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Abstract
Hepatic fibrosis is a wound-healing process re-
sponsive to a variety of factors, and it is also a 
pathological change caused by the imbalance of 
synthesis, degradation and deposition of extra-
cellular matrix (ECM) during tissue repair. The 
changes of many cells, cytokines and ECM are 
involved in the formation of liver fibrosis, dur-
ing which the activation of hepatic stellate cells 
(HSCs) as well as their transforming into myofi-
broblasts is the central step. Various agents take 
HSCs as the final target cells and stimulate them 
to transform into myofibroblasts. Many factors 
affect the formation of hepatic cirrhosis, but not 
every one is illuminated completely. Immune 
suppression accelerates the process according to 
clinical data. The process speeds up in patients 
with co-infection of hepatitis C virus (HCV) and 
human immunodeficiency virus (HIV) and liver 
transplantation that needs long-term treatment 

of immunosuppressive drugs.
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摘要
肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的创
伤愈合反应, 是组织发生修复反应时细胞外基
质(ECM)合成、降解与沉积不平衡而引起的
病理过程. 肝纤维化的形成涉及多种细胞、

细胞因子及E C M的变化 .  其中肝星状细胞
(HSCs)激活并转化为肌成纤维细胞是肝纤维
化发生、发展的核心环节, 各种致肝纤维化因
素均把HSCs作为最终靶细胞, 促使其转化为
肌成纤维细胞而导致肝纤维化的发生. 影响肝
纤维化形成的因素很多, 至今尚未完全阐明. 
临床资料表明, 免疫抑制对肝纤维化的进程起
明显的促进作用, 在HCV和HIV联合感染或肝
移植需长期应用免疫抑制药物的患者, 肝纤维
化进程加快. 本文就免疫因素在肝纤维化形成
过程中的作用的研究进展作一综述.
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0  引言

肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的创伤

愈合反应, 是组织发生修复反应时细胞外基质

(ECM)合成、降解与沉积不平衡而引起的病理

过程. 肝纤维化的形成涉及多种细胞、细胞因

子及ECM的变化. 其中肝星状细胞(HSCs)激活

并转化为肌成纤维细胞是肝纤维化发生、发展

的核心环节, 各种致肝纤维化因素均把HSCs作
为最终靶细胞, 促使其转化为肌成纤维细胞而

导致肝纤维化的发生. 影响肝纤维化形成的因
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■背景资料
肝纤维化的形成
及进展涉及多种
内在及外在因素, 
免疫因素在这一
过程中起了重要
作用. 



素很多, 至今尚未完全阐明. 临床资料表明, 免
疫抑制对肝纤维化的进程起明显的促进作用, 
在HCV和HIV联合感染或肝移植需长期应用免

疫抑制药物的患者, 肝纤维化进程加快[1-2].
正常肝脏有密集多样的免疫细胞, 平均含

有大约10亿个, 主要包括固有免疫细胞(库普弗

细胞、NK细胞、NKT细胞)和获得性免疫细胞

(T细胞和B细胞)等. 其中淋巴细胞包括经典的T
淋巴细胞、B淋巴细胞、NK细胞、NKT细胞等. 
NK细胞占肝内淋巴细胞的31%, B细胞占6%. T
细胞占肝内淋巴细胞的63%, 大多数可被激活, 
历经细胞周期并最终凋亡[3]. 另外, 肝实质细胞

也可产生多种细胞因子及补体成分, 如C3, C6, 
C9及C1酯酶抑制剂等, 启动并调节各种免疫反

应. 在肝纤维化形成过程中, 多种免疫细胞及细

胞因子发生了紊乱. 

1  免疫细胞在肝纤维化形成中的作用

1.1 库普弗细胞 库普弗细胞是肝脏中的巨噬细

胞, 当肝脏受到各种损伤刺激后, 库普弗细胞被

激活, 通过释放活性氧物质(ROS)和细胞因子

参与炎症反应, 并可激活HSCs[4]. 库普弗细胞是

肝脏中TNF-α的主要来源[5], 此外还能产生转

化生长因子-b(TGF-b)及血小板源性生长因子

(PDGF). 在HSCs的活化过程中, TGF-b及PDGF
是两个最重要的细胞因子. Imamura et al [6]研究

发现, 抑制巨噬细胞的浸润, 可抑制HSCs的激

活, 从而抑制肝纤维化的形成. Duffield et al [7]研

究发现, 在肝损伤过程中, 巨噬细胞存在两种功

能类型: 在损伤早期, 损伤相关性巨噬细胞促进

肌成纤维细胞的增生和凋亡, 总起来说, 使肌成

纤维细胞数目增多, 促进纤维增生和基质沉积; 
相反, 在肝损伤恢复阶段, 巨噬细胞促进肌成纤

维细胞的凋亡, 并促进基质降解.
1.2 N K细胞 N K细胞是固有免疫系统中的细

胞毒细胞 ,  其细胞膜上有识别主要组织相容

性复合体-Ⅰ(M H C-Ⅰ)的抑制性受体及包括

NKG2D(NK细胞膜上的活化型受体)在内的刺

激性受体[3]. NK细胞在招募T细胞上起关键作

用, 可促进T细胞的免疫应答[8]. Radaeva et al [9]

研究发现: (1)NK细胞是肝纤维化发展中杀灭

激活的H S C s的主要细胞, 因此能改善肝纤维

化; (2)N K细胞对激活的H S C s的细胞毒作用

依赖于NKG2D/RAE1和TRAIL(tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand)的作用; 
(3)IFN-γ和TLR3(toll-like receptor3)配体polyI:
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C(polyinosinic-polycytidylic acid)可通过加强NK
细胞对激活的HSCs的细胞毒作用抑制肝纤维

化的发展. 其证据有: (1)NK细胞的细胞毒作用

是由其细胞膜上的刺激性受体和抑制性受体之

间的平衡决定的, NKG2D是NK细胞上的刺激

性受体, 其配体是Rae1[3,10-13], 用NKG2D中和性

抗体处理可消除NK细胞诱导的激活的HSCs的
凋亡, 说明Rae1和NKG2D之间的相互作用参与

了NK细胞对激活的HSCs的细胞毒作用[9]; (2)用
polyI: C处理可增加肝NK细胞TRAIL的表达, 用
中和性抗体阻断TRAIL的作用可极大抑制NK
细胞对激活的HSCs的细胞毒作用, 说明TRAIL
在NK细胞的这一作用中起重要作用[9]; (3)polyI: 
C是通过IFN-γ增强NK细胞的这一细胞毒作用

的, IFN-γ可诱导NK细胞上NKG2D和TRAIL的
表达[9]. 另外, 穿孔素阴性鼠与野生鼠相比, 前者

NK细胞对激活的HSCs的细胞毒作用只有很小

程度的减轻, 说明在NK细胞的这一作用中, 穿孔

素的作用很小. 另有研究表明, Fasl(死亡因子Fas
配体)不参与NK细胞对激活的HSCs的细胞毒作

用[14].
1.3 NKT细胞 NKT细胞能快速释放大量IL-4, 
IFN-γ, 因此NKT细胞被认为参与局部和系统的

由Ⅰ型促炎介质(TNF-a, IFN-γ)或Ⅱ型促炎介

质(IL-4, IL-10, IL-13)介导的获得性免疫反应. 
Leclercq et al [15]通过对其他纤维化动物模型及各

种慢性肝病患者的研究显示, 肝脏CD4+NKT细
胞是促纤维化细胞因子IL-4和IL-13的主要来源. 
CD4+NKT细胞的培养液中含有IL-4和IL-13, 能
诱导HSCs纤维蛋白原mRNA的表达及蛋白的合

成[16].
1.4 其他细胞 Novobrantseva et al [17]用CCl4造成

B细胞缺陷鼠与野生鼠急性肝损伤, 6 wk后, B
细胞缺陷鼠的胶原沉积明显减少, 通过对血清

中B细胞正常而T细胞或免疫球蛋白缺乏的鼠

的分析发现, B细胞通过非抗体和T细胞依赖的

途径介导肝纤维化形成. 另有研究表明, 调节性

T细胞可分泌TGF-b, TGF-b能直接下调NK细

胞表面的NKG2D受体, 抑制NK细胞对激活的

HSCs的细胞毒作用, 促进肝纤维化的发展; 相
反, 鼠调节性T细胞的减少可增强NK细胞的增

殖和细胞毒作用, 抑制肝纤维化的发展[18]. Seki 
et al [19]研究发现, 肝细胞能通过Toll样受体(TLR)
信号通路影响调节性T细胞的功能, 从而调节

抑制性T淋巴细胞的增殖能力. 反过来, HSCs
对肝内的免疫反应具有保护作用, 能通过非典
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■应用要点
本文就免疫因素
在肝纤维化形成
过程中的研究进
作一综述. 但这些
免疫因素尚未完
全阐明, 而进一步
阐明这些问题, 将
为我们提供各种
阻断肝纤维化形
成和发展的方法
及依据, 从而有助
于临床上对这类
疾病进行合理有
效的治疗.
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型协同刺激因子B7-H1抑制T细胞增殖, 诱导T
细胞凋亡[20-21]. HSCs也能产生大量的免疫抑制

性细胞因子TGF-b, 限制细胞毒性T细胞的反

应[22]. 另外, 炎症反应的极性对纤维化的发生也

是很重要的, TH1和TH2细胞源性细胞因子占

主导地位的炎症反应所诱导的基因表达是不同

的: TH1细胞源性细胞因子介导快速强烈的炎

症反应而很少引起纤维化, 而TH2细胞源性细

胞因子则能增强前胶原Ⅰ, Ⅲ及基质金属蛋白

酶2(matrix metalloproteinase-a2, MMP2), MMP9
和金属蛋白酶组织抑制剂(tissue inhibitors of 
metalloproteinases, TIMPs)的基因转录, 促进肝

纤维化的发展[23].

2  细胞因子和生长因子在肝纤维化形成中的作

用

由介导固有免疫和获得性免疫反应的细胞产生

的多种细胞因子和生长因子, 参与了肝纤维化

的形成. 另外, 肝脏的其他细胞也参与了细胞因

子的产生与紊乱, 如肝细胞和胆管上皮细胞可

产生大量的IL-6和TNF-α. 这些因子大致可分为

两类: 促增生的细胞因子(如TGF-b, IL-4, IL-13, 
IL-6)和生长因子(如PDGF、结缔组织生长因子

CTGF), 这些可促进ECM的合成; 而促炎性细胞

因子(如IFN-g和IFN-α)则抑制胶原基因的转录, 
进而抑制ECM的合成.
2.1 TGF-b TGF-b主要来自激活的HSCs, 此
外 ,  库普弗细胞、肝细胞、血小板也能分泌

TGF-b[24]. TGF-b是激活HSCs及促进纤维化发展

的最强的细胞因子, 在HSCs的激活中其受体表

达增加. HSCs表达TGF-b受体Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, TGF-b
与HSCs膜上的相应受体结合后, 主要通过细胞

内Smad (Smad家族是将TGF-b信号从细胞膜导

入细胞核内的一类细胞质内介导者)通路发挥其

功能[25]. 其中Smad3在HSCs中过度表达并增加

纤维连接蛋白、Ⅰ型胶原沉积和加速a-应力纤

维组合[26], 而缺乏Smad3的小鼠其HSCs对纤维

原性刺激的反应能力降低, 说明Smad3在TGF-b
介导的HSCs的致纤维化作用中起促进作用. 另
有研究表明, Smad4是TGF-b激活通路中的核心

分子, 而Smad7却阻抑TGF-b的信号转导, 从而

阻断TGF-b诱导的HSCs的激活及ECM的合成[27]. 
TGF-b的作用主要表现在[28]: (1)促进HSCs合成

Smad及ECM, 减少ECM降解; (2)通过上调成纤

维细胞中强效促细胞有丝分裂原PDGF受体的

表达, 间接促进成纤维细胞的增殖, 使ECM基因

表达得到进一步强化; (3)覆盖抑制胶原产生的

细胞因子TNF-a在胶原等基因上的反应元件, 促
进胶原的产生; (4)通过抑制MMPs和促进TIMPs, 
减少异常合成的ECM的降解, 从而加重ECM的

沉积; (5)抑制淋巴细胞、单核细胞和NK细胞的

功能. TGF-b中TGF-b1亚型与肝纤维化关系最密

切. 分化抑制因子1(Id1)是HSCs中Smad7下游转

导分化过程中重要的调节因子, 能抑制TGF-b的
信号转导[29], 从而抑制TGF-b所诱导的肝纤维化

形成.
2.2 白细胞介素 IL-1主要由肝库普弗细胞产生

和释放, 能促进HSCs、肝细胞、成纤维细胞的

增殖. 另外发现, 在鼠急性肝损伤的早期, IFN-a
和IL-1b能上调TIMP-1的表达, 而INF-a和IL-1b
被抑制, 则导致急性毒性肝损伤后TIMP-1的表

达下降及MMP-9增加, 减弱CCl4介导的细胞毒

作用. IL-4和IL-13, 主要由CD4+Th2细胞、NK
细胞和树突细胞分泌, 是调节Th2细胞分化和增

生的主要因子. Sugimoto et al [30]研究发现, IL-4
和IL-13能直接作用于HSCs, 显著激活LI90细胞

系胶原的产生. LI90对IL-13比对IL-4敏感, 在血

吸虫病模型中, IL-13而非IL-4是介导Th2细胞

源性细胞因子刺激胶原产生和肝纤维化的主要

细胞因子, 而IFN-a和b几乎可完全抑制由IL-4
和IL-13诱导的LI90细胞系胶原的合成. 对IL-13
基因缺陷小鼠实验证实, IL-13是肝纤维化形成

中的主要调节因子, 因为在这些动物模型中虽

然还有其他促纤维化的强效细胞因子存在, 却
均未发生肝硬化. IL-6能诱导HSCs转化为肌成

纤维细胞, 促进肌成纤维细胞增生, 增加胶原和

TIMP合成. IL-6在人类慢性肝病和CCl4诱导的

肝纤维化中是增加的. CCl4诱导的肝纤维化在

IL-6缺失鼠中减轻也支持IL-6的促纤维化作用. 
IL-6可能通过下调MMP2来发挥作用[31]. IL-10是
一种主要由Th2细胞产生、抑制Th1细胞释放细

胞因子的免疫调节性细胞因子, 内源性IL-10在
肝脏慢性炎症和肝纤维化发展过程中表达增加. 
IL-10的作用表现在: (1)通过JAK/STAT通路诱导

细胞因子信号阻抑蛋白SOCS基因的表达, 阻断

炎性细胞因子信号转导通路, 在急性肝损伤时

加强其反馈调节, 减少肝纤维化的发生[32-33]; (2)
通过减少MMP-2, MMP-9的产生, 减少肝内胶

原沉积; (3)降低TIMP-1的表达, 解除TIMP-1对
MMPs尤其是MMP-1的抑制, 加速胶原蛋白降

解[34]; (4)在实验性肝纤维化大鼠, IL-10能显著抑

制干预模型肝纤维化的发展, 减少IL-6, TNF-a, 

■同行评价
免疫机制参与肝
纤维化发病的研
究, 近年这方面进
展很快, 但国内有
关综述不多, 该综
述写得较好, 对从
事肝纤维化肝硬
化研究的学者有
一定的参考价值.
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TGF-b的分泌[35]; (5)减少体外培养的HSCs多种

生长因子的产生, 并增加Bax的表达, 同时降低

Bcl-12的表达, 对肝纤维化具有拮抗作用[36-38].
2.3 TNF-a 库普弗细胞是TNF-a的主要来源[5], 
并通过自分泌和旁分泌来调节库普弗细胞的

激活[39]. Su et al [5]研究发现, TNFR1和TNFR2的
缺失减弱了HSCs的激活, 抑制了随后胶原a1和
TIMP-1 mRNA的表达, 说明TNF-a能增加HSCs
分泌TIMP-1, 并可通过TIMP-1的激活, 减少活

化的HSCs的凋亡. Tomita et al [40]研究发现, 在
MCD(methionine and choline deficient)喂养鼠

中, 库普弗细胞和内皮细胞中血管细胞黏附分

子-1(VCAM-1), VCAM-2的表达上调, 有可能募

集另外的库普弗细胞, 导致TNF-a从库普弗细胞

释放增加. 该研究显示依赖于TNF-a而非TGF-b
的途径在MCD喂养鼠的纤维化形成中起着关键

作用.
2.4 PDGF PDGF主要来自血液中的血小板、单

核细胞和肝库普弗细胞、肝窦内皮细胞、肝星

状细胞, 是已知的最强的促细胞有丝分裂原性

生长因子. 在HSCs的激活过程中, PDGF是最重

要的因子之一, PDGF使HSCs迁移到炎症受损

部位, 激活HSCs的细胞外信号调节激酶ERK1/2
和FAK-PI3K-Akt通路, 引起HSCs增殖并转化为

肌成纤维细胞[41], 肌成纤维细胞合成并释放大

量基质蛋白、蛋白聚糖、氨基糖等, 沉积于细

胞间隙. PDGF还可上调TIMP-1, 抑制胶原酶的

活性, 从而减少ECM的降解. PDGF-BB能激活

NAD(P)H(非吞噬细胞源性)氧化酶, 导致ROS
的产生, 这种ROS可激活p38MAPK(mitogen-
activated protein kinase), 诱导HSCs的增殖[42].
2.5 干扰素 干扰素是目前少数几个作用明确的

抗纤维化性细胞因子之一, 其作用表现在: (1)
基因转录水平, 表现在对胶原等ECM基因的转

录抑制作用; (2)蛋白翻译水平, 表现在对胶原

等ECM的转录后翻译、翻译后修饰的抑制作

用; (3)细胞水平, 表现在对纤维化过程中主要

的ECM产生细胞的增殖活性的影响. IFN-a/b
主要由白细胞、成纤维细胞产生. Shen et al [43]

发现IFN-b能抑制体外培养的HSCs增殖以及

BrdU(Bromo-2'-deoxy-Urindne)融合, 降低a-平
滑肌肌动蛋白(a-SMA)的表达及HSCs的数量, 
并能明显抑制Ⅰ型和Ⅲ型胶原的生成, 从而抑

制肝纤维化的进展. IFN-a/b能诱导SOCS-1和
/或SOCS-3的表达, 而SOCS-1和SOCS-3能阻断

IL-4的信号转导[44], 因此IFN-a/b可阻断IL-4诱

导的肝纤维化作用. IFN-g由激活的CD4+, CD8+T
细胞和NK细胞产生, 其中主要产生IFN-g的是

CD4+Th1细胞, 这些细胞经抗原刺激后, 直接激

活IFN-g的基因转录, 增加IFN-g的合成, 产生的

IFN-g反过来又促进Th1细胞增殖, 同时抑制Th2
细胞, 而Th2细胞能分泌刺激胶原产生和导致肝

纤维化的主要细胞因子, 因此IFN-g可抑制肝纤

维化的发展. IFN-g还可通过抑制HSCs的激活和

阻断TGF-b的信号转导, 减少ECM合成, 抑制肝

纤维化[45]. IFN-g缺陷鼠对CCl4所致肝纤维化比

野生鼠更敏感. 联合应用IFN-g和血管紧张素转

换酶抑制剂几乎可完全阻抑肝纤维化的发展[46].
在各种原因所致的肝纤维化形成过程中, 

免疫因素起到了重要作用. 各种损伤刺激作用

于肝脏, 导致免疫细胞的激活或抑制, 并产生多

种细胞因子, 这些细胞及其细胞因子的紊乱, 促
进或者抑制了肝纤维化的形成和发展. 但这些

免疫因素尚未完全阐明, 而进一步阐明这些问

题, 将为我们提供各种阻断肝纤维化形成和发

展的方法及依据, 从而有助于临床上对这类疾

病进行合理有效的治疗.
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Abstract
AIM: To investigate the activation of primarily 
cultured hepat ic s te l late cel ls (HSCs) at 
different differentiated stages after treatment 
of exogenous transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) and the alterations of related factors 
during this process.

METHODS: HSCs were isolated from normal 
rats and primarily cultured in the uncoated 
plastics for 2, 3, 4, 5, 6, and 7 days. Then the cells 
were incubated with 5 mg/L exogenous TGF-β1 
for 24 hours. The morphological features of the 
cells were observed under inverted microscope. 
Western blot was used to detect the changes of 
a-smooth muscle actin (a-SMA) after TGF-β1 
treatment and the expression of transforming 
growth factor β1 recepter-Ⅱ (TβR-Ⅱ) during the 
activation of HSCs.

RESULTS: During the process of in vitro culti-
vation, HSCs at different differentiated stages 
showed different responses to exogenous TGF-β1 
treatment. TGF-β1 promoted the activation of 
HSCs after the cells had been cultured for 2, 
3, 4, and 5 days. The cells cultured for 3 days 
were the most sensitive to TGF-β1, and the level 
of a-SMA expression was increasd by 78.05%. 
The changes of HSC morphology and a-SMA 
expression were not significant in the cells cul-
tured for 6 and 7 days. TβR-Ⅱ expression was 
significantly higher in HSCs cultured for 7 days 
than that in ones cultured for 3 days (3.30 ± 0.83 
vs 1.55 ± 0.38, P < 0.05).

CONCLUSION: The activation of partially-
activated HSCs can be promoted by exogenous 
TGF-β1, while the fully-activated HSCs lose this 
response. The amount of TβR-Ⅱ expression is 
not involved in this difference.

Key Words: Transforming growth factor-β1; Liver fi-
brosis; Hepatic stellate cell; a-smooth muscle actin
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of exogenous transforming growth factor-β1 on the 
activation of primarily cultured rat hepatic stellate cells. 
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摘要
目的: 探讨大鼠原代肝星状细胞(HSC)体外
培养过程中, 不同时期外源性转化生长因子
β1(TGF-β1)对其活化的影响及相关因素的变化. 

方法: 分离大鼠原代HSC, 于无包被的塑料培
养板上分别培养2, 3, 4, 5, 6, 7 d时予TGF-β1 
5 mg/L处理24 h, 倒置显微镜下观察细胞的形
态变化, 应用Western blot法检测处理前后细
胞a-肌动蛋白(a-SMA)的变化, 及活化过程中
TGF-β1Ⅱ型受体(TβR-Ⅱ)的表达. 

结果: HSC在体外培养过程中, 不同培养时间
对TGF-β1的刺激活化作用反应不同. TGF-β1

处理后, 对培养2, 3, 4, 5 d HSC的活化有促进
作用, 以对培养第3天的细胞作用最明显, 其
a-SMA表达增加78.05%, 而培养6, 7 d的HSC

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝纤维化是指肝
脏 细 胞 外 基 质
(ECM)特别是胶
原的过度沉积, 是
继发于肝脏炎症
或损伤后组织修
复的代偿反应. 肝
星状细胞(HSC)的
激活是肝纤维化
形成的中心环节, 
细胞因子与激活
过程关系密切, 其
中TGF-β1起关键
作用.



的形态和a-SMA变化不明显. 培养第7天的
H S C比培养第3天的细胞T β R-Ⅱ表达增高
(3.30±0.83 vs  1.55±0.38, P <0.05).

结论: TGF-β1对处部分活化状态中某阶段细
胞的活化具有促进作用. 完全活化的细胞对
TGF-β1的刺激活化作用不敏感, 原因与TβR-
Ⅱ的表达量无关.

关键词: 转化生长因子β1; 肝纤维化; 肝星状细胞; a
肌动蛋白 
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0  引言

肝纤维化是指肝脏细胞外基质(ECM)特别是胶

原的过度沉积, 是继发于肝脏炎症或损伤后组

织修复的代偿反应[1]. 肝星状细胞(HSC)的激活

是肝纤维化形成的中心环节[2-4], 细胞因子与激

活过程关系密切[5], 其中TGF-β1起关键作用[3,6]. 
但HSC从静止状态转化为活化状态的动态变化

过程中, 细胞对外源性TGF-β1的刺激反应如何, 
鲜见系统报道. 本文拟分离大鼠HSC, 观察在原

代培养的不同时期外源性TGF-β1刺激对细胞的

形态、a-SMA表达的影响, 及HSC活化过程中

TβR-Ⅱ的变化, 以探讨原代HSC体外培养活化

过程中对TGF-β1刺激的反应及相关因素的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂S p r a g u e-D a w l e y大鼠 ,  体质量

450-500 g, 中国科学院上海实验动物中心提供, 
普通饲料喂养, 自由进食; Ⅳ型胶原酶(209 kU/g)
购自Invitrogen公司; Nycodenz购自Sigma公司; 
PronaseE(4000 nU/g)购自Merck公司; DNA酶

Ⅰ(DnaseⅠ, 106 kU/g)购自北京华美生物公司; 
DMEM培养基干粉购自Gibco公司; 胎牛血清购

自奥地利PAA公司; 鼠抗人结蛋白(desmin) mAb
购自DAKO公司; 免疫细胞化学SP染色试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 人重组

TGF-β1购自R&D公司; 小鼠抗大鼠a-肌动蛋白

(a-SMA) mAb购自Sigma公司; 兔抗大鼠TβR-
Ⅱ多克隆抗体及兔抗β-tubulin多克隆抗体购自

Santa Cruz公司; 二抗均购自北京中杉金桥生物

技术有限公司.
1.2 方法 大鼠HSC的分离方法参考文献[7]. 细胞
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分离后, 应用台盼蓝染色排斥法鉴定细胞活率, 
desm in免疫细胞化学染色法鉴定HSC纯度. 以
200 mL/L胎牛血清/DMEM培养液调整细胞浓度

为2×108/L, 接种于无包被的6孔塑料培养板上. 
实验所用细胞来自同一大鼠, 每项实验重复5次. 
细胞分6组, 每组再分别设立干预组和对照组. 6
组干预组细胞分别相对应于培养2, 3, 4, 5, 6, 7 d
后加用TGF-β1处理.

TGF-β1用含1 g/L牛血清白蛋白的4 mmol/L
的HCl溶液激活. TGF-β1加用前24 h, 细胞用无

血清的DMEM溶液洗涤2次后, 改用20 mL/L的
胎牛血清/DMEM培养液继续培养, 继而按预定

时间换用含5 μg/L TGF-β1的 20 mL/L胎牛血清

/DMEM培养液培养、处理24 h后进行下游实验.
1.2.1 应用相差倒置显微镜观察细胞的形态变化  
细胞分离后, 每隔24 h观察其形态变化, 同时进

行干预组和对照组之间的比较.
1.2.2 Western blot法分析细胞a-SMA, TβR-Ⅱ
及β-tubulin的表达 按预定时间, 用预冷的PBS
洗涤细胞2次, 直接加用适当量的细胞裂解液

(50 mmol/L的Tris-HCl, pH值6.8, 100 mmol/L
二硫苏糖醇, 20 g/L十二烷基硫酸纳, 100 mL/L
甘油), 所得溶液在沸水中煮10 m in, 而后离心

(15 000 g )10 min, 取上清即为细胞总蛋白溶液. 
同时测定蛋白浓度. 取含8 mg总蛋白的细胞裂

解液进行100 g/L SDS-PAGE电泳, 经硝酸纤维

素膜转移, 用含50 g/L脱脂奶粉的TBS-T溶液

(TBS+1 mL/L Tween-20)封闭后, 分别与a-SMA 
mAb(1∶400)、TβR-Ⅱ多克隆抗体(1∶200)、
β-tubulin多克隆抗体(1∶300)室温下孵育2 h, 洗
涤后再分别与山羊抗小鼠二抗(1∶2500)和山羊

抗兔二抗(1∶3000)作用, 经ECL底物化学发光

显影, 测量胶片中条带灰度值.
统计学处理 采用SPSS11.0统计分析软件进

行成组t检验或单因素方差分析. 当P <0.05时, 认
为差异有统计学意义.

2  结果

成功分离大鼠HSC, 细胞活力大于90%, 细胞纯

度达90%-95%.
2.1 体外培养过程中HSC表型改变及TGF-β1对

其的影响 初分离的HSC呈折光性很强的圆球形, 
约为肝细胞的1/3到1/4, 24 h后细胞基本贴壁, 胞
质内含有大量高折光性的颗粒. 此后细胞逐渐

伸展, 第3天时细胞体较大, 胞质内仍含有较多

高折光性的颗粒, 伸出较多伪足, 处部分活化状

www.wjgnet.com
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TGF-β1或其通路
蛋白的研究.
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态. 第5-6天, 胞质内颗粒逐渐减少, 细胞继续伸

展, 开始融合成小片状. 第7天时, 折光性的颗粒

明显减少, 绝大多数的细胞呈星形、梭形, 融合

成片, 呈完全活化状态. 加入TGF-β1后, 与对照

组相比, 明显促进培养第2-5天的细胞活化, 以培

养第3天的最显著, 细胞更为伸展, 折光性颗粒

减少(图1).
2.2 TGF-β1对HSC a-SMA表达的影响 随细胞

培养时间的延长, HSC的a-SMA表达逐渐升高. 
与对照组相比, TGF-β1促进体外培养2-5 d HSC
的a-SMA合成, 以第3天最为显著, 干预组的表

达量是对照组的1.7805倍. 培养6, 7 d的HSC, 对

照组和干预组a-SMA表达无明显差异. 内参照

β-tubulin的表达基本一致(图2, 表1).
2.4 TβR-Ⅱ的变化及TGF-β1的影响 在培养过程

中, 第5, 6, 7, 8天HSC的TβR-Ⅱ表达比第3, 4天
高(F  = 14.02, P <0.05), 但第5, 6, 7, 8天间的表达

无明显差异(图3).

3  讨论

HSC的激活是肝纤维化形成的中心环节, 是指

肝脏损伤时, HSC受到各种致病因子的刺激, 从
静息状态转化为具有增生性、纤维原性和可收

图   1   体 外 培 养 过
程中HSC表型改变
及 T G F - β 1 的 影 响
(×100). A: 第3天对

照组; B :  第3天加

TGF-β1处理; C: 第5

天对照组; D: 第5天

加TGF-β 1处理; E: 

第7天对照组; F: 第7

天加TGF-β1处理.

A B

C D

FE

图  2  Western blot检测α-SMA和相应b-tubulin的表达. 
T2-T7: 培养第2-7天时加TGF-b1处理; C2-C7: 相应的对

照组.

C2    T2  C3   T3    C4   T4   C5   T5   C6   T6    C7   T7
a-SMA
42 kDa

b-tubulin
55 kDa

1          2          3         4         5          6

TβR-Ⅱ
70 kDa

β-tubulin
55 kDa

图  3  Western blot检测TβR-Ⅱ和相应β-tubulin的表达. 
1-6: 第3-8天的TβR-Ⅱ和相应β-tubulin的表达.

■应用要点
在目前的抗肝纤
维化实验中, 有不
少针对TGF-β1或
其通路蛋白的研
究, 本实验可为实
验药物干预时机
的选择提供参考.
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缩性的肌成纤维细胞[8]. 静止状态的HSC在无包

被的塑料培养皿上培养, 可自发激活, 7 d呈完

全活化状态, 与体内肝纤维化过程相似[2], 其中

α-SMA的表达为其激活的标志, 表达量的大小

可用来衡量HSC的激活程度[4]. TGF-b1在肝纤维

化的大鼠中表达明显增高[9], 他可激活HSC, 有
促进HSC合成、分泌细胞外基质, 减少细胞外基

质的降解, 抑制细胞增殖等作用, 以自分泌与旁

分泌两种方式促进HSC活化[10].
实验发现, 在HSC的活化过程中, 不同阶段

加入外源性TGF-b1刺激, 反应不同, 对处部分活

化状态中某阶段的细胞促活化作用较明显, 以
分离培养第3天的HSC a-SMA增殖最大, 而完

全活化的细胞其活化状态变化不明显, 同时测

得在体外培养中, 完全活化的HSC TbR-Ⅱ的表

达比部分活化的细胞(培养第3, 4天)升高. TbR-
Ⅱ是TGF-b1在HSC内信号传导过程的起始结合

物, 有研究表明[11], 刚分离的HSC TbR-Ⅱ的表

达很低, 而后渐升高, 这可能引起处静止及部分

活化状态的细胞在某阶段对TGF-b1的反应渐升

高. 但完全活化的细胞TbR-Ⅱ表达仍较高, 而对

TGF-b1的刺激活化作用反应却下降, 因此我们

考虑完全活化的HSC的反应能力下降与TbR-Ⅱ
的表达量无关, 其反应能力下降的可能原因如

下: (1)有研究发现[12], 应用125I标志TGF-b1受体, 
发现完全活化的HSC表面的TGF-b1Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ型

受体均明显下降, 认为可能与细胞的内摄作用

有关. (2)smads通路是TGF-b1刺激HSC后的主

要信号传导通路[13-14], 有学者认为完全活化的

HSC smads通路的活性明显下降, 他们分别提

取正常大鼠及用胆管结扎造模的肝硬化大鼠的

HSC, 发现smads蛋白的表达量无明显差异, 但应

用TGF-b1处理后, 造模组细胞smad2/3的磷酸化

不明显, 而正常组却显著升高[14]. 另有学者应用

TGF-b1体外刺激HSC后, 部分活化(培养第3天)
的HSC smad4与DNA中的CAGA盒的结合明显

增高, 但完全活化的HSC及其用TGF-b1刺激后, 
均未发现smad4与CAGA盒的结合. 而目前认为

smad2/3磷酸化后与smad4结合, 转位入核内, 与
CAGA盒的结合在TGF-b1的信号传导中起重要

作用[12]. (3)完全活化的HSC内源性的TGF-b1表

达较高, 可能致细胞表面与外源性TGF-b1的结

合位点减少. 以上几点可能引起完全活化的HSC
对外界刺激的生物学应答能力下降. 但TGF-b1

亦可通过MAPK等通路影响胶原的表达[15], 且各

种细胞信号转导途径并非各自独立、互不相干, 
而是纵横交错、相互影响, 构成一个复杂的细

胞信号通路网络[16], 因此在活化过程中, 是否有

其他通路蛋白的表达量、活性或受体空间结构

的变化和通路间的相互作用, 及不依赖于受体

的调节机制, 有待进一步的研究.
目前, 在肝纤维化治疗实验中, 有不少针对

抗TGF-b1或其通路蛋白的研究. 有发现, 在肝纤

维化的大鼠模型中, 抑制TGF-b1的合成和通路

传导可明显改善肝纤维化[17], 另外阻断TGF-b1

的受体对肝纤维化也有逆转作用 [18].  但由于

TGF-b1在体内的作用广泛, 包括有促进HSC活

化、抑制HSC的增殖等, 对肝纤维化的进程作用

不一致, 且HSC活化过程中不同阶段对TGF-b1

刺激的应答有差异, 及活化过程和细胞外基质

合成的机制亦可能有不同[19], 因此在适当的时

候减少或扩大TGF-b1的作用显得尤为重要, 本
实验可为实验药物干预时机的选择提供参考. 
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报
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Abstract
AIM: To study the changes of the contractile 
responses and potassium ion channel activity 
in sphincter of Oddi (SO) from rabbits with 
hypercholesterolemia (HC), and elucidate the 
underlying mechanisms responsible for these 
changes.

METHODS: A total of 24 New Zealand female 
rabbits were divided randomly into control 
group (n = 12) and HC group (n = 12). SO mus-
cle rings were dissociated from the rabbits in 
both groups in vitro. The contractile responses 
of SO to potassium chloride (KCl) was observed 
firstly. Then the contractile responses evoked by 

tetraethylammonium (TEA) and 4-aminopyri-
dine (4-AP) were measured. Western blot was 
employed to examine the expression of potas-
sium ion channels in tissues of HC and control 
group.

RESULTS: The contractile forces (induced by 
60 mmol/L KCl) of SO tissues from HC and 
control group were 1.23 ± 0.08 and 1.52 ± 0.11 
g, respectively. HC group showed a markedly 
increased contractile response (t = 5.89, P < 
0.05). Compared with that in control group, the 
ratio of contractile responses induced by TEA 
(3-8 mmol/L) or 4-AP (8-18 mmol/L) to those 
induced by 60 mmol/L KCl was decreased sig-
nificantly in HC group (t = 2.72, P < 0.05; t = 4.71, 
P < 0.05). Western blot indicated that the protein 
expression of potassium ion channels of SO tis-
sue was significantly reduced in HC group in 
comparison with that in control group (0.36 ± 0.06 
vs 0.84 ± 0.03, t = 3.18, P < 0.05).

CONCLUSION: The contractile response of SO 
to KCl increases while the activities of BKCa and 
KV in SO cells decrease in HC rabbits, which 
might be one of the reasons why SO dysfunction 
is caused in the condition of HC.

Key Words: Hypercholesterolemia; Sphincter of 
Oddi; Contractile response; Potassium ion channel

Zhang XY, Ma J, Du P, Ma KJ, Wang YR, Wei JG. Changes 
in potassium ion channel activity of the Oddi’s sphincter 
smooth muscle cells from hypercholesterolemic rabbits. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(3):216-220

摘要
目的: 研究高胆固醇血症(hypercholesterolemia, 
HC)兔胆管Oddi括约肌(SO)收缩反应及钾离
子通道活性的变化情况, 并探讨其机制. 

方法: 将24只新西兰雌兔随机分成两组, HC
模型组和对照组各12只, 分别取两组SO组织
制备成离体肌环, 观察SO肌环对KCl及钾离
子通道阻断剂盐酸四乙铵(TEA)和4-氨基吡啶 
(4-AP)的收缩反应, 并采用Western blot技术, 

®

■背景资料
高胆固醇饮食已
成为危害人类健
康的十大危险因
素 之 一 .  临 床 资
料 和 研 究 表 明 , 
胆固醇代谢紊乱
是导致胆管Oddi
括约肌功能紊乱
(SOD)的原因之
一 .  近 年 来 有 很
多相关研究结果
表明高胆固醇可
引起SO痉挛 ,  进
而引起胆囊淤胆, 
结 石 形 成 ,  同 时
在高胆固醇SOD
兔模型中SO细胞
中Ca2+浓度升高 , 
Ca 2+跨膜转运速
度降低. 其原因尚
不明确.
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 检测两组兔SO组织中钾离子通道的表达情况. 

结果: 60 mmol/L KCl所诱发的HC组和对照组
SO肌环的收缩力分别为1.23±0.08 g和1.52±
0.11 g, HC组的收缩反应明显高于对照组(t  = 
5.89, P <0.05). 以1 mmol/L为浓度梯度累积加
入TEA, 从3 mmol/L至8 mmol/L, HC组SO肌
环对TEA的相对收缩反应在各个浓度点均明
显低于对照组(t  = 2.72, P <0.05). 以2 mmol/L
为浓度梯度累积加入4-AP, 从8至18 mmol/L, 
HC组SO肌环对4-AP的相对收缩反应在各个
浓度点均较对照组显著降低(t  = 4.71, P <0.05). 
蛋白免疫印迹半定量分析显示HC组SO组织
BKCa通道相对光密度为0.36±0.06, 对照组为
0.84±0.03, HC组BKCa通道蛋白表达量明显降
低(t  = 3.18, P <0.05).

结论: HC兔SO肌环的收缩反应增强, SO细胞
BKCa及KV通道活性降低, BKCa通道蛋白表达
量降低, 这可能是导致HC兔发生SO功能紊乱
的原因之一.

关键词: 高胆固醇血症; Oddi括约肌; 收缩反应; 钾

离子通道 
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0  引言

Oddi括约肌包绕于胰胆管汇合进入十二指肠处, 
是独立于十二指肠壁平滑肌、具有精细分工的

肌性结构, 在神经与激素的共同作用下, 产生协

调的舒缩运动, 对调节胆囊充盈、控制胆汁排

出及维持胆道系统正常压力具有重要作用. 已
经证实胆囊切除术后可诱发Oddi括约肌功能紊

乱(sphincter of Oddi dysfunction, SOD), 进一步

研究发现, 胆囊切除术前可能已经存在sphincter 
of Oddi(SO)肌动力异常[1]. SOD是胆道疾病、

胰腺疾病及胃肠道疾病发生的重要诱因 [2-4]之

一. Wei et al [5]研究发现, 高胆固醇血症(HC)可导

致兔SOD, 但发生机制尚不清楚[6]. 本研究通过

喂饲胆固醇(Ch)制作高胆固醇血症兔模型, 用
灌流法在离体条件下研究了HC对SO肌环张力

的影响, 并利用通道阻断剂研究了高胆固醇血

症兔SO细胞钾离子通道的活性的变化, 并采用

Western blot技术检测两组兔SO组织钾离子通道

的表达情况的差异, 对其机制进行了初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 NaCl, KCl, NaHCO3, MgCl2, NaH2PO4, 
葡萄糖, 二甲基亚砜(DMSO)购自西安化学试剂

厂; 盐酸四乙铵(tetraethylammonium, TEA), 4-氨
基吡啶(4-aminopyridine, 4-AP), BSA, DAB购自

美国Sigma公司; Ch分析纯购自上海化学试剂公

司; 张力换能器JZ-BK型购自中国贝科公司; 台
式自动平衡记录仪XWTD464型购自上海大华

仪表厂; 电子天平ACA-100型购自美国Denver公
司; 解剖显微镜PM-6型购自日本Olympus公司. 
新西兰♀兔24只(第四军医大学实验动物中心提

供), 2-3 mo, 体质量1.8-2.2 kg, 随机分为2组, 每
组12只. 对照组(Con)饲以标准饲料, 实验组(HC)
饲以标准饲料+Ch, 每日1 g, 每周6 d, 停喂1 d, 共
8 wk. 高Ch血症模型判定标准: 兔血清总Ch浓度

<3.0 mmol/L为正常, >10 mmol/L为达到高Ch血
症标准. 实验开始前将血清总Ch>3.0 mmol/L兔
剔除.
1.2 方法 

1.2.1 SO肌环的制备 经耳缘静脉注入约10 mL空
气处死兔, 迅速分离SO段, 置于氧合Krebs液中, 
在解剖显微镜下小心去除SO周围脂肪与结缔组

织, 取其近心段并修剪成横径为4 mm的肌环. 肌
环一端藉不锈钢丝挂钩固定于肌槽底部的挂钩

上, 另一端通过挂钩与肌肉张力换能器(JZ-BK
型, 中国贝科公司)相连. 肌槽内盛37℃ Krebs
液, 并持续充以50 mL/L CO2+950 mL/L O2混合

气. Krebs液组成(mmol/L): NaCl 115.0, KCl 5.9, 
NaHCO3 22.8, MgCl2 1.2, NaH2PO4 1.2, CaCl2 2.5, 
葡萄糖10.0, pH = 7.4.
1.2.2 SO最适静息张力的调节 将肌环置于Krebs
液中温育, 首先给予0.6 g初始前负荷, 在平衡的

过程中, 通过旋钮不断调节张力, 使其稳定在初

始前负荷水平, 每隔20 min换一次Krebs液. 平衡

60 min后以60 mmol/L KCl为激动剂, 以0.2 g为
步幅逐步提高前负荷值至其产生最大收缩反应, 
此时的静息张力即为最适静息张力, 随后实验

均在各肌环最适静息张力下进行. 
1.2.3 SO细胞钾离子通道功能的测定 首先测试

肌环对60 mmol/L KCl的最大收缩反应. 达到最

大收缩后洗脱肌环, 再向浴槽内累积加入不同

浓度(0.1-10 mmol/L)的氯化四乙铵(TEA), 记录

每个累积浓度下肌环收缩产生的最大张力. 再
次洗脱后, 按照同样方法测试肌环对不同累积

浓度(0.5-20 mmol/L)4-氨基吡啶(4-AP)的收缩反

应. 我们以肌环对不同累积浓度的4-AP或TEA

■应用要点
钾离子通道活性
的变化将导致细
胞膜电位的改变, 
因此改变高胆固
醇血症条件下SO
细胞膜的异常极
化 状 态 ,  有 望 为
SOD的治疗提供
新思路.
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的收缩反应与同一肌环对60 mmol/L KCl的收缩

反应性的比值作为反映SO钾离子通道功能的指

标[7]. 由所得数据绘制累积浓度-效应曲线. 
1.2.4 蛋白免疫印迹分析 以β-actin水平作为等量

蛋白上样对照, HC组及对照组SO组织以三去污

裂解液提取组织细胞总蛋白, Bradford法进行蛋

白定量. 每孔加样120 g/L SDS-PAGE凝胶电泳

分离, 将蛋白质电转移至硝酸纤维膜(NC膜), 以
50 g/L的BSA室温封闭过夜后, 用小鼠抗兔BKCa 
pAb[8]孵育膜3 h, TBST洗膜3×10 min, 再以1∶
1000稀释的HRP标记羊抗小鼠IgG室温孵育3 h, 
TBST洗膜3次, 用DAB显色液显色5-10 min, 观
察结果.

统 计 学 处 理  检测结果均采用统计软件

S P S S12.0进行数据的统计学分析. 实验数据

以mean±SD表示, 两组间数据比较采用t检验, 
P <0.05为差异显著.

