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0   引言

肝门部胆管癌又称上段胆管癌或高位胆管癌，指原发

于左右肝管及其汇合部和肝总管的癌肿. 占肝外胆管的

50-75 %. 1965 年 Klatskin 报告 13 例源于肝门肝管分叉

部的胆管腺癌的临床病理特征，故肝管分叉部癌常称

为 Klatskin 瘤. 现已达成共识凡侵犯肝门肝管分叉部的

癌肿，不论其源于肝外胆管或肝内胆管，都归为肝门

部胆管癌.

       肝门胆管癌的发病率有逐年上升的趋势，近年来

已逐渐受到外科界的重视，由于肿瘤位于第一肝门，与

门静脉和肝动脉紧密相邻，并且部分掩盖于肝实质中，

手术显露比较困难，以致手术切除存在相当的难度和

危险，因此国内文献多仅讨论高位胆管癌的姑息性治

疗和 U 管、架桥等.然而积极的手术切除与消极的姑息

疗法，二者的治疗效果相差甚远. Pichlmayr et al 报告

108 例高位胆管癌，为治疗或晚期探查者 10 例，行各

种引流者 30 例，切除者 52 例 (25 例行肝门胆管切除，

27例行肝门胆管和部分肝切除)，肝移植 16 例，平均生

存时间: 仅探查者为 1 mo，引流者为 5 mo，所有切除者

15 mo(其中 8 例治愈性切除为 23 mo).

       肝门部胆管癌除了血行转移和淋巴转移外，尚有

神经侵犯和跳跃式转移、局部组织侵犯和胆管黏膜下

浸润，手术后极易局部复发，因此治愈性切除应达到肿

瘤的纵向、横向和前后三个方向 5 mm 以外的正常组

织.尾状叶肝管可汇入左肝管、右肝管或汇合部，因此

容易受到肝门部胆管癌的侵犯. 根据以上特点，对肝门

部胆管癌应争取施行扩大根治术.

1   肝门部解剖特点

熟悉正常肝门解剖及其变异，有助于防止意外损伤.肝
门部的解剖结构有如下特点:在肝门左侧，左肝管位于
前上方，左肝动脉位于前下方低位，门静脉左干在后
方，在肝门右侧，右肝管在前上方，右肝动脉居中，

门静脉右干在后方. 此外还有些异常状态. 右前、右后
肝管合成肝管约占半数，少数右前肝管开口于左肝管
或肝总管，还有的左内叶胆管开口于右肝管(即为副肝
管). 肝总管前方有时有右肝动脉或胆囊动脉经过. 当左
内叶动脉起自肝门外时，又称为肝中动脉. 肝中动脉
可起自肝左、右动脉等.  门静脉尾叶支分成左右两
组，左组起自门静脉左干横部的远侧，很少从横部发
出，因此横部被认为是手术中进行游离的安全区，但
有人指出，由门静脉左干的起始部位发出右前支和尾
叶右组，这些情况在行左内叶肝切除术时应当警惕.

2   传统手术方法在解剖肝门时的困难

肝门部胆管癌早期诊断困难，解剖位置特殊，是手
术切除率低的主要原因. 充分显露左右肝管及其分支，
是切除Ⅱ型和Ⅲ型的先决条件，有些甚至须切除第Ⅳ
肝段；传统的切肝法如指折法和钳折法，不能精确地
将埋藏于肝内的 2 级肝管解剖出来，超声吸引器
(CUSA)的应用则有利于肝内胆管的显露，其原理是利
用超声波把肝组织震碎，同时用水冲洗吸除，从而显
露大小管道. 管径 1 mm 以下的可以电灼止血，>1 mm
者则需钳夹结扎，我们使用的 PMOD 的原理有类似
CUSA 之处，能清楚显露肝内大小管道. 不同之处是粉
碎肝实质的方式，CUSA 是利用超声波性能，而 PMOD
则是用机械性刮削.显然 PMOD 优于 CUSA，因为 CUSA
解剖速度很慢又无止血功能、而且有飞沫传播病毒的
潜在危险，其价格昂贵也是一个问题.

3   刮吸解剖法和多功能手术解剖器(PMOD)的应用

刮吸手术解剖法是以多功能手术解剖器(PMOD)为主要
手术器械来完成传统手术方法中的电切、电凝、钝性
分离(推剥、刮碎、刮爬等)等操作，和同步吸引配合，
形成一套完整的手术解剖操作系统.该手术操作系统是
用 PMOD 在组织间隙、筋膜层面进行推剥或刮爬等钝
性分离，连续同步吸除渗液或出血，随时准确电凝止
血. 这样，手术清晰，层次分明，能清楚显露管道结构，
手术解剖精细而便捷.其结果是:埋藏在实质性脏器内的管
道结构能够获得清晰地解剖; 采用刮吸手术解剖法以来，
我们共施行了 103 例，切除率达 82.5 %(85/103)
       充分显露左右肝管及其分支，是切除Ⅱ型和Ⅲ型
的先决条件，对 Bismuth Ⅰ型可不切肝，而第Ⅱ型和
第Ⅲ型部分病例须切除第Ⅳ肝段才能充分显露和切除
肿瘤. 切肝从镰状韧带右缘入手，电刀切开肝包膜然后



498                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 5 月 15 日  第 11 卷  第 5 期

用PMOD逐渐刮碎切线上的肝组织. 脱落的肝组织碎屑
随时被PMOD上的吸管吸除. 许多大小管道逐渐一一出
现，对直径 2 mm 以下的肝静脉支和 1 mm 以下的门脉
三联可以电凝切断，较粗的管道则应将其行程解剖
出 5 mm 以上，以便妥善钳夹、切、结扎. 进出第Ⅳ
肝段的门脉三联(包括胆管、肝动脉和门静脉)可以清楚
显露并妥善处理. 解剖分离深达肝门之后暂停，而进
行第Ⅱ切口，即从胆囊窝右缘进入，刮、吸、电凝的方
法如上述. 这个切面上粗大管道较少，所显露的脉管
差不多都可以电凝切断，深达肝门后暂停.进而在肝膈
面的隆突部横形切开肝包膜，将前述两纵形切口连接
起来，在这个切面上可用 PMOD 解剖出肝中静脉主干
及其若干左右侧分支，主干需钳夹切断结扎.分支则可
电凝切断. 最后在肝门部肝管前面分入.并移除第Ⅳb肝
段.用 PMOD 在肝管前面刮下并吸除残余的薄层肝组织
后，即能清楚显露 1-2 级肝管. 充分止血后，用白纱
布印压肝切面检查有无胆汁渗漏.
      提起已在低位切断的胆总管，继续分离其后面，
使其与门静脉完全分开，使用 PMOD 十分有利于此处
的解剖分离. 根据肿瘤大小、部位及其浸润的范围，
将肿瘤完全切除，如肿瘤已侵犯左肝管全程，应将左
肝切除.如果尾叶肝管已被侵入，须行尾叶的切除.
      肝正中裂的劈开往往能够充分显露高位胆管，使
得癌肿的切除和胆肠吻合更加方便，  肝正中裂是从沿
肝中静脉主干行径而存在的虚拟分界面. 左肝右肝在此
互相融合.  实际上并无潜在间隙，更无“裂隙“可
见.因此，最新的国际命名称之为肝正中界面，其上
端起于肝上缘的肝右、肝中静脉陷窝，其下端位于胆
囊窝中点. 肝中裂的劈开一般从下端开始，切线不要
骑跨在肝中静脉上，可略微偏左或偏右，断肝时，电灼
肝切线后，即可用 PMOD 在切线上刮吸分离，在整个
界面之中仅有 2-3 根肝中静脉分枝需要结扎，其余细
小脉管都可电灼离断，在刮吸过程中，肝内大小管道
都能清晰显露，并予以重点电凝，在不结扎的脉管断
端处补充电凝，不会造成术后出血. 肝中裂充分分离
之后，左右肝就完全分开.在其下端可见左右肝蒂汇合
部；在其上端可见肝右静脉和肝中左静脉共干，将

他们分别用软带吊起之后，便能够安全地进行下一步
的操作.
       根据切断平面的不同，断肝面上可能出现多个肝
管开口. 相邻的开口可以拼连成一大口，如二者相距
较远，不能拼拢则可在二者间，将肝实质刮除一部分
成一沟通两管口的凹槽. 我们称之为“运河”. 如左右
肝管开口相距较远难以拼缝，可分别与空肠吻合. 如
果开口较多，难以一一沟通，而开口又较小，不能一一
吻合，则可在其四周刮除部分肝组织，成为一个含有
多个肝管开口的凹陷区，我们称之为“肝盆”，空肠即
可直接与此肝盆的周边作肝肠吻合. Roux-Y 桥袢必须
采用某种形式抗返流措施.
      为了减少出血，切肝时应当控制肝门，我们原来
习惯用选择性入肝血流阻断，自从使用刮吸法切肝之
后，我们多采用间隙性肝门阻断，由于间隙期间还可
以继续进行刮、吸，并不影响手术过程，每次阻断的
时间，我们定为 10 min，间歇 2 min，确保病肝不致缺氧
损害.

4   充分认识骨骼化淋巴清扫在提高肝门胆管癌术后生

存率的意义

肝门胆管癌往往很早就可能有肝十二指肠韧带内的淋
巴结转移，关于淋巴结清扫的问题，许多学者对清扫
的范围存在争议. 日本学者强调应行区域性淋巴结清
扫，清扫范围应包括上达肝门，下至肠系膜上动脉，右
侧起自胰十二指肠外侧，肝后下腔静脉，把腹主动脉
旁软组织和血管鞘剥除. 欧洲学者认为此类手术创伤
大，肥胖患者难以清扫彻底，这是因为传统方法一般
多使用血管钳分离、钳夹、结扎等操作，在进行淋巴结
清扫时往往显得不够利索，尤其是用血管钳靠近淋巴
结穿通组织钳夹切断的过程中，钳夹的组织中可能还
存在浸润的癌细胞；使用 PMOD 进行淋巴结清扫，则
在拟定清扫的切线上电凝，随即就能用 PMOD 将脂肪
组织向病灶方向推开，遇到小血管和淋巴管随手电凝，
整个过程基本上无须使用血管钳，清扫的切线都经过
电凝，消灭可能存在的残留癌细胞. 而且脱落游离于腹
腔内的癌细胞也随时被吸除.
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摘要
近年来，随着检查手段的拓展，对消化系统疾病的诊断

有了明显提高，但对于怀疑小肠病变者，尚缺乏切实有效

的检查手段. 对于小肠血管性病变及小肠憩室，血管造影

及ECT阳性率高，而对肠腔内隆起型病变，双对比造影效

果较好，空肠上段及回肠末端病变，首选内镜检查. 小肠

气钡双重造影检查可清楚显示黏膜形态，成为小肠IBD的

首要诊断方法，C- 反应蛋白及血清α1- 糖蛋白能反映疾

病的活动，是目前最常用或最敏感的活动性指标.吸收不良

综合征病因复杂，国内以感染性慢性腹泻及乳糖吸收不良

引起者较为常见，传统实验室检查尚无特异性，有研究认

为内窥镜下活检是诊断吸收不良的金标准.治疗上对于小肠

出血及肿瘤，目前仍以手术为主，根据病变不同，也可

镜下治疗. IBD尚缺乏根治疗法，根据患者具体情况可选取传

统药物、手术. 值得注意的是生物疗法的开发和应用已取得

了初步成功，有望成为 IBD 未来药物治疗的重要武器.
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0   引言

近年来，随着内镜和各种影像技术的发展，如选择性
动脉造影、同位素扫描、CT、MRI、PET 等，使消
化系统疾病的诊疗水平有了飞速提高，但由于小肠在解
剖和生理上的特点，小肠较长，弯曲多，距消化道两端
较远，胃镜和结肠镜检查不能达到，且由于蠕动多，位
置不固定等原因，一般检查手段难以发现病灶，使小肠
疾病的研究较为缓慢.这里简要介绍我国的研究现状.

1   小肠出血性疾病

所有消化道出血患者中，约 0.4-5 %[1]胃肠镜检查不能
发现出血部位，这些出血通常在小肠[2]. 目前国内外已有
大量这方面的研究[3,4 ]，血管畸形、肿瘤、憩室位于前

三位，但具体比例报道结果差别较大[5-13]. 小肠出血的临
床特点为反复黑便和贫血，出血常呈间歇性、自限性，
出血量多少不一. 我国小肠出血多由肿瘤引起[5,8,14-17]，亦
有报道认为感染或血管性病变为首位 [6,7]. 常规检查如胃
镜及结肠镜、全消化道钡餐、气钡双重造影不能确
诊的小肠出血，单纯剖腹探查确诊率仅 30 %[1]. 对活动
性出血，且出血量>0.5 ml/s 的患者，血管造影检出率
可达 76-80 %，一次未检出者可复检，反复多次检查
可大大提高阳性率[1,13,18-20]. 对血管丰富的平滑肌瘤和平
滑肌肉瘤引起的出血，血管造影检查同样具有很高的
价值[21]. 对于出血患者，ECT 是一种敏感、安全、无创
伤的检查方法，常在血管造影前进行，目前临床上主要
选用放射性核素99mTc(包括99mTc - 胶体硫和99mTc-RBC)扫
描，扫描可发现出血肠段有同位素聚集，99mTc - 胶体
硫扫描能发现出血量在 0.05-0.1 ml/m 的出血部位，检
出率明显高于血管造影，99mTc -RBC 扫描检出率更高，
特别对微量慢性出血有其他方法不可替代的作用，但
不能用于定性诊断，也难以精确定位，核素浓集区可
能是积血部位而非真正的出血部位 [22,23]. 小肠镜可直接
观察 Treitz 韧带下 60-120 cm 范围内的黏膜病变[24]，对
于不明原因消化道出血，我们的小肠镜检查确诊率可
高达 48.8 %，并可对病变进行活检、染色、或放置
钛夹标记病变部位，部份病变还可行镜下治疗[25]. 术
中内镜可观察全长小肠黏膜，使小肠血管畸形检出率
由77-85 %提高到93-100 %[26-30]. 目前各家医院对上述
检查各有侧重，检查效果报道也不完全一致. 一般来
说，对于隆起型病变，双对比造影效果较好[31-34]，而
对于血管性病变、炎症性肠病及小肠憩室，血管造
影及 ECT 阳性率高，对于空肠上段及回肠末端病变，首
选内镜检查. 对急性大出血，出血不能控制，不管是否发
现病灶，均可进行剖腹探查，术中内镜可提高诊断率
[35]. 治疗上对于小肠出血，目前仍以手术为主，根据病
变不同，也可应用内镜进行电凝、激光、微波、注
射硬化剂及雌激素治疗[36].胶囊内镜已在我国临床开始应
用，对小肠出血性疾病的病因诊断将发挥积极作用.

2   小肠肿瘤

虽然小肠长度占整个消化道长度的 75 %，黏膜面积
占 90 %，但原发性小肠肿瘤却较少见[37,38]，其发生率
仅占消化道肿瘤的 1-2 %[39]，其中以回肠最多见，空
肠次之，十二指肠最少[40]. 我国小肠肿瘤以恶性为多，
约占 3/4，良性肿瘤(以平滑肌瘤多见)约占 1/4. 无论良
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恶性肿瘤，腹痛、腹部肿块、消化道出血、肠梗
阻、肠穿孔、食欲不振、体重下降和贫血为本病的
主要症状及体征. 其中腹痛、腹部肿块及消化道出血
最为多见. 传统认为十二指肠球部溃疡不会癌变，但
近年来陆续有十二指肠溃疡型癌的报道[2,4,5,41-43]，因此
对十二指肠巨大溃疡或经久不愈者应高度重视，常规
做组织活检[41]. 对小肠肿瘤的检查手段，十二指肠及
回肠末端肿瘤主要靠内镜，其次为钡餐检查;对于空肠
肿瘤，主要依靠血管造影、ECT、小肠镜. CT 及 MRI
主要用于显示肿瘤与腔外及周围结构的关系和有无转
移，对肿瘤分期和治疗方案的选择有重要意义 [44]. 腹
腔镜可直接观察腹部肿块的部位，尤其对腔外型病变，
可进行病理活检，对确诊小肠肿瘤有一定价值，但由
于系创伤性检查，有一定并发症，故其应用受到限制.
超声内镜很难达到小肠，因此对小肠肿瘤诊断意义不
大. PET 及消化道复合声学造影对小肠肿瘤的意义，
国内已经开始研究，但尚需积累经验，进一步观察效
果[45,46]. 本病起病隐匿，早期症状不明显，中晚期症
状也无特异性，辅助检查尚无理想的手段，故临床诊
断非常困难.文献报道其误诊率高达 65-100 %. 重视本
病的一般症状，提高警惕性，进行多种辅助检查提高
检查阳性率，必要时剖腹探查. 手术是最有用、最可
靠的诊断方法. 原则上应全长尽早进行，病灶切除仍
是目前小肠肿瘤的主要治疗手段. 术中难以确定病变性
质者应作术中冰冻切片检查，冰冻切片也难以定性时，
以恶性对待，作根治性切除. 良性肿瘤也可在内镜下
行圈套烧灼切除[47,48]. 恶性肿瘤切除率虽不低，但因漏
诊率高，诊断明确时往往已属晚期，治疗效果差，预后
欠佳.小肠肿瘤对放化疗不敏感，一般不作为首选.

3   炎症性肠病(IBD)

IBD 包括溃疡性结肠炎(UC)及克罗恩病(CD)，其病因非常

复杂[49]. 近年来在我国发病率呈上升趋势，因其临床症

状、内镜、X 线及组织学检查都缺乏特征性表现，目前

尚不能根据单一症状或一项检查作出明确诊断，必须对发

病经过及全部资料进行综合分析，并排除症状相似的一些

疾病后才能作出正确诊断[50,51]. 对怀疑该病的患者，华西

医科大学的经验认为，虽可作 B 超、CT 和 MRI，但仍以

内镜及 X 线为主[52]. 对小肠上段病变，可通过小肠镜确

诊，但小肠镜操作难度大，耗时长，痛苦多，临床运用受

到一定限制[53,54]. 回肠末端病变，结肠镜检查具有肯定价

值. 传统的口服造影阳性率低，仅为37.5 %，故只有梗阻时，

才首先考虑[55]. 小肠气钡灌肠可清楚显示黏膜形态，能提

高诊断准确性，已成为小肠IBD的首要诊断方法 [56].反应疾

病活动及严重程度指标以血沉、C- 反应蛋白最常用，而

血清α1- 糖蛋白被认为是当前最敏感的活动性指标[57].

        迄今 IBD 尚缺乏根治疗法，具体治疗方案取决于

病变的部位、范围及炎症程度. 一般认为重症 UC 切除

全部结肠或结肠黏膜后可治愈，而 CD 患者即使切除

所有病变，也不能防止复发，手术只限于穿孔、梗

阻性肠段狭窄、消化道大出血以及药物治疗无效者.

但有学者认为对于局限于阑尾的克罗恩病，行手术治

疗效果佳，很少复发[58-60]. 药物治疗适宜于急性期与缓

解期，常用药物有水杨酸偶氮磺胺吡啶和 5- 氨基水杨

酸、肾上腺皮质激素、抗生素、中药及免疫抑制剂.

有关免疫抑制剂治疗炎症性肠病是1990 年后才为人们

所了解，目前免疫抑制剂治疗 IBD 的临床及实验研究

进展较大，多数学者的意见渐趋一致，认为免疫抑制剂

对部分患者是有效而安全的[61]. 但临床效果各家报道并不

一致. 值得注意的是新兴的生物疗法如细胞因子、抗

氧化剂、黏附分子抗体、TNF- α、抗中性粒细胞胞

质抗体、树突状细胞等的开发和应用已取得了初步成

功，有望成为 IBD 未来药物治疗的重要武器[48,62].

4   吸收不良综合征

是各种原因导致小肠消化、吸收功能减损，以致对营

养物质吸收不良而产生的综合征. 其病因复杂，国内

以感染性慢性腹泻及乳糖吸收不良引起者较为常见 [63].临

床表现主要为腹泻、消瘦，发热、淋巴结肿大、关

节痛、乏力及继发营养不良和维生素缺乏等. 临床检查

包括上消化道 X 线检查、脂肪平衡试验、131 碘 - 甘油

三酯和 131 碘 - 油酸吸收试验、D- 木糖吸收试验、血

清胡萝卜素浓度测定、维生素 B12 吸收试验(Schilling 试

验)、呼吸试验等[64]. 近年来有研究认为内窥镜检查是

诊断吸收不良的金标准[65]，小肠黏膜活检、电镜、酶

学检查，对乳糜泻、小肠淋巴瘤、嗜酸细胞性肠炎、

淋巴管扩张、淀粉样变及 Whipple 病等很有价值[66]. 近年

来使用 PCR 技术能从 Whipple 患者不同组织标本中扩

增 Whipple 杆菌特有的 DNA. 对可疑患者，PCR 有很

高的敏感性与特异性[67]. 吸收不良的治疗原则主要为病

因治疗，病因不明者应进行对症治疗，补充各种营养

物质及电解质、叶酸、铁、维生素 D、钙 ，给予

高热卡、高蛋白和高维生素饮食等是患者恢复所必需

的. 怀疑感染者可给予抗生素治疗.

5   小肠微生态学

目前临床上对小肠微生态的评估仍依靠粪便及小肠抽

吸液的培养，研究表明，侵袭性大肠杆菌是慢性腹

泻的主要致病菌，与慢性腹泻呈明显相关性， 其作用机

制可能为细菌黏附于肠细胞表面，并破坏肠道屏障[68,69].

目前国内对小肠黏膜菌培养及其作用机制的研究尚处

于起步阶段，我科潘令嘉教授等通过小肠镜空回肠取

材，测定正常人腔菌群和膜菌群，结果显示空肠梭菌、

回肠乳杆菌、双歧杆菌的腔菌群与膜菌群有显著差

异，并建立了我国正常人空、回肠腔菌群和膜菌群的

研究分析方法[70]，但小肠菌群与疾病的相关性及致病

机制尚不十分明确.
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6   小肠与胃肠激素

近年来国内关于胃肠激素的研究较多，但基本上局限
于血浆激素的测定，对于激素及其受体定位研究较少，
特别是主要分布于小肠的激素，因取材困难，目前基
本处于空白阶段，尚未见相关报道.

7    评述与展望

小肠疾病主要包括出血、肿瘤、炎症性肠病、吸收
不良综合征等.  长期以来，在我国的临床实践工作
中，由于小肠特殊的解剖结构，对小肠疾病研究甚少，
重视不够，加上检查操作困难，检查结果敏感性特异
性相对较低，该类疾病的漏诊、误诊率相当高，严重
影响人民的生活质量. 随着内镜和各种影像技术的发
展，如选择性动脉造影、同位素扫描、C T 、M R I 、
PET 等，使小肠疾病的诊疗水平近年来有了一定提
高，小肠镜普及及胶囊内镜和 CT或MRI仿真内镜的问
世，可望对小肠疾病的诊治带来一次质的飞跃.
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摘要
国家自然科学基金是国家资助基础研究的主要渠道之一.

本文对 2003 年度《国家自然科学基金项目指南》医学

及生物学项目中重点项目和面上项目作一概述，以期引导

广大科技工作者了解自然科学基金委不断发展变化的资助

战略思想，正确地选择项目研究领域和资助类别，以申请

该基金的资助，开展创新性的工作.
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0   引言

国家自然科学基金是国家资助基础研究的主要渠道之
一. 每年出版的《国家自然科学基金项目指南》旨在
引导广大科技工作者了解自然科学基金委不断发展变
化的资助战略思想，正确地选择项目研究领域和资助
类别，以申请该基金的资助，开展创新性的工作. 现
就 2003 年度《国家自然科学基金项目指南》医学及
生物学项目中重点项目和面上项目指南作一概述.

1   重点项目[1]

1.1 项目指南

1.1.1 医学  炎症的内源性细胞保护效应机制;肿瘤治疗
的新方法研究;创新药物的作用机制.
1.1.2 宏观生物学  极端环境下生物(动物、植物、微
生物)的适应机制;物种间的协同进化;受损生态系统的恢
复机制.
1.1.3 微观生物学  细胞特定条件下的基因表达谱或蛋
白质谱及其生物学功能;神经系统或免疫系统中细胞分
化机制的研究.
1.2 申请要求  2003 年重点项目的立项与申请由“定
向申请”改为宏观指导下的自由申请. 具体申请要求
如下：凡是承担基金项目或在其他研究中，取得了创
新性重大进展，如有重要科学意义的新发现、新观
点、新理论假说、新技术方法等，需要进一步高强

度资助继续深入研究，可直接申请重点项目.除填写申
请书之外，申请者还需提交 800 字左右的“关于已取
得创新性重大进展的情况说明”.
1.3 经费安排  2003 年生命科学部计划安排重点项目经
费 9 000 万，计划资助约 73 项，资助强度一般不低
于 80 万. 其中医学 2 670 万元，约资助 22 项;宏观生物学
资助经费安排 1 620万元，约资助 13 项;微观生物学2 140
万元，约资助17项;机动与学部交叉的重点项目770万元，
约资助 6 项. 2003 年重点项目资助经费不搞“平均”，申
请时应突出重点，选择关键科学问题开展研究，研究问
题不宜过多. 经费预算要求合理，实事求是，否则将不予
资助.凡是近几年资助过的重点项目内容，不再重复资助.

2   面上项目

2.1 临床医学基础学科[2]

2.1.1 项目指南  恶性肿瘤诊疗新方法的基础研究;重大
疾病家系的收集、相关基因的克隆和功能研究;创伤与
修复的基础研究(包括组织工程学研究);人类生殖、生
殖健康的基础研究;人体衰老机制的研究;常见口腔疾病
预防、诊断和治疗的基础研究;导致视觉或听觉缺失的
常见疾病预防、诊断和治疗的基础研究. 本学科拟长期
资助的领域：人体衰老及其机制研究.
2.1.2 项目特点和变化  近 3 a 来，临床医学基础学科
受理的申请在 1 700-1 800 项左右. 2002 年受理面上项
目达到 2 256 项，资助 292 项，资助金额为 5 729 万
元，是生命科学部中资助项数和金额最多的部分，较
2001 年有较大的增长. 2003 年拟资助项目数与 2002 年
相当. 在全部的申请中，与医学问题密切相关的分子
水平和基因功能的研究占了相当比例(约 80 ％)，充分
显示了分子生物学向医学各学科广泛渗透的趋势，这
与生命科学的发展已全面进入功能基因组及蛋白质组
学时代密切相关. 但是，在申请的项目中，从宏观层
面凝练出基本科学问题而提出独到的、开拓性的原始
创新项目不多，所以加强创新意识是提高申请项目水
平的关键. 基础研究项目要关注国际热点，瞄准基本
科学问题，从理论和方法上向更深的层次探索;应用基
础研究项目，要突出我国的优势和本学科的特点，将
创新性成果向临床实践过渡，以促进有中国特色的临
床医学基础研究和应用基础研究.
2.2 中医学与中药学学科[3]

2.2.1项目指南  重点支持构建中医临床疗效评价体系的
基础研究(近期将开展中医疾病与证候概念与分类的方



法学研究，建立量表学和循证医学在中医疗效评价中
的技术规范、临床效应评价模式及数据挖掘等基础研
究);中医药防治重大疾病和难治性疾病的应用基础研究;
针灸防治疾病的基础与临床疗效评价研究;中医药防治
骨伤疾病的临床基础研究;中西医结合的基础理论研究;
有毒中药配伍减毒物质基础及毒 - 效、量 - 效相关性
的研究;中药和方剂药效物质基础、制剂学和生物效应
可控性的基础研究;中医学、中药学优势领域与生命科
学前沿相结合的创新思路研究;中医学、中药学研究中
高新技术与方法学研究. 鼓励运用多学科手段进行跨学科
大协作交叉研究，但必须注意与中医药理论的结合.
        中医学和中药学学科 2003 年倾斜经费为 100 万元，
拟资助 3-4 个项目，其资助方向为中医药基础理论的
创新性研究;临床疗效明确的难治性疾病的基础研究;中
药、方剂的质量控制和制剂创新的方法学研究.
2.2.2 项目特点和变化  2002 年本学科申请总项目数达
1 091 项，较 2001 年度增加了 28 %，其中资助 125 项，
资助金额为 2 428 万元， 2003 年拟资助项目数与 2002
年相当. 中西医结合基础与应用基础研究和中药药理学
研究的申请数仍占居前两位，达申请总数的 39 %，申
请内容涉及到中医药的理、法、方、药多领域的基础研
究及从整体到基因水平的实验方法，但存在片面追求
新技术的倾向;中药药理学研究的申请注重中药及复方
的药效作用机制、体内代谢过程、方法学研究，有些研
究已深入到基因组学和蛋白质组学的水平，但部分项
目存在分子生物学指标使用不当的问题;中医药基础理
论方面的创新性研究较少，特别是研究思路和方法学
创新不明显，应加强这方面的研究;中医临床基础研究
方面，中医针灸学和中医内科学的申请数较多，但存
在临床疗效不确切带来的可信度差，结果难以评价的
问题;中药研究相关分支学科是多学科交叉申报的热点，
其中中药资源与质量研究仍为主要关注问题，研究手
段开始注重化学与现代生物学的结合，转基因和酶学
技术的使用，有些项目存在着抓不住核心科学问题的
情况.
2.3 药物学与药理学学科[4]

2.3.1 项目指南  鼓励多学科合作与学科间交叉性研究，
结合生命科学研究的重要进展，以创新性学术思想开
展对肿瘤、神经精神和心脑血管疾病、老年性疾病、病
毒性疾病、糖尿病等重大疾病的新的药物作用靶点、新
型先导化合物、生物技术药物、药物作用机制、新的药
物设计思路及新方法研究;尤其鼓励对机体内生物大分
子与生物活性物质和药物的相互作用、天然来源新型
生物活性物质的发现及其结构与功能、化学途径与生
物途径制备及优化先导化合物、药物安全性评价及所
涉及的基础和应用基础科学问题等展开的研究;加强新
型给药系统如纳米粒等的生物药剂学研究和创新给药
系统的构建研究;加强具有我国特色的天然药物研究;在
新药创制中应注意 ADME(吸收、分布、代谢、排泄)

的研究;适当资助有特色的 Me-too 药物研究项目. 为报
批新药开展的常规研究和制药工艺研究不属于本基金
的资助范围. 新医药、新农药基础研究基金的申请需
具备以下基本条件：(1) 已得到属新结构或新药效的活
性化合物，并具权威机构的查新证明或申请专利证明;
(2) 活性化合物应具有明确的体内外药效学和初步的毒
理学研究结果.该项基金主要支持对新药前期待解决的
关键性基础研究问题如作用机制、结构优化和体内代
谢过程等开展研究的申请项目.
2.3.2 项目特点和变化  本学科 2002 年申请项目数仍有
增加，各类申请项目总数为 530 项. 其中资助 79 项，
资助金额为 1 557 万元， 2003 年拟资助项目数与 2002
年相当. 药理学中，抗肿瘤、心血管和神经精神系统
药物药理学申请项目占较大比例，约 65 %. 抗肿瘤药
物药理学申请项目近2 a 虽然增加较多，但有特色的优
秀项目不多;心脑血管系统药物药理学研究似乎还没有
找到新的突破口;神经精神系统药物药理学申请项目中
与阿尔采末病、帕金森症等神经退行性疾病相关药物
研究的项目占 50 % 以上，其次是有关镇痛药物及其
成瘾机制的研究.  药物学中，药剂学、天然药物化
学、合成药物化学和药物设计学申请项目占绝大部分，
约 84 %. 药剂学近几年发展较快，2002 年申请项目已
占药物学中的首位，其中微粒类给药系统约占药剂学
项目的 60 %，但与生命科学研究的交叉不够. 总体上
看，本学科项目跟踪国际前沿的研究占多数，原创性
研究较少.
2.4 预防医学学科[5]

2.4.1项目指南  项目的选题要来自预防医学工作实践并
为解决实际问题服务. 现场人群研究与实验室研究要相
结合;注意寻找学科新的生长点，加强源头创新，开
展具有我国特色并能在国际上占有一席之地的前瞻性
研究工作;注重学科交叉渗透研究;根据我国卫生保健工
作的实际需要，重视开展以人群为基础的流行病学研
究，在研究中合理采用现代分子生物学与免疫学等先
进技术; 要开展对重要传染病、寄生虫病、地方病、
慢性病、职业病及生活方式相关疾病防治的预防医学
基础和应用基础研究、环境、遗传与社会心理因素
对重要疾病发生的综合作用及其机制研究、主要化学
物质和环境因素对人群健康的影响及其群体易感性和
三级预防的基础研究、膳食结构和食物成分以及食品
卫生质量与人体健康关系的研究、性传播疾病流行病
学及防治研究等.
     预防医学学科拟长期资助的领域：重要传染病、
寄生虫病的发病机制及其防治.
2.4.2 项目特点和变化   从对近年来本学科受理和资助
项目的分析来看，基本覆盖了各分支学科领域的研究
热点，反映了我国在相应研究领域的研究现状和发展
趋势. 不少研究开始注意到如何突出创新，学术思想
新颖、带有一定风险的探索性研究项目有所增加;部分
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项目体现了我国在相关领域的优势和特色;有些研究在
跟踪国际学科发展前沿的基础上有所创新;新技术、新
方法的广泛使用使研究有了高水平的保障;申请人和项
目承担人年轻化进程加快;许多项目曾连续获得基金资
助，形成了一些具有相应领域研究优势和特色的单位
群体;国际合作交流项目也在增加. 2001 年资助 73 项，
资助金额为 1 257 万元，2002 年资助 118 项，资助金
额为 2 316 万元，2003 年拟资助项目数与 2002 年相
当，反映出随着医学模式的转变， 预防医学在由疾病
治疗为主向预防为主的转变过程中发挥着越来越重要
的作用.
2.5 神经科学学科[6]

2.5.1 项目指南  重视应用分子生物学的理论和方法，
从更深层次上研究神经科学中的各种问题，同时加强
对整合性研究的支持力度;重点支持能带动整个神经科
学发展的神经系统活动基本过程和神经信息加工过程
以及神经系统新功能基因的研究;重视神经科学中的一
些重大前沿问题的研究，如神经系统的发育、老化及
再生、损伤与修复等;也可结合从我国特有的动植物及
矿物质中寻找神经活性物质来进行，以推动这方面工
作的开展;对于神经系统疾病的研究，资助的重点将继
续放在有创新性的基础研究方面，申请者应将神经科
学研究中的新方法、新概念用于解决临床问题的研究;
鼓励在各个层面上与数学、物理学、信息科学、认知科
学等学科进行跨学科交叉，开展神经信息学的研究.
2.5.2 项目特点和变化  本学科在 2002 年受理的项目
中，基础神经生物学与神经系统疾病方面的项目约各
占一半的比例，体现了申请者研究项目对应用前景的
关注.  相对来讲，在突触传递机制、受体、离子通
道、神经信息编码加工等方面的研究整体水平较高，而
神经系统的发育调控、功能基因组虽为国际上的研究
热点，在我国的基础较弱，与国际水平相差较大;神经
干细胞的研究是近 2 a 申报项目的热点，但研究思路
雷同，多数为构建基因工程神经干细胞移植治疗神经
系统的疾病或研究干细胞的定向分化问题. 由于神经干
细胞研究潜在的应用前景，在开拓新思路和加强相关
工作积累的基础上，会继续给予关注;在脑高级功能的
研究方面，结合脑功能成像的方法探讨学习、记忆、情
绪以及脑功能障碍的神经基础的项目增加明显，但学
科交叉方面还需要进一步加强.
2.6 心理学学科[7]

2.6.1 项目指南  学科将鼓励心理学和神经病学、精神
病学、计算科学的合作，采用新的方法和手段，对正常
和异常的心理过程的内部机制开展研究. 申请者的合作
范围应进一步扩大，不要局限于神经影像学领域，与
遗传学家合作开展行为遗传学的研究也是很有潜力的
领域之一. 在汉语认知研究领域，除了继续支持语言
认知脑机制的研究外，还鼓励认知语言学与计算语言
学相结合的研究项目;在发展心理学方面，将鼓励设计

严谨的纵向研究和跨文化研究，对能提供共享资源的
资料收集性的研究也将给予关注;在工程心理研究方面，
鼓励研究互联网环境中的人际关系和人机交互问题.
       长期资助项目领域：儿童认知及社会适应性行为的
发展.
2.6.2 项目特点和变化  从 2002 年受理的项目来看，认
知心理学、医学心理学和发展心理学的项目还是占据
绝大部分，工程心理学的申请项目还是明显偏少. 除
了传统的热点，如中文语言认知和儿童认知发展研究
领域外，记忆及其脑机制的研究已成为新的热点.多学
科合作研究是目前的发展趋势，神经影像学方法越来
越为我国心理学工作者所重视，用行为学方法结合事
件相关电位、功能性核磁共振成像开展认知过程的研
究成为流行的研究模式. 在医学心理学研究领域，应
激与疾病的关系、心理障碍的干预手段等方面研究较
多，而关于心理障碍发生机制的深入的研究较少. 另
外，如何利用我国的资源优势开展神经心理学的研究
没有得到应有的重视，相关申请书极少.
2.7 生理学学科[8]

2.7.1 项目指南   在细胞和分子水平上对生理机制进行
研究. 对低氧、寒冷适应、年龄生理以及人类生殖机
制等结合国情的研究领域和基础薄弱的重要学科前沿，
将进一步加大支持力度. 重视从整体、器官、细胞和
分子水平开展多层次的整合性综合研究，使人体生理
学的研究得到进一步发展.生理学科2003年拟在心血管
研究领域试行长期资助项目(3+3 模式).
2.7.2 项目特点和变化  近 3 a 来，生理学学科受理项
目的数量没有大的变化.心血管、消化、生殖生理等
领域在我国有较好的研究基础(如细胞保护、造血调
控、胃肠激素及胚泡着床机制等)，申请项目相对较多;
部分学者将分子生物学与电生理学技术相结合，探讨
正常生理功能的作用及其调控机制，使生理学研究得
到进一步的深入;低氧、寒冷适应等特殊环境生理逐渐
受到重视，特别是低氧适应的研究已初具规模，并逐
渐形成具有中国特色和优势的研究领域;呼吸、泌尿及
内分泌生理等领域，研究基础相对薄弱，其申请项目
也偏少.
2.8 病理学学科[9]

2.8.1项目指南  对已有较好基础的肿瘤诱导分化及心血
管等重大疾病中尚未解决的一些关键环节的研究，将
进一步加强支持力度;重点支持当前学科的一些重大前
沿问题的研究，如重大疾病相关的功能基因组学、蛋
白质组学、信号转导与疾病、离子通道与疾病、疾病与
靶向治疗以及器官、组织、细胞的重塑等基础研究;重
视能结合我国国情，发挥资源优势的研究领域. 在加
强分子水平研究的同时，不应忽视整体、器官、组织水
平上的研究，尤其是整体水平的综合性研究. 学科重
视宏观与微观、形态与机能、实验与临床相结合的
研究，鼓励跨学科交叉以及环境对人体机能和疾病影
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响的研究. 此外，学科特别鼓励研究人员长期围绕某个
科学问题开展系列研究，并逐步形成自己研究特色的
申请. 从以往的申请来看，一些有较好工作基础的研究
者和单位正在或逐步显露出他们在本领域的研究优势和特
色，在申请过程中也显示了他们的竞争优势. 病理学科
2003 年拟在心血管研究领域试行长期资助项目(3+3 模式).
2.8.2 项目特点和变化  近 3 a 病理学学科受理的项目数
量不断增加，项目的质量、水平也有了明显提高，但整
体水平与发达国家相比，仍存在较大的差距，引进、移
植和跟踪性研究仍然偏多，而真正具有原始创新的项目
较少. 一些国外起步较晚的研究领域，我国学者的研究
起点较高，相对地与国外的差距较小. 但是由于申请人
和课题组缺乏对该领域研究进展和趋势良好的整体把
握，同时缺乏扎实的前期工作基础，因此，项目的创新
性和技术路线的可行性都存在一定的问题，使得项目的
整体水平受到局限. 从研究领域来看，心血管和消化系
统疾病的研究在我国有较好的基础，申请项目数较多;
血液系统疾病特别是白血病的基础与临床研究我国具有
较好的优势和特色，因此，申请的项目水平较高，与国
际先进水平的差距较小;离子通道与疾病、干细胞的定
向诱导分化、疾病的基因治疗、具有调控作用的生物分
子的作用机制研究等，一直是学科的重要前沿热点，申
请呈逐年上升的趋势;能发挥我国特有的资源优势，如
利用家系寻找疾病相关基因的研究已开始转向探讨基因
功能的研究，与之相关的疾病蛋白质组研究也已初具规
模;一些学科前沿如信号转导、细胞周期调控、受体、细
胞凋亡及其细胞异常增生和分化等在疾病发生、发展过
程中的作用等研究逐渐受到重视.但是，属于原创性思
维、具有良好创新特色的学科交叉性的研究仍只有少
数申请者问津.
2.9 生物物理学学科[10]

2.9.1项目指南  本学科拟继续关注与生物系统(如生物大
分子、免疫系统、神经系统等)密切结合的生物信息论、
细胞、细胞膜及细胞骨架的生物物理特征，特别是跨膜
转运过程中离子通道、转运蛋白及膜受体等膜蛋白结构
和功能、环境物理因素，如电离辐射、电磁辐射、微重
力环境的生物学效应、分子机制及防护、生物物理学研
究中显微、时间分辨及无损伤、超灵敏测量等新技术、
新方法及其装置的研究.
2.9.2 项目特点和变化  近年来，生物物理学各分支领
域受理申请课题简况为：除结构生物学课题划到生物化
学学科外，分子生物物理的重要研究内容包含了生物大
分子结构、运动及与功能关系、分子内和分子间的相互
作用、能量及电子传递等研究，近 3 a 来申请课题极
少;用生物物理学原理与方法研究生物膜与活细胞，涉
及多学科交叉的感官与神经生物物理、生物控制论与
信息论以及理论生物物理学等，皆是生物物理学科比
较基础和重要的方面，可能会对阐述生物学基本问题
提供更多的切入点，对推动生命科学的发展起重要作

用，是应予以鼓励的研究领域，但在每年受理的申请
中，有关这方面的课题比例亦较小;此外，生物物理技
术的发展对研究的推动也是显而易见的.比如，生物芯
片、单分子操控、近场技术等，对人类基因组研究、蛋
白质生物化学、细胞生物学乃至整个生命科学都会产生
很大影响，但申请项目的数量和质量均不令人满意;环
境物理因素对生物体的作用也越来越受到重视，每年的
申请也比较多. 这方面的研究应强调在细胞及分子水平
探索物理因素如电离辐射、电磁辐射、声波等对机体的
生物效应及机制;放射学、核医学、放射肿瘤学和放射医
学与防护的项目均在生物物理学科受理和评审，前几年
申请项目较多，但优秀的课题较少，前期工作不足，平
均资助率较低.
2.10 生物医学工程学科[11]

2.10.1 项目指南  本学科拟继续关注分子、亚细胞和细
胞水平的生物力学与流变学，特别强调力学 - 生物学
(化学)耦合;与动物实验和临床数据密切结合的生物系统
的建模与仿真; 生物材料的表面改性及其结构、物理、
化学、生物特性与生物相容性的关系;生物材料的结构、
降解代谢途径及对机体的影响;功能生物材料和器件; 人
体内脏器官的持续支持与替代研究;生物医学信号中隐
含信息的提取与整合，传感技术的研究;无创、实时、动
态信息检测技术; 创新的生物医学成像技术，特别是基
于 MRI 的脑功能成像、生物量成像、频谱成像、分
子成像研究中的新方法.
2.10.2 项目特点和变化  生物医学工程领域近年的申请
项目简况如下：生物力学与流变学在我国有较好的研究
工作基础和队伍，每年的申请项目亦较多. 近年来一些
研究已经从纯力学研究转向细胞、亚细胞及分子水平
的多学科结合研究，符合国际发展趋势，有些工作结
合中医药研究，有我国特色，这些均得到鼓励和支持;
生物材料、人工器官是偏重医学应用，涉及医学、材料
学(金相、高分子、生物陶瓷等)、生物技术等多学科
交叉的领域.组织工程是近年发展起来的新学科，应予
更多关注并应与生物材料、生物力学方面和分子生物
学、细胞生物学等领域相结合，进行深入研究;生物医学
信号获取与处理、生物医学成像及图像处理技术等方面
的申请项目每年也比较多. 申请人及研究队伍背景多为
医学电子学领域，较多注重技术方面问题，缺乏对生物
学、医学前沿问题的思考.应鼓励为解决重要生物学、
医学问题或为解决精密医疗仪器的创新技术问题而提出
的申请项目.
2.11 生物化学和分子生物学学科[12]

2.11.1项目指南  研究蛋白质等生物大分子具有生物功能
的结构基础以及生物大分子之间相互识别的结构是生物
化学学科重要领域;核酸特别是 non-coding RNA 的基因
和功能、酶的催化和调节机制、膜蛋白和膜脂的相互
作用、糖蛋白和糖复合物的结构功能等也是生物化学
学科所关注的重要课题.
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2.11.2 项目特点和变化  本学科的资助日益侧重于蛋白
质等生物大分子及其复合物的三维结构与功能研究方
面. 以蛋白质晶体学和 NMR 测定为特点的结构生物学，
高通量、大规模研究蛋白质结构和功能，如结构基因组
学、蛋白质组学等已经成为本学科的重要研究方面.
DNA、RNA 等作为遗传信息分子，研究其本身的结构
及与蛋白质的相互作用是该领域更基础的课题;基因表
达调控以及 RNA 选择性剪接、RNA 水平的编辑、特
别是 n o n - c o d i n g R N A ，如 s n R N A 在剪接体功能、
snoRNA 在细胞核内参与转录调控等方面仍有许多问题
值得研究.目前国内 RNA 的研究队伍偏小，将予以扶植
和倾斜. 本学科生物膜研究的重点是膜蛋白的结构与功
能及膜蛋白与膜脂的相互作用. 多糖和糖复合物的研究
也是当前生物化学与分子生物学研究的热点. 近 3 a 来，
生物膜及多糖方面的申请课题仅占申请总数的 10-15 %，
将予以扶植和鼓励. 本学科鼓励发展和引进新的技术，
如新的蛋白质晶体学方法(MAD，SAD 等)，异核多维
NMR、生物质谱、生物信息学方法等用于蛋白质等生
物大分子的结构测定和功能研究.
2.12 细胞生物学学科[13]  细胞的信号转导研究是该领域
中研究的一个热点. 研究内容包括：信号通路中信号分
子的鉴定、信号的转导方向(信号分子的相互作用)、细
胞膜对信号的接收、信号的跨膜转导、在胞内的级联放
大、信号跨入核膜激活相应基因等等.除从一个基因入
手去研究在某一生理过程中的作用这一常规研究方式
外， 研究某一生理过程中究竟有多少基因的参与，如何
发挥其功能等，即基因的表达谱、蛋白质谱研究将会受
到重视.对处于不同发育和分化状况下的单个细胞的研
究，也开始受到关注. 强调选择科学、合理的实验系统
(包括实验对象的选择)， 进行细胞生命活动研究. 鼓励
与国外同行开展实在的国际合作，也鼓励国内展开合
作，特别是交叉领域的合作.
2.13 遗传学学科[14]   功能基因组学研究将是今后相当长
时间内遗传学研究领域中的一个重点. 定位并克隆控制
生物学性状(质量性状和数量性状)或发挥重要生理作用
的基因，并鉴定其功能，仍然是遗传学研究领域的一个
重点. 因此搜集或创建供研究所用的遗传群体或遗传材
料(含疾病家系、隔离人群、突变体库等)是开展这些
研究工作的一个重要前提.各种高通量鉴定基因功能的
研究手段，如生物芯片、基因敲除(knock out)、 转基因
(knock in)、RNA 干扰(RNAi)以及蛋白质组学研究中的
各种技术，将在功能基因组学研究中发挥越来越重要的作
用. 从研究实验系统看，小鼠、果蝇、斑马鱼、拟南芥、线
虫、酵母等几种传统的模式生物依然是研究的主要对象，
但随着基因组全序列测定的完成，水稻、人等一些基因组
相对较大且较为复杂的生物也成了新的模式生物.
       基因的表达调控规律，特别是基因的调控网络机
制，已越来越受到重视. 一方面要研究顺式作用元件与
反式作用因子(转录因子)之间的作用，另一方面也要研

究表观遗传因素(epigenetics)对基因表达调控的影响. 对RNA
基因的鉴定及调控功能研究也正在受到广泛的注意.
      生命体与环境因素(物理环境因子、化学环境因子、
生物环境因子)之间的关系向来是遗传学中的重要问题.
现在可采用新的手段，如生物信息学、基因组学和蛋
白质组学等开展研究. 多基因复杂性状最易受到环境影
响，许多重要的疾病如肿瘤、高血压、糖尿病、骨质疏
松、精神分裂和动植物产量、品质和抗性表型等均属多
基因复杂性状，对于这些性状一方面要从理论上展开研
究，另一方面要从实验上展开研究. SNP 计划实施以
来，基因型与表型间的关系研究已引起人们广泛的兴
趣，为开展该领域研究打下了基础.我国拥有丰富的遗
传资源，具有开展这些研究的基础和优势.
       近年来，本学科中还形成了一门基于基因组序列
的学科 - 基因组信息学. 如何从基因组中利用并提取具
有生物学意义的信息是要面临的一个难题，如基因的预
测(含编码蛋白基因和非编码蛋白基因)、遗传信息在染
色体上的组成方式、不同物种间基因组的比较、基因的
产生与进化等等.
       对本学科的项目资助，一方面强调要充分利用我
国遗传资源上的优势，分离鉴定更多的具有我国自主知
识产权的功能基因，阐明其在生命活动过程中的表达调
控规律，另一方面也强调与国际接轨，与国际同行竞争.
2.14 发育生物学学科[15]  从性细胞的产生、受精卵、胚
胎，直至形成一个完整的生命个体，每一个过程都是发
育生物学研究的重要课题. 生命活动在时间和空间上有
严格的秩序性，这是基因间相互协调配合的结果. 鉴定
与发育有关的基因并研究其表达调控规律依然是目前发
育生物学领域中的主要研究内容.
         该学科资助的另一重点为许多种类型细胞的发育分
化，如性细胞、血液细胞、免疫细胞、神经细胞、肌肉
细胞等等. 还特别强调干细胞(包括胚胎干细胞和成体干
细胞)的研究，这是近年来兴起的一个重要研究领域. 干
细胞成为一种新的研究细胞分裂(包括不对称分裂)、发
育与分化实验系统，也为开展细胞疗法带来了希望.对
干细胞的基础研究也是今后资助的一个重点.
        胚胎发育过程的研究今后仍将会受到重视. 体细胞
克隆技术近年获得成功，但还有一些基础性问题尚待解
决， 如核质之间是如何相互作用，等等. 胚胎植入的
细胞学和分子生物学机制也有待进一步研究. 本学科的
研究更强调要有合适的模式生物和实验系统，如普遍采
用的模式生物实验系统主要有斑马鱼、线虫、小鼠、拟
南芥、水稻、酵母等.
2.15 免疫学学科[16]   从近年免疫学学科受理和资助的项
目来看，各分支学科间的项目水平差距较大. 细胞免疫
学总体水平不高，课题数量少，机制研究缺乏;分子免
疫学总体分子水平研究较高，但对机制的探讨不够深
入.原因之一是缺乏原创小鼠模型. 今后应从分子及细胞
学研究带到整体动物水平，以提高研究水平;免疫遗传
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学的课题缺乏新意，但该领域有很大的发展潜力;神经
内分泌免疫学申报的项目不少是我国学者多年研究工作
的延续，研究水平有待进一步提高;免疫预防学申报项
目的研究内容主要以疫苗为主，筛选优势抗原表位及
多表位疫苗研究的申报较多，但在多表位疫苗的设计
中，应注重从免疫学机制探讨如何设计合理的表位匹
配;免疫诊断学申报项目较少，理论深度不够;免疫治疗
学的申报项目研究内容包括各种疫苗、治疗性抗体、
基因治疗、细胞治疗等，针对的疾病包括感染、肿
瘤、自身免疫病等多种疾病. 整体来说，技术路线和
设计方案少见突破; 免疫治疗的细胞及分子基础欠扎
实，治疗靶点选择创新性不够;某些免疫治疗研究应用
前景不明显. 建议今后申报的项目应加强免疫治疗的细
胞及分子基础的研究，以基础研究的突破推动免疫治
疗的发展和深入;免疫治疗的靶点选择应加强实用性，
使其应用价值及潜能更明确;与免疫治疗相关的一些技
术平台，如疫苗表位筛选、人源化抗体制备、载体
优化等应加强，并鼓励多学科合作;免疫技术学领域绝
大部分为跟踪加技术改良性质的项目，反映我国在这
一分支学科比较落后. 今后将重视具有原始创新的项
目，和对我国免疫学研究有推动作用的平台技术，特
别强调应能推广应用. 免疫性疾病领域标书质量较高，
反应了我国自身免疫性疾病的主要研究方向，许多单
位都有较好的研究基础;感染与免疫这一领域申报的项
目中，天然免疫在抗感染中的作用及机制研究受到广
泛关注，抗病毒感染免疫仍是申报的重点，但总体水
平不高;自主发现和鉴定的免疫新分子在抗感染免疫中
的作用是本领域的一个亮点. 建议今后申报的项目应：
(1)加强原始创新性研究，尤其是连续的、深入的机制
和基于假设的研究有待加强; (2) 加强新技术在本领域的
应用; (3) 鼓励除病毒性肝炎以外其他感染性疾病的免疫
学问题的研究，尤其注意与我国卫生水平密切相关的
和再现的感染性疾病的研究; (4) 加强与病原生物学和生
物学学科的密切合作，避免在加强宿主免疫状态研究
的同时忽略病原本身的研究.免疫病理的项目申请者已
经考虑到从动物实验着手与临床结合，这是较好的发
展方向;生殖免疫申报的项目缺乏基础性研究工作，研
究内容大多属跟踪性工作，学科今后将加强对基础性研
究工作的支持. 移植免疫与器官移植分支学科申报项目
数呈逐年增多之势，反映器官移植术在临床医学及基础
医学领域的重要性.我国器官移植临床总体水平与国外
差距不大，但基础研究水平差距较大，主要是缺乏一支
基础研究的科研队伍. 今后鼓励基础与临床专业人员的

联合申报;支持以大动物为对象的研究项目;鼓励有创新
性的多途径诱导移植耐受;结合临床实际需要，鼓励开
展新型免疫抑制剂等研究工作.
        免疫学学科今后将进一步鼓励基础研究工作者与临
床医生以临床某一疾病为模型联合开展基础研究，从细
胞及分子水平研究疾病的发病机制及免疫治疗手段，利
用我国资源优势，共同设计、组织并完成有中国特色
的研究项目;鼓励免疫学专家与其他学科的专家积极协
作，以促进学科的交叉和渗透.
       总之，2003 年度国家自然科学基金继续把鼓励创
新作为资助的宗旨，以促进我国科技界创新能力的提
高.就消化系疾病而言，消化系肿瘤诊疗新方法的基础
研究，病毒性肝炎发病机制与防治等研究仍将是国家自
然科学基金重点资助的领域. 已经获得国家自然科学基
金重点学术期刊专项基金项目(批准号:30224810)资助的世
界胃肠病学杂志英文版(World Journal of Gastroenterology)
辟有消化系肿瘤和病毒性肝炎专栏，刊登具有中国特色
的创新研究论文.
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Abstract
AIM:To detect the expression of cyclooxygenase-2 gene and
cell cycle related genes in the carcinogenesis of esophageal
epithelia, so as to provide theoretical clues to the chemoprevention
of esophageal carcinoma.

METHODS:The samples of esophageal epithelial cells were
collected from the high incidence area of esophageal
carcinoma. Cell smear slides were made for the evaluation
of cell differentiation. The expression of COX-2, p53, p21/WAF1
and CDK4 were detected by flow cytometry.

RESULTS:The expression of COX-2 gene increased with the
progression of epithelial cells from low grade dysplasia (LGD)
to high grade dysplasia (HGD) or carcinoma. The fluorescence
index (FI) was 1.54±0.27 in the carcinoma and suspected
carcinoma groups, and the positive rate of COX-2 was 100 %.
The expression of mutant p53 and CDK4 also increased as
the epithelial cells progressed toward carcinoma. But the
expression of tumor suppressor gene p21/WAF1 was on
the opposite, and its expression sharply decreased in the
HGD and carcinoma or suspected carcinoma.

CONCLUSION:The expression of COX-2 gene significantly
increase in the carcinogenesis of esophageal epithelia, and

it also has the aberrant expression of cell cycle related genes.

Qi FY, Zhang LX, Han CL, Zuo LF, Lin PZ, Guo JW. Up-regulation of
cyclooxygenase-2 in carcinogenesis of esophageal epithelia.Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(5):508-511

摘要
目的: 探讨环氧化酶-2基因在食管上皮癌变进程中的作用

及细胞周期相关基因表达的改变，为环氧化酶 -2 抑制剂

进行食管癌化学预防提供理论依据.

方法:自食管癌高发区采集食管脱落上皮细胞，对细胞涂

片进行病理诊断，应用流式细胞仪对环氧化酶 -2、p53、

p21/WAF1及CDK4等基因在食管上皮细胞中的表达进行

定量检测.

结果:环氧化酶-2的表达随食管上皮细胞异型性的增高而

逐渐增高，在可疑癌及癌细胞中FI=1.54±0.27，100 %阳

性表达.突变型p53蛋白及CDK4的表达也随细胞异型性的

增高而明显增高，而抑癌基因 p21/WAF1 的表达则相反，

其表达在重度增生及可疑癌和癌细胞中明显缺失.

结论:环氧化酶-2在食管上皮癌变进程中表达升高，并同

时伴有细胞周期相关基因表达异常.

齐凤英,张林西,韩彩丽,左连富, 林培中,郭建文. 食管上皮癌变过程中环氧化
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0   引言

近来研究发现，环氧化酶 -2(Cyclooxygenase-2，COX-2)
在结肠癌[1]、胃癌[2]等中表达显著增高，并可能与癌
变有关.食管癌中 COX-2 的表达少见报道. 我国食管癌
癌前病变中关于 COX-2 表达的研究还未见报道. COX-2
在食管癌变中的作用机制目前还不清楚.为此，我们应用
食管拉网法对我省食管癌高发区高危人群进行普查，获
取食管上皮细胞标本，并应用流式细胞术对COX-2 及细
胞周期相关基因的表达进行定量检测，探讨 COX-2 在早
期癌变过程中的表达规律及其可能的作用，为 COX-2抑
制剂即非类固醇类抗炎药(nonsteroidal anti-inflammatary
drugs，NSAIDs)用于高危人群进行化学预防奠定理论
基础.

1   材料和方法

1.1 材料  自河北省磁县食管癌高发区现场采集食管上



皮细胞标本 952 例，其中正常 101 例，轻度增生 111
例，重度增生 I 级 569 例，重度增生 II 级 138 例，可
疑癌 14 例，癌 19 例. 采用食管拉网法，将拉网器网
球上的脱落上皮细胞部分做细胞涂片，进行细胞学诊
断，其余洗脱到 20 ml 生理盐水中，以 260 目筛网过
滤，离心 1 500 转 / min，5 min，弃去上清后加入 70 %
冷乙醇固定，放入 4 ℃冰箱中保存，以备检测. 从中
随机抽取 70 份样品进行 COX-2 基因蛋白的检测，其
中正常 5 例，轻度增生 15 例，重度增生 46 例，可
疑癌及癌 4 例. 再从中随机抽取 100 例进行 p53 蛋白表
达的检测. 其中正常组 10 例，轻度增生组 24 例，重
度增生组 62 例，可疑癌及癌 4 例.另抽取 70 份样品进
行 CDK4 和 p21/WAF1 基因蛋白的检测，其中正常 6 例，
轻度增生 15 例，重度增生 39 例，可疑癌及癌 10 例.
1.2 细胞学诊断标准  细胞学涂片经常规巴氏染色，由
二位富有经验的病理医师依据沈琼教授分级诊断标准
进行细胞学诊断.
1.3 基因蛋白定量检测的样品制备

1.3.1 试剂  COX-2 为羊抗人多克隆抗体，p53 为小鼠抗
人单克隆抗体，CDK4 为小鼠抗人单克隆抗体，p21/WAF1
为小鼠抗人单克隆抗体，工作液浓度均为 1∶100，Santa
Cruz公司产品. 第二抗体分别为兔抗羊FITC-IgG、羊抗鼠
FITC-IgG，工作液浓度为 1∶100. Jackson Immunoresearch
Laboratories，Inc 公司产品.
1.3.2 基因蛋白免疫荧光标记方法  采用间接免疫荧光
标记方法. 去除样品中的 70 % 乙醇，用 0.01 mol/L PBS

缓冲液洗涤 2 次，将细胞数调整为 1×106/ml，每份样品

加入第一抗体工作液 100 µL. 在 37 ℃水浴中温浴 30 min.
然后用 PBS 离心洗涤 2 次，弃上清，每份样品加入第
二抗体工作液 100 µL，37 ℃水中温浴 30 min，再用
PBS 离心洗涤 2 次，弃上清，以除去未结合的多余荧
光抗体. 上机检测前加入 1.0 ml PBS 缓冲液经 400 目筛
网过滤，即可上机检测. 同时设有 PBS 代替一抗和二抗
的阴性对照，以及只加一抗和二抗的阳性对照.
1.4 流式细胞术检测方法  采用美国 B-D 公司生产的
FACS420 型流式细胞仪，激发光源为 2W 氩离子激光
器，输出功率 300mW，激发波长为 488 nm，分别
进行单参数检测. 结果输入HP-300Consort 30计算机进
行处理. 测定前以鸡血红细胞作为标准样品调整仪器的
CV 值在 5 % 以内.
1.5 COX-2、p53、CDK4 及 p21/WAF1 基因蛋白表

达的定量分析  以对数方式采集数据，并以荧光指数
(fluorescence index， FI)表示他们的相对含量，公式
为：FI=(样品基因蛋白荧光强度－正常样品的平均荧光
强度)/ 正常样品的平均荧光强度. 如果 FI ＞ 1.0 为阳性
表达，FI ≤ 1.0 为阴性表达.
       统计学处理  采用SPSS10.0统计软件进行统计分析.
各组间均数比较采用单因素方差分析，组间多重比较
采用 Scheffe 法.P <0.05 时差异有显著性.

2   结果

2.1 COX-2 在食管上皮各病变组中的表达  COX-2 在
正常上皮细胞有少量阳性表达，因检测例数较少，故表
现为阳性率较高(60 %)，但其表达量很低(1.00 ± 0.09). 随
上皮细胞异型性增高，COX-2 表达明显增高(见图 1).组
间 COX-2 表达的差异具有显著性(F=8.146，P <0.01).
在可疑癌及癌细胞组 COX-2 表达的荧光指数(FI)高达
1.54 ± 0.27，100 % 阳性表达(见表 1)，分别与前 3 组
比较差异具有显著性(P <0.05).

表 1  COX-2 在食管上皮各病变组中的定量表达

细胞学分级  n    FI( sx ± )   阳性 n(%)

正常组(1)   5 1.00 ± 0.09          3(60)

轻增组(2) 15 1.09 ± 0.10        12(80)

重增组(3) 46 1.24 ± 0.21   39(84.78)

可疑癌及癌(4)   4 1.54 ± 0.27        4(100)

2.2 p53蛋白在食管上皮各病变组中的表达  p53 蛋白表
达也随食管上皮细胞异型性的增高而逐渐增高，尤其
是在可疑癌及癌细胞组表现的尤为突出(见图1). 其表达
的阳性率也是随细胞学分级的增高而逐步上升(见表2).
组间比较差异非常显著(F=27.285，P <0.01);其中主要
是正常组与重增、癌组，轻增与重增、癌组差异有显著
性(P <0.05)

表 2  P53 蛋白在食管上皮细胞各病变组的表达

细胞学分级  n p53 FI( sx ± ) 阳性 n(%)

正常组(1) 10 1.00 ± 0.11        0

轻增组(2) 24 1.10 ± 0.15    5(20.8)

重增组(3) 62 1.36 ± 0.32  34(54.8)

可疑癌及癌(4)   4 2.28 ± 0.20     4(100)

2.3 CDK4及p21/WAF1的表达与细胞学分级的关系  随
细胞异型程度的增高 CDK4 蛋白表达含量也明显增多(见
图 2)，在可疑癌及癌细胞组 FI 值达 1.50 ± 0.26 (见表 3);
各组间蛋白表达量差异具有显著性(F=5.25，P =0.003)，
主要是正常细胞组与可疑癌及癌细胞组间差异显著
(P  <0.01); 而抑癌基因p21/WAF1的表达含量随细胞异型
性的增高而逐渐降低(见图 2)，在可疑癌及癌细胞组减
少最为明显(FI=0.71 ± 0.08). 各组间表达量的差异具有
显著性(F=23.51，P <0.01). 组间两两比较，除正常组
与轻增组外，其余各两组间差异具有显著性(P <0.01).

表 3  CDK4 及 p21/WAF1 在食管上皮各病变组的定量表达

细胞学分级  n            CDK4 FI( sx ± )            p 2 1  FI( sx ± )

正常组(1)   6 1.00 ± 0.10 1.00 ± 0.09

轻增组(2) 15 1.24 ± 0.18 0.96 ± 0.10

重增组(3) 39 1.29 ± 0.28 0.77 ± 0.11

可疑癌及癌(4) 10 1.50 ± 0.26 0.71 ± 0.08
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2.4 CDK4 与 p21/WAF1 基因蛋白表达的相关分析  CDK4
与 p21/WAF1 表达呈显著负相关(r =-0.431， P <0.01).

图 1  COX-2 及 p53 在食管上皮癌变过程中的表达.

图 2  CDK4 及 p21/WAF1 在食管上皮癌变过程中的表达.

3   讨论

近年来流行病学研究发现，长期服用阿司匹林等非类
固醇类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory drugs，
NSAIDs)可降低食管、结肠及胃等部位癌的危险性[3].
Funkhouser et al [4]通过对美国 1.4 万居民跟踪 12-16 a 流行
病学研究发现，经常服用阿司匹林可使形成食管癌的
危险性降低 90 %. 而阿司匹林、消炎痛等 NSAIDs 正
是 COX 的抑制剂. 因此提示 COX 主要是 COX-2 可能在
食管上皮细胞癌变中起重要作用.因中国的食管癌发生
具有明显的地域特征[5]，这也为 NSAIDs 在高发区进行
化学预防提供了新思路.
       环氧化酶(cyclooxygenase，COX)又称前列腺素合
成酶，是催化前列腺素合成的限速酶. 现知 COX 有两
种异构酶: COX-1 和 C0X-2，二者的氨基酸序列有 60 %
以上同源性. COX-1 在大多数哺乳动物组织呈常规表
达，执行“看家”功能，而 C O X - 2 则呈诱导性表
达. 目前，对食管癌中 COX-2 表达的研究较少. 尤其
是中国食管癌中 COX-2 表达的研究鲜见报道. 本研究
采用食管拉网法获取食管上皮细胞，应用流式细胞术
对正常及各级病变中 COX-2 的表达进行定量检测. 这
是对食管癌前病变中COX-2表达定量检测的首次报道.
研究发现在正常细胞组基本无 COX-2 表达，但随上皮
细胞异型性增高，COX-2 表达的荧光指数(FI)迅速增
高，尤其在重增组、可疑癌及癌细胞组表现尤为突出.
Shamma et al [6]对食管癌变过程中各种病变中COX-2表

达进行的检测发现，COX-2 表达在重度异型增生上皮
中异常增高并认为COX-2对重度异型增生是敏感指标.
而另有学者[7]认为 COX-2 可能在食管下段鳞癌形成中
起一定作用. 食管下段更易发生腺癌，所以又有人认为[8]

COX-2表达可能与食管腺癌形成有关而与鳞癌无关. 总
之，COX-2 在食管癌形成早期过度表达，提示其过
度表达可能参与了食管上皮的早期癌变进程. 但其作用
机制目前还不清楚.其可能的机制为: (1)COX-2 过度表
达能促进肿瘤血管生成，从而促进肿瘤的生长及血道
转移[1]; (2)COX-2过度表达抑制了细胞凋亡. 因为有学者
研究发现[9,10]，用 COX-2 选择性或非选择性抑制剂可
以抑制癌细胞的生长并诱导其发生凋亡.但也可能有其
他途径存在[11].
        越来越多的资料表明:食管癌的发生与多种癌基因
的激活和/或抑癌基因的失活有关. P53及p21/WAF1都
是调节细胞周期中 G1 → S 期转变的重要蛋白.过去对
p53、p21/WAF1 等的研究，大多集中在实体癌或癌
旁组织. 部分研究显示[12-17]，p53 或 p21 在众多癌基因
或抑癌基因中是预后标志物. 然而 p53 及 p21 等在癌前
病变中的表达情况如何少见报道.本研究中对食管癌高
发区食管上皮细胞中 p53 蛋白的检测发现，有 45.9 %
(39/85)食管癌前病变中有 p53 蛋白的积聚，且随异型
性增高，p53 蛋白积聚也逐渐增多.在重增组为 54.8 %
(34/61)，在可疑癌及癌细胞组其 FI=2.28 ± 0.20，100 %
阳性表达.提示癌形成时 p53 蛋白明显积聚，基本丧失
了对细胞生长的抑制调控. 而抑癌基因 p21/WAF1 表达随
上皮细胞异型性增高而显著减少.这样抑癌基因p21/WAF1
及 p53 逐渐丧失了对细胞周期的抑制，尤其是对 CDKs
的抑制. 同时本研究发现，CDK4 表达随细胞异型性增
高明显增高，并且 CDK4 与 p21/WAF1 表达呈显著负相
关.而正常细胞周期的控制需要 CDK4 和抑制蛋白之间的
平衡[18]. 无论是抑制蛋白 p53 的异常积聚或 / 和 p21/WAF1
的表达减少 / 缺失，还是 CDK4 的表达增高，都最终
导致食管上皮细胞的细胞增生周期失控，从而异常增
生发生癌变.

        关于 COX-2 表达与细胞周期调控蛋白在食管上皮

癌变中的作用国内外还未见报道. 是由于 COX-2 过度

表达从而产生多种花生四烯酸代谢产物( 如 P G E 2 、

PGF2、PGI等)从而导致的细胞相关基因表达的异常，还

是细胞周期紊乱后相关基因表达异常从而诱导COX-2基

因过度表达，目前还不清楚. 本研究发现，在食管上皮癌

变进展中，COX-2 与 p53 表达都明显升高，说明 COX-2

与 p53 表达可能有一定的相关性. Rajnakova et al [19]对胃癌

中 COX-2 的研究发现，p53 阳性积聚的肿瘤中 COX-2

表达也增强. 并认为COX-2过度表达可促进无p53功能

的肿瘤细胞生长.但也有相反的报道[20].

        由此可见，在食管上皮癌变过程中 COX-2 表达上

调，并同时伴有细胞周期相关基因表达异常. COX-2

在食管上皮癌变进程中的表达及其作用机制还有待进
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一步研究. 虽然有关研究显示一些非类固醇类抗炎药

(NSAIDs)可以诱导食管癌细胞的凋亡，NSAIDs 能否应
用于食管癌高发区进行预防，还需要广泛的进一步研究.
NSAIDs 应用于实际对高危人群进行化学预防还不成熟.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of p27kip1 mediated
by adenovirus vector on esophageal carcinoma in vivo.

METHODS:Eca109 cells were injected into the subcutaneous
tissue of nude mice to establish tumors. The transplanted
tumors were reproduced among the nude mice contionually
after original grafts grew well. The model of esophageal
carcinoma in nude mice was established by transplanting
the tumor tissue mass into the subcutaneous tissue of nude
mice .The successful constructed recombinant adenoviral
vector carrying p27kip1 gene and LacZ recombinant adenovirus
were directly injected into the esophageal tumors in nude
mice respectively. Compared with control group, the growth
curves of tumor were drawed and the growth inhibition rates
of tumor were calculated.

RESULTS:The growth of tumors in gene therapy group with
p27kip1 was obviously suppressed, which had a significant
difference compared with control group (P <0.001). The
growth inhibition rate of tumor reached 64.1 %.

CONCLUSION:p27kip1 gene therapy mediated by adenovirus
vector has significant inhibitory effect on esophageal carci-
noma in vivo.

Zhang WG, Wu QM, Tong Q, Yu JP. Inhibitory effect of p27kip1 mediated
by adenovirus on model of esophageal carcinoma in nude mice. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):512-516

摘要
目的:用腺病毒为载体，来研究 p27kip1 基因对食管癌的

体内抑制作用.

方法:用人食管癌细胞 Eca109 接种于裸鼠皮下，原代生长

后在鼠间传代，再用组织块移植法构建食管癌裸鼠模型，

应用直接注射法，将成功构建的携带人 p27kip1基因的重

组腺病毒及 LacZ 重组腺病毒导入裸鼠食管癌瘤体中，与

对照组比较，绘制肿瘤生长曲线，并计算肿瘤生长抑制率.

结果:p27kip1 基因治疗组肿瘤生长明显受到抑制，与对

照组比较，有显著性差异(P <0.001)，肿瘤生长抑制率

达 64.1 %.

结论:腺病毒介导的p27kip1基因对食管癌具有较显著的体

内抑制作用.

张卫国,吴清明,童强,于皆平. 腺病毒介导的 p27kip1 对食管癌裸鼠模型抑制

的作用. 世界华人消化杂志  2003;11(5):512-516

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/512.htm

0   引言

食管癌常见，其发生、发展涉及多个基因及分子水平
的变化[1-12]，目前无论是传统的手术、化疗及放疗，
还是所进行实验研究的基因治疗，都未能取得满意的
疗效，而针对细胞周期调控，这一分子基因水平上癌
变过程共同通道的治疗可能是食管癌防治的有效途径.
p27kip1蛋白是新近发现[13]的一种重要的具有细胞周期
负调控的因子，使细胞停滞于 G1 期，不能完成 G1/S
期 转 换 ， 增 生 受 抑 制 . 我 们 以 腺 病 毒 为 载 体 ， 将
p27kip1 基因导入人食管癌裸鼠模型瘤体中，来研究
以 p27kip1 为目的基因，恢复细胞正常的负性周期调
控来治疗食管癌，以探求一种有效的基因治疗新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  SPF 级 Balb/C 裸小鼠、人食管癌细胞株 Eca109
均由中国医学科学院肿瘤研究所提供，裸小鼠雌雄兼
用，4 周龄. 293 细胞购自中国科学院上海细胞库.
pCMV5p27kip1由北京大学第一医院泌尿外科研究所王
刚博士惠赠. pACCMVPLPA 和 PJM17 由军事医学科学
院二所吴祖泽院士惠赠. 大肠杆菌 DH5a 由北京大学第
一医院心内科彭旭博士惠赠. Ad-LacZ由我院生命科学
研究所提供. p27kip1cDNA及腺病毒PCR引物由赛百胜
生物公司设计、合成.内切酶 Kpn Ι，BamH Ι及 T4
DNA ligase 购自华美生物工程公司，Lipofectamine，
DMEM 购自 Gibco 公司.CsCl 购自 Sigma 公司. 特级新生



小牛血清购自杭州四季青生物工程有限公司.
1.2 方法

1.2.1 重组腺病毒载体的构建及扩增  将 pCMV5p27kip1，
pACCMVPLPA 分别用 Kpn Ι， BamH Ι双酶切，获得
p27kip1cDNA 及腺病毒片段，以定向克隆方式用 T4
DNA ligase 连接，连接产物为穿梭质粒 pAd-p27kip1，
Lipofectamine 介导 pAd-p27kip1 与 PJM17 共转染 293 细
胞，制备出携带 p27kip1 基因的重组腺病毒载体 Ad-
p27kip1[14]. 将 Ad-p27kip1 直接感染 293 细胞，293 细胞为
腺病毒E1区转化的人胚肾细胞，培养条件为100 mL/L新
生小牛血清的 DMEM 培养基，在 37 ℃，50 mL/L CO2

培养箱中培养，用倒置相差显微镜观察细胞病变，当
90-100 % 细胞出现病变，10-20 % 细胞脱落时，收
集细胞及病毒上清，将病毒上清反复感染293细胞，收
集细胞. 取病毒上清 200 µL，加入等体积裂解液，混
匀，煮沸 20 min，加入 10 g/L 蛋白酶 K 10 µL，37 ℃
水浴 3 h，加等体积酚 / 氯仿，彻底混匀，12 000 r/min
离心 10 min，吸取上清，加 1/10 体积 NH4AC， 2.5 体积无
水乙醇， 等体积异丙醇温放置沉淀 DNA，12 000 r/min
离心 5 min，去上清，保留沉淀，加 1 mL 750 mL/L
乙醇洗涤，12 000 r/min 离心 5 min，去上清，自然
干燥，加入三蒸水 20 µL，以此为 DNA 模板进行扩
增鉴定.p27kip1 引物上游：5’-CCTAGAGGGCAAG
TACGAGTG-3’，下游：5’-GAAGAATCGTCGGTT
GCAGGTCGCT-3’. 腺病毒引物上游：5’-TCGTTT
CTCAGCAGCTGTTG-3’，下游：5’-CATCTGAAC
TCAAAGCGTGG-3’. PCR 反应体系：病毒 DNA 10 µL，
引物各 5 µL，2 mmol/LdNTP 5 µL，Taq 酶 1 µL，MgCl2

2 µL，10 × PCR buffer 5 µL，加水至反应终体积为
50 µL，用矿物油覆盖，94 ℃变性 5min，然后 94 ℃
30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，循环 30 次，最后 72 ℃
延伸 10 min，在 8 g/L 琼脂糖凝胶中将扩增产物进行
电泳，对病毒进行鉴定. 将细胞在 -80 ℃与 37 ℃之间
反复冻融 3 次以释放出病毒，用 CsCl 超速密度梯度离心
2 次提取病毒，装入透析袋，置入透析液(10 mmol/L
Tris-HCl，1mmol/LMgCl2，100 mL/L 甘油)，应用磁
力搅拌器 4 ℃透析 2 次进行纯化.对纯化后的重组腺病
毒用有限稀释法，紫外分光光度计测定其滴度. Ad-LacZ
为带有 LacZ 报告基因的重组腺病毒，其扩增、纯化
及滴度测定同上，将含LacZ重组腺病毒的上清感染293
细胞，48 h 后固定细胞，X-gal 染色，显微镜下蓝
染的细胞，即 LacZ 基因表达阳性的细胞.
1.2.2腺病毒介导的p27kip1对食管癌裸鼠模型抑制作用

人食管癌裸鼠模型的构建: 取对数生长期的人食管癌细
胞 Eca109，PBS 清洗后制成每升含 1 × 1010 细胞悬液，
每只按 0.1 mL 接种于 4 周龄 Balb/C 裸小鼠皮下，原代生
长后在鼠间传代，再取出瘤体，将肿瘤制成 0.3 × 0.3 cm
的小块，采用组织块移植法置入 4 周龄 Balb/C 裸小鼠
右背侧皮下，共 36 只，动物饲养于中国医学科学院

实验动物研究所，清洁级动物室内，裸鼠所用饲料、
水及用具均经灭菌处理.待肿瘤长至 0.7 cm 左右时，取
其中 21 只肿瘤体积较为均一的裸鼠，随机分为 3 组，
每组 7 只，采用肿瘤局部直接注射法，对照组中每只裸
鼠瘤体内注射 PBS 0.1 mL，实验组 1 中每只注射 Ad-LacZ
(病毒含量 1010pfu)0.1 mL，实验组 2 中每只注射 Ad-
p27kip1(病毒含量 1010pfu)0.1mL，隔日注射 1 次，共
4 次，连续观察 4 wk. 每 3 d 测量各组肿瘤体积 1 次，
绘制肿瘤生长曲线，肿瘤近似体积按公式 V = π / 6
[(A+B)/2]3 计算(A，B 分别为肿瘤的最长径、最短径).
4 wk 后处死动物，剥离肿瘤，称质量，按公式肿瘤
生长抑制率(%)=(对照组肿瘤质量 - 实验组肿瘤质量)/
对照组肿瘤质量× 100 %，求出肿瘤生长抑制率.
         统计学处理 采用 t 检验

2   结果

2.1 Ad-p27kip1及Ad-LacZ的扩增  两种重组腺病毒感
染 293 细胞后，显微镜下均可见细胞变圆、聚集成
团、呈葡萄串样病变改变(图 1、2)，Ad-p27kip1 PCR
鉴定结果见图 3，以 pCMV5p27kip1 为模板，扩增出
275 bp 的 p27kip1cDNA 片段，以 pACCMVPLPA 为模
板，扩增出 860 bp 的腺病毒基因片段，以提取的病
毒 DNA 为模板，则同时扩增出 275 bp 的 p27kip1cDNA 片
段和 860 bp 的腺病毒基因片段，阴性对照组无 PCR 产物.
Ad-p27kip1 纯化后经测定，其滴度为 1.60 × 1015pfu/L，
A260/A280 >1.3. Ad-LacZ 感染 293 细胞后，经固定，X-gal
染色，显微镜下可见较多蓝染的细胞，Ad-LacZ 纯化
后经测定，其滴度为 1.48 × 1015pfu/L，A260/A280>1.3，
表明两种腺病毒均为实验所需重组腺病毒，且滴度、纯
度较高，能满足基因治疗的需要.

图 1  Ad-p27kip1 感染 293 细胞后细胞病变.

2.2 食管癌裸鼠模型的治疗  采用组织块移植法接种 12 d

后，裸小鼠右背侧皮下均可见 0.7 cm 左右的肿瘤，成

瘤率达 100 %，且动物生长状态良好.治疗实验裸鼠连

续观测4 wk， 动物生长状态较好， 无死亡. Ad-p27kip1

组肿瘤生长显著慢于对照组，Ad-LacZ 组则与对照组

差异不明显(图4). 4 wk后处死动物，剥离肿瘤，称质量，

Ad-p27kip1 组瘤体质量显著低于对照组(0.42±0.08 g vs
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1.17±0.30 g， P <0.001)，而 Ad-LacZ 组瘤体质量与对
照组无明显差异(1.00±0.23 g vs 1.17±0.30 g，P >0.05)，
肿瘤生长抑制率达 64.1 %(图 5).

图 2  Ad-LacZ 感染 293 细胞后细胞病变.

1:阴性对照组；2:200 bp ladder marker；3:pCMV5p27kip1 为模板，扩增
出 275 bp 基因片段；4:Ad-p27kip1 为模板,同时扩增出 275 bp 和 860 bp
两个基因片段；5:pACCMVPLPA 为模板,扩增出 860 bp 基因片段.
图 3  琼脂糖凝胶电泳鉴定 Ad-p27kip1 的 PCR 扩增结果.

图 4  各组裸鼠肿瘤生长曲线.

图 5  基因治疗后各组裸鼠肿瘤比较.

3   讨论

近年来，基因治疗为肿瘤的防治带来了新的契机. p53
基因治疗已从离体细胞实验过度到动物模型基因治
疗，并已步入临床实验阶段，国内外学者对食管癌
的 体 外 、 体 内 基 因 治 疗 的 实 验 研 究 中 ，将 p 5 3 ，
p21，p16，Egr-1，FHIT，Cox-2，IL-2，VEGF，
E2F-1， N116Y 作为目的基因，取得了一定的疗效[15-25]，
Shimada et al [26]报道以腺病毒为载体的 p53 治疗 4 例食
管癌患者，尚未发现不良反应. 但总体疗效尚不令人满
意，目前正积极寻求一种或几种能打断细胞癌变共同
通道的组织特异性基因作为食管癌基因治疗的突破.
p27kip1 是一种抑癌基因，其编码的蛋白属细胞周期
蛋白依赖性激酶抑制蛋白(cyclin depentent kinase inhibitors，
CDKI)Cip/Kip 类，主要作用于 G1 期，抑制 cyclin E-CDK2
和 cyclin D-CDK4 等 G1 期激酶复合物，使细胞不能通
过 G1 期. 研究表明在食管癌中 p27kip1 表达下降，与
肿瘤细胞的分化程度正相关，是食管癌的一个独立预后
指标，并认为 p27 表达下降是食管癌发生的早期事件[27-31].
由于 p27kip1 的研究起步较晚，以其作为目的基因的
体外、体内治疗的研究不多见，用于治疗食管癌几近
未见报道，实验表明以腺病毒为载体将p27kip1转染肺
癌、肾癌、前列腺癌细胞后，p27kip1 在肿瘤细胞内高
表达，细胞停滞于 G1 期，凋亡增加，细胞增生受阻，
导入裸鼠移植瘤内，瘤体生长明显减慢[32-36]，其中
Park et al [34]研究发现经治疗后有 20 % 的肺癌裸鼠移植
瘤完全消失，国内学者将外源性p27kip1导入肝癌细胞
中，也发现细胞停滞于 G1 期，生长明显受阻[37,38]，我
们曾研究以腺病毒介导的 p27kip1 转染胃癌细胞株
SGC-7901，同样表明 p27kip1 能显著抑制细胞增生[39]. 以
上表明 P27kip1 可以作为目的基因用于肿瘤的基因治疗.

       我们以 p27kip1 为目的基因，以腺病毒为载体，采

用直接注射，体内治疗食管癌. 我们所选用的腺病毒载

体缺少基因 E1 区，而在他们的位置上加入了治疗基

因，由于病毒其他早期基因的表达需要 E1 区基因产物

的协助，所以病毒载体是不能自我复制的，其装配细

胞 293 细胞基因组内嵌有 E1 区基因片段，并可持续表

达 E1 蛋白，为 E1 区置换的载体提供反式补偿，这类

载体能定位于细胞核DNA，高水平表达外源性基因，且

病毒复制缺陷，不整合入宿主基因组而极少致突变危

险，无野生型病毒污染，较为安全. 我们的研究表明，

该治疗能有效抑制食管癌肿瘤的生长，单基因治疗的

抑瘤率达 64.1 %，从肿瘤生长曲线上提示，瘤体的生

长后期较前期加快，可能与p27kip1蛋白的本身的生物

学特性有关，p27kip1 蛋白被称为“短寿命蛋白”，其

半衰期较，而肿瘤细胞中泛素 - 蛋白酶体活性的增

强，更加速了 p27kip1 蛋白的降解[40]，另外蛋白激酶

B 在 p27kip1 胞核定位基序 T157 位置使其磷酸化，使

p27kip1 潴留于胞质，不能进入胞核而发挥其作用[41,42]，

这些因素加上治疗后基因表达的快速衰退，使得该治
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疗的肿瘤抑制效应受到一定的限制.
        本研究表明，腺病毒介导的 p27kip1 基因对食管癌
具有较显著的体内抑制作用，提示 p27kip1 可能是一种
治疗食管癌较特异性的目的基因，为基因治疗食管癌提
供了一个新的方法，相信随着对 p27kip1 研究的不断深
入，p27kip1 的基因治疗特别是联合多项基因治疗有望
步入临床，在食管癌的治疗上成为新的突破口.
       致谢  感谢中国医学科学院陈志高、代金文、孙
淑华、王艳荣、华克非、方金玉；军事医学科学院吴祖
泽；北京大学王刚、彭旭的帮助.
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Abstract
AIM:To construct the recombinant adenovirus encoding
human cox-2 antisense RNA, and to investigate its effect on
synthesis of DNA and proteins in esophgeal carcinoma cell
line EC9706.

METHODS:The shuttle plasmid encoding antisense cox-2
was constructed by cloning cox-2 cDNA fragment in the
reverse direction into the pHCMVSP1A. Then the plasmid
pJM17 and the shuttle plasmid were cotransferred into 293
cells with lipofectamine for homologouse recombinantion
to acquire recombinant adenovirus confirmed by PCR. The
expressions of cox-2 in esophgeal carcinoma cell line EC9706
cells were evaluated, and its effects on cell proliferation were
determined by cell growth rate, 3H-TdR and 3H-Leucine
incorporation.

RESULTS:The recombinant adenovirus encoding antisense
cox-2 fragment ad-AShcox-2 was obtained with the titer of
0.86±1012 PFU/ml. Ad-AShcox-2 can reduce the expression
of cox-2, and inhibit cell growth rate and cause cellular death.
Meanwhile, The efficiencyof 3H-TdR and 3H-Leucine incor-
poration was significant lower than that in the control group
at 48, 72, 96 hours (q48 h = 16.36 vs 16.36 , q 72 h = 39.07 vs
19.90 , q96 h= 54.80 vs 30.33;P <0.001).

CONCLUSION:Reducing the expression of cox-2 may inhibit
the proliferation of esophageal cancer cells through inhibiting

the synthesis of DNA and protein.

Li SB, Wu QM, Wang Q, Wang XH, Xie GJ.Effects of adenovirus-mediated
human cox-2 antisense RNA on synthesis of DNA and proteins in esophgeal
carcinoma cell line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):517-521

摘要
目的:构建表达人 cox-2 反义 RNA 的腺病毒载体，研究其

对人食管癌细胞株 DNA 和蛋白质合成的影响.

方法: 把人 c o x - 2 的 c D N A 片段反向克隆于穿梭质粒

pHCMVSP1A 的 CMV 启动子之下，获得 pAd-AShcox-2，

通过脂质体与 pJM17 共转染 293 细胞，经同源重组产生

编码 cox-2 反义 RNA 的重组腺病毒 --Ad-AShcox-2. 经

PCR 的方法鉴定为阳性克隆并大量扩增、纯化，转染食

管癌细胞 EC9706，采用生长细胞计数，免疫细胞化学、
3H-TdR、3H-Leucine 掺入法，研究对食管癌细胞生长、

DNA 及蛋白质合成的影响.

结果:成功构建并扩增、纯化得到编码 cox-2 反义 RNA 的

重组腺病毒Ad-AShcox-2，滴度达0.86×1012  PFU/ml；Ad-

AShcox-2 感染肿瘤细胞后， cox-2 表达水平明显降低，
3H-TdR、3H-Leucine 掺入量明显减少，与对照组在

48h、72h、96h 比较有显著性差异(q48 h=16.36 及 16.36 ，

q72 h= 39.07 及 19.90 ， q96 h= 54.80 及 30.33；P <0.001);同

时发现食管癌细胞的生长明显受抑制.

结论:表达cox-2反义RNA 重组腺病毒感染人食管癌细胞

后可降低 cox-2 表达水平，使 DNA 合成降低、蛋白质

合成减少，且抑制食管癌细胞生长、增生，提示抑制 cox-

2的表达可能是治疗食管癌的一种新途经.

李胜保,吴清明,王强,王小虎,谢国建. 腺病毒介导的 cox-2 反义 RNA 对食管

癌细胞株DNA和蛋白质合成的影响.  世界华人消化杂志  2003;11(5):517-521
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0   引言$%

近年来，流行病学资料研究表明长期坚持服用非甾体
类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory drugs，NSAID)
如阿司匹林等可使大肠癌的危险性降低 40-5 0 %[1,2]，使
家族性腺瘤型息肉病(familial adenomatous polyposis， FAP)的
癌变率和死亡率降低，使息肉数量和体积减小[3]. NSAID
类药物作用的中心环节是抑制环氧化酶(cyclooxygenase，
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c o x ) 的活性，而 c o x 是花生四烯酸转化为前列腺素
(prostaglandins，PGs)的限速酶，他有两个同工异构体[4]-
cox-1 和 cox-2，其中 cox-1 为原生型，在机体大多
数组织中都有不同水平的表达，经 cox-1 途径产生的
PGs 在机体中主要起生理性保护作用，因此 cox-1 又
称“管家基因”(housekeeping gene);cox-2 为诱生型，在
机体大多数组织中无表达(平滑肌细胞血管内皮细胞、
炎性细胞除外)，多因各种生长因子、丝裂原、内毒
素、前致癌物等刺激后迅速产生，在许多癌组织中
高度表达，可能与癌症的发生、发展有关[5]. 本课题
利用基因重组技术构建 cox-2 的反义 RNA 重组腺病
毒，转染人食管癌细胞株 EC9706，研究其对食管癌
细胞生长、DNA 合成的影响，进一步探讨 cox-2 的促
癌机制.

1   材料和方法

1.1 材料  酶及主要试剂 内切酶 BamHI、XbaI、T4DNA
Ligase 购自华美生物工程公司；1 640、Lipofectamine
购自 GIBCO/BRL 公司，低熔点琼脂糖，X-gal 购自
Promega 公司；CsCl 购自 Sigma 公司；3H-TDR、3H-
Leucine 购自北京原子能研究所；cox-1、cox-2 抗体
购自 Santa Cruz 公司，SP 试剂盒购自北京中山生物公
司；cox-2cDNA 及腺病毒 PCR 引物由赛百胜生物公司
设计、合成. 质粒和菌株 Ad-LacZ 由我分子生物学实
验室王家宁博士惠赠，cox-2 质粒 PCRTM Ⅱ Vector 由美国
Vanderbilt University 管又飞博士惠赠，pHCMVSP1A 和
pJM17由军事科学院二所吴祖泽院士惠赠. DH5α由北京医
科大学第一医院心内科彭旭博士惠赠.细胞系 293 细胞
为腺病毒 E1 区基因转化的人胚肾细胞系，培养条件
为 10 % 新生小牛血清的高糖 DMEM 培养液，在 37 ℃、
5 % CO2 孵箱中培养.食管癌细胞株EC9 706由中国医学科
学院王明荣教授惠赠，培养条件为 3 % 1 640，在 37 ℃、
5 % CO2 孵箱中培养. 仪器高速冷冻离心机(Jouan，意大
利)，二氧化碳培养箱(sanyD，日本)，超高冷冻离心
机(Hitachi，日本)，倒置相差显微镜(Olympus IX-70，
日本) ，P C R 扩增仪( 美国) ，液体闪烁计数仪( 美国
Beckman)，紫外分光光度计(752 型，上海)，空气浴、
水浴摇床.
1.2 方法  (1)cox-2 反义 RNA 重组腺病毒载体的构建、
鉴定、扩增、纯化、滴度测定 质粒 pCRTMIIcox-2 经
Xba I BamH I 双酶切获得 COX -2 cDNA 片段，反向
克隆于穿梭质粒 pAdHCMV SP1A 的 Xba I、 BamH I 两
位点上；连接产物为 pAd-AShcox-2，后者经转化大
肠杆菌 DH5α 进行质粒扩增，酶切鉴定为阳性质粒后进
行大量扩增、纯化.Lipofectamin 介导穿梭质粒 pAd-
AShcox-2 与 pJM17 共转染 293 细胞，待 293 细胞出现
病变、脱落细胞约 20 % 再收集上清. 取病毒上清提取
病毒 DNA，经 PCR 鉴定. cox-2 上游引物：5’-TTG
GCT TCA AGA CTG AGA TA-3’，下游引物： 5’-

AGC CCA AAT TAT TGG TTC；腺病毒引物上游引
物：5’-TCG TTT CTC AGC AGC TGT TG-3’，下
游引物：5’-CAT CTG AAC TCA AAG CGT GG-3’.
PCR 反应体系：取病毒 DNA10 µl，20 µmol/L 引物各
10 µl(腺病毒引物为 5 µl)，10 × PCR buffer 5 µl，MgCl2

2 µl ，2 mmol/L dNTP5 µl， Taq 酶 1 µl，加水至 PCR
反应终体积 50 µl，用矿物油覆盖，94 ℃变性 5 min，
然后 94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，循环 30 次，
最后 72 ℃延伸 10 min，在 1.0 % 琼脂糖凝胶中进行电
泳，能同时扩增 cox-2 的 cDNA 片段和腺病毒片段为
阳性重组克隆，不加模板进行 PCR 扩增作为阴性对照.
鉴定为阳性重组腺病毒后反复转染 293 细胞，收集 293
细胞，反复冻融碎裂 293 细胞，用 CsCl 超速梯度离
心 2 次，收集病毒，经透洗袋纯化病毒，最后用有
限稀释法进行病毒滴度测定. (2)病毒感染率测定 用带有
LacZ 报告基因的重组腺病毒 Ad-LacZ 按不同的感染倍
数(multplicity of infection，MOI)感染食管癌细胞，48 h
后固定细胞，X-gal 染色，显微镜下记数被染成蓝色
的细胞，即为 LacZ 基因表达的阳性细胞，确定蓝染百
分率. (3)细胞生长曲线 细胞按1×104/孔分别接种在24
孔培养板中，细胞长至 40-50 % 融合时，按一定的
MOI 感染癌细胞，定期消化收集细胞，每个时间点设
三个平行组，计数取平均值及标准差，连续计数 4 d.
对照组包括加病毒Ad-LacZ 组和不加病毒组.(4)食管癌
细胞 cox-2 的表达的测定 分别取第 24、48、72、96
小时培养的癌细胞进行消化、收集、离心，PBS 漂
洗 1 次，吹散食管癌细胞，作细胞涂片，电吹风吹
干后，用 4 ℃冷丙酮固定 10 min.此后按 SP 免疫细胞化
学实验方法进行. (5) 3H-TdR及3H-Leucine掺入试验 按
1 × 104/ 孔分别接种在 24 孔培养板中，待细胞长到 40-
50 % 融合时，实验组和对照组 3 % Fcs1 640 培养 3 h
后改为无 Fcs1 640，培养 12 h，各组加入 1 µCi 3H-
TdR 或 3H-Leucine，分别于 24 h，48 h，72 h 用 PBS
漂洗 1 次，甲醇固定 10 min，无水乙醇 10 min，最
后加 0.1 M 的 NaOH 200 µl，经吹打后各取 200 µl 入
5 ml 闪烁液中混匀、过夜，次日测定 3H 放射强度
(CPM);每组设三孔，重复三次.
       统计学处理  先 F 检验，后用 q 检验.

2   结果

2.1表达cox-2反义RNA重组腺病毒的构建  将目的基
因 cox-2 cDNA 片段反向克隆到 pAdHCMVSP1A 上，酶
切鉴定挑选表达 cox-2 反义 RNA 的重组质粒 pAd-
AShcox-2，(见图 1)，使其和 pJM17 共转染 293 细胞，
经同源重组，产生编码 cox-2 反义 RNA 的复制缺陷型重
组腺病毒 Ad-AShcox-2，PCR 鉴定结果(见图 2)， 扩增产
物为 277 bp 的 cox-2 cDNA 片段和 860 bp 的病毒基因
骨架片段；Ad-AShcox-2 经扩增、提取、纯化，经
测定 Ad-AShcox-2 滴度达 0.86 × 1012PFU/ml.
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图 1  基因重组图谱.

图 2 琼脂糖凝胶电泳鉴定 Ad-AShcox-2 的 PCR 扩增结果.
1:对照组; 2:pHCMVSP1A 组;3:pAd-AShcox-2 组；4:Ad-AShcox-2
组;5: 200 bp Ladder.

2.2 重组腺病毒的转染效率  Ad-LacZ 按 MOI 为 25、
50、100、200 的强度分别感染食管癌细胞，48 h 后
进行 X-gal 染色，显示转染效率分别为 90 %、100 %、
100 %、100 %，表明 MOI >25 时，90 % 以上的 EC9 706
细胞被 Ad-LacZ 感染.
2.3 免疫细胞化学染色  结果显示:实验组 Ad-AShcox-2
cox-2表达与对照组Ad-LacZ组和空白对照组比较明显
减少，病毒转染第 3 天表达水平最低(见图 3).
2.4 细胞生长曲线  细胞生长曲线显示 Ad-AShcox-2 组
癌细胞计数随时间推移有明显降低的趋势，第 96 小
时细胞计数最少；而 Ad-LacZ 组和空白对照组癌细胞
计数随时间的推移有明显增多的趋势(见图 4).
2.5 Ad-AShcox-2 对食管癌细胞3H-TdR 及3H-Leucine

掺入量的影响  Ad-AShcox-2 组 3H-TdR 及 3H-Leucine
掺入量明显低于对照组(P <0.001)，并随着时间的推移
有下降的趋势，以第 4 天最明显；而 Ad-LacZ 组和空
白对照组 3H-TdR 及 3H-Leucine 掺入量均在增加，二
者比较无统计学差异(P  >0.05)(见表 1，表 2).

A  Ad-AShcox-2 组大部分 EC9706 细胞 Cox-2 表达明显减少.
B  Ad-LacZ 组 EC97076 细胞 Cox-2 高表达.
C  空白对照组 EC9706 细胞 Cox-2 高表达.
图 3  实验组 Ad-AShcox-2 、对照组 Ad-LacZ 组和空白对照组 cox-2 表
达情况.

图 4  Ad-AShcox-2 及 Ad-LacZ 对食管癌细胞株 EC9706 生长的影响.

表 1  3H-TdR 掺入量( sx ±  CPM/Well)

组别 48 h      72 h      96 h

Ad-AShcox-2 2 504.67 ± 340.74b  2 372.22 ± 115.18b  279.22 ± 45.36b

Ad-LacZ 3 481.78 ± 114.57   3 656.44 ± 82.75   4 424.67 ± 82.75

Control group       3679 ± 99.51     3 750.67 ± 71.77  4 400.44 ± 381.56

三组之间的比较:F48 h=76.75,F72 h= 548.77,F96 h= 995.80 (P <0.001);反义基因
组与空白对照组间的比较:q48 h= 16.36, q72 h= 39.07,q96 h= 54.80 (bP <0.001);
LacZ基因组与空白对照组间的比较:q48 h=2.75,q72 h=2.87,q96 h= 0.32(P >0.05)
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表 2  3 H-Leucine 掺入量( sx ±  CPM/Well)

×é±ð                                 48 h                            72 h                            96 h

Ad-AShcox-2 546.22 ± 53.54b        499.22 ± 24.76b       232.44 ± 67.74b

Ad-LacZ 989.33 ± 102.44    1 038.11 ± 83.07     1 024.56 ± 90.45

空白组 959.33 ± 62.11    1 081.567 ± 110.78   1 009.56 ± 70.37

三组之间的比较:F48 h=8.02,F72 h= 143.59,F96 h= 312.75(P <0.05);反义基因组

与空白对照组间的比较:q48 h= 16.36 , q72 h= 19.90,q96 h= 30.33  (bP <0.001);

LacZ基因组与空白对照组间的比较:q48 h=1.18, q72 h=1.61,q96 h= 0.58(P >0.05).

3   讨论

食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，死亡率很
高，近年来发病率呈上升趋势. 对食管癌的治疗传统方
法有手术、放疗、化疗和生物治疗[6-9]，但这些方法
对中晚期食管癌效果差、并发症多，使临床应用受限；
因此，寻求一种新的方法极为迫切. 近几十年来，大
量研究发现食管癌癌变过程是一个多因素、多阶段、多
基因变异的综合过程，尤其基因结构的改变和表达异常
是食管癌发生的分子基础.反基因技术就是针对这种机
制设计治疗癌症的一种新方法[10-16].
        我们构建表达cox-2反义RNA重腺病毒就是利用反
义核酸技术的原理，能持续表达 cox-2 的反义 RNA，
封闭 cox-2 基因，使之表达减少.本研究结果显示 Ad-
AShcox-2 感染食管癌细胞株 EC9706 后，cox-2 表达明
显减少，这是因为 Ad-AShcox-2 能抑制 cox-2 的转录、
翻译，与 mRNA 结合使 mRNA 稳定性降低；另外与腺
病毒的高效转导有关[17].
      大量的研究报道 cox-2 在胃癌、肝癌、大肠癌等[18-21]

消化道肿瘤中高度表达，而正常组织不表达或弱表
达；我们前期的研究[22]也证实 cox-2 在食管癌组织中高
度表达，与淋巴转移有关；Tsujii et al [23]将 cox-2 基因转染
到小鼠肠上皮细胞时发现，cox-2 高表达可使上皮细胞
异型性增生，出现恶性表型，使抗凋亡基因表达下调；
使用 cox-2 的抑制剂可对抗这种作用[24-26]，说明 cox-2
在癌症的发生、发展中可能扮演重要角色. 本研究结果
显示 Ad-AScox-2 转染食管癌细胞株后，细胞生长曲线呈
下降趋势，而对照组呈上升趋势，表明 Ad-AScox-2 能抑

制食管癌细胞的生长增生.吴汉平et al [27]也发现cox-2反

义核酸转染胃癌细胞时癌细胞生长受限，提示 cox-2 可能

成为癌症基因治疗的一个靶位.Ad-LacZ 组与空白对照组

食管癌细胞生长曲线几乎重叠，表明腺病毒对食管癌细

胞无毒害作用.

        细胞3H-TdR掺入量的多少是细胞DNA合成快慢的标

志[28]，3H-Leucine 掺入量可以反映蛋白质合成的快慢[29]，

本研究发现 Ad-AShcox-2 组与对照组比较，3H-TdR 及
3H-Leucine 掺入量均明显减少(P <0.001)，说明 Ad-

AShcox-2 使 cox-2 表达降低后，可抑制肿瘤细胞 DNA

和蛋白质的合成，使 EC9706 细胞有丝分裂所需原料合

成减少，从而发挥抑癌作用.

       另外，我们实验中还发现 Ad-AShcox-2 转染癌细
胞后，有大量癌细胞脱落、坏死、呈葡萄状改变，说明
Ad-AShcox-2 对癌细胞有直接杀死作用，可能与诱导
细胞凋亡作用有关[30].
        本研究结果显示表达cox-2反义RNA重组腺病毒感
染人食管癌细胞后可降低 cox-2 表达水平，使 DNA 和
蛋白质合成降低，且抑制食管癌细胞生长、增生，进
一步说明 cox-2 与食管癌的发生发展有关；抑制 cox-2 的
表达可能是治疗食管癌的一种新途经.
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Abstract
AIM:To investigate the role of loss of heterozygosity (LOH)
of SMAD4/DPC4 and the relationship between the LOH and
other clinicopathological factors in gastric carcinoma.

METHODS:Total 50 cases of gastric carcinoma were moni-
tored with PCR-SSCP and silver staining was performed to
detect LOH of SMAD4/DPC4.

RESULTS:The incidence of LOH was found in 36.2 % (17/47) of
D18S46, 39.1 % (18/46) of D18S474 and 59.2 % (29/49)
of SMAD4/DPC4, respectively. The prevalence of SMAD4/DPC4
LOH increased progressively from intromucosal to advanced
deeply invasive cancers (P <0.05). The frequency of SMAD4/
DPC4 LOH was significantly higher in TNM Ⅲ and Ⅳ stage
than those in TNM Ⅰ and Ⅱ stages (P <0.05). SMAD4/DPC4
LOH was statistically significant association with tumor size
(P <0.05). And a strong correlation between SMAD4/DPC4
LOH and Borrmann classification was observed (P <0.05).

CONCLUSION:The SMAD4/DPC4 LOH may promote the pro-
gression of gastric carcinoma and is an important molecular
event in the development of the tumor at advanced stage.

Zhu YQ, Yin HR, Zhu ZG, Liu BY, Zhang Y, Chen XH, Yu YY, Lin YZ. Loss
of heterozygosity of SMAD4/DPC4 in gastric carcinoma. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(5):522-525

摘要
目的:探讨胃癌中 SMAD4/DPC4 杂合性丢失(loss  of

heterozygosity， LOH)与胃癌临床病理的关系.

方法:用多聚酶链反应－单链构相多态性 (PCR-SSCP) 银染

法分析 50 例原发性胃癌 SMAD4/DPC4 的杂合性丢失.

