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Abstract
In recent years, lifestyle changes have resulted 
in a rising prevalence rate of fatty liver disease 
(FLD). Even worse, there are some misun-
derstandings concerning the prevention and 
treatment of FLD. Therefore, it is necessary to 
improve our understanding of FLD and explore 
and summarize effective countermeasures for 
prevention and treatment of FLD. In this article, 
we will review the recent advances in research 
of FLD from five aspects: epidemiology, patho-
genesis, relationship with metabolic syndrome, 
misunderstandings concerning prevention and 
treatment and countermeasures, and highlight 
the necessity and urgency for prevention and 
treatment of FLD. 

Key Words: Fatty liver disease; Prevention and 
treatment; Misunderstandings; Countermeasures
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摘要
近年来, 随着人们生活水平的提高, 脂肪肝的
患病率呈上升趋势, 同时其防治也存在不少
误区, 因此有必要提高对脂肪肝的认识, 并在
实践中探索总结一套行之有效的防治策略. 
本文从脂肪肝的流行病学、发病机制、与代
谢综合征的关系、防治误区和防治策略等五
个方面进行了探讨, 指出防治脂肪肝的必要
性和迫切性.

关键词: 脂肪肝; 防治; 误区; 策略
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0  引言

脂肪性肝病(fatty liver disease, FLD), 简称脂肪

肝, 是指多种因素导致的肝脏脂肪代谢障碍, 脂
类物质的动态平衡失调, 致使肝细胞内脂肪蓄

积过多, 肝脏发生弥漫性脂肪浸润(脂肪变性)及
一系列病理生理变化的一种临床病理综合征. 
按病理变化的进展程度分为单纯性脂肪肝、脂

肪性肝炎、脂肪性肝纤维化、脂肪性肝硬化四

个阶段. 就其病因而言, 按有无饮酒分为酒精性

脂肪性肝病(alcoholic fatty liver, AFL)和非酒精

性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, 
N A F L D), 后者又分为原发性和继发性两类 , 
原发性NAFLD主要与代谢综合征(metabol ic 
syndrome, MS)有关[1], 继发性NAFLD又按不同

病因分为药物相关性脂肪肝、病毒相关性脂肪

肝和代谢相关性脂肪肝等类型.

1  脂肪肝的流行病学

近年来, FLD患病率有逐渐上升趋势. 在欧美和

日本等发达国家, 其患病率逐年上升, 并呈现

低龄化趋势, 已成为发达国家慢性肝病的首要

原因[2]. 20世纪80年代欧美及日本成人FLD经

B超普查的患病率约为10%, 其中合并肥胖和

糖尿病等MS的患者为50%; 目前欧美成人FLD
的患病率约为20%, 日本儿童FLD的患病率约

www.wjgnet.com
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为2.6%, 低龄化趋势明显[3]. 也有文献报道目前

发达国家成人FLD患病率约为17%-33%, 其中

1/3-1/2为NAFLD. 脂肪性肝炎约有15%-25%
于10-15年左右进展为脂肪性肝硬化, 后者则

有30%-40%于10年左右死于肝癌、肝衰竭和

肝移植术后复发[4-5]. 国内关于FLD流行病学方

面的报道较少且差异较大, 北京、上海和杭州

报道的FLD患病率分别为11.0%(116/1050)、
12.8%(513/4 009)和5.2%(157/3015)[6]. 但国内外

流行病学研究均显示其患病率呈不断上升趋势. 
可以预测, 未来十年或二十年以后, FLD将成为

我国肝病防治的主要对象, 充分说明了对FLD
防治的迫切性和必要性. 

2  脂肪肝的发病机制

FLD的形成是多种途径之间相互交错形成复杂

的网络化、协同化作用的结果, 相关研究涉及

多个方面并达到分子水平, 但其发病机制尚未

系统阐明. 目前为多数学者所接受的理论为Day 
et al提出并在其他学者后续研究中不断完善的

“二次打击”学说[7-8]: “一次打击”是FLD发

病的基础, 为胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)
等因素引起的肝内脂质大量沉积导致单纯性脂

肪肝的发生; “二次打击”指脂肪沉积导致氧

化应激和脂质过氧化、免疫和炎症损伤等一系

列分子、细胞水平乃至病理生理学方面的变化, 
最终随着病变的阶段性进展而表现为脂肪性肝

炎、脂肪性肝纤维化和脂肪性肝硬化. 下面就

肝内脂质异常沉积的原因及其导致的异常变化

作一简述.
2.1 肝内脂质异常沉积的原因 当各种原因导致肝

细胞内脂质[主要为甘油三酯(triglyceride, TG)、
游离胆固醇、总多不饱和脂肪酸等][9]异常沉积

时便形成FLD. 目前认为, 肝细胞内脂肪酸(fatty 
acid, FA)增多、TG合成增加、输出障碍导致脂质

大量沉积主要与以下3方面因素有关[10]: (1) FA的

摄入或合成增加: IR、高胰岛素血症、碳水化

合物摄入过多、瘦素(leptin)缺乏或抵抗、肥胖

等因素导致过多FA在肝脏积聚, 合成脂肪增多, 
超过肝脏将其氧化利用和合成脂蛋白输出的能

力; (2)蛋白合成障碍: IR、毒物或药物及遗传因

素导致极低密度脂蛋白(very low density lipopro-
tein, VLDL)的合成和分泌减少, 肝细胞脂肪不能

运输, 导致脂肪沉积; (3)脂肪酸氧化减少: 致病

因素引起FA氧化障碍, 肝细胞通过加速合成TG
以防细胞内FA蓄积中毒, 从而促进脂肪沉积. 
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2.2 肝内脂质沉积引起的异常变化
2.2.1 氧化应激与脂质过氧化作用: 氧化应激是

机体在遭受各种有害刺激时, 体内活性氧自由

基(reactive oxygen species, ROS)和活性氮自由

基(reactive nitrogen species, RNS)等高活性分

子产生过多, 超出抗氧化物的清除能力, 是氧化

系统和抗氧化系统的动态失衡. 脂质过氧化是

指ROS与多不饱和脂肪酸起脂质过氧化反应生

成过氧化脂质(lipid peroxides, LPO). 正常肝内

存在具有保护性抗氧化物质, 如还原型谷胱甘

肽(GSH)和维生素A、C及E等. 乙醇、缺血再

灌注、胆淤、铁、铜及许多伴有ROS产生的药

物等, 均可通过氧应激作为重要的致病因子. 该
过程生成的自由基可引起生物膜脂质过氧化、

细胞内蛋白及酶变性、DNA氧化修饰等一系

列毒性作用, 最终导致肝细胞坏死或凋亡. 其中

LPO不仅使内源性ROS增加、毒性增强, 同时

还抑制抗氧化系统, 增加细胞和机体对外源性

ROS(如过氧化物)毒性的敏感性[9]. 目前多数学

者认为氧化应激和脂质过氧化反应可能是单纯

性脂肪肝进展为脂肪性肝炎和肝纤维化的重要

机制之一[7,10-12]. 
2.2.2 免疫和炎症机制: 该机制主要通过内毒素

介导的Kupffer细胞活化, 进而大量释放细胞因

子和炎症介质等一系列生物活性物质引起肝

脏损害[7]. 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, 
TNF)等部分细胞因子和炎症介质也可来源于

