: 1992-2003

38 Hattori K, Heissig B, Tashiro K, Honjo T, Tateno 
M, Shieh JH, Hackett NR, Quitoriano MS, Crystal 
RG, Rafii S, Moore MA. Plasma elevation of stromal 
cell-derived factor-1 induces mobilization of mature 
and immature hematopoietic progenitor and stem 
cells. Blood 2001; 97: 3354-3360

39 庄瑜, 陈鑫, 石开虎, 徐明. 基质细胞衍生因子1在骨髓
间质干细胞归巢到急性梗死心肌中的作用. 江苏医药 
2007; 33: 579-582

40 丁鹏, 冯忠堂, 杨智勇, 王进昆, 李向新, 王伟民, 薛黎
萍, 林荣安. 趋化因子SDF-1体外趋化骨髓基质细胞迁
移的实验研究. 中华神经医学杂志 2007; 6: 225-227

41 Abbott JD, Huang Y, Liu D, Hickey R, Krause DS, 
Giordano FJ. Stromal cell-derived factor-1alpha 
plays a critical role in stem cell recruitment to 
the heart after myocardial infarction but is not 
sufficient to induce homing in the absence of injury. 
Circulation 2004; 110: 3300-3305

42 Ma J, Ge J, Zhang S, Sun A, Shen J, Chen L, Wang 
K, Zou Y. Time course of myocardial stromal cell-
derived factor 1 expression and beneficial effects of 
intravenously administered bone marrow stem cells 
in rats with experimental myocardial infarction. 
Basic Res Cardiol 2005; 100: 217-223 

43 Askari AT, Unzek S, Popovic ZB, Goldman CK, 
Forudi F, Kiedrowski M, Rovner A, Ellis SG, 
Thomas JD, DiCorleto PE, Topol EJ, Penn MS. 

Effect of stromal-cell-derived factor 1 on stem-
cell homing and tissue regeneration in ischaemic 
cardiomyopathy. Lancet 2003; 362: 697-703

44 Wang JF, Park IW, Groopman JE. Stromal cell-
der ived fac tor -1a lpha s t imulates tyros ine 
phosphorylation of multiple focal adhesion proteins 
and induces migration of hematopoietic progenitor 
cells: roles of phosphoinositide-3 kinase and protein 
kinase C. Blood 2000; 95: 2505-2513  

45 Tilton B, Ho L, Oberlin E, Loetscher P, Baleux F, 
Clark-Lewis I, Thelen M. Signal transduction by 
CXC chemokine receptor 4. Stromal cell-derived 
factor 1 stimulates prolonged protein kinase B and 
extracellular signal-regulated kinase 2 activation in 
T lymphocytes. J Exp Med 2000; 192: 313-324

46 Peled A, Petit I, Kollet O, Magid M, Ponomaryov 
T, Byk T, Nagler A, Ben-Hur H, Many A, Shultz L, 
Lider O, Alon R, Zipori D, Lapidot T. Dependence 
of human stem cell engraftment and repopulation 
of NOD/SCID mice on CXCR4. Science 1999; 283: 
845-848

47 Reca R, Mastel los D, Majka M, Marquez L, 
Ratajczak J, Franchini S, Glodek A, Honczarenko 
M, Spruce LA, Janowska-Wieczorek A, Lambris 
JD, Rata jczak MZ. Funct ional receptor for 
C3a anaphylatoxin is expressed by normal 
hematopoietic stem/progenitor cells, and C3a 
enhances their homing-related responses to SDF-1. 
Blood 2003; 101: 3784-3793

48 Yamaguchi J, Kusano KF, Masuo O, Kawamoto A, 
Silver M, Murasawa S, Bosch-Marce M, Masuda 
H, Losordo DW, Isner JM, Asahara T. Stromal 
cell-derived factor-1 effects on ex vivo expanded 
endothelial progenitor cell recruitment for ischemic 
neovascularization. Circulation 2003; 107: 1322-1328

49 Peled A, Kollet O, Ponomaryov T, Petit I, Franitza 
S, Grabovsky V, Slav MM, Nagler A, Lider O, 
Alon R, Zipori D, Lapidot T. The chemokine 
SDF-1 activates the integrins LFA-1, VLA-4, 
and VLA-5 on immature human CD34(+) cells: 
role in transendothelial/stromal migration and 
engraftment of NOD/SCID mice. Blood 2000; 95: 
3289-3296

50 Majka M, Janowska-Wieczorek A, Ratajczak J, 
Kowalska MA, Vilaire G, Pan ZK, Honczarenko 
M, Marquez LA, Poncz M, Ratajczak MZ. Stromal-
derived factor 1 and thrombopoietin regulate 
distinct aspects of human megakaryopoiesis. Blood 
2000; 96: 4142-4151

51 Janowska-Wieczorek A, Marquez LA, Dobrowsky 
A, Ratajczak MZ, Cabuhat ML. Differential MMP 
and TIMP production by human marrow and 
peripheral blood CD34(+) cells in response to 
chemokines. Exp Hematol 2000; 28: 1274-1285 

52 Kijowski J, Baj-Krzyworzeka M, Majka M, Reca 
R, Marquez LA, Christofidou-Solomidou M, 
Janowska-Wieczorek A, Ratajczak MZ. The SDF-
1-CXCR4 axis stimulates VEGF secretion and 
activates integrins but does not affect proliferation 
and survival in lymphohematopoietic cells. Stem 
Cells 2001; 19: 453-466

53 Mbemba E, Gluckman JC, Gattegno L. Glycan and 
glycosaminoglycan binding properties of stromal 
cell-derived factor (SDF)-1alpha. Glycobiology 2000; 
10: 21-29  

54 Son BR, Marquez-Curtis LA, Kucia M, Wysoczynski 
M, Turner AR, Rata jczak J , Rata jczak MZ, 
Janowska-Wieczorek A. Migration of bone marrow 

■同行评价
本文结构清晰, 条
理清楚, 具有一定
的科学性和可读
性, 是一篇较好的
综述.

996                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年3月28日    第16卷   第9期



www.wjgnet.com

and cord blood mesenchymal stem cells in vitro is 
regulated by stromal-derived factor-1-CXCR4 and 
hepatocyte growth factor-c-met axes and involves 
matrix metalloproteinases. Stem Cells 2006; 24: 
1254-1264

55 Li Y, Yu X, Lin S, Li X, Zhang S, Song YH. Insulin-
like growth factor 1 enhances the migratory 
capacity of mesenchymal stem cells. Biochem Biophys 
Res Commun 2007; 356: 780-784

56 Ohnishi S, Nagaya N. Prepare cells to repair the 
heart: mesenchymal stem cells for the treatment of 
heart failure. Am J Nephrol 2007; 27: 301-307

57 Ohnishi S, Ohgushi H, Kitamura S, Nagaya N. 
Mesenchymal stem cells for the treatment of heart 
failure. Int J Hematol 2007; 86: 17-21

58 Dezawa M. Specific induction of neurons and 
Schwann cells from bone marrow stromal cells 
and application to neurodegenerative diseases. No 
Shinkei Geka 2005; 33: 645-649

59 Zhou B, Han ZC, Poon MC, Pu W. Mesenchymal 
stem/stromal cel ls (MSC) transfected with 
stromal derived factor 1 (SDF-1) for therapeutic 
neovascularization: enhancement of cell recruitment 
and entrapment. Med Hypotheses 2007; 68: 1268-1271

60 Ringdén O, Uzunel M, Rasmusson I, Remberger M, 
Sundberg B, Lönnies H, Marschall HU, Dlugosz A, 
Szakos A, Hassan Z, Omazic B, Aschan J, Barkholt L, 
Le Blanc K. Mesenchymal stem cells for treatment 
of therapy-resistant graft-versus-host disease. 
Transplantation 2006; 81: 1390-1397

61 Schwartz RE, Reyes M, Koodie L, Jiang Y, Blackstad 
M, Lund T, Lenvik T, Johnson S, Hu WS, Verfaillie 
CM. Multipotent adult progenitor cells from bone 
marrow differentiate into functional hepatocyte-
like cells. J Clin Invest 2002; 109: 1291-1302 

62 Li W, Liu SN, Luo DD, Zhao L, Zeng LL, Zhang 
SL, Li SL. Differentiation of hepatocytoid cell 
induced from whole-bone-marrow method isolated 

rat myeloid mesenchymal stem cells. World J 
Gastroenterol 2006; 12: 4866-4869

63 Oh SH, Witek RP, Bae SH, Zheng D, Jung Y, 
Piscaglia AC, Petersen BE. Bone marrow-derived 
hepatic oval cells differentiate into hepatocytes 
in 2-acetylaminofluorene/partial hepatectomy-
induced liver regeneration. Gastroenterology 2007; 
132: 1077-1087  

64 Lange C, Bruns H, Kluth D, Zander AR, Fiegel HC. 
Hepatocytic differentiation of mesenchymal stem 
cells in cocultures with fetal liver cells. World J 
Gastroenterol 2006; 12: 2394-2397

65 Shi M, Li J, Liao L, Chen B, Li B, Chen L, Jia H, Zhao 
RC. Regulation of CXCR4 expression in human 
mesenchymal stem cells by cytokine treatment: 
role in homing efficiency in NOD/SCID mice. 
Haematologica 2007; 92: 897-904

66 P o p p F C , P i s o P , S c h l i t t H J , D a h l k e M H . 
Therapeutic potential of bone marrow stem cells 
for liver diseases. Curr Stem Cell Res Ther 2006; 1: 
411-418

67 Parekkadan B, van Poll D, Suganuma K, Carter 
EA, Berthiaume F, Tilles AW, Yarmush ML. 
Mesenchymal stem cell-derived molecules reverse 
fulminant hepatic failure. PLoS ONE 2007; 2: e941

68 Peng SB, Peek V, Zhai Y, Paul DC, Lou Q, Xia X, 
Eessalu T, Kohn W, Tang S. Akt activation, but not 
extracellular signal-regulated kinase activation, 
is required for SDF-1alpha/CXCR4-mediated 
migration of epitheloid carcinoma cells. Mol Cancer 
Res 2005; 3: 227-236

69 Sutton A, Friand V, Brulé-Donneger S, Chaigneau 
T, Ziol M, Sainte-Catherine O, Poiré A, Saffar 
L, Kraemer M, Vassy J, Nahon P, Salzmann JL, 
Gattegno L, Charnaux N. Stromal cell-derived 
factor-1/chemokine (C-X-C motif) ligand 12 
stimulates human hepatoma cell growth, migration, 
and invasion. Mol Cancer Res 2007; 5: 21-33

           编辑  潘伯荣  电编  何基才  

孙立影, 等. 基质细胞衍生因子1对骨髓间充质干细胞的趋化作用                                                                                  997

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2008年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志作者署名要求

本刊讯 本刊论文署名作者不宜过多, 一般不超过8人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关问题、能对

文稿内容负责者, 对研究工作有贡献的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作者时姓名间

用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人消化杂志》要求所有署名人

写清楚自己对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 第

二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工作支持, 包括: (1)统

计分析; (2)获取研究经费; (3)行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 每个人必须在第一至第三方面至

少具备一条, 才能成为文章的署名作者. 《世界华人消化杂志》不设置共同第一作者和共同通信作者. (常务副

总编辑: 张海宁 2008-03-28)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年3月28日; 16(9): 998-1003
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

Genistein-磁性纳米微粒对胃癌细胞株SGC-7901生长及
凋亡的影响

李东朋, 司华艳, 赵玉元, 张浩力, 廖君左

李东朋, 赵玉元, 廖君左, 兰州大学第一医院小儿外科 甘肃
省兰州市 730000
司华艳, 张浩力, 兰州大学功能有机分子化学国家重点实验
室 甘肃省兰州市 730000
作者贡献分布: 此课题由李东朋, 司华艳, 赵玉元及张浩力设
计;研究过程由李东朋, 司华艳, 廖君左操作完成; 数据分析由
李东朋, 廖君左完成; 本论文写作由李东朋完成, 赵玉元和张浩
力审校.
通讯作者: 赵玉元, 730000, 甘肃省兰州市, 兰州大学第一医院
小儿外科. zhaoyyly@126.com
电话: 0931-8625200-6411 
收稿日期: 2007-11-24   修回日期: 2008-02-14

Effect of genistein-magnetic-
nanoparticles on the growth 
and apoptosis of gastric 
cancer cell line SGC-7901 

Dong-Peng Li, Hua-Yan Si, Yu-Yuan Zhao, Hao-Li Zhang, 
Jun-Zuo Liao

Dong-Peng Li, Yu-Yuan Zhao, Jun-Zuo Liao, Department 
of Pediatric Surgery, First Hospital of Lanzhou University, 
Lanzhou 730000, Gansu Province, China
Hua-Yan Si, Hao-Li Zhang, State Key Laboratory of Ap-
plied Organic Chemistry, Lanzhou University, Lanzhou 
730000, Gansu Province, China
Correspondence to: Yu-Yuan Zhao, Department of Pediat-
ric Surgery, First Hospital of Lanzhou University, Lanzhou 
730000, Gansu Province, China. zhaoyyly@126.com
Received: 2007-11-24    Revised: 2008-02-14 

Abstract
AIM: To observe the ef fects of di f ferent 
c o n c e n t r a t i o n s o f g e n i s t e i n - m a g n e t i c -
nanoparticles (GEN-M-NPs) on the growth and 
apoptosis of gastric cancer cell line SGC-7901. 

METHODS: GEN-M-NPs were prepared by 
chemical co-precipitation. Morphology of GEN-
M-NPs was observed under a transmission 
electron microscope. Encapsulating efficiency 
of genistein was determined by high-perfor-
mance liquid chromatography. After SGC-7901 
cells were treated with various concentrations 
of GEN-M-NPs and genistein, their anti-tumor 
effects were determined by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay. Apoptosis rate was 
quantified by flow cytometry and DNA frag-

mentation was evaluated by agarose gel elec-
trophoresis. 