结果:D18S46 LOH 为 36.2 ％ (17/47)，D18S474 LOH 为

39.1 ％ (18/46)，DPC4 LOH 为 59.2 ％ (29/49). SMAD4/DPC4

LOH 的发生率随着胃壁浸润深度的加深而增高，随着

TNM 分期的增加而增高(P <0.05).胃癌直径≥ 5 cm 时，

SMAD4/DPC4 LOH 要明显高于胃癌＜ 5 cm 时(P <0.05).

SMAD4/DPC4 LOH 在 Borrmann 分型中有显著性差异

(P <0.05).

结论:SMAD4/DPC4的杂合性丢失可能在胃癌的发展中起

重要作用，是胃癌发展后期的重要分子事件.

朱亚青,尹浩然, 朱正纲,刘炳亚,张奕,陈雪华,于颖彦,林言箴. 胃癌 SMAD4/
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0   引言

胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，18 号染色体长臂
(18q)上遗传物质的丢失在许多肿瘤中是一种常见现象[1-8]，
特别在胰腺癌和结肠癌中[9-12]，而其在胃癌中的作用
还不明确. 我们分析了胃癌标本中位于18q21位点上的
SMAD4/DPC4 抑癌基因的杂合性丢失，并探讨其与胃
癌临床病理学之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  瑞金医院 2001-2002 年手术切除胃癌标本 50
例，男 29 例，女 21 例，年龄 59 ± 14 岁；术前未
经任何化放疗(表 1). 肿瘤根据 UICC 规定(Sobin L，
Wittekind C. TNM classification of malignant tumors. 5th Ed.
1997: 59-62)分型. 新鲜的肿瘤和正常胃组织手术切除
后立即用液氮速冻，并保存在 -80 ℃直至 DNA 抽提.
1.2.1 方法  所有癌组织均经冰冻切片，HE 染色. 连续
切 10 µm 厚的冰冻切片 10-20 张，对癌细胞比例在 70 ％
以下的标本行显微切割. 显微切割参照 Lo et al [13]的方
法，稍作修改.参照相对应的 HE 染色切片，在 40 倍显
微镜下用 5 号无菌注射器将肿瘤细胞与正常组织切割
开来，将其转入 1.5 mL 的 eppendorf 管. 用组织裂解液
和蛋白酶K消化，56 ℃孵育过夜.标准的酚 /氯仿/异戊
醇法抽提基因组DNA.用SMAD4/DPC4侧翼的两个紧密
连锁的微卫星位点 D18S46 和 D18S474 来分析 LOH，其
引物序列见表2(参见http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap). 引



物由上海博亚生物技术有限公司合成. 50 µL PCR 反应
体系含 10 mmol/L Tris-HCl(pH9.0)，50 mmol/L KCl，
2.5 mmol/L MgCl2，200 µmol/L dNTP，1 U TaqDNA
聚合酶(Promega 公司)，引物各 10 pmol. 各反应液中
加入 150 ng 基因组 DNA.PCR 反应条件如下：96 ℃预变
性 10 min，95 ℃变性 30 s，56-60 ℃退火 1 min，72 ℃
延伸 1 min，循环 30 次，72 ℃延伸 5 min. PCR 产物加
1∶1 的加样缓冲液(980 g/L 去离子甲酰胺，25 mg/L 二甲
苯青，25 mg/L溴酚蓝，10 mmol/L EDTA），95 ℃变性6 min，
立即置于冰中. 然后加样于100 g/L非变性聚丙烯酰胺凝胶
中电泳，80V，4-5 h. 凝胶经固定(100 ml/L 乙醇＋ 10 ml/L
硝酸 10 min)，染色(0.012 mol/L 硝酸银 20-30 min)，显
色(0.28 mol/L 碳酸钠 +19 mg/L 甲醛)至带型清晰，干胶
仪(Bio-Rad 公司)干燥，用 Flour-STM 凝胶成像系统(Bio-
Rad公司)扫描，Quantity-one图像分析软件分析图像. 判断
标准:参照 Tomlinson et al [14]，当扩增产物为 2 条分开的
主要条带时，说明此位点为杂合性，判断为信息个体.
如肿瘤条带中的一条的信号强度与其正常对照组织相
应产物比较，减弱 50 ％以上或消失，判断为杂合性丢
失(loss of heterozygosity， LOH);与正常对照相比，如出
现异常条带，则判断为微卫星不稳定(microsatellite
instability， MSI) ;当正常对照组织的扩增产物仅为一条
时，称为非信息个体，不能用来判断 LOH.两个位点中
至少有一个位点发生 LOH，则判断为 SMAD4/DPC4 杂
合性丢失.
        统计学处理  应用 SPSS(10.0 版本)统计学软件对结
果进行分析. 计数资料用 χ 2 检验，>1/5 理论频数<5
时，采用确切概率法，对等级分组资料用 Kruskal-Wallis
检验，以 P <0.05 有统计学意义.

2   结果

2.1胃癌DPC4/SMAD4杂合性丢失  胃癌 50 例中，D18S46
位点发生杂合性丢失的频率为36.1 ％，D18S474为39.1 ％，
SMAD4/DPC4 发生杂合性丢失的频率为 59.2 ％(图 1，2).

N:非肿瘤组织;T:胃癌组织;←:杂合性丢失.
图 1  D18S46 杂合性丢失非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图.

N:非肿瘤组织;T:胃癌组织;←:杂合性丢失.
图 2  D18S474 杂合性丢失非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图.

2.2 DPC4/SMAD4 LOH 与临床病理的关系  随着胃壁

浸润深度的加深，SMAD4/DPC4 LOH 的发生率从 20.0 ％

递升至 37.5 ％，64.5 ％和 100.0 ％ (P <0.05); TNM Ⅰ

期和Ⅱ期 SMAD4/DPC4 LOH 为 44.0 %，而 TNM Ⅲ期

和Ⅳ期则升至 75.0 % ，两组有显著性差异(P <0.05). 胃

癌直径≥ 5 cm 时，SMAD4/DPC4 LOH 要明显高于胃癌

＜ 5 cm 时(77.8 ％∶88.4 ％，P <0.05). 在 Borrmann

分型中，从隆起型到溃疡型、浸润型，SMAD4/DPC4

LOH 也逐渐增高(33.3 %∶57.6 %∶100.0 %，P <0.05).

SMAD4/DPC4 LOH 与患者的性别、年龄、肿瘤发生部

位、组织学分级、Lauren 分型及淋巴结是否发生转移

均无统计学意义(P >0.05，表 1).

表 1  18q21LOH 与胃癌临床指标的关系

临床指标          n 信息个体数 LOH(％)

男         29         28 17(60.7)

女         21         21 12(57.1)

≤ 40 岁          4          4   2(50.0)

＞ 40 岁         46         45 27(60.0)

贲门          4          4      2(50)

胃体         18         18 10(55.6)

幽门         28         27 17(63.0)

肿瘤 ＜ 5 cm         31         31 15(48.4)a

≥ 5 cm         19         18 14(77.8)

高分化           1           1    1(100)

中分化         19         19 10(52.6)

低分化         30         29 18(62.1)

Laure 分型肠型         19         19 10(52.6)

浸润型         26         25 14(56.0)

混合型           5           5 5(100.0)

Borrmann 分型隆起型 3           3   1(33.3)b

溃疡型         34         33 19(57.6)

弥漫型           8           8 8(100.0)

浸润 T1           5           5   1(20.0)c

T2           8           8   3(37.5)

T3         32         31 20(64.5)

T4           5           5 5(100.0)

淋巴结转移         24         24 12(50.0)

无转移         26         25 17(68.0)

TNM 分期Ⅰ + Ⅱ        25         25 11(44.0)d

Ⅲ + Ⅳ         25         24 18(75.0)

早期胃癌           5           5   1(20.0)

进展期胃癌         45         44 28(63.6)

aP <0.05 vs ≥ 5 cm 组, bP <0.05 Borrmann 分型组间比较, cP <0.05 浸润深

度组间比较, dP <0.05 vs TNM 分期Ⅲ + Ⅳ期.
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表 2  微卫星位点序列

微卫星位点                                序列  退火温度(℃)

D18S46       F 5’-GAATAGCAGGACCTATCAAAGAGC-3’        60

     R 5’-CAGATTAAGTGAAAACAGCATATGTG-3’

D18S474    F 5’-TGGGGTGTTTACCAGCATC-3’             56

     R 5’-TGGCTTTCAATGTCAGAAGG-3’

3   讨论

肿瘤的发生和发展是一多步骤参与的过程，有癌基因

的活化和抑癌基因的失活[15 － 24]. 根据 Knudson“二次

打击学说”[25]，许多抑癌基因的失活是在一对等位基

因中，一个突变，另一个丢失，或者两个均丢失. 通过

杂合性丢失可判断染色体某一位点的一对等位基因有

无丢失，有助于定位及发现抑癌基因. 已有研究报道应

用 LOH 分析胃癌中 APC，MCC 和 DCC 的 LOH，发现部

分胃癌可能通过LOH病理途径发生[26]. 染色体18q LOH多

见于进展期和远处转移的肿瘤，且预后差[9,11]. 在18q21上

存在着多种抑癌基因，如SMAD4/DPC4，SMAD2和DCC.

胰腺癌中 80 ％可见 18q21 的丢失，结直肠癌中 60 ％有

18q21的丢失，约1/3者有SMAD4/DPC4的突变[27]. 晚期和

转移性结直肠癌中，SMAD4/DPC4 的丢失很常见[11,28,29].

SMAD4/DPC4 表达水平与一些恶性肿瘤发生发展、生

物学行为及其预后有密切关系，与阴性表达者比较， 阳

性表达者肿瘤多分化好、生长速度慢、侵袭和转移能

力弱，预后较好[30-33]. 我们用与 SMAD4 紧密连锁的两

个微卫星位点 D18S46 和 D18S474 分析原发性胃癌，发

现 SMAD4/DPC4 LOH 为 59.2 ％.Powell et al [34]用与

SMAD4邻近的两个微卫星位点分析 35例胃腺癌，发现
SMAD4/DPC4 LOH 为 56 ％，与我们的结果很接近.
Yustein et al [35]用胃腺癌的异种移植物分析 18q21 的
LOH，D18S474的LOH为58 ％，D18S46 LOH为53 ％，18q
21 LOH 为 61 ％，结果较我们为高，这可能与他们用
的标本是胃癌的移植物，肿瘤细胞纯度高，掺杂的正
常细胞少有关.
        我们结果显示 SMAD4/DPC4 LOH 与胃癌的胃壁浸
润深度有关，随着浸润深度的加深，LOH从T1 20.0 ％，
T2 37.5 ％，增高至 T3 64.5 ％和 T4 100.0 ％. Candusso
et al [36]发现在肠型和混合型胃癌中，18q21 LOH 随着
胃壁浸润深度的加深而增高. 我们结果还显示 SMAD4/
DPC4 LOH 与胃癌的病理分期有关，TNM Ⅰ期和Ⅱ期
的 LOH 明显低于 TNM Ⅲ期和Ⅳ期 (44.0 %∶75.0%，
P <0.05). 早期胃癌与进展期胃癌比较，尽管无统计
学意义，但还是可看到他们的差异(20 %∶63.6 %，
P =0.083)，这可能与我们早期胃癌样本数量少有关.
Manzoni et al [37]发现 17p 和 18q21 同时存在的杂合性丢
失，多见于Ⅲ期和Ⅳ期的进展期胃癌，且预后差.
Maitra et al [11]分析了结直肠肿瘤，发现有远处转移的
肿瘤，SMAD4/DPC4 的丢失和突变明显增高，而表达

却明显降低，认为 DPC4 的改变多见于进展期肿瘤. 在
B o r r m a n n 分型中，从隆起型到溃疡型、浸润型，
SMAD4/DPC4 LOH 也逐渐增高(P <0.05). 我们认为
SMAD4/DPC4 的杂合性丢失是胃癌发展的后期事件，
由于 SMAD4/DPC4 表达的降低，TGF-β 信号通路被破
坏，肿瘤细胞从而逃逸 TGF-β 介导的细胞生长抑制和
凋亡作用，促进了胃癌的发生和发展.
       胃癌多发生 50 岁以上患者，少见于 40 岁以下患
者，发生 40 岁以下者不足 10 %. 有研究提示，青年人
胃癌比老年人胃癌更可能有其分子生物学背景[38].  本组
<40 岁组占 8 ％，未发现年龄＞ 40 岁和≤ 40 岁两胃
癌组SAMD4/DPC4 LOH检出率有显著差异. 我们研究表
明，SMAD4/DPC4 与胃癌的 TNM 分期和胃壁浸润深度
有关，且肿瘤直径＞ 5 cm 的胃癌和浸润型胃癌易发生
丢失，其可能在胃癌的发展中起重要作用.
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Abstract
AIM:To study proliferation and apoptosis in gastric carcinoma
(GC) and precancerous lesions and expression of their regu-
lating genes.

METHODS:Total 24 cases of GC, 14 dysplasia (DP), 24
chronic gastritis (10 superfical gastritis, SG, 14 atrophic
gastritis, AG) and 32 intestinal metaplasia (IM) were studied by
histopathological, immunohistochemical techniques with
Ki67, P53 and Bcl-2 antibodies, and by TUNEL for apoptosis.
Proliferation index (PI), apoptosis index (AI), apoptosis/
proliferation ratio, apoptosis degree and positive percent of
P53 and Bcl-2 were counted.

RESULTS:The PI of GC, DP, IM, AG were 12.4±6.8 %,
6.4±4.2 %, 6.6±3.4 %, 3.8±2.9 %  respectively. There was
a significant difference between SG and GC,  DP,  IM, and
AG (P <0.01). The AI of GC, DP, IM, and AG was 2.4±1.4 %,
2.6±1.6 %, 3.1±1.2 % and 3.8±2.0 % respectively. The
apoptosis degree of AG was the highest, and significantly
higher than that of GC, DP, and IM (P <0.01). There was no
significantly different among GC, moderate and severe DP
(P >0.05). Mucosa in AG showed excessive apoptosis, however
the apoptosis degree in severe DP and early gastric carcinoma
was about 1/3 of SG, and in advanced GC was its 1/5.  The
positive percentages of P53 in GC, DP, IM and AG were 25.0 %,
14.3 %, 3.1 % and 0 % respectively. The positive rate of
Bcl-2 was 58.3 %, 42.8 %, 9.4 % and 7.1 % respectively.
There was a significant correlation beween P53 and Bcl-2.

CONCLUSION:Mutated P53 gene and Bcl-2 apoptosis regu-
lating gene not only express in GC, also partly express in
DP, IM, and in those precancerous lesions in which gastric
carcinogenesis may have been initialized. The imbalance

between proliferation and apoptosis is manifestation of the
gene mutations on the cytodynamics. The DP and IM may
be the different stages in gastric carcinogenesis.

Pan CJ, Liu KY. Proliferation/apoptosis and expression of P53 and Bcl-2
in gastric carcinoma.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):526-530

摘要
目的:研究胃癌、癌前病变(异型增生、肠化生、萎缩性

胃炎)细胞增生凋亡及其调节基因表达，探讨胃癌多阶段

发生.

方法:采用病理组织学对 24 例胃癌、14 例癌旁异型增生、

24 例远离癌灶的慢性胃炎和 32 例肠化生胃黏膜进行分

类、分期、分度， Ki67 ，P53 及 Bcl-2 免疫组化染色，

TUNEL(ISEL)技术检测细胞凋亡. 计算各种病变的Ki67 增

生指数和凋亡指数、凋亡增生比、凋亡强度，和 P53，

Bcl-2的阳性例数和百分比.

结果:胃癌、异型增生、肠化生和萎缩性胃炎的增生指

数分别是 12.4 ± 6.8 %，6.4 ± 4.2 %，6.6 ± 3.4 % 和

3.8±2.9 %，浅表性胃炎与各组均有非常显著差异(P  <0.01).

凋亡指数分别是 2.4 ± 1.4 %，2.6 ± 1.6 %、3.1 ± 1.2 %

和 3.8 ± 2.0 %；凋亡强度分别是 0.3，0.6，079 和 1.3.

以萎缩性胃炎最高，与其他各组间均有非常显著差异

(P <0.01)，中、重度异型增生和胃癌相互间无显著性差

异(P  >0.05). 重度异型增生和早期胃癌的凋亡强度是浅表

性胃炎的 1/3，进展期胃癌仅为其 1/5.P53 蛋白在胃癌、

异型增生、肠化生、萎缩性胃炎分别是 25.0 %，14.3 %，

3.1 % 和 0 %. Bcl-2 的表达分别是 58.3 %，42.8 %，9.4 %

和 7.1 %，在胃癌和异型增生 P53 蛋白和 Bcl-2 表达相互

间存在显著相关性(P  <0.05).

结论:P53 和 Bcl-2 基因不仅在胃癌表达，在癌前病变异型

增生、肠化生也有部分表达，萎缩性胃炎不具有上述特点.
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0   引言

胃癌的发生发展是一个多基因突变累积，逐渐演变多
步骤发生的复杂过程[1-13]. 萎缩性胃炎、肠化生和异型
增生等癌前病变与胃癌的发生关系密切[14-40]. 肠化生微
卫星不稳定性的阳性率和分布、细胞凋亡障碍等都与



胃癌的表现相似，显示肠化生等癌前病变在细胞动力

学和癌发生早期分子生物学与胃癌有内在关系[16，22]. 为

此，我们观察了胃癌、癌旁异型增生、肠化生、萎缩性

胃炎等癌前病变的细胞增生与凋亡改变，以及他们对

抑癌基因 P53 和凋亡调节基因 Bcl-2 表达，探讨他们的

内在关系.

1   材料和方法

1.1 材料  本院 2000-04/2001-09 手术切除胃癌 24 例，

男17 例，女7例，年龄 35-76(平均49)岁，每例在胃癌、

癌旁和远离癌灶的胃黏膜组织各取3块. 另选同期胃镜

活检病理诊断为肠化生的 32 例，男 24 例，女 8 例，年

龄 31-72(平均 45)岁，每例在胃窦钳取 3-4 块黏膜组织.

胃癌中早期胃癌 5 例，进展期 19 例，其中 11 例有淋巴

结转移.癌旁胃黏膜中有14例不同程度的异型增生，其

中轻度 3 例，中度 6 例，重度 5 例，10 例伴有肠化生.

远离癌灶的胃黏膜呈慢性胃炎改变，浅表性 10 例，萎

缩性 14 例. 32 例肠化生均在中度以上广泛肠化.

1.2 方法  所有组织用中性甲醛固定，常规脱水，石蜡

包埋，制备 5 µm 连续切片 6 张，分别作 HE 染色组

织学诊断，作 Ki67、P53 蛋白、Bcl-2 免疫组织化

学染色. TUNEL(ISEL)技术检测细胞凋亡. ISEL 技术用

Boehringer 产品，为石蜡切片脱蜡至水干燥; 10 mg/L

蛋白酶 K(Gibco)消化，37 ℃，1 h，漂洗 2 次，擦

干组织周围水分，用 DAKO 笔划圈; 末端标记:10 mmol/L

t ris 盐酸缓冲液(PH7.63)内含 50 mmol/L 氯化镁 10 mmol/L

α - 巯基嘌呤醇，0.5 g/L 血清清蛋白及 20 ku/L DNA

多聚酶 0.01 mmol/L dATP，dCTP，dGTP 和 0.01 mmol/L

地高辛标记的 dUTP，每片切片滴标记混合液 50 µL，

37 ℃，1 h，漂洗 3 次，滴碱性磷酸酶标记的羊抗

地高辛多克隆抗体 50 µL，37 ℃，30 min，NBT/BCIP

显色，室温 10 min，流水洗，用 20 g/L 甲基绿复

染，加拿大胶封片观察. ISEL 标记细胞凋亡阳性清晰

地显示在洁净的背景上，核呈兰黑色，轮廓清楚，致

密成团块状，有的呈新月形，有空晕， 阴性胞核作淡

绿色(图 1). Ki67 免疫组化染色阳性集中在核呈棕黄

色，致密均匀一致(图 2). P53 染色阳性分布于胞核呈

棕黄色至深棕黄色(图3). Bcl-2染色阳性分布于胞质，

呈棕黄色颗粒状(图 4). 对 Ki67 染色和 ISEL 进行定量

计数，选染色典型的连续 5 个高倍视野计数 1 000 个

胃癌细胞或黏膜上皮细胞和其中的阳性细胞. 计算每

100 个细胞中的阳性数，所得 Ki67 参数为增生指数

(PI)，ISEL 参数为凋亡指数(AI). 用各组 PI，AI 求凋

亡增生比；以浅表性胃炎为基数 1，求各组的凋亡强

度. P53 和 Bcl-2 的阳性细胞数在 10 % 以上者为阳性

例数，按例计数.对各组检测数据进行统计学处理，进

行显著性检验.

图1  胃癌凋亡细胞稀少,核呈兰黑色、轮廓清楚的致密团块状,有新月形
空晕,阴性胞核作淡绿色(ISEL × 400).

图2  重度异型增生Ki67免疫组化染色阳性细胞核呈棕黄色,致密均匀一
致(SP × 400).

图 3  肠化生伴中度异型增生 P53 蛋白免疫组化染色阳性细胞核呈棕黄
色至深棕黄色(SP × 400).

图 4  中度异型增生 Bcl-2 免疫组化染色阳性位于胞质,呈黄色细颗粒状
(SP × 400).
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2   结果

2.1 胃癌增生和凋亡  依浅表性胃炎、萎缩性胃炎、肠
化生、异型增生、胃癌的顺序随疾病的进展，Ki67 检
测的增生指数逐渐升高. 以进展期胃癌为最高，达
13.0 ± 7.4 %，浅表性胃炎与萎缩性胃炎、肠化生、
异型增生、胃癌均有非常显著的差异(P <0.01)，他们
的细胞增生显著加速. 凋亡指数以萎缩性胃炎为最高
3.8 ± 2.0 %，与各组均有非常显著差异(P <0.01)，其
余各组凋亡指数均较低，中、重度异型增生和胃癌相
互间无显著性差异(P >0.05，表 1). 凋亡增生比和凋亡
强度以萎缩性胃炎凋亡强度最大，是浅表性胃炎的
1.34 倍；其余肠化生、异型增生和胃癌均比浅表性胃
炎低.重度异型增生和早期胃癌是浅表性胃炎的 1/3；
进展期胃癌仅为其 1/5. 胃癌和癌前病变都出现明显的
凋亡障碍(表 1).

表 1  胃癌癌前病变增生和凋亡参数(%, sx ± )

病变类型  n 增生指数 凋亡指数           AI/AP  凋亡强度

胃癌 24          12.4 ± 6.8b 2.4 ± 1.4a 0.2 0.3

早期  5           11.9 ± 6.1 2.8 ± 0.9 0.2 0.3

进展期 19          13.0 ± 7.4 2.1 ± 1.7 0.2 0.2

异型增生 14  6.4 ± 4.3b 2.6 ± 1.6a 0.4 0.6

轻度  3  4.7 ± 2.0 2.9 ± 1.2 0.6 0.9

中度  6  5.7 ± 3.2 2.8 ± 1.1 0.5 0.7

重度  5  9.5 ± 5.0 2.1 ± 0.9 0.2 0.3

肠化生 32  6.6 ± 3.4b 3.1 ± 1.2a 0.5 0.7

慢性胃炎 24  3.8 ± 2.9 3.4 ± 1.3 0.9 1.2

浅表性 10  2.3 ± 1.5 1.6 ± 0.7 0.7 1.0

萎缩性 14  4.1 ± 2.8 3.8 ± 2.0 0.9 1.3

aP <0.01 vs 浅表性胃炎, bP <0.05  vs 萎缩性胃炎.

2.2 胃癌 P53 和 Bcl-2 表达  P53 蛋白在胃癌、异型增生、

肠化生和萎缩性胃炎中表达率分别是 25.0 %，14.3 %，

3.1 % 和 0 %. 肠化生与异型增生、胃癌之间有非常显

著差异(P <0.01)，异型增生和胃癌之间有显著性差异

(P <0.05). Bcl-2 在胃癌、异型增生、肠化生和萎缩性胃

炎中的表达分别是 58.3 %，42.8 %，9.4 % 和 7.1 %. 肠化

生与异型增生、胃癌之间均有非常显著差异(P  <0.01)，

异型增生与胃癌之间有显著性差异(P <0.05，表 2).

表 2  胃癌癌前病变 P53  Bcl-2 染色结果 n (%)

病变类型  n   P53   Bcl-2

胃癌 24 6(25.0) 14(58.3)

异型增生 14 2(14.3)b   6(42.8)a

肠化生 32   1(3.1)b     3(9.4)

萎缩性胃炎 14      0(0)     1(7.1)

aP <0.05 vs 胃癌, bP <0.01 vs 胃癌.

3   讨论

胃癌是严重危害人类健康最常见的癌症之一[1]，占我
国癌发病和死亡率之首[41]. 且有逐年上升趋势. 对他的
研究已深入到多种基因突变和蛋白分子表达[1,4-7,9-13,16].
有的通过反义基因治疗达到抑制肿瘤增生生长的作用[1,3,8].
利用胃癌和癌前病变细胞动力学和细胞生物学表现规
律[15,17,18]，探讨及早发现病理组织学的微小变化，是
胃癌早防早治的关键，也是科学研究和临床诊治的良
好结合点.我们将二者结合对照分析，发现浅表性胃
炎、萎缩性胃炎、肠化生、异型增生随病变加重，细胞
增生指数逐渐升高. 在发展的不同阶段，细胞增生指
数有显著差异. 胃癌的增生指数最高.细胞凋亡指数显
示:除萎缩性胃炎凋亡明显增加外，肠化生、异型增
生凋亡指数较低，有的与胃癌相近. 出现较高水平的
增生和低水平的凋亡. 特别是他们的凋亡增生比和凋亡
强度更清楚地显示增生和凋亡已明显失去平衡. 这大大
增加了病变细胞的不稳定性，促进病变细胞基因突变，
导致胃癌发生发展. 在癌前病变出现过高水平的增生和
凋亡障碍会引起细胞聚积，可能是形成微小胃癌和早
期胃癌的重要细胞动力学基础. 本组 5 例早期胃癌，有
3 例都在肠化生、异型增生背景下出现多灶性微小
癌，而主要癌灶出现黏膜内浸润. 这是对胃癌早期发生
细胞动力学的佐证.进展期胃癌过度的细胞增生和严重
的凋亡障碍是肿瘤迅速生长和广泛扩散的病理学基础.
表现为细胞核分裂、增生极为活跃和去分化、异质
性分化、出现异型核、巨核癌细胞等中晚期癌的鲜明
特征.
        免疫组化染色检出的 P53 蛋白异常表达常代表突
变型 P53 基因，已丧失了抑制肿瘤生长，反而具有致
癌作用，成为癌基因.最常见于胃癌[1,11,19,20,29,32]. 我们发
现 P53 蛋白不仅表达在胃癌(25.0 %)，癌前病变也有部
分表达.除萎缩性胃炎无表达外，肠化生表达 3.1 %，
异型增生 14.3 %. 提示肠化生、异型增生有抑癌基因
突变存在，可能是引起他们增生加快和凋亡受阻的重
要原因之一. Bcl-2 基因抑制细胞凋亡，延长细胞寿
命，促进肿瘤的发生、发展.我们发现除胃癌 Bcl-2 有
高达 58.3 % 外，萎缩性胃炎、肠化生、异型增生也
有不同程度表达，异型增生达 42.8 %，提示 Bcl-2 表
达与胃癌的发生密切相关，在癌前病变即有 Bcl-2 基
因的广泛参与. 在这个过程中由于凋亡抑制基因的多重作
用，少数永生化细胞已经产生，他们实际上是一种癌前
细胞.检测同时发现P53蛋白表达和Bcl-2蛋白表达之间存
在显著相关性(P  <0.05). 与以往研究结果一致[11,20,22,26,32]，
在胃癌发生过程中 P53 基因突变，其蛋白产物增加，
细胞增生加快，凋亡受阻，使高度增生的幼稚细胞聚
积.相应凋亡抑制基因 Bcl-2 表达也增加，又使增生的
幼稚细胞生存延长，处于不稳定状态，还可致该细
胞群 P53 基因突变加剧，引起细胞恶性增生、癌形成.
二者之间存在着既独立、又协同促进胃癌发生发展的
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作用. 胃癌很高的增生和严重的凋亡受阻，导致分化幼
稚不成熟的肿瘤性细胞聚积，成为病理组织学诊断胃癌
的形态依据，相应得到 P53 基因突变和 Bcl-2 凋亡抑制
基因表达一致的佐证和支持. P53基因突变和Bcl-2凋亡
抑制基因表达在癌前病变肠化生和异型增生也有部分表
达. 这些病变已有少数永生化细胞产生. 从基因水平分析
这些病变癌发生的过程已经启动，细胞增生和凋亡的严
重失衡是其细胞动力学上的表现. 随着癌发生过程的进
展，病变程度加重其基因表达和细胞动力学失衡越明
显.永生化的癌前细胞演变成癌细胞，相应在病理形态
上也出现早期癌特征[1,14,15]. 提示肠化生、异型增生的不
同程度可能是胃癌发生多步骤中不同阶段的表现. 萎缩
性胃炎与肠化生、异型增生有所不同，虽有较高水平的
细胞增生，也伴有高水平的凋亡，其结果是黏膜上皮细
胞减少[14,15]，不存在凋亡障碍和幼稚细胞聚积，更重
要的是无明显基因突变表达，缺乏癌发生发展的基础，
不具有癌前病变的特点. 因此萎缩性胃炎不伴有广泛肠
化生或异型增生者，不宜归于癌前病变的范围.
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Abstract
AIM:To investigate the changes of gastrin, epidermal growth
factor (EGF), vasoactive intestinal polypeptide (VIP),
somatostatin (SS) and their clinical significance in chronic atrophic
gastritis (CAG), and meanwhile to supply theoretical and
experimental basis for the endocrinal therapy of CAG.

METHODS:The serum levels of gastrin, EGF, VIP and SS
were measured in 67 cases of CAG patients, 18 gastric cancers
and 15 normal controls by radioimmunoassay.

RESULTS:The serum levels gastrin and EGF were obviously
higher in CAG patients [(115.23±60.23 )×10-3 ng/ml,
(152.60 ± 82.93) ng/ml] than those in normal persons
[(64.19±35.34)×10-3 ng/ml,(1.76±0.35)ng/ml] (P <0.01),
but significantly lower than those in gastric cancer [(152.60±
72.93)×10-3 ng/ml,(2.86±1.23) ng/ml] (P <0.01). There
was an increasing tendency in the content of gastrin and
EGF with the development of atrophy, which was close to
the level of gastric cancer in CAG patients accompanied by
intestinal metaplasia [(137.20 ± 60.23)× 10-3 ng/ml,
(2.71 ± 1.02) ng/ml] (P <0.05). The serum levels of SS
and VIP were obviously lower in CAG [(61.90± 28.36) ×
10-3 ng/ml,(9.42± 2.34)× 10-3 ng/ml] than those in normal
persons [(96.28± 35.18) × 10-3 ng/ml,(16.34± 8.18)×
10-3 ng/ml]. The more serious atrophy was accpmpaind with
lower level of SS and VIP. Furthermore, the serum level of
SS was lower in CAG than those in gastric cancer [(114.96±
47.12) ×10-3 ng/ml], but the serum level of VIP was higher
than the latter [(6.98±2.13) ×10-3 ng/ml].

CONCLUSION:CAG is accompanied with the increasing of
gastrin, EGF and the decreasing of SS and VIP, which may
change the physiological functions and biological behaviors
of the gastric mucosa and lead CAG to gastric cancer. If
properly using these gastrointestinal hormones or their
blocker, it may block the development of CAG.

Guo Y, Guo X, Yao XX. Changes of gastrointestinal hormones in chronic
atrophic gastritis and their clinical significance.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(5):531-534

摘要
目的:通过对照慢性萎缩性胃炎(CAG)及胃癌患者胃泌素、

生长抑素(SS)、表皮生长因子(EGF)和血管活性肠肽(VIP)

水平，探讨上述胃肠激素在CAG 的临床意义，为 CAG 的

内分泌治疗提供理论与实验依据.

方法:应用放免法检测经胃镜及病理证实的 67 例 CAG 患

者，18 例胃癌患者，15 例正常人血中胃泌素、EGF、VIP

和 SS 水平.

结果:与正常人血清胃泌素、EGF 含量[(64.19 ± 35.34)×

10-3 ng/ml，(1.76 ± 0.35) ng/ml]相比，CAG 患者血清内

这两种物质含量均明显升高[(115.23 ± 60.62)× 10-3 ng/ml，

(152.60 ± 82.93) ng/ml]，P <0.01，且随萎缩病变加重

呈上升趋势，伴肠化生者[(137.20 ± 60.23)× 10-3 ng/ml，

(2.71 ± 1.02) ng/ml]升高最为显著，接近胃癌水平[(152.60 ±

72.93)× 10-3 ng/ml，(2.86 ± 1.23) ng/ml]，P >0.05.CAG

患者 VIP 含量(9.42 ± 2.34)× 10-3 ng/ml 显著低于正常水

平(16.34 ± 8.18)× 10-3 ng/ml，P <0.01，但较胃癌患者

(6.98 ± 2.13)× 10-3 ng/ml 显著增高，P <0.01. 且随萎缩病变

加重呈下降趋势，伴肠化生时(7.68 ± 2.96)× 10-3 ng/ml 仅

略高于胃癌. 血浆SS含量以CAG患者为最低(61.90±28.36)×

10-3 ng/ml 显著低于正常人(96.28 ± 35.18)× 10-3 ng/ml，

P  <0.01 及胃癌患者(114.96 ± 47.12)× 10-3 ng/ml 且随萎缩病

变加重呈下降趋势，伴肠化生时最低(40.17 ± 20.34)×

10-3 ng/ml.

结论:CAG 存在胃泌素，EGF 水平的增高及 SS、VIP 水

平的减低，使胃黏膜的生理功能、生物学行为发生改变，

致 CAG 沿着肠化生 - 不典型增生癌变发展，适当应用上述

胃肠激素或其拮抗剂可能阻止 CAG 的发展，并使之逆转.

郭昱,郭霞,姚希贤. 慢性萎缩性胃炎胃泌素、生长抑素、表皮生长因子、
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0   引言

胃肠道是体内最复杂的内分泌器官，能分泌数十种胃
肠激素. 这些胃肠激素参与胃肠道多种生理功能的调
节，如分泌、运动、消化系血流等.研究表明许多消化
系疾病如消化性溃疡(PU)、胃癌等的发生、发展都有胃
肠激素的参与[1-3]，但慢性萎缩性胃炎(CAG)胃肠激素
的改变及其意义尚乏研究.  为此，我们对照检测了
CAG、胃癌患者胃泌素、生长抑素(SS)、表皮生长因子
(EGF)及血管活性肠肽(VIP)的水平，发现CAG存在胃泌
素、EGF 水平的增高，SS、VIP 水平的减低，进而使胃
黏膜的生理功能、生物学行为发生改变、致 CAG 沿着
肠化生 - 不典型增生癌变发展，提示适当应用上述激
素或其拮抗剂可能阻止 CAG 的发展，并使之逆转.

1   材料和方法

1.1 材料  (1)CAG 组:选择年龄在 18-65 岁，经胃镜及病
理组织活检证实的 CAG 患者 67 例，男 56 例，女 11 例，
平均年龄(52.9 ± 9.8 岁).其中轻度 CAG 患者 38 例，中、
重度患者 29 例，CAG 伴肠化生 13 例. (2)对照组:胃镜检
查示大致正常胃黏膜，病理检查黏膜层有少量淋巴细
胞浸润，共 15 例，男 10 例，女 5 例，平均年龄(36.9 ±
22.3 岁). (3)胃癌组:胃镜及病理组织活检确诊共 18 例，男
13 例，女 5 例，平均年龄(55.6 ± 10.9 岁).以上研究对象
均为2 wk内未服用过一切胃药，并排除合并心、肺、肝、
脑等严重疾病.
1.2 方法  (1)试剂:SS、VIP 放免药盒由北京海科锐生物
技术中心提供，EGF、ET、胃泌素放免药盒由北京北
方免疫试剂研究所提供，操作时均严格按照说明书进
行. (2)标本采集:所有研究对象均空腹抽取肘静脉血 8 ml，
分离血清、血浆备用. (3)血清胃泌素、EGF 的测定:血
样 4 ml 于室温静置析出血清后离心 10 min，分离血
清，-70 ℃保存待测，采用放免法同批检测. (4)血浆
VIP、SS测定:血6 ml，置于4 ℃预冷装有10 ％ EDTA90 ul、

抑肽酶 3 000 u 的试管中，4 ℃离心，15 min，取上
清液，-70 ℃保存待测.
       统计学处理  计量资料采用 sx ± 表示，多组均数
比较采用秩和检验，当 P <0.05 差异有显著性.

2   结果

研究结果表明，与正常人血清胃泌素、EGF 含量[(64.19 ±
35.34)× 10-3 ng/ml、(1.76 ± 0.35) ng/ml]相比，CAG 患
者均明显升高[(115.23 ± 60.62)× 10-3 ng/ml、(152.60 ±
82.93)× 10-3 ng/ml]，P <0.01，且随萎缩病变程度加
重呈上升趋势轻度[(105.12 ± 38.92)× 10-3 ng/ml，(2.12 ±
0.62) ng/ml] VS 中重度[(128.19 ± 67.28)× 10-3 ng/ml，
( 2.58 ± 0.89) ng/ml]伴肠化生者[(137.20 ±60.23)×10-3 ng/ml，
(2.71 ± 1.02) ng/ml]升高尤为显著，接近胃癌水平[(152.60 ±
72.93)× 10-3 ng/ml，( 2.86 ± 1.23) ng/ml]，P >0.05.
       CAG 患者 VIP 含量(9.42 ± 2.34)× 10-3 ng/ml 显著低
于正常水平(16.34 ± 8.18)× 10-3 ng/ml ，P <0.01，但
较胃癌(6.98 ± 2.13)× 10-3 ng/ml 显著为高，P <0.01.
且随萎缩病变加重呈下降趋势，伴肠化生时(7.68±2.96)×
10-3 ng/ml ，仅略高于胃癌.
        血浆 SS 含量以 CAG 患者为最低(61.90 ± 28.36)×
10-3 ng/ml，显著低于正常人(96.28 ± 35.18)× 10-3 ng/ml ，
P <0.01 及胃癌患者(114.96 ± 47.12)× 10-3 ng/ml，且
随萎缩病变加重下降趋势，伴肠化生时最低(40.17 ±
20.34)(表 1，2).

3   讨论

CAG 伴有严重不典型增生或Ⅱ b 型肠化生时被认为是
癌前病变，目前对其致病机制尚不十分清楚，亦缺乏
理想治疗方法.胃泌素、SS、VIP 等胃肠激素可以调节
细胞生长、胃肠血流及运动等生理功能[ 4 ].  在 PU 、
CAG、胃癌等疾病存在多种胃肠激素分泌功能紊乱[5-9]，
胃肠激素可能参与了上述疾病的病理生理过程.有报道

表 1  CAG、胃癌患者血浆胃泌素、EGF、SS、VIP 水平( sx ± )

组别  n 胃泌素× 10-3 ng/ml EGFng/ml   SS × 10-3 ng/ml VIP × 10-3 ng/ml

CAG 67 115.23 ± 60.62bc 2.32 ± 0.60bd    61.90 ± 28.36bc   9.42 ± 2.34bc

胃癌 18 152.60 ± 72.93b 2.86 ± 1.23b  114.96 ± 47.02b   6.98 ± 2.13b

正常人 15   64.19 ± 35.34 1.76 ± 0.35    96.28 ± 35.18 16.34 ± 8.18

aP <0.05, bP <0.01, vs 正常；cP <0.05，dP <0.01, vs 比 CAG 与胃癌.

表 2  不同程度 CAG 血浆胃泌素、EGF、SS 及 VIP 水平( sx ± )

组别  n 胃泌素× 10-3 ng/ml  EGFng/ml   SS × 10-3 ng/ml VIP × 10-3 ng/ml

轻度 CAG 38 105.12 ± 38.92  2.12 ± 0.62 76.94 ± 30.28 10.64 ± 3.08

中重度 CAG 29 128.19 ± 67.28 a  2.58 ± 0.89a 42.19 ± 18.92b   7.82 ± 2.56b

CAG 伴肠化生 13 137.20 ± 60.23 a                2.71 ± 1.02b 40.17 ± 20.34b   7.68 ± 2.96b

aP <0.05, bP <0.01, vs 轻度 CAG.
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试用胃肠激素对上述疾病进行干预治疗，取得了较好
的效果[10,11]. 但当前对 CAG 研究较少，为此本研究对
CAG 患者胃泌素、EGF、SS及VIP 水平进行了检测，为
胃肠激素应用于 CAG 治疗提供理论与实验依据.
       胃泌素是由 G 细胞合成、分泌的，能促进胃酸分
泌，对胃黏膜具有营养作用. 以往普遍认为 CAG 时胃
泌素升高，并将其归因于黏膜萎缩，胃酸分泌减少，反
馈作用于 G 细胞，刺激胃泌素释放，并不断有人用人
工合成的胃泌素用于 CAG 的治疗，希望通过其黏膜营
养作用促进萎缩黏膜恢复. 并发现对轻度CAG患者应用
小剂量胃泌素可能有利于萎缩黏膜的修复，但对重度
CAG，尤其伴肠化生时胃腺生发中心严重受损，应用胃
泌素可能不仅不利于胃黏膜修复，反有促使癌变可能.
李哲夫 et al [12]报道 22 例胃癌患者血清胃泌素含量为
(344 ± 5.2)× 10-3 ng/ml，是正常(92 ± 9)× 10-3 ng/ml
的 3.5 倍.体外观察发现，胃泌素对人胃腺癌 BGC-823
细胞系的生长，具有显著促进作用，而这种作用可被
其受体拮抗剂丙谷胺和 L-365 260 所抑制[13-15]. 本研究
发现，CAG 患者血清胃泌素含量(115.23 ± 60.62) pg/
ml 较正常人(64.19 ± 35.24) pg/ml 显著为高，且随萎缩
病变的加重而升高，伴肠化生时已接近胃癌水平(137.20 ±
69.23)× 10-3 ng/ml vs (152.60 ± 72.93)× 10-3 ng/ml，
P >0.05. 推测 CAG 的癌变可能受胃泌素高水平所诱
导，因而临床上将胃泌素用于 CAG 治疗应持慎重态度.
       EGF 来自唾液腺和十二指肠 Brunner 腺，能诱导
DNA、RNA及蛋白质合成，促进细胞有丝分裂和增生，
增加胃黏膜血流(GMBF)，是强效细胞保护因子，如硫
糖铝等胃黏膜保护剂，其黏膜保护作用部分系通过增
加 EGF 来实现.研究证明 EGF 能促进 PUDE 的愈合，临
床应用也取得较好效果[10,11,16]，但 EGF 升高，会使胃
黏膜过度增生，与癌变可能有关[17,18]. 曹京旭 et al [19]

报道 CAG 患者血清 EGF 含量显著高于正常人[(3.54 ±
1.47) ug/L  vs  (1.77 ± 0.60) ug/L]，与胃癌十分接近
(3.72 ± 1.83) ug/L，并伴有 EGFR 表达增加，在伴 II
型肠化生时更为明显我们取得了与之相似的结果. 提示
检测CAG患者EGF水平对判断病情严重程度有一定帮
助. 有研究表明CAG患者胃黏膜处于高增生状态，在增
生区发现有EGF及其受体表达，给予小鼠致癌物MNNG
加EGF后可使单用MNNG不发生肿瘤的小鼠发生腺癌、
类癌，临床观察也发现胃癌组织 EGF 及其受体表达明
显增强[20-23]，提示 CAG 患者 EGF 表达增强，后者可
诱导原癌基因 c-fos、c-myc 活化，细胞恶性增生，
导致 CAG 癌变，因此 CAG 患者增高的 EGF 可能并不
具有细胞保护作用. Olsen et al [24]发现 EGF 的胃黏膜保
护作用与其剂量有关，不同剂量的 EGF 作用不同，切
除颌下腺大鼠，给予外源性 EGF30 ug/kg·d  显示出对
胃黏膜具有明显保护作用，减轻半胱胺引起的黏膜损
害，且呈量效关系，但将 EGF 的用量增至 60 ug/kg·d
时其对胃黏膜保护作用反而消失，原因尚不清楚，是

否CAG 患者升高的EGF超出了发挥保护作用的有效剂
量范围？上述研究似可提示治疗 CAG 是否不应使用
EGF，而应当应用 EGFR 拮抗剂？
        SS 是一种抑制性胃肠激素，能抑制胃泌素、EGF
的释放，与胃泌素组成胃泌素－ SS －胃酸分泌轴，维
持胃酸分泌稳定[25]. 关于其对细胞生长的作用报道不
一[26-28]. 有研究发现，SS 或其类似物 RC － 160 能抑制
人胃癌细胞生长，认为 SS 对肿瘤细胞的生长抑制作用
可能是通过增强细胞内酪氨酸激酶活性，使酪氨酸去
磷酸化，或通过抑制某些生长因子(EGF、胃泌素)的释放，
或通过对EGFR的下调作用. 赵荣华 et al [29]观察SS的长效
类似物 SMS201 － 995 对体外培养大肠癌细胞系 SW1116
生长的影响，发现 SS 低浓度时(5 × 10E-10) mol/L 可促
进细胞增生，而高浓度(5.5 × 10E － 10) mol/L 则对之
具有抑制作用，细胞增生率与药用浓度对数呈负相关.
另有报道对MNNG引起的大鼠胃癌SS能提高细胞增生.
周殿元从基因水平观察发现胃癌组织 SS 呈过度表达，
支持 SS 刺激肿瘤生长的观点[30]. 目前 SS 生长调节作用
的研究多集中于体外细胞培养. 本研究结果表明，CAG
患者血浆 SS 含量(61.90 ± 28.36)× 10-3 ng/ml 明显低于
正常人(96.28 ± 35.18)× 10-3 ng/ml，更低于胃癌患者
(114.96 ± 47.12)× 10-3 ng/ml，随萎缩病变的加重 SS
呈下降趋势，伴肠化生时尤为明显(40.17 ± 20.34)×
10-3 ng/ml，推测 CAG 时 SS 的减低有利于胃泌素、EGF
营养作用的发挥，可能是机体的一种代偿反应，但 SS
过度减低，胃黏膜可能发生过度增生，不典型增生？
胃癌时SS呈显著升高，此系因肿瘤组织自身合成释放，
还是机体籍以抑制肿瘤生长的一种防御反应？无论何
种情况，CAG 患者 SS 水平骤然升高，应警惕癌变的
发生.
       VIP 是胃肠运动的主要抑制性递质，还能扩张胃
肠血管，增加 GMBF，近年来认为 VIP 还是一种生长因
子. 其作用于胃肠壁的 VIP 受体，主要通过第一信使
或直接激活腺昔酸环化酶，提高 cAMP 而发挥生物效
应. 顾宇春 et al [31]报道慢性胃炎患者血浆VIP 含量显著
降低，认为 VIP 的减低，可使 GMBF 减少，黏膜缺血、
缺氧，不利于黏膜生长.但未分析其对胃黏膜细胞生长
的直接调控作用. 本研究发现CAG患者血浆VIP含量明
显低于正常人[(9.42 ± 2.34)× 10-3 ng/ml  vs  (16.34 ±
8.18)× 10-3 ng/ml]， P  <0.01，中重度 CAG  患者 VIP
含量低于轻度 CAG 患者[(7.82 ± 3.27)× 10-3 ng/ml vs
(10.64 ± 3.86)× 10-3 ng/ml]，伴肠化生时水平更低(7.68 ±
2.96)× 10-3 ng/ml，接近胃癌水平(6.98 ± 2.13)×
10-3 ng/ml，P >0.05. 认为 CAG 患者 VIP 的减低除引起
GMBF减少，胃肠动力失调外，更为重要者可能是使胃
黏膜细胞内 cAMP 减低. 因之细胞正常代谢受到干扰，
细胞分化受到抑制，细胞分裂加速，使一些非分裂周
期的细胞进入分裂期，干扰了通过蛋白激酶对基因调
节的过程，以致改变了细胞遗传. 张健报道胃良性病



变、肠化生、不典型增生及癌变细胞 cAMP 浓度依次
减低，支持 cAMP 在 VIP 减低致 CAG 胃黏膜出现高代谢
过程中发挥中介作用.
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Abstract
AIM:To investigate the killing effect of carcinoembryonic
antigen (CEA) and tissue-specific cytosine deaminase (CD)/5-
fluorocytosine (5-FC) system on human colorectal carcinoma
cell lines LoVo and SW480 in vitro.

METHODS:Recombinant retroviral vector G1CEACDNa was
constructed,in which the CD gene was controlled under the
CEA promoter, and retroviral vector pCD2 were introduced
through liposome technique respectively to the human
colorectal carcinoma cell lines LoVo and SW480. Expression
of CEA was high and low in both the cell lines respectively.
The cells were selectively cultured in G418. The proliferative
colonies were treated with 5-FC.

RESULTS:After the transfection, LoVo-CEACD cells and LoVo-CD
cells were more sensitive to 5-FC than their parental cells
(P  <0.01, t =5.688, n =9; P <0.01, t =3.136, n =9), and
SW480-CEACD cells and SW480-CD cells were more sensitive
than their parental cells as well (P <0.01,t =3.437,n =9;P <0.01,
t =3.516, n =9). Furthermore, the LoVo-CEACD cells were
more sensitive to 5-FC than the LoVo-CD cells (P <0.05,
t =2.183,n =9) while the SW480-CEACD cells were less sensitive
than SW480-CD cells.The LoVo-CEACD cells displayed a
higher anti-tumor effect than SW480-CEACD cells in vitro.
The bystander effect in all cells transfected with CD gene
were observed in this study.

CONCLUSION:The CEA tissue-specific CD/5-FC system

displays an obvious targeting anti-tumor effect on human
colorectal carcinoma cell lines LoVo and SW480, but the
killing effect on the LoVo-CEACD cells is higher than that on
the SW480-CEACD cells in vitro.

Li CJ, Ma QJ, Lai DN, Lu JG, Wang XJ, Wang Q, Pan BR, Wu YZ, Li JM.
Killing effect of CD/5-FC system on human colon cancer cell lines SW 480
and LoVo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):535-539

摘要
目的:探讨组织特异性胞嘧啶脱氨基酶(cytosine deaminase，

CD)/ 5-氟胞嘧啶 (5-fluorocytosine， 5-FC)系统对不同分

泌癌胚抗原(carcinoembryonic antigen， CEA)的大肠癌细

胞 LoVo 和 SW480 的靶向杀伤作用.

方法:脂质体法将 CEA 基因顺式转录调控序列(TRS)驱动

CD基因的组织特异性逆转录病毒载体G1CEACDNa及非

组织特异性逆转录病毒载体pCD2分别转导入大肠癌细胞

LoVo 和 SW480，以 G418 筛选阳性克隆扩增后给予前药

5-FC 进行敏感试验.

结果:LoVo-CEACD 及 LoVo-CD 比 LoVo 对 5-FC 的敏感

性明显提高(P < 0.01， t =5.688， n =9;  P <0.01， t =3.136，

n =9)， SW480-CEACD 及 SW480-CD 比 SW480 对 5-FC

的敏感性明显提高(P <0.01， t =3.437， n =9;  P <0.01，

t =3.516， n =9)， LoVo-CEACD 比 LoVo-CD 对 5-FC 的

敏感性明显增强(P <0.05， t =2.183， n =9)，而 SW480-

CEACD 对 5-FC 的敏感性小于 SW480-CD，SW480-

CEACD对前药5-FC的敏感性低于LoVo-CEACD (P  <0.05，

t = 2.504， n =9)，转 CD 基因之 LoVo 和 SW480 细胞体

外实验均可观察到明显的旁观者效应.

结论:组织特异性 CD/5-FC 系统对 LoVo 和 SW480 细胞均

有明显的靶向杀伤效果，但对 SW480 细胞的杀伤作用小

于 LoVo 细胞.

黎成金,马庆久,赖大年,鲁建国,王小军,王青,潘伯荣,武永忠,李金茂. CD/5-FC

系统对结肠癌细胞的杀伤作用.世界华人消化杂志  2003;11(5):535-539
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0   引言

CD/5-FC 系统作为前药转换基因系统之一，近年来对
其在肿瘤治疗中的作用进行了广泛研究[1-4]，已进行了
少量Ⅰ期临床实验[1,5-8]. 研究表明[9]，癌胚抗原(CEA)转
录调控序列可控制 CD 基因在 CEA 阳性的大肠癌组织
中高效表达，在前药 5-FC 作用下，产生选择性杀伤
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肿瘤细胞的作用. 然而，CEA 启动子控制的 CD 基因对
低表达 CEA 的大肠癌细胞是否具有靶向性杀伤作用？
为此，我们进行了初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  含 CD 基因逆转录病毒载体 pCD2 由美国
Anderson 癌症研究中心的 Mullen 博士惠赠；CEA 启动
子调控 CD 基因表达的逆转录病毒载体 G1CEACDNa 由
第二军医大学长海医院崔龙教授惠赠；大肠癌 LoVo 细
胞株由上海医科大学瑞金消化外科研究所提供；大肠
癌 SW480 细胞株由第四军医大学动物研究所提供；感
受态菌由第四军医大学遗传与发育教研室制备；脂质
体 liopfectamineTM 2 000 (LF 2 000)为 Invitrogen 公司产
品； G 418， DMEM 为 Gibco 公司产品；5-FC， MTT
为 Sigma 公司产品；RPMI 1640 培养基，胎牛血清，
BamH Ⅰ酶，EcoR Ⅰ酶，Sal Ⅰ酶为 Promega 公司产
品；大量柱离心式质粒抽提纯化试剂盒及小量柱离心
式组织和细胞基因组 DNA抽提试剂盒为上海华舜公司
产品； PCR 扩增 Premix TaqTM 酶为 Biotech 公司产品，
CD 基因引物由 Biotech 公司合成，引物序列(扩增产物
1.5 kb )为：正义链 5’-ATAGAATTCAGGCTAACAA
TGTCGAATTAACGCTT-3’，反义链 5’-TATGGATC
CTCAACGTTTGTAATCCATGGCTT-3’.
1.2 方法

1.2.1 质粒扩增和酶切鉴定  将质粒 pCD2，G1CEACDNa
在感受态中大量扩增后，按质粒抽提试剂盒说明书提
取并纯化质粒，主要步骤：在细菌沉淀中加入 P1 液
3.5 mL，振荡后加入 P2 液 3.5 mL 并混匀，室温静置
4 min，加入 PN 液 5 mL 并混匀，12 000 g 离心 30 min，
将上清液移入黏附柱，离心 2 min，加入 W1 液 12 mL，
静置 1 min，离心 2 min，在黏附膜中央加入 T1 液 500 µL，
室温静置 2 min 后，离心 5 min.质粒 pCD2 用 BamH Ⅰ
及 EcoR Ⅰ酶切鉴定，质粒 G1CEACDNa 用 Sal Ⅰ酶切
鉴定，用 20 g / L 琼脂糖凝胶电泳.
1.2.2大肠癌细胞的转染  在24孔培养板中分别接种3×105

个 SW480、LoVo 细胞，待细胞生长至 95 % 融合时，用
无血清 RPMI 1640 培养基轻洗细胞并用之置换加宁 L (含
1 µg 质粒 DNA 和 2.5 µL LF 2 000) 培养 24 h，以含 400 mg / L
G 418 及 100 mL / L 胎牛血清的 RPMI 1 640 培养基传
代培养转染细胞，选择培养 14 d，其中原传代 2 次，
筛选抗性克隆并扩增.
1.2.3 细胞基因组DNA的提取及PCR检测  按细胞DNA
提取试剂盒说明书操作，主要步骤如下：将 107 细胞
移入离心管中，10 000 g 离心 10 s，弃上清，加入
RNase A 20 µL 和 DT 液 200 µL，混匀，65 ℃温浴 5 min，
加入 DL 液 400  µL 和 Proteinase K 25 µL 并混匀后 65 ℃
温浴 20 min，离心 5 min，将上清液移入另一离心管
中，加入异丙醇 200 µL 混匀后，取样品液至黏附柱
中，离心 30 s，加入 W1 液 500 µL，静置 1 min，离

心 30 s，加入 W1 液 500 µL，离心 30 s，在黏附柱

中央加入 T1 液 100 µL，65 ℃静置 5 min，离心 1 min，

－ 20 ℃保存. PCR 用 50 µL 反应体系，反应条件:94 ℃，

3 min，94 ℃，30 s，60 ℃，30 s，72 ℃，40 s，72 ℃，

10 min，40 个循环，PCR 产物用 20 g / L 琼脂糖凝胶电泳.

1.2.4 前药5-FC对转基因大肠癌细胞的杀伤作用  将转

染 G1CEACDNa、 pCD2 之 LoVo、SW480 细胞(分别命名

为：LoVo-CEACD，LoVo-CD，SW480-CEACD，SW480-CD)

及末转基因之 LoVo、SW480 细胞以 5 × 104 个 / 孔接

种到 96 孔细胞培养板中，接种同时加入含各种梯度浓

度的前药 5-FC，每种浓度设 3 个复孔，同时设置对

照孔及调零孔. 在 37 ℃、50 mL / L CO2 孵箱中培养，

每 2 d 换液1次，第8天去除培养液，以MTT法测定活细

胞比率并计算杀伤率：加入 MTT 20 µL(5g / L)， 37 ℃

孵育 4 h 后弃上清加入二甲基亚砜(Sigma) 150 µL ， 10 min

后振荡，以 490 为测定波长，上酶标仪测定吸光度值

(Ａ). 根据下列公式计算细胞存活率:存活率 = 实验组Ａ

值 / 对照组Ａ值× 100 %. 将转 CD 基因 SW480，LoVo

细胞与未转基因之 SW480、LoVo 细胞分别以 100，80，

50，30，20，10，0 之比率(%)混合接种至 24 孔板中，

每种混合细胞设 3 个复孔，同时设置对照孔及调零孔，

以含 2.0 mmol / L 5-FC 的 RPMI 1 640 完全培养基中培

养 8 d 后，以 MTT 法检测活细胞比率并计算旁观者效

应杀伤率.

        统计学处理  在 SPLM 软件中输入药敏实验中各浓

度前药下每组细胞生存率，作线图并计算 IC50，采用

未配对计量资料的 t 检验进行统计学处理.

2   结果

2.1目的基因整合到靶细胞中  质粒 pCD2 用 BamH Ⅰ及

EcoRⅠ酶切可见1.5 kb酶切片段(图1)，质粒G1CEACDNa

用 Sal Ⅰ酶切可见 1.9 kb 酶切片段(图 2). 转 pCD2 及

G1CEACDNa 之 SW480、LoVo 细胞 PCR 产物电泳均可

见 1.5 kb 片段(图 3) .

A. λ DNA Hind Ⅲ Marker; B. pCD2 plasmid.
图 1  pCD2 质粒酶切鉴定.
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A. λ  DNA Hind Ⅲ Marker; B,C:  G1CEACDNa plasmid.
图 2  G1CEACDNa 质粒酶切鉴定.

1: SW480; 2: LoVo;3: SW480-CEACD;4,5: SW480-CD; 6: LoVo-CD
7,8:LoVo-CEACD; 9:λ DNA Hind Ⅲ Marker.
图 3 PCR 验证 CD 基因转染 LoVo 和 SW480 细胞.

图 4  前药 5-FC 对转 CD 基因的 LoVo 细胞的杀伤作用.

图 5  前药 5-FC 对转 CD 基因的 SW480 细胞的杀伤作用.

2.2 前药5-FC 对转基因大肠癌细胞LoVo、SW480的杀伤

作用  LF2 000 转染 pCD2、G1CEACDNa，以含 400 mg/L
G418 的 1 640 培养基选择培养 14 d，对照组细胞在 6 d 后

全部死亡. 5-FC 对转基因大肠癌细胞 LoVo，SW480 有
杀伤作用(图 4，5)，转 CD 基因之 LoVo，SW480 细
胞对 5-FC 的敏感性明显提高，转 G1CEACDNa 之 LoVo
细胞较转 pCD2 之 LoVo 细胞对 5-FC 的敏感性明显增
强， 其 IC50 分别为 0.1 mmol / L 和 0.8 mmol / L，而转
G1CEACDNa 之 SW480 细胞对 5-FC 的敏感性小于转
pCD2 之 SW480 细胞，其 IC50 分别为 1.0 mmol / L 和
0.8 mmol / L. 细胞的杀伤率与转基因细胞的比例并不一
致，当转基因细胞达到 30 % 时，对混合细胞的杀伤
作用就与 100% 转基因细胞的杀伤作用相似(旁观者效
应， 表1).

表 1  旁观者效应细胞杀伤率  (％, sx ±  n =3)

转基因细胞比率
细胞

0  10  20  30  50  80 100

LoVo-CD 0 31.5 44.5 58.2 61.3 63.6 71.5

LoVo-CEACD 0 45.6 79.4 88.5 91.3 92.8 96.5

SW480-CD 0 32.5 41.3 53.5 60.2 61.2 63.2

SW480-CEACD 0 33.3 41.3 52.0 53.6 55.5 59.3

3   讨论

胞嘧啶脱氨基酶(cytosine deaminase， CD)基因是来源于
某些细菌和真菌的一种自杀基因，其编码的 CD 酶能
将对真核细胞相对无毒的 5- 氟胞嘧啶(5-FC)转换成细
胞毒性化疗药 5- 氟尿嘧啶(5-FU)，抑制细胞 RNA 和
DNA 的合成而致细胞死亡[10]. 5-FU 作为结肠癌的一线
化疗药物，对机体正常组织的毒副作用限制了其在结
肠癌化疗的临床应用[11-13]，靶向基因治疗可将治疗基
因在肿瘤组织中特异地表达，使正常组织免受损害.
CEA 基因属于组织特异性表达基因，利用 CEA 基因的
转录调控序列来调控 CD 基因的表达，可特异性杀死
CEA 阳性分泌的大肠癌细胞[14-16]，对结肠癌肝转移也
有特异性治疗作用及旁杀伤效应[17-21]，对结肠癌的腹
膜转移亦能进行有效治疗[22] .  临床资料显示，虽然
CEA 作为结肠癌疗效及转移的监测指标有其特异性[23]，
但在大肠癌患者中，近 2/3 血清 CEA 正常[24]， Dukes A
期患者血清 CEA 水平仅 5.3 ± 1.8 µg/L [25]，表明临床
有相当一部分大肠癌患者其CEA表达水平较低. 我们所
采用的LoVo和SW480分别是高表达CEA和低表达CEA
的人大肠癌细胞株， CEA 分泌水平分别为 49 fg/cell 和
3.1 fg/ cell.
        本研究用逆转录病毒载体 G1CEACDNa 及 pCD2 分
别转染 LoVo 细胞和 SW480 细胞，G1CEACDNa 由组
织特异性 CEA 基因顺式转录调控序列(TRS)调控 CD 基
因的表达，pCD2 为非组织特异性 CD 基因逆转录病毒
载体，我们用脂质体 LF2000 直接转染大肠癌细胞，经
G418 选择培养 14 d 后，用前药 5-FC 进行实验. 结果
显示，目的基因均成功整合到靶细胞中，LoVo-CEACD
及 LoVo-CD 细胞比未转基因之 LoVo 细胞对 5-FC 的敏
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感性明显提高(P  < 0.01，t  =5.688，n  =9 ; P <0.01，t  =3.136，
n =9)， SW480-CEACD及SW480-CD细胞比未转基因之
SW480 细胞对 5-FC 的敏感性明显提高(P <0.01， t =3.437，
n =9 ;  P <0.01，t =3.516，n =9)，LoVo-CEACD 较 LoVo-CD
细胞对 5-FC 的敏感性明显增强(P <0.05，t =2.183， n =9)，
其 IC50 提高了 8 倍，而 SW480-CEACD 细胞对 5-FC 的
敏感性小于 SW480-CD 细胞，后者的 IC50 是前者的 1.25
倍；转染 CEA 组织特异性 CD 基因后，低表达 CEA 的
大肠癌细胞 SW480 对前药 5-FC 的敏感性低于高表达
CEA 的人大肠癌细胞 LoVo (P <0.05， t = 2.504， n =9)，
后者 IC50 是前者的 10 倍；转 G1CEACDNa 及 pCD2 之
LoVo和SW480细胞均可观察到明显的旁观者效应. 我们
的实验结果表明，用组织特异性 CEA 启动子调控 CD 基
因的表达，对高表达 CEA 的大肠癌细胞 LoVo 和低表达
CEA 的大肠癌细胞 SW480 均有明显的靶向杀伤作用，
提高了细胞对前药 5-FC 的敏感性，但对 SW480 的杀
伤作用不如对 LoVo 细胞的杀伤作用理想，甚至低于普
通型 CD 基因，分析可能是由于肿瘤细胞 CEA 的低表
达导致 CEA 启动子调控的 CD 基因的低表达所致，其
机制有待进一步实验证实.
       靶向性和有效性是基因治疗的两大瓶颈，前者可使
正常组织细胞免受损害，后者保证了治疗的效率. 我们
的实验提示，CEA 组织特异性 CD/5FC 系统对低表达
CEA 大肠癌的治疗效率将受到影响，有研究表明，用
CEA 启动子和增强子共同调节 CD 基因的表达，能明显提
高肿瘤细胞 CD 基因的表达[26]，放疗、免疫因子与 CD/5FC
系统的联合应用、双自杀基因的共同转导[27-38]等都能
提高 CD/5FC 系统的治疗效果，这样可以在保证治疗靶
向性的前提下提高治疗效率.
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Abstract
AIM:To investigate the expression of survivin and its relationship
with proliferation and apoptosis in colorectal adenoma and
adenocarcinoma.

METHODS:Using terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) and immuno
histochemistry S-P method, the authors examined the expression
of survivin, Ki-67 and apoptotic cell in situ in 60 cases of
colorectal adenocarcinoma, 35 adenoma and 20 normal
colonic mucosa.

RESULTS:Survivin expression was observed in 36 of 60 (60.0 %)
cases of colorectal adenocarcinoma and in 6 of 35 (17.1 %)
cases of adenoma. In contrast, normal colonic mucosa did
not express survivin. Overexpression of survivin was related
to the differentiation grade of colorectal adenocarcinoma,
however there was no correlation with Dukes’s stage of
lymph node metastasis. Ki-67 labeling index (LI) was higher
in colorectal adenocarcinoma than that in adenoma (39.1±
10.4 % versus 22.3 ± 6.2 %, P <0.01). The apoptosis in-
dex (AI) of colorectal adenocarcinoma and adenoma was
significantly higher than that of normal tissues (P <0.01).
More apoptotic cells were noticed in well and moderate
differentiated adenocarcinoma than those in poorly differentiated
adenocarcinoma (P <0.05). Survivin positive adenoma and
adenocarcinoma had significantly lower values for AI than
survivin negative tumors (P <0.01), and the Ki-67 LI in
survivin positive adenoma and adenocarcinoma were higher
than that in survivin negative tumors (P <0.01).

CONCLUSION:Up-regulation of survivin expression in
adenocarcinoma suggests that survivin may play an important
role in human colorectal tumorigenesis through the inhibition of
apoptosis and acceleration of proliferative activity. Survivin

may be a new prognostic implication in colorectal adenocarcinoma
and serve as a widely applicable target for anticancer gene
therapy.

Xiao J, Deng CS, Zhu YQ.Expression of survivin protein in colorectal
adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):540-543

摘要
目的:检测凋亡抑制蛋白 Survivin 在大肠腺瘤、腺癌组织

中的表达，观察其与细胞增生、凋亡的关系，探讨

Survivin 基因表达在大肠癌发生、发展过程中的作用.

方法:应用 DNA 缺口未端标记技术和免疫组织化学 S-P

法，原位观察 20 例正常大肠黏膜组织、35 例大肠腺瘤

和 60 例大肠腺癌组织中的凋亡细胞和 Survivin 、Ki-67

蛋白阳性表达.

结果:Survivin 蛋白在正常大肠黏膜组织中不表达，在大

肠腺癌和腺瘤中阳性表达率分别为 60.0 % 和 17.1 %，二

者比较差异有显著性(P <0.01).  Survivin 蛋白表达与大肠

腺癌分化程度呈负相关，与 Dukes’分期和淋巴结转移无

明显相关. 大肠腺癌 Ki-67 标记指数(labeling index，LI )为

39.1 ± 10.4 %，较腺瘤 22.3 ± 6.2 % 显著增高(P <0.01)，

大肠腺癌Survivin阳性组Ki-67 LI 25.1±7.6 %与Survivin

阴性组 19.7 ± 5.8 % 比较差异有显著性(P <0.01). 大肠腺

瘤和腺癌细胞凋亡指数(AI)显著高于正常大肠黏膜(P <0.01)，

高分化癌凋亡指数显著高于低分化癌(P <0.05)，大肠腺

癌Survivin阳性组凋亡指数0.85±0.52 %与Survivin阴性

组 1.25 ± 0.58 % 比较差异有显著性(P <0.01).

结论:Survivin 基因在大肠腺癌组织中表达上凋，通过促

进肿瘤细胞增生和抑制凋亡参与大肠癌的发生、发展过

程. 检测大肠组织 Survivin 蛋白表达，对预测癌变及判断

预后有重要意义. Survivin基因为肿瘤的基因治疗提供一理

想靶点.
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0   引言

大肠癌是世界上高发恶性肿瘤之一，在我国为 4-6 位[1,2].
细胞凋亡调节紊乱是大肠癌的重要机制之一[ 3 - 1 3 ] .
Survivin 是新近发现的凋亡抑制蛋白(inhibition apoptosis
protein，IAP)，在正常成熟组织中不表达，在人类各



种肿瘤组织广泛表达[14-20]，其独特的结构和生物学功

能在肿瘤分子生物学研究中日益受到重视. 本研究通过

检测Survivin蛋白在大肠腺瘤和腺癌中的表达，观察其

与细胞增生、凋亡的关系，探讨 Survivn 基因表达在大

肠癌发生、发展过程中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠腺癌 60 例、大肠腺瘤 35 例和正常大肠

黏膜 20 例均取自武汉大学中南医院、湖北省肿瘤医院

1999-2001 年经病理证实的手术切除标本和活检组织，

40 g/L 甲醛固定，石蜡包埋 4 µm 连续切片，HE 染色

复诊. 所有标本均选自术前未经放、化疗且无坏死的组

织. 60例大肠腺癌中，按癌组织分化程度分为高分化11

例，中分化 23 例，低分化 26 例，男 34 例，女 26 例，

年龄 26-75 岁，平均 52.6 岁. Dukes’A 期 10 例，B

期 32 例，C 期 18 例. 35 例大肠腺瘤中，男 17 例，女 13

例，年龄 21-70 岁，平均 49.5 岁，其中管状腺瘤 21

例，绒毛状腺瘤 6 例，管状绒毛状腺瘤 8 例.按不典型增

生程度分为轻度不典型增生13例，中度不典型增生16例，

重度不典型增生6例. Survivin 兔抗人多克隆抗体(RB-1629)

为美国 Neomarkers 公司产品(购自晶美公司)， Ki-67 鼠

抗人单克隆抗体(即用型)、S-P 试剂盒均购自福州迈新

公司，TUNEL 试剂盒购自德国宝灵曼公司.

1.2 方法  组织切片常规脱蜡至水，微波抗原修复，S-P

法操作，DAB 显色，苏木精复染. Survivin 工作浓度

为 1∶1 000. 将已知的大肠癌切片作阳性对照，用磷

酸盐缓冲溶液(PBS)代替一抗作阴性对照. 采用 DNA 末

端标记方法检测组织中凋亡的细胞，染色方法按原位

凋亡细胞检测试剂盒说明书进行，以已知大肠癌阳性

片作阳性对照，以PBS 代替 TDT工作液作阴性对照. 凋

亡细胞的判断根据细胞核呈棕黄色染色并在形态学上

符合凋亡细胞特征，在高倍镜(×400)下计数1 000个细

胞中的阳性细胞，以百分数表示，计数结果作为凋亡

指数(apoptosis index ，AI). Ki-67 抗原以细胞核出现浅

至深棕黄色颗粒作为阳性，在高倍镜(× 400)视野中计

数 1 000 个细胞中阳性细胞的百分比作为 Ki-67 标记指

数(Ki-67 labeling index ). Survivin 阳性判定参考

Kawasaki et al [21]报道的方法：计数 5 个高倍视野，将

平均阳性细胞数分为 5 类. 0，<5 %；1，5-25 %；2，

25-50 %；3，50-75 %；4，>75 %. 根据染色程度

将阳性信号分为3类. 染色强度弱，1+；中等染色强度，

2+;染色强度强，3+. 染色强度×阳性细胞百分数为每个

病例染色的综合记分，综合计分<1 为表达阴性，反之

判定为阳性.

       统计学处理  所取数据以 sx ± 表示，用方差分析

或 χ2 检验，以 P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 Survivin，Ki-67 表达和细胞凋亡  Survivin 蛋白阳

性反应物主要位于细胞质中，为棕黄色颗粒(图 1)，

正常大肠黏膜组织中未见Survivin蛋白表达(图2). 大肠腺

癌、腺瘤中Survivin蛋白阳性表达率分别为60.0 %(36/60)，

17.1 %(6/35)，二者比较差异有显著性(P <0.01). Ki-67

阳性反应产物主要位于细胞核内，呈浅至深黄色颗粒

(图 3)，正常大肠黏膜基底层细胞有 Ki-67 的表达，大

肠腺癌 Ki-67 标记指数 39.1 ± 10.4 %，显著高于腺瘤

22.3 ± 6.2 %，具有较高的增生活性(P <0.05). 凋亡阳性

细胞在组织中为单个散在或小簇状分布，核物质呈

棕黄色，大肠正常黏膜凋亡阳性细胞数量很少，多

位于表层上皮中，腺瘤和腺癌组织检测到较多的凋

亡的细胞(图 4)，大肠腺癌、腺瘤凋亡指数分别为

0.75 ± 0.44 %、1.64 ± 1.15 %，二者比较差异有显

著性(P <0.01).

2.2 Survivin 表达与大肠腺癌临床病理的关系  Survivin

蛋白表达与大肠腺癌组织分化程度相关，低分化组的

Survivin蛋白阳性表达率(19/26，73.1 %)显著高于中分化组

(12/23，52.2 %)和高分化组(5/11，45.5 %，P <0.05)，而

与大肠腺癌 Dukes’分期(50.0 %，65.6 %，55.6 %)和淋

巴结转移(64.0 % vs 57.1 %)无明显相关(P >0.05).

2.3 Survivin 表达与凋亡指数，Ki-67 标记指数的相关性

比较大肠腺癌、腺瘤 Survivin 阳性表达组与阴性组中

凋亡指数、Ki-67 标记指数，发现凋亡指数阳性组低

于阴性组(P <0.01)，KI-67 标记指数阳性组高于阴性

组(P <0.01，见表 1).

表 1  大肠腺瘤和腺癌中 Survivin 蛋白表达与凋亡指数、Ki-67 标记指数关系( sx ± )

     凋亡指数       Ki-67 标记指数

诊断 n
    阳性(%)  n      阴性(%)  n    阳性(%)  n   阴性(%)

大肠腺癌 6 1.15 ± 0.47 29 1.78 ± 1.12a   6 25.1 ± 7.6 29 19.7 ± 5.8a

大肠腺瘤 36 0.85 ± 0.52 24 1.25 ± 0.58a 36 47.5 ± 11.3 24 34.4 ± 8.5a

aP <0.01, vs 阳性.
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图 1  Survivin 在正常大肠黏膜组织表达 S-P 法× 400.

图 2   Survivin 在 腺癌组织表达 S-P 法× 400

图 3   Ki-67   在 腺癌组织表达 S-P 法× 400

图 4   高分化腺癌组织中凋亡细胞 TUNEL 法× 400

3   讨论

调节细胞凋亡的基因参与了肿瘤的发生发展过程，主
要与三个基因家族即 bcl-2 家族、Caspase 家族和 IAP
家族关系密切[22,23]. Survivin 是 IAP 家族的新成员，结
构独特，仅含有一个杆状病毒凋亡抑制蛋白重复序列
(BIR)分子，作用于各种凋亡通路未端效应分子，是迄

今发现的最强的凋亡抑制因子之一. 实验研究证实，
Survivin能抑制Fas，Caspase， Bax及某些化疗药物诱导
的凋亡[24-26]. 我们运用免疫组化方法显示 Survivin 蛋白
在正常大肠黏膜中不表达，在腺瘤、腺癌组织中总表
达率分别为 17.1 % 和 60.0 %，提示 Survivin 蛋白过度
表达是大肠肿瘤发生的早期事件，且具有促进腺瘤向
腺癌转化作用，与 Kawasaki et al [27]报道结果一致.
Survivin 作为广泛的肿瘤抗原，在抗肿瘤免疫治疗中有
广阔前景[28,29]. Ki-67 是非组蛋白成分的 DNA 结合蛋
白，其表达程度可以反映细胞的增生活性. 我们发现在
大肠腺癌中 Ki-67 标记指数高于腺瘤，Survivin 阳性组
高于阴性组，而凋亡指数阴性组高于阳性组(P <0.01)，
进一步表明 Survivin 基因主要经过调控细胞凋亡和增
生，参与大肠癌的发生和发展. 基础实验表明凋亡调控
多数发生在 G2/M 期，Survivin-RNA 在 G2/M 细胞表达
上调 40 倍[30]. Survivin 在细胞分裂过程中与细胞分裂微
管结合控制其稳定性和有丝分裂纺锤体的聚集[31].因
此，肿瘤组织可能通过对Survivin过量表达上调他们在
有丝分裂中抗凋亡作用，保持肿瘤的增生和生长.Survivin
基因有望成为治疗大肠癌一个较为理想的潜在靶点.
        本研究显示 Survivin 蛋白在大肠腺癌高、中、低
分化组中的表达率分别为 45.5 %，52.2 % 和 73.1 %，
3 组间差异有显著性(P <0.05)，提示 Survivin 蛋白的表
达率在一定程度上反映了腺癌的恶性程度，可以作为
预后不良参数指标. Rodel et al [32]报道直肠癌高Survivin
表达的患者5 a生存率明显低于低Survivin表达者(18 %
vs 77 %)，肿瘤转移前者是后者的 4 倍(78 % vs 18 %)，
认为 Survivin 阳性表达是直肠癌转移的高危因素. 亦有
文献报道Survivin检测能预测Ⅱ期结肠癌的发生，因而
我们认为检测Survivin对预测肿瘤的发生，发展和预后
提供了一新的指标. 我们还发现尽管 Survivin 在大肠腺
癌中有过表达，但与 Dukes’分期和淋巴结转移无明显
关系，与国内学者在肺癌、子宫颈癌等研究结果一致[33,34].
这提示在大肠癌进展过程中还受其他癌基因的调控，
是多基因参与，多因素共同作用的结果[35,36]，Survivin
基因与其他癌基因关系有待进一步研究.
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Abstract
AIM:To establish an animal model to study the effect of
H. pylori on metastasis, and to explore the possible mechanism
and the relationship between H. pylori and gastric cancer
metastasis.

METHODS:Using BGC-823 cell cocultured with H .pylori,
the growth of tumors and metastasis were observed in 8-
week nude mice after the first intraumoral injection of the
group of H.pylori infection and the group of no infection.
The expression of MMP-2, MMP-3, TIMP-2 and TIMP-3 were
investigated by immunohistochemical staining.

RESULTS:There was a significant difference in the weight
of tumors between the group of H.pylori infection and the
group without H.pylori infection in 8-week nude mice after
the first intratumoral injection (P <0.05). There were two
lung metastases in group of H .pylori infection. The positive
rates of MMP-2, MMP-3, TIMP-2 and TIMP-3 in the group of
H. pylori infection by immunohischemical staining were
77.8±9.6 %, 64.5±6.9 %, 57.6±12.2 % and 40.0±9.2 %,
and 61.2±9.7 %, 53.1±5.8 %, 54.3±10.9 % and 53.0±6.6 % in
the group without H.pylori infection, respectively. The
expression of MMP-2, MMP-3 and TIMP-2 were significantly
higher in the group of H. pylori infection than those in the
group without H.pylori infection (P <0.05), but the expression of

TIMP-3 has no significantly change.

CONCLUSION:H.pylori infection can accelerate the tumor
growth in nude mouse and lung metastasis. The expression of
MMP-2 and MMP-3 increases and TIMP-2 decreases in
H .pylori infection, suggesting H .pylori may enhance gastric
cancer metastasis by regulating the expression of metastasis-
correlated factors.

Li XH, Zhang GY, Luo FJ, Xu MH, Li Q. Influence of expression of matrix
metalloproteinase induced by H. pylori infection in gastric cancer cell line.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):544-546

摘要
目的:建立胃癌细胞系H.pylori感染动物转移体外模型， 初步

探讨H.pylori感染在胃癌转移过程中的可能作用及其机制.

方法:将 H.pylori 活菌与胃癌细胞系 BGC-823 低转移细胞

株 C8 细胞共培养后，行裸鼠接种，观察 H.pylori 感染

组与未感染组移植瘤生长情况及裸鼠肝、肺转移情况，免

疫组化检测两组移植瘤中MMP-2， MMP-3， TIMP-2及

TIMP-3 蛋白的表达.

结果:H.pylori 感染组移植瘤重量与未感染组比较有差异

(P <0.05)，病理检查示感染组 2 个肺转移，而未感染组

无转移. 免疫组化结果示感染组 MMP-2，MMP-3，

TIMP-2，TIMP-3 蛋白的表达阳性率分别为：77.8±9.6 %，

64.5±6.9 %， 57.6±12.2 %， 40.0±9.2 %; 而未感染组分别

为 61.2±9.7 %， 53.1±5.8 %，54.3±10.9 %，53.0±6.6 %，二

者比较除 TIMP-3 蛋白的表达无显著性差异外，MMP-2、

MMP-3、TIMP-2 蛋白的表达均有显著性差异(P <0.05).

结论:H.pylori 感染能促使裸鼠移植瘤的生长及肺转移，

建立了 H.pylori 感染与胃癌的动物转移体外模型；H.pylori

感染可能通过促使转移正相关因子 MMP-2、MMP-3 表

达增高，转移负相关因子 TIMP-2 蛋白表达降低，而在

胃癌转移过程中发挥重要作用.
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0   引言

幽门螺杆菌(H. pylori)感染是胃癌发生的重要环境因素[1-11]，
可能参与胃癌的转移过程[12]. 细胞外基质成分的降解对
于肿瘤细胞侵犯周围组织和向远处转移是必不可少



的，而基底膜基质的降解与 MMPs(matrix metalloproteinase，
MMPs)和 TIMP(tissue inhibitors of metalloproteinases，
TIMP)的活性紧密相关[13]. 为此，我们用 H.pylori 与细

胞体外共培养技术，建立动物转移实验体外模型， 观察

H .pylori感染组与未感染组的裸鼠移植瘤生长情况及裸

鼠肝、肺转移情况，确定 H.pylori 感染能否促进人胃癌

细胞的转移潜能. 利用裸鼠移植瘤标本，采取免疫组织

化学 SABC 法检测在 H.pylori 感染和无 H.pylori 感染时

的裸鼠移植瘤中，转移相关因子 MMP-2，MMP-3，

TIMP-2 及 TIMP-3 蛋白表达的差异. 从而对 H.pylori 感

染在胃癌转移过程中的作用及机制作一初步探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  空肠弯曲菌选择性培养基(上海市疾病预防控
制中心)；羊血( 湖南临检中心及益阳生化试剂厂)；
RPMI 1 640(Gibco) ; 免疫组化主要试剂：兔抗鼠 MMP-2，
MMP-3，TIMP-2，TIMP-3，生物素化羊抗兔 IgG；
SABC 试剂盒；DAB 显色试剂盒 (武汉博士德公司).
H.pylori 标准株 ATCC49503，由中南大学湘雅医院范
学工教授馈赠；人胃癌细胞系 BGC-823 低转移单克隆
株 C8 (以下简称 BGC-823)，购自北京肿瘤研究所遗传
室.BALB/c 裸鼠由北京军事医学科学院提供，3-4 周
龄，雌雄各半. 置中南大学湘雅医学院动物学部 SPF 环
境中饲养.

1.2 方法  H.pylori与细胞的共同孵育 参照文献[14]方法.

取对数生长期的 BGC-823 细胞用含 0.2 g/LEDTA 和

1.5 g/L 胰蛋白酶消化后计数，接种于培养瓶或培养板

中，在 37 ℃， 50 mL/L CO2 培养箱培养 24 h 后，弃

去原有细胞培养液，加入用含 40 mL/L 小牛血清的

RPMI-1 640 培养液稀释的不同浓度的 H.pylori 活菌菌

液后继续置于 37 ℃，5 % CO2 培养箱培养.收集处于

对数生长期的 BGC-823 细胞，以每只裸鼠 2 × 106 个 / 只

接种于裸鼠右腋皮下，每组 5，6 只，雌雄各半. 8 wk

后处死裸鼠，剥离肿瘤称重，并对肿瘤组织学进行检

查，同时，取小鼠的肝、肺进行病理切片分析，寻找微

转移灶.免疫组化检测裸鼠移植瘤中 MMP-2， MMP-3，

TIMP-2 及 TIMP-3 蛋白的表达  采用链亲和素 - 生物

素 - 过氧化氢酶法(SABC 法)稍加修改，用冰冷切片取

代石蜡切片染色. 用PBS 代替一抗作阴性对照，结果判

定：光学显微镜下观察组织切片的显色反应. 阳性产

物主要位于胞质，阳性判断标准为细胞质内出现了明

确的棕黄色颗粒. 免疫组化评分标准：每张切片在光学

显微镜下取 5 个高倍视野，各计数 200 个细胞，计算阳

性细胞百分比，得阳性表达率；

       统计学处理  采用统计学软件 SPSS10.0，计量资料

采用 t 检验或单因素方差分析(one-way ANOVA)，计数

资料采用 χ2 检验或 Fisher 精确分析. P <0.05 有统计学

意义.

2   结果

H .pylori 活菌与 BGC-823 C8 细胞共同培养后，接种裸
鼠，结果发现所有均能致瘤，实验组与对照组的瘤体
重量有显著性差异(6.9±1.7 vs  4.9±0.8 g ，P <0.05)，
实验组瘤体有大量坏死. 大体上可见与接种原发瘤包膜
完全分开或转移生长于颈部、腹股沟等处的转移瘤，实
验组：对照组为 4/6∶2/5，分别取两组肝、肺切片，
发现实验组有 2 个肺转移，而对照组未发现. 免疫组化
结果示，H. pylori 感染组 MMP-2，MMP-3，TIMP-2，
TIMP-3 蛋白的表达阳性率分别为:77.8±9.6 %，64.5±6.9 %，
57.6±12.2 %，40.0±9.2 %，而未感染组分别为 61.2±9.7 %，
53.1±5.8 %，54.3±10.9 %，53.0±6.6 %，二者比较除
TIMP-3 蛋白的表达无显著性差异外，MMP-2、MMP-3、
TIMP-2 蛋白的表达均有显著性差异(P <0.05).

3   讨论

近年来随着 H.pylori 感染与胃癌的关系的研究深入，
发现 H.pylori 感染使与转移相关的 C-Ha-ras 基因发生
突变、IL-8、钙连接素及 TNF 等表达增加[15,16]，将
H .pylori 与 AGS 细胞一起培养后，可引起 AGS 细胞分
泌 MMP-3、TIMP-3 增加[17]，推测 H .pylori 感染可能
通过引起 MMPs、TIMP 表达的改变而参与胃癌的转移过
程. 因此推测H.pylori感染与胃癌转移过程有关. H .pylori感
染不仅能诱导胃癌细胞凋亡，而且能促进胃癌细胞增
生[18-30]. H .pylori 低浓度能促进细胞增生的作用，为动
物转移试验提供了基础.本实验用低转移的胃癌细胞株
与 H .pylori 共同培养后接种裸鼠，结果显示，低浓度
H .pylori感染胃癌细胞后可能引起胃癌细胞生长转移能
力的增强，成瘤大小与对照组相比有差异，且大体转
移数及肺转移亦增多，为进一步的致癌机制研究提供
了很好的体外模型.
        为进一步研究 H.pylori 促胃癌转移的机制，本研
究用免疫组织化学的方法检测了H.pylori感染组和未感
染组裸鼠移植瘤中转移相关因子 MMP-2、MMP-3、
TIMP-2 及 TIMP-3 蛋白的表达.结果显示：H.pylori 感
染组 MMP-2、MMP-3 蛋白表达增高、TIMP-2 蛋白
表达降低，与未感染组相比有显著性差异(P <0.05). 因
TIMP-2 除了能选择性地与 MMP-2 形成复合物外，还
可抑制金属蛋白酶家族所有成员的水解活性，故可出
现 MMP-2、MMP-3 蛋白表达均增高，而只有 TIMP-2
蛋白表达降低的趋势. 已有研究发现，MMP-2 的激活与
胃癌进展密切相关，可作为胃癌的预后因素；H.pylori感
染可引起胃癌细胞 MMP-3 的分泌增加及活性增强[17].
而 TIMP-2 过度表达，能抑制转移性 ras 转化小鼠胚胎
成纤维细胞裸鼠静脉注射后肺转移灶的形成，以及体
内肿瘤的生长速度和癌细胞的浸润特性[31]. 用 TIMP-2
基因转染胃癌细胞系 SGC-7901，可减弱肿瘤细胞的
侵袭[32]. 临床研究亦证实 MMP-2、MMP-3 表达增加、
T I M P - 2 表达降低与胃癌的转移及预后密切相关，
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MMP-2、MMP-3 和 TIMP-2 在胃癌中的负相关作用作
为整体调节胃癌细胞的浸润转移，可能具有重要的预
后意义[33,34]. 本结果提示：H.pylori 感染与胃癌的转移
有关，H.pylori 感染时通过调节 MMPs 及 TIMP 的表达，
可能是其参与胃癌转移过程的机制之一.
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Abstract
AIM:To construct a recombinant vector containing gene
encoding Hsp60 gene of Helicobacter pylori and to express
the vector in E.coli BL21.

METHODS:The Hsp60 gene was amplified from H.pylori
chromosome by PCR and inserted into the prokaryotie
expression vector pET-22b (+). The recombinant vector was
transformed and expressed in E.coli BL21 (DE3). Recombinant
Hsp60 protein immunogenicity was studied by Western blot.

RESULTS:The 1.6 kb Hsp60 gene was successfully isolated.
Recombinant E.coli strains expressed Hsp60 were obtained,
the expression protein amounted to 27.2 % of the total
bacterial protein after induced with IPTG for 3 h at 37 ℃,
which included inclusion body and soluble protein. Inclusion body
was the major pattern of the expression that amounted to
76.6 % of the insoluble protein. Western blot analysis of
rHsp60 confirmed that it could be specially recognized by
serum from Hp infected patients.

CONCLUSION:The gene coding for Hp Hsp60 is cloned and
expressed successfully. The results obtained lay the foundation
for constructing the H.pylori vaccine.

Bai Y, Huang W, Lin HJ,Wang JD, Chen Y, Zhang ZS, Zhou DY, Zhang  YL.
Construction of clone expressing adhesin Hsp60 of Helicobacter pylori.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):547-550

摘要
目的:构建含 Hp热休克蛋白60 (Hsp60)基因的重组载体并

在大肠杆菌BL21(DE3)中表达，为进一步研究Hsp60的佐

剂功能和免疫原性奠定基础.

方法:提取 Hp 染色体基因，用 PCR 方法扩增 Hsp60 基因，

将其克隆至表达载体 pET-22b(+)，转化大肠杆菌 BL21

(DE3)，IPTG 诱导表达并通过免疫印迹实验研究其免疫

原性.

结果:分离得到了 1.6 kb 的 Hsp60 基因片段，并在大肠杆

菌中实现了该基因的高效表达，在 37 ℃诱导表达 3 h

后，表达产物占细菌总蛋白的 27.2 %. 表达以可溶性蛋白

和包涵体两种形式存在，其中主要是包涵体的形式，目的

蛋白占不溶性蛋白的76.6 %. 经免疫印迹证实该重组蛋白

可以被 Hp 感染患者血清所识别.

结论:成功地克隆并表达 Hp Hsp60 基因，为 Hp 疫苗的研

制打下了基础.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)已被确认是慢性胃
病(包括胃炎和消化性溃疡)的主要病原因子[1-7]，同时
与胃腺癌、胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的发生亦密切
相关[8-20]. WHO已将其列为胃癌等肿瘤发生的相关致病
菌[21]. 此外，血清流行病学研究表明 Hp 感染与循环、
呼吸以及自身免疫疾病的发生也有关[22-24]. 我国是 Hp
高感染率国家，并仍以每年 1-2 % 的速度增加[25]. 目
前临床根除 Hp 的主要手段是抗菌疗法，但有相当的
局限性. 根除某种感染性疾病最有效的方法是疫苗接
种，故 Hp 疫苗的研制是目前的热点[26-29]. 已知在小鼠
和人类的分枝杆菌感染模型中，Hsp60 的免疫应答处
于优先地位， HpHsp60 也许是防治 Hp 的疫苗候选成
分.据此，我们对 HpHsp60 基因进行了克隆和表达，
为构建 Hp 基因工程疫苗打下了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  菌株大肠杆菌 BL21(DE3)、质粒 pET-22b(+)
及 HpSS1 为本所保存. 限制性内切酶 Not I，Nco I 及
T4DNA 聚合酶、Vent DNA 聚合酶购自 New England
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Biolabs 公司，Taq DNA 聚合酶、DNA 分子质量标准λ
DNA/EcoR I +Hind Ⅲ购自华美生物工程公司，琼脂
糖、dNTPs、DNA 快速纯化试剂盒购自 Promega 公司，
测序质粒纯化试剂盒购自德国 Qiagen 公司，Hp 感染患
者血清来自本院内镜中心，其他试剂为国产分析纯.
1.2 方法  收集 Hp 菌液 1 ml 或刮取数环菌落，TE(pH8.0)
洗涤后重悬，加 SDS 至终浓度为 10 g/L，蛋白酶 K 至
终浓度 0.1 g/L，55-60 ℃水浴 30 min，分别用等体
积酚∶氯仿∶异戊醇( 2 5∶2 4∶1 ) 、氯仿∶异戊醇
(24∶1)各抽提 1 次，上层水相加 2.5 倍预冷的无水乙
醇，1/10 体积 3 mol/L 乙酸钠沉淀，700 mL/L 乙醇洗
2 次，抽干后溶于 dd H2O 或 TE 中. 根据文献[30]设计
引物，在其 5’端加上合适的限制性酶切位点，由博亚
公司合成. 序列如下: Hsp601:5’-TG GCC ATG GAT
GGG CCA AGA GGC AGG AAT-3’; Hsp602:5’-AG
TGC GGC CGC CAT CAT GCC GCC CAT G-3’. 热启动
法进行 PCR，95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 50 s，72 ℃
延伸 90 s，35 个循环后再延伸 10 min. 8 g/L 琼脂糖凝
胶电泳观察扩增结果.
1.2.1 重组质粒构建、酶切鉴定及序列  采用碱变性法
制备质粒pET-22b(+). 目的基因与载体的连接:反应体系
20 µL 中依次加入 10 × Not I 缓冲液，Not I 和 Nco I 各
10 U，目的 DNA 片断 2 µL 或 pET-22b(+)1 µg，补足
水至 20 µL，37 ℃水浴 2 h. 采用冻融法回收及纯化酶
切产物. 在连接反应体积10 µL中加入目的DNA与载体
DNA 的浓度约为 2∶1，10 ×连接缓冲液 1 µL ，T4
DNA 连接酶 1 U，16 ℃水浴 4-12 h. BL21(DE3)感受
态细胞的制备:从LB平板上挑取 BL21(DE3)单菌落接种
于 LB 液体培养基 5 mL 中，37 ℃培养过夜，将上述
菌液以 1 % 接种量转接于 5 ml LB 液体培养基，37 ℃，
150 r/min 振摇 1.5-2 h，至 A600 约为 0.3-0.4；培养物
冰浴 10 min，4 000 g 离心 10 min，菌体悬浮于冰预
冷的 0.1 mol/L CaCl2 2.5 mL 中，混匀，冰浴 30 min，
离心后用冰预冷的 CaCl2 0.3 mL 重悬菌体，分装 0.15 mL/
管备用. 转化:取连接产物 8-10 µL 加入感受态细菌 150 µL
中，冰浴 30 min，42 ℃热休克 2 min 后置冰上 2 min，
加入 LB 液体培养基 800 µL，37 ℃摇床复苏 45 min. 取
菌液 200 µL，在含氨苄青霉素的 LB 平板上涂布均匀，
37 ℃培养 12-16 h. 次日挑选单个菌落，提取质粒进
行酶切鉴定. 对酶切鉴定后重组自采用 373A DNA 自动
分析仪进行全自动测序.
1.2.2 重组子的诱导表达及表达产物的定位分析  不同
条件下的诱导表达:经测序鉴定正确的重组子转化BL21
(DE3)，以 10 g/L 的过夜培养物接种 LB 液体培养基，在
不同的诱导前菌浓度(A600 分别为 0.1，0.3，0.45，0.6，
0.8，1.0)下，以不同的 IPTG 浓度(0.1，0.5，1.0，
2.0 mmol/L)诱导不同的时间(2 h，3 h，4 h，5 h)，分
别收集菌液 1 mL 进行电泳，测定不同条件下重组蛋白的
表达量. 表达产物的定位:外周质部分在 4 ℃，12 000 g 离

心 1 min 收集 IPTG 诱导培养物，将细菌沉淀悬于
30 mmol/L Tris-Cl(pH8.0)，1 mmol/L EDTA(pH8.0)，
200 g/L 蔗糖中，冰浴 10 min，12 000 g 离心 10 min，上
清为外周质部分；胞内可溶和包涵体部分同上收集
IPTG 诱导培养物，弃上清，重悬沉淀于 1/10 培养物
体积的 50 mmol/L Tris-Cl(pH8.0)、2 mmol/L EDTA 和
0.1 mg/ml 溶菌酶中，并加 TritonX-100 至终浓度 10 g/L，
30 ℃放置 20 min 后冰浴下超声破碎至溶液较清亮，
12 000 g，4 ℃离心 15 min，上清为可溶性部分，沉
淀为包涵体. 取全菌及其周质的渗透休克液、菌体超
声后的上清以及沉淀进行 100 g/L SDS-PAGE 电泳分
析，上样前加适量双蒸水复悬菌体后加入等体积2×凝
胶上样缓冲液(40 g/LSDS、2 g/L 溴酚兰、200 mL/L 甘
油、100 mmol/L Tris-Cl pH6.8、100 g/L β- 巯基乙
醇)，混匀，100 ℃水浴 10 min，冷却后取 8-10 µL
上样，180 V 恒压电泳至溴酚兰到达凝胶底部，取下
凝胶置于考马斯亮兰(R250)染色液(45 % 甲醇、45 % 水、
10 % 冰乙酸、0.25 % 考马斯亮兰 R250)中染色 1-2 h.
1.2.3 免疫印迹分析  SDS-PAGE 电泳结束后将凝胶用
转移缓冲液(39 mmol/L 甘氨酸，48 mmol/L Tris-Cl，
0.37 g/L SDS，150 g/L 甲醇)漂洗，同时剪取与凝胶大
小一致的滤纸和 PVDF 膜， PVDF 膜在甲醇中浸泡 1 min
后与滤纸一起放入转移缓冲液中平衡 15 min；将 3 张
滤纸、凝胶、PVDF 膜、另 3 张滤纸逐层放入凝胶夹
夹紧，置转移槽中 30 V，150 mA 转移约 1.5 h；取
出 PVDF 膜，50 g/L 脱脂奶封闭过夜，TBST 缓冲液
(100 mmol/L Tris-Cl， 9 g/L NaCl、5 g/L Tween 20)室
温下漂洗 3 次，每次 10 min；用 Hp 感染血清(封闭液
1∶50 稀释)为一抗，室温孵育 2 h；羊抗人 IgG-HRP
(封闭液 1∶200 稀释)为二抗，室温孵育 1 h，漂洗后
加入底物溶液(0.05 mmol/L Tris-Cl pH7.4，0.5 mol/L
NaCl，0.6 g/L DAB、2 mL/LH2O2)室温下显色，待显
色适度时以 2 mol/L H2SO4 终止，水漂洗后阴干.

2   结果

2.1 hsp60 基因的扩增、克隆与测序  两条 PCR 引物合
成时 5’端分别加上 Not I 和 Nco I 酶切位点以方便操
作.为提高 PCR 的特异性，扩增时采用了热启动法，
并以具3→5修复作用的Vent酶代替常规使用的Taq酶.
PCR 结果电泳分析发现在 1 600 bp 左右有一条带，大
小与预计相符(图 1). 将 PCR 产物经 Not I 和 Nco I 双酶
切后，定向插入经同样双酶切的 pET-22b(+)载体中，
获得重组质粒命名为pET-22b(+)/Hsp60.重组质粒pET-
22b(+)/Hsp60 经 Not I、Nco I 双酶切鉴定结果与预计相
符. 直接以重组质粒 pET-22b(+)/Hsp60 为模板进行测序，
得到了克隆片段的 DNA 序列，与基因库公布的一致.
2.2 Hsp60 基因在大肠杆菌中的表达及定位  将鉴定正
确的阳性克隆株在 LB 培养液(含 100 mg/L 氨苄青霉素)
中 37 ℃培养过夜，然后按 1 % 转接至含氨苄青霉素
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的 LB 培养液中，其后在不同条件下进行诱导表达.取
全菌及其周质的渗透休克液和菌体超声后的沉淀和上
清进行 100 g/LSDS-PAGE 电泳分析(图 2). 结果发现，
经诱导后高效表达 Mr 60 000 的外源蛋白，与预期分
子大小一致. 凝胶自动扫描分析，在 A 600 值为 0.6，
IPTG 终浓度为 0.1 mmol/L，诱导表达 3 h 时 Hsp60 表
达量有明显提高，占菌体总蛋白的 27.2 %，其中可溶
性表达占上清的 14.7 %，包涵体部分占沉淀的 76.6 %.
2.3 Hsp60 表达蛋白的免疫印迹分析  用 Hp 阳性患者血
清作为一抗，正常人血清作为对照，在 Mr60 000 处出
现 1 条阳性反应带；而正常人血清对照未见任何条带.

1. PCR marker; 2. PCR product.
图 1          琼脂糖凝胶电泳分析 PCR 产物.

1. Inclusion body of BL21(pET-Hsp60) after 3 h induction with IPTG;
2. Sonicate supernatant of BL21(pET-Hsp60) after 3 h induction with
IPTG; 3. BL21(pET- Hsp60) periplasm protein after 3 h induction with
IPTG;4. BL21(pET- Hsp60) after 5 h induction with IPTG; 5. BL21
(pET- Hsp60) after 3 h induction with IPTG; 6. BL21(pET-Hsp60)
before induction; 7. Control strain BL21(pET) after 3 h induction with
IPTG; 8. Control strain BL21(pET) before induction; 9. Molecular mass
marker (43，67，94)×103.
图 2  Hsp60 重组蛋白的 SDS-PAGE 分析.

3   讨论

在 Hp 疫苗的研制中，已经采用的基因重组抗原包括
尿素酶、细胞空泡毒素、过氧化氢酶等，尽管获得
了不同程度的保护作用[31-36]，但仍不理想. 特别是尿素
酶作为 Hp 最有希望的一种保护性抗原 ，虽然在动物
模型中已取得理想的效果 ，但在作为 Hp 自然宿主的
人体上的免疫保护效果尚不令人满意[37,38]. 这一方面是
由于作为黏膜佐剂的 CT 或 LT 存在毒副作用 ，影响了
他在人体中的应用 ，另一方面也可能是由于尿素酶单
一抗原尚不能起到全面保护的效果.未来的方向应该考
虑采用更多的保护性抗原 ，同时找到更有效和安全的

刺激机体产生黏膜免疫应答的方法. 近来研究表明，
当人或动物受到细菌和寄生虫感染时，病原体来源的
Hsp 是一种非常重要的保护性抗原，到目前为止，已
经报道了 20 多种传染病的保护性免疫应答是针对 Hsp
的，如结核、麻风等，其中对 Hsp60 的免疫应答最
多.尤其是在感染结核的小鼠实验模型中，Hsp60 的特
异性抗体可与原核细胞的 Hsp60 相应物产生交叉反
应，而不与小鼠自身的 Hsp60 相应物反应，这解决了
长期以来困扰人们的 Hsp60 作为疫苗成分由于其高度
保守性所引起的自身免疫问题. 此外，在小鼠和猴疟
疾模型中，与 Hsp60 交联的多肽诱导的抗疟疾特异性
免疫应答并不依赖于佐剂，显示了 Hsp60 具有类似佐
剂的作用. 由此将 Hp Hsp60 纳入 Hp 疫苗成分，有可
能解决尿素酶在人体实验中出现的问题，即作为佐剂
解决了 CT 或 LT 作为佐剂价格昂贵和具有潜在毒性的
缺点，作为抗原解决单一尿素酶保护效果不理想的问
题. 因此，我们克隆了该基因，并使该基因在大肠杆
菌中获得了高效表达，其表达量超过了菌体总蛋白的
1/4. 在此基础上，本研究还对重组 Hsp60 蛋白的表达
进行了定位分析，为大规模工业生产奠定了基础. 为了
便于纯化，我们采用了带有6个组氨酸的融合表达载体
pET-22b(+)，外源氨基酸仅占重组蛋白的 1 %，通常
不影响重组蛋白的免疫原性，免疫印迹实验表明其能
够与 Hp 感染患者血清发生特异性反应，进一步证明
了重组 Hsp60 蛋白氮端融合的 6 个组氨酸并不影响其
抗原性. 总之，本研究为 Hp 基因工程亚单位疫苗和多
价疫苗的研制打下了基础.
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Abstract
AIM:The relationship between cytotoxin-associated protein
(CagA)+Helicobacter pylori (H.pylori) infection and gastric
cancer in China was reported inconsistently. Using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) to detect serum anti-CagA
antibody and ABC immunohistochemical staining to detect
the expression of Bcl-2 and p53 proteins, this study is to
explore the relationship between CagA H.pylori infection
and expressions of p53 and Bcl-2 proteins in gastric cancer
and chronic gastric diseases.

METHODS:Seventy-nine patients (50 with gastric cancer,
17 with chronic atrophic gastritis, 5 with gastric ulcer and 7
with chronic superficial gastritis) were diagnosed by endos-
copy and biopsied under endoscopy for detection of H.pylori
infection, and confirmed by pathological examination. Expression
of Bcl-2 and p53 proteins was detected by immunohistoche-
mistry. Rapid urease test and serum H.pylori antibodies with
ELISA or Warthin-Starry silver stains were used for H.pylori
diagnosis. H.pylori was defined as positive when 2 or 3 of
these tests were positive. ELISA was used for the detection
of serum anti-CagA antibody.

