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Abstract
Cytokines play an important role in the develop-
ment of liver inflammatory injury. Various pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines 
constitute a cytokine network that mediates the 
development of various liver diseases. In recent 
years, numerous studies have been carried out on 
chronic liver diseases such as viral hepatitis, fatty 
liver, alcoholic liver disease and hepatic cirrho-
sis. Here, we will review the recent advances in 
research on the role of cytokines in chronic liver 
diseases and discuss future prospects in this field. 
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摘要
肝脏炎性损伤的发生发展过程中, 细胞因子起

着很重要的作用. 众多致炎细胞因子和抗炎细
胞因子构成细胞因子调控网络, 共同作用于组
织细胞, 导致肝脏病变的演变. 近年来, 学者们
在部分病毒性肝炎、脂肪肝、酒精性肝病、

肝硬化等慢性肝脏疾病进行了大量研究, 有不
少新发现. 本文简要总结了近年来国内外学者
在细胞因子与慢性肝脏疾病关系的研究中所
取得的共识与进展, 并试图提出未来研究议题
供同行参考. 
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0  引言

在研究慢性肝脏疾病肝损伤的发生发展过程中, 
随着对细胞因子的认识和发现, 学者们发现众

多细胞因子参与肝损伤的发生演变过程. 加深

了解细胞因子在肝损伤中的作用对于阐释肝脏

疾病的发生机制意义重大. 

1  细胞因子与肝脏疾病

细胞因子是20世纪50年代在研究感染性疾病时

发现的. 1974年Cohen et al提出了细胞因子的概

念, 把在细胞间传递信息、对细胞起活化或抑

制作用、并可由多种细胞产生的可溶性多肽分

子统称为细胞因子[1]. 
1.1 细胞因子的概念和分类 据目前英汉汉英医

学分科词典的解释: 细胞因子是由活化的免疫细

胞和某些基质细胞分泌的、介导和调节免疫、

炎症反应的小分子多肽, 是除免疫球蛋白和补体

外的另一类非特异性免疫效应物质. 他包括由淋

巴细胞产生的淋巴因子(lymphokine)和由单核/巨
噬细胞产生的单核因子(monokine)等. 

根据细胞因子在炎症反应中的不同作

用分为: 促炎细胞因子和抗炎细胞因子. 促炎

细胞因子, 也称致炎因子, 包括肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素
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(interleukin, IL, 包括IL-1、IL-6、IL-8、IL-12
等)、干扰素-γ(interferon-γ, IFN-γ)、集落刺激

因子(colony stimulating factor, CSF)等, 与炎症

的发生发展密切相关. 抗炎细胞因子, 也称抗

炎因子, 包括IL-2、IL-4、IL-10、IL-13、脂连

素(adiponectin)、转化生长因子-β(transforming 
g r o w t h f a c t o r-β ,  T G F-β)、I L-1受体抗体

(interleukin-1 receptor antagonist, IL-1ra)等[2-6]. 
1.2 细胞因子与肝脏疾病 随着人们对细胞因子

认识的进一步深入, 学者们在研究肝脏疾病发病

机制时发现细胞因子的合成及代谢与肝脏的病

理损伤密切相关. 现已明确, 与肝脏疾病相关的

细胞因子有TNF-α、IL、IFN、TGF-β等[7-11]. 此
外也发现, 血液中的部分细胞因子主要在肝脏

清除, 能被肝细胞清除的细胞因子包括: IL-1、
IL-3、IL-6、TNF-α、IFN[12-16]. 因此,了解肝脏疾

病发生发展过程中细胞因子的变化和作用, 对
于阐释肝脏疾病的发生机制具有重要意义. 

2  细胞因子与慢性肝脏疾病的关系

2.1 慢性乙型肝炎与细胞因子的关系 慢性乙

型肝炎是细胞介导的免疫反应异常的结果. 有
学者[17]曾检测慢性乙型肝炎患者100例及正常

人15例血清TNF-α、IL-2、IL-6、IL-8及HBV 
DNA定量等项指标, 结果与正常人比较, 轻度、

中度、重度慢性乙型肝炎患者血清致炎因子

TNF-α、IL-6、IL-8、抗炎因子IL-2含量均有不

同程度升高, 其升高情况为: 慢性乙型肝炎重度

>中度>轻度. 慢性乙型肝炎各组HBV DNA水平

无明显变化. HBV DNA复制水平与血清致炎因

子TNF-α和IL-6、抗炎因子IL-2水平呈正相关. 
随着病程的延长, 血清致炎因子TNF-α、IL-6、
IL-8、抗炎因子IL-2水平逐渐升高. 由此得出结

论: 慢性乙型肝炎患者血清致炎因子TNF-α、
IL-6和IL-8、抗炎因子IL-2水平的高低能够反映

肝细胞损害的程度. 这些细胞因子参与了乙型

肝炎的发病过程, 在乙型肝炎转为慢性化过程乙型肝炎转为慢性化过程转为慢性化过程

中, 均不同程度发挥了作用. 
2.2 脂肪肝与细胞因子的关系 内毒素介导的细

胞因子释放在脂肪肝的发展中占重要地位. 脂
肪肝患者肠道革兰阴性菌增加, 肠壁通透性增

加, 网状内皮的功能降低, 从而使血清中的内毒

素增加. 内毒素可以激活Kupffer细胞, 使其释放

细胞因子, 造成肝脏的损害. 经测定脂肪肝患者

血清中致炎因子TNF-α、IL-6水平升高. 给予抗

TNF-α抗体可减少脂肪肝的发生, 可见TNF-α、

2122                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年7月28日    第17卷   第21期

IL-6参与酒精性脂肪肝的形成发展. 有学者研究

发现TNF-α与丙二醛正相关, 与超氧化物歧化酶

(super oxide dismutase, SOD)负相关, 认为TNF-α
参与肝细胞的损害且与肝内过氧化反应加强、

抗过氧化反应能力削弱有关[18-20]. 
2.3 肝硬化与细胞因子的关系 肝硬化的病情发

展, 大多数经历了从代偿期到失代偿期的过程. 
为了评估酒精性肝硬化进展中细胞因子的作用, 
有学者[21-25]评估了代偿和失代偿性酒精性肝硬

化患者血清中致炎因子TNF-α、IL-6、 IL-8, 抗
炎因子IL-2、IL-10、TGF-β水平. 代偿性酒精性

肝硬化的特征是IL-6增加、IL-10减少; TNF-α、
IL-8、TGF-β水平与对照组的相同. 在失代偿性

酒精性肝硬化患者血清中, 除了IL-6增加, 也检

测到TNF-α和IL-8增加了; TGF-β和IL-10水平与

对照组的相同. 这些结果有力地说明: 代偿、尤

其是失代偿酒精性肝硬化的特征是致炎因子和

抗炎因子之间显著的平衡紊乱. 
2.4 酒精性肝病与细胞因子的关系 酒精性肝炎

是一个典型的致炎因子TNF-α相关性疾病[26]. 
Mookerjee et al最近证明: TNF-α在酒精性肝炎

肝门和全身血流动力紊乱中发挥主要作用 [27]. 
TNF-α的变化是肝脏损伤最早发生的活动之一, 
他刺激其他细胞因子的产生. 酒精性肝硬化时刺激其他细胞因子的产生. 酒精性肝硬化时

TNF-α似乎可能作为患者肝移植时肝功能紊乱

的另外一个诊断标志. 而且, 一些研究数据显

示: 酒精性肝硬化不仅与致炎因子增多有关, 而
且与致炎因子和抗炎因子之间显著的平衡紊乱

有关. 而TNF-α的紊乱可能与慢性乙型肝炎的

死亡率有关. 实际上, 对缺少1型TNF受体的小

鼠的抗体中和研究和实验显示: 在部分肝切除

术后, 肝脏的再生是由TNF-α1型TNF受体的活

化开始的. 动物实验数据进一步证实了TNF-α
在酒精相关性肝脏疾病中发挥主要作用. 支持

TNF-α作用的最引人注目的证据来自于对小鼠

的研究, 在一项研究中发现, 小鼠对酒精导致的

肝脏疾病产生免疫耐受的时候, 1型TNF受体基

因就会断裂[28-30]. 

3  细胞因子之间的关系及其生物学作用

在以上研究慢性肝脏疾病与细胞因子关系的过

程中, 我们不难发现体内各细胞因子间相互作

用, 形成细胞因子作用网络. 细胞因子间的生物

学活性通常存在交叉现象, 即几种不同的细胞

因子具有相同的生物学活性. 一种细胞因子通

常影响其他细胞因子的合成, 导致连锁反应. 例

www.wjgnet.com
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细胞因子作为炎
症反应的重要载
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相关, 由于细胞因
子网络调控的复
杂性, 目前系统规
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入. 对细胞因子在
酒精性肝病的作
用中发现细胞因
子起着重要作用, 
提示探索在其他
慢性肝脏疾病发
展变化中研究细
胞因子的作用意
义重大.
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如, 在炎症反应的急性期, 致炎因子TNF-α诱导

致炎因子IL-1的合成, 后者又诱导致炎因子IL-6
的合成. 细胞因子的生物作用可相互影响, 两种

细胞因子可能产生拮抗作用, 亦可能产生累加

效应或协同作用. 细胞因子之间的相互诱导、

抑制或加强最终形成多向调节网络, 这对免疫

反应及炎症反应有重要的调控意义. 
致炎因子IL-1和TNF-α是炎症的主要中间

介质, 具有相同的活性, 在肝组织纤维化过程中, 
他们能够激活几种蛋白激酶; 而在肝细胞的体

外培养中, 能由IL-1激活的酶谱范围更广, 提示

在肝细胞增殖过程中IL-1通过更多的通路来起

作用. 致炎因子IL-6是多种细胞如单核吞噬细

胞、血管内皮细胞、成纤维细胞和激活的T淋
巴细胞等对IL-1和TNF-α反应的产物. IL-6主要

作用于肝细胞和B淋巴细胞, 刺激肝细胞合成纤

维蛋白原等几种血清蛋白, 是活化的B淋巴细胞

分化晚期的主要刺激因子. TNF-α、IL-1和IL-6
协同介导炎症的急性期反应. 在急性期反应中, 
这些炎症因子刺激肝细胞合成包括C-反应蛋

白、a2-巨球蛋白等抗蛋白酶和纤维蛋白酶原在

内的所谓急性期反应蛋白, 抑制肝细胞合成白

蛋白及转铁蛋白[31-33]. 
目前发现的致炎因子CSF有粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage-colony 
stimulating factor, GM-CSF)、单核-巨噬细胞集

落刺激因子(monocyte-colony stimulating factor, 
M-CSF)、粒细胞集落刺激因子(granulocyte-
colony stimulating factor, G-CSF). M-CSF是炎症

反应的敏感指标: 在炎症反应中炎性细胞浸润

激活而产生M-CSF, M-CSF又可通过其受体引起

内皮细胞、单核-巨噬细胞释放更多的M-CSF. 
研究发现, 急性炎症患者循环血中M-CSF较正

常对照组显著增高, 因此M-CSF的高低与炎症

反应程度密切相关, 炎症反应越重, M-CSF升高

越明显. M-CSF可以促进单核细胞释放致炎因

子, 是体内重要的致炎因子之一, 而IL-10则是体

内重要的抗炎因子, 能拮抗M-CSF的致炎作用. 
肝移植后用G-CSF动员自体骨髓干细胞, 受体生

存率高, 移植肝再生明显, 肝损伤轻[34-37].
抗炎因子TGF-β具有较强的抑制肝细胞有

丝分裂的作用, 所以他在肝细胞再生过程中起

着重要的调节作用. TGF-β可抑制肝细胞生长

因子(hepatocyte growth factor, HGF)、TGF-α
和表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)
等对肝细胞再生的刺激作用. TGF-β是肝纤维

化的重要始动因子, 由于在肝脏严重损伤时血

浆浓度可显著升高, 并与谷丙转氨酶(a lan ine 
t ransaminase, ALT)和谷草转氨酶(aspar ta te 
transaminase, AST)水平密切相关, 因此TGF-β是
肝脏炎症坏死的标志物[38-39]. 

4  细胞因子与慢性肝脏疾病之间的关系 
大多数慢性肝脏疾病的特征是: 许多致炎因子

和抗炎因子在肝脏中过度表达所造成的炎症过

程. 致炎因子和抗炎因子是肝脏炎症疾病的驱

动力, 这往往导致肝脏纤维化和肝硬化. 致炎因

子TNF-α、抗炎因子IL-10和脂联素已经成为研

究许多慢性肝脏疾病的重要因素和评价指标. 
4.1 TNF-α 虽然之前在法国完成的一项研究显

示了抗TNF-α药物对治疗酒精性肝炎有潜在的

有害作用, 但是人们仍然进行试验性研究, 如
研究像英夫利昔单抗(inf l ix imab)和依那西普

(etanercept)这样的抗TNF-α药物对于酒精性肝炎

的治疗作用[40-43]. 在一项24 wk皮下使用依那西普

的试验中, 抗TNF-α药物使丙型肝炎好转[44-45]. 
抗TNF抗体治疗也成功地用于预防酒精引

起的老鼠肝脏损伤[46-51]. 有一个假说: 内毒素类

肠内细菌产物可能在肝脏Kupffer细胞和其他

细胞的活化中发挥重要的作用. 这个假说与最

近的一项观察相一致: 长期摄入酒精的野生型

老鼠产生的肝脏损伤比敲除分化簇14(c lus ter 
of differentiation14, CD14)引起的肝脏损伤更

严重 [52-53]. 这些结果进一步支持了这样一个观

点: 通过细胞内受体CD14发挥作用的肠内毒素

在酒精导致的肝脏损伤早期发挥重要的作用. 
有研究表明: 抗TNF-α治疗(TNF-α中和治疗)可
以促进多种因素(酒精性、病毒性)所致的肝脏

损伤的恢复[26]. 可能不久的将来使用依那西普抗

TNF的治疗措施会成为一种优先选择的治疗措

施. TNF-α中和疗法在许多慢性炎症疾病中已经

被证明为高度有效. 虽然评估抗TNF-α疗法的研

究产生了许多有争议的结论, 一些实验数据从

总体而言仍然证明抗TNF-α治疗是最有吸引力

的治疗方法. 
4.2 IL-10 IL-10是一种重要的抗炎因子, 可抑制

免疫细胞的活化, 具有潜在的抗炎和抗纤维化

作用. 像IL-10的抗炎因子已经在慢性肝脏疾病

患者身上试验过. IL-10产生减少可能与酒精性

肝病的病理机制相关. 据检测, 在肝星形细胞中

IL-10可能以自分泌的方式抑制胶原的合成, 而
肝星形细胞参与了肝脏纤维化的重塑过程. 与

■创新盘点
本文较全面地总
结了近年来国内
外学者在细胞因
子与慢性肝脏疾
病之间的关系, 提
出系统动态地研
究细胞因子在慢
性肝脏疾病发生
发展过程中意义
重大.
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野生小鼠相比, IL-10基因敲除的小鼠在重复注

射四氯化碳后更多的出现了早期肝纤维化. 然
而, 从早期肝纤维化小鼠中分离出来的肝星形

细胞显示IL-10的合成有缺陷. 这一缺陷可能成

为病理性胶原产生过剩和从肝病到肝硬化进展

的基础[54-60]. 在肝硬化进展中, IL-10的作用尤其

应当加以阐释. 
4.3 脂联素 脂联素是近来发现的一种脂肪组织

特异性抗炎因子. 脂联素可通过cAMP-PKA依赖

途径抑制TNF-α诱导的人主动脉内皮细胞黏附

分子的表达, 脂联素通过PI3K/Akt信号途径的激

活, 降低NF-κB结合活性, 刺激体外培养的人巨

噬细胞分泌IL-10和IL-1ra, 从而发挥抗炎作用. 
并可明显降低肝细胞的凋亡率, 从而起到保护

肝细胞的作用[61-64]. 预先应用重组脂联素干预可

降低ALT血清水平以及致炎因子IL-4、TNF-α
和IFN-γ的血清水平, 以及升高抗炎因子IL-10的
血清水平及其在肝脏中的表达, 即脂联素通过

促进抗炎因子、抑制致炎因子的产生, 减轻肝

脏炎症损伤[65-71]. 脂联素在慢性肝脏疾病的表达

和作用及与炎症的关系越来越受到广大学者的

关注, 但目前研究结果不尽相同, 甚至相互矛盾, 
需要进一步的研究与验证. 

5  结论 

细胞因子的失衡是慢性肝脏疾病进程中的基本

环节, 细胞因子与慢性肝脏疾病之间的相互作

用会给未来的临床提供一个很有吸引力的诊断

依据和治疗思路. 事实上, 在指导性研究中, 抗
炎症因子治疗很可能最终获得成功. 在不久的

将来, 致炎因子抵抗会成为基本的临床概念, 有
希望产生更好的治疗许多慢性肝脏疾病的方法. 
虽然当前的研究已经阐明一些关键的细胞因子

在慢性肝脏疾病中的作用, 但是目前尚未有对

慢性肝脏疾病的不同状态下致炎因子与抗炎因

子变化的研究, 更没有对慢性肝脏疾病不同组

别的人群致炎因子和抗炎因子的变化进行研究, 
也没有对这些相关的致炎因子和抗炎因子之间

的相互关系进行研究, 而慢性肝脏疾病中这些

细胞因子的变化, 及其相互关系, 可以揭示慢性

肝脏疾病的感染状态、揭示慢性肝脏疾病的预

后, 为慢性肝脏疾病的早期诊断、及时治疗提

供依据. 只有在整个机体的内环境中弄清炎症

因子之间的相互作用的具体机制, 才有可能进

一步阐释肝脏疾病的发生行为, 并为临床治疗

一系列慢性肝脏疾病寻找出高效、安全的途径. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of leptin in 
hepatic fibrosis and explore its correlation with 
the expression of TGF-β1 and α-SMA as well as 
its relation with the activation of hepatic stellate 
cells (HSC).

METHODS: Forty healthy male SD rats were 
randomly divided into normal control group 
and carbon tetrachloride treatment group. The 
rats were given a subcutaneous injection of 
either vehicle or carbon tetrachloride, and sac-
rificed at weeks 2, 4 and 6 after the injection, 

respectively. The mRNA and protein expression 
of leptin, TGF-β1 and α-SMA was assayed by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), Western blot and immunohistochem-
istry, respectively.

RESULTS: Leptin, TGF-β1 and α-SMA were 
lowly expressed in normal liver tissues. After 
injection of carbon tetrachloride, the expression 
of leptin, TGF-β1 and α-SMA began to increase 
at week 2 and was significantly higher at weeks 
4 and 6 (P < 0.05), showing a gradually rising 
trend. The expression of leptin was positively 
correlated with that of TGF-β1 and α-SMA (r = 
0.668 and 0.570, respectively; both P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of leptin, TGF-β1 
and α-SMA increases with the development of 
hepatic fibrosis. Leptin is probably involved in 
the activation of HSCs and the synthesis of ex-
tracellular matrix (ECM) in the development of 
hepatic fibrosis.

Key Words: Hepatic fibrosis; Leptin; Transforming 
growth factor-β1; Hepatic stellate cells; α-smooth 
muscle actin

Xu J, Zhu J, Pan L, Lu JX, Xiao MB, Huang H, Ni RZ, 
Lu CH. Expression of leptin in hepatic fibrosis and its 
relation with hepatic stellate cell activation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2127-2130

摘要
目的: 探讨瘦素(lept in)在肝纤维化组织中的
表达及其与肝纤维化过程中转化生长因子
(TGF-β1)以及α平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达
的相关性, 了解leptin与肝星状细胞(HSC)活化
的关系. 

方法: 健康♂SD大鼠40只, 随机分成正常对照
组和CCl4诱导的肝纤维化模型组. 于造模2、
4、6 wk末分批处死动物, 分别采用RT-PCR
和Western blot、免疫组织化学方法联合检测
leptin、TGF-β1及α-SMA在肝纤维化组织中
的表达. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝纤维化是多种
慢性肝脏疾病发
展 至 肝 硬 化 的
必 经 阶 段 ,  瘦 素
(leptin)是由肥胖
基因编码的一种
由167个氨基酸组
成的分泌型蛋白
质, 主要由脂肪细
胞分泌 .  1998年 , 
Potter发现分离培
养的大鼠肝星状
细胞可大量表达
leptin mRNA和蛋
白后, leptin与肝
病的关系开始受
到关注.

■同行评议者
刘勇钢, 副主任医
师, 天津市传染病
医院病理科 



结 果 :  正 常 对 照 组 肝 脏 组 织 中 l e p t i n、
TGF-β1、α-SMA均有微量表达; CCl4注射2 
wk后, leptin、TGF-β1、α-SMA表达开始增
强, 2、4、6 wk肝组织中的表达强度呈明显
递增趋势(P <0.05). leptin与TGF-β1和α-SMA
表达均呈显著相关性(r  = 0.668, 0.570, 均
P <0.05).

结论: leptin的阳性表达随着肝纤维化程度的
加重而增强. 在肝纤维化过程中leptin可能参
与了HSC活化、增殖以及ECM的合成.

关键词: 肝纤维化; 瘦素; 转化生长因子; 肝星状细

胞; α平滑肌肌动蛋白
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0  引言

leptin是由肥胖基因编码的一种由167个氨基酸

组成的分泌型蛋白质[1], 主要由脂肪细胞分泌.  
目前对于lept in的研究已由单纯的食欲控制和

能量消耗[2-3], 扩展到免疫应答、血细胞生成、

血管发生以及组织新陈代谢的调节过程. 1998
年, Potter et al [4]发现分离培养的大鼠, 肝星状细

胞(hepatic stellate cells, HSC)可大量表达leptin 
mRNA和蛋白后, leptin与肝病的关系开始受到

关注. 本研究采用CCl4皮下注射制备肝纤维化

模型, 分别用免疫组织化学和RT-PCR、Western 
blot联合检测leptin在肝纤维组织中的动态表达, 
旨在进一步了解leptin在肝纤维化发生发展中的

意义.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sprague-Dawley大鼠40只, 体质量

150±20 g, 由南通大学动物实验中心提供. RT-
P C R两步法试剂盒购自上海捷瑞生物工程有

限公司产品, PCR扩增用引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司设计并合成 .  一抗兔

抗大鼠lept in与转化生长因子β1(transform ing 
growth factor-β1, TGF-β1)、α-平滑肌肌动蛋白

(α-smooth muscle actin, α-SMA)二抗均购自武汉

博士德生物工程有限公司, 免疫组织化学试剂

盒购自北京中杉生物有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: SD大鼠用随机抽签法分为正

常对照组和模型组. 正常对照组, 给予橄榄油溶
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液3 mL/kg皮下注射, 每周2次, 共6 wk; 模型2、
4、6 wk组, 给予600 mL/L CCl4(精制橄榄油配

置)3 mL/kg皮下注射, 每周称体质量1次, 根据体

质量调整药物用量. 第6周模型组大鼠死亡2只.
1.2.2 标本处理: 于造模2、4、6 wk末分批处死

大鼠, 大鼠处死时距离CCl4注射时间为72 h. 第
2、4周末分别处死模型组大鼠8只, 正常对照组

2只; 第6周末处死模型组大鼠14只, 正常对照组

4只. 大鼠处死后, 取出肝脏, 一部分经冷生理盐

水灌注冲洗残血后采用液氮快速冷冻并置-80℃
冰箱中保存待测; 另一部分于100 g/L甲醛固定, 
用于免疫组织化学及纤维化组织病理学观察.  
1.2.3 RT-PCR检测lept in与TGF-β1、α-SMA 
m R N A的表达 :  从G e n B a n k查取 l e p t i n与
TGF-β1、α-SMA基因序列, 以Primer5软件设计

引物各一对, leptin: 5'-TGG TCC TAT CTG TCC 
TAT GTT-3', 5'-GGA GGT TCT CGC AGG TTC 
T-3'片段大小286 bp; TGF-β1: 5'-GCT AAT GGT 
GGA CCG CAA C-3', 5'-GCA GTG AGC ACT 
GAA GCG A-3'片段大小340 bp; α-SMA: 5'-CAG 
CGA TAA ACC AAC AAC A-3', 5'-ATA GGG 
ACC TCA GCA CAA A-3'片段大小570 bp; 内参

照GAPDH: 5'-AAC GAC CCC TTC ATT GAC-3', 
5'-TCC ACG ACA TAC TCA GCA C-3'片段大小

191 bp. 上述引物均由上海生工生物技术服务有

限公司合成. 采用TRIzol法提取肝组织总RNA. 
按两步法RT-PCR试剂盒操作说明逆转录cDNA, 
并进行PCR扩增. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 观察扩增条带.  
1.2.4 Western blot检测leptin与TGF-β1、α-SMA
蛋白的表达: 肝组织匀浆, 裂解液裂解后蛋白

定量, 然后通过SDS-PAGE电泳分离, 硝酸纤维

膜转膜后封闭2 h, 分别加入leptin与TGF-β1、
α-S M A和β-a c t i n一抗孵育过夜, 加l e p t i n与
TGF-β1、α-SMA和β-actin二抗孵育1 h后, 化学

发光法显示蛋白条带, 胶片显影、定影.  
1.2.5  免疫组织化学检测l e p t i n与T G F-β1、
α-SMA蛋白的表达: 在高倍镜下, 每张切片随

机观察5个高倍视野, 根据细胞着色深度及阳性

细胞数分别记分为0-3分, 着色深度以多数细胞

呈色程度为准. 凡细胞质或腺腔内黏液着浅棕

色者为1分、棕色者2分、深棕色者为3分、不

着色为0分; 整块切片中阳性细胞占所有细胞

中的比例<30%为1分、30%-70%为2分、>70%
为3分、无细胞着色为0分. 根据上述2项指标的

积分数分为4级, 0分为阴性(-)、2-3分为弱阳性

www.wjgnet.com

■相关报道
Potter et al 发现
分离培养的大鼠
HSC可大量表达
leptin mRNA和蛋
白后, leptin与肝
病的关系开始受
到关注. Leclercq 
et al 发现leptin缺
乏的小鼠因CCl 4

所致的慢性肝脏
损伤不发展为肝
纤维化, 但给小鼠
注射外源性leptin
使其恢复到生理
水平后, 小鼠发生
了纤维化. Honda  
et al 对先天leptin
缺乏小鼠注射肝
毒性药物硫代乙
酰胺 (TAA)后发
现其肝脏组织中
没有Ⅰ型前胶原
的表达, 但经注射
重组小鼠leptin后, 
在肝小叶中出现
了纤维染色, Ⅰ型
前胶原mRNA的
表达增加, 目前普
遍认为, leptin在
肝纤维化的发生
发展中具有一定
的作用.
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(+)、4分为阳性(++)、5-6分为强阳性(+++). 4分
以上为过表达.  同时设定阴性对照.

统计学处理 免疫组织化学资料采用秩变换

方差分析统计和处理. RT-PCR资料采用捷达801
分析软件中的凝胶分析软件对条带进行分析, 
以各样本的平均IA值/各自GAPDH平均IA值来

表示各目的基因的相对表达强度, 从而对各目

的基因表达的强度作半定量分析. P <0.05差异有

显著性. 所有数据由Stata7.0统计软件进行分析.

2  结果

2.1 光镜下肝脏形态学变化 正常对照组所有SD
大鼠肝脏组织小叶结构完整. CCl4注射第2周时, 
所有样本肝小叶小片肝细胞坏死, 炎症细胞浸

润, 有4个样本轻度脂肪变性. CCl4注射第4周时

所有样本肝小叶大片肝细胞坏死, 肝细胞呈明

显的脂肪变性, 胶原纤维由汇管区深入小叶内, 
有2个样本轻度纤维间隔形成. CCl4注射第6周时

肝细胞变性坏死更加严重, 所有样本均有大量

纤维间隔形成.  
2.2 leptin与TGF-β1、α-SMA mRNA的表达 在
正常对照组和各肝纤维化模型组, 均扩增出286 
bp大小的leptin片段, 内参照GAPDH片段大小

为191 bp. leptin mRNA在2、4、6 wk表达逐渐

增强. 经灰度扫描和与内参照比较分析发现, 随
着CCl4注射时间的延长, 肝纤维化程度的加重, 

leptin mRNA的表达逐渐增强, 到第6周时达到

高峰. TGF-β1、α-SMA mRNA在肝组织中的表

达及变化趋势同leptin, 扩增的TGF-β1和α-SMA 
mRNA的片段大小分别为340 bp和570 bp. 上述3
种mRNA的表达在各模型组与正常对照组表达

差异有显著性(P <0.05, 图1).
将RT-P C R半定量结果分析后发现, 随着

CCl4注射时间的延长, 肝纤维化程度的加重, 以
上3种mRNA的表达逐渐增强, leptin与TGF-β1
和α-SMA均有相关性显著性(r  = 0.668, 0.570, 
P <0.05).  
2.3 Western blot检测leptin与TGF-β1、α-SMA蛋

白的表达 leptin蛋白的相对分子质量为16 kDa, 
在正常对照组几乎无表达, 随着CCl4注射时间的

延长, 表达逐渐增强, TGF-β1、α-SMA蛋白的分

子量分别为25 kDa和42 kDa, 表达趋势同leptin
蛋白. 经统计学分析, leptin与TGF-β1、α-SMA
在各组间的表达有显著差异(P <0.05), 在6 wk组
的表达显著高于正常对照组(P <0.05, 图2).
2.4 免疫组织化学检测leptin与TGF-组织化学检测leptin与TGF-检测leptin与TGF-β1、α-SMA
蛋白的表达 所需组织经由100 g/L甲醛固定, 脱
水, 石蜡切片, 脱蜡至水, 自动免疫组织化学染色组织化学染色染色

仪染色, 苏木素复染, 自来水冲洗, 蓝化, 切片经

梯度酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固.
正常肝脏组织leptin有微量表达, α-SMA与

TGF-β1表达弱阳性. CCl4注射2 wk后, α-SMA与

TGF-β1开始表达, leptin表达增多, 主要分布在

中央静脉及窦周细胞; 随着CCl4注射时间的延

长, 以上三者的表达逐渐增强, 主要分布在门静

脉、汇管区等纤维增生区域; 到第6周时, 上述3

1             2              3             4
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TGF-β1
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1             2              3             4B

1             2              3             4C

图  2  Western blot检测各组蛋白的表达. A: leptin; B: 

TGF-β1; C: α-SMA. 1: 正常对照组; 2、3、4: 分别为模型2, 

4, 6 wk组.
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图  1  leptin与TGF-β1、α-SMA mRNA的表达. A: leptin; B: 

TGF-β1; C: α-SMA. 1: DNA Marker; 2: 正常组; 4: 2 wk组; 

6: 4 wk组; 8: 6 wk组; 3、5、7、9: GAPDH.

■创新盘点
根据本研究结果
推 测 ,  各 种 肝 损
伤因素促发HSC
活化并大量表达
leptin, 其后leptin
上 调 T G F - β 1 的
水 平 ,  并 在 其 介
导下进一步诱导
HSC的活化和增
殖 ,  加 速 肝 纤 维
化的进程.
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种蛋白质的表达最强. 三者的表达部位相同.

3  讨论

肝纤维化是各种原因引起的慢性肝损伤所共有

的病理改变, 也是进一步向肝硬化发展的中间

环节. 目前已明确HSC的激活和增殖是肝纤维化

发生、发展的中心环节[5], 许多因素参与了该过

程的发生.  
从本研究结果看, leptin在正常对照组仅微

量表达, 而随着CCl4注射时间的延长, 伴随肝纤

维化程度的加重, leptin的表达逐步增强, 因此肝

组织中leptin的表达水平与肝纤维化进展呈显著

的正相关, 提示leptin可能参与了大鼠肝纤维化

的形成过程, 其表达水平的上调与肝纤维化的

发生和发展有关.  
近来的研究表明, 分离培养的大鼠HSC表

达leptin mRNA和蛋白质[6]; 原代培养的HSC加
入lept in后, HSC的活化标志物α-SMA表达增

强, 同时α1(Ⅰ)型前胶原的表达增加. 本结果表

明, 正常肝组织α-SMA、Leptin微量表达, 而随

着CCl4注射时间的延长, 肝纤维化程度的加重, 
α-SMA、leptin的表达均逐步增强, 至6 wk时达

到高峰. 统计学结果表明, leptin与α-SMA在肝组

织中的表达均同步增加, 两者呈显著动态相关.  
提示leptin可能与HSC的活化有关.  

TGF-β1是公认的HSC活化最强烈的刺激

因子[7-8], HSC的活化及表型转化与TGF-β1密切

相关. 用TGF-β1刺激, 能促进静态HSC向成纤

维细胞转化, 并促使HSC合成大量ECM. 本实验

结果也证实, 在大鼠纤维化肝组织中, TGF-β1
的表达较对照组明显增加, 随着CCl4注射时间

的延长, 表达逐渐增强. Ikejima et al [9]的研究发

现, leptin功能性受体ob-Rb主要分布于窦内皮细

胞、Kupffer细胞上, 而体外分离的HSC尚未发

现有ob-Rb mRNA的表达, 因此认为leptin直接影

响HSC活化的可能性较小. 在随后的研究中还发 
现[7-10], leptin通过激活STAT、AP-1、ET-1等信

号通路, 增加窦内皮细胞的TGF-β1 mRNA的表

达. 本研究相关性分析表明, 随着肝纤维化程度

的加重, TGF-β1与lept in的表达呈显著正相关, 
结合本实验研究结果, 我们推测, 各种肝损伤因

素促发HSC活化并大量表达leptin, 其后leptin
上调TGF-β1的水平, 并在其介导下进一步诱导

HSC的活化和增殖, 加速肝纤维化的进程. 所以

抑制leptin的表达, 有望能抑制HSC的活化, 从而

减轻肝纤维化.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of interferon-
alpha (IFN-α) on the expression of Smad 
7 and PDGF-B in fibrotic pancreas in rats 
with diethyldithiocarbamate (DDC)-induced 
pancreatic fibrosis.

METHODS: Three hundreds and twelve female 
Wistar rats were randomly divided into three 
groups: normal control group, model control 
group and IFN-α treatment group. Rats in the 
model control group and IFN-α treatment group 
were given repeated intraperitoneal injections of 
DDC to induce pancreatic fibrosis. Meanwhile, 

a subcutaneous injection of IFN-α was given 
to rats in the IFN-α treatment. The rats in the 
model control group were sacrificed at weeks 0, 
1, 2, 4, 6 and 8 after initial induction with DDC, 
respectively, to take samples, while those in the 
IFN-α treatment group were sacrificed at week 
6. The expression of Smad 7 and PDGF-B in fi-
brotic pancreas were detected by immunohisto-
chemistry. 

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the expression of Smad7 in the model 
control group began to decrease from week 3 
(34.22 ± 7.60 vs 53.46 ± 30.45, P < 0.01) and was 
kept at low level from weeks 3 to 8, while the ex-
pression of PDGF-B in the model control group 
was high at the beginning (P < 0.01), gradu-
ally increased from weeks 3 to 7, and began to 
decrease from week 8. The expression level of 
Smad 7 at week 6 in the IFN-α treatment group 
was significantly higher than that in the model 
control group (47.22 ± 17.26 vs 15.27 ± 9.65, P < 
0.01). In contrast, the expression level of PDGF-B 
at week 6 in the IFN-α treatment group was sig-
nificantly lower than that in the model control 
group (29.13 ± 11.06 vs 57.63 ± 40.66, P < 0.01). 

CONCLUSION: IFN-α is able to inhibit the ex-
pression of PDGF-B but promote the expression 
of Smad 7 in fibrotic pancreas in rats. 

Key Words: Pancreas; Fibrosis; Interferon-alpha; 
Platelet-derived growth factor-B; Smad 7

Bai YT, Chen SF, Zheng H, Huang Q. Effects of interferon-
alpha on the expression of Smad7 and PDGF-B in fibrotic 
pancreas in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(21): 2131-2136

摘要
目的: 观察Smad7和PDGF-B在纤维化胰腺组
织中的表达及应用干扰素-α(IFN-α)对二者表
达的影响.

方法: 312只雌性Wistar大鼠, 随机分成对照

www.wjgnet.com
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■背景资料
近年来慢性胰腺
炎发病率明显增
高, 长期慢性发展
可导致胰腺内外
分泌功能不全, 为
患者带来极大的
痛苦, 探讨如何抑
制慢性胰腺炎患
者胰腺组织纤维
化, 成为广大学者
研究的对象.
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组、纤维化组和干扰素组. 每周向纤维化组和
干扰素组大鼠腹腔内注射2次二乙基二硫代氨
基甲酸盐(diethyldithiocarbamate, DDC)造模; 
干扰素组于造模同时每天皮下注射IFN-α 10
万单位. 纤维化组分别于0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 wk
末取材, 干扰素组于6 wk末取材, 应用免疫
组织化学法测定纤维化胰腺组织中Smad7、
PDGF-B的表达. 

结果: 与对照组相比, Smad7表达于纤维化第
3周开始减少(34.22±7.60 vs  53.46±30.45, 
P <0.01), 3-8 wk末呈低表达. PDGF-B表达从
纤维化开始即呈高表达(均P <0.01), 随时间
的延长, PDGF-B表达逐渐增加, 造模8 wk末, 
PDGF-B下降. 干扰素组6 wk末Smad7的表达
较同期纤维化组增加(47.22±17.26 vs  15.27±
9.65, P <0.01); PDGF-B表达明显减少(29.13±
11.06 vs  57.63±40.66, P <0.01), 其表达同纤维
化组3 wk末.

结论: 干扰素的应用可以降低PDGF-B的表
达, 增高Smad7的表达.

关键词: 胰腺; 纤维化; 干扰素-α; 血小板源性生长

因子-B; Smad7
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0  引言

近年来慢性胰腺炎发病率日益增高[1]. 其主要

病理学改变为胰腺纤维化 ,  探讨纤维化胰腺

组织的分子学改变为抑制其发生、发展提供

可能. 研究发现[2-3]: 胰腺星状细胞通过激活、

转化, 促进细胞外基质的形成, 进而导致胰腺

纤维化. 血小板源性生长因子(platelet-derived 
g rowth fac to r-B, PDGF-B)和转化生长因子

-β1(transforming growth factor-beta1, TGF-β1)
在此过程中起最重要作用. Smad基因家族成员

是TGF在细胞内的信号转导分子. 本实验研究

PDGF-B、Smad7在胰腺纤维化过程中的表达以

及干扰素干预对PDGF-B、Smad7表达的影响, 
为应用干扰素治疗胰腺纤维化提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠312只, 均购自北京维通

利华实验动物公司, 清洁级, 体质量200-250 g. 
IFN-α为哈药集团生物工程有限公司生产, 批号: 
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20060101. 兔抗人Smad7多克隆抗体、兔抗大鼠

PDGF-B均购自北京博奥森生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及取材: 应用随机数字法将Wistar大鼠

分为对照组(n  = 147)、纤维化组(n = 147)及干

扰素组(n = 18). 向纤维化组及干扰素组大鼠ip 
DDC(浓度为150 g/L)1000 mg/kg, 每周2次. 同时, 
对照组注射等量生理盐水. 并向干扰素组每天皮

下注射IFN-α 10万单位, 其他2组皮下注射等量

生理盐水, 纤维化组分别于0、1、2、3、4、6、
8 wk末取材, 干扰素组于6 wk末取材. 
1.2.2 Smad7、PDGF-B检测: 选取每只大鼠胰腺

组织的5个不同部位100 g/L甲醛溶液中固定, 过
夜, 石蜡包埋制作切片, 常规HE染色; 免疫组织

化学按SP试剂盒说明书进行, DAB显色, 苏木素

复染, 中性树胶封片. 以染为淡黄色、黄色、棕

黄色、棕褐色为阳性, 每张切片随机选取10个
无重叠400倍高倍视野, 应用我院NIS-Elements 
F2.30图像采集软件进行图像采集, NIS-Elements 
BR3.0图像分析软件计算积分吸光度值(IA ).

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 应
用SPSS17.0软件进行方差分析, P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 Smad7的表达 Smad7表达在对照组各组间无

显著性差异; 纤维化组与对照组比较, 0、1、2 
wk末间无明显差异, 于造模第3 wk开始表达减

少(P <0.01), 3-8 wk末呈低表达, 组间无显著性差末呈低表达, 组间无显著性差呈低表达, 组间无显著性差

异. 干扰素组6 wk末表达较同期纤维化组增加, 
差异显著(P <0.01), 但较对照组减少, 差异显著

(P <0.05, 表1, 图1-2)., 表1, 图1-2).表1, 图1-2).
2.2 PDGF-B的表达 PDGF-B表达在对照组各组

间无显著性差异; 纤维化组与对照组比较, 从第

1周即呈高表达(P <0.05), 1 wk组与2 wk组比较, 
其表达无显著性差异, 后随时间延长, 表达逐渐

增加, 组间差异显著(P <0.01). 8 wk末PDGF-B下
降, 表达同纤维化组3 wk末. 干扰素组6 wk末表

达较同期纤维化组减少, 差异显著(P <0.01), 仍
较对照组显著增加(P <0.01, 表2, 图1, 3).

3  讨论

胰腺纤维化主要是通过激活胰腺星状细胞, 促
进细胞外基质形成所致. 研究发现胰腺星状细

胞位于腺细胞间, 围绕于相邻腺细胞的基底部, 
占胰腺细胞总数的3.99%[4]. TGF-β1、PDGF在

www.wjgnet.com

■研发前沿
Smad7、PDGF被
认为在胰腺纤维
化过程中起到重
要的信号转导作
用. 能否通过改变
二者在纤维化胰
腺组织中的表达
来抑制胰腺纤维
化成为目前研究
的焦点.
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胰腺纤维化的过程中起最重要作用. T G F-β1
主要通过TGF-β1/Smad途径发挥生物学效应: 
TGF-β首先与细胞膜上的TGF-β受体Ⅱ结合, 形
成信号受体复合物, 再与TGF-β受体Ⅰ结合, 并
激活TGF-β受体Ⅰ, 对Smad2、Smad3进行磷酸

化, 后者与Smad4形成复合物, 转移至细胞核中, 
发挥转录调控作用[5-7]. Smad蛋白可分为3类: (1)
受体激活的Smads; (2)共同介体性Smads; (3)抑
制性Smads[8]. Smad7被认为是TGF-β1家族受体

激酶的关键作用底物[9-10], TGF-β1信号转导途

径中抑制性调节蛋白[11-12]. 目前已知的Smad7
抑制作用主要存在以下几种机制: (1)S m a d7
与T G F-β受体Ⅰ结合 ,  竞争性抑制S m a d2、
Smad3磷酸化, 对基因转录调控起负性调节作

用; (2)Smad7直接与活化的TGF-β1结合, 从而

减少细胞膜上TGF-β1的数量, 与细胞内各转录

因子组氨酸去乙酰基酶结合, 影响转录因子的

乙酰化, 抑制TGF-β的信号转导; (3)Smad7募集

Smad泛素化调节因子(Smurf)至TGF-β受体, 促
进TGF-β受体降解, 从而发挥负调控作用[13-16]. 
2008年杨小艳 et al [17]采用基因重组技术构建大

鼠Smad7真核表达质粒模型, 探讨Smad7在肝星

状细胞中的表达, 进一步证实了Smad7参与了

TGF-β/Smad信号转导. 同年, 于鸿 et al [18]通过

转染Smad7基因, 发现大鼠肾小球系膜细胞中

Ⅰ、Ⅲ型胶原表达明显降低, 得出结论: Smad7
可以起到减轻肾纤维化的作用. 由此, 如何通过

上调Smad7的表达来抑制组织纤维化已为越来

越多的学者所关注. 研究证实干扰素-α不仅可

以通过依赖或非依赖于P53的途径, 抑制细胞 周期进程, 促进细胞凋亡, 还可以干预T淋巴细

表  1  各组胰腺组织中Smad7的表达 (IA , mean±SD)

     
分组                  0 wk组               1 wk组               2 wk组                 3 wk组               4 wk组               6 wk组                8 wk组

对照组       52.13±29.89   50.12±29.11   51.35±42.15   53.46±30.45  60.12±29.56   56.47±27.32   55.89±30.22

纤维化组   53.88±30.13   52.48±10.04   50.45±9.68     34.22±7.60b   28.11±5.73b    15.27±9.65b    19.72±11.74b

干扰素组             -                      -                      -                      -                      -             47.22±17.26ad          -

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  纤维化组.

图  1  各组胰腺组织(HE×200). A: 正常组; B: 纤维化组(8 

wk末); C: 干扰素组(6 wk末).