RESULTS: GEN-M-NPs were round or ellipti-
cal in shape with a diameter of about 105 nm. 
Their encapsulating efficiency was about 10.3%. 
The proliferation of SGC-7901 cells in vitro was 
significantly inhibited by GEN-M-NPs in a time- 
and dose-dependent manner (P < 0.05). The 
release of GEN-M-NPs was slower than that 
of genistein (86.04% vs 67.11%, P < 0.05). After 
treatment with various concentrations of GEN-
M-NPs for 72 h, the apoptosis rate for GEN-M-
NPs and negative control groups was 5.62% ± 
2.04% (10 μmol/L), 13.46% ± 2.02% (20 μmol/L), 
26.40% ± 3.84% (40 μmol/L), 37.34% ± 4.68%(80 
μmol/L), 49.43% ± 8.29% (100 μmol/L), and 
2.60% ± 1.34% (control), respectively. Agarose 
gel electrophoresis showed typical apoptotic 
DNA ladders 24 h after treatment with 40 
μmol/L GEN-M-NPs. 

CONCLUSION: GEN-M-NPs can effectively in-
hibit the growth and apoptosis of SGC-7901 cells.  

Key Words: Genistein; Gastric cancer; Apoptosis; 
Nanoparticles; Methyl thiazoly tetrazolium assay

Li DP, Si HY, Zhao YY, Zhang HL, Liao JZ. Effect of 
genistein-magnetic-nanoparticles on the growth and 
apoptosis of gastric cancer cell line SGC-7901. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 998-1003

摘要
目的: 探讨Genistein-磁性纳米微粒(Genistein-
magnetic-nanoparticles, GEN-M-NPs)对胃癌细
胞株SGC-7901生长及凋亡的影响. 

方法: 利用化学共沉淀法制备GEN-M-NPs, 
透射电镜观察纳米微粒的形态, 高效液相法
测定包封率. 以胃癌细胞株SGC-7901为实验
对象, 用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法观察
GEN-M-NPs和Genistein对其增殖活性的影响, 
采用流式细胞术检测细胞凋亡率, 琼脂糖凝胶
电泳观察DNA片段化改变情况. 

®

■背景资料
在我国胃癌高居
各 种 恶 性 肿 瘤
之 首 ,  严 重 危 害
人 类 健 康 .  其 中
进展期胃癌占整
个胃癌发病率的
60%-80%, 化学治
疗是进展期胃癌
的主要治疗手段
之一. Genistein是
一种天然的异黄
酮类植物雌激素
在大豆中广泛存
在, 大量研究表明
其对多种肿瘤具
有化学治疗和化
学预防作用, 是目
前植物来源药物
中研究的热点. 

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院, 
上海市消化疾病
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结果: GEN-M-NPs呈球形, 粒径约105 nm, 分
布均匀, 包封率约为10.3%. GEN-M-NPs对
SGC-7901细胞生长有明显抑制作用, 且呈剂
量和时间依赖性(P <0.05). 与单药Genistein作
用组相比, GEN-M-NPs具有缓释性(86.04% 
vs  67.11%, P <0.05). 流式细胞仪检测不同浓
度GEN-M-NPs作用72 h后的细胞凋亡率分
别是5.62%±2.04%(10 μmol/L)、13.46%±

2.02%(20 μ m o l/L)、26.40%±3.84%(40 
μ m o l/L)、37.34%±4.68%(80 μ m o l/L)、
49.43%±8.29%(100 μmol/L), 阴性对照组的
凋亡率为2.60%±1.34%. DNA凝胶电泳结果
显示40 μmol/L组作用24 h可见明显的凋亡细
胞形成的梯状条带. 

结论: GEN-M-NPs在体外能有效地抑制胃癌
细胞增殖并诱导细胞凋亡, 与Genistein相比, 
有缓释性.

关键词: 染料木黄酮; 胃癌细胞; 凋亡; 纳米微粒; 四
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0  引言

胃癌(gastric carcinoma)是严重危害人类健康的

最常见的恶性肿瘤之一. 在我国胃癌仍高居各

种恶性肿瘤之首, 每年新确诊患者达30多万, 约
占全球的1/3; 大约死亡26万/年, 占所有恶性肿

瘤死亡的23.24%, 死亡率接近25/10万[1]. 其中

进展期胃癌(advanced gastric cancer, AGC)占整

个胃癌发病率的60%-80%, 多伴有淋巴、血行

及(或)腹膜转移, 或直接浸润扩散. 超过2/3确诊

胃癌的患者不可手术切除, 即使可行手术切除

其复发率也相当高[2]. 因而化疗就显得格外重

要, 但化疗药物面临毒性高、靶向性低、缓解

率低窘境, 寻找新的化疗药物一直受人们所关

注. 5, 7, 4'-三羟基异黄酮(Genistein)是一种天然

的异黄酮类植物雌激素在大豆中广泛存在, 具
有很弱的雌激素活性. 大量研究表明Genistein
在肿瘤的发生, 发展, 转移阶段存在多重抑制

效应, 对多种肿瘤具有化学治疗和化学预防作 
用[3]. Genistein在体内代谢快、对肿瘤组织缺

乏靶向性、不能在局部达到有效的药物浓度、

水溶性差等, 极大的限制了其潜在的临床应用

前景[4]. 本实验采用纳米技术制备具有靶向性, 

缓释性的Genistein-磁性纳米微粒(Genistein-
magnetic-nanoparticles, GEN-M-NPs), 体外实验

观察其对胃癌细胞的生长和凋亡的影响, 以评

价其在胃癌化疗中的应用前景.

1  材料和方法

1.1 材料 Genistein(美国Sigma公司, 纯度≥98%), 
小牛血清(杭州四季青公司), RPMI 1640培养基

(Gibco公司), 四甲基偶氮唑蓝(MTT)(美国Sigma
公司); Annexin V/PI试剂盒(北京博奥森生物技

术公司), DNA ladder试剂盒(Oncogene公司). 人
胃腺癌细胞株S G C-7901(郑州大学第一附属

医院丁月超惠赠)用含100 mL/L的小牛血清的

RPMI 1640培养液培养, 生长于37℃、50 mL/L 
CO2及饱和湿度孵箱中, 待细胞长至单层后, 以
2.5 g/L的胰蛋白酶消化贴壁细胞, 选用对数生长

期细胞用于实验.
1.2 方法 
1.2.1 磁性纳米微球的制备及其表征: GEN-M-
NPs采用化学共沉淀法自制. 取GEN-M-NPs水溶

液滴与铜网支持膜上, 多余液体用滤纸吸去, 以
磷钨酸负染法拍透射电镜照片, 观察其形态. 高
效液相法测量Genistein的含量, 计算包封率, 激
光粒度分析仪分析粒径分布(制作及检测工作

在兰州大学功能有机分子化学国家重点实验室 
完成).
1.2.2 药物溶液制备及细胞分组: 实验设药物

组、药物纳米微粒组、空载纳米微粒组和对照

组, 实验时各组加入相应的处理液. 药物组的处

理液是二甲基亚砜(DMSO)溶解含Genistein的
RPMI 1640稀释液(DMSO终浓度小于1 mL/L), 
药物纳米微粒组的GEN-M-NPs和空载纳米微粒

组的空载磁性纳米微粒是用RPMI 1640溶解的

分散液. 阴性对照组用含DMSO的RPMI 1640培 
养液. 
1.2.3 MTT法测定细胞存活率: 选取对数生长期

的SGC-7901细胞, 分别以4×103/孔接种于96孔
培养板上, 每孔200 μL, 培养24 h待细胞贴壁后

更换培养液, 培养液中分别加入相应的处理液. 
药物组和药物纳米微粒组按每孔Genistein的终

浓度分设5个浓度亚组(10、20、40、80、100 
μmol/L), 空载纳米微粒组的每孔磁性纳米微粒

含量与100 μmol/L药物纳米微粒组相同, 对照组

加入含DMSO的RPMI 1640. 培养24, 48, 72 h后, 
每孔加入20 μL(5 g/L)MTT溶液, 继续孵育4 h后, 
弃上清, 加入100 μL DMSO终止反应. 微震荡后, 

■研发前沿
Genistein具有广
泛的生物学效应, 
可通过调节雌激
素受体、增强抗
氧化酶活性、诱
导细胞分化、促
进细胞凋亡、抑
制细胞代谢关键
酶活性等途径抑
制多种肿瘤细胞
的生长及抑制血
管生成. Genistein-
磁性纳米微粒与
Genistein药物相
比, 对胃癌细胞的
生长抑制作用有
无差异及可能机
制, 对其进行深入
研究, 有望开辟胃
癌治疗的新途径.
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于酶标仪波长490 nm处测得吸光度A值. 实验重

复4次. 对照组细胞存活率记为100%, 实验组细

胞存活率按公式计算: 细胞存活率 = (实验组A
值/对照组A值)×100%, 即吸光值越大, 存活率

越高.
1.2.4 细胞生长的形态学观察: 将细胞消化传

代接种于6孔培养板上(1×106/孔), 置于饱和湿

度、37℃、50 mL/L的CO2孵箱中, 待细胞进入

对数生长期后按照对照组与药物纳米微粒组进

行药物处理. 加药后于24、48、72 h用相差显微

镜观察细胞形态.
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡率: 72 h后, 收集

不同浓度亚组的药物纳米微粒作用的SGC-7901
细胞, PBS洗涤2次后, 加入200 μL的结合缓冲液

悬浮细胞, 依次加入10 μL Annexin-FITC和5 μL
的PI, 混匀. 室温避光反应15 min, 上流式细胞仪

检测各组细胞的凋亡百分率. 
1.2.6 琼脂糖凝胶电泳D N A片段检测 :  取40 
μmol/L GEN-M-NPs作用不同时间点(0、24、
48、72 h)的细胞约1×106细胞, 加入DNA提

取液, 按照DNA试剂盒说明书提取. 获取沉淀

DNA, 分别溶于50 μL重悬缓冲液, 各取10 μL加
电泳缓冲液, 同时取DNA标准品分别上样, 于
200 g/L琼脂糖凝胶电泳(2 V/cm×2 h)成像.

统计学处理 实验数据均采用mean±SD表

示,  采用SPSS12.0统计软件分析结果. 药物组, 
药物纳米微粒组与对照组比较, 时间、剂量关

系采用析因设计的方差分析, 组间两两比较采

用LSD法. 凋亡率的比较先进行数据转换, 让数

据变成正态, 再进行单因素方差分析. 以P <0.05
表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 GEN-M-NPs的表征 透射电镜结果表明所

制备的微粒颗粒分布均匀, 平均粒径约105 nm 
(图1), 根据高效液相法检测结果计算出包封率

为10.3%.
2.2 细胞增殖的抑制作用 将SGC-7901细胞经不

同浓度不同时间处理后, GEN-M-NPs作用组呈

现出明显的细胞抑制作用, 且随时间的延长和

浓度的增加抑制作用更明显, 药物浓度与作用

时间之间有明显的交互作用(P <0.01, 图2). 作用

24 h相同浓度下, GEN-M-NPs各浓度组抑制率

小于单药Genistein组(P <0.01), 随着时间的延长, 
48 h时两者的抑制率逐渐接近; 72 h时GEN-M-
NPs最高浓度组的抑制率为86.04%, 原药组为

67.11%, 差异具有显著性(t  = 46.22, P <0.01). 另
外, 空载磁性纳米微粒组对SGC-7901细胞增殖

无抑制作用, 与对照组无差异(P >0.05).
2.2 GEN-M-NPs对SGC-7901细胞形态的影响 形
态学观察可见, 对照组SGC-7901细胞生长良好, 
呈多角形或梭形贴壁生长, 透明度大, 折光度强. 
在GEN-M-NPs作用下, 细胞出现形态变化, 具体

表现为细胞间隙增宽, 细胞变圆形, 细胞出现空

泡、伪足回缩, 成凋亡征象. 这种变化随时间延

长和药物浓度增加而更加显著, 并且漂浮在培

养液中的细胞逐渐增多.
2.3 流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率 多次检

测药物处理后的细胞凋亡率, 10, 20, 40, 80, 100 
μmol/L GEN-M-NPs作用72 h后, SGC-7901细
胞的凋亡率分别为5.62%±2.04%、13.46%±

2.02%、26.40%±3.84%、37.34%±4.68%、

49.43%±8.29%, 除10 μmol/L作用组外其余各实

验组与阴性对照组2.60%±1.34%相比, 差异具

有统计学意义(F  = 86.57, P <0.05, 图3).
2.4 琼脂糖凝胶电泳检测DNA片段 SGC-7901细
胞经40 μmol/L GEN-M-NPs作用后, 0时间点组

细胞提取的DNA经琼脂糖凝胶电泳后没有条带

出现, 24、48、72 h组可见到典型的DNA梯形条

带, 作用时间越长, 条带越明显(图4), 提示凋亡

随用作用时间而增加.

3  讨论

肿瘤化疗是肿瘤治疗中的一个重要方面. 目前

临床使用的抗癌药物均有不同程度的毒副作

用, 即药物在杀伤肿瘤细胞的同时, 对某些正常

的组织也有一定的损害. 药物对肿瘤细胞和正

常细胞尚缺乏理想的选择作用, 成为化学治疗

限制剂量使用的阻碍. 纳米技术的出现为解决

化疗药物选择性差提供了新的思路, 由药物和

磁性纳米载体组成的磁靶向给药系统(magnetic 

■创新盘点
本 研 究 发 现 , 
G e n i s t e i n - 磁性
纳 米 微 粒 与 G e -
nistein相比, 更有
效的抑制胃癌细
胞的生长, 并呈现
出缓释性.

图 1 Genistein-磁性纳米微粒透射电镜照片. 

10 nm
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■应用要点
探讨 G e n i s t e i n -
磁 性 纳 米 微 粒
与Genistein对胃
癌细胞生长的影
响, Genistein-磁
性纳米微粒显示
出 优 越 的 抗 胃
癌 细 胞 活 性 ,  为
Genistein-磁性纳
米微粒应用于靶
向治疗胃癌提供
实验依据.

targeted drugs system, MTDDS), 可以使药物在

外磁场的引导下通过静脉、动脉导管、口服给

药或直接注射等途径选择性的到达并定位于肿

瘤靶区, 并且以受控的方式释放, 然后在肿瘤组

织的细胞或亚细胞水平发挥药效作用, 提高了

局部的药物浓度, 降低全身毒副作用[5-7]. 在各种

载体中, 壳聚糖具有无毒、生物相容性和生物

可降解性, 可控制药物的释放, 提高药物生物利

用率、改变药物对生物膜的通透性等优点, 是
一种具有广阔前景的新型药物载体[8].