脂肪细胞[13]. Kupffer细胞是肝脏炎症和纤维化

细胞因子产生的主要场所. 酒精等多种致病因

素可以通过内毒素或肠道内细菌产生内毒素

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)而导致内毒素

血症, 可以直接损伤肝细胞. 内毒素还通过激

活Kupffer细胞, 进而激活参与许多细胞因子和

炎性介质调控的重要基因的转录因子, 如核转

录因子kappa B(NF-κB)等, 从而释放大量细胞

因子和炎症介质, 如TNF、IL、转化生长因子

β(transforming growth factor β, TGF-β)、一氧化

氮(NO)、急性期反应蛋白(CRP)等, 他们可加重

肝细胞炎症、坏死、凋亡和肝纤维化形成. 以
TNF-α为例, 该因子被认为是单纯性脂肪肝进展

为脂肪性肝炎的主要细胞因子, 其产生伴随着

FA合成的增加和IR的出现. Koteish et al [14]对大

鼠肝炎模型的研究表明抑制TNF-α有望成为防

治人类早期NAFLD的新途径之一. 
2.2.3 脂肪因子的释放和调节: 近10年来, 随着脂

肪因子的发现, 人们逐渐认识到脂肪组织(主要

www.wjgnet.com
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是白色脂肪组织, WAT)除了储能外, 同时也具有

内分泌功能. 脂肪因子是脂肪细胞根据肥胖或

其他相关代谢信号分泌的可发挥多种生物学活

性的蛋白质. 目前认为他们在FLD发病机制中

的作用主要与调节IR有关, 但具体机制有待进

一步研究. 脂联素(adiponectin)是研究较多的脂

肪因子[13,15], 具有提高胰岛素敏感性、增加肌

肉中的FA氧化并降低血清FA水平、抗炎、抗

动脉粥样硬化等多种生物学活性. 其血清水平

与体质量指数(BMI)成反比. 血清脂联素水平在

高胰岛素血症、肥胖、IR和FLD患者明显下降, 
Nahum et al分别认为低脂联素水平是FLD[16]、

2型糖尿病(T2DM)和心血管疾病[17]的独立危险

因子. 抵抗素(resistin)是在研究噻唑烷二酮衍生

物(TZDs)的作用位点时发现的, 又称为脂肪组

织特有的分泌因子, 具有增加肝糖产生、调节

IR等作用. 在肥胖人群及IR动物模型血清中抵

抗素水平增加. Yagmur et al [18]研究表明, 肝硬化

患者血循环中抵抗素水平升高,可能是肝硬化中

IR的主要调节因子. 瘦素(leptin)由肥胖基因(ob
基因)编码、具有减少摄食和增加能量消耗等

功能, 可能参与对脂肪合成和分解代谢动态平

衡的调节[13]. Oral et al [19]研究表明补充瘦素可使

NAFLD患者肝脏脂肪沉积减轻、症状缓解, 提
示瘦素缺乏是发病机制之一. 也有学者认为瘦

素抵抗与FLD的发病关系更为密切, 依据是血清

瘦素水平与患者BMI成比例增长.

3  脂肪肝与MS的关系

目前研究表明, FLD与MS具有明显的相关性. 
FLD患者多有肥胖、高血压病、高脂血症、糖

尿病等其他代谢异常性疾病. FLD与MS可能是

局部与整体的关系, FLD有可能是MS的一部分. 
因为二者有共同的发病基础和协同的相互作用, 
提示二者具有密切的内在联系[8,15,20]. Roland et al
分别认为FLD是早期IR和MS的标志[21-22]. 

IR是FLD(尤其是NAFLD)和MS最为主要的

共同发病基础, 胰岛素在脂肪代谢、糖代谢、

肾素-血管紧张素系统等多种途径中发挥重要的

生物学作用. 一方面各种致病因素所致的肝细

胞脂肪沉积可诱发和加剧IR, IR又进一步促进

肝细胞脂肪变性, 从而形成“一次打击”, 导致

单纯性脂肪肝的发生; 另一方面, 各种原因引起

的IR是MS发生、发展的核心环节, IR超过机体

增加胰岛素分泌的代偿功能时便形成T2DM; IR
可通过脂肪动员, 使血游离FA升高, 从而促进

TG合成最终形成高甘油三酯血症; IR可使血管

紧张素原、血管紧张素转换酶和肾素结合蛋白

等基因的表达升高, 导致高血压病. FLD(尤其是

NAFLD)和MS中IR的共同调节主要是通过脂肪

因子实现的. 
FLD(尤其是NAFLD)和MS协同性的相互

作用主要体现在: 一方面, NAFLD人群中MS
的发病率和患病率非常高;  另一方面 ,  M S患
者中NAFLD的发病率高于无MS人群, 且这种

NAFLD患者更易发生肝硬化等严重的病理学变

化. Cali et al [23]对118例肥胖、糖代谢障碍的青

少年FLD患者的研究表明MS可加重FLD的病情

进展. 
国内陈国生 et al [24]对老年人群进行的一项

回顾性分析显示, MS和饮酒等众多危险因素与

FLD的相关性顺序如下: 肥胖>饮酒>高甘油三

酯血症>高胆固醇血症>糖尿病>高血压. 可见肥

胖和饮酒与FLD的相关性最强. 肥胖者有60%属

于内脏型肥胖(又称中心性肥胖、代谢性肥胖, 
visceral obesity, VO), 是MS的始动因素之一, 是
与FLD关系最密切的独立性危险因素. 饮酒也是

FLD的独立危险因素, 是酒精性肝病(ALD)的直

接病因, 肝损害程度与饮酒量直接相关, 是肝病

患者死亡的主要原因之一, 英国2005年死于慢

性肝病的患者有2/3死于ALD[25].

