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Abstract
In recent years, great achievements have been 
made in basic research in gastroenterology by 
integrated Chinese and Western medicine. In 
this article, we will review the recent advances 
in basic research in gastroenterology by inte-
grated Chinese and Western medicine in three 
aspects: objectification of syndrome differentia-
tion in Chinese medicine, application of animal 
models in Chinese medicine studies, and action 
mechanisms of Chinese medicines. Besides, we 
suggest that the combination of the theory and 
practice of Chinese medicine with modern life 
science technology will provide a possible av-
enue to develop a new gastroenterology. 

Key Words: Chinese medicine; Integrated Chinese and 
Western medicine; Gastroenterology; Basic research

Wei MX, Hu P. Basic research in gastroenterology by 
integrated Chinese and Western Medicine: a review of 
literature. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 
2545-2549

摘要
近年来, 中西医结合在消化领域取得了长足的
发展. 本文从消化病相关证的客观化研究, 模
型动物在消化病中西医结合研究中的运用以
及消化疾病中药作用机制的研究三个方面, 总
结了中西医结合消化病学基础研究的现状, 并
提出将现代生命科学和祖国医学的理论知识
和诊治经验有机地结合起来, 逐步发展中西医
结合新消化病学. 

关键词: 中医药; 中西医结合; 消化病学; 基础研究
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0  引言

在我国, 中西医学是当今并存的两大医学体系, 
在消化病领域中, 中西医结合也取得了长足的

发展. 人们应用现代科学的各种技术方法, 从多

学科、多途径和多层次着手, 在整体、器官和

细胞水平进行了广泛而深入的探讨, 初步复制

了模拟中医证型的多种实验动物模型, 观察了

各种反映机体内变化的微观实验指标, 验证了

一系列证效结合的方药疗效. 本文从消化病相

关证的客观化研究, 模型动物在消化病中西医

结合研究中的运用以及消化疾病中药作用机制

的研究, 总结中西医结合消化病学基础研究的

现状, 并对中西医结合消化病学的未来进行展

望, 提出以难治性消化系疾病为切入点, 进行与

临床相关的中西医结合基础研究; 关注生命科

学的高新技术, 以及更多地从基因、蛋白表达

等更高层次, 深入探索, 促进消化病学的发展. 

1  脾虚证的本质

脾虚是一个与消化病高度相关的中医基本证侯. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
从早期脾虚证的
客观化研究到现
代中药抗肿瘤机
制的探讨, 中西医
结合在消化领域
逐步得到了发展, 
如何将现代生命
科学和祖国医学
的理论知识和诊
治经验有机地结
合起来, 逐步发展
中西医结合新消
化病学成为努力
的目标. 

■同行评议者
曹志成, 英国生物
医学科学研究所
院士, 伊利沙伯医
院临床肿瘤科



中医理论的核心是辨证论治, 而辨证论治首先

要从证的研究着手, 故证的研究可以说是中医

迈向现代化的起点. 自20世纪80年代起, 中医学

者就开始在脾虚的证候学研究上作出了很大的

努力. 
从胃肠激素和脑肠肽调节方面研究脾虚机

制, 具有重要的意义. 1982年北京中医学院金敬

善 et al [1]报道的“血清中胃泌素水平与脾虚证

的关系”一文, 最早将中医脾虚证与胃肠激素

结合起来, 开辟了脾虚证本质研究的新领域. 后
来聂克 et al [2]对胃泌素与脾气虚证关系的研究

进行了概括总结, 认为血清或组织中的胃泌素

水平尚不能作为脾气虚证的诊断指标, 还需要

从胃泌素受体数目、活性、基因表达以及受体

后信息传递等方面去深入研究. 吕琳 et al [3]研究

发现脾虚大鼠外周循环血浆、下丘脑和垂体内

β-EP的含量降低, 而胃窦和小肠组织β-EP水平

则升高; 脾虚大鼠脑-肠轴β-EP水平与血T淋巴

细胞及红细胞免疫功能相关, 而且网络内不同

部位β-EP的水平与上述免疫功能指标之间的相

关性存在差异. 对脑-肠轴β-EP的双向调节作用,
可能是治疗脾虚证的作用机制之一. 

李常青[4]对41例辨证为脾气虚证的消化性

溃疡患者进行唾液淀粉酶、D-木糖排泄率和胃

电图检测, 并与20例健康人作对照, 结果显示脾

气虚证组唾液淀粉酶活性比值、D-木糖排泄率

和胃电图餐前餐后幅值均低于健康组, 差异均

具有显著性意义.  三者合参, 对脾气虚证诊断的

阳性率为95.10%, 提示唾液淀粉酶活性比值、

D-木糖排泄率和胃电图三者合参, 可以较全面

反映脾气虚证的本质. 
上述研究表明: 近年来对脾虚证本质的研

究多集中在脾主运化方面, 而且主要是运化水

谷精微, 尚不包括脾主水湿、脾主统血、脾失

升清等其他内容, 这种单方面、单层次的研究

较难反映脾虚的本质. 过去在证的研究中希望

寻找“证”的单一 “金” 指标, 现已认识到这

是不现实的, 应该选择有代表意义的指标群, 也
就是说, 多指标合参是“证”实质研究的最佳

选择. 故在今后的研究中, 加强脾主功能的多样

化研究是脾虚证研究的关键任务. 
消化系病理以外, 刘健 et al [5]测定了40例脾

气虚证患者淋巴细胞转化率及其他指标, 结果

与正常对照组相比, 脾气虚证淋巴转化率、木

糖吸收率、血红蛋白、血清总蛋白及白蛋白显

著降低(P <0.01). 王再谟 et al [6]观察了24例脾气
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虚患者红细胞免疫活性, 结果C3b花环率较健康

对照组显著下降. 这些在能量代谢、心功能、

血液学、免疫学等其他方面的脾虚证的初步研

究, 显示了脾虚证候机体多个方面都有特定的

改变. 可见中医的证是多因素的, 只有从多系统

来研究中医的证, 才能体现中医证的整体性和

多因素的特性. 
魏睦新 et al对脾阴虚证进行了深入的研究, 

探讨了脾阴虚证的诊断标准, 发现脾阴虚证患

者存在消化功能低下, 免疫调节异常和细胞内

第二信使环核苷酸异常等一系列病理改变[7-9]. 
汤一新 et al [10]对脾阴虚证也进行了广泛深入的

研究, 并出版了专著. 现在, 很多教科书开始把

脾阴虚证纳入脾虚章节, 这对继承和发展中医

脏腑理论, 有里程碑式的意义. 

2  模型动物在研究中的运用

在现代的实验研究中, 动物模型是必不可少的, 
而且对实验动物模拟疾病的相似性也有较高的

要求, 公认的模型作出的实验结果才有一定的

可信度. 因为动物模型的标准与方法体现着某

种生命观、疾病观和方法论, 他是实验医学的

重要基础, 是基本理论赖以发展的前提条件. 西
医和中医都大量运用动物模型, 但各有其特点,
西医以结构实证为核心指导思想, 有效地将基

础研究与临床实践相分离, 将动物模型取得的

大量基础研究资料, 根据生物统一性、相似性

原理, 类比于人体, 为最终的人体实验创造条件, 
铺平道路. 但是中医则以信息把握为原则, 长期

以来, 直接通过临床实践为基础理论提供素材, 
临床与基础研究不分, 因此没有发展出实验医

学的方法, 中医药的研究要制造出和西医学研

究中同样公认度的模型比较困难, 但是经过历

代人的努力, 一小部分人类疾病动物模型, 证候

模型及病症模型已得到一定的认可. 就在几十

年人们对脾虚证的研究中, 脾虚模型的建立也

是经历了很多的尝试和发展. 目前常见的造模

方法主要有如下. 
2.1 模拟中医传统病因建立脾虚证动物模型 利
用苦寒中药大黄、番泻叶等煎剂灌服动物, 复制

脾虚证动物模型. 这是根据李东垣“苦寒之药

损其脾胃”(脾胃论)的理论而来的. 刘汶 et al [11]

采用番泻叶水浸剂灌服大白鼠, 结果实验组大

鼠出现了泄泻食少、消瘦、体质量减轻、神志

萎靡、四肢不收、毛色枯槁、蜷缩聚堆等症状, 
且易疲劳, 游泳耐力降低, 认为灌服番泻叶水浸

www.wjgnet.com
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剂可造脾虚证大鼠模型. 采用饮食失节的方法

复制脾虚模型. 中医认为饮食失节、饥饱无度

和过食肥甘能损伤脾胃. 采用营养不良型脾虚

模型. 采用破气苦降加饮食失节法, 过劳加饮食

失节法, 劳倦加饥饿型大鼠脾虚模型. 
2.2 采用西医病因病理复制脾虚证动物模型 利
用肾上腺素能神经阻滞药利血平注射, 模拟脾

虚证的动物模型. 利血平可以耗竭动物体内的

儿茶酚胺, 一定剂量的利血平能使动物引起与

中医脾虚证类似的症状. 根据X线可损伤细胞的

生化生理功能而造脾虚模型. 上海中医药大学

刘平教授领导的团队, 在肝病病理模型研究方

面居于国内领先地位, 创造性地运用了“中西

医病-证(方)-效结合”的研究模式, 部分解决了

长期以来动物模型难于判断中医证型的问题, 
对其他病证的动物模型的建立也有启迪作用[12]. 
在临床研究的基础上, 该课题研究小组还探索

了大鼠脾阴虚证病理模型的建立. 
各种动物模型制造方法都有优点和不足之

处, 但总的来讲中医动物模型的制造还存在很

多待解决的问题, 比如模型的研制忽视了中医

药的规律和整体性等特点, 很多模型的复制方

法均与某特异的、单一的病理变化相关联, 只相关联, 只关联, 只
反映临床病理的一个方面, 与中医理论关系不

大, 难以体现中医症候的特征, 出现的病理状态

很难等同于中医特定的症候, 因此中医药研究

中造模不能完全照搬西医的模式. 
动物模型研制成功后, 应对其正确性、可

靠性进行检验以便于在实验中推广应用, 现在

多采用方药反证法来验证, 如模型动物服用四

君子汤后症状、体征和实验检测指标明显好转, 
并恢复正常, 就证明此模型为脾虚证, 否则就不

是. 但是这样的反证法尚缺乏严格的实验设计

和统计学分析处理, 还不能作为标准进行验证. 
如何继续发展和提高中医动物模型的相似

度和可信度仍是中西医结合发展及中医客观化

研究中的一个重要步骤. 中医证候是一个在很

高层次的调节紊乱的综合征, 今后可能要更多综合征, 今后可能要更多, 今后可能要更多

地从基因、蛋白表达角度, 利用基因工程技术从基因、蛋白表达角度, 利用基因工程技术

等复制中医证候模型. 生命科学的高新技术的

导入可能是解决这个问题的重要和主要途径. 
当代生命科学的高新技术, 可以说是以信息系

统和分子生物学为代表方向, 而两者又是彼此

紧密结合和相互联系的. 现代医学侧重于从微

观上揭示生命的真谛, 尤其以DNA双螺旋结构

的发现和X射线衍射蛋白空间结构的测定为代

表, 奠定了分子生物学的基础. 分子生物学全面

地改变了生物学, 包括现代医学的面貌, 并涉及

生命和疾病的最本质的内涵. 中医药学则侧重

于从宏观整体上认识人体的生命现象和疾病状

态, 主张提高和调整人体的自控和潜在的能力, 
从而维护健康水平和修复疾病状态. 我们要实

现中医现代化和在深层次上进行中西医结合, 
就要把中医药学和生命科学中最先进和现代化

的分子生物学有机地结合起来, 应用分子生物

学和生物信息系统理论来探讨消化病相关中医

证候的发病机制, 这才是最捷径和最有发展前

途的研究途径和思维方法. 

3  促胃肠动力中药和抗消化肿瘤中药的研究

3.1 胃肠动力中药研究 胃肠动力障碍性疾病在

祖国医学多属“痞证”的范畴, 病位在脾胃, 多
是由脾胃升降失常, 气郁壅塞, 胃气上逆所致, 
故理气法是最主要的治疗手段[13]. 近年来, 促胃

肠动力中药已受到重视并进行了一些研究, 但
成分中药的研究较少, 未筛选分离出有确切促

胃肠运动的中药成分, 而从中药探寻并开发促

胃肠动力药物是当前医学界的研究热点和今后

的发展趋势之一. 西医药中的胃肠动力药种类

多样, 按其作用机制有多巴胺受体阻断剂、胃

动素受体激动剂、生长抑素及类似物、CCKA
受体阻断剂等, 但多年的临床应用表明, 这些药

物都存在着不同程度的不良反应, 目前尚缺乏不良反应, 目前尚缺乏反应, 目前尚缺乏

能全面调节临床症状且不良反应小的动力药. 
魏睦新 et al课题组的动物实验研究发现[14-16]: 

槟榔可通过促进胃平滑肌收缩幅度而增强胃运

动, 加快运动频率, 是一种较强的胃肠动力中药, 
可用于功能性消化不良及其他胃肠动力障碍性

病证的治疗. 而祛风药防风却表现出对胃肠运

动的抑制作用, 可用于治疗胃肠动力亢进的病

症. 该课题组还应用激光共聚焦显微镜技术探

讨了槟榔碱具有促进结肠平滑肌细胞收缩与激

活细胞内钙释放和外钙内流的调节效应, 并应

用免疫组织化学、神经及离子通道阻断剂等手组织化学、神经及离子通道阻断剂等手、神经及离子通道阻断剂等手

段进行了部分机制的探讨[17]. 研究还发现, 促进

胃肠动力中药不仅对胃肠动力障碍疾病本身有

效, 而且对于急性胰腺炎等消化系重症也有重消化系重症也有重重症也有重

要意义[18]. 
3.2 抗肿瘤中药的研究 随着分子生物学和分子

药理学对肿瘤本质和作用机制方面的阐述, 中
医药在肿瘤治疗方面的作用越来越受到关注, 

■创新盘点
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不论是其对肿瘤发生、发展、转移的抑制作用, 
还是对机体免疫力的提高, 都已成为中药抗肿

瘤机制的研究热点. 尽管人们对中药抗肿瘤的

具体机制还不清楚, 但众多的研究表明其机制

可能是通过以下的途径. 
3.2.1 免疫增强作用: 肿瘤的发生和发展与整个

机体的免疫功能减退密切相关. 杨传标 et al报道

中药健脾康复汤(党参、白术、茯苓、薏苡仁、

卷柏、仙鹤草等)治疗大肠癌脾虚证, 能增强患

者免疫功能, 治疗后自然杀伤(NK)细胞活性及T
细胞亚群活性明显增强, 同时临床症状改善, 生
存质量得到提高[19]. 此外, 中药人参、黄芪、白

术等都具有很好的增强机体免疫功能的作用.  
3.2.2 诱导肿瘤细胞分化: 细胞恶变是增殖和分

化两者平衡的失调, 从细胞增殖角度说恶性肿

瘤的增殖是失去控制的, 从分化方面讲恶性肿

瘤细胞是丧失分化或分化异常的细胞. 诱导恶

性肿瘤分化, 抑制其增殖是肿瘤现代研究的重

要领域.  曾小莉 et al用人参总皂甙处理人肝癌

细胞HepG2后其生长明显受到抑制, 细胞质增

多, 线粒体数量增加, 糖原增多, 高尔基复合体

体积增大, 发育较完善, 粗面内质网和游离核蛋

白体增多, 提示HepG2细胞趋于成熟分化[20]. 也
有研究发现, 黄连素可以抑制YES1-YES6食管

癌细胞系, 细胞周期分析显示肿瘤细胞在G0-G1

期积聚, 而在S期相对减少, 结果提示黄连素可

能为治疗食管癌的另一种方法[21]. 
3.2.3 促进肿瘤细胞凋亡: 细胞凋亡是机体为调

控机体发育, 维持内环境稳定, 由其内在基因

编程调节的细胞主动性的死亡. 一旦细胞的增

殖或凋亡发生异常, 即可导致细胞的恶性转化, 
而促进肿瘤细胞凋亡可能达到肿瘤缩小, 癌症

消退的目的. 中药雄黄的主要成分砷可促进急成分砷可促进急砷可促进急

性早幼粒细胞白血病细胞凋亡, 使抗凋亡基因

PML-RAR和Bcl-2基因表达下降[22]. 
3.2.4 抑制肿瘤血管的生成: Carneiro et al证实人

参提取物作为一种抗瘤剂, 对小鼠肝癌模型有

抗癌作用. 用人参提取物干预小鼠角膜血管, 血
管定量分析系统显示有明显抑制血管生成的作

用[23]. 白黎芦醇有抗肿瘤作用, 尤其在抗肿瘤血

管生成方面, 研究较深入, 体内实验中, 白黎芦

醇能明显抑制鸡胚绒毛尿囊膜新血管的形成[24].  
3.2.5 其他: 此外在影响拓扑异构酶和端粒酶活

性, 抑制微管蛋白活性, 调节相关基因表达, 逆
转多药耐药性, 调节细胞信号转导等方面, 中药

也显示了一定的作用. 

中药抗肿瘤作用机制是复杂的, 不管是单

味中药还是复方制剂, 都含有多种成分, 因此其成分, 因此其, 因此其

作用不是单一的, 其免疫抑癌作用为多靶点, 遍
及非特异性免疫与特异性免疫应答的各个主要

环节. 
中医基础理论有着丰富的科学内涵, 尽管

在理论的阐述上还有浓厚的自然哲学色彩, 但
中医学的理论框架, 传统医学的医学模式, 对自

然、人体及疾病的认识, 富含唯物论及辩证法,
为解决疑难疾病的诊治提供了不少可贵的思路

与切入方法. 随着人们对中西医结合在基础和

临床的深入研究, 会有越来越多的科学试验证

明中药发挥看似神奇作用的原理. 

4  结论

创新是当今世界发展的一大趋势, 传统医学也

不能例外, 只有顺应这一发展方向, 才能激发出

新的生机和活力. 中西医结合医学既蕴含和保

存着自远古至近代的传统医学的精华, 又融汇

了现代科学的内涵, 根据科学发展的客观规律, 
两者必然会互相渗透、互相补充. 在临床诊治

实践和学术领域里达到融会贯通. 在世界医学

之林中, 代表中华民族医学的独创优势和特色

的中西医结合医学, 正在不断产生和形成新的

多元动态的医学体系, 我们不仅要继承他, 更重

要的是去发扬和创新他, 使之随着时代的潮流

走向新的里程, 这就是中西医结合的目标和历

史任务. 
近年来, 随着现代医学胃肠内窥镜检查的

广泛应用, 胃肠道免疫学、胃肠道动力学、胃

肠道激素、胃肠道屏障以及胃肠道微循环和血

液流变学等理论研究的日益深入, 胃肠道疾病

的诊断和治疗也提高到了一个新的水平. 在祖

国医药方面, 从《内经》至明清, 历代著名医家

对胃肠疾病多有系统而全面的阐述和极其丰富

的临床诊治经验, 形成了一个系统的理论联系

实践的完整理论学说-“脾胃学说”. 因此, 历
史发展到今天, 作为现阶段从事消化系统疾病

研究防治工作的医务人员, 应当义不容辞、责

无旁贷地把现代医学与祖国医学的理论知识和

诊治经验有机地结合起来, 各取所长, 融会贯通, 
逐步发展成为中西医结合新消化病学. 
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Abstract
AIM: To explore a convenient and effective 
method for isolation and primary culture of rat 
Kupffer cells (KCs) in vitro.

METHODS: Ex vivo rat liver tissue was perfused 
with collagenase IV and diced into small pieces. 
The diced tissue was digested for 30 min at 37℃
and centrifuged to remove hepatocytes. KCs were 
then separated by means of Percoll density gradi-
ent centrifugation and selective adherence. Phago-
cytosis assay and immunocytochemistry for ED2 
were used to identify cells isolated. 

RESULTS: The average cell yield per gram of 
liver before plastic adherence was (2.1 ± 0.3) 

× 106, and (1.5 ± 0.1) × 106 following plastic 
adherence. The viability of KCs isolated was 
higher than 92% as determined by trypan blue 
exclusion. The purity of KCs, identified by im-
munocytochemistry for ED2, was higher than 
90%. Cultured KCs were functionally intact and 
exhibited irregular shape. 

CONCLUSION: The method for isolation and 
culture of Kupffer cells by ex vivo perfusion 
is convenient, efficient and stable. Cultured 
Kupffer cells retain naive biological characteris-
tics and can be used in future studies. 

Key Words: Kupffer cells; Cell isolation; Primary 
culture

Zeng Z, Huang HF, Song F, Duan J. Isolation of rat 
Kupffer cells by ex vivo perfusion and their primary 
culture. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 
2550-2554

摘要
目的: 探讨一种简便、高效的大鼠离体肝脏
分离Kupffer细胞(KCs)及原代培养的方法.

方法: 采用大鼠肝脏离体Ⅳ型胶原酶灌注, 剪
碎肝脏, 37℃消化30 min, 低速离心去除肝细
胞, Percoll不连续密度梯度离心和选择性贴壁
的方法分离KCs. 通过墨汁吞噬实验和ED2免
疫细胞化学来鉴定KCs. 

结果: 分离的KCs的得率在细胞贴壁前(2.1±
0.3)×106/g肝脏、贴壁后(1.5±0.1)×106/g肝
脏, 用0.4%台盼蓝染色, 活率大于92%, ED2染
色阳性的细胞达90%以上, 分离的细胞培养后
功能完整并延伸呈不规则型.

结论: 本实验建立的大鼠肝脏KCs的分离培
养方法简便、高效、稳定, 培养的细胞具有良
好的生物学性状, 为进一步研究提供基础.

关键词: Kupffer细胞; 细胞分离; 原代培养
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■背景资料
KCs是肝脏最重要
的非实质细胞之
一, 在肝脏的炎性
反应、缺血再灌
注损伤、移植免
疫、肝脏纤维化
与再生等方面发
挥着重要作用, 分
离并培养高纯度
的KCs是研究其生
物性状的基础. 

■同行评议者
龚建平, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院肝胆外科
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0  引言

Kupffer细胞(kupffer cells, KCs)是位于肝血窦内

的巨噬细胞, 寄居于肝血窦内皮细胞之间或之

上, 是体内固定型巨噬细胞中最大的群体, 约占

肝非实质细胞的30%. KCs在肝脏的炎性反应、

缺血再灌注损伤、移植免疫及维持肝脏内环境

稳定等方面发挥着重要作用, 体外原代培养是

探讨其特定功能和阐明作用机制的最有效方

式. Knook et al [1]首次从大鼠肝脏分离出KCs, 但
原位灌注的方法操作较困难, 经过改进后也产

生了一些新的分离方法, 但对于离体肝脏组织

的KCs分离报道较少. 我们参照Valatas et al [2]和

Alabraba et al [3]的方法并加以改进, 摸索出一套

简便、稳定而有效的体外灌注法分离大鼠肝脏

KCs及其培养方法, 为进一步研究奠定了基础.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 清洁级, 体质量200-250 g, 由
中国人民解放军第三军医大学附属大坪医院实

验动物中心提供; HBSS液(无Ca2+, Mg2+)购自德

国Hyclone公司; 无水CaCl2(分析纯)购自天津市

光复精细化工研究所; Ⅳ型胶原酶和HEPES购
自美国Sigma公司; Percoll细胞分离液购自瑞典

Pharmacia公司; RPMI 1640培养基和胎牛血清均

购自美国Gibco公司; 青链霉素混合液购自德国

Hyclone公司; 小鼠抗大鼠CD163 mAb(又名ED2)
购自英国Serotec公司; 即用型SABC小鼠IgG免疫

组织化学试剂盒和DAB显色试剂盒购自武汉博

士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离液的配置: 100 mg的Ⅳ型胶原

酶用200 mL的HBSS溶解, 加无水氯化钙0.066 
g, 即配成Ⅳ型胶原酶组织消化液(含胶原酶0.5 
g/L、Ca2+ 3 mmol/L), 0.22 μm滤器过滤除菌, 存
放4℃冰箱备用. 取Percoll原液90 mL高压灭菌, 
加入1.5 mol/L灭菌氯化钠溶液10 mL配成100% 
Percoll工作液, 然后用100% Percoll工作液与0.15 
mol/L灭菌氯化钠溶液以体积比配成30%和60%
的Percoll工作液, 存放4℃冰箱. 
1.2.2 KCs的分离: 取♂SD大鼠1只, 乙醚吸入麻

醉后碘伏消毒腹部皮毛, 以十字型切口打开腹

腔, 将胃及肠管推向大鼠的左侧, 暴露出门静脉. 
剪开膈肌和膈上下腔静脉, 使大鼠体内血液流

入胸腔, 肝脏颜色变成暗红, 此时经门静脉推注

生理盐水20 mL, 驱除肝脏内的淤血, 肝脏会逐

渐变成土黄色. 取最大的左侧一整叶肝脏用于

分离KCs(注: 从肝静脉分支开口处切下, 保留该

叶完整的肝静脉开口), 将取下的肝脏放于无菌

的培养皿中. 在无菌操作台上用37℃ HBSS液20 
mL经肝静脉开口继续反复冲洗肝脏, 进一步冲

出残留的血液, 至肝脏变成灰白色. 将肝脏转移

到另一培养皿中, 加入预热至37℃的Ⅳ型胶原

酶消化液20 mL, 直接用注射器抽取消化液经门

静脉开口反复冲洗肝脏, 使肝脏体积增大, 组织

松散. 肝脏用眼科小剪刀剪碎至2-3 mm3, 胶原酶

消化液与肝脏组织一起转移至50 mL离心管中, 
放入恒温振荡器中振荡消化30 min(200 r/min, 
37℃). 振荡消化液经200目不锈钢筛网过滤, 滤
除未完全消化掉的组织, 收集滤液以600 r/min, 
4℃离心3 min, 使肝细胞沉淀. 收集上清于另一

50 mL离心管中, 1500 r/min, 4℃离心5 min, 沉
淀肝脏非实质细胞, 弃上清, 沉淀用30% Percoll
工作液重悬. 取2支15 mL的离心管, 最下层分别

铺上60% Percoll工作液3 mL, 中间层为含30% 
Percoll工作液的肝非实质细胞悬液3 mL, 最上层

铺HBSS液3 mL, 加样时沿离心管管壁慢慢加入, 
避免各层之间相混合. 两离心管以1500 r/min, 4 
℃离心15 min, 取出后可以看到30% Percoll与
60% Percoll液界面间有一膜状细胞层. 小心吸取

两离心管界面层细胞于另一50 mL离心管中, 用
HBSS液10 mL稀释, 1500 r/min, 4℃离心5 min使
细胞沉淀于管底. 
1.2.3 KCs的培养与纯化: 将离心后所得的细胞

沉淀用RPMI 1640培养液(含HEPES 10 mmol/L, 
100 mL/L灭活胎牛血清, 青霉素100 kU/L, 链霉

素100 mg/L)重悬后以2×109/L浓度接种于培养

瓶中, 放于50 mL/L CO2, 37℃培养箱中培养. 培
养2 h后, 取出培养瓶, 用瓶内的培养液轻轻冲洗, 
去除未贴壁细胞, 更换新的培养液继续放回培

养箱中, 即可得到纯化后的肝脏KCs. 
1.2.4 KCs的鉴定: 分离的KCs得率和活性测定, 
取出5滴细胞悬液加入5滴0.4%台盼蓝染液, 将
待测细胞悬液吹打均匀后滴入计数板计数, 活
细胞不被染色. 在细胞培养液中加入少量碳素

墨水, 6-12 h后显微镜下观察细胞吞噬碳素颗

粒的情况. 收集梯度离心后不同层面的细胞与

培养后的KCs使用ED2 mAb进行免疫细胞化学

鉴定.

2  结果

2.1 KCs的得率和活性 Percoll密度梯度离心后分

层明显, 从上依次是: HBSS层、细胞碎片层、

■相关报道
Alabraba et al曾报
道通过链霉蛋白
酶消化人肝脏和
密度梯度离心的
方法获得较高纯
度的KCs, 提供了
一种新的以非灌
注为基础的获得
KCs的方法. 

■研发前沿
KCs在肝脏中所
占的比例少, 而肝
非实质细胞间大
小形态相似, 分离
KCs的方法也有
很多种, 不同方法
获得的KCs数量
和纯度都有很大
的差异. 
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30% Percoll层(富含星形细胞和内皮细胞)、富

含KCs层、60% Percoll层(少量KCs和肝细胞)及
沉淀(红细胞和肝细胞). 经梯度离心后KCs的得

率为(2.1±0.3)×106/g肝脏, 选择性贴壁后为(1.5
±0.1)×106/g肝脏, 经0.4%台盼蓝染色, 活率大

于92%. 刚分离出来的KCs在328 nm波长的激发

光下不发出荧光, 而肝星形细胞则会发出蓝绿

色荧光.
2.2 细胞培养及墨汁吞噬实验 刚分离的KCs呈
圆形, 体积较小, 折光性强, 培养15 min后开始贴

壁, 1-2 h后贴壁牢靠(图1A). 培养24 h后, 细胞体

积开始增大, 延伸成三角形与多边形等不规则

形状, 2-3 d后开始伸出伪足, 可成梭形(图1B). 随
着培养时间的延长, KCs内吞噬颗粒(细胞碎片)
会逐渐增多, 间隔1-2 d换液1次, 培养2 wk后细

胞仍能成活. 在细胞培养液中加入碳素6-12 h后, 
镜下KCs胞质内可见吞噬大量的碳素颗粒, 细胞胞质内可见吞噬大量的碳素颗粒, 细胞内可见吞噬大量的碳素颗粒, 细胞

核衬托得更加清晰(图1C). 
2.3 ED2免疫细胞化学鉴定 收集离心前、离心

后30% Percoll层、界面层和60% Percoll层的细

胞, 分别涂于载玻片上行免疫细胞化学SABC法
ED2染色, 离心前肝非实质细胞中约有30%阳性

细胞(图1D), 30% Percoll层阳性细胞很少(图1E), 
60% Percoll层细胞数量很少, 几乎为个体较大的

肝细胞, 而界面层细胞阳性率达85%以上(图1F), 
培养5 d后ED2阳性细胞达95%以上(图2).

3  讨论

KCs在肝脏中所占的比例少, 而且肝非实质细

胞间大小相似, 分离得到高纯度的KCs比较困

难. 目前, 国内外使用较多的有密度梯度离心

法[4-10]、离心淘析法[11-13]及流式细胞术[14-15]. 离
心淘析法的优点在于能提高KCs的纯度, 获取

的细胞数量也很可观, 但需要昂贵的设备, 在国

图  1  细胞培养与鉴定. A: 新分离的KCs细胞, 呈圆形, 大小基本一致(×200); B: 培养72 h后, 细胞体积增大, 延伸成不规则
形, 伸出伪足(×200); C: KCs吞噬碳素颗粒(×200); D: 肝非实质细胞离心前ED2染色(×400); E: 30% Percoll层细胞ED2染色

(×400); F: 30% Percoll层与60% Percoll层之间的细胞ED2染色(×400).

A B

C D

E F

■应用要点
本研究通过离体
灌注消化肝脏, 简
化操作流程, 降低
成本, 可使用部分
肝脏提取KCs, 适
合用于多次少量
的获取细胞, 在不
能使用完整的肝
脏标本提取细胞
时更为适用. 

■创新盘点
本研究通过离体
灌注, 一步消化和
不连续密度梯度
离心方法, 分离获
得较多数量和高
纯度的KCs, 使用
的方法操作简便, 
可操作性强. 
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内很少使用; 流式细胞术所得到的细胞纯度最

高, 但细胞的数量有限, 不适合需求量大的实

验, 且成本也较高, 应用受到限制; 密度梯度离

心法在国内外应用最多, 主要是先用酶使肝脏

消化成细胞悬液, 再通过密度梯度离心将不同

密度的细胞分开, 但获得的KCs数量和纯度有

很大的差异. 
我们采用肝脏离体灌注消化法, 完整取下

一叶肝脏, Ⅳ型胶原酶溶液经肝静脉开口处反

复冲洗肝脏, 使肝脏体积增大, 结构松散, 再将

肝脏剪碎消化. 国内外大多采用链霉蛋白酶E和
Ⅳ型胶原酶联合消化法[3,16], 链霉蛋白酶E能选

择性的破坏肝细胞, 消化后能直接得到肝非实

质细胞悬液[13,17-19]. 本实验弃用了链霉蛋白酶E, 
因为肝细胞破坏后会释放大量的DNA, 使细胞

间形成粘连、聚集成絮状物, 影响细胞的分离

效率和产率, 往往需要与DNA酶Ⅰ一起使用, 而
且DNA酶Ⅰ的用量很大[20]. 另外, 有报道[21]认为

链霉蛋白酶E在破坏肝细胞的同时, 也对肝非实

质细胞有影响, 可破坏KCs表面CD14分子的表

达使KCs在初分离的24 h内CD14的表达很少, 影
响KCs的功能. 我们仅使用Ⅳ型胶原酶也能将肝

脏消化得很好, 钙离子能增加胶原酶活性, 而且

通过差速离心很容易把肝细胞去除, 可以去除

肝细胞的80%-90%. 也有报道直接将肝脏剪碎

消化[3], 省去肝脏离体冲洗步骤, 我们通过实验

发现, 肝脏离体冲洗灌注, 可以大大提升胶原酶

的消化效果. 因为冲洗可以使肝脏体积增大, 更
易于剪碎, 使相同体积的组织较不冲洗的实际

组织小, 冲洗可以使胶原酶进入肝脏的微循环, 
增加接触面积, 有利于其充分发挥消化作用. 

获得肝脏非实质细胞后, 通过不连续密度

梯度离心可以将KCs从其他非实质细胞中分离

出来[22-24], 密度梯度离心使用的细胞分离液有

多种, 其中以Percoll细胞分离液应用最普遍, 具

有操作方便和性能稳定等优点, 分离细胞的产

率和纯度都令人满意[25-26]. 我们采用的是30% 
Percoll工作液(1.040 kg/L)和60% Percoll工作液

(1.075 kg/L), 虽然没有使用链霉蛋白酶E, 但在

振荡消化过程中以及胶原酶消化过度都会导致

少量细胞破坏, 使用30% Percoll重悬肝非实质细

胞, 可以避免细胞碎片层及少量的DNA絮状物

阻止KCs的沉降, 提高了KCs的产率. 也有文献

报道使用30% Percoll和70% Percoll两种密度梯

度分离[27], 我们发现该方法两层之间的细胞会

有一定量的肝细胞污染, 可能是不同批次Percoll
细胞分离液密度有细微差异所致. KCs与其他肝

非实质细胞在体积和密度上有一部分重叠, 准
确配置细胞分离液的密度很关键, 可以最大化

的去除其他肝非实质细胞, 但要得到高纯度的

KCs, 还要进一步纯化. KCs与其他肝非实质细

胞的贴壁时间有较大差异, 培养1-2 h可以完全

贴壁牢靠, 而其他细胞贴壁时间较长, 选择性贴

壁是常用的方法. KCs培养时应使用灭活的胎牛

血清, 没有灭活的血清含有一些补体成分, 激活

的补体很容易导致KCs衰老、死亡[3]. KCs培养

几乎不分裂, 分离出多少就只能培养多少, 得到

高产量和高纯度的细胞尤其重要. 
我们摸索的这套方法可以用于KCs的进一

步研究. 与肝脏原位灌注消化法相比, 离体冲洗

消化可以大大节约酶的用量. 使用部分肝脏提

取KCs, 适合用于多次少量的获取细胞, 在不能

使用完整的肝脏标本提取细胞时尤为适用.
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本研究建立的大
鼠肝脏KCs的分
离 培 养 方 法 简
便、高效、稳定, 
培养的细胞具有
良好的生物学性
状, 对实验研究有
一定指导意义.
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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
γ-aminobutyric acid (GABA) B receptor in 
carbon tetrachloride-induced liver fibrosis in 
rats. 

METHODS: Male Sprague-Dawley rats were 
intraperitoneally injected with 50% carbon tet-
rachloride to induce liver fibrosis. Six weeks 
after induction, liver tissue samples were taken 
once a week. Each sample was divided into two 
parts: one was used for hematoxylin and eosin 

and Masson’s trichrome staining to assess the 
degree of liver fibrosis and immunohistochem-
istry to determine the level of α-smooth muscle 
actin (α-SMA), the other was used for real-time 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
to detect the expression of GABA B receptor, 
α-SMA, transforming growth factor-β (TGF-β), 
collagen I and collagen III mRNAs. 

RESULTS: The expression levels of α-SMA, 
TGF-β, collagen I, collagen III and GABA(B) 
receptor mRNAs in liver fibrosis at week 7 in-
creased 19.2, 2.1, 37.5, 183.5 and 116.2 times as 
much as those at week 6, respectively. At week 
6, the expression level of GABA(B) receptor in 
the liver in rats with liver fibrosis was reduced 
by two times when compared with that in nor-
mal control rats. At week 12 when pseudolobule 
formed, the expression levels of α-SMA and 
collagen I mRNAs increased 21.6 and 20.6 times 
as much as those at week 6, respectively, while 
those of TGF-β and collagen III mRNAs showed 
no obvious changes. The expression levels of 
these genes at other time points were almost un-
changed when compared with those at week 6. 

CONCLUSION: GABA(B) receptor may be in-
volved in the progression of liver fibrosis. In 
advanced liver fibrosis, the extracellular matrix 
synthesized is mainly collagen I. The expression 
of α-SMA is positively correlated with the de-
gree of liver fibrosis. 

Key Words: γ-aminobutyric acid B receptor; Liver 
fibrosis; α-smooth muscle actin; Transforming 
growth factor-β

Fan WM, Shi BY, Ma XH, Wei HS, Li L, Han Y, He XY. 
Expression of γ-aminobutyric acid B receptor in carbon 
tetrachloride-induced liver fibrosis in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 2555-2560

摘要
目的: 探讨γ-氨基丁酸(GABA)B受体在肝纤维
化大鼠中的表达.

方法: SD大鼠, 腹腔注射50% CCl4制备大鼠
肝纤维化模型. 从第6周开始, 每周1次取大
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■背景资料
近年来, 相关证据
表明, 肝纤维化甚
至早期肝硬化都
有逆转的可能. 因
此, 揭示肝纤维化
的发生机制, 是解
决肝病问题的根
本所在. 

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科



鼠肝组织, 得到不同肝纤维化程度的肝脏标
本. 一部分标本40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包
埋, 连续4 μm切片, 做组织病理学染色(HE、
Masson)和免疫组织化学(α-SMA), 以确定不
同肝纤维化水平 .  另一部分标本-80℃保存
用于提取肝脏RNA, 逆转录得到cDNA, 设计
GABA(B)受体、α-SMA、TGF-β、胶原Ⅰ、
胶原Ⅲ的引物, 做实时荧光定量PCR, 分析
GABA(B)受体的表达与大鼠肝纤维化程度的
相关性.  

结果: 建模7 wk时, α-SMA、TGF-β、胶原Ⅰ
和胶原Ⅲ较6 wk分别增加19.2倍、2.1倍、
37.5倍和183.5倍. GABA(B)受体基因表达也
明显升高, 升高量达到116.2倍. 6 wk对照组
GABA(B)受体基因表达是模型组的2倍. 到12 
wk初步形成假小叶时, 只有α-SMA和胶原Ⅰ
增加显著, 分别为21.6倍和20.1倍. TGF-β和胶
原Ⅲ变化不明显. 其他时间点基因表达与6 wk
模型相比无明显变化. 

结论: GABA(B)受体可能参与了肝纤维化的
发生. 在肝纤维化晚期, 细胞外基质的合成主
要以胶原Ⅰ为主, 胶原Ⅲ次之. α-SMA的表达
与肝纤维化水平呈正相关. 

关键词: γ-氨基丁酸B受体; 肝纤维化; α-平滑肌动
蛋白; 转化生长因子-β
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0  引言

肝纤维化是大多数慢性肝病所共有的病理特

征 ,  是多种慢性肝病向肝硬化发展的主要中

间环节 [1].  20世纪60-80年代, 肝纤维化多被认

为是不可逆转的, 近20年来, 越来越多的证据

表明, 肝纤维化甚至早期肝硬化都有逆转的可

能 [2-4]. 若能早期诊断和治疗可逆转这一过程, 
若诊断和治疗不及时则可进一步发展为肝硬

化, 部分病例最终导致肝癌, 严重威胁着人们

的健康和生命. 因此, 揭示肝纤维化的发生机

制, 是解决肝病问题的根本所在. 众所周知, 肝
星状细胞(heptic stellate cells, HSCs)的活化是

肝纤维化发生的核心环节[5-7]. 我们前期研究表

明, γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric, GABA)能够影

响HSCs的基因表达谱、刺激HSCs活化的基因

表达上调[8]. GABA是脑内最重要的抑制性神

2556                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年9月8日    第17卷   第25期

经递质, 主要分布在哺乳动物脑内. 临床研究表

明, 在肝病患者中, 血清GABA水平升高, 肝性

脑病患者血清中GABA水平亦升高. GABA与其

受体结合发挥生理功能, 根据受体对激动剂和

拮抗剂的敏感性, 可以将GABA受体分为A型、

B型及C型3个亚型[9]. 脑内GABA受体主要是

GABA(A)受体, GABA(B)受体较少, GABA(C)
受体目前仅在视网膜发现, GABA(B)受体属G
蛋白偶联受体家族, 他广泛存在于中枢神经系

统和外周组织, 在多种生理过程中发挥重要作

用[10]. 本组前期用血管紧张素Ⅱ刺激肝星状细

胞系, 随后的基因芯片结果表明, GABA(B)受
体表达上调[11]. 因此本研究试图通过在大鼠肝

纤维化模型的基础上, 运用组织病理学染色、

免疫组织化学、实时荧光定量P C R技术探讨

GABA(B)受体基因在肝纤维化不同阶段表达量

的差异, 以期了解GABA(B)受体基因表达与大

鼠肝纤维化水平的相关性, 为开发新的抗肝纤

维化药物提供一种新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 雄性SD大鼠20只, SPF级动物, 体质量

230-250 g, 购自北京维通利华实验动物技术有限

公司. 普通饲料喂养, 随机分成2组: 肝纤维化模

型组15只(随机分到3个笼子里喂养, 每笼5只)、
对照组5只. 甲醛溶液、橄榄油、CCl4购自北京

化学试剂公司. 即用型(非生物素)两步法免疫组

织化学试剂盒购自北京中杉生物技术有限公司. 
TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司, 实时PCR
试剂盒(货号DRR081A)购自大连宝生物公司. 
α-SMA一抗购自武汉博士德生物工程公司. 引物

合成在上海生物工程公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 每周2次腹腔注射, 模型组注射剂量

按0.1 mL/100 g体质量注射橄榄油配制的CCl4溶

液, 1∶1配制, 对照组注射橄榄油. 从第6周开始, 
每周四随机选取模型组2只, 对照组1只, 颈椎脱

臼处死, 进行取材. 所取肝脏组织, 一部分用100 
g/L的甲醛溶液固定, 一部分放入冻存管并于

-80℃保存.  
1.2.2 病理组织染色: 常规组织脱水、包埋, 切
片, 染色. 免疫组织化学用两步法(非生物素)检
测试剂盒, α-SMA免疫组织化学染色步骤按说

明书进行.  
1.2.3 TRIzol法提取RNA, 逆转录得到cDNA: 称
取50-100 mg肝脏组织, 在液氮中磨成粉末后, 

www.wjgnet.com

■相关报道
神经营养因子受
体p75NTR对肝脏
的保护是近来在
神经和肝脏关系
方面影响力较大
的一篇研究, 研究
发现敲除营养因
子受体的小鼠肝
脏炎症明显加重. 

■研发前沿
G A B A 是 一 种
抑 制 性 神 经 递
质 ,  在肝衰及肝
性脑病患者血清
中GABA水平升
高, 已有证据表明
GABA与肝性脑
病相关, 一些肝病
患者往往出现一
些神经综合征, 而
神经递质如何调
控肝脏功能尚属
空白. 
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加入1 mL TRIzol, 静置5 min, 转移到1.5 mL的
eppendof管中, 详细步骤按照TRIzol说明书进行, 
RNA沉淀重悬于DEPC水中, 用分光光度计测定

样品浓度, 分别取1 μg做逆转录. 
1.2.4 荧光定量PCR: 用SYBR实时PCR试剂盒

配制反应体系, 20 μL反应体系中包含SYBR 
Premix Ex TaqⅡ(2×)10 μL、10 μmol/L的Primer 
Forward 0.8 μL、10 μmol/L Primer Reverse 0.8 
μL、cDNA模板2 μL、超纯水6.4 μL. 用Bio-rad 
Chromo4荧光定量PCR仪进行扩增检测, 扩增程

序为: 95℃, 30 s, 95℃, 5 s, 60℃, 20 s, 40个循环, 
溶解曲线绘制秩序如下, 95℃ 3 min, 55.0℃ 3 
min, 溶解曲线制作温度设定从55.0℃-95.0℃, 每
0.5℃读1次板, 停2 s. 引物序列见表1. 
统计学处理 用∆∆CT法处理数据并进行相

对定量比较, 增加2倍以上或下降0.5倍以下被认

为有显著性差异. 

2  结果

2.1 肝纤维化程度与α-SMA表达水平相一致 6 
wk时, 对照组可见肝小叶结构完整, 中央静脉清

晰, 肝细胞呈放射状排列, 马苏染色可见极少量

的胶原纤维, α-SMA在汇管区和中央静脉处微

量存在. 肝纤维化模型组, 6 wk时, HE及马苏染

色可见肝细胞气球样变较为严重, 胶原纤维散

在分布, α-SMA在汇管区表达较正常对照组高. 
7 wk时, HE染色可见肝细胞排列紊乱, 中央静脉

偏位. 马苏染色可见汇管区有大量的胶原纤维, 
α-SMA在汇管区表达呈强阳性, 较6 wk时阳性

都增强. 12 wk时, HE及马苏染色可见大量纤维

束包绕, 即形成初步假小叶. α-SMA表达呈强阳

性. 6-7 wk时, 大鼠肝脏的结构及成分的变化最

明显, 8-10 wk的纤维化程度无明显差异(数据未

显示), 但都不如7 wk纤维化明显, 12 wk时, 初步

假小叶形成, 即到了肝硬化初期(图1).图1).). 
2.2 GABA(B)受体、α-SMA、TGF-β、胶原Ⅰ
和胶原Ⅲ在建模期间相对于6wk的变化 如图2
所示, GABA(B)受体、α-SMA、TGF-β、胶原

Ⅰ和胶原Ⅲ这5个基因在建模6-7 wk的进程中表

达量明显升高, 尤其是GABA(B)受体基因7 wk
模型表达量达到6 wk模型的116倍. 6 wk模型与6 
wk对照相比, GABA(B)受体表达有所下降, 胶原 
Ⅲ没有明显变化. 而α-SMA、TGF-β和胶原Ⅰ基

因表达较6 wk对照分别增加3.1、2.9、1.7倍. 10 
wk模型GABA(B)受体基因表达较6 wk模型稍有

升高, TGF-β基因表达稍有降低, 而其他时间点他时间点时间点

GABA(B)受体基因表达与6 wk模型相比无明显

差异. 12 wk模型α-SMA、胶原Ⅰ和胶原Ⅲ基因

表达较6 wk模型高, 其中α-SMA、胶原Ⅰ的升

高幅度比较明显, 分别为21.6倍和20.1倍. 