Genistein具有广泛的生物学效应. 近年来研

究表明, Genistein通过调节雌激素受体、增强抗

氧化酶活性、诱导细胞分化、促进细胞凋亡、

抑制细胞代谢关键酶活性、阻止某些因子的作

用抑制包括胃癌细胞在内的多种肿瘤细胞的生

长及抑制血管生成[9-10]. 为了进一步提高Genistein
的抗肿瘤作用并降低其毒副作用, 许多学者开始

探讨Genistein的衍生物及新剂型[11-12]. 本实验采用

纳米技术制备的GNE-M-NPs是利用磁场下具

有超顺磁性的氧化铁为磁性内核, 壳聚糖为骨

架载体, 负载Genistein的磁靶向给药系统. 理
想的靶向给药系统应具备定位蓄积、控制释

药的特性, 但纳米粒由于其粒度小, 易被肝、

脾、骨髓等网状内皮系统的巨噬细胞吞噬, 被
动的靶向于此类器官中, 而磁靶向给药系统可

以主动靶向到肿瘤组织, 避免在身体其他部位

的蓄积[13]. 制备GNE-M-NPs目的是在外加磁

场的作用下, 使G en i s t e in通过血管时避免网

状内皮系统的吞噬, 选择性地到达并定位于肿

瘤靶区, 避免其全身分布; 加之肿瘤组织与正

常组织结构上的差别, 瘤区血管快速增生, 血
供丰富, 血流量大, 可对Genistein产生“虹吸作

GEN-M-NPs作用组(μmol/L) Genistein作用组(μmol/L)
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图  2  G e n i s t e i n - 磁 性 纳 米 微 粒 和
Genistein对SGC-7901细胞生长的影响. 
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C 图 3 GEN-磁性纳米
微粒作用72 h后SGC－
7901细胞凋亡流式细
胞仪结果. A: 对照组; 

B: 10 μmol/L; C: 20 

μmol/L; D: 40 μmol/L; 

E: 80 μmol/L; F: 100 

μmol/L.

图 4 Genistein-磁性纳米微粒作用SGC-7901细胞DNA片
段化改变. A: DNA marker; B: 24 h; C: 48 h; D: 72 h; E: 0 h. 

A               B            C             D            E
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■名词解释
磁靶向给药系统
(MTDDS): 是一
种新型的药物载
体, 指药物与适当
的磁活性成分配
置在稳定的系统
中, 在一定磁场作
用下, 将药物定位
于靶区而发挥作
用.

用”; 瘤区血管迂曲紊乱且粗细不均, GNE-M-
NPs易于停留, 这就增加了Genistein与肿瘤血管

壁的接触时间, 再者肿瘤组织血管的通透性又

较正常血管大, 位于血管腔外围Genistein与管

壁接触迅速越过血管内皮细胞, 更容易达到肿

瘤细胞; 此外GNE-M-NPs在被磁化时相互聚集, 
可沿血管纵向排列形成短圆柱链, 引起肿瘤组

织的血管栓塞, 造成肿瘤组织缺血、缺氧和增

加其他化疗药物的敏感性. 在非磁区, 纳米粒呈

单个分散存在, 因其直径比毛细血管直径小, 一
般不会造成栓塞. GNE-M-NPs本身具有的特性

以及外磁场的作用可使其发挥最佳的抗癌效果. 
我们着重探讨GNE-M-NPs和单药Genistein, 在
体外对胃癌细胞生长的抑制作用有无差异及诱

导凋亡作用.
本实验MTT结果显示Genistein对人胃癌细

胞株SGC-7901生长抑制作用呈剂量、时间依赖

关系, 这与国内外报道Genistein抑制其他肿瘤细

胞增殖情况一致[14-16]. MTT试验中还发现GEN-
M-NPs对于SGC-7901细胞呈现较强的抑制作

用, 24 h时, GEN-M-NPs作用组细胞存活率高于

Genistein单药组. 作用48 h后, 两种药物的存活

率逐渐接近, 72 h时GEN-M-NPs组存活率低于

Genistein单药组, 尤以高浓度明显.这主要是由

于纳米微球具有缓释性, 短时间内药物不易从

磁性载体中释放出来, 故抑制作用相对较弱, 但
随时间的延长, 药物释放量逐步加大, 抑制效果

增强. 但是关于纳米微球的体外药效作用, 多数

学者报道的结果显示两者在体外的细胞毒性差

异无统计学意义[17]. 造成这种药效差别的原因可

能与壳聚糖纳米微粒与细胞吞噬能力有关. 壳
聚糖是一种碱性多糖, 肿瘤细胞具有比正常细

胞表面更多的负电荷, 使壳聚糖更容易吸附在

肿瘤细胞表面, 而纳米微粒可以改变细胞膜转

运机制, 增加药物对生物膜的通透性, 再者肿瘤

细胞生长旺盛, 易于吞噬纳米颗粒, 因此更多的

药物在细胞内释放, 更加有效地发挥了抗肿瘤

活性.
细胞凋亡是进化上高度保守的细胞自杀的

主动细胞学事件, 是细胞的自稳平衡机制和对

内外刺激的一种应答反应. 许多化疗药物通过

诱导细胞凋亡来抑制肿瘤细胞的生长. 因此诱

导肿瘤细胞凋亡成为药物开发的评价标准和

癌症化疗的目标[18]. 有实验证明Genistein可以

通过上调PTEN基因和下调survivin蛋白表达、

Caspase-3的活化、bcl-2的下调等机制诱导细胞

凋亡抑制肿瘤细胞生长[19-20]. 为深入研究GEN-
M-NPs抑制胃癌细胞生长的机制, 本实验采用流

式细胞术观察不同浓度GEN-M-NPs作用72 h细
胞凋亡情况和琼脂糖凝胶电泳观察不同时间40 
μmol/L GEN-M-NPs作用后DNA片段化改变, 流
式细胞仪和DNA电泳检测证实有凋亡细胞的存

在, 提示GEN-M-NPs对胃癌细胞SGC-7901的生

长抑制作用与其诱导凋亡有关. 但是流式检测

结果细胞凋亡率低于细胞抑制率, 说明诱导细

胞凋亡只是纳米制剂抑制SGC-7901细胞生长的

途径之一, 其生长抑制机制和凋亡机制以及与

Genistein有无差异有待进一步研究.
本实验证明GEN-M-NPs对胃癌细胞生长有

明显的抑制作用, 还可诱导细胞凋亡, 并随着时

间的延长, 药物作用更加明显, 有缓释作用, 表
明其对胃癌治疗有着很好的应用前景.下一步我

们将对GEN-M-NPs的药代动力学, 毒性试验, 体
内靶向性, 以及GEN-M-NPs抑制胃癌细胞生长

并诱导凋亡的具体机制进行研究.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of magnesium 
isoglycyrrhizinate (MI) on acute liver injury 
induced by carbon tetrachloride (CCl4) in mice 
and its relationship with the expression of 
nuclear factor kappa B (NF-κB) and intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) in liver tissues. 

METHODS: Thirty male Kunming mice (28 ± 
2.2 g) were divided randomly into 3 groups: 
model group, normal control group and MI-
treated group. The model of acute liver injury 
was established by intraperitoneal injection 
of 1% CCl4 (0.1 mL/10 g). The mice in normal 
control group and MI-treated group were in-
jected with sterile saline, and furthermore, the 

MI-treated mice were intraperitoneally injected 
with MI (15 mg/kg, once per day for five days) 
15 min before CCl4 injection. Serum levels of 
alanine aminotransferase (ALT), aspartate 
aminotransferase (AST) and tissue contents of 
malondialdehyde (MDA) and superoxide dis-
mutase (SOD) were measured using biochemi-
cal method. SP immunohistochemistry was 
used to detect NF-κB and ICAM-1 expression. 
The pathological alterations were observed af-
ter HE staining.  

RESULTS: The serum levels of AST, ALT 
and tissue content of MDA were significantly 
increased in model group as compared with 
those in normal control group (465.10 ± 35.90 
kU/L vs 47.40 ± 4.13 kU/L; 582.37 ± 25.63 kU/
L vs 116.06 ± 12.82 kU/L; 4.07 ± 0.38 nmol/mg 
vs 1.39 ± 0.03 nmol/mg; all P < 0.01), but tissue 
content of SOD was significantly decreased 
(29.71 ± 2.25 U/mg vs 87.02 ± 4.84 U/mg, P < 
0.01). NF-κB and ICAM-1 were not expressed 
in normal control group, but obviously ex-
pressed in model group. In comparison with 
those in model group, the tissue expression of 
NF-κB and ICAM-1 in MI-treated group were 
decreased in concurrence with the alleviation 
of liver injury as well as a statistically signifi-
cant decrease in AST (263.51 ± 22.89 kU/L), 
ALT (292.56 ± 26.01 kU/L) and MDA (2.17 ± 
0.03 nmol/mg, P < 0.05) and increase in SOD 
(58.04 ± 2.56 U/mg, P < 0.01) in hepatic ho-
mogenate. 

CONCLUSION: NF-κB and ICAM-1 are strongly 
expressed in acute liver injury in mice. MI can 
protect mice against CCl4-induced acute liver 
injury by suppressing NF-κB activation and sub-
sequent expression of ICAM-1.  

Key Words: Acute liver injury; Nuclear factor kappa 
B; Intercellular adhesion molecule-1; Magnesium 
isoglycyrrhizinate; Immunohistochemistry

Bao QD, Yang LL, Wang L, Cui DL. Protective effects 
of magnesium isoglycyrrhizinate against carbon 
tetrachloride-induced acute liver injury in mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 1004-1007

®

■背景资料
甘草酸制剂具有
明显的抗病毒、

降低转氨酶、减
低血清胆红素、

抗纤维化、抗氧
化、抗细胞凋亡
等作用, 临床上已
经广泛用于治疗
肝脏疾病, 异甘草
酸镁作为新一代
甘草酸制剂显示
有更好的临床疗
效.  

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科
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摘要
目的: 研究异甘草酸镁(MI)对CCl4诱导急性肝
损伤小鼠的保肝降酶作用与及其对肝组织中
核因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)、
细胞间黏附分子-1(ICAM-1)表达的影响. 

方法: 30只♂昆明小鼠(28±2.2 g), 随机分为
3组, 即正常对照组、模型组和异甘草酸镁
组. 正常对照组ip生理盐水(0.1 mL/10 g), 模
型组ip 0.1% CCl4(0.1 mL/10g), 异甘草酸镁组
于ip 0.1% CCl4(0.1 mL/10 g)前15 min予MI(15 
mg/kg体质量) ip, 1次/d, 共5次. 采用生化法测
定血清ALT、AST及肝组织MDA和SOD含量. 
采用HE染色观察肝组织病理损伤. SP免疫组
化染色检测NF-κB、ICAM-1表达.  

结果: 肝损伤组A LT、A S T及M D A较正常
组显著升高(465.10±35.90 kU/L vs  47.40±
4.13 kU/L; 582.37±25.63 kU/L vs  116.06±
12.82 kU/L; 4.07±0.38 nmol/mg vs  1.39±0.03 
nmol/mg; 均P <0.01), SOD明显降低(29.71±
2.25 U/mg vs  87.02±4.84 U/mg, P <0.01). 在正
常组织中无NF-κB、ICAM-1表达, 肝损伤模
型组中NF-κB有较强表达, ICAM-1在肝坏死
区强表达. MI组ALT、AST及MDA(263.51±
22.89 kU/L, 292.56±26.01 kU/L, 2.17±0.03 
nmol/mg)较肝损伤组显著降低(P <0.01), SOD 
(58.04±2.56 U/mg)明显升高(P <0.05), NF-
κB、ICAM-1表达均较肝损伤组减弱, 肝组织
坏死程度也轻. 

结论: NF-κB、ICAM-1在CCl4诱导小鼠急性
肝损伤中表达明显增强, MI可减少NF-κB及
ICAM-1表达并减轻肝损伤程度.