4  脂肪肝防治的误区

4.1 不需治疗, 或无药可治 这是目前FLD防治过

程中的两个极端. 尽管近年来对FLD的发病机

制、病理变化及与MS等疾病的相关性等方面的

研究日渐深入, 但仍有人认为FLD不是真正的疾

病, 只是一种亚健康状态, 根本无需治疗. 还有

人认为FLD不可治愈. 因此, 首先对FLD要有正

确的认识, 分不同病因、病变的不同阶段采取

不同的治疗措施, 而且贵在坚持. 例如单纯性脂

肪肝是肝损害的早期阶段, 根据不同病因进行

减肥、戒酒、脱离毒物药物、补充营养等病因

治疗后可完全恢复, 而当病变进展到脂肪性肝

炎时积极治疗可能需要半年甚至数年时间才可

康复, 若发展为肝硬化则难以逆转. 
4.2 过度依赖药物, 忽视基础治疗 主要表现为保

肝药物、减肥药物或降脂药物的依赖或滥用, 
而忽视饮食、运动等基础治疗. 应当指出, 药物

不是治疗FLD的唯一措施, 也非首选措施, 应采

取因病、因人而异, 充分重视基础治疗、结合

必要的药物辅助或强化治疗的综合方案. 例如

■相关报道
国内关于FLD流
行 病 学 方 面 的
报 道 较 少 且 差
异较大 ,  北京、
上 海 和 杭 州 报
道的 F L D患病
率分别为11 . 0 % 
( 1 1 6 / 1 0 5 0 ) 、
12.8%(513/4009)
和5.2%(157/3015). 
但国内外流行病
学研究均显示其
患病率呈不断上
升趋势.



www.wjgnet.com

对单纯性肥胖患者坚持饮食控制和运动锻炼

减肥比任何保肝药物和减肥药物更为有效, 但
应该注意减肥速度不宜过快, 体质量下降超过

5 kg/mo可导致肝病恶化. 关于降脂药物, 因应用

不当容易导致药物性肝损伤, 故主要用于有高

脂血症的FLD患者. 
4.3 瘦人不患脂肪肝, 多食水果肯定有益 前者笼

统的认为只有肥胖者才会患FLD, 后者习惯性

的认为像保健一样多吃水果对FLD具有防治作

用. 事实上, 35%的NAFLD患者并不肥胖, 5%的

患者没有肥胖、IR、高脂血症等危险因素, 正
因其如此复杂, FLD的发病机制目前尚未系统阐

明. 至于长期摄食富含糖类的水果, 则有可能导

致血糖血脂升高, 体质量增加. 因此, 合并糖尿

病、高脂血症和肥胖的FLD患者应尽可能摄食

含糖量低的水果, 且量不宜过多. 新鲜蔬菜含糖

量低, 富含各种维生素, 应是脂肪肝患者理想的

选择. 
4.4 只见脂肪肝, 不见MS 这是长期以来、截至

目前FLD防治过程中易被忽视的一个误区. 为此

本文第三部分专门讨论FLD与MS的关系. 目前

微观的分子生物学乃至宏观的流行病学研究均

表明, FLD与MS可能是局部与整体的关系, FLD
可能是MS的一部分. 因此对有MS表现的FLD的

防治, 要充分重视对MS的干预.

5  脂肪肝的防治策略

5.1 基础治疗 应该充分重视并长期坚持基础治

疗, 主要包括以下4个方面: (1)饮食治疗: 合理控

制热量摄入是饮食治疗的首要原则, 对于肥胖

者, 蛋白质、脂肪和碳水化合物分别可按摄入

总热量的15%-20%、20%-25%、50%-60%调整

饮食结构, 坚持高蛋白、低脂肪、低糖饮食[26]; 
其次尽可能多食新鲜蔬菜以提高膳食纤维的摄

入量; 再次应该合理分配三餐, 对合并糖尿病

者可按1/5、2/5、2/5的比例分配; (2)运动治疗: 
运动减肥比节食更为有效, 中度以上的有氧运

动每日60 min左右、每周至少5次, 如每天散步

20-40 min或骑自行车、游泳45-60 min, 可减少

热量1673.6 KJ, 从而促进减肥. St George et al [27]

对141例NAFLD的研究表明保持或增加体育运

动是FLD不依赖于体质量变化的独立受益因素; 
(3)行为治疗: 主要通过行为干预纠正诱发肥胖

的心理和生活方式偏差来建立正常的思维、饮

食和运动习惯. 该疗法可提高饮食、运动和药

物的治疗效果, 但需以医患双方的互信合作作

为保障; (4)戒酒疗法: 戒酒是治疗ALD的最主要

措施, 是其他治疗措施起效的前提. 因此及时并

长期坚持戒酒是治疗ALD的关键. 对于AFL而
言, 戒酒是唯一有效的治疗方法, 病变甚至可在

数周或数月后完全逆转. 
5.2 药物治疗 目前用于FLD治疗的药物有很多

种. 但由于FLD的病因复杂、发病机制尚未完

全阐明, 目前尚没有美国食品药物管理局(FDA)
批准的用于FLD治疗的特效药物[28]. 可试用的

药物有: (1)减肥药物: 适用于BMI>30 kg/m2或者

BMI>27 kg/m2伴肥胖相关并发症或基础治疗失

败者. 慎用于妊娠妇女和青少年, 用药过程中警

惕减肥过快或药物引起肝损害. 常用药物有: 以
奥利司他(orlistat)为代表的胃肠道脂酶抑制剂和

以西布曲明(sibutramine)为代表的中枢性食欲抑

制剂; (2)改善胰岛素抵抗药物: 适用于NAFLD合

并T2DM、空腹血糖调节受损(IFG)、糖耐量减

低(IGT)或VO的患者. 常用药物有以二甲双胍[29]

为代表的双胍类药物和以罗格列酮(发生心衰风

险性增高)[30]、吡格列酮为代表的噻唑烷二酮类

(TZDs)胰岛素增敏剂; (3)调脂、降压及控制血

糖药物: 合并高脂血症、高血压病或T2DM应分

别给与相关治疗. 调脂药物常用的有以阿托伐

他汀(atorvastatin)为代表的他汀类药物和以氯贝

特为代表的贝特类药物. 降压药物以血管紧张

素转换酶抑制剂(ACEI)和血管紧张素Ⅱ受体拮

抗剂(ARB)应用较多; 胰岛素等降糖药剂种类较

多不再赘述; (4)以抗炎为主的药物: 是主要针对

免疫和炎症的治疗, 主用于重症脂肪性肝炎, 常
用药物有糖皮质激素、己酮可可碱(pentoxifyl-
lin,  PTX)和抗TNF-α抗体(infliximab), 但疗效尚

有争议, 且缺乏大规模的临床随机对照试验, 安
全性仍待评估; (5)以抗氧化为主的药物: 是主要

针对氧化应激和脂质过氧化的治疗. 许多抗氧

化剂在动物实验中对FLD的治疗取得了良好的

效果, 但目前抗氧化剂有效防治人类FLD的临床

报道依然较少. 常用的药物有多烯磷脂酰胆碱

(PPC)、还原型谷胱甘肽(GSH)、水飞蓟素(Sily-
marin)、S-腺苷-L -蛋氨酸(SAMe)、丙硫氧嘧啶

(PTU)、甜菜碱(betaine)、锌、硒、维生素E等. 
5.3 手术治疗 对药物治疗无效、BMI>40 kg/m2

或BMI>35 kg/m2伴肥胖相关并发症的重症病态

性肥胖可考虑胃成形手术、肠道旁路术、去脂

术[31]等减肥手术; 对急性肝衰竭和终末期肝病

者则可考虑肝移植术. 目前关于脂肪肝作为供

体的研究争议较多, 最近国内一项以中度脂肪
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肝(脂肪含量30%-60%)和轻度脂肪肝(脂肪含量

小于30%)作为供体的对照研究认为, 行肝移植

后1 wk内二者在肝衰竭和肾损害等严重并发症

方面并无明显差异[32].