A

B

C

表  2  各组胰腺组织中PDGF-B的表达 (IA , mean±SD)

     
分组                  0 wk组            1 wk组                2 wk组               3 wk组               4 wk组               6 wk组                 8 wk组

对照组       1.87±2.23     1.96±3.01        1.76±2.85      2.01±2.36      1.99±2.31        2.06±2.89         2.01±1.79

纤维化组   1.89±2.58   17.82±10.44b   14.90±4.61b   28.31±6.36b   42.39±20.32b   57.63±40.66b    30.89±16.87b

干扰素组           -                    -                       -                      -                     -              29.13±11.06bd            -

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  纤维化组.

■创新盘点
本文旨在研究胰
腺 组 织 纤 维 化
过程中Smad7、
P D G F - B 表达的
变化趋势, 及干扰
素-α的应用对二
者表达的影响.
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胞的功能, 调节促炎和抗炎细胞因子的合成与

分泌[19-20]. 目前为止, 干扰素应用于抗纤维化的

研究已遍布在多个领域, 包括肝脏、心血管、

肾脏等. 早在2002年张惠芸 et al [21]对116例慢性

乙型肝炎患者进行了临床研究, 证实IFN-α可

以减少血清透明质酸、层粘连蛋白、Ⅳ型胶原

的表达, 进而抑制纤维组织的形成与沉积. 2006

年, 饶慧瑛 et al [22]经研究发现IFN-β能通过上调

Smad7的蛋白表达, 抑制肝星状细胞的激活, 发
挥抗肝纤维化的作用. 2007年Weng et al [23]对慢

性HBV感染患者进行了随机、开放、多中心试

验, 发现经IFN-γ治疗9 mo后, 可有效抑制肝组织

纤维化, 减少α-SMA阳性肝星状细胞的数量. 同
年, 车雷 et al [24]通过体外培养大鼠肝星状细胞, 
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图  2  胰腺组织中PDGF-B的表达(DAB染色×400). A: 正常组; B: 纤维化组(6 wk末); C: 纤维化组(8 wk末); D: 干扰素组(6 wk末).

A B

C D

图  3  胰腺组织中Smad7的表达(DAB染色×400). A: 正常组 B: 纤维化组(4 wk末); C: 纤维化组(8 wk末); D: 干扰素组(6 wk末).

A B

C D

■应用要点
Smad7、PDGF-B
已被证实在胰腺
纤维化过程中起
重要作用, 而本研
究发现干扰素-α
可以改变Smad7、
PDGF在纤维化胰
腺组织中的表达, 
为临床上应用干
扰素-α抗胰腺纤
维化提供重要的
理论依据.
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采用流式细胞仪研究IFN-α对活化的大鼠肝星

状细胞凋亡的影响, 结果显示: 肝星状细胞的早

期凋亡率随干扰素浓度的增加而提高, 进一步

证明了肝星状细胞早期凋亡可能与干扰素抗纤

维化相关. 2008年姜琳 et al [25]研究发现IFN-γ可
以通过上调肾小球系膜细胞Smad7而减少Ⅳ型

胶的表达, 从而抑制肾小球硬化. Hamzavi et al [26]

应用IFN-γ干扰大鼠Smad7基因表达, 发现可以

减轻大鼠肝损伤及肝纤维化. 认为IFN-γ主要通

过STAT-1信号途径诱导Smad7启动因子及蛋白

表达, 进而起到抗肝脏细胞纤维化作用. 以上实

验均证明了干扰素的应用可能对组织纤维化起

到抑制作用. 从而引起了应用干扰素抑制胰腺

纤维化的思考.
血小板源生长因子(platelet-derived growth 

fac tor, PDGF)是从血小板中分离出的一种重

要的促有丝分裂因子, 具有刺激特定细胞群分

裂增殖的能力 ,  对胰腺星状细胞的活化、增

殖、合成胶原及细胞外基质均有明显作用[27-28]. 
PDGF在生理状态下主要储存在血小板的α颗粒

中, 体内多种血细胞、组织细胞和某些肿瘤细

胞等均可产生和分泌PDGF. 经典的PDGF由A链

和B链通过二硫键形成二聚体(PDGF-AA, PDGF-
AB, PDGF-BB), 近来发现PDGF还存在C链和D
链, 同样形成二聚体(PDGF-CC, PDGF-DD)[29]. 
PDGF在细胞内与受体结合后, 激活细胞内酪氨

酸蛋白激酶, PDGF受体发生自动磷酸化, 与受

体位点上的磷酸化酪因同源区2(Src-SH2)或酪

氨酸磷酸区域进行结合. 结合于已激活的PDGF
受体分子经过一系列磷酸化反应, 可活化核膜

上的丝氨酸或苏氨酸残基激酶, 再作用于核内

蛋白转录因子, 经信号传递使DNA的一些活性

转录区参与基因表达调控, 或增加拓扑异构酶

活力, 改变RNA含量, 使细胞生长、分裂[30]. 此
外, PDGF对星状细胞具有明显的趋化作用, 可
以使活化的星状细胞向受损的部位游走, 加重

了受损部位胰腺的纤维化, 而位于胰腺微血管

周围激活的胰腺星状细胞具有缩血管效应, 使
胰腺微血管灌注不足, 导致微血管缺血从而加

重胰腺纤维化和胰腺实质萎缩[31-32]. 2003年吴

强 et al [33]应用免疫组织化学法检测大鼠肝纤维

化组织中PDGF的表达, 发现其明显增强. 桂乐 
et al [34]通过原位杂交法发现干扰素的应用可使

动脉粥样硬化的家兔PDGF-β的表达显著减少, 
并得出结论: PDGF-β可能是促使血管平滑肌细

胞增生、动脉粥样硬化进展的主要原因. 而应

用干扰素可以下调PDGF-β mRNA, 从而抑制动

脉粥样硬化的形成与发展. 2009年Olson et al [35]

认为增加PDGFR-α活性可使结缔组织变异, 促
使组织纤维化的形成. 本研究发现PDGF-B表达

于纤维化组6 wk末达高峰, 8 wk末下降, 考虑与

纤维化晚期, 即使纤维组织增生, 但炎症细胞减

少, 使PDGF-B表达减少相关. 于是, 本实验选择

干扰素组于6 wk末取材, 避免因炎症细胞减少所

致的PDGF-B表达下降而影响对应用干扰素后

PDGF-B表达的观察.
本实验结果可见: 干扰素组6 wk末Smad7表

达较同期纤维化组增加, 差异显著, 而较对照组

减少. PDGF表达较同期纤维化组减少, 而较对

照组显著增加.
总之, IFN-α的应用可以提高Smad7的表达

并且降低PDGF-B的表达. 但对于诱导胰腺纤维

化时间较长组, 即纤维化较严重组, 干扰素的应

用仅能起到部分作用, 而不能完全逆转Smad7及
PDGF-B的表达. 因此我们主张早期应用干扰素, 
方能起到较好的效果.
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本研究选题尚可, 
设计合理, 内容重
要, 具有较好的理
论意义.
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Abstract
AIM: To examine the effect of intervention 
targeting the G-act in binding domain of 
N-WASP on the invasion and metastasis of colon 

cancer cells.

METHODS: Recombinant expression vector en-
coding the V motif of N-WASP was designed, 
constructed and transfected into human colon 
cancer cells (LoVo) to obtain stably expressed 
cell strain. Transwell assay was used to exam-
ine the change in the invasive ability of LoVo 
cells. Capture-ELISA assay was used to measure 
transferrin (Tfn) internalization, a hallmark of 
cell endocytosis. Furthermore, a mouse model of 
metastatic colon cancer was generated by injec-
tion of LoVo cells into the spleen of mice to ob-
serve liver metastasis.

RESULTS: The recombinant plasmid was suc-
cessfully constructed and transfected into LoVo 
cells. Cells transfected with the recombinant 
plasmid showed a low invasive ability when 
compared with untransfected cells or cells 
transfected with empty plasmid. The number of 
recombinant plasmid-transfected cells passing 
through the Transwell membrane were signifi-
cantly lower than those of untransfected cells 
or cells transfected with empty plasmid (42.15 
± 7.35 vs 85.25 ± 6.16 and 84.35 ± 7.99, both P < 
0.05). Capture-ELISA assay showed that inter-
nalization of transferrin in cells transfected with 
recombinant plasmid was attenuated dramati-
cally when compared to control cells. Animal 
experiments showed that the number of mice 
developing liver metastasis in mice injected with 
recombinant plasmid-transfected cells was sig-
nificantly lower than that in mice injected with 
untransfected or empty plasmid-transfected cells 
(2/12 vs 10/12 and 10/12).

CONCLUSION: Interference targeting the G-ac-
tin binding domain of N-WASP is able to inhibit 
the invasion and metastasis of colon caner cells.

Key Words: N-WASP; Colorectal cancer; Metastasis; 
G-actin; Transwell assay
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■背景资料
N -WASP与ARP 
2/3复合物聚集并
活化ARP2/3复合
物 ,  导 致 皮 层 肌
动蛋白组装和分
支结构的快速形
成 ,  从 而 驱 动 了
细胞运动的发生. 
本实验采用基因
克隆方法构建重
组 质 粒 ,  靶 向 干
预大肠癌细胞的
N -WASP的功能
区, 观察大肠癌细
胞的侵袭转移能
力的改变.
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摘要
目的: 探讨干扰N-WASP功能区对大肠癌细胞
侵袭转移能力的影响. 

方法: 采用基因克隆方法构建包含N-WASP功
能区V片段的重组质粒, 转染大肠癌株LoVo. 
采用Transwell穿膜实验观察大肠癌细胞侵袭
能力的变化; 应用Capture-ELISA方法检测大
肠癌细胞内吞生物素标记的转铁蛋白(Tfn)的
能力改变. 脾内注射制备大肠癌肝转移裸鼠
模型, 在体内进一步观察大肠癌细胞转移能
力改变.

结果: 成功构建了含有N-WASP的V结构区域
的重组质粒, 并转染大肠癌株LoVo获得稳定
表达. 实验组表达V片段的大肠癌细胞穿膜的
细胞数为42.15±7.35, 而对照表达空载体的大
肠癌细胞穿膜细胞数为85.25±6.16, 未转染的
大肠癌细胞穿膜细胞数为84.35±7.99, 与实验
组相比具有显著差异(P <0.05). 表达V片段的
大肠癌细胞内吞转铁蛋白的数量较对照组明
显减少, 内吞作用能力减弱. 动物实验显示表
达V片段的大肠癌细胞肝转移发生数为2/12, 
较对照组(10/12)和未转染组(10/12)明显减少.

结论: 靶向干预N-WASP与微丝蛋白结合的功
能区域的新方法能够抑制人大肠癌细胞的侵
袭和转移能力.

关键词: N-WASP; 大肠癌; 转移; 肌动蛋白单体; 
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0  引言

大肠癌在恶性肿瘤致死原因中位居第4位, 肿瘤

细胞的侵袭及转移是大肠癌患者主要的死亡原

因. 研究发现, 肿瘤细胞侵袭转移与癌细胞的迁

移、内吞作用及伪足形成等细胞运动性密切相

关. 研究发现, 肌动蛋白骨架是细胞产生运动性

的重要介质[1], 肌动蛋白的装配依靠蛋白复合

物-ARP2/3复合物的催化作用[2]. 内源性ARP2/3
复合体的激活依靠Neural-WASP(N-WASP)[3]的

激活作用. N-WASP蛋白质分子V区域是与肌动

蛋白单体(G-actin)结合的部位, C与A区域是与
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ARP2/3复合物结合的部位, 只有完整的VCA结

构同时结合G-actin和ARP2/3复合物, 才能发挥

N-WASP的促进ARP2/3介导的肌动蛋白聚合作

用[4]. 因此, 我们设想将N-WASP的V片段或CA
片段单独在癌细胞内高表达, 以此来靶向干扰

N-WASP与actin和ARP2/3的结合, 抑制癌细胞的

肌动蛋白的装配, 以此带来细胞运动性及侵袭

转移能力的减弱. 本研究设计和构建了N-WASP 
V片段重组DNA, 转染大肠癌细胞, 观察了癌细

胞运动性及侵袭转移能力的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌细胞株LoVo购自中国科学院

上海细胞所, 以含100 mL/L胎牛血清的RPM I 
1640培养基(Gibco公司)在37℃, 50 mL/L CO2培

养箱中常规培养, 对数生长期细胞用于后续实

验. 大肠杆菌DH5α由南通大学医学院微生物与

免疫实验室惠赠, 载体pEGFP-N2来自CloneTec
公司, 含有N-WASP全长基因的质粒由马里兰

大学癌症中心惠赠. Taq DNA聚合酶、dNTP、
Eco RⅠ和XhoⅠ限制性内切酶、T4连接酶、

Lipofectamine2000(Invitrogen公司), 胰蛋白酶

(Amresco公司), Transwell chamber(Corning公
司). 其余试剂均为国产分析纯. 质粒提取试剂盒

为Axygen公司产品, 琼脂糖凝胶回收试剂盒为

Watson公司产品. BALB/C裸小鼠36只, 周龄4-6 
wk, ♀, 体质量18-20 g, 饲养于SPF环境下, 来自

中国科学院上海实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 重组表达质粒的构建: 参考GenBank中人

N-WASP的V区域序列设计引物, 序列中包含

了Eco RⅠ和XhoⅠ的酶切位点序列: 上游引物: 
5'-CCG CTC GAG ATG AAC AAA GCA GCT 
TTT A-3'下游引物: 5'-CGG AAT TCC ACA GAT 
TTT AGT TGG ATA CCC-3'. PCR条件: 10×
Buffer 5 µL, dNTP 1 µL, 上、下游引物各1 µL, 
Taq DNA聚合酶2.5 U, 质粒模板10 µL, 余用dd-
H2O补足50 µL. 反应条件: 94℃ 5 min, 94℃ 1 
min, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共30个循环, 72℃ 7 
min. 产物进行凝胶电泳. 胶回收, DNA片段酶切, 
质粒连接. 酶切鉴定和DNA测序. 
1.2.2 大肠癌细胞质粒转染及稳定株筛选: 大肠

癌细胞接种于六孔板. 用50 µL Opti-MEMI培养

基稀释1 µg质粒DNA, 每孔用50 µL Opti-MEMI
培养基稀释4 µL Lipofectamine2000试剂, 5 min
后同稀释的DNA混合. 混合稀释的DNA和稀释

www.wjgnet.com

■研发前沿
N -WASP参与了
肌动蛋白的装配
过程, 促进细胞运
动性的改变, 这在
乳腺、神经等组
织器官的肿瘤细
胞中的表达均有
报道, 但与大肠癌
的关系尚未报道.
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的Lipofectamine2000室温保存20 min. 在加入复

合物前移去生长培养基, 替换为1.9 mL无血清

RPMI 1640培养基, 将复合物加入到每个孔中, 
摇动培养板, 轻轻混匀. 在37℃、50 mL/L的CO2

中培养6 h后换为完全培养基继续培养, 次日显

微镜下观察绿色荧光表达, 并加入G418筛选, 获
得稳定表达细胞.  
1.2.3 Transwel l侵袭实验: 转染48 h后细胞用

2.5 g/L的胰酶消化, 调整细胞密度于1×109/L. 
37℃、50 m L/L C O2, 细胞悬液100 µL加入

Transwell小室, 24孔板下室加入600 µL完全培养

基, 培养24 h. 100 g/L甲醛固定细胞30 s, 结晶紫

溶液细胞染色. 倒置显微镜下计数移到膜下层的

细胞, 每张膜分别计数8个随机视野的穿膜细胞, 
计算平均数. 每组细胞行4次Transwell侵袭实验.
1.2.4 Capture-ELISA检测细胞内吞作用: 上述3
种细胞置37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养, 30 
min后加入b io-Tfn, 浓度为10 mg/L, 冰上培养

30 min后, 37℃开始内吞5 min, 冰上终止细胞内

吞. 96孔ELISA板, 每孔加入100 µL抗TFN抗体(2 
mg/L), 4℃孵育过夜. 细胞裂解物, 每孔100 µL, 
4℃孵育12 h, HRP-Streptavidin(1∶5000稀释)100 
µL, 37℃孵育1 h. TMB底物溶液0.1 mL, 37℃, 
10-30 min. 2 mol/L硫酸0.05 mL终止反应, 450 
nm处测吸光度值. 
1.2.5 结肠癌肝转移动物模型的建立: 选用生长

状况良好的细胞, 消化, 洗涤, D-Hanks液悬浮, 
血细胞计数板计数, 台盼兰染色观察细胞活力. 
实验36只裸小鼠随机分为3组, 每组12只, 分别

向脾脏注入1×1010/L细胞(3种不同细胞分别为

V片段表达质粒转染细胞、空载体转染细胞、

未转染细胞). 实验动物饲养于SPF环境下, 常规

喂养给水, 12 h照明. 选用乙醚吸入麻醉, 左上腹

切口, 长约0.5-1.0 cm, 进腹暴露脾脏后, 用5号针

头将上述3组结肠癌细胞缓慢注入裸鼠脾脏, 每
只裸鼠注射细胞悬液0.2 mL, 注射时间约3 min, 
术毕, 关腹, 整个操作过程遵循无菌操作原则. 麻
醉清醒后常规饲养. 接种8 wk后颈椎脱臼法处死

动物, 观察癌细胞局部生长和肝转移情况.
统计学处理 采用多个均数的比较的F检验

对数据进行分析, P <0.05表示有统计学意义.

2  结果

2.1 PCR扩增目的片段V的鉴定 V片段凝胶电泳

在约108 bp处有清晰明亮的特异条带, 与预期结

果一致(图1). 
2.2 重组质粒双酶切结果的鉴定 V重组质粒双酶

切鉴定行凝胶电泳在大约2000 bp和108 bp处各

有一明亮清晰特异条带(图2), 表明目的片段V已

经准确连入表达载体的Eco RⅠ和XhoⅠ酶切位

点之间, 成功构建重组真核表达质粒pEGFP-V. 
经过DNA测序, 插入片段DNA序列正确.

■相关报道
有研究表明 ,  N - 
W A S P 在 头 颈
部、乳腺、胃、

神经等组织肿瘤
细胞中均有表达.

Marker

100 bp

图  1  目的片段PCR产物
的鉴定.

Marker

100 bp

2000 bp

图   2   重 组
质 粒 的 酶 切
鉴定.

图  3  表达EGFP-V的大肠癌细胞. A: 大肠癌细胞相差显微

镜下形态; B: 表达EGFP-V的大肠癌细胞.

A

B

WASP-V/EGFP-N2
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2.3 转染细胞的荧光显微镜观察 显微镜下观察

视野下绿色荧光表达, 结合同视野光镜下细胞

形态比较(图3), 可见细胞质内的绿色荧光表达, 
转染成功.
2.4 Transwell侵袭实验 3种细胞经Transwell小室

培养模型培养后穿膜细胞进行计数显示V组癌

细胞穿膜能力较其他2组明显减少(图4), 差异有

统计学意义(P <0.05); 而空质粒组与未转染组间

细胞穿膜能力无明显差异, 差异无统计学意义

(P >0.05, 表1).表1).).
2.5 Capture-ELISA法检测大肠癌细胞内吞作用

的变化 空质粒组与未转染组内吞转铁蛋白的数

量相当; V质粒组与空质粒组和未转染组相比较

内吞量明显减少(P <0.05, 图5).
2.6 动物实验 对照组(包括空载体转染癌细胞和

未转染癌细胞)部分裸鼠有腹腔其他部位转移

灶, 实验组未见腹腔其他部位转移. 大体标本观

察空载体转染癌细胞和未转染癌细胞组的12只
裸鼠分别各有10只发生肝转移, 实验组的12只
裸鼠仅有2只发生肝转移.

3  讨论

大肠癌是临床常见的肿瘤类型. 在恶性肿瘤致

死原因中位居第4位. 肿瘤细胞的侵袭及转移是

大肠癌患者死亡的主要原因. 寻找对抗肿瘤转

移的策略一直是临床及基础研究的热点. 
肿瘤细胞的转移包括从原发病灶脱落并

侵入脉管、在新的器官定植、转移灶形成新

生血管并持续增殖等复杂过程[5], 概括起来就

是黏附、降解、移动和血管形成等[6], 这一系

列的过程都离不开细胞的运动. 通过对体外培

养细胞的研究, 人们了解到细胞的运动与细胞

皮层(cor tex)微丝肌动蛋白的动态组装有着直

接关系. 肌动蛋白的装配首先是肌动蛋白单体

(G-actin)聚合成肌动蛋白丝(F-actin)的过程, 这
一过程需要ARP2/3复合物介导的催化作用[3]. 在
细胞内, ARP2/3复合物一般处于失活或低活性

状态. ARP2/3复合物的激活需要一种重要分子

N-WASP的参与. N-WASP与ARP2/3复合物聚集

并活化ARP2/3复合物, 进一步激活了微丝肌动

蛋白聚合过程, 导致皮质肌动蛋白组装和分支快

速形成[7], 从而迅速驱动了细胞运动的发生. 由此

可见, 在肌动蛋白聚合的过程中, N-WASP发挥了

重要的作用, 直接影响了细胞运动的发生.
WA S P家族是目前了解较多的一种肌动

蛋白核化促进因子, 在体外实验中他能和肌动

蛋白单体和A R P2/3复合物结合, 促进肌动蛋

白微丝生长[8]. WASP家族主要包括WASP[9]和

Neural-WASP(N-WASP),在胃肠道组织中主要

是N-WASP表达. N-WASP蛋白的羧基端由同源

区域(V), 中央区域(C)和酸性区域(A)3个部分组 

■应用要点
干 扰 癌 细 胞 内
N -WASP参与的
ARP2/3复合物介
导的肌动蛋白聚
合作用可能是一
条对抗大肠癌转
移的新的途径.

表  1  Transwell小室细胞穿膜细胞计数

     
分组		  视野数	     穿膜细胞数(mean±SD) 

V片段组		   8×4	             42.15±7.35

空质粒组		   8×4	             85.25±6.16

未转染组		   8×4	             84.35±7.99

图  4  Transwell小室观察癌细胞侵袭能力的改变. A: V质粒组; B: 空质粒组; C: 未转染组. A与B、C比较: 穿膜细胞数明显减

少, 差异有统计学意义; B与C细胞穿膜情况比较无明显差异.

A B C

图  5  癌细胞内吞能力的比较.
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成[10]. 其中的V区域是N-WASP与肌动蛋白单

体结合的部位, C与A区域是与ARP2/3复合物

结合的部位. 而只有完整的VCA区域同时结合

G-actin和ARP2/3才能发挥促进ARP2/3介导的肌

动蛋白的聚合作用. 研究发现N-WASP装配速度

约是WASP的4倍[11], 这可能与N-WASP有2个V
同源区有关, 同时也说明V同源区是细胞信号级

联诱导肌动蛋白聚合的关键区域[12]. 
根据以上作用特点, 我们试图通过靶向抑

制N-WASP蛋白结构功能区中与G-actin相结合

的区域, 来抑制N-WASP促进ARP2/3的激活和

由此介导的肌动蛋白的装配, 期望削弱肿瘤细

胞的侵袭转移等运动, 最终达到抑制瘤细胞转

移侵袭的目的. 在本研究中, 我们设计了结构中

仅含有N-WASP的V区域而没有CA区域的干扰

性分子, 并构建重组的表达质粒, 转导进入大肠

癌细胞, 用以干扰N-WASP促进ARP2/3介导的微

丝聚合作用. 实验通过PCR获得目的片段, 将其

和荧光表达载体pEGFP-N2分别以Eco RⅠ和Xho
Ⅰ为酶切位点双酶切后连接, 获得重组质粒. 该
质粒通过脂质体介导入大肠癌细胞LoVo. 借助

载体自带的绿色荧光在显微镜下观察转染成功. 
Transwell侵袭实验表明, 与对照组和未转染组比

较, 表达V片段的大肠癌细胞的侵袭力明显下降; 
Capture-ELISA法显示表达V片段的大肠癌细胞

的内吞量较对照组和未转染组明显减少. 研究

结果显示, 细胞内表达N-WASP的V片段作为拮

抗分子, 能够干扰N-WASP结合ARP2/3而促进肌

动蛋白装配的功能, 并带来癌细胞的运动性的改

变, 最终导致癌细胞侵袭转移能力的抑制. 通过

动物实验, 我们发现表达V片段的大肠癌细胞的

肝转移数目相比空质粒组和未转染组明显减少. 
本研究作为一个初步实验, 显示了N-WASP

功能在大肠癌细胞运动和癌细胞的侵袭转移能

力方面的重要性. 干扰癌细胞内N-WASP参与的

ARP2/3复合物介导的肌动蛋白聚合作用可能是

一条对抗大肠癌转移的新的途径. 我们的后续

研究将在体外合成干扰性小分子肽, 进一步验

证对大肠癌侵袭转移的抑制性作用.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of c-Jun-N-terminal 
kinase (JNK) signaling pathway on the migration 
and invasion of human colon cancer cells (LoVo) 
stimulated with fibronectin and explore possible 
mechanisms underlying such effects.

METHODS: LoVo cells were cultured in serum-
free medium for 24 hours and then divided into 
normal control group (no fibronectin treatment), 
fibronectin treatment group (a 24-hour treatment 
with fibronectin at concentrations of 10, 20 and 
40 mg/L, respectively), and SP600125 treatment 
group (a 24-hour treatment with 40 mg/L of fi-
bronectin and SP600125 at concentrations of 20 
and 40 µmol/L, respectively). The in vitro migra-
tion and invasion of LoVo cells were measured 
by Boyden chamber assay. The phosphorylation 
levels of JNK and matrix metalloproteinase-9 
(MMP-9) were detected by Western blot.

RESULTS: Fibronectin significantly increased 
the migration and invasion of LoVo cells, while 
SP600125 showed an obvious inhibitory effect 
on migration and invasion. The expression of 
p-JNK and MMP-9 in the fibronectin (40 mg/L) 
treatment group was more significantly upregu-
lated than that in normal control group (38.39% 
± 5.97% vs 28.61% ± 4.19% and 58.25% ± 6.53% vs 
33.43% ± 2.05%, respectively; both P < 0.01). The 
upregulation of p-JNK and MMP-9 expression in 
the SP600125 (40 µmol/L) treatment group was 
significantly lower than that in the fibronectin 
(40 mg/L) treatment group (29.59% ± 2.17% vs 
38.39% ± 5.97% and 36.69% ± 4.20% vs 58.25% ± 
6.53%, both P < 0.01).

CONCLUSION: Fibronectin can enhance the 
migration and invasion of human colon cancer 
cells perhaps through upregulation of p-JNK 
and MMP-9 expression.

Key Words: Colon cancer; Invasion; Metastasis; 
c-Jun NH2-terminal kinase; Fibronectin

Zhou YH, He XF, Gao H, Wang YF. Mechanisms 
underlying the role of JNK signaling pathway in the 
invasion and metastasis of colon cancer cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2142-2146

摘要
目的: 观察c-J u n氨基末端激酶 (c- j u n-N-
terminal kinase, JNK)信号通路的活化对大肠
癌细胞运动、侵袭的影响, 并探讨大肠癌转移
可能的分子机制. 

方法: LoVo细胞无血清饥饿24 h同步化后, 对
照组无纤维粘连蛋白(fibronectin, FN)干预, 
FN组给予FN 10, 20, 40 mg/L, 24 h干预. JNK
抑制剂组给予FN 40 mg/L+SP600125(20, 40 
μmol/L)干预24 h. 用Boyden小室法检测其体
外运动和侵袭能力. Western blot法检测JNK磷
酸化和MMP-9蛋白质表达. 

结果: FN可剂量性增加LoVo细胞运动和侵
袭细胞数, SP600125能明显减少FN诱导的细
胞运动和侵袭力. 与对照组相比, FN 40 mg/L
干预时p-JNK和MMP-9明显增高(38.39%±

®

■背景资料
大肠癌是人类最
常见的恶性肿瘤
之一, 大肠癌转移
是影响患者疗效
和预后并导致死
亡的重要因素, 是
当前大肠癌研究
中最重要的一个
方 面 .  近 来 研 究
表明c-Jun氨基末
端激酶(JNK)/应
激活化蛋白激酶
(SAPK)信号途径
在肿瘤的发生发
展和转移中发挥
重要作用, 但其在
大肠癌侵袭和转
移中的作用机制
还不清楚.
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5.97% vs  28.61%±4.19%; 58.25%±6.53% vs  
33.43%±2.05%, 均P <0.01). 与FN 40 mg/L组
相比, SP600125 40 µmol/L能明显抑制p-JNK
和M M P-9蛋白的表达(29.59%±2.17% v s  
38.39%±5.97%, 36.69%±4.20% vs  58.25%±

6.53%, 均P <0.01).

结论: 大肠癌细胞JNK磷酸化可激活其下游成
员使大肠癌基质金属蛋白酶的分泌增加, 导致
大肠癌细胞的运动和侵袭力增加, 最终促进癌
细胞的转移.

关键词: 大肠癌; 侵袭; 转移; c-Jun氨基末端激酶; 

纤维粘连蛋白
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0  引言

大肠癌(colon cancer)是人类最常见的恶性肿

瘤之一 ,  大肠癌转移是影响患者疗效和预后

并导致死亡的重要因素 .  肿瘤转移是多因素

相互作用的结果 ,  已发现了很多导致肿瘤转

移的生物学行为, 如细胞黏附(adhes ion), 运
动(m i g r a t i o n)、侵袭(i n v a s i o n)、血管生成

(angiogenesis)以及生长(growth)等[1]. 不断研究

和探讨其机制, 进一步认识肿瘤转移, 可为治疗

肿瘤转移提供更可靠的理论依据. 
c-Jun氨基末端激酶(c-jun-N-terminal kinase, 

JNK)/应激活化蛋白激酶(stress-activated protein 
kinase, SAPK)信号途径存在于多种生命过程中

在细胞周期调节、细胞增殖和转化生长中具

有重要作用. 近年来, 越来越多的研究表明JNK
在肿瘤的发生发展中发挥重要作用[2-3], 从而使

JNK在临床上可作为一个潜在的分子治疗靶点. 
本研究中以纤维粘连蛋白(fibronectin, FN)作为

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的主要成

分诱导大肠癌细胞侵袭和运动, 探讨JNK作为整

合素与FN结合的下游信号分子, 在大肠癌的转

移中发挥的重要作用; 并探讨应用JNK抑制剂抑

制大肠癌的侵袭和转移的可能性, 为明确大肠

癌转移的发生机制以及寻找新的大肠癌治疗方

案提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌细胞株LoVo购自武汉大学

典型生物保藏中心; BD BioCoatTM MatrigelTM 

Invasion Chamber(No. 354483, 354578)试剂盒购

自美国BD公司; 兔抗JNK多克隆抗体, 兔抗磷酸

化JNK多克隆抗体购自Upstate公司; 鼠抗单克隆

MMP-9抗体, β-actin多克隆抗体购自Santa Cruz
公司; SP600125购自德国Merck公司, FN购自

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: LoVo细胞使用RPMI 1640加100 
mL/L胎牛血清培养液, 置于37℃、50 mL/L CO2

的培养箱中培养. 细胞无血清饥饿24 h同步化

后, 对照组无FN干预, FN组给予FN 10、20、40 
mg/L 24 h干预. JNK抑制剂组给予FN 40 mg/L+ 
SP600125(20, 40 μmol/L)干预24 h. 
1 .2 .2  体外细胞运动和侵袭力的测定 :  采用

Boyden小室法, 按照试剂盒说明书严格无菌进

行操作. 从-20℃取出试剂盒至室温, 无血清培养

液37℃, 50 mL/L CO2细胞培养箱中水化上下室2 
h. 对照组、FN 24 h干预及抑制剂组细胞制成细

胞悬液. 上室加细胞悬液5×105/每室, 下室内加

入NIH3T3细胞上清, 在37℃, 50 mL/L CO2细胞

培养箱中培养24 h, 用棉签擦掉膜内表面未穿过

膜的细胞, Wright-Giemsa染色. 每组设3个复孔, 
计算穿过膜细胞的平均值. 
1.2.3 Western blot: 组织和细胞提取总蛋白后, 
离心上清液蛋白定量保存于-80℃用于JNK、

MMP-9及p-JNK Western blot分析. 40 µg蛋白行

SDS-PAGE变性凝胶电泳. 转膜封闭后与一抗

(稀释浓度均为1∶1000)4℃孵育过夜. 二抗室温

反应2 h, 增强化学发光法(ECL)显影, 暗室压片. 
胶片经凝胶成像分析系统处理数据. 

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采
用SPSS11.5软件进行统计学分析, 两组间比较用

单因素方差分析, 组间差异采用q检验. 以P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 细胞运动和侵袭力 FN不同剂量(0、10、
20、40 mg/L)及SP600125(20、40 µmol/L)干预

大肠癌细胞, 大肠癌细胞侵袭穿过Matrigel胶的

平均数分别为15.33±2.52, 16.33±2.52, 19.00
±1.00, 22.00±2.00, 17.67±2.52, 12.00±1.00; 
运动穿过膜的平均数42.67±2.52, 46.00±1.00, 
48.00±2.00, 52.67±2.52, 48.33±1.53, 43.67±
3.21. FN能剂量依赖性增强大肠癌LoVo细胞的

运动和侵袭力, FN 20 mg/L时LoVo细胞的运动

和侵袭力明显增强(P <0.05), 以FN 40 mg/L时细

■相关报道
本课题组前期研
究 表 明 ,  胃 泌 素
及其受体对大肠
癌细胞FAK-Src-
ERK1/2通路的影
响在大肠癌的侵
袭过程中起到了
重要的作用.
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胞的运动和侵袭力最强(P <0.01). 我们选择FN 
40 mg/L干预这一处理剂量的基础上加上不同

浓度SP600125(20、40 µmol/L)干预24 h. 结果

表明, SP600125剂量依赖性地减少LoVo细胞24 
h FN诱导细胞的运动和侵袭能力, 以40 µmol/L 
SP600125抑制作用最强(P <0.01, 图1-3). 
2.2 JNK、MMP-9及p-JNK蛋白的表达 大肠癌

LoVo细胞各组JNK均有表达, 但各组间无统计

学意义. FN能剂量依赖性诱导p-JNK在大肠癌

细胞中表达. 以FN 40 mg/L最明显(38.39%±

5.97% vs  28.61%±4.19%, P <0.01). SP600125对
JNK蛋白的表达无明显影响. SP600125能明显抑

制p-JNK蛋白的表达, 以40 µmol/L SP600125抑
制作用最强(29.59%±2.17% vs  38.39%±5.97%, 
P <0.01, 图4-5). 大肠癌LoVo细胞FN 40 mg/L
干预时MMP-9蛋白的表达明显增强(58.25%±

6.53% vs  33.43%±2.05%, P <0.01), SP600125
能剂量依赖性地抑制MMP-9蛋白的表达, 以40 
µmol/L SP600125抑制作用最强(36.69%±4.20% 
vs  58.25%±6.53%, P <0.01, 图4-5).

3  讨论

肿瘤细胞转移至远处器官决定于其从生长原

位侵袭穿过组织屏障进入血循环的能力, 以及

血循环中的肿瘤细胞黏附第2器官并生长增殖

的能力 .  肿瘤细胞侵袭和转移需细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)黏附和ECM降解的

精确协同. FN是构成细胞外基质的主要成分, 他
们在肿瘤细胞的增殖、分化和转移中具有重

要作用. FN能反映肿瘤细胞的增殖活性及局部

侵袭性, 是判定肿瘤淋巴结潜在转移的重要指

标. JNK信号通路被上游信号激活后, 胞质中的

JNK移位到细胞核, 可以进一步使核内的转录

因子c-Jun氨基末端63及73位的丝氨酸残基磷酸 
化[4-5]. JNK的活化需要FAK与Src及p130Cas的
结合以及与Crk的缔和. 活化的JNK进入细胞

核, 使转录因子c-Jun磷酸化, 与c-Fos形成AP-
1(activator protein-1)转录因子复合物. AP-1调节

下游基因控制细胞的增殖过程. 几种控制细胞

迁移的信号通路包括Rac, FAK和Src与JNK信号

通路密切相关[6]. JNK信号通路是细胞迁移过程

中所必需的[7-8], 用其抑制剂SP600125抑制JNK活

化可抑制细胞的迁移[9-13].
本课题组前期研究表明胃泌素及其受体对

大肠癌细胞FAK-Src-ERK1/2通路的影响在大肠

■创新盘点
本课题用Western 
b l o t 方 法 探 讨
J N K 、 磷 酸 化
J N K ,  在 F N 诱
导 和 抑 制 剂
SP600125特异性
抑制大肠癌LoVo
细胞中表达的差
异, 观察JNK信号
通路及下游信号
通路MMP-9对大
肠癌细胞运动、

侵袭和转移的作
用机制.
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图  1  大肠癌细胞运动能力检测结果(×100). A: FN(40  

mg/L); B: FN(40 mg/L)+SP600125(40 μmol/L)

A B

图  2  大肠癌细胞侵袭力检测结果(×100). A: FN(40 mg/L); 

B: FN(40 mg/L)+SP600125(40 μmol/L)

80

60

40

20

0
运动能力                            侵袭力

穿
过

基
底

膜
的

细
胞

数

对照组
FN 10 mg/L
FN 20 mg/L

FN 40 mg/L
FN 40 mg/L+SP600125(20 µmol/L)
FN 40 mg/L+SP600125(40 µmol/L)

a b c d

a b c d

图  3  大肠癌细胞运动能力和侵袭力. aP <0.05, bP <0.01 vs  

对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  FN(40 mg/L)组.
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图  4  LoVo细胞中p-JNK和MMP-9蛋白表达Western blot
分析结果. A: p-JNK; B: MMP-9; 1: FN(40 mg/L); 2: FN(40 

mg/L)+SP600125(20 µmol/L); 3: FN(40 mg/L)+SP600125(40 

µmol/L); 4: 对照组.
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癌的侵袭过程中起到了重要的作用[14]. 细胞外的

刺激通过FAK/Src或Ras激活MEKK1磷酸化, 激
活MKK4或MKK7, 然后激活或磷酸化JNK, 活
化的JNK依次磷酸化Jun, Paxillin, Spir, DCX和

MAPs. Paxillin磷酸化能促进细胞黏附进而使

细胞迁移增快[15-16]. JNK在传导胞外信号至核转

录因子时起着重要作用, 可以提高转录能力, 存
在于多种生命过程中, 如细胞生长、癌基因转

化、细胞分化和细胞死亡. 在Ras诱导的转化实

验中, Ras介导c-Jun的磷酸化是由JNK完成的. 
JNK磷酸化c-Jun位点的突变可抑制Ras引起的

成瘤[17]. 提示JNK与肿瘤发生相关, 但其作用机

制还不清楚. JNK信号途径的异常活化与多种人

类肿瘤的发生发展密切相关, 因此JNK信号通路

是一个干预治疗潜在的分子靶点. 
MMP-9又被称为Ⅳ型胶原酶, 是基质金属

蛋白酶家族成员之一. MMP-9的过表达可促进

恶性肿瘤的发生与发展[18-19]. 侵袭和转移是恶性

肿瘤细胞的重要特征. 基质金属蛋白酶(matrix 
metal loproteinase, MMP)和纤溶酶原激活物

(plasminogen activator, PA)等蛋白酶类是细胞侵

袭过程所必需的[20-21]. MMP-9一方面降解、破

坏靠近肿瘤细胞表面的ECM和BM, 释放大量的

促生长因子, 导致细胞的异常增殖与凋亡抑制; 
另一方面则通过毛细血管内生、新生血管生成

等促进瘤细胞沿着缺失的BM向周围组织浸润, 
促进肿瘤细胞的侵袭和转移灶形成. 研究表明

MMP-9的表达和8NB19细胞(人神经胶质瘤细胞

系)的侵袭性受JNK和ERK依赖的信号模式调节, 
干预其中的任何一条信号通路都能够降低肿瘤

细胞的侵袭性[22]. 
JNK及其信号通路在肿瘤侵袭和转移中起

中介和信号放大作用, 一方面接受大量来自生

长因子、丝裂原、环境刺激等的信号; 另一方

面, 通过JNK级联反应作用于核转录因子, 调控

基因表达, 期间伴有与其他信号通路的相互作

用, 如整合素通路及PKC通路. 对此信号传导中

任一位点的阻断都有可能成为抗大肠癌侵袭转

移治疗新的靶点. 
本课题用Western blot方法探讨JNK、磷

酸化JNK, 在FN诱导和抑制剂SP600125特异性

抑制大肠癌LoVo细胞中表达的差异, 观察JNK
信号通路及下游信号通路MMP-9对大肠癌细

胞运动、侵袭和转移的作用机制. 结果表明FN
可剂量依赖性地增加LoVo细胞运动和侵袭细

胞数, 以FN 40 mg/L时细胞的运动和侵袭力最

强(P <0.01). SP600125能明显减少FN诱导的细

胞运动和侵袭力. 磷酸化JNK蛋白和MMP-9蛋
白的表达在FN地诱导下呈增强趋势, 以FN 40 
mg/L最明显(P <0.01). SP600125能明显抑制FN
诱导的大肠癌细胞磷酸化JNK蛋白和MMP-9蛋
白的增高.

因此, 我们推测JNK可能通过激活其下游成

员使大肠癌MMP的分泌增加、细胞－细胞黏附

力下降而导致大肠癌细胞的运动和侵袭力增加, 
最终促进癌细胞的转移.
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■应用要点
肿瘤转移是多因
素相互作用的结
果 ,  不 断 研 究 和
探 讨 其 机 制 ,  进
一步认识肿瘤转
移 ,  可 为 治 疗 肿
瘤转移提供更可
靠 的 理 论 依 据 . 
越来越多研究证
实JNK与肿瘤转
移 相 关 .  给 予 特
异 性 的 阻 断 剂 , 
在信号通路水平
阻断和调控JNK
的 表 达 和 活 性 , 
将可能成为治疗
大肠癌侵袭和转
移一条新的治疗
途径. 从而使JNK
在临床上可作为
一个潜在的大肠
癌侵袭和转移的
分子治疗靶点.
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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 2009-07-28)

■同行评价
本研究方法先进, 
所得结论客观可
信, 具有一定的实
际应用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of sodium 
orthovanadate (SoV), an inhibitor of phosphatase 
of regeneration liver-3 (PRL-3), on the migration 
of Colo-320 colon cancer cells.

METHODS: The expression levels of PRL-3 
protein in seven colorectal cancer cell lines were 
examined by Western blot to screen the line with 
the highest expression of PRL-3 protein. The 
screened cell line was employed in subsequent 
drug intervention experiments. A scratch wound 
assay was performed to examine the effect of 
SoV (at a dose of 0.5 μmol/L) on the migration 
of Colo-320 cells. The migration distance of cells 
was determined under an inverted microscope. 

The expression of PRL-3 mRNA in cells treated 
with SoV was detected by in situ hybridization.

RESULTS: Western blot analysis indicated that 
the colon cancer cell line Colo-320 had the high-
est expression level of PRL-3. The scratch wound 
assay showed that the migration distance of 
Colo-320 cells treated with SoV for 48 hours was 
significantly lower than that of control cells. The 
migration rate of SoV-treated cells was also sig-
nificantly lower than that of control cells (2.84 ± 
6.78 μm/h vs 39.12 ± 10.11 μm/h, P < 0.00001). 
In situ hybridization analysis showed that PRL-3 
mRNA was highly expressed in control cells but 
not in SoV-treated cells.

CONCLUSION: SoV can effectively inhibit the 
migration of Colo-320 cells perhaps through 
downregulation of PRL-3 mRNA expression and 
suppression of PRL-3 catalytic activity.

Key Words: Phosphatase of regeneration liver-3; 
Colon cancer cell; Migration

Zhao GP, Zhou ZG, Zheng XL. Inhibition of phosphatase 
of regeneration liver-3 suppresses the migration of 
Colo-320 colon cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(21): 2147-2151

摘要
目的: 观察促肝再生磷酸酶-3(phosphatase of 
regeneration liver-3, PRL-3)抑制剂原钒酸钠
(sodium orthovanadate, SoV)对大肠癌细胞株
Colo-320迁移能力的影响. 

方法: 应用Western blot方法检测PRL-3在7株
大肠癌细胞中的表达, 筛选表达最强的1株做
下一步抑制实验. 选择PRL-3拮抗剂SoV, 通过
细胞划痕实验观察其在0.5 µmol/L浓度下对癌
细胞运动能力的影响, 高倍倒置显微镜下计算
细胞迁移距离. 细胞爬片原位杂交观察SoV对
PRL-3 mRNA的表达. 

结果: P R L-3表达最强的结肠癌细胞株为
Colo-320. 细胞划痕实验显示, SoV作用48 h
细胞仅迁移相当于4-7个细胞的距离, 400×
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■背景资料
促 肝 再 生 磷 酸
酶-3(PRL-3)又称
为PTP4A3, 属于
一类新型小分子
蛋白酪氨酸磷酸
酶. 其最显著的特
征是在COOH-端
有独一无二的异
戊二烯基化结构
域单元, 与细胞内
膜的蛋白定向和
蛋白间相互作用
关系密切. 最早发
现该基因与结直
肠癌肝转移有关, 
随后研究表明该
基因还在胃癌, 肺
癌, 乳腺癌, 卵巢
癌, 黑色素瘤等肿
瘤的发生、发展
及晚期转移过程
中扮演重要角色.