RESULTS:Anti-CagA antibody was present in 43/50 (86 %)
gastric cancer and in 13/29 (41 %) chronic gastric disease,
CagA+ H.pylori rate in gastric cancer was higher than those
in chronic gastric diseases (P <0.01). The positive rate of
Bcl-2 expression in gastric cancer was higher than that in

chronic gastric diseases (62 % vs  41 %, P >0.05). In CagA+

gastric cancer it was higher than that in CagA- one (65 % vs
43 %, P >0.05), and in CagA+ chronic gastric diseases it
was higher than that in CagA- one (77 % vs 12 %, P <0.01).
The positive rate of mutant p53 expression  in  gastric cancer
was higher than that in chronic gastric diseases (54 % vs
28 %, P <0.05),  in CagA+  gastric cancer it was significantly
higher than that in  CagA- one (60 % vs 14 %, P <0.05),
and in CagA+ chronic gastric diseases it was significantly
higher than that in CagA- ones (46 % vs 12 %, P <0.05).

CONCLUSION:Expression of anti-CagA antibody is present
in a significantly higher percentage of gastric cancer sub-
jects than that in chronic gastric diseases. It is suggested
that CagA+ H.pylori  infection may increase the risk of gastric
cancer. The CagA factor may be involved in the development of
gastric cancer through influencing the expression of Bcl-2
gene and mutant p53 gene.

Du YJ, Zhao J, Zhao RB, Li BJ. Relationship between expression of Bcl-2
and p53 protein and CagA+ Helicobacter pylori in gastric cancer. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):554-557

摘要
目的:CagA ＋ H.pylori 感染与胃癌的相关性在我国报道不

一，且致癌机制不祥. 本研究应用 ELISA 法检测 H.pylori

相关胃癌和慢性胃病血清中抗CagA抗体和免疫组化方法

检测全部组织标本中 Bcl-2、p53 蛋白的表达，研究 H.

pylori CagA 阳性株感染与胃癌、慢性胃病的相关性及与

胃黏膜组织中 Bcl-2、p53 蛋白表达的相互关系，探讨

H.pylori 的致癌机制．

方法:79 例患者(胃癌 50 例、萎缩性胃炎 17 例、胃溃疡

伴不典型增生 5 例、浅表性胃炎 7 例)胃镜诊断明确后取

胃窦或病变部位活检，用于 H.pylori 的诊断、病理诊断

及免疫组化检测 Bcl-2、p53 蛋白的表达．H.pylori 的诊

断采用快速尿素酶试验和ELISA法血清H.pylori抗体或病

理 Warthin-Starry 银染色，两项阳性诊断为 H.pylori 阳

性．用 ELISA 法检测患者血清 CagA- H.pylori 抗体，用免

疫组化方法检测全部组织标本中 Bcl-2、p53 蛋白的表达．

结果:胃癌组 CagA＋ H.pylori 感染阳性率 86 %(43/50)高于

慢性胃病组 45 %(13/29)(P <0.01)，有显著性差异. Bcl-2

蛋白表达:胃癌组高于慢性胃病组(62 % vs 41 %；P >0.05)，

胃癌 CagA＋组高于 CagA－组(65 % vs  43 %；P >0.05)，慢

性胃病 CagA＋组显著高于 CagA－组(77 % vs 12 %；P  <0.01)．

p53 蛋白表达:胃癌组显著高于慢性胃病组(54 % vs 28 %;



P <0.05)，胃癌 CagA＋组显著高于 CagA－组(60 % vs  14 %；

P <0.05)，慢性胃病 CagA ＋组显著高于 CagA －组(46 % vs

12 %；P <0.05)．

结论:胃癌患者 CagA ＋ H.pylori 感染明显高于慢性胃病

者，CagA＋H.pylori感染与胃癌发生明显相关，而H.pylori

的 CagA 可使癌前疾病组织中出现 Bcl-2 蛋白表达，且随

着 Bcl-2 蛋白表达增加疾病的严重程度也增加，即在细

胞恶性转化的早期阶段就发挥作用，并逐渐增强，导致胃

上皮细胞增生增加，凋亡减少．增生的过程中继而出现

p53 基因的突变，即突变型 p53 蛋白表达增强，诱导凋亡

作用减弱．

杜雅菊,赵晶,赵瑞波,李宝杰. 幽门螺杆菌 CagA 蛋白与胃癌组织中 Bcl-2、
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0   引言

大量临床研究已证明幽门螺杆菌(H.pylori)感染与慢性胃
炎、消化性溃疡、胃癌以及胃MALT淋巴瘤等胃部疾病
的发生有关[1-12]，尤其在胃癌发病中的作用越来越受
到人们的重视[13-19]．细胞毒素相关蛋白 A(cytotoxin-
associated protein，CagA)是由 H.pylori 相应的 CagA 基
因编码产生的一种外膜蛋白，是H.pylori的重要致病因
子[20-25]．在感染 H.pylori CagA ＋株患者的血清中可监
测到抗 CagA 抗体[26,27]. 胃癌的形成是一个多因素、多阶
段、长期相互作用的正常细胞恶性转化的过程．细胞增
生和凋亡的失衡与肿瘤的发生发展有密切关系．H.pylori
亦可能通过其毒力因子使癌基因活化或肿瘤抑制基因
失活导致胃黏膜上皮细胞增生和凋亡之间失衡，最终
导致胃癌的发生．本文将通过检测H.pylori 阳性胃癌与慢
性胃病患者血清中 CagA-H.pylori 抗体和组织细胞中癌基
因 Bcl-2 和抑癌基因 p53 蛋白表达，进一步探讨 H.pylori
CagA 与胃癌的相关性及致胃癌的可能分子机制．

1   材料和方法

1.1 材料  2001-02/10 我院就诊胃镜下诊断为胃癌、萎
缩性胃炎、胃溃疡、浅表性胃炎，距幽门 5 cm 以内钳
取胃黏膜组织作快速尿素酶试纸测定，阳性者为研究
对象，并钳取病变组织 2 块保存于 40 g/L 甲醛溶液中．
同时抽取患者静脉血 2ml 静置 4h，离心后取血清置
于 -40 ℃保存．ELISA 法血清 H.pylori 抗体或病理
Warthin-Starry 银染色，两项阳性为 H.pylori 感染，入
选本实验胃癌组 50 例:男 40 例，女 10 例；慢性胃病组
29 例:其中萎缩性胃炎 17 例，胃溃疡 5 例，浅表性胃炎
7 例，男 1 8 例，女 1 1 例．
1.2 方法  CagA 蛋白的检测试剂盒购自上海晶莹生物技
术有限公司．其抗体采用基因工程表达 CagA 抗原并
经纯化而成．首先将待测血清及试剂盒平衡至室温，
血清样品作 1∶21 倍稀释后，将阳性对照液、阴性

对照液及血清稀释标本各 100 µL 依次加入包被小孔
中，A1 孔作空白对照. 37 ℃保温 30 min．洗涤后各
孔加入酶标应用液 100 µL，37 ℃保温 30 min．洗涤后
加入底物 A 液、底物 B 液各 50 µL，37 ℃保温 15 min．
各孔加入终止液 50 µL，在 450nm 处读取 Α 值．免疫
组化方法测定 Bcl-2 和 p53 蛋白的表达. 将标本用石蜡
包埋后切成 4 µm 的切片，其中一张切片进行常规 HE
染色作组织学诊断，另外的切片保存作免疫组化 ABC
法染色检测，Bcl-2、p53 单克隆抗体被用作第一抗
体.用缓冲盐液做阴性对照.每个组织切片于高倍镜下记
数 1 000 个细胞以评价阳性细胞的百分数，<5 % 为阴
性，>5 % 为阳性．
         统计学处理  感染率和基因蛋白表达率用百分数表
示，比较采用 χ2 检验，P <0.05 有显著性差异.

2   结果

2.1 CagA ＋ H.pylori 感染  胃癌组 CagA ＋株感染阳性率
86 %(43/50)高于慢性胃病组 45 %(13/29)，有显著性差
异(P <0.01)．CagA ＋ H.pylori 感染与胃癌明显相关．
2.2 Bcl-2 和 p53 蛋白表达  Bcl-2 蛋白表达:胃癌组高于
慢性胃病组(62 % vs 41 %；P >0.05)，胃癌 CagA ＋组
高于 CagA－组(65 % vs 43 %；P >0.05)，慢性胃病 CagA＋

组显著高于 CagA －组(77 % vs 12 %；P <0.01)．p53
蛋白表达:胃癌组显著高于慢性胃病组(54 %vs 28 %；
P <0.05)，胃癌 CagA＋组显著高于 CagA－组(60 % vs 14 %；
P <0.05)，慢性胃病 CagA ＋组显著高于 CagA －组(46 % vs
12 %；P <0.05)．

3   讨论

H.pylori 感染的结局不同是由其基因多态性决定的，
只有 60 % 的 H.pylori 有 CagA 基因．CagA 进入细胞后，
被细胞内特定的激酶磷酸化，从而引起细胞骨架的重
排以及细胞内信号传导系统的变化，最终导致更严重
的炎症及免疫反应，而长期的慢性炎症易导致胃黏膜
萎缩，并发展成为慢性萎缩性胃炎，甚至胃癌[ 2 8 ]．
Blaser et al [20]比较了 H.pylori 感染的 103 例胃癌患者和
103 例非胃癌患者，在长达 23 a 时间内经血清学检查
发现 CagA 抗体阳性者胃癌发生率比 CagA 阴性者危险
性增加 2 倍，尤其对发展为肠型胃癌的患者更显著．
Parsonnet et al [24]研究发现H.pylori感染的胃癌患者CagA
抗体阳性为 77.8 ％，感染 CagA ＋ H.pylori 的患者发生
胃癌的危险性是对照组的 5.8 倍，认为 CagA ＋ H.pylori
与胃癌明显相关．我国学者[25]在胃癌高发区福州对
CagA 蛋白与胃腺癌关系的研究也证实了上述观点，认
为 CagA ＋ H.pylori 的感染在胃癌发生的起始阶段起了

“启动子”的作用．Crabtree et al [29]研究了 55 例 H.pylori 感
染的胃癌患者，其中 50 例(91 %)血清抗 CagA 阳性，
明显高于 H.pylori 感染的非溃疡性消化不良患者(72 %)，
二者有显著的统计学差异. 本结果显示，胃癌组中 CagA＋
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H.pylori 的感染率明显高于慢性胃病组(86 % vs 45 %)，
萎缩性胃炎和胃溃疡 CagA ＋ H.pylori 的感染率(12/22，
54.6 %)明显高于浅表性胃炎者(1/7，14.3 %)，认为
CagA ＋ H.pylori 的感染在胃癌发生的起始阶段起作用，
与上述研究结果相似．
       胃癌的发生与细胞增生和凋亡的不平衡有关，如
果细胞凋亡活跃，而增生减少，可导致胃黏膜萎缩，形
成萎缩性胃炎；如果细胞凋亡减少，而增生活跃，增加
了自发性 DNA 复制错误的产生机率，同时增加了内
外源性致癌因子致 DNA 突变的机会，导致肿瘤的发
生. H.pylori 的感染，特别是 CagA ＋ H.pylori 感染的慢
性浅表性胃炎其胃上皮细胞凋亡与增生均明显增加，
二者呈正相关，CagA＋ H.pylori 感染的萎缩性胃炎、不
典型增生、胃癌，细胞凋亡逐渐减少，在胃癌时低于正
常胃黏膜，但细胞增生指数在萎缩性胃炎、不典型增
生时减少，在胃癌时明显增加[22-25].
        Bcl-2 基因是发现的第一个抑制细胞凋亡的基因，
是通过抵抗细胞凋亡、延长细胞的寿命、促进细胞生
存，从而使肿瘤发生发展．Bcl-2 表达可增加细胞对
多种促凋亡因素的抵抗性，在细胞的程序化死亡中起
着非常重要的作用．野生型p53蛋白正常情况下是一种
不稳定的调节蛋白，其半衰期仅有 15-30 min．因此
在正常细胞中几乎测不到，故对细胞的生长无抑制作
用．当细胞中的 DNA 受到损伤后，p53 蛋白出现积聚
现象，并诱导细胞凋亡. p53基因突变型蛋白表达增加，
但失去了诱导凋亡的作用，细胞聚集增加，最终导致
癌变形成．野生型 p53 基因缺陷细胞中 Bcl-2 的表达
水平升高[27-30]．
        王思平 et  al [31]的实验中显示胃癌 CagA＋株感染病
例 p53、bcl-2 的阳性率(前者为 57.4 %，后者为 61.8 %)
均显著高于 CagA- 患者(0 %)．所以推测其可能机制为
H.pylori 及其 CagA 蛋白可通过促进 Bax、bcl-2、 p16、
p21 的表达，从而影响胃黏膜的增生和凋亡，增加了
DNA 损伤的可能性，DNA 的损伤又可引起 p53 的高表
达又进一步促进了 Bax、p16、p21 的表达．随着 DNA
的损伤、基因突变的累积、p53 亦可能随之突变，引起
细胞增生与凋亡的失衡，进而发生胃癌．本研究结果
提示，Bcl-2 和 p53 蛋白表达在 CagA ＋ H.pylori 感染者
均高于 CagA － H.pylori 感染者(胃癌组和慢性胃病组)，
说明CagA＋H.pylori可能导致Bcl-2蛋白表达增强和p53
基因突变，细胞凋亡抑制，使慢性炎症导致的细胞增
生无法控制，促进胃癌的发生. 7 例浅表性胃炎 CagA ＋

H.pylori 感染仅 1 例，且组织中 Bcl-2 和 p53 的表达均
阴性．17 例萎缩性胃炎和 5 例胃溃疡 CagA＋ H.pylori 感
染 12 例，Bcl-2 的表达率最高，为 83 %，且 Bcl-2
在 CagA ＋组中表达率显著高于 CagA- 组，说明 Bcl-2
蛋白在癌前疾病阶段已开始发挥作用，且与 CagA 相
关，与其他研究结果相似[32-34]. 这提示我们，CagA ＋

H.pylori 作为高毒株能够引起胃黏膜严重而持续的炎

症，导致胃上皮细胞 Bcl-2 的表达增强，抑制细胞凋
亡，继而反应性增生增加[34]. 增生和凋亡的失衡增加
了 DNA 损伤的可能性[35]，导致 p53 基因突变[32-34]．但
确切机制有待于进一步的研究．
        因此，我们可以认为 CagA ＋ H.pylori 是 H.pylori 的
高毒株，H.pylori 的 CagA 是与胃癌形成密切相关的原
因之一，可能通过 Bcl-2 和 p53 蛋白表达增强使细胞
增生与凋亡失衡，导致细胞恶变．
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Abstract
AIM:To study the histologic changes after H.pylori eradication
with Killing Hp decoction for chronic gastritis.

METHODS:Total 81 cases of chronic gastritis with H.pylori
infection were prospectively studied. After a 7-day triple
therapy (bismuth potassium citrate, clarithromycin and
tinidazole), the patients were divided randomly into 3 groups.
Group A (n =23): Killing Hp decoction, 1# Bid; GroupB (n =15):
marzulene-s-granules, 1# Tid; Group C (n =15): aluminium
hydroxide compound, 3-5# Bid; An endoscopy was performed
at the frist and third months. Histological changes of gastric
mucosa were compared before and after the treatment
according to Sydney classification. COX-2 (cyclooxygenase-2)
protein was detected by immunohistochemical method, and
the computer image processing system was used. For the
patients of no eradication after one course therapy, anti-H.
pylori treatment continued.

RESULTS:H.pylori eradication got a very good curative effect in
81.9 % of the patients. A favourable histologic change of
acute inflammatory infiltration was found (average values
from 0.79 ± 0.78 to 0.042± 0.14) (P <0.001).The mean
percentage of COX-2 positive cells significantly decreased
after H.pylori eradication [(43.5±12.3) %, (32.3±8.3) %,
P  <0.001]. No chronic inflammation was observed after
one month therapy (1.90±0.68,1.67±0.76, P >0.05. Compared
to the controls, after Killing Hp decoction treatment for three
months, the score corresponding to chronic gastritis declined
progressively (average values from 2.9±0.6 to 1.30±0.60,
P <0.001), and the mean percentage of COX-2 positive cells
staining got further decreased and reached a statistically
significant difference, compared with the results obtained

at the first month. [(31.6± 5.9) %,(27.09± 5.16) % ,
P <0.05]. Gastric atrophic lesions were improved after “Killing
Hp decoction” for three-month treatment.

CONCLUSION:H. pylori related gastritis should be treated
further with Killing Hp decoction after H.pylori eradication.

Wang N, Yao XX, Zhang L, Bai WY, Feng LY. Histologic changes after H.
pylori eradication with Killing Hp decoction for chronic gastritis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(5):558-561

摘要
目的:观察 H.pylori 根除后应用灭 Hp 浓缩袋装煎剂(灭 Hp

煎剂)对慢性胃炎慢性病变(包括肠化、不典型增生等萎缩

性病变)的影响.

方法:H.pylori 阳性慢性胃炎患者 81 例用丽珠胃三联(铋剂

0.22 g，2 次 / d+ 替硝唑 0.5 g，2 次 / d+ 克拉霉素 0.25 g，

2 次 / d) 治疗 7 d.停药 1 mo 复查 H.pylori，对 H.pylori 根

除者随机分成 ABC 三组. A 组(23 例)，采用灭 Hp 煎剂 1 袋，

2 次 / d；B 组阳性对照组(15 例)，采用麦滋林 -S 1 袋，

3 次 /d；C 组阴性对照组(15 例)，采用胃舒平 3-5 片，

2 次 /d；3 mo 后复查内镜，采用悉尼系统比较治疗前后

胃黏膜组织学变化，采用免疫组化技术测定 COX-2 蛋白

表达，计算机图像处理系统分析结果；对未根治者换药

继续进行 H.pylori 根除，直到复查 H.pylori 转阴为止.

结果:丽珠胃三联根除率为 81.9 %. 单纯 H.pylori 根除者

80.0 % 急性炎症细胞明显消退(0.79 ± 0.78，0.042 ± 0.14，

P <0.001)，胃窦黏膜 COX-2 蛋白表达亦明显下降[(43.5 ±

12.3)%，(32.3 ± 8.3)%，(P <0.001)];而对胃炎慢性病变并

无明显影响(1.90 ± 0.68，1.67 ± 0.76，P >0.05);灭 Hp

煎剂治疗 3 mo 后，78.3 % 慢性病变显著好转，慢性炎

症细胞平均积分从治疗前 2.09 ± 0.58 下降到 1.30 ± 0.60

(P <0.001)，对胃黏膜 COX-2 蛋白表达也有进一步抑制

作用[(31.6 ± 5.9)%，(27.1 ± 5.2)%，(P <0.05)]，明显优

于上述阳阴性对照组(P <0.05); 对肠化、不典型增生等萎

缩性病变也表现为治疗后退级或减轻.

结论:Hp 相关性慢性活动性胃炎首先应进行 H.pylori 根

除，并应对其慢性病变继续进行灭 Hp 煎剂治疗有良好治

疗作用.
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0   引言

慢性胃炎为临床常见病，多数学者认为 H.pylori 感染
是慢性胃炎常见病因[1]. 根除H.pylori可消除急性活动性
炎症，但对根除 H.pylori 后慢性胃炎病变能否恢复，需
否治疗，以及如何治疗尚乏明确结论[2-14]. 胃肠黏膜损
伤时 COX-2 表达增高[15,16]，与 H.pylori 阴性者相比，
H.pylori感染者胃黏膜中COX-2 mRNA和蛋白表达明显
增强，与慢性炎症程度密切相关[17-20]. 为此，我们研
究了 H.pylori 根除后应用灭 Hp 煎剂[21,22]对慢性胃炎慢
性病变(包括肠化、不典型增生等萎缩性病变)的治疗
作用.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-02/11 河北医科大学第二医院门诊 H.pylori
阳性慢性胃炎 123 例，经内镜活检病理证实为慢性浅
表性胃炎(CSG)104 例和慢性萎缩性胃炎(CAG) 19 例， 伴
溃疡者不限，除外了肝胆系统及胰腺等疾病，近 15 d
内未服铋剂、质子泵抑制剂及抗生素. 完成 H.pylori 治疗
及随访者 81 例；完成 3 mo 治疗及随访并经胃镜复查
者 53 例，男 33 例，女 20 例，病程 3mo-12 a，年
龄 19-69(平均 41 ± 11)岁. COX-2 多克隆抗体购自美国
Stanta Cruz 公司，SP 免疫染色试剂盒购自北京中山生
物技术公司.
1.2方法  对H.pylori阳性慢性胃炎患者均用丽珠胃三联
(铋剂 0.22 g，2 次 / d+ 替硝唑 0.5 g，2 次 / d+ 克拉
霉素 0.25 g，2次/ d，由丽珠集团珠海丽珠制药厂生产) 进
行治疗，连服 7 d.于停药后 1 mo 检测 H.pylori，对未根
除者换药继续进行 H.pylori 根除，直到复查 H.pylori 转阴
为止. 对 H.pylori 根除者随机分成 ABC 三组. A 组：采
用灭 H p 煎剂：1 袋，2 次 / d ；( 由党参，白术，丹
参，当归，川朴，白芍，乌梅等组成，由河北省消化病
研究所采用韩国中药煎药包装机制备.)B 组：阳性对
照组，采用麦滋林 -S：1 袋，3 次 /d；(由日本寿制药株式
会社生产.)C 组：阴性对照组 (可视为单纯 H.pylori 根除)，
采用胃舒平：3-5#，2 次 /d. (为上海天平胃舒平制药
厂生产.)各组均继续用药3 mo后复查内镜观察组织形态
学变化，同时应用免疫组化技术测定胃窦黏膜治疗前
后 COX-2 表达. 各组在性别、年龄、病程分布、炎
症程度分布等方面均无显著性差异，具可比性. 行内
镜检查时，胃窦 3 块取于距幽门口 2-3 cm 的大弯，小
弯和前壁，胃体 2 块取于距贲门 8 cm 的大弯和小弯(约
距胃角近侧 4 cm)共活检 5 块，采用(1)选择性培养基微
氧培养 5-7 d; (2)快速尿素酶试验或 C13 尿素呼吸实验;
(3)黏膜组织匀浆涂片 Gram 染色; (4)H.pylori-DNAPCR
若(1)为阳性即为 H.pylori 阳性；若(1)为阴性，则(2)(3)
(4)任两项阳性方可定为 H.pylori 阳性，抗 H.pylori 治疗
停药后 4 wk 复查(2)(3)均阴性者为 H.pylori 根治[24,25]. 痊
愈：上腹痛、胃胀满、食欲不振消失;显效：症状基本
消失;有效：症状减少或减轻;无效:症状无变化或加重.

组织标本中性甲醛固定， 常规石蜡切片，HE 染色. 参
照悉尼分类标准[23,24]，将慢性炎症、活动性、萎缩、
肠化、不典型增生分别分成无、轻、中、重度，计
分为 0，1，2，3 分. 分别由 2 位病理专业医师盲法
进行判定，最后取其平均分. 取胃窦部的活检标本进
行 COX-2 免疫组化染色[25,26]，采用链霉卵白素蛋白 -
过氧化物酶连结法(streptavidin-peroxidase conjugated
method). 石蜡切片(3-5 um)常规脱蜡、剃度水化后，切
片置30 ml/L过氧化氢孵育5-10 min清除内源性过氧化物
酶活性. 蒸馏水冲洗，PBS 浸泡 5 min. 置电炉煮沸进行抗
原修复 15-20 min. 冷却室温后滴加封闭用血清 15 min，
倾去血清，滴加 1∶100 稀释 COX-2 多克隆抗体，4 ℃
过夜；PBS 冲洗 3 次，每次 3 min，滴加生物素化二
抗，37 ℃孵育 15 min，PBS 冲洗 3 次，每次 3 min，
滴加辣根酶标记链霉卵白素，37 ℃孵育 15 min，PBS
冲洗 3 次，每次 3 min，DAB 显色 5 min，自来水充
分冲洗，苏木精复染，中性树脂封片. 阴性对照一抗
用 0.01 mol/L PBS 代替，已知强阳性的结肠癌切片作为
阳性对照. 染色后光镜下作定性观察，在图像分析系统上
应用免疫组化计算面积软件作定量分析[27]，取 200 倍高
倍视野下 COX-2 显色最强一个视野，通过显微摄影系统
摄取图像，取每帧图像上随机个细胞的平均阳性细胞率.
        统计学处理  计数资料采用 χ2 检验， 计量资料采
用 T 检验. 各组间分析用单因素随机区组方差分析，相
关分析检验. 数据用计算机处理.

2   结果

进入本研究患者 123 例，完成 H.pylori 治疗及随访者
81 例；中途退出 6 例(C 组治疗无效 2 例，B 组药物副
作用 3 例，A 组自动停药 1 例)，最后完成 3 mo 治疗
随访并经胃镜复查者 53 例. 123 例患者 H.pylori 未根除
者 22 例，丽珠胃三联根除率为 81.9 %. A 组灭 Hp 煎
剂 23 例患者治疗后有 21 例症状缓解(91.3 %)，与 B 组
麦滋林 -S、C 组胃舒平相比差异显著.(80 %，46.7 %，
P <0.05，表 1)单纯 H.pylori 根除组 80 % 根除者有急性炎
症明显消退，炎性细胞浸润较之未根除者明显减少，炎
症细胞平均积分从治疗前0.79±0.78下降到0.042±0.14
(P <0.001)，而对慢性淋巴细胞浸润根除前后并无显著改
变，仅有 29.2 % 患者慢性炎症细胞浸润较治疗前降低，
治疗前后炎症细胞平均积分亦无明显改变(1.90 ± 0.68，
1.67 ± 0.76，P >0.05). H.pylori 未根除者无论急性还是
慢性炎症浸润程度治疗前后均无明显变化. (0.63 ± 0.76，
0.34 ± 0.51，P >0.05，表 2)但于改换用药，H.pylori 根
除后 83.3 %(10/12)急性炎症消退(0.032 ± 0.15，P <0.05).灭
Hp 煎剂治疗 3 mo 90 % 急性炎症细胞浸润减少(P <0.05)，
但与单纯根除 H.pylori (80 %)时无统计学差异(0.042 ± 0.14，
0.076 ± 0.27，P >0.05); 但对其慢性病变具有明显疗
效，治疗后 78.3 % 慢性炎症细胞浸润程度明显减低，炎
症细胞平均积分从治疗前 2.09 ± 0.58 下降到 1.30 ± 0.60
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(P <0.001)，麦滋林 -S 阳性对照组对慢性炎症虽也有
所缓解(1.93 ± 0.70，1.40 ± 0.81，P <0.05)，但仅 66.7 %
慢性炎症细胞浸润程度缓解，较灭 Hp 煎剂疗效(78.3 %)
为低(P <0.05)，胃舒平阴性对照组治疗前后对慢性病变
无明显作用(1.97 ± 0.58，2.30 ± 0.59，P >0.05).CAG 患
者 19 例，(A 组灭 Hp 煎剂组 10 例，B 组对照组 9 例)灭
Hp 煎剂组 3 例轻度萎缩，2 例重度，1 例中度肠化，
1例轻度，1例中度异型增生性病变于治疗3 mo 后退级
或减轻. 对照组则仅有 1 例轻度萎缩，1 例中度肠化，
1 例轻度异型增生性病变缓解. 灭 Hp 煎剂组对肠化和

不典型增生等萎缩性病变有一定治疗作用.

表 1  灭 Hp 煎剂治疗 3 mo 后临床疗效

n        痊愈或显效(%)     有效(%)         无效(%)

灭 Hp 煎剂(治疗组) 23       47.8a 43.5a             8.7

麦滋林 -S(阳性对照) 15       33.3 46.7              20

 胃舒平 (阴性对照) 15       13.3 33.3           53.3

aP <0.05 vs 阴性对照组相比.

表 2  单纯 H.pylori 根除对胃黏膜病变影响

  胃窦部         胃体部

   活动炎症       慢性炎症        活动炎症         慢性炎症

  0  Ⅰ Ⅱ Ⅲ      0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ       0  Ⅰ Ⅱ Ⅲ       0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ

根治组 n =24

根除前   9   9   1  5        0  4  11  9      12  8   4   0         1 11  7    5

根除后                 20   3   0  1        0  9   7   8       23  1   0   0         3 10  6    5

未根治组 n =16

根除前                 10   0   4  2        0  1  5  10       14  2   0   0         1   4  6    5

根除后                   8   6   2  0        0  5  4    7       13  3   0   0         1   3  6    6

表 3  灭 Hp 煎剂治疗 3 mo 后各组胃黏膜病变情况

  胃窦部         胃体部

  活动性炎症   慢性炎症      活动性炎症        慢性炎症

  0  Ⅰ Ⅱ Ⅲ      0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ       0  Ⅰ Ⅱ Ⅲ       0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ

A 组 n =23

治疗前                 13   7   1   2       0  3   9  11       17  4   2   0        0  9   9    5

治疗后                 23   0   0   0       2  9   5   7        23  0   0   0        3 14  6    0

B 组 n =15

治疗前                   8   4   0   3       0  2   8   5        11  4   0   0        0   7  4    4

治疗后                 15   0   0   0       2  5   3   5        15  0   0   0        3   6  4    2

C 组 n =15

治疗前                   8   0   2   5       0  1 10   4         7   7   1   0        2   3   8   2

治疗后                 12   1   1   1       0  2   7   5        13  1   0   0        1   2   6   6

       单纯根除 H.pylori (24例)后胃黏膜COX-2蛋白表达

明显下降，COX-2 平均阳性细胞率从(43.5 ± 12.3) %

下降至(32.3 ± 8.3) % (P <0.001);而 H.pylori 未根除者(16 例)

的胃黏膜 COX-2 平均阳性细胞率为(39.6 ± 11.1)%，与

治疗前(40.6±10.8)%相比无显著性差异(P > 0.05);直到

H.pylori根除后COX-2平均阳性细胞率下降到(32.3±8.8)%，

(P <0.05). 灭 Hp 煎剂治疗 3 mo 对胃黏膜 COX-2 蛋白表

达有进一步抑制作用， COX-2 平均阳性细胞率从单

纯 H.pylori 根除后的(31.6 ± 5.9)% 下降到(27.1 ± 5.2)%

(P <0.05);而麦滋林 -S 组(33.6 ± 6.4 %，30.6 ± 6.6 %，

P >0.05)和胃舒平组对COX-2蛋白表达无明显抑制作用

(32.7 ± 5.2 %，33.3 ± 5.6 %，P >0.05). COX-2 蛋白表达

强度与胃黏膜慢性炎症细胞浸润程度密切相关(r =0.3，

P <0.01)，而且分别与急、慢性炎症细胞浸润程度相

关(r =0.343，0.260，P <0.05).

表 4     灭 Hp 煎剂治疗 3mo 后对萎缩性病变影响

         萎缩                              肠化                    异型增生

    0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ  Ⅳ         0  Ⅰ Ⅱ  Ⅲ Ⅳ         0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ  Ⅳ

A 组 治疗前     4  6   0   0    0            7   0   1    2   0          8  1    1   0   0

n =10治疗后           7  3   0   0    0            7   3   0    0   0        10  0   0   0    0

B组 治疗前             6  3   0   0    0            4   2   2   1    0          8  1   0   0    0

n = 9 治疗后     7  2   0   0    0            4   2   1    2   0          9   0   0   0   0

3   讨论

我们对 81 例 Hp 相关性慢性胃炎患者进行了前瞻性研

究.应用丽珠胃三联对 H.pylori 根除率为 81.9 %. 多数学

者认为单纯 H.pylori 根除对急性活动性炎症有明显疗

效，但对 H.pylori 根除后的慢性胃炎病变能否恢复尚

乏明确结论[2-14]. 我们发现单纯H.pylori根除患者80.0 %

急性炎症细胞明显消退，急性炎症细胞浸润较未根除

者明显减少，炎症细胞积分从治疗前 0.79 ± 0.78 下降

到 0.042 ± 0.14， (P <0.001). COX-2 作为一种炎症酶，

在H.pylori感染者胃黏膜中COX-2mRNA和蛋白表达明

显增强，其表达情况与慢性炎症程度密切相关[17-20]，

我们证实 H.pylori 根除后胃窦黏膜 COX-2 蛋白表达亦

明显下降. 一般认为，单纯 H.pylori 根除对慢性病变无

明显影响. 本研究也表明，单纯 H.pylori 根除对胃炎慢

性病变无明显影响，仅有 29.2 % 患者慢性炎症细胞浸

润较治疗前降低，治疗前后炎症细胞平均积分亦无明

显改变. 因此，单纯 H.pylori 根除对急性活动性炎症具

有确切疗效，但对其所致慢性病变，虽经 3 mo 观察并

无明显影响，所以，对Hp相关性慢性活动性胃炎首先应

进行 H.pylori 根除，并应对其慢性病变继续进行治疗.

       既往研究表明，H.pylori 根除后对胃炎慢性病变并

无明显作用，亦不能逆转萎缩、肠化、不典型增生

病变[28-30]. 为了研究对 H.pylori 根除慢性病变进行何种

治疗为好的问题，危北海 et al [31]报道采用中药胃安素

治疗 CAG 60 例对胃黏膜萎缩、肠化、不典型增生等病

变均取得良好疗效；王汝俊 et al [32]采用中药胃炎消对

实验性大鼠慢性萎缩性胃炎进行治疗，取得了明显增

加胃窦部粘膜厚度的疗效；说明中医中药对治疗萎缩

性胃炎有一定优势. 本研究中灭 Hp 煎剂组 3 例轻度萎
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缩，2 例重度，1 例中度肠化，1 例轻度，1 例中度

异型增生性病变均于治疗 3 mo 后退级或减轻.对照组则
仅有 1 例轻度萎缩，1 例中度肠化，1 例轻度异型增生
性病变缓解. 所以灭Hp煎剂对肠化和不典型增生等萎缩
性病变有一定治疗作用.但由于萎缩性胃炎例数较少，
尚需大样本进一步研究. 我们采用随机、对照、盲法的
原则观察了中药灭 Hp 煎剂[22,33]对胃炎慢性病变的疗
效，结果表明灭 Hp 煎剂治疗 3 mo 后慢性病变显著好
转，78.3 % 慢性炎症细胞浸润明显降低，COX-2 平均
阳性细胞率从 H.pylori 根除后的(31.6 ± 5.9)% 下降到
(27.2 ± 5.2)% (P <0.05);麦滋林 -S 组虽对慢性炎症有所
缓解，但仅 66.7 % 慢性炎症细胞浸润程度缓解，较灭
Hp 煎剂疗效(78.3 %)为低(P <0.05)，对 COX-2 蛋白表
达亦无进一步抑制作用. 胃舒平组(用作阴性对照)对慢性
病变及 COX-2 蛋白表达均无明显作用. 因此，灭 Hp 煎
剂对 Hp 相关性胃炎慢性病变具有良好治疗作用，对萎
缩性病变获得可喜治疗苗头，具有良好开发前景.
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Abstract
AIM:To investigate the changes of nitric oxide (NO) and
endothelin(ET) in rats and patients with Helicobacter pylori
associated chronic atrophic gastritis (CAG) before and after
eradication,and to explore the possible mechanism of
Helicobacter pylori associated CAG.

METHODS:Helicobacter pylor associated CAG Wistar rat
model was induced with sodium, eoxycholate, sodium
salicylate, ethanol and culture broth of H.pylori which were
orally administered. Model rats were randomly divided into
three groups: Group A: Helicobacter pylori eradication with
standard triple therapy for two weeks (Amoxicilline+
Timidazole + Denol); Group B: naturally restoring group,
only given distilled water as placebo; Group C: the normal
control. 3 months after treatment, all the rats were killed.
The blood level of NO and ET was measured. 42 caes of
Helicobacter pylori infected CAG patients,25 Helicobacter
pylori uninfected CAG patients, and 21 Helicobacter pylori
infected chronic superficial gastritis (CSG) patients were included
in this study. The blood level of NO and ET was measured.

RESULTS:The blood level of NO and ET was lower in
Helicobacter pylori eradication group[(3 672±1 845)ng/ml,
(181.14± 22.5)× 10-3ng/ml ]than those in naturally restoring
group [(887±1 896)ng/ml, (211.67±34.36)×10-3ng/ml ],
P  <0.01. The blood level of NO and ET was higher in Hp
infected CAG [(5 834±1 896) ng/ml,(91.18±34.19)×10-3ng/ml]
than those in Hp uninfected CAG [(2 773± 1 896) ng/ml,

(68.37 ± 14.24)× 10-3 ng/ml] and infected CSG patients
[(3 420±1 024) ng/ml,(68.90±19.47)×10-3 ng/ml] (P <0.01).

CONCLUSION:Helicobacter pylori associated CAG is accom-
panied by an enhanced serum NO and plasma ET. This may
be one of the pathogenic mechanisms of Helicobacter pylori
associated CAG.

Guo Y, Guo X, Yao XX. Changes of nitricoxide and endothelin in
Helicobacter pylori associated chronic atrophic gastritis before and after
eradication: an experimental and clinical study. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(5):562-564

摘要
目的:试图通过实验与临床研究观察Hp根除前后慢性萎缩

性胃炎(CAG)NO 和 ET 水平的改变，从这一角度出发探

讨 Hp 相关 CAG 的发病机制.

方法:(1)实验研究：采用 SS1  Hp 菌株，3 ％水杨酸钠、

5 ％乙醇，5 mmol/L 去氧胆酸钠灌胃，加以饥饱失常，

制作 Hp 相关 CAG 大鼠模型. 模型大鼠随机分成 3 组: (a) Hp

根除组：根除 Hp 三联(德诺、阿莫西林、甲硝唑)治疗

2 wk. (b) 模型自然恢复组：采用蒸馏水灌胃. (c)正常对

照组：正常大鼠.治疗结束后 3 mo 处死全部大鼠，进行

Hp、病理组织学检查及血清一氧化氮(NO)、内皮素(ET)

含量测定. (2) 临床研究：选择 Hp 阳性 CAG 患者 42 例，

Hp阴性CAG患者25例，Hp阳性慢性浅表胃炎(CSG)21例，

分别进行 Hp、病理组织学检查及血中 NO 和 ET 测定.

结果:实验 CAG 模型中，Hp 根除组血清 NO、ET 含量

[(3 672 ± 1 845)ng/ml，(181.14 ± 22.5)× 10-3 ng/ml]较模

型自然恢复[(5 887±1 896)ng/ml，(211.67±34.36)×10-3 ng/ml]

显著减低，P <0.01，但仍未达正常水平[(2 461 ± 949)ng/ml，

(135.42 ± 27.46)× 10-3 ng/ml]. 临床研究 Hp 阳性 CAG 患

者，血清 NO(5 834 ± 1 896)ng/ml、ET(91.18 ± 34.19)

× 10-3 ng/ml 明显高于 Hp 阴性 CAG[(2 773 ± 1 896) ng/ml，

(68.37±14.24) ×10-3 ng/ml]，P  <0.01，也高于Hp 阳性CSG 患

者[(3 420 ± 1 024) ng/ml，(68.90 ± 19.47) × 10-3ng/ml]，P <0.01.

结论:Hp 相关 CAG 血中 NO 和 ET 水平显著升高，二者呈

正相关，根除 Hp 后，NO 和 ET 水平显著降低.

郭昱,郭霞,姚希贤. Hp对慢性萎缩性胃炎内皮素及一氧化氮水平影响的实验
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0   引言

研究表明 Hp 与慢性萎缩性胃炎(CAG)的发生、发展密

切相关，但其致病机制目前尚不十分明了. 以往研究

多从 Hp 细菌毒素及其诱发的自身免疫反应探讨 Hp 相

关 CAG 的致病机制，我们试图通过实验与临床研究，

观察 Hp 根除前后 CAG 内皮素(ET)、一氧化氮(NO)的

水平，拟从这一角度出发探讨 Hp 相关 CAG 的发病机

制.

1   实验研究

1.1 材料和方法  二级、♂Wister 大鼠，体重 90-110 g.

购自北京协和医科大学实验动物部，分笼喂养，每

笼 4-6 只.ET 放免药盒由北京北方免疫试剂研究所提

供，Hput试剂由福建三强生物化工有限公司提供， 美国

Waters 公司产阴离子分析柱(IC-Pak Anion，4.6 × 5 cm)、

810 高压液相仪及 486 紫外检测器.

1.2 方法  (1)Hp 相关 CAG 大鼠模型制作:根据文献[1-7]

报道加以改进，制作 Hp 相关 CAG 大鼠模型. (a) SS1Hp

菌株(布氏肉汤洗脱菌落)CFU109/ml 灌胃，1.5 ml/ 只，

共 5 次，1 wk 内完成. (b)胃黏膜损伤因子：水杨酸钠

用蒸馏水制成 3 ％溶液，灌胃 3 ml/ 只，1 次 /d，灌

胃前后禁食水 1 h；5 ％乙醇与 5 mml/L 去氧胆酸钠溶

液(蒸馏水配制)作为饮料隔日交替自由饮用. (c) 饥饱失

常：2 d 饱食，1 d 禁食. 于 Hp 菌株末次接种 12 wk 后

分别处死模型组大鼠 10 只，正常大鼠 8 只，观察病

变形成情况. 结果模型大鼠全部感染 Hp (10/10 只)，黏

膜固有层变薄可见明显炎症细胞浸润，壁细胞减少.

此模型符合人类 CAG 病因及病理变化，可作为 Hp 相

关 CAG 发病机制研究的较为理想的动物模型. (2)动物

分组: 模型大鼠 20 只，随机分成以下各组：(a)Hp 根除

组：标准三联(德诺 40 ml/Kg/d，阿莫西林 166.7 mg/Kg/d，

甲硝唑 66.7 mg/Kg/d)灌胃 2 wk；(b)模型自然恢复

组：等量蒸馏水灌胃. (c)正常对照组：正常大鼠 10 只

作为正常对照. (3)标本留取:全部大鼠于停药 3 mo 后，

禁食 20 h，乙醚麻醉，取血，分离血清、血浆，处

死动物取出胃，沿胃大弯方向剪开，分别于胃大、小

弯及前后壁取黏膜组织各1块，进行Hp检测. (4)Hp检

测方法：(a)细菌培养. (b)胃黏膜涂片 Gram 染色. (c)尿

素酶实验. (d)组织切片改良 Gimesa 染色，Hp 阳性制

定标准为四项中任何两项阳性；Hp 根除标准为停药

1 mo 以上上述四项检查皆阴性. (5)血浆 ET 测定：采

用放免法同批检测，操作步骤严格按照说明书进行. (6)

血清 NO 测定：血样 2 ml，室温静置析出血清后，离心

10 min，分离血清，－ 70 ℃保存待测，采用高效液相

法同批检测，以血浆中 NO2
－ / NO3

－总量间接显示体内

NO 的生成量.

       统计学处理  全部计量资料以 sx ± 表示，两样本

均数比较采用 t 检验，多组均数比较采用方差分析，当

P  <0.05 差异有显著性.

1.3 结果  本研究结果表明，Hp 根除组血清 ET 及 NO
含量[(181.14 ± 22.5)× 10-3 ng/ml、(3 672 ± 1 845) ng/ml]较
模型自然恢复组[(211.67 ± 34.36) × 10-3 ng/ml 、(5 887 ±
1 896) ng/ml]明显降低，均 P <0.01.(表 1)

表 1  大鼠各实验组 NO、ET 水平比较( sx ± )

×é±ð            n ET × 10-3ng/ml            NO ng/ml

根除 Hp 组          10 181.14 ± 12.57ab            3 552 ± 1 038ab

模型自然恢复组           9 211.67 ± 34.36a            6 787 ± 1 396a

正常组          10 135.42 ± 27.46            2 461 ± 949

aP <0.01, vs 正常组 bP  <0.01, vs  模型自然恢复组.

2   临床研究

2.1 材料和方法  (1)患者情况：选择年龄在 18-65 岁经
胃镜检查、胃黏膜活检确诊的 CAG 患者 67 例，男 31
例，女 11 例，平均年龄(52.94 ± 9.8)岁，其中 Hp 阳性 42
例，男35 例，女7例，平均年龄(49.74± 5.8)岁，Hp 阴性
25 例，男21 例，女4 例，平均年龄(55.79 ± 10.26)岁，Hp
阳性 CSG 患者 22 例，男 13 例，女 9 例，平均年龄
(49.25 ± 6.93)岁，以上对象均 2 wk 内未接受过铋剂，
质子泵抑制剂和抗生素，并除外消化溃疡、胃癌及严
重心、肺、肝、肾功能损害. (2)方法：(a)标本留取：
所有病例均于做胃镜时自距幽门口 2-3 cm 取胃黏膜组
织 6 块，分别进行 Hp 检测，病理组织学检查，取空
腹静脉血 4 ml，分离血清血浆，备用. (b)Hp 检测：
检测方法，判定标准同实验研究. (c)NO、ET 的检测：
检测方法同实验研究.
2.2 结果  (1)CAG 患者 Hp 阳性与阴性者之间 NO、ET
水平比较：Hp 阳性 CAG 患者 NO(5 834 ± 1 896) ng/ml、
ET(91.18 ±34.19)× 10-3ng/ml 明显高于 Hp 阴性者(2 773±
1 896)ng/ml、(68.37 ± 14.24)× 10-3ng/ml，P <0.01).(表 2).
(2)Hp 阳性 CAG 与 CSG 患者之间 NO、ET 水平比较: Hp
阳性 CAG 患者血清 NO、ET 含量明显高于 Hp 阳性 CSG
[(3 420 ± 1 024)ng/ml、(68.90 ± 19.47) × 10-3ng/ml]患
者，均 P <0.01).(表 3).

表 2  Hp 阳性、阴性 CAG 患者 NO、ET 水平比较( sx ± )

×é±ð  n ET × 10-3ng/ml NO ng/ml

Hp 阳性 CAG 42 91.18 ± 34.19a 5 834 ± 1 896a

Hp 阴性 CAG 25 68.37 ± 14.24 2 773 ± 823

aP <0.01.

表 3   Hp 阳性 CAG、CSG 患者 NO、ET 水平比较( sx ± )

组别  n ET × 10-3ng/ml NO ng/ml

CAG 42 91.18 ± 34.19b 5 834 ± 1 896b

CSG 22 68.90 ± 19.47 3 420 ± 1 024

aP <0.05,bP <0.01.
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3   讨论

ET 是由 21 个氨基酸残基组成的生物活性多肽，可引
起血管痉挛和组织器官功能损伤，是目前已知的缩血
管活性最强的多肽物质. 除血管内皮细胞外许多组织器
官均能产生ET，大鼠胃窦及胃体均证明有ET免疫活性
物质存在，内毒素、缺氧、TNF等能促进ET合成，NO、
PGI 等则抑制 ET 的产生.有报道 ET 是强烈的致溃疡因
子[8]，但 ET 在 CAG，尤其是在 Hp 相关 CAG 中有何
作用，尚有待进一步研究. 李雅君 et al [9]报道 CAG 患
者 GMBF 减低，ET 与 GMBF 呈负相关，r =-0.625，
P <0.001. 另外 Koath 的动物实验发现 ET 引起胃黏膜损
害是以毛细血管充血和 GMBF 减少为特征.本研究发现
Hp根除组大鼠血浆ET含量(181.14±22.56)×10-3ng/ml明
显低于模型自然恢复组(211.67 ± 34.36)× 10-3ng/ml，
P <0.01 仍未恢复到正常水平(135.42 ± 27.46)× 10-3 ng/ml，
P <0.01. Hp 阳性 CAG 患者血浆 ET 含量高于 Hp 阴性者，
也高于 Hp 阳性 CSG[分别为(91.18 ± 34.19) × 10-3ng/ml，
(68.37 ± 14.24) × 10-3ng/ml，(68.90 ± 13.47) × 10-3ng/ml，
均 P <0.01]，表明 Hp 相关 CAG 血浆 ET 明显增高，提
示 ET 在 Hp 相关 CAG 中的作用机制可能与 Hp 感染损
伤血管内皮及胃黏膜组织，致 ET 大量释放，从而引起
血管收缩，GMBF 减少，导致黏膜缺血缺氧有关.
     NO 是一种神经递质和信使分子，由 NO 合成酶
(NOS)催化底物左旋精氨酸产生. NOS 主要有两种异构
体即原生型(CNOS)和诱生型NOS(iNOS). CONS主要存在
于神经元和血管内皮细胞内，合成NO的量极少，iNOS
几乎分布于所有组织中，一般情况下不表达，在受到
内毒素或各种细胞因子刺激后被激活，可生成大量NO.
NO 的作用因剂量、作用时间的不同而有很大差异. 早
期、小剂量 NO 可以抑制 ET 产生，增加 GMBF，具有
细胞保护作用[10-14]. 如事先给予小剂量 NO 供体以提供
外源性NO，可以减轻或预防许多实验性急性胃黏膜病
变；抑制内源性NO生成将使病变加重，若同时应用NO
的前体物质左旋精氨酸则可逆转这种作用[15]. 当 iNOS
被激活释放大量 NO 时，此过量生成的 NO 一方面将发
挥其自由基(或继发生成的高活性羟自由基)性质的细胞
毒作用，直接损害胃黏膜血管内皮细胞，刺激 NO更多
释放，形成恶性循环.另一方面失去对ET的抑制，GMBF
减少[16]. 本研究结果显示 Hp 感染 CAG 的 NO 水平显著
升高，且与 ET 呈正相关，Hp 感染 CAG 大鼠根除 Hp 后
NO 水平显著降低，推测可能是 Hp 内毒素或 Hp 感染时
IL-1、IL-8、TNF 等细胞因子促使血管内皮细胞释放
大量 NO[17,18]. 此外，研究表明 NO 的代谢产物 NO2

- 质

子化形成 N2O3，N2O3 一旦形成，可通过其芳香基重
氮化，从而造成碱基误配，细胞突变[19,20]. 另有研究
表明高浓度 NO 或细胞长时间接触 NO 时，由于 NO 与细
胞色素氧化酶结合后难以解离而使 ATP 生成减少，因此
发生细胞凋亡，亦参与了 Hp 相关 CAG 的发病过程[21-24].
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Abstract
AIM:To investigate the effects of Allitridi on lymphocyte
apoptosis and its regulatory gene expression in rat ulcerative colitis.

METHODS:Rat colitis model was induced by 2, 4, 6-
trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS). The apoptotic cells were
visualized by TUNEL. Bcl-2 and Bax protein expression in
colon tissue was examined by immunohistochemistry. Bio-
chemistry was used to detect the nitrogen monoxide (NO)
activity in the mucosa, At the same time, the macroscopical
and histological changes of the colon were evaluated.

RESULTS:In TNBS group, the content of nitrogen monoxide,
the positive cell quantity of expression of Bcl-2 and the
apoptotic cell quantity were higher than those in both nor-
mal group and TNBS+Alt group (P <0.01), but  Bax positive
cell quantity was lower than that in normal group (P <0.01).

CONCLUSION:Allitridi has protective effects on ulcerative
colitis of rat by promoting apoptosis of lymphocytes in lamina
propria and cleaning NO free radical.

Xu XM, Yu JP, He XF, Li JH, Zheng M, Yu LL. Effects of allitridi on lymphocyte
apoptosis and its regulatory gene expression in rat ulcerative colitis. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):565-568

摘要
目的:通过观察大鼠溃疡性结肠炎淋巴细胞凋亡及其调控

蛋白Bcl-2和Bax的表达及大蒜素对其的影响，探讨大蒜素

(Allitridi，Alt)对溃疡性结肠炎肠黏膜的保护作用及其机制.

方法: 用三硝基苯磺酸(TNBS)建立大鼠溃疡性结肠炎模型.

将动物随机分为空白对照组(Normal group)、三硝基苯磺

酸组( T N B S  g r o u p ) 、三硝基苯磺酸 + 生理盐水组

(TNBS+NS group)、三硝基苯磺酸 + 大蒜素组(TNBS+Alt

group)四组. 利用 DNA 缺口末端标记技术(TUNEL 法)和

Bcl-2、Bax蛋白免疫组化染色，分别检测溃疡性结肠炎大

鼠肠组织中的淋巴细胞凋亡和淋巴细胞Bcl-2和Bax 的表

达，生化检测一氧化氮(NO)含量，并观察肠道大体形态和

组织学改变.

结果:和三硝基苯磺酸组相比，三硝基苯磺酸 + 大蒜素组

中淋巴细胞凋亡增加(2.1 ± 1.0 vs 5.9 ± 2.0，P <0.01)，

Bcl-2 表达阳性淋巴细胞减少及一氧化氮(NO)含量下降

(10.0 ± 2.5 vs 31.0 ± 6.0，197 ± 11 vs 523 ± 40，P <0.01).

损伤指数明显下降(1.6 ± 0.5 vs 5.8 ± 0.7，2.1 ± 0.6 vs

6.1 ± 0.6，P <0.01).

结论:大蒜素可以通过促进淋巴细胞凋亡和清除NO自由基

而对 TNBS 诱导的溃疡性结肠炎肠黏膜有保护作用.

徐细明,于皆平,何小飞,李军华,郑敏,於亮亮. 大蒜素对大鼠溃疡性结肠炎淋巴

细胞凋亡及其调控蛋白的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(5):565-568
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0   引言

溃疡性结肠炎(UC)为肠道的慢性非特异性炎症性疾
病，其发病与感染、遗传、免疫异常等相关[1-8]. 细胞凋
亡参与了 UC 的发病[9-14]，其中，肠上皮细胞的凋亡
加速和炎性细胞的凋亡减慢是 UC 炎症持续的主要因
素. 炎性细胞中淋巴细胞的凋亡减慢和 UC 的发生关系
密切[16-18].  大蒜素(Alt)具有抗炎、抗真菌、抗氧化、
抗肿瘤等多种生物学活性. 有可能对 UC 大鼠肠黏膜有
一定的保护作用，我们观察大蒜素对大鼠UC肠组织中
淋巴细胞凋亡及其调控蛋白的影响，探讨大蒜素对UC
肠黏膜的保护作用及其可能的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  SPF 级健康成年 SD 大鼠 48 只，雌雄各半，
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质量 150-200 g，由湖北省医学科学院实验动物中心
提供. 2、4、6- 三硝基苯磺酸(TNBS)( Sigma);大蒜素，
湖北五三制药厂生产， Bcl-2和Bax单抗(即用型)，武汉
博士德公司；细胞凋亡检测试剂盒和 SP 试剂盒为北京
中山公司产品；NO检测试剂盒为南京建成生物工程研
究所产品.
1.2方法  将48只动物随机分为空白对照组(Normal group)、
三硝基苯磺酸组(TNBS group)、三硝基苯磺酸 + 生理盐
水组(TNBS+NS group)、三硝基苯磺酸 + 大蒜素组(Alt
group)4 组. 所有用药组大鼠术前禁食 24 h，自由饮水.
造模时用乙醚麻醉大鼠后，用一直径 2.0 mm，长约
12 cm 的硅胶管由肛门轻缓插入深约 8 cm，三硝基苯
磺酸组以含 150 mg/kg TNBS 的 500 mL/L 乙醇溶液 0.85 mL
缓缓推入大鼠结肠， 诱导 UC 形成[19]. 三硝基苯磺酸 +
生理盐水组大鼠以及三硝基苯磺酸 + 大蒜素组大鼠在
灌肠 2 d 开始每天分别以 4 mL 的生理盐水和 30 mg/kg
的大蒜素对其进行灌胃，1 次 /d，至 3 wk 后处死动
物，取肛门至盲肠段结肠(约 8 cm)，沿肠系膜纵轴剪
开，冷生理盐水冲洗干净，肉眼进行大体形态评分.
肠组织一部分以 40 g/L 的多聚甲醛固定，石蜡包埋，
4 µm 连续切片，HE 染色镜下评价炎症和溃疡，另一
部分 -20 ℃冻存，用以 NO 检测(采用酶标法测定，具
体操作按照试剂盒说明书进行). 大体形态损伤评分指标
包括粘连、局部充血、溃疡及炎症.粘连及充血按有无
及轻重分别计 0、1、2 分，出现炎症、溃疡数目增加
1 个、溃疡面积＞ 2 cm 时范围每增加 1 cm 计分均加 1.组
织学指标包括溃疡、炎症、肉芽肿、纤维化及病变深
度，按有无及轻重分别计 0、1、2 分，病变深度达黏
膜下层、肌层、浆膜层分别计 1 、2 、3 分，各项相
加得总分.
1.2.1 TUNEl 染色  切片脱蜡入水→蛋白酶 K(20 mg/L)
消化 15 min→新鲜配制 10 mL/L H2O2/ 甲醇溶液封闭内
源性过氧化物酶(POD)5 min→加UNEl 反应混合液含 TdT
酶和带地高辛的标记液，37 ℃湿盒孵育 1 h→PBS(pH=7.2)
漂洗，3 min × 3 次→加 POD 转换液 37 ℃ 30 min→PBS
漂洗3min×3次→二氨基联苯胺染色(DAB)显色→苏木
素复染→光镜观察. 上述步骤中不加TdT酶作为阴性对
照，并同时取另一张切片作 HE 染色以定位判断. 光镜
下正常淋巴细胞核呈蓝色，凋亡细胞核为深浅不一的
棕褐色(图 1).
1.2.2 肠组织淋巴细胞 Bcl-2 和 Bax 表达  采用免疫组织
化学 SP 法，取石蜡切片(4 µm)常规二甲苯脱蜡，下
行梯度酒精水化，置 0.05 moL/L 柠檬酸缓冲液中进行
微波抗原修复，凉至室温；30 mL/L H2O2 孵育 10 min
以消除内源性过氧化物酶活性，滴加 100 mL/L 正常血
清封闭非特异性抗原；倾去血清，滴加 Bcl-2 和 Bax
抗体(即用型)，4 ℃放置过夜，PBS 冲洗 3 × 5 min，滴
加生物素化二抗，37 ℃孵育10 min，PBS冲洗3×5 min；
滴加辣根过氧化物酶标记的卵白素工作液，37 ℃孵育

15 min；DAB 显色，苏木素复染，中性树脂封片. 阳
性对照为已知的 Bcl-2 和 Bax 蛋白，以 PBS 代替一抗
作阴性对照. 每张切片随机选取5个高倍视野，计数1 000
个细胞，计算阳性细胞百分比；以 16D 目镜测微网
(面积为 0.1 024 mm2)在 400 倍放大下计数阳性细胞数.

        统计学处理  所有实验数据用均数±标准差( sx ± )
表示，采用单因素方差分析处理，以 P <0.01 为有统
计学意义.

2   结果

各用药组大鼠在灌肠后 24 h 有腹泻，黏液水便或血性
腹泻现象出现. 3 wk 后，三硝基苯磺酸组和三硝基苯
磺酸+生理盐水组大鼠结肠肉眼观可见近端肠腔扩张，
结肠组织与周围粘连，黏膜水肿、溃疡，有少量点状和
片状出血. 光镜下，可见溃疡和炎性渗出物，炎症累
及肠壁全层，腺体排列不齐，杯状细胞减少甚至消
失. 固有层有大量中性粒细胞浸润. 可见数量不等的单
核细胞和嗜酸性粒细胞，也可见增生的纤维母细胞，损
伤指数比空白对照组和三硝基苯磺酸 + 大蒜素组显著
增高(P <0.01，表 1). 三硝基苯磺酸 + 大蒜素组大鼠结
肠肉眼观黏膜水肿较轻，溃疡和炎性渗出物较少见，光
镜下结肠结构基本正常，黏膜上皮为单层柱状上皮，由
杯状细胞组成，固有层中腺体呈管状，可见少量淋巴
细胞和中性粒细胞，黏膜肌层、黏膜下层结构清晰，损
伤指数显著降低，对照组无腹泻，黏膜光滑、腺体排列
整齐、结构清晰.
2.1 一氧化氮含量  在三硝基苯磺酸组大鼠肠组织中，
一氧化氮含量较空白对照组显著增高(P <0.01). 而三硝
基苯磺酸+大蒜素组大鼠肠组织中，一氧化氮含量较三
硝基苯磺酸组明显下降(P <0.01，表 1). 三硝基苯磺酸
组与三硝基苯磺酸+生理盐水组相比，大鼠肠组织中一
氧化氮含量无明显改变.
2.2 Bcl-2和Bax表达  阳性细胞表现为胞质呈棕褐色(图
1，2). 正常大鼠肠黏膜固有层中 Bcl-2 表达阳性淋巴
细胞较少(9.8 ± 1.4 %)，在三硝基苯磺酸组大鼠肠黏膜
固有层中，Bcl-2 表达阳性淋巴细胞数(31.0 ± 6.0 %)
明显增加(P  <0.01). 而三硝基苯磺酸 + 大蒜素组大鼠肠
黏膜固有层中，Bcl-2 表达阳性淋巴细胞数(10.1 ± 2.5 %)
较三硝基苯磺酸组大鼠明显减少(P <0.01). 空白对照组
大鼠肠黏膜固有层中较多见 Bax 表达阳性淋巴细胞
(30.1±9.7 %). 三硝基苯磺酸组大鼠肠黏膜固有层中则
较少见(P <0.01). 和三硝基苯磺酸组相比， 三硝基苯磺
酸+ 大蒜素组大鼠肠黏膜固有层中，Bax表达阳性淋巴
细胞数未见明显改变 (表 2).
2.3 TUNEL 表达  正常大肠组织仅可见表皮有阳性表达.
三硝基苯磺酸组大鼠肠黏膜固有层中可见少量淋巴细胞
和其他炎性细胞有阳性表达. 在三硝基苯磺酸+大蒜素组
大鼠肠黏膜固有层中，TUNEL 染色阳性淋巴细胞数量较
三硝基苯磺酸组大鼠明显增加(P <0.01，表 2，图 3，4).
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图 1  淋巴细胞中 Bcl-2 的表达(TNBS+Alt 组,×200).

图 2  淋巴细胞中 Bcl-2 的表达(TNBS 组,×400).

图 3  淋巴细胞中 TUNEL 阳性表达(TNBS+Alt 组,×400).

图 4  淋巴细胞中 TUNEL 阳性表达(TNBS 组,×400).

表1  各组中组织损伤评分及肠组织中NO浓度(µmol/g)改变的比较( sx ± )

 分组 大体形态             组织学               NO(µmol/g)

Normal 组 1.4 ± 0.5            1.6 ± 0.7            189 ± 18

TNBS   组 5.8 ± 0.7b           6.1 ± 0.6b           523 ± 40b

TNBS+NS  组 5.6 ± 0.5 b           5.5 ± 0.9 b          518 ± 42b

TNBS+Alt 组 1.6 ± 0.5df           2.1 ± 0.6df          197 ± 11df

bP <0.01, vs Normal  dP <0.01, vs TNBS  fP <0.01, vs  TNBS+NS.

表 2  各组中 Bcl-2、Bax、TUNEL 阳性细胞数比较( sx ± )

Bcl-2阳性 Bax 阳性 TUNEL 阳性

细胞数 %             细胞数 %            细胞数 %

Normal 组   9.8 ± 1.4           30.1 ± 9.7           1.8 ± 0.7

TNBS    组 31.0 ± 6.0b            9.9 ± 4.8b          5.9 ± 2.0b

TNBS+NS  组 32.4 ± 7.7b            9.6 ± 4.6b          6.4 ± 1.3b

TNBS+Alt 组 10.0 ± 2.5df         13.1 ± 2.5           2.1 ± 1.0df

bP <0.01, vs  Normal  dP <0.01, vs  TNBS  fP <0.01, vs TNBS+NS.

3   讨论

细胞凋亡(Apoptosis)是细胞接受刺激信号后一种主动
的，由凋亡相关基因控制的细胞程序性死亡方式. 细
胞凋亡与 UC 的关系近年来已经成为 UC 研究的又一热
点[15-18,20-22]. Bcl-2 蛋白是一个公认的细胞凋亡抑制基
因，Bax 是 Bcl-2 的同源蛋白，Bcl-2/Bax 的比率可以
调节细胞凋亡的速率[18]. UC中肠道局部炎性损伤是其重
要病理改变，大量炎性细胞浸润肠壁和持续活化是其
主要特征. 在 UC 中，淋巴细胞的凋亡与 UC 的发生、发
展关系密切，肠黏膜固有层淋巴细胞的凋亡延迟是 UC
肠黏膜炎症持续和进展的主要原因之一[11,15]. 淋巴细胞
中Bcl-2蛋白和Bax蛋白的表达强弱可以调节淋巴细胞
的凋亡，从而使 UC 肠黏膜炎症好转或加重. UC 肠组织
中淋巴细胞的凋亡延迟，Bcl-2 阳性细胞的表达增多，
Bax 阳性细胞的表达则较少见[10]，本实验也证实了这
一结果. 而且本实验中 TNBS+Alt 组淋巴细胞的凋亡增
多，Bcl-2 表达阳性淋巴细胞数减少，Bax 阳性细胞数
未见明显改变. 说明大蒜素可以通过减少 Bcl-2 蛋白的
表达加快肠黏膜固有层淋巴细胞的凋亡，而对UC有预
防和治疗作用.
       NO 是一种广泛存在与机体的生物活性物质，参与
机体的炎症反应. NO 是调节胃肠道血流、胃肠道分泌
和胃肠道运动的一种重要化学物质. 大量的资料证实，
NO 在 UC 的发病中有重要作用[23-31]. 一氧化氮对 UC 肠
黏膜的作用是双重的，在 UC 早期，NO 通过增加靶细
胞内 5- 环磷酸鸟苷(5-cGMP)浓度及抑制 P- 选择素基
因表达，维持微循环的完整性，抑制血小板、白细
胞在内皮细胞表面的黏附，积聚，防止血栓形成和
内皮细胞与中性粒细胞、单核细胞的相互作用，而
对肠黏膜起保护作用.另一方面，在 UC 中晚期，随着



NO 产生增多和积聚，他很容易在 O- 存在时转变为氧化
亚硝酸，进一步分解为 OH- 和 NO，通过自由基链式
反应导致含巯基蛋白和脂质过氧化，从而促进肠黏膜的
细胞损伤. 另外，NO 还可以调节多种细胞因子的表
达，促进细胞凋亡的发生. UC 病变黏膜中 NO 浓度的增
加与炎症程度呈平行关系，说明 NO 参与 UC 的病理生
理过程. 本实验的研究结果也证实了这一点，和三硝基
苯磺酸组大鼠相比，三硝基苯磺酸 + 大蒜素组大鼠肠组
织中 NO 浓度明显下降，说明减少肠组织中 NO 的生成
也是大蒜素对 UC 肠黏膜起保护作用的机制之一.
        本实验通过在建立大鼠 UC 模型的同时用大蒜素灌
胃进行保护，结果三硝基苯磺酸 +大蒜素组大鼠肠黏膜
的大体形态和组织学损伤评分指数明显低于单纯三硝基
苯磺酸组，表明大蒜素对大鼠 UC 有防治作用. 实验结
果同时表明大蒜素治疗组大鼠肠组织中 NO 浓度下降，
并且淋巴细胞的凋亡增加. 提示大蒜素对大鼠UC的治疗
作用可能与其清除 NO自由基、诱导淋巴细胞凋亡有关.
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Abstract
AIM:To study the changes of mu and kappa opioid receptors in
cathartic colon of rats.

METHODS:An experimental rat model of cathartic colon was
reconstructed by contact laxatives mixed with the feed. The
activity of mu, kappa opioid receptors in cathartic colon of
rats was determined.

RESULTS:The maximal binding capacity (Bmax) and affinity
(Kd) of mu opioid receptor in cathartic colon of rats were
significantly increased as compared with the control group
(207.00±22.9 vs  82.00±14.23 fmol/mg·p, P <0.01; 3.30±0.45
vs 2.40±0.57 mmol/L, P <0.05). As compared with the control
group, the maximal binding capacity of kappa opioid receptor
was significantly increased (957.00±102.41 vs  459.00±52.41
fmol/mg·p, P <0.01), and no remarkable change of affinity
was found in cathartic colon of rats.

CONCLUSION:The data indicates that mu and kappa opioid
receptors may be involved in the disorder of cathartic colon,
but the mu opioid receptor may be more important.

Liu BH, Mo P, Zhang SB. Changes of mu and kappa opioid receptors in
cathartic colon of rats.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):569-570

摘要
目的:探讨 mu、kappa 阿片受体在泻剂结肠大鼠结肠中
的变化.

方法:以泻剂复制大鼠泻剂结肠模型，观察泻剂结肠的
mu、kappa 阿片受体活性.

结果:泻剂结肠的 mu 阿片受体的最大结合数和解离常
数明显高于对照组(207.00±22.9 vs 82.00±4.23 fmol/mg.p，
P <0.01；3.30±0.45 vs 2.40±0.57 mmol/L，P <0.05). 与
对照组相比，泻剂结肠的 kappa 阿片受体最大结合数明
显增高(957.00±102.41 vs 459.00±52.41 fmol/mg.p，P <0.01)，
解离常数无明显的差异.

结论: mu，kappa 阿片受体可能参与了泻剂结肠的功能
紊乱，mu 阿片受体较重要.

刘宝华,莫平,张胜本. 泻剂结肠大鼠结肠中的 mu、kappa 阿片受体变化. 世

界华人消化杂志  2003;11(5):569-570

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/569.htm

0   引言

慢传输性便秘(slow transit constipation， STC)是一类以
结肠传输减慢为特点的顽固性便秘，病因不明[1]. 以往
发现长期接触性泻剂，并导致结肠形态学发生明显的
改变[2]，结肠肌间神经丛有明显的病理学改变[3] ;复制
出的泻剂结肠的病理改变与慢传输便秘结肠壁相似. 我
们采用泻剂结肠模型，探讨 mu、kappa 阿片受体在大
鼠泻剂结肠的变化，以便明确内源性阿片肽在慢传输
便秘发生中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  大黄粉由重庆市中药厂提供.埃托啡(etoprihine)、
mu 阿片受体拮抗剂 DHE、激动剂 Damgo；kappa 阿
片受体拮抗剂Norbni、激动剂 U50488H 购自美国Sigma
公司. mu 阿片受体拮抗剂 3H-DHE、kappa 阿片受体拮
抗剂 3H-Norbni 由中国北京原子能研究所标记. Wistar
大鼠 20 只，雌雄各半，体质量 230±70 g. 分为对照
组和泻剂结肠组，泻剂结肠组为服用接触性泻剂大黄
组. 对照组和“泻剂结肠”组各 1 0 只，雌雄各半，
分组后各组间体质量无显著性差异.
1.2 方法[3,4]  各组的雌雄大鼠分笼喂养，饲养环境温度
18-28 ℃，相对湿度 40-80 %. 对照组饲以普通软饲料.
泻剂结肠组添加大黄粉，起始剂量每日 200 mg/Kg，
递增至每日 1 000 mg/Kg 时约半数动物出现稀便. 维持
此剂量直到稀便消失，再按每日 200 mg/Kg 递增，如
此保持半数动物有下泻作用饲养3 mo. 大黄的终剂量为
每日 2 400 mg/Kg. 动物饲养 3 mo 后约 40 % 出现脱肛、
血便. 动物停药 5 d，禁食 24 h，自由饮水. 分为正常
对照组和泻剂结肠组，每组 6 只动物.大鼠击头处死，
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取距回盲部 5 cm 的结肠，放于冰冷的 0.05 mol/L 的 Tris
缓冲溶液中，用 Tris 缓冲溶液冲洗掉肠内容物，然后
将肠管套在一玻璃棒上，用湿棉球沿肠管纵轴擦破浆
膜，用湿棉球轻轻向两侧剥离，将分离得到的肠肌条，
用滤纸吸干、称重，加 10 倍量冰冷的 0.05 mol/L Tris
缓冲溶液匀浆，4 ℃，1 000 g 离心 10 min，取上清
液以 20 000 g 离心 20 min，0.05 mol/L Tris 缓冲溶冲洗一
遍后，第 2 次离心，取第 2 次离心的沉淀悬于 0.05 mol/L
Tris 缓冲溶中，用双缩脲法测定蛋白的含量，再以该
缓冲液稀释至 5 g/L，-20 ℃储存备用. 每管含肌蛋白
5 mg，于肌蛋白中加入不同浓度的放射性配体，放射
性配体用 0.01 mol/L HCl 配制，mu 阿片受体 3H-DHE
(比放 1 739 TBq/mol)，kappa 阿片受体加 3H-NORBNI
(比放 888 TBq/mol)，浓度均为 0.5-13 nmol/L. 并于非
特异管中加入埃托啡 1 mmol(etoprihine)，各管以缓冲
溶液补足至总体积 500 µl，摇匀、温浴 30 min，立
即置于冰浴中终止反应. 用 49 号玻璃纤维滤膜真空抽
滤，用冷缓冲液冲洗 3 次，滤膜自然干后置于二甲苯
闪烁液(5 g/L PPO，3 g/L POPOP，二甲苯)中，测定
放射性计数.统计学处理根据 Scatchard 作图，利用直
线回归方程，求出每克肌匀浆受体的最大结合数(Bmax)
和反映受体的亲和力的解离常数(Kd).
       统计学处理  所有的数据均以 sx ± ，表示，组间
比较用 Student’s t 检验统计分析.

2   结果

2.1泻剂结肠大鼠结肠Mu阿片受体的变化  根据Scatchard
作图，正常大鼠结肠 mu 阿片受体的最大结合数(Bmax)为
82.00±14.23 fmol/mg.p，解离常数(Kd)为 2.40±0.57 nmol/L.
泻剂结肠的mu阿片受体的Bmax为207.00±22.9 fmol/mg.p，
Kd 值为 3.30±0.45 nmol/L(图 1). 与对照组相比，泻剂
结肠组大鼠结肠mu阿片受体的最大结合数增加2.5倍，亲
和力增加 1.4 倍，二者均明显增加(P <0.05，P <0.01).

图 1  “泻剂结肠”大鼠结肠阿片受体与[3H]-DHE特异结合的饱和曲线
和 Scatchard 作图  Kd=3.30nM/L， Bmax=207.00pmol/g.p

2.2 泻剂结肠大鼠结肠 kappa 阿片受体的变化  根据
Scatchard 作图，正常大鼠结肠 Kappa 阿片受体的 Bmax
为 459.00±52.41pmol/g.p，Kd 值为 3.10±0.12 nmol/L. 泻剂
结肠的 kappa 阿片受体的 Bmax 为 957.00±102.53 pmol/g.p，
Kd 值为 2.70±0.54 nmol/L (图 2). 泻剂结肠组大鼠结肠

Kappa 阿片受体的最大结合数比对照组增加 2.0 倍，差
异非常显著(P <0.01) ;与对照组相比，Kappa 阿片受体
的亲和力无明显的变化.

图 2  “泻剂结肠”大鼠结肠阿片受体与[3H]-NORBNI 特异结合的饱
和曲线和 Scatchard 作图    Kd=2.70nM/L， Bmax=957.00pmol/g.p.

3   讨论

机体内源性阿片物质，如脑肠肽、β- 内啡肽和强啡肽
等，主要分布在肠系膜神经丛、肠肌层神经纤维及肠
黏膜内分泌细胞. 此外大量分布在中枢神经系统中. 目前
研究表明，阿片肽对胃肠动力的影响主要通过 m u ，
kappa，delta受体发挥作用.目前研究的证据有：胃肠道含
有 mu，kappa，delta 受体 ;内源性阿片肽能抑制电场刺激
引起的结肠肌条的收缩；外周注射阿片肽受体激动剂抑
制胃肠推动性，降低结肠蠕动的频率; Su et al [5]报道阿片
肽受体激动剂能使支配结肠的盆神经传入纤维对热和机
械性刺激的敏感性降低.  阿片肽可能介导参与了抑制性非
肾上腺能非胆碱能神经纤维递质的释放调控.
      本结果表明，与正常组相比，泻剂结肠大鼠结肠的
mu，kappa 阿片受体最大结合数分别增加了 2.5 和 2.0
倍；mu 阿片受体的亲和力也增加了 1.4 倍. 说明内源性
阿片肽与 mu，kappa 阿片受体结合的位点增多，mu 亲
和力增强.结果导致内源性阿片肽对胆碱能神经、非肾
上腺能非胆碱能神经产生抑制，抑制结肠的神经肌肉
的传动推动性蠕动减弱，引起便秘. 阿片肽活性的变化
是慢传输便秘的发病的一个重要因素，Kreek 等用 mu
阿片受体拮抗剂纳洛酮治疗 2 例慢传输性便秘获得成
功.本结果也说明用阿片受体拮抗剂是治疗慢传输性便
秘的新途径.进一步研究阿片受体的亚型、结合位点和
全面的临床研究，有可能突破慢传输便秘的难治性，也
可能较全面的阐明慢传输便秘的发病机制.
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Abstract
AIM:To evaluate the effects of Chinese herbs Xiangsha
Pingweisan (XSPWS) decoction and its component on gastric
emptying in healthy mice.

METHODS:Mice were randomly divided into control group,
cisapride group and XSPWS group. The effects of XSPWS
on gastric emptying were investigated in vivo by measuring
gastric remainder rates of Blue Dextron (BD) 2000.
Additionally, the effect of each component herb in XSPWS
recipe was evaluated in the same way according to orthogonal
design.

RESULTS:Compared with control group [(100.0±24.2) %],
the rates of gastric remainder in XSPWS group [(39.5±18.3) %]
and cisapride group [(36.9±16.4) %] were all significantly
decreased (P <0.05). There were no significant difference
between XSPWS group and cisapride group (P >0.05). Except
radix glycyrrhizae preparta group, the gastric emptying rates
of other component herbal groups were significantly higher
than that of control group (P  <0.01).  Based on the analysis
of orthogonal design, there were wide–ranging first–grade
mutual roles within the six component herbs.

CONCLUSION:XSPWS and its some component herbs can
accelerate the gastric emptying in mice in vito significantly.
There are wide–ranging first–grade mutual roles within the
six component herbs.

Wang XQ, Wang XJ, Li Y. Effect of Xiangsha Pingweisan on gastric emptying
motility in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(5):571-574

摘要
目的:研究香砂平胃散及其组成药物对胃排空功能的影响.

方法:以葡聚糖蓝(BD)2 000 为标记物，观察小鼠的胃内

色素残留量.

结果:香砂平胃散组[(39.5 ± 18.3) %]及西沙必利组[(36.97 ±

16.4) %]的胃残留率与对照组[(100.0 ± 24.2) %]比较差异

有显著性(P < 0.05)，两组之间无显著性差异(P > 0.05). 正

交分析表明苍术、陈皮、木香、砂仁有促进胃排空作用，

各味药物之间存在广泛的协同作用. 厚朴、木香和砂仁的

促胃排空作用与香砂平胃散无显著性差异(P  > 0.05).

结论:香砂平胃散及其部分组成药物有促胃排空作用，苍

术、木香、砂仁、陈皮起主要作用， 各组成药物之间存在

着广泛的一级交互作用.

王学清,王秀杰,李岩. 香砂平胃散对小鼠胃排空的影响. 世界华人消化杂志

2003;11(5):571-574
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0   引言

胃动力障碍等因素在功能性消化不良中起重要作用[1-12].
在我国传统医学中，许多中药通过调理脾胃等作用，
在治疗功能性消化不良方面取得了很好的疗效[13-24]. 香
砂平胃散是由平胃散加木香、砂仁而成，临床上常用
于治疗慢性胃炎、慢性肠炎等.但就香砂平胃散对胃排
空的影响的系统研究尚未见报道.我们以葡聚糖蓝(BD)
2 000 为标记物，以胃内色素残留量为实验指标，采
用正交设计方法，研究香砂平胃散及其组成药物对胃
排空功能的影响，探讨各药在该方剂中的作用大小及
其交互作用.

1   材料和方法

1.1 材料  昆明小鼠，♂，5 周龄，18-22 g ，360 只.
选用苍术(河北)12 g，厚朴(四川)9 g，木香(云南)9 g，
陈皮(四川)9 g，砂仁(广东)6 g，甘草(内蒙古)6 g(购于
沈阳市药材采购供应站)，将其混合即香砂平胃散组方.
制成浓度为 360 g/L 的煎剂(各单味药浓度分别为 120 g/L，
90 g/L，90 g/L，90 g/L，60 g/L，60 g/L). 葡聚糖
蓝 2 000 (Blue Dextran 2 000，BD 2 000)(瑞典 Phamacira
公司生产)，以蒸馏水配成 20 g/L BD2 000 溶液.  西沙
必利片剂[西安杨森制药有限公司生产，批号(96)卫药
准字 -J-16(1)号]，以蒸馏水配置为 0.15 g/L 的溶液.
751G 型紫外分光光度计(上海分析仪器厂生产).
1.2 方法  将小鼠随机分为正常对照组、西沙必利组、
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香砂平胃散组，每组 20 只，各组每日分别给予蒸馏
水、西沙必利溶液、香砂平胃散煎剂 0.4 mL 灌胃(按
公斤体重剂量折算系数换算用药量[25])，共喂养 2 wk，
第 14 天禁食 1 d，不禁水、药. 第 15 天禁水 2 h 后，
用 20 g/L BD2 000 溶液 0.4 mL 灌胃，各组分别于灌胃
后 20 min 处死，剖腹取全胃切开，置于装有蒸馏水
2 mL 四氯化碳 1.5 mL，无水乙醇 0.5 mL 的试管中震荡，
使胃内残留色素充分溶解在混合溶液中，以3 000 r/min离
心 30 min，取其上清用紫外分光光度计于波长 620 nm
处测定其胃内色素残留量. 以正常对照组的胃内色素残
留量为基准值(100 %)，计算胃残留率:胃残留率 = 残
留值 / 基准值× 100 %.
        按正交设计表 L16(215)的各实验组安排，将小鼠分
16 次进行实验，每组 10 只，用药量及喂养同前，于第
15 天进行以同法测量胃残留量. 每味药为 1 个因子，共
6 个因子，均取“不给药”和“给全药量”两个水平，
随机确定各药的代号，但水平号未随机化(表1). 采用主
效应不与交互作用混杂的正交表 L16(215)设计，即进行
16 组实验，2 个水平，15 个因子(6 个主效应列，7 个两
两混杂交互作用列，2 个空白列). A 与 B 交互作用表示

为 A*B，C 与 D 交互作用表示为 C*D，见表 2. 根据
正交表中主效应列的水平配成 16 种不同组合的配方.
如 1 组 6 个主效应列均为 1 水平，配成不含药物的溶
剂；16 组 6 个主效应列均为 2 水平，配成含 6 种药物
的全方剂. 不管各组用药的成分有何不同，某一成分
的用量固定不变，而投药的容量也固定不变. 为了证
实上述正交设计分析方法获得结果的可靠性，将小鼠
随机分为对照组、香砂平胃散组、苍术组、厚朴组、
陈皮组、甘草组、木香组、砂仁组，每组 2 0 只，
分别用香砂平胃散及单味药进行实验，所用剂量仍为
各药在复方药中的含量，给药容量仍为 0.4 mL.
        统计学处理  各组实验数据均以均数±标准差
( sx ± )表示，正交实验采用直观分析和方差分析法，
其余实验数据分析用两样本均数 t 检验.

表 1  因子、代号及水平

水平            A 苍术   B 厚朴   C 陈皮   D 甘草   E 木香  F 砂仁

1   0 0 0 0 0 0

2 12 g 9 g 9 g 6 g 9 g 6 g

表 2   正交设计和效应计算表

列号 因素 水平

实验号             胃残留量
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
A B          A*B C          A*C       B*C D          A*D         B*D E           C*D  F               B*F

            D*E              D*F       E*F              B*E         A*E               A*F              C*E
                            C*F

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.37

2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 0.18

3 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 0.21

4 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 0.19

5 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 0.24

6 1 2 2 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 1 1 0.38

7 1 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1           0.096

8 1 2 2 2 2 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 0.34

9 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 0.16

10 2 1 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2 1 2 1 0.17

11 2 1 2 2 1 2 1 1 2 1 2 2 1 2 1 0.22

12 2 1 2 2 1 2 1 2 1 2 1 1 2 1 2           0.076

13 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1 0.13

14 2 2 1 1 2 2 1 2 1 1 2 2 1 1 2 0.20

15 2 2 1 2 1 1 2 1 2 2 1 2 1 1 2 0.18

16 2 2 1 2 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1 0.13

I           2.01        1.59       1.61        1.84        1.78       1.64        1.61        1.62       1.50        2.02        1.88       1.64        1.92        1.67       1.70

Ⅱ           1.28        1.70       1.68        1.45        1.51       1.67        1.68        1.67       1.79        1.27        1.42       1.65        1.37        1.62       1.59

8R         -0.73       0.12       0.07      -0.39      -0.27       0.02        0.06        0.07       0.28     -0.75      -0.46       0.01      -0.55      -0.05     -0.11
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2   结果

2.1 香砂平胃散对小鼠的胃排空的影响  香砂平胃散组
[(39.5 ± 18.3) %]及西沙必利组[(36.9 ± 16.4) %]的胃残
留率显著低于正常对照组[(100.0 ± 24.2) %](P <0.05)，
两组之间无显著性差异(P >0.05).

表 3  香砂平胃散对胃排空作用方差分析表

列号     因子     SS        υ            MS            F

10 B*D,A*E   0.03 500       1         0.03 500       257.9a

1 A   0.03 332       1         0.03 332       245.5a

13 F   0.01 859       1         0.01 859       137.0a

11 E   0.01 316       1         0.01 316       97.00a

4 C 0.009 726       1       0.009 726       71.69a

9 A*D,B*E,C*F 0.005 073       1       0.005 073       37.39a

5 A*C,D*F 0.004 634       1       0.004 634       34.15a

2 B                0.000 851       1       0.000 851         6.27

15 C*E,B*F 0.000 828       1       0.000 828         6.10

3 A*B,D*C             0.000 325        1         0.00 325         2.39

7 空列               0.000 249

8 D               0.000 212

14 空列               0.000 183        5       0.000 136

6 B*C,E*F 2.84*10-5

12 C*D,A*F 5.88*10-6

 aP <0.01 F0.05(1,5)=6.61, F0.01(1,5)=16.3

2.2 各味药物对小鼠胃排空功能的影响  各组测定的胃
残留量列于表 2 右侧纵列. 表 2 下栏为计算出的 I，Ⅱ
和 8R 值. I 和Ⅱ分别表示 1 水平下和 2 水平下实验数据
之和. R 为极差，其值表示各因子效应的大小. 如本实
验 R=(Ⅱ -I)/8，用 8R 表示给药与不给药的效应差别.
负值大，表示给药使胃排空增加的效应大，正值大
则相反. 从表 2 下栏可见，各单味药增加胃排空效应的
大小为：苍术>砂仁>木香>陈皮，厚朴和甘草则作用
相反. 正交表交互作用有 7 列，其中 6 列分别有 2 个交
互作用，1 列有 3 个交互作用.其中第 5、9、10 列交
互作用较大，分别为 -0.27，0.28 和 -0.75. 其他列的
交互作用与第 5，9，10 列相差较大，认为其交互作
用较小，进一步作方差分析. 在正交表中安排两个空
列，其离差平方和为 0.000 249 和 0.000 183，将离差
平方和小于空白列的另 3 列与空白列一起合并为误差
估计，用来计算各因子的 F 比值(表 3). 按 F 比值查表
判断其显著性，结果可见，苍术、陈皮、木香、砂仁对
胃排空有促进作用，厚朴、甘草作用不明显. 交互作用
列中，第 5、9、10 列作用显著，同直观分析一致，但
第 9 列的交互作用为负效应.
2.3 各单味药对小鼠胃排空功能的影响  除甘草组外，
其余各组的胃残留率均明显低于对照组(P <0.01). 厚朴
组、木香组和砂仁组的胃残留率与香砂平胃散组比较
无显著差异(P >0.05)(表 4).

表 4  各单味药对小鼠胃排空作用的影响

组别 胃残留率(%)

对照组 100.0 ± 20.3

香砂平胃散组   35.0 ± 21.5b

苍术组   75.8 ± 23.0ab

厚朴组   41.8 ± 16.7b

陈皮组   64.1 ± 27.2ab

甘草组 102.3 ± 23.7a

木香组   42.6 ± 20.3b

砂仁组   31.0 ± 28.3b

aP <0.05,vs 香砂平胃散组,bP <0.01, vs  对照组.

3   讨论

香砂平胃散是由平胃散加木香、砂仁而成，临床上
常用于治疗各种胃肠道疾患.平胃散是《太平惠民和剂
局方》中一传统方剂，他具有燥湿健脾，行气和胃导滞
的功效.方中苍术苦温辛燥除湿健脾，厚朴燥湿顺气降
逆，陈皮辛香行气，甘草甘缓和中，木香辛苦温，和胃
健脾，芳香化湿，砂仁化湿健脾理气. 对单味中药的研
究表明，木香能促进内源性胃动素的释放，升高血中胃
动素而加速胃排空[26]，并可使整体动物胃肠血管舒
张，改善胃肠血液供应，有助于协调胃肠运动[27]; 使离
体胃底纵行肌张力升高，对胃头区呈兴奋效应，而对
胃尾区呈抑制效应，有利于胃排空[28]. 砂仁有明显的
促胃排空作用，且与西沙必利具有一定的可比性[26].
陈皮芳香健脾，其所含的挥发油有利于胃肠积气的排
泄，同时其含的橙皮甙能调节胃肠功能. 苍术增加大
鼠胃黏膜血流量及血清促胃液素含量，促进胃排空[29].
但是也有研究发现陈皮、砂仁对离体胃各部位平滑肌
均呈抑制效应[27,30]. 就香砂平胃散对胃排空的作用及方
中各组成药味之间交互作用的研究尚未见报道，该方
各味药在方剂中的主次及配伍规律尚不清楚.
      本实验以大分子色素葡聚糖蓝(BD) 2 000 为标记
物，以胃内色素残留量为实验指标，观察了香砂平胃
散对小鼠胃排空功能的影响，结果提示该方有明显的
促进胃排空作用，其作用与西沙必利具有可比性. 正
交分析表明，在该方剂中，对于促进胃排空，6 味药物
的作用有主有次，强弱不等.  苍术、木香、砂仁、
陈皮对促进胃排空起主要作用，厚朴、甘草次之. 各
单味药之间存在较广泛的一级交互作用，厚朴与甘草、
苍术与木香、苍术与陈皮、甘草与砂仁均有显著的协
同作用，苍术与甘草、厚朴与木香、陈皮与砂仁的交互
作用为负效应. 在单味药中，除甘草外，苍术、厚
朴、陈皮、木香和砂仁均可显著促进胃排空的作用，其
中厚朴、木香、砂仁与香砂平胃散的胃排空作用具有
可比性.
         本研究提示香砂平胃散及其部分组成药物有显著
促进小鼠胃排空功能的作用，如进一步加以研究，可

 



能对一些胃肠道运动功能障碍性疾病的治疗有一定的意
义，进而开发出新的促进胃肠动力药物.
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Abstract
AIM:To study the expression of glucose regulation protein
94 in gastric mucosa infected with Helicobacter pylori.

METHODS:Semi-quantitative RT-PCR method was used to
demonstrate mRNA expression of Grp94 in H.pylori (Hp)
infected and non-infected gastric mucosa. Western blot was
used to detect the expression level of Grp94 protein in the
tissues.

RESULTS:Hp negative group had 28 cases, and the expression
amount of Grp94 mRNA was 0.424±0.055. Hp infected group
had 32 cases and the expression amount of Grp94 mRNA
was 0.882±0.082. The expression amounts of Grp94 protein
were 0.427±0.036, 0.671±0.072 respectively in Hp-negative
and positive groups. The expression amounts of Grp94 mRNA
and Grp94 protein in infected group showed a significant
increase (P <0.01) respectively.

CONCLUSION:H.pylori infection may increase the expression
of Grp94 at mRNA level in gastric mucosa. Meanwhile, it
also increases synthesis of the protein.

Wang MC, Fang WG, Gu JG, Li Y. Expression of glucose-regulation pro-
tein 94 in gastric mucosa infected with Helicobacter pylori. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(5):551-553

摘要
目的:探讨幽门螺杆菌感染对胃黏膜组织中内质网分子伴

侣 Grp94mRNA 及蛋白水平表达的影响及意义.

方法:应用半定量RT-PCR方法及Western blot方法检测感

染与未感染幽门螺杆菌的胃黏膜组织中Grp94 mRNA及蛋

白的表达情况.

结果:未感染组28例，Grp94 mRNA表达量为0.424±0.055，

感染组 32 例，Grp94mRNA 表达量为 0.882 ± 0.082. 两组相

比感染组Grp94mRNA的表达量明显高于未感染组(P  <0.01);

未感染组 Grp94 蛋白表达量为 0.427 ± 0.036，感染组

Grp94蛋白表达量为0.671±0.072，两组相比感染组Grp94

蛋白表达量明显高于未感染组(P <0.01).

结论:幽门螺杆菌感染可使胃黏膜增加Grp94mRNA的表达

及蛋白的合成，这可能有利于胃黏膜的自身保护作用.　

王孟春,方文刚,顾金歌,李岩. 幽门螺杆菌感染者胃黏膜中内质网分子伴侣

Grp94 的表达. 世界华人消化杂志  2003;11(5):551-553
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0   引言

研究表明幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)的热休克
蛋白(heat shock protein，HSP)是一种致病因子，而人胃
黏膜又是热休克反应的重要部位，感染Hp后可产生一
些热休克蛋白，如 HSP70， HSP72， HSP60 等，这
些热休克蛋白的产生可能与胃黏膜自身保护作用有关.
热休克蛋白通常不参与靶蛋白的组成，因此又被认为
是一种分子伴侣(molecular chaperon)，HSP 作为分子伴
侣可促进细胞内蛋白质的合成、折叠、装配，与类固
醇、干扰素、癌基因、细胞因子等重要生物活性物质
有着密切关系，控制着细胞的生长、发育和调节过程.
Grp94(glucose regulation protein) 是内质网分子伴侣家族
重要成员，参与蛋白质的折叠，装配和转运， 主要
是在新生肽链合成的早期阶段，Grp94与之形成稳定的
复合物协助其折叠和装配，他也能与尚未装配或错误
折叠的蛋白质形成复合物，同时在肿瘤细胞中具有抗
原提呈作用.但是幽门螺杆菌感染后人胃黏膜 Grp94 的
表达及作用尚不清楚. 我们以 RT-PCR 及 Western blot
方法分别检测 Grp94mRNA 及蛋白水平的表达情况.

1   材料和方法

1.1 材料  胃镜检查时将除外心脑血管、肝肾疾病，检
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查前2 wk未用抗生素及铋剂的患者列入本实验. 于胃镜
检查时取胃窦黏膜 6 块，分别用于快速尿素酶试验、
Giemsa 染色、RNA 提取、蛋白提取. 快速尿素酶试
验、Giemsa 染色同时阳性为 Hp 感染组，共 32 例，其
中浅表胃炎 12 例，胃溃疡 10 例，十二指肠溃疡 10 例.
两项检测同时阴性为 Hp 未感染组，共 28 例，基本
正常胃黏膜 10 例，浅表性胃炎 8 例，胃溃疡 5 例，十
二指肠溃疡 5 例.TRIzol 试剂，Gibco BRL；AMV 逆转录
酶，5 × buffer、RNAsin， Promega；Taq 酶、dNTP、
10 × buffer、MgCl， Takara 公司；50 × TAE 琼脂糖 上
海生工生物制品公司; ECL 试剂盒，Amerham Phamarcia;
羊抗人 Grp94 多克隆抗体，Santa Cruz；HRP 标记马抗
羊二抗，中山公司
1.2 方法

1.2.1 Grp94 mRNA 表达的检测  胃镜下于胃窦大弯、
小弯各取黏膜 1 块，置于预冷的装有 Trizol 200 µl 的
EP 管中，按 Trizol 试剂盒提取总 RNA，用紫外分光光
度计测定 RNA 的纯度及浓度，两步法 RT-PCR 扩增，
Grp94引物参照文献[1]设计，为校正逆转录效率及不同
样品间的差异，以 β-actin 为内部参照物，在同一反
应体系中与 Grp94 同时扩增，以定量 Grp94mRNA 的表
达量，与 β-actin 的比值作为校正后的 Grp94mRNA 表
达量. 反应条件：94 ℃ 10 min 后，94 ℃变性 1 min、
58 ℃复性 45 s、72 ℃延伸 45 s，进行 30 循环后，
72 ℃进行 10 min 延伸反应. 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳后，

在紫外灯下确认电泳带，Grp94 为 270 bp，β-actin 为
535 bp. 在凝胶成像系统分别扫描 Grp94 与β-actin 电泳
带密度，求出二者比值，即为 Grp94mRNA 表达的相
对水平.
1.2.2 Grp94 蛋白表达的检测  胃镜检查时于胃窦大弯、
小弯各取黏膜 1 块，裂解液中匀浆、低温离心，考马斯
亮蓝法定量. 含 15 µg 蛋白的样品在 80 g/L DS-PAGE 进
行电泳，半干转印仪至 PVDF 膜，将 PVDF 膜浸入封闭
液中室温过夜，加入用杂交液按 1∶1 000 稀释的一
抗，摇床上室温杂交 30 min-2 h 或过夜. 加入用杂交
液按 1∶5 000 稀释的二抗，摇床杂交 30 min. 将 ECL
试剂盒内的 detection reagent 1 与 detectior resgent 2 等体
积混合后，均匀滴在PVDF膜上，固定于暗盒中，曝光、
洗片. 电脑扫描，Kodak1D 软件系统计算 Grp94 的密度
值及 β-actin 的密度值，二者的比值作为该样品 Grp94
蛋白的表达量.
       统计学处理  数据经 Excel 软件 t 检验处理，以均
数±标准差表示，P <0.05 为有显著差异.

2   结果

2.1 Grp94 mRNA 和蛋白表达量见表，从表中可以看出
Hp 阳性组不同病变胃黏膜 Grp94 mRNA 和蛋白表达量
无差异，Hp 阴性组不同病变胃黏膜 Grp94 mRNA 和蛋
白表达量无差异；Hp 阳性组胃黏膜 Grp94 mRNA 和蛋
白表达量明显高于 Hp 阴性组(P <0.01)，表 1.

表 1  Hp 对不同胃黏膜组织 Grp94 mRNA 和蛋白表达的影响( sx ± )

Hp阳性 Hp 阴性
组别  n n

Grp94 mRNA Grp94 蛋白 Grp94 mRNA Grp94 蛋白

基本正常胃黏膜              10 0.430 ± 0.032 0.414 ± 0.0124

浅表胃炎(中 - 重度) 12 0.870 ± 0.066 0.685 ± 0.090 8 0.421 ± 0.067 0.445 ± 0.041

胃溃疡 10 0.892 ± 0.115               0.659 ± 0.072 5 0.403 ± 0.072 0.127 ± 0.047

十二指肠溃疡 10 0.887 ± 0.050 0.667 ± 0.342 5 0.436 ± 0.044 0.429 ± 0.036

合计 32 0.882 ± 0.082 0.671 ± 0.072              28 0.424 ± 0.055 0.427 ± 0.036

3   讨论

Hp 本身含有 HSP，可能作为致病因子在 Hp 感染时发
挥作用[2-9] ;而且 Hp 感染尚可刺激胃黏膜细胞产生不同
的 HSP， 在 Hp 相关性胃疾病中发挥不同的作用[10-17].
Grp94 属于 HSP90 家族，具有 50 % 的同源性，因此
享有HSP90家族的一些特性，是内质网标志分子伴侣，
也具有多种重要的生物学功能[ 1 8 , 1 9 ]，如分子伴侣特
性、维持体内 Ca+2 的平衡，Mg+2 依赖性的 ATPase 活
性、Ca+2、Mg+2 依赖性自身磷酸化作用以及 Mg+2 依赖
性的丝氨酸激酶活性等.
        我们从mRNA水平及蛋白水平分别检测了感染Hp
后胃黏膜组织中 Grp94 的表达，结果表明，Grp94 在
胃黏膜有基础表达，Hp 感染组 Grp94 mRNA 及蛋白的
表达均明显高于 Hp 未感染组，Hp 感染组与未感染组

不同胃黏膜病变中的表达无差异性，提示胃黏膜
Grp94 表达的增加可能与 Hp 感染有关， 而与胃黏膜的
炎症程度无关. 我们推测，胃黏膜感染 Hp 后，在 Hp
各种致病因子的作用下，胃黏膜上皮细胞的微环境发
生一系列的变化(如局部pH值的改变、细胞内蛋白质构
型的改变等)，从而启动了胃黏膜的应激反应，激活热
休克基因，编码 Grp94，增加了内质网合成 Grp94.
Grp94 作为内质网标志分子伴侣主要参与蛋白质的折
叠，装配和转运[20-23]，是在新生肽链合成的早期阶
段，Grp94与新生肽链形成稳定的复合物协助其折叠和
装配，并可与尚未装配或错误折叠的蛋白质形成复合
物，从而避免错误折叠的蛋白质的合成. Hp 感染胃黏
膜后，胃黏膜上皮细胞内可能出现大量变性和错误折
叠的蛋白质，而增加了的 Grp94 可能协助这些变性



王孟春, 等. 幽门螺杆菌感染者胃黏膜中内质网分子伴侣 Grp94 的表达                                                          553

的、错误折叠的蛋白质恢复正常的折叠和装配，从
而减少黏膜细胞的进一步损伤. 但 Hp 感染后胃黏膜上
皮细胞内哪些蛋白发生了错误折叠、Grp94的靶蛋白又
是哪些有待于今后深入研究，这些研究结果将对 Hp感
染的预防和治疗有重要意义.
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Abstract
AIM:To study the prokinetic effect of Chinese herbs Zhuxiang
powder (ZXP) on gastrointestinal motility mice and its
mechanism.

METHODS:The effects of ZXP on gastric emptying and intestinal
propulsion were investigated in vivo by measuring gastric
remainder rates and intestinal propulsion rates of Blue
Dextron (BD) 2000. Based on the level of main effect of the
orthogonal design list L16(215), the authors explored the
mechanism of ZXP on gastric emptying by administering
atropine intraperitoneally to mice 20 minutes prior to meal

RESULTS:Compared with control group, the rates of gastric
emptying and intestinal propulsion rates increased significantly in
ZXP group (72.0±12.4 % vs  63.7±13.1 %,P <0.01; 58.7±
10.9 % vs 51.1±8.7 %, P <0.05). According to the analysis of
orthogonal design, the sequence of prompting gastrointestinal
motility were:Radix Aucklandiae > Fructus Amomi >Rhizoma,
Atractylodis Macrocephalae. There were first–grade mutual
roles within Rhizoma, Atractylodis Macrocephalae and Radix
Aucklandiae.The prokinetic effect of Chinese herbs Zhu Xiang
Powder (ZXP) on gastrointestinal motility mice could be inhibited
partially by atropine, especially on gastric emptying.

CONCLUSION:ZXP can accelerate the gastric emptying and
intestinal propulsion in mice significantly. The main herbs in
ZXP are radix Aucklandiae and Fructus Amomi. The mechanism
of ZXP promoting gastrointestinal motility is related partially to
the cholinergic nerve function.

Li Y, Wang XQ, Zhang WW, Wang  JY. Effect of Zhuxiang powder on
gastric and intestinal motility in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(5):575-577

摘要
目的:观察术香冲剂对小鼠胃肠运动功能的影响，探讨其

作用机制.

方法:以葡聚糖蓝 2 000 为标记物，观察服术香冲剂前后

小鼠胃排空率及小肠推进比的变化. 采用正交设计，探讨

了各药味在方中对胃排空的影响. 以阿托品阻断 M 受体，

探讨其作用机制.

结果:术香冲剂的胃排空率(72.0±12.4 % vs  63.7±13.1 %，

P <0.01)和小肠推进比(58.7±10.9 % vs  51.1±8.7 %，P <0.05)

均明显高于对照组. 方中组成药味胃排空率为木香>砂仁>

白术>鸡内金， 白术与木香有交互作用.术香冲剂的促动力

作用能够部分被阿托品阻断，尤以促胃动力作用为著.

结论:术香冲剂对小鼠胃肠运动有促进作用，方中促胃排

空作用的主药为木香、砂仁. 其促动力作用机制部分与激

动 M 受体有关.

李岩,王学清,张卫卫,王江玥. 术香冲剂对小鼠胃肠动力的影响. 世界华人消

化杂志  2003;11(5):575-577
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0   引言

功能性消化不良(functional dyspepsia， FD)是一种常见
的临床综合征. 在我国传统医学中，有许多中药具有
消除胃肠运动障碍的功能[1-10]. 我们采用科学方法对白
术、木香、砂仁、鸡内金冲剂促胃肠动力的作用进行
基础研究.旨在开发一种新的促动力药物.

1   材料和方法

1.1 材料  昆明小白鼠，♂，5 周龄，质量 18-20 kg，
440 只，购自中国医科大学动物部. 实验前 12 h 开始
禁食，2  h 开始禁水. 中药选用白术、木香、砂仁、
鸡内金饮片，清洗，依各实验组安排方剂组成，配伍
比例为 15 g∶15 g∶10 g∶10 g. 取饮片分别以蒸馏
水浸泡后煎煮，过滤后取滤液，两次滤液合并后浓缩，
干燥后粉碎过筛，制成冲剂.实验时以蒸馏水配制为浓
度 500 g/L 的溶液. 西沙比利片剂(西安杨森制药有限公
司，批号(96)卫药准字 -J-16(1)号.)以蒸馏水配制成
5 × 10-3 g/L 的溶液，硫酸阿托品(上海禾风有限公司
生产，批号：960101)稀释为 1 × 10-3 g/L. 葡聚糖蓝
(BD)2000 (瑞典Pnarmacia公司)，加蒸馏水制成20 g/L BD
2 000 溶液. 751G 型紫外分光光度计(上海分析仪器厂)
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1.2 方法

1.2.1 术香冲剂对胃排空及小肠推进功能影响  小鼠 60
只，随机分对照组、西沙必利组和术香冲剂组，每组20
只，分别灌服蒸溜水、西沙必利和术香冲剂各 0.3 mL.
20 min 后，各灌服 20 g/L BD 2 000 0.4 mL，15 min
后颈椎脱臼处死，迅速剖取胃，将胃内容物溶于 2 mL
蒸馏水中，离心 30 min，取上清，以紫外分光光度
计λ 620 nm 测胃内残留色素吸光度. 另取一试管，同
样浓度色素 0.4 mL，同样条件下离心，测得吸光度
值，作为标准管，并以下式求出胃内色素排空率 =(1-
胃内残留色素吸光度 / 标准管胃内色素吸光度)× 100 %.
同时迅速取出小鼠幽门括约肌至回肠末端全部小肠，
自然拉直. 量取幽门括约肌至色素最前端及至回盲部的
距离，二者之比为小肠推进比.
1.2.2 各中药对小鼠胃排空的影响  每味药为一个因子，
A 白术 3 g/kg， B 木香 3 g/kg，  C 砂仁 2 g/kg， D 鸡内
金 2 g/kg，共 6 个因子.每味药均取“不给药”和“给
全药量” 两个水平. 随机确定各药的代号，但水平号
未随机化. 本实验采用正交表 L16(215)，采用主效应不
与交互作用混杂的正交表设计，即进行 16 组实验，2
个水平，15 个因子(4 个因子为主效应列，6 个两两混
杂交互作用列，5 个空白列). A 与 B 交互作用，表示
为 AB，C 与 D 交互作用表示为 CD，根据正交表中主
效应列的水平配成 16种不同组合的配方. 如 1组4个主
效应列均为 1 水平，配成含 4 药物的全方剂溶剂；16
组 4 个主效应列均为 2 水平，配成不含药物的.不论各
组用药的成分有何不同，某一成分的用量固定不变，而
投药的容量也固定不变.
1.2.3 阿托品对术香冲剂促胃肠动力的影响  小鼠 60 只，
随机分阿托品组、术香冲剂组及术香冲剂 + 阿托品
组，每组 20 只，阿托品组及术香冲剂 + 阿托品组分别
于灌胃前 15 min 腹腔注射硫酸阿托品 0.02 mg/kg，然
后灌服蒸馏水和术香冲剂，术香冲剂组腹腔注射等容
积蒸馏水，后灌服等量冲剂. 余实验方法同前. 计算胃
内色素排空率及小肠推进比.