6  结论

FLD的研究在我国尚处于起步阶段, 准确的发

病机制和完备的治疗手段尚未确立, 因此, 防
治FLD还有很多工作要做: (1)提高医务工作者

和患者对FLD的正确认识, 藉此消除防治过程

中的误区; (2)强化和深入对FLD发病机制及与

MS关系等方面的研究, 以期用明确的发病机制

有效地指导治疗; (3)鼓励并开展药物治疗的临

床研究, 筛选对FLD疗效确切的药物, 最终提高

疗效.
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Abstract
Nowadays, minimally invasive surgery has been 
widely accepted, and a variety of endoscopic 
devices have been devised. The use of various 
endoscopic devices has resulted in a more rapid 
convalescence and a shorter hospital stay for 
many patients. Treatments for choledocholithia-
sis have been changed greatly from traditional 
exploratory choledochotomy and T- tube drain-
age to laparoscopic common bile duct explora-
tion and primary duct closure, transcystic lapa-
roscopic common bile duct exploration, or en-
doscopic extraction of common bile duct stones 
before and after laparoscopic cholecystectomy. 
Combined use of laparoscopy, duodenoscopy 
and choledochoscopy will be the trend of cho-
ledocholithiasis treatment in the future. 

Key Words: Minimal invasiveness; Choledocholithi-
asis; Surgical treatment

Wang GY, Wang YC, Lv GY. Modern surgical treatment 
of cholecystolithiasis with choledocholithiasis. Shijie 
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摘要
微创化理念的迅速普及, 微创设备的高速发
展, 外科医师可以熟练的运用各种微创化器械
使患者在短期内迅速康复. 胆总管结石的治疗
方式也发生了巨大变化, 由传统的开腹胆总管
切开取石、T管引流, 转变为腹腔镜下胆总管
切开取石一期缝合或腹腔镜下胆总管切开取
石、T管引流, 腹腔镜下经胆囊管胆道镜取石,
或胆囊切除, 术前或术后应用十二指肠镜取出
胆总管结石. 腹腔镜、十二指肠镜、胆道镜的
三镜联合应用将会是今后治疗胆囊结石合并
胆总管结石的现代外科治疗模式.

关键词: 微创化; 胆囊结石合并胆总管结石; 外科

治疗
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0  引言

自从1991年Stoker et al [1]成功完成首例腹腔镜胆

囊切除, 胆总管探查手术后, 胆囊结石合并胆总

管结石治疗模式已发生了质的转变, 从以往开腹

手术逐渐向微创化治疗模式发展[2]. 国内开展的

相对较晚, 在一些省市级的三级甲等医院逐渐

开展此类手术. 目前在国内针对胆囊结石合并

胆总管内结石主要有两种微创化治疗模式[3]. 应
用腹腔镜加胆道镜(laparoscopic cholecystectomy 
plus laparoscopic common bile duct exploration, 
LC+LCDE)、腹腔镜加十二指肠镜(laparoscopic 
cholecystectomy plus endoscopic retrograde cholan
giopancreatography, LC+ERCP). 针对两种治疗模

式的选择有很多的争议[4-5]. 术后近远期并发症

少, 死亡率低, 临床费用低的方法, 将成为最佳的

选择[6]. 我们科从2000年开展三镜联合治疗胆囊

结石合并胆总管内结石, 目前已完成此类手术接
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■背景资料
胆总管结石是肝
胆外科的常见病
和多发病. 传统的
治疗模式为开腹
手术. 切口长度一
般在20 cm左右 , 
需要15 d左右的
住院时间, 3 mo内
不能从事剧烈运
动. 现在由于腔镜
技术的迅猛发展, 
器械的快速进步. 
胆总管结石的治
疗模式已经发生
了根本的转变, 从
以往的开腹手术
转向微创化手术.

■同行评议者
韩天权, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科、上海消化
外科研究所



近400例, 现评述如下. 

1  两种治疗模式选择的适应证及手术方法

1.1 LC+LCDE适应证 胆囊结石合并胆总管内结

石, 胆总管直径在0.8 cm以上; 反复应用十二指肠

镜取石失败. 
胆道探查有两种方法: 一种经过胆囊管探

查; 一种直接经过胆道探查. 经过胆囊管探查的

优点: 可以不打开胆道, 取石后直接应用可吸收

夹关闭胆囊管, 不易造成胆道狭窄, 手术简单. 缺
点: 由于胆囊管的直径和角度, 在取石时容易损

伤胆道镜, 由于胆囊管的角度, 肝内结石通过胆

囊管很难取出. 胆道探查后, 针对胆道处理也有

两种治疗方法: 第一, 在胆囊切除, 胆道探查后置

入T管; 第二, 在胆囊切除, 胆道探查后一期缝合. 
一期缝合要求胆道下端通畅, 炎症较轻, 无残留

结石; 有熟练的镜下缝合技术, 缝线要求应用可

吸收缝合线. 手术技术要点一般胆囊最好先不切

除, 将胆囊先从胆囊床上分离下来, 结扎胆囊动

脉, 将胆囊三角充分游离, 在胆囊管用可吸收夹

夹闭. 将肝十二指肠韧带的浆膜层打开, 用电刀

纯切切开胆总管1.5 cm左右, 不要过大, 过大胆道

镜水溢出, 不利于胆道探查, 不能太小, 太小结石

不易取出. 助手牵拉胆囊, 将胆道牵直, 将胆道镜

置入胆道, 探查取出. 如切除胆囊, 可以取1块三

角巾, 助手钳夹三角纱布顶起肝脏, 暴露胆总管. 
1.2 LC+ERCP适应证 胆囊结石合并胆总管内结

石, 胆道内结石直径小于1.2 cm. 
腹腔镜结合十二指肠镜也有两种治疗模式. 

先行LC后行ERCP或先行ERCP再行LC. 我们针

对这两种模式的选择主要根据患者的状态, 或
者术前其他方法无法对胆总管内结石确诊的病

例. 多数情况我们采用先行ERCP再行LC. 这样

可以最大限度上避免术后残留结石的发生率; 而
且还可以在术前发现一些特殊的胆道变异; 针
对感染较重的患者, 也可以先通过(endoscopic 
nasobiliary drainage, ENBD)行胆道减压, 改善

患者状态, 再择期手术. 但术前ERCP不列为常

规检查范围, 主要是费用太贵, 可以通过EUS、
M R C P、C T等检测手段发现胆道结石. 术后

ERCP, 主要针对胆道直径小于0.8 cm, 或LCDE术
后残留结石的病例.

