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Abstract
Vasculogenic mimicry (VM), a term that describes 
a novel form of angiogenesis-independent 
microcirculation pattern recently found in few 
highly aggressive tumors, is formed by tumor 
cells, rather than endothelial cells. VM is closely 
correlated with the invasiveness, metastasis and 
prognosis of related tumors. The presence of VM 
is associated with an embryonic like phenotype 
acquired by tumor cells and the biological 
effects of many proteins. Furthermore, tumor 
microenvironment also plays an important role in 
the development of VM. Here, we will review the 
advances in research on the characteristic, formative 
mechanisms and clinical significance of VM.
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摘要
血管生成拟态(vasculogenic mimicry, VM)是

近几年在少数高度恶性肿瘤中发现的一种独
立于血管生成的全新肿瘤内微循环模式, 即由
恶性肿瘤细胞而非血管内皮细胞围成、细胞
外基质界限的血管样结构. VM与肿瘤侵袭、

转移及患者预后密切相关, 其发生和肿瘤细胞
呈现多潜能胚胎样表型及多种蛋白分子的生
物学效应有关, 肿瘤局部微环境也起着重要作
用. 现就VM的特点、发生机制及临床意义等
研究进展作一综述.    
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0  引言

肿瘤的生长和转移与新生血管形成密切相关. 
既往观点认为内皮细胞依赖性血管是肿瘤循

环的唯一形式. Maniotis et al [1]发现在高侵袭

性黑色素瘤中, 存在一种高碘酸-希夫(periodic 
acid-schiff, PAS)染色阳性, CD34阴性的管网

状结构. Maniotis et al将其称为血管生成拟态

(vasculogenic mimicry, VM), 并推测其参与了肿

瘤的微循环. 随后在卵巢癌、炎性乳腺癌、前

列腺癌、骨肉瘤、肝细胞癌、胆囊癌、恶性食

管间质瘤及肺癌等一些恶性肿瘤中证实了血管

生成拟态的存在[2-9]. 近期, 有学者发现急性白血

病患者的骨髓间质细胞在体外Matrigel基质胶上

培养时亦能形成VM[10]. VM的发现和提出, 改变

了人们对肿瘤微循环的观点, 是对肿瘤微循环

理论的必要补充, 也为抗肿瘤治疗带来新的思

路, 引起研究者的极大兴趣.

1  VM的结构和特点

VM常位于肿瘤内部, 是由肿瘤细胞通过自身

变形围成, 没有血管内皮细胞参与的、由细胞

外基质界定的微循环管道 .  这些结构可以是

实芯也可以是中空. VM管壁PAS染色阳性, 而
C D34等内皮细胞标志物染色阴性, 进一步提

示VM中不含内皮细胞[1]. Shirakawa et al [11]对
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炎性乳腺癌血管和VM的血液动力学研究证实

VM和肿瘤微血管相通, 其内有血液流动供应

细胞生长. Folberg et al [12]也发现黑色素瘤中的

PAS阳性VM结构直接与脉络膜血管层中的涡

静脉或进入肿瘤的微血管相连接. 随后, Frenkel  
et al [13]应用共聚焦激光扫描血管造影技术对脉

络膜黑素瘤患者的研究证实, VM不属于内皮细

胞形成的脉管系统的一部分, 而且血液能在VM
结构中循环而不是蓄积下来. 这些都提示VM参

与了肿瘤的微循环, 这也解释了在恶性黑色素

瘤中心普遍没有坏死现象的原因. 但在肿瘤中

VM与血管是如何共存的? Zhang et al [14]通过对

不同阶段的小鼠黑色素瘤移植瘤的观察, 提出

肿瘤血供的“三阶段现象”. 即肿瘤早期血供

主要来自VM, 随着体积的增大, 内皮细胞增殖, 
在VM和内皮细胞依赖性血管之间出现马赛克

血管(由肿瘤细胞与内皮细胞共同参与构成), 之
后内皮细胞依赖性性血管逐渐取代前两者成为

肿瘤血供的主要方式. 马赛克血管可能是VM和

内皮细胞依赖性血管的中间阶段.

2  VM形成的调节机制

2.1 肿瘤细胞的去分化 Seftor et al [15]研究发现, 
黑色素瘤MUM-2细胞分化成2个克隆MUM-2B
和MUM-2C. MUM-2B侵袭性高, 可形成VM, 而
MUM-2C侵袭性低, 不能形成VM; 两者有210个
基因表达不同, MUM-2B分子标志与多能胚胎样

基因型相似. 基因表达微阵列分析[16]显示侵袭性

肿瘤细胞同时表达多种基因, 包括上皮细胞、

肾、神经、肌肉、内皮细胞、成纤维干细胞、

周细胞表型特异基因. 同时发现, 黑色素瘤细胞

特异的分化标记表达显著下调. 提示高侵袭性

葡萄膜黑色素瘤呈现多潜能胚胎干细胞的表型. 
Fujimoto et al [17]将膀胱癌ECV304细胞培养于Ⅰ 
型胶原凝胶, 发现其能形成管网状结构, 并表达

数个内皮相关标记因子, 表明ECV304细胞具有

内皮细胞性特征, 使其能模拟并与内皮细胞协

作促进肿瘤微循环的形成. 这些结果充分证实

了高度恶性肿瘤细胞的可塑性, 能去分化逆转

为多潜能胚胎干细胞表型. 
2.2 磷脂酰肌醇-3-激酶和基质金属蛋白酶及层

粘连蛋白 磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphoinositide 
3-kinase, PI3K)信号通路在细胞的增殖、分化、

凋亡和葡萄糖转运等方面起重要调节作用, 而
且与肿瘤细胞的迁移、黏附、肿瘤血管生成

以及细胞外基质的降解等相关[18]. Hess et al [19]
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在黑色素瘤研究中 ,  证实磷脂酰肌醇-3-激酶

特异性影响膜型-基质金属蛋白酶1(membrane 
type 1-matrix metalloproteinase, MT1-MMP)和
基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2, 
MMP-2)活性, 在VM形成中起关键作用. 活化

的PI3K能激活MT1-MMP的活性; MT1-MMP在
金属蛋白酶组织抑制因子-2(tissue inhibitor of 
metalloproteinase-2, TIMP-2)协同下激活MMP-2. 
激活后的MT1-MMP和MMP-2促进层粘连蛋白

(laminin, LN)5γ2链裂解为γ2'和γ2x片段, 沉积于

肿瘤外环境中, 促使肿瘤VM形成. 应用PI3K特

异性抑制剂后, MMP-2和MT1-MMP活性下降. 
进而阻滞LN-5γ2链的裂解, 导致γ2'和γ2x片段

水平降低, 最终延缓黑素瘤VM的形成. Hendrix  
et al [16]亦发现, 在高侵袭性黑色素瘤细胞中LN-
5γ2链及MMPs在VM网状结构染色区高表达, 
应用LN-5γ2链反义寡核苷酸、MMP-2或MT1-
MMP抗体可抑制VM发生.
2.3 血管上皮钙黏附素与上皮细胞激酶及黏附

斑激酶 有研究[16]认为, 血管上皮钙黏附素(VE-
cadherin)能在相邻黑色素瘤细胞间同型结合, 使
上皮细胞激酶(EphA2)局限化于细胞膜上, 与相

邻细胞上的相应膜配体ephrin-Al相结合并发生

磷酸化, 同时黏附斑激酶(focal adhesion kinase, 
FAK)在细胞膜上跟EphA2以及可能的整合素

相互作用, 引起FAK磷酸化和活化, 共同促进了

VM形成. 另一项研究[20]发现, 黑色素瘤FAK第

397和576位酪氨酸残基磷酸化可促进高侵袭性

黑素瘤形成VM; 如果黑色素瘤细胞表达FAK
相关非激酶蛋白, 可阻断细胞外信号调节激酶

介导的信号转导通路, 从而抑制侵袭表型, 使肿

瘤细胞侵袭、转移和形成VM的能力降低. Hess  
e t a l [21]经体外实验证实, 在高侵袭性黑色素瘤

细胞中, 敲除VE-cadherin或EphA2的表达影响

EphA2磷酸化及其信号转导通路下游区, 并导致

细胞不能形成血管样结构. Margaryan et al [22]的

研究也证实了EphA2可明显促进黑色素瘤VM形

成. 说明VE-cadherin及EphA2可能在VM形成中

起关键作用.  
2 .4  蛋白酪氨酸激酶与上皮细胞激酶  H e s s  
et al [23]经体外免疫荧光技术研究发现, 蛋白酪氨

酸激酶(protein tyrosine kinases, PTKs)表达在高

侵袭性黑色素瘤中明显升高, 其活性在VM局部

有所增加. 而且PTKs的受体EphA2可在高侵袭

性黑色素瘤细胞中特异性地表达, 参与了血管

样通道的形成, 抑制PTKs活性或者敲除EphA2

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 关于血管生
成拟态的研究主
要涉及其发生的
分子机制及以其
作为靶点的肿瘤
治疗的研究等方
面. 近来, 不断有
新的关于血管生
成拟态的调节因
子被报道, 但其发
生机制仍未能完
全明确. 许多问题
有待进一步解决, 
例如形成血管生
成拟态的肿瘤细
胞与其他肿瘤细
胞有何区别, 其与
肿瘤干细胞又有
何联系?  而针对
血管生成拟态的
治疗目前仍处于
实验探索阶段, 需
寻找最佳的分子
靶点以有效拮抗
其形成, 抗VM治
疗与抗血管生成
的联合治疗也将
是研究的方向之
一.
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基因可明显抑制VM产生. 提示PTKs引起的信号

转导蛋白磷酸化对VM形成也很重要. 
2.5 环氧化酶-2 环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)作为前列腺素E2的限速酶, 在多种上皮

肿瘤中高表达, 通过多种信号通路参与癌症发

生发展[24]. Basu et al [25]发现COX-2过表达的侵袭

性乳腺癌细胞在三维Matrigel培养基培养时能形

成VM结构, 而表达低水平COX-2的低侵袭性细

胞株并不能形成这种管腔. 当使用塞来考昔或

COX-2 siRNA处理肿瘤细胞后, 其管腔结构受到

明显抑制. 可见COX-2参与了VM形成的调节. 
2.6 组织因子途径抑制物 Ruf et al [26]将低度侵

袭性黑色素瘤细胞培养在含有重组组织因子

途径抑制物-2(tissue factor pathway inhibitor-2, 
TF P I-2)的三维基质中, 能够产生一些血管样

通道. 阻滞TFPI-2可抑制MMP-2的活性, 提示

TFPI-2可能是侵袭性黑色素瘤形成VM的一个

必要通路. 肿瘤细胞表达的TFPI-1可阻断TF相
关的凝血通路, 发挥抗凝作用, 有利于血液在

PAS阳性管道中流动. 这些结果说明肿瘤细胞不

仅具有内皮细胞形态, 而且具有内皮细胞抗凝

血功能, 以维持VM管道的血流灌注.  
2.7 肿瘤局部微环境 缺氧可以促进少数恶性肿

瘤VM的形成. Hendrix et al [27]在黑色素瘤裸鼠

移植瘤模型中发现, 缺氧环境使高侵袭性黑色

素瘤细胞恶性细胞基因表型转化多能胚胎样干

细胞, 选择性地表达某些血管内皮细胞基因, 使
其能够参与VM形成. Yao et al [28]研究发现, 缺氧

是卵巢上皮癌细胞形成VM的重要诱导因素, 西
罗莫司可通过抑制缺氧诱导因子-1α(hypoxia 
inducible factor-1α, HIF-1α)表达阻断VM形成. 
Sun et al [29]也发现黑色素瘤细胞在缺氧微环境中

缺氧诱导因子HIF-1α表达增加, 并诱导VM管道

形成以获得足够的供氧. 
有学者[30]将不能形成VM的低侵袭性黑素

瘤细胞置于曾经培养过高侵袭性黑素瘤细胞的

基质中进行三维培养, 发现低侵袭性细胞的基

因表达发生了显著变化, 并产生了VM. 当去除

这种基质后, 低侵袭性细胞则失去形成VM的能

力. Folberg et al [31]认为高侵袭性黑色素瘤能产生

VM增殖所需的细胞外基质微环境: Laminin、
Ⅳ型胶原、Ⅵ型胶原和纤维结合蛋白. 因此高

侵袭性黑色素瘤细胞处理过的细胞外基质微环

境能诱导VM的产生. 这说明肿瘤细胞外基质重

塑也参与VM的形成. 
2.8 其他 VM形成的具体机制目前尚不完全清

楚, 除以上调节机制外, 研究者们近来又相继报

道了多种与VM相关的调节因子. 有研究[32]认

为, 迁移诱导蛋白-7(migration-inducing protein 7, 
Mig-7)在促进肿瘤细胞双向分化模拟内皮细胞

特征表型过程中起重要作用. Petty et al [33]在三维

培养中发现, Mig-7的表达能引起肿瘤细胞侵袭

和VM的发生, 且Mig-7只在存在VM的高侵袭性

黑色素瘤细胞表达. 血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)能强有力的诱

导内皮细胞增生和管状形成, 是诱导血管生长

的强效因子[34]. 近来研究发现其与VM形成亦存

在一定相关性. Mei et al [35]用特异性siRNA抑制

VEGF的表达, 证实VEGF水平的降低与骨肉瘤

细胞株MG63的VM减少相关. Wang et al [36]在卵

巢癌的研究中也发现, VEGF-a(即VEGF)在VM
形成中起重要作用, 并推测VEGF-a→EphA2→
MMPs→VM是VM形成的主要途径. Mourad-
Zeidan et al [37]使用RNA干扰沉默黑色素瘤细

胞半乳凝素-3(Galectin-3, Gal-3)表达后, VE-
cadherin蛋白表达显著降低, 并使肿瘤细胞侵袭

性及VM形成能力受到显著抑制. 提示Gal-3在
VM形成过程中起重要作用. Su et al [38]通过RNA
干扰实验证实, 沉默DNA结合抑制因子2(inhibitor 
of DNA binding 2, Id2)能相应下调VE-cadherin的
表达, 同时使恶性黑色素瘤细胞不能形成VM. 
推测Id2通过其靶分子VE-cadherin在VM形成

中起重要调节作用. Le Mercier et al [39]发现使用

siRNA技术下调神经胶质瘤细胞(brain-expressed 
X-linked gene 2, BEX2)基因能明显抑制VM的形

成, 并削弱肿瘤细胞的侵袭性. 推测BEX2可能

也参与了VM的形成.

3  VM的临床意义

3.1 VM与肿瘤预后 VM的存在使得肿瘤组织血

供丰富, 肿瘤细胞直接构成管壁, 无内皮细胞衬

附. 由于缺乏内皮细胞衬附, VM管壁上的肿瘤

细胞更容易脱落入其管道中, 进入血管随宿主

血循环向远处转移[40]. Shirakawa et al [41]发现存

在VM的病例较无VM者具有更高的血源性转移

率和更低的5年存活率. 推测VM的存在与肿瘤

预后成反比. Guzman et al [42]证实原发性肝细胞

癌患者中VM的存在与原位肝移植后肿瘤的复

发相关. Sun et al [43-44]发现存在VM的原发性肝细

胞癌患者生存期显著低于无VM组. 而在胃肠道

间质瘤的研究中也证实VM阳性肿瘤患者易于

发生肝转移, 推测VM的存在是肿瘤预后不良的

■相关报道
随着分子生物学
及其他基础科学
的 发 展 ,  近 年 来
关于血管生成拟
态的新的调节因
子不断被报道,为
以血管生成拟态
为靶标的肿瘤治
疗研究提供了广
阔前景. Su et al研
究发现DNA结合
抑制因子2( Id2 )
能相应下调 V E -
cadherin的表达, 进
而抑制VM形成 , 
提示Id2通过其靶
分子VE-cadherin
在VM形成中起重
要调节作用, 为抗
VM治疗提供了新
的思路.
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独立预测因素. 这些研究都说明VM不仅是侵袭

性肿瘤获取血供的一种方式, 而且与恶性肿瘤

转移和不良预后密切相关. 
3.2 VM与肿瘤治疗 传统的抗肿瘤血管新生治

疗主要针对血管内皮细胞, 而对恶性肿瘤自身

能够形成VM结构未加以考虑, 所以对某些肿

瘤疗效不佳. van der Schaft et al [45]发现Anginex, 
TNP-470和内皮抑素(endostatin)3种作用于内皮

细胞的血管生成抑制因子对黑色素瘤细胞VM
相对无影响. VM在肿瘤中的发现, 是对传统的

抗肿瘤血管新生治疗的挑战和补充, 迫使我们

重新思考针对血管形成的治疗方法. 拮抗某些

肿瘤细胞黏附分子表达或抑制肿瘤侵袭相关蛋

白酶合成及细胞外基质合成与分泌的分子靶向

治疗, 能有效抑制VM以阻断血液供应, 可用于

治疗高侵袭性、高血道转移性肿瘤. 且分子靶

向治疗具有对正常细胞影响较小、毒性轻微、

安全性优于细胞毒性化疗药物等优点[46]. 所以, 
以VM作为肿瘤分子靶向治疗靶点具有良好的

应用前景. 目前针对VM的治疗仍处于探索阶

段. Hess et al提出应用PI3K特异性抑制剂能有

效延缓黑素瘤V M的形成 [19,23]. 抑制蛋白酪氨

酸激酶活性和敲除EphA2可明显抑制VM的产

生. Vartanian et al [47]发现抗氧化剂能显著降低

VEGF、VEGF受体和活性细胞凋亡蛋白酶(ac-
tive caspase-3)蛋白水平, 进一步抑制VM的形成. 
Zhang et al [48]通过动物实验发现沙利度胺能抑制

MMP-2及MMP-9表达, 进而抑制VM形成. 最近

一项研究发现, 福斯高林(血小板凝集抑制剂)能
诱导环磷腺苷(cyclic AMP)表达增多, 进而通过

多重信号通路抑制VM的形成[49]. 这些发现将为

肿瘤VM的靶向治疗带来新的希望. 同时, 肿瘤发

生发展往往存在多靶点、多环节调控过程[50], 意
味着治疗针对的靶点越多越能取得满意的结果. 
如何将抗VM治疗与其他分子靶向治疗相结合以

及靶向治疗药物与化疗药物合理组合而达到最

佳疗效[51], 也是今后肿瘤治疗研究的方向之一.

4  结论

VM的发现改变了人们对肿瘤血供的传统观念. 
VM分子机制的研究为恶性肿瘤临床治疗打下

了理论基础, 从而为阻止其进展、预防复发、

抑制血行转移、提高患者的生存率及生活质量

创造了重要条件. VM现象解释了抗内皮细胞治

疗肿瘤疗效不佳的原因, 并为开发针对肿瘤VM
新的基因治疗提供了理论依据. 肿瘤VM机制的

研究初步证实了肿瘤细胞可向胚胎样多能干细

胞方向转化, 也将丰富胚胎学、肿瘤干细胞理

论及肿瘤基础理论. 目前, 关于VM的研究尚处

于初步阶段, 还有很多的机制和现象尚需要进一

步探索, 如发生VM时肿瘤细胞本身有何具体变

化? VM的特异性标记物是什么? 肿瘤干细胞和

组成VM的肿瘤细胞有何联系? 是否所有的低分

化高侵袭性肿瘤都存在VM? 相信随着研究的不

断深入, 人们对VM的认识将更加客观和系统, 并
更好的将对VM的研究应用到肿瘤临床治疗中.
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Abstract
AIM: To construct eukaryotic expression vectors 
of short hairpin RNA (shRNA) specific for 
TROP2 gene and observe its silencing effect on 
TROP2 gene in BGC-823 cells.

METHODS: The eukaryotic expression vec-
tors of short hairpin RNA (shRNA) specific for 
TROP2 were constructed by ligating pGensil1.1 
plasmid (containing human U6 shRNA promot-
er) to TROP2-specific shRNA target sequences. 
After the resulting recombinant plasmids were 
transfected into BGC-823 cells, the cells were 
screened in medium containing G418 (at a con-
centration of 400 mg/L) for 24 h to obtain stably 
transfected cell strain. These stably transfected 
cells were then divided into W group (untrans-
fected), HK group (transfected with random 

negative control plasmid), KB group (transfected 
with empty plasmid), T1 group, T2 group and 
T3 group. The expression of TROP2 gene in 
stably transfected cells was determined by real-
time PCR and Western blot.

RESULTS: TROP2-specific shRNA target se-
quences were successfully inserted into eukaryot-
ic expression vector pGensil1.1. The sequences of 
shRNAs inserted into the recombinant plasmids 
were identical to those expected. The expression 
levels of TROP2 mRNA and protein in cells trans-
fected with recombinant plasmids were lower 
than those in untransfected cells or cells trans-
fected with random negative control plasmid or 
empty plasmid. Compared with the T1 and T2 
groups, TROP2-specific shRNA in the T3 group 
had the more strong inhibitory effect on the ex-
pression of TROP mRNA (8.79 ± 0.23 vs 9.54 ± 0.20, 
9.57 ± 0.23) and protein (3.66 ± 0.11 vs 6.46 ± 0.36, 
9.31 ± 0.11), and the differences were significant 
(all P < 0.05).

CONCLUSION: Eukaryotic expression vectors 
of shRNA specific for TROP2 gene are con-
structed successfully. The expression of TROP2 
mRNA and protein is down-regulated in cells 
transfected with recombinant plasmids. Our 
study provides a new approach to the study of 
the function of TROP2 gene.

Key Words: Gastric cancer; RNA interference; 
TROP2; BGC-823 cells
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摘要
目的: 构建T R O P2特异性短发夹环R N A 
(shRNA)真核表达载体, 抑制人胃癌BGC-823
细胞TROP2基因的表达. 

方法: 构建TROP2短发夹环RNA, 产生重组质
粒转染胃癌BGC-823细胞, 转染24 h后用G418 
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■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 5
年生存率仍在30%
左右, 寻找新的治
疗方法已成为目
前胃癌研究的重
要问题. RNA干扰
被广泛应用于各
种肿瘤研究, 能高
效、特异地阻断
细胞外源或内源
性靶基因的表达, 
其在胃癌治疗方
面的研究具有重
要的现实意义.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
湖南长沙中南大
学湘雅三医院消
化内科



(浓度400 mg/L)筛选, 待细胞稳定后收集, 分
别命名为W组(未处理组), HK组(随机阴性对
照质粒组), KB组(空质粒组), T1组, T2组, T3
组. 并运用实时荧光定量PCR和Western blot检
测TROP2的表达. 

结果: TROP2特异性shRNA片段被成功克隆
进pGensil1.1质粒中, 重组质粒shRNA编码序
列与设计片断的序列完全一致. 与未转染细
胞组、随机阴性对照组、空质粒组相比, 转
染shRNA重组质粒的人胃癌BGC-823细胞
TROP2表达在mRNA和蛋白水平都受到抑制. 
与T1、T2组相比, T3组对TROP2 mRNA和蛋
白抑制作用最明显, 差异具统计学意义(8.79
±0.23 vs  9.54±0.20, 9.57±0.23; 3.66±0.11 
vs  6.46±0.36, 9.31±0.11, 均P <0.05).

结论:  成功构建了针对 T R O P 2 的特异性
shRNA真核表达载体并抑制了TROP2的表达, 
为进一步研究其基因功能打下了基础.

关键词: 胃癌; RNA干扰; TROP2; BGC-823细胞系

戴东方, 陈德玉, 邵世和. TROP2 shRNA真核表达载体转染胃癌

BGC-823细胞的沉默作用.  世界华人消化杂志  2009; 17(20): 
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0  引言

R N A干扰是通过核酸酶将双链R N A切割成

21-25 nt的干扰RNA(siRNA), 按碱基配对原则

特异性识别并切割同源性靶mRNA分子而实现 
的[1]. TROP2在人类的角膜、胰腺、前列腺等器

官中均有表达, 并在正常的滋养层细胞、多层

上皮细胞及上皮癌中高度表达[2-5], 他的表达和

肿瘤侵袭行为有关[6-9]. 他的生理功能还不清楚, 
可能为一种钙信号换能器[10-11]. 目前TROP2与
胃癌的关系国内尚未见文献报道. 本研究拟用

RNA干扰技术, 构建针对TROP2基因的特异性

短发夹环RNA(shRNA)真核表达载体, 获得稳定

转染该载体的BGC-823细胞, 实现对TROP2表达

的抑制, 为研究TROP2基因功能以及探索基因

治疗打下一定的基础.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌BGC-823细胞, 大肠埃希菌DH5α
株和含绿色荧光蛋白、耐卡那霉素、抗新霉

素Rneo基因及人U6 启动子的质粒pGensil1.1由
江苏大学基础医学与医学技术学院病原生物

学实验室保存, DMEM培养基为Gibco公司产
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品, 新生牛血清为杭州四季青产品, pMD18T-
vector和Real Time PCR扩增试剂盒购自TaKaRa
公司, T4 DNA连接酶、各种限制性内切酶均为

晶美公司产品, 质粒提取试剂盒购自Promega
公司, LipofectamineTM 2000和TRIzol购自美

国Invitrogen公司, 逆转录试剂盒为Toyobo产
品, TROP2基因RNAi寡核苷酸, TROP2基因和

β-actin基因PCR引物均由上海生物工程公司合

成, 鼠抗人TROP2及GAPDHAb和酶标羊抗鼠

IgG为Santa Cruze公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 shRNA设计与合成: 针对TROP2基因设计

3条特异性的shRNA. 从GenBank中获取TROP2 
mRNA的完整序列, 基因序列号为NM_002353, 
从目标基因开放阅读框起始密码(AT G)下游

75至100碱基位置开始, 寻找“AA”二连序列

后的19个碱基序列. 设计shRNA时不针对5'和
3'端的非编码区, 分析获得的序列, 选择GC比

为40%-55%的靶基因序列作为潜在优选. 使用

BLAST将选定的序列和相应的人基因组数据

库进行比较. pGensil1.1质粒当中在U6启动子后

连接针对TROP2基因的干扰片段, 反义片段以

后接TTTTTT以终止转录. 为了便于克隆与鉴定, 
shRNA 5'端和3'端分别带有Eco31Ⅰ酶切位点, 终
止信号后带有SacⅠ的酶切位点, 形成CACC+Sen
se+Loop+Antisense+终止信号+SacⅠ的结构, 基因

的shRNA序列分别选择TROP2外显子448-466位
点、1030-1048位点、1102-1120位点(表1). 同时合

成目标基因序列为GACTTCATAAGGCGCATGC
的随机阴性对照序列. 
1.2.2 载体质粒的构建与鉴定: 将pGensil1.1质粒

和合成的shRNA用足量的Eco 31Ⅰ酶切消化, 低
融点10 g/L琼脂糖凝胶电泳后回收大片段; 将上

述2个回收片段在T4连接酶作用下, 22℃连接反

应过夜; 各取5 μL连接产物转化DH5α, 涂布于

含Kana抗性的LB平皿上, 37℃恒温过夜, 从平皿

中各挑选3个单克隆菌落于3 mL含Kana抗性的

LB培养液中, 37℃, 250 r/min摇床培养过夜; 用
质粒纯化试剂盒提取质粒, 并做SacⅠ酶切鉴定; 
挑选鉴定正确的克隆进行DNA测序分析.
1.2.3 细胞转染: 在预实验中, 荧光定量PCR法

检测人食管癌EC/CUHK1细胞, 肝癌HepG2细
胞, 胃癌BGC-823细胞3株细胞系TROP2 mRNA
的表达情况, 发现在这3株消化系肿瘤细胞中

均有表达, 且以肝癌HepG2细胞表达最低, 胃癌

BGC-823细胞表达最高. 选择胃癌BGC-823细胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
通过抑制TROP2
基因表达以达到
治疗胃癌的目的
是胃癌基因治疗
领域的新思路.

■相关报道
国外已有学者对
T R O P 2 在 结 肠
癌、食管癌、乳
腺癌等恶性肿瘤
中的作用进行了
研究, 但关于其在
胃癌发生发展中
发挥的作用研究
尚少.
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作为研究对象, 收集同批未转染的胃癌BGC-823
细胞作为阴性对照, 同时取随机阴性对照质粒, 
空质粒及pGensil1.1/TROP21, pGensil1.1/TROP22
及pGensil1.1/TROP23重组体分别转染对数生长

期BGC-823细胞, 转染方法参照LipofectamineTM 
2000转染试剂操作说明进行, 转染前1 d将2.5×
105个细胞接种于6孔培养板中, 次日达到80%
汇合, 质粒与脂质体按1∶4形成DNA与脂质体

混合物逐滴加入并混匀, 添加无血清、无抗生

素DMEM培养基至总体积为2 mL, 培养5 h后换

DMEM完全培养液继续培养. 采用盲法随机计

数显微镜下10个视野的阳性细胞数与总细胞数, 
发绿色荧光的细胞数与总细胞数之比即为转染

效率. 根据预实验的结果, 转染24 h后用G418(浓
度400 mg/L)筛选, 待细胞稳定后收集, 分别命名

为W组(未处理组), HK组(随机阴性对照质粒组), 
KB组(空质粒组), T1组, T2组, T3组.
1.2.4 Real Time PCR分析: 利用Primer 5.0软件设

计TROP2基因引物, 由上海生物工程公司合成. 
上游引物序列为: 5'-CCT CAT CGC CGT CAT 
CGT-3'; 下游引物序列为: 5'-CGG TTC CTT TCT 
CAA CTC CC-3', 扩增片段长度136 bp. β-actin
上游引物序列为: 5'-CAC GAA ACT ACC TTC 
AAC TCC-3'; 下游引物序列为: 5'-CAT ACT CCT 
GCT TGC TGA TC-3', 扩增片段长度262 bp. 提
取1 μg总RNA逆转录后行PCR反应. 将以上2种
扩增片段分别与pMD-18T载体连接, 筛选后得

到重组标准品质粒进行酶切、PCR和测序鉴定, 
质粒抽提得到的TROP2和β-actin质粒用作实时

PCR标准品. 采用双标准曲线法, 用Stratagene 
Mx3000P荧光定量PCR分析仪进行PCR反应, 扩
增条件为: 95℃ 10 s; 95℃ 5 s; 60℃20 s, 40个循

环. 每个循环后采集荧光生成扩增曲线, 并在反

应后生成熔解曲线, 采用Mx3000P软件进行数据

分析, 依据TROP2拷贝数/β-actin拷贝数比值提示

mRNA表达水平, 进行统计学分析.
1.2.5 Western blot检测TROP2蛋白的表达: 培养

细胞蛋白质样品的制备: 收集各组细胞, 用细胞

裂解液和蛋白保护液裂解细胞, 经涡旋离心后

取上清. 制备SDS-PAGE凝胶, 并做预电泳; 每孔

加样品24 μL, Marker加10 μL, 电泳; 染色和脱色, 
切胶, 电转; 封闭, 加一抗孵育, TBST洗后加酶标

二抗; TBST洗后, 显影, 定影; 用GAPDH作内参

照验证蛋白的含量.
统计学处理 实验所得数据使用SPSS13.0统

计分析软件进行方差分析, 比较各组间的差异, 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 酶切鉴定 完成构建的载体质粒经SacⅠ酶切, 
在插入的目的基因片段里, 我们分别设计了一

个SacⅠ的酶切位点, 而质粒pGenesil1.1本来就有

一个SacⅠ的酶切位点, 如若插入正确, 质粒就能

被SacⅠ酶切出1条约916 bp的DNA小带. 经电泳

分析, 构建质粒均被切出1条916 bp大小的DNA带

(图1), 说明重组质粒即为克隆正确的质粒.
2.2 重组质粒结果分析 经酶切后, 挑取鉴定正确

的克隆进行测序分析, 结果显示, 3个重组质粒

shRNA编码序列与设计的片段完全一致, 说明

重组质粒构建成功.
2.3 Real Time PCR检测结果 对TROP2、β-actin质
粒稀释浓度的对数和相应的拷贝数进行直线回

归分析. 模板的融解曲线显示为单峰, 且峰值单

一, 说明产物特异. T1组、T2组、T3组较W组、

表  1  针对TROP2基因设计的3对shRNA序列

     
shRNA序列				             碱基序列

pGensil1.1/TROP21		 正义  5'-CACCGCCACCAACAAGATGACCGTTTCAA

			             GACGACGGTCATCTTGTTGGTGGTTTTTTG-3'

                   		  反义  5'-AGCTCAAAAAACCACCAACAAGATGACCG

			             TCGTCTTGAAACGGTCATCTTGTTGGTGGC-3'

pGensil1.1/TROP22		 正义  5'-CACCAGGGCGAGTCTCTATTCCATTCAAG

			             ACGTGGAATAGAGACTCGCCCTTTTTTTG-3'

			   反义  5'-AGCTCAAAAAAAGGGCGAGTCTCTATTCC

			             ACGTCTTGAATGGAATAGAGACTCGCCCT-3'

pGensil1.1/TROP23		 正义  5'-CACCGCACGCTCATCTATTACCTTTCAAG

			             ACGAGGTAATAGATGAGCGTGCTTTTTTG-3'

			   反义  5'-AGCTCAAAAAAGCACGCTCATCTATTACCT

			             CGTCTTGAAAGGTAATAGATGAGCGTGC-3'

■创新盘点
本研究利用RNA
干 扰 的 方 法 ,  通
过 构 建 s h R N A
表 达 质 粒 下 调
BGC-823细胞的
TROP2 mRNA和
蛋白水平.
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HK组、KB组都统计学意义(P <0.05), 但以T3组
差异最显著, T1、T2组之间无统计学意义(表2).
2.4 Western blot检测结果 T1组、T2组和T3组与

随机阴性对照组、空质粒组, 对照组相比蛋白条

带减弱. T1组和T3组与对照组比较有统计学意义

(P<0.05), 以T3组蛋白表达下降最明显(表2).
2.5 最有效重组干扰质粒筛选 荧光实时定量

PCR和Western blot检测显示, T3组干扰质粒对

TROP2基因mRNA和蛋白表达水平抑制作用最

明显. 与未转染细胞对照组相比, T3组mRNA表

达抑制率为29.9%, 蛋白表达抑制率为62.0%, 差
异具统计学意义(P<0.05, 图2).

3  讨论

TROP2亦称为TACSTD2、M1S1、GA733-1、
E G P-1 ,  定位在1号染色体短臂D1S2890和
D1S2801之间一个长约2.6 cm的区域上[12]. 他
是GA733基因家族的其中一员, 是无内含子的

基因, 所编码的产物为含有323个氨基酸、35.7 
kDa的蛋白质, 被认为是一种癌症相关抗原. 他
包含一个上皮生长因子样的重复区, 一个甲状

腺球蛋白样重复区, 其分子羟基端含有丝氨酸

和酪氨酸位点及PIP-2结合区域, 其丝氨酸残端

为激酶C所磷酸化. 早期人们发现TROP2基因

突变与胶样滴状角膜营养不良(gelatinous drop-
like corneal dystrophy, GDLD)有关, GDLD是

一种罕见的常染色体隐性遗传病, 可导致视力

严重障碍甚至失明[13-15]. 2008年Wang et al [16]用

RNA干扰技术, 向我们展示了TROP2的表达与

结肠癌细胞的发生及侵袭密切相关, 干扰后这

两种特性均受到抑制, 同时针对TROP2胞外域

的抗体能降低肿瘤细胞的侵袭性. 也有研究认

为TROP2是独立的肠型胃癌复发预测因子, 因
为他分布广泛有可能成为新的治疗靶位[17]. 以
上提示我们利用抑制TROP2基因表达的方法治

疗结肠癌和胃癌可能具有较好的应用前景.
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发生发展

是以癌基因的激活与抑癌基因的失活为基础的

多步骤、多阶段过程, 是遗传和环境因素相互作

用的结果. 因此寻找阻断癌基因激活的siRNA有

可能抑制胃癌的发生. 由于RNAi技术可以利用

siRNA或shRNA表达载体快速、经济、简便的以

序列特异方式剔除目的基因表达, 所以现在已经

成为探索基因功能的重要研究手段, 并在肿瘤基

因治疗方面显示出了广阔的应用背景[18]. siRNA在

体内的半衰期短, 对基因的抑制作用较短暂[19], 而
shRNA表达载体可以在体内持续产生siRNA, 并
且用含有hU6启动子的载体对靶基因的沉默效果

表  2  各组质粒抑制mRNA及TROP2蛋白表达的结果 (mean±SD, n  = 3)

     
分组				          mRNA			         蛋白

W(未处理组)			   12.54±0.35		  9.62±0.18

HK(随机阴性对照质粒组)		  12.37±0.12		  9.50±0.07

KB(空质粒组)			   11.99±0.46		  9.65±0.08

T1(pGensil1.1/TROP21组)	  	   9.54±0.20a		  6.46±0.36a

T2(pGensil1.1/TROP22组)		    9.57±0.23a		  9.31±0.11

T3(pGensil1.1/TROP23组)		    8.79±0.23ac		  3.66±0.11ae

aP<0.05 vs  W(未处理组); cP<0.05 vs  T1和T2组; eP<0.05 vs  T1组.

图  2  质粒转染后TROP2 mRNA和蛋白相对表达量.
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■应用要点
本研究构建并筛
选出靶向TROP2
基因的shRNA重
组质粒, 经检测证
实对TROP2基因
有明显的干扰作
用, 为进一步观察
TROP2基因在胃
癌中作用的研究
打下基础.
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较好, 沉默时间较久[20], 同时以9个核苷酸序列环

为发夹的shRNA产生的基因干扰效果最明显[21], 
因此我们采用构建shRNA表达质粒来沉默TROP2
基因. 将siRNA转入细胞是RNA干扰关键技术之

一, 常规方法有: 脂质体转染、电穿孔法、微注射

法[22-24]. 本实验用脂质体LipfectamineTM 2000转染

试剂介导的转染, 操作简单, 不需要复杂的设备, 
转染效率较高. 另T3组抑制效果较T1、T2组更为

明显, 提示RNA干扰技术抑制基因表达的效果与

靶位点的选择密切相关.
总之, 本实验中我们针对TROP2基因分别

设计了3条shRNA, 从中筛选出最有效的短链片

段, 获得稳定转染该有效片段的BGC-823细胞, 
其mRNA和蛋白表达抑制率为29.9%和62.0%, 
将为进一步的基础和临床研究提供更多的依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of somatostatin 
on portal vein hemodynamics in the early stage 
after hepatectomy and explore the mechanism 
under such effects.

METHODS: Thirty-two rabbits were randomly 
divided into three groups: group A (n = 6, con-
trol group), group B (n = 13, normal saline treat-
ment group) and group C (n = 13, somatostatin 
treatment group). Rabbits in all three groups un-
derwent portal vein catheterization, while only 
those in Groups B and C underwent 50% partial 
hepatectomy. An intraoperative and postopera-
tive intravenous infusion of normal saline and 
somatostatin was given. Before and after the 
treatment (0.5, 1, 2 h), the pressure, flow direc-
tion, diameter, hemokinetic velocity, average 
flow rate and blood flow of the portal vein were 

detected and compared. 

RESULTS: After hepatectomy, the portal pres-
sure increased. The increase in the portal pres-
sure in group B was significantly higher than 
that in group C (0.5 h: 436.001 ± 169.654 Pa vs 
258.012 ± 167.497 Pa, P < 0.05; 1 h: 394.324 ± 
163.182 Pa vs 224.767 ± 164.653 Pa, P < 0.05; 2 h: 
193.092 ± 154.356 Pa vs 351.861 ± 183.579 Pa, P 
< 0.05). There were no significant differences in 
portal diameter and hemokinetic velocity among 
all the three groups before and after treatment 
(P > 0.05). However, the average flow rate and 
blood flow of the portal vein in group C were 
significant lower than those in groups A and B 
(both P < 0.05). Two hours after hepatectomy, no 
significant differences in the expression of ALT 
and AST were noted between groups A and B.

CONCLUSION: Application of somatostatin in 
the early stage of hepatectomy may reduce el-
evated portal pressure, which may be associated 
with somatostatin-induced decrease in flow rate 
and blood flow of the portal vein.

Key Words: Hepatectomy; Somatostatin; Portal 
vein pressure

Ye H, He B, Wang J. Effects of somatostatin on portal vein 
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摘要
目的: 探讨肝切除术后早期应用生长抑素对
门静脉血流动力学的影响及可能机制. 

方法: 将32只健康家兔随机分为: A组(正常对
照组)、B组(生理盐水治疗组)和C组(生长抑
素治疗组). 对A组建立门静脉置管动物模型; 
B组和C组均建立50%肝切除及门静脉置管动
物模型, 并于术中及术后早期分别滴注生理盐
水和生长抑素. 定期(0.5、1、2 h)检测上述3
组动物模型门静脉压力差值, 用超声多普勒
检测动物模型门静脉血流方向、血管内径、

截面积、平均血流速率及血流量, 同时检测
动物模型肝功能变化.

®

■背景资料
生长抑素(SST)及
其类似物已被广
泛应用于肝硬化
门脉高压食管胃
底静脉曲张破裂
出血的治疗, 而肝
切除术后早期应
用S S T及其类似
物对门静脉血流
动力学影响的报
道较少, 本研究探
讨兔肝脏大部分
切除术后, 早期应
用S S T类似物思
他宁对门静脉血
流动力学的影响
及其相关机制. 

■同行评议者
李胜, 研究员, 山
东省肿瘤防治研
究院肝胆外科



叶华, 等. 肝切除术后早期应用生长抑素对门静脉血流动力学的影响					               2027

www.wjgnet.com

结果: 动物模型在肝切除术后门静脉压力
升高, 与A组相比, B组门静脉压力升高幅度
明显高于C组(0.5 h: 436.001±169.654 Pa vs  
258.012±167.497 Pa, P <0.05; 1 h: 394.324±
163.182 Pa vs 224.767±164.653 Pa, P <0.05; 2 
h: 193.092±154.356 Pa vs 351.861±183.579 
Pa, P <0.05). 术中及术后早期检测A、B、C 3
组动物门静脉血管内径和截面积无明显差异, 
但C组门静脉平均血流速率及血流量显著低
于A组和B组(均P <0.001). 肝切除术后2 h, B组
与C组间ALT、AST差异无显著意义.

结论: 肝部分切除术后, 早期应用生长抑素可
降低门静脉压力的升高幅度, 这种作用可能
与生长抑素降低了门静脉血流速率和血流量
相关.

关键词: 肝切除; 生长抑素; 门静脉压力
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0  引言

目前, 生长抑素(somatostatin, SST)及其类似物已

被广泛应用于肝硬化门脉高压食管胃底静脉曲

张破裂出血的治疗, 而肝切除术后早期应用SST
及其类似物对门静脉血流动力学影响的报道较

少. 本研究探讨了兔肝脏大部分切除术后, 早期

应用SST类似物思他宁对门静脉血流动力学的

影响及其相关机制. 旨在为临床肝切除术后应

用SST及其类似物降低门静脉压力(portal vein 
pressure, PVP), 从而减少手术并发症的发生提供

实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康家兔32只, 由中山大学医学院实验

动物中心提供, 雌雄不限, 月龄10 mo左右, 体质

量2.4-3.0 kg, 在无特殊病原菌条件下(SPF)分笼

饲养; SST类似物思他宁由瑞士雪兰诺公司提供, 
每支3000 µg; 超声多普勒(型号Esaote Technos 
Dll6)由ESAOTE公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组及处理: 健康家兔32只随机分为3组. A
组: 正常对照组6只, 氯胺酮肌肉注射麻醉, 消毒

后上腹肋缘下切口进腹, 经肠系膜上静脉终末

分支插管, 导入门静脉主干, 备测PVP; B组: 生
理盐水治疗组13只, 按照A组方法常规麻醉开

腹后, 建立门静脉置管+50%肝切除术动物模型. 

从阻断肝十二指肠韧带肝缺血开始, 至切肝后

2 h内, 经耳缘静脉持续滴入生理盐水100 mL(50 
mL/h). C组: SST治疗组13只, 采用与B组相同的

方法建立门静脉置管+50%肝切除术动物模型. 
从阻断肝十二指肠韧带肝缺血开始, 至切肝后2 
h内, 经耳缘静脉持续滴入生理盐水100 mL+思
他宁(滴速50 mL/h, 思他宁剂量为84 µg/kg). 上
述3组动物在实验指标检测完毕后缝合切口. 
1.2.2 PVP测定: A组剖腹后建立门静脉置管模型, 
测量0、0.5、1、2 h的PVP; B组、C组剖腹后建

立门静脉置管+肝切除术动物模型, 分别测量阻

断肝门前、切肝后0.5、1、2 h的PVP. 
1.2.3 超声多普勒检测: A组剖腹后建立门静脉

置管模型, 测量0、0.5、1、2 h的门静脉平均血

流速率、血管内径、截面积、门静脉血流量和

血流方向; B组、C组剖腹后建立门静脉置管+肝
切除术动物模型, 分别测量阻断肝门前、切肝

后0.5、1、2 h的门静脉平均血流速率、血管内

径、截面积、门静脉血流量和血流方向. 
1.2.4 肝功能检测: B组、C组剖腹后建立门静脉

置管+肝切除术动物模型, 分别于阻断肝门前, 
切肝后2 h采血检测谷丙转氨酶(ALT)、谷草转

氨酶(AST), 了解其动态变化.
统计学处理 所有实验数据以mean±SD表

示, 不同组间实验数据差异比较采用t检验和重

复测量方差分析, 统计软件采用SPSS11.0 for 
Windows, P <0.05表示差异有显著性意义.

2  结果

2.1 PVP A组与B、C组PVP差值分别比较差异

均有显著意义(P <0.05), 表明肝切除术后其PVP
明显升高. B组与C组比较, 两者差异有显著意义

(P <0.05), 表明SST(思他宁)可明显降低肝切除术

后升高的PVP. 同时, C组内不同时间点之间即肝

切除术后0.5、1、2 h与术前的PVP差值, 差异无

显著意义(F  = 2.482, P  = 0.102), 表明SST(思他

宁)的降压作用是持续而稳定的(图1,  表1).
2.2 门静脉血流方向 A、B、C组动物肝切除术

前及术后0.5、1、2 h均观察到向肝血流, 未见离

肝血流. 
2.3 门静脉血管内径、截面积、平均血流速率

及血流量检测 各组术后0.5、1、2 h的门静脉血

管内径及门静脉截面积数值与术前比较, 三组

间均无显著性差异(P >0.05). 各组术后0.5、1、
2 h的门静脉平均血流速率数值与术前比较, A组

与B组见无差异(P  = 0.895), A组及B组与C组均

■研发前沿
尽管生长抑素降
低门静脉压力的
作用已得到广泛
认可, 然而目前其
血液动力学效应
仍未完全揭示.
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有显著统计学差异(均P <0.001), 显示使用SST后
门静脉平均血流速率明显降低. 各组术后0.5、
1、2 h的门静脉血流量数值与术前比较的差值, 
A组与B组和C组间无统计学差异, B组与C组有

统计学差异(P  = 0.035), 表明SST治疗组较生理

盐水治疗组其门静脉血流量明显降低(表2).
2.4 肝功能检测 B组肝切除术后2 h与术前ALT、
AST的差值分别为710.15±403.81 U/L、301.46
±239.16 U/L; C组肝切除术后2 h与术前ALT、
AST的差值分别为513.77±373.44 U/L、171.85
±199.04 U/L. 两组差异无显著意义(P  = 0.210, P  
= 0.147). 表明SST(思他宁)并不引起AST或ALT
的升高(表3).