3  讨论

在肝纤维化形成过程中, H S C s是主要的细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)形成细胞[6-7]. 
任何病因的肝损伤都会导致HSCs的活化和大

量增殖, 发生表型转化, 转变为肌成纤维细胞

(myofibroblast, MFB). MFB主要表达α-SMA, 后
者是MFB活跃的标志性抗原[3,12-14]. MFB合成分

泌大量的ECM, 导致肝纤维化的形成. GABA和

GABA受体是最重要的抑制性神经递质, 早期

的研究发现, 肝病患者的血清中GABA水平升

高[15], 肝性脑病患者的血清GABA浓度与脑病程

度平行[16]. 早在2002年, Dubuisson et al用交感神

经系统的抑制剂缓减了实验大鼠的肝纤维化[17]. 
霍普京斯大学医学院的Oben et al也在这一领

域作了探索, 他们发现HSCs表达肾上腺素受体, 
能够释放去甲肾上腺素, 在HSCs中加入肾上腺

素受体拮抗剂后, HSCs的生长即受到抑制, 去
甲肾上腺素可以使HSCs重新活化[18]. HSCs表达

多种神经内分泌蛋白以及他们相应的受体[19-21], 
这些都暗示了肝脏和神经方面的联系. 

本研究利用CCl4诱导大鼠肝纤维化模型, 结
果显示GABA(B)受体在7 wk增加了116.2倍. 提
示GABA(B)受体可能与肝纤维化的发展相关. 
本研究首次报道了GABA(B)受体在肝纤维化过

程中的表达. GABA(B)受体是G蛋白偶联受体, 
在所有组织器官中均有表达, 因而他可能广泛

的控制着外周组织器官[10]. 他与药物成瘾、癫

痫病和神经痛等有关[22-24]. 有研究显示GABA(B)

表  1  实时PCR引物序列表

     
基因			   引物序列

β-actin	      5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3'

	      5'-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3'

GABA(B)受体  5'-GTCCTGTACAAATGTGCTCGCTTC-3'

	      5'-GTGCTCAACGCATCATACACACC-3'

胶原 I	      5'-TCCTGGCAATCGTGGTTCAA-3'

	      5'-ACCAGCTGGGCCAACATTTC-3'

胶原 III	      5'-GGTCCTGCAGGTAACAGTGGTTC-3'

	      5'-TGCTCCAGTTAGCCCTGCAA-3'

TGF-β1        5'-TGCGCCTGCAGAGATTCAAG-3'

	      5'-AGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTA-3'

α-SMA         5'-AGCCAGTCGCCATCAGGAAC-3'

	      5'-CCGGAGCCATTGTCACACAC-3'

■创新盘点
本研究的创新之
处在于GABA(B)
受体与肝纤维化
的关系为国内外
首次报道, 结果提
示, 在肝纤维化早
期GABA(B)受体
显著上调, 建模7 
wk时达到6 wk的
116倍, 其上调的
生物学意义尚待
进一步研究. 
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受体激动剂可以抑制肝癌细胞的生长[25], 提示

GABA(B)受体与肝病之间的关系. 其后的几周, 
GABA(B)没有显著的变化, GABA(B)受体在早

期的显著升高, 到后期相对于基点的没有变化, 
其具体的生物学意义尚未可知. 

本组研究表明, 建模7 wk时的基因合成最

为活跃. 与肝纤维化发生明确相关的α-SMA、

TGF-β、胶原Ⅰ和胶原Ⅲ分别增加19.2、2.1、
37.5和183.5倍. 可见7 wk是模型组大鼠肝纤维化

发生的关键期. 到12 wk初步形成假小叶时, 只有

α-SMA和胶原Ⅰ增加显著, TGF-β和胶原Ⅲ变化

均不明显, 其中胶原Ⅰ在12 wk时增加20.1倍, 而
胶原Ⅲ增加了4.4倍, 由此可见, 在肝纤维化晚期

即肝硬化初期, ECM的合成主要以胶原Ⅰ为主, 
胶原Ⅲ次之. α-SMA的表达与肝纤维化水平呈

正相关, 这与国外的研究结果是一致的[24]. 
T G F-β是一组具有多种功能的蛋白多肽,

已有研究证明, 他在ECM的产生、修饰以及成
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图  1  肝纤维化程度与α-SMA表达水平呈正相关. A, D, G, J: HE染色(×100); B, E, H, K: Masson染色(×100); C, F, I, L: 
α-SMA免疫组织化学(×100); A-C: 对照组6 wk; D-F: 模型组6 wk; G-I: 模型组7 wk; J-L: 模型组12 wk. 

A B C

D E F

G H I

J K L

■应用要点
本研究初步发现
GABA(B)受体在
肝纤维化早期表
达增加 ,  其具体
的生物学意义尚
未明确 ,  本课题
组将通过进一步
的动物实验来深
入探讨GABA(B)
受体在肝纤维化
中的调节机制 , 
从而为抗纤维化
药物的研制提供
新的靶点. 
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分的变化、细胞黏附、细胞之间的相互作用中

发挥着重要作用. 肝纤维化时, 活化的HSCs是
细胞外基质的主要来源, 虽然多种因子参与了

HSCs的活化, 但TGF-β是最有效的刺激因子之

一. 他有激活HSCs并促使其转化为肌成纤维细

胞、合成大量EC M、抑制肝细胞再生、激活

转录因子NF-κB, 引起一系列靶基因激活等作

用[27-29]. 在CCl4诱导的实验性大鼠肝纤维化模

型中, TGF-β在7 wk时明显升高, 达2.1倍, 6 wk
模型组TGF-β水平较对照组增加了2.9倍, 可见

TGF-β在肝纤维化发生中的重要作用. 理论上

CCl4诱导的肝纤维化程度呈进展性发展, HE和
马苏染色也揭示了这样的一个过程. 但是7 wk
后, TGF-β水平呈下降趋势, 本研究只检测了

TGF-β1的表达, 有研究显示TGF-β1主要表达

于Kupffer细胞, 其次是星状细胞[30]. 本研究中

TGF-β水平和组织纤维化不一致的原因可能与

实验中称取的组织部位有关. 
本组前期的研究证明 ,  G A B A能够影响

HSCs的基因表达谱、刺激HSCs增殖相关基因

上调[8,11]. 本研究发现, GABA(B)受体基因表达

与其他肝纤维化相关基因一样, 在建模6-7 wk

的进程中第1次出现表达量升高, 即在肝纤维

化的早期, GABA(B)受体一过性升高, 到12 wk
时有所下降, 可能GABA(B)受体在肝纤维化的

早期促进了相关DNA的合成, Biju et al也发现

GABA(B)受体参与了肝细胞DNA的合成, 加入

GABA(B)受体激动剂可促进肝细胞DNA的合

成[31]. 6 wk时, GABA(B)受体表达水平和对照组

相比下降了50%, 提示GABA(B)受体可能对于

维持肝细胞的正常生理功能是必要的, 他在肝

脏等周边组织中的表达, 也提示他可能具有的

重要作用, 但是GABA(B)受体如何影响肝纤维

化发生发展, 甚至肝细胞再生等过程, 其具体机

制还有待于深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of lipid peroxidation 
in the development of severe acute pancreatitis 
(SAP) in rats with hyperlipemia (HP).

METHODS: Sprague-Dawley (SD) rats were 
administered intragastrically a high-fat diet for 
two weeks to induce experimental HP. SAP was 
induced by retrograde injection of 3.5% sodium 
taurocholate into the pancreatic duct. Fifty male 
Sprague-Dawley rats were randomly divided 
into four groups: normal control group, HL 
group, SAP group and HAP (HL+SAP) group. 
The levels of amylase (AMS), triglyceride (TG) 
and cholesterol (CH) in the serum were mea-
sured. The changes in the concentrations of 
malonaldehyde (MDA), superoxide dismutase 
(SOD), xanthine oxidase (XOD) and nitric oxide 
(NO) in the serum and pancreatic tissue were 

also measured. The pathological changes in the 
pancreas were evaluated under light micros-
copy.

RESULTS: The pathological changes in the pan-
creas were more severe in the HAP group than 
in the SAP group. The levels of MDA and XOD 
in the serum and pancreatic tissue were signifi-
cantly higher in the HAP group than in the SAP 
group (serum: 30.76 ± 2.67 nmol/mL vs 23.14 ± 
3.42 nmol/mL and 55.72 ± 10.49 U/L vs 45.78 ± 
8.98 U/L, both P < 0.01; pancreatic tissue: 4.33 ± 
0.48 nmol/mgprot vs 2.87 ± 0.45 nmol/mgprot 
and 5.57 ± 0.63 U/gprot vs 4.33 ± 0.79 U/gprot, 
both P < 0.01), while the levels of SOD and NO 
in the serum and pancreatic tissue were signifi-
cantly lower in the HAP group than in the SAP 
group (serum: 85.46 ± 13.56 U/mL vs 97.16 ± 
13.77 U/mL and 31.72 ± 10.50 μmol/L vs 52.97 
± 6.01 μmol/L, both P < 0.05; pancreatic tissue: 
22.65 ± 3.85 U/mgprot vs 27.88 ± 4.43 U/mgprot 
and 1.09 ± 0.21 μmol/gprot vs 1.48 ± 0.40 μmol/
gprot, both P < 0.05).

CONCLUSION: Hyperlipemia can aggravate 
pancreatic pathological changes caused by se-
vere acute pancreatitis in rats perhaps through 
induction of lipid peroxidation.

Key Words: Hyperlipemia; Severe acute pancreati-
tis; Lipid peroxidation; Oxygen free radicals
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摘要
目的: 观察高脂血症对大鼠急性胰腺炎病情
的影响, 探讨脂质过氧化损伤在伴高脂血症重
症急性胰腺炎(SAP)中的作用及其机制. 

方法: SD大鼠脂肪乳剂灌胃2 wk建立高脂血
症模型, 逆行胰胆管注射3.5%牛磺胆酸钠诱
发SAP模型. 将大鼠50只随机分为4组: 正常组
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P )具有起病
急、并发症多、
死亡率高等特点, 
属临床危重急症, 
高脂血症尤以高
甘油三酯血症与
SAP关系密切. 目
前认为急性胰腺
炎(AP)及全身并
发症的发生与氧
自由基所致的损
伤有关, 一氧化氮
及氧自由基在AP
发病中的作用逐
渐受到重视, 脂质
过氧化损伤被认
为是AP的病理生
理变化基础.

■同行评议者
沈柏用 ,  副教授 , 
上海市交通大学
医学院瑞金医院
肝胆胰外科中心



(n  = 10); 高脂血症对照组(HL组, n  = 10); SAP
组(n = 15); 伴高脂血症SAP(HAP, n  = 15). 检
测血清淀粉酶(AMS)、甘油三酯(TG)及胆固
醇(CH)水平, 并检测血清及胰腺组织的丙二
醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、黄嘌呤
氧化酶(XOD)、一氧化氮(NO), 观察胰腺组织
病理改变. 

结果: HAP组胰腺组织病理改变较SAP组严
重; HAP组血清及胰腺组织MDA、XOD水平
显著高于SAP组(血清: 30.76±2.67 nmol/mL 
vs  23.14±3.42 nmol/mL, 55.72±10.49 U/L vs  
45.78±8.98 U/L, 均P <0.01; 胰腺组织: 4.33±
0.48 nmol/mgprot vs  2.87±0.45 nmol/mgprot, 
5.57±0.63 U/gprot vs  4.33±0.79 U/gprot, 均
P <0.01); 其血清及胰腺组织SOD、NO水平
显著低于SAP组(血清: 85.46±13.56 U/mL 
vs  97.16±13.77 U/mL, 31.72±10.50 μmol/L 
vs  52.97±6.01 μmol/L, 均P <0.05; 胰腺组
织: 22.65±3.85 U/mgprot vs  27.88±4.43 U/
mgprot, 均P <0.01; 1.09±0.21 μmol/gprot vs  
1.48±0.40 μmol/gprot, 均P <0.05).

结论: 高脂血症可加SAP的胰腺病理改变; 脂
质过氧化损伤可能在高脂血症加重SAP的机
制中发挥重要作用.

关键词: 高脂血症; 重症急性胰腺炎; 脂质过氧化; 

氧自由基
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
具有起病急、并发症多、死亡率高等特点, 属
临床危重急症, 高脂血症尤以高甘油三酯血症

与S A P关系密切. 我国台湾地区的1项临床流

行病学调查发现, 高甘油三酯血症占全部急性

胰腺炎病因的12.3%[1], 动物实验也证实其能加

重胰腺炎的病理损害[2-3]. 目前认为急性胰腺炎

(acute pancreatitis, AP)及全身并发症的发生与

氧自由基所致的损伤有关[4-5], 一氧化氮(ni t r ic 
oxide, NO)及氧自由基在AP发病中的作用逐渐

受到重视, 脂质过氧化损伤被认为是AP的病理

生理变化基础[6]. 本研究建立了伴高脂血症的

SAP大鼠模型, 通过对丙二醛(malonaldehyde, 
MDA)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
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SOD)、黄嘌呤氧化酶(xanthine oxidase, XOD)、
NO指标的观察, 初步探讨脂质过氧化损伤对高

脂血症大鼠SAP的作用及机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠, 清洁级, 体质量200-220 
g, 共50只, 购自福建医科大学动物实验中心. 牛
磺胆酸钠购自Sigma公司. MDA、SOD、XOD
和NO测定试剂盒购自南京建成生物工程研究

所. 胆酸钠、胆固醇购自北京双旋培养基厂.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 实验大鼠随机分为4组: 正常

组(n  = 10): 均衡饲料饲养2 wk, 开腹仅翻动胰腺

后关腹; 高脂血症对照组(hyperlipemia controls, 
HL组, n  = 10): 均衡饲料饲养+自制脂肪乳剂灌

胃2 wk, 开腹翻动胰腺后关腹; 重症急性胰腺炎

组(SAP组, n  = 15): 均衡饲料饲养2 wk, 逆行胰

胆管注射35 g/L牛磺胆酸钠溶液诱发SAP; 高脂

血症SAP组(HAP组, n  = 15): 均衡饲料饲养+自
制脂肪乳剂灌胃2 wk, 逆行胰胆管注射35 g/L牛
磺胆酸钠溶液诱发AP. 
1.2.2 自制脂肪乳剂灌胃法建立大鼠高脂血症
模型: 脂肪乳剂配方参照刘明法[7]加以改进: 200 
g/L猪油+100 g/L胆固醇+200 g/L吐温80+20 g/L
胆酸钠+10 g/L丙基硫氧嘧啶+适量蒸馏水. HL
组及HAP组每日予脂肪乳剂灌胃1次, 剂量为1 
mL/100 g体质量, 共2 wk; 逆行胰胆管注射牛磺

胆酸钠溶液建立大鼠SAP模型: 采用传统的Aho
法[8]建立模型, 术前禁食12 h, 不禁水, 20 g/L戊
巴比妥钠腹腔内注射麻醉, 将35 g/L牛磺胆酸钠

溶液以微量泵恒速注入胰胆管内, 以1 mL/kg体
质量、0.2 mL/min的速度注射完毕, 保持压力8 
min后除去血管夹, 逐层关腹. 
1.2.3 标本处理与检测: 模型制作完成6 h后取材: 
腹主动脉取血, 离心提取血清备测; 取胰腺组织

制作病理切片, HE染色, 光镜下观察胰腺组织病

理改变, 参照Grewal法[9]定量评估; 取胰腺组织

制作匀浆待测.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 

使用S P S S12.0统计软件, 行单因素方差分析

(ANOVA)和组间两两比较, 以P <0.05为有显著

性意义.

2  结果

2.1 大鼠一般情况 至模型制备完毕6 h后取材时, 
50只大鼠全部存活, 其中正常组及HL组大多活

动如常, SAP及HAP组大鼠精神萎靡、平卧休息.

www.wjgnet.com

■研发前沿
高脂血症作为AP
的高危因素已日渐
受到人们的关注.
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2.2 血清淀粉酶、甘油三酯及胆固醇值 SAP组
血清A M S值较正常组明显升高, H A P组血清

AMS值较SAP组下降; 脂肪乳剂灌胃2 wk后, HL
组血清甘油三酯、胆固醇值与正常组比较均明

显升高(表1).
2.3 光镜下胰腺病理改变 正常组未见明显胰腺

组织病理改变; HL组可见炎症细胞增多, 部分细

胞内可见脂质空泡形成; SAP及HAP组均见水

肿、炎症细胞浸润、出血、坏死等改变, 与正

常组比较具有统计学意义; HAP组的坏死评分

显著高于SAP组(表2, 图1).
2.4 血清及胰腺组织MDA、SOD、XOD、NO水
平 发生胰腺炎的大鼠血清及胰腺组织MDA、

XOD水平均明显高于正常组和HL对照组; SAP
组HAP组血清及胰腺组织MDA、XOD水平显

著高于SAP组; HAP组血清及胰腺组织SOD、

NO水平低于正常组和HL对照组, 也显著低于

SAP组(表3-4).

表  1  血清淀粉酶、甘油三酯及胆固醇水平

     
分组	             n		     淀粉酶(U/L)	               甘油三酯(mmol/L)	               胆固醇(mmol/L)

正常组	          10	              1078.00±179.90		  0.44±0.13		  1.82±0.14

HL组	          10	                882.33±88.90		  1.37±0.18b		  4.19±1.32b

SAP组	          15	              5480.75±2087.51b		  0.67±0.08b		  1.86±0.21

HAP组	          15	              2877.67±1669.90c		  0.86±0.10b		  7.24±3.69b

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  SAP组.

表  2  胰腺组织病理评分

     
分组		    水肿		           坏死		          炎症		              出血

正常组	              0.40±0.52		    0		     0.20±0.35	       0

HL组	              1.10±1.10		    0		     2.10±0.99b	       0

SAP组	              3.27±0.70b		   2.40±1.06b	    3.07±0.80a	       0.80±0.41b

HAP组	              3.67±0.49b		   3.40±0.74bc	    3.60±0.51b	       1.00±0.00b

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  SAP组.

A B

C D

图  1  各组大鼠胰
腺组织病理组织学
表现(HE×400). A: 
正常组; B: HL组; C: 

SAP组; D: HAP组.

■应用要点
通过脂肪乳剂灌
胃法建立H L模
型 具 有 造 模 时
间短、可定量控
制、模型稳定等
优点, 牛磺胆酸钠
逆行胰胆管注射
诱发SAP模型是
目前较为成熟且
应用广泛的造模
方法 ,  此法诱发
AP模型在病因、
发病机制及组织
病理改变等方面
均与临床上的急
性出血坏死性胰
腺炎相似.
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3  讨论

高脂血症作为AP的高危因素已日渐受到人们的

关注. 根据Frederickson分型, 高脂血症可分为5
型, 临床上以TG升高为主的Ⅰ型、Ⅳ型和Ⅴ型

高脂血症患者更倾向于发生AP[10]. 通过脂肪乳

剂灌胃法建立HL模型具有造模时间短、可定量

控制、模型稳定等优点, 牛磺胆酸钠逆行胰胆

管注射诱发SAP模型是目前较为成熟且应用广

泛的造模方法[11-12], 此法诱发AP模型在病因、

发病机制及组织病理改变等方面均与临床上

的急性出血坏死性胰腺炎相似. 本研究中HL组
大鼠血清甘油三酯平均水平达到正常组的3.11
倍, 血清胆固醇为2.30倍, 均有统计学意义. SAP
组大鼠与正常组比较, 血清淀粉酶值显著升高, 
SAP组与HAP组大鼠胰腺组织病理证实均有严

重的水肿、炎症细胞浸润、出血及坏死表现, 
因此认为联合上述两法建立高脂血症相关的

SAP大鼠模型是有效可行的. 
脂质过氧化是一个发生在组织细胞膜性成

分由自由基介导的过程, 在AP早期氧自由基就

大量产生, 参与胰腺组织的病理损伤[13]. 本实验

显示SAP造模6 h后即SAP早期, 血清及胰腺组

织MDA、XOD水平均明显高于正常组, SOD下

降, 胰腺组织出现严重的出血及坏死改变, 表明

SAP早期氧自由基大量产生, 存在胰腺组织脂质

过氧化损伤, 而体内的抗氧化剂SOD明显降低, 

因此脂质过氧化损伤可能是SAP早期的病理生

理变化基础. 李雷 et al [14]研究还发现在SAP早期, 
胰腺、心、肺等组织MDA含量升高, SOD活性

下降, 存在多个器官组织的脂质过氧化损害. 
高脂血症不仅引起血粘度增高, 血流动力

学异常, 亦能引起超氧阴离子自由基增多. 胰腺

毛细血管中高浓度的胰脂酶使血清甘油三酯水

解产生大量的游离脂肪酸(free fatty acid, FFA), 
并可能通过以下机制导致胰腺组织损伤: 通过

脂质过氧化作用损伤细胞膜; FFA增多, 诱发酸

中毒, 激活胰蛋白酶原, 腺泡细胞自身消化及胰

腺炎的病理损害加重; 引起胰腺毛细血管内皮

细胞损伤, 导致微循环障碍[15]. 高脂饮食喂养可

使大鼠体内脂质过氧化反应增强, 抗氧化能力

下降, 存在明显的脂质过氧化损伤[16]. 国内倪鸿

昌 et al [17]通过建立大鼠高脂血症性脂肪肝模型, 
发现脂肪乳剂灌胃2 wk时, 肝脏组织的MDA值

明显升高、SOD降低, 到第3周时, 血清中MDA
值亦升高、SOD水平则下降. 本实验通过脂肪

乳剂灌胃2 wk建立大鼠HL模型, 发现HL组血清

MDA水平较正常组显著升高, 提示体内自由基

增多, 并存在脂质过氧化损伤作用, 但在胰腺组

织还没有观察到这一现象. HAP组血清及组织中

MDA、XOD水平高于SAP组, 而SOD值降低, 说
明有高脂血症的SAP大鼠的脂质过氧化损害高

于单纯SAP大鼠, 同时HAP组胰腺组织坏死分数

表  3  各组血清MDA、SOD、XOD、NO水平

     
分组	             n

		     			      血清

		             MDA(μmol/L)	                 SOD(kU/L)		      XOD(U/L)	 NO(μmol/L)

正常组	          10	         12.35±2.62	         125.38±13.27             36.45±4.54              83.22±4.63

HL组	          10	         15.26±1.65a	         120.63±11.08             33.63±5.59              80.28±8.24

SAP组	          15	         23.14±3.42b	           97.16±13.77b            45.78±8.98b             52.97±6.01b

HAP组	          15	         30.76±2.67d	           85.46±13.56c            55.72±10.49d           31.72±10.50d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组.

表  4  各组胰腺组织MDA、SOD、XOD、NO水平

     
分组	             n

		     			      胰腺组织

		        MDA(nmol/mgprot)        SOD(U/mgprot)              XOD(U/gprot)             NO(μmol/gprot)

正常组	          10	           0.52±0.08	            40.38±6.67                2.62±0.45                2.13±0.37

HL组	          10	           0.55±0.12	            36.84±5.53                2.84±0.45                2.11±0.42

SAP组	          15	           2.87±0.45b	            27.88±4.43b               4.33±0.79b               1.48±0.40b

HAP组	          15	           4.33±0.48d	            22.65±3.85d               5.57±0.63d               1.09±0.21c

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  SAP组.

■同行评价
本研究动物实验
设计合理, 实验过
程目的明确, 结果
可信, 对急性胰腺
炎的发病转归有
一定的参考价值.
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高于SAP组, 即病理损害重于SAP组, 推测脂质

过氧化损伤可能在高脂血症加重SAP的机制中

发挥作用. 
由于NO在调节胰腺微循环、氧化作用、诱

导细胞凋亡等方面的作用, 其在AP发病机制中

的作用受到广泛关注. 给予小剂量NO供体L -精
氨酸(L -arg)可减轻胰腺组织病理损害, 而给予一

氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)抑制剂可

加重胰实质病变[18]. 因此认为胰腺病理损害的减

轻与NO可能呈剂量依赖性. 目前对NO在AP发
生过程中的作用仍然存在某些争议, 是抗氧化

应激或启动脂质过氧化[19-20], 尚需进一步实验证

实. 本研究提示SAP组大鼠血清及组织NO水平

低于正常组, 这与多数文献的报道是一致的. NO
还可中和氧自由基, SOD通过阻止超氧化物与

NO反应的机制, 部分地延长了NO的生理性保护

作用. 但也有作者认为NO本身属于自由基, 大剂

量的NO可与周围的超氧阴离子迅速反应, 从而

启动脂质过氧化过程. 因此, 体内NO等自由基的

平衡及氧化-抗氧化机制紊乱可能在SAP发病中

起重要作用[21-22].
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Abstract
AIM: To observe the regulatory effects of the 
nucleus ambiguous (NA) on interleukin-6 
expression in inflammatory bowel disease 
(IBD) and investigate the role of NA in the 
development and progression of IBD.

METHODS: Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) 

was used to induce colitis in rats. After stereo-
tactic localization of the NA, electrical stimula-
tion was applied. Real-time polymerase chain 
reaction was utilized to detect the expression of 
IL-6 mRNA in the colon, thymus, spleen and pe-
ripheral blood lymphocytes in rats with TNBS-
induced colitis following acute electrical stimu-
lation. 

RESULTS: After acute electrical stimulation, 
the expression levels of IL-6 mRNA signifi-
cantly increased in the colon, thymus, spleen 
and peripheral blood lymphocytes in rats with 
TNBS-induced colitis (3.26E-02 ± 5.83E-03 vs 
5.12E-03 ± 6.86E-04, 5.52E-02 ± 9.56E-03 vs 
2.04E-02 ± 3.58E-03, 3.42E-02 ± 7.19E-03 vs 
2.91E-03 ± 3.41E-04 and 8.12E-03 ± 4.24E-04 vs 
3.74E-03 ± 5.73E-04, respectively; all P < 0.01), 
whereas those in normal control rats and sham-
stimulated rats showed no obvious changes (all 
P > 0.05). 

CONCLUSION: The NA can positively regulate 
the expression of cytokine IL-6 in IBD rats and 
may play a regulatory role in the development 
and progression of IBD. 

Key Words: Electrical stimulation; Nucleus ambigu-
ous; Inflammatory bowel disease; Interleukin-6

Yuan CP, Wang W, Mu LZ, Yang ZQ, Wang XP, 
Shang XL, Jiang YF, Zhang F, Zhang XL, Liu D, Liu JX. 
Acute electrical stimulation of the nucleus ambiguous 
upregulates the expression of interleukin-6 mRNA in rats 
with trinitrobenzenesulfonic acid-induced colitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 2566-2570

摘要
目的: 探讨疑核对炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD)相关细胞因子IL-6的调控
作用, 以及在IBD发生发展过程中发挥的作用. 

方法: 三硝基苯磺酸(TNBS)诱导IBD大鼠动
物模型, 采用脑立体定位技术和电生理方法, 
应用Real-time PCR方法来检测急性电刺激疑
核前后IBD大鼠结肠、胸腺、脾脏、外周血

®

■背景资料
I B D是一种在我
国及欧美等诸多
国家极为普遍得
慢性胃肠道疾病. 
I B D的病因和发
病机制尚未明确, 
目前认为免疫因
素 ,  特别是T h 1 /
Th2免疫应答失衡
是引起 I B D发病
的主要原因之一.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室; 王小众, 教授, 
福建医科大学附
属协和医院消化
内科
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淋巴细胞中IL-6 mRNA表达水平的变化.  

结果: 经急性电刺激疑核后, IBD模型大鼠结
肠、胸腺、脾脏及外周血淋巴细胞中I L-6
的mRNA转录水平均显著升高(3.26E-02±
5.83E-03 vs  5.12E-03±6.86E-04, 5.52E-02±
9.56E-03 vs  2.04E-02±3.58E-03, 3.42E-02±
7.19E-03 vs  2.91E-03±3.41E-04, 8.12E-03±
4.24E-04 vs  3.74E-03±5.73E-04, 均P <0.01), 
而假刺激组和对照组没有明显变化(P >0.05). 

结论: 疑核对IBD大鼠相关细胞因子IL-6具
有一定的调控作用, 且以正调控作用为主, 并
且在IBD发生发展过程中可能发挥着重要的
作用. 

关键词: 电刺激; 疑核; 炎症性肠病; 白介素6
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种累及胃肠道的慢性炎症性疾病, 目前其病

因和发病机制尚不明确, 多数研究[1]认为细胞因

子, 尤其是致炎因子与抗炎因子失衡在IBD发病

过程中起着极其重要的作用. IL-6被视为细胞因

子网络的核心成员之一, 是由多种细胞产生的

一种具有多种生物学活性的刺激因子, 其在多

种自身免疫及肿瘤疾病中均有异常, 并与这些

疾病的病理过程及病情严重程度有关. 为了探

讨细胞因子IL-6、IBD、疑核三者之间的联系, 
我们利用TNBS诱导IBD大鼠动物模型, 采用脑

立体定位技术和电生理方法, 并应用Real-time 
PCR方法来检测急性电刺激疑核前后IBD大鼠

结肠、胸腺、脾脏、外周血淋巴细胞中I L-6 
mRNA表达水平的变化, 为进一步探讨IBD的发

生发展及其与神经-内分泌-免疫网络的关系提

供了实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 未成年♀Wistar大鼠60只, 体质量150±
10 g, 清洁级(由吉林大学基础医学部实验动物中

心提供), 随机分3组, 空白对照组10只, 模型组50
只. 放置于22-24℃、湿度<60%、噪声<50 db的
环境中, 分笼饲养, 正常饮水摄食; 5% TNBS购自

Sigma公司. 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 将5% TNBS与无水乙醇以体

积比2∶1配成混合液, 按每只大鼠0.1 mL/100 g
对模型组进行直肠灌注[2], 对照组给予等体积的

生理盐水. 灌注后, 正常进食饮水. 灌注7 d后, 将
模型组随机平均分为3组, 分别为对照组、假刺

激组和刺激组. 分别将正常组、模型对照组、

假刺激组和刺激组大鼠进行脑立体定位. 参考

Gerge et al [3]定位大鼠疑核. 根据图谱, 疑核密集

区的坐标为Bregma(-12.00)-(-12.84) mm, 左右

1.98-2.38 mm, 深度9.22-9.68 mm. 按照坐标, 采
用大脑立体定位, 将刺激电极(直径0.2 mm)深
入大脑内部疑核位置. 用刺激器进行电刺激(刺
激参数: 波宽5 ms, 频率100 Hz, 电流强度50-100 
μA, 持续时间60 s). 待1 h后, 改变电流方向, 并
将电流强度调至200 μA, 通直流电10 s烧毁刺激

的疑核位置[4], 作为标记. 然后通过心脏采血进

行淋巴细胞的分离, 快速取大鼠结肠、胸腺、

脾脏组织, 冷冻于液氮中, 用于后期的Real-time 
PCR的实验; 并打开头颅, 暴露并取出大脑, 快速

冷冻于预冷的正己烷中. 用冰冻切片机做30 μm
冠状切片, 进行常规HE染色.  
1.2.2 IL-6和GAPDH的引物和探针引物的设计: 
根据GenBank中大鼠IL-6、GAPDH的基因序列

设计引物见表1. 引物均由上海生物工程技术有

限公司合成.  
1.2.3 大鼠IL-6和GAPDH的克隆: 按照TRIzol
使用说明提取大鼠结肠、胸腺、脾脏及淋巴

细胞总RNA. 以各基因特异性引物进行反转录

和PCR扩增, 其中反转录体系为: 总RNA 2 μL, 
Oligo-dT Primer(10 μmol/L)1.0 μL, DEPC H2O 
9.5 μL, 5×Buffer 4.0 μL, dNTP Mixture(2.5 
mmol/L) 2.0 μL, Reverse Transcriptase(5 U/μL) 
1.0 μL, Rnase Inhibitor(40 U/μL) 0.5 μL. 混匀后

置于42℃水浴90 min, 90℃水浴5 min, 冰浴冷却

备用. PCR扩增反应体系为: H2O 17.5 μL, 10×
PCR Buffer 2.5 μL, dNTP Mixture(2.5 mmol/L) 
2 μL, 上下游引物(10 μmol/L)各1 μL, 反转录

产物1 μL, Ex Taq(5 U/μL)0.1 μL. 反应条件为: 
95℃预变性3 min; 95℃变性30 s, 62℃退火45 s, 
72℃延伸30 s, 35个循环; 72℃延伸5 min. 并将

获得的基因片段连接至pMD18-T, 进行PCR鉴

定及测序. 
1.2.4 IL-6 mRNA水平的定量检测: 对鉴定正确

的GAPDH和IL-6质粒重新转化扩增, 提取质

■相关报道
李巨浪 et al研究发
现急性电刺激家
兔疑核, PHA诱导
的外周血淋巴细
胞转化活动明显
增强, 并且在刺激
后其外周学T淋巴
细胞百分率明显
提高. 梅英武 et al
研究发现急性电
刺激大鼠疑核, 可
使脾脏淋巴细胞
增殖, 并使其分泌
IL-2、IL-6的能力
明显增强.

■研发前沿
延髓疑核是一特
殊的内脏神经核
团, 他与中枢神经
系统和外周器官
建立着广泛的神
经联系, 并且在调
节T细胞介导的
免疫中发挥重要
作用. 
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粒, 进行梯度稀释, 制作Real-time PCR标准曲

线. 反应体系为: 反转录产物1 μL, Taqman Real-
time PCR Master Mix 12.5 μL, 上下游引物及探

针各1 μL, H2O 8.5 μL. 反应条件: 95 ℃预变性

3 min; 95℃变性30 s, 62℃退火45 s, 72℃延伸30 
s, 35个循环; 72℃延伸5 min. 将备好的结肠、

胸腺、脾脏及淋巴细胞的样品分别进行Real-
time PCR检测. 用建立的荧光定量PCR测定, 并
绘制出标准曲线给出标准曲线的表达式. 他们

分别为: GAPDH: y = -3.174230x+32.527992, R2 
= 0.999347; IL-6: y = -3.53097x+32.527992, R2 = 
0.999279. 我们的实验结果采用相对定量即IL-6
初始浓度/GAPDH初始浓度表示, 根据样品荧光

定量扩增曲线和SPSS13.0软件分析, 得出急性电

刺激疑核前后IL-6, GAPDH mRNA在IBD大鼠

不同组织及外周血淋巴细胞中的表达. 
统计学处理 各组数据结果以mean±SD表

示. 统计用SPSS13.0软件包, 实验结果进行单因

素方差分析和LSD检验. 

2  结果

2.1 疑核定位的组织学鉴定 将疑核定位后的冰

冻切片进行HE染色, 图片左侧的空白位置就是

疑核烧毁部位, 而右侧箭头所指即为疑核部位 
(图1). 
2.2 IL-6、GAPDH基因重组质粒构建 成功提取

大鼠结肠、胸腺、脾脏及淋巴细胞总RNA, 电
泳后, 在紫外灯下可见28S、18S、6S 3条清晰的

条带(图2A). 以结肠、胸腺、脾脏及外周血淋巴

细胞总RNA为模板, 以GAPDH、IL-6基因特异

性引物进行反转录和PCR扩增, 分别获得了95、
80 bp的基因片段, 与预期目的片段大小一致(图
2B-C). 分别将PCR产物连接转化, 提取质粒, 并
进行质粒的PCR鉴定(图3). 
2.3 样品荧光定量P C R 急性电刺激疑核前后

IL-6, GAPDH mRNA在IBD大鼠不同组织及外

周血淋巴细胞中的表达见表2. 

3  讨论

I B D是一种病因未明的慢性非特异性的肠道

炎症性疾病, 包含两个独立的疾病, 溃疡性结

肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD). 他可能与多种因素有关, 目前仍

假设由遗传易感性、胃肠道益生菌与致病菌失

衡、肠上皮细胞完整性受损以及宿主免疫功能

失调等综合因素的作用而致病[1]. 而神经内分泌

免疫调节网络已逐渐为大家所认识, 中枢神经

表  1  Real-time PCR的引物和探针

     
基因 

    引物和	       
序列(5'-3')

	             片段大小

               探针			                     (bp)

GAPDH  F    CTGACCTGCCGTCTGGAGAA		9 5

              R    TAGCCCAGGATGCCCTTGAG	

              P    CCTCGGACGCCTGCTTCACCACCT	

IL-6       F    GCCCTTCAGGAACAGCTATGA	 80

              R    TGTCAACAACATCAGTCCCAAGA	

              P    CTCTCCGCAAGAGACTTCCAGCCAGTT	

■应用要点
本文研究疑核对
I B D相关细胞因
子 IL-6的调控作
用 ,  以期为探讨
I B D的发生发展
及其与神经-内分
泌-免疫网络的关
系奠定基础, 为进
一步丰富和完善
神经 -内分泌 -免
疫网络学说提供
实验依据, 为IBD
的防治提供新的
思路.

■创新盘点
本文从神经-内分
泌-免疫调节网络
和免疫稳态调节
的角度出发, 探讨
了疑核与 I B D之
间的关系.
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系统可通过下丘脑-垂体-肾上腺轴和交感神经

系统广泛地影响机体免疫和内分泌系统[5]. 延髓

疑核是一个特殊的内脏神经核团, 属于迷走神

经核, 含有多种神经元, 形态学研究表明: 支配

胃的迷走神经的节前神经元大部分位于迷走神

经运动背核(DMV), 一小部分位于疑核(NA). 大
量资料表明: 来自疑核的神经元纤维主要支配

着胃肠道的平滑肌[6-7]. 许多研究表明, IBD的发

生与多种细胞因子的作用关系密切. 细胞因子

(cytokine, CK)是多种细胞所分泌的, 能调节细胞

生化分化、调节免疫功能、参与炎症发生和创

伤愈合等小分子多肽的统称[8-9]. 其中IL-6是某些

自身免疫性疾病中的关键性炎症因子, 与许多

疾病的发生与转归密切相关[10-12]. 因而, IL-6在
慢性肠道炎性反应的发病机制中起着至关重要

的作用[13-14]. 本研究发现, 在未刺激情况下, 模型

组结肠、胸腺、脾脏及外周血淋巴细胞中IL-6
的mRNA转录水平均高于正常组. 因为IL-6在急

性炎症反应中的作用主要表现为多种细胞的促

炎作用和诱导肝组织产生急性反应蛋白, 故活

动期IBD大鼠在结肠等组织中IL-6水平比正常

大鼠显著升高[15]. 然而急性电刺激疑核后, 模型

组结肠、胸腺、脾脏及外周血淋巴细胞中IL-6
的mRNA转录水平均显著高于假刺激组和对照

组, 证明在这些组织中IL-6的表达量经疑核电刺

激后有明显升高, 其中在胸腺中最为明显. 因为

T细胞由一群功能不同的异质性淋巴细胞组成, 
并在中枢淋巴器官胸腺内分化成熟为Th1、Th2

表  2  急性电刺激疑核前后IL-6 mRNA在IBD大鼠不同组织中的表达 (mean±SD)

     
组织		                对照组		              假刺激组		               刺激组

结肠

    正常组		 1.41E-04±3.49E-05	 1.57E-04±1.00E-05	 2.35E-04±3.94E-05

    模型组		 5.12E-03±6.86E-04	 3.98E-03±5.72E-04	 3.26E-02±5.83E-03b

胸腺

    正常组		 4.69E-03±8.27E-04	 5.37E-03±7.74E-04	 8.95E-03±7.41E-04a

    模型组		 2.04E-02±3.58E-03	 1.41E-02±4.12E-03	 5.52E-02±9.56E-03b

脾脏    

    正常组		 7.71E-04±8.06E-05	 7.10E-04±7.27E-05	 1.60E-03±2.56E-04

    模型组		 2.91E-03±3.41E-04	 3.44E-03±4.81E-04	 3.42E-02±7.19E-03b

外周血淋巴细胞	

    正常组		 8.25E-04±1.62E-04	 7.65E-04±3.80E-05	 1.73E-03±1.25E-04b

    模型组		 3.74E-03±5.73E-04	 3.62E-03±2.95E-04	 8.12E-03±4.24E-04b

aP<0.05, bP<0.01 vs  假刺激组、对照组.

1        2        3        4
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6S 95 bp

4       3     2      1     M

150 bp
100 bp
50 bp
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100 bp
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4       3     2      1     MA B C

图  2  总RNA提取和IL-6、GAPDH扩增. A: 大鼠组织总RNA; B: GAPDH PCR; C: IL-6; M: 50 bp DNA Marker; 1: 结肠; 2: 
胸腺; 3: 脾脏; 4: 外周血淋巴细胞.

图  3  pMD-IL-6、
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粒 P C R 鉴 定 .  M : 
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IL-6质粒; 2: pMD-

IL-6质粒PCR鉴定; 

3: pMD-GAPDH

质粒 ;  4 :  pMD-

GAPDH质粒PCR

鉴定.
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■名词解释
疑核 :  属迷走神
经核, 是一个特殊
的内脏运动核, 位
于延髓腹外侧的
网状结构中, 内含
肾上腺素能神经
元、乙酰胆碱能
神经元、肽能神
经元等多种神经
元. 他与中枢神经
系统和外周器官
建立着广泛的神
经联系.
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和Th3三种亚群后再运送到淋巴结和脾脏等免

疫器官[16]. 因而在刺激疑核后, 模型组胸腺中分

泌的IL-6的表达水平理应明显高于其他组织器

官. 另外, 在脾脏和结肠组织中, IL-6的表达水平

和变化趋势几乎一致. 脾脏是机体最大的免疫

器官, 含有大量的淋巴细胞和巨噬细胞, 是细胞

免疫和体液免疫的中心. 经急性电刺激模型组

疑核, Th2细胞通过血液循环从胸腺运送至脾脏

和结肠组织中产生大量的促炎因子IL-6, 从而介

导体液免疫应答[14]. 外周血液中的淋巴细胞由于

不断的运送至结肠和脾脏等免疫器官, 因此在

外周血液中由Th2细胞产生的IL-6的升高幅度低

于结肠组织和其他免疫器官. 但从整体变化趋

势来看, 急性电刺激疑核后, 模型组结肠等组织

中IL-6的mRNA转录水平均显著高于假刺激组

和对照组, 说明在IBD中, 疑核对IL-6呈现正调

控作用. 使其表达量显著升高, 但具体的调控机

制还有待于我们进一步研究. 
总之, 该实验为进一步探讨IBD的发生发展

与神经-内分泌-免疫网络的关系提供了实验依

据, 并很可能为IBD的防治提供新的思路. 
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明其临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研究), 结

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). (科学编辑: 李军亮 2009-09-08)
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Abstract
AIM: To investigate the role of the Janus kinase/
signal transducer and activator of transcription 
(STAT) signaling pathway in the pathogenesis 
of trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)-induced 
experimental colitis in rats.

METHODS: TNBS was used to induce experi-
mental colitis in rats. The rats were then intra-
peritoneally injected with rapamycin (RPM) and 
AG490 (a specific inhibitor of Janus kinase). Co-
lonic inflammation was evaluated by histology. 
Western blot was used to detect the expression 
of matrix metalloproteinase (MMP)-1, MMP-2, 

MMP-3 and ITMP-1 proteins in the colon. Gela-
tin zymography was used to examine the activ-
ity of MMP-2 in colitis.  

RESULTS: The pathological inflammation 
scores in the AG490 treatment group and RPM 
treatment group were significantly lower than 
that in the control group (5.50 ± 2.16 and 5.17 ± 
1.80 vs 8.53 ± 2.18, respectively; P = 0.012 and 
P < 0.05). The expression levels of MMP-1 and 
MMP-2 proteins in the AG490 treatment group 
and RPM treatment group were significantly 
lower than those in the control group (all P 
< 0.05). In contrast, there were no significant 
changes in the expression levels of MMP-3 and 
TIMP-1 proteins between the control group 
and the two treatment groups (both P > 0.05). 
Compared with the control group, the activity of 
MMP-2 was obviously reduced in the two treat-
ment groups (both P < 0.05). 

CONCLUSION: Inhibition of the JAK/STAT 
signaling pathway by AG490 or RPM reduces 
disease activity in TNBS-induced experimental 
colitis through downregulation of MMP-1 and 
MMP-2 mRNA expression in colonic tissue. 

Key Words: AG490; Rapamycin; Signal transducer 
and activator of transcription pathway; Experimen-
tal colitis; Matrix metalloproteinase

Yang J, Miao YL. Role of the Janus kinase/signal 
transducer and activator of transcription pathway in the 
pathogenesis of trinitrobenzenesulfonic acid-induced 
experimental colitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(25): 2571-2576

摘要
目的: 探讨抑制Janus激酶/信号转导和转录激
活子(JAK/STAT)通路在大鼠结肠炎发病机制
中的作用.

方法: 建实验性大鼠结肠炎模型后, 给予JAK
特异性抑制剂AG490和STAT抑制剂雷帕霉
素(RPM), 腹腔注射治疗1 wk后处死大鼠, 观
察结肠炎症改变并进行评分 ,  采用蛋白印
迹法(Western blot)检测MMP-1、MMP-2、

www.wjgnet.com

®

■背景资料
既往认为 I B D的
病因及发病机制
与感染因素、遗
传因素、免疫反
应异常等有关, 近
年来研究较热的
细胞因子网络备
受关注, 不少学者
把研究的方向转
向了信号转导与
炎症介质之间的
关系上, 炎症介质
及细胞因子可导
致机体多条信号
通路活化, 从而通
过他直接或间接
地介导炎症介质
的表达, 导致肠黏
膜受损产生 ;  而
JAK/STAT通路环
节少而简洁, 他把
细胞膜上感受的
信号直接传递到
核内-启动基因转
录, 因而引起人们
的普遍兴趣.

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科; 许玲, 副教
授, 中国人民解放
军第二军医大学
长征医院中医科



MMP-3、TIMP-1蛋白表达; 用明胶酶谱法检
测结肠组织中MMP-2的活性. 

结果: 与对照组相比, AG490治疗组肠道损伤
积分降低(5.50±2.16分 vs  8.53±2.18分, P  = 
0.012); RPM治疗组肠道损伤积分(5.17±1.80
分)较对照组低(P <0.05). AG490组和RPM组
MMP-1、MMP-2的蛋白质表达量均明显低于
对照组(均P <0.05), 而两实验组分别与对照组
比较其MMP-3、TIMP-1蛋白质表达均无明
显差异(均P >0.05). 与对照组相比, 两实验组
MMP-2的活性均显著下降(P <0.05).

结论: AG490和RPM通过阻断JAK/STAT信号
通路的活化能缓解大鼠结肠炎, 这一作用可能
是通过抑制MMP-1、MMP-2的表达来实现的.

关键词: AG490; 雷帕霉素; JAK/STAT信号转导通

路; 实验性结肠炎; 基质金属蛋白酶
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD), 属于原因不明的肠道非

特异性炎症疾病. 由于其病因和发病机制不明, 
给治疗带来很大的困难. 既往认为IBD的病因及

发病机制与感染因素、遗传因素、免疫反应异

常等有关, 近年来研究较热的细胞因子网络备

受关注, 不少学者把研究的方向转向了信号转

导与炎症介质之间的关系上, 炎症介质及细胞

因子可导致机体多条信号通路活化, 从而通过

他直接或间接地介导炎症介质的表达, 导致肠

黏膜受损产生; 而JAK/STAT通路环节少而简洁, 
他把细胞膜上感受的信号直接传递到核内-启动

基因转录, 因而引起人们的普遍兴趣[1]. 我们利

用TNBS诱发大鼠肠炎模型, 探索肠黏膜基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)的高

表达是否经过JAK/STAT途径传递信息, 开辟治

疗IBD的新途径.