2  两种治疗模式住院时间及费用

将目前我们科完成的这两种手术进行总费用及

住院时间进行对比. 其中LC+LCDE共230例, 总
住院费用为1.5-2.0万元, 住院平均时间10 d, 但
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拔出T管时间需要在40 d以后. 胆道一期缝合的

30例, 平均住院费用1.3万元左右, 平均时间5 d. 
LC+ERCP患者共168例, 住院总费用为2.5-3.0万
元, 平均住院时间8 d.

3  两种治疗模式近远期并发症对比

全部病例住院期间死亡率为零. LC+LCDE术
后各种并发症总比例为15%. 其中主要包括: 胆
漏, 胆道内出血, 胰腺炎, 反流性胃炎, 腹泻, 腹
痛. 近期最严重并发症为胆道出血, 230例患者

共发生8例, 7例患者通过应用止血药物, 出血自

行停止. 1例患者通过DSA行肝动脉选择性栓

塞, 出血停止. LC+ERCP术后各种并发症总比

例占25%左右. 其中包括乳头出血、胰腺炎、

反流性胃炎、腹泻、腹痛. 近期最严重并发症

主要为胰腺炎, 其中168例患者50例患者出现高

淀粉酶血症, 20例患者术后出现腹痛、恶心、

呕吐等胰腺炎表现, 其中18例患者通过抑酸, 抑
酶对症治疗缓解, 3 d后治愈. 2例患者较重, 治疗

达10 d后治愈. 术后近期并发症LC+LCDE低于

LC+ERCP. 
我们对目前完成的398例患者进行随访 , 

20%患者随访失败. 其中LC+LCDE患者5%术后

出现胆道内残余结石, 均在术后通过窦道取石

成功. 13%患者术后出现反流性胃炎, 通过口服

奥美拉唑, 胃炎治愈. 10%患者术后出现腹泻, 腹
部疼痛, 口服颠茄片后缓解. LC+ERCP术后出现

胆道内残余结石发生率15%, 均再次通过ERCP
取出. 反流性胃炎发生率25%, 术后腹泻, 腹痛发

生率在20%均可以通过药物治疗痊愈. 3例患者

术后出现反复发热, 可以通过抗生素治愈. 考虑

Oddi括约肌切开后, 逆行感染所致.

4  讨论

现代外科外展日新月异, 自从腹腔镜胆囊切除

成为外科手术的金标准[7-8]. 越来越多的外科手

术可以通过微创的方法完成, 患者可以在短期

内迅速康复. 胆囊结石合并胆道结石, 在20世纪

90年代以前, 必须通过开腹才能完成, 而且手术

切口要达到15 cm以上, 患者要在7 d以上拆线, 3 
mo左右不能作剧烈运动, 而现在针对胆囊结石

合并胆总管内结石有两种微创的治疗模式, 恢
复最快的如胆囊切除, 胆道探查一期缝合, 患者

可以在3 d出院, 1 mo左右从事任何运动. 
回顾我院开展的近400例应用微创方法

治疗的胆囊结石合并胆总管结石 .  在院无死

亡病例 ,  其中L C+L C D E术后并发症远低于

www.wjgnet.com

■应用要点
目前针对胆总管
结石的微创化治
疗主要有两种方
法 :  一为腹腔镜
胆囊切除 ,  胆道
探查 ;  二为腹腔
镜胆囊切除 ,  术
前 或 术 后 应 用
ERCP取石. 两种
治疗模式都有各
自的适应证和优
缺点 ,  应根据胆
道结石患者的特
点选择最佳的治
疗模式 ,  使患者
短期内迅速康复.
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LC+ERCP[9-10]. 但LC+LCDE最大的缺点术后要

留置T管达40 d以上, 由于腔镜手术T管周围形

成窦道较慢, 早期拔出T管会形成胆漏[11]. 针对

术后是否留置T管在传统的开腹手术中就存在

很大的争议[12]. 在微创手术中面临着同样问题, 
如果T管留置时间过长从某种程度上失去了微

创的意义 [13]. 但我们对术后是否留置T管是这

样要求的: 第一, 胆道的直径要大于0.8 cm, 否
则术后会造成胆道狭窄; 第二, 胆道下端通畅, 
无残余结石; 第三, 胆道下端无狭窄; 第四, 娴
熟的镜下缝合技术[14-15]. 开展的腹腔镜下胆道

一期缝合, 从某种程度上解决了长期留置T管
的缺点. 我们采用可吸收线连续缝合, 针距在

1.2 mm左右. 30例患者5例术后发生胆漏, 4例
在5 d内自行愈合. 1例胆漏, 术后漏出较多, 而
且出现明显的腹膜刺激症状, 行ENBD后10 d胆
漏愈合. 在取石时如果结石较大, 或者嵌顿在胆

总管壶腹内, 可拔出腹壁戳卡, 接应用大的S形
蛇牌取石钳从腹壁戳卡留下的腹壁缺损处伸进

胆道内取出结石, 效果满意. 如果结石较大, 硬
度较高, 而且结石嵌顿在胆总管壶腹内, 应用液

电碎石机碎石. 技术上的熟练操作, 并拥有完备

的胆道设备, 我们科LC+LCDE残余结石率仅为

5%. 转开腹率1.3%. 这要低于多数文献报道残

余结石的发生率[16]. 
LC+ERCP手术由我科独立完成. LC+ERCP

比LC+LCDE最大的优点是患者不需留置T型
管, 住院时间短[17-19]. 如果患者非常危重, 凝血

机制严重障碍, 可以先行ENBD, 不进行较大的

操作, 起到了胆道减压作用, 挽救患者生命[20-21]. 
这是其他方法无法比拟的. 最大的缺点是临床

需要2次麻醉, 临床花费远高于LC+LCDE[22], 而
且术后易发生高淀粉酶血症[23-25], 由于切开了

Oddi括约肌, 患者术后易发生逆行感染, 长期效

果不肯定[26-28]. 在技术要求上也较高, 对乳头的

切开要宁浅勿深, 宁小勿大. 十二指肠如果有憩

室存在易发生十二指肠穿孔. 结石较大可能需

要反复多次取石[29-30]. 
LC+LCDE及LC+ERCP都有各自的优缺点, 

但却都能在微创意义上造福患者[31]. 由于在多

数医院内这两种方法都由不同的科室独立操作. 
人为地造成不能客观公正的选择针对患者的最

好方法[31]. 而在我院针对胆囊结石合并胆总管内

结石的两种微创方法都是由我科独立完成, 客
观的避免了人为因素, 可以真正意义上把两种

微创办法有效的结合, 采用个体化治疗.
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Abstract
AIM: To investigate whether celecoxib, a 
selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, 
can induce the apoptosis of human gastric 
cancer MGC-803 cells not expressing COX-2 and 
explore potential mechanisms involved.