2  结果

实验时HC组和对照组SO肌环湿质量分别为2.31
±0.09 mg与2.28±0.06 mg, 两组间无明显差异

(n  = 12). 
2 .1  S O肌环对60 m m o l/L K C l的收缩反应 
60 mmol/L KCl诱发的两组收缩反应曲线(图1). 
对照组SO肌环的平均收缩力为1.23±0.08 g, HC
组为1.52±0.11 g, 所诱发的收缩力HC组较对照

组显著提高(t = 5.89, P <0.05). 
2.2 两组SO肌环对钾离子通道阻断剂TEA的收

缩反应性变化 当两组SO肌环加入TEA时, 其
引发的收缩力在两组间无明显差别 .  但经与

60 mmol/L KCl的收缩反应的比值做归一化处

理后, HC组SO肌环对TEA的相对收缩反应较对

照组发生了明显的变化. 在3 mmol/L时为65.2%

±8.1%, 较对照组下调13.9%; 在4 mmol/L时为

77.1%±6.2%, 较对照组下调16.7%; 在5 mmol/L
时为84.4%±10.0%, 较对照组下调19.2%; 在
6 mmol/L时为90.9%±12.6%, 较对照组下调

16.6%; 在7 mmol/L时为94.3%±11.3%, 较对照

组下调18.8%; 在8 mmol/L时为96.0%±9.7%, 较
对照组下调14.5%. 可见HC组SO肌环对TEA的

相对收缩反应在上述各个浓度点均较对照组明

显降低(t = 2.72, P <0.05, 图2).
2.3 两组SO肌环对钾离子通道阻断剂4-AP的

收缩反应性变化 SO肌环在4-AP作用下产生的

张力在两组间未见显著差异. 但通过两组张力

与60 mmol/L KCl引发的收缩反应的比值做归

一化处理后, HC组对4-AP的相对收缩反应在

8 mmol/L时为17.3%±2.1%, 较对照降低6.8%; 
在10 mmol/L时为27.3%±3.2%, 较对照降低

18.2%; 在12 mmol/L时为45.9%±2.6%, 较对照

降低22.1%; 在14 mmol/L时为62.5%±7.8%, 较
对照降低20.8%; 在16 mmol/L时为75.1%±8.7%, 
较对照降低18.5%. 在18 mmol/L时为82.0%±

图  1  对照组和HC组兔SO肌环对60 mmol/L KCl的收缩反应. A: 诱发对照组收缩曲线; B: 诱发HC组收缩曲线.
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图  2  两组SO肌环对TEA的相对收缩反应. aP<0.05 vs  对照组.
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■同行评价
本文通过制作HC
兔模型 ,  制备SO
肌环, 在离体条件
下发现高胆固醇
血症兔SO肌环对
K C l 的 兴 奋 性 增
加, BKCa和KV通道
的活性降低, BKCa

通道蛋白表达量
降低, 从而证实了
H C 兔 S O 处 于 高
张力状态的现象, 
并推测SOD的发
生可能与高胆固
醇血症条件下SO
细胞BKCa和KV通
道活性降低关系
密切. 文章有较好
的科学性、创新
性和可读性, 有一
定学术意义.
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10.6%, 较对照降低13.3%. 可见HC组肌环对

4-AP的相对收缩反应在上述各个浓度点均较对

照组显著降低(t = 4.71, P <0.05, 图3). 
2.4 蛋白免疫印迹分析 采用Western blot方法观

察两组SO组织BKCa通道的表达情况, 结果显示

HC组BKCa通道表达量明显降低(图4). 半定量分

析显示对照组相对光密度为0.84±0.03, HC组

为0.36±0.06, 两组间存在统计学差异(t = 3.18, 
P <0.05). 

3  讨论

在SO平滑肌细胞膜上至少有4种钾离子通道, 其
中电压依赖型钾离子通道(KV)和钙依赖型钾离

子通道(BKCa)在数量上占有绝对优势, 在决定细

胞极化状态、调节细胞膜静息电位以及调节平

滑肌张力等方面起着重要作用[9]. TEA和4-AP分
别是BKCa和KV通道的特异性阻断剂[10]. 如果SO
平滑肌细胞钾通道功能增强, 那么同样浓度的

钾通道阻断剂对该通道的阻断作用就越强, 在
收缩装置等其他因素近似相同的条件下就能引

起该动脉更强的收缩反应. 相反, 如果钾通道活

性降低, 同样浓度的钾通道阻断剂对该通道的

阻断作用就越弱, 诱发的收缩反应就会减小. 因
此本实验分别采用这两种阻断剂观察HC兔SO
平滑肌细胞BKCa和KV功能的变化. 本实验采用

TEA及4-AP激发的收缩反应与KCl激发的收缩

反应的比值作为指标, 可排除SO平滑肌细胞数

量及单个SMC内收缩蛋白数量等其他因素的影

响. 因此该比值反映了高胆固醇血症兔SO细胞 
BKCa及KV活性的变化[7]. 

B K C a通道的主要生理作用是调节平滑肌

细胞膜电位和肌张力, 即当细胞膜去极化时, 细
胞外Ca2+内流增加, 当细胞[Ca2+]i到达一定阈值

时激活BK Ca, 引起K+外流增加, 进而降低膜去

极化程度, 平滑肌收缩作用减弱. 早在1989年, 
Wilde et al [11]在研究平滑肌细胞BKCa功能时就

发现BKCa能直接对抗[Ca2+]i升高所致的膜去极

化程度, 提示此通道在调控细胞膜电位及肌张

力过程中对质膜的极化状态起着负反馈调节作

用. 本组实验发现HC组SO肌环对TEA的相对收

缩反应在各个浓度点均较对照组明显降低, 说
明在HC条件下, 兔SO平滑肌细胞BKCa的活性降

低. 本文的收缩反应试验结果证实HC组肌环对

高浓度K+的收缩反应较对照组明显提高, 这一

现象可能是由于HC组SO肌环细胞BKCa通道对

[Ca2+]i的敏感性降低所致[12]. 本实验中半定量蛋

白免疫印迹分析显示HC组BKCa通道蛋白表达下

调. 我们认为, 由于高胆固醇导致BKCa蛋白表达

量的下降导致了通道门控特点的变化[13], 包括

细胞内[Ca2+]i敏感性下降的异常变化. 当细胞内

[Ca2+]i上升时通道不能及时开放; 或者伴有开放

频率的减少、对膜电位不敏感等, 致使细胞膜

超极化障碍, 电压依赖性钙通道关闭不全或者

不能关闭, 最后致使高胆固醇血症兔SOD模型

SO细胞BKCa通道对[Ca2+]i的负反馈调节作用减

弱, [Ca2+]i过载, 从而削弱了BKCa通道介导的SO
细胞扩张的作用. 

KV的重要生理功能之一就是通过细胞膜去

极化提高细胞的兴奋性, 以及通过膜超极化降

低细胞的兴奋性; 同时参与SMC静息电位的形

成及血管平滑肌紧张度的调节. 也就是说, KV功

能降低可引起细胞去极化, 导致细胞的兴奋性

提高. Fike et al [14]观察到在高血压时, 兔肺动脉

SMC的KV通道的活性下降, 通道电流减小, 收缩

反应提高, 血管紧张度增加. 由于HC条件下平滑

肌张力的变化与高血压时类似, 故我们推测HC
导致SO细胞膜K V的功能变化可能也与高血压

时类似. 本组实验发现, HC组SO肌环对4-AP的
相对收缩反应在各浓度点均较对照组显著降低, 
说明HC可致兔SO细胞KV通道活性降低. 由于KV

通道功能降低, 使SMC处于更易去极化状态, 引

图  3  两组SO肌环对4-AP的相对收缩反应. aP <0.05 vs  对

照组.
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起平滑肌收缩反应增强, SO应激性提高[15]. 
总之, 我们通过制作HC兔模型, 制备SO肌

环, 在离体条件下发现高胆固醇血症兔SO肌环

对KCl的兴奋性增加, BKCa和KV通道的活性降低, 
BKCa通道蛋白表达量降低, 从而从钾离子通道

功能变化的角度进一步证实了Wei et al [5]观察到

的HC兔SO处于高张力状态的现象, 并推测SOD
的发生可能与高胆固醇血症条件下SO细胞BKCa

和KV通道活性降低关系密切. 
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Abstract
AIM: To observe the e f fec t s o f 5 -aza -2 ’
-deoxycitydine (5-Aza-CdR) on the proliferation 
of human gastric cancer cell lines SGC7901 
and BGC823 as well as the methylation and 
epression of Apaf-1 gene.

METHODS: Human gastric cancer cell lines 
SGC7901 and BGC823 were cu l tured in 
RPMI1640 and then treated with different con-
centrations of 5-Aza-CdR (1 × 10-7, 5 × 10-7, 1 × 
10-6 and 5 × 10-6 mol/L). The proliferation of the 
cells was detected by MTT assay and flow cy-
tometry (FCM). The methylation of Apaf-1 gene 
in the two kinds of cell lines was detected by 
methylation-specific-polymerase chain reaction 
(MSP), and the expression of Apaf-1 was de-
tected by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Westen blot analysis.

RESULTS: 5-Aza-CdR displayed a growth in-
hibitory effect on SGC7901 and BGC823 cells in 

a dose- and time-dependent manner after expo-
sure to 5-Aza-CdR at different concentrations 
(1 × 10-7, 5 × 10-7, 1 × 10-6, 5 × 10-6 mol/L) for 24, 
48 and 72 hours. FCM analysis showed that the 
apoptosis rates in SGC7901 cells (2.53% ± 1.19%, 
5.93% ± 0.86%, 10.14% ± 1.51%) and BGC823 
cells (1.57% ± 0.26%, 4.64% ± 1.05%, 8.21% ± 
1.46%) were increased significantly after expo-
sure to 5-Aza-CdR (5 × 10-7, 1 × 10-6, 5 × 10-6 mol/
L) for 72 hours as compared with 0.12% ± 0.03% 
and 0.57% ± 0.03% in the control cells (P < 0.05). 
The methylation and loss of Apaf-1 mRNA and 
protein expression were detected in SGC7901 
and BGC823 cells before 5-Aza-CdR treatment. 
However, the methylation was reversed and 
Apaf-1 was re-expressed after 5-Aza-CdR treat-
ment.

CONCLUSION: 5-Aza-CdR can inhibit the pro-
liferation of SGC7901 and BGC823 cells through 
blocking cell cycles and inducing cell apopto-
sis, during which the reversion of Apaf-1 gene 
methylation plays an important role.

Key Words: 5-aza-2'-deoxycytidine; Apaf-1 gene; 
Gastric cancer; Methylation; Cell apoptosis; Cell 
proliferation

Wang HL, Wang XQ, Li Y, Sun J. Effects of 5-aza-2’-
deoxycitydine on proliferation of human gastric cancer 
cell lines and abnormal methylation of Apaf-1 gene. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(3):221-227

摘要
目的: 观察5-氮杂-2 ' -脱氧胞苷(5-a z a-2 ' -
deoxycitydine, 5-Aza-CdR)对体外培养的胃癌
SGC7901细胞和BGC823细胞增生、细胞周期
和凋亡的影响及其对此两株细胞中Apaf-1基
因的甲基化状态的影响. 

方法: 不同浓度5-Aza-CdR处理体外培养的
SGC7901细胞和BGC823细胞后, 用MTT法检
测处理24, 48和72 h的细胞增殖活性; PI染色
和流式细胞仪检测药物处理后72 h细胞周期
分布和细胞凋亡率; MSP法检测用药前后细

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是我国主要
恶性肿瘤之一, 其
发病机制并不完
全清楚, 而基因的
表观遗传学的改
变是近年来研究
的热点; Apaf-1基
因是重要的抑癌
基因, 是凋亡的核
心, 但关于该基因
与胃癌的关系的
研究并未见报道. 



胞中Apaf-1基因的甲基化状态; RT-PCR法及 
Western blot法检测用药前后细胞中Apaf-1的
mRNA及蛋白表达的变化. 

结果: 1×10-7, 5×10-7, 1×10-6和5×10-6 mol/L 
5-Aza-CdR处理SGC7901和BGC823细胞24, 
48, 72 h后, 细胞增生受到抑制, 有时间和剂
量的依赖性. 流式细胞仪分析表明, 各药物
浓度处理72 h后凋亡率增加明显: SGC7901
细胞5×10-7, 1×10-6和5×10-6 mol/L组分别
为2.53%±1.19%, 5.93%±0.86%, 10.14%±

1.51%, 与对照组(0.12%±0.03%)相比差异显
著(P <0.05); BGC823细胞5×10-7, 1×10-6和5
×10-6 mol/L组分别为1.57%±0.26%, 4.64%
±1.05%, 8.21%±1.46%, 与对照组(0.57%±

0.03%)相比差异显著(P <0.05). 在5-Aza-CdR
处理前未检测到SGC7901细胞系及BGC823
细胞系的Apaf-1基因的mRNA及蛋白表达, 经
过5-Aza-CdR处理后, Apaf-1基因在SGC7901
细胞系及BGC823细胞系中甲基化状态得到
了逆转, Apaf-1基因的mRNA及蛋白重新表达.

结论: 5-Aza-CdR对SGC7901细胞和BGC823
细胞具有增生抑制作用; Apaf-1基因的表达情
况与其甲基化状态的改变有关.

关键词: 5-Aza-CdR; Apaf-1基因; 胃癌; 甲基化; 

细胞凋亡; 细胞增殖 
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0  引言

胃癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤, 国
内外大量的资料显示[1-7], 胃癌的发生与其他恶

性肿瘤一样是多基因、多阶段变异累积形成的

病理过程, 这些基因主要是促进肿瘤发生的癌

基因和抑制肿瘤发生的抑癌基因, 以及维持基

因组稳定的DNA错配修复基因等. 抑癌基因功

能的丢失可通过多种途径, 除基因突变和杂合

性丢失以外还与其启动子发生甲基化修饰有

关[8-11]. Apaf-1是已经确认的抑癌基因[12-14], 在细

胞凋亡过程中起着重要作用, 我们通过此基因

在SGC7901细胞系及BGC823细胞系中的甲基

化的状态以及在改变他们甲基化状态后的表达

的改变及与SGC7901细胞生长状态的关系, 进一

步探讨该抑癌基因的表达与其甲基化状态的相

关性. 
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1  材料和方法

1.1 材料 SGC7901细胞系、BGC823细胞系购自

中国医科大学细胞生物教研室, 5-氮杂-2'-脱氧

胞苷(5-aza-2'-deoxycitydine, 5-Aza-CdR)、碘化

丙啶(PI)为Sigma产品, 总RNA抽提试剂TRIzol
购自Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自TaKaRa
公司, RPMI1640培养基为Hyclone产品, Apaf-1
绵羊抗人Ab(Santa Cruz产品), Taq酶及dNTP
均为TaKaRa公司产品, Wizard DNA Clean-up 
(Promega公司).
1.2 方法 SGC7901胃癌细胞株在含100 mL/L新
生牛血清的RPMI1640中, 37℃, 50 mL/L CO2条

件下培养. 在细胞传代24 h后, 将5-Aza-CdR按1
×10-7, 5×10-7, 1×10-6和5×10-6 mol/L的浓度配

制的培养液分别加入培养瓶中, 待24, 48和72 h
后分别回收细胞, 进行实验. 
1.2.1 四唑盐(MTT)比色法测定5-Aza-CdR对

SGC7901和BGC823增殖活性的影响 取处理前

的对数生长期的细胞, 按每孔接种200 μL细胞

培养液(1×103个细胞/100 μL)接种于96孔板, 共
接种5板, 每组6孔, 接种24 h后去上清液, 加入含

5-Aza-CdR浓度分别为1×10-7, 5×10-7, 1×10-6, 
5×10-6 mo l/L的培养液继续放入CO2孵箱, 在
37℃, 50 mL/L CO2及饱和湿度下继续培养, 以后

在24, 48和72 h各时间点分别取一板, 每孔加入

MTT溶液(5 g/L) 20 μL, 继续培养4 h, 终止培养, 
去除孔内上清液, 每孔加入150 μL二甲基亚砜

(DMSO), 震荡10 min, 选择570 nm波长, 在酶标

仪上测定各孔光吸收值(A ), 其增殖能力大小以

平均吸光度(A )值分析. 以未加5-Aza-CdR干预

的细胞为对照组. 
1.2.2 流式细胞仪(FCM)检测细胞周期 在细胞传

代24 h后, 将5-Aza-CdR按1×10-7, 5×10-7, 1×
10-6和5×10-6 mol/L的浓度配制的培养液分别加

入培养瓶中, 对照组重新换普通培养液, 待72 h
后分别回收细胞, 以胰酶消化法收集并4℃离心

(1000 r/min, 5 min)细胞, PBS清洗3次, 700 mL/L
冰乙醇固定, 用RNaseA(终浓度为0.1 g/L)消化

30 min, 加入0.05 g/L碘化丙啶(PI) 250 μL, 室温

避光染色30 min后上机检测. 测定细胞周期及细

胞凋亡率, 每组实验重复5次. 
1.2.3 MSP方法检测胃癌细胞株中Apaf-1的甲

基化状态 应用饱和酚-氯仿抽提各组SGC7901
细胞及BGC823细胞基因组DNA, 取20 μg DNA
溶于45 μL去离子水中, 加入3 mol/L的NaOH 
5 μL 75℃ 15 min后, 立即放在冰上, 经新鲜配

www.wjgnet.com

■研发前沿
Apaf-1基因的失
活存在于许多肿
瘤中, 他的失活机
制包括缺失和启
动子甲基化等, 而
启动子甲基化的
研究属于表观遗
传学的范畴, 是近
年来研究的热点, 
5-Aza-CdR是去甲
基化药物, 已经用
于治疗白血病, 对
实体瘤的治疗也
有大量的研究, 但
其作用机制仍需
进一步探讨.
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制60 mmol/L的5 μL氢醌, 4.8 mol/L的亚硫酸

钠320 μL处理, 55℃水浴过夜, 用Wizard DNA 
Clean-up(Promega公司)纯化回收DNA用于甲

基化特异PCR分析. 甲基化特异PCR引物[12]设

计选择位于Apaf-1 cDNA启动子富含CpG(CpG
表示指C, G以磷酸基连接)的49-378位碱基区

域, 设计引物. 上游引物: 5'-GAGGTGTCGTAG
CGGTATTC-3'. 下游引物: 5'-CGAAAATTAAC
GAAATAAACGTC-3' PCR反应条件: 94℃变性

45 s, 61℃复性45 s, 72℃延伸60 s, 共38个循环, 
扩增长度为212 bp. 非甲基化引物上游5'-ATTT
GAGGTGTTGTAGTGGTATTTG-3'. 下游引物: 
5'-ACCTCCAAAAATTAACAAAATAAACAT-3'. 
循环条件: 94℃变性45 s, 60℃复性45 s, 72℃延

伸60 s, 共38个循环. 扩增长度为221 bp. 
1.2.4  半定量RT-P C R分析A p a f-1的表达  用
TRIzol试剂提取各组SGC7901细胞及BGC823
细胞总RNA. 用逆转录酶和Oliga(dT)20引物合成

cDNA. Apaf-1引物序列应用Primer3设计[12], 包
含CARD(caspase recruitment domain)功能域, 上

游引物: 5'-TTGCTGCCCTTCTCCATGAT-3'. 下
游引物: 5'-TCCCAACTGAAACCCAATGC-3', 
扩增长度为334 bp. 以b-actin为内参, 上游引物: 
5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'. 下游引

物: 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3', 
扩增长度为498 bp. 两对引物均加入25 μL反应

体系中, PCR反应条件为94℃变性45 s, 58℃复

性45 s, 72℃延伸60 s, 共35个循环. RT-PCR产物

经20 g/L琼脂糖胶分离, 用Alpha Image 2000自
动成像仪摄影, 用Fluorchem V 2.0 Stand Alone软
件分析RT-PCR产量. 
1.2.5 Western blot分析各组细胞Apaf-1蛋白表达

情况 提取总蛋白, 定量. 取100 mg总蛋白变性

10 min后, 以聚丙烯酰胺凝胶电泳, 蛋白电泳分

离后移至PVDF膜. 50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h, 
PVDF膜置于1∶250稀释的一抗(羊抗人, Apaf-1, 
Santa Cruz公司产品)稀释液中, 4℃过夜, 再置于

1∶4500稀释的二抗(抗羊, IgG-, 北京中杉金桥

生物公司产品)稀释液中, 37℃孵育1 h, 化学发

光, 显影, 定影.

■相关报道
Apaf-1是作用在
线 粒 体 介 导 的
凋 亡 途 径 中 的
凋亡因子 ,  L e o , 
Mustika et al 通过
研究认为该基因
被认作是凋亡的
核心, 是确切的抑
癌基因, 而许多报
道证实该基因在
多数肿瘤中的启
动子甲基化状态, 
是其表达失活的
主要原因. 

表  1  不同浓度和不同时间5-Aza-CdR对SGC7901和BGC823细胞增殖的影响(mean±SD)

     
5-Aza-CdR                           SGC7901细胞光吸收度(A )	                                     BGC823细胞光吸收度(A )

浓度(mol/L)            24 h                         48 h                        72 h                        24 h                         48 h                        72 h

对照组          0.338±0.064       0.417±0.036       0.533±0.073       0.332±0.027       0.453±0.049       0.651±0.059

1×10-7         0.305±0.052       0.353±0.045a      0.419±0.022a      0.296±0.042       0.400±0.032       0.538±0.068a

5×10-7         0.319±0.061       0.369±0.035a      0.420±0.031a      0.294±0.096       0.391±0.021a      0.526±0.113a

1×10-6         0.304±0.038       0.337±0.079a      0.413±0.029a      0.307±0.070       0.389±0.044a      0.509±0.055a

5×10-6         0.259±0.044a      0.309±0.061a      0.395±0.039a      0.276±0.039a      0.375±0.063a      0.469±0.059a

aP<0.05 vs 对照组.

表  2  SGC7901, BGC823细胞在经5-Aza-CdR作用72 h后的细胞周期的变化(mean±SD, %)

     
细胞                    5-Aza-CdR浓度(mol/L)                G0/G1期                       S期                        G2期                         凋亡率

SGC7901                    对照组                         57.17±2.22          37.27±2.40	 5.67±0.70            0.12±0.03

	                    1×10-7	                      57.53±1.72	    37.01±1.12	 5.46±0.70            0.14±0.02

	                    5×10-7	                      61.51±0.87a	    33.35±1.30	 5.13±0.49            2.53±1.19a

	                    1×10-6	                      65.91±1.90a	    29.09±1.35a	 5.00±0.70            5.93±0.86a

	                    5×10-6	                      73.45±2.36a	    21.78±2.07a	 4.17±0.91          10.14±1.51a

BGC823	                    对照组	                       56.83±1.38	    35.50±0.66	 7.67±0.90            0.57±0.03

	                    1×10-7	                      59.10±2.01	    34.23±2.36	 6.67±0.93            0.07±0.04

	                    5×10-7	                      62.17±2.10a	    32.23±1.86a	 5.60±0.80            1.57±0.26a

	                    1×10-6	                      65.40±0.98a	    28.87±0.65a	 5.73±1.01            4.64±1.05a

	                    5×10-6	                      73.53±1.63a	    21.77±2.25a	 4.70±0.62            8.21±1.46a

aP<0.05 vs 对照组.
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统计学处理 结果以均数±标准差(mean±
SD)表示, 所得数据用成组设计数据的t检验进行

分析.

2  结果

2.1 5-Aza-CdR对细胞增殖的影响 经1×10-7, 5×
10-7, 1×10-6和5×10-6 mol/L 4个浓度5-Aza-CdR
处理48 h后, SGC7901和BGC823两株细胞的生

长增殖活性均有明显抑制, 并且随浓度的增加

其抑制的量效关系显著(表1).
2.2 5-Aza-CdR对细胞周期的影响 流式细胞仪

分析显示, SGC7901, BGC823细胞经药物5-Aza-
CdR处理后1×10-7 mol/L浓度组的G0/G1的细胞

数量无明显的变化, 凋亡率略有增加, 而5×10-7, 
1×10-6, 5×10-6 mol/L组G0/G1的细胞数量逐渐

增加, S期细胞数下降, 凋亡率增加明显. 根据上

述结果, 考虑药物作用在G0/G1, 使细胞停滞在此

期, 凋亡细胞率升高(表2, 图1).
2.3 5-Aza-CdR对细胞中Apaf-1基因甲基化状态

的改变 Apaf-1基因在SGC7901细胞系及BGC823
细胞系中均为甲基化的纯合子, 而在经过5-Aza-
CdR处理后, 则出现了杂合状态, 即该基因甲基

化得到了逆转, 并且去甲基化的程度与时间及

用药剂量均有一定的依赖性(图2-6).

2.4 5-Aza-CdR对细胞中Apaf-1基因mRNA表

达的影响 5-Aza-CdR处理前SGC7901细胞系及

BGC823细胞系的Apaf-1基因的mRNA未检测到

表达, 在经5-Aza-CdR处理后, Apaf-1基因mRNA
重新表达, 5×10-7和1×10-6 mmol/L的5-Aza-
CdR处理组尤为明显, 并且在用药48, 72 h后, 该
基因表达明显上升的趋势(图7).
2.5 5-Aza-CdR对细胞中Apaf-1基因蛋白表达

的影响 5-Aza-CdR处理前后SGC7901细胞系

及BGC823细胞系的Apaf-1基因的蛋白表达与

mRNA的表达趋势一致, 在用药前无Apaf-1基因

图   1   S G C 7 9 0 1 , 
B G C 8 2 3 细 胞 在
经 5 - A z a - C d R 作
用 7 2  h 后 的 细 胞
周 期 及 凋 亡 的 变
化 .  A:  SGC7901

细胞, 0 mol/L组; 

B :  S G C 7 9 0 1 细

胞, 5×10-6 mol/L

组; C: BGC823细

胞, 0 mol/L组; D: 

BGC823细胞, 5×

10-6 mol/L组.
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■创新盘点
本实验在既往研
究的基础上首次
证实5-Aza-CdR 
对胃癌中高甲基
化的Apaf-1基因
有去甲基化的作
用并使该基因的 
mRNA的表达和
蛋白表达水平均
上调, 为胃癌去甲
基化治疗提供了
依据. 

M           1           2          3          4           5

250 bp

100 bp

图  2  SGC7901细胞在经5-Aza-CdR作用48 h后Apaf-1基因
甲基化状态的改变. 1-5: 对照组, 1×10-7, 5×10-7, 1×10-6, 

5×10-6 mol/L; Marker: DL2000; Apaf-1甲基化条带为212 bp.



www.wjgnet.com

王贺玲, 等. 5-Aza-CdR对胃癌细胞系生长及Apaf-1基因异常甲基化的影响                                                                    225

蛋白的表达, 用药后, 蛋白表达明显增高, 其灰

度值均上升30%以上, 而5×10-7和1×10-6 mmol/L
的5-Aza-CdR处理组尤为明显, 并且在用药48和

72 h后, 该基因表达明显上升(图8).

3  讨论

因甲基化导致转录灭活的基因对DNA甲基化抑

制剂非常敏感, 易重新活化[15-20]. 理论上, 细胞基

因如果仅出现高甲基化而无突变或缺失, 在去

甲基化后基因能重新表达. 甲基化抑制剂是胞

苷类似物5-Aza-CdR, 他的作用机制是能与DNA
甲基转移酶共价结合, 降低DNA甲基转移酶的

生物活性. 该药物目前已应用于白血病的治疗, 

M           1          2         3          4           5

250 bp

100 bp

图  3  SGC7901细胞在经5-Aza-CdR 48 h作用后Apaf-1基
因非甲基化状态的改变. 1-5: 对照组, 1×10-7, 5×10-7, 1

×10-6, 5×10-6, Marker: DL2000; Apaf-1非甲基化条带为

221  bp.

Marker  1      2      3      4      1      2      3      4

M                             U

250 bp

100 bp

图  4  SGC7901细胞在浓度为10-6 mol/L的5-Aza-CdR处理
前后Apaf-1基因甲基化状态. M: 甲基化条带212 bp; U: 非甲

基化条带221 bp; 1: 对照组; 2: 用药后24 h; 3: 48 h; 4: 72 h; 

Marker: DL2000.

Marker  1    2     3    4     5    1     2    3     4    5

 M                             U

250 bp

100 bp

图  5  BGC823细胞在经5-Aza-CdR作用48 h后Apaf-1基
因甲基化状态的改变. M: Apaf-1甲基化条带为212  bp; U: 

Apaf-1非甲基化条带为221 bp; 1-5: 对照组, 1×10-7, 5×

10-7, 1×10-6, 5×10-6 mol/L; Marker: DL2000.

Marker 1      2      3      4      1      2      3      4

M                             U

250 bp

100 bp

图  6  BGC823细胞在浓度为10-6 mol/L的5-Aza-CdR处理
前后Apaf-1基因甲基化状态. M: 甲基化条带212 bp; U: 非甲

基化条带221 bp; 1: 对照组; 2: 用药后24 h; 3: 48 h; 4: 72 h; 

Marker: DL2000.

■应用要点
本实验提示可用
去甲基化药物治
疗实体肿瘤, 提示
了5-Aza-CdR治疗
胃癌的一个分子
水平的药理作用, 
对胃癌去甲基化
治疗及今后研究
提供了一定的理
论依据.

图  7  5-Aza-CdR作用SGC7901, BGC823细胞前后Apaf-1 
mRNA和β-actin mRNA的表达. A: Apaf-1 mRNA 334 bp; B: 

β-actin mRNA 498 bp; 1-5: 对照组, 1×10-7, 5×10-7, 1×

10-6, 5×10-6 mol/L的5-Aza-CdR作用48 h; 6, 7: 浓度为1×

10-6的药物作用24, 72 h.

Marker 1   2  3   4   5    6   7   1   2   3   4    5   6   7

SGC7901细胞               BGC823细胞

250 bp

100 bp

A

Marker 1   2   3   4   5    6   7   1   2   3   4    5   6   7

SGC7901细胞               BGC823细胞

250 bp

100 bp

B
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并取得了一定疗效[21-22], 该药物对其他基因的

去甲基化作用亦有多篇报道[23-25]. 本研究证实, 
5-Aza-CdR对人胃癌细胞系SGC7901及BGC823
有显著的增殖抑制和诱导凋亡的作用并呈浓度

和时间依赖性. 随着5-Aza-CdR的浓度与作用时

间的增长, G0/G1期细胞逐渐增加, 出现G0/G1期

阻滞, 凋亡细胞显著增多. 
肿瘤细胞凋亡受众多凋亡相关基因调控, 

而凋亡有两条独立的途径: 一是死亡受体途径, 
另一个是线粒体介导的凋亡途径. Apaf-1是作

用在线粒体介导的凋亡途径中, 不同形式的细

胞刺激信号促使线粒体释放细胞色素C, 后者

在dATP/ATP存在的情况下结合信号接头分子

Apaf-1, 启动Casp级联反应, 裂解核蛋白、细胞

骨架、内质网等 ,  造成凋亡典型的形态学改

变[26-27]. 目前, 该基因被认作是凋亡的核心, 是
确切的抑癌基因[28-30]. 本实验用5-Aza-CdR作用

于用MSP方法检测以证实Apaf-1存在甲基化的

SGC7901细胞, BGC823细胞, 发现该药物能成

功逆转Apaf-1基因启动子的甲基化状态, 使该

基因得以开放, Apaf-1的mRNA和蛋白得以重新

表达, 并且存在对该药物的作用时间和浓度的

一定的相关性, 但是以药物浓度5×10-7 mmol/L
和10-6 mmol/L在用药48和72 h效果最好, 并且基

因的表达状况与细胞的生长状况平行. 由此证

明, 5-Aza-CdR能够使SGC7901细胞, BGC823细
胞中Apaf-1基因去甲基化, 使基因恢复其转录活

性, 从而能够发挥Apaf-1的肿瘤抑制作用. 另外

也证明该基因在此两株细胞中蛋白表达下降是

与该基因的甲基化存在明确的关系, 而对该基

因的蛋白表达调控主要存在DNA转录途径. 
总之, 5-Aza-CdR抑制胃癌细胞SGC7901, 

BGC823增殖及诱导凋亡的机制可能与干扰细

胞周期、提高Apaf-1基因表达有关. 我们认为, 
Apaf-1基因在胃癌细胞系中的失表达与其启动

子CpG岛的异常甲基化修饰有关, 5-Aza-CdR去

1        2      3      4      5      1      2      3       4       5  

SGC7901细胞                      BGC823细胞A

1      2       3      4       5       1       2       3      4     5  

SGC7901细胞                       BGC823细胞B

图  8  SGC7901, BGC823细胞在5-Aza-CdR处理48 h后蛋白表达情况. A: β-actin蛋白表达情况; B: Apaf-1蛋白表达情况; 

1-5: 对照组, 1×10-7, 5×10-7, 1×10-6, 5×10-6  mol/L.

甲基化能恢复Apaf-1基因的功能. 这也为胃癌的

诊断及去甲基化治疗提供了依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes of heme 
oxygenase-1 (HO-1) expression and carbon 
monoxide (CO) production in acute l iver 
injury induced by D-galactosamine (GalN) and 
Lipopolysaccharide (LPS), and  explore the role 
of HO-1/CO system in the pathogenesis of liver 
injury.

METHODS: GalN (700 mg/kg body weight) 
and LPS (50 μg/kg body weight) were used to 
establish the models of acute liver injury in male 
rats by intraperitoneal injection. Liver injury was 
assessed biochemically and histologically. HO-1 
activity in liver homogenate was examined at 
different time points following GalN/LPS treat-
ment and the expression of HO-1 protein was 
determined by Western blot. The activity of 
super oxide dismutase (SOD) and the content of 
malondialdehyde (MDA) in liver tissues were 

also examined at the same time.

RESULTS: Administration of GalN/LPS caused 
severe hepatic damage, characterized by sig-
nificant elevation of serum alanine aminotrans-
ferase (ALT: 10872.5 ± 708.5 nkat/L vs 1043.5 ± 
247.4 nkat/L, P < 0.01), aspartate aminotrans-
ferase (AST: 9246.8 ± 814.7 nkat/L vs 1278.6 ± 
273.8  nkat/L, P < 0.01) levels and hepatic MDA 
content (5.06 ± 1.21 μmol/g vs 2.03 ± 0.59 μmol/g, 
P < 0.01) as well as a remarkable reduction of liv-
er SOD activity (813.7 ± 168.3  nkat/mg vs 1248.2 
± 84.9 nkat/mg, P < 0.01) at 24 hours as com-
pared with those in the control group. HO-1 ac-
tivity was elevated significantly after modeling, 
showing a time-dependent manner from 6 to 24 
hours (4.02 ± 0.74, 5.97 ± 1.51, 6.13 ± 1.18  μmol/g 
vs 2.86 ± 0.41 μmol/g), while expression of HO-1 
protein was increased remarkably from 6 to 24 
hours (24 h: 1.87 ± 0.39 vs 0.37 ± 0.09, P < 0.01), 
which was demonstrated by Western blot analy-
sis. Endogenous CO concentration in the liver of 
control rats remained very low but was elevated 
significantly after GalN/LPS treatment (6, 12, 24 h: 
0.373 ± 0.112, 0.474 ± 0.152, 0.513 ± 0.193  μmol/g 
vs 0.172 ± 0.041 μmol/g, P < 0.01), which was in 
accordance with the changes of HO-1.

CONCLUSION: HO-1 activity and protein as 
well as CO production are increased signifi-
cantly in rats with acute liver injury induced by 
GalN/LPS, suggesting that HO-1/CO system 
plays an important role in the pathogenesis of 
acute hepatic damage.

Key Words: Liver injury; Heme oxygenase-1; Carbon 
monoxide; D-galactosamine; Lipopolysaccharide
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摘要
目的: 研究急性肝损伤时大鼠肝脏HO-1/CO系

®

■背景资料
血 红 素 加 氧 酶
( H O ) 是 催 化 血
红素产生一氧化
碳、胆红素和铁
离子的一种限速
酶 ,  其中HO-1为
诱导型, 又称为热
休克蛋白32, 可在
氧化应激或其他
病理因素的诱导
下大量表达. 研究
发现, HO-1/CO体
系参与机体多种
组织器官的病理
生理反应, 并可能
有重要的细胞保
护作用, 是近年来
的研究热点. 目前
HO-1/CO体系在
大鼠急性肝损伤
过程中的动态变
化尚未见报道.
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 统的变化规律, 探讨HO-1和内源性CO的作用
机制及其病理生理意义. 

方法:  采用D-氨基半乳糖(G a l N)和脂多糖
(LPS)联合腹腔注射制备大鼠急性肝损伤模
型, 动态测定各时间点(3, 6, 12, 24, 36 h)大鼠
肝脏HO-1活性和蛋白表达情况, 测定肝脏CO
浓度以及血清ALT, AST水平和肝组织SOD活
性、MDA含量变化. 

结果: G a l N和L P S联合注射成功诱导了大
鼠急性肝损伤, 表现为染毒24 h时大鼠血清
ALT, AST水平以及肝组织MDA浓度显著升高
(10872.5±708.5 nkat/L, 9246.8±814.7 nkat/L, 
5.06±1.21 μmol/g vs  1043.5±247.4 nkat/L, 
1278.6±273.8 nkat/L, 2.03±0.59 μmol/g, 均
P <0.01), SOD活性明显下降(813.7±168.3 
nkat/mg vs  1248.2±84.9 nkat/mg, P <0.01), HE
染色显示肝细胞出现严重损伤. 染毒3-24 h大
鼠肝脏HO-1活性明显增强, 6-24 h呈现一定
的时间依赖方式(4.02±0.74, 5.97±1.51, 6.13
±1.18 μmol/g vs  2.86±0.41 μmol/g); Western 
blot测定结果亦显示, HO-1蛋白表达显著增
强, 24 h时明显高于正常对照组(1.87±0.39 vs  
0.37±0.09, P <0.01). 正常大鼠肝脏的CO浓度
极低, 染毒后以时间依赖方式开始升高, 并显
著高于正常对照组(0.373±0.112, 0.474±0.152, 
0.513±0.193 μmol/g vs  0.172±0.041 μmol/g, 
P <0.01), 这与HO-1表达情况相一致.

结论: 大鼠急性肝损伤时出现HO-1活性增加
和蛋白表达持续上调以及CO浓度迅速增高, 
提示HO-1/CO系统参与急性肝损伤的病理生
理过程, 其表达增加可能对机体有重要调节作用.

关键词: 肝损伤; 血红素加氧酶-1; 一氧化碳; D-氨

基半乳糖; 脂多糖 
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0  引言

血红素加氧酶(heme oxygenase, HO)是催化血

红素产生一氧化碳(CO)、胆红素和铁离子的一

种限速酶. HO-1为诱导型, 又称为热休克蛋白

32(HSP32), 可在氧化应激或其他病理因素的诱

导下大量表达[1-5], 进而促进血红素分解代谢, 使
内源性CO、胆红素等生成增加. 近年研究发现, 
HO-1/CO诱导表达参与机体多种组织器官的病

理生理反应, 并可能有重要的细胞保护作用. 目
前关于HO-1/CO系统在急性肝损伤过程中的确

切变化尚不清楚, 本次研究采用D-氨基半乳糖

(GalN)和脂多糖(LPS)联合腹腔注射制备大鼠急

性肝损伤模型, 通过研究肝脏HO-1活性、蛋白

表达和内源性CO浓度变化情况, 同时, 结合肝功

能、氧化应激等指标, 拟系统探讨HO-1/CO系统

在急性肝损伤发生机制中的可能作用及其病理

生理意义, 以期为深入研究急性肝损伤的发生

机制及干预等提供一定的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wistar大鼠, 体质量250-300 g(中
国科学院动物研究所提供), 在恒温(25℃)、光

照周期12-12 h环境中饲养1 wk后实验, 实验前

12 h和实验期间禁食, 自由饮水. GalN、LPS、
血晶素(hemin)、血红蛋白、NADPH、6-磷酸

葡萄糖和6-磷酸葡萄糖脱氢酶等试剂均购自美

国Sigma公司, 兔抗鼠HO-1多克隆抗体购自美国

Santa Cruze公司. SOD和MDA试剂盒购自南京

建成生物公司. 动物分组和模型制备: 随机将大

鼠分为正常对照组和实验组, 实验组又按不同

时间点分为3, 6, 12, 24, 36 h 5个亚组, 每组各5
只. GalN临用前溶于生理盐水, 调pH值为7.2-7.4, 
按700 mg/kg体质量给予大鼠腹腔注射; 同时配

制LPS溶液, 按50 μg/kg剂量腹腔注射以诱发大

鼠肝损伤反应. 在不同时间点取大鼠肝组织, 部
分于40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 以制备组

织切片; 另取部分新鲜肝组织拟测定HO-1活性

和CO含量, 其余肝组织立即投入液氮冻存, 待
制备组织匀浆; 同时采集大鼠股静脉血, 于3000 
r/min离心10 min后留取上清-70℃冻存待测.
1.2 方法 

1.2.1 大鼠肝脏HO-1活性测定 取新鲜肝组织, 采
用超高速离心法提取肝组织微粒体并测定蛋白

浓度(Bradford法); 冰浴下加入胆绿素还原酶、

NADPH、6-磷酸葡萄糖、6-磷酸葡萄糖脱氢

酶和血晶素, 充分混匀, 于37℃水浴, 避光反应

20 min, 冰浴终止反应. 然后用双波长分光光度

计测定A 464和A 530的吸光度差值, 最后根据公式

计算HO-1活性. 
1.2.2 采用Western blot测HO-1蛋白表达 用细胞

裂解液制备大鼠肝组织匀浆, 4℃高速离心后留

取上清并进行蛋白定量; 取50 μg蛋白经SDS-
PAGE电泳、转膜、封闭, 然后以兔抗鼠HO-1多
克隆抗体(1∶500稀释)进行孵育, PBST漂洗后

■研发前沿
大 量 研 究 显 示 , 
HO-1/CO体系具
广泛的生物学效
应, 参与机体各系
统的病理生理反
应;  HO-1及其代
谢产物CO、胆红
素和铁离子等均
可对机体产生保
护作用, 有利于减
少细胞死亡、蛋
白质氧化及脂质
过氧化等.



www.wjgnet.com

230                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年1月28日       第15卷       第3期

以辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG抗体(中山

生物技术有限公司提供, 1∶2000稀释)进行二抗

反应. 最后在暗室中以ECL发光液(Pierce公司)
进行显色、曝光, 并用Bio-Rad图像分析系统对

所得区带进行扫描, 经b-actin校正后, 比较各组

的积分光密度值. 
1.2.3 大鼠肝组织的CO含量测定 取新鲜肝组织, 
用预冷PBS缓冲液冲洗后在冰浴条件下迅速匀

浆; 取匀浆液加入血红蛋白溶液充分混匀, 再加

入连二亚硫酸钠溶液混匀后静置10 min, 然后在

分光光度计上测A 564和A 582的吸光度差值, 最后

根据公式计算CO含量. 
1.2.4 肝组织超氧化物岐化酶(SOD)和丙二醛

(MDA)含量测定 SOD活性测定采用黄嘌呤氧化

酶法, MDA含量测定采用硫代巴比妥酸法, 具体

操作参见说明书进行. 
1.2.5 血清ALT, AST测定 采用全自动生化分析

仪测定不同时间点大鼠血清丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)变化. 
1.2.6 病理学变化 以石蜡包埋的肝组织标本制

备4 μm切片, HE染色, 光学显微镜下观察组织损

伤情况.
统 计 学 处 理  所有数据以均数±标准差

(mean±SD)表示, 以SPSS统计软件进行分析处理.

2  结果

正常大鼠肝脏体积正常, 呈鲜红色, 表面光滑、

边缘整齐, 组织切片显示肝细胞、汇管区、胆

管上皮细胞等形态结构完整, 未见变性、坏死

以及炎性细胞浸润等. 大鼠腹腔联合注射Ga1N/
LPS后3 h, 即观察到有部分肝细胞出现胞质疏松

化, 嗜酸变性等; 12-24 h肝损伤最为加重, 表现

为肝组织结构紊乱, 大量肝细胞肿胀变性, 肝小

叶内有不同程度的细胞凋亡及坏死, 汇管区可

见大量炎性细胞浸润等(图1).
2.1 大鼠血清ALT, AST水平和肝脏SOD活性, 
MDA浓度变化 生化指标检测结果表明, 大鼠

血清ALT, AST水平在给予Ga1N/LPS后3 h即开

始升高, 24 h达高峰, 36 h时仍处于高水平, 和正

常对照组相比差异十分显著. 同时大鼠肝组织

SOD活性降低, MDA含量相应升高, 并随着时间

延长肝损伤加重, 这种变化趋势更为明显, 和正

常对照组相比差异亦十分显著(表1).
2.2 肝组织中HO-1活性和蛋白变化 研究结果表

明, 大鼠染毒3 h后肝脏HO-1活性即开始增强, 
其变化呈一定的时间依赖方式, 并在6-36 h内均

显著高于对照组, 差异有统计学意义(表2). 同
时, Western blot测定结果显示, 正常大鼠肝脏有

HO-1蛋白表达, 染毒3 h后HO-1蛋白表达开始增

强, 24-36 h表达至高峰, 均显著高于正常对照组

(图2).
2.3 肝脏CO生成变化 在生理条件下大鼠肝脏中

有CO生成, 但含量极低; 大鼠染毒后6-36 h内, 肝
脏CO生成量均明显增加, 呈一定的时间依赖方

A B

DC

图  1  GalN/LPS染毒大鼠肝组织病理变化(HE×200). A: 正常大鼠肝组织结构; B: 染毒3 h; C: 染毒12 h; D: 染毒24 h.

■应用要点
通过研究 H O - 1 /
CO体系的动态变
化, 可初步阐明急
性肝损伤发病过
程中的一些分子
机制, 并有利于在
此基础上进一步
深入探讨CO、胆
红素等分解产物
是否具备肝保护
作用, 从而进一步
验证前面的研究, 
并为临床干预等
提供科学依据.
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式, 并显著高于正常对照组, 差异有统计学意义

(表2). 