1  材料和方法

1.1 材料 ♀、未育、健康的清洁级SD大鼠36
只, 体质量193-205 g, 购自昆明医学院实验动

物中心, TNBS购于美国Sigma公司; AG490购
于美国Calbiochem公司; RPM购于美国Biomol
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公司; BCA蛋白浓度测定试剂盒购于北京博奥

森生物技术有限公司; 兔抗大鼠MMP-1多抗、

MMP-2多抗、MMP-3多抗、TIMP-1多抗、

A C T I N多抗、H R P标记的羊抗兔I g G购于武

汉博士德公司; PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder(Fermentas). 
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: 参考Morris et al [2]的二次致炎

细胞免疫方法, 随机选24只SD大鼠, 轻度乙醚

麻醉, TNBS 30 mg溶于500 mL/L的乙醇中(共
0.85 mL), 用硅胶管从肛门插入8 cm灌肠. 3 wk
后再次从肠道灌入10 mg TNBS+0.25 mL生理盐

水, 造模慢性复发性大鼠结肠炎成功后, 将大鼠

随机分为2组, AG490组(n  = 12)将1 mg AG490
粉剂溶于二甲基亚砜(d ime thy l su lphox ide, 
DMSO)中, 配成50 g/L溶液, 注射时溶于0.4 mL
生理盐水中配成混悬液, JAK2抑制剂AG490 8 
mg/(kg·d)腹腔注射, 治疗7 d; RPM处理组(n  = 
12): 将RPM粉剂溶于DMSO中, 配成浓度为25 
g/L溶液, 注射时溶于0.4 mL生理盐水中配成混

悬液, RPM 0.4 mg/(kg·d)腹腔注射, 治疗7 d; 对
照组(n  = 12)生理盐水0.4 mL/d腹腔注射, 共7 d. 
治疗结束后, 乙醚麻醉后开胸摘除心脏处死大

鼠, 立刻(1 min内)开腹观察肠道病变, 距肛门6 
cm左右截断肠道, 置冰上, 沿系膜对侧纵行剖

开以冰盐水冲洗干净, 仔细观察肠道病变, 按照

Medina et al [3]的标准做出大体和组织损伤评分; 
另取结肠组织, 液氮速冻后于-70℃冰箱保存备

用. 次日从-70℃冰箱取出大鼠结肠组织. 称取

各组大鼠结肠组织100 mg将组织放于冰上, 将
其剪碎, 置于匀浆器中, 加入组织提取液, 匀浆

后离心, 并取其上清, 并置于-20℃保存. 蛋白质

浓度用BCA法测定. 
1 .2 .2  M M P s与T I M P -1的蛋白测定 :  采用

We s t e r n  b l o t法分析肠黏膜中M M P -1 (52 
kDa)、MMP-2(72 kDa)、MMP-3(57 kDa)、
ITMP-1(28.5 kDa)蛋白质表达. β-actin兔多克隆

抗体(42 kDa)作为内参. 每个样品取60 μg总蛋

白以2×上样缓冲液, 煮沸5 min. 将样品经10%
聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白, 4℃下电转至PVDF
硝酸纤维素膜上. 用50 g/L脱脂牛奶封闭后, 分
别加1∶400稀释的抗actin、MMP-1、MMP-2、
MMP-3及TIMP-1抗体4℃过夜. PBST洗膜后, 
再加1∶5000, HRP标记的IgG于室温孵育2 h, 
PBST洗膜后, 用化学增强荧光剂检验蛋白条带, 
柯达X光胶片曝光、显影. 数码照相后, Image J
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软件进行图像处理, 测定灰度值. 将同一张蛋白

印迹膜曝光后, 0.5% SDS洗脱抗体, 再用β-actin
进行孵育杂交以作为内参照. 
1.2.3 MMP-2的活性测定: 采用明胶酶谱分析法, 
SDS-PAGE的分离胶浓度为8%, 每毫升凝胶含2 
mg明胶, 浓缩胶为5%, 取90 μg总蛋白加等体积的

2×SDS非还原加样缓冲液, 室温下混匀后直接点

样, 4℃条件下恒压电泳(120 V)至溴酚蓝达凝胶

下沿. 电泳结束后, 凝胶置2.5% TritonX-100中漂

洗15 min×2次, 然后浸入反应缓冲液, 37℃孵育

9 h. 取出凝胶, 用0.5%考马斯亮蓝R250染色0.5 h, 
脱色液脱色至蓝色背景现出清晰的白色条带.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件. 所有

数据用mean±SD表示. 计量资料的多组数据比

较采用随机区组设计的方差分析, 组间的两两

比较采用q检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠的体质量和大便质地体质量和大便质地和大便质地 在第1次TNBS灌
肠后未给予治疗的3 wk内, 大鼠主要在第1周内

出现腹泻, 大便为黄色稀便, 或肛周体毛被稀便

沾染. 灌肠后第1周体质量明显降低(体质量明显降低(明显降低(P值分别为

0.000、0.000、0.000). 第2周体质量开始增加体质量开始增加开始增加

(P值分别为0.002、0.001、0.001), 腹泻症状开

始好转. 第3周后, 大便正常, 体质量逐渐恢复正体质量逐渐恢复正逐渐恢复正

常(P值分别为0.000、0.000、0.000). 第4周再次

给予TNBS灌肠后, 对照组直到处死前, 仍有腹

泻; 而雷帕霉素组与AG490处理组出现腹泻, 持
续3 d, 以后逐渐恢复正常. 第4周结束时, 雷帕

霉素组与AG490组体质量较对照组高(体质量较对照组高(较对照组高(P值均为

0.000). 逐周的体质量变化见表1.体质量变化见表1.变化见表1. 
2.2 大鼠结肠炎症的大体和组织评分 对照组(图
1A)结肠可见肠壁充血、水肿明显, 少数腹腔

粘连, 近端肠道扩张. 沿系膜缘剖开后见黏膜充

血、水肿、糜烂及溃疡形成, 几乎所有大鼠均

有肠壁增厚; 光镜下(图2A)病变主要位于黏膜

和黏膜下层, 少数出现在肌层, 甚至是全层炎症, 
以中性粒细胞、浆细胞、淋巴细胞浸润为主, 
黏膜及黏膜下层有单核细胞和巨噬细胞的浸润, 
甚至溃疡形成, 肠道损伤积分(包括大体和组织

学积分)为8.53±2.18. AG490处理组大体观察结

肠炎症较轻, 无明显糜烂和溃疡出现(图1B); 光
镜下观察可见黏膜及黏膜下层炎症明显减轻(图
2B), 肠道损伤积分为5.50±2.16, 低于对照组(t  
= 2.825, P <0.05). RPM处理组大体观察结肠炎症

较轻, 无明显糜烂和溃疡出现(图1C); 光镜下观

察可见黏膜及黏膜下层炎症明显减轻(图2C), 肠
道损伤积分为5.17±1.80, 低于对照组(t  = 3.963, 
P <0.01).
2.3 TNBS模型大鼠肠黏膜MMPs与TIMP-1的
蛋白表达 AG490组和RPM组MMP-1, MMP-2
表达量显著低于对照组, 差异有统计学意义(均
P <0.05). AG490组和RPM组MMP-3, TIMP-1表
达量与对照组差异无统计学意义(均P >0.05, 表2, 
图3).
2.4 TNBS模型大鼠肠黏膜MMP-2的活性 AG490
组和RPM组MMP-2(66 kDa)活性显著低于对照

组(P <0.05. 图4).

3  讨论

本研究采用TNBS二次致炎细胞免疫方法构建

表  1  对照组和雷帕霉素组、AG490处理组体质量的变
化 (g, mean±SD)

     
时间	    对照组	          雷帕霉素组	       AG490组

第1天   201.10±2.60     199.20±5.41	 198.70±5.54

第1周   175.90±5.13a    176.50±7.10a	 176.00±7.04a

第2周   184.50±6. 72c    186.70±5.86c	 187.30±4.50c

第3周   226.90±11.97e  225.98±13.00e   224.10±12.48e

第4周   204.80±6.59     234.30±11.02g	 232.10±10.94g

aP<0.05 vs 第1天; cP<0.05 vs 第1周; eP<0.05 vs 第2周; gP<0.05 

vs 对照组.

图  1  大鼠结肠黏膜大体观察. A: 对照组; B: AG490组; C: 
RPM组.

A

B

C
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实验性大鼠结肠炎模型, 第1次给予TNBS刺激

后, 大鼠出现腹泻、便血、体质量减轻等症状, 
急性期后症状渐缓解, 大鼠结肠炎进入慢性期; 
3 wk后再次给予小剂量的TNBS灌肠后病情复

发, 再次出现上述症状. 4 wk后处死大鼠, 观察

发现结肠肠壁黏膜充血、水肿、糜烂及溃疡形

成, 几乎所有大鼠均有肠壁增厚; 光镜下病变主

要位于黏膜和黏膜下层, 少数出现在肌层, 甚至

是全层炎症, 以中性粒细胞、浆细胞、淋巴细

胞浸润为主, 黏膜及黏膜下层有单核细胞和巨

噬细胞的浸润, 甚至溃疡形成, 肠道损伤积分明

显增高. 结果表明本研究的大鼠结肠炎模型构

建成功, 并且通过采用2次刺激法, 使大鼠在慢

性结肠炎的基础上再次出现急性结肠炎的表现, 
具有急、慢性结肠炎共存的特点, 类似于慢性

复发性炎症, 更接近人类IBD反复发作-缓解-复
发的慢性病程. 我们给予AG490与雷帕霉素治疗

TNBS大鼠结肠炎后, 动物体质量增加, 腹泻、便

血等症状好转, 大体观察结肠炎症较轻, 无明显

糜烂和溃疡出现; 光镜下观察可见黏膜及黏膜下

层炎症明显减轻, 本研究结果提示AG490与雷帕

霉素治疗能够有效抑制TNBS大鼠结肠炎的炎

症反应. 文献[4]报道AG490是JAK2的特异性抑

制剂, RPM是STAT的阻断剂, 他们通过阻断各自

激酶701位丝氨酸和727位酪氨酸磷酸化, 来阻断

下游激酶的活化进而抑制细胞的生理和病理效

应. 最近有多项研究[5-6]显示活化的STAT3通过调

节炎症反应在结肠炎发病机制中起着重要作用. 
在多种结肠炎动物模型中, Suzuki et al [7]均发现

活化STAT3的高表达; 另外, 有多个研究[5,8]也发

现在UC和DC患者炎症肠黏膜总STAT3和磷酸
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表  2  TNBS诱发结肠炎大鼠MMPs与TIMP-1蛋白表达(mean±SD)

     
分组                          MMP-1/β-actin	 MMP-2/β-actin	 MMP-3/β-actin	 TIMP-1/β-actin

对照组		  1.99±0.50	    1.90±0.69 	    2.27±0.42	    2.93±0.19

AG490组		  0.79±0.27a	    0.67±0.36a	    2.30±0.39	    2.91±0.17

RPM组		  0.88±0.14a	    0.80±0.54a	    2.24±0.40	    2.90±0.18

aP<0.05 vs  对照组.

图  2  大鼠结肠黏膜光镜观察(HE×100). A: 对照组; B: 
AG490组; C: RPM组.
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C
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图  3  肠黏膜中MMP-1、MMP-2、MMP-3及ITMP-1的蛋
白表达. 1-3: 对照组; 4-6: AG490组; 7-9: RPM组.

图  4  明胶酶谱分析结果. 1-3: AG490组; 4-6: RPM组; 
7-9: 对照组.
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■应用要点
通过干预 J A K /
S TAT通路调控
MMP的表达与活
性, 可能达到防御
或治疗 I B D的目
的. 这对未来治疗
I B D开辟了新的
途径.
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化的STAT3水平持续性升高, 且无论在动物模型

还是IBD患者炎症肠黏膜中活化的STAT3水平

都与这些组织炎症损伤程度呈正相关. 但Takeda 
et al [9]敲除了小鼠单核细胞的STAT3基因, 发现

STAT3基因缺失使小鼠对内毒素的敏感性增加, 
TNF-α、IL-1等炎性细胞因子的数量也增加, 提
示STAT3可能具有免疫抑制功能. STAT3在肠道

炎症反应中的作用尚需进一步深入研究. 
近年来有多位学者对MMPs在IBD中的表

达情况及其可能作用进行了研究, 以探索MMPs
在IBD发病及其病程进展中的作用, 结果令人

鼓舞. Danese et al [10]测定了52例UC患者病变

区MMPs及TIMPs的含量, 结果显示: MMP-1、
MMP-2、MMP-9和TIMPs在病变组织基质细

胞中表达; MMP-3在基质细胞和上皮细胞中均

表达; MMP-7则主要表达在溃疡边缘的上皮细

胞内, 而且其表达与炎症的严重度相关, 故认为

MMP-7的表达可作为评价UC炎症活动度的重

要指标. 有研究者对21例UC患者和21例CD患

者内镜结肠活检标本的MMP及其抑制物TIMP 
mRNAs的含量进行了测定, 结果显示, MMP-2、
MMP-14及TIMP-1的mRNAs含量在所有病变

标本中均显著增加, 其中MMP-1及MMP-3的
mRNA含量是正常组织的15倍, 因而推测MMPs
在I B D的组织破坏和重构中发挥重要作用 [11]. 
IBD不仅具有慢性消耗性特征, 可造成局部组织

的炎症坏死, 而且有导致局部癌变的可能. 因而,
研究如何有效阻断这一病变过程具有重要的现

实意义. 正常时, 在结肠或身体其他组织, MMPs
和TIMPs协同作用, 使ECM的合成和降解处于动

态平衡, 保持人体结构和功能的完整性, 一旦代

谢失衡, 势必出现一系列病理状态. 在肠道, 这
种代谢失衡则可破坏肠黏膜屏障, 导致溃疡等

的形成[10]. 最近大量研究报道均提示, IBD活检

组织有MMPs的过表达, 包括mRNA和蛋白质水

平. MMPs主要通过降解ECM、促进细胞凋亡、

影响新生血管生成、促进细胞因子释放等多种

途径参与IBD及其并发症的发生、发展. 
另有多个研究证实MMPs抑制剂能有效地

防止肠道的损伤和炎症, 并降低肠道炎症的积

分[3,12]. 局部MMPs的浓度与黏膜破坏间存在因

果关系, 对该酶的抑制可导致组织破坏的减轻, 
且该酶与黏膜的重构间有很强的相关性, 然而, 
总的胶原降解程度取决于局部有活性的酶和该

酶天然抑制剂之间的平衡. TIMPs是MMPs的一

种天然抑制剂, 研究发现, 在炎症肠病的病变肠

黏膜中TIMPs的表达并没有相应的升高, 导致

MMPs/TIMPs比值升高, MMPs和其天然抑制剂

的平衡被破坏, 导致组织损伤的发生[13]. 
本实验进一步探讨了JAK/STAT通路是否

参与IBD肠组织MMP表达的调控过程, 旨在为

寻找有效干预MMP表达途径提供新的线索. 实
验结果显示, 以TNBS诱导的IBD大鼠模型中

AG490与RPM能明显降低肠组织中MMP-1、
MMP-2的蛋白表达和MMP-2的活性, 而不影响

MMP-3与TIMP-1的表达; 抑制JAK/STAT通路

能显著减少TNBS诱导的IBD大鼠模型中肠组

织糜烂和溃疡的出现. 结果表明JAK/STAT参与

了IBD肠组织MMP表达的调节过程, 抑制JAK/
STAT通路可下调MMP的表达, 并有助于防止

IBD肠组织的损伤. 
总之, 通过干预JAK/STAT通路调控MMP的

表达与活性, 可能达到防御或治疗IBD的目的. 
这对未来治疗IBD开辟了新的途径. 关于JAK/
STAT与MMP的确切作用机制及临床意义有待

更深入的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the role of nasopharyngeal 
carcinoma-associated gene 6 (NGX6) in tumor 
angiogenesis in colon cancer.

METHODS: HT-29 cells were divided into three 
groups, namely, untransfected cells (normal 

control group) and cells transfected with empty 
vector [pcDNA3.1(+)/HT-29 group] or vector 
harboring NGX6 gene [pcDNA3.1(+)/NGX6/
HT-29 group]. These cells were inoculated on 
the chorioallantoic membrane (CAM) of fertil-
ized chicken eggs to observe the role of NGX6 in 
angiogenesis in the chick chorioallantoic mem-
brane. In addition, the cells were subcutaneously 
injected into nude mice. The microvessel density 
(MVD) in xenograft tumors was determined 
by immunohistochemistry. The expression 
of vascular endothelial growth factor (VEGF) 
mRNA was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: The average number of blood vessels 
(6.2 ± 0.2 vs 8.6 ± 0.2 and 8.4 ± 0.3, respectively; 
both P < 0.05), the average weight of xenograft 
tumors (1.83 ± 0.25 g vs 4.06 ± 0.20 g and 4.16
±0.4 g, respectively; both P < 0.05) and MVD 
(1.83 ± 0.52 vs 7.36 ± 1.12 and 6.96 ± 1.43, respec-
tively; both P < 0.05) in xenograft tumors were 
significantly lower in the pcDNA3.1(+)/NGX6/
HT-29 group than in the normal control group 
and pcDNA3.1(+)/HT-29 group. The expres-
sion level of VEGF mRNA was also lower in 
the pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 group than in 
the normal control group and pcDNA3.1(+)/
HT-29 group. Lung metastases were found in 
nude mice in the normal control group and 
pcDNA3.1(+)/HT-29 group, but not in the pcD-
NA3.1(+)/NGX6/HT-29 group. 

CONCLUSION: NGX6 gene inhibits tumor an-
giogenesis and metastasis in colon cancer. 

Key Words: Colon cancer; Nasopharyngeal carcino-
ma-associated gene 6 gene; Nude mouse; Angio-
genesis

Lian P, Guo Q, Peng Y, Xiao ZM, Liu F, Wang XY, Shen 
SR, Li GY. Nasopharyngeal carcinoma-associated gene 6 
inhibits tumor angiogenesis in colon cancer. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨抑瘤基因NGX6对结肠癌血管形成
的影响.
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■背景资料
结直肠癌是消化
系统最常见的恶
性肿瘤之一 ,  在
西方国家结肠癌
是癌相关性死亡
的主要原因 ,  近
年来我国结肠癌
的发病率亦呈上
升趋势.

■同行评议者
唐世刚, 教授, 大
连大学附属中山
医院消化内科



方法: 将HT-29细胞分为3组: pcDNA3.1(+)/
NGX6/HT-29组(稳定转染并表达NGX6基因
的HT-29细胞)、pcDNA3.1(+)/HT-29组(转染
空白质粒的HT-29细胞)及HT-29对照组. 通过
鸡胚绒毛尿囊膜血管形成实验检测结肠癌细
胞接种鸡胚血管形成情况. 裸鼠成瘤实验观测
种植瘤及其对裸鼠的影响, 然后对种植瘤进行
免疫组织化学实验检测其内部血管生成. RT-
PCR检测NGX6基因及VEGF基因在各组细胞
中的表达. 

结果: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组鸡胚血
管形成平均数量较H T-29与p c D N A3.1(+)/
HT-29组明显减少(6.2±0.2 vs  8.6±0.2, 8.4
±0.3, P <0.05); H T-29组裸鼠明显消瘦且
p c D N A3.1(+)/N G X6/H T-29组与H T-29和
pcDNA3.1(+)/HT-29组种植瘤平均质量、种
植瘤微血管密度明显降低(1.83±0.25 g vs  
4.06±0.20 g, 4.16±0.4 g; 1.83±0.52 vs  7.36
±1.12 vs  6.96±1.43, 均P <0.05); VEGF在
pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29细胞及种植瘤
中较其余两组明显降低, 而p c D N A3.1(+)/
HT-29细胞与未转染的HT-29细胞与种植瘤
中呈高表达; 且HE染色切片显示HT-29组及
PcDNA3.1(+)/HT-29组种植瘤血管内都有癌
栓, 而PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组种植瘤内
未见有癌栓形成.

结论: NGX6基因能抑制结肠癌细胞HT-29血
管的形成, 抑瘤基因NGX6的抑癌能力部分是
通过抑制血管形成来实现的.
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0  引言

结肠癌是最常见的人类恶性肿瘤之一, 在我国

其发病率近年来呈上升趋势. NGX6基因是中

南大学肿瘤研究所分子遗传室采用定位候选克

隆策略克隆的候选抑瘤基因(GenBank登录号

AF188239)[1-2]. 将NGX6基因分别转染鼻咽癌和

结肠癌细胞后可使鼻咽癌细胞和结肠癌细胞的

恶性表型得到部分逆转[3-4]. 为进一步明确NGX6
在结肠癌中的作用, 我们利用鸡胚绒毛尿囊膜

血管形成(angiogenesis of chick chorioallantoic 
membrane, CAM)实验、裸鼠成瘤实验、RT-
PCR、免疫组织化学实验分析NGX6基因对结
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肠癌血管形成以及机制的影响, 来探讨其在结

肠癌发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 低分化结肠癌细胞系HT-29与转染空

白质粒载体pcDNA3.1(+)/HT-29以及稳定转染

NGX6基因的pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29, 用含

120 mL/L胎牛血清的DMEM培基,  50 mL/L的
CO2, 37℃条件下培养; 北京白鸡种鸡胚, 购自种

鸡场, 37.8℃±0.5℃培养箱中孵育; ♂, Balbc/c裸
鼠, 周龄4 wk, 体质量18-22 g, 购自中国科学院上

海药物研究所动物中心, 饲养于湘雅医学院动

物学部, 无菌净化屏障系统内饲养; 随机引物标

记盒、逆转录试剂盒、Taq酶购自美国Promega
公司; TRIzolTM试剂购自美国Gibco公司; 胎牛

血清, DMEM培基购自华美生物工程公司; von 
Willebrand Factor单抗以及免疫组织化学SABC
检测试剂盒与DAB显色试剂盒购自武汉博士德

生物工程有限公司; PCR引物由上海博亚生物

技术有限公司合成: (1)内对照GAPDH的引物: 
L: 5'-TGACCTGTTCCAAAGAGTCCCTG-3', R: 
5'-GCAGCTTCCAGCACATATCGACT-3', 扩增目

的片段为700 bp; (2)NGX6基因的引物: L: 5'-CA
ACAGCCTCAAGATCATCAGCA-3', R: 5'-GAGG
AGGGGAGATTCAGTGTGGT-3', 扩增目的片段

为498 bp; (3)VEGF引物: L:  5'-TTGCTGCTCTAC
CTCCAC-3', R: 5'-AATGCTTTCTCCGCTCTG-3', 
扩增目的片段为418 bp. 
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR实验: 利用TRIzolTM试剂抽提细胞

总RNA, 用DNase-Ⅰ消化RNA中的痕量DNA, 按
逆转录试剂盒操作程序进行逆转录. PCR结果的

琼脂糖电泳照片用TIPAS98图像分析仪的图像

分析系统进行灰度扫描. 
1.2.2 C A M实验: 鸡胚孵育第7天 ,  选取孵育

完好的种鸡胚 ,  取对数生长期的H T- 2 9、
pcDNA3.1(+)/HT-29 pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 
3组癌细胞悬液30 μL含4×106个, 分别接种到鸡

胚CAM表面, 再用透明胶纸封好, 继续孵育21 d
后取出观测拍照. 计数CAM上由瘤体放射发出

的血管数. 
1.2.3 裸鼠成瘤实验: 取对数生长期的HT-29、
pcDNA3.1(+)/HT-29、pcDNA3.1(+)/NGX6/
HT-29 3组癌细胞悬液0.1 mL(5×107/mL), 接种

于4周龄裸鼠的前肢腋下, 定时观测裸鼠生长情

况及移植瘤生长情况, 分两批于30 d及60 d处死

裸鼠, 测量裸鼠以及移植瘤质量, 并用甲醛固定

www.wjgnet.com
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石蜡包埋制成病理切片做HE染色. 
1.2.4 免疫组织化学实验: 将组织切片在65℃恒

温箱中烘烤60 min, 然后趁热将组织切片置于二

甲苯中浸泡10 min, 更换二甲苯后再浸泡10 min, 
无水乙醇中浸泡5 min, 950 mL/L乙醇中浸泡5 
min, 700 mL/L乙醇中浸泡5 min, 500 mL/L乙醇

中浸泡5 min, PBS洗3次各5 min; 用配置新鲜的

3% H2O2, 室温封闭30 min, PBS洗3次各5 min. 抗
原修复: 微波炉里加热0.01 mol/L枸橼酸钠缓冲

溶液(pH6.0)至沸腾后将组织芯片放入, 断电, 间
隔10 min, 反复3次, PBS洗3次各5 min; 滴加正

常山羊血清封闭液, 室温20 min, 甩去多余液体; 
滴加Ⅰ抗,  4℃过夜; PBS洗3次每次2 min, 滴加

生物素化二抗, 室温下30 min; PBC洗3次每次2 
min, 滴加试剂SABC, 室温下20 min; PBS洗4次
每次5 min, DAB显色(镜下掌握显色程度); 蒸馏

水洗, 苏木素复染4 min、盐酸乙醇分化; 脱水、

透明、封片、镜检. 
统计学处理 应用SPSS11.0统计分析软件对

所得数据进行相关检验, 检验水准P  = 0.05.

2  结果

2.1 CAM形成实验结果 分别将30 µL含4×106

的HT-29、pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29、pcD-、pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29、pcD-pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29、pcD-、pcD-pcD-
NA3.1(+)/HT-29 3种细胞接种于CAM表面, 置
37.8℃±0.5℃培养箱中孵育. 细胞接种24 h后, 

CAM血管开始向接种部位生长; 第2天, 新生小

血管直接趋向接种部位; 第3天, 新生血管形成

以接种部位为中心的放射状血管网; 尔后随培

养时间的延长, 血管数目及直径均明显增加. 非
接种部位与接种部位比较, CAM血管数目少, 大
血管与小血管呈脉样均匀分布. 接种后第11天拍

照, 见PBS对照组未形成放射状血管网, 而HT-29
组、pcDNA3.1(+)/HT-29组及pcDNA3.1(+)/
NGX6/HT-29组均形成放射状血管网, 但pcD-
NA3.1(+)/NGX6/HT-29组较前两组血管数目明

显减少, 计数pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组鸡胚

血管形成平均为6.2±0.2条, HT-29组鸡胚血管

形成平均为8.6±0.2条, pcDNA3.1(+)/HT-29组
鸡胚血管形成平均为8.4±0.3条, pcDNA3.1(+)/
NGX6/HT-29组细胞pcDNA3.1(+)/HT-29组细胞

及HT-29组细胞CAM血管数比较(P <0.05, 图1). 
2.2 裸鼠体质量变化 将HT-29组、PcDNA3.1(+)/
HT-29组、PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组3组肿

瘤细胞悬液接种于裸鼠腋前皮下后, 2组裸鼠

有一个体质量增长的过程, 3组裸鼠间无明显体质量增长的过程, 3组裸鼠间无明显增长的过程, 3组裸鼠间无明显

差别, 至第30天时, 3组裸鼠体质量变化无差异

(P >0.05). 从第51天HT-29组与PcDNA3.1(+)/
HT-29组裸鼠体质量有所下降, 缓慢消瘦, 至第体质量有所下降, 缓慢消瘦, 至第有所下降, 缓慢消瘦, 至第

60天时, 可见HT-29组与PcDNA3.1(+)/HT-29组
裸鼠与PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组裸鼠比较消

瘦明显(图2). 3组裸鼠体质量变化有显著性差异体质量变化有显著性差异变化有显著性差异

图  1  鸡胚绒毛尿囊膜血管(CAM)形成实验结果. A-B: 鸡胚孵育第7天; C: PBS对照组; D: HT-29组; E: pcDNA3.1(+)/
HT-29组; F: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组.
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(P <0.05). 
2.3 种植瘤生长变化 将HT-29组、PcDNA3.1(+)/
HT-29组、PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组3组肿

瘤细胞悬液以0.1 mL(含5×106个肿瘤细胞)分
别接种于裸鼠腋前皮下. 接种瘤细胞7 d后, 在
种植部位可触摸到一小点突起感的种植灶, 其
后可见种植瘤迅速生长, 至16-23 d, 3组种植

瘤生长均有增长缓慢期, 而后HT-29组及PcD-
NA3.1(+)/HT-29组种植瘤又开始迅速生长, 而
PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组种植瘤停滞于此

增长缓慢期, 至第37天后, PcDNA3.1(+)/NGX6/
H T-29组种植瘤亦开始迅速生长 ,  但仍不及

HT-29组及PcDNA3.1(+)/HT-29组种植瘤增长, 
至第60天处理裸鼠时, HT-29组种植瘤平均4.06
±0.20 g, PcDNA3.1(+)/HT-29组种植瘤平均4.16
±0.43 g, PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组种植瘤

平均1.83±0.25 g, 3组种植瘤质量有显著性差质量有显著性差有显著性差

异(P <0.05, 图3). 
2.4 种植瘤HE染色病理结果 将结肠癌细胞接种

于裸鼠腋前皮下后, 分第30天与第60天两批处

理裸鼠. 取出种植灶(图4), 经HE染色切片证实

均为低分化结肠腺癌. 
2.5 种植瘤微血管密度检测  p c D N A3.1(+)/
NGX6/HT-29组种植瘤微血管密度较HT-29组及

pcDNA3.1(+)/HT-29组明显减少(图5). 种植瘤微

血管密度按文献方法[5]用3个200倍视野下的

血管数目的平均数表示, HT-29组种植瘤微血管

7.36±1.12条, pcDNA3.1(+)/HT-29组6.96±1.43
条, pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组种植瘤微血管

密度1.83±0.52, 3组种植瘤微血管密度有显著

性差异(P <0.05).
2.6 NGX6基因对结肠癌HT-29细胞及移植瘤
VEGF表达的影响 VEGF在pcDNA3.1(+)/NGX6/
HT-29细胞及种植瘤中较其余两组细胞与种植

六表达明显降低, 而pcDNA3.1(+)/HT-29细胞和

未转染的HT-29细胞与种植瘤中呈高表达(图6). 
2.7 种植瘤血管内癌栓 将结肠癌细胞接种于裸

鼠腋前皮下后, 第60天处理裸鼠. 取出种植灶, 
经HE染色切片显示HT-29组及PcDNA3.1(+)/
H T- 2 9组种植瘤血管内都有癌栓 ,  而P c D -
NA3.1(+)/NGX6/HT-29组种植瘤内未见有癌栓

形成(图7).
2.8 裸鼠体内的肿瘤转移 处理裸鼠时, HT-29组
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图  2  接种结肠癌细胞后裸鼠的体质量变化.

图  3  第60天处理裸鼠时3组种植瘤比较. A: HT-29组; B: 
pcDNA3.1(+)/HT-29组; C: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组.

A B C

A

B

C

图  4  3组裸鼠种植瘤HE染色病理结果(×200). A: HT-29
组; B: pcDNA3.1(+)/HT-29组; C: pcDNA3.1(+)/NGX6/

HT-29组.

■创新盘点
N G X 6基因是克
隆出的一个新基
因 ,  本研究证实
N G X 6基因对于
结肠癌是个抑瘤
基因.
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及PcDNA3.1(+)/HT-29组裸鼠肺脏表面发现有

灰白色结节, 而PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组裸

鼠肺脏表面未发现. 经HE染色切片证实HT-29
组及PcDNA3.1(+)/HT-29组裸鼠肺脏表面灰白

色结节为低分化结肠腺癌, PcDNA3.1(+)/NGX6/

HT-29组裸鼠肺脏HE染色经连续切片未发现有

转移灶(图8). 3组裸鼠肝、脾、肾及脑均未见有

结肠癌转移灶. 

3  讨论

生物信息学分析显示, NGX6基因cDNA预测

编码蛋白含有2个跨膜结构域(第234-256位氨

基酸, 269-291), 胞外区含有1个EGF样结构域

(185-221)和3个糖基化位点(92-95, 100-103, 
172-175), 胞内区较短, 含有一个酪氨酸激酶磷

酸化位点(257-265), 其EGF样结构域应该是其发

挥生物学功能的结构基础[6]. 我们的前期工作已

经证实NGX6基因在结肠癌, 尤其是有远处转移

的结肠癌中表达明显下降甚至缺失[7], 而在结肠

癌转移过程中, 经血行转移是结肠癌转移最为

重要的途径. 实验研究表明EGF样结构域与肿瘤

血管的生成有着密切的关系[8-9]. Li et al研究发现

M      1      2      3      4       5      6      7

2000
1000
750
500
250
100

700
418

图  6  VEGF表达的RT-PCR鉴定结果. M: DL-2000; 1: H2O 
阴性对照; 2: 未转染的HT-29细胞; 3: pcDNA3.1(+)/NGX6/

HT-29细胞; 4: pcDNA3.1(+)/HT-29细胞; 5: 未转染的

HT-29种植瘤; 6: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29种植瘤; 7: 

pcDNA3.1(+)/HT-29种植瘤.

图  7  3组裸鼠种植瘤癌栓组织病理图(HE×200). A: HT-29
组; B: pcDNA3.1(+)/HT-29组; C: pcDNA3.1(+)/NGX6/

HT-29组.
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■应用要点
本 研 究 证 明
N G X 6基因对于
结肠癌是个抑瘤
基因, 对更进一步
证明结肠癌发病
机制、对结肠癌
的治疗以及预后
都有积极的作用.

图   5   3 组 种 植 瘤 微 血 管 密 度 镜 下 观 察 结 果 ( × 2 0 0 ) . 
A: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组; B: HT-29组; C: 

pcDNA3.1(+)/HT-29组.
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Urokinase氨基端片段通过其EGF样结构域能抑

制肿瘤血管生成从而抑制肿瘤生长, 并且抑制

肿瘤转移[10]. Laminin是位于基底膜上的糖蛋白,  
Laminin的B1亚单位是Laminin与胶原和细胞受

体结合的部位, B1包含了几个EGF样结构域, 具
体的结合部位正处于EGF样结构域中, 如果失去

该段结合部位, Laminin介导的细胞黏附、迁移

和受体结合就无法进行[11]. Laminin对细胞的运

动、生长及分化起调节作用, 而且与肿瘤的浸润

转移有关[12]. Nakano et al的研究表明具有EGF样
结构域的NTAK/Neuregulin-2具有抗血管生成的

作用[13]. 近年来更有实验研究表明一些含EGF样
结构域的蛋白正是通过EGF样结构域影响肿瘤

血管生成从而抑制肿瘤并且抑制肿瘤转移的[14]. 
NGX6基因亦有可能依靠其EGF样结构域在影

响肿瘤血管生成方面发挥了作用. 本实验利用

已建立的稳定转染NGX6的HT-29细胞系进行研
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究[4], RT-PCR检测证实NGX6基因稳定表达. 
鸡胚绒毛尿囊膜实验表明, 转染NGX6基因

的HT-29结肠癌细胞组较未转染HT-29结肠癌细

胞组以及转染空白载体结肠癌细胞血管数目减

少, 血管密度明显降低, 证明NGX6基因确实能

抑制肿瘤血管的生成. 为进一步研究NGX6基因

抑制肿瘤血管在体内所产生的效应, 我们建立

了HT-29结肠癌细胞裸鼠腋前皮下种植瘤模型. 
结果NGX6基因组种植瘤与另两相比较, 生长明

显减慢, 种植瘤质量比较具有显著差异; 到第60
天处理裸鼠时, HT-29组与PcDNA3.1(+)/HT-29
组裸鼠与PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组裸鼠比较

消瘦明显, 有统计学意义. 移植瘤HE染色病理切

片显示3组均为低分化腺癌, 无组间差异. HT-29
及pcDNA3.1(+)/HT-29组移植瘤中第30天时即

可见镜下血管形成但血管内未见癌栓, 而转染

了NGX6基因的PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组种

植瘤中很少见有血管形成,免疫组织化学结果

显示转染了NGX6基因的PcDNA3.1(+)/NGX6/
HT-29组微血管密度明显降低. Lee e t a l应用

2'-hydroxy-4'-methoxychalcone抑制了血管生长

从而起到抗肿瘤的作用[15]. Yano et al的研究发

现糖皮质激素抑制前列腺癌的生长可能是通过

下调VEGF与IL-8的表达抑制血管生成而实现

的[16]. Zou et al研究通过下调VEGF的表达能抑

制裸鼠结肠癌种植瘤的生长及血管的形成 [17]. 
Khromova et al研究发现突变的p53能促进肿瘤

血管形成是通过ROS上调HIF1/VEGF-A途径实

现的[18]. 
正常情况下, 血管的生长和抑制在体内受

到严密的调控而处于平衡状态, 机体在荷瘤状

态下表现为血管生长的失控性, 依赖于血管形

成因子和血管形成抑制因子的调节失衡, NGX6
基因抑制血管生成对结肠癌生长的影响也应该

建立在血管形成因子和血管形成抑制因子的调

节的基础上. 为进一步探讨NGX6基因抑制血管

生成的原因, 我们应用RT-PCR检测了HT-29细胞

中以及HT-29细胞裸鼠种植瘤中VEGF的表达水

平, 结果无论是在HT-29细胞中还是在HT-29细胞

裸鼠种植瘤中, 转染了NGX6基因HT-29组较未

转染组和转染空白载体组VEGF的表达水平明显

降低, 表明pcDNA3.1(+)/HT-29细胞和未转染的

HT-29细胞种植瘤中VEGF呈高表达, NGX6基因

抑制血管生成的作用可能是因为引起VEGF的
低表达来实现的. Boquoi et al研究发现VEGF的
过表达能促进结肠肿瘤的生成、肿瘤内血管的

图  8  3组裸鼠肺脏转移灶病理图(HE×200). A: HT-29组; B: 
pcDNA3.1(+)/HT-29组; C: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组.

A

B
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■同行评价
本 文 研 究 了
N G X 6对结肠癌
血管形成的抑制
作用, 进一步阐明
N G X 6的抑制肿
瘤的机制. 文章设
计合理 ,  层次分
明, 有很好的科学
性和实用性.
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形成以及结肠肿瘤生长[19]. Imamura et al的研究

结果表明结肠肿瘤的血管生成与VEGF及HIF1
密切相关[20]. Terris et al对结肠癌的研究发现, 
VEGF在浸润性结肠癌组织中表达明显升高, 微
血管密度也明显升高[21]. Kimura et al的研究表

明通过抑制VEGF介导的血管生成能起到抑制

结肠癌肿瘤生长的结果[22-23]. Fernando et al的研

究发现内源性血管因子能引起肿瘤中VEGF及
(PDGF)-A的上调, 从而使肿瘤摆脱内源性血管

因子对血管生成的抑制[24]. 
到第60天处理的种植瘤切片HE染色显示在

HT-29组及PcDNA3.1(+)/HT-29组种植瘤血管内

都有癌栓, 且血管壁不完整, 有些血管内癌栓可

见为种植瘤的一部分, 肿瘤细胞根本不需要穿

过内皮细胞即可进到血管内. 在PcDNA3.1(+)/
N G X6/H T-29组种植瘤内血管壁相对比较完

整 ,  未见1只有血管内癌栓形成 .  进一步切取

裸鼠肝、脾、肺、肾及脑等器官 ,  在处理的

裸鼠的过程中发现, HT-29组及PcDNA3.1(+)/
H T-29组裸鼠肺脏表面似乎有灰白色小结节 , 
PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组裸鼠肺脏表面未

发现, H E染色切片证实肺脏表面灰白色结节

为低分化结肠腺癌, HT-29组及PcDNA3.1(+)/
HT-29组裸鼠每1只都有肺部结肠癌转移灶, 而
PcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组裸鼠肺部组织经连

续切片未发现1只有肺部结肠癌转移灶. 实验结

果表明NGX6基因有改善结肠癌种植瘤内新生

血管结构的作用, 使种植瘤新生血管更为完整, 
这样在瘤细胞要穿透到血管内的过程中, 肿瘤

细胞必须通过比较完整的血管壁, 因此增加了

肿瘤细胞自原发性肿瘤瘤体脱离后, 浸透血管

壁进到血管内这最重要一步的难度. 而没有转染

NGX6基因的HT-29及PcDNA3.1(+)/HT-29细胞种

植瘤新生血管结构没有得到改善, 血管壁很不完

整, 因而肿瘤细胞很容易便从原发性浸透血管壁

进到血管内. Xu et al研究证实PlGF通过抑制血管

的生成最终抑制了肺癌的转移[25]. Bouquet et al也
报道了通过腺病毒转染AGT后抑制了肿瘤血管

生成同时抑制肿瘤的生长和转移[26]. Parker et al
研究发现, 一个名为EGFL7(EGF-like domain 7)
的分泌因子, 在脊椎动物胚胎的脉管发育过程

中参与管状结构的形成, EGFL7似乎参与协调内

皮细胞的细胞间相互作用和局部迁移, 以确保

主要血管的正确组装, 在维持新生血管结构完

整方面起重要的作用[27]. Gouyer et al发现用抗体

对抗胰蛋白酶抑制蛋白TATI能抑制结肠肿瘤的

生长, 肿瘤的血管生成, 并能抑制肿瘤的转移[28]. 
Jie et al研究发现通过抗体抑制HGF能通过抑制

结肠癌血管生成及诱导肿瘤凋亡抑制肿瘤的生

长, 还能抑制结肠癌的转移[29]. Kim et al研究发

现通过阻止STAT3及VEGF能抑制结肠癌的血管

形成与肿瘤转移[30]. 
总之, 抑瘤基因NGX6抑制了结肠癌的血管

生成, 并通过抑制血管形成以及影响新生血管的

结构抑制了肿瘤的生长并抑制了肿瘤的转移. 在
抑制血管生成方面其功能的实现应该是通过其

EGF样结构域来完成的; 抑瘤基因NGX6下调了

HT-29细胞中以及HT-29细胞裸鼠种植瘤中VEGF
的表达, 这应该是其抑制血管形成的部分机制, 
其他影响因素还需要进一步实验来发现. 我们正

通过更多的实验来研究抑瘤基因通过抑制血管

生成对结肠癌转移中的作用并阐明其机制. 
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Abstract
AIM: To investigate the potential target site for 
the antibacterial action of chitosan from red 
swamp crayfish and explore its antibacterial 
mechanism.

METHODS: Chitosan from red swamp crayfish 
was labeled with 5(6)-carboxy-tetramethylrho-
damine-5-maleimide. The labeled chitosan was 
then incubated with Escherichia coli (E.coli) and 
Staphylococcus aureus (S.aureus), respectively. The 
total protein (TP) and nucleic acid contents in 
cell-free supernatants of chitosan-treated E.coli 

and S.aureus were determined. Laser scanning 
confocal microscopy (LSCM) was used to ob-
serve the distribution of fluorescently labeled 
chitosan in bacteria.

RESULTS: Chitosan treatment significantly in-
creased the nucleic acid and TP contents in cell-
free supernatants of E.coli (1.13 ± 0.06 vs 0.00 
and 1.49 ± 0.05 vs 0.22 ± 0.01, respectively; both 
P < 0.01) and S.aureus (1.00 ± 0.10 vs 0.03 ± 0.06 
and 0.81 ± 0.01 vs 0.21 ± 0.02, respectively; both 
P < 0.01) in a concentration-dependent manner. 
LSCM showed that the fluorescent signal in the 
bacterial cytoplasm was stronger than that in the 
bacterial membrane.

CONCLUSION: Bacterial cytoplasm is the main 
target site for the antibacterial action of chitosan 
from red swamp crayfish.

Key Words: Chitosan from red swamp crayfish; An-
tibiosis; Nucleic acid; Protein; Laser scanning con-
focal microscopy; Target site

Zheng TS, Zhu XM, Zhang YL. Target site for the 
antibacterial action of chitosan from red swamp crayfish. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 2585-2588

摘要
目的: 研究克氏螯虾壳聚糖抗菌的作用靶位, 
探讨其抗菌机制. 

方法: 用5(6)-羧-四甲基罗丹明-5-马来酰亚胺
标记克氏螯虾壳聚糖, 应用标记克氏螯虾壳聚
糖与大肠埃希菌及金黄色葡萄球菌在pH5.6, 
37℃条件下220 r/min作用3.5 h, 观察作用前后
上清液中的核酸和蛋白质含量变化, 并用激光
共聚焦显微镜观察其对细菌的聚集部位. 

结果: 荧光标记克氏螯虾壳聚糖对大肠埃希
菌作用前后的上清液中, 核酸和蛋白质的含
量由作用前的0.00和0.22±0.01升高为1.13±
0.06和1.49±0.05(P <0.01); 对金黄色葡萄球菌
作用前后的上清液中, 核酸和蛋白质的含量由
作用前的0.03±0.06和0.21±0.02升高为1.00
±0.10和0.81±0.01(P <0.01); 并且荧光标记克
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■背景资料
克氏螯虾壳聚糖
是本课题组从克
氏螯虾外壳中提
取制备的一种碱
性氨基多糖 ,  经
实验对E . c o l i 、
S.aureus及H pylori
等具有较强的天
然抗菌活性, 但其
抗菌作用的机制, 
未见报道.

■同行评议者
曹志成, 英国生物
医学科学研究所
院士, 伊利沙伯医
院临床肿瘤科



氏螯虾壳聚糖浓度越高, 核酸及蛋白质含量也
逐渐增高; 激光共聚焦显微镜下显示两种实
验细菌由表及里的荧光强度逐渐增强.

结论: 克氏螯虾壳聚糖的抗菌作用靶位, 除部
分作用于细菌细胞膜外, 主要是进入细菌内作
用于细胞器.

关键词: 克氏螯虾壳聚糖; 抗菌; 核酸; 蛋白质; 激光

共聚焦显微镜; 作用靶位
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0  引言

克氏螯虾壳聚糖(c h i t o s a n f r o m r e d s w a m p 
crayfish)是从克氏螯虾的外壳中提取、制备的

一种碱性氨基多糖[1], 具有降血脂[2]和调节血糖

及糖耐量的作用[3]. 体外抗菌研究发现, 克氏螯

虾壳聚糖对幽门螺杆菌和皮肤浅表真菌均具较

强的杀抑作用, 临床应用前景较好[4-5], 但其抗菌

的作用机制尚未见报道. 本研究采用荧光标记

克氏螯虾壳聚糖与实验菌作用后, 测定其上清

液中核酸和蛋白质的含量, 并用激光共聚焦显

微镜观察荧光标记克氏螯虾壳聚糖在细菌中的

聚集靶位, 以探讨克氏螯虾壳聚糖抗菌的作用

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 克氏螯虾壳聚糖由按文献[1]方法从克

氏螯虾的外壳中提取制备, 脱乙酰度为90%、

平均相对分子质量5.5×105 D a. 大肠埃希菌

(ATCC25922)及金黄色葡萄球菌(ATCC25923)
质控菌株, 由江苏大学附属人民医院提供. 液
体培养基中的蛋白栋、酵母提取物等成分, 购
于Oxoid公司; 荧光试剂5(6)-羧-四甲基罗丹明

-5-马来酰亚胺[5(6)-TAMRA-5-maleimide], 来
自Biotium公司; 蛋白质检测试剂(双缩脲比色

法), 由上海科华公司提供; 其余试剂均为分析

纯级别. Biophotometer核酸紫外监测仪(德国

Eppendoff公司), AU2700全自动生化分析仪(日
本Olympus公司), LSM510激光共聚焦显微镜(德
国Zeiss公司), Centrifuge 54172超速离心机(德国

Eppendoff公司).
1.2 方法 
1.2.1 实验样品制备: 取10 000 mg/L克氏螯虾壳

聚糖溶液与游离荧光试剂5(6)-羧-四甲基罗丹
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明-5-马来酰亚胺9∶1(V /V )进行混合, 4℃过夜, 
然后加1 mol/L氢氧化钠, 析出沉淀, 冲洗, 将洗

净的沉淀烘干, 得荧光标记克氏螯虾壳聚糖. 取
一定量上述荧光标记克氏螯虾壳聚糖溶于167 
mmol/L醋酸, 得10 000 mg/L荧光标记克氏螯虾

壳聚糖溶液, 再用二倍稀释法制成2500、625 
mg/L的溶液, 并用1 mol/L氢氧化钠将各浓度荧

光标记克氏螯虾壳聚糖溶液及游离荧光对照的

pH调节到5.8. 
1.2.2 核酸蛋白质测定: 将大肠埃希菌(E.coli )及
金黄色葡萄球菌(S.aureus )实验菌分别在液体培

养基中培养至对数期, 离心收集, 用生理盐水洗

2次后制成菌体浓度为108-109 CFU/mL的菌悬

液, 各取0.8 mL菌液与0.2 mL不同浓度的荧光

标记克氏螯虾壳聚糖溶液或游离荧光对照混合, 
荧光标记壳聚糖的终浓度分别为2000、500、
125 mg/L, 整个体系的pH为5.6, 其后37℃条件下

220 r/min作用3.5 h, 10 000 g离心5 min, 吸取上

清液, 用核酸紫外监测仪(A 260nm)测核酸含量、

全自动生化分析仪测蛋白质含量. 每组实验均

重复3次, 取平均值. 
1.2.3 激光共聚焦显微镜观察: 将浓度为107-108 
CFU/mL的2种实验菌分别与荧光标记克氏螯虾

壳聚糖实验组及游离荧光对照组1∶1(V /V )混
合, 220 r/min摇8 h, 其后5000 g离心10 min, 收集

沉渣, 再清洗3次, 最后取沉渣在激光共聚焦显

微镜下以488 nm为激发波长, 进行断层扫描.