METHODS: Cell proliferation was measured by 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Cell 
cycle distribution was measured by flow cytom-

etry. The expression of Bax and Bcl-2 proteins 
was detected by immunohistochemistry. The 
secretion of vascular endothelial growth factor 
(VEGF) protein was detected by enzyme-linked 
immunosorbant assay (ELISA). The expression 
of COX-2 and nuclear factor-κB (NF-κB) proteins 
was examined by Western blot. 

RESULTS: The expression of COX-2 protein 
was not detected in MGC-803 cells. Celecoxib 
could inhibit the proliferation and induce the 
apoptosis of MGC-803 cells in a dose- and time-
dependent manner. The reduced rates of growth 
in cells treated with celecoxib at concentrations 
of 25, 50, 75 and 100 μmol/L for 24 h were 48.4%, 
54.9%, 58.69% and 63.80%, respectively. Flow 
cytometry analysis showed that the apoptotic 
rate of MGC-803 cells treated with celecoxib was 
4%, and a sub-G1 cell peak was present. Cele-
coxib inhibited the secretion of VEGF protein in 
MGC-803 cells. With the prolongation of the du-
ration of incubation with celecoxib, the level of 
secreted VEGF decreased. Celecoxib could also 
inhibit the secretion of NF-κB protein by inhibit-
ing its expression in a time-dependent manner. 

CONCLUSION: Celecoxib inhibits growth and 
induces apoptosis of MGC-803 cells in a COX-
2-independent manner. Celecoxib exerts its anti-
tumor effects possibly by inhibiting the expres-
sion of NF-κB protein. 

Key Words: MGC-803 cells; Cyclooxygenase-2; 
Celecoxib; Bcl-2; Bax; Western blot; Nuclear factor-
κB

Wang YF, Li J, Ge CH, Wang SW, Zhang JJ, Xia Q, Guo 
KJ. Celecoxib inhibits the growth of gastric cancer cells 
not expressing COX-2 in vitro. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(35): 3583-3589

摘要
目的: 探讨选择性COX-2抑制剂celecoxib抑
制不表达COX-2的胃癌细胞MGC-803生长的
机制.

方法: 采用MTT法研究celecoxib对细胞存活
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■背景资料
COX-2在恶性肿
瘤的发生发展过
程 中 起 重 要 作
用 ,  COX-2可能
成 为 化 学 预 防
和 化 学 辅 助 治
疗恶性肿瘤的新
靶点 .  塞来昔布
(celecoxib)是一
种选择性COX-2
抑制剂 ,  可抑制
多种肿瘤细胞增
殖 ,  促进细胞凋
亡 ,  他的上述作
用机制尚未完全
阐明 ,  可能存在
不依赖COX-2的
机制.

■同行评议者
傅春彬 ,  主任医
师, 吉化集团公司
总医院一院消化
内科



率的影响;流式细胞术检测celecoxib处理后细
胞DNA含量的变化, 免疫组织化学方法检测
Bax及Bcl-2的表达, Elisa法检测VEGF蛋白表
达水平, Western blot法检测COX-2及NF-κB蛋
白的表达. 

结果: MGC-803中未检测到COX-2的表达;
选择性COX-2抑制剂celecoxib呈浓度和时
间依赖性抑制MGC-803细胞生长(r  = 0.985, 
P <0.05), 流式细胞仪检测DNA图谱上表现
为G0/G1期前出现一个代表凋亡细胞的亚G1

峰. Bax及Bcl-2无表达, celecoxib对细胞分泌
VEGF(r  = 0.928, P <0.01)及NF-κB蛋白均有抑
制作用, 并且NF-κB蛋白的表达和celecoxib呈
浓度和时间依赖性(r  = 1).

结论: celecoxib可诱导不表达COX-2的胃癌
细胞MGC-803凋亡, 可能通过抑制IKKβ-NF-
κB信号通路影响MGC-803细胞的凋亡, 而不
依赖COX-2途径.

关键词: MGC-803细胞; 环氧化酶-2; 塞来昔布; 

Bcl-2; Bax; 蛋白免疫印迹法; 核因子-κB
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0  引言

大量研究表明, 环氧化酶-2(cyclooxygenas 2, 
COX-2)抑制剂能有效预防肿瘤发生. 其机制主

要是诱导细胞凋亡、调控细胞周期、影响肿

瘤新生血管生成等. 这种作用与非甾体抗炎药

(non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)
作用的靶点-前腺素(PG)合成限速酶COX-2有
关 [2]. 我们的研究发现, 选择性COX-2抑制剂

celecoxib(塞来昔布)可诱导不表达COX-2的胃

癌细胞MGC-803凋亡. 进一步的研究发现癌细

胞与正常组织的COX-2表达并无显著差异, 我
们推测celecoxib诱导不表达COX-2的胃癌细胞

MGC-803凋亡的作用不是通过COX-2起作用,
可能存在其他作用途径. 因此, 本研究拟通过

体外的细胞株研究ce lecoxib是否诱导不表达

COX-2的胃癌细胞的凋亡, 试图从另一侧面探讨

celecoxib诱导胃癌细胞凋亡的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基, 小牛血清购自美

国Invitrogen公司; MTT, DMSO购自Sigma公司; 
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celecoxib由辉瑞制药有限公司提供; BCA蛋白定

量试剂盒购自北京博奥森生物技术公司; 人的 
VEGF ELISA试剂盒购自武汉博士德生物工程有

限公司;抗COX-2一抗及抗兔二抗购自美国Santa 
Cruz公司; 核转录因子-κB(NF-κB)mAb购自美国

Santa Cruz公司; 胰蛋白酶、NF-κB二抗、增强化

学发光试剂盒(ECL)购自北京中山公司; 其余试

剂均为国产分析纯试剂; 人胃癌细胞系MGC-803
购自中科院上海细胞所. 
1.2 方法 
1.2.1 COX-2在胃癌细胞株中表达的检测: 采
用免疫印迹实验(Western blot)检测COX-2在
胃癌细胞株中的表达. 取对数生长期细胞(约
109-1010 cells/L), 用冰PBS液洗涤2次, 加入裂解

缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 
0.2 g/L NaN3, 1 g/L SDS, 1.0 mmol/L PMSF, 0.2 
g/L aprotinin, 1.0 g/L NP40, 5.0 g/L脱氧胆酸钠, 
pH8.0)混匀, 冰浴30 min. 收集细胞裂解液4℃, 
12 000 g离心5 min, 吸取上清, BCA法蛋白定量

后, 调整蛋白量进行SDS-PAGE电泳并将蛋白

转移到PVDF膜上. 用PBST洗膜3次, 每次5 min. 
室温下用含50 g/L脱脂奶粉(PBST溶解)封闭

PVDF膜1 h或过夜. 随后加入适当稀释的一抗

(抗COX-2抗体, 美国Santa Cruz公司; β-actin抗
体, NewMarker公司)室温温育1 h. 用PBST洗脱3
次后加入相应的适当稀释的二抗(抗兔二抗, 美
国Santa Cruz公司), 温育1 h. PBST洗脱3次后曝