3  讨论

HO是一种催化血红素的起始酶和限速酶, 有着

重要的生物学作用. HO在体内主要有3种同工酶

形式, 即HO-1, HO-2和HO-3; 这3种酶是不同基

因的表达产物, 但均能作用于血红素, 将其分解

产生相同摩尔数的生物活性分子: CO、胆红素

和铁离子[1-5]. HO-1又称为热休克蛋白32, 是迄今

为止发现的生物体内最容易被诱导产生的抗氧

化酶; 大量研究表明, 凡能引起细胞活性氧水平

增加的外来刺激, 或是导致细胞谷胱甘肽水平

下降的因素, 如缺氧、高氧、重金属、内毒素

等, 都可以使HO-1基因表达增加. HO-2在脑和

前列腺中含量最高, 是生理条件下的主要存在

形式; HO-3是近些年发现的另一种异构酶, 亦为

组成型, 多种诱导因素均不能诱导其表达增高, 
其具体生理特性还有待于进一步研究[6-10]. 近年

来, HO-1/CO系统的生理特性受到广泛关注; 研
究证实, HO-1在多种疾病发生、发展过程中大

量表达, 对机体可产生保护作用, 有利于减少细

胞死亡、蛋白质氧化及脂质过氧化等[11-15]. 本次

实验采用GalN/LPS联合注射建立大鼠急性肝损

伤模型, 探讨急性肝损伤时大鼠肝脏HO-1/CO系

统的变化规律, 同时结合肝功能、氧化应激等

指标, 以深入研究HO-1/CO系统在中毒性肝损伤

发病中的地位及其调控机制. 
目前认为, GalN/LPS联合应用所诱导的肝

损伤模型与临床上病毒性肝炎的肝脏病理变

化十分相似, 因此常用于研究肝损伤的发病机

制和评估临床新药的疗效, 其损伤机制可能与

GalN在细胞内与磷酸尿苷结合形成复合物, 致
使磷酸尿苷耗竭, RNA和蛋白合成障碍, 进而导

致肝细胞坏死有关[16-17]. 研究结果显示, 大鼠给

予GalN/LPS后诱导了严重的肝脏损伤, 表现为

血清ALT, AST水平显著升高, 组织病理学出现

典型的肝细胞坏死表现等. 大鼠肝脏HO-1活性

表  1  急性肝损伤大鼠血清ALT, AST水平和肝脏SOD活性、MDA浓度变化(mean±SD, n  = 5)

     
分组                    ALT (nkat/L)	              AST (nkat/L)	             SOD (nkat/mg)           MDA (μmol/g)

对照组          1043.5±247.4            1278.6±273.8            1248.2±84.9            2.03±0.59

3 h                1736.8±371.2b           2314.3±421.8b           1157.7±157.6          2.57±1.41

6 h                7148.5±576.7b           6902.6±581.7b             975.4±173.1b         4.43±1.37b

12 h              9754.8±672.9b           8746.2±712.3b             845.6±214.7b         4.87±1.47b

24 h            10872.5±708.5b           9246.8±814.7b             813.7±168.3b         5.06±1.21b

36 h              9024.7±698.3b           8142.8±597.4b             974.6±172.8b         3.89±1.13b

bP<0.01 vs 对照组.

表  2  急性肝损伤大鼠肝脏HO活性和CO浓度变化(mean
±SD, n  = 5)

     
分组                       HO (μmol/g)                      CO (μmol/g)

对照组                  2.86±0.41                    0.17±0.04

3 h                        3.19±0.88                    0.23±0.09

6 h                        4.02±0.74b                   0.37±0.11b

12 h                      5.97±1.51b                   0.47±0.15b

24 h                      6.13±1.18b                   0.51±0.19b

36 h                      5.47±0.69b                   0.48±0.19b

bP<0.01 vs 对照组.

对照组      3 h       6 h      12 h      24 h     36 h 
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图  2  Western blot检测急性肝损伤大鼠肝脏HO-1蛋白表达
变化. A: HO-1蛋白的免疫印迹图; B: HO-1蛋白表达的相

对光密度值.

■同行评价
GalN/LPS联合诱
导大鼠急性肝损
伤与临床上病毒
性肝炎的病理变
化十分相似, 因此
研究HO-1/CO体
系在此模型中的
动态变化, 将为深
入探讨病毒性肝
炎的损伤机制提
供新的干预途径
和研究思路, 并为
今后临床上药物
的开发应用提供
重要线索. 本文设
计合理, 方法较先
进, 结论有意义.
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在染毒后6-36 h内均明显增强, 显著高于正常对

照组, 差异有统计学意义; Western blot亦证实, 
肝脏HO-1蛋白表达以一定的时间依赖方式明

显增加, 和正常对照组相比差异十分显著, 这和

HO-1活性的变化趋势相一致. 同时研究结果还

表明, 大鼠肝脏CO在GalN/LPS染毒之后生成量

明显增加, 与对照组相比差异显著, 其变化趋势

和HO-1变化一致, 因而提示HO-1诱导表达可能

是导致内源性CO水平升高的主要原因. 
在应激状态下肝脏HO-1活性增加和蛋白表

达上调, 对机体可能有重要保护作用, 这是因为

HO-1催化血红素分解的三种产物均具有重要生

理功能, 如胆红素具备抗氧化功能, 是有效的自

由基清除剂; 铁能诱导产生铁蛋白与游离的铁

结合, 减少氧化应激产生的自由铁, 从而中和其

氧化毒性; 内源性CO则是一种更为重要的气体

信使分子, 在体内具有广泛的生物学活性[18-22], 
如CO不仅可通过直接舒张血管平滑肌细胞, 调
节血管张力、维持血管紧张度, 还能参与神经

递质的传递、氧应激、血小板的激活及松弛平

滑肌等[22-25]. 大量生成的CO可通过自分泌或旁

分泌方式扩散, 在肝脏的损伤过程中发挥重要

的生理效应, 这将有利于提高机体防御反应, 减
轻肝损伤, 因此是一正性因子. 

目前有关HO-1/CO系统在急性肝损伤中被

激活的具体机制尚不清楚, 有研究认为, 肝损伤

时循环中细胞因子及内毒素增多可激活HO-1 
mRNA翻译和蛋白表达[26-28]; 此外, 自由基生成

增加可能也是诱导HO-1表达的另一重要因素[29-30], 
这与本次研究中SOD(自由基清除剂)活性显著

降低和MDA(脂质过氧化产物)含量增加的结果

相吻合. 
总之, HO-1/CO系统参与了大鼠急性肝损伤

的病理生理过程; HO-1表达增加和CO水平升高

可能有利于机体抗氧化应激作用, 其确切机制

和作用途径值得深入探讨. 我们在以后的实验

中将进一步研究HO-1抑制剂或激动剂对急性肝

损伤的干预作用, 以及内源性CO或胆红素的临

床应用价值等, 从而可为进一步探讨急性肝损

伤的发病机制和临床干预等提供科学线索. 
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Abstract
AIM: To duplicate a colitis-related colorectal 
cancer model that i s cheap , s imple and 
accessible.

METHODS: A total of 320 male ICR mice were 
randomly divided into 7 experimental groups 
(group A-G) and 1 control group. Groups A, B 
and C were given a single intraperitoneal injec-
tion of 1, 2-dimethylhydrazine (DMH) at the 
dose of 10, 15 and 20 mg/kg body weight, re-
spectively. one week after injection, the animals 
in group A, B and C were treated with 20 g/L 
dextran sodium sulfate (DSS) in drinking water 
for consecutive 7 days. Group D, E and F were 
administered with DMH 10, 15 and 20 mg/kg 
body weight only, respectively. Group G was 
given 20 g/L DSS only. The weight and food in-
take of mice in each group were recorded every 
week. Several mice were killed to observed the 
progression to carcinoma of colitis in week 4, 9 
and 13. All the mice were executed for observa-
tion in week 20.

RESULTS: After administered with DMH and 
DSS, the bloody stools appeared in 40% mice in 
week 4, 30% in week 9, and rectal prolapse was 
observed in 10% mice in week 13, 40% in week 
20. Within 20 weeks, all the mice, which had 
been given DMH and DSS, developed colonic 
adenocarcinoma. The weights of spleen and 
colon were increased significantly, while the 
weight of thymus was decreased obviously in 
group A, B, C in comparison with those in the 
control group (spleen: 0.64 ± 0.03, 0.75 ± 0.03, 0.78 
± 0.01 g vs 0.16 ± 0.05 g, P < 0.01; colon: 0.93 ± 0.06, 
0.96 ± 0.02, 0.01 ± 0.06 g vs 0.31 ± 0.06 g, P < 0.01; 
thymus: 0.027 ± 0.001 g vs 0.045 ± 0.004 g, P < 0.05; 
0.026 ± 0.002 g vs 0.045 ± 0.004 g, P < 0.05; 0.016 
± 0.003 g vs 0.045 ± 0.004 g, P < 0.01).

CONCLUSION: DMH and DSS can effectively 
induce the formation of colonic cancer in ICR 
mice, which can well simulate the progression 
of colitis to carcinoma. The method used in this 
study is a cheap, simple and accessible.

Key Words: Colitis; Colorectal cancer; ICR mice; 1, 
2-dimethylhydrazine; Dextran sodium sulfate

Li YH, Liu L, Feng J, Wang QW, Sun Y, Cao W, Wang 
ZP, Zhang R, Liu ZG, Mei QB. A novel model of colitis-
related colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(3):234-239

摘要
目的: 建立一个成功率高、简单、易行、价
廉、短期成功的结肠炎相关的结肠癌模型. 

方法: 5周龄ICR♂小鼠320只, 随机分为实
验组(1-7)和阴性(8)对照组. 实验1-3组分别ip 
10, 15, 20 mg/kg的1, 2-二甲肼(DMH) 1wk后, 
再给予小鼠饮用含20 g/L的右旋葡聚糖苷钠
(DSS)饮用水1 wk. 实验4-6组的小鼠仅通过ip
给予10, 15, 20 mg/kg的DMH. 实验7组小鼠则
只饮用含20 g/L DSS的饮用水, 第8组小鼠不
给予任何处理. 每周记录小鼠体质量及进食
量, 在4, 9, 13 wk分别处死部分小鼠以观察小
鼠的结肠炎癌变情况, 并于20 wk处死剩余
小鼠. 

®

■背景资料
结肠炎的反复发
作是结肠癌形成
的重要诱因之一, 
结肠炎相关的结
肠癌模型复制对
于结肠癌机制研
究以及结肠癌药
物研制至关重要.
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结果: ip DMH(10, 15, 20 mg/kg) 1 wk后, 再饮
用含20 g/L DSS的饮用水1 wk. 4 wk可见40%
小鼠便血. 1 wk后, 便血消失. 至9 wk时, 约有
30%的小鼠再次出现便血体征. 13 wk时, 约
10%的小鼠出现脱肛现象. 20 wk时, 40%左右
的小鼠出现脱肛现象. 在20 wk 100% ♂ ICR
小鼠出现结肠腺癌, 称取脾脏、胸腺以及结肠
质量, 结果发现, 脾脏、结肠质量显著增加, 胸
腺质量明显减少, 与对照组小鼠相比有显著性
差异(脾脏质量: 0.64±0.03, 0.75±0.03, 0.78
±0.01 g vs  0.16±0.05 g, P <0.01; 结肠质量: 
0.93±0.06, 0.96±0.02, 0.01±0.06 g vs  0.31
±0.06 g, P <0.01; 胸腺质量: 0.027±0.001 g 
vs  0.045±0.004 g, P <0.05; 0.026±0.002 g vs  
0.045±0.004 g, P <0.05; 0.016±0.003 g vs  
0.045±0.004 g, P <0.01).

结论: 致癌剂DMH和致炎剂DSS可诱导ICR
小鼠结肠腺癌的形成, 较好的模拟了结肠炎癌
变过程, 方法价廉、简便、易行.

关键词: 结肠炎; 结肠癌; ICR小鼠; 1, 2-二甲肼; 右

旋葡聚糖苷钠 
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0  引言

人类癌症的流行病学研究和许多实验室癌症动

物模型研究表明, 化学致癌剂是诱导人类癌症

发生的重要因素之一. 目前, 由于国人饮食结构

的日渐西化: 摄入高热量、高蛋白, 低纤维的食

品, 使得周围环境以及食物中所含的潜在性化

学致癌剂更易诱导结肠肿瘤发生. 据报道, 上海

市的结肠癌发病率、病死率均明显升高. 在众

多恶性肿瘤中, 其病死率已跃居第2位. 流行病

学实验表明, 结肠癌的发生、发展与结肠炎症

的反复发作密切相关. 结肠炎癌变主要决定于

结肠炎的发生程度、发生部位及病程长短[1-9]. 
实验表明, 20 a以上的结肠炎患者癌变率可达

40%. 然而结肠炎发展为结肠癌的病理机制尚不

清楚, 结肠炎相关的结肠癌动物模型尚不成熟. 
2004年我国学者Wang et al [10], 2005年日本学者

Kohno et al [11-12]采用致癌剂联合致炎剂复制了与

人类的癌症发生过程相类似的结肠炎相关的结

肠癌模型, 但是作者对于模型复制的发展过程

尚无详细报道. 本实验室对日本学者报道的复

制结肠癌模型方法进行改良, 并对结肠癌的发

生时间、发展过程作报道. 以期为结肠癌相关

药物的开发评价提供相应的动物模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂5周龄CD-1(ICR)小鼠320只, 购于上

海斯莱克实验动物中心. 小鼠购回后饲养在第

四军医大学实验动物中心. 5只一组, 饲养于代

谢笼内, 给予自由饮水、饲以普通的颗粒饲料. 
饲养环境: 湿度(50%±10%), 光照(12 h照明, 12 
h黑暗交替), 温度(23±2℃). 适应饲养7 d后, 按
照体质量被随机分为给药组和对照组. 每周记

录动物摄食量及动物体质量, 观察动物的尿液. 
1, 2-二甲肼(DMH)购于Sigma公司, 右旋葡聚糖

苷钠(DSS), 相对分子质量为36 000-50 000, 购于

美国ICN公司.
1.2 方法 

1.2.1 小鼠结肠癌模型复制 320只ICR小鼠被随

机分为7个给药组和1个对照组(每组40只), 实验

重复3次(每次分组情况相同), 实验时间为20 wk. 
其中第1次实验小鼠为80只, 后两次均为120只. 
将DMH溶于生理盐水中, 使其终浓度分别为10, 
15, 20 mg/kg, 用0.25 mol/L NaOH调整pH值至

6.5. 实验组1, 2和3的小鼠通过ip分别给予10, 15, 
20 mg/kg DMH. 1 wk后, 在这3组小鼠的饮水中

添加DSS(浓度为20 g/L), 给予小鼠连续饮用7 d. 
实验组4, 5, 6分别给予10, 15, 20 mg/kg剂量的

DMH. 实验组7的小鼠, 仅在其饮水中添加DSS. 
第8组为对照组, 不作任何处理. 
1.2.2 小鼠结肠癌模型指标评价 所有小鼠按常

规饲养. 分别在小鼠出现便血(给予DMH后的第

4, 9周)、脱肛(第13周)体征的时间点, 于每组中

随机抽取4只, 以乙醚麻醉处死. 第20周时处死

全部剩余小鼠. 剪开小鼠腹腔, 在冰浴中, 截取

其大肠(从肛门处到回盲部), 用生理盐水冲洗后, 
测量其长度. 然后, 截取从肛门向上约3 cm处的

结肠, 长度约1 cm, 浸泡于40 g/L的福尔马林固

定液中24 h. 组织包蜡后切片, 以备做HE染色, 
摘取所有的脏器称质量.

2  结果

2.1 大体观察 给予DMH后小鼠的摄食量无明

显变化、动物自主活动及毛色正常, 接着给予

DSS后, 小鼠的摄食量有所下降、动物自主活

动正常. 在注射完DMH后, 约有10%的20 mg/kg 
DMH剂量组的小鼠(第3组2只、第4组1只)4-5 d

■应用要点
本实验旨在改进
并观察联合应用
癌症诱导剂1, 2-
二甲肼及炎症促
进剂右旋葡聚糖
苷钠诱发的小鼠
结 肠 癌 模 型 ,  从
而建立一个成功
率高、简单、易
行、价廉、短期
成功的结肠炎相
关的结肠癌模型.
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死于肝坏死. 约有40%给予20 g/L DSS的小鼠在

饮用DSS的过程中或3-4 d后(第14-24天)出现便

血, 同时体质量有所下降但无显著性差异, 1 wk
后(第28-32天时), 血便消失. 至给药造模第9周
(第63-70天), 约有30%的小鼠(主要是第2, 3组小

鼠)再次出现血便体征. 第13周(91-96 d), 约10%
的小鼠出现脱肛现象. 第20周, 40%左右的小鼠

出现脱肛现象(表1).
2.2 结肠癌小鼠发生、发展过程中体质量、摄

食量及尿液变化 给药后, 每只小鼠的进食量和

体质量与给药前以及正常小鼠相比, 并无显著

性变化. 从第13周开始, 1-3组小鼠, 其平均进食

量、体质量有所下降. 但与其他组相比, 无显著

性差异. 这与我们所设想的炎症、癌症将导致

小鼠进食量和体质量有显著性下降并不一致. 
造模全过程中, 实验组小鼠尿量与对照组相比, 
无明显差异, 尿液颜色正常, 无特殊气味. 尿液

中白细胞、红细胞及蛋白含量等指标也无显著

性改变. 
2.3 小鼠结肠癌发生、发展中脾脏、胸腺和结

肠质量的变化 在不同时间点处死小鼠, 称取脾

脏、胸腺以及结肠质量. 结果表明: 大约30%的

小鼠肠道呈现炎症反应, 脾脏、结肠质量显著

增加、胸腺质量明显减小, 与对照组小鼠相比

有显著性差异(P <0.05). 而有肠道肿瘤的小鼠

(约占95%), 其脾脏和结肠重量增加更加明显

(P <0.01)、而胸腺重量显著减小(P <0.01, 表2).
2.4 小鼠结肠癌发生率 在第20周时, 给予DMH/
DSS处理的小鼠100%发生了结肠腺癌, 且一半

以上的小鼠其肠道HE切片同时可以观察到结肠

腺瘤的出现(第3组尤为明显), 其他实验组没有

或仅少量形成癌症(表3).
2.5 小鼠结肠癌发生、发展过程中结肠病理变

化 在实验的第4, 9周, 用乙醚将小鼠麻醉致死

后, 打开其腹腔, 肉眼观察出现便血的小鼠肠道. 
结果发现, 小鼠大肠肠壁有不同程度的充血, 水
肿. 小肠无明显改变. 没有出现便血体征的小鼠, 
肉眼观察无明显异常. 在实验进行的第13周, 及
实验结束的第20周, 处死出现脱肛体征的小鼠. 
结果表明, 大肠肠壁出现小结节, 肠道皱褶减少

或消失, 肠道质地坚硬. 小肠无明显改变. 未出

现脱肛的小鼠, 其肠道局部也能观察得小硬结. 
HE切片观察, 便血小鼠肠道有不同程度的炎症

表现: 渗出、白细胞浸润、黏膜溃疡或坏死等, 
但在肠道并未观察到像用2, 4, 6-三硝基苯磺酸

造结肠炎模型时出现的大片黏膜溃疡、坏死. 

且第9周小鼠的肠道炎症表现比第4周小鼠明显, 
程度也较重. 无便血的小鼠, 部分也能看到局部

肠道黏膜白细胞渗出. 脱肛小鼠肠道则表现为

分化较好的管状腺癌或管状腺瘤. 从处死小鼠

的观察结果来看, 便血小鼠的肠道100%出现了

不同程度的炎症. 脱肛小鼠的肠道100%生成了

肿瘤. 给DMH/DSS造模的小鼠(第1-3组)在第20
周时, 成癌率为100%(图1).

3  讨论

人类肿瘤的发生、发展与很多因素有关, 其中

炎症反复发作是肿瘤形成的重要因素之一, 强
有力的证据表明, 肠道炎症的反复发作明显地

增加了腺癌的发生率, 但是机制却不明确, 从炎

症向癌症的转变是一个复杂的过程, 炎症向癌

症的的转变, 其病理性变化与分子生物学变化

的阐明将为结肠癌的治疗提供很有希望的靶点. 
为此, 各国研究者先后建立了结肠炎、结肠癌

动物模型. 尽管相关的结肠炎模型中不少易被

复制, 但无论是化学诱导的或是结肠炎症相关

的遗传模型都不能有效模拟人体内所发生的溃

疡性结肠炎. 最常用的模型是将DSS添加到饮食

或饮水中[13-18], 在啮齿动物身上复制结肠炎相关

临床症状、体征及病理学改变与模拟人类结肠

炎的类似模型[19-21]. 但是单独使用DSS, 不仅耗

费时间长, 而且模型成功的比例并不高[22]. 同样, 
单独使用化学试剂(如: 1, 2-二甲肼, 氧化偶氮甲

烷)[22-27]或者通过移植肿瘤细胞株[28-29]的方法复

制动物结肠癌时, 也经常会遇到各种问题: 前者

造模时间非常长, 通常要1 a左右的时间, 成癌率

不高. 而后者则由于肿瘤细胞的移植, 使动物迅

速发生结肠癌, 炎症向癌症转变这一重要过程

表  1  每组小鼠在不同时间出现阳性体征的动物数及发
生率

     
                                          阳性体征(发生率)

分组        血便	      血便              脱肛              脱肛

             (3-4 wk)          (9-10 wk)     (13-14 wk)        (20 wk)

1        21(52.5%)     12(34.3%)     4(13.3%)     20(100%)

2        25(62.5%)     21(60%)      11(36.6%)     21(100%)

3        31(77.5%)     24(68.6%)   20(66.7%)     28(100%)

4          1(2.5%)         2(5.26%)     0(0)                0(0)

5          2(5%)	  6(15.6%)	    0(0)	           1(7.1%)

6          3(7.5%)         4(10.5%)     0(0)	           2(12.5%)

7        13(32.5%)	  8(21.6%)     0(0)	           0(0)

8          0(0)	  0(0) 	     0(0)	           0(0)
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不能被有效观察, 难以进行机制研究. 最令人遗

憾的是, 一直缺少一个能观察到结肠炎癌变过

程的动物模型. 本文中, 通过联合使用DMH和

DSS复制一种结肠炎相关的结肠癌模型. DMH
是一种能在啮齿动物肠道内诱导出在体征、病

理变化方面与人类结肠癌相类似的致癌剂. 而

图  1  小鼠结肠癌发生、发展过程中结肠病理变化(100×). A: 正常组; B: 第4周, 便血小鼠的肠道已出现局部炎细胞浸润; C: 

第9周, 便血小鼠的肠道炎细胞浸润广泛、明显; D: 第13周, 脱肛小鼠肠道已表现出炎症向腺癌过渡的趋势; E: 第20周(腺癌); 

F: 第20周(腺瘤), 脱肛小鼠肠道已形成明显的管状腺癌或腺瘤.

A B C

FED

表  2  20 wk时每组小鼠的体质量、脾脏、胸腺及大肠质量(mean±SD)

     
分组	                   药物处理(n )	                    体质量(g)            脾脏质量(g)             胸腺质量(g)             大肠质量(g)

1	 DMH 10 mg/kg→20 g/L DSS(18)	 42.3±2.5a         0.64±0.03b         0.027±0.001a         0.932±0.06b

2	 DMH 15 mg/kg→20 g/L DSS(14)	 43.1±2.8          0.75±0.03b         0.026±0.002a         0.956±0.02b

3	 DMH 20 mg/kg→20 g/L DSS(12)	 44.1±3.9          0.78±0.01b         0.016±0.003b         1.008±0.06b

4	 DMH 10 mg/kg(14)	                                 43.9±2.8           0.44±0.03a         0.030±0.002          0.342±0.07

5	 DMH 15 mg/kg(16)	                                 45.6±3.5           0.42±0.02a         0.033±0.005          0.331±0.04

6	 DMH 20 mg/kg(16)	                                 43.0±1.7           0.55±0.07a         0.029±0.001a         0.342±0.03

7	 20 g/L DSS(16)	                                 41.9±5.4a          0.38±0.02a         0.038±0.002          0.460±0.06a

8	 对照(12)	                                                 44.8±3.0           0.16±0.05          0.045±0.004          0.310±0.07

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.

表  3  20 wk时各组小鼠成癌率

     
分组	                  药物处理	                                   n        总成癌率(%)    腺癌率(%)      腺瘤率(%)

1	 DMH 10 mg/kg→20 g/L DSS	              18            100	   100	         55.6

2	 DMH 15 mg/kg→20 g/L DSS	              14            100	   100	         71.4

3	 DMH 20 mg/kg→20 g/L DSS	              12            100	   100	         91.7

4	 DMH 10 mg/kg	                              14                0	       0	          0

5	 DMH 15 mg/kg	                              16            6.25               6.25	          0

6	 DMH 20 mg/kg	                              16            12.5               12.5	          0

7	 20 g/L DSS	                              16                0	       0	          0

8	 对照组	                                               12                0	       0	          0

■同行评价
本文探讨了一种
结肠炎相关的结
肠癌动物模型的
制作方法, 有一定
的新颖性和科学
性 ,  实 验 方 法 可
靠, 结果可信, 具
有一定的参考价
值.
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DSS则是一种能刺激结肠癌发生的炎症诱导剂. 
实验证明, ip DMH(10, 15, 20 mg/kg) 1 wk后, 在
饮水中添加20 g/L DSS连续7 d可于20 wk内, 在
♂ICR小鼠体内诱导出100%结肠腺癌. 这比单

独使用DMH诱发形成结肠癌的时间缩短将近一

半. 在造模的第4, 第9周, 我们通过肉眼和病理

切片观察发现第1-6组小鼠肠道出现不同程度的

炎症变化, 并且, 第9周炎症更加明显; 造模的第

13周, 可见部分小鼠约10%(主要是第3组)发生

结肠癌. 而在第20周时, 第1, 2, 3组小鼠100%发

生结肠癌. 在体征与病理变化的关联上, 我们通

过HE切片观察到, 便血小鼠肠道有不同程度的

炎症表现: 渗出、白细胞浸润、黏膜溃疡或坏

死等. 无便血的小鼠, 也有部分(60%)可见局部

黏膜白细胞渗出. 脱肛小鼠的肠道则表现为分

化较好的管状腺癌或管状腺瘤. 从处死小鼠的

观察结果来看, 便血小鼠的肠道100%出现了不

同程度的炎症. 脱肛小鼠的肠道100%生成了肿

瘤. 尽管3个剂量的DMH与DSS合用均能诱发结

肠癌的发生. 但是由于10 mg/kg DMH剂量相对

较小, 癌症程度较轻. 而大剂量DMH 20 mg/kg
在注射后1 wk内可见小鼠死于药物的肝脏毒性. 
因此本实验的结果表明, 15 mg/kg的DMH辅以

20 g/L DSS能成功诱导出炎症相关性结肠癌. 炎
症相关的结肠癌模型的初步建立将给未来的结

肠癌发生、发展机制研究, 结肠癌药物的研发, 
结肠癌的预防带来重要影响. 
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Abstract
AIM: To investigate the patterns of hepatic cell 
death in rats with acute bile duct obstruction.

METHODS: Male Wistar rats were divided ran-
domly into bile duct ligation (BDL) group (n = 5) 
and control group (n = 5). The rats in BDL group 
underwent ligation and division of common bile 
duct to set up acute bile duct obstruction model 
according to Yoshidome’s maneuver, while the 
rats in the control group underwent dissociation 
of common bile duct only. All the animals were 
sacrificed for sampling on day 7. Flow cytom-
etry was used to determine the percentages of 
hepatocyte apoptosis and oncosis. Hematoxylin 
and eosin (H&E) staining and electron micros-
copy were used to observe hepatocyte apoptosis, 
oncosis and histopathological changes. An auto 
analyzer was used to examine the levels of se-
rum total bilirubin (TBIL), direct bilirubin (DBIL), 
alkaline phosphatase (ALP), glutamyl transpep-
tidase (γ-GT), alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST) and lactate 
dehydrogenase (LDH).

RESULTS: The percentage of liver cell onco-
sis or necrosis was significantly higher in BDL 
group than that in the control group (oncosis: 
25.41% ± 2.18% vs 6.12% ± 1.69%, P < 0.05; ne-
crosis: 3.99% ± 1.24% vs 0.79% ± 0.29%, P < 0.05), 
while the percentage of apoptosis was remark-
ably lower in BDL group (2.79% ± 1.43% vs 5.18% 
± 1.87%, P < 0.05). Moreover, the percentage 
of hepatic cell oncosis was higher than that of 
apoptosis in BDL group (25.41% ± 2.18% vs 2.79% 
± 1.43%, P < 0.05). Hepatic histopathological 
examination showed proliferation of bile duct 
and fibrous connective tissue, obvious increase 
of hepatic cell oncosis and liver cell cord de-
rangement in BDL group. The levels of serum 
TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT and LDH in 
BDL group were all increased as compared with 
those in the control group (P < 0.05).

CONCLUSION: Oncosis is the dominant type of 
hepatic cell death in rats with acute bile duct ob-
struction, and the degree of hepatic injury has a 
close relationship with the oncosis or apoptosis 
of hepatic cells.

Key Words: Obstructive jaundice; Liver; Oncosis; 
Apoptosis

Xu F, Dai CL, Jia CJ, Xu YQ, Peng SL, Gu X, Zhao 
Y. Patterns of liver cell  death in rats with acute 
bile duct obstruction. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 通过建立大鼠急性胆道梗阻模型研究
梗阻性黄疸时肝细胞死亡方式. 

方法: ♂Wistar大鼠随机分为胆道结扎(BDL)
组和对照(C)组. BDL组采用Yoshidome法建
立急性胆道梗阻模型, 7 d后取材, 应用流式细
胞仪检测肝细胞胀亡和凋亡的百分比, HE染
色和电镜观察肝组织病理组织学改变以及肝
细胞凋亡、胀亡, 并检测血清总胆红素TBIL, 
DBIL, ALP, γ-GT, ALT, AST和LDH水平. 

结果: B D L组胀亡和坏死细胞百分比均显
著高于C组(胀亡: 25.41%±2.18% vs  6.12%

®

■背景资料
急性胆道梗阻往
往导致不同程度
的肝功能损伤甚
至急性肝功能衰
竭, 其损伤的确切
作用机制尚不清
楚. 胀亡和凋亡是
细胞的两种死亡
方式, 但目前对急
性胆道梗阻时肝
细胞的死亡方式
仍存在争议.
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±1.69%; 坏死: 3.99%±1.24% vs  0.79%±

0.29%; 均P <0.05), 而凋亡百分比显著低于C
组(2.79%±1.43% vs  5.18%±1.87%, P <0.05). 
BDL组胀亡细胞百分比显著高于凋亡(25.41%
±2.18% vs  2.79%±1.43%, P <0.05). 肝病理组
织学检查发现BDL组胆管增生, 纤维结缔组织
明显增生, 肝细胞索排列紊乱, 胀亡增加. BDL
组血清TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT和
LDH水平均显著高于C组(P <0.05).

结论: 急性胆道梗阻时大鼠肝细胞死亡以胀
亡为主, 其肝功能损伤程度与肝细胞胀亡、凋
亡有密切关系.

关键词: 梗阻性黄疸; 肝脏; 胀亡; 凋亡 
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0  引言

梗阻性黄疸是外科经常遇到的临床问题, 此类

患者解除胆道梗阻后往往有不同程度的肝功能

不全甚至出现急性肝功能衰竭. 但目前国内外

对梗阻性黄疸损伤的确切作用机制尚不完全清

楚. 一般认为细胞死亡分为胀亡和凋亡, 坏死只

是发生胀亡或凋亡后细胞死亡的形态学变化[1].
但目前对梗阻性黄疸时肝细胞死亡方式仍存在

争议[2-4], 因此, 本实验通过建立大鼠急性胆道梗

阻模型, 应用流式细胞仪等技术研究梗阻性黄

疸时肝细胞死亡方式, 为梗阻性黄疸的损伤机

制提供新的实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠, 体质量270±20 g, 中国

医科大学盛京医院实验动物中心提供; 胀亡和

凋亡检测试剂盒(Annexin V-FITC和PI)购自美国

BD公司.
1.2 方法 将10只♂Wistar大鼠随机分为胆管结

扎组(BDL组, n  = 5)和对照组(C组, n = 5). 参照

Yoshidome  et al [5]报道的方法建立急性胆道梗阻

模型, 稍加改动: 各组大鼠用100 g/L水合氯醛(按
3 μL/g) ip麻醉, 取正中切口入腹. BDL组3/0丝
线结扎并切断胆总管, C组仅游离胆总管, 不结

扎. 术后大鼠均单笼饲养, 常规进食水. 造模7 d
后取材, 自腹主动脉采血3 mL, 静置20 min, 3000 
r/min离心10 min, 将血清转移至塑料弹头中, 置
于-20℃冰箱中保存, 待测血清胆红素和生化酶

水平; 快速夹取肝组织, 用锡箔纸包裹后置于液

氮中, 再转至-80℃冰箱中保存, 待做流式细胞仪

检测; 取1.0 cm×1.0 cm×1.0 cm大小肝组织置

于40 g/L甲醛中固定, 待做病理组织学检查; 取
0.2 cm×0.2 cm×0.2 cm大小肝组织置于25 g/L
戊二醛溶液中固定, 待做电镜检查. 处死大鼠. 
观察大鼠一般情况. 血清TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, 
AST, ALT和LDH水平测定用Hitachi 7600全自动

生化分析仪检测. 肝组织块常规石蜡包埋, 切片, 
HE染色, 光镜下观察肝病理组织学变化. 肝组

织块常规锇酸后固定, 梯度脱水, 包埋, 聚合, 超
薄切片, 柠檬酸铅-醋酸双氧铀双染色, 用Hitachi 
H-600型透射电镜观察肝组织超微结构改变.
1.2.1 流式细胞仪检测肝细胞胀亡和凋亡  用
Medicon(BD流式细胞仪制备单细胞仪器)降解

肝组织块, 50 mm Filcon滤器过滤细胞悬液, 离
心, 弃上清, 加Binding Buffer缓冲液, 调节细胞

浓度至5×108-1×109个/L, 加AnnexinV-FITC和
PI, 室温避光放置, 用美国BD-FACSCalibur型流

式细胞仪测定各类细胞百分数. 结果分析: 正常

细胞, Annexin V, PI均低染; 胀亡细胞, Annexin 
V, PI均高染; 凋亡细胞, Annexin V高染、PI低染; 
坏死细胞, PI高染、Annexin V低染.

统计学处理 所有数据采用统计软件SPSS 
11.5进行t检验分析, P<0.05被认为有统计学意义.

2  结果

BDL组体质量减轻明显, 尿呈深黄色, 胆总管明

显扩张, 肝叶肿大呈淤胆样改变, 肠道淤滞(图
1). 而C组体质量轻度增加, 尿不黄, 胆总管无扩

张, 肝脏颜色正常、有光泽, 肠道无淤滞. 血清

TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT和LDH水平

测定BDL组血清各项指标水平均显著高于C组

(P <0.05)(表1).

■研发前沿
胀亡有别于凋亡, 
是目前细胞死亡
方式的研究热点, 
但其确切的作用
机制有待进一步
研究.

表  1  各组血清TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT和LDH水平
比较(mean±SD, n  = 5)

     
项目                                C组                             BDL组

TBIL(μmol/L)　　  1.32±0.22            112.86±15.31a 

DBIL(μmol/L)         1.08±0.45              93.14±15.06a

ALP(nkat/L)      1105.55±422.25      5324.40±860.17a

g-GT(nkat/L)        11.67±7.50            290.06±64.18a

AST(nkat/L)      1566.98±260.05      7884.91±1412.78a

ALT(nkat/L)        746.82±246.88      1550.31±518.77a

LDH(nkat/L)     7721.54±2742.88  13182.64±1901.38a

aP<0.05 vs  C组.
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2.1 肝组织病理组织学检查 BDL组胆管增生明

显, 纤维结缔组织明显增生并向肝小叶内扩展

(图2A), 肝窦变窄, 肝细胞胀亡明显(图2B); C组
肝小叶结构清楚, 肝细胞无肿胀, 肝细胞索排列

规则, 肝窦较宽(图2C).
2.2 肝组织电镜观察 C组肝细胞核呈圆形, 核膜

完整, 染色质分布正常, 线粒体丰富、结构清晰, 
内质网完整, 糖原颗粒丰富(图3A). BDL组可见

胀亡和凋亡细胞. 胀亡细胞: 线粒体肿胀、嵴破

坏或消失, 内质网崩解、颗粒消失, 染色质边集

(图3B). 凋亡细胞: 细胞皱缩, 质膜完整, 胞质致

密、退行性变, 内质网扩张与胞膜融合, 染色质

密度增高呈半月形(图3C).
2.3 流式细胞仪检测肝细胞胀亡与凋亡 C组仅有

少量肝细胞胀亡和凋亡. BDL组胀亡和坏死细胞

百分比均显著高于C组(P <0.05), 且BDL组胀亡

细胞百分比显著高于凋亡. 虽然BDL组凋亡细

胞百分比低于C组, 但无统计学差异(P >0.05)(表
2, 图4). 

3  讨论

胀亡是细胞的另一种死亡方式[6], 日益受到国内

外学者的高度关注. 但目前对梗阻性黄疸时肝

细胞死亡方式尤其胀亡的研究甚少, 而且对其

确切的死亡方式持有不同的观点: Miyoshi et al [2]

研究认为胆道梗阻后肝细胞死亡的主要形式是

细胞凋亡, 但Fickert et al [3], Gujral et al [4]研究小

鼠梗阻性黄疸模型时发现肝细胞死亡的主要类

型是胀亡而不是凋亡. 这可能是因为胀亡和凋

亡均可出现双链DNA断裂、跨膜电位减少等, 
因此采用TUNEL、凝胶电泳和跨膜电位等方法

均不能有效地区别这两种细胞[7]. 目前最佳的鉴

别方法是采用形态学和AnnexinV-FITC与PI双染

色并借助流式细胞仪进行鉴别. 因为胀亡细胞

和早期凋亡细胞两者细胞膜上磷脂对称性改变

表  2  各组坏死、胀亡、凋亡及正常细胞的构成(mean±SD, n  = 5, %)

     
分组                   坏死                      胀亡                     凋亡                        正常

C组             0.79±0.29         6.12±1.69         5.18±1.87         87.91±3.14

BDL组        3.99±1.24a  　 25.41±2.18a        2.79±1.43a        67.81±3.17

aP<0.05 vs  C组.

图   1   B D L 组
扩 张 的 胆 总
管, 肝脏肿胀.

A

B

C

图  2  各组肝组织HE改变(HE). A: BDL组胆管增生明显, 纤

维结缔组织增生并向肝小叶扩展(×100); B: BDL组胆管增

生明显, 肝窦变窄, 可见大量胀亡细胞(箭头所指)(×400); C: 

C组肝小叶结构清晰, 肝细胞无肿胀, 肝细胞索排列规则, 肝

窦较宽(×400).

■相关报道
自从1995年提出
胀亡概念后, 陆续
有相关文献报道. 
但对梗阻性黄疸
肝细胞死亡方式
仍不是很明确, 有
的研究认为胆道
梗阻后肝细胞死
亡的主要形式是
细胞凋亡, 但也有
的研究梗阻性黄
疸时肝细胞死亡
的主要类型是胀
亡而不是凋亡.
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使磷脂酰丝氨酸暴露于细胞膜外, 可特异性结

合标记有FITC的AnnexinV, 因此单用此法不能

特异地区别这两种细胞, 而PI不能进入细胞膜完

整的细胞, 只能通过损伤的细胞膜结合在DNA
双螺旋链之间. 双染后可鉴别这两种细胞[7]. 因
此本实验应用流式细胞仪检测肝细胞胀亡和凋

亡能准确地反映细胞死亡情况. 胀亡典型特征

为细胞肿胀、核溶解、胞质空泡的形成, 类似

细胞水变性等形态学改变. 染色质分散、凝集

在核膜和/或核仁周围, 或聚集成团块; 细胞器肿

胀尤以线粒体为著[8]. 胀亡是大量相邻细胞死亡, 
在以前的病理学文献中表现为片状坏死现象[9]. 
凋亡典型改变是胞质萎缩、核固缩、染色质新

月形凝集和凋亡小体形成[1]. 
本实验结果显示, 大鼠急性胆道梗阻后血

清胆红素、A L P和γ-G T水平均显著高于对照

组, 说明梗阻性黄疸模型建立成功, 而且肝病理

组织学检查亦进一步得到证实. 本研究发现急

性胆道梗阻大鼠肝细胞死亡以胀亡为主, 凋亡

相对较少. 这是因为细胞凋亡和胀亡与刺激强

度、作用时间有关. 刺激强度较弱、作用时间

较短时以凋亡为主; 反之, 细胞损伤相对严重时

以胀亡为主. 还可能与凋亡是主动耗能过程、

需要ATP, 而胀亡是被动性死亡、不需要能量有

关[10]. 因此影响细胞ATP水平的因素可影响细胞

死亡方式的选择[11].
胆道梗阻时肝脏胆盐和胆红素堆积, 破坏

肝细胞能量代谢, 导致ATP含量下降, 引起肝细

胞内钙超载, 激活胀亡膜特异性受体porimin, 其
与配体结合后使膜通透性增加, 导致细胞胀亡[6]. 
此外胆盐还可影响细胞膜ATP活性, 损害生物膜

的功能, 导致细胞胀亡[12]. 能量代谢障碍还可生

成大量自由基(ROS), 破坏细胞膜的完整性, 使
之通透性增加, 造成肝细胞损伤. 肠道内胆盐缺

乏以及sIgA分泌减少导致细菌和LPS大量入血

引起肠源性内毒素血症[13-14]. 内毒素直接干扰

图  3  肝细胞凋亡和胀亡的超微结构改变. A: C组正常肝细

胞(×6000); B: BDL组胀亡细胞(×8000); C: BDL组凋亡细胞

(×8000).

■应用要点
本研究结果将对
梗阻性黄疸肝脏
损伤作用机制的
研究具有指导意
义, 提供新的研究
思路和方向.
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图  4  各组肝细胞胀亡和凋亡流式细胞图(右上象限为胀亡
细胞, 右下象限为凋亡细胞, 左下象限为正常细胞, 左上象限
为坏死细胞). A: C组; B: BDL组.
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 肝细胞能量代谢, 抑制Na+-K+ATP酶活性, 此外

还激活Kupffer细胞, 后者激活中性粒细胞产生

大量ROS, 导致肝细胞损伤[15]. 内毒素还可促使

Kupffer细胞、内皮细胞与中性粒细胞释放白三

烯、TNF-α、白细胞介素、NO等导致肝脏微循

环障碍, 引起组织损伤[16-19]. 此外肝纤维化、微

循环紊乱以及肝窦血供减少均进一步加剧肝细

胞“能源危机”, 促使其胀亡[20-22]. 因此胆道梗

阻导致肝细胞能量代谢障碍, ATP产生不足, 细
胞无法全部完成凋亡, 进而选择细胞胀亡, 表现

在本实验中肝细胞死亡以胀亡为主且较对照组

明显增加, 凋亡反而相对较少. 肝细胞凋亡增加

与凋亡机制的启动有关[23-30]. 例如胆盐中的甘氨

鹅脱氧胆酸钠(GCDC)可通过蛋白激酶C介导肝

细胞凋亡, 随着GCDC浓度增高, 细胞凋亡率增

加[28-30]. 然而, 细胞胀亡和凋亡有许多相似之处, 
存在某些共同信号通路如Fas, caspases等, 但有

关胀亡的具体分子机制如基因调控等还不清楚, 
有待进一步研究[11,31].

总之, 急性胆道梗阻大鼠肝细胞死亡方式以

胀亡为主, 且肝功能损伤程度与肝细胞胀亡、

凋亡有密切关系. 
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2007 中华肝胆胰脾外科 ( 国际 ) 学术论坛征文通知

本刊讯 “2007中华肝胆胰脾外科(国际)论坛”应澳门特区外科学会的盛情邀请于2007-04-13/16在澳门举办, 

现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)肝癌诊断及外科与综合治疗: 新诊断技术-可切除与否的界定-综合治疗与序贯化思路-对复发转移的研究进

展-微创技术实际应用的可能性; (2)医源性胆管损伤的预防-胆管下端功能状态对修复及重建的影响-肝胆管结

石外科治疗的新经验-肝门胆管癌根治性切除的实施与效果; (3)胰腺炎-重症急性、出血坏死性、“凶险性”-

治疗中早期复苏的策略与实施-相关并发症的预防和处理; (4)胰腺癌-早期诊断的思路与进展-根治术在当前的

含义和尺度-术前减黄与并发症的处理; (5)脾功能研究进展-保脾和切脾含义和抉择-PH时单纯切脾的指征与价

值; (6)肝移植-应用指征的决策-供肝切取与保存-技术性与非技术性并发症-再移植-远期存活的努力.

2 投稿要求及截稿日期

来稿请寄未曾公开发表过4000字以内全文及800字论文摘要各1份(无摘要不入汇编)并请在信封上注明“会议

征文”. 截稿日期: 2007-01-31. 正式代表发论文证书并授一级继续教育学分. 来稿请寄:《中华肝胆外科杂志》

编辑部.

3 联系方式

地址: 北京市复兴路28号; 邮编: 100853; 电话: 010-66936223; 电传: 010-68177009; E-mail: zhgdwkzz@vip.163.

com; 详情请登陆网站: www.zhgdwkzz.net.
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Abstract
AIM: To analyze the level of serum anti-P53 
ant ibody in pr imary hepat ic carc inoma 
(PHC) as well as its correlation with clinical 
characteristics.

METHODS: The enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) was used to detect the serum level 
of anti-P53 antibody in 68 patients with PHC. 
Univariate analysis and multivariate Logistic re-
gression analysis were performed to investigate 
the correlation between the serum level of P53 
antibody and clinical data, including the age, sex 
of patients, alcohol intake, HBsAg, KPS scores, 
pathological findings, differentiation degree, 
liver cirrhosis, pattern of tumor growth, tumor 
stages, vascular invasion, remote metastasis, 
Child class, the level of serum albumin, alpha-
fetoprotein (AFP) and ferritin.