3  讨论

目前, 肝切除术仍是治疗肝脏良恶性肿瘤最常

用和最有效的治疗方法. 近年来, 随着外科技术

和围手术期处理经验的不断提高和完善, 肝切

除术后肝功能衰竭的发生率明显减少, 而术中

或术后出血、胆瘘、难治性腹水、肝功能不全

等并发症的发生率呈相对升高的趋势. 相关资

料显示[1-2], 上述并发症的发生与术后PVP升高

的幅度呈正相关. 尽管SST降低门静脉压力的作

用已得到广泛认可, 然而直到目前其血液动力

学效应仍未完全揭示[3-6], 这在一定程度上限制

了SST在临床治疗中的优化用药. 在此, 本研究

证明了肝切除术后早期应用SST可以降低PVP
升高的幅度, 并在此基础上对SST降低肝切除术

后PVP的血流动力学机制进行了初步探讨. 
PVP的检测方法有多种, 但由于干扰间接测

压法的因素较多, 如检测部位、门静脉直径大

小等, 影响数据的准确性和可比性, 而且结果的

判断带有一定主观性. 本研究采用术中经肠系

膜上静脉的分支插管, 导入门静脉主干, 直接测

量PVP. 并间歇输入小剂量肝素以起抗凝作用, 
确保导管顺畅, 减少操作因素而产生的误差. 因
此这一检测方法更能直接地、动态地反映肝切

除术后PVP的变化. 我们的研究发现: 肝切除术

后PVP明显升高, 并且是持续、稳定地增高(术
后0.2、1、2 h PVP的变化无显著差异). 其机制

表  1  3组动物肝切除术前与术后PVP差值的比较 (mean±SD, Pa)

     
分组            n	         术后0.5 h		            术后1 h		            术后2 h

A组	   6	   34.323±70.411		    24.517±11.030		  -62.076±96.791

B组	 13	 436.001±169.654a		  394.324±163.182a		  351.861±183.579a

C组	 13	 258.012±167.497ce		 224.767±164.653ce		 193.092±154.356ce

aP<0.05, cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  B.

图  1  剖腹后建立门静脉置管
测定PVP. A: 暴露肠系膜; B: 经

肠系膜小静脉穿刺置管至门静

脉; C: 妥善固定门静脉置管; D: 

通过门静脉置管测定门静脉压

力.

A B

C D

■创新盘点
本研究证明肝切
除术后早期应用
生长抑素可以降
低门静脉压力升
高的幅度, 并在此
基础上对生长抑
素降低肝切除术
后门静脉压力的
血流动力学机制
进行了初步探讨.
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可能为[7-8]: (1)由于门静脉血流最终汇入肝静脉

出肝, 肝切除术后肝静脉的数量减少, 疏导门静

脉血流的能力减弱, 造成门静脉淤血、PVP明显

升高. (2)阻断肝门和部分肝切除均可引起肝实

质的损害, 残留肝脏发生脂肪浸润和组织水肿, 
间接导致PVP升高. 

我们使用彩色多普勒超声检测了肝切除术

前后门静脉直径、血管截面积、平均血流速

率、血流量和血流方向变化以及SST对其的影

响. 本研究显示, SST治疗组和生理盐水治疗组

的门静脉血流方向均为向肝性血流, 未见离肝

血流. 使用SST后门静脉直径、血管截面积, 与
生理盐水治疗组相比差异无显著意义, 即SST
不能够直接收缩门静脉. 而门静脉平均血流速

率、血流量锐减, 与生理盐水治疗组相比差异

有显著意义. 我们推断SST降低PVP的作用可能

是通过降低门静脉血流速率, 从而使门静脉血

流量减少. 但SST降低门静脉血流量的详细机制

尚不完全清楚, 我们也仅作了初步的探讨, SST
对肝切除术后全肝血液动力学的影响及其作用

机制还有待进一步研究. 
由于麻醉、手术创伤、阻断肝门引起的肝

缺血和再灌注损伤, 肝切除术后都会出现肝功

能异常, 如谷草转氨酶、谷丙转氨酶、总胆红

素的升高. 肝切除术后PVP的升高, 实际上是机

体代偿功能的一种表现, 有利于术后肝功能的

恢复和肝细胞的再生[9-12]. 思他宁的作用是降低

PVP和减少内脏血流量, 用药后是否会加重肝功

能损害, 这是需要慎重考虑的问题. 而之前关于

大鼠动物实验的结果提示, 肝切除术后早期使

用SST可使残肝肝质量增加减慢, 肝细胞的再生

受到抑制[13-15]. 因此, 在肝切除术后早期应用SST
减少肝断面渗血、胆瘘、术后出血等并发症时, 
是否应注意其抑制肝再生的不良反应, 防止诱发

肝功能衰竭. 我们初步观察了SST对肝切除术后

肝功能的影响, 结果显示, 肝切除术后2 h谷草转

氨酶、谷丙转氨酶均显著升高, 但SST治疗组和

生理盐水治疗组两组之间升高的程度无明显差

异, 表明SST并非如预想般加重肝功能损害.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (科学编辑: 李军亮 2009-07-18)

■同行评价
本研究选题新颖, 
方法有一定特色, 
有一定的学术价值.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effects of 
early enteral glutamine supplementation on the 
barrier function of intestinal mucosa in scalded 
rats and explore the mechanism underlying such 
protective effects.

METHODS: Healthy adult SD rats were sub-
jected to a 30% TBSA third-degree scald injury 
to develop a rat model of scald injury. Scalded 
rats were then randomly divided into EN and 
EN plus Gln group, respectively. Rats in the 
EN group were fed standard enteral nutrition 
(Nutrison Multi Fibre) while those in the EN 

plus Gln group were fed standard enteral nutri-
tion plus Gln. On days 1, 4, 7 and 10 after scald 
induction, plasma D-lactic acid levels were 
analyzed by ultraviolet spectrophotometry, the 
expression of Occludin protein was detected by 
Western blot, and the expression of ZO-1 mRNA 
was determined by RT-PCR. 

RESULTS: Serum D-lactic acid level was el-
evated in response to scald induction. The levels 
of D-lactic acid in the serum of rats in the EN 
group did not return to normal within the pe-
riod of observation of this study, whereas those 
in the EN plus Gln group returned to normal on 
day 4 after scald induction (4.5 ± 0.8 mg/L vs 
3.8 ± 0.6 mg/L). Semiquantitative Western blot 
analysis showed that the expression of Occludin 
protein in intestinal mucosa of rats in the EN 
plus Gln group showed an initial rise, followed 
by a decline. On days 4 and 7, the expression 
level of Occludin protein in intestinal mucosa of 
rats in the EN plus Gln group were significantly 
higher than those in the EN group (1.18 ± 0.14 vs 
0.79 ± 0.09 and 1.59 ± 0.16 vs 1.12 ± 0.13, respec-
tively; both P < 0.05). In both groups, the expres-
sion levels of ZO-1 mRNA on day 1 significantly 
declined when compared with pre-induction 
values (0.71 ± 0.19 and 0.76 ± 0.17 vs 1.00, both 
P < 0.05). On day 4, a significant difference was 
noted in the expression levels of ZO-1 mRNA 
between the two groups (1.17 ± 0.16 vs 0.76 ± 0.15; 
P < 0.05) though no significant differences were 
found at other time points. 

CONCLUSION: Early enteral glutamine supple-
mentation is superior to standard enteral nutrition 
in promoting the expression of Occludin protein 
and ZO-1 mRNA in intestinal mucosa and improv-
ing the barrier function of intestinal mucosa. 

Key Words: Scalding; D-lactic acid; Tight junction; 
Glutamine
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■背景资料
烧 ( 创 ) 伤后肠道
应激性变化引起
肠黏膜屏障功能
损害, 细菌、内毒
素移位乃至启动
SIRS的发生 ,  并
通过一系列级联
反应可最终导致
MODS; 烧伤后如
何有效地促进肠
黏膜修复, 维护肠
黏膜屏障功能, 减
少肠内细菌、内
毒素移位并实行
有效的营养支持
成为烧伤治疗中
的一个重要环节.

■同行评议者
彭曦 ,  副研究员 , 
重庆市西南医院
烧伤研究所 



摘要
目的: 了解早期肠内谷氨酰胺补给对烫伤后
肠黏膜屏障功能的保护作用, 并探讨其可能的
作用机制. 

方法: 选取健康SD大鼠随机分为标准肠内营
养组(EN组)和谷氨酰胺补给组(EN+Gln组), 每
组32只, 制成烫伤动物模型(30% TBSA Ⅲ度烫
伤), 伤后早期分别给予标准肠内营养制剂(能
全力)和标准肠内营养制剂+谷氨酰胺, 于第
1、4、7、10天观察血清D -乳酸, Western blot
半定量分析紧密连接结构蛋白Occludin和RT-
PCR分析ZO-1 mRNA表达的变化.  

结果: 烫伤后血清D -乳酸水平升高, EN组在
观察时间内血清D -乳酸水平没有恢复至伤前
水平, EN+Gln组在伤后4 d恢复(4.5±0.8 mg/L 
vs  3.8±0.6 mg/L); Western blot半定量分析显
示EN+Gln组伤后Occludin表达先下降后上升, 
在4、7 d时明显高于EN组(1.18±0.14 vs 0.79
±0.09, 1.59±0.16 vs  1.12±0.13, 均P <0.05); 
烧伤后1 d时, 2组ZO-1 mRNA表达与伤前比较
均明显下降(0.71±0.19, 0.76±0.17 vs  1.00, 均
P <0.05), 4 d时EN+Gln组与EN组比较差异有
显著的统计学意义(1.17±0.16 vs  0.76±0.15, 
P <0.05), 其余时间点各组间差异均无统计学
意义. 

结论: 早期肠内谷氨酰胺补给支持能快速逆
转烧伤后TJ结构蛋白Occludin、ZO-1表达的
下降, 从而改善肠黏膜的屏障功能. 
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0  引言

在严重烧伤、感染、休克等应激条件下, 因肠

道缺血缺氧、炎性因子的瀑式释放、营养底物

的缺乏等变化, 可引起上皮细胞间紧密连接通

道的异常开放, 最终导致黏膜屏障功能损害. 近
年来研究亦证实肠黏膜屏障功能下降和由此所

致的肠源性细菌、内毒素移位、全身感染、多

器官功能衰竭等并发症密切相关, 因此改善烧

伤后肠黏膜屏障功能, 减少肠源性细菌、内毒

素移位对于烧伤患者的临床和预后具有较大的

现实意义[1-5]. 紧密连接(tight junction, TJ)是相邻

上皮细胞间的连接方式细胞间最重要的连接方
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式, 控制着离子及小分子可溶性物质通过, 排斥

毒性大分子及微生物侵入[6-9]. 近来研究发现谷

氨酰胺(Gln)等能促进肠黏膜细胞的增生、防止

肠黏膜萎缩及有利于维持肠黏膜屏障功能[10-13]. 
为此我们设计了本实验, 对烫伤大鼠伤后早期

肠内补给含谷氨酰胺的肠内营养制剂, 观察其

对紧密连接主要构成蛋白Occludin和ZO-1的影

响并探讨其可能的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康SD大鼠72只, 体质量220-250 
g, 雌雄兼用, 由南昌大学医学院医学实验动物

科学部提供(动物合格证: 医动字021-9602). 雌雄

分笼, 适应性喂养1 wk, 自由摄水饮食. 主要试剂

Occluding Rabbit mAb购自Santa Crutz公司; 以及

相应的试剂购自Promega公司, PCR引物由上海

生物技术服务公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠烫伤模型的制作: SD大鼠随机分为2
组, 即肠内营养组(EN组)和肠内营养加谷氨酰

胺补给组(EN+Gln组), 2组所有大鼠均制成烫

伤模型, 每组32只. 另取8只作为伤前对照, 制成

假烫模型, 所得数据作为伤前参考值. 大鼠烫伤

前禁食12 h, 10 g/L戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔

麻醉, 电推去毛, 称其质量后采用本实验中心自

制蒸汽烫伤控制器, 设定压力为0.03 mPa, 温度

108℃, 持续8 s, 造成总体表面积(TBSA)为30%
的Ⅲ度烫伤. 伤后立即ip平衡液50 mL/kg抗休克. 
将大鼠放入限制笼内饲养, 实验过程中室温保

持在25℃左右, 相对湿度约40%左右, 创面外用

碘伏消毒, 实验室每天紫外线消毒. 于伤后1, 4, 
7和10 d检测观察指标, 在每个时间点每组大鼠

均为8只. 
1.2.2 营养液的配制与供给: 2组给予同等热量

的肠内营养物. EN组给予整蛋白型肠内营养剂

能全力(nutrison multi fibre), EN+Gln组在此基

础上添加Gln(重庆药友制药有限公司惠赠)0.3 
g/(d·kg); 2组在层流台上将各种营养成分混匀后

分装, 4℃保存, 用时复温到37℃. 伤后4 h开始灌

喂营养液, 按每天731.5 kJ/kg的标准供给[14], 每
天计划量分3-5次喂完, 不限饮水. 
1.2.3 检测指标与方法: (1)血清D -乳酸测定: 门
静脉血离心后分离血清, -80℃保存, 用酶联紫

外分光光度法测定血清D -乳酸水平. (2)Western 
blot法检测肠黏膜Occludin蛋白量: 载玻片刮取

大鼠回肠黏膜层, 称质量后加入去污剂裂解缓

www.wjgnet.com

■研发前沿
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何种安全、有效
的方法及干预的
途径、时机.
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冲液, 匀浆器匀浆, 冰上裂解30 min; 将已裂解

的组织转移入1.5 mL EP管中, 4℃, 10 000 g离心

10 min, 取上清; 取出上清液约100 μL, Folin-酚
法进行蛋白质的定量及标化; SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳, 免疫学检测Occludin蛋白条带进行

半定量分析; 具体步骤按参考文献[15]. (3)肠黏

膜细胞ZO-1 mRNA检测: 每例标本取回肠黏膜

组织约20 mg提取总RNA, Beckman DH7400分
光光度计行质量、浓度检测与标化后, RNA样

品逆转录、聚合酶链式反应(PCR)扩增. 引物序

列见表1; 反应条件为:  94℃预变性3 min, 然后进

行PCR反应35次循环: 94℃变性45 s, 47.5℃退火

130 s, 72℃延伸60 s, 最后行72℃延伸5 min. 取扩

增产物15 μL上样, 15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化

乙啶染色显示后, 在透射紫外光分析仪下摄影, 
并用激光光密度图像扫描仪扫描. 定量计算方法

为: 待测基因吸光度值/内参照吸光度值, 再除以

假烫组相对应样本的此2条带综合灰度之比. 
统计学处理 所有数据均用SPSS10.0统计软

件进行分析, 用mean±SD进行统计描述, 同种处

理不同时间间比较及同一时间内不同处理组间

比较均采用单因素方差分析方法. 结果以P <0.05
为差异显著, P <0.01为差异非常显著.

2  结果

2.1 不同时间血清D -乳酸浓度的变化 2组烫伤

动物在1 d时血清D -乳酸浓度较伤前明显升高

(P <0.01), 在4、7及10 d时EN组与伤前比较D -
乳酸浓度均显著升高(P <0.05); 在4、7及10 d
时E N+G l n组与伤前比较差异无显著性意义

(P >0.05). 在4、7 d时EN+Gln组血清D -乳酸浓度

与EN组比较明显降低(P <0.05); 在其他时间点各

组间比较差异均不明显(P >0.05). 这说明早期肠

内谷氨酰胺补给能改善烫伤后肠黏膜屏障功能

的损害(表2). 
2.2 回肠上皮细胞Occludin表达的变化 Western 
blot分析显示, 烫伤后1 d时2组动物Occludin的
表达水平降低(与伤前比较P <0.05); EN组在伤

后4 d回升, 7及10 d时与伤前比较差异无显著性

意义(P >0.05); EN+Gln组在7 d时明显高于伤前

(P <0.01), 4、10 d时与伤前比较差异无显著性

意义(P >0.05, 图1). 组间比较在4、7 d时EN+Gln
组与EN组比较差异均显示显著的统计学意义

(P <0.01或0.05), 在其余时间点各组间比较差异

均不明显(P >0.05); 说明伤后Gln补给能上调Oc-
cludin蛋白的表达(表3). 
2.3 肠上皮细胞ZO-1 mRNA表达的变化 ZO-1 
mRNA的RT-PCR分析显示, 2组动物烫伤后1 d时
ZO-1 mRNA表达明显下降(与伤前比较P <0.05); 
EN组伤后4 d时仍低于伤前(P <0.05), 7、10 d时
与伤前比较差异无显著的统计学意义(P >0.05); 
EN+Gln组在4、10 d时与伤前无差异(P >0.05). 
提示烫伤后早期ZO-1 mRNA表达受到抑制, EN
支持能逐渐逆转ZO-1 mRNA表达被抑制状态

并恢复正常. 组间比较在4、7 d时EN+Gln组明

显高于EN组(P <0.05); 说明相对于EN组肠内营

养物, 早期Gln补给支持能在更快地促进ZO-1 
mRNA表达的恢复, 从而改善TJ的通透性(表4, 
图2-3). 

3  讨论

紧密连接是肠腔相邻上皮细胞间最重要的连

接方式, 他由一些特殊的蛋白组成(Occludin, 
Claudin, ZO-1、肌动蛋白等), 以上成分的复合

表  1  ZO-1的引物序列

     
分组                       Forward Primer (5'-3')			                  Reverse Primer (3'-5')                       大小(bp)

β-actin	     CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC		  CCACACAGATGACTTGCGCTCAGG	       690

ZO-1	      AATGCTGCTTTATTGGG			   AGTGGTTGGTGGTCTTCT		        229

表  2  血清D -乳酸的变化 (n  = 8, mean±SD, mg/L)

     
分组

                                         伤后时间(d)

	             1	             4	              7                  10

伤前值	     3.8±0.6   3.8±0.6    3.8±0.6     3.8±0.6

EN组	     7.9±1.3b  6.9±0.7a   6.3±0.8a    5.6±1.1a

EN+Gln组    7.2±1.3b  4.5±0.8c   4.3±0.5c    4.2±0.6

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05, dP<0.01 vs  EN组.

图  1  回肠上皮细胞Occludin表达水平的变化.

伤前         1 d            4 d           7 d         10 d

EN组

EN+Gln组

■相关报道
G l n 是 2 1 世 纪 的
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了 G l n 提 高 机 体
免疫力、降低外
科手术后感染并
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善危重患者脓毒
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间等方面的优势, 
至于补给Gln对伤
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蛋白的影响目前
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结构形成防止微生物、微粒和大分子侵入的机

械屏障[16-17]. 许多病理状态如烧伤、感染、休克

等情况下, 引起细胞间紧密连接功能改变,细胞

孔隙(窗孔)明显扩大, 导致大分子物质及毒素、

细菌移位, 导致肠黏膜的通透性增高[18-21]. 在实

验中我们利用Western blot分析了Occludin在各

组之间的表达, 同时检测了ZO-1 mRNA的变化, 
结果显示1 d时各组Occludin表达明显下降, 说明

烧伤能引起紧密连接的破坏. Simonovic et al [22]

在实验中证实在应激、感染等情况下, 由于钙

耗竭等因素能导致上皮细胞间紧密连接的重要

成分Occludin去磷酸化而致TJ的破坏. 谷氨酰胺

补给组在4、7 d时Occludin表达明显高于EN组; 
这说明Gln补给能有效地促进Occludin的表达, 
下调上皮细胞间通透性. Occludin为一完整的Ⅱ

型跨膜蛋白, 相对分子质量约65 kDa, 含4个跨膜

结构, 位于紧密连接线上, 在维持和调节紧密连

接屏障功能中具有重要作用[23-24]. Li et al [25]利用

Caco-2细胞观察Gln对其紧密连接蛋白的影响, 
发现Gln能促进Occludin的表达并呈剂量依赖性. 

在CaCo-2细胞的体外培养体系中发现过氧化氢

能快速诱导细胞紧密连接蛋白Occludin和ZO-1
的Tyr残基磷酸化, 从而使紧密连接分解, 而EGF
能完全阻止Tyr位点的磷酸化[26-28]. 

进一步的研究发现E R K的抑制剂能阻断

EGF的效果; 在我们以前的研究中发现烧伤后

早期肠内补给Gln能促进p-ERK1/2的表达[29]; 
说明E R K通路的激活能维护细胞间的紧密连

接的形成[30], 在他们的实验中发现p-ERK主要

集中于上皮细胞的侧膜且与Occ lud in位置重

叠, 随着EGF的给予, 二者定域也相应扩大, 利
用GST-Occludin-C和重组ERK配对测定证实

p-ERK1/2直接和Occludin的C末端相互作用, 阻
止Occludin苏氨酸残基的去磷酸化, 引起TJ蛋白

及其相关信号分子的磷酸化, 从而上调上皮细

胞间TJ的完整性及其屏障功能. 
ZO-1是膜相关鸟苷酸激酶家族成员之一, 

与细胞质内的Occludin和Claudin相互作用, 同
时也参与蛋白与蛋白相互作用的信号转导[31-32]. 
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表  3  肠上皮细胞Occludin表达的变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组

                                             			          伤后时间(d)

		           1			   4		  7		    10

伤前		  1.00		        1.00		          1.00		             1.00

EN组  		  0.71±0.14a 	       0.79±0.09a  	         1.12±0.13  	             1.09±0.12

EN+Gln组		 0.76±0.15a	       1.18±0.14c	         1.59±0.16bd	             1.16±0.13

aP<0.05, bP<0.01 vs  伤前; cP<0.05, dP<0.01 vs  EN组.

表  4  肠黏膜细胞 ZO-1 mRNA 相对表达量的变化 (n  = 8, mean±SD)

     
分组

                                             			          伤后时间(d)

		           1			   4		  7		    10

伤前		  1.00		        1.00		          1.00		             1.00

EN组		  0.71±0.19a	       0.76±0.15a	         0.87±0.12	             1.09±0.12

EN+Gln组		 0.76±0.17a	       1.17±0.16c	         1.19±0.11ac	             1.13±0.14

aP<0.05 vs  伤前; cP<0.05 vs  EN组.

图  2  总RNA琼脂糖
凝胶电泳.

28S
18S

5S 图  3  回肠上皮细胞ZO-1 mRNA表达水平的变化 .  M: 

Marker; 1-4: EN组(1, 4, 7, 10 d); 5-8: EN组+Gln组(1, 4, 7, 

10 d); 9: 伤前. 

M      1    2     3    4     5     6    7     8   9

β-actin

ZO-1

■应用要点
肠 内 G l n 补 给 支
持能快速逆转烧
伤后TJ结构蛋白
Occludin、ZO-1
表达下降, 从而上
调肠黏膜的屏障
功能.
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ZO-1能够与胞质内的其他蛋白如Occludins蛋
白的C末端连接[33], 而ZO-1的C末端则可结合肌

动蛋白和应激纤维, 从而将Occludin和肌动蛋白

骨架系统连接在一起构成稳定的连接系统. 在
Yang et al [34]的实验中利用发现ERK1/2的活化能

促进肠黏膜ZO-1的表达, 用U0126阻断ERK1/2
的活化, ZO-1和Occludin表达明显减少, 肠黏膜

通透性升高. 在我们的实验中发现肠内Gln补给

支持也能促进ZO-1 mRNA的表达. 结合TJ主要

结构蛋白Occludin和p-ERK1/2的表达的变化[29], 
可以确定早期肠内Gln补给对细胞间紧密连接

起重要的正向调控作用. 
为了评价不同营养内容对肠黏膜屏障功能

影响的结果, 我们选择D -乳酸作为黏膜屏障通

透性的标志物. 在正常情况下,哺乳动物组织既

不产生D -乳酸, 也不代谢D -乳酸. 但在肠道应激

缺血、创伤、感染等情况下, 肠道细菌产生的

大量D -乳酸可通过受损的肠黏膜, 进入血液循

环, 引起血清D -乳酸水平升高. 故检测血清D -乳
酸水平可及时反映肠黏膜上皮细胞通透性及肠

屏障功能的损害程度[35]. 本实验中各组烫伤动物

在1 d时血清D -乳酸浓度较伤前均明显升高, 说
明烫伤能明显引起肠黏膜通透性升高; 肠屏障

功能处于损伤状态. 在4、7 d时EN+Gln组D -乳
酸浓度明显低于EN组, 说明肠内Gln补给支持能

快速、有效地增强肠黏膜屏障功能, 减少血清

D -乳酸进入血液循环. 
总之, 烫伤能引起TJ结构蛋白Occludin、

ZO-1表达的减弱, 从而引起肠黏膜通透性升高, 
肠黏膜屏障功能的损害. 肠内Gln补给支持能快

速逆转烧伤后TJ结构蛋白Occludin、ZO-1表达

下降, 从而上调肠黏膜的屏障功能. 这也是Gln
改善烧伤后肠道功能的主要机制之一. 
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第九次全国消化系疾病学术会议征文通知   

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2009-12-04/06在广州市召开第九次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下: 

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. (1)功能性胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流

病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; (5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性肠病; (7)胃肠激素; (8)

消化疾病介入治疗; (9)青年委员会专场(全部用英文交流).

2      征文要求 

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、

单位及邮编, 论文文责自负. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下

(1964-11后出生). (2)凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文不予受理. (3)通过本次

会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议不接受书面投稿. 要求作者本人通过会议网站上传稿件并留下联

系方式, 会议网址: http://www.csgd.org.cn. (4)截稿日期: 2009-09-15.

希望各地委员积极、认真组织所在地区医生踊跃投稿并参会.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
Helicobacter pylori (H pylori) infection and the 
expression of DEC205.

METHODS: H pylori-HSP60 was prepared by a 
recombinant DNA procedure. After monocytic 
cells (NOMO1 line) were infected with H pylori 
or stimulated with H pylori-HSP60 or E.coli-LPS, 
whole cell protein was extracted and analyzed 
by Western blot. NOMO1 cells were then treated 
with PMA to induce their differentiation into 
macrophages, and infected with H pylori or stim-
ulated with H pylori-HSP60. The expression of 
DEC205 mRNA was detected by real-time PCR. 
The expression of DEC205 protein on the surface 
of NOMO1 cells was analyzed by flow cytometry.

RESULTS: The expression of DEC205 protein 

was markedly increased following H pylori 
infection, whereas the protein expression was 
only slightly upregulated after stimulation with 
H pylori-HSP60 or E.coli-LPS. After treatment 
of NOMO1 cells with PMA, the expression of 
DEC205 mRNA was enhanced. Subsequent in-
fection with H pylori or stimulation with H pylo-
ri-HSP60 could induce the expression of DEC205 
mRNA in differentiated NOMO1 cells. Flow 
cytometry analysis indicated that the expression 
of DEC205 protein was upregulated obviously 
on the surface of H pylori-infected NOMO1 cells 
(88.10% vs 7.84%, P < 0.05). Moreover, H pylori 
infection and H pylori-HSP60 stimulation could 
also increase DEC205 expression in differentiat-
ed NOMO1 cells (74.73% and 51.31% vs 43.77%, 
both P < 0.05).

CONCLUSION: H pylori infection may be closely 
related with the expression of DEC205 on the 
surface of macrophages in gastric mucosa.

Key Words: Helicobacter pylori ; DEC205; Macro-
phage

Zhao Y, Wei XQ, Cui Y, Gao Y. Expression of DEC205 in 
Helicobacter pylori-infected macrophages. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(20): 2037-2041

摘要
目的: 探讨幽门螺杆菌(H pylori )感染与巨噬
细胞表面的胞吞受体DEC205的关系. 

方法: 用蛋白纯化法提取得到H pylori -HSP60. 
分别用H pylori、H pylori -HSP60和E.coli -LPS
刺激单核细胞(NOMO1)后提取蛋白进行免疫
印迹法分析. 利用PMA将NOMO1细胞分化成
巨噬细胞, 再用H pylori或H pylori -HSP60刺激
细胞后提取RNA进行实时PCR分析; 细胞表面
DEC205抗原的表达通过流式细胞术进行分析.

结果: H pylori的刺激能明显引起DEC205蛋白
的表达, 而H pylori -HSP60或E.coli -LPS的刺
激只引起了少许DEC205蛋白的表达; 经PMA
分化后的NOMO1细胞表面DEC205 mRNA的
表达增强, 分化后的NOMO1细胞被H pylori或 
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■背景资料
H py lo r i 感染的
胃组织可通过淋
巴细胞和巨噬细
胞的大量浸润进
行 免 疫 调 节 .  表
达于树突状细胞
的 D E C 2 0 5 是 一
种完整的膜糖蛋
白, 与抗原摄取、

处理和提呈相关, 
能够诱导抗原特
异性T细胞免疫 . 
H  py lo r i 感染与
DEC205的关系目
前尚不清楚.

■同行评议者
李淑德, 主任医师, 
中国人民解放军
第二军医大学长
海医院消化内科



H p y l o r i -H S P60刺激后也增强了D E C205 
mRNA的表达; 流式细胞术结果表明NOMO1
细胞在H pylori刺激后, 细胞表面DEC205抗原
的表达明显增加(88.10% vs  7.84%, P <0.05), 而
且当NOMO1细胞被PMA分化后, 经H pylori
或H pylori -HSP60刺激后DEC205表达也有所
增高(74.73%, 51.31% vs  43.77%, 均P <0.05).

结论: H pylori 感染与巨噬细胞表面的胞吞受
体DEC205有着密切的联系.

关键词: 幽门螺杆菌; DEC205; 巨噬细胞

赵莹, 魏晓晴, 崔颖, 高颖. DEC205在幽门螺杆菌感染的巨噬细

胞中的表达.  世界华人消化杂志  2009; 17(20): 2037-2041
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0  引言

通过巨噬细胞引起的细菌局部获得性免疫机制

至今还不是十分清楚. 在H pylori感染中, 巨噬细

胞分泌的细胞因子产物明显升高[1]. H pylori感
染的胃组织中会通过淋巴细胞和巨噬细胞的大

量浸润来进行免疫调节[2]. 然而, 胃黏膜中巨噬

细胞和H pylori的关系并不是十分清楚. DEC205
属于甘露糖家族中C型凝集素超家族中的一个

亚族, 与B细胞一样存在于巨噬、胸腺、肺及肠

上皮细胞表面[3]. DEC205作为树枝状细胞表面

的膜糖蛋白, 具有抗原提呈作用, 能够诱导抗原

特异性T细胞免疫[4]. 人类的DEC205是一个200 
kDa的糖蛋白, 表达于胸腺、树突状细胞及少量

T细胞中[5]. 然而, DEC205在胃黏膜的分布仍然

不清楚. Yamasaki et al [6]曾报道H pylori -HSP60
刺激外周血单核细胞后, 胃炎患者的DEC205的
mRNA的表达明显增高. HSP60表达于H pylori
表面 ,  与此菌表面产生的尿素酶等病原因子

突破了胃壁的天然保护屏障, 构成了H pylor i
感染的病理变化[7]. 目前大量报道也指出由于 
H pylori -HSP60的功能和位置, 使得这个蛋白

对于H p y l o r i 感染的局部和系统免疫产生影

响[8]. 本研究调查了巨噬细胞中H py lo r i感染

与DEC205表达的关系, 即H pylori或H pylori -
HSP60刺激经PMA分化的单核细胞系NOMO1
细胞后DEC205的表达状况.

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori (ATCC 43504)购于美国标准菌

库. 细菌培养使用含有7%无菌、不含纤维蛋白

的马血脑心浸液琼脂培养基, 在含有100 mL/L 
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CO2, 50 mL/L O2, 和850 mL/L N2的微需氧培

养箱中培养. 经过3 d的培养, H pylori以A 600 = 
1.0(相当于1×108个细菌/mL)数量移至不含胎

牛血清的RPMI 1640(Gibco公司)培养液中. 单
核细胞系NOMO1购买于日本科研生物制品公

司. 细胞培养在含有100 mL/L胎牛血清, 50 kU/L
青霉素, 50 U/L链霉素和2.5 mg/L两性霉素B的
RPMI 1640培养液中, 在37℃、50 mL/L CO2和

99%湿度的温箱中. 在每次实验之前, 细胞被不

含任何抗体的RPMI 1640培养液清洗3次, 并将

细胞数量维持在2×106 cel ls/mL. 为了使细胞

分化为巨噬细胞, 20 nmol/mL PMA被加入到培

养液中. 大肠杆菌的脂多糖购买于Sigma公司. 
DEC205和Actin抗体购于BD公司. CD14抗体购

于R&D公司. IgG-PE购于Santa Cruz公司. IgG-
FITC购于MP Biomedicals公司. ECL发光剂购

于Amersham Pharmacia公司. RNA抽取试剂盒

购于Qiagen公司. 逆转录分析使用SuperScriptTM 
III First-Strand Synthesis System购于invitrogen. 
流式细胞仪(B D公司 ,  美国), 紫外-可见分光

光度计(Beckman公司, 美国), 实时PCR执行于

LightCycler Quick System 350S (Roche公司, 瑞
士), LightCycle software Ver.3.5软件(Roche公司, 
瑞士), LAS-1000 mini图像分析系统(Fuji公司, 
日本), Image Gauge Ver 4.0软件(Fuji公司, 日本).
1.2 方法 
1.2.1 蛋白纯化: 通过PCR技术构建H pylor i -
HSP60基因重组表达载体pEGX-5X3, 经大肠杆

菌DH5α表达得到可溶性GST融合蛋白, 采用谷

胱甘肽琼脂糖凝胶4B进行分离与纯化, 经氨基

酸序列测序确定其蛋白的一源性. 
1.2.2 免疫印迹法: 将用H pylor i、H pylor i -
HSP60或LPS处理的NOMO1细胞收集后离心, 
在冰上孵育20 min, 用超音波破碎细胞, 离心后

上清液按1∶1与2×SDS样品缓冲液混合, 煮沸5 
min. 溶胞产物用12% SDS-PAGE进行电泳, 转染

至PVDF膜. 膜用TBS清洗后, 封闭于含有50 g/L
脱脂奶的TBS/Tween20室温下孵育1 h, 经TBST
清洗3次, 每次5 min, 用DEC205或actin抗体室温

下孵育1 h, 此时抗体稀释于含有50 g/L脱脂奶的

TBST溶液中, 再分别用IgG HRP标记的二抗室

温下孵育1 h, 然后以ECL化学发光剂显色曝光

于LAS-1000 mini图像分析系统. DEC205的条带

灰度值分析于Image Gauge Ver 4.0软件, 并以肌

动蛋白作为标准化计算.
1.2.3 实时PCR分析: 先将NOMO1细胞用20 μg/L

www.wjgnet.com
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的PMA预处理5 min, 然后用H pylori或H pylori -
HSP60刺激. 全量的RNA从3×106 NOMO1细
胞中利用RNeasy Mini kit进行提取. RNA的浓

度, 通过A 260值测定, 根据A 260/A 280比值, 推测

RNA纯度. 提取的RNA保存于-80℃直至使用. 
在确认RNA提取过程中没有DNA的污染后, 利
用逆转录酶, 进行逆转录分析. 实时PCR执行于

LightCycler Quick System 350S. 2 μL cDNA加

入到20 μL反应体系中, 其中包括10 μL SYBR® 
Premix Ex TaqTM聚合酶混合物, 2 μL DEC205引
物混合物(5'-CAAATTCCAAAAGGCCGTACT
C-3'; 5'-CACCACTTCTGTCCATCACCA-3')或
G3PDH引物混合物(5'-CAACGGATTTGGTCG
TATTGG-3'; 5'-CTGGAAGATGGTGATGGGA
TTT-3'), 7.2 μL超纯水以及0.8 μL DNATaq聚合

酶. 反应条件为先用95℃ 30 s, 1个循环; 95℃ 5 s, 
55.5℃ 10 s, 72℃ 15 s, 35个循环; 65℃ 15 s, 40℃ 
30 s, 1个循环. 数据用LightCycle software Ver 3.5
分析, 计算IL-8/G3PDH比值.
1.2.4 流式细胞术分析: 用H pylori或H pylori -
HSP60处理的NOMO1细胞表面DEC205和CD14
的表达通过流式细胞术进行分析. 105细胞首先

在室温下用IgG孵育15 min阻滞Fc受体. 细胞再

用DEC205或CD14抗体孵育1 h, 然后用IgG-PE
或IgG-FITC二抗孵育30 min. 所有的染色过程

4℃及含有0.02%叠氮钠和0.2% BSA的PBS溶液

中进行. 然后将样品固定在2%多聚甲醛/0.1 mol/L
磷酸盐缓冲液(pH7.3)中20 min, 然后使用流式细

胞仪进行分析.
统计学处理 实验结果以mean±SE表示. 数

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

2  结果

2.1 DEC205蛋白的表达 2×106/mL NOMO1细
胞经5×107/mL H pylori、100 mg/L H pylori -
HSP60或10 mg/L E.coli -LPS刺激后过夜培养,
细胞溶解物分别用DEC205或actin抗体进行免

疫印迹分析(图1A), H pylori的刺激明显引起了

DEC205蛋白的表达, 而H pylori -HSP60或E.coli -
LPS的刺激只引起了少许DEC205蛋白的表达, 
DEC205与内参act in相对灰度比值使用Image 
Gauge软件进行分析(图1B).
2.2 DEC205 mRNA的表达 3×106/mL NOMO1
细胞首先用20 μg/L PMA进行6 h的预处理后, 
分别用5×107/mL H pylori或100 mg/L H pylori -
HSP60刺激NOMO1细胞后进行过夜培养, 观察

了DEC205 mRNA的表达状况. DEC205 mRNA
的表达通过RT-PCR进行分析(图2A). 可以看

到经PMA分化后的NOMO1细胞表面DEC205 
mRNA的表达增强, 分化后的NOMO1细胞被

H pylori或H pylori -HSP60刺激后似乎也增强了

DEC205 mRNA的表达. 同时, DEC205 mRNA的

表达也通过实时PCR进行定量分析(图2B). 结果

显示PMA的分化增强了DEC205 mRNA的表达, 
而细菌的额外刺激又增加了这个表达.
2.3 DEC205表达于H pylori感染的单核和巨噬细

胞表面 2×106/mL NOMO1细胞用20 μg/L PMA
进行6 h的预处理或不处理后, 分别用5×107/mL 
H pylori或100 mg/L H pylori -HSP60进行过夜培

养. 细胞表面DEC205表达通过流式细胞术进行

分析(图3). 数据显示没有被PMA分化的NOMO1

■创新盘点
本研究利用WB、
实时PCR和FACS
技 术 ,  分 别 从 蛋
白水平、RNA水
平及细胞表面抗
原表达量来分析 
H pylori 刺激细胞
后DEC205的变化, 
揭示H pylori 的致
病机制, 国内外尚
未见相关报道.
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细胞在没有任何刺激下, 几乎没有DEC205的表

达(图3A), 经H pylori刺激后, DEC205的表达由

刺激前的7.84%增长至刺激后的88.1%(图3C), 
但H pylori -HSP60的刺激没有引起DEC205表达

的变化(图3E), 此结果与图1一致. 当NOMO1细
胞被PMA分化后, 经H pylori或H pylori -HSP60
刺激的D E C205表达由43.77%(图3B)分别增

至74.73%(图3D)和51.31%(图3F), 此结果与图

2一致 .  这些结果表明了巨噬样N O M O1细胞

DEC205的表达与细菌刺激有关.

3  讨论

H pylori的慢性感染是慢性活动性胃十二指肠

炎、胃十二指肠溃疡、胃MALT淋巴瘤以及胃

癌发生发展的重要致病因子. 其中, MALT淋巴

瘤的患者, 经除菌治疗后, 60%-70%的患者的淋

巴瘤消失, 考虑是由于H pylori感染刺激后引起

胃淋巴组织增生. H pylori作为非细胞侵入性细

菌, 却能够引起胃的各种病变, 是因为此菌表面

能够产生鞭毛、尿素酶、热休克蛋白、空泡毒

素(VacA)和细胞毒素(CagA)等病原因子, 这些因

素突破了胃壁的天然保护屏障, 构成了H pylori
感染的病理变化. 其中热休克蛋白作为受到外

界不良刺激时被释放出来的应激蛋白, 已经被

报道与原始适应性免疫系统有着紧密地联系, 
能够诱导细胞产生炎性因子等物质来帮助宿主

抵御外界刺激和损伤[9-10], 其功能与作用正被国

内外学者所认知和密切关注. 
甘露糖受体(MR)家族广泛地分布于巨噬细

胞或树枝状细胞表面. MR与白色念珠菌、卡氏

肺囊虫、结核分枝杆菌、克雷白(氏)杆菌属等

的各种微生物结合后表达于巨噬细胞[10-14]. 此次

■应用要点
本研究通过探讨
胃疾病重要致病
因子H pylori 与甘
露糖受体家族成
员之一的DEC205
的 关 系 ,  揭 示 
H pylori 感染所致
胃炎中DEC205扮
演的免疫调节角
色,为临床治疗提
供新的靶点.

图  3  H pylori 感染的单核和巨噬细胞表面DEC205的表达.. A-B: Cells; C-D: H pylori ; E-F: H pylori -HSP60; A、C、E: 

PMA(-); B、D、F: PMA(+).

100            101           102           103           104

0 
  

  
40

  
  

 8
0 

  
 1

20
  

 1
60

  
 2

00

FL2-Height

Co
un

ts

A

M1 M2

100            101           102           103           104

0 
  

  
40

  
  

 8
0 

  
 1

20
  

 1
60

  
 2

00

FL2-Height

Co
un

ts

B

M1 M2

100            101           102           103           104

0 
  

  
40

  
  

 8
0 

  
 1

20
  

 1
60

  
 2

00

FL2-Height

Co
un

ts

C

M1 M2

100            101           102           103           104
0 

  
  

40
  

  
 8

0 
  

 1
20

  
 1

60
  

 2
00

FL2-Height

Co
un

ts

D

M1 M2

100            101           102           103           104

0 
  
  
40

  
  
 8

0 
  
 1

20
  
 1

60
  
 2

00

FL2-Height

Co
un

ts

E

M1 M2

100            101           102           103           104

0 
  
  
40

  
  
 8

0 
  
 1

20
  
 1

60
  
 2

00

FL2-Height

Co
un

ts

F

M1 M2



www.wjgnet.com

赵莹, 等. DEC205在幽门螺杆菌感染的巨噬细胞中的表达						                2041

研究, 我们显示了甘露糖受体(MR)家族其中成

员之一的DEC205因为H pylori的感染使之表达

于巨噬细胞表面. 表明DEC205表达阳性的巨噬

细胞可能在H pylori感染的胃黏膜上也有着重要

的免疫作用. DEC205的表达与IL4受体的信号

传导相关, 阻断DEC205可以减少IL4从淋巴细

胞中的分泌[15]. Yamasaki et al曾报道胃MALT淋
巴瘤患者的淋巴细胞中IL4的分泌产物增多, 而
胃炎的患者却没有增多, 此外, 胃MALT淋巴瘤

中, 外周血单核细胞的DEC205表达明显减少. 
DEC205可能与胃MALT淋巴瘤中B细胞增殖有

关. 另一方面, 在肿瘤的发展中, DEC205与IL4受
体紧密相关[16]. 在一些病例中, DEC205表达缺

失与乳腺和直肠浸润性癌有关[17]. 此次研究我

们只调查了H pylori与巨噬细胞的关系. 我们将

会在今后的工作中进一步调查胃炎患者胃黏膜

活检中DEC205的表达. 免疫系统如何认识胃中

H pylori早期感染以及其对菌体的反应, 目前还

不是很清楚. 因为胃MALT淋巴瘤并不真正存在

于胃中, 通常肠内淋巴组织免疫反应发生于回

肠末端的肠道集合淋巴结内[18]. 目前的研究表明

DEC205表达于单核/巨噬细胞. 因此, DEC205通
过胞吞作用引起的抗原提呈效应和T细胞特殊

免疫反应也可能占据于胃黏膜. DEC205在免疫

反应或癌症的发生发展中具有许多功能. 我们

认为目前探讨DEC205在胃炎中的角色只是第

一步, 在今后的研究中我们还将继续探讨更深

更广的H pylori病理过程.
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Abstract
AIM: To investigate the diagnostic value and 
clinical significance of elevated serum decoy 
receptor 3 (DcR3) in patients with hepatocellular 
carcinoma (HCC).

METHODS: Serum DcR3 levels were measured 
using enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) in 67 patients with HCC, 8 patients with 
liver cirrhosis, 17 patients with cholecystitis and 
28 healthy individuals. Serum alpha fetoprotein 
(AFP) levels were measured by chemilumines-
cence. The expression of DcR3 in HCC tissue 

was evaluated by immunohistochemistry (IHC). 

RESULTS: The levels of serum DcR3 in both 
HCC and liver cirrhosis patients were signifi-
cantly higher than that in healthy individuals 
(P < 0.01). The level of serum DcR3 in HCC pa-
tients was correlated with the development of 
cirrhosis, capsular infiltration and metastasis (P 
< 0.05). There was a positive correlation between 
the levels of DcR3 in the serum and HCC tissue 
(r = 0.395, P < 0.01). The positive rate of DcR3 in 
the serum was significantly higher than that in 
HCC tissue (P < 0.05). The sensitivities of single 
detection of AFP or DcR3 were 82% and 3 76%, 
respectively. In contrast, the sensitivity of com-
bined detection of AFP and DcR3 rose to 93%. 

CONCLUSION: Elevated serum DcR3 may play 
an important role in the pathogenesis, develop-
ment, invasion and metastasis of HCC. It may be 
of great significance for the screening, diagnosis 
and prognosis of HCC to simultaneously moni-
tor the levels of DcR3 and AFP in the serum of 
high-risk populations and HCC patients. 

Key Words: DcR3; Hepatocellular carcinoma; En-
zyme linked immunosorbent assay; Immunohisto-
chemistry

Yangmei SZ, Chen G, Dang YW, Chen S, Luo DZ. Clinical 
significance of elevated serum DcR3 in patients with 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(20): 2042-2047

摘要
目的: 探讨血清DcR3水平对HCC的诊断价值
及临床意义.

方法: 采用ELISA检测67例HCC、8例肝硬
化、17例胆囊炎患者和28例正常人血清DcR3
水平; 化学发光法测定血清AFP水平; 免疫组
织化学二步法检测HCC癌组织中DcR3蛋白的
表达. 

结果: HCC组和肝硬化组血清DcR3水平均明
显高于正常对照组(P <0.01), HCC血清DcR3水
平与伴有肝硬化、包膜浸润和复发转移有关

®

■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
特异性的诊断指
标一直是肝癌早
期发现的研究重
点 .  DcR3在多种
恶性肿瘤中呈高
表达, 并可分泌至
血清中, 有望成为
新的恶性肿瘤的
诊断指标应用于
临床.

■同行评议者
田字彬, 教授, 青
岛大学医学院附
属医院消化内科
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(P <0.05). DcR3蛋白在HCC癌组织中的表达与
血清水平呈正相关(r  = 0.395, P <0.01), 但DcR3
血清阳性率明显高于癌组织IHC(P <0.05). AFP
与DcR3联合检测对HCC的诊断灵敏度可由单
项检测的82%和76%提高到93%.

结论: 血清DcR3升高在HCC的发生发展及浸
润转移中起重要作用, 通过监测高危人群以及
肝癌患者血清中的DcR3水平, 同时联合检测
AFP, 可能对HCC的筛查、诊断和判断预后有
一定意义.

