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Abstract
Achalasia is a rare motor disorder of the 
oesophagus. As its etiology and pathogenesis are 
still unclear, the treatment nowadays is focused 
on relief of symptoms. At present, treatment 
options for achalasia include pharmacotherapy, 
e n d o s c o p i c b o t u l i n u m t o x i n i n j e c t i o n , 
endoscopic dilation, endoscopic microwave 
therapy and surgery therapy. In this article, we 
will review the recent advances in the treatment 
of achalasia.
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摘要
贲门失弛缓症是一种少见的食管运动障碍性
疾病, 其病因及发病机制至今仍未确定. 目前
本症的治疗多以缓解症状为主, 主要的治疗
方法包括: 药物治疗、内镜下治疗及外科手
术治疗. 本文就近年来贲门失弛缓症的治疗

进展作一综述.
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0  引言

贲门失弛缓症 (a c h a l a s i a)最早在1672年由

William et al报道[1], 是一种少见的原发性食管

运动障碍性疾病, 发病率约为0.5/10万-1/10万, 
发病没有明显的年龄界限, 常见于20-50岁. 该
病以食管体部正常蠕动消失及吞咽时下食管括

约肌(lower esophageal sphincter, LES)松弛不

良为特征, 临床上主要表现为吞咽困难、胸骨

后疼痛、食物反流、误吸等, 严重者可出现消

瘦. 食管钡餐检查可见食管下段呈对称漏斗状

狭窄, 边缘光滑呈鸟嘴样改变, 钡剂在贲门部通

过困难, 食管体部呈不同程度的扩张. 内镜检查

可见大量的食管潴留食物, 食管腔扩大, 贲门口

狭窄. 由于该病的病因及发病机制至今仍未明

确, 目前本症的治疗多以缓解症状为主, 主要的

治疗方法包括: 药物治疗、内镜下治疗及外科

手术治疗. 本文就贲门失弛缓症治疗进展作一

综述. 

1  药物治疗

口服药物包括钙离子拮抗剂、硝酸酯类药物、

抗胆碱能药物等, 其中最常用的是钙离子拮抗

剂和硝酸酯类药. 前者主要通过选择性阻滞Ca2+

经细胞膜上的电压依赖性Ca2+通道进入细胞内, 
减少胞质Ca2+浓度, 进而产生负性肌力作用, 引
起LES的松弛. 后者通过活化鸟苷酸环化酶, 增
加平滑肌环鸟苷酸cGMP的生成, 鸟苷酸和硝酸

相互作用活化的蛋白激酶改变了平滑肌的磷酸

化进程, 结果肌球蛋白的轻链去磷酸化, 抑制了

平滑肌的正常收缩, 使LES松弛, 达到治疗贲门

失弛缓症的目的. 虽然口服药物在理论上能够

显著降低LES压力, 使LES松弛, 但是调查表明
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其治疗贲门失弛缓症在临床上应用的疗效甚小, 
只有个别的患者能得到初期改善[2]; 另一方面, 
这些药物引起的不良反应众多, 如低血压、头

痛、下肢水肿等. 因此现口服药物治疗贲门失

弛缓症只应用于早期轻度的贲门失弛缓症患者

或者拒绝其他治疗方法的患者[3].

2  内镜治疗

2.1 内镜下肉毒杆菌毒素注射治疗 肉毒杆菌毒

素(botulinum neurotoxin, BoTx)是由肉毒梭状

芽孢杆菌产生的一种外毒素, 根据抗原的不同

分为A至G 7个亚型[4-6]. 其作用机制是阻止神经

末梢乙酰胆碱的释放, 从而使肌肉松弛. 内镜下

BoTx注射治疗从1995年开始应用于临床, 凭着

其操作简便, 安全有效, 创伤及不良反应小, 越
来越得到广泛运用. 关于BoTx注射剂量、方法

和间隔的时间, 人们进行了大量研究, 认为每次

注射本品100 U, 分别于贲门上0.5 cm, 3、6、
9、12点位4个点, 每点注射本品20 U, 同时应用

内镜反转法于贲门下向上将剩余的20 U分2点
注射至贲门部, 并于1 mo后重复注射[7], 此方案

比其他方案的疗效更好. 国内学者王旭霞 et al [8]

研究认为BoTx注射治疗贲门失弛缓症操作简

单, 安全可靠, 患者有较好的耐受性, 痛苦小, 不
良反应少, 治疗费用低, 近期疗效肯定, 适应证

广, 即使扩张或手术治疗失败的患者, 经内镜注

射BoTx仍然有效. 国外随访研究显示虽然注射

BoTx能降低LES压力, 改善食管排空, 但是其效

用维持时间较短, 症状缓解有效率1 mo后约为

80%-90%, 6 mo后降至60%-70%, 1年后有效率仅

为53%-54%[4-6]. 患者需每隔6-12 mo需重复注射. 
故目前内镜下BoTx注射治疗优先应用于无法外

科手术或球囊扩张治疗, 经外科手术或球囊扩

张治疗后复发, 或者正准备外科手术治疗的术

前贲门失弛缓患者. 
2.2 内镜下扩张治疗 扩张治疗的历史可以追溯

到1674年William et al用鲸骨做的“扩张器”, 
其原理是通过外力强行过度扩张, 将LES肌纤

维延伸拉长, 造成部分平滑肌松弛或断裂而失

去张力, 从而降低食管下端括约肌静息压(lower 
esophageal sphincter pressure, LESP), 改善食管

下端括约肌松弛力, 达到治疗目的. 内镜下扩张

治疗主要包括内镜下探条扩张、气囊扩张、特

制金属支架置入治疗. 
2.2.1 内镜下探条扩张治疗: 受扩张器直径限制, 
食管下段括约肌不能充分扩张, 疗效不持久, 因
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此, 已很少用于贲门失弛缓症的治疗. 目前, 此
方法多用于手术后吻合口良性狭窄的扩张[9]与

气囊扩张前的预扩张. 
2.2.2 内镜下气囊扩张治疗: 他是治疗贲门失弛

缓症的一线疗法, 强行用外力扩张失弛缓的括

约肌, 使其部分肌纤维断裂, 疗效确切, 有效率

可达60%-85%[10]. 目前最常用的有经内镜通道

气囊(TTC气囊)、穿过内镜气囊(TTS气囊)及经

过导线气囊(OTW气囊)3种. 该技术的优点为微

创, 无X线辐射, 操作简单, 单次扩张费用低, 近
期疗效确切, 不需手术易被多数医患接受, 同时

内镜直视下可随时观察扩张过程中食管贲门

黏膜有无撕裂及出血, 必要时可施行内镜下止

血处理, 减少了扩张相关性并发症的发生[11]. 气
囊扩张的关键是扩张器直径的选择(成人选用

直径35 mm, 儿童及有Heller肌切开术者选用30 
mm)与正确的操作方法(气囊正好位于痉挛的

LES部位, 压力100-150 kPa, 持续3-5 min, 放气

2-3 min, 再次充气, 共2-3次), 其疗效国外报道为

60%-85%, 国内达到95%以上. 但疤痕体质的患

者相对禁忌[12]. 气囊扩张疗法近期疗效确切, 对
其远期疗效, Eckardt et al [13]研究发现年龄是影响

扩张治疗远期效果的一个因素, 小于40岁的患

者对单次扩张的应答较差, 随访5年其有效率仅

有16%, 而大于40岁的患者5年有效率可达58%. 
其原因可能为: 青年患者贲门括约肌的弹性更

好, 组织修复能力也比老年患者更强. 该疗法常

见并发症有食管局部黏膜的擦伤、撕裂、渗血, 
胸痛, 食管血肿及吸入性肺炎等, 严重时可发生

上消化道大出血、穿孔. 食管穿孔发生率约为

1%-3%, 并且和内镜医师技术熟练度有关. 内镜

医师通过熟练技术, 谨慎操作可以预防上述严

重并发症的发生. 一旦发生穿孔等严重并发症

必须早期诊断, 早期处理. 
2.2.3 内镜下特制金属支架置入治疗: 该方法通

过放置支架, 扩张食管贲门狭窄段, 使食物能够

顺利通过, 并造成贲门肌层慢性撕裂, 从而达到

治疗目的. 其机制是放置到位的特制记忆合金

支架, 随患者体温逐步上升到36℃, 在此过程中

支架逐步扩张, 整个支架扩张达预定直径时, 需
12-24 h; 由于支架是缓慢扩张至预定直径, 所以

食管贲门区肌撕裂较为规则, 疗效较好[14]. 支架

置入治疗可分为永久性和暂时性2种. De Palma 
et al [15]最早使用可扩张金属内支架, 对贲门失弛

缓症进行治疗, 国内程英升 et al [16]最早应用永

久性贲门支架成形术治疗患者, 该手段短期疗
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■研发前沿
贲门失弛缓症治
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失弛缓症的一线
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效好, 但后期会发生严重频繁的胃食管反流和

肉芽组织增生导致食管狭窄等, 因此, 永久性金

属支架扩张不适合贲门失弛缓症. 暂时性贲门

支架是由永久性支架改良而成. 特制可回收防

反流食管支架是近年研制的一种新型支架. Z形
双被膜支架无金属骨架的裸露, 不易与食管组

织粘连, 便于回收, 另外支架末端安置有防反流

瓣膜, 能防止治疗期间的胃食管反流症状. 可见, 
利用特制可回收防反流食管支架治疗贲门失弛

缓症具有很强的探讨价值[17]. 郑荣浩 et al [18]用可

回收全覆膜抗反流食管支架治疗24例贲门失弛

缓症, 随访观察3-36 mo, 结果所有患者支架置入

一次成功, 16.67%患者治疗期间发生支架移位, 
治疗后随访期间患者吞咽困难都明显缓解, 未
出现严重不良反应和并发症. 可见可回收抗反流

支架治疗贲门失弛缓症具有操作简便、并发症

少、回收方便、疗效好的优点, 但治疗价格高, 
且目前支架在体内最佳放置时间及其长期疗效

相关研究较少, 其远期疗效有待进一步观察.
2.3 内镜下微波治疗 该方法利用微波的作用破

坏部分LES, 使之松弛达到治疗目的. 操作时选

齿状线近端1.5-2.0 cm为治疗区, 选取3、6、9和
12点位为治疗点. 切开食管下括约肌的长度与

深度不可过量. Lantis et al [19]采用内镜下微波治

疗25例贲门失弛缓症患者, 总有效率达100%, 一
次治愈率为88%. 由于微波治疗同时具有凝固止

血作用, 所以术中及术后均未发生出血. 理论上

微波治疗存在穿孔的并发症, 但由于微波治疗

贲门失弛缓症临床应用例数较少, 目前尚未见

严重并发症的报道, 且其确切疗效尚有待研究.

3  外科手术治疗

贲门失弛缓症的外科手术治疗经历了一个世纪

的漫长过程, 1913年Heller首先应用食管贲门部

黏膜外肌层切开手术治疗贲门失弛缓症, 之后

Heller手术成为外科手术治疗贲门失弛缓症的

基本术式. 国外研究表明外科手术治疗贲门失

弛缓症有效率达80%-90%[20]. Heller手术要点是

暴露病段食管, 根据狭窄长度, 沿食管纵轴垂

直切开食管末端肌层, 切开总长度约6-8 cm, 并
在黏膜外剥离被切开的肌层, 使达到食管周径

的1/2[21]. 但传统开放式Heller手术需开胸或者

开腹, 创伤大, 大多患者不易接受, 且传统Heller
手术后并发胃食管反流情况严重, 随着近年来

腔镜技术的发展, 腔镜下Heller术已逐渐取代传

统的开放式Heller术. 胸腔镜或腹腔镜下Heller

术, 特别是联合抗反流措施创伤小恢复快, 手
术操作简便, 术后病死率低, 并发症少, 住院时

间短, 短期疗效较传统Heller术更好[22], 且腹腔

镜下Heller术疗效较胸腔镜下Heller术更好(术
后症状完全缓解率77% vs  70%, 术后并发胃食

管反流发生率10% vs  60%)[23]. 近期国外荟萃分 
析[24]表明腹腔镜下Heller术联合抗反流措施是当

前治疗贲门失弛缓症的最佳疗法. 腔镜下Heller
术短期有效率可达90%-94%[25-27], 对其长期疗效, 
Ortiz et al [28]随访149例Heller肌切开加胃底折叠

术术后贲门失弛缓患者15年, 症状缓解有效率

达75%. Costantini et al [29]对71例接受腔镜Heller
术治疗的贲门失弛缓患者进行了6年的随访观

察, 13例患者术后复发, 其中50%患者在1年内复

发, 复发的主要原因是肌切开特别是胃端肌层

切开不完全. Csendes et al [30]对67例接受腹腔镜

下Heller术联合抗反流措施的贲门失弛缓患者

进行术后平均23年的随访观察发现其长期疗效

随时间延长逐步降低, 其原因可能为术后并发

酸反流疾病、Barrett's食管. 腔镜下Heller术不仅

适用于初诊患者, 对曾接受BoTx注射治疗或球

囊扩张治疗的患者同样有效. Portale et al [31]研

究曾接受BoTx或球囊扩张治疗的贲门失弛缓

患者腹腔镜Heller术的远期疗效, 曾接受球囊扩

张治疗组5年后有效率94%, 而曾接受BoTx注射

治疗组5年有效率为75%. 可见, BoTx注射治疗

增大了外科医师的手术难度, 对其术后的远期

疗效也有负面影响. 外科手术治疗贲门失弛缓

症的最常见并发症为术后胃食管反流, 在原有

Heller肌切开术基础上联合胃底折叠抗反流措

施可有效地降低其发生率, 并且对其本身的疗

效无影响[24].

4  不同方法的联合治疗

Mikaeli et al [32]比较了联合应用球囊扩张与BoTx
注射对于贲门失弛缓症的疗效, 发现联合治疗

组的成功率高, 且远期复发率低. 汤志锋 et al [33]

采用小气囊扩张联合BTA注射治疗贲门失弛缓

症, 取得了较好的效果, 38例患者联合治疗后临

床症状缓解显著, LESP较治疗前降低约58.84%, 
LES松弛率由治疗前30.5%升高到60.9%, 表明小

气囊扩张联合BTA注射既无严重损坏贲门括约

肌的功能, 亦无导致胃食管反流的潜在危险, 同
时又达到了治疗贲门失弛缓症的目的. 何俊堂 
et al [34]用微波切开结合临时性记忆合金内支架置

入术治疗该病取得了良好的效果. Zaninotto et al [35]

■创新盘点
本文反映了目前
贲门失弛缓症治
疗领域的进展, 引
入了近年来国内
外最新的研究报
道 ,  全 面 体 现 了
贲门失弛缓症各
种治疗方法的疗
效、安全性、并
发症、费用问题.
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报道经腹腔镜Heller肌切开术的5年成功率在90%, 
而联合球囊扩张术成功率则提升到98%.

5  各种治疗疗法的优缺点比较及最佳选择

口服药物多作用轻微, 作用时间短暂, 仅应用于

早期轻度的贲门失弛缓症患者或者拒绝其他治

疗方法的患者. 内镜下BoTx注射操作简便, 并发

症少, 近期疗效肯定, 但远期容易复发, 需重复

注射, 目前优先应用于无法外科手术或球囊扩

张治疗, 经外科手术或球囊扩张治疗后复发的

贲门失弛缓症患者. 内镜下气囊扩张是性价比

最高的贲门失弛缓症一线疗法, 其操作简便, 疗
效优于内镜下BoTx注射, 费用相对外科手术低, 
但存在食管穿孔的风险. 近年来腔镜技术的发

展使得腔镜下Heller肌切开术成为最有效的贲

门失弛缓症治疗措施, 减少了传统开放式Heller
术的手术风险, 国外荟萃分析更表明腹腔镜下

Heller术联合抗反流措施是当前治疗贲门失弛反流措施是当前治疗贲门失弛措施是当前治疗贲门失弛

缓症的最佳选择, 与各种内镜治疗疗法相比其

疗效更持久有效, 与其他外科手术疗法相比术

后症状复发率相似或更低. 因此, 我们认为在不

考虑患者经济基础的情况下, 其为首选治疗方

法. 其他如内镜下探条扩张、内镜下微波治疗

临床应用病例较少, 另外, 内镜下食管支架置入

治疗近年来也被逐渐广泛应用, 其操作简便、

并发症少、回收方便、费用介于气囊扩张和外

科手术治疗之间, 近期疗效优, 其中远期疗效具

有很强的探讨价值. 不同治疗方法的联合可能

起到协同治疗效果, 但是对其疗效和联合治疗

可能存在的风险需作进一步的评估. 

6  结论

贲门失弛缓症的治疗方法很多, 主要包括口服

药物治疗、内镜治疗、外科手术治疗3大类. 其
中腹腔镜下Heller术联合抗反流措施是目前最

持久有效的贲门失弛缓症治疗方式, 但费用高, 
若不考虑经济情况, 其为首选治疗方法. 内镜下

球囊扩张是性价比最高的贲门失弛缓症一线疗

法, 但有食管穿孔的风险. 内镜下食管支架置入

治疗疗效优, 并发症轻微, 其具体价值需更多的

临床研究进一步评估.
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值和临床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
hepatitis B virus (HBV) S gene-specific antisense 
locked nucleic acid (LNA) on HBV replication 
and expression.

METHODS: Thirty HBV transgenic mice 
were randomly divided into f ive groups 
(n = 6): glucose (5% GLU solution) control 
group, empty liposome control group, LNA 

group, S-ASODN-liposome group and LNA-
liposome group. Antisense LNA was injected 
into mice via the tail vein. Serum HBsAg 
was quantified by ELISA. Serum HBV DNA 
was quantified by PCR. The expression of 
HBsAg in the liver was detected by immuno-
histochemistry. Serum ALB, ALT, BUN, CR, 
ApoA1 and ApoB were measured using an 
automatic biochemical analyzer. The effects 
of antisense LNA on mouse organs were in-
vestigated by HE staining of mouse liver and 
kidney sections. 

RESULTS: On days 1, 3, 7 and 14 after LNA 
injection, serum HBsAg levels in the LNA-
liposome group were reduced by 41.7%, 52.8%, 
57.8% and 30.5%, respectively, while serum 
HBV DNA expression levels were decreased 
by 18.5%, 36.1%, 52.9% and 32.7%, respectively. 
These values were significantly higher than 
those in the control groups (all P < 0.05). No sig-
nificant differences were noted in serum ALB, 
ALT, BUN, CR, ApoA1 and ApoB between the 
experiment group and the control groups (all P 
> 0.05). The expression level of HBsAg in the liv-
er in the LNA-liposome group was significantly 
lower than those in the control groups. No sig-
nificant histological abnormalities were found in 
the liver in all groups. 

CONCLUSION: HBV S gene-specific antisense 
LNA can significantly inhibit the replication and 
expression of HBV. 

Key Words: Cationic liposomes; Antisense locked 
nucleic acid; Hepatitis B virus; Mouse; Transgene; 
Gene therapy

Deng YB, Nong LG, Wang YF. HBV S gene-specific 
antisense locked nucleic acid significantly inhibits 
HBV replication and expression in HBV transgenic 
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 
2338-2345

摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 

®

■背景资料
反义核酸技术, 包
括反义RNA、反
义DNA和核酶技
术. 其通过导入的
外源DNA或RNA
短序列, 特异性地
进行结合、封闭
或调节其功能及
产物表达, 从而达
到治疗目的. 但由
于未经修饰的外
源核苷酸短序列, 
在细胞内容易被
核酸酶降解, 所以
反义核酸技术的
研究与应用一直
未能取得很大进
展. 近年来, 锁核
酸 (LNA)的出现
给反义核酸技术
带来了新的希望
与机遇.

■同行评议者
王炳元, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院消化内科
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HBV)S基因的反义锁核酸(LNA)对乙型肝炎
转基因小鼠HBV复制和表达的影响.

方法: 将30只HBV转基因小鼠随机分为5组, 
每组6只. 第1组为5% GLU液对照组, 第2组
为空脂质体对照组, 第3组为单LNA组, 第4
组为S-ASODN脂质体组, 第5组LNA脂质体
组. 反义LNA经尾静脉注入小鼠体内, 采用
ELISA法检测血清HBsAg; PCR定量检测血清
HBV DNA含量; 免疫组织化学法检测肝细胞
HBsAg的表达; 自动生化分析仪检测ALB、

ALT、BUN、CR、ApoA1、ApoB等指标; 小
鼠肝脏、肾脏做常规病理切片HE染色, 观察
反义LNA对小鼠脏器的影响. 

结果: 注射反义LNA 1 d、3 d、7 d、14 d后, 
LNA-脂质体组对血清HBsAg的表达抑制率
分别为41.7%、52.8%、57.8%及30.5%. 对
HBV DNA的抑制率分别为18.5%、36.1%、

52.9%和32.7%, 与对照组比较均有显著性差
异(P <0.05);全自动生化分析仪检测血清中
ALB、ALT、BUN、CR、ApoA1、ApoB等
指标, 各组结果与对照组比较均无显著性差异
(P >0.05); 小鼠肝细胞HBsAg的表达显著低于
对照组. HE染色显示小鼠肝肾功能及组织学
未见异常.

结论: HBV S基因反义LNA对乙型肝炎病毒
转基因鼠HBV复制和表达有显著抑制作用.

关键词: 脂质体; 反义锁核酸; 乙型肝炎病毒; 小鼠; 

转基因; 基因治疗
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0  引言

慢性乙型肝炎是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染引起的一种死亡率较高的慢性传染

性疾病, 易发展为肝硬化、肝癌, 已成为全球性

健康问题, 全球约有3.5亿慢性乙型肝炎患者, 而
我国的慢性乙肝患者约占37.14%(约1.3亿)[1-5].
目前临床治疗药物主要是干扰素 [6-9]和拉米夫

啶[10-12], 干扰素远期疗效不理想, 而拉米夫啶长

期使用易引起基因变异, 导致耐药. 因此, 探索

对HBV感染者有效的抗病毒药物(方法)在我国

意义尤显重大. 反义寡聚脱氧核苷酸(antisense 
oligodeoxynucleotide, ASODN)是应用较为广泛

的一种基因治疗新技术(即反义DNA技术), 其
抗HBV感染的机制是通过反义DNA与细胞内特

定的mRNA互补结合形成杂交双链分子, 从而

在分子水平上阻断HBV基因的表达[13-15]. 反义

锁核酸(locked nucleic acid, LNA)是建立在反义

DNA基础上的更新的一种基因疗法, 具有更强

的核酸分子杂交能力和抗核酸酶降解能力[16-24], 
国外已开始用于抗人类免疫缺陷病毒(human 
immune deficiency virus, HIV)[25]和丙型肝炎病

毒(hepatitis C virus, HCV)[26]等RNA病毒的基因

治疗研究, 而用于抗HBV感染方面的治疗研究

尚未见有报道. 我们前阶段进行的体外研究表

明, 反义LNA抗HBV基因复制和表达的能力比

硫代修饰的ASODN强[27]. 因此, 我们设计合成互

补于HBV mRNA S基因翻译起始区的反义LNA, 
利用阳离子脂质体的组织靶向性, 经尾静脉将

反义LNA导入肝细胞内, 进一步观察反义LNA
在HBV转基因鼠体内的抗病毒效果.

1  材料和方法

1.1 材料  H B V转基因小鼠30只(平均体质量

25 g), 雌雄各半, 血清乙肝表面抗原(hepatitis 
B surface antigen, HBsAg)(+), HBV DNA(+), 
购自中国人民解放军广州军区空军医院 ; 
LipofectamineTM2000购自Invitrogen公司; 乙
型肝炎表面抗原(H B s A g)检测试剂盒为深圳

丽珠生物技术有限公司产品; HBV DNA定量

检测试剂盒为广州中山达安基因股份有限公

司产品; 鼠抗-H B s第一抗体为武汉博士德公

司产品 ;  P V-6002二步法免疫组织化学检测

试剂盒为北京中杉金桥生物技术有限公司产

品; ALB、ALT、BUN、肌酐(CR)、载脂蛋白

A1(ApoA1)、载脂蛋白B(ApoB)检测试剂盒为

上海荣盛生物技术有限公司产品; 酶标仪(德国); 
Real Time PCR仪(美国); 日立7150型全自动生化

分析仪(日本).
1.2 方法 
1.2.1 质量控制: (1)样品质控: 尾静脉注射和眶

静脉采血后, 做好消毒, 避免感染; 采血及血清

分离过程中, 避免溶血, 影响血液指标的检测结

果. (2)试剂质控: 所使用的试剂盒均有国准字号, 
并在有效期内使用; 各试剂的空白吸光度值在

不同温度下(4、25、37℃)下的变异系数CV%均

小于5%; 各试剂所配制而成的工作液, 1 wk内的

空白吸光度值的日间、日内变异系数CV%均小

于5%; 认为所用的试剂盒的稳定性较好, 符合质

■研发前沿
反 基 因 技 术 ,  即
三螺旋构象寡核
苷酸技术 ( T F O )
是目前研究的热
点 .  亟 待 解 决 的
问题是找到一种
满意的肝靶向性
核 酸 药 物 载 体 , 
以及缺乏特异性
抗HBV药物.
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量控制要求. (3)仪器质控: 酶标仪、生化自动分

析仪、PCR仪均定期维护, 各项性能指标均符合

实验要求; 每个项目检测前, 均用定值质控血清

做高、中、低值质控, 且均在控.
1 .2.2 反义L N A的合成与修饰 :  合成互补于

HBV(ayw亚型)mRNA S基因翻译起始区157-167 
nt的S片段(5'-TaCcTctTgTa-3', 其中大写字母代

表LNA, 小写字母代表DNA). 由美国Genelink公
司合成修饰并纯化.
1.2.3 脂质体包裹L N A的制备:  脂质体与5% 
GLU液按2∶3比例混匀后, 迅速加入等体积的

LNA(200 mg/L)溶液, 充分混匀, 室温下静置1 h
后应用, 即为脂质体-LNA混合物.
1.2.4 转基因鼠的处理: 将30只HBV转基因小

鼠随机分为5组, 每组6只. 第1组为5% GLU液

对照组, 第2组为空脂质体对照组, 第3组为单

LNA组, 第4组为S-ASODN脂质体组, 第5组为

LNA脂质体组. 分别在1, 3, 5 d经尾静脉给每只

小鼠注射相应的脂质体-LNA(或S-ASODN)混
合物300 μL, 空白对照注射等量5% GLU液(或
空脂质体). 于注射前, 注射后第1, 3, 7, 14天经

眶静脉采血, 5000 r/min离心5 min, 吸上层血清

于编好号的无菌EP管中, 贮存于-20℃备检, 并
于注射后第14天处死小鼠, 取肝、肾脏40 g/L
甲醛固定.
1.2.5 血清HBsAg的检测: 利用酶联免疫吸附

技术(ELISA)检测, 具体方法见试剂盒说明书, 
HBsAg浓度以A值表示.
1.2.6 HBV DNA的检测: 采用荧光定量聚合酶

链反应(PCR)法检测. 在PCR反应管中加入反应

液和样本DNA共25 μL, 各反应管放入荧光定量

PCR仪, 扩增条件: 37℃保温2 min, 94℃预变性

3 min, 94℃ 5 s, 60℃ 40 s, 共40个循环. 由计算

机软件自动分析所收集的荧光信号并计算出定

量结果, 采用计算对数平均值的方法计算HBV 

DNA平均拷贝数.
1.2.7 肝、肾功能检测: ALB为溴甲酚绿法; ALT
为IFCC速率法; BUN为脲酶连续监测法; CR为
苦味酸法. 以上指标均由自动生化分析仪检测.
1.2.8 血清载脂蛋白A、B检测: ApoA1、ApoB均
为免疫比浊法, 由自动生化分析仪检测.
1.2.9 肝组织HBsAg检测: 肝组织常规石蜡包埋、

切片, 采用二步法免疫组织化学法检测, 并进行

DAB染色, 苏木素复染, 鼠抗-HBs以1∶100稀释, 
具体方法见说明书. 电子显微镜观察肝组织中

HBsAg的着色情况, 以判断LNA的抑制作用.
1.2.10 肝、肾脏组织病理检测: 小鼠的肝脏、肾

脏经石蜡包埋、切片后, 经苏木素、伊红染色, 
电子显微镜下观察小鼠各脏器细胞、组织结构

有无改变, 以判断脂质体对小鼠脏器细胞的损

伤作用.
统计学处理 所有结果用mean±SD表示, 应

用SPSS12.0统计软件处理数据, 采用单因素方差

分析方法比较各组间差异, P <0.05为差异具有显

著性意义. 抑制率(%) = (用药前N-用药后N)/用
药前N×100%.

2  结果

2.1 LNA-脂质体对HBsAg的抑制作用 注射后

第1、3、7、14天, S-ASODN脂质体组对HB-天, S-ASODN脂质体组对HB-, S-ASODN脂质体组对HB-
sAg的抑制率分别为20.3%、31.5%、37.1%和

24.1%; LNA-脂质体组的抑制率分别为41.7%、

52.8%、57.8%和30.5%. 这2组与对照组比较均

有显著性差异(P <0.05). 表明LNA在动物体内对

HBsAg的抑制作用随用药时间而增强, 且有一

个峰值. 同时也表明LNA比S-ASODN的抑制作

用要强(表1).
2.2 LNA-脂质体对HBV DNA的抑制作用 通
过定量PCR检测血清HBV DNA, 发现LNA对

HBV DNA有较明显的抑制作用. LNA脂质体

表  1  各组血清HBsAg A 值的比较 (n  = 6, mean±SD)

     
分组		         注射前

                          			       注射后

				           1 d		          3 d		          7 d		            14 d

5% GLU液对照组	   1.04±0.20	 0.95±0.19	 1.05±0.18	 1.07±0.16	    1.18±0.18

空脂质体对照组	   1.08±0.24	 0.98±0.25	 1.04±0.29	 1.08±0.28	    1.10±0.22

单纯LNA组	   0.93±0.11	 0.91±0.16	 1.01±0.14	 1.02±0.19	    1.13±0.11

S-ASODN脂质体组	  1.08±0.15a	 0.86±0.18a	 0.74±0.16a	 0.68±0.11a	    0.82±0.18a

LNA脂质体组	   1.09±0.12a	 0.63±0.14a	 0.52±0.16a	 0.41±0.16a	    0.76±0.15a

aP<0.05 vs  对照组.

■相关报道
有文献报道以半
乳糖多聚赖氨酸
(Gal-PLL)作为核
酸药物的肝靶向
载 体 ,  能 够 将 核
酸药物导入肝细
胞 内 ,  但 转 染 效
率不高.
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组的DNA抑制率分别为18.5%、36.1%、52.9%
和32.7%; S-ASODN脂质体组分别为8.5%、

12.6%、26.5%、20.8%; 与对照组比较均有显著

性差异(P <0.05, 表2).
2.3 免疫组织化学检测肝组织HBsAg的表达 电
子显微镜观察免疫组织化学检测结果, 发现肝组织化学检测结果, 发现肝检测结果, 发现肝

组织切片中的HBsAg阳性细胞数明显减少, 表明

LNA可以有效抑制肝细胞中HBsAg的表达(图1).
2.4 血清生化指标检测结果 全自动生化分析仪

检测血清中ALB、ALT、BUN、CR、ApoA1、
ApoB等指标, 各组结果与对照组比较均无显著

性差异(P >0.05), 表明LNA及LNA-脂质体混合

表  2  各组血清HBV DNA检测结果比较 (n  = 6, mean±SD, 拷贝数log10数值)

     
分组		         注射前

                          			       注射后

				           1 d		          3 d		          7 d		            14 d

5% GLU液对照组	   5.49±0.17	 5.29±0.27	 5.40±0.17	 5.38±0.19	     5.28±0.15

空脂质体对照组	   5.44±0.18	 5.38±0.32	 5.42±0.34	 5.51±0.37	     5.46±0.32

单纯LNA组	   5.48±0.31	 5.29±0.26	 5.33±0.16	 5.68±0.17	     5.56±0.21

S-ASODN脂质体组   5.42±0.32a	 4.95±0.18a	 4.82±0.13a	 4.07±0.15a	     4.29±0.17a

LNA脂质体组	   5.51±0.24a	 4.49±0.37a	 3.52±0.33a	 2.59±0.23a	     3.70±0.25a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  各组肝脏切片免疫组织化学染色HBsAg分布(DAB). A: 5% GLU液对照组; B: 空脂质体对照组; C: 单纯LNA组; D: 

S-ASODN脂质体组; E: LNA脂质体组.

A B

C D

E

■创新盘点
锁核酸 (LNA)是
一种新兴环状核
苷 酸 衍 生 物 ,  具
有分子杂交能力
强、抗核酸酶降
解能力高等特性, 
本研究首次将其
应用于抗HBV感
染的治疗研究.
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物对小鼠的肝、肾功能均无损伤作用(表3).
2.5 肝、肾脏组织病理切片HE染色结果 电子显

微镜观察小鼠肝、肾脏组织切片HE染色情况, 
各组小鼠脏器组织结构无明显差异, 说明LNA
对小鼠肝、肾脏组织无明显的不良反应(图2-3).

3  讨论

反义核酸技术是一种按碱基互补配对原则特

异性阻断目的基因表达的新型基因疗法. 自20
世纪90年代初, Goodarz et al首次报道利用反

义核酸技术抗HBV的实验研究以来, 反义技术

抗病毒研究已取得了很大的进展. 但由于以往

的反义寡核苷酸易被降解、杂交结合能力不

强以及对机体存在不良反应等因素 ,  抗H B V
感染的基因治疗一直未取得满意的效果. 1994
年, Rodriguez et al首次发现LNA, 他是一种特

殊的带环状结构的核苷酸衍生物, 因其核糖的

2'-O与4'-C通过缩水作用而形成氧亚甲基桥 , 
形似锁状故得名 .  L N A作为一种新型反义核

苷酸, 具有传统寡核苷酸无可比拟的优点: 与

表  3  各组血清生化检测结果比较 (n  = 6, mean±SD)

     
分组                  	     ALB(mg/L)              ALT(U/L)          BUN(mmol/L)       CR(μmol/L)              ApoA1(g/L)             ApoB(g/L)

5% GLU液对照组        21.8±1.58        24.7±2.16        6.7±0.83        34.9±2.93           55.4±4.31          16.8±2.35

单纯LNA组                  20.8±1.97        23.7±1.97        6.3±0.68        35.2±4.01           48.8±3.09          14.6±3.15

LNA脂质体组               22.1±2.77        27.3±1.98        6.2±0.57        38.4±5.08           47.8±6.01          15.6±2.87

A B

C D

E

图  2  各组肝脏切片细胞形态学检测结果(HE×100). A: 5% GLU液对照组; B: 空脂质体对照组; C: 单纯LNA组; D: 

S-ASODN脂质体组; E: LNA脂质体组.

■应用要点
本实验首次利用
反 义 L N A 在 转
基因鼠体内抑制
HBV基因表达, 为
今后反义核酸药
物研发提供理论
与实验参考.
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DNA/RNA分子杂交能力强; 抗核酸酶降解能

力强; 脂溶性好; 毒性低等[16-24]. 国外开始用于

抗HIV[25]和HCV[26]等RNA病毒的基因治疗研

究, 而用于抗HBV感染方面的治疗研究尚未见

有报道.
HBV基因组为3.2 kb左右的双链DNA, 至少

有4个开放读码框(ORF)[28-30]: S、C、P、X, 其
中, S是一个重要的开放读码框, 包括Pre-S1、
Pre-S2和S 3个基因区. S基因区的编码产物是

HBsAg的主要成分, 不仅参与完整Dane颗粒的

装配, 而且还与HBV颗粒的成熟与释放有密切

关系. 本研究针对S基因翻译起始区设计合成了

反义锁核酸序列, 由阳离子脂质体介导, 经尾静

脉给药, 通过检测血液及肝组织细胞中HBV的

抗原标志物和HBV DNA水平来判断他的抑制

效果. 但是否有疗效的前提是反义LNA能否被

导入肝细胞内, 与HBV的S基因翻译起始区互补

结合, 达到封闭病毒基因表达的目的. 有文献报

道[31-32]以半乳糖多聚赖氨酸(Gal-PLL)作为核酸

药物的肝靶向载体, 能够将核酸药物导入肝细

胞内, 但转染效率不高. 本实验利用脂质体作为

反义LNA的转染载体, 通过其带正电荷的阳离

子脂质与带负电荷的LNA序列静电作用形成缀

合物, 并利用脂质体的亲脂性进入肝细胞, LNA
序列慢慢释放出来, 与细胞内的HBV S基因翻译

起始区互补结合, 发挥抗病毒的作用. 结果表明, 
由阳离子脂质体介导的反义LNA, 经尾静脉注

射后, 能有效进入肝细胞内, 发挥抗HBV复制和

表达的作用. 其抗病毒作用呈“非典型”时间效

应, 表现为先升高后下降的“峰值”现象, 且高

抑制率维持时间达14 d以上, 比国内学者报道[33]

的反义寡核苷酸抑制作用维持时间要长, 这将为

反义LNA用于临床抗HBV治疗提供参考. 肝组

织免疫组织化学染色结果也显示, 细胞膜上的

HBsAg表达明显减少. 由于HBV DNA聚合酶缺

乏校对作用, 在复制过程中易产生变异株而导

A B

C D

E

图  3  各组肾脏切片细胞形态学检测结果(HE×100). A: 5% GLU液对照组; B: 空脂质体对照组; C: 单纯LNA组; D: 

S-ASODN脂质体组; E: LNA脂质体组.

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 结果可
信, 对于乙型肝炎
的抗病毒治疗具
有重要的价值.
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致对药物治疗敏感降低或耐药现象, 因此, 尚需

要研究多基因位点的抗HBV药物或疗法[34].
此外 ,  通过检测血清中的A L B、A LT、

BUN、CR、ApoA1、ApoB等血液学指标, 同时

做肝肾脏病理组织切片HE染色, 观察脏器的组

织细胞形态学改变, 评估LNA脂质体混合物的

不良反应. 结果表明, 反义LNA对肝肾脏组织无

明显的毒性损伤作用.
总之, LNA作为一种极具反义药物潜力的新

型核酸衍生物, 有望成为乙型肝炎治疗的安全

高效的分子药物. 目前, 由于国内尚未开展LNA
的合成与鉴定, 加上其合成成本相对较高等因

素限制了临床试验的研究, 但随着对LNA研究

的不断深入及合成成本的下降, 其必将为基因

研究各领域带来广阔的应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the expression and role of 
adiponectin in murine acute liver injury.

METHODS: Healthy male BALB/c mice were 
randomly divided into three groups: concana-
valin A (ConA) treatment group (n = 8; intrave-
nously injected with ConA at 30 mg/kg), adipo-
nectin treatment group (n = 5; intraperitoneally 
injected with adiponectin at 3 mg/kg at 12 and 3 

hours before ConA injection) and normal control 
group (n = 8; intravenously injected with normal 
saline at 10 mL/kg). Mice were sacrificed eight 
hours after ConA treatment to detect serum adi-
ponectin and ALT levels, observe hepatic patho-
logical changes and determine the expression of 
adiponectin mRNA and protein in the liver.

RESULTS: Though no significant difference was 
observed in serum adiponectin levels between 
the adiponectin treatment group and the normal 
control group, serum adiponectin levels in these 
two groups were significantly higher than that in 
the ConA treatment group (15.4 ± 3.0 mg/L and 
16.5 ± 2.8 mg/L vs 11.8 ± 2.1 mg/L, respectively; 
P < 0.05 or 0.01). The expression intensity of 
adiponectin protein in the liver in the adiponec-
tin treatment group was higher than that in the 
normal control group (5.39% ± 1.72% vs 1.82% ± 
0.36%, P < 0.05) but lower than that in the ConA 
treatment group (10.63% ± 4.35%, P < 0.05). The 
expression levels of adiponectin mRNA in the 
liver in the adiponectin treatment group and the 
ConA treatment group were significantly higher 
than that in the normal control group (0.46 ± 0.17 
and 0.51 ± 0.21 vs 0.23 ± 0.05, respectively; P < 0.05 
or P < 0.01). The serum ALT level and the degree 
of hepatitis in the adiponectin treatment group 
were higher than those in the normal control 
group (192.50 ± 45.87 U/L vs 44.71 ± 21.29 U/L 
and 21.5 ± 9.2 vs 8.4 ± 4.3, respectively; both P 
< 0.05), but lower than those in the ConA treat-
ment group (616.00 ± 171.50 U/L and 48.5 ± 8.6, 
respectively; both P < 0.01).

CONCLUSION: The expression of adiponectin 
mRNA and protein in the liver is upregulated in 
ConA-mediated acute liver injury though serum 
adiponectin level is lowered. Adiponectin may 
have antiinflammatory effects in ConA-induced 
acute liver injury.

Key Words: Adiponectin; Concanavalin A; Acute 
liver injury

Yin HZ, Di HL, Cao ZC, Liu YH, Liu F. Expression and 
role of adiponectin in murine acute liver injury. Shijie 
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■背景资料
目前研究证实脂
联素有一定的抗
炎作用. 那么, 对
病毒性肝炎脂联
素是否也能起到
抗炎作用?  刀豆
蛋 白 A 诱 导 的 肝
炎病理生理特点
与人急性肝炎相
似, 故本文观察了
脂联素在ConA诱
导的急性肝炎的
表达及对炎症的
作用, 旨在为病毒
性肝炎的治疗提
供新途径.

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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摘要
目的: 观察脂联素在小鼠急性肝损伤的表达
及作用. 

方法: 健康♂BALB/c小鼠随机分为3组. 刀豆
蛋白A(concanavalin A, ConA)组8只: ConA 30 
mg/kg 尾静脉注射. 脂联素组5只: 在静脉注射
ConA前12 h和2 h, 分别应用脂联素3 mg/kg腹
膜内注射. 对照组8只: 尾静脉注射生理盐水10 
mL/kg. 注射ConA 8 h后处死小鼠, 检测脂联素
及ALT血清水平、肝组织病理变化、肝组织
脂联素蛋白及mRNA的表达. 

结果: 脂联素血清水平在脂联素组与对照组
无差异, 2组均高于ConA组(15.4±3.0 mg/L, 
16.5±2.8 mg/L vs  11.8±2.1 mg/L, P <0.05或
0.01); 肝组织脂联素蛋白表达在脂联素组强
于对照组(5.39%±1.72% vs  1.82%±0.36%, 
P <0.05), 弱于ConA组(10.63±4.35%, P <0.05); 
肝组织脂联素mRNA表达在脂联素组和ConA
组均强于对照组(0.46±0.17, 0.51±0.21 vs  
0.23±0.05, P <0.05或0.01); 血清ALT水平及
肝组织炎症程度脂联素组高于对照组(192.50
±45.87 U/L vs  44.71±21.29 U/L; 21.5±9.2 
vs  8.4±4.3, 均P <0.05), 低于ConA组(616.00±
171.50 U/L, 48.5±8.6, 均P <0.05).

结论: 在ConA诱导的急性肝损伤中, 肝组织脂
联素蛋白及其mRNA的表达增强, 但血清脂联
素水平降低. 脂联素对急性肝损伤小鼠起着抗
炎作用.

关键词: 脂联素; 刀豆蛋白A; 急性肝损伤
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0  引言

脂联素是由脂肪细胞产生和表达的脂肪因子. 
多年来人们一直认为白色脂肪组织是脂联素产

生的唯一场所. 然而近年来研究显示, 在正常

生理情况下, 骨骼肌、肾脏、输卵管、卵巢、

垂体、脾均可检测出脂联素蛋白[1-5], 肝脏也可

表达脂联素, 且在许多疾病情况下, 脂联素的

表达可发生变化. 如: 非酒精性脂肪性肝炎患

者脂联素及其mRNA的表达显著低于单纯性脂

肪肝患者[6]及健康对照者[7]; 小鼠注射CCl4后, 
肝组织脂联素的表达增加[8]. 那么在刀豆蛋白

A(concanavalin A, ConA)诱导的急性肝损伤中, 

脂联素的表达是增强还是减弱, 脂联素在急性

肝损伤中起什么作用, 本实验对此进行了观察. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂BALB/c小鼠21只, 周龄4 wk, 体
质量20±3 g, 购自河北医科大学动物实验中

心(清洁级, 实验动物使用许可证号: SCXK(冀) 
2003-1-003); 血清脂联素检测试剂盒由上海森

雄科技实业有限公司提供; 小鼠脂联素mAb购
于英国Abcam公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 小鼠用标准饲料喂养1 wk后, 
随机分为3组. ConA组(n  = 8): 尾静脉注射ConA 
30 mg/kg. 对照组(n  = 8): 尾静脉注射生理盐水

10 mL/kg. 脂联素组(n  = 5): 在静脉注射ConA前

12 h和2 h, 分别应用脂联素3 mg/kg腹膜内注射

(其余2组同时给予相当剂量的生理盐水腹膜内

注射). 实验动物在注射ConA前12 h开始禁食. 
1.2.2 取材及指标检测: 注射ConA 8 h后股动脉

放血处死小鼠, 留取血清及肝组织. 血清脂联素

的检测采用酶联免疫吸附试验法; 肝组织脂联

素检测采用免疫组织化学法; 脂联素mRNA采

用逆转录-聚合酶链反应检测, 脂联素引物序列

依据文献设计, 由上海生物工程公司合成: 上游: 
5'-GTCAGTGGATCTGACGACACCAA-3', 下
游: 5'-ATGCCTGCCATCCA ACCTG-3', 扩增产

物为171 bp; ALT的检测采用速率法. 病理学检

查采用常规HE染色, 观察肝组织病理变化(肝组

织炎症和细胞病变的程度). 用病理指标评定肝

损伤程度. 病理指数的确定[9]: 在高倍镜下每次

取20个视野, 每一视野分3等份;“0”记整个视

野无组织炎症及肝细胞病变;“1”记发生上述

病变<1/3视野;“2”记发生上述病变1/3-2/3视
野;“3”记发生上述病变>2/3视野; 20个视野得

分相加即为肝细胞的病理指数PI值.
统计学处理 使用SPSS12.0统计软件处理实

验数据, 所有数据以mean±SD表示, 样本均数比

较采用秩和检验, P <0.05认为有显著性差异.