RESULTS: A total of 20 patients (29.4%) were 
detected positive for serum anti-P53 antibody. 
Univariate analysis revealed that the positive 
status of serum P53 antibody was associated 
with the degree of differentiation (P = 0.020), 

remote metastasis (P = 0.002), tumor stages (P 
= 0.027) and vascular invasion (P = 0.010). Mul-
tivariate analysis showed that only remote me-
tastasis was independently associated with the 
positive status of serum anti-P53 antibody (OR = 
4.185, P = 0.022).  

CONCLUSION: The positive status of serum P53 
antibody may be associated with the malignant 
biological features and poor prognosis of PHC.

Key Words: Serum anti-P53 antibody; Primary he-
patic carcinoma; Clinical characteristics; Enzyme-
linked immunosorbent assay

Guan YS, Liu Y. Relationship between serum anti-P53 
antibody and clinical characteristics of primary 
hepatic carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(3):246-253

摘要
目的: 分析原发性肝癌(p r i m a r y h e p a t i c 
carcinoma, PHC)患者血清P53抗体与临床特征
的关系. 

方法: 用ELISA法定量分析68例肝癌患者首
诊时血清P53抗体, 并用单因素和多因素统计
方法分析与性别、年龄、饮酒史、HbsAg、
KPS评分、病理诊断、肿瘤分化程度、肝硬
化、肿瘤生长方式、肿瘤分期、血管侵犯、

有无肝外转移、Chi ld分级、血清白蛋白、

AFP、血清铁蛋白等的相关性. 

结果: 68例P H C血清P53抗体阳性率29.4% 
(20/68). 单因素分析显示, 血清P53抗体阳性
与肿瘤分化程度低(P  = 0.020)、肝外转移(P  = 
0.002)、肿瘤分期晚(P  = 0.027)、血管侵犯有
关(P  = 0.010). 多因素分析显示只有肝外转移
与P53抗体阳性有关(OR  = 4.185, P  = 0.022).

结论: 血清P53抗体阳性与PHC的不良生物学
特征有关.

关键词: 血清P53抗体; 原发性肝癌; 临床特征; 酶链

免疫吸附法

■背景资料
原发性肝癌的诊
断和其预后的评
价是一个在临床
上经常遇到而又
十分具有挑战性
的问题. 一些研究
发现, 许多恶性肿
瘤患者血清中P53
抗体水平异常增
高, 可能与P53基
因突变、瘤体内
P 5 3 蛋 白 异 常 积
聚、肿瘤不良生
物学行为有关. 目
前, 对国人原发性
肝癌的血清P53抗
体阳性率及其与
临床特征、预后
等的关系研究尚
少.
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0  引言

肿瘤抑制基因P53的功能与肿瘤发生、生长

调控、凋亡关系密切 .  人类肿瘤中 ,  P53突变

是最常见的基因改变, 大约有50%的肿瘤患者

出现P53基因突变[1]. P53基因突变后表达异常

的P53蛋白 ,  刺激机体产生自身体液免疫 ,  并
可在患者血清中检测到P53抗体 [2-3].  研究发

现, 绝大多数恶性肿瘤患者(如食管癌、肺癌、

肝癌、结直肠癌等)均检测到了血清P53抗体, 
阳性率大约在7%-63%[4-9], 并发现P53抗体与

肿瘤分化低、恶性度高、远处转移、肿瘤耐

药等不良生物学特征有关 [5-6,8-11]. 原发性肝癌

(primary hepatic carcinoma, PHC)起病隐匿, 恶
性程度高, 大部分患者发现时已是中晚期, 失
去外科切除机会. 其预后与包括肝功能、瘤体

大小在内的多个因素有关.目前尚无满意的预

后指标估计预后, 指导治疗. 国外已有PHC患

者血清P53抗体的研究, 发现P53抗体阳性率在

7%-32%[9,12-14], 并有相互矛盾的结论, 且未探讨

与临床特征之间有无关系[15]. 故有必要对国人

PHC患者血清P53抗体及与临床特征的关系作

一研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-06/2006-02在四川大学华西医

院确诊为P H C的患者68例 ,  纳入标准:  (1)符
合P H C临床诊断标准(2001年广州标准)[16]和

/或有肝癌病理诊断依据; (2)临床病史资料完

整; (3)KPS评分[17]>60分. 排除标准: (1)已经接

受介入治疗、外科手术切除、无水乙醇消融

(percutaneous ethanol injection, PEI)、射频、超

声聚焦刀(high intensity focus ultrasound, HIFU)
等治疗的肝癌患者; (2)有严重免疫抑制或正接

受免疫抑制治疗者; (3)临床病史和影像资料不

完整. 主要研究仪器及设备有德国产AXIOM-
ARTIS 数字减影血管造影机; 德国产Sensation 
16多层螺旋CT; 德国产Sonata 1.5T MRI; -20℃
冰箱; 法国PharmaCell公司血清P53抗体试剂盒; 
酶标仪. 
1.2 方法 
1.2.1 血清P53抗体检测 血液标本抽取患者空

腹静脉血液标本, 立即离心后取上清液, 存放

于-20℃冰箱中保存、待测. 标本收集完毕后, 
在24℃室温下, 应用PharmaCell公司anti-P53 
ELISA试剂盒, 严格按说明书进行操作: 洗涤

重组P53蛋白或质控蛋白包被的聚苯乙烯微量

反应板, 将稀释的样本和质控蛋白各100 µL分
别加入到相应的反应板微孔内, 20℃-25℃震

荡温育1 h, 取出后吹干, 加入过氧化物酶标记

的抗人IgG抗体反应液100 µL, 20℃-25℃震荡

温育1 h, 再次洗涤4次后吹干, 加入酶反应底物

TMB100 µL, 室温避光反应10 min, 加入100 µL 
H2SO4终止酶反应. 用酶标仪测定450 nm波长

的吸光度. 根据标准曲线, 按照公式计算出血清

P53抗体半定量值(kU/L), 并按照下列标准(参考

值范围由试剂盒给出)确定血清P53抗体阴性、

阳性(表1). 
1.2.2 观察内容及指标 一般资料: 性别、年龄、

饮酒史. 入院时KPS评分[17].
     实验室检查: 血清白蛋白(g/L)、肿瘤标记物

(甲胎蛋白, 铁蛋白, μg/L).
影像学检查: (1)肿瘤大小: 在CT或MRI资料

上找出肿瘤最大层面, 测量其长径. (2)生长方式: 
按照肿瘤边缘清楚与否分为膨胀生长和浸润生

长两类(图1A-B). (3)血管侵犯: 根据CT, MRI或
DSA检查, 观察肿瘤有无造成门静脉(分支、主

干)癌栓、下腔静脉癌栓、肝动脉门静脉瘘、肝

动脉肝静脉瘘. 没有血管侵犯的, 以0级表示; 侵
犯一种血管, 以1级表示; 侵犯两种血管, 以2级
表示; 侵犯三种以上血管, 以3级表示(图1C-D).  
(4)肝硬化: 根据超声、CT、MRI检查, 按有无肝

叶比例失调、肝裂增宽、肝表面结节样改变、

继发门静脉高压等肝硬化表现, 分为有肝硬化和

无肝硬化两类(图1E). (5)肝外转移: 根据平片、

超声、CT、MRI、核素扫描等影像学检查, 观
察有无肝外的淋巴结增大或肿瘤转移病灶(包括

肿瘤直接侵犯临近脏器), 并分为有肝外转移和

无肝外转移两类.
病理检查 :  (1)病理诊断 :  根据穿刺活检

的病理结果, 分为肝细胞肝癌(hepatocel lular 
carcinoma, HCC)和非肝细胞肝癌(包括胆管源

性、肝细胞胆管细胞混合癌等)两类. (2)肿瘤分

        

表  1   血清P53抗体阴性、阳性判定参考值

  < 0.85  kU/L	                                   阴性
  0.85-1.15  kU/L	                               可疑阳性
  >1.15  kU/L	                                   阳性 

血清P53抗体定量值	                                 结果判断

■应用要点
P 5 3 抗 体 阳 性 与
肿瘤分化程度低, 
肝外转移、肿瘤
分期晚、血管侵
犯等有关. 与AFP
相 结 合 ,  有 助 与
AFP<400  mg /L
患者的肝癌临床
诊断.
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图  1  PHC患者影像学检查. A: 病灶边缘清楚, 为膨胀性生
长; B: 病灶边缘模糊, 为浸润性生长;  C: 肿瘤侵犯右肝静脉
和下腔静脉; D: 肿瘤侵犯门静脉; E: 肝脏体积缩小、肝裂增
宽, 表面呈结节状, 并有腹水, 为肝硬化表现.

A

B

C

D

E

A

B

C

D

E

图  2  不同分期的PHC患者的影像学表现. A: 单个肿瘤, 
长径<3cm, 为Ia期; B: 单个肿瘤, 瘤体长径<5cm, 为Ib期;  
C: 肿瘤长径<10cm, 在半肝, 为Ⅱa期; D: 单个肿瘤, 长径
>10  cm, 为Ⅱb期.; E: 出现腹膜后多个淋巴结转移, 为Ⅲa期.

www.wjgnet.com

■同行评价
本文用ELISA法
定量分析肝癌首
诊时血清P53抗体
值, 并用单因素和
多因素统计方法
分析其与临床特
征的相关性, 包括
性别、年龄、饮
酒史、HBsAg、
KPS评分、病理
诊断、肿瘤分化
程度、肝硬化、

肿瘤生长方式、

肿瘤分期、血管
侵犯、有无肝外
转 移、C h i l d 分
级 、 血 清 白 蛋
白、AFP、血清
铁蛋白等. 文章具
有科学性、创新
性和临床实用性.
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抗体状态(阴性、阳性)作多因素Logistic回归分

析. 通过单因素(秩和检验或卡方检验)及多因素

Logistic回归统计分析, 明确与P53抗体阳性有关

的临床特征指标. 

化程度: 按照Edmondson分级法, 分为高分化、

中分化、低分化三类.
其他指标: (1)Child分级[18]: 根据检验结果和

临床资料将患者肝功能分为Child A、B、C三

级. (2)肿瘤临床分期[16]: 并参考“中国肝癌协作

组2001年广州会议标准”, 将肝癌分为Ⅰa, Ⅰb, 
Ⅱa, Ⅱb, Ⅲa, Ⅲb共三期6个等级(图2).
1.2.3 资料收集  收集患者入院后例行的血常

规、肝肾功能、凝血常规、肿瘤标记物等实验

室检查结果. 同时抽血并离心、冷冻保存血清

标本, 等待检测P53抗体. 常规行胸片、腹部增

强CT扫描并根据情况行胸、腹部或全身CT、
MRI、核素扫描等影像学检查. CT扫描: 介入治

疗前常规采用Sensation 16多层螺旋CT扫描: 用
Medrad-DP 100型高压注射器, 优维显(ultravist 
300 gI/L), 剂量2 mL/kg, 流速3 mL/s, 经肘前静

脉给药, 行动脉期(扫描延迟18-20 s)和门静脉

期(扫描延迟时间60 s)双重扫描. 介入治疗后[19] 

4 wk复查CT, 复查参数同前. 阅片: 由2名副高职

称以上、有影像诊断和血管造影诊断经验的医

生盲法分析患者的影像学资料(包括患者治疗前

的胸片、CT、MRI、超声检查、核素扫描、介

入治疗时的血管造影表现以及治疗后1 mo复查

的影像资料). 重点按照前述观察指标评价患者

影像学资料特点, 并进行肝癌的临床分期, 判定

复查患者的疗效, 做好记录以备分析. 
      统计学处理 分析治疗前血清P53抗体水平

与临床特点的关系, 包括患者性别、年龄、饮

酒史、HBsAg、病理诊断、KPS评分、肿瘤分

化程度、有无肝硬化、肿瘤生长方式、肿瘤长

径、肝外转移、肿瘤分期、Child分级、血管侵

犯、血清白蛋白、血清铁蛋白、AFP(同时按肝

癌诊断标准将AFP以400 μg/L为界值处理为二

分类变量)等. 将有统计学意义的指标与血清P53

图  3  血清P53抗体滴度分布(n  = 68).
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图  4  原发性肝癌患者36号的CT表现. A: 右肝后下段小结
节, 血清P53抗体阳性(滴度13.509 kU/L), AFP>1210 mg/L; B, 
C: CT复查示肿瘤在2 mo内明显长大.

图  5  原发性肝癌患者81号的CT表现. 血清P53抗体阴性(滴
度0.93 kU/L), 肿瘤长径10.5 cm, 病理活检为中分化肝细胞
肝癌.
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2  结果

2.1 血清P53抗体检测 本研究共收集75例患者

血清, 排除了不符合纳入标准的7例, 共检测了68
例共89份血清标本, 其中男56例(82.4%), 女12例
(17.6%). 有13例患者检测了2次P53抗体, 4例患者

检测了3次. 患者血清P53抗体检测情况. 68例中

治疗前血清P53抗体最大值37.022 kU/L, 最小值

0.161 kU/L, 中位数0.798 kU/L, 抗体定量值分布见

图3. 按照阳性>1.15 kU/L标准判断, 29.4%(20/68)
患者血清P53抗体阳性.部分患者血清P53抗体滴度

及CT图片(图4-5). 

2.2 病例断面研究 血清P53抗体阴性和阳性两组

患者临床特征见表2-4. 单因素分析显示, 血清P53
抗体阳性与阴性两组患者间肝外转移、分化程度、

病理诊断、肿瘤分期、血管侵犯的差别有统计学

意义.根据单因素统计分析结果, 将有统计学意义

因素(肿瘤分化程度、病理诊断两指标因例数不够, 
不纳入回归模型)纳入多因素Logist ic回归模型, 
进行多因素统计分析, 明确与P53抗体阳性有关的

临床特征. 统计结果表明: 肝外转移是与血清P53
抗体阳性有关的独立因素(表5).

3  讨论

1979年, Deleo et al [20]发现了小鼠对由甲基胆蒽

诱发的肿瘤所产生的针对P53蛋白的体液免疫; 
也有人发现带有SV40肿瘤的动物出现针对P53
蛋白的体液免疫反应. 1982年, Crawford et al [21]

1Wilcoxon秩和检验; 余采用四格表卡方检验.

                         

表  2   血清P53抗体阴性和阳性者临床特征分析

性别
   男
   女
饮酒史
   无
   有
HbsAg
   阴性
   阳性
KPS评分
  100
    90
    80
    70
    60
肝硬化
   无
   有
生长方式
   膨胀
   浸润
肝外转移
   无
   有
肿瘤分期
   Ia
   Ib
   IIa
   IIb
   IIIa
   IIIb
Child分级
   A
   B
   C
血管侵犯
   0级
   1级
   2级
   3级
AFP
 <400  μg/L
≥400  μg/L
	

                 P53抗体          P53抗体    阳性率	            P
                 阴性n =48	      阳性n =20      (%)               值

41
  7

36
12

14
34

20
13
12
  1
  2

30
18

27
21

38
10

  4
  5
13
16
10
  0

38
  8
  2

32
10
  5
  1

31
17

15
  5

17
  3

  7
13

  5
  8
  5
  2
  0

16
  4

11
  9

  8
12

  1
  1
  1
  9
  8
  0

17
  3
  0

  7
  6
  5
  2

10
10

26.8
41.7

32.1
20.0

33.3
27.7

20.0
38.1
29.4
66.7
  0

34.8
18.2

28.9
30.0

17.4
54.5

20.0
16.7
  7.1
36.0
44.4

30.9
27.3
  0

17.9
37.5
50.0
66.7

24.4
37.0

0.308

0.368

0.638

0.3361

0.163

0.925

0.002

0.0271

0.5411

`0.0101

0.263

        

表  3   血清P53抗体阴性和阳性者临床特征均数/中位数
比较分析

年龄(岁)
血清白蛋
白(g/L)
AFP(mg/L)
血清铁蛋
白(mg/L) 
肿瘤最大
径(cm)(n  = 56)

                 P53抗体              P53抗体               P
                 阴性n =48	          阳性n =20            值

51.88
36.27

86.395
422.3

    9 
(n = 38)

49.7
34.81

490
373
   
    7 
(n  = 18)

 0.5192

 0.3772

 0.1621

 0.3891

 0.8881

1Wilcoxon秩和检验; 2t检验, P<0.05, 双侧, 认为有意义.

        

表  4   血清P53抗体阴性和阳性者临床特征分析

病理诊断
  HCC  
  非HCC
肿瘤分化程度
  高 
  中
  低

 13
   6

   3
 12
   4

6
5

1
2
8

31.6 
45.5

25.0
14.2
66.7

                 P53抗体          P53抗体    阳性率	            P
                 阴性n =19	      阳性n =11      (%)               值

0.205

0.0201

1Wilcoxon秩和检验, 余采用四格表卡方检验. 

        

表  5   临床特征和血清P53抗体状态的多因素Logistic回归
分析

肝外转移	   0.022	        4.185	             1.266-13.829
血管侵犯	   0.102	       1.720	             0.897-3.299
肿瘤分期	   0.798	       1.087	             0.574-2.061  

        P值	              OR 值	      95%CI
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首先在乳腺癌患者中发现并描述了P53抗体. 人
类肿瘤中, P53突变是最常见的基因改变, 大约

有50%的肿瘤患者出现P53基因突变, 已有1000
余种P53突变被发现. 突变的P53基因表达突变

的P53蛋白, 不能进行DNA修复和控制细胞分

裂, 另一重要特点是突变的P53蛋白的半衰期由

野生型的20 min增长到数小时之久, 并在肿瘤

细胞核内积聚[2-3]. 积聚于细胞核中的突变P53蛋
白, 在细胞坏死裂解后进入体液, 导致机体对这

一蛋白产生自身体液免疫, 从而产生了P53抗体. 
通常, 对肿瘤组织中的P53基因测序或用免疫组

化显示肿瘤细胞中突变的P53蛋白是检测肿瘤

有无P53基因突变的金标准. 但基因测序技术条

件要求高, 且两种方法均需要肿瘤标本, 在临床

中常规应用有较大难度. 许多研究发现P53抗体

出现与P53蛋白积聚以及P53基因突变有明显相

关性, 因而可以相对简单地由血清中P53抗体状

态推测机体有无P53基因突变[7]. 在正常人群中

和良性疾病中, 极少检测到P53抗体, 阳性率明

显低于恶性肿瘤患者[7,13,15,22-23]. 通常认为, P53抗
体阳性与肿瘤分化低、分期晚、化疗耐药等提

示肿瘤恶性生物学行为的指标有关[5-6,9,11], 但关

于P53抗体在预后分析中的价值, 研究者持有不

同观点. 有认为不宜作预后指标[24-25]; 也有人认

为可用于预后判断[7].
本研究分析了68例PHC患者(男56例, 女12

例), P53抗体阳性率29.4%(20/68), 符合其他文献

报道肝癌患者中的阳性率7-32%的范围[9,12-15]. 不
同研究的P53抗体阳性率差异较大, 与研究纳入

患者的种族、肿瘤分期有关, 也可能与P53基因

突变的部位、类型有关. 单因素分析显示血清

P53抗体是否阳性与患者的性别、年龄、饮酒

史、HBsAg、肝功能分级、白蛋白等均无差别, 
而且与患者生活质量(KPS)评分、有无肝硬化也

无明显关系. 而肿瘤分化程度、血管侵犯、肝外

转移等代表肿瘤不良生物学特性的指标在P53抗
体阳性、阴性两组患者间差别较大. 与前人研究

相似[6,12-13].
单因素分析显示 ,  病理分化程度为低分

化者, P53抗体阳性率66.7%, 明显高于高分化

(25.0%)和中分化(15.4%)者. 肿瘤分期晚者, P53
抗体阳性率高于分期早者. 这些结果提示血清

P53抗体阳性患者, 其肿瘤分化程度低, 分期晚, 
恶性度高. 基础研究也发现P53基因突变率在分

化较差的肝癌中更高, 在肿瘤晚期比在早期更

多地出现P53基因突变[27-28]. 同时, 血清P53抗体

阳性者, 肿瘤更容易侵犯血管(P  = 0.010), 包括

门静脉、肝动脉、肝静脉、下腔静脉, 造成癌

栓阻塞管腔和/或肝动脉与静脉系统之间的瘘, 
因而更容易发生远处转移. Saffroy et al [9]分析了

130例欧洲PHC患者, 也发现P53抗体与AFP无
关, 但阳性者更有可能出现血管侵犯. 但是, 突
变的P53蛋白与肿瘤由原位生长到侵入血管再

到远处转移这一系列过程中的作用机制, 尚未

明确, 有待在分子生物学水平深入研究. P53抗
体阳性、阴性患者间肿瘤长径没有明显差异(秩
和检验P >0.05).如患者5、36号, 肿瘤长径分别为

1.5, 3.0 cm, 而P53抗体均为阳性, 滴度高达3.180 
kU/L、13.509 kU/L; 相反, 患者81号, 肿瘤长径

11.0 cm, P53抗体阴性, 滴度0.930 kU/L, 但病检

结果为中分化肿瘤. 说明虽然肿瘤长径大, 但分

化较好, 没有出现P53抗体突变.也有可能是P53
基因的突变系少见突变, 针对常见突变进行检测

的P53抗体试剂不能检测出机体针对这一少见

突变产生的抗体. Bergqvist et al [6]也发现肺癌患

者的血清P53抗体与肿瘤分化、TNM分期有密

切关系, 而与肿瘤病理类型、原发肿瘤大小、

部位无关. Shiota et al [13]分析86例HCC, 发现P53
抗体阳性与血胆红素、和肿瘤数目有关, 与瘤

体大小无关. 分析30例有病理结果的患者的肿

瘤类型, HCC19例, 6例(24%)P53抗体阳性, 胆管

源性恶性肿瘤10例, 4例(40%)阳性, 肝母细胞瘤

1例, P53抗体阳性, HCC与非HCC的P53抗体阳

性率没有统计学意义(卡方检验, P  = 0.714).但数

据显示在胆管源性肿瘤中, P53抗体阳性率较高, 
有待今后扩大样本量, 了解有无差别, 同时也需

要进一步研究HCC和胆管源性肿瘤P53基因突

变热点、变异的P53蛋白构象以及各自作用机

制的区别. 根据经验, 膨胀生长的肝癌, 通常分

化较好, 虽然为恶性肿瘤, 但可压迫周围肝实质, 
出现假包膜. 尽管前面得出肿瘤分化程度与P53
抗体相关, 但分析P53抗体与肿瘤生长特性发现, 
两者间无相关性. 其原因有可能为样本量太少; 
P53基因突变位点不同引起P53抗体检测出现差

别; 判断膨胀、浸润生长, 出现的测量性偏倚. 
所以, 两者间的关系有待进一步扩大样本, 分析

考证. AFP是公认的PHC敏感性、特异性较高的

肿瘤标志物, 但不足之处在于约有30%肝癌患

者的AFP在正常范围内, 且分析AFP增高时需要

排除妊娠、生殖细胞肿瘤等情况[28]. 按照2004
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年广州会议肝癌的诊断标准[16], 将患者AFP值以

400 μg/L为界分为两组, 用配对卡方检验比较

AFP检出率(>400 μg/L)与P53抗体阳性率. 虽然

P53抗体敏感性较低, 但按照现有样本和检验水

准, 尚不能认为AFP检出率高于P53抗体阳性率. 
另外, 本研究和Saffroy et al [9]在分析了130例欧

洲的肝癌患者后, 均发现P53抗体与AFP无相关

性. 本研究进一步分析数据发现, 在AFP小于诊

断标准400 μg/L的41例患者中, 有10例P53抗体

阳性. 同时, 分子生物学研究也发现, P53基因的

突变可能出现在肝细胞癌变过程的早期, 并随

肿瘤发展, 逐渐升高[28]. 因此, 我们可以利用P53
抗体的高特异性[7-8,11], 在肝癌诊断上可以与AFP
互补, 有助于AFP小于400 μg/L患者的诊断; 同
时, 对于AFP大于400 μg/L的患者, P53抗体阳性

可以提高肝癌诊断的把握度.血清铁蛋白在PHC
患者诊断中也有一定意义[30-31], 本研究发现血清

P53抗体阳性、阴性间与铁蛋白水平无明显关系

提示两者结合有助于肝癌的诊断.
对血清P53抗体与肝癌患者临床病理特征的

断面研究初步提示: P53抗体阳性、阴性患者间, 
性别、年龄、饮酒史、HbsAg、KPS、病理诊

断、肝硬化、生长方式、Child分级、血清白蛋

白、肿瘤长径均无差别, 而与代表肿瘤不良生物

学特征的指标肿瘤分化程度、临床分期和肝外

转移有关.
本研究限度受条件限制, 纳入的样本例数不

够多, 有可能未能发现一些潜在的有意义的联

系; 受时间限制, 没有患者随访的生存资料. 有
待于今后继续随访, 获得生存信息, 作Cox风险

比分析; 没有正常对照, 但对本研究没有太大影

响.因为许多研究证实在正常人群中, 极少有血

清P53抗体检出; 纳入对象均是华西医院介入科

住院患者, 有可能存在选择性偏倚.
本文得出的结论如下: (1)对68例PHC患者

血清P53抗体与临床特征关系分析发现, P53抗
体阳性与肿瘤分化程度低、肝外转移、肿瘤分

期晚、血管侵犯等代表肿瘤不良生物学特征的

指标有关; (2)血清P53抗体与AFP相结合, 有助与

AFP<400 μg/L患者的肝癌临床诊断.
总之, 由于血清P53抗体检测方便、准确, 

特异性高, 可应用于临床作为PHC的辅助诊断

手段, 提示肿瘤的不良生物学特征和较差的预

后.有必要进一步扩大样本量深入研究血清P53
抗体的临床意义.
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Abstract
A I M :  T o  e s t a b l i s h  t w o - d i m e n s i o n a l 
electrophoresis (2-DE) maps of peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) in patients with 
hepatitis B virus (HBV) associated hepatocellular 
carcinoma (HCC) or liver cirrhosis (LC), and 
identify the differentially expressed proteins.

METHODS: The total proteins from PBMC in 
patients with HBV associated HCC (n = 16) or 
LC (n = 12) were seperated by means of immo-
bilized pH gradient-based 2-DE. The differen-
tially expressed proteins were screened using 
PDQuest analysis software, and then identified 

by peptide mass fingerprint (PMF) based on 
matrix-assisted laser desorption/ionization time 
of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) 
and database searching.

RESULTS: A well-resolved and reproducible 
2-DE pattern of PBMC was obtained from patients 
with HBV associated HCC or LC. For HCC, the 
mean number of protein spots was 1186 ± 43, with 
an average matching rate of 91.6%, and for LC, the 
mean number of protein spots was 1013 ± 41, with 
an average matching rate of 90.2%. Twenty-seven 
differential proteins were tested by MALDI-TOF-
MS, and 16 were identified. Of the 16 proteins, 13 
were up-regulated in patients with HCC, includ-
ing heat-shock protein 27, member RAS oncogene 
family (RAB14), actin, alpha 1 antitrypsin, RNA-
binding protein regulatory subunit and so on. 
By contrast, the levels of proteins such as PDX6, 
HSPA8 and MnSOD were significantly reduced in 
HCC patients. Some of these proteins participated 
protein synthesis and degradation, or chaperone, 
or protection and detoxification, or signal trans-
duction, while some of them were involved in 
metabolism or cytoskeleton construction.  

CONCLUSION: A well-resolved and reproduc-
ible 2-DE pattern of PBMC from patients with 
HBV related HCC or LC is established, and six-
teen differentially expressed proteins were char-
acterized.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Hepatitis B 
virus; Leukocytes; Mononuclear cell; Liver cirrhosis; 
Proteome; Matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time of flight mass spectrometry

Zhong BY, Fan XG, Liu WD, Huang Y, Zou MX. Mass 
spectrometric analysis of peripheral blood mononuclear 
cells in patients with hepatitis B virus associated 
hepatocellular carcinoma and liver cirrhosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(3):254-259

摘要
目的: 建立HBV相关性肝细胞癌(HCC)及肝
硬化(LC)患者外周血单个核细胞(PBMC)的
双向凝胶电泳图谱, 并识别鉴定其差异表达

■背景资料
蛋白质组学是继
基因组学之后出
现的一门新兴学
科 ,  是 当 今 生 命
科学研究领域的
热 点 .  肝 细 胞 癌
(HCC)是目前全
球发病率高的恶
性肿瘤之一, 目前
对HCC蛋白质组
的研究, 国内外主
要针对HCC细胞
株、癌组织等进
行研究.
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的蛋白质. 

方 法 :  利 用 固 相 p H 梯 度 双 向 凝 胶 电 泳 分
离HBV相关性HCC(n  = 16)及LC患者(n  = 
12)PBMC的总蛋白质, 凝胶经蓝银显色后, 
PDQuest图像分析软件进行比较分析、识别
差异表达的蛋白质, 应用基质辅助激光解吸电
离飞行时间质谱(MALDI -TOF-MS)得到相应
的肽质指纹图谱, 然后搜索数据库鉴定部分差
异蛋白质点. 

结果:  得到了分辨率较高、重复性较好的
HBV相关性HCC及LC患者PBMC双向凝胶电
泳图谱, HBV相关性HCC及LC患者PBMC凝
胶的平均蛋白质点数分别为1186±43及1013
±41; 组内的平均匹配率分别为91.6%, 90.2%. 
对27个差异蛋白质点进行了质谱分析, 鉴定出
16个蛋白质, 在HBV相关性HCC患者PBMC中
表达明显增强的有热休克蛋白质(HSP)27、
ras 癌基因家族(RAB14)、肌动蛋白、α1-抗
胰蛋白及R N A结合蛋白调节亚基等13个蛋
白点; 而PDX6、HSPA8及锰超氧化物歧化酶
(MnSOD)在HCC患者PBMC中低表达. 这些差
异蛋白质点包括蛋白质合成与分解、分子伴
侣、解毒和DAN修复相关蛋白质、三大代谢
相关酶类、细胞结构相关蛋白质以及信号传
导相关蛋白质六类.

结论: 建立了分辨率高且重复性较好的HBV
相关性HCC及LC患者PBMC双向凝胶电泳图
谱, 并识别鉴定出了一些与HBV相关性HCC
癌变相关的差异表达的蛋白质.

关键词: 肝细胞癌; 乙型肝炎病毒; 单个核细胞; 肝硬

化; 蛋白质组; 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
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0  引言

肝细胞癌(HCC)是全球发病率高的恶性肿瘤之

一, 乙型肝炎病毒(HBV)感染是HCC的主要致

病因子之一. 目前对HCC蛋白质组的研究, 国内

外主要针对HCC细胞株、癌组织等[1-5]. 本课题

组前期已对HBV相关性HCC癌组织、肝硬化组

织和慢性肝炎组织等进行了蛋白质差异分析研

究[6]. 但对HCC组织进行活检是入侵性的和创伤

性的研究. 外周血单个核细胞(PBMC)是机体重

要的免疫细胞, 与肝炎的发生、发展及诊断相

关[7-8], 我们推测与HBV相关性HCC的发生及发

展也可能存在着某些关系. 因而采用蛋白质组

学方法研究PBMC, 试图寻找HCC早期诊断的

有效指标, 为HCC的早期诊断、治疗及预后监

测提供科学依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-12/2005-12住院患者28例, 男
22例, 女6例; 年龄19-64(平均43.6)岁. 其中慢

性乙型肝炎肝硬化(L C)12例 ,  诊断标准符合

2000-09(西安)病毒性肝炎防治方案[9], AFP阳性

3例, 阴性9例. HBV相关性HCC16例, 符合原发

性HCC临床分期Ⅰ期标准[10], 经病理切片证实, 
AFP阳性14例, 阴性2例. 所有患者均排除HAV, 
HCV, HDV, HEV及HIV病毒的混合或重叠感染. 

2D Quant Kit定量试剂盒、尿素、硫脲、

NP-40、Tri ton X-100、二硫苏糖醇(DTT)、
碘乙酰胺及固相pH梯度干胶条(IPG strip pH3-
10NL, 24 cm)等为Amersham Biosciences产品; 
过硫酸铵、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、甘氨

酸、硫代硫酸钠、碳酸氢铵、铁氰化钾、三

氟乙酸及乙腈等为Sigma-Aldrich公司产品; 胰
蛋白酶(Trypsin)为Promega公司产品; 余为国

产分析纯. IPGphor等电聚焦仪、Ettan DALT
垂直电泳槽及Image Scanner扫描仪(Amersham 
Biosciences公司); 低温高速离心机(Beckman
公司); 恒温水浴箱(英国Grant公司); 真空冷冻

干燥仪(Savant speed Vac & UVS400); Voyager-
DE STR 4307 MALDI-TOF-MS质谱仪(Applied 
B i o s y s t e m公司). L a b S c a n扫描软件及D a t a 
Explorer质谱分析软件(Applied Biosystem公司

产品); PDQues t双向凝胶图谱分析软件(Bio-
Rad公司产品); Mascot Distiller质谱信号峰识

别软件及Mascot肽质量指纹图数据库查询软件

(Matrixscience公司产品). 
1 . 2  方 法  每例研究对象空腹采血 1 0  m L -
15 mL, 分离PBMC, 置于-70℃. 采用Amersham 
Biosciences公司专门针对蛋白质组学研究的蛋

白质抽提设计的2D Quant Kit定量试剂盒, 按说

明操作. 
1.2.1 双向凝胶电泳 第一向固相pH梯度等电

聚焦; 第二向垂直SDS-PAGE电泳, 将平衡后

的胶条移至PAGE分离胶上端, 在一向IPG胶条

的酸性端放置双向凝胶电泳标准蛋白质, 排净

气泡后用5 g/L的琼脂糖封胶[11]. 电泳条件为: 
2.5 W/胶电泳30 min, 然后以12 W/胶恒功率

■研发前沿
H C C 的 早 期 诊
断、癌变机制及
发现新的生物治
疗靶点等是目前
HCC研究热点和
重点, 应用新技术
去发现具有高度
特异性和灵敏度
的HCC早期分子
标记 ,  对于HCC
的高危人群, 尤其
是慢性HBV感染
患者, 显得尤为迫
切.
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电泳, 直至溴酚兰指示线到达凝胶底边处停止

电泳. 将凝胶从玻璃板上剥离下来, 双蒸水清

洗三次后进行蓝银显色. 蓝银染色方法即为改

进的传统胶体考染法(Blue silver法)[12]. 凝胶经

Imagescanner扫描仪及 LabScan扫描软件扫描, 
获取图像(分辨率为300 DPI, 图像和凝胶大小

比例为1∶1), 用PDQuest图象分析软件依次进

行点检测、背景消减、标准化、匹配、 建立平

均凝胶、比较差异等分析. 所有数据的统计分

析在Excel及SPSS11.0软件上进行. 
1.2.2 质谱分析 首先切割选定蛋白质点并置于

1.5 mL的Eppendorf管中, 超纯水反复冲洗干净

后脱色, 待凝胶的蓝色消褪后弃去脱色工作液, 
加超纯水反复冲洗至无色, 再加入乙腈脱水2次, 
使胶块萎缩变白并黏在一起后, 去掉乙腈, 置于

真空冷冻干燥仪中抽干; 然后用胰酶37℃酶解

24 h或过夜. 酶解完成后, 将样品萃取、脱盐、

抽干浓缩及点样, 室温干燥待测. 将制备好的点

样板放入Voyager-DE STR 4307 MALDI-TOF-
MS质谱仪中进行分析, 采用反射模式, 正离子

谱测定, 离子源加速电压为20 000 V, 反射电压

比为1.12,  N2激光波长337 nm, 脉冲宽度为3 ns, 
离子延迟提取100 ns, 真空度4×10-7Torr, 质谱

信号单次扫描累加50次, 使用ACTH作为外部

标准, 胰蛋白酶自切降解峰(842.510, 2211.105)
作为内部标准校正, 获得肽质量指纹图(PMF). 
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图 1  HBV相关性HCC及LC患者PBMC双向电泳图谱. 水平轴
为等电点方向; 垂直轴为相对分子质量方向; 箭头所示为差
异蛋白点.

        

表  1   HBV相关性HCC及LC病人PBMC差异表达蛋白质点
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■应用要点
外周血单个核细
胞(PBMC)是机体
重要的免疫细胞, 
采用蛋白质组表
达差异分析研究
HCC及肝硬化患
者PBMC, 试图寻
找HCC早期诊断
有效指标, 为HCC
的早期诊断、治
疗及预后监测提
供科学依据. 此种
微创方法利于健
康筛查. 本文建立
的PBMC蛋白质
组表达差异分析
方法, 也可用于其
他恶性肿瘤等疾
病的研究, 为寻找
其诊断的分子标
志、治疗及预后
监测发挥作用. 
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获得的PMF图谱用Mascot Distiller软件识别单

同位素信号峰, 获得的肽片段的质荷比(m/z)数
值输入Mascot查询系统进行检索. 搜索数据库

为SWISS-PROT和NCBI蛋白质数据库, 其他搜

索条件为: 肽片段质量800-5 000 Da, 表观等电

点的误差范围为±0.5pH, 表观相对分子质量的

误差范围为±20%, 肽片断质量最大允许误差

为100 ppm, 允许漏切的胰酶酶切位点数为1个, 
物种来源为人类(Homo sapiens), 离子种类选择

[M+H]+和单同位素峰(monoisotopic), 固定修饰

为半胱氨酸碘乙酰胺化(carbamidomethyl). 
   
2  结果

2.1 HBV相关性肝细胞癌、肝硬化患者PBMC蛋白

质双向电泳图谱 PBMC总蛋白质经双向凝胶电泳

分离, 蓝银显色后得到背景清晰、分辨率高、重复

性好2-DE图谱. HBV相关性HCC及LC患者PBMC
凝胶的平均蛋白质点数分别为1186±43及1013±
41; 组内的平均匹配率分别为91.6%, 90.2%(图1).

2.2 差异蛋白质点的MALDI-TOF-MS肽质指纹

图分析 通过PDQuest软件分析HBV相关性HCC
及LC患者PBMC差异表达的蛋白质,  随机选取

至少在50%的凝胶中均有相同变化及表达量相

差3倍以上的差异点共27个通过胶内原位酶解

进行MALDI-TOF-MS肽质量指纹图的测定, 并
以胰蛋白酶自切降解峰作为内部标准校正, 获
得23张PMF. 图2为蛋白质点05的肽质量指纹图

谱. 利用Mascot Distiller软件搜索SWISS-PROT
和NCBI蛋白质数据库, 将查询到的结果再结合

双向凝胶电泳图谱上相应点的表观等电点、

相对分子质量、匹配肽段的多少(4个片段以

上)和覆盖率(>15%)等进行综合分析, 寻找与

之匹配的相关蛋白质, 鉴定的蛋白质名称及相

应的相对分子质量和等电点见表1. (图3为上调

05号蛋白质得分及其在蛋白质数据库查询到

图 2  HBV相关性HCC及LC患者PBMC双向电泳图谱蛋白质点05的肽质量指纹图谱. x轴为质荷比(m/z), y轴为相对强度; 峰旁
标示的数字代表肽片断的单同位素峰[M+H]+的质量数. 
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图 3  05号蛋白质得分与蛋白质数据库查询到gi|55957331
蛋白质的匹配和序列覆盖情况. A: Mascot得分示意图: x轴
为Mascot得分, y轴为匹配的个数, 得分超出阴影区表示得到
阳性鉴定(P<0.05); B: 所鉴定RAB14蛋白质的等电点、相对
分子质量、序列和通过质谱分析多肽片段得到氨基酸残基
序列.
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■名词解释
蛋 白 质 组 :  即
“proteome”, 定
义为“一种基因
组 所 表 达 的 全
部蛋白质” ,   是
1994年澳大利亚
Macquaie大学的
Wilkins和Williams 
et al在意大利的一
次科学会议上首
次提出的. 这个新
术语很快得到了
国际生物学界的
认可, 并成为当今
生命科学研究领
域的热点.
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gi|55957331蛋白质的匹配和序列覆盖情况.

3  讨论

PBMC是机体重要的免疫细胞, 在多种疾病发

生、发展、治疗及及预后判断过程中发挥重要

作用[7,13]. HBV相关性HCC患者体内HBV与肿瘤

细胞本身及其产物刺激机体, 免疫细胞就会识别

这些“非己”成分, 产生能抵抗“非己”成分的

特殊物质, 从而破坏和排斥进入体内的病原体和

肿瘤细胞等, 以便维持人体内部环境的平衡和稳

定. 在此过程中可能会出现一些与HCC诊断、治

疗及监测预后密切相关的分子标记, Wang et al [14]

从PBMC中分离自然杀伤细胞(NK)体外培养增

殖用于杀伤培养的HCC细胞, 探讨HCC的免疫

治疗. Mou et al [13]报道检测PBMC中MAGE基因

mRNA水平可早期预测HCC转移及评估预后. 但
从蛋白质组学探索PBMC寻找HCC诊断及治疗

文献罕见. 血清中含高丰度的白蛋白、免疫球

蛋白及补体, 如何有效去除这些蛋白质, 是目前

血清蛋白质组学的一道屏障. PBMC较血清成份

易于分离与纯化, 且是重要的免疫细胞, 于是我

们摸索建立了重复性较好HBV相关性HCC及LC
患者PBMC蛋白质表达谱. PBMC凝胶的平均蛋

白质点数分别为1186±43及1013±41; 组内的平

均匹配率分别为91.6%, 90.2%. 我们采用改进的

考染方法-蓝银染色法对2-DE凝胶进行显色, 胶
本身着色较浅、背景好, 灵敏度优于传统的考

染方法. 蓝银染色方法的灵敏度可达1纳克/蛋白

点, 明显优于传统的胶体考染法. 经PDQuest软件

分析, 随机选取27差异蛋白点进行MALDI-TOF-
MS肽质量指纹图的测定, 共鉴定出16个蛋白质

见表1, 在HBV相关性HCC患者PBMC中表达明

显增强的有热休克蛋白质(HSP)27、ras癌基因

家族(RAB14)、肌动蛋白(Actin)、α1-抗胰蛋白

(Alpha 1 antitrypsin)、RNA结合蛋白调节亚基

(RNA-binding protein regulatory subunit)等13个
蛋白点; 而PDX6、HSPA8及锰超氧化物歧化酶

(MnSOD)在HCC患者PBMC中低表达. 
初步鉴定的差异蛋白质点, 根据S W I S S-

PROT和NCBI蛋白质数据库中提供的功能信息

进行了分类: 包括蛋白质合成与分解、分子伴

侣、解毒和DAN修复相关蛋白质、三大代谢相

关酶类、细胞结构相关蛋白质以及信号传导相

关蛋白质六类. 因为所鉴定的蛋白质具有不同的

功能, 这反映出肿瘤发生、发展机制非常复杂. 
其中一部分是参与基本物质代谢和能量产生的

蛋白质, 这些蛋白质共同完成了一些细胞的基

本生物学过程, 如三羧酸循环, 糖酵解等; 一部

分与肿瘤发生及发展密切相关[15-16], 如RNA结合

蛋白调节亚基、ras癌基因家族; 还有一大类蛋

白质被统称为分子伴侣(chaperone)[17-19], 如参与

细胞在热休克、损伤、感染等不利条件下的应

激反应的HSP以及DNA修复及调节(uracil DNA 
glycosylase, UNG)等蛋白质; 其他蛋白质的功能

涉及细胞防御, 抗氧化, 以及信号传导等. 
哺乳动物的ras基因家族有三个成员, 分别

是H-ras、K-ras、N-ras, 各种ras基因具有相似的

结构, 均由4个外显子组成, 分布于全长约30 kb
的D N A上 .  他们的编码产物为相对分子质量

(M r)21 000的蛋白质, 故称为P21蛋白, 与恶性肿

瘤相关, 在传递细胞生长分化信号方面起重要

作用[20-23]. 他属于三磷酸鸟苷(GTP)结合蛋白(一
种细胞信息传递的耦联因子), 通过GTP与二磷

酸鸟苷(GDP)的相互转化来调节信息的传递[24]. 
有研究表明, 激活ras的表达能增强血管生长因

子的表达, 提示Ras蛋白在血管生成中发挥作用, 
抑制Ras蛋白活性能抑制依赖Ras蛋白的肿瘤细

胞增殖, 也能干扰血管生成[25-26]. 我们发现HBV
相关性HCC的PBMC中RAB14表达明显增加, 可
能与HCC血管生成有关. 总之要确认上述蛋白

质是否为HCC相关的蛋白质, 还需扩大配对样

本量、纯化分选样品进行差异表达蛋白质分析, 
并对这些蛋白质在人类HCC发生发展中的作用

进一步研究. 
致谢: 感谢湘雅医院卫生部肿瘤蛋白质组学重点

实验室提供良好的实验条件. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of CD24 
and its role in the angiogenesis and tumor cell 
proliferation in colorectal carcinoma.

METHODS: Direct immunofluorescence flow 
cytometry (FCM) was used to detect the ex-
pression of CD24 in 66 specimens of colorectal 
carcinoma and normal colorectal tissues. The 
expression of CD24 protein was shown by the 
percentage of positive cells (PPC) and mean flu-
orescence index (MFI). The expression of CD34 
and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in 
colorectal carcinoma were detected by immuno-
histochemistry. Microvessel density (MVD) was 
figured out according to the positive staining for 
CD34. The proliferation index of carcinoma cells 
was figured out according to the expression of 
PCNA.