关键词: DcR3; 肝细胞癌; 酶联免疫吸附实验; 免疫

组织化学
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0  引言

诱捕受体3(decoy receptor 3, DcR3)是肿瘤坏死

因子受体超家族(tumor necrosis factor receptor, 
TNFR)的新成员[1], 可以竞争性抑制配体与死亡

受体的结合, 阻断配体诱导产生的细胞凋亡[2-3], 
在多种恶性肿瘤, 特别是胃肠道肿瘤[4]中表达

升高 .  本课题组的前期研究 [5-6]显示肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)组织及细胞系

存在DcR3 mRNA和蛋白的过表达, 并且可影响

肿瘤细胞凋亡. 由于是一种分泌性蛋白, 可在血

清中检测到, 有研究发现多种恶性肿瘤患者血

清DcR3升高[7]. 为了进一步探讨DcR3对HCC的
临床诊断价值, 我们采用酶联免疫吸附测定法

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)检
测HCC、肝硬化、胆囊炎患者以及正常人血清

DcR3水平, 化学发光法检测血清AFP水平, 免疫

组织化学(immunohistochemistry, IHC)二步法检

测HCC癌组织中DcR3蛋白表达, 探讨血清DcR3
水平对HCC筛查、诊断和判断预后的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 血清标本取自2006-09/2007-09在广西

医科大学第一附属医院行肝癌手术的HCC患者

67例, 其中男58例, 女9例, 年龄29-74(平均47.7±
10.2)岁. 患者术后均给予以化疗为主的综合治

疗. HCC诊断按照2000年WHO分类标准分为高

分化16例, 中分化37例, 低分化14例. HCC临床分

期按照2003年国际抗癌联盟(UICC)和美国肿瘤

联合会(AJCC)联合制定的TNM分期法分为Ⅰ期

26例, Ⅱ期11例, Ⅲ期19例, Ⅳ期11例. 肝硬化患者

8例, 其中男6例, 女2例, 年龄28岁-60(平均43.6±
11.1)岁. 胆囊炎患者17例, 其中男9例, 女8例, 年龄

25-79(平均55.3±15.4)岁. 以上患者术后均经病理

证实. 正常对照组血清取自健康成年献血者28例. 
标本取自患者术前和献血者外周静脉血, 静置后

取上层血清, 分装保存于-80℃备用. 组织标本取

自广西医科大学第一附属医院病理科上述HCC
患者手术切除组织存档蜡块. Human DcR3 ELISA
试剂盒购自奥地利Bender MedSystems GmbH公

司. 抗DcR3兔多克隆抗体购自美国Santa Cruz公
司, 工作浓度为1∶150. IHC二步法试剂盒购自北

京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法

1.2.1 ELISA: 按照试剂盒说明书进行配液, 将
标准蛋白和血清样本加入微孔板, 加生物素-结
合物(Biotin-conjugate)孵育, 洗板, 加抗生物素

蛋白链菌素-辣根过氧化物酶(streptavidin-HRP)
孵育, 再洗板, 加四甲基联苯胺(TMB)避光反应, 
加终止液终止反应, 酶标仪测量吸光值, 由标准

曲线求出各血清样本浓度. 根据正常对照组血

清DcR3水平, 按照百分位数法得到P 95 = 122.22 
ng/L, 依此设定阳性界值为122.22 ng/L, 浓度高

于此值者, 则认为血清DcR3阳性. 
1.2.2 IHC染色: 抗DcR3兔单抗已知阳性组织切

片作阳性对照, PBS代替一抗作阴性对照. 4 μm
厚连续石蜡切片, 脱蜡, 阻断内源性过氧化物

酶, 高压修复抗原, 加一抗孵育, 加标记过氧化

物酶的二抗孵育, 冲洗后加二氨基联苯胺(DAB)
显色, 苏木精复染, 脱水, 封片后光镜下观察. 凡
细胞质呈现明显的棕黄色者为阳性细胞. 由2名
病理科医师采用双盲法阅片, 双评分半定量法

评分[8]: 靶细胞阳性率<5%为0分, 6%-25%为1分, 
26%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为4分; 显
色程度按靶细胞显色有无及深浅记分, 细胞无染

色为0分, 浅棕黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色

为3分; 将两分相乘, 0分为(-), 1-4分为(+), 5-8分
为(++), ≥9分为(+++).
1.2.3 化学发光法:  AFP化学发光试剂盒购自

广州伟之晨公司 ,  经美国雅培A R C H I T E C T 
i2000SR全自动化学发光免疫分析系统检测, 实
验步骤严格按照试剂盒说明书进行, 将血清加入

相应的样品杯中, 设定程序, 仪器自动进行定量

检测. 按试剂盒提供的参考值, 确定阳性界值为

10.90 mg/L.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件对计

■相关报道
以 往 研 究 发 现
DcR3在多种恶性
肿瘤患者血清中
升高, 可作为恶性
肿瘤诊断、治疗
和判断预后的一
个新参数.

■研发前沿
肿瘤标志物的研
究目前备受关注, 
也是肝癌的研究
重点. 肿瘤标志物
的发现, 对肿瘤的
早期发现和早期
诊断以及改善患
者的生活质量将
起到积极的推动
作用.
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量资料采用秩和检验, 计数资料采用χ2检验, 相关

性采用秩相关分析, 以P<0.05判为差异有显著性意

义. 特异度、敏感度、阳性预测值、阴性预测值、

Youden指数、粗符合率作为诊断价值的评价指标.

2  结果

2.1 各组血清DcR3水平比较 HCC组67例患者中

51例血清DcR3阳性, 阳性率为76%. 肝硬化组8
例患者中5例血清DcR3阳性, 阳性率为62%. 胆
囊炎组17例患者中3例血清DcR3阳性, 阳性率为

18%. 正常对照组28例患者中1例血清DcR3阳性, 
阳性率为4%. 经Kruskal-Wallis秩和检验分析, 
HCC组血清DcR3水平明显高于正常对照组、胆

囊炎组(P <0.01), 肝硬化组明显高于正常对照组

(P <0.01), HCC组与肝硬化组、肝硬化组与胆囊

炎组、胆囊炎组与正常对照组比较均无统计学

差异(P >0.05, 表1). 
2.2 HCC血清DcR3水平与临床病理参数的关系 
HCC伴有肝硬化、无包膜或包膜浸润、复发转

移患者血清DcR3阳性率分别明显高于HCC不伴

肝硬化、包膜完整或无包膜浸润、无复发转移

患者(P <0.05), 但与分化程度、临床分期、AFP
水平、门脉癌栓、肿瘤结节及肿瘤直径无关

(P >0.05, 表2). 
2.3 HCC癌组织中DcR3表达及其与血清水平

相关性分析 检测上述ELISA检测的67例HCC
患者中的64例患者癌组织D c R3蛋白的表达

(图1), 其中15例血清DcR3阴性(0-122.22 ng/L)
患者中, 4例IHC呈低度阳性; 16例血清DcR3
低水平(122.23-149.99 ng/L)患者中, 10例IHC
阳性; 20例血清DcR3中等水平(150.00-299.99 
ng/L)患者中, 14例IHC阳性; 13例血清DcR3高
水平(≥300.00 ng/L)患者中, 11例IHC阳性. 经
Kendall's tau_b秩相关分析, 癌组织中DcR3的表

达与血清DcR3水平呈正相关(r  = 0.395, P <0.01). 
IHC与ELISA检测阳性率分别为61%(39/64)和

77%(49/64), 经配对设计χ2检验分析, DcR3血
清ELISA检测阳性率明显高于癌组织IHC检测

(P <0.05, 表3). 
2.4 AFP与DcR3联合检测对HCC的诊断评价 
AFP与DcR3单项检测对HCC的诊断灵敏性分别

为82%和76%, 联合检测可将灵敏度提高到93%, 
且阴性预测值、Youden指数、粗符合率均有明

显上升, 仅特异度与阳性预测值略有下降(表4).

3  讨论

DcR3又被称作TR6或者M68, 是1998年Pitti et al [1]

表  1  各组血清DcR3水平的比较

     
分组                     n

          血清DcR3阳性 	 血清DcR3水平

	                         n 	       %      	  中位数(ng/L)

HCC组	         67	      51	      76	      151.13b

肝硬化组	           8	        5	      62	      135.87b

胆囊炎组	         17	        3	      18	      100.02d

正常对照组      28	        1	        4	        98.24

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  HCC组.

表  2  HCC患者血清DcR3水平与临床病理参数的关系

     
临床病理	          

n
          血清DcR3水平(n )	    

χ2值	 P 值
参数	                 阳性   阴性  阳性率(%)		

年龄(岁)

    ≥50	        30	 25       5         83 	   1.555   0.212

    <50	        37	 26     11         70		

性别

    男	        58	 47     11         81	   3.902   0.048

    女	          9	   4       5         44		

分化程度    

    高	        16	 13       3         81	   0.405   0.817

    中	        37	 28       9         76		

    低	        14	 10       4         71		

临床分期

    ⅠⅡ	        37	 26     11         70	   1.555   0.212

    ⅢⅣ	        30	 25       5         83		

伴肝硬化

    有	        44	 37       7         84	   4.481   0.034

    无	        23	 14       9         61		

AFP(mg/L)

    ≥400	        28	 23       5         82	   0.960   0.327

    <400	        39	 28     11         72		

门脉癌栓

    有	        11	   9       2         82	   0.010   0.922

    无	        56	 42     14         75		

包膜浸润

    无包膜或     37	 32       5         86	   4.886   0.027

    包膜浸润

    包膜完整     30     19      11	       63	

    或无浸润

复发转移

    有	        40	 34       6         85	   4.306   0.038

    无	        27	 17     10         63		

肿瘤结节

    多个	        25	 20       5         80	   0.330   0.565

    单个	        42	 31     11         74		

肿瘤直径(cm)

    ≥5	        43	 35       8         81	   1.838   0.175

    <5	        24	 16       8         67		

■创新盘点
本 研 究 采 用
ELISA和免疫组
织化学方法研究
肝癌患者血清和
组织中DcR3的表
达, 并进行相关性
分析和检测阳性
率的比较, 同时分
析血清DcR3水平
与肝癌各临床病
理参数的关系, 初
步探讨血清DcR3
对肝癌的筛查、

诊断和判断预后
的意义.
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发现的一种无明显跨膜序列的分泌型蛋白, 属
TNFR超家族成员, 可以和FasL[1-2,9], LIGHT[3], 
TLIA[10]等配体特异性结合, 竞争性地抑制配体

与死亡受体(death receptor)的结合, 从而阻断该

配体诱导产生的凋亡[2-3,11]. 并且通过降低T细胞

与抗原呈递细胞之间的相互作用, 抑制T细胞趋

化[12], 调节树突状细胞的分化和成熟[13], 诱发树

突状细胞凋亡[14], 调节巨噬细胞的分化和激活, 
抑制肿瘤相关巨噬细胞MHCⅡ的表达[15], 增加

单核细胞的黏附能力[16], 调节免疫细胞之间的相

互作用[17-18]和诱导免疫耐受[19]等机制, 在肿瘤的

发生、发展以及免疫逃逸中发挥重要作用. 已
有研究发现在神经系统[20-21]、泌尿系统[22]、消

化系统[23-31]等多个系统的恶性肿瘤中存在DcR3
的高表达. Shen et al [29-30]研究发现HCC组织中

DcR3基因扩增与mRNA表达相一致, 存在DcR3 
mRNA和蛋白的高表达. 本课题组的前期研究结

果[5-6]显示HCC组织和HCC细胞系中均存在DcR3 
mRNA和蛋白的高表达, 而癌旁组织无或者低表

达, DcR3的高表达可抑制肿瘤细胞凋亡.
DcR3是一种分泌型蛋白, 可在血清中检测

到. 有研究发现胃癌、肝癌、胆囊癌、结肠癌、

甲状腺腺癌、胰腺癌、骨肉瘤、乳腺癌[7]、肾

癌[22]、卵巢癌[32]等恶性肿瘤, 以及系统性红斑狼

疮[33-34]、类风湿关节炎[35]等自身免疫性疾病患

者血清DcR3水平有不同程度的升高, 而其中以

肝癌、胃癌和胆囊癌等胃肠道肿瘤升高最显著. 
Wu et al [7]对多种肿瘤患者血清DcR3水平进行了

研究, 包括35例HCC患者, 其中26例血清DcR3阳
性, 阳性率74.3%, 血清水平明显高于正常人. 本
研究检测了67例HCC患者, 其中51例阳性, 阳性

率为76%, HCC血清DcR3水平与正常人和感染性

疾病患者比较均显著升高, 与Wu et al [7]的研究结

果相似, 证实了HCC患者血清中DcR3的水平明显

高于正常人, 有希望成为新的HCC筛选标志物.
我们进一步将HCC患者分为HCC伴有肝硬

化和HCC不伴肝硬化两组, HCC伴有肝硬化组

血清DcR3阳性率明显高于HCC不伴肝硬化组

(84% vs  61%). 另外, 肝硬化患者血清DcR3阳性

率为62%(5/8), 血清水平明显高于正常对照组. 
以上结果均提示DcR3的表达与肝硬化有密切关

系. 在Wu et al [7]的研究中, 5例肝硬化患者血清

DcR3平均水平为45 ng/L, 较正常显著升高, 又
由于HCC患者中伴有肝硬化的达74%, Wu et al [7]

推测血清中的一部分DcR3可能来源于肝硬化组

织. 本课题组前期研究[8]也发现在部分肝硬化组

织中存在DcR3 mRNA和蛋白的表达, 但是表达

阳性率和表达强度明显低于HCC. 因此, 肝硬化

中DcR3表达增高的发生机制, DcR3与肝硬化和

HCC的发生发展是否有关等问题还有待于进一

步研究. 
在DcR3表达与HCC临床病理参数关系的研

究中, Shen et al [29-30]和Chen et al [5-6]发现HCC组织中

DcR3 mRNA和蛋白的表达与肿瘤大小、临床分

期、浸润转移、包膜浸润等有关. 而HCC患者血

清DcR3水平与临床病理参数之间的关系尚未见

文献报道. 本研究发现, HCC患者中包膜浸润者血

清DcR3阳性率明显高于无包膜浸润者、复发转

移者明显高于无复发转移者. 提示DcR3与HCC的
恶性进展和浸润转移密切相关, 推测血清DcR3高
水平患者易发生肿瘤的浸润转移, 预后差, DcR3

表  3  HCC血清与组织DcR3表达相关性分析

     
血清水平(ng/L)	                     n

	 组织表达

			             -       +     ++	 +++

阴性(0-122.22)		  15    11      4      0      0

低水平(122.23-149.99)	 16      6      5      4      1

中等水平(150.00-299.99)	 20      6      8      4      2

高水平(≥300.00)		  13      2      4      2      5

图  1  DcR3蛋白在HCC组织中的表达(×400). HCC组织石蜡包埋切片抗DcR3兔多克隆抗体IHC二步法染色. DcR3蛋白阳性

染色定位于癌细胞胞质内, 呈棕黄色颗粒状或斑片状, 阳性细胞的分布呈弥漫性、小巢状或散在分布. A: 阳性; B: 强阳性.

A B
■应用要点
H C C 患 者 血 清
DcR3水平较正常
人明显升高, 且与
肿瘤的生长、浸
润、复发、转移
等代表肿瘤恶性
生物学行为的因
素有关, 因此通过
监测高危人群以
及肝癌患者血清
中的 D c R 3 水平 , 
可能有助于肝癌
早期诊断和判断
预后.



www.wjgnet.com

2046                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2009年7月18日     第17卷     第20期

可能成为评价HCC预后的重要血清学指标. 
为了探讨HCC患者血清中DcR3的水平与

癌组织中DcR3蛋白表达的关系, 我们用IHC方

法检测了67例HCC患者中64例手术切除癌组织

DcR3蛋白的表达情况, 比较同一患者血清和组

织DcR3蛋白表达的差异. 国内外尚未见这方面

的报道. 本研究发现, DcR3蛋白在HCC癌组织中

呈高表达, 且随着DcR3血清水平的升高, 组织中

的表达相应增强, 即血清水平越高的患者, 其组

织中DcR3蛋白表达越强. 相关分析表明组织中

DcR3表达与血清水平呈正相关, 证明DcR3在组

织中的表达与血清水平一致. 但ELISA检测阳性

率明显高于IHC(77% vs  61%). 我们推测可能是

由于ELISA检测较IHC检测更灵敏所致, 由此也

提示DcR3血清学ELISA检测更灵敏、更简便、

更适合于临床应用. 
另一方面, AFP从20世纪70年代应用于临

床检测, 到目前仍是最常使用的HCC诊断标志

物, 广泛用于HCC的普查、诊断、判断治疗效

果、预测复发等. 但是由于其特异度不高, 约为

75%-80%, 因此出现了很多肿瘤标志物与AFP
联合检测提高对HCC诊断效率的研究[36]. 为了

提高HCC诊断效率, 弥补DcR3在多种疾病中均

有表达, 特异性不高的缺点, 探讨了AFP与DcR3
联合检测对HCC的诊断价值. 发现血清AFP、
DcR3单项检测的灵敏度分别为82%、76%, 与
叶茂 et al [36]和Wu et al [7]研究结果相符. 但由于二

者单项检测的灵敏度不高, 部分患者可因假阴

性而漏诊. 而联合测定AFP与DcR3可将灵敏度

提高到93%, 明显提高了诊断敏感性, 能有效防

止漏诊. 也说明DcR3对血清AFP水平在正常范

围的HCC患者的筛查和诊断有一定的价值. 虽
然联合检测的特异度和阳性预测值与单项检测

相比略有降低, 但阴性预测值、Youden指数和

粗符合率均有所上升, 说明了联合检测的诊断

价值高于单项检测, AFP与DcR3联合检测能有

效提高HCC的诊断率, 为尽早发现、尽早治疗

HCC提供了有利条件, 以进一步改善患者的生

存率和生存质量. 

总之, HCC患者血清DcR3水平升高, 且与肿

瘤的生长、浸润、复发、转移等代表肿瘤恶性

生物学行为的因素有关, 因此通过监测高危人

群以及肝癌患者血清中的DcR3水平, 同时联合

检测AFP, 对HCC的筛查、诊断和判断预后有重

要意义.
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Abstract
AIM: To simultaneously detect the expression of 
Survivin, cyclooxygenasa-2 (COX-2), vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and CD34 in 
colorectal cancer and explore its correlation with 
tumor angiogenesis.

METHODS: All specimens (including 26 colorec-
tal cancer specimens, 10 colorectal polyp speci-
mens and 7 chronic colitis specimens) were col-
lected from September 2007 to May 2008 at the 
Second Affiliated Hospital of Harbin Medical 
University. All specimens were pathologically 

reevaluated to confirm the initial diagnosis. The 
expression of Survivin, COX-2, VEGF and CD34 
in these specimens was detected by immunohis-
tochemistry.

RESULTS: The positive rates of Survivin, 
COX-2 and VEGF proteins in colorectal cancer 
tissue were 76.9%, 80.8% and 69.28% respective-
ly, significantly higher than those in colorectal 
polyp and chronic colitis tissues (P < 0.01 or 0.05). 
The microvascular density (MVD) revealed by 
CD-34 immunostaining in colorectal cancer tis-
sue was significantly higher than that in colorec-
tal polyp and chronic colitis tissues (23.69 ± 9.96 
vs 13.10 ± 7.05 and 10.43 ± 4.24, both P < 0.01). 
Furthermore, the expression of Survivin, COX-2 
and VEGF proteins in colorectal cancer tissue 
is positively correlated with tumor microvessel 
count (all P < 0.05). In colorectal cancer tissue, 
the expression of Survivin was closely correlated 
with that of COX-2 and VEGF (χ2 = 11.18, 4.72, P 
< 0.05).

CONCLUSION: Survivin is probably able to 
promote tumor angiogenesis through regulating 
the expression of COX-2 and VEGF in colorectal 
cancer.

Key Words: Survivin; Cyclooxygenasa-2; Vascular 
endothelial growth factor; CD34; Colorectal cancer

Kong LJ, Zhao J, Qu B, Fan WW, Gao SL. Expression 
of Survivin, COX-2 and VEGF in colorectal cancer and 
its correlation with tumor angiogenesis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(20): 2048-2053

摘要
目的: 研究Survivin, COX-2, VEGF和肿瘤微血
管密度(MVD)在大肠癌组织中的表达, 探讨其
与大肠癌肿瘤血管生成的关系. 

方法: 2007-09/2008-05哈尔滨医科大学附属第
二临床医学院内镜下取材的大肠癌、肠息肉
及肠炎标本. 所有标本均经病理检查证实诊
断. 试验对象共分3组, 分别为大肠癌组织26

®

■背景资料
生存素(Survivin)
是近年来发现的
一种的凋亡抑制
因子, 属于凋亡抑
制蛋白(IAP)家族, 
广泛表达在多种
恶性肿瘤组织中. 
当前研究显示, 其
不但具有抑制凋
亡的作用, 而且与
肿瘤血管生成有
密切关系.

■同行评议者
余宏宇, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
长征医院病理科
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例, 大肠息肉组织10例, 大肠黏膜慢性炎症组
织7例. 采用免疫组织化学方法检测Survivin, 
COX-2, VEGF和CD34在大肠组织中的表达. 

结果: Survivin, COX-2与VEGF蛋白在大肠
癌组织中阳性表达率分别为76.9%, 80.8%和
69.28%, 明显高于大肠息肉组与肠炎组的表
达(P <0.01或0.05). 大肠癌组织中MVD(CD34)
明显高于大肠息肉组与肠炎组(23.69±9.96 vs  
13.10±7.05, 10.43±4.24, 均P <0.01). Survivin, 
COX-2和VEGF蛋白在大肠癌组中的表达与
MVD相关(均P <0.05), Survivin和促血管形成
因子COX-2, VEGF在大肠癌组织中的表达密
切相关(χ2 = 11.18, 4.72, 均P <0.005).

结论: Survivin可能通过COX-2, VEGF促进大
肠癌肿瘤血管的形成.

关键词: Survivin; 环氧合酶-2; 血管内皮生长因子; 

CD34; 大肠癌

孔令建, 赵晶, 曲波, 樊微微, 高善玲. Survivin、COX-2及VEGF

在大肠癌中的表达及与肿瘤微血管密度的关系.  世界华人消化

杂志  2009; 17(20): 2048-2053

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2048.asp

0  引言

肿瘤血管(tumor angiogenesis)是肿瘤生长、侵

袭和转移的基础. 他的形成是一个多因素、级

联、整体、动态的过程, 是多种血管调节因子

共同作用的结果[1]. 大肠癌(colorectal cancer)
是一种常见的恶性肿瘤, 其发病率近年来呈上

升趋势, 但是其病因现在尚未完全清楚, 目前

认为主要是环境因素与遗传因素综合作用的

结果[2]. Survivin是近年来发现的一种凋亡抑制

因子, 属于凋亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis 
proteins, IAP)家族, 广泛表达与多种恶性肿瘤

组织中[3]. 当前研究显示, 不但具有抑制凋亡的

作用, 而且与肿瘤血管生成以及肿瘤的耐药性

有密切关系[4-5]. 本实验应用免疫组织化学方法, 
测定Survivin、环氧合酶-2(cyclooxygenasa-2, 
C O X - 2 )、血管内皮生长因子 ( v a s c u l a r 
endothelial growth factor, VEGF)在大肠癌组织中

的表达, 探讨他们在肿瘤血管形成中的作用和

相互关系, 从而为大肠癌的早期诊断和治疗提

供更为广阔的前景. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2008-05哈尔滨医科大学附属

第二临床医学院内镜下取材的大肠癌、肠息肉

及肠炎标本. 所有标本均经病理检查证实诊断. 
试验对象共分3组, 分别为大肠癌组织26例, 大
肠息肉组织10例, 大肠黏膜慢性炎症组织7例. 
其中大肠癌标本取材前患者未进行过放、化疗.  
Survivin兔抗人多克隆抗体、COX-2和VEGF兔
抗人mAb、CD34鼠抗人mAb及试剂盒, 均购于

北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 指标检测: 采用免疫组织化学二步法检测

Survivin, COX-2、VEGF和CD34在大肠癌组

织、肠息肉组织和肠炎组织中的表达, 操作严

格按照试剂盒说明书操作步骤进行. 
1.2.2 结果判定: (1)Survivin: 胞质中染成棕黄

色为阳性, 首先按染色强度计分: 无着色为0分, 
染色弱1分, 染色清晰2分; 阳性范围≤10%为0
分, 阳性范围≤25%为1分, 阳性范围≤50%为2
分, 阳性范围>50%为3分. 根据2项相加数分为: 
0-1为(-); 2分为(+); 3-4分为(++); 5-6分为(+++). 
(2)VEGF: 阳性染色模式为胞质着色, 呈浅黄色

至棕黄色颗粒. 按胞质的着色强度分为: (-)细胞

质不着色; (+)细胞质呈浅黄色颗粒; (++)细胞质

呈棕黄色颗粒. (3)COX-2: 以胞质有棕黄色颗粒

为阳性. 选择5个以上视野, 计数不少于500个细

胞进行阳性计数及评分. 根据染色程度及染色

细胞百分率进行评分: 基本不着色者为0分, 着
色淡者为1分, 着色适中者为2分, 着色深者为3
分; 着色细胞占计数细胞的百分率<5%为0分, 
5%-为1分, 25%-为2分, 50%-为3分. 将每张切片

的染色程度与染色细胞百分率得分相乘, 其乘

积为最后得分. 0-1分为阴性(-), 2-3分为弱阳性

(+), 4-6分为中等阳性(++), >6分为强阳性(+++). 
(4)CD34: CD34使各种大小血管均呈棕黄色染

色, 主要使新生血管内皮细胞染成棕黄色. 肿瘤

微血管计数(MVC)值采用Weidner计数法, 即先

在低倍镜下寻找微血管密集区, 再在高倍镜(×
200)下计数5个不同视野中的微血管数, 单个着

色的内皮细胞或细胞丛均按独立的血管分别计

数, 取以肿瘤细胞胞质内呈现棕黄色者计算其

平均值.
统计学处理 统计学处理应用SPSS13.0软件

完成, 计数资料用χ2检验、Fisher确切概率法及

相关分析组间差异, 计量资料用t检验. P <0.05认
为有统计学意义.

2  结果

2.1 Survivin、COX-2和VEGF的表达 在大肠

■研发前沿
Survivin是如何促
进肿瘤血管生成
的呢?  这是当前
研究的热点问题. 
本文选取了血管
生成相关刺激因
子COX-2、VEGF
作为研究对象, 初
步探讨Survivin在
大肠癌肿瘤血管
形成中的作用. 其
具体机制有待进
一步研究.
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癌、大肠息肉和大肠炎3组中, Survivin的阳性表

达率分别为76.9%、10.0%、14.3%; COX-2的阳

性表达率分别为80.0%、20.0%、28.0%; VEGF
的阳性表达率分别为69.2%、40.0%、28.6%. 大
肠癌组Survivin、COX-2和VEGF阳性表达率明

显高于其他2组, 差别有统计学意义(P<0.05, 图1, 
表1).
2.2 CD34的表达 大肠癌组CD34的表达明显高

于其他2组, MVD计数值(以mean±SD表示)差别

有统计学意义(23.69±9.96 vs  13.10±7.05, 10.43
±4.24, 均P <0.01, 图2).
2.3 Survivin、COX-2、VEGF的表达和MVD
计数值的关系 在大肠癌组织中, S u r v i v i n、
COX-2、VEGF阳性表达的MVD值明显高于

阴性表达, 差别有统计学意义(25.80±10.03 vs  
16.67±6.69; 26.74±9.63 vs  15.43±5.16; 28.22
±8.42 vs  13.50±3.30, 均P <0.05). Survivin与
COX-2、VEGF的表达均正相关(c2 = 11.18, 

4.72, 均P <0.005).

3  讨论

S u r v i v i n是近年来发现的一种新的凋亡抑制

因子, 属于I A P家族的新成员具有不同于I A P
家族其他成员的独特性质和结构[6]. 研究表明

Survivin是迄今发现最强的凋亡抑制因子, 具有

较强的抑制细胞的凋亡的功能, 促进肿瘤的发

生. 本实验证实, Survivin在大肠癌中的阳性率为

■相关报道
O'Connor et al 研
究, 发现Survivin 
在不增殖的血管
中很少表达, 然而
在肉芽组织中的
新近形成的血管
中 明 显 表 达 ,  说
明Surv iv in是血
管的保护性基因, 
在受损伤时升高. 
Mesri et al 研究认
为 V E G F 在 肿 瘤
血管生成过程中
发挥的内皮细胞
抗凋亡作用依赖
于Survivin的表达
上调. Tran et al 发
现Survivin可有效
地维持微小血管
网 的 结 构 ,  促 进
VEGF的内皮细胞
保护功能.

A B C

D E F

G H I

图  1  Survivin, COX-2和VEGF在大肠癌组织、肠息肉组织和肠炎组织中的表达(免疫组织化学×100). A-C: Survivin; D-F: 

COX-2; G-I: VEGF; A、D、G: 大肠癌; B、E、H: 肠息肉;  C、F、I: 肠炎.

表  1  Survivin、COX-2和VEGF在大肠癌、大肠息肉和肠
炎组织中的阳性表达率 (%)

     
分组	               n 	           Survivin       COX-2           VEGF

大肠癌组	            26	          76.9b          80.8b           69.2a

大肠息肉组         10	           10.0           20.0            40.0 

肠炎组	              7	          14.3d          28.6d           48.6c

aP<0.05, bP<0.01 vs 大肠息肉组; cP<0.05, dP<0.01 vs 大肠癌组.
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76.9%, 显著高于大肠息肉组和大肠炎症组, 说
明Survivin的表达具有特异性, 以此可有助于鉴

别肿瘤良恶性和提高恶性肿瘤的诊断率. 
肿瘤新生血管的形成不但成为肿瘤生长的

基础, 而且构成了肿瘤细胞侵袭转移的首要靶

目标, 肿瘤细胞转移及其在转移部位的生长也

依赖于肿瘤血管生成[7]. 肿瘤血管生成一方面保

证了肿瘤生长所需要的营养供应, 促使肿瘤体

积增加, 没有血管, 肿瘤一般只生长到1-3 mm; 
另一方面, 肿瘤组织内血管密度的增加、肿瘤

边缘部位的瘤细胞与血管接触增多, 也进一步

促使肿瘤细胞随细胞数量的增多而脱落进入血

管的机会增加. 因此, 肿瘤血管生成对肿瘤细胞

的转移有直接的和间接的促进作用. 肿瘤血管

表达的高低可以用肿瘤MVD加以量化, MVD不

仅与肿瘤细胞的营养和供氧有关, 而且反映了

肿瘤的浸润和转移能力[8]. 
血管形成过程的核心是内皮细胞的分裂增

殖, 确切地说取决于血管内皮细胞的生存和凋

亡平衡的结果. 血管生成时, 内皮细胞受生长因

子刺激而分裂、移行、重塑, 形成原始血管和

开放的血管网, 此过程依赖内皮细胞的生长和

稳定性, 破坏内皮细胞和基质联系及干扰内皮

细胞的信号传导足以引起Caspase依赖的内皮细

胞的凋亡, 导致血管结构的退化. 已有研究表明

Survivin在血管形成过程中也起关键作用[9-11]. 其
机制可能是通过上调VEGF和COX-2的水平, 以
促进肿瘤血管的生成[12-14]. VEGF是血管内皮生

长因子, 又称血管通透因子, 是迄今鉴定出来的

最重要的血管生成因子, 可作为肿瘤代谢及转移

的标志. VEGF具有促进血管内皮细胞增殖, 增进

血管能透性及改变细胞外基质的作用[15]. COX-2
是花生四烯酸转化成前列腺素过程中重要的限

速酶. 近年研究表明其在多种肿瘤组织中表达

增强, 对肿瘤的发生、发展及转移有促进作用, 

可能机制为促进细胞增殖、抑制凋亡及促进血

管形成[16-18]. 当前研究发现, Survivin在肝癌[19]、

胰腺癌[20]、直肠癌[21]、鼻咽癌[22]、乳腺癌[23]甲

状腺癌[24]和神经母细胞瘤[25]中的表达和VEGF
密切相关. 在肝癌[26]、子宫内膜癌[27]、肺癌[28]、

胃癌[29]、大肠癌[30]和卵巢癌[31]中, Survivin和
COX-2的表达均密切相关. 研究表明, COX-2, 
VEGF不仅通过旁分泌途径促进血管生成, 从
而促进肿瘤的发生, 发展, 而且作为一种自分泌

生长调节因子, 直接刺激肿瘤细胞的增殖或迁 
移[32-33]. 本研究表明Survivin, COX-2, VEGF在大

肠癌中的阳性表达与MVD相关, 提示他们在大

肠癌的血管生成中占有重要地位. 
O'Connor et al [34]研究, Survivin在不增殖的

血管中很少表达, 然而在肉芽组织中的新近形

成的血管中明显表达, 说明Survivin是血管的保

护性基因, 在受损伤时升高. 应用VEGF诱导静

止期的内皮细胞分裂, 检测Survivin表达水平, 
结果提示血管内皮细胞内Survivin含量升高了

16倍, 在6-10 h达峰, 24 h开始下降. 而炎症因子

TNF等未能诱导血管内皮细胞内Survivin的表

达, 提示Survivin可能是血管形成中生长因子诱

导的保护性基因, 维持血管内皮细胞的正常增

殖. Mesri et al [15]研究认为VEGF在肿瘤血管生

成过程中发挥的内皮细胞抗凋亡作用依赖于

Survivin的表达上调. Tran et al [12]发现Survivin可
有效地维持微小血管网的结构, 促进VEGF的内

皮细胞保护功能, 抵抗化疗药物对血管内皮细

胞的致凋亡作用, 从而增强肿瘤的抗药性. Mesri 
et al [15]还发现, Survivin的反义核苷酸酸可消除

VEGF对抗肿瘤坏死因子或神经酰胺诱导的细

胞死亡的抗凋亡作用, 导致内皮细胞凋亡和毛

细血管迅速退化. 本实验发现, 在大肠癌组织中

Survivin和COX-2, VEGF表达存在正相关, 提示

促血管生成因子对大肠肿瘤的发生发展特别是

■创新盘点
本实验应用免疫
组织化学方法, 联
合研究Survivin、
COX-2、VEGF
在大肠癌组织中
的表达, 探讨他们
在肿瘤血管形成
中的作用和相互
关 系 ,  初 步 探 讨
Survivin促进肿瘤
血管形成作用的
机制.

A B C

图  2  CD34在大肠癌、大肠息肉和肠炎组织中的表达(免疫组织化学×100). A: 大肠癌; B: 大肠息肉; C: 大肠炎.
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在促进血管形成方面可能有Survivin的参与. 
总之, 大肠癌组织中的Survivin, COX-2, 

VEGF的表达与肿瘤的MVD值成正相关. 提示在

肿瘤血管形成方面, Survivin和COX-2, VEGF起
着协同作用. 在大肠癌组织中, Survivin的表达

的和COX-2, VEGF的表达呈明显相关性, 提示

Survivin可能通过上调COX-2, VEGF因子来发挥

其促进肿瘤血管生成的作用, 其具体作用机制

有待进一步研究.
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《世界华人消化杂志》数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2009-07-18)

■同行评价
本文设计尚可, 结
果丰富, 统计学方
法正确, 具有一定
的学术价值.
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Abstract
Portal hypertensive enteropathy, whose 
fundamental pathologic change is a vasculopathy 
characterized histopathologically by mucosal 
and submucosal vessel dilatation, oedema and 
congestion, mainly results from a combination 
of increased intrahepatic vascular resistance and 
increased blood flow through the portal venous 
system. Though portal hypertensive enteropathy 
usually has non-specific clinical manifestations, 
it is a major cause of lower gastrointestinal 
b leeding. Up to now, there has been no 
standard for the diagnosis and grading of portal 
hypertensive enteropathy. Unfortunately, the 
experience of treatment for portal hypertensive 
enteropathy only comes from some small-sample 
trials. For these reasons, an in-depth study of 
portal hypertensive enteropathy is still necessary. 
In this article, we will review the advances in 
research on portal hypertensive enteropathy.

Key Words: Portal hypertension; Portal hyperten-
sive enteropathy; Cirrhosis
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摘要
肝硬化门静脉高压性肠病(portal hypertensive 
enteropathy, PHE)的2大主要发病机制是肝内
门脉血流阻力增加和流经门脉血流增多. PHE
的基本特征是组织病理学上的特征性血管病
变. 临床表现无特异性, 但却是下消化道出血
的主要原因. 目前为止, PHE的诊断和分级尚
无统一标准, 治疗上也仅限于小样本经验总
结, 因此, 关于PHE的进一步研究非常必要. 本
文就PHE的研究现状作一综述.

关键词: 门静脉高压; 门静脉高压性肠病; 肝硬化
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0  引言

门静脉高压性胃肠病(p o r t a l h y p e r t e n s i v e 
gastroenteropathy, PHGE)的特征是, 在门静脉高

压(portal hypertension, PHT)状态下, 胃肠道黏

膜发生特殊病变. 早在1985年, McCormack et al
就首先阐述了在P H T患者的胃黏膜中发生的

特殊病变, 他们称之为充血性胃病(congestive 
gastropathy)[1]. 经过大量研究发现, 类似的黏膜

病变也会发生在PHT状态下的肠道, 称之为门

静脉高压性肠病(portal hypertensive enteropathy, 
P H E) ,  包括门静脉高压性小肠病 (包括空肠

病、回肠病等)和门静脉高压性结肠病(por ta l 
hypertensive colonopathy, PHC). 肠道在PHE时发

生的病变是PHT患者发生下消化道出血的重要

原因. 现就有关文献对PHE的有关问题综述如下.

1  发病率

目前, 各文献报道的PHE的发病率尚无统一数

据, 并且差异较大. 由Misra et al [1]观察发现, PHC
的发病率为52.3%, 门脉高压性回肠病(por ta l 
hypertensive ileopathy, PHI)的发病率为25%, 而
且PHC与PHI可重叠发生. De Palma et al [2]运用

胶囊内镜进行研究分析, 发现有67.5%的肝硬化

患者有PHE. Nagral et al [3]研究PHT空肠病发生

®

■背景资料
近2 0年来 ,  门静
脉高压 ( P H T ) 及
由PHT导致的机
能改变, 已得到越
来越多的认识与
关注 ,  20世纪80
年 代 ,  门 静 脉 高
压性胃病 (PHG)
已得到学术界认
可, 而后的进一步
研究表明, 类似的
黏膜病变也会发
生在PHT状态下
的肠道, 称之为门
静脉高压性肠病
(PHE), 但目前尚
无针对PHE的大
规模前瞻性研究.

■同行评议者
李国威, 教授, 西
安交通大学医学
院第二附属医院
普通外科
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率, 得出结果仅为16%. 而由Urbain et al [4]进行的

类似研究则称, 出现PHE镜下表现的肝硬化患者

有50%. 任习芳 et al [5]报道PHC在门静脉高压患

者中的发病率是52%. 各数据出现如此差异的可

能原因包括: (1)入选病例不同, 有的研究将所有

临床诊断为肝硬化的患者包括在内, 而有些则

只收录出现了并发症的患者; (2)判断标准不同; 
(3)肠镜检查范围不尽相同; (4)检查设备不同, 有
些研究者使用的是传统推进式内镜, 而有些研

究者使用的是新近的设备(如胶囊内镜).

2  发病机制

2.1 P H T P H E通常发生在P H T的情况下. 正
常的肝静脉压力梯度(hepatic venous pressure 
gradient, HVPG)<5 mmHg[6], 当门脉压力超过11 
mmHg时或者门脉系统与右心房的压力梯度超

过10 mmHg时即存在门脉高压[7].
PHT的出现往往是由于门脉血流阻力增加

和流经门脉血流增多2大因素造成[3,6,8-11]. 其中, 
门脉血管阻力增加是始动因素, 被认为是“后

向血流学说”, 究其原因有2个方面, 即机械性

因素和动力性因素. 机械性因素是由于假小叶

的形成、肝窦内再生结节等多种因素造成了肝

血窦阻力增加, 肝脏微循环障碍. 而动力性因素

是指肝脏小静脉收缩激活了肝血窦周围的星状

细胞(hepatic stellate cells, HSC), 活化后的HSC
能使血管平滑肌收缩[12]并由此始动纤维化[6,10].

当门脉高压形成之后, 外周血管扩张, 且
血流阻力降低、心输出量增加, 出现高动力循

环.进而使回流入肝脏的血流增多, 并由此进一

步加重了PHT[6,13], 此即“前向血流学说”.
2.2 分子生物学基础 研究发现, 血管活性物质失

衡在PHE的形成和发展中起到了重要作用. 一
氧化氮(nitric oxide, NO)为一种较强的扩血管物

质, 普遍存在于各系统中, 包括肠道. Aller et al [14]

通过对大鼠进行肝门静脉结扎实验(portal vein-
ligated, PVL)得知, 实验中大鼠的肝脏和肠道均

有NO表达, 证明NO在维持门脉高压和PHE典型

血管病变和黏膜损伤的形成和发展中起到了重

要作用. PHT状态下, NO的主要来源是, 细胞内

毒素、脂多糖和炎性因子作用于NO合酶(nitric 
oxide synthase, NOS)的可诱导单体(inducible 
nitric oxide synthase, iNOS), 使其过度表达, 合成

大量NO[8], iNOS的长期过度表达与肝硬化高动

力循环状态有关[15]. 
2.3 相关因素 目前为止, 关于PHE与肝功能、

食管静脉曲张的关系, 存在2种截然不同的观

点, 即两者间呈正相关或负相关. 支持前者的

学者认为PHE与肝功能Child C级、2度以上食管

静脉曲张、门脉高压性胃病(portal hypertensive 
gastropathy, PHG)强烈相关[2,16]. 支持后者的学者认

为PHE与肝功能Child分级无关, 门脉的大小和侧

枝循环的建立均不能很好地预测PHE的发生[3]. 任
习芳 et al [5]的研究进一步认为PHC在行食管静脉

套扎术或硬化剂治疗前后发病率并无明显差别.
肝硬化患者有3.6%-56%会发生直肠静脉曲 

张[17], Misra et al [1]指出在有直肠静脉曲张的肝硬化

患者中, PHC的发病率是32%, 在无直肠静脉曲张的

患者中该发病率为68%, 造成这种结果的原因, 可
能是由于曲张的直肠静脉减少了结肠血管的压力.

3  组织学表现

PHT状态下, 发生在小肠和大肠的病理改变包括

血管数增多、出现壁厚扩张的黏膜血管、黏膜

固有层水肿、黏膜肌层增厚、纤维肌性增生、

腺体萎缩、绒毛/隐窝比率下降以及慢性炎性渗

出等. 这些都属于非特异性改变[3,8].

4  临床表现

PHE亦无特异的临床表现, 主要表现包括下消化

道出血、腹痛、排便习惯和粪便性状的改变, 以
及由此导致的贫血, 或者无任何症状. 1项针对

PHC的研究资料显示, 在行结肠镜检查的1组肝

硬化患者中, 有大便潜血阳性者占34%、黑便者

23%、缺铁性贫血者10%、腹泻者4%、腹痛者

4%、血清CEA水平升高4%, 在这些患者中, PHC
发病率是66%[18]. 基于PHE患者的肠道发生了血

管和黏膜病变, 这就为消化系出血埋下了伏笔[3]. 
与PHG所致的消化系出血不同的是, PHG主要导

致上消化道出血, 而PHE则以下消化道出血为多

见, 其中, 慢性隐匿过程居多, 主要表现为大便隐

血阳性及黑便, 大出血发生率仅为4%[18].

5  内镜下表现

PHE的内镜下表现包括: 肠道黏膜血管扩张、

血管发育不良、黏膜血管曲张、黏膜慢性炎

性改变、黏膜充血、红斑样损伤和活动性出血 
等[1-2,4,9]. 但是, 各种改变的发生概率尚无统一数

据. De Palma et al [2]通过应用胶囊内镜对PHE患
者的肠道黏膜进行研究, 发现有67.5%的患者出

现黏膜损伤, 其中, 毛细血管扩张、血管发育不

良(24.3%), 红斑样损伤(62.2%), 黏膜慢性炎性

改变(13%)、静脉曲张(8.1%), 且64.9%的研究对

象有多种改变混合存在, 存在活动性出血者达

■研发前沿
目前, 已有部分学
者就PHE的发病
率、病理改变、

镜下表现、临床
表现及治疗方案
进行相关研究, 获
得了一些宝贵资
料. 诊断和治疗作
为临床工作的重
点, 进一步解决这
一问题便成为今
后PHE研究的重
点.
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到10.8%. 由Urbain et al [4]所做的相似研究表明: 
内镜下, 50%的肝硬化受检者出现了肠道黏膜血

管损伤, 其中血管发育不良样损伤占30%, 黏膜

血管曲张占15%, 活动性出血10%,以及红斑样改

变占32%.

6  诊断

国外学者Aydede et al [19]把组织病理异常(即黏膜血

管扩张、绒毛/隐窝比率下降、黏膜固有层水肿

以及纤维肌性增生)作为临床诊断PHE的标准. 国
内学者任习芳 et al [5]在做PHE研究时, 在门脉高压

患者出现相应内镜下表现(即肠黏膜明显弥漫性

充血水肿、蜘蛛痣和血管扩张、斑片状充血、黏

膜下自发性出血等)时, 作出PHE的诊断. 由此可

见, 关于PHE的诊断, 目前尚无统一标准. 合理的

标准应是根据肝硬化PHT病史, 结合相应临床表

现、内镜下表现、组织学表现等作出诊断.
正因为还没有统一的诊断标准, 故对于是

否把直肠病变归入PHE的范畴, 仍存在争议. De 
Palma et al [2]呼吁建立PHE的分级标准使PHE的
诊断更规范. 他们也为PHE的镜下表现提供了一

个分级标准, 分别把“肠道炎性改变”、“血

管损害”设定为PHE镜下表现的1度、2度. 但他

们也提到, 该分级标准的临床意义并不显著, 因
为“分级标准”只有在对疾病预后有参考价值

时才有意义.
De Palma et al发出的呼吁, 确实值得引起

同行们的注意, 今后应该进行相关研究, 以提出

PHE的包括临床表现、镜下表现、病理学、门

脉压值等方面的明确诊断标准和分级依据, 另
外, PHE与肝硬化PHT状态下的食管病变、胃的

病变的关系, 以及出血率、发生率、死亡率也

应该得到进一步的阐释[9].
若以上问题能得到解决, 必然使关于PHE的

认识上升到新的高度, 令临床医师和患者对病

情的轻重程度和预后都有清晰的概念.