2  结果

2.1 肝脏的普通病理变化 光镜下, 对照组小鼠肝

细胞以中央静脉为中心呈放射状排列, 汇管区

无炎症细胞浸润. ConA组可见肝内大量T淋巴细

胞浸润, 在汇管区尤为明显, 肝窦内红细胞淤积, 
中央静脉周围肝细胞水肿明显, 可见点、灶状

坏死区. 脂联素组肝组织炎症细胞浸润明显减

■创新盘点
本文不仅观察了
脂联素对ConA诱
导的小鼠急性肝
损伤的保护作用, 
而且还观察了脂
联素在急性肝损
伤小鼠肝脏及血
清中的表达变化, 
并阐述其原因.
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轻, 无明显淤血, 可见肝细胞轻度水肿(图1). 各
组病理变化用病理指数评定(表1).
2.2 各组小鼠血清ALT检测结果 对照组、脂联

素组、ConA组ALT水平逐渐升高, 统计学分析

显示, 脂联素组血清ALT水平高于对照组, ConA
组ALT水平高于脂联素组和对照组(表1).
2.3 血清脂联素的检测结果 对照组、脂联素

组、ConA组血清脂联素水平逐渐下降, 统计学

分析显示, 脂联素组与对照组比较无差异, 2组
均高于ConA组(表2).

2.4 肝组织脂联素蛋白的表达 对照组小鼠肝组

织脂联素蛋白表达阳性, 主要表达在中央静脉

内皮细胞. ConA组和脂联素组肝组织脂联素蛋

白表达增强, 主要表达于炎症细胞浸润区、门

脉血管和部分肝窦内皮(图2). 以平均面密度表

示蛋白表达量见表2.
2.5 肝组织脂联素mRNA的表达 对照组小鼠肝

组织即可检测到少量脂联素mRNA表达, 脂联素

组和ConA组表达增强(图3). 凝胶图像系统分析

结果见表2.

3  讨论

本实验结果显示, 小鼠尾静脉注射ConA, 可引

起肝脏炎症细胞浸润、肝窦淤血、肝细胞水

肿及灶状坏死 ,  为典型肝炎病变 .  如在C o n A
攻击前用脂联素干预, 可减轻ConA诱导的肝

脏炎症细胞浸润, 减少肝窦淤血, 证明脂联素

具有减轻C o n A所致的小鼠急性肝损伤的作

表  1  各组小鼠肝脏病理指数和血清ALT水平 (mean±SD)

     
分组	          n	           PI		    ALT(U/L)

对照组	         8	     8.4±4.3            44.71±21.29

脂联素组	         5	   21.5±9.2a         192.50±45.87a

ConA组	         8	   48.5±8.6bc        616.00±171.50bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  脂联素组.

A

B

C

图  1  各组小鼠肝组织病理(HE染色×100). A: 对照组; B: 脂

联素组; C: ConA组.

A

B

C

图  2  脂联素蛋白在小鼠肝脏的表达. A: 对照组(×100); B: 

脂联素组(×200); C: ConA组(×200).

■应用要点
本研究表明脂联
素 对 刀 豆 蛋 白
A(ConA)所致急
性肝损伤的干预
作用, 具有一定的
临床应用价值及
理论指导意义, 有
很好的社会效益
和经济前景.
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用. 其机制与脂联素促进巨噬细胞产生抗炎细

胞因子白介素-10(interleukin-10, IL-10)、负向

调节N K细胞的活性有关 [10-12]. 最近研究还显 
示[13]: 脂联素对于肝再生也起着重要作用. 

脂联素主要由脂肪组织表达和分泌, 但在

适当的刺激下也可表达在脂肪细胞以外的其他

细胞. 本实验显示, 正常小鼠肝组织即可有脂联

素蛋白的表达, 在ConA诱导的急性肝损伤可增

强脂联素蛋白在肝脏的表达, 这与Wolf et al报
道一致[14]. 那么, 脂联素增强表达的机制是什么? 
Delaigle et al [15]应用脂多糖注射小鼠, 发现脂联

素在骨骼肌的表达增强, 用炎症因子肿瘤细胞坏

死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、干扰

素-γ(interferon γ, INF-γ)、IL-6、IL-1干预体外培

养的骨骼肌细胞, 发现TNF-α、INF-γ联合干预组

脂联素水平明显升高, 且应用一氧化氮合成抑制

剂则减少脂联素表达. 在ConA诱导的肝损伤中, 
上述炎症因子和NO含量均增加[16], 推测在ConA
诱导的急性炎症情况下, 肝组织脂联素表达增强

与炎症细胞因子和NO的增高有关. 用IL-6孵育

人肝癌HepG2细胞可观察到脂联素的诱导表达

支持这一观点. 本文结果还显示: 脂联素在炎症

细胞浸润区表达增强. 体外研究显示[14], 正常肝

组织来源的巨噬细胞即可表达脂联素mRNA. 在
ConA刺激下, 肝组织淋巴细胞浸润增多, 尤其在

汇管区, 推测淋巴细胞表达脂联素增强, 脂联素

通过与其受体结合而发挥生物学作用.
炎症情况下肝组织脂联素增强表达具有

什么生理意义呢? 脂联素在多种细胞系均是

TNF-α产生的对抗剂[17-19], 并可减轻TNF-α诱导

的原代肝细胞死亡[20]. Maeda et al [21]报道脂联素

缺乏小鼠脂肪组织显示高水平TNF-α mRNA和

血浆浓度, 但如果将脂联素基因高效表达载体

导入小鼠体内或补充外源性脂联素, 均可降低

TNF-α血清水平[22-23]. 而且本文结果显示, 注射

外源脂联素, 可降低ConA诱导的小鼠ALT水平. 
因此, 在肝组织急性炎症情况下脂联素的增强

表达可能是对抗促炎因子TNF-α而形成的负反

馈弧以抗衡肝脏炎症. 研究还显示[24-25], 脂联素

诱导人白细胞抗炎细胞因子IL-10和IL-1RA的产

生, 抑制促炎因子IL-8的产生, 这些资料均提示

脂联素有抑制炎症反应的作用.
尽管在急性炎症条件下, 肝组织和骨骼肌

脂联素的表达增加, 但本研究结果显示, 注射

ConA后小鼠血清脂联素水平是下降的. 考虑其

原因与脂肪组织脂联素表达下降有关. TNF-α
是ConA诱导肝损害的首要介质, TNF-α可在转

录水平抑制3T3-L1脂肪细胞脂联素的表达并

减少原代人脂肪细胞脂联素蛋白的表达和分 
泌[24]; Saijo et al [25]研究也发现,  TNF-α, IL-1β和

IFN-γ以剂量和时间依赖的方式抑制人脂肪细

胞总脂联素的分泌; IL-6、IL-18也可抑制培养

的3T3-L1脂肪细胞脂联素mRNA和蛋白的表 
达[26-27]. 应用可溶性TNF-α受体可使循环脂联素

水平升高, 并减轻ConA诱导的肝损伤(ALT水平

下降), 升高脂肪组织脂联素mRNA表达[28]. 说明

促炎细胞因子抑制脂肪细胞脂联素的分泌和表

达. 另外, NO也抑制3T3-L1脂肪细胞脂联素的表

达[29-31]. 注射ConA抑制脂肪组织生成脂联素而

导致循环脂联素水平的下降, 表明脂肪组织脂

联素的分泌对循环脂联素的定量起着决定性的

作用. 但ConA诱导肝损害不排除在肌肉或肝脏

的局部以与脂肪组织相反的方式对脂联素水平

进行调节.  

表  2  脂联素的血清水平及其蛋白和RNA在肝脏中的表达 (mean±SD)

     
分组	             n	           血清脂联素(mg/L)            脂联素蛋白(%)             脂联素mRNA(%)

对照组	            8	               16.5±2.8                    1.82±0.36                   0.23±0.05            

脂联素组	            5	               15.4±3.0                    5.39±1.72a                  0.46±0.17a

ConA组	            8	               11.8±2.1bc                10.63±4.35bd                 0.51±0.21b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  脂联素组.

图  3  脂联素mRNA在小鼠肝脏中的表达. M: Marker; 1: 对

照组; 2: 脂联素; 3: ConA组.

1             2            3            M

脂联素
(171 bp)

β-actin
(400 bp)

bp
600
400

200

100
bp
600
400

200

100

■同行评价
本研究探讨了急
性肝损伤时肝组
织脂联素表达及
其意义, 并分析了
肝组织脂联素表
达与血清脂联素
水平之间产生剪
刀 差 的 原 因 ,  内
容有一定的科学
性、创新性和可
读性, 一定程度上
反映了我国胃肠
病学基础研究的
水平.
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总之, ConA诱导的小鼠急性肝损伤时, 肝组

织脂联素表达增加, 而循环脂联素水平降低, 补
充外源性脂联素可明显降低血清ALT水平, 对肝

损伤呈现一种保护作用.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
protective effects of melatonin pre-intervention 
for the pancreas and lungs and the expression 
of thioredoxin-1 (Trx-1) in rats with acute 
necrotizing pancreatitis (ANP).

METHODS: Seventy-two male Spraque-Dawley 
rats were randomly divided into three groups: 
normal control group, ANP group and melato-
nin treatment group. The ANP model rats were 
induced by giving rats three intraperitoneal in-
jections of 6% L-arginine at a dose of 25 mL/kg 

body weight at an interval of 1 h. In the normal 
control group, normal rats were intraperitone-
ally injected with normal saline. Rats in the ANP 
group were intraperitoneally injected with nor-
mal saline one half hour before and after ANP 
induction, while rats in the melatonin treatment 
group were intraperitoneally injected with a 
single dose of 0.25% melatonin (20 mL/kg body 
weight) one half hour prior to ANP induction. 
Rats were sacrificed at 6, 12 and 24 h after the 
last L-arginine injection, respectively. The pan-
creas, lungs and blood samples were quickly 
taken. The pathological changes in the pancreas 
and lungs were observed and scored. The serum 
contents of Trx-1, IL-6, glutathione (GSH), total 
superoxide dismutase (T-SOD) and malondial-
dehyde (MDA) were measured.

RESULTS: Pathological analysis proved that 
L-arginine administration induced ANP suc-
cessfully. Compared to the ANP group, patho-
logical changes in the pancreas and lungs in the 
melatonin treatment group were significantly 
alleviated. Compared to the normal control 
group, serum Trx-1 contents in the ANP group 
were significantly decreased at 6- and 12-h time 
points but significantly increased at 24-h time 
point, exhibiting an initial decrease followed by 
a gradual increase. Serum Trx-1 contents in the 
melatonin treatment group at 6- and 12-h time 
points were significantly higher than those in 
the ANP group. Compared to the normal con-
trol group, serum IL-6 and MDA levels in the 
ANP group were significantly elevated, whereas 
serum T-SOD and GSH levels were significantly 
decreased. In contrast, serum IL-6 and MDA 
levels in the melatonin treatment group were 
significantly decreased while serum T-SOD and 
GSH levels were significantly increased when 
compared with the ANP group.

CONCLUSION: ANP can induce the expression of 
Trx-1. Melatonin pre-intervention is able to further 
promote the expression of Trx-1, increase serum 
Trx-1, SOD, and GSH levels and decrease serum 
IL-6 and MDA levels, thereby reducing pancreatic 
and pulmonary injury and exerting a protective ef-
fect for the pancreas and lungs in ANP rats.

®

■背景资料
急性坏死性胰腺
炎的发病与氧化
应激密切相关. 氧
化应激时产生大
量氧化物(主要是
氧自由基)造成胰
腺细胞的损伤, 这
是急性坏死性胰
腺炎发病的重要
机制之一. 硫氧还
蛋白和褪黑素都
有抗氧化作用, 褪
黑素干预对Trx-1
表达造成何种影
响, 至今尚无两者
相互作用的研究
报道.

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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摘要
目的: 观察褪黑素前干预对急性坏死性胰腺
炎(ANP)大鼠的胰腺和肺组织的保护作用与
硫氧还蛋白-1(Trx-1)表达的关系. 

方法: 72只♂SD大鼠随机分成ANP模型组(A
组)、褪黑素前干预组(M组)、对照组(C组). A
组的大鼠腹腔注射6%左旋精氨酸(25 mL/kg
体质量), 每次间隔1 h, 共3次, 诱发ANP, 且在
诱发ANP前、后0.5 h腹腔注射生理盐水(20 
mL/kg体质量)各1次;  M组的大鼠诱发ANP的
方法同A组, 但在诱发ANP前0.5 h腹腔注射
0.25%褪黑素(20 mL/kg体质量)1次, 替代生理
盐水; C组的大鼠腹腔注射相当于A组各次注
射用量的等容积生理盐水. 每组术后6 h、12 h
及24 h时点分批处置大鼠. 抽血测定Trx-1、白
介素-6(IL-6)、谷胱甘肽(GSH)、总超氧化物
歧化酶(T-SOD)、丙二醛(MDA)的含量; 取胰
腺和肺组织做病理学检查. 

结果: 大鼠胰腺组织的病理变化和病理学评
分证实左旋精氨酸导致A组的A N P. 与A组
比较, M组胰腺和肺组织的病理损伤显著减
轻. 与C组比较, A组的大鼠血清的Tr x-1的
量在6 h、12 h时点显著降低, 24 h时点显著升
高, 呈现出先降低后升高的趋势; 与A组比较, 
M组的大鼠血清的Trx-1的量在6 h、12 h时点
显著增高, 他们表达的峰值前移. 与C组比较, 
A组的大鼠血清的IL-6、MDA水平显著增高, 
血清的T-SOD活力、GSH的含量显著降低; 与
A组比较, M组的大鼠血清的IL-6、MDA水平
显著降低, 血清的T-SOD活力、GSH的含量显
著增高.

结论: ANP可诱导Trx-1的表达; 而褪黑素前干
预可进一步促进Trx-1的表达, 提高T-SOD活
力和GSH水平, 降低IL-6、MDA水平, 故能显
著减轻大鼠胰腺和肺组织的病理损伤, 发挥其
对胰腺和肺组织的保护作用.

关键词: 褪黑素; 急性坏死性胰腺炎; 硫氧还蛋
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
A N P)是一种病死率较高的疾病. 研究揭示氧

化应激、炎性细胞浸润在该疾病发生发展过

程中发挥重要作用 .  褪黑素是非酶类抗氧化

物质, 是已知最强的自由基清除剂. 硫氧还蛋

白是一种氧化还原蛋白, 具有抗氧化和抗炎作

用. 本文通过建立大鼠ANP动物模型, 并给予外

源性褪黑素前干预, 旨在观察褪黑素前干预对

ANP胰腺和肺组织的保护作用及对硫氧还蛋白

1(thioredoxin 1, Trx-1)表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠72只, 清洁级, 体质量

200-250 g, 由广西医科大学实验动物中心提供; 
左旋精氨酸和褪黑素购于Sigma公司; 大鼠Trx-1 
ELISA试剂盒由Adlitteram诊断实验室提供; 大
鼠白介素6(interleukin-6, IL-6)ELISA试剂盒购

于晶美生物公司; 谷胱甘肽(glutathione, GSH)、
SOD、MDA试剂盒购于南京建成生物工程研

究所.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 所有大鼠造模前禁食12 h, 自
由饮水. SD大鼠随机分成ANP组(A组)、褪黑素

前干预组(M组)和对照组(C组), 每组各24只. A
组的大鼠腹腔注射6%左旋精氨酸(25 mL/kg体
质量), 每次间隔1 h, 共3次, 诱发ANP, 且在诱发

ANP前、后半小时腹腔注射生理盐水(20 mL/kg
体质量)各1次; M组的大鼠诱发ANP的方法同A
组, 但在诱发ANP前半小时腹腔注射0.25%褪黑

素(20 mL/kg体质量)1次, 替代生理盐水; C组的

大鼠腹腔注射等容积生理盐水作为对照. 术后6 
h、12 h及24 h每组每时点分别处死8只大鼠, 留
取动脉血、胰腺和肺组织标本待测.
1.2.2 胰腺和肺组织病理学检查: 胰腺和肺组织

常规固定、石蜡包埋、切片及HE染色. 光镜下

观察大鼠胰腺和肺组织病理改变.  胰腺组织病

理学评分参考Kusske et al [1]胰腺损伤的评分标

准, 肺组织病理学评分参考Liu et al [2]肺损伤的

评分标准. 
1.2.3 Trx-1、IL-6的测定: 按ELISA试剂盒说明

书操作检测. 
1.2.4 GSH、总超氧化物歧化酶(total superoxide 

■研发前沿
褪黑素是松果体
分泌的主要激素, 
具有多种生理功
能. 近年来, 研究
的重点向其抗氧
化 作 用 倾 斜 .  目
前认为其抗氧化
作用的机制主要
包 括 两 方 面 :  一
方面, 他能以电子
供体的形式直接
中和大量的自由
基、活性氧和一
氧 化 氮 ;  另 一 方
面, 通过激活若干
抗氧化酶类的活
性, 起间接的抗氧
化作用.
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dismutase, T-SOD)、MDA的测定: 按测试盒的操

作说明书进行.
统计学处理 应用SPSS13.0统计分析软件处

理, 各组计量资料以mean±SD表示, 行单因素方

差分析, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 胰腺组织病理变化 C组的大鼠胰腺肉眼观

无变化; 镜下见胰腺腺泡结构完整, 腺小叶清晰, 
偶见水肿或少量的炎性细胞浸润. A组胰腺外观

灰白或暗紫色, 腹腔内有淡黄色或血性腹水, 可
见部分腹腔脏器粘连、脂肪皂化; 镜下见胰腺

腺泡水肿, 炎性细胞浸润, 组织坏死出血, 腺小

叶结构消失, 偶见灶性或大片凝固性坏死; 病理

变化并随时间延长而加重. M组的病变较A组显

著减轻(图1, 表1).
2.2 肺组织病理学变化 C组的大鼠镜下见肺组

织结构完整, 偶见水肿或少量的炎性细胞浸润. 

A组的大鼠镜下可见肺间质和肺泡水肿, 炎性

细胞浸润, 间质增宽, 毛细血管淤血, 间质和肺

泡出血水肿, 甚至灶性或片状肺不张, 病理变化

随时间延长而加重. M组的病变较A组显著减轻

(图2, 表1).
2.3 血清Trx-1、IL-6的水平 与C组比较, A组的

大鼠血清的Trx-1含量在6、12 h时值显著降低, 
24 h时值显著升高, 呈现出前低后高的趋势; 与A
组比较, M组血清的Trx-1含量在6、12 h时显著

增高, 24 h时显著降低, 量的峰值前移. 与C组比

较, A组的各时点和M组的6、12 h时大鼠血清的

IL-6含量显著增高; 与A组比较, M组在6、12 h时
血清的IL-6含量显著降低(表2).
2.4 血清GSH、T-SOD、MDA 的水平 与C组比

较, A组的大鼠血清的T-SOD活力、GSH的含量

显著降低, MDA的水平显著增高; M组的大鼠血

清的T-SOD活力、GSH的含量无显著差异, 但
MDA的水平12、24 h时点显著增高. 与A组比较, 

■相关报道
Ohashi et al 检测
重症急性胰腺炎
和轻型急性胰腺
炎患者血清Trx-1
的水平, 结果提示
前者高于后者, 他
们认为Trx-1是评
价重症急性胰腺
炎的严重性与氧
化应激的一个可
靠 指 标 .  他 们 还
发现转基因小鼠
由于高表达Trx-1, 
在诱导急性胰腺
炎时氧化应激反
应显著减轻.

图  1  3组大鼠24 h时点胰腺组织镜下观(HE染色×200). A: 

C组; B: A组; C: M组.

A

B

C

图  2  3组大鼠24 h时点肺组织镜下观(HE染色×200). A: C

组; B: A组; C: M组.

A

B

C
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M组的大鼠血清表达的T-SOD活力、GSH的含

量显著增高, 而MDA的含量在12、24 h时点显

著降低(表3).

3  讨论

研究表明急性胰腺炎的加重与氧化应激相关[3]. 
在急性胰腺炎早期阶段, 炎性细胞和腺泡细胞

就产生大量的活性氧, 在细胞膜, 活性氧使多价

不饱和脂肪酸过氧化导致膜的破坏和MDA(脂
质过氧化反应的产物)生成[4]; 在细胞内, 活性氧

破坏细胞结构导致胰酶的胞内运输紊乱和胰酶

的过早激活而损伤腺泡细胞; 大量活性氧和破

碎细胞泄漏的活化胰酶损伤毛细血管内皮, 毛
细血管渗透性增加促成组织水肿[5]. 活性氧还可

诱导IkB-α磷酸化, 激活核因子-kB(nuclear factor, 
NF-kB), 调节基因表达的炎症介质(TNF-α、IL-
1β、IL-6和IL-8等), 扩增的炎症介质使局部的胰

腺炎症扩展为全身炎症反应, 可进一步导致多

器官功能障碍[6]. 
褪黑素是松果体分泌的主要激素, 具有多

种生物学功能, 近年来, 研究的重点向其抗氧化

作用倾斜, 越来越多的研究表明他能保护细胞

■应用要点
本 研 究 在 大 鼠
ANP模型上首次
探讨褪黑素干预
对Trx-1表达的影
响, 发现褪黑素干
预可提高Trx-1的
表达水平.

表  3  各组血清GSH、T-SOD、MDA的含量变化 (n  = 8, mean±SD)

     
观察项目		   分组	               6 h 		     12 h		       24 h

GSH(mg/L)	    C组 	     2.998±0.741	            3.157±0.732             3.497±0.913

　		     A组 	     1.341±0.592a	            1.869±0.657a            1.980±0.657a

　		     M组	     2.964±0.791c	            3.362±0.908c            3.024±0.423c

T-SOD(U/L)	    C组 	   136.21±26.85	          141.00±28.66           131.75±24.27

　		     A组 	     85.93±42.74a	            97.48±43.48a            94.12±31.27a

　		     M组	   165.50±37.18c	          155.75±44.10c          130.75±36.21c

MDA (μmol/L)	    C组 	     1.681±0.261 	            1.846±0.597             1.865±0.566

　		     A组	     2.308±0.522a	            3.989±1.078a            4.959±1.141a

　		     M组	     1.959±0.700 	            2.564±0.954ac           3.455±0.949ac

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  A组.

表  1  各组胰腺和肺组织病理评分分值 (n  = 8, mean±SD)

     
组织	  分组	                  6 h		          12 h			         24 h

胰腺	    C组 	          0.14±0.37		    0.14±0.37		  0.33±0.51

	    A组 	          4.50±1.19a		    5.75±1.49a		8  .43±1.39a

	    M组	          1.72±0.75ac		    2.37±1.18ac		  6.57±0.65ac

肺	    C组	          0.52±0.35		    0.52±0.35		  1.00±0.46

	    A组 	          4.00±1.52a		    7.00±2.98a		9  .52±2.80a

	    M组	          2.52±1.03ac		    4.00±1.07ac		  7.52±3.76ac

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  A组.

表  2  血清Trx-1、IL-6的含量变化 (n  = 8, mean±SD)

     
观察项目		   分组	               6 h 		  12 h		      24 h

Trx-1(pg/L)	    C组 	   14.289±3.645	        15.285±5.178	            16.622±4.607

　		     A组 	     7.118±2.275a	          9.611±4.976a	           24.277±6.646a

　		     M组	   13.566±3.393c	        20.268±6.868ac           17.672±7.407c

IL-6(pg/L)	    C组 	     82.83±30.70	          88.46±20.36	              75.98±27.68

　		     A组 	   233.25±49.45a	        200.72±45.50a	           122.64±45.98a

　		     M组	   126.00±40.56ac	        160.14±45.33ac             94.02±24.20 

aP<0.05 vs  C组; cP<0.05 vs  A组.
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核DNA、膜脂质、胞质蛋白等生物大分子免受

氧化损伤[7], 能有效地清除多种自由基和过氧化 
氢[8]. 实验表明褪黑素能减轻多种物质诱导的多

种组织的氧化应激反应. 如, 他能减轻内毒素血

症诱导的幼鼠肠的氧化应激及细胞凋亡[9]; 弱
化砷诱导的细胞氧化应激造成的肝肾损害 [10]; 
抵抗g射线照射引起的鼠的氧化应激和组织损 
伤[11]. 在雨蛙素诱导的大鼠ANP模型, 褪黑素能

降低胰腺及肝脏组织的MDA的含量, 提高过氧

化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶的含量, 从而减

轻胰腺及肝脏组织的病理损伤[12]. 褪黑素前干

预ANP能显著的减轻胰腺组织的脂质过氧化反

应、减少髓过氧化酶及IL-6的含量[13]. 
Trx-1作为一种内生的抗氧化剂, 在组织的

超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶被耗尽

后可能发挥关键性作用[14]. Trx-1在胞质通过直

接清除活性氧发挥抗氧化作用, 在胞核通过抑制

IkB-α的磷酸化, 遏制NF-kB的活化, 减少致炎细

胞因子的表达, 发挥间接抗炎、抗氧化作用[14]. 
给予外源性Trx-1可清除细胞外的活性氧, 还能穿

透细胞膜, 进入胞质清除细胞内活性氧[15]. 在雨

蛙素诱导急性胰腺炎动物模型, Trx-1的高表达可

减轻急性胰腺炎氧化应激反应, 同时减轻TNF、
IL-1等促炎细胞因子的激活, 从而减轻实验动物

胰腺、肺、肝的损伤, 降低实验动物的死亡率[16]. 
本研究显示, 在左旋精氨酸诱导的非转基因

大鼠的ANP模型, 血清Trx-1的含量呈现随时间

延长先降低后升高的趋势, 在24 h时达峰值, 表
明ANP可诱导Trx-1的表达, 体现了机体的自我

保护机制. 而褪黑素前干预可显著地提高血清

Trx-1含量、T-SOD活力和GSH水平, 降低IL-6、
MDA水平, 且能显著减轻大鼠胰腺和肺组织的

病理损伤, 这表明褪黑素通过激活抗氧化酶类的

活性, 减少炎症介质的产生, 从而减轻全身炎症

反应, 发挥对胰腺和肺等组织的保护作用.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
reversing effect of phenylpropanoid glycoside 
(PPG) on mul t idrug res i s tance of co lon 
carcinoma LoVo/Adr cells and apoptosis.

METHODS: LoVo/Adr cells were divided into 
three groups: non-treatment (negative control) 
group, PPG treatment group (treated with 40 
mg/L PPG) and verapamil treatment (positive 
control) group (treated with 5 mg/L VP). The 
effects of PPG on multidrug resistance of LoVo/
Adr cells were examined by MTT (3-(4,5-dimeth-
ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide) assay. The effects of PPG on cell apoptosis 
were detected by flow cytometry. The effects of 
PPG on the activity of Caspase-3 were evaluated 
by determining pNA release rate. 

RESULTS: PPG could decrease the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) of adriamycin in 
LoVo cells and reverse their resistance to adria-
mycin. The reversal index was 9.93. PPG could 
significantly induce the apoptosis of LoVo cells 
when compared with the non-treatment group (P 
< 0.01). The rate of pNA release in the PPG treat-
ment group was significantly higher than that in 
the non-treatment group (31.75 ± 4.34 pmol/min 
vs 18.45 ± 2.39 pmol/min, P < 0.01). Caspase-3 
inhibitor Z-VAD-FMK could significantly inhibit 
PPG-induced pNA release (17.69 ± 2.68 pmol/min 
vs 31.75 ± 4.34 pmol/min, P < 0.01). 

CONCLUSION: PPG reverse multidrug resis-
tance of LoVo/Adr cells perhaps through induc-
tion of Caspase 3-dependent apoptosis. 

Key Words: Phenylpropanoid glycoside; Multidrug 
resistance; Reverse; Apoptosis

Ma Q, Zhang FX, Lv ZC, Chen JY, Kang SZ. Phenylpropanoid 
glycoside reverse multidrug resistance of colon carcinoma 
LoVo/Adr cells through induction of apoptosis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2357-2361

摘要
目的: 探讨苯丙素甙化合物逆转大肠癌耐药
与凋亡的关系. 

方法: 实验分3组: LoVo/Adr细胞组(空白对照
组); LoVo/Adr细胞+PPG 40 mg/L组(实验组); 
LoVo/Adr细胞+VP 5 mg/L(阳性对照组). 采用
MTT法检测苯丙素甙对LoVo/Adr细胞的耐药
性; 流式细胞仪分析苯丙素甙对大肠癌耐药
LoVo细胞的凋亡的作用; 通过检测pNA量观
察苯丙素甙对LoVo/Adr细胞Caspase-3的活性.  

结果: 苯丙素甙可降低阿霉素对LoVo/Adr细胞
的IC50值, 具有逆转作用, 其逆转倍数为9.93; 
他还可引起LoVo/Adr细胞凋亡, 与对照组相
比, 具有显著性差异(P<0.01). 经苯丙素甙作用
后, LoVo/Adr细胞pNA释放量明显增加(31.75
±4.34 pmol/min vs  18.45±2.39 pmol/min, 
P<0.01), 而同时加入Caspase-3抑制剂Z-VAD-
F M K, p N A释放量明显低于实验组(17.69
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±2.68 pmol/min vs  31.75±4.34 pmol/min, 
P<0.01). 

结论: 苯丙素甙对耐药LoVo/Adr细胞具有逆
转耐药作用, 通过Caspase-3途径诱导凋亡可
能为其逆转耐药的机制之一. 

关键词: 苯丙素甙; 多药耐药; 逆转; 凋亡
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0  引言

凋亡(apoptosis)是在基因控制和酶促反应下按

一定程序进行的细胞自主死亡, 是机体维持自

身稳定的一种基本生理机制[1-3]. 近年国外有学

者认为, 凋亡通路受阻, 也是导致肿瘤细胞产生

多药耐药(multidrug resistance, MDR)的一个原

因[4-10]. 诱导肿瘤细胞凋亡, 尤其是诱导耐药细

胞株的凋亡有望成为逆转MDR的有效途径. 苯
丙素甙(phenylpropanoid glycoside, PPG)是从我

国西北植物马先蒿中提取的化合物, 体外的抗

瘤活性已得到证实[11-13]. 文献[7]报道PPG类化合

物在肿瘤中可抑制端粒酶活性, 诱导细胞凋亡. 
鉴于凋亡与耐药关系密切, 强烈暗示PPG可能具

有逆转MDR的作用, 以本课题组诱导的耐药株

LoVo/Adr细胞株具有P-糖蛋白(P-glycoprotein, 
P-gp)高表达, 谷胱甘肽-S-转移酶(glutathione-S-
transferase, GST)活性高等生物学特性, 能在阿

霉素1.0 mg/L培养基中生长, 不仅对阿霉素耐药, 
而且对环磷酰胺、丝裂霉素和长春新碱有不同

程度的交叉耐药, 对5-FU无耐药性[14-16], 以此细

胞株为研究基础, 就PPG引起的凋亡与耐药的关

系方面进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 耐药株LoVo/Adr细胞由本实验室传代

保存; LoVo/Adr细胞株由本研究组采用阿霉素

浓度递增法, 诱导大肠癌LoVo细胞株(引自美国

ATCC), 历经8 mo、传代55次连续培养, 成功构

建. 马先蒿甙A(Pedicularioside A)由红纹马先蒿

(pedicularis striata Pall)提取所得, 由兰州大学有机

化学实验室贾忠建教授分离鉴定并惠赠. 分子式

为: C36H48O19. RPMI 1640为Gibco公司产品; 小牛

血清为杭州四季青生物制品研究所产品; Z-VAD-
FMK、Caspase-3活性检测试剂盒: 碧云天生物

技术研究所; Cell Lysis Buffer: Biovision; 维拉帕
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米(verapamil, VP)、阿霉素(Adriamycin, ADR)、
噻唑蓝(methyl terazolium, MTT): Sigma公司产

品; AnnexinV/FIFC Kit: 美国BD Biosciences; P1
和RNase: 美国BD Biosciences; 二氧化碳电热温

孵箱: 日本太阳株式会社; 低温离心机: Dupont
公司; 超净工作台: 上海阳光实验仪器有限公司; 
FACS-420型流式细胞仪: 美国Coulter公司. 
1.2 方法 
1.2.1 LoVo/Adr细胞的培养: LoVo/Adr细胞接种

于含100 g/L小牛血清的RPMI 1640培养液, 在培

养体系中加入终浓度为1.0 mg/L的ADR以维持

耐药. LoVo/Adr细胞在不含ADR的RPMI 1640培
养基中培养2 wk后备用. 
1.2.2 PPG对LoVo/Adr细胞耐药性的影响: 空白

对照组: LoVo/Adr细胞; 实验组: LoVo/Adr细胞

+PPG 40 mg/L组; 阳性对照组: LoVo/Adr细胞

+VP 5 mg/L. 采用MTT法检测PPG对LoVo/Adr细
胞耐药性的影响. 取对数生长期的LoVo/Adr细
胞, 用RPMI 1640培养基制备成单细胞悬液, 分
别接种到96孔板(每孔200 μL, 约1×105), 37℃, 
50 mL/L CO2培养箱中培养24 h后, 各组再加入

ADR终浓度为0.02-5.12 mg/L的9个浓度梯度, 同
时加入相应浓度的PPG、VP, 每孔10 µL, 加入

各组药物(设3个复孔), 再培养24 h后, 每孔加入

2 mg/L MTT 20 µL继续培养4 h, 弃上清夜, 加入

二甲基亚砜每孔150 µL, 将平板置于微孔板振荡

器上充分振荡5 min, 使结晶物溶解. 酶标仪测每

孔的吸光度(A )值. 计算存活率(存活率 = 实验孔

A值/对照孔A值×100%). 以药物浓度为横轴, 存
活率为纵轴绘制浓度效应曲线, 确定半数抑制

浓度(IC50), 逆转倍数(fold reversal, FR) = 逆转前

IC50值/逆转后IC50值. 
1.2.3 PPG诱导LoVo/Adr细胞凋亡实验: 细胞分

组同前. 将LoVo/Adr细胞消化、吹匀后分别种

入6孔板中, 加入含100 mL/L FBS的RPMI 1640
培养液1 mL, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱中孵育24 
h, 按预设终浓度加入PPG及VP, 37℃, 50 mL/L 
CO2孵箱中孵育24 h, 加入2.5 g/L胰酶消化, 重
悬细胞. 4℃离心, 800 r/min, 5 min, 弃上清. 4℃
预冷的PBS洗细胞2次, 冰浴上用预先稀释的结

合缓冲液(1份结合缓冲液+4份去离子水)重新

悬浮细胞, 调节其浓度为5×109 /L. 冰浴上取

100 µL的细胞悬液于5 mL流式管中, 加入5 µL 
AnnexinV/FIFC和10 µL碘化丙锭溶液(20 mg/L). 
混匀后于室温避光孵育15 min. 在反应管中加入

400 µL BPS, 上流式细胞仪分析. 流式细胞仪激

www.wjgnet.com

■相关报道
国内学者证实川
芎嗪、大黄素、

榄香烯乳剂、浙
贝母碱均可在体
内外不同程度逆
转肿瘤MDR. 

■研发前沿
化疗是大肠癌治
疗的主要手段之
一 ,  而MDR产生
则是化疗中最大
的难点, 天然药物
具有低毒、资源
丰富、作用靶点
多等特点. 提示开
发中药耐药逆转
剂有较好的前景. 
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发光波长488 nm, 用波长为515 nm的通带滤器

检测FITC荧光, 另一波长大于560 nm的滤器检

测PI. 实验重复3次. 结果判断: 凋亡细胞对所有

用于细胞活性鉴定的染料(如PI)有抗染性, 坏死

细胞则不能. 细胞膜有损伤的细胞的DNA可被

PI着染产生红色荧光, 而细胞膜保持完好的细胞

则不会有红色荧光产生. 因此, 在细胞凋亡的早

期PI不会着染而没有红色荧光信号, 正常活细胞

与此相似. 在双变量流式细胞仪的散点图上, 左
下象限显示活细胞, 为(FITC-/PI-); 右上象限是

非活细胞, 即坏死细胞, 为(FITC/PI); 而右下象

限为凋亡细胞, 显现(FITC/PI-). 
1.2.4 PPG对LoVo/Adr细胞Caspase-3活性的影响: 
分组: 空白对照组: LoVo/Adr细胞; 实验组1: LoVo/
Adr细胞+PPG 40 mg/L组; 实验组2: LoVo/Adr细胞

+PPG 40 mg/L+Z-VAD-FMK 50 mg/L. 将LoVo/Adr
细胞消化、吹匀后分别转入75 cm2培养皿中, 每
瓶细胞数应相等, 约1×107, 培养液量为5 mL. 按
预设终浓度分别加入PPG、Z-VAD-FMK, 37℃、

50 mL/LCO2孵箱中孵育24 h. 2.5 g/L胰酶消化细

胞, 收集入15 mL离心管中, 4℃离心. 细胞置于冰

浴中, 冷PBS液洗2遍, 离心, 弃上清. 每管加入Cell 
Lysis Buffer, 调整细胞浓度为1×1011/L. 反复冻融

以裂解细胞(置于液氮中迅速冷冻, 室温下溶化), 
于冰中孵育15 min. 4℃离心, 1500 r/min, 20 min, 
收集上清液于Ep管中. 立即测定Caspase-3的酶活

性. Caspase-3的酶活性测定严格按照说明书进行. 
Caspase-3酶活力单位的定义: 一个酶活力单位定

义为当底物饱和时, 在37℃, 每分钟剪切1 pmol 
Ac-DEVD-p-硝基苯胺(pNA)产生1 pmol pNA的

Caspase-3的酶量.  
统计学处理 结果以mean±SD表示, 所测

数据用SPSS统计软件进行方差分析和t检验, 以
P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PPG对LoVo/Adr细胞耐药性的影响 当耐药

细胞株分别加入PPG和VP后, 均不同程度降低

了ADR对LoVo/Adr细胞的IC50值, 说明PPG具有

逆转MDR的特性, PPG、VP的逆转倍数分别为

9.93、17.11. 与VP相比, PPG逆转倍数明显弱于

VP(图1, 表1). 
2.2 PPG诱导LoVo/Adr细胞凋亡 培养体系中加

入PPG、VP后继续培养24 h,  PPG对LoVo/Adr
细胞的影响, 更多是引起凋亡, 而坏死作用较弱, 
VP无此作用(图2, 表2). 
2.3 PPG对LoVo/Adr细胞Caspase-3活性的影响 与
LoVo/Adr细胞对照组相比, 经PPG 40 mg/L作用

后, 该组pNA释放量由18.45±2.39 pmol/min明显

增加至31.75±4.34 pmol/min(P<0.01), 而同时加

入Caspase-3抑制剂Z-VAD-FMK, pNA释放量为

17.69±2.68 pmol/min, 明显低于PPG 40 mg/L组
(P<0.01), 与对照组比较无差别, 从而说明PPG通

过Caspase-3途径促进了LoVo/Adr细胞凋亡. 

3  讨论

从某种意义上讲, 90%以上死于肿瘤的患者, 都与

肿瘤原发或获得性抗药性有关. 据体内、外研究, 
产生肿瘤抗药性可能是多种机制共同作用的结

果. 其中凋亡相关基因发生突变, 他既可以加速

肿瘤的进展, 又能使治疗反应减弱, 降低疗效, 这
种耐药机制不同于传统的MDR机制[17-19]. 参与凋

亡过程调控的基因表达失控, 例如激活细胞凋亡

基因的丢失或抑制细胞凋亡基因的过度表达, 都
可导致肿瘤细胞对广谱抗肿瘤药物的细胞毒性

作用产生耐药性. 有趣的是, 众多报道[20-25]都显示

MDR的存在几乎都伴有抗凋亡的现象. 

表  1  各组药物的逆转倍数 (n  = 3)

     
药物(mg/L)	             IC50(mg/L)                 逆转倍数

空白对照组		  3.08

实验组			   0.31	               9.93

阳性对照组		  0.18  	             17.11

■应用要点
本研究为苯丙素
甙改善肿瘤化疗, 
提供了实验支持
和理论依据, 为进
一步深入研究奠
定基础. 

■创新盘点
本研究表明: PPG
对耐药LoVo/Adr
细 胞 具 有 逆 转
耐 药 作 用 ,  通 过
Caspaes-3途径诱
导凋亡可能为其
逆转耐药的机制
之一. 

图  1  不同药物作用下LoVo/
Adr细胞生长抑制曲线. A: 实

验组; B: 阳性对照组.
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细胞凋亡[4-5]即程序化细胞死亡(programmed 
cell death), 作为细胞死亡的方式之一, 是通过系列

死亡信号分子活化而导致的主动性死亡过程. 其
发生机制与细胞内信号转导系统所引起的基因

调控有关, 肿瘤细胞由于癌基因的激活和抑癌基

因的失活, 使分化受阻, 细胞进入增殖周期, 而不

出现正常情况下的程序化死亡. 马先蒿在我国西

北称“土人参”, 用于治疗虚弱、衰竭、盗汗、

遗精、衰老等症, 具有活血、健脾胃、安神益气

等功效. PPG为从中分离的天然产物, 近年来的研

究发现[25-29], 这类化合物有抗病毒、抗血小板凝

聚、抗氧化作用, 抑制肿瘤生长的特性, PPG类化

合物在肿瘤中可抑制端粒酶活性, 诱导细胞凋亡. 
我们的实验不仅证实PPG对LoVo/Adr细胞具有致

凋亡作用, 而且证实了PPG可降低了ADR对LoVo/
Adr细胞的IC50值, 具有逆转耐药的特性, 其逆转倍

数为9.93, 提示PPG可能是通过促凋亡途径逆转耐

药性的. PPG是通过什么途径诱导凋亡的呢? 
目前认为化疗药物可以通过以下5种途径介

导细胞凋亡[1,30-31]: (1)依赖p53介导; (2)Bcl-2介导; 
(3)依赖Fas/FasL途径; (4)经神经酰胺介导; (5)经
Caspase-3蛋白介导. 在本实验中, 我们通过测定

Caspase-3作用于其底物后的产物pNA的含量来

分析Caspase-3活性的变化. 结果显示, LoVo/Adr细
胞经PPG作用后, Caspase-3活性显著增加, 而同时

加入Caspase-3活性抑制剂后, Caspase-3活性又明

显下降, 表明PPG通过Caspase途径促进了LoVo/

ADR细胞的凋亡. 国外学者[32-35]通过对P-gp与细

胞凋亡的关系进行深入研究, 提出P-gp除传统的

药泵功能外, 他还对Caspase依赖的途径具有保

护作用. 可能的机制为: (1)ATP是激活Caspase-3
的重要成分, P-gp通过改变细胞内ATP水平影响

细胞凋亡; (2)能使细胞内碱化, 能够诱导一种新

的Na+和Cl-依赖跨膜H+转运, 导致细胞内pH增

加, 这样使得Caspase处于失活状态, 从而起到保

护作用. 本实验LoVo/Adr细胞中存在P-gp耐药途

径[8], 我们推测PPG可能抑制了P-gp磷酸化程度, 
减弱了对Caspase依赖的途径具的保护作用, 激活

了Caspase-3活性, 从而促进LoVo/Adr细胞的凋亡, 
逆转了耐药. 以上推测需今后研究进一步证实.

总之, 本研究表明: PPG对耐药LoVo/Adr细
胞具有逆转耐药作用, 通过Caspase-3途径诱导

凋亡可能为其逆转耐药的机制之一. 
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表  2  PPG致LoVo/Adr细胞凋亡及坏死的比较 (n  = 3, 
mean±SD, ％)

     
		         凋亡                               坏死

空白对照组	   1.67±0.21                 1.58±0.23

实验组		  16.34±0.58b                7.45±0.45b

阳性对照组	   1.78±0.25                 1.84±0.27

bP<0.01 vs  对照组.

图  2  LoVo/Adr细胞流式散点图. A: 空白对照组; B: 实验组; C: 阳性对照组.
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性, 而且对其他结
构和作用机制不
同的药物也产生
抗药性. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of argon-helium 
(Ar-He) cryoablation on cell apoptosis and T-cell 
immunity in rats subcutaneously implanted 
with breast cancer cells.

METHODS: Forty-five healthy male Sprague-
Dawley rats were randomly divided  into three 
groups: normal control group, cancer control 
group and cryoablation group. A xenograft rat 
model of breast cancer was established by sub-
cutaneous injection of breast cancer cells (W-256) 

into Sprague-Dawley rats. After argon-helium 
cryoablation, cell necrosis was observed under 
light microscopy, cell apoptosis in peripheral 
cryoablation zone was detected by terminal de-
oxynucleotidyl transferase-mediated dUTP in 
situ nick end labeling (TUNEL), and the prolif-
eration of cytotoxic T lymphocytes was investi-
gated using mixed lymphocyte reaction assay. 

RESULTS: In central cryoablation zone, necrosis 
dominated in cell death. In peripheral cryoabla-
tion zone, cell apoptosis was definitely observed 
by morphological examination under light 
microscopy or TUNEL staining. The apoptosis 
reached the peak at 12 h after cryoablation, with 
an apoptosis rate of (68.28 ± 7.85)%. Cryoabla-
tion could effectively activate the proliferation of 
cytotoxic T lymphocytes. The proliferation rate 
of cytotoxic T lymphocytes in the cryoablation 
group was significantly higher than that in the 
cancer control group (P < 0.01). 

CONCLUSION: Argon-helium cryoablation can 
effectively cause cell death either through in-
ducing necrosis or apoptosis. Cryoablation may 
induce cell apoptosis in peripheral cryoablation 
zone. Besides, cryosurgery can effectively acti-
vate tumor antigen-specific T lymphocytes and 
improve T cell-mediated immunity. 

Key Words: Ar-He cryoblation; T-cell immunity; Ap-
optosis; Implanted breast cancer

Liu JG, Guan HZ, Ge CL, Zhang JR. Effect of argon-
helium cryoablation on cell apoptosis and T-cell 
immunity in rats subcutaneously implanted with breast 
cancer cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 
2362-2366

摘要
目的: 研究氩氦刀冷冻消融对SD大鼠皮下移
植瘤细胞凋亡及T细胞免疫的影响, 评价氩氦
刀冷冻治疗对大鼠免疫功能的影响.

方法: 将45只大鼠随机分成3组: 正常对照组, 
荷瘤对照组, 冷冻治疗组, 每组15只. 建立SD

®

■背景资料
氩氦刀是一种新
型的通过超低温
冷冻治疗肿瘤的
微创手术操作系
统, 关于其对机体
免疫功能的影响
研究较少, 对其上
调机体免疫功能
的机制尚未阐明.
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王蒙, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科



刘建刚, 等. 氩氦冷冻对SD大鼠皮下移植瘤细胞凋亡及T细胞免疫的影响           		                                        2363

www.wjgnet.com

大鼠皮下移植瘤动物模型. 冷冻治疗组: 消融
冷冻治疗3-5 min, 复温时间30 s. 荷瘤对照组: 
将氩氦刀置入肿瘤3 min, 而不予冷冻治疗. 正
常对照组: 正常饲养. 分别于冷冻后3, 12, 24 h
和3, 7 d时处死动物, 取材. 光学显微镜观察冷
冻坏死消融规律; 末端标记法(TUNEL)原位检
测周边冷冻损伤区带细胞凋亡和检测特异性
细胞毒性T淋巴细胞的增殖. 