关键词: 急性肝损伤; 核因子-κB; 细胞间黏附分子

-1; 异甘草酸镁; 免疫组化
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0  引言

近年来研究发现核因子-κB(nuclear factor kappa 
B, NF-κB)、细胞间黏附分子-1(intercel lular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)过度表达在各种

肝脏炎症、纤维化的发生、发展中起重要作 
用[1]. 异甘草酸镁(magnesium isoglycyrrhizina, 
MI)为甘草酸中的有效成分, 是单一构型的甘草

酸α体, 其含量达98%以上, 具有较强的抗炎、保

护肝细胞膜、解毒、抗生物氧化及改善肝功能

作用[2]. 本文旨在探讨MI对CCl4诱导小鼠急性肝

损伤的保护机制与肝组织中NF-κB、ICAM-1表
达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康清洁级♂昆明小鼠30只, 体
质量28±2.2 g, 购自河北医科大学实验动物中

心, 自由进食水. 兔抗ICAM-1 pAb购自武汉博士

德生物工程公司, 小鼠抗NF-κB mAb购自美国

Stanta Cruz公司. 兔和小鼠SP试剂盒购自北京中

山生物技术公司. MI由江苏正大天晴药业生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 全部动物随机分成3组, 每组

10只, 分别为正常对照组、模型组和MI组. 正
常对照组动物ip生理盐水(0.1 mL/10 g); 模型

组和MI组ip 0.1% CCl4(0.1 mL/10 g), 且MI组于

ip 0.1% CCl4( 0.1 mL/10 g)前15 min予以MI(15 
mg/kg, 相当于正常成人用量的15倍)ip, 1次/d, 
共5 d. d 5所有动物摘眼球取血, 静置2 h, 3000 
r/min离心15 min, 取血清保存于-20冰箱中, 以备

ALT、AST测定; 取肝右叶保存-70℃冰箱中, 以
备MDA、SOD测定; 取部分肝左叶40 g/L甲醛固

定, 用于HE染色、免疫组织化学染色. 
1.2.3 检测方法: 血清ALT、AST的测定采用生

化法. 肝组织MDA和SOD含量按说明书测定. 
采用H E染色观察肝组织病理损伤. N F-κB、 
ICAM-1免疫组织化学染色采用SP法. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 两组间

均数间分析采用t检验, P<0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 血清ALT及AST含量 模型组ALT、AST活性

显著高于正常对照组; MI组ALT、AST活性低于

模型组, 两者相比具有显著统计学差异(P <0.01), 
提示MI可降低CCl4所致急性肝损伤小鼠血清

ALT、AST活性(表1). 
2.2 肝组织中MDA、SOD的含量和活力 模型

组与正常对照组比较, MDA明显升高(P <0.01),  
SOD活力明显下降(P <0.01). MI组与模型组比

较MDA明显升高(P <0.01), SOD活力明显下降

(P <0.05), 提示MI可提高肝组织SOD活力, 降低

MDA含量(表1). 
2.3 肝组织中NF-κB表达 正常肝组中 NF-κB无
表达. 模型组中NF-κB表达强烈, 主要表达在坏

死区周围的肝细胞的胞核中, 呈棕黄色, 胞质也

■研发前沿
异甘草酸镁应用
临床时间尚短, 对
其进行基础实验
研究可为临床提
供应用实验依据. 
但相关研究尚少.
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有表达, MI组表达明显减弱, 阳性面积明显减小

(P <0.01, 表1), 表明MI明显抑制NF-κB活性(图1). 
2.4 肝组织中ICAM-1表达 对照组中无ICAM-1
表达, 模型组中ICAM-1表达强烈, 表达部分在汇

管坏死区肝细胞质中, 呈棕黄色颗粒, 其分布与

肝损伤分布一致. MI组阳性面积较模型组明显

减少(P <0.01, 表1), 说明NF-κB可下调ICAM-1表
达(图2).

3  讨论

近年来发现, NF-κB、ICAM-1等细胞因子在

CCl4诱导小鼠急性肝损伤发病机制中可能起重

要作用, 并有可能成为防治急性肝损伤的新靶

位[3-4]. NF-κB是真核细胞中普遍存在的一种转

录因子, 活化后可激活多种相关基因的转录和

表达. 研究表明, 在缺血再灌注[5]、刀豆素A[6]及

CCl4
[7]等所致肝损伤中NF-κB表达均明显上调, 

并促进多种炎症介质的转录表达, 加重肝损伤. 
抑制NF-κB活性可减轻CCl4等所致肝损伤[8]. 
    活化的N F-κB可诱导I C A M-1基因转录 . 
ICAM-1是免疫球蛋白超家族的细胞黏附糖蛋

白, 作为一种配体介导白细胞的黏附及迁移, 大
量白细胞聚集造成微循环障碍, 通过呼吸暴发

产生大量氧自由基, 破坏生物膜, 引起或加重组

织损伤[9]. 研究表明在CCl4诱导急性肝损伤中, 
ICAM-1的表达明显上调, 且ICAM-1表达强弱

与肝细胞坏死程度密切相关, 并认为ICAM-1的
上调和炎症细胞的积累可能是其致肝损伤的关 
键[10-11]. 

SOD是超氧阴离子自由基的清除剂, 可抑制

自由基启动的脂质过氧化反应, 对机体的氧化

与抗氧化平衡起着至关重要的作用[12]. MDA脂

■相关报道
有研究表明异甘
草酸镁对肝星状
细胞的增殖和氧
化应激、对CCl4

诱导的慢性肝损
伤、D-氨基半乳
糖诱导的急性肝
损伤有保护作用. 

表 1 各组小鼠血清ALT、AST、 MDA、SOD、 NF-κB和ICAM-1检测结果. (n  = 10, mean±SD)

      
                                   ALT(kU/L)                  AST(kU/L)      MDA(nmol/mg)      SOD(U/mg)               NF-κB                ICAM-1

正常对照组         47.40±4.13         116.06±12.82

肝损伤组          465.10±35.90b      582.37±25.63b

MI组                263.51±22.89d       292.56±26.01d

bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组. 

1.39±0.03        87.02±4.84                 0                       0

4.07±0.38b       29.71±2.25b      82.47±5.60      45.09±6.30

2.17±0.03d       58.04±2.56c      50.71±4.90d     13.30±4.57d 

→

A B

→

图 1 NF-κB的阳性表达(SP×400). A: 模型组; B: MI组.

A

→

B

→

图 2 ICAM-1的阳性表达(SP×200). A: 模型组; B: MI组.
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质过氧化的最终产物自由基可诱发和增强机体

内脂质过氧化作用, 导致细胞膜系统损伤及其

功能丧失. 
CCl4诱导小鼠急性肝损伤中NF-κB激活机

制尚不十分清楚, 一般认为与CCl4造成氧应激有

关. 后者可诱导NF-κB活化, 表达上调, 同时促进

ICAM-1基因转录. 本研究也显示CCl4诱导急性

肝损伤组小鼠ALT、AST、MDA升高, SOD活

力下降, 肝组织病理损伤明显, 在肝细胞坏死区

NF-κB、ICAM-1表达明显上调, 并与肝细胞损

伤严重程度分布一致, 而应用MI后, 肝损伤的酶

学指标显著下降, 病理上肝组织损伤程度显著

减轻, 肝组织内NF-κB及ICAM-1蛋白表达量亦

相应降低, 这证实NF-κB参与了CCl4诱导小鼠急

性肝损伤的发病机制, 通过抑制NF-κB活性, 可
抑制黏附因子的表达, 减轻肝组织损伤程度. 

MI是一种肝细胞保护剂, 具有抗炎、保护

肝细胞膜及改善肝功能的作用, 其有效成分是

单-18α异构体甘草酸, 具有更强的保肝抗炎、

免疫抑制、抗生物氧化等多种功效, 能稳定肝

细胞膜, 清除体内氧自由基, 减轻肝细胞的炎症

和坏死, 促进肝细胞的再生和修复[13-14]. 最近研

究发现MI对大鼠肝星状细胞增殖有明显抑制作

用, 且存在剂量时间依存关系, 提高肝星状细胞

的SOD活性, 降低异常升高的MDA含量, 在治疗

肝纤维化方面具有良好的应用前景[15]. 
本研究表明MI对CCl4引起的小鼠急性肝损

伤具有保护作用, 其机制可能与增强机体对氧

化应激的防御能力, 保护肝细胞免受脂质过氧

化损害, 从而减少肝组织内NF-κB过度表达而诱

发的炎症反应有关. 因此MI可通过清除氧自由

基, 调控NF-κB或ICAM-1表达来防治肝损伤. 
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Abstract
AIM: To provide basis for the study of stem 
cell transplantation mechanism by observing 
the expression of enhanced green fluorescent 
protein (EGFP) gene mediated by retrovirus in 
SD rat bone marrow stromal cells (BMSCs). 

METHODS: Density gradient centrifugation was 
conducted to obtain rat BMSCs which were then 
induced in the adipogenic direction. Their sur-
face antigen and the adipogenic-differentiation 
potential were detected by oil red O staining. 
On the basis of the above results, BMSCs were 
transfected with the recombinant retrovirus 
pLEGFP-N1 containing EGFP. The morphologic 
changes of the cells, the expression time and in-

tensity of fluorescent light were observed. The 
transfection efficiency was calculated. 

RESULTS: The morphology and purity of the 
obtained rat BMSCs were good. The adipocytes 
were obviously observed after adipogenic in-
duction. EGFP was successfully expressed after 
BMSCs were transfected with the retroviral vec-
tor pLEGFP-N1. The labeled cells were easy to 
observe within 4 wk. 

CONCLUSION: Retrovirus is an ideal vector for 
high transfection efficiency and long period ex-
pression of target genes. 

Key Words: Bone marrow stromal cell; Adipogenic 
induction; Enhanced green fluorescent protein; 
Retrovirus; Transfection

Zeng ZF, Yi ZW, He QN, Wu XC, Dang XQ, He XJ, Mo 
SH. Retrovirus-mediated expression of enhanced green 
fluorescent protein in rat bone marrow stem cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 1008-1011

摘要
目的: 观察逆转录病毒介导绿色荧光蛋白基
因在SD大鼠骨髓间充质干细胞(bone marrow 
stromal cells, BMSCs)中的表达, 为干细胞移
植机制的研究提供基础.

方法: 采用密度梯度离心法分离培养BMSCs, 
诱导培养液诱导其向成脂肪方向分化 ,  行
细胞表面抗原鉴定, 及油红O染色评价细胞
成脂肪情况. 在此基础上, 采用逆转录病毒
pLEGFP-N1对细胞进行荧光蛋白标记, 观察
细胞形态学改变荧光表达的时间与强度, 计算
转染率. 

结果: 细胞扩增迅速, 形态良好, 纯度较高, 
经诱导后细胞内可见脂滴. 逆转录病毒载体
pLEGFP-N1成功标记SD大鼠骨髓间充质干细
胞, 并对4 wk体外培养进行了良好的标记.

结论: 逆转录病毒pLEGFP-N1转染效率高, 转
染成功的BMSCs可以长期稳定表达目的基因, 

®

■背景资料
骨髓间充质干细
胞(BMSCs)具有
多向分化潜能, 在
多种疾病领域显
示出广阔的应用
前景 ,  BMSCs移
植后在受体内的
生物学行为引起
了人们的极大兴
趣, 这需要有效的
标记方法将移植
细胞与受主细胞
区分, 其中绿色荧
光蛋白标记技术
是最具潜力的标
记方法. 

■同行评议者
陆伦根, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科, 上海市
消化疾病研究所
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0  引言

骨髓间充质干细胞(bone marrow stromal cells, 
BMSCs)具有自我更新、多向分化潜能, 易分离

培养, 具有巨大的体外扩增潜能, 并且不表达

共刺激抗原B7等. 这些特性使得MSC成为近年

来成体干细胞研究的热点[1-2]. 起源于中胚层的

BMSCs在不同的诱导条件下除具有向中胚层和

神经外胚层外组织细胞分化的能力[3-4], 在体外也

可诱导分化为肝细胞样或肝系细胞[5-7]. BMSCs
移植在肝硬化、重症胰腺炎等疾病领域都展

示了诱人的前景[8-10]. 深入认识BMSCs植入后

生物学行为, 对于探索其作用机制至关重要. 随
着人们对增强型绿色荧光蛋白(enhanced green 
fluorescent protein, EGFP)研究的逐渐深入, 解决

这一难题成为可能. 本实验旨在探讨逆转录病

毒pLEGFP-N1转染BMSCs的可行性, 进而寻找

一种较为理想的细胞示踪标记法. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠,  体质量150 g, 由中南大

学湘雅二医院实验动物中心提供. F12/DMEM, 
DMEM培养基, 胰蛋白酶, 胎牛血清为Hyclone
公司产品 .  F i c o l l-P a q u e淋巴细胞分离液为

Pharmacia公司产品. 逆转录病毒pLEGFP-N1为
Clontech公司产品, 质粒提取试剂盒为Promega
公司产品, 脂质体购自Invitrogen公司, PT67包装

细胞BD购自Biosciences公司, G418、Polybrene
为A l d r i c h公司产品 ,  核酸内切酶H i n dⅢ为

TaKaRa产品, 地塞米松、IBMX(3-异丁基-1-甲
基黄嘌呤)、胰岛素、吲哚美辛均购自Sigma公
司, PE-CD29、fitc-CD34购自Pharmigen公司. 
1.2 方法 
1.2.1 BMSCs培养、成脂肪诱导、表面抗原鉴

定: (1)原代、传代培养: 参照薛庆善[18]的体外

培养的原理与技术, 稍作改良: 在无菌条件下取

SD大鼠股骨、胫骨骨髓细胞, 用密度为1.073×
103 g/L Ficoll-Paque淋巴细胞分离液, 采用密度

梯度离心联合贴壁培养法分离、纯化MSCs, 得

到较纯的贴壁MSCs. 当细胞长满80%瓶壁面积

时, 胰酶消化, 细胞变圆时终止消化, 制成单细

胞悬液后以1∶1传代, 取第3代细胞进行鉴定和

标记实验. (2)成脂肪诱导分化、油红O染色鉴

定: 成脂肪诱导培养液, 地塞米松(10-6 mol/L)、
IBMX(0.5 mmol/L)、胰岛素(10 mg/L)、吲哚美

辛(100 mg/L)、HG-DMEM(含100 mL/L FBS), 
每3天换液, 诱导3 wk后, 行油红O染色分析. 具
体如下: 消化细胞接种于含预处理小玻片的24
孔培养板内, 24 h后取出小玻片经PBS漂洗后用

甲醛-钙固定液固定30 min, 进行油红O染色, 甘
油胶封片, 置显微镜下观察. (3)表面标记鉴定: 
胰酶消化成单细胞悬液, PBS洗涤2次, 分别加入

PE或FITC荧光标记的CD29、CD34流式抗体, 
4℃孵育30 min, 流式细胞仪检测.  
1.2.2 逆转录病毒pLEGFP-N1标记BMSCs: (1)质
粒提取、酶切、连接、转化及鉴定: 参照文献

[11]的方法, 先对感受态细菌的DH5α进行转化, 
铺氨苄青霉素抗性平板, 选菌落进行过夜扩增, 
再利用试剂盒从细菌中抽提质粒, 然后Hin dⅢ
酶切质粒4 h, 琼脂糖电泳鉴定. (2)脂质体法转

染PT67细胞及阳性克隆的筛选: 参照Invitrogen
公司Lipofectamine2000TM转染试剂盒操作说明

书进行. 24-48 h倒置荧光显微镜下观察EGFP
表达情况 ,  之后接种在含400 m g/L G418的
DMEM培养基的6孔板内, 培养2 wk, 形成十数

个抗性克隆. 扩大培养, 更换不含G418的培养

基培养48 h, 细胞达到70%左右汇合时吸取上

清, 0.45 μm滤膜过滤后冻存于-80℃. (3)病毒

滴度的测定: 测定前24 h接种2×105 NIH3T3
细胞于6孔板中, 37℃、50 mL/L CO2培养细

胞生长达60%汇合时 ,  将冻存的病毒上清做

10-2、10-3、10-4倍稀释, 将1 mL稀释的病毒液

加入相应的孔中, 设两个复孔, 并加入多聚季胺

(polybrene), 使其终浓度为8 mg/L, 病毒吸附3 
h后, 补加3 mL 500 mg/L G418的DMEM培养基

继续培养, 2-3 d换液一次, 直至抗性克隆形成

并计数. 病毒滴度 = 平均抗性集落数×病毒液

稀释倍数, 经G418抗性检测病毒滴度达到2×
108 cfu/L. (4) 逆转录病毒转染SD大鼠BMSCs: 
收集新鲜高滴度包装细胞株PT67/EGFP-N1上
清, 用0.45 μm的滤膜过滤, 再加入终浓度为6 
mg/L的Polybrene组成转染液. 收集第3代SD大

鼠BMSCs, 按1-2×105个/孔接种于6孔板中, 常
规培养12-16 h后, 加入上述转染液, 培养24 h后
更换新鲜培养基, 继续培养48 h, G418筛选出阳

性克隆.  