7  治疗

PHE无特异的临床表现, 出现一般症状时, 可予

以相应的对症治疗, 肠道静脉曲张导致的下消

化道出血是PHE最严重的临床表现, 下面主要就

此方面的治疗阐述如下.
7.1 曲张静脉出血的治疗 首先, 要重视一般性治

疗, 包括建立静脉通道、必要时输血、短程预

防性使用抗生素等; 其次, 尽快使用止血药. 目
前, 由PHE引起的下消化道静脉曲张出血的药

物治疗, 与由胃食管静脉曲张出血的药物治疗

基本相同. 生长抑素及其类似物奥曲肽、特利

加压素已被广泛用于这方面的治疗. 生长抑素

能显著减少门脉血流及门脉压力[20], 可有效地

控制出血, 但是其作用短暂, 因此需要持续静

滴, 临床上, 尚不能用以长期降低门脉压力[21-22], 
继出血后第一个24 h持续静滴后, 再予推注, 可
有效止血并降低死亡率[23], 特利加压素有相似

的作用[24]. 奥曲肽与生长抑素相比有更长的半

衰期, 使用效果也比较理想, 去年, 有国内学者

报道, 使用长效奥曲肽降低门脉压力, 效果较 
好[25], 长效奥曲肽还可部分改善PHT的高动力

循环状态, 并调整血管的渗透性[19]. 与普萘洛尔

相比, 奥曲肽可更明显减轻黏膜毛细血管扩张

和黏膜充血水肿, 还可以改善因PHE引起的组

织形态学异常. 在成功止血并停用奥曲肽之前, 
应该加用普萘洛尔稳定门脉压力. 虽然, 药物治

疗能取得比较理想的效果, 但这些效果是暂时

的, 还应尽快行内镜检查, 明确出血灶, 在必要

时尽快行内镜下治疗[26]; 再次, 近年来, 部分文

献中报道了内镜下治疗PHE静脉曲张出血的内

容. 1991年, Kozarek et al报道PHC并直肠静脉曲

张出血在内镜下热力探头电凝及注射硬化剂止

血的病例. Misra et al [1]指出, 因为回肠静脉曲张

靠近回盲部, 可以考虑用内镜下曲张静脉结扎

(endoscopic varices ligation, EVL)或者内镜硬化

疗法(endoscopic sclerotherapy, EST)止血, 今年, 
又有文献提到, 可以用单气囊肠镜作相应的治

疗[27]. 但是, 目前关于这方面的文献报道并不多, 
具体的适应证和效果尚不很明确. 另外, 也有少

数资料报道了把介入引入PHE出血的治疗, 1998
年, Balzer et al报道了首例经颈静脉肝内门脉系

统分流术(transjugular intrahepatic portosystemic 
shunt, TIPS)治疗PHC所致的下消化道复发性出

血. 该术由有经验的医师操作时, 成功实施, 且
不出现急性并发症的概率在90%以上, 但因TIPS
术后会引发缓发的功能不全和并发症(如肝性脑

病和肝功能衰竭), 使TIPS的推广受到限制[28-29]. 
如今, 非手术治疗静脉曲张出血的成功率已较

高, 但必要时, 传统的外科手术仍可作为一种重

要的备用手段[30].
7.2 出血的初级、次级预防  2008年 ,  任习芳  
et al [5]报道, 在成功止血后, 用普萘洛尔即可有效

预防再出血. 但目前, 关于预防静脉曲张出血方

面的资料尚不多, 究其原因, 是由于PHE引起的

静脉曲张出血研究病例不多, 这方面的治疗仅

■相关报道
De Palma et al 呼
吁建立PHE的分
级标准使PHE的
诊断更规范. 他们
也为PHE的镜下
表现提供了一个
分 级 标 准 ,  分 别
把“肠道炎性改
变”、“血管损
害”设定为PHE
镜下表现的1度、

2度. 但他们也提
到, 该分级标准的
临床意义并不显
著, 因为“分级标
准”只有在对疾
病预后有参考价
值时才有意义.
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限于小规模样本的经验总结, 还有很多未明确

之处, 需要进一步研究解决.

8  结论

PHE通常发生在肝硬化PHT的情况下, 其病变部

位可在结肠、空肠、回肠等处. 当发生PHE时, 
肠道血管增多、黏膜水肿、腺体萎缩; 临床表

现以下消化道出血最常见、最严重; 内镜下多

表现为红斑样损伤、血管发育不良等; PHE的
具体诊断标准尚待进一步明确; 目前, PHE的治

疗方法以对症治疗为主, 且重在针对预防及控

制下消化道出血. 关于PHE, 找到明确的发病机

制、危险因素, 建立内镜下表现、组织病理表

现与诊断、分级的关系, 得出明确的出血率、

死亡率等临床转归, 规范治疗方案等等, 都是值

得进一步研究的问题.
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Abstract
Perianal fistulas secondary to Crohn’s disease 
may destroy the sphincter musculature after 
years of development. Meticulous anorectal 
examination is often needed to identify the loca-
tion of abscesses and fistulas. Combined medical 
and surgical therapy is the optimal treatment for 
perianal fistulas secondary to Crohn’s disease. 
Drug therapy is also necessary for patients with 
active gastrointestinal inflammation. Patients 
with complex fistulae must be treated on an in-
dividual basis. However, choosing the appropri-
ate surgical and medical interventions is often 
quite difficult. In this article, we will review the 
diagnosis and treatment of perianal fistulas in 
Crohn’s disease. 

Key Words: Perianal fistula; Crohn’s disease; Diag-
nosis; Treatment
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摘要
克罗恩病并发肛瘘经过数年的发展会损伤肛
门括约肌. 细致的肛管直肠检查能正确评价脓
肿和肛瘘. 理想的治疗方法是选择合适药物与
外科手术相结合. 伴有胃肠道炎症的患者必须
结合药物治疗. 低位单纯性肛瘘可采用瘘管切
开术, 复杂性肛瘘患者必须个体化治疗. 然而, 
选择正确的手术方法和药物治疗比较困难. 现
就克罗恩肛瘘的诊断与治疗进行阐述. 

关键词: 肛瘘; 克罗恩病; 诊断; 治疗
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0  引言

自1934年B issell[1]首先报道小肠局限性肠炎同

时伴有肛周肉芽肿病变以来, 克罗恩病(Crohn's 
disease, CD)的肛周病变越来越受到临床医师

的重视. 肛瘘是CD最常见的肛周病变, 文献报

道的发生率可高达43%[2]. CD患者肛瘘的诊断

评价应包括肛瘘的类型和位置, 病变导致的括

约肌功能状况, 是否存在活动性肠道炎症等. 由
于疾病自身的发展和潜在的病理变化, 合理的

治疗方案应当是在外科治疗的基础上联合药物

治疗[3]. 

1  肛瘘的发生率与流行病学

肛周丰富的淋巴组织可以解释肛周CD多发的

原因. 文献报道CD患者肛瘘发病率17%-43%[2]. 
Hellers et al [4]报道1955-1974年瑞典斯德哥尔摩

市CD患者肛瘘的发病率为23%. Schwartz et al [5]

报道1970-1993年美国明尼苏达医院CD患者肛

瘘发病率为38%. 肠道CD确诊后, 在1、10、20
年内肛瘘的发病率分别为12%、21%、26%[3]. 
肠道炎症发生的部位明显影响肛瘘的发生, 存
在结肠活动性病变的患者肛瘘发病率明显升高, 
直肠受累时肛瘘发病率为92%, 只有5%的CD患

者首先表现为肛瘘而缺乏肠道炎症的表现[2-3]. 

®

■背景资料
肛瘘是克罗恩病
最常见、最难处
理 的 肛 周 病 变 , 
常表现为伴有广
泛炎症和疤痕的
高位复杂性肛瘘. 
外科医生在处理
克罗恩病肛瘘必
须权衡手术带来
的 潜 在 风 险 ,  单
纯的局部手术治
疗 常 常 失 败 .  理
想的治疗策略是
在保护肛门功能
的基础上治愈或
减 轻 局 部 症 状 , 
药物治疗与外科
手术相结合. 

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院 
上海市消化疾病
研究所
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2  诊断

2.1 临床表现 多种病变同时表现是肛周CD的

典型特征. CD肛瘘可以同时伴有肛周皮赘、肛

裂、肛门失禁或肛管直肠狭窄, 局部疼痛轻微

或无痛. 剧烈的疼痛提示有潜在的感染. 由于CD
是一种慢性、透壁性炎症疾病, 疾病自身的进

行性发展可导致内外括约肌和会阴体的损害, 
直肠炎症导致直肠顺应性降低, 即使是中等程

度的括约肌功能下降, 也可能会因为结肠吸收

水分障碍、直肠容积及顺应性下降, 最终形成

肛门失禁. 然而, 多数肛门失禁是由于过度的外

科手术所致. 
CD肛瘘的确切病因尚不明确. Armuzzi et al [6]

研究认为5号染色体缺陷使CD患者肛周病变具有

明显的遗传倾向. CD肛瘘中低位肛瘘可视为腺源

性肛瘘; 具有高位内口或复杂瘘管的高位复杂性

肛瘘与腺源性肛瘘不同, 他们有复杂的相互连通

的管道. 直肠阴道瘘多见, 发生率约为10%, 以低

位瘘多见[7]. 
2.2 分类 就肛瘘而言, 目前还未有被一致接受的

标准分类. 分类形式繁多, 临床医生经常被这些

复杂的分类所混淆. 肛瘘分类应当确定原发瘘

管、继发管道, 病变所涉及肛门括约肌及周围

相关组织结构的关系, 并提供外科手术所需要

的解剖资料. Park's分类是目前临床最为广泛接

受的分类方法, 同样适用于CD肛瘘(图1). 
2.3 CD肛瘘活动评价 正确评价瘘管的活动程度

有助于临床治疗CD肛瘘. 标准的CD活动指数

(the Crohn's disease activity index, CDAI)并不适

合评价CD肛瘘. 尽管不同的研究者使用不同的

评价方法, 但肛周CD活动指数(perianal Crohn's 
disease activity index, PCDAI)最能反映CD患者

肛瘘的进展情况[8]. PCDAI从5个方面对CD患者

肛周病变进行评价: 分泌物、疼痛、性生活困

难、肛周病变类型和硬结. 
2.4 辅助检查 临床检查结果将直接影响治疗

决策, 正确的诊断检查方法是C D肛瘘治疗的

重要部分 .  目前临床最为常用的局部检查方

法有直肠指诊、肛管直肠腔内超声(anorecta l 
u l t r a s o u n d, A U S)、磁共振成像(m a g n e t i c 
resonance imag ing, MRI)和麻醉状态下探查

(examination under anesthesia, EUA). 
磁共振成像能从矢状面、冠状面及横截面

获得理想的影像图片, 充分显示肛管直肠周围

肌肉, 瘘管与疤痕存在不同的影像学信号而能

准确分辨, 已逐步成为复杂性肛瘘术前诊断的

金标准[9]. 我们的研究结果显示MRI对复杂性

肛瘘内口检出率为84%, 原发主管、支管/脓腔

检出准确率100%和94.7%[10]. MRI是CD肛瘘首

选检查方法[3,9]. 肛管直肠腔内超声受到超声波

穿透范围、局部脓肿形成导致的疼痛及直肠狭

窄等因素的存在, 而在CD肛瘘诊断应用中受到

限制[3]. MRI影像指导, 麻醉状态下探查能正确

评价脓肿和肛瘘的情况[3]. 
肠道炎症侵犯的范围和程度影响对CD肛瘘

的外科处理, 以及对疾病预后的判断, 因此, 患
者应当定期进行纤维结肠镜检查来评价肠道炎

症的进展. 全消化系造影可以用来评价小肠的

侵犯程度. 
2.5 CD肛瘘的癌变 CD是否为结直肠癌发生的

危险因素尚有争论. Kersting et al [11]报道手术治

疗的330例CD患者中, 10例诊断为结直肠癌, 其
中3例与肛瘘相关. Ky et al [12]经过14年对1000多
例伴有肛周病变的CD患者追踪研究, 7名患者发

生肛管或直肠恶性肿瘤, 作者认为癌变与肛瘘

有关, 并认为CD肛瘘的癌变率为0.7%. Gaertner 
et al [13]报道的14例肛瘘癌变中有10例为CD患者. 
CD肛瘘癌变预后较差, 诊断比较困难, 对于长期

存在复杂性肛瘘的CD患者需提防局部癌变. 复
杂的肛周病变形成的狭窄、溃疡、炎症等导致

局部检查受限. 对临床怀疑的病例, MRI能够提

供准确而有效的影像学依据, 继而在麻醉状态

下探查、进行活组织病理检查是必需的[10]. CD
肛瘘癌变的治疗与常规肿瘤治疗一致, 鳞状上

皮癌需采用放化疗, 腺癌需在手术的基础上联

合放化疗. 

3 治疗 
CD肛瘘的治疗策略是在保护肛门功能的基础上

治愈肛瘘或减轻局部症状, 药物治疗与局部外

科手术相结合. 然而, 如何选择正确的手术方法

和有效的治疗药物是困难的. 
3.1 药物治疗 合并有肠道CD的患者结合内科

药物治疗是必须的. 肠道炎症的控制影响CD肛

瘘的活动程度和治愈率, 肠道炎症处于相对静

A B

C D

图  1  Park'S肛瘘
分类. A: 括约肌间

肛瘘; B: 经括约肌

肛瘘; C: 括约肌上

方肛瘘; D: 括约肌

外侧肛瘘.

■相关报道
Gaertner et al 报道
的14例肛瘘癌变
中有10例为CD患
者. Caprilli et al报
道证实Infliximab
是第一个由RCT
临床试验证实具
有促使CD肛瘘闭
合并维持症状达1
年的药物. Connor 
et  al 报道应用肛
瘘栓治疗CD肛瘘, 
20例患者中16例
愈合 (80%, 随访
时间3-24 mo, 平
均10 mo). Ky et al
报道肛瘘栓治疗
复 杂 性 肛 瘘 ,  结
果显示非CD肛瘘
疗效优于CD肛瘘
(66.7% vs  26.6%). 

■研发前沿
磁共振成像在复
杂性肛瘘中的应
用, 为手术治疗克
罗恩肛瘘提供了
理想的解剖学依
据 .  挂 线 引 流 技
术、推移皮瓣/黏
膜瓣技术和肛瘘
栓等手术方法, 以
及抗肿瘤坏死因
子α等生物制剂的
相继问世, 为综合
治疗克罗恩肛瘘
提供了新的治疗
选择. 然而, 选择
正确的手术方法
和药物治疗以获
取最佳治疗结果
依然困难. 
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止期时为处理肛周病变提供了良好的条件. 目
前临床常用的药物包括抗生素(甲硝唑、环丙

沙星), 5-氨基水杨酸或其药物前体(如柳氮磺吡

啶、偶氮水杨酸等), 免疫抑制剂(6-巯嘌呤、氨

甲喋呤、环孢霉素), 抗肿瘤坏死因子-α mAb(英
夫利昔单抗, Infliximab). CD伴有肛瘘时不建议

使用皮质类固醇, 类固醇对CD肛瘘无明确的治

疗效果, 而且会影响肛瘘的愈合并导致脓肿的

形成[14]. 
3.1.1 抗生素: 甲硝唑和环丙沙星是治疗肛周CD
的一线用药. CD伴有瘘管或化脓性并发症时, 应
及时使用甲硝唑、环丙沙星[3,15]. 尽管没有RCT
试验证实甲硝唑治疗CD肛瘘有效, 但多个非随

机的临床试验证实甲硝唑治疗CD肛瘘有效. 临
床应用剂量通常为750-1000 mg/d, 6-8 wk后起

效[3]. 甲硝唑为治疗CD肛瘘的一线用药, 80%的

患者症状缓解[16]. Bernstein et al [17]报道了连续的

21例患者, 每天接受20 mg/kg甲硝唑治疗, 83%
的患者肛瘘闭合. 甲硝唑减量或停药会导致病

情活动, 一项研究显示停药4 mo后, 78%的患者

症状复发, 但重新恢复治疗剂量后病情很快又

被控制[18]. 长期服用甲硝唑的不良反应主要有

口腔金属味、舌炎、呕心、周围末梢神经炎. 
Edward et al [16]局部应用10%甲硝唑治疗CD肛瘘, 
起效时间为2 wk, 治疗4 wk后PCDAI从8.8±0.9
下降至4.1±0.7, 无明显不良反应. 

研究表明环丙沙星通过抑制细菌DNA回旋

酶合成治疗肛周CD有明显效果. West et al [19]通

过双盲安慰剂对照试验证实环丙沙星配合英夫

利昔单抗治疗CD肛瘘的疗效明显优于单独应用

英夫利昔单抗. 与甲硝唑相同, 目前缺乏随机对

照的临床试验,而且停药后肛瘘可能会复发. 
3.1.2 5-氨基水杨酸及其药物前体: 5-氨基水杨酸

及其药物前体已广泛应用于溃疡性结肠炎与肠

道CD, 但目前尚未见到此类药治疗CD肛瘘的确

切疗效报道[20]. 5-氨基水杨酸局部灌肠或使用栓

剂对肛周CD有明显的改善[21]. 根据我们的经验, 
在肛瘘伴有活动性肠道炎症时建议使用, 初始

剂量3-4 g/d. 
3.1.3 免疫抑制剂: 6-硫基嘌呤(6-MP)或其药物前

体硫唑嘌呤结合甲硝唑为治疗CD肛瘘的一线药

物[3]. 一篇包括5个随机对照临床试验的Meta分析

显示, 使用6-MP或硫唑嘌呤治疗的44例CD肛瘘

患者中22例(54%)瘘管闭合, 安慰剂为21%(6/29). 
美国胃肠病学会推荐使用6-MP 1.0-1.5 mg/(kg•d)
或硫唑嘌呤2.0-3.0 mg/(kg•d)治疗CD肛瘘[14]. 不良

反应报道为9%-15%, 主要是白细胞减少、过敏

反应、感染、胰腺炎和药物性肝炎[2]. 
临床试验证实静脉应用大剂量的环孢菌

素(Cyclosporine)能够有效治疗CD肛瘘, 然而不

良反应限制了其临床应用, 口服维持剂量时症

状通常会复发[14]. Present et al [22]报道静脉滴注4 
mg/kg, 平均起效时间为7.4 d, 继而6-8 mg/kg po
维持, 临床有效率90%, 维持剂量时有部分患者

复发. 
3.1.4 抗肿瘤坏死因子-α mAb: Infliximab是一种

嵌合mAb, 是第一个由RCT临床试验证实具有促

使CD肛瘘闭合并维持症状达1年的药物[3]. 在美

国和欧洲12个中心进行的一项RCT试验中, 94
名CD肛瘘患者在0、2、6 wk时接受静脉滴注

5 mg/kg或10 mg/kg Infliximab. 62%的患者瘘管

不需要进一步引流(安慰剂组, 26%); 55%的患者

肛瘘症状完全消失(安慰剂组, 13%); 平均起效

时间14 d, 5 mg/kg是最佳治疗剂量[23].  ACCENT
Ⅱ试验证实了上述研究结果, 并进行了长期维

持治疗的效果的研究[24-25]. 306例CD肛瘘患者在

0、2、6 wk时静脉滴注5 mg/kg Infilximab, 治
疗14 wk时, 69%(195例)有效患者再随机分组接

受每8 wk 5 mg/kg Infliximab作维持治疗, 54 wk
时36%的患者瘘管完全闭合(安慰剂组, 19%), 
Infliximab维持治疗减少了患者手术次数和住院

时间. 最近的一项RCT试验证实Infliximab联合

环丙沙星治疗CD肛瘘的疗效明显优于单独应用

Infliximab[19]. 
应用Infliximab有20%-30%患者发生输液反

应, 多数为低热、脸色潮红、心跳加速等轻微

反应, 2%左右的患者会出现严重的过敏反应、

呼吸困难或血压下降, 少见狼疮样反应, 潜伏结

核病的复发, 10%-35%的患者会因为肛瘘外口

闭合而继发肛周脓肿, 通过挂线引流往往能够

控制[14]. 
3.2 外科治疗 CD肛瘘手术前应评价肛周病变的

严重程度、肛门括约肌功能、控便情况、伴随

的直肠炎症、瘘管的数目及复杂情况、患者的

营养状况及症状对患者生活质量影响的程度[7]. 
CD肛瘘手术治疗可参照以下原则: (1)无症状: 
不治疗; (2)伴有活动性肠道炎症: 全身治疗和局

部外科引流或作长期引流; (3)低位括约肌间瘘

或经括约肌瘘: 瘘管切开术; (4)复杂性肛瘘: 引
流并考虑在适当时期选择挂线治疗、黏膜瓣/皮
瓣推移技术[26]. 
3.2.1 脓肿切开引流: CD患者伴有肛管直肠周

■创新盘点
本文从克罗恩病
肛瘘的诊断与治
疗要点入手, 提出
了疾病治疗目标. 
系统阐述、分析
了现有检查和治
疗研究, 对各种手
术方法和药物治
疗作了介绍和比
较, 为临床提供了
新的治疗策略. 
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围疼痛提示肛周脓肿形成. 对于初次发生的肛

周脓肿应采用单纯切开引流, 在尽可能避免括

约肌损伤的同时获得足够而充分的引流. 如果

脓腔较大且离肛门较远, 可通过小切口进入脓

腔, 放置蘑菇头导尿管持续引流或橡皮筋长期

引流挂线, 导管可放置数周或数月, 直至肛瘘形

成. 复发性脓肿可采用部分内括约肌切断术, 切
除感染的肛腺上皮, 开放括约肌间间隙并切除

部分内括约肌使脓腔得到充分引流. Pr i tchard 
et al [27]回顾性研究了38例经手术治疗的CD患者

的直肠周围脓肿, 30例低位脓肿, 8例深部脓肿,  
53%(20/38)进行单纯切开引流, 26%(10/38)采用

松弛挂线引流, 21%(8/38)采用蘑菇头导尿管引

流, 术后3组复发率分别为42%、46%和45%. 
3.2.2 CD肛瘘的处理: 正确的手术方法是不影

响肛门控制功能的基础上治愈肛瘘或减轻局部

症状. 皮下肛瘘、低位括约肌间肛瘘或低位经

括约肌肛瘘可参照腺源性肛瘘采用瘘管切开

术. 高位经括约肌肛瘘、括约肌外肛瘘或括约

肌上方瘘宜采用挂线技术、推移皮瓣技术或肛

瘘栓治疗. (1)瘘管切开术: 皮下肛瘘、低位括

约肌间肛瘘或低位经括约肌肛瘘可采用瘘管切

开术. 骶麻或局部麻醉后, 探针穿过外口、管道

和内口. 切开瘘管, 切除内口周围组织及部分内

括约肌, 修剪创面使引流通畅. (2)肛瘘挂线治

疗: 复杂性的CD肛瘘宜采用长期挂线引流. 就
CD肛瘘而言, 手术造成的问题可能比原发疾病

有更大的危险性, 挂线引流是尝试进一步外科

治疗前最行之有效的方法, 能够有效限制和减

轻了局部症状, 保护肛门括约肌功能[28]. 除低

位肛瘘能采用瘘管切开术外, 其他CD肛瘘应采

用引流挂线结合药物治疗[7]. Williams et al报道

了55例CD肛瘘, 33例共41处低位肛瘘采用肛瘘

切开术, 93%(38/41)的手术切口在6 mo内愈合, 
12%(4/33)的患者轻度肛门失禁; 22例高位复杂

性肛瘘采用长期挂线引流, 其中3例需再次挂线, 
3例行直肠切除[29]. 作者认为括约肌间肛瘘和低

位经括约肌间肛瘘进行瘘管切开术是安全的, 
高位复杂性肛瘘宜采用长期挂线引流以限制症

状和保持肛门功能. CD肛瘘采用挂线治疗主要

是利用挂线的引流作用, 限制症状进展, 避免直

肠切除和永久性造口, 手术时彻底探查原发管

道、支管和内口, 置入橡皮筋松弛挂线以避免

括约肌功能损伤[30]. (3)推移黏膜瓣/皮瓣修补术: 
推移黏膜瓣/皮瓣修补术治疗CD肛瘘和直肠阴

道瘘的结果是令人满意的. 手术避免切断肛门

括约肌, 因此不会导致肛门失禁. 手术成功的关

键包括: 黏膜瓣应包括黏膜层、黏膜下层以及

部分内括约肌, 宽度至少达直肠全周的1/4, 以确

保足够的血供; 游离皮瓣长度需超过肛瘘内口, 
保证在内口切除和清创后无张力缝合; 手术中

必须仔细止血; 彻底的瘘管清创或切除; 外口适

当扩创保持充分的引流. 手术成功率70%-75%, 
对失败的患者可以再次手术治疗[31-32](图2). 运用

推移黏膜瓣/皮瓣修补术治疗复杂性肛瘘是否需

同时行肠造口粪便转流手术是一直存在的争论

话题, 我们的经验是不同时行粪便转流手术[33]. 
推移黏膜瓣/皮瓣修补术治疗CD肛瘘的成功率

与肠道炎症密切相关, 存在活动性的直肠炎症

时预后较差. 直肠炎症的存在是手术失败的主

要因素, 挂线引流是存在直肠炎症时的首选治

疗[7]. 
3.2.3 肛瘘栓的应用: 肛瘘栓(anal fistula plug, AFP)
是近几年才应用于肛瘘的治疗. AFP是一种从猪

小肠黏膜下层(small intestinal submucosa, SIS)提
取的生物胶原做成的栓剂. AFP与宿主损伤部位

组织具有较好的生物吸收和相容性, 能够为宿主

组织细胞和血管生长提供网状支架结构, 促使局

部组织修复. 推荐手术方法如下: 瘘管经无菌生

理盐水或双氧水冲洗后, AFP自主管内口插入瘘

管, 经外口拉出至出现阻力(AFP完全填充内口部

位), 剪除多余AFP; 用可吸收缝线将AFP缝合固

定于内口; 剪除外口多余AFP, 存在支管可开放引

流[34]. Champagne et al [35]报道应用AFP治疗腺源性

肛瘘的长期随访结果(6-24 mo, 平均12 mo), 有效

率为83%(38/46). Connor et al [36]应用AFP治疗CD
肛瘘, 20例患者中16例愈合(80%, 随访时间3-24 
mo, 平均10 mo). 然而, Ky et al [37]用该方法治疗45
例患者(其中20例为复杂性肛瘘), 随访8 wk时成

功率为84%; 但随时间推移成功率下降, 平均随访

至6.5 mo时成功率下降至54.6%, 单纯性肛瘘较复

杂性肛瘘有效(70.8% vs  35%), 非CD肛瘘疗效优

于CD肛瘘(66.7% vs  26.6%). Christoforidis et al [38]

图   2   推 移 黏
膜 瓣 技 术 .  A : 

经括约肌肛瘘; 

B: 外口扩大并

清 刮 瘘 管 内 坏

死 肉 芽 组 织 ;                

C: 游离黏膜瓣

并 封 闭 损 伤 的

内括约肌; D: 黏

膜 瓣 覆 盖 内 口

并缝合.

A B

C D

■应用要点
本文不仅给克罗
恩病肛瘘的诊断
和治疗提供参考, 
并对该疾病新兴
的研究热点作了
阐述, 为临床治疗
和研究均提供了
重要的指导意义. 
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对照长期随访推移皮瓣和AFP治疗复杂性肛瘘结

果, 推移皮瓣成功率为63%(平均随访56 mo), AFP
为56%(平均随访14 mo). 
3.2.4 严重的进展性肛周病变: 有效的手术与药

物治疗使CD肛瘘治愈率达到62%-86%, 并维持

正常的肛门控便功能[7]. 若症状持续存在并严

重影响患者的生活质量, 或伴有保守治疗无效

的进展性直肠炎症需行直肠切除术、永久性造

口转流术. 手术应在括约肌间入路, 切除直肠黏

膜、黏膜下层和内括约肌, 保留外括约肌, 支管

予以切开、搔刮, 或经清创引流. Mueller et al [39]

对一组连续的102例CD患者采用问卷调查, 在平

均16年的随访期中, 54%的患者因复杂性肛瘘或

直肠阴道瘘而行永久性造口转流手术. 

4  结论

肛瘘是CD最常见的肛周病变, 文献报道的发生

率可高达43%. 术前恰当地评估肛瘘的分型及其

与肛门括约肌的关系, 以及肠道炎症状况极其

重要. 药物治疗与外科手术是最理想的治疗策

略. 甲硝唑和环丙沙星是治疗肛周CD的一线用

药. 肛周脓肿应及时切开引流; 瘘管切开术适合

于低位经括约肌肛瘘或括约肌间肛瘘; 高位经

括约肌间肛瘘、括约肌上方瘘或括约肌外侧瘘

可以采用挂线引流、推移皮瓣技术或肛瘘栓治

疗, 同时应用抗生素、免疫抑制剂或Infliximab. 
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Abstract
Esomeprazole is the first proton pump inhibitor 
(PPI) to be developed as a single optical isomer. 
Ever since its first clinical application seven years 
ago, esomeprazole has attracted more and more 
attention due to relatively unique metabolism 
(compared to other PPIs), efficient and durable 
acid control, better safety and lower incidence of 
adverse reactions. In this article, we will review 
the clinical applications of esomeprazole in the 
treatment of gastroesophageal reflux disease 
(GERD), Helicobacter pylori infection, peptic 
ulcers, NSAID-related gastrointestinal disorders 
and upper gastrointestinal bleeding.

Key Words: Esomeprazole; Proton pump inhibitor; 
Digestive system diseases

Zhang HM, Miao YL.  Advances  in  the  c l in ica l 
applications of esomeprazole. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(20): 2064-2069

摘要
质子泵抑制剂(proton pump inhibitors, PPI)在
治疗消化系诸多酸相关疾病方面取得了满意

的效果, 其家族中的第1个单一光学异构体-埃
索美拉唑(esomeprazole), 应用于临床的7年间, 
以其相对独特的代谢途径(较其他PPI), 高效
持久的抑酸效果, 较好的安全性和较低的不良
反应发生率, 得到临床的广泛应用和人们越来
越多的关注. 本文就近几年国内外对该药主要
临床应用研究作一综述.

关键词: 埃索美拉唑; 质子泵抑制剂; 消化系疾病
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0  引言

自从1988年奥美拉唑(omeprazole)作为世界上

第1个应用于临床的质子泵抑制剂(proton pump 
inhibi tors, PP I)上市, 此类药物, 如兰索拉唑

(lansoprazole)、泮托拉唑(pantoprazole)、雷贝

拉唑(rabeprazole)等就陆续推出. 大量研究和临

床试验表明: PP I在治疗消化系诸多酸相关疾

病方面取得了肯定而满意的效果. 埃索美拉唑

(esomeprazole)是奥美拉唑的S-异构体, 也是PPI
家族中第1个单一光学异构体, 作为一种比较新

的质子泵抑制剂, 广泛应用于临床, 现就其临床

应用疗效作一简要综述. 

1  药理、药动与药效

埃索美拉唑与其他PP I一样, 为胃壁细胞质子

泵H+-K+-ATP酶的特异性抑制剂, 在分泌胃酸

的壁细胞或近酶区, 被转化为次磺酰胺的活化

形式, 然后与壁细胞上的H+-K+-ATP酶亚单位

半胱氨酸残基上的巯基通过二硫键结合, 使酶

被氧化失活, 从而使壁细胞的H+不能转运到胃

腔, 进而发挥抑制胃酸的治疗作用[1]. 埃索美拉

唑通过肝脏的2种细胞色素P459(CYP)同工酶

进行代谢: 主要是通过CYP3A4代谢, 只有小部

分是通过CYP2C19代谢[2-3], 埃索美拉唑药动学

差异源于肝脏代谢的差异, 在所有PPI中, 埃索

美拉唑弱代谢者和强代谢者的AUC之比为2, 变

®

■背景资料
奥美拉唑的S -旋
光异构体, 是全球
首个异构体质子
泵抑制剂(PPI), 通
过特异性抑制胃
壁细胞质子泵减
少胃酸分泌. 经大
量临床实验和药
物研究验实: 其维
持胃内pH>4的时
间更长, 抑酸效率
更高, 疗效优于前
两代PPI. 作为一
种较新的PPI, 现
已广泛应用于临
床治疗诸多酸相
关疾病.

■同行评议者
马欣 ,  主任医师 , 
甘肃省人民医院
消化科
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异最小, 而其他的PPI均为5左右. 提示埃索美拉

唑的个体差异远低于其他PPI[2]. Schwab et al [4]

一项基于埃索美拉唑治疗205名胃食管反流病

(gastroesophageal reflux disease, GERD)患者的

研究表明: 埃索美拉唑治愈GERD与CYP2C19
基因无关, 这可以说明其代谢主要由CYP3A4
介导; 国内牛春燕 et al [5]通过对确定CYP2C19
基因型的志愿者开放、对照的研究亦未观察到

CYP2C19基因多态性对埃索美拉唑的抑酸效

应的影响. 然而, 也有新近研究提出: CYP2C19
基因的多态性对埃索美拉唑维持胃内pH>4的
时间和血药浓度具有显著影响, 但通过调整药

物剂量, 使之达到最佳剂量20TD(20 mg, bid)或
10Q4D(10 mg, qid)可以将这种影响降到最低[6]. 
作为第1个S-异构体的PP I, 由于其肝脏首过效

应较低, 血清清除速率较慢, 血药浓度及生物利

用度较高[2], 因此他的抑制胃酸的作用更为强烈

而持久. 临床实验分别表明: 每日口服40 mg埃
索美拉唑产生的抑酸作用强于静推同等剂量的

泮托拉唑[7]; 埃索美拉唑提供胃酸抑制的作用强

于奥美拉唑[8]; 埃索美拉唑(40 mg po , qd)较雷贝

拉唑(10 mg po , qd)能更高效快捷的提高胃内pH
值, 并且潜在改善了治疗酸相关疾病的效果[9]; 
比起兰索拉唑, 埃索美拉唑更能有效地提高胃

内pH值并有效控制胃酸, 减少药物剂量耐受及

药物调整[10]. 以奥美拉唑40 mg qd、兰索拉唑30 
mg qd、泮托拉唑40 mg qd、雷贝拉唑20 mg qd
和埃索美拉唑40 mg qd口服后第5天相比, 埃索

美拉唑维持胃内pH>4的时间显著长于其他PPI. 
(胃内pH>4的时间, 埃索美拉唑为14 h, 雷贝拉

唑为12.1 h, 奥美拉唑为11.8 h, 兰索拉唑为11.5 
h, 泮托拉唑为10.1 h, P值均≤0.001)[11]. Röhss  
e t a l [12]报道: 在健康受试者中给予维持剂量的

埃索美拉唑20 mg, 其抑制胃酸作用及保持胃内

pH>4的时间显著长于维持剂量的兰索拉15 mg, 
雷贝拉唑10 mg, 及泮托拉唑20 mg. 证明埃索美

拉唑的抑酸能力强于其他质子泵抑制剂.

2  临床疗效

2.1 治疗GERD GERD是指由胃内容物反流入

食管引起, 伴有不适症状和(或)并发症的一种

疾病[13]. 据统计: 北京GERD的患病率为10.19%, 
上海为7.76%, 两地总的患病率为5.77 [14-15]近

年来GERD成为国内常见慢性疾病, 由于容易

反复发作, 对患者生活影响较大. 埃索美拉唑

等PP I制剂在治疗GERD方面显示了良好的疗

效, FDA已经批准埃索美拉唑用于1-17岁儿童

G E R D的治疗. 国外1项随机、单盲、平行对

照的研究表明: 口服埃索美拉唑在1-24 mo的
婴儿中以0.25 mg/kg和1 mg/kg都能很好地耐

受, 并呈现出于剂量相关的抑酸效果[16]. 一项基

于8 wk、多中心、随机、双盲的研究显示: 埃
索美拉唑(每日剂量5, 10或20 mg)治疗内镜证

实的GERD儿童(1-11岁)表现出了良好的耐受

性, 在治疗期间GERD相关的严重症状明显减 
少[17]; 随机交叉研究发现: 在有症状的GERD患

者中, 埃索美拉唑40 mg显示了强大的抑酸作用, 
他使更多患者维持胃内pH>4的时间长于兰索拉

唑30 mg, 奥美拉唑20 mg, 泮托拉唑40 mg以及

雷贝拉唑20 mg[18]. 另据Edwards et al [19]Meta分
析表明: 在治疗GERD 4 wk及8 wk后, 埃索美拉

唑40 mg更能有效减轻反流症状, 促进愈合, 治
愈率高于其他标准剂量的PPI(兰索拉唑30 mg、
奥美拉唑20 mg、泮托拉唑40 mg、雷贝拉唑未

予对比). 国内系统评价报道: 埃索美拉唑40 mg
与奥美拉唑20 mg比较, 反流性食管炎的治愈率

在4 wk(RR = 1.12, 95%CI: 1.09-1.16)和8 wk(RR 
= 1.14, 95%CI: 1.03-1.27)以及治疗4 wk后烧心

症状的缓解率(RR = 1.16, 95%CI: 1.10-1.22)优
于奥美拉唑. 埃索美拉唑40 mg对反流性食管炎

4 wk的治愈率(RR = 1.10, 95%CI: 0.99-1.23)、
8 wk的治愈率(RR = 1.05, 95%CI: 1.03-1.06)以
及治疗4 wk后烧心症状的缓解率(RR = 1.06, 
95%CI: 1.02-1.10)优于兰索拉唑30 mg. 埃索美

拉唑40 mg与泮托拉唑40 mg比较, 对反流性食

管炎4 wk治愈率(RR = 1.07, 95%CI: 1.03-1.11)、
8 wk治愈率(RR = 1.04, 95%CI: 1.02-1.06)以及治

疗4 wk后烧心症状的缓解率(RR = 1.08, 95%CI: 
1.03-1.12)优于泮托拉唑[20]. 研究表明: 对于非

糜烂性食管炎, 埃索美拉唑比泮托拉唑疗效好; 
对于糜烂性食管炎, 埃索美拉唑疗效优于其他

PPI[21]. 
2.2 根除H pylori  大量研究表明: 半数以上的消

化性溃疡是由H pylori感染引起的, 现已基本确

定H pylori是慢性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜

相关淋巴样组织淋巴瘤及胃癌等疾病的重要致

病因子[22]. 因此根除H pylori , 控制H pylori感染

是治疗这类H pylori相关性疾病的重点所在. PPI
通过抑制H pylori  ATP酶活性及协同抗生素的

作用从而抑制H pylori生长, 目前以质子泵抑制

剂为基础加二种抗生素是当今使用最广泛的方 
案[23]. 在这些治疗方案中, 基于埃索美拉唑的三

■研发前沿
CYP2C19对于埃
索美拉唑代谢的
影响程度, 国内外
研究尚有争议, 国
外新近研究表明: 
调整埃索美拉唑
用药剂量至最优
可减少该酶对代
谢的影响, 这可为
今后临床研究和
用药提供思路.
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联治疗方案比奥美拉唑三联治疗方案对于根除

H pylori感染更为有效, 并表现出良好的耐受性. 
对于根除H pylori的ITT(intention to treat)分析, 
埃索美拉唑联合抗生素的根除率为86%(95%CI: 
83%-89%), 其他PP I(奥美拉唑或泮托拉唑)的
根除率为81%(79%-84%), OR值为1.38(95%CI: 
1.09-1.75); PP(per-protocol)分析的结果: 埃索

美拉唑和其他PP I对于H py lor i的根除率分别

为90%(95%CI: 87%-92%)和85.4%(83%-89%),
固定效应模型和随机效应模型的O R 值分

别为1.61(95%C I: 1.21-2.13)及1.83(95%C I: 
1.11-3.02)[24]. 王震华 et al [25]的荟萃分析表明: 埃
索美拉唑和奥美拉唑联合抗生素的加权平均 
H pylori根除率ITT分析分别为85.6%和81.6% 
(OR  = 1.30, 95%CI: 1.02-1.65, P  = 0.04), 差异有

统计学意义. 说明埃索美拉唑联合抗生素较奥

美拉唑联合抗生素具有更高的H pylori根除率. 
关于埃索美拉唑不同剂量对H pylori根除率研

究表明: 较低剂量(40 mg, qd)和较高剂量(40 mg, 
bid)的本品对H pylori都有很高的根除率, ITT分
析(90% vs  92%, P >0.05). PP分析(93% vs  95%), 
并且都表现出较好的依从性[26]. 但也有研究表

明: 以埃索美拉唑为基础的H pylori根除方案与

以雷贝拉唑、或奥美拉唑为基础的H pylori根除

方案效率和安全性相当[27-28]. 
2.3 治疗消化性溃疡 H pylori感染和长期服用

非甾体抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory 
drugs, NSAID)是诱发消化性溃疡(peptic ulcer)
的两大主要因素. 根除H pylori感染不仅能有效

地促进溃疡的愈合, 还可减少其复发. PPI在治疗

消化性溃疡方面显示了良好的疗效, 现有的大

量研究表明: PPI治疗消化性溃疡疗效优于H2受

体阻断剂或安慰剂. 对PPI治疗溃疡作用机制的

理解的现代理念, 是直接针对其抗氧化性损伤

和细胞凋亡以及通过细胞增殖促进愈合的可能

作用[29]. 各种PPI制剂对于根除H pylori的疗效已

如上所述: 但张兰 et al [28]成本-效果分析表明: 治
疗消化性溃疡及根除H pylori埃索美拉唑组C/E
小于奥美拉唑组, 因此使用埃索美拉唑治疗消

化性溃疡更能减轻患者负担, 节约卫生资源. 国
内随机对照实验表明: 埃索关拉唑三联疗法治

疗H pylori阳性十二指肠溃疡的疗效优于奥美拉

唑三联疗法, 腹痛较快得以缓解, 具有良好的治

疗作用和安全性, 值得临床推广应用[30-31]. 国外1
项401人的随机、双盲、对照试验表明: 以埃索

美拉唑为基础的三联疗法能够高效地根除H py-
lori、治愈溃疡并且防止溃疡复发[32]. 由NSAID
诱发的溃疡将下文一并叙述. 
2.4 治疗NSAID相关性消化系疾病 近年来, 随着

NSAID广泛用于临床解热镇痛治疗, 由NSAID
引起的消化系不良反应: 溃疡、出血、穿孔等

也明显增加. 据美国FDA统计, 服用NSAID 3 
m o的患者 ,  胃肠道溃疡、出血和穿孔的发生

率为1%-2%, 服用1年的患者发生率在2%-5%. 
NSAID通过抑制前列腺素的合成破坏黏膜屏障, 
使黏膜防御修复功能受损及拮抗血小板凝集作

用而引发溃疡、出血、甚至穿孔. 其中, 胃酸在

NSAID相关性胃十二指肠溃疡中扮演了重要角

色, 因此使用抑酸疗法控制胃内酸度和保护修

复黏膜屏障是治疗这类疾病的重点. 国外一项

由406名患者参与的多中心、随机、双盲、平

行对照研究的结果显示: 对于必须使用NSAID
维持治疗的胃溃疡患者, 埃索美拉唑(40 mg或20 
mg, qd)的疗效和耐受性优于雷尼替丁(150 mg, 
bid)[33]. 另一项多中心, 对照交叉的研究报道: 给
予90名接受NSAID治疗的成年患者分别服用埃

索美拉唑40 mg、兰索拉唑30 mg、和泮托拉唑

40 mg治疗5 d. 在第5天监测胃内24 h pH值, 结
果胃内p H>4的百分率埃索美拉唑为(74.2%), 
显著长于兰索拉唑(66.5%, P <0.001)和泮托拉

唑(60.8%, P <0.001), 说明埃索美拉唑对接受

NSAID治疗的患者胃酸抑制效果优于兰索拉唑

和泮托拉唑[34]. 目前已临床证据表明: 对于需要

长期接受NSAID药物治疗的老年患者, 埃索美

拉唑能够非常有效地预防非甾体类抗炎药引起

的肠道损伤和上消化系溃疡, 其疗效优于其他

PPI[35]. 欧洲已于2004-09批准埃索美拉唑用于治

疗NSAID引起的胃肠道症状, 以及防止因长期

使用NSAID高危人群胃十二指肠溃疡的发生. 
在防止因服用NSAID导致的溃疡出血复发方面, 
加用埃索美拉唑能明显减低再出血的发生[36]. 另
外, 还有研究表明: 埃索美拉唑能够有效治疗由

于服用NSAID导致的烧心和反流等症状[37]. 
2.5 治疗上消化道出血 上消化道出血是常见的

消化系统疾病, 虽然病因众多, 但迅速有效的抑

制胃酸分泌, 提高胃内pH值是治疗消化系出血

的关键. 有研究表明当胃内pH值大于4以上, 止
血药物才能有效地发挥作用, 而只有在pH>6.0
时血小板的聚集作用才能发挥, 抑制胃蛋白酶

诱导的凝血块溶解, 从而有利于上消化道出血

■相关报道
2007-12, FDA宣
布审查结果说, 没
有证据表明埃索
美拉唑会增加心
血管事件的风险. 
2008年初, 加拿大
卫生部完成埃索
美拉唑的安全性
评估: 目前没有证
据证明长期使用
该药与心血管风
险的增加有关.
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的治疗. 大量研究证实: PPI对于上消化道出血

的治疗效果比H2受体阻滞剂或安慰剂好, 不良

反应小; 在溃疡出血的患者中, PPI能够减少再

出血的发生和减少由于再出血需行的外科或重

复内镜止血治疗, 并且能够改善高危患者的死

亡率[38]. 而埃索美拉唑作为PPI中持续控制和维

持胃内pH值>4的时间最长的制剂, 也能用于上

消化道出血的治疗, 并且其疗效可能不逊色于

其他PPI. 目前对埃索美拉唑用于临床治疗上消

化系出血的研究不多, 国内孟莹 et al [39]的随机、

双盲、双模拟、平行组阳性药物对照的临床研

究表明埃索美拉唑组和奥美拉唑组比较, 72 h
和120 h的临床无消化系出血的受试者比例以

及临床上消化系出血停止时间的中位值均无显

著性差异, 证实了静脉给予埃索美拉唑治疗非

静脉曲张性上消化系出血患者的疗效不劣于奥

美拉唑, 并且具有良好的耐受性. 宋发友[40]对66
例消化性溃疡出血患者的随机对照研究表明: 
埃索美拉唑是治疗消化性溃疡出血的有效药

物, 且不良反应发生率(6.25%)低于奥美拉唑组

(29.41%)(P <0.05), 值得临床进一步推广应用. 
2.6 其他 与其他PPI一样, 埃索美拉唑在临床的

诸多应用都是基于其抑制胃酸, 控制胃内pH值

而发挥疗效的. 用于治疗卓-艾综合征(胃泌素

瘤), 有研究报道: 1年内适当地逐渐增加埃索美

拉唑的用药剂量能控制高胃酸分泌患者的胃酸

输出量并且耐受性较好[41], 治疗咽喉反流, 能显

明显减少后连合肥大、增生[42]. 还用于治疗功能

性消化不良, Barrett溃疡、由GERD引起的哮喘、

慢性咽炎等并发症, 以及防止术后恶心、呕吐等. 
不良反应: 作为一种安全高效的PPI, 其为数不多

的不良反应包括恶心、腹泻、头痛、腹痛、呼

吸道感染、鼻窦炎等[43], 主要发生在用药治疗后

的第1月; 少见的不良反应(0.1%-1%)为皮炎、瘙

痒、荨麻疹、头昏、口干[44].

3  结论

在临床治疗过程中埃索美拉唑显示了较好的

耐受性和安全性, 据英国一项大样本的研究显

示: 埃索美拉唑的安全性符合药品信息及经验

文献报道[45]. FDA曾对该药物进行了安全审查. 
2007-12, FDA宣布审查结果说, 没有证据表明埃

索美拉唑会增加心血管事件的风险[46]. 2008年
初, 加拿大卫生部完成埃索美拉唑的安全性评

估: 目前没有证据证明长期使用该药与心血管

风险的增加有关[47]. 埃索美拉唑上市7年多, 得

到广泛应用, 其疗效和安全性得到临床诸多药

物试验和临床研究的证实. 目前, 其剂型有: 片
剂、胶囊、混悬液等, 并有研究表明: 混悬液具

有与胶囊, 片剂相同的生物等效性[48]. 近年来阿

斯利康公司又推出了埃索美拉唑的注射剂型(耐
信针剂). 相信, 随着临床用药时间的延长和领域

的不断扩大, 埃索美拉唑这个PPI制剂中的新秀

必将得到人们越来越广泛的关注. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of hepatocyte 
growth factor (HGF) on the expression and 
phosphorylation of focal adhesion kinase 
(FAK) and Src kinase, and explore the role of 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) in this 

process.