■同行评议者
戴冬秋, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科; 吴泰璜, 教授,
山东省立医院肝
胆外科



倍镜下精确测量20个细胞在0-48 h迁移距
离, 计算对照组细胞迁移速度为39.12±10.11 
μm/h, SoV为12.84±6.78 μm/h, 差异非常显著
(P <0.00001). SoV作用细胞48 h后原位杂交结
果未见PRL-3 mRNA阳性表达.

结论: SoV能显著抑制Colo-320细胞迁移能力, 
其机制可能与抑制PRL-3酶活性以及基因转
录有关.

关键词: 促肝再生磷酸酶-3; 大肠癌细胞; 迁移
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0  引言

细胞的生长、分化、转化等过程受酪氨酸的磷

酸化/脱磷酸化组成的信号传导网络调控[1-3]. 蛋
白酪氨酸磷酸酶(protein tyrosine phosphatases, 
PTPs)在酪氨酸的脱磷酸化过程中扮演着重要

角色. 如果这种平衡遭到破坏, 最终会引起人类

包括癌症和糖尿病在内的多种疾病[4-5]. PRL-3
作为小分子PTP, 其COOH-端有一个特殊的异

戊二烯基化结构域单元, 这种独一无二的结构

赋予细胞以特殊功能[6-7]. 虽然体内外实验已表

明PRL-3能促进细胞生长、浸润、迁移以及癌

性转移[7-13], 但以PRL-3为靶点, 采用拮抗剂抑

制其活性, 观察拮抗剂对肿瘤的生长和转移的

影响, 目前尚未见报道. SoV即原钒酸钠(sodium 
orthovanadate), 为PRL-3相对特异性抑制剂. 已
有研究显示, SoV能有效地抑制PTPs酶的活性区

域[14]. 本论文观察SoV在体外对表达PRL-3的结

肠癌细胞株Colo-320细胞迁移能力的影响, 旨在

为将来可能将SoV应用于临床提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 7株人大肠癌细胞株, 即LoVo、CaCo- 
2、SW620、Ls-174t、Colo-320、HRC-99、
HRC-101. LoVo和Ls-174t细胞株购自中国科学

院上海细胞库, CaCo-2、SW620、Colo-320为
四川大学华西医学中心保存培养, HRC-99、
HRC-101为四川大学华西医院消化外科研究室

原代培养至50代. HRC-99取自46岁女性中-低
分化直肠癌患者, Duke's C期; HRC-101取自54
岁男性中分化直肠癌患者, Duke's B期. 上述细

胞均用含10%新生牛血清、100 kU/L青霉素、
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100 µg/L链霉素和0.01 mol/L HEPES的RPMI 
1640培养基, 在37℃、饱和湿度及50 mL/L CO2

条件下传代培养.
1.2 方法 
1.2.1 Western blot法检测7株癌细胞PRL-3蛋白

表达: 将冻存的7株细胞株迅速解冻, 洗涤后离

心培养, 直至细胞呈对数生长. 分别提取总蛋白

质, 制作标准蛋白曲线, 测定蛋白浓度, 按总蛋

白量60 µg上样行SDS-PAGE电泳分析, 一抗为 
1∶1000兔抗人PRL-3(美国Zymed公司), 二抗为

1∶1000的辣根过氧化物酶连接的羊抗兔IgG, 
选β-ac t in做内对照. 用化学发光试剂盒(美国

Sigma公司)在PVDF膜上显示条带, 根据PRL-3
蛋白量/β-a c t i n蛋白量比值来比较7株癌细胞

PRL-3差异性表达.
1.2.2 细胞划痕实验(wound-healing assay)测定

细胞迁移能力: 通过上述Western blot方法筛选

出PRL-3高表达细胞株Colo-320, 胰蛋白酶消化

后配制成单细胞悬液. 取2张盖玻片清洗消毒后

放入6孔板的2个孔中, 取含1×108个/L Colo-320
细胞的完全培养基1 mL滴入这2个孔中, 并完

全浸没盖玻片, 放入CO2恒温孵箱中培养, 隔日

换培养液, 直到玻片上几乎爬满单层细胞. 用微

量吸液管头在2张玻片上表面正中各划一条直

线痕迹, 用温PBS冲洗掉脱落细胞, 倒置显微镜

下照相(Olympus公司, IX-40型). 该实验需用血

细胞计数台镜下观察和计算Colo-320细胞在药

物干预下移动距离. 同盖玻片清洗消毒方法, 准
备2块血细胞计数台, 将3张玻片小心分别放在

血细胞计数台上, 注意上表面朝上. 镜下调整

玻片位置, 使细胞划痕线与血细胞计数台中某

一刻度直线重叠, 作为药物干预前的位置标志. 
用树脂将玻片黏合在血细胞计数台上, 保证位

置不会在转运过程中移动, 然后一起放入较大

培养皿中(已消毒). 在玻片上滴加含0.5 μmol/L 
SoV(Sigma公司)完全培养液, 浸满整个玻片上

表面. 设另一张玻片为对照组, 只加完全培养基. 
放入CO2恒温孵箱中培养48 h, 期间每隔6 h观察

同一视野一次并拍照(100×、200×和400×各

1张), 每隔12 h换培养基或含药物的培养基1次. 
以上步骤重复3次. 
1.2.3 高倍倒置显微镜下计算细胞迁移距离: 细
胞孵育48 h后, 照相记录观察视野中细胞的最终

位置. 血细胞计数台中心计数线最小正方形边

距为1/4 mm, 边缘计数线最小长方形长为1/4×5 
mm. 在400×倍镜下测出20个细胞(从0-48 h间断

www.wjgnet.com

■研发前沿
结直肠癌转移是
影 响 患 者 预 后
的 最 主 要 因 素 . 
PRL-3在肝转移
灶 中 持 续 、 稳
定、高表达, 是药
物作用的理想靶
点. 围绕该靶点从
不同角度研究和
开发药物, 将会是
该领域今后发展
的方向和重点.

■相关报道
研究显示, PRL-3
的表达与多种恶
性肿瘤的淋巴管
浸润、淋巴结转
移和肿瘤分期有
关, 是预测胃癌进
展的一个新的分
子标志物, 是结直
肠癌肝转移唯一
的独立预测因素. 
Kaplan-Meier生存
曲线表明, PRL-3
表达组患者预后
要比PRL-3(-)组
好, PRL-3表达程
度与生存时间呈
负相关.



赵高平, 等. 抑制促肝再生磷酸酶-3对大肠癌细胞迁移能力的影响					               2149

www.wjgnet.com

观察相同的细胞)向划痕中心直线移动的距离, 
统计学分析对照组和实验组各20个细胞移动距

离有无差异. 
1 .2 .4  细胞爬片原位杂交观察S o V对P R L-3 
mRNA的表达影响: 普通血盖片打底及消毒后制

作对照组和实验组细胞爬片. 待细胞贴片后, 换
液加入含0.5 μmol/L SoV完全培养液, 对照组不

加药. 继续培养48 h后用含40 g/L多聚甲醛的固

定液4℃固定10 min. 杂交前按酒精梯度脱水及

脱酒精到水. 盖玻片上滴加30 g/L柠檬酸新鲜稀

释的胃蛋白酶, 37℃通透细胞片20 min, 后再用

固定液室温下固定10 min, 蒸馏水洗3次. 按每

张细胞片20 μL加预杂交液, 38℃孵育2-4 h. 在
杂交前将地高辛标记的cDNA探针(探针序列为

5'-ccacatcgccttttcctccccgacacctccgtgcacttg-3', 上海

生能博彩生物技术有限公司)在80℃短暂复性, 
然后加入杂交液20 μL, 其浓度为5 μg/L. 恒温箱

38℃-42℃杂交过夜. 杂交后在37℃下用不同浓

度的SSC洗涤, 共4次. 最后显色阶段分别滴加封

闭液, 生物素化鼠抗地高辛抗体, SABC及生物

素化过氧化物酶, 水洗后酒精脱水, 二甲苯透明, 
封片.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用t检
验方法, 用SPSS10.0统计软件分析.

2  结果

2.1 细胞株中PRL-3蛋白差异性表达 Western blot
检测结果如图1所示, PRL-3蛋白在Ls-174t、
Colo-320、SW620、HRC-99、HRC-101细胞株

中可见表达, 其中Ls-174t、Colo-320和HRC-99
表达最强, SW620和HRC-101细胞表达次之. 另
两株细胞LoVo、CaCo-2未见PRL-3蛋白表达. 
Ls-174t细胞株在培养皿中悬浮生长, 不利于观

察; HRC-99原代培养细胞还未建立稳定细胞株

系; Colo-320细胞贴壁生长, 且形态较好, 所以我

们选择其作为下一步干预实验的研究对象. 
2.2 SoV作用后细胞迁移能力的变化 48 h后, 对
照组细胞几乎铺满了划痕区域, 而SoV组细胞仅

仅迁移了相当于4-7个细胞的距离, 细胞迁移速

度远远低于对照组(图2A-D), 细胞的运动能力显

著受抑制. 在400×倍镜下精确测量20个细胞在

0 h到48 h间迁移距离, 计算对照组细胞迁移速度

为39.12±10.11 μm/h, SoV为12.84±6.78 μm/h, 
两组细胞迁移速度有非常显著差异(P <0.00001, 
图2E-F). 
2.3 细胞形态及PRL-3 mRNA的表达变化 倒置

显微镜下观察细胞形态, 对照组Colo-320细胞

接种贴壁48 h进入指数生长期后, 细胞表现为

高折光性, 呈长条梭形, 细胞相互紧密嵌合. 原
位杂交结果显示PRL-3 mRNA在胞质中强表达, 
有些细胞还可看到胞核表达; SoV处理细胞48 h
后可见明显的细胞损伤现象, 部分细胞表现为

外形皱缩、变小变圆, 折光度下降, 细胞集落小

且散在. 原位杂交结果未见PRL-3 mRNA阳性

表达(图3).

3  讨论

钒属于化学元素周期表中VB族的过渡元素, 广
泛存在于自然界中, 参与人体许多不同的生理

过程, 如细胞的生长和分化、糖类及脂类的代

谢等[15]. SoV是金属钒化合物, 最初研究发现, 
SoV作用于糖尿病模型大鼠后产生明显的胰岛

素样效应, 表现为血糖下降、糖原合成增强、

糖脂代谢趋于平衡[16-19]. 其原因可能与SoV抑制

Na+-K+-ATP酶活性有关. 目前钒盐作为降血糖

药物, 其口服制剂已完成临床Ⅰ期试验, 进入Ⅱ

期试验阶段[20-21]. 
随着研究地深入, 人们发现SoV还可以通过

改变酪氨酸磷酸酶功能区结构, 从而抑制酶的

活性. 核磁共振显示[22-23], PRL-3酶活性中心在

结合状态下是非常稳定的. 在未与底物或抑制

剂结合之前, 位于β5和α4之间的磷酸盐结合环

由于缺乏张力而不能很好地聚合, 这一区域核

磁共振检测信号就很弱或无法检测. 在加入SoV
后, 由于离子从自由状态向结合状态转换, 活性

位点环状区域检测到新的信号, 表明这些离子

状态的底物通过配体与PRL-3结合, 使后者酶活

性区域结构达到稳态. 
为了解SoV对肿瘤细胞运动能力的影响, 我

们设计了Colo-320细胞爬片划痕实验. 正如结果

所示, 48 h后对照组细胞几乎铺满了划痕区域, 
而SoV组细胞仅仅迁移了相当于4-7个细胞的距

图  1  PRL-3蛋白在结直肠癌细胞株中的差异性表达. 1: 

HRC-99; 2: HRC-101; 3: SW620; 4: CaCo-2; 5: Colo-320; 

6: LoVo; 7: Ls-174t.

PRL-3
22 kDa

β-actin
42 kDa

1       2      3       4       5      6      7

■创新盘点
本文以PRL-3为
靶 点 ,  采 用 其 相
对特异性拮抗剂
SoV抑制其活性 , 
观察其对结肠癌
细胞迁移能力的
影 响 ,  同 时 提 示
PRL-3基因转录
和酶活性受SoV
双重抑制的作用
机制, 目前尚未见
报道.
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离, 迁移速度远远低于对照组(P <0.00001). Zeng 
et al [8]观察到PRL-3主要聚集在细胞膜表面, 尤
其是细胞膜的褶边、突起以及空泡样延伸部

分, 此外还可见于胞内肌动蛋白纤维上, 而这些

结构在细胞的运动和浸润过程中起着重要的作 
用[24-27]. 由此推断, SoV通过对PRL-3酶活性抑制, 

可能是遏制结肠癌细胞Colo-320运动能力的主

要原因. 
正常培养状态下Colo-320细胞表现为高折

光性, 呈长条梭形, 细胞相互紧密嵌合细胞, ISH
结果显示, PRL-3 mRNA在胞质中呈现强表达, 
有些细胞还可看到胞核表达. SoV(0.5 µmol/L)

图  2  SoV作用细胞后运动能力变化. A: 对照组0 h(×100); B: 对照组48 h(×100); C: SoV组0 h(×100); D: SoV组48 h(×100); 

E: 0 h细胞初始位置(×200); F: SoV组48 h后细胞迁移位置(×200).

A B

C D

E F

图  3  Colo-320细胞在SoV作用后细胞形态改变及PRL-3 mRNA的表达(ISH×200). A: 对照组PRL-3 mRNA表达强烈; B: 

SoV组未见PRL-3 mRNA表达.

A B

■应用要点
本文观察到SoV
作用结肠癌细胞
后对细胞运动能
力产生强烈的抑
制效应, 结合本课
题组过去的研究
报道, 即SoV还对
大肠癌细胞的增
殖有抑制作用. 这
些研究工作为将
来可能将SoV应
用于临床提供实
验依据.
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处理细胞48 h后可见明显的细胞损伤现象, 部
分细胞表现为外形皱缩、变小变圆, 折光度下

降, 细胞集落小且散在. SoV作用细胞48 h后ISH
未见PRL-3 mRNA阳性表达, 此结果提示SoV在

转录水平抑制PRL-3 mRNA的表达. 这一发现

很有意义, 因为之前的报道均仅述及SoV在蛋白

水平抑制PRL-3酶活性. 药物影响基因表达的机

制很复杂, 如调控离子流动、与染色体结合影

响转录、调节受体传导通路等. SoV抑制PRL-3 
mRNA表达可能也是抑制Colo-320癌细胞迁移

能力的原因之一. 
总之, 针对PRL-3能促进细胞生长增殖, 提

高细胞迁移和浸润能力的特点, 我们应用PRL-3
抑制剂SoV进行干预Colo-320细胞对PRL-3的表

达, 观察到由此产生的对结肠癌细胞运动能力

强烈的抑制效应, 同时提示PRL-3基因转录和酶

活性受SoV双重抑制的作用机制. 本实验为将来

可能将SoV应用于临床提供实验依据.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of seawater 
immersion on vascular endothelial cell migration 
and angiogenesis. 

METHODS: A scratch wound model was estab-

lished using ECV304 cells. Cells were divided 
into control group (immersed in normal saline) 
and experimental group (immersed in seawa-
ter). Cell migration was examined using the 
scratch wound healing recovery assay. A nude 
mouse xenograft model was developed by sub-
cutaneous inoculation of esophageal squamous 
cells (ECO156) in nude mice. Tumors were also 
divided into control group (immersed in nor-
mal saline) and experimental group (immersed 
in seawater). Tumor volume and weight were 
measured, and tumor growth curves were plot-
ted. Neovascular vessels surrounding the tumor 
were observed, and microvessel density was de-
tected by immunohistochemical staining. 

RESULTS: After seawater immersion, ECV304 
cells lost their normal morphology, and showed 
obvious dehydration with the prolongation 
of immersion duration. Seventeen hours after 
wounding, the scratch wound in the control 
group had almost completely healed, while that 
in the experiment group was still obvious, sug-
gesting that the healing of scratch wound in the 
experiment group was delayed significantly and 
the migration of cells was depressed. The mi-
crovessel density in the experiment group was 
significantly lower than that in the control group 
(1.20 ± 0.44 vs 3.20 ± 0.83, P < 0.05). Compared 
with the control group, tumors in the experi-
ment group grew slowly and had significantly 
smaller size (P < 0.05). 

CONCLUSION: Seawater immersion may de-
press the migration of vascular endothelial cells 
and inhibit angiogenesis. 

Key Words: Seawater immersion; Vascular en-
dothelial cell; Angiogenesis; Cell migration

Xiong M, Qu J, Zhou LP, Zhang DJ, Qiao YY, Hu M, Zhao 
XH. Seawater immersion depresses the migration of 
vascular endothelial cells and inhibits angiogenesis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2152-2158

摘要
目的: 观察海水浸泡对血管内皮细胞迁移和

®

■背景资料
在 前 期 研 究 中 , 
借助于实时定量
PCR芯片技术, 我
们发现海水浸泡
能够广泛引起血
管内皮细胞重要
功能基因的差异
表达, 包括细胞运
动、血管生成在
内的由血管内皮
细胞参与的多种
病理生理过程可
能 发 生 障 碍 .  因
此, 本文拟从功能
验证的角度, 着重
观察海水浸泡对
血管内皮细胞迁
移和血管生成功
能的影响. 

■同行评议者
汪思应, 教授, 安
徽医科大学实验
动物中心
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血管生成的影响, 为探讨海水致伤机制、制定
科学救治原则提供实验依据.

方法: 建立ECV304细胞划痕创伤模型, 分别
给予生理盐水和人工海水浸泡处理, 划痕创伤
愈合修复分析观察细胞迁移能力; 建立人食
管鳞癌EC0156裸鼠皮下移植瘤模型, 分别给
予生理盐水和人工海水干预, 监测肿瘤体积并
绘制肿瘤生长曲线, 观察肿瘤边缘血管的生
成, 免疫组织化学染色检测肿瘤组织内微血管
密度. 

结果: 海水浸泡后, ECV304细胞失去正常形
态, 并随浸泡时间的延长, 呈明显“脱水”状
态. 在划痕后17 h, 对照组划痕已基本愈合, 而
实验组仍可见清晰划痕, 且以实验4 h组划痕
尤其明显. 与对照组相比, 实验组细胞划痕愈
合明显延迟, 细胞迁移能力降低; 与对照组相
比实验组肿瘤边缘新生血管较少, 前者肿瘤边
缘新生血管较丰富, 两者有显著性差异(微血
管密度值: 1.2±0.44 vs  3.2±0.83, P <0.05). 实
验组肿瘤生长缓慢, 肿瘤体积较小(P <0.05).

结论: 海水浸泡能够降低血管内皮细胞迁移
能力并抑制血管生成.

关键词: 海水浸泡; 血管内皮细胞; 血管生成; 细胞

迁移

熊鸣, 曲佳, 周兰萍, 张达矜, 乔媛媛, 胡明, 赵晓航. 海水浸泡降

低血管内皮细胞迁移能力并抑制血管生成.  世界华人消化杂志  

2009; 17(21): 2152-2158
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0  引言

21世纪是海洋世纪, 也是我国海洋经济可持续

发展的时代 ,  伴随着各类海洋产业的蓬勃发

展, 海上事故的发生频率日益增高, 如何开展

科学有效的海上救援成为亟待解决的问题. 由
于海水具有高盐、高渗、偏碱等特点, 在这种

特殊环境条件下落水人员易遭受创伤和海水

浸泡的复合打击, 伤情进展和致伤机制与陆地

伤明显不同 [1]. 研究发现, 腹部开放伤合并海

水浸泡情况下, 海水直接损伤创伤局部组织血

管, 或通过腹膜透析作用进入体内, 使循环系统

处于高盐、高渗状态, 机体内环境稳态被破坏, 
大量修复细胞, 尤其是血管内皮细胞(vascular 
endothelial cells, VECs)的结构和功能受损, 创
伤愈合明显延迟, 伤员救治也更为复杂[2-3]. 本
课题组在前期的研究中, 借助于实时定量PCR

芯片技术发现海水浸泡能够广泛引起血管内

皮细胞重要功能基因表达改变. 其中, E选择素

(selectin E, SELE)、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)、凝血酶敏感蛋

白-1(thrombospondin 1, TSP-1)、基质金属蛋白

酶-9(matrix metalloproteinases, MMP-9)等一系

列与细胞运动、血管生成相关的基因均出现了

不同程度的差异表达[4]. 因此, 在前期工作基础

上, 进一步观察海水浸泡对血管内皮细胞迁移

和血管生成的影响, 为探讨海水致伤机制、制

定科学救治原则提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 实验用健康♀Babic裸鼠, 周龄5 wk, 体
质量15-16 g, 共18只, 由中国医学科学院实验

动物研究所繁育厂提供 .  D M E M培养基购自

Gibco/BRL公司; 胰酶购自Promega公司; SP试
剂盒、EDTA抗原修复液(pH9.0)和DAB试剂

盒购自迈新公司; 兔抗人VWF多克隆抗体购自

DakoCytomation公司.
1.2 方法 
1.2.1 人工海水配制: 实验用人工海水参照国家

海洋局第三研究所标准[3]配制, 主要指标为: 渗
透压1250.00±11.52 mOsm/L, pH8.2, 钠离子浓

度630.00±5.33 mmol/L, 钾离子浓度10.88±0.68 
mmol/L, 氯离子浓度658.80±5.25 mmol/L. 
1.2.2 细胞培养: 人食管鳞癌细胞系EC0156由
中国医学科学院肿瘤研究所建系[5], 人脐静脉

内皮细胞系ECV304购自中国医学科学院细胞

中心, 2种细胞均培养于DMEM培养基中, 含100 
mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素和100 g/L链
霉素, 置于50 mL/L CO2的37℃孵箱内培养, 每
3-4 d传代1次.
1.2.3 ECV304细胞划痕创伤模型的建立: 处于对

数生长期的ECV304细胞经2.5 g/L的胰酶消化

后, 与含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基混

合, 制成单细胞悬液, 按每孔约3×105细胞密度

均匀接种于预先放置有0.01%多聚赖氨酸包被

的无菌盖玻片的6孔细胞培养板中, 37℃培养至

细胞融合率达到60%-70%时, 用无菌200 μL枪头

沿细胞层纵轴作两道平行的划痕, 造成单层融

合细胞划痕创伤模型[6-7].
1.2.4 划痕创伤愈合修复分析观察海水浸泡对

ECV304细胞迁移能力的影响: 弃去旧的培养

液, 每孔加入1 mL含200 mL/L胎牛血清的新鲜

DMEM培养液, 37℃孵育15 min. 沿划痕边缘等

■研发前沿
血管内皮细胞迁
移和血管生成是
创伤愈合过程中
的关键步骤, 通过
观察海水浸泡的
影响, 有助于阐明
海水浸泡延缓创
伤愈合的可能机
制, 为探讨海水致
伤机制、制定科
学救治原则提供
实验依据. 



www.wjgnet.com

2154                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年7月28日    第17卷   第21期

间距作4个标记作为观察点, 倒置显微镜下拍

照, 此时划痕宽度作为划痕初始宽度(时间记为

0 h). 根据不同处理因素随机分为对照组和实验

组, 对照组每孔补加1 mL生理盐水, 实验组每孔

补加1 mL人工海水, 轻轻混匀; 根据不同处理时

间, 每组又进一步分为2 h处理组和4 h处理组, 各
组均设3个平行对照孔. 置于37℃孵育继续培育

相应时间后, 在上述标记的4个相同观察点拍照, 
然后用1×PBS轻轻洗3次, 更换2 mL含100 mL/L
胎牛血清的DMEM培养液继续培养.每隔4 h拍
照1次, 直至划痕愈合或基本愈合, 结束观察. 各
处理组划痕的愈合速度即反映各组细胞的迁移

能力[6-7].
1.2.5 EC0156裸鼠皮下移植瘤模型的建立和分组

处理: 处于对数生长期的EC0156细胞经2.5 g/L
胰酶消化后与1×PBS混合, 制成单细胞悬液, 按
每只1×107细胞接种于裸鼠背部右后肢外侧皮

下. 从接种当日(即接种后0天)算起, 至第7天, 全
部裸鼠均存活并出现皮下可触摸的质硬肿块.用
游标卡尺测量肿瘤结节的长(l)和宽(b)(精确度

0.002 cm), 按公式V  = lb2/2计算肿瘤体积. 根据

肿瘤体积大小进行配对并随机分为2组, 对照组

和实验组, 每组8只, 分别依次编号并做好标记. 
对照组经肿瘤包膜于肿瘤基底部注射生理盐水, 
每只500 μL, 实验组经肿瘤包膜于肿瘤基底部

注射等量人工海水, 形成大小较对称的水泡, 均
匀包围整个肿瘤. 2 h后水泡基本吸收, 重复前面

操作, 分别再次注射500 μL生理盐水和人工海

水. 定期观察裸鼠精神状态、饮食及排便情况. 
分别于第10天、第12天测量肿瘤体积大小, 取
每组6只裸鼠肿瘤体积的平均值绘制肿瘤生长

曲线. 第12天结束观察, 麻醉处死裸鼠, 手术切

开肿瘤周围皮肤, 观察肿瘤血管生成情况并拍

照, 然后将肿瘤完整剥离下来, 称质量并测量肿

瘤大小. 将肿瘤组织分为2份保存, 1份置于液氮

冻存备用, 另1份以甲醛溶液固定常规石蜡包埋, 
用于免疫组织化学染色.
1.2.6 肿瘤组织内微血管密度检测: 通过VWF免
疫组织化学染色显示裸鼠移植瘤中微血管, 具
体方法参考试剂盒说明书进行, 主要步骤如下: 
(1)石蜡包埋组织4 μm厚连续切片, 常规脱蜡和

水化; (2)EDTA抗原修复液热修复20 min, 冷却

至室温, 1×PBS漂洗; (3)内源性过氧化物酶阻

断剂室温下孵育10 min, 1×PBS漂洗; (4)正常非

免疫羊血清封闭, 室温下孵育10 min; (5)1∶400
稀释的兔抗人VWF多克隆抗体4℃孵育过夜, 阴

性对照以1×PBS代替, 1×PBS漂洗; (6)1∶200
生物素标记的羊抗兔IgG室温下孵育10 min, 1×
PBS漂洗; (7)过氧化物酶标记的链霉素抗生物

素室温下孵育10 min, 1×PBS漂洗; (8)DAB显
色, 蒸馏水冲洗, 结晶紫复染; (9)梯度酒精脱水, 
二甲苯透明, 中性树胶封片, 显微镜下观察并收

集图像. 微血管密度计数参照Weidner方法[8-10]进

行, 先在低倍(×4)镜下扫视整个切片, 寻找血管

密集区, 再在高倍(×20)镜下计数被VWF抗体染

成棕黄色的微血管数目, 结果用5个20倍视野下

微血管数目的平均数表示.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 

组间比较用t 检验, 以P <0.05为有显著性差异, 
P <0.01为有极显著性差异.

2  结果

2.1 海水浸泡对ECV304细胞迁移能力的影响 在
细胞划痕创伤模型的基础上, 2组细胞分别给予

生理盐水和人工海水处理, 结果显示: (1)与正常

培养的ECV304细胞相比, 对照组经生理盐水浸

泡2 h后, 细胞形态无明显变化, 浸泡4 h后, 少数

细胞胞体略变细长, 更换正常培养液后2 h内细胞

形态即可恢复正常; 而实验组经人工海水浸泡2 h
后, 细胞出现皱缩, 胞体变细长, 细胞间隙增大, 
更换正常培养液后12 h细胞形态基本恢复; 浸泡

4 h后, 细胞进一步皱缩, 胞体失去正常的立体结

构, 部分细胞核变小, 呈明显“脱水”状态, 细胞

间隙进一步增大, 更换正常培养液后12 h细胞形

态仍未恢复(图1). (2)在划痕后17 h, 对照组划痕

已基本愈合, 而实验组仍可见清晰划痕, 且以4 h
实验组划痕尤为明显(图2), 提示海水浸泡能够降

低ECV304细胞迁移能力, 延缓划痕创伤愈合.
2.2 裸鼠移植瘤的生长 从接种当日(即接种后0 d)
算起, 至第7天, 全部裸鼠均存活并出现皮下可

触摸的质硬肿块, 成瘤率100% .根据肿瘤体积

大小均匀配对分组, 对照组和实验组平均肿瘤

体积无显著性差异.此后, 分别给予生理盐水和

人工海水处理, 随着时间的延长, 两组肿瘤体积

在第10天开始出现显著性差异(P <0.05), 至第12
天, 两者差异具有极显著性(P <0.01, 表1). 以接

种后天数为横坐标, 肿瘤体积大小为纵坐标, 取
每组8只裸鼠肿瘤体积的平均值绘制肿瘤生长

曲线. 结果如图3所示, 对照组肿瘤呈递增性生

长, 而实验组肿瘤在人工海水处理后, 起初生

长明显受抑制, 第10天与第7天相比, 肿瘤体积

无明显增大, 甚至略有缩小, 随后开始增大, 但

■相关报道
宁浩勇 et al 在海
水浸泡对伤口愈
合时间影响的动
物实验中也发现, 
创伤合并海水浸
泡 后 ,  血 管 内 皮
细胞、成纤维细
胞等修复细胞功
能 受 损 ,  伤 口 血
管 化 程 度 降 低 , 
肉芽组织成熟缓
慢 ,  伤 口 愈 合 时
间 明 显 延 迟 .  该
研究与本文的结
果具有一致性. 
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生长速度仍明显慢于对照组肿瘤. 接种后第12
天, 麻醉处死裸鼠, 将肿瘤完整剥离下来, 称质质

量, 对照组和实验组肿瘤质量分别为0.055±, 对照组和实验组肿瘤质量分别为0.055±
0.03 g和0.02±0.01 g, 两者相比有显著性差异

(P <0.05). 与对照组相比, 实验组肿瘤生长缓慢, 
肿瘤体积较小.
2.3 肿瘤周围新生血管 接种后第12天观察肿瘤

周围新生血管. 结果如图4所示, 对照组裸鼠肿

瘤呈鲜红色, 周围血管丰富, 血管分支较密集, 
并从瘤体边缘向瘤体内伸展, 瘤体内可见明显

的微小血管网. 实验组裸鼠肿瘤呈淡粉色, 周围

血管较少, 血管分支稀疏, 少有达到瘤体边缘, 
瘤体内仅见少量细小血管, 无明显可见的微小

血管网.
2.4 肿瘤组织内微血管密度 通过VWF免疫组织

化学染色进一步显示肿瘤组织内微血管(图5), 
VWF特异性表达于呈线性排列的血管内皮细胞

胞质中, 呈弥漫性棕黄色(图中箭头所示). 肿瘤中, 呈弥漫性棕黄色(图中箭头所示). 肿瘤

组织内微血管主要分布于肿瘤间质中. 在相同

大小的视野下, 对照组血管密度较高, 而实验组

血管密度较低, 结果与图4一致. 进一步通过统

计学分析, 对照组微血管密度值为3.2±0.83, 实
验组微血管密度值为1.2±0.44, 两者相比具有

显著性差异(P <0.05). 上述结果提示海水能够抑

制血管生成.

图  1  不同处理组ECV304细胞形态(×100). A: 正常细胞; B: 2 h对照组; C: 4 h对照组; D: 2 h实验组; E: 4 h实验组.

A B C D E

图  2  划痕创伤愈合实
验结果(×100). 图中白

色直线标记的是划痕边

缘, 2条直线之间的间距

代表划痕宽度. A-B: 2 

h对照组初始划痕和培

养17 h时划痕; C-D: 2 

h实验组初始划痕和培

养17 h时划痕; E-F: 4 h

对照组初始划痕和培养

17 h时划痕; G-H: 4 h

实验组初始划痕和培养

17 h时划痕.
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表  1  肿瘤经生理盐水和海水处理后裸鼠肿瘤体积变化
(mean±SD)

     
分组

                                   肿瘤体积 (mm3)

	     第7天	               第10天	      第12天

对照组   42.67±22.52    77.63±32.05   194.59±70.49

实验组   47.25±19.88    45.48±31.12a    87.88±22.46b 

aP<0.05 vs  第10天对照组; bP<0.01 vs  第12天对照组.

■创新盘点
本课题组在前期
的 研 究 中 ,  通 过
血管内皮功能相
关基因实时定量
PCR芯片分析, 发
现海水浸泡能够
导致一系列与细
胞运动、血管生
成相关基因的表
达改变. 因此, 本
研究在此基础上, 
通过内皮细胞功
能实验, 进一步观
察海水浸泡对血
管内皮迁移和血
管生成的影响. 从
基因表达水平及
其功能分析两方
面, 为认识海水致
伤分子机制提供
了实验依据. 
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3  讨论

血管生成(angiogenesis)是指从已存在的血管中

以萌芽的方式形成新生血管的过程. 他是许多生

理和病理过程, 包括胚胎发育, 创伤愈合, 组织再

生和肿瘤生长所必需的基本步骤[11-12]. 该过程受

到促血管生成因子(如VEGF, 碱性成纤维细胞生

长因子等)和抗血管生成因子(如TSP-1, 纤溶酶原

活化抑制剂-1等)之间严格平衡的调节, 并包含多

种细胞协同参与的一系列级联事件[13-15]. 已有的

研究表明, 在血管生成过程中, 血管内皮细胞是

最重要的细胞, 通过分泌多种酶、黏附分子、

促/抗血管生成因子, 定向迁移和增殖等作用参

与了血管生成的全过程. 其中, 血管内皮细胞脱

离基底膜, 向促血管生成因子迁移被认为是新

生血管形成的始动环节[16-17].
本研究首先用观察细胞迁移和生物学功

能的经典方法划痕创伤愈合修复分析[6], 观察

了海水浸泡对血管内皮细胞迁移的影响.通过

ECV304细胞划痕创伤模型, 观察并比较了生理

盐水浸泡和海水浸泡对ECV304细胞形态和划

痕创伤愈合功能的影响. 结果显示, 生理盐水处

理后细胞形态无明显改变, 或仅发生轻微改变, 
更换正常培养基后短期内形态即可恢复正常; 而
细胞经海水处理后, 细胞形态皱缩, 细胞间隙增

大, 呈“脱水”样改变, 并随着浸泡时间延长而

加剧, 更换正常培养基后细胞形态恢复时间显著

延长. 提示, 海水高钠、高渗导致ECV304细胞脱

水, 细胞内液大量丢失, 细胞结构受损, 并且随着

浸泡时间延长, 受损程度逐渐加重, 并且更换正

常培养基后恢复时间也相应延长. 而细胞经等渗

生理盐水浸泡, 细胞形态虽然也发生一些轻微变

化, 可能只是细胞在无营养状态下的一种自我保

护形式, 细胞受损不严重, 因此在更换正常培养

基后, 细胞迅速恢复正常形态[18-19]. 观察细胞划

痕愈合实验, 在划痕后17 h, 对照组划痕已基本

愈合, 而实验组仍可见清晰划痕, 并且以实验4 h
组划痕尤为明显. 提示, 海水浸泡使ECV304细
胞结构的改变导致了细胞功能障碍, 表现在细

胞迁移能力降低, 细胞划痕愈合明显延迟. 推测

其原因, 可能由于高渗海水导致细胞内液大量

丢失, 细胞核和线粒体、高尔基体等重要细胞

器结构受损, 细胞能量代谢和蛋白质合成障碍, 
并且随着浸泡时间延长损伤程度逐渐加重[20-23]. 
在更换正常培养基后, 细胞功能短期内不能完

全恢复, 因此细胞运动能力降低, 划痕愈合延迟, 
并且延迟程度与细胞浸泡时间呈正相关.

进一步借助裸鼠皮下移植瘤模型, 观察海

水浸泡对血管生成的影响[24]. 结果显示, 对照组

A B

图  4  肿瘤周围新生血管. 图中箭头所指为肿瘤. A: 对照组; 

B: 实验组.图  3  2组裸鼠肿瘤生长曲线.

300

250

200

150

100

50

0

  
  

肿
瘤

体
积

(m
m

3 )

对照组
实验组

0                7               10              12
接种后天数 (d)

图  5  VWF免疫组织化学染色示肿瘤组织内微血管(×200). 图中箭头所示为微血管, 可见VWF特异性表达于呈线性排列的

血管内皮细胞胞质中, 呈弥漫性棕黄色. A: 对照组; B: 实验组.
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■应用要点
认识海水致伤分
子机制, 为制定海
难或战伤落水伤
员的救治原则提
供科学依据. 
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肿瘤边缘新生血管较丰富, 瘤体内微血管密度

值为3.2±0.83, 而实验组肿瘤边缘新生血管较

少, 瘤体内微血管密度值为1.2±0.44, 两者具有

显著性差异(P <0.05). 与对照组相比, 实验组肿

瘤生长缓慢, 肿瘤体积较小. 提示海水浸泡能够

抑制血管生成, 而肿瘤血管生成是维持肿瘤血

供、促进肿瘤生长的必要条件[25]. 该结果进一步

验证了我们前期有关海水对大鼠肠系膜血管内

皮功能基因表达影响的研究, 提示海水浸泡可

以影响血管生成相关基因的表达[4]. 也与宁浩勇 
et al的研究结果一致, 即创伤合并海水浸泡后, 
修复细胞功能受损, 伤口血管化程度降低, 伤口

愈合时间明显延迟[3].
已知血管生成是创伤愈合过程中的必需步

骤, 该过程受到促血管生成因子和抗血管生成

因子间严格的调节. 在前期的工作中, 我们发现

海水浸泡引起VEGF、TSP-1、MMP-9等一系列

重要的促/抗血管生成基因的表达改变. 本研究

通过功能性实验进一步证实了海水浸泡能够抑

制体内血管生成, 而这可能是其延缓伤口愈合

的重要原因之一. 同时, 在创伤愈合中, 血管内

皮细胞作为重要的修复细胞, 参与了血管生成

的全过程[26-28], 尤其是内皮细胞脱离基底膜、向

促血管生成因子迁移的过程被认为是新生血管

形成的始动环节. 因此, 海水浸泡能够抑制血管

内皮细胞迁移, 可能是其抑制血管生成的原因

之一. 
此外, 血管内皮细胞作为血液与组织间代

谢交换的重要屏障, 还具有重要的内分泌功能, 
参与维持血流动力学平衡、形成抗血栓表面以

及免疫与炎症反应等重要病理生理活动[29-30]. 我
们在研究中发现, 海水浸泡能够导致血管内皮

细胞损伤, 不仅体现在细胞结构的破坏, 而且还

能广泛引起内皮细胞重要功能基因的表达改变. 
因此, 除了血管生成以外, 包括凝血、炎症反应

在内的由血管内皮细胞参与的多种病理生理过

程均可能发生障碍, 而这都将加重创伤的病理

过程, 导致伤口愈合延缓[31-32]. 
总之, 本研究的结果表明, 海水浸泡能够降

低血管内皮细胞迁移能力, 并抑制血管生成.
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Abstract
AIM: To investigate the feasibility of using 
18F-FDG PET/CT for pretherapeutic evaluation 
of advanced gastric cancer.

METHODS: The clinical records of 40 advanced 
gastric cancer patients who underwent 18F-FDG 
PET/CT before treatment were reviewed retro-
spectively. Of these patients, 14 patients under-
went radical gastrectomy, and the other patients 
underwent chemotherapy or palliative gastrec-
tomy. The lymph nodes were classified into two 
groups (N1 + N2 group and N3 group) based on 

anatomic sites. Lymph node metastasis was as-
sessed on group basis. All PET/CT images were 
interpreted according to visual evaluation and 
standardized uptake values (SUVs). 

RESULTS: The diagnostic sensitivity of 18F-FDG 
PET/CT, PET and CT for primary tumors was 
97.5%, 65% and 90%, respectively. The sensitiv-
ity, specificity, and accuracy of 18F-FDG PET/CT 
for N1 + N2 metastases were 71.4%, 77.8% and 
85.7%, respectively, while the sensitivity of 
PET/CT for N3 metastases was 100%. PET/CT 
detected 21 cases of metastases undetected by 
routine method. Accordingly, the TNM stage of 
tumors was upgraded in 40% of patients. 

CONCLUSION: It is feasible to use 18F-FDG PET/
CT for pretherapeutic evaluation of advanced 
gastric cancer, and the diagnostic outcomes re-
vealed by PET/CT may have a clinically signifi-
cant impact on the choice of initial therapy. 

Key Words: Advanced gastric cancer; 18F-FDG PET/
CT; Pretherapeutic evaluation

Wang X, Yu LJ, Wang DL, Jia CY, Tian MH. Feasibility 
of using 18F-FDG PET/CT for pretherapeutic evaluation 
of advanced gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(21): 2159-2163

摘要
目的: 探讨18F-FDG PET/C对进展期胃癌治疗
前评估的可行性.

方 法 :  回 顾 性 分 析 4 0 例 进 展 期 胃 癌 患 者
18F-FDG PET/CT常规检查结果资料, 与内镜、

手术病理和临床随访作对照; 其中14例患者
行根治性手术, 余行化疗或姑息治疗. 根据解
剖部位将淋巴结分为N1+N2和N3组, 淋巴结有
无转移以组为单位. 原发灶、淋巴结及其他器
官转移灶的判断通过目测分析结合标准化摄
取值来确定.  

结果: PET/CT对胃原发癌的灵敏度为97.5%. 
PET和CT的灵敏度分别为65%和90%; 14例根
治手术患者N1、N2淋巴结有无转移PET/CT
的确诊率为85.7%, 灵敏度为71.4%, 特异性为

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是人类最常
见的恶性肿瘤之
一, 在世界范围内
发病率和死亡率
均居恶性肿瘤前2
位. 临床上进展期
胃癌占大多数, 进
展期胃癌治疗前
的全面评价, 包括
对淋巴结转移的
精确诊断, 对恰当
的治疗策略的制
定影响重大.

■同行评议者
张 小 晋 ,  主 任 医
师, 北京积水潭医
院消化内科



77.8%; 对N3淋巴结的灵敏度为100%. PET/CT
发现21处临床未怀疑的转移灶; PET/CT检查
后40%(16/40)的病例分期发生变化.

结论: 18F-FDG PET/CT可用于进展期胃癌的
治疗前评估.