■相关报道
增强型绿色荧光
蛋白(EGFP)是近
年来发展起来的
一种优秀的报告
基因, 具有易于检
测、表达稳定、

特异性强、可以
实现活细胞观察
等优势, 有望成为
BMSCs理想的标
记方法. 

■创新盘点
本文利用逆转录
病 毒 为 载 体 ,  使
pLEGFP-N1高效
转染BMSCs,  转
染细胞长期稳定
表达EGFP. 
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2  结果

2.1 成脂诱导培养 BMSCs在成脂肪诱导培养后

细胞形态变得不规则, 诱导2 wk后即可见部分

细胞胞内出现数目不等的折光性强的脂滴形成, 
到3 wk后可见大部分细胞有脂滴聚集, 部分细胞

被脂滴充满, 油红O染色阳性(图1).
2.2 细胞表面抗原鉴定 B M S C s表达C D29为
(65.15%), 而CD34(10.5%)(图2). 
2.3 质粒鉴定 pLEGFP-N1(6.89 kb)含Hin dⅢ单

一酶切位点, 提取质粒经Hin d酶切后琼脂糖电

泳, 结果与预期值一致(图3).
2.4 逆转录病毒方式标记 pLEGFP-N1质粒转染

PT67细胞后36 h观察到EGFP表达, 经G418筛选

后, 超过90%的PT67细胞表达EGFP. 转染BM-
SCs后2 d普通显微镜下计数细胞数, 同视野下换

用蓝色荧光激发光源观察, 计数阳性细胞数, 计
算阳性细胞数与该视野下细胞总数的比值, 每
孔细胞计数4个视野, 取平均值, 即为此孔细胞

pLEGFP-N1的转染率. 同法计算转染后1、2、
3 wk的平均转染率. BMSCs转染后2 d, 普通显微

镜下可见细胞形态改变, 部分细胞较未转染前

变圆, 梭形处收缩; 换用蓝色荧光激发光源观察

可见个别细胞出现绿色荧光, 即为表达阳性细

胞, 荧光强度极弱. G418筛选1 wk时未感染细胞

逐渐死亡, 随换液而清除, 普通显微镜下观察可

见细胞形态较前无明显变化, 阳性细胞数增多, 
荧光表达增强. 3 wk时转染率超过60%. 传代后

阳性细胞比值无明显减少, 荧光强度维持在传

代前水平, 高水平表达EGFP. 转染后4 wk荧光强

度无明显减弱, 完全可以满足细胞示踪标记的

需要(图4).

3  讨论

本实验靶细胞BMSCs是骨髓中的成体干细胞, 
因其取材方便, 体外扩增能力强, 具有向多种

组织细胞分化的潜能, 可自体移植和不像胚胎

干细胞那样涉及伦理道德问题等优点, 近几年

受到广泛关注. BMSCs移植技术在相关肝病、

图 1 成脂诱导后的油红O染色显示较多脂滴(×400).
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图 2 BMSCs表面分子的流式细胞仪测定结果. A: fitc-

CD34; B: PE-CD29.

图  3  p L E G F P - N 1
质 粒 的 酶 切 鉴 定 .  1 : 

pLEGFP-N1(HindⅢ); 2: 

Marker.
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图 4  BMSCs转染1 wk绿色荧光的表达(IF×200).

■应用要点
逆转录病毒载体
pLEGFP-N1成功
标记BMSCs,  这
使得细胞移植后
的深入研究顺利
开展成为可能. 
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胃肠疾病、胰腺疾病等[8-10]方面显示出巨大潜

力. 但迄今为止, 还未发现BMSCs特异性表面

分子标志, 目前主要是采取多种表面标志组合

的表型分析鉴定BMSCs. 本实验结果显示我们

分离、培养的细胞高表达CD29、低表达CD34, 
说明是骨髓中非造血干细胞来源的干细胞 . 
BMSCs的另外一个重要生物学特征是其多向

分化潜能, 包括可分化为成骨细胞、成软骨细

胞、肌肉细胞、脂肪细胞等, 这也是支持其临

床应用的重要生物学基础. 本实验采用目前文

献报道的成熟定向诱导BMSCs分化为成脂肪细

胞, 结果显示BMSCs在成脂肪诱导条件下分化

为脂肪细胞, 证明此类细胞具有多向分化潜能. 
因此我们运用密度梯度离心法成功地分离、培

养出较纯的BMSCs.  
准确判断MSCs移植是否成活以及在受体

内分布情况是深入研究的第一步. 荧光蛋白标

记技术是近年来迅速发展起来的一种新型细胞

示踪技术, 具有易于检测、表达稳定、特异性

强、可以实现活细胞观察等优势, 而EGFP是传

统荧光蛋白的突变型, 是在GFP的基础上经碱

基修饰改造而来, 荧光强度增加了35倍, 大大提

高了检测灵敏度, 是一种较好的报告基因[12-15], 
在紫外光或荧光的照射下能自发发出绿色荧

光, 观察直观, 易于追踪[16-17]. 而目前研究中所采

用的常用示踪标记方法存在很大缺陷, 如荧光

素、Hoechst33342等标记时间短且污染周围组

织; Y染色体标记虽然效果较好, 但技术要求高, 
操作复杂, 花费高, 并不适合干细胞研究中的大

量应用. 我们采用EGFP标记大鼠BMSCs获得成

功, 结果显示逆转录病毒载体pLEGFP-N1能使

标记细胞长期稳定表达EGFP, 没有明显影响细

胞活性的现象, 完全可以满足细胞示踪的要求, 
为其应用于器官移植打下了良好基础. 这一结

果在BMSCs和其他干细胞研究中都将有广泛意

义和应用价值. 
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胞中的表达, 结果
显示逆转录病毒
pLEGFP-N1转染效
率高, 转染成功的
BMSCs可以长期
稳定表达目的基
因, 是一种理想的
病毒载体, 全文可
取.
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Abstract
AIM: To study the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and matrix 
metalloproteinases-9 (MMP-9) in pancreatic 
carcinoma (PC) and validate the significance and 
distinction of angiogenesis in vascular invasion 
and metastasis. 

METHODS: VEGF, MMP-9 expression and mi-
crovessel density (MVD) were detected by im-
munohistochemistry in surgically resected speci-

mens (cancer tissues, cancer-adjacent tissues 
and normal tissues) from 35 PC patients, and the 
results were analyzed combined with clinical 
pathologic characteristics.  

RESULTS: VEGF and MMP-9 expression were 
higher in PC tissues than those in the cancer-
adjacent and normal pancreatic tissues (VEGF: 
77.14% vs 5.71%, 12.86%, P < 0.01; MMP-9: 
68.57% vs 8.57%, 5.71%, P < 0.01). The positive 
rates of VEGF and MMP-9 expression were 
related to the tumor size (< 2 cm, 2-4 cm and > 
4 cm in diameter, VEGF: 42.86%, 92.86% and 
78.57%; MMP-9: 28.57%, 75.00% and 83.33%; all 
P < 0.05) and the tumor differentiation (high, 
moderate and low differentiation, VEGF: 71.43%, 
70.59% and 90.91%, MMP-9: 71.43%, 64.71% and 
72.73%; all P < 0.05). VEGF and MMP-9 expres-
sion in metastasis-positive group were 100% and 
95.24%, respectively. The mean values of MVD 
were significantly different between VEGF- or 
MMP-positive group (t = 3.23, P < 0.01; t = 3.89, 
P < 0.01).  

CONCLUSION: MMP-9 and VEGF expression 
are associated with high angiogenesis in PC, 
so VEGF and MMP-9 may serve as new target 
proteins to resist the invasion and metastasis 
of PC. 

Key Words: Matrix metalloproteinases-9; Vascular 
endothelial growth factor; Pancreatic carcinoma; 
Microvessel density

Li CL, Cui YF, Du XF, Tai S, Zhong XY. Clinical 
significance of matrix metalloproteinases-9 and vascular 
endothelial growth factor expression in the invasion 
and metastasis of pancreatic carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(9): 1012-1016

摘要
目的: 分析血管内皮生长因子 (v a s c u l a r 
endothelial growth factor, VEGF)和基质金属蛋
白酶9(matrix metalloproteinases-9, MMP-9)在
胰腺癌中的表达, 探讨血管生成在肿瘤侵袭转
移中的差别及意义. 

方法: 选取35例胰腺癌及其癌旁组织、正常

®

■背景资料
胰腺癌是常见的
消化道恶性肿瘤
之一, 其恶性程度
及转移发生率高, 
大多数患者切除
术后预后较差, 淋
巴转移通路是胰
腺癌细胞最主要
的转移方式之一, 
胰腺癌的分化程
度和淋巴转移直
接影响患者的预
后. 

■同行评议者
刘 海 林 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院消化科
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组织标本, 应用免疫组化方法检测VEGF、
MMP-9表达和微血管密度(microvessel density, 
MVD)计数,并结合病理特点进行分析.  

结果: VEGF、MMP-9表达阳性率胰腺癌组
织较癌旁组织、正常组织差异有统计学意
义(VEGF: 77.14% vs  5.71%, 12.86%, P <0.01; 
MMP-9: 68.57% vs  8.57%, 5.71%, P <0.01); 
在大小为<2 cm、2-4 cm和>4 cm肿瘤VEGF
的阳性率分别为42.86%、92.86%和78.57%, 
MMP-9的阳性率分别为28.57%、75.00%和
83.33%; 分化程度高、中、低肿瘤VEGF的
阳性率分别为71.43%、70.59%和90.91%, 
M M P-9的阳性率分别为71.43%、64 .71%
和72.73%, 差异均有统计学意义(P <0.05). 
VEGF、MMP-9阳性率在淋巴转移阳性组分
别为100%、95.24%, 胰腺癌VEGF、MMP-9
阳性组与阴性组MVD平均值比较, 差异均有
统计学意义(t  = 3.23, P <0.01; t  = 3.89, P <0.01).  

结论: VEGF、MMP-9与胰腺癌的高血管生
成活性相关, VEGF、MMP-9有望成为抗胰腺
癌侵犯转移治疗的靶蛋白. 

关键词: 血管内皮生长因子; 基质金属蛋白酶9; 胰

腺癌; 微血管密度
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0  引言

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
f a c t o r,  V E G F)是目前已知最重要的促血管

生成因子之一 ,  基质金属蛋白酶9 ( m a t r i x 
metalloproteinases-9, MMP-9)是一种与肿瘤

侵袭和转移密切相关的蛋白酶 ,  他与血管形

成过程中基底膜的降解关系密切 .  血管生成

(angiogenesis)与肿瘤的生长和转移密切相关, 微
血管密度(microvessel density, MVD)则是反映肿

瘤组织血管生成情况的一项客观指标. 本实验

选取35例胰腺癌及其癌旁组织、正常组织标本, 
应用免疫组化方法检测VEGF、MMP-9表达和

MVD计数, 以探讨二者与胰腺癌血管形成和临

床的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-0l/2006-12哈尔滨医科大学第一

附属医院和第二附属医院普外科住院治疗的胰

腺癌患者35例. 入选标准: (1)病理确诊; (2)手术

切除病变; (3)术前未行放、化疗; (4)病历资料完

整. 同时记录35例胰腺癌临床病理资料, 有淋巴

结转移21例, 无淋巴结转移14例.
1.2 方法 调出所有患者存档病理蜡块, 各制成4
张4 μm的切片, 1张常规HE染色, 3张行免疫组

化染色. 免疫组化染色按北京中山试剂公司生

产的试剂盒说明书操作. 用已知阳性切片作阳

性对照, 用PBS代替一抗作阴性对照. VEGF、
MMP-9阳性判断参考Volm et al [1]的方法, 以胰

腺组织肿瘤细胞或腺上皮细胞胞质中出现明显

的黄色或棕黄色颗粒为阳性. 按400倍视野阳性

细胞百分值(0%: 0分; 1%-25%: 1分; 26%-50%: 
2分; >50%: 3分)和细胞着色强度(阴性: 0分; 淡
黄色: 1分; 棕黄色: 2分; 棕褐色: 3分)评分. 两分

值相加, 0-2分为阴性(-), 3-4分为弱阳性(+), 5-6
分为强阳性(++). 肿瘤MVD测定参考Weidner  
et al [2]的方法, 首先在100倍视野下挑选CD31阳
性最高区域, 然后计数5个200倍视野的CD31阳
性微血管数, 取平均值. CD31阳性判断是以血管