        统计学处理  各组数据均以均数±标准差( sx ± )表
示，统计分析采用两样本均数 t 检验，正交设计采用
直观分析和方差分析.

2   结果

2.1 术香冲剂对胃排空及小肠推进功能影响(见表 1)  术
香冲剂组和西沙比利组平均胃内色素排空率及小肠推
进比与对照组比较均明显增加(P <0.05 或 0.01)，二者
之间无显著性差异.
2.2 各中药对小鼠胃排空的影响  各药效应大小排列顺
序为:木香>砂仁>白术> 鸡内金. 因 FB=21.29>F0.01，
FC=20.48>F0.01， 表明 B、Ｃ作用非常显著；FA=13.08>F0.05，
FAB=12.00>F0.05，表明 AB 交互作用显著，即木香和砂
仁作用非常显著；白术作用显著；鸡内金无明显作

用.与直观分析法所得结果相符(见表 2).

表 1  术香冲剂对胃排空和小肠推进功能的影响

分组         胃内色素排空率 %           小肠推进比 %

对照组 63.7±13.1 51.1±8.7

西沙必利组 70.6±9.3b 63.9±9.1b

术香冲剂组 72.0±12.4b 58.7±10.9a

aP <0.05, bP <0.01, vs 对照组.

表 2  方差分析结果

方差来源        偏差平方和        自由度     均方       F 值       显著性

B              22.02 1    22.02      21.29       P <0.01

C              21.18 1    21.18      20.48       P <0.01

A              13.52 1    13.52      13.08       P <0.05

AB              12.41 1    12.41      12.00       P <0.05

AD 1.03 1      1.03        0.99

CD 0.29 1      0.29        0.28

D 0.16 1      0.16        0.16

BC 0.14 1      0.14        0.13

AC 0.79 1      0.79        0.76

BD           0.0 023 1 0.0 023   0.0 022

e 1.03 5

F 0.05 (1. 5)=6.61, F 0.01 (1. 5)=16.26.

2.3阿托品对术香冲剂促胃肠动力影响  注射阿托品后，
术香冲剂促胃排空作用明显减低(P <0.01)，但仍较阿
托品组作用增强(P <0.05);小肠推进作用明显减低，术
香冲剂组略强于阿托品组(见表 3).

表 3  阿托品对术香冲剂促胃肠动力作用的影响

组别 胃内色素排空率 % 平均小肠推进比 %

术香冲剂组       71.45±7.8        57.28±4.4

阿托品组         16.0±10.6          33.5±5.9

阿托品 + 术香冲剂组         30.9±13.0bd          35.3±7.4a

aP <0.05, bP <0.01, vs 术香冲剂组, dP <0.01 vs 阿托品组 .

3   讨论

功能性消化不良的发病机制可能与胃肠运动功能异常等
因素有关[1-7].目前临床上常采用胃复安、多潘立酮、西
沙比利等促动力剂进行治疗，取得一定疗效 [8,9]. 祖国传
统医学认为“痞满”“胃脘痛”等症与现代医学上胃肠
动力功能异常改变有关，多与脾胃功能失调，脾胃虚
弱有关. 脾主运化，喜燥恶湿，脾虚则运化无力，湿
浊内停于胃，阻碍气机，故出现消化不良症状. 通过调
理脾胃，对功能性消化不良有一定的治疗作用[10-26]. 木
香、白术为菊科草本植物，砂仁为姜种草本植物，鸡内
金则为雏科鸡的沙囊角质内壁. 木香辛、苦、温，归
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脾、胃经，可行气止痛，并善理脾胃气滞，故为主
药；砂仁辛，温，可化湿行气，温脾和胃，故为辅药；
白术苦、甘、温，能助脾胃之健运，故为佐药；鸡内金
可消食健脾，化积滞故为使药，四药合用，共奏行气健
脾，化食消滞之功. 李岩 et al [27]和陈少夫 et al [28]分别
报道了白术和木香具有明显的促进小鼠胃排空的作用.
据报道砂仁具有明显促进胃排空作用.  但对术香冲剂作
用机制的研究国内外尚未见报道. 我们用葡聚糖蓝2 000
标记法，测定了术香冲剂对小鼠胃排空及小肠推进功
能具有促进作用，并与西沙必利作用相近. 通过正交
设计的方法证实了四味药在方剂中对胃排空影响的作
用以木香、砂仁为主，白术次之，此恰与中医组方原则
相符.白术与木香有交互作用，即２味药合煎作用弱于
各单味药，可能与合煎后产生负性协同作用有关；鸡
内金对胃排空无有意义的影响，在该方剂中也不与其
他药有交互作用.
        通过预先给予腹腔内注射阿托品，以阻断 M 受体
作用，初步探讨了其作用机制. 结果表明，术香冲剂
的促动力作用能够部分被阿托品阻断，尤以促胃动力
作用为著. 说明该冲剂促动力作用机制部分与激动M受
体，增加乙酰胆碱作用有关，同时还可能有对胃肠平
滑肌的直接作用及通过神经体液等因素起作用. 本实验
通过科学的手段，证实了术香冲剂可促进胃肠动力及
方剂中各药味的作用，初步阐述了其作用机制，为进
一步从祖国医药中开发出新的治疗消化不良药物提供
了科学试验依据.
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Abstract
AIM:To investigate the effects of EGF on the characteristics
of phosphrylated p44/42 MAPK expression and its biological
significance in EGF-induced gut repair after ischemia-reperfusion
(I/R) injury.

METHODS:A total of 80 Wistar rats were randomly divided
into four groups, namely EGF treated group (E), normal
saline control (R), ischemia group (I) and sham operated
control (C). In group E and R, the rats were treated with
intravenous EGF 100 µg/kg/rat or normal saline respectively
after 45 minutes of superior mesenteric artery occlusion.
Blood samples were collected at 2, 6, 12 and 24 hours after
reperfusion and plasma D-lactate were determined. Tissue
samples from intestine were also taken for histological analysis
and immunohistochemical analysis of phospho-p44/42 MAPK.

RESULTS:The changes of histological structure and D-lactate
indicated that the intestinal barrier was damaged after intestinal
I/R injury, while EGF treatment significantly improved the
outcome. In group C and I positive signals of phospho-p44/
42 MAPK were mainly located in the cytoplasm of the intestinal
villi and crypts, while in group I positive cells increased
significantly (P <0.05). In group R, positive signals were

found in almost all the cells and the percentage of positive
nuclei increased with the time of reperfusion, reaching its
peak after 12h of reperfusion. In group E, the percentages
were higher than those in group R and the peak of nuclear
expression was earlier.

CONCLUSION:EGF administration improves the outcome
of I/R induced intestinal damage. After I/R the expression
and nuclear translocation of phspho-p44/42 MAPK increases
with the time of reperfusion, suggesting its role in intestinal
reconstitution. EGF treatment induces its early expression
and translocation into the nucleus, suggesting the significance of
p44/42 MAPK signaling pathway in EGF-induced gut repair.
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摘要
目的:观察表皮生长因子(EGF)对大鼠肠缺血-再灌注(I/R)

后磷酸化细胞外信号调节激酶(phospho-p44/42 MAPK)表

达的影响.

方法:夹闭大鼠肠系膜上动脉根部 45 min 之后放松血管夹

形成再灌注，同时经颈静脉分别注入 EGF 100 µg/kg 或生

理盐水，分别于伤后 2、6、12 和 24 h 将动物活杀. 设

置对照组和单纯缺血组. 检测血浆 D- 乳酸浓度，取小肠

组织进行形态学观察，用免疫组织化学方法研究磷酸化

p44/42 MAPK 的表达.

结果:(1)再灌注后血浆 D- 乳酸水平升高，小肠黏膜充

血、水肿、炎细胞浸润及坏死糜烂，再灌注后 6 h 最显著.

EGF 显著降低 D- 乳酸水平升高的幅度(P <0.05)，明显改

善 I/R 引起的病理损害. (2)磷酸化 p44/42 MAPK 染色显

示，正常大鼠的绒毛上皮、陷窝和固有层细胞均有阳性

颗粒，主要存在于胞质内. 缺血和再灌注后阳性细胞数量

显著增加，随再灌注时间的延长，阳性颗粒逐渐转位入

核，在 12 h 最显著. 24 h 主要表现为胞质内表达. EGF 治

疗后阳性细胞数量增多，细胞核表达的数量增加.

结论:肠道I/R损伤激活磷酸化p44/42 MAPK的表达，EGF

促进 p44/42 MAPK 的早期表达与核转位，从而参与细胞

的应激反应和增生与分化.
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0   引言

利用生长因子调控损伤修复的意义已经引起人们的重
视[1]，表皮生长因子(EGF)参与内脏损伤后的主动修复
过程也已得到实验证实[2-5]. 与此同时，细胞外信号调
节激酶(extracellular-signal regulated protein kinase，
p44/42 MAPK)在 EGF 等生长因子刺激引起的细胞反应
中起重要调控作用[6-8]. 体外研究证实，EGF 可以通过
激活 p44/42 MAPK 通路促进小肠细胞的增生反应[9-11].
本实验利用大鼠肠 I/R 损伤模型，给予大鼠静脉注射
EGF，观察血浆 D- 乳酸浓度的变化规律以及相应的病
理学改变，用免疫组织化学方法研究肠 I/R 引起的 p44/
42 MAPK 的表达规律以及 EGF 对 p44/42 MAPK 表达的
影响，进而探讨其在创伤修复中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  ♂ Wistar 大鼠，体质量 200-250 g(购自军事
医学科学院动物中心)，随机分为对照组(C)、肠缺血
组(I)、肠缺血 - 再灌注组(R)和 EGF 治疗组(E).根据缺
血后再灌注时间的不同将 R 组和 E 组又分成 2，6，12
和 24 h 共 4 组(R2，R6，R12，R24 以及 E2，E6，E12，
E24)，每组 8 只动物. 实验前禁食 12 h，自由饮水. 采
用肠系膜上动脉(SMA)夹闭 - 松夹方式制成肠缺血 - 再
灌注模型. 大鼠腹腔注射30 g/L戊巴比妥钠(35 mg/kg)麻
醉，常规消毒后取腹正中切口 3-4 cm，钝性分离 SMA
根部. E 组和 R 组动物以血管夹夹闭 SMA 根部，完全
阻断血流 45 min 之后放松血管夹，使肠道血流恢复形
成再灌注，在松开动脉夹的同时经右颈静脉注入 EGF
100 µg/kg(由中国科学院上海生物化学研究所提供)或生
理盐水 0.5 mL. 假手术组仅分离 SMA 不作夹闭，I 组不
注射EGF或生理盐水.各组动物于关闭腹腔后皮下注射
10 ml 生理盐水抗休克.
1.2 方法  按照设定时间点将动物处死，取动物肠道石
蜡包埋后切片、HE 染色，光镜下观察. 取门静脉血离
心后分离血浆，-80 ℃保存，用酶联紫外分光光度法
测定血浆 D- 乳酸水平. 动物肠道经 40 g/L 甲醛固定、
脱水、石蜡包埋、切片后，应用PowerVisionTM 二步法研
究磷酸化 p44/42 MAPK 的表达.采用磷酸化 p44/42
MAPK 小鼠单克隆抗体(cell signaling technology， Inc，
美国)以及相应的第二抗体(北京中山生物技术有限公
司)，DAB(二氨基联苯胺，福州迈新生物技术公司)，
按照试剂说明书要求进行免疫组织化学技术操作. 石蜡
切片按常规脱蜡至水，在体积分数为30 ml/L H2O2 中孵
育 10 min，以消除内源性过氧化物酶活性. PBS 冲洗，
置于 0.01 mol/L，pH6.0 的枸橼酸盐缓冲液中行抗原
热修复后，滴加按 1∶100 稀释的一抗，37 ℃孵育
40 min. PBS 冲洗，滴加辣根过氧化物酶(HRP)标记的
二抗，37 ℃孵育 20 min，PBS 漂洗后 DAB 显色，苏
木素复染，常规脱水，透明，封片，显微镜下观察，结
果以细胞质和 / 或细胞核着棕色者为阳性染色. 另用

PBS代替一抗做阴性对照. 光镜下观察阳性细胞在小肠
黏膜的分布. 每只大鼠观察50个纵向切开的陷窝和绒毛
(陷窝腔和绒毛应保持完整)，统计阳性细胞百分率，其
结果以均数±标准差( sx ± )表示，SAS 软件包统计各
组间差异.

2   结果

大鼠 SMA 夹闭后，肠道明显变紫，蠕动减慢. HE 染
色见黏膜上皮出现充血、水肿和炎细胞浸润以及糜烂、
坏死，以伤后 6 h 最明显，在再灌注后 24 h 基本恢复
正常的黏膜结构，E组动物肠黏膜损伤的程度较R组明
显减轻.
2.1 血浆 D- 乳酸浓度的变化  D- 乳酸是肠道细菌特有
的代谢产物，血浆中 D- 乳酸含量的变化可反映肠黏
膜通透性的改变[12,13]. 肠缺血 45 min 后，D- 乳酸浓度
尚未发生明显改变. 再灌注 2 h 和 6 h，各组动物血浆
D- 乳酸浓度较假手术组均显著升高，但 R 组升高的幅
度显著高于 E 组(P <0.01 或 P <0.05，图 1).

图 1  2 组动物门静脉血浆 D- 乳酸浓度的变化趋势.

2.2 磷酸化 p44/42 MAPK 的表达特征  C 组、I 组和 R

组：在正常和伤后大鼠，绒毛上皮、小肠陷窝和固

有层均可见到染色阳性的细胞.在 C 组大鼠的绒毛上皮

和小肠陷窝，阳性细胞的比例分别为59%和27.5%，表

现为散在分布于胞质内的棕色颗粒，大部分靠近细胞

核，少量细胞有核内表达.小肠陷窝核内表达 p44/42

MAPK 的细胞主要位于陷窝的中下部，相当于干细胞、

短暂扩增细胞及其初级子代细胞的位置.杯状细胞的胞

质内也可见阳性颗粒.I组大鼠90 %绒毛上皮细胞和40 %

陷窝细胞的胞质内出现阳性颗粒，核内表达无明显改

变.R 组几乎全部绒毛上皮细胞和陷窝细胞表达磷酸化

p44/42 MAPK，但随着再灌注时间的延长，核内表达的

比例增加.在 R2 组和 R6 组阳性颗粒主要位于胞质中，

R12组则主要位于细胞核，R24组核内表达的比例下降

接近 C 组.各组动物的黏膜固有层均有少量的阳性细

胞，正常情况下主要位于胞质，随再灌注时间延长核内

表达增多，在 R12 组最显著(图 2-4).E 组绒毛上皮细胞

和陷窝的阳性细胞数量均高于 R 组相应时相点，核内
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表达的比例也高于 R组.E6 和E12组主要表现为核内表

达，以 E6 最为显著. E2 和 E24 组主要为胞质内表达
(图 2-4).

细胞核内出现阳性颗粒的细胞
图 2  各组动物小肠绒毛上皮磷酸化 p44/42 MAPK 阳性细胞数量的变
化趋势.

细胞核内出现阳性颗粒的细胞
图 3  各组动物小肠陷窝磷酸化 p44/42 MAPK 阳性细胞数量的变化趋势.

A:C 组小肠绒毛；B:C 组小肠陷窝；C:R6 组小肠绒毛；
D:R6 组小肠陷窝；E:E6 组小肠绒毛；F:E6 组小肠陷窝.
图 4  各组动物小肠磷酸化 p44/42 MAPK 的表达.

3   讨论

EGF 是强有力的促细胞分裂因子[14,15]，对胃肠道黏膜
细胞具有促进生长和增生的作用[16-21]，p44/42 MAPK
在胞质内广泛分布，在未受刺激的细胞内，主要表现
为脱磷酸型，其苏氨酸和酪氨酸残基被磷酸化后发生
激活，主要与细胞的增生通路有关[22,23]，已证明 p44/42
MAPK 途径是 EGF 诱导表皮成纤维细胞、角质细胞、
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小肠癌细胞IEC-6等细胞增生的主要细胞内信号传导通
路[24-27].  在心、肾、肺等多种组织中，均发现 I/R 损
伤可迅速激活 MAPK 信号传导通路，作为早期细胞内
信号参与细胞对应激反应的调节. 一般认为I/R时p44/42
MAPK 活性的增加是细胞针对缺氧刺激启动修复过程、
促进细胞存活的保护性机制，对于经历了 I/R 损伤的细
胞具有保护作用. 在 MAPK 信号途径中的各个组成成分
如 p44/42 MAPK、c-fos 的激活均具有相似的分子机
制，都需要保守位点上的双磷酸化作用，信号转导最终
通过基因表达来实现细胞调控，p44/42 MAPK 的磷酸化
是 p44/42 MAPK 正在发生功能活动的标志[28]. EGF 与其
受体(EGFR)结合后，再与 ras 结合，进而激活 raf-1，
raf-1 接着激活 MEK1/MEK2(p44/42 MAPK 的上游激
酶)，进而激活 p44/42 MAPK，后者进入核内，通过
中间反应物介导原癌基因 c - m y c 、c - f o s 、c - j u n 、
Elk1、TAL1 等的产生和磷酸化，影响下游基因的表
达，最终导致细胞的增生反应[29-33]. p44/42 MAPK 被激
活后也可以停留在胞质中，作用于细胞表面分子如
EGFR、磷脂酶 A2，启动多条细胞内信号传导通路，介导
胞外环境应激条件信号，引起细胞内的抗应激反应.
        p44/42 MAPK 被激活后，可以表现为持久激活或短
暂激活，持久激活(活性高)的 p44/42 MAPK 可部分转入
核内，可以使相应的转录因子发生磷酸化，而短暂激活
(活性低)的 p44/42 MAPK 不能进入核内，二者由于“入
核量”的差异使细胞表达不同质或量的产物，从而产生
不同的细胞生物学效应，因此p44/42 MAPK在转录水平
上的差异可以使其产生不同的效应.
      本实验中，在假手术组大鼠的小肠黏膜上皮细胞
内，磷酸化 p44/42 MAPK 主要存在于胞质，核内表达
较少.缺血 45 min 后，单层柱状上皮和小肠陷窝阳性细
胞的比例显著增加，表明缺血可以迅速激活 p44/42
MAPK 通路，此时仍主要为胞质内表达. 随着再灌注时
间的延长，几乎全部细胞表达磷酸化 p44/42 MAPK，而
肠道组织学改变和血浆D-乳酸水平的变化表明I/R引起
肠道损伤，提示 I/R 损伤持续激活 p44/42 MAPK 通路，
使其参与了 I/R 引起的应激反应. 值得注意的是，无论
在绒毛还是陷窝，核内表达磷酸化p44/42 MAPK的细胞
数量均随再灌注时间延长而增加，而进入核内是 p44/
42 MAPK 发挥促进细胞增生作用的前提. R 组大鼠核内
表达 p44/42 MAPK 的高峰在再灌注后 12 h，EGF 治疗
组核内表达的时间较 R 组提前，持续时间也较 R 组延
长.由此看来，EGF 促进了 p44/42 MAPK 的早期激活和
核转位.由于绒毛单层柱状上皮主要为分化细胞，陷窝
主要由干细胞、短暂扩充细胞和较初级的增生细胞组
成，磷酸化 p44/42 MAPK 在这些部位的活跃表达表明
他与肠道细胞(包括干细胞)的增生与分化有密切联系. 本
结果表明，外源性 EGF 参与了肠道内脏损伤的修复过
程，其作用是通过早期激活 p44/42 MAPK 通路，参与
细胞的应激反应，促进细胞的增生与分化. 该结果进一

步证实了我们以前所观察到的采用外源性补充生长因子
对缺血性内脏治疗作用的理论[34].

4     参考文献
1 彭曦, 颜洪, 陶麟辉, 赵云, 王裴, 汪仕良. 早期肠道营养对烧伤大鼠

肠黏膜损伤和修复的影响. 世界华人消化杂志  2000;8:1251-1254
2 Leeb SN, Vogl D, Falk W, Scholmerich J, Rogler G, Gelbmann

CM. Regulation of migration of human colonic myofibroblasts.
Growth Factors  2002;20:81-91

3 Rongione AJ, Kusske AM, Newton TR, Ashley SW, Zinner MJ,
Mcfadden DW. EGF and TGF stimulate proabsorption of glucose
and electrolytes by Na+/glucose cotransporter in awake canine
model. Dig Dis Sci  2001;46:1740-1747

4 Dignass AU, Sturm A. Peptide growth factors in the intestine.
Eur J Gastroenterol Hepatol  2001;13:763-770

5 Eizaguirre I, Aldazabal P, Barrena MJ, Garcia-Arenzana JM, Ariz
C, Candelas S, Tovar JA. Effect of growth hormone, epidermal
growth factor, and insulin on bacterial translocation in experi-
mental short bowel syndrome. J Pediatr Surg  2000;35:692-695

6 Koul S, Chaturvedi LS, Sekhon A, Bhandari A, Menon M, Koul
HK. Effects of oxalate on the re-initiation of DNA synthesis in
LLC-PK1 cells do not involve p42/44 MAP kinase activation.
Kidney Int  2002;61:525-533

7 Llorens F, Garcia L, Itarte E, Gomez N. Apigenin and LY294002
prolong EGF-stimulated ERK1/2 activation in PC12 cells but are
unable to induce full differentiation. FEBS Lett  2002;510:149-153

8 Sah JF, Eckert RL, Chandraratna RA, Rorke EA. Retinoids sup-
press epidermal growth factor-associated cell proliferation by in-
hibiting epidermal growth factor receptor-dependent ERK1/2
activation. J Biol Chem  2002;277:9728-9735

9 Tanimura S, Nomura K, Ozaki K, Tsujimoto M, Kondo T, Kohno
M. Prolonged nuclear retention of activated extracellular signal-
regulated kinase 1/2 is required for hepatocyte growth factor-
induced cell motility. J Biol Chem  2002;277:28256-28264

10 Lewis MD, Ham J, Rees DA, Lewis BM, Scanlon MF. Mitogen-
activated protein kinase mediates epidermal growth factor-in-
duced morphogenesis in pituitary GH3 cells. J Neuroendocrinol
2002;14:361-367

11 Marques SA, Dy LC, Southall MD, Yi Q, Smietana E, Kapur R,
Marques M, Travers JB, Spandau DF. The platelet-activating fac-
tor receptor activates the extracellular signal-regulated kinase
mitogen-activated protein kinase and induces proliferation of
epidermal cells through an epidermal growth factor-receptor-
dependent pathway. J Pharmacol Exp Ther  2002;300:1026-1035

12 黎君友, 盛志勇, 吕艺, 于勇, 胡森, 周宝桐. 严重创伤后肠屏障功能
损伤及谷氨酰胺的保护. 世界华人消化杂志  2000;8:1093-1096

13 Sun XQ, Fu XB, Zhang R, Lü Y, Deng Q, Jiang XG, Sheng ZY.
Relationship between plasma D(-)lactate and intestinal damage
after severe injuries in rats. World J Gastroenterol  2001;7:555-558

14 陈宝雯,王洪涛,刘正新,贾博琦,马清钧. 外源性表皮生长因子治疗大
鼠慢性胃溃疡对原癌基因表达的影响.世界华人消化杂志  1999;7:
504-506

15 Xia L, Yuan YZ, Xu CD, Zhang YP, Qiao MM, Xu JX. Effects of
epidermal growth factor on the growth of human gastric cancer
cell and the implanted tumor of nude mice. World J Gastroenterol
2002; 8:455-458

16 Chen DL, Wang WZ, Wang JY. Epidermal growth factor prevents
gut atro phy and maintains intestinal integrity in rats with acute
pancreatitis. World J Gastroentero  2000;6:762-765

17 Berlanga-Acosta J, Playford RJ, Mandir N. Gastrointestinal cell
proliferation and crypt fission are separate but complementary
means of increasing tissue mass following infusion of epidermal
growth factor in rats. Gut  2001;48:803-807

18 Reindel JF, Gough AW, Pilcher GD, Bobrowski WF, Sobocinski
GP, de la Iglesia FA. Systemic proliferative changes and clinical
signs in cynomolgus monkeys administered a recombinant de-
rivative of human epidermal growth factor. Toxicol Pathol  2001;
29:159-173

19 Avissar NE, Ziegler TR, Wang HT, Gu LH, Miller JH, Iannoli P,
Leibach FH, Ganapathy V, Sax HC. Growth factors regulation of
rabbit sodium-dependent neutral amino acid transporter ATB0

李平, 等. EGF 对小肠缺血再灌注后磷酸化 p44/42 MAPK 表达的影响                                                           581



and oligopeptide transporter 1 mRNAs expression after
enteretomy. J Parenter Enteral Nutr  2001;25:65-72

20 Duh G, Mouri N, Warburton D, Thomas DW. EGF regulates early
embryonic mouse gut development in chemically defined organ
culture. Pediatr Res  2000;48:794-802

21 Stern LE, Erwin CR, O'Brien DP, Huang F, Warner BW. Epider-
mal growth factor is critical for intestinal adaptation following
small bowel resection. Microsc Res Tech  2000;51:138-148

22 Zhao D, Letterman J, Schreiber BM. Beta-Migrating very low den-
sity lipoprotein (beta VLDL) activates smooth muscle cell mito-
gen-activated protein (MAP) kinase via G protein-coupled recep-
tor-mediated transactivation of the epidermal growth factor (EGF)
receptor:effect of MAP kinase activation on beta VLDL plus EGF-
induced cell proliferation. J Biol Chem  2001;276:30579-30588

23 Buder-Hoffmann S, Palmer C, Vacek P, Taatjes D, Mossman B.
Different accumulation of activated extracellular signal-regu-
lated kinases (ERK 1/2) and role in cell-cycle alterations by epi-
dermal growth factor, hydrogen peroxide, or asbestos in pulmo-
nary epithelial cells. Am J Respir Cell Mol Biol  2001;24:405-413

24 Kawahara E, Nakada N, Hikichi T, Kobayashi J, Nakanishi I.
EGF and beta1 integrin convergently regulate migration of A431
carcinoma cell through MAP kinase activation. Exp Cell Res
2002;272:84-91

25 Cras-Meneur C, Elghazi L, Czernichow P, Scharfmann R. Epi-
dermal growth factor increases undifferentiated pancreatic em-
bryonic cells in vitro: a balance between proliferation and
differentiation. Diabetes  2001;50:1571-1579

26 Thrane EV, Schwarze PE, Thoresen GH, Lag M, Refsnes M. Persis-
tent versus transient map kinase (ERK) activation in the prolifera-
tion of lung epithelial type 2 cells. Exp Lung Res  2001;27:387-400

27 Harris VK, Kagan BL, Ray R, Coticchia CM, Liaudet-Coopman

ED, Wellstein A, Tate Riegel A. Serum induction of the fibro-
blast growth factor-binding protein (FGF-BP) is mediated
through ERK and p38 MAP kinase activation and C/EBP-
regulated transcription. Oncogene  2001;20:1730-1738

28 Feng DY, Zheng H, Tan Y, Cheng RX. Effect of phosphorylation
of MAPK and Stat3 and expression of c-fos and c-jun proteins on
hepatocarcinogenesis and their clinical significance. World J
Gastroenterol  2001;7:33-36

29 Lee JW, Juliano RL. The alpha5beta1 integrin selectively enhances
epidermal growth factor signaling to the phosphatidylinositol-
3-kinase/Akt pathway in intestinal epithelial cells. Biochim
Biophys Acta  2002;1542:23-31

30 Oksvold MP, Skarpen E, Wierod L, Paulsen RE, Huitfeldt HS.
Re-localization of activated EGF receptor and its signal trans-
ducers to multivesicular compartments downstream of early
endosomes in response to EGF. Eur J Cell Biol  2001;80:285-294

31 Jost M, Huggett TM, Kari C, Rodeck U. Matrix-independent sur-
vival of human keratinocytes through an EGF receptor/MAPK-
kinase-dependent pathway. Mol Biol Cell  2001;12:1519-1527

32 Pierce KL, Tohgo A, Ahn S, Field ME, Luttrell LM, Lefkowitz RJ.
Epidermal growth factor (EGF) receptor-dependent ERK activa-
tion by G protein-coupled receptors: a co-culture system for iden-
tifying intermediates upstream and downstream of heparin-bind-
ing EGF shedding. J Biol Chem  2001;276:23155-231160

33 赵佐庆,刘福兰,张玲. 犬小肠缺血再灌后 C-fos, PCNA 及 Bax 的表
达意义. 世界华人消化杂志  2001;9:1021-1026

34 Fu XB, Yang YH, Sun TZ, Gu XM, Jiang LX, Sun XQ, Sheng ZY.
Effect of intestinal ischemia-reperfusion on expressions of endog-
enous basic fibroblast growth factor and transforming growth
factor β in lung and its relation with lung repair. World J
Gastroenterol  2000;6:353-355

582                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 5 月 15 日  第 11 卷  第 5 期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消消消消消          息息息息息 •

世界胃肠病学杂志英文版获得第二届国家期刊奖百种重点期刊

本报讯本报讯本报讯本报讯本报讯  为了进一步繁荣期刊出版事业，2002 年 9 月，经中共中央宣传部同意，新闻出版总署决定举办第二届国家期刊奖评选

活动. 经过反复审核，全国共推荐出参评科技期刊 522 种.这些参评期刊经过评选办公室的参评资格审查、出版规范审查、广告内

容审查后，由专家组和评选工作委员会进行评选. 2002 年 12 月初产生评选入围期刊，并将初评结果在《光明日报》、《科技日

报》、《中国新闻出版报》和《中国图书商报》公示，接受全社会的监督，最终评出国家期刊奖科技类 3 0 名，国家期刊奖

提名奖 50 名，国家期刊奖百种重点期刊 99 名. 世界胃肠病学杂志英文版（World Journal of Gastroenterology）获得第二届国家期

刊奖百种重点期刊，并荣获获奖证书、奖杯和获奖徽标.

国家期刊奖是期刊业中最权威的、也是最具影响的奖项. 我们衷心感谢全体编委及作者、读者对世界胃肠病学杂志英文版的

支持，希望在今后能继续得到大家的关心爱护和大力支持，争取更大的成绩.        (世界胃肠病学杂志社 2003-01-23)



World Chin J Digestol  2003  May;11(5):583-897
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 焦点论坛 •

捆绑式胰肠吻合术的应用

彭淑牖

彭淑牖,浙江大学医学院附属第二医院外科  浙江省杭州市  310009
项目负责人:彭淑牖,310009,浙江省杭州市解放路 88 号,浙江大学医学院附属第二医院外科.  sypeng@mail.hz.zj.cn
电话:0571-87783766    传真:0571-87022776
收稿日期:2002-07-23    接受日期:2002-08-26

1 吻合方法对防止胰肠吻合口漏的重要性⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯583

2 胰十二指肠切除术的适应证⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯584

3 胰十二指肠切除术的主要并发症及诊断与治疗⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯587

4 胰十二指肠切除术后胰漏的发生机制⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯589

5 胰肠吻合方法的演进⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯591

6 彭氏捆绑式胰肠吻合术的临床应用⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯593

7 彭氏Ⅱ型捆绑式胰肠吻合术⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯595

8 捆绑式胰肠吻合术防止胰漏的机制⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯596

吻合方法对防止胰肠吻合口漏

的重要性

彭淑牖,刘颖斌

彭淑牖,刘颖斌,浙江大学医学院附属第二医院外科  浙江省杭州市  310009
彭淑牖,男,1932-11-17生,广东省梅县人,汉族,1955年毕业于浙江医科大学,
教授. 主要从事肝、胆、胰外科的临床和基础研究.
项目负责人:彭淑牖,310009,浙江省杭州市解放路88号,浙江大学医学院附属
第二医院外科.  sypeng@mail.hz.zj.cn
电话:0571-87783766    传真:0571-87022776
收稿日期:2002-07-23    接受日期:2002-08-26

彭淑牖,刘颖斌. 吻合方法对防止胰肠吻合口漏的重要性. 世界华人消化杂志

2003;11(5):583-584

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/583.htm

0   引言

自 1935 年 Whipple 发明胰十二指肠切除术(pancreatico-
duodenectomy, PD)以来，胰肠吻合口漏一直是最常
见、最严重的并发症，其危害性主要在于被胆肠液激活
的胰酶漏入腹腔，腐蚀和消化周围组织，引起致命性大
出血、肠漏和不易控制的腹腔感染等，最终造成患者死
亡. 文献报道 PD 后胰肠吻合口漏的发生率在 5-25 %，
与之有关的死亡率达到 20-50 %. 据美国最有代表性的
2个胰腺外科中心约翰霍普金斯医院(johns hopkins)和麻
省总院(massachusetts general hospital)最近的大宗病例报
告，胰肠吻合口漏的发生率分别为 14 ％和 9.2 ％. 文

献中出现过 30 多种胰肠吻合法，尤以日本作者为多，
但始终不能完全避免胰肠吻合口漏的发生. 几十年来国
内外学者为预防胰肠吻合口漏进行了多方面的研究，
其中胰腺残端的的处理为研究的重点，胰肠吻合是应
用最早、最广和最有效的残端处理方法之一，而其他
胰腺残端的处理方法如：胰胃吻合、胰管节扎、胰管
栓塞、全胰切除等都有比较明显的缺陷，开展受到限
制. 合理有效的胰肠吻合的确能够避免吻合口漏的发生.

1   已有的胰肠吻合方法及其优缺点

PD 术后要把胰腺的外分泌液引流入消化道，即空肠
或胃. 相对而言，胰肠吻合比较方便，而且符合解剖生
理. 1909年Coffey首次通过动物实验证实了胰腺空肠套
入吻合的可行性. 所以 Whipple 在施行首例胰十二指肠
切除术时就采用胰空肠吻合，1943年Child将空肠断端
上提与胰腺断端吻合，在其下方行胆管空肠及胃空肠
吻合，同年Chttel提出胰十二指肠切除术最主要的问题
之一是胰肠吻合，目前许多单位仍将他列为胰腺残端
处理的首选方法，一些学者将其不断改进，相继出现
了胰空肠套入吻合、胰管与空肠黏膜吻合、空肠浆肌
袖与胰腺端端吻合法等.
     胰空肠端端套入式吻合、胰管外引流因为操作简单，
直到现在仍有不少外科医生习惯于使用，但当胰腺质
地柔软、胰管细小无法找到，不能进行胰管外引流时，
有人甚至套入缝合三层或更多，看起来吻合口的牢固
性得到加强，但实际上他的吻合口漏的发生率几乎没
有得到明显的下降. 反而由于吻合口大量的缝合，增加
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了针眼渗漏机会，吻合口间隙渗漏也不能完全避免.
有人认为胰管空肠黏膜对黏膜的吻合可兼有胰空肠套
入式端吻合的优点，还可较好保持吻合口的通畅率和
胰腺功能，对胰腺质地较硬、纤维化和胰管扩张的患
者，显然有他的优势，然而吻合技术的高要求，限制了
该技术的推广应用，胰肠吻合口漏的发生率略有下降，
但也有 4-8 %. 胰肠吻合方法多种多样，但无一能完全
避免胰肠吻合口漏的发生.研究和发明避免胰肠吻合口
漏的胰肠吻合方法具有重要的临床意义和科学价值.

2   重视胰肠吻合技术的提高，吻合器械和方法的改进

胰十二指肠切除术为腹部最大的手术之一，术中要做
胰肠、胆肠、胃肠三个吻合口，其中胰肠吻合最重要，
也最容易发生吻合口漏. 因为胰腺为实质性器官，与
空肠进行吻合时张力差异很大，吻合的过程中无论缝
合、打结都要求松紧适宜，既不能撕裂胰腺组织又
要使二者能够紧贴从而形成愈合面.
        吻合时无损伤缝线的应用应该引起足够的重视，以
往的缝针针尾往往较粗，缝针穿过后缝线周围留有间
隙，一旦穿破毛细小胰管，在主胰管阻塞时毛细胰管
会扩张透亮的胰液沿针眼渗出却没有被手术者及时发
现，7-10 d 后，渗出积聚到一定程度时就形成了胰漏，
其中的胰液若被肠液激活，危害性更大.
        吻合口漏不仅与吻合方式有关，而且和创伤愈合
过程有直接的联系，张圣道教授 et al 发现，在单纯
套入式胰肠吻合时，套入部的空肠黏膜给予破坏后可
以扩大胰肠吻合口的愈合面，我们也在 1999 年的实验
证实了这一观点. 同时我们还进行了捆绑式胰肠吻合术
的实验研究，结果发现，将胰腺残端套入空肠后给予
同轴捆绑不仅可以消灭两层之间的间隙、促进愈合，而
且提高了吻合口的抗破裂压和抗离断力，说明捆绑式
胰肠吻合术能够有效的防止胰肠吻合口漏的发生. 事实
上我们在6 a来的近200例临床应用均没有发生胰肠吻合
口漏，而全国已有 80 家医院采用本法，施行了 800 例均
未发生胰肠吻合口漏，效果十分确切.

3   捆绑式胰肠吻合术及其临床意义

捆绑式胰肠吻合术1996 年首先在中国实用外科杂志发
表，6 a 来其具体手术方法已见诸文献. 通过近 6 a 多
的临床应用和改进，其操作已基本规范. 甚至有的应用
单位和个人称之为彭氏胰肠吻合术加以引用和借鉴.
2001 年我们又将该术式加以改进，即Ⅱ型捆绑式胰肠
吻合术，这种术式更加简化实用，尤其是当胰腺残端
较粗时更加适合.
        一般认为胰腺质地正常及胰管不扩张时特别容易
发生胰肠吻合口漏.捆绑式胰肠吻合术此时更能发挥其
作用，因为不论胰腺质地是否正常柔软，胰管有无扩
张，都能确保不发生吻合口漏.
        近年来 PD 的适应证有所发展，例如对胆囊癌施行

HPD，对某些中晚期胃癌或复发胃癌施行 PD 能够挽
救一部分患者. 这类患者的胰腺质地和胰管均正常，
以往由于担心吻合口漏而不敢施行 PD，本组中不乏
这种患者获得外科切除，就是因为有捆绑式胰肠吻合
术作为依靠.
       此外，对胰头癌患者近年有不少学者主张扩大根
治，一方面手术时间延长，清扫完毕进行吻合时难以
集中精力进行精细的黏膜对黏膜吻合，需要一种简便
又可靠的方法来完成. 另一方面，骨骼化清扫后不但
PV、SMV，而且肝动脉、腹腔动脉、肠系膜上动脉、主
动脉、下腔静脉、肾静脉等均裸露在手术野中，万一发
生胰肠吻合口漏，这些血管都容易受到腐蚀，对生命
的威胁极其严重. 在这种情况下，捆绑式胰肠吻合术更
能起到保护作用.
        希望捆绑式胰肠吻合术的应用将对胰腺外科发展
起到很大的推动作用.
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0   引言

1898 年意大利 Codivilla 首次为患者进行了胰头和十二
指肠的整块切除，开创了手术治疗胰腺癌的历史[1].
1935 年美国 Whipple 为壶腹癌患者成功进行胰十二指
肠切除术(PD)之后，吸引了众多医师参与该术式的改进
和推广. 到 40 年代末有关该术式的切除范围、吻合方
式等问题已日趋规范化. 1953年余文光在我国进行了首
例胰十二指肠切除术. 1980 年代以前，由于 PD 的手术
死亡率为 10-44 %，而 5 a 生存率都<5 %，使多数医
师感到失望而不能使 PD 得到广泛应用. 1980 年代以后
PD 的手术死亡率降至<5 %，而 5 a 生存率升至 20 %，
为此 PD 手术重新受到重视，不仅得到了广泛开展，
而且出现了许多概念上的改变.目前由于手术安全性得
到提高，PD 的适应证已经放宽了许多，可用于处理
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了针眼渗漏机会，吻合口间隙渗漏也不能完全避免.
有人认为胰管空肠黏膜对黏膜的吻合可兼有胰空肠套
入式端吻合的优点，还可较好保持吻合口的通畅率和
胰腺功能，对胰腺质地较硬、纤维化和胰管扩张的患
者，显然有他的优势，然而吻合技术的高要求，限制了
该技术的推广应用，胰肠吻合口漏的发生率略有下降，
但也有 4-8 %. 胰肠吻合方法多种多样，但无一能完全
避免胰肠吻合口漏的发生.研究和发明避免胰肠吻合口
漏的胰肠吻合方法具有重要的临床意义和科学价值.

2   重视胰肠吻合技术的提高，吻合器械和方法的改进

胰十二指肠切除术为腹部最大的手术之一，术中要做
胰肠、胆肠、胃肠三个吻合口，其中胰肠吻合最重要，
也最容易发生吻合口漏. 因为胰腺为实质性器官，与
空肠进行吻合时张力差异很大，吻合的过程中无论缝
合、打结都要求松紧适宜，既不能撕裂胰腺组织又
要使二者能够紧贴从而形成愈合面.
        吻合时无损伤缝线的应用应该引起足够的重视，以
往的缝针针尾往往较粗，缝针穿过后缝线周围留有间
隙，一旦穿破毛细小胰管，在主胰管阻塞时毛细胰管
会扩张透亮的胰液沿针眼渗出却没有被手术者及时发
现，7-10 d 后，渗出积聚到一定程度时就形成了胰漏，
其中的胰液若被肠液激活，危害性更大.
        吻合口漏不仅与吻合方式有关，而且和创伤愈合
过程有直接的联系，张圣道教授 et al 发现，在单纯
套入式胰肠吻合时，套入部的空肠黏膜给予破坏后可
以扩大胰肠吻合口的愈合面，我们也在 1999 年的实验
证实了这一观点. 同时我们还进行了捆绑式胰肠吻合术
的实验研究，结果发现，将胰腺残端套入空肠后给予
同轴捆绑不仅可以消灭两层之间的间隙、促进愈合，而
且提高了吻合口的抗破裂压和抗离断力，说明捆绑式
胰肠吻合术能够有效的防止胰肠吻合口漏的发生. 事实
上我们在6 a来的近200例临床应用均没有发生胰肠吻合
口漏，而全国已有 80 家医院采用本法，施行了 800 例均
未发生胰肠吻合口漏，效果十分确切.

3   捆绑式胰肠吻合术及其临床意义

捆绑式胰肠吻合术1996 年首先在中国实用外科杂志发
表，6 a 来其具体手术方法已见诸文献. 通过近 6 a 多
的临床应用和改进，其操作已基本规范. 甚至有的应用
单位和个人称之为彭氏胰肠吻合术加以引用和借鉴.
2001 年我们又将该术式加以改进，即Ⅱ型捆绑式胰肠
吻合术，这种术式更加简化实用，尤其是当胰腺残端
较粗时更加适合.
        一般认为胰腺质地正常及胰管不扩张时特别容易
发生胰肠吻合口漏.捆绑式胰肠吻合术此时更能发挥其
作用，因为不论胰腺质地是否正常柔软，胰管有无扩
张，都能确保不发生吻合口漏.
        近年来 PD 的适应证有所发展，例如对胆囊癌施行

HPD，对某些中晚期胃癌或复发胃癌施行 PD 能够挽
救一部分患者. 这类患者的胰腺质地和胰管均正常，
以往由于担心吻合口漏而不敢施行 PD，本组中不乏
这种患者获得外科切除，就是因为有捆绑式胰肠吻合
术作为依靠.
       此外，对胰头癌患者近年有不少学者主张扩大根
治，一方面手术时间延长，清扫完毕进行吻合时难以
集中精力进行精细的黏膜对黏膜吻合，需要一种简便
又可靠的方法来完成. 另一方面，骨骼化清扫后不但
PV、SMV，而且肝动脉、腹腔动脉、肠系膜上动脉、主
动脉、下腔静脉、肾静脉等均裸露在手术野中，万一发
生胰肠吻合口漏，这些血管都容易受到腐蚀，对生命
的威胁极其严重. 在这种情况下，捆绑式胰肠吻合术更
能起到保护作用.
        希望捆绑式胰肠吻合术的应用将对胰腺外科发展
起到很大的推动作用.
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0   引言

1898 年意大利 Codivilla 首次为患者进行了胰头和十二
指肠的整块切除，开创了手术治疗胰腺癌的历史[1].
1935 年美国 Whipple 为壶腹癌患者成功进行胰十二指
肠切除术(PD)之后，吸引了众多医师参与该术式的改进
和推广. 到 40 年代末有关该术式的切除范围、吻合方
式等问题已日趋规范化. 1953年余文光在我国进行了首
例胰十二指肠切除术. 1980 年代以前，由于 PD 的手术
死亡率为 10-44 %，而 5 a 生存率都<5 %，使多数医
师感到失望而不能使 PD 得到广泛应用. 1980 年代以后
PD 的手术死亡率降至<5 %，而 5 a 生存率升至 20 %，
为此 PD 手术重新受到重视，不仅得到了广泛开展，
而且出现了许多概念上的改变.目前由于手术安全性得
到提高，PD 的适应证已经放宽了许多，可用于处理
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下列多种复杂的外科情况：

1   胰十二指肠切除术的适应证

1.1 胰头癌及壶腹部癌  历史上最早开展的PD都是用于
胰头癌和壶腹部癌患者. 胰头癌和壶腹部癌有共同的临
床表现和治疗方式，尽管后者的预后较好，但二者能
获得长期生存机会的治疗方式均为 PD. 由于生物学特
性和解剖位置的特殊，50 % 以上的胰头癌患者就诊时
已属晚期，即已扩散到腹膜后间隙并累及肠系膜上静
脉 - 门静脉(SMV-PV)系统，多数学者一直将肿瘤是否
侵犯门静脉和肠系膜上静脉作为判断胰头癌能否切除
的的标志，这导致了标准根治手术切除率低、术后易
复发、5 a 生存率低[2]. Fuhrman et al [3]的研究表明门静
脉和肠系膜上静脉受侵犯主要是由于肿瘤的特殊部位
所致，并不是预后不良的指标. 针对难以切除的胰腺
癌及术后复发的病例，Moore 于 1951 年首先报道了受
侵肠系膜上静脉联合切除的根治性 PD. Fortner 于 1973
年提出了胰腺癌的区域性切除方法(RP). 并进一步将RP
手术分为 0、I、II 三种类型. I 型的切除范围：包括
癌肿的全胰或次全胰、部分门静脉、横结肠及其系膜、
血管和周围组织、远端胃、十二指肠、胆囊、胆总管.
对门静脉、肝动脉和肠系膜上动脉行骨骼化清扫，后
腹膜淋巴结清扫从膈下开始至肠系膜下动脉，剥除右
肾前 1/2 的 Gerota’s 筋膜，清除腹主动脉和下腔动
脉前方和两侧的软组织及淋巴结. 肠系膜上静脉和门静
脉对端吻合. 残胰、胆总管、胃分别与空肠行 Child 吻
合. 对腹腔动脉、肝动脉和肠系膜上动脉受肿瘤侵犯
而进行切除和重建者称为II型. 未对门静脉和上述动脉
切除者称为 0 型. 此后，不少日本专家也开展了扩大的
胰腺癌根治术，并对其效果提出两种意见. 赞成者认
为，扩大切除术提高了胰头癌的切除率，并且对可能
发生转移的胰周淋巴结和软组织进行了廓清，减轻了
患者的肿瘤负荷，从而提高 5 a 生存率. 反对者则认
为，盲目地扩大手术范围并切除腹腔内重要血管，增
加了手术的危险性和手术死亡率，其术后并发症的机
会也会增加，手术的 5 a 生存率无明显提高. RP 术式
未能在临床上广泛开展的原因除了技术上的难度外，
主要是其疗效未得到确定. 但Fortner 认为，术后效果不佳
的原因是由于所选病例均为第 II、III 期胰腺癌患者.
      目前国内也有越来越多的医院开展联合肠系膜上静
脉-门静脉切除的PD. 按照以往的原则许多患者在剖腹
探察后宣布肿瘤无法切除，导致高达 48 % 的单纯剖
腹率，国外资料[4]显示常规 PD 其切除率仅为 20 %，
而联合血管切除的 PD 其切除率高达 46 %. 还有资料[5]

显示联合血管切除的PD使术后5 a生存率提高到20 %.
因此结合影像学检查在严格选择的患者中施行联合血
管切除的 PD 可使更多的胰癌得到根治性切除. 有些癌
肿看似已侵犯 SMV-PV 并难于与静脉壁分离但术后病
理却证实仅为静脉外膜受侵，我们对一些病例在用三

头阻断法控制门静脉、肠系膜上静脉、脾静脉血流
后安全的进行了 PD 联合门静脉切除[6]. 我们还体会到，
特殊手术器械 PMOD 的应用、捆绑式胰肠吻合术的施
行以及 PSII 管在手术后的保障作用，对围手术期的成
功度过十分重要. 捆绑式胰肠吻合术尤其能有效地防治胰
漏的发生，他消除了医生和患者的后顾之忧. PSII 管在术
后既有胃肠减压的作用又能给予肠内早期营养支持.
1.2 慢性胰腺炎  慢性胰腺炎是由多种原因所致的胰腺
弥漫性或局限性炎症. 由于炎症不断发展，造成腺体
的一系列形态和功能的变化. 在需要外科治疗的慢性胰
腺炎患者中，以难治性腹痛为主要症状者最多见，其
次是梗阻性黄疸、门脉高压、胰头肿块和消化道梗阻.
20 a 前 PD 原则上只用于恶性肿瘤，且必须有术中病
理学证据. 目前已将慢性胰腺炎中有难治性疼痛，胰
头部肿块伴胆、胰管扩张以及不能除外胰癌者正式列
为 PD 的适应证. 理由是慢性炎症与癌肿有时很难鉴
别，且术后疼痛消失或改善者大于 90 %，而目前 PD
手术死亡率较低，可以作为慢性胰腺炎合理的治疗手
段.切除和引流是慢性胰腺炎手术治疗的两个原则，外
科治疗严重的慢性胰腺炎伴持续性疼痛的方式繁多，
但是实际上只有两类手术方式经常使用且效果较好: (1)
胰管引流手术. 包括下列术式：胰管口成形、Du Val 手
术(胰尾切除，胰腺空肠吻合)、Puestow-Gillesby 手术
(胰尾切除，胰腺空肠内植入吻合术)、Partington手术(胰
管空肠侧侧吻合术)和Warren手术(胰管胃侧侧吻合术).
(2)胰腺部分或次全切除. 包括 Beger 介绍的保留十二指
肠的胰头次全切除术，Frey 介绍的胰头局限性切除，以
及标准的 PD 手术. 一般对胰管明显扩张而无肿块者行胰
管空肠吻合，对有胰腺局限性肿块形成者行胰腺切除.
         胰头部慢性局限性胰腺炎(FP)又称沟部胰腺炎(groove
pancreatitis)，是慢性胰腺炎的一种特殊类型[7]本病多
呈隐匿性发病，但因炎症的持续发展，可形成胰头部
节段性炎性肿大，造成胆总管、胰管甚至十二指肠梗
阻.临床上表现为梗阻性黄疸和胰头占位，常与胰头癌
难以鉴别. Gall et al [8,9] 认为对水肿增大及慢性炎性变
的胰头行活检常常出现取材读片的错误，而使诊断不
可靠，即使活检阴性也不能完全除外癌的存在，此种
情况下PD是最合适的手术，不仅可以解除胆道梗阻还
可切除炎症灶中可能存在的癌灶，而且不至引起胰腺
分泌功能低下.
1.3 十二指肠和胰腺的损伤  十二指肠损伤少数为穿通
伤所致，多数为钝性伤所致，约有 80-85 % 的十二指肠
损伤患者可安全的经一期修补而治愈，约有 15-20 % 的
患者为严重损伤而需要复杂的处理[10]. 对于十二指肠损
伤除降部以外的任何一处的损伤均可行清创或节段性
切除并一期吻合. 另一种方法是Roux-en-Y型空肠袢与
十二指肠损伤段的吻合. 有难以控制的胰腺出血或有
十二指肠、壶腹及 / 或胰腺内段胆管损伤合并存在时
须行 PD.



       胰腺损伤的外科治疗是根据胰腺损伤的程度、部位
及有无合并十二指肠、胰管和胰内胆管的损伤来决定不
同的术式. 胰腺外伤行 PD，死亡率高达 43 %，由于手
术难度大、死亡率高、并发症多，临床应用时要严格掌
握适应证. Moore根据胰腺损伤的部位、程度及相对应的
手术对策，将胰腺损伤分为Ⅰ至Ⅵ度，国内也有人提出
不同的分型方法.但都仅对胰头广泛碎裂伤合并十二指
肠损伤的患者选择 PD.
1.4 胆道恶性肿瘤侵及胰十二指肠区  胆道恶性肿瘤包括
胆囊癌和胆管癌. 胆囊癌早期不易诊断，部分患者就诊
时已累及肝脏、肝门部胆管和胃肠胰等邻近器官. 胆囊
癌根据侵犯范围的不同可采取从单纯胆囊切除术到合并
肝脏-胰十二指肠切除术(HPD)这样的扩大根治手术. 胆
囊癌由于其发生位置及恶性程度的特殊，不仅容易直接
浸润肝脏或沿Glisson鞘向肝门转移，而且其淋巴转移途
径往往为：胆囊淋巴结→胆总管淋巴结→胰头后淋巴结
及肠系膜上淋巴结，并易直接侵犯胆总管下段及胰头部[10].
胆囊癌行 PD 即是为了在清除肝十二指肠韧带内的癌浸
润和淋巴结转移之后，进一步清除胰后淋巴结和切除受
累胰腺. 国内、国外文献[11-14]中均有多例胆囊癌行
HPD 术后长期生存的病例报道.我们已经为 17 例胆囊癌
患者施行了 HPD，其中 1 例 Nevin V 期已无瘤生存 6 a[12].
        胆管癌一般是指原发于左右肝管至胆总管下端的肝
外胆管癌. 肝门部胆管癌根据Bismuth分型的不同一般采
用肝外胆道局部切除或联合相应肝段的切除. 但也有人
提出对于向下蔓延的肝门部胆管癌若累及胰腺也应行包
括肝外胆管的根治性 PD. 中、下段胆管癌目前最有效
的治疗仍是根治性的 PD. 由于胆管癌细胞可以通过血
管、淋巴管和神经周围间隙转移至肝十二指肠韧带结缔
组织内因此肝门部血管的“骨骼化”处理十分重要，而
且应对胆管断端行术中病检以保证足够的切除范围.
1.5 胃结肠肿瘤侵及胰十二指肠区  以往曾将胃癌侵犯胰
十二指肠区列为手术的禁忌证，但越来越多的医师已经
认识到进展期胃癌通过联合脏器的切除可以提高根治的
效果. 以前较多的报道是关于胃癌联合左肝和/或结肠的
扩大根治切除，近年来出现了许多关于胃癌联合胰十二
指肠切除的病例报告和讨论[15-18]. 从胚胎学角度来看，
肝脏、胃、十二指肠、胰腺和脾脏都是由前肠延伸而来，
包裹在同一系膜之中，彼此的淋巴引流联系在一起，虽
然在发育过程中经历了旋转和重排，但他们的血管和淋
巴系统仍是密不可分的. 换言之，胃的血供和淋巴引流
是以腹腔动脉为枢纽并在解剖上与肝、胰、十二指
肠、脾、横结肠是不可分隔的. 另外，对胃癌淋巴结
转移规律的研究已经证实进展期胃癌的转移多不局限于
病灶周围的胃旁淋巴结，而可同时累及远离病灶的胃旁
淋巴结和深部淋巴结.胃癌淋巴转移按照第 1，2，3站顺
序规律进行的约占半数，常有中途呈跳跃转移者. 对位
于胃各区的进展期胃癌，腹腔动脉及其主要分支的根
部、肝动脉周围、十二指肠后、胰腺上缘、脾门、

脾动脉周围的淋巴结都有较高的阳性率. 因此，当胃癌
侵犯邻近脏器时，采用多脏器联合切除术更符合肿瘤整
块切除的原则，并有利于系膜淋巴结群的彻底清扫，同
时可增加 III，IV 期胃癌的根治切除机会[19]. 胃远端与胰
头紧邻，淋巴结密集且相互交通，胃癌侵犯胰十二指肠
主要有以下途径: (1)远端胃后壁癌穿透浆膜，直接侵入
胰头. (2)胃癌通过腹膜反折处侵及胰腺浆膜下. (3)胃远端
癌侵及十二指肠，再由肠壁侵入胰腺. (4)先发生胰头周
围淋巴结转移，再次侵入胰头十二指肠. 对于局限型胃
癌，癌溃疡(Borrmann II 型)呈深掘状，直接侵入胰腺的
病例由于淋巴结转移少且晚，最适合联合胰十二指肠切
除.由于远端胃癌一旦侵及胰头或十二指肠，容易使第
三站淋巴结受侵，故应采用 D3 术式.
        结肠癌侵犯胰十二指肠区多数是因为癌肿位于结肠
肝区而造成，是右半结肠癌手术时较为棘手的问题. 由
于靠近十二指肠，所以浸润十二指肠时病期相对较早，
初次根治性手术时应采取积极合理的扩大术式，包括胰
头十二指肠切除或十二指肠局部切除是减少术后复发、
延长生存期和改善生存质量的有效措施.
1.6 其他情况  胰头部的少见肿瘤或疾病如:内分泌癌、
黏液囊腺癌、浆液囊腺癌、胰头部弥漫性结石以及胰头
部的某些囊肿也可采用 PD 治疗.
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0   引言

胰十二指肠切除术(PD)是腹部外科最复杂的手术之一，
近年来，对胰腺和壶腹部肿瘤患者 PD 的应用逐渐增
加，PD 被认为一种安全、有效的手术. 虽然 PD 在大
的医疗中心术后死亡率已降至<5 %[1]，但 1990 年以来的
资料显示胰十二指肠切除术后并发症仍高为25-35 %[2-4]. 其
术后除了一般腹部外科并发症以外，主要有胰漏、胆漏、
出血、腹腔感染以及胃排空障碍等. 如何防治这些致命
的并发症，一直是腹部外科医生关注的热点. 本文就近
年来对上述并发症所采取的诊治措施进行探讨.

1   胰漏

胰腺手术或胰腺周围脏器手术后腹腔引流液淀粉酶含量
超过 1 000 u/L，引流时间超过 2 wk 时，诊断为胰漏[5].
胰漏是常见又严重的并发症，其致死率为 20-50 %[6].多
发生于术后 5-7 d， 因手术修补难以成功，一般采用
非手术治疗，可采用: (1) 有效的引流，保持腹腔引流
管通畅，持续吸引. 如果患者症状未能改善，则要考虑
做 B 超或 CT 检查，发现胰腺或胰周脓肿应积极施行手
术引流; (2)抑制胰液外分泌，一般限于术后 1-2 wk 内.

抑制胰腺外分泌的措施包括：禁食、持续胃肠减压和
应用抑制胰腺分泌的药物.放射疗法也有报到，采用 4
MV 直线加速器照射胰腺，每日 400 rad，连续 5 d，胰
腺分泌可以停止. 北京协和医院曾用该法治疗 2 例胰
漏，成功 1 例[7]. 停止照射数周后胰腺外分泌功能可恢
复；(3)营养支持. 患者经历大手术后营养状况差，血
浆蛋白低时，胰腺断端或吻合口不易愈合，因此营养支
持非常重要. 方法包括 TPN、要素饮食，对已形成的
胰漏，在 2 wk 后可考虑经口进食.
       绝大多数胰漏可自行闭合. Zinner et al [8]报告的35例
低流量胰漏(<200 mL/d)平均闭合时间是 76 d；35 例高
流量胰漏(>200 mL/d)平均闭合时间是 92 d. 赵平 et al [9]

主张：(1)胰漏持续 3 mo 以上，引流量无减少趋势；
( 2 ) 引流不畅、反复感染、发热，尤其发现较大的脓
腔；(3)腹腔大出血：(4)因胰管断端瘢痕形成导致梗阻性
胰腺炎并产生疼痛时，应积极考虑手术治疗. 胰漏的手
术方式包括：胰漏窦道切除术、胰漏窦道移植术，切除
包括胰漏在内的远侧胰腺和胰漏的内镜治疗.
        为了预防胰漏的发生，文献中已出现 20 种方法，大
体上包括胰腺残端结扎，胰管栓塞，胰空肠吻合和胰胃
吻合等.目前大多数医院采用胰空肠吻合，其胰肠吻合
口漏的发生率仍高达 5-25 %[2-4]. 彭淑牖 et al [10]设计了
捆绑式胰肠吻合术，从 1996 年至今，累计已施行 150
例，没有 1 例发生胰肠吻合口漏，国内也有 80 家医院
开展了这项技术，同样没有发生胰肠吻合口漏. 可见胰
肠捆绑式吻合是目前避免胰肠吻合口漏的最佳术式.

2   腹腔内出血

2.1 术中出血  多为分离解剖肠系膜上静脉(SMV)、门静
脉(PV)或其分支时撕裂破损所致. 术中寻找 SMV 多数主
张顺着结肠中静脉干向深部解剖. 彭淑牖 et al [11]介绍了
两种途径：(1)十二指肠横部：作 Kocher 切口之后，向
上提紧十二指肠降部，同时将横结肠系膜向下对抗牵
拉，即可清楚显露十二指肠横部，继续向远端分离就能
很自然地见到SMV从十二指肠横部的前面跨越. (2)胰腺
下缘：不要直接在胰腺下缘 SMV 的正前方进入. 正确的
方法应先在胰体下缘切开后腹膜，然后朝胰颈方向扩大
切口. 将胰腺向上向前提起，然后将胰腺后面的疏松组
织推开，并向胰颈方向进行解剖，可用手指推开蜂窝组
织，而我们使用 POMD 进行推剥，可以十分安全的显
露 SMV.
      血管损伤出血汹涌时，要保持镇静，切忌用血管
钳直接钳夹伤口以免加重损伤. 我们的做法是先采取局
部压迫止血，压迫裂口的近端和远端. 倘若手指的压迫
会影响下一步的修补，则可以用剥离子压迫，移除局部
压迫即可在直视下修补裂口.
2.2 术后出血  手术后早期，多为鲜血自引流管流出，
多由于术中止血不彻底或凝血功能障碍所致，应严密观
察，立即输液和输血、应用止血药物. 如病情不好转，
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0   引言

胰十二指肠切除术(PD)是腹部外科最复杂的手术之一，
近年来，对胰腺和壶腹部肿瘤患者 PD 的应用逐渐增
加，PD 被认为一种安全、有效的手术. 虽然 PD 在大
的医疗中心术后死亡率已降至<5 %[1]，但 1990 年以来的
资料显示胰十二指肠切除术后并发症仍高为25-35 %[2-4]. 其
术后除了一般腹部外科并发症以外，主要有胰漏、胆漏、
出血、腹腔感染以及胃排空障碍等. 如何防治这些致命
的并发症，一直是腹部外科医生关注的热点. 本文就近
年来对上述并发症所采取的诊治措施进行探讨.

1   胰漏

胰腺手术或胰腺周围脏器手术后腹腔引流液淀粉酶含量
超过 1 000 u/L，引流时间超过 2 wk 时，诊断为胰漏[5].
胰漏是常见又严重的并发症，其致死率为 20-50 %[6].多
发生于术后 5-7 d， 因手术修补难以成功，一般采用
非手术治疗，可采用: (1) 有效的引流，保持腹腔引流
管通畅，持续吸引. 如果患者症状未能改善，则要考虑
做 B 超或 CT 检查，发现胰腺或胰周脓肿应积极施行手
术引流; (2)抑制胰液外分泌，一般限于术后 1-2 wk 内.

抑制胰腺外分泌的措施包括：禁食、持续胃肠减压和
应用抑制胰腺分泌的药物.放射疗法也有报到，采用 4
MV 直线加速器照射胰腺，每日 400 rad，连续 5 d，胰
腺分泌可以停止. 北京协和医院曾用该法治疗 2 例胰
漏，成功 1 例[7]. 停止照射数周后胰腺外分泌功能可恢
复；(3)营养支持. 患者经历大手术后营养状况差，血
浆蛋白低时，胰腺断端或吻合口不易愈合，因此营养支
持非常重要. 方法包括 TPN、要素饮食，对已形成的
胰漏，在 2 wk 后可考虑经口进食.
       绝大多数胰漏可自行闭合. Zinner et al [8]报告的35例
低流量胰漏(<200 mL/d)平均闭合时间是 76 d；35 例高
流量胰漏(>200 mL/d)平均闭合时间是 92 d. 赵平 et al [9]

主张：(1)胰漏持续 3 mo 以上，引流量无减少趋势；
( 2 ) 引流不畅、反复感染、发热，尤其发现较大的脓
腔；(3)腹腔大出血：(4)因胰管断端瘢痕形成导致梗阻性
胰腺炎并产生疼痛时，应积极考虑手术治疗. 胰漏的手
术方式包括：胰漏窦道切除术、胰漏窦道移植术，切除
包括胰漏在内的远侧胰腺和胰漏的内镜治疗.
        为了预防胰漏的发生，文献中已出现 20 种方法，大
体上包括胰腺残端结扎，胰管栓塞，胰空肠吻合和胰胃
吻合等.目前大多数医院采用胰空肠吻合，其胰肠吻合
口漏的发生率仍高达 5-25 %[2-4]. 彭淑牖 et al [10]设计了
捆绑式胰肠吻合术，从 1996 年至今，累计已施行 150
例，没有 1 例发生胰肠吻合口漏，国内也有 80 家医院
开展了这项技术，同样没有发生胰肠吻合口漏. 可见胰
肠捆绑式吻合是目前避免胰肠吻合口漏的最佳术式.

2   腹腔内出血

2.1 术中出血  多为分离解剖肠系膜上静脉(SMV)、门静
脉(PV)或其分支时撕裂破损所致. 术中寻找 SMV 多数主
张顺着结肠中静脉干向深部解剖. 彭淑牖 et al [11]介绍了
两种途径：(1)十二指肠横部：作 Kocher 切口之后，向
上提紧十二指肠降部，同时将横结肠系膜向下对抗牵
拉，即可清楚显露十二指肠横部，继续向远端分离就能
很自然地见到SMV从十二指肠横部的前面跨越. (2)胰腺
下缘：不要直接在胰腺下缘 SMV 的正前方进入. 正确的
方法应先在胰体下缘切开后腹膜，然后朝胰颈方向扩大
切口. 将胰腺向上向前提起，然后将胰腺后面的疏松组
织推开，并向胰颈方向进行解剖，可用手指推开蜂窝组
织，而我们使用 POMD 进行推剥，可以十分安全的显
露 SMV.
      血管损伤出血汹涌时，要保持镇静，切忌用血管
钳直接钳夹伤口以免加重损伤. 我们的做法是先采取局
部压迫止血，压迫裂口的近端和远端. 倘若手指的压迫
会影响下一步的修补，则可以用剥离子压迫，移除局部
压迫即可在直视下修补裂口.
2.2 术后出血  手术后早期，多为鲜血自引流管流出，
多由于术中止血不彻底或凝血功能障碍所致，应严密观
察，立即输液和输血、应用止血药物. 如病情不好转，
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应立即开腹探查止血. 发生于手术后 1-2 wk 的出血，多
由于胰肠吻合口漏胰液流入腹腔，消化腐蚀周围组织所
致，应积极采取非手术治疗；如有活跃出血时，可考虑
血管造影检查；如为胃十二指肠动脉残端出血可行动脉
栓塞. 必要时进行手术止血.

3   胃肠道出血

术后早期出血可考虑来自三个吻合口、胃黏膜或凝血
功能障碍. 分别观察(桥襻)肠腔内引流管和胃管的流出量
和性质，往往可以作出诊断.
3.1 应激性溃疡出血  术后 5-7 d 消化道出血多认为是应
激性溃疡出血. 如大量呕血或便血，出现失血性休克
时，治疗方法应立即大量输血，同时向胃内注入去甲肾
上腺素冰盐水，应用止血药物. 经静脉输注 H2 受体拮
抗剂如西米替丁(cimetidine)或雷尼替丁(ranitidine)等以抑
制胃酸分泌. 亦可应用生长抑素(somatostatin)及其衍生物.
但如果出血量大，非手术疗法无效，必须果断地及时
手术 - 清除积满胃腔的血凝块，电灼散在的溃疡面，最
后作胃造瘘.
3.2 胰肠吻合口出血  多为胰断面的渗血，是否是被激
活的胰酶作用于创面的结果，尚无定论. 如果保守无
效，应手术探查. 方法是在离开胰肠吻合 1.5 cm 处纵行
切开空肠前壁. 从肠腔内观察胰断端和吻合口，发现出
血点即行缝扎止血. 通过这一切口也可探查胆肠吻合口.

4   腹腔内感染

腹腔内感染是一种严重并发症，多由胰肠吻合口漏、
胆漏或腹腔渗血合并感染所致. 患者表现高热、腹痛和
腹胀，食欲下降，身体日渐消耗，发生贫血、低蛋白血
症等. 这时应加强全身支持治疗，如输血、血浆、白
蛋白等. 应用广谱抗生素，静脉内营养.
        腹腔内感染的预防十分重要，如麻醉后即静脉输注
广谱抗生素. 术中注意无菌操作，避免胃肠道内容物溢
入腹腔. 术中仔细操作，认真止血. 消化道重建前、后
用大量温盐水进行冲洗. 腹腔引流管保持通畅.

5   胆漏

主要临床表现：术后或拔 T 管后逐渐或突然出现的腹
痛、腹膜炎症状，肝下引流出较多的胆汁样液体，常伴
有发热、黄疸以及恶心、呕吐等. 诊断主要依据手术史、
临床表现、腹穿、B 超及胃镜检查等.
        患者出现胆漏及胆汁性腹膜炎症状后即予以右侧卧
位或半卧位、禁食、胃肠减压、补充水电解质、静注抗
生素、适当支持治疗，应用胃肠外营养. 然后根据胆

漏大小和病情轻重选择手术治疗或非手术治疗. 胰十二
指肠切除术应严防胆漏的发生，一旦发生必须保持通
畅引流. 倘若引流不通畅，有腹膜刺激征者应手术探查.

6   胃排空障碍(DGE)

Yeo et al [12]报告，保留幽门的胰十二指肠切除术(PPPD)
占 82 %，最常见的术后并发症为 DGE. 可见 DGE 最常
见于 PPPD 术后.预防方法是注意避免损伤 Latarget 神经
及其分支，尽可能保留胃小弯侧的血运，吻合前先用手
指扩张幽门. 为此，可以施行预防性胃造瘘和空肠造瘘.
DGE 一旦发生应通过腹部 B 超或胃管内注入水溶性造
影剂，排除吻合口瘘及机械性梗阻后，多可保守治疗痊
愈，包括：胃减压、胃或空肠造瘘营养支持治疗，中药
治疗等.
       我们诊断 DGE 的标准定为：须留置胃管超过 7 d，
7-10 d 定为轻度，11-14 d 为中度，14 d 以上为重度.
总体上老年人容易发生 DGE，近年来我们对老年患者
行PPPD时多采用预防性胃造瘘口安置 PSⅡ型导管，起
到胃减压和肠营养的作用，对预防 PPPD 术后发生的
DGE 取得了满意的效果[13].
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0   引言

自 1935 年 Whipple 施行胰十二指肠切除术(pancreatico-
duodenectomy，PD)以来，胰漏一直是术后最常见最
严重的并发症，其危害性主要在于被胆肠液激活的胰
液漏入腹腔，腐蚀消化周围组织，引起致命性大出血
或不易控制的感染最终造成患者死亡. 文献报道， PD
术后胰漏发生率在5-25 %之间， 而胰漏致死率可高达
20-50 %. 研究其发生机制是胰腺外科的重要内容.

1   胰漏的定义

在文献资料上胰漏(pancreatic leakage)或瘘(fistula)是同一
概念. 从一般的含义上来讲，胰漏是指胰液从损伤破
裂的胰管漏出. 胰液少量漏出，被周围组织包裹可形成
假性囊肿；若流入腹腔内可导致胰性腹水；若胰液由
于胰管破裂后向后方引流进入腹膜后，此后再向上引
流进入纵隔和胸腔可引起胰性胸水；若经过一个慢性
过程形成瘘管，则称为胰瘘，包括胰内瘘和胰外瘘.
       术后胰漏的定义不完全相同，普遍采用的定义指
术后 3 d 以上手术放置的引流管引出含淀粉酶(AMS)大
于正常血清淀粉酶3倍以上的引流液，液体量每天超过
50 ml，或经放射学检查证实者[1]. 也有作者报告将引
流液 AMS>1 000 u/L[2]或 2 000 u/L[3]作为诊断胰漏的
标准.

2   引发胰漏的危险因素

许多专家研究认为影响胰漏发生的危险因素包括：胰
管细小，胰腺质地柔软，年龄大于 65 岁，高胆红素血
症，急诊手术，失血量较大等[4]. 更尤其是胰腺质地
和胰管大小近年来得到广泛研究，被认为是胰漏发生
的重要因素.  由于纤维化，质硬的胰腺残端易于缝
合，且往往胰腺纤维化提示胰腺外分泌功能不全，故
术后发生胰漏的可能性较小. Hamanaka et al [5]研究发
现，无纤维化胰腺 PD 术后胰漏率约 为 12-28 %，而

纤维化胰腺 PD 术后胰瘘率仅为 5-9 %，二者显著差
异.胰管细小，不易行黏膜对黏膜缝合，可增加胰漏的
危险性，胰管扩张则减少胰漏的危险性.
        上述高危因素多为客观存在而不能由外科医生来
改变. 从外科手术的角度来看，胰十二指肠切除术后
胰腺残断的处理及吻合方式等技术性因素是影响胰漏
的重要因素.

3   胰漏的表现形式

胰漏的具体表现有两种形式，一种为胰肠吻合口漏，
是肠腔内的消化液突破了吻合口的薄弱环节和/或肠管
压力增高，进入腹腔. 因此与吻合技术和方式有关. 这
种胰漏由于胰酶被肠道消化液激活，破坏性极大，可
导致许多致命并发症，如腹腔出血、感染等. 另一种
为胰液单纯漏，是在缝合时缝针穿过毛细胰管造成胰
液外渗. 由于未被消化液激活，单纯的胰漏可自行愈合.

4   吻合方式对胰漏的影响

PD 术时可供用于引流胰液的空腔脏器只有两个：空
肠和胃. 胰胃吻合尽管有潜在优点，但应用的普及程
度远不如胰空肠吻合. Fabre et al [6]的胰胃吻合组中， 胰
漏发生率仅为 2.5 %，但再手术率高达 12 %，主要是
由于胰腺断端出血与胃排空障碍. Arnaud et al [7]通过91例
胰空肠吻合和80例胰胃吻合的手术后观察发现二者胰
漏的发生率并无显著差别. John Hopkins 医院于 1993-05/
1995-11 进行了一项大样本前瞻性研究，结果显示胰
胃吻合术和胰空肠吻合术二者术后胰漏率相当，分别
为 12.3 %(9/73)和 11.1 %(8/72)[8]. 这一研究证明，胰胃
吻合与胰空肠吻合术后胰漏及并发症率均类似，但胰
胃吻合有生理性胰酶不足而影响消化之虞.
         胰空肠吻合是应用最早最广的胰残端处理方法. 目
前大多应用套入式端端或端侧胰空肠吻合和胰管对空
肠黏膜(即黏膜对黏膜)端侧胰空肠吻合. Bartoli et al [9]复
习 15 a 的世界文献，套入式端端胰空肠吻合 1 037 例
和端侧吻合 583 例，黏膜对黏膜端端侧吻合 741 例，术
后胰瘘率分别为 11 .7 %(121/1037)、16.5 %(96/583)、
11.5 %(85/741). 这表明套入式端端与黏膜对黏膜胰空肠
吻合后胰瘘率相类似，明显低于套入式端端侧吻合. 北
京协和医院[10]对套入式端端胰空肠吻合和胰管空肠端侧
吻合进行了改进，设计了胰管空肠吻合、胰残端套入
法，胰漏发生率为 2.5 %.

5   胰漏的发生机制

5.1 吻合口的潜在间隙  吻合口存在的潜在间隙包括针
距间隙和线周间隙. 综观各种吻合方法，不论是单层
缝合还是双层缝合，在两针之间总有间隙，有可能成为
胰漏发生的“突破口”. 吻合时，吻合口浆膜面不完整，缝
针针尾直径大于缝线，缝线穿过针眼后周围存有间隙，若
缝到扩张的外周小胰管，胰液可通过针眼渗漏.
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5.2 肠腔内压力增高  PD术后(尤其是采用Roux-en-Y吻
合时)，由于一部分上胃肠道的神经支配受影响、激素
分泌和代谢紊乱以及空肠缺血等原因，可发生术后早
期空肠“麻痹”，空肠桥襻蠕动功能消失，表现为肠管扩
张、肠内容物瘀滞，造成“功能性肠梗阻”. Keck et al [11]

将一硅胶管的一端置于胰腺空肠、胆总管空肠吻合口
之间的肠腔内，另一端自然引流至体外，目的是减轻
吻合口的张力、减少胰液、胆汁、肠液的混合液潴留，
结果 76 例患者仅 2 例发生胰瘘 (2.7 %). 彭淑牖 et al [12]

使用造瘘减压肠营养组合管(Ⅱ型 PS 管)，在胰十二指
肠切除术后通过胃或桥襻造口可同时减压胃、胆道及
引流胰液，不仅提供了合理的营养支持，更起到了术
后的安全保障作用.
       胰肠吻合有较长的空肠桥襻，术后早期胰液和胆
汁在肠腔的积聚，增加肠内压和肠襻重量，可导致肠
扭曲，容易出现输出襻综合征. 结肠后胃空肠吻合需修
补横结肠系膜裂孔，Treitz 韧带离断处的侧腹膜也要修
补，若未予修补或修补不当则容易发生内疝.这些因素
均增加胰空肠吻合口的张力，甚至吻合口破裂，胰液
渗漏.
5.3 吻合口愈合差  胰腺与空肠黏膜是两种性质不同的
组织. 肠管黏膜本身不具有愈合功能. 胰腺为实质性器
官，在与空肠进行吻合时，不同于胃 - 空肠和空肠 -
空肠之间的简单吻合. 空肠切断时黏膜容易外翻，加之
空肠黏膜具有较强的分泌功能，套入后会有一定的分
泌液积聚在胰肠吻合的两层之间，使二者之间的间隙
加大，不利于愈合.
     术中解剖层次不清，操作粗暴，胰腺损伤严重，
吻合层次不清晰、胰腺血管破坏过多、空肠断端未保
留充分的血管弓，血运不良等因素均可导致吻合口缺
血，影响愈合.
5.4 胰腺的残留  PD 术中钩突未能完全切除，钩突胰
管断裂或不完整，残留的胰腺组织也可能在手术后发生
出血、坏死，从而导致胰液渗漏到腹腔内. Sung et al [13]

研究新鲜尸检发现胰断端的无数小动脉分支和小胰管
为胰漏的来源，据此设计了一种套入式胰肠吻合，以
防止胰漏.
5.5 胰酶对胰肠吻合的消化作用  胆肠液积聚或逆流至
胰肠吻合口，则可激活胰酶，腐蚀吻合口，而发生漏.
因此近年来许多作者都采用胰管插管引流来防止吻合
口被腐蚀，胰管引流管可通过桥襻引出体外，也可剪
短后留置肠内使管端超过胆肠吻合口，这种方法固然
能够减少胰肠吻合口漏的发生，但却不能避免其发生.
       彭淑牖根据以上胰漏发生的途径和机制，认为针
孔的存在是引发胰肠吻合口漏的根本原因，设计了 捆
绑式胰肠吻合术. 其防止胰漏的机制是：胰腺的断端

与空肠的缝合仅穿过黏膜层，保持浆肌层完整，吻
合口没有针眼外露；也是极重要的一点，是在胰腺
套入空肠后，环绕空肠和胰腺进行捆绑，使空肠与
胰腺紧密相贴，创造一个密封面，阻止液体在两层
之间的流通；从而消除了引发胰肠吻合口漏的突破
口，为了促进胰腺残端与空肠的愈合，与胰腺紧贴
的空肠黏膜用电凝或石炭酸破坏，避免了这两种结构
间的液体积聚. 从根本上防止了胰漏发生的可能性，
临床应用 150 例，均未发生胰肠吻合口漏 [14,15]. 捆绑式
胰肠吻合术有望成为一种标准术式.
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0   引言

胰腺部分切除尤其是胰十二指肠切除术(Pancreaticoduo-
denectomy， PD)是治疗胰腺和壶腹周围恶性肿瘤的主要
方法. 后者手术复杂，创伤大，并发症多，死亡率高.
尽管 20 a 来随着外科技术的进步，PD 术后死亡率已降
至 5 % 以下，但是术后并发症仍高达 27-50 %，其中源
于胰肠(胃)吻合口者占主要部分，并且最为常见和严重，其
发生率为 5-25 %，与之有关的死亡率达 20-50 %[1-4]. 胰肠
(胃)吻合的处理是影响胰肠吻合口漏发生的最关键性因
素. 自 1935 年 Whipple et al 首次报道 1 例二期胰十二指
肠切除术以来，有关的研究一直在不断进行，逐渐演进
成了标准的胰肠(胃)吻合方法，并由此衍生出多种手术
改型及各种辅助处理方法，他们有着各自不同的效果.

1   胰肠吻合(Pancreaticojejunostomy， PJ)

胰十二指肠切除术开展的早期常规的做法是采用胰管结
扎而不做吻合. 其理论原理在于避免了胰消化道吻合，
因此即便有高达 50-100 % 的胰漏率，但因无胰酶激
活，其并发症也是非致命性的[5-8]. 且与其他方法相比，
死亡率并无不同[9]. 采用氯丁二烯橡胶(neoprene)进行胰管
栓塞首先成功用于胰腺移植和慢性胰腺炎，后来用于
PD 术后残胰胰管的处理，其胰漏率为 4-7% [9-11]，与
胰漏有关的死亡率为 12.5 %[9]. 与胰管结扎相比，已有
显著降低. 胰管栓塞或结扎的最大缺点是导致残留胰腺
外分泌功能的立即和永久性丧失，以及内分泌功能渐进
性损害，造成术后生活质量显著下降. 因此，除选择性
用于少数患者，尤其是胰腺质地柔软难以进行缝合处理
者外，现已逐渐弃用.
        1909年Coffey首次通过犬的实验证实了胰腺空肠套
入式吻合(逆行性胰腺引流)的可行性.在意识到胰管结扎
的弊端后，Hunt 于1941 年首次将其用于 PD 胰腺残端的
处理，目的在于保留胰腺外分泌功能和减少胰漏的发生.
空肠血运丰富，活动度大且适应性广，而且大多数胰腺残
端与空肠管腔相适配，残端可安全游离 4-5 cm，便于吻
合. 其基本术式包括：(1)套入式端端胰肠吻合. (2)套入式端
侧胰肠吻合. (3)胰管对黏膜端侧胰肠吻合. Bartoli et al [9]复

习 15 a 世界文献，三者的胰漏率分别为 11.7 %(121/1 037)、
16.5 %(96/583)和 11.5 %(85/741)，显示套入式端端与胰
管对黏膜端侧胰肠吻合有相似的胰漏率，明显低于套入
式端侧胰肠吻合.
        胰管对黏膜的吻合除了有与套入式胰肠吻合相似的
胰漏率外，尚在保持吻合通畅性和残留胰腺外分泌功能
方面具有优势[12]，近年来备受推崇. 理论上，只要技
术上可行，应尽可能行胰管对黏膜吻合. Howard [13]甚至
认为胰管对黏膜吻合比套入式端端胰肠吻合安全性更
高，且不论胰管多细均可施行. 缝合方法与胰腺质地及
胰管大小可影响其效果. Ohwada et al [14]对 43 例 PD 患者
采用5-0或6-0单丝可吸收缝线Polydioxanone (PDSII) 进
行连续缝合，结果总胰漏率为 2.2 %(1/46)，其中胰管
直径≤ 2 mm 者胰漏率为 7.7 %(1/13)，胰腺柔软和正常
者为 4.3 %(1/23). Tsuji et al [15]和 Hwang et al [16]则同时比
较了胰管对黏膜间断缝合和胰管对黏膜连续缝合，结果
显示后者胰漏率明显低于前者. 作者们认为连续缝合操
作迅速，组织对合严密，止血性及密封性好，张力分布
均匀，并可避免在狭窄空间过多打结而可能造成的胰管
和胰腺损伤.

        吻合方法的选择对防止胰漏的发生起重要作用. 一

般认为，对胰腺柔软和(或)胰管细小者采用套入式端端

胰肠吻合更能减少胰漏，而对胰腺纤维化和(或)胰管

扩张者采用导管对黏膜吻合则更为安全. 套入式端端胰

肠吻合操作相对简单，缺点是胰腺残端有时不易套入

或无法套入肠内而需行残端楔形切除，相应增加发生

胰漏的危险性，且胰腺残端暴露于肠腔内，易发生胰

腺残端断面组织过度坏死和胰管开口处过度瘢痕化而

造成胰液排泌受阻和慢性胰腺炎. 胰管对黏膜吻合优点

是胰腺残端断面被空肠浆膜覆盖，不易出现组织坏死

和出血，可较好保持吻合处通畅性，缺点是操作繁琐

和技术上较为困难.

     针对各自的优缺点，相继出现了一些手术改型，如
在套入式端端吻合中结合胰管对黏膜的吻合方法. 一种
做法是将空肠断端黏膜 1 wk 行荷包缝合缩窄，缝闭胰
腺断端，将带支撑管的胰管送入空肠腔内，结扎荷包缝
合线，最后完成端端套入吻合[17] ; 另一种做法是将胰管
与空肠断端后唇上切开的一个小孔做吻合，使后唇覆盖
于胰腺的断面后，再行端端套入式吻合. 采用该术式的
PD 术后胰漏率为 2.5 %(3/118)，术后 1 a 内能随诊到的
患者中需补充胰酶者仅占 16 %(12/74)[18] ; 第三种做法是
将空肠断端双折后在其顶端做孔，空肠腔内插入肠道吻
合器(GIA 50，长度 75 mm)，使双折的空肠形成一个双
层空肠段. 关闭开孔，另行切一小孔后行胰管对黏膜吻合
(带或不带支撑管)，最后完成套入[19]. 以上方法多因病例少
或缺乏前瞻性对比研究，其效果尚需做进一步评价.
       新近彭氏设计了一种新的吻合方法，即捆绑式胰
肠吻合术[20-24]. 其理论基础和优点在于：(1)在第一道吻
合时，胰管及胰腺断端与空肠缝合时缝针仅缝至黏膜
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下层而不穿透浆肌层，结果无针眼外露. (2)采用胰管对
黏膜的吻合方法，如胰管细小，仅吻合胰管后唇与肠
黏膜后唇，如此可保持良好的吻合部通畅性. 且因胰腺
断面被空肠黏膜覆盖，减少了胰腺残端断面的出血、
感染和过度瘢痕化. (3)将胰腺残端套入富有血供的空肠
浆肌鞘，有利于吻合处迅速愈合. (4)主要在于将空肠浆
肌鞘与胰腺残端同轴捆绑，消除了吻合组织间的间
隙，从而完全阻断了液体在两层面间的流通，因此能
够有效防止胰肠吻合口漏的发生，同时也缩短了吻合
时间. 临床 100 例应用结果表明，该手术方法预防胰肠
吻合口漏效果确切，也能较好地保持残留胰腺外分泌
功能，且不论胰腺质地软硬和(或)胰管有无扩张均适
用.动物实验也表明这种方法安全可靠，且可较好保持
吻合部通畅性.
        胰肠吻合口支撑管的运用能否减少胰肠吻合口漏的
发生和降低死亡率尚无统一意见. 一些学者认为有一定
作用，另一些学者则认为无益甚至有潜在害处. 但临床
报告及实验资料均提示内支撑的运用可能会对吻合部通
畅性的保持起一定作用. 是否运用支撑管主要依赖于各
人的偏好.

2   胰胃吻合(Pancreaticogastrostomy，PG)

1934 年 Tripodi 和 Sherwin首次通过犬实验证实了胰胃吻
合的可行性，继后被许多学者所证实. 1946 年 Waugh 和
Clagett 首次报道 1 例 PD 胰胃吻合，此后 20 a 少有应用.
1967 年 Park et al 再次介绍这一技术，后来应用有增多趋
势，但总例数仍然较少，至1993 年仅为372例，远少于胰
肠吻合术，累计资料结果显示胰肠吻合口漏率为 1.8 %，
死亡率为 4.0 %，与胰肠吻合口漏有关的死亡占 0.2 %.
胰胃吻合作为 PD 术后减少胰肠吻合口漏发生率的术式
近年来备受推崇.提倡者认为有以下优点: (1)胰腺与胃后
壁紧贴，利于无张力吻合. (2)胃壁厚软，血供好，利于
吻合部愈合. (3)胃腔大，无胰肠吻合出现的套入困难. (4)
胃腔大，外层缝合可在胃腔内行内侧缝合，使其更加牢
固. (5)由于胃酸的作用和缺乏肠激酶，胰酶不能被激活，
可减少对胰胃吻合口的消化作用. (6)无长的空肠襻，可
避免因大量胰液和胆汁聚积使腔内压增高而产生的牵拉
作用，从而减少吻合部裂开的危险性. (7)可通过胰液分
泌量判断吻合部通畅程度，并可通过胃镜直接观察吻合
口情况. 但胰胃吻合与胰肠吻合相比其安全性是否更优
尚有争论. Yeo et al [2]的一项前瞻性随机研究结果表明，
胰胃吻合和胰肠吻合的胰肠吻合口漏率分别为12.3 %和
11.1 %，二者无显著性差异，且二者术后并发症率和
术后住院时间均相近，并不支持 PG 较 PJ 安全的假设.
他认为以往的研究均有一定局限性，如病例少，非随
机性及对高危胰肠吻合口漏的病例处理的两种方法缺乏
可比性，而且对胰肠吻合口漏的定义缺乏统一标准.
         胰胃吻合的最大缺点是从解剖及生理学上改变了胰
肠间的自然顺序.此外，胰酶受酸性胃液破坏而可影响

消化功能，酸性胃液还可导致胰腺残端过度坏死、纤
维化和继发性胰管阻塞[17].

3   胰管的处理和胰肠(胃)吻合部的通畅性

胰肠(胃)吻合中胰管的处理效果尚不令人满意. 由于继发
性狭窄和胰肠吻合口漏，经常导致胰管连续性和长期通
畅性的失败. 相对而言，胰肠(胃)吻合的主要目的在于预
防严重和致命的胰肠吻合口漏，由于术后早期癌肿复发
和死亡，对吻合后的通畅性也并不十分重视， 近年来随
着相关肿瘤治疗结果的改善， 术后胰肠吻合部通畅性和
残留胰腺外分泌功能保持明显的日益重要并逐渐被关
注. 有关恢复胰管连续性的方法有以下几种: (1)胰管植入
肠(胃)内; (2) 胰腺残端植入肠(胃)内；(3) 端侧胰管对黏膜
吻合(肠或胃); (4) 侧胰管对黏膜吻合(肠或胃).
       首次成功的胰管和十二指肠吻合是由 Halsted 于 1899
年在对 1 例壶腹癌切除后完成的. 1909 年 Coffey 在首次
胰腺空肠套入式吻合的动物(犬)实验中注意到术后 34 d
肉芽组织堵塞了吻合口；1917 年 Patrie et al 首次进行
了胰管对空肠吻合的实验研究;1934年Tripodi和Sherwin
首次进行了犬的胰胃套入式吻合并描述了吻合后的远期
通畅性. 1950 年 Ferguson 和 Wangensteen 通过动物实验
比较了端侧胰管对黏膜(带或不带支撑管)、胰管植入式
(带或不带支撑管)和套入式三种端侧吻合方法， 结果发现
胰管对黏膜带支撑管方法通畅性最好. 1980 年 Telford et al
通过 6-10 wk 动物实验表明，胰管对黏膜胰胃吻合胰管
有较好的通畅性，胰腺外观及镜检均未出现纤维化改
变. 1991年Greene et al 则通过犬的胰管扩张模型更直接
证实了胰管对黏膜胰胃吻合在保持吻合通畅性和残留胰
腺功能上的优点，同时也提供了一种很好的研究吻合通
畅性的方法.
        胰肠吻合后解剖结构的改变使得直接检测吻合口和
胰管的状态变得较为困难. 通过对胰管结扎和胰肠吻合
两组患者进行临床及尸检对比研究，发现 10 mon 后二
者在胰岛素和胰酶替代治疗以及胰腺病理改变上并无不
同，两组均有近端胰腺纤维瘢痕化及胰管狭窄. 与此相
对照，而通过对胰管对黏膜吻合 1-8 a 尸检研究证实有
70-85 % 的通畅率. 临床上通过胃镜、胰管造影及 CT 增
强检查等随访研究亦证实了胰管对黏膜吻合对维持残留
胰腺外分泌功能的重要性. 目前的研究均显示胰管对黏
膜吻合是获得良好远期通畅性的最佳选择.
       总之，胰腺部分切除后胰肠(胃)的处理是影响其并
发症(主要是胰肠吻合口漏)和死亡率的关键因素. 经过近
70 a 的发展，演进成三种标准手术方式. 其中套入式端
端胰肠吻合是目前最常用的方法. 胰胃吻合近年来备受
关注，尚待进一步开展对比研究以评价其效果. 目前的
各种吻合方式因有缝线间隙和针道而使胰肠吻合口漏发
生的可能性始终存在；吻合通畅性近年来逐渐被关注，
胰管对黏膜吻合可以较好保持吻合部通畅性. 理想的术
式应能预防胰肠吻合口漏，又能保持吻合后远期通畅
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性. 从以上观点出发，目前采用的各种胰肠(胃)吻合方
法均不够完善. 新近出现的彭氏捆绑式胰肠吻合术具有
独特的理论优势，即消除了缝合时的针道及缝线间的
组织间隙，并采取了胰管对黏膜缝合方法，临床应用
及动物实验均证实该方法能够可靠防止胰肠吻合口漏的
发生，又可较好地保持吻合通畅性及残留胰腺外分泌
功能，是一种最为理想的吻合方法，临床应用前景广
阔，有望成为一种标准的胰肠吻合方法.
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0   引言

胰十二指肠切除术(Pancreaticoduodenectomy，PD)手术
范围较大，危险性较高，并发症多. 其中胰肠吻合口
漏为 PD 手术后最常见、最严重的并发症之一. 据统
计，目前胰肠吻合口漏的发生率仍高达 13 % 左右，大
约是 17 % PD 手术患者的直接死亡原因. 为了预防，文
献报道有 20 种方法，大体上包括胰腺残端(胰管)结扎、
胰管栓塞或外引流、全胰切除、胰腺断面的浆膜化、胰
胃吻合[1,2]、胰空肠 6-8 针间断缝合[3]、胰空肠套入吻
合[4]、胰管与空肠黏膜吻合[5]和没有胰管与空肠黏膜吻
合的胰管外造瘘术[6]. 虽然胰肠吻合方法多种多样，但
无一能完全避免胰肠吻合口漏的发生.为了减少胰肠吻
合口漏的发生，浙江大学医学院附属二院彭淑牖教授经
过多年探索和实践后，设计了捆绑式胰肠吻合术[7-9]，
1996-01/2002-02 已在 104 例 PD 中应用，均未发生胰肠
吻合口漏. 而同期非捆绑式胰肠吻合术98例，胰肠吻合口
漏发生率为 9 %，二者相比有显著性差异(P <0.01)，前者
住院时间也明显短于后者(P <0.05)，其他有关并发症发
生率无明显差异. 实践证明捆绑式胰空肠吻合术是一种
简单、安全而有效的预防胰肠吻合口漏新术式，目前已
在国内 80 多家市级以上的医院推广使用，总例数接近
800例，均未发生吻合口漏. 由于这种吻合方式独特，效
果显著可靠，并且在国内许多大专院校广泛使用，因此
得到了不少国际专家的认可，甚至有学者称之为彭氏捆
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性. 从以上观点出发，目前采用的各种胰肠(胃)吻合方
法均不够完善. 新近出现的彭氏捆绑式胰肠吻合术具有
独特的理论优势，即消除了缝合时的针道及缝线间的
组织间隙，并采取了胰管对黏膜缝合方法，临床应用
及动物实验均证实该方法能够可靠防止胰肠吻合口漏的
发生，又可较好地保持吻合通畅性及残留胰腺外分泌
功能，是一种最为理想的吻合方法，临床应用前景广
阔，有望成为一种标准的胰肠吻合方法.

4      参考文献
1 Marcus SG, Cohen H, Ranson JH. Optimal management of the

pancreatic remnant after pancreaticoduodenectomy. Ann Surg
1995; 221:635-648

2 Yeo CJ, Cameron JL, Maher MM, Sauter PK, Zahurak ML,
Talamini MA, Lillemoe KD, Pitt  HA. A prospective randomized
trial of pancreaticogastrostomy versus pancreaticojejunostomy
after pancreaticoduodenectomy. Ann Surg  1995;222:580-592

3 Yeo CJ.Management of complications following pancreaticoduo-
denectomy. Surg Clin North Am  1995;75:913-924

4 Yeo CJ, Cameron JL, Sohn TA, Lillemoe KD, Pitt HA, Talamini
MA, Hruban RH, Ord SE, Sauter PK, Coleman J, Zahurak ML,
Grochow LB, Abrams RA. Six hundred fifty consecutive
pancreaticoduodenectomies in the 1990s: pathology, complications,
and outcomes. Ann Surg  1997;226:248-260

5 Williams JA, Cubilla A, Maclean BJ, Fortner JG. Twenty-two year
experience with periampullary carcinoma at memorial sloan-
kettering cancer center. Am J Surg  1979;138:662-665

6 Papachristou DN, Fortner JG. Pancreatic fistula complicating
pancreatectomy for malignant disease. Br J Surg  1981;68:238-240

7 Grace PA, Pitt HA, Tompkins RK, DenBesten L, Longmire WP Jr.
Decreased morbidity and mortality after pancreatioduodenectomy.
Am J Surg  1986;151:141-149

8 Crist DW, Sitzmann JV, Cameron JL. Improved hospital morbidtiy,
mortality, and survival after the Whipple procedure. Ann Surg
1987; 206:358-365

9 Bartoli FG, Arnone GB, Ravera G, Bachi V. Pancreatic fistula and
relative mortality in malignant disease after pancreaticoduodene-
ctomy: review and statistical meta-analysis regarding 15 years of
literature. Anticancer Res  1991;11:1831-1848

10 Di Carlo V, Zerbi A, Balzano G.Treatment of the pancreatic stump
after cephalic pancreatoduodenectomy. Ann Ital Chir  1997;68:
617-622

11 Marczell AP, Stierer M. Partial pancreaticoduodenectomy
(Whipple procedure)for pancreatic malignancy: occlusion of a
non-anastomosed pancreatic stump with fibrin sealant. HPB Surg
1992;5:251-259

12 Sikora SS, Posner MC. Management of the pancreatic stump fol-
lowing pancreaticoduodenectomy. Br J Surg  1995; 82:1590-1597

13 Howard JM. Pancreatojejunostomy: leakage is a preventable compli-
cation of the Whipple resection. J Am Coll Surg  1997;184:454-457

14 Ohwada S, Iwazaki S, Nakamura S, Ogawa T, Tanahashi Y, Ikeya
T, Iino Y, Morishita Y. Pancreaticojejunostomy-Securing
techniques: duct-to-mucosa anastomosis by continuous running
suture and Parachuting using monofilament absorbable thread.
J Am Coll Surg  1997;185:190-194

15 Tsuji M, Kimura H, Konishi K, Yabushita K, Maeda K, Kuroda Y.
Management of continuous anastomosis of pancreatic duct and
jejunal mucosa after pancreaticoduodenectomy: historical study
of 300 patients. Surgery  1998;123:617-621

16 Hwang TL, Jan YY, Chen MF. Secural pancreaticojejunal anastomosis for
the pancreaticoduodenectomy. Hepatogastroenterology  1996; 43:275-277

17 Hamanaka Y, Suzuki T. Modified dunking pancreaticojejunostomy
for a soft pancreas. Br J Surg  1995;82:404-405

18 赵玉沛,蔡力行,钟守先. 胰管空肠吻合胰残端套入法预防Whipple术
后胰瘘发生. 中华外科杂志  1993; 31:360-362

19 Nagakawa T. Modified pancreatic invagination into the jejunum with a
double intestinal segment-a new technique. Hepatogastroenterology  1992;
39: 70-72

20 彭淑牖, 牟一平, 江献川, 彭承宏,蔡秀军,赵桂兰,吴育连,王家骅,李

君达,陆松春,徐明坤,金成胜,徐金荣. 胰断端空肠浆肌鞘内套入吻合
术(附 11 例报告). 中国实用外科杂志  1996;16:596-597

21 彭淑牖, 吴育连, 彭承宏, 江献川,牟一平,王家骅,蔡秀军,李君达,陆
松春,徐明坤. 捆绑式胰肠吻合术(附28例报告). 中华外科杂志  1997;
35: 158-159

22 彭淑牖, 刘颖斌, 牟一平, 蔡秀军,彭承宏,吴育连,方河清,曹利平,沈
宏伟. 捆绑式胰肠吻合术 100 例报告. 胰腺病学  2001;1:43-45

23 Peng SY, Mou YP, Cai XJ, Peng CH.Binding pancreaticojejunos-
tomy is a new technique to minimize leakage. Am J Surg  2002;
183:283-285

24 彭淑牖, 刘颖斌, 牟一平, 蔡秀军,彭承宏,吴育连,方河清,沈宏伟. 捆
绑式胰肠吻合术:150 例临床应用. 中华医学杂  2002;82:368-370

彭氏捆绑式胰肠吻合术的临床应用

陈晓鹏,刘颖斌,李海军,许   斌,王建伟,李江涛,王新保,吴育连

陈晓鹏,刘颖斌,李海军,许斌,王建伟,李江涛,王新保,吴育连,浙江大学医学
院附属第二医院外科  浙江省杭州市  310009
项目负责人:陈晓鹏,310009,浙江省杭州市解放路 88 号,浙江大学医学院附属
第二医院外科.
电话:0571-87783584    传真:0571-87022776
收稿日期:2002-07-23    接受日期:2002-08-31

陈晓鹏,刘颖斌,李海军,许斌,王建伟,李江涛,王新保,吴育连. 彭氏捆绑式胰肠吻

合术的临床应用. 世界华人消化杂志  2003;11(5):593-594

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/593.htm

0   引言

胰十二指肠切除术(Pancreaticoduodenectomy，PD)手术
范围较大，危险性较高，并发症多. 其中胰肠吻合口
漏为 PD 手术后最常见、最严重的并发症之一. 据统
计，目前胰肠吻合口漏的发生率仍高达 13 % 左右，大
约是 17 % PD 手术患者的直接死亡原因. 为了预防，文
献报道有 20 种方法，大体上包括胰腺残端(胰管)结扎、
胰管栓塞或外引流、全胰切除、胰腺断面的浆膜化、胰
胃吻合[1,2]、胰空肠 6-8 针间断缝合[3]、胰空肠套入吻
合[4]、胰管与空肠黏膜吻合[5]和没有胰管与空肠黏膜吻
合的胰管外造瘘术[6]. 虽然胰肠吻合方法多种多样，但
无一能完全避免胰肠吻合口漏的发生.为了减少胰肠吻
合口漏的发生，浙江大学医学院附属二院彭淑牖教授经
过多年探索和实践后，设计了捆绑式胰肠吻合术[7-9]，
1996-01/2002-02 已在 104 例 PD 中应用，均未发生胰肠
吻合口漏. 而同期非捆绑式胰肠吻合术98例，胰肠吻合口
漏发生率为 9 %，二者相比有显著性差异(P <0.01)，前者
住院时间也明显短于后者(P <0.05)，其他有关并发症发
生率无明显差异. 实践证明捆绑式胰空肠吻合术是一种
简单、安全而有效的预防胰肠吻合口漏新术式，目前已
在国内 80 多家市级以上的医院推广使用，总例数接近
800例，均未发生吻合口漏. 由于这种吻合方式独特，效
果显著可靠，并且在国内许多大专院校广泛使用，因此
得到了不少国际专家的认可，甚至有学者称之为彭氏捆
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绑式胰肠吻合术.

1   彭氏捆绑式胰肠吻合术的手术要点[7-9]

1.1 切除胰头十二指肠  根据需要选择切口、进腹探查.
常规采用 Kocher 切口，将十二指肠第二段连同胰腺从
腹膜后向前游离，探查胰头的后方. 游离结肠肝曲将十
二指肠第二、三段向前游离. 在横结肠的附着处切开胃
结肠韧带，打开小网膜囊，将胃向上掀起，显露胰腺的
前面. 在胰腺下缘，根据肠系膜上动脉搏动的位置分离
出肠系膜上静脉.离断胃体部.游离肝动脉及周围组织和
淋巴结. 切除胰头十二指肠.
1.2 胰腺断端的准备  在拟定切口近端的胰腺上下缘各缝
一针，即以彭氏多功能手术解剖器(PMOD)刮吸法断胰，
断面电凝止血，胰断端再游离 3 cm，以备套入空肠后捆
绑. 一般不作鱼口状切断，也不需缝合. 无论胰管有无扩
张，均不必插入引流管.
1.3 空肠断端的准备  靠近一根终末动脉处离断空肠，
将空肠远断端上提并外翻3 cm，用电凝或石炭酸破坏外
翻之空肠黏膜，使其丧失分泌功能(图 1).

图 1  空肠黏膜外翻并予以破坏

1.4 胰空肠吻合  将胰腺断端与空肠外翻返折处黏. 膜间
断缝合数针(注意缝针勿穿过肌层)，吻合后将外翻的空
肠复原，胰腺断端即自然地套入空肠内 3 cm. 再将空肠
断端与胰腺浆膜间断缝合 3-4 针固定.
1.5 捆绑  在接近空肠断端系膜缘末端两根动脉间穿一根
粗肠线，环绕空肠结扎，使空肠与胰腺紧密相贴，从而
阻止液体在二层面间流通(图2). 捆绑松紧度以一中号血
管钳头部刚好插入捆绑线下为宜.

图 2  捆绑式胰肠吻合术

       以上方法除捆绑之外，尚要求将胰腺断端与空肠外
翻返折处黏. 膜间断缝合数针，我们称之为Ⅰ型捆绑式胰
肠吻合术. 近年，我们在此基础上，并结合动物实验，
对Ⅰ型吻合术稍作改进，称为Ⅱ型捆绑式胰肠吻合术，即
不必将胰腺断端与空肠外翻返折处黏膜及其肌层间断缝合
(或仅将胰腺断面前后缘与空肠外翻返折处黏. 膜各缝合 1

针，如胰管扩张，缝线可分别穿过胰管前后壁)，直接
将胰腺断端套入预先外翻并破坏黏膜的空肠内 3 cm，再
将空肠断端与胰腺间断缝合 3-4 针固定，胰管内亦不必
插管外引流.术中在胰肠吻合口远端空肠截孔、插入导
尿管，并连接一 50 mL 内含美蓝的注射器针筒. 捆绑前，
如抬高针筒，可见蓝色液体从空肠与胰腺之间渗出; 适度
捆绑后，液体渗漏消失，又不会影响胰腺及空肠局部血运.