2  结果

2.1 核酸蛋白质检测 细菌上清液中出现菌内容

物, 说明细菌细胞膜的屏障功能遭到破坏. 与克

氏螯虾壳聚糖作用3.5 h后, E.coli及S.aureus上清液

中各种物质含量如表1所示. 结果表明, pH5.6条件

下, 相比167 mmol/L醋酸对照, 克氏螯虾壳聚糖可

以使AST、TP及核酸这样的菌内物质发生泄漏

www.wjgnet.com

图  1  大肠埃希菌或金黄色葡萄球菌与2.5 g/L克氏螯虾壳聚
糖或167 mmol/L醋酸作用后菌内泄漏物的260 nm吸光度值.
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■创新盘点
本研究发现用荧
光标记克氏螯虾
壳聚糖与菌作用
后 ,  菌体由表及
里其荧光强度逐
渐增强 ;  并随荧
光标记克氏螯虾
壳聚糖浓度增高, 
核酸及蛋白质的
泄漏量也逐渐增
高 ,  且其作用时
间越长 ,  核酸泄
漏量越多 .  究其
抗菌作用的靶位
可能是细胞膜和
细胞核、线粒体
这样的细胞器.
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(P<0.05); 并且克氏螯虾壳聚糖浓度越高, 细菌上清

液中AST活性及TP及核酸含量也逐渐增高(图1).图1).). 
2.2 激光共聚焦显微镜观察结果 荧光标记克氏

螯虾壳聚糖实验组和游离荧光对照组分别与2实验组和游离荧光对照组分别与2组和游离荧光对照组分别与2

种实验菌作用8 h后, 对照组在激光共聚焦显微实验菌作用8 h后, 对照组在激光共聚焦显微菌作用8 h后, 对照组在激光共聚焦显微

镜下无荧光; 实验组其2种实验菌由表及里的荧实验组其2种实验菌由表及里的荧组其2种实验菌由表及里的荧实验菌由表及里的荧菌由表及里的荧

光强度逐渐增强, 可见荧光标记克氏螯虾壳聚

糖已进入活细胞内(图2). 

表  1  不同浓度克氏螯虾壳聚糖引起实验菌物质泄漏的测定结果

     
			              E.coli 				                  S.aureus

	              AST(U/L)	          TP(g/L)	         A 260nm		 AST(U/L)	                 TP(g/L)	             A 260nm

壳聚糖(mg/L)

    2000	         8.33±0.58b          1.13±0.06b          1.49±0.05b          4.33±0.58b          1.00±0.10b          0.81±0.01b

    500	         3.33±0.58b          0.43±0.06a          1.13±0.02a          2.33±0.58b          0.37±0.06a          0.64±0.03b

    125	         2.33±0.58a          0.13±0.06a          0.71±0.01a          0.67±0.58           0.17±0.05           0.51±0.01a

对照组	         0.67±0.58           0.00                      0.22±0.01           0.33±0.57           0.03±0.06           0.21±0.02

F值	       98.00		 307.00	            1017.60	            30.25	       107.94	   526.68

P值	       <0.01		  <0.01	                <0.01	            <0.01	        <0.01	     <0.01

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

图  2  荧光标记壳聚糖作用实验菌8 h后的激光共聚焦图(×5000). A: 大肠埃希菌; B: 金黄色葡萄球菌. 1-8依次为菌体由表
及里的剖面图.

A1 A2 A3 A4
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B1 B2 B3 B4
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■应用要点
克 氏 螯 虾 壳 聚
糖对E . c o l i 、S . 
aureus及H pylori
等具有较强的天
然抗菌活性, 弄清
其作用机制, 可为
临床研发应用提
供依据.
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3  讨论

克氏螯虾为地产盱眙龙虾, 学名克氏原螯虾. 由
于人为传播和他自身繁殖, 目前, 己遍布长江中

下游南北的每个角落, 并成为我国自然水体的一

个种群, 资源十分丰富. 我们从克氏螯虾的外壳

提取纯化的一种天然碱性氨基多糖, pKa为6.3, 
单体结构为1, 4-2-氨基-2-脱氧-β-D葡萄糖[1], 对 
H pylori和皮肤浅表真菌均具较强的杀抑作用, 
临床应用前景较好[4-5], 但其抗菌的作用机制尚

未见报道. 本研究采用荧光标记克氏螯虾壳聚

糖与大肠埃希菌及金黄色葡萄球菌作用后, 从
检测生化物质的改变和跟踪荧光标记克氏螯虾

壳聚糖的聚集部位来观察克氏螯虾壳聚糖对细

菌表面结构和菌体内部的作用特性, 以探讨其

抗菌机制. 
荧光试剂5(6)-羧-四甲基罗丹明-5-马来酰

亚胺是罗丹明类标准荧光素的衍生物, 具有很

强的光稳定性及荧光产量, pH敏感性低, 其活性

基团可以通过与对方大分子结构上的氨基结合

形成荧光标志物[6]. 激光共聚焦显微镜利用激光

作为光源, 在传统光学显微镜基础上采用共轭

聚焦的原理和装置, 与传统光学显微镜相比, 具
有更高的分辨率, 能实现多重荧光的同时观察, 
并可形成清晰的三维图像. 激光共聚焦显微镜

对生物样品进行观察时, 能实现无损伤的断层

扫描和成像[7], 是图像分析的有效工具. 克氏螯

虾壳聚糖分子上存在有游离氨基[1], 能够和5(6)-
羧-四甲基罗丹明-5-马来酰亚胺结合形成克氏

螯虾壳聚糖荧光标记物[8]. 可作为一种荧光探针, 
用于克氏螯虾壳聚糖抗菌作用靶位的研究. 

本研究用荧光标记克氏螯虾壳聚糖与大肠

埃希菌及金黄色葡萄球菌作用3.5 h后, 测定作用

前后上清液中的核酸及蛋白质含量, 发现荧光

标记克氏螯虾壳聚糖对大肠埃希菌作用前后的

上清液中, 核酸和蛋白质的含量由作用前的0.00
和0.22±0.01升高为1.13±0.06和1.49±0.05, 
(P <0.01); 对金黄色葡萄球菌作用前后的上清液

中, 核酸和蛋白质的含量由作用前的0.03±0.06
和0.21±0.02升高为1.00±0.10和0.81±0.01, 
(P <0.01); 并且随着荧光标记克氏螯虾壳聚糖浓

度增高, 核酸及蛋白质含量也逐渐增高; 另外, 
其作用时间越长, 上清液中核酸含量越高. 说明

克氏螯虾壳聚糖具有破坏细菌细胞膜屏障功能

的效应. 原因可能与克氏螯虾壳聚糖所带的氨

基有关. 由于克氏螯虾壳聚糖的等电点高达6.3, 
在微酸性条件下其氨基带正电荷, 可以结合细

菌表面(细胞壁、细胞膜)带负电荷的蛋白质及

磷脂等重要大分子, 破坏细菌表面结构, 保护胞

内物质的屏障功能丧失, 导致菌内物质大量漏

出. 对其他来源壳聚糖的抗菌机制研究, 也有类

似的报道[9-11]. 用荧光标记克氏螯虾壳聚糖与两

种实验菌作用8 h后, 在激光共聚焦显微镜下观

察发现, 菌体由表及里其荧光强度逐渐增强, 可
见荧光标记克氏螯虾壳聚糖已进入活细胞内.  

由此可见, 克氏螯虾壳聚糖的抗菌作用靶

位, 除作用于细菌的细胞膜外, 还能进入细菌内, 
作用于细胞核、线粒体这样的细胞器. 其作用机

制可能是: (1)在酸性条件下, 克氏螯虾壳聚糖分

子中的质子化铵-NH+3具有正电性, 吸附带有负

电荷的细菌, 使细菌细胞壁和细胞膜上的负电荷

分布不均, 干扰细胞壁的合成, 使细胞壁趋向于

溶解, 细胞膜因不能承受渗透压而变形破裂, 细
胞的内容物如水、蛋白质等渗出, 发生细菌溶解

而死亡. (2)克氏螯虾壳聚糖吸附细菌后, 穿过细

菌的多孔细胞壁进入到细胞内, 作用于DNA, 导
致核酸、蛋白质外泄, 影响细菌的核酸代谢和蛋

白质代谢, 从而抑制了细菌的生长繁殖.
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Abstract
AIM: To examine the occurrence of apoptosis 
in colon adenocarcinoma and investigate the 
role of Bcl-2, Bcl-xL and Bcl-w as mediators of 
apoptosis.

METHODS: Fourteen human colon adenocar-
cinoma specimens were obtained by surgical 
resection and pathologically confirmed. Twenty-
seven normal colon tissue specimens were ob-
tained by colonoscopic biopsy. Apoptosis was 
detected using the terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick end labeling 
(TUNEL) assay. The expression of Bcl-2, Bcl-xL 
and Bcl-w proteins was measured by immuno-
histochemistry.

RESULTS: Compared with normal colon tis-

sues, the apoptosis index (AI) in colon adenocar-
cinoma tissues significantly decreased (t = 3.35, 
P = 0.002). The expression levels of Bcl-xL and 
Bcl-w proteins were significantly higher in colon 
adenocarcinoma tissues than in normal colon 
tissues (92.86% vs 11.11% and 85.71% vs 0%, re-
spectively; P < 0.01 and 0.05), whereas no signifi-
cant difference was noted in the expression level 
of Bcl-2 protein between adenocarcinoma and 
normal colon tissues (P > 0.05).

CONCLUSION: Apoptosis occurs in normal 
colon tissue but decreases in colon adenocarci-
noma. Both Bcl-xL and Bcl-w proteins, rather 
than Bcl-2 protein, may play an important role 
in the suppression of apoptosis in colon adeno-
carcinoma.

Key Words: Colon adenocarcinoma; Bcl-2; Bcl-xL; 
Bcl-w; Apoptosis

Guo WJ, Wang AY, Gao C. Apoptosis and expression 
of apoptosis-related proteins Bcl-2, Bcl-xL and Bcl-w in 
human colon adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(25): 2589-2594

摘要
目的: 观察结肠腺癌组织细胞凋亡的变化, 探
讨抑制凋亡蛋白Bcl-2、Bcl-xL及Bcl-w在结肠
腺癌中的作用. 

方法: 收集14例我院手术切除结肠腺癌标本, 
肠镜取正常结肠黏膜组织27例, 所有标本均经
病理明确诊断. 用TUNEL法检测其组织细胞
凋亡水平, 并用免疫组织化学PV法检测蛋白
Bcl-2、Bcl-xL及Bcl-w的表达水平. 

结果: 正常结肠黏膜组织的细胞凋亡指数明
显高于结肠腺癌, 有统计学显著性差异(t  = 
3.35, P  = 0.002); 结肠腺癌中Bcl-xL与Bcl-w的
表达均高于正常结肠黏膜组织, 有统计学差异
(92.86% vs  11.11%; 85.71% vs  0%, P <0.01或
P <0.05); Bcl-2的表达与正常结肠黏膜组织没
有统计学差异(P >0.05).

结论: 结肠腺癌的组织细胞凋亡明显低于正
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导致了肿瘤的发
生和对化疗药物
敏感性的降低.
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常结肠组织; 结肠腺癌中抑制凋亡蛋白Bcl-xL
与Bcl-w的高表达可能发挥了重要的作用.
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0  引言

尽管结肠癌的诊断水平和治疗技术有所提高, 
但其预后仍然不容乐观. 大量研究表明, 结肠腺

癌的发生、发展与细胞凋亡的失调有密切关

系. 而Bcl-2家族在细胞凋亡中发挥了重要作用, 
该家族包括抑制凋亡蛋白(如Bcl-2、Bcl-xL、
Bcl-w等)和促进凋亡蛋白(如Bax、Bad等), 他们

之间形成同源或异源二聚体, 从而发挥不同的

作用. 一旦促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋白之间的

平衡打破, 不仅影响DNA损伤或周期异常细胞

的凋亡, 甚至影响肿瘤细胞的凋亡. 本研究通过

检测正常结肠组织和结肠腺癌组织的细胞凋亡

以及Bcl-2家族成员(Bcl-2、Bcl-xL和Bcl-w蛋白)
在两者中表达的差异, 探讨其在结肠腺癌发生

发展中的作用, 为结肠腺癌的化学药物治疗和

基因治疗提供新的理论支持. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本来源于北京大学第三医院, 27例正

常结肠黏膜标本取自结肠镜黏膜活检, 14例结肠

腺癌黏膜标本取自手术标本, 术前所有患者均未

经化疗、放疗或免疫治疗, 所有病例均经病理明

确诊断. 标本用40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 
μm厚连续切片, 每份标本均制作成免疫组织化

学用的切片, 另有一张做HE染色. 细胞凋亡试剂

盒、DNaseⅠ、蛋白酶K和NBT/BCIP显色液均购

自罗氏公司; Bcl-w兔抗人/鼠多克隆抗体(1∶300)
由Abcam公司提供, Bcl-2鼠抗人mAb(1∶600)由美

国Sigma公司提供, Bcl-xL兔抗人mAb(1∶200)由
Cell signaling公司提供. DAB显色液购于DAKO
公司. PV-6001、PV-6002为两步法的非生物素

标记的检测系统, 购自北京中衫公司. 多聚赖氨

酸、0.01 mol/L磷酸盐(PBS)缓冲液(pH7.2-7.4)、
0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液(pH6.0)及其他常规试

剂均购自北京中衫公司.
1.2 方法 
1.2.1 TUNEL法检测细胞凋亡: 石蜡切片脱蜡、
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水化后, 蛋白酶K(1∶10)37℃孵育10 min, PBS
冲洗后加入TUNEL反应液, 避光湿盒孵育60 
min, PBS冲洗后加入Converter-POD反应液, 湿
盒孵育30 min, 最后NBT/BCIP显色, 甲基绿复

染. 阴性对照使用Lable Solution取代TUNEL反
应液. 结果判定: 每张切片选5-10个高倍镜视

野, 计数黏膜及腺管上皮细胞, 核染色阳性者记

为TUNEL阳性细胞, 计数阳性细胞占视野总细

胞数的百分比, 其均值即为该标本的凋亡指数

(apoptotic index, AI).
1.2.2 免疫组织化学检测Bcl-2、Bcl-xL和Bcl-w
蛋白在组织中的表达: 按照PV两步法进行. 100 
g/L中性甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋切片(厚度4 
μm), 贴于涂有多聚赖氨酸的玻片上, 常规脱蜡至

水, 微波修复高火15 min, 30 mL/L过氧化氢甲醇

溶液灭活内源性过氧化物酶, 余步骤按照试剂盒

说明操作. 对照设立包括阳性对照、阴性空白对

照和阴性替代对照; 阳性对照由已知阳性切片做

阳性对照, 空白对照由既往实验证实, 阴性替代

对照用0.01 mol/L的PBS(pH7.4)代替一抗. 
1.2.3 结果判定: 计分参照Rahman的标准并作适

当修改, 染色强度计分: 无色0分; 淡黄色1分; 黄
色2分; 棕褐色3分[3]. 阳性细胞数计分: <25% 1
分; 26%-50% 2分; 51%-75% 3分; >75% 4分. 根
据染色强度和阳性细胞数计分之和进行判断: 0
分为阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 3-5分为中等阳

性(++), 6-7分为强阳性(+++). 所有结果均经3位
作者在病理医生帮助下分别阅片, 若有异议共

同商议后确定.
统计学处理 用SPSS13.0软件, 细胞凋亡指

数组间均数的比较采用独立样本的t检验; 结肠

腺癌与正常结肠蛋白阳性率之间的比较采用卡

方检验. 以α = 0.05为检验标准.

2  结果

2.1 TUNEL检测各组结肠组织细胞凋亡 在正常

结肠黏膜组织中, 凋亡不仅出现在黏膜上皮细

胞, 也出现在腺管上皮细胞. 在结肠腺癌组织中, 
则散在分布于腺管状癌组织中. 27例正常结肠

黏膜组织的AI均值为8.61%, 14例结肠腺癌组织

AI均值为0.47%. 正常结肠黏膜组织和腺癌组织

进行比较(t  = 3.35, P  = 0.002), 提示二者之间有

统计学差异, 正常结肠黏膜组织的AI明显高于

结肠腺癌(图1).
2.2 Bcl-2、Bcl-xL和Bcl-w在正常结肠黏膜组织
和腺癌中的表达 Bcl-2在结肠腺癌中的阳性率为
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64.29%, 正常结肠黏膜组织为44.44%, 两者比较

没有统计学差异(P  = 0.276). Bcl-2在正常组织中

主要位于上皮游离缘胞质, 在结肠腺癌组织中

则弥漫的分布于胞质和胞膜. Bcl-xL在结肠腺癌

中的阳性率明显高于正常结肠, 分别为92.86%
和11.11%, 统计学有显著性差异(P <0.01). Bcl-

xL在正常结肠黏膜组织中表达主要分布在黏膜

上皮细胞核的下方, 在结肠腺癌中则广泛表达

于细胞质, 多呈强阳性颗粒状着色, 明显不同于

Bcl-2的表达. Bcl-w在结肠腺癌中的阳性表达率

高于正常结肠, 分别为85.17%和0%, 有统计学差

异(P  = 0.00), Bcl-w在正常结肠组织中黏膜上皮

和腺体未见阳性表达, 在结肠腺癌中则主要在

胞质着色(表1, 图2-4).

3  讨论

凋亡参与体内细胞数量的调节, 清除体内无功

能的细胞、对机体有害的细胞、突变的细胞以

及受损后不能存活的细胞, 在机体正常生长发

表  1  正常结肠黏膜组织和结肠腺癌中Bcl-2、Bcl-xL和
Bcl-w蛋白表达 n (%)

     	             n	        Bcl-2           Bcl-xL          Bcl-w

正常结肠黏膜    27    12(44.44)       3(11.11)     0(0.00)

结肠腺癌	          14       9(64.29)    13(92.86)    12(85.71)

A B 图   1   细 胞 凋 亡
(TUNEL法×400). A: 
正常结肠黏膜, 凋

亡位于黏膜上皮和

腺管上皮; B: 结肠

腺癌中, 凋亡主要

散在于腺管状癌组

织中.

A B

图  2  Bcl-2的表达(×400). A: 正常结肠黏膜, Bcl-2主要表达于上皮细胞的游离缘胞质; B: 结肠腺癌中, Bcl-2弥散表达于细
胞胞质.

A B

图  3  Bcl-xL的表达(×400). A: 正常结肠黏膜, Bcl-xL少量表达于黏膜上皮核的基底部; B: 结肠腺癌中, Bcl-xL在胞质中呈
颗粒状强阳性表达.

■相关报道
Lee et  al的研究
表明, Bcl-w可以
通过抑制SAPK/
JNK的激活, 降低
细胞对anti-Fas、
血清撤退等促凋
亡刺激的反应; 在
Bae et al的研究中, 
Bcl-w通过促进基
质金属蛋白激酶
MMP2或黏着斑
激酶(FAK)含量 , 
促进细胞的迁移.
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育和稳态调节中发挥了重要的作用[4-5]. 凋亡在

维持结肠的正常结构和功能中有重要意义[6]. 在
正常结肠中, 隐窝基底部的干细胞不断分化出

新的细胞转移并到隐窝顶部, 同时每天大约有

1010个细胞脱落到肠腔, 维持了肠道细胞数量的

平衡[7-8]. 结肠癌的发生过程经历了息肉-腺瘤-
含有腺瘤的腺癌-腺癌的一系列病理过程[9], 同
时伴随着凋亡水平的降低和增殖水平的升高[10]. 
Bcl-2家族是调节细胞凋亡的重要成员, 其抑制

凋亡蛋白的升高促进了肿瘤的发生[11]. 在本研究

中, 正常结肠的凋亡显著高于结肠腺癌组织, 推
测与Bcl-2家族中抑制凋亡蛋白的表达水平升高

有关. 
Bc l-2是研究最为广泛的抑制凋亡蛋白之

一, 本研究发现, Bcl-2在正常结肠的黏膜和腺体

中均有表达, 在腺癌中则弥散分布于整个胞质

中, 且在细胞膜和核膜中亦有表达. 有研究表明

Bcl-2在没有淋巴血管侵犯, 没有淋巴结转移的

早期结肠癌中的表达较高[12], 因此Bcl-2可能在

结肠腺癌形成的早期发挥了重要的作用, 同时

其表达与较好的临床预后相关[13-14], Bendardaf  
et al [15-16]研究表明, Bcl-2和胸苷酸合酶的表达

与结直肠癌的无瘤生存期有关. 另有研究表明, 
随结肠腺癌恶性程度的进一步发展, 其表达量

又相对下降[17]. 在结肠腺瘤由轻度异型性到中

度、重度异型性进展的过程中, Bcl-2的表达逐

渐减少甚至消失, 但降低的Bcl-2表达并没有导

致凋亡活性的升高, 因此Bcl-2在结肠肿瘤的晚

期可能并不发挥主要作用[18-20]. 在本研究中, 14
例结肠腺癌中, 有12例中分化腺癌, 2例低分化

腺癌, 因此Bcl-2在结肠腺癌中的表达与正常组

织中没有统计学差异, 可能与所选标本的恶性

程度较高有关. 
与Bcl-2相比, Bcl-xL在正常结肠黏膜组织

主要位于黏膜上皮核的基底部, 在结肠腺癌组

织中则广泛表达于胞质, 且多为强阳性着色. 本
研究发现, Bcl-xL在结肠腺癌中的表达水平明显

高于正常结肠黏膜组织, 且有统计学意义, 这与

Zhang et al [21]的研究结果一致. 有研究报道Bcl-
xL的表达在结直肠腺癌中明显高于Bcl-2, 另有

研究表明, Bcl-xL/Bax而非Bcl-2/Bax与结直肠癌

细胞系对5-FU化学敏感性显著相关[22-23]. Bcl-xL
可能通过与Bcl-2不同的机制发挥抑制凋亡的作

用. 在Ras诱导的抗失巢凋亡中, 发挥抗凋亡作

用的为Bcl-xL而非Bcl-2[24-25], 在神经胶质瘤中, 
JNK(c-Jun氨基末端激酶)对Bcl-xL和Bcl-2的拮

抗作用不同[26]. 由于Bcl-xL的过表达可以抑制一

些细胞的凋亡, 而Bcl-2的过表达却不能, 因此, 
越来越多的研究结果显示在一些组织(如膀胱

癌)[27]Bcl-xL的抗凋亡作用强于Bcl-2, 而且他们

可能通过不同的路径发挥作用, 尽管其结构存

在相似性[28-29]. 
Bcl-w是Bcl-2家族中重要成员之一, 其抑制

凋亡的作用受到越来越多的关注. 本研究发现

Bcl-w在腺癌中表达的阳性率为85.71%, 而正常

结肠黏膜组织中未见阳性表达(P <0.01), Wilson 
et al研究表明Bcl-w在正常结肠, 结肠腺瘤和结

肠腺癌中的表达逐渐升高[31], 这与本研究结果

相一致. 在胃癌组织, Bcl-w表达明显高于正常组

织, 在2种不同的人类胃腺癌细胞系(SNU-16和
SNU-620)的研究中, SNU-16较SNU-620对各种促

进凋亡刺激敏感, 后者Bcl-w的含量明显高于前者. 
同时, Bcl-w含量高的细胞其侵袭力强[32]. 在Bcl-w
敲除的老鼠, 只表现为精子的发生异常[33-34], 但
在γ射线或细胞毒性药物的作用下, Bcl-w敲除

的老鼠其肠道细胞凋亡明显增加[35]. 在小肠大

部切除术的研究中, 也表明Bcl-w表达的增高对

于促进切除后小肠细胞增殖中发挥了重要作 

A B

图  4  Bcl-w的表达(×400). A: 正常结肠黏膜, 上皮和胞质均未见Bcl-w阳性表达; B: 在结肠腺癌中, Bcl-w在胞质呈弥漫性
表达.

■应用要点
由于Bcl-xL在结
肠癌中的高表达, 
降低了细胞的凋
亡水平, 因此应用
针对Bcl-xL的反
义寡核苷酸, 通过
降低Bcl-xL的表
达水平, 可以引起
细胞凋亡的增加
和增殖的减少, 并
增加了对肿瘤化
疗药物的敏感性.
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用[36]. Bc l-w促进结肠腺癌发生的机制尚不清

楚, 但有研究表明, 在结直肠腺癌中, Met可通

过增加Bcl-w的表达而抑制癌细胞的凋亡[32,37]. 
β-catenin可以激活Bcl-w的启动子, 导致Bcl-w
的高表达, 抑制了结肠癌细胞的凋亡[38]. 在Bae  
et al的研究中, Bcl-w也可以通过激活PI3K/AKT
进而激活了转录因子Sp1的活性, 使得MMP2表
达增加, 分解细胞外基质, 从而促进胃癌细胞的

侵袭力[39]; 也可以在激活转录因子Sp1后, 诱导

了uPA(尿激酶型纤维蛋白酶原激活剂)的表达, 
从而使黏着斑激酶(FAK)的水平升高, 促进了细

胞的侵袭力[40]. 
本研究发现, 结肠腺癌组织的凋亡明显低于

正常组织, 抑制凋亡蛋白Bcl-xL和Bcl-w在腺癌

中的高表达可能发挥了重要的作用. 因此, 降低

抑制凋亡蛋白的表达, 对降低结肠腺癌耐药性

和结肠腺癌进展有重要的意义.

4      参考文献
1	 Ferlay J, Autier P, Boniol M, Heanue M, Colombet 

M, Boyle P. Estimates of the cancer incidence and 
mortality in Europe in 2006. Ann Oncol 2007; 18: 
581-592

2	 Jemal A, Siegel R, Ward E, Murray T, Xu J, Thun MJ. 
Cancer statistics, 2007. CA Cancer J Clin 2007; 57: 43-66 

3	 高春, 王爱英, 韩亚京. 内源性生物素在结肠组织中
的表达及其对免疫组化的影响. 世界华人消化杂志 
2008; 16: 551-555

4	 Fulda S. Apoptosis pathways and neuroblastoma 
therapy. Curr Pharm Des 2009; 15: 430-435  

5	 Cotter TG. Apoptosis and cancer: the genesis of a 
research field. Nat Rev Cancer 2009; 9: 501-507

6	 Watson AJ, Pritchard DM. Lessons from genetically 
engineered animal models. VII. Apoptosis in 
intestinal epithelium: lessons from transgenic 
and knockout mice. Am J Physiol Gastrointest Liver 
Physiol 2000; 278: G1-G5

7	 Rajagopalan H, Nowak MA, Vogelstein B, Lengauer 
C. The significance of unstable chromosomes in 
colorectal cancer. Nat Rev Cancer 2003; 3: 695-701

8	 Leedham SJ, Wright NA. Expansion of a mutated 
clone: from stem cell to tumour. J Clin Pathol 2008; 
61: 164-171

9	 Kukitsu T, Takayama T, Miyanishi K, Nobuoka A, 
Katsuki S, Sato Y, Takimoto R, Matsunaga T, Kato J, 
Sonoda T, Sakamaki S, Niitsu Y. Aberrant crypt foci 
as precursors of the dysplasia-carcinoma sequence 
in patients with ulcerative colitis. Clin Cancer Res 
2008; 14: 48-54 

10	 Oumouna-Benachour K, Oumouna M, Zerfaoui M, 
Hans C, Fallon K, Boulares AH. Intrinsic resistance 
to apoptosis of colon epithelial cells is a potential 
determining factor in the susceptibility of the A/J 
mouse strain to dimethylhydrazine-induced colon 
tumorigenesis. Mol Carcinog 2007; 46: 993-1002

11	 Youle RJ, Strasser A. The BCL-2 protein family: 
opposing activities that mediate cell death. Nat Rev 
Mol Cell Biol 2008; 9: 47-59

12	 Han HS, Park YM, Hwang TS. Dif ferent ia l 

expression of Bcl-2, Bcl-XL and p53 in colorectal 
cancer. J Gastroenterol Hepatol 2006; 21: 1108-1114

13	 Ilyas M, Hao XP, Wilkinson K, Tomlinson IP, 
Abbasi AM, Forbes A, Bodmer WF, Talbot IC. 
Loss of Bcl-2 expression correlates with tumour 
recurrence in colorectal cancer. Gut 1998; 43: 
383-387

14	 Leahy DT, Mulcahy HE, O'Donoghue DP, Parfrey 
NA. bcl-2 protein expression is associated with 
better prognosis in colorectal cancer. Histopathology 
1999; 35: 360-367

15	 Bendardaf R, Ristamaki R, Syrjanen K, Pyrhonen 
S. Bcl-2 expression significantly correlates with 
thymidylate synthase expression in colorectal 
cancer patients. World J Gastroenterol 2008; 14: 
6218-6223

16	 Bendardaf R, Lamlum H, Ristamäki R, Syrjänen K, 
Pyrhönen S. Oncoprotein Bcl-2 and microsatellite 
instability are associated with disease-free survival 
and treatment response in colorectal cancer. Oncol 
Rep 2008; 20: 999-1004

17	 Watson AJ, Merritt AJ, Jones LS, Askew JN, 
Anderson E, Becciolini A, Balzi M, Potten CS, 
Hickman JA. Evidence of reciprocity of bcl-2 and 
p53 expression in human colorectal adenomas and 
carcinomas. Br J Cancer 1996; 73: 889-895

18	 Berney CR, Downing SR, Yang JL, Russell PJ, 
Crowe PJ. Evidence for post-transcriptional down-
regulation of the apoptosis-related gene bcl-2 in 
human colorectal cancer. J Pathol 2000; 191: 15-20

19	 C a r r N J , E m o r y T S , S o b i n L H . E p i t h e l i a l 
neoplasms of the appendix and colorectum: an 
analysis of cell proliferation, apoptosis, and 
expression of p53, CD44, bcl-2. Arch Pathol Lab 
Med 2002; 126: 837-841

20	 Yang SY, Sales KM, Fuller B, Seifalian AM, Winslet 
MC. Apoptosis and colorectal cancer: implications 
for therapy. Trends Mol Med 2009; 15: 225-233

21	 Zhang YL, Pang LQ, Wu Y, Wang XY, Wang CQ, 
Fan Y. Significance of Bcl-xL in human colon 
carcinoma. World J Gastroenterol 2008; 14: 3069-3073

22	 Zhang L, Yu J, Park BH, Kinzler KW, Vogelstein B. 
Role of BAX in the apoptotic response to anticancer 
agents. Science 2000; 290: 989-992

23	 Maurer CA, Friess H, Bühler SS, Wahl BR, Graber H, 
Zimmermann A, Büchler MW. Apoptosis inhibiting 
factor Bcl-xL might be the crucial member of the 
Bcl-2 gene family in colorectal cancer. Dig Dis Sci 
1998; 43: 2641-2648

24	 Coll ML, Rosen K, Ladeda V, Filmus J. Increased 
Bcl-xL expression mediates v-Src-induced resistance 
to anoikis in intestinal epithelial cells. Oncogene 
2002; 21: 2908-2913

25	 Alfano D, Iaccarino I, Stoppelli MP. Urokinase 
signaling through its receptor protects against 
anoikis by increasing BCL-xL expression levels. J 
Biol Chem 2006; 281: 17758-17767

26	 Jeong HS, Choi HY, Choi TW, Kim BW, Kim JH, 
Lee ER, Cho SG. Differential regulation of the 
antiapoptotic action of B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) 
and B-cell lymphoma extra long (Bcl-xL) by c-Jun 
N-terminal protein kinase (JNK) 1-involved 
pathway in neuroglioma cells. Biol Pharm Bull 2008; 
31: 1686-1690

27	 Hameed DA, Abdel Raheem AM, Mosad E, 
Hammouda HM, Kamel NA, Abdel Aziz MA. Bcl-
XL and Bcl-2 expression in bilharzial squamous cell 
carcinoma of the urinary bladder: which protein is 

■同行评价
本研究通过检测
正常结肠和结肠
腺癌的细胞凋亡
以及Bcl-2家族成
员在两者中表达
的差异, 探讨其在
结肠腺癌发生发
展中的作用, 为结
肠腺癌的化学药
物治疗和基因治
疗提供了新的理
论支持.



www.wjgnet.com

2594                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年9月8日    第17卷   第25期

prognostic? Urology 2008; 72: 374-378
28	 Zheng X, Wang Y, Wei H, Ling B, Sun R, Tian Z. 

Bcl-xL is associated with the anti-apoptotic effect 
of IL-15 on the survival of CD56(dim) natural killer 
cells. Mol Immunol 2008; 45: 2559-2569

29	 Wang Y, Zhang B, Peng X, Perpetua M, Harbrecht BG. 
Bcl-xL prevents staurosporine-induced hepatocyte 
apoptosis by restoring protein kinase B/mitogen-
activated protein kinase activity and mitochondria 
integrity. J Cell Physiol 2008; 215: 676-683

30	 Wacheck V, Selzer E, Günsberg P, Lucas T, Meyer H, 
Thallinger C, Monia BP, Jansen B. Bcl-x(L) antisense 
oligonucleotides radiosensitise colon cancer cells. 
Br J Cancer 2003; 89: 1352-1357

31	 Wilson JW, Nostro MC, Balzi M, Faraoni P, Cianchi 
F, Becciolini A, Potten CS. Bcl-w expression in 
colorectal adenocarcinoma. Br J Cancer 2000; 82: 
178-185

32	 Lee HW, Lee SS, Lee SJ, Um HD. Bcl-w is expressed 
in a majority of infiltrative gastric adenocarcinomas 
and suppresses the cancer cell death by blocking 
stress-activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal 
kinase activation. Cancer Res 2003; 63: 1093-1100

33	 Ross AJ, Waymire KG, Moss JE, Parlow AF, 
Skinner MK, Russell LD, MacGregor GR. Testicular 
degeneration in Bclw-deficient mice. Nat Genet 
1998; 18: 251-256

34	 Print CG, Loveland KL, Gibson L, Meehan T, 
Stylianou A, Wreford N, de Kretser D, Metcalf D, 
Köntgen F, Adams JM, Cory S. Apoptosis regulator 

bcl-w is essential for spermatogenesis but appears 
otherwise redundant. Proc Natl Acad Sci U S A 1998; 
95: 12424-12431

35	 Pritchard DM, Print C, O'Reilly L, Adams JM, 
Potten CS, Hickman JA. Bcl-w is an important 
determinant of damage-induced apoptosis in 
epithelia of small and large intestine. Oncogene 
2000; 19: 3955-3959

36	 Stern LE, Falcone RA Jr, Kemp CJ, Stuart LA, Erwin 
CR, Warner BW. Effect of massive small bowel 
resection on the Bax/Bcl-w ratio and enterocyte 
apoptosis. J Gastrointest Surg 2000; 4: 93-100

37	 Kitamura S, Kondo S, Shinomura Y, Kanayama S, 
Miyazaki Y, Kiyohara T, Hiraoka S, Matsuzawa Y. 
Met/HGF receptor modulates bcl-w expression and 
inhibits apoptosis in human colorectal cancers. Br J 
Cancer 2000; 83: 668-673

38	 Lapham A, Adams JE, Paterson A, Lee M, Brimmell 
M, Packham G. The Bcl-w promoter is activated by 
beta-catenin/TCF4 in human colorectal carcinoma 
cells. Gene 2009; 432: 112-127

39	 Bae IH, Park MJ, Yoon SH, Kang SW, Lee SS, Choi 
KM, Um HD. Bcl-w promotes gastric cancer cell 
invasion by inducing matrix metalloproteinase-2 
expression via phosphoinositide 3-kinase, Akt, and 
Sp1. Cancer Res 2006; 66: 4991-4995

40	 Bae IH, Yoon SH, Lee SB, Park JK, Ho JN, Um HD. 
Signaling components involved in Bcl-w-induced 
migration of gastric cancer cells. Cancer Lett 2009; 
277: 22-28

           编辑  李军亮  电编  何基才  

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2009年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《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). (科学编辑: 李军亮 2009-09-08)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年9月8日; 17(25): 2595-2600
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 文献综述 REVIEW

HCV NS3/4A丝氨酸蛋白酶和NS5B RNA聚合酶抑制剂的
临床研究进展

汪 桦, 薛小平, 雷迎峰

汪桦, 薛小平, 西北工业大学生命科学院 陕西省西安市
710072
雷迎峰, 中国人民解放军第四军医大学微生物学教研室 陕
西省西安市 710032
国家自然科学基金资助项目, No. 30600564; No. 30700710; 
No. 3070030
作者贡献分布:贡献分布: 此文由汪桦综述; 薛小平与雷迎峰审校.
通讯���讯���作者�: 薛小平, 教授, 710072, 陕西省西安市友谊西路127
号, 西北工业大学生命科学院. xuexp99@gmail.com
电话: 029-88460541     传真: 029-88460541
收稿日期���������������  修回�������������� : ������������� 修回�������������� 2009-07-12   修回�������������� 修回�������������� 日期������������ : ����������2009-08-20
接受�����������������  在线出版�������������� 日期���������������  在线出版�������������� : ������������� 在线出版�������������� 2009-08-24   在线出版�������������� 在线出版�������������� 日期������������ : ����������2009-09-08

Recent advances in the 
development of inhibitors 
targeting hepatitis C virus NS3/
4A serine protease and NS5B 
RNA polymerase 

Hua Wang, Xiao-Ping Xue, Ying-Feng Lei

Hua Wang, Xiao-Ping Xue, College of Life Science, 
Northwestern Polytechnical University, Xi’an 710072, 
Shaanxi Province, China
Ying-Feng Lei, Department of Microbiology, the Fourth 
Military Medical University of Chinese PLA, Xi’an 710032, 
Shaanxi Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30600564, 30700710 and 3070030
Correspondence to: Professor Xiao-Ping Xue, College of 
Life Science, Northwestern Polytechnical University, 127 
Youyi West Road, Xi’an 710072, Shaanxi Province, 
China. xuexp99@gmail.com
Received: 2009-07-12    Revised: 2009-08-20
Accepted: 2009-08-24    Published online: 2009-09-08 

Abstract
Hepatitis C virus (HCV) NS3/4A serine protease 
and NS5B RNA-dependent RNA polymerase are 
vital for the processing and maturation of viral 
protein precursors and RNA replication. Re-
cently, many studies focus on developing inhibi-
tors targeting these two enzymes to fight against 
HCV infection. In this article, we will review the 
recent advances in the development of inhibi-
tors targeting HCV NS3/4A protease and NS5B 
polymerase. 

Key Words: Hepatitis C; NS3/4A serine protease; 
NS5B RNA-dependent RNA polymerase; Enzyme 

inhibitor

Wang H, Xue XP, Lei YF. Recent advances in the 
development of inhibitors targeting hepatitis C virus 
NS3/4A serine protease and NS5B RNA polymerase. 
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摘要
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)NS3/4A
丝氨酸蛋白酶和NS5B RNA依赖的RNA聚合
酶是病毒蛋白前体加工成熟和复制过程中
十分重要的两个酶, 是抗HCV治疗的理想靶
点. 近年来, 关于HCV NS3/4A蛋白酶和NS5B 
RNA聚合酶抑制剂的研究是抗HCV研究最为
活跃的方向, 本文综述了他们在临床试验中的
最新研究进展.

关键词: 丙型肝炎; NS3/4A丝氨酸蛋白酶; NS5B 

RNA依赖的RNA聚合酶; 酶类抑制剂
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)是引起

慢性肝炎的主要病原体之一, 主要通过血源传

播. HCV基因组变异较大, 按照Simmonds命名

系统, 可将HCV分为6个主要基因型即Ⅰ-Ⅵ, 各
型又可分为若干个亚型(如Ⅰa、Ⅰb、Ⅱa、Ⅱ

b、Ⅲa、Ⅲb等). HCV基因型分布具有明显的

地域性, 其中Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ型呈全球性分布, 我国

北方以Ⅱa型为主, 南方以Ⅰb型为主. 全球范围

内, HCV感染人数约占总人口数的3%, 约为2亿
人, 其中Ⅰ型感染者占感染总人数的40%-80%[1]. 
目前, 我国的HCV感染者约4000万, 其中69%为

Ⅰ型感染(以Ⅰb型为主), 13%为Ⅱ型感染(以Ⅱa
型为主), 18%为其他类型感染[2]. HCV的感染者

约有60%-80%发展为慢性肝炎, 其中约20%发展

www.wjgnet.com
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■背景资料
HCV感染往往易
引起慢性肝炎, 因
此HCV感染已成
为全球严重的公
共卫生问题 .  目
前, 临床上标准的
HCV治疗方案是
IFNα或peg-IFNα
和 R B V联合使
用. 但是, 这种治
疗方案的疗效较
低, 周期较长, 费
用较高, 不良反应
较严重 .  随着临
床上应用蛋白酶
和逆转录酶抑制
剂治疗HIV取得
较好的疗效 ,  研
发NS3/4A SP和
NS5B RdRP抑制
剂成为近年来抗
HCV治疗的重要
方向. 
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为肝硬化, 并有约2%-5%的患者死于HCV感染

导致的肝硬化和肝癌[1]. 因此, HCV感染已成为

全球严重的公共卫生问题. 目前, 由于缺少特异

有效的药物和疫苗, 临床上标准的HCV治疗方

案是α-干扰素(interferon alfa, IFN-α)或聚乙二醇

化α-干扰素(pegylated interferon alpha, peg-IFNα)
和利巴韦林(ribavirin, RBV)联合使用. 其治疗效

果在不同基因型之间有很大差异, Ⅰ型的疗效

仅为40%-50%, 且治疗周期较长, 费用较高, 不良

反应较严重[3]. 目前, 抗HCV感染的临床研究主

要有2个方向: 一是改进干扰素和RBV; 另一个

是研发特异有效的抗HCV药物. RBV前体药物

taribavirin和新型干扰素alb-IFNα-2b相继进入临

床试验, 结果表明: taribavirin虽然可以有效降低

贫血等不良反应的发生率, 但疗效却大大降低[4], 
并且alb-IFNα-2b不能明显提高治疗效果[5]. 近年

来, 以HCV NS3/4A丝氨酸蛋白酶(NS3/4A serine 
protease, NS3/4A SP)和NS5B RNA依赖的RNA
聚合酶(NS5B RNA-dependent RNA polymerase, 
NS5B RdRp)等为靶标, 寻找HCV特定靶点抗病

毒治疗(specifically targeted antiviral therapy for 
HCV, STAT-C)药物是抗HCV研究的重要方向. 

1  HCV NS3/4A丝氨酸蛋白酶和NS5B RNA聚合酶

HCV属黄病毒(Flaviviridea)科, 是单股、正链

RNA 病毒, 基因全长9.6 kb, 由5'非编码区, 3'非
编码区及位于其间的单一开放阅读框架(open 
reading frame, ORF)组成. ORF编码约3010个
氨基酸的NH2-C-E1-E2/NS1-NS2-NS3-NS4A-
NS4B-NS5A-NS5B-COOH多聚蛋白前体[1]. 其
中C, E1, E2, P7为结构蛋白区, NS2, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A, NS5B为非结构蛋白区. 

NS3/4A SP是由NS3氨基末端180个氨基酸

及辅助因子NS4A组成的异源二聚体. NS3/4A 
SP在病毒多聚蛋白前体的加工成熟中有着非常

重要的作用, 他在4个连接区域切割多聚蛋白前

体: NS3/NS4A、NS4A/NS4B、NS4B/NS5A、

NS5A/NS5B. 此外, NS3/4A SP可以抑制细胞内

抗病毒因子IRF-3的活性, 从而抑制细胞内抗病

毒反应[6]. 因此, NS3/4A SP已经成为研制抗HCV
药物和疫苗的重要靶点. 

NS5B RdRp是HCV复制过程中的关键酶. 
NS5B RdRp以HCV释放出的正链RNA为模板催

化RNA负链的合成, 再通过负链复制出大量的

正链, 与多聚蛋白体裂解产生的病毒蛋白共同

包装为成熟病毒颗粒. 此外, 正常的哺乳动物细
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胞不表达与NS5B RdRp功能相同的酶, 使针对

NS5B RdRp的抑制剂具有良好的选择性[7]. 因此, 
NS5B RdRp也是当今抗HCV研究的重要靶点. 
目前, 已有多种NS3/4A SP和NS5B RdRp抑制剂

进入临床试验[8]. 