METHODS: After hepatocellular carcinoma cells 
(SMMC-7721) were pretreated with LY294002 
and stimulated with HGF, the phosphorylation 
status of FAK at Y397 and Src at Y416 were ana-
lyzed by Western blot, and the distribution of 
FAK was observed by immunofluorescence.

RESULTS: HGF (50 μg/L) was able to promote 
the phosphorylation of FAK at Y397, but had no 
effect on the expression of FAK. Pretreatment of 
cells with LY294002 (an inhibitor of PI3K) sig-
nificantly decreased the phosphorylation of FAK 
at Y397. After HGF treatment, FAK was mainly 
clustered in the periphery of hepatocellular 
carcinoma cells. In contrast, FAK was diffused 
throughout the cells after pretreatment with 
PI3K inhibitor. HGF treatment could significant-
ly raise the phosphorylation levels of Src kinase 
and Src-Y416 while pretreatment with LY294002 
could significantly decrease the phosphorylation 
levels of Src kinase and Src-Y416.

CONCLUSION: HGF is able to promote the 
activation of FAK and Src in a PI3K-dependent 
manner.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Hepatocyte 
growth factor; Focal adhesion kinase; PI3K

Su RJ, Li Z, Li HD, Song HJ, Cheng LF. Effects of 
hepatocyte growth factor on the expression and 
phosphorylation of focal adhesion kinase in SMMC-7721 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(20): 2070-2073

摘要
目的: 探讨肝细胞生长因子(HGF)对黏着斑激
酶(FAK)、Src表达及活性的影响以及PI3K在
该过程中的作用. 

方法: LY294002预处理阻断PI3K的活性、

HGF处理SMMC-7721后检测FAK和Src的表
达、磷酸化及在细胞内的分布. 应用免疫印迹
技术检测FAK、Src的表达及磷酸化, 免疫荧

®

■背景资料
肝癌是一种恶性
肿瘤, 他的发病率
逐年增高. 肝细胞
生长因子是间充
质细胞分泌的多
效 应 因 子 ,  其 与
c-Met结合, 激活下
游的信号通路. 已
经明确HGF可以
促进肝细胞癌的
侵袭和转移, 并且
发现其对肝细胞
癌侵袭和转移的
作用与PI3K有关.

■同行评议者
潘 兴 华 ,  副 主 任
医 师 ,  中 国 人 民
解放军成都军区
昆明总医院病理
实验科
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光技术检测FAK在SMMC-7721细胞中的分布.

结果: HGF(50 μg/L)可以促进FAK Y397位点
的磷酸化, 对FAK的表达没有影响. 应用PI3K
抑制物LY294002处理后, FAK Y397的磷酸化
水平显著降低. HGF处理后, FAK主要位于细
胞边缘, 呈簇状分布, 应用PI3K抑制物, FAK在
细胞内弥散分布. HGF处理后, Src激酶和Src 
Y416的磷酸化水平明显增加, 而经LY294002
处理后, Src激酶与Src Y416的磷酸化水平明
显降低.

结论: 肝细胞癌中, HGF以PI3K依赖性的方式
促进FAK和Src的活化.

关键词: 肝细胞癌; 肝细胞生长因子; 黏着斑激酶; 

PI3K

苏荣健, 李贞, 李宏丹, 宋慧娟, 程留芳. 肝细胞生长因子对肝细

胞癌细胞系SMMC-7721黏着斑激酶的影响.  世界华人消化杂

志  2009; 17(20): 2070-2073

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2070.asp

0  引言

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤, 其发病率呈

逐年上升的趋势 ,  居于全球第5位 ,  死亡率居

第3位仅次于肺癌和胃癌 [1].  肝细胞生长因子

(hepatocellular growth factor, HGF)是间质细胞

(如成纤维细胞、巨噬细胞等)分泌的一种多效

应生长因子, 对细胞增殖、细胞迁移、细胞黏

附等多种生物学行为具有调节作用[2]. 目前已经

明确HGF可以与细胞膜表面的c-Met结合, 导致

c-Met的自身磷酸化[3], 激活下游的信号传导过

程. 我们以前的研究表明HGF可以促进肝细胞

癌的侵袭和转移, 并且明确HGF对肝细胞癌侵

袭和转移作用与PI3K有关[4]. 本文进一步对肝细

胞癌细胞系SMMC-7721中HGF对黏着斑激酶

(focal adhesion kinase, FAK)的分布及磷酸化水

平进行研究, 并进一步探讨PI3K在该过程中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料  肝细胞癌细胞系S M M C-7721为中

国医科大学发育生物学教研室慧赠 .  H G F、
LY294002购于Sigma公司. FAK和磷酸化FAK抗

体(pY397)购于Biosource公司, Src及SrcY416抗
体购于Cellsignal公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及HGF处理: 人肝细胞癌细胞系

SMMC-7721培养于含100 mL/L胎牛血清、100 
g/L青霉素、100 g/L链霉素的DMEM培养液中; 
当细胞生长至培养瓶底面的70%-80%, 血清饥

饿3 h, 加入HGF(终浓度50 μg/L)处理12 h[4]. 
1.2.2 LY294002处理: 细胞培养方法同上, 当细胞

生长至培养瓶底面的70%-80%, 血清饥饿3 h, 加
入LY294002(终浓度10 μmol/L)预处理1 h, PBS
漂洗3次, 加入HGF(终浓度50 μg/L)处理12 h. 
1.2.3 免疫荧光实验: 胰蛋白酶消化细胞, PBS漂
洗3次, 用无血清培养液稀释至2×108个/L, 接种

于用10 mg/L的纤粘连蛋白处包被的盖玻片上, 
继续培养12 h, 取出盖玻片, PBS漂洗, 37 mL/L
甲醛固定30 min, 2 mL/L Triton-X-100通透5 min, 
100 mL/L BSA封闭30 min, 一抗室温温育1 h, 
PBS漂洗, 二抗室温孵育1 h, PBS漂洗, 甘油封片, 
荧光显微镜下观察. 
1.2.4 免疫印迹: 用细胞刮刀收集收集细胞, PBS
漂洗, RIPA缓冲液冰上裂解30 min, BCA法测

定蛋白含量. SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 1 
g/L BSA封闭, 一抗(FAK, FAK Y397, SRC, SRC 
Y416)室温孵育3 h, 二抗室温孵育1 h, BCIP/NBT
显色.

2  结果

2.1 PI3K对FAK Y397磷酸化的影响 HGF(50  
μg/L)可以促进FAK Y397位点的磷酸化, 对FAK
的表达没有影响. 应用PI3K抑制物LY294002处
理后, FAK Y397的磷酸化水平显著降低(图1). 
这些说明在肝细胞癌细胞中PI3K参与FAK活化

过程的调节, 抑制PI3K能够抑制FAK的活化.
2.2 PI3K对FAK细胞内分布的影响 HGF处理后, 
FAK主要位于细胞边缘, 呈簇状分布, 应用PI3K
抑制物, FAK在细胞内弥散分布(图2). 这些说明

PI3K对FAK在肝细胞癌细胞中的定位具有调节

作用.

■研发前沿
HGF能够促进很
多肿瘤细胞的侵
袭 和 转 移 ,  对 于
其机制的研究一
直受到众多研究
者 的 重 视 ,  其 中
信号通路的研究
更成为本领域研
究热点. 然而, 其
具体机制的研究
一直未果 .  故而 , 
明确HGF促进肝
细胞癌侵袭和转
移 的 机 制 ,  抑 制
肝细胞癌侵袭和
转移成为亟待解
决的问题.

图  1  PI3K对FAK Y397磷酸化的影响. A: HGF能够促进

FAK Y397的磷酸化, PI3K抑制物LY294002可以阻断HGF对

FAK Y397磷酸化的促进作用; B: HGF不能增加FAK的表达, 

LY294002对FAK的表达也没有影响; C: Actin的表达一致, 蛋

白含量一致.

SMMC-7721          HGF           LY294002

FAK Y397

        FAK

      Actin

A

B

C

■相关报道
目 前 研 究 认 为 , 
HGF对于肝细胞
癌侵袭和转移的
机制是通过多信
号 通 路 实 现 的 , 
PI3K和MAPK信
号通路在肿瘤的
侵袭和转移过程
中发挥着重要的
作用 ,  FAK和Src
能够调节肿瘤的
侵袭和转移.
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2.3 PI3K对Src激酶活化的影响 HGF处理后, Src
激酶和Src Y416的磷酸化水平明显增加, 而经

LY294002处理后, Src激酶与Src Y416的磷酸化

水平明显降低. 这些结果说明HGF可以促进Src
激酶的活化(图3).

3  讨论

FAK是整合素信号传导途径中的关键酪氨酸激

酶, 对于肿瘤细胞的侵袭和转移具有重要的调

节作用[5-6]. 大量研究表明FAK分别通过磷酸化

Y397和Y576/577位点激活FAK[7-8]. FAK激活后, 
其磷酸化的Y397与Src激酶结合, 形成FAK/SRC
复合物而引起Paxillin和cas磷酸化[9-10], 后二者通

过接头蛋白Crk和Grb2激活Ras途径的下游激酶

MAPK[11], 进而改变细胞行为. HGF通过与c-Met
结合后能够激活PI3K[12], 继而引起一系列的细

胞内信号传导. 本实验基于前文HGF促进细胞

的侵袭和转移[4], 进一步研究HGF对FAK, Src激
酶的影响及PI3K在其中的作用. 

由免疫印迹结果可见, HGF(50 μg/L)处理后

的SMMC-7721细胞FAK的表达不变, 而磷酸化

FAK Y397的表达增加, 说明HGF能够促进FAK
活化, 但却不增加FAK的表达. 应用PI3K抑制物

LY294002处理后, FAKY397的磷酸化水平显著

降低. 由此, 说明HGF引起的FAK Y397磷酸化

增加, 是通过PI3K激酶起作用的, PI3K激酶对于

HGF刺激FAK的磷酸化具有调节作用. 免疫荧

光结果可见, HGF处理后的SMMC-7721, FAK的

表达主要位于细胞边缘, 呈簇状分布, 细胞内分

布很少, 而经PI3K抑制物LY294002处理后, FAK
主要是在细胞内弥散分布, 边缘很少, 与对照组

的细胞FAK的分布相似. 说明在肝细胞癌细胞中

PI3K参与FAK活化过程的调节, 影响其在细胞

内的分布, PI3K对HGF引起的FAK的活化具有

抑制作用. 
HGF处理后, Src激酶和Src Y416的磷酸化

水平均明显增加, 而经LY294002处理后, Src激
酶与Src Y416的磷酸化水平也均明显降低. 这说

明HGF可以促进Src激酶的活化, PI3K激酶对于

HGF引起的Src磷酸化具有调节作用. 由此可见, 
HGF与细胞膜表面的c-Met结合, 导致c-Met的
自身磷酸化, 激活PI3K, 进而导致磷酸化的FAK 
Y397与Src激酶结合, 激活下游的信号通路, 导
致肝癌细胞的整合素, E-cad, N-cad的表达改变, 
进而改变细胞的侵袭、转移、黏附等行为. 

总之, HGF引起的肝癌细胞侵袭和转移能

力增强是一个复杂生物的过程[12-14]. 其通过活化

PI3K激酶促进FAK Y397的磷酸化, 引起肝癌细

胞内FAK分布改变. HGF所引起的肝癌细胞的

侵袭和转移能力增强, 黏附能力降低的机制与

PI3K有关.

4      参考文献
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图  2  PI3K对FAK细胞内分布的影响. A: 未做处理的SMMC-7721; B: HGF处理后的SMMC-7721; C: 经LY294002预处理后
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■创新盘点
本文以肝细胞癌
SMMC-7721为研
究对象 ,  用 H G F
和 P I 3 K 抑 制 剂
LY294002处理 , 
观察其对于FAK
和Src的影响 ,  并
且探讨HGF发挥
作 用 的 机 制 .  结
果发现HGF通过
PI3K信号通路发
挥其影响FAK和
Src的作用 ,  促进
SMMC-7721的侵
袭和转移作用.
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Abstract
AIM: To investigate the intervention effect 
of Zuoj in Pi l l and Fanzuoj in Pi l l on the 
development and progression of colorectal 
carcinoma, and examine their effects on the 
expression of methyltransferase expression in 
colorectal carcinoma at different stages.

METHODS: Rats were given a subcutaneous 
injection of DMH (25 mg/kg; once a week for 12 
weeks) to establish a rat model of colorectal car-
cinoma. The rats were then randomly divided 

into Zuojin Pill group (i.g., 1.4 g/kg, once a day), 
Fanzuojin Pill group (i.g., 1.4 g/kg, once a day) 
and control group (i.g., 0.9% NaCl, once a day). 
The rats in each group were killed at weeks 11, 
21 and 34 after treatment, respectively. The in-
tervention effect of Zuojin Pill and Fanzuojin Pill 
on the development and progression of colorec-
tal carcinoma was evaluated by pathological ex-
amination. The expression of methyltransferase 
in colorectal carcinoma at different stages was 
detected by real-time fluorescent quantitative 
PCR.

RESULTS: Zuojin Pill and Fanzuojin Pill could 
effectively suppress the early development of rat 
colorectal carcinoma induced by DMH though 
they had no obvious suppressing effects against 
the late progression of colorectal carcinoma. In 
the control group and two treatment groups, the 
expression levels of Dnmt1 and Dnmt3a did not 
change significantly. However, the expression 
level of Dnmt3b in the positive control group 
was significantly higher than those in the two 
treatment groups (4.784 vs 2.613, P < 0.01). In 
addition, the expression level of Dnmt3b was 
gradually elevated as the carcinoma progressed.

CONCLUSION: Zuojin Pill and Fanzuojin Pill 
can effectively hinder the early development 
of rat colorectal carcinoma induced by DMH. 
Dnmt3b is involved in the process of malignant 
transformation of and rat colorectal carcinoma, 
which may explain the intervention effects of 
Zuojin Pill and Fanzuojin Pill.

Key Words: Zuojin Pill; Fanzuojin Pill; 1, 2-dimethyl 
hydrazide; Colorectal carcinoma; Methyltransferase

Wen B, Xiong ML, Dai WY, Liang QH, Liu L, Chen WW. 
Effects of Zuojin Pill and Fanzuojin Pill on the expression 
of methyltransferase in rats with experimental colorectal 
carcinoma at different stages. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(20): 2074-2078

摘要
目的: 探讨左金丸及反左金丸对大肠癌发

®

■背景资料
左金丸最早收录
于《丹溪心法》, 
由黄连、吴茱萸
按6∶1配比组成, 
黄连苦寒, 清心泻
肝 ,  吴茱萸辛热 , 
引热下行, 二药一
主 一 辅 ,  一 寒 一
热, 相反相成,  反
左金丸是后世受
左金丸启发而创
制, 由黄连、吴茱
萸按1∶6组成. 现
代药理学研究表
明, 左金丸对消化
系统有广泛的镇
痛、抗炎、抑菌, 
抗溃疡等作用, 在
抗肿瘤方面的研
究表明黄连素(小
檗碱)和吴茱萸碱
均可阻断促癌物
质对潜在癌变细
胞的作用.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁(集团)有限
责任公司总医院
消化内科 ;  李勇 , 
副教授, 上海中医
药大学附属市中
医医院消化科
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生、发展的干预作用, 及在大肠癌不同时期对
甲基转移酶表达的影响. 

方法: 在180只大鼠左肩胛骨侧皮下注射1, 2-
二甲基酰肼(1, 2-DMH)25 mg/kg, 每周1次, 连
续注射12 wk. 随机将大鼠分为3组: 左金丸
组、反左金丸组和对照组. 从第1次注射DMH
的第2天开始, 左金丸组和反左金丸组每天以
中药汤剂1.4 g/kg灌胃, 对照组灌服同等体积
的生理盐水, 每日1次, 连续34 wk. 分别在第
11、21、34周, 每组取部分大鼠脱颈处死, 通
过病理学观察左金丸和反左金丸对大鼠大肠
癌发生发展的干预作用, 实时荧光定量PCR
法检测不同肿瘤发展时期Dnmt1、Dnmt3a及
Dnmt3b mRNA的表达. 

结果: 左金丸和反左金丸均能在肿瘤发生的
早期显著抑制癌症的进程, 左金丸作用优于
反左金丸, 但后期(34 wk), 二者的作用不明显. 
对照组和中药组Dnmt1、Dnmt3a表达没有明
显变化. 对照组中Dnmt3b的表达明显高于中
药组(4.784 vs  2.613, P <0.01), 且随癌变进程的
深入, Dnmt3b表达量增高.

结论: 左金丸和反左金丸均可以有效阻碍早
期大肠癌的发生和发展. Dnmt3b参与了组织
恶变的过程, 其表达的调控可能是中药干预肿
瘤进程的机制之一.

关键词: 左金丸; 反左金丸; 1, 2-二甲基酰肼; 大肠

癌; 甲基转移酶
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0  引言

DNA甲基化异常是肿瘤发生的一条重要的机 
制[1-3]. DNA甲基化异常易引起细胞功能异常, 这
可能是向癌变迈进的第1步. 对癌旁组织的研究

发现, 癌基因低甲基化在癌症发生之前就已存

在, 并且低甲基化状态更易引起肿瘤的浸润和

转移. 在哺乳动物细胞中, Dnmts是催化DNA甲

基化的主要酶类. 从1991年至今, 人类Dnmt家
族中已发现并克隆的成员有: Dnmt1、Dnmt2、
Dnmt3(Dnmt3a和Dnmt3b). 迄今, 对Dnmts与肿

瘤的关系研究最早且最深入的是其与结肠癌发

生、发展的关系[4]. 我们研究小组对黄连、吴

茱萸、青黛为主药的加味左金丸(复方连黛片)
及其主要成分盐酸小檗碱、靛玉红和吴茱萸碱

防治胃肠癌的药理作用及临床已进行了10余年

的研究, 左金丸最早收录于《丹溪心法》, 由黄

连、吴茱萸按6∶1配比组成, 黄连苦寒, 清心泻

肝, 吴茱萸辛热, 引热下行, 二药一主一辅, 一寒

一热, 相反相成,  反左金丸是后世受左金丸启

发而创制, 由黄连、吴茱萸按1∶6组成. 现代药

理学研究表明, 左金丸对消化系统有广泛的镇

痛、抗炎、抑菌, 抗溃疡等作用, 在抗肿瘤方面

的研究表明黄连素(小檗碱)和吴茱萸碱均可阻

断促癌物质对潜在癌变细胞的作用[5-6]. 我们这

些年的研究发现, 黄连素(小檗碱)和吴茱萸(吴
茱萸碱)能降低MNNG诱发大鼠胃及十二指肠癌

的发生, 减轻病理损伤, 明显抑制癌细胞的增殖, 
促进细胞分化, 降低肿瘤转移, 抑制一些癌基因

的表达[7-14]等. 本研究采用DMH诱导大鼠大肠

癌, 观察中药左金丸和反左金丸对大肠癌发生

发展进程的干预作用, 并选择具有甲基转移活

性的Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b作为研究对象, 
用实时荧光定量RT-PCR技术检测, 在中药左金

丸和反左金丸干预下, DMH诱导大鼠大肠癌过

程中, 肿瘤发展不同时期甲基转移酶表达情况.

1  材料和方法

1.1 材料 黄连和吴茱萸购自广州中医药大学

第一附属医院, 1, 2-二甲基酰肼(1, 2-DMH)购
自美国Sigma公司, TRIzol, Invitrogen(Cat. No. 
15596-018), First Strand cDNA Synthesis Kit: 
GeneCopoeia(Cat. No. C0210A), 2×AllinOneTM 
Q-PCR Mix: GeneCopoeia(Cat. No. D0101A), 
S P F级健康Wi s t a r大鼠均购于并饲养于广州

中医药大学动物中心(动物合格证号分别为 : 
0014754, 0017087).
1.2 方法 
1.2.1 DMH诱导Wistar大鼠大肠癌实验模型制

作: DMH诱导大鼠大肠癌模型主要参考Noguera 
Aguilar et al [15]2005年的研究报告. 健康雌雄各半

Wistar大鼠共180只, 体质量180-220 g, 在每只大

鼠左肩胛骨侧皮下注射1, 2-DMH 25 mg/kg, 每周

1次, 连续注射12 wk. 随机将其分为3小组: 对照

组、左金丸组和反左金丸组. 从第1次注射DMH
第2天开始, 左金丸组和反左金丸组每天以中药

汤剂1.4 g/kg灌胃, 对照组灌服同等体积的生理

盐水, 每日1次, 连续34 wk.
1.2.2 标本的采集: 从灌胃11 wk开始, 分批处死

大鼠, 开腹分离整段大肠, 剖开, 冰冻生理盐水

冲洗干净, 平展于过滤白纸上, 描述并记录肠上

■研发前沿
在DMH诱导大鼠
大肠癌活体实验
中, 左金丸和反左
金丸虽然均能在
肿瘤发生早期起
到阻碍作用, 但效
应不同, 这尚需要
进一步的研究, 从
最简单的对药开
始研究中药的配
伍或许是一条最
为有效的途径.
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皮形态变化(包括息肉数量、颜色、部位、大小

形态), 切取肉眼所见表皮发生变化或病变部位

(含周围相当于息肉直径范围肠组织), 用40 g/L
的中性甲醛溶液固定后, 常规脱水、浸蜡、透

明、包埋, 切片, 做病理学观察, 其余病变部位

组织迅速冷冻于液氮中, 后转至-70℃冰箱保存, 
留待检测, 结肠组织病理形态学观察: 切片HE染
色后以Olympus显微镜观察并拍照.
1.2.3 病理分级: 采用改良的Dukes[16]大肠癌分

期及预后分期标准: A: 肿瘤限于黏膜层(重度上

皮内瘤变); B1: 肿瘤侵及肌层, 但未穿透, 无淋

巴结转移; B2: 肿瘤穿透肌层, 但无淋巴结转移; 
C1: 肿瘤未穿透肌层, 但有区域性无血管根部淋

巴结转移; C2: 肿瘤穿透肠壁, 并伴有肠系膜淋

巴结转移; D: 有远隔脏器转移. 
1.2.4 引物的设计及合成: 根据Dnmt1、Dnmt3a
和Dnmt3b基因序列(GenBank NM_053354, 
NM_001003957, NM_001003959), 用Primer 
Express Software V2.0设计引物. 引物序列及拟

扩增片段送至NCBI BLAST数据库检测特异性. 
基因序列及反应条件见表1(引物由广州复能基

因公司合成).
1.2.5 实时荧光定量PCR检测: (1)总RNA的提

取: 取大鼠癌肿组织常规TRIzol法提取总RNA. 
(2)cDNA第一链合成: 每个样品取总RNA 1 μg, 
加入Random Primer 10 μmol/L, 加DEPC水至

总体积13 μL, 65℃变性10 min后, 加入反转录

反应液(含5×RT Reaction Buffer 5 μL,  dNTP 1 
mmol/L, RNase Inhibitor 1 U/μL, M-MLV RTase 8 
U/μL, DEPC水4 μL, 总体积25 μL), 短暂离心后

37℃孵育1 h, 反应结束后, 85℃灭活处理5 min, 
最后-20℃保存反转录产物. (3)定量PCR实验: 采
用染料法(SYBR GreenⅠ)进行相对定量分析, 
实验设计是按照ΔΔCt解析法来进行设计. 将2×
AllinOneTM Q-PCR Mix在室温下融解, 轻柔得上

下颠倒混匀并进行短暂离心(同时在使用过程中

始终保持避光). PCR Reaction Mix的制备: 2×

AllinOneTM Q-PCR Mix 10 μL, ddH2O 2 μL, PCR 
Forward Primer(4 μmol/L)2 μL, PCR Reverse 
Primer(4 μmol/L)2 μL, cDNA(1∶5 diluted), 总体

积20 μL. 实验以NTC(No Template Control)为阴

性对照, 即在反应中用水来代替模板cDNA, 其
他试剂不变, 从而来质控是否体系有污染. 迅速

将PCR Reaction Mix稍混匀, 并加入96孔板中. 
将96孔板进行短暂离心, 确保所有反应液在反

应孔底部. 采用了标准的三步法程序进行PCR反
应, 反应后进行熔解曲线分析. (4)反应结果: 根
据建立的标准曲线对标本中的Dnmts与管家基

因GAPDH进行定量.经条件优化, Ct值与拷贝数

的对数值具有密切的相关性(r >0.99), 并且每个

基因的扩增都达到了较高的效率, 其余几个基

因的标准曲线的结果均显示一致系数R2接近

1.000, 可用于计算表达量. RT-PCR扩增结束后, 
将所得未知样品的目的基因扩增曲线图的阈值

设定为所得的标准曲线阈值而得到相对应的Ct
值, 同时为了把目的基因统一化到相同样品数

的比较, 减少由于样品数量差异和抽提RNA得

率差异所引起的误差, 同样条件下做管家基因

的表达, 得到作为内参照的管家基因GAPDH在

同一阈值下的Ct值, 通过标准曲线的公式计算

在同一条件下的目的基因和管家基因的表达量, 
用目的基因表达量/管家基因的表达量得到相对

较真实的样品基因的表达量, 然后通过统计画

表得到统计用柱状分析图. 
统计学处理 数据处理采用SPSS11.5统计软

件, 单因素分析用t检验. 以P<0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 左金丸和反左金丸对DMH诱导大鼠大肠癌

发生发展进程的影响 在DMH诱导肿瘤的早期

(11 wk), 我们观察到, 左金丸组可以有效地阻断

肿瘤的发生, 20只大鼠无1例发生癌变, 反左金

丸组有2只大鼠检出处于A期的肿瘤, 发病率为

10%, 反左金丸的效应略低于左金丸, 2组癌变率

■相关报道
陈蔚文 et al 发现
黄连与吴茱萸配
伍比例及提取方
法对主要有效成
分有影响. 陈艳芬 
et al通过寒热胃模
型从实验上证实
了左金丸与反左
金丸在胃黏膜损
伤中的选择性.

表  1  基因序列及反应条件

     
基因			            引物		          退火温度(℃)  循环数  扩增片段长度(bp)

Dnmt1		  5'-Tgtctgtcctgcggtaagaa-3'		  59	 35	     130

		  5'-ctgatagccgtcctcatcgt-3'

Dnmt3a		  5'-Gtgatgatcgacgccaaag-3'		  60	 35	     110

		  5'-tccagcttatcattcacagtgg-3'

Dnmt3b		  5'-Gatgatcgacgccatcaag-3'		  60	 35	     123

		  5'-cgagcttatcattctttgaagcta-3'
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均显著低于对照组(20%, P <0.01). 21 wk时, 左金

丸组(14.3%)和反左金丸(25%)组均能有效阻碍

肿瘤的进程(P <0.01), 肿瘤的发生率均明显低于

对照组(50%, P <0.01), 但到了34 wk, 左金丸组和

反左金丸组与对照组的肿瘤发生率无明显差别

(依次为70%、62.5%、66.7%, 表2).
2.2 Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b在DMH诱导大鼠

大肠癌实验过程中表达分析 从表2病理检测结

果可以看出, 直到34 wk, 大多数发生癌变的组织

都处于A、B1、B2期, 因此, 我们只取这3个时

期的大鼠进行Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b表达分

析. 结果表明, 无论在正常组织中, 还是在癌变

组织中, Dnmt1和Dnmt3a表达无明显变化, 只有

Dnmt3b表达差异较大, 且随着肿瘤的恶化的程

度而表达量明显升高, B2期的表达量高于B1期
(图1).
2.3 左金丸和反左金丸在DMH诱导大鼠大肠癌

变过程中Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b表达分析 
从结果(图2)我们可以看到,  Dnmt1和Dnmt3a的
表达情况与上面对照组的情况类似: 正常组、

中药干预组, Dnmt1和Dnmt3a的表达变化不明

显, 而Dnmt3b表达变化较大, 在中药处理组中, 
B1、B2期的表达量高于A期. 环比中药处理组

和对照组, 我们发现, 中药处理组Dnmt3b整体表

达量(2.613)低于对照组(4.784)(P <0.01), 且中药

组B1与B2期的Dnmt3b表达量相比略有下降, 统
计学上表达差异不明显(P >0.05).

3  讨论

对药是中药配伍中的最小单位, 为历代医家所

重视. 吴茱萸和黄连作为对药配伍的历史非常

悠久, 早在北宋《太平圣惠方·治水泻诸方》

中就载有茱萸原方, 由黄连和吴茱萸(1∶1)组成. 
陈蔚文 et al [17]发现黄连与吴茱萸配伍比例及提

取方法对主要有效成分有影响. 陈艳芬 et al [18]

通过寒热胃模型从实验上证实了左金丸与反左

金丸在胃黏膜损伤中的选择性. 在离体实验中, 
我们发现小檗碱和吴茱萸碱都表现出同样的

抑制HT29细胞增殖、诱导HT29细胞凋亡的效 
应[13-14], 但在DMH诱导大鼠大肠癌活体实验中, 

■应用要点
左金丸和反左金
丸均可以有效阻
碍早期大肠癌的
发生和发展.

表  2  DMH诱导大鼠大肠癌变过程中各组肿瘤发生率及病理分级

     
时间(wk)	      分组	                     n

		                      病理分级		         
肿瘤发生率(%)

				    A	 B1	 B2	 C1	 C2	 D

11	 对照组		  20	 4	  0	  0	  0	  0	 0	 20.0

	 左金丸组		  20	 0	  0	  0	  0	  0	 0	   0.0b

	 反左金丸		  20	 2	  0	  0	  0	  0	 0	 10.0b

21	 对照组		  16	 4	  0	  4	  0	  0	 0	 50.0

	 左金丸组		  14	 2	  0	  0	  0	  0	 0	 14.3b

	 反左金丸		  16	 2	  2	  0	  0	  0	 0	 25.0b

34	 对照组		  20	 2	  2	  4	  4	  2	 0	 70.0

	 左金丸组		  16	 2	  2	  4	  2	  0	 0	 62.5

	 反左金丸		  18	 4	  2	  4	  0	  2	 0	 66.7

bP<0.01 vs  对照组.

5.0

2.5

0.0
Dnmt1             Dnmt3a           Dnmt3b

0.9112
1.1767

4.784正常组
对照A
对照B1
对照B2

图  1  Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b在DMH诱导大鼠大肠癌实
验过程中表达分析.

5.0

2.5

0.0
Dnmt1               Dnmt3a             Dnmt3b

0.879

正常组
左金丸A
左金丸B1
左金丸B2

1.0255

2.613

反左金丸A
反左金丸B1
反左金丸B2

图  2  左金丸组和反左金丸组在大鼠大肠癌诱导发生过程
中Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b表达分析.
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左金丸和反左金丸虽然均能在肿瘤发生早期起

到阻碍作用, 但效应不同, 这尚需要进一步的研

究, 从最简单的对药开始研究中药的配伍或许

是一条最为有效的途径.
在哺乳动物细胞中, Dnmts是催化DNA甲

基化的主要酶类. 同时Dnmts也是外源化学物作

用的靶点, 外源化学物通过改变Dnmts的表达

水平和酶的活力, 影响DNA的甲基化和表观遗

传的调节功能. 近年来研究发现Dnmts的表达

异常与疾病如肿瘤的发生发展密切关联, DNA
甲基化作用的发生和甲基化水平的高低主要取

决于DNA甲基转移酶及其相关蛋白. 一旦甲基

转移酶表达异常就会发生基因突变, 细胞分化

异常. 参与DNA甲基化的DNA甲基转移酶家族

分为Dnmt1、Dnmt2、Dnmt3, 其中Dnmt3又分

为Dnmt3a、Dnmt3b、Dnmt3L. 目前研究发现

Dnmt1、Dnmt3a及Dnmt3b在正常组织中普遍呈

低表达; 而他们在多种实体肿瘤和造血系统肿

瘤中高表达, 尤其是Dnmt3b, 与此同时伴有酶活

性的升高, 提示他与肿瘤的关系更为密切, 且3种
酶在肿瘤发生、发展过程中具有协同作用[19-22]. 
Issa et al [4]研究结果显示: 11例良性多发大肠息

肉的Dnmt1活性较对照组高1.4倍, 较15例大肠

癌病变附近未受侵袭的肠黏膜高1.6倍, 而较结

肠癌病变处则高5.4倍. 其中1例患者同时患有大

肠癌及良性多发息肉, 对其未受损黏膜、良性

息肉的黏膜与癌黏膜进行酶活性测定, 结果与

正常对照相比, 依次增高1.7、2.7和5.3倍. 在我

们的研究中, 我们发现, 无论是对照组还是中药

组, 相对于正常组织, Dnmt1和Dnmt3a表达的组

间差异不明显, Dnmt3b有较大差异, 且Dnmt3b
在对照组中表达量高于中药组. 我们还发现, 经
中药处理过的组织样本, Dnmt3b表达量在B1、
B2期差异不明显, 而对照中B2期Dnmt3b表达量

显著高于B1期, 这可能是中药的干预作用的结

果, 虽然甲基化在肿瘤的发生发展中起重要作

用, 但也不是唯一的途径, 而中药对DMH诱导肿

瘤过程中的阻碍作用可能是通过影响了多条肿

瘤发生途径而实现. 其次, 这也有可能是样本量

不足, 这还需要进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
electro-acupuncturing (EA) at Zusanli (ST36) 
against proinflammatory cytokine-induced 
intestinal injury in rats with sepsis.

METHODS: Thirty-two male Sprague-Dawley 
rats were subjected to cecal ligation and punc-
ture (CLP) to develop a rat model of sepsis. 
The rats were then randomly divided into four 
groups (n = 8 each): CLP plus EA group, CLP 

plus sham EA (SEA) group, vagotomy (VA) plus 
CLP group and VA plus CLP plus EA group. An 
electroacupuncture at Zusanli point (ST36) was 
performed at constant voltage (2-100 Hz, 2 mA 
for 1.5 h) immediately after CLP surgery. Rats 
in the VA plus CLP group and the VA plus LPS 
plus EA group were abdominally vagotomized. 
All animals were sacrificed at 6 h after CLP to 
collect jejunal specimens. The contents of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and nitric oxide (NO), 
the activity of myeloperoxidase (MPO) and di-
amine oxidase (DAO), as well as the rate of wa-
ter content (ratio of dry weight to wet weight) 
were determined.

RESULTS: The levels of TNF-α and NO, the 
activity of MPO and the rates of water content 
in the jejunum in the CLP plus EA group were 
significantly lower than those in the other three 
groups, while the activity of DAO at 6 h after 
CLP in the CLP plus EA group was significantly 
higher than that in the other three groups (all P 
< 0.05). The levels of TNF-α and NO and the ac-
tivity of MPO in the VA plus CLP group and the 
VA plus CLP plus EA groups were significantly 
higher (748.80 ± 112.45 pg/g protein and 737.58 
± 100.56 pg/g protein vs 560.23 ± 82.25 pg/g 
protein; 1.32 ± 0.15 μmol/g protein and 1.12 ± 0.24 
μmol/g protein vs 0.97 ± 0.12 μmol/g protein; 
0.57 ± 0.06 U/g and 0.61 ± 0.12 U/g vs 0.45 ± 
0.07 U/g, all P < 0.05) than those in the CLP plus 
SEA group, while the activity of DAO in the VA 
plus CLP group and the VA plus CLP plus EA 
groups was significantly lower than that in the 
CLP plus SEA group (0.07 ± 0.02 U/L and 0.06 
± 0.04 U/L vs 0.12 ± 0.04 U/L, both P < 0.05). 
There were no significant differences in all of 
the above parameters between the VA plus CLP 
plus EA group and the VA plus CLP group.

CONCLUSION: Electro-acupuncture at Zusanli 
point significantly lowers the elevated levels of 
proinflammatory factors in the small intestine 
and alleviate tissue edema and mucosal dys-
function in rats undergoing CLP.

Key Words: Sepsis; Electro-acupuncture; Zusanli; 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肠道缺血、感染
及炎症均能激活
肠道局部炎症细
胞释放多种炎症
因子, 造成肠组织
过度炎症、肠黏
膜水肿及肠屏障
损 害 ,  进 而 引 起
肠道细菌和毒素
移位、肠源性脓
毒症甚至MODS
的 发 生 .  因 此 有
效地抑制肠道促
炎细胞因子的产
生, 保护肠组织免
受过度的炎症损
害对于脓毒症和
MODS的防治具
有重要意义. 针刺
治疗已应用于临
床 数 千 年 ,  能 双
向调节神经-内分
泌-免疫系统 ,  保
护脏器功能, 但其
作用机制尚不清
楚. 本研究目的是
观察电针足三里
能否抑制脓毒症
引起的大鼠肠组
织TNF-α和NO等
促炎因子释放, 减
轻肠组织水肿, 保
护肠屏障功能.
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利沙伯医院临床
肿瘤科
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摘要
目的: 探讨电针足三里(ST36)对脓毒症大鼠促
炎症因子所致小肠损伤的抑制作用. 

方法: 采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备大鼠脓
毒症模型, 取♂SD大鼠32只, 随机分为CLP+
电针(EA)足三里组(CLP+EA组)、CLP+假电
针(shame EA)(CLP+SEA)组、迷走神经切断
(VA)+CLP(VA+CLP)组和迷切后CLP再电针
(VA+CLP+EA组)组, 每组8只. EA组持续针
刺双侧足三里30 min, 强度为2 mA, 2-100 Hz. 
CLP/SEA组采用相同频率和强度刺激非经非
穴(足三里外侧旁开0.5 cm)30 min. VA组先手
术切断腹腔迷走神经再CLP. 各组大鼠于CLP
术后6 h处死取空肠组织, 检测TNF-α和NO含
量、髓过氧化物(MPO)和二胺氧化酶活性及
肠组织含水率. 

结果: 采用盲肠结扎穿孔术后6 h, 与其余3组
相比, CLP/EA组小肠组织促炎因子TNF-α、
NO、MPO水平和组织含水率均显著降低、

DAO活性显著升高(均P <0.05). VA+CLP组和
VA+CLP+EA组TNF-α、NO和MPO水平显著
高于CLP+SEA组(748.80±112.45 pg/g protein, 
737.58±100.56 pg/g protein vs  560.23±82.25 
pg/g protein; 1.32±0.15 μmol/g protein, 1.12
±0.24 μmol/g protein vs  0.97±0.12 μmol/g 
protein; 0.57±0.06 U/g, 0.61±0.12 U/g vs  0.45
±0.07 U/g, 均P <0.05), DAO活性显著低于
CLP+SEA组(0.07±0.02 U/L, 0.06±0.04 U/L 
vs  0.12±0.04 U/L,均P <0.05); VA+CLP+EA
组、VA+CLP组、CLP+SEA组上述指标的变
化无统计学差别.

结论: 电针足三里显著抑制CLP大鼠小肠促炎
症因子水平, 减轻肠组织水肿和功能损害.

关键词: 脓毒症; 电针; 足三里; 小肠; 肿瘤坏死因

子; 胆碱能
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0  引言

在全身炎症反应失控诱发多器官功能障碍综合

征(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)
发病过程中, 肠道既是始动器官, 同时又是该病

理过程中最易受损的器官之一. 研究表明肠道

缺血、感染及炎症均能激活肠道局部炎症细胞

释放多种炎症因子、氧自由基及胃肠动力抑制

性介质, 造成肠组织过度炎症、肠黏膜水肿、

肠屏障损害和肠麻痹, 进而引起肠道细菌和毒

素移位、肠源性脓毒症甚至MODS的发生[1-2]. 
因此有效地抑制肠道促炎细胞因子的产生, 保
护肠组织免受过度的炎症损害对于脓毒症和

MODS的防治具有重要意义. 针刺治疗已应用于

临床数千年, 能双向调节神经-内分泌-免疫系统, 
保护脏器功能, 但其作用机制尚不清楚[3]. 本研

究目的是观察电针足三里能否抑制脓毒症引起

的大鼠肠组织肿瘤坏死因子-α(tumour necrosis 
factor-α, TNF-α)和NO等促炎因子释放, 减轻肠

组织水肿, 保护肠屏障功能. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wastar大鼠, 60-70日龄, 体质量220
±20  g,  中国人民解放军军事医学科学院动

物实验中心提供. 实验前适应性饲养1 wk, 术
前12 h禁食, 禁饮4 h. TNF-α ELISA法试剂

盒购自美国D o c l o n e公司; N O、髓过氧化物

(myeloperoxidase, MPO)、二胺氧化酶(diamine 
oxidase, DAO)以及组织匀浆蛋白试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按随机数字表法将动物分为CLP+
电针(electr-acupanctrue, EA)足三里组(CLP+EA
组)、CLP+假电针(shame EA, CLP+SEA)组、迷

走神经切断(vagotomy, VA)+CLP组(VA+CLP)和
迷切后CLP再电针组(VA+CLP+EA), 每组8只. 
1.2.2 造模及处理: 按照Chaudry et al [4]报道的方

法行CLP, 复制严重腹腔感染致脓毒症模型. 大
鼠用盐酸氯胺酮注射液与速眠新Ⅱ注射液按体

积比8∶3混合, 0.4 mL/kg肌肉注射麻醉后, 实施

无菌手术, 沿腹正中线切口, 暴露盲肠并结扎根

部(避免结扎回肠及盲肠根部血管), 用16号针贯

通穿刺盲肠3次形成肠瘘, 留置1条2 cm×2 mm
的橡皮条引流防针孔闭合. 将盲肠还纳腹腔, 逐
层缝合腹壁切口. 术毕立即皮下注射50 mL/kg
生理盐水抗休克, 自由饮水. 电针时大鼠用自制

布袋固定, 于CLP术后20 min在清醒状态下常规

www.wjgnet.com

■相关报道
对胆碱能抗炎通
路的研究表明, 电
刺激外周迷走神
经能抑制内毒素
攻击和失血性休
克动物血清和组
织促炎细胞因子
表达, 减轻休克的
病情, 并证明胆碱
能神经递质的抗
炎作用是通过兴
奋 胆 碱 能 N 受 体
α7亚单位(NRα7)
实现的. 在另一项
研究中, 本课题组
预先给内毒素血
症大鼠静脉注射
NRα7拮抗剂α-银
环蛇毒素, 电针对
肝组织TNF-α含
量和ALT活性的
影响亦显著减弱
或消失, 说明电针
足三里的抗炎作
用很可能是通过
NRα7实现的. 因
此, 激活胆碱能抗
炎通路是本研究
中电针足三里发
挥抗炎和肠保护
作用的主要机制
之一.
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消毒双下肢并备皮. CLP+EA组取双侧足三里穴

(膝关节后外侧、腓骨小头下约5 mm处)直刺7 
mm[5], 后接电针仪(国产HANS, LH202H)持续针

刺30 min, 强度为2 mA, 2-100 Hz; CLP+SEA组

采用相同频率和强度刺激非经非穴(足三里外侧

旁开0.5 cm); VA组先手术在胃贲门处沿食管两

侧切断腹腔迷走神经后再CLP. 
1.2.3 指标检测: 于CLP术后6 h处死动物取空肠

组织, 检测TNF-α和NO含量、MPO和DAO活性

及肠组织含水率. 肠组织TNF-α含量采用ELISA
法测定; NO含量、MPO和DAO活性以及组织匀

浆蛋白含量采用生化试剂盒测定; 肠组织含水

率(%)采用干湿重法测定.
统计学处理 检测结果以mean±SD表示, 采

用SPSS12.0统计分析软件处理数据, 单因素方

差分析检验各组间差异, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

CLP后6 h, 与其余3组相比, CLP/EA组小肠组织

促炎因子TNF-α、NO、MPO水平和组织含水

率均显著降低、DAO活性显著升高(均P <0.05). 
VA+CLP组和VA+CLP+EA组TNF-α、NO和

MPO水平显著高于CLP+SEA组, DAO活性显著

低于CLP+SEA组; VA+CLP+EA组与VA+CLP组
上述指标的变化无统计学差别(P >0.05, 表1).

3  讨论

肠屏障损害和肠麻痹是脓毒症及脓毒性休克的

常见并发症, 其发生机制目前仍未完全阐明. 研
究显示肠道局部的促炎因子的作用对于脓毒症

时肠功能障碍的发生具有重要意义[6]. 肠道局

部缺血和感染时, 细菌及其毒素能快速激活原

本功能静止的肠道固有巨噬细胞, 产生大量的

促炎因子, 而这些促炎因子进一步引起单核细

胞和多形核白细胞在肠道微循环聚集和肠组织

中浸润、释放更多的炎症因子、氧自由基及胃

肠动力抑制性的介质, 造成肠组织过度的炎症

反应、黏膜水肿、肠屏障损害和肠麻痹, 进而

引发肠道细菌、毒素移位和肠源性脓毒症甚至

MODS的发生[2]. 
在肠道局部炎症导致肠组织细胞损害过程

中, TNF-α和NO等被认为起关键作用[7]. TNF-α
作为一种多功能的促炎细胞因子, 可由肠道巨

噬细胞和中性粒细胞大量产生, 在炎症介质的

级联反应过程中居于始动位置, 能诱发一系列

介质生成、形成瀑布效应, 最终导致肠组织细

胞损害. 而NO作为肠道及血管平滑肌的主要抑

制性介质之一, 在肠组织缺血和肠动力障碍过

程起重要的作用. 本研究结果显示, 电针足三里

对CLP模型大鼠小肠促炎因子所致肠组织水肿

和肠黏膜损伤具有明显保护作用, 能降低异常

升高的小肠组织TNF-α和NO含量及MPO活性,
降低肠组织含水率, 恢复肠黏膜DAO活性. 但若

在CLP前预先切断双侧腹腔迷走神经, 能上调肠

组织促炎症因子水平、加重肠组织损害; 此时

电针足三里不能降低肠组织促炎因子水平, 减
轻肠组织水肿和炎症损害. 说明迷走神经的完

整性在EA发挥抗炎和器官保护作用时具有至关

重要的作用. 可能迷走神经被切断后机体向大

脑传递的致炎信号和迷走神经发出的相应的传

出信号被阻断, 使电针失去治疗作用, 这与以往

的研究认为副交感神经在针刺调节免疫反应过

程中主要起促进作用和针刺足三里可使传出迷

走神经的兴奋性增高相一致[8].    
胆碱能抗炎通路 ( c h o l i n e r g i c  a n t i -

inflammatory pathway)是2000年后报告的胆碱

能神经及其递质调节或对抗全身性炎症反应的

通路[9]. 研究证明, 直接给予Ach或烟碱能显著

减少内毒素刺激后人血巨噬细胞TNF-α、IL-
1β、IL-6及IL-18等促炎细胞因子的产生, 但对

抗炎细胞因子IL-10无明显作用. 电刺激外周迷

走神经能抑制内毒素攻击和失血性休克动物血

清和组织促炎细胞因子表达, 减轻休克的病情, 

■应用要点
足三里不但是抗
炎及免疫调节的
要穴, 同时也是足
阳明胃经的合穴
和治疗胃肠疾病
的要穴之一. 电针
足三里不仅能兴
奋 胆 碱 能 N 受 体
发挥抗炎作用, 而
且可能也兴奋了
胆碱能M受体发
挥促进胃肠蠕动
和 排 毒 作 用 ,  改
善缺血和脓毒症
引起的肠黏膜水
肿、肠屏障损害
和肠麻痹, 对于防
治肠道细菌和毒
素移位、肠源性
脓毒症和MODS
有积极的作用.