光、显影, 凝胶成像系统扫描分析结果. 
1.2.2 celecoxib对胃癌细胞生长的影响: (1)细
胞存活率测定(M T T法):  收集对数期生长的

MGC-803细胞, 调整细胞悬液浓度, 分于96孔板, 
每孔100 μL, 5000-6000个/孔. 置37℃、50 mL/L 
CO2温箱培养使细胞贴壁, 培养24 h. 加入两种不

同浓度药物样品各200 μL(50和100 μmol/L, 溶
剂为含175 mL/L乙醇的RPMI 1640), 分别继续

培养至12、24、48、72 h. 小心吸去上清, 加入

80 μL新鲜RPMI 1640培养液, 于结束前4 h加入

20 μL MTT溶液(5 g/L). 然后吸掉上清, 每孔加

入150 μL二甲基亚砜, 置摇床上低速振荡10 min, 
使结晶物充分溶解. 在酶联免疫检测仪490 nm
处测量各孔的吸光值. 同时设置空白孔(含175 
mL/L乙醇的RPMI 1640、MTT、二甲基亚砜), 
对照孔(细胞、含175 mL/L乙醇的RPMI 1640、
MTT、二甲基亚砜), 每组设定3复孔. 计算抑制

率 = [(对照-空白)-(给药-空白)]/(对照-空白)×
100%. (2)流式细胞仪分析: 取50 μmol/L celecoxib
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与胃癌细胞作用24 h后的细胞(1×109 cells/L), 用
PBS洗涤2次, 离心后以4℃的700 mL/L乙醇固定

过夜. 测定前离心洗去乙醇, 加碘化丙啶染液(含
50 mg/L PI, 10 mg/L RNase A)避光染色30 min. 
以流式细胞仪进样测定. 
1.2.3 Bax、Bcl-2免疫组织化学染色: 取50 μmol/L 
celecoxib作用48 h后的对数生长期细胞进行免

疫组织化学染色, 同时用PBS代替一抗作为阴

性对照, 用已知的阳性反应组织作阳性对照. 结
果判定标准: 凡细胞质中出现明显的棕黄色颗

粒为Bcl-2、Bax蛋白阳性细胞. 每片观察5个
高倍视野, 不少于500个细胞, 肿瘤细胞染色阳

性率在0%记0分, 1%-5%记l分, 5%-30%记2分, 
30%-60%记分, >60%记为4分. 
1.2.4 NF-κB蛋白在胃癌细胞株中表达的检测: 
取celecoxib(50及100 μmol/L)作用24及48 h的对

数生长期的细胞用PBS洗涤2次, 加入裂解缓冲

液(50 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 0.2 g/
L aprotinin, 1.0 g/L NP40, 5.0 g/L脱氧胆酸纳)混
匀, 冰浴30 min. 收集细胞裂解液4℃, 离心5 min, 
吸取上清, BCA法蛋白定量后, 调整蛋白量为35 
μg进行SDS-PAGE电泳. 并将蛋白转移到PVDF
膜上. 用PBST洗膜3次, 每次5 min. 室温下用含

50 g/L脱脂奶粉(PBST溶解)封闭PVDF膜1 h或过

夜. 随后加入适当稀释的一抗(抗NF-κB抗体, 碧
云天生物技术研究所; β-actin抗体, New Marker
公司)室温温育1 h. 用PBST洗脱3次后加入相应

的适当稀释的二抗(抗兔二抗, 碧云天生物技术

研究所), 温育1 h. PBST洗脱3次后曝光、显影,
凝胶成像系统扫描分析结果. 
1.2.5 VEGF蛋白表达的检测: 按Elisa试剂盒建

立VEGF蛋白标准曲线, 取对数生长期的细胞, 
按1×109 cells/L的浓度, 每孔500 μL培养基分别

加入到48孔板中, 24 h细胞贴壁后分别加药(50 
μmol/L celecoxib): 细胞对照组、celecoxib(50 
μmol/L)处理组, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 h后
收集上层培养基, 每个时间设3个, 离心后上清

转入tube管中备用, 将备好的培养基加入已平衡

至室温板条的相应孔中(每孔100 μL). 37℃孵箱

孵育120 min, 取出板充分洗涤5次, 向滤纸上印

干后每孔加入一抗工作液50 μL, 充分混匀, 37℃
孵箱孵育60 min, 洗板5次, 干后每孔加入酶标抗

体工作液100 μL, 37℃孵箱孵育60 min, 洗板5次, 
加入底物工作液每孔100 μL, 37℃孵箱暗处反

应10 min, 每孔加入终止液1滴, 混匀后即刻测量

A 492 nm值, 减去空白孔A值, 得各标本的A值.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用组间t检验进行统计学处理, 及应用SPSS13统计

软件进行方差分析及直线回归与相关性的分析.

2  结果

2.1 胃癌细胞MGC-803中COX-2的表达 免疫印

迹实验(Western blot)结果显示, 在MGC-803胃癌

细胞中未检到COX-2表达. 
2.2 celecoxib对胃癌细胞株MGC-803生长的影
响 采用MTT法检测发现不同浓度celecoxib处
理MGC-803细胞不同时间后, MGC-803细胞的

存活率随ce lecoxib剂量增加和时间延长而降

低(图1). 在药物与细胞孵育12 h时, 已有大量细

胞发生凋亡现象. 对照组的不同时间的A值之间
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图  1  不同实验组细胞生长抑制率与作用时间的关系.

表  1  celecoxib作用MGC-803细胞的A 值 (mean±SD)

     
分组                          	          12 h		          24 h		         48 h		          72 h

对照组		  1.033±0.079	 1.032±0.079	 1.086±0.159	 1.086±0.159

空白组		  0.220±0.003	 0.202±0.008	 0.165±0.008	 0.161±0.004

celecoxib(μmol/L)

25 		  0.707±0.009	 0.631±0.007	 0.526±0.006	 0.419±0.013

50 		  0.689±0.011	 0.577±0.009	 0.449±0.001	 0.327±0.003

75 		  0.669±0.003	 0.546±0.007	 0.393±0.002	 0.257±0.009

100		  0.639±0.009	 0.503±0.009	 0.342±0.007	 0.206±0.006
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无差异(P >0.05), 说明细胞正常生长无影响. 不
同剂量组之间的A值有差异(P <0.05), 不同时间

A值之间也有差异(P <0.05, 表1). 抑制率和cele-
coxib的作用时间及剂量有直线相关关系, 呈正

相关关系(r  = 0.985, P <0.05, 表2).
2.3 流式细胞检测结果  c e l e c o x i b能够诱导

MGC-803细胞发生凋亡, DNA图谱上表现为

G0/G1期前出现一个代表凋亡细胞的亚G1峰. 同
正常细胞对比可见G0/G1期细胞比例逐渐增加, S
期和G2/M期细胞比例降低(图2).