RESULTS: The values of PPC and MFI were 
significantly higher in colorectal carcinoma tis-
sue than that in the normal colorectal tissue (PPC: 
90.40% vs 36.15%, χ2 = 6.877, P < 0.001; MFI: 
18.10 vs 8.41, χ2 = 6.934, P < 0.001). The values of 
MFI and PPC were significantly correlated with 
tumor stages (Dukes and pTNM), lymph noda 
metastasis and infiltration types (P < 0.05). The 
expression of PCNA was increased with the up-
regulation of CD24 expression in CD24-positive 
cases (P < 0.05). There was a significant correla-
tion between the positive rate of CD24 expres-
sion and the value of MVD in colorectal carci-
noma (r = 0.243, P = 0.050). But the value of MFI 
had no marked correlation with that of MVD in 
colorectal carcinoma (r = 0.115, P = 0.358).

CONCLUSION: CD24 expression is obviously 
up-regulated in colorectal carcinoma, and it is 
correlated with the angiogenesis of tumor tis-
sues and proliferation of tumor cells.

Key Words: Colorectal carcinoma; Flow cytometry; 
CD24; Microvessel density; Proliferating cell nuclear 
antigen

Zhuang JL, Su ZJ, Pan QX, Xu RY, Li MZ. Expression of 
CD24 and its relationship with angiogenesis and tumor 
cell proliferation in colorectal carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(3):260-265

摘要
目的: 探讨CD24在大肠癌中的表达及其与细
胞增殖、血管生成的关系. 

方法: 运用流式细胞术直接免疫荧光法检测
66例大肠癌肿瘤组织及相应正常大肠黏膜
CD24的表达量. CD24蛋白表达量以阳性率
(PPC)和平均荧光强度MFI值表示. 运用免疫
组织化学法检测肿瘤组织CD34, PCNA的表
达情况, 根据CD34的染色情况计算出大肠癌
组织的微血管密度(microvessel density), 根据
PCNA染色情况计算出肿瘤细PCNA标记指数. 

结果: 大肠癌肿瘤组织CD24阳性率90.40% 
( 7 5 . 1 0 % - 9 6 . 3 5 % ) 明 显 高 于 相 应 的 癌 旁

®

■背景资料
大肠癌的临床过
程多变, 如果能够
判定肿瘤的生物
学特点就能预测
个体内肿瘤的发
展过程. 传统的预
后指标已不能满
足临床的要求. 现
在已有应用分子
标记来确定预后
分级,  CD24是最
近确定的新型预
后标记基因, 与肿
瘤的侵袭转移相
关, 在确定肿瘤预
后分级方面和早
期诊断方面具有
重要意义,  CD24
可能帮助外科医
生判断肿瘤预后, 
从而决定手术切
除范围及辅助治
疗方案.
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组织36.15%(32.00%-53.28%)(χ2 = 6.877, 
P <0.001). 大肠癌肿瘤组织CD24蛋白MFI值
18.10(11.45-25.43), 明显高于正常黏膜组织
8.41(5.59-10.33)(χ2 = 6.934, P <0.001). 浸润
型、高Dukes分期、高pTNM分期及有淋巴结
转移的癌组织中CD24蛋白的平均荧光强度
显著高于对应组(P <0.05). 浸润型、低分化、

高Dukes分期、高pTNM分期及有淋巴结转
移的癌组织中CD24蛋白阳性百分率显著高
于对应组(P <0.05). 在CD24阳性表达病例中, 
PCNA的表达随着CD24表达强度的升高而升
高(P <0.05). 大肠腺癌肿瘤细胞CD24阳性表达
率与MVD呈正相关(r  = 0.243, P  = 0.050). 而
CD24蛋白平均荧光强度与MVD未见明显相
关(r  = 0.115, P  = 0.358).

结论: CD24在大肠腺癌中表达水平明显上调, 
并与肿瘤细胞增殖、血管生成密切相关.

关键词: 大肠肿瘤; 流式细胞术; CD24; 核增殖抗

原; 微血管密度 
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0  引言

大肠癌是我国常见恶性肿瘤之一, 占全部癌症

的6.8%, 大肠癌死亡率为3.54/10万, 占癌症死亡

率的5.29%, 居第6位. 引起患者死亡的主要原因

是肿瘤的侵袭与转移. 介导细胞黏附作用的细

胞表面黏附分子在肿瘤浸润和转移中具有重要

的地位. CD24是一种低分子质量高度糖基化的

黏附分子, 主要表达在造血系统. 最近研究表明, 
在造血系统肿瘤和一些器官的实体瘤表面可见

C D 2 4高表达 .  有资料显示C D 2 4在前列腺

癌[1-2]、非小细胞肺癌[3]、鼻咽癌、原发性肝细

胞癌[4]、胆管细胞癌[5]、麦克尔细胞癌[6]、神经

源性肿瘤[7]、胰腺癌[8]、胃癌[9]、结肠癌[10]、肾

细胞癌[11]、B细胞淋巴瘤[12]、乳腺癌[13-14]等肿瘤

组织中表达增强, 且和肿瘤侵袭转移、复发和

预后密切相关. 但对CD24在大肠癌侵袭转移中

的作用, 特别是CD24与肿瘤性血管生成的关系

尚未阐明[15]. 本研究拟用直接免疫荧光法流式

细胞术检测66例原发性大肠癌肿瘤组织中CD24
的表达量, 运用免疫组织化学法检测肿瘤组织

CD34, PCNA的表达情况, 分析他们的相互情况, 
探讨CD24与大肠癌侵袭转移、肿瘤细胞增殖和

肿瘤性血管生成的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 泉州市第一医院2006-03/09大肠癌手

术切除新鲜标本66例, 所有患者术前未经放疗

和化疗, 所有病例均经切片病理确诊. 全部病例

按WHO肿瘤分类标准(大肠癌)进行组织学分型, 
区域淋巴结转移分站及TNM分期. 其中男37例, 
女29例; 小于60岁25例, 大于60岁41例, 病理分

型: 低分化癌25例, 中分化癌31例, 高分化癌10
例; 大肠癌标本中浸透浆膜者47例, 未浸透浆膜

者19例; 有淋巴结转移者29例; Dukes分期: A期

18例, B期18例, C+D期30例. pTNM分期:Ⅰ期14
例, Ⅱ期21例, Ⅲ期20例, Ⅳ期11例. 

流式细胞术标本包括肿瘤部位和肿瘤边缘

5 cm以上的相应癌旁肠黏膜, 标本离体半小时内

新鲜取材. 另取对应癌组织, 经40 g/L中性甲醛

固定, 24 h内取材, 常规石蜡包埋, 4 μm厚度连续

切片.
1.2 方法 

1.2.1 流式细胞术 离体半小时内选取大肠癌组

织及距离癌组织约5 c m以上的正常大肠黏膜

(经病理证实无癌组织残留)各1份, 眼科剪刀剪

碎组织, 去除坏死组织和血块, 将剪碎组织置组

织细胞分离器(DAKO Medimachine)中制备单

细胞悬液, 500目尼龙网过滤, 将收集的细胞悬

液离心(800 r/min)5 min×3次, 弃上清液、沉淀, 
用2 mL的PBS漂洗, 再以1500 r/min离心5 min, 
弃上清液, PBS调整细胞数每管为1×106个细

胞. 鼠抗人CK-FITC mAb一抗工作液购自Dako 
cytomation(Clone: MNF116). 鼠抗人CD24-PE 
mAb一抗工作液购自Caltag Laboratories(Clone: 
SN3). 每管中加入20 μL鼠抗人CK-FITC mAb一
抗工作液标记上皮细胞(正常黏膜管)和肿瘤细

胞(肿瘤管), 并加入20 μL特异的鼠抗人CD24-
PE mAb一抗工作液, 另一管中加入阴性对照, 以
20 μL的IgG异硫氰酸荧光素(FITC)与细胞悬液

反应. 避光室温反应30 min. 所用流式细胞仪为

(FACSsort型流式细胞仪). 用荧光微球校准流式

细胞仪之后, 通过前向角散射(FSC)和侧向角散

射(SSC)双参数, 建立FS(log)/SS(log)双参数直方

图, 以矩形框和对角框选取有关细胞细胞群(尽
量去除细胞碎片及细胞集团)建立二维点图(图
1A). 以CK-FITC为纵坐标, SS(log)为横坐标, 建
立双参数直方图, 圈定CK阳性的细胞群(图1B). 
再建立FL2-CD24 PE单参数直方图检查CK阳性

■研发前沿
体外培养和动物
模 型 已 经 证 实 , 
C D 2 4 对 多 种 肿
瘤的生长和转移
相关的特性具有
调 节 作 用 .  但 对
CD24在大肠癌侵
袭转移中的作用, 
特别是CD24与肿
瘤性血管生成的
关系尚未阐明.



www.wjgnet.com

262                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年1月28日       第15卷       第3期

的上皮细胞/肿瘤细胞CD24的表达强度(图2). 依
次测定每例标本中阳性细胞百分率(percentage 
of positive cell, PPC)和平均荧光强度值(mean 
fluorescence intensity, MFI). 
1.2.2 免疫荧光染色  避光室温反应后 ,  取少

量细胞悬液滴于波片上 ,  置于荧光显微镜下

(Olympus: BX-60-32FB2-A03)观察. 
1.2.3 免疫组织化学染色 CD34 mAb(克隆号: 
QBEnd/10)、PCNA mAb(克隆号: PC10)购自福

州迈新科技有限公司, 操作严格按照说明书进

行. 用已知阳性片作阳性对照. 同时用PBS代替

第一抗体作阴性对照. PCNA免疫组化结果以

细胞核出现棕黄色颗粒细胞为阳性细胞. 随机

选取5个高倍视野(×400)计数阳性细胞百分率. 
依阳性细胞百分率判定阳性强度. 阳性细胞数

≤25%为“+”, 26%-50%为“++”, ≥51%为

“+++”. CD34阳性染色定位于血管内皮细胞, 
呈棕黄色. 大肠癌组织内孤立的棕黄色血管内

皮细胞或细胞簇代表一条单独的微血管. 在10
倍物镜下挑选微血管分布最高的区域, 再在高

倍(×200)镜下计数被染成棕黄色的血管数目. 
结果用3个200倍视野下的血管数目的平均数来

表示. 取其平均值作为微血管密度. 分辨不清或

染色模糊的细胞不计入结果.
统计学处理  正态性检验应用K S检验法

(Kolmogorov-Smirnov); 方差齐性时数据用mean
±SD表示, 组间比较用单因素方差分析, 组间两

两比较用S-N-Q检验, 非正态性分布或方差不齐

时数据用中位数(四分位数间距)[M(QR)]表示, 
采用秩和检验, 组间两两比较用Nemenyi法检验. 
相关分析采用双变量Pearson相关分析. 检验水

准α = 0.05. 皆用SPSS12.0和Excell软件处理.

2  结果

2.1 免疫荧光染色结果 在免疫荧光显微镜下, 可
见CK-FITC阳性CD24-PE阴性的肿瘤细胞发出

绿色荧光(图3A); CD24-PE阳性CK-FITC阴性的

非上皮细胞发出橘红色的荧光(图3A); CD24阳
性的肿瘤细胞呈CK-FITC, CD24-PE双染色, 发
出绿色和橘红色双色荧光(图3B-C). 染色部位均

位于细胞膜. 
2.2 CD24表达与大肠癌临床病理学的关系 66
例大肠癌肿瘤组织C D24蛋白阳性表达率为

90.40%(75.10%-96.35%), 明显高于相应的癌

旁组织36.15%(32.00%-53.28%), c2 = 6.877, 
P <0.001. 66例大肠癌肿瘤组织CD24蛋白MFI
值18.10(11.45-25.43), 明显高于正常黏膜组织

8.41(5.59-10.33), c2 = 6.934, P <0.001. 浸润型、

高Dukes分期、高pTNM分期及有淋巴结转移的

癌组织中CD24蛋白的平均荧光强度显著高于

对应组(P <0.05). 浸润型、低分化、高Dukes分
期、高pTNM分期及有淋巴结转移的癌组织中

CD24蛋白阳性百分率显著高于对应组(P <0.05), 

■创新盘点
国内应用流式细
胞仪对实体瘤进
行分析多数采用
酶消化或者手工
破碎法收集单细
胞悬液, 易导致细
胞溶解或者组织
破碎不够、细胞
数太少等问题, 本
实验采用组织细
胞分散仪收集单
细胞悬液, 能避免
以上问题, 使实验
数据更据有说服
力. 同时应用低分
子质量的C K (细
胞角蛋白)标记单
细胞悬液中的肿
瘤细胞, 从而使实
验数据更加精确. 

图  1  双参数直方图. A: FS(log)/SS(log), 以矩形框和对角框

选取有关细胞细胞群(尽量去除细胞碎片及细胞集团)建立

二维点图; B: 以CK-FITC为纵坐标, SS(log)为横坐标, 圈定

CK阳性的细胞群.
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而与大肠癌患者的性别、年龄、浸润深度无关

(表1). 
2.3 CD24表达与PCNA指数的关系 大肠癌CD24
蛋白平均荧光强度和阳性细胞百分率与大肠癌

细胞增殖指数显著相关(P <0.05), 并且随着CD24
蛋白表达水平的增强, 细胞增殖指数也随之升

高, 两者呈正相关关系(图4, 表2). 
2.4 CD24表达与MVD的关系 66例大肠癌MVD
在200倍视野的均数为47.55±7.86. 随着CD24阳
性细胞率的增强, MVD也升高, 两者呈正相关(r 
= 0.243, P = 0.05). 而CD24蛋白平均荧光强度与

MVD未见明显相关(r = 0.115, P = 0.358).

3  讨论

CD24是一种低分子质量高度糖基化的黏附分

子, 由27个氨基酸组成, 通过糖基磷脂酰肌醇

黏附在细胞膜上[16]. P-选择素是CD24的唯一配

体, 通过低聚糖与CD24特异性结合. 在正常生

理情况下, CD24能够介导单核细胞或中性粒细

胞黏附于表达P-选择素的活化内皮细胞或血小

板, 抗P-选择素或抗CD24抗体可阻断这种黏附

作用. 在病理状态下, CD24介导癌细胞与活化血

小板和内皮细胞的结合[17]. 因此CD24/P-选择素

的黏附途径, 被推测更有利于CD24阳性肿瘤细

胞的浸润性和转移行为. 体外培养和动物模型

已经证实CD24表达产物足以促进肿瘤的侵袭

和转移[15]. CD24明显增强P-选择素依赖的肿瘤

细胞与内皮细胞黏附和肿瘤细胞在小鼠肺内迁

移滞留和集落形成[18]. 与对照组相比, CD24表达

可显著增加增殖转移能力较弱的胰腺癌细胞株

和乳腺癌细胞株向裸鼠肺部转移结节的数量[18]. 
Senner et al [19]证实CD24显著增加星形细胞瘤细

胞株在小鼠纹状体内的侵袭范围. 细胞培养刮

痕实验也显示, 在排除细胞增殖的影响下, 表达

CD24的乳腺癌单细胞层愈合速度明显比CD24
阴性的细胞快[18]. 我们发现与正常大肠黏膜相

比, 大肠癌肿瘤组织CD24蛋白阳性表达率和平

均荧光强度明显增强. 浸润型、高Dukes分期、

高pTNM分期、低分化及有淋巴结转移的癌组

图  3  免疫荧光染色结果. A: CK-FITC阳性CD24-PE阴性

的肿瘤细胞发出绿色荧光; CD24-PE阳性的非上皮细胞发

出橘红色的荧光; B, C: CD24阳性的肿瘤细胞呈CK-FITC, 

CD24-PE双染色, 发出绿色和橘红色双色荧光.

A

B

C

■应用要点
国外学者应用抗
CD24的mAb可以
时间和剂量依赖
的方式抑制表达
CD24的胰腺癌细
胞系和结肠癌细
胞 系 的 生 长 .  应
用 抗 C D 2 4 和 抗
CD21特异性抗体
治疗移植相关的
B 细 胞 增 殖 综 合
征已取得良好的
效果. 表明应用抗
CD24 mAb或者去
除、降低CD24表
达可能是治疗表
达CD24肿瘤的一
种新方案.

A

B

图  4  大肠癌组织免疫组织化学结果(SP). A: PCNA阳性染

色定位于肿瘤细胞细胞核, 呈深棕色颗粒状沉着(×400); B: 

CD34阳性染色定位于血管内皮细胞, 呈棕黄色(×200).
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织中CD24蛋白的表达显著高于对应组. Weichert 
et al [10]也发现结肠癌肿瘤中有68.7%胞膜染色阳

性,  84.4%胞质染色阳性, 胞质染色阳性与肿瘤

临床分期(Dukes和pT分期)、淋巴结转移、远处

转移和病理分级明显相关, 胞质CD24表达患者

生存期明显缩短. 最近Sagiv et al [20]发现90.7%的

结直肠腺瘤和86.3%结直肠腺癌表达CD24, 从而

提示CD24表达增强发生在结直肠癌肿瘤形成的

早期阶段, 可能参与大肠癌的肿瘤形成过程. 

研究发现CD24水平与恶性肿瘤的快速生

长密切相关. Baumann et al [18]应用实验性动物

模型发现表达有CD24的乳腺癌细胞株增殖明

显比CD24阴性的细胞株增殖快. 敲除CD24基
因的膀胱上皮癌细胞UM-UC-3、前列腺癌细胞

DU145、宫颈癌海拉(HeLa)细胞株、乳腺癌细

胞MCF-7及骨肉瘤细胞SAOS-2增殖能力明显降

低[21]. 我们发现大肠癌癌组织CD24蛋白表达水

平与肿瘤细胞增殖指数显著相关, 伴随着CD24
蛋白表达水平的增强, 肿瘤细胞增殖指数明显

升高. 提示CD24可促进肿瘤细胞生长. 
我们发现, 随着大肠腺癌CD24肿瘤细胞阳

性表达率的增加, MVD也升高(P = 0.050). 故提

示CD24蛋白可能通过某种方式促进肿瘤性血管

的生长. 有关CD24与大肠癌血管生成的研究较

少, 而且CD24蛋白平均荧光强度与MVD未见明

显相关. 因此很难对CD24在大肠癌血管生成中

是否起作用下定论. 这需要进一步研究. 
总之, CD24参与大肠癌发生、发展, 促进肿

瘤细胞生长, 可能参与大肠癌血管生成, 可通过

抑制或拮抗CD24表达来抑制肿瘤生长. 
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表  1  CD24表达与大肠癌临床病理学的关系[M(Q-R)]

                                                        肿瘤组织CD24染色

                                            MFI                         阳性细胞率(%) 

性别

    男性         37   18.30(13.6-31.3)        91.00(80.95-97.20)
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年龄  
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    低分化      25  18.50(15.10-31.10)    92.70(80.45-97.15)j
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aP<0.05 vs 肿物型; dP<0.01 vs  溃疡型; fP<0.01 vs  肿物型和溃
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期; kP<0.05 vs  TNM Ⅲ期; nP<0.01 vs  TNM Ⅲ期和TNM Ⅳ期; 
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项目                 n
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Abstract
Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a kind 
of hepatic lesion that related to metabolism and 
its development and progression are closely 
associated with cytokines. Three categories of 
cytokines, including Th1/Th2 cytokines, chemo-
kines and adipocytokines, are involved in the 
physiopathological process of NASH. In order 
to elucidate the significances of cytokines in the 
pathogenesis, serological diagnosis, and treat-
ment efficacy evaluation of HASH, we reviewed 
the documents on the relationship between cyto-
kines and non-alcoholic steatohepatitis.

Key Words: Non-alcoholic steatohepatitis; Tumor 
necrosis factor-α; Interleukin-6; Adipocytokine; 
Chemokine

Wang Z, Liu DG. Relationship between cytokines and 
non-alcoholic steatohepatitis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(3):266-271

摘要
非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎 ( n o n - a l c o h o l i c 
steatohepatitis, NASH)是一种与代谢相关的肝
脏病变, 其发生、发展均与细胞因子有密切的
关系. 参与NASH病理生理过程的细胞因子归
纳起来有3类, 即Th1、Th2细胞因子和趋化因

子及脂肪细胞因子, 本文了回顾3类细胞因子
与NASH发生、发展关系的最新研究进展, 从
而阐明细胞因子在NASH发病机制、血清学
诊断和治疗效果评价等方面的意义.

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 肿瘤坏死因子-α; 

趋化因子; 白细胞介素-6; 脂肪细胞因子
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0  引言

非酒精性脂肪性肝炎(non-a lcoho l i c s t ea to-
hepatitis, NASH)是无过度饮酒史, 与脂质及糖代

谢紊乱有关的肝脏疾病. 在病理组织学上表现

为: 肝细胞脂肪变性; 肝实质炎症反应, 主要是

肝腺泡三区和门管区混合性炎症细胞浸润、肝

细胞气球样变性及Mallory小体形成; 各种形式

的肝纤维化[1]. 随着生活方式、行为方式的改变, 
NASH的发病率呈逐年升高的趋势, 日本的一项

流行病学调查结果显示, 20 a来NASH发病率上

升3-20倍[2]. 我们国家也同样存在这种情况. 
细胞因子与N A S H的发生、发展密切相

关. 参与NASH病理生理过程的细胞因子归纳

起来有以下3种: (1)Th-1和Th-2细胞因子, 包括

TNF-α, IL-1, IL-6, IL-10等; (2)趋化性细胞因

子, 包括CC家族的CCL2/MCP-1(CC-chemokine 
l igand(CCL)-2/monocyte chemoat t rac tan t 
protein-1, MCP-1), CCL19, CCL21和RANTES. 
I L-8属于C X C家族的趋化因子; (3)脂肪因子

也称脂肪细胞因子(adipocytokines), 包括瘦素

(leptin)、脂联素(adiponectin)、抵抗素(resistin)
和新近发现的内脏脂肪素(visfatin). 

1  NASH与Th-1和Th-2细胞因子

人类的CD4+T细胞存在Th-1和Th-2两类细胞应

答, Th-1细胞分泌的细胞因子为Th-1细胞因子, 
被称为致炎因子(proinflammtory), 包括TNF-α, 
IL-1和IL-12. Th-2细胞分泌Th-2细胞因子, 为抗

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)在我
国和世界发达国
家中的发病率有
上升趋势, 已引起
各国学者高度重
视. 就其发病机制
的研究涉及胰岛
素抵抗、细胞因
子、氧化应激等.
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炎因子(anti-inflammatory), 有IL-4, IL-10等. 有研

究证实, Th-1和Th-2细胞因子均参与NASH的发

生和发展.  
1.1 NASH与TNF-α 在关于NASH的发病机制研

究中, 几乎每一种假说都提及TNF-α参与: (1)胰
岛素抵抗(insulin resistance, IR)与TNF-α[3]: IR被
认为是NASH重要的病因和发病机制, TNF-α在
以下3个方面参与IR的形成: 首先, TNF-α通过

JNK信号转导通路抑制肝细胞胰岛素受体底物

(insulin receptor substrate, IRS)-1和-2的磷酸化, 
导致肝细胞IR形成; 其次, 由于脂联素可以直接

作用于肝细胞, 抑制脂肪酸的合成, 刺激脂肪酸

氧化从而增强肝细胞对胰岛素的敏感, TNF-α可
以抑制脂联素的活性, 降低肝细胞对胰岛素的

敏感性, 形成IR; 第三, 在IR状态下, 白色脂肪组

织能释放TNF-α, 而出现TNF-α表达增高与IR状
态相互作用、相互促进的恶性循环. (2)脂质过

氧化与TNF-α[4]: TNF-α分为膜型及分泌型两种, 
分泌型TNF-α可以活化神经鞘磷脂酸, 抑制线粒

体呼吸链电子传递, 使线粒体活性氧(ROS)升高, 
产生脂质过氧化, 导致肝细胞坏死. 从另一方面

ROS又可促使TNF-α合成增加, 并形成循环, 成
为 NASH形成的“第二次打击”. (3)肠源性内

毒素血症与TNF-α: 近一半以上的NASH患者出

现肠源性内毒素血症, 发现血清中TNF-α与血清

内毒素水平升高呈显著正相关[5]. 内毒素可以诱

导单核吞噬细胞产生多量TNF-α, 参与NASH的

发生、发展. (4)其他细胞因子与TNF-α: TNF-α
不仅能直接损伤肝细胞-膜型TNF-α与肝细胞膜

上受体结合, 活化Caspase-8, 进而活化Caspase-3, 
导致肝细胞凋亡, 而且能活化其他细胞因子如

IL-6, IL-8和一些黏附分子, 形成炎症瀑布反应, 
诱发肝脏炎症. 

TNF-α生物学活性是通过两个高亲和性的

受体-TNFR1和TNFR2介导而发挥作用. TNFR1
在NASH患者血清中含量显著高于单纯性脂肪

肝和正常组, 而且与转氨酶升高显示明显正相

关[6]. 最近的研究证实, 将TNFR1基因定向破坏

后, 再用酒精, 则不能诱发小鼠的脂肪性肝炎[7]. 
NASH患者TNF-α和TNFR1血清含量和肝

组织中mRNA表达水平均增高. 最新的一篇报

道比较25例NASH、22例单纯性脂肪肝患者及

30例正常人血清TNF-α含量变化, NASH患者组

比正常对照组和单纯性脂肪肝组均有显著增高, 
而单纯性脂肪肝患者血清TNF-α较正常对照组

含量降低[8]. 对我国人的研究资料显示, TNF-α

的水平与NASH患者肝脏炎症分级及纤维化分

期呈正相关[33]. 干预治疗, 包括节食、运动和服

用Vit E后, NASH患者TNF-α血清含量未见显著

降低[9]. 2006年另一篇文献报道, 用匹格列酮治

疗NASH患者48 wk后, 对比前后肝脏穿刺病理

组织学, 显示肝细胞脂肪变性程度、肝实质炎

症、肝纤维化等有明显改善, 但治疗前后TNF-α
血清水平未见显著变化[10]. 

动物实验和临床资料研究均证实TNF-α与
NASH发生关系密切, 但干预治疗却不能取得

反证证据, 同时可以看出TNF-α血清含量在提

示NASH治疗效果方面意义有限. 在酒精性肝炎

患者循环中高水平TNF-α预示患者死亡率增加, 
TNFR1的血清水平反映肝细胞受损的严重程度, 
那么TNF-α及其受体能否作为诊断NASH和提

示病变进展和预后的血清学指标? 
1.2 NASH与IL-6 更多的证据证实, IR是NASH
的诱因, 而非结果. IL-6与IR的关系密切, 在生理

水平胰岛素的调节过程中, IL-6可以使IRS-1的
酪氨酸磷酸化, 从而降低IRS-1与磷脂腺肌醇-3-
激酶(PI-3K)底物P85的联系, 对胰岛素的水平进

行生理调节. 实际上IL-6能抑制肝脏胰岛素的信

号, 造成IR[11]. 高胰岛素血症可以通过阻断线粒

体的脂肪酸氧化, 导致肝脏的脂肪酸的聚集, 形
成肝脂肪变性. IL-6也可能与NASH的“第一次

打击”有关. 
NASH患者IL-6和IL-6的受体(IL-6R)血清水

平较单纯性脂肪肝和正常人均有显著升高. 有
人认为, IL-6R在区别单纯性脂肪肝和NASH的

鉴别诊断中有一定意义[6]. 除此, 在干预治疗后

和药物治疗后, IL-6的血清学水平随NASH肝脏

组织学改善而降低或显著降低. IL-6可能可以作

为NASH治疗效果的评价指标[9-10]. 
1.3 NASH与IL-10 IL-10是Th-2细胞因子, 可以抑

制Th-1细胞分泌致炎因子, 有抗炎作用, 可能的

机制: (1)NF-kB是体内广泛存在对氧化应激敏

感的一种转录因子, 调节着关键免疫和炎症因

子的表达, IL-10可以抑制NF-kB的活性[12]; (2)抑
制TNF-a和单核细胞趋化蛋白-2(MIP-2)的表达, 
从而减轻肝内中性粒细胞浸润和肝内水肿 [13]. 
感染血吸虫的野生型小鼠, 在定向破坏IL-10和
IL-4两个Th-2细胞因子基因后, 肝组织出现严重

的炎症反应, 而没有肝纤维化, 相反破坏IL-4和
IL-12(为Th-1细胞因子)后, 则出现严重的肝纤维

化, 而炎症反应很轻[14]. IL-10虽是抗炎因子, 但
在肝纤维化形成过程中有一定作用.  NASH患者

■研发前沿
N A S H血清学诊
断是一直备受关
注的问题, 目前临
床上用ALT, AST
的血清水平做为
N A S H的辅助诊
断指标.
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血清IL-10的含量变化, 研究结果不明确. 有研究

者发现在正常人血清中未能检测到IL-10[6].

2  NASH与趋化因子

趋化性细胞因子家族分为CC, CXC, C和CX3C四
个亚族. 趋化性细胞因子均可与内皮细胞表面

的硫酸肝素糖蛋白结合, 对黏附在血管内皮细

胞上的白细胞发挥趋化作用. 
2.1 IL-8 IL-8是CXC亚族趋化因子, 由单核巨噬

细胞产生, 对中性粒细胞有很强趋化能力, 并使

之活化. 在肝脏内由肝细胞和Kupffer细胞产生. 
在酒精性肝病(AH)患者中, IL-8血清含量升高, 
戒酒后6 mo IL-8血清含量仍未见下降[15]. 但在

Abiru et al [6]报道的研究资料中, NASH患者IL-8
的血清含量与NAFLD患者和正常人比较, 未见

显著改变. 
2.2 NASH和CC家族趋化因子 与NASH发生、发

展可能相关的CC家族趋化因子有CCL2/MCP-1, 
CCL19, CCL21和RANTES. CCL-2/MCP-1在一

些炎症性疾病的病理生理过程中起重要作用, 
他不仅是炎症部位单核细胞重要的募集者, 而
且是生理活性的激活者. CCL2/MCP-1还可以诱

发氧化应激和间质降解[16-17]. 在趋化因子受体

(CCR)-2(CCL2/MCP-1的受体)基因缺陷的肥胖

型小鼠, 脂肪组织中炎症细胞和巨噬细胞数量

减少, 胰岛素敏感性提高, 肝纤维化明显减轻[18]. 
Haukeland et al [8]发现, CCL2/MCP-1的血清含量

从正常人到单纯性脂肪肝再到NASH患者逐渐

增高, 再经过对性别、BMI和代谢综合征多元线

性回归分析后, 仍然显示各组之间的显著性差

异. 提示, CCL2/MCP-1可能在从单纯性脂肪肝

向NASH转变时起重要作用, 至少部分地促进了

白细胞在肝组织内的聚集. 
CCL19和CCL21是(CCR)-7的配体, 在多发

性肌炎、哮喘和间质性肺炎等疾病中表达增加. 
CCL19和CCL21是淋巴细胞性趋化因子并且与

树状突细胞(DC)的迁移有密切关系. 利什曼原

虫感染、缺乏CCL19和CCL21分泌的plt/plt基因

突变小鼠, 与野生型小鼠相比对寄生虫更加易

感, 肝脏的肉芽肿反应时间延迟[19]. 在NAFLD患

者CCL19的血清含量增高, 作者认为, 对NAFLD
诊断有预警的价值, 而CCL21的血清含量未见明

显变化[8].  
RANTES由成纤维母细胞、T淋巴细胞、

单核细胞和内皮细胞产生, 主要趋化T淋巴细

胞. RANTES基因上游序列有一些顺式转录因子

激活元件, NF-κB为其中之一. 在酒精性肝炎中,  
TNF-a诱导RANTES表达, 在肝脏损伤中起关

键作用. Hirano et al [20]报道, 在人肝细胞系HLE, 
TNF-a可以诱导RANTES基因表达增加, 而降脂

类药物-苯扎贝特可以通过抑制NF-kB的活性, 
降低TNF-a诱导的RANTES基因表达. RANTES
与NASH的关系还未见明确描述.

3  NASH与脂肪细胞因子(adipocytokine)

过去几年间, 发现脂肪组织不仅具有内分泌功

能, 同样具有免疫活性. 脂肪组织分泌产生的、

有致炎作用或抗炎作用的蛋白产物, 称为脂肪

细胞因子, 包括瘦素(leptin)、脂联素(adiponec-
tin)、抵抗素(resistin)和新近发现的内脏脂肪素

(visfatin). 脂肪组织还可以分泌TNF-α, IL-6等细

胞因子. 所有这些脂肪细胞因子均直接参与肥

胖相关的炎症反应(包括NASH)、IR和2型糖尿

病的进展. 
3.1 瘦素(leptin) 瘦素是肥胖基因的产物, 是体质

量和能量消耗的调节因子. 在生理情况下, 瘦素

可抑制胰岛素分泌, 同时具有抗脂肪变性作用. 
NASH患者会出现高瘦素血症和瘦素抵抗, 瘦素

抵抗时, 其抑制胰岛素分泌的作用减弱, 出现高

胰岛素血症, 高胰岛素血症又可增加脂肪组织

瘦素基因表达, 加剧瘦素抵抗. 高瘦素血症可以

促进巨噬细胞分泌TNF-α, IL-6及IL-12等细胞因

子, 激活肝星状细胞, 也可以使肝脏Kupffer细胞

及窦内皮细胞产生氧化应激, 并且可能是激活

JAK-STAT信号通路, 刺激肝脏星状细胞活化, 促
进肝纤维化发展. 瘦素可能是NASH发生肝纤维

化的重要调节因子[21]. 
NASH患者血清瘦素含量升高, 而且有报

道: 瘦素是肝脂肪变性严重程度的独立标志. 虽
然认为瘦素参与NASH肝纤维化发生, 但是并非

预示肝脏炎症和纤维化的指标[22-23]. 
3.2 NASH与adoiponectin 脂联素由脂肪组织分

泌, 对维持胰岛素敏感性具有一定作用[34-37]. 脂
联素的受体为adiponectin receptorsⅠand Ⅱ(adi-
poRⅠand adipoRⅡ), 脂联素与受体结合后, 通
过激活AMP激酶和PPAR-α配体的活性而增加

肌肉和肝脏的脂肪酸氧化和胰岛素的敏感性[24]. 
脂联素能促进IL-10和金属蛋白酶组织抑制因子

-1(tissue inhibitor metalloproteinase-1, TIMP-1)的
表达, 具有抗炎作用. 

脂联素通过其增加胰岛素敏感性功能以及

所具有的抗炎能力, 对NASH起全面的保护作用. 

■创新盘点
有许多综述性的
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实际上, 有人认为NASH发生的原因就是脂联素

的相对缺乏所致. 检测NASH患者的血清脂联素

含量研究发现, NAFLD组脂联素的含量显著低

于正常人[38-40], 而NASH患者脂联素的水平又是

处于NAFLD组的最低值. Targher et al [25]的研究

结果显示, NAFLD患者不仅脂联素水平显著低

于正常组, 且经过对数回归分析后低水平的脂

联素与肝脏脂肪变性和炎症坏死程度相关, 但
与纤维化的程度无关. Abiru et al [6]的研究结果提

示, 脂联素对NASH的预警作用仅存在于女性

患者. 
3.3 抵抗素(resistin) 抵抗素是抵抗素样分子家族

(resistin-like molecule, RELM)的成员, 其富含半

胱氨酸, 包括: RELM-α, RELM-b和RELM-g. 对
啮齿类动物的研究结果提示, 抵抗素的主要作

用器官首先是肝脏, 引起肝脏的IR, 其次是骨骼

肌和脂肪组织. 除脂肪组织外, 人类的巨噬细胞

分泌的抵抗素是循环中的主要来源, 所以也有

人认为肥胖状态下, 脂肪组织中的抵抗素表达

增加的原因是巨噬细胞浸润脂肪组织所致[26]. 抵
抗素与IR和糖耐量受损所致的肥胖和糖尿病有

关. 抵抗素在肥胖和IR动物模型的循环中含量

升高, 灌喂降脂类药物可以使其水平下降[41-42]. 
最近证明, 人类抵抗素通过激活NF-kB的信号通

路, 刺激巨噬细胞分泌致炎因子, 如TNF-α, IL-6
和IL-12等, 而具有致炎因子的特性[27]. 抵抗素与

IR、糖尿病有关[43-45], 但在T2DM患者血清中含

量未见显著变化, 与NASH的关系尚待研究[46]. 
3.4 内脏脂肪素(visfatin) 内脏脂肪素是新近发

现的具有类胰岛素作用的脂肪细胞因子, 主要

由内脏脂肪组织分泌, 能促进脂肪形成, 同时可

能通过激活并结合胰岛素受体发挥降低血糖的

作用[28]. 细胞内内脏脂肪素的分泌调节机制尚

不清楚, 对脂肪细胞系3T3-L1研究证实, 内脏脂

肪素的释放受激素和细胞因子调节. 脂肪细胞

释放内脏脂肪素的量受葡萄糖作用的量和持续

强度的影响, 并且这种作用是通过激活PI3-K和

AKT(protein kinase B)细胞间信号转导通路而实

现的. 抑制PI3-K和AKT的活性可以降低内脏脂

肪素的分泌[29]. 
研究证实, 肥胖人群和T2DM患者内脏脂肪

素的表达和释放增加[46-50], 血清浓度高于正常

青年人, 在减肥后其浓度有所下降[30]. 但是也有

相反的研究结果, 一组来自我国的研究资料证

实: 中国人2型糖尿病和糖耐量异常患者和正常

人血清含量没有显著差异, 与正常人相比肥胖

者血清内脏脂肪素的量反而有所下降[31]. 在妊

娠糖尿病患者血清中内脏脂肪素的含量下降[32]. 
与NASH的关系还未见到相关的报道, 内脏脂肪

素在NASH体内和体外研究中的表现值得期待. 
就其发病机制来看, 细胞因子参与非酒精

性脂肪性肝炎的发生、发展 ,  不仅直接参与

“第一次打击”-脂肪肝的形成, 而且在“第二

次打击” -脂肪性肝炎、肝纤维化、肝硬化的

启动、发生和进展中起重要作用. 但细胞因子

作为NASH诊断的血清学标志物和预警指标方

面, 还未形成完全一致的研究结果, 其中包括种

族间的差异问题, 但是已经有倾向性的研究结

果, 这些与NASH相关的细胞因子作为诊断指标

的特异性和敏感性, 还需要更广泛、更规模化

的研究予以证实.
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Abstract
Adiponectin, discovered recently, is kind of adi-
pose hormone that is secreted by adipose cells, 
and its serum level is lower in patients with 
adiposity, diabetes mellitus, and nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) than that in healthy 
individuals. Plasma adiponectin is in close cor-
relation with the sensitivity of insulin and play 
an important role in insulin resistance. Mean-
while, adiponectin can inhibit the production of 
liver tumor necrosis factor-alpha and reduce the 
lipid accumulation and inflammatory reaction 
during liver injury. Therefore, we assessed the 
relationship between adiponectin and NAFLD 
in order to explore the role of adiponectin in the 
pathogenesis and treatment of NADLD.

Key Words: Adiponectin; Adiponectin Receptor; Non-
alcoholic fatty liver disease; Pathogenic mechanism

Shi SL, Nie YQ. Role of adiponectin in nonalcoholic 
fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(3):272-275

摘要
脂联素(adiponectin, ADP)作为一种新发现

的脂肪激素, 主要是由脂肪细胞分泌的, 在
肥 胖 者、糖 尿 病 及 非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 病
(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)患者
中血清ADP水平低于正常. ADP有胰岛素增敏
作用, 与胰岛素抵抗相关; 能够使肝脏肿瘤坏
死因子(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)分
泌下降, 减少肝中脂肪堆积和炎症介质作用, 
对ADP的研究将为探讨NAFLD的发病机制及
治疗方案提供新的线索.

关键词: 脂联素; 脂联素受体; 非酒精性脂肪肝; 发

病机制
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)是遗传-环境-代
谢应激相关性疾病, 包括单纯性脂肪肝以及由

其演变的脂肪性肝炎和脂肪性肝硬化3种类型. 
NAFLD是一种与肥胖、高胰岛素血症、2型糖

尿病密切相关的临床病理综合征[1], 近年来研究

发现, 脂肪组织具有十分活跃的内分泌功能, 其
分泌的激素和细胞因子在许多系统中发挥作用. 
现就脂联素在NAFLD中发生的可能作用作一

综述. 

1  脂联素与脂联素受体

1.1 脂联素来源、结构  脂联素亦称A c r p30, 
Apm1, AdipoQ及GBP28, 最早由Scherer et al [2]发

现, 是脂肪组织分泌的血浆蛋白质, 相对分子质

量为28 kDa, 由247个氨基酸组成, 分子结构包括

N-末端的信号肽、胶原重复区及C-末端的球状

区. 球状区脂联素(globular adiponectin, gAcrp30)
具有比脂联素更为广泛而活跃的生物学作用, 
球形结构域形成三聚体, 再通过胶原样结构域

的相互作用形成更高级的结构. 脂联素在血清

中有3种不同的低聚体形式: 三聚体、六聚体

和更高分子量的类型. 脂联素属于可溶性防御

性胶原家族的成员之一, 与Ⅷ型胶原、Ⅹ型胶

®

■背景资料
非酒精性脂肪肝
病(NAFLD)是一
种常见肝病, 随着
生活水平的提高, 
饮食结构的改变, 
NAFLD的发病率
正在逐年增加, 是
第二位常见肝病. 
此病的发病机制
复杂, 具体机制目
前尚未清楚. 目前
研究认为NAFLD
是代谢综合征之
一, 其发病与IR密
切相关, IR发展的
关键因素之一是
低的血浆脂联素
水平, 但脂联素基
因是否与NAFLD
有关, 目前并不清
楚.
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原、补体C1q及肿瘤坏死因子TNF-α具有高度

的结构同源性. 脂联素是脂肪组织基因表达最

丰富的蛋白质之一, 其血浆浓度为5-30 mg/L, 约
占总血浆蛋白的0.1%.  
1.2 脂联素受体 Yamauchi et al [3]研究发现, 脂联

素受体1(AdipoR1)在骨骼肌有丰富表达, 脂联

素受体2(AdipoR2)主要在肝脏表达. 人和鼠的

AdipoR1有96.8%的同源性, AdipoR2有95.2%的

同源性. 鼠的AdipoR1基因编码375个氨基酸, 相
对分子质量为42.4 kDa的蛋白, AdipoR2基因编

码311个氨基酸, 相对分子质量为35.4 kDa的蛋

白. AdipoR1和AdipoR2结构高度相关, 两者有

66.7%的同源性. 他们是包含7个穿膜区域的蛋

白, 氨基端在细胞内部, 羧基端在细胞外部, 与G
蛋白偶联受体家族的布局相反, 序列上的同源

性也很低. AdipoR1的mRNA在骨骼肌含量丰富, 
其表达产物是gAcrp30的高亲和受体及脂联素

低亲和受体, 而AdipoR2的mRNA主要在肝脏中

表达, 其表达产物是脂联素和gAcrp30的中等亲

和受体. Yamauchi在对ob/ob小鼠和apoE缺陷小

鼠的研究中发现, 适当降低过氧化物酶体增殖

物激活受体活性能够防止脂肪细胞肥大, 降低

TNF-α、抵抗素和游离脂肪酸水平, 上调脂联素

和瘦素水平, 这些变化导致肝脏、肌肉组织中

甘油三酯含量下降, 改善IR. 
1.3 脂联素遗传学变异 在人类编码脂联素基因

定位于染色体3q27, 基因全长为16 kb, 有3个外

显子, 大小从18 bp到4277 bp, 2个内含子分别为

0.8 kb和12 kb, 基因的调节序列含有公认的启动

子, 但不是典型的TATA(胸腺嘧啶核苷-腺嘌呤

核苷-胸腺嘧啶核苷-腺嘌呤核苷)盒. 目前已发

现, 脂联素基因有10余个常见的单核苷酸多态

性(SNPs)及一些罕见的错义突变. 通过将基因组

中脂联素基因完全编码区扩增并测序, Takahashi 
et al [4]在日本人群中检测到两种变异, 外显子3的
R112C突变和外显子2第94位的G/T多态性. 最
近, Kondo et al [5]发现3个错义突变(I164T, R221S
和H241P)并证实I164T和R112C突变与血浆脂联

素浓度和2型糖尿病相关, 且所有携带I164T突变

者均显示某种代谢综合征特征. 在高加索人群

中, Zietz et al [6]证实了该基因外显子2的G15G和

外显子3的Y111H两种变异, 其中G15G突变与2
型糖尿病患者血清高总胆固醇和高低密度脂蛋

白胆固醇水平有关. 与脂联素基因中45位和276
位为T/T基因型的受检者相比, GG基因型者患2
型糖尿病的危险性显著增高, 且276位GG基因型

者具有更高的IR指数, 同时在高体质量指数受

检者中276位G等位基因与低血浆脂联素水平呈

线性相关.

2  脂联素在NAFLD发生、发展中的作用

脂联素与NAFLD密切相关. 有文献报道脂联素

与BMI, ALT负相关, 控制体质量后, 脂肪肝得到

改善[7]. 姜玲玲 et al [8]对43例NAFLD和配对者研

究发现, NAFLD患者血浆脂联素水平低于对照

组, 提示脂联素与NAFLD的发病相关, 他可能在

肥胖发展为NAFLD的过程中起重要作用. Xu 
et al [9]喂小鼠高脂、含乙醇的食物后, 血浆脂联

素浓度下降, 再给予重组脂联素后, 肝肿大、脂

肪变性得到改善, 炎症程度减轻, 推测脂联素抑

制脂肪合成的两个关键酶: 乙酰辅酶A和脂肪酸

合成酶, 抑制肝脏合成TNF-α, 促进肝脏脂肪酸

氧化. 因此, 脂联素可能在NAFLD治疗领域有较

好前景. Vuppalanchi et al [10]通过对21名非酒精

性脂肪性肝炎和19名配对者研究发现, 非酒精

性脂肪性肝炎患者血浆脂联素明显低于对照组

(4.9±2.7 g/L vs  7.3±3.5 g/L, P  = 0.02), 非酒精

性脂肪性肝炎肝脏中AdipoR2的mRNA表达比

正常肝脏组织高, 建议脂联素作为与NAFLD有

关的候选基因做进一步研究.