内皮细胞胞质内出现明显的黄色或棕黄色颗粒

为阳性.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 弱阳性

和强阳性均计为阳性, 使用SPSS13.0统计软件

处理数据, 应用t检验、χ2检验、Fisher确切概率

法, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 VEGF、MMP-9、MVD在胰腺癌组织、癌

旁组织、正常组织中的表达情况 微血管分布不

均, 肿瘤边缘区域较肿瘤内部密集, 而正常组织

分布较少(图1).
2.2 蛋白表达统计结果及与临床参数的比较 
35例胰腺癌标本中 ,  V E G F蛋白阳性表达在

癌组织、癌旁组织、正常组织中分别为27例
(77.14%)、2例(5.71%)、1例(12.86%), MMP-9蛋
白阳性表达在癌组织、癌旁组织、正常组织中

分别为24例(68.57%)、3例(8.57%)、2例(5.71%), 
VEGF、MMP-9蛋白阳性表达在淋巴转移阳性

组分别为21例(100%)、20例(95.24%), 胰腺癌

VEGF阳性组MVD平均值为31.19±8.35、阴性

组MVD平均值为21.50±1.53, 胰腺癌MMP-9阳
性组MVD平均值为32.12±8.38、阴性组MVD
平均值为22.11±1.89. VEGF、MMP-9表达阳性

率癌组织显著高于癌旁组织和正常组织, 差异

均有统计学意义(P <0.01); 而癌旁组织与正常组

■相关报道
Griffin et al 证实
胰腺癌动物在注
射抑制血管生长
因子受体药物后, 
肿瘤的血流灌注
减少50%, 显著抑
制胰腺癌的生长, 
随着胰腺癌微血
管生成机制研究
的进展, 可能使胰
腺癌综合治疗的
效果得到进一步
改善. 
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织, 差异无统计学意义(P >0.05). 胰腺癌组织、

癌旁组织、正常组织中MMP-9、VEGF阳性率

比较见表1. 胰腺癌有淋巴转移组与无淋巴转移

组VEGF、MMP-9表达阳性率比较, 差异均有

统计学意义(P <0.01). 胰腺癌VEGF、MMP-9阳
性组与阴性组MVD平均值比较, 差异均有统计

学意义(P <0.01); 胰腺癌有淋巴转移组与无淋

巴转移组MVD平均值比较, 差异有统计学意义

(P <0.01, 表2). VEGF、MMP-9表达阳性率在性

别、年龄方面无明显差异(P >0.05); 在肿瘤大

小、分化程度方面有明显差异(P <0.05, 表3).

3  讨论

由于胰腺癌恶性度及转移发生率高, 大多数胰腺

癌患者切除术后预后较差. 淋巴转移通路是胰

腺癌细胞最主要的转移方式之一. 胰腺癌的分

化程度和淋巴转移直接影响患者的预后, 据Yeo 

et al [3]报道, 美国胰腺癌5年生存率有15%, 中国 
解放军总医院报道胰头癌5年生存率<3.8%[4], 
而 可 切 除 的 淋 巴 结 已 经 发 生 转 移 达 到

71.8%(107/149), 是胰腺癌复发主要因素, 胰腺

癌细胞低分化和淋巴道转移使胰腺癌生存时间

平均缩短0.91年[3]. Tang et al [5]报道在胰腺癌中

VEGF的表达率为80.4%, Northern blot表明胰腺

癌细胞的VEGF总RNA表达是正常细胞的2.2倍, 
提示他们与淋巴结转移和淋巴管浸润密切相关. 
Bogoevski et al [6]研究胰腺癌淋巴结阳性个数与

胰腺癌预后成负相关性, 说明淋巴结有无转移是

判断胰腺癌预后的重要指标, 所以急需阐明影响

胰腺癌分化程度和淋巴结转移的因素, 找到新的

相关靶点加以干预, 以期改善胰腺癌预后. 
近年来许多实验提示VEGF、MMP-9与肿

瘤的发生分化转移密切相关, 而二者在胰腺癌中

的作用及相互关系报道较少. 现已知VEGF作用

于血管内皮细胞促进毛细血管的形成, 并对新生

血管的内皮细胞具有强烈的抗凋亡作用, 在肿

瘤的血管形成中具有核心作用,  Knoll et al [7]对

32例胰腺癌进行VEGF检测, 符合国际抗癌协会

Ⅲ期标准(union internationale contre le cancer-Ⅲ, 
UICC-Ⅲ)病例的阳性率显著高于其他组, 但尚

■创新盘点
本 文 对 V E G F 和
MMP-9在胰腺癌
中的作用进行初
步的探讨. 采用的
病理染色方法较
丰富, 从不同角度
观察病理变化.

表 1 三部位阳性率的两两比较

     
                     VEGF         

χ2          P
       MMP-9        

χ2        P
                    +     -                                +     - 

癌组织      27     8   36.80  <0.01   24   11   26.59  <0.01

癌旁组织    2   33                             3   32

癌组织      27     8   40.24  <0.01   24   11    29.61 <0.01

正常组织    1   34                             2   33

癌旁组织    2   33     0.35  >0.05     3    32      0.21 >0.05

正常组织    1   34                            2     33

表 2 阳性组和阴性组MVD的比较

     
                                   n               MVD                t     

 
         P                    

VEGF             +      27     31.19±8.35       3.23      <0.01

                      -        8     21.50±1.55

MMP-9         +      24     32.12±8.38       3.89      <0.01

                      -      11     22.11±1.89

淋巴转移      有       21     32.72±8.80       3.80     <0.01

                     无      14     23.35±3.04

表 3 VEGF、MMP-9表达与临床病理参数的比较

     
                                               VEGF                      MMP-9

                                    阳性率(%)     P         阳性率(%)        P

性别         男               78.26     >0.05      69.56      >0.05

                女               75.00                     66.67

年龄         ≥60           78.68    >0.05       68.42      >0.05

                <60             81.25                    68.75

分化程度  高               71.43    <0.05       71.43      <0.05

                 中               70.59                    64.71

                 低               90.91                    72.73

肿瘤大小  <2 cm        42.86    <0.05       28.57      <0.05

                2-4 cm       92.86                    75.00

                >4 cm         78.57                    83.33

A B C

图 1 胰腺癌组织中的染色结果. A: VEGF蛋白表达; B: MMP-9蛋白表达; C: 癌组织中MVD.
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■应用要点
VEGF和MMP-9
的 深 入 研 究 ,  有
助于对胰腺癌生
长、浸润和转移
机制的进一步认
识, 并为胰腺癌的
早期诊断及治疗
提供重要帮助. 

未发现VEGF与胰腺癌肝转移间的联系. MMP-9
通过降解和破坏细胞基质中最重要的Ⅳ、Ⅴ型

胶原和明胶, 以利于肿瘤血管向间质生长, 肿瘤

血管的微血管密度不断增加, 肿瘤不断增长并

向远处转移, Nagakawa et al [8]的研究表明在32例
胰腺癌中MMP-9的阳性率为50%, 在同时伴有肝

转移的病例中, MMP-9的阳性率为66.7%, 提示

MMP-9与胰腺癌肝转移间可能存在联系. 在胰

腺癌方面二者均有一定的潜在研究价值. 
本实验结果表明VEGF、MMP-9在癌组织

中的表达平均水平高于癌旁组织和正常组织中

的表达, 提示VEGF、MMP-9与胰腺癌的发生

相关, 但本实验提示一部分癌旁组织和正常组

织中VEGF、MMP-9也有明显表达, 这说明虽

然癌旁组织和正常组织经病理切片证实未见癌

组织, 但仍有可能有癌细胞存在, 也可能是由于

肿瘤的生长启动了机体内部某种调节机制, 促
使胰腺癌细胞及肿瘤周围正常细胞的MMP-9、
VEGF蛋白都过度表达. 有研究表明, 缺氧可诱

导肿瘤细胞及正常细胞VEGF的表达增强2-50
倍, 从而刺激肿瘤血管的形成[9]. 其作用机制及

诱导途径也是我们以后研究胰腺癌发生、转移

的一个重要方向. 
本实验还提示VEGF、MMP-9与MVD的多

少相关, 而MVD是反映肿瘤组织血管生成情况

的一项客观指标. Yancopoulos et al [10]证明肿瘤生

长依赖于血管生成, 当瘤体直径超过l-2 mm时, 
必须依赖新生血管提供养分. Nagakawa et al [8]研

究表明, 肿瘤微血管的形态和数量与肝转移存

在联系. 肝转移组的单位面积内侵犯型微血管

和破坏型微血管数量显著高于非转移组. Ikeda 
et al [11]报道高MVD值的患者局部复发和远处转

移的发生率也显著高于低MVD值者. 微血管数

量明显增加, 形态扭曲增粗, 分支不规则, 有异

常的网状血管结构, 其基底膜不完整, 通透性增

高[12]. 肿瘤的生长和转移与血管生成有关, 肿瘤

细胞自原发部位脱落后浸透组织基底膜, 进而

借助结构不完整的新生血管进人血循环或淋巴

循环[13], 本实验表明在胰腺癌中有淋巴转移组

MVD平均值高于无淋巴转移组即证明了这一

点. Bergers et al [14]在转基因裸鼠的胰腺癌模型

研究中发现: MMP-2的活性降低不能减弱血管

生成的诱导作用, 他仅仅能延缓肿瘤的生长, 而
MMP-9可协同VEGF促进胰腺癌血管形成, 因
此, MMP-9在胰腺癌血管形成中起重要作用. 本
研究结果表明, MMP-9、VEGF的表达与胰腺癌

有无淋巴结转移有相关性, 表明MMP-9、VEGF

在胰腺癌转移过程中起重要作用, 有可能为胰

腺癌抗血管形成治疗提供新的靶蛋白, 为胰腺

癌治疗探索一种新的途径 .  实验结果还显示 , 
MMP-9、VEGF的表达与胰腺癌的分化程度和

肿瘤大小相关, 这提示MMP-9、VEGF表达的高

低与胰腺癌的恶性程度密切相关, 而胰腺癌的

恶性程度与预后密切相关, 因此我们可以通过

检测MMP-9和VEGF蛋白表达来判断胰腺癌患

者的预后. 
本实验仅能提示VEGF和MMP-9在胰腺癌

发生转移中可能有一定的关系, 二者大体保持

同步的变化, 不能充分证明二者关系, 而肿瘤细

胞以及内皮细胞、上皮细胞、间皮细胞和白细

胞等均可分泌多种分子诱导血管形成, 也包括

VEGF和MMP-9[15], 因而有待于进一步实验证明

二者的同步关系, 因果关系, 或二者为同一原因

的两个结果. 总之, 对VEGF和MMP-9更深入的

研究, 有助于对胰腺癌生长、浸润和转移机制

的进一步认识, 最终为胰腺癌的诊断、治疗和

预后评价提供重要帮助. 
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■同行评价
本文选题较新, 但
检测方法单一, 定
量的客观性与准
确性易受影响. 
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Abstract
AIM: To evaluate the pain relief effect of 
psychological intervention and pharmacological 
analgesia during hepatic arterial chemoem-
bolization procedure.

METHODS: Two hundred and sixty-two pa-
tients underwent hepatic arterial chemoemboli-
zation for unresectable hepatic carcinoma were 
randomized into pharmacological analgesia 
group (n = 46) and combined therapy group (n = 
216, psychological intervention and medication 
were performed in turn). The baseline charac-
teristics, psychological status and NRS-10 scores 
before pain control showed no statistical dif-
ference between two groups. All patients were 
measured with Symptom Checklist-90 (SCL-90) 

before embolization and pain Numeric Rating 
Scale-10 (NRS-10) score were recorded before 
psychological intervention/medication, after 
psychological intervention (only in combined 
therapy group) and following medication dur-
ing therapeutic process.

RESULTS: Postembolization pain was signifi-
cantly relieved after medication, psychological 
intervention or combined therapy (t’ = 4.47, 5.79, 
20.24, P < 0.01). There were obvious differences 
among the curative effect scores (pre-therapy 
NRS-10 score-post-therapy NRS-10 score) of the 
above three therapeutic methods (F = 21.98, P 
< 0.01). According to the curative effect scores, 
medication and combined therapy were more 
satisfactory than psychological intervention (2.71 
± 4.05, 3.40 ± 3.82 vs 1.24 ± 2.76; both P < 0.01). 
Combined therapy was the best method for pain 
relief, but its curative effect score indicated no 
statistical difference from that of medication.

CONCLUSION: Pharmacological analgesia com-
bined with psychological intervention is able to 
relieve pain efficiently during hepatic arterial 
chemoembolization procedure.

Key Words: Liver neoplasm; Radiology; Interven-
tion; Pain
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摘要
目的: 探讨心理干预和药物治疗在肝动脉栓
塞过程中的止痛疗效. 

方法: 接受动脉化疗栓塞治疗的肝癌患者262
例, 分为药物治疗组(n  = 46)和联合治疗组(n  = 
216, 心理干预、药物序贯治疗). 术前采用症状
自评量表(SCL-90)进行心理测验. 两组患者的
一般资料、心理状况及镇痛治疗前疼痛评分无
统计学差异. 术中采用数字疼痛量表(NRS-10)
依次测定镇痛治疗前、心理干预后(仅联合治
疗组)和镇痛治疗后的右上腹疼痛程度.

®

■背景资料
肝动脉栓塞后疼
痛是肝癌介入治
疗中常见症状. 由
疼痛引起的烦躁, 
焦虑, 甚至不合作
可妨碍手术的顺
利进行. 目前, 临
床多采用药物镇
痛, 但疗效不佳或
无效.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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结果: 经药物治疗、心理干预和联合治疗
后患者的疼痛均有明显缓解(t ' = 4.47, 5.79, 
20.24, P <0.01). 三种方案的镇痛疗效(治疗前
疼痛评分-治疗后疼痛评分)存在显著的统计
学差异(F  = 21.98, P <0.01). 其中药物治疗和
联合治疗效果优于单纯心理干预(2.71±4.05, 
3.40±3.82 vs  1.24±2.76, P <0.01). 联合治疗
效果最佳, 但疗效评分与药物治疗无显著的统
计学差异.

结论: 药物联合心理干预可有效缓解肝动脉
化疗栓塞术中疼痛.