关键词: 进展期胃癌; 18氟-氟脱氧葡萄糖-正电子

发射断层显像; 治疗前评估
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0  引言

胃癌在世界范围内发病率和死亡率均居恶性肿

瘤前2位. 在我国胃癌男、女性世界调整死亡率

均居于首位, 并且呈逐年上升趋势[1]. 临床上进

展期胃癌占大多数, 治疗手段是以手术为主的

综合治疗, 即手术切除辅以化疗、放疗、免疫

治疗等其他治疗, 近年来, 在临床开展的术前辅

助化疗, 即新辅助化疗治疗效果较满意, 日益引

起重视[2], 因此, 进展期胃癌治疗前的全面评价, 
包括对淋巴结转移的精确诊断, 对恰当的治疗

策略的制定影响重大. 18氟-氟脱氧葡萄糖-正电

子发射断层显像(18F-FDG PET), 虽然在肺癌等

恶性肿瘤的诊断、分期或再分期以及疗效监测

有很高的准确度, 但对胃癌的应用受限, 主要因

为PET对早期胃癌和部分进展期胃癌原发灶、

淋巴结转移的灵敏度较低[3-6], 其临床价值在于

发现远隔转移和伴发的其他恶性病变[7]. 
正电子发射计算机断层成像 /X线计算机

断层成像(PET/CT), 于1998年由Townsend et al
首先研制成功, 将PET和CT同机融合的PET/CT
提供了最大限度的改善肿瘤的诊断、分期、

远处播散灶的发现和定位的可能性[8]. 近些年, 
PET/CT已在多种消化器官肿瘤的应用上显示出

优势[9-10], 但有关胃癌的研究较少; 最近2年有3
位作者报道了18F-FDG PET/CT在胃癌术后复发

监测中的应用[11-13], 结果并不一致; 但有学者提

出PET/CT两种影像的互补, 有可能改变18F-FDG 
PET在胃癌评估中灵敏度较低的现状[14]. 本文的

目的即在探讨18F-FDG PET/CT对进展期胃癌治

疗前评估的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾分析40例进展期胃癌患者18F-FDG 
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PET/CT常规检查的影像资料和临床资料; 全
部病例18F-FDG PET/CT显像前未行针对胃癌

的任何治疗; 糖尿病患者, 空腹血糖水平高于

6.1 mmol/L的不在入选之列. 患者中男28例, 女
12例, 年龄41-80岁; 原发灶10例位于上1/3, 18
例位于中1/3, 12例位于下1/3; Bormann分型: Ⅰ
型5例, Ⅱ型6例, Ⅲ型21例, Ⅳ型8例; 组织学类

型: 高分化腺癌12例, 中分化腺癌8例, 低分化

腺癌14例, 印戒细胞癌6例; 27例淋巴结转移; 8
例肝转移, 3例肺转移, 5例骨转移, 2例肾上腺转

移; 腹膜种植转移13例. 临床常规分期检查包括

临床体格检查、胃镜、胸部平片或CT、骨骼

ECT、上腹部CT及全腹超声. 其中14例行根治

性手术, 余行化疗或姑息性治疗. 
1.2 方法 
1.2.1 18F-FDG PET/CT检查: 检查前禁食6 h以
上, 静脉注射18F-FDG 0.8-0.12 mCi/kg, 平静休

息40-75 min后行PET/CT扫描, 扫描前po  500 
mL纯净水, 以使胃腔膨胀. PET/CT扫描仪为

Discovery ST(GE Corporation), PET 2D模式

扫描, 2.5 min/床位, 迭代法重建; CT螺旋扫描

200 mA, 0.75螺距, 3.75 mm层厚. 以CT数据为

PET作衰减校正. 18F-FDG经min i-TRACE(GE 
Corporation)和FN自动化合成系统生产, 放化纯

度大于98%. 
1.2.2 图像分析方法: 在Xeleris图像处理工作站, 
由2位有经验的医师共同阅读图像, 阅读前未告

知胃镜检查结果, 以2位医师协商一致的意见为

结果. PET判断胃癌以目测为主, 目测法以胃区

的局灶放射性浓聚为恶性病变, 较弥漫的类似

肝脏的放射性浓聚视为生理性摄取; CT以胃壁

出现局限不规则增厚和密度较致密为胃癌确定

表现; PET/CT图像融合后, 机器自带软件自动计

算的SUV(标准化摄取值), 原发灶、淋巴结及其

他器官转移灶SUV的最大值被记录. 淋巴结和

其他器官转移转移以目测结合SUV值判断, 通
常以SUVmax大于2.5为阳性. 
1.2.3 诊断标准: 手术病理或上消化道内窥镜对原

发灶; CT和临床随访对肝、肾上腺、淋巴结和肺

转移; CT、脱落细胞和临床随访证实腹水、腹膜

和胸膜的播散转移; 骨扫描和临床随访证实骨转

移. 临床随访为: 可疑病变在初次发现和随后的

复查比较有大小变化, 被判定为肯定的病灶. 

2  结果

2.1 原发灶诊断 高、中分化腺癌摄取值多数较

www.wjgnet.com

■相关报道
最近2年有2位作
者 分 别 报 道 了
18F-FDG PET/CT
对胃癌术后复发
的监测有较高的
应用价值; 也有学
者提出PET/CT两
种影像的互补, 有
可能改变18F-FDG 
PET在胃癌评估
中灵敏度较低的
现状, 从而改善胃
癌临床分期的精
确度.

■研发前沿
正电子发射计算
机断层成像 /X线
计 算 机 断 层 成
像(PET/CT),  将
PET的功能成像
和CT解剖成像整
合为一体化成像
仪 ,  于1998年由
Townsend et al 首
先研制成功, 大量
的临床应用显示
PET与CT的融合
图像对多种肿瘤
的诊断与分期及
治疗反应的评价
具有重要价值, 但
其在进展期胃癌
的临床应用价值
还未确定.



王欣, 等. 18F-FDG PET/CT对进展期胃癌治疗前评估的可行性           			                                         2161

www.wjgnet.com

高, SUVmax: 3.3-13.5; 低分化腺癌摄取值范围较

宽, SUVmax: 1.6-9.0(图1-2); 印戒细胞癌摄取偏

低, SUVmax: 2.2-4.7, 平均值为3.7±0.9. 40例中单

纯PET可确定26例为胃癌, 其余14例摄取程度较

轻, 或难以和生理性摄取区分, 灵敏度65%; CT
确定36例为胃癌, 灵敏度90%; PET/CT融合后可

区分出39例胃癌, 灵敏度97.5%. 
2.2 淋巴结转移 14例根治手术患者N1、N2淋巴

结有无转移PET/CT总的正确诊断率85.7%, 灵敏

度为71.4%, 特异性为77.8%(图3); 2例假阴性分

别见于印戒细胞癌和低分化腺癌, 原发灶的摄

取值分别为3.7和4.8, CT上可见胃周有小淋巴结, 
但PET未见放射性摄取. 对N3淋巴结的灵敏度为

100%. 
2.3 远隔转移 13例腹膜种植转移, PET/CT检查

前仅发现3例. PET/CT正确诊断10例(76.9%), 8
例PET上可见放射性摄取, SUVmax介于1.9-14.7, 
5例无可辨的放射性摄取; 10例CT上可见网膜、

腹膜增厚, 表现为脂肪间隙的混浊、索条影及

结节、肿块形成, 少量积液, 但7例平扫CT漏诊

(图4);  血行转移18处(肝转移8例, 骨转移5例, 肺
转移3例, 肾上腺转移2例), PET/CT检查前仅发

现7处. 肝转移SUVmax介于4.4-9.7, 多见于高分化

腺癌(6/8). 骨转移SUVmax介于2.3-22.5, 多见于低

分化腺癌(3/5); 3例CT上表现为以成骨为主的混

合性骨破坏, 2例为溶骨破坏, 18F-FDG摄取值均

高于原发灶. 肺转移3例, 都为低分化腺癌, CT为
多发软组织密度小结节, PET未见放射性摄取. 
肾上腺转移1例为双肾上腺肿块, 1例为单发肾

上腺结节, SUVmax分别为13.0、7.0. 
2.4 PET/CT检查后临床分期的改变 PET/CT检查

后40%(16/40)的病例分期发生变化, 其中N分期

下调2例, M分期下调1例, N分期上调5例, M分期

上调8例. 

3  讨论

进展期胃癌的原发灶的18F-FDG摄取表现多样, 
部分腺癌摄取程度较高, 而印戒细胞癌和部分

低分化腺癌的摄取较低[15-17], 甚至在单纯PET
图像上难以和生理摄取区分; 一体化的PET/CT
将放射性浓聚和CT形态有机的结合, 根据CT
胃壁是否增厚、僵硬, 能够鉴别一部分生理性

摄取和病变摄取, 显著提高原发癌的诊断阳性

率. 需要注意的是PET/CT扫描前要让受检者充

分饮水, 使胃壁舒张, 有助于减少胃壁的生理性

摄取[18-20]和CT的诊断. 
目前, 国内外缺少大样本的PET/CT在胃癌

N分期应用的研究. 在我们14例根治手术患者的

淋巴结转移的PET/CT图像分析中, 仍主要以淋

巴结的SUV值≥2.5为阳性诊断标准, 对N1+N2淋

巴结转移总的准确率为85.7%, N3淋巴结的阳性

率为100%. 我们的研究中, 影响淋巴结诊断灵敏

度的主要原因为黏液腺癌和印戒细胞癌转移淋

巴结的低摄取, 这与Kim et al [21]的研究一致. 国
外学者报道由于PET图像上胃周淋巴结常与原

发灶融为一团, 无法区分, 导致单纯PET对N1淋

巴结的检出不理想[16], 但PET显示出对淋巴结转

图  1  胃体低分化腺癌, 大网膜种植转移. A: CT矢状位图像

示胃体后壁弥漫不均匀增厚; B: 同层PET图像示胃后壁高度

放射性浓聚, 肝下前腹壁后条状放射性浓聚; C: 融合图像显

示增厚胃壁与放射性浓聚一致, 肝下前腹壁后放射性浓聚为

大网膜转移.

A B C A

图  2  胃体小弯低分化腺癌, 无明显放射性浓聚. A: CT横

轴位图像示胃体小弯胃壁局限增厚、僵硬; B: PET同层图像

显示胃壁仅轻度放射性摄取, 与肝脏、脾脏近似.

B

■应用要点
PET/CT扫描前应
嘱患者充分饮水, 
使胃壁舒张, 有助
于减少胃壁的生
理性摄取和CT的
诊断.
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移有很高的特异性[16,21]. 国内21例胃癌的研究显

示, PET判断淋巴结转移的准确率和术中淋巴结

评估的准确率接近, 为85.7%[22]. 已有学者提出

将PET与CT结合, 有可明显改善胃癌的手术前

分期[23], 但PET与CT如何结合, 其应用方法和诊

断标准尚需进一步探索. 
18F-FDG PET/CT对进展期胃癌胸部至腹腔

远隔转移有很高的价值, 在我们的研究中PET/
CT发现了21处未被临床怀疑的转移灶, 使40%
的病例临床TNM分期发生变化. 我们的研究显

示PET/CT对肝转移、骨转移以及腹膜转移都

有很高的灵敏度, 与Yoshioka et al [15]的单纯PET
的研究报告不同, 这得益于PET与CT的同机图

像的互相补充, 使单纯PET上摄取较低的成骨转

移、单纯PET上与胃肠道生理摄取难以区分的

腹腔的异常放射性浓聚得到有效诊断; PET/CT
有可能明显提高进展期胃癌治疗前分期的准确

性, 从而有利于治疗决策的选择. 
我们当前的回顾性研究还存在一定的缺陷, 

根治手术病例较少, 未区分PET/CT对N1和N2淋
巴结转移的诊断效能, 因而尚不能肯定PET/CT
对淋巴结清扫范围的指导作用, 这有赖于进一

步的前瞻性研究. 此外, PET/CT对进展期胃癌的

诊断价值尚需与临床常用的增强MSCT进一步

比较. 
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A B C

图  4  胃窦中分化腺癌, 多处远隔转移. A: CT图像示胃窦小弯壁增厚; B: 与A同层PET图像示增厚胃壁高度18F-FDG摄取; 
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融合成复合影像, 
有利于病变的发
现、定位和定性.
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Abstract
Isolation and culture of primary hepatocytes are 
key steps for establishment of the in vitro cellular 
model of HBV infection and clinical application 
of bioartificial liver. Over the past decade, nu-
merous studies have been performed on the iso-
lation and culture of hepatocytes. In this article, 
we will review the advantages and disadvan-
tages of various hepatocyte isolation and culture 
techniques developed so far and discuss future 
prospects in this field. 

Key Words: Primary hepatocyte; Hepatitis B virus; 
Bioartificial liver; Techniques for isolation and cul-
ture of hepatocytes
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摘要
原代肝细胞的分离和培养是建立体外HBV感
染的细胞模型和临床应用生物人工肝的关键
步骤, 许多学者对肝细胞分离和培养技术做了
大量探索. 本文就近年来建立的各种肝细胞分
离技术和培养技术的优缺点进行比较, 并对该
领域今后的发展前景作了展望.

关键词: 原代肝细胞; 乙型肝炎病毒; 生物人工肝; 

肝细胞分离培养技术
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0  引言

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)引起的严重危害人类健康的病毒性传染疾

病. 要对HBV的进入机制进行研究, 就需要具有

良好分化表型的原代肝细胞作为工具[1]. 而随着

生物人工肝在治疗急性肝衰竭领域的广泛应用, 
也需要具有较好生存能力和分化功能的原代肝

细胞作为生物材料. 因此, 肝细胞的分离、培养

技术受到了越来越多的关注. 近年来, 许多学者

在原代肝细胞分离和培养技术上做了大量的探

索, 为肝细胞分离、培养技术的实际应用提供

了大量的技术支持, 现将各种方法的优缺点作

一比较并对该领域的前景作概述性展望.

1  细胞的分离方法

体外培养肝细胞的关键是如何分离得到形态

完整、体外代谢活性高的肝细胞 .  自1953年
Anderson[2]首创剪切法从肝脏分离肝细胞以来, 
各实验室对肝细胞的分离方法进行了不断改进. 
在众多方法中, 主要分为非灌流的方法和灌流

的方法. 
1.1 采用非灌流的方法 早期的研究一般通过非

灌流这种简单的步骤分离肝细胞. 

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染导致
的慢性肝炎是严
重威胁人类健康
的世界性疾病. 由
于缺乏理想的体
外感染模型, HBV
复制机制的研究
和抗病毒药物筛
选一直受到制约. 
实验室对获得足
够数量以及生长
状态良好的肝细
胞的需求十分迫
切, 发展和完善原
代肝细胞分离技
术和培养技术是
进行HBV基础研
究、新药发现以
及生物人工肝应
用的关键一步.

■同行评议者
孙 殿 兴 ,  主 任 医
师, 白求恩国际和
平医院肝病科
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1.1.1 机械分离法: 机械分离法是利用机械剪切

及强力吹打等物理手段来分离肝细胞的方法[3]. 
张顶 et al [4]在分离树鼩肝细胞的过程中, 首先将

树鼩的肝脏剪成小块, 然后通过挤压、剪碎和

震荡等机械手段, 使肝细胞从肝组织上脱落, 从
而获得互相分离的肝细胞. 
1.1.2 胰酶消化法: 胰酶消化法是利用胰酶来破

坏肝细胞之间的桥连, 使肝细胞分离的一种方

法. Dulbecco et al [5]首次采用胰酶来分离猴肾细

胞、大鼠肝细胞, 并运用到体外细胞的研究和

培养中. 刘友平 et al [6]利用该方法分离肝细胞时, 
首先取出小鼠的肝组织用眼科剪剪碎至糊状, 
然后用缓冲液充分清洗并加入胰酶进行消化. 
待消化完全后用D-Hank's液清洗, 最后加入含有

血清的培养液终止胰酶的作用, 得到消化彻底

的细胞悬液. 
1.1.3 胶原酶消化法: 胶原酶消化法是利用胶原

酶来破坏细胞间的纤维成分, 使肝细胞分离的

一种方法. 王琳 et al [7]在利用该方法分离新生小

鼠肝细胞时, 首先将新生小鼠的肝脏剪成1 mm3

组织块, 用无钙无镁的D-Hank's液反复冲洗后加

入胶原酶进行消化. 最后用DMEM液终止胶原

酶的作用, 得到肝细胞悬液. 
1.2 采用灌流的方法 虽然非灌流的方法以其简

单易行的特点得到了一定的应用, 但由于存在

消化不完全、分离得到的肝细胞中多细胞团块

存在的问题, 不能满足许多基础研究或临床应

用的要求. 1969年, Berry和Friend[8]引入了肝脏

灌流法, 灌流可以使消化液与肝组织更加充分

地接触, 不仅提高了分离效率, 还使分离所得肝

细胞的活力和数量大大提高. 
1.2.1 离体胶原酶灌流法: 离体胶原酶灌流法是

将离体灌注与胶原酶消化相结合的方法. 在使

用该方法分离肝细胞时, 首先将动物肝脏取出, 
于门静脉内置管或直接在获得的肝组织块的血

管或切口内置管, 用预热的无钙无镁的D-Hank's
液灌流. 然后换用胶原酶作持续灌流, 使肝细胞

与间质分离. 最后用培养液终止胶原酶的消化

作用, 过滤、离心、弃上清后得到肝细胞悬液[9]. 
1.2.2 Seglen两步灌流法(原位胶原酶灌注法): 
自从引入灌流法分离肝细胞以来, 许多学者根

据不同的应用条件对灌流法进行了改良. 其中

Seglen[10]经过一系列细致的研究, 创立了改良的

Seglen两步灌流法, 这一方法已成为应用至今的

标准的原代肝细胞分离方法. 两步灌流法主要

是通过门静脉先后用含EDTA或EGTA缓冲液和

胶原酶缓冲液进行灌注来分离肝细胞的方法. 
许多学者在具体操作中, 不断改进两步灌流法

的灌注条件, 目的在于进一步减少分离过程中

肝细胞的损伤, 提高肝细胞的活率[11-12]. 
1.2.3 半原位胶原酶灌流法: 半原位胶原酶灌

流法是我国学者彭齐容 et al [13]以Seglen法为基

础建立的肝细胞分离技术. 俞红 et al [14]在采用

该方法分离乳猪肝细胞时, 首先用无钙无镁的

D-Hank's液于门静脉进行原位灌注. 接着, 除保

留门静脉以外, 离断肝脏血管并将肝脏移入无

菌平皿中, 继续用胶原酶进行灌注使肝细胞与

间质细胞分离. 最后钝性撕裂组织, 过滤洗涤后

得到制备好的细胞悬液. 
1.2.4 下腔静脉插管的逆向胶原酶灌注法: 下腔

静脉插管的逆向胶原酶灌注法是在肝下腔静脉

插管, 并结合逆向胶原酶灌注来分离肝细胞的

方法[9]. 在采用该方法分离肝细胞时, 首先将灌

注针逆向插入下腔静脉后固定, 门静脉开放做

流出道. 接着用含EGTA或EDTA的灌注液进行

灌注, 一段时间后再用含有Ca2+的胶原酶进行充

分灌注. 灌流结束后, 将细胞过滤、清洗后得到

制备好的肝细胞悬液. 
1.2.5  Gerlach五步胶原酶灌流法: 在使用两步灌

流法分离大的肝组织块时, 仍存在消化不完全的

问题. 而Gerlach et al [15]在两步灌流法的基础上, 
创立了联合门静脉和肝动脉的五步胶原酶灌流

技术, 建立了一种高效的细胞分离方法(图1). 
刘应生 et al [16]在使用该方法分离细胞时, 采

用了无钙缓冲液进行开放灌注, 以去除器官内

血细胞, 这样可以得到纯度更高的肝细胞. 并且

用无Ca2+缓冲液洗掉Ca2+后再用含Ca2+缓冲液开

放灌注, 这样可以提前为胶原酶营造一个Ca2+环

境. 最后用4℃的培养液进行灌注, 低温的环境

可以减少操作过程对细胞造成的损害. 
不同的分离方法具有不同特点, 各方法的

优缺点对比见表1.

2  细胞的培养方法

自19世纪末以来, 鉴于肝脏代谢学、毒理学、

生物化学与分子生物学研究不断增长的需求, 
众多科学家都致力于肝细胞培养技术的不断探

索, 使该领域得到了较快的发展. 到目前为止, 
用于肝细胞培养的方法主要有以下几种, 现叙

述如下. 
2.1 组织块贴壁培养法 该法是用于培养肝细胞

的最原始的方法. 聂兴草 et al [23]在运用该方法培

■研发前沿
摸索最佳的分离
方法和培养条件, 
使分离培养得到
的原代肝细胞获
得足够的细胞数
量和最佳的生存
能力. 在众多科学
家的共同努力下, 
出现了许多更加
优化的分离条件
和新颖的细胞培
养系统.
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养肝细胞时, 首先将肝组织块用消化液短时间

处理, 然后直接贴于培养瓶内壁, 加入培养液后

置于37℃、50 mL/L CO2条件下进行培养. 
2.2 肝细胞-非实质细胞混合培养法 研究表明, 
肝非实质细胞在肝细胞特性及生物学功能的维

持中发挥着举足轻重的作用[24]. Bhatia et al [25]认

为, 肝非实质细胞能够通过生成HGF等生长因

子来促进肝细胞的增殖, 并使肝细胞维持其生

物学特性. 王英杰 et al [26]在使用该方法培养肝细

胞时, 将所得肝细胞、肝非实质细胞按2∶1的
比例混合, 在37℃条件下旋转培养1 h, 使两类细

胞形成球形聚集体后移入被覆聚羟乙基异丁烯入被覆聚羟乙基异丁烯被覆聚羟乙基异丁烯

酸的培养瓶中, 在常规条件下继续旋转培养. 
2.3 单层胶原培养法 由于肝细胞属上皮细胞类

型, 所以细胞所处的微环境对于细胞生存能力

和分化特性的维持发挥着至关重要的作用[27]. 而
加入到培养体系中的胶原可以为细胞提供一个

类似于体内环境的微环境, 有利于细胞生长状

态和分化特性的维持. 在使用该方法培养肝细

胞时, 首先将分离得到的肝细胞接种在胶原涂

层的平面载体上, 然后加入培养液在37℃、50 
mL/L CO2的条件下进行培养. 
2.4 双层胶夹层培养法 双层胶夹层培养法也称

胶原三明治培养法, 是较为常用的三维细胞培

养方法[28]. 胶原夹层的制备方法是: 首先在培养

器皿中加入适量胶原, 放置过夜, 使胶原在培

养器皿底部均匀地铺上一层. 将多余的胶原吸

出后加入分离好的细胞悬液, 在37℃、50 mL/L 
CO2的环境中培养一定时间, 使肝细胞能够黏附

到胶原表面. 最后再在细胞悬液上加入胶原, 待
胶原形成均匀的一层胶原膜后, 加入培养液继

续培养. 
2.5 微载体黏附培养法 微载体黏附培养法是将

分离得到的肝细胞与微载体一起加到培养介质

中, 利用肝细胞具有贴壁生长的特性, 通过振动

或其他手段, 使肝细胞附着到微载体表面, 形成

以微载体为中心的肝细胞聚集体而进行培养的

一种方法[29]. 为了更有利于肝细胞的大规模培

养, 许多学者优化了常规微载体制备的反应条

表  1  迄今发展的各种肝细胞分离方法的优缺点对比

     
分离方法	             最适对象	                             优点	                                    缺点	                          参考文献

机械分离法 小型动物及肝

组织块

操作简单; 不需要复杂仪器和昂贵的胶

原酶; 分离得到细胞的膜蛋白的成分和

性质不易发生改变 

所得细胞的收获量和成活率很低 [3], [4] 

胰酶消化法 操作简单; 酶价格便宜 胰酶易造成肝细胞死亡, 使细胞活

率低 

[17], [18]

胶原酶消化法 肝脏体积小的

动物

操作简单; 细胞产率高、损伤小, 且细

胞维持特异功能时间较长 

胶原酶价格昂贵; 获得的肝细胞悬

液多细胞团块存在 

[7], [18]

离体胶原酶灌

流法

该法具有较好的细胞收率 需要较高的操作水平; 需要摸索最

适酶浓度和作用时间; 所得细胞活

率低

[9], [19]

半原位胶原酶

灌流法

适用于大规模

的肝细胞分离

不需要特殊设备; 半原位灌注使胶原酶

的用量仅为原位灌注的1/4 

操作技巧要求高; 易发生污染; 细

胞易发生灌注再损伤而具有较低

的生存能力

[14], [18]

Seglen两步灌

流法

主要适用于中

等大小动物 

所得肝细胞较纯, 细胞存活率高; 可分

离肝实质细胞及肝非实质细胞 

操作过程复杂, 影响因素多, 细胞

易污染; 需要恒流灌注装置, 胶原

酶消耗量大

[18], [20], [21]

下腔静脉插管

的逆向胶原酶

灌注法

灌注效率高, 细胞收率高; 分离得到的

细胞纯度高、生存能力强; 节省胶原

酶; 细胞不易发生污染 

该方法要求较高的操作技巧 [9], [22]

Gerlach五步

胶原酶灌流法

主要用于大规

模肝细胞分离

分离效率高, 所得细胞纯度高; 灌注的

同时分离肝脏, 可避免污染; 所得细胞

具有较强的生存能力和分化特性 

操作过程复杂; 该方法的分离效果

易受到不同的胶原酶浓度、动物

体质量和月龄的影响

[16]

■相关报道
对于肝细胞的培
养 ,  三 维 细 胞 培
养技术受到了越
来 越 多 的 关 注 . 
许多研究者正致
力于对最佳培养
方 式 的 探 索 ,  除
了 球 状 体 培 养
法、微通道培养
法以及生物反应
器培养法等方法
外 ,  印 制 阵 列 培
养法也受到了关
注 ,  是 一 种 具 有
较大应用前景的
肝细胞培养方法.

图  1  Gerlach五步胶原酶灌流法流程.

(1)用无Ca2+缓冲液灌注
(2)含Ca2+缓冲液灌注
(3)用含Ca2+和胶原酶的消化液进行灌注
(4)4℃的培养液灌注

灌注同时分离肝脏

EDTA缓冲液灌注
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件, 希望能进行肝细胞的大规模培养[30-33]. 
2.6 微囊培养法 微囊培养法是将肝细胞悬浮

在多聚赖氨酸与海藻酸反应形成的囊内, 形成

微囊化的肝细胞[34]. 细胞生存所需要的营养物

质、氧气、代谢产物及其分泌的生物活性物质

能通过囊膜出入, 而宿主免疫细胞、免疫球蛋

白、补体等则不能通过半透膜. 微囊既作为免

疫隔离屏障又具有良好的通透性, 使囊内肝细

胞保持良好的生存能力和生物学特性, 并且能

够不受宿主的免疫排斥而长期存活[35]. 
2.7 球形聚集体培养法 提高培养细胞的密度、

维持肝细胞的体外活性和分化特性, 一直是现有

细胞培养方法亟待解决的问题. 而培养方法的改

进目前主要集中在两个方面, 即提高培养细胞的

密度、维持较高的生存能力和分化特性[36]. 
球形聚集体培养法是根据新分离的肝细胞

具有相互聚集的特性, 通过一定的手段抑制肝

细胞单层贴壁生长, 使肝细胞聚集成多细胞球

状体来进行培养的方法. 
最初, 人们主要采用肝细胞球形聚集体回

旋培养法, 该方法是通过转动培养烧瓶来促使

肝细胞的聚集. 由于该方法在维持培养体系中

肝细胞分化特性方面所具有的优势, 使其在抗

肿瘤新药筛选领域得到了一定应用[37]. 但研究发

现, 通过回旋的方式来促进肝细胞球状体的形

成需较长时间, 而球状体形成的推迟会使肝细

胞较快失去分化表型和发生死亡, 所以该方法

一直未得到十分广泛的应用. 而Brophy et al [38]采

用振荡的方式来促进球形聚集体的形成, 并且

研究发现, 球状体振荡培养法是一种比单层培

养系统乃至球状体回旋培养法更加快速、高效

的肝细胞培养方法, 是一种可用于原代肝细胞

培养的三维细胞培养法. 
2.8 微流体通道培养法 微流体通道培养法是采

用软蚀刻技术, 以聚二甲基硅氧烷(polydimethyl 

siloxane, PDMS)为材料制成微小腔室来进行原代

肝细胞培养的方法[39]. 
在制作微通道时, 首先将负性光致抗蚀剂

以旋转的方式铺到硼硅酸盐玻璃表面. 然后将

玻璃片置于热平板上, 分别于65℃烘烤5 min和
95℃烘烤20 min. 接着, 在制作的光蚀胶上面放

上铬模具, 用紫外线进行照射. 再将照射后的

光蚀胶置于热平板上, 分别于65℃烘烤1 min和
95℃烘烤10 min. 用显影剂显影后用异丙醇清

洗, 得到了制作微通道的模板. 把制作好的模板

置于培养皿中, 将与固化剂以10∶1的比例配制

成的PDMS倾倒到制作好的模具上, 脱气除去气

泡, 置于80℃的对流箱中固化1 h. 之后将膜取出, 
冷却到室温后, 将PDMS膜从模具上剥下, 切成

适合大小并用细的不锈钢管在每条通道的两头

钻孔. 最后, 将PDMS膜直接放到培养皿中待用. 
制作过程和得到的装置见图2. 

采用该方法进行细胞培养时, 首先将微通

道灭菌, 然后放置到用胶原涂层的组织培养皿

上, PDMS的界面性质会使他可逆地黏附到培养他可逆地黏附到培养可逆地黏附到培养

皿的底部. 接着用PBS浸润微通道, 将要培养的

细胞接种到微通道中并加入培养液进行培养. 
此外, 在PDMS膜的外围要倒入一定量的培养

液, 以防止微通道中培养液的汽化. 
2.9 生物反应器培养系统 生物反应器是生物人

工肝(bioartificial liver, BAL)系统的核心部件, 承
担着大量培养肝细胞和维持其功能的任务. 设
计合理的生物反应器能够为培养其中的肝细胞

提供充足的营养, 排除代谢产物, 维持其正常的

生长状态和生化指标[40-41]. 目前已有的生物反应

器包括: (1)中空纤维生物反应器; (2)平板单层生

物反应器; (3)灌注床或支架生物反应器; (4)包被

悬浮生物反应器. 其中研究和应用较多的是中

空纤维反应器.
在使用该系统进行细胞培养时, 首先将分

■创新盘点
本文除总结近年
来出现的肝细胞
的分离和培养技
术, 还对这些方法
的优缺点进行了
详细的对比. 对于
新出现的一些方
法, 文中也有较详
细的论述.

图  2  微流体通道制作过程以及成品图示.
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紫外曝光 显影
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聚二甲基硅氧烷浇铸

正面图

剥离

培养皿细胞悬液

细胞培养
肝细胞

置于胶原涂层培养皿上的
PDMS通道
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离得到的生长状态良好的肝细胞悬浮于胶原凝

胶中并接种于中空纤维管外间隙. 然后通过中

空纤维管内间隙, 将培养液加入到循环体系中, 
最后将整个中空纤维管置于培养箱中进行培养. 
培养于该系统中的肝细胞通过管壁上的微孔与

培养液中的营养物质进行物质交换, 来维持较

好的生长状态[42]. 
在研究与应用过程中, 许多科学家对该系统

进行了改进, 如Jasmund et al [43]将肝细胞接种于

中空纤维的外腔, 而灌流液亦灌注于外腔, 纤维

内腔则专门用于供氧及控制培养温度. 这样可

以保证系统中的细胞具有良好的营养供应, 并
且能够在更加适宜的温度和气体环境下生长. 
而何礼荣 et al [44]设计的编织型中空纤维管生物

反应器, 改进了普通反应器中肝细胞易沉积到

基底部的缺点, 使培养的细胞具有较好的生存

能力和生长特性. 另外, Chia et al [45]将肝细胞附

着在微载体表面或包裹在微囊中, 然后接种到

生物反应器中, 这样可以为细胞提供一个类似

于体内的微环境, 使培养于其中的肝细胞能够

更好地维持其分化状态和功能. 
迄今发展的各种肝细胞培养方法各具优缺

点, 对比见表2.

3  讨论与应用前景展望

在过去的几十年里, 肝细胞的体外培养技术在

众多科学家的共同努力下得到了迅猛的发展, 
出现了能满足各种实验要求的细胞分离与培养

方法, 促进了以肝细胞分离、培养为基础的各

项研究的进程. 
3.1 利用已知成分的化学培养液实现肝细胞的

可控培养 在探索过程中, 除了对肝细胞的分

离、培养技术进行研究外, 还有人对用于肝细

胞培养的培养液成分进行了摸索[56]. 最初, 人们

在培养液中加入一定量的胎牛血清, 使培养的

肝细胞能够在较长时间内维持生存能力, 但这

样并不利于肝细胞分化特性的维持. 失去分化

表型的肝细胞无法被HBV感染, 故使用该培养

液培养得到的肝细胞不能作为细胞模型应用到

对HBV感染的研究当中. 有人发现, 门静脉血中

含有一定成分, 能促进肝细胞分化. 但从不同动

物血管中收集得到的门静脉血成分所具有的不

均一性, 阻碍了该培养液的广泛的应用. 近年来, 
随着人们对肝细胞生长、分化相关细胞因子研

表  2  各种肝细胞培养方法的优缺点对比

     
培养方法	       最适对象		  优点				    缺点	                          参考文献

组织块贴壁

培养法

操作简便, 流程短, 成本低 所培养的细胞数量有限、且细胞成

分不纯; 细胞生长状态较差

[6]

肝细胞-非

实质细胞混

合培养法

细胞具有良好的生长状态和分化特性; 提

高培养细胞的密度 

需较高的细胞分离技术; 培养条件

要求高

[26], [46]

单层胶原培

养法

操作简单; 细胞能在较长时间内维持正常

形态和生理功能, 有一定的增殖能力. 

不能用于大规模细胞培养; 易使肝

细胞失去分化表型 

[47], [48], [49]

双层胶夹层

培养法

细胞生长状态好; 良好微环境有助于维持

肝细胞功能和分化特性

需要昂贵的胶原; 需要较高的技术

支持

[50], [51]

微载体黏附

培养法

动物细胞

和人肝细

胞系 

具有相对较大培养空间; 培养环境均一, 

避免发生接触抑制; 实现细胞可控生长; 

细胞易于黏附, 生长状态好; 培养可自动

化

细胞易失去正常形态和分化功能; 

剪切力、营养供给等因素会影响细

胞生存和分化; 存在使用安全性问

题

[30], [31], [32], 

[33], [49], [52]

微囊培养法 培养的细胞具良好代谢活性; 能为细胞提

供适宜的微环境; 细胞存活率高; 培养的

细胞可用于异种移植

存在生物相容性问题; 细胞培养的

效果受多种因素制约, 稳定性差

[34], [35], [53]

球形聚集体

培养法

适用于原

代细胞培

养

设备简单, 节省经费; 培养的细胞具有良

好的生长状态和分化特性; 不需特殊载

体; 实现了高密度细胞培养

需纯度较高的细胞来源; 需较高操

作水平

[36], [38], [54]

微流体通道

培养法

适用于微

量原代细

胞培养 

所需细胞数量和试剂量少; 能维持细胞良

好的生长和分化状态; 细胞能维持特异性

表型

需特殊技术、花费大; 细胞生长速

率慢、易感性低; 不能进行大规模

细胞培养

[39]

生物反应器

培养系统

大规模细

胞培养 

可进行大规模细胞培养; 可避免异种细胞

产物抑制细胞的生长、分化; 细胞生长状

态好

需高的技术和经济支持; 细胞活力

低; 肝细胞功能难以长期维持

[40], [41], [42], 

[44], [45], [55],

■应用要点
肝细胞的分离和
培养技术在HBV
感 染 模 型 的 建
立、生物人工肝
的运用以及许多
相关生命科学领
域的研究中发挥
着十分重要的作
用 .  本 文 对 于 肝
细胞分离和培养
技术作了较详尽
的 概 述 ,  这 对 于
实际应用具有指
导意义.
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究的深入, 不同生长因子在肝细胞生长、分化

的不同阶段所起作用也逐渐得到了阐明. 为了

能使肝细胞能在完全可控的条件下生长, 科学

家们多采用无血清的已知成分的化学培养液, 
然后再加入一定量的能促进肝细胞分化的生长

因子, 实现了肝细胞的可控培养. 
3.2 基于人工脉管的三维培养系统 有关原代肝

细胞培养, 科学家们最关心的还是处于培养体

系中的肝细胞能否在尽可能长的时间内维持其

分化表型, 使HBV能够在自然培养状态下成功

感染肝细胞, 进而鉴定HBV受体, 深入研究HBV
复制过程及致病机制, 并进行有效的抗病毒药

物筛选. 但到目前为止, 所有的培养方法都难以

达到此要求, 培养得到的细胞或者具有较低的

生存能力, 或者在培养过程中很快失去分化表

型. 所以, 缺乏模拟体内HBV感染过程的体外感

染细胞系统, 一直是进行HBV基础研究的一个

巨大的技术瓶颈. 胡康洪 et al [37,57-58]在研究肾小

管的发育和功能性成熟的过程中, 创建了一种

全新的基于人工脉管的三维培养系统(图3). 经
过详细研究处于培养体系中的组织外植体的微

环境后发现, 培养液体积远大于组织外植体的

体积(也称死角体积)是制约外植体分化的关键, 
而以人工脉管取代胶原作为生长支架的三维培

养系统可最大限度降低死角体积, 有助于在较

长时间内维持原代细胞的分化表型. 同时, 经过

筛选得到的聚酯羊毛人工脉管在加入培养液后

可模拟天然的毛细血管, 保证了组织表面均匀

的液体交换. 该培养系统不仅为细胞提供了某

种程度的机械保护, 也很好地模拟了体内微环

境, 使培养其中的细胞能在较长的时间内维持

良好的生长、分化状态. 
受到该思路的启发, 我们拟将该基于人工

脉管的三维培养系统运用到原代肝细胞的培养

中, 在不含血清的化学培养液中加入各种肝细

胞生长因子, 并通过不断优化培养条件, 建立适

用于HBV感染的原代肝细胞培养模型.

4  结论

我们相信, 肝细胞分离培养技术的不断完善必

将对以肝细胞研究为基础的病毒学、病理学和

毒理学、生物化学、药代动力学、发育生物学

以及以肝细胞移植为基础的临床治疗与应用产

生巨大的推动作用.
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Abstract
Because of bad environmental conditions 
at high altitude, such as low atmospheric 
pressure and partial pressure of oxygen and 
strong radiation, high-altitude sickness is a 
common and frequently occurring disease 
in high-altitude regions. To meet military, 
economic and cul tura l needs , more and 
more people are entering into high-altitude 
regions. Accordingly, the research on the 
pathogenesis, clinical symptoms, prevention 
and therapy of high-altitude sickness is at-
tracting wider attention. In this article, we 
will review the relationship between high-
altitude environmental conditions and liver 
injury, and discuss the mechanisms underly-
ing high altitude-induced liver injury. 

Key Words: High-altitude region; Hypoxia; Hepato-
cyte injury

Rong L, Zeng WZ, Wu XL. ��������������������������  High-altitude hypoxia and 
liver injury. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 
2171-2178

摘要
高原自然条件恶劣, 低气压、低氧分压、辐射
强等因素严重影响人们的身体健康, 使得高原
病成为高原地区特有的常见病和多发病. 随着
军事、经济、文化的发展, 越来越多的人进入
高原, 对高原病发病机制、临床症状、预防及
治疗等研究成为热点. 本文就高原环境、肝细
胞缺氧及由此可能导致的肝脏在细胞、分子
及基因水平的变化作一综述. 

关键词: 高原; 缺氧; 肝细胞损伤
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0  引言

随着军事、经济、文化的发展, 越来越多的人

不断进入高原, 高原病随之成为威胁由平原进

入高原或由高原进入更高海拔的人们身体健康

的高原地区特有的疾病. 最新研究表明, 我国内

陆上海和广东地区总人口中, 脂肪肝的患病率

分别为17%和15%. 颜俊 et al [1]的调查发现502
名高原受检者中, 有86名为不同程度的脂肪肝

患者, 患病率为17.1% . 蒋瑾 et al [2]的研究亦发

现高原低氧环境为脂肪肝易发因素. 戴青湘[3]在

744名高原干部体检时发现其脂肪肝患病率为

39.25%. 最近, 闫敏 et al [4]对西藏高原的脂肪肝

发病率调查显示, 接受体检的696名当地干部脂

肪肝检出率为29.89%. 以上调查提示, 缺氧已成

为高原脂肪肝高患病率的一个重要因素. 有资

料表明, 高原红细胞增多症患者20%-40%有肝

大, 高原性心脏病患者28%有肝大. 这类患者肝

大的原因主要是由于急性或慢性缺氧对肝细胞

的损害, 致肝细胞充血、水肿及脂肪变性. 高原

地区脂肪肝的发生率高于平原, 且以Ⅲ级脂肪

肝的发生率最高, 可能是由于低氧抑制三羧酸

循环, 肝细胞对脂肪酸的氧化能力降低, 促进脂

肪酸的合成, 引起脂肪在肝内堆积, 超过了肝脏

的转运能力; 且低氧干扰了正常的磷脂代谢过
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■背景资料
各种急慢性高原
病严重影响着高
原地区军民的身
体健康状况. 既往
的高原病研究主
要集中在高原肺
损伤、高原脑损
伤及高原性心脏
病等方面, 而对于
高原低氧环境导
致肝损伤的研究
还相对少浅. 因此
对高原缺氧这种
特殊环境所致各
种疾病的发病机机
制研究非常必要.研究非常必要. 

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科



程, 降低了肝脏的转运能力. 

1  高原环境的主要不利因素

高原地区空气稀薄, 气压低, 海拔每升高100米, 
相应大气压就下降5 mmHg, 氧分压随之下降1.1 
mmHg. 以往高原流行病学调查显示海拔3000 
m、3700 m、3900 m、4500 m 4个不同海拔的

人群, 其高原发病率分别为57%、64%、89%、

100%, 这充分说明海拔高度对高原发病率的影

响[5]. 同时, 太阳辐射及气候变化等亦构成多种

高原疾病的致病因素[6-8]. 以往研究表明, 高原

居民体内存在着一定程度的氧自由基(oxygen 
free radical, OFR)代谢紊乱, 主要表现为自由基

清除剂超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
S O D)活性下降 ,  而脂质过氧化产物丙二醛

(malondialdehyde, MDA)增多, 且此现象随海拔

升高而明显, 其原因可能与高原缺氧、空气稀

薄、辐射增加, 使OFR产生增多、抗氧化剂SOD
等消耗有关. 大量OFR长期作用于生物体的细胞

膜及细胞器膜可造成组织细胞的损伤. 

2  肝脏的血液供应和氧代谢

肝脏是机体最重要的代谢器官, 是机体的能量

加工厂及各种生理活性物质的重要合成场所. 
由于其血供的特殊性, 形成了肝脏内氧分压梯

度代谢现象, 因此肝脏对缺氧极为敏感. 肝脏具

有双重血供-肝固有动脉和门静脉. 前者的血液

供应占肝脏血流量的1/4, 主要为肝脏供氧; 后
者提供肝脏3/4的血供, 主要为肝脏提供营养. 肝
动脉和门静脉经肝门入肝后反复分支, 分别形

成小叶间动脉和静脉, 其动静脉血液在肝窦内

混合并与肝细胞发生物质交换, 随后汇入中央

静脉. 故肝脏的微循环就是门静脉与肝动脉终

末支经肝窦然后到细小肝静脉这样一个循环. 
肝窦内皮细胞是肝窦的主要成分, 具有机械屏

障、物质转运、代谢及分泌等功能, 肝脏许多

病理过程的发生都有肝窦内皮细胞的参与. 肝
窦内皮细胞在肝脏缺氧时出现功能异常的时间

早于肝脏实质细胞, 而其结构和功能的恢复却

晚于后者, 这是因为他是缺氧损伤的靶点, 受损他是缺氧损伤的靶点, 受损是缺氧损伤的靶点, 受损

后又可导致肝脏微循环障碍, 继而加重肝细胞

的损伤[9]. 同时, 肝窦内皮细胞可释放和表达多

种生物活性分子从而损伤肝细胞. 
Rappaport腺泡学说将腺泡小叶分为3个区带. 靠
近汇管区者为1区带, 近中央静脉区者为3区带, 
2区带介于之间. 1区带优先获得含氧和营养的
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新鲜血液, 细胞新陈代谢活跃, 抵御疾病能力强, 
细胞再生最早出现; 3区带的肝细胞营养条件差, 
对缺氧等有害因素的抵抗力及肝细胞再生能力

较弱[10]. 3区带的肝细胞浆中所含线粒体多于1
区带的肝细胞, 且线粒体的数量随氧浓度的降

低而升高. 血液从门静脉到中央静脉沿着肝窦

的氧代谢过程中形成了明显的氧分压梯度, 氧
分压从门静脉周围区域65 mmHg降至中央静脉

周围35 mmHg. 氧分压梯度被认为是糖代谢酶

编码基因的主要调节者. 糖酵解酶如葡萄糖激

酶, 乳酸激酶, 乳酸脱氢酶在氧分压较低的3区
带表达, 此处肝脏的代谢以无氧酵解为主; 在氧

分压较高的1区带, 肝脏的糖代谢以糖异生及糖

原合成为主. 
肝脏在低氧状况下具有一定的调节适应能

力. 慢性缺氧时, 激活的缺氧诱导因子-1(hypoxia 
inducible factor-1, HIF-1)结合于调控相关靶基因

的缺氧反应元件, 通过转录相关靶基因如促红

细胞生成素(erythropoietin, EPO)、血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
等增加红细胞和血管数量以提高组织的氧供; 
急性缺氧时, HIF-1调控转录葡萄糖激酶、乳酸

激酶, 乳酸脱氢酶等以启动无氧酵解提供能量, 
从而增强低氧条件下的代谢适应能力, 故HIF-1
在肝脏缺氧的病理状况中起到重要调控作用[9]. 