3  脂联素在NAFLD发生、发展中的作用机制

3.1 脂联素对葡萄糖、脂肪代谢的影响  gAcrp30
是脂联素的球形单位, 研究发现, 在培养的鼠肌

肉组织中, gAcrp30可发挥其药理活性而增加游

离脂肪酸的氧化[11]. 在高脂肪饮食的小鼠中, 给
予gAcrp30使小鼠在不减低摄食量的情况下体

质量降低, 但是完整的脂联素注射却对血浆游

离脂肪酸水平和肌肉脂肪酸氧化无影响. Tomas 
et al [12]在离体试验中证明, gAcrp30与鼠趾伸长

肌培养30 min可使其AMPK活性增加2倍, 丙二

酰辅酶A浓度降低30%(丙二酰辅酶A是肉碱棕

榈酰转移酶抑制剂), 同时增加葡萄糖摄取量

1.5倍. 在活体小鼠也证实gAcrp300(75 μg)在
15-30 min可增加肌肉AMPK活性和ACC磷酸化

及降低丙二酰辅酶A的含量, 但完整的脂联素与

鼠趾伸长肌同培养时, AMPK活性和ACC磷酸化

未见改变. 相反, 在肝脏中发现脂联素能抑制糖

的生成, 通过在转录水平上抑制肝糖原合成酶

(葡萄糖-6-磷酸酶和磷酸烯醇丙酮酸羧基激酶)
的合成. Yamauchi et al [13]发现, 完整的脂联素能

激活肝脏的AMPK和降低肝脏磷酸烯醇丙酮酸

■研发前沿
脂联素在调节糖
脂代谢过程中发
挥着重要的作用, 
他能显著改善胰
岛素抵抗, 增强外
周组织对胰岛素
的敏感性, 改善胰
岛素抵抗, 可能成
为治疗胰岛素抵
抗相关疾病的一
个极有潜力的靶
点.
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羧基激酶、葡萄糖-6-磷酸酶mRNA的表达, 同
时也发现gAcrp30和完整的脂联素均能激活肌

肉的AMPK, 尽管这些实验结果不尽一致, 但均

显示gAcrp30或完整脂联素通过使ACC磷酸化

失活和降低丙二酰辅酶A含量来刺激脂肪酸的

氧化, 降低游离脂肪酸水平, 从而改善IR.  
3.2 脂联素与胰岛素 极低密度脂蛋白(VLDL)
是肝脏内脂质输出的主要途径, 而apB-100对
肝脏VLDL形成起决定作用, 故apB-100合成是

肝脏脂质输出的限速步骤, 而高胰岛素血症可

以使apB-100合成下降, 导致脂质尤其是甘油

三脂在肝细胞内蓄积并发生脂肪变性. 研究发

现, 胰岛素(浓度分别为100 nmol/L, 160 nmol/L)
促进3T3-L1细胞分泌脂联素, 而磷脂酰肌醇-3
激酶(PI3K)抑制剂渥曼青霉素(wortmanin)和
LY294002可阻断胰岛素刺激的脂联素分泌[2,14]. 
但也有研究报道 ,  胰岛素对脂联素基因表达

有抑制作用, 用胰岛素(100 nmol/L)、TNF-α 
(10 μg/L)、地塞米松(100 nmol/L)处理16 h可抑

制3T3-L1细胞50%-85%的ADPN的mRNA表达, 
胰岛素对脂联素的mRNA表达发挥时间剂量依

赖性的抑制作用[15].  
3.3 脂联素与IR 脂联素改善糖代谢和胰岛素抵

抗的作用源于他能增加骨骼肌脂肪酸氧化, 并
抑制肝脏糖异生, 使参与骨骼肌脂肪酸摄取、

氧化以及能量代谢的分子: 如CD36、解偶联蛋

白2(UCP-2)以及脂肪酸转运蛋白1(FATP-1)的表

达增加, 通过磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B途径

改善骨骼肌中胰岛素信号的传递, 促进信号分

子(骨骼肌胰岛素受体, 胰岛素受体底物-1)的酪

氨酸磷酸化, 从而增加骨骼肌脂肪酸氧化, 降低

骨骼肌内甘油三酯含量. 脂联素作为脂肪细胞

特有的一种因子, 大量的动物和人体实验发现

低脂联素血浆水平与IR密切相关. Arita et al [16]

使用酶联免疫吸附法(ELISA)测出在肥胖患者

体内脂联素的血浆水平明显低于瘦弱型对照者, 
这些结果表明, 低脂联素的血浆水平可能与IR
或糖尿病状态有关. Hotta et al [17]研究中发现, 糖
尿病患者体内脂联素血浆水平低于非糖尿病患

者, 伴随有冠心病患者体内脂联素血浆水平则

尤其低, 且不管是糖尿病患者还是非糖尿病患

者减肥后若体质量指数下降10%, 则血浆脂联素

水平将明显上升, 但血浆脂联素水平并无明显

的昼夜改变, 这表明脂联素不能被精细的调节, 
需要经受长期代谢改变的调节, 与IR及糖尿病

的发生是一个长期过程且受多种因素的控制相

一致. Hotta et al [18]用恒河猴作动物模型来分析2
型糖尿病发生过程中血浆脂联素水平的变化时

发现, 血浆脂联素水平的下降与IR的发展相平

行, 即IR越严重, 血浆脂联素水平越低, 血浆脂

联素水平与体质量、体脂质量和剩余胰岛素呈

负相关, 而与M-代谢率(胰岛素敏感性的一个指

标)呈强正相关, 提示低脂联素血症与胰岛素敏

感性降低密切相关.  
3.4 脂联素与β-肾上腺素能受体激动剂 一般认

为, 交感神经系统兴奋性增加, 儿茶酚胺分泌增

多与IR发生有关. Fasshauer et al [19]的研究显示, 
异丙肾上腺素呈剂量依赖性抑制3T3-L1细胞的

脂联素mRNA表达(减少75%), 浓度低至10 nmol/L
即已有明显的抑制效应, 而异丙肾上腺素的拮

抗剂普萘洛尔或cAMP依赖的蛋白激酶A的抑制

剂H-89预处理后可完全逆转异丙肾上腺素的抑

制效应, G(S)蛋白激活剂霍乱毒素和腺苷酸环化

酶激活剂Forskolin可模拟异丙肾上腺素的抑制

效应, 提示β-肾上腺素可能通过G(S)蛋白PKA的

途径抑制脂联素基因的表达.  
3.5 脂联素与TNF-α的关系 TNF是一种促炎症细

胞因子, 大量证据显示, TNF-α对脂肪肝的发病

及其进展均有促进作用. TNF-α刺激体外培养的

内皮细胞肝素结合-表皮生长因子(HB-EGF)的
表达可被脂联素降低, 进而抑制HB-EGF诱导的

细胞增殖[20]. 脂联素能够抑制内皮细胞TNF-α信
号, 在肥胖患者体内TNF-α含量增加而脂肪细胞

分泌脂联素减少, 脂联素失去对TNF-α信号的抑

制作用, 减少TNF-α等炎症介质的作用, 从而减

轻肝脏炎症反应.  
总之, 脂联素作为一种新发现的脂肪激素, 

与肥胖、NAFLD有关, 但其作用机制尚不明确, 
其能否用在治疗脂肪肝以及代谢综合征中, 都
有待于以后进一步研究.
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Abstract
Invasion and metastasis of cholangiocarcinoma 
have specific characteristics. Lymph node me-
tastasis is one of the metastatic modes of cholan-
giocarcinoma, and local metastasis occurs more 
frequently than distal one. Due to the specific 
anatomic structure of bile duct and its close rela-
tion with peripheral nerves and various neuro-
peptides, perineural invasiveness and metastasis 
of cholangiocarcinoma are attracting more and 
more attention in recent years. Besides invasive 
metastasis, inoculation metastasis, lymphatic 
metastasis and vascular metastasis, perineural 
invasiveness and metastasis are important path-
ological features of cholangiocarcinoma. Study 
on the mechanism of interaction between nerve 
fiber and cholangiocarcinoma cells and the regu-
latory factors during invasion and metastasis 
of cholangiocarcinoma is one of the hot spots in 
recent years.

Key Words: Cholangiocarcinoma; Invasion; Metas-
tasis
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摘要
胆管癌的浸润和转移具有其自身的特点, 经
淋巴转移是胆管癌的主要转移方式之一, 以
局部淋巴结转移为主, 较少发生远处转移. 由
于胆管的解剖部位的特点以及其与周围神
经、包括多种神经肽的密切关系, 其神经周
围浸润转移途径近年来越来越受到人们的重
视. 除浸润转移、种植转移、淋巴道及血道
转移等途径之外, 经神经周围浸润和转移是
胆管癌的一种重要病理特征, 对胆管癌细胞
与神经纤维的相互作用机制以及胆管癌神经
周围浸润转移过程的调控因子的研究是近年
的研究热点之一.

关键词: 胆管癌; 浸润; 转移
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0  引言

胆管癌(cholangiocarcinoma)一般指原发于左、

右肝管至胆总管下端的肝外胆管癌, 不包括肝

内的胆管细胞癌、胆囊癌和壶腹部癌[1]. 根据

肿瘤的位置, 肝外胆管癌又分为上段胆管癌(肝
门部胆管癌, perihilar cholangiocarcinoma)、中

段胆管癌、下段胆管癌, 其中, 肝门部胆管癌

最为常见, 大约占60%-70%, 位于胆总管者约占

20%-30%[2-3]. 胆管癌在世界上大多数地区较为

少见, 在美国, 胆管癌发病率为每10万人口1-2
人, 每年的新发病例数在2000-3000例之间[4], 但
在远东和东南亚地区发病率较高[5-6], 发病率随

年龄增加而增高, 男性略多于女性[7], 大多数患

者大于65岁[8]. 胆管癌出现症状时, 通常已经进

入进展期, 治愈率很低, 近年来临床上有发病率

升高的趋势[9]. 对胆管癌及其浸润转移途径与机

制的研究具有重要的理论和临床意义. 

®

■背景资料
胆管癌(cholangio-
carcinoma)一般指
原发于左、右肝
管至胆总管下端
的肝外胆管癌, 在
远东和东南亚地
区发病率较高, 临
床治愈率很低, 近
年来有发病率升
高的趋势. 胆管癌
的浸润和转移具
有其自身的特点, 
对胆管癌及其浸
润转移途径与机
制的研究具有重
要的理论和临床
意义.
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1  胆管癌的临床病理及预后

胆管癌起源于胆道上皮细胞, 按其大体形态分

为4型: 息肉型、结节型、硬化型、浸润型; 组
织学上多表现为腺癌, 包括浸润性腺癌、黏液

性腺癌及乳头状癌, 少数为鳞状腺癌及鳞癌、

间质肿瘤等, 囊腺癌少见[10]. 在局部, 胆管癌主要

表现为沿胆管壁向上、下直接浸润, 而且因胆

管壁薄, 故肿瘤易侵犯胆管周围组织, 常形成较

坚实、增厚的灰白色纤维组织增生环, 压迫或

包裹肝动脉、门静脉, 大多数胆管癌常与胆管

周围结缔组织增生伴行, 很难辨认胆管癌的浸

润范围, 使得根治性手术切除非常困难或不可

能, 而癌组织残留是导致术后胆管癌很快复发

的主要原因[11-12]. 
肝门部胆管癌根据侵犯的程度分为5期

(TNM分期), 0期: 原位癌; Ⅰ期: 肿瘤浸润限于黏

膜、肌层; Ⅱ期: 局部侵犯, 可见肿瘤已侵出胆

管壁; Ⅲ期: 肝十二指肠淋巴结、邻近组织局部

转移; Ⅳ期: 远处转移[13]. 胆管癌在肿瘤发展上

可有以下特点: (1)肿瘤体积很小, 但可以引起胆

道梗阻, 沿胆管侵犯; (2)局部呈浸润性生长, 早
期侵犯淋巴管、肝动脉; (3)早期侵犯肝实质; (4)
生长缓慢, 远处转移较少; (5)易沿神经周围浸润

转移. 
胆管癌发病原因不明, 在日本, 慢性胆管

炎、胆石病患者大约有10%发展为胆管癌[14]. 其
他危险因素还有: 原发性硬化性胆管炎(primary 
sclerosing cholangitis, PSC)[15-16], 先天性胆总管囊

肿(Caroli病)[17], 胆管腺瘤、多发性乳头状瘤病、

肝吸虫感染[18-19], 乙肝、丙肝病毒感染[20-21], 生活

习惯如烟草、饮酒等[22-23]. 性激素也可能影响

胆管癌的发病过程[24-25]. 近年的研究发现, k-ras, 
c-myc, c-neu, cerb-b2, fas, c-met, p53, bcl-2等多

种基因参与了胆管癌的发生、发展过程[26-32]. 
胆管癌预后不良, 目前的实验室检查对胆

道系统恶性肿瘤早期谤断帮助不大. 胆汁细胞

学或肿瘤组织学检查可明确病变的性质, 但阳

性率不高; 影像学检查也难以发现早期肿瘤, 但
可帮助明确病变的部位、大小、浸润范围及

有无淋巴结和远处转移[33]. 手术切除是唯一有

效的治疗方法[34-37], 根据手术部位的不同, 胆管

癌的手术切除率从32%到51%不等, 根治性手

术后3 a存活率为40%-60%[38], 5 a生存率低于

20%[39-42]. 绝大多数胆管癌手术切除后易于复

发, 资料显示, 肝门区转移者临床切除后1 a复
发率73.9%, 3 a复发率100%, 平均复发时间术后

9.6 mo; 未见转移者切除术后1 a复发率13.3%, 
3 a复发率71.4%, 平均复发时间术后17.5 mo, 
复发的主要原因为肝及肝门区转移[12]. 扩大手

术切除和淋巴结清扫范围的治疗作用尚未能

确定[43]. 未经切除者, 只能通过PTCD或经内镜

置管引流等手段缓解其临床症状 ,  生存期在

6-12 mo之间[44]. 胆管癌对放疗、化疗不敏感, 
目前尚未有标准的治疗方案[45].

2  肝外胆道的血管、神经及淋巴管分布

Stapleton et al [46]发现, 左右肝管被来自左右肝动

脉、肝段动脉、胃十二指肠动脉和副肝动脉供

应的血管丛包绕, 这些血管丛与供应尾状叶的

动脉关系密切, 而且联系左右叶肝脏的血液供

应; 第4肝段和左肝管中部的血供常来自肝右动

脉系统. Chen et al [47]认为, 胆管的血液由至少7
条动脉供应, 其中主要的动脉是胆囊动脉、胰

十二指肠后上动脉、肝右动脉、门静脉后动

脉; 动脉在胆管壁上形成3种吻合方式, 分别是

形成血管网、沿着管壁纵向吻合和形成动脉环. 
胆管旁的静脉系统起源于胰十二指肠上后静脉

和幽门十二指肠静脉的几个小支, 在门静脉的

前方沿胆总管和肝动脉向上走行, 在肝十二指

肠韧带内及肝门附近形成静脉网, 并发出小支

分布于肝门附近的肝段. Vellar et al [48]发现肝内

和肝外胆道表面均有静脉丛覆盖, 在肝总管和

十二指肠上段的胆总管表面, 静脉丛引流到所

谓的3点和9点边缘静脉; 较低的边缘静脉和胆

管静脉丛与胰十二指肠静脉丛汇合, 接着汇入

胰十二指肠后上静脉. 较高位的边缘静脉分成

数支, 一些与静脉丛和门静脉相邻的分支随着

左右肝管进入肝脏, 而其他分支有的直接进入

或通过肝门静脉丛进入第4段肝内或尾状叶内. 
在肝总管分叉以上的静脉引流直接进入尾状叶

和第4段肝内. 
肝十二指肠韧带内的神经丛, 分为肝前、

后丛, 均发支到肝外胆道系统, 神经纤维多数随

肝动脉入肝. 肝前丛的交感神经来自左腹腔神

经节, 其节前纤维来自左侧交感神经干上第7-10
胸神经节, 而副交感神经则直接由左迷走神经

发出. 肝后丛的交感神经来自右腹腔神经节, 节
前纤维来源于右侧交感神经干上第7-10胸神经

节, 而副交感神经由右迷走神经发出, 穿出右腹

腔神经节, 分布至肝后丛[49-50]. 肝外胆道的淋巴

通过网膜孔淋巴结, 进而引流至胰十二指肠上

淋巴结[51].

■同行评价
本文对胆管癌的
浸润转移进行了
详细的叙述, 阅读
文献较多、材料
比较丰富, 对胆管
癌的研究有一定
的帮助作用.
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3  胆管癌的浸润、转移途径

胆管癌存在多种转移方式, 经淋巴转移是胆管

癌的主要转移方式之一, 以局部淋巴结转移为

主, 较少发生远处转移. 淋巴转移的方式在上段

与中段相似, 而下段有所不同. 中、上段胆管癌

的主要淋巴转移方式是沿肝总动脉、门静脉

周围及胰头上方的淋巴结转移, 而下段胆管癌

的淋巴转移主要位于胰头周围. 淋巴结转移的

方式决定于胆管癌原发部位, 这种淋巴结转移

方式是根治性手术中进行适当淋巴清除的重

要前提. 胆管癌的血管浸润常见, 病理学研究

发现, 胆管癌标本中其周围发现血管浸润者达

58.3%-77.5%[52-53], 这与胆管的解剖位置密切

相关. 
除直接浸润转移、种植转移、淋巴道及血

道转移等途径之外, 神经周围组织间隙作为一

个独立的肿瘤细胞转移途径在胆管癌的转移中

起着重要作用. 经神经周围浸润(perineural inva-
siveness, PNI)和转移是胆管癌的一种重要病理

特征, 指肿瘤沿神经浸润指肿瘤细胞包绕神经

纤维, 并进入神经束膜内沿其扩展的局部浸润

转移现象, 胆管癌细胞可通过胆管周围的神经

周围间隙向近端或远端方向转移. 除常见于胆

管癌外, 也见于胰腺癌、前列腺癌、直肠癌和

头颈部鳞癌等肿瘤. 对40例患者的病理学观察

发现, 肿瘤附近淋巴管受侵29例(72.5%), 肿瘤组

织内血管受侵31例(77.5%), 神经周围间隙受侵

33例(82.5%)[52]. Nagakawa et al [53]也在40例胆管

癌病例中发现有34例神经周围浸润. B h u i y a 
e t a l [54]对70例胆管癌手术标本分析发现 ,  有
81.4%的标本发现有神经周围浸润, 与胆管癌的

部位、肿瘤大小、有无淋巴结转移无关, 其5 a
生存率明显为低, 有神经周围受侵犯者根治术

后5 a生存率为32%, 未受侵犯者为67%. 神经周

围浸润的方向是横向明显高于纵向浸润(52.2% 
vs  34.8%), 他有别于淋巴浸润, 即肝脏侧大于

十二指肠侧(52.2% vs  39.1%), 血管浸润方向与

此相似(13.0% vs  0)[55]. 神经周围间隙细胞浸润

与十二指肠韧带内结缔组织转移明显相关, 提
示肝十二指肠韧带结缔组织的癌转移可能是通

过神经周围间隙癌细胞扩散而实现[56]. 研究还发

现, 胆管癌神经周围浸润在结节浸润型(10/10)和
浸润型(24/24)胆管癌中的发生率明显高于乳头

状癌(6/14)和结节状癌(17/22), 常见于浸润至浆

膜下层或超出浆膜下层的肿瘤, 而未见于局限

于黏膜层的肿瘤, 神经浸润发生的频率与肿瘤

浸润的深度呈明显的相关性[57].

4  胆管癌的浸润转移机制

一般认为肿瘤的浸润转移过程包括以下几个环

节: (1)原发部位的肿瘤的生长, 对周围血管、淋

巴管及其他邻近组织的浸润破坏, 肿瘤细胞表

面表达黏附分子降低, 细胞之间黏附性减小, 使
肿瘤细胞容易脱落, 某些具有较强转移能力的

肿瘤细胞逃逸; (2)肿瘤细胞进入组织间隙、血

液或/和淋巴系统内转移; (3)经过与邻近组织、

血液和淋巴循环中的某些免疫细胞、细胞分子

相互作用, 部分的肿瘤细胞生存下来; (4)得以生

存的肿瘤细胞在特异的部位附着于邻近组织、

血管或淋巴管的内皮细胞或基底膜; (5)突破基

底膜, 游出血管或淋巴管; (6)转移部位的肿瘤

细胞休眠或继续生长. 实际上, 肿瘤细胞的浸润

转移过程是十分复杂, 这一过程包括了一系列

的肿瘤细胞与肿瘤细胞、肿瘤细胞与宿主细

胞、肿瘤细胞与细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)间的相互作用, 尤其是多种细胞因子的参

与调节, 才使某些肿瘤细胞能够发生成功的转

移[58]. 胆管癌的神经周围浸润和转移也具有类

似的过程, 对胆管癌及周围组织病理标本的三

维模式立体重建图像显示, 肿瘤细胞可首先浸

润小血管、淋巴管、在神经纤维周围形成“卫

星”灶, 继而浸润神经周围. 研究发现, 在神经

周围间隙、血管、淋巴管中, 肿瘤组织与原发

灶并无结构上的连续性, 肿瘤细胞在脱离原发

灶后可独立存活下来, 形成新的克隆[59]. 提示神

经周围组织间隙是一个独立的肿瘤细胞转移途

径. 研究还发现, 人胆管癌细胞能够穿过人工基

质黏附并浸润神经纤维, 形成包绕神经纤维的

细胞团, 显示人胆管癌细胞对神经纤维具有亲

嗜性[60].
胆管癌的神经周围浸润和转移机制目前尚

不清楚, 可能与下面的因素有关: (1)神经周围的

潜在间隙有利于胆管癌细胞移动和扩散生长; 
(2)肿瘤细胞表面有噬神经的黏附分子存在; (3)
自分泌或旁分泌激素的作用, 胆管癌细胞可能

通过分泌蛋白酶, 障解神经束膜, 侵入神经周围

间隙, 在某些自分泌或旁分泌激素的作用下, 通
过影响肿瘤细胞运动迁移能力导致肿瘤细胞嗜

神经浸润(neurotropic tumor infiltration, NTI),  胆
管壁及其周围有丰富的内脏神经丝分布. 这些

神经纤维与肿瘤细胞密切接触. 研究发现, 与支

配肿瘤起源组织的神经纤维相比, 肿瘤中神经
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纤维的化学性质发生明显改变[61]. 肿瘤细胞与神

经组织作用, 能够导致蛋白水解酶释放、某些

化学趋化或促进因子释放以及细胞增殖[62], 通过

细胞黏附分子与神经纤维作用影响肿瘤细胞的

神经周围浸润过程[63-64]. 研究发现, 神经细胞黏

附分子(NCAM )在神经周围组织有较高浓度, 能
够介导细胞-细胞, 细胞-基质黏附[65-66], NCAM的

表达与胆管癌的组织学分型有关, 随细胞恶性

程度的增加NCAM阳性率增高[67], 对24例胆管癌

的观察发现, NCAM与胆管癌神经周围浸润显

著相关[68]. 提示当胆管癌突破生长屏障后, 癌细

胞表面的NCAM可能诱导癌细胞向神经细胞移

动、黏附, 在肿瘤浸润神经的过程中发挥“导

航”和“停泊”作用. 
肿瘤细胞与细胞外基质成分黏附的相互

作用在肿瘤细胞的神经浸润和转移过程中也

具有重要作用. 研究表明, 细胞外基质蛋白成

分中, 如纤联蛋白(fibronectin)、层黏蛋白(lam-
inin)、玻联蛋白( vitronectin )、血小板反应蛋白

(throm2bospondin)及多种胶原(collagen), 在体外

直接促进肿瘤细胞的黏附与运动[66]; 观察发现, 
肿瘤细胞通过趋向作用直接向含该成分密度高

的方向迁移, 且速率较对照组明显加快; 体内接

近肿瘤细胞处的特异细胞外基质成分密度的局

部变化同样会影响肿瘤细胞的迁移[69-70]. 研究

发现, 肿瘤细胞在与细胞外基质黏附相互作用

的过程中, 能够产生并释放大量蛋白水解酶, 如
金属蛋白酶(metalloproteinase)、丝氨酸蛋白酶

(serine poteinase)和半胱氨酸蛋白酶(cysteinepro-
teinase)等, 其含量随肿瘤细胞的恶性程度而增

加[71]. 通过破坏包括血管内皮、基底膜在内的各

种细胞外基质结构, 肿瘤细胞得以进入血液或

淋巴循环, 并到达特异部位继续生存. 一些实验

结果显示, MMP-2, MMP-9表达与胆管癌发展、

浸润和转移密切相关, 对该类酶的抑制可以阻

断肿瘤细胞的浸润转移能力[72]. 表皮生长因子能

够通过NF-κB路径激活MMP-9等蛋白水解酶增

强胆管癌细胞的侵袭力[73], 干扰NF-κB的活性能

够改变胆管癌细胞的生物学行为[74]. 肿瘤细胞内

不同亚群的共存或转移能力不同的细胞亚群混

合, 使转移能力低的细胞也表现出较强的浸润

转移能力, 其原因可能与不同亚群间的细胞外

基质成分及降解酶的互补作用, 使其转移能力

发生了改变有关[75]. 胆管周围有丰富的内在及外

在神经丝, 他们由分布于消化道的神经细胞(神
经节)、连接神经节的神经纤维束以及众多由

神经节发出的支配肌肉、腺体和血管的神经纤

维组成. 除肾上腺素能和胆碱能纤维外, 尚有丰

富的含有多种消化道激素(神经肽)的肽能纤维, 
研究表明, 许多胃肠肽类激素对肿瘤的生物学

行为具有非常重要的调控作用, 他们通过自分

泌、旁分泌及神经内分泌机制在多种消化道肿

瘤的发生、发展中发挥重要作用[76-77].
总之, 对胆管癌的浸润和转移机制的研究

和深入了解是实现胆管癌早期诊断、提高其疗

效的根本途径, 神经周围浸润转移途径近年来

越来越受到人们的重视. 由于胆管的解剖部位

的特点以及其与周围神经、包括CCK在内的神

经肽的密切关系, 使包括CCK在内的神经肽与

胆管癌的浸润转移的关系特别是其在胆管癌的

神经周围浸润转移中的作用的研究具有重要的

意义, 对于揭示胆管癌与神经纤维的相互作用

机制以及胆管癌神经周围浸润转移过程的调控

机制具有重要价值.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of 
Chinese medicine Hugan recipe and medical 
ozone on acetaminophen-induced acute toxic 
hepatic failure in dogs.

METHODS: Eighteen mongrel dogs were av-
eragely randomized into model control group, 
Chinese medicine (using Hugan recipe) pretreat-
ment group and medical ozone pretreatment 
group. All the dogs were subcutaneously in-
jected with acetaminophen to establish the mod-
els of acute toxic hepatic failure 15 days after 

pretreatment. Blood samples were collected for 
the detection of liver function, prothrombin time 
(PT), and the levels of ammonia and blood urea 
nitrogen (BUN) before and 24, 48, 72, 96 hours, 
7, and 14 days after injection. The pathological 
changes of liver tissues were observed 14 days 
after injection.

RESULTS: The pathological changes such as 
ballooning and fat-like degeneration of hepa-
tocytes were remarkably alleviated in Chinese 
medicine group and medical ozone group. The 
levels of serum alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin 
(TBIL), ammonia, and PT were significantly low-
er in Chinese medicine group and medical ozone 
group that those in control group (P < 0.05 or P 
< 0.01), and there were also notable difference 
between Chinese medicine group and medical 
ozone group (P < 0.05 or P < 0.01).

CONCLUSION: Preconditioning of medical 
ozone and Hugan recipe can protect liver against 
acute injury induced by acetaminophen in dogs, 
and the latter is superior to the former.

Key Words: Drug-induced hepatitis; Liver failure; 
Medical ozone; Chinese medicine; Acetaminophen
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摘要
目的: 探讨中药护肝方与医用三氧对醋氨酚
犬急性中毒性肝衰竭的预防性保护作用. 

方法: 健康杂种犬18只, 随机平均分为模型
对照组, 中药预处理组和医用三氧预处理组. 
处理15 d后各组均进行醋氨酚皮下注射, 分
别于注射前、注射后24, 48, 72, 96 h及7, 14 d
抽血检测肝功能、凝血酶原时间(PT)、血氨
(AMMO)、尿素氮(BUN), 观察记录全身情况, 
实验狗死亡时或治疗后存活14 d时取肝组织
做病理观察. 

®

■背景资料
药物性肝炎问题
日益突出, 但迄今
尚无预防药物性
肝炎的有效方法. 
临床实践中很多
情况下根据病情
需要祛除病因治
疗无法实现, “保
肝”治疗药物并
不具备预防性应
用肝脏保护作用. 
医用三氧具有其
特殊生物药理学
特点, 近年已应用
于肝病治疗及免
疫调节治疗. 本文
尝试应用医用三
氧及中药护肝方, 
对急性中毒性肝
衰竭犬的预防性
治疗作用进行初
步探索.
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结果: 与模型对照组相比, 中药组和三氧组的
肝组织病理变化程度轻、病灶范围小, 肝细胞
气球样变和脂肪变性明显. 三氧组与中药组谷
丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、总胆红
素(TBIL)、AMMO、PT均显著低于模型对照
组(P <0.05或0.01), 并且三氧组与中药组相比
也有显著差异(P <0.05或0.01).

结论: 中药护肝方与医用三氧的预防性给药
能够有效减轻醋氨酚所致犬急性中毒性肝损
害, 降低血氨和缩短PT, 且医用三氧效果优于
护肝方.

关键词: 药物性肝炎; 肝衰竭; 医用三氧; 中药; 醋

氨酚 
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0  引言

尽管药物性肝炎问题日益突出, 但迄今尚无预

防药物性肝炎的有效方法. 医用三氧具有其特

殊生物药理学特点, 近年已应用于肝病治疗及

免疫调节治疗[1-8]. 本文尝试应用中药护肝方及

医用三氧, 对急性中毒性肝衰竭犬的预防性治

疗作用进行初步探索. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康杂种犬18只, 体质量12.5-15 kg, 购
自南方医院动物实验所. 动物实验遵守南方医

科大学动物实验规则进行. 医用三氧由医用纯

氧经过三氧发生器(德国哈斯乐Ozonosan alpha 
Plus 1107)制备, 是纯氧与三氧的混合气体. 本研

究用三氧浓度为20 mg/L. 中药护肝方组成: 黄
芪30 g, 党参20 g, 白术20 g, 生地黄15 g, 熟地黄

15 g, 丹参15 g, 白花蛇舌草10 g, 板蓝根10 g, 上
述药物水煎煮2次, 过滤制成1 kg/L生药药液. 醋
氨酚(C8H9NO2)由德国Fluka公司生产; 二甲基亚

砜(C2H6OS)由广州新成精细化工厂生产.
1.2 方法 健康杂种犬18只, 随机分为3组, 分别是

模型对照组, 中药组和医用三氧组, 每组6只. 中
药组护肝方直肠灌药, 每只犬按4.14 g/kg剂量, 1
次/d, 三氧组予医用三氧直肠灌注, 每次150 mL, 
1次/d, 共15 d. 然后3组犬同时进行醋氨酚皮下

注射. 醋氨酚注射方法是将醋氨酚溶解于二甲

基亚砜(DMSO)中配制成600 g/L的浓度[6], 新鲜

配制使用. 用配制好的醋氨酚溶液采用多点皮

下注射: 首次剂量为750 mg/kg体质量, 首次注射

后9 h和24 h分别进行第2次和第3次注射, 用量

均为200 mg/kg体质量. 观察犬的精神, 饮食, 行
动, 大小便等. 于醋氨酚造模前及造模后24, 48, 
72, 96 h, 7, 14 d抽血化验检测肝功能(ALT, AST, 
TBIL)、血氨(AMMO)、凝血酶原时间(PT)、尿

素氮(BUN). 实验犬在实验前以及醋氨酚注射后

死亡时或存活14 d时, 用肝组织活检枪取肝脏组

织, 用40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋切片, 进行

HE及嗜银染色, 光镜下观察.
统计学处理 用SPSS13.0版处理, 各数据以

均数±标准差(mean±SD)表示, 多个样本均数

间的比较用方差分析(One-Way ANOVA); 多重

比较满足方差齐性要求(P >0.05)的比较用LSD
法分析, 不满足方差齐性要求(P <0.05)的比较用

Tamhane法分析.

2  结果

各组犬醋氨酚造模前精神良好, 呼吸平稳, 饮食

及二便正常, 对外界刺激反应灵敏. 造模后, 各
组犬均表现为不同程度的精神困倦, 巩膜黄染, 
摄食量减少, 呕吐, 小便黄, 日渐消瘦; 有些犬出

现烦躁, 醉酒样步态; 有些犬精神萎靡, 嗜睡, 对
外界刺激反应迟钝, 伤口难以止血. 以上表现在

首剂醋氨酚注射后48-72 h最为明显, 且模型对

照组最为严重. 
2.1 生存期比较 醋氨酚模型对照组2只犬在造模

后48 h出现呼吸困难, 昏睡, 渐至昏迷, 最终分别

在造模后56, 75 h左右死亡, 本组其余犬及中药

组与三氧组犬造模后14 d仍存活. 
2.2 生化指标分析 模型对照组ALT, AST, TBIL, 
PT指标在注射醋氨酚造模后24 h即升高, 72 h时
达高峰; AMMO在造模后48 h达高峰; BUN在造

模后24 h达高峰(表1). 
与模型对照组比较: 三氧组和中药组ALT明

显低于模型对照组(三氧组在造模后24, 48, 72, 
96 h, 7, 14 d; 中药组造模后24, 72, 96 h, 7 d), 有
显著性差异(P <0.05或0.01); 同样三氧组和中药

组AST, TBIL, AMMO升高也较模型对照组低, 
有显著性意义(P <0.05或0.01). 三氧组和中药组

PT值在造模后48, 72, 96 h比模型对照组低, 有显

著性差异; 三氧组BUN造模后24 h显示出明显低

于模型对照组, 有显著性差异(表1). 
三氧组与中药组相比, 造模后7, 14 d ALT

■研发前沿
目前对于医用三
氧的基础研究主
要集中在生物学
与药理学特性方
面, 其作用机制有
一部分也只是一
种 推 想 ,  并 未 得
到实验证明, 在临
床研究方面尚缺
乏有力的循证医
学证据来确定三
氧治疗的真正疗
效、最佳剂量和
疗程.



www.wjgnet.com

284                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志         2007年1月28日       第15卷       第3期

明显低于中药组, 有显著性差异; 三氧组造模后

7 d时AST也明显较低; 造模后96 h, 7 d, 三氧组

TBIL明显较低; 三氧组PT明显短于中药组(造
模后48 h, 72 d); 三氧组AMMO明显较低(造模

后24 h, 48 h); 三氧组BUN明显低有显著性意义

(造模后24 h)(表1). 
2.3 肝脏形态学观察 肉眼观: 正常犬肝脏呈红褐

色、质软而脆. 模型对照组注药造模后肝脏体

积缩小, 肝表面有块状瘀斑, 包膜皱缩, 有腹水, 
肠系膜静脉和胃底静脉曲张. 中药组及三氧组

的肝脏体积缩小不明显, 瘀斑少, 包膜完好. 
显微镜下检查: 正常犬肝小叶结构完整, 肝

细胞呈索状排列, 形态正常. 注药造模后14 d, 模
型对照组肝索紊乱, 汇管区胆管增生, 肝细胞呈

弥漫性浊肿, 片状坏死、嗜酸性变、肝内淤胆, 
部分区域肝窦扩张, 充血, 汇管区炎性细胞浸润. 
与模型对照组相比, 中药组和三氧组的肝组织

病理变化程度轻、病灶范围小, 肝细胞气球样

变和脂肪变性明显(图1).

3  讨论

本实验采用醋氨酚多点皮下注射法建立犬急性

中毒性肝衰竭模型[6], 其作用机制为过量的醋氨

酚由P450混合功能氧化酶转化为N2乙酰2苯醌

亚胺, 苯醌亚胺可使血红蛋白氧化成三价铁的

高铁血红蛋白, 在此过程中, 生成大量的氧自由

基. 同时, 胺类和醌类化合物也能间接和直接产

生超氧阴离子. 因此认为醋氨酚犬急性中毒性

肝衰竭主要为氧自由基导致[7]. 醋氨酚犬中毒

主要表现为嗜睡或烦躁、摄食量减少、呕吐、

黄疸、伤口出血难止等肝严重损害(肝衰竭)表
现. 以上表现及血液指标变化在第一次注射后

48-72 h最为明显. 中药组尤其是医用三氧组在

该段时间血液指标显示出明确的保护作用. 
医用三氧应用于疾病治疗已有近50 a历史[8]. 

随着对三氧的作用机制研究积累, 现已部分明

确了三氧具有某些特殊的生物学与药理学特

性[1-5]: (1)增加红细胞代谢, 改善微循环; (2)作为

强氧化物可诱导激活组织细胞产生抗氧化酶, 

表  1  各组肝功能和PT, AMMO, BUN的比较 (mean±SD, n  = 6) 

     
                                    ALT (nkat/L)	 AST (nkat/L)              TBIL (mmol/L)            PT (s)         AMMO (mmol/L)   BUN (mmol/L)

模型对照组

    造模前              441.76±150.20        522.27±94.19          3.32±0.44      7.30±0.28      35.82±7.47      3.53±0.56

    造模后24 h     1755.85±315.40      1133.56±296.56        6.45±2.88      7.87±0.64      76.82±11.77    9.92±3.29

    造模后48 h     3628.56±1570.81    1350.27±815.00      12.72±5.77    11.40±1.05    118.00±30.56    7.43±3.77

    造模后72 h     4177.50±1289.76    3100.62±1150.06    24.28±7.70    12.74±1.83      91.38±26.05    4.36±2.35

    造模后96 h     4192.51±1068.38    1541.98±207.54      22.45±5.12    11.00±1.13      84.30±11.56    3.35±0.96

    造模后7 d       1979.56±223.38      1254.42±165.20      19.28±11.71    7.85±0.54      71.08±7.98      3.30±0.81

    造模后14 d     1687.84±412.75        795.99±158.37      15.78±14.77    7.55±0.31      75.20±7.91      3.15±1.34

中药组	

    造模前              491.77±50.34          536.27±82.68          3.58±0.29      7.35±0.27      32.98±5.22      3.13±0.72

    造模后24 h     1144.73±317.90b     1072.38±220.54        2.95±1.60b     7.95±0.58      65.58±8.62a     7.00±1.39

    造模后48 h     1400.28±389.08      1203.07±260.05        6.07±2.86      9.02±0.52b     81.40±15.13    5.53±1.91

    造模后72 h     1525.31±503.77a       950.19±188.37        4.87±3.25a     9.02±0.67a     71.83±15.18a   4.62±1.05

    造模后96 h       811.33±237.71a       989.03±259.05b       6.78±1.64a     8.15±0.86a     62.07±7.48b     3.70±0.56

    造模后7 d       1169.73±291.39b       944.69±221.88a       5.93±1.15      7.77±0.43      59.57±8.36a     3.35±0.44

    造模后14 d     1036.37±329.57        588.95±131.19a       6.37±1.97      7.58±0.31      64.28±8.59a     3.22±1.10

三氧组	

    造模前              427.92±128.53        547.28±183.70        3.60±0.42      7.52±0.39      38.43±13.15    2.97±0.73

    造模后24 h     1178.07±214.21b       991.87±468.26        2.22±1.33b     7.53±0.50      47.62±8.30bd   3.22±1.12ad

    造模后48 h       991.87±345.90a       930.69±303.23        2.18±1.90a     7.75±0.67bc    53.48±10.19ac 3.57±0.80

    造模后72 h     1055.71±316.23a       686.30±295.23a       2.52±1.87a     7.62±0.58ac    60.12±5.97b    3.77±0.93

    造模后96 h       811.33±235.21a       822.33±319.56b       3.08±1.11ad    7.28±0.12a     51.48±17.12b  3.75±0.44

    造模后7 d         622.29±159.37bd      702.97±207.04bc      2.65±0.79d     7.28±0.51      56.35±8.82b    2.78±0.87

    造模后14 d       458.43±120.52ac      466.76±129.53b       3.22±0.84      7.32±0.26      60.33±3.55b     2.43±1.11

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  中药组.

■创新盘点
随着医用三氧生
物学与药理学特
性的日趋明了, 医
用三氧目前已应
用于多种疾病的
治疗, 然而预防性
治疗作用报道较
少, 仅国外有在器
官缺血再灌注前
应用三氧可以减
轻器官损伤的报
道. 本研究首次应
用医用三氧及中
药预防性治疗药
物性肝炎, 并将二
者疗效进行平行
对比. 
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增强组织细胞清除自由基的能力; (3)低浓度三

氧具有免疫激活和调节活性. 近年医用三氧已

应用于肝炎和自身免疫性疾病的治疗尝试. 本
动物实验显示, 三氧能有效地减轻实验犬肝功

能损害程度. 推测其作用是三氧通过直肠吸收

经门脉到肝脏和肾脏等组织器官, 改善组织器

官的微循环, 激活组织细胞产生抗氧化酶系统, 
例如超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽-S-转移

酶(GSTs)、过氧化氢酶等, 使组织细胞清除氧自

由基能力增强, 抵抗醋氨酚肝肾组织毒性, 显示

出减轻醋氨酚肝肾损伤作用. 
护肝方是经验方, 方中甘微温之黄芪为主

药, 补中益气, 党参补气生津养血, 白术补气健

脾燥湿, 与黄芪相配, 加强补脾益气之功, 甘苦

寒之生地黄清热凉血, 养阴生津, 甘微温之熟地

黄补血滋阴, 益精填髓, 丹参活血凉血, 白花蛇

舌草与板蓝根清热解毒. 八药相配, 共奏益气解

毒, 凉血活血之功效, 其组方依据符合中医对肝

衰竭热瘀相搏本质的认识[9-11]. 实验显示本方对

肝脏具有良好的预防性保护作用, 能够有效减

轻醋氨酚所致犬急性中毒性肝衰竭的肝功能损

害, 降低血氨和缩短PT. 
在中药给药方式上, 本实验中药采用灌肠

给药, 由于直肠静脉通过门静脉进入肝脏, 药物

不经胃酸及消化酶破坏, 同时可避免药物久服

A B

DC

图  1  各组犬肝组织的显微镜检查(HE×200). A: 正常犬; B: 模型对照组醋氨酚中毒犬; C: 中药组醋氨酚中毒犬; D: 三氧组

醋氨酚中毒犬肝组织.

败胃的缺点[12], 避免加重上消化道症状. 
当前药物性肝炎的治疗主要是祛除病因治

疗, 即停用肝损害药物, 并施以“保肝”治疗药

物(多为中药提取物、中成药[10,13-14]或还原型谷

胱甘肽制剂[15]). 但是, 临床实践中很多情况下

例如肿瘤化疗、器官移植后的免疫抑制等药物, 
即使出现肝损害也是不能停用这些损肝药物的. 
此种情况下, 就须考虑寻找能够预防药物性肝

损害的方法. 当前大量“保肝”治疗药物并不

具备预防性应用肝脏保护作用. 本动物实验结

果显示, 医用三氧及中药护肝方直肠灌注应用

能够预防某些药物性肝损伤, 为其临床预防应

用提供了实验依据. 医用三氧及中药护肝方有

可能成为预防药物性肝炎的新方法. 临床疗效

有待在临床试验研究中证实. 
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■同行评价
尽管药物性肝炎
问题日益突出, 但
迄今尚无预防药
物性肝炎的有效
方法. 医用三氧具
有其特殊生物药
理学特点. 本文应
用中药护肝方及
医用三氧对急性
中毒性肝衰竭犬
的预防性治疗作
用. 文章有较好的
科学性、创新性
和可读性, 能较好
地本领域基础研
究的先进水平.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                • 消息 •

第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 
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Abstract
AIM: To find out the protective effect and 
mechanism of ischemic preconditioning (IPC) on 
early hepatic ischemia-reperfusion (I/R) injury 
in rats at high altitude.

METHODS: A total of 45 Sprague Dawley rats 
were divided into the sham operation, I/R and 
IPC group. The rats were sacrificed 1, 3, and 6 
hours after reperfusion. The level of serum ala-
nine aminotransferase (ALT, nkat/L), malondi-
aldehyde (MDA, mmol/L) and nitrix oxide (NO, 
μmol/L) were detected.

RESULTS: The level of serum NO in IPC group 
was significantly higher than that in I/R group 
(1 h: 95.8 ± 10.1 vs 64.2 ± 6.8, P < 0.01; 3 h: 91.2 ± 
9.7 vs 69.5 ± 7.2, P < 0.01; 6 h: 77.4 ± 8.6 vs 63.7 ± 
6.1, P < 0.01), but lower than that in sham opera-
tion group. However, the levels of serum ALT (1 

h: 2257.1 ± 201.7 vs 2912.2 ± 398.4, P < 0.01; 3 h: 
2465.5 ± 243.4 vs 3637.4 ± 441.8, P < 0.01; 2545.5 ± 
223.4 vs 4027.5 ± 496.8, P < 0.01) and MDA (1 h: 
25.1 ± 4.3 vs 38.7 ± 7.6, P < 0.01; 3 h: 27.5 ± 5.4 vs 
45.3 ± 8.8, P < 0.01; 34.2 ± 6.7 vs 53.2 ± 10.5, P < 
0.01) in IPC group were significantly lower than 
those in I/R group, while they were higher than 
those in sham operation group.