2  NS3/4A丝氨酸蛋白酶抑制剂

NS3/4A SP抑制剂根据其作用位点, 可分为2类: 
可逆共价结合抑制剂和非共价结合抑制剂[9]. 
2.1 NS3/4A SP可逆共价结合抑制剂 NS3/4A SP
可逆共价结合抑制剂是基于NS3/4A SP的底物

设计的抑制剂. 其抑制原理是利用不易被切割

的底物类似物来竞争NS3/4A SP的反应中心, 从
而降低NS3/4A SP的活性, 抑制病毒的复制[9]. 
2.1.1 Telaprevir(VX-950): Telaprevir是一种口服

的拟肽类抑制剂, 其作用效果在HCVⅠ型、Ⅱ

型和Ⅲ型之间无明显差异[10]. 在Forestier et al [11]

进行的一项小规模Ⅰb期临床试验中, peg-IFNα

与Telaprevir联合治疗组经2 wk治疗后, 血液中

病毒载量平均下降可达5.5 log10 IU/mL. 此外, 
联合治疗组没有患者表现出病毒载量反弹(viral 
breakthrough), 且病毒序列分析表明: 抗药突变

仅为2/7[11]. 因此, TPR(telaprevir, peg-IFNα, RBV)
联合治疗可有效提高患者的持续病毒应答(sus-
tained virological response, SVR), 并降低抗药

突变的发生率. 在Ⅱ期临床试验“PROVE-1”
中, 260例未经过治疗的HCVⅠ型感染者被分为

4组. 结果显示, TPR治疗12 wk后, PR(peg-IFNα, 
RBV)再治疗12 wk组和36 wk组, 患者的SVR可
分别达到61%和67%, 复发率为2%和6%. 然而, 
PR治疗48 wk组和单用TPR治疗12 wk组的SVR
仅为41%和35%, 复发率高达23%和33%[12]. 在另

一项Ⅱ期临床试验“PROVE-2”中, TPR治疗12 
wk后, PR再治疗12 wk组的SVR为69%, 复发率

仅为14%. PR治疗48 wk组、TPR治疗12 wk组和

TP治疗12 wk组的SVR分别为46%、60%和36%, 
复发率高达22%、30%和48%[13]. 以上结果表明, 
TPR治疗与PR治疗分段联合应用可以有效提高

患者SVR的比率, 总治疗周期控制在24 wk即可, 
且RBV在TPR治疗中不可或缺. 但是, TPR治疗

产生皮疹、瘙痒、贫血等不良反应的比率明显

比PR治疗高[12-13]. 目前, Telaprevir已经进入Ⅲ期

临床试验. 
2.1.2 Boceprevir(SCH-503034): Boceprevir是
又一种口服的拟肽类抑制剂, 能有效抑制HCV 
RNA复制. Sarrazin et al [14]对PR治疗无效的Ⅰ
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型感染者进行Boceprevir临床研究发现: 仅服用

Boceprevir 2 wk, 400 mg tid, 治疗组的平均病毒

载量可下降2.06 log10 IU/mL. 并且, Boceprevir
与peg-IFNα联合治疗2 wk, 治疗组的平均病毒载

量可下降2.88 log10 IU/mL[14]. 
在K w o  e t  a l [ 1 5 ]进行的Ⅱ期临床试验

“SPRINT-1”中, 595例HCVⅠ型患者被分为6
组, 采用较高剂量Boceprevir(800 mg tid)研究Bo-
ceprevir与PR的联合治疗情况. 并且, 为了减少

Boceprevir耐药突变和提高SVR, 在2个试验组先

进行4 wk的PR治疗, 再分别进行BPR(boceprevir, 
peg-IFNα, RBV)联合治疗24 wk和44 wk. 结果

表明, 先进行4 wk PR前期治疗来提高试验组

SVR的效果并不明显. 单独应用BPR联合治疗 
28 wk或48 wk, 可使试验组患者SVR(55%,56%)
或SVR12(66%,74%)明显高于PR对照组SVR 
(36%)[15]. 并且, 另一项研究表明, peg-IFNα和

RBV可减少Boceprevir治疗引起的耐药突变[16]. 
以上试验结果表明, peg-IFNα和RBV在Bo-

ceprevir临床治疗中必不可少, 他们不但可以提他们不但可以提们不但可以提

高患者中SVR的比率, 而且可以有效减少V36M, 
R155K, V36L等耐药突变的产生. 然而, BPR治
疗产生的贫血等不良反应的比率比PR标准治疗

要高, 且对于PR治疗无效患者采用BPR治疗产

生SVR的比率仅为7%-14%[16]. 目前, Boceprevir
也已经进入Ⅲ期临床试验. 
2.2 NS3/4A SP非共价结合抑制剂 NS3/4A SP非
共价结合抑制剂是基于NS3/4A SP的酶切产物

设计的抑制剂. 其抑制原理是, NS3/4A SP产生

的酶切N末端产物可占据NS3/4A SP的活性位

点, 且这种结合是非共价的[9]. 因此, 利用酶切N
末端产物类似物可抑制NS3/4A SP的活性. 
2.2.1 BILN 2061: BILN 2061属于大环拟肽类药

物, 是第一个进入临床试验的NS3/4A SP抑制

剂. 用较高剂量的BILN 2061对HCVⅠ型患者

进行治疗, 2 d后, 患者的HCV病毒载量可下降2 
log10 IU/ml以上[17]. 但是, 由于BILN 2061在动

物实验中表现出的心脏毒性, 该药已被暂停临

床试验[18]. 
2.2.2 TMC435350: TMC435350也属于大环拟

肽类药物. 在Reesink et al [19]进行的临床Ⅰ期试

验中, HCVⅠ型患者用药5 d后, 200 mg qd(once 
d a i l y)组的平均病毒载量下降最大 ,  可达3.9 
log10 IU/mL. 并且, 试验过程中无患者出现严重

的不良反应. 但是, 未感染HCV的对照组用药5 d
后, TMC435350在其体内的积累效应高于HCV

患者3倍, 值得引起注意[19]. 目前, TMC435350已
进入Ⅱ期临床试验. 
2.3 其他NS3/4A SP抑制剂 ACH-806与其他

NS3/4A SP抑制剂不同, 他阻止NS4A与NS3结他阻止NS4A与NS3结阻止NS4A与NS3结
合, 使其不能形成高活性的N S3/4A蛋白酶复

合物, 从而达到抑制效果. 因此, ACH-806不会

与其他抑制剂产生交叉抗性. 在Ⅰb期临床试他抑制剂产生交叉抗性. 在Ⅰb期临床试抑制剂产生交叉抗性. 在Ⅰb期临床试

验中, 对HCVⅠ型感染者用药5d后, 患者HCV
病毒载量平均下降0.9 log10 IU/mL[20]. 近期研

究表明, ACH-806可以引起肾脏功能紊乱, 因
此该药已被暂停临床试验. 但是, ACH-806提
供的抑制思路仍值得借鉴. 此外, 新型NS3/4A 
S P抑制剂M K - 7 0 0 9已进入Ⅱ期临床试验 ,  
R7227(ITMN-191)和VX-500也进入Ⅰ期临床

试验. 

3  NS5B RNA依赖的RNA聚合酶抑制剂

N S5B R N A聚合酶抑制剂可根据其化学结构

和作用机制分为2大类 :  核苷类似物抑制剂

(nucleoside analogue inhibitors, NI)和非核苷类

似物抑制剂(non-nucleostide analogue inhibitors, 
NNI). 
3.1 NS5B RdRP核苷类似物抑制剂 NI的抑制原

理是非磷酸化的NI进入感染HCV的细胞后, 通
过胞内磷酸激酶的催化, 转变为具有活性的NTP
形式. 然后, 作为NS5B的底物与胞内NTPs竞争, 
参与NS5B催化的HCV RNA复制. NTP形式的

NI被插入到新生RNA链上后, 其糖单元上的特

殊结构会阻止后续碱基的插入, 从而抑制新生

RNA链的延伸[21]. 
3.1.1 R7128: R7128是可口服的PSI-6130前体药

物, 也是一种胞嘧啶类似物抑制剂. Reddy et al [22]

对PR治疗无效的HCVⅠ型患者进行Ⅰ期临床试

验, 治疗2 wk后, 1500 mg bid组的平均病毒载量

下降最大, 可达5 log10 IU/mL. Lalezari et al [23]将

R7128与peg-IFNα, RBV联合应用, 对未经过治

疗的HCVⅠ型患者进行临床研究. 经过4 wk联合

治疗, 患者病毒载量下降约4.0 log10 IU/mL, 快速

病毒应答(rapid virological response, RVR)比率为

45%. 治疗期间, 没有患者发生病毒载量反弹, 且
R7128与peg-IFNα, RBV联合应用时, 基本无患者

产生严重的不良反应[23]. Ⅰ期临床试验结果表明, 
R7128具有高效率和低毒性等诸多优点, 因此该

药已成为具有应用前景的NI类抑制剂之一. 
3.1.2 R1626: R1626是R1479的前体药物, 也是一

种胞嘧啶类似物抑制剂. 在Roberts et al [24]进行
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的Ⅰ期临床试验中, 47例HCVⅠ型患者被分为

3组, 分别服用R1626 1500 mg bid, 3000 mg bid, 
4500 mg bid. 治疗2 wk后, 组内平均病毒载量下

降分别为1.2, 2.6和3.7 log10 IU/mL[24]. 在Pockros 
et al [25]进行的Ⅱ期临床试验中, 104例未经过治

疗的HCVⅠ型患者被分为4组, 来研究R1626与
peg-IFNα, RBV的联合治疗情况. 治疗48 wk后, 
R6PR(R1626, peg-IFNα, RBV)联合治疗组的平

均病毒载量下降最大, 高达5.2 log10 IU/mL. 然
而, 试验患者发生4级嗜中性白细胞减少症(<500
个/μL)的比率高达42%-78%[25]. 此外, R1626试验

组患者发生皮疹和肠胃不良反应的比率也明显

高于对照组. 因此, Roche公司已于2008-10暂停

该药的临床试验. 
3.1.3 Valopicitabine(NM283): Valopicitabine是第

一个进入临床试验的NI类抑制剂. Ⅰ期临床试

验中, 800 mg/d的试验组平均病毒载量下降最

大, 可达1.21 log10 IU/mL[26]. 然而, Ⅱ期临床试

验表明, Valopicitabine会产生严重的肠胃不良反

应[27]. 2007-09, FDA宣布暂停该药的临床试验. 
此外, 新型NI类抑制剂IDX184已进入Ⅰ期临床

试验. 另一种NI类抑制剂MK-0608, 已被Merck
公司宣布放弃研发. 
3.2 NS5B RdRP非核苷类似物抑制剂 NNI的抑

制原理与NI不同, NNI通过与NS5B RNA聚合酶

表面的变构位点结合, 改变酶的空间构象, 从而

抑制其活性. 研究表明, NS5B RNA聚合酶表面

至少存在4个变构结合位点[28]. 
3.2.1 VCH-759: VCH-759是一种口服的NNI类抑

制剂. 在Cooper et al [29]进行的Ⅰ期临床试验中, 
32例未接受过治疗的HCVⅠ型患者分别接受

400 mg tid、800 mg bid、800 mg tid的VCH-759
治疗. 经过10 d的治疗, 800 mg tid组的平均病

毒载量下降最大, 可达2.5 log10 IU/mL[29]. 虽
然较多患者出现腹泻, 但是无严重的不良反应

发生. 此外, 有部分患者体内出现M423T/V、

L419M、I482L等突变株, 引起病毒载量反弹. 这
说明, 该药可能需要与其他药物联合应用, 以增

加药效并减少突变株的产生. 目前, VCH-759与
其他药物联合治疗的Ⅱ期临床试验正在进行. 
3.2.2 HCV-796: HCV-796是第一个进入Ⅱ期

临床试验的NNI类抑制剂. 在Ⅰ期临床试验中, 
1000 mg bid和1500 mg bid试验组患者平均病

毒载量下降最大, 可达1.4 log10 IU/mL[30]. 没有

患者出现严重的不良反应, 但有部分患者出现

C316Y突变引起的病毒载量反弹. 在Kneteman 

et al [30]进行的Ⅱ期临床试验中, 研究了HCV-796
与peg-IFNα, RBV的联合治疗情况. 初期结果

表明, HCV-796与peg-IFNα联合治疗可增加治

疗效果, 减少突变株的发生. 但是, 试验中发现

HCV-796具有严重的肝脏毒性. 因此, HCV-796
已被停止临床试验. 此外, 新型NNI类抑制剂

A-837093, GS-9190, GSK625433, VCH-916, 
PF-868554, ABT-333, ANA598已进入Ⅰ期临床

试验. 并且, 由于治疗效果不佳, XTL 2125已被

停止临床试验. 

4  结论

近年来, 许多大型医药企业针对NS3/4A SP和
NS5B RdRP研发抑制剂, 并相继进入临床试验. 
尽管, 一些NS3/4A SP和NS5B RdRP抑制剂可以

有效降低患者体内的HCV RNA病毒载量, 并呈

现良好的应用前景. 但是, 这些抑制剂单独用于

抗HCV治疗, 往往易使HCV产生抗药突变株, 从
而引起病毒载量的反弹. 因此, 未来对HCV抗药

突变株进行分析研究, 以及对抗HCV药物联合

应用进行临床研究, 是NS3/4A SP和NS5B RdRP
抑制剂进行STAT-C治疗的重要趋势. 临床试验

表明: 一些NS3/4A SP和NS5B RdRP的抑制剂与

peg-IFNα, RBV联合应用可以减少HCV抗药突

变株的发生, 增加抑制剂的治疗效果. 但是, 某
些抑制剂单独治疗或与PB联合治疗会产生各种

严重的不良反应. 不久前, R1626、HCV-796等
被停止临床试验, 都是因为其产生的严重不良

反应. 因此, 如何减少NS3/4A SP和NS5B RdRP
抑制剂产生的各种严重不良反应, 也是开发新

型药物需要解决的重要问题. 虽然NS3/4A SP和
NS5B RdRP抑制剂目前仍存在一定的问题, 但
是从总体上看, 他们的各项临床试验结果还是

令人满意的. 因此, 随着未来各项研究的深入, 
有理由相信: 一种毒性低、药效高、治疗周期

短、用药成本低的理想抗HCV药物必将会出现. 
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Abstract
In order to offer clues to the etiology, patho-
genesis, pathophysiology and therapy of severe 
acute pancreatitis (SAP), multiple animal mod-
els of SAP have been established. These animal 
models can simulate different aspects of the 
disease process of human SAP. Due to different 
manipulation protocols used in the development 
of animal models, these animal models can meet 

different research needs. A suitable, simple and 
reproducible animal model should be selected 
based on experiment purposes. In this article, 
we will briefly review the recent advances in the 
development of animal models of SAP and high-
light the direction of future research. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Animal mod-
el; Etiopathogenesis; Retrograde injection 

Yang YS, Cui SL, Chen K, Wang H. Advances in the 
development of experimental animal models of severe 
acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(25): 2601-2606

摘要
为探讨重症急性胰腺炎 ( s e v e r e  a c u t e 
pancreatitis, SAP)的病因、发病机制、病理生
理变化及其治疗方法, 已用多种方式建立了活
体动物SAP模型. 鉴于各种活体SAP模型能在
不同侧面模拟人类SAP病变过程, 但操作及控
制各异、部分便于动态观察各项指标变化及
治疗效果, 可根据不同的实验目的选择合适、
操作简单、重复性好的建模方案进行研究. 本
文简述目前SAP研究现状, 启迪未来探索方向.

关键词: 重症急性胰腺炎; 动物模型; 发病机制; 逆

行注射法

杨元生, 崔淑兰, 陈垦, 王晖. 重症急性胰腺炎实验动物模型的研

究进展.  世界华人消化杂志  2009; 17(25): 2601-2606
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床上常见的急腹症, 按病理分又名急性坏

死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, ANP), 
起病急, 进展快, 病情重, 死亡率高, 发病机制尚

未完全阐明, 且无理想的防治方案, 故复制SAP
模型进行病因学和治疗学研究是必要的. 因SAP
并发症多, 至今尚未找到一种能全面解释SAP发
病机制的模型, 继续探索仍是今后的科研焦点. 
研究发病机制旨在为临床治疗提供新思路. 本

www.wjgnet.com
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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P )是临床常
见的急腹症, 发病
急、进展快、病
情重、死亡率高, 
且一直以来其发
病机制未得到阐
明, 成功复制SAP
模型是研究发病
机制的关键点. 目
前有多种方法可
诱导动物SAP, 但
各法均有优劣, 需
根据研究目的进
行选择. 研究SAP
发病机制可为疾
病的防治提供指
导性思路.

■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 ;  樊
晓明 ,  主任医师 , 
复旦大学附属金
山医院消化科



文简述最近几年有关SAP建模及其相关机制的

进展, 探究目前SAP研究的现状, 启迪今后科研

探索方向.

1  雨蛙素诱导法

自Lampel et al [1]首次成功用雨蛙素(caerulein, 
C A E)非创伤性复制大鼠急性胰腺炎 (a c u t e 
pancreatitis, AP)模型后, CAE渐在实验动物AP
模型中应用. CAE为多肽类物质, 与胆囊收缩

素(cholecystokinin, CCK)化学结构及药理作用

相似, 具有较强的刺激胆囊收缩和胰酶分泌作

用. 给药途径有2种: (1)静脉注射(intravenous 
injection, iv)法; (2)腹腔注射(intraperitoneal 
injection, ip)法. ip法可致更严重和持久的损伤. 
诱导SAP模型方法为ip CAE 50 μg/(kg·h)连续6
次, 每次间隔1 h.  

CAE诱导过氧化物增殖激活受体基因敲除

小鼠SAP, 以水肿、坏死、中性粒细胞浸润及

血清淀粉酶(serum amylase, SAM)升高为特征, 
研究发现胰腺和肺的炎症浸润与细胞间黏附分

子-1(intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1)
和P-选择蛋白的表达升高有关[2]. Moreno et al [3]

发现CAE诱导雄性CCR5-缺陷(CCR5-deficient, 
CCR5-/-)小鼠AP胰腺损伤比野生型小鼠更严重, 
研究显示CCR5-/-导致CC化学增活素水平升高, 
加重实验性CAE诱导的AP, 表明CCR5表达能调

节AP的严重度. CAE诱导小鼠SAP伴有40%腺

泡细胞坏死, 但诱导大鼠和其他动物通常为轻

型和普遍自限性[4]. 此外, Andraus et al [5]将CAE
诱导的AP放入中度低温(28℃-32℃)环境中, 发
现能加重AP大鼠的炎症反应, 可能的机制是在

这过程中加速了氧化还原反应的不平衡. 总之, 
CAE诱导基因工程小鼠易得到SAP模型, 但研究

成本较高, 较难推广. 
CAE诱导SAP可能机制是大剂量CAE刺激

胰酶分泌, 引起胰酶异常激活造成胰腺及其他

器官损伤. 胰酶激活磷脂酶A2(phospholipase A2, 
PLA2)转化脑磷脂和卵磷脂变成高度细胞毒性

的溶血脑磷脂和溶血卵磷脂, 损伤血脑屏障, 溶
解细胞膜的磷脂结构, 水解线粒体, 导致大脑代

谢障碍和水肿[6]. CAE诱导SAP是否存在其他路

径机制还需继续探索证实.

2  无胆盐乙硫氨酸饮食法

为寻找简单易行复制SAP方法, 1975年lombardi 
et al [7]用无胆盐乙硫氨酸(choline deficient ethio-
nine supplemental, CDE)喂食法成功诱导雌性幼
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小鼠SAP. CDE基本配方为蔗糖55.8%, 猪油20%, 
大豆蛋白10%, 配以无机盐和各种维生素, 再加

3%乙硫氨酸. CDE诱导雌性幼鼠SAP, 随后发生

胰腺及弥漫性腹腔脂肪坏死和若干全身效应如

缺氧、酸中毒、血容量减少. 为确保同质性和

重复性, 小鼠的体重、性别、年龄和摄食必须

相近匹配, 该模型可通过控制饮食CDE的不同

持续时间而控制其死亡率.  
CDE诱发小鼠SAP机制未阐明, 且模型易并

发高血糖和低血钙等内分泌紊乱症状, 可控性

较差, 不适宜对新诊疗技术价值评估和成批复

制. 但成模稳定, 复制简便, 属非侵入性方法, 对
内环境影响小, 能良好的模拟人体SAP病理生

理变化, 适于SAP发病机制的探讨和药物效果的

研究. 此外, Jerrells et al [8]用乙醇(提供36%热量)
混合饮食法(通常超过10 d)诱导6-8 mo龄雌性

C57BL/6小鼠胰腺炎, 研究显示乙醇消耗不会产

生胰腺损伤, 但在感染强毒病毒后导致更严重

和长远的胰腺炎, 有趣的是在感染无毒株病毒

后也如此, 这与病毒在胰腺和脾脏的增加和降

低对病毒体液免疫反应有关.

3  L -精氨酸诱导法

1984年Mizunuma et al [9]开创L -精氨酸(L -argi-
nine, L -Arg)复制AP, 此后L -Arg便用于动物SAP
模型研究. 方法: ip L -Arg(2-3 g/kg)2次或3次, 每
次间隔1 h. L -Arg诱发SAP的机制还未明了, 许
多研究显示与一氧化氮(nitrogen monoxidum, 
NO)、细胞因子、氧自由基等介导组织细胞损

伤有关. 龙友明 et al [10]认为大剂量大剂量L -Arg使NO
生成增多, NO与巯基作用, 使与能量代谢或抗

氧化相关酶失活; 与铁-硫基团结合, 干扰能量

代谢; 使超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
SOD)发生酪氨酸硝基化, 丧失其保护作用; 直接

损伤DNA, 导致细胞死亡; 降低循环血压, 使胰

腺血流灌注减少. 促炎因子(IL-1, IL-18, TNF-α
等)和抗炎因子(IL-11, IL-10, C5a等)的失衡已

被认为是SAP并发远处器官功能损伤的重要因

素. 有研究示P物质能直接激活TK腺泡细胞受体

介导大鼠AP炎症反应[11]. Rajinder et al [12]对雄性

C57BL/6和Balb/c小鼠ip L -Arg(4 g/kg)2剂, 间隔

1 h诱发SAP模型, 发现注射L -Arg后SAM和胰腺

髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)均升高, 
48 h后胰腺MPO活性显著升高, 72 h后达到高峰, 
与SAM高峰相一致, L -Arg损伤胰腺缓慢, 于72 h
达到高峰, 接着高峰损伤, 模型组胰腺切片显示
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腹创伤大、出血
多、死亡率和成
本均高 .  现行各
种复制法均有优
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发SAP机制未明
了, 需继续研究.

■研发前沿
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SAP动物模型研
究进展, 但尚未找
到一种能全面阐
述SAP病程演变
的理想模型, 对模
型的探索仍是今
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在于如何建立能
成功模拟人SAP
发病过程的动物
模型, 为研究其发
病机制和治疗开
新路.
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显著积液, 组织结构紊乱, 腺泡细胞空泡化, 广
泛的腺泡细胞坏死和中性粒细胞浸润. 

L -Arg诱发SAP简便、价廉、重复性好, 胰
腺病变均匀, 对内环境影响小, 损伤小, 且减少

了外源性细菌感染机会, 胰腺损害呈现剂量和

时间依赖性, 为研究SAP各阶段病变机制和防治

提供了良好的途径.

4  逆行注射法

目前最热点的诱发SAP方法. 以模拟胰胆管阻

塞, 胆汁和胰液反流为理论基础, 多经主胰胆管反流为理论基础, 多经主胰胆管为理论基础, 多经主胰胆管

逆行注射胰酶激活物或活性胰酶, 能较高成功

率的复制动物SAP模型. 最常用注射物为3%-5%
牛黄胆酸钠(sodiaurocholate, ST), 尚有脱氧胆

酸(glycodeoxycholic acid, GDOC)、胆汁混合胰

酶、细菌及其毒素等. 早期实验主要用狗, 现普

遍使用大鼠. 逆行注射法分切开十二指肠插管

法、直接十二指肠穿刺法及直接胆胰管穿刺法. 
4.1 切开十二指肠插管逆行注射法 Aho et al [13]

首次采用开腹经十二指肠头, 向胰胆管内逆行

注5% S T成功模拟胆汁反流诱发大鼠S A P模反流诱发大鼠S A P模诱发大鼠S A P模
型. Zhang et al [14]建模后观察到SAP大鼠胰腺充

血, 水肿, 片状坏死和大量白细胞浸润, 多器官

均有病理变化并与临床SAP相似, 有助于多器

官损伤发病机制和治疗研究, 研究认为该法创机制和治疗研究, 研究认为该法创和治疗研究, 研究认为该法创

伤小, 操作便捷和成功率高, 是实验研究的理想

动物模型. SAP时Caspase-1/ICE活性以及IL-1和
IL-18超量产生对肺部损伤发挥重要作用[15]. 近
来Lutgendorff et al [16]发现SAP屏障功能障碍是

以上皮细胞凋亡和紧密连接蛋白的变更为特征, 
并与脂质过氧化作用相联系. Zhang et al [17]以高

剂量地塞米松治疗SAP大鼠, 观察到治疗组炎症

介质明显降低, 胰头和胰尾细胞凋亡指数升高, 
其治疗机制与抑制炎症介质产生和诱导胰腺腺

泡细胞凋亡相关. Bax蛋白表达于胰腺腺泡细胞

与SAP严重度呈负相关, 而模型组胰头腺泡细胞

Bcl-2蛋白表达逐渐增加, 与其病理变化的严重

度相关, Bcl-2表达在12 h高于治疗组(P <0.01), 研
究表明地塞米松上调Bax蛋白和抑制Bcl-2蛋白

表达均能保护胰腺细胞[18]. Zhang et al [19]探索黄

芩素和善得定对SAP大鼠肝损伤的保护作用, 结
果显示二者通过降低Bcl-2蛋白表达水平而提高

Bax二聚体的促细胞凋亡作用, 使肝脏Kupffer细
胞和肝细胞凋亡, 从而减轻肝脏的病理变化, 降
低血清丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)和天冬氨酸转氨酶(aspartate aminotrans-

ferase, AST)含量和改善SAP大鼠的生存. 最近

Matsumura et al [20]发现早期免疫反应的抑制可能

是感染性并发症的发生机制. 切开十二指肠, 创
伤大、易损伤血管致出血, 且有易发生肠漏、

肠腔狭窄及腹腔感染等不足, 人们对其进行了

许多改良. 
4.2 直接十二指肠穿刺法 全麻后行剖腹术找出

十二指肠乳头并确定胆胰管开口, 在其对侧肠

系膜无血管区钻一小孔将导管逆行插入胆胰

管, 以0.2 mL/min的速度灌注诱导剂, 术毕逐

层关腹为Aho法改良后常用的复制动物SAP法. 
Bluth et al [21]在肝门处结扎总胆胰管, 插管后注

射3% ST诱发SD大鼠ANP, ANP诱导再生蛋白

(regenerating protein, reg-1)受体RNA在胰腺组

织中表达, 但reg-1受体表达于腺泡细胞和导管

损伤后, 这可能允许reg-1提高其再生作用, 表明

reg-1及其受体在胰腺炎损伤反应和康复中均有

重要作用. Comert et al [22]按改良法建模并尝试

联合高压氧和别嘌呤醇治疗实验性ANP大鼠, 
发现联合法能更有效地阻止胰腺损伤进程, 使
SAM, 组织病理评分, 氧化应激标记及细菌易位

等均有较好改善.
Zhang et al [23]建模后发现肝脏和肾脏核因

子-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)表达水平

升高, NF-κB介导炎症反应致器官损伤. NF-κB
是一种重要的炎症调控因子, SAP时大鼠胰腺组

织中NF-κB过度激活, 活性氧簇(reactive oxygen 
species, ROS)生成增加, 而NBD多肽可能通过抑

制NF-κB激活, 调节ROS合成, 使NF-κB表达减

低, ROS合成减少, 胰腺病理损伤减轻[24]. NF-κB 
p65在SAP发生和发展过程中发挥着重要作用, 
活化的胰弹性蛋白酶激活NF-κBp65经TLR4/
NF-κB路径发挥其炎症反应诱导效应, 随后发生

胰腺自身消化损伤及胰腺外器官损伤[25]. 体外研

究发现NF-κB表达与ICAM-1 mRNA表达呈正相

关, 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)刺激AR42J
细胞炎性反应时NF-κB表达及活性增强, 并调控

着致炎细胞因子ICAM-1表达, 认为抑制NF-κB
的表达及活性可能为治疗AP提供新途径[26]. 该
法对十二指肠创伤小, 但遗留穿刺孔, 易出现肠

漏和腹腔感染, 穿刺针易损伤肠壁及乳头处血

管引起出血, 且注射物易经“假道”反流影响反流影响影响

复制成功率. 
4.3 直接胆胰管逆行注射法 操作特点是直接经

胆胰管穿刺逆行注射诱导剂复制SAP. Qiu et al [27]

观察到SAP组SAM、内皮素-1(endothel in-1, 

■创新盘点
本文概述了SAP动
物模型研究的相
关进展, 包括CAE
法、 C D E法、
L -Arg法、逆行注
射法、结扎法、
联合法、胰腺被
膜下注射法; 侧重
于对逆行注射法
的阐述, 突出了该
法在SAP发病机制
科研中的重要性, 
并提出了联合法
建模可能为今后
研究方向.
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ET-1)、TNF-α浓度显著升高, 低分子量肝素能

使上述指标均显著下降(P <0.01), 阻止炎症爆发

的启动, 并通过抗纤维蛋白酶作用、下调血清

ET-1和TNF-α水平减轻微循环障碍(microcircu-
latory disorder, MCD)的严重度, 提高SAP的生存

率. He et al [28]研究显示ST诱导ANP组中谷胱甘

肽合成酶(glutathione synthetase, GSH)、SOD和

三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)水平显

著下降, 导致细胞骨架戏剧性改变并早期瓦解

和F-肌动蛋白丢失, 用康得灵腹膜内治疗大鼠能

恢复减少的内源性抗氧化剂(GSH, SOD), 限制

细胞膜过氧化, 减少ATP的消耗. 此外, Xu et al [29]

用5% ST诱导杂种狗SAP并发肠道感染模型, 发
现对SAP狗早期生态免疫营养(ecoimmunonutri-
tion, EIN)能维持肠道黏膜屏障完整性和减少细黏膜屏障完整性和减少细膜屏障完整性和减少细

菌迁移发生率. 
总之, 逆行注射法复制SAP模型效果可靠, 

但AP的严重度和重复性很大程度上取决于灌注

物、灌注压、灌注量和时间, 且灌注物的浓度

也影响所诱导SAP的严重度, 故宜做病因学而非

治疗学研究. 不足是操作较繁杂、创伤大、费

用及死亡率高, 然而, 逆行注射法技术成熟是目

前较理想的SAP制备方法.

5  结扎法

该法为临床科研常用的诱导SAP法, 依据是胰

胆管内压力升高, 使胆汁、胰液及肠内容物反反

流进入胰腺, 损伤胆胰管黏膜屏障, 激活胰酶,进入胰腺, 损伤胆胰管黏膜屏障, 激活胰酶,黏膜屏障, 激活胰酶,膜屏障, 激活胰酶, 
引起胰腺损伤, 继发全身炎症反应和多器官功

能障碍严重后果. 结扎法分十二指肠闭袢法和

单纯胆胰管结扎法. 前者为结扎十二指肠乳头

近、远两端肠腔导致十二指肠内容物(胆汁、胰

液和肠内容物)反流入闭袢环, 逆流入胆胰管, 可反流入闭袢环, 逆流入胆胰管, 可入闭袢环, 逆流入胆胰管, 可
诱导不同严重度的AP大鼠. 缺陷是该法易致细

菌易位而不利推广. Sawa et al [30]诱发雌性C3H/
HeN小鼠SAP模型, 并ip抗高迁移率族-1(anti-
high mobility group box 1, Anti-HMGB1), SAP
时Anti-HMGB1可显著减轻SAM升高水平及胰

腺和肺的组织学改变, 且明显改善SAP时血清

ALT和肌酐的升高, 却加重了肠道细菌易位至胰

腺, 表明高迁移率族-1(high mobility group box 1, 
HMGB1)在SAP炎症反应和器官损伤中可能是

一个关键介质. Yang et al [31]发现缓释丙酮酸乙酯

疗法能降低实验性SAP大鼠血清HMGB1水平, 
减轻SAP的严重程度, 保护远处器官免受损伤并

延长SAP大鼠的生存时间, 推测对SAP患者也可患者也可也可

能有效. 胆胰管结扎法为在奥狄括约肌处结扎

总胆胰管, 使胰液流出受阻和潜在胆汁反流入反流入入

胰管产生胰腺炎. 有学者统计该法只在美洲鼠

才致SAP[4]. 因单纯结扎胆胰管诱导SAP动物局

限, 不适推广. 
十二指肠闭袢法成模与人体胆汁反流性反流性流性

SAP相似且稳定, 但阻断肠道致胃潴留, 干扰了

机体内环境, 胆胰管内压力随时间推移而升高, 
SAP进展快且死亡率高, 故该法只适合短期病因

学而不宜中长期治疗研究, 限制普及.

6  胰腺被膜下注射法

是复制SAP常用方法, 机制为被膜下注射诱导

剂直接损伤胰腺细胞, 使腺泡细胞破裂释放胰

酶, 并激活胰酶造成胰腺自身消化, 出血和坏

死, 胰酶入血继发MCD和多器官损伤. 诱导剂

有ST、GDOC、胆汁混合胰酶等, 以ST最常用. 
操作是全麻动物后行剖腹术, 找出确认胰腺, 用
5号注射针逆行刺入胰腺被膜下缓慢注射诱导

剂, 使被膜均匀隆起, 注毕拔针压迫针口2 min, 
逐层关腹.  5% ST诱导SD大鼠ANP 5-10 min后, 
胰腺水肿和点状出血, 血流显著减慢(P <0.01), 
ANP组病理恶化明显, 肠内MPO活性明显升高

(P <0.01), 研究显示肠内血流与MPO活性呈负相

关(r = -0.981, P <0.01), 与病理学评分呈负相关

(r  = -0.922, P <0.05), 认为MCD是ANP肠道损伤

的一个重要因素[32]. Zhang et al [33]发现胰腺的病

理变化随时间延长而变得更严重, ANP组肺病理

变化明显加重, 肺湿/干比重显著增加(P <0.05), 
MPO活性显著高于对照组(P <0.01), 认为MCD
是ANP肺损伤的重要因素. Dang et al [34]观察到

ANP组血清IL-2水平显著高于对照组(P <0.01), 
并在6 h时达到高峰, 血清IL-10水平在6 h和12 h
时显著高于对照组(P <0.01), IL-2/IL-10值在0.5 h
和2 h时显著高于对照组(P <0.01), ANP组病理变

化明显加重. SAP早期观察到胃血流减少和炎症

介质增加, 这在胃黏膜损伤中为重要因素黏膜损伤中为重要因素膜损伤中为重要因素[35]. 该
法建模可靠、制备简单、快捷, SAP病程进展较

缓, 死亡率相对低, 适于SAP及并发症治疗学研

究, 缺点是易损伤被膜下血管致出血, 影响模型

评价.

7  联合法

鉴于以上各种复制法均有其缺陷 ,  联合法诱

导SAP可能是较为理想的方法, 他综合各法优他综合各法优综合各法优

点, 趋长避短. Kleinhans et al [36]以1 mL/h速度 
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■应用要点
本文阐述了建立
理想SAP动物模
型对研究SAP发
病机制有重要作
用, 不断深入认识
发病机制, 为探讨
和研发临床治疗
SAP的理想方案, 
减少并发症和降
低死亡率有一定
的现实意义, 并为
后续的科研提供
了方向和思路.



www.wjgnet.com

杨元生, 等. 重症急性胰腺炎实验动物模型的研究进展                                              				            2605

iv CAE 5 mg/(kg·h)超过6 h, 联合ip GDOC(10 
mmol/L)成功复制SAP模型, 并观察到胰腺明显

MCD及白细胞粘连. 联合法诱导SAP机制还未

清楚, 可能与胰腺MCD、多种炎症因子及补体

的释放与激活有关, 尚需进一步求证. Hackert 
et al [37]在容量、时间和压力控制下ip GDOC(2.5 
mmol/L)入胰管联合动脉内注射CAE 5 μg/(kg·h)
超过6 h诱导SAP, 活体显微镜检查发现SAP组血

小板-内皮相互作用显著增多, 红细胞速率减慢, 
白细胞黏附性增强, 研究显示SAP急性期血小板黏附性增强, 研究显示SAP急性期血小板附性增强, 研究显示SAP急性期血小板

激活发挥着重要作用, 血小板-内皮相互作用在

轻型AP期间是短暂的, 但在SAP是牢固的吸附

相连引起凝结和灌注衰竭, 血小板-内皮及血小

板-白细胞相互作用以及血栓素的释放在AP进
展中有不同的重要性. Chen et al [38]研究显示AP
引起血小板激活因子释放, 诱导系统效应有助

于MCD和多器官功能衰竭, 并示为SAP进展中

的关键介质, 导致并发症和难以承受的高死亡

率. Hartwig et al [39]将导管套入胆胰管并重力引

流胆汁和胰液5 min后在肝门处夹闭总肝管, 在
一定条件下逆行注射GDOC氢氧化钠缓冲液进

入胆胰管, 并iv CAE 6 h后成功诱导Wistar大鼠

SAP, 研究发现SAP大鼠血浆C3a水平显著升高

并强力激活补体, 以补体和白细胞间相互作用

为基础, 通过可溶性补体受体-1抑制补体、阻断

其激活, 使C3a水平和总溶血活性下降, 这在SAP
白细胞相关性器官损伤的治疗中可能是一个有

用的选择. 
联合法诱导SAP胰腺坏死均匀, 病理形态与

人类相似, 并可通过改变GDOC浓度、剂量及注

射速度人为的控制AP严重程度, 适合SAP各病

变阶段病因及治疗学研究. 此外, CAE联合LPS
腹腔注射亦可诱导ANP模型. 联合法操作简单, 
重复性好、成模快且稳定, 是一种比较理想的

建模方法, 适合推广.

8  结论

探索尽可能重现人类SAP发病过程的理想动物

模型, 应具备操作简便、重复性好、价廉、发

病机制和治疗反应等与人类SAP相似, 目的是寻

找理想的SAP治疗方案. 尽管人们已探索过多种

方法, 如CAE法、L -Arg法、逆行注射法等, 但
各法均有其优劣, 都不能完全解释SAP病程中

病理生理变化, 只能依不同研究目的选择相应

模型. SAP并发症多且重, 是其高死亡率主因, 探
索SAP并发症模型及其发病机制和治疗策略是

今后研究的新视窗, 分个器官发病机制的探讨, 
后再系统总结内在联系串联成体系可能是探索

SAP疾病的突破口. 联合改良现有建模法, 也许

是系统研究SAP发病机制的切入点.
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Abstract
The endothelin receptor type B (EDNRB)/
endothelin-3 (EDN3)/endothelin-converting 
enzyme-1 (ECE-1) signaling pathway plays 
an important ro le in the di f ferent ia t ion 
and migration of neural crest cells to form 
ganglion cells during embryonic development. 
Mutations in the EDNRB gene can give rise to 
abnormalities in the EDNRB/EDN3/ECE-1 
signaling pathway and terminate the migration 
of neural crest cells. The absence of ganglion 
cells in the myenteric and submucosal plexuses 
of the distal colon and rectum results in the 
development of Hirschsprung’s disease.

Key Words: Endothelin receptor type B; Hirschs-
prung’s disease; Gene mutation

Zhang WL, Wang GB, Tao KX. Advances in research of 

the relationship between endothelin receptor type B and 
Hirschsprung’s disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(25): 2607-2611

摘要
EDNRB/EDN3/ECE-1信号传导通路在胚胎
发育期神经嵴细胞分化、迁移、发育为神经
节细胞的过程中起到关键作用. 内皮素B受体
(endothelin receptor type B, EDNRB)基因突变
导致该信号传导通路异常, 神经嵴细胞迁移停
顿, 远端结直肠肌层间和黏膜下神经丛神经节
细胞缺如而发生先天性巨结肠. 

关键词: 内皮素B受体; 先天性巨结肠; 基因突变
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0  引言

先天性巨结肠(Hirschsprung's disease, HD)又
称无神经节细胞症, 是一种受环境与遗传因素

共同影响的神经嵴细胞源性多基因性疾病, 在
新生儿中发病率约1/5000, 男女发病率之比为 
4∶1[1]. 其发病机制为患儿在胚胎发育过程中, 
遗传因素和环境因素造成神经嵴细胞分化、

迁移、发育障碍, 肌层和黏膜下神经丛的神经

节细胞缺如, 导致受累肠段异常收缩, 近端肠

段代偿性扩张与肥厚[2-3]. HD可以分成两类表

型: 病变不超过乙状结肠上部占患者总数80%
的短节段表型(short-segment HSCR)和病变到

达乙状结肠底部占患者总数20%的长节段表

型(long-segment HSCR)[4]. 根据发病来源分类

又分成散发性和家族性, 其中家族性约占20%. 
HD的基本病理变化是在肠壁肌间和黏膜下的

神经丛内缺乏神经节细胞, 无髓鞘性的副交感

神经纤维数量增加且变粗, 病变肠段痉挛状态, 
90%左右的病例无神经节细胞肠段位于直肠和

乙状结肠远端, 个别病例甚至波及全结肠、末

端回肠或仅在直肠末端[5]. HD的发病机制目前

认为与环境因素和遗传因素相关, 其中环境因
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E D N R B基因在
先天性巨结肠的
发生中扮演着重
要角色 ,  其发生
突变导致胚胎发
育期间EDNRB/
EDN3/ECE-1信
号传导通路异常, 
EDNRB基因突变
有碱基缺失 ,  插
入, 错配等形式.
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素在H D发生中起着更为重要的作用. 迄今为

止, 已经发现内皮素B受体(endothelin receptor 
type B, EDNRB)、原癌基因(ret proto-oncogene, 
RET)[6]、胶质细胞源性神经营养因子(glial cell 
derived neurotrophic factor, GDNF)、NRTN[7]、

内皮素转换酶1(endothelin converting enzyme 
1, ECE1)[8]、内皮素3(endothe l in 3, ET3)、
SOX10[9]、SIP1[10]、KIAA1279[11]以及NTRK3[12]

等10种基因与HD发生有关. 在所有HD患者中

EDNRB基因突变作为病因约占5%-10%, 在HD
致病病因中仅次于RET占第2位[13]. 

1  EDNRB

EDNRB由442个氨基酸构成, 是一种G蛋白偶

联受体, N端在细胞外侧, C端形成细胞内的尾

巴, 中段形成7个跨膜的α螺旋结构和3个细胞外

环和3个细胞内环[14]. EDNRB在人体内除脂肪

细胞、结缔组织、软骨、红细胞、血小板外广

泛存在, 特别是在结肠的肠肌层神经丛、黏膜

层、神经节、黏膜下层的血管中含量较高[15-16]. 
在生理情况下定位于细胞膜, 属于G蛋白偶联

受体超家族. EDNRB与配体内皮素(endothelin, 
E T)结合, 通过细胞内C a2+磷脂依赖性蛋白激

酶第二信使系统将信息传入细胞内, 促进内质

网和肌浆网内钙储库内Ca2+迅速释放, 胞质内

Ca2+浓度迅速升高[17]. 内皮素家族包括三种亚型

ET-1, ET-2和ET-3, 内皮素在人体内分布存在差

异, 不同组织存在的数量和活性不同[18]. EDNRB
与3种配体均具有亲和力, 其中与ET-3亲和力最

强. ET多为无活性的多肽前体, 通过两步水解

反应生成具有活性的大内皮素(big ET), 大内皮

素在特定的内皮素转换酶(endothelin converting 
enzyme, ECE)作用下生成活性ET作为配体与

EDNRB结合激活胞内相关第二信使系统将信息

传入胞内[19]. 胚胎发育过程中, EDNRB/ET-3在
神经嵴细胞迁移发育分化成神经节细胞时候扮

演着重要角色, 对结直肠肠神经系统形成不可

缺少[20].
EDNRB基因位于13号染色体q22, 长度大约

为24 kb, GenBank ID1910, 含有7个外显子6个内

含子, 其编码产物EDNRB, 与配体ET结合传递

来自细胞外的信号, 其介导的信息通路对肠神

经节细胞的正常分化发育形成有重要作用. 目
前发现EDNRB基因参与血管发育并维持其正

常功能, 以及促进神经嵴细胞和黑色素细胞生

长和分化, 与Waardenburg综合征, 黑色素瘤以及
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HD等疾病的发病相关[21-23].

2  EDNRB基因突变与HD

正常的EDNRB基因经过转录和翻译2个步骤产

生无活性EDNRB前体, 在转录过程中, 转录因子

调控EDNRB基因转录活性, 转录因子缺陷以及

EDNRB基因本身原因会下调或者终止转录; 翻
译过程中, mRNA碱基序列异常可能会导致不能

翻译成正常具有受体活性的蛋白质产物, 转录

和翻译过程出现异常均会导致EDNRB合成减

少甚至完全消失[24], 使得正常的EDNRB/EDN3/
ECE1信号传导路径由于缺少受体而产生HD. 
从分子水平上影响基因转录的DNA分子突变

原因包括: 错配(mismatch), 缺失(deletion), 插入

(insertion), 其中错配可能导致编码氨基酸的改

变产生错义突变或者mRNA翻译提前遇到终止

密码子而结束产生无义突变, 而缺失、插入均

可能导致框移(frame shift)突变产生. 
越来越多的文献报道E D N R B表达异常

与HD存在相关性. 1994年Puffenberger et al [25]

对H D患者E D N R B基因测序检测 ,  发现第四

个外显子G→T错义突变(W276C), 该突变导

致E D N R B高度保守的第五段跨膜螺旋276位
色氨酸被半胱氨酸取代, 变异EDNRB介导诱

导产生量依赖性的短暂性C a2+流量水平下降. 
Auricchio et al [26]在17个非近亲结婚后代HD患

者检测发现两个新的EDNRB突变位点: 散发

性巨结肠患者外显子5处错义突变S305N, 使得

mRNA翻译时相应的丝氨酸被天冬酰胺取代, 导
致正常的磷脂化结合位点功能缺失; 家族性巨

结肠患者外显子7处单核酸缺失突变N378I, 导
致转录提前终止产生不完全mRNA, 翻译成的

EDNRB结构不完整, 失去正常功能. Kusafuka 
et al [13,27]于1996年与1997年在HD患者中检测到

2个单个碱基替换: 外显子四处275G→A, 827G
→A, 878位插入T, 3种突变均产生终止密码子, 
mRNA翻译提前遇到终止密码子而产生无功能

的EDNRB. 1998年Tanaka et al [28]发现3个新突

变, 2个替换: 外显子2处311位A与T(N104I)和
325位T被C取代(C109R), 外显子7处1170位C与
A(S390R), 其中S390R和C109R突变和HSCR相
关. Abe et al [29]发现HD患者A183G、W276C、
R319W、M374I、P383L等5个无功能错义突

变, 人工诱导该部位突变检测胞内Ca2+浓度和

胞膜EDNRB表达水平, 发现两者明显下降, 5
个错义突变导致的EDNRB与ET-1结合能力存

www.wjgnet.com

■研发前沿
研究EDNRB基因
突变导致先天性
巨结肠是当前的
研究热点 ,  目前
对环境因素如何
产生EDNRB基因
突变没有明确的
机制.
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在差异, EDNRB基因突变位点影响EDNRB与

内皮素结合能力. 这些检测到的自然自然状态

下E D N R B基因自然突变揭示了其与H D的产

生紧密相关. 1994年Hosoda et al [30]通过体外杂

交实验证实EDNRB基因缺失可以产生巨结肠, 
EDNRB基因剔除制作的转基因小鼠模型, 其他

部位的大体结构正常, 结肠内也是局部短段结

肠内无神经节细胞, 而不是全部结肠. Yamada 
et al [31]在EDNRB基因内含子1处插入一段反转

录类元素导致EDNRB表达下降. Druckenbrod  
et al [32]小鼠胚胎干细胞靶向将loxP位点插入第3
个外显子侧翼, 导致转录的mRNA剪接时由于外

显子3变异而将外显子2和4剪接在一起, 制作成

嵌合体小鼠, 该小鼠表型为HD. 这些非自然状态

下诱导的EDNRB基因突变模型重现HD发病过

程, 诠释了EDNRB基因突变和HD之间的因果关

系. 总结所有HD患者中检测到的EDNRB基因突

变位点和碱基变化见图1.

3  EDNRB基因突变与种族地域等环境因素

E D N R B基因突变目前没有找到明确的发生

原因, 对于非家族遗传性患者, 突变发生的起

因仍然没有明确的答案 [33].  不同的地域以及

不同的种族之间基因突变率和突变位点各不

相同. Inoue et al [34]对日本患者EDNRB基因突

变检测, 发现外显子3处TGCAGGTAAATTT
→TGCAGGCAAATTT. 1999年Sakai et al [35]

发现H D外显子1非编码区域G→A, 次年检测

发现外显子1非编码区域26G→A, 外显子4处

A301T突变, 在所有检测的患者中EDNRB基

因突变率只有10.7%[36]. Svensson et al [37]检测

瑞典人E D N R B基因C109R、W226C、G57S
基因突变, 基因突变率8.7%. Duan et al [38]通过

单链构象多态性分析我国患者中发现EDNRB
基因外显子3和外显子6处两个基因突变, 突变

率为11.8%. Garcia-Barceló et al [39]全面分析我

国HD患者EDNRB突变, 发现新的四个碱基突

变: P383L, D241D, N426N, IVS4-14T>C. Wu  
et al [40]对台湾地区人群做EDNRB基因分析, 外
显子4单核苷酸发生处SNP现象. Chen et al [41]对1
例台湾地区新生儿EDNRB基因外显子1处C90R
突变. Kim et al [42]对韩国人散发性HD患者检查

发现8处基因突变: promoter-116C->T, 5'UTR-'UTR-UTR-
121G>T, IVS4+62C>A, IVS5+121G>C, 831G>A, 
IVS6+166G>C, IVS6+188G>T, IVS5+121G>C. 
突变率为83.3%, Moore et al [43]对120例南非HD
患者检测分析发现EDNRB基因突变率为3.3%. 
Sangkhathat et al [44]对泰国南部HD患者EDNRB
基因检测, 外显子1处V110Q错义突变, L148L产
生转录提前终止, 外显子7处K411K提前终止, 基
因突变率为9.8%.