2   捆绑式胰肠吻合术的优点

综观各种吻合方法，均存在针眼，胰空肠吻合口在完
全愈合前针眼之间必然存有间隙. 临床上胰十二指肠切
除术后常有肠麻痹、肠内压升高.当肠内压升高后，这
些针眼和间隙都可成为发生胰漏的“突破口”. 捆绑式
胰肠吻合术在胰腺与空肠吻合时缝针不穿过浆膜，Ⅱ
型吻合术不作此缝合，故空肠浆膜上没有针眼;且在套
入空肠部分外加捆绑，可彻底消除胰空肠间隙.此时，即
使肠内压增高，胰液和肠液也不易从吻合口或针眼漏出.
因此，捆绑式胰肠吻合的最大特点是彻底消除了这些

“突破口”，从而避免胰肠吻合口漏的发生.
      本术式还具有其他一些优点：(1)不必向胰管插管，离
断胰腺时不需刻意寻找胰管开口，缩短了手术时间；(2)包
埋胰腺断端的空肠黏.膜已被破坏、失去分泌功能，不能在
胰腺与空肠之间产生液体，也有利于吻合口的愈合[12]. 由
于黏膜已被破坏，张力减小，套入时十分方便；(3)没有胰
管外引流，减轻了患者的痛苦和术后护理.我们目前已做了
部分动物实验，证明捆绑式胰肠吻合术之胰空肠吻合口的
破裂压和离断力较非捆绑式胰空肠吻合术为高；病理观察
还发现，术后 10 d 时，捆绑组胰肠吻合口已基本愈合，
至第15天 时吻合口已完全愈合，亦无胰腺和空肠坏死现象；
而非捆绑组术后第15天胰空肠之间尚存微小间隙；至第15
天 吻合口方完全愈合. 说明胰空肠吻合外加捆绑后对局部血
液循环无明显影响，而吻合口的愈合时间有所提前，可能是
由于捆绑加强了胰腺与空肠的黏合程度，从而促进了愈合.
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0   引言

捆绑式胰肠吻合术在临床应用 6 a 来，已有 80 家医院
使用. 尚未发现胰肠吻合口漏[1-5]. 2001-01/2002-01，
我们对49例患者采用单纯捆绑的方法来建立胰肠吻合
口(称之为捆绑Ⅱ型，简称Ⅱ型)，与同期 35 例原先的
捆绑式胰肠吻合术(简称Ⅰ型)对比，两组患者均未发生
胰肠吻合口漏. Ⅱ型手术简化，时间缩短，十分可靠.

1   Ⅱ型手术的步骤

1.1 断胰  在拟定切线近端的胰腺上、下缘各缝一针. 结
扎后再做一个空结，形成一个小圆圈(图 1A)备用. 采用
刮吸法断胰，断面充分电凝止血. 胰断端游离 3 cm，
胰管开口分三点外翻缝合在胰断端上，令其始终张开，
不必留置导管.
1.2 空肠断端的准备  靠近一根终末动脉处离断空肠，
距离断端 3 cm 处用肠钳夹住空肠，然后用石炭酸棉球
伸入肠腔，破坏黏膜使其丧失分泌功能，随即先后用
酒精和盐水清洗.
1.3 套入  (1) 除去肠钳.对空肠后壁和胰腺残端背面作一
褥式缝合，暂时不结扎，线头留长备用(图 1B). (2) 距空
肠断端 10 cm 处，空肠对系膜缘上作小戳孔，送入透
明输液管，经肠腔从空肠断端引出(图 1C) (3) 用缝线
先后穿过胰断端上下缘预置的小圆圈，然后距管端约
5 cm 处，缝合结扎在输液管上，缝线总长 20 cm 以
上(图 1C). (4) 将二断端靠拢，把预置在二者后壁的褥
式缝线结扎，胰断端的后壁就开始进入肠腔(图 1D).
(5) 向后牵拉输液管，见管壁上的缝扎线在浆膜外出现
时就钳夹二线，使其与输液管分离，继续向外牵拉缝
线两端，而不再牵拉输液管(图1E). (6) 胰残端完全套入
肠腔 3 cm，随即用无损伤针线把空肠断端缝在胰腺上
缘、下缘和前面共三处作固定.
1.4 捆绑  在接近空肠断端两组血管之间的系膜戳孔上
穿过一根 0 号可吸收缝线用以环绕空肠结扎，使空肠
与胰腺紧密相贴.结扎的松紧度以结扎线圈内刚好能伸
入小号血管钳端为准(图 1F)，同时可见结扎处空肠凹
陷 1-2 mm.

1.5 检测吻合口  抽出用以牵拉胰残端的缝线，临时固
定输液管并通过输液管向肠腔内注入美蓝稀释液，(同时
钳夹输液管近端空肠)使肠腔明显膨胀后观察输液管内
的液平面，使肠腔内压力达到 30-40 cm H2O，同时
严密注意吻合口周围有无蓝色渗液(先垫上白色纱布)(图
1G). 检测完毕，吸尽肠腔内液体，拔出输液管，插
管开口扩大之后作为胆肠吻合之用.

图 1A-1G Ⅱ型捆绑式胰肠吻合术步骤.

1A

1B

1C

1D

1E

1F

1G
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       完成胆肠和胃肠吻合后，腹腔内安置引流管. 术后

观察患者总体情况，腹腔引流量及其性状，术后 1 mon

B超检查，注意胰残端周围有无积液，以后不定期地进

行 B 超检查.

2   Ⅱ型与Ⅰ型的比较

Ⅱ型有以下两大优点：( 1 ) 完成吻合时间显著缩短.

这是因为简化了几个步骤：包括把空肠断端外翻，黏

膜的吻合和胰管内置管等.  (2)吻合口可靠性的检测.

Ⅰ型完成吻合之后，不愿向肠腔内注水检测. 主要的

顾虑为胰肠吻合的间隙形成积液. 因此在进行捆绑时

往往偏紧. 这样又担心压迫胰管，因此须向胰管内置

管以抵抗外来压力.Ⅱ型完成吻合后可以大胆向肠腔

内注水检测，既能确保安全，又可避免捆绑过紧. 最

主要的优点更是使术者能对新完成的胰肠吻合口绝

对放心.

        一般认为胰腺质地正常及胰管不扩张时特别容易

发生胰漏. 捆绑式胰肠吻合术在此时更能发挥其作用，

因为不论胰腺质地是否正常柔软，胰管有无扩张，都

能确保不发生吻合口漏，A 组有 6 例，B 组有 8 例属于

此类. 近年来 PD 的适应证有所发展，例如对胆囊癌

施行 HPD，对某些中晚期胃癌或复发胃癌施行 PD 能

够挽救一部分患者. 这类患者的胰腺质地和胰管均正

常，以往由于担心吻合口漏而不敢施行PD，本组中不

乏这种患者获得外科切除，就是因为有捆绑式胰肠吻

合术作为依靠.

       此外，对胰头癌患者近年有不少学者主张扩大根

治，一方面手术时间延长，清扫完毕进行吻合时难以

集中精力进行精细的黏膜对黏膜吻合，需要一种简便

又可靠的方法来完成. 另一方面，骨骼化清扫后不但

PV、SMV，而且肝动脉、腹腔动脉、肠系膜上动脉、

主动脉、下腔静脉、肾静脉等均裸露在手术野中，万

一发生胰漏，这些血管都容易受到腐蚀，对生命的威

胁极其严重. 在这种情况下，捆绑式胰肠吻合术更能

起到保护作用.

3      参考文献
1 彭淑牖,吴育连,彭承宏,江献川,牟一平,王家骅,蔡秀军,李君达,陆松

春,徐明坤. 捆绑式胰肠吻合术(附 28 例报告). 中华外科杂志 1997;
35:158-159

2 彭淑牖,刘颖斌,徐军明. 如何防治胰十二指肠切除术并发症. 肝胆

外科杂志  2000;2:86-87
3 Peng SY, Mou YP, Cai XJ, Peng CH. Binding pancreaticojejunostomy

is a new technique to minimize leakage. Am J Surg  2002;183:
283-285

4 彭淑牖,刘颖斌,牟一平,蔡秀军,彭承宏,吴育连,方河清,沈宏伟. 捆绑
式胰肠吻合术 -150 例临床应用. 中华医学杂志  2002;82:368-370

5 彭淑牖,牟一平,江献川,彭承宏,蔡秀军,赵桂兰,吴育连,王家骅,李君

达,陆松春,徐明坤,金成胜,徐金荣. 胰断端空肠浆肌鞘内套入吻合
术:(附 11 例报告). 中国实用外科杂志  1996;16:596-597

刘颖斌,彭淑牖,浙江大学医学院附属第二医院外科  浙江省杭州市  310009
项目负责人:彭淑牖,310009,浙江省杭州市解放路88号,浙江大学医学院附属
第二医院外科.  laoniulyb@163.com
电话:0571-87783584    传真:0571-87022776
收稿日期:2002-07-23    接受日期:2002-08-31

刘颖斌,彭淑牖. 捆绑式胰肠吻合术防止胰漏的机制. 世界华人消化杂志  2003;

11(5):596-597

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/596.htm

0   引言

胰十二指肠切除术是治愈壶腹周围肿瘤的主要手段，
为腹部外科最大手术之一，但该术式操作复杂，自从
1935 年 Whipple 首次成功施行以来，经历了 67 a 的发
展，仍然面临着巨大的风险即胰肠吻合漏，一旦发生，
被激活胰液具有很强消化力，漏入腹腔会腐蚀和破坏
腹腔内组织(血管、肠)、造成出血和感染、肠漏等，长
期无法愈合，死亡率很高. 所以预防胰漏这一重大课
题，一直备受国际外科界的关注.
        1996 年我们设计和应用了捆绑式胰肠吻合术，在
临床应用 6 a 来，连续施行了 200 例，无 1 例胰漏，
同时全国有80家医院800多例的使用此术式. 同样未发
现胰肠吻合口漏，效果独特. 上述结果出现是因为捆
绑式胰肠吻合术是针对传统胰肠吻合方法的缺陷发生
胰肠吻合口漏的主要原因而设计的.

1   胰肠吻合漏的原因

许多专家研究认为影响胰漏发生的危险因素包括：胰
管细小，胰腺质地柔软，年龄大于 65 岁，高胆红素血
症，急诊手术，失血量较大等. 但这些高危因素多为
客观存在而不能由外科医生来改变. 所以胰肠吻合方法
和吻合技术性是影响胰漏的重要因素.我们下列因素往
往导致了胰肠吻合漏的发生：(1)吻合口针孔渗漏，以往
的缝针针尾往往较粗，缝针穿过后缝线周围留有间隙，
一旦穿破毛细小胰管，在主胰管阻塞时毛细胰管也扩
张透亮的胰液沿针眼渗出却没有被手术者及时发现，
7-10 d 后，渗出积聚到一定程度时就形成了胰漏，其
中的胰液若被肠液激活，危害性更大. (2)吻合口间隙
渗漏，综观各种吻合方法，不论是单层缝合还是双层
缝合，在两针之间总有间隙存在，有可能成为胰漏发
生的“突破口”. (3)空肠内高压，胰肠吻合有较长的
空肠桥襻，术后早期胰液和胆汁在肠腔的积聚，增加
肠内压和肠袢重量，可导致肠扭曲，容易出现输出襻
综合征. Treitz 韧带离断处的侧腹膜、结肠系膜裂孔若

捆绑式胰肠吻合术防止胰漏的

机制
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此类. 近年来 PD 的适应证有所发展，例如对胆囊癌

施行 HPD，对某些中晚期胃癌或复发胃癌施行 PD 能

够挽救一部分患者. 这类患者的胰腺质地和胰管均正

常，以往由于担心吻合口漏而不敢施行PD，本组中不

乏这种患者获得外科切除，就是因为有捆绑式胰肠吻

合术作为依靠.

       此外，对胰头癌患者近年有不少学者主张扩大根

治，一方面手术时间延长，清扫完毕进行吻合时难以

集中精力进行精细的黏膜对黏膜吻合，需要一种简便

又可靠的方法来完成. 另一方面，骨骼化清扫后不但

PV、SMV，而且肝动脉、腹腔动脉、肠系膜上动脉、

主动脉、下腔静脉、肾静脉等均裸露在手术野中，万

一发生胰漏，这些血管都容易受到腐蚀，对生命的威

胁极其严重. 在这种情况下，捆绑式胰肠吻合术更能
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0   引言

胰十二指肠切除术是治愈壶腹周围肿瘤的主要手段，
为腹部外科最大手术之一，但该术式操作复杂，自从
1935 年 Whipple 首次成功施行以来，经历了 67 a 的发
展，仍然面临着巨大的风险即胰肠吻合漏，一旦发生，
被激活胰液具有很强消化力，漏入腹腔会腐蚀和破坏
腹腔内组织(血管、肠)、造成出血和感染、肠漏等，长
期无法愈合，死亡率很高. 所以预防胰漏这一重大课
题，一直备受国际外科界的关注.
        1996 年我们设计和应用了捆绑式胰肠吻合术，在
临床应用 6 a 来，连续施行了 200 例，无 1 例胰漏，
同时全国有80家医院800多例的使用此术式. 同样未发
现胰肠吻合口漏，效果独特. 上述结果出现是因为捆
绑式胰肠吻合术是针对传统胰肠吻合方法的缺陷发生
胰肠吻合口漏的主要原因而设计的.

1   胰肠吻合漏的原因

许多专家研究认为影响胰漏发生的危险因素包括：胰
管细小，胰腺质地柔软，年龄大于 65 岁，高胆红素血
症，急诊手术，失血量较大等. 但这些高危因素多为
客观存在而不能由外科医生来改变. 所以胰肠吻合方法
和吻合技术性是影响胰漏的重要因素.我们下列因素往
往导致了胰肠吻合漏的发生：(1)吻合口针孔渗漏，以往
的缝针针尾往往较粗，缝针穿过后缝线周围留有间隙，
一旦穿破毛细小胰管，在主胰管阻塞时毛细胰管也扩
张透亮的胰液沿针眼渗出却没有被手术者及时发现，
7-10 d 后，渗出积聚到一定程度时就形成了胰漏，其
中的胰液若被肠液激活，危害性更大. (2)吻合口间隙
渗漏，综观各种吻合方法，不论是单层缝合还是双层
缝合，在两针之间总有间隙存在，有可能成为胰漏发
生的“突破口”. (3)空肠内高压，胰肠吻合有较长的
空肠桥襻，术后早期胰液和胆汁在肠腔的积聚，增加
肠内压和肠袢重量，可导致肠扭曲，容易出现输出襻
综合征. Treitz 韧带离断处的侧腹膜、结肠系膜裂孔若
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未修补容易发生内疝. 这些因素均增加胰空肠吻合口的张
力，甚至吻合口破裂，胰肠混合液漏出. 此外吻合口张
力大和吻合口血供欠佳等也会影响到胰肠吻合口的愈合.

2   捆绑式胰肠吻合术防止胰漏的机制

2.1 针孔的消除  将肠断端和胰断端靠拢，用丝线把二
者缝合，连续或间断，先后唇再前唇. 肠端缝线仅缝
黏膜，避免穿透浆肌层. 这样可消除胰肠吻合口的针
孔，避免了缝线周围留有间隙渗漏的机会. 事实上2001-01/
2002-01，我们已对 49 例患者采用单纯捆绑的方法来
建立胰肠吻合口(称之为捆绑Ⅱ型，简称Ⅱ型)，同样未
发生胰肠吻合口漏. 彻底消除了针孔的渗漏，手术简
化，时间缩短，十分可靠( 图 1 ) .

图 1  胰断端与肠黏膜缝合缝针不穿透浆肌层.

图2  空肠浆肌鞘覆盖胰腺3 cm,二者之间存在间隙,肠胰混合液有可能通
过该间隙渗出.

2.2 消除吻合口间隙、扩大愈合面  将黏膜面已破坏的
空肠浆肌层翻回原状，同时将胰断端送入肠腔. 套入肠
腔内的胰断端约长 3 cm. 然后，将空肠断端与胰腺间断
缝合固定 4 针. 空肠黏膜破坏的目的是在胰肠吻合口之

间产生一个创面，扩大愈合面.继而在接近空肠断端两
根动脉之间的系膜上穿一根可吸收线.环绕空肠浆肌鞘
和胰腺同轴捆绑使二者紧贴、达到消除间隙、加速愈合，
捆绑远端空肠保留血供避免捆绑远端空肠浆肌鞘坏死.结
扎的松紧度以结扎线圈内刚好能伸入小号血管钳端为
准，同时可见结扎处空肠凹陷 1-2 mm.(图 2、3).

图 3  将空肠浆肌鞘与胰腺捆绑在一起,进一步阻断肠胰液经该间隙渗出
末端;空肠保留血管,维持血供.

图 4  术中测试吻合口的密封性.

2.3 术中立即测试吻合口的密封性和可靠性，确保吻合

口不漏  在第Ⅰ型完成吻合之后，不愿向肠腔内注水检
测. 主要的顾虑为胰肠吻合的间隙形成积液. 因此在进行
捆绑时，往往偏紧些. 同时又担心压迫胰管，因此须
向胰管内置管以抵抗外来压力. 第Ⅱ型完成吻合后通过
胆肠吻合口可以大胆向肠腔内注水检测，既能确保安
全，又可避免捆绑过紧(见图 4). 使术者能对新完成的胰
肠吻合口绝对放心.
      通过本组 150 例的和全国 800 例临床实践和观察，
我们体会到捆绑式胰肠吻合术既简化了操作，又十分安
全，可望成为胰肠吻合的标准术式.
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摘要
肝功能衰竭有很高的死亡率，肝脏移植是治疗终末期肝

病的较好方法，由于供体器官缺乏，费用高昂，需长期使

用免疫抑制剂等原因，仍有较多患者不能进行肝脏移植，

探索肝功能衰竭非肝脏移植治疗显得非常必要. 生物人工

肝是近年来肝功能衰竭治疗的热门课题，而生物人工肝装

置及对肝功能衰竭治疗效果最有影响的关键部分是生物反

应器，因此，生物反应器已成为人工肝研究的重要课题.
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0   引言

目前，肝功能衰竭有很高的死亡率，肝脏移植是治疗
终末期肝病的较好方法，由于肝脏移植费用高昂，且供
体器官缺乏，需长期使用免疫抑制剂等原因，仍有较多
的患者不能进行肝脏移植，探索肝功能衰竭非肝脏移
植治疗显得非常必要. 肝脏是一个能够再生的器官，
且有复杂的生物合成、解毒、代谢功能，人们不断探索
生物人工肝治疗肝功能衰竭的研究，为肝功能衰竭的治
疗开辟新途径. 现将近年来有关研究进行综述.

1   用于生物人工肝装置的细胞来源

各种非生物人工肝治疗终末期肝病，均能暂时改善
患者的临床症状，但对患者死亡率无明显降低，其主
要原因是缺乏肝细胞的生物合成及代谢功能，治疗效
果明显下降，鉴于这个原因，人们试图在体外培养
肝脏细胞，利用肝脏细胞的生理功能，开始支持治
疗肝功能衰竭的实验及临床研究，并取得较好效果.
目前常用的细胞主要有以下几类：( 1 ) 原代肝细胞.
1987 年，Matsumura et al [1]报道分离兔肝细胞，原代
培养后用于杂合型生物人工肝装置，治疗1例晚期胆管
癌患者获得成功. 之后，Mundt et al [2] 分离猪肝细胞用
于生物人工肝装置，经支持治疗后，为患者进行肝脏移
植创造了条件. 目前在实验及临床研究中，应用最广
泛的是猪肝细胞，其优点是来源广泛，细胞数量多，

又具有合成、代谢及排泌功能. 理论上讲，人肝细胞
是最为理想的细胞. 但伦理道德及人肝细胞来源缺乏，
储存运输困难，使其应用受到限制. (2)永生化细胞.
1990 年代中期，人们将人肝细胞系 NH25、HHY41 用
于人工肝装置治疗肝衰竭，取得了一定治疗效果，但
是细胞系不能发挥正常人肝细胞的全部功能，之后，人
们又相继应用 C8-B、HepZ、OUMS-29、NKNT-3
等永生化细胞用于人工肝治疗肝衰竭的研究，同样取
得了一定效果，因安全性原因，故应用受限.起源于肿
瘤细胞的细胞系如 HepG2、C3A、HuH6、JHH2-2 等
也试图用于肝功能衰竭的实验及临床研究，但该细胞
系来源于肿瘤细胞，存在危害人体的因素，故临床应
用仍有顾虑. (3)潜能干细胞.干细胞的研究是近年来生命
科学的热点. 1998年Shamblott et al [3]报道人多潜能细胞
是体外研究的无价之宝，经培养后，他保持了细胞的
生物学特性，并不断增生. Tosh et al [4]发现胰腺细胞能
转化为肝细胞，并建立胰腺细胞系 AR42J-B13 转化为
肝细胞的模型，研究发现转化后的肝细胞具有合成、解
毒的功能.Miyazaki et al  [5]研究发现骨髓细胞在一定的培
养条件下，诱导分化为肝细胞，能表达肝细胞的标志，
随着干细胞的不断深入研究，干细胞应用于人工肝的
治疗将为时不远.

2   原代培养肝细胞表型的稳定性

肝脏由多种细胞构成，细胞间及细胞外基质的相互作
用是保持肝实质细胞表型稳定的基础. 研究表明，将
肝实质细胞分离后体外培养，其表型及功能迅速发生
改变，肝细胞生物合成及解毒能力下降. 因此，人们
试图模仿肝脏体内的微环境培养肝细胞，最大限度的
发挥其生理功能. Bhatia et al [6]将肝实质细胞与非实质
细胞混合培养，保持了肝细胞的表型稳定. 其分子机制
目前仍不清楚，可能是细胞之间相互作用的信号传导
参与其表型的稳定.

3   生物反应器的设计

生物人工肝装置及对肝功能衰竭治疗效果最有影响的
关键部分是生物反应器. 随着工程科学及材料科学的发
展，对生物反应器的研究步伐加快，反应器中所用细
胞种类的增多及对细胞培养表型稳定性的增加，临床
应用生物反应器治疗患者已成为现实. 设计合理的生物
反应器应具备适当的双向物质转运，以便对生物反应
器中的肝脏细胞提供足够的营养，保持细胞活力，排



除治疗细胞的产物，根据生物分子量大小，选择半
透膜，在患者及生物反应器中进行物质交换；保持细
胞活力及功能. 目前，肝细胞在生物反应器中培养不
能长期保持肝细胞的功能是一大难题，其原因是不能
在体外为肝细胞生长提供一个合适的微环境. 因此，
在设计生物反应器时不但要考虑有效的物质转运，还
要考虑细胞生长的微环境及相关的化学促进因子；具
有潜在的提高治疗水平.  研究指出，要保持人的生
命，细胞数量至少是正常人的 10-30 %，成人至少要
150-450 g 肝细胞，因此，要求生物反应器有一定的培
养空间. 目前研究及应用的生物反应器主要有以下几种：
(1)中空纤维生物反应器：中空纤维反应器有内腔及外腔，
常将肝脏细胞黏附于中空纤维的外腔，根据不同来源的
细胞选择合适截留分子量的生物膜，避免发生异种细胞
产物所引起的免疫反应，但肝脏细胞在生物反应器中分
布不均，易造成细胞活力下降. Jasmund et al  [7]指出，生
物反应器的肝脏细胞有高的氧消耗，他们设计了一种
新的可供氧的中空纤维生物反应器，将肝脏细胞种植
在中空纤维的外腔，并控制氧及温度，培养递质在中
空纤维外腔灌注. 发现供氧的中空纤维生物反应器有多
种优点，不仅可获得高密度的细胞，而且易掌握. 为
了验证该生物反应器的效果，在超过 3 wk 的培养中，
他们检测了尿素合成、白蛋白合成、糖的消耗、氧的水
平及 pH 值等，结论提示该生物反应器生物化学作用
稳定，能保持细胞活力. Mazariegos et al [8]用中空纤维
反应器培养 70-100 g 猪肝细胞，用于一位暴发性肝功能
衰竭的患者的治疗. 结果表明生物反应器安全. 目前，该
生物反应器在美国进行 I、II 期的安全评估. Custer et al [9]

研究中空纤维生物反应器对培养细胞的影响，指出在
50 ml/L 二氧化碳及氮平衡条件下，氧合器的氧在 20-70 %
的范围内变动，氧消耗率及细胞功能稳定，没有观
察到氧中毒的征象. 在另外的实验研究中，观察到随
细胞数量增加，氧消耗量也随之增加. 但 Flendrig et al [10]

在鼠动物实验中，造成鼠肝缺血致肝功能衰竭，肝
细胞培养在无生物膜的中空纤维生物反应器中直接用
血或血浆灌注，结果与对照组比较，鼠的生存状态明
显改善，生命全部延长. 目前，中空纤维生物反应器
应用广泛，其最大优势是表面积与体积之比大，便于
代谢物的转运，且能保持有最小的死腔. (2)平板单层生
物反应器：平板单层生物反应器是将细胞种植在平板
上培养，其优点是细胞分布均匀，微环境一致，但表面
积与体积之比下降. Shito et al [11]设计了一种带有内膜氧
合器的微管道平板单层生物反应器，将猪肝细胞培养
在反应器中，观察肝细胞在体外灌注及动物实验中的
生物合成功能.结果表明，体外灌注 4 d，肝细胞的蛋
白合成稳定.体内实验用鼠作动物模型，24 h 在鼠血浆
中检测猪白蛋白，发现这种生物反应器作为肝支持系
统很有潜力，可望更进一步研究. Tilles et al [12]比较带
有内膜氧合器及不带内膜氧合器的平板单层生物反应

器，结果是带有氧合器的生物反应器能使肝细胞稳
定，生物合成功能加强，而不带内膜氧合器者与之相
反. 他指出在临床应用的生物反应器的设计应考虑到相
关的问题，以便提高治疗效果. (3)灌注床或支架生物
反应器：该生物反应器是将肝细胞种植在灌注床或支
架上，其优点是与细胞直接接触，增加了物质的转运，
也促进三维结构的形成，同时也容易扩大细胞容量，其
缺点是灌注不均一，易堵塞. Kawada et al [13]根据灌注床
或支架生物反应器的设计原理，将肝细胞装入多孔的
玻璃球微载体内，利用培养液从外周向中心产生一个
营养及氧气的梯度，形成高密度的细胞且具有高度活
力，三维结构的细胞呈球形，类似于体内肝细胞分布
的过程，球形细胞间保持紧密的接触，培养液在细胞
空间自由的流动.结果提示这种反应器能提供一个较好
的三维细胞培养环境，细胞能产生其本来的功能.
Nakazawa et al [14] 将猪肝细胞种植在多管道的聚氨基甲
酸乙酯泡沫床内，形成许多细胞球形聚集物，当猪肝
功能衰竭后，用这种装置支持治疗，与对照组比较，治
疗组血氨的产生被抑制，肝性脑病发生率低，血糖稳
定，血肌酐及乳酸盐得到改善，生命体征平稳，并有尿
的排泄，生存时间明显延长. Glicklis et al [15]将刚分离的
鼠肝细胞培养在多孔结构的藻酸盐支架内，该支架中
各孔之间互相连接. 在培养的时间内，细胞数量未发
生变化，细胞活力无下降，提示在该系统内，藻酸盐海
绵能为肝细胞的生长提供一个有益的环境，通过肝细
胞的集簇性促进培养肝细胞性能的表达. (4)包被悬浮生
物反应器：该生物反应器是将肝细胞用材料包裹，制
成多孔微胶囊，然后进行灌注培养. 其优点是所有细
胞有相同的微环境，有大量细胞培养的空间，减少
免疫反应的发生. 缺点是细胞稳定性差，物质交换能
力受限. Khan et al [16]将山羊肝细胞包被于藻酸盐多聚
赖氨酸微胶囊内，评估该装置对氨、葡萄糖及抗体
介导下的细胞毒作用. 在灌注量为 30 mL/min，给氧处
理的条件下，结果是最适合的细胞数量是 120-180 亿，
去除氯化铵 2.5-5.0 mmol/L，包被的肝细胞未见溶解.
结论提出包被的细胞能去除氨，并能保持细胞活力，包
被也能保护肝细胞在抗体介导下的细胞溶解. Chia et al [17]

用双层聚合膜包被鼠肝细胞，外层用 25 % 2- 羟乙基
甲基丙烯酸酯、25 % 2- 甲基丙烯酸、50 % 甲基丙
二酸盐合成聚合体，内层用修饰的胶原为增加肝细胞
的功能作为合适的衬底，且只允许白蛋白以下的分子
渗透，但不能阻止营养、氧气、生长因子及代谢产物的
交换，结果指出包被肝细胞可用于生物反应器治疗患者.
     总之，肝病发生率不断上升及供体肝脏的缺乏，
以细胞为基础对肝功能衰竭的治疗引起广大医学工作
者的关注. 目前，体外生物人工肝支持系统仍存在一
些问题，需继续加以研究解决.细胞方面主要存在细胞
来源的选择、细胞培养的稳定性、异种细胞引起的
免疫反应及感染、肿瘤细胞系对人体的影响等；生
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物反应器装置还不能完全提供细胞黏附、细胞与细胞
间作用、细胞与基质作用的结构，造成物质转运与细
胞功能的不完善；临床治疗存在对不同病因所致的肝
功能衰竭，没有一致的疗效标准及一致的临床试验设
计. 但部分临床治疗病例及动物实验证明，体外生物
人工肝支持系统对肝功能衰竭的治疗是有效的，随着
细胞生物学、材料科学及工程学的不断发展，经过广
大科技工作者的共同努力，进一步对人工肝装置的不
断完善，相信对肝功能衰竭的治疗将带来新的飞跃.
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摘要
肝纤维化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修复过程中的代

偿反应，细胞外基质(ECM)合成增加、降解减少，最终

导致 ECM 在肝内的过度沉积，引起肝纤维化以致肝硬

化；以往对肝纤维化过程中 ECM 的合成研究较多，随

着肝纤维化发生发展研究的深入，近年来逐渐认识到

ECM 的降解在肝纤维化发生发展中的重要地位，目前认

为，基质金属蛋白酶(MMPs)及其抑制物(TIMPs)是调节

ECM 降解的主要酶，MMPs 是一组能降解 ECM 的重要

蛋白分解酶，通过降低胶原螺旋结构的稳定性，改变底物

的二级结构，为其他蛋白酶作进一步降解创造条件，因此，

在 ECM 降解过程中起决定作用；而 TIMPs 是一组具有抑

制 MMPs 功能的活性多肽，TIMPs 能与 MMPs 非共价结

合抑制 MMP 的活性，也可与酶原结合阻止其活化，抑

制 ECM 的降解；在肝纤维化形成过程中，MMPs 及其抑

制因子的平衡在肝纤维化形成过程中起着至关重要的作用.

谢玉梅,聂青和. 肝纤维化治疗的新热点 -TIMPs. 世界华人消化杂志  2003;

11(5):601-605
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0   引言

目前，世界范围内对慢性肝病治疗的两大策略是抗病
毒[1]治疗和阻止肝纤维化的发生[2-5]，在抗肝炎病毒治
疗方面，虽经多年努力，但因肝炎病毒经常发生变异，
其治疗效果总是不尽人意，可以说，目前尚无特效疗法
治疗慢性病毒性肝炎. 因此，许多科学家把肝病的治
疗重点转到如何控制肝病的进展，防止肝纤维化以致
肝硬化的发生方面[6]，随之而来的是对肝纤维化发生
机制的研究.
        近年来，细胞外基质(extracellular matrix  ECM )的
研究飞速发展，在正常肝脏的纤维组织中存在着 ECM
生成与降解的动态平衡，肝纤维化是 ECM 生成与降解
过程失衡的结果[7,8] ，既往对 ECM 的生成与沉积研究
较多，近年开始对ECM降解的研究也日益深入，在ECM
降解过程中，基质金属蛋白酶及其抑制物的平衡起着
至关重要的作用[9] ，
        基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，MMPs)

是一组能降解细胞外基质成分的重要蛋白分解酶，
MMPs是一组锌酶，几乎能降解除多糖以外的所有ECM成
分，并能使别的 MMPs 激活，形成瀑布效应[10-13] .人体已
发现的 MMP 有 20 种，按照作用底物不同，MMP 可分为
4类：(1)间质胶原酶(主要包括MMP-1，MMP-8， MMP-13)
主要作用Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ型胶原；(2)基质溶解素，主要包括
MMP-3， MMP-10，MMP-11及MMP-7，主要作用于蛋白
多糖等；(3)明胶酶，主要包括 MMP-2 及 MMP-9，其中明
胶酶 A(MMP-2)，即Ⅳ型胶原酶，主要参与基底膜Ⅳ型
胶原的代谢，与肝纤维化的发生发展紧密相关. (4)膜型金
属蛋白酶(含 MT-MMP1 及 MT-MMP2)，位于细胞的表面，
主要与 MMP-2 的激活有关.肝纤维化早期，MMPs 轻度
增高，而肝纤维化中晚期，MMPs活性则明显降低，以致
于 ECM 合成超过降解，引起 ECM 大量沉积[14]. 通过调节
MMPs活性，有助于增加基质的降解，促进肝纤维化的逆
转， MMPs 在肝内主要由肝星状细胞(HSC)和 Kupffer 细胞
分泌表达[15,16]，激活的 MMP 可被普通的蛋白酶清除剂抑
制，如α 2- 巨球蛋白， 但主要被特异的TIMPs所抑制.
        组织金属蛋白酶抑制物(tissue inhibitor of metallop-
roteinasas  TIMP)是一组具有抑制 MMPs 功能的活性多
肽，他们在 ECM 代谢的调节中起着非常重要的作用[17,18].
TIMPs 在肝脏中来源主要为 HSC、Kupffer 细胞少量来
源于肝细胞[19]. TIMPs 是组织中 MMPs 主要的内源性抑
制因子，受许多参与 MMP 基因调控的细胞因子和生长
因子的同步调控[20-22]， 现已发现四种 TIMP 即 TIMP-1、
TIMP-2、TIMP-3、TIMP-4，其种类及特点(见表 1)，
肝脏中仅有 TIMP-1 和 TIMP-2存在.TIMPs对目前已知的
MMPs 均具有抑制作用.

1   TIMP 分子结构及功能

TIMP-1 是分子质量为 29 ku 的糖蛋白，分子中有 184
个氨基酸，其中含有 12 个半胱氨酸残基，构成 6 个双
硫键；TIMP-1 对MMP 活性的抑制是通过 N 末端 3个绊
而实现的，TIMP-1 由多种结缔组织细胞产生，在肝脏
由 Kupffer 细胞、HSC 及肌纤维母细胞产生，以活化的
HSC 表达 TIMP-1 最强[23,24] ;TGF-β、干扰素能够诱导
TIMP-1 的基因表达，TIMP-1 能结合除 14、19 以外的所
有 MMP 而使其活性减弱，TIMP-1 与 MMP-1、MMP-3
结合形成 1∶1 化合物. 肝组织内 TIMP-1 表达增强可促
进纤维化肝间质胶原的沉积；在病损肝中TIMP-1明显增
高，出现时间较早，因此，越来越多的研究人员将其看
作是肝纤维化发生过程中一个非常重要的促发因素.
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         TIMP-2 是分子质量为 21 ku 的蛋白质，人的 TIMP-

2cDNA 序列有 38 % 与 TIMP-1 序列相同，12 个半胱

氨酸残基与 TIMP-1 在同样的位置，具有同样的立体

结构，但是不伴有糖基化，TIMP-2 可与 MMP-1、MMP-

2 和 MMP-3 呈 1∶1 结合; TIMP-1 及 TIMP-2 通过 N 末

端结合 MMP 而形成复合体，不可逆地抑制 MMP 的活

性，TIMP-1 和 TIMP-2 除能与活性 MMP 结合抑制其

活性外，还能以非共价形式与明胶酶原结合，与明

胶酶原结合的 TIMP-1 或 TIMP-2 仍能抑制 MMP 的活性，

提示 TIMP 可与明胶酶原、MMP 形成三联复合体，TIMP-

1 及和 TIMP- 2 的基因表达同样可被调节 MMP 基因表

达的生长因子所调节，TNF- α、EGF、b-FGF 增加

TIMP -1 和间质胶原酶的表达，TGF-β1 可抑制间质胶

原酶、基质溶解素、PA 及 TIMP-2，促进 TIMP-1，

PAI 合成，使前 MMP-1，TIMP-1，MMP-2 表达增加[25].

IL-1 及 IL-6 可增加 TIMP-1 的表达，间质胶原酶表达

减少；PDGF 可以增加间质胶原酶的含量.TIMP-1 及和

TIMP- 2 的基因表达可被调节 MMP 基因表达的生长因

子所调节.TNF- α、EGF、b-FGF 增加 TIMP -1 和间

质胶原酶的表达，TGF-β1 可抑制间质胶原酶、基质

溶解素、PA 及 TIMP-2，促进 T IMP-1，PAI 合成，

使前 MMP-1，TIMP-1，MMP-2 表达增加.

        TIMP-3 是分子量为 24 kDa 的蛋白质由 188 个氨基

酸残基组成，与 TIMP-1、TIMP-2 分别有 28 % 和 48 %

的同源性，相互之间无免疫交叉反应，他与 TIMP-2

均为非糖基化的蛋白质，T I M P - 3 以不溶性形式与

ECM 结合，也能抑制各种 MMP 活性，与 TIMP-1、

TIMP-2 不同的是，他是以与 ECM 结合状态存在，能

抑制各种 MMP 活性[26-33].

        TIMP-4 是分子量为 22.6kDa 的蛋白质，于心肌组

织中发现，其作用机制不详[34-36].TIMP-2、3、4 主要结

合前 MMP2、9，因而在肝纤维化时，TIMP-1、TIMP-

2 的过多表达而抑制 MMP 活性是纤维生成和沉积的一

个重要机制.

2   TIMPs 的病理价值

当前肝组织活检仍是诊断肝纤维化的最可靠方法，但

由于肝脏病变的不均一性以及损伤性检查等问题不易

被患者接受，难以反复取材，以致不能动态观察肝

纤维化的形成过程及其程度，而目前尚无简便、可靠

的方法确定肝组织的胶原含量. 因此，仅根据肝内纤维

增生的情况进行估计，具有一定的局限性；而血清学

诊断是近年来研究最广泛的肝纤维化诊断方法. 由于取

材方便，费用低，便于开展，较为实用. 通过对有关的

血清学指标进行研究，至今仍未能取得具有确诊意义

的指标. 测定Ⅲ型前胶原 N- 末端前肽(P Ⅲ NP)主要反

映纤维化形成和炎症的活动性，并不能反映肝纤维化

的程度.  近年来，有人检测肝纤维化患者血清中的

TIMP-1 和胶原酶的活性，发现 TIMP-1 的水平增高，而

胶原酶的活性降低，且二者呈负相关. Li et al 用 EIA

法检测酒精性肝病患者血清 TIMP-1 水平，并与组织

学指标和血清 P Ⅲ P 作对比，结果发现: 血清 TIMP-1

在酒精性脂肪肝患者不增高而早期酒精性肝纤维化即

有升高，升高程度与肝组织学纤维化呈显著正相关，

因而可以鉴别酒精性脂肪肝与早期酒精性肝纤维化. 血

清 TIMPs 水平升高，能使 MMPs 活性下降，引起肝脏

细胞外间质积聚，促使肝纤维化， 因此认为检测血清

TIMP-1的水平可作为肝纤维化的诊断指标. 血清TIMPs

与肝纤维化分级呈显著正相关，且在各组慢性肝病之

间重叠较少，是一种反映肝脏细胞外基质降解活性低

下的指标. Walsh  et al [37-47]亦对慢性肝病患者亦进行了

研究，发现血清 TIMP-1 水平较正常人明显升高，且与

血清PⅢP和Ⅳ型胶原密切相关. 我们采用单克隆抗体固

相致敏红细胞黏附技术快速检测TIMP-1和TIMP-2[48-53]

，以病理学诊断为肝硬化患者血清标本为阳性对照，

正常人血清为阴性对照，检测 408 例肝病患者血清中

TIMP-1和TIMP-2，其中急性肝炎128例，慢性肝炎174

例，肝硬化106例，表明肝硬化阳性率明显高于慢性肝

炎和急性肝炎，并随着病损程度加重而升高(慢性肝炎

明显高于急性肝炎)，并同时以 TIMP-1 mAb 及 TIMP-2

mAb 进行免疫组化检测其相关蛋白，并以原位杂交法

检测 TIMP-1 mRNA 和 TIMP-2 mRNA，对 40 例肝硬化患

者肝组织中TIMP-1和TIMP-2的基因和蛋白表达进行了

研究，结果支持我们上述检测结果. 免疫组化及原位

 表 1  TIMPs 种类及特点

种类 分子量(ku) 转录产物大小(kb)        抑制 MMPs  特点 在肝病中的意义

TIMP-1 29        0.9 + 与 MMP-9 前体结合 由激活的 HSCs 释放，在纤维化

肝脏中明显表达或是肝细胞释放

的一种急性期反应物

TIMP-2 21  1.0,3.5 + 与前体 MMP-2 结合 由激活的 HSCs 释放，在纤维化

与基质结合 肝脏中明显表达

不清楚

TIMP-3 24 4.5-5.0 +

TIMP-4             22.6 1.2-1.4 ? 于心肌组织发现 不清楚
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杂交技术检测结果显示：肝纤维化时肝脏组织 TIMP-

1 表达增多且主要位于新生血管、新生胆管及汇管区

和纤维隔中的成纤维细胞[54-56]. TIMP-1 的异常升高可反

映体内 ECM 降解减少，TIMP-1 的血浆水平能反映纤维

降解的减少， 故 TIMP-1 作为反映此类患者肝纤维化

的血清学指标[57]有良好的应用前景.

3   TIMPs 为靶基因的治疗研究

随着对肝纤维化发生机制研究的日益深入，国内虽涌

现出了大量自拟中药制剂，但其治疗机制和作用的靶

基因尚不清楚，故而难以得到专家认可，使其应用

得到限制.药物的靶向治疗和基因治疗是目前肝纤维化

治疗研究中的两种非常有前途的治疗策略. 所谓基因治

疗就是指通过基因水平操作将外源基因导入目的细胞

并有效表达，从而达到治疗或预防疾病的目的. 核酸

是生物体的核心物质，与基因组 DNA/RNA 互补的核

酸称反义核酸，包括反义 DNA、反义 RNA、核酶三

大反义技术.根据杂交互补原理，寡核苷酸可特异性结

合基因组 DNA/RNA，从而定向抑制和阻断特定基因的

复制、转录和翻译，这一寡核苷酸被称为反义寡核苷

酸(asON).asON具有特异、高效、易人工合成等优势，一

般认为 asON 作用表现在当其进入细胞后，能与互补

mRNA分子特异结合，发挥“杂交扣留”或“基因封条”

作用而阻止蛋白质翻译过程. 我们选用 TIMP-1 为靶基

因，应用硫代修饰反义寡核苷酸特异性阻断TIMP-1的

基因和蛋白表达，实验结果发现，模型组 TIMP-1 的表

达值较正常对照组增高 400 % 以上.通过尾静脉给予

asON 后，经免疫组化和 PCR 技术检测肝组织 TIMP-1，

发现其TIMP-1的蛋白和基因表达量均显著低于其他实

验组，说明经硫代修饰后的 asON 在活体内能确切表

达，并在 mRNA 水平上封闭了实验性肝纤维化大鼠肝

脏中的TIMP-1的基因和蛋白表达，使肝纤维化逆转成

为可能.

3   展望

迄今为止，对 MMP、TIMP 与肝纤维化的关系仍有不

少问题尚在探索之中. 对 TIMP 在肝纤维化发病中作用

的研究尚属起步阶段，肝纤维化时，MMP、TIMP 调控

机制、细胞来源、ECM 各种成分之间及其与细胞之间

的相互关系等问题有待进一步研究. 近年随着分子生物

学进展，对 MMP、TIMP 的分子结构和基因调控有了一

定的了解，这对肝纤维化的发病机制研究提供了途径，

并将为临床上各种肝病特别是慢性肝炎和肝癌的诊断

提供更加合理的方法，加强这些方面的研究将对各种

肝病的诊治及其发病机制的研究都有深远的意义.
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浙江大学医学院附属第二医院外科
    浙江大学医学院附属第二医院外科前身为浙江医科大学附属第二医院外科，创建于 1869 年，历史悠久，具有 “严谨、求
实、创新 ”的优良传统. 1912 年开始招收本科生，1981 年开始招收硕士研究生； 1986 年被国务院批准为全国首批博士学位
授予点之一. 1994该学科被省教委批准为省级重点扶植学科. 1999年与浙江大学合并后更名为浙江大学医学院附属第二医院外科.

1   学术地位

该学科为浙江省重点学科，211 建设项目重点学科，中国抗癌协会胆囊癌专业委员会依托单位.曾多次举办“全国刮吸手术解剖
法学习班”，备受外科界密切关注.其中肝、胆、胰疾病的外科治疗在国内享有较高的声誉，并占有重要的地位.

2   硬件条件

该学科由临床外科和外科实验室两部分组成，拥有100 张病床和精良的实验室设施，开展了各种肝、胆、胰疾病的临床和基础研究.

3   技术力量

该学科为博士学位和硕士学位授于点，设有临床医学博士后流动站.现有博士生导师 4 名，硕士生导师 15 名，教授 12 名，副教
授8名，主治医师6名，住院医生6名，副主任技师1 名，主管技师1名.

4   临床特色

该学科以肝、胆、胰疾病及胃肠道肿瘤为主，并兼顾普外科其他疾病的研究和治疗工作.该学科的彭淑牖教授经过多年研究和临床实践
发明的多功能手术解剖器和创立的刮吸法断肝术，有效的提高了大范围肝癌、高位胆管癌及胆囊癌的手术切除率. 使用这种技术不仅使
肝切除手术能在县市级医院普遍开展，又使以往视为禁区的尾状叶及肝脏任何部位大范围切除成为可能.该学科成功地切除了高难度尾状
叶癌70例，而且效果良好；中晚期胆囊癌经“扩大根治术”后1 a生存率已超过90 ％. 肝门胆管癌手术切除率达到 82.5 %，居国际领先
水平，此项发明获2001年国家技术发明二等奖.在胰腺疾病的治疗方面，早在 1950年代该科就首先在国内开展了胰十二指肠切除术.而
1996年该科彭淑牖教授设计和采用的“捆绑式胰肠吻合术”杜绝了胰腺癌根治术后最严重的并发症- 胰漏，此法在全国80 多家医院
推广应用，已成功地施实了1 000例，仅有2例因没有按照正规操作而术后发生胰漏的. 此术式获得浙江省科技进步一等奖. 除此之外，该
科近年来开展的“网膜囊造袋术延期开放治疗出血坏死性胰腺炎”在国内处于领先地位；“序贯式外、内引流治疗假性胰腺囊肿”也为国际首创.

5   科研方面

该学科承担着多项国家自然科学基金课题和省部级多项基金课题及浙江省科技发展重大项目的课题，经费总额达1 000万元. 先后通过
省级以上的成果鉴定6项，获省部级以上奖励15项，国家专利7 项，其中包括：“刮吸手术解剖法与多功能手术解剖器” 获2001年国家
发明二等奖；“捆绑式胰肠吻合术” 获2001年浙江省科技进步一等奖 ；“调控Ki-67基因与胰腺癌细胞的增生抑制及凋亡”获2001教育
部科技进步二等奖；“刮吸法断肝术”获1996年浙江省科技进步一等奖；“非同位素原位杂交和免疫组化研究人类胰腺癌的ki-67基因表
达”获浙江省教委科技进步一等奖及浙江省政府科技进步二等奖.“高渗氯化钠溶液治疗失血性休克的动物实验研究及临床研究” 获浙江省
科技成果奖. 镍钛记忆合金支撑管的研制成功填补了国内空白，获浙江省科技进步一等奖.该学科在不影响患者的前提下，对不同肝脏
功能状况下肝热缺血时限进行了研究，首次阐明了不同肝脏功能状况下人肝脏热缺血时限，对肝脏外科的发展起着重要作用. 同时彭淑

牖教授个人也因在科学技术方面的突出贡献，在2002年获得了“何梁何利基金”科学与技术进步二等奖和吴孟超肝脏外科医学二等奖.

6   国际合作

该学科的彭淑牖教授曾先后多次应邀赴美国、英国、印度及中国台湾、香港等国家和地区进行讲学和手术示范，并有苏丹、香
港和中国台湾等国家和地区的外科同道前来参观学习彭淑牖教授的手术表演.为此同这些国家和地区的医学同道和科研究机构建立起

了良好的友好合作关系.
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摘要
p63 是近年发现的 p53 家族成员之一，由于启动子的不同

和 3’端剪切方式的不同，p63 基因可编码多种具有不同

活性的异构体，可分成两大类：具有反式激活区的 TA 异

构体和 N 末端截短的Δ N 异构体．TA 异构体具有 p53 样

活性诱导细胞周期停滞和凋亡，ΔN异构体则抑制p53的

功能促进转化细胞的生长．p63主要在各种上皮组织的发

育、分化和形态发生上起重要作用，对于胚胎形成过程中

外胚层的发育具有重要的意义，在肿瘤发生中更多的是致

癌作用而不是抑癌作用．
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0   引言

p63 是近年发现的 p53 家族成员之一，与 p53 基因编
码单一产物不同的是 p63 基因可编码多种具有不同活
性的异构体．p53的主要功能是抑制细胞生长和诱导凋
亡，大多数肿瘤的发生与 p53 基因突变有关．p53 是
目前功能比较明确的肿瘤抑制基因．虽然 p63与p53在
蛋白序列上同源性高达 60 %，但研究发现这两个同源
性蛋白在体内具有不同的作用．p63 主要在各种上皮
组织的发育、分化和形态发生上起重要作用，对于胚胎
形成过程中外胚层的发育具有重要的意义，在肿瘤发
生中更多的是致癌作用而不是抑癌作用．p63的功能及
其调控以及在肿瘤中的作用目前还不十分清楚，本文
仅就 p63 基因研究现状做一综述．

1   p63 基因结构与功能[1-9]

p63 基因位于染色体 3q27-3q29 区，含有两个独立的
启动子，第二个启动子位于下游 30 kb 的一个内含子
内．由于启动子的不同和 3’端剪切方式的不同，p63
基因至少编码六种异构体，可分成两大类：从外显子
1 开始转录具有反式激活区的异构体称为 TA 异构体；
从另一个位于外显子 3 和 4 之间的外显子 3’开始转录
的没有反式激活区的异构体称为Δ N 异构体．由于
3’端剪切方式的不同而产生 3 种 C 末端不同的异构
体，又分为α、β 和γ，其中α异构体为全长的异

构体，β 异构体为剪切掉外显子 13 的异构体，γ异
构体为剪切掉外显子 11-14 的异构体．p63 在蛋白质
结构上具有 p53 的标志性特征：从 N 端到 C 端具有反
式激活区、DNA 结合区和寡聚区，在 DNA 结合区 p63
与 p53 的同源性高达 60 %，提示 p63 和 p53 能够结合
同一 DNA 位点，反式激活同一靶基因．寡聚区较高
的同源性提示p63可与p53家族成员形成异聚体或同聚
体，而文献[10]报道更易形成同聚体．除含有与 p53 共
同的三个区域外，在 p63 较长的 C 末端含有一个 SAM
结构域(sterile motif)，这种 SAM 结构域一般在调控发
育的蛋白中才有．
        p63 的各异构体具有不同的功能．TAp63 的功能
与 p53 类似，可与 p53 的 DNA 结合位点结合并激活 p53
相关启动子，如 p21、MDM2 和 Bax 等，诱导细胞
周期的停滞和凋亡．TAp63 各异构体之间 p53 样活性
的大小也不尽相同，其中 TAp63 γ的转录激活作用最
强，而 TAp63 α仅有很小的活性，提示调控成分在
C 末端的 SAM 结构域[11,12]．Δ Np63 缺乏反式激活区，
不能激活 p53 靶基因的转录，而是以显性失活的方式
抑制 p53 和 TAp63 的反式激活作用，不诱导凋亡．体
内和体外实验均表明Δ Np63 可促进转化细胞的生长[13]．
Δ Np63 对 p53 和 TAp63 的抑制作用可能通过以下两种
机制：第一种，Δ Np63 可与 p53 和 TAp63 竞争 DNA
靶位点，而又不具有反式激活作用，从而达到抑制
作用．第二种抑制方式可能是Δ N 异构体与 p53 和
TAp63 之间形成转录激活功能不全的异聚体[4,10]．总
之，p53 与 p63 之间存在相互作用．研究表明 p63 主
要作为 p53 的失活调控因子起作用，而 p53 对调控 p63
的稳定性起作用[14,15]．这种严格的相互作用使 p63 维
持正常的细胞增生和凋亡的平衡而不致发生肿瘤．

2   p63 在组织中的表达

Hall et al [16]采用免疫组化的方法检测了 p63 在人体各
种组织细胞中的表达情况，发现p63在人体组织中呈广
泛而有选择性的表达，如食管、肺、皮肤、肌肉、乳
腺、脾、淋巴细胞、神经组织、消化系统和泌尿生殖系
统等都有不同程度的表达．研究还发现p63在这些组织细
胞中的构成和亚细胞定位都有所不同．
       p63 在各种上皮组织中主要分布在增生区，如食
管、口腔黏膜、皮肤、子宫颈的复层膜和生精小管
上皮都有很强的核染色．胃腺颈细胞、大肠基底细
胞和小肠隐窝下 1/3 腺细胞中阳性细胞较多，远离大



肠基底和小肠隐窝，随着向大肠和小肠表面移行，其
阳性细胞数量和密度逐渐减少．肾脏中也有大量的肾
小管上皮细胞呈阳性反应．胃体和窦门上皮、肠道
绒毛被覆细胞中没有 p63 的表达．
         p63在导管腺结构的器官中呈不同的胞质和胞核的
染色，如胰腺和腮腺的一部分腺泡细胞呈很强的核染
色，而二者导管上皮均显示不同的以核和胞质为主的
染色类型．成年人未妊娠乳腺小叶上皮呈广泛的核染
色，皮肤附件结构如毛囊和汗腺呈胞质和胞核染色．
       p63 在非上皮性结构也有广泛的表达，胃肠道和
子宫内膜的平滑肌，黏膜下丛和肌神经丛的神经节细
胞，脾、扁桃体和淋巴结滤泡生发中心高度增生的淋
巴细胞，外周血淋巴细胞，肝细胞等都有较强的胞质或
胞核的染色．而高度增生的胸腺皮质细胞检测不到阳性细
胞．内分泌组织(肾上腺、胰岛、甲状腺和甲状旁腺)有不
均匀的细胞核染色，阳性细胞约占 10-25 %．
        Western blot 和 RT-PCR 分析表明结肠、卵巢、平
滑肌、皮肤和肺以 p63 α为主，食管、肝脏、乳腺、
胰腺和前列腺以Δ Np63 为主[16-18]．

3   p63 在发育中的作用

p63 最长羧基端含有一个 SAM 结构域，而这种结构存
在于许多参与组织发育和分化的信号蛋白中[2]．研究
还发现 p63 对于胚胎外胚层的发育，上皮干细胞的增
生、生长，上皮组织的发育、分化和形态发生均具
有重要的意义[19-21]．
         研究人员采用同源性重组方法培育p63+/-和p63-/-
小鼠，通过检测这些 p63 基因缺陷小鼠的表型揭示了
p63 对细胞、组织和器官发育的意义．研究发现 p63
基因缺陷的小鼠发生外胚层顶脊的发育缺陷，这样的
小鼠出生后四肢截短，毛囊、牙齿、泪腺或唾液腺、皮
肤、前列腺、乳腺和尿道上皮等结构缺如[19,20]．另外
在人类也发现相似发育缺陷的儿童：缺指(趾)、外胚
层发育不良和唇额裂，称为 EEC 综合征．继而研究证
实 p63 基因突变是 EEC 综合征的主要原因[22,23]．上述
结果表明 p63 在胚胎形成过程中对于外胚层的发育分
化起重要作用．
        一项胚胎发育的回顾性分析[19]显示了 p63 缺陷小
鼠缺乏上皮结构的原因：上皮干细胞在胚胎发育过程
中的耗尽．上皮干细胞对于可再生的多层上皮的发育
和维持很重要，在胚胎发育后期，原始单层外胚层对
中胚层信号做出反应，分层形成分化的表皮．然而不
象野生型细胞经过干细胞的不对称分裂发育，一部分
上皮干细胞保留下来，而是p63缺失的所有上皮干细胞
都被激活经过终末分化，结果没有上皮干细胞保留下
来以维持表皮和其他依赖 p63 的上皮的存在，而导致
p63 缺陷小鼠出生后缺乏广泛上皮结构．表明 p63 对
于上皮干细胞的增生和生存具有重要的意义．p63 蛋
白在上皮组织增生区的高度表达[16,24]并得到体外实验进

一步证实：在角质形成细胞中Δ Np63 是 p53 浓度的 5
倍，经紫外线照射后，p53 表达升高，Δ Np63 的表
达下降，部分细胞发生凋亡．而转基因细胞Δ Np63
α的过量表达抑制细胞的凋亡，凋亡细胞的数量较非
转基因细胞下降 40-45 %[25]．

4   p63 在肿瘤中的作用

p53 在大于 50 % 的肿瘤中发生错意突变或等位丢失，
成为无活性的 p53，而失去抗肿瘤的功能[26-29]．与 p53
相反，p63 在肿瘤中的突变非常罕见．Osada et al [30]

检测了 101 株肿瘤细胞，分别在 1 株肺癌、1 株头颈
癌和 1 株卵巢癌中检测到 p63 的突变，均位于 DNA 结
合区．Hagiwara，et al [31]检测了 54 种人的肿瘤细胞
株，仅发现两株突变．Tannapfel et al [32]发现 32 个患
者的 68 个胃部肿瘤中仅有 1 例发生了 p63 的多态性无
意突变，没有发现氨基酸的替换和读码框架的改变．
        Barrett 食管(barrett esophagus，BE) 相关多层上皮
由于在形态学和免疫表型上具有鳞状上皮和柱状上皮
的特征，被认为是 BE 的早期阶段．BE 的食管下部
复层鳞状上皮被含有杯状细胞的肠道柱状上皮所取
代，BE 可进一步发展为腺癌．Glickman et al [33]采用
免疫组化的方法观察了正常食管、B E 相关多层上
皮、BE、食管鳞癌和腺癌、结肠腺癌 p63 的表达情
况，并与 Ki67、细胞角蛋白(cytokeratin，CK)13(鳞
状细胞标志)、CK14(基底鳞状细胞标志)、CK8/18(柱
状细胞标志)、CK19(基底柱状细胞标志)的表达情况相
比较，以探索食管肿瘤发生的致病机制．发现正常
食管复层鳞状上皮的基底细胞及紧邻基底层的一到两
层棘细胞和食管黏膜腺导管的基底细胞 p63 阳性；BE
不表达 p63；13 例中 9 例(69 %)BE 相关多层上皮的基
底细胞表达 p63，BE 相关多层上皮和黏膜腺导管均为
p63 和 CK8/18 阳性，CK13 分别为 67 % 和 30 % 阳性，
CK14 阴性；鳞状上皮中 p63 阳性细胞 100 %，CK13
和 CK14 阳性，CK8/18 阴性；在所有食管鳞状细胞癌
中 p63 呈弥漫性表达，但食管和结肠腺癌不表达 p63；
正常食管鳞状上皮 Ki67 阳性的细胞同时表达 p63，食
管鳞状细胞不典型增生和侵袭性鳞状细胞癌中 p63 阳
性的细胞也表达 Ki67 蛋白．RT-PCR 分析发现这些表
达 p63 的细胞中主要表达Δ Np63．以上结果表明 p63
在增生的上皮细胞中表达，在鳞状细胞癌中表达上
调，p63 在鳞状细胞癌发生过程中具有重要的作用；
BE 相关多层上皮与黏膜腺导管上皮具有相似性，可
能来源于黏膜腺导管上皮．Tannapfel et al [34]采用原位
杂交的方法分析发现 46 例胃部肿瘤中的 22 例(48%)可
检测到 p63 的转录物，在非肿瘤胃组织中仅有个别的
细胞表达 p63，肿瘤的间质细胞和炎症细胞中 p63 阴性．
因此，原位杂交清晰地显示出 p63 的转录主要定位于胃
的肿瘤细胞．采用免疫组化的方法分析发现68 例胃部肿
瘤中有 25 例可检测到 p63 蛋白，阳性细胞在肿瘤组织内
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呈不均匀分布，分化程度差的肿瘤阳性细胞明显增多，
弥漫型胃癌的大多数肿瘤细胞 p63 阳性．分化差的小肠
癌中 p63 阳性细胞数量明显高于分化好的小肠癌．
        Park et al [35]采用 RT-PCR 方法分析了 12 例正常膀
胱组织和 47 例膀胱癌 p63 的突变和 TAp63、Δ Np63
的表达情况，其中6例膀胱癌有与其匹配的正常膀胱组
织．发现 47 例膀胱癌中没有 1 例发生突变．正常膀胱
组织中可检测到 TAp63 的表达，Δ Np63 检测不到或
极低．47 例膀胱癌中 25 例(53.2 %)TAp63 显著降低，
30 例(63.8 %)Δ Np63 异常过量的表达，6 例具有匹配
正常膀胱组织的膀胱癌中，分别有2例和3例发生肿瘤
特异性 TAp63 和Δ Np63 表达，另外，TAp63 表达量
的降低与肿瘤的分期和分级相关．Kaufmann et al [36]采
用免疫组化的方法观察了 73 例来自食管、肛管、肺、
头颈部和子宫颈鳞癌，141 例多个原发位点非鳞状细
胞癌和 20 例尿道上皮癌的 p63 表达情况，发现 59 例
(81 %)鳞癌，14 例(70 %)尿道上皮癌，20 例(14.2 %)
非鳞状细胞癌过量表达 p63，p63 阳性细胞呈弥散型分
布．研究还发现各种上皮细胞肿瘤主要表达Δ Np63 异
构体[21,35-39]．
        p63 在肿瘤中很少发生突变，而 p63 基因缺失的小
鼠也没有表现出易患肿瘤的倾向．另外，p63基因位点
在多种肿瘤中扩增而不是丢失，提示p63在肿瘤发生中
更多的是致癌而不是抑癌作用[4,13]．p63 在食管、头
颈部、肺、子宫颈等部位的鳞癌、膀胱癌、鼻咽癌中的
过量表达[33，35，36，38-41]，而且Δ Np63 在 Rat-1a 细胞
中的过量表达促进转化细胞的生长和无胸腺小鼠肿瘤
的生长．另外，增生的角质形成细胞、各种上皮细胞肿
瘤和损伤主要表达Δ Np63 异构体[21,33,35]．上述结果表
明 p63 在肿瘤的发生过程中，p63 对调控细胞增生具
有重要的作用；在肿瘤发生过程中Δ Np63 可能通过显
性失活的方式抑制 TAp63 和 p53 的功能而促进肿瘤的
发生；p63 各异构体之间以及与 p53 之间相互作用可能
在肿瘤发生中起到致癌作用，但这些相互作用的调控
以及与其他分子的作用有待研究．
       总之，p63 蛋白广泛表达于人体正常组织中，增
生的上皮细胞尤为显著．p63 对于四肢和外胚层的发
育以及上皮干细胞的增生十分重要，在肿瘤发生中尤
其是鳞癌的发生中起着重要的作用．由于 p63 多种异
构体的存在及其在组织、器官及其肿瘤中呈选择性的
表达，因此深入研究 p63 基因的转录剪切机制、各种
异构体在细胞周期和肿瘤发生中的作用及其与 p53 和
其他相关分子的相互作用，对探讨肿瘤发生的机制、基
因治疗，细胞的发育及分化等具有重要的意义．
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0   引言

随着我国国民经济发展、综合国力提高，以及医疗卫
生事业的进步，人民生活和健康水平在不断提高，平均
寿命不断增长.  目前，我国已经接近成为老龄型国
家，且人口老龄化速度还在增快，这便给老年医学提出
了新的课题与挑战. 老龄化对于消化系疾病的发生、
发展有着重要影响，使得老年消化专业面临着一系列
的新问题.就我国老年消化专业临床、科研工作来说，
目前仍存在不少疑难与热点，故应重视对老年消化系
疾病诊断和治疗特点的认识. 本文便拟就老年期消化系疾
病诊疗特点方面的部分内容，进行初步的总结与探讨.

1   胃黏膜的防御基础

胃黏膜经常受食物和内分泌的影响而发生损害，但可
以很快修复，使损害局限于最表层细胞，从而防止进入
系统循环的物质对器官造成损害. 胃黏膜的防御基础不
是一个静态屏障，而是抵御特定损害的动态过程，当刺
激物在胃内出现时，黏膜的抵御能力也被提高. 胃黏
膜防御基础的不同组分可被看做是适合于黏膜解剖结
构而组织起的多级体系. 第一级防御体系由分泌到胃内
的胃酸、黏液、碳酸氢盐、免疫球蛋白、表面活性磷酸
脂等组成. 第二级防御体系是黏膜上皮，可以显著抵
御胃酸引起的损伤，形成对于被动弥散相对紧密的屏
障. 第三级防御体系是黏膜微循环，及其与黏膜内和
黏膜下感觉传入神经的协同作用. 第四级防御体系是黏
膜免疫系统，如肥大细胞和巨噬细胞可感知外来物质
进入黏膜并引起炎症反应. 此外，当损害侵入上皮深
层时，黏膜能够通过胃腺的再生、外源和内源神经系统
支配的更新、微循环的重建来进行修复. 在这些过程
中，各种细胞因子起到了极其关键的作用[1,2].
     随着人之衰老，机体脏器细胞减少、器官萎缩，
在吸收、代谢和排泌等方面的功能，都较青壮年时期有
明显的退化. 当胃酸和胃蛋白酶等黏膜攻击因子增强，
或黏液屏障、黏膜屏障和黏膜血流量等黏膜防御因子
减弱，以至二者失衡时，就可引起消化性溃疡. 老年

消化性溃疡在临床症状、病变部位、并发症、伴随
疾病及死亡率等方面均具有一定的特点. 就现有老年消
化性溃疡的流行病学资料来看，我国 60 岁以上老年人
中，消化性溃疡患病率为 5 % 左右，其中老年男性
消化性溃疡的患病率明显高于老年女性.老年消化性溃
疡与抑郁情绪、脑力劳动、年龄及性别、心理状态等
影响因素相关[3,4].

2   老年期消化性溃疡的发病情况

老年消化性溃疡的发病机制是综合、复杂、且个性
化的. 老年人可因齿疾而妨碍食物在口腔内的充分咀
嚼，进而影响到后续的食物消化.老年人胃排空能力减
弱，食物在胃内留滞时间延长，细菌更易于生长，并
可能对黏膜造成损伤. 老年人视觉、嗅觉、味觉功能
减退，食物之色、香、味不能很好地刺激老年人各类
感受器官，亦使消化受到影响. 老年人胃黏膜呈退行
性变，往往合并动脉硬化，局部供血量趋向减少，有
慢性进行性营养不良. 幽门螺杆菌感染是目前公认的胃及
十二指肠黏膜炎症的重要致病因素，与十二指肠及胃溃
疡的发病密切相关，该结论同样适用于老年人[5,6].
       老年人疼痛的敏感性下降，症状不典型. 半数以上
老年消化性溃疡缺乏典型上腹部规律性疼痛症状，有
时甚至完全无腹痛，或表现为疼痛位置的变异. 胸骨
后或心前区疼痛者易误诊为心绞痛或心肌梗塞，咽痛
和吞咽困难者易误诊为食管疾病，贫血、呕吐、厌食
及体重减轻者易误诊为恶性肿瘤. 近半数老年消化性溃
疡的主诉为非特异性上腹部不适，而一部分患者以出
血或穿孔为首发症状. 老年消化性溃疡以高位胃体溃疡
多见，因为随着年龄增长，胃体、胃底、贲门部溃疡的
发生率逐渐升高，而且溃疡面积与年龄成正比.  此
外，老年消化性溃疡可合并有冠心病、高血压、慢性
支气管炎、肺气肿、糖尿病、类风湿性关节炎和退行
性骨关节病等诸多病症. 老年消化性溃疡的死亡率也较
青壮年成倍地增高，有资料表明，70 岁以上消化性
溃疡死亡率可高达 20 % 以上[7-9].

3   老年消化道出血和穿孔的发病情况

消化性溃疡并发症主要为出血和穿孔. 溃疡并发出血者
占溃疡病患者的 10-15 %，其中老年患者发病率较高.
老年人胃黏膜屏障的防御能力下降，胃黏膜易受侵蚀
溃烂，且修复难、愈合慢、易再发.  老年人胃壁平
滑肌退行性变，弹性减退，肌肉松疏，易合并消化



道出血，且出血量多、疗效差、穿孔率高. 老年人动
脉血管硬化，存在微血管异型，微循环扩张淤血，因动
静脉短路增生而引起微血管功能障碍. 胃黏膜本身供血
不足，处于黏膜贫血萎缩状态，一旦发生溃疡则不易
愈合，且出血时由于动脉收缩能力差，出血量多而不
易止血. 老年人能量代谢障碍，脏器生理功能减退，
心、肺、肾的代偿能力降低，内环境不稳定，心排血量
下降，组织供血不足而缺氧，能量代谢明显升高，因此
溃疡难以愈合和易于并发出血. 老年人体液和细胞免疫
功能减退，易患各种自身免疫性疾病，并因此而影响
溃疡的愈合，成为引起老年消化性溃疡病并出血的又
一因素.此外，相当多的老年患者以 NSAID 等药物为
诱因，不仅能导致消化性溃疡的发生，也会促使溃疡
活动和出血[10,11].
       穿孔是消化性溃疡的常见并发症，老年穿孔患者
病情更严重、复杂和凶险. 老年人胃溃疡较十二指肠
溃疡多，溃疡部位随年龄增长而呈高位，因此胃窦、小
弯侧等恶性溃疡或溃疡恶变好发部位的穿孔发生率上
升.老年人对疼痛反应迟钝，腹肌萎缩，穿孔时大多
缺乏腹部症状和体征. 往往缺乏持续加剧的上腹痛、
腹壁僵硬、反跳性压痛、肠鸣音减弱等症状，板样腹亦
可不明显. 老年人器官系统功能不全、免疫力低下、
感染不易控制，穿孔病情进展快，休克发生率高，且合
并症多，死亡率高. 老年消化性溃疡穿孔患者溃疡史
较长，往往就诊迟、病情重，穿孔直径较大，腹腔
污染严重.且穿孔部位越低，时间越长，腹腔污染越
重，休克发生率越高，穿孔越不易自行愈合，往往需手
术治疗.老年人常伴有程度不等的心、肺、肝、肾等
疾患，存在着脏器功能不全，在感染、休克的基础上，
加上手术的打击，易诱发重要脏器功能衰竭. 因此，要
降低死亡率，关键在于正确处理穿孔的合并症，减少
严重的并发症，防止心、肺等重要脏器功能衰竭[12,13].

4   老年人非溃疡性消化不良的发病情况

非溃疡性消化不良是指有消化不良症状，然而未发现
胃肠道溃疡及肿瘤，并排除食管炎及肝、胆、胰疾病的
综合征，其症状表现不一，有学者将其分为胃食管反
流型、溃疡样型、动力障碍型、吞气症型、特发型等 5
种类型. 非溃疡性消化不良的病因复杂，慢性胃、十
二指肠炎，幽门螺杆菌感染，胃动力异常，胃肠激素分
泌失调、激素受体敏感性异常，神经精神因素等都可
能与之相关联. 非溃疡性消化不良主要病理生理改变为
排空延迟、胃十二指肠运动不协调等胃肠动力学障碍.
老年人非溃疡性消化不良患者在胃肠专科门诊中常
见，多以上腹疼痛或不适为主诉，因最终找不到病因
而诊断为非溃疡性消化不良. 对于消化不良患者来说，
老年人经胃镜检查所发现的器质性病变比率，明显高
于青壮年人群，因此胃镜检查宜作为评估老年人消化
不良病因的重要方法. 通过检查可发现胃、十二指肠

炎性病变，消化性溃疡，胃食管反流病，良性肿瘤，
乃至恶性肿瘤，从而尽早明确诊断，减少误诊、漏
诊. 此外，老年人非溃疡性消化不良往往与其生理、
心理和社会状况相关，情感障碍在发病中占有一定的
位置. 因此，应注意避免由于老年人躯体症状较多，
掩盖其抑郁心境，给诊断和治疗带来困惑[14,15].

5   老年人胃肠动力障碍性疾病的情况

上食管括约肌功能紊乱主要表现为静息时张力异常和
开放异常. 下食管括约肌功能紊乱则表现为松弛障碍，
吞咽时食管中、下段缺乏原发性蠕动，食物不能通过
入胃. 通过分年龄段测定食管压力，结果显示老年人
上食管括约肌静息压显著降低，而下食管括约肌静息
压仅相对降低. 老年人上食管括约肌压力逐渐减弱，
吞咽后松弛延滞，咽收缩压和咽食管蠕动波速率增加，
吞咽起始的感觉阈值也增加. 吞咽后远端食管同步收缩
显著增多且失调，食物通过食管常发生异常. 此外，
老年人食管蠕动异常也与食管内肠肌间神经元数目减
少有关. 胃食管返流病相当多见，其发病率随年龄而
上升. 老年人食管敏感性降低，对症状耐受性上升，
并且经常伴随的慢性阻塞性肺疾病或冠状动脉疾病易
与胃食管返流病混淆.  反酸、吞咽困难、胸痛、呼
吸症状、呕吐是老年人胃食管返流病的主要表现，而
烧心则少见，出现胃灼热情况表明食管黏膜病变严重.
老年人胃酸并不明显增高，而且随年龄增高而发生的
萎缩性胃炎和胃酸缺乏，有可能使老年人存在乏酸性
反流[16-18].
       胃肠动力障碍疾病患者存在胃肠电生理活动的异
常，胃动力减弱而不能产生有效的收缩，胃十二指肠
腔压力梯度差不能形成，致胃排空延缓，胃窦低张.
非溃疡性消化不良、胃电节律紊乱、胃排空加速、
胃轻瘫、碱性反流性胃炎都属于胃动力障碍性疾病.
老年人存在多指标胃动力学功能下降，其胃液排空延
迟，胃窦收缩频率、胃窦收缩幅度降低，胃窦运动指数
减少. 人的生理性摄食随年龄增长而减少，人一生的
热卡摄入量也逐渐减少，老年人食欲和饥饿感下降，可
引起胃肠动力和运输功能的改变. 小肠营养物介导胃排
空率的反馈调节，小肠内营养物刺激幽门，使时相性
和紧张性压力增高，阻止食糜通过幽门，是胃排空延
缓最主要的动力过程. 营养物对健康老年人胃排空减缓
作用更加显著，使饱感增加，胃扩张延迟，胃的泵功能
减弱. 小肠内摄入营养物，使青年人和老年人的幽门
部时相性压力波和紧张性压力波都增加，但使老年人
增加更多. 胃肠激素调控着消化道的分泌、运动、吸
收、血流和细胞营养等功能，他们的分泌异常必然会
影响消化道的功能，引起各种临床症状和综合征. 老年
人胃酸排出量明显低于青年人，而老年人胃液生长抑
素呈高水平分泌，老年人胃酸分泌功能减弱，与生长
抑素及胃泌素水平变化有重要关系[19-21].
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空腹十二指肠运动呈收缩和静止交替的周期性变化，
称肠道迁蓰运动复合波，分为 I 相静止期、II 相不规
则收缩期和 III 相规则收缩期，III 相波从小肠上段缓
慢地向小肠下段移动. 对因恶性肿瘤行腹部放射后产生
胃肠道症状，即具有假性小肠梗阻的典型表现的、所
谓放射性肠病的老年人进行肠道测压，发现其Ⅲ相波
延迟，且强度与营养不良程度相关. 患帕金森病的老
年人常有体重减轻，研究发现其小肠动力低下，口至
盲肠通过时间延长，肠通透性也紊乱. 功能性便秘在
临床上十分常见，这类患者存在结肠、直肠和肛门动
力的异常，而经各项检查未发现器质性疾病. 老年人
便秘与活动减少、食物中缺乏纤维、直结肠内粪块嵌
塞、直肠脱垂和直肠膨出、痔、神经系病变、憩室病有
关.老年人还常在便秘同时存在大便失禁，其重要的发
生因素是内、外肛门括约肌张力减弱和肛肠、直肠感
觉受损[22,23].

6      参考文献
1 Lacapere JJ, Robert JC, Thomas-Soumarmon A. Efficient solubi-

lization and purification of the gastric H+, K+-ATPase for func-
tional and structural studies. Biochem J  2000;345(Pt2):239-245

2 孙凤蓬, 宋于刚. 胃黏膜防御基础的研究进展. 胃肠病学和肝病学
杂志  2001;10:297-300

3 张玫, 汤哲. 老年人消化性溃疡病与相关因素的影响. 中华内科杂
志  1998;37:702-703

4 Moragoda L, Jaszewski R, Kulkarni P, Majumdar AP.Age-asso-
ciated loss of heterozygosity of tumor suppressor genes in the
gastric mucosa of humans. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
2002;282:G932-936

5 徐有青,王丽华,崔桂兰,田自然. 老年人消化性溃疡幽门螺杆菌感染
的探讨. 中华老年医学杂志  1999;18:41

6 Stanghellini V, Anti M, Porro GB, Corinaldesi R, Gasbarrini G,
Giacosa A, Fiocca R, LaVecchia C, Maconi G, Negri E. Risk in-
dicators of organic diseases in uninvestigated dyspepsia: a one-
week survey in 246 Italian endoscopy units. Eur J Gastroenterol
Hepatol  1999;11:1129-1134

7 Higham J, Kang JY, Majeed A. Recent trends in admissions and
mortality due to peptic ulcer in England: increasing frequency
of haemorrhage among older subjects. Gut  2002;50:460-464

8 Hilton D, Iman N, Burke GJ, Moore A, O’Mara G, Signorini D,
Lyons D, Banerjee AK, Clinch D. Absence of abdominal pain in

older persons with endoscopic ulcers: a prospective study. Am J
Gastroenterol  2001;96:380-384

9 孙凤蓬, 宋于刚, 朱新生, 汤事能, 杜江, 邱庆林, 赵彤. 冰乙酸性大
鼠胃溃疡模型的建立及溃疡胃窦黏膜的光镜和透射电镜观察. 世
界华人消化杂志  2001;9:135-138

10 Peura DA, Lanza FL, Gostout CJ, Foutch PG. The american col-
lege of gastroenterology bleeding registry: preliminary findings.
Am J Gastroenterol  1997;92:924-928

11 Griffin MR. Epidemiology of nonsteroidal anti-inflammatory drug-
associated gastrointestinal injury. Am J Med  1998;104:23S-29S

12 Raju GS, Bardhan KD, Royston C, Beresford J. Giant gastric ulcer:
its natural history and outcome in the H2RA era. Am J
Gastroenterol  1999;94:3478-3486

13 Pilotto A. Helicobacter pylori-associated peptic ulcer disease in
older patients: current management strategies. Drugs Aging
2001;18:487-494

14 Stanghellini V, Anti M, Porro GB, Corinaldesi R, Gasbarrini G,
Giacosa A, Fiocca R, LaVecchia C, Maconi G, Negri E. Risk in-
dicators of organic diseases in uninvestigated dyspepsia: a one-
week survey in 246 Italian endoscopy units. Eur J Gastroenterol
Hepatol  1999;11:1129-1134

15 孙凤蓬, 宋于刚. 胃泌素及其相关胃肠激素的研究进展. 国外医学
生理、病理科学与临床分册  2000;20:229-231

16 Csendes A, Smok G, Quiroz J, Burdiles P, Rojas J, Castro C,
Henriquez A. Clinical, endoscopic, and functional studies in
408 patients with Barrett’s esophagus, compared to 174 cases of
intestinal metaplasia of the cardia. Am J Gastroenterol  2002;97:
554-560

17 孙凤蓬, 宋于刚. 老年人胃肠动力障碍性疾病研究进展. 实用老年
医学  1999;13:92-93

18 宋于刚, 孙凤蓬. 老年人胃肠动力障碍性疾病研究现状. 第一军医
大学学报  1999;19(增刊):89-91

19 Chen JD, Ke MY, Lin XM, Wang Z, Zhang M. Cisapride pro-
vides symptomatic relief in functional dyspepsia associated with
gastric myoelectrical abnormality. Aliment Pharmacol Ther  2000;
14:1041-1047

20 孙凤蓬, 宋于刚, 程蔚, 赵彤. 大鼠胃溃疡及自愈过程中胃泌素、
生长抑素与 G、D 细胞变化关系的实验研究. 中华消化杂志 2002;
22:57-58

21 Sun FP, Song YG, Cheng W, Zhao T, Yao YL. Gastrin, somatostatin,
G and D cells of gastric ulcer in rats. World J Gastroenterol  2002;
8:375-378

22 Cook CG, Andrews JM, Jones KL, Wittert GA, Chapman IM,
Morley JE, Horowitz M. Effects of small intestinal nutrient in-
fusion on appetite and pyloric motility are modified by age. Am
J Physiol  1997;273:R755-761

23 Camilleri M, Lee JS, Viramontes B, Bharucha AE, Tangalos EG.
Insights into the pathophysiology and mechanisms of
constipation, irritable bowel syndrome, and diverticulosis in
older people. J Am Geriatr Soc  2000;48:1142-1150

612                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 5 月 15 日  第 11 卷  第 5 期



World Chin J Digestol  2003  May;11(5):613-618
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 文献综述 REVIEW •

胆道系统运动调节及功能性胆道运动异常的诊治

陈仕珠

陈仕珠,中国人民解放军解放军第 451 医院  陕西省西安市  710054
项目负责人:陈仕珠,710054,陕西省西安市友谊东路 269 号,中国人民解放军
解放军第 451 医院内科.  chen sz@pub.xaonline.com
电话:029-2257105
收稿日期:2002-03-29    接受日期:2002-11-18

摘要
胆道系统运动调节十分复杂，其功能紊乱的诊治难度亦

大. 正常胆管的结构及压力梯度是胆汁流动的动力. 胆系运

动受多种神经和激素的调节，大多数胃肠激素不同程度地

参与胆系运动的调节. 胆囊(GB)容量、胆汁排出量(GEF)

受年龄、性别、体重、饮食量及其成分、吸烟、血糖、血

氨基酸和胆盐等影响. 试餐超声检查及核素闪烁照相、

ERCP对本病有一定诊断价值；胆道压力测定结果为诊断

本病的金标准，但广泛应用受限制. 功能性胆道运动不良

(含 GB 切除术后胆道动力障碍)分Ⅲ型，舒张Oddi 括约肌

(SO)的药物对Ⅱ和Ⅲ型有较好疗效.内镜SO切开术有效率

达 90 % 以上.
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0   引言

功能性胆道疾病临床上十分常见，发生率约占消化系
疾病门诊数的 20 %[1]. 由于其中 60 % 以上的患者症状
不明显或因同时存在胃肠功能紊乱等而被其他症状所
掩盖，加上检查和治疗手段的限制，仅约 10-20 % 的
患者得到诊断[1,2]. 为了提高对本病的认识，本文对近
年来有关功能性胆道疾病的研究进展作一介绍.

1   胆管动力与调节

1.1 胆管结构及动力学  肝内胆管均无平滑肌细胞，肝
外胆管平滑肌细胞发现率分别为肝总管 24 %，胆总管
十二指肠上段 53 %，胰腺段 87 %；胆总管上段仅有
少量环行或纵行平滑肌束，在壶腹部形成胆总管括约
肌[3]. 胆汁流动主要依靠胆内压力梯度[4,5]. 正常时肝内静
水压(肝内胆汁分泌压)为 2.64-2.94 kPa，肝外胆管内
压为 0.98-1.3 kPa，而 SO 压为 1.07-1.4 kPa. 胆囊(GB)排空
后，其内压力下降至0.98 kPa以下(最低至0.49 kPa)时，胆
液便流入 GB，GB 充盈，压力升高可达 1.77-2.16 kPa.
胆管括约肌和 SO 松弛时胆液很快排入胆管，进而排入
十二指肠. 如 SO 功能障碍致胆汁排出障碍，使胆管压力
超过 2.94 kPa(直径≥ 9 mm)时，则考虑胆管有扩张[3].

1.2 胆管运动调节  胆管壁内有较多的神经细胞，但未
形成界限明显的壁内神经丛. 胆总管有主动伸长或缩短
运动功能，有助于转送胆汁[4]. 自主神经使胆道张力维
持正常状态. 胆汁流动的原动力是肝胆汁的正常分泌压在
GB排空过程中，胆管系统主要起输送管道及顺应性收缩
或扩张的作用.而起动力或控制作用的是 GB 和 SO[6,7].

2   SO 和 GB 运动调节

2.1 SO 结构功能  SO 由胆总管括约肌、胰管括约肌、
壶腹括约肌、中间纤维组成. 胆总管括约肌和中间纤维
可见于所有人，只有 1/3 和 1/6 的人有胰管和壶腹括约
肌. 正常人胆总管压力约 0.66 kPa，胰管压 1.26 kPa，
SO 基础压 1.33 kPa. 胆总管压升高时，SO 即松弛，胆
汁排出，压力降低，故胆汁一般不会流入胰管[3]. 调
节SO运动的因素多而复杂，涉及神经和激素(以肽类激
素为主)[8,9].
2.2 GB 容量及 GB 排空  GB 分为底、体、颈和 GB 管.
GB 管长约 3-4 cm；直径 2-3 mm. GB 管近 GB 管颈有
螺旋黏膜皱襞称海斯特瓣，由平滑肌构成，可防止 GB
管的过度扩张和塌陷[3,9]. GB 有纵行肌、斜行肌和少许
松散排列的环形肌组成的平滑肌层，GB平滑肌收缩可
排出胆汁，是 GB 胆汁排空的原动力，GB 管内螺旋状
黏膜皱襞有 GB 泵作用，有助于 GB 充盈[1-3].
       正常人空腹 GB 容量(fasting gallbladder volume，
FGV)与性别、年龄[10,11]、饮食习惯、胃十二指肠功能
状态等有关[12-15]. 女性 FGV 通常较男性为少[11]. 肥胖者
FGV 通常较多. 瘦男性和胖女性随年龄增加 FGV 也增
加. 低脂低蛋白饮食可使FGV增加[2]. 长期饮酒者饮入较多
酒后可使 SO 等的运动发生变化而影响 GB 排空[16,17]. 肠易
激综合征及胆汁返流性胃炎患者FGV增加[12-15]. 正常人进
脂肪餐后，GB可排出其中80 %以上的容量，于1 h内GB
排出量(gallbladder ejection fraction，GEF)即可达最大[1,18]，尔
后 GB 开始充盈(充盈多于排出). 禁食状态下，GB 呈周
期性收缩并排出少量胆汁入十二指肠，随胃十二指肠移
动蠕动复合波(interdigestive motor complex，IMC)向下
推移[1,12,19]. 空腹和餐后 GB 排空是交替进行的，在 IMC
的Ⅰ相和Ⅲ相时，SO 以 6-8 次 /min 规则地正向蠕动，
使胆汁以脉冲式挤入十二指肠，结果使充盈大于排空，
Ⅱ相时 GB 开始收缩，同时 SO 松弛，胆汁以1 mL/min流
向十二指肠[5,19-23]，总体排空多于充盈. 如进食大量脂肪饮
食GB可加倍收缩，以3 mL/min将胆汁排入十二指肠，此
种排空多于餐后 1 h 内达高峰[20-22] 这样，使来自肝脏新
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的稀薄的胆汁不断进入 GB，同时 GB 胆汁陆续被排出
而不致过分浓缩. 进一步研究发现，餐后 90 min GB 排
出的胆汁量为基础量的 6 倍[22]，即约 5 倍多的胆汁是
肝脏新分泌出来的. GB排空速度与量除与食物成分有关
外，与食物到达十二指肠的速度及十二指肠产生的
GB 收缩素(cholecystokinin，CCK)等的含量、GB 和 SO
上 CCK 等受体密度和敏感性等关系密切[21,22].
2.3 GB 和 SO 运动的神经调节  已知 GB 和 SO 运动受胆
碱能及肾上腺素能神经控制和调节. GB 壁内存在黏膜
层和肌层神经丛及较多神经细胞，但未形成界限清楚
的壁内神经丛. GB 壁和 SO 上存在α、胆碱能及 β 受
体，前二者介导收缩，后者介导舒张，正常情况下 GB
收缩和 SO 舒张是同时发生的. 此外，GB 和 SO 上还分
布有生长抑素(somatostatin，SS)等多种肽能神经及其受
体，参与 GB 排空的调节. 切除迷走神经可显著延缓 GB
排空并减少 GEF，改变 GB 排空方式，表现为连续排空
及再充盈[23,24]. 刺激迷走神经使 GB 内压增加，SO 松
弛，GB 排空增快、增多[25]. 除肾上腺素能和胆碱能神
经外，免疫组化研究表明，SO 上存在密集的含神经肽
的肌间神经[26,27]，豚鼠 GB 壁分布有组胺受体，并通
过激活 H1 和H2 受体调节 GB 收缩[28]. 表明肽能神经、组
胺能神经等均参与 GB 排空的调节.此外，GB 排空亦存
在头相，可能是感官-胃液分泌-十二指肠酸化-CCK-
胆碱能神经 -GB 和 SO 的结果，而胃相 - 肠相及回肠结
肠相则与食物所达部位继发的神经和体液调节所致[29].
2.4 GB和SO运动的体液调节  已知许多胃肠激素(gastro-
intestinal homone， GH)参与GB 和SO运动的调节[2,3,29-31]. 脂
肪餐进入十二指肠后引起 CCK 释放，CCK 与 GB 及 SO
上的CCK受体结合或经胆碱能神经作用产生排空效应.
静注 CCK-8 可使胆总管压明显升高，SO 活动增强，
压力减低[23]. 但GB及S0对含肽数量不同的CCK反应有
异，GB 对同样剂量的 CCK-3(10-80 nmol/kg)和 CCK-2
(10-160 nmol/kg)无反应，而 SO 则可完全松弛. 用于阻
滞CCK对SO作用的药物剂量要比对GB的剂量大得多.
除循环 CCK 调节 GB 排空外，将 CCK-8、CCK-5 和胃
泌素置于 GB 腔内，可引起由神经介导的 GB 收缩，并
呈剂量相关，其机制可能是通过 CCK-B 型受体，经
内脏神经介导的[2]. 血管活性肠肽(vasoactive intestinal
peptide，VIP)与 CCK 联用时，可拮抗 CCK-8 对 SO 的
作用，但单独输注 VIP 则对 SO 活动无明显影响[23,31]. 静
注 P 物质、阿片肽对 SO 的作用与 CCK-8 相似，使 SO
收缩，减少胆汁流出，但作用稍弱[1,32]. 内源性前列腺素
(PG)系统对正常人空腹及餐后 GB 排空均无明显影响[1]，
可参与CCK引起的GB收缩的调节. 但PGE通过刺激GB
黏液分泌，抑制 GB 排空，使 GB 张力增加，其拮抗剂
消炎痛可消除此作用，防止胆固醇核的形成，促进 GB
排空. 有研究发现，心房利钠肽使餐后 GB 收缩，而
空腹则否，可能是 GB 胆汁对 GB 的作用不同[33]. 蛙皮

素刺激的 GB 收缩可被阿托品和 SS 所抑制，提示蛙皮

素对 GB 的作用是经胆碱能神经实现的，而 SS 抑制 GB

排空可能是通过抑制蛙皮素刺激的CCK释放[34,35]. 胃动

素调节胃肠运动，亦调节 GB 排空. 胃动素拟似剂红霉

素可促进 GB 排空异常的人的 GB 排空，提示胃动素可

能刺激其GB收缩及SO舒张[34]. 胃泌素释放肽直接刺激

豚鼠 GB 收缩[1,2]. SS 通过抑制几乎所有刺激 GB 收缩和 /

或 SO 松弛的激素的作用而抑制 GB 排空. 静注 SS 可完

全消除由进固体、液体食物及胆碱能和 CCK 等引起的

GB 排空，抑制静息状态时 SO 运动[30,34-36]，而奥曲肽

抑制空腹和进餐引起的 SO 运动，增加 SO 基础压和收

缩波[31,34-37]. Weber et al [37]研究发现，皮下注射 100 ug

奥曲肽显著增加SO 收缩频率和基础压，抑制GB收缩，

该作用持续超过 1 h(而循环 SS 半衰期仅约 3 min). 进一

步证实奥曲肽可引起 SO 功能不良及减少 GB 排空，但在

SOD 患者则可使 SO 松弛，利于 GB 排空[38,39]. 由于长期

应用奥曲肽使 GB 排空缓慢而引起的 GB 结石者高达

20 %[1,2,40]. 神经减压素10-40 ng/(kg·h)使餐后GB排空明

显减少，而用2-5 pmol/(kg·min)者则否. 表明神经减压素

抑制 GB 排空的作用与剂量有关[41]. McKirdy et al [42-44]研

究发现，一氧化碳可能为 GB 平滑肌收缩的抑制性递

质，参与 GB 运动的调节. 进一步研究表明，刺激狗 SO

非胆碱能非肾上腺素能( n o n - a d r e n - e r g i c  n o n -

cholinergic，NANC)神经引起的 SO 松弛可被河豚毒及

氧合血红蛋白消除，但不受阿托品、心得安、酚妥

拉明、消炎痛、CCK 及 VIP 的影响，推测可能是电刺

激使 NANC 释放一氧化氮，进而使 SO 松弛[45]. 内源性雌

激素可延长胃排空，使食物到达十二指肠的速度减慢，

进而经 CCK 使 GB 排空延缓[46]，可部分解释女性 GB 结石

发生率高的原因. 此外，甲状腺素、神经肽 Y 可直接或

间接抑制 SO 收缩，调节胆囊排空[46,47].

2.5 影响 GB 排空的其他因素  在体外，生理剂量胆盐
抑制 GB 收缩；在体内，GB 内胆盐亦抑制 GB 收缩[48,49].
高血糖时 GB 收缩减少[50]. 静注氨基酸显著引起正常人的
GB 收缩[51-53]，而高血糖者则无此反应[1,2]. Garg et al 通过静
注氨基酸刺激胆汁排泄来从十二指肠收集胆汁亦证实
氨基酸有促进 GB 排空作用[52-54]. 进脂肪餐时吸烟不影响
GB收缩，但进餐后20-40 min吸烟则引起GB排空延缓[55].
GB开始收缩反应由胆碱能神经胞体或轴突上尼古丁受
体介导，而GB松弛则可能为释放尼古丁的神经末端上
的尼古丁受体被激活所致[56]. 肠外营养和低脂低蛋白饮
食使 FGV 增加，GEF 减少，胆汁潴留，为 GB 结石形成
的危险因素之一[56,57]. 快速减肥期间 GB 容量增加，胆
汁成分发生有利于成石的变化[58]，其 GB 收缩减少，
胆固醇饱和度增加，胆结石形成增多[59,64] ，而胆汁胆
固醇增加抑制 GB 肌收缩，促进结石形成[57]. 应用熊脱
氧胆酸[65,66]及熊胆醇(ursodid)或ibuprofen[67]对防止减肥诱

发的胆结石有一定作用.

3   功能性胆道运动不良的临床表现、诊断和治疗
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3.1功能性胆道运动不良的临床意义  功能性胆道运动功
能不良的直接结果是 GB 排空不良，而 GB 排空不良为
GB 结石形成和胰腺炎的重要原因. 动物研究表明，GB
排空不良常是 GB 结石形成的原因而非结果. 肥胖及限
食、体重快速减轻时，由于 G B 排空减少，胆固醇
饱和指数增加，易形成结石[56-65] ;如限食至 2.092 kg/
d(500 cal/d)，则 GB 结石发生率明显增加，≥ 3.765 kg/d
(900 cal/d)则很少发生 GB 结石[59]. 肢端肥大症患者由于
长期应用对 GB 排空有抑制作用的奥曲肽，使 GB 结石
发生率明显增加[34-37]. SO 功能不良(sphincter of oddi
dysfunction，SOD)可引起胆汁潴留、胰腺炎及上腹痛综
合征[68-71].
3.2 功能性 GB排空不良的临床表现及诊断  一般而言，
SO 痉挛者症状多较明显[69,70]，而 GB 收缩无力者则甚
少出现明显症状. 约 20 % 有症状者亦因发生机制不同
而表现不一[49]. 主要症状有右上腹不适、隐痛、胀痛
或绞痛，部分患者可酷似胆绞痛表现：疼痛较剧烈，向
肩背部放射，并可出现黄疸，谷丙转氨酶(ALT)、胰淀
粉酶升高等肝胰损害表现[69-71]. 急性特发性胰腺炎患者
中 79 % 为 SOD 所致[72]. 由于有 SOD 患者常伴胃肠运动
功能紊乱[66,67]，故需与 Vater 壶腹 / 十二指肠痉挛所致
之上腹痛相区别，后者可通过闪烁照像或十二指肠压
力测定鉴别[68]. 在部分 SOD 患者，其胆管括约肌和胰
管括约肌为两个独立部分[71,73]，对 CCK 反应亦异，临
床表现及治疗方法亦有不同[72-74]. 试餐超声及核素闪烁照相
检查患者FGV明显增多，餐后GEF明显减少，最大GB排
空速度明显减慢，GB 残留胆汁增多，GB 排空时间延
长[75-77]. SO痉挛或失弛缓者可见胆总管扩张(≥12 mm)[70,71].
有胆总管综合征者胆总管内径可≥ 15 mm[76]. 造影及药物
试验  内镜逆行胰胆管造影(ERCP)可见造影剂排空缓慢[1,78].
对GB收缩无力所致排空不良者应用拟胆碱能药物或胃
动素激动剂[32]或多巴胺拮抗剂[79]和作用于壁内神经药物
如西沙必利(cisapride)[80,81]等可使 GB 排空明显改善. 对
Ⅱ、Ⅲ型 SOD 患者，应用钙通道阻滞剂等可迅速缓解
症状，增加 GEF， 加快排空速度 [71,82-84]. 胆道压力测定常
表现为[85,86] : (1) SO 基础压升高(≥ 5.3 kPa，40 mmHg); (2)
SO 收缩频率、幅度增加；(3)收缩传导顺行减少而逆行增
加；(4)SO对CCK等反应异常；(5)胆管、胰管压力升高. 35 %
的患者 Vater 乳头压力增加(>10.7 kPa，80 mmHg)[68,71,74]. 有
研究表明，SO 压力测定结果与患者的临床表现大多一
致[87]，不明原因急性胰腺炎患者 31 % 有 SOD[88] . ERCP
可引起严重并发症，而胆道压力测定并发胰腺炎的发
生率较 ERCP 更高. 但 Chan et al [89]认为，如技术上可
行则测SO压对诊断还是必要的.行压力测定等操作时应
用镇静剂对测定结果无明显影响[90-92]. SOD 诊断标准
为：(1)有胆绞痛史；(2)血清胆红素升高，碱性磷酸酶
(ALP)为正常上限的 1.5 倍；(3) ERCP 发现胆总管扩张
(≥ 12 mm) ; (4)ERCP 仰卧位 45 min 胆道仍有造影剂潴
留[78]. 根据该标准将SOD分为三型[74].Ⅰ型:上述4条标准

均有；Ⅱ型：有胆绞痛史加其他任 1-2 条标准；Ⅲ
型：仅有胆绞痛. 进一步研究发现，在诊断为 SOD 的
患者中，除Ⅰ型外，Ⅱ型、Ⅲ型分别有 61 % 和 50 %
的患者有 SO 压力异常. 关于胆总管扩张的标准，亦曾
有人提出>15 mm 作为扩张的指标[69,70,74]，达此数者通
常示扩张显著，应排除器质性病变所致. 胆道压力测定
虽是诊断 SOD 的金指标，但因增加患者痛苦和受条件
限制，故对反复发作，症状典型，经超声、CT 等检查
符合 SOD 并排除原发器质性病及经药物试治有效者亦
可诊断. Sugawa et al [92]认为，对 I 型 SOD，行内镜括
约肌切开术(EST)前不必行 SO 压力测定. 定量肝胆闪烁
照相对SOD的诊断价值与SO压力测定接近，故可以前
者代替后者[93].
3.3 GB 切除术后胆道动力障碍(PCBD)  约 30 % 的慢性
GB 炎、胆结石术后患者仍有上腹不适或疼痛等症状，
其中 50 % 主要由 PCBD 引起[94]，以女性多见，男∶

女为 1∶4. 这些患者 SO 基础受缩频率及幅度增高，逆
向受缩比例增多.其中 1 型 SOD 患者中 90 %，Ⅱ型患
者中 31.8 %，Ⅲ型患者中 6.7 % SO 压力异常；约 3-4 %
的严重者有胆管扩张. 进一步研究发现[95]，PCBD 患者
血胃泌素水平明显高于对照组. 认为GB切除后GB与SO
协调作用被破坏，SO 缺乏 GB 收缩反射性引起 SO 松弛
的调节而经常处于受缩或痉挛状态. 此外，部分患者在
其 GB 切除前可能就已有 SOD，只是其症状被误认为
胆石症所致未被诊断而已. PCBD的诊断: 即在上述SOD
诊断标准的基础上排除消化系溃疡，胆管结石，肿瘤，
特发性胰腺炎的无诱因间歇性右上腹痛.
3.4功能性GB排空不良的治疗  (1)一般治疗:调节饮食，
适当减少可诱发 SOD 的食物的摄入；调节情绪和胃肠
功能，可减少SOD的发作频率. (2)内镜 SO切开术(EST):
对反复发作，有明显症状并引起肝、胰损害，经压力测
定等检查确诊为 SOD 和 PCBD 的患者，行内镜下 SO 切
开术，可显著改善 GB 运动和 GB 排空[92,95-99]，消除症
状，其近、远期效果较好(有效率达 91.7 %)，但其术
后再狭窄率达 12 %[100]. 对Ⅰ型 SOD 因效果不佳而不主
张用 EST. (3)气囊扩张:不能使 SOD 完全缓解[101]，对不
能行EST的患者可考虑用气囊扩张[102]. (4)经十二指肠括
约肌切开术:效果不佳者达 7-35 %，可能与手术适应
证较难掌握有关[103-105]. (5)药物治疗:已知有胃肠运动功能
紊乱患者常同时存在 GB 或 SO 运动功能不良或二者运
动不协调. 应用调节胃肠运动的药物治疗常可使 GB 排
空功能改善[1,79,83]. 对伴胃肠运动缓慢者，应用多潘立
酮、西沙必利和左舒必利(Levsoulpiride)(75 mg/d)可促进
胃排空，同时显著增加 GB 排空[79-81,83,84]. 对正常人，多
潘立酮和西沙必利均抑制GB排空，其机制可能是使SO
收缩加强所致[79] ; 对其长期应用是否增加患者 GB 结石
的发生率尚未定论. 红霉素为胃动素拟似药，通过增强
GB 收缩，减少 SO 压力及收缩幅度而显著增加 GB 排
空，使剩余胆汁减少[32,106]. 硝苯吡啶抑制正常人 GB 收



缩，减少 GB 排空[107]，但不增加胆结石的发生率；对
SOD 引起的胆绞痛，特别是对Ⅱ型和Ⅲ型 SOD 有显著
疗效[71]. 硝酸盐类制剂如消心痛等亦具硝苯吡啶样作用，
松弛 SO. PGE 拮抗剂消炎痛可促进餐后 GB 排空，显著
减少 GB 残余量[95,108]. 阿司匹林 350 mg/d 治疗 2 wk 对正
常人 GB 排空无影响，但可明显促进 GB 结石患者 GB 排
空，减少溶石后 GB 结石的复发，增加剂量至 1.4 g/d，
疗效并不增加[109]. 长期应用阿司匹林等非甾醇类抗炎药
可减少 GB 黏液分泌，改变胆汁脂质含量从而阻碍结石
的形成[106]，对预防 GB 结石的发生可能有一定作用，但
此类药物不能逆转收缩减弱的 GB 的收缩功能[109,110].
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摘要
肠黏膜屏障是机体屏障系统的重要组成部分.  肠黏膜屏障由

肠黏膜机械屏障、化学屏障、生物屏障和免疫屏障组成，各

自具有不同的结构、不同的分子调控机制和不同的生物学

功能，同时又通过各自的信号通路有机地结合在一起，共

同防御外来抗原物质对机体的侵袭, 消化系统疾病和一些非

消化系统疾病常导致肠黏膜屏障功能障碍，肠黏膜屏障功

能障碍可以进一步加重原发疾病的病情，甚至诱发多脏器

功能不全、全身炎症反应综合征，形成恶性循环，危及生

命. 因而深入研究肠黏膜屏障必将有助于通过对这些分子调

控信号通路进行干预，从而达到防治肠道相关性疾病，筛

选有效的黏膜疫苗，为开发新药物提供特异的作用靶点.

武金宝,王继德,张亚历. 肠黏膜屏障研究进展. 世界华人消化杂志  2003;11(5):

619-623
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0   引言

近年来，随着对炎症性肠病、多脏器功能衰竭、细
菌移位、肠源性感染等研究的深入，人们对肠道复杂生
理功能有了新的认识，注意到肠道不仅是消化和吸收
营养物质的重要脏器，而且肠道的其他功能如免疫调
节、内分泌功能、黏膜屏障功能，逐渐被重视. 不论
肠道的原发性病变，还是继发性损害，均会造成肠功能
不同程度的损伤. 当前临床研究的热点主要是肠黏膜屏
障功能(gut barrier function).肠道屏障是存在于肠道内的
具有高效选择性功能的屏障系统[1]，由肠黏膜非特异
免疫屏障和肠黏膜特异性免疫屏障组成[2].  肠黏膜屏障在
保护机体免受食物抗原、微生物极其产生的有害代谢产物
的损害，保持机体内环境的稳定方面起重要作用[3,4].