CONCLUSION: IPC may protect liver tissues 
against I/R injury in rats at high altitude, and 
the mechanism is associated with the improve-
ment of microcirculation resulted from the 
inhibition of lipid peroxidation and increase of 
endogenous NO.

Key Words: Ischemic preconditioning; Ischemia-
reperfusion; Hepatic injury; Rat; High altitude

Zhu YQ, Qin Y, Wang MX, Du FB, Liu HD, Li SZ. 
Influence of ischemic preconditioning on early hepatic 
I/R injury in rats at high altitude. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(3):287-289

摘要
目的: 了解在高原缺血预处理(IPC)对肝脏缺
血/再灌注损伤(I/R)早期保护作用及其机制. 

方法: SD大鼠45只随机分为3组: 假手术组、

缺血再灌注组、缺血预处理组. 各组恢复血流
后分别于1, 3, 6 h取血液标本, 检测血清ALT 
(nkat/L)、丙二醛(MDA, mmol/L)、NO (μmol/
L)的含量. 

结果: 缺血预处理组N O的水平明显高于缺
血再灌注组(1 h: 95.8±10.1 vs  64.2±6.8, 
P <0.01; 3 h: 91.2±9.7 vs  69.5±7.2, P <0.01; 
6 h: 77.4±8.6 vs  63.7±6.1, P <0.01), 低于假
手术组; 而ALT(1 h: 2257.1±201.7 vs  2912.2
±398.4, P <0.01; 3 h: 2465.5±243.4 vs  3637.4
±441.8, P <0.01; 2545.5±223.4 vs  4027.5±
496.8, P <0.01)、MDA(1 h: 25.1±4.3 vs  38.7
±7.6, P <0.01; 3 h: 27.5±5.4 vs  45.3±8.8, 
P <0.01; 34.2±6.7 vs  53.2±10.5, P <0.01)明显
低于缺血再灌注组, 高于假手术组.
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■背景资料
肝脏缺血再灌注
损伤是常见的临
床问题, 其损伤因
素远超过机体自
身的保护能力, 所
以在临床中有必
要通过外界干预
来减少损伤因素
或增强机体的保
护能力, 从而减少
肝脏缺血再灌注
损伤. 目前在肝脏
外科手术中最简
单、有效的外界
干预来减少肝脏
缺血再灌注损伤
的方法是缺血预
处理. 而目前缺血
预处理对肝脏再
灌注损伤的保护
具体机制还不十
分明确, 尤其是在
高原缺氧的环境
下, 对肝脏缺血再
灌注损伤研究报
道较少.



结论: 在高原缺氧环境下, 缺血预处理对大鼠
肝脏缺血再灌注损伤有明显保护作用, 其机制
可能与缺血与预处理抑制肝脏脂质过氧化物
的产生, 提高内源性NO的产生, 改善肝脏的微
循环有关.

关键词: 缺血预处理; 缺血再灌注; 肝脏损伤; 大鼠; 
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0  引言

缺血再灌注损伤(I/R)是指缺血器官细胞损伤在

恢复血供之后更加加重的现象. 目前有大量的

动物实验及少量的临床研究表明缺血预处理

(IPC)对缺血/再灌注肝脏有保护作用, 但其作用

机制还不十分清楚. 本实验旨在初步探讨高原

缺氧环境下IPC对大鼠肝脏I/R的保护作用及其

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 MDA, NO试剂盒(南京建成生物工程

研究所). SD大鼠购自西南民族学院实验动物

中心.
1.2 方法 

1 . 2 . 1  动 物 分 组  S D大鼠 4 5只 ,  体质量为

180-230 g, 雌雄不拘, 在高原环境(海拔3658 m)
饲养14 d后随机分成3组, 即假手术组(Ⅰ组); 缺
血再灌注组(Ⅱ组): 持续阻断60 min, 再灌注1, 3, 
6 h; 缺血预处理组(Ⅲ组): 先缺血5 min, 再灌注

5 min, 反复一次, 再行I/R. 
1.2.2 模型制备 实验鼠术前12 h禁食、不禁水, 
200 g/L乌拉坦1000 mg/kg腹腔注射麻醉, 消毒术

野, 经上腹正中切口进腹, 分离肝十二指肠韧带, 
充分暴露肝门部, Ⅰ组不再行任何处理关腹; Ⅱ
组和Ⅲ组用无创血管夹阻断肝左、中叶的血管

胆管蒂, 造成肝实质缺血. 预定阻断时间到后移

去血管夹, 缝合腹壁切口. 
1.2.3 标本处理及检测 在预定时相点经心脏穿

刺取血, 室温下静置12 h, 低温离心机3000 r/min
离心10 min后取血清, 用自动生化分析仪测ALT
活性; 用MDA, NO试剂盒测定MDA, NO的活性.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS10.0软件对数据作单向方差分析.
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2  结果

假手术组ALT的活性明显低于缺血预处理组和

缺血再灌注组(P <0.01); 缺血再灌注组明显高于

缺血预处理组(P <0.01). 假手术组MDA的活性明

显低于缺血预处理组和缺血再灌注组(P <0.01); 
缺血再灌注组明显高于缺血预处理组(P <0.01). 
缺血再灌注组NO的活性明显低于缺血预处理组

和假手术组(P <0.01)(表1). 

3  讨论

肝脏I/R损伤是常见的临床问题, 其损伤因素远

超过机体自身的保护能力, 所以在临床中有必

要通过外界干预来减少损伤因素或增强机体的

保护能力, 从而减少肝脏I/R. 目前在肝脏外科手

术中最简单、有效的外界干预来减少肝脏I/R
损伤的方法是缺血预处理. 而目前缺血预处理

对肝脏再灌注损伤的保护具体机制还不十分明

确, 尤其是在高原缺氧的环境下, 对肝脏缺血再

灌注损伤研究报道较少. 故本课题通过设计在

海拔为3658 m的环境下对大鼠肝脏缺血预处理, 
了解肝脏缺血再灌注损伤早期MDA, ALT, NO的

变化, 初步探讨其对肝脏缺血再灌注损伤的保

护作用及其机制. 
研究表明 ,  肝脏I/R早期损伤主要是因缺

氧、再灌注产生大量氧自由基[1], 通过氧化反应

直接导致肝细胞的损伤. MDA可以反映氧自由

基攻击生物膜中的不饱和脂肪酸引发脂质过氧

化作用而形成脂质过氧化物, 使组织细胞受损

伤; 其活性与脂质过氧化损害的程度呈正相关. 
本实验结果证实缺血再灌注组MDA明显高于假

手术组, 而缺血预处理组MDA明显低于缺血再

灌注组. 表明自由基是导致肝脏I/R早期损伤的

重要因素; 而缺血预处理可以减少肝脏I/R时自

由基的产生, 减轻自由基对肝脏的损伤. 其机制

可能与IPC提高内源性抗自由基酶类的活性有关. 
目前越来越多的证据表明, 通过外界干预

使内源性NO合成增加对肝脏I/R损伤有保护作

用[2-3]. NO是一种多效能的气体自由基, 是肝脏

一个重要信号分子. NO既是肝细胞损伤的主要

介质, 也是部分有效抗损伤保护因子. 体内NO合

成受到三种NO合成酶(NO synthase, NOS)基因

亚型的调控[4], 其中肝内最重要的有诱导型NOS
和内皮细胞结构型NOS. 诱导型NOS合成的NO
在氧应激条件下加重损伤[5], 有证据表明特异性

的诱导型一氧化氮合成酶抑制剂具有保护作用. 
内皮细胞结构型NOS合成的NO能维持肝脏的微
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■同行评价
本文通过设计在
海拔为3658 m的
环境下对大鼠肝
脏缺血预处理, 了
解肝脏缺血再灌
注损伤早期MDA, 
ALT, NO的变化, 
初步探讨其对肝
脏缺血再灌注损
伤的保护作用及
其机制. 实验设计
合理, 有较高的学
术价值..
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循环, 对肝脏I/R起到保护作用, 实验表明凡是可

以抑制内皮型一氧化氮合成酶的物质都可以减

少微循环的血流灌注、加重肝脏的损伤. 
本实验结果显示缺血预处理组的ALT比缺

血再灌注组明显降低, 而NO水平明显较缺血再

灌注组增加, 表明在肝脏I/R早期通过缺血预处

理能增加内皮细胞结构型NOS合成的NO, 起到

保护作用. 其机制可能通过NO扩张肝血窦, 改善

肝循环; 另外通过肝脏缺血预处理后, 肝组织中

腺苷含量增加, 而NO可调节腺苷的释放[6], 通过

NO的介导腺苷可以抑制白细胞黏附, 减少黏附

分子表达, 干扰白细胞与血管内皮细胞的相互

作用, 对肝脏缺血起保护作用[7]. 
缺血预处理是一种在肝脏外科中实用和有

效的降低I/R损伤措施. 但在高原缺氧条件下, 临
床应用较少, 其主要原因是目前对其在缺氧环

境下的机制研究较少, 具体机制还不很清楚. 故
有待于进一步研究, 包括在高原最适宜的缺血

预处理时间. 
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表  1  各组不同时相ALT, MDA, NO的活性

                                                ALT (nkat/L)	                                        MDA (mmol/L)	                              NO (μmol/L) 

                     1 h   	             3 h	                       6 h	          1 h   	           3 h	             6 h	                 1 h                3 h               6 h

Ⅰ组   905.2±125.0b    976.9±131.7b    361.8±113.4b    8.7±1.9b    7.9±1.6b    8.4±2.0b   98.4±10.6  96.2±9.8   94.1±9.3

Ⅱ组 2912.2±398.4d  3637.4±441.8d  4027.5±496.8d  38.7±7.6d  45.3±8.8d  53.2±10.5d  64.2±6.8f   69.5±7.2f  63.7±6.1f    

Ⅲ组 2257.1±201.7   2465.5±243.4   2545.5±223.4   25.1±4.3    27.5±5.4   34.2±6.7     95.8±10.1  91.2±9.7   77.4±8.6

分组

bP<0.01 vs  Ⅱ组, Ⅲ组; dP<0.01 vsⅢ组; fP<0.01 vsⅠ组,Ⅲ组.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical diagnosis and 
explore the pathogenic mechanisms of diabetic 
gastroparesis.

METHODS: A total of 38 in-hospital patients 
with diabetes were included in this study. Bio-
chemical method and radioimmunoassay (RIA) 
were used to detect the levels of plasma gluco-
ses, glycosylated hemoglobin (GHG), gastrin, 
motilin and glucagons. The autonomic nerve 
function and barium strip emptying time were 
used to make diagnosis of diabetic gastroparesis.

RESULTS: The levels of fast blood glucose 
(FBG), postprandial blood glucose (PBG) and 
GHG were significantly higher in diabetic pa-
tients with abnormal gastric emptying than 
those with normal gastric emptying (FBG: 12.53 
± 4.13 mmol/L vs 7.12 ± 1.37 mmol/L, P < 0.01; 
PBG: 19.79 ± 5.69 mmol/L vs 14.11 ± 4.21 mmol/
L, P < 0.05; GHG: 9.73% ± 2.39% vs 7.26% ± 1.96%, 
P < 0.05). Meanwhile, high levels of serum mo-

tilin, gastrin, and glucagons were detected in 
diabetic patients with abnormal gastric empty-
ing. The occurrence rate of autonomic nerve 
function abnormality was 62% (13/21) in dia-
betic patients with abnormal gastric emptying, 
obviously higher than that in those with normal 
gastric emptying (24%, 4/17). The barium strip 
emptying time was significantly prolonged in 
patients with diabetic gastroparesis (7.93 ± 1.23 
h vs 4.35 ± 1.01 h, P < 0.001).

CONCLUSION: Diabetic gastroparesis can be 
diagnosed by grading clinical symptom, ex-
amining plasma glucoses, gastrin, motilin and 
glucagons, evaluating autonomic nerve function 
and barium emptying time. Hyperglycaemia, 
gut hormone abnormality, neuropathy, microan-
giopathy, and metabolic disorder participate in 
the development of diabetic gastroparesis.

Key Words: Clinical symptom grading; Gut hor-
mone; Small barium emptying experiment; Diabetic 
gastroparesis

Liu Y, Sun Y, Xue QP, Li JM. Diagnosis and pathogenic 
mechanism of diabetic gastroparesis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(3):290-293

摘要
目的: 探讨糖尿病胃轻瘫的早期诊断方法并
探讨其可能的发病机制. 

方法: 糖尿病住院患者38例, 采用生化及放
射免疫方法检测血糖、糖化血红蛋白、胃动
素、胃泌素、胰高血糖素水平. 以患者卧立位
肱动脉收缩压变化检查植物神经功能; 并采
用标准餐加服小钡条试验, 记录排空时间, 以
胃排空时间>6 h诊断为胃轻瘫. 

结果: 糖尿病胃排空异常者与胃排空正常者
相比其空腹血糖(12.53±4.13 mmol/L vs  7.12
±1.37 mmol/L, P <0.01)、餐后血糖(19.79±
5.69 mmol/L vs  14.11±4.21 mmol/L, P <0.05)
及糖化血红蛋白(9.73%±2.39% vs  7.26%±

1.96%, P <0.05)明显升高, 同时具有高水平
的血清胃动素、胃泌素及胰高血糖素 .  糖

®

■背景资料
糖尿病是一种严
重影响生活质量, 
能够引起多种致
命并发症的疾病, 
目前在全世界范
围内发病普遍. 糖
尿病胃轻瘫是糖
尿病患者常见的
并发症, 其发病机
制仍不是很清楚, 
目前有关诊断方
法诊断标准也不
统一.
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尿病胃排空异常者植物神经功能异常发生
率为62%(13/21), 而糖尿病胃排空正常者为
24%(4/17), 糖尿病胃排空异常者胃内小钡条
排空时间较正常者明显延长(7.93±1.23 h vs  
4.35±1.01 h, P <0.001).

结论: 采用临床症状评分、血糖及胃肠道激
素等监测及影象学检查可诊断糖尿病胃轻瘫, 
糖尿病胃轻瘫与神经病变、高血糖、血清胃
肠激素异常、微血管病变及代谢紊乱有关.

关键词: 症状评分; 胃肠道激素; 小钡条排空试验; 

糖尿病胃轻瘫 
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制.  世界华人消化杂志  2007;15(3):290-293

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/290.asp

0  引言

糖尿病是一种严重影响生活质量, 能够引起多

种致命并发症的疾病, 目前在全世界范围内发

病普遍. 糖尿病胃轻瘫是由于胃肠运动功能障

碍所致胃排空功能受损, 他的发生不仅可明显

影响患者食物的吸收和消化, 还因影响口服药

物的吸收而给糖尿病的治疗带来极大的干扰[1]. 
他可能是自主神经功能障碍、胃肠激素分泌异

常、高血糖、平滑肌损害以及微血管病变等因

素的综合影响的结果[2-3]. 本文对糖尿病患者作

常规症状评分, 植物神经功能检查和小钡条胃

排空试验及胃肠道激素水平测定, 对糖尿病胃

轻瘫患者进行早期诊断并进一步探讨其发病

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 糖尿病住院患者38例, 符合WHO糖尿

病诊断标准, 其中男15例, 女23例, 年龄39-75(平
均55.2+11.8)岁, 糖尿病史6 mo-28 a. 所有患者均

已排除胃炎、胃溃疡、胆囊炎、胆石症、胰腺

炎, 排除有结肠激惹综合征或腹部外科手术史. 
在患者接受检查期间, 治疗糖尿病的药物尽量

不作调整, 禁服一切影响胃动力药物.
1.2 方法 

1.2.1 全面体格检查及生化检查、放免检查, 包
括血糖、胰岛素水平、糖化血红蛋白、胃动

素、胃泌素、胰高血糖素等. 
1.2.2 症状评分 分别对早饱、厌食、返酸、上

腹饱胀、上腹疼痛、恶心呕吐等6个症状按强

度以划分: 0分 = 无症状, 1分 = 上述任一症状可

感觉, 但不影响日常活动; 2分 = 上述任一症状

明显感觉, 且已影响日常活动; 3分 = 上述任一

症状已很严重, 严重影响日常生活. 依次按上述

6个症状对患者评分. 
1.2.3 植物神经功能检查 卧立位肱动脉收缩压

改变, 正常≤10 mmHg, 临界11-29 mmHg, 异常

者≥30 mmHg; 深呼吸时R-R改变, 坐位时深呼

吸每分钟6次(每次呼气5 s, 吸气5 s, 测定最大和

最小R-R间期, 并换算成心率, 分每分钟平均最

大心率和最小心率, 计算差值. 正常>15/min, 临
界11-14次/min, 异常≤10次/min).
1.2.4 胃排空试验 试验前禁食10 h, 晨7点30分进

食标准餐[4], 在15 min内进食完毕, 随即服用装有

10根小钡条的胶囊(由西安杨森公司提供). 标准

餐进食后1, 2, 4, 6 h仰卧位摄片记录各小时小钡

条在胃内的数量(若在十二指肠内亦算在胃中). 
若6 h后仍有钡条在胃内, 则不管数量多少延长

到8 h为止. 记录排空时间. 观察期间不进食食物

及水分[附: 标准餐: 水400 mL, 熟面食80 g, 荷包

蛋50 g(1只), 花生仁20 g]. 判断标准: 胃排空时

间>6 h为胃轻瘫.
统计学处理 全部资料均采用Access数据库

与Excel分析软件进行统计学分析, 所有结果均

用均数±标准差表示, 采用配对t检验分析.

2  结果

受试糖尿病患者以上腹饱胀及早饱为胃肠道主

要症状, 其中上腹饱胀的发生率为55%(21/38), 
早饱为29%(11/38), 厌食为24%(9/38), 返酸为

11%(4/38), 上腹疼痛为8%(3/38), 恶心呕吐为

18%(7/38). 胃排空异常者与胃排空正常者相比

具有病程长、血糖控制差、植物神经功能异常

发生率高及症状评分高等特点(表1), 其胃排空

时间明显延长. 相关激素检测结果表明胃排空

异常者空腹及餐后胃泌素、胃动素及胰高血糖

素水平明显升高(表2). 

3  讨论

糖尿病胃轻瘫(diabetic gastroparesis)是糖尿病患

者常见的并发症, 主要原因是由于糖尿病未得

到良好控制及高血糖所导致的动力障碍, 表现

为平滑肌的收缩力减低, 胃蠕动减弱, 胃窦无张

力和排空延迟, 而幽门收缩时间延长, 临床表现

为早饱、恶心、发作性呕吐、腹部不适、腹胀

等症群, 主要特点是胃扩张、胃蠕动减慢和排

空延迟[3]. Kassander et al于1958年首先提出“糖

■应用要点
本文采用小钡条
胃 排 空 试 验 ,  同
时将症状评分、

植物神经功能检
查、胃肠道激素
( 胃 动 素 、 胃 泌
素、胰高血糖素)
水平测定等方法
结合起来作为早
期确诊糖尿病合
并胃动力障碍的
主要方法, 具有准
确、非 侵 入 ,  简
单, 安全性较高的
特点, 具有较好的
临床指导意义, 并
为今后阐明糖尿
病胃轻瘫的发病
机制和潜在的治
疗途径提供一定
的帮助.
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尿病胃轻瘫”这一概念并描述了其症状. 据报

道, 糖尿病胃轻瘫发病率高30%-50%[5-7]. 然而, 
糖尿病胃轻瘫的发生率各家报道不一, 这与各

次研究中诊断标准及方法不同有关. 放射性核

素胃排空检查能确切检查液体和固体从胃排空

的速度, 具有非侵入性, 不干扰正常生理、可定

量、重复性好等特点[4], 但设备要求高, 方法复

杂, 价格昂贵, 难以在临床上广泛应用. 本文采

用标准餐加服固体小钡条在X线下行胃排空试

验, 同样具有准确、非侵入, 定量等特点, 同时

既简单, 又可重复进行, 安全性较高, 同时采用

症状评分、植物神经功能检查、胃肠道激素水

平测定等综合手段可作为早期确诊糖尿病合并

胃动力障碍的主要方法. 目前关于糖尿病胃轻

瘫发病机制仍不是很清楚, 主要认为与神经病

变、高血糖、血清胃肠激素异常、微血管病变

及代谢紊乱有关[8-9]. 本研究显示, 糖尿病胃轻瘫

患者早期可出现上腹部不适尤以上腹部饱胀为

主, 胃轻瘫的发生效率高达55%, 与文献报道一

致[5-7], 胃轻瘫组与胃排空正常组比较, 胃轻瘫组

有血糖高、病程长、年龄大等特点, 研究表明,
胃的运动、排空受血糖浓度的调节, 1, 2型糖尿

病患者血糖浓度的增高与胃排空延缓之间互为

因果关系, 即血糖增高可以抑制胃排空速度, 胃
排空抑制又使血糖浓度不易控制, 从而形成恶

性循环. 
胃肠激素在消化道内分布广泛, 对胃肠运

动具有重要的调节作用, 糖尿病患者血浆胃肠

激素发生了明显的改变, 因此推断胃肠激素可

能与糖尿病胃轻瘫发病有关[10]. 我们的研究表

明, 糖尿病胃轻瘫组与胃排空正常组比较具有

更高的血浆胃动素水平及胃泌素水平, 两组间

差异存在显著性意义. 胃动素是调节胃肠运动

的主要激素, 他能选择性引起消化间期移行复

合运动(MMC)Ⅲ相的强烈收缩, 促进胃排空. 目
前, 糖尿病胃轻瘫患者血浆胃动素水平变化的

机制尚未明确, 可能因为胃轻瘫患者由于胃排

空延迟所致的胃潴留, 胃壁持续扩张和松弛, 加
之食物中脂肪和蛋白质的刺激, 使胃动素释放

增加, 血浆胃动素水平代偿性升高, 但因患者存

在胆碱能神经病变和高血糖等因素, 影响了胃

动素对胃内平滑肌的作用[11-12]. 研究已证明, 胃
轻瘫患者血浆胃动素水平增高, 但在静脉内给

胃动素又可使患者胃排空恢复正常, 应用胃动

素受体激动剂如红霉素治疗糖尿病胃轻瘫有较

好的疗效[13-14]. 因此, 糖尿病胃轻瘫患者血浆胃

动素水平的增高是否还存在胃动素抵抗的问题, 
尚有待于进一步研究. 

胃泌素的分泌受多种因素影响, 糖尿病患者

血糖较高、病程较长以及伴神经病变的患者胃

泌素水平升高显著, 这是因为胃泌素释放受迷

走神经抑制性控制[10,15]. Yamamoto et al [16]报道促

胃泌素可破坏自发和胃动素诱发的MMCⅢ期活

动, 使空腹样胃肠运动转变为食后样运动. 糖尿

病胃轻瘫患者胃窦部缺乏MMCⅢ期运动. 本研

表  1  胃排空异常者与胃排空正常者各指标比较(mean±SD)

     
                                                胃排空异常组(n = 21)	 胃排空正常组(n = 17)               P 值

胃排空时间(h)	                   7.93±1.23	         4.35±1.01	           <0.001

症状评分	                                 11.40±3.10  	         5.61±4.30	           <0.001

植物神经功能检查异常	 13	                         4	                           <0.001

病程(a)	                                 12.11±10.39	         4.98±1.94	           <0.05

年龄(岁)	                                 58.10±7.96	       53.71±8.67	           >0.05

FBS(mmol/L)	                 12.53±4.13	         7.12±1.37	           <0.01

PBS(mmol/L)	                 19.79±5.69	       14.11±4.21	           <0.05

HbA1c(%)	                                   9.73±2.39	         7.26±1.96	           <0.05

表  2  两组胃肠道激素水平变化(mean±SD, ng/L)

     
                          胃排空异常组       胃排空正常组    

                                (n = 21)                    (n = 17)

胃泌素      

     空腹	      123.88±54.23	    88.25±39.10      <0.01

     餐后	        96.41±31.50       83.52±23.63      <0.01

胃动素      

     空腹	      409.20±216.75   168.22±73.51      <0.01

     餐后	      398.40±187.30   153.11±87.53      <0.01

胰高血糖素  

     空腹	      262.48±127.19   160.15±56.84      <0.01

     餐后	      270.60±142.54   197.75±72.10      <0.01

 P 值

■同行评价
本文对糖尿病患
者作常规症状评
分, 植物神经功能
检查和小钡条胃
排空试验及胃肠
道激素水平测定, 
对糖尿病胃轻瘫
患者进行早期诊
断并进一步探讨
了发病机制. 文章
具有较高的临床
价值.
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究显示, 糖尿病胃排空胃轻瘫组植物神经功能

异常较胃排空正常组明显升高, 伴有胃泌素水

平的升高. 胰高血糖素不仅抑制胰岛素分泌,  引
起高血糖, 加重其胃肠病变, 而且作为胃动力的

抑制性激素, 不仅抑制胃肠蠕动, 还引起胃电节

律紊乱, 本研究中胃排空异常组胰高血糖素明

显升高. 
糖尿病胃轻瘫概念提出已近半世纪了, 其

研究工作取得了很大的进展, 但对于糖尿病胃

轻瘫的发病机制, 仍无共识. 本研究借助临床症

状评分、血糖、胰岛素及胃肠道激素监测及影

像学等现代研究手段, 多学科协作研究将有助

于阐明糖尿病胃轻瘫的发病机制和潜在的治疗

途径. 
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Abstract
AIM: To evaluate the safety and efficacy of 
percutaneous endoscopic gastrotomy (PEG) in 
the treatment of elderly patients with dysphagia.

METHODS: A total of 32 elderly patients dys-
phagia were treatment with PEG after nasogas-
tric tube feeding, and the results were compara-
tively analyzed.

RESULTS: PEG was successfully performed in 
all of the patients under local anesthesia. Only 
1 patient developed procedure-related infection 
which was rapidly controlled by antibiotics. 
PEG was more easily accepted than nasogastric 
tube feeding. The occurrence rates of aspiration 
pneumonia and reflux esophagitis (15.6% vs 
46.8%, P < 0.05) were lower after PEG than those 
after nasogastric tube feeding.

CONCLUSION: PEG was safe and effective in 
the treatment of patients with dysphagia, and it 
is superior to tube feeding in decreasing aspira-
tion pneumonia and reflux esophagitis.

Key Words: Percutaneous endoscopic gastrotomy; 
Elderly patient; Quality of life

Xu L, Luo QF. Effect of percutaneous endoscopic 

gastrotomy on life quality of elderly patients. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(3):294-297

摘要
目的: 评价内镜下经皮胃造瘘(PEG)在老年患
者的应用、安全性及对生活质量的影响. 

方法: 对32例PEG老年患者进行回顾性分析, 
采用同组对照的方法比较PEG与鼻胃管饲对
患者的影响. 

结果: 32例老年患者均在局麻下成功进行了
PEG, 仅1例发生造瘘口周围皮肤感染, 抗生素
治疗后短期内恢复. PEG较鼻胃管饲患者更易
于接受, 导管不易堵塞, 能降低吸入性肺炎及
反流性食管炎(15.6% vs  46.8%, P <0.05)的发
生率, 提高生活质量.

结论: PEG是一种安全有效的治疗方法, 较鼻
胃管饲能明显降低吸入性肺炎、反流性食管
炎的发生率.

关键词: 内镜下经皮胃造瘘; 老年患者; 生活质量 
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0  引言

对老年患者因吞咽困难、吞咽机能丧失或吞咽

机能受损至呛咳, 临床常采用鼻胃管饲以维持

患者营养. 内镜下经皮胃造瘘(PEG)是一种胃肠

内营养的新方法. 我院自2001年始共进行了42
例PEG, 其中32例为老年人. 本文采用同组自身

对照的方法分析比较PEG与鼻胃管饲对老年患

者生活质量的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 32例患者男24例, 女8例, 年龄61-82(平
均74.6)岁. 进行PEG的原因主要为脑血管病后遗

症(16例, 50.0%)、帕金森氏病(7例, 21.8%)和神

经性吞咽困难(6例, 18.7%), 其他原因见表1. 所

®

■背景资料
对那些吞咽功能
丧失或吞咽困难
而消化道功能正
常的患者, 管饲营
养是一种常用的
方法. 传统的胃造
瘘术需要麻醉及
开腹放置胃造瘘
管, 既增加患者痛
苦也增加了手术
风险. 内镜下经皮
胃造瘘(PEG)具有
操作简单, 只需局
部麻醉, 安全, 并
发症少的特点. 能
在体质差、营养
情况差、危重患
者进行该项治疗, 
改善患者的营养
状况. PEG已在欧
美、日本等国家
广泛开展, 并替代
外科胃造瘘. 在我
国PEG也正在开
展.
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有患者均在行PEG前已鼻胃管饲2 mo以上, 最长

鼻胃管饲39 mo. PEG术前及PEG术后2 mo测体

质量、查血红素、血白蛋白. 统计PEG术前2 mo
内及PEG术后2 mo内发生吸入性肺炎的次数. 术
后2 mo复查胃镜了解反流性食管炎及胃内情况.
1.2 方法 术前对口腔、牙齿、咽部进行广泛清

洁. 准备同常规胃镜检查. 胃造瘘管采用Freka-
PEG装置(通用型). 患者平卧于胃镜检查床, 上
身及头部抬高15度, 胃造瘘部位定位于左锁骨

中线, 剑突至脐上1/3处. 一名助手协助操作, 一
名助手立于操作台床头, 监测脉搏、血压、血

氧饱和度及保持气道通畅, 随时清除口腔分泌

物. 胃镜插入胃腔后注气使胃充分膨胀, 使旰叶

上移及横结肠下移, 确定胃壁及腹壁紧密接触

后, 关闭胃镜室灯光, 通过腹壁观察胃镜灯光, 
将胃镜灯光调整至拟造瘘部位后, 造瘘部位局

部消毒、铺巾. 20 g/L普鲁卡因4 mL局部麻醉穿

透腹壁至胃腔, 造瘘部位做皮肤切口约0.5 cm, 
用套管针经腹壁穿刺入胃腔, 拔除针芯, 置入导

丝进入胃腔, 通过胃镜活检孔放入息肉切除套

圈, 抓住导丝连同胃镜一同拔出. 将导丝与胃造

瘘管连接后, 从腹壁牵引导丝使胃造瘘管经口

腔、食管进入胃腔. 再次插入胃镜至胃内观察

造瘘管情况, 使胃造瘘管蘑菇头与胃壁紧密接

触后, 腹壁局部消毒固定胃造瘘管, 并使造瘘管

盘片与腹壁保持轻度紧张状态. 放置胃造瘘管

前、后均使用抗生素预防感染. 造瘘后24 h禁食, 
之后少量、多次逐渐增加喂食量. 每天局部消

毒更换敷料一次直至造瘘口形成. 每次管饲后

与30 mL净水冲洗导管, 保证导管畅通. 每次喂

食抬高床头使患者处于半卧位或坐位. 喂食完

毕后保持此姿势30-60 min, 以减少胃食管反流

的发生.
统计学处理 采用同组自身对照以Student's

方法进行统计分析.

2  结果

32例患者均成功进行了PEG. 1例术后出现低热

(t <38℃), 造瘘口周围皮肤局部红肿. 经抗生素

治疗3 d内体温恢复正常. 未发生其他并发症. 
PEG与鼻胃管饲对患者的影响见表2. 术后2 mo
平均体质量较术前略有增加, 但无统计学差异. 
平均血红蛋白、血白蛋白无明显变化. 鼻胃管

饲时分别有2例患者因外观形象问题、置换鼻

胃管时不适而拒绝继续鼻饲. 自己拔出鼻胃管6
例. PEG术后无1例发生上述情况. 本组患者术前

2 mo内发生吸入性肺炎共19例次, 术后2 mo内
发生吸入性肺炎仅5例次(P <0.05), 其中1例为不

听劝告强行经口进食所至. 鼻胃管饲失败情况

见表3. PEG对反流性食管炎的影响见表4. PEG
后反流性食管炎严重程度较鼻胃管饲时减轻, 
发生率明显减少(P <0.05). 

3  讨论

对那些吞咽功能丧失或吞咽困难而消化道功能

表  1  放置PEG的原因

     
诊断	                                                                   n (%)

脑血管病后遗症                                            16(50.0%)

Parkinson's病                                                 7(21.8%)

神经性吞咽困难                                              6(18.7%)

口腔肿瘤                                                         2(6.2%)

贲门癌                                                            1(3.1%)

总计                                                               32(100%)

表  2  PEG与鼻胃管饲对患者的影响

     
                                                       PEG                    鼻胃管饲

平均体质量(kg)	                  67.1                      65.4

平均血红蛋白(g/L)	                104	             102

平均血白蛋白(g/L)	                  37	               35

吸入性肺炎(例次)	                    5a	               19

拒绝继续管饲	                    0	                 2

自己拔除导管	                    0	                 6

aP<0.05 vs  鼻胃管饲组.

表  3  鼻胃管饲失败发生情况

     
                                                       PEG                    鼻胃管饲

导管堵塞	                                    0	                6

导管脱落	                                    0	                1

置管失败	                                    0	                2

表  4  PEG与鼻胃管饲比较对反流性食管炎的影响

     
                                                       PEG                    鼻胃管饲

反流性食管炎	             5(15.6%)	        15(46.8%)

严重程度(Ⅰ-Ⅱ)	             5(15.6%)	        11(34.3%)

严重程度(Ⅲ-Ⅳ)	             0	                          4(12.5%)

总例数	                           32	                        32

■应用要点
传统的胃造瘘术
需要麻醉及开腹
放置胃造瘘管, 既
增加病人痛苦也
增加了手术风险. 
PEG具有操作简
单 ,  只 需 局 部 麻
醉, 安全, 并发症
少的特点. 能在体
质差、营养情况
差、危重患者进
行该项治疗, 改善
病人的营养状况
PEG已在欧美、

日本等国家广泛
开展, 并替代外科
胃造瘘.
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正常的患者, 管饲营养是一种常用的方法. 传统

的胃造瘘术需要麻醉及开腹放置胃造瘘管, 既
增加患者痛苦也增加了手术风险. PEG具有操作

简单, 只需局部麻醉, 安全, 并发症少的特点[10-11]. 
能在体质差、营养情况差、危重患者进行该项

治疗, 改善患者的营养状况. PEG已在欧美、日

本等国家广泛开展, 并替代外科胃造瘘. 在我国

PEG也正在开展[1-2]. PEG适应征广泛, 包括脑血

管病后遗症、帕金森氏病、头颈部肿瘤等. 总
的说来主要适应征为那些吞咽困难或不能经口

进食而胃肠功能良好的患者. PEG的禁忌症主

要为操作中胃腔经充气后不能保证胃壁与腹壁

紧密接触. 其他为凝血功能障碍、腹膜炎、腹

水、曾行胃大部切除术、腹壁肥胖影响穿刺及

有幽门或肠梗阻的患者. 
尽管鼻胃管饲仍为一种有效的管饲营养方

法, 与PEG相比本组患者平均体质量在PEG术后

虽略有增加但无统计学差异. 血红蛋白、血白

蛋白无明显变化. 但鼻胃管饲影响患者的外观

形象, 对患者心理造成不良影响. 同时由于鼻胃

管需每30 d换管1次造成患者痛苦, 易使患者拒

绝继续管饲及自行拔管. PEG除可避免上述影

响外, 只需每6 mo换管1次, 如护理得当, 可留置

1 a以上. 鼻胃管饲因管径小易发生堵塞, 本组共

发生8例. 而PEG导管内径粗不易发生堵塞. 本组

PEG无一例发生导管堵塞. 鼻胃管且易发生导管

脱落及置管失败. 对脑血管病、长期卧床的老

年患者, 吸入性肺炎致死率高达40%, 鼻胃管饲

吸入性肺炎发生率为43%[3]. 本组PEG术后吸入

性肺炎发生率显著降低(P <0.05), 与文献[4,12]相
符. 但有文献报道, PEG并不能有效防止口腔分

泌物、胃内容物反流所至的吸入性肺炎[3]. 对于

吸入性肺炎的发生情况, 尚需更多临床资料加

以证实. 因长期鼻胃管饲影响贲门下括约肌功

能, 易发生反流性食管炎. 本组PEG术后反流性

食管炎严重程度减轻, 发生率明显降低(P <0.05). 
PEG的并发症发生率低, 13%为轻微并发症, 仅
3%发生严重并发症如胃穿孔、腹膜炎、胃出

血, 死亡率1%[5,8-9,13-15,17-18]. 本组仅1例发生造瘘口

周围皮肤感染, 经抗感染治疗短期内恢复. 
虽然PEG是一项安全有效的治疗方法, 但在

适应征的选择上有作者提出对那些基础疾病严

重、预期寿命短暂的患者, PEG并不能为患者带

来根本的利益[6-7,16]. 因此在决定实施PEG前应仔

细分析患者的具体情况, 权衡利弊, 防止并发症

的发生, 以给患者带来最大的利益. 
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G855     临床消化病杂志                                      173                      24                0.163                28
G261     临床心血管病杂志                                      589                      13                0.289                22
G293     临床血液学杂志                                      256                      22                0.340                19
G662     内科急危重症杂志                                      134                      27                0.172                27
G190     世界华人消化杂志                                    2079                        4                0.485                14
G800     胃肠病学                                                      271                      20                0.324                20
G326     胃肠病学和肝病学杂志                      292                      19                0.282                24
G083     心肺血管病学杂志                                      154                      25                0.192                26
G419     血管病学进展                                      297                      18                0.238                25
G260     心脏杂志                                                      394                      15                0.355                17
G610     胰腺病学                                                      137                      26                0.589                11
G234     中国动脉硬化杂志                                      670                      12                0.662                10
G267     中国实用内科杂志                                    1167                        8                0.312                21
G444     中国体外循环杂志                                        68                      28                0.354                18
G203     中国心脏起博与心电生理杂志      415                      14                0.563                12
G633     中国血液净化                                      229                      23                0.391                16
G231     中华肝脏病杂志                                    2014                        5                1.573                  1
G155     中华内分泌代谢杂志                    1249                        7                0.981                  6
G156     中华内科杂志                                    2409                        3                0.903                  7
G161     中华肝脏病学杂志                                    1003                        9                1.077                  4
G211     中华糖尿病学杂志                                      859                       11                1.209                  3
G285     中华消化内镜杂志                                       934                      10                0.782                  9
G168     中华消化杂志                                    1645                        6                0.798                  8
G892     中华心律失常学杂志                      269                       21                0.514                13
G170     中华心血管病学杂志                    2622                        2                1.272                  2
              平均值                                                      849                                 0.593

1中国科技期刊引证报告/潘云涛, 马峥著. 北京: 科学技术文献出版社, 2006. 10

■同行评价
本文从术后吸入
性肺炎及反流性
食管炎的角度比
较内镜下经皮胃
造瘘术与传统鼻
饲对老年生活质
量的影响, 有较大
的实用价值.
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Abstract
AIM: To explore the value of endoscopic treat-
ment for acute biliary pancreatitis (ABP).

METHODS: A total of 119 ABP (including se-
vere ABP) patients were treated with endoscopy 
(n = 40), drugs (n = 42), and operation (n = 37), 
respectively. The symptoms, laboratory indexes, 
rates of complications and deaths as well as in-
hospital time were comparatively analyzed be-
tween the three groups.

RESULTS: The rates of complications and 
deaths were 12.5% (5/40) and 5.0% (2/40) in 
endoscopic treatment group, 29.7% (11/37) and 
5.4% (2/37) in surgical treatment group, and 
23.8% (10/42) and 7.1% (3/42) in drug treatment 
group, respectively. The symptoms, laboratory 
indexes, rates of complications and deaths as 
well as in-hospital time were obviously im-
proved in comparison with those in the other 
two groups (P < 0.05).

CONCLUSION: Endoscopic treatment for ABP, 
especially SABP, is effective, safe, economical, 

simple and convenient, with fewer complications.

Key Words: Acute biliary pancreatitis; Endoscopy; 
Endoscopic retrograde cholangiopancreatogra-
phy; Endoscopic nasobiliary drainage; Endoscopic 
sphincterotomy

Chen XQ, Wu J, Liu XC. Clinical contrast study of 
endoscopic treatment for acute biliary pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(3):298-301

摘要
目的: 通过对比观察给予不同治疗方案的3组
急性胆源性胰腺炎(ABP)患者, 探讨ABP经内
镜治疗的优劣. 

方法: 将119例ABP(包括SABP)患者分为内镜
组(40例)、药物组(42例)、手术组(37例). 对比
观察3组患者治疗后症状、实验室指标恢复情
况、并发症发生率、死亡率以及住院天数. 

结果: 内镜组总并发症发生率12.5%(5/40), 
死亡率5.0%(2/40) .  手术组并发症发生率
29.7%(11/37), 死亡率5.4%(2/37); 保守组并发
症发生率23.8%(10/42), 死亡率7.1%(3/42). 在
3组SABP中, 内镜组患者在症状恢复时间、实
验室指标恢复时间、及住院天数方面较手术
组及保守组均明显缩短、并发症发生率较手
术组及保守组均降低(P <0.05).

结论: 内镜治疗ABP(尤其SABP)是一项较安
全、有效、经济简便、并发症少、可重复操
作的治疗措施, 值得临床大力推广.

关键词: 急性胆源性胰腺炎; 内镜; 逆行胰胆管造

影; 鼻胆管引流; 内镜下乳头括约肌切开术 
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0  引言

急性胆源性胰腺炎(acute biliary pancreatitis, 
ABP)传统治疗方法有内科综合治疗和外科手

®

■背景资料
急性胆源性胰腺
炎 ( A B P )除药物
综合治疗和/或手
术治疗外, 还可经
内镜途径实现微
创治疗. 但内镜的
干预不仅存在诱
发或加重胰腺炎
的危险, 而且他能
否改变ABP, 尤其
S A B P 的 自 然 病
程、降低其并发
症及死亡率, 目前
还存在争议, 主要
原因是由于缺乏
此方面的对比研
究观察.
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术治疗. 近年来, 随着内镜诊疗技术的不断发展, 
越来越多的ABP患者可通过内镜实现微创治疗. 
本研究通过对比观察给予不同治疗方案的3组
ABP患者, 进一步证实内镜治疗的优点, 同时通

过相关实验室检查从机制上探讨ABP, 现报道

如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院1999-09/2005-10收治ABP 119
例, 按入院先后及治疗方式的不同, 随机分为3
组: 保守组42例, 男20例, 女22例, 年龄在47.96
±10.62岁, 急性重症胆源性胰腺炎(severe acute 
biliary pancreatitis, SABP) 12例; 内镜组40例, 男
18例, 女22例, 年龄在48.86±9.58岁, SABP 15
例; 手术组37例, 男19例, 女18例, 年龄在48.86±
9.58岁, SABP 14例. 3组研究对象平均年龄之间

经t检验, 差异无统计学意义(P >0.05); 在性别、

病情、病程及基础病变等方面经c2检验, 差异

无统计学意义(P >0.05), 具有可比性. ABP的严

重程度诊断指标参照A-PACHE-Ⅱ记分法: ≤
8为急性轻型胆源性胰腺炎(mild acute biliary 
pancreatitis, MABP); >8为SABP[1].
1.2 方法 保守组患者给予禁食、胃肠减压、抑

酸、抑酶、抗炎、补液及维持水、电解质及酸

碱平衡等药物综合治疗; 内镜组患者首先给予

抗炎抑酶等治疗, 然后根据具体情况选择内镜

治疗时机. 首先行选择性胆管造影(ERC), 以确

诊胆总管结石的存在、结石的大小、数目及具

体位置. 再根据具体情况行EST/ENBD及取石. 
若取石困难或病情突然恶化者及合并化脓性胆

管炎者, 可先给予急诊ENBD, 待引流几日或病

情稍稳定, 再行EST及取石术. 1 wk后复查B超
或经鼻胆管造影, 发现残余结石, 可再次取石. 
手术组给予抗炎抑酶等药物保守治疗48 h, 严
密观察病情变化, 若病情无改善或加重则行手

术. 分入院时、治疗后分别详细记录3组患者血

和尿淀粉酶、血白细胞、血气分析、血IL-6、
血IL-10、肝功能恢复时间, 腹痛、腹胀恢复时

间、并发症、死亡率及住院天数.
统计学处理 所有数据用SPSS10.0统计软件

处理. 所得数据计量资料用mean±SD作描述, 多
组均数比较用方差分析, 计数资料用c2检验或

Fisher的精确检验法.

2  结果

内镜组在48 h内治疗22例, 6例在24 h内行单纯

ENBD, 16例在24-48 h内行EST和/或ENBD; 在
48 h后治疗18例. 5例急性化脓性胆管炎合并者, 
2例SABP病情急骤恶化者, 先于24 h内行ENBD, 
待病情稳定后再行EST/ENBD. 总并发症发生率

12.5%(5/40), 总死亡率5.0%(2/40). 15例SABP患
者中, 48 h内治疗的并发症发生率(22.2%, 2/9)、
死亡率(11.1%, 1/9)较48 h后(33.3%, 2/6; 16.7%, 
1/6)均减少. 手术组行胆囊切除29例, 胆总管探

察T管引流35例, 胰腺包膜切开引流14例, 坏死

组织清除5例, 腹腔灌洗引流10例. 并发症发生

率29.7%(11/37); 死亡率5.4%(2/37); 其中SABP
并发症71.4%, 死亡率14.3%. 保守组并发症发生

率23.8%(10/42); 死亡率7.1%(3/42), 其中SABP
并发症75%, 死亡率25%. 内镜组与保守组相

比, MABP白细胞恢复时间, SABP白细胞恢复

时间、肝功能恢复正常时间、腹痛腹胀缓解时

间、住院天数、MABP及SABP的IL-6及IL-10
恢复正常时间均明显缩短(P <0.05); 总并发症及

总死亡率均降低(12.5% vs  23.8%, 5.0% vs  7.1%, 
P <0.05), 其中SABP组并发症减少(P <0.05)、死

亡率略降低, 但无统计学意义. 与手术组相比, 
内镜组的白细胞恢复时间、肝功能、I L-6及
IL-10恢复正常时间、住院天数、SABP的腹痛

腹胀缓解时间均明显缩短(P <0.05). 总并发症及

总死亡率均降低(12.5% vs  29.7%, 5.0% vs  5.4%, 
P <0.05), SABP并发症发生率降低(P <0.05), 死亡

率略低, 但无统计学意义. 血、尿淀粉酶恢复时

间3组无明显统计学意义(表1-3). 