4  结论

HD是一种病因复杂、由多基因与环境因素共

同决定的疾病, 其发生率和表型在不同的人群

中存在很大的差异. EDNRB是影响胚胎发育期

间神经嵴细胞移行、发育、分化的一个重要因

素, EDNRB基因碱基的插入、缺失产生框移突

■相关报道
Lin et  a l总结了
先天性巨结肠患
者中E D N R B基
因突变位点和突
变形式 ,  提示了
EDNRB基因的突
变潜在热点.

图  1  HD患者EDNRB基因突变位点和相应碱基变化. 方框显示外显子相对位置, 其编号E1-E7, 外显子之间为内含子, 上排箭
头表示检测到的基因突变, 下面表示EDNRB在细胞膜分布.
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变, 导致mRNA翻译时密码子改变而产生异常

EDNRB; 碱基替换可能产生终止密码而导致翻

译提前终止, 这些突变的EDNRB基因在胚胎发

育期失去正常的生理功能直接影响结直肠神经

丛的产生. EDNRB基因突变能够导致HD的位

点很多, 主要集中在1、2、3、4、7等5个外显

子处, 而内含子和启动子突变对其影响不大, 其
中某些位点在不同的文献报道中均可以检测到, 
提示这些位点可能是HD的易感位点. 基因突变

不能完全解释HD病因, 种族地域等环境因素和

EDNRB基因突变有重要的联系, 其不仅影响突

变的位点, 而且对突变位点的数目以及突变方

式至关重要, 提示HD的发生与表观遗传学相关. 
DNA甲基化[45]、染色质组蛋白化学修饰等可能

是环境因素导致疾病发生的原因之一[46]. 众多文

献报道, EDNRB基因启动子区域表观遗传学改

变与癌症相关[47-49]. 因此, 研究EDNRB基因与环

境的关系有助于更深入的了解HD发病机制, 同
时对先天性巨结肠检查筛选、预后推测以及预

防有极其重要的意义. 
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Abstract
AIM: To compare the operation duration and 
operation success rate between transfemoral 
hepatic artery catheterization and direct hepatic 
artery catheterization via laparotomy in rabbits.

METHODS: Twenty-four rabbits were randomly 
divided into two groups: control group and 
study group. Rabbits in the study group under-
went transfemoral hepatic artery catheterization, 
while those in the control group underwent 
direct hepatic artery catheterization via lapa-
rotomy. The operation duration and operation 
success rate were compared between the two 
groups. 

RESULTS: No significant difference was noted 
in the operation success rate between the study 
group and the control group [91.67% (11/12) vs 
75% (8/12), P > 0.05]. The mean operation dura-
tion was significant lower in the study group 
than in the control group (41.5 ± 3.6 min vs 58.6 
± 5.4 min, P < 0.05). 

CONCLUSION: Transfemoral hepatic artery 
catheterization is simple, has a high success rate, 
and is suitable for hepatic artery infusion thera-
py in rabbits. 

Key Words: Hepatic artery; Catheterization; Rabbit

Xu WG, Tan GS, Peng XB, Wang Y, Chen W, Yang JY. 
Comparison of transfemoral hepatic artery catheterization 
and direct hepatic artery catheterization via laparotomy 
in rabbits. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 
2612-2615

摘要
目的: 探讨实验兔肝动脉插管的实验方法. 

方法: 大耳白兔24只, 随机等分为2组, 实验
组, 经股动脉穿刺插管至肝动脉; 对照组, 剖
腹下直视穿刺插管至肝动脉, 比较2组的手术
操作时间及手术成功率.  

结果: 实验组的手术成功率为91.67%(11/12), 
对照组为75%(8/12), 两者相比无显著性差异
(P >0.05); 实验组的手术操作时间为41.5±3.6 
min, 对照组为58.6±5.4 min, 两者相比有显著
性差异(P <0.05). 

结论: 实验兔进行股动脉穿刺插管进行肝动
脉灌注的方法简单、容易掌握、成功率高, 适
用于研究药物或细胞悬液经肝动脉灌注对肝
脏的作用. 

关键词: 肝动脉; 插管; 兔
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■背景资料
经肝动脉向肝脏
灌注各种类型的
药物是介入放射
学临床实践中最
重要的工作之一. 
实验兔是常用的
医学实验动物, 在
实验研究有着较
为广泛的应用, 寻
求建立完善有效
的肝脏动脉插管
途径, 具有十分重
要的意义. 

■同行评议者
程英升, 教授, 同
济大学附属第十
人民医院影像临
床医学中心
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0  引言

介入放射学临床工作中需要面临大量的肝脏疾

病患者, 而经肝动脉向肝脏灌注各种类型的药物

是介入放射学临床实践中最重要的工作之一[1-2]. 
基于此种情况, 介入放射学基础实验研究中常需

要观察经肝动脉向肝脏灌注各种干预因子对肝

脏及整个机体的影响, 如何有效地将各种药物或

细胞悬液等各种干预因素直接经肝动脉注入肝

脏并减少创伤、提高生存率是实验研究中关键

步骤之一[3-4]. 实验兔是常用的医学实验动物, 在
实验研究有着较为广泛的应用, 寻求建立完善有

效的肝脏动脉插管途径, 是本研究的主要目的. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰大白兔24只, 雌雄各半, 体质量

2-3.5 kg, 购自中山大学医学院动物中心. 手术器

械: 显微直剪、显微直镊、显微弯镊各1把, 动脉

夹3个, 止血钳5把, 有齿镊、无齿镊、持针器各1
把, 缝合针数枚, 1号、4号缝合丝线各数支, 自制

动脉插管数根(管径0.5-1.2 mm, 由硬膜外麻醉导

管拉细而成), 肝素12 500 U数支, 生理盐水数瓶. 
介入器械: 4F血管鞘, 4F导管, 3F微导管, 主要设

备Toshiba大C臂DSA. 选用德国先灵公司非离子

型对比剂优维显(Ultravist 300). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验动物分为实验组和对照组, 实验

组采用经股动脉穿刺插管, 对照组采用外科手

术直视下行肝动脉插管法.  
1.2.2 动物处理: 实验组采用股动脉插管法进行

肝动脉的造影, 所有实验兔麻醉固定后, 腹股沟

区常规消毒铺巾. 沿股动脉纵行切开皮肤, 分离

皮下组织, 钝性分离肌肉组织, 暴露股动脉鞘, 
剪开股动脉鞘, 分离出股动脉长约1.5-2 cm. 近
端及远端分别穿手术缝线备用. 提紧近端缝线, 
暂时阻断血流, 用18G带针芯穿刺针穿刺成功

后, 退出针芯引入短导丝, 退出穿刺针外鞘管, 
将4F导管鞘沿导丝向股动脉近端插入. 经鞘管

引入4F Cobra导管在T12-L1间寻找到腹腔动脉

后, 行腹腔动脉造影, 确认肝固有动脉; 引入3F
微导管, 超选择至肝固有动脉, 经造影证实肝实

质显影, 并可进一步超选择肝左或肝右动脉进

行造影. 所有实验兔介入操作后均用0.5 mL肝
素盐水冲洗导管. 术毕拔除导管及鞘管的同时

结扎股动脉近端及远端, 逐层缝合并包扎切口, 
专门饲养. 对照组采用外科手术行肝动脉插管

法, 术前实验兔禁食、禁水12 h, 耳缘静脉留置

26G留置针, 经留置针注入戊巴比妥钠溶液进行

静脉麻醉麻醉起效后, 取仰卧位固定于兔台, 上
腹部备皮, 常规消毒后铺巾. 于剑突下依次切开

皮肤、皮下组织、肌肉.打开腹膜腔, 暴露位于

十二指肠后方的胃十二指肠动脉, 直视下分离

该动脉0.5-1 cm, 其色鲜红, 可见搏动. 分离后近

心端和远心端穿丝线作牵引备用, 将分离的胃

十二指肠动脉主干前壁处, 用显微剪横向剪开

约1/3血管壁, 将充盈了肝素的导管(硬膜外麻醉

导管, 事先利用其受热延展性拉伸至所需口径)
经破口送入胃十二指肠动脉内, 在DSA监视下

超选择插管至肝动脉行造影确定导管在肝动脉, 
用含80 000 U庆大霉素的10 mL生理盐水冲管, 
并结扎胃十二指肠动脉, 逐层缝合关腹.  
1.2.3 DSA造影: 实验组经导管行腹腔动脉和肝

固有动脉造影, 前后位, 流速分别为1 mL/s×3 s
和0.5 mL/s×3 s. 
统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件包, 采

用t检验和χ2检验, 设定P<0.05为差异有显著性. 

2  结果

外科手术剖腹直视下插管方法, 2只兔发现肝动

脉变异, 无法完成手术穿刺置管, 2只术中损伤

周围血管网, 出血过多休克导致死亡, 其余8只
兔均置管成功, 插管成功率75%(8/12), 平均手术

时间58.6±5.4 min, 出血均在10 mL以内, 动物耐

受尚可. 术后36 h饮食以及活动逐渐恢复正常, 
伤口9-14 d完全愈合. 

经股动脉透视下插管方法, 除1只麻醉意外

死亡外, 其余11只兔均成功插管至肝固有动脉

并保持血管通畅, 并可以超选择肝左动脉或肝

右动脉, 插管成功率91.67%(11/12), 平均手术时

间41.5±3.6 min, 出血少于2 mL, 动物耐受好. 24 
h饮食以及活动逐渐恢复正常, 伤口5-10 d完全

愈合. 经统计学比较, 实验组和对照组的手术成

功率无明显差异(χ2 = 1.011, P  = 0.315), 而平均

手术时间则有明显差异(t  = -15.739, P  = 0.000). 
经DSA检查, 腹腔动脉造影观察腹腔动脉的

走行及其分支情况, 在分支中较细的一支行向左

下, 为脾动脉, 胃左和肝总动脉共干, 胃左动脉走

行于胃小弯, 肝总动脉向右走行后, 分出胃十二

指肠动脉与肝固有动脉, 肝固有动脉分为肝左动

脉与肝右动脉, 胆囊动脉发至肝右动脉(图1). 

3  讨论

经肝动脉向肝脏灌注各种类型的药物是介入放

■研发前沿
随着介入放射学
的迅猛发展, 有关
实验兔的肝动脉
灌注的文章较多, 
但是详细探讨实
验兔肝动脉插管
技术的文章较少, 
相关的具体操作
介绍较为笼统, 且
没有专门的对于
直视下外科手术
和经股动脉插管
的对比研究, 无法
满足当前实验研
究的需要. 
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射学临床实践中最重要的工作之一[5], 故肝动脉

插管途径的建立成功与否是相关实验研究是否

成功的重要保障[6]. 目前兔肝动脉的插管方法主

要有2种: 直视下经胃十二指肠动脉插管和经股

动脉透视下插管, 不同方法各有其优缺点. 寻求

建立完善有效的实验兔肝脏动脉插管途径, 是
本研究的主要目的. 

直视下经胃十二指肠动脉插管的方法手

术时间较长、出血较多, 并且肝固有动脉和胃

十二指肠动脉细小易痉挛, 游离和穿刺过程中

轻微刺激损伤即易导致血管出血痉挛甚至闭塞

和断裂, 失败率相对较高, 需要一定的外科基

础, 需要较长的预实验时间. 在本研究中, 2只兔

因肝动脉变异无法穿刺置管, 2只出血过多休克

导致死亡, 插管成功率75%, 较经股动脉插管成

功率低, 平均手术时间亦相对较长. 在分离插管

的过程中, 我们积累的经验是: (1)寻找插管动脉

时操作要轻柔, 不要损伤肝脏, 不要损伤门静脉

和胆总管等重要的组织结构; (2)插管动脉与周

围结缔组织要充分分离以便于血管结扎、剪切

口、插导管及固定导管; (3)固定自制导管前要

检查导管是否通畅; (4)插管手术中, 必须注意在

腹腔内注入一定量的生理盐水, 以补充因出血

而造成的血容量降低, 可以注入含庆大霉素的

生理盐水; 在术后, 可以每天或隔天在腹腔内注

入稀释庆大霉素, 术后多注意观察, 但若无感染

迹象, 可不必注入庆大霉素. 
经股动脉透视下插管是近年来出现的新方

法, 由于不需要开腹, 创伤小, 动物耐受性好, 手
术时间短, 出血少. 各家报道的具体的穿刺插管

方法有所不同. 王晓东 et al [7]报道直接采用3F微
导管插管腹腔动脉, 不使用血管鞘和4F导管, 成
功率为80%; 而朱光宇 et al [8]认为直视下经股动

脉插管过程中, 要使用4F导管鞘, 并首先使用4F
导管插管至腹腔动脉后, 再采用3F微导管进行

超选择插管至肝左或肝右动脉, 插管成功率为

96.9%. 在本实验中, 我们采用的股动脉插管方

法与朱光宇 et al研究大致相同. 
我们认为直接采用3F微导管插管腹腔干动

脉, 由于腹腔动脉开口与腹主动脉有一定的角

度, 而微导管头端没有角度, 故超选择插管常常

十分困难. 本实验中, 12只实验兔中除1只麻醉

意外死亡外, 其余11只兔均成功插管至肝固有

动脉并保持血管通畅, 并可以超选择肝左动脉

或肝右动脉, 插管成功率高, 平均手术时间较短, 
出血量较少, 动物耐受好. 使用该方法进行肝动

脉插管途径建立中, 其优点是: 操作相对简单, 
全过程1人就可完成; 各种介入器材可以反复使

用(可收集患者手术后的器材, 消毒后使用), 费
用相对不高. 但同时须注意以下几点: (1)实验兔

的股动脉相对细小, 同时直接采用Seldinger法
穿刺插管较为困难, 故采用外科手术分离直视

下操作成功率高; (2)外科手术暴露股动脉后并

穿刺后, 最好置入4F血管鞘, 这样可以反复进行

置换导管和导丝的操作; (3)选择插管肝总动脉

的过程中, 直接采用微导管非常困难, 需先采用

4F Cobra导管插管腹腔动脉后, 再采用微导管进

一步超选择肝左动脉或肝右动脉; (4)术毕需结

扎实验兔的股动脉, 在手术切口的上方和下方

均需结扎, 这样方可避免术后出血; (5)在手中行

DSA造影的过程, 由于实验兔不能进行闭气等

配合, 需采用较快的采集, 如6-8 帧/s; (6)同时术

中注意补液等处理, 避免血容量减少造成实验

鼠的休克, 补液速度要适中, 过快易造成实验兔

的心力衰竭.
实验方法学的研究与探讨是进行动物实验

的先决条件[9]. 本实验研究表明, 只要注意操作

的细节, 熟练掌握并加强术后护理后, 通常可以

成功超选择肝动脉进行造影, 并且实验兔的成

活率较高. 直视下插管胃十二指肠动脉的方法

图  1  插管至实验兔的腹腔动脉DSA造影. A: 腹腔动脉和及其主要分支显影; B: 肝右动脉; C: 肝左动脉.

CBA■创新盘点
本研究介绍了行
实验兔肝动脉插
管的两种方法 , 
并进行了比较 , 
详细介绍了技术
操作中的经验和
教训 ,  对于进行
实验兔肝动脉插
管的实验人员提
供的很有价值的
重要参考. 
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需要比较厚实的外科学手术基础, 预实验的时

间较长, 操作相对较难掌握; 而经股动脉插管操

作具有相对简单方便、针对性强、容易掌握以

及成功率高等特点, 便于在相关实验研究中推

广使用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of valepotriates on 
colorectal visceral sensitivity and colonic motility in 
rats with noninflammatory visceral hypersensitivity.

METHODS: Thirty-two male Wistar rats were 
randomly divided into four groups: normal con-

trol group, model control group, morphine treat-
ment group and valepotriate treatment group. 
A model of noninflammatory visceral hypersen-
sitivity was induced in rats by giving a rectal 
perfusion of sodium butyrate solution. Rats in 
the morphine treatment group and valepotriate 
treatment group were given morphine solution 
at a dose of 0.4 mg/(kg•d) and valepotriate so-
lution at a dose of 2.5 mg/(kg•d), respectively, 
while those in the normal control group and 
model control group were given equal volume 
of normal saline. Rectal distention test was per-
formed to examine rectal sensitivity. A pressure 
sensor was used to record pressure changes in 
the colon and rectum before and after treatment. 
The pressures to produce initial sensation and 
maximum tolerated sensation in the rectum as 
well as the average and maximum pressures in 
the colon were compared among each group. 

RESULTS: No significant differences were noted 
in the scores for rectal distention between the 
valepotriate treatment group and model control 
group under a pressure of 0, 1.33 or 2.66 kPa. In 
contrast, significant differences were noted in the 
scores between the two groups under a pressure 
of 3.99, 5.32, 6.65 or 7.98 kPa (t = -2.50, -4.58, -3.00 
and -2.38, respectively; all P < 0.05 or 0.01). How-
ever, there were no significant differences in the 
scores between the two treatment groups under 
the above conditions. The pressures to produce 
initial sensation and maximum tolerated sensa-
tion in the rectum were significantly higher in the 
valepotriate treatment group than in the model 
control group (t = 5.892 and 5.075, respectively; 
both P < 0.01) though no significant differences 
were noted between the two treatment groups. 
The average and maximum pressures in the colon 
were significantly lower in the valepotriate group 
than in the model control group and morphine 
treatment group (t = -6.583, -3.85, -3.698, and 
-2.440, respectively; all P < 0.01 or 0.05).

CONCLUSION: Valepotriates can reduce colorec-
tal sensitivity and inhibit colonic motility in rats 
with noninflammatory colonic hypersensitivity, 
suggesting that valepotriates could potentially be 
used to treat irritable bowel syndrome. 

®

■背景资料
缬草波春目前国
内外有较多研究,
其对血管、胆道
及胃肠道平滑肌
的作用已得到公
认 ,  对中枢作用
有些初步研究 , 
其镇静作用可能
与GABA受体相
关, 但对IBS是否
有治疗作用 ,  尚
未见报道.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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摘要
目的: 探讨中药提取物缬草波春对大鼠非炎
症性结肠致敏模型的影响. 

方法: 将32只雄性Wistar大鼠随机分为4组(n  
= 8): 空白对照组、模型对照组、吗啡对照组
及缬草波春药物实验组. 正丁酸钠灌注直肠法
制造大鼠非炎症性结肠致敏模型, 缬草波春药
物实验组给予缬草波春2.5 mg/(kg•d), 吗啡对
照组吗啡0.4 mg/(kg•d), 生理盐水对照组和模
型对照组等量生理盐水灌胃, 共2 wk. 直肠扩
张法检验大鼠直肠的敏感性, 水囊通过压力感
受器记录结肠用药前后直肠压力改变. 分析各
组直肠初始压力感觉与最大压力, 结肠平均压
力与最大耐受压力. 

结果: 缬草波春组与模型对照组比较, 在压力
为0、1.33、2.66 kPa时, 直肠扩张积分差异无
统计学意义, 在压力为3.99、5.32、6.65、7.98 
kPa时, 则有统计学意义(t  = -2.50, -4.58, -3.00, 
-2.38, P<0.05或P<0.01), 而与吗啡对照组比较, 
在上述压力下差异均无统计学意义; 缬草波春
组与模型对照组初始感觉压力比较明显升高, 
差异有显著意义(t  = 5.892, P<0.01), 而与吗啡对
照组比较, 差异无显著意义; 缬草波春组与模
型对照组初始感觉压力和最大压力耐受值比
较明显升高, 差异有显著意义(t = 5.892, 5.075, 
均P<0.01), 而与吗啡对照组上述两项指标差异
无显著意义; 缬草波春组与模型对照组和与吗
啡组比较结肠运动平均压力与其运动最大压
力明显降低, 差异有显著意义(t = -6.583, -3.85, 
-3.698, -2.440, P<0.01或0.05).

结论: 缬草波春可降低大鼠非炎症性结肠致
敏模型结、直肠的敏感性, 抑制模型大鼠的结
肠运动.

关键词: 缬草波春; 缬草三酯; 正丁酸钠; 肠易激综

合征; 内脏高敏感
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0  引言

缬草波春是从纯中药神农缬草中所提取的化合

物, 基本结构为环烯醚萜酯[1]中医上常用于治疗

脘腹胀痛、风湿弊痛等, 藏医则常用于痛经. 国
外研究发现, 缬草在治疗失眠、抗焦虑有良好

的效果, 我们前期研究发现缬草波春有扩张胆

道平滑肌、促进胆汁排泄、治疗胆囊结石、舒

张胃肠平滑肌、扩张冠状动脉和子宫螺旋小动

脉的作用[2-5].
肠易激综合征(irritable bowel syndrome, 

IBS)是指以腹部不适或腹痛伴大便性状和排便

习惯改变为特征的一组肠功能紊乱综合征. IBS
的病因和发病机制并不完全清楚, 主要与肠道

动力异常、内脏感觉异常、炎症、脑肠肽、遗

传因素、食物因素以及近几年提出的肠道神经

内分泌网络调控失常有关[6-9]. 过去对于IBS的
治疗主要局限于调节胃肠动力, 常用的有泽马

可、普瑞博思、斯巴敏、得舒特等, 临床应用

效果并不理想. 缬草波春不仅对胃肠道、胆道

和子宫平滑肌有广泛的作用, 而且同时对中枢

有明显调节作用, 使我们推测是否对IBS的非炎

症性内脏高敏感有治疗作用. 为探素缬草波春

是否对IBS的肠感觉和运动功能有影响, 我们进

行了如下研究.

1  材料和方法

1.1 材料 缬草波春由华中科技大学同济医学院

老年医药学研究所薛存宽教授馈赠. 电子天平

称取720 mg缬草波春, 加入增溶剂吐温-80、
丙二醇各1 m L, 充分搅匀后持续磁力搅拌同

时缓慢加入蒸馏水至288 mL, 浓度为25 g/L, 
继续搅拌30 m in, 充分溶解后备用. 正丁酸钠

(C4H7O2Na)由厦门农牧发展有限公司产, 批号

20031456. 正丁酸盐用pH6.9的磷酸缓冲液配制

成3.00 mmol/L溶液备用. 盐酸吗啡注射液由沈

阳第一制药厂产, 产品批号060205. 丙二醇由天

津津Q/HG 3-1018-85. 天津市博迪化工有限公司

吐温-80由国药集团化学试剂有限公司生产, 批
号: F20040213. MacLab/8e生理信号采集系统(澳
大利亚), 苹果计算机(美国).
1.2 方法 
1.2.1 动物及分组: 选用Wistar大鼠32只, 平均体

质量250 g, ♂, 购自华中科技大学同济医学院实

验动物中心随机分为药物(缬草波春)实验组, 药
物(吗啡)对照组, 模型对照组, 空白对照组4组, 
每组各8只药物(缬草波春)实验组、药物(吗啡)

■研发前沿
IBS治疗目前临床
所用的一些西药
存在较多的局限
性, 中药及中药提
取物对IBS治疗具
有价廉、不良反
应小的优点, 是目
前研究的热点.
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对照组及模型对照组均为非炎症性大鼠结肠致

敏模型, 空白对照组为非造模组. 
1 .2 .2  模型制作 :  以300  m m o l /L正丁酸钠

(C4H7O2Na)1 mL, 每天2次, 连续6 d大鼠直肠灌

注的方法制造大鼠非炎症性结肠致敏模型, 空
白对照组则以等量生理盐水灌肠[10]. 
1.2.3 结肠敏感性评估: 在造模6天后进行注药

或生理盐水30 min后和药物实验后1 wk用2%的

异氟烷(isoflurane)麻醉, 麻醉后放入40 cm×40 
cm的盒内, 用长9 cm血管成形气囊, 插入距肛

门7 cm处, 气囊可测压直肠扩张(CRD colorectal 
distension)的压力为1.33, 2.66, 3.99, 5.32, 6.65, 
7.98 kPa, 以半定量的方法观察大鼠对CRD的反

应评分标准为: 0分, 对CRD无反应; 1分, 简单的

头部运动, 而后不动; 2分, 腹部肌肉收缩; 3分, 
腹部肌肉收缩提起; 4分, 部分身体弓起, 跨部上

提上述观测10 min记录初始感觉压力和最大耐

受压力. 初始感觉压力即大鼠对结肠压力升高

开始有行为反应时的压力, 最大耐受压力为大

鼠在出现身体弓起, 跨部上提时的结肠压力.
结肠运动压力变化: 在结肠内插入测压气囊

后, 给予一定的初始压力(囊内注入0.2 mL生理盐

水, 初始压力为5.32 kPa), 连接压力换能器, 用苹

果计算机分析, 记录时间为10 min分别记录平均

压力、最大压力(均为记录压力减去基础压力).
1.2.4 药物实验: 造模成功后, 缬草波春配成2.5 
g/L溶液, 缬草波春组以缬草波春溶液每次1.25 
mg/kg剂量, 加生理盐水配成1 mL溶液, 每天2次
(上午9时, 下午4时)灌胃; 吗啡对照组以吗啡溶

液每次0.2 mg/kg, 亦配成1 mL溶液, 每天2次灌

胃; 空白对照组和模型对照组以等量生理盐水

灌胃, 连续2 wk.
用药2 wk后分别检测其对结肠敏感性和结肠

运动的影响(记录结肠压力改变)并与模型对照组

比较. 结肠敏感性检测同前面所述结肠敏感性评

估, 压力用压力换能器转换成压力波, 用MacLab

生理信号采集系统记录分别记录于用药2 wk后结

肠压力变化, 记录时间为10 min, 分析平均压力、

最大压力、初始压力感觉、最大耐受压力.
统计学处理 统计数字以mean±SD表示, 数

据用方差分析、T检验分析, 统计资料用统计表

和图表示, 所有资料用SPSS11.0统计软件分析.

2  结果

2.1 用药2 wk后, 缬草波春对大鼠非炎症性结肠
致敏模型直肠扩张行为积分的影响 模型组与空

白对照组比较, 在压力为0、1.33及7.98 kPa, 差
异无显著意义(t  = 0, 0, 1.18, 均均P >0.05), 在压力

为2.66-7.98 kPa时, 结果显示有统计学意义(显示有统计学意义((t  = 
2.65, 2.50, 5.61, 2.83, P <0.05或0.01), 模型符合或0.01), 模型符合), 模型符合

要求. 缬草波春组与模型对照组比较, 在压力为

0、1.33及2.66 kPa时, 差异无显著意义(及2.66 kPa时, 差异无显著意义(时, 差异无显著意义(t  = 0, 0, 
-7.98, 均均P >0.05), 在压力为3.99、5.32、6.65、
7.98 kPa时, 结果显示有统计学意义(显示有统计学意义((t  = -2.50, 
-4.58, -3.00, -2.38, P <0.05或0.01). 缬草波春组或0.01). 缬草波春组). 缬草波春组

与吗啡对照组比较, 在压力为0、1.33、2.66、、2.66、2.66、
3.99、5.32、6.65、7.98 kPa时, 差异无显著意义

(t  = 0, 0, 1.00, 0, 0.55, 1.43, 1.528, 均, 1.43, 1.528, 均 1.43, 1.528, 均均P >0.05, 表
1). 缬草波春组与空白对照组比较，不同压力差

异均无显著意义(t  = 1.00, 0.00, 1.00, 1.23, 1.38, 
1.46, 1.52, 均均P >0.05,表1).
2.2 用药2 wk后对直肠初始感觉压力阈值的影
响 缬草波春用药2 wk后, 初始感觉压力与模型

对照组比较明显升高, 差异有显著意义(t  = 5.89,  
P <0.01), 与吗啡对照组及空白对照组比较, 差异

均无显著意义(t  =  1.00, 0.98, 均, 0.98, 均 0.98, 均均P >0.05, 图1A).
2.3 用药2 wk后对直肠最大耐受压力阈值的影响 
缬草波春用药后2 wk后, 最大压力耐受值与模型

对照组比较明显升高, 差异均有显著差异(t  = 5.08, 
P<0.01)与吗啡对照组、空白对照组比较差异均无

明显意义(t  = -0.60, -0.58,  均均P>0.05, 图1B).
2.4 用药治疗2 wk后对结肠运动平均压力的影

aP<0.05 vs  缬草波春组.

表  1  缬草波春对大鼠非炎症性结肠致敏模型直肠扩张行为积分的影响 

     
					           压力(kPa)
分组

	      0	 1.33	              2.66	          3.99	                        5.32	                 6.65	            7.98

缬草波春组   0    1.00±0.00          1.25±0.46          1.37±0.74          1.75±0.70           2.75±0.71          3.13±0.35

吗啡组	      0    1.00±0.00          1.25±0.46          1.37±0.51          1.62±0.52           2.37±0.52          2.87±0.35

模型对照组   0    1.00±0.00          1.50±0.53          1.50±0.53a         3.62±0.74a          3.63±0.74a         3.75±0.70a

空白对照组   0    1.00±0.00          1.25±0.46          1.25±0.46          1.75±0.70           2.50±0.93          3.25±0.89

■创新盘点
法国学者Soph ie 
Bourdu首先用正
丁酸盐诱导结肠
高敏感模型, 无结
肠黏膜损伤, 符合
IBS生理改变, 模
型制作时间短, 只
需1 wk, 节约了研
究成本. 本文应用
上述模型研究中
药提取物缬草波
春对IBS模型的影
响, 对中药及中药
提取物治疗IBS进
行探索.
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响: (球囊压力为5.32 kPa/0.2 mL)时间为2 wk 缬
草波春用药2 wk后, 与模型对照组比较结肠运

动平均压力明显降低, 差异有显著意义(t  = -658, 
P <0.01)与吗啡组比较亦明显降低, 差异均有显

著性意义(t  = -3.85, P <0.01, 图1C), 与空白组比

较差异无显著意义(t  = 1.72, P >0.05).
2.5 用药治疗2 wk后对结肠运动最大压力的影
响:: (球囊初始压力为5.32 kPa/0.2 mL)缬草波春

用药2 wk后, 与模型对照组比较结肠运动最大压

力与模型组比较明显降低(t  = -3.70, P <0.01), 与
吗啡组比较亦明显降低, 差异亦有显著性意义(t  
= -2.44, P <0.01), 与空白组比较差异无显著意义

(t  = 1.58, P >0.05, 图1D).

3  讨论

缬草波春是从缬草属植物中提取的特征性

化学成分基本结构为环烯醚萜酯 ,  可以分为

双烯键和单烯键两类前者主要有缬草三酯

(valeporiates)、异缬草三酯(isovaleporiates)、乙

酰缬草三酯(acevaleporiates)等, 后者主要有二氢

缬草三酯(didrovaleporiates)、异二氢缬草三酯

(isodidrovaleporiates)等. 缬草在中医上常用于治

疗脘腹胀痛、风湿弊痛等, 藏医则常用于痛经. 
国外Malva et al发现缬草可降低神经网络的兴奋

性, 保护神经, 防止神经元容量减少和相关神经

退化[5]. 国外很多研究发现, 缬草在治疗失眠、

抗焦虑有良好的效果, 还有研究发现其有治疗

癫痫的功效[7].
缬草波春还有扩张胆道平滑肌、促进胆汁

排泄、治疗胆囊结石、舒张胃肠平滑肌、扩张

冠状动脉和子宫螺旋小动脉的作用[10-11]. 除此之

外, 还发现缬草产物可预防血管狭窄[12]、保护肾

脏功能及抗病毒作用[13-15]等, 国外Santos et al [16]

研究了缬草水提取物对鼠大脑皮层突触体对γ-
氨基丁酸(GABA)的摄入和释放, 发现其在抑制

[3H]GABA摄入的同时刺激[3H]GABA的释放增

加GABA释放的作用与Na-K-ATP酶的活性和

膜电位无关缬草对[3H]纳洛酮及-µ-鸦片受体无

明显抑制[16]. 我们的前期研究发现, 缬草波春对

S-180腹水癌, 结肠癌、肝癌有明显抑制作用, 可
诱导胃癌细胞凋亡[17-20].

研究发现, 模型对照组与空白对照组比较, 
直肠敏感性、结肠运动各项参数, 差异有显著

意义, 造模是成功的. 缬草波春使直肠扩张积分

降低, 与药物对照组吗啡比较, 具有相似的效果. 
对最大耐受压力的影响与吗啡类似. 对结肠运

动平均压力、最大压力的影响强于吗啡. 上述

结果提示: 缬草波春对直肠感觉的影响与吗啡

类似, 对各项结肠运动指标的影响, 亦与吗啡对

照组具有相似或更好的效果.

图  1  用药治疗2 wk后对结肠运动的影响. A: 初始感觉压力; B: 最大耐受压力阈值; C: 结肠运动平均压力; D: 结肠运动最大
压力. bP<0.01 vs  缬草波春组.
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■应用要点
本研究显示, 缬草
波春可降低结肠
敏感性, 抑制结肠
平滑肌运动, 可能
对腹泻型IBS有一
定治疗作用.
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San tos e t a l [16]曾报道缬草水提物可抑制

GABA摄入的同时刺激GABA释放, 并可结合

GABAA, 有可能产生类似安定的镇静作用, 达
到减少伤害性刺激上传的作用Simm in et al [21]

研究证实, 缬草提取物并不作用于鸦片受体, 所
以其作用机制与吗啡并不相同Wagner et al [4]发

现缬草提取物valmane(含didrovaltrate, valtrate, 
acevaltrate)具有比罂粟更强的解痉作用, 并可抑

制回肠的收缩, 上述作用与自主神经系统受体

无关. 缬草三酯是缬草提取物中有效大类-缬草

波春(缬草环烯醚萜酯)的主要成分. 国内外研究

表明, 缬草波春具有中枢镇静、抑制胃肠平滑

肌运动, 扩张血管平滑肌及抗癌作用. 缬草波春

对中枢神经系统的作用主要是通过促进γ-氨基

丁酸(GABA)释放及抑制GABA酶对GABA的

分解, 从而提高GABA浓度[22]. GABA存在A、

B两种受体, A受体分布在大脑边缘系统、情感

中枢[23], GABA与A受体结合产生催眠作用和对

情感中枢的抑制. B受体分布于中枢和周围神经

系统的许多位点, 存在GABAB受体[24]抑制性. 
GABAB受体在迷走神经输入末端的背侧髓核

前突触分布广泛, 对迷走神经核的递质释放有

抑制作用, 抑制呼吸、胃、结肠松弛反射.
IBS是临床的常见病、多发病, 主要发病机制

为内脏感觉异常、肠道平滑肌运动异常及情感障

碍等[24]. 缬草波春既有中枢镇静、调节情感中枢

的作用, 又可抑制胃肠平滑肌运动, 可能是对大鼠

非炎症性结肠致敏模型有治疗作用的主要原因.
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Abstract
AIM: To investigate the characteristics of 
autonomic nervous activity in obese people 
during mechanical gastric distension and 
analyze the relationship between autonomic 
nervous function and gastric sensitivity.

METHODS: Sixty-seven obese subjects and 
thirty-two normal controls were studied using a 
barostat and an electrocardiograph. Before and 

during mechanical distension of the proximal 
stomach, myocardial electrical activity was re-
corded, and heart rate variability (HRV) analysis 
was performed. 

RESULTS: At baseline, obese subjects had sig-
nificantly higher total power (TP), ultra-low-
frequency power (ULF), low-frequency power 
(LF) and high-frequency power (HF) in the HRV 
power spectrum than control ones (all P < 0.01 
or 0.05). At initial satiety level, TP, ULF, LF and 
HF values declined compared with baseline val-
ues, and the changes in these values were signif-
icantly greater in obese subjects than in control 
ones (all P < 0.01). At maximal tolerated volume, 
TP and ULF values increased while LF and HF 
values decreased, and the changes in these val-
ues were significantly greater in obese subjects 
than in control ones (both P < 0.01). 

CONCLUSION: Obese people have large gastric 
capacity, higher gastric compliance and accom-
modation, and delayed satiety compared to non-
obese ones, which is closely associated with 
abnormal autonomic nervous function. 

Key Words: Obesity; Mechanical distension; Auto-
nomic nervous activity; Electrocardiography
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摘要
目的: 观察单纯性肥胖者机械性胃扩张模拟
进餐过程中自主神经的变化特征, 探讨其与肥
胖者胃内脏感觉异常的关系.

方法: 采用电子恒压器和动态心电记录仪, 对
67例单纯性肥胖者与32例正常体质量健康志
愿者进行胃底机械性扩张, 模拟进餐过程, 记
录其进餐过程中的心电信号, 通过心率变异分
析, 观察自主神经功能的变化. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
肥胖是当前最广
泛的严重威胁人
类健康的疾病之
一. 肥胖不仅影响
工作、生活、美
观, 更重要的是对
人体健康有一定
的危害性. 肥胖可
引起或加重很多
疾病, 如高血压、
高 血 脂 、 糖 尿
病、痛风、动脉
硬化性心脏病等. 
肥胖发病机制的
研究及防治工作
已经受到高度重
视. 肥胖者可能存
在自主神经功能
异常, 导致胃感觉
异常. 

■同行评议者
彭曦 ,  副研究员 , 
重庆市西南医院
烧伤研究所; 许文
燮, 教授, 上海交
通大学生命科学
与技术学院生物
医学工程系



结果: 机械性胃扩张前静息状态肥胖组TP、
U L F、L F、H F显著高于对照组(P <0.01或
P <0.05). 初始饱感状态静息状态TP、ULF、
LF、HF差值差异显著(P <0.01), 肥胖组显著高
于对照组(均P <0.01). 最大耐受饱感状态与静
息状态TP、ULF、LF、HF差值差异显著, 肥
胖组显著高于对照组(均P <0.01).

结论: 肥胖者较正常体质量者胃容积增加, 顺
应性增高, 容受性增强及饱感延迟发生与自主
神经功能异常有密切关系.

关键词: 单纯性肥胖; 机械性胃扩张; 自主神经; 电
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0  引言

肥胖者存在胃容量增加, 顺应性增高, 容受性增

强, 饱感延迟发生, 胃敏感性降低, 摄食量增加, 
这些近端胃的功能改变在肥胖形成中可能起重

要作用[1-3], 而胃的顺应性和容受性受自主神经

的调节[4-6]. 本研究观察单纯性肥胖者机械性胃

扩张模拟进餐过程中自主神经活动的变化特征, 
探讨了自主神经与肥胖者内脏感觉异常之间的

关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 从志愿者中选取单纯性肥胖者(体质量

指数BMI≥30 kg/m2)67例, 男35例, 女32例, 平均

年龄24.12±5.98岁, BMI为31.88±2.05 kg/m2为

肥胖组. 正常体质量健康志愿者32例为对照组, 
男15例, 女17例, 平均年龄22.56±6.23岁, BMI为
21.28±1.84 kg/m2. 所有受试对象没有胃肠道疾

病史, 消化系手术史, 无高血压及冠心病, 哮喘、

呼吸暂停综合征, 吸烟及饮酒史. 排除标准: (1)继
发于神经-内分泌-代谢紊乱基础上的肥胖症, 如
下丘脑病、垂体病、胰岛疾病、甲状腺功能减

退症、肾上腺皮质功能亢进症及性腺功能低下

症; (2)妊娠期、哺乳期女性. 所有志愿者签署知

情同意书. 
1.2 方法 受试者禁食12 h后于早晨8点接受观

察, 之前排尽大小便, 取坐位经口插入聚乙烯

双腔气囊导管(气囊最大容量为1500 mL), 使
气囊位于胃底部. 患者平静30 min后, 采用美

国PI(preideal instruments)公司生产的十二导
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联动态心电记录仪记录心电信号15 min. 用内

脏电子刺激器/电子气压泵(SVS/barostat, 瑞典

Medtronic synectice公司), 首先向气囊内注入气

体30 mL, 测出气囊内的压力水平, 即最小扩张

压力(MDP). 然后从0开始, 采用阶梯样等容注气

方式, 每次增加容积50 mL, 并持续2 min, 同时记

录相应的胃内气囊压力. 囊内气体容积达到初

始容积时(即受试者在接受胃扩张刺激时, 开始

感觉到上腹不适应或胀满时的容积)时, 记录胃

内气囊压力变化同时, 记录心电信号15 min. 等
容扩张达到最大耐受容积(即受试者在接受胃扩

张刺激时, 开始感觉到上腹疼痛或难以忍受时

的容积)时, 记录气囊内相应的压力变化, 并记录

心电信号15 min. 进行心率变异分析, 观察下列

指标: 总功率(TP, ms2)、高频功率(HF, ms2)、超

低频功率(ULF, ms2)、低频功率(LF, ms2). 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用STATA 8.0软件, 两样本均数间比较采用t检验,
方差不齐采用t '检验. 

2  结果

2.1 静息状态自主神经活动静息状态自主神经活动状态自主神经活动 肥胖组TP、ULF、
LF、HF显著高于对照组(P <0.01或0.05, 表1).
2.2 初始饱感状态 肥胖组和对照组TP、ULF、
LF、HF较静息状态下降, 2组之间功率值无显著

差异(P >0.05); 但初始饱感状态与靜息状态TP、
ULF、LF、HF差值差异显著, 肥胖组显著高于

对照组(P <0.01, 表2). 
2.3 最大耐受饱感状态 肥胖组和对照组TP、
ULF较初始饱感状态有所增高, LF、HF较初

始饱感状态下降, 2组之间功率值无显著差异

(P >0.05); 但最大耐受饱感状态与静息状态TP、静息状态TP、息状态TP、
ULF、LF、HF差值差异显著, 肥胖组显著高于

对照组(P <0.01, 表3). 

3  讨论

胃肠道运动是靠消化系管壁平滑肌的收缩和舒

张活动来完成的. 胃壁平滑肌经常保持着一定

程度的收缩状态, 称紧张性收缩(张力性收缩), 
其意义在于维持胃内一定的压力和胃的形状、

位置. 在进餐时, 食物吞咽后近端胃立即松弛, 
胃内压短时下降, 胃接受食团, 此阶段称“容受

性松弛(舒张)”; 当食物到达胃部后, 胃内压小

幅度升高, 刺激胃内压力感受器, 通过迷走神经

抑制性传出纤维, 释放VIP或NO, 反射性地引起

胃底和胃体平滑肌紧张性降低, 肌肉舒张, 胃容

积扩大, 使胃能适应大量食物的涌入, 而胃内压

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外对肥胖者
自主神经功能的
变化研究报道不
多 ,  且结论不一 . 
有报道交感神经
功能亢进, 迷走神
经功能减弱 ;  肥
胖者交感神经功
能减弱, 迷走神经
功能亢进; 可能与
入选的肥胖者标
准不统一有关, 且
上述报道主要探
讨肥胖者心率变
异、能量调控、
并发症与自主神
经变化的关系, 而
自主神经功能异
常是否导致肥胖
者胃感觉异常, 尚
无研究报道. 

■应用要点
本课题采用PI动
态心电记录仪和
电子恒压器 ,  进
行机械性胃扩张, 
模拟进餐过程 , 
观察肥胖者进餐
过程中自主神经
功能变化特征 , 
探讨肥胖者自主
神经功能变化与
胃 内 脏 感 觉 的
关系 ,  为开发药
物、针灸治疗肥
胖提供科学依据. 



张学丛, 等. 自主神经功能在肥胖者机械性胃扩张模拟进餐过程中的变化特征                        		                        2623

www.wjgnet.com

上升不多, 胃壁张力降低和顺应性增加, 以完成

贮存食物的功能, 称之为胃的“适应性松弛(舒
张)”. 进餐开始时, 近端胃张力降低, 以接受食

物. 远端胃则出现蠕动收缩, 自胃体向胃窦蠕动, 
将食物送向幽门[1-3]. 

单纯性肥胖者存在者胃容量增加、顺应性

增高, 容受性增强, 饱感延迟发生, 胃敏感性降

低, 摄食量增加[4-6]. 近端胃的容受性及适应性舒

张功能主要受自主神经调控, 尤其是迷走神经

调控. 心率变异系统能够反映患者的自主神经

活动情况[8-12]. ULF反映交感神经活性, HF反映

迷走神经活性, TP、LF反映迷走和交感的综合

效应. 机械性胃扩张前, 即静息状态下, 肥胖组

TP、ULF、LF、HF显著高于对照组(P <0.01), 
说明肥胖组迷走神经活性和交感神经活性均显

著高于对照组[13-15]. 械性胃扩张初始饱感和最

大耐受饱感状态, 肥胖组和对照组TP、ULF、
LF、HF无显著差异, 均呈下降趋势(P >0.05), 但
与静息状态时各项指标的差值两组间差异显著, 
肥胖组各功率下降值显著高于对照组(P <0.01). 
说明肥胖者胃扩张时交感神经和迷走神经功能

较正常体质量者变化更显著, 迷走神经抑制性

传出纤维兴奋性增强, 释放出较正常体质量者

更多的VIP或NO, 诱发胃容受性松弛(舒张)和
适应性松弛(舒张), 胃底和胃体平滑肌紧张性降

低, 肌肉舒张, 胃容积扩大, 而胃内压上升不多, 
胃壁张力降低和顺应性增加. 肥胖者迷走神经

活性下降值显著高于对照组, 表明肥胖者对迷

走神经反射处于亢进状态, 说明肥胖者较正常

体质量者胃容量增大, 顺应性增加, 容受性增强, 
饱感延迟发生与自主神经功能紊乱有密切关系, 
尤其是与迷走神经反射过度有关, 而交感神经

出现相应的改变, 可能是为保持迷走交感平衡

而发生的代偿性反应. 
自主神经功能异常与肥胖的因果关系目前

尚不明确, 自主神经功能异常导致患者食欲亢

进, 进餐量增大, 胃排空加快, 可能是肥胖发生

或加重的机制之一; 也可能是肥胖达到一定程

度导致了自主神经功能异常, 确切关系和机制

有待更深入的研究和探讨. 

4      参考文献
1	 Lee JS. [Obesity and gastrointestinal motility] 

Korean J Gastroenterol 2006; 48: 89-96
2	 Wisén O, Hellström PM. Gastrointestinal motility in 

obesity. J Intern Med 1995; 237: 411-418
3	 叶任高, 路再英. 内科学. 第6版. 北京: 人民卫生出版
社, 2004: 834

4	 常丽丽, 姚树坤. 单纯性肥胖症近端胃功能变化. 中华
消化杂志 2006; 26: 783-784

5	 Geliebter A, Yahav EK, Gluck ME, Hashim SA. 
Gastric capacity, test meal intake, and appetitive 
hormones in binge eating disorder. Physiol Behav 
2004; 81: 735-740 

6	 Geliebter A, Melton PM, McCray RS, Gallagher 
DR, Gage D, Hashim SA. Gastric capacity, gastric 
emptying, and test-meal intake in normal and 
bulimic women. Am J Clin Nutr 1992; 56: 656-661

7	 Liatis S, Tentolouris N, Katsilambros N. Cardiac 
autonomic nervous system activity in obesity. 
Pediatr Endocrinol Rev 2004; 1 Suppl 3: 476-483

8	 陈志云, 袁华萍, 麻新梅, 马利. 动态心电图心率变异
性的临床应用价值. 中国病案 2004; 5: 46-47

9	 朱宗耀, 潘祖英, 陈勇. 肠易激综合征与心率变异性的
关系. 临床荟萃 2004; 19: 545-546

10	 吴金彦, 王国付, 钦光跃. 睡眠呼吸暂停/低通气综合
征患者心率变异的临床观察. 心脑血管病防治 2004; 4: 
36-38

11	 Rabbia F, Silke B, Conterno A, Grosso T, De Vito B, 
Rabbone I, Chiandussi L, Veglio F. Assessment of 
cardiac autonomic modulation during adolescent 
obesity. Obes Res 2003; 11: 541-548

12	 Friederich HC, Schild S, Schellberg D, Quenter 
A , B o d e C , H e r z o g W , Z i p f e l S . C a r d i a c 
parasympathetic regulation in obese women with 
binge eating disorder. Int J Obes (Lond) 2006; 30: 

表  1  机械性胃扩张前肥胖组与对照组HRV参数比较
(mean±SD)

     参数      对照组(n = 32)           肥胖组(n = 67)            t            P
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
serum pepsinogen (PG) I and II and gastrin-17 
(G-17) in patients with functional dyspepsia (FD).