表  1  电针足三里对大鼠CLP后6 h小肠促炎因子水平、DAO活性和组织含水率的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
分组	                  TNF-α(pg/g protein)	       NO(μmol/g protein)         MPO(U/g)                 DAO (U/L)	   组织含水率(%)

CLP+EA		  360.43±60.87ace	          0.72±0.10ace	        0.34±0.05ace	      0.21±0.05ace	     65.3±2.3ace

CLP+SEA		 560.23±82.25	          0.97±0.12	        0.45±0.07	      0.12±0.04	     72.2±3.4

VA+CLP		  748.80±112.45a	          1.32±0.15a	        0.57±0.06a	      0.07±0.02a 	     75.5±2.9 

VA+CLP+EA	 737.58±100.56a	          1.12±0.24a	        0.61±0.12a	      0.06±0.04a	     72.4±3.6

aP<0.05 vs  CLP+SEA组; cP<0.05 vs  VA+CLP+EA组; eP<0.05 vs  VA+CLP组.
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并证明Ach的抗炎作用是通过与胆碱能N受体

α7亚单位(NRα7)结合实现的[10]. 在另一项研究

中, 我们预先给内毒素血症大鼠静脉注射NRα7
拮抗剂α-银环蛇毒素, 电针对肝组织TNF-α含量

和ALT活性的影响亦显著减弱或消失, 说明电

针足三里的抗炎作用很可能是通过NRα7实现 
的[11]. 因此, 我们认为激活胆碱能抗炎通路是本

研究中电针足三里发挥抗炎和肠保护作用的主

要机制之一. 我们还观察到, 与CLP+SEA组相比, 
VA+CLP组和VA+CLP+EA组促炎因子水平和肝

组织含水率均显著增加, DAO活性降低, 表明促

炎/抗炎因子的水平的平衡受交感肾上腺素能神

经与副交感胆碱能神经调节. 在本实验中, 当副

交感胆碱能神经的作用被阻断后, 表现出交感

肾上腺素能神经的促炎作用, 导致促炎细胞因

子水平升高和组织炎症反应加重. 
从中医角度看, 脓毒症属外邪侵袭, 其病

机应为邪盛内陷, 内闭外脱, 邪热炽盛, 正邪交

争, 阴津耗损. 足三里不但是抗炎及免疫调节的

要穴, 同时也是足阳明胃经的合穴和治疗胃肠

疾病的要穴之一. 而通腑攻下以存阴是治疗脓

毒症的重要措施之一, 攻下能排毒解毒, 荡涤积

滞, 抑制过度发酵, 使大量细菌和毒素随肠内容

物排出体外, 减少其吸收[12-14]. 我们在实验中也

观察到CLP+EA组大鼠多有腹泻表现, 味多腥

臭, 表明电针足三里不仅能兴奋胆碱能N受体发

挥抗炎作用, 而且可能也兴奋了胆碱能M受体

发挥促进胃肠蠕动和排毒作用, 改善了脓毒症

引起的肠黏膜水肿、肠屏障损害和肠麻痹, 对
于防治肠道细菌和毒素移位、肠源性脓毒症和

MODS有积极的作用[15].
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Abstract
AIM: To analyze endoscopic features and 
pathological characteristics of heterotopic gastric 
mucosa (HGM) in the esophagus and investigate 
the correlation of Helicobacter pylori (H pylori) 
infection with the development of heterotopic 
gastric mucosa.

METHODS: Twenty-seven patients with his-
topathologically confirmed HMG, who were 
treated at our hospital from January 2007 to 
December 2008, were included in the study. An 
electronic gastroscope was inserted to observe 
esophageal mucosa and take mucosal biopsy for 
rapid urease test to diagnose H pylori infection.

RESULTS: Gastroscopic examination revealed 
34 ectopic foci, of which 77.8% were single le-
sions that were mostly distributed along the 
long axis, 18.5% were double lesions mostly in 
kissing position, and 3.7% were multiple lesions. 
These lesions were elliptic or round in shape, 
and orange red or deep red in color, forming a 

vivid contrast comparing surrounding normal 
pearl-grey esophageal mucosa. The diameter of 
these lesions ranged from 0.5 to 2.5 cm. A round 
superficial ulcer with a diameter of 0.75 cm was 
noted in one patient. Pathological examination 
showed that gastric columnar epithelium, con-
taining parietal cells and chief cells, was visible 
in the lesions. Inflammatory cell infiltration was 
found in 51.9% of HCM patients. Additionally, 
37% of patients were positive for H pylori test, 
while 35.3% of HCM patients with chronic in-
flammation and intestinal metaplasia were posi-
tive for H pylori test.

CONCLUSION: H pylori infection is correlated 
with the development of heterotopic gastric 
mucosa but reveals no obvious correlation with 
the severity of pathological changes. Multipoint 
biopsy and deep biopsy can improve diagnostic 
accuracy.

Key Words: Heterotopic gastric mucosa; Endos-
copy; Diagnosis
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摘要
目的: 分析食管胃黏膜异位症(HGM)内镜下
表现特征及其病理学特点, 探讨幽门螺杆菌 
(H pylori )与HGM的关系. 

方法: 2007-01/2008-12我院门诊HGM患者27
例, 均经病理组织学证实, 行电子胃镜检查, 进
镜后观察食管黏膜, 行黏膜活检病理检查, 以
及快速尿素酶检验, 阳性者诊为H pylori感染. 

结果: 内镜检查发现异位灶共34处, 其中单
病灶占77.8%, 多沿长轴纵行分布; 双病灶占
18.5%, 多呈对吻性; 3个病灶占3.7%. 病变呈
椭圆形或圆形, 橘红色或深红色黏膜区, 与周
围的灰白色正常食管黏膜分界清楚, 直径为
0.5-2.5 cm. 1例伴有0.75 cm大小圆形浅溃疡. 
病理检查显示可见胃柱状上皮, 含有壁细胞
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■背景资料
食 管 胃 黏 膜 异
位 ,  由 于 部 位 的
特殊性易造成漏
诊 ,  如 果 不 及 时
诊 治 可 导 致 食
管黏膜糜烂和溃
疡 ,  甚 至 可 致 狭
窄 和 穿 孔 等 ,  临
床易误诊为咽炎
或 食 管 炎 .  本 病
的治疗原则是密
切随访、对症处
理、防治并发症
及 根 治 性 治 疗 . 
因此提高该病的
检 出 率 ,  对 治 疗
及预后起着重要
的作用.

■同行评议者
冯志杰, 主任医师, 
河北医科大学第
二医院消化内科



和主细胞, 其中51.9%见炎性细胞浸润. 37% 
H pylori检测呈阳性, 在HGM伴有慢性炎症及
肠上皮化生者中35.3% H pylori呈阳性.

结论: HGM存在H pylori感染, 但感染与病变
程度无明确相关性, 内镜检查技术的完善及活
检的充分和准确, 对于HGM具有重要的确诊
意义.

关键词: 食管胃黏膜异位症; 内镜检查; 诊断 
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0  引言

食管胃黏膜异位症(heterotopic gastric mucosa, 
HGM)是一种先天性胚胎残余病变, 是指食管上

段存在有胃黏膜, 而引起临床症状的一种疾病, 
临床易误诊为咽炎或食管炎. 因病变接近食管

入口处, 部位较特殊, 易造成漏诊[1-2]. 本文总结

我院27例HGM的内镜、病理特点及幽门螺杆菌

(H pylori )与HGM的关系, 旨在探讨其在HGM上

的诊断价值, 加深对该病的认识, 提高诊断率. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-01/2008-12我院门诊HGM患者共

27例, 男16例, 女11例; 年龄35-69(平均年龄47.7)
岁. 患者均经病理组织学证实为HGM, 临床表现

咽喉部异物感、吞咽不适、吞咽困难4例, 以胸

骨后疼痛、烧灼感及反酸症状为主者5例, 以上

腹部不适为主者12例, 体检剑突下压痛3例, 体
检无症状及体征者3例.
1.2 方法 27例患者行电子胃镜检查, 进镜后观察

食管黏膜, 行黏膜活检病理检查, 以及快速尿素

酶检验, 阳性者诊为H pylori感染.

2  结果

2.1 病变部位 发现异位灶共34处, 11处病变黏

膜位于食管距门齿15-17 cm, 占32.4%, 23处位

于距门齿18-20 cm, 占67.6%, 其中单病灶21例, 
占77.8%, 发生在食管右壁9例, 左壁5例, 后壁4
例, 前壁3例, 多沿长轴纵行分布; 双病灶5例, 占
18.5%, 呈对吻性3例, 其中位于食管前后壁2例, 
左右壁1例; 3个病灶1例, 占3.7%.   
2.2 内镜表现 病变呈椭圆形或圆形, 橘红色或

深红色黏膜区, 表面光滑27处, 细颗粒样7处, 与
周围的灰白色正常食管黏膜分界清楚, 直径为
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0.5-2.5 cm(图1). 8例伴充血水肿, 偶见浅糜烂. 1
例可见0.75 cm大小圆形浅溃疡, 表面覆薄白苔, 
边缘欠规则, 溃疡中央可见充血黏膜岛.
2.3 病理特点 27例活检组织病理检查可见类似

胃黏膜的柱状上皮, 含有壁细胞和主细胞. 其中

22例(81.5%)为胃窦底交界腺型, 1例(3.7%)幽门

腺型, 4例(14.8%)胃底腺型. 其中炎性细胞浸润

14例(51.9%), 萎缩性胃炎样改变2例(7.4%), 肠
化生1例(3.7%)(图2). (距门齿20 cm黏膜, 活检)
检材黏膜组织一小块, 部分胃黏膜, 部分被覆鳞

状上皮, 黏膜组织水肿及慢性炎症, 灶性充血, 
考虑胃黏膜异位. 1例(3.7%)见炎性渗出, 伴少量

坏死组织、肉芽组织等慢性溃疡改变.
2.4 H pylori检出情况 10例H pylori检测呈阳性, 
占37%, 在17例HGM伴有慢性炎症及肠上皮化

生者中6例H pylori呈阳性, 占35.3%. 1例合并食

管溃疡者未检出H pylori .

3  讨论

HGM是一种先天性病变, 在胚胎初期食管黏膜

由柱状上皮覆盖, 后由鳞状上皮所取代, 当有少

数柱状上皮被遗留时, 就会发展成岛状异位胃

黏膜, 他可终生存在, 胃黏膜异位可发生在消化

系的任何部位[3]. 病变黏膜内含有壁细胞为主

的胃上皮细胞, 并有泌酸功能. 因此, 部分患者

可出现胸骨后烧灼感或疼痛、吞咽困难或吞咽
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■创新盘点
本文总结了食管
胃黏膜异位内镜
下表现特征及其
病理学特点, 探讨
了H pylori与HGM
的关系, 分析漏诊
原因. 针对退镜至
食管上段时拔镜
过快, 且食管上段
括约肌的反复收
缩影响观察等问
题, 提出在常规内
镜检查中, 应将内
镜缓慢退至食管
上段, 嘱患者行连
续吞咽动作, 同时
边少量注气边缓
慢后退的方法, 注
意观察该段食管
全周黏膜的颜色
改变 ,  如见异常 , 
局部行多块活检, 
送病理检查以提
高检出率.

图  1  内镜下食管
上段胃黏膜.

图  2  胃黏膜上皮(壁细胞)及鳞状上皮(HE×40).

■相关报道
国内外有关研究
提示无痛胃镜检
查术, 可使患者在
麻醉状态下无恶
心、呕吐的表现, 
更有利于内镜医
师仔细观察, 提高
该病的检出率.
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痛、咽部球状异物感、声音嘶哑、咳嗽等类似

胃食管反流病的反流症状. 胃酸与胃蛋白酶慢

性刺激, 加上长期胃食管反流, 容易形成溃疡, 
严重者甚至可并发穿孔、出血、狭窄等症状, 
本组中发现1例HGM合并食管溃疡[4-5]. 面积大

的HGM所含壁细胞较多, 泌酸量更大, 故面积大

的HGM易引起症状, 本组中6例无症状的HGM
患者病变黏膜直径均≤0.75 cm. 有报道证实少

部分HGM有癌变的趋势, 对于患者出现的食管

和咽喉部的一些症状, 都应引起重视, 警惕HGM
的可能[6-7]. 

食管胃黏膜异位可见食管各段, 以上段多

见, 本组研究中, 67.6% HGM发生在距门齿18-20 
cm处, 单病灶77.8%, 66.7%发生在食管侧壁; 亦
可见2个及2个以上病灶, 若为双病灶则多形成

对吻性. 本病内镜下特征性表现为直径小于2.5 
cm的椭圆形或圆形斑块, 表面扁平光滑或呈细

颗粒状, 色泽呈柱状上皮特有的橘红色, 与周边

鳞状上皮所具有的灰白色黏膜分界清楚, 部分

患者可见黏膜充血水肿, 伴浅糜烂等食管炎表

现, 也可显示坏死假膜、溃疡和狭窄. 食管胃黏

膜异位伴溃疡与食管癌较易鉴别, 前者可表现

为非进行性吞咽困难, 镜下见局部蠕动存在, 溃
疡中央可见食管鳞状上皮黏膜岛是其重要特征, 
边缘无明显赘生, 多在隆起的溃疡边缘呈小结

节状改变. 但食管胃黏膜异位黏膜上皮可发生

异型增生, 与食管癌的发生有密切的关系, 应引

起临床医师广泛重视[9-10]. 本病常易漏诊, 这可能

与操作者对该病的认识不足, 退镜至食管上段

时拔镜过快有关, 且食管上段括约肌的反复收

缩, 内镜检查时退镜至该部位时患者的耐受性

差, 影响观察, 一些微小的异位斑片可能被周围

鳞状上皮掩盖而不易发现. 为提高检出率, 在常

规内镜检查中, 将内镜缓慢退至食管上段, 嘱患

者行连续吞咽动作, 同时边少量注气边缓慢后

退, 注意观察该段食管全周黏膜的颜色改变, 如
见异常, 局部行多块活检, 送病理检查以明确诊

断; 由于目前无痛胃镜检查术的普遍开展, 患者

在麻醉状态下无恶心、呕吐的表现, 有利于内

镜医师仔细观察[11-12]. 有报道, 内镜窄带成像技

术在诊断上具有一定的鉴别作用[13-15]. 
H pylori对胃黏膜具有特殊的侵袭力, HGM

中也存在H pylori的感染, 但H pylori的感染与否

与HGM慢性炎症发生及炎症的严重程度无明确

相关性, 这可能由于H pylori在该部位是定居而

非致病, 也可能唾液影响了HGM的微环境, 使 

H pylori不能完全展现其活性和功能. 本组研究

中37% HGM伴H pylori感染, 其中HGM伴慢性

炎症者中H pylori检出率为35.3%, 合并食管溃

疡者未检出H pylori . HGM的病理组织学检查可

见胃柱状上皮, 其中含有壁细胞和主细胞. 胃底

型、胃窦型和两者的过渡型都有报道, 本组研

究中81.5%均为交界性胃黏膜. 可有中性粒细胞

和淋巴细胞的浸润, 周边的鳞状上皮多伴有轻

到中度的慢性炎症存在. 其他少见的病理表现

为肠上皮化生、糜烂(或溃疡)、腺管的囊性扩

张、璧细胞胞质水肿, 偶有双核浆细胞、浆细

胞的结节样增生. 结合症状和病理表现, 国外学

者将HGM分型如下: (1)无症状, 无并发的病理

形态改变的携带者; (2)有症状, 无并发的病理形

态改变; (3)有并发病理形态改变并引起相应的

症状; (4)恶化, 形成上皮内肿瘤; (5)进一步发展

为上段食管腺瘤.  
内镜检查时的经验、技巧和重视程度对

HGM的检出率起着重要作用, 随着人们认识的

提高, 内镜检查技术的完善, 以及活检的充分和

准确, 可以降低误诊率, 并能确定病变的范围、

位置及并发症程度, 为有针对性治疗提供了依

据. 对于该病通常的治疗原则是随访、对症处

理、防治并发症及根治性治疗.
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第九届全国消化系恶性病变介入诊疗研讨会暨内镜 /
介入新技术论坛征文通知   

本刊讯 为满足临床一线医师对消化系病变介入新技术研究、探讨和交流的欲望, 进一步提升国内消化系疾

病尤其是消化系恶性病变介入诊治的技术水平, 上海同仁医院联合河南省人民医院以及河南省新乡医学院第

一附属医院, 定于2009-11-06/11在河南省新乡市主办第九届全国消化系恶性病变介入诊疗研讨会暨内镜/介入

新技术论坛. 本次会议由河南省抗癌协会、河南省消化内镜学会、河南省医学会介入治疗专业分会具体承办, 

《中华放射学杂志》、《中华消化内镜学杂志》、《世界胃肠病学杂志》、《介入放射学杂志》、《微创医

学杂志》以及《医学信息内外科学杂志》共同参与协办. 会议将着重介绍消化系病变内镜治疗、介入放射学

治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭建一个平台. 

本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管、胃肠道等消化系管腔内支架治疗应用技术和发生的问

题以及消化系病变、门静脉高压、胆道结石等疾病的消化内镜、介入放射、内外科治疗新进展等热点课题进

行精彩演讲及深入研讨. 会议还将邀请美国、德国和韩国专家介绍相关领域的技术进展并安排内容丰富的手

术演示.  参会者将授予国家级一类继续医学教育学分10分.  

1      征文内容 

(1)消化系恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; (2)消化系

良性病变, 如: 门静脉高压、胆管结石、消化系出血等的内镜及介入新技术应用; (3)消化系疾病诊治边沿交叉

学科与消化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.

2      投稿要求 

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

与结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表. (4)所有稿件一律要求电脑打印

(Word格式), 邮寄者需附软盘, 特别鼓励用E-mail投稿(以附件Word格式); (5)截稿日期: 2009-09-31.

3      联系方式

杨瑞民, 453100, 河南省卫辉市健康路88号, 新乡医学院第一附属医院介入科. y-rmin@163.com, 电传: 

0373-4402942, 手机: 13903805978  

梁宝松 ,  450003,  河南省郑州市纬五路7号 ,  河南省人民医院内镜科 .  lbaosong@hotmail .com, 电话 : 

0371-65063502

■同行评价
本文报道了27例
食管胃黏膜异位
症(HGM)内镜下
表现特征及其病
理学特点, 并探讨
了幽门螺杆菌与
HGM的关系 ,  有
助于提高消化内
镜医师对本病的
诊断水平和认识.
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e p r e v a l e n c e o f 
gastroesophageal reflux disease (GERD) in the 
population of Anshun in Guizhou Province.

METHODS: From July 2006 to December 2006, 
a face-to-face interview was carried out in a ran-
domly sampled population of Anshun in Gui-
zhou Province using a validated Chinese version 
of Reflux Disease Questionnaire (RDQ) to assess 
the prevalence of GERD. The SPSS14.0 software 
package was used to perform the Chi-square test 
and t test.

RESULTS: A total of 1692 residents (836 males 
and 856 females) were investigated. The re-
sponse rate was 96.2%. The responders ranged 
in age from 10 to 87 years, with a mean age of 
42.2 ± 15.3 years. The prevalence of GERD in the 
population of Anshun in Guizhou Province was 
6.9% according to the definition (RDQ score ≥ 
12). The prevalence of GERD in male was higher 
than that in female though no significant dif-

ference was found (P > 0.05). The prevalence of 
GERD rose with age (P < 0.05).

CONCLUSION: The prevalence of GERD in the 
population of Anshun in Guizhou Province was 
higher than those reported in the populations of 
Guangdong Province, Beijing and Shanghai.

Key Words: Gastroesophageal reflux disease, Epi-
demiological investigation; Anshun district

Zhu J, Zhou L, Wang L, Lv R, Zheng ZY. Epidemiologic 
investigation of gastroesophageal reflux disease in 
the population of Anshun in Guizhou Province. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(20): 2087-2090

摘要
目的: 探讨贵州省安顺地区人群胃食管反流病
(gastroesophageal reflux disease, GERD)的患病.

方法: 2006-07/2006-12采用中文版反流性疾
病问卷(RDQ), 应用随机、整群、分层抽样
方法对安顺地区人群进行调查. 调查方式为
面试, 所得资料均输入电脑, 建立数据库, 用
SPSS14.0软件行卡方检验及t检验等. 

结果: 被调查者共1692例(男836例, 女856例), 
应答率96.2%; 年龄10-87(平均年龄42.2±
15.3)岁. 按RDQ评分(≥12)定义, 安顺地区人
群GERD的患病率为6.9%. 男性患病率高于女
性, 但差异无统计学意义(P >0.05); 年龄分布, 
GERD的患病率随年龄增长而增高(P <0.05).

结论: 贵州省安顺地区人群中GERD患病率明
显高于广东省社区人群GERD患病率, 也高于
北京, 上海两地GERD患病率.

关键词: 胃食管反流病; 流行病学分析; 安顺地区
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
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■背景资料
G E R D是临床上
常见的消化系疾
病, 其在西方国家
人群中发病率较
高, 据报道人群中
约7%-15%可有胃
食管反流症状; 北
京协和医院1986
年对3000例接受
胃 镜 检 查 患 者
调查表明 ,  RE占
5.8%; 台湾一所医
院对2044例患者
行胃镜检查, 发现
RE患病率为5% . 
鉴于对G E R D诊
断目前尚缺乏金
标准, 国外提出依
据症状作为初诊
断, 而我国GERD
研究协作组也于
2003年建立了符
合自己的RDQ诊
断标准.

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科



GERD)是指胃十二指肠内容物非生理性逆流

入食管等处, 造成食管及食管以外组织化学性

炎症性改变, 并引起烧心、反酸、反食、胸骨

后疼痛等症状的疾病. GERD又被分为糜烂性

和非糜烂性2种: 糜烂性GERD是指患者食管黏

膜有组织病理学损伤改变者, 即反流性食管炎

(reflux esophagitis, RE); 非糜烂性GERD是指内

镜下不能发现食管黏膜破损, 但相关检查证实

存在病理性胃-食管反流者, 又称为非糜烂性反

流病(non-erosive reflux disease, NERD)[1]. GERD
是临床上常见的消化系疾病, 其在西方国家人

群中发病率较高, 据报道人群中约7%-15%可有

胃食管反流症状[2]; 北京协和医院1986年对3000
例接受胃镜检查患者调查表明, RE占5.8%[3]; 台
湾一所医院对2044例患者行胃镜检查, 发现RE
患病率为5%[4]. 鉴于对GERD诊断目前尚缺乏金

标准, 国外提出依据症状作为初诊断[5], 而我国

GERD研究协作组也于2003年建立了符合自己

的RDQ诊断标准[6]. 本次研究采用该标准, 对我

院在安顺地区门诊就诊人群中进行调查, 探讨

该人群GERD患病情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-07/12采用随机整及分层抽样方

式, 对安顺地区的10岁以上, 男女不限, 有小学

以上文化水平, 可独立阅读填写问卷的患者进

行调查; 被调查者就诊前4 wk内未服用过任何止

酸药或胃动力药物. 调查结束后, 选择部分被调

查者的问卷由另人复核, 正确率为96.2%.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  调 查 :  采用我国G E R D研究协作组

2003-11推出的反流性疾病问卷(reflux disease 
questionnaire, RDQ)为基础, 以面试方式, 由调查

人员详细记录. 调查人员由消化内科医师组成. 
1.2.2 问卷内容: 问卷所涉及内容包括被调查者

在过去4 wk中发生烧心、反酸、反食、胸骨后

疼痛4种上消化系症状的频率和程度予以评分. 
其中发生频率计分按无症状为0分, 症状出现频

度<1、1、2-3、4-5以及6-7 d/wk分别记为1、
2、3、4、5分. 症状程度计分: 症状不明显, 在医

生提醒下发现为1分; 症状明显, 影响日常生活, 
偶尔服药为3分; 症状非常明显, 影响日常生活, 
需要长期服药治疗为5分. 症状介于1分和3分之

间为2分, 介于3分和5分之间为4分. 症状频率计

分加程度计分总分最高可达40分. 以RDQ分值12
分为GERD流行病学调查的筛选临界值[6].
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库, 患病率由百分率表示. 统计分析由SPSS14.0
软件处理. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 RDQ评分分布 在1692例调查者中, 烧心、反

酸、反食、胸骨后疼痛4种上消化系症状的频

率和程度评分分布为1000例(59.1%)为0分, 396
例(23.4%)为1-5分, 180例(10.6%)为6-11分, 94例
(5.6%)为12-20分, 22例(1.3%)为21-40分; 以12分
作为GERD流行病学调查的筛选临界值[4], 在我

院安顺地区人群中GERD患病率为6.9%. 各年

龄段及性别GERD患病情况: 在1692例被调查者

中, 其中男性836例, GERD患病者为63例; 女性

856例, GERD患者为53例.  具体各年龄段及性别 
GERD患病分布情况见表1. 男性患病率略高于

女性, 但两者无统计学差异(P >0.05); GERD患病

率随年龄增长而增高(P <0.05), 60岁以上者患病

率达12.9%, 为相对高发人群. 
2.2 各种反流症状患病率 在1692例被调查者

中反食症状至少每月、每周、每日出现1次的

患病率为10.0%, 5.4%, 0.7%; 反酸至少每月、

每周、每日出现1次的患病率为22.5%, 7.9%, 
2.8%(表2); 胸骨后疼痛症状至少每月、每周、

每日出现1次的患病率为8.7%, 3.1%, 0.4%; 烧
心至少每月、每周、每日出现1次的患病率为

7.4%, 2.8%, 0.5%; 其中反流症状以反酸最为常

见, 而胸骨后疼痛, 反食症状的患病率高于烧心

症状.

3  讨论

GERD是临床上的一种常见病, 该病在西方国

家人群中发病率较高, 据报道人群中约7%-15%
可有胃食管反流症状[2]. 在我国, 1999年潘国宗  
et al [7]对北京和上海两地常住居民的GRED流行

病学调查报告显示其人群患病率达5.77%; 近
年在广东省社区人群中的1项流行病学的调查

中显示其患病率为2.5%[8]. 但对于西南地区的

GERD的患病情况未见报道.
GERD的诊断缺乏金标准, 因此国外提出依

据症状作为初诊断[5]; 在此基础上提出的RDQ
证实对GERD诊断有帮助[9]; 我科室应用我国的

RDQ诊断标准自2006-07/12应用随机、整群、

分层抽样方法, 对安顺地区人群进行GERD流行

病学调查; 调查采用面试方式, 由我科室专业医

护人员承担调查任务, 并选择部分被调查者的
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■研发前沿
GERD的诊断缺乏
金标准, 因此国外
提出依据症状作
为初诊断; 在此基
础上提出的RDQ
证实对GERD诊断
有帮助.
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问卷由另人复核, 正确率为96.2%. 
本次调查发现, 安顺地区人群GERD的患病

率为6.9%, 明显高于广东省社区人群GERD患病

率[8], 也高于北京、上海两地常住人群的GERD
患病率(5.77%)[7], 但明显低于Locke et al对美国

明尼苏达州Olmsted镇社区居民的GERD患病率

(19.8%)[10], 可能与当地人喜进食辣椒, 过咸食

品; 饮食习惯以火锅为主, 这种过辣、过咸、过

烫食物无疑对食管上皮是损伤, 削弱了食管防

御机制, 引起食管上皮完整性破坏, 有研究表明

GERD的发生与食管黏膜细胞间隙增宽有密切

关系[11-12], 导致食管黏膜酸暴露机率增加, 引起

GERD的患病机会增多. 与另一方面本次调查是

针对安顺地区人群所作的一项流行病学调查, 
其中一部分患者是有明显反流症状而就诊, 因
此, 本次调查结果高于国内其他地区调查结果; 
在西方国家因为其脂肪摄入量大于我国人群, 
再者西方人最大及基础酸分泌量也大于我国人

群, 因此, 西方国家GERD患病率高. 本次调查

发现, GERD患病率随年龄增加而增加(P <0.05), 
不同于广东省社区人群各年龄段GERD患病率

差异无统计学意义(P >0.05)[8]; 考虑食管下括约

肌张力性收缩岁年龄增加而减弱, 导致反流增

加; 另一方面, 膈肌角张力随年龄增加而减弱

也是中、老年GERD增加的因素. 研究证明, 心
理因素与GERD患者的躯体症状相关[13], 而老

年GERD患者的心理健康水平明显低于正常人 
群[14]. 因此老年人心理因素也是引起老年GRED
高患病率的合理的解释之一 .  调查中的男女

GERD患病率无明显差异(P >0.05), 与广东省社

区人群GERD流行病学调查相同[8]. 本次研究显

示, 反流症状以反酸最为多见, 而以胸骨后疼痛

为主要反流症状的患者也不少见(每周至少出现

1次的患病率为3.1%, 因此在临床工作中如遇胸

骨后疼痛而就诊者, 在排除心源性胸痛的情况

下, 应注意对GERD的诊断. 同时GERD患者还

可表现为食管外症状, 尤其是老年人, 有研究表

明, 患GRED的老年人食管外症状明显高于其他

年龄段患者[15]. 因此对有咽喉痛, 牙龈炎, 夜间呛

咳, 不明原因哮喘, 气管炎的老年人患者, 应注

意GERD.
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表  1  患者各年龄段及性别GERD症状分布

     	
年龄组(岁)	

		     男			               女

	              n                   GERD         患病率(%)            n                 GERD             患病率(%)
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60-	          126	               16	 12.7	     138	           18	               13.0

表  2  患者各年龄段反食、反酸、烧心及胸骨后疼痛时间段内至少发生1次的百分比 n (%)

     
年龄组	                   反食	       	             反酸		           烧心		             胸骨后疼痛

(岁)	   每日       每周       每月          每日       每周          每月         每日         每周       每月       每日        每周        每月
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40-59	 6(1.0)   36(6.0)   60(10.1)   18(3.0)   46(7.7)   144(24.2)    2(0.3)    18(3.0)    60(10.1)  2(0.3)    26(4.4)    56(9.4)

60-	 2(0.8)   14(5.3)   34(12.9)   12(4.5)   28(10.6)   62(23.5)    4(1.5)      8(3.0)    22(8.3)    2(0.8)    16(6.1)    24(9.1)
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of carbachol in 
the treatment of gastrointestinal dysfunction 
induced by severe trauma or infection.

METHODS: One hundred and forty intensive 
care unit (ICU) patients selecting from three hos-
pitals in Tangshan City were randomly divided 
into two groups: carbachol treatment group (n 
= 78) and mosapride citrate treatment group 
(n = 62). Intestinal pneumatosis and hydrops, 
gastrointestinal dysfunction scores and overall 
response rate were observed. The activity of 
plasma diamine oxidase (DAO) and the content 
of serum D-lactic acid were determined at 0, 24, 
48 and 72 hours and on day 7 after treatment, 
respectively.

RESULTS: Compared to the mosapride citrate 
treatment group, patients in the carbachol 
treatment group showed a significant improve-

ment in intestinal pneumatosis and hydrops (P 
< 0.05), a significant decrease in gastrointestinal 
dysfunction scores (P < 0.05), an obvious in-
crease in overall response rate (43.6% vs 62.8%, 
P < 0.05), as well as a significant decline in 
the activity of DAO and the contents of serum 
D-lactic acid and endotoxin on day 7 after treat-
ment (P < 0.05).

CONCLUSION: Carbachol can decrease the 
activity of plasma DAO and the levels of serum 
D-lactic acid and endotoxin, and improve intes-
tinal function in patients with severe trauma- or 
infection-induced gastrointestinal dysfunction.

Key Words: Carbachol; Critical care; Multiple organ 
dysfunction syndrome; Randomized controlled trial
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摘要
目的: 研究卡巴胆碱治疗创伤和感染后胃肠
功能障碍的有效性和安全性. 

方法: 选取2007-02/2008-02唐山市3家三级
医院ICU重症患者140例, 随机分为卡巴胆碱
组(n  = 78)和莫沙比利组(n  = 62). 观察患者治
疗前(0 h)、治疗后24, 48, 72 h及7 d的肠管积
气、积液、胃肠功能评分、临床总有效率和
血清二胺氧化酶(DAO)、D -乳酸和内毒素水
平变化. 

结果: 与莫沙比利组比较, 治疗后卡巴胆碱组
患者肠管积气/积液明显改善(P <0.05), 第7天
胃肠功能评分明显降低(P <0.05), 临床总有效
率显著提高(62.8% vs  43.6%, P <0.05). 血清
DAO、D -乳酸和内毒素水平第7天均明显低
于莫沙比利组(P <0.05).

结论: 卡巴胆碱可以降低创伤和感染重症患
者血清DAO、D -乳酸和内毒素水平, 改善肠
积气, 降低胃肠功能评分, 具有胃肠功能保护
作用.
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■背景资料
肠道既是“细菌
库”, 又是创伤和
感染后的“炎症
介 质 库” ,  肠 黏
膜损伤后, 大量细
菌、内毒素和炎
性因子进入体内, 
容易导致MODS
的发生.“胆碱能
抗炎通路”是近
年来发现治疗脓
毒症和MODS的
新途径. 动物实验
研究表明, 卡巴胆
碱不但能促进胃
肠运动, 还具有强
大的抗炎和减轻
肠道缺血再灌流
损伤的作用. 本研
究拟探讨卡巴胆
碱治疗创伤或感
染重症患者胃肠
功能障碍的有效
性和安全性.

■同行评议者
彭曦 ,  副研究员 , 
重庆市西南医院
烧伤研究所
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0  引言

胃肠功能障碍是严重创伤或感染后常见的并发

症, 也是导致ICU患者发生多器官功能障碍综合

征(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)
和死亡的重要诱因之一, 但临床对严重创伤或

感染后胃肠功能障碍尚缺乏有效的药物和治疗

手段[1]. 卡巴胆碱作为一种强力拟胆碱药, 具有

促进胃肠动力、扩张血管、增加腺体分泌等功

能. 近年研究表明, 卡巴胆碱能抑制休克及肠缺

血动物中TNF-α产生, 减轻肠黏膜炎症反应和病

理损害[2-3]. 本研究拟通过随机临床对照试验, 探
讨卡巴胆碱治疗创伤或感染重症患者胃肠功能

障碍的有效性和安全性.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-02/2008-02唐山市3家三级医

院ICU患者140例. 卡巴胆碱注射液由山东博士

伦福瑞达制药有限公司生产, 规格为0.1 g/L. 莫
沙比利片, 规格每片5 mg. 血清DAO、D -乳酸分

别采用黎君友 et al [6]和Brandt et al [7]建立的分光

光度法测定. 内毒素采用姚咏明 et al [8]建立的鲎

试剂显色法进行定量检测.
1.2 方法 
1.2.1 患者纳入及排除标准: (1)纳入标准: 有引

起胃肠缺血及/或胃肠功能障碍的急性诱因; 符
合全身炎症反应综合征(systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS)的诊断标准[4]; 胃肠功

能损伤评分[5]≥1分; 年龄18-80岁. (2)排除标准: 
近1 wk使用过促胃肠动力和抗胆碱药物; 胃肠切

除术后或胃肠道有原发性损伤; 有明确或可疑

肠梗阻; 胃肠化学毒性损伤; 慢性疾病引发的胃

肠功能障碍; 恶性肿瘤晚期; 人类免疫缺陷病毒

感染; 系统性红斑狼疮; Glasgow评分≤6分; 严
重心血管疾患包括心律不齐、心动过缓、低血

压等; 迷走神经兴奋、癫痫、甲亢、帕金森病; 
支气管哮喘、消化系溃疡或尿路梗死; 孕妇或

哺乳期妇女等. 
1.2.2 治疗方案: 研究对象按统一随机信封分为

卡巴胆碱组(n  = 78)和莫沙比利组(n  = 62). 莫沙

比利每次5 mg, 每日3次, 疗程7 d. 卡巴胆碱每次
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0.2 mg/kg, 每日2次, 疗程7 d, 经胃管给药; 若用

药第3天仍无排气排便, 药物用量加倍.
1.2.3 疗效指标观察: 于治疗前(0 h), 治疗后24、
48、72 h及7 d或患者死亡前进行疗效判定. 临床

指标包括治疗前、后患者腹部B超肠管积气、

积液, 胃肠功能评分, 临床总有效率(有排便且肠

鸣音恢复正常为显效; 有排便但肠鸣音未完全

恢复为有效; 无排便为无效). 生化指标包括不

同观察时间血清DAO、D -乳酸和内毒素水平变

化. 不良反应包括严重腹泻、胃肠痉挛或疼痛、

呕吐、面色潮红、心律不齐或心动过缓、新出

现的哮喘、流涎等. 观察期间出现药物不良反应

时立即停止用药并将该病例从研究中剔除.
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计学

处理. 定量数据以mean±SD表示. 患者年龄、

APACHEⅡ评分、Marshall评分和同一时间点

血清DAO、D -乳酸、内毒素水平变化采用成

组设计定量资料的t检验. 患者性别、临床诊断

及并发症、肠积气和总有效率比较采用χ2检

验. 胃肠功能评分变化采用单向有序分类变量

的Wilcoxon秩和检验. 血清DAO、D -乳酸和内

毒素水平与治疗前(0 h)的两两比较采用Donnett 

www.wjgnet.com

表  1  患者临床特征

     
			   卡巴胆碱组    莫沙比利组

性别(男/女)		  49/29	       40/22

年龄(岁)			   51.2±11.9     49.6±12.7

APACHEⅡ评分		  19.8±6.7	      21.2±8.1

Marshall评分		  13.5±5.1	      14.1±4.8

临床诊断(n )		

    严重感染		  35	       38

    严重胸腹部创伤		    6	         7

    重症胰腺炎		    4	         4

    心肺复苏		    3	         6

    胸部及心血管大手术	   4	         5

    严重单纯颅脑损伤	   5	         7

    颅脑创伤合并严重四肢损伤	  1	         2

    外伤后合并脓毒性休克	   3	         4

并发症(n )		

    MODS			    3	         4

    ARDS			     6	         4

    DIC			     2	         2

    ARF			     3	         2

    心脏功能损伤		    3	         4

    肝损伤			    8	         6

ARDS: 急性呼吸窘迫综合征; DIC: 弥散性血管内凝血; ARF: 急

性肾衰竭.

■相关报道
国内外大量动物
实验研究报道了
卡巴胆碱能够抑
制组织和血清细
胞因子和炎症介
质 的 释 放 ,  减 少
肠上皮细胞和淋
巴 细 胞 的 凋 亡 , 
增 加 胃 肠 血 流 , 
促 进 胃 肠 蠕 动 , 
保护肠屏障功能. 
但卡巴胆碱在重
症患者中的应用
尚未见报道.
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t检验. P <0.05认为差异有统计学意义. 对剔除

或脱落病例, 采用意向性分析(intention-to-treat, 
ITT).

2  结果

2.1 患者基本特征 2组患者性别、年龄、APACHE
Ⅱ评分、Marshall评分及致伤因素无显著性差异

(P>0.05). 无退出、剔除和脱落病例(表1).
2.2 肠积气变化 卡巴胆碱组治疗后肠积气消

失16例 ,  莫沙比利组5例 ,  差异有统计学意义

(P <0.05).
2.3 胃肠功能评分 胃肠功能评分治疗前2组患

者均较高, 差异无统计意义; 治疗72 h后均下降, 
但无统计学差异; 第7天卡巴胆碱组较莫沙比利

组胃肠功能评分明显下降, 差异有统计学意义

(P <0.05, 表2).
2.4 总有效率 卡巴胆碱组显效19例, 有效30例, 
无效29例, 总有效率62.8%; 莫沙比利组显效

共10例, 有效17例判定为, 无效35例, 总有效率

43.6%. 2组间总有效率比较差异有统计学意义

(P <0.05).
2.5 不良反应 研究期间无不良反应病例发生.

2.6 血清DAO变化 2组患者治疗前血清DAO水

平无差异, 治疗72 h后卡巴胆碱组血清DAO水平

下降明显, 差异有统计学意义(P <0.05), 而莫沙

比利组血清DAO水平第7天下降仍不明显(表3).
2.7 血清D -乳酸变化 2组患者治疗前血清D -乳酸

水平无明显差异, 治疗后莫沙比利组血清D -乳
酸水平经过短暂的下降后又升高, 卡巴胆碱组

血清D -乳酸水平持续下降(表4).
2.8 血清内毒素变化 治疗前2组患者血清内毒素

水平无统计学差异. 治疗后2组患者血清内毒素

水平均下降, 但卡巴胆碱组下降较莫沙比利组

明显, 差别具有统计学意义(P <0.05, 表5).

3  讨论

卡巴胆碱是一种强力拟胆碱药, 能同时兴奋M样

和N样受体, 兴奋M样受体具有促进胃肠动力、

扩张血管的作用, 以往临床用于胃肠胀气及尿

滞留等. 根据“胆碱能抗炎通路理论(cholinergic 
anti-inflammatory pathway)”[9], 近年我们对卡巴

胆碱兴奋N样受体的作用作了深入研究, 证明卡

巴胆碱能结合细胞膜上的胆碱能受体α7亚单位, 
发挥着有效的抗炎作用[10], 抑制肠缺血-再灌注

表  2  两组患者不同观察时间胃肠功能评分的变化 (n )

     
分组

		            0 h(分)	         24 h(分)	        48 h(分)	        72 h(分)	         7 d(分)

		  0       1       2       3       0       1       2       3       0       1       2       3       0       1       2       3       0       1       2      3

卡巴胆碱组	 0       6    18     54       2      3     35    38       3       4    41     30       9    23     33    13     19a   34a   24a    1a

莫沙比利组	 1       3    23     35       1      5     21    35       1     11    33     17       9    17     31      5     14    22    23      3

aP<0.05 vs  莫沙比利组.

表  3  不同观察时间患者血清DAO活性的变化 (mean±SD, kU/L)

     
分组		    n 	        0 h		     24 h	                 48 h	             72 h	            7 d

卡巴胆碱组	 78	 5.10±1.28            4.89±1.13           4.37±1.21           3.05±1.42ac           3.39±1.37ac

莫沙比利组	 62	 5.13±1.20            4.86±1.20           4.71±1.24           4.38±1.33             4.59±1.21

aP<0.05 vs  莫沙比利组; cP<0.05 vs  0 h.

表  4  不同观察时间患者血清D -乳酸的变化 (mean±SD, mg/L)

     
分组		    n 	        0 h		      24 h	                   48 h	               72 h	            7 d

卡巴胆碱组	 78	 17.38±4.06          15.66±6.80         12.67±3.08c         11.37±2.71c         8.65±3.10ac

莫沙比利组	 62	 14.84±3.12          12.88±4.13         12.65±4.03          13.75±4.27        17.09±4.56c

aP<0.05 vs  莫沙比利组; cP<0.05 vs  0 h.

■创新盘点
本文采用前瞻性
随机对照的研究
设计, 观察了卡巴
胆碱治疗创伤或
感染后胃肠功能
障碍患者的临床
有效性和安全性.
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大鼠肠组织和血清TNF-α含量及IL-6等促炎因

子的释放, 减轻休克和肠缺血时肠道局部和全

身脏器功能损害[11-12].
在严重创伤、休克和感染等疾病危重状态

下, 胃肠道作为应激反应的中心器官, 常处于严

重缺血和麻痹状态, 患者表现为肠管积气、积

液, 胃肠功能评分增加. 由于肠黏膜屏障受损,  
DAO、D -乳酸和内毒素等肠道中固有物质大量

释放, 使血清中DAO、D -乳酸和内毒素含量明

显升高. 肠内细菌和内毒素等发生移位, 进一步

激活循环及组织中炎症细胞, 放大全身炎症反

应, 诱发脓毒症和MODS的发生. 本研究中ICU
重症患者均出现不同程度的肠管积气、积液, 
胃肠功能评分增加及血清DAO、D -乳酸和内毒

素含量明显升高.
本研究结果显示, 卡巴胆碱在改善严重创

伤和感染重症患者肠管积气、积液, 降低胃肠

功能评分和提高临床总有效率等方面明显均优

于莫沙比利组, 卡巴胆碱组血清DAO、D -乳酸

和内毒素的含量也显著低于莫沙比利组. 卡巴

胆碱改善创伤和感染后胃肠功能障碍的机制可

能包括以下方面: (1)增加胃肠黏膜血流, 改善休

克或缺血引起的胃肠功能障碍[13]; (2)促进胃肠

道蠕动, 改善肠缺血引起的肠麻痹[14]; (3)抑制白

细胞活化和促炎细胞因子的产生和释放, 减轻

胃肠道局部及全身失控炎症反应[15-16]; (4)抑制肠

缺血时肠上皮细胞和淋巴细胞的凋亡, 保护肠

黏膜屏障[17]; (5)抑制胃肠道局部及全身过氧化

反应和氧自由基损伤[18].卡巴胆碱的治疗效果可

能是以上综合作用的结果.
根据药物使用说明, 卡巴胆碱静脉大剂量应

用时可对呼吸、心率、血压等产生一定的抑制. 
而本研究中, 肠道给予卡巴胆碱后患者并未出现

不良反应现象, 提示用该剂量鼻饲安全可靠.
本研究亦存在不足, 如观察时间偏短, 应延

长到肠道屏障功能完全恢复; 未将死亡率、住

院时间等纳入观察指标; 评价胃肠功能恢复状

态时可能存在测量偏倚的影响等.

总之, 本研究显示卡巴胆碱胃肠内给药对

改善严重创伤和感染后重症患者的胃肠功能障

碍、保护胃肠黏膜的完整性和减轻炎症损害, 
具有积极的作用.

致谢: 感谢中国人民解放军304医院全军烧伤研

究所胡森教授对本研究的悉心指导.
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Abstract
AIM: To detect the expression of IL-21 receptor 
(IL-21R) in peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) from patients with autoimmune 
hepatitis (AIH) and analyze the secretion of 
proinflammatory cytokines (e.g., TNF-α, IFN-γ and 
IL-2) in cultured PBMCs stimulated with IL-21.

METHODS: Peripheral blood samples were col-
lected from 21 AIH patients and 25 healthy con-
trols, respectively. The expression of IL-21Rin 
CD4+ and CD8+ T cells was examined by flow 
cytometry. After cultured PBMCs were stimu-
lated with IL-21 and anti-CD3, the secretion of 
cytokines was examined by ELISA. 

RESULTS:  IL-21R was significantly upregu-
lated in CD4+ and CD8+ T cells (7.66% ± 2.37% 

vs 3.12% ± 0.76% and 9.42% ± 2.48% vs 4.02% ± 
0.89%, respectively; both P < 0.05). After stimu-
lation with IL-21 and anti-CD3, the levels of 
secreted TNF-α, IFN-γ and IL-2 in PBMCs from 
AIH patients were significantly higher than 
those in PBMCs from healthy controls (P < 0.05). 

CONCLUSION: IL-21R is highly expressed in 
T cells from AIH patients, and IL-21 is able to 
induce the secretion of proinflammatory cyto-
kines, suggesting that IL-21 is involved in the 
process of tissue injury in AIH. 

Key Words: Autoimmune hepatitis; Peripheral blood 
mononuclear cell; T cell; Interleukin-21; Receptor

Wang XQ, Liu CQ Liu ZJ. IL-21 induces the secretion of 
proinflammatory cytokines in patients with autoimmune 
hepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(20): 
2096-2098

摘要
目的: 探讨IL-21在自身免疫性肝炎(AIH)发生
过程中的免疫病理作用.