3  讨论

ABP确切发病机制目前尚不完全清楚, 多数学

者较认可“胆石通过学说”, 认为胆石从胆道

滚动进入十二指肠, 刺激了Oddi括约肌, 导致其

■创新盘点
以往对于ABP的
治疗的讨论多数
较单纯, 只涉及其
中的一个或几个
方面, 本文不仅对
于ABP的治疗进
行了对比观察, 同
时通过相关实验
室检查从机制上
进行探讨, 具有较
好的临床指导意
义.

表  1  经内镜治疗ABP的具体方法及时间(n )

       
ERCP治疗	                      MABP	            SABP               合计

EST  	                        6	              2	                  8

       <48 h  	        3	              1 	                  4

       >48 h  	        3	              1	                  4

EST+ENBD	      10	              7	                17

       <48 h  	        5	              4	                  9

       >48 h  	        5	              3	                  8

ENBD	                        9	              6	                15

       <48 h  	        5	              5	                10

       >48 h  	        4	              1	                  5
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充血、水肿、痉挛、功能紊乱, 甚至逆向收缩, 
形成暂时性或功能性的梗阻, 导致胆汁和胰液

反流, 或者还有十二指肠内容的反流, 引发胰

腺炎[2]. 另外, 急性胰腺炎时病损的胰腺腺泡细

胞作为抗原或炎症刺激物激活巨噬细胞等炎症

细胞释放细胞因子, 进而通过扳机样作用, 触发

炎症介质瀑布样级联反应[3]. 其中部分指标如: 
IL-6, IL-8, IL-10和肿瘤坏死因子等在发病早期

即明显升高, 与急性胰腺炎的发生、发展及严

重程度具有明显的相关性. 因此, 可作为判断其

病情轻重、估计预后的依据[4]. 本研究内镜组与

保守组、手术组相比, 无论MABP或SABP, 其
IL-6及IL-10的恢复时间均明显缩短, P <0.05, 说
明经内镜治疗后可使病损胰腺的恢复优于保守

治疗及手术治疗.  
早期手术治疗ABP可尽快解除胆胰管梗阻, 

使胰腺炎病因迅速去除, 防止进行性胰腺坏死, 
有利于提高生存率[5]; 但由于胰腺炎发病早期是

一种全身的急性反应, 表现为血流动力的改变

及可能的多器官功能不全, 如ARF, MODS等[6]. 
此时, 胰腺的坏死组织与其正常组织之间无明

显分界, 早期手术打开胰腺被膜, 不可能彻底清

除胰腺坏死组织, 而破坏了胰腺正常屏障, 使胰

周及胰腺感染几率明显增加[7]. 张建新 et al [8]研

究证明, 早期手术并不能改变胰腺炎的转归, 不
论是MABP还是SABP术后的并发症及死亡率均

明显高于非手术病例. 本研究结果显示, 早期手

术并发感染4例, 胰腺脓肿2例, 胰腺囊肿1例, 肠
梗阻1例, 出血1例, DIC 2例. 死亡2例, 均因感染

性休克并发多脏器功能衰竭. 并发症发生率在

SABP中均高于保守组及内镜组(P <0.05), 因此, 
对于MABP以非手术为宜, SABP应采用延期与

手术相结合的处理原则. 
药物治疗ABP较难, 即不能缓解胆道感染

及由此引起的急性梗阻化脓性胆管炎, 从而加

重并复杂化病情, 极易导致中毒性休克. 本研

究保守组发生并发症10例, 发生率23.8%, 其中

SABP并发症发生率75%. ARDS 2例, 胰腺脓肿

1例, 假性囊肿3例, 感染性休克并多脏器功能衰

竭3例, 败血症1例. 死亡3例, 总死亡率7.1%. 内
镜治疗SABP的时机, 虽然多数学者认为益尽早

进行, 但尚缺乏明确的标准[9]. Soetikno et al [10]

总结了834例ABP治疗结果显示, 早期内镜治疗

组效果明显好于对照组, 降低了死亡率(3% vs  
18%)及胰腺炎复发率(20% vs  60%), 缩短住院时

间(平均9.5 d), 而且未发生与操作相关的并发症. 

表  2  3组ABP患者死亡率、并发症比较

     
                                 保守组  	                        手术组 	                  内镜组

                    MABP(30)     SABP(12)        MABP(23)        SABP(14)          MABP(25)       SABP(15)

并发症        1(3.3%)      9(75%)         1(2.7%)      10(71.4%)        1(2.5%)      4(26.7%)

死亡率        0                 3(25%)         0                  2(14.3%)        0                 2(13.3%)

指标

表  3  3组ABP患者症状、实验室指标恢复及住院天数比较(mean±SD, d)

     
                                               保守组  	                                        手术组 	                                                    内镜组

                              MABP(30)            SABP(12)                     MABP(23)              SABP(14)                     MABP(25)               SABP(15)

腹痛                   5.3±2.04      15.21±5.56b                5.8±2.32       13.02±2.68b               5.0±2.52           9.2±3.41

s-AMS            4.58±1.82        5.02±1.52               4.06±0.66         4.85±1.89                3.8±0.26         4.81±1.04

u-AMS            6.03±1.43        6.04±1.02                6.4±2.06          6.26±1.42              5.34±2.94         5.84±1.35

WBC              11.25±2.05d     15.06±2.77b           10.58±3.79d       15.89±2.37b             7.96±1.63       12.03±2.23

血气                 5.16±3.69      15.89±7.18              6.22±3.74        16.32±7.46              5.28±3.32        15.66±7.15

IL-6               10.75±2.23d     14.76±3.28a           11.28±1.15d       13.91±1.52a             8.98±2.49        11.76±3.04

IL-10             10.05±1.83c     14.27±3.16a           10.98±1.06d       13.56±1.32a             8.66±2.34        11.55±2.09

肝功               11.89±5.03      19.33±6.01b           15.89±8.98d       20.13±5.24b           10.28±4.46        11.69±3.06

肾功                 6.23±5.08      14.76±7.82              7.31±5.28        16.14±8.26              6.04±4.98        14.03±6.52

住院天数        16.32±3.9        26.89±7.23a           23.05±8.43        50.01±9.97b           17.38±7.56        22.17±3.45

aP<0.05, bP<0.01, cP<0.05, dP<0.01 vs  内镜组.

■应用要点
随着内镜诊疗技
术及设备的迅速
发展, 越来越多的
ABP可通过内镜
实现微创治疗. 本
文通过对比研究, 
进一步探讨内镜
治疗的优劣及其
机制 ,  指导临床 , 
以提高ABP的治
愈率、降低并发
症、减少患者的
痛苦.
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Pezzilli et al [11]对87例ABP进行ERCP治疗, 并发

症发生率为6.9%, 有7例在随访中死亡, 但这与

术前麻醉风险和年龄相关, 而非ERCP所致. 李珂 
et al [12]的临床研究表明, 48 h内行内镜治疗组无

论从腹痛缓解时间, 血淀粉酶恢复正常时间, 还
是平均住院天数及并发症的发生率, 其疗效均

优于对照组. Acosta et al [13]的研究对此得出了相

同的结论.
本组SABP患者经内镜治疗后取得明显效

果, 早期(48 h内)治疗后并发症发生率及死亡率

较晚期(48 h后)治疗减少, 可能与本研究中SABP
患者病例数较少有直接关系. MABP在48 h前
后治疗效果未显示出明显优势, 但早期行EST
及ENBD并未加重病情, 提示对于MABP不必

急于进行内镜治疗, 但当有胆道阻塞或胆管炎

时应急诊行EST或ENBD以进行胆道减压. 内镜

组发生并发症5例, SABP 4例, MABP 1例, 并发

症发生率为12.5%. 包括出血1例, 穿孔1例, 术
后形成假性囊肿1例, 呼吸衰竭2例, 总死亡率为

5.0%(2/40). 总并发症发生率较手术组(29.7%)及
药物保守组(23.8%)均明显减低(P <0.05), 其中

在SABP中, 内镜组(26.7%)较手术组(71.4%)及
药物保守组(75%)均明显减低(P <0.05), 差异有

统计学意义. 总死亡率较保守组(7.1%)、手术组

(5.4%)均降低, 其中在SABP组死亡率较保守组

与手术组相比略降低, 但无统计学意义. 由此表

明, ABP(尤其SABP)患者内镜组的治疗较手术

组及保守组安全; 对SABP患者进行早期ERCP
干预治疗是安全有益的. 

总之, 经内镜治疗ABP可清除胆道结石, 恢
复胆流, 减少胆汁胰管反流, 从而使ABP(尤其

SABP)病情迅速改善并减少复发, 疗效明显优于

传统常规治疗, 其操作相对外科手术较简单. 尤
其对于高龄、胆总管下端炎性狭窄、一般情况

差、手术风险大的患者, 不仅可防止胰腺炎复

发, 而且可避免开腹手术对腹腔及胰腺的侵袭, 
降低腹腔感染和胰腺炎加重等并发症的发生率. 
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■同行评价
内镜治疗AP的作
用已有较多报道, 
本文通过对比研
究进一步证实内
镜治疗的优点, 同
时通过相关实验
室检查从机制上
探讨, 具有较好的
临床指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the adjuvant therapeutic 
effect of probiotics on patients with severe acute 
pancreatitis (SAP).

METHODS: A total of 25 SAP patients were di-
vided into group A and B. Group A was treated 
with probiotic agent Jinshuangqi (2.0 g, tid) on 
the basis of traditional method. Group B served 
as control group, and received traditional treat-
ment only. Some indexes including the time of 
abdominal pain alleviation, serum amylase res-
toration, and the incidence rate of complications 
as well as mean in-hospital time, were observed, 
and comparatively analyzed between the two 
groups.

RESULTS: In comparison with those group B, 
the time of abdominal pain alleviation (5.4 ± 1.3 
d vs 6.9 ± 1.5 d, P < 0.01), serum amylase restora-
tion (5.0 ± 1.7 d vs 6.7 ± 1.4 d, P < 0.05), the inci-
dence rate of complications (57.8% vs 90.5%, P < 
0.01), and mean in-hospital time (42 ± 5.0 d vs 49 
± 6.8 d, P < 0.01) were significantly decreased in 
group A.

CONCLUSION: Early treatment of probiotics 
may shorten the course, decrease the complica-
tions, and improve the prognosis of SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Probiotics; 
Jinshuangqi

Li YM. Adjuvant therapy for probiotics in patients with 
severe acute pancreatitis: an analysis of 14 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(3):302-304

摘要
目的: 探讨益生菌对重症急性胰腺炎(SAP)的
辅助治疗作用. 

方法: 25例SAP患者均采用保守治疗, 随机分
为2组, 治疗组在传统治疗基础上给口服益生
菌制剂金双歧, 观察2组患者腹痛缓解时间, 血
淀粉酶下降时间, 并发症发生率及平均住院
时间. 

结果: 与对照组相比, 治疗组腹痛缓解时间
(5.4±1.3 d vs  6.9±1.5 d, P <0.01), 血淀粉酶
恢复时间(5.0±1.7 d vs  6.7±1.4 d, P <0.05)及
并发症发生率(57.8% vs  90.5%, P <0.01)显著
降低, 平均住院时间(42±5.0 d vs  49±6.8 d, 
P <0.01)明显缩短.

结论: 早期应用益生菌辅助治疗SAP可改善
其病程及预后.

关键词: 重症急性胰腺炎; 益生菌; 金双歧 
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)发病急骤, 病情复杂, 累
及脏器多, 并发症发生率高, 易出现肠道动力障

碍, 肠道菌群失调, 致肠功能失调, 肠道菌群移

位致多脏器功能障碍[1]. 我们通过给SAP患者胃

管中注入益生菌制剂金双歧, 探讨益生菌(金双

歧)对SAP的辅助治疗作用. 

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
是最易发生肠屏
障功能受损的危
重症之一, 保护肠
屏障功能日益受
到关注, 国内外对
SAP肠屏障功能
的破坏机制及益
生菌对肠黏膜作
用进行大量动物
实验研究, 证实其
对肠屏障功能确
实有保护作用.



李咏梅, 等. 益生菌辅助治疗重症急性胰腺炎14例                                                                                                              303

www.wjgnet.com

1  材料和方法

1.1 材料 我院2004-10/2005-12发病2 d入院的

SAP患者25例, 男15例, 女10例, 年龄21-75(平均

45±13)岁, APACHE Ⅱ评分在8-20分之间, 随机

分为益生菌治疗组(n  = 14)和对照组(n  = 11), 年
龄、性别两组无显著差异(P >0.05).
1.2 方法 患者入院后治疗包括禁食, 持续胃肠减

压, 抑制胰酶分泌, 解痉止痛, 维持水电解质平

衡, 防止感染及各种并发症等常规治疗. 治疗组

在上述基础上, 经胃管注入金双歧(2.0 g, 3次/d
用温水20 mL溶解), 连用7 d. 对照组则经胃管注

入等量温水. 观察两组患者治疗后腹痛缓解时

间, 血淀粉酶恢复时间, 并发症发生率及住院

天数.
统计学处理 采用SPSS8.0统计软件包, 计量

资料以mean±SD表示, 组间比较采用t检验, 计
量资料行χ2检验.

2  结果

与对照组相比, 治疗组腹痛缓解时间(t  = 4.994, 
P <0.01), 血清淀粉酶恢复正常时间(t  = 5.071, 
P <0.01)及平均住院天数(t  = 5.496, P <0.01)均
明显缩短, 并发症发生率显著降低(χ2 = 11.943, 
P <0.01), 具有统计学意义(表1). 

3  讨论

肠道是人体最大的细菌及内毒素贮存库, 也是

重要的免疫屏障 ,  肠道相关淋巴组织可分泌

SIgA, 可以中和毒素病毒, 直接作用于细菌表面, 
降低病原体毒力, 激活补体的C3旁路途径, 并与

补体和溶菌酶协同抗菌[2]. SAP状态下, 肠缺血

和低灌注损伤, 肠上皮细胞和淋巴细胞增殖代

谢受损, 肠黏膜通透性增加[3]. IL-2等促B细胞成

熟的物质减少, IgA浆细胞减少, 肠腔细菌包被

率下降, 细菌内毒素清除率下降, 刺激释放大量

细胞因子和炎症介质, 引起肠上皮细胞凋亡过

度, 进一步损伤肠黏膜屏障, 导致更多内毒素入

血, 形成恶性循环[4]. 促使急性炎症反应综合征

和多器官功能衰竭发生[5]. 而益生菌可提供肠道

正常菌, 加强肠道屏障功能, 调节促炎和抗炎因

子产生, 促进肠上皮细胞更新, 增加肠黏膜血流

量和调节肠蠕动, 加强肠黏膜免疫系统功能[6]. 
促进肠道相关淋巴细胞的归巢及淋巴细胞的增

生[7], 刺激机体免疫反应, 调节细胞因子的产生. 
增加肠上皮occludin蛋白的表达, 维持肠上皮紧

密连接, 减少细菌易位, 从而对肠免疫屏障有维

护作用[8]. Perdigon et al [9]报道, 乳酸菌治疗的小

鼠IL-2, IL-12, Bcl-2及肠道固有层细胞TNF-α和
INF-γ的表达明显高于对照组. 而临床研究报道

采用乳酸杆菌制剂治疗急性胰腺炎可减轻患者

的病理评分[10], 使感染性坏死和脓肿等并发症

的发生率显著降低[11-13]. 我们的研究也表明, 在
应用金双歧治疗的SAP组患者腹痛缓解时间和

血淀粉酶恢复时间明显缩短, 并发症发生率下

降, 住院时间明显缩短, 提示益生菌对肠道黏膜

屏障有保护作用, 对SAP可能具有重要的辅助治

疗作用. 
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表  1  金双歧治疗前后结果比较

     
                                                     治疗组                   对照组
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■同行评价
本文将益生菌用
于SAP患者, 探讨
其对SAP的辅助
治疗作用, 内容新
颖, 结论可靠, 对
重症急性胰腺炎
的临床治疗具有
重要的指导意义.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R   2007年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                             
                • 消息 •

2007 年国际会议

Meeting Canadian Digestive Diseases 

Week (CDDW) 

16–20 February 2007 

Banff - AB 

cagoffice@cag-acg.org 

www.cag-acg.org/cddw/cddw2007.htm

Meeting Falk Symposium 158: Intestinal 

Inflammation and Colorectal Cancer 

23–24 March 2007 

Sevilla 

symposia@falkfoundation.de

Meeting Falk Symposium 159: IBD 2007 - Achieve-

ments in Research and Clinical Practice 

4–5 May 2007 

Istanbul 

symposia@falkfoundation.de 

Digestive Disease Week 

19–24 May 2007 

Washington Convention Center, Washington DC

Meeting ESGAR 2007 18th Annual Meeting and 

Postgraduate Course  

12–15 June 2007 

Lisbon 

fca@netvisao.pt 

Meeting Falk Symposium 160: Pathogenesis and 

Clinical Practice in Gastroenterology 

15–16 June 2007 

Portoroz 

symposia@falkfoundation.de 

Meeting ILTS 13th Annual International Congress 

20–23 June 2007 

Rio De Janeiro 

www.ilts.org 

Meeting 9th World Congress on Gastrointestinal 

Cancer 

27–30 June 2007 

Barcelona 

meetings@imedex.com 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年1月28日; 15(3): 305-309
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

Survivin在大肠癌组织中表达的意义及其与Bcl-2的关系

耿婉如, 李 宁, 余 琦, 周会芹, 许红民

耿婉如, 军医进修学院学员队 北京市 100082
李宁, 余琦, 周会芹, 许红民, 中国人民解放军总医院第二附
属医院病理科 北京市 100091
通讯作者: 许红民, 100091, 北京市, 中国人民解放军总医院第
二附属医院病理科. xuhongmin@yahoo.com.cn
电话: 010-66775260
收稿日期: 2006-08-09    接受日期: 2006-11-03

Significance of Survivin 
expression and its correlation 
with Bcl-2 protein expression 
in colorectal carcinoma 

Wan-Ru Geng, Ning Li, Qi Yu, Hui-Qin Zhou, 
Hong-Min Xu

Wan-Ru Geng, Postgraduate Team, Postgraduate Medical 
School of Chinese PLA, Beijing 100082, China
Ning Li, Qi Yu, Hui-Qin Zhou, Hong-Min Xu, Department 
of Pathology, the Second Affiliated Hospital of General 
Hospital of Chinese PLA, Beijing 100091, China
Correspondence to: Hong-Min Xu, Department of Pathol-
ogy, the Second Affiliated Hospital of General Hospital of 
PLA, Beijing 100091, China. xuhongmin@yahoo.com.cn 
Received: 2006-08-09    Accepted: 2006-11-03 

Abstract
AIM: To study the expression of Survivin and its 
correlation with expression of Bcl-2 protein in 
colorectal carcinoma.

METHODS: The expression of Survivin and 
Bcl-2 protein was evaluated by immunnohisto-
chemistry in 52 case of colorectal carcinoma. The 
relationship between Survivin expression and 
clinical indexes as well as Bcl-2 expression was 
analyzed.

RESULTS: Survivin was expressed in 27 of 52 
(51.9%) colorectal carcinoma cases. The expres-
sion of Survivin showed no correlation with the 
age, sex, tumor location, size, differentiation 
degree, pathologic types and lymph node me-
tastasis (P > 0.05). The 5-year survival rate was 
lower in patients with high Survivin expression 
than that in those with low Survivin expression 
(52.94% vs 83.33%, P = 0.0304). There was no sig-
nificant relationship between Survivin and Bcl-2 
expression (P > 0.05).

CONCLUSION: Survivin expression may play a 
strong inhibitory role in the apoptosis of colorec-
tal cancer cells, and the patients with high Sur-
vivin expression have an unfavorable prognosis. 
No correlation is found between Survivin and 
Bcl-2 expression.

Key Words: Colorectal carcinoma; Immunohisto-
chemistry; Survivin; Bcl-2; Prognosis

Geng WR, Li N, Yu Q, Zhou HQ, Xu HM. Significance of 
Survivin expression and its correlation with Bcl-2 protein 
expression in colorectal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007;15(3):305-309

摘要
目的: 探讨凋亡抑制蛋白Survivin在大肠癌组
织中表达的意义并分析其与Bcl-2的关系. 

方法: 用免疫组化方法检测52例大肠癌组织
中Survivin和Bcl-2的表达, 运用统计学方法分
析Survivin表达与预后的关系以及Survivin在
凋亡抑制机制方面与Bcl-2的关系. 

结果: Survivin在大肠癌组织中表达的阳性率
为51.9%(27/52), Survivin表达与患者年龄、

性别、生长部位、肿瘤病理类型、大小、淋
巴结转移、组织分化程度等无关(P >0.05). 但
是Survivin高表达患者的5 a生存率明显低于
Survivin低表达患者, 二者差别有统计学意义
(52.94% vs  83.33%, P  = 0.0304). Survivin的表
达与Bcl-2的表达无关(P  = 0.5524).

结论: Survivin在大肠癌中的表达能强烈抑制
凋亡, 高表达者预后较差. Survivin的表达与
Bcl-2的表达无关.

关键词: 大肠癌; 免疫组化; Survivin; Bcl-2; 预后 
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0  引言

对于正常细胞, 凋亡是一种生理性死亡, 他参与
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■背景资料
凋亡抑制是目前
肿瘤研究的一个
热点. Survivin是
一种凋亡抑制蛋
白, 在多数人类肿
瘤中表达增高. 虽
然关于Survivin在
大肠癌中的表达
已有报道, 但是主
要集中在Survivn
与血管形成的关
系方面 ,  与Bcl-2
的关系的报道仍
较少.



细胞的各种生理、病理过程, 对细胞发生、分

化和维持机体稳态都有很重要的作用. 此外, 凋
亡还能作为防御系统, 通过清除变异细胞和改

变基因表达阻止细胞发生转化. 因此, 如果凋亡

被抑制, 基因发生突变的细胞就会得以继续生

存, 并且通过突变导致肿瘤的发生和发展. 凋亡

抑制是目前肿瘤研究的一个热点方向. Survivin
是新近发现的一种凋亡抑制蛋白, 在众多人类

恶性肿瘤中上调表达. 国外对Survivin在肿瘤方

面的研究开展较早, 但是对于他在大肠癌中表

达方面的研究较少, 而且对于Survivin对预后表

达的关系不一, 具有争议性. 国内对于Survivin在
大肠癌的表达研究主要集中在他与血管形成的

关系方面[1-2]. 本研究通过免疫组化方法检测了

52例大肠癌组织中Survivin和Bcl-2的表达, 结合

预后调查运用统计学方法分析Survivin表达与预

后的关系, 并且通过与一种目前研究已经比较

深入的凋亡相关蛋白Bcl-2之间的相关分析, 探
讨S u r v i v i n在大肠癌发生、发展、预后中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本均取自已经取得随访的中国人民

解放军总医院第二附属医院1995-09/2000-12病
例存档的石蜡标本, 行常规病理切片制片后, 由
2位高年资病理医生进行复诊. 所有患者术前未

接受放疗和化疗. 52例大肠癌患者中男32例, 女
20例, 男女比例为1.6∶1. 患者年龄34-73(平均

51.6)岁, 随访结果最短5 a, 最长10 a. 肿瘤最大直

径8 cm, 最小直径1.5 cm, 小于3 cm的12例, 大于

3 cm的40例. 其中有复发或者转移的为12例, 包
括转移到卵巢, 腹膜, 脑等. 术后30 d内死亡的不

在本研究之列. 检测一抗Survivin抗体和Bcl-2抗
体均购自北京中山试剂公司.
1.2 方法 用PBS代替一抗作为阴性对照, 用公

司随试剂赠送的阳性片作为阳性对照. 免疫组

化染色前均染色复查病理类型. 具体操作步骤

简述如下: 石蜡组织块, 4 μm切片后, 放在80℃
烤箱烘烤30 min, 二甲苯去蜡10 min(2次), 梯度

酒精逐级水化. 然后置于100 mL/L过氧化氢中

10 min, 消除组织内源性过氧化酶. 微波抗原2档
修复时间3 min后, 冷却, 加入一抗工作液, 4℃
过夜. 室温下PBS洗3次, 每次5 min. 滴加二抗, 
37℃烤箱置30 min. PBS洗3次, 每次5 min. 滴加

三抗, 37℃烤箱置20 min后DAB显色. 苏木素复

染后, 透明, 中性树胶封片. 光学显微镜下观察. 
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根据肿瘤细胞染色的程度定下判断标准. (-)表
示没有观察到棕色的阳性细胞; (+)为阳性细胞

胞质染成均匀浅黄色或胞质染成棕色的细胞≤

25%; (++)阳性细胞胞质染成棕色>25%, 并含一

些较细的棕色颗粒或胞质染成深棕色≤50%; 
(+++)阳性细胞胞质染成深棕色>50%, 并有较粗

大的深棕色颗粒. 在本研究中, 以阳性细胞表达

>25%为高表达组, ≤25%为低表达组.
统计学处理 采用SPSS10.0软件, 不同组间

阳性率差异用pearson χ2检验, 等级资料秩和检

验计算高中低分化组间阳性率的差异, Kaplan-
Meier法比较生存情况并进行log-rank检验. 以P
≤0.05为有统计学意义, 以P≤0.01为有显著统

计学意义.

2  结果

2.1 Survivin在大肠癌中的表达 Survivin蛋白表

达不均匀, 在同一个癌组织中的不同区域和不

同腺体内着色不均匀, 表现为显色的有无和强

弱的差异(图1). Survivin在大肠癌中表达的阳性

率为51.92%(27/52). 此外, 本研究证实Survivin
蛋白阳性染色主要定位于细胞质. 
2.2 Survivin在大肠癌中表达与临床病理特征的

关系 Survivin表达与患者的年龄、性别和肿瘤

的生长部位、大小、分化程度、病理类型等均

无明显关系(P >0.05, 表1). 
2.3 Survivin表达与Bcl-2表达的关系 在Bcl-2表
达阳性的30例患者中, Survivin表达阳性患者中

有14例患者表达阳性, 在Bcl-2表达阴性的22例
患者中, Survivin表达阳性患者中有13例, 二者无

明显相关性(P >0.05, 表1). 
2.4 Survivin蛋白表达与预后的关系 Survivin高
表达患者与Survivin低表达患者的5 a生存率分

别为52.94%和83.33%, P = 0.0304, 二者比较有统

www.wjgnet.com

图  1  Survivin蛋白的阳性表达位于细胞质(×40).

■研发前沿
Surv iv in在肿瘤
中 的 特 殊 作 用 , 
使其成为肿瘤基
因 治 疗 中 的 一
个 理 想 靶 目 标 , 
但 是 ,  S u r v i v i n 
转 基 因 模 型 的
建立 ,  Survivin-
K n o c k o u t 动 物
模 型 的 建 立 、

Survivin相关的生
物学分子以及他
们之间的相互关
系都是目前亟待
解决的问题.
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计学意义(P = 0.0371), Kplan-Meier生存曲线如

图2所示. Kplan-Meier生存分析结果表明, 在52 
例大肠癌患者中, Survivin高表达组患者的5 a生
存率明显少于低表达组(P <0.05).

3  讨论

人体组织中, 细胞增殖与细胞凋亡的动态平衡

维持着内环境稳定和正常的形态结构. 大肠癌

的发生是一个长期的多步骤多因素的变化过程, 
必然涉及到变异的积累. 细胞的凋亡过程受凋

亡促进因子P53, Fas等和凋亡抑制因子、Bcl-2
的共同调节[3]. 因此, 凋亡抑制因子的过度表达

必然影响人体的稳定, 在癌症的发生、发展中

起重要作用. 
Survivin是新近发现的一种凋亡抑制蛋白, 

在许多人类恶性肿瘤中表达上调. Survivin是
1997年通过效应细胞蛋白酶受体1(effector cell 
protease receptor-1, EPR-1) DNA与人类基因库

杂交而分离得到的. Survivin基因横跨14.7 kb, 编
码含142个氨基酸、分子量为16.5 kDa的蛋白

质, 是抗凋亡蛋白(inhibitor of apoptosis protein, 

IAPs)家族中最小的成员[4]. 与其他IAPs相似, 
Survivin具有一个凋亡抑制蛋白重复序列结构

和一个螺旋扩展的C端的二聚体结构, 但是缺乏

锌指结构[5]. Survivin在肿瘤中以细胞周期依赖

的形式在G2/M期高表达, G1期其mRNA和蛋白

水平迅速下降. 其组织分布特征有明显的细胞

选择性, 他在终末分化的成人组织不表达(除胸

腺、生殖器外), 而在大多数肿瘤组织中表达. 
本试验结果表明, Survivin和Bcl-2蛋白在

52例大肠癌中表达无明显相关性(P >0.05), 综
合文献复习, 分析二者可能是通过不同的凋亡

抑制途径来调控机体, 从不同的途径实现对细

胞程序性死亡的抑制 .  目前大多数观点认为 ,  
Survivin主要通过与天冬氨酸特异性的半胱氨

酸蛋白酶(cysteine proteinases with specificity for 
aspartic acid residues, Caspase)直接或间接作用

以实现对细胞凋亡的抑制. 可能主要通过两种

途径来抑制细胞凋亡: 其一是作为重要的凋亡

通路的调节因子直接牢固结合并抑制凋亡终末

效应器Caspase-3和Caspase-7的活性阻断各种刺

激诱导的细胞凋亡过程[6]. 另外, Survivin也可通

过P21间接抑制Caspase, 其机制是Survivin与细

胞周期调控因子CDK形成Survivin-CDK4复合

体, 使得P21从CDK4的复合体中释放出来, P21
进一步与线粒体Caspase-3结合, 抑制其活性, 阻
止细胞凋亡[7].

B c l - 2的抗凋亡机制已经基本明确 ,  与
Survivin完全不同, 他主要通过线粒体通路来影

响凋亡. Bcl-2表达使线粒体渗透性改变的多种

蛋白, 对抗引起线粒体破裂的离子失衡, 从而阻

断细胞色素C释放, 也可直接与Apaf-1结合, 防
止caspase活化. 此外, 越来越多的证据表明Bc-2

表  1  Survivin表达与临床病理特征及Bcl-2表达的关系

    
项目	            n     阳性(n ) 阳性率(%)	   χ2	 P 值

性别

    男                 32      14         43.75     1.4565     0.2275

    女                 20      13         65.00		

年龄					   

    >60岁          15      11         73.33     2.7596     0.0967

   ≤60岁          37      16         43.24		

部位					   

    直肠             35      19         54.28     2.0952     0.1478

    结肠             17        8         47.05		

肿瘤类型					   

    黏液癌          12        5         41.67     0.2318     0.6312

    腺癌             40      22         55.00		

淋巴结转移				  

    有                 22      15         68.18     2.9881     0.0839

    无                 30      12         40.00		

分化程度1	   				  

    高                 16        6         37.50     1.951       P>0.05

    中                 21      10         47.61		

    低                 15      11         73.33		

Bcl-2表达	  			 

    阳性             30      14         46.67     0.4091     0.5224

    阴性             22      13         59.09

1高中低分化组两两比较的结果P值均>0.05, 无统计学意义.

■应用要点
未来的研究工作
中, 以Survivin为
靶点的抗癌治疗
有可能成为肿瘤
治疗的一个新的
突 破 口 ,  显 示 出
良好的前景. 随着
Survivin和其他凋
亡调节因子、癌
基因、抑癌基因
关系的深入研究
及其调控机制的
进一步阐明, 将有
利于肿瘤发病机
制的阐明, 并为肿
瘤的诊治提供更
充分的理论依据.
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图  2  大肠癌患者Survivin高表达与低表达的Kplan-Meier生
存曲线.
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家族除存在于线粒体膜表面外也存在于内质

网膜, 能阻断多种致使内质网释放储存钙的凋

亡刺激. Foyouzi-Youssefi et al [8]发现, Bcl-2的表

达通过增加内质网膜对钙离子通透性降低内

质网腔钙浓度而减少可释放的游离钙离子. 然
而, 也有学者研究认为Survivin的表达与Bcl-2有
关. Kawasaki et al [9]采用免疫组化检测171例结

肠癌中Survivin表达, 显示他与Bcl-2的表达显著

相关. Survivin与Bcl-2的这种表达相关性在神经

母细胞瘤、胃癌和非霍奇金淋巴瘤、乳腺癌中

都有类似的结果. Kawasaki et al [9]认为可能转录

水平的调节可能导致了两个基因在肿瘤中的共

表达. 而且, Survivin与Bcl-2都被富含GC而缺少

TATA的启动子所调控, 并都在增生活跃的细胞

中转录, 从而推测Survivin基因与Bcl-2可能有共

同的转录激活机制, 两者协同作用发挥抗凋亡

效应[10]. 这种分歧说明关于Survivin抑制细胞凋

亡的具体环节还不清楚, 有待于进一步的研究. 
此外, 有趣的是, 人们还发现在抑制凋亡的同时

Survivin还可以促进细胞增殖. Giodini et al [11]用

Survivin的多克隆抗体通过微细胞注射法注入

Hela细胞, 发现注射后的细胞出现有丝分裂纺

锤体缩短, 分裂前期和中期延长, 微管聚合异常, 
并有凋亡现象, 体内实验显示强制表达Survivin
能稳定微管, 避免他的解聚, 从而诱导有丝分裂, 
说明Survivin同时还具有促进增殖的作用. 那么, 
既然Survivin是正常的细胞增殖所必需的, 到底

是何种机制导致他在肿瘤细胞中的上调呢? 这
仍然是一个值得深入研究的问题. 

关于Survivin与预后的关系观点越来越趋

向一致. 近年来, 国内外有许多报道已经证实

了Survivin的阳性表达与非小细胞肺癌[12]、乳

腺癌 [13]、胃癌 [14]等的不良预后有显著相关性. 
然而 ,  分化较低的非霍奇金淋巴瘤并不表达

Survivin[10]. 
这些研究提示, 由于Survivin的组织学分布

特点及其结构特点, 他在多种恶性肿瘤都有预

测预后的价值. 而另外Sarela et al [15]以大肠癌整

体作为研究对象, 研究结果显示, Survivin mRNA
和蛋白的检测对大肠癌患者的预后无明显价值, 
但该作者对TNM分期中的Ⅱ期大肠癌病例进一

步研究, 发现Survivin阴性的大肠癌患者的5 a生
存率明显高于Survivin阳性组, 提出Survivin仅
对Ⅱ期大肠癌患者的预后有一定预测价值. 在
本研究中, Survivin蛋白表达阳性患者的5 a生存

率显著低于Survivin蛋白表达阴性的患者, 提示

Survivin对于大肠癌的预后有一定的预测作用. 
在大肠癌的诊断及预后等方面具有重要意义, 
有望成为具有临床应用价值的肿瘤诊断和预后

判断的标记物, 从而对临床工作发挥指导作用. 
未来的研究工作中, 以Survivin为靶点的抗

癌治疗有可能成为肿瘤治疗的一个新的突破口, 
显示出良好的前景[16]. Survivin反义核酸的应用

在实验研究中己显示出降低内源性Survivin表
达、促进细胞凋亡、促进肿瘤血管形成过程中

内皮细胞的凋亡和血管的退行性改变等功能. 
随着Survivin和其他凋亡调节因子、癌基因、抑

癌基因关系的深入研究及其调控机制的进一步

阐明, 将有利于肿瘤发病机制的阐明, 并为肿瘤

的诊治提供更充分的理论依据. 
致谢:  衷心感谢R a d u S e i c e a n M.D, P h.D. 
(Romonia)慷慨的提供原文Molecular prognostic 
factors in rectal cancer. 
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家族成员.
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■同行评价
凋亡抑制是目前
肿瘤研究的一个
热点. Survivin是
一种凋亡抑制蛋
白, 在多数人类肿
瘤中表达增高. 因
此 ,  本 文 选 题 比
较热门. 虽然关于
Survivin在大肠癌
中的表达已有报
道 ,  但其与Bcl-2
的关系的报道仍
较少. 故文章有一
定的可读性. 但研
究方法比较简单, 
如能配合mRNA
检测, 文章将会深
入一些.
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Abstract
AIM: T o c o n f i r m w h e t h e r n e o a d j u v a n t 
chemotherapy (NACT) can provide surgical 
treatment opportunities for colorectal carcinoma 
patients with only liver metastasis.

METHODS: A total of 32 colorectal carcinoma 
patients with liver metastasis, who could not re-
ceive surgical therapy, were treated with NACT, 
and then the efficacy was analyzed. The survival 
time was compared between patients received 
operation after NACT treatment and those who 
didn’t receive.

RESULTS: The efficacy rate of NACT was 56%, 
and the surgical resection rate was 34%. Com-
plete resection was achieved in 10 cases. The 
survival time was significantly different between 
the patients received operation after NACT 
treatment and those who didn’t receive (P < 0.05).

CONCLUSION: NACT can provide opportuni-
ties for colorectal carcinoma patients with only 
liver metastasis, who can’t receive surgical treat-
ment.

Key Words: Neoadjuvant chemotherapy; Surgical 
treatment; Colorectal carcinoma; Liver metastasis

Sun HS, Feng SD. Neoadjuvant chemotherapy for 
colorectal carcinoma with only hepatic metastasis: 
an analysis of 32 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨通过新辅助化疗使一些仅有肝转
移不能手术的大肠癌患者, 有机会通过手术来
延长生存期, 提高治愈率. 

方法: 通过应用FOLFOX4方案进行3个疗程
的新辅助化疗后来评价, 外科分为完全切除、

部分切除和不能切除, 然后再进行手术治疗. 

结果: 共有32例患者进行临床观察, 化疗的有
效率为56%, 手术切除率为34%, 其中10例完
全切除. 手术治疗组和非手术组间生存时间有
显著差别(P <0.05).

结论: 通过新辅助化疗能明显提高患者的手
术切除率, 延长患者的生存期.

关键词: 新辅助化疗; 大肠癌; 肝转移; 手术

孙宏劭, 封书德. 新辅助化疗治疗不能手术仅肝转移大肠癌32

例.  世界华人消化杂志  2007;15(3):310-312
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0  引言

大肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 而肝脏又

是最常见的转移部位. 有文献报道1541例死于

大肠癌的患者尸检发现有44%的患者有肝转移, 
其中20%的患者仅有肝转移[1]. 有肝转移的患者

如果不治疗, 生存期一般为5-12 mo[2-3]. 如果能

通过手术将病灶切除, 很多学者报道还有25%的

5 a生存率, 平均生存时间为24-42 mo[4]. 但部分

仅有肝转移的患者由于病灶的大小、数量、部

位等原因, 不能进行手术治疗. 近年来我院对32
例患者, 通过应用澳沙利铂, 四氢叶酸钙和氟脲

嘧啶(FOLFOX4)方案进行新辅助化疗, 使部分

■背景资料
外科手术治疗大
肠癌肝转移能够
使患者生存期延
长甚至治愈的临
床研究已有40余
年, 但不幸的是仅
有20%大肠癌肝
转移的患者适合
手术治疗, 其他的
患者由于转移的
部位、大小和数
目而不能进行手
术治疗. 随着化疗
药物的进步, 化疗
有效率的提高, 通
过新辅助化疗, 使
原本不能手术的
大肠癌肝转移患
者赢得了手术切
除的机会, 从而明
显延长了这部分
患者的生存时间.
   

®
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患者的病灶缩小甚至消失, 然后再进行手术治

疗. 取得了较好的临床疗效, 明显提高了患者的

生存时间, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 32例患者, 平均年龄58.1(28-70)岁. 所有

的患者必须是大肠癌肝转移, 并排除其他部位转

移灶. 外科治疗组通过对患者的B超、CT影像学

资料进行分析不能进行手术切除. 其主要情况包

括(1)转移灶临近或侵犯肝静脉、门静脉或下腔

静脉; (2)手术切除范围需超过左或右肝的三段以

上; (3)转移灶≥4个以上. 所有患者的肝功能检查

ALT≤3倍正常值, 胆红素在正常范围内, 肾功能

正常. ECOG(美国东部肿瘤协作组)体力分级0-2
级, 没有活动性肝炎和肝硬化(表1). 
1.2 方法 所有患者均先进行3个疗程澳沙利铂, 
四氢叶酸钙和氟脲嘧啶(FOLFOX4)方案的新辅

助化疗, 然后进行评价, 对手术后的患者继续进

行该方案化疗. 所有患者新辅助化疗后必须重

新分期检查进行评价, 化疗效果按WHO评定标

准分为CR(肿瘤完全消失), PR(肿瘤消退50%), 
SD(稳定)和PR(肿瘤进展). 毒副反应按WHO标

准进行评定. 并对CR+PR患者, 由外科治疗组对

患者复查的B超、CT等影像学资料重新进行评

估考虑有无手术的可能性. 外科治疗组将患者分

为: (1)可以完全切除; (2)可以部分切除; (3)不能

切除. 对所有的患者均进行随访观察其复发和生

存时间, 共随访36 mo.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行分

析, t检验.

2  结果

化疗后评价CR1例, PR17例, 总有效率为56%, 
SD和PD为12例. 外科治疗组再对18例患者进

行手术评价 ,  结果有12例可以行手术切除 ,  6
例依然不能切除 .  在12例手术患者中10例完

全切除, 1例部分切除, 1例不能切除. 化疗后

毒副反应见表2. SD(稳定)和PR(肿瘤进展)14
例生存时间平均为6.7 mo(4-11 mo), 化疗有

效但未做手术的6例和1例术中不能切除的生

存时间平均为15.2 mo(10-20 mo), 10例手术

完全切除和1例部分切除患者生存时间平均为

26 mo(19-36 mo), 其中有9人复发或转移, 部
位分别是肝, 肺, 结肠, 骨, 脑, 腹膜. 32例患者

中有26例患者已死亡(81%). 手术治疗组中完

全切除的有6例生存时间超过36 mo, 其中2例

还无瘤生存. 手术治疗组和非手术组有显著差

别(P <0.05).

3  讨论

外科手术治疗大肠癌肝转移能够使患者生

存期延长甚至治愈的临床研究已有40余年 , 
Adson et al回顾141例手术治疗大肠癌肝转移

的患者, 取得了较高的5 a生存率[5], 但不幸的

是仅有20%大肠癌肝转移的患者适合手术治

疗, 其他的患者由于转移的部位、大小和数目

而不能进行手术治疗. 
近年来由于化学药物的进步, 尤其是含澳

沙利铂方案的出现(FOLFOX4), 提高了化疗的

有效率. 澳沙利铂对结直肠癌具有较高的有效

率, 临床证实对很多实体瘤有抗癌活性[6-7], 与
顺铂相比, 在结构上有一个二氨基环己烷, 也是

通过与DNA交联发挥作用, 其结合能力是顺铂

的50倍[8]. 细胞内的错配修复系统能更有效的

识别顺铂-DNA复合物[9], 结直肠癌细胞内相对

频繁的错配修复酶改变也能够解释澳沙利铂抗

瘤活性高的原因. 其对胃肠癌细胞株及顺铂耐

药细胞株等有显著的抑制作用[10]. 同时一些证

据表明可抑制二氢嘧啶脱氢酶(5-FU代谢过程

的主要酶)的活性, 因此他和氟脲嘧啶联用具有

协同作用[11-12], 四氢叶酸钙又能增强氟脲嘧啶

    特点	                            n	                          %

14
18

22
  8
  2

18
  3
  2
  9

44
56

69
25
  6

56
  9
  6
28

 
表  1  大肠癌肝转移患者的临床病理资料

性别
   女  
   男
ECOG体力分级
   0
   1
   2
不能切除原因
  个数
  部位
  大小
  混合

    
症状

表  2  化疗毒副反应 (n )

白细胞减少    10              10              8              4            0
恶性呕吐         8               12            10              2            0
脱发              10               10            10              2            0
腹泻              18                 6              8              0            0
神经毒性       14               12              6              0            0
口腔黏膜炎    18              12              2              0            0

                     分级
          0               Ⅰ               II              III            IV

■同行评价
本文探讨了新辅
助化疗对于仅有
肝转移不能手术
的大肠癌患者的
治疗效果, 表明通
过新辅助化疗能
明显提高患者的
手术切除率, 延长
患者的生存期, 研
究具有一定的临
床意义.
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的细胞毒作用, 本临床研究表明澳沙利铂, 四氢

叶酸钙和氟脲嘧啶方案对结直肠癌具有较高的

有效率(56%), 同时毒副反应也能耐受. 能使部

分大肠癌仅有肝转移又不能手术的患者, 赢得

了手术机会, 延长了生存时间, 提高了生存率. 
Adam et al [13]应用新辅助化疗治疗701例大肠癌

患者, 提高了手术率, 取得了较好的疗效. 通过

本临床研究主要证实, 通过新辅助化疗可以使

部分对化疗有反应的, 仅有肝转移不能手术切

除的大肠癌患者转化为能全部或部分切除. 尽
管手术治疗组还有很高的复发率(82%), 但手术

治疗组还有50%的3 a生存率, 因此可以明显延

长患者的生存时间. 对于手术的指征有时还很

难把握和界定, 原本我们想对肝转移不能手术

的指征进行标准化, 但实际过程中很难, 因此我

们通过外科治疗组讨论的方式进行区分, 这需

要在以后的工作中不断总结提高. 
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