METHODS: A case-control study was per-
formed. Two hundreds and twenty-nine FD 
patients recruited were diagnosed according to 
Rome III criteria. Serum PG I and II and G-17 
levels were measured by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). The PG I/II ratio (PGR) 
was calculated. Serum IgG antibody against 
Helicobacter pylori (H pylori) was determined by 
ELISA to evaluate H pylori infection. 

RESULTS: In FD patients, the PGR was lower in 
the ≥ 61 age group than in the ≤ 40 age group 
(P = 0.049). The levels of serum PG II and G-17 
were significantly higher in FD patients than in 
normal controls (both P = 0.000), while the PGR 
was significantly lower in FD patients than in 

normal controls (P = 0.000). No significant dif-
ference was noted in serum PG I level between 
FD patients and normal controls (P = 0.067). The 
receiver operating characteristic (ROC) curve 
analysis showed that the optimal cut-off points 
of PG II and G-17 values for the diagnosis of FD 
were 13.2 μg/L (sensitivity 52.8%, specificity 
100%, and accuracy 67.5%) and 6.84 μg/L (sen-
sitivity 52.8%, specificity 100%, and accuracy 
67.5%), respectively. The levels of serum PG I 
and PG II were significantly higher in male FD 
patients than in female ones (P = 0.003 and 0.004, 
respectively). The positive rate of serum IgG an-
tibody against H pylori was higher in FD patients 
than in normal controls (P = 0.028). 

CONCLUSION: The levels of serum PGII and 
G-17 are elevated in FD patients, which may 
suggest functional changes in gastric sinus and 
proximal duodenal mucosa. There is an associa-
tion between FD and H pylori infection. 

Key Words: Functional dyspepsia; Pepsinogen; 
Gastrin-17; Helicobacter pylori
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摘要
目的: 探讨功能性消化不良(FD)患者血清胃蛋
白酶原(PG)Ⅰ、Ⅱ及胃泌素-17(G-17)的水平
和意义.

方法: 根据罗马Ⅲ诊断标准, 229例FD患者纳
入本研究. 均采用酶联免疫吸附试验(ELISA)
定量测定血清PGⅠ、PGⅡ和G-17含量, 计算
PGⅠ/Ⅱ比值(PGR), 血清幽门螺杆菌(H pylori )
抗体滴度大于等于35EIU为阳性. 

结果: 以≤40岁、41-50岁、51-60岁和≥61岁
进行年龄分组. FD组年龄≥61岁组PGR低于
≤40岁组(P = 0.049). FD患者PGⅡ、G-17水
平要明显高于对照组(P = 0.000, 0.000), PGⅠ
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■背景资料
近年来研究发现
大多数胃肠疾病
均存在PG与G-17
改变 ,  但在FD患
者中PG与G-17是
否存在改变尚未
引起关注.

■同行评议者
季国忠, 教授, 南
京医科大学第二
附属医院消化科



没有明显变化(P = 0.067), 而PGR明显低于对
照组(P = 0.000). 根据ROC曲线计算出诊断FD
的PGII和G-17的最佳界值分别为13.2 μg/L(灵
敏度51.5%, 特异度96.2%, 准确率65.5%), 
6.84 μg/L(灵敏度52.8%, 特异度100%, 准确度
67.5%). FD组男性在PGⅠ与PGⅡ水平均显著
高于女性(P = 0.003, 0.004). FD组H pylori抗体
阳性率高于对照组(P  = 0.028).

结论: FD患者血清PGⅡ与G-17水平增加, 胃
窦与十二指肠近端黏膜可能存在功能学的改
变, FD与H pylori感染相关. 

关键词: 功能性消化不良; 胃蛋白酶原; 胃泌素-17;

幽门螺杆菌
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0  引言

功能性消化不良(functional dyspepsia, FD)是常

见的消化系统症候群, 消化不良占胃肠病门诊

患者的30%, 而其中40-60%为FD[1]. 目前FD的诊

断以罗马Ⅲ为标准, 即无可以解释症状的器质

性疾病的证据(包括内镜), 诊断前症状至少出现

6 mo, 近3 mo症状符合以下1点或以上: 餐后饱

胀不适、早饱、上腹痛、上腹烧灼感[2]. FD的诊

断是一排除性诊断, 需要行胃镜活检等其他检

查, 操作复杂, 成本较高, 患者遭受一定的痛苦. 
近年来, 胃蛋白酶原(pepsinogen, PG)与胃泌素在

胃肠疾病中的关系一直受到人们的关注, 特别

是在胃癌筛查方面[3-5]. 但至今没有研究显示胃

蛋白酶原和胃泌素与功能性消化不良之间的联

系, 我们研究的目的是探讨FD患者血清PGⅠ、

PGⅡ、胃泌素-17(gastrin-17, G-17)水平及其意

义, 为FD的诊断提供参考.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-09/2009-02我院门诊和住院FD
患者229例 ,  根据罗马Ⅲ诊断 ,  其中男105例
(45.85%), 女124例(54.15%), 年龄17-87(平均

53.18)岁. 对照组104例, 其中男35例(33.65%), 女
69例(66.35%), 年龄19-79(平均51.15)岁. 所有研

究对象均签署知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将FD患者与对照组均按年龄分为4
组: A组(≤40岁)、B组(41-50岁)、C组(51-60岁)
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和D组(≥61岁). 
1.2.2 血清胃蛋白酶原含量及G-17检测: 取受检

者空腹静脉血5 mL, 分离血清后迅速冷冻, 存
于-20℃冰箱中待测. 采用酶联免疫吸附试验

(ELISA)方法检测血清PGⅠ、PGⅡ (μg/L)和
G-17含量(μmol/L, ELISA试剂盒均购自芬兰

Biohit公司), 计算PGⅠ/Ⅱ比值. 
1.2.3 幽门螺杆菌(H p y l o r i )感染判定: 血清

H pylori -IgG抗体测定(抗体滴度≥35 EIU为阳

性, H pylori -IgG试剂盒购自芬兰Biohit公司), 进
行H pylori感染判定.
统计学处理  采用S P S S13.0软件包 ,  以

Kolmogorov-Smirnov测定变量的分布. 偏态分

布的计量资料用中位数表示.两组间比较采用

Mann-Whitney U检验. 多组间比较采用Kruskal 
Wallis检验. 计数资料用χ2检验. 接受者操作特征

曲线(receiver operating characteristic curve, ROC
曲线)计算每个变量诊断FD的最佳界值. P <0.05
为差异有统计学意义, P <0.01为差异有显著性.

2  结果

2.1 FD组血清PG与G-17水平 任2个年龄组间, 除
PGR外, PGⅠ、PGⅡ和G-17组间差异均无统计

学意义. D组PGR低于与A组PGR(P <0.05). A、

B、C、D组间, PGⅠ、PGⅡ、PGR和G-17差异

均无统计学意义(均P >0.05, 表1).
2.2 对照组血清PG和G-17水平 4个年龄组PGR
具有统计学差异(P <0.05), 而P GⅠ、P GⅡ与

G-17在4组中无统计学差异(P = 0.604, P = 0.064, 
P = 0.725). PGⅠ检测值由A组到D组是逐渐降低

的, 但是组间差异不具有统计学意义(P = 0.406, 
P = 0.290, P = 0.609). G-17各年龄组间差异无统

计学意义. C组PGⅡ高于A组(P <0.05). PGR在

C组(11.95 μg/L)与D组(13.50 μg/L)均低于A组

(17.80 μg/L)(P <0.01; P <0.05), 虽然A、B、C组
PGR逐渐降低, 但年龄组间无统计学意义(P  = 
0.123, P  = 0.107, P  = 0.488, 表2).

F D组P GⅡ和G-17水平明显高于对照组

(P <0.01), PGR显著低于对照组(P <0.01), PGⅠ两

组间没有明显差异 (P >0.05, 表3).
2.3 不同性别组血清PG与G-17水平 将FD组进行

按性别分组, PGⅠ和PGⅡ在男性中的水平要显性别分组, PGⅠ和PGⅡ在男性中的水平要显分组, PGⅠ和PGⅡ在男性中的水平要显

著高于女性(P <0.01), PGR和G-17在2组中差异

没有统计学意义 (P >0.05, 表4).
对照组按性别分类, PGⅠ在男性中水平显

著高于女性(P <0.01), G-17水平男性显著低于女
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■相关报道
孙俪萍 et al研究
显示胃黏膜炎性
病变对血清PGⅠ
含量影响较大,胃
黏膜萎缩性病变
对血清PGⅠ、PG
Ⅱ含量均有影响.

■研发前沿
本文提示FD患者
PGⅡ、G-17改变, 
但是PG、G-17与
FD相关症状是否
存在一定关系, 且
本文研究范围仅
在中国北方地区,
其他地区、民族
未包含在本研究
内. 这些问题都值
得进一步研究.
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性(P <0.01), PGⅡ与PGR组间差异没有统计学意

义(P >0.05, 表5). 
将参与本研究所有人员进行性别分组, PG

Ⅰ和P GⅡ水平男性均显著高于女性(P <0.01, 
P <0.01), PGR和G-17组间差异不具有统计学意

义(P >0.05, 表6).
2.4 血清PG与G-17的ROC曲线 以FD作为病

例组(229例), 做PGⅡ、PGR、G-17的ROC曲

线. PGⅡ的曲线下面积AUCROC = 0.732(95%CI: 
0.680-0.784), 根据ROC曲线计算最佳分界值为

13.2 μg/L(灵敏度51.5%, 特异度96.2%, 准确率

65.5%, 图1A) ., 图1A) .图1A) .
PGR的曲线下面积AUCROC = 0.21(95%CI: 

0.170-0.268). G-17 ROC曲线下面积AUCROC = 
0.791(95%CI: 0.744-0.838). 根据ROC曲线计算

最佳分界值为6.84 μg/L(灵敏度52.8%, 特异度

100%, 准确度67.5%, 图1B)., 图1B).图1B).
2.5 血清H pylori抗体 FD组H pylori抗体阳性

者(102/229)44.5%, 对照组H pylori抗体阳性者

(16/104)15.4%, FD组H pylori抗体阳性率高于对

照组H pylori抗体阳性率(P <0.05). 

3  讨论

F D是一组持续或反复发作的 ,  经检查排除可

引起这些症状的器质性疾病的一组临床综合

征, 主要症状包括上腹痛或不适、上腹饱胀、

早饱、嗳气、恶心、呕吐等. 根据症状群分为

餐后不适综合征(postprandial distress syndrome, 
P D S)和上腹疼痛综合征 (e p i g a s t r i c  p a i n 
syndrome, EPS)[2]. 其发病机制尚未完全清楚, 目
前认为与胃动力障碍、感觉过敏、精神社会因

素、H pylori感染相关. Sha et al [6-7]研究发现大多

数的FD患者胃电图(electrogastrography, EGG)异
常以及胃窦和十二指肠动力异常, 胃肌电活性

及胃慢波协调性受损. Fruehauf et al [8]发现通过

MRI直接测定胃耐受容积, FD患者胃耐受容积

要明显低于正常人. 近年来一些大样本研究显

示胃排空延迟与上腹胀、恶心、呕吐、胃容受

性扩张不良与早饱、感觉过敏与上腹痛存在显

著性关系. Aro et al [9]研究发现焦虑与FD类型中

PDS较EPS更具有相关性. 最近有研究显示职业

粉尘接触、高脂肪饮食以及不良习惯均与FD及

其症状相关[10-12]. 但至今没有研究表明FD患者

是否存在胃黏膜分泌功能上的改变. 

表  1  FD组各年龄组血清PG和G-17 (中位数)

     
分组       n    PGⅠ(μg/L)  PGⅡ(μg/L)   PGR	     G-17(μmol/L)

A组      40      113.80      12.30        9.75           7.03

B组      53      108.40      10.10        8.50           8.32

C组      70      114.31      12.45        8.70           5.50

D组      66      114.85      16.80        7.10a	         8.76

P值	           0.890      0.090      0.235         0.167

aP<0.05 vs  A组.

表  2  对照组各年龄组血清PG和G-17 (中位数)

     
分组       n   PGⅠ(μg/L)  PGⅡ(μg/L)    PGR	     G-17(μmol/L)

A组      23      98.10          5.60	      17.80           1.70

B组      26      97.30          7.05	      14.45           1.55

C组      34      93.55          8.90a      11.95a          2.60

D组      21      85.30          8.20      13.50a           1.90

P值	         0.604        0.064      0.024          0.725

aP<0.05 vs  A组.

表  3  FD组与对照组血清PG和G-17 (中位数)

     
分组         n     PGⅠ(μg/L)  PGⅡ(μg/L)   PGR    G-17(μmol/L)

FD组     229    112.80        13.70       8.60           7.60

对照组  104       95.70          7.50      13.60           1.75

P值	           0.067         0.000      0.000        0.000

表  4  FD组不同性别组血清PG和G-17 (中位数)

     
                n     PGⅠ(μg/L)  PGⅡ(μg/L)    PGR   G-17(μmol/L)

男性     105     126.50        17.30        7.65         4.45

女性     124       92.30          9.20      10.60         4.02

P值	             0.003        0.004       0.192        0.601

表  5  对照组不同性别组血清PG和G-17 (中位数)

     
               n      PGⅠ(μg/L)  PGⅡ(μg/L)  PGR	     G-17(μmol/L)

男性     35       102.22         8.20      13.50          1.28

女性     69         90.10         6.30      14.00          2.40

P值	             0.009       0.214      0.992        0.009

表  6  FD组和对照组不同性别组血清PG和G-17 (中位数)

     
               n     PGⅠ(μg/L)  PGⅡ(μg/L)   PGR	     G-17(μmol/L)

男性    140     117.05        11.95       9.95           4.45

女性    193       92.30          9.20     10.60           4.02

P值	           0.000        0.000     0.114         0.709

■创新盘点
胃镜检查为消化
不良诊断的主要
手段 ,  血清PG、
G-17检测与胃镜
检查相比, 具有简
便、患者耐受性
好等特点 ,  为FD
的诊断提供参考.
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血清PG是胃蛋白酶的前体, 反映主细胞的数量, 
可在胃液、血清和24 h尿液中测量其含量. PG
有Ⅰ型和Ⅱ型两种, 其中PGⅠ主要由胃底腺的

主细胞和颈黏液细胞分泌, PGⅡ除来源于上述

细胞外还来源于幽门腺及十二指肠腺. PG大部

分分泌入胃腔, 一小部分酶原透过胃黏膜毛细

血管入血[13-15]. 血清PG水平可反映胃蛋白酶分

泌及胃黏膜的状态和功能[14,16-18]. 非萎缩性胃炎

PGⅠ含量增加, 萎缩性胃炎者PGⅠ水平下降, 
而PGⅡ含量在两者均增加. 对于大多数胃肠疾

病, PGR都是降低的. 在疾病应激或低压低氧环

境下, 胃黏膜将会出现缺血甚至坏死的变化. 马
拉松运动后胃泌素含量增加而PGR下降[14]. 近
年来, 许多临床研究将PG与G-17含量检测用于

胃癌筛查. 但没有研究证明FD的PG与G-17水平

是否有意义. 本研究即探讨功能性消化不良患

者血清PGⅠ、PGⅡ、G-17水平及其意义. 人血

清PG水平受种族、性别、年龄、胃黏膜病变和

H pylori感染因素影响[19], 本研究根据FD患者的

性别、年龄进行分组, 评价不同亚组PG与G-17
的水平以及意义. 本研究中, FD组年龄≥61岁组

PGR水平明显低于≤40岁组, 虽然在4个年龄组

中没有观察到动态变化, 但这提示在此年龄段

的FD患者胃黏膜功能发生明显改变. 同时, 对
照组≤40岁组的PGR水平均高于其他年龄组, 
但没有观察到PGR随年龄的动态变化. 而大样

本流行病学调查显示, 人群中PGR随年龄的增

加而降低[19]. 这提示FD患者在年龄影响PGR情
况下, 胃黏膜功能发生明显改变. 胃泌素是由胃

窦及十二指肠近端黏膜中的G细胞分泌, 具有

促进胃酸分泌、胃窦收缩和消化道黏膜再生等

生理作用, 其中80%-90%是G-17, 由胃窦部G细

胞分泌[20]. PG和G-17含量增加反映增生或黏膜

肥大的功能性细胞团[13]. 本研究FD患者PGⅡ、

G-17水平明显高于对照组, PGⅠ没有明显变化, 

而PGR明显低于对照组. 前文提到胃黏膜存在

炎症时PGⅠ明显升高, 这提示FD患者胃黏膜功

能细胞团存在增生或肥大的改变, 但并非炎症

改变, 此结果有助于活动性非萎缩性胃炎与FD
之间的鉴别诊断. PGⅡ和G-17水平显著增高同

时提示胃窦部与十二指肠近端可能存在黏膜

功能学上的改变, 即功能细胞团的增生或肥大, 
而非炎症改变. 升高的G-17水平可促进胃酸分

泌增多[21], 而高胃酸导致上腹痛和上腹部不适

等消化不良症状, 因此临床上应用抑酸药物治

疗FD可使消化不良症状减轻[22-24]. 本研究的缺

陷是收集病例时未作F D相关症状调查, 对于

G-17和/或P GⅡ增高时与F D症状的关系未作

分析. 这一问题可作为下一步研究方向. 同时

由于血清PG水平受种族、年龄、饮食、检测

方法等影响, 本研究的研究对象均选自中国北

方地区, 因此研究结果是否适用于其他地区仍

待进一步研究.
同时我们根据ROC曲线计算出诊断FD的

PGⅡ、PGR和G-17的最佳界值, 三者ROC曲线

下面积分别是0.732, 0.21, 0.791. 因此只有PGⅡ

与G-17能够有助于提示FD患者胃黏膜存在形

态和功能学上的改变, PGⅡROC曲线计算最佳

分界值为13.2 μg/L(灵敏度51.5%, 特异度96.2%, 
准确率65.5%), G-17 ROC曲线下面积AUCROC = 
0.791(95%CI: 0.744-0.838). 根据ROC曲线计算

最佳分界值为6.84 μg/L(灵敏度52.8%, 特异度

100%, 准确度67.5%). FD组结果显示男性在PG
Ⅰ与PGⅡ水平均显著高于女性, 而对照组结果

显示男性在PGⅠ水平显著高于女性, 在G-17水
平显著低于女性. 而本研究333例受试者整体研

究显示, 男性PGⅠ与PGⅡ水平显著高于女性. 
这与Sun et al [19]研究一致. 理论上, H pylori感染

在胃黏膜产生的炎症介质有可能影响胃的运动

和感觉功能, 且其产生的尿素酶可水解胃内的
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■应用要点
本研究结果显示
FD患者血清PGⅡ
与G-17水平增加, 
胃窦与十二指肠
近端黏膜可能存
在功能学改变, 对
FD诊断具有辅助
参考价值.

图   1   诊 断 功 能 性 消 化 不
良的ROC曲线. A: PGⅡ; B: 
G17.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.0     0.2     0.4      0.6     0.8     1.0

敏
感
性

1-特异性

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.0     0.2     0.4      0.6     0.8     1.0

敏
感
性

1-特异性

A B



www.wjgnet.com

刘露, 等. 血清胃蛋白酶原Ⅰ、Ⅱ和G-17在功能性消化不良患者中的表达及其意义                                                     2629

尿素, 在正常体温下产生CO2, 参与腹胀与嗳气

的形成[1]. 有研究结果显示FD患者根除H pylori治
疗后FD症状有显著改善[25-26]. 此外, H pylori感染

与血清PG含量之间存在相关性, H pylori感染者

血清PG值高于非感染者, 除菌后则显著下降[27-29]. 
本研究结果显示FD组H pylori -IgG抗体阳性率

要明显高于对照组. 上述研究证明, H pylori感染

与FD发病密切相关. 
总之, 本研究结果显示FD患者血清PGⅡ与

G-17水平增加, 胃窦与十二指肠近端黏膜可能

存在功能学改变, FD与H pylori感染相关.
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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
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e p r e v a l e n c e o f 
lamivudine-resistant hepatitis B virus (HBV) 
strains (YIDD/YVDD variants) in patients with 
acute HBV infection (AHB).

METHODS: A total of 321 patients with HBV 
infection (HBV DNA ≥ 1.0 × 107 copies/L) 

were included in the study, of which 100 had 
AHB and underwent no treatment, and 221 had 
chronic HBV infection (CHB) and were treated 
with lamivudine (100 mg/d). Serum specimens 
were taken from these patients and used to iden-
tify wild-type and YMDD motif mutant HBV 
strains by fluorescent hybridization biprobe-
based polymerase chain reaction (PCR) and 
melting curve assay (FH-PCR-MC). 

RESULTS: Only wild-type HBV was detected 
in patients with AHB (YMDD, 100%). Both wild-
type and YMDD motif mutant HBV strains 
were detected in patients with CHB. The YMDD 
mutation rate in CHB patients was 63.4%. Of all 
YMDD mutations detected, YIDD variant ac-
counted for 52.1%, YVDD variant 37.9%, and the 
mixed type (YIDD + YVDD) 10.0%. The YMDD 
mutation rates in CHB patients treated with la-
mivudine for < 1 year, 1-2 years, 2-3 years, 3-4 
years and > 4 years were 45%, 66%, 77%, 75% 
and 40%, respectively. There was a significant 
difference in the YMDD mutation rate between 
the two groups of patients (χ2 = 112.3, P = 0.00). 

CONCLUSION: Lamivudine-resistant HBV 
strains are not detected in patients with acute 
HBV infection. 

Key Words: Hepatitis B virus; Acute hepatitis B; 
Chronic hepatitis B; Lamivudine; YMDD mutations; 
Polymerase chain reaction

Li XK, Zhou ZH, Jin Q, Du B, Shi YG, Fang SH, Liu W, 
Zhang SY. Prevalence of lamivudine-resistant HBV 
strains in patients with acute HBV infection. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 2631-2634

摘要
目的: 调查Y M D D变异株在急性H B V感染
(AHB)中的流行情况, 为指导AHB的防治提供
依据.

方法: 收集HBV感染者321例(HBV DNA≥1.0
×107 copies/L), 其中未开始治疗的AHB患者
100例和拉米夫定治疗(100 mg/d)不同时期的
CHB患者221例. 采集外周血标本, 用荧光标
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■背景资料
在国外拉米夫定
不仅能安全有效
地用于慢性乙型
肝炎的治疗, 也安
全有效地用于急
性 (重症 )乙型肝
炎的治疗, 以促进
病毒清除和机体
康复. 但大量的临
床实践已证明, 应
用拉米夫定治疗
慢性乙型肝炎易
发生HBV YMDD
基序的变异(用药
3年变异率可达
70%) ,  变异株的
存在会导致拉米
夫定疗效下降或
无效, 部分病例还
会出现病情加重, 
威胁生命. 而且目
前国内外也均有
报道在未经拉米
夫定治疗的慢性
乙型肝炎患者中
也有YMDD变异
株存在 ,  比率高
达20%以上. 有必
要调查急性HBV
感染者中是否有
YMDD变异株存
在, 以明确YMDD
变异株的流行情
况, 更好地指导拉
米夫定安全有效
地应用.

■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



记杂交双探针PCR融解曲线法(FH-PCR-MC)
检测血清HBV YMDD及其变异, 统计分析
HBV YMDD变异在两组中的分布. 

结果: 在AHB组, 只检出HBV YMDD野生
型, 未检出变异型. 而在CHB组, YMDD变异
检出率为63.4%, 其中YIDD占52.1%, YVDD
占37.9%, YIDD+YVDD混合变异占10.0%; 1
年内、1-2年、2-3年、3-4年和4年以上疗程
YMDD变异率分别为45%, 66%, 77%, 75%和
40%, YMDD变异检出率在两组中差异显著(χ2 
= 112.3, P  = 0.00).

结论: 目前在用拉米夫定治疗的CHB患者中
仍有较高比率的YMDD变异株存在, 但尚未
发现该变异株在AHB患者中流行.

关键词: 乙型肝炎病毒; 急性乙型肝炎; 慢性乙型肝

炎; 拉米夫定; YMDD变异; 聚合酶链反应
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药变异株在急性HBV感染者中的流行调查.  世界华人消化杂志  

2009; 17(25): 2631-2634
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0  引言

核苷(酸)类似物作用于乙型肝炎病毒(hepa t i t is 
B virus, HBV)多聚酶区, 终止HBV DNA链的合

成, 抑制病毒复制, 具有较好的抗病毒作用[1-2]. 
拉米夫定是第1个在全球和我国批准的核苷类

似物, 大量临床研究证明拉米夫定能迅速降低

外周血H B V载量 ,  改善肝功能和肝组织学病

变, 延缓肝硬化进展和减少肝癌的发生率, 已被

广泛应用于慢性HBV感染(chronic hepatitis B, 
CHB)的抗病毒治疗, 其长期应用的安全性和有

效性已得到评价[3-4]. 目前在国外, 拉米夫定也

已安全和有效地用于治疗急性(重症)乙型肝炎

(acute hepatitis B, AHB), 以促进病毒清除和机

体康复[5-6]. 但大量的临床实践已证明, 应用拉

米夫定治疗CHB易发生HBV耐药变异, 主要表

现为HBV聚合酶区酪氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸

-天门冬氨酸(tyrosine-methionine-asparticacid-
asparticacid, YMDD)基序变异, 即第522位蛋氨

酸(M)被缬氨酸(V)或异亮氨酸(I)所取代, 形成

M552V(YVDD)与M552I(YIDD)变异株, 变异株

的存在会导致拉米夫定疗效下降或无效, 部分

病例还会出现病情加重, 威胁生命[3-4,7]. 近年国

内外也有研究报道在未经拉米夫定治疗的CHB
中存在YMDD基序自然变异[8-11]. 那么, 在AHB
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人群是否有HBV YMDD变异株的传播目前还

不清楚. 因此, 我们检测了100例AHB患者中的

HBV YMDD及其变异, 初步调查了HBV YMDD
变异株的流行情况, 以便指导AHB的防治.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-10/2008-12我院就诊的AHB患者 
100例, 男68例, 女32例, 平均年龄38.47±13.03
岁; 选同期就诊的口服拉米夫啶(100 mg/d)治疗

的CHB患者221例作为对照组, 男182例, 女39例, 
平均年龄37.66±9.81岁. 诊断均符合第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[12]. AHB组: 入组时HBsAg阳性和HBcAb-
IgM阳性, 追踪1年HBsAg阴性和(或)HBsAb阳
性; CHB组: HBsAg阳性持续超过6 mo以上. 所
有入组病例HBV DNA≥1.0×107 copies/L, 均排

除免疫性疾病和共感染因素. HBV DNA荧光定

量试剂盒和HBV YMDD突变核酸扩增(PCR)荧
光检测试剂盒均购自深圳匹基生物工程有限公

司. 仪器主要使用美国罗氏公司的LightCyclerTM

荧光定量PCR仪.
1.2 方法 HBV血清学和酶学检测采用临床常规

方法, 即病毒感染的血清学检测采用ELISA方

法, 酶学检测采用生化方法; 血清HBV DNA定

量采用实时荧光定量PCR法.
HBV YMDD变异检测采用荧光标记杂交双

探针PCR融解曲线法(FH-PCR-MC), 具体操作步

骤按试剂盒说明进行. 该方法的原理和阳性对

照品检测结果及分析参见文献[13].
统计学处理 数据处理采用SPSS13.0统计软

件完成. 组间比较采用t检验和χ2检验, P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 321例急慢性HBV感染者的一般临床资料 在
两组资料中, 年龄和HBV DNA 水平相匹配, 无
统计学差异. AHB组的女性和HBeAb(+)比率、

ALT和AST水平均较CHB组高, 而HBeAg(+)比
率较CHB组低, 均有统计学差异(P <0.01), 反映

两组疾病的性质不同(表1). 
2.2 HBV YMDD及其变异 在AHB组中, 100份
检测标本均为YMDD野生型, 占100%, 未检出

YMDD变异型.在CHB组中, 检出YMDD野生型

81例, 占36.7%; YMDD变异型140例, 占63.4%, 
其中YIDD变异(YIDD/YIDD+YMDD)73例, 占
52.1%; YVDD变异(YVDD/YVDD+YMDD)53

www.wjgnet.com

■创新盘点
已有大量报道总
结和评价了拉米
夫 定 治 疗 慢 性
HBV感染者的安
全性、有效性和
YMDD基序变异
率 ;  也有报道调
查了在未经拉米
夫定治疗的慢性
HBV感染者中有
YMDD变异株存
在, 但在急性HBV
感染人群中是否
有H B V  Y M D D
变异株的传播目
前报道较少.本文
即对新发HBV感
染人群中是否有
YMDD变异株存
在进行了调查.

■研发前沿
抗病毒药物的开
发、应用和耐药
变异的防控仍是
该研究领域的热
点和重点.
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例, 占37.9%; YIDD+YVDD混合变异14例, 占
10.0%. 两组比较, YMDD变异检出率有显著差

异(0.0% vs  63.4%, χ2  = 112.3, P  = 0.00).
2.3 CHB组中YMDD变异与治疗时间的关系 拉
米夫定治疗3年左右YMDD变异率高达70%以上

(表2).

3  讨论

1996年Tipples et al [14]和Ling et al [15]就报道了拉

米夫定治疗HBV感染Ⅱ期临床试验时发现的耐

药YMDD基序变异. 1998年Allen et al [7]报道了体

外验证的结果. 但拉米夫定确实能迅速降低外

周血HBV载量, 改善肝功能和肝组织学病变, 因
而在1999年在我国正式批准上市. 姚光弼 et al [3]

系统总结和评价了拉米夫定治疗HBeAg阳性

慢性乙型肝炎患者7年结果, 认为拉米夫定治疗

HBeAg阳性慢性乙型肝炎是安全有效的, 但同

时也报道了拉米夫定治疗5年内HBV YMDD基

序的高变异率, 分别为12.1%、49.7%、70.5%、

67.0%和70.8%. 我们对本地区近两年就诊的221
例接受拉米夫定治疗不同时期的CHB患者进行

了HBV YMDD及其变异检测和分析, 用药1-4年
变异检出率分别为45%、66%、76%和75%, 总
变异检出率为63.4%, 包括YIDD、YVDD及其混

合型, 用药3年左右YMDD基序变异率高达70%

以上, 与其他报道基本一致[3-4], 但比我们以前统

计报道的总变异检出率结果略高[13-16], 说明本地

区在拉米夫定治疗人群中仍有较高比率的HBV 
YMDD变异株存在.

那么如此高比率的HBV YMDD变异株在人

群中是否有流行, 以及对AHB临床表现及其防

治有何影响尚不清楚. 我们对100例AHB患者治

疗前外周血中的HBV YMDD及其变异进行检

测, 均为YMDD野生型, 未检出YMDD变异型, 
初步表明本地区尚无明显的Y M D D变异株引

起的AHB患者, YMDD变异株尚未成为AHB预
防和治疗的问题. 日本学者Hayashi et al [17]曾对

AHB患者HBV YMDD变异株进行检测, 也未检

出HBV YMDD变异株. 分析YMDD变异株尚未

引起AHB患者的原因可能有以下几点: (1)接受

拉米夫定治疗的患者也接受了预防HBV传播的

教育, 可能会避免HBV YMDD变异株传播的机

会. (2)在拉米夫定治疗过程中一旦检测到HBV 
YMDD变异株会采取新的治疗措施, 如联合应

用干扰素或改用阿德福韦酯等, 控制变异株, 使
HBV YMDD变异株没有足够的时间引起新的感

染. (3)体外实验证明HBV YMDD变异株复制能

力较野生株低, 认为其可能具有较弱的传染性, 
但尚需进一步证明.

在本研究中AHB组均为急性自限性HBV

表  1  321例急慢性HBV 感染者的一般临床资料

     
分组            	                         AHB (n  = 100)		  CHB (n  = 221)		    P 值

年龄 (mean±SD, 岁) 	     38.5±13.0 	  	   37.7±9.8 		    NS

性别 (男/女)		      68∶32			  182∶39			   0.004

ALT 水平 (mean±SD, U/L)	 1361.4±1165.9		  115.5±252.5		  0.000

AST 水平 (mean±SD, U/L)	   816.0±684.8		    95.4±141.2		  0.000

HBV DNA (copies/L)		       9.6±6.4×109		      2.1±5.7×109		    NS

HBeAg阳性(%)		      31(31)			   159(72.0)			  0.000

HBeAb阳性(%)		      57(57)			     23(10.4)			  0.000

表  2  221例CHB患者拉米夫定治疗时间和YMDD变异

     
治疗时间(年)         n 	                YMDD

		          变异类型		       
变异检出率(%)

				      YIDD	    YVDD	 YIDD+YVDD         合计

<1	           44		  24                12                7                1                20                45

1-2	         112		  38                34              32                8                74                66

2-3	           43		  10                20              10                3                33                77

3-4	           12		    3                  5                2                2                  9                75

≥4	           10		    6                  2                2                0                  4                40

合计	         221		  81                73              53              14              140                63.4

■名词解释
YMDD基序变异: 
即HBV聚合酶区
酪氨酸 -蛋氨酸 -
天门冬氨酸-天门
冬氨酸 (YMDD )
基序的第 5 2 2位
蛋氨酸 ( M )被缬
氨酸(V)或异亮氨
酸(I)所取代, 形成
M552V(YVDD)
与M552I(YIDD)
变异株. 由于HBV
不同基因型在基
因组长度上的差
异 ,  使得对于耐
药突变的命名有
些混乱 .  基因型
不同突变位点基
因序列数目表示
不同 ,  在基因型
A为M552V/I, 在
基因型 B和 C为
M 5 5 0 V / I ,  基因
型D为M539V/I , 
基因型 E和G为
M549V/I. 这个区
域中的突变应该
这样描述: 在前缀
字母rt后的是原始
的氨基酸, 接着是
从此区域开始计
数的密码子编号, 
最后是突变的氨
基酸. 
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感染, 使本研究可能有一定局限性, 因为有报道

在未经拉米夫定治疗的慢性H B V感染者中有

YMDD变异株存在, 比率高达20%以上, 而且该

类慢性感染是否有由YMDD变异株急性感染所

致尚不清楚[9-11]. 所以, 我们认为应该研究新发病

例的HBV特征, 更好地了解HBV感染后的临床表

现. 另外在应用拉米夫定治疗时要选择合适的患

者和治疗方案, 提高疗效, 减少HBV突变发生[18].
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■同行评价
本 研 究 调 查
YMDD变异株在
急性 H B V感染
(AHB )中的流行
情况, 显示在AHB
中 ,  只检出HBV 
YMDD野生型, 未
检出变异型, 对防
治AHB具有临床
意义.
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Abstract
A I M :  T o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f i c a c y  o f 
immunotherapy using hepatitis B surface 
antigen (HbsAg)-pulsed autologous dendritic 
cells (DCs) in patients with chronic hepatitis B 
(CHB).

METHODS: After autologous DCs were loaded 
with HbsAg and cultured, they were intrave-
nously infused back to patients. The overall 
course of treatment was divided into four 
phases: three months of intensive therapy, three 
months of consolidation therapy, six months of 
observation of short-term curative effect, and 
one year of observation of long-term curative 
effect. A high-throughput detection of HBV 
mutations was performed in each patient before 

therapy. Liver and renal function, HBV DNA 
level and HBV markers were measured in all pa-
tients before and after each treatment.

RESULTS: HBV core gene mutations occurred 
in 15.1% of patients (58/384). Of 134 patients 
with HBeAg-positive CHB, 58 showed virologi-
cal response to the therapy, 21 showed sero-
logical response, and 75 showed biochemical 
response. Of 102 patients with HBeAg-negative 
CHB, 40 showed virological response, and 53 
showed biochemical response. Complete re-
sponse was observed in 112 (29.2%) and 124 
(32.4%) patients in one and two years, respec-
tively. After treatment, serum HBsAg, HBeAg 
and HBV DNA levels significantly decreased 
(2484.39 ± 185.2 ng/L vs 1616.28 ± 169.81 ng/L; 
32.1 ± 5.78 ng/L vs 69.9 ± 7.61 ng/L; 0.08 ± 1.78 
× 108 copies/L vs 1.79 ± 1.21 × 108 copies/L, all P 
< 0.05 or 0.01). No serious adverse events were 
noted during and after treatment.

CONCLUSION: HbsAg-pulsed DCs are effective 
in the treatment of CHB patients and HBV carriers. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Autologous den-
dritic cell; Immunotherapy

Niu CY, Ren TS, Chen X, Cheng BP. Efficacy of 
immunotherapy using autologous dendritic cells pulsed 
with hepatitis B surface antigen in patients with chronic 
hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 
2635-2639

摘要
目的: 观察HBV抗原肽冲击的自体树突状细
胞对慢性乙型肝炎(CHB)及HBV携带者的疗
效及安全性. 

方法: HBV抗原肽致敏的树突状细胞, 经培养
后回输给患者, 总疗程6 mo, 分为: 密集治疗期
(第1-3月), 10-20 d为1个周期; 巩固治疗期(第
4-6月), 30 d为1周期. 临床疗效跟踪期(第7-12
月); 远期疗效观察期(第13-24月). 首次治疗前
行高通量HBV变异基因检测, 每次治疗前、后
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■背景资料
我国人群的HBV
检出率为9.09%, 
约有1. 1亿人为慢
性HBV感染 ,  慢
性乙型肝炎的发
病率和死亡率与
病毒持续复制和
疾病进展为肝硬
化或肝癌密切相
关 .  纵向研究表
明, 慢性乙型肝炎
确诊后, 肝硬化累
积 5年发生率约
8%-20%, 肝脏失
代偿 5年累积发
生率约20%. 肝硬
化患者每年HBV
相关肝细胞癌的
发生率为2%-5%. 
H B V慢性化主
要与机体免疫状
况、病毒载量及
两者的平衡关系
有关, 其中树突状
细胞(DC)发挥着
极其重要的作用. 
现有的治疗慢性
乙型肝炎的药物
之所以对HBV携
带者疗效不佳, 最
主要的原因就是
免疫耐受而使抗
病毒药不能发挥
作用, 只能抑制病
毒的复制, 却不能
清除病毒.

■背景资料
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心 



检查HBV-M, HBV DNA, 血尿常规、肝功能、
肾功能、肝胆胰脾B超及血HBV DNA载量.

结果: 384例慢性HBV感染患者中, 发生C区
变异最多: 58例(15.1%); HBeAg(+)CHB 134
例中, 分别有58例(43.3%)、21例(15.7%)、
75例(55.6%)发生单项病毒学、血清学及生
化学应答; HBeAg(-)慢CHB 102例中, 分别
有40例(39.2%)、53例(52%)发生单项病毒学
及生化学应答; 81例慢性HBV携带者中, 28
例及33例分别发生病毒学、血清学应答. 1年
时, 完全应答112例(29.2%), 2年时, 完全应答
124例(32.4%); 与治疗前相比HBsAg、HBeAg
及血清HBV DNA载量均发生显著性的变化
(2484.39±185.2 ng/L vs  1616.28±169.81 ng/L; 
32.1±5.78 ng/L vs  69.9±7.61 ng/L; 0.08±1.78
×108 copies/L vs  1.79±1.21×108 copies/L, 
P <0.05或0.01); 治疗期间及结束后, 无严重不
良反应发生.

结论: HBV抗原肽冲击的树突状细胞可用于
CHB的治疗, 疗效及安全性确切.

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 免疫治疗
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0  引言

HBV感染人体后, 机体的免疫反应决定疾病的

发生、发展与转归 ,  机体对H B V形成免疫耐

受是H B V持续感染的主要原因 .  树突状细胞

(dendritic cell, DC)是人体内功能最强的抗原提

呈细胞(antigen presenting cell, APC), 其功能状

态直接影响细胞和体液免疫应答. 慢性乙型肝

炎(chronic hepatitis B, CHB)患者DC功能低下, 
导致机体内T、B淋巴细胞呈耐受状态, 因此, 打
破免疫耐受状态, 诱导有效的机体免疫, 抑制并

清除HBV是CHB免疫治疗的关键. 目前, 用于治

疗CHB的药物主要有干扰素和核苷类似物, 因
不良反应明显、疗程难以确定、长期应用费用

增加及导致耐药突变等限制了其广泛应用[1]. 本
研究以H B V抗原表位肽在体外冲击患者自体

DC细胞后, 予以回输, 观察该方法对CHB的疗效

及安全性. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2006-06/2008-08在我院门诊就诊
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的CHB患者384例, 其中男278例, 女106例, 年
龄18-58(平均38.2±10.5)岁, 病程1-26 mo. 有
家族史者78例(父母或兄弟姐妹). HBeAg阳性

134例, 年龄19-53岁, 男84例, 女50例; HBeAg
阴性102例, 年龄19-55岁, 男69例, 女33例. 慢性

HBV携带者81例, 年龄20-56岁, 男48例, 女33例. 
MCS+ED血细胞分离机(美国血液技术公司), 微
电脑控制CO2培养箱(Intr logic, 美国), 倒置显微

镜(Olympus, 日本), -86℃超低温冰箱(美国热电

公司), PCR仪(Applied Biosystems7500, 美国), 实
时核酸杂交定量分析系统(通亿公司), VICTOR2
高通量液态基因分析系统(美国应用生物系统公

司). HBV抗原表位肽购自中国人民解放军第四

军医大学全军基因诊断技术研究所. 本研究经

过西安医学院附属医院伦理委员会批准, 所有

患者签署书面知情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 纳入及排除标准: 病例纳入标准: (1)符合

我国《慢性乙型肝炎防治指南》 [2]诊断标准; 
(2)1 mo前血清白蛋白>35 g/L, TBIL≥正常1.5倍, 
凝血酶原活动度(PTA)>60%; (3)依从性好; (4)6 
mo内未用任何抗病毒药物及免疫调节药物治

疗, 期间也不使用任何抗HBV药物及免疫调节

剂. 排除对象: (1)血清抗-HCV、抗-HIV阳性者; 
(2)其他病毒性、药物性、酒精性肝病及自身免

疫性疾病者; (3)确诊肿瘤、肝硬化失代偿期、

其他传染病(如结核); (4)有明显的心、脑、肾功

能障碍者; (5)甲状腺功能异常者; (6)有血液病、

糖尿病、酗酒和吸毒史者; (7)妊娠和哺乳期、

育龄期妇女.
1.2.2 DC制备及体外培养: 用MCS+血细胞分离

机采集患者外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)(1-4)×109. 在符合千级

空气层流净化室、GLP(good laboratory practice)
的实验室条件下, 置于透气性培养袋中, 于不同

时间加入一定剂量的培养液. 用粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子(GM-CSF)和白介素4(IL-4)等
细胞因子诱导扩增出DC, 于37℃, 50 mL/L CO2 
悬浮培养. 所有可能开放的操作均在百级超净

台内进行. 于培养的第7天, 加入HBV抗原表位

肽, 同时做细菌培养、真菌及支原体检测, 至第

10天, 如活细胞>95%, 将DC细胞悬液离心、去

上清, 再用2 g/L白蛋白及IL-2 100 IU/L的生理盐

水洗涤2次, 最后将细胞悬浮于100 mL含白蛋白

(5 g)的生理盐水中, 经静脉回输给患者, 同时以

IL-2 50万U皮下注射. 
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■相关报道
彭建平  e t  a l对
CHB患者外周血
D C的研究发现 , 
C H B患者外周
血D C可被H B V 
DNA感染 ,  并可
检测到, 而且患者
DC HBV DNA载
量与DC功能有密
切关系, 病毒载量
低者D C功能好 , 
病毒载量高者DC
功能差. 国内外的
动物实验和人体
临床研究也已证
实 ,  DC增强免疫
疗法的基本原理
是提高CHB患者
体内DC功能 ,  诱
导强烈的HBV特
异性免疫反应清
除病毒.
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1.2.3 治疗方法: 总疗程共6 mo, 分为(1)密集治疗

期(第1-3月), 10-20 d为1个周期; (2)巩固治疗期

(第4-6月), 30 d为1周期. (3)临床疗效跟踪期(第
7-12月); (4)远期疗效观察期(第13-24月). 
1.2.4 治疗前后的指标观察: 治疗前、后检查

HBV-M, 血HBV DNA载量, 高通量HBV变异基

因检测, 血尿常规、肝功能、肾功能、肝胆胰

脾B超, 胸部透视及心电图(必要时). HBV DNA
≥1×106 copies/L为阳性.
统计学处理 采用治疗前后自身对照, 指标

的比较应用配对t检验及χ2检验, 所有数据利用

SPSS12.0软件进行统计分析, P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 HBV变异基因检测结果 384例CHB患者中, 
发生C区变异最多, 为58例(15.1%), 其次为C区

+P区变异, 为38例(9.9%), CPX变异30例(7.8%), 
X区变异为24例(6.3%)(表1). 
2 .2 H B V抗原表位肽冲击的C D对C H B的治
疗效果 HBeAg(+)CHB 134例中, 分别有58例
(43.3%)、21例(15.7%)、75例(55.6%)发生单

项病毒学、血清学及生化学应答 .  1年后 ,  完
全、部分、无应答分别为52例(38.8%)、49例
(36.6%)、33例(24.6%). 2年后, 完全、部分、无

应答分别为46例(34.3%)、57例(42.5%)、31例
(23.1%). HBeAg(-)CHB 102例中, 分别有40例
(39.2%)、53例(52%)发生单项病毒学及生化学

应答. 1年后, 完全、部分、无应答分别为37例
(36.3%)、40例(39.2%)、25例(24.5%). 2年后, 完
全、部分、无应答分别为39例(38.2%)、36例
(35.3%)、27例(26.5%). 慢性HBV携带者81例
中, 分别有28例(34.6%)、33例(40.7%)发生单项

病毒学及血清学应答. 1年后, 完全、部分、无

应答分别为23例(28.4%)、36例(44.4%)、22例
(27.2%). 2年后, 完全、部分、无应答分别为27
例(33.3%)、31例(38.3%)、22例(27.2%)(表2).
2.3 治疗前后HBsAg、HBeAg及血清HBV DNA
载量的变化 治疗前后HBsAg、HBeAg及血清

HBV DNA载量的变化, 差异均有显著性(表3).

3  讨论

卫生部公布的2005年度传染病疫情信息显示, 
我国乙型肝炎的患者数位列所有传染病第2位, 

■创新盘点
本文检测了全部
观察病例的基因
突变区域, 并进行
分析, 为治疗方案
的制定提供了理
论基础及指导; 对
所有观察病例完
成了2年的随访 , 
证实DC治疗的疗
效确切, 具有进一
步应用及拓展前
景, 并为今后及其
他有关CHB的发
病机制和免疫治
疗等研究提供了
参考依据. 