3  HIF-1

HIF-1是Semenza et al [11]在低氧的肝癌细胞株

核提取物中发现的一种蛋白, 普遍存在于人和

哺乳动物体内. 他是一种异源二聚体转录因子,他是一种异源二聚体转录因子,是一种异源二聚体转录因子, 
由α亚基和β亚基组成, 其中HIF-1α是主要的功

能亚基. HIF-1α含有一个独特的氧依赖降解区

(oxygen-dependent degradation domain, ODD), 
在控制HIF-1α的稳定方面起着关键作用. 常氧

情况下HIF-1α极不稳定, 易被泛素依赖的蛋白

水解酶降解而几乎不发生表达; 缺氧情况下 , 
由于HIF-1α mRNA的连续合成而得以稳定表

达. H IF-1β在几乎所有细胞内广泛表达, 对氧

的依赖性较弱. 缺氧时, HIF-1α被运输到核内, 
与HIF-1β形成二聚体, 并结合于不同靶基因的

调控序列即缺氧反应元件(hypoxia-responsive 
e lement, HRE), 从而启动靶基因的转录与表

达, 如VEGF、EPO、一氧化氮合酶(nitric oxide 
synthase, NOS)、糖酵解所必需的酶、一些涉及

铁代谢和细胞生存的蛋白质等. HIF-1α激活、

启动靶基因的表达以适应缺氧的几种主要途径: 
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■研发前沿
随 着 军 事 、 经
济、文化的发展, 
越来越多的人进
入 高 原 ,  对 高 原
病发病机制、临
床症状、预防及
治疗等研究成为
热点.
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(1)通过促红细胞增值以增加全身组织氧的运

输, 如提高转铁蛋白及其受体、血红素氧合酶1
和促红细胞生成素等基因和产物水平. (2)通过

血管扩张和新生血管生成以增加局部组织氧供, 
如一氧化氮合酶、血管内皮生长因子等基因及

产物的增多. (3)增强细胞在低氧情况下的代谢

适应能力, 如葡萄糖载体蛋白和糖酵解酶合成

增加等. 
细胞感受缺氧刺激后是通过什么信号转导

途径来调节细胞HIF-1α的表达和转录活性呢？

研究发现缺氧诱导因子脯氨酸羟化酶(prol ine 
hydroxylase, HPH)的羟基化作用对于HIF-1α的

降解或稳定起着关键作用. 在氧分子和铁离子

存在的条件下, HIF-1α氧依赖降解区内的脯氨

酸残基在HPH作用下发生羟基化, 使肿瘤抑制

蛋白(von Hippel-Lindau tumor suppressor protein, 
pVHL)和HIF-1α稳定结合, HIF-1α迅速降解. 缺
氧状态下, 脯氨酸残基羟基化反映受阻, 细胞内

HIF-1α水平增加[12]. 蛋白磷酸化对HIF-1α水平

的调节同样具有重要作用. 实验发现丝/苏氨酸

激酶抑制剂和酪氨酸激酶抑制剂处理可使缺

氧细胞内HIF-1α水平下降, 而丝/苏氨酸磷酸酶

抑制剂和酪氨酸磷酸酶抑制剂处理则使缺氧

细胞HIF-1α水平升高. Jiang et al [13]发现抑癌基

因PTEN(phosphatase and tensin homolog deleted 
on chromosome ten)功能缺失型突变的肿瘤细

胞内HIF-1α蛋白质水平上调, 而磷酯酰肌醇3激
酶(phosphoinosine 3 kinase, PI3K)特异性抑制剂

LY294002能够呈剂量依赖性地抑制这种上调作

用, 将野生型PTEN(野生型PTEN对PI3K/Akt信
号途径具有抑制作用)导入PTEN缺乏的PC-3细
胞也能下调细胞内HIF-1α水平, 说明PI3K信号

通路对HIF-1α水平具有调节作用. Sodhi et al [14]

研究发现PI3K经Akt信号途径激活糖原合成激

酶(glycogen synthesis kinase, GSK)-3, GSK-3能直

接使HIF-1α氧依赖性降解区内的氨基酸残基磷

酸化,从而使HIF-1α稳定性增加. 研究发现[15]缺

氧条件下不产生活性氧的rho0细胞与产生活性

氧的细胞在HIF-1α蛋白质稳定性、核转位过程

和转录活性三个方面均无显著差异, 但有实验

结果表明[16]用鱼藤酮和DPI抑制线粒体复合物

Ⅰ电子传递链可以导致Rac1(Rac1与Ras同属小

GTP酶Rho家族, 能够激活丝/苏氨酸蛋白激酶)
的活性受到抑制, 使HIF-1α蛋白质的缺氧诱导

性表达下降. 故缺氧条件下活性氧对于HIF-1α
的调节有待深入研究. Tacchini et al [18]的体外试

验研究显示肝细胞生长因子能激活H IF-α, 而
抗氧化剂N乙酰半胱氨酸能抑制其激活. Alvres 
e t a l 的研究发现P I3K-F R A P/m T O R途径和

MAPK途径能在无氧条件下增强HIF-1α的转录

及翻译, 其中MAPK信号转导是HIF-1转录活动

调节的一个重要机制. 缺氧(80 mL/L O2)培养的

肝细胞经胰岛素处理, 可通过PI3K途径使HIF-
1α蛋白表达增加大约6倍, HIF-2α表达增加5倍, 
HIF-3α增加3倍[19]. Blagosklonny et al [17]的研究提

示P53的失活及癌基因如Src的激活能上调HIF-1
的表达. 冯珍 et al [20]的研究提示HIF-1α可能通过

调节基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase, 
MMP-2)和VEGF的表达促进了肝纤维化的发展. 
吴晓兰 et al [21]的试验研究显示, 缺氧诱导的细胞

抑制和凋亡中, p53、p21下调和bcl-2上调依赖

于HIF-1α调节. 已往对HIF-1α的研究主要集中

于其在肿瘤的发生、发展、浸润、转移中的作

用, 而在高原低压缺氧情况下肝脏的损伤和修

复过程中的表达及其机制的研究还甚少.机制的研究还甚少.的研究还甚少. 
Peet et al研究发现1种天冬酰胺羟化酶, 可

在常氧下抑制HIF-1α的活性[22]. 已证实天冬酰

胺羟化酶就是原来认为的HIF抑制因子(factor 
inhibiting HIFs, FIH). FIH与HPH的活性均是氧

依赖性的, 受氧浓度的调节. 随着氧浓度的下降

而失活, 使HIF得以稳定表达. 近年发现小泛素

蛋白样修饰蛋白(small ubiquitin-related modifier, 
SUMO)化修饰能在常氧和相对低氧条件下调

节H I F-1α蛋白的稳定性 ,从而改变其转录活

性. SUMO由Meluh和Koshland et al [23]发现, 并
由Mahajan et al [24]首先提出. Shao et al [25]研究发

现, 用低氧刺激成年小鼠后, 其体内SUMO-1的
mRNA和蛋白表达水平均急剧增加, SUMO-1与
HIF-1α共同定位于核内, 表明SUMO-1能使HIF-
1α发生SUMO化, 其原因可能是低氧使得E3酶活

性增加[26]. 近来的一系列研究均表明: SUMO化

可使HIF-1α的稳定性和转录活性发生改变[25-30]. 

4  缺氧和肝细胞损伤

高原缺氧初期, 机体可以在代偿范围内产生适

应性变化, 表现为糖酵解增强, 细胞线粒体数目

增多, 膜表面积增大, 呼吸链中细胞色素氧化酶

和琥珀酸脱氢酶等增加. 但持续的缺氧最终导

致组织细胞缺氧损伤, 这种缺氧损伤主要表现

在细胞膜、线粒体、溶酶体变化上. 缺氧造成

细胞膜对离子的高通透性, 钠离子内流, 又由于

ATP生成减少, 使钠泵发生功能障碍, 钠离子进

■相关报道
颜俊 et al 的调查
发现502名高原受
检者中, 有86名为
不同程度的脂肪
肝患者, 患病率为
17.1%. 蒋瑾 et al
的研究亦发现高
原低氧环境为脂
肪肝易发因素. 戴
青湘[3]在744名高
原干部体检时发
现其脂肪肝患病
率为39.25% .  最
近, 闫敏 et al对西
藏高原的脂肪肝
发病率调查显示, 
接受体检的696名
当地干部脂肪肝
检出率为29.89%.
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一步内流, 导致细胞水肿; 缺氧造成钾离子外

流, 导致组织细胞合成障碍; 缺氧引发钙离子内

流, 抑制线粒体的呼吸功能, 激活磷脂酶, 使膜

磷脂分解, 引起溶酶体损伤, 并激活蛋白水解酶, 
使黄嘌呤脱氢酶转变为黄嘌呤氧化酶, 致氧自

由基生成增多, 加重细胞损伤; 钙超载还可激活

kupffer细胞, 后者释放大量毒性物质介导肝脏损

伤; 肝窦内皮细胞钙超载可致肝内微循环阻力

增大, 发生微循环障碍. 当线粒体氧分压低于0.1 
kPa时, 脱氢酶活性下降, 使线粒体呼吸功能下

降, 电子传递障碍, 产生大量活性自由基. 缺氧

导致的酸中毒及细胞内高钙可引起磷脂酶活性

增高, 使溶酶体膜磷脂分解, 溶酶体破裂后释放

多种水解酶, 导致组织溶解破坏[10]. 
氧自由基包括超氧化物自由基、过氧化

氢、羟自由基等, 主要源于体内细胞质黄嘌呤

氧化酶、Kupffer细胞、中性粒细胞, 对几乎所

有生物活性物质均具损伤作用. 自由基引起肝

细胞损伤的机制: (1) 改变蛋白质结构; (2)直接

损伤肝细胞生命必需集团; (3)启动脂质过氧化

反应; (4)消除自由基清除剂[10]. 细胞膜主要由

膜脂组成, 而膜脂的主要成分是多聚不饱和脂

肪酸, 因此容易受自由基攻击而发生一系列氧

化连锁反应, 即脂质过氧化反应. 脂质过氧化是

指发生在多不饱和脂肪酸中的一系列自由基反

应, 其主要损伤部位在生物膜及亚细胞器, 而
肝脏是机体抗脂质过氧化损伤的中心. 脂质过

氧化反应的中间产物自由基和终产物丙二醛

(malondialdehyde, MDA)均可致膜受损; 同时脂

质过氧化反应激活花生四烯酸途径, 形成白三

烯、前列腺素等高度活性物质, 并产生氧自由

基, 如此反复形成恶性循环, 加重组织细胞损伤. 
刘丽萍 et al [33]研究显示, 慢性高原病患者体内

MDA明显升高, 超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过

氧化酶活力显著降低, 说明缺氧产生的氧自由

基可攻击肝细胞膜产生脂质过氧化, 造成肝组

织结构和功能的损伤. 张志琳 et al [34]认为, 缺氧

可使血管内皮细胞产生的氧自由基发生脂质过

氧化损伤细胞, 而且其脂质过氧化产物MDA可

使蛋白质发生交联聚合反应引起细胞损伤. 脂
质过氧化反应损伤肝细胞的机制主要包括 [10]: 
(1)扩大自由基的连锁反应; (2)脂质过氧化物本

身的毒性作用; (3)直接损伤肝细胞质膜; (4)脂质

过氧化反应产生大量过氧化氢、脂质过氧化氢; 
(5)脂质过氧化过程中磷脂酶A2和磷脂酶C被

激活, 使游离花生四烯酸产生增多, 后者对肝细

胞具有一定损伤作用. MDA是脂质过氧化反应

的最终代谢产物, 能反映自由基产生及其引发

的脂质过氧化反应, 其含量与脂质过氧化反应

强度及组织损伤程度呈正相关. SOD主要来源

于肝脏, 能清除过多的氧自由基, 有较强的抗氧

化能力. SOD减少可以代表肝脏抗氧化损伤能

力的降低. 动物实验表明急性低压缺氧后肝功

指标显著升高, 大鼠肝脏的超微结构改变明显, 
表现为线粒体肿胀、脊断裂、核固缩等. 有研

究发现高海拔地区人群的肝功能指标如ALT、
AST、γ-GT、ALP水平较平原组地区人群显著

升高. 张红梅 et al [35]在检测慢性高原病患者肝功

能变化时亦发现实验组ALT, AST等升高, 总蛋

白和白蛋白均降低. 崔建华 et al [36]研究发现, 入
住高原3 mo的受试人群血清肝功指标增高, 表
明当人群不能耐受高原慢性缺氧时, 可引起肝

细胞损害. 长期缺氧引起肺血管收缩, 肺动脉高

压, 右心房压力增加, 肝静脉回流受阻可导致肝

静脉淤血; 同时缺氧本身可引起肝脏充血、肿

胀, 功能受损. 马志军 et al [37]在研究高原低氧家

兔的肝细胞超微结构时发现, 平原家兔随移居

时间的延长, 线粒体数量明显减少, 并出现线粒

体和内质网的肿胀和扩张; 高原喂养8 wk的家

兔肝细胞超微结构表现为肝细胞水肿, 胞质增

多, 线粒体分布稀疏, 肿胀明显呈球形, 粗面内

质网肿胀, 多聚核蛋白体从内质网表面脱落, 滑
面内质网扩张更为明显. 张彦博 et al报道, 高原

地区土生狗和绵羊的肝细胞在光镜下中度浑浊, 
部分肝细胞内可见到脂肪变性和点状坏死, 星
状细胞胞质内见到较多脂滴, 部分脂滴呈空泡

样变性, 且这种变化随海拔高度升高而越发明

显. 蒋瑾 et al研究表明, 高海拔环境使肝脏处于

相对乏氧状态, 产生大量活性氧类物质; 特别是

饮酒者, 乙醇和乙醛在肝脏的氧化分解代谢不

全, 又可产生大量的氧自由基, 进一步加重肝细

胞的损伤, 加速肝细胞脂肪变性的形成. 周嘉鹤 
et al [39]发现实验大鼠随着缺氧时间延长, 肝组织

的SOD含量明显降低, 而MDA含量显著增加, 说
明缺氧导致氧自由基对肝细胞质膜的破坏性增

加, 肝细胞抗氧化能力下降, 提示长期慢性缺氧

容易导致肝功能的损害. 王立义[40]在平原大鼠

急进高原后肝肾的电镜观察中发现, 平原大鼠

急进高原后2 d即出现肝细胞内部分线粒体局部

外膜和嵴消失, 糖原减少, 内质网局部有脱颗粒

现象, 推测可能是在急性低氧环境下机体肝功

能障碍的病理基础. 
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■应用要点
普通实验动物以
及适当的低压缺
氧装置是研究高
原缺氧所致肝脏
损伤模型的有用
工具. 相当一部分
高原居民患有不
同程度的肝脏病
变, 分子、基因水
平的深入探讨成
为高原肝病研究
的重要手段. 
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5  缺氧与肝细胞凋亡

肝细胞凋亡主要表现为: 细胞皱缩变小, 胞膜保

持完整, 胞质浓缩, 内质网扩张呈囊泡状并与细

胞膜融合, 核染色质固缩并边缘化, 核DNA被核

酸酶降解为规则的DNA片段, 电泳表现为特殊

的“梯带现象”. 凋亡后期细胞膜内陷, 将细胞

分割为含有各种细胞成分的膜结构即凋亡小体, 
并为吞噬细胞所吞噬[41]. 

根据凋亡调控基因在细胞凋亡过程中所起

的作用, 将凋亡调控基因分为3类. 一是促进细

胞凋亡的基因, 包括野生型P53、C-fos、白介

素-1转化酶(ICE)、Fas/Apo-1、Bax、C-myc、
T N F-α等 ;  二是抑制细胞凋亡的基因 ,  包括

bcl-2、Ced-9、突变型p53、bcl-x等; 三是在

细胞凋亡过程中表达的基因, 包括cycl in-D、

p53 、T G F-β、c-m y c 、热休克蛋白-70(h e a t 
shock protein, HSP-70)等. 

既往研究认为肝细胞凋亡主要为死亡受

体通路和线粒体依赖性的细胞凋亡通路所介

导. 死亡受体途径的发生是由FasL、TNF-α、
TRAIL各自与相应细胞膜上受体特异性结合后

聚集胞质内的caspase-8或caspase-10, 进而激活

下游的caspase-3, 引发细胞凋亡. Lapinski et al [42]

的研究发现病毒性肝炎等肝病中, Fas受体诱导

了肝细胞凋亡. Ribeiro et al [43]也发现在非酒精性

脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)
及酒精性脂肪型肝炎(alcoholic steatohepatitis, 
ASH)中可见到Fas受体介导的肝细胞凋亡. 史洪

涛 et al [47]在非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic 
fatty liver disease, NAFLD)大鼠实验中, 发现随

着肝细胞凋亡的增加, caspase-3也相应增高, 提
示caspase-3介导的肝细胞凋亡可能是脂肪肝发

病过程中肝细胞损伤的重要机制. Thiery et al [44]

的研究发现野生型p53有明显的促肝细胞凋亡

的作用, 主要通过转录、激活并抑制抗凋亡基

因来实现. Liu et al [45]发现p53在脂肪肝发病中

起重要作用, 并且与p21共同起协调作用. 线粒

体途径涉及线粒体跨膜电位消失, 膜通透性改

变, 细胞色素C释放, 活化caspase-9, 在d-ATP存
在时, 引起下游caspase-3、6、7的活化, 介导

细胞凋亡. Sato et al [46]发现脂肪肝中TNF-α的
上调可引起线粒体膜通透性改变并引起凋亡

发生. 近年研究发现内质网应激(endoplasm ic 
reticulum stress, ERS)通路参与介导了肝细胞的

凋亡. 所谓内质网应激是指[48-52]各种原因引起

内质网中出现错误折叠和未折叠蛋白在腔内

聚集以及钙离子平衡紊乱, 导致caspase-12活化

诱导GRP78/Bip, GRP94, GADD34, GADD45A, 
CHOP等分子伴侣产生增加, 继而激活非细胞色

素C依赖的caspase-9, 引发级联反应, 诱导凋亡. 
葡萄糖调节蛋白78(glucose regulatory protein-78, 
GRP78)是位于内质网的一种分子伴侣蛋白, 协
助新生蛋白质正确结构的折叠, 内质网发生应

激时其表达显著增加, Lee[53]认为可作为内质网

应激的标志蛋白. Ji et al [54]发现, 内质网应激时

位于内质网膜上的转录因子固醇调节元件结合

蛋白-1(Sterol regulatory element binding protein, 
SREBP-1)表达增加, 且转录活性受到激活, 进而

与靶基因的固醇调节元件结合, 从而调节脂质

合成. Werstuck et al [55]也发现, 内质网应激可促

使肝细胞甘油三脂、胆固醇等脂质合成增加. 
林胜利 et al [56]的研究也发现, 内质网应激在四氯

化碳诱导的大鼠脂肪肝变性中起了重要作用. 
大量动物实验发现缺氧可导致细胞凋亡增

加. 齐丽彤 et al [57]证实缺氧可以诱导鼠心肌细胞

凋亡, 且凋亡细胞数量随缺氧时间的延长而增

加. 司少艳 et al [58]的实验表明, 慢性缺氧通过降

低bcl-2的表达来促进大鼠胸腺细胞凋亡的发生. 
Shimizu et al [60]的实验也表明缺氧可以诱导凋亡

的发生, 其他凋亡相关基因如p53, fas, c-jun等同

样参与了缺氧所诱导的细胞凋亡. 但梁桃 et al [59]

在大鼠肝脏缺氧性损伤中凋亡机制的研究时却

发现: 缺氧组中凋亡细胞明显低于对照组, 提示

缺氧情况下, 调节凋亡的细胞因子可能发生变

化, 实验组中Bcl-2过度表达而Bax表达减少从而

抑制凋亡, 进而使肝脏增殖和凋亡平衡发生失

调. 吉瑞瑞 et al [61]的体外细胞缺氧模型中发现

缺氧模型组血管内皮细胞发生凋亡, 形态学表

现为: 染色质高度浓缩, 沿核膜排列形成大小不

同的块状, 流式细胞仪检测发现缺氧组模型细

胞DNA在G0/G1前出现明显的凋亡亚二倍体峰, 
DNA琼脂糖凝胶电泳检测缺氧组模型细胞有明

显的DNA梯形条带, 有不规律的DNA断裂, 表明

缺氧可以诱导细胞凋亡的发生. 
肝细胞凋亡在酒精性脂肪性肝病(alcoholic 

fatty liver disease, AFLD)的发生发展中具有重要

作用, 氧化应激被认为是主要发生机制之一[62-64]. 
活性氧和脂质过氧化产物可诱导细胞色素

p4502E1生成, 同时可引起线粒体功能丧失, 导
致前凋亡因子如细胞色素C从线粒体释放. 研究

发现肝细胞Bcl-2蛋白表达与丙二醛的水平之间

呈负相关, 提示Bcl-2可阻断肝组织脂质过氧化

■同行评价
本文有较好的科
学性和可读性, 较
好地反映了我国
和国际胃肠病学
临床和基础研究
的先进水平.
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物和活性氧类物质的积聚, 减轻肝组织的损伤. 
肝细胞凋亡在NAFLD中也显著增高, 而氧化应

激和脂质过氧化同样参与了肝细胞凋亡[65-66]. 缺
氧引起肝细胞线粒体受损, 肝细胞氧化磷酸化

产能减少, 肝细胞生物膜损伤; 钙超载触发细胞

凋亡; 线粒体功能受损还使得肝脏氧自由基增

多, 导致DNA、蛋白质、脂膜的氧化损伤, 从而

导致细胞凋亡. 黎一鸣 et al [68]在肝动脉缺血对

肝细胞凋亡的影响研究中发现, 氧自由基在肝

动脉缺血诱发的肝组织细胞凋亡发生中发挥了

最为重要的作用. 氧自由基促进组织中活性氧

(reactive oxygen species, ROS)的产生, 后者可诱

发细胞凋亡的发生. ROS包括超氧阴离子, 羟甲

基、过氧化氢, 脂质过氧化产物等. 羟自由基不

仅使细胞膜发生脂质过氧化, 还损坏线粒体内

膜, 进而启动下游事件的发生影响细胞生存, 并
通过与之相关的核糖多聚酶的激活而导致DNA
氧化损伤乃至死亡[67]. 试验表明, ROS升高或者

耗竭内源性抗氧化剂可导致程序性细胞死亡

(programmed cell death, PCD), 其机制与ROS的
增加导致凋亡抑制基因bcl-2表达水平上调有关. 
近年有研究表明缺氧条件下H IF-1α有促凋亡

作用. Sowter et al [69]研究发现在HIF-1α缺陷的

KA13细胞, 缺氧后只有少量BNIP3蛋白表达, 
细胞凋亡率降低, 但在有HIF-1α表达的细胞中, 
BNIP3蛋白表达增加, 进而推测BNIP3蛋白的产

生是HIF-1α依赖性的. Kim et al [70]发现在缺氧时

HIF-1α可直接结合Noxa启动子区域的缺氧反应

元件, 从而使其表达增加, 进而产生活性氧族、

释放线粒体细胞色素C、活化caspase, 诱导细胞

凋亡. HIF-1α可以通过与促凋亡蛋白P53作用, 
提高后者的稳定性来促进细胞凋亡, 也可通过

上调其他促凋亡蛋白如BNIP3、Noxa等的表达

水平而引起细胞凋亡[71]. 有实验表明缺氧可诱

导野生型胚胎干细胞P53的表达, 但在HIF-1α基

因缺陷的胚胎干细胞中, P53蛋白水平则没有明

显变化, 从而推测缺氧时P53蛋白水平的升高是

HIF-1α依赖性的, 并证实HIF-1α是通过直接结

合P53, 增加后者稳定性, 从而促进细胞发生凋

亡. 盛庆丰 et al [72]在肝癌细胞缺氧与凋亡和增殖

的实验中发现, 随着缺氧程度的加重, HIF-1α在

转录和翻译水平的表达逐渐增加, 同时癌细胞

凋亡的数目也明显增加, 表现为两者的正相关

性. 与上述诸实验结果相反的是, 张金平 et al [73]

的实验表明, 红景天苷可抑制缺氧诱导的心肌

细胞凋亡, 该作用可能是通过激活PI(3)K/Akt信
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号通路而上调HIF-1α的表达. 李军昌 et al [74]的实

验表明: 缺血再灌注损伤所致心肌细胞凋亡可

通过PI3K/Akt途径的活化而下降. 由此可见, 证
实缺氧是否通过激活HIF-1α途径来阻止或诱导

肝细胞凋亡在缺氧致肝细胞损伤的研究中具有

重要意义. 

6  结论

既往对高原缺氧环境下肝损伤的试验大多从组

织、细胞水平加以探讨, 对于深入从细胞因子

和基因水平探究缺氧造成肝损伤机制的试验研

究还较少. 随着医学事业发展, 我们有必要更进

一步深入了解和掌握高原环境所致肝脏急慢性

损伤的发病机制, 并研发出相应有效的药物, 从机制, 并研发出相应有效的药物, 从, 并研发出相应有效的药物, 从
而有助于高原疾病的预防和治疗. 
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Abstract
Protease-activated receptors (PARs), belonging to 
a family of G-protein-coupled seven-transmem-
brane-domain receptors, are widely distributed 
in digestive organs. PARs are highly expressed 
in digestive system tumors, and their expres-
sion is positively correlated with the malignancy, 
invasiveness and metastasis of digestive system 
neoplasm. PAR agonists are able to promote the 
proliferation, invasion and metastasis of tumor 
cells in vitro. The role of PARs in tumor cells de-
pends on a variety of signal transduction path-
ways. However, the mechanism underlying their 
role in the proliferation, invasion and metastasis 
of tumor cells remains unclear. In this article, we 
will review their role in the development and 
progression of digestive system tumors and the 
molecular mechanism underlying such role. 

Key Words: Protease-activated receptor; Tumor; 
Digestive system
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摘要
蛋白酶激活受体(protease-activated receptor, 
PARs)家族是一类与G蛋白相偶联、有7个跨
膜单位的受体家族, 广泛分布于消化系统脏器
及组织. PARs与消化系肿瘤关系密切, 主要表
现在PARs在肿瘤组织中高表达, 其表达与肿
瘤的恶性程度及侵袭转移能力正相关性. 体外
研究表明, 利用PARs的激动剂干预肿瘤细胞, 
可加强其增殖、侵袭转移能力. PARs对肿瘤
细胞增殖、侵袭能力的调控依赖于多种信号
转导途径, 其作用机制尚不明确, 现就此作一
综述. 

关键词: 蛋白酶激活受体; 肿瘤; 消化系统
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0  引言

蛋白酶激活受体(protease activated receptors, 
PARs)属于与G蛋白相偶联、有7个跨膜单位的

受体家族, 广泛分布于各个组织和系统中. PARs
在消化系统中发挥多种生理学作用, 能够促进

胃黏液分泌、调节离子转运、调节胃肠动力. 
新近发现, PA R s还与消化系肿瘤的增殖、生

长、转移具有密切关系, 关于PARs对肿瘤的影

响作用及其分子机制的研究也越来越多, 并取

得了新的进展, 本文就当前PARs在消化系统肿

瘤中的作用及其分子机制的研究进展综述如下. 

1  PARs受体家族结构、激活特点及分布

PARs属于与G蛋白相偶联、有7个跨膜单位的

受体家族. 最早发现的蛋白酶激活受体被称为

PAR-1, 后来的为PAR-2、PAR-3、PAR-4. PARs
家族成员均有7个疏水的螺旋状跨膜区域, 形成

3个胞外环状结构和3个胞内环状结构, 还有1个
胞内C-端和胞外N-端. PAR-1、PAR-2和PAR-3
的基因紧密定位于染色体的同一位点 ,  位于

5q13, PAR4基因则相距较远, 位于19p12[1]. 人类

的PAR1为编码425个氨基酸残基的蛋白, PAR2
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■背景资料
PARs在消化系统
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和PAR1有30%的氨基酸同源性, PAR3和PAR1、
PAR2有28%的序列同源性, PAR4和其他PARs有
33%的同源性, 主要表现在氨基和羧基端有明显

的不同. 
胰蛋白酶和类胰蛋白酶是最早被发现的蛋

白酶激活受体的天然激动剂[2]. 胰蛋白酶可以激

活PAR-2、PAR-3及PAR-4, 而类胰蛋白酶只能

激活PAR-2. 后来又陆续发现凝血酶、凝血因子

Ⅶa/组织因子复合物、凝血因子Xa等也可激活

PARs. 其中凝血酶作用可以激活PAR-1、PAR-3
和PAR-4, 人类PAR-1和PAR-3对浓度在nmol以
下的凝血酶即有反应, 而PAR-4则需要较高浓度

的凝血酶才能被激活. 近期研究发现, 模仿配体

区域合成的激动肽(agonist peptide, AP)也可直接

激活PARs, 这些合成肽已用于PARs功能的研究. 
已知4种人类PARs的激动肽序列如下: PAR1为
NH2-SFLLRN, PAR2为NH2-SLIGKV, PAR3为
NH2-TFRGAP, PAR4为NH2-GYPGQV[3]. 除了激

动剂, PAR-1[4]和PAR-2[5]的拮抗剂也已经被合成, 
并且被应用于肿瘤和炎症的研究中. 

PARs广泛分布于各种组织和系统, 激活后

引起多种生理病理作用. 人体内几乎所有细胞

中都有不同类型PARs的存在与表达, 其生理功

能非常广泛, 包括诱发凝血反应、促进细胞分

裂与增殖、释放炎症介质或细胞因子调控局

部炎症反应[6]、收缩子宫、胃肠道和气道平滑

肌、调节血管张力等[7]. 激活PARs能够刺激胞质

磷脂酶C、A和D, 激活蛋白激酶C、有丝分裂原

激活蛋白激酶和酪氨酸蛋白激酶, 暂时升高胞

质游离钙离子的浓度, 开放细胞膜离子通道, 并
促进细胞生长[8]. 

2  PARs与消化系肿瘤

越来越多的研究表明, PAR与肿瘤的增殖和转移

具有密切关系. 在众多的肿瘤中都有PARs表达, 
且强度高于正常组织细胞, 学者们认为激活后

的PAR很可能通过下游的信号通路促进了肿瘤

的增殖和转移. 但在不同的组织细胞中, PAR的
表达程度并不相同, PAR调控肿瘤细胞增殖、生

长、转移的方式也一样, 即使同一肿瘤中PARs
家族的各个成员之间也有很大差别. 
2.1 PARs在消化系肿瘤中的表达及作用 
2.1.1 结肠癌: Darmoul et al研究发现, PAR-1只有

在结肠癌细胞中才有表达, 在正常的结肠组织

中并无表达. 如果用凝血酶和蛋白酶激活受体-1
激动剂(protease activated receptors-1-activated-
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peptide, PAR-1-AP-1)处理休眠期的结肠癌细胞, 
会使细胞出现极明显的有丝分裂反应. 另外, 用
凝血酶和PAR-1-AP-1激活结肠癌细胞的PAR-1, 
细胞侵袭和迁移能力明显增强[9]. PAR-2也在结

肠癌组织及细胞中广泛表达, 对10种结肠癌细

胞系进行PAR-2 mRNA水平和蛋白水平进行研

究后发现, HT-29, Cl19A, Caco-2, SW480, HCT-8 
和T84等6种结肠癌细胞PAR-2表达水平较高, 而
在其他结肠癌细胞株中PAR-2仅有较低水平的

mRNA表达. 进一步研究还发现PAR-2蛋白只

表达在细胞表面, 当用1-100 nmol/L浓度的胰蛋

白酶或10-100 μmol/L浓度的蛋白酶激活受体-2
激动剂(protease activated receptors-2-activated-
peptide, PAR-2-AP-2)刺激HT-29细胞时, 细胞内

钙离子浓度明显增加, 细胞表现出强烈的有丝

分裂反应, 细胞数量增加3倍[10]. 
2.1.2 胃癌: PAR-1在胃癌中有表达, 但对胃癌

组织及正常组织中PAR-1的对照研究还未见报

道. PAR-2在大部分胃癌中癌细胞表达呈阳性, 
且其表达与胃癌细胞的淋巴侵犯、静脉侵犯、

肝转移密切相关. 值得注意的是PAR-2表达阳

性的患者其预后要比PAR-2表达阴性的患者预

后差[11]. 
Caruso et al研究发现, PAR-2激活后可以促

进胃癌细胞的增殖[12]. 而激活PAR-1和PAR-2均
能促进胃癌细胞向周边组织的黏附. PAR-1激活

后可促使整合素α5β1介导的胃癌细胞MKN-1向
玻璃粘连蛋白黏附, 而PAR-2激活后则促使可胃

癌细胞向纤维黏合蛋白黏附. 这两种黏附作用黏合蛋白黏附. 这两种黏附作用合蛋白黏附. 这两种黏附作用黏附. 这两种黏附作用附. 这两种黏附作用

都可以被Src激酶抑制剂除莠霉素(herbimycin)
所阻断. 其中, PAR-2介导的细胞黏附效果更为

明显[13].
2.1.3 胰腺癌: Rudroff et al通过对PAR-1基因转录

水平进行检测可以得知, 胰腺癌细胞中的PAR-1 
mRNA的水平远高于正常组织的mRNA水平, 
且在不同分化程度的胰腺癌细胞之间, PAR-1 
mRNA的表达水平差距可达到25倍之多[14]. 蛋
白定量分析发现PAR-1只存在胰腺癌细胞中, 在
正常的胰腺中没有表达. 另又研究表明, PAR-1
作为凝血酶的受体可以促使胰腺癌细胞向癌细

胞外的基质蛋白和上皮细胞黏附[15]. Ikeda et al
对胰腺癌中PAR-2表达水平研究后发现, 浸润性

生长的胰腺癌细胞中的PAR-2表达水平要高于

膨隆性生长的胰腺癌. 而在纤维化的胰腺癌中, 
PAR-2的表达水平明显增高, 且纤维化胰腺癌组

织中PAR-2的表达水平要高于轻微纤维化的胰
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腺癌[16]. 胰蛋白酶和PAR-2激动剂(PAR-2-AP-2)
处理胰腺癌细胞, 可以明显促进细胞增殖[17]. 用
PAR-2激动剂作用于表达PAR-2的胰腺癌细胞, 
发现上清液中白介素-8(interleukin-8, IL-8)明显液中白介素-8(interleukin-8, IL-8)明显中白介素-8(interleukin-8, IL-8)明显, IL-8)明显IL-8)明显

升高. 另外, IL-8受体在胰腺癌和周围的成纤维

细胞中均有表达. 这些结果提示PAR-2促使胰腺

癌细胞释放IL-8[18]. 
2.1.4 肝癌及肝硬化: PAR-1在肝细胞癌的发展和

肝癌细胞的迁移中起到重要的作用. Kaufmann 
e t a l 研究发现 ,  利用凝血酶和PA R-1激动剂

TFLLRN-NH(2)刺激肝癌细胞系, 可增加肝癌细

胞的透过胶质原的跨膜活动. 而这种效应可以

被PAR-1的选择性拮抗剂SCH 79797所阻断, 证
明PAR-1可以调控肝癌细胞的迁徙, 另外PAR-4
的选择性激动剂AYPGKF-NH(2)也可以促进肝

细胞迁移, 而其拮抗剂则可减弱凝血酶介导的

肝癌细胞的侵袭、转移活性. PARs还促进了肝

纤维化过程. 研究证实随着肝纤维化的进行性

加重, 肝星状细胞内PAR-1及PAR-2的表达增加, 
而且PAR-1-AP-1及凝血酶、PAR-2-AP-2及纤维

蛋白溶酶可能分别通过PAR-1及PAR-2促进肝星

细胞的增殖和胶原纤维的增加[19].
2.2 PARs促进肿瘤细胞的增殖、侵犯和转移的

作用机制 PARs在引起消化系肿瘤中以多种方

式促进肿瘤细胞的增殖、侵犯和转移中, 但归

结起来, 主要通过以下途径促进肿瘤细胞的增

殖、侵犯和转移. 
2.2.1 PAR促进肿瘤细胞的增殖的机制: 通过

MMPs-EGFR-MAPK-ERK1/2途径. PAR-1和
PAR-2均可通过转激活EGFR-MAPK途径促进对

肿瘤细胞的增值. Darmoul et al利用凝血酶和胰

蛋白酶分别作用于PAR-1和PAR-2后, 发现在细

胞内产生了一系列变化, 依次为: 基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)表达上调, 
引起转化生长因子-化生长因子-生长因子-α(transforming growth fac-
tor, TGF-, TGF-TGF-α)释放→TGF-α介导的表皮生长因子

受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)的, EGFR)的EGFR)的
激活和磷酸化→细胞外信号调节激酶ERK1/2
的活化和细胞增殖. 这一系列的过程可被MMP
抑制剂巴马司他、TGF-α中和抗体及EGFR配

体结合区域阻断性抗体所阻断. 同时PAR-1的
激活还诱导Src激酶的磷酸化, Src在PAR-1介导

的ERK1/2激活中也起到促进作用[20-21]. Caruso 
e t a l学者利用胃癌细胞的实验研究发现, 通过

抑制EGFR酪氨酸激酶的活性可以完全阻断由

PAR-2介导的胃癌细胞的增殖, 而利用抗体阻止

EGF与EGFR的结合, 却不能阻止EGFR的信号

传递和PAR-2诱导的细胞增殖, 这一点也充分说

明, PAR-2可以通过转激活EGFR受体促进细胞

增殖而不依赖于EGF本身而不依赖于EGF本身[12]. 结合以上两点也

可以说明PAR-2可以转激活EGFR, 且通过EGFR
发挥促进细胞增殖的作用. 激活后的EGFR可以

刺激DNA合成和G0期细胞进入S期, 并可通过S6
激酶, 使S6蛋白磷酸化, 促进核糖体40S亚基与

mRNA结合, 在蛋白质合成的调节中发挥作用. 
另外EGFR还可以促进细胞的恶性转化. 

激活NF-κB途径. Macfarlane et al实验发现

利用凝血酶激活PAR-1后, 可增强NF-κB与DNA
结合的活性, 而且利用SB-203589和PD098059阻
断P38和ERK1/2后也不能抑制有PAR-1激发的

NF-κB的活性, 这提示, PAR-1激活NF-κB是个

独立的过程, 而不需要经过P38和ERK1/2等经典

的MAPK信号转导通路. 而且NF-κB的异常激活

常导致不依赖于有丝分裂的生长和异常方式的

细胞存活. 除了参与癌症的恶性转化, NF-κB还
可能通过促进肿瘤血管生成、侵袭、转移来促

进肿瘤的恶变. 虽然尚未见PAR-2在肿瘤细胞中

对NF-κB的作用的报道, 但在皮肤上皮细胞中, 
PAR-2可以激活NF-κB, 促进NF-κB与DNA的结

合[22]. 在肿瘤细胞中, PAR-2与NF-κB的关系需进

一步研究. 
胰蛋白酶的自分泌循环. 胰蛋白酶不仅是

PAR-2的激动剂, 而且其合成也受到PAR-2的调

控, Ducroc et al在结肠癌细胞中发现, 随着PAR-2
的激活, 胰蛋白酶的合成释放增加, 增加的胰蛋

白酶又可激活更多的PAR-2. 胰蛋白酶这种自分

泌循环的方式对肿瘤的增殖和转移具有重要的

促进作用[23]. 
促进前列腺素合成. Yosh i i et al学者通过

实验发现, MEK抑制剂PD98059可以完全阻断

PAR-2诱导的MAPK磷酸化和肿瘤细胞的增殖. 
同时也发现胰蛋白酶原和PA R-2可以促进前

列腺素E2合成, 并利用前列腺素抑制剂吲哚美

辛NS398阻断前列腺素E2的合成, 可间接抑制

PAR-2诱导的癌细胞的增殖. 同时利用甲磺酸卡

萘司他, 特异性的胰蛋白酶原抑制剂, 也可以以

浓度依赖的方式阻断DLD-1的增殖[24]. 这充分说

明PAR-2通过对前列腺素合成的调节也可间接

促进结肠癌细胞的增殖生长. 
2.2.2 PARs与肿瘤的转移、侵袭: 激MMPs途

■相关报道
越来越多的研究
表明, PAR与肿瘤
的增殖和转移具
有密切关系. 在众
多的肿瘤中都有
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高于正常组织细
胞, 学者们认为激
活后的PAR很可
能通过下游的信
号通路促进了肿
瘤的增殖和转移.
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径. 基质金属蛋白酶家族成员MMP-2, MMP-9
和MT-MMP被认为和癌细胞侵袭密切相关, 是
多种癌症的表型特征和重要预后标志[25]. MMPs
作为无活性的酶原形式分泌 ,  需要水解其氨

基末端后才能表达活性. 人胰蛋白酶-2在激活

MMPs上起更重要的作用. 胰蛋白酶-2使MMP-9
前体的Arg87-Phe88肽键断裂, 使其由99 kDa的
前体转化成77 kDa的活性蛋白形式, 同时在使

MMP-2前体的Arg99-Lys100肽键断裂, 促进其

活化上起到一定的作用[26]. 目前研究发现, 激活

PAR-1和PAR-2均可以引起宿主细胞分泌MMPs,  
MMPs作为蛋白水解酶本身就可以降解细胞外

基质, 在肿瘤细胞的侵袭转移中起重要作用, 而
且能促进TGF-α的释放, 继而转导激活EGFR, 促
进人成纤维细胞和结肠癌细胞增殖迁移.迁移.. 

促进血管生成. Salah et al在动物模型中发

现, PA R1的基因表达在血管生成中起关键作

用, 活化的PAR-1明显诱导血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)VEGR 
mRNA的表达, 增强VEGF蛋白表达[27]. 动物实

验发现, 给雄性BALB/c系小鼠皮下注射转染

PAR1的SB-2细胞系之后, 可见转移瘤的血管新

生及肿瘤生长明显加快, 在这一过程中, 需要

VEGF、蛋白激酶C(PKC)、Src和磷脂酰肌醇3
激酶(PI3K)的参与. 而采用无转染PAR1的SB-2
细胞的对照小鼠血管新生和肿瘤生长都比较慢.

重塑癌细胞骨架. Evenram et al研究发现

PAR-1激活后可诱导细胞骨架的重组和黏着斑复

合物的形成, 促进胸腺癌细胞的恶性侵袭[28]. Ge 
et al也发现, 在具有转移性乳腺癌细胞中, PAR-2
在细胞表面分布并不均匀. 利用胰蛋白酶激活

PAR-2后, 可使肿瘤细胞骨架重塑, PAR-2、beta-
arrestin-2、ERK1/2在癌细胞伪足部位的定位从

引起细胞极性的改变, 进而促进细胞迁移[29]. 
PAR-1和PAR-4触发的肝癌细胞迁移可以通

过抑制一系列的关键的信号的关键分子来阻断,
包括G(i)/G(o)family家族的G蛋白, MMPs, ERK/
MAPKinase, 周期性AMP依赖蛋白激酶(cyclic 
AMP-dependent protein kinase), Src酪氨酸激酶和

EGFR受体激酶. 这些试验结果表明指出, PAR-1
和PAR-4协作的信号网络,可以促进凝血酶介导

的肿瘤细胞的迁移[30]. 但对于PARs家族其他成员

在肝癌中的作用尚未见报道. 另外Miyata et al报
道, PAR-1和PAR-2可促进整合素α5β1依赖的胃

癌细胞向周围组织黏附, 这也是PAR-1和PAR-2
促进肿瘤转移和侵犯的关键步骤[13].

3  结论

当前对PARs家族在肿瘤的发生发展中的作用

及其机制的研究越来越深入, 人们已经认识到

PARs在肿瘤的增殖、生长、转移中起着关键作

用, 基于PARs相关的肿瘤治疗方案必将成为新

的研究热点. 但PARs与肿瘤关系的研究仍然很

不完善, 有待于进一步的研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of acupuncture on 
the expression of PGP 9.5 (a neuronal marker 
in the enteric nervous system) in rats with 
experimental constipation.

METHODS: A total of sixty rats were used in the 
study, of which 15 rats were included in normal 
control group and the remaining 45 rats were in-

tragastrically administered with Rhubarb Decoc-
tion to induce experimental constipation. The re-
sulting 36 model rats were equally divided into 
model control group, sham treatment group and 
acupuncture treatment group. Rats in the model 
control group (n = 12) were killed before treat-
ment, while those in the acupuncture treatment 
group and sham treatment group were subjected 
to electroacupuncture or sham treatment for 14 
days and killed. The intestinal canal about 5 cm 
away from the anus was taken. HE staining and 
immunohistochemical staining were then per-
formed to determine the integrated absorbance 
(IA) of PGP9.5 staining. 

RESULTS: The IA value was significantly high-
er in the normal group than the model control 
group (47.38 ± 9.04 vs 20.36 ± 9.12, P < 0.000). 
No significant difference was noted in the IA 
value between the sham treatment group and 
the model control group (28.51 ± 9.43 vs 20.36 ± 
9.12, P = 0.200). The IA value was significantly 
higher in the acupuncture treatment group than 
the model control group and sham treatment 
group (41.39 ± 19.56 vs 28.51 ± 9.43 and 20.36 ± 
9.12, P = 0.021 and 0.002, respectively) though 
no significant difference was observed between 
the normal control group and the acupuncture 
treatment group (P = 0.297). 

CONCLUSION: Acupuncture can help improve 
the function of intestinal ganglion cells in rats 
with Rhubarb Decoction-induced slow-transit 
constipation. 

Key Words: Slow-transit constipation; Model; Enteric 
nervous system; Intestinal neuron; PGP9.5 expression

Ding SQ, Ding YJ, Ji XT, Han DM, Sun MM, Huo WY, 
Huang SL, Gen JX. Effect of acupuncture on PGP 9.5 
expression in rats with experimental constipation. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2184-2187

摘要
目的: 观察针刺对便秘模型大鼠肠神经系统
神经元标志物PGP9.5表达的影响. 