结果:  在冷冻中心区 ,  细胞死亡以坏死为
主, 在周边冷冻损伤区, 光镜形态学检查及
TUNEL染色可观察到明确的细胞凋亡, 术后
12 h凋亡达高峰, 凋亡率为68.28%±7.85%. 氩
氦刀治疗后可显著刺激特异性T淋巴细胞增
殖, 与对照组比较具有显著性差异(P <0.01). 

结论: 氩氦刀通过坏死和凋亡两种途径达到
有效的消融, 并且可有效激活小鼠肿瘤抗原特
异性的T细胞, 氩氦冷冻有效地诱发和增强机
体的抗肿瘤免疫效应. 

关键词: 氩氦冷冻消融; T细胞免疫; 凋亡; 种植性乳
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0  引言

氩氦刀冷冻治疗是目前治疗恶性肿瘤的有效

方法之一, 因具有安全、有效、微创、不良反

应小等特点, 已成为一种令人关注的肿瘤微创

治疗技术. 目前已经应用于前列腺癌、肺癌、

肝癌等多种实体瘤的治疗[1-2]. 肿瘤的发生、发

展、转移是与机体免疫功能密切相关的过程, 
目前的资料显示对氩氦冷冻对机体免疫功能的

影响的研究较少. 我们通过实验观察氩氦刀冷

冻消融治疗对SD大鼠皮下移植瘤组织坏死和细

胞凋亡的影响以及检测特异性细胞毒性T淋巴

细胞的增殖, 以进一步探讨氩氦刀冷冻消融治

疗肿瘤的免疫效应, 为临床应用提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠45只, ♂, 月龄2-3 mo, 体质量

200±10 g, 华中科技大学同济医学院实验动物

中心提供. 胸腺嘧啶核苷, 丝裂霉素C, 3H-TdR, 
TUNEL原位免疫组织化学试剂盒, β液闪计数仪

为美国Beckman公司产品. 氩氦靶向冷冻治疗系

统-氩氦刀为美国Endocare公司生产.

1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 将45只大鼠随机分成3组: 荷
瘤对照组(A组), 冷冻治疗组(B组), 正常对照组

(C组), 每组15只. 另取2只大鼠作为种鼠, 建立腹

水模型. 待腹水生成后乙醚麻醉待接种大鼠, 取
右后腿外侧新洁尔灭配消毒皮下注射腹水, 用1 
mL注射器抽取腹水, 每个注射点用0.4 mL, 含肿

瘤细胞数约4×107个. 接种30只大鼠, 隔天测量

肿瘤大小, 得出体积平均值. 2 wk后, 游标卡尺测

量肿瘤体积平均为3.5 cm3. 同时将15只大鼠皮

下接种生理盐水作为对照组. 
1.2.2 处理大鼠: 10%水合氯醛腹腔麻醉(0.25 
mL/100 g)后分别予以处理. 冷冻治疗组: 将荷瘤

大鼠肿瘤处被毛剪除, 置于金属托盘内, 将肿瘤

处酒精消毒, 直视下将消融针插入肿瘤组织内, 
冷冻时间3-5 min, 复温时间30 s. 荷瘤对照组:将
氩氦刀置入肿瘤3 min, 而不予冷冻治疗. 正常对

照组:正常饲养. 
1.2.3 取材: 分别于冷冻后3, 12, 24 h和3, 7 d时处

死动物, 取材. 每组各时间点各处死小鼠3只, 完
整剥离肿瘤组织.
1.2.4 细胞毒性T淋巴细胞(Tc)的增殖反应: 大
鼠处死后取脾脏, 制备单细胞悬液, 制备尼龙毛

柱. 1×108细胞重悬于2 mL RPMI 1640培养基

中, 细胞悬液过尼龙毛柱, 获取T淋巴细胞. 苔盼

蓝染色检测活细胞比例. 调节T淋巴细胞为5×
109/L. 将分离的肿瘤坏死组织制作成匀浆, 用
RPMI 1640培养基10 000、1000、100、10、1
倍稀释后加入96孔板中, 使T淋巴细胞与抗原

混合, 静置培养3 d. 混合培养结束前, 加入稀释

的3H-TdR, 每孔实际放射比活度为1 μCi, 培养

12 h后PBS液冲洗培养孔收集细胞, 滤纸点样, 
10%三氯乙酸、无水乙醇洗涤、固定. 滤纸片

60℃烘干后放入盛有闪烁记数液的计数瓶中, 
Beckman液闪记数仪测CPM值. 以空白T细胞孔

及空白DMEM培养基孔分别对照检测. 每组实

验重复3次. 
统计学处理 所有数据均采用应用SPSS12.0

统计软件进行分析. 以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 肿瘤坏死组织病理变化 氩氦刀冷冻消融治

疗SD大鼠皮下移植瘤, 冷冻后病灶局部可见3个
比较明显的分区(图1A): 冷冻区中心(围绕氩氦

刀探头插入处)细胞完全坏死崩解, 核碎裂, 呈凝

固性坏死; 坏死区域周边出现明显的损伤区带, 

■相关报道
目前对于氩氦刀
的研究多数集中
于其局部消融时
间、范围和效果
等 领 域 ,  对 于 其
对免疫功能的影
响的研究未能深
入. 李泳群 et al研
究肺癌细胞体外
冷冻消融后的冻
融组织能够上调
IL-2的表达和活
化单个核细胞的
杀伤活性. 

■研发前沿
氩 氦 冷 冻 增 强
TCL细胞的杀伤
功能的机制尚不
清楚, 涉及肿瘤抗
原的刺激以及相
关细胞因子的共
同作用, 其中冻融
肿瘤抗原的刺激
可能起了决定性
作用. 
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其中仍可见部分癌细胞, 但细胞皱缩, 核浓集, 
染色质固缩, 呈典型的凋亡细胞特征. 局部血管

充血、栓塞、渗出(图1B); 外围则是未受损的肿

瘤细胞, 形态正常. 
2.2 细胞凋亡 对SD大鼠皮下移植瘤实施局部冷

冻后, TUNEL染色结果显示, 凋亡细胞主要集中

分布在冰球周围损伤区带, 细胞出现了凋亡特有

的形态学变化: 表现为细胞核着棕黄色, 核固缩, 
染色质浓缩, 部分细胞已经破碎溶解(图2), 荷瘤

对照组肿瘤组织中少量凋亡细胞散在分布. 与
荷瘤对照组相比, 冷冻组各时间点凋亡细胞阳

性率均显著增高(增高(高(P <0.05, 表1). 冷冻组凋亡细

胞于术后3 h即开始增多, 术后12 h凋亡达高峰

68.28%±7.85%. 
2.3 冷冻术后特异性T淋巴细胞增殖 以正常对照

组小鼠为对照, 荷瘤对照组小鼠接种肿瘤后, 肿
瘤相关抗原浓度较高时可诱发特异性T淋巴细

胞增殖; 冷冻组荷瘤小鼠经氩氦刀冻融瘤体后, 
在肿瘤相关抗原稀释10 000倍时, 还可以诱发抗

原特异性的T淋巴细胞增殖反应, 较荷瘤对照组

更强(图3). 

3  讨论

氩氦靶向肿瘤治疗技术是FDA于1998年批准, 
欧盟CE认证的一项代表2l世纪科学技术发展水

平的肿瘤微创外科治疗系统(endocare cryocare 
TM surgical system), 简称氩氦刀. 由于操作安

全、禁忌证少、出血少、组织反应轻、不良反

应少等优点, 目前氩氦刀在肿瘤的治疗中得到

越来越广泛的应用. 是继射频, 微波, 激光, 超声

波聚集, γ-射线, 中子射线之后又一新的肿瘤局

部消融治疗手段[1]. 治疗时, 氩氦刀冷冻冰球中

心的温度可达-125℃左右, 可致细胞完全坏死消

融. 但随着距探头中心距离的增加, 温度逐渐回

升[3], 冰球周围癌细胞并未坏死, 而表现为一个

冷冻损伤区带. 研究氩氦刀对该区域组织细胞

表  1  TUNEL凋亡细胞阳性率 (%)

     
分组                        	           3 h		           12 h		         24 h                 	          3 d	                             7 d

荷瘤对照组	   8.34±3.78	 10.43±4.12	   9.52±2.37	 11.02±3.90	 10.73±3.07

冷冻治疗组	 43.12±5.67a	6 8.28±7.85a	6 0.71±6.22a	 52.33±4.54a	3 8.25±6.34a

aP<0.05 vs  荷瘤对照组.

图  1  冷冻治疗后冰球边缘组织病理变化. A: 病灶局部(HE×40); B: 病灶局部(HE×100).

A B

图  2  冷冻术后TUNEL染色检测细胞凋亡(×400).

■创新盘点
该研究以氩氦刀
冷冻消融SD大鼠
皮下移植瘤, 观察
其对细胞凋亡及
T 细 胞 免 疫 的 影
响. 得出氩氦冷冻
可有效激活小鼠
肿瘤抗原特异性
的T细胞, 有效地
诱发和增强机体
的抗肿瘤免疫效
应结论. 

图  3  冷冻术后肿瘤相关抗原诱导特异性T淋巴细胞增殖.
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的影响, 对于手术靶区设计及解决术后残留问

题, 具有重要的临床意义. 
本实验的研究结果显示, 皮下移植瘤经氩氦

刀冷冻消融后, 在冷冻中心区域, 肿瘤组织消融

比较完全, 细胞完全坏死崩解, 核碎裂, 呈凝固性

坏死. 在坏死区域周边出现明显的损伤区带, 其
中仍可见部分癌细胞, 但细胞皱缩, 染色质固缩, 
呈典型的凋亡细胞特征. 并且在冷冻后相当长的

时间内, 冷冻损伤区带细胞仍存在较高的凋亡

率. 这与国外实验结果一致[4-14]. 提示可能由于坏

死和低氧血症等共同诱导的继发炎症反应, 构成

了冷冻后的延迟效应, 也可以诱导细胞凋亡, 其
凋亡机制可能亦参与了冷冻所致的细胞损伤. 国
内亦有研究[15]表明在冷冻后冰球周边损伤区带

组织可观察到caspase-3剪切, 这提示我们在氩氦

冷冻消融治疗后, 有必要联合放、化疗等治疗手

段, 以进一步促进冷冻周边损伤区带细胞凋亡, 
进而提高冷冻治疗的效果. 

氩氦刀治疗是利用超低温快速冷冻、解冻

过程, 破坏细胞膜, 引起局部肿瘤细胞破坏, 反复

冻融可以使肿瘤抗原持续缓慢释放入血, 理论上

可以有效诱发肿瘤特异性免疫反应[16-19]. Tc淋巴

细胞激活是抗肿瘤免疫的效应阶段. Tc亚群在体

内以非活化的前体细胞(pTc)形式存在, 在经过抗

原激活及辅助性T细胞(CD4+, Th)协同作用下分

化发育为效应Tc细胞后通过双信号途径发挥细

胞毒性, 起到杀灭肿瘤细胞的作用. 细胞毒T淋细

胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)细胞的杀瘤活性

明显升高机制可能有二: 一方面是冻融细胞内抗

原释放被CTL识别, 刺激CTL特异性的杀瘤活性

有关; 另一方面, 以往的实验表明冻融的肿瘤细

胞能诱导单个核细胞高表达IL-12, IL-12可以有

效激活NK细胞活性, 促使CD4+ T细胞向Th1亚群

分化, 并刺激CTL成熟, 上调CTL的活性[20-27]. 本
研究证明氩氦冷冻具有对肿瘤相关抗原特异性

细胞毒性T细胞的激活、增殖作用, 氩氦刀治疗

后肿瘤相关抗原的持续释放, 可有效诱发、增强

机体的抗肿瘤免疫, 如果和CIK过继免疫治疗、

树突状疫苗等免疫治疗方法联合应用, 将会在中

晚期肿瘤的临床治疗方面开辟新的局面, 缓解患

者痛苦, 提高生活质量, 减少肿瘤复发. 
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Abstract
AIM: To investigate the pathological features 
and hereditary susceptibility of 1259 patients 
with esophageal cancer in a high incidence area 
around Taihang mountain in China.

METHODS: A total of 1259 esophageal cancer 
patients who came from Linzhou and the sur-
rounding area and were hospitalized at Linzhou 
Central Hospital and Anyang Tumor Hospital 
were investigated retrospectively. All patients 
were endoscopically and histologically diagnosed 
as esophageal cancer at first hospitalization. 
The family history of malignant tumors, age at 
diagnosis, tumor site, clinicopathological type, 
histological type, differentiation degree and TNM 
stage were investigated retrospectively.

RESULTS: The age at diagnosis in these patients 
obeyed the normal distribution. The mean age at 
diagnosis was 59.82 ± 8.17 years. Of all esopha-
geal cancer patients included, 32.0% (403/1259) 
had two or more family members with esopha-
geal cancer or gastric cardiac cancer, 38.6% 
(486/1259) had two or more family members 
with malignant tumors, 3.9% (49/1259) had two 
parents with esophageal cancer, gastric cardiac 
cancer or gastric cancer; 8.01% (102/1259) had 
at least three relatives with esophageal cancer or 
other malignant tumors in two successive gen-
erations, 6.0% (76/1259) had at least three rela-
tives with esophageal cancer in two successive 
generations. The middle part of the esophagus 
was most frequently affected, followed by the 
upper and lower parts of the esophagus. Tumor 
site was significantly correlated with the age at 
diagnosis (P < 0.001). Esophageal cancer at the 
middle and upper esophagus often occurred in 
the groups of patients having an age at diag-
nosis ≤40, 50-60 and 60-70 years. The majority 
of patients suffered from middle- or late-stage 
esophageal cancer, especially those whose par-
ents or spouse had malignant tumors (P < 0.05). 
Esophageal squamous cell carcinoma was diag-
nosed in 96% (1202/1250) of patients.

CONCLUSION: Hereditary susceptibility to 
malignant tumors (mainly esophageal cancer) is 
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■背景资料
我国恶性肿瘤的
发病率和死亡率
呈明显上升趋势, 
已成为城乡居民
的首要死因, 而消
化系恶性肿瘤发
病率则最高, 约占
所有恶性肿瘤的
60%-70%. 近年来
我国食管癌的发
病率和死亡率虽
有所下降, 但仍居
恶性肿瘤的第4位. 
林州市及其周边
地区为世界上食
管癌发病率与死
亡率最高的地区.
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currently the main cause for high incidence of 
esophageal cancer in Linzhou and the surround-
ing area. The middle part of the esophagus is 
most frequently affected, followed by the upper 
part of the esophagus. Tumor site is significantly 
correlated with the age at diagnosis in esopha-
geal cancer patients.

Key Words: Esophageal cancer; Hereditary suscep-
tibility; Pathology; Clinical

Li XM, Zhao ZM, Chang TM, Zhang YZ, Zhou FY, Wang 
JP, Wang LD, Chang FB, Guo T, Kong GQ, Zhang LQ, 
Hou XH. Clinicopathological features and hereditary 
susceptibility of patients with esophageal cancer in a high 
incidence area in China: an analysis of 1259 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2367-2373

摘要
目的: 探讨太行山区林州市及其周边食管癌
高发区食管癌患者近年来临床病理特点的变
化及遗传易感性. 

方法: 2006-10/2008-12于安阳市肿瘤医院和林
州市中心医院住院治疗的食管癌患者1259例, 
来自林州市及其周边食管癌高发地区, 诊断年
龄为33-84岁, 所有患者均为首次住院和首次
经内镜检查诊断并经组织学检查确诊病例. 回
顾分析食管癌患者的肿瘤家族史、食管癌诊
断年龄、肿瘤发生部位、临床病理类型、组
织学类型及分化程度、TNM分期等内容. 

结果: 食管癌患者的诊断年龄服从正态分
布, 平均诊断年龄为59.82±8.17岁; 家族中
具有2个或2个以上食管癌或贲门癌的患者
占32.0%(403/1259); 家族中具有2个或2个以
上成员患 (包括患者本人 )恶性肿瘤的患者
占38.6%(486/1259), 父母均患食管癌或贲门
癌、胃癌者占3.9%(49/1259), 家族中累及2代
且至少有3个成员患食管癌或其他恶性肿瘤
的患者占8.01%(102/1259), 家族中累及2代
且至少有3个成员(包括患者本人)患食管癌
患者占6.0%(76/1259); 食管癌最常发生的部
位是中段, 其次为上段、下段, 发生部位与患
者的诊断年龄密切相关(P <0.001), ≤40岁、

-60岁和-70岁等组的患者以中段与上段多见; 
中晚期食管癌患者多见, 爱人或父母未患恶
性肿瘤的患者中晚期较多(P <0.05); 鳞癌占
96.2%(1202/1250).

结论: 恶性肿瘤尤其是食管癌遗传易感性可
能是目前林州市及其周边食管癌高发区食管
癌高发的主要原因; 食管癌最常发生的部位
是食管中段, 其次为上段; 食管癌的发生部位
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与患者的发病年龄密切相关.
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0  引言

流行病学调查显示, 我国恶性肿瘤的发病率和

死亡率呈明显上升趋势, 已成为我国城乡居民

的首要死因, 而消化系恶性肿瘤发病率则最高, 
约占所有恶性肿瘤的60%-70%[1]. 近年来我国食

管癌的发病率和死亡率虽有所下降, 但仍居我

国恶性肿瘤的第4位[1]. 本研究通过回顾性调查

林州市及其周边食管癌高发地区1259例食管癌

患者, 分析食管癌的临床病理特征、遗传易感

性及其相关性, 为进一步制定食管癌综合防治

措施提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-10/2008-12于安阳市肿瘤医院和

林州市中心医院住院治疗的食管癌患者1259例. 
患者来自于林州市及其周边食管癌高发地区, 
其中男765例, 女494例; 男女比为1.55∶1, 诊断

年龄为33-84岁, 所有患者均为首次住院和首次

经内镜检查诊断并经组织学检查确诊病例.
1.2 方法 
1.2.1 调查内容: 包括患者来源地域(城镇、乡

村)、检查时间、年龄(确诊年龄)、性别、主

诉、临床表现、症状持续时间、确诊方式与确

诊时间、个人史、家族史、肿瘤发生部位、临

床病理类型、组织学类型及分化程度、TNM分

期等内容. 
1.2.2 临床病理分型标准: 根据临床、X线及内

镜下表现, 将食管癌分为早期食管癌和中晚期

食管癌. 早期食管癌分为隐伏型、糜烂型、斑

块型和乳头型; 中晚期食管癌分为髓质型、覃

伞型、溃疡型、缩窄型和腔内型[2]. 
1.2.3 组织学类型: 分为鳞癌、腺癌、腺鳞癌、

未分化癌(包括大细胞癌、小细胞癌、类癌)和
其他类型(包括肉瘤、淋巴瘤、癌肉瘤、恶性

黑色素瘤等); 根据分化程度分为高分化、中分

化、低分化及未分化等4种[2]. 
1.2.4 恶性肿瘤遗传易感性的定义: 如患者家族

内有2个或更多个一级和/或二级亲属(包括患者
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■研发前沿
太行山区尤其是
林州市及其周边
地区食管癌为世
界上食管癌发病
率最高的地区, 经
过40余年的综合
防治, 该地区食管
癌的发病率明显
下降, 但仍远远高
于国内其他地区.
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本人)患食管癌, 则定义为具有食管癌遗传易感

性; 如患者家族内除患者外, 至少有1个或更多

个一级和/或二级亲属(包括患者本人)患恶性肿

瘤(包括食管癌), 则定义为具有恶性肿瘤遗传易

感性. 
1.2.5 年龄分组: 根据患者诊断食管癌时的年龄, 
将食管癌患者分为≤40岁、-50岁、-60岁、-70
岁、-80岁、≥81岁6组.

统计学处理 采用SPSS14.0统计软件包对资

料进行描述性分析, 相关性检验采用χ2检验, 显
著性水准为α = 0.05; 计量资料的正态性检验采

用动差法, 显著性水准α = 0.20, 分布曲线的偏度

与峰度均为P >0.05时可认为资料服从正态分布.

2  结果

2.1 诊断年龄分布 1259例食管癌患者的食管癌

诊断年龄呈正态分布曲线(偏度系数与峰度系

数检验时均为P >0.05)(图1), 食管癌患者的平

均诊断年龄为59.82±8.17岁, 中位诊断年龄为

59.63岁, 年龄范围为33-84岁. ≤40岁、-50岁、

-60岁、-70岁、-80岁、>80岁年龄组的食管癌

患者分布占0.9%(11/1259)、11.4%(143/1259)、
43.3%(545/1259)、34.2%(431/1259)、10.2% 
(128/1259)、0.1%(1/1259). 男性患者平均诊断年

龄59.26±8.37岁, 女性患者平均诊断年龄60.21±
7.86岁, 男性患者食管癌的诊断年龄较女性患者

早(t  = -1.77, P  = 0.077).
2 .2  食管癌患者的恶性肿瘤家族史  1259例
食管癌患者中 ,  家族中具有2个或2个以上

(包括患者本人 )食管癌或贲门癌的患者占

32.0%(403/1259); 家族中具有2个或2个以上成

员患(包括患者本人)恶性肿瘤的患者占38.6% 
(486/1259), 患者家属所发生的恶性肿瘤为食管

癌、贲门癌、胃癌、结直肠癌、子宫内膜癌、

肺癌、咽喉癌、肝癌、脑部恶性肿瘤、肾癌、

淋巴瘤、扁桃腺癌、皮肤癌、恶性淋巴瘤、

乳腺癌、骨恶性肿瘤等多个部位. 患者夫妻或

父母均患恶性肿瘤的患者占4.2%(53/1259), 并
且均为食管癌或贲门癌、胃癌 ;  其中父母均

患食管癌或贲门癌、胃癌者占3.9%(49/1259). 
家族中累及2代且至少有3个成员 (包括患者

本人 )患食管癌或其他恶性肿瘤的患者占

8.01%(102/1259), 其他恶性肿瘤多数为胃癌和

贲门癌; 家族中累及2代且至少有3个成员(包括

患者本人)患食管癌患者占6.0%(76/1259). 
2.3 恶性肿瘤家族史与食管癌诊断年龄的相关

性 1259例食管癌患者, 具有恶性肿瘤家族史的

食管癌患者平均诊断年龄为59.47±8.01岁, 无
恶性肿瘤家族史的食管癌患者平均诊断年龄

为60.03±8.27岁, 两者的差异无统计学意义(t  = 
1.201, P  = 0.230); 具有食管贲门癌家族史的食管

癌患者平均诊断年龄为59.48±8.16岁, 其他食

管癌患者平均诊断年龄为59.97±8.18岁, 两者

的差异无统计学意义(t  = 0.989, P  = 0.323); 家族

中累及2代且至少有3个成员(包括患者本人)患
食管癌或其他恶性肿瘤的患者平均诊断年龄为

60.98±7.68岁, 其他食管癌患者平均诊断年龄

为59.71±8.21岁, 两者的差异无统计学意义(t  = 
-1.502, P  = 0.133); 家族中累及2代且至少有3个
成员(包括患者本人)患食管癌的患者平均诊断

年龄为62.05±7.85岁, 其他食管癌患者平均诊

断年龄为59.67±8.17岁, 两者的差异无统计学

意义(t  = -1.502, P  = 0.133); 患者夫妻或父母均患

恶性肿瘤的食管癌患者平均诊断年龄为60.98±
7.85岁, 其他食管癌患者平均诊断年龄为59.78
±8.19岁, 两者的差异无统计学意义(t  = -1.049, 
P  = 0.294). 
2.4 食管癌患者的肿瘤发生部位情况及与诊断年

龄、恶性肿瘤家族史的相关性 1259例食管癌患

者中, 肿瘤发生部位明确的患者共有970例, 不同

年龄组的食管癌患者肿瘤发生部位情况如表1所
示, 肿瘤的发生部位与患者的诊断年龄密切相关

(P <0.001), ≤40岁、-60岁和-70岁等组的患者以

中段与上段多见, 而-50岁组和-80岁组则以中段

和下段常见. 食管癌的发生部位, 与患者是否具

有恶性肿瘤家族史、是否具有食管癌贲门癌家

族史、家族中是否累及2代且至少有3个成员(包
括患者本人)患食管癌或其他恶性肿瘤、与家族

中是否累及2代且至少有3个成员(包括患者本人)
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图  1  食管癌患者诊断年龄的分布.
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患食管癌、患者爱人或父母是否均患恶性肿瘤

等因素均无明显的相关性(均P>0.05).
2.5 食管癌患者的大体病理类型及与诊断年

龄、恶性肿瘤家族史的相关性 1259例食管癌

患者中, 1218例具有明确的大体病理类型(表2), 
其中早期食管癌患者占10.3%(125/1218), 中晚

期食管癌患者占89.7%(1093/1218). 食管癌患者

为早期或中晚期与患者的诊断年龄没有明显的

相关性(P >0.05); 与患者是否具有恶性肿瘤家族

史、是否具有食管癌贲门癌家族史、家族中是

否累及2代且至少有3个成员(包括患者本人)患
食管癌或其他恶性肿瘤、与家族中是否累及2
代且至少有3个成员(包括患者本人)患食管癌等

均无明显的相关性(均P >0.05); 但与患者爱人或

父母是否均患恶性肿瘤具有明显的相关性(χ2 = 
4.46, P  = 0.035), 爱人或父母未患恶性肿瘤的患

者中晚期较多.
2.6 食管癌患者的病理组织学类型及与诊断年

龄、恶性肿瘤家族史的相关性 1259例食管癌

患者中, 1250例具有明确的病理组织学类型(表
3), 患者的诊断年龄与组织学类型无明显的相关

性(P >0.05). 食管癌患者的病理组织学类型与患

者是否具有恶性肿瘤家族史、是否具有食管癌

贲门癌家族史、家族中是否累及2代且至少有3

个成员(包括患者本人)患食管癌或其他恶性肿

瘤、与家族中是否累及2代且至少有3个成员(包
括患者本人)患食管癌、患者爱人或父母是否均

患恶性肿瘤等均无明显的相关性(均P >0.05).
2.7 食管癌患者的肿瘤分化程度及与诊断年

龄、恶性肿瘤家族史的相关性 1259例食管癌患

者中, 1227例患者具有明确的病理组织分化程

度(表4), 诊断年龄与食管癌患者的肿瘤分化程

度无明显的相关性(P >0.05). 食管癌患者的肿瘤

分化程度与患者是否具有恶性肿瘤家族史、是

否具有食管癌贲门癌家族史、家族中是否累及

2代且至少有3个成员(包括患者本人)患食管癌

或其他恶性肿瘤、与家族中是否累及2代且至

少有3个成员(包括患者本人)患食管癌、患者爱

人或父母是否均患恶性肿瘤等均无明显的相关

性(均P >0.05).
2.8 不同年龄组的食管癌患者TNM分期情况及

与诊断年龄、恶性肿瘤家族史的相关性 1259例
食管癌患者中, 有明确TNM分期者1234例. 各年

龄组食管癌患者的TNM分期情况如表5所示, Ⅱ
期-Ⅳ期的患者约占93%(1156/1243). 食管癌患

者的TNM分期与患者的诊断年龄没有明显的相

关性(P >0.05). 食管癌患者的TNM分期与患者是

否具有恶性肿瘤家族史(χ2 = 6.76, P  = 0.149)、

表  1  不同年龄组的食管癌患者肿瘤发生部位 n (%)

     
年龄(岁)	       上段	                中段	         下段	                 上中段	         中下段	 双源癌	              合计

≤40	    4(40.0)               4(40.0)               1(10.0)               0(0.0)               1(10.0)               0(0.0)               10(100.0)

-50	  13(11.6)             82(73.2)             17(15.2)               0(0.0)               0(0.0)                 0(0.0)             112(100.0)

-60	  90(21.1)           265(62.1)             59(13.8)               6(1.4)               2(0.5)                 5(1.2)             427(100.0)

-70	  49(15.2)           230(71.2)             41(12.7)               1(0.3)               2(0.6)                 0(0.0)             323(100.0)

-80	    8(8.2)               69(70.4)             19(19.4)               0(0.0)               1(1.0)                 1(1.0)               98(100.0)

>80	    0(0.0)                 0(0.0)                 0(0.0)                 0(0.0)               0(0.0)                 0(0.0)                 0(0.0)

χ2 = 92.05, P<0.001.

表  2  不同年龄组的食管癌患者大体病理类型 n (%)

     
年龄(岁)	 隐伏型	   糜烂型        斑块型       乳头型      髓质型         覃伞型      溃疡型       缩窄型        腔内型          合计

≤40	  0(0.0)        2(18.2)        1(9.1)        0(0.0)        6(54.5)        0(0.0)        1(9.1)        1(9.1)        0(0.0)      11(100.0)

-50	  0(0.0)        8(5.5)          0(0.0)        0(0.0)      83(56.8)        1(0.7)      49(33.6)      5(3.4)        0(0.0)    146(100.0)

-60	  9(1.7)      34(6.4)        14(2.6)        2(0.4)    256(47.9)      42(7.9)    149(27.9)    22(4.1)        7(1.3)    535(100.0)

-70	  1(0.2)      28(6.8)        14(3.4)        1(0.2)    206(49.8)      22(5.3)    121(29.2)    14(3.4)        7(1.7)    414(100.0)

-80	  1(0.7)        9(6.4)          1(0.7)        0(0.0)      80(56.7)        7(5.0)      37(26.2)      3(2.1)        3(2.1)    141(100.0)

>80	  0(0.0)        0(0.0)          0(0.0)        0(0.0)        0(0.0)          0(0.0)        0(0.0)        0(0.0)        0(0.0)        0(0.0)

χ2 = 6.95, P<0.139.

■创新盘点
本��回顾性调
查林州市及其周
边食管癌高发地
区1259例食管癌
患 者 ,  分 析 食 管
癌的临床病理特
征、遗传易感性
及其相关性.
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是否具有食管癌贲门癌家族史(χ2 = 9.34, P  = 
0.053)、家族中是否累及2代且至少有3个成员

(包括患者本人)患食管癌或其他恶性肿瘤(χ2 = 
8.78, P  = 0.067)、与家族中是否累及2代且至少

有3个成员(包括患者本人)患食管癌(χ2 = 3.22, P  
= 0.522)等均无明显的相关性; 但与患者爱人或

父母是否均患恶性肿瘤具有明显的相关性(χ2 = 
13.34, P  = 0.010), 爱人或父母均患恶性肿瘤的患

者早、中期食管癌常见.

3  讨论

我国林州市及其周边地区为世界上食管癌发病

率和死亡率最高的地区. 自1972年在林州市及

其周边地区开始进行防霉、去胺、改变不良饮

食习惯、改造有害生活环境、改良饮食营养卫

生等综合性预防措施以来, 食管癌的发病率和

死亡率均明显降低,  2002年调查显示食管癌的

发病率(56.57/10万)较1972年(162.7/10万)下降

了106.13/10万[3], 但仍为目前太行山一带主要的

恶性肿瘤. 由于目前采用的综合预防措施, 仅能

降低由环境因素导致的散发性食管癌的发病率, 
无法降低由于遗传因素所致食管癌的发病率. 
本研究通过调查林州市及其周边食管癌高发区

的1259例初次就诊并手术治疗的食管癌患者, 
探讨近年来食管癌高发区食管癌患者临床病理

特点的变化及肿瘤遗传易感性对高发区食管癌

表  3  不同年龄组的食管癌患者组织学类型 n (%)

     
年龄(岁)		  鳞癌	            腺癌	 腺鳞癌	       未分化癌           其他类型	                合计

≤40	             11(100.0)               0(0.0)               0(0.0)               0(0.0)               0(0.0)                 11(100.0)

-50	           136(95.1)                 4(2.8)               0(0.0)               3(2.1)               0(0.0)               143(100.0)

-60	           524(96.7)                 8(1.5)               2(0.4)               8(1.5)               0(0.0)               542(100.0)

-70	           409(95.6)               10(2.3)               2(0.5)               6(1.4)               1(0.2)               428(100.0)

-80	           122(96.8)                 4(3.2)               0(0.0)               0(0.0)               0(0.0)               126(100.0)

>80	               0(0.0)                   0(0.0)               0(0.0)               0(0.0)               0(0.0)                   0(0.0)

χ2 = 8.11, P<0.946.

表  4  不同年龄组的食管癌患者肿瘤分化程度 n (%)

     
年龄(岁)		   高分化		  中分化	               低分化	               未分化	                 合计

≤40		    2(0.2)                      4(0.4)                      4(0.4)                     0(0.0)                     10(100.0)

-50		  11(8.0)                    87(63.5)                  39(28.5)                   0(0.0)                   137(100.0)

-60		  35(6.5)                  343(64.0)                155(28.9)                   3(0.6)                   536(100.0)

-70		  32(7.6)                  255(60.7)                132(31.4)                   1(0.2)                   420(100.0)

-80		  11(8.9)                    74(59.7)                  39(31.5)                   0(0.0)                   124(100.0)

>80		    0(0.0)                      0(0.0)                      0(0.0)                     0(0.0)                       0(0.0)

χ2 = 7.43, P<0.828.

表  5  不同年龄组的食管癌患者TNM分期 n (%)

     
年龄(岁)	       0期	           Ⅰ期               Ⅱa期                Ⅱb期	                Ⅲ期	     Ⅳ期	                合计

≤40	    0(0.0)             1(9.1)             5(45.5)             1(9.1)             4(36.4)             0(0.0)              11(100.0)

-50	    0(0.0)             4(2.8)           58(41.1)           18(12.8)         56(39.7)             6(4.3)            141(100.0)

-60	    0(0.0)           41(7.7)         221(41.5)           58(10.9)       204(38.3)             8(1.5)            532(100.0)

-70	    0(0.0)           26(6.1)         164(38.5)           43(10.1)       187(43.9)             6(1.4)            426(100.0)

-80	    0(0.0)             6(4.8)           49(39.5)           19(15.3)         49(39.5)             1(0.8)            124(100.0)

>80	    0(0.0)             0(0.0)             0(0.0)               0(0.0)             0(0.0)               0(0.0)                0(0.0)

χ2 = 14.3, P<0.58.

■应用要点
本��分析了近
年来林州市及其
周边食管癌高发
区食管癌患者的
临床病理特点变
化及恶性肿瘤尤
其是食管癌的遗
传 易 感 性 ,  为 进
一步��该地区
食管癌的发病机
制和制定防治措
施提供了初步的
线索.
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发病的影响. 
本组1259例食管癌患者的诊断年龄服从正

态分布, 平均诊断年龄为59.82岁, 中位诊断年

龄为59.63岁, 大多数患者的诊断年龄为50-70
岁, 而50岁以下和70岁以上的患者则较少. 男
性患者的诊断年龄(平均59.26岁)虽较女性患者

(60.21岁)早, 但差异无统计学意义(P >0.05). 提示

该地区食管癌患者可能来自于同一个总体, 发
病年龄具有一定的规律, 大部分患者在50-70岁
发病. 一般认为食管癌最常发生在食管中段, 其
次为下段, 而上段则较少. 本组患者食管癌最常

发生的部位是食管中段, 但其次为上段, 而下段

则较少, 并且食管癌的发生部位与患者的诊断

年龄密切相关, ≤40岁、-60岁和-70岁等组的患

者以中段与上段多见, 而-50岁组和-80岁组则以

中段和下段常见. 该地区食管癌好发部位的分

布明显不同于国内其他地区的研究. 与该地区

早期的研究相比较, 中段食管癌的构成比没有

明显的变化, 而上段食管癌的构成比明显升高, 
而下段食管癌所占的比例则明显下降[4]. 原因可

能与影响该地区食管癌发病的环境因素作用降

低, 遗传因素的影响增强有关. 进一步增加样本

含量, 将有助于阐明这一问题. 
食管癌患者的大体病理类型 ,  髓质型占

50.2%(611/1218), 其次为溃疡型(28.6%), 早期

食管癌仅占10.3%(125/1218). 96.0%(1202/1250)
的食管癌患者病理组织学类型为鳞癌 ,  其次

为腺癌(2.1%). 在癌组织的分化程度方面, 大
部分患者为中分化(占62.2%), 其次为低分化

(30.1%)和高分化(7.4%), 肿瘤的恶性程度普

遍较高 .  在T N M分期方面 ,  中期食管癌(Ⅱa
和Ⅱb)患者占51.5%(636/1234), 其中Ⅱa期患

者占40.3%(497/1243); 晚期(Ⅲ和Ⅳ期)患者

42.1%(520/1234), 而早期(0期和Ⅰ期)患者则较

少. 与国内对同一地区1975-1998年的研究资料

相比较[5], 本组资料中, 中、晚期食管癌所占的

比例虽然较前降低, 但仍处于较高的水平. 太行

山一带的食管癌高发区, 自1972年开展综合防

治措施以来, 食管癌的发病率和死亡率明显降

低, 人民的健康意识和早诊、早治意识均明显

提高, 但中晚期食管癌所占的比例并没有同步

降低, 仍占相当高的比例, 可能与我国的医疗卫

生政策有关, 随着我国基本医疗保障制度的进

一步推进和城乡居民就医费用负担的减轻, 将
有助于降低该地区中晚期食管癌所占的比例, 
进一步降低食管癌的死亡率. 

遗传易感性是指由于遗传因素的影响或由

于某种遗传缺陷、使其后代的生理代谢具有容

易发生某些疾病的特性. 在临床上, 食管癌的

遗传易感性是指在家族内有2个或更多个一级

和/或二级亲属(包括患者本人)患食管癌, 而恶

性肿瘤的遗传易感性则指家族内有2个或更多

个一级和/或二级亲属(包括患者本人)患恶性肿

瘤. 本组1259例食管癌患者中, 32.0%(403/1259)
的患者家族中具有2个或2个以上(包括患者本

人)食管癌或贲门癌患者, 38.6%(486/1259)的患

者家族中具有2个或2个以上(包括患者本人)恶
性肿瘤患者, 家族中累及2代且至少有3个(包括

患者本人)患食管癌或其他恶性肿瘤的患者占

8.01%(102/1259), 家族中累及2代且至少有3个
(包括患者本人)患食管癌患者占6.0%(76/1259). 
患者家属最常发生的恶性肿瘤是食管癌、贲门

癌、胃癌, 肝癌、子宫内膜癌、肺癌、乳腺癌

等亦非常常见. 肖郑生 et al [4]对林州市1172例食

管癌患者的调查显示30%的患者具有食管癌遗

传易感性. 本组具有家族史的食管癌患者所占

的比例高于王立东 et al [5]的报道, 可能是我国在

林州市及周边食管癌高发地区长期进行食管癌

综合防治措施, 导致散发性食管癌发病率进一

步降低, 且与具有遗传易感性的食管癌患者所

占比例相对增高有关. 
大量研究显示, 我国太行山区一带的食管

癌高发地区食管癌的发病是环境因素与遗传因

素相互作用的结果[5-13]. 该地区自1972年实行综

合性预防措施和积极宣传教育提高该地区群

众疾病预防意识以来, 食管癌的发患者数明显

减少, 有效地降低了环境因素对该地区食管癌

高发的影响, 使该地区食管癌的发病率下降了

106.13/10万. 随着环境因素对该地区食管癌发

病影响的大大降低, 遗传因素对食管癌发病的

影响愈来愈突出. 对于环境因素所导致的散发

性食管癌, 患者的发病风险随年龄的增大而增

大, 食管癌的发病年龄分布呈偏态分布, 但本组

患者食管癌的诊断年龄分布服从正态分布, 提
示环境因素对该地区食管癌高发的影响愈来愈

小, 而遗传因素是目前该地区食管癌高发的主

要原因. 本组患者中具有食管癌或恶性肿瘤家

族史者所占比例高达38.6%, 提示该地区人群普

遍具有恶性肿瘤尤其是食管癌遗传易感性. 在
历史上广东南澳岛来自河南、山西的移民在经

数百年后仍然保持很高的恶性肿瘤发病率, 该
地区食管癌、贲门癌的发病率和恶性肿瘤谱, 

■同行评价
本��资料详实, 
讨论重点突出, 对
于了解食管癌的
高发原因、指导
治 疗 ( 尤 其 是 当
地)具有重要的临
床意义及实用性.
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与太行山一带的食管癌高发区基本类似[14]. 本
研究结果和国内其他学者的研究提示, 太行山

一带食管癌高发区的人群普遍具有恶性肿瘤尤

其是食管癌遗传易感性, 导致该地区夫妻或父

母均患恶性肿瘤常见, 从而使后代保存更高的

恶性肿瘤发病率. 本组研究结果显示, 食管癌患

者的肿瘤发生部位、大体病理类型、组织学类

型、分化程度、TNM分期等与患者的诊断年

龄、食管癌贲门癌家族史、家族中是否累及2
代且至少有3个(包括患者本人)患食管癌或其他

恶性肿瘤、与家族中是否累及2代且至少有3个
(包括患者本人)患食管癌等均无明显的相关性, 
食管癌患者的恶性肿瘤家族史与患者的食管癌

诊断年龄间亦没有明显的相关性; 但食管癌患

者为早期或中晚期、TNM分期情况等则与患者

爱人或父母是否均患恶性肿瘤密切相关, 爱人

或父母均患恶性肿瘤者早、中期所占比例较高. 
由于本组爱人或父母均患恶性肿瘤的患者中, 
父母均患恶性肿瘤者占92.5%(49/53), 这部分患

者早、中期较多, 可能与该部分患者由于父母

均患恶性肿瘤, 疾病预防意识较高有关; 同时亦

提示遗传因素不仅与该地区人群恶性肿瘤高发

有关, 而且与恶性肿瘤患者的预后亦有关. 今后

针对该地区人群恶性肿瘤易感性的遗传学研究, 
将有助于进一步降低太行山区一带食管癌的发

病率和死亡率.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (常务副总编辑: 张海宁 2009-08-18)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年8月18日; 17(23): 2374-2378
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织中的表达及临床意义

赵春玲, 陈丽梅, 高志芹, 杜长青, 潘智芳, 于文静

赵春玲, 陈丽梅, 高志芹, 杜长青, 潘智芳, 于文静, 潍坊医学
院细胞生物学教研室 山东省潍坊市 261053
赵春玲, 博士, 主要从事分子肿瘤学的研究.
作者������贡献分布: 此课题由赵春玲与高志芹设计; 研究过程由赵春
玲、陈丽梅、高志芹及杜长青操作完成; 研究所用新试剂及分
析工具由陈丽梅提供; 数据分析由杜长青、潘智芳及于文静完
成; 本论文写作由赵春玲完成.
通�����讯����作者��: 赵春玲, 讲师, 261053, 山东省潍坊市, 潍坊医学院细
胞生物学教研室. zhaochunlingbj@163.com
电话: 0536-8462054
收稿日期����� ���������� ��������� �������: ������������� ��������� �������2009-05-01   ��������� �������修回������� �������日期����� �������: ����������2009-07-16
接受������� ���������� ����������� �������日期����� ���������� ����������� �������: ������������� ����������� �������2009-07-20   在线出版日期����� �������: ����������2009-08-18

Clinical significance of cyclin 
B1 and cyclin-dependent 
kinase 1 expression in human 
esophageal squamous cell 
carcinoma 

Chun-Ling Zhao, Li-Mei Chen, Zhi-Qin Gao, 
Chang-Qing Du, Zhi-Fang Pan, Wen-Jing Yu

Chun-Ling Zhao, Li-Mei Chen, Zhi-Qin Gao, Chang-
Qing Du, Zhi-Fang Pan, Wen-Jing Yu, Department of 
Cell Biology, Weifang Medical University, Weifang 261053, 
Shandong Province, China
Correspondence to: Chun-Ling Zhao, Department of Cell 
Biology, Weifang Medical University, Weifang 261053, 
Shandong Province, China. zhaochunlingbj@163.com
Received: 2009-05-01    Revised: 2009-07-16 
Accepted: 2009-07-20    Published online: 2009-08-18

Abstract
AIM: To investigate the expression of cyclin B1 
and cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) proteins 
in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
and analyze its clinicopathological significance.

METHODS: A total of 52 ESCC specimens were 
used in the study. Matched normal esophageal 
mucosal tissues were used as controls. Of all 
ESCC specimens, 8 had grade I disease, 20 had 
grade II disease, 24 had grade III disease; 20 
had lymph node metastasis, 32 had no lymph 
node metastasis; 16 had carcinoma in situ, 36 
had invasive carcinoma. The expression of cy-
clin B1 and CDK1 was detected by streptavidin-
peroxidase (SP) immunohistochemical method. 
The correlation of cyclin B1 and CDK1 expres-
sion with the clinical features of ESCC was then 
analyzed.

RESULTS: The expression levels of cyclin B1 
and CDK1 were significantly higher in ESCC 
tissues than in adjacent normal esophageal mu-
cosal tissues (71.2% vs 2.0% and 65.4% vs 3.9%, 
respectively; both P < 0.05). The overexpression 
of cyclin B1 and CDK1 in ESCC tissues had no 
correlation with patient gender and age, but had 
significant correlations with histological grade, 
depth of invasion and lymph node metastasis 
(all P < 0.05). The overexpression of cyclin B1 in 
ESCC tissues was positively correlated with that 
of CDK1 (r = 0.697, P < 0.05).

CONCLUSION: Overexpression of cyclin B1 and 
CDK1 proteins can promote the development 
and progression of ESCC. There is a positive 
correlation between the expression of cyclin B1 
and CDK1 in ESCC. Detection of cyclin B1 and 
CDK1 expression is useful for evaluation of the 
biological behavior of ESCC.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Cyclin B1; Cyclin-dependent kinase 1; Immunohis-
tochemistry

Zhao CL, Chen LM, Gao ZQ, Du CQ, Pan ZF, Yu WJ. 
Clinical significance of cyclin B1 and cyclin-dependent 
kinase 1 expression in human esophageal squamous cell 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 
2374-2378

摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织中细胞周期蛋白
Cyclin B1和细胞周期蛋白依赖性激酶CDK1
表达及其临床病理学意义. 

方法: 应用免疫组织化学SP法对52例食管鳞
癌(组织学Ⅰ级8例, Ⅱ级20例, Ⅲ级24例; 有
淋巴结转移20例, 无淋巴结转移32例; 原位癌
16例, 侵袭性癌36例包括浸润至黏膜下层、

肌层、全层)及其配对的癌旁正常组织进行
Cyclin B1、CDK1的检测, 分析其阳性表达与
食管鳞癌患者临床病理因素的关系. 

结果: 食管鳞癌组织中Cyclin B1、CDK1的
阳性表达高于癌旁正常食管黏膜组织, 2组
差异都有统计学意义(71.2% vs  2.0%, 65.4% 

®

■背景资料
肿瘤是细胞周期
调控异常所致的
疾病. Cyclin B1与
CDK1是在有丝分
裂G2/M期转变中
起关键作用的细
胞周期蛋白和周
期蛋白依赖性蛋
白激酶, 近来发现
在多种实体瘤中
有过表达现象.