表  1  384例CHB患者HBV基因变异检测结果

       
变异基因          C          C,P        C,X     CPX        P          PX        S          S,C      S,X       SCX       S,P       SCP       SPX       X       SCPX

n 	      58        38        18       30       12         6       12         5         2         3          3          8         2        24       8

比例(%)	      15.1       9.9       4.7      7.8      3.1      1.6      3.1      1.3      0.5      0.8       0.8       2.1      0.5       6.3    2.1

表  2  HBV抗原表位肽冲击的CD对CHB的治疗效果

     
诊断		     n

                  单项应答	           时间顺序应答	         治疗1年后联合应答     治疗2年后联合应答

	                            病毒学   血清学   生化学         初始   持久   复发            完全   部分   无              完全   部分   无

HBeAg(+)		 134      58          21        75	         85     76      25	              52      49    33	 46      57	   31

HBeAg(-)		 102      40	                      53	         59     46      22	              37      40    25	 39      36	   27

慢性HBV携带者	   81      28          33		          31     25        8	              23      36    22	 27      31	   22

表  3  抗HBV-DC治疗前后HBsAg、HBeAg及HBV DNA定量比较

     
指标	                 HBsAg(ng/L)	          HBeAg(ng/L)         HBV DNA×108 copies/L

治疗前	          2484.39±185.2	         69.9±7.61	              1.79±1.21

治疗后	          1616.28±169.81b	         32.1±5.78b	              0.08±1.78a

n 	            384		        134		           384

t值	                3.36		            2.45	              1.61

P值	              <0.001		          <0.005	            <0.05

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗前.



www.wjgnet.com

2638                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年9月8日    第17卷   第25期

仅次于肺结核. CHB的后果是进展为肝纤维化, 
并发展成为肝硬化、终末期肝病. CHB患者体

内H B V持续存在不易清除的原因可能是机体

免疫功能低下, 对感染的HBV形成免疫耐受所 
致[3]. 患者免疫功能缺陷的重要原因之一是其外

周血中DC数量下降, 表型不成熟, 功能降低, 无
法有效呈递HBV抗原肽, 不能诱发有效的特异

的体液免疫和细胞免疫应答[4]. CHB患者病情迁

延不愈的主要原因是由于HBV形成的特异性的

免疫耐受所导致的病毒持续感染. 而DC功能的

异常可能导致抗原提呈功能失调, 引起体液和

细胞免疫紊乱, 最终导致患者病情迁延不愈. 彭
建平 et al [5]对CHB患者外周血DC的研究发现, 
CHB患者外周血DC可被HBV DNA感染, 并可

检测到, 而且患者HBV DNA载量与DC功能有密

切关系, 病毒载量低者DC功能好, 病毒载量高者

DC功能差. 
CHB患者抗病毒治疗后DC的研究显示抗病

毒药物和IFN-α可改善DC功能, 促进DC增殖和

成熟, 增强DC抗原提呈作用, 上调机体体液和细

胞免疫应答, CHB病情控制, DC功能好转, 说明

DC功能下降是造成CHB持续感染的原因之一. 
HBsAg激活的DC在患者体内诱导强烈的HBV 
特异性免疫反应, 可识别相应的HBsAg, 使机体

摆脱对HBV免疫耐受状态, 从而彻底清除持续

感染的病毒. 
目前 ,  用于C H B治疗的免疫调节剂通过

调节免疫 ,  期望改善或恢复机体免疫系统对

HBV的免疫反应, 但效果并不理想. 而核苷类

似物和干扰素等抗病毒药物只能抑制H B V的

复制 ,  不能清除肝细胞核内的共价闭合环状

DNA(cccDNA), 易致病毒变异及耐药, 停药后容

易复发, 要达到持久地抑制或彻底地清除HBV, 
有赖于机体免疫系统功能的恢复[6]. 

在体外培养条件下 ,  通过定向诱导扩增

PBMC. 可获得大量携带HBV抗原信息, 并且功

能正常、成熟的DC. 将这些DC同输给慢性HBV
感染者, 可直接打破机体免疫系统对HBV的免

疫耐受状态, 恢复机体有缺陷的免疫系统的功

能, 重新启动抗HBV的免疫反应, 清除病毒. 所
以, 理论上的治疗效果应该明显优于目前的药

物治疗, 国内外的动物实验和人体临床研究均

已得到证实[7-8]. DC增强免疫疗法的基本原理是

提高CHB患者体内DC功能, 诱导强烈的HBV特

异性免疫反应清除病毒. 
从本文结果可以看出, 经HBV抗原肽冲击

DC细胞后, 无论是HBeAg阳性或HBeAg阴性及

慢性HBV携带者都有一定疗效, 部分患者肝功

能复常, HBV DNA下降或转阴. HBV DNA水平

高低与机体免疫功能相关[9], HBV DNA水平下

降提示机体免疫功能提高. HBeAg(+)慢性乙肝

134例中, 分别有58例(43.3%)、21例(15.7%)、
75例(55.6%)发生单项病毒学、血清学及生化学

应答; HBeAg(-)慢性乙肝102例中, 分别有40例
(39.2%)、53例(52%)发生单项病毒学及生化学

应答; 81例慢性HBV携带者中, 28例及33例分别

发生病毒学、血清学应答. 1年后, 完全应答112
例, 占29.2%, 2年后, 完全应答124例, 占32.4%. 
以上结果表明, 体外诱导扩增自身PBMC来源的

DC, 并经HBsAg致敏后的抗HBV-DC静脉回输, 
可有效打破慢性HBV携带者免疫系统对HBV的

免疫耐受状态, 有效抑制慢性HBV携带者的病

毒复制, 显著降低病毒抗原, 促进HBeAg/HBeAb
的血清学转换, 部分患者的HBsAg、HBeAg及
HBV DNA得到有效清除. 

本文的观察, 治疗后HBsAg、HBeAg、
HBV DNA的定量均较治疗前明显下降, 差异有

显著性. 全部病例在治疗期间及结束后, 无严重

不良反应发生. 证明了本治疗方法的有效性及

安全性. 
HBV易发生变异. 前C区和基本核心启动

子(BCP)的变异可产生HBeAg阴性变异株. P基
因变异主要见于POL/RT基因片段(349-692 aa, 
即rtl-rt344). 在拉米夫定治疗中, 最常见的是酪

氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门冬氨酸(YMDD)
变异, 即由Y M D D变异为Y I D D(r t M204I)或
YVDD(rtM204V), 并常伴有rtL180M变异, 且受

药物选择而逐渐成为对拉米夫定耐药的优势

株[10]. S基因变异可导致隐匿性HBV感染(occult 
HBV infection), 表现为血清HBsAg阴性, 但仍

可有HBV低水平复制(血清HBV DNA常<107 
copies/L)[11]. 本文的检测结果, 西安地区CHB患
者中, 以C、CP、CPX、X及CX基因变异较多

见, 分别占15.1%(58例)、9.9%(38例)、7.8%(30
例)及6.3%(24例), 其中C区变异率最高. C基因型

是我国最流行的HBV基因型之一, 目前关于基

因C型的研究结果差异较大. 研究表明, BCP和
前C区突变的发生早于HBe转换, BCP和前C区

突变与疾病的进程和预后有关, 是导致HBeAg
阴性CHB的原因之一; 另外, 具有前C和/或BCP
变异的CHB患者可能是发生对某种核苷(酸)类
似物耐药突变的高危人群[12-14]. 因此我们认为, 

■应用要点
近年来许多研究
证实慢性乙型肝
炎患者外周血中
存在DC表型功能
及其亚群平衡失
调等现象 ,  提出
DC在HBV的免疫
耐受形成中充当
主要角色 .  C H B
体内MDC和PDC
细胞数量和功能
均有不同程度的
降低, 从而影响机
体的天然免疫应
答和特异性免疫
应答等方面, 而控
制或清除体内的
病毒, 必须依靠机
体针对多子活化
慢性乙肝患者外
周血中DCs, 经体
外HBsAg致敏, 刺
激自身的T淋巴
细胞, 可有效抑制
HBeAg的表达, 其
抑制率明显大于
未负载抗原的DCs
及未经DCs刺激的
T细胞等, 而且其
最大抑制率可达
87.8%. 这种DC治
疗方法具有治疗
慢性乙肝的作用, 
为治疗CHB开辟
了一条新的用途.
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有必要加强对这类人群的密切观察和动态监测. 
从提高CHB患者免疫功能为出发点的CHB

特异性免疫治疗途径, 增强CHB患者的T细胞应

答是安全、有效和可行的, 特别是慢性HBV携

带者, 因其血液中有较高水平的HBV患者本人

及其周围人的心理负担较重, 迫切要求治疗, 采
用特异性免疫治疗, 多数患者较乐于接受[15]. 但
这种免疫治疗方法尚不能使所有接受治疗的患

者都出现对HBV的完全应答. CHB患者外周血

DC内亦可检测到HBV DNA, 说明DC亦能受到

HBV的感染. 而且DC的表型、刺激同种异体T
细胞增殖能力及分泌IL-12能力与DC内HBV载

量呈显著负相关关系, 在一定程度上反映了DC
的功能状态对机体清除HBV的影响. 因此, 寻求

恢复或提高患者DCs的功能, 可能将是治疗CHB
的一种新的方法[5]. 如何充分上调DC细胞功能, 
打破机体的免疫耐受, 虽然目前的研究有了较

大进展, 但DC机制仍不清楚, 比如在CHB感染

中, DC免疫耐受的具体信号传导通路、分子调

控机制、DC疗法中DC调节抗病毒免疫应答水

平、人体应用HBsAg的来源和HBsAg激活的DC
生物学特性以及制定适用于临床的DC疗法等, 
仍是今后相关研究要解决的问题, 需要继续长

期、大样本的临床观察, 并且探讨与其他治疗

方法的联合治疗以提高和维持抗病毒疗效.
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Abstract
AIM: To explore the application of three-
dimensional ultrasonography in the diagnosis of 
liver solid lesions.

METHODS: A total of 78 liver solid lesions in 60 
patients were examined using three-dimensional 
ultrasonography. The three-dimensional images 
of blood vessels in liver solid lesions and their 
surrounding liver tissues were obtained. The 
three-dimensional ultrasonography findings 
were then confirmed pathologically. 

RESULTS: In 78 liver solid lesions, the detection 
rate of blood flow signal by three-dimensional 
ultrasonography was higher than that by two-
dimensional ultrasonography. Three-dimen-
sional ultrasonography permitted acquisition 
of stereoscopic images of blood vessels in liver 
solid lesions and their surrounding liver tissues. 

In hepatocellular carcinoma patients, blood 
flow signal was more abundant in tumor center 
than in tumor margin. In metastatic liver tumor 
patients, blood vessels were mainly distributed 
in tumor margin. The coincidence rate between 
three-dimensional ultrasonographic diagnosis 
and pathological diagnosis was 94.9%. 

CONCLUSION: Three-dimensional ultrasonog-
raphy can be used to precisely localize space-
occupying lesions in the liver based on stereo-
scopic localization of blood vessels in these 
lesions and their surrounding tissues, and is 
therefore useful for differential diagnosis of liver 
neoplasms. 

Key Words: Three-dimensional imaging; Ultra-
sonography; Liver neoplasm

Wang H, Wang HB, Hou XJ, Wang XL, Tian JW. 
Application of three-dimensional ultrasonography in the 
diagnosis of liver solid lesions. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(25): 2640-2643

摘要
目的: 探讨三维容积超声在肝脏肿瘤术前诊
断中的临床应用价值. 

方法: 应用三维超声重建技术，采集60例共78
个肝实质性肿块内部及其周围肝脏组织的血
供信息, 观察其立体图像, 并与病理结果对照. 

结果: 三维重建后瘤体内血管显示率较二维
图像增多,并可获取二维实时扫查不能直接显
示的肝脏肿瘤血管和周围血管分布的立体构
象，进行定位诊断. 78个病灶中HCC以内部
血流为主, MLT以瘤周血流为主, 总诊断符合
率为94.9%.

结论: 三维容积超声技术可根据肝脏肿瘤内
部和周围血管的走行及空间位置关系进行准
确的定位, 并为临床鉴别诊断提供依据.

关键词: 三维成像; 超声; 肝脏肿瘤

王虹, 王洪波, 侯秀娟, 王晓蕾, 田家玮. 三维容积超声在肝脏

®

■背景资料
术前对肝肿瘤血
管及对其与周围
血管的关系准确
定位关系到能否
精细切除, 三维容
积超声技术能立
体、动态地显示
肿瘤整体的血流
灌注, 提供较二维
超声更为丰富的
信息, 对肝肿瘤的
诊断与治疗有重
要意义. 

■同行评议者
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部)肝病研究所



王虹, 等. 三维容积超声在肝脏肿瘤诊断中的应用价值                                       				             2641

www.wjgnet.com

肿瘤诊断中的应用价值.  世界华人消化杂志  2009; 17(25): 

2640-2643

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/2640.asp

0  引言

原发性肝癌中肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)占90%以上, 是我国常见高发肿瘤之一[1], 
目前, 肝外科学对肝脏肿瘤的术式已经达到肝

段、肝亚段甚至楔形切除的水平. 基于肿瘤血管

结构与其病理基础密切相关, 在肿瘤鉴别诊断中

的作用重大, 术前对肝脏病变定性及其与周围血

管的关系准确定位关系到能否达到精细切除的

目的. 三维容积超声技术能立体直观动态地显示

器官和肿瘤整体的血流灌注, 提供较二维(two-
dimensional, 2D)超声更为丰富的声学和血流信

息. 重建生理状态下的肿瘤立体结构及其周围大

血管的三维图像[2-3]. 我们回顾性分析采用此项技

术对60例肝脏肿瘤术前进行检查的结果, 并与手

术结果进行对比, 旨在探讨三维超声对肝脏肿瘤

术前诊断的临床应用价值.

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-07/2009-05我院69例肝脏占

位性病变患者共87个肝实质性肿块, 排除因心

脏搏动、体位限制等影响而成像效果不好的

9例患者, 有60例患者共78个肝实质性肿块纳

入本研究范围, 肿块直径19-67 mm, 平均36±
13 mm, 其中HCC 31例, 33个病灶; 转移性肝癌

(metastatic liver tumor, MLT)8例, 19个病灶; 肝血

管瘤(hepatic hemangioma, HCH)15例, 18个病灶; 
肝硬化结节(cirrhotic nodule)3例, 5个病灶; 炎性

假瘤(inflammatory pseudotumor of the liver, IPL)2
例2个病灶; 肝局灶性结节性增生(focal nodular 
hyperplasia, FNH)1例1个病灶. 所有病例均经手

术后病理或超声引导下穿刺活检病理证实.
1.2 方法 
1.2.1 仪器: 使用GE Voluson E8彩色超声诊断仪, 
凸阵三维容积探头, 频率3.5-5.0 MHz, 并配有腹

部三维超声成像后处理软件.  
1.2.2 图像采集: 在2D图像基础上检测肝内肿

块大小、形态、位置及其与周围组织关系. 首
先应用彩色多普勒血流显像(color doppler flow 
imaging, CDFI)和能量多普勒(power doppler 
imaging, PDA)观察病灶周围和内部肿瘤血管的

走行、分布和结构, 频谱多普勒判断血流信号

的性质和方向, 将病灶血管显示最丰富的2D图

像清晰显示后启动仪器三维功能键进行取样, 
调节各项参数, 在不损失肿瘤自身信息的同时

尽量增大肿瘤与周围相邻组织的对比度, 然后

分别在CDFI和PDA条件下进行三维扫描. 开始

扫描时嘱患者缓慢平稳呼吸或屏气, 固定探头

于体表不动, 可根据取样框的大小调整速度, 观
察X, Y, Z轴所产生的A, B, C面图像, 以及由X, Y, 
Z轴所共同构成的动态三维图像. 采集过程持续

约5-10 s, 通过旋转X、Y或Z轴使立体图像处于

最佳显示角度, 采用电影回放方式从不同角度

动态观察图像. 
1.2.3 图像处理: 取样结束后, 使用仪器内已设置

的三维图像重建系统进行重建, 模式选择玻璃

体容积成像模式, 利用滤过功能对周围低回声

结构进行适当的抑制. 应用电子刀选择性去除

部分灰阶或彩色信息, 突出显示感兴趣区结构. 
三维资料以数字化的形式存储于机器的硬盘上

并通过刻录光盘形式输出.

2  结果

本组肝脏肿瘤78个与病理诊断符合率为94.9% 
(74/78); 误诊的4个中1个HCC诊断为肝血管瘤

(HCH), 1个MLT诊断为HCC, 2个肝硬化结节

(Cirrhotic nodule)诊断为HCC. 
将资料用容积超声显像中的玻璃体容积成

像模式进行重建, 根据重建的立体构像图将肿像图将肿图将肿

瘤内部血流分为以下类型: 瘤内点状血流、瘤

内网状血流、瘤周血流、提篮型血流、轮辐型

血流(表1).
HCC中, 三维重建后瘤体内血管显示率较二

维图像增多, 由48.5%(16/33)达到78.8%(26/33), 
11例肿瘤以内部血流为主, 走行迂曲, 呈点状、

簇状、分支状分布并不规则增粗; 5例进展期肝

癌在癌肿周围出现具有搏动性的高速血流, 病理

显示为围绕肿瘤的滋养动脉; 17例肿瘤见穿支

动脉血管进入肿瘤后逐渐分支并有不规则增粗, 
表现为提篮型或吊篮型血流, 具有特征性; MLT
二维图像血流显示率为57.9%(11/19), 三维图像

为73.7%(14/19) ,15例以瘤周血流为主, 内部血流

稀少, 呈空心球样改变, 在其周围见绕行、移位

的静脉血流, 3例为稀少的内部血流, 1例血运丰

富, 呈吊篮型血流, 被误诊为HCC. HCH瘤体二维

图像血流显示率为77.7%(14/18), 而三维图像为

83.3%(15/18) , 以瘤周型血流为主, 周边可见部

分血管环绕, 6例可见门静脉输入血管, 检出率为

33.3%(6/18). 肝硬化结节(cirrhotic nodule)瘤体血

■相关报道
由于三维容积超
声成像技术可以
重建生理状态下
的肿瘤立体结构
及其周围大血管
的三维图像 ,  近
期国内外文献报
道 ,  三维容积超
声在术前判断手
术 切 除 的 可 能
性、术中精确实
施叶段切除、术
后随访治疗效果
及指导介入治疗
等方面均具临床
实用价值. 

■研发前沿
三维容积超声目
前在肝脏方面的
应用研究较少 , 
但外科肝脏肿瘤
切除时的精确定
位对三维容积超
声有很大需求 , 
下一步研发工作
的重点是三维超
声在肝脏手术术
中和介入治疗中
的应用. 
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流显示率为80.0%(4/5), 瘤周可见少量血管环绕, 
瘤内见极少量条状血流, 分支少、分布均匀. 2例
炎性假瘤三维图像上瘤周可见细条状血流, 瘤内

见少量网状、条状血流. 1例FNH血管进入病灶

中心后沿各个方向分支到边缘, 呈轮辐型血流, 
具特征性.

在三维图像中, 肝静脉和门静脉在长短轴向

上可分别显示, 呈“交握手”形. 术前对38例与

肝静脉、门静脉关系密切的肿瘤进行了断层扫

描和重建, 三维超声血管立体构成图和术中所见

一致. 术前1例HCC患者二维超声图像显示肿瘤

位于左内叶下段, 与门静脉左支矢状部关系较密

切, 三维重建后发现各个层面上均见肿瘤左侧靠

近门静脉左支矢状部, 但与之分界清楚, 可手术

切除; 1例外生性HCC患者探及与之相延续的肝

内血管树, 证实为肝肿瘤而不是后腹膜肿瘤并经

手术切除; 1例单发肝转移癌患者于右前叶探及

一有穿支动脉进入的低回声肿瘤, 重建后可见肝

中静脉的主干上段和门静脉右支均在其附近经

过, 但未见浸润, 与术中所见一致, 此项检查所获

取的数据资料可获取二维实时扫查不能直接显

示的平面或位于扫查盲区的病灶信息.

3  讨论

目前三维超声成像显示模式分为断面显示和容

积显示两种方式[4].  断面显示法即壁龛模式, 他
主要获取2D不能获得的冠状面的回声信息. 容
积显示包括表面成像和透明成像以及玻璃体容

积成像模式等, 各种模式适当组合能产生更具

有纹理特征的三维图像, 如本文中应用的玻璃

体容积成像模式采集的容积数据可包括CDFI信
息和PDA信息, 容积数据以灰阶信息和彩色信

息结合的形式显示. 该模式对肿瘤与周围血管

的三维空间位置关系如血管受推压的方向、浸

润的程度等显示清晰, 由于肿瘤与其附近滋养

血管的解剖关系的精确显现涉及确定肿瘤的良

恶性和肿瘤分期, 这对于肝内占位尤其是HCC
的诊断与治疗至关重要.

恶性肿瘤的生长依赖于新生血管的形成与

生长, 目前彩超对于良恶性肿瘤的鉴别诊断正

是基于两者血流信号的差异. 本研究观察结果

表明, 容积超声能有效地显示原发性肝癌的相

关动脉, 特别是主要的滋养血管, 有研究表明

其对肝动脉血管的显示与动脉灌注造影表现相

符[5-6]. 应用玻璃体容积成像模式, 本组33个HCC
中有15个内部可见贯穿肿瘤的扭曲扩张的穿支

样血流及其不规则分支等三维特有图像, 呈提

篮型, 与相关文献[7-10]结论一致. 肝硬化结节

以瘤内血流为主, 呈细条状, 走行规则, 分支少. 
MLT则以瘤周型血管为主, 内部血管较细, 分布

稀疏, 其丰富程度不及HCC. 有研究表明[9], 再生

结节和腺瘤样增生以门静脉为主要营养血管; 
随着细胞分化形成恶性结节, 内部血管也由低

门静脉血供、低动脉血供转变为以肝动脉为主. 
当发展至进展期肝癌时, 肿瘤内部有丰富的新

生血管和肿瘤血管, 门静脉主要分布在肿瘤, 受
压并边缘被浸润, 而肝转移癌的供血动脉贫乏

或管腔狭小, 且多位于瘤周. 故上述肝脏肿瘤的

血流特性和其病理基础密切相关.
本组HCH重建图像上血管粗细均匀, 终末

细小血管分支少, 周边见环绕的血管; 部分中心

无血管, 呈空心状改变, 2例血管丰富的HCH血

管粗大、分支多呈藤条样缠绕, 三维重建时4例
局部血管呈圆形, HCH在病理上由纤维间隙支

撑和分隔的单层内皮细胞覆衬的多血管腔和血

窦组成, 可能由于血窦较大时重建显示血管呈

圆形的回声. 炎性假瘤由于观察例数少, 三维图

像上未见明显特征. 但1例FNH三维重建后显示

了特征性轮辐型血流. 
三维容积超声近年来被引入产科领域[11], 并

产生了深刻的影响, 其在肝脏方面的应用研究

很少[12]. 在外科肝脏肿瘤切除时, 由于肝叶或段

内肿瘤的浸润生长, 挤压肝裂和肝内管道系统,
使其变形或模糊不清, 此时仅凭肝的分叶分段

难以精确定位[13-14]. 本研究应用的容积超声中的

各种不同成像模式重建的血管立体构象则可在

判断肿瘤内部血管分布的基础上, 对占位性病

变进行准确定位. 尤其周围主要血管的走行、

位置关系等均可清晰显示, 有利于术前判断手

术切除的可能性, 术中精确实施叶段切除、减

少对正常组织的损伤, 术后随访治疗效果并可

表  1  78个肝脏肿瘤三维容积超声血管构型 (个)

     
分组

     瘤内型血流   
瘤周型血流   提篮型血流   轮辐型血流

              点状  网状	

HCC	 2     9	        5	           17	

MLT	 1     2	      15	             1	

HCH	 2     9	        7		

Cirrhotic  	3     1	        1

nodule		

IPL	 1     1			 

FNH 					     1

■应用要点
三维容积超声成
像技术的应用能
够为肝脏病变尤
其是HCC术前选
择手术方式和路
径、术后残留病
灶介入治疗效果
评估及进一步指
导临床治疗提供
准确可靠的信息, 
具有重要的临床
应用价值. 

■创新盘点
本文研究了三维
容积超声这一新
型超声成像技术
在肝脏占位病变
的临床应用, 由于
其能够精确显现
肿瘤与其附近滋
养血管的解剖关
系, 为确定肿瘤的
良恶性和肿瘤分
期提供帮助, 这对
于肝内占位尤其
是HCC的诊断与
治疗至关重要. 
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指导介入治疗, 从而提高患者的生活质量.
在使用三维容积超声对实质性脏器如肝脏

进行成像时, 首先应学会对伪像加以识别; 其次

由于容积探头大而重, 操作时应稳持探头, 否则

会引起图像质量的下降; 采样开始后患者不能移

动体位, 否则会出现伪像. 另外, 三维容积超声的

容积测量虽可对感兴趣区提供精确的体积测量, 
但由于其过程费时, 目前临床应用相对较少, 在
以后的研究工作将对其应用价值进行探讨[15].

总之, 在肝脏疾病的检测中应用三维容积

成像, 能显示占位病变其相关血管的走向, 通过

显示血管主干与分支的连续形态结构, 综合评

估肝脏及瘤体脉管系统血流灌注情况, 并可于

三维重建后展示血管立体结构, 多角度观察血

管网的组成及血管间解剖关系, 排除了二维检

测中常见的部分容积效应, 提高对疾病的定位

诊断和引导穿刺的准确性, 为肝脏病变尤其是

HCC术前选择手术方式和路径、术后残留病灶

介入治疗效果评估及进一步指导临床治疗提供

准确可靠的血流信息, 因此三维容积超声在肝

脏具有良好的临床应用价值, 将为超声诊断开

辟新的研究领域.
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■同行评价
本文观察三维超
声技术在肝癌诊
断中的价值, 文章
方法学新颖可靠, 
有临床指导意义.

■名词解释
三维容积超声: 是
在容积数据采集
的基础上, 采用包
括表面成像、透
明成像以及玻璃
体容积成像等多
种成像模式的三
维容积分析方法, 
分析图像的立体
空间关系, 并可在
灰阶模式的基础
之上, 根据需要与
彩色多普勒、能
量多普勒等联合
应用, 获取较二维
超声更丰富、立
体、直观的信息. 
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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. 
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of endoscopic 
mucosal resection (EMR) for colorectal polyps 
occurring in the senium and presenium, and 
analyze the clinical and pathological features 
of resected lesions as well as the indications for 
and the complications of EMR.

METHODS: A total of 513 patients with 766 le-
sions were included in this study. The “inject 
and cut” EMR technique was used. The resected 
lesions were observed pathohistologically. The 
patients were followed up for a period of 1 to 60 
months to evaluate the efficacy of EMR. Intra-
operative and postoperative complications and 
treatments were recorded.

RESULTS: A cure rate of 96.3% was achieved by 

EMR. Twenty-one patients (2.7%) were referred 
for surgery because of invasive cancer revealed 
by pathological examination after EMR. Bleed-
ing occurred in 23 patients (4.2%) during EMR 
procedures, all of which underwent  successful 
endoscopic hemostasis. Delayed bleeding oc-
curred in ten patients (1.8%), of which seven 
underwent successful endoscopic hemostasis, 
and three received blood transfusion and con-
servative medical management. No perforation, 
infection and other complications occurred. The 
incidences of inflammatory polyps, hyperplas-
tic polyps, adenomatous polyps and cancerous 
adenoma were 29.0%, 21.1%, 45.7% and 4.2%, 
respectively. The incidence of adenomatous pol-
yps increased gradually with age. No recurrence 
was found during the follow-up period.  

CONCLUSION: EMR is safe, minimally inva-
sive, and more effective than traditional endo-
scopic approach in the treatment of colorectal 
polyps.

Key Words: Endoscopic mucosal resection; Colorec-
tal polyps; Senium; Presenium

Zhang XH, Zhu RM, Wu XW, Yang MF, Guo MX, Xu XB. 
Endoscopic mucosal resection for treatment of colorectal 
polyps occurring in the senium and presenium: a report 
of 561 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(25): 
2644-2647

摘要
目的: 观察内镜下黏膜切除术(EMR)对老年及
老年前期大肠息肉的疗效, 并对其临床病理特
征、适应证及并发症等进行探讨. 

方法: 2003-10/2008-10我院消化内科内镜中心
老年及非老年大肠息肉EMR手术561例766处
病变, 对切除标本进行病理组织学观察, 术后
定期内镜随访1-60 mo, 以评价切除效果, 记录
术中及术后发生的并发症及处理情况. 

结果: 766处病变总治愈率96.3%; 21处病变
(2.7%, 21例)术后病理示浸润癌再追加外科
开腹手术. 术中出血23例(4.1%), 均内镜下止
血成功; 术后迟发出血10例(1.8%): 7例经内

®

■背景资料
大肠息肉好发于
老年人 ,  因其与
大肠癌关系密切
而备受关注 .  内
镜下黏膜切除术
(EMR)是目前对
胃肠道表浅型病
变的一种安全有
效的微创治疗.

■背景资料
冯志杰, 主任医师, 
河北医科大学第
二医院消化内科; 
樊晓明, 主任医师, 
复旦大学附属金
山医院消化科
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镜下止血成功, 3例经输血及内科保守治疗后
出血停止; 无穿孔、感染及其他并发症发生. 
病理结果示炎性息肉、增生性息肉、腺瘤性
息肉、腺瘤癌变分别占29.0%, 21.1%, 45.7%,  
4.2%, 随着年龄的增加, 腺瘤性息肉的比例逐
渐升(P <0.01). 随访期间所有病例均无复发.

结论: EMR是一种安全、微创的内镜治疗手
段, 对老年及老年前期大肠息肉治疗的效果优
于传统的内镜下治疗方法. 

关键词: 内镜下黏膜切除术; 大肠息肉; 老年期; 老

年前期

张晓华, 朱人敏, 吴晓尉, 杨妙芳, 郭美霞, 许小兵. 内镜下黏膜

切除术治疗老年及老年前期大肠息肉561例.  世界华人消化杂

志  2009; 17(25): 2644-2647
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0  引言

大肠息肉好发于老年人, 因其与大肠癌关系密

切而备受关注. 内镜下黏膜切除术(endoscopic 
mucosal resection, EMR)是目前对胃肠道表浅型

病变的一种安全有效的微创治疗, 尤适用于常

规内镜难以处理的大肠平坦型病变, 特别是大

肠的侧向发育型肿瘤(laterally spreading tumor, 
LST)[1]. 2003-10/2008-10我院561例大肠息肉患

者行EMR治疗, 现将结果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-10/2008-10我院消化内科内镜中

心561例大肠息肉患者, 其中男376例, 女185例, 
年龄11-91(平均59.3±15.4)岁, 其中老年组(60岁
以上)275例(49.0%), 老年前期组(45-59岁)占179
例(31.9%), 青年组(45岁以下)107例(19.1%). 患
者临床表现有: 大便次数多、黏液便、血便及

下腹部疼痛等. 术前常规检查心电图、胸片、

肝肾功能及凝血机制. 所有患者术前均签署知

情同意书. 采用Olympus CF-H260电子肠镜, 高
频电设备为ERBE氩气刀(ERBE 200 D, 德国), 圈
套器用Olympus公司的EMR专用圈套器.
1.2 方法 
1.2.1 EMR: 患者术前肌注地西泮10 mg和山莨

菪碱10 mg, 在脉搏和血氧饱和度监测下, 插入

肠镜(参数设置如下: 切割功率40 W, 凝固功率60 
W, 混合模式用纯切, 切割方式选Endo-cut), 找到

病变后, 黏膜下注射1∶10 000肾上腺素5-10 mL, 
使病变黏膜隆起, 再用圈套器套牢以病变为中

心的黏膜, 切除范围包括整个病变及病变边缘

至少2 mm正常黏膜, 切除深度包括黏膜全层、

黏膜肌层及黏膜下全层, 要求完整保留固有肌

层, 残基基底为裸露的固有肌层. 对直径超过20 
mm的平坦型病变, 可用圈套器分多次套取病变, 
分次切除, 最后完整切除病变. 用三爪钳取出切

除物, 送病理学检查. 
1.2.2 E M R创面及残留病变的处理 :  仔细检

查切除创面 ,  以去甲肾上腺素4 m g或凝血酶

2000-4000 U冲洗创面, 必要时用1-3枚钛夹止

血, 术后密切观察. EMR时未能完整切除的良性

病变, 其边缘的少量残留病变术中采用氩气刀

(ERBE 200D, 德国)凝固法(APC)对病变行凝固

治疗. 息肉切除后, 创面呈灰白色或有焦痂, 周
围黏膜充血, 水肿, 甚至糜烂. 第3-8天后焦痂脱

落形成溃疡, 约2-3 wk愈合. 故术后应卧床休息

1-2 d, 少渣半流食物2-3 d, 保持大便通畅. 应用

抗生素3 d, 注意观察有无腹痛、便血、发热等

症状, 同时亦应注意迟发并发症的发生, 发现要

及时就诊. 
1.2.3 术后随访: 所有病例均纳入内镜随访计划,  
最少随访1次. 炎症性或增生性息肉首次随访为

术后6 mo, 以后每12 mo随访1次; 腺瘤性息肉首

次随访为术后3 mo,  间隔6 mo后再次随访, 以后

每12 mo随访1次; 早期癌首次随访为术后1 mo,  
间隔3 mo后再次随访,  以后每6 mo随访1次. 若
息肉发生在原部位组织病理类型与原息肉相同

者为复发.
统计学处理 采用SPSS11.0软件进行统计分

析. 所得计数资料组间比较用χ2检验, P <0.05为
差异有显著性统计学意义.

2  结果

2 .1  息肉的部位  老年、老年前期及青年人

大肠息肉均好发于左半结肠 ,  分别占54.2% 
(224/413)、64.2%(145/226)、63.8%(81/127), 尤
以乙状结肠及直肠多见, 3组之间大肠息肉分布

比较差异无统计学意义(χ2 = 8.20, P >0.05). 但老

年期组升结肠和横结肠也有较高的发病率, 分
别占22.8%(94/413)和18.9%(78/413)(表1). 
2.2 息肉的病理类型 766处病变中, 炎性息肉占

29.0%(222/766), 增生性息肉21.1%(162/766), 
腺瘤性息肉45.7%(350/766), 腺瘤癌变4.2% 
(32/766)(图1). 随着年龄的增加, 腺瘤性息肉的

比例逐渐升高(P <0.01, 表2). 32例肠腺瘤癌变中, 
3例发生于回盲部, 2例于升结肠, 4例于降结肠, 

■研发前沿
EMR是在息肉电
切术和黏膜注射
术的基础上发展
起来的一种治疗
手段, 目前国内广
泛应用这一技术
切除消化系广基
或平坦型病变, 特
别是对早期消化
系癌或癌前病变
的治疗是研究的
热点和难点.

■相关报道
目前关于EMR治
疗消化系癌前病
变或早期癌的报
道较多 ,  但EMR
对老年及老年前
期大肠息肉的治
疗效果, 少见有大
量病例、资料齐
全的报道.
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其余全在直肠和乙状结肠.
2.3 切除效果评价 术毕即时内镜观察判断病灶

边缘及基底有无病变残留, 切缘为正常黏膜, 基
底为正常固有肌层者判断为完整切除. 766处病

变中738处经首次或再次EMR治疗病变完整清

除, 治愈率为96.3%; 21处病变(占2.7%, 21例患

者)术后病理示浸润癌再追加外科开腹手术.
2.4 并发症 术中出血23例(4.1%), 主要为创面渗

血, 经去甲肾上腺素局部喷洒后即可止血. 术后

迟发出血(>24 h)10例(1.8%), 其中7例经内镜下

找到出血部位, 分别用钛夹和APC行凝固治疗, 

止血成功, 3例经输血及内科保守治疗后出血停

止. 无穿孔、感染及其他并发症发生.
2.5 术后随访 全组561例患者术后均内镜随访

1-60 mo, 均未见复发的病例.

3  讨论

结肠与直肠息肉是老年常见病, 临床症状无特

异性, 常因便血、腹泻、腹痛、便秘与腹泻交

替出现及血肿瘤标志物升高等进行肠镜检查

时被发现, 其中便血与较大的腺瘤及癌变关系

密切 [2]. 因此, 对老年及老年前期行肠镜检查

表  1  老年及老年前期大肠息肉分布比较 枚(%) 

     
年龄(岁)	    回盲部           升结肠            横结肠            降结肠          乙状结肠             直肠            合计

<45	     9(7.1)         18(14.2)         19(15.0)           9(7.1)           35(27.6)         37(29.1)        127

45-59	   11(4.9)         41(18.1)         29(12.8)         25(11.1)         67(29.6)         53(23.4)        226

≥60	   17(4.1)         94(22.8)         78(18.9)         64(15.5)         91(22.0)         69(16.7)        413

A B

C D

图  1  大肠息肉的病理类型(×100). A: 炎症性息肉; B: 增生性息肉; C: 腺瘤性息肉; D: 腺瘤癌变.

表  2  各年龄段大肠息肉病理类型比较 枚(%)

       
年龄(岁)	                炎性息肉	            增生性息肉	            腺瘤性息肉	           腺癌                  合计

<45	               51(40.2)                 31(24.4)                    42(33.1)                 3(2.4)               127

45-59	               65(28.8)                 52(23.0)                  100(44.2)b                9(4.0)               226

≥60	             106(25.7)                 79(19.1)                  208(50.4)bd             20(4.8)               413

bP<0.01 vs  <45岁; dP<0.01 vs  45-49岁.

■创新盘点
本文通过大量病
例总结EMR对老
年及老年前期大
肠息肉的治疗效
果 ,  并对其临床
病理特征、适应
证、并发症等临
床问题作出客观
的评价, 为临床诊
治提供参考.
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的指征应放宽, 尽早进行肠镜检查, 以免漏诊

或贻误早期发现的时机 .  大肠息肉好发于左

半结肠, 尤以乙状结肠及直肠多见 [3], 本组占

46.0%(352/766), 与文献报道一致, 同时本研究

结果还显示: 老年升结肠、横结肠息肉仍有较

高的发生率, 故老年患者在进行大肠镜检查时, 
只要能耐受均应检查全大肠, 而不能只局限于

远端大肠病变的诊断. 老年患者因腹壁及肠壁

松弛, 或腹腔手术后, 或心、肺功能等因素, 均
影响肠镜操作, 对不能继续进镜者, 应该考虑行

钡灌肠检查, 以了解其余大肠情况, 同时结合

血清肿瘤标志物综合判断. 随着内镜设备及内

镜技术的进步, 大肠息肉尤其是大肠平坦型病

变的检出率逐年升高, 这一类病变较有蒂的隆

起型病变更易于癌变. 大肠息肉的恶变与其大

小、形态及病理类型有关[4-5]. 息肉体积大、基

底部宽的平坦型息肉、绒毛成分多、表面糜烂

出血、结节状或分叶状容易发生癌变; 大肠腺

瘤性息肉与大肠癌的发生有密切关系, 文献[6]
报道直径1-2 cm的腺瘤性息肉恶变率为10%左

右, 而直径≥2 cm的腺瘤恶变率接近50%. 一般

认为随着腺瘤的增大, 腺瘤中的绒毛状成分比

例逐渐增多, 不典型增生加重, 因而绒毛状腺瘤

性息肉较管状腺瘤性息肉更易癌变. 本研究表

明, 老年人随着年龄的增加, 腺瘤性息肉的比例

逐渐升高, 而且恶变息肉均为腺瘤性息肉,  主要

发生部位为乙状结肠和直肠. 因此, 尽早发现和

切除大肠息肉对预防癌变有重要的意义, 可切

断腺瘤-大肠癌序贯.
内镜下息肉摘除方法很多[7-8], 包括息肉电

切除术、微波、冷冻、药物注射、射频及激光

等治疗方法, 各有优缺点. EMR是在息肉电切术

和黏膜注射术的基础上发展起来的一种治疗手

段, 大量临床资料已证实这一技术安全高效, 是
治疗消化管平坦型病变的最成熟的微创手段[9], 
且EMR的各种治疗附件品种齐全, 价格低廉, 便
于推广应用, 目前国内应用这一技术切除消化

系广基或平坦型病变均取得了很好的效果. 通
过黏膜下注射肾上腺素或生理盐水使浅表型黏

膜病变抬高, 再行圈套高频电流切除, 具有即刻

疗效明确、简洁快速及息肉可回收行病理检查

等优点. EMR的主要并发症为术后出血和穿孔, 

尤其是老年患者, 由于血管弹性差, 曾经使用抗

凝药或多发性息肉以及合并严重慢性疾病, 息
肉切除后应卧床休息, 减少活动, 以防迟发性

出血发生. 对于术中出血的患者, 可以采用内镜

下局部肾上腺素注射、喷洒凝血酶等或局部电

灼、APC等措施, 直至出血完全停止. 本组患者

术中或术后迟发性出血, 经内镜下相应的处理

均可控制, 未发生穿孔、感染及其他并发症发

生; 传统的内镜下结肠息肉切除后的复发率较

高, 达31.4%, 大多在2年内复发[10], 本组对全部

患者进行随访1-60 mo不等, 均未发现复发病例. 
提示EMR对老年人及老年前期大肠息肉的治疗,  
安全高效, 优于传统的内镜下治疗方法.

致谢: 本文病理图片由中国人民解放军南京军
区南京总医院病理科石群立主任帮助拍摄, 特
此致谢.
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Abstract
Omental adhesion syndrome is a relatively com-
mon disease. Auxiliary examination has poor 
specificity for diagnosis of the disease. In this ar-
ticle, we will evaluate the clinical value of pneu-
moperitoneography in the diagnosis of omental 
adhesion syndrome after appendectomy, with 
a view to increasing understanding of the dis-
ease, reducing the rate of missed diagnosis and 
misdiagnosis, and enriching our knowledge on 
chronic postoperative abdominal pain. 

Key Words: Omental adhesion syndrome; Pneu-
moperitoneography; CT imaging; Imaging diagno-
sis
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摘要
大网膜粘连综合征为普外科及消化内科相对

常见疾病, 但目前辅助检查对诊断该病无特异
性. 本文对气腹造影技术在诊断阑尾术后大网
膜粘连综合征的应用及诊断价值进行分析讨
论, 以期增加普外科医师和消化内科医师对此
类疾病的认识, 减少对该病诊断的漏诊及误
诊, 同时可扩充普外科医师及消化内科医师对
诊断术后慢性腹痛的思维. 

关键词: 大网膜粘连综合征; 气腹造影; 螺旋CT; 影

像诊断
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0  引言

大网膜粘连综合征系手术后或腹腔炎症致大网

膜与下腹部的壁层腹膜或器官粘连, 使部分大

网膜纤维化, 瘢痕挛缩, 致大网膜缩短, 牵拉横

结肠下移, 可造成横结肠不全梗阻, 出现腹胀, 
腹痛, 便秘, 或进食后胃肠蠕动牵拉大网膜, 引
起反射性呕吐及上腹疼痛, 可出现腹膜牵拉症

状. 多发生于阑尾切除术后或盆腔手术后, 常易

误诊漏诊. 在气腹造影螺旋CT扫描诊断术后右

下腹局限性腹壁粘连的工作基础上[1], 我们依据

人工气腹的特性, 对1例阑尾术后腹痛进行了人

工气腹造影检查, 并同时经过全麻下经腹腔镜

肠粘连松解术得以证实, 现报道如下.

1  病例报告

王某, 男, 55岁, 因右下腹疼痛>1 mo, 加重>20 d
入院. 患者因阑尾炎于20年前在当地医院行麦

氏点切口, 阑尾切除术. 患者入院后常弯腰, 追
述病史, 患者诉直腰挺身时右下腹内有牵拉感, 
而弯腰则牵拉与疼痛感可减轻. 院外行全消化

道钡餐造影双对比造影: 胃炎. 查体: 右下腹深

压痛, 以手压迫切口瘢痕上缘向下牵拉时有不

适感. 临床诊断为: 慢性腹痛. 
患者排空膀胱后, 取平卧位, 左下腹消毒铺

巾, 以反麦氏点为穿刺点, 局部浸润麻醉, 以18

®

■背景资料
大网膜粘连综合
征为普外科及消
化内科相对常见
疾病, 但目前辅助
检查对诊断该病
无特异性. 多发生
于阑尾切除术后
或盆腔手术后, 常
易误诊漏诊.

■同行评议者
魏经国, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学唐都
医院放射科; 倪才
方, 副教授, 苏州
大学附属第一医
院介入放射科
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号套管针行腹部穿刺. 针头入皮后有腹外斜肌

腱膜和腹膜两次突破感, 深度进针约3 cm左右, 
进行腹腔注气试验. 推注约20 mL的气体无阻力, 
可确认进入腹腔, 拔除气腹针芯, 用连接导管接

中心氧气泵, 给予1 mL/min的速度灌注, 直至腹

部叩诊呈弥漫性鼓音, 且腹壁皮肤及肌肉呈紧

张状态. 即行螺旋CT腹部平扫. 检查完毕后, 放
消气腹.

患者腹壁膨隆, 腹内形成穹隆的气腹空间, 
矢状位可见右侧网膜与腹壁有一约3 cm×3 cm
的条索粘连. 同时左侧卧位轴位可见回盲部有

网膜与侧腹壁粘连(图1-2), 诊断为大网膜粘连

综合征. 在全麻下行经腹腔镜肠粘连松解术中

见大网膜与侧腹壁粘连成条索带同时发现回盲

部与大网膜成束片状粘连(范围约3 cm×3 cm)
粘连紧密, 电钩加操作钳多角度松解. 术后第1
天患者自主排气, 可自如下床活动, 原症状消失. 
术后第5天出院.

2  讨论

大网膜粘连综合征临床少见, 1988年Howtg首次粘连综合征临床少见, 1988年Howtg首次综合征临床少见, 1988年Howtg首次

报道, 我们复习了近20年的文献报告及病例均, 我们复习了近20年的文献报告及病例均我们复习了近20年的文献报告及病例均复习了近20年的文献报告及病例均

为术后诊断, 该病术前诊断困难, 只要术前诊断

明确, 行腹腔镜松解后, 就可解除大网膜牵拉引

起的内脏痛, 效果很满意. 一般来说[2], 大网膜疾

病没有特异性检查手段, 我们根据文献报道[3]我们根据文献报道[3]根据文献报道[3]
大网膜按病理可分为4种: (1)仅一小部分大网膜

与病灶瘢痕粘连; (2)粘连面积较为广泛, 横结肠

轻度向下移位; (3)粘连严重, 横结肠被牵拉至下

腹部; (4) 大部分腹膜呈纤维化改变并伴有横结

肠明显下垂. 再结合国内诊断大网膜粘连综合粘连综合综合

征的临床诊断经验: (1)有腹部手术史特别以下

腹部尤其阑尾和输卵管结扎术; (2)往往主诉以

腹痛, 恶心, 呕吐, 腹胀, 便秘以及自感腹内有牵

拉感; (3)查体躯干过伸时, 可引起切口瘢痕区以

上腹部疼痛不适, 用手牵拉手术瘢痕上缘向下

牵拉可引起不同程度疼痛和不适; (4)钡餐检查

可见右半结肠扩张, 固定, 蠕动功能紊乱及钡剂

排空延迟等现象. 而文献报道的腹腔内粘连影粘连影影

像检查主要是超声或MRI等观察腹腔内脏器运

动受限的间接影像来反映粘连的存在, 借助腹粘连的存在, 借助腹的存在, 借助腹

腔注水超声可诊断盆腔粘连, 但直视性差. 本检粘连, 但直视性差. 本检连, 但直视性差. 本检

查方法的特点是在原本密闭的腹腔内注入气体, 
使得腹壁向前膨起, 腹内脏器压向后腹壁, 腹腔

空间扩大, 腹膜与腹壁粘连得以拉伸展开, 呈现粘连得以拉伸展开, 呈现得以拉伸展开, 呈现

索带状结构, 该结构在气腹背景下清晰显示. 同
时还可以运用螺旋CT图像后处理技术建立起立

体三维图模拟出腹腔镜手术直视下所能看到的, 
比腹腔镜优越的是还可以同时进行不同角度旋

转, 不受周围器官及组织的约束, 更令人惊喜的令人惊喜的惊喜的

是它还可以对粘连带进行不同厚薄切割采集术粘连带进行不同厚薄切割采集术带进行不同厚薄切割采集术

者术中所需要的大量信息, 大大降低了全麻和

腹腔镜手术时间和难度.
总之, 结合患者主诉, 同时行气腹造影腹部

CT平扫检查很容易在术前明确诊断大网膜粘连粘连

综合征.
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■同行评价
本文简洁, 思路清
晰, 结果可靠, 有
一定学术价值.

图  1  肺窗下64排CT大网膜粘连综合征不同体位影像学图
像. A:矢状图, 显示右侧麦氏点下有一条索状网膜粘连; B: 
左侧卧位轴位图, 显示右下腹回盲部网膜与侧腹壁粘连.

A B 图  2  三维重
建矢状位图显
示右下腹回盲
部网膜与侧腹
壁粘连 .  箭头
所指处粘连.
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