方法: 将60只大鼠按照体质量及随机分组. 正

®

■背景资料
结肠慢传输型便
秘症状顽固, 临床
治疗困难. 患者常
长期依赖刺激性
泻剂, 部分患者最
终需手术切除传
输迟缓的结肠缓
解症状. 近年来研
究表明针刺疗效
较好, 作用机制不
明确. 探讨针刺机
制之一为改善肠
神经系统神经元
功能. 

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
院、浙江省东方
医院)消化科



丁曙晴, 等. 针刺对便秘模型大鼠PGP9.5表达的影响                                         				             2185

www.wjgnet.com

常对照组15只, 45只大鼠予生大黄水煎液灌胃, 
开始用量为100 g/(kg•d), 最后为1280 g/(kg•d), 
45 d后造模36只, 治疗前处死12只作为造模末
治疗前组对照, 剩余随机分为针刺组和空白治
疗组, 各12只. 针刺组大鼠针刺天枢和足三里, 
天枢加电针, 疏密波刺激10 min, 每日1次, 共
计14 d; 空白治疗组不给予治疗. 2组14 d后处
死, 取距离肛门5 cm肠管, 用HE染色和PGP9.5
免疫组织化学染色, 采用Image-Pro Plus 5.0计
算各组PGP9.5的综合吸光度值(IA 值)分析肠
神经节细胞的状况.  

结果: 正常组P G P9.5表达的IA 值(×104)为
47.38±9.04, 治疗前组为20.36±9.12, 2组比较
有显著差异(P <0.000); 空白组为28.51±9.43, 
与治疗前组比较无统计学差异(P >0.05); 针刺
组为41.39±19.56, 与治疗前组和空白组比较
均有统计学差异(均P <0.05), 与正常组比较无
统计学差异(P >0.05). 

结论: 针刺有助于改善大黄水煎液灌胃泻剂
便秘模型大鼠神经节细胞功能. 

关键词: 结肠慢传输性便秘; 模型; 肠神经系统; 肠

神经元; PGP9.5表达

丁曙晴, 丁义江, 季新涛, 韩惦梅, 孙明明, 霍维宇, 黄书亮, 耿建
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0  引言

结肠慢传输型便秘(slow transit constipation, 
STC)病因不明, 症状顽固, 常造成泻剂依赖, 治
疗困难. 针刺治疗便秘首见于内经, 至今已积

累了丰富的治疗经验, 对慢性便秘治疗安全有

效[1]. 我们采用针刺治疗该疾病, 取得较好的疗

效[2]. 为了阐明针刺是否通过影响肠神经系统

的神经元途径起治疗作用, 我们采用其标志物

蛋白基因产物PGP9.5的病理学改变探讨其作

用机制, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年Wistar大鼠60只, 雌雄不限, 体
质量170-240 g, 由南京江宁青龙山实验动物繁殖

场提供, 质量合格证号SCXK(苏)2006-2008. 实验

期间所有动物均标准饲料及蒸馏水喂养, 自由摄

取. 生大黄: 1000 g, 购自南京市药材公司. 生大黄

水煎液: 将1000 g生大黄粉碎浸泡于3000 mL蒸
馏水中6 h后回流煮沸60 min, 过滤并浓缩至1000 

mL, 得到100%生大黄水煎液. PGP9.5试剂及一

抗: 购自北京中杉金桥公司, 即用型, 抗体批号为

ZM-0137. 二抗购自广州迈新生物公司, DAB显
色液购自美国基因公司. 针具: 采用0.25 mm×25 
mm华佗牌一次性无菌针灸针, 华佗牌电子针疗

仪SDZ-Ⅱ型. 大鼠固定器: 采用南京中医药大学

针药结合实验室制大鼠针刺固定器. 电子天平: 
FA1604, 上海天平仪器厂生产. 病理显微图像分

析系统: 专业图像分析软件Image-Pro Plus5.0版. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 按照体质量随机分组, 每组

15只. 正常对照组, 饲以普通软饲料等待造模组

造模成功并治疗结束; 造模组45只给予造模, 成
功后随机平均分成治疗前组、针刺组和空白治

疗组. 结肠慢传输性便秘动物模型制作参照文

献[3]方法, 给予生大黄水煎液, 开始用量为100 
g/(kg•d), 给药以每笼大鼠的平均体质量计算, 以
后每日在前日的基础上加倍, 直到出现半数致

泻保持此剂量到80%的稀便消失然后再在此基

础上加倍给药, 最后用量为1280 g/(kg•d), 如此

方法共饲养45 d.  
1.2.2 大鼠处理: 正常组: 自实验开始至结束自

然饲养, 不给予任何干预. 空白组: 造模成功后

与针刺组在同一环境下固定, 以对照针刺组可

能因恐惧等因素造成的肠动力紊乱. 针刺组: 为
造模成功后给予针刺治疗, 将大鼠固定在自制

的大鼠固定器上, 参照实验针灸学大鼠取穴对

照表针刺天枢、足三里. 用华佗牌美容针刺入

穴位0.5-0.7 cm, 天枢加电针, 左右交替, 疏密波

刺激10 min, 每日1次, 共计14 d. 留取标本: 治疗

前组造模成功后处死, 针刺组和空白治疗组实

验结束后6 h处死, 均为脱颈椎处死后取距肛侧5 
cm结肠全层, 1 cm×1 cm, 平铺至滤纸上后放入

100 g/L中性甲醛固定. 免疫组织化学染色: 组织

经常规取材处理后, 用PBS(pH7.4)冲洗, 柠檬酸

pH6.0抗原修复, 高压锅煮沸, 每张切片加一抗

(PGP9.5), 4℃冰箱过夜, 次日PBS冲洗, 加二抗, 
室温下孵育30 min, 最后用DAB显色,苏木素复

染. 已知阳性切片作阳性对照.  
1.2.3 结果评估: 肉眼观察每张染好的切片, 取肌

层纵长10 mm为连续观察范围, 在中倍镜下观

察图片至阳性染色区域, 换高倍镜下截取染色

阳性面积图片, 每例10个视野后存储图像文件

备图像软件分析. 经观察, 神经节数目多少与面

积大小无关, 数目很少面积可以很大, 而数目很

多面积可能非常小. 因此采用专业图像分析软

■研发前沿
目前研究已表明, 
针刺治疗慢性便
秘途径之一为调
节肠神经系统功
能, 可能通过调节
肠神经元、Cajal
间质细胞、各种
兴奋性和抑制性
脑肠肽类激素、

突触功能和神经
胶质细胞等起作
用, 有待深入探讨. 
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件Image-Pro Plus提供的工具计算综合吸光度值

(integrated absorbance, IA ), 等于染色阳性面积

×平均阳性表达区密度, 此值与目标物质的总

量成正比, 反映肠神经系统神经元状况. 
统计学处理 用SPSS11.5统计软件进行统计

分析. 计量数据用mean±SD表示, 各组间比较用

方差分析法, 组间比较用LSD法, 以P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠结肠PGP免疫表达 正常组大鼠结肠环

纵肌间神经丛可见正常神经节细胞, 节细胞阳

性表达染色深且分布均匀(图1A). 治疗前组环纵

肌纤维增粗, 部分断裂, 排列紊乱, 空泡样改变, 
神经节细胞减少, 节细胞阳性表达染色下降(图
1B). 空白组环纵肌纤维断裂有修复, 空泡样改

变有所恢复(图1C). 针刺组: 环纵肌修复好转, 神
经节细胞空泡样改变好转(图1D). 
2.2 各组IA 值(×104)的比较 正常组IA值与对照

组比较有显著差异(47.38±9.04 vs  20.36±9.12, 
P<0.000); 空白组(28.51±9.43)与治疗前组比较无

统计学差异(P = 0.200); 针刺组(41.39±19.56), 与治

疗前组和空白组比较均有统计学差异(P  = 0.021, 
0.002), 与正常组比较无统计学差异(P = 0.297). 

3  讨论

结肠慢传输性便秘是临床常见的难治性便秘

之一, 西药促肠动力药尽管有一定疗效, 但对

心血管系统的不良反应日益引起人们的关注. 
由于患者长期依赖各种刺激性泻药帮助排便, 
对各种药物治疗反应较差, 而针刺治疗临床有

效, 日益受到重视. 近年来, 对结肠慢传输性便

秘的病因病理学研究显示其是“肠神经病”, 
即肠神经系统功能及Caja l间质系统的异常[4]. 
本课题旨在探讨针刺治疗结肠慢传输性便秘

的作用机制是否通过肠神经系统神经元途径

调控. 
国内外动物便秘模型的制作主要通过口服

复方地芬诺酯(止泻药)[5]、接触性泻剂大黄和酚

酞[6]及阿密曲替林(抗抑郁药)[7]等造成动物排便

次数减少、便干等症状来实现. 综观各种模型

制作方法, 仅接触性泻剂对肠神经系统的损伤

作用进行过系列研究[8], 发现该方法建立的模型

稳定, 且最接近STC模型病理学变化, 是目前研

究STC的常用模型[9]. 临床所遇该类患者也长期

服用各种刺激性泻剂并形成依赖. 因此采用该

种泻剂模型作为结肠慢传输性便秘模型来研究

针刺作用机制应具有代表性. 从本研究观察大

黄水煎液灌胃确实可造成大鼠肠神经系统肌间

神经系统破坏, 表现为肌肉断裂、空泡和神经

元标志物表达下降, 刺激性泻剂灌胃停用后等

待自然恢复已不能达到正常状态, 采用针刺后

对由泻剂造成的便秘模型大鼠肠神经节功能恢

复具有促进作用. 

图  1  各组大鼠肠肌间神经丛PGP9.5阳性表达(×400). A: 正常组; B: 治疗前组; C: 空白组; D: 针刺组.

A B

C D 

■名词解释
PGP9 .5: 是一种
由2450个碱基组
成, 包含212个氨
基酸的神经元特
异性羧基末端水
解酶, 在研究肠神
经系统的形态特
征及结构特点中, 
PGP9.5有良好的
表达功能, 可显示
阳性神经元形态, 
特征性地评价肠
神经节细胞功能. 
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肠神经系统主要分为肌间神经丛和黏膜下

神经丛, 神经丛内的肽能神经元是一种以多肽

为神经递质的特殊神经元, 众多神经递质参与

其中, 对结肠运动的调控起着主要作用. 肠神经

系统的功能状态与肠动力是直接相关的. 我们

可以通过对其标志物表达的检测来反映其功能

状态. PGP9.5是一种由2450个碱基组成, 包含

212个氨基酸的神经元特异性羧基末端水解酶, 
在研究肠神经系统的形态特征及结构特点中, 
PGP9.5有良好的表达功能, 可显示阳性神经元

形态, 特征性地评价肠神经节细胞的成熟度[10]. 
李瑞午 et al [11]在研究针刺对大鼠胃肠肌间神经

丛NO能神经元的影响, 针刺足三里有利于胃肠

道功能的恢复. 展淑琴 et al [12]研究电针大鼠足

三里穴, 发现脑内P物质的基因表达增加. 曹东

元 et al [13]亦通过电刺激大鼠足三里发现结肠SP
含量显著增高, 以促进胃肠运动. 目前国内尚没

有利用PGP9.5特异性地反映肠神经系统神经节

细胞的表达. 其表达与其对结肠动力的影响直

接相关. 因此我们采用这一指标根据多组对照

比较可以认为针刺有助于改善肠神经系统神经

元破坏后神经节细胞的功能, 几乎恢复正常(针
刺组与正常对照组比较无统计学意义). 针刺治

疗通过调节肠神经系统的神经节细胞功能起效

得到证实, 应该对结肠慢传输性便秘的临床治

疗提供了一条针对病因治疗的新途径. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of Huangshu 
Enema (HSE) on the levels of IL-1β and IL-10 
in the serum of rats with diarrhea-predominant 
irritable bowel syndrome (D-IBS).

METHODS: A rat model of D-IBS was created 
by intracolonic instillation of acetic acid and 
restraint stress. Sixty healthy female Sprague-
Dawley rats were randomly divided into normal 
control group (n = 15), model control group (n 
= 15), HSE treatment group (n = 15) and dicetel 
treatment group (n = 15). The changes in serum 
IL-1β and IL-10 levels in rats were observed.

RESULTS: The level of serum IL-1β was signifi-
cantly higher in the model control group than 
the normal control group, while the level of se-
rum IL-10 was significantly lower in the model 

control group than in the normal control group 
(t = 21.9998 and 27.0556, respectively; both P < 
0.01). The level of serum IL-1β in the two treat-
ment groups significantly decreased when com-
pared to the model control group (t = 12.0599 
and 6.1647, respectively; both P < 0.01), while 
the level of serum IL-10 in the two treatment 
groups significantly increased when compared 
to the model control group (t = 17.3802 and 
6.8408, respectively; both P < 0.01). HSE was su-
perior to dicetel in decreasing serum IL-1β level 
and increasing serum IL-10 level (t = 9.7410, P < 
0.01).

CONCLUSION: HSE may be able to reduce the 
number of activated immune cells, increase anti-
inflammatory cytokines and enhance the anti-
inflammatory activity, and adjust the imbalance 
between anti-inflammatory and pro-inflammato-
ry cytokines, thereby exerting therapeutic effects 
on D-IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Huangshu 
Enema; Inflammatory cytokines; Interleukin-1β; 
Interleukin-10

Hu J, Hu TM, He WQ, Huang YD. Effects of Huangshu 
Enema on the levels of serum IL-1β and IL-10 in rats with 
diarrhea-predominant irritable bowel syndrome. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2188-2191

摘要
目的: 评价黄术灌肠液对腹泻型肠易激综合
征(Diarrhea- irritable bowel syndrome D-IBS)
大鼠血清IL-1β、IL-10表达的影响. 

方法: 采用乙酸灌肠加束缚应激法建立D-IBS
模型, 将60只健康♀SD大鼠随机分为正常对
照组、模型组、H S E灌肠液组、得舒特组, 
每组15只, 分别观察治疗后大鼠血清IL-1β、
IL-10的表达. 

结果: 与正常对照组比较, 模型组IL-1β显著升
高、IL-10显著降低(t  = 21.9998, t  = 27.0556; 
均P <0.01), 治疗后H S E灌肠液组和得舒特

®

■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是消化科常
见疾病, IBS的发
病机制复杂, 是多
种因素作用的结
果. 肠道持续性低
度炎症、精神心
理因素、内脏高
敏感性、胃肠动
力异常、感染等
因素可能与IBS发
病有关.

■同行评议者
魏睦新, 教授, 南京
医科大学第一附
属医院中医内科
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组IL-1β较模型组显著降低(t  = 12.0599, t  = 
6.1647; 均P <0.01), 而两者IL-10明显升高(t  = 
17.3802, t  = 6.8408; 均P <0.01), 且HSE灌肠液
组效果优于得舒特组(t  = 9.7410, P <0.01).

结论: HSE灌肠液可能通过降低活化的免疫细
胞数目和上调抗炎因子及增强其抗炎活性, 纠
正促炎/抗炎因子失衡, 从而达到治疗D-IBS的
目的.

关键词: 肠易激综合征; 黄术灌肠液; 炎性细胞因

子; 白介素-1β; 白介素-10
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)的
病因与发病机制目前尚未完全明了, 但越来越

多研究表明, 炎症与IBS发病有着密不可分的

联系. 研究发现, 5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 
5-HT)[1-2]、P物质(substance P, SP)[3]、血管活

性肠肽(vasoactive intestinal peptides, VIP)[4]、

胆囊收缩素(cholecystokinin, CCK)[5]及白介

素(interleukin, IL)[6-7]等作为中间环节, 在IBS
的发生和发展中起着重要作用 .  促炎因子与

抗炎因子失衡可能是IBS发生发展的关键. 本
实验主要观察黄术灌肠液对 I B S大鼠血清

白介素-1β(i n t e r l e u k i n-1β, I L-1β)和白介素

-10(interleukin-10, IL-10)的影响, 以探讨黄术灌

肠液治疗IBS的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♀SD大鼠60只, 体质量180±20 g, 购
于江西中医学院(动物合格证号: SCXK 2006- 
0001); 自组中药方剂黄术灌肠液:  大黄、黄

芩、黄连、黄芪、白术各15 g, 加水煎煮至500 
mL; 阳性对照药为得舒特, 法国苏威制药, 批号

H20040759; 大鼠IL-1β ELISA检测试剂盒(批
号: RT110371)、IL-10 ELISA检测试剂盒(批号: 
RT116876)购于广州齐云生物制剂公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 适应性喂养3 d后, 随机分为

正常对照组, 模型组, 黄术灌肠液组, 得舒特组, 
每组15只. 对模型组、黄术灌肠液组及得舒特

组进行造模. 动物模型制作参照文献[8-10]并略

加改动. 模型组大鼠经肛门插入石蜡油润滑过

的自制导管, 插入深度距肛门8 cm, 缓慢注入40 
mL/L的乙酸1 mL, 拔出导管, 将大鼠尾巴抬高并

压迫肛门1 min, 然后用0.01 mol/L PBS 1 mL冲
洗结肠. 乙酸灌肠后, 用胶带束缚大鼠肩部、前

肢及胸部, 限制大鼠用前肢抓搔头面部, 但不限

制其活动, 束缚时间为1 h, 之后释放归笼, 充分

补液, 自由进食, 造模时间为14 d.
1.2.2 给药: 造模成功后, 黄术灌肠液组以黄术灌

肠液3 mL保留灌肠; 得舒特组给予得舒特水溶

液0.015 g/(kg·d)灌胃, 模型组及正常对照组以蒸

馏水3mL灌胃, 每日1次, 以上均给药14 d.
1.2.3 IL-1β、IL-10表达的检测: 给药结束后第2
天, 各组大鼠心脏取血, 3000 r/10 min离心分离

血清, ELISA法检测血清IL-1β、IL-10含量. 具体

操作严格按照试剂盒说明书.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 统计软

件处理数据资料, 采用单因素方差分析, 组间两

两比较采用t检验.

2  结果

2.1 模型观察 所有造模大鼠在造模2-3 d后出现

腹泻, 呈黄色稀便样和/或肛周体毛被稀便沾染. 
5-6 d后体质量略下降, 活动及进食明显减少, 进
水增多. 低倍光学显微镜下可见模型组大鼠结

肠标本黏膜下层血管轻度扩张, 黏膜完整, 未见

溃疡及黏膜增厚, 可见少量炎症细胞浸润, 主要

为增多的淋巴细胞及肥大细胞. 
2.2 疗效观察 黄术灌肠液组及得舒特组用药1 
wk后腹泻明显减轻, 进食进水逐渐恢复正常, 用
药结束后光学显微镜下见结肠标本淋巴细胞及

肥大细胞明显减少.
2.3 大鼠血清IL-1β、IL-10表达 模型组大鼠较正

常组大鼠血清IL-1β表达显著增高(t  = 21.9998, 
P <0.01)且IL-10明显降低(t  = 27.0556, P <0.01), 
治疗后大鼠血清I L-1β较模型组显著降低(黄
术灌肠液组t  = 12.0599, P <0.01; 得舒特组t  = 

■研发前沿
肠道持续性低度
炎症与IBS发病之
间的联系是近年
来研究的热点. 肠
道持续性低度炎
症的发生机制尚
待进一步研究.

表  1  各组大鼠血清IL-1β及IL-10浓度 (n = 15, mean±SD, ng/L)

     
分组		            IL-1β	         IL-10

正常组		    42.67±4.82         177.79±11.99

模型组		  104.91±9.84b          71.66±9.33b

黄术灌肠液组	   64.38±8.52d        147.72±14.15d

得舒特组		    87.42±4.89           99.68±12.83

bP<0.01 vs 正常组, 黄术灌肠液组, 得舒特组; dP<0.01 vs 得舒特组.

■创新盘点
传统治疗IBS多以
口服药为主, 本研
究通过自组中药
方剂保留灌肠, 高
浓度药物直接作
用于病变部位, 疗
效显著, 目前国内
尚少见类似报道.
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6.1647, P <0.01)而IL-10明显升高(黄术灌肠液组t 
= 17.3802, P <0.01; 得舒特组t  = 6.8408, P <0.01), 
且黄术灌肠液组效果优于得舒特组(t  = 9.7410, 
P <0.01, 表1).表1).).

3  讨论

长期以来, IBS被认为是一种慢性功能性肠道

疾病而不是炎症性疾病, 近年来有学者从IBS
患者结肠标本内发现增多的肥大细胞, 从而提

出了I B S患者肠壁内可能有炎症成分参与 [11]. 
O'Sullivan et al [12]研究发现绝大多数IBS患者

末端回肠和盲肠的肥大细胞数目显著升高. 而
Chadwick et al [13]的研究表明: 40%的IBS患者肠

黏膜活检组织可见非特异性炎症改变, 而其余

患者病理检查虽然正常, 但上皮内淋巴细胞及

CD25+/CD3+ T细胞数量显著增加. 随着对PI-IBS
的深入研究, 进一步证明了部分IBS患者中存在

肠黏膜低度炎症和免疫细胞功能活化.
近年来的研究进一步提示肠道炎症在IBS

的发病中起着举足轻重的作用. Törnblom et al [14]

研究发现, IBS患者不仅肠黏膜存在轻度炎症和

免疫激活, 而且肠神经丛内有淋巴细胞的低度

浸润, 并有神经元退化现象. 而胃肠动力障碍及

感觉过敏正是以肠神经系统异常为基础[15]. 肠黏

膜炎症还可以通过肠道局部的神经内分泌免疫

网络的复杂作用引起肠神经系统(enteric nervous 
system, ENS)-平滑肌功能可逆性的改变, 最终导

致肠黏膜化学感受器和机械感受器对各种刺激

敏感性增高[16]. 此外, 低度炎症还可以通过改变

非炎症部位肠神经反射回路和上皮细胞功能从

而引起非炎症部位感觉过敏[17]. 肠道持续低度炎

症的原因仍未完全清楚, 促炎因子与抗炎因子

表达失衡可能是其重要机制.
IL-1β是重要的促炎因子之一, 也是炎症反

应的重要介质, IL-1β可提高胃肠道胆碱能神经

对乙酰胆碱及其他炎性介质的敏感性, IL-1β还

可抑制肠道Na-K-ATP酶的活性, 进而抑制水、

钠吸收而产生腹泻, 最终导致胃肠功能的紊乱. 
Gwee et al [18]发现急性胃肠炎后发展为IBS患者

比急性胃肠炎不进展为IBS者有更高的直肠黏

膜IL-1β mRNA表达. 王利华 et al [19]研究也证实

了这点. 而IL-10是重要的抗炎因子并与IBS密
切相关, Gonsalkorale et al [20]研究发现, IBS患者

IL-10基因频率较正常显著降低, 提示IL-10产生

减少的个体更容易发生IBS.
本研究中自组中药方剂黄术灌肠液主要成

分为大黄、黄芩、白术等, 现代医学研究表明

大黄具有抑菌、调节肠管舒缩运动、清除肠道

有毒物质活性等作用; 黄芪能清除体内氧自由

基、扩张血管、改善微循环及调节机体免疫功

能; 白术与黄芪配伍具有协同作用, 可调控肠黏

膜细胞炎症修复, 改善肠道功能[21-22]. 我们前期

的临床治疗研究亦表明本组方剂配伍合理, 具
有明显协同作用, 抗菌消炎, 改善黏膜血循环, 
促进炎症修复, 调整肠道功能[23]. 尤其是黄术灌

肠液通过灌肠给药高浓度直接作用于病变部位, 
扶正祛邪, 促进局部炎症和水肿消退, 缩短病程. 
而且灌肠治疗减少了药物在肝脏的首过效应, 
有着传统口服给药无法比拟的优势[24]. 本研究结

果显示, IBS大鼠促炎因子IL-1β水平升高而抗炎

因子IL-10水平降低, 提示促炎/抗炎因子失衡在

IBS的发生和发展中占有重要地位. 黄术灌肠液

灌肠治疗后显著降低IBS大鼠血清IL-1β及升高

IL-10, 且效果明显优于得舒特组, 说明黄术灌肠

液可能通过降低活化的免疫细胞数目, 减少IL-
1β表达, 上调抗炎因子IL-10及增强其抗炎活性, 
从而纠正抗炎/促炎因子失衡, 最终达到对IBS的
治疗效果.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
dyspeptic symptoms and proximal stomach 
function in diabetic patients (DM).

METHODS: Forty-four DM patients were en-
rolled in the study. After scoring symptoms, the 
patients were divided into two groups: those 
with dyspepsia (n = 24) and those without gas-
trointestinal symptoms (n = 20). The water load 
test was performed to determine the function of 
proximal stomach. The area and circumference 
of proximal (cardia) and distal stomach (antrum) 
were measured by ultrasonography.

RESULTS: Of 24 diabetic patients with dys-
pepsia, 18 (75%) had abdominal distention, 16 
(66.7%) had epigastric discomfort (66.7%) and 
16 (66.7%) had constipation. Proximal stomach 
function was impaired more seriously in pa-
tients with dyspepsia. There was no correlation 
between proximal stomach function and total 

dyspeptic symptom score. The scores of epigas-
tric discomfort and abdominal distention were 
negatively correlated with the changes in the 
area and circumference of gastric fundus when 
different water loads were given.

CONCLUSION: Abdominal distention, epigas-
tric discomfort and constipation are common 
dyspeptic symptoms in diabetic patients. The 
presence of epigastric discomfort and abdominal 
distension indicates the impairment of proximal 
stomach function.

Key Words: Diabetes; Dyspepsia; Stomach; Proxi-
mal end
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摘要
目的: 了解糖尿病患者消化不良症状与近端
胃功能的关系. 

方法: 糖尿病患者44例, 对有胃肠症状者进行
症状评分, 其中有消化不良症状者24例, 无胃
肠症状及其他脏器并发症者20例, 以水负荷试
验测定近端胃功能, 同时B超测定近端胃(胃
底)和远端胃(胃窦)的横截面积和周长. 

结果: 24例有胃肠症状糖尿病患者中出现腹
胀18例(75%), 上腹不适16例(66.7%), 便秘16
例(66.7%); 有胃肠症状组近端胃功能损害明
显; 消化系症状总积分与近端胃各参数之间
无相关性, 上腹不适及腹胀积分与不同饮水量
时胃底面积差值, 胃底周长差值成负相关.

结论: 糖尿病患者消化系症状以腹胀、上腹
不适及便秘较常见, 有胃肠症状者上腹不适、

腹胀的出现提示近端胃功能受损. 

关键词: 糖尿病; 消化不良; 胃; 近端
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■背景资料
胃肠道损害是糖
尿病患者常见的
并发症, 研究表明
糖尿病消化不良
患者存在近端胃
功能障. 故近端胃
功能障碍可能是
引起各种不适症
状的原因之一. 既
往对糖尿病患者
消化系症状的发
生分布及其与近
端胃功能的关系
报道较少, 各个症
状的发生及与近
端胃功能的关系
尚不明确.
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0  引言

胃肠道损害是糖尿病患者常见的并发症, 研究

表明糖尿病消化不良患者存在近端胃功能障 
碍[1], 故近端胃功能障碍可能是引起各种不适症

状的原因之一, 糖尿病患者常见的各种消化系

症状包括腹胀、上腹不适、上腹痛、早饱、恶

心、呕吐、吞咽困难、便秘、腹泻等, 既往对

糖尿病患者消化系症状的发生分布及其与近端

胃功能的关系报道较少, 各个症状的发生及与

近端胃功能的关系尚不明确. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-09/2008-03在我院就诊的糖尿

病患者44例, 根据并发症及消化系症状的有无将

其分为2组. 无胃肠症状糖尿病组: 20例, 男9例, 
女11例, 年龄43-76(平均64.3±8.0)岁, 糖尿病病

程1-18(平均9.3±8.1)年. 所有患者均符合2005年
ADA糖尿病的诊断标准, 但无全身并发症, 无消

化不良症状. 糖尿病消化不良组: 24例, 男11例, 女
13例, 年龄51-76(平均67.6±6.6)岁, 糖尿病病程

1-22(平均10.2±7.8)年. 均有消化系症状, 且积分

≥6分, 且除外消化系肿瘤, 溃疡, 糜烂性胃炎, 反
流性食管炎, 肝胆胰腺等器质性疾病. 以上患者均

志愿参加本研究, 本研究所有项目均为无创检查.
1.2 方法 
1.2.1 消化系症状评分: 询问患者症状并填写消

化系症状评分表[2-3], 其胃肠道症状包括上腹不

适、上腹胀、上腹痛、嗳气、早饱、恶心、呕

吐、反酸、烧心、便秘、腹泻等, 并分别对上

述症状进行4分法评分, 按严重程度计0-3分: 0
分为无症状; 1分为轻度, 症状轻, 需注意才能感

觉到; 2分为中度, 自觉症状明显, 但不影响工作

生活; 3分为重度, 自觉症状明显, 影响工作生活. 
按频度计0-3分: 0分为不发作; 1分为每周发作

1-3次; 2分为每周发作4-6次; 3分为>1次/d或持

续. 胃肠道症状总积分为每项不适症状的频度

与程度之和, 积分≥6分者纳入有症状组. 
1.2.2 近端胃功能测定: 采用水负荷试验, 受试者

空腹8 h以上, 以100 mL/20 s的速度饮37℃白开

水, 分别记录出现饱感时的饮水量(阈值饮水量)
和饮至不能再饮或出现不适症状时的饮水量(饱
足饮水量), 并计算他们的差值. 在达到阈值和饱

足饮水量时, 以LOGIQ9型Ｂ超(美国GE公司)分
别测量近端胃(胃底)和远端胃(胃窦)的横截面周

长和面积, 计算饱足与阈值饮水量时近、远端

胃周长和面积变化的差值, 以了解近端胃及远

端胃扩张的程度及胃底的顺应性.

统计学处理 应用SPSS13.0统计软件, 计量

资料的分析采用t检验或单因素方差分析, 计数

资料的分析采用卡方检验, 相关性的分析采用

直线回归分析, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 有胃肠症状糖尿病组患者症状分布 对24
例有症状的糖尿病患者胃肠症状评分显示, 上
腹不适16例(66.7%), 上腹痛8例(33.3%), 上腹

胀18例(75%), 恶心4例(16.7%), 呕吐1例(4.2%), 
早饱8例(33.3%), 烧心10例(41.7%), 反酸13例
(54.2%), 便秘16例(66.7%), 其中便秘与腹泻交

替4例(16.7%). 上消化道症状以上腹胀、上腹不道症状以上腹胀、上腹不症状以上腹胀、上腹不

适最常见, 下消化道症状则以便秘为主要表现.道症状则以便秘为主要表现.症状则以便秘为主要表现. 
2.2 有无胃肠症状糖尿病组近端胃功能比较 有
胃肠症状糖尿病组饱感阈值饮水量、最大耐受

饮水量、饮水量差值、胃底面积差值均明显低

于无胃肠症状糖尿病组(P <0.05), 而远端胃(胃
窦)各指标两组比较无显著差别(表1).
2.3 糖尿病消化系症状与近端胃功能参数的关

系 有症状糖尿病组消化系症状总积分与近端

胃功能各参数之间无相关性. 而上腹不适计分

与胃底面积差值、胃底周长差值成负相关(r = 
-0.53, P  = 0.008; r  = -0.49, P  = 0.015), 上腹胀计

分也与胃底面积差值, 胃底周长差值成负相关(r  
= -0.48, P  = 0.017; r  = -0.53, P  = 0.008). 余各项症

状评分与近端胃指标无显著相关性.

3  讨论

糖尿病是以慢性高血糖为特征的代谢性疾病, 
长期高血糖可导致机体持久不可逆的功能和

结构改变, 胃肠合并症是其中很常见的一种, 临
床上可表现为上腹胀、上腹不适、上腹痛、早

饱、恶心、呕吐等, 症状缺乏特异性[4]. 以往对

导致上述胃肠功能障碍的动力因素研究较多, 
但并非所有的胃肠症状均由运动功能障碍导致, 
两者之间也并不总呈相关关系, 部分患者与近

端胃的适应性松弛障碍及感知功能异常有关[5]. 
近年, 人们对近端胃功能的研究主要集中在动

物实验、健康人及功能性消化不良患者[6-7], 对
糖尿病消化不良研究较少. 

本研究对24例有胃肠症状糖尿病患者症

状的发生情况进行分析, 上胃肠症状发生率由

高到低依次为腹胀(75%), 上腹不适(66.7%), 反
酸(54.2%), 烧心(41.7%), 上腹痛(33.3%), 早饱

(33%), 而恶心呕吐很少见. 以往的研究[8-9]表明

有胃肠症状糖尿病患者与健康对照组比较, 近

■研发前沿
糖尿病患者消化
系症状的发生分
布, 其与近端胃功
能的关系, 目前尚
不明确. 近端胃功
能研究较准确特
异的方法及各项
值的意义. 

■创新盘点
糖尿病消化不良
患者上消化系症
状以腹胀、上腹
不 适 最 常 见 ,  反
酸、烧心的发生
率也较高. 糖尿病
有胃肠症状患者
近端胃功能损害
较无症状患者明
显, 上腹胀、上腹
不适与近端胃功
能损害有关, 这与
之前文章所描述
的早饱为近端胃
功能损害特异表
现不完全一致. 
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端胃感觉功能受损, 容受性及顺应性均较健康

对照减低. 本研究采用饮水试验测定近端胃功

能, 让患者在一定时间内饮入纯水直至产生饱

感或上腹部症状, 这时大部分饮入的水存于近

端胃, 尚未及排至远端胃, 从而使该试验结果能

较好地单一反映近端胃容受性扩张的情况, 与
球囊扩张近端胃具有相似的效果且更符合生理. 
一般认为水负荷试验的饮水量与胃底壁的顺应

性和感觉有关[10-11], 本试验结果可以看出糖尿病

消化不良患者的阈值饮水量和饱足饮水量均较

无症状组明显减少, 表明患者存在近端胃感觉阈

值减低, 感觉功能障碍; 饮水量及胃底面积饱足

饮水前后增加较无症状组减少, 说明近端胃舒张

功能减退, 与Undeland et al的结论一致[12]. 将消化

系症状积分与近端胃各指标行相关性分析可见, 
胃肠症状总积分与饮水试验近端胃各指标均无

相关性, 可见引起消化系症状发生原因较多, 近
端胃功能损害仅是其中原因之一; 上腹不适、上

腹胀这两个症状的积分与胃底面积差值、胃底

周长差值呈负相关, 表明近端胃舒张功能差, 容
易出现腹胀、上腹不适等症状. 上腹胀、上腹不

适症状可能提示糖尿病患者近端胃功能受损. 
对症状进行分析时我们还可发现糖尿病患

者反酸、烧心等胃食管反流的症状发生率明显

高于正常人群(约为50%), 曾有学者行这方面的

研究[13]发现, 胃食管反流病患者存在胃扩张、胃

排空减慢、胃底顺应性较正常人增加及感觉阈

值下降, 推测反流的症状可能与近端胃功能损

害有关. 考虑糖尿病患者反流症状发生率高的

原因可能有: 糖尿病患者食管神经肌肉病变, 导
致廓清能力下降[14-15]; 近端胃容受性下降, 导致

胃内容物容纳障碍, 加上胃窦动力减低, 胃排空

延迟[1], 胃内容物反流增加等综合因素导致. 
总之, 糖尿病消化不良患者上消化道症状

以腹胀、上腹不适最常见, 下消化道症状以便

秘为主要表现, 反酸、烧心的发生率也较高. 糖
尿病有胃肠症状患者近端胃功能损害较无症状

患者明显, 上腹胀、上腹不适与近端胃功能损

害有关, 这与之前文章所描述的早饱[2,10]为近端

胃功能损害特异表现不一致, 需要加大样本量, 
进一步研究证实.
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表  1  近端胃功能各指标比较

     
分组	         n

	  饱感阈值       最大耐受         饮水量	  胃底面积	          胃窦面积	  胃底周长	        胃窦周长

		  饮水量(mL)     饮水量(mL)        差(mL)              差(cm2)               差(cm2)              差(cm)              差(cm)

无状组	       20	 870±225     1360±322     490±150     19.78±12.07     7.78±4.60     5.01±3.04     3.49±1.77

有症状组	       24	6 38±311a   1000±424a     362±146a    11.76±6.85a      7.93±2.95     3.67±2.17     3.74±1.67

aP<0.05 vs  实验组.

■应用要点
本 研 究 发 现 腹
胀、上腹不适是
糖尿病消化不良
患者较多发及较
特异的症状, 症状
的发生与近端胃
功能损害有关, 且
糖尿病患者胃食
管反流病的发生
较健康人增加, 有
助于糖尿病胃肠
相关并发症的早
期诊断和治疗.

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 结论可
信, 具有一定的临
床价值.
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Abstract
AIM: To seek appropriate enteral nutrition 
methods for patients after total gastrectomy.

METHODS: A total of 58 patients after total gas-
trectomy were included in this randomized con-
trolled study. These patients were divided into 
control group (TPF) and experimental group 
(TPF+SP). Early enteral nutrition was achieved 
via a nasointestinal tube. Postoperatively, the 
time of first flatus and defecation, the incidence 
of digestive symptoms (including abdominal 
distension, diarrhea, nausea and vomiting) and 
the occurrence of anastomotic leakage were 
compared between the two groups.

RESULTS: No anastomotic leakage was noted 
in all patients. No significant differences were 
observed in the time of first flatus and defeca-
tion, the incidence of diarrhea, nausea and vom-
iting, and the occurrence of anastomotic leakage 
between the two groups (all P > 0.05). In con-

trast, the incidence of abdominal distension in 
the control group was significantly higher than 
that in the experimental group (46.7 % vs 21.4 %, 
P < 0.05).

CONCLUSION: Enteral nutrition preparations 
easily absorbed through the small intestine (e.g., 
SP) should be used for early enteral nutrition in 
patients after total gastrectomy. Preparations con-
taining dietary fiber (e.g., TPF) should be replen-
ished after the recovery of intestine function.

Key Words: Enteral nutrition; Total gastrectomy; 
Enteral nutritional suspension

Song ML, Zou XM, Li XL. Enteral nutrition in patients 
after total gastrectomy: an analysis of 58 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2195-2197

摘要
目的: 探讨全胃切除术后, 应用肠内营养制剂
进行肠内营养的合理方法. 

方法: 采用随机对照法将58例全胃切除术后
患者随机分为对照组(能全力), 实验组(能全
力和百普力), 经鼻肠管进行早期肠内营养, 
观察两组术后肠功能恢复排气时间, 排便时
间, 腹胀, 腹泻, 恶心, 呕吐以及吻合口瘘的
发生. 

结果: 所有患者均完成肠内营养治疗, 无吻合
口瘘发生. 两组比较恢复排气时间, 排便时间
以及腹泻、恶心和呕吐无明显差异(P >0.05), 
对照组腹胀的发生率明显高于实验组差异显
著(46.7% vs  21.4%, P <0.05).

结论: 全胃切除术早期选用以小肠吸收为主
的营养制剂(百普力), 待肠功能恢复后再添
加含有膳食纤维的营养制剂 (能全力 )更为
合理. 

关键词: 肠内营养; 全胃切除; 肠内营养混悬液
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■背景资料
目前, 多数学者认
为, 只要患者胃肠
道功能完整或具
有部分胃肠道功
能, 能源物质供给
的最佳途径是胃
肠道. 全胃切除术
后小肠功能在数
小时内即可恢复, 
因此, 全胃切除术
后早期EN在临床
营养治疗中所占
比例越来越高.

■同行评议者
程爱国, 教授, 华北
煤炭医学院临床
医学系



0  引言

全胃切除术后患者处于高代谢状态, 术后早期

肠内营养(enteral nutrition, EN)支持已成为近

代营养治疗的基本原则. 但EN的常见并发症腹

泻、腹胀、恶心、呕吐等是导致其不能顺利进

行的重要原因. 本研究拟通过随机对照研究, 观
察EN相关并发症的发生, 探讨在全胃切除术后

早期应用不同营养制剂的合理方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 回顾2003-2008年在我院因胃癌接受根

治性全胃切除空肠代胃术治疗的58例患者. 随
机分成2组, 对照组30例(能全力组)和实验组28
例(百普力+能全力组). 所有患者术前均未接受

营养支持, 术前排除肠梗阻、炎症性肠病及代

谢疾病. 对照组与实验组术前在体质量、血红

蛋白、血清白蛋白、术中失血量及手术时间上

无统计学差异, 具有可比性. 
E N选用百普力和能全力2种营养制剂(荷

兰纽迪希亚公司生产). 百普力主要成分为水、

乳清蛋白水解物、植物油、麦芽糖糊精、维生

素、矿物质和微量元素等人体必须的营养物

质, 呈混悬性液, 以短肽蛋白为主, 低脂肪, 低渣, 
等热量, 即1 mL含4.18 KJ热量, 每500 mL总热

量2090 KJ, 其中蛋白质∶脂肪∶碳水化合物 = 
16%∶9%∶75%. 能全力主要成分为水、麦芽

糖、糊精、酪蛋白、植物脂肪、矿物质、维生

素和多种微量元素与百普力不同点在于添加大

豆多糖纤维成分. 每500 mL总热量2090 KJ, 不含

乳糖, 渗透压为250 mmol/L, 蛋白质∶脂肪∶碳

水化合物 = 16%∶35%∶49%.
1.2  方法  术中消化系重建完成后 ,  将鼻胃管

(Flocare CH10, 荷兰纽迪希亚出口有限公司)置
于吻合口远端30-50 cm, 拔出导丝可靠固定. 术
后第1天给予0.9%生理盐水250 mL, 自鼻胃管缓

慢滴入80-100 mL/h. 术后第2、3天给予对照组

500 mL能全力/5-8 h, 实验组500 mL百普力/5-8 h; 
第4、5、6、7给予对照组1000 mL能全力/8-16 
h、实验组500 mL能全力+500 mL百普力/8-16 h. 
8 d后停止灌注, 患者恢复流质饮食. 肠内营养支

持期间, 能量不足部分由静脉营养补充.
观察指标: 观察术后肠功能恢复排气时间, 

排便时间, 消化系症状包括腹胀(症状评定标准: 
腹部膨隆, 腹部胀满, 或伴有嗳气, 肠鸣, 排气增

多及腹痛等症状)[1]、腹泻(每日大便3次以上伴

大便性状改变, 且量大于200 g)[2]、恶心和呕吐, 
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吻合口瘘的发生. 
统计学处理 计量资料结果以mean±SD表

示, 采用t检验, 以P <0.05为有统计学意义. 计数

资料结果采用χ2检验.

2  结果

所有患者均完成研究, 无死亡, 无吻合口瘘的发

生. 术后恢复排气时间, 排便时间对照组与实验

组比较无显著差异(P >0.05). 消化系症状腹泻、

恶心和呕吐发生率对照组与实验组比较无显著

差异(P >0.05), 腹胀发生率对照组与实验组比较

有显著差别(P <0.05, 表1).表1).).

3  讨论

全胃切除术后机体处于一种应激和高分解代谢

状态, 为使机体尽早恢复, 减少各种并发症的发

生, 早期EN必不可少. 早期EN支持的优点: (1)
维持肠黏膜细胞结构和功能的完整性, 促进肠

道功能的恢复[3-4], 有利于防止肠道细菌移位, 降
低肠源性感染的发生, 阻断全身炎症反应综合

征(systemic inflammatory response syndrome, 
SISR), 有效减少并发症的发生[5]. (2)营养物质

经门静脉系统吸收, 有利于肝脏的蛋白质合成

和代谢调节; (3)EN更符合生理状态, 更安全, 且
价格低廉: (4)减少吻合口瘘的发生, 如果一旦发

生吻合口瘘, 长期EN比静脉营养的优势则更加

明显[6]. 
研究表明, 如果腹部手术或创伤前小肠功

能正常, 则术后小肠的运动和吸收功能即刻恢

复; 同时发现腹部手术后胃肠道麻痹以胃和结

肠为主[7-8], 结肠功能大多于术后3-5 d恢复[9]. 这
为早期EN提供了理论依据. 但EN常见并发症有

腹痛、腹胀、腹泻、恶心、呕吐等, 影响EN应

用, 其主要原因: (1)由于全胃切除术后迷走神经

干切断、胃肠道原有解剖结构和肠道神经内分

泌系统发生改变, 致使消化系规律性蠕动功能

www.wjgnet.com

■研发前沿
如何选择合适的
肠内营养制剂, 降
低胃肠道并发症, 
使之发挥最大的
治疗作用, 为广大
临床医生面临的
实践课题.