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科; 张军, 教授, 
西安交通大学医
学院第二附属医
院消化内科
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vs  3.9%, 均P <0.05). 食管鳞癌组织中Cyclin 
B1、CDK1的表达都与性别、年龄无关; 与组
织学分级、浸润深度及淋巴结转移有关(均
P <0.05). Cyclin B1阳性表达强度与CDK1的阳
性表达强度之间呈正相关(r  = 0.697, P <0.05) .

结论: Cyclin B1、CDK1的高表达会促进食
管鳞癌的发生与发展. 而且食管鳞癌中Cyclin 
B1与CDK1的表达密切相关, 可作为食管鳞癌
生物学行为预测的参考指标.

关键词: 食管鳞癌; Cyclin B1; 细胞周期蛋白依赖

性激酶; 免疫组织化学

赵春玲, 陈丽梅, 高志芹, 杜长青, 潘智芳, 于文静. Cyclin B1、

CDK1在食管鳞癌组织中的表达及临床意义.  世界华人消化杂

志  2009; 17(23): 2374-2378

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2374.asp

0  引言

食管癌是世界上10种常见的恶性肿瘤之一, 发
病率与死亡率都非常高, 其发病机制尚不明了. 
食管癌按其组织类型的不同主要分为: 鳞状细

胞癌和腺癌. 在我国鳞状细胞癌占90%以上[1]. 
研究表明, 肿瘤是一类渐进性细胞周期调控机

制破坏所致的疾病[2]. 而细胞周期的顺利进行

和完成又依赖于一系列正负调节因子的相互作

用, 主要有细胞周期蛋白(cyclins)、细胞周期蛋

白依赖性激酶(cyclin-dependent kinases, CDKs) 
和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白(c y c i n-
dependent kinases inhibitors, CDKIs). 在有丝分

裂G2/M期转变中起关键作用的是Cyclin B1与
CDK1, CDK1也称为细胞分裂周期蛋白2(cel l 
division cycle 2, Cdc2)[3-4]. 近年的研究发现Cyclin 
B1与CDK1在多种实体瘤中有过表达现象, 而
且与恶性肿瘤的增殖、分化、转移和复发等密

切相关[5-9]. 已有研究人员分别在食管癌组织中

应用免疫组织化学方法单独检测了Cyclin B1和
CDK1的表达[10-11], 而二者在食管癌中的联合检

测国内外未见文献报道. 因此, 我们采用免疫组

织化学方法检测食管鳞癌组织及相应的癌旁正

常食管黏膜组织中Cyclin B1、CDK1蛋白的表

达, 并分析其与食管鳞癌临床病理特征的关系, 
为研究细胞周期调控蛋白在食管鳞癌发生、发

展中的作用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集潍坊医学院附属医院2004-2006年
经手术证实的食管鳞癌及配对癌旁正常食管黏

膜组织52例, 所有患者术前均未经放化疗. 其中

男28例, 女24例, 年龄30-75(平均54.6±7.5)岁. 
全部标本均在离体30 min内分别于癌灶、癌旁

5 cm以内迅速取材, 组织经40 g/L多聚甲醛液固

定, 常规石蜡包埋, 连续切片, 切片厚度3-5 μm, 
分别用于HE和免疫组织化学染色. 标本的组织

学分级: Ⅰ级8例, Ⅱ级20例, Ⅲ级24例; 肿瘤浸

润深度: 原位癌16例, 侵袭性癌(浸润至黏膜下

层、肌层、全层)36例; 发生淋巴结转移的20例, 
无淋巴结转移的32例. 鼠抗人单克隆抗体Cyclin 
B1和CDK1、SP免疫组织化学试剂盒购于北京

中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 采用SP法, 操作严格按

说明书进行. 石蜡切片常规脱蜡和水化后, 浸于

EDTA液(pH9.5), 高压修复组织抗原20 min. PBS
洗涤; 封闭内源性过氧化物酶; PBS洗涤; 非免疫

性动物血清孵育10 min; Cyclin B1、CDK1抗体

孵育60 min(工作浓度1∶100); 生物素标记的第

二抗体孵育10 min; PBS洗涤; 链霉素标记的亲

和素-过氧化物酶孵育10 min; PBS洗涤; DAB显
色; 蒸馏水冲洗; 苏木素复染; 梯度乙醇脱水; 二
甲苯透明; 中性树胶封片. 以PBS液代替一抗作

为阴性对照. 用已知阳性切片作阳性对照. 
1.2.2 结果判断标准: 光镜下每张切片在食管组

织中随机选取高倍视野计数500个细胞, 以出现

棕黄色颗粒作为阳性细胞, 根据同样物镜下阳

性细胞数不同可以分为以下5个等级: <5%为0
分; 5%-25%为1分; 25%-50%为2分; 50%-75%为

3分; 75%-100%为4分. 依据染色强度进行半定

量判定, 分数标准是: 无色为0分; 淡黄色, 即弱

阳性为1分; 棕黄色, 即中等染色强度为2分; 棕
褐色, 即强阳性为3分. 免疫反应的得分为阳性

细胞的百分率得分与免疫染色的强度得分的乘

积[12]. 0-2分为阴性结果, 3-6分为阳性结果.
统计学处理 应用SPSS10.0统计学软件, 采

用χ2检验和Spearman相关性分析. 检验水准为

0.05.

2  结果

2.1 Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织和癌旁正

常食管组织中的染色定位 在食管鳞癌组织中, 
Cyclin B1和CDK1多数分布在上皮细胞的细胞

质中, 呈棕褐色, 少数在细胞质和细胞核中同时

表达. 二者在正常食管黏膜组织中没有表达或

弱表达(图1-2).(图1-2).

■研发前沿
细胞周期调控异
常与肿瘤关系的
研究一直是肿瘤
学 的 热 点 .  有 关
Cyclin B1和CDK1
在食管癌中的联
合检测国内外未
见报道. 
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2.2 Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织和癌旁

正常食管组织中的表达 将免疫组织化学的染

色结果进行统计学分析发现(表1), Cyclin B1、
CDK1在食管鳞癌组织中表达的阳性率分别为

71.2%、65.4%, 在正常食管黏膜组织中表达的阳

性率分别为2.0%、3.9%, 两组差异都有统计学意

义(P<0.05), 即同正常食管黏膜组织相比, Cyclin 
B1、CDK1在食管鳞癌组织中都呈高表达.
2.3 Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织中的表达

与临床病理特征的关系 经统计学分析, Cyclin 
B1、CDK1蛋白的高表达与患者的性别、年龄

无关, 中分化(Ⅱ级)的食管鳞癌组织中Cycl in 
B1、CDK1蛋白表达的阳性率明显高于高分化

(Ⅰ级)食管鳞癌组织中的表达(P <0.05); 而低分

化(Ⅲ级)的食管鳞癌组织中Cyclin B1、CDK1蛋
白表达的阳性率明显高于中分化(Ⅱ级)食管鳞

癌组织中的表达(P <0.05). 在侵袭性的食管鳞癌

组织中Cyclin B1、CDK1蛋白表达的阳性率明

显高于原位癌中的表达(P <0.05). 伴有淋巴结转

移的食管鳞癌组织中Cyclin B1、CDK1蛋白表

达的阳性率明显高于没有发生淋巴结转移的食

管鳞癌组织中的表达(P <0.05, 表2).表2).). 
2.4 食管癌中Cyclin B1与CDK1表达之间的关系  
食管癌中CDK1阳性33例中, Cyclin B1阳性31例,阳性33例中, Cyclin B1阳性31例,Cyclin B1阳性31例,阳性31例, 
CDK1阴性19例中, Cyclin B1阴性11例. 经Spear-阴性19例中, Cyclin B1阴性11例. 经Spear-. 经Spear-
man等级相关检验显示, Cyclin B1与CDK1在食

管癌中呈显著正相关(r  = 0.697, P <0.05). 

3  讨论

肿瘤是一类细胞周期调控异常引起细胞过度增

殖所致的疾病. 而细胞周期得以运行的核心机

制是在一系列周期蛋白Cycl ins时相性起伏的

调控下, 相应的CDKs依次激活, 驱动细胞通过

G1、S、G2期, 达到M期, 细胞一分为二, 实现忠

实于亲代的细胞复制. Cyclin B1和CDK1是细胞

周期G2/M转换阶段最重要的Cyclin和CDK分子. 
Cyclin B1与CDK1结合所形成的复合物-有丝分

裂促进因子(mitosis promoting factor, MPF)促进

了G2/M期的进展和有丝分裂的完成. 
近几年的研究表明, Cyclin B1在许多人类

恶性肿瘤中呈过表达, 如肺癌、口腔癌、食管

癌、胃癌、结肠癌、前列腺癌、结节性非霍奇

金淋巴瘤等. 一些研究人员认为, Cyclin B1的
过表达与肿瘤的恶性行为有关, 可作为肿瘤恶

性潜能的指征, 是鳞状细胞癌患者有意义的预

后指标如食管癌、肺癌、舌癌[10,11-14]. Yoshida  
et al [15]在对非小细胞肺癌的研究中发现, Cyclin 
B1的过表达与非小细胞肺癌分化级别和血管侵

袭有关, Cyclin B1的过表达, 恶性潜力增加, 是非

小细胞肺癌患者的有意义的预后指标. Kushner 
et al [16]报道了头颈部鳞状细胞癌患者中有Cyclin 
B1过表达的比无Cyclin B1过表达的有更高的

临床分期. Cyclin B1过表达与喉部鳞状细胞癌

发生的部位、大小、分期及预后相关, 故Cyclin 
B1很可能与喉部鳞癌的恶性生物学行为有关[17]. 

我们应用免疫组织化学的方法检测了

Cycl in B1在食管鳞癌及其配对的癌旁正常食

管组织表达情况. Cyclin B1多分布在食管鳞癌

上皮细胞的细胞质中, 呈棕褐色, 少数在细胞质

和细胞核中同时表达. 在正常食管组织中没有

表达或着色较弱. 统计学分析发现, 食管鳞癌中

Cyclin B1表达阳性率明显高于癌旁正常食管黏

膜组织, 差异显著(P <0.05), 有统计学意义. 这与

表  1  Cyclin B1、CDK1蛋白在食管黏膜组织中的表达 (n = 52)

     
组织

		    Cyclin B1		        CDK1

	              (-)     (+)	  P            (-)     (+)	   P

正常食管黏膜      51       1	             50       2	

食管鳞癌组织      15     37     <0.05      18     34     <0.05

A B

图  1  食管黏膜组织中Cyclin B1蛋白的表达(SP×400). A: 正

常食管黏膜组织; B: 食管鳞癌组织.

A B

图  2  食管黏膜组织中CDK1蛋白的表达(SP×400). A: 正常

食管黏膜组织; B: 食管鳞癌组织.

■创新盘点
本文首次采用免
疫组织化学SP法
联合检测Cycl in 
B1和CDK1在食
管鳞癌组织及相
应的癌旁正常食
管黏膜组织中的
表达, 并分析其与
食管鳞癌临床病
理特征的关系, 为
研究细胞周期调
控蛋白在食管鳞
癌发生、发展中
的作用提供依据. 
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Takeno et al的报道是一致的[10]. 我们的研究还发

现, Cyclin B1的表达与食管鳞癌组织的分化程

度密切相关, 分化程度愈低, Cyclin B1的表达阳

性率越高; 而且Cyclin B1的表达的越高, 食管鳞

癌的浸润深度越明显, 淋巴结转移的发生率也

越高. 这表明Cyclin B1的高表达预示食管鳞癌

有较高的侵袭性且预后不良. 因此, 检测Cyclin 
B1表达对判定食管鳞癌的预后有一定的价值. 

CDK1作为细胞周期G2/M转换阶段的重要

激酶, 在许多肿瘤中也普遍存在着高表达, 与多

种肿瘤的恶性表型有相关性[18-19]. Hansel et al [20]

的研究表明, CDK1能够作为食管腺癌和癌前病

变的诊断标志物, 并能预测肿瘤进展情况. 我们

的研究发现, CDK1的高表达与患者的性别、年

龄无关, 但与食管鳞癌的分化程度、侵袭性和

淋巴结的转移密切相关(P <0.05). Nozoe et al [11]

则发现CDK1的高表达参与了食管鳞癌的分化. 
这与我们的研究结果是相一致的. 但有关CDK1
的高表达与食管鳞癌的侵袭性和淋巴结的转移

的相关性研究未见报道. 
尽管人们普遍认为食管癌的发生是一个多

因素、多阶段、多步骤的渐进过程[21], 但其确

切机制还不清楚. 分子生物学的研究表明, 一些

基因的异常如p53突变、p16和/或p15表达的缺

失、Rb蛋白的表达降低、Cyclin D1基因扩增、

c-Myc和环氧合酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)

高表达等都能导致食管癌的发生[22]. 我们的研

究发现, Cyclin B1、CDK1在食管鳞癌组织中的

高表达呈正相关, 这提示Cyclin B1、CDK1的联

合高表达可能协同促进了食管鳞癌的发生发展. 
因为CDK1单独存在时不表现激酶活性, 只有与

细胞周期蛋白Cyclin B1结合成复合物MPF, 才
表现出激酶活性, 启动有丝分裂, 越过细胞周期

限制点, 不能发生正常的细胞周期阻滞以及细

胞的生理性凋亡、衰老、或分化, 从而导致细

胞失控性的增殖. 两者协同促进食管鳞癌的发

生发展的分子机制还需要做进一步的研究. 
总之, 我们的研究表明, Cyclin B1、CDK1

在食管鳞癌组织中高表达且呈正相关, 两者还

与食管鳞癌的分化程度、侵袭性和淋巴结的转

移密切相关. Cyclin B1、CDK1可能协同促进

了食管鳞癌的发生发展. 联合检测Cyclin B1和
CDK1的表达, 可作为食管鳞癌诊断和评估预后

的有潜在价值的标志物. Cyclin B1和CDK1也可

能成为食管鳞癌治疗的分子靶点.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of high-volume 
hemofiltration (HVHF) in the treatment of 
severe acute pancreatitis (SAP) and explore new 
methods for treatment of SAP.

METHODS: A retrospective controlled study 
was performed. Forty-five SAP patients treated 
at our hospital were divided into two groups: 
control group (n = 24) and HVHF group (n = 
21). All patients were diagnosed according to 
the draft criteria for diagnosis and treatment 
of acute pancreatitis in China. No bile duct ob-
struction was found by CT scan. Patients in the 
two groups were subjected to tests for serum 

and urine amylase, WBC, CRP and hepatic and 
renal function. The vital signs and abdominal 
symptoms and signs were recorded. The compli-
cations and mortality were analyzed. 

RESULTS: After three and seven days of thera-
py, the APACHE (acute physiology and chronic 
health evaluation) II scores in the HVHF group 
were significantly lower than those in the con-
trol group (6.6 ± 1.5 vs 9.9 ± 2.5 and 3.4 ± 1.1 vs 6.4 
± 2.0, respectively; both P < 0.05). Compared to 
the control group, the serum and urine amylase, 
WBC, CRP and hepatic and renal function were 
improved significantly, the mortality and com-
plication rates were significantly reduced (14.3% 
vs 37.5% and 4.8% vs 20.8%, respectively; both P 
< 0.05), and the durations of abdominal pain re-
lief (71 ± 34 h vs 51 ± 16 h, P < 0.05) and abdomi-
nal tenderness relief (102 ± 34 h vs 71 ± 16 h, P < 
0.05) as well as the average duration of hospital 
stay were significantly shortened in the HVHF 
group (P < 0.05). No significant difference was 
found in the cost of hospitalization between the 
two groups. 

CONCLUSION: HVHF can rapidly reduce ab-
dominal symptoms and signs, improve organ 
function and prognosis and reduce mortality in 
SAP patients perhaps through attenuation of the 
systemic inflammatory response syndrome in 
the early stage of the disease. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Systemic 
inflammatory response syndrome; High-volume he-
mofiltration

Jia JC, Cheng B, Zheng YC, Guo XR. Efficacy of high-
volume hemofiltration in the treatment of severe acute 
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 
2379-2384

摘要
目的: 观察高容量血液滤过(HVHF)治疗重症
急性胰腺炎(SAP)的临床疗效, 评价其在SAP
治疗中的作用, 探索治疗SAP的新方法. 

方法:  采用回顾性对照临床研究 ,  将我院
2004-12/2008-12因SAP住院治疗的患者45例
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 临 床 常
见的急危重症之
一 ,  全 身 炎 症 反
应综合征(SIRS)
是其导致多器官
功能障碍综合征
(MODS)的主要机
制, 如何阻止SIRS
的发生和发展是
成功救治SAP的
关键．

■同行评议者
张志坚, 教授, 中
国人民解放军南
京军区福州总医
院消化内科



分为2组: 对照组24例, HVHF组21例. 所有患
者均符合2004年中国急性胰腺炎诊治指南(草
案)中SAP的诊断标准, 发病后48 h内入院, 经
CT证实均无明确胆道梗阻. 自动生化检测仪
检测2组SAP患者治疗前后血清淀粉酶及肾功
能、常规检测血常规、CRP等, 记录生命征、

腹部症状并统计并发症及死亡率.  

结果:  与 对 照 组 相 比 ,  H V H F 组 患 者 的
APACHEⅡ评分明显降低, 治疗第3天与第7
天HVHF组显著低于对照组(6.6±1.5 vs  9.9±
2.5, 3.4±1.1 vs  6.4±2.0, 均P <0.05); 局部症状
与体征缓解时间明显缩短, HVHF组腹痛缓解
时间较对照组明显缩短(51±16 h vs  71±34 h, 
P <0.05); 腹部压痛缓解时间与对照组相比也
显著缩短(71±16 h vs  102±34 h, P <0.05); 血
尿淀粉酶指标、WBC、CRP及肾功能生化指
标明显好转; 并发症发生率和死亡率均降低
(14.3% vs  37.5%, 4.8% vs  20.8%, 均P <0.05); 
平均住院时间显著缩短(P <0.05); 住院费用无
明显增加. 

结论: HVHF能迅速减轻SAP患者腹部症状与
体征, 改善器官功能, 显著改善预后, 其机制可
能通过阻断SAP早期全身炎症反应综合征. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 全身炎症反应综合征; 高

容量血液滤过
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床常见的急危重症之一 ,  在疾病早期大

量炎性介质、毒素释放入血后引起的全身炎

症反应综合征(systemic inflammatory response 
s y n d r o m e, S I R S)是多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)的
主要发病基础, 病死率可高达20%-30%[2]. SAP早
期(起病后1-2 wk内)主要死于由炎症介质和细胞

因子释放所致的多器官功能衰竭, 晚期主要死

于局部或全身性感染. SAP发生后, 组织缺血、

损伤、坏死、内毒素血症等造成循环中肿瘤坏

死因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)及白介

素-1β(interleukin-1β, IL-1β)水平升高, 进而刺激

IL-6、IL-8等细胞因子产生, 导致第1次高细胞

因子血症, 产生SIRS, 继而引起休克、内环境失

衡、细胞凋亡和器官功能衰竭, 这是造成SAP早

2380                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年8月18日    第17卷   第23期

期死亡的主要原因. 因此, 预防和阻断SIRS的发

生和发展是治疗SAP的关键环节. 对防止和控制

MODS的发生和发展至关重要[5]. 目前SAP治疗

策略已由“首选手术治疗”转换至“非手术治

疗为首选”的综合治疗方案[4]. 高容量血液滤过

(high volume hemofiltration, HVHF)可通过一定孔

径的滤膜选择性清除血清中小于滤膜孔径的分

子, SAP时大量释放的细胞因子均可通过HVHF
滤过, 近年来一些临床研究显示应用HVHF治疗

SAP可减轻症状、缩短病程、减低病死率及缩

短住院时间[6]. 但HVHF在SAP中的临床应用仍

处于探索中, 本研究拟通过对HVHF与传统方法

治疗SAP患者的对照研究, 进一步评价HVHF在
SAP治疗中的作用与价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择我院2004-12/2008-12因SAP住
院治疗的患者45例, 其中男27例, 女18例, 平均

年龄43.4±23(20-59)岁. 患者分为2组: 对照组

24例, 其中男14例, 女10例, 平均年龄42(21-58)
岁; HVHF组21例, 其中男13例, 女8例, 平均年

龄45(20-59)岁. 2组患者临床资料均无明显差

异. 所有患者的诊断均符合中国急性胰腺炎诊

治指南(草案)中SAP的诊断标准[7], 发病后48 h
内入院, 无明确胆道梗阻, 对照组APACHEⅡ
评分12.8±2.5, Ranson评分3.83±0.8; HVHF组
APACHE Ⅱ评分12.9±2.3, Ranson评分3.77±
0.7; Balthazar CT分级为D或E者. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 采用回顾性对照临床研究. 对照组于

入院后给予禁食、胃肠减压、生长抑素静脉微

量泵持续注入、抑制胃酸、补充有效血容量及

营养支持和抗生素等治疗. HVHF组在上述治疗

基础上给予床边HVHF治疗. 
1.2.2 HVHF方法: 起病48 h内使用日本IQ血液

滤过机行HVHF治疗. 采取右侧锁骨下静脉或右

侧股静脉留置双腔导管, 建立体外循环; 采用高

容量连续性静脉-静脉血液滤过模式, 血流量为

200-300 mL/min. 滤器和管道在透析前用肝素生

理盐水(4000 U/L)按设定的程序预充20 min. 置
换液输入速度为3.0-4.0 L/h, 以后稀释方式输入, 
根据血气分析及血生化检查结果调整置换液中

电解质含量和碳酸氢钠用量. 超滤量根据患者

容量负荷情况进行调整, 每日超滤量在500-3500 
mL不等. 持续时间≥6 h/d, 治疗时间3-7 d, 平均

5 d. HVHF停止指标: 腹部症状、体征消失、心
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■研发前沿
高容量血液滤过
(HVHF)可滤过清
除SAP时过多释
放的细胞因子和
炎 性 介 质 ,  阻 止
SIRS向MODS发
展, 是目前正在探
索的治疗SAP的
新方法．
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率下降至每分100次以下、呼吸频率每分25次
以下、肾功能恢复. 
1.2.3 监测内容: 每日观察患者的体温、心率、

呼吸频率、血压和SaO2, 体温低于37℃、呼吸

频率25次/分以下、心率100次/分以下和SaO2 

90%以上为正常; 腹痛、腹部指征; 血液滤过

前、治疗第3天、第7天检测血常规、血尿淀粉

酶、电解质、肝肾功能、C反应蛋白(C-reactive 
protein, CRP); 必要时复查B超、CT检查. 记录

患者的生命征变化, 观察并发症、死亡等. 总结

手术率、死亡率、平均住院时间和住院费用. 
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件; 结果

以mean±SD表示, 2组间差异比较采用t检验, 
P <0.05为差异有显著性, 计数资料采用χ2检验. 

2  结果

2.1 2组患者治疗后APACHEⅡ评分比较 治疗前

HVHF组和对照组患者间APACHEⅡ评分无显

著差异, 治疗第3天HVHF组APACHEⅡ评分较

对照组显著下降(6.6±1.5 vs  9.9±2.5, P <0.05). 
治疗第7天HVHF组APACHEⅡ评分显著低于对

照组(3.4±1.1 vs  6.4±2.0, P <0.05, 图1). 
2.2 2组患者治疗后局部症状与体征变化体征变化变化 HVHF
组腹痛缓解时间较对照组明显缩短(51±16 h vs  
71±34 h, P <0.05); 腹部压痛缓解时间与对照组

相比也显著缩短(71±16 h vs  102±34 h, P <0.05,  
图2). 
2.3 体温、呼吸、心率和SaO2恢复正常所占比

率 2组患者治疗前体温、呼吸、心率和SaO2差

异均无显著性. 治疗第3天和第7天, HVHF组与

对照组体温、呼吸、心率和SaO2恢复正常所占

比率明显增加, 差异有显著性(表1). 
2 .4  2组患者治疗后血清淀粉酶的动态变化 
HVHF组与对照组治疗前血清淀粉酶水平无显

著差异(P >0.05). 治疗第3天和7天HVHF组血清

淀粉酶较对照组显著下降(P <0.05, 图3A). 
2.5 2组患者治疗后白细胞及CRP动态变化 治
疗前对照组和HVHF组间白细胞水平无显著差

异, 治疗第3天HVHF组白细胞数较对照组降低, 
但差异无显著性, 第7天HVHF组较对照组则显

著降低(P <0.05, 图3B); CRP在HVHF组治疗第

3天有所下降(152.8±46.8 mg/L vs  187.6±34.8 
mg/L), 但差异无显著性, 至第7天则显著下降

(32±18 mg/L vs  187.6±34.8 mg/L, P <0.05). 
2.6 2组患者治疗后肾功能的动态变化 治疗前对

照组和HVHF组肾功能BUN、Cr相比差异无显

著性. 治疗第3天、第7天HVHF组BUN、Cr较对

照组均明显降低(P <0.05, 表2). 
2.7 2组患者局部并发症发生率、手术率、死亡

率、住院费用比较 HVHF组与对照组相比, 其
局部并发症发生率、手术率和死亡率明显降低

(P <0.05, 表3), 平均住院时间显著缩短(P <0.05), 
平均住院费用与对照组比较无统计学差异

(P >0.05, 表3). 
2.8 HVHF组不良反应 血液滤过中出现一过性低

血压5例, 调整超滤速度后恢复; 皮肤、黏膜出黏膜出膜出

■创新盘点
本研究通过对45
例分别行和未行
HVHF治疗的SAP
患者的回顾性对
照 临 床 观 察 ,  从
APACHEⅡ评分、

临床症状改善情
况、并发症与死
亡率以及平均住
院时间等全面评
价HVHF治疗SAP
的临床疗效．
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图  1  2组患者治疗后APACHEⅡ评分变化. aP<0.05 vs  对照组.
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图  2  2组患者腹痛和腹部压痛缓解时间比较. aP <0.05 vs  

对照组.

表  1  2组患者体温、呼吸、心率和SaO2恢复正常所占比率 (%)

     
分组

                         		    第3天                        		                第7天  

         	        体温             呼吸             心率             SaO2              体温             呼吸               心率              SaO2

对照组            12.5            16.7            16.7            20.8             62.5            62.5             62.5             62.5

HVHF组          61.9a           66.7a            66.7a            76.2a             85.7            95.2a            90.5a            95.2a

aP<0.05 vs  对照组.
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血5例, 其中合并上消化道出血3例, 减少或停用

肝素, 并给予抑酸治疗后缓解.给予抑酸治疗后缓解.抑酸治疗后缓解. 

3  讨论

SAP是一种临床常见的急腹症, 起病急、进展

快, 死亡率高. 随着对胰腺炎发病机制认识的深

入和各种综合治疗技术的进步, SAP的死亡率已

有所下降, 但依然高达20%-30%[8], 出现一个器

官功能不全时死亡率36%, 而多脏器功能不全者

的平均死亡率高达47%[9]. 因此, 寻找有效的治

疗方法, 阻断疾病恶化, 改善预后成为当前研究

的热点. 近年来,  随着对SAP发病机制认识的深

入, 其治疗策略也由首选手术治疗转为首选非

手术的综合治疗[10]. 目前大量研究认为SAP是胰

腺自身消化启动的严重SIRS, 炎症细胞被激活

并大量释放细胞因子, 由此产生的细胞因子级

链反应是SAP病情加重的重要原因[11]. 在并发严

重细菌感染、内毒素血症加剧时, 已处于激发

状态的免疫内皮细胞系统会发生更加剧烈的反

应, 引发瀑布样效应[12], 导致炎症失控, 出现系统

性SIRS, 继而导致MODS, MODS是导致SAP死
亡的主要原因. 因此, 炎症介质在SAP的发展过

程中具有极其重要的作用. 提高SAP抢救成功率

的关键是及早采取预防措施, 终止其发展, 防止

MODS的发生, 而HVHF则可在这方面发挥重要

作用. 
2004年, Honore et al [13]提出, <35 mL/(kg·h)

为极低容量血液滤过, 35-50 mL/(kg·h)为低容

量血液滤过, >50 mL/(kg·h)为HVHF. Ratanarat 
e t a l [14]报道, HVHF可以改善患者血流动力学

状态 ,  并减少血管活性药物的用量 .  1992年
Grootendorst et al [15]用HVHF治疗感染性休克的

模型猪, 发现以6 L/h的速率进行超滤后, 动物的

动脉压、心排出量和左、右心室舒张功能有改

善; 将脓毒血症动物的超滤液注入健康猪体内, 
能复制与内毒素败血症相似的血流动力学的改

变, 表明HVHF能以对流方式清除血清中的水

溶性炎症介质. 2000年, 谢红浪 et al [16]报告应用

HVHF治疗SAP 16例, 患者血流动力学状态稳定, 
发热、心动过速、呼吸急促等症状明显缓解. 我
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图  3  2组患者治疗后血清淀粉酶及白细胞水平的变化. aP<0.05 vs  对照组.

表  3  2组患者并发症发生率、手术率、死亡率和住院费用比较

     
分组               n            并发症发生率(%)        手术率(%)         死亡率(%)       平均住院时间(d)     平均住院费(万元)

对照组	    24                  37.5                     33.3                 20.8                  29±7                  2.61±0.86

HVHF组	    21                  14.3a                      9.5a                  4.8a                 18±6                  2.84±0.27

aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
H V H F 可能通过
阻 断 S A P 早 期
SIRS迅速减轻患
者临床症状与体
征, 改善器官功能
及预后, 可作为临
床治疗SAP的手
段之一．
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表  2  2组患者肾功能生化指标的动态变化 (mean±SD)

     
分组            n

                                    肾功能BUN (mmol/L)                                                  Cr (μmol/L)

		     治疗前                 第3天                  第7天               治疗前               第3天                第7天

对照组	 24	 12.7±3.5          11.5±2.7          8.4±1.1          275±56          198±45          179±60

HVHF组	 21	 13.6±3.5            6.5±2.9a         4.4±0.8a         266±45             89±26a           81±16a

aP<0.05 vs  对照组.
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们采用HVHF治疗21例中, 第1次滤过后, 呼吸、

心率、SaO2恶化被控制, 第3天后有14例恢复正

常, 第7天后有19例恢复正常, 与对照组比较3天
恢复正常率有显著差异. 主要与HVHF可清除大

量炎性因子[17], 减轻肺部局部炎症反应, 降低肺

毛细血管内皮细胞及肺泡上皮细胞的通透性, 
缓解肺水肿, 改善心肺功能有关[18]. 因此HVHF
可使SAP患者APACHEⅡ评分显著降低. 

CRP是一种五聚体蛋白, 相对分子质量120 
kDa, 由肝脏合成. 可促进炎性细胞因子的产生, 
具有增强炎症反应的作用. 故CRP水平实际上

反应了体内各种诱因(创伤、感染、坏死等)导
致炎症反应的程度, 是诊断、治疗和监测炎症

反应敏感和可靠的指标之一. CRP也是判定胰腺

炎严重程度的重要参数之一[19]. HVHF治疗后, 
CRP水平开始下降不明显, 但7天后明显下降, 接
近正常. 其浓度降低可能与其他炎性细胞因子

(IL-1β和TNF-α等)的清除、炎症反应减轻有关. 
治疗第3天下降不明显, 可能与CRP峰值出现时

间有关. 
文献报道[20], 在SAP的死亡病例中, 50.9%- 

76.3%在发病2 wk内死于多器官功能衰竭,  33.3% 
-49.1%在发病2 wk后死于并发感染. 尽管在过去

数十年内重症监护与治疗有长足进步, 但SAP的
病死率并未明显降低[21]. 我们治疗21例中, 血液

滤过后, 呼吸、心率、SaO2、肝肾功能明显改

善. 2例因腹腔包裹脓肿行手术治疗, 仅1例死于

腹腔感染、肺部感染、休克, 较文献报道传统

的治疗方法有明显降低. 因此, 早期阻断炎性介

质的级联式反应和预防后期因肠道细菌移位引

发的感染, 成为疾病早期以非手术疗法降低病

死率的关键. 血液滤过能帮助SAP患者较为平稳

地渡过急性期, 提高抢救成功率, 降低中转手术

率, 缩短住院时间, 可作为SAP早期行之有效且

安全的重要治疗措施[22]. 
21例中平均住院天数较对照组明显缩短, 

但总费用无明显增加, 如果能自配滤液, 将大大

降低成本, 减少费用. 对于HVHF时机, 目前国

内外较一致的观点认为: 只要SAP诊断成立, 又
无严重低血压, 重度出血倾向等禁忌证, 宜早期

应用[23], 越早越好. 我们认为SAP诊断成立, 符合

SIRS标准, 争取在48 h内施行, 以遏止炎症反应, 
改善病情, 纠正防止脏器的功能障碍, 提高抢救

成功率, 减少并发症. 我们21例患者中, 1例入院

后6 h开始, 连续3次后各种指标完全正常, 入院

16 d痊愈. 

HVHF组21例中, 有5例血滤早期出现低血

压, 主要因超滤过快引起, 调整超滤速度后很快

恢复; 有5例血滤后皮肤黏膜瘀斑、穿刺部位渗

血, 减少肝素用量, 局部压迫后缓解. 其中有3例
胃管引流出血, 改无肝素滤过, 并针对消化系出

血治疗, 出血逐渐缓解. 
HVHF用于SAP的治疗被认为是近年来危

重病医学治疗中最重要的进展之一. 本组通过

2组病例对比观察, 显示了HVHF在SAP治疗中

的应用前景. HVHF能迅速减轻腹部症状, 所有

患者在血滤后短时间内腹痛、腹胀减轻, 全腹

压痛减轻; 能阻断全身炎症反应, 体温下降、心

率、呼吸次数降低、动脉血氧分压增高; 减轻

炎症反应, WBC恢复正常时间明显缩短、CRP
降低; 显著改善预后、改善器官功能、降低死

亡率; 显著缩短病程, 总住院费用无明显增加; 
无严重不良反应. 所以HVHF是治疗SAP的一种

安全有效的重要治疗措施, 值得推广. 
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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 2009-08-18)
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Abstract
AIM: To observe the aberrant expression and 
mutation of β-catenin in sporadic colorectal 
cancer (SCRC) and explore their correlation with 
clinicopathological features.

METHODS: Ninety SCRC samples and 22 spo-
radic colorectal adenoma samples were used in 
this study. The aberrant expression of β-catenin 
was detected by immunohistochemistry. PCR 
amplification and direct DNA sequencing were 
used to identify β-catenin gene mutations. 

RESULTS: In normal colorectal mucosa, 
β-catenin was distributed on the plasma mem-
brane, without aberrant cytoplasmic and nuclear 
accumulation. The aberrant cytoplasmic and 
nuclear expression rates of β-catenin in SCRC 
were higher than those in sporadic colorectal 

adenomas (88.9% vs 59.1% and 41.1% vs 18.2%, 
respectively, P < 0.05), respectively. The aberrant 
cytoplasmic expression of β-catenin was signifi-
cantly correlated with tumor growth pattern and 
differentiation (P < 0.05). The aberrant nuclear 
expression rate of β-catenin in ulcerative lesions 
was higher than that in protruding lesions (50.0% 
vs 26.5%, P < 0.05). Aberrant nuclear expression 
of β-catenin was frequently observed in the in-
vasive front of SCRC. β-catenin gene mutation 
was identified in one out of 90 SCRC samples, 
but was not identified in all sporadic colorectal 
adenoma samples. 

CONCLUSION: Aberrant cytoplasmic and 
nuclear expression of β-catenin may play an 
important role in the development and progres-
sion of SCRC. β-catenin mutation may not be the 
primary cause of aberrant β-catenin expression 
in SCRC. 

Key Words: Sporadic colorectal cancer; β-catenin; 
Gene mutation; Immunohistochemistry

Qin YJ, Zhou XY, Shi DR. Aberrant expression and 
mutation of β-catenin in sporadic colorectal cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2385-2390

摘要
目的: 观察β-Catenin蛋白在散发性结直肠癌
(SCRC)中胞质胞核异常表达特征和基因突变
发生率, 并探讨其与临床病理的相关性. 

方法: 用免疫组织化学E n Vi s i o n二步法检
测90例S C R C与22例散发性结直肠腺瘤标
本的β-Ca ten in蛋白在胞质胞核中的异常表
达. 以PCR扩增和直接测序检测上述标本中
β-Catenin基因突变.  

结果: 正常结直肠黏膜中β-Catenin蛋白表达
定位于细胞膜上,未见胞质胞核中的异常表
达. SCRC中β-Catenin蛋白在胞质与胞核的异
常表达率显著高于散发性腺瘤中的异常表达
率(88.9% vs  59.1%, 41.1% vs  18.2%, P <0.05). 
SCRC的β-Catenin异常胞质表达率与肿瘤生
长方式, 分化程度相关(P <0.05); 胞核异常表
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■背景资料
现认为W n t信号
通路的激活在结
直肠癌的发生发
展中起着重要作
用. β-Catenin蛋白
是W n t信号通路
的关键蛋白, 关于
其在胞质胞核内
的异常表达情况
及其机制的研究
是当今肿瘤研究
中的一个热点. 

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科



达率在溃疡型生长高于在隆起型生长(50.0% 
vs  26.5%, P <0.05). 胞核异常表达往往出现
在肿瘤的浸润前沿. 90例SCRC中仅发现1例
β-Catenin基因突变; 22例散发性结直肠腺瘤
中未检测出突变. 

结论: β-Catenin蛋白胞质胞核异常表达可能
在SCRC的发生发展中起重要作用. 在SCRC
中β-Catenin基因突变可能不是β-Catenin蛋白
异常表达的主要原因. 

关键词: 散发性结直肠癌; β-Catenin; 免疫组织化

学; 基因突变 
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0  引言

β-Catenin是一个多功能蛋白, 一方面通过与钙

黏蛋白结合介导同型细胞间相互黏附; 另一方

面作为重要的信号转导分子参与Wnt通路的信

号转导. 在正常分化的上皮细胞, 胞质内游离的

β-Catenin蛋白与多蛋白复合体(由APC、Axin
和GSK3β形成)结合, 因其氨基端保守的丝氨

酸/苏氨酸残基被GSK3β磷酸化而被蛋白酶降

解; 异常情况下, 如APC、Axin和GSK3β基因

突变或β-Catenin基因自身突变使得β-Catenin
蛋白不能被磷酸化而变得稳定, 导致其胞质内

聚集, 然后移位到核内与Tcf/Lef结合激活靶基

因的转录而引起肿瘤的发生[1-2]. 虽然在结直肠

癌的发生中Wnt信号通路起着重要的作用, 而
且β-Caten in蛋白作为该通路的关键分子备受

关注, 但是关于结直肠癌中β-Catenin蛋白的胞

质胞核异常表达及其与临床病理参数的关系

各家报道不一[3-6]. 至于结直肠癌中β-Catenin
基因突变, 文献报道在遗传性非息肉病性结直

肠癌(hereditary nonpolyposis colorectal cancer,  
HNPCC)中突变高达43%[7]; 而散发性结直肠癌

(sporadic colorectal cancer, SCRC)中的β-Catenin
基因突变, 国外报道突变率约0%-1%[8-9], 国内有

报道突变率高达28%[10], 是否存在种族差异尚需

进一步研究. 本实验采用免疫组织化学方法检

测SCRC中β-Catenin蛋白的异常表达状况并分

析其与临床病理参数的关系; 以PCR扩增和直接

测序方法检测SCRC中β-Catenin基因第3外显子

的突变并分析其在SCRC发生发展中的作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 连续收集了复旦大学附属肿瘤医院

2004-07/10手术切除的结直肠癌新鲜标本90例, 
其中男47例,女43例, 年龄33-82(平均58)岁. 标本

取材后立即置入液氮保存备用. 同时取材做石蜡

包埋以获病理诊断结果. 正常标本25例取自癌肿

旁至少大于10 cm处的黏膜, 分别作液氮冷冻和

石蜡包埋. 散发腺瘤标本为2004年石蜡包埋标本

22例, 男13例, 女9例, 年龄45-80(平均63)岁. 腺瘤

直径0.5-4.0(平均2.1) cm. 所有病例均无遗传性结

直肠肿瘤病史. β-Catenin单克隆抗体购自Zymed
公司, EnVision试剂盒购自Dako公司. 本研究获

得了复旦大学附属肿瘤医院伦理委员会的批准, 
同时标本采集得到了病人的知情同意. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学法检测β-Catenin蛋白的表

达: 用EnVision二步法, DAB显色. 以0.01 mol/L
的柠檬酸(pH6.0)为抗原修复液, 通过煮沸进行

抗原修复. 以TBS缓冲液代替一抗作阴性对照. 
结果判定参考文献[11], β-Catenin胞质阳性细胞

>30%, 胞核阳性细胞>1%, 分别记为胞质及胞核

异常表达. 
1.2.2 DNA提取: 新鲜标本切取20 µm冰冻切片

20片, 用300 µL裂解液(20 mmol/L Tris-Cl pH 8.0, 
20 mmol/L EDTA, 20 g/L SDS)消化裂解后, 以酚

/氯仿抽提DNA. 石蜡标本切取15 µm切片30张, 
经二甲苯脱蜡后按上述方法提取DNA. 用紫外

分光光度计(Beckman公司DU640型)测量DNA
浓度. 
1 .2 .3   P C R扩增和目的片断测序:  用P C R扩

增β-C a t e n i n第3外显子 ,  该部位是突变热点

区和磷酸化调节位点区 .  所用引物参考文

献[12], 引物序列如下, 上游引物5 -G C T G A 
TTTGATGGAGTTGGA-3, 下游引物5-GCTACT
TGTTCTTGAGTGAA-3, 目的片段226 bp. 退火

温度55℃, PCR扩增35个循环. 目的产物送上海

基康生物公司纯化后, 在Applied Biosystem 3700 
DNA测序仪上测序. 测序引物同上, 双向测序. 
发现突变时重复一次测序. 

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行χ2检验

或精确概率检验, P <0.05有显著性意义. 

2  结果

2.1 β-Catenin蛋白的胞质和胞核异常表达 正常

结直肠黏膜β-Catenin蛋白表达呈清晰的棕黄色

染色, 阳性表达全部定位于细胞膜上, 未见胞质

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 关于结直肠
癌中β-Catenin蛋白
的胞质胞核异常
表达及其与临床
病理参数的关系
报道不一. 而国内
外关于结直肠癌
中β-Catenin基因突
变率的报道较少, 
且结果相差较大. 
因此, 针对结直肠
癌中β-Catenin从蛋
白到基因水平的
大样本研究是急
需的. 
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胞核中的异常表达(图1A). 散发性结直肠腺瘤和中的异常表达(图1A). 散发性结直肠腺瘤和的异常表达(图1A). 散发性结直肠腺瘤和

腺癌组织出现胞质和胞核的异常表达, 膜表达

有不同程度的降低, 胞核异常表达者均显示胞

质异常表达(图1B-D). 在SCRC中β-Catenin的胞

质和胞核表达率(分别为88.9%和41.1%)显著高

于散发性结直肠腺瘤(分别为59.1%和18.2%)(P  
<0.05, 表1). SCRC的β-Catenin异常胞质表达与肿

瘤生长方式, 分化程度相关(P<0.05), 但与生长部

位、浸润深度及淋巴结转移等临床病理参数无

关(表2). 核表达多为灶性分布, 主要在肿瘤浸润

前沿呈阳性表达. SCRC的β-Catenin核表达率在

浸润型和溃疡型生长高于在隆起型生长(50.0% 
vs  26.5%, P <0.05), 与生长部位、分化程度、浸

润深度及淋巴结转移等临床病理参数无关. 
2.2 β-Catenin基因突变 90例SCRC标本中仅有1
例在第3外显子发生点突变(图2), 呈杂合性突变, 

为41密码子ACC→GCC, 即苏氨酸变成丙氨酸, 
突变率约1%. 22例散发性腺瘤未发现第3外显子

突变. 该例β-Catenin第3外显子突变患者为男性, 
81岁. 癌肿在升结肠, 中低分化, 浸透肠壁全层, 
β-Catenin在胞质和核内异常表达. 

3  讨论

β-Catenin蛋白是Wnt通路中的关键分子, 被认

为在消化系肿瘤的发生中起重要作用[13]. 本研

究发现在SCRC中β-Catenin胞质及核内异常表

达率为88.9%和41.1%, 显著高于散发性腺瘤中

胞质及核内异常表达率(59.1%和18.2%), 而在

正常结直肠黏膜上皮细胞中未见β-Catenin异常

表达, 这表明β-Catenin的异常表达与结直肠肿

瘤的发生发展密切相关[14]. 对Wnt通路中关键成

表  1  β-catenin在散发性腺瘤和腺癌中的异常表达 n (%)

     
分组                      n                胞质阳性	        胞核阳性

正常黏膜	           25	               0(0.0)         	          0(0.0)

腺瘤	           22	             13(59.1)	           4(18.2)

腺癌	           90	             80(88.9)b 	         37(41.1)a

aP<0.05, bP<0.01 vs  腺瘤.

图  1  正常结直肠黏膜及肿瘤组织β-Catenin的表达(EnVision法). A: 正常结直肠黏膜组织, β-Catenin表达呈清晰的棕黄色染

色, 阳性表达全部定位于细胞膜上, 未见胞质胞核的异常表达(×200); B: 散发性结直肠腺瘤组织, β-Catenin呈胞质异常表达

(×100); C: 散发性结直肠癌, β-Catenin呈胞质胞核异常表达(×400); D: 散发性结直肠癌, β-Catenin在肿瘤浸润前沿呈胞核

异常表达(×100).