方法: 采集21例AIH患者和25例健康成人外
周血样本, 使用流式细胞仪检测PBMC表面IL-
21R的表达. 培养外周血单核淋巴细胞(PBMC), 
使用IL-21和抗CD3单抗刺激, 使用ELISA检测
上清液中TNF-α、IFN-γ和IL-2水平. 

结果: AIH患者外周血中CD4+、CD8+ T细胞表
达IL-21R水平比健康对照者显著升高(7.66%
±2.37% vs  3.12%±0.76%, 9.42%±2.48% vs  
4.02%±0.89%, 均P <0.05). 体外培养PBMC, 
发现IL-21可显著诱导AIH患者PBMC分泌高
水平的TNF-α、IFN-γ和IL-2(P <0.05).

结论: AIH患者外周血T细胞表达IL-21R水
平明显升高, 并诱导T细胞分泌高水平的促
炎症介质, 提示IL-21参与了肝脏自身免疫损
伤过程.

关键词: 自身免疫型肝炎; 外周血单核淋巴细胞; T

细胞; 白介素-21; 受体

王修齐, 刘嫦钦, 刘占举. IL-21诱导自身免疫性肝炎患者促炎症
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■背景资料
研究发现IL-21参
与了多种自身免
疫性疾病的发生, 
如炎症性肠病、

系统性硬化、风
湿性关节炎、系
统性红斑狼疮和
糖尿病等. 本课题
重点探讨IL-21R
在AIH患者外周
血淋巴细胞上的
表达及其免疫病
理作用.

■同行评议者
黄志勇, 教授, 华
中科技大学同济
医院普外科
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是
一种原因不明的肝脏慢性炎症, 主要表现为小

叶内和间隔胆管的进行性炎症性破坏, 伴门静

脉周围炎症, 继而纤维化, 最后演变为肝硬化, 
最终引起门静脉高压及终末期肝病的其他并发

症而导致死亡[1]. 大量研究发现AIH患者肝脏内

有大量激活的淋巴细胞浸润, 并分泌高水平的

促炎症细胞因子(如TNF-α), 这些淋巴细胞和炎

症介质在肝脏炎症损伤过程中起着重要作用[1-2]. 
IL-21是由CD4+ T细胞分泌的细胞因子, 并参与

了一些免疫病理损伤疾病发生过程[3]. 本文重点

检测AIH患者外周血T细胞IL-21R表达, 并分析

IL-21对外周血T细胞的效应应答.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-04/2009-04河南省人民医院消

化内科门诊或/和病房住院的AIH患者21例, 男3
例, 女18例, 年龄19-47(平均为32.4)岁. 其中12例
外周血抗核抗体(ANA)阳性, 10例患者抗平滑肌

抗体(SMA)阳性, 7例患者ANA和SMA均阳性, 所
有患者均未接受任何免疫抑制剂治疗, 并均接受

肝脏穿刺病理组织学检查. AIH患者的临床诊断

根据临床症状、体征、肝功能检查和肝组织病

理学检查等确诊[4]. 另外, 选择25例健康者作对

照研究, 男12例, 女13例, 年龄18-42(平均为30.1)
岁. 所有研究对象均征求同意后进行研究, 并取

得医院的同意. 异硫氰酸荧光素(FITC)标记的小

鼠抗人CD4、CD8单抗、藻红蛋白(PE)标记的

羊抗小鼠mAb均为美国BD PharMingen公司原装

产品; 小鼠抗人IL-21R mAb为美国R&D公司产

品; RPMI 1640培养液、胎牛血清、链霉素、青

霉素、谷氨酰胺和庆大霉素均购于美国Gibco公
司; 淋巴细胞分离液购于上海试剂二厂.
1.2 方法 
1.2.1 外周血单核淋巴细胞采集: 收集所有对

象抗凝静脉血5 mL, 采用淋巴细胞分离液分离

外周血单核淋巴细胞(PBMC), 使用PBS液将

PBMC稀释为1×109/L浓度待用. 
1.2.2 IL-21R表达水平分析: 用PBS液洗涤PBMC
细胞2次, 然后使用FITC标记的CD4或CD8单
克隆抗体染色, 于4℃避光作用20 min, 然后用

PBS液洗涤1次去除未结合的抗体. 所得细胞再

用抗人IL-21R抗体染色, 30 min后, 用PBS液洗

涤, 再用PE-标记的羊抗小鼠二抗染色, 30 g/L
多聚甲醛溶液固定细胞, 最后使用美国BD公司 
FACScan流式细胞仪测定CD4+、CD8+ T细胞IL-
21R表达水平. 利用CellQuest软件分析样本中IL-
21R阳性细胞表达水平[5]. 
1.2.3 IL-21诱导PBMC分泌细胞因子: 首先用小

鼠抗人CD3 mAb(克隆UCHT1、5 µg/L)包被24
孔培养板, 4℃过夜待用. 培养PBMC(1×109/L), 
使用IL-21(50 µg/L)和抗CD3抗体刺激. 48 h后, 
收集培养上清液, 采用ELISA方法检测TNF-α、
IFN-γ和IL-2, 具体参照我们近期报道文献[5].

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用t检
验进行数据分析, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 AIH患者外周血T细胞IL-21R表达 流式细

胞仪检测发现, AIH患者外周血中CD4+、CD8+ 
T细胞表达I L-21R水平比健康对照者明显升

高(7.66%±2.37% vs  3.12%±0.76%, 9.42%±

2.48% vs  4.02%±0.89%, P <0.05).
2.2 IL-21诱导AIH患者PBMC分泌促炎症细胞因

子水平 实验分析发现, IL-21可显著地诱导AIH
患者外周血PBMC分泌高水平的TNF-α、IFN-γ
和IL-2(P <0.05, 表1).

3  讨论

IL-21属于γc细胞因子家族成员, 与IL-2、IL-4
和IL-15具有同源性, 其中与IL-15同源性最高. 
人类的IL-21基因位于4q26-q27染色体上, 其蛋

白由162个氨基酸组成, 其中前31个氨基酸为信

号肽, 成熟蛋白为131个氨基酸, 形成4个螺旋结

构[3]. 研究发现IL-21主要由激活的CD4+ T细胞, 
包括Th1、Th2和Th17细胞及NKT细胞表达[3], 
而IL-21R在CD4+、CD8+ T、B、NK细胞以及树

突状细胞均有不同程度的表达[3]. IL-21可以扩大

CD4+和CD8+ T细胞的增值, 通过其增值提高细

胞因子的分泌; 同时IL-21还可以诱导B细胞激

活为记忆性细胞并最终分化成浆细胞及提高活

化的NKT细胞. 
研究发现IL-21可显著增强抗CD3单抗诱导

的T细胞增殖分化, 并增加CD8+ T细胞的活化、

增殖和效应功能, 同时可以诱导Th17细胞的分

化[3,6]. IL-21可诱导激活的免疫记忆T细胞表达

Th1相关的转录因子T-bet; 然而, IL-21亦可以抑

制幼稚T细胞向表达IFN-γ的Th1细胞转化, 参与

■相关报道
已 有 研 究 报 道
发 现 一 些 促 炎
症 细 胞 因 子 ( 如
TNF-α、 IL-12)
参与了AIH的病
理生理发生过程, 
为AIH患者进行
靶向生物免疫治
疗开辟新的治疗
途 径 .  本 文 研 究
IL-21在AIH中的
免疫病理作用, 为
临床上开展靶向
阻断IL-21生物学
活性治疗AIH提
供理论依据.

■创新盘点
本文使用流式细
胞仪检测AIH患
者外周血淋巴细
胞 I L - 2 1 R 表 达 . 
体外细胞培养发
现 I L - 2 1 可 以 刺
激淋巴细胞激活, 
并分泌促炎症细
胞因子.
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Th2免疫应答. 目前一些研究发现IL-21参与了多

种自身免疫性疾病的发生, 如系统性硬化、风湿

性关节炎(RA)、系统性红斑狼疮、糖尿病等[3,6]. 
我们[7]既往研究报道了IL-21R信号在RA的免疫

病理作用, 发现IL-21R阳性细胞在RA患者的炎

性滑膜中表达增加, 流式细胞仪分析证实了IL-
21R主要表达在外周血和关节滑液内的CD4+、

CD8+ T、B和NK细胞上. 分离RA患者外周血和

关节滑液中的T细胞, 进行体外培养, 使用IL-21
刺激, 发现IL-21可以显著地刺激T细胞激活, 分
泌高水平的促炎症细胞因子(如TNF-α、IFN-γ、
IL-2), 这些结果提示IL-21R信号参与了关节滑膜

的炎症损伤过程. 近期, 我们[5]在炎症性肠病患

者中也研究发现IL-21R在外周血T、B和NK细

胞表面表达升高, 并能诱导外周血T细胞激活, 
并产生大量促炎症细胞因子. 这些研究均提示

IL-21参与了一些自身免疫性疾病的发生. 
A I H病理生理学改变主要以高球蛋白血

症、循环自身抗体和组织学上有界面性肝炎及

汇管区浆细胞浸润为特征. 已有研究报道[8], 在
AIH 病变过程中, 肝组织内有大量激活的淋巴

细胞浸润, 并分泌高水平的促炎症介质, 这些激

活的T细胞可以破坏肝脏细胞以及胆管上皮细

胞, 造成肝组织炎症损伤[8-10]. 本研究发现AIH

患者外周血的CD4+、CD8+ T细胞表达IL-21R显
著升高; 体外实验发现, IL-21可以诱导AIH患者

外周血T淋巴细胞激活, 分泌高水平的TNF-α、
IFN-γ和IL-2, 进一步放大肝脏组织炎症反应. 总
之, 本研究结果提示在AIH病变过程中, 淋巴细

胞IL-21R表达增高, IL-21R信号可以诱导淋巴细

胞分泌促炎症介质. 因此, 本结果为将来在临床

上实施靶向性阻断IL-21R信号治疗AIH奠定了

重要的理论基础.
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表  1  IL-21诱导AIH患者PBMC分泌促炎症细胞因子 (pg/L)

     
分组            n           IFN-γ	  TNF-α	            IL-2
健康对照	  25    1265±325	  118±31	       432±156

UC患者	  21    3468±528a	  468±98a	      869±253a

aP<0.05 vs  健康对照.

■应用要点
初步发现IL-21R
在AIH患者外周
血淋巴细胞上表
达升高, 并诱导淋
巴细胞促炎症细
胞因子分泌, 为将
来靶向阻断IL-21
生物学活性治疗
AIH奠定重要的
理论基础.
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Abstract
AIM: To compare the liver histopathological 
c h a n g e s a n d c l i n i c a l f e a t u r e s b e t w e e n 
chronic HBV carriers and chronic hepatitis B 
patients with mildly elevated serum alanine 
aminotransferase (ALT), and explore factors 
affecting liver histopathological changes.

METHODS: One hundred and twenty-eight pa-
tients were divided into three groups according 
to serum ALT levels: Group A (ALT level ≤ 0.5 
× upper limits of normal (ULN)), Group B (0.5 
× ULN < ALT level ≤ 1 × ULN) and Group C 
(1 × ULN < ALT level < 2 × ULN). The age, sex, 
serum HBV-DNA level, HBeAg status, positive 
rate of HBcAg, thickness of spleen, width of por-
tal vein, grade of liver inflammation and stage of 
liver fibrosis in the three groups were compared. 
The changes in these clinical parameters were 

then observed in patients whose liver had differ-
ent histopathological changes. 

RESULTS: Of 128 patients, 44.5% had G1 hepa-
titis and 55.5% had G2 hepatitis; 56.3% had S1 
fibrosis, 23.4% had S2 fibrosis and 20.3% had 
no liver fibrosis. There were no significant dif-
ferences in age, sex, serum HBV DNA level, 
HBeAg status, expression of HBcAg in liver and 
width of portal vein among Group A, B and C (all 
P > 0.05). And there was a significant difference 
in thickness of spleen between Group C and A, 
as well as between Group C and B (P < 0.01). 
The aggravation of liver inflammation was cor-
related with a significant increase in serum ALT 
level, thickness of spleen, width of portal vein 
and positive rate of HBcAg (all P < 0.05). More-
over, the aggravation of liver fibrosis was corre-
lated with a significant increase in the thickness 
of spleen, breadth of portal vein and negative 
rate of HBeAg (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Patients with chronic HBV infec-
tion (ALT < 2×UNL) often show varying degrees 
of liver inflammation, with or without liver fibro-
sis. Close monitoring of serum ALT, thickness of 
spleen, width of portal vein and positive rate of 
HBcAg in liver may be able to help understand 
histopathological changes in the liver.

Key Words: Chronic hepatitis B; Alanine ami-
notransferase; Histopathology; Clinical manifesta-
tions

Geng XX, Lin JM, Yang XX, Huang RG, Jiang N. Liver 
histopathology and clinical manifestations in patients 
with chronic HBV infection: an analysis of 128 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(20): 2099-2104

摘要
目的: 比较慢性HBV携带者与血清ALT轻度
升高慢性乙型肝炎患者肝组织病理学及临床
改变的差异, 并寻找与肝组织学改变相关的
因素.

方法:  将128例患者按血清A LT水平分为3
组: A组: ALT≤0.5×正常值上限(upper limits 
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■背景资料
我国是HBV感染
高 流 行 区 ,  一 般
人群的HBsAg阳
性率为9.09%, 约
有1.2亿感染HBV.
目前已有研究表
明在ALT持续正
常的慢性HBV感
染者中仍有相当
一部分患者存在
显著的肝脏组织
学改变. 抗病毒治
疗是阻止乙型肝
炎进展的关键, 我
国已将ALT≥2×
ULN或肝组织炎
症≥G2和/或纤维
化≥S2作为抗病
毒治疗的重要指
征. 因此, 探讨慢
性HBV携带者与
转氨酶轻度升高
慢性乙型肝炎患
者的肝脏病理学
及临床特征, 并进
一步寻找与肝组
织学改变相关的
因素, 对这部分患
者抗病毒治疗方
案的制定有重要
的临床意义.

■同行评议者
杨林 ,  副研究员 , 
中山大学附属第
三医院感染病科



of normal, ULN), B组: 0.5×ULN<ALT≤1×
ULN, C组: 1×ULN<ALT<2×ULN. 对比各组
年龄、性别、血清HBV DNA定量、HBeAg
阳性率、肝内HBcAg的表达、脾脏厚度、门
静脉宽度及肝脏炎症活动度、纤维化程度, 并
进一步分析不同肝脏病理变化时上述临床资
料的差异. 

结果:  128例患者中肝脏炎症病变达G1者
44.5%, G2者55.5%, 无G0期; 纤维化病变达S1
者56.3%, S2者23.4%, 无纤维化者20.3%, C组
较A组炎症病变显著加重(P <0.05); A、B、C
组中患者的性别、年龄、血清HBV DNA定
量、HBeAg阳性率、肝内HBcAg阳性率、门
静脉宽度无明显差异(均P >0.05), C组的脾脏
厚度较A组、B组显著增加(均P <0.01); 随炎症
分级的增加, 血清ALT、脾脏厚度、门静脉宽
度、肝内HBcAg阳性率显著增加(均P <0.05); 
脾脏厚度、门静脉宽度、血清H B e A g阴性
患者比率随纤维化程度加重显著增加 (均
P <0.05). 

结论: 慢性HBV感染者(ALT<2×ULN), 肝组
织均有不同程度炎症改变, 伴或不伴纤维化改
变, 密切随访血清ALT、脾脏厚度、门静脉宽
度、肝内HBcAg的表达, 对于协助了解肝脏
病变有一定的提示作用.

关键词: 慢性乙型肝炎; 丙氨酸氨基转移酶; 组织病

理学; 临床特征
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0  引言

我国是HBV感染高流行区, 一般人群的HBsAg
阳性率为9.09%[1], 约有1.2亿感染HBV[2]. 有文献

报道在ALT持续正常的慢性HBV感染者中仍有

相当一部分患者存在显著的肝脏组织学改变[3-5]. 
目前认为, 抗病毒治疗是阻止乙型肝炎进展的

关键, 我国已将ALT≥2×ULN或肝组织炎症≥

G2和/或纤维化≥S2作为抗病毒治疗的重要指

征[6]. 国外临床实践指南[7]亦建议ALT持续轻度

升高而病毒载量高的患者, 若肝活检显示中或

重度炎症或显著纤维化, 应考虑抗病毒治疗. 本
文主要对比分析慢性HBV携带者与转氨酶轻度

升高慢性乙型肝炎患者肝组织病理学及临床改

变的差异, 并进一步探讨这部分患者中年龄、
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性别、血清HBV DNA定量、HBeAg阳性率、

肝内HBcAg的表达、超声改变与肝组织学改变

的关系, 寻找与肝组织学改变相关的因素, 对慢

性HBV携带者与转氨酶轻度升高慢性乙型肝炎

患者长期抗病毒治疗方案的制定有重要的临床

意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2008-01/2009-03四川省人民医院感

染科住院经肝穿刺活检的慢性HBV携带者及转

氨酶轻度升高的慢性乙型肝炎患者共128例, 男
86例, 女42例, 慢性HBV携带者及慢性乙型肝炎

患者诊断标准依据2005年修订的《慢性乙型肝

炎防治指南》[6], 慢性乙型肝炎患者肝穿前6 mo
内血清ALT持续低于2×ULN. 患者行肝穿刺前

未曾接受过抗病毒药物[核苷(酸)类似物或干扰

素]治疗, 影像学检查无肝硬化及肝癌, 无丙、戊

型肝炎及艾滋病病毒合并感染, 无自身免疫性肝

病, 无药物性肝炎、脂肪性肝病及长期酗酒史. 
HAMILTON全自动酶免分析仪2420, 试剂购自

北京万泰生物药业有限公司. ABI 7500实时PCR
定量检测仪, 试剂购自中山大学达安基因股份有

限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将纳入的患者按血清ALT水平分为3
组: A组: ALT≤0.5×ULN; B组: 0.5×ULN<ALT
≤1×ULN; C组: 1×ULN<ALT<2×ULN. 每例

患者临床及生化、影像学资料均采集自肝穿刺

前1 wk之内.
1.2.2 肝脏病理学检查: 全部病例均无肝穿刺禁

忌证. 患者首先行B超定位确定穿刺深度, 局部

麻醉后用美国巴德活检针MN1816获取肝组织, 
长度均在1 cm以上, 包含4个及4个以上可供评

价汇管区. 标本置于100 g/L甲醛溶液固定, 石蜡

包埋切片, 行HE、网状纤维染色及HBcAg免疫

组织化学染色. 由本院病理科医师读片, 病理学

诊断按炎症活动度分级(G0-G4)、纤维化分期

(S0-S4), 具体标准参照2000年修订的《病毒性

肝炎防治方案》[8].
1.2.3 实验室检查: (1)血清ALT采用日本Olympus 
AU2700型全自动生化分析仪检测, 其正常值上

限为40 IU/L; (2)乙型肝炎标志物采用ELISA检

测; (3)血清HBV DNA采用实时荧光定量PCR检
测法.
1 .2 .4  影像学检查 :  全部病例肝活检前采用

NEMIO30彩色多普勒超声仪检测脾厚度、门静

www.wjgnet.com

■研发前沿
慢 性 H B V 携 带
者与转氨酶轻度
升 高 ( A LT < 2×
ULN)慢性乙型肝
炎患者是否需要
抗 病 毒 治 疗 ,  及
其肝组织病理学
与临床改变的相
关性是目前国内
外学者研究的热
点、难点.
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脉宽度.
统计学处理 采用SPSS15.0软件对研究数据

进行统计学分析. 计量资料采用mean±SD表示, 
正态分布的多组均数比较采用方差分析, 2组均

数比较采用t检验; 血清HBV DNA定量转化为其

对数值进行比较; 计数资料用例数和百分比表

示, 率和构成比的比较采用卡方检验, P <0.05为
差异有统计学意义.

2  结果

2.1 不同ALT水平的患者基本情况及病理结果

比较 不同ALT水平的3组患者中均以男性为主, 
3组间性别比例无明显差异(χ2 = 1.30, P >0.05); 
128例患者年龄为16-50(平均26.59±7.78)岁, 3
组间年龄分布无明显差异(F = 1.61, P >0.05); 3组
间血清HBV DNA对数值、HBeAg阳性率无明

显差异(F = 1.96, χ2 = 1.77, 均P >0.05); 3组间总

的脾脏厚度比较有显著差异(F  = 42.86, P <0.01), 
其中C组较A组、B组显著增加(均P <0.01), 但A
组与B组比较无明显差异(P >0.05); 3组间门静脉

值有随ALT升高逐渐增加趋势, 但总的差异无统

计学意义(F = 1.26, P >0.05, 表1). 
患者肝组织均有不同程度炎症改变, 诊断异

常率为100%, A组中以G1为主, 但仍有37.0%的患

者达G2; B组及C组均以G2为主, 各组中均无G3
和G4改变; 炎症病变随ALT的升高而加重, 3组间

总的差异有显著性(χ2 = 7.29, P <0.05), 其中A组

与C组比较差异有统计学意义(χ2 = 7.10, P<0.05), 
而A组与B组、B组与C组比较无明显差异(χ2 = 
1.79、2.67, 均P>0.05); 患者肝组织伴或不伴纤维

化改变, 3组中均以S1为主, 而S2的比例有随ALT

升高而增加趋势, 但3组间纤维化分期总的比较

差异无统计学意义(χ2 = 7.48, P >0.05). A组、B
组、C组患者肝内HBcAg表达的阳性率比较无

明显差异(χ2 = 2.44, P>0.05, 表2).
2.2 不同肝组织炎症活动度、纤维化程度与患

者基本情况的关系

2.2.1 不同肝组织炎症活动度患者的年龄、性

别、ALT、HBV DNA比较: 128例患者中肝脏炎

症分级以G2为主, 达71例(55.5%), G1、G2组均

以男性为主, 年龄分布有随炎症分级增加而增

大趋势, 但2组患者性别比例、年龄比较均无明

显差异(χ2 = 0.24, t  = 1.35, 均P >0.05), 血清HBV 
DNA水平的比较差异亦无统计学意义(t = 0.21, 
P >0.05); 而G1、G2组的血清ALT随肝脏炎症程

度加重而显著升高, 差异有统计学意义(t  = 2.92, 
P <0.01, 表3).
2.2.2 不同肝组织炎症活动度患者的血清HBeAg
表达、超声检测、肝内HBcAg表达的比较: 128
例患者不同炎症分级组间血清HBeAg阳性率差

异无统计学意义(χ2 = 0.42, P>0.05); 而在G1、G2
组中随炎症分级的增加, 脾脏厚度、门静脉值、

肝内HBcAg的表达显著增加, 差异有统计学意义 
(t  = 4.27, t  = 3.95, χ2 = 4.70, 均P<0.05, 表4).
2.2.3 不同肝组织纤维化程度患者的年龄、性

别、ALT、HBV DNA比较: 128例患者中肝脏纤

维化分期以S1为主(56.3%), 但仍有23.4%的患者

达S2. 各纤维化分期组以男性患者为主, 3组间

性别比例、血清HBV DNA对数值差异无统计学

意义(χ2 = 0.51, F  = 0.025, 均P >0.05); S1、S2、
S3组中患者年龄、血清ALT有随纤维化分期的

增加而增加趋势, 但3组间差异无统计学意义(F  

表  1  不同ALT水平患者的基本情况比较

     
分组   	  n          男/女          年龄(岁)  	   HBV DNA(lg)      脾厚(cm)           门静脉(cm)   HBeAg表达(+/-)

A组	 27      18/9        26.04±7.25      5.96±1.32      3.12±0.14      1.16±0.14         22/5

B组	 53      33/20      25.45±7.86      6.47±1.09      3.17±0.21      1.18±0.13         47/6

C组	 48      35/13      28.15±7.87      6.44±1.11      3.61±0.37      1.21±0.15         38/10

表  2  不同ALT水平患者的肝组织炎症活动度、纤维化程度及肝内HBcAg表达 n (%)

     
分组	 n

	       炎症活动度                                       纤维化程度		      
HBcAg表达(+/-)

  	       	  G1                   G2                    S0                    S1                     S2        

A组         27         17(63.0)         10(37.0)         10(37.0)         14(51.9)           3(11.1)             18/9

B组         53         25(47.2)         28(52.8)           8(15.1)         32(60.4)         13(24.5)             35/18

C组         48         15(31.3)         33(68.7)           8(16.7)         26(54.2)         14(29.1)             38/10

■相关报道
斯崇文 et al 对90
例慢性HBV携带
者 研 究 发 现 ,  有
2 3 . 3 % 的患者肝
脏炎症病变达G2, 
纤维化病变达S2
者亦占23.3%, 且
肝纤维化随病程
发展有不同程度
进展, 同时, 进一
步随访研究表明
这些携带者中部
分在近期内需要
抗病毒治疗.
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= 0.91, F = 1.63, 均P >0.05, 表5).
2.2.4 不同肝组织纤维化程度患者的血清HBeAg
表达、超声检测、肝内H B c A g表达的比较 : 
S0、S1、S2组中血清HBeAg阴性患者比率、脾

脏厚度、门静脉值均随纤维化程度加重而逐渐

增加, 3组间上述各指标总的差异有统计学意义

(χ2 = 8.51, F = 30.89, F = 17.66, 均P <0.05), 其中

S2组与S0、S1组的HBeAg阴性率、脾脏厚度分

别比较有明显差异(均P <0.05), 而S0组与S1组的

HBeAg阴性率、脾脏厚度比较差异无统计学意

义(P >0.05), 各组间门静脉值分别比较差异均有

统计学意义(均P <0.01); 3组间肝内HBcAg阳性

表达率总的比较无明显差异(χ2 = 0.22, P >0.05, 
表6).

3  讨论

ALT水平升高是肝脏存在坏死炎症的标志, 目前

现行的慢性乙型肝炎治疗指南都将ALT异常作

为抗病毒治疗的重要选择标准[6-8]. 然而, 目前越

来越多的国内[3-4]、国外[5,9]研究表明, ALT正常

慢性HBV感染者的肝组织检查仍然可有显著的

炎症病变及纤维化改变, 单纯依赖ALT水平来确

定慢性HBV感染者是否需要抗病毒治疗存在很

大的局限性. 因此, 我国2005年版《慢性乙型肝

炎防治指南》已将ALT≥2×ULN或组织学炎症

≥G2和/或纤维化≥S2作为抗病毒治疗的重要

指征.
本研究通过对128例慢性HBV携带者及转

氨酶轻度升高的慢性乙型肝炎患者进行肝活检

分析发现, 患者肝组织均有不同程度炎症改变, 
诊断异常率为100%, 达G2者占55.5%, 其中ALT
正常的患者有47.5%肝脏炎症病变达G2, 这与其

他学者[10]研究发现ALT正常的慢性HBV携带者

中无G0S0结果一致; 128例患者伴或不伴纤维

化改变, 达S2者占23.4%, 其中ALT正常的患者

中达S2者占20%. 以上研究结果提示血清ALT水
平与肝组织学病变程度并非总有良好的相关性, 
仅凭ALT决定是否抗病毒治疗将会遗漏部分已

达G2或/和S2的患者. 这种现象可能与乙型肝炎

的发病机制之一系免疫反应所致有关, 如果免
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表  4  不同肝组织炎症分级患者的血清HBeAg表达、超声检测、肝内HBcAg表达

     
炎症分级           n       血清HBeAg表达(+/-)        脾厚(cm)                 门静脉(cm)          肝内HBcAg表达(+/-)

G1                  57               49/8                     3.11±0.23             1.10±0.14                  35/22         

G2                  71               58/13                   3.30±0.28             1.21±0.16                  56/15  

表  5  不同肝组织纤维化分期患者的年龄、性别、ALT、HBV DNA比较

     
纤维化分期      n        	         男/女                   年龄(岁)                            ALT(U/L)                        HBV DNA(lg)

S0                  26              16/10                27.62±8.64                38.50±13.80                6.50±1.21         

S1                  72              49/23                28.01±8.84                38.06±16.71                6.46±1.11      

S2                  30              21/9                  30.30±7.86                44.00±13.82                6.43±1.04 

表  6  不同肝组织纤维化分期患者的血清HBeAg表达、超声检测、肝内HBcAg表达

     
纤维化分期      n        	血清HBeAg表达(+/-)        脾厚(cm)                 门静脉(cm)          肝内HBcAg表达(+/-)

S0                  26                24/2                     3.16±0.26             1.08±0.11                      19/7         

S1                  72                63/9                     3.24±0.26             1.17±0.15                      50/22    

S2                  30                20/10                   3.67±0.33             1.30±0.14                      22/8  

表  3  不同肝组织炎症分级患者的年龄、性别、ALT、HBV DNA比较

     
炎症分级           n                   男/女                    年龄(岁)                           ALT(U/L)                       HBV DNA(lg)

G1                  57               37/20                26.64±7.31               34.86±13.29                 6.50±1.18         

G2                  71               49/22                28.58±8.61               43.01±17.33                 6.46±1.06 

■创新盘点
本文对比分析了
慢性HBV携带者
与转氨酶轻度升
高慢性乙型肝炎
患者肝组织病理
学及临床改变的
差异, 并进一步探
讨了这部分患者
中与肝组织学改
变相关的因素, 为
这部分患者抗病
毒治疗方案的制
定提供了临床线
索及依据.
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疫反应只是引起炎症和纤维化, 并不破坏肝细

胞, 肝细胞质里的各种酶未入血, 这样血清转氨

酶可不升高, 病变可呈隐匿发展而病理损害较

临床表现重[11].
另外, 研究结果还表明肝脏炎症病变有随

ALT的升高而加重趋势, 不同ALT水平的3组中

S2的比例有随ALT升高而增加趋势, A组与C组

的炎症分级比较差异有统计学意义. 以上提示

我们对于ALT在1-2×ULN但尚未达抗病毒治疗

标准的患者应进行更密切的随访, 是否在这部

分患者中肝脏病变的进展速度大于ALT≤0.5×
ULN组中同病理学类型的患者需在以后的随访

研究中进一步了解.
我们同时对比了128例患者其他多项临床资

料、实验室及影像学检查, 结果显示随着ALT水
平的逐渐上升, 患者的性别比例、年龄分布、

血清HBV DNA定量水平、血清HBeAg阳性

率、肝内HBcAg阳性率、门静脉值并无明显变

化, 仅脾脏厚度随ALT上升显著增加. 进一步提

示从临床资料看似乎差异不大的不同ALT水平

的患者, 仍然可能存在肝脏组织学改变的显著

差异, 而上述临床资料与肝脏病理学改变的关

系如何呢? 为寻找临床诊断“携带者”及ALT
水平未达抗病毒治疗标准的患者中病情隐匿进

展的危险信号以及启动抗病毒治疗的依据, 我
们对比了这部分患者中不同肝脏病理改变时上

述临床资料的变化. 进一步研究显示, 在不同炎

症分级组中, ALT随肝脏炎症程度加重而明显升

高, 提示ALT与炎症病变有一定相关性, 但结合

之前结果显示ALT正常者仍有47.5%病变达G2
以上, 说明ALT仅能作为随访抗病毒治疗与否的

指标之一而不是主要依据, 病理学依据仍然是

决定是否抗病毒治疗的有力依据. 在128例ALT
正常及轻度升高患者中, 随肝脏炎症病变、纤

维化程度逐渐增加, 超声定量测量脾脏厚度及

门静脉宽度显著增加, 提示对于慢性HBV携带

者及轻度慢性乙型病毒性肝炎患者, 定期检测

脾脏厚度、门静脉宽度对早期发现肝纤维化有

重要参考价值[12-13].
已有研究表明, 我国约1/3的HBeAg阴性者

HBV DNA仍有高水平复制[2], 肝纤维化程度高者

以HBeAg阴性者居多[14]. HBV前C区G1896A或核

心区启动子A1762T和G1764A突变是HBeAg阴
性慢性乙型肝炎发生的主要机制, 也是其肝脏损

害程度严重[15]和易发展至肝硬化或原发性肝癌

的主要原因[16]. 我们在研究中亦发现随肝脏纤维

化程度逐渐加重, 血清HBeAg阴性患者比率逐渐

增加, 提示HBVDNA(+)/HBeAg(-)慢性HBV感染

者的预后较差, 应动态监测病情演变, 必要时行

肝穿活检, 并及时进行干预性治疗.
本研究结果还发现, ALT正常及轻度升高

的患者肝脏炎症病变及纤维化程度与血清HBV 
DNA定量水平无关, 即HBV DNA水平可反映病

毒的复制状况, 但不能反映肝脏的炎症坏死、纤

维化程度, 这与罗国庆 et al [17]研究结果一致. 这
一现象由乙型肝炎的发病机制所致, 即慢性乙

型肝炎的发病主要是HBV诱导T淋巴细胞与人

白细胞抗原(HLA)双识别所致的免疫损伤, 而不

是HBV对肝细胞的直接细胞毒性作用[18]. 而研

究结果显示肝细胞内HBcAg的表达在G2组明

显多于G1组, 即肝内HBcAg的表达与肝组织炎

症程度有关, 这与骆子义 et al [19]的报道一致. 提
示在慢性乙型肝炎肝组织免疫损伤的免疫应

答中, HBcAg是HBV特异性CTL的主要靶抗原, 
HBcAg阳性的肝细胞是人体免疫机制主要的攻

击目标[20]. 以上提示在这部分患者中, 血清HBV 
DNA含量的高低并不能作为评价慢性HBV感染

者肝组织损伤的可靠指标, 但HBV DNA结合肝

细胞内HBcAg的表达似可作为估计患者病情严

重程度并指导抗病毒治疗时机选择的有效指标.
有学者研究表明[21-22]肝组织中HBcAg的表

达强度与肝组织炎症程度及纤维化程度呈负

相关, 考虑系因肝细胞膜上表达的HBcAg诱发

细胞免疫反应, 破坏了这些表达HBcAg的肝细

胞.这与我们的研究结果不一致, 不排除前者的

研究对象ALT明显升高, 系肝功损害较重者, 而
我们的纳入患者血清ALT<2×ULN, 肝脏病变最

严重也仅达G2、S2, 故肝脏损害尚属早期阶段, 
肝细胞未大量破坏, 因此呈现出HBcAg在肝内

的表达与炎症程度呈正相关. 另外, 在128例患

者中, 不同炎症分级及纤维化分期组中年龄分

布无明显差异, 这与部分学者研究结果不一致, 
不排除与就诊患者的地域差别、样本量有关.

总之 ,  对于慢性H B V携带者及A LT<2×
ULN的慢性乙型肝炎患者, 肝脏病理学依据仍

然是决定是否抗病毒治疗的有力依据, 在这部

分患者中, 密切随访血清ALT、脾脏厚度、门静

脉宽度、肝内HBcAg的表达, 对于协助了解肝

脏病理变化、决定抗病毒治疗时机有一定的提

示作用.
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Abstract
AIM: To investigate the roles of serum IL-18 and 
IL-1β in the progression of chronic hepatitis C 
and explore the correlation between serum IL-18 
and IL-1β levels and the efficacy of interferon 
(IFN) therapy.

METHODS: The levels of IL-18 and IL-1β in the 
serum of 30 chronic hepatitis C patients were 
determined before and after they received IFN 

therapy to observe changes in the serum levels 
of the two cytokines in different periods after 
HCV infection. Moreover, the correlations of se-
rum IL-18 and IL-1β levels with ALT level, HCV 
genotype, IL-2 and IL-6 levels were analyzed. 
The differences in the serum levels of the two 
cytokines were also compared between patients 
with response and nonresponse to interferon 
treatment. The levels of serum cytokines were de-
termined by ELISA. HCV genotypes were classi-
fied by direct sequencing. HCV RNA loads were 
determined by fluorescence quantitative PCR.

RESULTS: The level of IL-18 in the serum of 
chronic hepatitis C patients was higher than that 
of healthy controls (1077.44 ± 657.58 ng/L vs 
259.92 ± 328.47 ng/L, P < 0.001). No significant 
difference in the level of serum IL-1β was noted 
between chronic hepatitis C patients and healthy 
controls though it had an upward trend over 
time (in contrast to a downward trend for IL-18). 
Severe patients had higher serum IL-1β level than 
mild ones (4.99 ± 1.44 ng/L vs 3.68 ± 0.76 ng/L, P 
< 0.05). The levels of the two cytokines were not 
significantly different among patients with differ-
ent genotypes or subtypes of HCV. The level of 
IL-18 was positively correlated with  that of IL-2 
(r = 0.434, P < 0.05) rather than IL-6. The level of 
IL-1β was not correlated with those of IL-2 and 
IL-6. No significant differences were noted in the 
serum levels of IL-18 and IL-1β between patients 
with response and nonresponse to IFN therapy. 

CONCLUSION: Serum IL-18 and IL-1β levels 
may be correlated with the chronicity and sever-
ity of hepatitis C but can not be used for predic-
tion of the efficacy of IFN therapy.

Key Words: Chronic hepatitis C; Interleukin 18; In-
terleukin 1β
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摘要
目的: 探讨血清IL-18和IL-1β水平在慢性丙型
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■背景资料
研究表明 ,  T h 1 /
Th2相关细胞因子
在丙型肝炎发病
机制和干扰素治
疗效果中起重要
作用. IL-18和IL-
1β主要由抗原递
呈细胞分泌, 能调
节Th1/Th2细胞因
子之间的平衡, 与
Th1/Th2细胞因子
共同影响着机体
对病毒的清除、

组织损伤和慢性
化过程. 虽然目前
此方面的研究较
多, 但所得的结论
却不尽相同.

■同行评议者
高 泽 立 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院周浦分
院消化科



肝炎患者病程进展中的作用及与临床和干扰
素疗效的关系. 

方法: 检测30例慢性丙型肝炎患者干扰素治
疗前后血清IL-18和IL-1β含量, 观察HCV感染
后不同阶段血清IL-18和IL-1β水平的变化, 分
析血清IL-18和IL-1β水平与ALT水平、HCV
基因型及Th1/Th2相关细胞因子IL-2和IL-6的
关系. 比较应答组和无应答组之间2种细胞因
子水平的差异. 血清细胞因子检测应用ELISA
法, HCV基因分型应用直接测序法, HCV RNA
载量采用荧光定量PCR法.  

结果: 慢性丙型肝炎患者血清I L-18水平明
显高于健康对照组(1077.44±657.58 ng/L vs  
259.92±328.47 ng/L, P <0.001), IL-1β水平与
健康对照组无显著差异; 随着感染时间的延
长, 血清IL-1β水平有逐渐升高趋势, 而IL-18
则逐渐下降; 慢性肝炎重度患者血清IL-1β水
平明显高于轻度患者(4.99±1.44 ng/L vs  3.68
±0.76 ng/L, P <0.05); 不同基因型和亚型之间
两种细胞因子水平无显著差异; 血清IL-18与
IL-2含量呈显著性正相关(r  = 0.434, P <0.05), 
与IL-6无相关, 血清IL-1β含量与IL-2和IL-6均
无相关; 干扰素对应答组和无应答组治疗前、

后血清IL-18和IL-1β水平均无显著性差异.

结论: 血清IL-18和IL-1β水平分别与丙型肝炎
的慢性化和病情轻重相关, 该两种细胞因子水
平与干扰素疗效无关, 不能对疗效进行预测. 

关键词: 慢性丙型肝炎; 白介素18; 白介素1β
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染是慢

性肝炎的主要病因之一, 急性HCV感染后, 慢
性化比例高达80%以上[1-3], 部分患者最终将发

展成肝硬化和肝细胞癌[4-6]. 由于HCV具有高度

变异性, 目前还没有有效的疫苗问世, 干扰素治

疗的持续应答率也仅40%左右[7-8]. 对丙型肝炎

慢性化机制的研究以及如何预测及提高干扰素

治疗的应答率一直是备受关注的热点. 近年的

研究表明, 细胞因子在丙型肝炎的组织损伤、

慢性化以及对干扰素治疗的反应中起重要作 
用[9-11], 在HCV急性感染阶段, Th1细胞分泌的

细胞因子占优势, 有利于机体对病毒的清除, 而
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在慢性阶段则以Th2细胞为主, 而且干扰素治疗

过程中Th1细胞优势的维持预示着对治疗有较

高的应答率[11-13]. 然而也有报道认为治疗前低

Th1/Th2比率预示着对干扰素治疗有较高的持

续应答率[14]. IL-1和IL-18主要由抗原提呈细胞

(antigen presenting cell, APC)如树突状细胞、巨

噬细胞等分泌, 能调节Th1/Th2细胞因子之间的

平衡, 与Th1/Th2细胞因子组成细胞因子网络调

节系统[15], 共同影响着机体对病毒的清除、组

织损伤和慢性化过程. 本研究对30例应用干扰素

治疗的慢性丙型肝炎患者血清IL-18和IL-1β进行

检测, 探讨慢性丙型肝炎患者血清IL-18和IL-1β
水平的变化及与临床和干扰素治疗的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-2008年中国医科大学附属盛京医

院感染科慢性丙型肝炎住院患者30例, 其中男

15例, 女15例, 年龄34-66(平均年龄48.5±8.11)
岁 .  所有患者均应用干扰素联合利巴韦林治

疗, 总疗程为48 wk. 其中8例患者应用Peg-IFN-
α-2b(每次50-80 μg, 每周1次), 22例应用IFN-
α-2b(每次300 万U, 每周3次), 利巴韦林剂量

800-1000 mg/d. 疗效判定: 持续应答组, 治疗结

束时ALT正常, HCV RNA阴转, 并持续半年以上; 
无应答组, 治疗结束时ALT未恢复正常或HCV 
RNA持续阳性. 分别留取治疗前和治疗结束时

血清, -20℃冻存待测.
1.2 方法 
1.2.1 细胞因子检测: 血清IL-18、IL-1β、IL-2和
IL-6检测采用ELISA法. IL-18试剂盒购自上海森

雄科技实业有限公司, IL-1β、IL-2和IL-6试剂盒

购自生物晶美工程有限公司. 按试剂盒说明方

法进行检测. 
1.2.2 HCV基因分型检测: 采用直接测序法, 根
据H C V N S5B核苷酸序列进行分型 .  引物序

列: F1(8351-8378): TGG GGA TCC CGT ATG 
CCC GCT GCT TTG A; R1(8719-8748): GGC 
GGA ATT CCT GGT CAT AGC CTC CGT GAA; 
F2(8379-8402): CTC AAC CGT CAC TGA GAG 
AGA CAT; R2(8694-8718): GCT CTC AGG CTC 
GCC GCG TCC TC. 血清中提取HCV RNA, 逆
转录成cDNA后, 应用Nested-PCR扩增NS5B基
因片段, 片段大小约为340 bp. PCR产物纯化后

由沈阳市传染病院中心实验室进行核苷酸序列

测定. HCV RNA提取及PCR产物纯化试剂盒购

自天星生物制品有限公司. 应用MEGA软件对核

www.wjgnet.com

■研发前沿
干扰素治疗应答
率低仍是目前慢
性丙型肝炎治疗
的瓶颈, 纠正细胞
因子失衡亦即免
疫调节治疗能否
提高干扰素治疗
应答率将是今后
慢性丙型肝炎抗
病毒治疗的一个
新方向.
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苷酸序列进行分析, 确定HCV基因型. 
1.2.3 HCV RNA载量检测: 采用特异性荧光探针

PCR法, 按试剂盒说明书进行. 
1.2.4 血清ALT检测: 由中国医科大学附属盛京

医院中心实验室应用美国贝克曼公司生产的

8200A全自动生化分析仪常规检测.
统计学处理 应用SPSS15.0软件进行统计

学检验, 所用方法包括: 均数的比较、χ2检验和

Biraviate相关性检验. P <0.05为显著性差异水平.

2  结果

2.1 患者的临床和实验室检查特征 30例患者

中, 26例有明确的流行病学史, 其中有输血史

者15例(50%)、手术史5例(16.7%)、治牙史

3例(10%)、纹刺史3例(10%)及原因不清4例
(13.3%). 持续应答率46.7%. 应答组和无应答组

相比, 年龄、性别、体质量、感染时间及血清

HCV RNA载量均无显著差异, 血清ALT水平明

显高于无应答组. 应用Peg干扰素者应答率为

62.5%, 普通干扰素为40.9%, 两者无显著差异. 
基因型分布以1b型最多, 占46.7%, 其余依次为

2a型20%、1a型13.3%、2b型10%、3a型6.7%和

1c型3.3%. 1b型应答率为35.7%, 2a型为66.7%, 
但统计学比较无显著差异(表1). 
2.2 慢性丙型肝炎患者血清IL-1β和IL-18水平的

变化 比较慢性丙型肝炎组和健康对照组血清

IL-1β和IL-18水平, 结果发现: 慢性丙型肝炎患

者血清IL-18水平明显高于健康对照组(1077.44
±657.58 ng/L vs  259.92±328.47 ng/L, P <0.001), 
IL-1β水平(3.88±0.93 ng/L)与健康对照组(3.44
±1.36 ng/L)无显著差异(P  = 0.209). 根据患者

感染时间将其分为0-5年、6-10年、11-20年、

21-30年4组, 分别比较4组间细胞因子水平的差

异, 结果发现: 血清IL-1β在0-5年组、6-10年组

和11-20年组均明显低于21-30年组(3.63±0.42 
ng/L, 4.20±0.27 ng/L, 3.76±0.89 ng/L vs  6.56
±0.99 ng/L, 均P <0.01). IL-18在6-10年组明显高

于11-20年组(1936.50±705.83 ng/L vs  872.35±
703.30 ng/L, P  = 0.031). 两种细胞因子随着感染

时间的变化趋势见图1. 
2.3 血清I L-1β和I L-18水平与肝脏炎症活动

及病情轻重的关系 血清IL-1β和IL-18含量与

血清ALT水平无明显相关(r  = 0.106, 0.325, 均
P >0.05), 由轻度到重度2种细胞因子水平均逐

渐升高(图1), 但只有重度患者IL-1β含量与轻度

相比具有显著性差异(4.99±1.44 ng/L vs  3.68±
0.76 ng/L, P <0.05, 图2). 
2.4 血清IL-1β和IL-18水平与HCV基因型的关

系 比较不同基因型之间细胞因子水平的差异, 
结果发现不同基因型和亚型之间血清IL-1β和
IL-18含量均无显著性差异(均P >0.05, 表2). 
2.5 血清IL-1β和IL-18水平与Th1/Th2细胞因子

■相关报道
有研究报道慢性
丙型肝炎患者血
清IL-18水平明显
高于正常对照组, 
并与肝脏炎症活
动和损伤程度呈
正相关, 治疗前血
清低水平IL-18与
干扰素持续应答
呈正相关. 慢性丙
型肝炎患者血清
IL-1β水平明显高
于正常对照组, 但
与肝脏组织学炎
症和纤维化程度
不相关. 血清和肝
脏中IL-1β能降低
I F N - α的信号传
导, 是慢性丙型肝
炎干扰素治疗抵
抗的机制之一.