表  1  术后恢复排气时间, 排便时间和消化系症状发生率

     
观察指标		     对照组(n  = 30)	  实验组(n  = 28)

腹胀n(%)		        14(46.7)a	         6(21.4)

腹泻n(%)		          6(20)	  	         4(14.3)

恶心和/或呕吐n(%)	         3(10)	 	         2(7.1)

恢复肛门排气时间(h)      47±20	       49±18

恢复排便(h)	       71±12 	       68±15

aP<0.05 vs  实验组.

■应用要点
本文观察发现全
胃切除术后早期
应选用以小肠吸
收为主的营养制
剂(百普力), 待3-5 
d肠功能恢复后再
添加含有膳食纤
维的营养制剂(能
全力)更为合理.
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减慢, 肠道激素的分泌减少, 从而影响EN的耐受

性[10]; (2)EN的输注速度增加过快、浓度高、营

养液温度低、营养液被污染[11]; (3)低蛋白血症

所致肠壁水肿以及手术时间较长等有关. 
术后腹胀与膳食纤维的关系目前尚不统一. 

多数学者认为: (1)在肠功能未恢复前, 膳食纤维

经细菌的分解产生气体引起腹胀; (2)膳食纤维酵

解, 产生短链脂肪酸、氢气、二氧化碳和甲烷等

气体, 可蓄积在肠道内而加重术后的腹胀[12]. 但
亦有学者认为, 膳食纤维可能有利于肠道功能

包括腹胀的恢复[13]. 
本研究中对照组 (能全力组 )的腹胀发生

率46.7%明显高于实验组(百普力+能全力组) 
21.4%, 差异显著(P <0.05), 说明全胃切除术后患

者早期EN应选用以小肠吸收为主的短肽蛋白、

低脂、低渣的百普力, 等到结直肠功能恢复后

(术后3-5 d)再添加能全力更为合理. 含膳食纤维

的能全力在肠功能未恢复前可能是腹胀发生率

高的原因之一. 同时观察两组恢复肛门排气排

便时间两组无明显差别. 
国内外报道E N相关性腹泻的发生率为

2%-60%[14]. 本研究2组EN腹泻的总体发生率

17.2%, 其中对照组为20%, 实验组14.3%, 两组

比较无明显统计学差异. 腹泻患者均可通过调

整输液速度, 浓度, 营养液的温度, 得到改善或

消失. 恶心或呕吐的总体发生率8.6%, 对照组为

10%, 实验组7.1%. 通过调整输液速度症状消失. 
总之, 根据我们的观察发现全胃切除术后

经管饲方法[15]早期选用以小肠吸收为主的营养

制剂(百普力组), 待肠功能恢复后再添加含有膳

食纤维的营养制剂(能全力组)更为合理. 虽然全

胃切除术后胃管引流量较少, 但对于空肠代胃

的患者不易早期拔出, 因胃管可起到减轻空肠

储袋张力, 防止吻合口瘘; 同时可观察营养液是

否发生反流的作用.
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Abstract
AIM: To explore changes in cardiac diastolic 
function in patients with nonalcoholic fatty 
l iver disease (NAFLD) by color Doppler 
Echocardiography and analyze the relationship 
between liver function and cardiac diastolic 
function in these patients.

METHODS: One hundred and twenty NAFLD 
patients treated at our hospital from July 2005 to 
June 2008 and equal number of matched healthy 
controls were included in this study. All partici-
pants were subjected to routine liver function 
tests. Meanwhile, B-mode ultrasound diagnosis 

of fatty liver and color Doppler echocardio-
graphic evaluation of cardiac diastolic function 
were carried out. Diastolic cardiac dysfunction 
(DCD) was defined when the patient had an E/
A ratio less than 1. 

RESULTS: The incidence of diastolic cardiac 
dysfunction in patients with NAFLD was sig-
nificantly higher than that in normal controls 
(26.7% vs 5.0%, P < 0.01). As the fatty liver dis-
ease progressed, the E/A ratio decreased gradu-
ally (P < 0.01). In NAFLD patients with DCD, 
the levels of ALT, AST and GGT and patient age 
were significantly higher than those in patients 
without DCD (P < 0.01). Significant differences 
were noted in TBIL and DBIL levels between 
normal controls and patients with moderate 
or severe NAFLD (both P < 0.01). A significant 
difference was also noted in IBIL level between 
normal controls and NAFLD patients (P < 0.01). 
Logistic analysis showed that serum GGT level 
was an independent risk factor for the E/A ratio 
in NAFLD patients (OR = 1.050, P < 0.01).

CONCLUSION: DCD is commonly seen in pa-
tients with NAFLD. The levels of ALT, AST and 
GGT significantly increase in NAFLD patients 
with DCD. Elevated GGT may be a novel risk 
factor for DCD or coronary artery disease. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Cardiac 
diastolic dysfunction; Color doppler echocardiogra-
phy; Live function

Huang J, Huang Q, Chen XZ, Zhou F, He JQ, Wang XL. 
A study of the relationship between cardiac diastolic 
function and liver function in patients with nonalcoholic 
fatty liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(21): 2198-2202

摘要
目的: 采用彩色多普勒超声心动图方法了解
NAFLD患者心脏舒张功能. 分析肝功能与心
脏舒张功能不全的相关性.

方法: 收集2005-07/2008-06我院非酒精性脂
肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)

®

■背景资料
近年非酒精性脂
肪肝病的发病率
逐年增加, 胰岛素
抵抗和遗传易感
性参与其发病.心
血管疾病中冠心
病是引起心力衰
竭常见的病因. 冠
心病的患者中舒
张功能不全是心
功能不全最早期
的表现. 最近临床
研究表明非酒精
性脂肪肝与冠心
病关系密切. 本文
旨在研究NAFLD
患者中心脏舒张
功能变化及与肝
功能参数的相关
性, 以探讨舒张功
能变化在NAFLD
中的临床意义.

■同行评议者
王承党 ,  副教授 , 
福建医科大学附
属第一医院消化
内科



黄健, 等. 非酒精性脂肪肝患者心脏舒张功能与肝功能的相关性             		                		                         2199

www.wjgnet.com

患者120例和健康对照者120例. 检测肝功能
ALT、AST、GGT、TBIL、IBIL、DBIL水
平. 采用B超对患者进行脂肪肝诊断, 应用彩
色多普勒超声心动图技术评价心脏的舒张功
能, E/A比值小于1被定义为心脏舒张功能不
全(diastolic cardiac dysfunction, DCD). 

结果: NAFLD患者DCD的发生率为26.7%, 
显著高于正常对照组的5.0%(P <0.01). 随着
脂肪肝的发展, 患者的E/A的比值逐步降低
(P <0.01). NAFLD患者中, 合并DCD的患者
ALT、AST、GGT及年龄明显高于舒张功能
正常组(P <0.01). TBIL与DBIL在正常对照组
与NAFLD重度及中度比较差异有统计学意义
(均P <0.01); IBIL在正常对照组与各级NAFLD
组两两比较 ,  差异有统计学意义(P <0.01); 
Logistic回归分析显示, 血清GGT水平是E/A比
值的独立危险因素(OR  = 1.050, P <0.01).

结论: NAFLD患者常伴有DCD, NAFLD并
DCD患者中, ALT、AST、GGT显著升高. 升
高的血清GGT水平可能是DCD或冠心病新的
危险因素.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 心脏舒张功能不全; 

彩色多普勒超声心动图; 肝功能

黄健, 黄群, 陈小珠, 周锋, 何剑琴, 王晓玲. 非酒精性脂肪肝患

者心脏舒张功能与肝功能的相关性.  世界华人消化杂志  2009; 

17(21): 2198-2202
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0  引言

目前, 非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)的发病率逐年上升, 已
成为最常见的非感染性肝脏疾病 .  研究表明 , 
NAFLD是代谢综合征(metabolic syndrome, MS)
在肝脏中的表现, M S是导致动脉粥样硬化和

临床心脑血管事件发生的重要原因. NAFLD的

出现可能不仅仅是心血管疾病(cardiovascular 
disease, CVD)发生的标志, 甚至是CVD的早期中

间状态. 因此, 本研究应用彩色多普勒超声心动

图技术, 无创性评价NAFLD患者的心脏舒张功

能, 同时探讨心脏舒张功能的改变与肝功能参

数之间的关系.

1  材料和方法 

1.1 材料 2005-07/2008-06在广东医学院附属

福田医院参加体检或门诊检查的N A F L D患

者共120例 ,  其中男85例 ,  女35例 ,  平均年龄

41.9(24-65)岁. 所有患者的诊断均符合2006年
我国非酒精性脂肪性肝诊疗指南中的诊断标

准[1], 其临床诊断标准包括: (1)无饮酒史或饮

酒折合乙醇量男性每周小于140 g, 女性每周

小于70 g; (2)除外病毒性肝炎、药物性肝炎、

全胃肠外营养、肝豆状核变性等可导致脂肪

肝的特定疾病; (3)除原发疾病临床表现外, 可
有乏力、消化不良、肝区隐痛、肝脾肿大等

非特异性症状及体征; (4)可有体质量超重和

(或)内脏性肥胖、空腹血糖增高、血脂紊乱、

高血压等代谢综合征相关组分;  (5)血清转氨

酶和γ-谷氨酰转肽酶(γ-glutamyl transferase, 
G G T)水平可有轻至中度增高 (小于5倍正常

值上限), 通常以丙氨酸氨基转移酶(a l a n i n e 
aminotransferase, ALT)增高为主; (6)肝脏影像

学表现符合弥漫性脂肪肝的影像学诊断标准; 
(7)肝活检组织检查组织学改变符合脂肪性肝

病的病理学诊断标准. 凡具备上述第1-5项和第

6或第7项中任何一项者即可诊断为NAFLD.正
常对照组: 为体检正常的人员120例, 性别、年

龄与NAFLD组患者相匹配, 体质量指数(body 
mass index, BMI)相近. 排除标准: 排除风湿性

心脏病及其瓣膜病、心肌病、肺心病、及有明

显心脏功能不全症状及体征的患者.
1.2 方法 
1.2.1 彩色多普勒超声检查: 按照美国超声心

动图学会推荐的方法, 常规行M型、二维超声

及彩色多普勒超声心动图检查. 采用ACUSON 
Sequo ia C256型彩色多普勒超声心动图诊断

仪, 探头频率2.0-3.5 MHz. 患者采取左侧卧位, 
同步体表心电图监测. 二维超声指导下的M型

超声心动图按标准测量室间隔厚度, 左室后壁

厚度, 左室舒张末径、左室收缩末径和左室缩

短分数. 左室射血分数(left ventricular ejection 
fraction, LVEF)的测量于标准心尖四腔观用双

平面Simpson's法获得. 利用Doppler技术获得二

尖瓣口血流频谱, 并测量出E峰与A峰速度, 计算

其比值(E/A比值), 测量值均为连续3个心动周期

测值取平均获得. 以LVEF来评价心脏的收缩功

能. 以二尖瓣口血流频谱中的E/A比值表示心脏

的舒张功能, 当E/A比值小于1, 即认为患者的舒

张功能下降, 为舒张功能不全(diastolic cardiac 
dysfunction, DCD) . 
1.2.2 肝脏影像学检查: 所有患者和正常对照者

空腹, 采用PHILIPS5500彩色多普勒超声仪行腹

部肝胆脾B超检查. 16例患者还进行了肝脏CT扫

■相关报道
前瞻性的研究发
现非酒精性脂肪
肝患者的冠心病
发生率明显增加, 
非酒精性脂肪肝
是心血管疾病的
独立危险因素, 并
独立与冠心病及
其严重程度密切
相关, 在有代谢综
合征存在的心血
管事件中起关键
作用, 此外肝功能
参数中丙氨酸氨
基转移酶、天门
冬氨酸氨基转移
酶、 γ -谷氨酰转
肽酶除了与肝脏
疾病相关外, 与糖
尿病、冠心病、

肿瘤均密切相关.

■研发前沿
非酒精性脂肪肝
与心血管疾病的
关系密切, 评价能
否采用无创的心
脏 彩 超 检 查 ,  及
早发现处于心脏
舒张功能不全的
NAFLD患者 ,  有
待进一步研究.肝
功能参数中, 哪个
指标与舒张功能
不全有关系, 仍有
待进一步的研究.
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描以进一步明确诊断, 脂肪肝的诊断亦符合上

述诊疗指南中的影像学诊断标准[2], 并根据影像

学的诊断标准将脂肪肝分为轻度、中度、重度. 
1.2.3 肝功能检测: 进行心脏彩超检查的当天上

午所有患者和正常对照者空腹抽外周静脉血

4 mL, 进行肝功能ALT、AST、GGT、TBIL、
I B I L、D B I L等检测 .  检测仪器为B e c k m a n 
Coulter SYNCHRON LX20全自动生化分析

仪 .  主要检测指标及其正常参考值分别为

ALT(0-40 U/L), AST(8-40U/L), GGT(11-50 U/L), 
TBIL(5.1-25.0 μmol/L), DBIL(0.5-6.8 μmol/L), 
IBIL(1.7-20.0 μmol/L), 若肝功能参数出现异常, 
4 wk后复查.

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包, 所
有符合正态分布的连续变量以mean±SD表示. 
两样本均数的比较应用t 检验; 计数资料采用

χ2检验; 多个样本资料均数比较采用方差分析, 
P <0.05为差异有统计学意义. E/A值与其他因素

的分析用二项分类Logistic回归分析, 进入方程

的水准α = 0.05, 剔出方程的水准α = 0.10.

2  结果

2.1 DCD发生率 NAFLD患者中, 有DCD发生32
例, 发生率为26.7%, 明显高于正常对照组的6例
(5.0%)(P  = 0.001). 
2.2 正常对照组及各级NAFLD组肝功能参数的

比较 ALT、AST、GGT、TBIL、DBIL、IBIL、

E/A, 组间均数差异有统计学意义(表1). 经均数

两两比较显示, ALT、AST、GGT在正常对照组

和各级NAFLD组中, 差异有统计学意义(P <0.05
或0.01). TBIL在正常对照组与NAFLD重度及

中度比较差异有统计学意义(P <0.01). NAFLD
轻度与NAFLD中度及重度比较差异有统计学

意义(P <0.05或0.01), NAFLD中度与重度比较差

异有统计学意义(P <0.01). DBIL在正常对照组

与NAFLD中度及重度比较差异有统计学意义

(P <0.01), NAFLD轻度与NAFLD重度比较差异

有统计学意义(P <0.01), NAFLD中度与重度比较

差异有统计学意义(P <0.01). IBIL在正常对照组

与各级NAFLD组两两比较, 差异有统计学意义

(P <0.01), NAFLD中度与重度比较, 差异有统计

学意义(P <0.01). E/A值正常对照组与NAFLD中

度及重度两两比较, 差异有统计学意义(P <0.01), 
NAFLD轻度与NAFLD中度及重度两两比较, 差
异有统计学意义(P <0.01, 表2).表2).).
2.3 NAFLD组中DCD与舒张功能正常组肝功能

参数的比较 NAFLD组中, DCD组与舒张功能正

常组比较, ALT、AST、GGT、年龄之间差异具

有统计学意义(P <0.01). 
2.4 NAFLD组中DCD危险因素Logistic回归分析 
NAFLD组中, 以E/A是否小于1为应变量, ALT、
AST、GGT、TBIL、DBIL、IBIL为协变量, 行
二项分类Logistic回归, 结果显示GGT是DCD的

独立危险因素(表3)(表3). 

表  1  正常对照组与NAFLD组肝功能参数及E/A比值比较 (mean±SD)

     
分组                n       ALT (U/L)             AST(U/L)                GGT(U/L)         TBIL(μmol/L)   DBIL(μmol/L)     IBIL(μmol/L)           E/A

正常对照组  120  27.23±5.71      22.45±4.94          29.75±9.70       19.62±2.41     3.22±1.06     17.95±7.37    1.32±0.20

NAFLD组                

    轻度           69  33.29±8.76a      27.26±7.98b        36.41±16.80a    20.35±3.06     3.04±1.03     17.30±2.59b   1.30±0.25

    中度           33  57.70±19.26bd  44.42±11.27bd     74.42±20.90bd   22.22±2.37bc   3.51±1.20b    18.71±2.19b   1.07±0.33bd

    重度           18  87.00±25.76adf  71.20±16.08bdf  120.61±30.12bdf  25.47±3.60bdf  4.83±1.88bdf  20.61±2.69bf  0.91±0.31bd

P值	             0.000	     0.000  	                 0.000                  0.000              0.000                0.000             0.000

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  NAFLD组(轻度); eP<0.05, fP<0.01 vs  NAFLD组(中度).

表  2  NAFLD组中根据E/A值分组的肝功能参数比较 (mean±SD)

     
分组                       n      ALT (U/L)             AST(U/L)             GGT(U/L)        TBIL(μmol/L)   DBIL(μmol/L)    IBIL(μmol/L)           年龄

DCD组	            32   64.47±29.33    50.31±21.44    88.28±39.30    22.77±3.16    4.01±1.67    18.75±2.38    48.78±8.86

舒张功能正常组  88   42.09±20.16    34.31±15.78    49.02±29.54    21.22±3.49    3.24±1.20    17.92±2.86    39.40±9.14

t值		    6.240	           3.947	   5.528	           0.652             2.408	    2.430	          0.119

P值		    0.000	           0.000	   0.000	           0.029             0.006	    0.176	          0.000

■应用要点
通过本研究提示, 
对于肝功能异常
的非酒精性脂肪
肝患者, 特别是γ-
谷氨酰转肽酶升
高者, 应定期行心
脏彩超检查, 了解
心脏的舒张功能, 
及早对心血管疾
病的发生进行一
级预防, 提高非酒
精性脂肪肝患者
的生存质量.

■创新盘点
非酒精性脂肪肝
患者中, 舒张功能
不全的发生率明
显高于正常对照
组. 随着脂肪肝的
程度加重, E/A比
值逐渐下降. 肝功
能参数研究中,  γ-
谷氨酰转肽酶的
异常与肝脏疾病
及心脏疾病均有
相关性.
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3  讨论

近年国外许多前瞻性的流行病学研究发现发

现NAFLD与CVD关系密切. CVD主要的病理

基础是动脉粥样硬化, 分子生物学的研究提示

NAFLD可能通过氧化应激、炎症、内分泌激

素、糖脂代谢异常等多种途径损伤动脉内膜, 
进而形成动脉粥样硬化[2-3]. Hamaguchi et al [4]通

过对NAFLD患者的前瞻性研究发现, NAFLD患

者CVD的发生率明显增加, NAFLD是CVD的独

立危险因素, 并且在有MS存在的心血管事件中

起关键作用. Arslan et al [5]的研究提示NAFLD独

立与冠心病及其严重程度密切相关.
在充血性心力衰竭的患者中, 有30%-50%是

单纯性DCD所导致的, DCD可以是收缩功能异

常的早期表现; 或伴随收缩功能异常同时存在; 
也可以收缩功能正常, DCD单独存在. 因此早期

发现心脏DCD有十分重要的临床意义. 能引起

DCD的疾病有高血压、糖尿病、冠心病、肥厚

性心肌病和心肌淀粉样变性的. 在排除肥厚性心

肌病和心肌淀粉样变性等几种特殊心脏病后, 高
血压、糖尿病和冠心病等MS组分成为最常见的

病因. 因此通过了解NAFLD患者的舒张功能, 或
许能预测未来CVD的发生率. 本文在排除了年

龄, 性别和BMI的影响后发现, NAFLD患者心脏

舒张功能不全的发生率为26.7%, 明显高于正常

对照的5.0%(P<0.001), 与Fallo et al [6]的研究一致. 
Fallo et al [4]在原发性高血压合并NAFLD的患者

中发现, DCD的发生率明显高于没有NAFLD的

高血压患者(62.5 vs  21.1%, P<0.001). 
在评价CDC功能的影像学参数上, 本文采

用具有无创性, 可重复性的彩色多普勒超声技

术测量二尖瓣口血流频谱中的E/A比值来评价

心脏舒张功能. 此方法可受检测者的体温, 心
率, 呼吸而出现心脏舒张功能下降的假阳性结

果. 此外, 随着年龄的增长, 特别是40岁以上的

人群, 部分人群因心室肌退化, 导致心室顺应性

下降, 心脏舒张功能受影响而出现舒张功能不

全. 本文结果显示随着NAFLD的不断加重, 轻
度、中度与重度NAFLD患者E/A比值逐渐下降, 
两两比较, 组间差异具有统计学意义. 但轻度脂

肪性肝病与正常对照组相比, 两者之间差异无

统计学意义, 是否NAFLD进展到一定程度后, 才
出现有临床意义的DCD, 有待进一步的研究. 另
外我们发现, 有DCD的NAFLD患者的年龄明显

高于无DCD的NAFLD患者, 提示年龄是NAFLD
容易合并DCD的一个危险因素, 对于何种年龄

的NAFLD患者可行心脏彩超检查及早发现CVD
疾病有待进一步研究. 在肝功能参数的研究中, 
近年发现ALT、AST、GGT等指标除了与肝脏

疾病相关外, 与糖尿病、CVD、肿瘤均密切相

关. Schindhelm et al [7]对年龄50岁-75岁的白种

人进行了为期10年的前瞻性研究, 发现轻至中

度升高的ALT独立于其他CVD的经典危险因素

和MS, 可作为CVD发生的预测指标. Goessling 
et a l [8]对一大样本白人20年随访的队列研究显

示, 升高的基础ALT水平与随后发生的糖尿病, 
M S明显相关, 但与心血管疾病和死亡率不相

关. Ruhl et al [9]通过对美国人群肝功能参数的研

究发现, ALT的异常只与肝脏疾病的发生相关, 
GGT不但与肝脏疾病相关, 还与肿瘤, 糖尿病等

代谢异常疾病关系密切. 本研究中, 随着NAFLD
的进展, ALT、AST、GGT是逐步升高, NAFLD
轻、中、重度3者中, 两两比较, 差异有统计学

意义. 在心脏舒张功能的改变与肝功能参数之

间关系的研究中发现, NAFLD患者中与心舒张

功能正常组相比, DCD组中ALT、AST、GGT、
TBIL、DBIL、IBIL是明显增高的, 两组比较差

异有统计学意义, 提示肝功能参数与心脏舒张

功能的改变有关系. 为了进一步分析肝功能与

DCD的关系, 在病例组中我们进行了Logistic回
归分析, 发现只有GGT能入选最后方程, 是E/A
值预测危险系数为1.050(1.024-1.077), 是E/A
比值的独立危险因素, 提示GGT的异常与DCD
密切相关, GGT可作为CVD的一个预测指标. 
在肝功能指标的研究中, 本文结果提示ALT、
AST与肝脏疾病关系密切, 而GGT除了与肝脏

疾病相关外, 与心脏系统疾病也有密切关系, 与
Goessling et al [8]的研究一致.

NAFLD及肝脏功能参数中ALT、AST与
DCD及CVD的关系仍未明确, 有待更多的大样

表  3  被入选方程的因素

     
分组                       B	   	    SE	        Wald	                 Sig	 Exp(B)	             95%CI

GGT	          0.049	 0.013            14.285            0.000            1.050	      1.024, 1.077

常数	        -2.720	 0.597            20.788            0.000            0.66		

■名词解释
E / A 比 值 :  超 声
心动图评价左室
舒张功能常用的
方 法 之 一 . 利 用
Doppler技术获得
二尖瓣口血流频
谱, 正常二尖血流
频谱由舒张早期
快速充盈波(E波), 
和左心房主动收
缩所致充盈波(A
波 ) 组 成 . 正 常 值
为 E > A ,  1 . 0 < E /
A<2.0. 当E/A比
值小于1, 即认为
患者的舒张功能
下降.
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本及前瞻性研究进一步证明. 通过本文的研究

提示, 对于肝功能异常的NAFLD患者, 特别是

GGT升高者, 应定期行心脏彩超检查, 了解心脏

的舒张功能, 及早对CVD的发生进行一级预防, 
提高NAFLD患者的生存质量.
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Abstract
AIM: To determine the relationship between 
l iver c i r rhos is and pulmonary funct ion 
impairment.

METHODS: Fifty patients with liver cirrhosis, 
who were treated at our hospital and the First 
Affiliated Hospital of Sun Yat-Sen University 
from May 2007 to March 2008, were included in 
the study. All patients underwent pulmonary 
function tests (PFTs) to assess forced expiratory 
volume in one second (FEV1), FEV1/FVC (forced 
vital capacity), single-breath carbon monox-
ide diffusing capacity (DLCO) and DLCO per 
unit of alveolar volume (KCO, also known as 
DLCO/VA). The mean FEV1, FEV1/FVC, DLCO 
and KCO were compared between patients with 
and without liver palm, spider naevi, clinical 
jaundice, hypoproteinemia, hypersplenism or 
widening of the portal vein, respectively. 

RESULTS: Approximately 34 percent of pa-

tients presented with ventilation abnormali-
ties, mainly restrictive ventilation disorders. 
Decreased diffusion capacity was the most 
common pulmonary function disorder and was 
found in 72% of patients. The Child-Pugh score 
was correlated inversely with KCO (r = -0.351, 
P < 0.05). Serum albumin level was correlated 
positively with FEV1 and KCO (r = 0.334 and 
0.336, respectively; both P < 0.05). The width 
of the portal vein was correlated inversely 
with FEV1 and DLCO (r = -0.389 and -0.417, 
respectively; both P < 0.05). The thickness of 
the spleen was correlated inversely with DLCO 
and KCO (r = -0.644 and -0.536, respectively; 
both P < 0.01). Hemoglobin concentration and 
the thickness of the spleen were independent 
predictors of DLCO (P < 0.05). 

CONCLUSION: The impairment of diffusion 
capacity is a very common disorder in patients 
with liver cirrhosis. Long-term portal hyperten-
sion is closely associated with the development 
of impaired diffusion capacity in patients with 
liver cirrhosis. 

Key Words: Liver cirrhosis; Pulmonary function; 
Carbon monoxide diffusing capacity; Hepatopulmo-
nary syndrome

Ouyang FF, Wang LY. Relationship between liver 
cirrhosis and pulmonary function impairment. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2203-2207

摘要
目的: 了解肝硬化患者肺功能异常与肝病之
间的关系. 

方法: 选取2007-05/2008-03我院及中山大学
附属第一医院住院肝硬化患者50例. 肺功能
检测患者第一秒用力呼气量(FEV1)、一秒率
(FEV1/FVC), 单次呼吸法检测肺一氧化碳弥
散量(DLCO)、比弥散量(KCO, 即单位肺泡
的DLCO). 将肝硬化患者分别按患者肝掌、

蜘蛛痣、显性黄疸、白蛋白减低、脾亢、门
静脉增宽等的异常与否分成阳性组(+)和阴性
组(-), 比较组间FEV1、FEV1/FVC、DLCO、

KCO均值的差异.  

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝肺综合征是继
发于晚期肝病的
严重并发症, 通过
引起低氧血症而
使患者死亡率增
加. 通常认为肝病
通过多种复杂的
机制导致肺血管
扩张从而影响了
肺的气体交换. 这
些患者的肺功能
往往有明显减退, 
又以一氧化碳弥
散量(DLCO)降低
最具标志性. 

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



结果: 约34%患者出现通气功能障碍, 以限制
性通气为主; 有72%的患者出现弥散功能减
退, 为最主要的肺功能改变. Child-Pugh积分
与KCO呈负相关(r  = -0.351, P <0.05); 白蛋白
水平与FEV1、KCO呈正相关(r  = 0.334, 0.336, 
均P <0.05); 门静脉宽度与FEV1、DLCO呈负
相关(r  = -0.389, -0.417, 均P <0.05); 脾厚度与
DLCO、KCO呈负相关(r  = -0.644, -0.536, 均
P <0.01). 血红蛋白浓度和脾脏厚度是DLCO的
独立预测因子(P <0.05). 

结论: 弥散障碍在肝硬化患者中发生率较高, 
门静脉高压的长期作用与之有密切关系. 

关键词: 肝硬化; 肺功能; 一氧化碳弥散量; 肝肺综

合征

欧阳菲菲, 王连源. 肝硬化与肺功能异常的关系.  世界华人消化

杂志  2009; 17(21): 2203-2207
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0  引言

慢性肝病患者经常可以出现其他系统器官的受

累, 肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome, HPS)
是发生于晚期肝病的一种危及生命的严重并发

症, 是由肺血管扩张所引起的动脉氧合障碍, 可
以概括为一组临床三联征, 即慢性肝病或门脉高

压症、低氧血症以及肺血管扩张. 并发HPS的肝

硬化患者, 虽然大部分时候低氧血症尚不足以致

命, 但能明显恶化患者的预后. HPS起病较隐匿, 
临床上诊断往往滞后, 在患者出现非常严重的低

氧血症时才被发现. 肺功能测试被应用于HPS的
辅助诊断, 这类患者肺功能有明显减退, 其中最

具标志性的是一氧化碳弥散量(carbon monoxide 
diffusing capacity, DLCO)的降低. 原位肝移植可

以使85%的HPS患者缓解低氧血症, 成为目前治

疗HPS唯一明确有效的方法. 曾有肝移植中心将

DLCO中度减退用作筛查HPS的指标之一[1]. 然
而近年来有学者发现, 肝移植虽然能逆转动脉氧

合障碍, 但患者减退的肺弥散功能却仍然维持在

术前水平持久得不到改善, 这使得HPS患者肺功

能的改变及其与肝病的关系变得更加引人注目. 
本研究旨在通过对肝硬化患者进行肺功能检查, 
探讨肺功能异常与肝硬化临床表现和体征、生

化改变、肝功能分级之间的关系, 进一步探索弥

散障碍可能的发生机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-05/2008-03我院及中山大学附
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属第一医院住院肝硬化患者共50例. 排除标准: 
慢性肺部疾病、急性呼吸道感染、吸烟史、胸

部手术史、胸廓或脊柱畸形、心肾功能不全、

恶性肿瘤、重度贫血. 
1.2 方法 
入选患者均测试肺通气功能和弥散功能. 肺功

能检查使用美国Medical graphic公司Elite体积

描记肺功能测试系统检测第一秒用力呼气量

(FEV1)、一秒率(FEV1/FVC), 单次呼吸法检测肺

DLCO、比弥散量(KCO, 即单位肺泡的DLCO). 
检查均取坐位进行, FEV1/FVC结果以实测百分

比表示. FEV1、DLCO、KCO结果以实测值占

预计值的百分比表示, 以低于预计值的80%为异

常. 预计值由患者性别、身高、体质量、体表

面积等为依据计算[2]. 
记录患者住院期间血常规、肝功能、腹部

B超等结果, 根据其是否存在肝掌、蜘蛛痣、显

性黄疸、白蛋白减低、脾亢、门静脉增宽等异

常, 将患者分成阳性组(+)和阴性组(-), 比较两组

肺功能的差异. 对肺功能与其他临床指标进行

相关分析, 并以 DLCO作为因变量, 采用线性回

归分析脾厚度、FEV1、Hb、门静脉宽度在预测

DLCO中的价值. 
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件, 计

量资料以mean±SD表示, 均数的比较采用t检
验. 计数资料以率表示, 对不同指标间相关关

系根据资料分布类型采用Pearson积矩相关或

Spearman等级相关进行分析. 对DLCO建立多重

线性回归模型. P <0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 肺功能 17例(34%)患者出现通气功能障碍, 
其中限制性通气功能障碍11例(22%), 阻塞性通

气功能障碍4例(8%), 混合性通气功能障碍2例
(4%); 出现DLCO下降的达36例(72%), 其均值

低于正常下限(80%), KCO下降22例(44%). 患
者按照肝功能Child-Pugh分级, 有Child A级22
例, Child B级19例, Child C级9例. 总的肺功能受

损的情况在Child A、B、C级之间无显著差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 肺功能异常与肝硬化临床表现及生化指标

的关系 低蛋白血症患者FEV1显著降低(P <0.01); 
脾亢患者的KCO显著降低(P <0.01); 门静脉增宽

的患者DLCO、KCO均显著降低(P <0.01). 肝病

体征则与肺功能没有明显关系(表2). 
2.3 异常的肺功能指标与其他肺功能指标、年

www.wjgnet.com

■相关报道
Møller et al 在对
肝硬化患者进行
肺功能检测的同
时, 还利用放射性
核素对肺循环的
血流动力学指标
进行检测, 认为患
者有肺循环时间
缩短, 肺血容量减
低, 并且与DLCO
减低呈正相关, 提
示肺血管因素在
肺功能异常中起
重要作用. 

■创新盘点
本文较全面地分
析了肝病的各种
临床表现与肺功
能指标的关系, 揭
示了肺弥散功能
与肝储备功能并
无直接关系, 而与
门静脉高压密切
相关, 并建立了关
于 D L C O 的多重
线性回归模型. 
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龄、肝功能、血气分析等的相关关系 FEV1与

DLCO、KCO、血红蛋白、白蛋白均呈正相关

(r  = 0.559, 0.318, 0.328, 0.334, P <0.05), 与门静

脉宽度呈负相关(r  = -0.389, P <0.05);  DLCO与

血红蛋白呈正相关(r = 0.4, P <0.01), 与门静脉宽

度、脾厚度呈负相关(r = -0.417, -0.644, P <0.05); 
KCO与血红蛋白和白蛋白呈正相关(r  = 0.471, 
0.336, P <0.05), 与Child积分和脾厚度呈负相关(r 
= -0.351, -0.536, P <0.05)(表3, 图1). 
2.4 DLCO的多重线性回归模型 Hb和脾厚对

DLCO的回归关系具有统计学意义, 是DLCO的

独立预测因子, 可以较好的预测DLCO值(表4).(表4).. 

3  讨论

我们发现F E V1与血白蛋白水平呈正相关(r = 
0.334, P <0.05), 在白蛋白减低的患者组FEV1亦

明显降低(P <0.05), 考虑是低白蛋白血症通过引

起胸腹水, 使肺容积减小而降低了FEV1. FEV1与

门静脉宽度呈负相关(r = -0.389, P <0.05), 由于门

静脉增宽间接反映出门静脉压力增高, 这里可

能有两个原因: 门静脉压越高, 胸腹水生成越多, 
从而加重限制性通气障碍, 使FEV1降低; 门静脉

压越高, 从侧支循环分流入体循环和肺循环的

代谢产物越多, 可能引起支气管平滑肌痉挛而

降低FEV1
[3]. 

国内学者多认为肝硬化患者弥散功能的减

低随Child分级而加重, 蜘蛛痣阳性者肺功能损

害更严重[4-5]. 本研究DLCO、KCO在各肝功能

分级之间没有统计学差异, 这与Yigit et al [6]的结

果相符. 弥散功能与蜘蛛痣、肝掌、黄疸均没

有明显关系. 通过相关分析可以看出, 除去贫血

的影响, 弥散功能与肝硬化的关系有几个特点: 
(1)KCO与肝储备功能有关, 体现在其与Child积
分、白蛋白水平的相关性, 肝功能越差, KCO越

低; DLCO则否. 由于KCO即DLCO/VA, VA是肺

泡通气量, 直接受到胸腹水的影响, 后者是低白

蛋白血症的后果, 并参与Child-Pugh积分的评判, 
所以我们推测胸腹水的存在是潜在的联系KCO
与肝功能的桥梁, 实则肺弥散与肝功能并无联

系. (2)KCO、DLCO均与门静脉高压的影响有

关, 体现在门静脉越宽或脾脏厚度越大, 弥散量

越低. (3)KCO、DLCO均与FEV1呈正相关, 提示

肝硬化患者通气功能越好, 弥散量越大. 基于此

我们成功构建了关于预测DLCO的多重线性回

归模型, 其中Hb和脾厚是DLCO的独立预测因

子, 各指标对DLCO的影响力(方向)排序为: 脾厚

(负向)>Hb(正向)>门静脉宽度(负向)>FEV1(正
向). 孙勇伟 et al [7]曾经对DLCO与Child-Pugh评
分、PA-aO2、VC(肺活量)进行多重线性回归分

析, 认为后3者是DLCO的独立危险因素. 但是其

回归方程的校正决定系数仅0.28, 而我们的回归

方程校正决定系数为0.636, 显然回归的效果较

其要更好一些. 
肝硬化患者的弥散障碍一直以来被视作并

发HPS的标志之一. 然而Lima et al [8]的研究发现

在40个DLCO降低的肝硬化患者中80%不符合

HPS的诊断标准; Martinez-Palli et al [9]进行的30
例肝移植前瞻性研究, 在平均术后15 mo时, 肝功

能、血气指标、通气/血流比值均恢复正常, 但
其中24例HPS患者直至平均术后86 mo时复查, 
DLCO仍维持在术前水平. 由此我们可以推测弥

散功能减退在肝硬化和HPS患者的低氧血症中

表  1  肺功能检测结果 (%)

     
		      总均数		  A级(n = 22)	 B级(n = 19)	  C级(n = 9)

FEV1		84  .1±17.4	87 .4±19.3	8 2.8±10.0	78 .3±24.6

FEV1/FVC		77 .8±7.0		7 6.3±6.7		78 .9±8.2		7 9.4±3.7

DLCO		  67.5±18.0	7 1.5±16.5	 65.1±18.1	 61.8±21.5

KCO		8  0.4±19.2	87 .3±18.6	7 5.6±18.7	7 2.4±17.6

表  2  肝硬化表现和生化改变与肺功能异常的关系 (P 值)

     
分组                          n     FEV1	 FEV1/FVC	  DLCO      KCO

肝掌	        +    13    0.223    0.750      0.135    0.069

	        -    37	

蜘蛛痣	        +    17    0.778    0.783      0.305    0.707

	        -    33		

显性黄疸	        +    23    0.964    0.105      0.788    0.443

	        -    27	

白蛋白减低     +    32    0.008    0.389      0.811    0.135

	        -    18	

脾亢	        +    30    0.415    0.606      0.327    0.005

	        -    20	

门静脉增宽     +    16    0.112    0.686      0.005    0.006

	        -    12

■应用要点
本研究提示临床
上门静脉增宽以
及脾大较明显的
肝硬化患者肺部
受累的可能性较
大, 据此宜进一步
进行血气分析、

对比增强超声心
动图等肝肺综合
征有关的检查. 
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不起主导作用. 那么弥散障碍的症结到底在哪

里, 这让我们不得不重新审视弥散屏障-肺泡上

皮细胞及基底膜、肺与毛细血管间隔、毛细血

管内皮及基底膜. 膜相扩散是影响弥散量的最

主要因素. Martínez-Palli et al [9]、Fallon et al [10]

均在2006年提出了“肺血管重塑”的概念, 肺
微血管的结构改变比肺血管扩张对肺换气功

能的影响更大. Matsubara et al [11]研究了肝硬化

患者肺血管的组织学改变, 发现肺血管改变出

现在肌型小动脉, 包括扩张、管壁增厚、血栓

2206                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年7月28日    第17卷   第21期

■名词解释
1 DLCO: 指单位
时间内、单位压
力差下通过肺泡
毛细血管膜进入
毛细血管血液中
的CO量. 
2 KCO: 即DLCO/
VA, 一氧化碳弥
散量与肺泡气量
之比. 由于很难采
取肺毛细血管的
血样测定氧分压,
临床上很少测定
氧的弥散量 ,而是
采用CO测试弥散
功能. 

图  1  肺功能与其他检查指标的相关关系.
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形成等. 其管壁增厚与肝内门静脉壁增厚相关. 
Lamps et al [12]则发现肝硬化患者的肺静脉内膜

明显增厚. 类似的管径扩大、管壁增厚以及小

静脉动脉化的改变甚至在肝硬化门静脉高压症

患者的结肠黏膜血管也普遍存在[13]. 由此我们不

难推测肺毛细血管壁在门静脉高压的长期作用

下也受到波及, 其血管膜很可能也有增厚现象, 
从而限制了气体的弥散. 在这方面尚需更多更

细致的组织病理学研究来证实. 
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表  3  肺功能与其他指标的直线相关分析 (r 值)

     
		   FEV1	        血红蛋白      	 白蛋白	    Child积分              脾厚度	    门静脉宽度

FEV1	  		          0.328a              0.334             -0.258              -0.311	       -0.389

FEV1/FVC		 0.121	         0.133             -0.034	         0.188	                0.343	       -0.084

DLCO		  0.559b	         0.400b              0.142	      -0.211               -0.644	       -0.417

KCO		  0.318a	         0.471b              0.336	       -0.351               -0.536	       -0.308

表  4  多重线性回归模型的回归系数及检验

     
变量	          回归	      标准化     P 值	   校正        P 值

                           系数    回归系数  (变量)   决定系数  (模型)

常数	      69.791	     0.000	    0.034    0.636     0.001

Hb(g/L)	        0.508	     0.497	    0.010		

脾厚(mm)	     -1.002	   -0.653	    0.001		

门静脉宽度   -0.465	   -0.046	    0.774

(mm)	

FEV1	        0.143	      0.182	    0.445		

■同行评价
本研究方法可靠, 
结论合理, 研究结
果对临床有一定
的指导价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the value of endoscopic 
ultrasonography (EUS) in the diagnosis and 
treatment of benign upper gastrointestinal 
protruding lesions (BUGPL).

METHODS: One hundred and eighteen patients 
with BUGPL were examined by EUS. Of these 
patients, 80 underwent electrocoagulation, en-
doscopic mucosal resection using a cap (EMR-C), 
nylon loop ligation, snare excision or surgical 
clipping under endoscopic guidance. 

RESULTS: Leiomyoma was the most common 
(accounting for 62.2%) benign protruding lesion 
in the esophagus. Gastric stromal tumor ac-

counted for 50 percent of benign gastric protrud-
ing lesions. Polypus and cyst accounted for 57.9 
and 31.6 percent of benign protruding lesions in 
the duodenum, respectively. Of 80 BUGPL pa-
tients treated under endoscopic guidance, only 
those treated by EMR-C had minimal hemor-
rhage. Hemostasis was achieved using argon ion 
beam or titanic clips. 

CONCLUSION: Electrocoagulation, nylon loop 
ligation, snare excision and surgical clipping un-
der endoscopic guidance are safe and effective 
for BUGPL patients, while EMR-C may incur a 
risk of minimal hemorrhage. 

Key Words: Endoscopic ultrasonography; Upper 
gastrointestinal tract; Leiomyoma; Stromal tumor; 
therapy; Cap-endoscopic mucosal resection

Ding XP, Zhang JH, Zhuang JB, Miao LS, Zhang FH, 
Yuan JX, Chen L. Diagnosis and therapy of benign upper 
gastrointestinal protruding lesions: a report of 118 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2208-2211

摘要
目的: 探讨超声内镜在上消化道良性隆起型
病变(upper gastrointestinal benign protrusive 
lesions, UGBPL)的诊断价值和不同治疗方法
的优缺点. 

方法: 运用超声内镜检查118例上消化道隆起
型病变, 并对其中80例分别用内镜下高频电直
接切除、透明帽下黏膜切除术(cap-endoscopic 
mucosal resection, cEMR)、尼龙绳结扎、圈
套器套扎及鼠齿钳钳夹治疗.  

结果: 食管隆起病变以平滑肌瘤最常见, 占食
管良性病变的62.2%; 胃间质瘤占胃良性隆起
性病变的50%, 十二指肠以息肉多见, 占十二
指肠良性隆起性病变57.9%, 囊肿占31.6%; 本
组施行内镜下治疗仅cEMR术中少量渗血, 用
氩气或者钛夹即可止血. 

结论: 超声内镜下高频电直接切除、尼龙绳
结扎、圈套器套扎、鼠齿钳钳夹方法安全、

有效, cEMR相对有出血危险. 

®

■背景资料
超声内镜能精确
分辨胃肠道腔壁
构造和临近器官
的结构, 诊断普通
胃镜和体外超声
不能发现的黏膜
内、黏膜下、肌
层等病变. 提高了
诊断率, 同时减少
了内镜切除和活
检的风险, 避免源
于固有肌层的病
变内镜下切除而
导致穿孔, 降低了
手术探查的比例. 