关键词: 肝肿瘤; 放射学; 介入性; 疼痛

王子轩, 孙春辉, 王倩. 肝动脉化疗栓塞中心理干预与药物治疗
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0  引言

肝动脉栓塞后疼痛是肝癌介入治疗中常见症状. 
其原因可能与血管内操作, 栓塞后组织缺血等

有关. 疼痛引起的烦躁, 焦虑, 甚至不合作将妨

碍手术的顺利进行, 故术中镇痛对保障手术顺

利开展和改善手术疗效尤为重要[1]. 传统的镇痛

方法多为药物治疗[1-3], 但临床常见单纯药物止

痛效果不佳或无效. 近年, 心理干预对疼痛的缓

解和治疗效果逐渐引起关注. 本研究通过前瞻

性病例对照研究, 对药物镇痛、心理干预和心

理干预-药物联合镇痛疗效进行分析, 探讨三者

在肝癌栓塞治疗中的应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-04/2006-03行肝癌介入治疗患者

262例, 男186例, 女76例, 年龄13-76(平均年龄

51.96)岁. 病例纳入标准: (1)临床确诊为肝癌; (2)
初次接受肝动脉栓塞治疗; (3)患者术前无疼痛, 
术中表现为右上腹痛. 病例排除标准: (1)术前72 
h内使用过镇静或镇痛药物; (2)已接受外科手术

治疗; (3)智力低下或视觉、听觉障碍.
1.2 方法 将患者随机分为药物治疗组(n  = 46)
和心理干预-药物联合治疗组(简称“联合治疗

组”, n  = 216). 所有患者术前均采用症状自评量

表(SCL-90)中文版进行心理测验. 药物治疗组患

者在术中出现右上腹疼痛症状时立即给予药物

治疗. 联合治疗组患者出现右上腹疼痛症状时

先给予心理干预, 干预后未缓解或未完全缓解

者给予药物治疗. 比较两组的一般资料和术前

SCL-90因子分. 两组患者的年龄、性别、肿瘤

类型三项指标无显著的统计学差异(P >0.05, 表
1). 统计分析药物治疗组药物治疗前后, 联合治

疗组心理干预前后和联合治疗前后疼痛评分. 
受试者自填量表时给予统一指导语. 评分指标

采用躯体化、强迫、人际敏感、抑郁、焦虑、

敌对、恐怖、偏执和精神病性共9项. 术中采用

0-10数字疼痛量表(NRS-10)[4]分别于镇痛治疗

前、心理干预后(仅联合治疗组)、药物治疗后3
次测定疼痛程度. 0代表无痛, 5代表中等程度疼

痛, 10代表最严重的疼痛. 结果以患者主观描述

为准.
1.2.1 心理干预: 术前, 与患者常规交流1-2次以

了解患者日常状况, 建立医患信任并对患者的

心理状况进行初步评估. 术中对联合治疗组患

者采取心理干预, 具体措施包括: (1)通过语言沟

通实施心理疏导和精神分散, 鼓励患者增强自

信并引导患者思维逐渐移至日常关心的话题, 
诱导患者诉说以转移其注意力; (2)通过对患者

面部的治疗性触摸, 松弛紧张肌肉, 减轻患者的

恐惧、焦虑和孤独感. 具体操作为: 双手拇指指

腹反复轻柔地从眉间向侧方按摩, 直至两侧太

阳穴. 每次触摸5-10 min不等. 同时观察患者反

应, 辅以语言沟通和疏导并了解触摸效果; (3)
指导患者作深呼吸、面部肌肉运动或全身放松

训练. 如: 指导患者规律的大口吸气, 呼气或反

复、无移位的面部、上肢肌肉收缩与放松运动

3-5 min; (4)上述干预措施效果不明显或无效时, 
由术者给予安慰剂(9 g/L氯化钠注射液0.5 mL)
治疗.
1.2.2 药物治疗: 对药物治疗组和联合治疗组中

心理干预后疼痛未缓解或未完全缓解者采用单

盲法给予药物对症治疗, 即对造影发现血管痉

挛者给予扩血管、解痉药物, 对造影和临床诊

断无其他特殊征象和症状者按照“三阶梯止痛

原则”给予药物镇痛治疗. 
统计学处理 将数据输入SPSS11.0软件进行

统计分析. 计量资料描述采用mean±SD. 两样本

均数比较采用t检验(或t '检验), 三样本均数比较

采用方差分析, 率的比较采用χ2检验, 相关性检

验采用Pearson相关分析. 统计结果精确至0.01. 

2  结果

2.1 药物治疗组与联合治疗组患者术前心理状

况比较 术前SCL-90评分, 药物治疗组与联合治

疗组各因子分间无显著的统计学差异(P >0.05, 
表2). 患者分组较均衡, 组间具有良好的可比性. 

■研发前沿
近年, 心理干预对
疼痛的缓解和治
疗效果逐渐引起
关注.
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2.2 药物治疗、心理干预和联合治疗效果比较 
两组患者治疗前疼痛评分无显著的统计学差异

(P >0.05). 治疗后疼痛评分由低到高依次为: 联
合治疗<药物治疗<心理干预, 其中心理干预后

疼痛评分仍较高, 三者间存在显著的统计学差

异(P <0.01). 三种方法对疼痛的治疗效果(治疗前

疼痛评分-治疗后疼痛评分)存在显著的统计学

差异(P <0.01, 表3)两两比较结果显示, 药物治疗

与联合治疗疗效间存在差异, 但无统计学意义

(P >0.05). 心理干预对疼痛的缓解效果明显低于

前两者(P <0.01, 表4).

3  讨论

肝癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之一. 手术

切除是原发性肝细胞癌最理想的治疗方法, 但
研究表明, 仅10%-15%患者具有手术适应征[5], 
大部分患者因无法手术而必须接受姑息治疗. 
继发性肝转移瘤是恶性肝肿瘤的另一重要类型, 
多数患者亦需接受姑息治疗. 肝动脉化疗栓塞

术是目前最有效的姑息疗法之一[6-12], 通过向供

血动脉注入含有化疗药物的碘油栓塞肿瘤新生

血管, 以达到化疗和栓塞的双重效果. 由于肿瘤

血供阻断后, 局部组织出现缺血和瘀血, 缺血和

局部肝组织膨胀牵拉可直接引起患者的疼痛[3,5]. 
此外, 继发的胆囊缺血和偶见的血管痉挛也可

导致疼痛的发生[1,3,5,13]. 故临床常见患者在栓塞

时或栓塞后出现腹部疼痛症状. 针对上述病因, 
解痉、扩血管和镇痛药物可有效缓解患者疼 
痛[1-3], 但实践中仍可见疼痛未完全缓解者. 由于

恶性肿瘤具有强烈的应激效应, 30%-60%患者

可因此产生不同程度心理障碍[14-16]. 同时, 因对

介入治疗缺少了解而产生的恐惧、焦虑可进一

步加重患者的心理异常. 相关研究表明肝癌患

者术前心理状况与栓塞术中疼痛程度相关[17-18], 
其中, 躯体化, 焦虑和恐怖3项与心理干预前疼

痛评分呈正相关[18]. 心理干预可有效缓解肝癌介

入治疗中疼痛[18]. 
本组数据表明药物治疗、心理干预和两者

的联合应用对术中疼痛均有一定的缓解作用

(P <0.01), 三者的镇痛效果存在显著的统计学差

异(P <0.01). 其中, 心理干预效果较弱, 药物治疗

疗效明显, 联合治疗的疗效最佳, 后两者的镇痛

效果明显高于前者(P <0.01). 这与国内外学者的

观点基本一致, 说明药物镇痛是缓解栓塞术中

疼痛的主要手段, 由动脉栓塞引起的器质性疼

痛为主要病因. 心理干预可起到一定的镇痛效

果, 但非主要治疗方法. 本组单纯心理干预有效

(P <0.01), 其与药物治疗联合应用的疗效(治疗

前疼痛评分-治疗后疼痛评分)评分高于单纯药

物治疗, 但后两者间差距无统计学意义(P >0.05), 
考虑可能与样本量等原因有关. 由于心理学因

素对疼痛的影响得到了进一步明确, 临床对动

脉栓塞术中疼痛发生机制的理解不再是单纯的

器质性改变, 心理学治疗已成为必要的辅助手

段. 针对焦虑、恐惧等心理特征选择适宜的心

■相关报道
王彦 et al 研究表
明肝癌患者术前
心理状况与栓塞
术中疼痛程度相
关, 心理干预可有
效缓解肝癌介入
治疗中疼痛.

表 2 药物治疗组与联合治疗组症状自评量表SCL-90因
子分比较(mean±SD)

     
项目          药物治疗组(n )                联合治疗组(n )

躯体化           1.55±0.46               1.58±0.44

强迫           1.53±0.67               1.68±0.61

人际关系           1.65±0.57               1.58±0.55

抑郁           1.72±0.50               1.64±0.48

焦虑           1.47±0.40               1.51±0.39

敌对           1.41±0.57               1.50±0.60

恐怖           1.46±0.38               1.40±0.33

偏执           1.50±0.49               1.42±0.48

精神病性           1.46±0.30               1.41±0.37

表 3 药物治疗、心理干预和联合治疗的NRS-10测定结
果比较(mean±SD)

     
分组  治疗前      治疗后b      治疗前-后b

药物治疗              4.35±3.82   1.64±1.53   2.71±4.05

联合治疗组    

    心理干预           3.69±2.46   2.45±1.96   1.24±2.76

    联合治疗           3.69±2.46   0.29±0.21   3.40±3.82

bP<0.01.

表 4 药物治疗、心理干预和联合治疗疗效两两比较

     
                                    心理干预                       联合治疗

                                q                P                     q                 P

药物治疗           3.76         <0.01           1.76        >0.05

心理干预                        9.32        <0.01

■创新盘点
本文通过前瞻性
病例对照研究, 证
实药物与心理干
预联合应用可有
效控制肝癌栓塞
术中疼痛, 疗效明
显优于单纯药物
镇痛或心理干预.

表 1 肝癌化疗拴塞组一般资料比较(n )

     
项目                  药物治疗组                联合治疗组

年龄(岁)              54.11±10.85           51.50±11.54

性别(男/女)                  37/9                  149/67

原发性肝癌                 27                  135

继发性肝癌                19                             81
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理干预方式将有助于调整患者的心理状态, 促
使其更好地配合手术, 减轻术中疼痛等不良反

应. 本研究中, 心理干预与药物治疗的联合应用

显著缓解了患者的疼痛症状, 疗效优于单纯药

物治疗. 
总之, 药物与心理干预联合应用可有效控

制肝癌栓塞术中疼痛, 对临床具有重要的实用

价值.
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Abstract
AIM: To estimate the diagnostic criteria of Rome 
Ⅲ in typing outlet obstructive constipation 
(OOC) and compare it with Rao’s grouping 
process of OOC for its clinical significance.

METHODS: A total of 313 patients with func-
tional constipation (FC) consistent with Rome Ⅲ 
diagnostic criteria underwent balloon expulsion, 
anorectal manometery and sensory function de-
tection. Primary outcome measures include rest-
ing pressure of anal sphincter, defecation pres-
sure of rectum, sphincter dilatation rate, index 
number of defecation and inhibitory reflex. The 
patients consistent with OOC of Rome Ⅲ criteria 
were picked up and then typed, and comparison 
between Rome Ⅲ criteria and Rao’s typing crite-
ria was performed.

RESULTS: Among the 313 FC patients, 213 
(68.1%) diagnosed with OOC, of which 151 
(70.9%) were found with dyssynergia (F3a) and 
62 (29.1%) were with deficiency of propulsion 
(F3b). But according to Rao’s typing criteria, 86 

(40.4%) were OOC type Ⅰ, 62 (29.1%) were OOC 
type Ⅱ, and 65 (30.5%) were OOC type Ⅲ.

CONCLUSION: OOC patients can be classified 
into two independent and clear subgroups ac-
cording to Rome Ⅲ diagnostic criteria, so it is 
more useful to guide the biofeedback therapy 
for OOC.

Key Words: Functional constipation; Anorectal ma-
nometery; Biofeedback therapy; Rome Ⅲ diagnostic 
criteria

Gao Y, Shang ZM. Investigation on the anorectal dynamic 
dysfunction type of outlet obstructive constipation with 
Rome Ⅲ diagnostic criteria. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(9): 1021-1023

摘要
目的: 评价罗马Ⅲ对出口梗阻型便秘(out le t 
obstructive constipation, OOC)的分型诊断标
准, 并比较其与Rao提出的OOC分型标准的异
同及其临床指导意义. 

方法: 选取313名符合罗马Ⅲ标准的功能性
便秘(functional constipation, FC)患者, 进行球
囊逼出实验、肛门直肠压力及感觉功能检测, 
测定其肛门括约肌静息压力、直肠排便收缩
压、肛门括约肌松弛率、排便指数和肛门直
肠抑制反射等, 按照罗马Ⅲ标准选出符合功能
性排便障碍(即OOC)患者, 并进行分型, 与Rao
提出的OOC分型标准进行对比分析. 

结果: 在313例临床诊断为FC患者中, 213例为
功能性排便障碍, 占68.1%. 功能性排便障碍
中151例为排便协同困难(F3a), 占70.9%, 62例
为排便推进力不足(F3b), 29.1%; 按照Rao提出
的分型方法, OOCⅠ型86例, 占40.4%, OOCⅡ
型62例, 占29.1%, OOCⅢ型65例, 占30.5%.

结论: 罗马Ⅲ标准按照OOC患者的动力学特
点将其分为两种独立类型, 分型明确, 具有概
括性, 对于此类患者的生物反馈治疗方案更具
有指导意义.

®

■背景资料
功能性便秘(FC)
是临床常见的消
化系统动力异常
性 疾 病 ,  其 中 出
口 梗 阻 型 便 秘
(OOC)是最常见
的动力异常类型. 
2006年推出了功
能性胃肠病的罗
马Ⅲ标准, 对此类
疾病的诊断与分
型提出了新的方
法. 