1   肠黏膜非特异免疫屏障

肠黏膜非特异免疫屏障由肠黏膜机械屏障、化学屏
障、生物屏障组成.
1.1 机械屏障  机械屏障由肠道黏膜上皮细胞、细胞间
紧密连接与菌膜三者构成，能有效阻止细菌穿透黏膜
进入深部组织，是肠黏膜屏障的结构基础.肠上皮为单

层柱状上皮细胞，由吸收细胞、杯状细胞及潘氏细胞
(paneth cell)等组成. 吸收细胞侧面和质膜在近肠腔侧与
相邻的细胞连接形成紧密连接复合体，包括两类: (1)
绒毛上皮间紧密连接，孔径较小，结构层次复杂，只允
许水分子和小分子水溶性物质有选择性通过; (2)腺管细
胞间紧密连接孔径较大而层次较简单，可容许较大的
分子通过[5]. 上皮细胞间的紧密连接由多种功能各异的
蛋白质组成，开放和关闭具有可控性，受肠腔内容物成
分和细胞因子、黏附素的调控[6,7] ; 潘氏细胞具有一定
的吞噬细菌的能力，并可分泌非特异性的溶菌酶，调节
肠道菌群. 近年研究发现，潘氏细胞还分泌天然抗生素
肽(Antibiotic peptide)人类防御素 5(human defensin 5，
HD-5)和人类防御素 6(human defensin 6，HD-6)，都
是由 32-36 个氨基酸残基组成的小分子肽，其抗菌谱
广，杀灭微生物作用强大[8-10]，在抑制细菌移位、防
治肠源性感染方面日益受到重视[10,11] 杯状细胞分泌的黏
液在黏膜表面形成疏水的黏液凝胶层，主要成分是黏
液糖蛋白. 他覆盖肠上皮表面，可阻抑消化道中的消化
酶和有害物质对上皮细胞的损害. 研究表明，黏液糖蛋
白本身的结构和带有负电荷的特性，有利于包裹细菌；
黏液糖蛋白暴露的化学基团与肠上皮表面结构类似，
易于细菌识别和黏附[12] ; 黏液糖蛋白还与病原微生物竞
争抑制肠上皮细胞上的黏附素受体，抑制病菌在肠道
的黏附定植[13] ; 黏液糖蛋白协同分泌型IgA在黏膜表面
形成一个抗感染的抗体黏膜屏障，通过肠的蠕动将捕
获在黏液层中的细菌和毒素清除出体外[14].
1.2 生物屏障  肠道是人体内最大的储菌库， 细菌种类
多达 400 种以上， 99 % 左右为专性厌氧菌. 肠道常驻
菌群是一个相互依赖又相互作用的微生态系统，这种
微生态平衡构成了肠生物屏障[15]，其中深层主要寄居
着厌氧菌，中层为类杆菌、消化链球菌，表层是大肠杆
菌、肠球菌等. 表层的需氧菌(主要为大肠杆菌)可游动
在肠腔中，而深层的专性厌氧菌紧贴在肠黏膜表面，被
糖衣包被，比较稳定，形成膜菌群，能阻止表层具有潜
在致病性的需氧菌或外来菌直接黏附于肠黏膜细胞. 兼
性厌氧肠杆菌可以消耗肠道中的游离氧，并可以在肠
道中形成厌氧菌必需的 -350 mV 的氧化还原电势，因
而对维持肠道的厌氧环境和厌氧菌的定植起重要的作
用[15,16]. 专性厌氧菌(主要是双歧杆菌等)通过黏附作用与
肠上皮紧密结合，形成菌膜屏障，可以竞争抑制肠道中
条件致病菌 - 革兰氏阴性杆菌，主要是兼性厌氧菌和
需氧菌黏附肠上皮细胞[15,16]，其次专性厌氧菌可分泌
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短链脂肪酸来降低肠道的pH值以及抑菌肽均可抑制肠
道兼性厌氧菌和外来菌的定植和生长. 另外，许多研究
证实双歧杆菌除了具有维持肠道正常微生物群平衡、抗
感染的作用外，还具有抗肿瘤、抗衰老等生理作用[15-20].
1.3 化学屏障  胃肠道分泌的胃酸、胆汁、各种消化
酶、溶菌酶、黏多糖、糖蛋白和糖脂等化学物质组成肠
黏膜的化学屏障. 胃酸能杀灭进入胃肠道的细菌，抑制
细菌在胃肠道上皮的黏附和定植. 溶菌酶能破坏细菌的
细胞壁，使细菌裂解. 黏液中含有的补体成分可增加溶
菌酶及免疫球蛋白的抗菌作用. 其中，肠道分泌的大量
消化液可稀释毒素，冲洗清洁肠腔，使潜在的条件致病
菌难以黏附到肠上皮上.

2   免疫屏障

肠道黏膜免疫屏障是区别于系统性免疫的功能发达的
局部免疫系统.根据功能和分布，可将肠道黏膜免疫系
统分成肠相关淋巴组织(gut-associated lymphoid tissue，
GALT)和弥散免疫细胞. 肠相关淋巴组织主要指分布于
肠道的集合淋巴小结，即 Peyer 结(peyer’s patches)，
是免疫应答的诱导和活化部位；弥散免疫细胞则是肠
黏膜免疫的效应部位[21]. 最近几年，发现多种细胞和细
胞因子参与肠黏膜免疫应答，为进一步阐明肠黏膜免
疫的机制奠定了基础[22].
2.1 M 细胞  M 细胞为一种特化的扁平上皮细胞，是位
于黏膜淋巴结的滤泡上皮中的抗原递呈细胞[22,23]. 这些细
胞在扫描电镜下因具有特征性的微折叠现象，最初被
称作微折叠细胞(microfold cell)，后据其有膜样结构而
称作膜样细胞(membranous cell)或膜性细胞(membrane
cell)，简称 M 细胞[24]. Ｍ细胞与邻近上皮细胞间可通过
桥粒紧密连接，形成上皮障碍，将肠道内抗原物质与上
皮下淋巴组织隔开. 研究发现Ｍ细胞是大分子颗粒抗原
进入上皮下淋巴组织的主要途径[25]. 与肠上皮不同的
是，M 细胞能摄取和运输多种大分子物质，如微生物
和微粒等颗粒性抗原，把他们传递给黏膜下的淋巴组
织应答[26]. 当黏膜表面的抗原与Ｍ细胞膜结合后，Ｍ细
胞便将其吞入形成吞饮小泡，但抗原很少或完全不在
Ｍ细胞溶酶体中停留， 因而微生物抗原一般仍以完整
的活性形式跨过Ｍ细胞，直接迅速被转运至上皮下淋
巴组织[27]. Ｍ细胞上皮下淋巴滤泡生发中心的上皮内专
有抗原递呈细胞如巨噬细胞、树突状细胞，处理经Ｍ细
胞转运来的抗原然后呈递给 T、B 淋巴细胞，产生抗
原特异性Ｂ淋巴母细胞，在生发中心繁殖后，通过血流
迁移到远处的黏膜和腺体组织，进一步分化成熟为浆
细胞，产生分泌型 IgA [28,29]. 可以看出，跨越Ｍ细胞转
运抗原为启动肠黏膜免疫应答的最重要的第一步，因
而，M 细胞起“第一信息通道”(first information conduct)的
作用[27,30].
2.2 上皮内淋巴细胞(intraepithelial lymphocytes， IEL)

IEL 是一组 CD8+ 细胞[31,32]，主要位于肠道上皮之间和

绒毛顶端，被激活后可释放 I L - 2 ，3 ，4，5 ，10 、
IFN- α、IFN- γ， TGF-β 等多种细胞因子，因此在
防御肠道病原体入侵方面发挥重要的作用[33,34]. 研究表
明，IEL 有与细胞毒 T 细胞及 NK 相似的胞内颗粒，如穿
孔素、端粒酶和丝氨酸酯酶，故IEL的主要功能是细胞杀
伤作用[35]. 另外，IEL 可抑制黏膜部位的过敏反应[35,36].
2.3 固有层淋巴细胞(LPL)  LPL 位于黏膜固有层，T、
B 细胞均很丰富. 已发现在黏膜部位的免疫应答以 TH2
型为主，定居在固有层的 CD4+Th2 细胞可分泌多种 Th2

型细胞因子如 TGF-β、IL-4、IL-5、IL-6 及 IL-10[37].
Husband研究了各种 Th2 型细胞因子在黏膜免疫中的作
用，发现由于 IL-4 可激活静止期 B 细胞，故在诱导局
部及全身抗体应答中均起关键作用，而 IL-5 和 IL-6
则主要在黏膜部位发挥特殊作用[38]. IL-6在促进肠道和
呼吸道IgA应答方面起重要作用，这已通过用基因敲除
技术(knockout)灭活 IL-6 基因得到证实[39]. IL-4、IL-5、
IL-6可协同诱导SIgA+ B细胞分化成为IgA+ 浆细胞[40,41]. 因
此，固有层是黏膜免疫应答的主要效应场所，浆细胞所
分泌的大量IgA可通过分泌片的介导进入黏膜表面，中和
抗原物质，起到清除外来抗原，保护机体的作用[12,42,43].
2.4 免疫效应分子SIgA  分泌型IgA(secretory immunoglobulin
A，SIgA)是机体内分泌量最多的免疫球蛋白，是胃肠
道和黏膜表面主要免疫球蛋白，对消化道黏膜防御起
着重要作用，其中以 SIgA 为主的体液免疫起主导作
用，他是防御病菌在肠道黏膜黏附和定植的第一道防
线[44-47].目前，对 SIgA 的表达及其调节、黏膜神经内
分泌免疫网络的调节机制等研究已经有了较大的进
展，但还有些问题等待解决.肠道中的 SIgA 可阻止病
原体在肠黏膜表面的黏附，可中和细菌产生的毒素，
中和病毒，可以增强具有 FC 受体(FCR)细胞的吞噬功
能， 并与补体和溶菌酶协同抗菌[48,49] ; 其次，SIgA 可
作为封闭抗体抑制由IgM免疫复合物介导的抗体依赖式细
胞毒作用(ADCC作用)对肠道局部的免疫炎症损伤[50]. 如果
因为使用糖皮质激素、胃肠外营养(TPM)等干扰了SIgA
的合成过程，将导致 SIgA 减少而削弱肠道的免疫功
能，可引起肠道菌群失调，发生以脂肪痢为特征的消化
吸收障碍，甚至引起肠道细菌的易位而发生肠源性全
身感染[51]. 体内实验表明，IL-5 能增强特异性 IgA 的反
应;IL-6 对分泌 IgA 的浆细胞在黏膜效应位点的定位、
终末分化和增生起关键作用[52,53].
2.5黏附分子与白细胞黏附  多形核中性粒细胞(polymo-
rphonuclear neutrophils，PMN)在炎症部位募集、浸润
是炎症反应的基本组织病理表现之一，也是导致肠黏
膜屏损伤的重要因素，而白细胞 - 内皮细胞(PMN-EC)
黏附是其发生的分子基础. 细胞黏附包括 PMN 沿 EC 滚
动、PMN-EC 紧密黏附及 PMN 穿越内皮细胞游出三个
阶段，各阶段均需多种黏附分子的参与[54,55]. 最近，对
黏附分子 ICAM-1，ICAM-2 及 β2 整合素(β2-integrins，
CD11/CD18)的研究提示，炎症性肠病和其他多种肠炎
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模型中白细胞的浸润是白细胞与内皮细胞黏附分子相互作
用的结果[56,57]. ICAM-1(intercellular adhesion molecule-1，
ICAM-1)， ICAM-2 (inter -cellular adhesion molecule-2，
ICAM-2)均为内皮细胞的黏附分子，是免疫球蛋白超
家族(super-gene family)的成员. ICAM-1含有5个免疫球
蛋白样的细胞外区域，第1个以氨基端的IgA样区域识
辨 CD11a/CD18，第 3 个则识辨 CD11b/CD18 分子，在
Th1 源性细胞因子和细菌产物的刺激下，随着内皮细
胞的激活而表达. 存在于 PMN 表面上的 β2 整合素的结
构是杂二聚体，一个共同的亚基CD18和另外三个免疫
学特性相异的亚基 CD11a 或 CD11b 或 CD11c 结合而成
三种抗原成分：淋巴细胞功能相关抗原 -1(LFA-1，
CD11a/CD18)、巨噬细胞分化抗原-1(Mac-1，CD11b/CD18)
和 GP150/95(CD11c/CD18)[54,58]. PMN 通过改变细胞表面
整合素的结构和功能来调控与其他细胞的相互作用[54,59,60].
当 PMN 被激活后，CD11a/CD18 和 CD11b/CD18 被动员
到表面上，与受到细胞因子刺激的内皮上的ICAM-1和
ICAM-2 相互作用，促使 PMN 淋巴细胞与内皮细胞的
黏附[61,62]. 实验证实， 抗CD11a/CD18和ICAM-1的单克
隆抗体可抑制ICAM-1和ICAM-2的黏附作用[61,63] ; 肠道
炎症活动时的组织损伤和功能失调也可抑制这种黏附
作用，这也有力地例证了CD11/CD18和ICAM-1， ICAM-2
对肠道组织损伤和肠黏膜屏障稳定的重要意义[64-67].
2.6 整合素与淋巴细胞归巢  正常情况下肠黏膜淋巴细
胞进入血循环参加淋巴循环，记忆淋巴细胞可通过肠
黏膜的高内皮静脉(high endothelial vein，HEV)重新回
到原来所在的肠黏膜和肠系膜淋巴结的现象叫淋巴细
胞的归巢(homing). 淋巴细胞的归巢则主要取决于淋巴细
胞上的黏附分子与靶器官血管内皮细胞上配体之间的
相互作用. 淋巴细胞归巢到黏膜是由淋巴细胞表达的黏
附分子与黏膜血管内皮表达的组织特异性配体相互作
用而启动的[68,69]. 近几年已发现多种黏附分子参与了淋巴
细胞的归巢与定居，其中最主要的是整合素分子. 整合
素由α、β 亚基组成，属于是Ⅰ型跨膜糖蛋白. 因为
β 亚基可与几个不同的α亚基结合，据此可将整合素
分成不同的亚家族[70,71]. 其中研究较多的有：(1) 整合素
α 4 β7 及配体 MAdCAM-1  已知α 4 β7 是小鼠淋巴细胞
归巢到黏膜组织的主要受体. Berlin et al [72]发现，表达
α 4 β7 及 CD44high 的记忆 T 细胞可以非常有效地归巢到
Peyer结.α4β7的主要配体为内皮细胞上的黏膜地址素细
胞黏附分子 1(mucosal address in cell adhension molecule 1，
MAdCAM-1)，属于免疫球蛋白超家族，为 50 KD 的
跨膜糖蛋白. MAdCAM-1 主要在肠 Peyer 结、肠系膜淋
巴结的 HEV 及肠固有层小静脉表达，因此α 4 β7 主要
介导淋巴细胞归巢到这些黏膜淋巴组织[70，72]. (2)整合素
αE β7 及其配体E- 钙依赖黏附素(E-Cadherin)  αE β7 主
要在 IEL 及 LPL 中高水平表达，其中 B 细胞表达水平
高于 T 细胞. 关于αE β7 的功能，在体外实证表明抗αEβ7

单抗可阻断 T 细胞黏附于上皮细胞，因此推测他主要

介导上皮内淋巴细胞(IEL)黏附及定居于肠上皮.α E β7

的配体是上皮细胞表达的 E- 钙依赖黏附，钙依赖黏
附素是另一类黏附分子，有5个细胞外区，尾部及连环
蛋白(catenin)及肌动蛋白相连. 在固体组织形成过程中，
钙依赖黏附素可介导钙离子依赖的同型细胞黏附，具
有严格的组织特异性[72]. E-钙依赖黏附素主要在上皮细
胞基底面表达，可识别 IEL 上的α E β7，介导 IEL 与上
皮细胞黏附，有助于淋巴细胞归巢到黏膜部位[72-74] .
       总之，肠道是人体最大且功能复杂的免疫器官，由
众多功能复杂的细胞和生物分子成分构成了多层次的
防御体系和调控体系[75]. 一般生理状况下，肠黏膜免疫
系统处于巨量抗原的包围中，既要维持肠黏膜重要的
生理功能，即对外来食物抗原产生免疫耐受，保障机体
对营养物质的消化和吸收；又要发挥黏膜防御功能，对
肠道内条件致病菌、外来菌进行免疫监视和清除[75]. 肠
黏膜免疫系统如何调节和平衡这两种免疫反应尚待进
一步研究，但临床和实验研究观测到，再许多病理状况
下，相关生物分子的表达上调和下调，后者的作用可被
放大，造成和加剧肠黏膜屏障损害. 肠黏膜屏障损害可
引起肠黏膜通透性增加，肠道内细菌移位，引发肠源性
感染，加重原发疾病[76,77]. 现在普遍认为，肠道不仅是
MODS 的靶器官，更是 MODS 的启动者[77-80]. 因而，加
强肠黏膜屏障的深入研究，阐明肠黏膜屏障的分子和
免疫机制，可为创伤、烧伤、胰腺炎、休克及 MODS、
SIRS 的防治提供新的手段，可为治疗炎症性肠病和抗
肿瘤药物的开发提供新的靶点，为高效安全的黏膜疫
苗研制提供新思路[78-81].
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摘要
线粒体DNA(mitochondrial DNA， mtDNA)编码参与氧化磷

酸化和 ATP 生成所必需的多肽，与核基因组相比 mtDNA

突变率非常高，加之本身缺乏有效的损伤修复系统，所

以mtDNA被认为与肿瘤发生有密切的关系. mtDNA的编码

区内缺乏内含子，大多数突变发生于此编码序列，突变的

积累可能导致肿瘤的发生. mtDNA的表达改变可能是癌细

胞的一个特性. 近年来对线粒体基因组的不稳定性( mito-

chondrial genome instability，mtGI)及 mtDNA 与核基因组

的整合研究逐渐增多， 尤其针对消化性肿瘤的研究逐渐增

多. 肿瘤mtDNA的研究将成为对消化性肿瘤研究的又一项

重要课题. 本文将对线粒体基因组的突变、表达异常、整

合和不稳定性与消化性肿瘤发病机制的关系，尤其是在近

年所取得的进展作一综述.
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0   引言

目前认为肿瘤的生物学特征不仅取决于核内遗传物
质，而且与核外的线粒体 DNA(Mitochondrial DNA，
mtDNA)也有一定的关系. 与核基因组相比，mtDNA 缺
乏组蛋白保护，而且没有有效的损伤修复系统，因此
mtDNA 极易受致癌物攻击，是致癌物作用的重要靶点[1]，
各种因素所致的 mtDNA 损伤(包括突变、整合和不稳
定性等)与细胞的癌变、肿瘤的发生之间可能存在一定
的关系. 在结肠癌、胃癌和肝癌等消化性肿瘤中都有线
粒体 DNA 畸变的报道，但结论不尽相同.

1   mtDNA 的结构特点

mtDNA 是细胞核外唯一存在的 DNA，人的 mtDNA 是
一条长为 16 569 bp 的双链闭环分子，编码了 13 种蛋
白质(疏水性强，和内膜结合在一起)、22 种 tRNA 和
2 种 rRNA. mtDNA 非编码控制区(control region)包括 HV
区(hypervariable region)、D-loop 区及复制转录区， 除
此外， mtDNA 各基因之间很少有非编码碱基的存在.

mtDNA的基因结构全部是外显子， 而不包含内含子. 哺
乳动物细胞 mtDNA 仅占整个细胞 DNA 的 0.1-1 %，1
个线粒体中可含有 2-10 个 mtDNA，而整个细胞可含
有 1 000 多个 mtDNA.

2   mtDNA 遗传系统与细胞核遗传系统的相互作用

整个氧化磷酸化系统(oxidative phosphorylation)是由5个
呼吸酶复合体(complex，COX)组成，由核和线粒体基
因组的 87 个基因共同编码合成，其中线粒体有 13 个
基因参与， 编码内膜5个酶复合体中的13个亚单位. 线
粒体中其余的蛋白质(包括外膜和基质中的蛋白质)都由
核基因编码，由胞质内的核糖体合成并运送到线粒体
内. 线粒体基因组的复制和转录都接受了细胞核的指导
和调控，因为线粒体 DNA 和 RNA 的聚合酶等都是由
细胞核内基因所编码，所以线粒体是一种半自主性的
细胞器，亦即 mtDNA 遗传系统只有依靠核基因所合成
的大量多肽类物质的协调作用才能发挥作用[2].

3   消化性肿瘤中线粒体 DNA 的畸变

3.1 结直肠癌  Polyak et al [3]在对 10 个结肠癌细胞系的
mtDNA 突变研究中，发现有 7 个系存在突变(12 SrRNA，
16SrRNA，ND1，ND4L，ND5，cty-b，cyt-c 氧化
酶亚单位)，在 12 种体细胞突变形式当中，有 11 种
是单个碱基的替换，一个是插入突变. 序列分析发现
mtDNA 的突变比核的突变至少多 10 倍. 线粒体 HV1 和
HV2 区存在体细胞突变，Alonso et al [4]用单链构象多
态结合异源双链分析方法分析了 13 例结肠癌组织的
HV 区，结果有 2 发生了 HV1 区 A∶T/G∶C 的置换，
1 例 HV2 区 C∶G 的缺失. 另外，Savre-Train et al [5]

在结肠腺癌细胞系 Caco-2 中检测到 2 583 bp 大片段的
缺失，缺失率为 1 %. 在 Habano et al [6]的另一项研究
中，发现有 7/45(16 %)存在突变，包括 3 例编码区 ND1
和 ND5 移码突变， 2 例错义突变，1 例 15 bp 的缺失，
没有发现大片段的缺失. Lu et al [7]应用差异杂交法对结
肠癌细胞系 HT-29 的 mtDNA 表达作了研究，结果显
示癌细胞 mtDNA 转录水平(mtRNA)要比正常细胞高，
而且 ND4、ND4L 的 mRNA 转录水平可能与细胞的分
化有关，对结肠癌预后有判定作用. 在另一项实验中
Chester et al [8]用原位杂交的方法对 15 例结肠癌患者
mRNA水平和其在组织中的分布情况进行了检测和分析，
发现 ND2 的 mRNA 水平也比正常组织多，作者认为增多
的原因可能与组织的呼吸作用增加有关. Yamamoto et al [9]



用斑点杂交法在家族性结肠息肉病(familial polyposis
coli， FPC)细胞中也检测到 ND1 和 16 S rRNA 的转录水
平的增高. 线粒体基因组不稳定性(mitochondrial genomic
instability， mtGI)是 Habano et al [10]在结肠癌中发现的.
作者用 PCR-SSCP 检测 45 对结肠癌和正常组织 mtDNA
突变时发现 20/45(44 %)D-loop 区存在(CA)n 不稳定和多
聚 C(PolyC)不稳定，分析后者可能是由于 C 的插入或
缺失引起的. mtGI 与突变一样有异质性和同质性之分，
因为研究中发现有的结肠癌全是由突变的 mtDNA所组
成(同质性)，而没有正常的 mtDNA，这很可能跟细胞
的转化有关. 可见结肠癌 mtDNA 点突变的发生比较普
遍，没有大片段的缺失. mtGI同质性和异质性都可能出
现，但似乎 mtGI 与 MSI(microsatellite instability， MSI)
关系不大.
3.2 胃癌  Alonso et al [4] 发现 3 例(3/8)胃癌患者癌细胞
mtDNA 的 D-loop 区存在突变，其中 2 例是 C∶G/T∶
A 的置换，另 1 例是 A∶T/G∶C 的置换和 CC∶GG
的插入. Tamura et al [11]采用PCR-SSCP和DNA测序(DNA
direct sequencing)方法对 45 例日本人胃癌、胃腺瘤的
mtDNA 突变进行了检测，发现仅 2 例(4.4 %)发生突
变，未发现大片段的缺失. Maximo et al [12]在对 32 例原
发胃癌的研究中发现 17 例(53 %)mtDNA 存在 4 977 bp
大片段的缺失，其另一项研究还发现 MSI 和 mtDNA 突
变之间没有关系， 而且几乎所有的mtDNA大片短缺失
发生于 MSI 阴性肿瘤中[13]. Burgart et al  [14]对 32 例胃腺
癌 mtDNA 也进行了突变检测，发现 4/32(12.5 %)D-loop
区存在 50 bp 的缺失，并且都是在胃贲门附近癌组织
中检测到的，胃远端未检测到. Habano et al [15]对 62 例
胃癌的 mtGI 和核 MSI 进行检测，发现有 10 例(16 %)
存在多聚 C(PolyC) 的不稳定，5 例当中出现 mtDNA 突
变(其中 4 例存在 mtGI)，7 例存在 MSI-H(其中有 4 例
同时存在 mtGI，具有统计学意义)，5 例点突变(都是
发生于 PolyC 不稳定的患者当中). 而且发现，肠型胃癌
从早期到进展期，其 mtGI、 MSI 以及 p53 改变出现的
频率非常高；弥散型胃癌只在进展期(浆膜或浆膜下侵
袭)检测出 MSI. 7 例 MSI 中的 6 例和所有 mtDNA 编码区突
变的胃癌都含有大量的肠型肿瘤细胞. Habano认为mtDNA
突变对肠型胃癌的发病可能起作用. Schwartz et al  [16]在研究
胃癌 MSI、mtGI 和 mtDNA 突变之间的关系时并未发现
MSI和mtGI之间存在联系. Hibi et al [17]的研究认为血清
中mtDNA的改变可以用作肿瘤标志物来监测肿瘤DNA
的变异情况. 根据目前的多数研究结果，胃癌可能更倾
向于发生 mtDNA 大片段的缺失，这与结肠癌多倾向于
点突变的发生有所不同. 与结肠癌另外一点不同是胃癌
发生的 mtGI 和核 MSI 二者之间关系比较密切，但是意
义还不清楚.
3.3 肝癌  Luciakova et al [18]对鼠静止肝癌细胞与非恶性
细胞做了mtDNA和核DNA(nDNA)转录水平(mRNA)的对
比研究，发现前者 ND2、cyt-c 氧化酶亚单位Ⅰ、Ⅱ

转录水平增高，而线粒体的数量却减少，分析其减少的
原因可能与线粒体蛋白质分解代谢增强有关. 另外从莫里
斯鼠肝细胞系中建立的cDNA 文库中，检测到mtDNA所编
码的 DN5、cyt-c 氧化酶Ⅱ和 16SrRNA 转录水平增高，而
在正常肝细胞中没有检测到. Yamamoto et al [19]的一项实验
结果显示，在肝癌周围硬化的组织中存在mtDNA的缺失，
而在癌组织中却没有检测到. Nishikawa et al [20]发现肝癌
mtDNA 突变的发生率较其他类型癌要高，而且无论是
肝癌组织还是癌旁组织都存在 mtDNA 突变，原因可能
是由于肝炎病毒导致肝组织反复破坏和重建，致使
mtDNA 突变大量积累. 而且突变的程度不同，程度越
高恶性度越高. 但在Kotake et al [21]的研究中却发现肝硬
化、肝癌组织的 mtDNA 点突变和缺失的发生率明显低
于正常肝组织. Okochi et al [22]对肝细胞肝癌患者的D-loop
区的遗传改变进行了检测，发现 17/50(34 %)患者存在
线粒体 D-loop 区体细胞突变，并且其中 5/15(33 %)配
对的血清样品检测也出现与原发癌相同的突变结果. 预
示着mtDNA 突变可能成为肝癌诊断的一个新的肿瘤标
志物，同时也可能是在血清中进行肿瘤 DNA 检测的有
效方法[22].

4   讨论

4.1 mtDNA 的易损伤性和不易修复性  mtDNA 缺乏有
效的基因修复系统，而且由于线粒体自身的特点使之
极易受损. 原因可能有以下几点：(1)mtDNA 几乎不受
DNA 结合蛋白质(组蛋白)的保护，即是裸露的，所以
致癌物容易与之结合. (2)线粒体内脂肪 /DNA 的比值很
高，使具有嗜脂性的致癌物优先在占细胞总 DNA 量很
少的mtDNA上聚集. (3)mtDNA在整个细胞周期中处于不
停的合成状态，易受外界因素的干扰，稳定性差. (4)
线粒体内氧浓度很高，易产生氧自由基(oxygen-derived
free radicals)及过氧化氢(hydrogen peroxide)等活性氧簇，
他本身又不能合成谷胱甘肽(glutathione)将其有效去除，
因此 mtDNA 易受活性氧损伤，造成核酸片段的丢失，
碱基修饰以及插入突变等，尤以核酸片段的丢失最为
常见. (5)mtDNA在复制时由于mtDNA多聚酶γ的校对性
差，以及tRNA基因部位易形成发夹样结构导致其复制
错配频率明显高于核DNA[23].
4.2 mtDNA 诱发细胞癌变的机制

4.2.1 mtDNA 突变和表达异常  由于 mtDNA 缺乏内含
子，突变大都发生于编码区. 包括单个碱基的置换、插
入、缺失以及大片段的缺失. mtDNA在各种与之结合高
效的内源性损伤因子和外源性致癌物的作用下，通过
上述损伤机制使mtDNA发生突变， 突变的累积增加了
肿瘤的发生危险性. 已知活性氧簇(ROS)与 ATP 的生成
和肿瘤的启动、进展有关[24]. 正常细胞线粒体可摄取机
体 90 % 以上的氧，1-2 % 用于转化为 ROS 超氧化物
和过氧化物等； mtDNA 的突变可以增加 ROS 的产生，
而 ROS 的增多又加重了突变效应，从而加剧了 ROS 超
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氧化物和过氧化物的氧化损伤作用，影响线粒体基因
组的生物发生并激活核基因组[25]. 肿瘤细胞mtDNA的转
录水平(mRNA)常常增高，而过氧化氢等 ROS 可以影响
mtDNA 的表达[26] ; Wang et al [27]认为 mtDNA 的转录水平
增高，可以造成细胞凋亡降低，可能与其致癌有关；而
表达降低可能与衰老更有关. 胃肠黏膜癌变及肝癌的发
生过程中不仅存在细胞的增生增强，同时存在细胞凋
亡的减少，而且细胞凋亡异常与胃肠癌和肝癌的生长、
浸润转移和预后均有一定的关系[28]. 有作者用三氧化砷[29]

和大黄酸[30]分别研究了食管癌和胃癌细胞凋亡的发生情
况，发现线粒体发生了形态和功能上的改变，并且与细
胞的增生有一定的联系，更证实了 mtDNA 与凋亡及肿
瘤发生之间的密切关系. 另外在许多肿瘤中还发现编码
呼吸链复合体的 mtDNA 表达增加，这也可能是对肿瘤
细胞能量需求增多的一种适应反应. 至于mtDNA的水平，
增加和降低的报道都有，还没有统一的认识. 比较清楚
的是 mtDNA含量与由核基因组编码的线粒体转录因子
A(TFAM)和线粒体单链结合蛋白有直接的关系. 各种消
化性肿瘤 mtDNA 的缺失及表达情况见表 1.

表 1  各种消化性肿瘤 mtDNA 的缺失及表达情况

       缺失片段
肿瘤类型 mRNA 表达增高的复合体

长度(bp)    缺失率(%)

结肠癌 2 583       15.6 复合体 Ⅰ(ND4,ND4L),Ⅲ,

Ⅳ(cyt-c 氧化酶Ⅱ),Ⅴ(ATP 酶 6,8)

胃癌 4 977          30                                -

    50             0.3

肝癌      -             - 复合体 Ⅰ(ND2,ND5)

Ⅳ(cyt-c 氧化酶Ⅰ和Ⅱ)

“- ”:表示未发现缺失和 mtDNA 表达改变.

4.2.2 线粒体基因组不稳定  微卫星不稳定(MSI)是核基
因组的不稳定性(NGI)中最常见且仅在肿瘤组织中发生
的事件.线粒体基因组也可以出现不稳定(mitochondrial
genome instability，mtGI). 活性氧簇(ROS)的破坏、滑
链错配 (slipped-strand mispairing)和不平衡交换(unequal
crossing-over)可能是mtGI产生的主要原因[31]. mtGI以D-loop
区的(CA)n 和 PolyC 为最常见. PolyC 有两种形式：一种
是稳定型，在个体中他的长度是相同的(通常为10 bp) ; 另
一种是不稳定型，个体中可含有镶嵌型的多聚C(8-14 bp)，
16 189 位点 T-C 的置换可能是造成不稳定的主要原因.
在同一母系中 PolyC 稳定型和不稳定型之间的比例相
似，而在不相关的个体间差别却很大. 由于mtDNA是单
倍体，所以可能出现有差异的 mtDNA 共存于同一个体
中(异质体，heteroplasmy). 解释肿瘤细胞 mtGI 同质体
和异质体产生的原因可能有以下四种情况: (1)线粒体遗
传过程中同样也存在mtDNA的重组[32] ; (2)突变型mtDNA
具有选择性优势，在细胞连续分裂过程中逐渐取代了
野生型 mtDNA，导致细胞向恶性转化；(3)由于 mtDNA

的突变导致线粒体功能缺陷，只有过度复制使之从数
量上增加才能补偿线粒体的功能缺陷；(4)瓶颈假说[31] :
可以解释正常野生型 mtDNA 细胞为何会出现肿瘤细胞
中同质的突变型 mtDNA.“正常细胞”中也存在突变型
线粒体，只不过野生型占绝对优势，突变型检测不出来
而已. 野生型和微量的突变型mtDNA在多次分裂后分别
得到 5-10 个 mtDNA 单倍体拷贝数，在细胞分裂时由
于野生型和突变型mtDNA 在细胞中易形成各自的集合
域，所以两个子细胞分别分享了野生型和突变型 mtDNA
的情况是完全可能的，最终形成了同质性 mtDNA 的两
个子细胞，一个是同质野生型，一个是同质突变型， 后
者在不断扩增的情况下，将使细胞性质发生转化.
4.2.3 mtDNA 与核内 DNA 间的整合作用  在生物的不
断进化过程中，适当的线粒体基因组成分对核基因组
的插入整合作用对生物进化有意义，但不良的插入可
能是某些遗传病、畸形甚至肿瘤易感性的主要病因之
一[33]. 在内源性和(或)外源性损伤因子的直接或间接作用
下会造成线粒体的肿胀裂解，mtDNA 损伤片段产生过
多，同时由于胞质中 DNA 酶活性较正常细胞明显下
降，甚至丧失，导致 mtDNA 的降解失调，使游离于线
粒体外的mtDNA片段得以大量产生. 获得游离的mtDNA
在一定的条件下就可能会具有类似致瘤病毒的作用，
穿过核孔，随机整合到核基因组中. 假如这种整合抑制
了肿瘤抑制基因或激活了癌基因的活性，就可能导致
细胞的恶性转化 [35]. 胡义德 et al [34]用基因转入技术将
mtDNA 片断转染至小鼠胚胎成纤维细胞(NTH3T3)中，
发现转染后的细胞具有在裸鼠体内的成瘤能力. 并从荧
光原位杂交和病理染色两方面实验得到证实.
       Shay et al [35]在对 HelaTG 细胞的研究中发现一段
mtDNA 的整合源于 mtDNA 上几段不相连的基因(12
SrRNA，COX ⅠⅢ及 ND4L/ND4)中一部分相连而成. 整
合位点在 myc 基因附近. Hadler et al [36]的动物实验结果
显示，鼠肿瘤组织的核基因组中存在大量的类 mtDNA
样的整合. 另外 Michikawa et al [37]将来自于人细胞系的
核 DNA(不含线粒体基因组成分)作模板，一段特定线
粒体序列作引物，用 PCR 方法扩增出插入到核基因组并
与线粒体 D-loop、tRNAleu、和 tRNAphe 同源的一段假基因
(pseudogene)，这种插入是生物进化的结果，插入到核基因
组的假基因与同源线粒体基因组序列不能结合.

       总之目前认为，肿瘤是一种在多因素作用下多基

因受损累积致使正常细胞周期异常的一种细胞周期疾

病，而其中线粒体可能起着非常重要的作用. 线粒体损

伤突变时 ROS 的产生会增多，异常增多的 ROS 具有使

mtDNA和核DNA致突变作用，并参与癌的启动和演进.

实验证明mtDNA 转录水平增高与消化性肿瘤有的一定

的关系，而且血清中 mtRNA 的改变可以间接反映出肿

瘤 DNA 的变异情况，可以作为肿瘤诊断的标志物. 消

化性肿瘤 mtDNA 的突变和不稳定性不很一致，整体分

析他们之间的关系不太成熟，胃癌细胞线粒体基因组
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倾向于较大片段的缺失，且其 mtGI 与 NGI 之间存在一
定的联系，但证据还不足；结肠癌细胞线粒体基因组更
倾向于点突变，少有大片段的缺失；对于肝癌比较有意
义的是他们片段的缺失. 对于线粒体基因组整合与肿瘤
的关系的研究还不多，但一些实验结果被证明是假基
因，所以实验和分析时应排除假基因的影响.
        消化性肿瘤包括胃肠癌、肝癌等的生物学特征不仅
取决于核内遗传物质，而且与核外的mtDNA也有一定的
关系. 由于肿瘤与线粒体的研究，特别是 mtDNA 与核整
合对肿瘤发生作用的研究才刚起步，所以许多问题还不
清楚. 本文对 mtDNA 与消化性肿瘤的关系作了阐述，研
究的资料和数据表明 mtDNA 参与癌的发生是毫无疑问的.
但 mtDNA 的突变、表达异常、不稳定性以及 mtDNA 与核
基因组的整合在消化性肿瘤的发生究竟充当什么样的角
色？如何发挥其致癌作用？这些问题都有待于进一步研究.
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摘要
随着对热休克蛋白研究的深入，热休克蛋白对胃黏膜的保

护作用引越来越起人们的重视，各种热休克蛋白在胃溃疡

不同时期的表达，在保护胃黏膜抵御应激损伤中起着重要

作用，特别是热休克蛋白与幽门螺杆菌之间存在着天然联

系，参与胃溃疡的发生、发展. 因此，构建热休克蛋白疫苗

和采用非毒性HSPs诱导剂对溃疡的预防及促进溃疡愈合具

有重要的治疗价值.
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0   引言

热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)又称应激蛋白(stress
protein，SP)是生物细胞在某些环境因素或多种应激条
件下，特别是热刺激下均可诱导新合成或合成增加的
一类高度保守的应激蛋白质. HSPs与多种蛋白质在细胞
中形成复合体并通过其形成或解离而参与有关蛋白质
的折叠、组装、细胞内运输及降解等过程，以调节靶蛋
白的活性和功能. 因此，HSPs 又被称为“分子伴侣”
(molecular chaperone). HSPs 在细胞周期调节、DNA 损
伤修复、基因产物代谢等过程中起重要作用. 近年来研
究发现HSPs 可保护胃黏膜免受非甾体类抗炎药引起的
损害，在胃溃疡的愈合和维持黏膜完整、细胞重建中有
重要的作用. 消化性溃疡是消化系统常见病，尽管治疗
上已取得突破性进展，但治疗时间长，应激刺激下易复
发，如能找出非毒性 HSPs 诱导剂，不仅可减少应激性
溃疡的发生，而且可以缩短治疗时间，提高疗效. 本文
就 HSPs 在胃溃疡愈合过程中的表达和意义作一综述.

1   热休克蛋白的产生及分类

热休克现象是1962年由遗传学家Ritossa在观察受热应
激的果蝇唾液腺细胞多丝染色体形态变化时发现，
1974 年 Tissiers et al 发现热休克蛋白广泛存在于人、动
物、微生物和植物细胞内，主要在细胞内发挥功能，
属非分泌型蛋白质，在细胞内含量相当高，占细胞内
总蛋白的 5 %，热休克蛋白家族由多种蛋白组成，分

类方法很多，目前主要根据分子量大小将热休克蛋白
分为４个家族, 即: 热休克蛋白 90 家族(83-90 KD)、热
休克蛋白 70 家族(66-78 KD)、 热休克蛋白 60家族和小
热休克蛋白家族(15-39 KD). 不同的HSPs家族不但分子
量大小不同，而且其生物学功能亦有差异，其中
HSP70、HSP60、HSP47、HSP32 与胃溃疡关系密切.
HSP70 家族最丰富最重要，在高温及各种因素刺激
下，HSP70 合成明显增加，参与蛋白的折叠、组装、
转运与蛋白复合物的降解 DNA 的复制与修复等过程，
且广泛参与机体热耐受、炎症及自身免疫等生理、病理
过程，与某些蛋白一起参与细胞增生及调亡过程，在维
持细胞稳定方面具重要作用.

2   热休克蛋白与幽门螺杆菌

幽门螺旋杆菌(Hp)是专嗜人胃黏膜的致病菌，研究表
明 Hp 与 HSPs 之间存在着天然的联系，将 Hp 菌株置
于 42 ℃环境下，采用放射自显影法可观察到细菌表
面有HSP60 表达. Hp合成的热休克蛋白主要有HSP60 s、
HSP10 和 HSP70. HSP60(又称 HspB)在细菌的致病机制
中起着重要的作用，他可介导免疫调节，触发胃上皮细
胞的自身免疫反应，在胃黏膜病变的发生、发展中充当
启动因子；介导病原与宿主的识别与黏附. 有研究认为
HspB、HspA 是 Hp 的又一类重要的定植因子，在极
端不利的理化条件中，能维持菌体活性蛋白的稳定性，
显著增强尿素酶的活性. Huesca et al 提出 HSPs 与胃黏
膜黏附的双受体模型：即胃内低 pH 环境上调热休克
蛋白 70 的表达，表达的热休克蛋白 70 呈现到细菌表
面介导 Hp 与黏液层的硫苷酯结合，Hp 穿过黏膜层后
与胃上皮的结合[1,2]. 人类 HSP60 与 Hp 的 HSPB 具有较
高同源性，且与抗 Hp 多克隆抗体存在交叉反应[3]. Hp
感染的胃黏膜疾病中，以色谱扫描测定 HSP70 表达水
平显示由低到高依次为胃腺癌、慢性胃炎和胃溃疡[4].
Hp(+)的胃炎、DU 患者胃黏膜中 HSP72 的表达明显高
于 Hp (-)的胃炎、DU 患者. 其机制可能为胃黏膜细胞
受到 Hp 感染刺激时所产生的一种自身保护机制，Hp
感染引起的外源性刺激因素(Hp 脂多糖，尿素酶，空
泡毒素等)和内源性刺激因素，使细胞内蛋白质构型发
生改变，产生变性蛋白，激发细胞的应激反应，激活热
休克基因编码 HSP72，诱导合成的 HSP72 能促进细胞
内蛋白质的合成、折叠、装配、转位，促使细胞从应激
中恢复，减少黏膜细胞的损伤，保护胃黏膜[5,6 ].  但
Konturek et al [7]采用给大鼠阿司匹林 2 g/d，14 d 后，用



定量 RT-PCR、Western blot 和免疫组化方法检测 Hp 感
染大鼠、Hp 根除 3 mo 后的大鼠 HSP70 的表达，结果发
现Hp感染鼠的胃黏膜Hsp70的表达下降，根除鼠有较高
的表达，基础 HSP70 和阿司匹林诱导的 HSP70 的表达的
减少，干扰了胃黏膜对 Hp 的适应性，削弱了 Hp 感染者
对阿司匹林的适应性. 因此在胃溃疡的形成中起着重要作用.

3   热休克蛋白在胃溃疡中的表达及意义

在正常大鼠胃组织中，均可检测到 HSP70、HSP60、
HSP47、HSP32 的少量表达，以黏膜上皮表达较为明
显，HSP70 存在胞质及细胞膜周围，而 HSP60 主要存
在胞质，HSP47 主要分布于成纤维细胞和血管内皮细
胞，正常胃黏膜胃腺基底的主细胞有微量 HSP32 表达.
在应激条件下，胃腺体有多种、大量 HSPs 表达，并且
核中可见表达. Tsukimi et al [8]发现高水平的 HSC70 (73 KD)
在正常黏膜和乙酸诱导的大鼠胃溃疡组织表达，在溃疡和
溃疡愈合时水平无改变. 而 HSP70 、HSP47 是在溃疡期
基底部表达尤为明显，随溃疡的愈合而减少，HSP70在
溃疡的边缘的表达随溃疡愈合渐增加，奥美拉唑通过促
进 HSP70 在溃疡的边缘和基底的表达、诱导 HSP47 在
溃疡基底的表达、强烈抑制胃酸分泌而加速溃疡的愈
合，而消炎痛轻微抑制胃酸分泌、明显诱导 HSP47 在
胃溃疡基底部的超表达，延长胃溃疡的愈合. 因此，
HSC70 的表达与胃溃疡愈合无关， HSP70 表达的增加
可加速胃溃疡的愈合，而 HSP47 的超表达可延缓胃溃
疡的愈合. Guo et al  [9]发现乙酸诱导的胃溃疡基底肉芽
组织中的主要组成细胞(成纤维细胞、血管内皮细胞和
平滑肌细胞)HSP47 大量表达; HSP32 在溃疡模型诱导 2 h
后丢失，在 6 h 后又重现，以后超过正常值，3-5 d
达高峰，在溃疡愈合期一直保持高水平，此期间伴
随胃溃疡面积缩小和上皮化；在溃疡基底 HSP70 从
2 h-5 d 减少，以后恢复正常，从而提示 HSP47 作为
一种胶原特异的分子伴侣，积极参与了胃溃疡愈合过
程中溃疡组织的修复和重建，HSP32 的抗炎作用可能
涉及溃疡愈合时内皮细胞的活化增生、血管生成和肉芽组
织的形成. Kawai et al [10]发现，大鼠束缚水浸应激时，
30 min 内 HSP70 和 HSP70 mRNA 在胃黏膜被诱导合成，
诱导的程度与黏膜损伤程度呈负相关，表明HSP70在保
护胃黏膜抵御应激损伤中起重要作用， 李定国et al [11]采
用免疫组化方法检测大鼠束缚水浸应激后 HSP 的表
达，发现腺体存在 HSP70 和 HSP60 大量表达，并且可
见核中表达. 如果采用 JPYQR 和丽珠得乐预处理，随
后束缚水浸应激，结果预处理组溃疡指数明显小于模
型组，HSP70 水平明显高于模型组. 其机制可能为预处
理表达的 HSP 与应激状态下产生的变性蛋白结合，发
挥分子伴侣作用，从而减少了胃黏膜的损伤.

4   热休克蛋白与溃疡发生的关系

热休克蛋白可提高胃黏膜细胞对应激原的耐受力，如

果热休克蛋白缺乏可降低胃黏膜对攻击因子的防御功
能，易形成溃疡. 用离体的原代培养的豚鼠胃黏膜细
胞，给予 43 ℃热应激 1 h，细胞内 HSP70 合成明显
增加，HSP70 编码基因转录显著加速，而且细胞对随
后给予的无水乙醇的抵抗耐受力明显加强；预先给予
大鼠高温处理及中药 JPYQ 或 GGA 处理均可显著提高
HSPs 的表达，并防止大鼠束缚水浸时发生严重胃溃
疡，这种保护作用可被蛋白质合成抑制剂 CHM 抑制
HSPs的表达所阻断[ 12，13].  Ami ci  et al [14]研究发现阿司匹
林可通过诱导和延长HSF(heat shock transcription factor)
结合到 Hsp70 基因的热休克元件上；抑制环氧化酶，
使细胞膜上花生四烯酸代谢障碍，从而降低 HSF 被激
活的温度阈值；增强细胞内 HSP70 的转录水平，使
HSP70 表达明显增高，从而使胃黏膜对阿司匹林的适应
能力增强. 1999 年 Jin et al [15] 也证实：胃黏膜对阿司匹
林(aspirin)诱导的胃黏膜损害的抵抗力增强与胃黏膜中
HSP72表达增加密切相关. 前列腺素是生物体内主要的
炎症递质，近年发现前列腺素及相关物，如花生四烯
酸，环氧化酶抑制剂，水杨酸钠，阿司匹林，消炎痛等
都参与机体热休克蛋白的表达的调控. Nagayama et al [16]

研究发现如果用低浓度(30 ml-1)的乙醇预处理细胞，也
可诱导 HSP 的表达，使细胞增加抵御应激引起的损
伤，减少应激性溃疡的发生.

5   热休克蛋白促进溃疡愈合机制的探讨

近年来大多数实验已证实热休克蛋白作为一种细胞内
源性保护蛋白，在防止应激引起的细胞损害或使受损
的细胞恢复起重要作用，但其保护作用机制尚不清楚.
可能有以下几个方面的原因：
5.1 分子伴侣作用  HSP70 是研究最多，也是最重要的
内源性保护细胞和组织在病理条件下免受损伤的因子
之一，HSP70 家族能作为“分子伴侣”与应激状态下
变性的蛋白分子结合，可修复被损伤的前核糖体、防止
溶酶体破坏、稳定细胞膜，从而减轻某些蛋白质的变性
和聚合，维持细胞正常的形态和功能，对抗有害因素.
HSP32 在溃疡愈合中持续升高，参与内皮细胞的活
化、增生和血管生成的调节、抗炎、促血管生成和
肉芽组织的形成.
5.2抗凋亡  细胞内的HSP70的增加可抑制蛋白激酶p38
(HOG1)和 JNK(junN-terminal kinase)的活性、抑制凋亡
激活基因 p53 和 Bax 的表达、抑制氧自由基的生成、
抑制凋亡信号转导中蛋白水解酶(caspases)的活性[ 17]等多
种途径抑制细胞的凋亡，还能防止线粒体损伤、核碎
裂等，使细胞的生长抑制效应和死亡效应减弱. 有学者
将 HSPs 视为抗凋亡蛋白.

5.3 抵抗损伤  HSPs除能增加细胞的热耐受抵抗损伤外，

还与其他因素损伤细胞时的保护有关, 一氧化氮(NO)对

胃黏膜血液供应的调节，可通过凋亡机制清除中性粒
细胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞，加速急性炎症的
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吸收. 但 NO 过量产生，会导致过氧化自由基的形成，

对宿主细胞具有毒性作用，是细胞受损的重要因素，
在溃疡中表现为组织和炎症细胞的坏死、溃疡面积的
增大. 正常胃组织无 iNOS 的 mRNA 和蛋白质的表达，
溃疡诱导 6 h 后，溃疡基底 iNOS mRNA 和蛋白质的表
达快速增加，1-3 d 高峰期，在溃疡愈合期间快速下
降. 其原因可能为 HSP70 能抑制 iNOS 基因转录和 iNOS
的合成，降低 iNOS 活性，减少 NO 合成，从而减轻
NO等炎症因子对机体的损害作用[18]. 溃疡诱导初期 NO
和NO供体可在RNA和蛋白质水平诱导HSP32的表达，
还能稳定 HSP32 mRNA，使其发挥抗氧自由基和促炎症
吸收的作用，HSP32 对 NOS 又具有负反馈调节作用[19]，
有助于限制过于强烈的 iNOS 的活性和 NO 的产生，减
少组织损伤和启动溃疡愈合过程. 因此，HSPs 与 NOS
的相互调节有利于胃黏膜抵抗损伤.
5.4 加速修复  HSPs 可识别和清除异常的蛋白质，加速
损害严重、不能修复的蛋白质的降解. 创伤的愈合中修
复细胞即以成纤维细胞为主，有赖于细胞的增生及迁
移. 在溃疡的愈合过程中，HSP47 作为胶原特异的分子
伴侣，涉及溃疡愈合中肉芽组织和细胞外基质的形成，
细胞外基质在正常的损伤修复和愈合中有重要作用，
促进细胞 - 细胞间相互作用的调节，利于细胞移居的
几何框架的构建，但 HSP47 的过度表达可能破坏正常
结构和功能导致纤维化. 近来有学者用可诱导HSP70的
药物作用于糖尿病大鼠的背部创面，结果发现创面愈
合加速[ 20]，说明 HSP70 能促进创伤愈合.

6   热休克蛋白在胃溃疡治疗中的应用前景

6.1 促进胃溃疡的愈合  基于热休克蛋白能保护细胞、
组织、器官及其与胃溃疡愈合的密切关系，如果能发现
临床上安全又能诱导热休克蛋白表达的药，可望为促
进胃溃疡的愈合寻找新的途径，Ooie et al [21]使用一种
抗溃疡药二香叶基丙酮 GGA(200 mg·kg-1)口服可诱导
HSP72 在心脏的表达，预防心肌受损. Hirakawa et al [13]

预先给予二香叶基丙酮(GGA)可诱导HSP更高水平的表
达并防止胃黏膜发生严重损伤. 近年来有研究者发现生
胃酮也能诱导热休克蛋白和 mRNA 的表达而起促进溃
疡愈合的作用[16]. 如果联用硫糖铝或奥美拉唑可明显加
速胃溃疡的自然愈合过程. 健脾益气中药也可通过HSPs
机制促进溃疡愈合[11].
6.2 减少非甾体类抗炎药的副作用  目前临床治疗时使
用非甾体类抗炎药往往会出现胃黏膜损伤，表现为出
血、局灶性坏死、甚至发生溃疡和穿孔，如果同时使用
诱导热休克蛋白表达的药，可望避免消化道副反应发
生. Tomisato  et al [22]用乙醇、过氧化氢或盐酸短期处理
胃黏膜细胞，发现细胞膜失去完整性，致死亡，而
GGA 可通过诱导热休克蛋白的表达而保护豚鼠胃黏膜
免受应激的损伤.如果必须使用 NSAID，辅以 GGA 等
HSPs 诱导剂，有望减少副作用.

6.3 保护胃黏膜  Kawai et al [10] 认为长期给予 GGA 可刺
激低蛋白质营养失调的大鼠的胃黏膜的热休克反应，
这种作用对由于基础疾病影响而很难改善营养状况的
慢性消耗性疾病有很好的胃黏膜保护作用.
6.4 构建 Hp 疫苗  Hp 纯化的尿素酶(urease，ure)和热休克
蛋白及其亚单位成分可作为抗原刺激机体产生保护性
的免疫防御和治疗作用. 李明峰 et al  [23]将HspA和UreB两
个目的基因插入同一表达载体，已在大肠杆菌得到高
效表达，HspA-UreB 融合蛋白可能作为一种有效的蛋
白质疫苗用于 Hp 的预防和治疗. 为临床应用提供了新
的途径.
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0   引言

内镜技术在消化系统疾病的诊疗中具有不可替代的作
用. 近年来，除了传统的消化道内镜(食管、胃、十
二指肠、大肠镜) 诊断、息肉切除等治疗外，染色、
放大内镜，内镜超声(EUS)以及内镜微创治疗技术发展
迅速，主要集中在以下几个方面：

1   染色、放大内镜

黏膜染色(包括食管、胃、大肠)对于识别早期恶性肿
瘤具有十分重要意义. 碘染色判别食管癌，靛胭脂和美
蓝染色检测早期大肠癌及癌前病变均已应用于临床. 食
管黏膜喷洒碘溶液，通过观察黏膜是否着色来判定病
变区域，在该部位取活检往往可以发现早期肿瘤. 大肠
黏膜喷洒靛胭脂染色，通过放大内镜观察黏膜隐窝
(pi t，腺管开口) 的形态，判定病变的性质及浸润深
度，决定是否进行内镜或手术治疗.

2   内镜超声

由于内镜设备更新换代及临床研究的进展，超声内镜
的潜在用处亦大大增加. 消化道内镜超声分为 2 类，一
为超声内镜，二为经普通内镜活检孔道插入超声探头
进行检测. 超声诊断学的原理是：声频越高，其影像
的分辨率越高，但是其组织穿透深度越浅.最近，美国
Sahai et al [1]报告了通过普通内镜活检孔道插入高频微探
头的临床研究结果.新型微探头有 12、20、30 MHz 三
种声频，可以用于自食管至直肠不同管腔的诊断. 新型
探头可用于黏膜下病变的判定，异常皱襞、食管-胃底
静脉曲张的诊断和鉴别诊断以及肿瘤分期等.新型的导
丝引导超声探头可插入胰管及胆管，用于诊断胰、胆管
肿瘤或结石[2].

3   经内镜抗返流技术

3.1 经内镜胃成形术(endoscopic gastroplasty)  通过胃镜
经口途径治疗胃食管返流病(GERD)已成为当前的热点.
该技术 2 0 0 2 年已通过美国药品、食品监督管理局

(FDA)的批准，正式用于临床. 该技术利用内镜“缝纫
机”，在下食管括约肌(LES)及贲门处进行缝合. 此种

“缝纫机”有一吸引装置和一缝合针，可缝合至固有
肌层. 缝合后将缝线拉出，并打一外科结，而后应用
特制的外科结推进器将打好的外科结沿内镜送至缝合
处，使食管 - 胃连接处(EGJ)或贲门形成一固定皱襞.
该皱襞使EGJ 变窄并加强，从而减少返流. 该技术对于
内镜操作技巧，医师的经验以及使用该操作系统前的
培训均有较高要求. 国外的一项多中心试验结果表明，
64 例患者内镜胃成形术前烧心指数 22.8，返流指数 1.8；
术后 3 mo 分别降至 9.2(P  <0.001)和 0.6(P <0.001). 并发
症：1 例小穿孔，2 例轻度外套管损伤[3].内镜“缝纫
机”发明人 Paul Swain 的一项大样本实验结果证实:102
例 GERD 经内镜下胃成形术患者，术前平均症状指数
5，术后 3 mo 降至 1(P <0.05) ; LES 长度:术前 2 cm，术后
3 cm ; LES压力:术前5 mmHg；术后8 mmHg(P  <0.05) ; 食管
pH<4 的时间:术前 8.4 %，术后 2.7 %(P <0.05). 并发症:
1 例穿孔，3 例一致性吞咽困难[4].
3.2 射频技术(radio frequencyenergy)  该射频装置是由
一个配有多排针的囊状物组成，其针尖部产生能量，通
过一处理器来控制射频能量及频率. 在射频的同时喷水
使黏膜冷却以避免黏膜损伤. 初步临床应用未发现并发症.
术后 6 mo 使用抗酸剂的频度从术前的 100 % 降至 21 %；
食管 pH<4 的时间从术前的 12 % 降至 6.7 %(P <0.05) ;
烧心计分从术前 3.7 降至 1.4(P <0.001)，GERD 的生活
质量(QOL)计分从术前 24.4 降至 7.9(P <0.001)[5].
3.3 注射法  在 LES 区域注射混合或惰性物质以期将 LES
区域缩窄，并使括约肌张力增高. 该技术操作简单、
经济，大多数内镜医师易于掌握，目前尚未见有关临床
试验结果的文献报告.

4   胶囊内镜术(capsule endoscopy)

胶囊内镜长 27 mm，3.7 g，经口吞下，可用于诊断
上消化道及小肠病变.该技术主要的优势在于采用互补
甲基氧模拟装置(complementary methyloxide simulator，
COMS). COMS将像束放大从而改善成像的清晰度. 最为
重要的是，采用COMS可以显著降低胶囊内镜的能量消
耗，可使内镜持续工作 7 h，因此可以完成绝大多数
患者的小肠检查[6]. 胶囊内镜的最佳适应证是：(1)上消
化道内镜、大肠镜无法明确出血部位的消化道出血；
(2)小肠钡剂造影疑有病变，但性质不明；(3)克罗恩病
或肠病(celiacdisease)患者的辅助检查；(4)遗传性假血



友病(von-wellebrand 病)和黑色素沉着 - 胃肠息肉综合
征(peutz-jegheryndrome)的筛检 ; (5)HIV和寄生虫感染性
肠病以及移植物抗宿主病(graft-vs-host disease) ; (6)肠易
激综合征(IBS)和腹痛综合征.

5   内镜黏膜切除术(EMR)

EMR 最早起源于日本，而后逐渐为欧美等国家所采
用. 日本是胃癌高发区，EMR 最初用于早期胃癌的内
镜下治疗. EMR 技术对于黏膜层的消化道病变均适用.
该技术的关键是黏膜下注射(生理盐水或含有其他成分
的液体，如美蓝，肾上腺素等)，使位于黏膜层的病变
更趋隆起，以便切除，避免损伤黏膜下组织，防止穿孔
(起到缓冲垫作用)[7].
      最近，发明了在内镜前端安装一帽状装置，通过
吸引将黏膜层病变吸入帽状物内. 特制的帽状物内装有
一个张开的圈套器. 黏膜下注射后，黏膜层病变隆起，
而后吸引至帽状物内，随之将圈套器勒紧，操作结束[8].
       另一相似的技术是采用静脉结扎装置，将黏膜下
注射后隆起的黏膜吸入结扎装置内，并进行结扎形成
一“假性息肉”.而后用圈套器切除.该项结扎技术称之为

“结扎 /圈套(band and snare)”或“结扎/ 切除(band and cut)”.
该技术较普通的 EMR 技术略显繁琐，但是对于小的、
扁平病变较为适用[9].
        应用帽状物吸引技术进行 EMR，最好先用电凝刀
将所要切除的边缘做一标记，以便于更准确地吸引和
切除病变区域. EMR 技术较为安全，出血及穿孔率均
较低.
      与电凝切除、激光或光动力等黏膜切除技术相比，
EMR 技术的最大优势是可以较完整地获取标本用于病
理组织学检查. 实际上，发明 EMR 技术的初衷亦是为
了诊断，即“大黏膜活检(stripbiopsy)”[10].目前，EMR
主要用于扁平隆起型息肉，无法耐受手术的 Barrett’s
食管黏膜癌变或高度异型增生[11].

6   光动力治疗(PDT)

PDT 技术由两部分组成:首先要给予光动力药物，使其
在靶组织聚集；而后通过激光等能量将上述光动力药
物激活. 被激活的药物与周围的氧相互作用，从而导致
细胞死亡和组织坏死. 由于其他新技术的问世，如金属
支架，Nd:YAG 激光，氩血浆凝固技术，化疗 + 放疗
等，使 PDT 用于肿瘤的姑息治疗逐渐减少[12].

7   氩气血浆凝固技术(argonplasmacoagulation)

该技术不是激光技术. 该法最初用于手术中，将氩气通
过电凝器前端的电极，当踏下脚踏开关时，射频电流通
过氩光束，从而导致血浆离子化并向最近点的周围组
织传导、放电. 操作时需将一电极回路板置于患者身上
以形成闭合回路[13]. 由于固化的组织对电流有抵抗，因
此氩气血浆凝固的组织较为表浅.但是，亦有人认为，

该技术的组织损伤可达黏膜肌层，因此提示人们在治
疗管壁较薄的部位(如右半结肠)时，应降低功率及氩
气流量，以避免深部损伤及穿孔.该技术已成功用于治
疗血管扩张症，放射性直肠炎以及扁平腺瘤. 该技术对
于治疗 Barrett’s 食管可能有一定意义，但是对于新生
鳞状上皮黏膜下残存的 Barrett’s 上皮有一定困难[14]. 有
人报告，应用高能量和高气流设置可以提高疗效，但亦
容易发生并发症如食管狭窄[15].

8   硬度可变式肠镜

硬度可变式肠镜可使肠镜在通过乙状结肠襻时有较好
的可曲性和顺应性，减轻受试者的痛苦；通过横结肠及
肝脾曲时只要增加硬度即可顺利通过，直达盲肠.该项
技术的主要特点就是减轻患者痛苦[16,17].

9   超细内镜

为了使内镜受检者更为舒适，提高其依从性，超细、
柔软内镜技术方面又有新的尝试[18]. 目前已有5 mm内镜
问世，3-4 mm 直径的内镜亦在试验中. Wallace 教授报
告了采用经济型便携式、外径 3.1 mm、无活检孔道的
食管镜，对有胃 - 食管返流患者中有无 Barrett’s 食
管进行筛检.

10   光学活检(optical biopsy)

光学活检可以提高或部分取代传统的活检及病理诊断
技术. 该技术将先进的光学技术和计算机技术相结合. 例
如，利用光散射法可以使内镜医师对黏膜表面进行扫
描，通过分析细胞核大小、排列以及细胞间的密集程度
判定有无异型增生[19]. 利用内镜共聚焦显微技术(endoscopi-
cconfocalmicroscopy)可以实时观察黏膜上皮细胞.荧光光
谱技术，例如激光诱发荧光光谱技术，有助于判定异型
增生的区域，指导活检.

11   光学相干断层扫描(opti calcoherence tomography，OCT)

内镜光学相干断层扫描技术(endoscopic optical coherence
tomography，EOCT)是新近开发的用于消化道成像的技
术. 该技术与 EUS 相似，只是其成像原理是光，而 EUS
成像原理是声. 此外，该技术的分辨率是 EUS 的 10 倍.
初步的研究结果表明，EOCT 测定得到的组织结构的
层面厚度和组织形态学检查结果相比较，二者有显著
一致性[20,21].
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)的研究自其分离培
养成功已近 20 a. 从基础到临床均已进行了大量的研
究，取得很大的进展. 并对慢性胃病的诊断和防治产生
了革命性的影响.

1   Hp 的微生物学、微生态学和分子生物学

1.1 Hp 的微生物学  Hp 的培养是研究 Hp 的基础，1983
年正是因为 Marshall 成功建立了 Hp 分离培养的方法才
在世界上广泛开展了Hp的深入研究并对上消化道疾病
诊断和治疗产生了革命性认识. 由于 Hp 培养相对较为
困难，后来发展了许多依赖尿素酶、免疫和基因的检
测方法. 目前对 Hp 的研究已进入新的阶段，越来越多
的学者认识到 Hp 分离培养的重要性，主要能解决 Hp
的菌株差异分析、Hp 菌株的药敏试验和胃内残存 Hp
的诊断. 目前分离技术已接近简单化和标准化操作，便
于推广，但对球形变的 Hp 培养仍很困难.
1.2 Hp 的微生态学  Hp 是胃黏膜生境中最主要的微生
物，定植量较大而且单一，大部分仅伴有轻微的炎细
胞浸润，通常有中性粒细胞浸润；而少部分患者炎症反
应表现明显. 人群中 Hp 的感染率极高，我国普通人群
约有半数人口可检出 Hp 或曾有 Hp 感染. 一般认为，定
植于胃内的 Hp 未经治疗可终生带菌. 因此，Hp 作为一
种致病菌曾经并未得到公认. Hp定植密度与局部的病变
程度并不一定呈正相关，而Hp 感染所致病变与病程关
系更密切.
        目前对 Hp 的微生态学研究尚不足，主要表现为仅
对某一时期 Hp 的致病性进行研究，而对 Hp 在胃内长
期定植对宿主的影响的研究缺乏直接的证据. 根据我们
的初步观察，临床中检测的Hp 绝大多数可产生多种毒
素，但同一菌型的 Hp 对不同感染年龄、不同病程表
现不太一样. 在青年人中，感染 Hp 时多数表现为消化
能力增强，而无其他的不良反应，这给人一种 Hp 是有
益菌的感觉. 内镜下观察多数仅表现为轻度充血. 通过随

访发现，Hp 持续感染者胃黏膜的病变发展较快，呈
进行性加重；而 Hp 阴性者，病变加重不明显，或有
愈合倾向. 通过交叉免疫印迹法检测发现，当产毒 Hp
感染时，针对相应毒素的抗体滴度较高者自觉症状或
内镜下表现多较抗体滴度低者轻微，提示针对毒素的
抗体虽然不能完全清除或预防 Hp 的感染，但可能起
到中和相应的毒素，而减轻Hp毒素对胃黏膜损害的作
用. 这种现象在我们对以家庭为单位的流行病学研究中
得到支持. 但当长期 Hp 感染导致免疫耐受时，相应的
抗体减少，可能使 Hp 的致病作用更为明显，可能会
加快导致胃黏膜糜烂、萎缩和肿瘤等病变. 另外，当
胃内生境不适于 Hp 生长 - 如萎缩性胃炎时，Hp 的定
植密度明显减少，采用较不敏感的检测方法如快速尿
素酶试验(RUT)等阳性率可明显下降，而呼气试验可
呈弱阳性，但 Hp 抗体滴度相对较高. 国外研究报告也
有类似的结果. 对于这种少量的 Hp 定植对病变发展及
转归的意义，目前尚不明确.
1.3 Hp 的分子生物学  该研究的进展主要是对 Hp 的菌
株多态性、致病性差异、耐药基因和全基因组序列等方
面的研究. 1997 年 Tomb et al [1]对 Hp 26 695 基因组序列
进行了分析，发现 Hp 有很好的动力系统、证实了多
种黏附素、脂蛋白和外膜蛋白，显示了宿主和病原相互
作用的复杂因素，为进一步明确 Hp 的致病性、致病机
制、耐药及免疫防治有重要意义. 1999 年 Alm et al [2,3]对
另一株不同来源的 Hp 菌株 J99 进行了基因组序列分
析，并与 26 695 的基因组序列进行了比较，发现两株
细菌有 6-7 % 的基因有其特殊性，说明基因差异可能
是 Hp 菌株致病性差异的重要因素.

        Hp菌株多态性和致病性研究主要在vacA基因的亚

型和 cag 致病岛的结构方面. 上海、北京等地对 cagA 致

病岛作了比较深入的系统研究，研究发现我国Hp的cag

致病岛具有以下特点：(1)cag 致病岛检出率高(95.3 %)，

但与慢性胃炎、消化性溃疡和胃癌之间的关系尚不确

定；(2)cag 致病岛主要以分割的形式存在，这与国外报

道明显不同，这种分割形式除与 IS605 插入子有关外，

还可能存在新的插入序列参与 cag 致病岛的分割；(3)

cagE 基因在 cag 致病岛中的检出率最高，故可作为 cag

致病岛存在的标志. 然而有关cag致病岛与Hp致病机制

的关系尚不明确.

       Hp 根除治疗的广泛应用，部分抗 Hp 药物的耐药

性问题日益突出，多数与耐药基因有关. 主要是对硝基

咪唑类药物(甲硝唑)的而药性. 发达国家与发展中国家
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之间硝基咪唑类药物发生率存在显著差别，并逐年呈上
升趋势，发达国家在20-60 %而发展中国家在50-90 %. 其
耐药性与raxA基因的突变有关. 克拉霉素的耐药也日渐
增多，目前已高达 5 % 以上. 目前研究提示，23S rRNA
基因突变是大环内酯类药物耐药最重要的因素[5].

2   Hp 的流行病学和致病性

世界各地 Hp 的感染率有一定差异，经济条件较差者
高于发达国家，但都较高，并随年龄增大而增长. 我
国大量人群调查显示Hp感染率大约在60 %左右. Hp可
在人与人之间传播，Hp 感染易发生于人群聚集的学校
和家庭. 夫妻双方互相传染，且易传染给儿童. 大范围
的 Hp 防治似乎并没有明显降低 Hp 的感染率，但依赖
尿素酶的检测率明显降低，可能与不规则的抗Hp药物
使用有关. 在 Hp 相关疾病的治疗方面取得良好的疗效.
有研究提示胃内Hp阳性者口腔内Hp-PCR的检出率相
当高，这可能是 Hp 经口传播和部分患者 Hp 根除后再
感染的重要因素，但从口腔，内分离培养 Hp 仍相当困
难，主要是口腔内细菌相当多. 我们通过对全国以家庭
为单位的多点 Hp 免疫型流行病学调查发现 Hp 的免疫
型存在明显的家庭内聚集现象. Hp感染与慢性活动性胃
炎、十二指肠球部溃疡和低度恶性MALT淋巴瘤的关系
已得到公认，根除 Hp 可使这些疾病痊愈且减少复发.
2.1 Hp 与胃癌  Hp 被认为是 I 类致癌因子[1]. 我们通过
病史回顾及随访发现Hp感染早期多无症状或仅表现为
食欲增强及易饥，并在多因素作用下胃黏膜变的粗糙，
充血水肿加重、出现糜烂或溃疡形成. 多数胃癌患者在
发现胃癌数月之前表现为消化增强症状，且多缺少明
显的其他明显的致癌因素. 而胃癌发生的部分主要位于
胃窦、胃角、胃体小弯侧和贲门，与 Hp 所定植的部
位相当一致，显示Hp长期慢性感染在胃癌发生中的作用.
        Watanabe et al  [4]给蒙古沙土鼠单纯接种 Hp 已诱发
胃癌的病变. 上海市消化疾病研究所报告接种与此相同
的国际标准株ATCC43 504和临床胃癌分离株长期感染
(84 wk)均有蒙古沙土鼠发生高分化胃癌. 而第一军医大
学南方医院和中国医科大学分别采用其他Hp菌株更长
时间感染蒙古沙土鼠，可诱导鼠胃黏膜出现严重炎症
反应、肠化及异型增生，但未见癌肿发生.
         在我国进行的两个胃癌高发区现场(山东和福建)的
干预研究，都证明了根除Hp可在一定程度上阻止慢性
胃炎向萎缩、肠化发生以及阻断已形成的萎缩、肠化的
进一步发展. 在福建研究现场随访 7 a，发现在原先没
有肠化者根除 Hp 预防了胃癌的发生.
        从上述情况看来，Hp 是胃癌发生过程中一个重要
危险因素，已有足够间接证据和直接证据. 为根除Hp预
防胃癌前病变乃至胃癌的发生提供了重要证据. 但仍有
许多相关因素、胃癌发生过程的分子生物学机制、其他
化学预防的价值(如 COX-2 抑制剂、维甲酸、抗氧化
剂等)等需要研究.

2.2 Hp 与功能性消化不良(FD)  Hp 在 FD 中的检出率和
正常对照相比较，由于 Hp 的感染率在不同年龄、不
同种话、不同地区间存在较大差异，FD 的标准也不一
致，研究结果不统一. 目前的资料仍未表明 Hp 感染与
FD明显相关. 但欧洲的Maastricht 2共识报告建议对Hp
阳性 FD 进行根除 Hp 治疗，认为根除 Hp 治疗在某些
亚组 FD 可取得症状长期改善.
2.3 Hp与胃食管反流病(GERD)  在Hp 感染与 GERD方
面，虽有争议但较多意见倾向于 Hp 感染与 GERD 呈负
相关，目前， 其证据有二方面：一是在流行病学方
面，随着 Hp 感染率的逐渐下降，GERD 和食管腺癌的
发病率明显上升，在 GERD 中 Hp 的感染率及 CagA 的
检出率均较低，且与食管疾病的严重程度呈负相关[6].
二是对消化性溃疡及胃炎患者根除 Hp 后，GERD 的发
病率高于未根除者[7]. 但这两个证据也有相反的意见[8,9].
但欧洲的 Maastricht 2 共识报告上提出权衡利弊，有根
除 Hp 指征者仍应根除 Hp.
2.4 Hp 和使用非甾体消炎药(NSAIDs)  90-95 % 的消化
性溃疡是 Hp 感染或 NSAID 所致，二者合并存在的机
会并不少见. 较多的研究提示，Hp 和 NSAID 是消化性
溃疡发生的两个重要的独立危险因素，二者相互作
用，单纯根除 Hp 本身虽然不足以预防 NSAID 溃疡但
较多意见倾向于对减少 NSAID 溃疡发生有一定帮助.
2.5 Hp与MALT淋巴瘤  胃的黏膜相关淋巴样组织(MALT)
患者 Hp 的感染度高于对照组. 在根除 Hp 后，这些淋
巴组织可以消退. 根除Hp后不仅可以使低度恶性MALT
淋巴瘤消退[10]，最近也发现对高度恶性 MALT 淋巴瘤
也有效[11]. Hp的具体致MALT淋巴瘤的机制目前尚不清
楚，目前认为，病理为低度恶性 MALT 淋巴瘤、年轻、
肿瘤在胃远端或弥漫性、无淋巴结转移的患者对抗 Hp
治疗敏感. 在早期疗效预测方面，超声胃镜临床分期、
t (11;18) (q21;q21)检测对确定根除Hp治疗MALT淋巴瘤
有较大价值[12]，无 t (11;18)易位的患者对 Hp 治疗反应
较好[13].
2.6 Hp感染与胆汁反流性胃炎  我们发现通过尿素酶依
赖性试验从胆汁反流性胃炎充血明显的部分检出Hp的
阳性率低，但采用血清学或培养的方法，其 Hp 的检测
率明显增高，初步提示部分胆汁反流性胃炎的发生与
Hp 感染有关，而胆汁反流所致炎症明显的部位(如胃
窦)Hp 的数量很少，而在胃体而近贲门可能有较多的
Hp. 但单纯根除 Hp 治疗对该病疗效欠佳.
2.7 Hp感染与胃肠外疾病的关系  已有一些间接证据显
示 Hp 感染与部分有肠外疾病的发生发展有关，但未
得到确认，有待进一步研究.

3   Hp 的诊断

3.1 Hp 感染的诊断方法  检测 Hp 感染主要通过：(1)生
化试验：依赖尿素酶的胃镜下快速尿素酶(RUT)试验和
13C 尿素呼气试验(13C-UBT)和14C 尿素呼气试验(14C-UBT)
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仍是目前临床上诊断 Hp 的主要方法，且开展更为普
遍. RUT 需要胃镜检查，但同时可明确胃内的病变程
度，UBT 属无创检测，但需排除胃内可疑的恶性病变
或癌前病变，一般多用于 Hp 根除治疗后的复查. 由于
抗生素的广泛应用及不规则抗 Hp 治疗，依赖尿素酶
试验的检出率明显下降. (2)形态学检查：Hp 具有典型
的形态特点.  在自然生境的胃黏膜上一般呈典型的

“S”弯曲，可较粗大或细小，因观察角度不同可呈
“C ”型或“海鸥状”， 培养时间较短时可呈典型

形态或杆状弯曲. 在生存条件不利的情况下，如抗生素
作用、培养时间较长、菌落过于密集或培养条件差时多
丝状结构相连. Gram 染色呈阴性(红色)，Giemsa 染色呈
紫红色，银染易呈棕褐色. 根据此特性可与生化试验结
合，用于鉴定 Hp 和海尔曼螺杆菌(Helicobacter heilmannii，
简称 Hh). 常用的方法有 (a)胃黏膜涂片(印片)Gram 染色油
镜检查、 (b)涂片暗视野观察或相差显微镜观察、(c)组
织切片染色油镜检查：HE 染色、Warthin-Starry 银染
色、改良 Giemsa 染色、甲苯胺兰染色等. 其中以银染
色细菌与组织及黏液的对比最好，而以HE最差，Giemsa
染色界于二者之间. 银染色可以检出组织内或腺腔内单
个的典型细菌，而 HE 染色仅能观察到大量或成簇的
Hp. (3)Hp 分离培养:作为微生物学诊断的“金标准”，
临床应用尚少，但由于不规则抗 Hp治疗及部分胃内病
变 Hp 定植量少，Hp 培养显示出其优越性，受到重视.
我院的实践表明， 部分 RUT 阴性的萎缩性胃炎和胃癌
者显示血清中有较高滴度的Hp特异性抗体(Western blot
法)， 同时也可培养出极少量的Hp菌落. 但经胃镜取材
的 Hp 培养仍属创伤性诊断方法，而经吞线及吞棉的
取材分离培养可获得一定的阳性率，只是假阴性率较
高. 分离培养技术要求较高，可用于获得菌株和药敏试
验. (4)基于 Hp 抗原抗体的免疫学检测：(a)酶联免疫黏
附试验(ELISA)制备或检测的抗原包括混合抗原和特异
的分离抗原(多种单一种特异抗原) ; 制备和检测的抗体
包括混合抗原或特异抗原对应的抗体，包括 IgG、IgA
和 IgM 等. 检测的标本除了检测抗体用的血液外，还包
括尿液、唾液、胃液；以及检测抗原用的粪便、血
液等. (b)免疫酶试验:用固定于玻片中的 Hp 菌，与患者
血清中的 Hp 抗体结合，经酶标二抗显色镜检进行诊
断. 测定的是 Hp 全菌抗原. (c)胶乳凝集试验：将 Hp 抗
原结合在胶乳颗粒或胶体金上，与经稀释的微量待检
血清中全菌抗体结合后，根据出现肉眼可见的凝集反
应进行判断. (d)金标渗滤法:用免疫球蛋白或葡萄球菌A
蛋白(SPA)包被的胶体金能与免疫复合物结合，用于血
清抗体的快速检测，阳性反应呈红色， 较易判定. (f)
免疫印迹技术(Western blot): Hp抗原组分在变性聚丙烯
酰胺凝胶电泳上根据分子量大小不同被分离，与待检
血清中的相应抗体结合后显色，根据阳性条带的位置
与大小可用于分析感染者血中对Hp多种抗原组分的抗
体产生情况及用于毒力菌株的测定等，能较完整反映

Hp 的免疫型，而且因不同抗原被分离，不易出现假
阳性，且便于治疗后的随访及诊断残留的 Hp 感染. (g)
免疫组化染色:胃活检组织病理切片经脱蜡复水等处理
后，加 Hp 特异单抗或多抗，与标记的二抗反应后显
色进行诊断，显色情况依标记系统的不同而不同，常用
的 ABC 法是用生物素标记二抗，生物素的配体亲合素
上结合辣根过氧化物酶，与底物 DAB 作用后呈棕黄
色，沉积于 Hp 抗原部位. 该方法适合用于原位检测产
生形态变异的 Hp. (h)血清 Hp 抗原检测(ELISA 法):国内
首先见于吴勤动 et al 报道，检测血清中 Hp 的可溶性
抗原，其结果与胃内 Hp 的感染一致，但目前相关研
究较少. (J)粪便 Hp 抗原检测:国外首报，国内已引进该
项技术. 通过敏感的双抗体夹心法从粪便中检测 Hp 抗
原，与胃内 Hp 感染水平一致，检查前一段时间的抗
Hp 治疗也易出现假阴性. (5)基于 Hp DNA 的基因检测：
部分Hp 基因的核酸序列已明确，以此为依据设计 PCR
引物或探针可进行 Hp 的基因检测. (a)PCR 相关技术:
PCR(聚合酶链反应)技术可以在体外成百万倍地扩增靶
DNA，目前应用于 Hp 检测的引物分别来自尿素酶、
鞭毛素、黏附素、细胞毒素等基因. 还有一些 PCR 相关
技术应用于 Hp 的基础和临床研究中，如原位 PCR 用
于明确 Hp 与胃上皮的关系、PCR-SSCP(单链构象多
态性)用于 Hp 的基因突变研究、PCR-RFLP(限制性长
度多态性)用于 Hp 菌株的分型、RAPD(随机扩增片段
多态性)用于 Hp 菌株的鉴定等. (b)核酸探针杂交：目前
报道的有原位杂交、膜杂交等，应用的探针有寡核苷酸
探针、PCR 标记长(300-500 bp)探针等，标记与检测
系统则有生物素 - 亲合素系统、光敏生物素 - 链酶亲
合素系统及地戈辛素 - 抗地戈辛系统等，但主要用于
Hp 的基础研究. (c)多重 PCR+ 杂交的膜芯片技术:可对
Hp多个毒力相关基因和耐药基因进行PCR检测并通过
在 NC 膜上的杂交出现确定 Hp 的现症感染及菌株毒力
及耐药状况，对 Hp 治疗的适应证及抗 Hp 药物选择有
一定的帮助. 近来先进研究技术如生物芯片、组织阵列
和 DHPLC 技术在 Hp 分子生物学研究领域得到应用，
但在临床上开展尚存在一定的难度.
3.2 Hp 感染的诊断标准  1999 年我国继海南三亚 Hp 专
家共识会议后，形成了我国对Hp若干问题的共识意见[14].
在诊断方面提出: (1)Hp感染的诊断方法选择原则:Hp感
染诊断标准原则上要求可靠、简单， 以便于实施和推广.
Hp 感染的诊断方法很多，应根据不同的诊断目的和单
位的条件选择诊断方法. 应选用经过考核，具有敏感
性、特异性高的试剂和方法进行检测. 并根据各项检测
方法的特点，设立科研和临床诊断标准. (2)Hp 感染的
科研诊断标准:Hp 培养阳性或下列四项中任二项阳性
者，诊断为 Hp 阳性: (a)Hp 形态学(涂片、组织学染色
或免疫组化染色); (b)尿素酶依赖性试验(RUT、13C 或
14C-UBT);(c)血清学试验(ELISA 或免疫印迹试验等) ; (d)
特异的 PCR 检测. Hp 的流行病学调查可根据研究目的



和条件，在上述试验中选择一项或二项. (3)Hp 感染临
床诊断标准:下列二项中任一项阳性者，则诊断 Hp 阳
性: (a)Hp形态学(涂片或组织学染色); (b)尿素酶依赖性试
验(RUT、13C 或 14C-UBT). (4) Hp 感染的根除标准:抗 Hp
治疗停药至少 4 wk 后复查: (a) Hp 形态学检测阴性；(b)
尿素酶依赖性试验(RUT、13C 或 14C-UBT)阴性. 用于临
床目的，选做一项即可；用于科研目的，需两项均阴性.
需取活组织检查者，用于临床目的，取胃窦黏膜；用
于科研目的，取胃窦和胃体黏膜.
       2002-08-16/19 全国幽门螺杆菌第三次学术大会上，
对 Hp 的诊断标准提出了几点修改意见，但尚未形成共
识，包括：(1)推荐将 Hp 分离培养用于临床诊断，尤
其是 Hp 少量定植的情况下、需要行药敏试验、科研
和 Hp 菌型研究时；(2)增加将 Hp 粪便抗原检测用于现
症感染诊断；(3)建议将 Hp 免疫分型技术用于临床，以
便在某些疾病(如溃疡、萎缩和胃癌前病变)早期(表现为
FD)即对 Hp 感染的致病性和宿主的耐受性进行预测，避
免发展为难治疾病；(4)建议补充 Hp 阴性诊断标准，用
于需要确定因 Hp 在体内分布不均或菌量过少所致的诊
断困难，主要采用呼气试验(用于 Hp 分布不均、移位)、
Hp 分离培养细菌过少、Hp 特异的免疫学检测(Hp 残留).
(5)因家人、配偶携带 Hp 引起 Hp 再感染与复发的鉴别
困难，如果患者必须根除 Hp，建议其配偶也检测 Hp，
如果阳性需要治疗.

4   Hp 感染的处理

在 Hp 根除适应证的选择方面，与 1999 年我国对 Hp 若
干问题的共识意见[14]对照，我国第三次幽门螺杆菌共
识会议结合欧洲Maastricht 2共识报告的意见和我国的具
体情况，初步对 FD 者 Hp 阳性持根除态度，对长期使
用NSAID药物者和有 GERD倾向者，根除 Hp不太积极，
但仍支持根除.
        在推荐方案方面，针对目前治疗失败的主要原因是
Hp 对抗生素耐药性，建议采用耐药性不明显的呋喃唑
酮和RBC(雷尼替丁枸橼酸铋). 用新一代的PPI制剂也可
提高疗效.
        由于 Hp 的传播途径尚不明确，目前提示口腔内 Hp
的检测率也相当高，在家庭内的传播不容忽视，可能会
降低根除率，但对配偶 Hp 的检测和治疗尚未得到公认.

5   免疫防治

Hp 的感染率无明显下降，而 Hp 的根除治疗可能不能
明显预防 Hp 的感染，因此免疫防治可能是重要途径.
国外已做了较多的工作，但仍无可靠的 Hp 疫苗用于临
床. 在我国第三次全国幽门螺杆菌学术会议上报告，广
州、上海、西安在疫苗研制上做了大量工作，以下几个
方面的研究比较突出: (1)Hp 抗原组分筛选，上海市消
化疾病研究所进行了 Hp 外膜蛋白基因克隆和特性鉴
定，第一军医大学南方医院对 AlpA 等多个黏附素基因

及其保守区进行了克隆、表达和抗原性鉴定，中山大
学附一医院克隆了 Hp-NAP 基因，并进行了序列分析.
中国疾病预防控制中心报道Hp 2-D电泳将有助于Hp抗
原组分筛选. (2)免疫佐剂，上海市消化疾病研究所报道
了人工合成的寡核苷酸CpG-ODN在Hp疫苗中的佐剂作
用及其免疫保护机制，认为 CpG 是一个很有前景的佐
剂. (3)Hp 感染免疫预防机制，中山大学第一附属医院
研究表明，无论是以减毒鼠伤寒沙门菌为载体构建的
Hp 疫苗，还是 Hp 全菌超声粉碎抗原加霍乱毒素疫苗，
均诱导小鼠产生 Th1 型保护性免疫应答，同时对免疫
后胃炎进行了探讨，发现免疫后胃炎的强弱程度与免疫宿
主和攻击菌量有关，而与 Hp 疫苗类型及免疫途径无关.
        因此，Hp 疫苗研究虽然是很有前景的研究方向，但
目前的进展仍很缓慢，存在的主要问题是 Hp 在人群中
感染率太高，感染早期常免疫保护作用不够，而免疫后
胃炎比较明显. 在Hp免疫及损伤机制方面尚需深入研究.
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全国第八届中西医结合普通外科学术研讨会征文通知

由中国中西医结合学会急腹症专业委员会主办，大连医科大学附属第一医院承办的全国第八届中西医结合普通外科学术
研讨会将于2003年6月中旬在辽宁省大连市召开，现将征文通知如下.

1   征文内容:

(1)急性及性胰腺炎的中西医结合基础实验研究和临床经验总结.(2)肝，胆疾病的中西医结合基础实验研究和临床经验总结.
(3)梗阻性黄疸的诊断和中西医结合治疗经验.(4)肝，胆，胰腺疾病的影像学诊断及中西医结合介入治疗(5)中西医结合胃
肠疾病的基础实验研究和临床经验总结.(6)
有关肝胆胰腺胃肠疾病新技术，新进展的应用经验.(7)中西医结合治疗中晚期肿瘤的基础与临床研究(8)有关肝胆胃肠疾病
的腹腔镜，内窥镜诊治新技术和新方法.

2   征文要求：

(1)文章未公开发表过(包括会议及杂志).(2)请寄4000字以内全文及600字以内摘要打印稿各一份，摘要应包括目的，方
法，结果和结论四部分，不投摘要者恕不能收入汇编.(3)投稿时请附软盘，用 word 软件输入，注明作者姓名，单位，
邮编并加盖公章或附单位介绍信.(4)稿件请于2003年4月15日前(以邮戳为准)寄至大连医科大学附属第一医院，陈海龙
教授收，地址：大连市中山路 222 号，邮编：116011.(5)欢迎网上投稿，Email:hailong _chen@x263.net.
3本次会议将邀请著名中西医结合专家做专题讲座.中国中西医结合普通外科专业委员会将会同中国中西医结合外科杂志对
全部证文进行优秀论文评选，获奖者除参加大会交流外，还将被授予中国中西医结合学会优秀论文证书.参会者将被授
予国家级继续教育学分.

                  中国中西医结合学会普通外科(急腹症)专业委员会

                                                       2003-03-08
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0   引言

大肠癌(co1orecta1 cancer)是指大肠黏膜上皮在环境或遗

传等多种致癌因素作用下发生的恶性病变，预后不良，

死亡率较高. 随着人民生活水平的提高，高脂肪、高蛋

白、低纤维素饮食可能是我国大肠癌发病率逐年增高的主

要原因[1-3]. 现在，大肠癌已成为我国常见的恶性肿瘤之

一.  一般认为绝大多数大肠癌的发生来源于腺瘤的癌变[4]，

部分直接起源于大肠正常黏膜生发中心的干细胞即 de

nove 癌，如 IIc 病变等(图 1). 上述病变各阶段均可通过

内镜检查发现. 内镜检查在大肠癌的诊断中具有目前各

种影像学无法代替的优势，其重要原因之一是内镜检

查不仅能直观地发现大肠黏膜早期病变，并且能借助

活检对病变进行组织学评价. 目前，肠镜检查已普遍在

基层医院开展,但许多医师注重的是内镜插镜技巧而忽

视了黏膜病变的检查方法，影响了大肠癌早期病变的

检出率.

        de nove 癌(IIc 型癌)             增生性息肉

     非肿瘤性息肉 →      幼年性息肉

炎性息肉

原位癌

正常黏膜→高增生黏膜→  不典型增生 早期浸润癌

      (高危黏膜)      腺瘤性息肉→ 大肠癌 →       浸润癌

     (癌前黏膜) (癌变黏膜) 转移癌

图 1  大肠癌癌变组织的形成过程

1   熟悉大肠癌内镜下形态特点,注意发现早期病变

大肠癌可发生于大肠各段，但以左侧结肠，尤以直肠

和乙状结肠多见，可能由于该肠段肠内容水分被吸收，

其中致癌物质浓度过高，且停留时间较长所致.大肠癌

多为单发癌，约 5 ％为多发癌.多发癌分为同时性多发

癌与异时性多发癌[5]，前者指大肠内同时存在 2 个以上

的癌肿(2 个以上癌肿同时发现或在 6 mo 内相继发现)，

后者则指大肠中先后出现2 个以上癌肿(超过6 mo再次发

现的肿瘤). 内镜下发现的大肠癌病变以进展期居多，该

类型癌形态多典型，表现为黏膜隆起性肿物、溃疡、

肠壁僵硬、狭窄等病变，一般多按 Borrmann 分类[7] :

Borrmann 1 型为息肉隆起型癌，肿瘤主要向肠腔内生

长，常呈菜花样. 该型癌多见于右侧结肠，其原因可能

为右侧结肠肠腔宽大，且肠内容物较稀薄，癌肿较易向

肠腔内生长发展之故. Borrmann 2 型为溃疡型癌，以癌

肿形成较大的溃疡为特征，周边呈结节状围堤,望之如

火山口状. Borrmann 3型癌为浸润溃疡型，该型最常见，

因癌肿向肠壁浸润而致隆起性肿瘤境界欠清楚，表面

形成溃疡. Borrmann 4 型癌为浸润型癌，多发生于左侧

结肠，尤以直肠、乙状结肠为多. 癌细胞向肠壁各层弥

漫浸润使肠壁增厚，可累及肠管全周. 其他如胶样癌、

黏液癌，内镜下可见肿瘤内有大量的胶冻样黏液，多见

于升结肠及盲肠.

         大肠早期癌是指癌浸润仅限于枯膜及黏膜下层者.

临床上发现的早期癌以息肉隆起型居多，常见为腺瘤

性息肉，尤其是绒毛状腺瘤癌变(息肉癌变若蒂部无浸

润均属于早期癌)[1，6]. 表浅型癌较少见.根据黏膜形态又

分为 IIa、IIb 和 IIc 病变，部分表现为 IIa+IIc 混合型[7].

IIa 型为扁平隆起型，黏膜轻度隆起或呈分币状.IIb 型

为表面平坦型，黏膜轻度发红或退色，无黏膜隆起或

凹陷，该型较少见，内镜下也不容易诊断. IIc 型为表

面凹陷型，黏膜呈浅表糜烂或溃疡.若黏膜在隆起的基

础上伴溃疡者称 IIa+IIc 型或 IIc+IIa 型，大体如小盘

状，边缘隆起，中心凹陷. 工藤进英[8]描述了一组以表

浅黏膜侧向生长为特征的大肠肿瘤 (lateral spreading

tumor,LST),根据其表面形态，是否有分叶或结节进一步

分为颗粒型和非颗粒型，这类病变实质上多属于 IIa 型

或IIa+IIc型病变. 一些学者将黏膜肌层与固有肌层之间

的黏膜下层按等距离分为三份，根据癌细胞在黏膜下

的浸润深度将黏膜下癌(sm癌)区分为三个亚型,据称sm

1 型癌一般无癌转移，而 sm 2 和 sm 3 型癌则有转移的

可能，这些为临床处理提供了参考. 关于大肠早期癌的

结肠镜检出率，根据多田正大 et al [9]所在医院，1985/

1996 年间从 10 357 例大肠腺瘤中检出早期癌 961 例，

检出率为9.3 %. 按肉眼形态类型不同,各型早期癌检出

率及 sm 癌检出率见表 1.



表 1  1 0357 例不同类型腺瘤早期癌与 sm 癌检出率

   早期癌    sm 癌
肉眼类型     n

n (%)        n (%)

Ⅰ p,Ⅰ sp,Ⅰ s 5 863             647       11.0       128        2.2

Ⅱ a(+dep),Ⅱ b 3 925  82         2.1          6        0.2

LST    293             120       41.0         26        8.9

Ⅱ a + Ⅱ c    163  69        45.1        42      27.5

Ⅱ c,Ⅱ c + Ⅱ a    123  43       35.0         28      22.8

合计            1 0357             961         9.3       230        2.2

          近年来结合黏膜染色及放大内镜检查,可提高早期

大肠癌的检出率. 采用 0.4 % 靛胭脂内镜下喷洒可将病

变的范围及表面形态清楚的显示出来，然后采用放大

电子结肠镜对大肠腺管开口形态(pit pattern)进行评价. 仔

细观察，判断大肠腺管开口的类型，通过分类可以对

肿瘤性病变和是否为黏膜癌或黏膜下癌可以作出大致

的判断. 通常将大肠腺管开口形态分为五型：I 型为圆

形，是正常黏膜的腺管开口；I I 型呈星芒状或乳头

状，其组织学表现为增生性病变. III Ｌ型腺管开口呈管

状或类圆形，比正常腺管开口大，病理组织学为腺

瘤，多为隆起样病变；IIIs 型腺管开口呈管状或类圆
形，比正常腺管开口小，此类腺管开口多发生于凹陷
型肿瘤即 IIc 病变，病理组织学为腺瘤或早期大肠癌；
IV 型腺管开口呈分支状、脑回状或沟纹状，病理组
织学为绒毛状腺瘤；VA 型腺管开口排列不规则，开
口大小不均，多数为早期癌；VN 型腺管开口消失或
无结构，该型皆为浸润癌.
       此外，要注意吻合部复发癌的早期发现，该型癌

常需病理活检组织学检查确认. 内镜下主要表现为吻合

部隆起性肿物，伴充血、水肿、糜烂及出血，并有脓性

渗出物附着，吻合口常形成狭窄[12]. 超声内镜示肠壁低

回声肿块影，管壁层次不清，结构破坏.组织病理学检

查可见明显异型的癌性腺体，但肠壁深层组织的复发

癌病理取材不容易成功. 应注意的是临床上常遇见吻合

口未见复发而出现肠外复发转移的情况.

2   掌握内镜检查技巧,特别是注意内镜活检的应用

2.1肠镜检查时注意避免遗漏病变  内镜检查不仅能检视

肿瘤大小、形态、部位、活动度，且能行息肉或早期微

小癌灶切除，对可疑病灶能取组织进行活检，因此是目

前大肠癌诊断最有效的手段. 肠道的清洁程度是结肠镜

检查成败的关键之一. 服泻剂致泻最为有效，如未泻而

清洁灌肠，即使高位灌肠 3-4 次,也常于右侧结肠，尤

其升结肠积有粪便,影响进镜与观察病变. 结肠镜检查过

程中，要注意多发性大肠癌和大肠癌根治术后复发的

病例，不仅要仔细观察吻合部，而且又要进行全结肠的

观察. 注意防止退镜观察时，横结肠、乙状结肠段皱缩

在镜身上的肠袢未及观察,一大段肠管突然脱离镜身退

向远方，以致遗漏病变；在这些肠段应缓缓退镜并采
取退退进进的方式，使迭聚的肠袢一小段一小段地脱
离镜身.
2.2 病理活检是内镜定性诊断的金标准,但不适合对预后

的评估   内镜活检对于确定大肠癌尤其是早期癌和息肉
癌变以及对病变鉴别诊断有决定性意义[6]. 他不仅可明确
肿瘤的性质、组织学类型及恶性程度，而且可判断预
后，指导临床治疗.绝大多数大肠癌为腺癌，其中乳
头状腺癌和高、中分化腺癌多见，均为分化型癌，临
床预后较好. 此外尚可见到黏液细胞癌、印戒细胞癌、
未分化癌、腺鳞癌及鳞状细胞癌等. 其中黏液细胞癌、
低分化腺癌、印戒细胞癌、未分化癌属于分化不良型
癌，临床预后较差. 腺鳞癌及鳞状细胞癌主要见于直肠
下段近肛管部. 但是内镜下的活检对癌肿组织分化程度
的判断常有误差，因此用于临床预后的评价，指导意义
不大.

2.3 术前肿瘤浸润深度的评估主要依赖超声内镜(EUS)检

查  EUS可在内镜观察病变的基础上了解消化管管壁各

层次的组织学影像特征及周围邻近重要脏器的超声影

像[13]. 对判断病变的浸润深度、有无邻近脏器的侵犯以

及周围有无肿大淋巴结等准确率较高. 大肠癌的基本影
像学表现为低回声肿瘤图像；肠壁一层或多层结构不
清、消失、扭曲、中断或增厚；不规则的低回声影
突入肠腔内外或位于肠壁内形成肿块；周围器官和淋
巴结受侵. EUS可显示黏膜面及黏膜以下各层组织的变
化，可据此判断癌的浸润深度，是以往各种检查方法难
以做到的.其影像特征: (1)黏膜内癌(m 癌)，病变局限在
第 1、2 层内，表现为第 1 层不平或隆起突出，第 2 层
低回声带中可见点状回声或中位回声肿块，第3层以下
无异常改变；(2)黏膜下层癌(sm 癌)，癌组织浸润达黏膜
下层时可以看到第3层强回声带出现不整、薄层化及断
裂破坏图像；(3)固有肌层癌(pm 癌)，第 3 层中断，第 4
层不齐、断裂，而第 5 层看不到变化 ；(4)浆膜层癌(ss，s
癌)，指浸润达浆膜或外膜，但还没有浸润到其他脏器
的癌. 此时肠壁全层被破坏，表现为第 3、4层中断，第
5层不整及中断像，但与邻接脏器的边界呈对比鲜明的
图像.当浸润毗邻脏器时，边界模糊不清. EUS诊断大肠
癌和评价术前分期较 MRI和CT 有更高的准确性，但对
肝脏、腹膜等远隔部位的转移，由于 EUS 的穿透深度
有限，因此难以作出正确判断，必须与 CT、MRI 配合
应用.

2.4 早期癌诊断必须要有病理学检查为依据,但黏膜活检

不能诊断早期癌   由于黏膜染色、放大内镜、超声内

镜等已用于内镜下大肠黏膜的观察，改善了大肠黏膜早

期病变的检出率,然而诊断早期癌必须要以病理学检查为

依据[1,6]. 内镜下黏膜染色有助于发现微小黏膜病变和病

变范围，但不能诊断大肠癌，这是因为这种染色在癌变

黏膜和炎症黏膜间并无特异性. 放大内镜及黏膜标本解
剖显微镜(实体显微镜)观察有助于大肠癌的辅助诊断，
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然而，这也只是一种发现黏膜早期病变而不是确诊的
方法. 因为任何临床病例的诊断都是个体化诊断，虽然
一些大肠癌在放大内镜或解剖显微镜下有一些特征性
的改变，例如在解剖显微镜下，黏膜隐窝的表面形态
(pit pattern)呈 IIIs 和 V 型者常是早期癌特征性改变，但
对每一个具体的病例，任何大体的形态改变均有例外，
确诊必须要以病理学检查为依据. 超声内镜，尤其是
20 Hz超声内镜及其超声探头的开发，使其对黏膜病变
的辨别能力大大提高. 虽然该项检查能发现黏膜增厚等
早期病变，但不能进行定性诊断，因为影像学诊断恶
性病变是以肿物对周围脏器的浸润或转移为依据，而
局限于黏膜内的早期癌并无浸润转移的恶性行为. 因此
对于黏膜内的低回声肿块病变不能单纯依靠超声内镜
进行确诊.
2.5 注意异型增生与癌变的关系，掌握早期癌的诊断

标准  内镜活检并不能观察肿瘤的浸润深度，因此不
能诊断早期癌.目前，只有两种组织材料适合进行早期
癌的诊断[1] : 一是外科切除的手术标本，可对整个病变
组织进行观察; 二是内镜切除的肿瘤标本，如隆起性病
变的圈套电凝切除、扁平病变的黏膜剥离切除等，可
对切除组织进行全瘤活检. 国内检出的早期癌绝大多数
为息肉癌变.由于大肠息肉的形成从组织学上主要涉及
黏膜及黏膜下层组织向肠腔的突起，因此，息肉癌变
均属于早期癌的范畴. 但诊断时必须有个前提，即息肉
癌变组织无蒂部的受累. 内镜活检进行组织病理学诊断
常忽视活检组织的包埋切片方向，诊断时并不重视蒂
部或切除残端. 如果内镜下病变切除的标本，不能观察
蒂部瘤细胞浸润情况，不能诊断早期癌. 如果息肉癌变
组织，发现蒂部或切除端有癌细胞浸润，则这种息肉
癌变为进展期病变，病理活检报告应明确注明“蒂部
发现癌细胞，建议考虑手术治疗”.
        大肠早期癌的内镜活检诊断目前缺乏统一的标准[14].
由于活检取材较为局限，不能全面观察病变形态，故
内镜活检诊断“早期癌”较为慎重. 主要原因是活检
标本中，腺体的不典型增生与腺体癌变有时不易区
分，二者的根本区别是癌细胞的侵袭行为，但内镜活
检取材组织小，有时早期癌只能观察到异型性而无癌

细胞侵袭表现. 因此在活检组织病理诊断上，应特别
注意如下癌细胞的特征：(1)细胞核圆形或不规则形，明
显增大浓染，占据胞质大部分，核仁明显 ；(2)结构异
型的腺体，出现腺上皮的不规则或突然中断 ；(3)异型
腺体呈单个散在、条状或团块状生长 ；(4)黏膜间质中
出现散在分布含黏液的异型细胞 ；(5)腺上皮出现共壁
或筛状增生 ；(6)活检坏死组织中出现畸形浓染的细胞
核. 过去所谓的“原位癌”是指细胞异型明显但仍局限
于腺上皮层内未突破基底膜的病变，相当于重度不典
型增生. 从细胞生物学特性来看，原位癌不是真正意义
上的“癌”，因为癌的本质是瘤细胞出现浸润转移恶性
行为. 癌细胞浸润首先表现为突破腺体基底膜的生长，
若异型腺体突破上皮层的基底膜但局限于黏膜层内，
此时称黏膜内癌(m癌). 内镜活检诊断应废弃“原位癌”
的诊断，因为不典型增生的基本改变是以局限于腺上
皮层内的细胞异型为特征，细胞异型程度只是评价不
典型增生程度的依据. 若在这些分类系统中，再区分出
原位癌的诊断，在病理判断上与不典型增生区别十分
困难，势必造成癌诊断标准和统计材料的极不一致.此
外，由于原位癌与重度不典型增生在治疗模式上并无
差异，内镜下可完全治愈，因此报告为“重度不典型
增生”更有益于患者对临床诊治模式的选择及减少不
必要的心理负担.
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0   引言

超声内镜检查(endoscopic ultrasonography， EUS)是经内
镜( 胃镜、结肠镜、腹腔镜等) 导入高频微型超声探
头，通过体腔在内镜直视下对消化管管壁或邻近脏器
进行超声扫描的方法. 由于探头可以接近病变，探头频
率可大大提高，使图像分辨率明显提高；同时，在
消化管管腔内进行超声扫描，可避免皮下脂肪、肠腔气
体和骨骼系统对超声波的影响和干扰，获得清晰的消
化道管壁的层次结构和周围邻近脏器的超声影像，被
称为胃肠道内镜学中最为精确的影像技术[1]. EUS的适应
证广泛，凡是消化管本身或邻近器官的病变或疑有病
变，经普通内镜及体表超声不能明确诊断者，都可以进
行超声内镜检查. 他对某些消化系统疾病尤其肿瘤有较
高的诊断价值，且可以判定肿瘤管壁浸润深度、有无邻
近脏器的浸润及淋巴结的转移等，为外科手术提供重
要的术前资料，也为黏膜下病变的定性诊断提供了最
佳方法. 同时，在ＥＵＳ引导下通过内镜直视下可进行
深层组织脏器的穿刺活检及治疗.目前EUS已成为消化
系疾病的重要诊断方法.

1   仪器的类型及性能

常规的超声内镜是将探头置于内镜端部，外配水囊，
注入无气水后可直接探查，此类探头直径约 10 mm. 超
声频率为 7.5-20 MHz. 另一类为微型超声探头(sonoprobe，
ultrasonic probe，USP)，直径仅 1.8-2.4 mm，探头从
内镜活检钳道伸至靶器官，可与常规内镜检查同时进
行超声扫描，且易通过狭窄部位，并可伸入胆、胰管等小
管道探查，又称管内超声(intraductal ultrasnongraphy，
IDUS).USP 的超声频率为 7.5-30 MHz，分辨率较高.
        超声扫描有线阵式扫描及环形扫描两类，前者能
定向作 90-120° 线性扫描，扫描方向与内镜镜轴相平
行，主要用于 EUS 引导下的细针抽吸术(endoscopic
ultrasonography guided fine-needle aspiration，EUS-FNA)，
可以观察及追踪穿刺的细针，同时结合多普勒信号

(endoscopic color doppler ultrasonography，ECDUS)显示
血液的方向、流量与速度，可提高 FNA 的安全性，
并适用于心脏与血管病变的检查.后者扫描方向与内镜
镜轴相垂直，作 360° 旋转环形扫描，扫描范围广、操
作简便，能清楚显示消化管壁各层次结构而应用更为
广泛.
         三维内镜超声[2] (3D EUS和3D IDUS)可连续获取多
个断层切面，可构建三维图像，更有效的了解脏器的相
互关系以及病变的体积、位置与范围等特性，通过体积
的测量，更能评估治疗的有效性.