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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0  引言

上消化道隆起型病变是指食管、胃和部分十二

指肠突出于黏膜平面的隆起病变. 超声内镜结

合内镜和超声的特点, 既能观察黏膜表面的病

变, 又能观察纵深方向的黏膜下、黏膜内和壁

外的病变. 本文总结2007-12/2009-02我院行超声

内镜检查的上消化道良性隆起病变患者118例,
并对其中来源于黏膜及黏膜下层的80例患者用

不同的方法进行镜下治疗, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-12/2009-02我院行超声内镜检查

的上消化道良性隆起病变患者118例, 男66例,
女52例, 年龄19-80(平均55)岁. 其中食管隆起病

变37例, 胃隆起病变52例, 十二指肠隆起病变19
例, 外压病变10例. 超声内镜为Olympus公司超

声内镜小探头及标准探头, 探头频率为5、12和
20 MHz, 型号为Olympus-UM-2000; 金属圈套器

为Olympus SD-7P-1; 尼龙绳圈套器为Olympus 
MAJ-254; 活检钳为回春医疗器材公司生成的

QYQ-A2.3×1600; 内窥镜套扎器为天津天医医

用公司生产的72753593-8; 钛夹为Olympus HX-
5LR-1; 氩气高频电刀为YH-AG9800. 术前准备:
术前15 min口服利多卡因胶浆消泡剂, 部分太紧

张的患者静脉注射咪达唑仑4 mg. 
1.2 方法 首先详细了解内镜检查结果, 明确检查

目的. 然后, 常规做普通胃镜检查, 发现病变部

位后, 抽吸胃内容物, 经附送水管注入蒸馏水进

食管和胃腔, 用超声小探头检查食管及胃底病

变, 标准探头检查胃窦、胃体及十二指肠病变[1]. 
明白病变来源及回声性质后, 根据病变大小用

不同方法治疗, 治疗病例黏膜下层均完整. 对于

0.6-0.8 cm隆起明显来源于黏膜层病变直接用金

属圈套器套住, 高频电切除; 对于1.5-2.5 cm突出

明显的病变用尼龙绳底部结扎后取活检; 食管

0.8-1.2隆起不明显的病例用套扎器负压吸起后

套扎; 十二指肠囊肿在病变两侧用鼠齿钳钳夹

治疗; 对1.2-2.0 cm不能全部吸入透明帽及扁平

不能尼龙绳套住的病灶, 行内镜下cEMR术: 先

于病变底部注射美兰肾上腺素生理盐水, 抬起

后经透明帽用金属圈套器套住, 高频电切除; 局
部渗血或大出血用氩气或钛夹止血, 切除标本

均送病理检查, 黏膜层病变直接取组织送检. 

2  结果

2.1 超声内镜检查结果 118例病变分别为平滑肌

瘤、间质瘤、脂肪瘤[2]、囊肿[3]、息肉、胃食管

外压迫、异位胰腺及静脉瘤. 食管以平滑肌瘤

多见, 占食管良性病变的62.2%; 胃间质瘤[4]多发

于胃底, 占胃良性隆起性病变的50%; 十二指肠

以息肉多见, 占十二指肠良性隆起性病变57.9%, 
囊肿占31.6%(表1). 
2.2 内镜下不同的治疗方法 对80例患者施行内

镜下治疗, 6例十二指肠囊肿行鼠齿钳钳夹治疗, 
高频电直接切除息肉12例, 无出血及穿孔; 尼龙

绳结扎胃底、食管平滑肌瘤、间质瘤及十二指

肠息肉19例; 套扎器套扎食管下段平滑肌瘤3例; 
cEMR治疗胃食管隆起性病变40例, 术中均有不

同程度的出血, 用钛夹止血治疗5例, 其余用氩

气局部治疗及局部肾上腺素生理盐水、凝血酶

喷洒止血, 无穿孔及迟发出血. 随访3 mo, 未见

病变复发(表2). 

3  讨论

超声内镜能精确分辨胃肠道腔壁构造和临近器

官的结构, 诊断普通胃镜和体外超声不能发现

的黏膜内、黏膜下、肌层等病变[1]. 提高了诊断

率,同时减少了内镜切除和活检的风险, 避免源

于固有肌层的病变内镜下切除而导致穿孔, 降
低了手术探查的比例. 超声内镜下平滑肌瘤和

间质瘤[5-7]难鉴别, 免疫组织化学检测CD117、
CD34及SMA可确定诊断. 本组病例有两例平滑

肌瘤超声内镜误认为间质瘤, 1例间质瘤患者误

认为平滑肌瘤. 消化系壁外压迫是临床常见问

题,超声内镜对消化系壁外压迫诊断准确率为

100%,超声内镜对脂肪瘤的诊断与病理符合率

达 93.8%[8]. 囊肿太大会造成机械性梗阻. 本组

病例十二指肠囊肿占31.6%, 其与血管瘤[9]间的

鉴别诊断不可忽视, 必要时用超声多普勒探查. 
消化系息肉[10-11]尤其是腺瘤性息肉易发生癌变,
国外资料表明当腺瘤体积<10 mm时癌变率为

0.3%-1.3%, 体积>10 mm时癌变率为6.8%-9.5% ,
体积>20 mm时癌变率为6.8%-46%, 其中绒毛状

腺瘤>20 mm时癌变率高达50%以上[12]. 内镜下

尼龙绳套扎联合电凝电切治疗胃肠道>2 cm大

■研发前沿
超声内镜目前主
要 集 中 于 E U S -
FNA及腹腔神经
节阻滞术, 而在上
消化系良性隆起
型病变中的价值
更大, 更实用, 因
为预防肿瘤发生
比治疗更重要. 
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息肉的方法并发症少, 是治疗宽基和粗蒂息肉

的有效方法[13]. 本组病例尼龙绳套扎后部分高频

电切除, 部分开窗后取活检, 无出血及穿孔等并

发症. 
内镜下套扎治疗消化系息肉, 组织损伤少, 

黏膜修复快, 并发症少, 易掌握, 安全, 有效, 无
任何并发症[14]. 超声内镜对胃食管隆起性病变的

部位、范围及大小能作出更准确判断, 对治疗

方案的选择具有重要的指导意义[15]. 内镜下治疗

隆起性病变各种方法相互补充, 既安全有效, 又
降低医疗风险, 对肿瘤的发生起到很好的预防

作用. 
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表  1  超声内镜下上消化道良性病变内镜特点及检出比例

     
病种				    超声内镜特点			               部位            n     同部位比例(%)

平滑肌瘤 梭形或椭圆形, 低回声、回声均匀、边界清, 有低回声包膜 食管 23   62.2
胃   8   15.4

间质瘤 低回声、回声可不均匀、边界清, 有高回声包膜 十二指肠   1     5.3
食管   6   16.2
胃 26   50.0

囊肿 无回声, 均匀, 边界清, 压之变形 食管   1     2.7
十二指肠   6   31.6

息肉(包括腺瘤样息肉) 高回声, 来源于黏膜层 食管   3     8.1
胃 16   30.8
十二指肠 11   57.9

静脉瘤 黏膜下层的无回声结构, 边界清晰, 与周围血管相通或不相通 食管   3     8.1
脂肪瘤 密集高回声, 均匀, 边界清 食管   1     2.7

十二指肠   1     5.3
外压隆起性病变 来源壁外、边界不清, 常见主动脉、肝、脾、结肠及胰腺囊肿, 

注气后明显

胃   8   15.4

食管   2     5.4 
异位胰腺 中高回声、不均匀、边界清 胃   2     3.8

表  2  不同治疗方法的优缺点及最适病变比较

     
方法	               n 		  优点			   缺点	          并发症	        最适病变

直接切除术 12 见效快, 治疗彻底 较大病变有出血及穿

孔风险

出血及穿孔 黏膜层, 小于1 cm, 球形或有

蒂病变
cEMR术 40 切除病变彻底 技术要求高, 易出现并

发症

出血、穿孔 黏膜及黏膜下层, 小于2 cm良

性病变及早癌
尼龙绳结扎术 19 安全, 无出血及穿孔风险 扁平病变不能套住 无 黏膜及黏膜下层,  2-3 cm良

性隆起性病变
套扎器套扎术   3 安全 不能吸入套扎器的病

变无法治疗

无 黏膜及黏膜下层, 0.8-1.2 cm

病变
鼠齿钳钳夹术   6 安全、经济 无法送病理 无 囊肿

■应用要点
内镜下尼龙绳套
扎息肉安全有效, 
对胃食管隆起型
病变的诊断灵敏
度高. 
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■同行评价
本文特色之处在
于EUS指导下对
于不同类型的隆
起型病变采取不
同的内镜下治疗, 
并对于其适应证
及并发症进行了
评价, 对于临床有
一定的借鉴意义.
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Abstract
A I M :  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  a s s o c i a t i o n 
between NFkB1 -94ins/delATTG promoter 
polymorphism and ulcerative colitis in Chinese 
Han population of Hubei Province. 

METHODS: The NFkB1–94ins/delATTG pro-
moter polymorphism was genotyped in 73 un-
related Chinese patients with ulcerative colitis 
and 121 healthy controls using polymerase chain 
reaction-based restriction fragment length poly-
morphism (PCR-RFLP). The correlation of allele 
and genotype frequencies for this locus with the 
clinical subtypes of ulcerative colitis was ana-
lyzed. The results were compared with those ob-
tained in a previous study of Italian population. 

RESULTS: No significant differences were 
found in genotype and allele frequencies of the 

NFkB1–94ins/delATTG promoter polymor-
phism between patients with ulcerative colitis 
and healthy controls. There was no significant 
correlation between allele and genotype fre-
quencies for this locus and the clinical subtypes 
of ulcerative colitis (P > 0.05). However, the gen-
otypes (χ2 = 13.155, P < 0.05) and allele frequen-
cies (OR = 0.566, 95%CI: 0.413-0.774, P < 0.01) for 
this locus were significantly different between 
the Chinese and Italian populations. 

CONCLUSION: No association between NFkB1 
-94ins/delATTG promoter polymorphism and 
ulcerative colitis is found in Chinese Han popu-
lation of Hubei Province.  

Key Words: Ulcerative colitis; NFkB1; Polymorphism

Lei Y, Deng CS. Association of NFkB1 -94ins/delATTG 
promoter polymorphism with ulcerative colitis in 
Chinese Han population of Hubei Province. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2212-2216

摘要
目的: 研究NFkB1基因启动子-94ins/del ATTG
与中国汉族人溃疡性结肠炎的相关性.

方法: 采用PCR限制性片段长度多态性分析
(PCR-RFLP)法, 检测73例中国湖北汉族溃疡
性结肠炎患者与121例健康对照者NFkB1基因
启动子-94ins/del ATTG基因型, 分析该基因多
态性与溃疡性结肠炎以及临床亚型的相关性, 
并将该结果与已报道的意大利人群中该位点
多态性分布进行比较. 

结果: 在NFkB1基因启动子-94ins/del ATTG
位点UC组的基因型频率、等位基因频率、

临床亚型与正常对照组比较无显著相关性
(P >0.05); 然而, 中国湖北汉族人群与意大利
高加索人群在该位点的基因型(χ2 = 13.155, 
P <0.05)和等位基因(O R  = 0.566, 95%C I 
0.413-0.774, P <0.01)频率分布有显著差异.

结论: NFkB1基因启动子区域多态性与中国

®

■背景资料
目 前 已 知 有 5
种 N F - κ B / R e l
蛋 白 ,  分 别 为
NFkB1(p50 ,  其
前 体 p 1 0 5 ) 、
NFkB2 (p52, 其
前 体 p 1 0 0 ) 、
R e l A ( p 6 5 ) 、
RelB和Rel. 人类
NFkB1基因编码
2种蛋白, 一种是
不与DNA结合的
p105 ,  另一种是
与 D N A 结 合 的
p50.  此外 ,  有研
究认为在 I B D 患
者中, NF-κB主要
由p50/p50同源二
聚体组成 .  因此 , 
NFkB1基因启动
子区域多态性可
能与 I B D 的发病
存在关系.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科
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湖北汉族人溃疡性结肠炎无显著相关性.

关键词: 溃疡性结肠炎; NFkB1; 基因多态性
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是一组病因未明的累及胃肠道的慢性非特异

性炎症性疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerat ive 
colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD). 该
疾病在西方国家常见, 但随着生活方式变化和

认识水平的提高, 我国IBD的发病率呈上升趋

势, 国内文献综合分析UC患者10 218例, 发现

近10年该报道比例数上升3.1倍, 其速度增长较

快. 据多家国内医院病例的统计推测, UC的发

病率为11.6/105[1], CD的发病率为1.4/105[2], 实
际病例可能更多, 而且25%的IBD患者在青少

年时期发病[3], 严重影响了青少年生长发育和

身心健康. 随着患者人数的增多, 加之该病病

程迁延, 反复发作, 临床诊断复杂而棘手, 又有

严重并发症和癌变危险, 因此, 不断深入进行

IBD基因多态性的研究, 了解各种基因的不同

基因型在人群中的分布, 从基因水平探讨该病

在不同种族或不同人群中可能存在不同发病

率, 或不同临床特征的机制, 对今后筛选易感人

群, 诊断、预测疾病严重程度和提供个体化治

疗都具有重要意义. 核因子-κB(NF-κB)是Sen和
Baltimore et al [4]在1986年从B淋巴细胞、浆细胞

核中检测到的, 其在许多基因的启动子和增强

子中, 都存在功能性NF-κB的结合位点κB序列

(10 bp: 5'-GGGACTTTCC-3'), 且活化的NF-κB
能与DNA链上的特定序列结合, 启动和调节众

多与炎症免疫反应有关的细胞因子和炎症介质

的基因转录及调控, 特别是与机体防御反应有

关的即早基因(immediate-earlygenes)的表达调

控[5].一些学者相续发现, NF-κB与哮喘、动脉

粥样硬化、关节炎、糖尿病、IBD等有关, 这也

说明NF-κB是炎症性疾病的危险因素[6]. NF-κB
在溃疡性结肠炎的肠上皮表面表达呈显著上调, 
作为一种普遍存在的转录因子, 是多种信号转

导途径的汇聚点. 同时, NF-κB作为一种多向转

录调节作用的因子, 在治疗学中将其作为一种

靶向因子. 治疗UC常用的药物氨基水杨酸类制

剂、糖皮质激素、非甾体类消炎药等都可通过

抑制NF-κB活性发挥作用. 在基因治疗上, 其也

可以通过下调促炎细胞因子的表达, 降低NF-κB
活性达到治疗效果.

近年发展起来的全基因组扫描研究和IBD
候选基因研究均证实IBD的发病具有遗传易感

性. 全基因组扫描结果显示IBD易感座位分布

于第1、3、4、5、6、7、10、12、14、16、
19号和X染色体上[7]. 而对位于4号染色体4q24
的N F k B1基因是炎症性肠病的一个重要候选

基因 [8-9]. 因此, 我们对中国湖北汉族人U C与

NFkB1基因启动子-94ins/del ATTG多态性的

相关性进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2005-2008年在武汉大学中南医院

等大型综合医院就诊的湖北汉族UC患者73例, 
男38例, 女35例, 平均年龄42.1±13.8岁, 诊断标

准按中华医学会消化病学会分会“对炎症性肠

病诊断治疗规范的建议”. 此外, 收集中南医院

健康体检者121名, 无大肠癌、胃癌、类风湿性

关节炎、心肌病、银屑病、糖尿病等疾病史. 上
述均来自湖北的自然人群, 系汉族, 无血缘关系. 
病例组和对照组的年龄和性别差异无显著性.
1.2 方法 
1.2.1 蛋白酶K/酚/氯仿法提取基因组DNA: 采血

3 mL, 乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝, 常规蛋白酶K
消化, 苯酚/氯仿提取. 提取的DNA溶解于TE中, 
4℃或-20℃保存. 
1.2.2 NFkB1基因启动子区域多态性检测: 采用

PCR限制性片段长度多态性分析(PCR-RFLP)
法. NF-κB1基因扩增引物, 购自上海生物工程

有限公司, 引物序列参照参考文献[13]设计: 上
游: 5'-TTTAATCTGTGAAGAGATGTGAAT-3'
下游: 5-CTAGCAGGGCGCTCCCGAAT-3'. PCR
反应体系总体系20 µL: 2×Taq mastermix 10 
µL, Genomic DNA 100 ng(2 µL), Primer-F 2 µL 
(2 µmol/L), Primer-R 2 µL(2 µmol/L), ddH2O补

足体积至20 µL. 反应条件: 94℃预变性5 min
后, 94℃变性30 s, 54℃复性30 s, 72℃延伸30 
s, 35个循环, 72℃延伸5 min, 最后置于4℃终

止反应. PCR扩增片段为279 bp. PCR扩增产物

用20 g/L琼脂糖凝胶电泳并在紫外分析仪下验

证. 将10 µL PCR上述扩增产物用限制性内切酶

Van911(PflMI)进行酶切反应, 该位点有野生纯

合子WW(ins/ins), 变异纯合子DD(del/del), 杂合

■相关报道
NFkB1是多条信
号转导通路的交
汇点, 对其研究逐
步 深 入 ,  已 经 发
现NFkB1基因启
动子区域多态性
与胃癌、前列腺
癌、非霍奇金淋
巴瘤、鼻咽癌、

头颈部鳞癌、心
肌病、银屑病、

风湿性关节炎等
多种肿瘤和免疫
病相关; 且NFkB1
基因多态性具有
显著的人种差异, 
炎症性肠病和此
基因的关系目前
存在争议, 值得进
一步研究探讨.

■研发前沿
遗传易感性是溃
疡性结肠炎乃至
炎症性肠病发病
的基本条件, 溃疡
性结肠炎的遗传
学研究是值得关
注的问题, 但至今
尚未发现与溃疡
性结肠炎发病特
异相关的易感基
因. 全基因组扫描
结果显示 I B D 易
感座位分布于第
1、3、4、5、6、
7、10、12、14、
16、19号和X 染
色体上. 而对位于
4号染色体4q24的
NFkB1基因是炎
症性肠病的一个
重要候选基因.
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子WD(ins/del), 酶切产物用25 g/L琼脂糖凝胶电

泳并在紫外分析仪下验证. 
统 计 学 处 理  采用 χ 2检验进行H a r d y -

Weinberg平衡吻合性检验, 分析样本的群体代表

性. 采用χ2检验和Fisher exact检测UC组与正常

对照组之间基因频率的差异, P <0.05为差异有显

著性, 相对风险用OR值及95%可信区间(95%CI)
来评价. 所有数据输入SPSS13.0软件包进行统计

分析.

2  结果

2.1 NFkB1-94ins/del ATTG基因型和等位基因频

率分布 健康对照组和UC病例组的NFkB1基因

启动子-94ins/del ATTG基因型分布符合Hardy-
Weinberg平衡, 健康对照者和UC患者的NFkB1-
94ins/del ATTG基因型和等位基因频率分布见

表1. 该基因型和等位基因频率的分布和中国湖

北汉族人群UC患者无差异显著性(P >0.05).
2.2 UC临床亚型中NFkB1-94ins/del ATTG基因

多态性分布 根据年龄、性别和结肠炎部位分类

的UC患者的各亚型, 其NFkB1-94ins/del ATTG
基因型和等位基因频率分布无差异显著性(表2, 
P >0.05).

3  讨论

IBD已被流行病学、临床、动物模型及分子生

物学研究证明是一种多基因遗传病, 但迄今为

止尚未发现与UC发病特异相关的易感基因. NF-
κB/Rel家族及其与疾病的关系, 受到关注. 目前

已知有5种NF-κB/Rel蛋白, 分别为NFkB1(p50, 
其前体p105)、N F k B2(p52, 其前体p100)、
RelA(p65)、RelB和Rel[10]. NF-κB/Rel家族成员

之间借助疏水性相互作用介导的二聚化作用, 
几乎可以形成所有理论上可能组合形式的同源

和异源二聚体. 其中发挥主要功能的是分别由

NFkB1基因和NFkB2基因编码的p50和p65形成

的p50/p65异源二聚体. 因此NF-κB通常指由p50
和p65组成的异源二聚体, 他几乎存在于所有细

胞中. NFkB1基因编码NF-κB/Rel和IκB家族中

的3种蛋白: p105、p50和IκB-γ(小鼠), 位于4q24
染色体, 长156 kb, 内含子区从323 bp到40 000 bp
变动, 有24种编码顺序, 人类NFkB1基因编码2种
蛋白, 一种是不与DNA结合的p105, 另一种是与

DNA结合的p50[11]. 此外, Adrtie et al [12]研究认为

在IBD患者中, NF-κB主要由p50/p50同源二聚体

组成.
随着人类基因组研究的进展, 人们逐渐认

识到不同的基因背景, 可以造成不同种族或不

同地域的人群对于某种疾病可能存在不同的

易感性. Karban et al [13]对北美非犹太人群中350
例UC患者和820例健康对照者的NFkB1基因启

动子-94ins/del ATTG多态性的研究结果显示, 
基因型DD携带频率与正常对照组比显著升高

(21.4% vs  14.8%, P  = 0.0043, OR  = 1.57, 95%CI: 
1.14-2.16), 提示基因型DD与北美非犹太人UC
患者显著相关, 首次提出NFkB1基因启动子-94 

表  1  健康对照组与UC组NFkB1-94ins/del ATTG基因多态性分布比较 n (%)

     
分组            	   n

              	          基因型                                                     等位基因

             	                 		    WW     	           WD                     DD                        W                         D

健康对照组  	 121          37(30.6)          58(47.9)          26(21.5)          132(54.5)          110(45.5)

UC组           	   73          21(28.8)          36(49.3)          16(21.9)            78(53.4)            78(53.4)

基因型: 野生纯合子WW(-94insATTG/-94insATTG); 杂合子WD(-94insATTG/-94delATTG); 变异纯合子DD 

(-94delATTG/-94delATTG); 等位基因: W(-94insATTG allele); D(-94delATTG allele).

表  2  UC临床亚型中NFkB1-94ins/del ATTG基因多态性
分布比较 n (%)

       
分组      

                     基因型                           等位基因

                      WW          WD            DD            W            D

性别 

    男        12(31.6)  20(52.6)    6(15.8)  44(57.9)  32(42.1)

    女          9(25.7)  16(45.7)  10(28.6)  34(48.6)  36(51.4)

发病年龄(岁)

    <40     10(31.3)  15(46.9)    7(21.9)  35(54.7)  29(45.3)

    ≥40    11(26.8)  21(51.2)    9(22.0)  43(52.4)  39(47.6)

病变范围

    远端性 16(32.0)  21(42.0)  13(26.0)  53(53.0)  47(47.0)

    广泛性   5(21.7)  15(65.2)    3(13.0)  25(54.3)  21(45.7)

基因型: 野生纯合子WW(-94insATTG/-94insATTG); 杂合子

WD(-94insATTG/-94delATTG); 变异纯合子DD(-94delATTG/

-94delATTG); 等位基因: W(-94insATTG allele); D(-94delATTG 

allele).

■创新盘点
本 研 究 关 于
N F k B 1 基 因 启
动 子 - 9 4 i n s / d e l 
ATTG多态性和溃
疡性结肠炎相关
性的报道在亚洲
尚属首次, 并了解
我国NFkB1基因
启动子-94ins/del 
ATTG基因型分布
与世界有关人种
的异同.
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ins/del ATTG多态性与UC的易感性有关. 之后

Borm et al [14]对北欧荷兰高加索人群的NFkB1
基因启动子-94ins/del ATTG多态性的研究结果, 
也显示基因型D D和等位基因D携带频率与正

常对照组比显著升高, 并且还发现在年轻发病

的患者中意义更大. 但是在以英国[15]、德国[16]

为代表的西欧和以匈牙利[17]为代表的东欧的研

究结果却显示与之相反的结果. 我们对NFkB1-
94ins/del ATTG基因多态性和UC相关性的研究

在亚洲尚属首次, 结果出乎意料的与异基因的

欧洲白种人相似: NFkB1-94ins/del ATTG的多态

性与UC患者以及其临床亚型没有相关性. 并通

过健康对照组NFkB1-94ins/del ATTG基因多态

性与意大利高加索健康人群[18]比较提示, 意大利

人以基因型WW(45.7%)为主, 中国人以基因型

WD(47.9%)为主, 该位点的基因型(χ2 = 13.155, 
P <0.05)和等位基因频率(OR  = 0.566, 95%CI: 
0.413-0.774, P <0.01)在中国和意大利人群中的

分布有显著差异. 各人种在NFkB1基因型和等位

基因频率分布的不同, 将有助于从基因水平深

入了解不同种族和不同地区人群可能存在不同

发病率或不同临床特征的机制.
我们的研究结果显示: 与健康对照组比较, 

NFkB1启动子-94ins/del ATTG的基因型WW频

率较低(28.8% vs  30.6%), 而WD和DD基因型频

率较高(49.3% vs  47.9%, 21.9% vs  21.5%), 但是

差异均无显著性(P >0.05). 一方面提示NFkB1基
因多态性可能在UC的遗传发病机制中不起重

要作用; 或NFkB1基因并不是UC的致病基因, 只
是和真正的致病基因处于紧密连锁关系. 另一

方面, 推测NFkB1基因多态性可能与UC的易感

性存在关联. 由于UC发病涉及诸多基因, 众多

基因不是单独发挥作用, 而是作为一个整体对

机体进行调节, NFkB1基因与UC的易感性是否

受到了主要组织相容性复合体MHC(位于IBD3
区域)、编码细胞因子(位于IBD5区域)、趋化因

子、生长因子、细胞黏附因子(位于IBD6区域)黏附因子(位于IBD6区域)附因子(位于IBD6区域)
等其他基因相互交叉作用的影响, NFkB1基因与

CARD15/NOD2, IKBL, IL-1RN等基因是否存在

相互协同或拮抗作用, 都有待后续研究揭示. 然
而, 2组样本量不够大、检测方法等因素难免出

现的试验误差, 可能不足以发现两者间实际存

在的差异; 另外, 也不能忽略个体间基因型和表

型之间存在个体差异.
总之, 我们初步的研究提示NFkB1基因启动

子-94ins/del ATTG的多态性和中国UC患者以及

其临床亚型没有相关性, 中国和意大利人群的

NFkB1基因启动子-94ins/del ATTG的基因型和

等位基因频率差异有显著性, 提示了该基因存

在种族差异.
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Abstract
AIM: To summar ize t he ex t ra in t es t ina l 
manifestations of inflammatory bowel disease 
(IBD) in Mainland China to facilitate prompt 
and accurate diagnosis of this disease. 

METHODS: IBD-related medical literature over 
the past 30 years was collected by retrospec-
tively searching the Chinese Database of Biology 
and Medicine (CBM, 1979-01/2008-01). The data 
concerning the extraintestinal manifestations of 
IBD were recorded, pooled and statistically ana-
lyzed. 

RESULTS: A total of 169 articles were retrieved, 
in which 14,963 cases of ulcerative colitis and 
3,659 cases of Crohn’s disease were reported. Di-
verse extraintestinal manifestations were found 
in approximately 15% of ulcerative colitis pa-
tients and 31% of Crohn’s disease patients. 

CONCLUSION: Besides alimentary tract in-

volvement, inflammatory bowel disease often 
involves multiple organs simultaneously. This 
may lead to misdiagnosis and bring difficulties 
to the clinical diagnosis of the disease. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Ulcerative 
colitis; Crohn’s disease; Extraintestinal manifesta-
tions; Meta-analysis

Zheng LP, Lv ZS, Zhang J, Cao XC, Wang XL. A meta-
analysis of extraintestinal manifestations of inflammatory 
bowel disease in Mainland China. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(21): 2217-2220

摘要
目的: 总结我国大陆地区炎症性肠病(IBD)肠
外表现, 为临床医师快速准确诊断本病提供
线索. 

方法: 对我国近30年来报道的IBD文献进行计
算机CBM与文献追溯检索, 对符合标准的肠
外病变部位数据进行摘录、登记、统计分析.  

结果: 1979-01/2008-01符合标准的文献169
篇.报道UC患者14963例, CD患者3659例, 大约
15% UC患者与31% CD患者存在多种多样的
肠外表现. 

结论: IBD除累及消化系外, 常同时累及多个
系统, 易导致误诊, 给临床诊断带来困难.

关键词: 炎症性肠病; 溃疡性结肠炎; 克罗恩病; 肠

外表现; 汇总分析
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种病因尚不十分清楚的慢性非特异性肠道炎

症性疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD). 目前其

病因尚未完全明确, 与环境、遗传、免疫、感

www. wjgnet. com
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■背景资料
炎症性肠病是一
种病因尚不十分
清楚的慢性非特
异性肠道炎症性
疾 病 ,  包 括 溃 疡
性结肠炎和克罗
恩 病 .  其 临 床 症
状 多 种 多 样 ,  并
且肠外表现较为
常 见 ,  常 同 时 累
及 多 个 系 统 .  临
床 工 作 中 ,  如 果
对此认识不足常
会贻误诊断.

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属第九人
民医院周浦分院
消化科



染、过敏及精神因素等有关. 其临床症状多种

多样, 并且肠外表现较为常见, 常可同时累及多

个系统, 误诊率高. 临床工作中, 如果对此认识

不足常会贻误诊断. 本研究着重分析IBD的肠外

表现, 期望能为临床医师快速、准确地诊断本

病提供线索. 

1  材料和方法

1. 1 材料 检索中国生物医学文献光盘数据库

(CBM, 1979-2008-01), 并文献追溯检索. 检索词

为炎症性肠病、溃疡性结肠炎、非特异性溃疡

性结肠炎、UC、克罗恩病、克隆氏病、克隆

病、Crohn病和CD. 收集所研究IBD的临床、病

理、诊断、误诊及描述性流行病学资料记录肠

外表现的文献, 进行报道病例统计分析. 对来自

同一单位、同一作者的文献一并收集用做变量

数据收集. 
1. 2 方法 逐篇复习文献, 进行质量评估. 对所选

用的文献中所有的一般人口学特征、临床、

病理、诊断及误诊有关变量特征的数据进行转

换、摘录. 2个评论员独立选择试验并提取资料, 
如遇不一致, 通过讨论解决. 

统计学处理 本文涉及描述性流行病学资料

汇总, 对一般人口学特征数据采用Excel统计软

件进行分类汇总, 对每篇文章中涉及临床、病

理、诊断及误诊有关变量特征的数据都先转换

成绝对数, 再转换成率, 标准误的计算采用总分

析例数进行校正以计算95%CI. 

2  结果

经CBM与人工检索, 初检出1979-01/2008-01发
表和(或)全国性会议交流的有关文献9147条目

录, 阅读标题和摘要, 排除8978篇重复、无具体

实质相关内容, 与本研究无关的文献. 共收集符

合文献纳入及排除标准的文献169篇[1-42]. 全部

查找到原文. UC合计报道14 963例, 分析13926
例. 男8001例, 女5925例(有1037例未进行性别

描述)男∶女 = 1.35∶1. 发病年龄2 mo-91岁, 
平均年龄为41.2±7.7岁, 高发人群为30-49岁
的中青年. CD合计报道例数3659, 分析3625例, 
男2167例, 女1458例(有34例未进行性别描述), 
男∶女 = 1.49∶1. 发病年龄1-84岁, 平均年龄

为31.7±9.2岁, 高发人群为20-39岁的中青年. 阅
读文献后, 统计IBD的肠外表现的报道例数(n )、
发生率及其95%CI. IBD的肠外表现以肝胆病

变、骨关节病变、口腔溃疡、皮肤损害、眼病
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变及生长发育受阻较为常见, 亦可见有关内分

泌、血液、呼吸、泌尿、心血管等系统病变的

报道. 具体结果见表1. 

3  讨论

据统计大约有15% UC及31% CD患者存在多种

多样的肠外表现. 这些并发症可发生在IBD之

前、之后或伴随着IBD发生, 全面而深刻地认识

其肠外表现有助于对患者病情进行全面评估, 
这对IBD的诊断、鉴别诊断及治疗有重要意义. 
关于其机制, 可能与自身免疫因素有关, 亦可能

与IBD合并细菌感染引起的菌血症有关, 或者某

些毒性物质的吸收, 以及药物治疗的不良反应

有关. 
几种重要的肠道外并发症的发病特点和机

制为: (1)口腔溃疡: 以阿弗他溃疡为主, 常呈一

过性, 并反复发生. 通常在IBD活动期出现, 并随

着IBD症状的缓解而缓解, 且与疾病的活动性相

关. 部分患者因慢性失血而致缺铁性贫血, 可伴

发口角炎和舌痛. 当口腔溃疡反复时, 需要监测

全血细胞计数、血清铁和叶酸水平、C反应蛋

白等指标, 及时予以相关治疗以减少口腔溃疡

的复发. (2)骨关节病变包括外周型和中央型. 外
周型关节炎较多见, 常累及单个大关节, 如膝、

踝、腕、肘关节, 亦可同时累及多个关节, 呈非

对称性. 常表现为受累关节局部红、肿、热、

痛, 一般不引起关节畸形, 类风湿因子阴性. 起
病急, 病程短, 少有后遗症, 但可复发. 糖皮质激

素治疗后关节炎消退, 结肠切除后关节炎完全

消失. 中央型关节炎指强直性脊柱炎和骶髂关

节炎, 二者可同时或者单独发病, 较少见. 强直

性脊柱炎的临床表现和放射学改变与原发性强

直性脊柱炎极相似, 男性多见, 属于HLA-B27相
关性关节炎. 脊柱炎的自然病程与IBD无关, 可
出现于结肠炎前后或同时, 病变常累及整个脊

柱, 导致脊柱畸形、僵直, 活动受限或丧失, 应
用非甾体类抗炎药治疗或物理治疗可改善症

状, 但直、结肠切除后, 脊柱炎并不消退. 骶髂

关节炎患者可无症状或有腰骶部疼痛, 多经X
线检查发现骶髂关节模糊、变窄、边缘硬化和

侵蚀, 但极少进展至强直性脊柱炎. 绝大多数伴

有骶髂关节炎的患者HLA-B27阴性. (3)肝胆病

变: 为本病最为常见的一种表现, 且肝脏损害随

病变程度和病变范围的变化而呈正相关. 常见

的肝胆疾病有脂肪肝、原发性硬化性胆管炎、

胆管周围炎、胆结石、慢性肝炎、胆囊炎、肝
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■研发前沿
炎症性肠病的肠
外表现较为常见,
误诊率高. 在国内
文献中可见部分
医院或地区小样
本病例报道. 但详
细的流行病学调
查尚未开展.
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硬化、胆管癌等. 其机制推测可能和下列因素

有关: 自身免疫因素, 肠道菌群自溃疡面进入血

流, 引起门静脉菌血症, 最后累及肝脏, 全身性

“中毒”, IBD使某些有毒的大分子物质得以吸

收, 如胆酸吸收后可引起胆管周围炎, 营养不良

和蛋白质丢失等. (4)皮肤损害: 主要包括结节性

红斑、坏疽性脓皮病、Sweet综合征、增殖性

脓皮炎等. 以结节性红斑最为常见, 其多为多发

性、有触痛的炎性结节, 双下肢多见. 结节性红

斑可出现于使用柳氮磺胺吡啶的患者, 可能与

使用柳氮磺胺吡啶引起的过敏反应有关, 部分

也可见于急性期的IBD患者, 可同时有关节炎, 
女性多见. 其次是坏疽性脓皮病, 通常出现于炎

症性肠病的活动期, 少数情况下可在疾病静止

期持续存在. 其他病变较为少见. 应用糖皮质激

素治疗有效, 绝大多数患者结肠切除后皮肤损

害会自行愈合. (5)眼病变: 以巩膜炎、前葡萄膜

炎、结膜炎常见, 亦可发生角膜病、视网膜血

管炎、脉络膜炎、虹膜炎等. 巩膜炎常与IBD的

活动性有关, 临床表现为巩膜和/或结膜红斑、

畏光、眼部烧灼感. 葡萄膜炎可威胁到视力, 部
分葡萄膜炎无症状, 可通过裂隙灯检查发现. 及
时治疗可消除葡萄膜炎失明的危险, 在临床工

作中需要引起注意. 眼病常随严重的结肠炎出

现, 同时并发关节炎及皮肤病变. 局部应用糖皮

质激素可控制症状, 但与肠病的活动性不平行, 
结肠切除后虹膜炎、葡萄膜炎仍可复发. 

除上述的几种常见并发症外, IBD患者亦可

出现其他几种较为特殊的并发症, 而且最早的

症状可能不是肠道症状. 泌尿系统病变、内分

泌系统病变、呼吸系统损害、生长发育受阻均

可在肠道症状之前出现. 此外, IBD患者还可有

其他血液学表现, 如自身免疫性溶血、血小板

减少、静脉血栓等. 
总之, IBD存在着复杂多样的肠外表现, 因

其对IBD的诊断、鉴别诊断有重要的参考价值, 
故临床医师应加深对他的认识以助于IBD的快

速、准确的诊断. 
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■同行评价
I B D存在着复杂
多样的肠外表现,
本 文 对 指 导 内
科医生 I B D的诊
断、治疗有重要
的参考价值.
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Abstract
A male patient who had recurrent abdominal 
pain and diarrhea for more than 12 years was 
admitted to our hospital because of symptom 
exacerbation and fever for 20 days. According 
t o c l i n i c a l , i m a g i n g a n d c o l o n o s c o p i c 
m a n i f e s t a t i o n s ,  h e w a s d i a g n o s e d a s 
refractory Crohn's disease. He was treated 
intravenously with infliximab at a dose of 
5 mg/kg at weeks 0, 2, and 6 for induction 
therapy, fol lowed by an 8-week interval 
maintenance treatment. Intra-abdominal 
abscess developed at week 21 after the first 
infliximab infusion, suggesting that infliximab 
treatment of refractory Crohn's disease may 
increase the risk of infection.

Key Words: Infliximab; Refractory Crohn's disease; 
Intra-abdominal abscess

Pang Z, Shen BW, Zheng JJ. Intra-abdominal abscess 
develops during infliximab treatment of refractory 
Crohn's disease: a report of one case. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(21): 2221-2222

摘要
患者1例: 反复腹痛、腹泻12年余, 加重20 d伴
发热入院, 据临床表现、影像学及肠镜检查确
诊为难治性克罗恩病, 于0, 2, 6 wk时, 静脉滴
注Infliximab(5 mg/kg)进行诱导治疗, 隔8 wk
后再予静脉滴注1次, 进行维持缓解治疗. 患者
于首次滴注后21 wk发生腹腔脓肿. 提示接受
Infliximab治疗的患者可能增加感染的潜在危
险, 值得引起重视.

关键词: Infliximab; 难治性克罗恩病; 腹腔脓肿

庞智, 沈必武, 郑家驹. Infliximab治疗难治性克罗恩病并发腹腔
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0  引言

英夫利西(Infl iximab)是一种人/鼠嵌合的抗肿

瘤坏死因子(TNF-α)mAb, 对难治性克罗恩病

(Crohn's disease, CD)具有迅速诱导缓解的疗 
效[1-2]. 我院2007-10以来, 应用Infliximab治疗难

治性CD 10例, 对其临床疗效和安全性进行了评

估, 患者可迅速改善临床症状及较好的结肠黏

膜愈合作用. 其中1例第4次静滴Infliximab后并

发腹腔脓肿, 现报道如下. 

1  病例报告

男, 36岁, 因反复腹痛、腹泻12年余, 加重伴发

热20 d, 于去年12 mo收治我科. 患者12余年前曾

因“腹痛、腹泻、脓血便”在当地医院诊断为

CD, 给予抗炎, 解痉和支持对症治疗, 病情无明

显好转, 反复发作, 并于2001年行升结肠上部、

横结肠和降结肠切除, 两侧断端对端吻合术, 病
理切片报告结肠全层中度慢性炎症, 可见裂隙

状溃疡、非干酪性肉芽肿形成, 确诊为CD. 术
后坚持口服“5-氨基水杨酸(美沙拉嗪)”维持

治疗, 去年6 mo行全消化系钡透发现远端小肠

节段性僵硬、狭窄, 多处肠内瘘, 遂来我院治疗, 
用“美沙拉嗪”和“肾上腺皮质激素”等诱导

缓解治疗近1 mo, 无明显疗效, 后经静脉滴注

Infliximab治疗(剂量5.0 mg/kg), 病情逐渐好转后

www.wjgnet.com
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■背景资料
克罗恩病(CD)是
由Burrill Crohn在
1932年最早描述
的, 1973年WHO
将 其 定 为 C r o h n
病. 本病以欧美国
家 发 病 率 高 ,  近
几年我国发病率
呈 增 加 趋 势 .  目
前, 只有infliximab
获 美 国 F D A 批
准 用 于 克 罗 恩
病的治疗 .  迄今 , 
infliximab在我国
已经开始应用一
年余, 在临床上获
得了一致的好评.

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科



出院, 2 wk后又滴注1次Infliximab, 腹痛、腹泻

缓解, 第6周再次滴注1次, 无任何不适表现. 隔8 
wk后再予静脉滴注1次, 进行维持缓解治疗. 近
20 d来患者出现发热、腹痛, 大便黄色稀水样, 
无脓血每日, 4-5次, 全身乏力, 进食很少, 常感

恶心, 呕吐为胃内容物, 无血块, 无咳嗽, 无胸闷

气急, 体质量明显下降约10 kg, 睡眠差. 入院查

体: T: 38.4℃, P 96次/min, R 20次/min, BP 100/60 
mmHg, 消瘦, 中度贫血貌, 精神萎, 全身浅表淋

巴结不肿大, 双肺呼吸音清, 未闻及明显干湿啰

音. 心律齐, 未闻及杂音. 腹平, 柔软, 脐周和右

下腹压痛, 无明显反跳痛和肌紧张, 肝脾肋下未

触及, 右下腹似扪及一6 cm×8 cm大小包块, 边
界欠清楚, 有压痛, 质软, 活动度欠佳. 腹部叩

诊呈鼓音, 移动性浊音阴性, 肠鸣音3次/min, 双
下肢轻度水肿, 关节无肿痛. 实验室检查: 血常

规: WBC 9.25×109/L, Hb 76 g/L, Plt 183×109/L, 
Neut 85.4%, Lym 12.5%. 大便常规: 黄稀, 脓细

胞(+), 隐血试验(-). 血抗结核抗体阴性. 结核菌

素试验阴性. 血肿瘤标志物均正常范围. 血沉15 
mm/h, C反应蛋白27.83 mg/L, 血清总蛋白35.4 
g/L, 白蛋白16.6 g/L. 全胸片检查无异常. 腹部平

片示小肠不全性梗阻. 腹部CT右下腹腔内脓肿. 
入院后给予“加替沙星”和“替硝唑”抗炎和

全胃肠外营养治疗4 d后, 体温升至39.4℃, 腹痛

加重, 大便每日5-6次, 多呈稀水状, 无脓血. 改用

亚胺培南西司他丁钠(泰能)治疗1 wk后患者体

温下降不明显, 转外科手术治疗. 手术方式以脓

肿引流加回盲部病变肠管切除. 术后继续抗炎, 
营养支持和控制症状治疗, 手术后15 d体温下降, 
腹痛腹泻缓解, 病情好转出院, 并口服“美沙拉

嗪”和免疫抑制药物雷公藤多甙片维持缓解.

2  讨论

Infliximab治疗CD在我国尚属起步阶段. 国外报

道, 应用Infliximab治疗活动性CD(5 mg/kg单次

静脉滴注)后, 2 wk内临床有效者达58%; 如继续

于第2, 6周及以后每8 wk 1次重复滴注相同剂量

Infliximab后, 第30周时有效率为39%[3]. 本组对

传统使用的药物未能有效控制症状的难治性CD
患者10例, 应用Infliximab静脉滴注后, 也取得了
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较好的临床效应, 治疗前有腹痛腹泻者, 2 wk内
大便次数明显减为每天3-4次, 大便稀水样转为

糊状, 腹痛缓解. 体质量有不同程度增长. 治疗

后激素应用剂量明显减少或停用. 以往, 激素是

治疗中-重度CD的一线药物, 其治疗目的是使患

者临床症状得到缓解, 然后以免疫抑制剂维持

长期缓解[4]; 而生物学制剂的治疗目的是促使肠

道黏膜病变愈合. Infliximab是目前国际上上市

的3种抗TNF-α生物学制剂(另2种为阿达木单抗

adalimumab及西他丽珠单抗certolizumab)应用

最早, 也是疗效最为明显的单抗, 可使半数左右

的CD患者达到黏膜愈合, 改观了传统上治疗以

达到缓解为目的的观念. 生物学疗法的危险性

已较明确, 特别是感染并发症比使用传统药物

时风险更大, 一旦发生感染, 不但被迫终止继续

治疗, 并可能造成严重后果. 为了避免不良反应, 
应严格选择适应证, 使用本品前应检查患者是

否有潜在的感染等, 使每一个接受Infliximab治
疗的患者避免处于可能引起感染的潜在危险因

素之中. 本组1例于首次滴注后21 wk发生腹腔脓

肿, 值得引起重视.
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■研发前沿
CD是一种病因尚
不十分清楚的胃
肠道慢性炎症性
肉芽肿性疾病, 随
着对CD慢性炎症
过程生物学知识
的不断深化, 现已
有多种特异性生
物学疗法得到发
展, 可针对性地对
炎症发病机制中
的具体某一步骤
进行靶向性治疗. 
现已表明, 能有效
治疗CD的生物学
疗法有针对肿瘤
坏死因子 ( T N F )
的 单 克 隆 抗 体
(infliximab), 但是
其长期安全性需
进一步扩大研究.

■同行评价
本 文 报 道 I n f l i -
ximab治疗难治性
克罗恩病并发腹
腔脓肿1例, 值得
引起临床重视, 有
临床意义和实用
价值, 对临床有一
定指导作用.
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