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科
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0  引言

功能性便秘(functional constipation, FC)是临

床常见的消化系统动力障碍性疾病 ,  根据其

发病的病理生理学基础可分为慢传输型(s low 
transit constipation, STC)、排便困难型(outlet 
obstructive constipation, OOC)及混合型(MIX)便
秘[1]. 其中OOC是最常见的动力异常类型, 而肛

门直肠压力测定是判断其动力障碍类型的最有

效方法[2]. 根据肛门直肠测压结果, 我们既往对

OOC型便秘的患者应用Rao在1996年提出的分

型标准[3]进行分类, 具体标准如下, Ⅰ型: 力排时

直肠有足够的推进力, 但肛门括约肌呈矛盾性

收缩; Ⅱ型: 力排时直肠推进力不足; Ⅲ型: 力排

时直肠有足够的推进力, 但肛门括约肌松弛不

良. 2006年推出了功能性胃肠病的罗马Ⅲ标准[4], 
对于FC的诊断与分型均有所改进. 本研究应用

罗马Ⅲ标准对OOC患者进行分型研究, 并与Rao
的OOC分型标准进行对比分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2002-02/2007-04因慢性便秘6 mo以
上, 经结肠镜、下消化道造影或排粪造影中任意

一项检查除外器质性疾病, 并在我院动力室行球

囊逼出实验、肛门直肠压力及感觉功能检测的

患者, 符合罗马Ⅲ FC的诊断标准, 分析其肛门直

肠压力检测结果, 按照罗马Ⅲ标准选取功能性排

便障碍患者, 其标准为: (1)患者必须符合FC的诊

断标准; (2)在重复尝试排便期间必须有下列至

少2种表现: 依据球囊排出实验或影像学检查, 有
排便困难的证据; 依据测压、影像学或肌电图检

查发现盆底肌(肛门括约肌或耻骨直肠肌)不协调

收缩或肛门括约肌静息压<20%松弛; 依据测压

或影像学检查发现排便推动力不够. 对功能性排

便障碍患者结合其压力测定结果按照罗马Ⅲ标

准进一步分型, 分型标准如下: 排便不协调(F3a)
在反复尝试排便过程中, 盆底不协调收缩, 或括

约肌静息压松弛率小于20%, 但有足够的推进力; 
排便推进力不足(F3b)在反复尝试排便过程中, 
推进力不足, 伴或不伴盆底不协调收缩, 或括约

肌静息压松弛率小于20%. 上述病例经临床和实

验室检查均已排除胃肠道器质性疾病或腹部手

术史. 所有受试者在研究期间不使用任何影响胃

肠动力的药物.
1.2 方法 球囊排出实验: 将球囊置于受试者直肠

壶腹部, 注入37℃温水50 mL, 嘱受试者取习惯

排便姿势尽快将球囊排出, 正常在5 min内排出, 
5 min内未排出为异常. 肛门直肠压力及感觉功

能检测: 检测前1 d嘱患者进正常饮食, 检测前以

开塞露排空粪便. 如排便困难, 可于前1 d灌肠排

便. 选用荷兰MMS公司的多功能消化道压力监

测仪, 记录直肠静息压和肛管静息压, 嘱患者用

力收缩肛门得到最大缩压, 嘱患者模拟用力排

便动作得到直肠排便收缩压(取3次平均值)、肛

门括约肌松弛率(取3次平均值)、排便指数, 手
动向囊内快速注气, 从10 mL开始, 后逐渐增加

为20、30、40、50 mL, 每次均将气囊内气体抽

出后再注气, 寻找直肠肛门抑制反射(RAIR). 手
动向囊内注气, 每次增加20 mL, 寻找初始感觉

容量及最大耐受容量. 
统计学处理 所有数据均采用SPSS11.5软件

包进行统计学处理.

2  结果

符合FC者共313例, 男92例, 女221例, 平均年龄

为46.38±18.21(范围15-87)岁; 符合功能性排便

障碍患者共213例, 男60例, 女153例, 平均年龄

为46.49±17.94(范围16-86)岁. 罗马Ⅲ标准分型: 
在313例临床诊断为FC患者中, 213例为功能性

排便障碍, 占FC的68.1%, 功能性排便障碍中151
例为排便协同困难(F3a), 占70.9%, 62例为排便

推进力不足(F3b), 占29.1%. Rao提出的OOC分
型: 86例为OOCⅠ型, 占40.4%, 62例为OOCⅡ
型, 占29.1%, 65例为OOCⅢ型, 占30.5%. 两种分

型对比分析: 罗马Ⅲ标准按照OOC患者的动力

学特点将其分为两种独立类型, 分型明确, 具有

概括性.

3  讨论

在功能性胃肠病的罗马Ⅱ诊断标准中[5], 有关功

能性排便障碍只提出了盆底失调综合征, 符合

条件为: 力排时直肠有足够的推进力, 但肛门括

约肌呈矛盾运动(OOCⅠ型)或松弛不良(OOC 
Ⅲ型), 而忽略了很大一部分表现为直肠推进力

不足的患者(OOC Ⅱ型). 
在功能性胃肠病的罗马Ⅲ诊断标准中, 有

关便秘的类型主要有: 便秘型肠易激综合征、

■研发前沿
新推出的罗马Ⅲ
标 准 对 于 O O C
的诊断及分型与
既 往 R a o 提 出 的
OOC分型标准相
比, 其优缺点及对
于临床治疗的指
导意义有待探讨.
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FC和功能性排便障碍, 其中功能性排便障碍又

根据其动力特点进一步分为排便不协调和排便

推进力不足. 功能性排便障碍即OOC, 是FC中最

常见的类型[1]. 自2002-02/2007-04在我院动力室

行肛门直肠压力测定的FC患者313例中, 213例
为OOC, 占68.1%. 应用罗马Ⅲ诊断标准对其进

行分型并与Rao提出的OOC分型标准进行对比

后看到: 排便不协调(F3a)包括了OOCⅠ型和Ⅲ

型, 排便推进力不足(F3b)为OOCⅡ型. 罗马Ⅲ标

准按照OOC患者动力学特点将其分为两种独立

类型, 分型明确, 具有概括性, 对于临床治疗上

有很大的指导意义. 
生物反馈训练是在行为疗法基础上发展起

来的一种新的心理治疗技术, 作为一种新兴的

生物行为疗法治疗F C有着无痛苦、无创伤和

无不良反应的优点, 在国内外均已开展, 临床

应用后取得了满意的疗效. 1987年, Bleijenberg
首次应用生物反馈技术治疗10例OOC患者以

来, 该方法已广泛应用于临床, 各地报道有效

率18%-100%, 平均有效率为73%-76%[6]. Wiesel  
et al对41例功能性排便障碍患者进行5个疗程的

生物反馈治疗结果显示: 85%的患者症状减轻, 
49%的患者停用泻药[7]. 我国林征 et al在93例FC
患者生物反馈治疗中总结得出: 30例OOC有效

率为81.71% , 33例STC为66.43%, 而30例未分型

的有效率则为81.46%[8]. 杨柳明 et al应用生物反

馈治疗144例FC患者, 结果显示84.03%的患者在

对于OOC患者的生物反馈治疗中, 肛门直肠测

压及感觉功能检测指标均有显著改善[9]. 针对排

便不协调(F3a)患者, 盆底肌矛盾收缩或松弛障

碍、不良是造成便秘的原因, 治疗的主要目的

是训练用力排便时松弛盆底肌张力, 将盆肌松

弛和大便推进协调起来; 而对于排便推进力不

足(F3b)的患者, 其引发便秘的根本原因是直肠

排便收缩压力降低导致的排便推进力不足, 治
疗上应以增强腹压的训练为主. 因此, 应用罗马

Ⅲ标准对OOC患者进行分型, 对于其进一步生

物反馈治疗更具有指导意义.
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Abstract
Three cases of aplastic anemia were screened 
from patients with chronic viral hepatitis B in 
our hospital between 2001 and 2003. Clinical data 
before and three months after treatment were 
analyzed. It is confirmed that the suppression of 
bone marrow does exist in patients with hepatitis 
B virus infection. 
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摘要
2001-2003年本院收治的病毒性肝炎患者中筛
选出并发再生障碍性贫血患者3例, 将其治疗
前后3 mo的临床资料进行分析, 发现乙型肝炎
病毒对骨髓的抑制确实存在. 
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0  引言

我国是病毒性乙型肝炎的高发地区, 尤其是慢

性乙型肝炎病情迁延反复 ,  具有多种器官侵

嗜性, 并发症多, 诊断和治疗难度大. 本文自

2001/2003在本院收治的病毒性肝炎患者中筛选

出3例并发再生障碍性贫血患者, 对其临床资料

进行分析, 现报告如下. 

1  病例报告

2001-2003在收治的病毒性肝炎患者中, 3例并发

再生障碍性贫血患者, 年龄最大41岁, 最小30岁, 
女性2例, 男性1例, 均是慢性乙型肝炎, 2例患者

病史在1年以上, 1例病史不清. 3例慢性病毒性

肝炎并发再生障碍性贫血患者在住院过程中, 
通过降酶、退黄、护肝、抗病毒、免疫增强剂

和支持疗法等综合性治疗, 各例患者治疗前和

治疗3 mo后的肝功能、病毒标志物、外周血常

规、骨髓象等均具有可比性(P >0.05). 3例患者

住院期间常规使用甘利欣、门冬氨酸钾镁、护

肝片、胸腺肽、能量合剂, 并都给予拉米呋啶

抗病毒治疗, 各例患者治疗3 mo后临床症状明

显改善, 肝功能渐趋稳定, 病毒标志物检测其中

1例患者HBeAg转换为抗-HBe, HBV-DNA均转

阴, 外周血常规、骨髓象均比治疗前明显好转, 
逐渐恢复至正常水平(表1). 

2  讨论

现已明确病毒性乙型肝炎是由免疫损伤引起 
的[3], 大量临床、实验研究表明再生障碍性贫血

是由T淋巴细胞异常激活介导的以造血系统为

靶器官的自身免疫性疾病[1]. 部分再生障碍性

贫血在慢性肝炎的基础上发病, 肝炎和再生障

碍性贫血发病间期可达数年. 国内资料显示慢

性乙型病毒性肝炎并发再生障碍性贫血, 在全

部再生障碍性贫血中所占比例2.8%[1]. 本文中3
例慢性病毒性乙型肝炎在病程中出现再生障碍

性贫血的表现, 住院期间通过一定时间的抗病

毒、对症和支持治疗, 随着病情好转, 乙型肝炎

病毒降至不可测水平, 外周血常规和骨髓象提

®

■背景资料
我国是病毒性乙
型肝炎的高发地
区, 尤其是慢性乙
型肝炎病情迁延
反复, 具有多种器
官侵嗜性, 并发症
多, 诊断和治疗难
度大. 乙型肝炎病
毒感染可直接引
起骨髓造血抑制. 
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示得到明显的缓解或接近恢复至正常水平, 说
明乙型肝炎病毒对骨髓的抑制确实是存在的. 
究其机制分析如下. (1)从组织胚胎学观点来分

析, 肝和骨髓是相关的, 均属于单核巨噬系统, 
均在机体发育的不同阶段产生血细胞, 因而, 嗜
肝病毒HBV引起肝的损伤伴骨髓间质和造血细

胞疾病是有可能的. (2)肝炎患者肝脏解毒功能

低下, 使骨髓对某些有毒物质及毒素敏感性增

高, 抑制骨髓造血功能, 导致再障. (3)资料显示

患有再生障碍性贫血的乙型肝炎患者, 常规的

治疗方案对其没有明显的效果, 应用核甘类似

物抗病毒治疗, 体内的病毒被清除后, 再生障碍

性贫血在临床上得到完全缓解, 提示乙型肝炎

病毒与再生障碍性贫血之间存在一定关系, 乙
型肝炎病毒感染是引起骨髓造血抑制的直接原

因[2]. (4)乙型肝炎病毒可能对造血干细胞产生直

接抑制作用, 或通过介导自身免疫异常, 使骨髓

细胞和肝细胞成为靶细胞, 或产生抗干细胞抗

体, 从而导致再生障碍性贫血. 
但由于本文病例数量太少, 造血抑制是否

与乙型肝炎病毒有直接关系, 在骨髓细胞中复

制并建立感染状态, 直接损伤造血干细胞; 乙型

肝炎病毒感染后引起机体的细胞免疫、体液免

疫和细胞因子调节等异常, 导致骨髓造血细胞

损伤; 乙型肝炎病毒感染破坏了骨髓造血微环

境等等; 则尚有争议. 同样, 不少文选通过乙型

肝炎病毒的病毒蛋白对骨髓增殖调控基因的影

响, 可能会对乙型肝炎病毒的骨髓抑制作用开

辟一个新的课题, 有助于乙型肝炎病毒感染和

再生障碍性贫血的关系得到进一步证实.
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■同行评价
本文报告慢性乙
型病毒性肝炎合
并骨髓移植患者3
例, 临床该类患者
较少, 对临床有较
好的参考和指导
意义. 

表 1 3例并发再生障碍性贫血临床资料分析 

     
病例

                                                                             病例1                                    病例2                                         病例3

                                                                    治疗前               治疗后          治疗前             治疗后             治疗前              治疗后

年龄                                                                      41                                       37                                       30    

性别                                                                      女                                       女                                        男       

肝功能                                  

    SB(μmol/L)                                           38                    18                 52                 21                 39                   12

    ALT(IU/L)                                              94                    38               102                16                110                   25  

病毒标志物     

    HBsAg                                                  +                      +                  +                        +                       +                    +

    抗-HBe                                                +                       +                   +                      +                     +                    +

    抗-HBc                                                +                      +                   +                      +                     +                    +

    HBV-DNA                                            +                      -                   +                      -                     +                    -

网织红细胞(×109/L)                             10.20               20.20               9.84               24.06               8.08               31.02

中性粒细胞绝对数(×109/L)                    1.14                 1.86               0.88                 2.05               1.37                 1.48

骨髓象           

    粒系                                                    0.380              0.642              0.275              0.506              0.248              7.04

    红系                                                    0.208               0.402             0.285               0.384              0.224              0.480

    巨核细胞                                             7                   18                     4                  16                   10                   22
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