A B

C D

图  2  β-Catenin
基因测序图. A: 正

常序列; B: 突变序

列; 箭头所指为突

变位点, 41密码子

ACC→GCC, 即苏

氨酸变成丙氨酸.A  C    T   G   C    C  A   C   A  GB

A  C    T  A   C   C   A  C     A   GA

■创新盘点
本课题以较大的
样本量专门研究
了散发性结直肠
癌中β-Catenin蛋
白的胞质胞核异
常 表 达 ,  发 现 其
与肿瘤的生长方
式及分化程度相
关 .  同 时 用 直 接
测 序 方 法 检 测
β-Catenin基因, 发
现其突变率在散
发性结直肠癌约
1%, 突变率很低, 
这表明β-Catenin
基因突变不是引
起β-Catenin蛋白
胞质胞核异常表
达的主要机制. 
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分异常改变的认识是研究结直肠癌新的治疗靶

点的基础[15], 已有实验用姜黄素(curcumin)抑制

β-Catenin的功能而下调靶基因的表达[16]. 
β-Catenin蛋白胞质异常表达率从42%到100%

不等[4-5,17], 但与临床病理参数关系的分析报道较

少. 本研究显示β-Catenin蛋白胞质异常表达仅与肿

瘤生长方式、分化程度有关, 即溃疡型和浸润型

生长、高中分化腺癌的胞质异常表达率分别高于

隆起型生长、低分化腺癌, 差异有显著性意义. 不
同的生长方式可能涉及不同的分子机制. β-Catenin
蛋白胞质异常表达与SCRC的分化程度有关, 这与

文献中的报道相似[3-4,18]. 但本研究中β-Catenin胞质

异常表达率在低分化SCRC中是低下的, 其发生机

制尚不清楚, 可能与蛋白合成障碍有关. 
胞质内异常表达的β-Catenin蛋白易位到胞

核后才能激活靶基因的转录, 因此多数作者更

加注重胞核β-Catenin异常表达的研究. β-Catenin
蛋白的核表达率从12.8%到98%不等[4-6], 与临

床病理变量的关系的报道不尽一致 .  有报道

β-Catenin蛋白核异常表达与SCRC的分级分期

及淋巴结转移无关[4-5]; 有报道核异常表达与黏

膜内癌的发展有关[19]; 有报道弥漫性核表达是

生存期短的独立预测指标[20]; 也有报道核高表

达与淋巴结转移及预后差有关[6], 认为β-Catenin
的核表达可作为SCRC的预后指标. 研究结果

的差异可能与实验方法不同、结果判断标准不

一致和肿瘤的异质性等因素有关. 本研究发现

β-Catenin核表达率为41.1%, 只与SCRC生长方

式相关, 即β-Catenin核表达率在浸润型和溃疡

型生长(50.0%)显著高于在隆起型生长(26.5%). 
这与Chiang et al [21]的报道一致, 他们认为这2种
类型可能存在不同的分子机制, 隆起型生长与

Ras基因突变导致细胞过度增殖有关, 而溃疡型

则与β-Catenin胞核异常表达引起靶基因MMP-7
的过度表达导致组织酶性溶解密切相关. 我们

还发现β-Catenin往往在肿瘤的浸润前沿呈现核

表达, 与Brabletz et al的观察结果一致[22]. 他们认

为细胞核β-Catenin聚集可能获得一种适应环境

的能力, 保持差分化而参与肿瘤的侵袭和转移

过程. MMP-7和uPA参与基质蛋白的溶解, 与肿

瘤的侵袭行为相关. 文献报道MMP-7和uPA在浸

润前沿表达增高[23-24], 受β-Catenin的正调节, 提
示β-Catenin核表达在结直肠癌发展中有重要的

作用. 
关于β-Catenin异常表达的机制, 现认为与

APC突变或β-Catenin点突变导致β-Catenin失
降解有关[1]. 然而, 荷兰最近的大样本研究显示

APC基因突变在SCRC为72%(479/665), 而其

截短突变率仅37%[25], 并不是很高. 因而推测

β-Catenin基因突变可能起重要作用. 文献报道

在HNPCC中β-Catenin基因突变率达43%[7], 认为

β-Catenin基因突变在HNPCC发生中有重要的作

用. 但针对SCRC的β-Catenin基因突变研究, 有
报道未发现β-Catenin基因突变[8,26], 或突变率很

低(<1%)[9,27-28]. 国内有报道β-Catenin基因突变

率高达28%[10], 与国外的报道不同. 本研究显示

在SCRC中β-Catenin突变率约1%, 与国外的报

道相似. 本实验中的1例突变发生在β-Catenin
基因第3外显子的41密码子, 为ACC→GCC, 即
苏氨酸变为丙氨酸 .  该突变位点是结直肠癌

β-Catenin第3外显子常见的突变热点和磷酸化

调节位点[29]. 实验表明在人SCRC中β-Catenin突
变很少见, 国内外突变率相符, 未显示种族差异. 
国内文献报道β-Catenin的突变率较高[10], 究其

原因可能与研究的样本有关, 因为他们未明确

将SCRC和HNPCC分开研究, 而在HNPCC有较

高的β-Catenin突变率[7,30]. 另外, Samowitz et al发
现β-Catenin的突变在小腺瘤中更常见, 而在浸

润性腺癌中并不常, 认为β-Catenin突变在结直

肠肿瘤的发生中是一个早期事件, 伴突变的小

腺瘤似乎不可能进展为大腺瘤和浸润性腺癌[28]. 
本研究在散发性腺瘤中未发现突变(0/22), 可能

与腺瘤直径较大或者全为外生型肿瘤有关[31]. 
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表  2  β-Catenin阳性表达与散发性结直肠癌临床病理
参数的关系 n (%)

     
            	                n        胞质        P 值	     胞核     P 值

部位					   

    右半结肠          14    11(78.6)	   4(28.6)	

    左半结肠          14    13(92.9)                 7(50.0)	

    直肠	             62	    56(90.3)  0.576    26(41.9)  0.501

生长方式					   

    隆起型	            34    27(79.4)	   9(26.5)	

    溃疡及浸润型   56    53(94.6)   0.038    28(50.0)  0.028

分化程度					   

    高分化	            11    11(100.0)	  4(36.4)	

    中分化	            58    54(93.1)               26(44.8)	

    低分化	            21    15(71.4)  0.018      7(33.3)  0.619

浸润深度					   

    深肌层以内      27    25(92.6)               12(44.4)	

    全层	             63    55(87.3)  0.717    25(39.7)  0.674

淋巴结转移

    有	             52    45(86.5)               20(38.5)	

    无	             38    35(92.1)  0.509    17(44.7)  0.550

■应用要点
本文证实了散发
性 结 直 肠 癌 中
β-Catenin蛋白的
胞质胞核异常表
达情况及其与肿
瘤的生长方式和
分 化 程 度 关 系 , 
并明确β-Catenin
基因突变在引起
β-Catenin蛋白胞
质胞核异常表达
机制中所占的地
位. 这为进一步探
索 W n t 信号通路
中主要分子在散
发性结直肠癌发
生发展中的作用
机制奠定了基础. 
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总之, 在SCRC中β-Catenin有较高的胞质胞

核异常表达率, 与肿瘤的发生发展密切相关. 但
β-Catenin基因突变在SCRC及散发性结直肠腺

瘤中是一个罕见事件, 推测在SCRC中β-Catenin
突变不是β-Catenin胞质胞核异常表达的主要原

因, 且在SCRC的发生发展中不起主要作用. 
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G260	 心脏杂志					       523	 24	 -0.47 	 0.392 	 31            -0.28 

G610	 胰腺病学					       223	 38	 -0.78 	 0.282 	 38            -0.48 

G234	 中国动脉硬化杂志				      869	 16	 -0.13 	 0.521 	 18            -0.04 

G422	 中国脑血管病杂志				      223	 38	 -0.78 	 0.503 	 21            -0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2121	   7	   1.13 	 0.601 	 13	 0.11 

G211	 中国糖尿病杂志				    1284	 11	   0.29 	 0.931 	   7	 0.72 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     616	 23	 -0.38 	 0.599 	 14	 0.11 

G633	 中国血液净化				      449	 31	 -0.55 	 0.478 	 23            -0.12 

G119	 中国循环杂志				      643	 22	 -0.35 	 0.411 	 28            -0.24 

G231	 中华肝脏病杂志				    2746	   4	   1.76 	 1.056 	   4	 0.95 

G235	 中华高血压杂志				      982	 15	 -0.01 	 0.757 	   9	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     143	 42	 -0.86 	 0.235 	 39            -0.57 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     465	 30	 -0.53 	 0.431 	 26            -0.20 

G150	 中华老年医学杂志				    1010	 14	   0.02 	 0.510 	 20            -0.06 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1548	   9	   0.56 	 1.032 	   5	 0.91 

G156	 中华内科杂志				    3238	   3	   2.26 	 0.847 	   8	 0.57 

G161	 中华肾脏病杂志				    1477	 10	   0.49 	 1.018 	   6	 0.88 

G285	 中华消化内镜杂志				    1271	 12	   0.28 	 0.607 	 12	 0.12 

G168	 中华消化杂志				    2249	   6	   1.26 	 1.123 	   2	 1.08 

G892	 中华心率失常学杂志				      384	 32	 -0.61 	 0.568 	 15	 0.05 

G170	 中华心血管病杂志				    3705	   2	   2.73 	 1.217 	   1	 1.25 

G172	 中华血液学杂志				    1632	   8	   0.64 	 0.633 	 11	 0.17 

	 平均值					       994			   0.541 		

以上数据摘自《中国科技期刊引证报告》(2008年版). 科学技术文献出版社, 160-161.
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Abstract
Barrett’s esophagus is a metaplastic change 
in esophageal lining, characterized by the 
replacement of normal squamous epithe-
lium with columnar epithelium. Barrett’s 
esophagus is associated with a high risk of 
esophageal adenocarcinoma. As the incidence 
of esophageal adenocarcinoma has risen dra-
matically in developed countries, the research 
on Barrett's esophagus is attracting increasing 
attention. In this article, we will review the 
recent advances in the diagnosis of Barrett’s 
esophagus. 

Key Words: Barrett’s esophagus; Diagnosis; Endos-
copy; Chromoendoscopy; Esophageal capsule en-
doscopy; Narrow-band imaging; Autofluorescence 
imaging; Confocal laser endoscopy; Optical coher-
ence tomography

Lu XS, Wang CW. Advances in the diagnosis of Barrett’
s esophagus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 
2391-2395

摘要
Barrett's食管(Barrett's esophagus, BE)是指食管
内膜发生化生, 鳞状上皮被柱状上皮取代, 他
是食管腺癌最重要的危险因素. 随着食管腺癌
在西方国家的发病率迅速升高, BE日益受关
注. 过去几年里, BE领域取得显著的进步, 本
文主要针对其诊断标准、内镜诊断及新的内
镜成像技术等方面作一综述.

关键词: Barrett's食管; 诊断; 内镜; 色素内镜; 食管

胶囊内镜; 窄频带成像; 自体荧光成像; 共聚焦激光

内镜; 光学相干断层摄影技术
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0  引言

Barrett's食管(Barrett's esophagus, BE)是食管腺癌

的癌前病变, 其癌变的危险性较一般人群高出

30-125倍. 近20年来, 食管腺癌的发病率增长迅

速, 据调查[1], 1975-2001年美国食管腺癌的发病

率上升接近6倍, 超过了黑色素瘤、前列腺癌和

乳腺癌, 其中大部分由BE发展而来. BE在西方

白种人中发病率较高, 其中欧洲约1%-4%, 美国

约5%-12%, 虽然黑人及亚洲人中相对少见, 但
近年来的报道有所增加, 其中2项大型的前瞻性

研究显示, 日本人的总体发病率在0.9%-1.2%[2]. 
BE和食管腺癌的发病率不断升高, 如何尽早诊

断和发现早期癌变是目前面临的最大挑战.

1  BE的诊断标准

1950年英国心胸外科医生Norman Barrett首先提

出BE, 并以他的名字命名(又称Barrett病), 其后

的近60年里, BE的定义一直是大家争论的焦点, 
近年来使用最普遍的是, 胃食管连接部的鳞状

上皮被柱状上皮取代, 并经内镜多处活检证实

肠化(以杯状细胞为标志)的存在以确诊, 但现在

部分国家, 如日本、英国等, 其指南已不要求必

须活检证实肠化才可诊断为BE[3-4].

www.wjgnet.com
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■背景资料
B E 是 食 管 腺 癌
的 癌 前 病 变 ,  其
癌变的危险性较
一 般 人 群 高 出
30-125倍. 在我国
BE发病率不如西
方 白 种 人 高 ,  但
近年来报道的病
例 数 越 来 越 多 .  
目前BE诊断标准
的分歧主要是是
否需要伴有肠化, 
其诊断手段主要
是靠内镜结合组
织 病 理 ,  而 新 的
内镜成像技术不
断涌现为提高BE
的诊断率开拓了
广阔的前景.

■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



目前, 国际上主要存在2种观点: 一种是主

张只有活检发现杯状细胞才诊断BE, 因为定义

BE的目的是对这种食管腺癌危险因子建立一种

标准的识别方法, 以便于诊断、治疗和研究, 而
伴有肠化的癌变风险最高, Cameron et al [5]研究

胃食管连接部的小腺癌, 发现86%的腺癌伴有肠

化, 再者严格定义BE可减少因过度诊断而增加

患者经济与心理负担. 另一种观点则不主张限

定只有活检发现杯状细胞才诊断BE. 其依据是: 
(1)即使没有发现杯状细胞, 仍然很容易辨认柱

状上皮的特点并显示出肠化的生理机能, 如表

达DAS-1, CDX-2, 肠黏蛋白3(mucin-3, MUC-3)
等 [6-8], 这些肠转录因子、肠MUC基因等在肠

化、高度不典型增生的BE及BE相关腺癌组织中

呈现显著高表达; (2)即使没有发现杯状细胞, 食
管柱状上皮也可能发展为腺癌, Kelty et al [9]随访

712例BE患者8-20年, 发展为腺癌的为4.1%, 其
中伴有肠化的为4.5%, 未发现肠化的为3.6%, 两
者的癌变风险几乎相同. 事实上既无对照证据, 
也无基础研究表明BE进展为肿瘤与杯状细胞

有关; (3)杯状细胞呈灶性分布, 其检出率与活检

的次数和部位、BE的长度、样本误差等有关, 
如Janes et al [10]在首次内镜检查发现可疑短节

段BE(short-segment Barrett's esophagus, SSBE)
但病理未发现肠化的患者中, 再次行内镜活检

有23.2%患者新发现肠化. Oberg et al [11]研究发

现, 1-2 cm长度短节段BE肠化的检出率是30.5%, 
而6 cm以上的长节段BE(long-segment Barrett's 
esophagus, LSBE)检出率接近90%; 另Reid et al [12]

的研究也表明间隔2 cm行活检可导致超过50%
的癌症漏诊率. 为了统一标准, 2006-2008年来

自不同国家的多位专家经反复讨论和投票, 制
定了胃食管反流病的最新全球定义-蒙特利尔

定义和分类[13], 其中引入了一个新概念: 内镜

疑似食管化生(endoscopic suspected esophageal 
metaplasia, ESEM), 当ESEM活检发现柱状上皮

时, 应诊断为BE, 并具体说明是否存在肠型化

生, 同时明确了有肠上皮化生的长节段BE是食

管腺癌的重要危险因素. 这将有助于不同国家

的临床医师讨论同一种疾病, 使不同研究间的

患者具有可比性.

2  BE的内镜诊断

目前国际上认可的最常用、最可靠的手段仍是

传统的内镜结合病理组织学检查.
2.1 BE的内镜下识别 BE的内镜下特征是齿状
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线水平不再与胃食管连接部(gastro-esophageal 
junction, GEJ)一致, 从而导致食管远端出现内镜

下所见的橘红色黏膜, 呈全周型、舌型或岛状.橘红色黏膜, 呈全周型、舌型或岛状.膜, 呈全周型、舌型或岛状. 
可见准确判断齿状线和GEJ的位置非常重要. 通
常, 齿状线是比较容易识别的, 因为2种上皮颜

色不同, 正常的鳞状上皮呈粉红色, 而柱状上皮

为橘红色. 在BE中, 橘红色的柱状上皮凸出于管橘红色. 在BE中, 橘红色的柱状上皮凸出于管. 在BE中, 橘红色的柱状上皮凸出于管橘红色的柱状上皮凸出于管的柱状上皮凸出于管

状食管. 但GEJ的解剖位置却不那么容易识别, 
得到最多认可的是GEJ位于纵行胃皱襞近端的

边缘. 另外还有以食管下端栅状血管网为标志

的, 日本专家认为, 发生BE时, 尽管柱状上皮代

替了鳞状上皮, 但其下方的血管网仍为栅状, 以
栅状血管的末端为GEJ[3]. 但区别真正的柵状血

管和其他GEJ以下的黏膜下血管纹理有时是很黏膜下血管纹理有时是很膜下血管纹理有时是很

困难的, 而且不是所有患者都可以在内镜下清

楚地看到柵状血管. 其他还有管状食管末段和

囊样胃腔的交界部位、食管末端收缩处等, 但
这些方法没有第一种的重复性好. 总体来说GEJ
的识别只有中度可重复性.
2.2 BE的分类 传统的BE根据累及黏膜的长度黏膜的长度膜的长度

分为长节段和短节段BE. 另外有研究发现20%
内镜阴性的胃食管反流病(gastroesophageal re-
flex disease, GERD)患者在齿状线处活检发现

有肠化[14], 而10%-17%既无反流症状, 也无内镜

可疑BE表现的患者活检也存在肠化[15]. 这些患

者的齿状线较直, 且没有移位, 但病理证实有肠

化, 有学者称之为超短节段BE, 目前对这部分病

灶了解较少, 其病因、发病机制等尚不清楚, 但
其不典型增生发生率似乎较少[16]. 有学者认为

BE的长度可能与患癌风险有关, 如Gopal et al [17]

通过多个中心共309名BE患者的研究发现SSBE
不典型增生发生率为9%, LSBE达23%, 而且长度

每增加1 cm, 不典型增生的风险增加14%. 但也

有学者认为SSBE及LSBE两者患食管腺癌的风

险没有显著的区别, Rudolph et al [18]研究发现, 长
度增加5 cm, 癌变风险只增加1.7倍, 两者无明显

线性关系. 所以目前仍缺乏充分有效的证据说明

两者的关系, 这种单纯按长度的分类方法尚无明

确的病理组织学意义. 因此, Sharma et al [19]提出

了BE布拉格C或M分类系统, 该系统包括对BE累
及全管周的长度(C)和累及的最大长度(M)进行

评估(图1), 累及食管远端全周的长度为2 cm以

C-2表示, 累及最大长度为5 cm则以M-5表示, 则
布拉格分类为C2M5节段. 其C和M的可信度分别

是0.95及0.94, 对于≥1 cm的BE内镜下识别的总

体可信度达0.72, 在目前的诊断技术水平已显示

www.wjgnet.com

■相关报道
Shaheen et al 详
细陈述了BE的临
床表现、流行病
学、形成的风险
因素、发病和恶
化的机制、不典
型增生的内镜检
测以及治疗等新
进 展 ,  并 且 探 讨
未来的研究方向. 
Sharma et al 通过
收集29位患者的
电子内镜录像, 让
不同国际小组的
内镜医师根据布
拉格C&M标准进
行识别和分类, 结
果显示出较好的
可重复性, 此分类
系统弥补了传统
的内镜诊断和分
类方法的可重复
性差、病理组织
学意义相关性差
等缺点.

■研发前沿
近年来出现大量
新的内镜成像技
术 ,  如 窄 频 带 成
像、自体荧光成
像、共聚焦激光
显微内镜技术、

光学相干断层摄
影技术等, 初步研
究显示他们不仅
有助于提高BE的
诊断率, 而且对肠
化、不典型增生
及早期癌的敏感
性及特异性高, 有
可能在不久的将
来会应用于临床.
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出较好的可重复性. 遗憾的是, 这一分类系统不

适用于邻近的岛状及<1 cm的超短节段BE.
2.3 内镜下可疑区域的活检 准确地活检取材对

监测随访其癌变潜能是有重要意义的. 如何取

活检, 不同地区也各有差异, 现国际上普遍采用

四象限方法, 即在GEJ及齿状线之间每隔1-2 cm
行活检. 但肠化和不典型增生均呈灶性分布, 间
隔2 cm活检很容易出现漏诊, 一项最近的回顾

性研究[20]中296个患者行内镜检查, 其中125例为

BE, 取8处活检的杯状细胞检出率为68%, 而取4
处分析的仅为35%, 因此对疑有异型增生或癌变

的有必要间隔1 cm取更多活检. 该法要求取材组

织多, 而食管下段黏膜下血管丰富, 活检时出血黏膜下血管丰富, 活检时出血膜下血管丰富, 活检时出血

多, 会加大操作难度而且有并发大出血的危险, 
有人提出活检前在BE黏膜表面喷洒稀释的肾上黏膜表面喷洒稀释的肾上膜表面喷洒稀释的肾上

腺素, 有止血效果, 可提高活检时的可见度[21]. 鉴
于四象限活检存在耗时长、费用大、操作难度

高等不足, 我国一般行靶向活检, 即根据检查者

的经验在可疑柱状上皮的区域取活检. 但有研

究提示系统的四象限活检中不典型增生及早期

癌的检出率比非系统活检高[22].

3  BE诊断的新技术

近年来BE的诊断出现大量新技术, 并且很多的

技术报道对诊断BE、不典型增生和早期癌有高

度敏感性及特异性.
3.1 色素内镜技术 严格来说, 色素内镜是一种老

的技术, 常用的染色剂有1.5%-4% Lugol碘液、

1%-2%亚甲蓝或靛卡红、1.5%乙酸等. 其中亚

甲蓝可以被杯状细胞吸收使肠化区被染成蓝色, 
所以被认为最有希望提高肠化及不典型增生的

检出率[23-24], 但近年也有大量的前瞻性对照研究

发现其相对于四象限活检并没有明显优势[25-26]. 
目前染色剂被结合放大内镜一起使用, 对照结

果显示有助于检测肠化和不典型增生, 如Réaud 
et al [27]和Guelrud et al [28]分别研究发现其检测肠

化敏感性达95.5%以上, 而特异性有所争议, 他
们的实验结果分别是42.9%和88.7%, 但样本量

少, 尚不清楚临床应用中的重复性如何.
3.2 食管胶囊内镜 胶囊内镜自2001年通过FDA
认证以来, 其临床应用日益广泛, 但目前仍主要

用于小肠疾病, 如小肠出血、肿瘤、CD、遗传

性息肉综合征、乳糜泻等, 其敏感性和特异性

基本可接受, 临床应用于食管疾病仍是一项新

技术, 他最大的缺点是不能活检, 如果BE就是食

管柱状上皮化生, 那他有潜力为我们提供一种

非侵入性检查手段. 在早期对少数患者的研究

中发现其具有高敏感性, 但是随后的大样本研

究证明实际上敏感性并不高[29-30], 其中一项90名
患者的前瞻性研究发现食管胶囊内镜诊断BE的
敏感性及特异性分别只有67%和84%[29]. 而且价

格昂贵, 仍存技术问题, 例如记录中断、传输失

败等, 以及临床应用的问题, 如胶囊滞留等.
3 .3 窄频带成像  窄频带成像(n a r r o w-b a n d 
imaging, NBI)的原理是将传统电子内镜中的3个
宽谱滤光片换成了特殊优化的窄谱滤光片, 使
电子内镜的红/绿/蓝光源的波谱范围相对变窄, 
波长相对变短, 而且3种光源的构成比例中以蓝

光为主, 蓝光的波长短, 其他组织吸收少, 却能

被血红蛋白选择性地吸收, 所以能更清楚地显

示黏膜浅表血管, 使血管系统与周围组织的对

比性明显增强, 在一定程度上具有染色内镜相

似的效果, 而且操作灵活、方便, 与传统内镜之

间可随意切换, 对病变部位可重复观察, 与高分

辨内镜联合应用可更好地观察黏膜. 与普通内

镜相比, NBI对齿状线、GEJ、栏栅状血管等结

构显示更加清晰, 而肠化也有特征性的脑回样

黏膜、常青藤或DNA样毛细血管, 高度不典型

增生和早期癌则往往黏膜结构不规则, 血管增

多、扩张[31]. Sharma et al [32]对NBI的研究, 在51
名BE患者中发现7名患者有高度不典型增生, 敏
感度达100%, 特异性达98.7%; Singh et al [33]通过

前瞻对照研究得出, NBI结合放大内镜诊断BE的
敏感性达88.9%, 特异性达94.8%. 在我国, NBI已
开始投入临床使用, 但目前尚未有国际上统一

的NBI下黏膜及血管形态结构的分类标准.
3.4 自体荧光成像 人体组织内含有很多能发射

荧光的物质, 如胶原、核黄素等, 自体荧光成像

的原理就是通过向组织发出一定波长的激光, 
激发并探测组织的自身荧光光谱及成像, 从而

获得组织内部物理和化学的特性, 由此可鉴别

图  1  BE的布拉格C或M分类系统. 
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不同的组织, 正常组织在荧光图像上显示为蓝

色, BE为绿色, 大多数癌组织为暗红色, 这些特

点有利于诊断BE中的不典型增生和早期癌[34]. 
但是由于食管炎症及新生上皮也表现为红色, 
所以导致假阳性率太高, 一项20例BE患者的自

体荧光成像研究[35]发现不典型增生区域的敏感

度为100%, 但是有40%假阳性率.
3.5 共聚焦激光显微内镜技术 共聚焦激光显微

内镜技术(laser confocal microscopy, CLE)是将

一个小型的共聚焦激光显微镜安装于传统的电

子内镜头端, 其成像原理是由激光器发出激光

束, 激发组织中人造的荧光物质使之产生不同

方向的荧光, 利用光产生干涉图像并将其数字

化, 从而构成检测区域的三维图像. 由于杯状细

胞和癌细胞在CLE下均有显著特点, 所以可用于

识别肠化和早期癌. 我国有人对CLE进行了初步

的研究[36], 以10%的荧光素钠静注作对比剂后检

查21名BE患者, 其敏感度为95%, 特异度为90%. 
然而Pohl et al对38位BE患者研究发现CLE检测

BE中不典型增生的敏感性只有75%, 特异性为

88.8%-91.0%[37]. 由于荧光素钠不能进入细胞核, 
胞核不显示, 所以CLE的缺点是不易区分低度和

高度不典型增生. 
3.6 光学相干断层摄影技术 光学相干断层摄影

技术(optical coherence tomography, OCT)的原

理是利用近红外低相干光照射到待测组织, 依
据光的相干性产生干涉来测量光反射所经过的

距离而成像, 收集的信号经处理后可得到组织

断面的二维或三维图像, 是一种快速、实时的

活体组织深层显微结构的非侵入性成像方法, 
虽然OCT跟超声内镜非常类似, 但其分辨率极

高, 几乎与光学显微镜相当. 自1991年研发出来, 
OCT用于眼球、心脏病及早期癌等许多研究领

域, 并且部分已经应用于临床, 而胃肠道检查的

应用仍处于研究阶段. Wang et al [38]对98份食管

远端的离体组织进行研究, 发现高速成像的傅

立叶域OCT技术对BE的诊断具有高度敏感性、

特异性及准确性, 而且检测不典型增生的敏感

性、特异性分别达92%和80%. 其缺点在于所能

探及的组织深度浅, 仅1-2 mm, 且每次成像范围

小, 不利于大范围的检查.

4  结论

随着对BE的逐步深入研究, 其诊断标准几经修

改, 最佳可操作的标准应明了、重复性好, 而且

与食管腺癌的风险相关, 至于新定义和分类系

统是否符合以上标准, 还有待临床验证. 目前经

内镜活检的组织病理评估不典型增生和癌症风

险仍得不到满意的效果, 新的内镜成像技术的

初步研究显示其对肠化、不典型增生的敏感性

及特异性高, 有较好的临床应用前景.
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Abstract
Hepatic fibrosis is characterized by an abnor-
mal hepatic deposition of extracellular matrix 
(especially collagen). As hepatic fibrosis pro-
gresses, cirrhosis will develop. Hepatic stellate 
cells are the major source of the extracellular 
matrix (ECM). The activation of hepatic stellate 
cells is the central event in the development of 
hepatic fibrosis. The transforming growth factor-
beta (TGF-β)/Smad signaling pathway plays 
an important role in regulating the synthesis of 
ECM in stellate cells. Recent studies found that 
forkhead L2 (Fox L2), belonging to the forkhead 
family, was able to act as a molecular chaperone 
for Smad complex. Thus, it may enhance the sta-
bility between Smad complex and target genes. 

Key Words: Fox L2; TGF-β/Smad signaling path-
way; Hepatic stellate cell; Helix-turn-helix

Xiong F, Li CP. Role of forkhead L2 in transforming 
growth factor-beta /Smad signaling pathway-mediated 

activation of hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(23): 2396-2399

摘要
肝纤维�是肝脏�弥漫性细胞外基质(特别是
胶原)过度沉积的结果, 如果肝纤维�进行性
发展, 常演变为肝硬�. 而肝星状细胞的激活
则是肝纤维�的核心事件, 是细胞外基质分
泌的主要细胞, 其中的TGF-β/Smad通路是肝
星状细胞�主要的信号传导通路之一, 在细
胞外基质的合成中起着重要作用. 由于在该
信号通路下游Smad复合物只能与靶基因形成
松散连接, 所以必然存在着相应的协同蛋白
质使整个复合物紧密连接, 而最近研究发现, 
Fox L转录因子中的Fox L2可能与整个Smad
复合物形成了分子伴侣关系, 他有可能加强
了Smad复合物与靶基因的结合的稳定性. 

关键词: Fox L2; TGF-β/Smad通路; 肝星状细胞; 

螺旋-转角-螺旋
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0  引言

肝星状细胞在肝纤维化的形成过程中据核心地

位[1-2], 他的激活, 增殖并合成分泌细胞外基质他的激活, 增殖并合成分泌细胞外基质的激活, 增殖并合成分泌细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)等多种物质, 使ECM
合成和降解失衡, 在肝脏内过度沉积, 使肝脏结

构发生改变, 导致肝纤维化的发生[3-4]. 转化生

长TGF-β/Smad(transforming growth factor-beta/
Smad, TGF-β/Smad)通路则是肝星状细胞内的主

要信号通路, 在胶原等ECM的合成与分泌中起

着重要作用[5], 他的下游信号通路包括了一组被他的下游信号通路包括了一组被的下游信号通路包括了一组被

称为Smad的双功能分子家族, 在纤维化发生的

许多肝星状细胞的下游信号通路中, 其细胞内

和细胞外信号都集中于Smad, 从而进一步微调

和增强TGF-β的作用[6-7], 但Smad复合物与靶基

因结合是松散结合[8], 必然存在相应的协同蛋白

质使其紧密连接, 而Fox L中的Fox L2可能扮演

®

■背景资料
肝纤维�是一个
可逆的瘢痕修复
过程, 是所有肝病
末期并发症的基
础 ,  逆 转 纤 维 �
的研究将对肝病
的治疗产生革命
性 的 影 响 ,  而 在
肝纤维�中肝星
状细胞的激活是
整个的肝纤维�
的核心事件, 而其
激活主要依赖于
TGF-β/Smad通路. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中国
医��大学附属第一
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了这一角色[9], 本文将对这一问题进行综述. 

1  Fox L基因及其相关蛋白质

Fox基因能编码一类被命名为forkhead box的转

录因子, 这类转录因子都含有一个非常保守的

110个氨基酸的DNA结合区域, 被称作forkhead 
box. 该功能域又被形象的称为winged helix, 通
常由3个alpha-螺旋构成, 中间用2个多聚肽环进

行连接, 为经典的螺旋-转角-螺旋结构[10], 类似

于噬菌体的DNA阻抑结构[11]. 从酵母菌到人类

的真核生物中都能发现forkhead box转录因子, 
他们在细胞的多种生物学效应中, 如代谢, 生长,们在细胞的多种生物学效应中, 如代谢, 生长, 
癌症的发生, 以及衰老中都扮演着极为重要的

角色, 根据保守的forkhead box结构域的不同, 这
类蛋白质被分成了17个亚家族(A-Q)[12]. 其中的

Fox L被分为了Fox L1和Fox L2, 2种转录因子在

forkhead box上的微小差别导致他们在功能上的他们在功能上的们在功能上的

差异[13]. Fox L1又名Fkh6, 其基因定位于16q24, 
长度是3.189 kb, 他编码的蛋白质拥有345个氨他编码的蛋白质拥有345个氨编码的蛋白质拥有345个氨

基酸, 位于细胞核中, 通常定位于肠道中间叶细

胞[14]. 但最近研究发现, 肝脏受损后均会刺激干

细胞转化为肝细胞和胆管扁平细胞, 干细胞的

位移和其子细胞会高度表达Fox L1转录因子, 他他
很有可能是肝干细胞的一种全新标志物, 由于

干细胞是通过旁分泌对邻近的肝星状细胞和成

纤维细胞产生影响, 所以实际上他有可能参与他有可能参与有可能参与

肝纤维化的形成过程, 但是研究中也发现, 在肝

星状细胞和成纤维细胞中没有发现Fox L1的高

度表达, 这有可能暗示其高表达的干细胞来源

于肠道, 同时也说明Fox L1可能并不参与肝星状

细胞的活化[15]. Fox L2定位于3q23, 长度为2.736 
kb, 其蛋白质产物含有376个氨基酸, 研究表明

其是睑裂狭小、倒转型内眦赘皮和上睑下垂综

合征(blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus 
syndrome, BPES)的致病基因, 但在卵巢早衰患

者中也可检测到Fox L2基因突变, 所以他可能是他可能是可能是

卵巢发育中的一种早期调控因子. 该转录因子

可以与Smad3的MH2区结合, 能够协同激活素, 
进行正性调控[9]. 

2  TGF-β/Smad通路

受体耦联丝氨酸/苏氨酸激酶(serine/threonine ki-
nase, STK)信号传导主要指TGF-β/Smad通路, 该
通路特点是其受体具有STK活性, 通路由TGF-β
及其受体, 以及受体底物Smad蛋白家族信号分

子等组成[16]. 

TGF-β是一种分泌性的多肽信号分子, 广
泛存在于从线虫到哺乳动物中 .  由至少40种
细胞因子组成, 可进一步划分为亚家族, 包括:  
TGF-β亚族, 如TGF-β1-6; 激活素亚家族, 如
activinA和activinB; 抑制素亚族, 如inhinbinA和

inhinbinB; 骨形态形成蛋白亚族(bone morphoge-
netic protein, BMPs), 如BMP2和BMP4; 米勒抑

制物(mullerian inhibitory substance, MIS). TGF-β
结合的受体依据结构和功能不同被分为3型 : 
TGF-βRⅠ, TGF-βRⅡ及TGF-βRⅢ[17-18]. 通常情

况下, TGF-βRⅠ和TGF-βRⅡ均为单次跨膜的丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶受体, 胞质区含有丝氨酸胞质区含有丝氨酸区含有丝氨酸

/苏氨酸蛋白激酶结构域, 具有丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶活性; 而TGF-βRⅢ通常不具备激酶活性, 
不直接参与信号传导, 主要调节TGF-β与受体的

结合[19,22]. TGF-βRⅠ和TGF-βRⅡ在结构上有相

似之处, 但TGF-βRⅡ的相对分子质量较大, 约为

75 kDa, 这使得他的内外区结构较长[21], 不过他他

们最显著的区别是TGF-βRⅠ的胞质区蛋白激酶胞质区蛋白激酶区蛋白激酶

结构的N端, 存在一个含丝氨酸和甘氨酸的结构

域, 被称为GS结构域. 该结构域有多个磷酸化位

点, 其中主要识别点是一段保守的Ser-Gly-Ser-
Gly-Ser-Gly序列[21]. 

受体底物Smads蛋白质家族是一类连接受

体到基因序列的信号分子, 目前发现了至少9种, 
根据其结构和功能的不同分为3类: (1)受体调节

型Smad, 包括Smad1, 2, 3, 5, 8, 这一类蛋白质家

族多在特定的TGF-β超家族成员的信号通路中

起作用; (2)共同介质型, Smad4, 能够和R-Smad
形成二聚体, 参与所有的TGF-β信号传导. (3)抑
制型Smad, 主要是Smad7, 6, 是一类可以发挥负

性调控机制的信号分子[23-24]. 
R-Smad的基本结构, 由3部分组成: MH1、

连接区及MH2区. MH1区主要与靶基因结合; 
MH2区则主要与Smad和受体结合, 以及参与形

成Smad多聚体; 而连接区相对多变, 富含脯氨

酸, 他将MH1区和MH2区连接到一起, 有多个磷他将MH1区和MH2区连接到一起, 有多个磷将MH1区和MH2区连接到一起, 有多个磷

酸化位点, 能够通过磷酸化抑制Smad的转录, 为
其负调控区[25,31]. 

虽然TGF-β/Smad通路含有不同种类的细

胞因子, 但是各条通路的传导途径基本一致, 下
面将对该通路过程进行简要的概述. 以TGF-β

因子为例 ,  T G F-β通常以无活性的形式分泌 , 
通过TGF-β激活酶激活, 首先与细胞表面的已

经自我磷酸化的TGF-βRⅡ形成二聚体, 然后

TGF-βRⅠ识别此二聚体, 并与之结合形成由

■研发前沿
目前肝纤维�的
细胞学及分子水
平的发生机制是
研究热点, 对肝星
状细胞的活�也
是研究的重点之
一. 由于在肝星状
细胞TGF--β/Smad
信 号 通 路 下 游 , 
Smad复合物与靶
基因的连接是松
散连接, 所以近些
年的研究发现Fox 
L中的Fox L2可能
促进Smad复合物
与靶基因连接的
稳定性. 

■创新盘点
本文主要从分子
水平阐述在肝星
状 细 胞 T G F - β /
Smad信号通路下
游, Fox L2如何利
用其自身的螺旋-
转角-螺旋结构促
进Smad复合物与
靶基因连接的稳
定性. 
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TGF-βRⅠ, TGF-βRⅡ, TGF-β组成的受体异聚

体复合物, 此时TGF-βRⅠ中的GS区得以磷酸

化, 激活STK, 使得TGF-βRⅠ的空间结构改变

更有利于激活, 然后R-S m a d在膜偶联相关蛋

白-Smad受体激活相关蛋白(smads anchor for 
receptor activation, SARAs)的介导下, 连接到

上述受体异聚体复合物, 并同时被磷酸化, 磷
酸化的R-Smad和Smad4结合, 形成复合物, 将
信号转位到细胞核中. 该复合物通过Smad4与
Smad3的MH1区的发夹样结构与靶基因发生松

散的连接, 而后在局部的环境影响下, MH2区
的转录激活序列与靶基因形成紧密的结合, 最
终实现整个信号传导[26-28,30]. 

3  Fox L2对肝星状细胞的潜在影响

在整个肝纤维化的进程中, 位于Disse腔中的肝

星状细胞在肝纤维化的过程中起着关键作用. 肝
星状细胞是ECM的主要来源, 他的活化需要2个他的活化需要2个的活化需要2个
时相, 即启动阶段和持续阶段[30]. 其激活则是通

过了TGF-β/Smad通路进行的, 通过TGF-β作用于

该信号通路, 使Smad复合物与靶基因的结合, 开
始转录的过程. 最近研究中发现Fox L2与Smad3
的复合物有可能共同作为一种转录调控元件, 同
时调控卵泡素的合成, 由于在该研究中Fox L2与
Smad3结成了分子伴侣关系, 这极有可能暗示在

肝星状细胞的活化中, 需要借助Smad3信号分子

的TGF-β也许同样需要Fox L2的参与[9]. 所以推

测Fox L2在肝星状细胞的TGF-β/Smad通路中可

能有2方面的作用. 
3.1 加强R-Smad复合物与靶基因结合的稳定性 
在TGF-β/Smad通路的下游, R-Smad/Co-Smad
的复合物通过MH1区与DNA上的Smad蛋白结

合元件(smad binding element, SBP)发生松散结

合, 由于该结构通常是位于包括Ⅰ型胶原纤维, 
PAI-Ⅰ等的启动子中, 实际而言, 他通过SBP识他通过SBP识通过SBP识
别了启动子, 诱导了RNA聚合酶Ⅱ与启动子的

结合, 从而开始整个转录的过程, 但是如果只是

松散的连接, 那么R-Smad/Co-Smad的复合物将

随时可能从DNA的大沟上滑脱, 将无法有效启

动整个转录过程, 最后使肝星状细胞活化处于

停滞状态[32], 而根据Blout et al的研究发现[9], Fox 
L2是通过与Smad3结合共同发挥效应, 由于在

肝星状细胞的活化中, TGF-β发挥效应也借助

与Smads信号传导, 那么很可能Fox L2将会促使

Smad3/Smad4的复合物与靶基因最终紧密连接, 
从而诱导RNA聚合酶Ⅱ与靶基因启动子的连接, 

开启整个转录过程[9]. 而从Fox这一类蛋白质家

族来看, 他们通常有一个螺旋-转角-螺旋结构,他们通常有一个螺旋-转角-螺旋结构,们通常有一个螺旋-转角-螺旋结构, 
从结构决定蛋白质的功能来说, 他本身就像一他本身就像一本身就像一

个大钳子, 能够牢固的钳持在DNA的大沟中[10], 
Fox L2实际上有可能通过此结构加强了Smad复
合物与靶基因的连接. Fox家族中的FoxO1连接

到DBE1 DNA的X线晶体衍射结构, 虽然在一级

结构上与Fox L2有所差别, 但都拥有类似的螺旋

-转角-螺旋结构, 从该结构可以看到2个α-螺旋

分别与DNA链的磷酸骨架和氨基酸侧链通过氢

键连接, 正好形成一个夹角, 从而使FoxO1能够

与靶基因牢固结合, 而从中也可以推测出拥有

同样螺旋-转角-螺旋结构的Fox L2也有可能是

通过类似方式与靶基因结合[33]. 
3.2 稳定DNA链的作用 在TGF-β/Smad通路中, 
需要使染色质松弛, 即染色体重塑的过程[34]. 这
个过程中可能会使组蛋白与DNA的相互作用减

弱, 但是假设组蛋白在转录中不在与靶基因连

接, 那么必然需要有类似结构的蛋白质能够起

到暂时保持DNA链的空间稳定作用, 使转录能

够正常进行. 由于组蛋白中也存在与Fox L2相似

的螺旋-转角-螺旋结构, 所以Fox L2的连接也有

可能起到暂时稳定DNA链的作用. 

4  结论

逆转整个肝纤维化, 在控制原发病的基础上, 其
基本的核心思想就是如何控制肝星状细胞的活

化, TGF-β/Smad通路则是激活肝星状细胞主要

信号通路之一, 如果能够通过相应实验证实Fox 
L2在整个通路中所起到的作用, 将对未来研究

抗肝纤维化的药物及其作用靶点, 提供有益的

信息. 
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Abstract
Though the pathogenesis of acute pancreatitis is still 
not entirely clear, animal experiments and clinical 
studies suggest that ischemia-reperfusion injury 
plays an important role in the development of acute 
pancreatitis. The combined action of microcircula-
tory disturbance, increased free radical produc-
tion, intracellular calcium overload, inflammatory 
mediators, leukocyte-platelet interaction, intestinal 
endotoxemia and other factors leads to pancreatic 
ischemia-reperfusion injury. Thus, ischemia-reper-
fusion injury is fundamental to the pathogenesis of 
acute pancreatitis. In this article, we will review the 
mechanisms behind the development of pancreatic 
ischemia-reperfusion injury in acute pancreatitis. 

Key Words: Acute pancreatitis; Ischemia-reper-
fusion; Pathogenesis
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摘要
�性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)的发病机制

尚不明确, 通过动物实验及临床研究发现, 缺
血再灌注损伤在其发病机制中具有重要作用. 
微循环障碍、自由基生成增多、细胞内钙超
载, 炎性介质、白细胞及血小板的作用、肠源
性内毒素血症等因素综合作用导致胰腺缺血
再灌注损伤, 这可能是AP发病环节中的共同
通路. 本文就胰腺缺血再灌注损伤的发生机制
作�综述. 

关键词: 急性胰腺炎; 缺血再灌注; 发病机制

吴林, 帕尔哈提. 缺血再灌注损伤与急性胰腺炎.  世界华人消化

杂志  2009; 17(23): 2400-2404

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2400.asp

0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是一种起病

急、变化快、病情复杂的疾病, 其发病机制至

今仍不清楚. 传统胰酶消化学说已不能较全面

解释AP的发病机制. 近年来, 胰腺微循环障碍、

自由基、炎症介质、缺血再灌注损伤(ischemia-
reperfusion injury, I/R), 肠源性内毒素血症等在

AP发病机制中的作用越来越受到重视[1]. 尤其

I/R, 人们已认识到他是AP发病机制中共同且重

要的通路, 很多动物实验和临床研究已证实I/R
可以导致AP[2]. 现就I/R在AP发病过程中的作用

及发病机制综述如下. 

1  I/R在AP发病过程中的作用

部分患者或动物缺血后再灌注, 不仅没使组织

器官功能恢复 ,  反而使缺血所致的组织和代

谢障碍及结构破坏进一步加重 ,  这种现象或

病理过程称为I/R. 人们在很多动物实验及临

床研究已证实AP普遍存在I/R. 尤其是从单纯

水肿性胰腺炎向急性重症胰腺炎(severe acute 
pancreatitis, SAP)的演变过程中, I/R起到了重要

作用. Menger et al [3]研究阻断大鼠部分胰腺供

血动脉60 min后行120 min灌注, 测定血清淀粉

酶及脂肪酶, 证实缺血灌注后会增强血清脂肪

酶的活性. 组织形态学分析显示, 胰腺组织组织

中性粒细胞浸润, 白细胞黏附边集, 功能性毛细

®

■背景资料
AP是临床常见的
内�科�腹症之
� ,  尤其是SAP, 
其病因复杂, 死亡
率高 ,  并发症多 , 
预后不良. 但其发
病机制还不完全
清楚.
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血管密度减低, 间质水肿, 出血坏死, 再灌注诱

导了急性炎症反应.  Obermaier et al [4]行大鼠胰

腺动脉2 h缺血阻断及2 h灌注也得出了类似的

结果. 常华 et al [5]研究显示牛磺胆酸钠诱导的大

鼠AP模型, 随着时间的延长, 胰腺由1、3 h的充

血、水肿病变逐渐演变为6 h的出血、坏死病变; 
而胰腺行I/R后, 术后1 h胰腺即出现出血、坏死

病变, 表明I/R加重了胰腺损伤. Von Dobschuetz 
et al [6]利用无创正交偏振光普成像技术观察到缺

血再灌注后胰腺功能毛细血管密度减少, 加重

了胰腺炎性改变. Woeste et al [7]在临床上观察到

I/R是胰腺移植后AP最主要的原因. 胰腺缺血再

灌注后, 细胞内水肿, 细胞膜通透性增加, 离子

通道电荷改变, 动物实验及临床研究均显示I/R
在AP发病原因及发病机制中占有重要地位, 如
不能得到改善或终止, 就会进一步导致全身炎

症反应综合征(systemic inflammatory response 
s y n d r o m e, S I R S)或多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome, MODS). 