表  1  患者临床及实验室检查特点

     
变量			            应答组		    无应答组		  P 值

n 			     14		                16

年龄(岁)			     51.43±9.053	               45.94±6.403	               0.063

男性患者(%)		    50		                50		                0.642

体质量(kg)		    62.96±11.22	               61.06±12.21	               0.662

感染时间(年)		    11.96±9.45	               15.43±7.17	               0.298

ALT(U/L)			   124.86±99.42	               65.44±53.99	               0.048

HCV RNA载量(lgcp/mL)	     6.32±0.828	                 6.08±0.892	               0.460

IFN类型(%)

    Peg-α-2b		    62.5		                37.5

    α-2b			     40.9		                59.1		                0.417

HCV基因分型(%)

    1a型			     50.0		                50.0

    1b型			     35.7		                64.3	            	               0.336a

    1c型			       0.0		              100.0

    2a型			     66.7		                33.3

    2b型			     33.3		                66.7

    3a型			   100.0		                  0.0

a: 1b和2a型比较.
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IL-2和IL-6的关系 血清IL-1β含量与血清IL-2和
IL-6水平均无相关(r  = 0.098, 0.333, 均P >0.05), 
I L-18与I L-2呈显著性正相关(r  = 0.434, P  = 
0.017), 与IL-6无相关(r  = 0.243, P  = 0.196). 
2.6 血清IL-1β和IL-18水平与干扰素疗效的关

系 比较应答组和无应答组治疗前血清IL-1β和
IL-18水平, 两组之间均无显著性差异(表3). 对30
例患者中的12例进行了动态观察, 其中应答组5
例, 无应答组7例. 治疗结束时应答组和无应答

组与治疗前相比, 两种细胞因子水平亦均无显

著性差异(表4).

3  讨论

目前认为细胞免疫应答对丙型肝炎患者病情发

展及转归起主要作用[16-18]. HCV感染后机体最主

要的效应细胞是细胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic 
T lymphocyte, CTL), CTL细胞需在Th细胞辅助

下, 才能充分发挥作用, Th细胞通过分泌的细胞

因子调节CTL细胞的功能, 并与APC如树突状细

胞、巨噬细胞等分泌的IL-1、IL-18等共同组成

细胞因子网络调节系统在病毒感染后机体对病

毒的清除、组织损伤、病情进展过程中起重要

作用. 
IL-18主要由激活的单核巨噬细胞产生, 能够

■创新盘点
本文比较系统地
研究了慢性丙型
肝 炎 患 者 血 清
IL-18和IL-1β水平
与丙型肝炎慢性
化、病情轻重、

肝脏炎症活动以
及干扰素疗效的
关系, 同时分析了
二者与Th1细胞因
子IL-2和Th2细胞
因子 IL-6之间的
相关性.

图  1  慢性丙型肝炎患者血清IL-1β和IL-18水平与感染时间
的关系. A: IL-18; B: IL-1β.
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图  2  血清IL-1β和IL-18水平与病情轻重的关系. A: IL-18;  

B: IL-1β.
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表  2  不同基因型之间血清IL-1β和IL-18含量的比较 (ng/L)

     
基因型	        n 	          IL-1β 	       IL-18

基因型

    1型	     19	   4.03±1.04        1235.34±751.99

    2型	       9	   3.85±0.96          933.94±610.16

    3型	       2	   3.49±0.09        1144.50±692.96

基因亚型

    1a	       4	   3.76±0.52        1242.00±864.06

    1b	     14	   4.10±1.18        1284.92±756.32

    1c	       1

    2a	       6	   3.86±1.16          783.67±607.67

    2b	       3	   3.82±0.53        1234.50±602.31

表  3  应答组和无应答组治疗前血清IL-1β和IL-18水平的
比较 (ng/L)

     
细胞因子              应答组                   无应答组            P 值

IL-1β	       3.81±0.88	      4.05±1.06        0.493

IL-18	 1091.57±610.16    1180.25±787.13    0.736
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促进T细胞增殖, 并使T细胞前体向Th1细胞分化

增殖, 在机体的免疫应答反应中起重要作用[19-23]. 
Falasca et al [24]和Majda-Stanislawska et al [25]研究发

现, 慢性丙型肝炎患者血清IL-18水平明显高于

正常对照组, 并与肝脏炎症活动和损伤程度呈

正相关, 而Schvoerer et al [26]却报道慢性丙型肝炎

患者血清和外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)内IL-18水平明显低于

健康对照组, 并与肝组织炎症活动程度相关. 本
研究结果与Falasca et al和Majda-Stanislawska  
et al的一致, 慢性丙型肝炎患者血清IL-18含量

明显高于健康对照组, 且由轻度到重度逐渐升

高, 尽管没有达到显著相差异水平, 但与之不同

的是, 未发现血清IL-18含量与反映肝脏炎症活

动的血清ALT水平有相关性. 进一步比较了HCV
感染后0-5年、6-10年、11-20年和21-30年不同

感染阶段血清IL-18水平的差异, 发现随着感染

时间的延长, IL-18有逐渐下降趋势. 上述结果

表明: 血清IL-18水平与丙型肝炎的慢性化和病

情轻重有关. 随着感染时间的延长血清IL-18水
平逐渐下降, 支持了在HCV感染初期, Th1细胞

因子占优势, 随着慢性化的进展, 则出现由Th1
细胞向为Th2细胞的优势转化这一观点, 因为

IL-18是Th1细胞刺激因子, 可使体外培养的T细
胞产生大量的干扰素γ和IL-2[27-28], 本研究对血清

IL-18和血清IL-2含量进行相关性分析发现, 二
者呈显著性正相关. Schvoerer et al还发现: 感染

1b型HCV的慢性丙型肝炎患者血清和PBMC内
IL-18水平明显低于其他基因型HCV感染者, 而
1b型HCV感染者慢性化比例明显高于其他基因

型感染者, 说明IL-18在丙型肝炎的发病机制中

可能起一定作用. 本研究比较了不同基因型和

亚型之间血清IL-18和IL-1β水平, 未发现有显著

性差异. 1b型HCV感染者慢性化比例明显高于

其他基因型感染者是否与此有关, 尚需进一步

研究.

IL-1β是主要由单核-巨噬细胞和内皮细胞

产生, 参与免疫反应、炎症、发热、急性期蛋

白质合成等宿主防御反应的一种细胞因子. 有
报道IL-1β能增强Th1细胞的优势反应[29], 在丙型

肝炎的发病机制起重要作用. 本文对慢性丙型

肝炎组和健康对照组血清IL-1β水平比较未发现

有显著性差异, 但HCV感染0-5年组、6-10年组

和11-20年组血清IL-1β均明显低于21-30组, 轻
度患者明显低于重度患者, 上述结果表明, 血清

IL-1β水平是可以反映慢性丙型肝炎患者病情轻

重和慢性化的指标之一. 未发现血清IL-1β含量

与Th1类细胞因子IL-2和Th2类细胞因子IL-6含
量相关, 是否与其他Th1/Th2细胞因子有关, 有
待于进一步研究. 与本研究结果不同, Lapiński  
et al [30]研究发现, 慢性丙型肝炎患者血清IL-1β水

平明显高于正常对照组, 并与肝组织内IL-1β水

平升高相一致, 与肝脏组织学炎症和纤维化程

度不相关. 因此, 有关IL-1β在慢性丙型肝炎发病

机制中的作用及与Th1/Th2细胞因子之间的相

互关系, 尚需进一步研究已证实. 
所观察的30例患者中, 26例有明确的流行

病学史, 主要感染原因依次为输血、手术、治

牙及纹刺, 呼吁应加强此方面的宣传及管理, 以
降低丙型肝炎的发病率. 干扰素治疗的持续应

答率为46.7%, 应用Peg干扰素者(62.5%)高于普

通干扰素(40.9%), 但统计学检测无显著性差异. 
最近有报道应用Peg干扰素治疗慢性丙型肝炎

的持续应答率高达80%以上[31-32], 但治疗费用过

高仍是阻碍部分患者选择Peg干扰素的主要原

因. 应答组和无应答组相比, 年龄、性别、体质

量、感染时间及血清HCV RNA载量均无显著

差异, 血清ALT水平明显高于无应答组, 表明肝

脏存在炎症活动时进行干扰素抗病毒治疗效果

较好, 这与以往的研究结论一致. 基因型分布以

1b型(46.7%)和2a型(20%)为主, 尚有1a、1c、2b
和3a型存在. 2a型患者对干扰素治疗的应答率

(66.7%)高于1b型(35.7%), 但可能由于病例数较

少, 统计学检测并无显著性差异. 分析血清IL-18
和IL-1β含量与干扰素疗效的关系发现, 应答组

和无应答组干扰素治疗前2种细胞因子水平无

显著性差异, 对其中12例患者进行了动态观察

(应答组5例, 无应答组7例), 治疗结束时应答组

和无应答组与治疗前相比, 2种细胞因子水平亦

均无显著性差异. Tian et al [33]报道血清和肝脏中

IL-1β能降低IFN-α的信号传导, 是慢性丙型肝炎

干扰素治疗抵抗的机制之一, 本文的研究结果

■应用要点
血清IL-18和IL-1β
水平分别与丙型
肝炎的慢性化和
病情轻重相关, 该
两种细胞因子水
平与干扰素疗效
无关, 不能对疗效
进行预测.

表  4  干扰素治疗前后血清IL-1β和IL-18水平的比较 (ng/L)

     
变量                    治疗前	          治疗后              P 值

应答组	

    IL-1β	       3.88±1.48	      2.84±0.64        0.186

    IL-18	 1161.50±578.88    1186.10±625.57    0.950

无应答组          

    IL-1β	       3.95±1.04	      4.46±0.98        0.364

    IL-18	 1147.36±738.29      740.07±333.84    0.208
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也发现干扰素治疗无应答组血清IL-1β含量高于

应答组, 干扰素治疗应答组治疗结束时血清IL-
1β含量有所下降, 无应答组则升高, 但统计学检

测未达到显著差异水平. Mihm et al [34]报道在感

染HCV-1型的丙型肝炎患者中, 应答者干扰素治

疗前血清IL-18水平低于无应答者, 提示治疗前

血清低水平IL-18与干扰素持续应答呈正相关.
可见, 目前对IL-1β和IL-8在慢性丙型肝炎发

病机制、病情进展及干扰素治疗过程中作用的

研究还缺乏系统性, 研究结果也不完全相同, 仍
需要进行进一步的研究. 对细胞因子多态性与丙

型肝炎发病机制及IFN-α治疗反应之间的关系的

深入研究, 将为干扰素治疗无应答者能否联合免

疫调节治疗以提高应答率提供理论依据.

4      参考文献
1	 Alter MJ, Margolis HS, Krawczynski K, Judson 

FN, Mares A, Alexander WJ, Hu PY, Miller JK, 
Gerber MA, Sampliner RE. The natural history 
of community-acquired hepatitis C in the United 
States. The Sentinel Counties Chronic non-A, non-B 
Hepatitis Study Team. N Engl J Med 1992; 327: 
1899-1905

2	 Di B iscegl ie AM, Goodman ZD, I shak KG, 
Hoofnagle JH, Melpolder JJ, Alter HJ. Long-term 
clinical and histopathological follow-up of chronic 
posttransfusion hepatitis. Hepatology 1991; 14: 
969-974 

3	 Seeff LB. Natural history of viral hepatitis, type C. 
Semin Gastrointest Dis 1995; 6: 20-27

4	 Gane EJ. The natural history of recurrent hepatitis 
C and what influences this. Liver Transpl 2008; 14 
Suppl 2: S36-S44  

5	 Masuzaki R, Tateishi R, Yoshida H, Yoshida H, 
Sato S, Kato N, Kanai F, Sugioka Y, Ikeda H, 
Shiina S, Kawabe T, Omata M. Risk assessment 
of hepatocellular carcinoma in chronic hepatitis 
C patients by transient elastography. J Clin 
Gastroenterol 2008; 42: 839-843

6	 Kwon JH, Bae SH. [Current status and clinical 
course of hepatitis C virus in Korea] Korean J 
Gastroenterol 2008; 51: 360-367

7	 Trepo C. Genotype and viral load as prognostic 
indicators in the treatment of hepatitis C. J Viral 
Hepat 2000; 7: 250-257

8	 Kogure T, Ueno Y, Fukushima K, Nagasaki F, 
Kondo Y, Inoue J, Matsuda Y, Kakazu E, Yamamoto 
T, Onodera H, Miyazaki Y, Okamoto H, Akahane 
T, Kobayashi T, Mano Y, Iwasaki T, Ishii M, 
Shimosegawa T. Pegylated interferon plus ribavirin 
for genotype Ib chronic hepatitis C in Japan. World J 
Gastroenterol 2008; 14: 7225-7230

9	 Priĭmiagi LS, Tefanova VT, Tallo TG, Shmidt EV, 
Solomonova OV, Tuĭsk TP. [Immune-regulating 
Th1- and Th2-cytokines in chronic infections caused 
by hepatitis B and C viruses] Vopr Virusol 2003; 48: 
37-40

10	 Lapiński TW, Dabrowska MM. [Activity of 
cytokines in chronic HCV-infected patients] Przegl 
Epidemiol 2007; 61: 747-754

11	 Falasca K, Mancino P, Ucciferri C, Dalessandro M, 

Zingariello P, Lattanzio FM, Petrarca C, Martinotti 
S, Pizzigallo E, Conti P, Vecchiet J. Inflammatory 
cytokines and S-100b protein in patients with 
hepatitis C infection and cryoglobulinemias. Clin 
Invest Med 2007; 30: E167-E176

12	 Sobchak DM, Korochkina OV. [Cytokine regulation 
of immune response in patients with acute HCV-
infection] Ter Arkh 2005; 77: 23-29

13	 Trapero M, García-Buey L, Muñoz C, Vitón M, 
Moreno-Monteagudo JA, Borque MJ, Quintana 
NE, Moreno-Otero R. Maintenance of T1 response 
as induced during PEG-IFNalpha plus ribavirin 
therapy controls viral replication in genotype-1 
patients with chronic hepatitis C. Rev Esp Enferm 
Dig 2005; 97: 481-490

14	 Masaki N, Fukushima S, Hayashi S. Lower th-1/
th-2 ratio before interferon therapy may favor long-
term virological responses in patients with chronic 
hepatitis C. Dig Dis Sci 2002; 47: 2163-2169

15	 Fan Z, Huang XL, Kalinski P, Young S, Rinaldo CR 
Jr. Dendritic cell function during chronic hepatitis 
C virus and human immunodeficiency virus type 1 
infection. Clin Vaccine Immunol 2007; 14: 1127-1137

16	 Hiroishi K, Ito T, Imawari M. Immune responses 
in hepatitis C virus infection and mechanisms of 
hepatitis C virus persistence. J Gastroenterol Hepatol 
2008; 23: 1473-1482

17	 Satake S, Nagaki M, Kimura K, Naiki T, Hayashi H, 
Sugihara J, Tomita E, Moriwaki H. Significant effect 
of hepatitis C virus specific CTLs on viral clearance 
in patients with type C chronic hepatitis treated 
with antiviral agents. Hepatol Res 2008; 38: 491-500

18	 Abbas Z, Moatter T, Hussainy A, Jafri W. Effect 
of cytokine gene polymorphism on histological 
activity index, viral load and response to treatment 
in patients with chronic hepatitis C genotype 3. 
World J Gastroenterol 2005; 11: 6656-6661

19	 Dinarello CA, Novick D, Puren AJ, Fantuzzi G, 
Shapiro L, Mühl H, Yoon DY, Reznikov LL, Kim 
SH, Rubinstein M. Overview of interleukin-18: 
more than an interferon-gamma inducing factor. J 
Leukoc Biol 1998; 63: 658-664

20	 Akira S. The role of IL-18 in innate immunity. Curr 
Opin Immunol 2000; 12: 59-63

21	 Sugawara I. Interleukin-18 (IL-18) and infectious 
diseases, with special emphasis on diseases induced 
by intracellular pathogens. Microbes Infect 2000; 2: 
1257-1263

22	 Takaki A, Wiese M, Maertens G, Depla E, Seifert 
U, Liebetrau A, Miller JL, Manns MP, Rehermann 
B. Cellular immune responses persist and humoral 
responses decrease two decades after recovery from 
a single-source outbreak of hepatitis C. Nat Med 
2000; 6: 578-582

23	 Frucht DM, Fukao T, Bogdan C, Schindler H, 
O'Shea JJ, Koyasu S. IFN-gamma production by 
antigen-presenting cells: mechanisms emerge. 
Trends Immunol 2001; 22: 556-560

24	 Falasca K, Ucciferri C, Dalessandro M, Zingariello 
P, Mancino P, Petrarca C, Pizzigallo E, Conti P, 
Vecchiet J. Cytokine patterns correlate with liver 
damage in patients with chronic hepatitis B and C. 
Ann Clin Lab Sci 2006; 36: 144-150

25	 Majda-Stanislawska E, Pietrzak A, Brzezińska-
Błaszczyk E. Serum IL-18 concentration does not 
depend on the presence of HCV-RNA in serum or 
in PBMC. Hepatogastroenterology 2008; 55: 212-215

26	 Schvoerer E, Navas MC, Thumann C, Fuchs A, 

■同行评价
本文选题密切联
系临床, 参考文献
较新颖, 值得临床
医生阅读.



www.wjgnet.com

张琳, 等. 慢性丙型肝炎患者血清IL-18和IL-1β水平的变化及意义					              2111

Meyer N, Habersetzer F, Stoll-Keller F. Production 
of interleukin-18 and interleukin-12 in patients 
suffering from chronic hepatitis C virus infection 
before antiviral therapy. J Med Virol 2003; 70: 
588-593

27	 Matsumoto S, Tsuji-Takayama K, Aizawa Y, Koide 
K, Takeuchi M, Ohta T, Kurimoto M. Interleukin-18 
activates NF-kappaB in murine T helper type 1 cells. 
Biochem Biophys Res Commun 1997; 234: 454-457

28	 Kimura K, Kakimi K, Wieland S, Guidotti LG, 
Chisari FV. Interleukin-18 inhibits hepatitis B virus 
replication in the livers of transgenic mice. J Virol 
2002; 76: 10702-10707

29	 McGuinness PH, Painter D, Davies S, McCaughan 
GW. Increases in intrahepatic CD68 positive cells, 
MAC387 positive cells, and proinflammatory 
cytokines (particularly interleukin 18) in chronic 
hepatitis C infection. Gut 2000; 46: 260-269

30	 Lapiński TW. The levels of IL-1beta, IL-4 and IL-6 
in the serum and the liver tissue of chronic HCV-
infected patients. Arch Immunol Ther Exp (Warsz) 
2001; 49: 311-316

31	 Jeong S, Kawakami Y, Kitamoto M, Ishihara H, 
Tsuji K, Aimitsu S, Kawakami H, Uka K, Takaki 

S, Kodama H, Waki K, Imamura M, Aikata H, 
Takahashi S, Chayama K. Prospective study of 
short-term peginterferon-alpha-2a monotherapy in 
patients who had a virological response at 2 weeks 
after initiation of interferon therapy. J Gastroenterol 
Hepatol 2008; 23: 541-545

32	 Hadziyannis SJ, Sette H Jr, Morgan TR, Balan V, 
Diago M, Marcellin P, Ramadori G, Bodenheimer 
H Jr, Bernstein D, Rizzetto M, Zeuzem S, Pockros 
PJ, Lin A, Ackrill AM. Peginterferon-alpha2a and 
ribavirin combination therapy in chronic hepatitis 
C: a randomized study of treatment duration and 
ribavirin dose. Ann Intern Med 2004; 140: 346-355

33	 Tian Z, Shen X, Feng H, Gao B. IL-1 beta attenuates 
IFN-alpha beta-induced antiviral activity and 
STAT1 activation in the liver: involvement of 
proteasome-dependent pathway. J Immunol 2000; 
165: 3959-3965

34	 Mihm U, Herrmann E, Sarrazin U, von Wagner M, 
Kronenberger B, Zeuzem S, Sarrazin C. Association 
of serum interleukin-8 with virologic response to 
antiviral therapy in patients with chronic hepatitis C. 
J Hepatol 2004; 40: 845-852

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-07-18)
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Abstract
AIM: To investigate the differential expression 
profile of microRNAs in the different stages 
of hepatitis B virus (HBV) infection-related 
hepatocarcinogenesis.

METHODS: MicroRNA microarray was used to 
detect the differential expression profile of mi-
croRNAs in the liver tissue taken from healthy 
controls as well as patients with HBV-induced 
cirrhosis or HBV-related hepatocellular carcino-
ma. Real-time quantitative PCR was performed 
to verify the differential expression of candidate 
microRNAs obtained from microarray experi-
ment.

RESULTS: Compared with normal liver tissue, 
six microRNAs (hsa-miR-602, hsa-miR-129-5p, 
has-miR-210, hsa-miR-671-5p, hsa-miR-30b*, and 
hsa-miR-572) were upregulated more than two-
fold, and eight microRNAs (hsa-miR-143, hsa-
miR-199a-5p, has-miR-195, hsa-miR-27a, hsa-
miR-99a, hsa-miR-519e, has-miR -130a and hsa-
miR-597) were downregulated in the liver tissue 
taken from patients with HBV-induced cirrhosis 
or HBV-related hepatocellular carcinoma. 
Though these identified microRNAs showed sig-
nificant differential expression between normal 
liver tissue and HBV-related hepatocellular car-
cinoma tissue and cirrhotic tissue, they exhibited 
no significant differential expression between 
HBV-related hepatocellular carcinoma tissue 
and cirrhotic tissue.

CONCLUSION: HBV-related hepatocarcinogen-
esis is associated with the change in the expres-
sion profile of microRNAs.

Key Words: MicroRNA microarray; MicroRNA; Hepa-
titis B virus; HBV-related hepatocellular carcinoma

Ma ZL, Yang L, Chen LB, Huang JM, Wang DD, Wang 
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■背景资料
微小RNA(micro 
R N A ,  m i R N A )
是 一 类 约 2 2  n t
大小的非编码单
链RNA分子 ,  他
们 通 过 与 靶 基
因mRNA的结合
调 控 其 他 基 因
mRNA和蛋白的
表达, 参与发育、

炎症、肿瘤等多
种生理、病理过
程 .  在 肝 细 胞 癌
( H C C ) 中 ,  多 个
miRNA的异常表
达已被证明参与
了肝癌的恶性生
物学行为. 由于中
国绝大多数肝癌
患者与HBV感染
密切相关, 但HBV
感染→肝硬化→

肝癌进程中, 有关
miRNA表达变化
的研究较少.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室; 范
小玲 ,  主任医师 , 
北京地坛医院综
合科
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摘要
目的: 分析微小RNA(microRNA, miRNA)在
HBV感染到肝硬化再到肝癌进程中表达谱的
变化. 

方法: 利用m i R N A芯片技术检测人正常肝
脏、乙型肝炎肝硬化、HBV相关性肝癌组织
中miRNA表达谱的差异. 实时定量PCR检测
上述3种肝脏组织中芯片结果差异性表达的
miRNA, 验证芯片结果的可信性. 

结果: 与正常肝脏组织相比, 乙型肝炎肝硬化
和HBV相关性肝癌组织中表达上调超过2倍
的microRNA有6个, 分别为: hsa-miR-602、
hsa-miR-129-5p、has-miR-210、hsa-miR-671-
5p、hsa-miR-30b*及hsa-miR-572; 表达下调
超过2倍的miRNA有8个: hsa-miR-143、hsa-
miR-199a-5p、has-miR-195、hsa-miR-27a、
hsa-miR-99a、hsa-miR-519e、has-miR-130a及
hsa-miR-597. 这些正常肝脏组织相比有差异
表达的miRNA, 在乙型肝炎肝硬化和HBV相
关性肝癌组织中表达量无明显差别.

结论: 从HBV感染到肝硬化再到肝癌进程中
伴有microRNA表达谱的变化, 且变化主要发
生在进程早期.

关键词: 微小RNA芯片; 微小RNA; 乙型肝炎病毒; 

乙型肝炎病毒相关性肝癌

马兆龙, 杨炼, 陈立波, 黄金明, 王冬冬, 王国斌. miRNA在HBV

从感染经由肝硬化到肝癌进程中表达谱的变化.  世界华人消化

杂志  2009; 17(20): 2112-2116
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0  引言

微小RNA(microRNA, miRNA)是一类约22 nt大
小的非编码单链RNA分子, 他们通过与靶基因

mRNA的结合调控其他基因mRNA和蛋白的表

达, 参与发育、炎症、肿瘤等多种生理、病理

过程[1-6]. 在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)中, 多个miRNA的异常表达已被证明参与

了肝癌的恶性生物学行为[7-11]. 由于中国绝大多

数肝癌患者与HBV感染密切相关, 但HBV感染

→肝硬化→肝癌进程中, 有关miRNA表达变化

的研究较少. 我们通过应用miRNA芯片技术检

测不同肝脏组织标本中miRNA表达谱的差异, 
筛选出在乙型肝炎肝硬化和HBV相关性肝癌中

表达明显上调或下调的miRNA, 为进一步阐明

miRNA表达变化在HBV感染→肝硬化→肝癌进

程中起到的作用提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-09/2008-08华中科技大学同

济医学院附属协和医院行肝癌切除和门诊肝组

织活检病例, 选取其中无其他基础肝病, 30-40岁
男性患者的正常肝脏组织、乙型肝炎肝硬化组

织和HBV相关性肝癌组织, 所有病例术前均未

接受放化疗, 均经病理学确诊. 组织标本离体后

立即放入液氮冷藏, 后转入-80℃保存备用.
1.2 方法 
1.2.1 总RNA的提取及质量检测: 按照TRIzol®试

剂(Invitrogen life technologies)说明书的步骤, 逐
步提取出组织标本中的总RNA. 应用紫外分光

光度计测定总RNA的吸光度A 260值和A 280值, 用
A 260值计算其浓度, 并计算A 260/A 280值检测其纯

度; 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳法进一步检测总

RNA质量.
1.2.2 miRNA芯片检测不同肝脏组织miRNA的

表达: 为减少性别、年龄和基础疾病的影响, 在
所有肝脏组织标本中, 选择年龄为30-40岁, 排
除其他基础疾病的男性患者的正常肝脏、乙型

肝炎肝硬化和HBV相关性肝癌组织标本各1例, 
进行miRNA芯片检测. 该实验采用丹麦Exiqon
公司生产的LNATM miRNA芯片(11.0版), 此芯片

使用的是基于锁定核苷酸TM(lock nucleic acids, 
L N A)专利技术的捕获探针, 该探针可以高灵

敏、高特异性与互补的靶RNA结合, 从而准确

检测样品中miRNA的表达水平. 每张miRNA
芯片中包含有至少1807个特异性探针、435个
Exiqon特有的miRPlusTM探针(提供miRBase数
据库外的新miRNA信息)、对照探针以及无探

针的空白对照, 可以检测Sanger miRBase 11.0数
据库中人、小鼠、大鼠全部miRNA(其中人约

847条, 小鼠约609条, 大鼠约351条). 为保证结果

的可靠性, 上述每个探针在芯片内重复4次, 即
每张芯片对同一样本重复检测4次. 分别取5 µg
上述3个不同类型肝脏组织样本的总RNA, 采
用miRCURYTM Array Labelling kit(Exiqon)标记

Hy3TM荧光, 采用RNeasy Mini Kit(Qiagen)浓缩标

记样品, 然后采用miRCURYTM Array microarray 
kit(Exiqon)和Hybridization Chamber Ⅱ(Ambion)

■相关报道
大 量 研 究 发 现 , 
在多种人类肿瘤
都伴有miRNA的
表 达 异 常 ,  如 弥
漫 性 大 B 细 胞 淋
巴瘤中miR-155
表达上调、胰腺
癌中miR-221表
达 上 调 、 肺 癌
中的 let-7表达下
调 、 结 肠 直 肠
癌中的miR-143
和miR-145表达
下 调 、 慢 性 淋
巴 细 胞 白 血 病
中的miR-15a和
miR-16-1表达下
调等, 提示miRNA
在肿瘤的发生发
展中可能发挥类
似癌基因或抑癌
基因的作用.
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进行miRNA芯片杂交, 具体步骤按各试剂说明

书进行; 杂交后芯片用Genepix 4000B(Molecular 
Devices)635 nm波长进行图像扫描, 所得数据用

Genepix Pro 6.0(Molecular Devices)分析, 通过原

始值减去背景值来做修正, 并用中值做标准化, 
分别计算出3种样本中miRNA的标准值及两两

之间标准值的比值. 
1.2.3 实时定量PCR检测目的miRNA表达量: 取
2 µg上述3种不同类型肝脏组织样本的总RNA
作为初始模板, 总反应体系为20 µL, 应用Revert 
AidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis 
K i t(Fe rmen ta s)在Gene Amp PCR Sys t em 
9700(Applied Biosystems)上进行逆转录合成

cDNA, 反应条件为: 16℃, 30 min; 42℃, 42 min;  
85℃, 5 min. 然后取1 µL上述cDNA为模板, 以U6
作为内参照, 每个检测样本做3个复孔, 在Rotor-
Gene 3000 Real-time PCR仪(Corbett Research)
上进行实时定量PCR, 反应条件为: 95℃预热5 
min; 95℃, 10 s; 58℃, 15 s; 72℃, 20 s, 35个循环; 
+0.5℃/cycle, 5 s, 54个循环. 实验中所用引物均

由Invitrogen公司合成. 为减小因RNA浓度定量

误差和RNA逆转录效率误差等的影响, 所得数

据用2-ΔΔCt公式校正, 用校正后的值判定各样本中

目的miRNA的表达量的差异.

2  结果

2.1 总RNA的质量检测 紫外分光光度计检测结

果表明, 3种不同类型肝脏组织标本总RNA的 
A 260/A 280值分别为1.88、1.85和1.83; 凝胶电泳结

果提示各样本的18S和28S条带均较清晰, 且密

度之比约为1∶2(图1). 上述实验结果表明来自3
种不同类型肝脏组织标本的总RNA均有较好的

质量, 完全可以满足后续的miRNA芯片检测和

实时定量PCR的实验要求.
2.2 miRNA芯片检测结果 杂交后的miRNA芯

片经Genepix 4000B扫描, 所得结果见图2; 再经

Genepix Pro 6.0分析及标准化处理后, 芯片结

果显示与正常肝脏组织相比, 乙型肝炎肝硬化

和HBV相关性肝癌组织中表达上调超过2倍的

miRNA有6个, 分别为hsa-miR-602、hsa-miR-
129-5p、has-miR-210、hsa-miR-671-5p、hsa-
miR-30b*和hsa-miR-572; 表达下调超过2倍的

miRNA有8个, 分别为hsa-miR-143、hsa-miR-
199a-5p、has-miR-195、hsa-miR-27a、hsa-
miR-99a、hsa-miR-519e、has-miR-130a和hsa-
miR-597, 具体结果见表1.
2.3 实时定量PCR检测目的miRNA结果 以用于

上述miRNA芯片检测的3种不同类型肝脏组织

标本总RNA为模板, 实时定量PCR检测在芯片结

果中差异性表达的miRNA, 结果见表1, 提示实时

1         2        3

28S
18S

5S

图  1  不同肝脏组织标本中
总RNA凝胶电泳图. 1: 正常

肝脏组织; 2: 乙型肝炎肝硬

化组织; 3: HBV相关性肝癌

组织.

表  1  miRNA芯片和实时定量PCR检测差异表达miRNA的结果

 
	                         miRNA分子	          	                 

芯片结果			       实时定量PCR结果  

				                     B/A	    C/A	         C/B	            B/A	               C/A	   C/B

上调的miRNA	 hsa-miR-602	               3.234           4.134           1.278         2.703            3.486           1.290

		  hsa-miR-129-5p	               2.246           6.322           2.815         2.852            4.347           1.524

		  has-miR-210	               5.159           4.274           0.828         3.531            2.894           0.820 

		  hsa-miR-671-5p	               4.315           4.249           0.985         2.953            3.624           1.227

		  hsa-miR-30b*	               3.571           4.005           1.122         3.841            4.896           1.275

		  hsa-miR-572	               3.588           3.092           0.862         4.319            4.291           0.994

下调的miRNA	 hsa-miR-143	            -3.661         -5.764         -1.575       -2.762         -3.521         -1.275

		  hsa-miR-199a-5p	            -3.288         -5.139         -1.563       -2.482         -2.730         -1.100    

		  has-miR-195	            -3.066         -3.251         -1.060       -2.501         -2.943         -1.177

		  hsa-miR-27a	            -2.193         -3.147         -1.435       -3.492         -3.246           1.076 

		  hsa-miR-99a	            -2.137         -2.746         -1.285       -3.581         -3.484           1.028

		  hsa-miR-519e	            -2.653         -2.674         -1.008       -2.898         -3.572         -1.233

		  has-miR-130a	            -2.016         -2.740         -1.225       -3.805         -3.872         -1.018 

		  hsa-miR-597	            -2.071         -2.357         -1.138       -3.736         -4.058         -1.086

■应用要点
miRNA表达的改
变可能为HBV感
染→肝硬化→肝
癌进程的始动因
素 ,  相关miRNA
表达的改变可能
促进了该进程的
发生发展.
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定量PCR结果与miRNA芯片结果趋势一致, 表明

miRNA芯片的结果具有可信性.

3  讨论

miRNA作为一类成熟状态下只有22 nt左右的

非编码单链小R N A, 广泛存在于从线虫、植

物、动物到人类的多种生物中, 由于其在个体

生长发育、细胞增殖凋亡、炎症和肿瘤等多种

生理病理过程中都起着十分重要的作用, 因而

受到广泛关注. 从Du et al [22]在线虫中发现第1
个miRNA(lin-4)开始, 截止2009-03, 已经在103
个物种中发现miRNA共约9539个, 其中人类约

706个(数据来源于Sanger miRBase 13.0, http://
miRNA.sanger.ac.uk/sequences/), 据估计这些

miRNA具有调控人类至少30%基因的潜能[12]. 
大量研究发现 ,  在多种人类肿瘤都伴有

miRNA的表达异常, 如弥漫性大B细胞淋巴瘤中

miR-155表达上调[13]、胰腺癌中miR-221表达上

调[14]、肺癌中的let-7表达下调[15-16]、结肠直肠

癌中的miR-143和miR-145表达下调[17]、慢性淋

巴细胞白血病中的miR-15a[18]和miR-16-1表达

下调[19]等, 提示miRNA在肿瘤的发生发展中可

能发挥类似癌基因或抑癌基因的作用. 在正常

情况下, 成熟的miRNA通过调控靶基因mRNA
的翻译或其稳定性来参与正常细胞稳态的维持, 
故而miRNA的异常表达可能导致其相应靶基因

转录后水平的表达异常. 目前对miRNA在肿瘤

发生发展中的作用机制还不是太明确, 认为其

主要作用机制为: miRNA通过RNA诱导的沉默

复合物(RNA-induced silencing complex, RISC)
与靶基因mRNA的3'端UTR区互补结合[20-21], 当
两者能完全互补配对结合时, 导致靶基因mRNA
的降解, 这种现象在植物中多见; 在动物中则多

数是通过两者的不完全互补结合, 抑制靶基因

mRNA的翻译, 进而影响靶基因蛋白的表达[22].

在排除年龄、性别和基础肝脏疾病的影响

下, 我们通过miRNA芯片和实时定量PCR检测

发现: 与正常人类肝脏组织相比, 有些miRNA
在乙型肝炎肝硬化和H B V相关性肝癌组织

中表达明显上调, 如miR-602、miR-129-5p、
miR-210、miR-671-5p、miR-30b*和miR-572; 
有些则表达明显下调, 如miR-143、miR-199a-
5p、m i R-195、m i R-27a、m i R-99a、m i R-
519e、miR-130a和miR-597, 其中miR-210[23-24]、

miR-143[17,25]、miR-195[26]、miR-27a[27]、miR-
99a[28]、miR-130a[29]等已被文献报道过在其他肿

瘤组织中也有类似结果, 提示这些在不同类型

肝脏组织中差异性表达的miRNA可能在HBV感

染→肝硬化→肝癌的发生发展过程中起到重要

的类似癌基因或抑癌基因的作用. 但上述与正

常肝脏组织相比表达上调或下调的miRNA, 在
乙型肝炎肝硬化组织和HBV相关性肝癌组织中

的表达却无明显差异, 表明miRNA的表达的变

化主要发生在HBV感染→肝硬化→肝癌进程中

的早期. 
通过上述结果我们可以推测出miRNA表达

的改变可能为HBV感染→肝硬化→肝癌进程的

始动因素, 相关miRNA表达的改变可能促进了

该进程的发生发展.
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Abstract
AIM: To observe the efficacy of octreotide in 
the treatment of intractable Mallory-Weiss 
syndrome (MWS).

METHODS: Forty-seven MWS patients who 
did not respond to routine treatment within 
24 h were randomly divided into two groups: 
treatment group (n = 24) and control group (n = 
23). Patients in the control group were given an 
intravenous infusion of 40 mg omeprazole, once 
every 12 hours, while those in the treatment 
group were given the same dose of omeprazole 
as well as continuous intravenous administra-
tion of octreotide via a micro pump at a constant 
speed of 25 μg/h for three days.

RESULTS: After treatment with octreotide, 
hemostasis was achieved in 17 (70.8%) patients. 
The overall response rate achieved in the treat-
ment group was significantly higher than that in 

the control group (91.67% vs 73.91%, P < 0.01). 
Moreover, the hemostasis success rate in the 
treatment group was significantly higher than 
that in the control group (P < 0.01).

CONCLUSION: Combined use of octerotide and 
omeprazole is more effective in the treatment of 
MWS patients who do not respond to routine 
treatment.

Key Words: Octerotide; Mallory-Weiss syndrome; 
Bleeding
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摘要
目的: 观察奥曲肽对顽固性Mallory-Weiss综合
征(MWS)的疗效. 

方法: 将经常规治疗24 h仍出血不止的MWS
患者47例, 随机分为2组: 治疗组(n  = 24)和对
照组(n  = 23). 对照组: 单用静脉注射奥美拉
唑40 mg, 每12 h 1次. 治疗组: 加用奥曲肽25 
μg/h微量泵泵入, 连用3 d.  

结果: 治疗组加用奥曲肽治疗后, 止血显效17
例, 占70.8%. 治疗组总有效率(91.67%)明显优
于对照组(73.91%), 治疗组止血率明显优于对
照组, 差异有显著性(P <0.01).

结论: 对顽固性MWS大出血患者, 常规治疗效
果不佳时, 加用奥曲肽治疗效果显著.

关键词: 奥曲肽; Mallory-Weiss综合征; 出血
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0  引言

Mallory-Weiss综合征(Mallory-Weiss syndrome, 
MWS)由Mallory和Weiss于1929年首先描述, 近
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■背景资料
MWS近年有增加
的趋势, 多为无痛
性出血, 出血量大, 
甚至可引起失血
性休克和死亡, 多
采用常规止血及
内镜治疗, 但存在
再出血率高和转
手术率高的问题, 
且需要较熟练的
内镜技术, 本文采
用常规止血加用
奥曲肽治疗, 使用
方便, 效果显著.

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科



年有增加的趋势[1]. MWS约占上消化系出血的

0.1%-14.7%[2], 是急性上消化系大出血的少见原

因之一. MWS的特征性临床表现为先剧烈呕吐, 
开始呕吐物无血而后呕血. 多为无痛性出血, 出
血量大, 甚至可引起失血性休克和死亡[3]. 临床

上都采用常规抗酸等止血及胃镜下治疗, 仍出

血不止者, 一般多采取外科手术治疗. 我院采用

奥曲肽联用奥美拉唑治疗顽固性MWS大出血, 
疗效满意, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组47例为我院2005-01/2008-01收治

的患者, 经胃镜证实为MWS, 发病前均有剧烈

呕吐, 随后出现呕血, 估计出血量均>1000 mL, 
伴失血性休克. 本组中出现有胸骨后烧灼感18
例, 有上腹部轻微疼痛感16例. 其中大量饮酒后

引起38例, 妊娠呕吐引起5例, 不明原因呕吐4例. 
临床表现呕血、黑便、头晕、乏力、心悸等, 
测血压明显下降, 手术风险较高. 本组均在24-48 
h内行胃镜检查, 镜下所见均为食管贲门交界黏

膜纵行撕裂伤, 诊断为MWS, 裂伤有1处38例, 有
2-3处9例, 长度0.5-2.5 cm, 皆呈线形, 深度至黏

膜及黏膜下层, 边缘锐利, 底部、边缘有活动性

出血、血凝块或黄色坏死组织附着, 出血量大

时可见食管腔和胃腔内大量血液聚集. 其中合

并食管炎13例, 食管裂孔疝7例.
1.2 方法 诊断明确后常规给予输血、止血、补

充血容量、抗体克等综合治疗, 同时静脉注射

奥美拉唑40 mg, 每12 h 1次. 上述常规治疗24 h
出血仍未控制, 患者愿意接受奥曲肽治疗者, 纳
入本研究. 随机分2组, 治疗组24例, 男17例、

女7例, 年龄45±3岁; 对照组23例, 男19例、女

4例, 年龄43±2岁. 2组一般资料比较无显著性

差异, 具有可比性. 对照组: 继续单用静脉注射

奥美拉唑40 mg, 每12 h 1次. 治疗组: 加用奥曲

肽 (善宁)25 μg/h微量泵泵入, 连用3 d. 3 d后根

据病情逐步减量. 出血停止指标: (1)经治疗后

呕血和 /或黑便停止, 血压, 心率稳定, 血红蛋

白无下降; (2)大便隐血转阴; (3)胃管抽吸液变

清至少持续 6 h; (4)胃镜证实病灶已无出血. 患
者符合上述任何1项, 即判定为出血已止. 超过

72 h仍有出血迹象者为无效. 疗效判定显效: 用
药后48 h内无活动性出血; 有效: 用药后48-72 h
内无活动性出血; 无效: 用药72 h后仍有活动性

出血.
统计学处理 2组患者疗效比较采用χ2检验.
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2  结果

治疗组加用奥曲肽治疗后, 止血显效17例, 占
70.8%. 治疗组总有效率(91.67%)明显优于对照

组(73.91%), 治疗组止血率明显优于对照组, 差
异有显著性(P <0.01, 表1). 治疗组2例治疗无效

患者转外科手术后治愈. 对照组6例治疗无效患

者内镜下钛夹止血或转外科手术后治愈. 治疗

组2例轻微头晕, 对照组3例恶心, 余无其他不良

反应.

3  讨论

MWS是由于剧烈干呕、呕吐、剧烈咳嗽、搬运

重物、用力排便、顽固呃逆等原因引起腹内压

力或胃内压力突然急剧增加, 导致贲门处、食

管下段黏膜及黏膜下层撕裂, 内镜下多表现为

食管下段局部线状和梭状损伤[4], 临床表现为程

度不同的上消化道出血为主的综合征. 
Ghosh e t a l [5]报道MWS占上消化道出血

原因的5.0%-11.0%. 常见诱因为各种原因引起

的剧烈呕吐 ,  如过量饮酒、饱食、妊娠剧吐

等, 其中过量饮酒是本病的主要诱因之一[6], 戒
酒可降低本病的发病率. 本组38例患者有饮酒

史占80.9%, 说明饮酒在本病发病中的重要作

用. Kortas et al [7]提出MWS除饮酒外其他的危

险因素包括: 非甾体抗炎药(non-steroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs)摄入、抗凝剂、阵

发性的咳嗽、尿毒症、妊娠、食管胃内压急骤

升高、用力排便、食管裂孔疝、麻醉期间打呃

以及腹部的钝伤. 值得注意的是因妊娠呕吐极

为普遍, 临床上往往忽视本病的存在, 延误诊断, 
造成出血加重而危及孕妇安全[8]. 本组5例患者

是妊娠呕吐引起占10.6%. 
胃镜检查为确诊本病的重要手段, 根据病

史、体征, 临床考虑是MWS者, 应尽早行内镜检

查, 达到及时诊断和治疗的目的, 以在发病24 h
内急诊胃镜检查或出血时即时检查为最佳时机. 
MWS治疗包括去除诱因, 予止血、抑酸、镇吐等

常规药物, 内镜治疗包括局部喷洒药物、注射药

www.wjgnet.com

■应用要点
对顽固性MWS大
出血患者, 常规治
疗效果不佳时, 加
用奥曲肽治疗, 使
用方便, 尤其适用
于基层医院.

表  1  治疗组与对照组治疗效果比较 n (%)

     
分组            n           显效         有效        无效        总有效

治疗组	 24      17(70.8)    5(20.8)    2(8.3)     22(91.67)b

对照组	 23      10(43.5)    7(30.4)    6(26.1)   17(73.91)

bP<0.01 vs  对照组.

■名词解释
Mallory-Weiss综
合征(MWS): 即食
管贲门黏膜撕裂
综合征, 是引起上
消化道出血的重
要原因之一, 随着
胃镜检查的不断
完善, 此病的诊断
率逐渐提高.
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物、高频、电凝、氩离子凝固器、钛夹等, 常用

的内镜止血包括注射法和结扎法[9]. Peng et al [10]

对比内镜下注射肾上腺素生理盐水与常规的药

物治疗, 均为同样的止血率. 而较常用的内镜下

注射或钛夹, 仍然存在再出血率高和转手术率

高的问题, 且需要较熟练的内镜技术. 多数MWS
的出血量不大, 常有自限性, 经纠正凝血机制障

碍和应用血管加压素等非手术疗后一般可控制

出血[11].
奥曲肽是一种人工合成的天然生长抑素的

八肽衍生物, 其半衰期较长, 保留了与生长抑素

类似的广泛抑制作用[12]. 其主要的药理作用包

括: (1)选择性直接作用于血管平滑肌, 明显减少

内脏血流量, 从而减少食管静脉的血流量; (2)抑
制胃泌素、胃酸及胃蛋白酶的分泌, 从而减轻

这些物质对黏膜的攻击, 保护黏膜屏障, 促进已

损伤的黏膜上皮细胞的修复; (3)通过抑制胰高

血糖素分泌间接阻断血管扩张, 使内脏血流量

下降; (4)增加食管下括约肌的张力, 减少胃液反

流, 保护食管黏膜; (5)促进血小板的凝聚和血块

收缩[13]. 因此, 近年来被广泛用于非静脉曲张性

出血的治疗. 其止血的机制在于能降低供应食

管血管内血流压力, 强有力地抑制胃肠道的分

泌与运动, 抑制胃酸、胃蛋白酶和胃泌素的分

泌, 可能还有细胞保护作用. 这能阻止出血部位

血凝块的液化, 促进病变的愈合. 血小板聚集及

血浆凝血功能所诱导的止血作用需在pH>6时才

能有效发挥, 而且新形成的凝血块在pH<5的胃

液中会迅速被消化. 因此, 抑制胃酸分泌, 提高

胃内pH值具有止血作用. 奥美拉唑为质子泵抑

制剂, 能显著降低胃腔内酸度, 提高胃内pH值, 
有利于血小板聚集和血凝块形成[14]. 研究表明, 
奥美拉唑40 mg静脉注射, 每12 h 1次, 可使胃内

pH迅速提高到6以上, 作用持续时间长, 且止血

效果肯定[15]. 因此奥曲肽联用奥美拉唑治疗上消

化系大出血显然比常用的单一药物作用更全面, 
可促进形成稳定的血痂和黏膜修复及再生的作

用, 以达到永久性止血和降低手术率的目的, 而
有良好的疗效. 本文研究结果显示, 奥曲肽联合

奥美拉唑止血有效率(91.67%)优于单用奥美拉

唑(73.91%). 因此, 对顽固性MWS大出血患者, 
常规治疗效果不佳时, 加用奥曲肽治疗, 使用方

便, 效果显著.
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■同行评价
本研究证实了临
床治疗Mallory- 
We i s s 综 合 征 合
并顽固性大出血
者又一可靠、安
全、方便的治疗
方法, 值得借鉴.
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