2   正常消化管及脏器 EUS 的图像特点

EUS 扫描时， 正常消化管管壁从里至外可显示为高 -
低 - 高 - 低 - 高五层回声结构，分别对应于黏膜层表
面与腔内液体界面的反射(高回声带)、黏膜肌层(低回
声带)、黏膜下层(高回声带)、固有肌层(低回声带)、
浆膜下层和浆膜(或外膜)层(高回声带). 正常食管壁厚度
约 3.1-3.3 mm，胃壁厚度 3.7 ± 0.6 mm，十二指肠壁
厚度约 3 mm，结肠壁厚约 2.75 mm.

3   胃肠道的恶性病变

3.1 胃肠道癌肿的超声内镜表现  消化道癌肿的 EUS 影
像均表现为不规则的低回声或中位回声(低于第 3 层高
于第 2、4 层回声)肿块影，伴局部或全部管壁结构层
次的破坏. EUS 下管壁的 5 层结构中，第 4 层低回声带
(固有肌层)是划分早期癌与进展期癌的分界线. 如果第4
层有病变，则提示进展期癌. EUS 对 Borrmann Ⅳ型浸
润型胃癌有很高的诊断能力. 该型胃癌的声像图表现为:
大部分或全胃壁弥漫性增厚， 多在 1 cm 以上；为全
层增厚，黏膜下层及固有肌层尤明显，回声减弱. 增
厚的胃壁并无明显结构紊乱，其层次尚可辨认. 部分
病例黏膜层及黏膜肌层已破坏脱落，扫描仅见 3 层结
构，最表面的即为黏膜下层.南方医院对 136 例胃癌患
者进行 EUS 检查，此型胃癌 36 例，EUS 均诊断正确，
其中 12 例(33.3 %)多次内镜活检未发现癌细胞[3,4].
        腔外组织受浸表现为管壁第 4、5 层回声带分辨不
清，不易分辨低回声的肿瘤组织与外界组织，或低回声
肿块突破第5层高回声带侵入外周组织. 癌周淋巴结转
移可表现为圆形、边界清楚的低回声结节.
3.2 肿瘤术前超声内镜分期  肿瘤浸润深度及淋巴结转
移与手术治疗效果及预后密切相关. 正确的术前分期有
助于确立消化道癌肿的手术术式. 例如对EUS确诊直径
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< 2 cm 的黏膜内癌，有可能经内镜黏膜剥离切除术或
激光照射法而治愈，而对于确诊已有周围脏器浸润(尤
其是大血管、心包、气管等)或转移的晚期病例可避免
不必要的开胸、剖腹探查术.
         大量研究表明，EUS 对消化道癌肿的术前局部分
期十分准确和简便，优于 CT 和磁共振(MIR)等其他
方法[5-7]. 根据 21 个中心的研究报告[1]，EUS 对食管癌
T 分期的准确率为 84 %(1 154 例)，对胃癌分期总准确
率为 67-91 %[8]，对结直肠癌正确率达 78-89 %[7-10]. 南
方医院对 278 例胃癌患者行 EUS 检查，T 分期准确率
为 85.7 %，其中 T1-T4 期诊断正确率分别为 96.3 ％、
85.4 %、73.5 % 和 89.4 %. 进一步的研究发现，EUS
的术前分期与细胞生物学行为有良好的相关性[3,11-15].
       研究表明，EUS 对肿大淋巴结的显示率较高，EUS
能发现直径 3-5 mm 以上肿大的淋巴结. 但对转移性淋巴
结与炎症反应肿大的淋巴结鉴别较困难. 大多数学者[16,17]将
淋巴结回声类型、边界及大小作为主要的判断标准，认
为转移性淋巴结多为圆型、类圆形低回声结构，回声值
与肿瘤组织相似或更低，边界清晰，内部回声均质或不
均质，短轴半径≥ 10 mm ; 而非特异性炎性肿大的淋
巴结常呈高回声改变，边界模糊，内部回声均匀. 在EUS
引导下穿刺活检将有助于提高判断的准确率.
        由于穿透深度的限制，EUS 评价远处转移(M 分期)
的能力有限，必须与 CT、MRI 配合应用.
3.3 超声内镜对胃肠癌术后复发的诊断  胃肠癌术后的
局部复发非常常见. 一些吻合口复发可能由内镜及活检
诊断，但是很多复发病灶只出现在黏膜下或浆膜层，普
通内镜无法观察到; 术后组织解剖结构变化，胃肠造成
的伪差使 CT 等其他影像学检查很难作出准确的判断;
而此时 EUS 的检查灵敏度高达 95 %，特异性仍有 80 %.
术后患者，吻合口上下的管壁有 5 层组织可见，吻合
口处只有 3 层，内外两层均为高回声线，中间为相对
较厚的低回声. 全壁厚≤ 6 mm，吻合口光滑.局部复发
时，吻合口处可显示结节性低回声或形成不规则增厚
＞ 7 mm 以上. EUS 假阳性也与术后纤维疤痕及炎症反
应有关.
3.4 胃淋巴瘤的超声内镜检查  胃肠道为原发性结外淋
巴瘤最常见的发病部位. 胃淋巴瘤较胃癌预后好. 如果术
前诊断明确并实行恰当的手术治疗，胃淋巴瘤可获得
相当好的预后. 然而胃恶性淋巴瘤诊断较为困难，胃镜
与 X 线检查易与胃巨大皱襞症相混淆，活组织检查难
于取得病理学依据，EUS 检查可提供较可靠的依据. 因
胃淋巴瘤在胃壁内浸润呈水平向生长，有别于胃癌呈
垂直向生长，病变多局限于第 2-3 层. 早期胃淋巴瘤
EUS 特征为第 2-3 层结构异常增厚，但各层次仍保持
原有的特征. 进展期则表现为胃壁显著增厚，胃壁原有
层次消失而代之以不规则低回声. 若化疗有效，仍可
恢复原有胃壁层次. 此外，EUS 也是胃淋巴瘤术前分
期的一个非常有用的工具. 他不仅可判断肿瘤浸润深度

和局部扩散，还可显示自病变部位向正常胃壁的移行.
Caletti et al [18]对 82 例原发性胃淋巴瘤患者进行了 EUS，
诊断准确率为 97%，敏感率为 93 %，特异性为 98 %.
对淋巴瘤浸润深度的诊断准确率为 87 %.

4   其他胃肠病变

4.1 黏膜下肿瘤的超声内镜检查  EUS 是目前诊断消化
道黏膜下肿瘤的最佳方法. 他可提供有关这些病变的部
位、大小和性质(实性或液性)准确的资料. 根据肿瘤与
管壁层次及其回声特征尚可提示组织学诊断[9,19]，如在
第 4 层(肌层)显示边界清楚的低回声，应考虑平滑肌肿
瘤，平滑肌瘤多表现为内部回声均匀的低回声像. 平滑
肌肉瘤则表现为内部回声不均匀、混有无回声部分，
边缘凹凸不平并向周围组织浸润.在第3层(黏膜下层)显
示边界清楚规则的无回声区，多是黏膜下囊肿；如为边
界整齐、清晰的、均匀一致的高回声，多为脂肪瘤；黏
膜下层低回声可见于：(1)异位胰腺；(2)纤维瘤；(3)平滑
肌瘤或肉瘤；(4)类癌. 其鉴别点有：异位胰腺边界不
清，表面可有乳头样突起，回声程度比平滑肌瘤高，比
脂肪瘤低，内部回声粗糙杂乱、有不规则管状或点状回
声混杂；纤维瘤为边界不清、不规则的低回声，多位于
黏膜下层及肌层之间；平滑肌瘤或肉瘤能显示与黏膜
层和固有肌层的连续关系，且有类似肌层的低回声；类
癌显示为边界清楚、与固有肌层位于同水平的均匀的
低回声.
         EUS可辨认黏膜下肿瘤中的血管结构及血管源性肿
物，而避免进行穿刺或活检. 另外，EUS 可精确地鉴
别黏膜下肿瘤与消化管管外的生理性压迫( 主动脉、
肝、胆、脾、肾等)及病理性压迫(肿瘤、囊肿)，其准
确率达90 %以上. 消化管壁内肿瘤的起源及位置必与管
壁 5 层结构中的某一层有关，壁外压迫则发生在消化
管管壁第5层者高回声结构的外侧，显示管壁的5层结
构完整及其壁外的肿物或器官压迫消化管壁.
4.2 胃巨大皱襞的超声内镜检查  胃巨大皱襞可为一些
良性和恶性病变共同具有的特点，因此准确地判断他
们的性质非常重要. 由于其活检通常为阴性，故常规胃
镜诊断胃巨大皱襞经常很困难. EUS可详细观察胃壁的
不同层次，准确地判断哪一层次增厚以及层次结构的
完整性，因而 EUS 对于评价胃巨大皱襞的患者非常有
用[20]. EUS 不仅可观察胃巨大皱襞的结构，而且有助于
鉴别良、恶性病变.EUS 显示仅有第 2 层胃壁增厚时，
可能为 Ménétrier’s 病；如仅为第 3 层异常增厚，应
怀疑海异尖线虫病.多数硬癌表现为第 3 层和第 4 层异
常增厚. 第 2、3 层增厚可出现于伴有单纯大皱襞的健
康人，也可出现于胃淋巴瘤. 第 4 层异常增厚仅见于恶
性病变. 另外，EUS 检查可避免对有可能出血的胃曲张
静脉做活检. 为作出最后诊断，在排除因壁内血管引起
胃壁增厚之后，必须将 EUS 和内镜活检(常规钳夹或大
块活检)结合应用.
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4.3 消化性溃疡的超声内镜检查  EUS 能够显示胃壁的
各个层次，可提供X线和内镜检查不能明确的溃疡的内
部结构图像和胃壁结构变化的视觉信息，从而能够客
观判断溃疡的深度及其治愈的难易性. 消化性溃疡的
EUS 图像表现为:溃疡组织破坏层的回声中断，溃疡基
底表面的白苔呈高回声，称为白苔回波，溃疡基底的深
处表现为低回声，称为溃疡回波. 随着溃疡活动期趋向
愈合，白苔回波逐渐不明显，同时溃疡回波缩小，最终
消失. 愈合期纤维化的回声为高回声. 在溃疡瘢痕中，
可看到第 2 层和第 4 层融合. 溃疡的边缘不规则，其周
围组织肿胀呈低回声增厚. 溃疡有时破坏邻近结构，以致
分层不清，此时不能区别炎性病变或浸润性恶性肿瘤.
        根据胃黏膜断裂的层次来判断胃溃疡的深度:限于
黏膜下层的溃疡(Ul- Ⅱ)，EUS 断层可见第 1、2 层缺
失；深达肌层的溃疡(Ul- Ⅲ)，第 1-3 层缺失；穿透
肌层的溃疡(Ul- Ⅳ)图像为第 1-4 层缺失.深达或穿透肌
层的溃疡可见到第 2 层和第 4 层的聚拢，这与组织学
的黏膜肌层和固有肌层融合的表现一致.
4.4 门脉高压症的超声内镜检查  EUS 比腹部超声、血
管造影、彩色多普勒等检查能更好地观察到门静脉系
统的大部分. 运用幅射型扫描超声内镜，在正常人和门
脉高压症患者均可见到奇静脉、脾、肠系膜及门静脉，
而胃、食管静脉曲张和胃及食管周围侧枝静脉则仅见
于门脉高压症患者. EUS 对食管、胃底静脉曲张的检出
率分别为67 %和100 %[21]. 表现为黏膜及黏膜下层无回
声或低回声的管腔图像，呈圆形、椭圆形或长形，其管
壁较正常静脉明显变薄.另外，在门脉高压性胃病患
者， EUS 可观察到胃壁内扩张的小血管.
       高频微小超声探头的应用，可避免曲张的静脉受
到常规 EUS 探头周围水囊的压迫，从而更易于检出食
管静脉曲张. 微探头也用于观察静脉曲张结扎疗法后结
扎部位及周围区域的随时间而变化的情况. 结扎 3 min
后，结扎部位由无回声区变为高回声区，其原因可能为
这些部位血栓形成.
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0   引言

近年来医疗技术的发展突飞猛进，重症监护病房的建
立，尖端的血流动力监护仪，内镜和血管造影技术不
断进展. 但消化道出血的死亡率居高不下，上消化道出
血的死亡率自1960年代以来一直10 %左右[1]. 研究表
明，这与社会人口老龄化有关，先进治疗提高的生存
率被增加的高危老年期患者所抵消. 英国一个资料显
示[2]，1 550 万人口中，上消化道出血的死亡率达 14 %，
但 60 岁以下，并不伴有恶性疾病及器官衰竭的人仅占
0.6 %. 据统计[3]，80 % 以上的老年人至少患有一种疾
病，大多数还患有 2 种以上疾病. 老年期消化道出血的
高危性在很大程度上取决于伴随其他疾病而出现的并
发症，如心肌梗塞，吸入性肺炎，肺水肿，脑血管病和
肾功能不全等. 应予高度重视.

1   上消化道出血

老年期上消化道出血最常见的病因仍为酸相关疾病，
国外报道占 70-91 %[4-6]，国内 79.96-85.2 %[7,8]. 其中消
化性溃疡并出血的发病率最高，占一半以上. 与中、
青年患者不同的是胃溃疡出血的比例明显增多，而且
溃疡的位置上移，面积增大，出血前疼痛模糊，被
腹胀、纳差、恶心、呕吐等症状所代替. 食管炎、胃
炎、十二指肠炎出血发生率亦高于中青年患者，可能
与服用 NSAID 和心、脑血管药者较多有关.酗酒者显著
减少. 究其原因，可能与老年期黏膜血流量下降，上
皮细胞更新减慢，以及药物作用，屏障功能减弱有关.
        其次为上消化道肿瘤占10 %左右，以胃癌多见. 多
表现为出血量不大，但贫血症状明显，与出血量不相
称.纳差、消瘦症状明显. 胃平滑肌瘤的出血量往往大
于其他良、恶性肿瘤.
        其他老年期上消化道出血的病因应为dieulafoy病和
血管畸形. 如遗传性毛细血管扩张、动静脉畸形. dieulafoy
病全消化道均可见到，但以胃最多见，临床上并不罕
见. 血管畸形国外报道高于国内. 但血管畸形无任何先兆

症状，据此可与其他疾病相鉴别.
        门脉高压性食管、胃底静脉曲张破裂出血和贲门
撕裂(mallory-weiss  tears)较中青年明显减少，因病史
和临床表现比较明确，鉴别诊断不难. 较为罕见病因，
如钩虫病引起的上消化道大出血，我们曾见 1 例 65 岁
男性郊区农民，因解大量黑便，血色素降至 38 g/L，
最后在手术台上用结肠镜检查证实十二指肠第三段大
量钩虫寄生而致黏膜糜烂大出血.

2   下消化道出血

下消化道出血约占消化道出血的 20-33 % 左右[1,3,9,10]，
下消化道出血的发病率与年龄成正比，年龄越大，发病
率越高. 下消化道出血包括小肠及大肠出血. 由于全结肠
镜的普遍应用，所以大肠出血的病因较易诊断，但小肠
出血则较难诊断. 由于诊断方法和诊断技术的差异，以
及地区和种族的差异，下消化道出血的病因报道不太
一致. 国内、外下消化道出血最常见的病因是痔疮出
血，占下消化道出血的76 %. 但表现为急性大量大出血
过程的仅占 2-9 %，因此痔疮出血并不受临床重视，
且诊断容易，常有反复出血病史，又与便秘有关，血呈
鲜红色附在大便表面，有时亦可呈喷射状出血. 老年期
便秘还可形成“粪性”溃疡，溃疡形成与黏附压迫肠黏
膜的大便硬块有关，应与鉴别.
          肠道肿瘤及息肉是老年期下消化道出血较为常见的
原因[11-14]. 小肠肿瘤，如平滑肌瘤和淋巴瘤的出血量往
往较大，出血和贫血症状明显. 结肠肿瘤多为上皮性
癌，出血晚，出血量少. 多伴有腹痛，大便改变、消瘦
和贫血等症状. 息肉出血量少，大量血便并不常见. 息
肉切除术后出血，其量往往较大.

         感染性肠道疾病是引起老年期下消化道出血另一

较为常见的病因. 主要包括急性坏死性小肠炎、溃疡性

结肠炎、克罗恩病、伤寒、结核、痢疾等疾病. 临床上

多有发热、腹泻、腹痛等症状，此类疾病发病过程较急，

但构成生命危险的大出血较为少见，结合病史，诊断上

相对容易.

          憩室和血管畸形被国外公认[16,17] 为老年期下消化道

出血中发病率最为常见的二个病因，国内相关报道较

少. 钱家鸣 et al [15]报道 37 例小肠出血的病因中，血管

畸形 19 例，占 51.35 %，表明我国血管畸形的发病率

并不低，过去报道较低的原因可能与国内诊断血管畸

形的血管造影、核素扫描和小肠镜检查技术仅限于少

数大医院，开展不够普遍有关. 憩室病和血管畸形男女



发病率相等，主要发生在老年期，多为无症状性大出

血，90 % 患者出血呈自限性，亦可间歇反复发作，
临床上可有缺铁性贫血的表现.NSAID 可能是憩室出血
的诱因，应引起临床重视. 另外缺血性肠炎是引起老年
期下消化道出血是老年期的特有原因.动脉硬化和肠绞
痛的病史是该病诊断的有力证据.
       其他少见的下消化道出血原因，包括肠套叠、孤
立性直肠溃疡、门脉高压性肠病、结肠dieulafoy病、子
宫内膜异位等.

3   诊断方法

消化道出血的诊断技术日臻完善和成熟. 内镜、血管造
影、核素扫描和小肠气钡造影是诊断消化道出血重要
的必不可少的方法，使过去大多数不明原因的消化道
出血得到了明确诊断. 胶囊内镜的问世将为进一步减少
消化道不明原因出血再作贡献. 在诊断方法的选择上，
优先考虑内镜检查. 临床上小肠出血仅占 3-5 %，95 %
的消化道出血发生在内镜可以到达的部位.内镜检查直
观，可以取活组织病理检查，一个熟练的、有经验的内
镜医生诊断正确率可达90 %以上. 一般认为80-95 %的
上消化道出血患者通过内镜检查即可明确诊断. 因此在
病情允许的条件下，首先行内镜检查；在病情不允许
的条件下，创造条件，尽快行内镜检查，初步确定出血的
病因及部位，或可缩小诊断的范围，再作下一步诊断方法
的选择. 总体来看，老年期内镜检查还是安全的，虽然其
并发症发生率(0.24-4.9 %)高于年青患者(0.03-0.13 %)[1,3]，
包括出血、吸入性肺炎、心肌梗塞和穿孔. 但只要有
所准备，可以减少或避免并发症的发生. 对于内镜检查
不能确诊或小肠出血的病变要适当选择血管造影、核
素扫描及小肠 X 线检查. 目前认为，对于急性大量出血
的患者，选择性血管造影诊断率较高，且可同时给予介
入治疗；对于慢性、反复少量出血的患者，核素扫描的
阳性率更高；小肠气钡造影须在出血间歇期进行，其阳
性率低于血管造影和核素扫描，但对临床有固定部位
疼痛，伴有梗阻表现，钡剂尚能通过者仍为首选；吞线
试验结合我国国情，目前尚不能废弃，必要时仍可选用.

4   治疗措施

老年期消化道出血的治疗措施与中青年患者相比无本
质上的不同. 但老年患者存在心、肺、肾功能代偿能力
差，受伴随疾病的相互影响，再出血率高和并发症多等
特点，在治疗措施的选择上有所差别.
4.1 病情监护  由于老年期患者重要器官功能衰退，或
伴有心脏疾患，在急性消化道出血时容易诱发心绞痛，
心律失常，甚至心肌梗塞，脑血管病，吸入性肺炎等并
发症.入院后给予心、肺功能监护是必要的，随时观察
生命体征的变化，亦可了解消化道出血的情况.
4.2 饮食要求  急性消化道大出血的患者必须禁食. 老年
患者有动脉硬化、甚至伴有高血压、血管弹性差、上

皮更新慢等特点，禁食时间应长于年青患者，方可有
效防止再出血. 我们见过数例消化性溃疡并大出血的老
年患者，胃镜检查均已见出血停止，血凝块形成，但进
食后很快再出血.
4.3 及时输血  老年患者动脉硬化，脏器衰老，对缺
血特别敏感，受缺血影响的后果较为严重. 及时输血，
可以迅速稳定患者的生命体征，促进病情的恢复，防止
并发症的发生. 只有在稳定的生命体征的基础上，才能
进行程序性诊断和治疗. 因此，我们认为老年期急性消
化道出血的输血标准为血红蛋白≤ 10 g/L.
4.4 药物治疗  (1)酸相关疾病出血的抗酸治疗. H2 受体
拮抗剂和质子泵抑制剂均是有效的药物，如能使胃内
PH 达到 6 以上，止血效果更好，因此质子泵抑制剂更
为理想，抗酸作用强，止血效果好，副作用少. (2)门
脉高压性食管静脉曲张破裂出血时生长抑素及其类似
物，善宁、施他宁的使用，72 h 的止血率可达到 80 %
以上，无加压素的副作用，接近内镜治疗的效果. (3)
局部及全身止血药物的使用:上消化道出血时去甲肾上
腺素液、凝血酶、孟氏液口服或胃管内注入均有良好的
止血作用. 老年患者全身止血药的使用应适度，出血停
止后应立即停药. (4)保护心、肝、脑、肾功能的药物
及辅助对症治疗.
4.5 内镜治疗  内镜治疗安全、可靠、减少再出血，

是消化道出血有效的治疗方法. 无论是上消化道出血，

还是下消化道出血，只要内镜可以到达的部位，内镜

治疗应是优先考虑的. (1)对于非静脉曲张破裂出血，可

选用电凝或热凝止血、注射法止血、血管钳夹和激光
凝固止血[18]. 注射法就是经内镜注射止血，如注射高渗

盐水，使血管周围组织水肿而压迫血管止血，注射去

甲肾上腺素使周围毛细血管收缩止血，注射凝血酶使

局部血液凝集止血. (2)对于静脉曲张破裂出血，可予三

腔二囊管压迫，正确使用三腔二囊管可有效控制食

管、胃底静脉曲张破裂大出血. 并可以为硬化剂治疗和
套扎治疗创造良好的条件. 硬化剂注射治疗常用的硬化剂

为 50  ml/L 鱼肝油酸钠和 10 ml/L 乙氧硬化醇.同时进行

曲张静脉内和曲张静脉旁注射，静脉内注射后应留针

数 10 s-1 min.有效率可达 90 % 以上.
         套扎治疗较硬化剂治疗更为安全. 目前在急性大出
血时多采用套扎治疗. 但要取得长远的效果，需配合硬
化剂注射. 套扎治疗的有效率亦达到 90 % 以上.
4.6 放射介入治疗  经皮经肝胃冠状静脉栓塞术(PTO)是
指经皮经肝插入导管，沿肝内门静脉右支至门静脉干到
达胃冠状静脉，然后注入栓塞剂，将冠状静脉栓塞止血.
        经颈静脉、肝内门静脉支架分流术(TIPS)是在肝内
门、腔静脉内放置金属支架进行门、腔静脉分流，以降
低门静脉压力，减少侧支循环量，使曲张静脉破裂出血
停止.
4.7 选择性静、动脉内药物灌注止血  对老年患者并非
很好的治疗手段，因在血管内滴注加压素时，对有动
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脉硬化的老年患者会出现较多的并发症，如心衰、心
律失常、高血压、心肌梗塞、肠缺血坏死等. 但在内
镜不能到达的部位，手术又有很大风险的情况下，选择
性静动脉内药物灌注又是值得应用的方法. 加压素的用
量为 0.2-0.4 u/min，出血停止后 0.1 u/min 持续 24 h 后
可停药，治疗过程中密切观察病情变化，予以相应的
处理.
4.8 外科治疗  经上述治疗无效的患者应予手术治疗. 手
术治疗不仅可以止血，并可将出血病灶，如肿瘤、息肉、
憩室等切除，达到根治的目的. 老年患者手术死亡率较
高，早期手术死亡率(1.1-4 %)低于晚期死亡率(15 %).
因此，一旦确定手术，应及早手术.
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     在基因表达的调控中，表型遗传修饰(epigenesis,又译为表观遗传修饰，遗传外修饰或后生修饰)占主导地位. 染色体由DNA 和

组蛋白包裹而成. 表型遗传修饰学说的主要内容是下调转录的DNA 甲基化，而与之密切相关的增强基因表达的组蛋白乙酰化也常常

被一并述及. 许多疾病，如某些遗传病，病毒感染和肿瘤受表型遗传改变的影响. 各种肿瘤的发生过程中有癌基因的低甲基化和抑

癌基因的高甲基化，也同时存在着乙酰化的紊乱. 通过干预上述表型遗传修饰的异常，可影响肿瘤的进程.
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肿瘤发生中的表型遗传修饰变化，影响这些改变的诸多因素等. 对于进一步丰富表型遗传修饰学说的内容和深入研究其在肿瘤等疾

病发生和发展中的影响，具有一定的理论意义和临床指导价值. 该书适于遗传学，分子生物学和肿瘤学专业的研究生，实验室工
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0   引言

消化性溃疡是全球性的多发病. 随着社会的老龄化，老
年期消化性溃疡的发生呈增加趋势. 据统计65岁以上胃
溃疡发病率为 5.2 %，70 岁以上增加至 8.5 %，并且
因其临床症状的不典型极易被忽视，因而，针对老年期
消化性溃疡的特点，合理选择临床用药对老年患者的
健康及生活质量至关重要.

1   老年期消化性溃疡的特点

1.1 胃溃疡多见  胃溃疡直径常可超过 2.5 cm，且多发，
常常位于胃的近端，多于高位胃体的后壁或小弯. 可能
与随龄性胃体 - 窦交界上移，小动脉硬化及黏膜血液
灌注不足有关.
1.2 临床症状不典型，甚至无症状  老年患者的腹部疼
痛多失去规律性，常以腹胀、纳差、体重下降、贫血、
大便潜血阳性为多见，以出血症状首发者占 13 %.
1.3 易发生巨大溃疡  即胃溃疡直径>3 cm，十二指肠
溃疡直径>2 cm. 巨大胃溃疡恶变率为 3.3 %，其合并
霉菌感染机会较一般胃溃疡多；巨大十二指肠溃疡多
发于球后壁或球后，疼痛常放射至背部，并且胃酸较一
般十二指肠球部溃疡低，溃疡可穿透至胰腺，并易发生
狭窄及梗阻.
1.4 并发症随年龄而有所增加，出血最为常见  并发大
出血率占老年消化性溃疡 20 % 以上，出血量较多，常
常与临床表现不一致，并且易发生出血后的序贯性器
官功能损害.
1.5 非甾体抗炎药(NSAIDs)所致溃疡较年青人多见  由
于老年人群因心、脑血管病变及关节病变服 NSAIDs机
会多，而胃黏膜防预机制及耐受性又较差，因而易发生
NSAIDs溃疡[1-3].
1.6 老年期消化性溃疡愈合较慢  由于代谢率低，膜血
液灌注不足，上皮修复功能差等所致，用药时间宜延长.
1.7 老年期消化性溃疡  Hp 感染率高达 60 % 以上，因
而 Hp 的根治也显得尤为重要[4].

2   老年期消化性溃疡的内科治疗

消化性溃疡的发生为多因素所致，根据可能的主要病
因，有无 Hp 感染，有无 NSAIDs 服用史，是初发溃
疡还是复发溃疡，溃疡本身的特点及是否伴有并发症
的存在，原有何种基础疾病(高血压、糖尿病)等等，
药物选择的侧重点是不同的. 治疗的总体目标是减轻解
除溃疡疼痛，促进溃疡愈合，预防溃疡复发并减少相关
并发症的发生.
2.1 基本治疗  消除或减轻心理压力，对焦虑紧张失眠
者可短期用镇静药；避免过劳；减少吸烟；停服致溃疡
药物如 NSAIDs、激素、利血平等等，或减少用量，
或更换对胃黏膜损害小的药物，并与食物或抗酸剂同
服；避免浓茶、咖啡、高度酒精、过辛辣物的直接刺激；
饮食上注意细嚼慢咽，规律进食，避免餐间零食及睡前
进食，避免过饱.
2.2 降低胃内酸度的药物

2.2.1 抗酸药  与胃内盐酸结合产生盐和水而降低胃酸.
种类繁多，有碳酸氢钠、碳酸钙、氧化钙、氧化镁、氢
氧化镁、铝碳酸镁、氢氧化铝、磷酸铝等. 分可溶性和
不溶性两类. 碳酸氢钠属前者，止痛效果快，但长期
大量用时可引起代谢性碱中毒，甚至造成肾损伤；含
钙、铋、铝的制酸剂可致便秘；镁制剂可致腹泻；
含钠的制酸剂可引起水钠潴留；部分抗酸药如氢氧化
铝可妨碍洋地黄、四环素、异烟肼、铁剂等药物的吸收；
并且此类制剂宜饭后 1 h、3 h 及睡前各服 1 次，7 次 /
d，患者依从性差，再加上已有强力的抗胃酸分泌
药，抗酸药有被取代的趋势.
2.2.2 抗胆碱能药  能减少酸和胃蛋白酶分泌，降低胃
肠运动和胃排空，加强抗酸药的中和效能，但易导致胃
窦部潴留和胃泌素释放，一般不宜用于治疗胃溃疡仅
作为十二指肠溃疡抗酸治疗的辅助用药，宜餐前 30
m i n 服用，但青光眼、前列腺肥大、胃出口梗阻和
返流性食管炎者禁用.
2.2.3 组胺 H2 受体拮抗剂  选择性竞争 H2 受体，使壁
细胞内 cAMP 产生及胃酸分泌减少，治疗消化性溃疡. 这
类制剂有西咪替丁(cimetidine)、雷尼替丁(ranitidine)、法
莫替丁(famotidine)、尼扎替丁(nizatidine)和罗沙替丁
(roxatidine). 西咪替丁为第一代产品，结构中含一咪唑
环，作用时间持续较短(6 h)，长期用副作用大，其对
雄激素受体有亲和力，可产生男子乳房发育和阳萎，精
子数量减少，垂体 - 睾丸功能紊乱；西咪替丁可抑制
肝微粒体氧化酶活性，延长某些药物( 华法林、安



650                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003 年 5 月 15 日  第 11 卷  第 5 期

定、利眠宁、消炎痛、心得安、茶碱、苯妥因钠
等)的清除，尚可致血肌酐轻度升高，血清氨基转移
酶升高；另有血小板减少、粒细胞缺乏甚至骨髓增生低
下之报道. 肾脏是西咪替丁代谢的重要部位，其清除随
年龄增加而减少，所以老年患者宜慎用，并且减量使
用，警惕中毒性精神错乱. 雷尼替丁为第二代制剂，结构
以呋喃环代替咪唑环，效能较西咪替丁强 5-10 倍，且作
用时间长，副作用少，不具有抗雄激素作用，不影响肾
功，通过血屏障量小，不导致精神错乱，其对细胞色素
P-450 系统影响小，但仍可影响药物代谢. 法莫替丁为
第三代产品，结构上含噻唑环，抑制分泌效能较雷尼替
丁强 7 倍，用量小，其不抑制细胞色素 P-450 药物代
谢系统，无明显的药物相互作用. 尼扎替丁为一新型
H2 受体拮抗剂，和雷尼替丁一样，末端有一个硝基
乙烯二胺结构，口服生物利用度>90 %，远远超过雷
尼替丁和法莫替丁，没有严重副作用，不影响肝细胞色
素 P-450 系统，与内分泌系统无相互作用，亦不影响
性功能，老年用药不需调整药量. 罗沙替丁为另一新型
H2 受体拮抗剂，为壁细胞上组胺 H2 受体高度选择性和
竞争性的拮抗剂，该药对组胺诱导的胃酸分泌抑制效
力与雷尼替丁相似，但其生物利用度>95 %，不受进
食影响，且不抑制肝氧化酶系统，不产生重要的药物相
互作用，长期维持治疗的副反应轻微，可有便秘和腹泻.
2.2.4 质子泵抑制剂[5,6]  作用于壁细胞胃酸分泌最后一
步，可明显抑制任何刺激激发的酸分泌. 有奥美拉唑
(omeprazole)、兰索拉唑(lansoprazole)、潘托拉唑
(pantoprazole)、雷贝拉唑(rabeprazole)[7,8]. 奥美拉唑是一
种苯并咪唑硫氧化物，选择性浓缩在胃壁细胞的酸性
环境中，在壁细胞中可存留达 24 h，因而作用持久，
即使药物血水平已检测不出，仍能发挥作用，常规剂量
可抑制 24 h 酸分泌>90 %，迅速控制症状促进溃疡愈
合. 奥美拉唑长期使用的安全性一直倍受关注，大鼠毒
性研究表明，应用大剂量奥美拉唑长期高抑制胃酸分
泌可引起胃体肠嗜铬样细胞增生和类癌，可能与血清
胃泌素增高有关. 奥美拉唑可延长安定、苯妥英钠等一
些经细胞色素 P-450 系统代谢药物的药效，但尚未发
现他与茶碱类之间有相互作用. 兰索拉唑与奥美拉唑机
制和效能相似，没有严重的副作用，主要副反应有腹
泻、头痛、恶心、皮疹等. 潘托拉唑药理作用与奥美
拉唑相同，但其化学稳定性较好，副作用少，偶有头
痛、头晕和皮肤刺激等. 雷贝拉唑在体外其抗分泌活性是
奥美拉唑的 2-10 倍，1998 年上市日本、英国和美国，副
作用轻微，包括不适感、腹泻、恶心、皮疹和头晕.
2.3 Hp 感染的治疗  针对 Hp 相关性胃十二指肠溃疡；
难治性或复发性消化性溃疡；或已有出血、穿孔等并发
症需手术的胃、十二指肠溃疡均应行 Hp 的根治. 宜行
四联疗法，即 H2 受体拮抗剂或质子泵抑制剂加铋剂和
两种抗菌素，可根据具体情况适当选择.
2.4 黏膜保护剂  该类制剂通过增加胃内黏液的分泌、

碳酸的分泌，加强膜的血流、促进上皮细胞修复，与
溃疡面形成保护膜等机制发挥作用.
2.4.1 硫糖铝(sucralfate)[9]  为硫酸化二糖的氢氧化铝盐，
不被吸收，无系统副作用，可致便秘.
2.4.2 胶体铋  胶体次枸橼酸铋或三甲二枸橼酸铋，为
一种复合铋盐，其与传统铋盐不同，含可溶形态的铋量
不大，不会被大量吸收而产生铋神经毒性脑病，仅有的
副作用是黑舌和黑粪.
2.4.3 前列腺素(prostaglandin)  常用的有米索前列醇
(misoprostol)，为人工合成的前列腺素 E1 类似物. 对预
防 NSAIDs 诱导的胃十二指肠溃疡形成有肯定效果.
2.4.4 醋氨己酸锌(zinc acexamate)  临床效果与西咪替丁
相同，无严重副作用，仅少数患者发生头晕、头痛、
恶心、呕吐.
2.4.5 替普瑞酮(teprenone)  为萜(terpene)的衍生物，促
进胃黏液分泌，增加黏液层疏水性，维持其正常结构和
功能，促进上皮细胞修复再生，主要适于胃溃疡.
2.5 胃肠动力药  有胃复安、吗丁啉、西沙必利、贝
络纳等，对恶心、呕吐、腹胀提示排空迟缓、胆汁
返流或胃食管返流者可用，对胃溃疡配合抑酸治疗.
      总之，老年期消化性溃疡药物治疗时间宜适当延
长，尤其是食管溃疡和胃溃疡；Hp 感染者应行四联根
治；十二指肠活动期溃疡可选择强力的质子泵抑制剂
加复方的抗酸剂和黏膜保护剂，维持治疗可用法莫替
丁或新型的 H2 受体拮抗剂；胃溃疡活动期可短时用质
子泵抑制剂配与黏膜保护剂，适当加用胃肠动力药，维
持治疗宜用新型的 H2 受体拮抗剂；巨大溃疡伴霉菌感
染者应先治疗霉菌，并内镜病理随访，警防癌变.
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摘要
肥大细胞(mast cell， MC)在胃肠道有着广泛的分布，不同

部位的MC存在形态学及生物学功能的差异. MC参与功能

性胃肠疾病的病理生理过程，与应激、炎症刺激等因素关

系密切. MC的活化可导致肠道分泌-运动功能异常，胃排

空延迟，可提高内脏对痛觉的敏感性，并参与了脑肠轴调

节消化功能的过程.
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0   引言

肥大细胞(mast cell，MC)在胃肠道有着广泛的分布，其
作用还不十分清楚. 研究发现 MC 在速发型超敏反应、
宿主对病原微生物的防御反应、免疫调节反应、神经内
分泌系统等方面都发挥着重要作用，与一些胃肠疾病
的发生发展具有一定的关系. 功能性胃肠病包括许多疾
病，其发病率约占消化系疾病的 50 %. 罗马 II 标准将
功能性胃肠疾病分为七大类 25 种，有的又分为若干亚
型，其中最常见的是肠易激综合征(irritable bowel syndrome，
IBS)和功能性消化不良(functional dyspepsia， FD)等. 近
年来关于 MC 的研究逐渐增多，发现 MC 可能与某些
功能性胃肠疾病的发病有关. 本文就这方面的研究进行
简要叙述.

1   胃肠道 MC 的分布及形态

MC 广泛分布于人和啮齿动物体内，Weidner et al [1]研
究了人体肺、皮肤、结肠、胃、小肠、乳腺组织及腋窝
淋巴结的 MC，发现不同部位的 MC 存在形态学差异.
根据分泌颗粒的特异性及蛋白酶成分的差异，人体的
MC 主要分为两型，即 T 型(tryptase-positive，chymase-
negative)和 TC 型(tryptase-positive，chymase-positive). T
型只含有类胰蛋白酶，无类糜蛋白酶；TC 型既含有类胰
蛋白酶，又含类糜蛋白酶[2]. 肺 MC 多为 T 型 MC，皮肤多
为 TC 型 MC[3]，而胃肠道两种 MC 均可见. 翟力平 et al [4]

对 10 例不同胎龄胎儿消化器官的 MC 进行超微结构观
察，发现在胎儿发育接近成熟时，根据 MC颗粒的超微
结构可分为 TC 和 T 两型；胎儿发育后期 MC 有分泌活

动，呈活化状态；胎儿 M C 与成纤维细胞、上皮细
胞、血管、神经等密切接触.在胎儿消化器官发育成
熟过程中，MC 同样有异质性变化，即使同一部位的
MC 也可表现出截然不同的生物学功能，且 MC 与周围
组织微环境间有相互作用.
        人胃部的MC于胚胎发育的13-16 wk时出现. 甲苯
胺蓝染色光镜观察 MC 主要分布在胃黏膜固有层近黏
膜肌层处，数量随黏膜层胃底腺及黏膜肌等结构的发
育而增加. MC 体积较小，形态不规则，胞核清晰，
胞质内颗粒少，呈淡紫色. 电镜下见胃黏膜 MC 呈椭圆
形、梭形或不规则形，有的细胞表面有细长的微绒毛；
细胞核位于中央，有些 MC 核 / 质比较大，核内常染色
质多，胞质内有少量膜包颗粒，还可见线粒体、高尔基
复合体等细胞器；有些 MC 核 / 质比较小，核内异染
色质多，胞质内充满膜包颗粒. 人胃黏膜 MC 颗粒形态
各异，有的颗粒内有一到数个高密度的核芯，周围呈低
密度颗粒状，有的颗粒呈低密度晶格状或板层状，还有
的颗粒内有涡旋状结构，涡旋中心有时可见致密核芯.
不仅同一细胞内可见形态不一的颗粒，甚至同一颗粒
内亦可同时出现涡旋状、板层状和颗粒状结构. 电镜
下还可见黏膜 MC 与胃底腺壁细胞紧密相邻，有的仅
隔一层基膜，同时可见MC颗粒内容物释放后呈空泡状.
该现象提示人胃黏膜层 MC 与壁细胞的分布有密切的
关系，胃黏膜MC释放的组胺可能刺激邻近的壁细胞分
泌胃酸[5,6].
        肠道 MC主要位于肠黏膜固有层中，在醛品红- 橙
黄 G 染色切片上 MC 被染成紫红色. 电镜下见胞质中含
有许多电子密度较高的颗粒，MC 与神经突起、淋巴
细胞等密切接触，神经突起周围无神经髓鞘[7].

2   MC 在功能性胃肠疾病中的作用

MC 与功能性胃肠疾病关系的研究多数集中于 IBS 和

FD，与其他功能性胃肠病关系的研究还较少.

2.1 MC 与 IBS  目前已知 IBS 的发病与精神心理因素、

食物过敏、既往肠道感染等因素有关，研究表明MC可

能参与上述的病理生理过程.

2.1.1 精神心理因素导致 MC 活化  心理刺激能够导致

皮肤、脑及肠道 MC 脱颗粒.这一现象与促肾上腺皮质

激素释放因子(corticotrophin releasing factor， CRF)有关[8]. 在
大鼠实验中，应激引起的结肠功能紊乱和脑室内灌注
CRF 引起的排便增加可被 5- 羟色胺(hydroxytryptamine，
HT)3 受体拮抗剂改善[9]. 另一些研究表明，CRF 和神经紧
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张素(neurotensin，NT)介导的 MC 脱颗粒可使应激反应导
致的结肠黏膜分泌增强和结肠动力紊乱[8,10]. Addolorato et al [11]

的研究表明伴有肠道症状的患者其焦虑状态与慢性疾
病状态有关. 在 IBS 患者中存在自主神经系统活性增
强，并可通过 MC 释放 IgE 引起肠道动力改变.
2.1.2 MC在炎症反应中的作用  近年对胃肠道功能性疾
病的研究发现，急性胃肠感染史是IBS的危险因素之一.
调查显示有痢疾病史的患者IBS的发病率上升约2倍[12].
Nela et al [13]前瞻性调查了经微生物检查证实的544例细
菌性胃肠炎患者，发现在 386例完成调查的患者中6个
月后有 1/4 患者有持续的排便习惯改变如稀便、便次
增多、排便紧迫感等，23 例符合 IBS 的诊断标准. 有研究
表明，细菌、寄生虫感染或反复的抗原刺激可以引起肠道
MC 增多. 志贺氏杆菌、霍乱弧菌引起的急性感染性腹
泻，患者直肠黏膜固有层深层的 MC 数量明显增多[14].
2.1.3 MC 与肠道分泌 -运动功能  为观察 MC 在肠过敏
症及物质转运异常中的作用，Perdue et al [15]对蛋白质
敏感的MC缺陷性小鼠WBB6F1-W/Wv(W/Wv)和正常的
WBBGF1(-)+/+(+/+)小鼠进行研究，发现在 W/Wv 小鼠
中抗原刺激的应答仅为 +/+ 小鼠的 30 %，电刺激神经
的应答仅为 +/+ 小鼠的 50 %，且不受神经和 MC 抑制
剂的影响. 给W/Wv小鼠静脉注射含MC前体的+/+小鼠
骨髓细胞后，MC 得到恢复，W/Wv 小鼠对抗原刺激
和神经刺激均可做出正常的应答反应. 这些结果为 MC
活化导致肠过敏症的肠功能异常提供了初步的依据.
2.1.4 MC 与内脏感觉异常  近年研究提示，MC 活化
提高内脏对痛觉的敏感性. 胃肠黏膜 MC 被抗原诱导分
泌组胺、前列腺素、5-HT、细胞因子、白三烯等，
这些物质具有致痛作用，可能与IBS患者消化道对痛觉
的敏感性增高有关. Weston et al [16]报道 IBS 患者回肠末
端 MC 明显增多，推测 MC 与 IBS 的内脏感觉异常有
关. 杨云生et al [7]进一步研究显示IBS患者回盲部MC与
无髓神经纤维密切相邻，提出MC可能是肠道和神经系
统之间相互联系、相互影响的一种中间媒介.
       IBS 患者约 1/4 伴有泌尿系症状，如尿频、尿急等.
Pang et al [17]发现在患有间质性膀胱炎(IC)的女性患者中
常患有 IBS，推测二者的发病机制具有一定关联. 二者
均有腹痛，情绪变化可加重疼痛. 在 IC 和IBS 患者中分
别取膀胱和结肠黏膜活检经免疫组织化学染色发现，
IC 患者中膀胱黏膜中 MC 脱颗粒，数量明显高于正
常，结肠黏膜中有同样现象，且大多数 MC 靠近 P 物质
阳性的神经纤维，P 物质与内脏痛觉传导有关，这可
能有助于解释 IBS 患者常同时伴有泌尿系症状的原因.
2.1.5 MC与脑-肠轴的关系  中枢神经系统和精神因素
能改变 MC 的活性. 反复暴露于某种气味中的大鼠可出
现 MC 释放组胺的现象[18]. 对蛋白质敏感的大鼠给予视
听刺激后，能诱导 MC 脱颗粒. 电刺激颈迷走神经可引
起肠内 MC 释放组胺增加[19]，提示 MC 参与了脑 - 肠调
节消化的生理功能.

2.2 MC 与 FD  FD 的病因和发病机制尚不清楚，可能
与多种因素有关. 诸如胃酸、胃蛋白酶、胃肠动力异
常，精神、遗传、环境因素，消化道激素，幽门螺杆菌
感染等. 有研究发现在幽门螺杆菌感染的胃黏膜内可观
察到 MC 增多[20]，但组织学上未观察到 MC 与幽门螺杆
菌有直接接触的现象[21]. 在幽门螺杆菌感染的患者中，
MC 如何发挥生物学效应尚不明确.
        王亚雷et al [22]为探讨FD患者胃液体排空功能与MC之
间的关系，对 19 例经胃镜、B 超等检查证实为 FD 的
患者进行了研究. 经胃实时超声检查 将其分为胃液体排
空正常组 10 例与胃液体排空延迟组 9 例，同时将 5 例
体检者作为正常对照. 每例取胃窦部、胃体部各 2 块标
本，阿尔新蓝染色光镜观察胃黏膜 MC 的形态，并计
数每高倍镜视野下 MC 的数目. 电镜下计数细胞内颗粒
数、已释放递质颗粒数，计算细胞内粒面积与细胞总面
积之比. 结果表明 FD 患者中排空延迟者 MC 数目增多，
脱颗粒增多，提示 MC 与 FD 患者胃液体排空功能关系
密切.
        总之，MC作为一种免疫细胞可能参与胃肠道功能
性疾病的发生和发展. 目前这方面的研究刚刚开始，
MC 在功能性胃肠疾病中的作用有待深入探讨，其分
子生物学的基础有待进一步阐明. MC 在胃肠神经 - 免
疫 - 内分泌网络调控中的地位和意义需要深入的研究，
其分子生物学的深入研究，对我们进一步理解功能性胃肠
病的病理机制、诊断和治疗具有十分重要的意义.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到 2002 年 7 月，中国被著名检索系统 SCI-E 收录的科技期刊数从 63 种增加到了 67 种.从制作 SCI 的美国 ISI（美国科学

情报所）发布的 JCR（期刊引证报告）上的数据看，有指标数据的 59 种我国科技期刊中，80 % 以上的期刊影响因子呈上升趋势；约

90 % 的总被引频次都提高了.

                     在 2001 年的 JCR 中，总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4 个，他们是《高等学校化学学报》（中文版）（1959 次），

《科学通报》（1 6 2 8 次），《物理学报》（中文版）（1 2 2 7 次），《中国物理快报》（1 2 1 5 次）.

    首次有两个中国科技期刊的影响因子超过 1，他们是《细胞研究》（2.102）和《世界胃肠病学杂志》（1.445）,这两种期刊

均为我国英文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看，进入 SCIE 的我国科技期刊，有 8 个期刊排在本学科的中上水平，他们是《力学学报》,

《高等学校化学学报》（中文版）,《中国物理》,《中国物理快报》,《科学通报》,《中国科学 B 》,《中国科学 E 》,《中国有色金属

学 报 》.

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是：《科学通报》,《高等学校化学学报》（中文版）,《中

国科学A》,《物理学报》（中文版）,《中华医学杂志》,《化学学报》(中文版),《中国物理快报》,《中国有色金属学报》,《中国科学B》,《中国药理

学报》.

      在 SCI-E 网络版收录的中国科技期刊中，有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的，其中在 JCR 中有指标的期刊有 18 个.

      另外，除 SCI-E 系统外，中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如，在反映工程技术论文的

历史超百年的检索系统《EI》（工程索引）中，中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种，增加到了 2 000 年的 104 种. 这也直接反映

了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部、中国科技信息研究所，每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析，定期出版《中国科技期刊引证报告》.

以 2000年数据看，我国科技期刊的平均影响因子由上一年的 0.208 上升到0.240，其中影响因子超过 1的有 20 个；总被引频次的平均

值达到了 192.2 次，总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个，其中《科学通报》的总被引频次达到了 2979 次.

     目前，我国科技期刊数量已达到 4600 余种，已经形成了一定的规模，而且门类相对齐全，为我国基础研究的发展和科研成果

转化，为生产力做出了重要的贡献，但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距. 随着中国加入WTO，

对于中国的科技期刊，既是机遇又是挑战.我们相信，通过我国学术界和编辑部门的共同努力，一定会在不远的将来产生一批具有国

际水准的科技期刊.              (2002-11-08)
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0   引言

肝门胆管癌是发生在肝总管和左右肝管汇合处及其近
侧上 1/3 段的恶性肿瘤，其发生率在胆管癌中最高占
40-76 %[1]. 鉴于其预后、手术方式及术前影像学诊断
与中下 1/3 段胆管癌不尽相同，应用灰阶和彩色多普
勒超声检查(gray-scale and color doppler ultrasonography
以下简称U/S)对肝门胆管癌作出评价[2-21].

1   肝门胆管癌的 U/S 检出率与符合率

参照 U/S 对黄疸和阻塞性黄疸的鉴别诊断指征. (1)依据
肝内胆管扩张，首先判断和提示阻塞性黄疸符合率为
100 %. (2)梗阻部位判断，U/S 提示肝门水平梗阻符合
率 100 %，包括左右肝管汇合水平，胆囊管开口以上
肝总管水平和一侧肝管起始水平. (3)梗阻病因判断即肝
门胆管癌U/S诊断符合率86-97 %. 肝门部胆管肿块U/S显
示率为 86-97 %.

2   肝门胆管癌的灰阶及彩色多普勒超声图像表现与分型

在病变检出率97 %和超声诊断符合率最高为94.5 %的

基础上，实时灰阶超声显示并大致分为中等回声肿块

型含乳头和结节型(63 %)、强回声浸润型含截断和狭窄

型(37 %). 彩色多谱勒超声显示绝大多数肝门胆管癌为

少供血肿瘤，这与肝门部胆管的解剖和供血特点有关，

血流信号显示率为 64.3 %.

3   假阴性或误漏诊原因

假阴性病例大多发生在临床应用超声检查的初期缺乏

经验和对肝门胆管癌的认识，早期肿瘤虽能准确提示

阻塞性黄疸和梗阻部位，但因肿块较小且与邻近肝实

质回声类型相等而难以辨认. 其类似单纯狭窄不伴肿块

浸润型仅提示肝门部胆管狭窄原因待查.

       误诊病例多数亦发生在浸润型，由于病变局部以
纤维化为主伴结缔组织中癌浸润，显示胆管壁增厚呈
锥形强回声伴后方不同程度衰减，因而误诊为肝门部

胆管结石，少数因侵犯胆囊管引起胆囊肿大积水而误
诊为 Mirizzi 综合征、肝细胞肝癌胆管内瘤栓、原发
性硬化性胆管炎.

4   肿瘤部位判断

按照 Bismuth 的临床分型，依据肝内胆管扩张及其特
征与肿瘤位置关系 I 型和Ⅱ型 U/S判断符合率均为 98 %，
I 型肿块位于肝总管远端，其近端左右肝管及汇合部
明显扩张，Ⅱ型肿块位于汇合部左右肝管 之间出现肿块
或明显狭窄，Ⅲ a 或Ⅲ b  81 % 肿瘤主要位于右肝管和
左肝管起始部，表现为一侧胆管明显扩张. Ⅳ型相对两
点间距离增加.Ⅳ肝内外广泛型.包括肝实质、甚至肝
尾叶、门静脉、肝动脉侵犯、肝门淋巴结及肝内转移.

5   肿瘤浸润部位判断

U/S 对肝门胆管癌的术前分期研究中，结果可以归纳
出四项观察和判断指标，判断符合率不同作者不尽相
同，敏感性和特异性由高到低依次为邻近肝实质和胆
囊、门静脉、肝动脉和转移性肝门淋巴结.
5.1 邻近肝实质和胆囊浸润  U/S 判断符合率 35-87 %，
肿瘤浸润局部胆管壁浆膜至全层强回声缺损或肿块与
邻近肝实质回声相等，假阴性判断多发生在Ⅲ、Ⅳ型中
肝尾叶浸润，胆囊增大反而是胆囊受侵的主要特征.
5.2门静脉浸润  U/S 判断符合率 71.4-90 % 包括门静脉
管壁直接侵犯和管腔内瘤栓形成，前者表现为胆管壁
与门静脉间共筑强回声局部缺失或变细，后者管腔内
等回声型赘生物或肿块阻塞，彩色多普勒显示部分或
完全性彩色充盈缺损.
5.3 肝动脉浸润  U/S 判断符合率 20-77.28 %  肿块基底
即胆管后壁连同肝动脉管状或圆形横截面管腔消失，
而肿块下缘包绕有动脉血流信号.
5.4 转移性肝门淋巴结  U/S 判断符合率 33-41 %，检
出其直径大小范围在0.8-1.5 cm之间其余均受肠腔气体
干扰，胆囊缩小，缺少透声窗和 缺乏特异性回声差
异不能检出.

6   其他综合评价

Levine 和国内董宝玮 et al 先后阐述肝外胆管癌声像图
特征以来，肝外胆管癌及其分类分型乃至分期，这一类
关键词或学术命名，已被许多作者相继采用并沿用至
今，这其中亦包括肝门胆管癌或称  Klatskin’s 肿瘤.
U/S 一般不受肠腔气体干扰，其肿瘤本身显示率明显



高于中下 1/3 段胆管癌.在陈敏华 et al 胆管癌分期的系
列研究中 19 例门脉或肝动脉受侵中有 18 例竟来自上 1/3
段胆管 Ca，因而被视为其手术切除率低或不能切除，
预后差的主要原因. 然而，随着各种影像学技术包括灰
阶和彩色多普勒 U/S 、CT、MRCP、PTC、血管造
影和外科技术水平的不断提高，早期诊断，合理的手
术方式是肝门胆管癌患者获得长期生存的唯一选择与
关键.
        一组国外资料显示肿瘤切除率由过去 49.2 % 升至
86.6 %，根治性切除后 5 a 生存率接近 30 %. Klempaner
报告>5 a 存活率占 69 %，仍能使部分人获得长期存活.
        1980年初以来U/S一直是阻塞性黄疸和胆道疾病的
首选检查方法，至今仍得到临床公认. 上述应用研究结
果亦得到进一步证实，但在外科医师看来，即使是有经
验的超声诊断科医生，虽能提示肿瘤部位但却难以准
确判断肿瘤沿胆管向肝内浸润的范围. 所以目前仍把满
意的双侧 PTC 所显示的左右肝管两点间的充盈缺损作
为可靠的判断指标，尽管如此，作为超声影像学诊断的
两个重要组成部分，腹腔镜超声(laparoscopic U/S)和术
中超声(intraoperative U/S)为判断肿瘤浸润范围、深度
及肝实质肝门部血管，肝门转移性淋巴结提供了新的
可靠手段.国内尚未取得该方面经验，而针对肝门胆管
癌的Ⅳ肝内局限型可为肝移植适应证之一. 围手术期肝
移植患者的彩色多普勒超声检查与血流灌注监测结
果，国内外一致报告其特异性仅次于血管造影.
       总之，对肝门胆管癌，就单纯运用和综合评价而
言，超声影像学检查仍是目前最好的方法. 提高早期诊
断水平和外科技术水平，作为一个有经验的超声诊断
科医生和一个有经验的外科医生将同等重要.
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0 引言

Budd-Chiari 综合征是具有门脉高压、肝肿大以及临床
症状不同类型的肝静脉流出道梗阻. 其可表现为轻度症
状直至慢性终末期肝病. 临床误诊率较高.目前关于
Budd-Chiari 综合征的分型很不统一，至少有 20 种分
类方法，尚没有一种分型被广泛接受，极大地限制了其
诊断及治疗. 提高对本病的认识并达成一定的共识必将
推动对本病的深入研究.

1   Budd-Chiari 综合征的分型

1.1 按病原学分类  Budd-Chiari 综合征据病因不同可分
为 3 型[1] : (1)肝小静脉梗阻型，又称闭塞性静脉内膜
炎，可能由于摄取吡咯类肝细胞毒素所致. (2)肝大静脉
梗阻型多数是继发的，主要病因是高凝状态、恶性疾病
或其他疾病等[2]. (3)下腔静脉梗阻型是由隔膜[3,4]、血栓
形成或外来压力引起的.
1.2 从阻塞物的病理性质上大致分为 3 型Ⅰ型  血栓性[3]，
可以是单纯血栓、炎性血栓或瘤性血栓.Ⅱ:膜性[4,5]，
纤维膜厚薄不一，薄者仅 1-2 mm，大多为完全闭塞.
膜的表面光滑，与静脉瓣相似. Ⅲ:纤维狭窄型，此种类
型肝段下腔静脉某一段完全闭锁. I型可演变成另两型[6].
1.3 从临床表现上分 3 型  (1)急性型:少见，病程多在 1 mo
内，临床表现近似急性肝炎.  起病急，上腹痛伴腹
胀，肝进行性肿大有压痛，腹水增长迅速，可伴有黄疸，
死亡率极高. (2)亚急性型，病程在 1 a 以内，临床表
现最为典型，有腹水、肝区痛、肝肿大三联征，也可有
黄疸及脾肿大，胸腹部浅表静脉曲张伴下肢水肿是诊
断本病的重要特征. (3)慢性型:病程在 1 a 以上，主要为
膜性梗阻的患者，可分为两种亚型. 部分患者可因侧支
循环完全或下腔静脉膜性梗阻(membranous obstruction of
the inferior vena cava ，MOVC)中央有小孔而临床症状
不明显，成为隐匿型，约占 10 %. 显性型的患者起病
缓慢，可反复发作又可自行缓解[2,7,10].
1.4 根据静脉阻塞部位分类  以往国内外不少学者提出
各自的 BCS 分型大多以下腔静脉为分型的出发点[8,9].

李彦豪 [11]认为应重视肝静脉的通畅程度，以肝静脉作
为分型的核心. 由于目前下腔静脉开通术的技术提高，
下腔静脉的病变程度不再是影响介入治疗技术成功率
的重要因素. 他提出四型分类方法，简述如下:Ⅰ肝静
脉阻塞型，约占 10-20 %，南方较北方多见. 本型中
段肝下腔静脉常有长条状狭窄，为肝尾状叶肥大所致
的假性狭窄；可分 a、b 两种亚型，a 型:肝静脉近心端
膜性狭窄，远心端扩张；b 型:肝静脉广泛狭窄闭塞. Ⅱ
下腔静脉阻塞型，约占 50-70 %. 主要为肝段下腔静脉
狭窄，而主肝静脉开口在狭窄段的远心端，肝静脉血回
流困难，甚至出现逆流. Ⅲ型:肝、腔静脉阻塞型，约
占 20-30 %. 是上述Ⅰ、Ⅱ型的综合体. Ⅳ型:肝小静脉
闭塞型.为肝小静脉广泛阻塞，主肝静脉和下腔静脉通
畅，而肝静脉楔压降低，极少见.临床诊断要点为:肝肿
大、门静脉高压症及肝穿刺活检显示肝脏瘀血性改
变等.
        我们认为，BCS 分型应通俗易懂，且能体现出临
床与病理改变，并同时对治疗有指导作用，因此根据静
脉阻塞部位分型比较合适.

2   Budd-Chiari 综合征的诊断

2.1 临床表现  Budd-Chiari综合征的初始症状通常是缓
慢而模糊的上腹部不适和因门脉高压引起的进行性腹
水. 可有肝、脾肿大、黄疸和肝功能障碍. 体检有双下
肢水肿和阵发性肺栓塞，有时在下肢、腹部、腰部有大
量静脉曲张. 门脉压继续增高导致食管静脉曲张破溃出
血和进行性肝衰.少数病例起始即为暴发性肝衰[5,12].
2.2影像检查  目前超声扫描是诊断 Budd-Chiari 综合征
的首要工具，方便易行，且其敏感度在 85 % 以上[13].
B 超能较好地显示肝脏形态及实质的改变，能清楚了
解下腔静脉、肝静脉病变的部位、类型和阻塞程度，特
别是对下腔静脉广泛狭窄阻塞，导管不能插入及对碘
过敏者，B 超更显优势，但对下腔静脉(IVC)内的薄膜
样病变有时显示不清血管. 血管造影是诊断BCS的主要
方法和“金标准”，可直接显示阻塞部位和范围[14].
有下腔静脉造影[8]和经皮肝穿肝静脉造影[15]两种途径. 前
者能清楚地显示肝段下腔静脉阻塞、狭窄的部位与形
态，但对肝内静脉阻塞狭窄显示不清. 后者可清楚地显
示肝静脉病变的形态和范围. 磁共振成像(MRA)[16,17]为无
损伤、无造影剂的血管成像，能清楚显示病变血管的
部位、范围，可同时显示下腔静脉、肝静脉和门静
脉，对门脉高压、广泛的静脉曲张、自发性分流形



成及血流方向的显示优于其他方法，对 BCS 的诊断具
有明显的优势. CT 最易显示肝实质异常，对本病的诊
断无特异性[18].
2.3 诊断  急性 BCS 大多有腹痛、肝脏肿大压痛和腹水
三联征. 慢性患者有肝肿大，门体侧支循环和腹水三联
征. B 超基本可以明确诊断，有疑问时可进行血管造
影，肝活检组织学检查进一步明确. Budd-Chiari 综合
征极易误诊为慢性肝病，有报道其误诊率近 50 %，误
诊时间可长达数十年[19]，提醒临床医生应注意鉴别. 对
肝大、腹水、静脉曲张的应想到本病，特别是胸腹腰背
部浅静脉呈垂直方向长链状上行性曲张要想到本病，
此外，肝大伴轻度脾大、周围血象不显脾亢、腹水蛋白
偏高是本病的特征[20].
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摘要
综述部分脾栓塞术(PSE)国内应用情况，为临床提供治疗

依据.根据国内相关资料，针对 PSE 的机制、临床疗效、

并发症、栓塞面积、栓塞范围控制、栓塞物质、PSE 的

时机和条件、适应证、禁忌证、PSE 与外科切脾比较等

一系列问题进行较全面的综述. PSE的主要疗效为: (1)改善

脾亢. (2)降低门脉压. (3)使脾脏缩小. (4)缓解食管胃底静脉

曲张. (5)治疗曲张静脉破裂出血. (6)缓解腹水. (7)改善肝功

能. PSE 与外科切脾比较，能保留脾脏的正常免疫功能和

预防感染的能力，具有适应证广、简便、安全、效果

显著、创伤小、并发症少、费用低廉等优点，是替代

外科脾切除的首选治疗方法.
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0   引言

自1973年Maddison首先在临床上采用自身凝血块行脾
动脉栓塞治疗以及 1979 年Spigos 报道了 14例部分性脾
栓塞(partial splenic embolization，PSE)术治疗脾亢以
来，国内外已陆续报道了应用 PSE 治疗脾亢，脾破
裂与脾相关性疾病[1-33]. 总结这一技术的发展，进一步
探讨 PSE 的临床应用，对促进现阶段我国 PSE 的普及
具有重要意义.为此本文就此作一综述.

1   PSE 的意义和机制

脾脏是人体的重要储血器官，具有吞噬和破坏血细胞
的功能[34,35]. 任何原因引起的脾肿大和脾亢，都会使脾
脏的吞噬和破坏血细胞的作用增强，同时脾肿大时脾
内血管过多，使大量血细胞在脾内滞留，导致外周血细
胞减少[65,66]. 脾切除能使血像恢复、症状缓解. 以往主要
是采用手术切脾的方法. 但是脾脏在全身防卫系统中的
作用十分重要，是一个廓清细菌的生物过滤器，是产生
抗体、增强白细胞吞噬能力的重要免疫位点. 他能产生
淋巴细胞，合成大量的抗体(特别是 IgG 抗体). 全脾切
除后将改变患者的免疫功能，出现脾脏过滤功能消
失，IgM 减少、调节素和调理素水平降低、T 淋巴细
胞系统出现紊乱、外周血淋巴细胞数量以及淋巴细胞

转换率明显下降，导致爆发感染的机会显著增加[31].
PSE 是在保持脾脏部分功能的基础上治疗脾亢，PSE
可引起部分脾实质缺血性梗塞、机化、萎缩，最终被纤
维组织增生替代，使脾体积缩小，这种不可逆性的病理
改变，削弱了脾脏吞噬和破坏血细胞的能力，破坏了脾
内血管，减少了血细胞的流滞，使外周血象得到改善.
同时免疫功能不受影响，这对于增强患者的免疫能力
和预防感染的能力有着十分重要的意义. 是一种较好的
选择.因此，PSE 以其既可纠正脾亢的临床表现，又
能保留部分脾以执行其免疫功能，受到临床学者的广
泛关注[36-42]. 普遍认为 PSE 是外科性切脾的替代疗法.

2   PSE 的疗效评价

2.1 PSE 可改善脾亢  综合国内 16 家报道[43-58]关于术前
术后外周血象变化情况(表1):可见PSE后最先发生反应
的是白细胞，可在术后 24 h 就发生，1 wk 后降至正常
平稳. 这可能与脾坏死组织所致的无菌性炎症及发热有关.
其次是血小板1-3 d后开始升高，2 wk内持续升高，一般
3 wk 左右达高峰，1-6 mo 逐渐有所下降，但仍在正常范
围. 血红蛋白也有一定程度的升高. 龚高全et al [36]观察了术
后红细胞略有增高，无统计学意义. 王毅堂et al [37]报道了
术前白蛋白是 27-29 g/L，术后升至 32-35 g/L. 有关红
细胞和白蛋白方面的报道，由于文章较少，再加上受
输血和输白蛋白的影响，不好评论.

表 1  PSE 前后外周血象的变化

术前     术后

1 d    3 d   1 wk  2 wk  3 wk 1 mo 2 mo  3 mo  6 mo

白细胞 ×109/L 2.5 21.9   12    8.7    6.4   6.5   6.2   7.3   5.9    5.7

血小板 ×109/L 45.4   84    79   117   179   239  148  169   108   118

血红蛋白 g/L 80.6 100   109   110   108   113  119  121   114   121

2.2 PSE 可降低门脉压  研究表明 PSE 后由于脾动脉供
血量减少，经脾静脉回流入门脉内之血液亦减少，门脉
压力逐下降，结果脾静脉及门脉宽度回缩. 我们观察了
术前及术后 2-6 wk 和术后 6-12 mo 的门脉宽度，证实
PSE 确实能使门脉内径显著性缩小. 张鲁文 et al [42]测
量了术前门静脉、脾静脉内径为 1.66、1.54 cm，术后为
1.25、0.84 cm. 龚高全 et al [36]测定了术前门脉主干压力、
脾静脉压力、肠系膜上静脉压力分别为 51、55、51 cm
H2O，术后分别为 42、42、43 cm H2O. 郑金国 et al [11]测
量了术前脾动脉、脾静脉、门静脉的内径分别为 0.7、



1.14、1.60 cm，术后为 0.65、1.12、1.33 cm. 术前
脾动脉、脾静脉、门静脉的血流速度为 1.13、0.22、
0.20 M/min，术后为 0.89、0.15、0.16 M/min. 术前脾动脉、
脾静脉、门静脉的血流量为 1.51、1.64、2.60 L/min，术后
为 0.74、0.78、1.36 L/min. 而肝固有动脉血流速度术
前 0.68 M/min，术后 0.73 M/min. 表明 PSE 后脾动脉、
脾静脉、门静脉的内径变小、血流速度减慢、血流量减
少.肝固有动脉血流量增加，可能是由于 PSE 后脾血流
量下降，窃血减少，肝总动脉血流量增加所致，故脾栓
有改善肝功能的作用.
2.3 PSE 可使脾脏缩小  PSE 后早期发生液化坏死改变，
脾脏并不缩小，我们观察 2-6 wk 内无明显缩小. 后来
由于纤维组织增生，瘢痕的挛缩过程，使脾脏体积由肿
大逐渐缩小，直至最后皱缩，6 mo 后形成皱缩脾. 综
合国内 6 家[41-46]报道，PSE 前脾最大长径是 17.86 cm、
厚度是 6.76 cm、脾面积是 130.7 cm2，6-12 mo 后脾
最大长径 14.93 cm、脾厚 5.04 cm、脾面积 50.95 cm2.
我们测量了 PSE 后 6-12 mo 的脾脏，证明是显著性缩
小. 可以判定，从脾最大长径、脾厚、脾面积多方面
评价，PSE6-12 mo 后脾脏是明显缩小的. 脾脏的皱缩
是临床应用 PSE 治疗脾亢成功的标志.
2.4 PSE可以缓解食管胃底静脉曲张  我们用内镜对4例
患者 PSE 前后进行了曲张静脉的观察，其中 2 例由重度
变轻度，1 例重度变中度，1 例中度变轻度. 黄飞舟 et al [38]

报道了曲张静脉套扎联合部分脾栓塞术治疗门脉高压
症的效果，发现曲张静脉完全闭塞，重复硬化次数减少
到2.1次，术后仅1例再出血.而单纯硬化闭塞率80-91 %，
重复次数 4 次，复发出血率 15-17.1 %，认为 PSE 联
合硬化优于单纯硬化.其原理可能由于 PSE 减少了脾血
流入门脉的血流量，有利于降低门脉压力，也可能与
PSE 后肝血供增加，肝功能改善有关.
2.5 PSE 对曲张静脉破裂出血的止血效果显著  我院观
察 PSE 前 25 例曲张静脉破裂出血的患者，术后仅 1 例
再发出血. 胡亚平 et al [9]报道，术前 5 例曲张静脉出血
的患者，术后观察 1 a，有 1 例再出血. 黄风瑞 et al [12]

报道，术前 8 例出血者，术后未再复发. 脾栓的止血
作用可能在于，肝硬化患者门静脉血流量 60-70 % 来
自脾静脉，PSE 后减少了脾脏到门脉的血流量，脾静
脉、门静脉明显回缩，门静脉压力和肝静脉楔压明显
下降，从而改善了门脉高压引起的食管、胃底静脉曲
张，再加上血小板回升，降低了再出血的危险性.
2.6 脾栓有缓解腹水的作用  朱菊人报道 8 例术前有腹
水的患者，术后 6 mo 复查，腹水皆消失，2 例随访
1 a，未复发. 王微 et al [13]报道 18 例腹水患者栓塞后均
明显减轻. 张学军 et al [10]报道，PSE 可使腹水消失. 我
们用 B 超观察了 9 例 PSE 患者术前、术后腹水的变化，
其中 2 例术后腹水消失，2 例术后缓解，1 例无变化，
4 例术前无腹水，术后产生腹水.脾栓对治疗腹水是有
效果的，但是短期内由于栓塞后脾脏本身渗出及对周

围脏器的刺激作用，可使一过性腹水增加，甚至产生
胸水及脾周围炎，长期追踪，发现随着门脉压的下降
和脾面积的缩小，腹水的复发率也相应的下降.
2.7 PSE 可能有改善肝功能的作用  王毅堂 et al [37]报道
PSE 术后肝功可获得改善，表现为原 child 分级的级别
上升，1 例 C 级于术后 6 mo 升为 B 级，5 例 B 级有 3
例于术后 4-6 mo 升为 A 级. 杨熙章 et al [39]报道 128 例
PSE 患者，56 例肝功改善，占 43.8 %，患者术后血
清白蛋白增高，凝血酶原时间缩短，认为 PSE 有改善
肝功能的趋势. 可能的机制为 PSE 后脾动脉血流量减
少，肝动脉血流量就增加，同时由于门静脉压力降低，使
肠系膜上静脉回流改善，从而提高肝组织的营养有关.

3   PSE 的并发症及处理

3.1 PSE 的主要并发症  综合国内已报道的 1 077 例中，
发生各种并发症的情况如下：胸膜炎、胸腔积液、胸水
62 例(6 %). 腹水 21 例(2 %). 消化道出血 10 例(1 %). 腹
膜炎 10 例(1 %). 胰腺炎 7 例(0.6 %). 肠麻痹 5 例(0.5 %).
肝性脑病 4 例(0.4 %). 脾脓肿 3 例(0.3 %). 假性囊肿 2 例
(0.2 %). 肝功能衰竭2例(0.2 %). 左下肺炎1例(0.1 %). 脾
周围炎 1 例(0.1 %). 左下肺不张 1 例(0.1 %). 门脉血栓 1
例(0.1 %). 脾周积液 1 例(0.1 %). 脾破裂 1 例(0.1 %). 死
亡 1 例(0.1 %). 我院 50 例肝硬化 PSE 患者，合并胸水
9 例，脾周围炎 2 例，反应性左下肺炎 1 例，腹膜炎
1 例，脾脓肿 1 例，脾囊肿 1 例.
3.2 并发症的原因及处理  PSE 后当天或第 2-3 天即可
出现发热，可达 38-39 ℃，主要与栓塞后脾梗死有
关，轻度发热和左上腹痛不处理，高热可物理降温及强
力退热药，必要时可加用糖皮质激素配合治疗，一般
1-2 wk内体温可恢复正常. PSE术后脾区疼痛是由于脾
包膜紧张所致，因此当腹痛局限在左上腹而无腹膜刺
激症时，可应用有效镇痛药控制疼痛，疼痛明显时给盐酸
曲马多、硫酸吗啡控释片(美施康定)，疼痛多在 7-20 d
缓解. 为缓解疼痛，也可给地塞米松 15 mg、10 mg、5 mg
3-5 d. 李征然 et al 提出栓塞脾下极可减轻疼痛. 疼痛可
使呼吸运动受阻，支气管引流不畅而并发左下肺炎及
胸腔积液，术后要应用有效的抗生素. 少量胸水可不处
理，中量以上可穿刺抽液，有报道注入沙培林有助于胸
水吸收. 出现腹水或胸水加重的患者，可适当补充白蛋
白、血浆及加强保肝、利尿. 如持续腹痛及高热不退应
警惕脾脓肿的发生，合并脾脓肿时需穿刺引流及抗生
素冲洗，必要时手术. 我院 50 例中 1 例发生脾脓肿，该
患是女性，66 岁，肝功能 Child C 级，间断呕血 7 a，
每次均住院药物止血后出院，本次再呕血再住院，连续
15 d 出血不止，所有止血药都不能奏效，三腔管也无
济于事，又无外科手术条件，最后出现失血性休克，血
压稳定后紧急采用了 PSE，术后止血成功，但由于患
者失血过多，抵抗力太差，脾栓后脾脏血液循环不好，
导致细菌不能清除，术后 3 mo 出现脾脓肿，而行外科
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切脾治疗. 王毅堂 et al [37]认为，脾脓肿的发生主要因
为导管和栓塞剂材料消毒不严格及脾栓塞后其血流减
慢，肠道厌氧菌逆行性感染所致.所以为预防肠道菌沿
门静脉的逆行感染，术前应口服肠道消炎药 3-5 d.
PSE 术后要注意观察血小板的变化，如血小板高于
300×109/L 时，应口服潘生丁等抗凝药以防止门 - 脾静
脉血栓的形成，并鼓励患者早下床和床上活动. 已合并
门脉血栓者，术后给予肝素治疗 1 wk，至血栓消失. 术
后并发症的发生率及严重程度随栓塞面积的增加而增
加. 一般而言，脾上动脉栓塞的患者发生左下肺不张、
肺炎、左侧胸腔积液明显增高，尽量超选择插管至脾
中、下叶动脉栓塞较好.

4   关于栓塞面积、栓塞范围控制、栓塞物质

4.1 栓塞面积  总体栓塞面积在15-90 %. 其中肾移植75-
80 %；肝癌 50-70 %；门脉高压引起的脾亢 65-70 %；
特发性血小板减少性紫癜 40-70 %；地中海贫血 75 %；
遗传性球形红细胞增多症 40-70 %；遗传性椭圆形红
细胞增多症、慢性粒细胞性白血病、高雪氏病、骨髓纤
维化、再生障碍性贫血 30-70 %；巨脾以少量多次为
宜，连续 2-3 次，每次 30 % 左右. 我院 50 例肝硬化
患者栓塞面积控制在 60-80 %.
4.2 栓塞范围控制  多数学者是根据脾动脉主干血流速
度的变化控制栓塞程度. 一般认为，血流速度稍有减
慢，栓塞程度约 30-40 %:轻度减慢为 50-60 %:明显减
慢约 70-80 %:脾动脉主干血流呈蠕动样前进或出现短
暂停留，栓塞程度已达 90 %. 采用此方法评估栓塞程
度，缺乏客观依据，易受主观因素影响. 当脾动脉发
生痉挛时，也会影响栓塞程度的判断，梅崔林报道栓塞
前，根据预期栓塞程度和患者的 1 mm脾内动脉分支数
确定该患者脾栓塞所需的明胶海绵颗粒数，然后把这
些明胶海绵颗粒缓慢注入脾动脉主干，可能获得较准
确控制脾栓塞程度的目的. 崔俊et al [14]发表了关于 PSE
的质量控制及门脉血流动力学变化的报告，求出了明
胶海绵用量的回归方程，可能更有利于栓塞体积控制
在有效的安全范围内.
4.3 栓塞物质  常用的栓塞剂有明胶海绵、聚乙烯醇颗
粒、真丝线段、各种微球等. 多数学者是采用 1 mm 左
右的明胶海绵碎块或明胶海绵条加抗生素加造影剂，
也有少数医院采用碘油 + 明胶海绵，认为此法能继发
血栓形成，导致血管永久性栓塞，防止再通，减少复发.
我们是将明胶海绵剪成1×1×1 mm左右的碎块加庆大霉
素及造影剂制成悬混状待用.

5   肝硬化患者 PSE 的时机和条件

一般认为 Child A、 B 级较好， Child C 级术后反应重，
发生的并发症也多. 我院有3例分别在出院后3 mo、6 mo
和 3 a 死亡，均为 Child C 级患者，另外 3 例发生脾脓
肿、脾囊肿、腹膜炎的患者，也发生在Child C级组，因

此对 Child C 级患者实施 PSE，术前术后应加强管理.
        择期手术较紧急手术效果好、安全. 我们对 6 例反
复出血，反复住院，最终药物治疗无效，又无外科手术
条件的患者，紧急实行了 PSE，虽然达到了止血目的，
挽救了患者的生命，但并发脾脓肿，脾囊肿，腹膜炎的
3 例患者，均发生在这 6 例患者中，导致术后治疗费
用增高. 而择期手术的患者无 1 例发生严重并发症.
        有腹水的患者并发腹膜炎概率高，我院并发腹膜
炎的患者均发生在有腹水组. 并发反应性脾周围炎、反
应性左下肺炎的患者也发生在有腹水组. 术前尽量消除
腹水，能提高 PSE 的疗效，减少并发症.

6   PSE 的适应证和禁忌证

6.1 适应证  PSE 适用于所有有外科切脾术指征者，包
括各种原因引起的继发性脾亢和原发性脾亢，有切脾
适应证的各种血液病，淋巴瘤，骨髓纤维化，脾破
裂及肾移植术后免疫抑制治疗等. 目前国内实施PSE治
疗的主要有下列疾病:肝硬化脾功能亢进、肝癌合并脾
功能亢进、肝静脉阻塞综合征、特发性门脉高压症、地
中海贫血、血小板减少性紫癜、自身免疫性溶血性贫血、
遗传性球型红细胞增多症、难治性原发性血小板减少性
紫癜、难治性再障、Evan’s 综合征、系统性红斑狼疮
合并血小板减少性紫癜，此外还有脾静脉栓塞所致的静
脉曲张破裂出血、球型红细胞增多症、高血氏病、何杰
金氏病、脾脏肿瘤等. 由于PSE适应证广，手术简便，疗
效确切，该技术被广泛应用于临床[59-68].
6.2 PSE的禁忌证  脓毒血症为绝对禁忌证. 顽固性腹水
伴原发性腹膜炎者、白蛋白低下和凝血酶原时间明显
延长、肝功能代偿功能极差者，为肝硬化脾栓塞的禁
忌证. 巨大脾、严重黄疸、大量腹水为相对禁忌证.

7   PSE 与外科切脾比较

脾脏在全身防卫系统中的作用十分重要. 传统的外科脾
切除破坏了脾脏的正常功能，使免疫功能受损，易出现
致命性感染. PSE最突出点是既能抑制亢进的脾功能和
减少过大的脾面积又能保留部分脾组织及功能. 这对于
增强患者机体的免疫能力和预防感染的能力有着十分
重要的意义. 这是PSE与外科脾切除最重要的区别之一.我
们发现 PSE 后，患者诉感冒及皮肤感染次数减少，可能
与PSE能提高免疫功能有关. 接贵涛和陈虎比较了PSE与
外科切脾的疗效，证明两种方法的治愈率、复发率无明
显差异. 提出PSE可作为替代外科脾切除的首选、安全、
有效的治疗方法. 李玉铃et al [16]和唐新华et al [41]报道了
PSE 前后免疫功能无变化，证明了 PSE 对免疫功能
无影响.此外PSE与外科手术比较，尚有适应证广、创
伤小、痛苦少、疗效确切、术后恢复快、费用低廉等
优点.
      总之，PSE 可改善外周血象、降低门脉高压、缓
解脾大、治疗消化道出血、改善肝功能、缓解腹水，
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与外科切脾比较，能保留脾脏的正常免疫功能和预防感
染的能力，具有简便、安全、效果显著、创伤小、并
发症少、费用低廉等优点，是治疗脾亢的好方法，值
得临床推广应用.PSE已经成为替代外科脾切除的首选的治
疗方法.
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摘要
目的:通过多发性大肠癌这一特殊病例，分析其可能的高发

因素及临床诊治意义.

方法:收集分析临床资料，包括临床症状体征、电子肠镜检

查、手术方式、病理诊断、术后化疗以及随访等.

结果:临床资料和手术标本病理诊断证实本病例为3原癌且

部位和分化程度不一.

结论:大肠多发癌与家族性结肠息肉病的关系十分密切.

姚红兵,吴爱国,朱卉娟. 大肠 3 原癌 1 例. 世界华人消化杂志  2003;11(5):662

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/662.htm

1   病例报告

患者，男，51 岁，因大便性状及习惯改变 3 mo，加
重 10 d 入院. 查体:下腹部轻压痛，未扪及肿块. 肛门指
检:距肛门约 5 cm 处可扪及菜花状肿块，约 3 × 3 cm 大
小，紧贴肠管，指套染血. 电子肠镜示：(1)肝曲结肠
癌；(2)直肠癌；(3)横结肠多发息肉家族史：其兄长死于
大肠癌. 术中探查与肠镜结果相符，遂行“右半结肠切
除术”及“腹会阴联合直肠癌根治术”.  术中所见：
切除之肿瘤肉眼见一是位于结肠肝曲呈菜花状肿物，另
直肠内有两处癌灶，呈溃疡型. 病理结果:结肠低分化腺
癌，未见淋巴转移；直肠中分化腺癌(两处癌灶)，可见
淋巴转移(1/4). 术后予以抗炎、补液、营养支持及常规
化疗一疗程. 出院后再次化疗一疗程，随访至今已满半
年，患者目前一般情况良好，未发现其他脏器转移.

2   讨论

多发性大肠癌是大肠癌的一种特殊临床病理类型. 大肠

癌中有 2.05-12 % 为多发性癌[1]. 邵永孚 et al [2]报道的一

组中大肠多发癌约占同期收治的大肠癌的2.6 %. 国内外

很多文献研究资料均表明大肠多发癌与家族性结肠息肉

病的关系十分密切. Langevin et al  [3]报道家族性结肠息肉

病患者大肠多发癌发生率高达 57-60 %. Chu et al [4]报道

的一组 1 202 例患者回顾性研究资料表明，多发癌的发

生率随结肠多发息肉(SP)的增加而增加.相关的主要因素

有息肉数目，大小和息肉类型 . 经病理证实，本例为

3 原癌并发结肠息肉且有大肠癌家族史，属大肠多发癌

中少见类型，但本例不能确诊为家族息肉病，不属于家

族性结肠息肉病癌变，这提示了在肠道致癌因素作用

下，大肠可多中心多起源发生 3 原癌，形成大肠多发癌

的特殊临床表现，具体致病机制有待深入研究.因此，对

临床诊治的有大肠癌家族史的患者，除了仔细询问家族

史，了解有无家族性结肠息肉病、结肠癌家族史外，做

电子肠镜时更应全面检查整个大肠情况，以了解有无多

发癌灶，有无合并腺瘤、息肉等病变，以免漏诊[2].此外，

如肿瘤所致大肠梗阻时,可能会影响肠镜对梗阻上方大肠

病变的观察而遗漏多发癌灶，因此，术中细致地全结肠

探查对及时发现大肠多发癌则非常重要.
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摘要
目的:通过多发性大肠癌这一特殊病例，分析其可能的高发

因素及临床诊治意义.

方法:收集分析临床资料，包括临床症状体征、电子肠镜检

查、手术方式、病理诊断、术后化疗以及随访等.

结果:临床资料和手术标本病理诊断证实本病例为3原癌且

部位和分化程度不一.

结论:大肠多发癌与家族性结肠息肉病的关系十分密切.
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1   病例报告

患者，男，51 岁，因大便性状及习惯改变 3 mo，加
重 10 d 入院. 查体:下腹部轻压痛，未扪及肿块. 肛门指
检:距肛门约 5 cm 处可扪及菜花状肿块，约 3 × 3 cm 大
小，紧贴肠管，指套染血. 电子肠镜示：(1)肝曲结肠
癌；(2)直肠癌；(3)横结肠多发息肉家族史：其兄长死于
大肠癌. 术中探查与肠镜结果相符，遂行“右半结肠切
除术”及“腹会阴联合直肠癌根治术”.  术中所见：
切除之肿瘤肉眼见一是位于结肠肝曲呈菜花状肿物，另
直肠内有两处癌灶，呈溃疡型. 病理结果:结肠低分化腺
癌，未见淋巴转移；直肠中分化腺癌(两处癌灶)，可见
淋巴转移(1/4). 术后予以抗炎、补液、营养支持及常规
化疗一疗程. 出院后再次化疗一疗程，随访至今已满半
年，患者目前一般情况良好，未发现其他脏器转移.

2   讨论

多发性大肠癌是大肠癌的一种特殊临床病理类型. 大肠

癌中有 2.05-12 % 为多发性癌[1]. 邵永孚 et al [2]报道的一

组中大肠多发癌约占同期收治的大肠癌的2.6 %. 国内外

很多文献研究资料均表明大肠多发癌与家族性结肠息肉

病的关系十分密切. Langevin et al  [3]报道家族性结肠息肉

病患者大肠多发癌发生率高达 57-60 %. Chu et al [4]报道

的一组 1 202 例患者回顾性研究资料表明，多发癌的发

生率随结肠多发息肉(SP)的增加而增加.相关的主要因素

有息肉数目，大小和息肉类型 . 经病理证实，本例为

3 原癌并发结肠息肉且有大肠癌家族史，属大肠多发癌

中少见类型，但本例不能确诊为家族息肉病，不属于家

族性结肠息肉病癌变，这提示了在肠道致癌因素作用

下，大肠可多中心多起源发生 3 原癌，形成大肠多发癌

的特殊临床表现，具体致病机制有待深入研究.因此，对

临床诊治的有大肠癌家族史的患者，除了仔细询问家族

史，了解有无家族性结肠息肉病、结肠癌家族史外，做

电子肠镜时更应全面检查整个大肠情况，以了解有无多

发癌灶，有无合并腺瘤、息肉等病变，以免漏诊[2].此外，

如肿瘤所致大肠梗阻时,可能会影响肠镜对梗阻上方大肠

病变的观察而遗漏多发癌灶，因此，术中细致地全结肠

探查对及时发现大肠多发癌则非常重要.
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摘要
目的:研究黏着斑激酶 (FAK)在大肠癌及癌旁组织中的表达

及其与肿瘤细胞分化、浸润、转移等生物学行为的关系．

方法:应用免疫组织化学LSAB法检测 60例大肠癌及癌旁组

织石蜡标本中 FAK 蛋白的表达水平．

结果:FAK在癌组织中的表达明显高于癌旁组织 (χ2=42.553，

P =0.000)， 低分化癌组织较高分化、中分化组织中 FAK

的表达水平高(χ2=4.848，Ｐ =0.028)， 浸润程度越深表达

越高(χ2=11.518，Ｐ =0.001)，有淋巴结转移较无转移的

组织的表达水平高(χ2=9.613，Ｐ =0.002)．

结论:FAK可能既是一种转化相关酶又是一种演变相关酶．

FAK的表达量可作为肿瘤发生、发展过程中一种较有价值

的病理指标．
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0   引言

大肠癌是一种常见的恶性肿瘤，侵袭与远处转移是导
致大肠癌患者临床治疗失败和死亡的主要原因之一. 肿
瘤侵袭转移是一个多步骤肿瘤细胞与宿主细胞相互作
用的生物学过程. 由整合素(integrin)激活 FAK 介导的信
号转导在此过程中发挥着重要作用[1,2 ].
        整合素是一类跨膜糖蛋白受体，他与配体(大部分
为 ECM 成分)的连接促使 FAP 即黏着斑的形成. FAP 是
整合素转导信号的结构基础. 除细胞骨架蛋白外，在
FAP 内还存在多种重要的信号转导分子，如 FAK、Src
等. 可以说FAP的存在为这些信号分子间的反应提供了
一个支架，便利了整合素介导的信号传递[3,4]. FAK(黏着
斑激酶)是一非受体酪氨酸蛋白激酶[5]. FAP 形成后，
FAK发生自主磷酸化而活化并且与Src形成信号转导复
合物. Src 与 FAK 结合后能够相互激活，使 FAK 完全活
化. 活化的 FAK 进而通过 paxillin、Grb2、Cas、PI-3K
及 STAT 等与信号转导有关的分子，激活多条信号转
导通路[6-8]. 从而参与细胞分化、增生、伸展和迁移，

以及肿瘤的侵袭和转移等. 因此，FAK 被认为是整合

素依赖性信号转导通路的基础分子，在整合素介导的

信号转导途径中起着关键作用[9,10].

        本研究采用免疫组织化学方法检测了大肠癌及相应

癌旁组织中 FAK 的表达，以此了解 FAK 在大肠癌组织

及相应癌旁组织中的表达情况，并分析他们与癌细胞

分化程度及侵袭转移间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我校附属南方医院外科手术标本共 60 例，

全部为腺癌，其中男性 46 例，女性 14 例. 年龄 26-

75 岁，组织经 100 mL/L 甲醛常规固定，石蜡包埋，

5 µm 连续切片，分别进行ＨＥ染色和免疫组化染色.

FAK(H-1)抗体 (小鼠抗人单克隆抗体)及生物素标记的

羊抗小鼠IgG为Santa Cruz公司产品. LSAB(SP)试剂为

美国 Vector Labratories 公司产品，其余试剂为国产分

析纯.

1.2 方法

1.2.1免疫组织化学方法  采用我室创立的真空负压链霉

菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连接法 (LSAB或SP法)[11].

具体步骤如下：(1)石蜡切片常规脱蜡至水 10 min；(2)置

于 3 mL/L H2O2 甲醇中真空负压 5 min；(3)水洗 1 min；

(4)切片置入 0.01 mol/ L 柠檬酸盐缓冲液(pH6.0)中，放

入已预先将温度调到 95 ℃左右的真空恒温干燥箱中，

真空负压 10 min，室温静置 10 min；(5)PBS 洗 3 次，

共 3 min；(6)加 1 滴或 50 µL 10 mL/L 正常羊血清(第二

抗体动物血清)，真空负压 5 min；(7)加 1 滴或 50 µL

一抗(1∶100 稀释)，真空负压 5 min；(8)PBS 冲洗 3

次，共 3 min；(9)加 1 滴或 50 µL 二抗(1∶100)，真

空负压 5 min；(10) PBS 洗 3 次，共 2 min；(11)加 1

滴或 50 µL SP 复合物，真空负压 5 min；(12)PBS 洗

2 次，共 2 min；(13)DAB- H2O2 显色 5 min；(14)PBS

洗 1 min，水洗 1 min，苏木素复染 1 min，中性树

胶封固. 每例均取 1 片用 PBS 取代一抗作阴性对照.

1.2.2分化分级标准  参照ＷＨＯ癌细胞分化分级标准：

低分化 (Ⅲ级 )，中分化 (Ⅱ级 )，高分化 (Ⅰ级 ).

1.2.3 半定量结果判断[12]  免疫组化染色，无棕黄色为

(－) ；淡棕黄色为 (+) ；棕黄色为(++) ；棕褐色为 (+++).

同样物镜下观察阳性细胞数，(－) ：无阳性细胞；(+) ：阳

性细胞≤ 1 0 %；(++) ：阳性细胞为 11 - 50 %；(+++) ：阳性细

胞 >50 %.

         统计学处理  采用χ2 检验.
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2   结果

2.1 FAK在大肠癌及癌旁组织中的表达  在 60例癌组织
中有 35 例 FAK 表达为强阳性 (+++)或较强阳性 (++)，
在 60 例癌旁组织中仅有 2 例较强阳性，二者有显著性
差异 (χ2 =42.553，Ｐ =0.000 ). 大肠癌与癌旁组织的
FAK 表达阳性率有显著性差异 (χ2 =8.711，Ｐ =0.003)，
见表 1.

表 1  FAK 在大肠癌及癌旁组织中的表达

                   FAK
组织 n 阳性率(％)

- + ++ +++

组织类别

癌旁组织 60        22 36   2   0   63.3

癌组织 60 8 17 23 12   86.7

分化程度

低分化 35 4   7 15   9   88.6

高或中分化 25 5 10   7   3   80.0

浸润程度

黏膜或浅肌层 13 7   4   2   0   46.2

深肌层或全层 47 2 13 20 12   95.7

转移情况

无淋巴结转移 29 8 10 10   1   72.4

有淋巴结转移 31 0   7 13 11 100.0

2.2 FAK的表达与大肠癌分化程度的关系  在 35例低分
化大肠癌组织中，表达为强阳性或较强阳性者共 24
例，在 25 例高、中分化组织中表达为强阳性或较强阳性
者共 10 例 ，二者有显著性差异 (χ2 =4.848，Ｐ =0.028). 但
低分化组与高中分化组的 FAK 表达阳性率相比无显著
性差异 (χ2 =0.840，Ｐ =0.359)，见表 1.
2.3 FAK的表达与大肠癌浸润程度的关系  在13例有浅
肌层或黏膜浸润的癌组织中，2 例为较强阳性. 在 47 例
有深肌层或全层浸润的癌组织中 ，表达为强阳性或较
强阳性者共 32 例. 可见 FAK 在深肌层或全层浸润的癌
组织中的表达明显高于浸润较浅的组织 ，有显著性差
异 (χ2 =11.518，Ｐ =0.001 ). 2 组间的 FAK 表达阳性率
有显著性差异 (χ2 =19.642，Ｐ =0.000 )，见表 1.
2.4 FAK的表达与大肠癌转移的关系  在 29例无淋巴结
转移的癌组织中 ，表达为强阳性或较强阳性者共 11
例. 31 例有淋巴结转移的癌组织中 ，表达为强阳性或
较强阳性者共 24 例 ，说明转移组与非转移组之间表
达量有显著性差异 (χ2 =9.613，Ｐ =0.002 )，且 2 组间的
FAK 表达阳性率也有显著性差异 (χ2 =9.867，P =0.002 )，
见表 1.

3   讨论

FAK 是一种非受体酪氨酸蛋白激酶 ，主要在细胞质中
表达 ，与肿瘤关系密切.本研究显示 ，FAK 在大肠癌
组织中的表达量明显高于癌旁组织，二者的阳性率有

显著性差异; 低分化大肠癌组织的 FAK 表达量比高、
中分化癌组织的表达量高，但他们的阳性率无显著性
差异 ; FAK 的表达与癌细胞浸润、转移有关，浸润程
度越深， FAK 的表达越强，同时有淋巴结转移的癌组
织 FAK 的表达较无转移组高，他们的阳性率有显著性
差异. 此结果与其他学者的相关研究类似[13-15].
        尽管目前关于 FAK 在癌组织及低分化癌组织中表
达比癌旁及高、中分化癌组织高的原因尚未明了， 但
通常认为包括以下几个方面：(1)FAK 分子中有 6 个酪
氨酸的磷酸化位点，其中 Tyr397 为自身磷酸化位点，
对 Src 有调控作用. 在正常组织中 ，ECM 蛋白含量较
低，而在肿瘤基质中，E C M 蛋白含量升高，同时，
癌旁组织整合素α 5 β1 等亚基高表达，造成基质蛋白
相对更少，使整合素不能有效地与基质结合，此时
FAK 的 Tyr397 虽然被磷酸化，但 FAK 的活性并不高，
FAK 表达较低；另外，在癌旁组织中可能 Src 的表达
本身较低，使 Src 不能与 FAK 进行有效的结合，从而
使 FAK 的活性更低 ， FAK 的表达下降[16]. 当然，就本
实验而言，Src 及整合素α 5β1 等的表达水平尚需实验
加以证实；(2)在癌旁组织中还存在着与 FAK 连接的
PTEN 等对整合素介导的信号转导起负调控作用的因
子，使 FAK 的活性降低，FAK 的表达下降[17] ; (3)也有
研究认为FAK的过度表达与其基因量的增加有关[18]. 如
前所述，FAK 的磷酸化在信号转导过程中起着关键作
用，因此，FAK 表达的上调或下调对此过程也具有深
远的影响.癌组织中 FAK 处于过度表达，从而将存活信
号不断放大 ，导致癌细胞不断地以非锚定生长的方式
增生. 而肿瘤细胞的不断增生和运动是肿瘤浸润的前
提，即肿瘤细胞的增生和运动有利于细胞侵袭和浸
润，肿瘤浸润是转移的前奏. 所以上述原因也导致了浸
润及转移组大肠癌中 FAK 的表达升高. 高、中分化癌
与低分化癌的 FAK 表达阳性率无显著性差异的原因 ，
可能由于 FAK 是一种在大多数正常组织中都存在的基
因[15,19]，可能在正常组织中 FAK 有表达，但表达水平
较低，如本研究所见，癌旁组织 FAK 表达大多为弱
阳性，而在癌组织中表达明显升高.
        由此可见，FAK 作为整合素介导的信号转导过程
中的基础分子，是一种与细胞的癌变、分化、转移
相关的蛋白激酶，他可能既是一种转化相关酶，又是
一种演变相关酶. FAK 表达的高低可能作为肿瘤发生、
发展过程中一种较有价值的病理指标，而对 FAK 表达
量及活性的调控对改变癌细胞的发展将有积极作用.
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摘要
目的:探讨长期应用大黄对结肠肌电、肠神经系统的影响．

方法:建立大鼠“泻剂结肠”模型，应用电生理、组
化及免疫组化技术研究大黄对大鼠结肠动力、ENS 多
种神经递质及 Cajal 间质细胞(ICC)的影响．

结果:大鼠饲养大黄 3 mo 后，结肠慢波频率减慢；结
肠肌间丛 NADPH 阳性神经细胞数目增多，AchE 阳性
神经细胞数目减少；NOS免疫反应性增强，SOM免疫反
应性减弱；肌间丛 ICC 分布不均匀，突起连接杂乱．

结论:长期应用大黄对结肠动力和ENS有损害作用，在临
床治疗顽固性便秘时应避免长期应用大黄等刺激性泻剂．
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0   引言

大黄是慢传输性便秘( slow transit constipation， STC )患

者常用的一种泻剂，STC结肠动力和多种肠神经递质有

异常变化，但这些变化是否继发于长期服用大黄等刺

激性泻剂争议较多[1]．我们用大黄建立大鼠“泻剂结

肠”模型，用电生理、肌间神经丛铺片、免疫组化、碘

化锌-锇酸(zinc iodide-osmic acid，ZIO)染色等方法，检

测结肠肌电、肠神经递质及 Cajal 间质细胞(interstitial

cells of cajal，ICC)变化，探讨大黄对结肠动力和肠神经

系统(enteric nervous system，ENS)的影响及其可能机制．

1   材料和方法

1.1 材料  成年 Wistar 大鼠 32 只随机分为对照组和大黄
组，每组 16 只．
1.2 方法

1.2.1 模型建立  对照组饲以普通干饲料. 大黄组饲以含

大黄饲料，起始剂量为 200 mg/(kg·d)，半数致泻剂量

为 1 000 mg/(kg·d)，维持此剂量直到稀便消失，再按

200 mg/(kg·d)递增，如此保持半数以上动物有下泻作用

饲养 3 mo，最终调整剂量为 2 400 mg/(kg·d)．

1.2.2 结肠肌电测定  禁食 24 h，在结肠近段(距盲肠约
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摘要
目的:探讨长期应用大黄对结肠肌电、肠神经系统的影响．

方法:建立大鼠“泻剂结肠”模型，应用电生理、组
化及免疫组化技术研究大黄对大鼠结肠动力、ENS 多
种神经递质及 Cajal 间质细胞(ICC)的影响．

结果:大鼠饲养大黄 3 mo 后，结肠慢波频率减慢；结
肠肌间丛 NADPH 阳性神经细胞数目增多，AchE 阳性
神经细胞数目减少；NOS免疫反应性增强，SOM免疫反
应性减弱；肌间丛 ICC 分布不均匀，突起连接杂乱．

结论:长期应用大黄对结肠动力和ENS有损害作用，在临
床治疗顽固性便秘时应避免长期应用大黄等刺激性泻剂．
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0   引言

大黄是慢传输性便秘( slow transit constipation， STC )患

者常用的一种泻剂，STC结肠动力和多种肠神经递质有

异常变化，但这些变化是否继发于长期服用大黄等刺

激性泻剂争议较多[1]．我们用大黄建立大鼠“泻剂结

肠”模型，用电生理、肌间神经丛铺片、免疫组化、碘

化锌-锇酸(zinc iodide-osmic acid，ZIO)染色等方法，检

测结肠肌电、肠神经递质及 Cajal 间质细胞(interstitial

cells of cajal，ICC)变化，探讨大黄对结肠动力和肠神经

系统(enteric nervous system，ENS)的影响及其可能机制．

1   材料和方法

1.1 材料  成年 Wistar 大鼠 32 只随机分为对照组和大黄
组，每组 16 只．
1.2 方法

1.2.1 模型建立  对照组饲以普通干饲料. 大黄组饲以含

大黄饲料，起始剂量为 200 mg/(kg·d)，半数致泻剂量

为 1 000 mg/(kg·d)，维持此剂量直到稀便消失，再按

200 mg/(kg·d)递增，如此保持半数以上动物有下泻作用

饲养 3 mo，最终调整剂量为 2 400 mg/(kg·d)．

1.2.2 结肠肌电测定  禁食 24 h，在结肠近段(距盲肠约
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2 cm)安置一对银丝电极，导线经切口引出连接胃肠电
放大器．灵敏度 2 mV/cm，连续记录 3 h 左右．以 5 min
为一个时间段，分别计算每个时间段的频率、振幅及
变 异 系 数 ．
1.2.3 结肠神经病理学研究  (1) 肌间丛铺片 NADPH-d组
织化学染色：肌间神经丛铺片制作参照肖岚 et al [2]肠道
铺片法．配制作用液：1.0 g/L β-NADPH diaphorase，
0.25 g/L NBT，  0.01 mol/L PBS pH 7.2). 将铺片标本37 ℃
孵育 30-40 min ，PBS 漂洗终止反应，光镜观察．对
照实验于作用液中不加 β-NADPH diaphorase．(2)肌间丛铺
片乙酰胆碱酯酶(AchE)组化染色：按照Karnovsky-Root [3]法
配制作用液，铺片入作用液中孵育 90 min(37 ℃)．对
照实验以 10-4 mol/L 毒扁豆碱代替异 -OMPA．(3)NOS、
SOM、5-HT 免疫组织化学染色：采用 SP 法，按照
试剂盒说明书操作．(4)碘化锌 - 锇酸(ZIO)染色：作用液
配制：将 20 g/L 锇酸与 30 g/L 碘化锌 1∶3 混合，二
者均新鲜配制，新鲜混合．(5)图像分析：在显微镜物镜
放大倍数20×下，视野摄入计算机(分辩率为512×476)，
测量每个视野阳性染色区域的表面积密度，即面密度．

      统计学处理  数据以平均值 ± 标准差( sx ± )表示，采
用Microsoft Excel 7.0 进行单因素方差分析，计数资料用
二维列联表分析．

2   结果

2.1 结肠肌电测定  与对照组相比，大黄组结肠慢波频
率明显减慢，慢波频率变异系数在 25-30 % 之间，振
幅无明显变化，振幅变异系数在 45-50 % 之间(表 1)．

表 1  结肠慢波频率、振幅及其变异系数

频率 频率变异 振幅       振幅变异
(次 /5min) 系数(％) (mV/5min)    系数(％)

对照组 35.06±8.94 25.50 11.83±5.34 45.12

大黄组 27.07±7.87a 29.07 13.41±6.16 45.94

aP < 0.05, vs 对照组.

2.2 结肠壁内神经病理变化  (1)肌间神经丛 NADPH-d 染
色：结肠肌间丛神经纤维纵横交错呈网状分布，在 100
倍光镜下对阳性细胞计数，每例随机选取 10 个神经节，
每组共 100 个神经节进行计数．结果大黄组阳性细胞数
明显高于对照组(图1)． (2)肌间神经丛铺片AchE组化染
色：肌间丛神经节细胞及纤维呈棕红色．对神经节阳性
细胞计数，与对照组相比，大黄组阳性细胞在结肠近段
和远段均明显减少，大黄组仅在结肠近段明显减少(图 2)．
(3)NOS、SOM、5-HT 免疫组化染色：大黄组肌间丛 NOS
免疫反应性明显增强，SOM 免疫反应性降低，而 5-HT 免
疫反应性无明显变化 (表 2)．(4)ZIO 染色：对照组 ICC
突起相互连接形成网络，ICC 分布比较均匀；而大黄
组 ICC 分布极不均匀，有的视野 ICC 密集，突起连接
杂乱，有的视野 ICC 稀少，突起不能相互连接形成网

络(图 3). 高倍镜观察 ICC 的形态，实验组与对照组无明
显差别.

表 2  肌间丛NOS、SOM、5-HT 及 NSE 免疫组化图像分析(面密度 / 视野)

组别     NOS      SOM     5-HT

对照组 1.275±0.652 1.553±0.658 1.437±0.716

大黄组 2.979±1.073b 0.829±0.371a 1.185±0.640

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

图 1  大黄组肌间丛 NADPH 阳性细胞增多× 400.

图 2  大黄组肌间丛 Ach 阳性细胞减× 200.

图 3  大黄组肌间丛铺片上,ICC 分布不均匀,突起连接杂乱× 400.