2  胰腺I/R的发生机制

2.1 微循环障碍微循环障碍 胰腺腺叶的动脉是一种终末动

脉且没有吻合支和分支结构, 这种解剖结构决

定胰腺组织本身对缺血非常敏感. 大量临床资

料观察到AP初期患者就存在大量体液丢失, 低
血容量, 微循环障碍, 甚至休克等. Kusterer et al [8]

用活体内荧光显微镜观察到用牛磺胆酸钠诱导

的AP早期就有明显的动脉收缩现象, 胰腺缺血. 
血管收缩可能与血管毒性物质的直接刺激、儿

茶酚胺、氧自由基、胰酶等多种因素有关. 花花
嵘 et al [9]研究大鼠缺血再灌注胰腺炎模型提示

I/R组大鼠胰腺微血管口径, 毛细血管通透性, 及
微循环血流状态较对照组有明显差别. 胰腺微

循环紊乱是AP发生发展中的重要特征, 缺血及

再灌注后胰腺表现为血管运动失调, 血流速度

减慢, 微血管通透性增高, 毛细血管后小静脉内

白细胞聚集和附壁, 营养性毛细血管灌注进行

性减少, 再灌注损伤及其相应病变[10-11], 微循环

障碍是AP始发和加重因子[12]. 贯穿于AP发展的

整个过程. 组织细胞缺氧伴随缺血出现, 线粒体

是细胞的能量中心, 胰腺缺血时氧供减少, 细胞

有氧代谢受到抑制, 当组织氧供严重受损时, 细
胞以无氧代谢取代有氧代谢, ATP合成急剧下降, 
细胞膜上Na+-K+泵失活, 细胞膜通透性增加, 细
胞内Na+升高, Na+-Ca2+交换增强, 使细胞内钙超

载, 引起细胞损伤, 再灌注后释放的自由基导致

线粒体膜发生脂质过氧化, 线粒体利用氧及合

成ATP的能力进一步受损, 同时无氧代谢产生的

酸性产物大量蓄积, 导致细胞内酶活性改变及

维持跨膜离子梯度的能量缺乏, 组织缺血时间

超过一定临界值后, 损伤将不可逆转, 组织出现

坏死, AP向SAP发展. 
2.2 自由基生成增多 自由基主要包括活性氧(氧
自由基, 羟基自由基, 过氧化氢等), 活性氮及其基自由基, 过氧化氢等), 活性氮及其自由基, 过氧化氢等), 活性氮及其

他氧自由基与多不饱和脂肪酸作用后生成的中

间代谢产物烷自由基等. 自由基生成增多或体内

代谢能力降低时, 可导致氧化应激损伤, 甚至细

胞坏死. AP病程中胰腺缺血及再灌注时, 组织内

超氧化物歧化酶及过氧化氢酶活性减弱, 氧化型

黄嘌呤氧化酶作用于次黄嘌呤, 生成大量的氧

化剂, 可与各种细胞成分发生反应, 导致细胞功

能障碍及结构破坏. 再灌注时形成的大量羟自由

基引起生物膜多价不饱和脂肪酸裂解, 形成脂性

自由基和脂质过氧化, 导致膜结构破坏通透性增

加, 细胞外Ca2+内流, 离子泵失灵和细胞内信号

传导障碍, 以及线粒体功能受损, ATP生成减少, 
最终使细胞内钙超载, 成为细胞致死原因, 导致

胰腺局限性坏死. 自由基可进一步激活中性粒细

胞释放氧化剂和多种蛋白酶, 加重胰腺损伤. 同
时, 内皮细胞产生的NO明显减少, 导致NO依赖

的血管舒张作用减弱, 并促进白细胞与内皮细胞

黏附, 从而加重缺血缺氧性损伤附, 从而加重缺血缺氧性损伤[13]. 
2.3 细胞内钙超载 缺血后再灌注时迅速纠正缺

血组织的酸中毒 ,  反而会加重缺血再灌损伤 , 
其机制是相继通过H+-Na+交换和Na+-Ca2+交换

导致细胞内钙超载而损伤细胞. 缺血时ATP生
成减少, 钠泵失活, 导致细胞内Na+升高和酸中

毒, 再灌注时pH恢复, 细胞内外pH梯度差激活

H+ -Na+, 使细胞内Na+进一步增多, 激活Na+-Ca2+

交换蛋白, 使细胞外Ca2+大量内流, 导致细胞内

钙超载; 细胞膜通透性增高, Ca2+可顺着化学梯

度大量内流; 再灌注时产生的大量自由基, 可使

线粒体氧化磷酸化障碍, ATP生成减少, 使质膜

和肌浆网膜钙泵失活, 胞质内钙排出障碍缺血胞质内钙排出障碍缺血内钙排出障碍缺血

时内源性儿茶酚胺释放增加, 激活G蛋白-磷脂

酶C(phospholipase C, PLC)介导的细胞传导通

路, 进而催化细胞膜表面的磷脂酰肌醇二磷酸

(phosphtidy linositol bisphosphate, PIP2)生成三, PIP2)生成三PIP2)生成三

磷酸肌醇(inositol trisphosphate, IP3)和甘油二

酯(diacylglycerol, DG). IP3可使肌浆网释放Ca2+

至细胞质, DG激活蛋白激酶C(protein kinase C, 
PKC)刺激H+-Na+交换及Na+-Ca2+引起细胞内钙

■相关报道
有研究表明阻断
胰腺供血动脉�
定时间后再行灌
注 ,  会 增 强 血 清
脂 肪 酶 的 活 性 , 
胰腺组织中中性
粒 细 胞 浸 润 ,  白
细 胞 黏 � 边 集 , 
功能性毛细血管
密 度 减 低 ,  间 质
水肿 ,  出血坏死 , 
再灌注诱导了胰
腺�性炎症反应. 

■研发前沿
研究认为AP的发
病 机 制 中 ,  除 了
传统的胰酶自身
消化学说 ,  I /R也
是其发病过程中
共同且重要的通
路 ,  尤 其 在 胰 腺
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制中 ,  I /R是最重
要的因素. 
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超载. 细胞内Ca2+轻度升高引起淀粉酶水平增

高, 细胞内Ca2+过度升高、钙超载形成和正常钙

信号破坏则导致胰酶分泌阻滞, 大量酶原颗粒

积聚, Ca2+与酶原颗粒结合并相互融合形成浓

缩空泡, 自噬溶酶体吞噬浓缩空泡形成自噬空

泡, 酶原被溶酶体水解酶激活成为有活性的胰

酶. 此外, Ca2+与胰蛋白酶原活性灶(trypsinogen 
activity, TAP)结合, 解除了TAP对胰蛋白酶原自

身催化活性的抑制作用, 使胰蛋白酶原的自身

激活增强. 最终自噬空泡膜破裂, 胰酶进入细胞

质引起腺泡细胞自身消化, 导致AP发生. 腺泡细

胞钙超载还作用于或影响其他AP发病环节, 促
使轻症AP向SAP发展. 在急性水肿性胰腺炎向

急性坏死性胰腺炎转变的实验过程中可发现, 
细胞内Ca2+的升高与血清淀粉酶水平和活性以

及胰腺组织病理学改变程度呈正相关[14]. 
2.4 炎性介质的作用 实验和临床研究表明在AP
时同时伴有某些炎性介质升高, 并且其升高的

幅度与AP的严重程度密切相关, 应用炎性介质

拮抗剂可降低胰腺炎的严重程度及病死率. 因
此认为轻度AP之所以进展为SAP是由于异常激

活的胰酶在造成胰腺损伤的同时, 激活了胰腺

内的炎症细胞释放炎性介质, 再灌注时炎性介

质使大量炎症细胞趋化聚集, 加重胰腺炎性反

应. 这些炎性介质进入血液循环又激活机体其

他的炎症细胞释放大量的炎性介质形成瀑布级

联反应. 正是由于这些炎性介质促成了SIRS和
MODS[15]. Leindler et al [16]研究大鼠用60 g/L牛黄

胆酸经胰管灌注诱导AP, 并临时结扎脾下级动

脉15 min后再灌注, 6 h和24 h后测血清淀粉酶, 
白介素-6(interleukin 6, IL-6), 肿瘤坏死因子(tu-
mor necrosis factor, TNF), 一氧化氮合酶(induced 
nitric oxide synthase, INOS), 期间这些指标均明

显升高, 再灌注组在6 h的测定指标明显高于其

他组, 与胰腺组织病理改变成正相关趋势. 已
发现TNF-α的基因表达受核因子-κB(nuclear 
factor kappa B, NF-κB)的调控, TNF-α不仅能

够促进IL-1、IL-6、血栓素A2(thromboxane 
A2, TXA2)等炎性介质的释放, 还可与细胞间

黏附分子-1(among cells adhesion molecular 1, 
ACAM-1)和E-选择素等共同作用诱导中性粒细

胞活化, 释放大量氧自由基并造成胰腺及胰腺

外组织器官微循环障碍, 以及诱导胰腺细胞凋

亡[17]. Furuichi et al [18]研究发现IL-1促进了炎症

趋化因子的表达和中性粒细胞的浸润, 加重了

胰腺的炎症反应. 此外, NO与内皮素(endothelin, 
ET)、前列环素(prostacyclin, PGI2)和血栓素

-A(thromboxane A, TXA2)失衡在胰腺缺血坏死

改变中也具有重要作用[19]. 
2.5 白细胞及血小板的作用 Kusterer et al [8]采用

牛磺胆酸钠诱导大鼠AP模型, 研究微循环变化, 
结果发现胰腺小叶间动脉收缩伴随有毛细血管

内红细胞流速减慢, 胰腺小叶间静脉壁上黏附

的白细胞形成斑块, 阻塞部分管腔. 黏附白细胞

激活后, 释放炎性介质亦可导致毛细管通透性

增高及组织损伤. 有实验报道, 白三烯拮抗剂可

以降低白细胞的黏附和游走, 这说明白三烯与

胰腺I/R以及白细胞介导的组织损伤有关[20-21]. 
白三烯同时又是中性粒细胞的化学激活剂, 能
促进白细胞活化. 所以, 缺血再灌注引起花生四

烯酸的释放及代谢, 产生化学趋化物(如白三烯), 
可能是白细胞发生黏附的主要原因. Uhlmann 
et al研究发现AP时由于缺血缺氧, 自由基及各

种炎性介质可以激活血小板活化因子(platelet 
activating factor, PAF), 引起血小板活化, 促使血

小板黏附聚集, 血栓形成; 活化的血小板与内皮黏附聚集, 血栓形成; 活化的血小板与内皮附聚集, 血栓形成; 活化的血小板与内皮

细胞相互作用, 上调黏附分子-整合素, 改变内皮

细胞内骨架蛋白, 引起毛细血管通透性增加, 使
血浆大量渗出, 血液黏滞度增加, 血流速度减慢, 
参与缺血-再灌注损伤, 最终导致胰腺缺血缺氧

及坏死[21-24]. 
2.6 肠源性内毒素血症 AP时性胰腺炎时由于禁

食, 肠蠕动减弱, 消化液的丢失, 血循环低灌注

使机体处于应激状态, 激活肾素-血管紧张素-醛
固酮系统和激肽-缓激肽系统, 造成血流重新分

布, 胃肠道血流量减少, 加之肠黏膜绒毛由血管黏膜绒毛由血管膜绒毛由血管

终末支供血, 导致肠黏膜缺氧. 同时机体所释放黏膜缺氧. 同时机体所释放膜缺氧. 同时机体所释放

的细胞因子及炎性介质, 一方面直接激活炎性

细胞, 造成大量白细胞和血小板黏附于微血管黏附于微血管附于微血管

内皮, 减少了组织灌注, 再灌注时又释放氧自由

基, 增加血管通透性, 造成组织水肿, 加重氧弥

散障碍和体液丢失, 使肠黏膜微循环状况进一黏膜微循环状况进一膜微循环状况进一

步恶化[25-26]. Flint et al [27]研究在AP模型大鼠肠黏

膜定植带标志物的大肠杆菌, 在肠系膜淋巴结

及胰腺腺泡和肝脏Kupffer细胞内分离到同种细Kupffer细胞内分离到同种细细胞内分离到同种细

菌, 说明AP时存在明确的肠菌移位和内毒素血

症. 肠黏膜屏障功能的减弱或消失, 造成内毒素

和细菌移位. 使胰腺毛细血管内皮受损, 通透型

增加, 激活凝血及纤溶系统, 炎性介质释放, 促
进I/R, 加重胰腺炎性病理改变及全身炎症反应. 

■应用要点
I/R在�性胰腺炎
发病机制中起着
重要作用, 早期预
防和改善胰腺的
I/R, 可以减轻胰
腺细胞的损伤和
坏死, 同时对进�
步研究AP的发生
机制有�定提示
作用. 

■创新盘点
微循环障碍, 自由
基作用, 炎性介质
增多, 细胞内钙超
载, I/R, 肠源性内
毒素血症等因素
相互作用, 形成�
个复杂的网络, 而
I/R可能是其反应
途径中的�个共
同通路. 
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2.7 细胞凋亡及坏死 常华 et al [5]实验观察到大鼠

胰腺缺血再灌注后腺泡细胞凋亡及坏死明显增

加且高峰时间提前. McHugh et al [28]发现缺血再

灌注对胰腺的细胞凋亡和坏死及预后有深远影预后有深远影有深远影

响. 缺血再灌注后胰腺腺泡内形成钙超载, 氧自

由基释放, 诱导线粒体通透转换孔(mitochondrial 
permeability transition pore, MPTP)开放, 这种

转变引起线粒体解偶联, 离子稳态丧失, 导致细

胞死亡. 再灌注产生的活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)引起细胞色素C和凋亡诱导因子

(apoptosis-inducing factor, AIF)释放, 激活一系列

酶促反应, 启动内在的非受体依赖性的死亡级

联反应; 另外, 来源于中性粒细胞, 内皮细胞的

ROS, 引起丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activat-
ed protein kinase, MAPKs)激活, 在细胞核内形成

NF-κB, 促进TNF-α的翻译和合成, TNF-α释放后

启动外来受体依赖性死亡级联反应[29], 两种途径

共同作用引起大量的腺泡细胞凋亡和坏死. 

3  讨论

AP是临床常见的内外科急腹症之一, 20%-30%
进展为病程长, 胰腺坏死及器官衰竭为特点的

SAP, 其病因复杂, 死亡率高, 并发症多, 预后不

良. 但其发病机制还不完全清楚, 微循环障碍, 
自由基作用, 炎性介质增多, 细胞内钙超载, I/R, 
肠源性内毒素血症等因素相互作用, 形成一个

复杂的网络, 导致级联反应及恶性循环, 最终

导致胰腺的坏死, SIRS或MODS等严重全身并

发症. 而I/R可能是其反应途径中的一个共同通

路. 基于I/R在其发病机制中的重要作用, 预防和

改善胰腺的I/R, 可以减轻胰腺细胞的损伤和坏

死, 阻止SIRS及MODS的发展. 实验和临床工作

中发现, 在AP早期就给予低温低钠低钙灌注的

液体复苏, 抗氧化、清除自由基, 改善能量代谢, 
控制炎症反应, 减轻钙超载、调节血管张力, 保
护肠黏膜屏障, 以及防止白细胞黏附、抗血小

板凝聚、改善血流状态等综合治疗措施, 能够

明显减轻缺血再灌注的损伤程度, 改善AP的预

后. 这方面的研究这几年也出现了很多新点和

热点. Woeste et al [7]研究发现奥曲肽能抑制胰酶

的分泌和自身消化, 降低胰腺的毛细血管通透

性, 减轻胰腺I/R. Warzecha et al [30]给予胰腺缺血

预处理可以增加抗炎介质IL-10, 改善胰腺血流, 
有利于耐受更长时间I/R. Cosen-Binker et al [31]发

现松弛肽(relaxin)是一种通过NO途径的糖皮质

激素受体激动剂, 能够保护胰腺微循环, 降低血

清淀粉酶和脂肪酶, 减少胰腺细胞凋亡, 氢化可

的松也有类似作用[32]. Ceranowicz et al [33]研究发

现瘦素(Lept in)可以抑制缺血灌注后炎性介质

IL-1的作用. Muñoz-Casares et al [34]研究发现褪

黑激素(Melatonin)可以减轻胰腺缺血灌注后的

氧化应激, 保护胰腺组织. von Dobschuetz et al [35]

用钴原卟啉治疗通过血红素氧合酶-1的活性, 可
以增加胰腺功能性毛细血管密度, 降低白细胞

和内皮细胞之间的相互作用. 吕新生 et al [36-37]研

究发现在AP早期就给予低分子量肝素治疗, 对
防止再灌注损伤及减轻胰腺坏死具有明显作用. 
Christophi et al [38]认为高压氧舱治疗可以改善

SAP的预后. 总之, 针对I/R的治疗是治疗AP的重

要措施之一. 
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■同行评价
本文选题较新, 对
认识胰腺炎的发
病机制具有指导
意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of long-term 
elevation of free fatty acids (FFA) on hepatic 
insulin resistance and hepatic oxidative stress.

METHODS: A total of 32 Wistar rats were di-
vided into two groups and given an intravenous 
infusion of intralipid plus heparin (IH) and saline 
(SAL), respectively. Two hours before the end 
of the infusion, a hyperinsulinemic-euglycemic 
clamp was performed to examine the ability of 
FFA to induce hepatic insulin resistance. After 
the clamp, liver tissue samples were taken to de-
termine the protein carbonyl content by DNPH 
(2,4-dinitrophenylhydrazine) colorimetry and the 
content of protein kinase C-δ by Western blot. 

RESULTS: Compared to SAL infusion, IH infu-

sion resulted in an increase in plasma FFA level 
by 4.3 folds (P < 0.001), hepatic protein carbonyl 
content by 3.2 folds, and the membrane/cytosol 
ratio of PKC-δ by 4.0 folds (P < 0.001). 

CONCLUSION: Long-term elevation of FFA in-
duces elevation of hepatic protein carbonyl con-
tent, PKC-δ translocation and insulin resistance, 
suggesting that PKC-δ plays an important role 
in FFA-induced hepatic insulin resistance. 

Key Words: Free fatty acids; Insulin resistance; 
Glucose infusion rate; Protein carbonyl content; 
Protein kinase C-δ

Lu Y, Han P, Zhao S, Zhang YY, He B, Zhang W. Effects 
of free fatty acid elevation on hepatic insulin resistance 
and hepatic oxidative stress. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(23): 2405-2408

摘要
目的: 研究游离脂肪酸(FFA)慢性升高对肝脏
胰岛素抵抗的影响, 探讨氧化应激在其中的
作用. 

方法: 给Wistar大鼠分别静脉输注脂肪乳加肝
素(IH组)和单纯输注生理盐水(SAL组)48 h, 在
输注的最后2 h, 清醒状态下行高胰岛素-正血
糖钳夹试验, 观察延时输注脂肪乳导致的高
FFA对葡萄糖利用率(葡萄糖输注率, GIR)的
影响, 并取肝组织测定羰基蛋白、肝细胞膜和
细胞质PKC-δ的含量.   

结果: 在高胰岛素-正血糖钳夹状态, IH输注组
与SAL组比较, 血清FFA增加4.3倍(P <0.001), 
羰基蛋白增加3 .2倍 ,  G I R下降58 . 6%(均
P <0.001); 48 h的IH输注使肝细胞膜的PKC-δ/
胞质PKC-δ比值增加4.0倍(P <0.001). 

结论: FFA慢性升高导致了肝脏GIR下降, 葡
萄糖的利用障碍, 肝脏的PKC-δ向细胞膜转位
增加, 说明在慢性高FFA导致的肝脏胰岛素抵
抗中, 氧化应激反应起了重要的作用. 

关键词: 游离脂肪酸; 胰岛素抵抗; 葡萄糖输注率; 

羰基蛋白; 蛋白激酶C-δ

www.wjgnet.com

®

■背景资料
糖尿病已经成为
世界上继肿瘤、

心脑血管病之后
第3位严重危害人
类健康的慢性疾
病. 我国已成为糖
尿病发病的“重
灾区”, 目前国内
有糖尿病患者近
5000万, 是全球糖
尿病第2大国. 深
入了解糖尿病发
病机制, 对其进行
防治, 意义重大. 

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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0  引言

肝脏胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)在2型糖

尿病的发生、发展过程中占重要地位. 大量研

究显示, 游离脂肪酸(free fatty acid, FFA)与IR互
为因果, 互相促进. Karlsson et al研究发现高脂

饮食后, 使葡萄糖转运子-4(glucose transporter-4, 
G l u T-4)向质膜转运受阻, 影响外周葡萄糖利

用, 导致胰岛素抵抗[1-2]; 另外FFA还可影响脂肪

细胞分泌的细胞因子如肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)等的表达, 抑制外周组

织摄取葡萄糖, 使肝糖产生增加导致IR[3-4]. 韩萍 
et al [5-6]为大鼠输注脂肪乳7 h, 发现短时间输注

脂肪乳造成FFA升高, 已经导致了IR. 然而, 对于

延时输注多不饱和脂肪酸, FFA慢性升高对胰岛

素作用和葡萄糖调节影响的研究还很少, 因此

本研究旨在研究48 h FFA持续升高对活体胰岛

素作用的影响及脂毒性导致IR的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠, ♂, 体质量250-300 g, 
在中国医科大学附属盛京医院动物室喂养. 接受

12 h光照/黑暗周期, 随意进基础饲料及饮水. 德
国Neker公司BIOSEN 5030快速生化血糖检测仪

测定血糖; 胰岛素放免试剂盒购自解放军总院科

技开发中心; FFA试剂盒购自南京建成生物工程

研究所; 南京凯基生物科技发展有限公司提供肝

细胞膜蛋白和胞质蛋白提取试剂盒; PKC-δ特异

性pAb购自Santa Cruz Biotechnology, INC. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 大鼠适应实验室环境3-5 d后, 用100 
g/L水合氯醛腹腔麻醉, 聚乙烯导管2根, 每根一

端接有一段3 cm长的硅胶管(内径0.05 cm)分别

置入右颈内静脉至右心房水平用于输液和左颈

动脉至主动脉弓水平用于采血, 导管均经皮下

从颈背部引出, 然后将导管内充入600 g/L聚乙

烯吡咯烷酮(PVP)和肝素(1000 kU/L), 保持导管

通畅. 大鼠术后恢复3-4 d进行实验.  
1.2.2 分组及给药: 大鼠隔夜禁食12 h, 以随机

数字表法分为2组, 每组16只. A组(IH组)脂肪乳

(200 g/L)+肝素(20 kU/L)5.5 μL/min), 肝素为脂

蛋白脂酶的刺激物, 他能使脂肪酸从脂肪乳中

释放出来; B组(SAL组)生理盐水5 μL/min. 每组
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再随机分为基础状态亚组和高胰岛素-正血糖钳

夹亚组, 各8只. 均输注相应液体48 h, 其中后12 
h禁食. 在钳夹亚组, 经颈静脉导管给大鼠输注

IH或SAL 48 h, 但在输液的最后2 h行钳夹试验, 
以5 mU/(kg·min)速度输注胰岛素同时输注11.1 
mmol/L葡萄糖, 每5 min测血糖1次, 以调整输液

速度将血糖浓度维持在5 mmol/L左右; 基础状态

亚组仅输注IH或SAL 48 h, 不行钳夹试验.  
1.2.3 采血: 所有实验组在输注液体的最后30 
min, 每10 min采血1次备测葡萄糖、胰岛素、

FFA. 整个实验每只大鼠基础状态组采血量约3.7 
mL, 钳夹试验组约4.5 mL. 分离血清备检, 然后

将红细胞用肝素盐水按1∶1稀释后回输, 保证

红细胞压积维持在正常范围. 
1.2.4 指标检测: 葡萄糖氧化酶法测定血糖; 放射

免疫法测定胰岛素; 比色法测定血清FFA; DNPH
比色法测定肝脏羰基蛋白含量[7-8]; Western blot方
法检测肝细胞膜和细胞质的蛋白激酶C-δ(protein 
kinase C-δ, PKC-δ)表达, PKC-δ特异性pAb, 浓度

为1∶1000, 胶片显影, 用激光扫描仪测定免疫印

记法获得的条带密度.  
统计学处理 所有数值用mean±SD表示, 对

于基础亚组和钳夹亚组的重复数据采用t检验比

较两组差别, 多组资料间比较采用单向方差分

析, 应用SPSS12.0软件进行的数据统计, P <0.05
表示有统计学意义. 

2  结果

2.1 2组血清葡萄糖、FFA及胰岛素水平 基础

状态IH组的FFA、胰岛素较SAL组增加了1.83
倍和1.40倍, 葡萄糖水平升高了0.85 mmol/L; 钳
夹状态下IH组较SAL组的血清FFA增高4.3倍
(P <0.001), 2组血糖均稳定在5.1 mmol/L左右(表
1). 
2.2 2组葡萄糖输注率(glucose infusion rate, GIR) 
IH亚组的GIR为3.65±0.41 mg/(kg·min), SAL亚
组的GIR为9.3±1.09 mg/(kg·min), 明显高于IH
组(P <0.001, 图1), 2组高胰岛素-正血糖钳夹试验

各时间点的GIR见图2. 
2.3 2组羰基蛋白含量 测定每毫克肝脏蛋白中羰

基含量, IH组为7.56±0.82 nmol,  SAL组为2.36
±0.54 nmol(P <0.001), 升高了3.2倍(图1). 
2.4 细胞膜与细胞质PKC-δ值 SAL组和IH组大

鼠肝脏细胞膜与细胞质PKC-δ值分别为55.12±
2.37, 49.37±1.96; 99.48±4.52, 21.64±0.83; 盐
水组与脂肪乳组肝脏胞膜PKC-δ/胞质PKC-δ比

www.wjgnet.com

■相关报道
Delarue et al 发现
血浆游离脂肪酸
的升高, 使脂质异
位 沉 积 ,  造 成 肌
肉、肝脏、脂肪
的胰岛素抵抗, 现
在普遍认为脂质
代谢紊乱和血浆
游离脂肪酸水平
的长期提高是2型
糖尿病发展中最
早出现的事件和
中心环节. 

■研发前沿
胰岛素抵抗和胰
岛β细胞功能缺陷
为2型糖尿病发病
的基本病理生理
机制. 近年来炎症
反应及氧化应激
在导致胰岛素抵
抗和胰岛β细胞功
能缺陷方面的作
用成为研究热点. 
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值分别为1.12, 4.60(P <0.001, 图3). 

3  讨论

肥胖患者, 尤其是腹型肥胖, 存在着脂肪分解

活跃, 脂肪细胞的FFA释放入血增多, 导致高

FFA血症[9], 甘油三脂转运障碍, 过多的FFA可

通过多种途径导致IR的发生. 肝脏是调节血糖

的重要器官, 脂肪在肝细胞沉积, 肝脏对脂肪

酸的β-氧化能力下降, 极低密度脂蛋白合成分

泌减少, 以及高FFA使胞质内长链脂肪酸辅酶

A(lithocholic acid-coenzyme A, LCA -CoA)水平

升高, 升高的LCA-CoA使丙二酰CoA对肉毒碱

脂酰转移酶-1(carnitine palmitoyltransferase-1, 
CPT-1)的抑制作用减弱, 肝内FFA的氧化作用

增强, 糖异生酶活性升高, 引起肝糖异生和肝糖

输出增加[10]. 高脂饮食制作的IR动物模型, 由于

在长期高脂喂养过程中大鼠代偿性增加胃肠激

素如抑胃肽[11]等因素, 难以保证实验动物的血

脂浓度, 影响高脂所致的胰岛素抵抗模型的稳

定性. 本实验模型是直接静脉输注脂肪乳, 导致

内源性FFA升高, 同时保证稳定的FFA浓度, 比
较直接的观察FFA对胰岛素作用的影响. 既往的

研究证明FFA对葡萄糖的抑制作用呈现时间[12]

和浓度[13]依赖性, 7 h输注脂肪乳造成急性脂毒

性, 而48 h输注脂肪乳则更好的模拟了长期内源

性、慢性脂毒性对IR的影响. 
本实验研究结果表明, 48 h输注脂肪乳显

著地增加了FFA水平, 同时循环胰岛素水平也

升高, 说明FFA增加了内源胰岛素的分泌, 钳夹

状态的血清FFA水平低于其基础状态水平, 可
能是由于高浓度胰岛素输注抑制了FFA从脂肪

组织中释放, 并增加了FFA脂化的缘故. 两组钳

夹亚组的血清葡萄糖维持在相对恒定水平, 说
明高胰岛素-正血糖试验成功, IH组的GIR低于

SAL组, 说明48 h输注脂肪乳造成了IR. 而且其

降低程度要高于我们以往7 h输注脂肪乳的动

物模型[5], 说明长时间的高FFA血症可导致更严

重的胰岛素抵抗. 
本实验结果发现肝脏羰基蛋白含量在IH输

注组显著高于SAL输注组, 而羰基蛋白的增高

是氧化应激增强的标志[14], 因此证明高FFA导致

了肝脏组织的氧化应激增强. 许多研究显示FFA
可以激活尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化

酶(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 
N A D P H), 从而产生大量活性氧簇(r e a c t i v e 
oxygen species, ROS)导致IR[15], 而PKC同工酶的

激活又反过来促发了FFA诱导的IR. PKC-δ的激

活表现为从胞质到胞膜的转位[16], 激活的PKC-δ
可以使胰岛素受体和胰岛素受体底物-1(insulin 
receptor substrate 1, IRS-1)进行Ser/Thr磷酸化, 

表  1  两组血清葡萄糖、FFA及胰岛素比较 (mean±SD, 
n  = 8)

     
分组          葡萄糖(mmol/L)  胰岛素(pmol/L)   FFA(mmol/L)

基础状态

    SAL组      5.08±0.17      19.26±2.37    28.29±1.78

    IH组         5.93±0.44a     26.95±2.88b   51.63±2.05b

钳夹状态

    SAL组      5.02±0.22      56.80±3.28    21.71±1.31

    IH组         5.10±0.12      77.80±4.93b   43.44±2.37b

aP<0.05, bP<0.01 vs  同一状态SAL组.

■应用要点
本研究提示48  h
输注脂肪乳诱发
了氧化应激, 造成
的肝脏胰岛素抵
抗与PKC-δ转位
有关, 因此推测采
取降低PKC-δ水
平的治疗手段, 可
用于防治F FA造
成的氧化损伤及
胰岛素抵抗. 

■创新盘点
此研究直接静脉
输注脂肪乳48 h, 
导致内源性F FA
慢性升高, 同时保
证稳定的游离脂
肪酸浓度, 比较直
接的观察F FA对
胰岛素作用的影
响 ;  另 外 发 现 慢
性脂毒性诱发了
氧 化 应 激 ,  肝 脏
的胰岛素抵抗与
PKC-δ转位有关. 

图  3  2组细胞膜与细胞质PKC-δ蛋白表达. A: 细胞膜; B: 

细胞质; 1、3: IH组; 2、4: SAL组.
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图  2  2组高
胰岛素-正血
糖 钳 夹 试 验
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使胰岛素受体和IRS-1的酪氨酸磷酸化降低, 导
致葡萄糖摄取或糖原合成下降, 使胰岛素作用

障碍, 而致胰岛素抵抗[17]. 本实验结果显示48 h
的脂肪乳输注诱发了PKC-δ从肝脏细胞质到细

胞膜的转位, 说明慢性脂毒性诱发了氧化应激, 
肝脏IR与PKC-δ转位有关. 

总之, 本实验证实: 48 h输注脂肪乳造成的

慢性FFA升高, 可引起IR, PKC-δ的激活与肝脏胰

岛素抵抗相关. 推测采取降低PKC-δ水平的治疗

手段, 可用于防治FFA造成的氧化损伤及IR[12]. 
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■同行评价
本研究选题较好,  
设计合理, 结果可
信, 具有较好的学
术价值.

■名词解释
胰 岛 素 抵 抗 :  体
内周围组织对胰
岛素的敏感性降
低, 组织对胰岛素
不敏感, 肝脏、肌
肉、脂肪对胰岛
素促进葡萄糖摄
取的作用发生了
抵抗. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of apoptosis-
regulated prote ins Bc l -2 and Bax in the 
progression of nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) in rats.

METHODS: An experimental rat model of 
NAFLD was established by feeding rats a fat-
rich diet (NAFLD group). Control animals were 
fed a standard diet (control group). Hepatic ste-
atosis, inflammation and fibrosis were graded by 
routine HE staining of liver sections. The expres-
sion levels of Bcl-2 and Bax proteins in the liver 
were determined by Western blot.

RESULTS: The NAFLD model rats exhibited 
mild steatosis at week 4, simple fatty liver at 
week 8, and severe steatohepatitis with fibrosis 
at week 12. Western blot analysis showed that 
hepatic expression of Bax protein in the NAFLD 
group was more pronounced from week 4, and 
continued to rise at weeks 8 and 12 when com-
pared with the control group (0.61 ± 0.03, 0.78 ± 
0.03 and 1.02 ± 0.03 vs 0.51 ± 0.03, respectively; 
all P < 0.01), while the expression of Bcl-2 de-

creased with the progression of fatty liver (0.39 
± 0.01, 0.28 ± 0.01 and 0.15 ± 0.01 vs 0.52 ± 0.01, 
respectively; all P < 0.01). Bcl-2/Bax ratio in the 
NAFLD group decreased in a time-dependent 
manner, particularly prominent at week 12.

CONCLUSION: NAFLD may cause increased 
hepatic expression of Bax but decreased expres-
sion of Bcl-2, and the decrease in Bcl-2/Bax ratio 
may accelerate hepatocyte apoptosis.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Apop-
tosis; Bcl-2; Bax

Zhao HP, Xie YR. Expression of Bcl-2 and Bax in 
hepatocytes in nonalcoholic fatty liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2409-2412

摘要
目的: 探讨凋亡调控蛋白Bcl-2、Bax表达在大
鼠非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)中的作用. 

方法: 采用高脂饮食建立大鼠NAFLD模型, 以
正常饮食设立对照组. HE染色观察肝脏脂肪
变、炎症活动和纤维化程度, 采用Western blot
检测Bcl-2、Bax在肝脏组织中的表达. 

结果: 实验组大鼠4 wk可见轻度脂肪变, 8 wk
呈单纯性脂肪肝改变, 至12 wk肝小叶内肝细
胞弥漫性脂肪变, 伴大量炎性细胞浸润, 个别
出现肝纤维化. Western blot结果显示, 实验组
大鼠4、8、12 wk肝组织Bax蛋白表达显著高
于对照组(0.61±0.03, 0.78±0.03, 1.02±0.03 
vs  0.51±0.03, 均P <0.01), Bcl-2蛋白随着造模
时间的延长, 表达逐渐下降(0.39±0.01, 0.28
±0.01, 0.15±0.01 vs  0.52±0.01, 均P <0.01), 
Bcl-2、Bax两者比率逐渐降低, 尤以12 wk降
低明显.

结论: 在NAFLD发生过程中, 细胞凋亡调节蛋
白Bax表达上调, Bcl-2表达减少, 二者表达的
相对比例发生异常. 这可能是NAFLD中肝细
胞发生凋亡的重要原因之一.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 细胞凋亡; Bcl-2; 

Bax

www.wjgnet.com

®

■背景资料
目 前 在 非 酒 精
性 脂 肪 性 肝 病
(NAFLD)的发病
机制中, Day et al
提出的“二次打
击”学说得到普
遍公认. 然而随着
对凋亡的研究, 不
断有证据表明在
NAFLD中 ,  肝细
胞凋亡起着重要
作 用 ,  亦 可 能 是
NAFLD发生及进
展的关键因素.

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院消化内科
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0  引言

目前在非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)的发病机制中, Day et al [1]

提出的“二次打击”学说得到普遍公认. 然而

近年来随着对凋亡的研究, 不断有证据表明在

NAFLD中, 肝细胞凋亡可能是单纯非酒精性脂

肪肝发展为非酒精性脂肪性肝炎“二次打击”

理论的关键步骤, 也是该过程的重要标志[2], 与
炎症程度和纤维化进展相关. 细胞凋亡受多种

凋亡基因调控, 其中Bcl-2家族成员在细胞凋亡

的基因调控过程中起着至关重要的作用[3], 尤其

这一家族的两个代表性成员Bcl-2和Bax, 分别是

凋亡抑制和促进因子, 两者的比率Bcl-2/Bax是
调控细胞死亡的“可变电阻器”[4]. 本研究以高

脂饮食构建非酒精性脂肪肝大鼠模型, 以探讨

Bcl-2、Bax蛋白表达与NAFLD进展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂清洁级Wistar大鼠40只, 体质量

180-220 g, 购自河北医科大学. 鼠抗人Bcl-2、 
Bax、β-actin mAb以及辣根过氧化物酶标记的

兔抗鼠多克隆抗体购于Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模与采集标本: 正常喂养1 wk后, 按体质

量层次随机分为正常对照组(10只)、实验组(30
只). 正常组以普通饲料喂养, 实验组以85%普通

饲料+13%猪油+2%胆固醇[5]喂养, 胆固醇购自成

都科龙化工试剂厂. 实验动物自由进食和饮水, 
于实验第4、8、12周末分别处死10只模型组大

鼠, 正常组在实验第12周末处死, 留取血清和肝

组织标本. 部分肝组织经40 g/L甲醛固定, 备做

病理切片, 其余肝组织-70℃冰箱冻存, 以备蛋白

提取. 
1.2.2 血清标本的检测和肝组织病理观察: 将采

集的全血用低温离心机迅速分离血清, 以全自

动生化分析仪(Olympus Au1000)测定血清丙氨

酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)、总胆

固醇(TC)、甘油三酯(TG). 光镜下观察肝组织学

变化, 参照《非酒精性脂肪性肝病诊疗指南》[6]

及2001年《病毒性肝炎防治方案》[7], 肝脂肪变

分为4度(F0-4), 炎症活动度分为3级(G0-3), 肝纤

维化分为4期(S0-4). 
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1.2.3 检测Bcl-2、Bax蛋白表达和激活水平: 从
深低温冰箱中取出冻存的肝组织经RIPA液裂解

后, 15 000 g离心10 min, 弃沉淀, 收集上清液用

Bradford法测定总蛋白含量. 加样蛋白含量100 
μg经10% SDS-PAGE电泳分离, 4℃条件下经3-4 
h将蛋白电转移至硝酸纤维素膜, 置膜于含50 
g/L脱脂奶粉中(TBST缓冲液稀释)封闭1 h, 分别

加入特异性鼠抗人Bcl-2 、Bax mAb(1∶500稀
释)、鼠抗人β-actin mAb以及辣根过氧化物酶标

记的兔抗鼠多克隆抗体(1∶5000稀释)进行免疫

反应, 以增强化学发光显色系统显色, 超敏胶片

曝光, 以β-actin为内参照.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行分析, 

计量资料用mean±SD表示, 采用方差分析和

LSD-t检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠血清中ALT、AST、TC、TG水平和肝

组织学病理 正常组大鼠血清ALT、AST、TC、
TG均无异常, 肝组织学表现为肝小叶结构完整, 
肝细胞呈多边形围绕中央静脉呈放射状分布, 
大小一致. 与正常对照组相比, 模型组大鼠第4
周起血清转氨酶(ALT、AST)血脂(TC、TG)开
始增加(P <0.05), 肝组织显示散在肝细胞轻度脂

肪变, 个别细胞内可见大泡性脂肪滴, 但肝小叶

形态完整, 汇管区界限清楚, 无明显炎性细胞浸

润, 无纤维化(F0, G0-1, S0); 随着造模时间的延

长, 至实验第8、12周大鼠血清中转氨酶、血脂

含量较正常对照组明显升高(P<0.05或0.01, 表1). 
实验组8 wk大鼠肝组织病理均呈现单纯性脂肪

肝, 肝脂肪变以大泡性为主, 肝腺泡3区病变最

重, 肝小叶结构紊乱(F2, G2, S1); 至12 wk大鼠

肝脏均见肝小叶内肝细胞弥漫性脂肪变, 大泡

性与小泡性均存在, 大部分肝细胞肿胀, 胞质疏

松呈气球样改变, 同时小叶内见局灶性肝细胞

坏死, 有明显淋巴细胞浸润, 伴纤维化(F3-4, G3, 
S2)(图1). 
2 .2 B c l-2、B a x蛋白表达  正常对照组大鼠

肝组织均表达一定量的B c l-2(0.52±0.01)、
Bax(0.51±0.03)蛋白, 且二者比值(1.03±0.06)
保持平衡, 随着造模时间的延长, 实验组大鼠

B c l-2蛋白表达量较正常组逐渐减少(分别为

0.39±0.01, 0.28±0.01, 0.15±0.01, P <0.01), 
Bax蛋白表达逐渐增多(分别为0.61±0.03, 0.78
±0.03, 1.02±0.03, P <0.01), Bcl-2/Bax逐渐下

降分别为(0.64±0.03, 0.36±0.02, 0.14±0.01), 

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝细胞凋亡及相
关 调 节 因 素 在
NAFLD发病及其
进展中的作用是
目前NAFLD研究
的热点之一.

■创新盘点
目前Bcl-2家族在
肿瘤领域研究较
多, 其中2个代表
性 成 员 B c l - 2、
Bax作为肿瘤临床
预后标志物已得
到肯定, 然而其在
肿瘤以外领域, 尤
其在NAFLD中研
究不多.
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尤以12 wk降低明显(P <0.01, 图2).

3  讨论

NAFLD已成为临床普遍关注的热点, 其所导致

的肝组织损伤机制仍未明确. 近年来不断有研

究发现: 肝细胞凋亡是连接肝损伤与炎症、纤

维化的纽带, 与NAFLD的发生进展密切相关. 本
实验采用高脂饮食成功诱导NAFLD大鼠模型, 

表现为血清ALT、AST、TC、TG升高, 肝组织

学上有肝细胞脂肪变、坏死、炎症细胞浸润或

伴有肝纤维化, 且随着造模时间的延长肝损伤

呈进行性加重. 
细胞凋亡是指为维持内环境稳定 ,  由基

因控制的机体正常细胞在受到生理和病理性

刺激后出现的一种自发的死亡过程, 其中存在

Fas/Fas-L介导的死亡受体通路[8-9]和Bcl-2家族

调节的线粒体通路[10]. 近年来研究表明, Bcl-2
家族成员的构成比例是上述两种凋亡通路的

核心机制之一, 尤其这一家族的2个代表性成

员Bax和Bcl-2, 是目前公认的哺乳动物细胞凋

亡过程中的正、负调控剂. 正常情况Bax位于

胞质, 在凋亡信号诱导下, 胞质内的B a x接到

死亡信息其构象发生改变, 由胞质移位并插入

到线粒体膜中, 并在此形成微孔结构的低聚物

Bax-Bax同源二聚体, 开启线粒体通透性转换

表  1  各组大鼠血清标本转氨酶、血脂变化 (mean±SD)

     
分组	               ALT(U/L)               AST(U/L)	   TC(mmol/L)	 TG(mmol/L)

正常对照组           42±8	      132±23	  1.88±0.11	 0.61±0.07

实验组				  

    4 wk	              56±8a	      162±26a	  2.24±0.28a	 0.65±0.06a

    8 wk	              89±43a	      200±47a	  2.83±0.51a	 0.76±0.07a

    12 wk	            101±17b	      232±23b	  3.60±0.57b	 0.87±0.06b

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组.

A

B

C

图  1  各组大鼠肝脏组织病理学改变(HE×300). A: 正常对

照组; B: 实验组8 wk; C: 实验组12 wk.

图  2  各组大鼠肝组织Bcl-2、Bax蛋白表达. 1: 正常组; 2: 

模型组4 wk; 3: 模型组8 wk; 4: 模型组12 wk; bP<0.01 vs  正

常组.
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■应用要点
本文通过研究细
胞凋亡调控蛋白
Bcl-2、Bax表达
与NAFLD进展的
关系, 以期对其发
病机制有新的认
识, 为进一步探讨
抗凋亡治疗对延
缓NAFLD发生及
进展的作用奠定
理论基础.



www.wjgnet.com

2412                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年8月18日    第17卷   第23期

孔引起线粒体跨膜电位下降和细胞色素C的释

放, 细胞色素C与凋亡蛋白活化因子-1(apoptosis 
protein-activating factor-1, Apaf-1)、dATP及
c a s p a s e-9前体结合形成凋亡小体而发生凋 
亡[11-13]. 凋亡的肝细胞可招致炎症细胞聚集, 库
普弗细胞吞噬凋亡小体而活化, 释放大量细胞

因子, 如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α、白介素-1(interleukin-1, IL-1)和转化生

长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)等, 
进一步激活肝星状细胞促进肝纤维化发生. 而
Bcl-2存在于线粒体外膜, 其表达可竞争性地与

Bax蛋白结合, 形成比Bax-Bax同源二聚体更稳定

的Bax-Bcl-2异源二聚体, 从而“中和”Bax-Bax
诱导凋亡的作用, 终止NAFLD中肝细胞凋亡的

发生. Oltvai et al [14]认为, 决定细胞命运的关键因

素是抑制与促进二者间的比率, Bcl-2、Bax分别

是凋亡抑制和促进因子, 其比值与细胞凋亡的发

生直接相关, 当Bax蛋白占优势时细胞凋亡, 反
之, Bcl-2蛋白占优势时则细胞存活[15]. 因此有学

者将Bcl-2和Bax的比值称作“凋亡开关”[16]. 
本实验通过Western Blot方法动态检测肝组

织中Bax与Bcl-2蛋白表达, 发现Bax、Bcl-2作为

线粒体凋亡途径的重要调节蛋白, 在正常对照

组大鼠肝组织中两者均表达, 且二者比值保持

平衡, 而实验组NAFLD大鼠肝组织中Bax的表

达较正常组增加, 并随着脂肪性变程度加重表

达逐渐增多, Bcl-2的表达则随着造模时间的延

长逐渐减少, Bcl-2/Bax二者比值逐渐下降, 由此

可推测Bcl-2、Bax比例失调可能是NAFLD中肝

细胞损伤发生凋亡的重要原因之一[3], 提示上调

Bcl-2蛋白的表达, 下调Bax蛋白, 增加Bcl-2/Bax
二者的比值可能对阻止NAFLD的发生与进展具

有重要意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of combined 
use of indole-3-acetic (IAA) and horseradish 
peroxidase (HRP) on the growth of human 
adenoid cystic carcinoma SACC-2 cells in vitro.

METHODS: After HRP (1.2 mg/L) and IAA at 
different concentrations (20, 40, 60, 80 and 100 
μmol/L) were co-incubated with SACC-2 cells 
for 48 h, the changes in cell morphology were 
observed under light microscopy, the growth in-
hibition rate was measured by the CCK-8 assay, 
and the expression level of caspase-3 mRNA 
was determined by semiquantitative RT-PCR. 

RESULTS: Compared with negative control 
cells, cells incubated with IAA/HRP underwent 

shrinkage, became small and round, and showed 
significant vacuole formation. The growth in-
hibition rates achieved in cells incubated with 
HRP (1.2 mg/L) and IAA at 40, 60, 80 and 100 
μmol/L were significantly higher than that in 
control cells (31.8%, 38.71%, 60.57% and 80.18% 
vs 0%, respectively; all P < 0.05). Combined use of 
HRP (1.2 mg/L) and IAA at 60 and 100 μmol/L 
could significantly upregulate the expression 
of caspase-3 mRNA when compared to control 
cells (0.835 ± 0.019 and 1.667 ± 0.022 vs 0.242 ± 
0.025, respectively; both P < 0.01). 

CONCLUSION: Combined use of IAA and HRP 
is able to significantly inhibit the growth of 
SACC-2 cells in vitro perhaps through upregula-
tion of caspase-3 mRNA expression to induce 
cell apoptosis. 

Key Words: Indole-3-acetic acid; Horseradish per-
oxidase; SACC-2 cells; Growth inhibition; CCK-8

Lv JL, Gao N, Li F, He W, Shang JL. Combined use of 
indole-3-acetic acid and horseradish peroxidase inhibits 
the growth of human adenoid cystic carcinoma SACC-2 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2413-2416

摘要
目的: 探讨吲哚乙酸(IAA)与辣根过氧化物酶
(HRP)在体外共同作用对人涎腺腺样囊性癌
细胞SACC-2生长抑制的影响.

方法:  用不同浓度的I A A/H R P(I A A 20、
40、60 、80、100 µmol/L+HRP 1.2 mg/L)与
SACC-2细胞共同培养48 h后, 光镜下观察癌细
胞的生长; CCK-8法测定细胞生长抑制率; 半
定量RT-PCR技术检测caspase-3 mRNA水平. 

结果: 与阴性对照组比较, 48 h后 SACC-2细胞
皱缩, 变小变圆, 空泡明显; 40、60、80、100 
µmol/L IAA组的细胞生长抑制率明显增高
(31.8%, 38.71%, 60.57%, 80.18%, 均P <0.05); 
半定量RT-PCR结果显示, 60、100 µmol/L 
IAA与1.2 mg/L HRP联合作用可上调caspase-3 
mRNA水平(0.835±0.019, 1.667±0.022 vs  
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■背景资料
涎腺腺样囊性癌
是最常见的口腔
颌面部恶性肿瘤
之一, 严重的威胁
了患者的健康. 近
年来的研究证实, 
吲哚乙酸(IAA)被
辣根过氧化物酶
(HRP)氧化后会产
生细胞毒特性, 可
作为一种新的肿
瘤治疗药物. 通过
对其作用机制的
探讨, 有望寻找到
治疗涎腺腺样囊
性癌的分子靶点.

■同行评议者
王 文 跃 ,  主 任 医
师, 中日友好医院
普通外科



0.242±0.025, 均P <0.01).

结论: I A A/H R P对人涎腺腺样囊性癌细胞
SACC-2生长有明显的抑制作用, 可通过激活
caspase-3 mRNA的表达, 诱导凋亡.

关键词: 吲哚乙酸; 辣根过氧化物酶; SACC-2细胞; 

生长抑制; CCK-8法
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0  引言

涎腺腺样囊性癌是口腔颌面部常见的恶性肿瘤, 
手术是其主要的治疗方法, 但其高侵袭及转移

的生物学特性, 使患者5年生存率不足50%, 10年
生存率不足20%[1], 因此寻找新的治疗方法和有

效抗癌药物势在必行. 吲哚乙酸(indole-3-acetic, 
IAA)是一种植物生长激素, 主要调节植物细胞

的分化、生长和分裂增殖[2]. 辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)是一种亚铁血红素

酶, 能氧化包括IAA在内的一系列底物[3-4]. 近年

来研究表明, IAA的作用浓度取值不同, 但HRP 
的浓度一定, IAA/HRP共同作用时具有抑制肿

瘤细胞生长, 并可诱导凋亡等作用, 而当IAA和

H R P以二者联合作用时的相同浓度单独作用

时, 则不会产生任何毒性效应[5]. 鉴于不同细胞

对其敏感性存在差异, 本研究选择人涎腺腺样

囊性癌细胞系SACC-2进行体外实验, 观察其对

SACC-2细胞的生长抑制效果, 旨在探索腺样囊

性癌新的治疗方法.

1  材料和方法

1.1 材料 人腺样囊性癌细胞系S A C C-2(华西

口腔医学院惠赠); Cell counting kit-8(日本同

仁研究所); IAA, HRP与琼脂糖(美国Sigma公
司); RPMI 1640(美国Gibco公司); 胎牛血清(杭
州四季青公司); 二甲基亚砜(上海化学试剂厂);  
TRIzol(上海晶天生物科技有限公司). 酶标仪(美
国Thermo), 超净工作台(苏州净化), PCR仪(德
国Biometra), 凝胶成像系统(Synoptics Ltd), 消
毒柜(日本Tomy公司), 显微镜(中国Nikon). RT-
PCR引物序列由北京博尚生物工程有限公司合

成. 扩增产物大小: 人caspase-3 173 bp, 正向引物

5-GAGGCCGACTTCTTGTATGC-3, 反向引物: 
5-AATTCTGTTGCCACTTTGG-3; 人β-actin 409 

2414                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2009年8月18日    第17卷   第23期

bp, 正向引物5-ACCAACTGGGACGACATGGA
GAAAATC-3, 反向引物5-GTAGCCGCGCTCGG
TGAGGATCTTCAT-3.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人涎腺腺样囊性癌细胞SACC-2
培养于含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养

基中, 置37℃、50 mL/L的CO2培养箱中. 待细胞

生长状态处于对数生长期进行传代, 当细胞达

到足够量时开始实验. 
1.2.2 光镜观察IAA/HRP对SACC-2细胞形态影

响: 取对数生长期的SACC-2细胞, 用胰酶消化

成单细胞悬液, 计数, 以细胞密度为5×107个/L, 
2 mL/孔接种于6孔培养板中, 贴壁24 h后弃去原

培养液, 分别加入对照组(完全培养基)和实验组

(IAA 20、40、60 、80、100 µmol/L+HRP 1.2 
mg/L)的培养基, 于48 h在光镜下观察实验组和

对照组肿瘤细胞的形态变化, 并摄片记录.
1.2.3 CCK-8法测IAA/HRP对SACC-2细胞增殖

的影响: 取对数生长期的SACC-2细胞, 接种于

96孔平底细胞培养板中, 每孔细胞接种的终浓

度为2×107个/L, 每孔100 µL. 4-6 h细胞贴壁后, 
加入不同浓度的IAA和HRP, 使不同组的IAA终

浓度分别为20、40、60、80、100 µmol/L, HRP
的终浓度均为1.2 mg/L, 并设加等浓度细胞和

培养基的对照孔, 只加培养基的调零孔, 每组设

5个复孔, 置37℃、50 mL/L的CO2培养箱中培

养48 h后加10 µL CCK-8溶液, 充分震荡后, 置
37℃、50 mL/L的CO2培养箱中孵育1 h, 置450 
nm波长酶标仪中测定A 450值, 生长抑制率IR(%) 
= (1-实验组A 450/对照组A 450)×100%.
1.2.4 RT-P C R检测凋亡相关基因c a s p a s e-3 
mRNA表达: (1)总RNA提取与保存: TRIzol一步

法提取总RNA, 具体步骤参照TRIzol说明书, 30 
µL DEPT(1%)水溶液置于液氮中贮存, RNA纯

度为1.7-1.9, 浓度为0.83-3.35 g/L. (2)逆转录合成

cDNA: 根据逆转录试剂盒操作步骤合成cDNA. 
(3)PCR扩增反应体系: 反应体系为50 µL. PCR反
应参数: 95℃预变性5 min, 94℃变性50 s, 58℃退

火30 s, 72℃延伸60 s, 29个循环; 72℃ 10 min, 然
后于-20℃保存. (4)PCR产物电泳: 取10 µL左右

PCR产物在10 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 紫外灯下

观察扩增产物, 凝胶成像分析系统扫描扩增带, 
以β-actin为内参照, 与目的基因PCR产物条带灰

度Volume之比作为反映目的基因mRNA水平的

相对指标.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采
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■相关报道
Kim et al 报道在
一定的浓度范围
内 ,  激 活 的 吲 哚
乙酸对人黑色素
瘤G361细胞生长
有较强的抑制作
用, Liao et al 认为
IAA/HRP的杀伤
作用可能主要发
生在细胞增殖期.

■研发前沿
目前公认的治疗
涎腺腺样囊性癌
的方法是以手术
为 主 、 辅 以 化
疗、放疗, 免疫治
疗以及其他支持
治疗的综合方案. 
但术后复发和转
移是患者死亡的
重要原因 .  因此 , 
筛选出涎腺腺样
囊性癌治疗的靶
向药物, 减轻患者
的痛苦是目前研
究的热点及重点.
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用统计软件SPSS14.0进行单因素方差分析, 组间

两两比较用LSD检验.

2  结果

2.1 细胞形态学的观察 对照组细胞呈梭形, 核浆

比例大, 核大深染, 可见较多的核分裂相, 细胞相, 细胞, 细胞

异型性明显, 大小与形态不一(图1A). 实验组20 
µmol/L IAA+1.2 mg/L HRP处理48 h后, 细胞数

量有所减少, 形态变化不明显; 100 µmol/L IAA
组可见大部分细胞皱缩, 变小变圆, 胞内出现空

泡, 核浆比减小, 核浆难分清(图1B).
2.2 C C K-8法检测结果 与对照组相比, 除20 
µmol/L组无统计学意义外, 40 µmol/L浓度以

上的IAA与HRP结合均可抑制SACC-2细胞的

增殖, 随着浓度的增加, 细胞增殖能力下降, 其
生长抑制率分别为31.8%、38.71%、60.57%及

80.18%(表1), 与对照组相比差异有统计学意义

(P <0.05). 结果说明IAA/HRP可抑制SACC-2细
胞生长, 且其抑制作用呈较明显的时间-剂量依

赖性.
2.3 半定量RT-PCR检测caspase-3 mRNA表达的

结果 A 260/A 280为1.8-2.0, 说明所提取的RNA纯

度较好.不同浓度IAA作用SACC-2 48 h后, 细

胞caspase-3基因半定量分析结果显示(图2): 各
浓度的I A A处理组及对照组细胞都有等量的

β-actin扩增, 而caspase-3扩增结果却不同, 对
照组的表达量非常低, 只有0.242±0.025; 随着

IAA浓度的增高, caspase-3表达量依次上升, 60 
µmol/L及100 µmol/L组表达量分别为0.835±
0.019, 1.667±0.022, 两组间比较差异均有统计

学意义(P <0.01). IAA/HRP能有效上调SACC-2 
caspase-3 mRNA的表达, 诱导凋亡.

3  讨论

IAA作为一种植物激素, 被HRP氧化后会产生包

括活性氧自由基(ROS), 如H2O2在内的自由基. 自
由基会导致脂质过氧化, 引起细胞膜结构改变, 
导致细胞内损伤和凋亡[6-7]. 体外实验表明吲哚乙

酸联合辣根过氧化物酶对多种肿瘤细胞有抑制

或杀伤作用[8-9], 对Bxpc_3、K562、G361、LSCC
细胞有明显的抑制作用, 并能诱导分化和凋亡, 
且对正常细胞的损伤甚微[10]. 本实验发现, 40 
µmol/L以上的吲哚乙酸联合辣根过氧化物酶即

可对SACC-2细胞造成抑制(P <0.05), 并且随着浓

度和时间的增加存在量效和时效关系. 光镜下

可见细胞形态发生明显改变, 细胞皱缩, 变小变

圆, 空泡明显, 部分细胞脱落悬浮于培养液中.
恶性肿瘤的发生是多因素、多基因相互作

用, 且在多阶段发挥作用的极为复杂的生物学

表  1  IAA/HRP对SACC-2细胞增殖的影响 (mean±SD)

     
分组                                      A 值		                 IR(%)

IAA (μmol/L)		

    20		  0.404±0.021	             13.37

    40 		  0.364±0.025a	             31.80

    60 		  0.349±0.019a	             38.71

    80 		  0.302±0.023a	             60.57

    100 		  0.259±0.028a	             80.18

对照组		  0.433±0.032	               0

凋零组		  0.216±0.026	               -

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  48 h后SACC-2细胞形态学(×200). A: 对照组；B: IAA 100 μmol/L+HRP 1.2 mg/L实验组.
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图   2   I A A / H R P 对
c a s p a s e - 3 的 R T -
PCR扩增. M:  DNA 

marker; 1: 对照组; 2: 

IAA 60 μmol/L+HRP 

1.2 mg/L; 3: IAA 100 

μm o l / L + H R P  1 . 2 

mg/L.

M       1      2        3

bp
2000

500
200
100

■应用要点
本研究表明 IAA
联合HRP对涎腺
腺样囊性癌细胞
有抑制作用, 其主
要效应机制是启
动细胞凋亡, 为其
进一步开发应用
奠定了基础.

■创新盘点
该实验选用 IAA
和HRP共同作用
于涎腺腺样囊性
癌细胞, 观察其对
细胞的抑制作用.
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过程. 高度增殖和无限分化是恶性肿瘤的重要

生物学特性之一, 也是临床患者复发和转移的

主要原因. 因此, 对肿瘤生长抑制的研究已经成

为肿瘤治疗学研究的主要内容. 涎腺腺样囊性

癌是口腔颌面部常见的恶性肿瘤, 其高侵袭及

转移的生物学特性多年来一直困扰着临床治疗

工作, 寻找新的高效低毒的抗癌药仍是目前研

究的热点. 细胞持续分裂和不断增殖是肿瘤区

别于正常细胞的一个重要特征, 因此观察对肿

瘤细胞的增殖活性的抑制作用是筛选抗癌药的

基本指标. CCK-8是测定单个细胞增殖能力及检

测细胞存活和生长的有效方法, 其原理类似于

MTT, 由于MTT法形成的甲臢物是非水溶性的, 
需要加有机溶剂溶解, 这不仅增加了工作量, 也
给实验带来了一定的误差. CCK-8法较MTT反
应灵敏、快捷, 重复性好[11]. 本研究显示, 除20 
µmol/L IAA组外, 其余各组与对照组相比, 差异

均有统计学意义(P <0.05), 且随着药物浓度的增

加, 其生长抑制率明显增高. 这与其他的研究报

道IAA作用最适浓度为50 µmol/L或100 µmol/L
的结论基本一致[12-13].

细胞凋亡(apoptosis)是一种由遗传决定的

细胞自杀程序活化所致的生理性细胞死亡, 在
细胞发育和内环境稳定中起着重要的生物学作

用[14]. caspases家族属于天冬氨酸特异的半耽氨

酸蛋白酶, 是凋亡的执行者. 本研究又对在凋亡

执行阶段起中心作用的caspase-3 mRNA进行了

检测. 统计数据表明, caspase-3 mRNA在48 h时表

达较高; 同一时间点, 不同浓度的IAA/HRP实验

组caspase-3 mRNA表达存在显著性差异(P<0.01). 
这与国内外研究报道caspase-3在口腔正常黏膜、

癌前病变及口腔癌表达基本相符[15-16]. 这说明

IAA/HRP作用后SACC-2细胞增殖能力下降, 其中

caspase-3 mRNA表达增高, 从而启动细胞凋亡.
综合以上结果分析表明, 植物激素中的IAA

联合HRP与其他抗癌药物一样, 对SACC-2细胞

有抑制作用, 并且随浓度的增加其抑制作用明

显增强. 其主要效应机制是启动细胞凋亡, 这为

进一步研究IAA联合HRP对口腔癌治疗作用奠

定了实验基础.
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■名词解释
活性氧(ROS): 自
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DNA损伤、降低 
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活凋亡相关基因
而诱导凋亡过程.
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Abstract
AIM: To analyze the pathological features 
of primary bi le ref lux gastr i t is (BRG) in 
adolescents.

METHODS: Forty adolescents clinically diag-
nosed with primary BRG by endoscopy and 
24-hour gastric pH and bile monitoring were 
included in the study. Thirty healthy adolescent 
volunteers were enrolled as controls. Gastric an-
trum and corpus mucosa biopsy specimens were 
taken and subjected to routine HE staining and 
modified Giemsa staining to conduct pathologi-
cal examination.

RESULTS: Lymphocyte infiltration was mild in 
BRG adolescents, and grade 2 or less lymphocyte 
infiltration was noted in 87.5% of patients. Neu-
trophil infiltration was often concurrent with 

Helicobacter pylori (H pylori) infection. Lengthen-
ing of gastric pits, trichangiectasia, interstitial 
edema, mucosal atrophy, intestinal metaplasia 
and H pylori infection were observed in 22.5%, 
40.0%, 40.0%, 12.5%, 20.0% and 22.5% of pa-
tients, respectively. Except intestinal metaplasia 
and H pylori infection, the prevalences of other 
pathological alterations were significantly differ-
ent between healthy adolescents and BRG ado-
lescents (P < 0.05). Additionally, these pathologi-
cal alterations were more severe in the antrum 
than in the corpus.

CONCLUSION: Primary BRG in adolescents 
shows some features of chemical gastritis and 
has a tendency to evolve towards mucosal atro-
phy and intestinal metaplasia.

Key Words: Primary bile reflux gastritis; Adoles-
cents; Pathology; Endoscopy; pH Monitoring

Chen WS, Luo HY, Zhu YR, Zhong LY, Zhou HB, Zhang 
XJ. Pathological features of primary bile reflux gastritis 
in adolescents: an analysis of 40 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2417-2420

摘要
目的: 探讨青年人原发性胆汁反流性胃炎(bile 
reflux gastritis, BRG)的病理特征. 

方法: 选择40例青年人原发性BRG为观察组, 
均经临床、内镜及胃内24 h胆汁监测确诊; 取
同期30例健康青年志愿者为对照组. 分别取胃
窦和胃体活检标本进行HE染色和改良Giemsa
染色, 进行组织病理分析. 

结果: 观察组淋巴细胞浸润较轻 ,  0-2级占
87.5%, 有中性粒细胞浸润者多伴H pylori 感
染, 胃小凹延长者占22.5%、毛细血管扩张
和间质水肿均为40.0%(肠化生12.5%, 黏膜萎
缩20.0%), H pylori 感染者22.5%(除肠化生及 
H pylori感染外), 其他黏膜病变与对照组比较有
显著性差异(P<0.05), 而且胃窦病变重于胃体.

结论: 青年人原发性BRG具有化学性胃炎的
部分特征, 而且有向黏膜萎缩与肠化生转变
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■背景资料
继发于胃、十二
指肠及胆道手术
后的胆汁反流性
胃炎的病理特征
已有大量研究, 但
非手术胃发生的
原发性胆汁反流
性胃炎因其临床
症状不典型、反
流时间不确切、

反 流 物 性 质 ( 胆
汁、肠液或胰液)
不明确、反流程
度无法估计, 因此
对胃黏膜的病理
损害也未得到有
效评估, 特别是青
年人发生原发性
BRG后其病理学
有何特征目前尚
研究不多.

■同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办; 唐
世刚, 教授, 大连
大学附属中山医
院消化内科
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0  引言

胆汁反流性胃炎(bile reflux gastritise, BRG)常
被认为是一种化学性炎症, 继发于胃、十二指

肠及胆系手术后的BRG常具有胃黏膜肠化、萎

缩、不典型增生甚至癌变等病理改变[1-2], 严重

影响患者生活质量及预后. 部分文献及我们的

研究发现[3-6], 非手术所致的原发性BRG在儿童

和青年人中也常有发生, 但青年人原发性BRG
是否具有继发性BRG的相同病理改变目前尚不

清楚. 本文选择经临床、内镜及胃内24 h胆汁监

测确诊的40例青年人原发性BRG进行组织病理

分析, 并对其相关因素进行探讨, 旨在发现其有

意义的组织病理特征. 

1  材料和方法

1.1 材料 观察组为2007-03/2008-12因上腹部症

状入我院的青年患者40例, 男16例, 女24例, 年
龄18-35(平均25.1±5.7)岁. 对照组为同期健康

青年志愿者30例, 其中男11例, 女19例, 年龄23.2
±4.1岁, 均为我院临床实习的本科大学生, 检查

前均经过我院科研伦理委员会批准, 签署知情

同意书. 2组对象均进行胃镜、胃内pH及胆汁反

流检测. 凡有上腹症状、胃镜诊断为原发性胆

汁反流性胃炎及胃内胆汁反流检测有胆汁反流

者诊断为胆汁反流性胃炎. 2组患者均无肝胆胰

器质性疾病、胃肠及胆道手术史.
1.2 方法 
1.2.1 胃镜检查: 凡具有以下特征者诊断为原发

性BRG[7]: (1)胃黏膜尤其是胃窦部黏膜有水肿、

充血或脆性增加; (2)胃镜插至胃内静止1 min后
仍可见含有胆汁的十二指肠液呈泡沫状或水流

状从幽门口反流入胃; (3)胃黏液糊有黄色或绿

色胆汁染色; (4)胃黏膜有胆汁染色; (5)无胃肠道

手术史, 无消化性溃疡、胃息肉、胃癌等疾病. 
胃镜尚需详细记录胃炎部位、有无胃黏膜糜

烂、反流性食管炎等. 
1.2.2 胃内pH及胆汁反流检测: 应用Synectics 
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D i g i t r a p p e r便携式p H监测仪和S y n e c t i c s 
Bilitec 2000胆汁监测仪(Medtronic Functional 
Diagnostics A/S公司)进行测定: 监测结束后将数

据输入计算机, 以专用软件进行分析, 分析参数

为pH>4的时间百分比, 胆红素吸光值(A)>0.14的
时间百分比等. 以A>0.14判定为胆汁反流阳性.
1.2.3 胃黏膜病理检查: 胃镜检查时, 距幽门2-3 
cm胃窦取活检3块(1块进行快速尿素酶试验)、
胃体大小弯取活检2块, 2组组织混合编号, 经病

理医师盲法分析, 组织分别进行HE染色和改良

Giemsa染色, 按中国慢性胃炎共识意见(2006, 上
海)和新悉尼指导原则进行观察和评分[8-9]: 慢性

炎症、活动性、肠化、萎缩等形态学特征, 对
其严重度进行4级评分(0、1、2、3代表无、

轻、中、重), 同时观察是否存在胃小凹延长、

毛细血管扩张、间质水肿、黏膜肌增厚等BRG
常见病理特征.

统计学处理 应用SPSS11.0统计软件进行统

计分析, 计数资料分别统计其百分率、2组比较

采用χ2检验.

2  结果

2组病检结果显示观察组淋巴细胞浸润、黏膜

萎缩重于对照组、胃小凹延长、毛细血管扩

张、间质水肿也较对照组明显, 统计学有显著

性差异(均P <0.05, 表1-2). 肠腺化生虽观察组

高于对照组, 但未显示统计学意义(P  = 0.345).  
H pylori感染两组无显著性差异(P  = 0.573).

3  讨论

BRG是否具有特殊的病理学形态改变一直成为

人们关心的问题. 在继发性BRG诊断中, 除胃黏

膜萎缩、肠化生及不典型增生等常见改变外, 
以伴胃小凹增生为特征的化学性胃炎而胃黏

膜炎性反应不明显为重要诊断标准[1-2], 但在原

发性BRG中该组织学特征尚未得到证实[10], 生
理机能活跃、组织代谢旺盛, 特别是胃肠道运

动、分泌、消化、吸收功能活跃的青年人发生

原发性BRG后其病理学有何特点目前少见文献

报道. 
本文以健康青年人为对照组, 经比较发现

青年人原发性BRG具有以下一些特征: (1)炎症

反应: 炎症反应程度常以炎性细胞浸润多少为

标准, 淋巴细胞代表慢性炎症、中性粒细胞代

表炎症活动度, 本组青年人BRG除7例患者无

炎性细胞浸润外, 均有不同程度的炎性改变, 其
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■研发前沿
本文以健康青年
人 为 对 照 组 ,  重
点阐述了青年人
BRG的病理特点, 
与以往描述的化
学性胃炎表现进
行了比较, 对可能
发生的不良结局
如胃黏膜萎缩、

肠腺化生及不典
型增生等进行了
评估.

■相关报道
BRG的病理诊断
缺乏共识的诊断
标 准 ,  在 继 发 性
BRG诊断中, 除胃
黏膜萎缩、肠化
生及不典型增生
等常见改变外, 以
伴胃小凹增生为
特征的化学性胃
炎而胃黏膜炎性
反应不明显为重
要诊断依据, 但在
原发性BRG中该
组织学特征尚未
得到证实.
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炎性浸润显著重于对照组(P  = 0.022), 但炎性

程度多较轻, 以1、2级浸润为主, 符合化学性炎

症炎性浸润不明显的特征, 2组中性粒细胞浸润

比较无差异, 但结合H pylori分析, 2组粒细胞浸

润者多存在H pylori感染, 提示炎症的活动性与 
H pylori相关, 而非胆汁反流所致的炎性反应. 
(2)化学性炎症反应的特征: 胃小凹延长、黏膜

肌增厚、毛细血管扩张、间质水肿被认为是胆

汁化学性胃炎的特征性改变[11], 而其他的慢性

胃炎则少有上述改变, 本组除黏膜肌增厚2组
无差别外, 其他3项均BRG组与对照组有显著

性差别, 其发生率分别为胃小凹延长22.5%、

毛细血管扩张和间质水肿均为40.0%, 提示化

学性胃炎的确存在以上病理改变, 但其程度不

一, 因此, 尚不能将以上改变作为BRG的诊断标

准来看待, 而且其机制目前也尚不很清楚, 有研

究认为胆汁酸能刺激肥大细胞释放组胺, 使黏

膜血管扩张、毛细血管通透性增加, 从而导致

胃黏膜充血、水肿、糜烂甚至溃疡. 除此外, 研
究还发现, 胆汁酸还可促进细胞产生白三烯、

氧自由基等炎性介质引起胃黏膜损害[12]. (3)炎
症反应的不良结局: 慢性胃炎均可发生黏膜萎

缩、肠化生、不典型增生及癌变等不良结局. 
其发生可能与致炎因子的性质、作用时间、

胃黏膜状态等有关, 本组为青年人, 胃黏膜代

谢旺盛、机能活跃, 发生此类不良结局应该较

少, 但在部分BRG患者仍可看到有此方面的进

展迹象, 如BRG组有8例(20.0%)患者有轻度的

黏膜萎缩、5例(12.5%)有肠化生, 提示胆汁反

流可促进病变胃黏膜向不良结局发展, 在反流

的过程中, 胃黏膜局部微环境变成类似于肠道

环境, 为适应十二指肠液(胆汁、胰液、肠液)的
浸染, 部分腺体萎缩消失、部分胃干细胞向肠

细胞分化, 逐步演变为肠化生黏膜, 因此, 阻止

胆汁反流、恢复胃腔的正常环境, 是防止BRG
发生不良结局的关键. 本组未检出不典型增生, 
可能与反流病程较短有关. (4)H pylori感染: 本
对照组与观察组的H pylor i感染率均不高, 分
别为23.3%(7/30)和22.5%(9/40), 与文献基本一 
致[13-14], H pylori感染率低于慢性胃炎及消化性溃

疡患者, 前者可能为健康青年人, H pylori感染率

较低, 后者则认为是胆汁反流破坏了胃黏膜的

酸性环境不利于H pylori生长, 或胆汁直接杀灭 
H pylori所致[13,15]. 但本组H pylori感染者其炎性

反应程度均重于单纯BRG, 特别是活动性胃炎

主要见于H pylori感染者, 提示H pylori感染性胃

炎与BRG确是两种不同性质的胃炎. 有研究认

为伴H pylori感染的BRG其胃黏膜炎性程度更

为严重, 认为两者有协同致病作用[16], 但我们与

对照组H pylori感染者比较, 见2组的炎性反应

基本相似, 未观察到BRG组更为严重的现象. (5)
胃窦与胃体病理比较: 胆汁反流可引起全胃黏

膜的炎性改变, 但本组胃窦病变重于胃体, 其中

8例黏膜萎缩中3例胃窦胃体同时发生萎缩, 5例
仅胃窦萎缩、9例胃小凹延长者6例发生在胃窦, 
4例肠化中3例发生在胃窦, 胃窦病变重于胃体

可能与远端胃和十二指肠反流物接触时间更多, 
或胃窦腺体更易遭受反流物的损害有关. 

总之, 青年人原发性BRG具有化学性胃炎

的部分特征, 而且有向黏膜萎缩和肠化转变的

趋势.
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表  1  2组患者形态学特征

     
分组            n

          淋巴细胞浸润               粒细胞浸润                   黏膜萎缩                     肠腺化生                    不典型增生
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表  2  2组患者病理特征

     
分组            n
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道功能活跃的青
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BRG的病理特征
进行了详细分析, 
提出了青年人原
发性BRG具有化
学性胃炎部分特
征, 而且有向黏膜
萎缩和肠化转变
趋势的观点.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation of different 
hepatitis B virus gene mutations with the 
development of hepatitis B virus-associated 
glomerulonephritis (HBV-GN).

METHODS: Nineteen HBV-GN patients and 22 
chronic hepatitis B (CHB) patients were included in 
the study. Gene mutations in the core gene coding 
region and core promoter/precore region of HBV 
were detected by complete genome sequencing. 

RESULTS: In the core promoter/precore region, 

the prevalences of the nt 1727 and nt 1773 muta-
tions were significantly higher in HBV-GN patients 
than in CHB patients (100% vs 50.0% and 47.4% vs 
13.6%, respectively; both P < 0.05). No significant 
differences were noted in the prevalences of the nt 
1762/1764 mutations between the two groups of 
patients (P > 0.05). In the core gene coding region, 
the prevalence of the nt 2011 mutation was sig-
nificantly lower in HBV-GN patients than in CHB 
patients (10.5% vs 40.9%, P < 0.05). No significant 
differences were noted in the prevalences of the 
nt 2005, nt 2201, nt 2245 and nt 2290 mutations be-
tween the two groups of patients (P > 0.05). 

CONCLUSION: Some hepatitis B virus gene mu-
tations may be correlated with the development 
of HBV-GN. 

Key Words: Hepatitis B virus; Glomerulonephritis; 
Gene mutation

Li SQ, An HX, Zhao YX, Jiang GT. Correlation of different 
hepatitis B virus gene mutations with the development 
of hepatitis B virus-associated glomerulonephritis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2421-2425

摘要
目的: 探讨乙型肝炎病毒相关性肾炎(HBV-
GN)易感性与HBV基因变异的关系. 

方法: 选取HBV-GN患者19例为试验组, 慢性
HBV感染者22例为对照组, 应用基因测序技
术检测HBV血清C基因区、CP区基因位点的
变异.  

结果: CP区中nt1727和nt1773位点试验组的变
异率显著高于对照组(100% vs  50.0%, 47.4% 
vs  13.6%, 均P <0.05). nt1762/1764联合变异率
在2组中的差别无统计学意义(P >0.05). C基
因区中nt2011变异率试验组显著低于对照组
(10.5% vs  40.9%, P <0.05). nt2005、nt2201、
nt2245和nt2290变异率在2组中的差别无统计
学意义(P >0.05). 

结论: HBV-GN易感性可能与HBV的基因变
异有关. 
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
( H B V ) 感 染 在
我 国 很 常 见 ,  据
WHO统计 ,  乙型
肝炎患者及携带
者 约 占 人 群 的
15%.  HBV感染
可引起多种肝外
病 变 ,  乙 型 肝 炎
病毒相关性肾炎
(HBV-GN)是常见
的肝外病变之一.

■同行评议者
金瑞, 教授, 首都医
科大学附属北京
佑安医院消化科
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染在我

国很常见, 据WHO统计, 乙型肝炎患者及携带者

约占人群的15%. HBV感染可引起多种肝外病

变, 乙型肝炎病毒相关性肾炎(hepatitis B virus-
associated glomerulonephritis, HBV-GN)是常见

的肝外病变之一. 自从1971年 Combes et al [1]首

次报道1例乙型肝炎病毒相关性膜性肾病以来, 
引起各国学者们的重视与研究. HBV是一种高

度变异的病毒, 由于病毒变异往往引起抗原性

和致病性的改变, 所以认为HBV感染在临床上

出现的不同疾病与病毒变异有关. 目前大量的

临床资料报道了H B V基因突变对肝脏疾病的

临床表现、疾病发生发展及预后起着决定性的

影响[2]. 但是对HBV基因变异与HBV-GN易感性

的相关性研究国内外报道较少. 本实验是应用

基因测序技术检测HBV C区、C基因启动子(c 
gene promoter, CP)区基因变异, 旨在探讨HBV-
GN易感性与HBV基因突变之间的关系, 以期寻

找导致HBV-GN的HBV基因突变易感位点. 从病

毒学方面进一步探讨该病的病因及发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-10/2007-10我院门诊和住院患

者41例, HBV-GN患者19例, 为实验组, 其中男16
例, 女3例, 年龄12-54(平均年龄33.63±5.42)岁. 
诊断符合1989-10北京HBV-GN专题座谈会上的

诊断标准[3]. 慢性乙型肝炎患者22例, 为对照组, 
其中男16例, 女6例, 年龄18-57(平均年龄30.43±
4.78)岁. 诊断符合第10次全国病毒性肝炎及肝

病学术会议讨论修订的诊断标准, 均为无血缘关

系的黑龙江地区汉族人, 经血清学检测排除甲、

丙、丁、戊型肝炎病毒混合感染. 
1.2 方法 
1.2.1 实验室检查: 乙型肝炎五项、肝功能、肾

功能测定、尿常规、肾活检、HBV DNA定量. 
1.2.2 HBV DNA基因变异位点的检测: (1)病毒

基因组DNA提取: 血清标本100 μL用蛋白酶K
和裂解缓冲液消化, 酚法提取. (2)PCR引物: 根
据GenBank数据库中HBV的全基因组序列, 利
用Primer Premier 5.0软件设计引物, 上游引物
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序列及位置nt1652-1671(5'-ACATAAGAGGA 
C T C T T G G A C-3', 20 b p), 下游引物序列及

位置nt2439-2459(5'-ACTAACATTGAGATT 
CCCGAG-3', 21 bp), 扩增807 bp产物, 引物由上

海生工生物工程技术有限公司合成. (3)PCR: 50 
μL反应体积中含10×反应缓冲50 μL, MgCl2(25 
mmol/L) 30μL, 4 dNTP(2.5 mmol/L) 4 μL, 2种
引物(10 μmol/L)各2.5 μL, Taq DNA多聚酶(5 
U/mL)0.25 μL, 加水至40 μL. 反应条件: 94℃预

变性3 min, 继而94℃ 0.5 min、55℃ 0.5 min、
72℃ 1 min, 共30个循环, 最后72℃延伸5 min. 
(4)DNA 序列测定:用PCR产物纯化试剂盒纯化

PCR产物;  纯化产物由invitrogen公司测序. 
统计学处理 计数资料采用χ2检验, 计量资

料采用t检验, 所有统计分析均以SPSS13.0软件

处理. 

2  结果

2.1 HBV-GN与乙型肝炎HBV CP和C基因区的

变异率 CP区变异在HBV-GN组的总检出率为

100%(19/19), 乙型肝炎组为68.2%(15/22), HBV-
GN组变异的检出率高于乙型肝炎组(χ2 = 5.216, 
P <0.05). C区变异在HBV-GN组的总检出率为

94.7%(18/19), 乙型肝炎组为90.9%(20/22), HBV-
GN组C区变异的检出率与乙型肝炎组差别无统

计学意义(χ2 = 0.000, P >0.05). 
2.2 HBV-GN与乙型肝炎HBV CP区变异的关系 
HBVnt1727处A→G变异在HBV-GN组总检出

率高达100%(19/19), 乙型肝炎为50.0%(11/22), 
HBV-GN组变异的检出率显著高于乙型肝炎组

(χ2 = 7.714, P <0.01).  nt1773处C→A变异在HBV-
GN组的总检出率为47.4%(9/19), 乙型肝炎为

13.6%(3/22), HBV-GN组变异的检出率高于乙型

肝炎组(χ2 = 5.604, P <0.05). HBV nt1762T/1764A
联合变异HBV-GN组总检出率26.3%(5/19), 乙型

肝炎为36.4%(8/22), HBV-GN组和乙型肝炎组

nt1762/nt1764联合变异的检出率相比无显著差

异(χ2 = 0.475, P >0.05, 表1).
2.3 HBV-GN与乙型肝炎HBV C基因区变异的

关系 (1)nt2011处变异在HBV-GN组总检出率

为10.5%(2/19), 乙型肝炎组为40.9%(9/22), 乙
型肝炎组变异的检出率显著高于H B V-G N组

(P <0.05). (2)nt2201变异率在HBV-GN组和乙型

肝炎组的差别无统计学意义(84.2% vs 68.2%). 
其中, 变异位点T→C在HBV-GN组有16例, 乙
型肝炎组有11例, 差别有统计学意义(84.2% vs  
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有关.
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50.0%). (3)nt2290变异率在HBV-GN组和乙型

肝炎组的差别无统计学意义(89.5% vs  77.3%). 
其中, 变异位点C→T在HBV-GN组有16例, 乙
型肝炎组有11例, 差别有统计学意义(84.2% vs 
50.0%). (4)nt2005、nt2245变异率在HBV-GN组

和乙型肝炎组的差别无统计学意义(68.4% vs 
50.0%、78.9% vs 81.8%, 均均P >0.05, 表2-3). 
2.4 HBV-GN肾组织的免疫组织化学特点组织化学特点特点 所收集

病例中, 肾活检病理结果比较以HBsAg与HBeAg
沉积最为多见, 检出率分别为47.4%、52.6%. 其
次为HBcAg沉积, 检出率为31.6%. 
2.5 HBV-GN与乙型肝炎患者血HBV DNA定量

和生化指标的比较 HBV DNA在HBV-GN组高

于乙型肝炎组(P <0.05), 但肝功的改变在2组中

的差别无统计学意义(表4). 

3  讨论

H B V是一种高变异的病毒 ,  其突变率高达

1010-1011点突变/d, 比其他DNA病毒高出10倍以

上. 病毒侵入机体后, 在机体内受自然压力、人

体免疫力和药物治疗的影响, 常出现病毒变异. 
发生变异的病毒可引起病毒复制水平的改变, 从
而导致其抗原性和致病性改变, 所以认为HBV
感染在临床上出现的不同疾病谱与病毒变异有

关. 随着HBV变异研究的不断深入, 变异所引起

的生物学意义也不断被人们所认识. 此外, HBV
常见的变异位点: 基本核心启动子(basal core 
promoter, BCP)、前C区和核心区基因的变异. 故
本实验研究HBV-GN与HBV C区、CP区基因突

变的相关性. 
CP位于HBV基因组nt1643-1849, 即位于X

开放读码框的3'末端和前C/C开放读码框的5'末
端重叠区, CP调控HBV的复制, 控制前CmRNA
和CmRNA(前基因组RNA)的转录, 前者为合成

HBeAg的模板, 后者为合成HBcAg、多聚酶及

逆转录的模板. CP的变异使CmRNA转录明显

减少, 前基因组mRNA转录增加, 导致HBeAg

合成减少, 肝细胞内HBcAg、DNA聚合酶及

HBV DNA的复制增加[4-5]. 不少学者进行了体

外实验, 发现CP区变异后, HBV前基因组RNA
转录效率提高2-3倍, 病毒包装效率提高10倍之

多. 已有研究表明: HBV基因变异与HBV感染的

结局有密切关系. Kaneko et al [6]分析7例重肝患

者HBV基因序列, 结果有5例HBV CP区发生突

变, 说明CP区基因突变可导致HBV DNA的复制

增加. 本实验的结果显示, 在CP区中,  HBV-GN
组的总变异检出率为100%(19/19), 乙型肝炎组

为68.2%(15/22), HBV-GN组总变异的检出率高

于乙型肝炎组(P <0.05). nt1727 A→G(P <0.01)和
nt1773 C→A变异率HBV-GN组高于乙型肝炎

组(P <0.05). 其中, nt1727在HBV-GN组全部发

生突变, 由AAG→AGG, 显著高于乙型肝炎组

(P <0.01). 提示了具有nt1727、nt1773基因突变

者患HBV-GN的危险性大. 结果提示HBV-GN的

发病与nt1727、nt1773基因突变相关. HBV-GN
与突变后的CP致HBV DNA复制增加关系需进

一步进行研究. 
C区位于HBV基因组nt1814-2456, 长约638 

bp, C基因区可转录形成315 kb mRNA, 和前基因

组mRNA. 后者大部分翻译、合成HBcAg(含183 
个氨基酸残基), 小部分被包装成核心颗粒, 充作

反转录的模板. 其编码的产物HBcAg带有T、B
细胞识别的表位. C基因产物的中、前段发生聚

积变异多见. 这种聚积变异, 反映了B细胞、T细
胞及其亚群识别和结合的表位可能有差异, 同
时也反映了C蛋白所受免疫攻击的程度. 在对乙

型肝炎的临床研究中发现, C基因区多位点突变, 
可使转录, 合成的HBcAg发生变异, 影响细胞毒

T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)的识别, 
助长了HBV免疫逃避, 不利于病毒的清除, 导致

HBV持续感染[7]. Ehata et al [8]报告对30例HBV
慢性感染者进行血清学HBV DNA检测, 20例慢

性肝炎患者中有15例HBV C基因序列在84-101
位的编码区发生变异(该区为TCL识别位点序

列区), 这15例均为慢活肝和肝硬化. 说明C区的

基因突变可导致导致HBV持续感染. 本实验中, 
C基因区中, HBV-GN组C区总变异的检出率与

乙型肝炎组差别无统计学意义. nt2201 T→C和
nt2290 C→T变异率HBV-GN组高于乙型肝炎组

(84.2% vs  50.0%), 差别有统计学意义, 而变异位

点nt2011在HBV-GN组则显著低于乙型肝炎组

(P <0.05), 这提示具有nt2201 T→C和nt2290 C→
T的患者患HBV-GN的危险性大, HBV变异位点

表  1  HBV-GN组及乙型肝炎组患者HBV CP区变异位点
的比较 n (%)

     
分组                      n

        1727变异       1762/1764联合     1773变异  

                  	                         A→G           变异AG→TA            C→A

HBV-GN组       19      19(100.0)            5(26.3)             9(47.4) 

乙型肝炎组      22      11(50.0)              8(36.4)             3(13.6)

χ2值                             12.983                0.475               5.604

P值                             <0.01                >0.05                  <0.05

■创新盘点
本实验应用基因
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因启动子(CP)区
基因变异, 旨在探
讨HBV-GN易感
性与HBV基因突
变之间的关系, 以
期寻找导致HBV-
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nt2201 T→C和 nt2290 C→T与HBV-GN的发病

可能有相关性. 
王朝晖 et al [9]对338例经肾穿刺证实的肾炎

患者病毒血清学特点进行分析, 在血HBsAg(+)
的肾炎患者中, HBV相关肾炎发病与体内HBV 
D N A复制程度密切相关 .  而本实验结果中可

见H B V D N A在H B V-G N组高于乙型肝炎组

(P <0.05), 但肝功的改变在两组中无显著差别, 
这与上述报道相符合. 

本实验结果证实, HBV CP区、C区基因多

位点变异与HBV-GN的发病具有相关性, 但是否

HBV-GN与HBV基因突变导致HBV持续感染、

病毒复制增加尚需大量的临床研究以进一步证

实. 在HBV-GN的病例中, 以HBsAg与HBeAg沉
积最为多见[10], 其次为HBcAg沉积.

总之, HBV-GN易感性与HBV基因变异可

能有相关性, 这有助于深入了解HBV变异株在

HBV-GN发病机理中的作用以及临床上通过对

乙型肝炎患者进行HBV常见变异位点进行检测,
来判断是否增加了发生HBV-GN的危险性. 此
外, 可寻找药物作用的新靶点, 开发新的抗乙型

肝炎药, 为HBV-GN的治疗提供新的方向. 但鉴

于样本量及地区性的限制, 本研究结果还需要

大规模多中心的流行病学研究进一步证实. 此
外, 由于肝炎的发生取决病毒与宿主两方面, 任
何引起宿主免疫反应的改变都可能引起病情的

变化, 有的变异株可在某一宿主引起HBV-GN, 
而在另一宿主却引起慢性肝炎或重肝, 故HBV-
GN的发生除病毒变异外, 还可能与病毒亚型、

宿主免疫状态、细胞因子和组织相容性白细胞

抗原有关. 
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表  4  HBV-GN组及乙型肝炎组患者血生化指标的比较
(mean±SD)

     
分组                     ALT(U/L)      AST(U/L)  HBV DNA定量(copies/mL)

HBV-GN组      78±19.2  49±14.0         4.28±0.98×104

乙型肝炎组      80±18.4  50±12.3         2.97±0.68×104

t值                      0.340        0.244             4.62×102

P值                   >0.05       >0.05             <0.05

表  2  HBV-GN组及乙型肝炎组患者HBV C区变异比较 n (%)

     
分组           	 n              2005变异        2011变异          2201变异           2245变异            2290变异

HBV-GN组               19             13(68.4)           2(10.5)           16(84.2)           15(78.9)             17(89.5)    

乙型肝炎组             22            11(50.0)           9(40.9)           15(68.2)           18(81.8)             17(77.3)    

χ2值                                          1.425             4.794               0.684               0.000                 0.383    

P值                                         >0.05            <0.05               >0.05               >0.05                >0.05

表  3  乙型肝炎肾炎组及乙型肝炎组患者HBV C区变异位点的比较 n (%)

     
分组                       n      2005变异T→A   2011变异G→C   2201变异T→C   2245变异C→T    2290变异C→T

HBV-GN组          19          12(63.2)              2(10.5)           16(84.2)           15(78.9)               16(84.2)

乙型肝炎组         22           9(40.9)              4(18.2)           11(50.0)           14(63.6)               11(50.0)

χ2值    		            2.020                0.062               5.306               1.154                   5.306

P值       	                         >0.05                >0.05              <0.05               >0.05                   <0.05
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第九届全国消化系恶性病变介入诊疗研讨会暨内镜 /
介入新技术论坛征文通知   

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

术演示.  参会者将授予国家级一类继续医学教育学分10分.  

1      征文内容 

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

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

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

2      投稿要求 

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

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

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

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

3      联系方式

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

0373-4402942, 手机: 13903805978  

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

0371-65063502
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Abstract
AIM: To investigate the rate of Helicobacter pylori 
(H pylori) infection in patients with common duct 
stones and analyze the relationship between 
common duct stones and H pylori infection.

METHODS: One hundred and five patients with 
common duct stones (experiment group) and 
132 control subjects (control group) were in-
cluded in the study. All the patients underwent 
electronic gastroscopy, rapid urease test and 14C 
urea breath test (14C-UBT). 

RESULTS: Sixty-eight patients in the experi-
ment group were positive for H pylori, while 51 
subjects in the control group were positive for 
H pylori. The rate of H pylori infection in the ex-
periment group was significantly higher (64.8% 
vs 38.6%, P < 0.01) than that in the control group. 