3   讨论

3.1“泻剂结肠”的提出和再认识  1973 年，Smith[4]

报道“泻剂结肠”结肠的主要病理特征包括：肌间
丛嗜银性神经元数目减少，平滑肌层变薄，结肠黏膜
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黑变．近年的研究发现“泻剂结肠”ENS 的多种神经
递质含量或分布异常，但争议较多[5,6]. 本研究没有发现
结肠扩张、黏膜黑变和平滑肌萎缩等改变，但存在 ENS
神经递质分布和含量的异常，与文献报道一致．我们认
为，“泻剂结肠”是指长期应用刺激性泻剂造成结肠ENS
紊乱和相应的功能失调，导致结肠动力障碍，对泻剂反
应性下降，使患者对泻剂产生依赖性的一种状况．
3.2 大鼠“泻剂结肠”结肠动力变化  Frieri et al [7]报
道长期服用泻剂的便秘患者结肠慢波频率较对照组升高
(P <0.05)，提示慢波异常与结肠动力障碍有关，但这
种改变是服用泻剂引起的还是该病固有的肌电异常不能
确定．为此，有人测定了饲以番泻叶6 mo的大鼠结肠在
体肌电未发现异常[8]．我们发现结肠慢波频率减慢，提
示长期大剂量应用大黄影响结肠慢波的产生或传导，与
文献报道不同．造成结果差异的原因可能与文献中的泻
剂用量较小，10-40 mg/(kg·d)，恒定剂量饲养，不符
合 STC 患者泻剂用量越用越大的过程有关．
3.3 大鼠“泻剂结肠”结肠壁神经病理变化  本研究发
现饲养大黄3 mo可导致大鼠结肠NOS免疫反应性增强．
NADPH-d 组化染色与免疫组化的结果一致. Izzo et al [9]

报道芦荟(含蒽醌)的致泻作用依赖内源性 NOS 的调解，
提示NO在“泻剂结肠”的病理生理机制中起重要作用．
结肠 AchE 阳性神经元数目减少，提示 Ach 合成或释放
减少．Ach 的释放与 ENS 其他神经递质密切相关，神经
肽 Y 和内源性 NO 可抑制 Ach 释放，蛙皮素、SOM、降
钙素基因相关肽及某些 5-HT 受体激动剂可促使 Ach 释
放，而 Ach 又可促进 VIP 的释放[10]．目前尚不能明确在
这种作用中是否存在反馈调节机制，Ach 含量的异常变
化是泻剂的直接作用，还是肠壁内 NO 含量增多后的继
发反应有待进一步研究．
         SOM对肠道运动有抑制作用. Tzavella et al [11]报道大
剂量蒽醌 500 mg/(kg·d)饲养大鼠 6 mo 后，放免法测定
结肠壁神经肽含量发现SOM含量明显下降．我们的结果
表明应用大黄3 mo，大鼠结肠肌间丛SOM免疫反应性降
低，与 Tzavella 结果一致．而 Kiernan et al [12]观察了饲
养番泻叶 5 mo 的大鼠未发现 SOM 异常，这种结果的不同
可能与其所用泻剂剂量较小有关，剂量为 95 mg/(kg·d)．
         Kiernan 未发现“泻剂结肠”5-HT 免疫反应异常.
我们发现黏膜层免疫阳性反应有增强的表现，可能与肠
黏膜分泌功能增强有关. 从神经免疫生理学的角度来看，
黏膜干细胞释放的 5-HT 也可通过某种方式作用于神经
丛的特异性受体从而发挥调节作用，因此“泻剂结肠”
黏膜层 5-HT 含量的增多很可能与 ENS 其他递质的变化
有内在联系．

3.4 肌间丛ICC变化  ICC对胃肠动力有重要的调控作用[13].
一方面 ICC 可能是胃肠道慢波的起搏者(pacemaker cells)，
另一方面 ICC 可能参与了 NANC 神经信息传递过程[14]．
有报道 Hirschsprung’s 病及慢性特发性假性肠梗阻之
病变肠段缺乏 c-kit 免疫反应阳性细胞，提示 ICC 发育
不良或数目减少与胃肠动力紊乱性疾病的发病有关[15]．
最近有报道STC患者结肠壁内ICC减少可能与其发病有
关[16]. 目前未见有关“泻剂结肠”ICC 变化的报道. 我
们发现大黄组肌间丛 ICC 分布不均匀，ICC 密集区域其
突起相互连接杂乱无章，而 ICC稀少区域则无明显的网
络形成．既然 ICC 是肠道慢波的起搏者，其突起形成的
网络可能与慢波的传播有关，推测大鼠“泻剂结肠”结
肠肌间丛 ICC 分布和网络的杂乱性与慢波频率减慢有关．
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摘要
目的:探讨检测肿瘤坏死因子(TNF-α)血清水平对于判断胃

癌临床分期的价值和意义.

方法:应用酶联免疫标记法(ELISA)检测胃镜活检病理、手

术切除证实的胃癌患者以及晚期姑息治疗的胃癌患者103

例血清 TNF- α水平，并与 26 例确诊为浅表性胃炎患者

比较.

结果:早期、中期、晚期和终末期胃癌患者血清 TNF- α

水平(135.46 ± 27.5， 238.9 ± 55.8， 252.04 ± 34.7 和

202.86±53.3 pg/mL)显著高于胃炎患者(60.41±11.4  pg/mL，

P <0.01)，而中晚期患者也显著高于早期患者(P <0.01).

结论:早期检测TNF-α有助于胃癌的临床分期、观察治疗

效果和判断预后与复发，可作为辅助诊断指标.
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0   引言

胃癌是消化道肿瘤中最常见的恶性肿瘤，也是发病最
为隐袭的肿瘤之一，因而约三分之二的患者出现明显
症状就诊时，已经处于中晚期，丧失了手术根治的机会.
如果早期通过较为特异手段判断肿瘤的发展阶段，采
取合理治疗方法，患者生命质量将得到改善；以免不必
要的手术导致病情恶化，加速病情进展使患者死亡. 肿
瘤坏死因子(TNF- α)是一种由激活的巨噬细胞所分泌
的细胞因子，参与机体多种生理、病理和免疫过程.临
床研究发现，低浓度TNF-α可活化中性粒细胞，刺激单
核细胞，激活巨噬细胞，还可通过 T、B淋巴细胞的调节
来影响特异和非特异性免疫功能. 高浓度 TNF- α则可抑
制免疫反应，导致机体生理功能紊乱[1-6]. 本研究检测了
胃镜活检及手术治疗确诊的胃癌患者术前TNF-α血清
浓度，并按临床分期进行比较，以探讨早期检测的临床
意义.

1   材料和方法

1.1 材料  全部病例来自 1999-02/2002-08 消化科门诊

行胃镜检查、外科住院手术的患者，终末期胃癌为内
科住院患者. 共 103 例，男 86 例，女 17 例；年龄 25-
80 岁，平均 42.5 ± 16.3 岁.根据胃镜活检病理、术后
病理及淋巴结检查，病理类型为胃腺癌 67 例，低分
化癌 16 例，未分化癌 15 例，印戒细胞癌 5 例. 临床
分期：( 1 ) 早期胃癌：病灶局限，仅侵犯黏膜下层，
无淋巴结转移，共 32 例；(2)中期胃癌：侵犯黏膜下
层，有少数胃周淋巴结转移，共 29 例；(3)晚期胃癌：
手术时有胃周围及腹腔淋巴结转移，伴有腹水，手术
仅为姑息性治疗，共 25 例；(4)终末期胃癌：手术后
复发或化疗后晚期胃癌，有各种并发症，治疗仅为支
持性维持，共 17 例. 对照组随机选择胃镜检查的浅表
性胃炎 26 例，年龄 22-65 岁，平均 40.8 ± 10.6 岁.
1.2 方法  在患者胃镜检查当天或次日晨抽取空腹肘静
脉血2 mL，用EDTA 抗凝，高速离心取上清液待测，或
放置 -20 ℃冰箱保存. TNF- α测定按酶联免疫黏附法
(ELISA)，以 pg/mL 为单位表示血清含量.

        统计学处理  用 sx ± 表示血清 TNF- α水平，采用
PEMS 软件包中的方差分析和 t 检验，统计各组之间的
差异性.

2   结果

2.1 胃镜对胃癌分期诊断的评价  由胃镜直接诊断的原
位癌仅 11 例，手术治疗 8 例，而其中 6 例手术发现
局部浸润，2 例已有病理上的局部淋巴结转移. 3 例原
位癌在内镜下微波治疗，目前仍在随访. 中晚期胃癌的
内镜表现与病理符合率可达 80 % 以上.
2.2 临床各期胃癌血清 TNF-α浓度测定结果  (见表 1)

表 1  临床各期胃癌患者血清 TNF- α测定结果( sx ± ,pg/mL)

·Ö×é  n                                 TNF- α

早期胃癌 32                           135.46 ± 27.5a

中期胃癌 29                           238.86 ± 53.3ab

晚期胃癌 25                           252.04 ± 64.7ab

终末期胃癌 17                           202.93 ± 55.8 ab

浅表性胃炎 26                           135.46 ± 11.4

aP <0.01，vs 浅表性胃炎;  bP <0.01，vs 早期胃癌患者.

3   讨论

大量的实验和临床研究表明，胃癌的发生与机体免疫
功能缺陷有关，而且随着病情恶化免疫功能也明显降
低[1, 2]. 胃肠道黏膜本身含有大量免疫细胞和淋巴样组
织，也是重要的免疫器官.消化道发生肿瘤后，机体
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免疫功能降低的原因是多方面的，其中由肿瘤自分泌或
旁分泌的肿瘤坏死因子α(TNF- α)大量产生，血液中浓
度过高，可对机体产生明显的损害，即为原因之一[4-6].
晚期胃癌患者已经出现转移浸润免疫器官和组织，直
接损害免疫系统，细胞免疫功能和体液免疫功能均明
显降低. 从本组资料也看出这种趋势. 终末期患者由于恶
液质，机体缺乏应激能力，TNF- α反而降低.
        研究发现TNF-α可抑制某些肿瘤细胞的生长，因
而具有抗肿瘤活性，被认为是一种炎性递质. 正常机体
内分泌少量的 TNF- α，可活化中性粒细胞，刺激单
核细胞，激活巨噬细胞，起到保护作用[3-15]，有的学
者将TNF-α应用于治疗各种肿瘤患者和其他自身免疫
性疾病. 浅表性胃炎是消化科最常见的一种轻型胃炎，
基本不影响机体各项功能，测出低浓度的TNF-α属于
正常范围，而胃癌患者血清 TNF- α浓度是明显上升
的，并与病情发展有关(见表 1). 当然，升高的 TNF- α
可促进肿瘤血管生成，使肿瘤组织能吸收更多的营养
物质，促进瘤细胞生长；升高的 TNF- α还激活金属蛋
白酶等某些基质降解酶的活性，使基质分解，有利于
癌细胞向周围组织浸润并转移[6-9]. 因此，肿瘤进展恶
化伴随着 TNF- α的升高.对于疑诊胃癌患者，早期检
测血液 TNF- α浓度，可以判断病情、指导治疗. 当
初诊患者 TNF- α显著升高时，肿瘤可能早期转移；
手术后 TNF- α持续升高，提示复发和广泛转移.
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摘要
目的:通过本次临床观察，了解急性胰腺炎时二十碳烯酸的

异常代谢规律，并试图探讨前列腺素E1(PGE1)对此异常代

谢的调节．

方法:对于急性轻型及急性重型胰腺炎，根据是否使用

PGE1 的干预因素分别加以研究，患者在入院时即刻及入

院满 4 d 后取血清样本，测定 6-keto-PGFI α及血栓烷素

TXB2 等，并进行组间比较．

结果:6-keto-PGFIα在各组间及PGE1治疗前后均无统计学

的显著性差异. 关于 TXB2，入院时，急性重型胰腺炎组

均显著高于急性轻型胰腺炎组(P <0.01). 经过PGE1的干预，

4 d后急性重型胰腺炎升高的TXB2明显回落，明显低于未

使用 PGE1 的急性重型胰腺炎组(P <0.05)．

结论:急性胰腺炎特别在急性重型胰腺炎时二十碳烯酸出现了

异常代谢如TXB2的明显升高，而PGE1对此有明显的调节作

用，这对于改善微循环及改善预后等均有重要的临床意义．

李庭赞,孙丹莉,孙士其. 前列腺素 E1 对急性胰腺炎二十碳烯酸异常代谢调节

的临床研究. 世界华人消化杂志  2003;11(5):670-671
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0   引言

前列腺素作为二十碳烯酸的衍生物，在人体含内量虽
少，但几乎参与机体所有的细胞活动，尤其炎症、免疫、
过敏等病理过程，在调节细胞代谢上具有重要的作用．
但是急性腺腺炎时二十碳烯酸的代谢状况，直至目前
仍主要停留在实验阶段，诸多问题有待进一步阐明．
        PGE1 因具有保护细胞及改善微循环等作用，已广
泛地用于心肝等疾病的治疗，近年一些实验研究提

示，PGE1 对急性胰腺炎时二十碳烯酸的异常代谢有一
定调节作用，能改善胰腺炎病变程度及降低死亡率，
但是相关的临床研究尚少见报道．

1   材料和方法

1.1 材料  本研究样本均为住院急性轻型胰腺炎及急性
重型胰腺炎患者，诊断符合 1996 年中华医学会胰外科
学组第二次试行方案之标准，根据是否应用 PGE1 将急
性轻型胰腺炎分为未使用 PGE1 的 MAP1 组(男 8 例，女
7 例，年龄 50.5 ± 22.5 岁)及使用 PGE1 的 MAP2 组(男 9
例，女 8 例，年龄 48.0 ± 19.5 岁)，急性重型胰腺
炎分为未使用 PGE1 的 SAP1 组(男 9 例，女 8 例，年龄
62.0± 18.5 岁)及使用 PGE1 的 SAP2 组(男11 例，女 6例，
年龄 50.5 ± 21.0 岁). 发病至入院时间急性轻型胰腺炎为
23.6 ± 16.7 h，重型胰腺炎为 18.6 ± 15.6 h. 对照组 C 组
为健康体检者(男 10 名，女 10 名，年龄 50.5 ± 21.0 岁)．
试剂：PGE1 系中澳合资杭州澳亚生物技术有限公司产
品，TXB2 及 6-keto-PGF1 α检测试剂盒系苏州大学血栓
与止血研究所生产．
1.2方法  每例患者分别于确诊后立刻及住院4 d后取静
脉血，离心得血清后作 TXB2 及 6-keto-PGF1 α测定，
PGE1治疗组入院后即经静脉滴注PGE1, PGE1 200 mg放
入 500 ml 生理盐水中，4-6 h 滴完，Qd，共用 4 d，
除此以外,其他常规治疗如禁食、输液、静脉点滴 H2

受体阻断剂、山茛菪碱及加贝酯以及八肽生长抑素衍
生物(善宁)等的应用情况相同．
        统计学处理  组间均数比较采用t检验.

2   结果

2.1 入院时 TXB2、6-keto-PGF1 α的比较  对照组 6-
keto-PGF1 浓度为 89.63 ± 22.6 µg/ml，而在各胰腺炎
组均有所下降，但是组间无统计学差异(P >0.05)，对
照组 TXB2 浓度为 136.0 ± 81.6 µg/ml，在入院时各胰
腺炎组均有不同程度的升高，MAP 组上升幅度小，与
C 组间无统计学差异，而 SAP1 组及 SAP2 组分别高达
448.6 ± 106.0 µg/ml 及 456.4 ± 118.8 µg/ml，均明显高

表 1  各组急性胰腺炎 TXB2 、6-keto-PGF1 α的变化情况分析( sx ± ,µg/ml)

             MAP1                                       SAP1                                                   MAP2                                            SAP2

时间
                         TXB2                  PGF1 α           TXB2                     PGF1 α                   TXB2                   PGF1 α                 TXB2                    PGF1 α

入院时       68.5 ± 25.5a      172.6 ± 95.5    122.5 ± 75.5         448.6 ± 106.0          71.4 ± 30.2a        168.5 ± 101.3     119.5 ± 84.2          456.4 ± 118.8

4 d 后       85.6 ± 26.5b      162.3 ± 86.4    110.6 ± 80.7c        395.7 ± 111.0          94.3 ± 30.5b        145.4 ± 84.3        90.3 ± 62.1          191.3 ± 107.5

aP <0.05 VS  SAP1 、SAP2 ; bP <0.01 VS  SAP1; cP <0.01 VS  SAP2.
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于 C组(P <0.01)，也明显高于 MAP1 及MAP2 组(P <0.01).
2.2 PGE1 治疗 4 d 后 TXB2、6-keto-PGF1 α的变化  经
过 PGE14 d 的治疗 6-keto-PGF1 α无显著性的变化，组
间仍无统计学差异(P  >0.05)，而各组 TXB2 的浓度均有
所回落,尤以 SAP2 组明显，仅达 191.3 ± 107.5 µg/ml，明
显低于 SAP1 组的 395.7 ± 111.0 µg/ml(P <0.05)，而 SAP2 与
MAP1、MAP2 以及 C 组间无统计学差异(P >0.05)，表 1．

3   讨论

近年来，国内外关于急性胰腺炎发病机制 - 微循环障
碍的研究取得了一些进展，实验研究提示，特别在急性
出血坏死型胰腺炎中，二十碳烯酸出现了异常代谢，如
血清 PGF1 α、TXB2、PGI α可出现明显升高，根据推
测主要与游离基及一氧化氮增多等有关[1-5]. 而 PGE1 或
PGE2 等可一定程度逆转这种变化，特别关于 PGE1 的
报道较多，PGE1 的适量应用常能减轻胰腺炎的病情，
提高实验对象之成活率，这与 PGE1 能增加细胞膜的稳
定性、改善血液微循环及抑制胰蛋白酶等多种因素有
关[1-3,6] ; 但是，当 PGE1 达到一定用量后，则可加重胰
腺炎的病情，机制尚不清楚[7].
         本次临床研究初步揭示了在急性胰腺炎时二十碳
烯酸出现了异常代谢，TXB2 上升明显，PGF1 α有所下
降，对微循环调节作用的平衡被破坏，尤其在急性重型
胰腺炎时 TXB2 升高显著，TXB2 异常升高，将导致微
血管收缩、血流变慢及微血栓形成，这说明在急性重型
胰腺炎时存在微循环障碍. PGE1 使用后 TXB2 回降明
显，适量 PGE1 的应用可使这一情况得以逆转，这对于
改善微循环障碍和促进病情恢复有益，本次临床研究
结果与国外相关实验结论基本一致.

        总之，急性胰腺炎患者，在病情早期即出现明显
的二十碳烯酸的异常代谢，提示微循环障碍在急性胰
腺炎的发生发展中不容忽视，而适量的 PGE1 对于这种
异常代谢有一定的调节作用. 可见，开展这方面的研究
对于阐明急性胰腺炎的发病机制以及改善其预后具有
一定的临床的意义.
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摘要
目的:研究肝硬化腹水患者限钠、利尿治疗对腹水消失时间

的影响及其与肝肾综合征(HRS)、低渗性脑病的关系.

方法 :将应用利尿剂治疗的肝硬化腹水患者随机分为限钠

(142 例)与不限钠或静脉输注 30 g·L-1  NaCl(148 例)两组，

观察腹水消失时间及HRS、低渗性脑病发病情况. 将明确

诊断的 HRS、低渗性脑病患者分为限钠与静脉输注 30 g·L-1

NaCl(300 mL/d)两组进行对比.

结果:限钠组腹水消失时间＜ 20 d 者 35 例，占 24.6 %，

32 例并发 HRS，占 22.5 %，29 例并发低渗性脑病，占

20.4 %. 不限钠组腹水消失时间＜ 20 d 者 126 例，占 85.1 %，

无1例并发HRS及低渗性脑病. 继续限钠治疗的HRS与低

渗性脑病患者无1例存活. 静脉输注30 g·L-1 NaCl治疗组无
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于 C组(P <0.01)，也明显高于 MAP1 及MAP2 组(P <0.01).
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关[1-3,6] ; 但是，当 PGE1 达到一定用量后，则可加重胰
腺炎的病情，机制尚不清楚[7].
         本次临床研究初步揭示了在急性胰腺炎时二十碳
烯酸出现了异常代谢，TXB2 上升明显，PGF1 α有所下
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结果与国外相关实验结论基本一致.
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目的:研究肝硬化腹水患者限钠、利尿治疗对腹水消失时间

的影响及其与肝肾综合征(HRS)、低渗性脑病的关系.

方法 :将应用利尿剂治疗的肝硬化腹水患者随机分为限钠
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32 例并发 HRS，占 22.5 %，29 例并发低渗性脑病，占
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1例因HRS及低渗性脑病死亡，两组有显著性差异(P <0.01).

结论:肝硬化腹水患者限钠治疗后，因血浆钠及渗透压下

降，腹水消失时间延长，诱发HRS及低渗性脑病. 高渗NaCl

的应用是治疗HRS和低渗性脑病的关键.

刘建军,智红,吴晓英,李楠. 肝硬化腹水并发肝肾综合征及低渗性脑病与限钠

治疗关系的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(5):671-673

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/671.htm

0   引言

肝硬化腹水患者限钠治疗已应用 100 a，并为国内外所
公认. 我们通过 10 a 临床研究发现，限钠、利尿治疗
易导致血浆钠及渗透压下降，腹水消失时间延长及诱
发肝肾综合征(HRS)与低渗性脑病. 肝硬化腹水患者限钠
治疗时低钠血症较低钾血症常见，低钠后果较低钾严
重.  不限钠可使腹水消失时间缩短，静脉输注高渗
NaCl是治疗HRS及低渗性脑病的关键，对肝硬化腹水、
HRS 和低渗性脑病发病机制与治疗有重要补充，现报
告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  将 1986/2001-06 收治的 290 例肝硬化腹水患
者，除应用利尿剂(氢氯噻嗪、螺内酯)及间断补充白蛋
白外，随机分为限钠(142 例)与不限钠(148 例)两组，限
钠组钠盐摄入量＜1.0 g/d. 不限钠组除摄入正常含钠食
物外，根据临床症状及血浆钠检测结果，对低钠患者静
脉输注 30 g·L-1 NaCl，300 mL/d，观察两组腹水消失
时间及并发 HRS、低渗性脑病的发病率.
1.2 方法

1.2.1 HRS与低渗性脑病诊断条件  (一)HRS诊断条件    (1)限
钠、使用利尿剂、发汗、导泻和排放腹水等治疗；(2)乏力、
纳差、嗜睡和表情淡漠等；(3) 尿量减少，＜ 500 mL/24 h；
(4)血浆钠降低＜ 125 mmol·L-1；(5)血浆尿素氮升高;  (6)
对利尿剂无效. (二)低渗性脑病诊断条件 (1)符合肝硬化
腹水诊断条件；(2)限钠、利尿、导泻、发汗、排放腹水
治疗；(3) 精神淡漠、嗜睡、乏力、肌张力下降和深
反射减弱;  (4) 无肝性脑病典型症状和体征；(5)血浆
钠<125 mmol·L-1，血浆渗透压下降.
1.2.2 HRS 与低渗性脑病的治疗方法  将符合 HRS 与低
渗性脑病患者分继续限钠与静脉输注高渗NaCl两组进
行治疗. (一)HRS 的治疗    继续限钠治疗组(17 例)，除
限钠外，应用胶体溶液(全血、血浆、白蛋白等)扩容，静
脉滴注血管活性药物(多巴胺、654-2)及丹参等. 静脉
输注 30 g·L-1 NaCl 组(15 例)，每日补充  30 g·L-1 NaCl
300 mL，然后根据病情及血浆钠检测结果决定总补钠
量，一般每日补充 30 g·L-1NaCl  不超过 300 mL，连
续使用1-7 d. 静脉补充高渗 NaCl组共补充30 g·L-1 NaCl
12 900 mL，分别补充  30 g·L-1 NaCl 300 mL 2 例，600 mL
6 例，900 mL 5 例，2 100 mL 2 例，平均每例 HRS

患者输注30 g·L-1 NaCl 860 mL. 全部患者均未排放腹水.
(二)低渗性脑病的治疗方法 - 继续限钠组(11 例)，给予
限钠、利尿、脱水及降血氨治疗. 补钠组(18 例)，根
据血浆钠及渗透压静脉补充 30 g·L-1 NaCl 300 mL/d，一般
日补充 30 g·L-1 NaCL 不超过 300 mL，连续补充 1-5 d，
18例共补充30 g·L-1 NaCl 15 600 mL. 分别补充30 g·L-1 NaCl
300 mL  1 例，600 mL 6 例，900 mL 8 例，1 500 mL 3 例. 平
均每例低渗性脑病患者输注30 g·L-1 NaCl 866 mL.

2   结果

2.1 限钠与不限钠两组腹水消失时间  限钠与不限钠两
组腹水消失时间＜20 d者分别为35例(24.6 %)与126例
(85.1 %). 不限钠组根据血浆钠检测结果，静脉输注 30 g·L-1

NaCl 后，利尿剂作用增强，6 h 尿量开始增加，24 h 尿
量增加 500-1 500 mL，两组腹水消失时间有显著性差
异(P <0.01).
2.2 HRS、低渗性脑病与限钠的关系  限钠组(142 例)
中 32 例并发 HRS，占 22.5 %，29 例并发低渗性脑病，
占 20.4 %. 不限钠组中无 1 例并发 HRS 与低渗性病. 所
以肝硬化腹水患者并发HRS、低渗性脑病与限钠、利尿
治疗有关.
2.3 HRS、低渗性脑病限钠与不限钠治疗的结果  (一)
HRS治疗结果-应用胶体溶液扩容、静脉输注血管活性
药及继续限钠治疗组 17 例患者无 1 例存活，多因严重
电解质紊乱、高氮质血症、低钠、低氯，尿量进一步减
少或无尿、高度腹胀、低血压、消化道出血或合并低渗
性脑病等死亡. 静脉输注高渗  NaCl 治疗组 15 例，无 1
例因 HRS 死亡，静脉输注高渗 NaCl 6 h 后尿量开始增
加，意识障碍者开始恢复，随低钠、低氯血症的纠正，
HPS患者完全缓解. (二)低渗性脑病治疗结果-低渗性脑
病患者中，继续限钠(11 例)组，给予速尿、甘露醇及降
血氨治疗，均未控制病情，多同时合并 HRS. 10 例尿量
进一步减少，不可逆血压下降，出现低渗性休克，DIC
等导致昏迷及全身衰竭死亡，占 91 %，1 例并发震颤
麻痹因肺部感染呼吸衰竭死亡. 静脉输注高渗 NaCl治疗
组 18 例，多在补钠 6 h 后精神淡漠、嗜睡和乏力等明
显好转或缓解，肌张力、意识障碍恢复正常，尿量增加.
无1例因低渗性脑病死亡. 同时发现静脉输注高渗 NaCl
后，对消化道症状(腹部胀气、恶心、呕吐及纳差等)有
一定缓解作用.

3   讨论

肝硬化腹水患者钠潴留及限钠治疗为国内外所公认. 但
我们通过 10 a 临床研究发现，任何方法治疗腹水均损
失电解质，如在限钠基础上应用利尿剂(包括中草药)、
导泻、发汗和排放腹水等均可加速电解质损失，使血浆
钠及渗透压下降，利尿剂作用减弱或消失，腹水消失时
间延长及诱发 HRS、低渗性脑病等严重并发症，或使
HRS、低渗性脑病患者失去存活机会，因此应引起注意.
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3.1血浆钠对利尿剂作用的影响  所有利尿剂主要通过排
钠发挥利尿作用，利尿剂作用越强，排钠就越多，如
单用氨苯喋啶，尿钠排出增加 53 mmol/d，单用氢氯噻
嗪，尿钠排出量为 105 mmol/d，二者合用尿钠排出量
增加至 158 mmol/d，每日从尿中排钠 3.0-9.8 g，使血
浆钠及渗透压下降. 因血浆钠下降，激活肾素-血管紧张
素 - 醛固酮系统，尿钠排泄减少，利尿剂作用减弱或
消失，产生所谓耐药(抗药)现象，当血浆钠或渗透压低
于腹水时，腹水将不可能被吸收，或使腹水呈逆交换状态
(腹水渗出量大于吸收量)，使腹水消失时间延长. 有人[1]将
血浆钠称为利尿剂作用的“靶离子”，靶离子缺乏时利尿
剂作用减弱，纠正血浆低钠及低渗状态可使利尿剂作用
明显增强. 我们得出的结论是:对肝硬化腹水患者进行限
钠必然导致血浆钠及渗透压下降，不应根据腹水形成机
制限钠，因为血浆低钠后激活肾素 - 血管紧张素 - 醛固
酮系统，是低钠患者的一种保护反应，血浆低钠纠正后
这种反应将受到抑制，这并非是钠潴留与腹水形成的因
素，不应再继续限钠.此时纠正低钠血症可使利尿剂作用
增强，尿量增加，腹水消失时间缩短.
3.2 HRS形成原因与限钠治疗关系[2]  肝硬化腹水患者限
钠组 32 例并发 HRS，不限钠组无 1 例并发 HRS，说明
HRS这种功能性肾功能衰竭与限钠治疗有直接关系，是
HRS 发病的主要原因. 对 HRS 患者分组治疗结果表明，
应用胶体溶液(全血、血浆、白蛋白等)扩容治疗未能使
HRS 患者死亡率下降. 应用高渗 NaCl  能收到理想扩容
效果，从临床治疗结果分析，可进一步证实HRS的形成
与血浆低钠有关. 当血浆钠及渗透压下降后，细胞外水
分向细胞内转移，有效血循环量减少，肾血流低灌注，
刺激入球小动脉压力感受器，使肾素分泌，肾素 - 血管
紧张素 - 醛固酮系统激活，肾皮质血管收缩，肾小球滤
过率下降，尿量及尿钠排泄减少，尿素氮上升等诱发
HRS，此时限钠可使血压下降，将严重影响肾血流灌注，
使肾组织细胞水肿，促使 HRS 的形成与发展.
        静脉滴注高渗 NaCl 治疗 HRS，能有效升高血浆钠

及渗透压，使细胞内水分向细胞外转移，迅速增加血
容量，是理想的扩容物质，使 HRS 病理变化得到恢复.
这一研究还表明，应用利尿剂时适当补钠可以防止
HRS 的形成. 对明确诊断的 HRS 患者应尽早果断应用高
渗 NaCl，限制水入量，纠正低钠血症(即使认为稀释
性低钠)及血浆渗透压是治疗 HRS 的关键，否则将使
HRS 患者失去存活机会.
3.3 肝硬化并发低渗性脑病与限钠的关系[3] 低渗性脑病
是肝硬化腹水患者限钠治疗的常见并发症，有时误诊
为肝性脑病. 低渗性脑病仍为血浆低钠、低渗透压所
致，当血浆钠低于 125 mmol·L-1 时，因血浆渗透压下
降、细胞外水分向细胞内转移、细胞体积增大、脑细
胞水肿和颅内压上升等将导致低渗性脑病. 我们在临床
工作中发现，限钠、利尿治疗的腹水患者出现表情淡
漠、乏力、肌张力下降和意识障碍时，首先考虑为低
渗性脑病所致，此时应用脱水剂(甘露醇)不但无效，反
而使血钠进一步下降或造成肾脏损害. 静脉输注高渗
NaCl 治疗低渗性脑病时，可使细胞内积存的过多水分迅
速移到细胞外，细胞水肿减轻，颅内压降低，如输注
180 mL 高渗 NaCl 可从细胞内渗透出水分 700 mL，血浆
渗透压上升 17 mmol·L-1，细胞内水分减少 6 ％，大约
940-1 260 mL细胞内液移到细胞外，此时对细胞生理状
态没有影响，同时增加利尿剂效果.
        总之，对肝硬化腹水患者进行限钠治疗是导致严重
电解质紊乱及诱发 HRS[4]、低渗性脑病的重要原因，应
对肝硬化腹水形成机制、HRS发病原因及限钠问题给予
重新评价与补充.

4     参考文献
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HRS 与高渗 NaCl 治疗作用. 世界华人消化杂志  2000;8:1071-1072
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3.1血浆钠对利尿剂作用的影响  所有利尿剂主要通过排
钠发挥利尿作用，利尿剂作用越强，排钠就越多，如
单用氨苯喋啶，尿钠排出增加 53 mmol/d，单用氢氯噻
嗪，尿钠排出量为 105 mmol/d，二者合用尿钠排出量
增加至 158 mmol/d，每日从尿中排钠 3.0-9.8 g，使血
浆钠及渗透压下降. 因血浆钠下降，激活肾素-血管紧张
素 - 醛固酮系统，尿钠排泄减少，利尿剂作用减弱或
消失，产生所谓耐药(抗药)现象，当血浆钠或渗透压低
于腹水时，腹水将不可能被吸收，或使腹水呈逆交换状态
(腹水渗出量大于吸收量)，使腹水消失时间延长. 有人[1]将
血浆钠称为利尿剂作用的“靶离子”，靶离子缺乏时利尿
剂作用减弱，纠正血浆低钠及低渗状态可使利尿剂作用
明显增强. 我们得出的结论是:对肝硬化腹水患者进行限
钠必然导致血浆钠及渗透压下降，不应根据腹水形成机
制限钠，因为血浆低钠后激活肾素 - 血管紧张素 - 醛固
酮系统，是低钠患者的一种保护反应，血浆低钠纠正后
这种反应将受到抑制，这并非是钠潴留与腹水形成的因
素，不应再继续限钠.此时纠正低钠血症可使利尿剂作用
增强，尿量增加，腹水消失时间缩短.
3.2 HRS形成原因与限钠治疗关系[2]  肝硬化腹水患者限
钠组 32 例并发 HRS，不限钠组无 1 例并发 HRS，说明
HRS这种功能性肾功能衰竭与限钠治疗有直接关系，是
HRS 发病的主要原因. 对 HRS 患者分组治疗结果表明，
应用胶体溶液(全血、血浆、白蛋白等)扩容治疗未能使
HRS 患者死亡率下降. 应用高渗 NaCl  能收到理想扩容
效果，从临床治疗结果分析，可进一步证实HRS的形成
与血浆低钠有关. 当血浆钠及渗透压下降后，细胞外水
分向细胞内转移，有效血循环量减少，肾血流低灌注，
刺激入球小动脉压力感受器，使肾素分泌，肾素 - 血管
紧张素 - 醛固酮系统激活，肾皮质血管收缩，肾小球滤
过率下降，尿量及尿钠排泄减少，尿素氮上升等诱发
HRS，此时限钠可使血压下降，将严重影响肾血流灌注，
使肾组织细胞水肿，促使 HRS 的形成与发展.
        静脉滴注高渗 NaCl 治疗 HRS，能有效升高血浆钠

及渗透压，使细胞内水分向细胞外转移，迅速增加血
容量，是理想的扩容物质，使 HRS 病理变化得到恢复.
这一研究还表明，应用利尿剂时适当补钠可以防止
HRS 的形成. 对明确诊断的 HRS 患者应尽早果断应用高
渗 NaCl，限制水入量，纠正低钠血症(即使认为稀释
性低钠)及血浆渗透压是治疗 HRS 的关键，否则将使
HRS 患者失去存活机会.
3.3 肝硬化并发低渗性脑病与限钠的关系[3] 低渗性脑病
是肝硬化腹水患者限钠治疗的常见并发症，有时误诊
为肝性脑病. 低渗性脑病仍为血浆低钠、低渗透压所
致，当血浆钠低于 125 mmol·L-1 时，因血浆渗透压下
降、细胞外水分向细胞内转移、细胞体积增大、脑细
胞水肿和颅内压上升等将导致低渗性脑病. 我们在临床
工作中发现，限钠、利尿治疗的腹水患者出现表情淡
漠、乏力、肌张力下降和意识障碍时，首先考虑为低
渗性脑病所致，此时应用脱水剂(甘露醇)不但无效，反
而使血钠进一步下降或造成肾脏损害. 静脉输注高渗
NaCl 治疗低渗性脑病时，可使细胞内积存的过多水分迅
速移到细胞外，细胞水肿减轻，颅内压降低，如输注
180 mL 高渗 NaCl 可从细胞内渗透出水分 700 mL，血浆
渗透压上升 17 mmol·L-1，细胞内水分减少 6 ％，大约
940-1 260 mL细胞内液移到细胞外，此时对细胞生理状
态没有影响，同时增加利尿剂效果.
        总之，对肝硬化腹水患者进行限钠治疗是导致严重
电解质紊乱及诱发 HRS[4]、低渗性脑病的重要原因，应
对肝硬化腹水形成机制、HRS发病原因及限钠问题给予
重新评价与补充.
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摘要

目的:探讨金属夹联合内镜注射治疗胃肠道出血的疗效.

方法:将患者随机分为两组，分别采用内镜下单纯注射和金
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属夹联合内镜下注射治疗胃肠道出血.

结果:单纯注射组即时止血率为80 %，联合治疗组即时止血

率为 100 %.

结论:金属夹联合内镜下注射治疗胃肠道出血疗效确切， 安

全可靠.

王孟春,李立,常桂艳,孙思予,孙素云. 金属夹联合内镜注射治疗胃肠道出血. 世

界华人消化杂志  2003;11(5):673-675

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/673.htm

0    引言

经内镜止血治疗已成为消化道出血首选的止血方法，

疗效确切，且可降低消化道出血患者的手术率和死亡
率，方法多种多样，疗效不一，本文观察了金属夹联
合应用内镜注射治疗消化道出血的疗效，现报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  57 例患者随机分为两组，内镜下单纯注射组 25
例，金属夹联合内镜下注射组32例，病例资料见表1，所
有病例均见到活动性出血病灶. 器械:PENTAX EG2 940 电
子胃镜及EC 3 840电子结肠镜，Olympus NM-1K型硬化
注射针，Olympus 可旋转式金属夹推送器 HX-5QR-1(经大
肠镜，长1 950 mm)及HX-5LR-1(经内镜，长1 650 mm)，配
有旋转装置，用于钳夹时调整方向，使用 MD-850 型金
属夹. 药物: 1∶10 000 肾上腺素盐水注射液.

表 1  57 例消化道出血临床资料

组别  n 男 女      平均年龄         胃溃疡 十二指肠溃疡 Dieulafoy 病 胃息肉         肠息肉   喷血      渗血

注射组 25 14 11 43 岁 7 5          1     3 5      4        21

联合治疗组 32 19 13 45 岁 8            12          2     3 7      8        24

1.2 方法

1.2.1 术前准备  上消化道内镜，空腹 8 h 以上，术前
咽喉部局麻，肌肉注射阿托品；结肠镜，口服自配洗肠
液清洁肠道，术前肌注阿托品.
1.2.2 止血过程  确定出血点后首先进行局部注射，于
距出血点 2 mm 周围注射 1∶10 000 肾上腺素盐水，每次
注射 0.5-1 mL，反复注射直至出血明显减少或停止，
最多注射 10 mL；将金属夹安装于推送器上，经活检
钳道送入病灶附近，根据病灶位置可旋转夹子方向，缓
慢收紧钩钉使夹子充分张开，最大范围约 8 mm，尽量
使夹子与病灶呈直角接触，贴紧病灶后放出夹子，每位
患者放置 1-4 枚，观察出血完全停止后退镜.
1.2.3 术后处理  均留院观察，上消化道出血者给予抑酸
剂及常规补液，下消化道出血者给予常规补液，观察生
命指征及血红蛋白、血尿素氮及大便情况等.

2   结果

单纯注射组 25 例患者经内镜治疗后即时止血率为 80 %，
1 wk 内 5 例患者再发出血，再出血率为 20 %，分别行
手术治疗；联合治疗组 32 例患者即时止血率为 100 %，
1 wk 内 2 例患者再出血，再出血率为 6.25 %，1 例行
介入栓塞治疗，1 例行手术治疗；两组患者均无穿孔等
严重并发症. 两组均有安全有效的止血效果，但联合治
疗组效果明显优于单纯注射组.

3   讨论

消化道出血的治疗关键在于及早诊断、迅速止血. 内镜
诊治技术不但能明确出血病因及部位，而且可通过内镜
进行止血治疗. 内镜下止血方法很多，根据病情不同可
选择不同的方法，如急性胃黏膜病变可选择局部喷洒

止血药，包括凝血酶及中药；静脉曲张破裂出血可选
择急诊皮圈套扎或硬化治疗；而消化性溃疡出血、息肉
电切后出血根据设备和技术条件可选择局部喷药、局部
注射、热探头凝固、金属夹等方法[1,2]，疗效不一，特
别是活动性出血单一方法疗效不理想，再出血率较高.
如单一喷药只能解决一时止血，不能解决根本问题；热
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摘要
目的:探讨完全无痛苦状态下内镜操作的临床应用技术.

方法:静脉注射“静安注射液”1.5 mg/kg，患者在全麻醉

状态下完成内镜操作全过程. “静安”组 299 例患者均有

内镜检查或治疗适应证，并兼有下列条件之一 (1)对内镜插

管有恐惧感；(2)需要内镜复查者；(3)咽喉部特别敏感者；

(4)既往有心绞痛发作史. 常规组为同期285例有内镜检查或

治疗适应证者.

结果:在插管全过程中，“静安”组 98.7 %(295/299)的患

者完全无任何不适，1.3 %(4/299)的患者稍感头晕，休息

10 min 后症状完全消失，0.33 %(1/299)的患者出现呼吸、心

率减慢，20 min恢复正常. 常规组 39.3 %(112/285)的患者感觉

非常痛苦；44.9 %(128/285)的患者感觉痛苦；9.8 %(28/285)的

患者感觉不适；1.1 %(3/285)的患者放弃检查；0.4 %(1/285)

的心率加快、心绞痛停止操作后 30 min 缓解；4.5 %(13/285)

的患者中断操作加入“静安”组. 两组病例比较感觉痛苦有

显著差异(P  <0.05)，不良反应发生率无明显差别(P  >0.05).

结论:无痛苦内镜操作是一项安全有效的应用技术，其推广

应用有广阔的前景.

游旭东,陈玲玲,郑晓蕾,王鹏,吴永伟,孔晓丽,许元印. 内镜诊疗实现无痛苦操作

的临床评价. 世界华人消化杂志  2003;11(5):675-676

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/675.htm

0   引言

内镜检查是消化道疾病主要的诊断手段，也是诊断消
化道疾病最直接和最准确的方法，随着内镜技术的不
断进步和发展，内镜下的治疗也越来越显示出巨大的
优越性和实用性，但内镜插管本身也给患者带来一些
痛苦和不适，由于镜体局部刺激引起生理反应如咽喉
部不适、恶心、胃肠痉挛引起疼痛，为了使进行内镜
检查和治疗的患者减轻痛苦，我们采用麻醉的方法，
在患者无知觉的情况下进行检查和治疗，实现完全无
痛苦操作，我院消化内镜室 2001-11/2002-06 共选择病
例 299 例，特作如下报道[1-4].
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1   材料和方法

1.1 材料  “静安”组 299 例均为我院门诊或住院患者，
男 215 例，女 84 例. 胃镜诊断 227 例，结肠镜诊断 51
例，内镜治疗 21 例. 最大年龄 82 岁，最小年龄 15 岁，
平均年龄 39.8 岁. 病例入选条件：(1) 有内镜检查或治疗
适应证，对内镜插管有恐惧感；(2) 有过内镜检查或治
疗病史，需要复查者；(3) 有内镜检查或治疗适应证，
咽喉部特别敏感者；(4) 有内镜检查或治疗适应证，既
往有心绞痛发作史. 对照组为同期 285 例有内镜检查或
治疗适应证的患者，男 206 例，女 79 例，最大年龄 83
岁，最小年龄 16 岁，平均年龄 29.5 岁.
1.2 方法  操作前准备：(1)了解有无麻醉史；(2) 有无心
脑肺肝及肾脏疾病；(3) 常规内镜检查术前准备；(4) 基
本仪器如监护器、氧气、除颤器等抢救设备及抢救药品
的准备. 药品方面；芬太尼注射液 0.1 mg、静安注射液
200-400 mg 备用，根据操作时间调整药物用量. 具体方
法是：患者摆好体位后，放置口垫，给予吸氧，有
专职麻醉师静脉注射芬太尼20 µg后缓慢注射静安注射
液 1.5 mg/kg，用药 30 s 后患者进入睡眠状态，开始进
镜，并持续缓慢注入“静安”，退镜时即停止给药，操作
结束，患者即刻完全清醒，恢复到检查或治疗前的状态，
整个操作过程中密切观察患者的呼吸、血压、血氧饱和
度及心率状况.
        统计学处理  两组资料用χ2检验.

2   结果

静安组所有病例均在完全睡眠状态下进行操作，全部
过程结束后完全清醒，做到了真正意义上的无痛苦检查
和治疗，295 例患者对操作完全无记忆，醒后也无任何
不适. 完全无痛苦率占 98.7 %(295/299)，4例患者醒后稍
感头晕，休息 10 min 后症状消失，占 1.3 %(4/299). 298
例患者在操作过程中呼吸、血氧、心率、血压无明显变
化，占 99.67 %(298/299)，1 例患有慢性支气管炎 10 a 的
患者在退镜时出现呼吸减慢、血压下降、心率减慢，经
辅助呼吸、吸氧、补液等处理，20 min后完全恢复正常，
不良反应发生率为 0.33 %(1/299).
        从注射“静安”到患者意识消失的时间为 30 ± 15 s，
芬太尼平均用量 30 µg，“静安”平均用量 100 mg，
停止给药后0-90 s完全清醒，少数患者清醒后有轻度头
晕，1-3 min 后完全消失，无需特殊处理.
       常规组 39.3 %(112/285)的患者感觉非常痛苦；44.9 %
(128/285)的患者感觉痛苦；9.8 %(28/285)的患者感觉不
适；0.4 %(1/285)的患者在操作中出现心率加快、心绞痛
停止操作后 30 min 缓解；98.6 %(281/285)的患者呼吸、
血压、心率无明显变化；1.1 %(3/285)的患者放弃检
查；4.5 %(13/285)的患者中断操作加入“静安”组.
         静安组1.3 %(4/299)感觉不适与常规组39.3±44.9 %
(240/285)感觉痛苦比较有显著差异(P <0.05); 两组病例呼
吸、血压、心率变化及不良反应发生率(分别为 0.33 %、
0.4 %)无明显差异(P  >0.05).

3   讨论

静安注射液(丙泊酚或异丙酚)为短效静脉麻醉剂，起效
快，代谢时间极短，静注后患者迅速入睡，停药后患者
快速清醒，不良反应有低血压、心动过缓、呼吸抑制、呃
逆等[5-10].
      目前倡导无痛苦医院，体现人文关怀. 尊重患者，
关爱患者，为患者减轻痛苦是我们每位医生的责任，我
们开展无痛苦内镜技术以来，共检查及治疗患者 299 例，
有以下体会：(1) 静安用于内镜操作中，麻醉效果确
切，患者入睡及苏醒迅速，用药后对呼吸、血压、心率
及血氧饱和度等无明显影响. (2) 无痛苦内镜操作，符合
内镜检查“现代”“镇静”的经典标准 - 无焦虑、合作与
遗忘，在麻醉状态下操作，患者完全无意识，避免了内
镜操作带来的各种不适感以及由此造成的机体应激反应
和精神创伤. (3) 由于患者在无痛苦状态下接受检查或治
疗，内镜医生相对不考虑操作时间，从容、仔细、彻底
完成检查或治疗，减少漏诊、漏治，从根本上解决了因
患者不能耐受而导致诊疗操作中断. (4) 减少了因恐惧、
紧张和不合作而产生的并发症，如心脑血管意外、肠痉
孪、出血等. (5) 无痛苦内镜操作需要内镜医生及麻醉师
的密切配合，同时必须做好操作前的准备工作. 在 299
例患者中有 1 例出现了呼吸减慢、心率下降，经及时处
理未出现意外. 因此，选择患者时要把握好适应证[11-17].
       总之，无痛苦内镜操作是一项非常有效和安全的技
术，他对于患者耐受性、操作过程及操作效果都具有积
极正面的影响，对技术复杂、操作时间长和耐受不佳的
患者更有实用价值. 值得推广应用.
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摘要
目的 :探讨经皮经肝胆囊引流(PTGBD)治疗急性胆囊炎(AC)

和重症胆管炎(ACST)的临床应用价值.

方法:选择22例急性胆囊炎和10例重症胆管炎，超声引导

下行经皮经肝胆囊穿刺引流.

结果:32 例 PTGBD 均获成功，全部患者发热、腹痛症状

迅速缓解，黄染减退，1-5 d 后复查 B 超，胆囊水肿、

胆囊周围渗出消失，肿大的胆囊迅速恢复正常，使患者很

快脱离危险.

结论:PTGBD 治疗急性胆囊炎和重症胆管炎安全、有效、

易行、能迅速改善患者症状，并发症少，具有重要临床实

用价值.

张国梁,朱春兰,任旭. 经皮经肝胆囊引流治疗急性胆囊炎和重症胆管炎的价值.
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0   引言

急性胆囊炎(AC)和重症胆管炎(ACST)是消化系统疾病急
症，临床通常采取手术治疗，急诊手术有一定合并症发
生率[1,2] . 重症胆管炎采用经内镜胆管引流或经皮经肝胆
管引流(PTCD)治疗，创伤性小，可迅速缓解症状，临
床上已广泛应用. 但毕 II 式胃手术者内镜治疗难度大，
无明显肝内胆管扩张者 PTCD 难以成功，此类患者引
流治疗受到限制. 我院近年开展经皮经肝胆囊引流术
(PTGBD)，探讨其临床应用价值.

1   材料和方法

1.1 材料  1999-01/2002-01 选择 32 例急性胆囊炎和
ACST 行 PTGBD，男 20 例，女 12 例，年龄 20-78 岁.
其中胆囊炎 22 例均有发热、腹痛症状. 14 例有局限性
腹膜炎体征. 重症胆管炎 10 例，发热、腹痛 7 例，伴
血压下降、意识改变 4 例，血胆红素定量<85.5 mmol/L
6例，>85.5 mmol/L 4例. 均有胆囊明显增大，6例无明显肝
内胆管扩张，4 例轻度扩张，毕 II 式胃手术患者 5 例.
1.2 方法  术前碘过敏试验，肌注安定 10 mg、强痛定
100 mg，常规消毒，局麻至肝被膜，超声引导下使

用 19 G 套管针经右季肋间穿刺胆囊体部或近颈侧，抽
出胆汁证明穿刺成功. 抽取胆汁 20-30 mL 后注入少量
造影剂，看清胆囊轮廓，插入超滑导丝，将外套管沿导
丝送至胆囊内，交换 0.038 加硬导丝，此时在胆囊腔
内环绕 1 周以上，沿导丝推入“C”型管留置在胆囊内.
抽取的胆汁做镜检及细菌培养.

2   结果

2.1 22 例急性胆囊炎治疗前超声诊断胆囊结石 15 例，
其中 1 例伴胆囊息肉样病变，非结石性胆囊炎 7 例，
其中 3 例为胆管支架术后合并胆囊炎，22 例均有胆囊
水肿、胆囊周围渗出. 其中 16 例抽出大量脓性胆汁，
余 6 例胆汁镜检见脓细胞. 全部病例发热、腹痛症状迅
速缓解，1-5 d 后复查 B 超胆囊：急性炎症明显减退，
胆囊水肿、胆囊周围渗出消失. 造影诊断胆囊结石 18
例，其中 3 例为胆囊管结石嵌顿. 11 例胆囊管闭塞，
胆囊结石伴胆囊内 1.2 cm 形态不整山田 I 型隆起 1 例，
胆汁脱落细胞见中度异形细胞，诊断为胆囊癌(术后病
理证实). 22 例中 3 例胆囊结石行经皮经肝胆囊镜取石
(PTCCS)治疗，3 例支架后胆囊炎引流后症状缓解，2-
3 wk 内拨管，16 例 2 wk 后手术治疗，无合并症发生.
2.2 10 例重症胆管炎中，胆管结石 7 例，恶性胆道梗
阻 3 例(胰头癌 1 例，十二指肠乳头癌 2 例)，4 例患者
呼吸、血压不稳定，难以进行经口内镜治疗. PTGBD术
后临床症状迅速改善，体温下降，腹痛缓解，血压恢复，
意识好转，引流量每天 700-1 000 mL. 7 例为脓性胆
汁，3 例镜检见脓细胞. 炎症减退后 10 例中 2 例恶性胆
道梗阻做经内镜留置金属支架，6 例手术治疗，2 例经
内镜取石.
       全部病例胆汁细菌培养，29 例阳性，其中 25 例
为革兰氏阴性杆菌.

3   讨论

1975 年永川宅和 et al 进行了选择性经皮经肝胆囊穿剌

造影术，1978 年大藤正雄 et al 开展了超声引导下穿剌

技术，1980 年永川宅和 et al 对急性化脓性胆囊炎进行

了 PTGBD 疗法，此后该治疗方法在日本得到应用，但

在我国报道极少，而 PTGBD 治疗重症胆管炎尚未见报

道. 我们就其适应证、应用价值、并发症等进行讨论.

        急性化脓性胆囊炎的 PTGBD 治疗适应证：不伴穿

孔或坏死的急性化脓性胆囊炎均为 PTGBD 之适应证.

特别是合并感染性体克；合并其他严重疾患；高龄

或伴心肾功能不佳难以耐受手术治疗；胆囊周围渗出
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明显及脓肿形成者. 本组 22 例急性胆囊炎均为 PTGBD

的适应证，均有发烧、腹痛、胆囊肿大及周围渗出，7
例合并感染性休克，6 例心肺功能较差，9 例年龄 65
岁以上.
       急性化脓性胆囊炎起病急，进展快，易导致中毒
性休克，常继发于胆囊结石等疾病，诊断并不困难，以
往多采用急诊外科手术治疗，危险性较大，对于高龄、
一般状态差或心肾功能不佳者危险性更大，有些手术
只能胆囊造瘘，尚需二次手术. PTGBD可代替外科急诊
胆囊造瘘或“T”管引流. 仲吉昭夫[1]认为急性胆囊炎
应首选 PTGBD，进行排除脓汁、减压治疗，使患者
摆脱紧急状态. 小西一朗 et al  [2]认为对于合并肝床部胆
囊周围脓肿者如早期手术治疗，术中感染胆汁腹腔内
散布可能性较大，术后于肝床部残留感染灶的危险性
也较大.因此，对于急性胆囊炎的治疗，如合并肝床
部胆囊周围脓肿或胆囊周围渗出严重者应先行PTGBD治
疗. 未合并者且经超声、CT证实后，如条件允许，可考虑
手术. 他们对22例急性化脓性胆囊患者进行PTGBD治疗，
均获成功，疗效满意. 清松和光et al  [3]报道37例急性胆囊
炎的 PTGBD 治疗，上腹痛全例，发热 21 例 PTGBD
术后 1-5 d 内消失，白细胞也恢复正常. 渡边五郎 et al  认
为 PTGBD 的适应证主要是伴严重合并症的重症胆囊
炎，特别是腹膜胆刺激症状明显，抗炎治疗 24 h 未见
改善，超声和 CT 检查诊断胆囊周围炎及周围脓肿的
急性胆囊炎. 乾和郎et al报道36例急性胆囊炎的PTGBD
治疗，均获成功，认为适应证为中等度以上的压痛，
38 ℃以上的高热，白细胞 10 × 109/L 以上，超声检
查胆囊内大量点状、絮状、碎片状强回声，胆囊周围低
回声带的形成等. PTGBD术后平均1.5 ±1 d 腹痛消失；
发热减退 2.4 ± 1.6 d；3 d 白细胞恢复正常.本组 22 例
急性胆囊炎PTGBD术后1.5±0.5 d腹痛消失，2.0 ±1.5 d
发烧减退，均取得非常满意的临床疗效.
        PTGBD 还可以作为胆囊切除术前引流，减少手术
并发症，降低死亡率. 仲吉昭夫[1]认为 PTGBD 治疗后
8-14 d 行手术切除胆囊或 2 wk 后行腹腔镜胆囊切除术
(LC)，和急性期手术相比，明显降低并发症的发生率.
永川宅和 et al 报道 48 例急性胆囊炎术前先行 PTGBD.
待全身症状改善后再行胆囊切除术，全部病例均无严
重并发症发生.我国牟状博et al 报道对18例重症胆囊炎
患者先行 PTGBD 后再行 LC，中转开腹率为 5.5 %，对
照组为14.3 %(P <0.05). 1995年Lu et al 文献报道急性胆
囊炎 LC，中转开腹手术率为 8-35 %，高于无急性炎症
时 3-8 %. 因此 LC 前行 PTGBD 能有效地控制那些不适
合接受急诊 LC 患者的急性胆囊炎症，尤其帮助老年
患者渡过危险阶段.本组 16 例急性胆囊炎 PTGBD 治疗
2 wk 后行手术切除胆囊或 LC，均无严重并发症发生，
其中 10 例 LC 无 1 例中转开腹手术.
        急性胆囊炎的PTGBD治疗为进一步病因治疗打下
了基础. 乾和郎 et al 报道 36 例急性胆囊炎 PTGBD 治疗

后，35 例诊断胆囊结石，其中 28 例行 PTCCS 均获成
功. 本组 3 例 PTGBD 治疗后行 PTCCS 治疗，彻底清除
了胆囊炎的致病因素.
        重症胆管炎的 PTGBD 治疗适应证：重症胆管炎，
无明显肝内胆管扩张或仅轻度扩张而无法行 P T C D
者；P T C D 失败者；高龄、一般状态差，心肺肾功
能不佳不能接受手术治疗者，胃毕Ⅱ式术后而无法行
内镜治疗(EST、ERBD、ENBD 等)及内镜治疗失败者.
本组 10 例重症胆管炎患者，均为 PTGBD 治疗适应证.
        急性重症胆管炎是胆道疾病中最凶险的疾病，常
见于原发或继发胆管结石、损伤、狭窄、肿瘤、胰腺肿
瘤及肝外胆道其他外来压迫所致胆道梗阻，并合并胆
道严重感染的疾病，进展快，死亡率高. 该病常合并黄
疸出现，诊断并不困难. 以往多采用手术治疗，行胆总
管切开清理胆道后留置“T”型管引流或行胆肠吻合术.
但对高龄人群，一般状态差，合并多脏器损伤者手术
危险性很大. 因此，近年来出现了经内镜治疗方法. 包
括 EST、ERBD、ENBD 等及 PTCD 治疗方法. 但如果
患者无肝内胆管扩张或扩张不明显，就不能行 PTCD
术，如果患者已行胃毕Ⅱ式手术，亦不能行内镜治
疗，尚有极少数患者内镜治疗失败，仲吉昭夫[1]认为
此时可行 PTGBD 治疗，代替 PTCD. PTGBD 治疗重症
胆管炎见效迅速，能很快缓解患者症状. 不受年龄、
病情等因素影响，能迅速挽救患者生命. 本组 10 例
ACST 患者 PTGBD 术后临床症状迅速改善、体温下
降、腹痛缓解、意识恢复、生命体证恢复平稳，迅
速使患者脱离危险，均获得满意的临床疗效.
        PTGBD 治疗时可抽取胆汁行细菌培养，据药物敏
感结果给予敏感抗生素，同时可加入生理盐水经
PTGBD 管冲洗胆囊，缩短病程，对治疗有重要意义.
PTGBD 并发症及预防：(1)脱管，应用“C”型引流
管后几乎可以避免，要随时观察引流量，如出现引流
量减少，突然腹痛，应考虑是否脱管，要随时透视，
了解引流管的位置，随时调整；(2)送引流管时，胆
囊张力高，可能沿穿刺点外溢少许胆汁，引起局限性
腹膜炎，所以操作要快，尽量避免；(3)文献报道怀疑
胆囊恶性肿瘤的病例，要考虑播种性转移，要对胆囊穿
刺部位进行研究[3]小西一郎 et al [2]行 31 例 PTGBD，无 1
例并发症，乾和郎 et al 行 36 例 PTGBD，3 例(8.3 %)脱
管. 本组 28 例患者行 PTGBD，无 1 例发生并发症.
        超声引导下PTGBD治疗急性胆囊炎和重症胆管炎
操作简单、安全、有效、易行，几近无创，能迅
速改善临床症状，并发症少，具有重要的临床实用价值.
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摘要
目的:探讨进展期胰腺癌的治疗方法．

方法:回顾性分析 1980-2001 年收治的 299 例进展期胰腺

癌，分为手术组(243 例):手术(行胆系和 / 或肠系转流术、

活检术等)加或不加辅助治疗；非手术组(56 例):行非手术

治疗；并分析其治疗效果．

结果:手术组并发症率16.9 %、死亡率6.9 %；生存期6.2 mo，

加或不加辅助治疗其生存期分别为6.8 mo和5.4 mo;非手术

组无并发症和死亡，生存期 5.1 mo．

结论:对进展期无法行根治性切除的胰腺癌、姑息性切除是

无益的，对伴发胆系和/或肠系梗阻时行转流术是必须的，

围手术期辅助治疗是改善预后的重要方法．

王成锋,赵平,李文波,宋德余 . 进展期胰腺癌299例. 世界华人消化杂志  2003;

11(5):679-680
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0   引言

胰腺癌是危及人类健康的主要疾患，近年来发病率逐
年上升. 胰腺癌治疗效果差，长期预后不满意. 手术是
迄今为止最有效的治疗手段. 但胰腺癌发病隐匿、早期
确诊率低、就诊时多不能行根治性手术．

1   材料和方法

1.1 材料  1980/2001 年，共收治资料完整的进展期胰腺
癌 299 例，手术治疗 243 例为第一组，非手术治疗 56
例为第二组．手术组男 166 例，女 77 例，男女比率
为 2.2∶1，年龄为 32-78 岁，平均 57.5 岁，高发年
龄 61-70 岁，占 36.2 %(88/243). 非手术组男 40 例，女
16 例，男女之比为 2 . 5∶1 ，年龄 3 1 - 78 岁，平均
59.2 岁，高发年龄 61-70 岁，占 41.1 %(23/56). 手术
组主要症状包括黄疸 99 例、上腹饱胀不适和上腹痛各
96 例、体重下降 44 例、腰背痛 28 例. 病程:2 d-30 mo，
平均为 3.9 mo. 主要体征包括黄疸 99 例、上腹压痛 61
例、腹部肿物 49 例、肝脏增大 22 例、胆囊增大 19
例. 非手术组包括:腹痛 30 例、黄疸 21 例、上腹饱胀

不适和腰背痛各 13 例、体检发现 4 例, 病程:7 d-24 mo，
平均为 4.1 mo. 主要体征包括黄疸 20 例、上腹压痛 17
例、上腹肿物 6 例、肝脏增大 5 例、左锁骨上淋巴
结肿大 3 例．
1.2 方法

12.1 诊断  术前诊断主要靠 B 超、CT、MRI 和 / 或
MRCP、ERCP、上消化道造影等. 其中两项影像学证
据一致时为临床诊断. 术中探查发现胰腺肿物、质硬、
边界不清，周围脏器、血管浸润，腹腔转移灶以及细胞
或组织学检查等．
1.2.2 治疗  手术组:单纯胆道转流术81例:胆囊空肠吻合
术 37 例、胆总管十二指肠吻合术 19 例、胆总管空肠
吻合术 8 例、胆囊外引流术 8 例、胆囊十二指肠吻合
5 例、胆道支架置入术 4 例. 单纯胃肠道转流术 29 例:
胃空肠 Rou-en-Y 吻合术 29 例. 胆道、胃肠联合转流
术 46 例:胆囊空肠 + 胃空肠吻合术 36 例、胆囊十二指
肠 + 胃空肠吻合术 6 例、胆总管空肠 + 胃空肠吻合术

3 例、胆道支架置入 + 胃空肠吻合术 1 例. 其他术式 87

例:探查活检术 78 例(活检成功率 76.9 %、60/78)、化疗

泵置入术 6 例、无水酒精注射术 2 例、放射野标记术 1

例. 肿瘤大小和部位：手术组(术中探查所见):肿瘤直径≤

3 cm 20 例、4-5 cm 55 例、6-8 cm 67 例、>8 cm 76 例、无

法描述肿瘤大小 25例. 部位:胰头129例、胰体尾 73例、

全胰 17 例、钩突 24 例. 非手术组(影像学所见)：肿瘤直

径≤ 3cm 3 例、4-5 cm 26 例、6-8cm 20 例、>8 cm 7 例.

部位:胰头 25 例、胰体尾 27 例、全胰 1 例、钩突 3 例．

无法切除或未能探查的原因:手术组:肠系膜上静脉和 /

或门静脉受侵 116 例、肝脏转移 45 例、周围脏器(包

括:胃、肝门、脾脏、结肠、十二指肠等)受侵 42 例、广

泛转移 38 例、中量以上腹水 15 例、腔静脉受侵 9 例、

肿瘤巨大 6例、其他原因有：腹腔动脉受侵、结肠中动

脉受侵、腹主动脉受侵、广泛粘连等. 非手术组:肠系膜

上静脉和 / 或门静脉受侵和肝脏转移各 21 例、淋巴结

转移 4 例、周围脏器(包括:胃、肝门、脾脏、结肠、十

二指肠等)受侵和广泛转移各 3 例、腹腔动脉侵犯 2 例、

中量以上腹水和腹主动脉受侵各 1 例．

        辅助治疗:手术组:97 例次，其中:区域性动脉灌注

介入治疗35例，方法:CAI和/或SMAI；用药包括:健则、
PDDD、CF、5-FU、MMC、EADM 等的组合；治疗 1-
5次；全身化疗26例、单纯放疗 24例、中医中药 17例、
其他包括放疗、化疗、热疗、区域性动脉灌注介入治疗、
免疫治疗、中药等的不同组合治疗31例次．非手术组：
区域性灌注化疗 35 例次、方法：CAI 和 / 或 SMAI，
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用药包括:健则、PDDD、CF、5-FU、MMC、EADM
等的组合；治疗 2-6 次；放疗 12 例；全身化疗 + 区
域性灌注化疗和放疗 + 区域性灌注化疗各 3 例；全身
化疗 2 例；化疗 + 放疗 1 例．

2   结果

2.1 并发症和死亡率  手术组:并发症率为 16.9 %(41/243)，
其中:消化道梗阻 11 例、消化道出血 9 例、住院期间
再次出现黄疸 8 例、切口液化、肠瘘、多脏器功能
衰竭、顽固性腹水、继发性糖尿病各 2 例、腹腔感染、
伤口裂开、伤口感染各 1 例．死亡率(术后 1 mo 内死
亡): 4.9 %(12/243)，包括:消化道出血 5 例、肿瘤晚期
5 例、多脏器功能衰竭 2 例. 非手术组未发现并发症和
治疗期间 1mo 内死亡病例．
2.1 治疗效果  生存期:手术组:1-24 mo，平均为 6.2 mo；
其中辅助治疗组为 1-24 mo、平均为 6.8 mo，非辅助
治疗组为 1-18 mo、平均为 5.4 mo. 非手术组:1-14 mo，
平均 5.1 mo．

3   讨论

手术切除是胰腺癌唯一有效的治疗方法. 胰腺癌早期诊
断困难，切除率仅 15-20 %，另外 40 % 为局部进展期、
40 %为肿瘤晚期[1] . 胰腺癌尤其是胰头癌多伴有胆道和/
或消化道梗阻；为此，手术解除梗阻、提高生活质
量，活组织检查，放射野标记，腹腔化疗泵置入等手段
在不能切除的胰腺癌的治疗中占有重要的地位．
        胰腺癌术前可切除性的判断标准为: (1)肿瘤局限于
胰腺内或仅有局部、可联合切除的邻近器官如胆总管、
十二指肠、胃、脾脏等脏器的浸润．肿瘤与邻近血管的
关系为受压、接触或受侵小于血管周径的 1/3．(2)无明
显的、不可切除的淋巴结转移．(3)无远处脏器、腹膜、
网膜的转移．通过术前仔细的体检、影像学检查，多可
判定能否切除．
      胰腺癌的肿瘤标志物以 CA19-9 应用价值最大．
CA19-9 可用于胰腺癌的诊断、鉴别诊断、可切除性
和预后的判断及预示肿瘤的复发和转移. 影像学检查对
判断胰腺癌的可切除性有极大的临床价值，彩色 B 超、
螺旋 CT [2]、MRI+MRCP、DSA 等可酌情应用．
       胰腺癌是否活检争议较大. 早期可切除的胰腺肿瘤不
主张针吸活检；不能耐受手术者，决定放、化疗前，不
能切除者行活检是必要的. 但经皮胰腺穿刺有发生出
血、急性胰腺炎、胰瘘、脓肿等并发症的可能；在内窥
镜超声(EUS)和腹腔镜(LS)引导下穿刺可引起种植转
移；穿刺的敏感性仅为 50-70 %、且阴性结果并不能
排除肿瘤. 进展期胰腺癌是否行姑息性切除争论较大．
探查发现明确无法根治性切除者，做姑息性切除是不
适宜的，至今尚未有一项随机对照研究证明姑息性切
除能改善患者的预后[3] ．
       黄疸可加重肝功能的损害，进而影响一系列的代

谢变化和其他脏器的功能，内引流减黄可以起到缓解
症状、提高生活质量、延长生存期的作用[4]. 进展期胰
腺癌经内引流减黄治疗后中位生存期达到 9 mo，1 a、
2 a 生存率分别为 38.7 %、8.1 %[5]. 引流成功的标志:引
流 72 h 后，总胆红素下降 30 %、胆总管直径缩小[6].
但引流可引起一系列并发症，尤其是感染性并发症[7].
目前减黄的方式主要有开腹胆肠吻合术和内镜下的置
管术. 前者创伤大、住院时间长，但效果肯定、维持时
间长、可同时行预防性和治疗性胃肠吻合；后者创伤
小、恢复快、并发症率低；根据不同情况可酌情运用．
对肿瘤不能切除、能耐受开腹探查的患者、多数学者主
张行开腹内引流术．
         手术组探查不可切除的原因依次是:肠系膜上静脉
和 / 或门静脉受侵、肝脏转移、腹腔广泛转移、周围脏
器受侵、中量以上腹水、空肠起始段受侵、腔静脉受侵
等. 非手术组影像学提示不可切除的原因依次是:肠系膜
上静脉和 / 或门静脉受侵、淋巴结转移、周围脏器受
侵、腹腔动脉受侵、中量以上腹水、腹主动脉受侵等．由
此可见对胰腺癌不可切除的原因主要是血管的侵犯．
        胰腺癌的治疗效果:手术组总的生存期为6.2 mo，加
或不加辅助治疗的生存期分别为 6.8 mo 和 5.4 mo，并
发症率 16.9 %；死亡率 4.9 %；非手术组的生存期为
5.1 mo；因非手术组以胰体尾癌居多，且临床分期较
晚，故两组无可比性．文献报道胰腺癌手术后的并发症
率为 20 %，死亡率为 0-5 %，5 a 生存率为 20 %．
       总之，胰腺癌的预后很差，改善预后的最有效方
法是早期诊断、根治性手术和合理的围手术期处理，对
进展期胰腺癌行姑息性切除是无益的，但对同时伴有
胆系和/或肠系梗阻者行转流术是改善预后、提高生活
质量所必须的，对欲行姑息性长期胆道和 / 或肠道转
流者，实施手术完成转流是最佳的选择．
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摘要
目的:研究食管、贲门癌细胞染色体异常及意义.

方法:16 例食管癌，3 例贲门癌采用比较基因组杂交技术，

以不同荧光染料分别标记正常人胎盘DNA和癌细胞DNA，

与人中期染色体杂交，用荧光显微镜观察摄取图像，通过

专用分析软件，确定染色体DNA的扩增和缺失.

结果:食管、贲门癌同一患者可出现多条染色体扩增和缺

失，可出现整条染色体或长臂或短臂或某一染色体上DNA

位点的扩增或缺失，常见扩增有 3q，17q，20q，8q，9q，

11q，5p，17p;缺失为 4q，4p，9q，18q；6 例有 8q 扩增

者，病变均侵犯食管壁全层、邻近组织且伴淋巴结转移.染

色体DNA扩增数目最多的见于Ⅱ期患者，Ⅰ期最少.

结论:食管、贲门癌细胞染色体DNA扩增和缺失与病变的

发生、发展、转移和分期有关.
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0   引言

食管癌是常见恶性肿瘤，是癌症死亡的常见原因. 研究

其发生、发展和影响治疗的因素是提高远期生存率的

重要环节. 从染色体和基因方面进行研究是获取上述资

料的关键途径. 1999-08/2000-05 收集了 19 例食管、贲

门标本，用比较基因组杂交技术研究食管、贲门癌细胞

染色体异常及意义，报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  手术切除食管癌 16 例、贲门癌 3 例；其中

男10 例，女9 例. 避开切除肿瘤的坏死区，取部分肿瘤

组织，立即保存于 -170 ℃ 液氮，备用. 标本全部取

自北京军区总医院胸外科.食管、贲门癌标本的临床资

料见(表 1).

表 1  食管、贲门癌标本的临床资料

序号  性别  年龄(岁)  病变部位  病理类型  分化程度  TNM 分类  分期

1         女       63       食管中段癌     鳞癌      中分化     T2N1M0      Ⅱ b

2         男       63       食管中段癌     鳞癌      中高分化 T3N1M0 Ⅲ

3         女       51        食管               鳞癌      中分化     T4N1M1 Ⅳ

4         女       58       食管     鳞癌      高分化     T2N0M0      Ⅱ a

5         男       51       食管                鳞癌      高分化     T2N0M0      Ⅱ a

6         女       74       食管下段癌     鳞癌      低分化     T3N0M0      Ⅱ b

7         男       62       食管中下段癌 鳞癌      高分化     T3N0M0      Ⅱ b

8         女       73       食管癌     鳞癌      低分化     T3N1M0      Ⅲ

9         男       64       食管癌     鳞癌      高分化     T3N0M0      Ⅱ b

10       男        51      食管癌            鳞癌     中高分化   T3N1M0     Ⅲ

11       男       50       食管中段癌     鳞癌      低分化     T4N1 M0     Ⅳ

12       女       64       食管癌     鳞癌      低分化     T4N1 M0 Ⅳ

13       女       58       食管癌     鳞癌     中高分化  T1 N0 M0 Ⅰ

14       女       55       食管上段癌     鳞癌      未分化     T3N1M0 Ⅲ

15       男       55       食管中段癌     鳞癌     中高分化  T3N1M0 Ⅲ

16       男       76       食管中段癌     鳞癌     中低分化  T1NX M0 Ⅰ

17       男       77       贲门     腺鳞     中低分化  T3N0M0 Ⅱ b

18       男       50       贲门     腺癌      低分化     T3N1M0 Ⅲ

19       女       68       贲门     腺癌     中低分化  T3N1M0 Ⅲ

1.2  方法

1.2.1 DNA 提取  按分子生物学方法常规提取组织基因
组DNA.
1.2.2 比较基因组杂交(CGH)  (1)探针标记：采用切口
平移法，用Biotin-16-dUTP标记肿瘤DNA，用Digoxin-
11- dUTP 标记参照(胎盘组织)DNA，标记探针最后产
物大小在 500-1 200 bp. (2)探针沉淀：等量的肿瘤探
针和正常参照探针混合(500 ng/ 每管)，加 Cot-1 DNA、
醋酸钠、乙醇沉淀，离心. 沉淀的 DNA 用 5 µL 杂交
液溶解(去离子甲酰胺、40 % 硫酸葡聚糖和双蒸水)，
室温放置20 min. (3)用标准方法制备正常外周血淋巴细
胞中期染色体片. (4)选择中期染色体分布的最佳部位，
用 RNase、胃蛋白酶预处理. 1 % 多聚甲酰胺固定，梯
度酒精脱水，干燥. (5)杂交：(a)探针变性：杂交混合
液在 75 ℃水浴变性 8 min，至 37 ℃预复性 20 min. (b)
中期染色体片变性：将已预处理的中期染色体片置 70 %
去离子甲酰胺 2XSSC 中，73 ℃变性 2 min. 在预冷的
2XSSC 中洗涤 2 次，每次 5 min. 梯度酒精脱水. (6)杂
交及封片：将预复性的杂交混合液滴在处理好的中期染
色体片标记的部位，用盖玻片封片，37 ℃，60-72 h.杂
交后用 50 % 甲酰胺 2XSSC ，43 ℃，15 min. 2XSSCX2
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洗涤. (7)杂交后标记检测：肿瘤探针的杂交信号用
FITC-avidin 和抗 - avidin 测定；正常参照(胎盘组织)
探针用鼠源性 antidigoxin-TRITC 和抗 - 鼠抗体测定；
染色体用 4，6- 二氨基 -2- 苯吲哚(DAPI)复染.
1.2.3 CGH 图像的获取和分析  (1)图像通过荧光显微
镜，63 倍物镜观察，荧光信号通过冷电荷藕荷设备
(CCD)相机(prinston inc)摄取，连入计算机；分别摄取
对应 DAPI、TRITC、FITC 3 种荧光染料的 3 个黑白
数字图像，这3种染料分别分配蓝、红、绿三原色，由此
合成了彩图. (2) CGH图像分析：应用CGH analyzer软件(由
清华大学编制)，分别计算每条染色体的中轴荧光信号比
值，红、绿荧光的比值相等处定为零，阈值分别定为 1.2
(绿)和 0.8(红)，超过阈值处分别定义为扩增或缺失(图 1).

图 1  3 号染色体的中轴计算结果:长臂绿色荧光增强.中央实线代表 1.
0 比值,上下的虚线分别表示阈值 1.2 和 0.8 处.

图 2  CCD 拍摄的原始中期染色体照片(病例 14).

图 3  染色体的红绿两色荧光的比例剖面图,中央实线代表 1.0 比值，左
右的虚线分别表示阈值 0.8 和 1.2 处. DNA 拷贝数的扩增和缺失被分辨.

2   结果

16 例食管癌和 3 例贲门癌均被发现有染色体的扩增;染

色体缺失在 3 例贲门癌均存在，食管癌有 13 例(表 2);常
见食管癌染色体异常频率(表3). CCD拍摄的原始中期染色
体照片(图 2); 染色体的红绿两色荧光的比例剖面图(图 3).

表 2  19 例食管、贲门癌染色体 DNA 的扩增和缺失

序号  期、级   DNA 扩增位点         DNA 缺失位点

1 Ⅱ        3q27,5p15,7p1-13,9q21,11,17,   1p13-31,4q35,18q2,xp22

            20q12,21q21-222,xp21

2 Ⅲ        1q,1p1-21,2q,3q                      1p32-pter

3 Ⅳ      1q，2q

4 Ⅱ        5p,8q,11q13,20q                         5q13-qter,6q,8p2,9,18q2,xp

5 Ⅱ        5,8q12-13,9q,11q,14q,19q11-12,     4,22,x

            20q11

6 Ⅱ         1q32-qter,2q1,3q27,6p21-22,        3p3q1,4q35,5p,6p23-pter,6q27

            6q15-22,7q21,11q13,14q,16,20q12,

                        xp21

7 Ⅱ        2p22-23,5p13-15.2,7p13-15,      4,x

            7q11.2,19,21q,17

8 Ⅲ         2p16,2q32,3q27,5p,8q,11q13,       2p25,8p,15q12-21,18q21-qter

                        13q,15q22-qter,17,21,xp22

9 Ⅱ        1p31-pter,3q,4p,9q34,12,13，     x

                        15q26,17,18p

10 Ⅲ        3q21-27,4p15-q32,8q12-241      1p35,7q3,21

11 Ⅳ        1p2,3q

12 Ⅳ        3q1,3q24-qter,5q31,8q,10q21,15q2  1q32,4p15-pter,9,10p,xp22

                        19q11-12

13 Ⅰ        1q,3q,13q,7,8                      19

14 Ⅲ        1p,3q,5p31-pter,7p15-21,9p11-13,  4,5q,9p22-pter,12,14,15,16,x

                        9q,11,13,17,18,19,20,21q

15 Ⅲ        3q,13q,17

16 Ⅰ        1q22,3q,5p,9

17 Ⅱ        2q,3,16q,20                      5p,12,21,19,xp22

18 Ⅲ        3q,4q3-qter,6,8p25-pter,11p,     11

                        18q,20q1,21q

19 Ⅲ        1p,9,13,15                      1q

表 3  食管癌常见染色体异常的频率

          扩增频率 缺失频率
区域            区域

           频率(n =16) 频率(n =16)

3q            12 4q 5

3q27                         12 4q35 5

5p 7 4p 4

5p15 6 9p 2

8q 5 9p22-pter 3

8q12 6 18q 3

9q 5 18q2 3

11q 6 Xp22 7

11q13 6

17q 7

17p 6

20q 5

20q12 5



         DNA拷贝数出现明显扩增的常见位点为3q(12例，
75 %)，17q，5p(7 例，43.7 %)，8q，11q，17p(6
例，37.5 %)，9q， 20q(5/16 例，31.3 %). DNA 拷贝
数减少的位点在 4q，4p，9q，18q，xp. DNA 拷贝数的
扩增和缺失可发生于整条染色体或染色体的一条长臂
或短臂，也可以发生于染色体 DNA 位点，并且以后者
更为多见.
        食管癌染色体 DNA 拷贝数增加最多的发生在Ⅱ期
的病例. 本组 6 例中有 5 例(83.8 %)，Ⅲ、Ⅳ期 8 例患
者仅有 3 例(37.5 %)，2 例Ⅰ 期患者染色体扩增数目均
少. DNA 缺失也以Ⅱ期最多见，3/16 例. 贲门癌 DNA 拷
贝数扩增数多的仅有1例，以整条染色体扩增或缺失最
常见. 染色体扩增或缺失的位点分布在一窄区域内，食
管癌在 3q27，20q11-12，8q12-13，8q12-24.1，5p15
扩增；缺失在 18q2，4q35，3/16 例，X 染色体 DNA
缺失本组食管癌有 7 例，贲门癌 1 例. 6 例有 8q 扩增的
患者，其中有 2 例 T3N1M0，1 例 T4N1M0 .

3   讨论

研究食管癌细胞染色体异常，包括染色体 DNA 位点扩
增或缺失，是深入了解食管癌发生、发展、转移和对化
疗反应的重要途径. 然而，食管癌染色体异常改变的复
杂性，也增加了此研究的难度.用先进的比较基因组杂
交技术(comparative genomic hybridization， CGH)，检测肿
瘤细胞染色体扩增或/和缺失的部位及基因位点，以分
析其临床意义，目前国内尚未见报道.
        CGH 是一项快速可靠的分子细胞遗传学的检测技
术，基本原理是用不同的荧光染料分别标记正常基因
组 DNA 和肿瘤细胞 DNA，然后与正常人中期染色体杂
交，通过检测染色体上两种荧光信号的相对强度比率，
了解肿瘤细胞 DNA 拷贝数的改变，并能同时进行染色
体定位. 我们利用这一技术检测了 19 例食管、贲门癌
患者，结果表明食管癌患者染色体扩增和缺失涉及多
条染色体，多位点改变，更说明了食管癌遗传学的发
生、发展是极其复杂的，与临床上观察到的肿瘤增长速
度、转移和预后有较密切联系[1,2]. 食管癌染色体异常的
复杂性可表现为同一患者有多条染色体 DNA扩增和缺
失，3q扩增最多见. 本组与文献报道的多种肿瘤检测结
果相似[3-5]. 目前已有研究表明3q区域有原癌基因包括上
皮细胞转化序列 2(epithelial cell transforming sequence2，
ECT2); 截短的 P63 变形体和易突变基因甲基化 CPG 结
合结构域蛋白4，这些基因在肿瘤的发生过程中有重要
作用，这可能是多数肿瘤3q区域出现高频扩增的原因.
         致癌基因的扩增是食管癌的重要特征:Tada et al [6]用
比较基因组方法检查了 36 例食管鳞癌标本，分析了鳞
癌细胞扩增、过表达及缺失情况. 以 3q(75 %)，8q23-
qter(50 %)，11q13(44 %)出现扩增频率最高. his1，
cyclin-D(bcl-1)定位于 11q13 位点，表明与癌细胞分化
有关. 结果表明 11q13-qter 扩增预示淋巴结转移. 本组

食管癌 11q 染色体扩增有 6 例占 31.6 %，而分化好的

仅有 2 例，分化差的有 4 例；临床观察到 11q 位点扩

增多表现为分化差、恶性度高. myc 基因定位于 8q，该

基因在食管癌中常发现有扩增，间质金属蛋白酶

(MMPS)也定位于 8q，他能分解细胞外基质的多种内肽

酶，该基因与肿瘤侵袭过程有关.本组 8q 扩增患者食

管癌有 6 例(占 37 %)，其中有 3 例患者病变侵犯深，

伴淋巴结转移.

         抑癌基因的缺失是食管癌的另一特征，APC 是

已知的抑癌基因[7-9]，定位于 5q21 位点；而 DCC 为

1 个促进细胞凋亡的基因，定位于 18q 染色体[10]. 食管

切除标本中，Barrett食管增生，间变到癌变化中，APC

等位基因缺失或/和APC蛋白表达缺失较MCC 基因发

生更早，在不同阶段发生的比率上升，表明这 2 个基

因在癌发生发展中的作用. 抑癌基因的缺失促进了癌的发

生.  本组食管癌中 18q 缺失有 3 例(3/16 例，占 18.8 %).

        食管癌染色体DNA拷贝数的增加与病理分期有关.

食管癌的DNA倍体数与癌的病理分期的关系已有报道.

Watanabe et al [11]报道78例食管鳞癌中DNA高度单倍体

(high grade aneuploid，HGA)多见于晚期癌(占 55 %)，而

DNA二倍体则多见于早期癌或表浅癌. 食管鳞癌DNA单

倍体基因改变率为 73.3 %，而二倍体基因改变率仅

20.0 %[11]. 有关胃肠实体瘤DNA倍体数的变化已进行研

究[12]. 最近 Varis et al [13]用比较基因组杂交方法，比较

胃腺癌与食管鳞癌 DNA 倍体变化最常见的扩增均在

20q(50 %)，17q(39 %) ; 本组患者染色体扩增 20q 占 36.8 %

(11/17 例)，17q 为 31.6 %(6/17 例).另有报道[14,15]食管癌

发生转移者，6q，9q 杂合性缺失显著. 本组中缺失位于

6q，9q 者，在Ⅱ - Ⅳ期中占 17.7 %(3/17 例)，表明这两

个位点缺失与癌转移有关. 本组癌细胞染色体DNA扩增

数目以Ⅱ期最多，其次是Ⅲ，Ⅳ，Ⅰ期最少，这种变化

与癌细胞倍体变化应有一定联系.

         癌细胞染色体DNA扩增的区域有相近之处. 有报道

食管原发腺癌以 4q，14q 缺失，2p，17p 扩增常见，而

且在染色体窄区域内出现扩增. 本组在 8q，5p 扩增，

18q，4q 缺失均出现，均显示在染色体窄区域，其意义

有待进一步探讨. 癌细胞染色体DNA中癌基因扩增在肿

瘤的发生和发展中具有重要作用，多种致癌基因扩增，

表明食管、贲门癌是多种癌基因联合作用的结果；同时

抑癌基因的缺失促进肿瘤的发展.D’Cruz et al [16]研究发

现，乳腺癌当 c-myc 基因存在，又通过激活 ras 基因突

变，促进肿瘤进展；反之消除 c-myc 基因的诱导作用，

无 ras 基因突变，则乳腺增生或癌病变消退，这进一步

证明癌的发生、发展是由多种癌基因协同作用的结果；

而在食管癌中，各种癌基因协同作用的方式、途径及影

响因素，则有待进一步研究. X染色体DNA缺失与获得

性抗药性有关，但是与遗传因素的关系有待探讨.
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摘要
目的:对经手术证实的空回肠出血患者 27 例进行分析，探

讨空回肠出血的病因及诊断.

方法:空回肠出血患者 27 例分别进行 B 超、小肠气钡造影、

选择性肠系膜动脉造影、术中肠镜等检查，最后均以手术及

病理证实.

结果:肿瘤 14 例(51.9 ％)，血管发育不良 5 例(18.5 ％)，

Meckel 憩室 4 例(14.8 ％)，crohn’s 病 3 例(11.1 ％)，非

特异性溃疡 1 例(3.7 ％). 术中肠镜诊断阳性率为 83.3 ％，阳

性符合率为100 ％；选择性肠系膜动脉造影阳性率为66.7 ％，

阳性符合率为87.5 ％；气钡双重造影阳性率为23.5 ％，阳性

符合率为100 ％；B超阳性率为25.9 ％，阳性符合率为85.7 ％.

结论:肿瘤为空回肠出血的主要原因. 除传统的诊断方法外，

B超在空回肠出血的诊断中也具有较为重要的作用.
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摘要
目的:对经手术证实的空回肠出血患者 27 例进行分析，探

讨空回肠出血的病因及诊断.

方法:空回肠出血患者 27 例分别进行 B 超、小肠气钡造影、

选择性肠系膜动脉造影、术中肠镜等检查，最后均以手术及

病理证实.

结果:肿瘤 14 例(51.9 ％)，血管发育不良 5 例(18.5 ％)，

Meckel 憩室 4 例(14.8 ％)，crohn’s 病 3 例(11.1 ％)，非

特异性溃疡 1 例(3.7 ％). 术中肠镜诊断阳性率为 83.3 ％，阳

性符合率为100 ％；选择性肠系膜动脉造影阳性率为66.7 ％，

阳性符合率为87.5 ％；气钡双重造影阳性率为23.5 ％，阳性

符合率为100 ％；B超阳性率为25.9 ％，阳性符合率为85.7 ％.

结论:肿瘤为空回肠出血的主要原因. 除传统的诊断方法外，

B超在空回肠出血的诊断中也具有较为重要的作用.
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结、直肠的病变，常常可以通过十二指肠镜、结肠镜
等检查作出诊断. 然而，对位于空回肠的病变，其诊断
却较为困难. 本文对我院1990/2001年经手术证实的空回
肠出血患者 27 例的病因及诊断方法进行分析，现报告
如下.

1   材料和方法

1.1 材料  患者 27 例，男 19 例，女 8 例，年龄 23-77
(平均 43.9). 病程 9 d 到 5 a 不等. 主要表现为贫血、大
便潜血、间隙性黑便及暗红色血便. 其中23例伴有腹痛、
腹部不适等症状，4例为单纯性出血. 主要体征为腹部压
痛、腹部包块等.
1.2 方法  所有患者均行十二指肠镜、结肠镜检查，未
发现上消化道及结直肠病变. 全部患者行腹部B超检查，
12 例行选择性动脉造影，17 例行消化道气钡双重造影，
所有患者均行手术治疗，6 例行术中肠镜.

2   结果

行 B 超检查 27 例，提示小肠实性占位 7 例，其中 1 例手
术证实为 Meckel 憩室. 行气钡双重造影 17 例，提示
Meckel 憩室 2 例，小肠肿瘤 1 例，crohn’s 病 1 例. 行
选择性肠系膜动脉造影 12 例，提示小肠肿瘤 5例，血管
发育不良 3 例，其中 1 例诊断为血管发育不良者手术证
实为 crohn’s 病. 6 例行术中肠镜，提示血管发育不良
3 例，crohn’s 病 1 例，空肠非特异性溃疡 1 例. 本组患
者中，小肠肿瘤共 14 例，占 51.9 ％，其中以平滑肌肉
瘤的发生率最高(25.9 ％). 小肠血管发育不良5例，占18.
5 ％，居出血原因的次位. 其他出血原因还有 crohn’s
病 3 例(11.1 ％)，Meckel 憩室 4 例(14.8 ％)以及非特异性
溃疡 1 例(3.7 ％). 表 1.

表 1  各项检查阳性人数及阳性率

            B 超    气钡双重造影  选择性肠系膜动脉造影  术中肠镜

受检人数    27      17 12 6

阳性人数      7         4   8 5

阳性率(%) 25.9   23.5           66.7         83.3

阳性符合率(%) 85.7    100           87.5          100

3   讨论

空回肠出血的诊断较为困难，主要原因在于该区域为临
床上所常用的十二指肠镜以及纤维结肠镜检查的盲区，
而胃肠钡剂检查假阴性率高，选择性动脉造影以及99mTC

标记红细胞放射性核素扫描等阳性检出率较高的方法又

难以常规开展. 在出血原因中，本组患者肿瘤 14 例，约
占 51.9 ％，为出血的主要原因，这与其他一些作者的
报道相似[1-5]. 其次为血管发育不良(5 例，18.5 ％). 小肠
气钡双重造影是目前诊断小肠疾病所运用较广的方法，
它对小肠肿瘤、Meckel 憩室、克隆病的诊断有一定价
值，但该方法假阴性率较高. 其阳性检出率为 10 ％左
右，本组阳性率为 23.5 ％. 选择性肠系膜动脉造影是目前
诊断小肠出血的较为理想的方法，当出血量>0.5 ml/min
时，其阳性率约 50 ％－ 75 ％[1,6]. 然而，由于临床上常见
慢性少量出血的患者，在治疗后又常转化为非活动性出
血，且该方法不但价格昂贵，而且为有创的检查手段，部
分患者不愿接受，这在一定程度上限制了它的运用. 术中
肠镜对空回肠出血的诊断阳性率较高，Kendrick el al [7]

对 67 例不明原因消化道出血患者行术中肠镜检查，其
阳性检出率为74 ％. 本组阳性诊断率为83.3 ％，这可能
与病例数较少有关. Manner et al [8]运用超声对小肠血管
瘤作出了诊断. 超声诊断Meckel憩室阳性率可达44 ％[9].
此外，超声在小肠血肿、肠系膜血肿的诊断中同样具有
一定的价值[10,11]. 本组患者7例(25.7 %)超声发现腹腔实性
占位，结合消化道出血的临床表现，作出了小肠肿瘤的
诊断. 手术证明超声的阳性诊断符合率为85.7 ％. 本组B
超阳性检出率较高，也可能同肿瘤患者所占比例较高有
关. 然而，作为一种无创、常规的检查，B超在空回肠出
血诊断中的作用，应引起人们的重视.
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摘要

目的:探讨食管鳞癌免疫组化图像定量分析中描述图像色彩

的指标在不同分化程度间的变化及作用.

方法:采用 S-P 法进行肺癌 p53、 p21 和增生细胞核抗原

(PCNA)免疫组化染色，应用计算机病理图像分析系统

(TD-2000)进行图像分析.

结果: 35例食管鳞癌患组中高分化组、中分化组和低分化

组 p53 阳性者分别为 7 例、9 例和 9 例，PCNA 阳性者分

别为 7 例、8 例和 9 例，p21 阳性者分别为 8 例、9 例

和 11 例 . 高分化组 p53 染色的饱和度(2.15 ± 1.21 %)、中

分化组 (4.95 ± 2.99 %) 、低分化组(10.95 ± 1.81 %)，高

分化组和中分化组差异有显著性(t =2.31，P <0.05)，中

分化组和低分化组差异有显著性(t =5.12，P <0.01) ;高

分化组 PCNA 染色的饱和度(3.72 ± 2.81 %)、中分化组

(7.71 ± 3.91 %)、低分化组(12.95 ± 3.89 %)， 高分化组

和中分化组差异有显著性(t =2.24 ，P <0.05)，中分化组

和低分化组差异有显著性(t =2.77，P <0.05) ;高分化组p21

染色的色度(32.16 ± 8.78 °)、中分化组 (53.98 ± 6.95 °)、

低分化组(62.32±2.32 °)， 高分化组和中分化组差异有显

著性(t =5.71 P <0.01)，中分化组和低分化组差异有显著性

(t =9.20， P <0.01).

结论:用图像色彩的指标定量分析食管鳞癌免疫组化图像可

能反应食管鳞癌的不同分化程度.
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0   引言

病理学高效率而有机地将计算机图像处理系统技术应
用病理学教学与临床诊断中，很好地适应于计算机及
网络时代的要求. 定量病理学技术主要指将数学方法引
入病理学观察与研究过程，实现由传统病理学定性观
察到定量研究的转变，是近年来定量病理学技术得到
长足进展的原因[1]. 在免疫组化定量分析方面，有学者
应用计算机图像分析技术进行肺癌 p53 免疫组化定量

分析[2]，以阳性水平指数(PLI)，即阳性细胞百分比与
阳性平均光密度的乘积作为定量指标[3]. 但光密度是细
胞在同一光源下吸收光的数值，不能反映切片的色彩
变化，而免疫组化阳性着色的色彩是结果判定的重要
依据. 为了弥补上述不足，我们尝试应用计算机图像分
析技术对食管鳞癌p53、p21、PCNA免疫组化染色阳性
细胞核的红、绿、蓝色值及色度、饱和度、灰度等描述
图像色彩指标进行了定量分析，现报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  35 例标本来自我院 1997-2002 年间心胸外科
收治手术切除的食管鳞癌病例，均经病理学确诊，高分
化病例 9 例，中分化病例 13 例，低分化病例 13 例. 同
时取非癌食管组织作为对照.其中男25例，女10例，平
均年龄 50 岁; p53 阳性 25 例，PCNA 阳性 24 例，p21
阳性 28 例. 非癌食管组织均为阴性.
1.2 方法

1.2.1 染色方法  标本经 100 ml·L-1 甲醛固定，常规石
蜡包埋，切片厚 4 µm，HE 染色进行组织学分类.免疫
组化采用 SP 法. p53、PCNA 及 p21 单抗购自 SantaCruz
公司，试剂盒为北京中山公司产品. 苏木素复染. 空白
对照以 PBS 取代一抗，阳性对照为已知阳性片.

1.2.2 阳性判断标准  阳性染色主要位于细胞核，呈棕

黄色颗粒状，背景清晰. 阴性对照无着色.

1.2.3 计算机图像分析  应用北京天地百年科技有限公

司 TD-2000 真彩色病理细胞显微分析系统，显微镜下

选取阳性细胞集中的视野，调整图像效果，经彩色CCD

摄像机将图像输入计算机病理图像分析系统，转化为

数字图像. 注意输入图像的背底灰度(即每张载玻片上没

有细胞或组织区域的灰度)一致，以消除载玻片透光度

及背底灰度等的影响. 每个图像选取30个阳性细胞，选

择测量指标，由系统自动测量相应数据.

1.2.4 描述图像色彩的指标  免疫组化染色结果的判定，

除考虑着色部位外，主要根据着色的色彩判定. 图像色

彩可根据三基色原理分解为红(R)、绿(G)、蓝(B)三种颜

色. 三基色按不同比例相加合成混合色. 三基色间的比例

关系，反映图像呈现的颜色，三基色的色值则反映该基

色的强度，这是 RGB 格式. Munseu 提出了 HSI 格式，

I 表示灰度，其确定了像素的整体亮度，而不管彩色是

什么. 色度(H)由角度表示，通常规定 0°彩色为红色，

120°为绿色， 240°为蓝色.饱和度(S)的概念可描述如

下: 假设有一纯红的颜料，饱和度为 100 %，混入白

色染料后使红色变淡，减少了饱和度. 随着红色变得越
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来越淡，饱和度降低，最后接近于零(白色)[4]. 三基色

色值与色度、饱和度、灰度的换算参阅文献[4]. 由于

免疫组化染色 DAB 显色呈棕色，所以在 RGB 格式，

阳性着色必须是红、绿色值均大于蓝色，且差别越大

阳性色彩越强. 在此基础上，红、绿色值比较，红色值越

大阳性色彩越强. 在HSI 格式，阳性着色的色度必须<90 °，

越接近于0°阳性色彩越强;饱和度越高阳性色彩越强;灰

度色彩越强，阳性色彩越强. 如果 DAB 显色后再经苏

木素复染，阳性细胞可能会着有一定的蓝色，这就可

能出现蓝色值大于绿色值的情况，但不应大于红色

值，此时呈现品红色. 这种情况在 RGB 格式，红色值

必须大于蓝色值，且红色值越大阳性色彩越强.绿色值

与红、蓝色值比较，差别越大阳性色彩越强.转化为

HSI 格式则色度必须>300°且色度越大阳性色彩越强(越

趋近于 360°也即 0°，红色)  ;饱和度越高阳性色彩越强;

灰度越低阳性色彩越强.

         统计学处理  将数据转化成SPSS  for  windows格式，

用 SPSS 软件进行统计分析. 采用 t 检验，P <0.05 为差

异有显著性.

2   结果

2.1 p53阳性食管鳞癌图像分析  不同分化程度的p53阳

性食管鳞癌图像分析结果显示，红、绿、蓝色值均

以高分化组高于中分化组、高于低分化组(表 1). 三基

色的比例提示，三组红、绿、蓝色值均依次降低，

但以低分化组更明显，说明两组虽均呈红黄色，但低

分化组与中分化组和高分化组相比，更偏于红色. 三组

色度接近，在 45°左右，呈橙黄色，低分化组略低，

即较中分化组略偏橙色，灰度以中高分化组较高，但

差异没有显著性.饱和度以低分化组高于中分化组，差

异有非常显著性(t =5.12，P <0.01)，中分化组高于高分

化组，差异有显著性(t=2.31，P<0.05)，说明低分化组

色彩较强[5-8].

2.2 PCNA阳性食管鳞癌图像分析  不同分化程度的PCNA

阳性食管鳞癌图像分析结果显示，红、绿色值低分化

组高于中分化组、高于高分化组，蓝色值高分化组高于

中分化组、高于低分化组，差异没有显著性(表2) . 三基

色的比例提示，高分化组和中分化组红、绿色值非常接

近，蓝色值较低，而低分化组红色值高于绿色值，蓝色

值低于绿色值，说明虽然三组均呈红黄色，但低分化

组与中分化组和高分化组相比，偏于红色. 三组色度在

55°左右，基本呈黄色，以低分化组小于中分化组、

小于高分化组，即略偏于橙色，但差异没有显著性. 灰

度三组基本一致. 饱和度低分化组高于中分化组，差异

有显著性(t =2.77，P <0.05)，中分化组高于高分化

组，差异有显著性(t =2.24，P <0.05)，说明低分化组

色彩较强[9,10].

2.3 p21阳性食管鳞癌图像分析  不同分化程度的p21阳

性食管鳞癌图像分析结果显示，红、绿、蓝色值低分化

组均高于中分化组?高于高分化组，但差异没有显著性

(表 3). 三基色的比例提示，高分化组和中分化组红、

绿、蓝色值依次降低，低分化组红、绿色值接近，蓝

色值较低，说明三组虽均呈红黄色，但高分化组和中分

化组与低分化组相比，更偏于红色. 三组色度均在 60°左

右，接近黄色，以高分化组小于中分化组小于低分化

组，说明高分化组和中分化组偏于橙色，色度高分化

表 1  不同分化程度食管鳞癌的 p53 图像分析结果

分化程度       P53 阳性(n) 饱和度(%)       色度 (o)          灰度       红色度       绿色度        蓝色度

Well 7 2.15 ± 1.21 52.21 ± 22.34 175.08 ± 13.21 175.15± 12.02 173.12 ± 8.80 172.85± 20.42

Moderate 9 4.95 ± 2.99 48.72 ± 20.32 171.87 ± 11.58 175.08± 12.16 172.25 ± 10.80 161.45± 15.82

poor 9            10.95 ± 1.81 45.32 ± 4.74 163.92 ± 11.85 175.02± 12.62 162.45 ± 12.40 142.38 ± 8.52

表 2  不同分化程度食管鳞癌的 PCNA 图像分析结果

分化程度     PCNA 阳性(n)  饱和度(%)       色度(o)         灰度      红色度       绿色度       蓝色度

Well 7 3.72 ± 2.81 50.06 ± 6.85 171.98 ± 16.90 171.70± 15.01 174.88 ± 18.12 165.98± 20.15

Moderate 8 7.71 ± 3.91 57.55 ± 6.71 173.51 ± 14.90 175.97± 13.00 175.57 ± 15.78 156.47± 17.94

poor 9            12.95 ± 3.89 55.20 ± 6.46 174.91 ± 8.05 181.72 ± 8.49 176.97 ± 9.21 146.47 ± 8.06

表 3 不同分化程度食管鳞癌的 p21 图像分析结果

分化程度       P21 阳性(n)  饱和度(%)      色度 (o)        灰度       红色度     绿色度      蓝色度

Well 8 7.55 ± 2.32 32.16 ± 8.78 164.59 ± 3.59 167.55 ± 2.98 160.58 ± 4.98 144.58 ± 5.75

Moderate 9 7.45 ± 2.13 53.98 ± 6.95 167.59 ± 5.86 169.78 ± 5.04 165.28 ± 6.78 147.46 ± 7.98

poor            11 7.43 ± 2.22 62.32 ± 2.32 172.97 ± 11.61 171.18± 10.98 172.45 ± 11.72 153.98± 12.95

ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年5月15日  第11卷  第5期                               687



组高于中分化组，差异有非常显著性(t =5.71，P <0.01)，
中分化组高于低分化组，差异有非常显著性(t =9.20，
P <0.01)，三组饱和度以高分化组略高，灰度低分化组
较高，但差异没有显著性[11].

3   讨论

大量研究证明 p53、p21 及 PCNA 变化与肿瘤的发生发
展密切相关. p53基因突变，抑癌基因失控，可以导致食
管鳞癌的发生. p21基因与食管鳞癌发生发展关系亦十分
密切. PCNA 则常用作恶性增生的指标[12] . 目前，病理切
片免疫组化定量分析仅用阳性细胞数占肿瘤细胞的百分
比即PI指数来衡量[13] . 免疫组化染色需通过病理切片的
着色情况来判定结果，由于人眼对相同强度光的主观
感觉不同，将会影响对结果的判定. 而应用计算机进行
图像分析，则可避免这种主观感觉的偏差. 有研究表明
应用图像分析技术对细胞核 DNA 含量进行定量分析，
能较好地反映病理图像与 DNA 量的关系.有学者应用图
像分析技术进行 DNA 倍体分析，结果与流式细胞仪测
定结果非常接近[14]. 亦有学者用计算机图像处理技术，
对痰涂片中巴氏染色的角化性鳞癌细胞(KSCC)、非角化
性鳞癌细胞(NKSCC)和腺癌细胞(ACC)胞质进行了色度学
定量分析，结果KSCC的红、绿、蓝色值显著高于NKSCC
和 ACC，且差值较大，而灰度在各组间的差值则较小，
KSCC 与 NKSCC，KSCC 和 ACC 的色度差值较大，差异
极为显著，KSCC、NKSCC、ACC 三组间饱和度差异显
著，KSCC 明显高于 NKSCC 和 ACC，从而认为红、绿、
蓝色值、色度、饱和度等描述图像色彩指标在 KSCC 和
NKSCC、KSCC 与 ACC 的鉴别中有重要价值，其分辨的
敏感程度优于灰度图像分析. 我们则应用计算机图像分
析技术对食管鳞癌p53、PCNA和p21免疫组化染色阳性
的病理切片进行了图像分析.免疫组化染色经 DAB 显色
后阳性细胞呈棕色，再经苏木素复染，将着有一定的蓝
色，这会在一定程度上影响对染色的判定. 采用多媒体
彩色图像分析系统进行定量分析，分别测定红、绿、蓝
三种颜色的色值，可用来区分细胞对不同颜色的着色程
度，并可通过三基色色值或计算色度、饱和度、灰度来
对细胞呈现的色彩进行定量描述[15-17]. 本研究结果显示，

对同一组织类型、同是免疫组化染色阳性的食管癌细
胞，一些反映着色色彩的指标在不同分化程度之间确
实存在着差别，这种差别单纯应用定性指标或形态学
指标无法充分显示，图像分析技术则可弥补这一不足.
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