CONCLUSION: The rate of H pylori infection is 

high in patients with common duct stones, and 
H pylori infection may be related to the morbid-
ity of common duct stones. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Common duct 
stones; Peptic ulcer 

Song M, Wu J, Wang P, Huang XD, Zhang H, Zheng D, 
Su Y. Relationship between common duct stones and 
Helicobacter pylori infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(23): 2426-2428

摘要
目的:  研究胆总管结石患者幽门螺旋杆菌
(H pylori )感染率, 并进行临床分析. 

方法: 采用对照研究方法, 对胆总管结石患者
(实验组)105例和对照就诊者(对照组)132例行
电子胃镜检查, 内镜下快速尿素酶以及14C呼
气试验(14C-UBT)检查H pylori 感染.  

结果: 实验组H pylori 阳性患者68例, H pylori
感染率为64.8%. 对照组H p y l o r i 阳性就诊
者51例, 占38.6%. 2组比较具有统计学差异
(P <0.01). 

结论: 胆总管结石患者中存在H pylori 高感染
率, H pylori 与胆总管结石的发病可能存在一
定联系. 

关键词: 幽门螺旋杆菌; 胆总管结石; 消化性溃疡

宋敏, 吴杰, 王萍, 黄晓东, 张姮, 郑丹, 苏艳. 胆总管结石与幽

门螺旋杆菌感染的关系.  世界华人消化杂志  2009; 17(23): 

2426-2428

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2426.asp

0  引言

近年来 ,  国内外大量研究表明胆囊结石患者

中存在幽门螺旋杆菌(H e l i c o b a c t e r p y l o r i, 
H p y l o r i )感染 [1-7],  而有关胆总管结石患者

H p y l o r i 感染的研究报道甚少 .  为了研究胆

总管结石患者H pylor i感染率, 本课题组选取

2005-01/2009-03在本院就诊的胆总管结石患

®

■背景资料
近 年 来 ,  国 内 外
大量研究表明胆
囊结石患者中存
在幽门螺旋杆菌
(H pylor i )感染 , 
而有关胆总管结
石患者H pylori 感
染研究报道甚少.

■同行评议者
林志辉, 教授, 福
建省立医院消化
内科
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者105例, 内镜下逆行胰胆管造影术(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)术前

均给予电子胃镜检查, 内镜下快速尿素酶及14C
呼气试验(14C-UBT), 其结果报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2005-01/2009-03在本院就诊的胆

总管结石患者105例为实验组, 其中男58例, 女47
例, 男女之比为1.2∶1, 年龄19-77(均龄65±3)岁. 
选取具有上腹不适症状, 肝胆胰彩超提示未见明

显异常的就诊者132例为对照组. 实验组患者临

床表现为黄疸, 上腹痛, 寒战, 发热, 反酸, 嗳气, 
恶心, 呕吐, 黑便等, 其中黄疸97例(占92.3%), 上
腹痛88例(占83.8%), 反酸、嗳气47例(占44.8%), 
寒战、发热43例(占41.0%), 恶心、呕吐3例(占
2.9%), 解黑便2例(占1.9%). 
1.2 方法 实验组及对照组患者均给予电子胃镜, 
内镜下快速尿素酶及14C-UBT检查. 胃镜前常规

禁食, 水12 h以上, 经内镜取胃窦部黏膜组织1小
块, 作快速尿素酶试验, 试剂采用福建三强生物

化工有限公司生产的H pylori快速诊断试剂. 所
有患者按标准方法做14C-UBT检查, 14C-UBT试
剂盒由深圳市中核海得威生物科技有限公司提

供. 认为内镜下快速尿素酶检查阳性或14C-UBT
结果阳性患者为H pylori阳性患者; 内镜下快速

尿素酶检查阴性及14C-UBT结果均阴性患者为

H pylori阴性患者.  
统计学处理 对实验组与对照组的胃镜报

告, 内镜下快速尿素酶检查及14C-UBT结果进行

归纳分析, 比较两组H pylori感染率是否存在差

异, 采用SPSS11.5统计学软件进行统计学分析. 

2  结果

2.1 H pylori感染率 实验组H pylori阳性患者68例, 
占胆总管结石患者总数64.8%. 对照组H pylori阳
性患者51例, 占该组就诊者的38.6%. 实验组

H pylori感染率明显高于对照组(64.8% vs  38.6%)
两组间有统计学差异(P <0.01) . 
2.2 胃镜镜下表现 胃镜检查发现, 实验组105
例患者中, 消化性溃疡39例, 占实验组患者的

37.1%(其中十二指肠溃疡患者27例, 占25.7%, 
胃溃疡患者10例, 占9.5%, 复合性溃疡2例, 占
1.9%), 胃炎患者65例, 占61.9%, 胃癌患者1例, 
占1.0%. 部分消化性溃疡患者治疗后溃疡愈合

择期行ERCP+EST+取石术, 1例胃癌患者转外科

手术治疗, 余患者顺利进行ERCP+EST+取石术. 

对照组132例患者中, 消化性溃疡26例, 占对照

组患者的19.7%(其中十二指肠溃疡患者13例, 占
9.8%, 胃溃疡患者12例占9.1%, 复合性溃疡1例, 
占0.8%), 胃炎患者106例, 占80.3%. 
2.3 不同胃镜镜下表现患者H pylor i 感染率分

析 实验组105例患者中, 消化性溃疡39例(其中

十二指肠溃疡患者27例, H pylori阳性患者26例, 
胃溃疡患者10例, H pylori阳性患者9例, 复合性

溃疡2例, H pylori阳性患者2例), 胃炎患者65例, 
H pylori阳性患者31例, 胃癌患者1例, H pylori
阴性. 对照组132例患者中, 消化性溃疡26例(其
中十二指肠溃疡患者13例, H pylori阳性患者9
例, 胃溃疡患者12例, H pylori阳性患者8例, 复
合性溃疡1例, H pylori阳性患者1例), 胃炎患者

106例, H pylori阳性患者33例. 
十二指肠溃疡患者中, 胆总管结石患者H pylori

感染率明显高于对照组(96.3% vs  69.2%), 两组

间有统计学差异(P <0.05). 胃炎患者中, 胆总管

结石患者H pylori感染率明显高于对照组(47.7% 
vs  31.1%), 两组间有统计学差异(P <0.05). 胃溃

疡患者中, 胆总管结石患者H pylori感染率高于

对照组(90.0% vs  66.7%), 但两组间比较无统计

学差异(P >0.05). 

3  讨论

近年来, 国内外大量研究表明胆囊结石患者中

存在H pylori感染, H pylori参与了胆囊结石的发

生发展[1-7]. 国内学者曹月敏 et al [6]采用PCR方法

发现H pylori  DNA存在于胆囊结石患者的胆汁

及结石中并认为H pylori感染与胆囊结石形成有

关. 李霆 et al [7]对37例原发性肝内胆管结石患者

胆汁及肝内胆管黏膜组织中H pylori  DNA进行

PCR检测发现, 原发性肝内胆管结石与H pylori
感染相关. 而有关胆总管结石与H pylori感染的

研究, 国内外报道鲜见. 
本研究结果表明, 胆总管结石患者的H pylori

感染阳性率为64.8%. 如此高的H pylori阳性感染

率, 我们推测, H pylori参与了胆总管结石的发

生发展. 国内方驰华 et al [8]采用PCR技术对胆囊

结石患者的胆汁、黏膜、结石和门静脉血细菌

群进行同步研究发现胆汁中存在H pylori  DNA, 
而门脉血液及淋巴系统中均未检测到H pylori  
DNA, 故而推测胆汁中的H pylori可能系十二指

肠逆流所致. 此研究也为H pylori参与胆总管结

石的发生发展奠定了基础. 
H pylori参与胆总管结石形成的机理尚不

■相关报道
国内学者曹月敏 
e t  al 采用PCR方
法发现H py lo r i  
DNA存在于胆囊
结石患者的胆汁
及结石中并认为
H pylori 感染与胆
囊结石形成有关. 
李霆 et al 对37例
原发性肝内胆管
结石患者胆汁及
肝内胆管黏膜组
织中H pylori DNA
进行PCR检测发
现, 原发性肝内胆
管结石与H pylori
感染相关.
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■同行评价
本研究立题尚可,  
内容具有一定的
意义.

十分明确, 目前相关报道鲜见. 可能与H pylori
感染导致胆道运动功能障碍, 病理性迷走神经

亢进等有关. 关于H pylori感染所致胆道运动障

碍的原因可能为H pylori感染易引起消化性溃

疡的发生. 我们的研究表明, 105例胆总管结石

患者中, 消化性溃疡39例(其中十二指肠溃疡患

者27例, 占25.7%, 胃溃疡患者10例, 占9.5%, 复
合性溃疡2例, 占1.9%). 反复溃疡刺激, 使得溃

疡周围纤维组织增生挛缩, 十二指肠显著缩短, 
导致幽门至胆胰管壶腹部的距离缩短[9-10]. 加上

溃疡慢性炎症、穿孔与胆道的慢性粘连, 这二

者因素可能使胆道正常解剖位置发生改变, 致
胆道梗阻胆汁滞留形成结石. 另外, H pylori感
染可导致神经功能紊乱引起胆囊、胆总管括

约肌的痉挛, 致使胆汁滞留不易排出而形成结

石. 本研究结果表明, 十二指肠溃疡及胃炎患

者中, 实验组H pylori感染率高于对照组, 两组

间有统计学差异(P <0.05); 而胃溃疡患者中, 实
验组H pylori感染率虽高于对照组, 但两组间比

较并无统计学差异(P >0.05). 这一结果可能与样

本量较小有关.
总之, 我们认为胆总管结石患者中存在H pylori

高感染率, H pylori与胆总管结石的发病可能存

在一定联系. 但要在胆总管结石患者胆石中发

现H pylori , 真正揭示H pylori在胆总管结石发病

机制中的作用, 仍有待于进一步研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects 
of colonic-coated compound l ightyellow 
sophora root capsules (CCLSRC) in patients 
with ulcerative colitis (UC) and explore the 
mechanisms underlying such effects.

METHODS: Twenty-four patients diagnosed 
with ulcerative colitis by colonoscopy and biop-

sy were randomly divided into two groups: Chi-
nese medicine treatment (CMT) group (n = 16) 
and Western medicine treatment (WMT) group 
(n = 8). Patients in the CMT group were treated 
with CCLSRC for eight weeks, while those in the 
WMT group were treated with mesalazine for 
the same duration. The positive expression rates 
of IκB-α in colonic mucosa in all patients were 
examined by immunohistochemistry before and 
after treatment. 

RESULTS: The total response rates achieved in 
the CMT group and WMT group were 93.75% 
and 87.50%, respectively, with no significant 
difference between the two groups (P > 0.05). 
The positive expression rate of IκB-α was higher 
in pretreated patients than in post-treated ones 
(25.6% ± 2.9% vs 21.5% ± 4.9%, 23.5% ± 5.6% vs 
21.8% ± 5.0%, both P < 0.01). After treatment, no 
significant difference was observed in the posi-
tive expression rate of IκB-α between the two 
groups (P > 0.05). 

CONCLUSION: CCLSRC exerts good curative 
effects against UC perhaps through inhibition of 
IκB-α expression in colonic mucosa. 

Key Words: Colonic-coated Compound Lightyellow 
Sophora Root Capsule; Mesalazine; Ulcerative coli-
tis; Nuclear transcription factor-kappa B

Fan H, Zhuang X, Duan XY, Liang L, Liao Y, Tang 
Q. Therapeutic effects of colonic-coated compound 
lightyellow sophora root capsules in patients with 
ulcerative colitis and mechanisms underlying such effects. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2429-2432

摘要
目的: 观察复方苦参结肠溶胶囊对溃疡性结
肠炎(U C)患者的治疗作用以及对结肠黏膜
IκB-α蛋白的表达作用, 并探讨其作用机制.  

方法: 经结肠镜及病理证实的UC患者24例, 
随机分为复方苦参组和美沙拉嗪组, 复方苦参
组16例用复方苦参结肠溶治疗, 美沙拉嗪组8
例用美沙拉嗪治疗, 共治疗8 wk. 采用免疫组
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)属炎症性肠
病之一, 是一种原
因不明的直肠和
结肠炎性疾病. 祖
国医学文献中虽
无“溃疡性结肠
炎”  病 名 记 载 , 
但依据典型临床
特点 ,  认为UC属
于“痢疾”“肠
僻”的范畴, 因患
者一般表现有缓
解期、发作期不
同, 病程长, 易复
发 ,  故 应 属“痢
疾 ”  中 “ 休 息
痢 ” ( 慢 性 复 发
型 ) 或 “ 久 痢 ”

( 慢性持续型 ) 的
范畴.

■同行评议者
张声生, 教授, 首
都医科大学附属
北京中医医院消
化中心



织化学法检测患者治疗前后IκB-α蛋白的阳
性细胞表达率.  

结果:  复方苦参组总有效率为93.75%, 美
沙拉嗪组为87.50%, 2组差异无统计学意义
(P >0.05). 复方苦参组和美沙拉嗪组治疗前结
肠黏膜IκB-α蛋白阳性细胞表达率明显高于
治疗后(25.6%±2.9% vs  21.5%±4.9%, 23.5%
±5.6% vs  21.8%±5.0%, 均P <0.01), 治疗后复
方苦参组结肠黏膜IκB-α蛋白阳性细胞表达
率与美沙拉嗪组无明显统计学意义(P >0.05). 

结论: 复方苦参结肠溶胶囊对UC患者具有较
好的治疗作用, 治疗后患者结肠黏膜IκB-α蛋
白阳性细胞表达率明显降低, 这可能是其作用
机制之一. 

关键词: 复方苦参结肠溶; 美沙拉嗪; 溃疡性结肠

炎; 核转录因子κB
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)属炎症性

肠病之一, 是一种原因不明的直肠和结肠炎性

疾病[1]. 其主要临床特征为反复发作和持续发

作的腹泻, 黏液脓血便, 腹痛, 里急后重. UC在

欧美国家患病率为40-100/10万, 在国内未见精

确的统计报告数据, 随着国内居民生活方式和

饮食结构的巨大变化, 近年来其发病率有明显

增高的趋势[2]. 虽然目前UC病因与发病机制尚

不十分明确, 但已明确免疫反应异常是其发病

中的重要的环节[3-4]. 研究证实Toll样受体(toll-
like receptors, TLRs)/核转录因子κB(nuclear 
transcription factor-kappa B, NF-κB)通路在炎

症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)的
发生发展中占举足轻重的地位[5], 而NF-κB的

抑制蛋白(IκB)是此通路的中间环节[6]. 复方苦

参结肠溶胶囊由苦参、地榆、青黛、白及等组

成, 具有生肌止血、消肿敛疮、清热解毒、燥

湿、杀虫、凉血止血之功效, 治疗UC(湿热内

蕴证)疗效明显[7]. 在此基础上, 本研究从NF-κB
活化通路的环节入手, 对 UC患者结肠黏膜IκB-
α(inhibitors α of NF-κB)的蛋白表达进行检测, 
以期对复方苦参结肠溶胶囊治疗UC作用机制

进行较深层次探讨. 
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1  材料和方法

1 . 1  材 料  2 4例U C (湿热内蕴证 )患者均为

2008-07/2009-02经协和医院内镜中心结肠镜

检查和病理科病理检查, 诊断标准参照中华医

学会消化分会2000年成都研讨会对“炎症性肠

病诊断治疗规范的建议”及UC湿热内蕴型诊

断参考慢性非特异性UC中西医结合诊断、辨

证和疗效标准(试行方案)[8]. 复方苦参结肠溶胶

囊为北京中惠药业有限公司开发研制的中药, 
由苦参、地榆、青黛、白及等组成, 每粒0.4 g; 
美沙拉嗪由上海福达制药有限公司生产, 国药

准字H31020840), 每片0.25 g. 兔抗人IκB-α多
克隆抗体为北京中杉金桥生物技术有限公司产

品, 免疫组织化学试剂盒购自晶美生物工程有

限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 诊断及临床严重程度分级标准: UC诊断

及临床严重程度分级参照中华医学会消化病

学分会2000年全国炎症性肠病学术研讨会(成
都)标准 [8], U C湿热内蕴型诊断参考慢性非特

异性UC中西医结合诊断、辩证和疗效标准(试
行方案)[9]. 
1.2.2 纳入标准: (1)符合UC诊断, 类型包括慢性

复发型、慢性持续型、初发型, 但不包括爆发

型, 均为活动期. 病情包括轻、中、重者; (2)中
医辨证为湿热内蕴证; (3)在18-65岁, 女性受试

者应在试验期间采取严格的避孕措施, 或者已

进入绝经期、绝经3 mo以上, 或者已接受绝育; 
(4)患者自愿签署知情同意书. 
1.2.3 排除标准: (1)年龄在18岁以下, 或者大于65
岁以上者; (2)临床类型为急性爆发型; (3)UC缓
解期患者; (4)细菌性痢疾、阿米巴痢、慢性血

吸虫病、肠结核等感染性结肠炎及克罗恩病、

缺血性肠炎、放射性肠炎患者, 结肠癌及直肠

癌患者; (5)有严重并发症如局部狭窄、肠梗

阻、肠穿孔、直肠腺瘤、中毒性结肠扩张、肛

门疾病患者; (6)妊娠或哺乳期妇女; (7)过敏体质

或对多种药物(2种以上或对该药中的已知成分)
有过敏史者, 对水杨酸类药物过敏者; (8)有严重

的原发性心、肝、肾、肺、血液系统疾病, 哮
喘病患者, 肾功能异常者, 肝功能ALT≥正常值2
倍以上者; (9)有生育要求的男性患者; (10)正在

参加其他药物临床试验的患者; (11)医生认为不

宜作为受试者的其他情况. 
1.2.4 患者分组及取材: 将符合中、西医诊断标

准的24例UC患者根据就诊时间先后顺序随机

www.wjgnet.com

■研发前沿
目 前 U C 病 因 与
发病机制尚不十
分 明 确 ,  但 已 明
确免疫反应异常
是其发病中的重
要 的 环 节 .  研 究
证实To l l样受体
(TLRs)/核转录因
子κB(NF-κB)通
路在炎症性肠病
( I B D ) 的 发 生 发
展中占举足轻重
的地位, 而NF-κB
的抑制蛋白(IκB)
是此通路的中间
环节.
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分成复方苦参组16例和美沙拉嗪组8例, 两组患

者在性别、年龄、病程、临床严重程度病变累

及部位等差异无显著性(均P >0.05), 具有可比性. 
复方苦参组口服复方苦参结肠溶胶囊每次4粒, 
每天3次; 美沙拉嗪组组口服美沙拉嗪, 每次3 
片, 每天3次, 疗程均为8 wk. 服药前后均行结肠

镜检查并取肠黏膜组织活检, 行石蜡包埋切片. 
1.2.5 IκB-α检测: 采用免疫组织化学, 按常规包

埋, 切片, 厚度4 μm, 载玻片为防脱片. 用PBS按
1∶50稀释一抗, 按试剂盒操作说明进行免疫组

织化学染色. 在光镜下, 细胞质和细胞核内出现

棕黄色颗粒的细胞为IκB-α阳性细胞. 在40倍高

倍镜下选取典型视野计数100个细胞, 其中阳性

细胞数作为IκB-α计数值, 并以百分率表示. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件包进行检验, 

治疗前后采用配对t检验分析, 组间采用方差分析. 

2  结果

2.1 两组临床疗效评定 复方苦参组完全缓解7
例, 有效8例, 无效1例, 总有效率93.75%; 美沙

拉嗪组完全缓解3例, 有效4例, 无效1例, 总有效

率87.50%; 两组总有效率比较,  χ2 = 0.1066, P = 
0.94, 差异无统计学意义. 说明复方苦参组临床

疗效与美沙拉嗪组相当(表1). 
2.2 两组治疗前后结肠黏膜I黏膜I膜IκB-α蛋白表达比较 
复方苦参组和美沙拉嗪组2组治疗前结肠黏膜

IκB-α蛋白阳性细胞表达率均明显高于治疗后

(25.6%±2.9% vs  21.5%±4.9%, 23.5%±5.6% vs  
21.8%±5.0%, 均P <0.01); 治疗后复方苦参组结

肠黏膜IκB-α蛋白阳性细胞表达率与美沙拉嗪

组无明显统计学意义(P >0.05, 图1). 

3  讨论

祖国医学文献中虽无“溃疡性结肠炎” 病名记

载, 但依据典型临床特点, 认为UC属于“痢疾”

“肠僻”的范畴, 因患者一般表现有缓解期、

发作期不同, 病程长, 易复发, 故应属“痢疾” 
中“休息痢”(慢性复发型)或“久痢”(慢性持

续型)的范畴. 中医对UC的病因病机有系统的

认识, 就病因而论, 多责至于感受外邪, 饮食所

伤, 情志失调及脾肾亏虚等. 起病机主要为或肝

犯脾土、或肾虚中土失养、或湿邪困脾、或寒

邪克脾、或饮食所伤、或情志失调, 导致脾失

健运, 运化失职, 腐熟水谷失司而引起湿热内蕴, 
气机失调, 气血凝滞等而发病. 

一般来说, UC是免疫、遗传、环境及肠道细

菌等多因素共同作用的结果. 对UC起主要致病作

用的细胞因子, 如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)、白介素(interleukin, IL)1β、

IL-6、IL-8等在转录水平由NF-κB调控[10]. 国内外

研究表明, NF-κB在UC中呈现过度激活状态, 导
致并调控UC患者细胞因子及黏附分子等过度和

持续表达 , 放大炎症反应, 从而参与了UC肠道

的炎症和免疫反应[11-13]. NF-κB是一类具有多向

转录调节作用的核蛋白因子, NF-κB与IκB结合

于细胞质中而使NF-κB处于非活性状态. 外源性

刺激因子与TLRs结合形成复合物, 通过信号转

导将IκB激酶(IκB kinase, IKK)磷酸化而激活, 活
化的IKK再使IκB磷酸化进而被降解, 使得NF-
κB从NF-κB-IκB复合物上解离, 发生活化, 进入

细胞核, 与相应基因启动子上的特定序列(κB位
点)结合, 启动靶基因转录[14]. 故IκB的磷酸化是

激活NF-κB系统的关键步骤[13], 而IκB是此通路

的中间环节[15]. 
研究发现的IκB家族包括IκB-α、IκB-β、

IκB-γ、IκB-ε、Bcl-3、P50/P105(C端)和P100/ 
P52(C端)等 [6,16], I κ B-α是N F-κ B的主要调控

蛋白[17]. 当激活因素作用于NF-κB信号通路后, 
IκB-α氨基末端的32和36位丝氨酸在上游激酶

表  1  两组总体疗效比较

     
分组                  n     完全缓解   有效    无效   总有效率 n (%)

复方苦参组    16         7            8         1       15(93.75)              

美沙拉嗪组      8         3            4         1         7(87.50)

图  1  IκB-α蛋白在结肠组织中的表达(免疫组织化学染色×200). A: 复方苦参组治疗前; B: 美沙拉嗪组治疗前; C: 复方苦参

组治疗后; D: 美沙拉嗪组治疗后.

A B C D ■创新盘点
复方苦参结肠溶
胶囊由苦参、地
榆、青黛、白及
等 组 成 ,  具 有 生
肌止血、消肿敛
疮、清热解毒、

燥湿、杀虫、凉
血止血之功效, 治
疗 U C ( 湿热内蕴
证)疗效明显 .  在
此基础上, 本研究
从NF-κB活化通
路的环节入手, 对 
UC患者结肠黏膜
IκB-α的蛋白表达
进行检测, 以期对
复方苦参结肠溶
胶囊治疗UC作用
机制进行较深层
次探讨.
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的作用下发生磷酸化, 磷酸化的IIκB-α氨基末端

21和22位赖氨酸在E3泛素连接酶的作用下与

泛素分子共价结合, 被泛素化. 泛素化使IIκB-α
空间构象改变, 从而使其可以被26S蛋白酶体复

合物降解. IIκB-α的降解, 使得NF-κB从NF-κB-
IκB-α复合物上解离, 发生活化, 进入细胞核, 与
相应基因启动子上κB位点结合, 启动靶基因转

录[14,18], 从而调节炎症递质的产生, 进而导致UC
炎症黏膜的损伤, 故IIκB-α与UC的发病密切相

关, 通过抑制IIκB-α的磷酸化而抑制NF-κB的活

化是治疗UC的途径之一. 
现代药理学研究发现, 苦参清热燥湿, 苦参

素可抑制多种炎性因子的释放, T细胞及对IL有
抑制作用[19]; 地榆入大肠经, 凉血收敛止血, 解
毒敛疮, 能缩短凝血时间, 并有抗菌作用; 青黛

专清肠胃之热, 清除细胞中氧自由基, 下调NF-
κB活性, 阻断Fas/FasL; 白芨收敛止血, 消肿生

肌, 促进黏膜修复, 具有黏附能力, 将药物黏附

于病变组织. 诸药相配, 具有清热燥湿, 凉血止

血生肌功效. 
本研究表明, 复方苦参结肠溶胶囊对UC(湿

热内蕴证)的疗效是肯定的. UC患者复方苦参结肠

溶及美沙拉嗪治疗前结肠组织IκB-α蛋白阳性细

胞表达率明显高于治疗后各组, 表明IκB-α的高表

达与 UC发病密切相关; 复方苦参组及美沙拉嗪阳

性对照组IκB-α阳性细胞表达率无明显统计学意

义, 表明复方苦参组对UC患者过量表达的IκB-α
蛋白水平有下调作用, 这可能是复方苦参结肠溶

能够抑制NF-κB活性并最终治疗UC的作用. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
different types of plasma separators in patients 
with liver failure through comparing changes in 
clinical biochemical parameters between before 
and after fractional plasma diafiltration (FPDF).

METHODS: A cohort of 56 patients who under-
went FPDF from 2004 to 2007 were included in 
the study. Three different types of plasma sepa-
rators (evacure EC-2A, EC-3A and EC-4A) were 
used for comparative evaluation. Biochemical 
parameters such as TBIL, DBIL, TBA, CHE, TP, 
ALB, PTA, INR, PLT, BUN, CR and NH3 were 
monitored before and after treatment. 

RESULTS: Following treatment, patients 
showed significant improvement in liver and 
coagulation function, and partial improvement 
in renal function (all P < 0.05). Evacure EC-4A 
plasma separator performed better than the oth-
er two types of plasma separators in eliminating 
toxins (both P < 0.05), but loss of albumin was 

observed. Though evacure EC-2A plasma sepa-
rator performed better than the other two types 
of plasma separators in clearing BUN and CR, 
the treatment duration was relatively long (both 
P < 0.05). 

CONCLUSION: FPDF is effective for patients 
with liver failure. Different types of fractional 
plasma separators should be selected based on 
specific needs. Evacure EC-3A plasma separator 
is recommended for routine treatment. 

Key Words: Fractional plasma separator; Plasma 
diafiltration; Liver failure

Wang Y, Guo LM, Xiong HF, Dong QH. Treatment 
of patients with liver failure using fractional plasma 
diafiltration: an analysis of 56 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(23): 2433-2437

摘要
目的: 通过检测成分血浆滤过透析(fractional 
plasma dia-filtration, FPDF)前后生化指标, 评
价不同成分血浆分离器的临床生化指标变化. 

方法: 收集我科2004-2007年行FPDF治疗的
患者56例(110次), 选用EC-2A、EC-3A和EC-
4A 3种蛋白分离器进行对照评价性治疗, 根据
蛋白分离器型号将患者随机分成2A、3A、

4A 3组, 分别记录其治疗前后TBIL、DBIL、
TP、ALB、CHE、PTA、INR、PLT及BUN、

CR、NH3等值, 并行统计学分析.  

结果: 治疗前后肝功及凝血各项指标均有明
显改善, 同时患者肾功能指标亦得到一定的改
善(P <0.05). 各组之间, 4A组对蛋白结合毒素
清除效果优于其他2组(P <0.05), 但同时伴有
ALB的丢失. 2A组对BUN、CR的清除效果优
于其他2组(P <0.05), 但相对治疗时间较长. 

结论: FPDF可作为重肝患者治疗的有效手段. 
在治疗过程建议根据患者情况选择不同成分
血浆分离器, 在临床上推荐使用3A作为常规
使用治疗方式. 

关键词: 成分血浆分离器; 血浆滤过透析; 肝功能

www.wjgnet.com

®

■背景资料
各种原因所致的
肝 脏 功 能 衰 竭
(LFF)及其并发症
(肝肾综合征、肝
性脑病、多脏器
衰竭等)临床上十
分常见, 一般内科
治疗效果差, 临床
死亡率一直居高
不下, 成为危及肝
病患者生命的主
要原因之一. 非生
物人工肝治疗延
长患者生存时间, 
从内科治疗过渡
到肝移植.

■同行评议者
田字彬, 教授, 青
岛大学医学院附
属医院消化内科
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0  引言

各种原因所致的肝脏功能衰竭(l iver function 
failure, LFF)及其并发症(肝肾综合征、肝性脑

病、多脏器衰竭等)临床上十分常见, 一般内科

治疗效果差, 临床死亡率一直居高不下, 成为危

及肝病患者生命的主要原因之一[1]. 人工肝支

持系统(artificial liver support system, ALSS)被
认为是治疗重型肝炎患者的有效方法而受到广

泛关注并应用于临床上[2-3]. 其中非生物人工肝

原理是通过暂时和部分替代肝脏功能, 为肝细

胞再生创造条件和赢得时间 ,  促进肝功能自

发恢复, 或者在肝脏损伤严重的情况下, 通过

非生物人工肝治疗延长患者生存时间, 从内科

治疗过渡到肝移植[4]. 目前常用的非生物人工

肝治疗方法包括, 血浆置换(plasma exchange, 
PE)、分子吸附再循环(molecular absorbents 
recycling system, MARS)、血浆吸附(plasma 
absorption, PA)、连续性血液滤过(continuous 
venovenous hemofiltration, CVVH)和血浆滤

过透析(fractional plasma dia-filtration, FPDF)
等 [5].  现将我院2004-2007年间收治的56例重

型肝炎患者, 行成分血浆滤过透析(f rac t ional 
plasma dia-filtration, FPDF)治疗前后生化指标

改变作一回顾性分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 2004-11/2007-12, 我院住院的接受FPDF
治疗的肝衰竭者56例, 男42例、女14例. 其中急

性肝衰2例, 亚急性肝衰5例, 慢加急性肝衰49例. 
诊断均符合我国2006年发布的肝衰竭诊治指南

中的诊断标准. 其中21例患者伴有肝肾综合征

(hepatorenal syndrome, HRS) , 22例患者伴有肝性

脑病(hepatic encephalopathy, HE). 患者治疗采用

EVACURE血浆成分分离器, 其膜孔径小于普通

血浆分离器, 普通血浆分离器膜孔径为0.2 μm, 
其白蛋白(albumin, ALB)筛选系数为1; 在EC-4A
中, 分离器膜孔径为0.03 μm, ALB筛选系数为

0.75; 在EC-3A中, 分离器膜孔径为0.02 μm, ALB
筛选系数为0.65; 在EC-2A中, 分离器膜孔径为

0.01 μm, ALB筛选系数为0.25; 而血滤器的膜孔

径通常小于10 nm. 蛋白筛选系数在血浆分离器
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和血滤器之间, 又称“蛋白分离器”. 其能根据

需要清除一定相对分子质量的蛋白结合毒素. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 选用EC-2A、EC-3A和EC-4A 3种蛋

白分离器进行对照评价性治疗, 所有接受PDF治
疗患者均签署“知情同意书”. 根据蛋白分离

器型号将患者随即分成2A治疗组、3A治疗组、

4A治疗组. 在治疗分组中: 2A组中患者8例, 其
中男6例, 女2例, 平均年龄43.2±14.5岁, 共治疗

12次; 3A组中患者28例, 其中男20例, 女8例, 平
均年龄44.6±12.4岁, 共治疗51次; 4A组中患者

20例, 其中男16例, 女4例, 平均年龄49.6±16.1
岁, 共治疗47次.
1.2.2 FPDF治疗: 使用KURARAY 8900型人工

肝血液净化仪, 按血液滤过透析后稀释法安装

连接管路. 血流速度为100-120 mL/min, 透析液

流速3000 mL/h, 超滤速度约300-500 mL/h. 新鲜

冰冻血浆(fresh frozen plasma, FFP)后稀释量约

3000 mL, 2A组治疗时间8-12 h; 3A、4A组治疗

时间6 h. 
1.2.3 观察指标: 分别记录其治疗前后TBIL、
DBIL、TBA、TP、ALB、CHE、PTA、INR、
PLT及生化BUN、CR、NH3等值并行统计学分

析. 并对各组之间变化指标进行统计学分析. 
统计学处理 用SPSS16.0软件进行统计分析, 

均值采用mean±SD表示, 采用t检验, 不同组间采

用方差分析, 所有统计分析显著性水准α = 0.05. 

2  结果

2.1 治疗安全性 各组患者均耐受良好, 治疗中

血流动力学稳定, 无过敏反应, 出血以及滤器凝

血、破膜等不良事件发生. 患者均能顺利完成

上述治疗, 并于治疗24 h后及时采血送检. 
2.2 治疗前后各组蛋白结合毒素和凝血指标变

化 治疗前后各组TBIL、DBIL、TBA、TP、
CHE变化见表1. 3组治疗前后TBIL、DBIL、
TBA、CHE均有了明显的改善(P <0.05); 血清TP
水平均有了不同程度的提高(P <0.05); 对于ALB, 
在2A、3A组中, 结果显示治疗前后其统计学无

显著性差异(P >0.05); 在4A治疗组中, 治疗后, 各
组患者ALB均有不同程度的下降(P <0.05), 结果

显示具有统计学差异. 在凝血改善方面(表2), 治
疗前后PTA指标均显著上升, INR指标显著下降, INR指标显著下降INR指标显著下降下降

(P <0.05); 而在治疗前后, 其PLT数值改变无统计

学意义, 在治疗过程中, 各组血小板变化均无统

计学意义.   
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由于滤器的孔径
较血滤器大, 在透
析滤过过程中会
有血浆的丢失, 丢
失的那部分血浆
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在3组中, TBIL、DBIL和TBA降幅均以4A
组为高. 在各治疗组中, 上述数值在4A组与3A及

2A组之间比较 , 均具有显著性差异(P <0.05), 提
示4A组在清除蛋白结合毒素方面具有明显的优

势(图1). 在ALB上, 4A组与3A、2A组之间同样

存在着统计学差异(P <0.05), 4A在治疗过程中会

丢失更多的ALB. 对于胆碱酯酶, 4A组在治疗中

有明显的提高, 与3A及2A组比较亦存在着明显

统计学差异(P <0.05); 在3A组与2A组的各种数

值比较中, 其统计学无差异(P >0.05), 2治疗组在

蛋白结合毒素方面, 差值无统计学意义. 在凝血

指标的检测中, 虽各组治疗前后之间有明显提

高, 但在各组之间行统计学分析, 3组之间无统

计学差异(P >0.05).  
2.3 3组治疗前后水溶性毒素的变化 各组中治疗

前后BUN、Cr、NH3等水溶性毒素变化, 治疗

后各组BUN, Cr和NH3水平降低均有非常显著

性的差异(P <0.05). 在3组不同物质清除比较中, 
2A组的BUN、Cr清除下降幅度与3A组及4A组

具有统计学差异(P <0.05), 能清除更多的水溶性

物质. 而在血氨清除方面, 3组之间无统计学差

异(表3). 

3  讨论

重型肝炎是由多种原因导致的以肝脏大片坏死

或凋亡为主要病理基础的临床综合征. 由于肝

细胞大量坏死, 肝脏的代谢和屏障功能严重受

损, 血清胆红素, 内毒素, 免疫复合物, 血清抑制

因子及其他毒素因子等亦明显增加, 这些物质

通过各种途径又加重肝细胞的损害, 形成恶性

循环[6]. 这些毒素根据溶解性可分为水溶性毒素

和脂溶性蛋白结合毒素. 传统的PE和血液滤过

透析(hemodiafiltration, HDF), 在清除脂溶性毒

素和清除水溶性毒素上各有侧重[7]. 

表  2  治疗前后凝血指标变化 (mean±SD)

     
分组                        PTA(%)	      INR	     PLT(×1012/L)

2A组

    治疗前	      18.20±9.87     3.17±0.94   54.13±28.95

    治疗后       34.60±11.82    2.06±0.78   46.62±19.60

    降低幅度   16.65±15.16    1.11±1.15     7.50±9.77

    t值	        3.106	               2.740	      2.172

    P值	      <0.05	              <0.05	     >0.05

3A组

    治疗前      18.98±14.05    2.56±1.42   89.96±49.12

    治疗后	     42.27±17.01    1.92±0.96   96.61±58.78

    降低幅度   23.29±19.81    0.64±1.47      6.65±29.38

    t值	     -5.993	              2.210	   -1.150

    P值	     <0.05	             <0.05	   >0.05

4A组

    治疗前	     19.47±14.33    2.54±0.80	  83.48±61.82

    治疗后	     42.47±16.13    1.70±0.69	  77.10±52.08

    降低幅度   23.01±19.14    0.84±0.83     9.38±17.80

    t值	        5.508               4.636	     1.640

    P值	      <0.05	              <0.05	   >0.05

表  1  治疗前后各组蛋白结合毒素指标变化 (mean±SD)

     
分组                     TBIL(umol/L)            DBIL(umol/L)         TBA(umol/L)            TP(g/L)              ALB(g/L)                    CHE(g/L)

2A组

    治疗前         388.6±81.29       203.4±47.96     144.3±89.45     55.80±4.84     29.10±3.12     2981.30±2138.32

    治疗后         260.9±95.33       144.1±53.15     125.9±87.30     60.90±3.20     29.90±3.20     5228.70±2238.75

    降低幅度     127.8±66.49         73.1±38.28     18.50±27.02     16.40±29.72      0.80±3.84     2247.40±2069.02

    t值                  4.688                    4.791                3.49                 -2.496              -0.051                 -5.514

    P值               <0.05                   <0.05                <0.05                 <0.05                >0.05                   <0.05

3A组

    治疗前         531.2±168.85     241.5±96.86     187.2±105.33     59.6±7.97       31.2±3.22     3339.1±1596.37

    治疗后         343.7±114.01     155.2±73.58     161.1±92.10       63.2±11.4     32.09±4.22     6511.7±2326.51

    降低幅度     187.5±83.93         86.2±54.05       23.1±33.11         3.5±9.48         0.9±3.55     3172.7±1752.57

    t值                   7.98                       7.765                  4.96                 -2.627               2.666                 -7.794

    P值               <0.05                    <0.05                  <0.05                 <0.05               >0.05                  <0.05

4A组

    治疗前         561.2±176.62     293.0±101.4     179.7±96.1         54.2±5.67       29.7±3.68     2846.4±1655.48

    治疗后         296.2±128.51     146.1±69.90     126.8±59.45       57.3±7.57       27.2±3.81     7546.1±2431.93

    降低幅度     265.0±142.20     146.9±84.23        52.9±51.6         9.37±4.45          2.5±4.56     4699.7±2870.25

     t值                   9.95                  6.124                    3.355              -3.571                  6.621               -9.386

     P值               <0.05                <0.05                    <0.05                <0.05                   <0.05                  <0.05

■应用要点
FPDF可作为重肝
患者治疗的有效
手段. 在治疗过程
建议根据患者情
况选择不同成分
血浆分离器, 在临
床上推荐使用3A
作为常规使用治
疗方式.
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单纯血浆置换方法明显降低重症肝病患者

血清胆红素、内毒素、中分子物质、肿瘤坏死

因子及白介素等炎性介质, 对主要毒物具有非

选择性及广泛的去除作用, 有效改善重症肝病

患者的生化参数和临床症状[8-9]. 因此成为国内

最常用的人工肝治疗方法. 然而, PE治疗也同

时存在着一定局限性: 首先血浆置换需要补充

大量枸橼酸抗凝的新鲜冰冻血浆((fresh frozen 
plasma, FFP)[10], 易引起低钙、高钠以及代谢性

碱中毒[11]; 血浆置换治疗时间相对较短, 在短时

间内清除大量体内毒素, 易诱发渗透性脑水肿

等不良反应; 同时PE不能有效清除在体内分布

容积广的水溶性毒素, 对合并脑水肿、HRS等并

发症的晚期肝衰竭患者无干预优势.  
基于上述原因, 近年提倡连续血液透析滤

过(continuous hemodiafiltration, CHDF)与PE结
合在一起, 即PE+CHDF的联合治疗, 可能有望弥

补单纯PE的上述缺陷. 2002年, 日本Mori et al报
道了PDF这一新颖的技术, PDF是使用血浆分离

器进行HDF. 由于滤器的孔径较血滤器大, 在透

析滤过过程中会有血浆的丢失, 丢失的那部分

血浆用FFP从后稀释液中补充. 
而我院于2004年始, 行高流量的PDF. 其透

析液流量设置为标准床旁透析流量3000 mL/h,  
新鲜冰冻血浆补充总量约3000 mL, 治疗时间

6-12 h, 以期提高ALB结合毒素和水溶性毒素的

清除效率. 
高流量PDF在小分子溶质跨膜弥散增强的

同时, 必然有蛋白结合物质对流转运的增强, 我
们选用EC-2A、EC-3A和EC-4A 3种不同的蛋白

分离器进行了对照研究. 
根据以上统计结果提示: (1)ALB结合毒素

的清除: 高流量PDF治疗各组的TBIL、DBIL平
均降幅都达到35%左右, 疗效优于Eguchi报告结

果. 而在研究的3组中, 4A组的TBIL、DBIL平均

降幅达到45%左右, TBA降幅达25%左右, 均明

显高于其余2组. 说明蛋白分离器膜孔径与ALB
结合毒素清除率有关, 膜孔径越大, 清除TBIL
等蛋白结合毒素的效率越高. 但同时, 大孔径增

加了ALB丢失的几率. 4A治疗组ALB有明显丢

失. 治疗结束后易引起患者出现低蛋白血症, 并
导致组织水肿, 因此在治疗后, 建议适当补充

ALB, 并酌情利尿. 而2A组、3A组治疗前后无

明显ALB丢失. 不出现上述不良反应. 但清除蛋

白结合毒素(TBIL、DBIL)能力略有下降. (2)水
溶性毒素清除: 水溶性毒素的清除: 由于采用标

准床旁透析流量进行血浆透析, 各组治疗前后

对BUN、Cr、NH3指标均有了明显改善. 说明

PDF治疗方法对清除水溶性毒素有明确的治疗

作用, 显示出对HRS和肝性脑病的治疗前景. 在
2A治疗组中, 因治疗时间延长(12 h), 显示出了

对BUN、Cr更好的清除能力. 而对血氨的清除, 
各族之间未能显示出明显的差异, 建议今后设

置前瞻性试验, 单独观测各组对肝性脑病治疗

效果. (3)凝血指标: 各组在治疗前后, 凝血指标

都得到了明显改善, 取得了与血浆置换相同的

治疗效果; 同时, 在各组之间比较中, 无论何治

疗组, 均未显示出明显的治疗优势, 其考虑凝血

因子分子质量大, 在使用成分血浆分离器时, 能
够很好地截流凝血因子使之不被清除, 使各组

凝血改善程度大致相同. (4)治疗安全性、有效

性评价: 从清除ALB结合物质, 降低胆红素等肝

衰竭蓄积毒素来说, 4A膜疗效最为满意. 但分

析治疗前后的血清ALB水平发现, 治疗后4A组
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表  3  3组治疗前后水溶性毒素的变化(mean±SD)

     
分组              BUN(mmol/L)     CR(Umol/L)        NH3(Umol/L)

2A组

    治疗前        17.4±13.06  244.1±203.09   68.1±25.49

    治疗后	        11.9±7.78    187.2±147.74   42.8±20.22

    降低幅度        5.5±6.87      56.9±71.64      25.3±13.38

    P值	       <0.05	          <0.05	    <0.05

3A组

    治疗前	       9.97±7.77    129.4±77.91	   69.1±40.59

    治疗后	       7.14±5.83    108.3±53.19	   47.8±33.38

    降低幅度    2.10±2.26      21.1±31.90	   21.3±24.24

    P值	     <0.05	           <0.05	    <0.05

4A组

    治疗前	       9.03±6.84    137.4±96.57	   71.6±47.45

    治疗后	       6.64±5.32    113.5±56.91	   54.3±29.79

    降低幅度      2.4±2.37      23.9±52.07	   17.3±34.99

    P值	       <0.05	          <0.05	    <0.05

TBIL	     DBIL	        TBA	           ALB

2A组
3A组
4A组

50
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图  1  治疗前后蛋白结合毒素各组下降比例.

■同行评价
本文设计合理, 结
果可信, 有一定实
际应用价值, 对指
导临床有意义.
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出现ALB绝对水平的降低, 使患者出现组织水

肿、甚至脑水肿的危险明显增高. 在一定程度

上影响了4A组在临床的使用. 经上述结果分析,  
2A、3A组在清除蛋白结合毒素方面亦能达到不

错的治疗效果(TBIL、DBIL均达35%左右), 同
时无明显ALB的丢失, 不会引起患者组织水肿. 
2A组在水溶性毒素清除中显示了一定的优势, 
但其治疗时间延长, 增加了出血及滤器凝血的

风险, 为抗凝增加了一定的难度, 在临床上因引

起注意. (5)个性化治疗建议: 根据以上分析, 我
们建议在高流量PDF治疗时常规选用3A的蛋白

分离器. 2A膜由于蛋白筛选系数较低, 蛋白丢失

较少, 适于节省FFP用量; 而延长治疗时间, 可明

显提高BUN、Cr的清除, 因此建议伴有HRS、
脑水肿的患者, 可考虑使用2A的蛋白分离器. 而
对于TBIL、DBIL基础水平高并且上升快的患

者, 可考虑使用4A的蛋白分离器, 但必须注意术

后及时补充ALB并适当利尿脱水. 
总之, PDF属于延长时间的血液净化治疗

范畴, 与间断性治疗相比, 具有血流动力学稳定, 
持续清除毒素可减少治疗后反跳等优势. 与缓

慢的PE治疗相比, 则具有清除水溶性毒素, 透析

液反向跨膜弥散可减少肝素用量、滤器不易凝

血等特点. 故高流量PDF作为一种能够同时清除

蛋白结合毒素和水溶性毒素、补充凝血因子、

维持内环境稳态的人工肝血液净化方法, 值得

推广应用. 至于PDF对于细胞因子、炎症介质等

病原学物质的清除作用, 尚有待于进一步临床

研究证实. 
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果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准确、具体, 所列数据经

用何种统计学方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显著

性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点及价值). (常务副总编辑: 张海宁 2009-08-18)
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