2.4 Bax、Bcl-2免疫组织化学染色 Bcl-2阳性染

色主要弥漫性分布于胃癌组织细胞质中, 癌旁

组织中也可见少量的表达. Bcl-2蛋白免疫组织

化学染色评分为: 48 h对照组0分, 50 µmol/L ce-
lecoxib作用48 h组0分, 与对照组比较无统计学

意义, Bax阳性反应物位于胞质和胞膜, 呈棕黄

色颗粒, Bax蛋白免疫组织化学染色评分为: 48 h
对照组0分, 50 µmol/L celecoxib作用48 h组0分, 
与对照组比较无统计学意义(图3). 
2.5 NF-κB蛋白表达 celecoxib对MGC-803细胞
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表  2   celecoxib作用后MGC-803细胞的抑制率 (%, mean±SD)

     
                          	          12 h		          24 h		         48 h		          72 h

25 μmol/L		 40.25±1.04	  48.40±1.09	 60.87±1.07	   72.12±1.12

50 μmol/L		 42.42±1.12	  54.90±1.10	 69.20±1.11	   82.10±1.62

75 μmol/L		 44.84±1.08	  58.69±1.03	 75.26±1.06	   89.74±2.08

100 μmol/L	 47.79±1.18	  63.80±1.11	 80.80±1.15	   95.20±2.41

图  2  流式细胞结果. 
A: 对照组; B: 50 μmol/L 
celecoxib作用24 h组.
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分泌NF-κB蛋白有抑制作用, 并且和celecoxib呈
浓度和时间相关性(r  = 1, 图4). 
2.6 VEGF蛋白表达 celecoxib对MGC-803细胞分

泌VEGF蛋白有抑制作用, 并且和celecoxib呈时

间相关性(r  = 0.928, P <0.01, 图5).

3  讨论

NSAIDS对消化系肿瘤具有防治作用已有大量

的事实, 但其抗癌作用的机制仍不明确, 有研究

认为可能与抑制C O X这一前列腺素类物质合

成的酶, 使前列腺素类物质生成减少有关, 即
COX依赖性途径[1-2]. 近来人们发现, NSAIDs也
可以在完全缺乏C O X活性的细胞发挥抗增殖

作用, 故推测可能通过其他途径也可诱导细胞

凋亡. 本实验应用MTT方法检测了celecoxib对
胃癌MGC-803细胞的生长抑制作用. 结果表明, 
随着药物浓度的增加和时间的延长, 细胞存活

率逐渐降低, DNA图谱上表现为在G0/G1期前出

现一个代表凋亡细胞的亚G1峰. 同正常细胞对

比可见G0/G1期细胞比例逐渐增加, S期和G2/M
期细胞比例降低. 但是, COX-2蛋白的含量在

MGC-803细胞未检测到. Yu et al [3]的研究报道

与我们的研究一致, 进一步说明celecoxib抑制

细胞生长存在其他途径. 可能是通过COX-2非
依赖性途径起作用. 有人报道COX-2非依赖性

机制可能与如下途径有关: (1)抑制PPARδ, 诱导

肿瘤细胞的凋亡[4], 或激活PPARγ抑制肿瘤细胞

的生长[5]; (2)抑制IKKβ-NF-κB信号通路[6-7]; (3)
抑制Akt信号通路[8]. 

本研究中我们通过免疫组织化学方法定性

检测Bax及Bcl-2均未见表达, Bcl-2家族的表达和

调控是影响细胞凋亡的关键因素. Bcl-2和Bax分
别是Bcl-2家族中最有代表性的抑亡和促进凋亡

基因, 并且Bax是Bcl-2活性的主要调节子[9]. 近年

来研究表明Bcl-2和Bax调节细胞凋亡, 取决于自

身表达的高低, 还与Bax/Bcl-2的比率有关[10-11]. 
Bcl-2水平高于Bax时, Bcl-2和Bcl-2形成同源二

聚体, 细胞凋亡受抑制; Bax表达高于Bcl-2时, 则
形成Bax和Bax同源二聚体, 细胞凋亡增强; 而
Bcl-2和Bax水平相当时, 形成Bcl-2Bax二聚体, 

细胞凋亡终止. 我们的研究表明, celecoxib诱导

不表达COX-2的胃癌MGC-803细胞凋亡发生可

能与Bcl-2及Bax无关. 唐保东 et al [12]的研究与我

们的研究结果一致. 
本组实验中, 我们研究发现celecoxib对细

胞分泌血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)及NF-κB蛋白均有抑制

作用, 并且和ce lecoxib呈浓度和时间依赖性. 
V E G F家族有较强的促进新生血管和淋巴管

形成作用, 参与病理性、生理性淋巴管和血管

新生. 许多因素可调节V E G F的表达, 缺氧及

HIF、细胞因子(包括PDGF、bFGF、胰岛素

样生长因子、角化细胞生长因子、表皮生长

因子、 TNF-α、TGF、IL-1、IL-6)、细胞内

介质(包括AP-1转录因子、Ras蛋白和酪氨酸

蛋白激酶、VHL、COX-2等)、类固醇激素等

均对VEGF的调控产生影响[13-15]. 在某些消化

道肿瘤中COX-2表达与VEGF呈正相关, 提示

COX-2可能通过诱导VEGF表达上调促进肿瘤

生长, UefujiK et al [16]认为COX-2可能产生前列

腺素E2, 通过EP受体/cAMP途径来调节肿瘤中

VEGF基因转录表达[17]. 本实验中检测celecoxib
可抑制MGC-803细胞分泌VEGF, 机制可能通过

COX-2非依赖性途径起作用, 具体机制需要进一

步深入研究. 
NF-κB是一种重要的转录因子蛋白, 研究

表明N F-κ B除了具有调节炎症、免疫反应相

关基因转录作用外, 还可以调节细胞增殖, NF-
κ B几乎存在于所有细胞,与p50/p65结合形成

二聚体 [18-19].  静息状态时, p65与κ B抑制蛋白

(inhibitory kappaB, IκB)结合, 以非活性状态存

在于细胞质中,不具有调节基因转录的能力. 当
细胞受到内毒素、病毒蛋白、致癌物等细胞外

信号刺激时,蛋白激酶被激活, IκB磷酸化并降

解, 从而释放NF-κB二聚体, 使其得以转位进入

细胞核中, 与靶基因启动子区域中特定的DNA

A               B             C              D             E

图  4  NF-κB蛋白表达. A: 对照组; B: 50 μmol/L(24 h); C: 50 
μmol/L(48 h); D: 100 μmol/L(24 h); E: 100 μmol/L(48 h).
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图  5  VEGF蛋白浓度标准曲线.
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序列结合, 诱导抗凋亡基因和促生长基因等靶

基因的转录[20-21]. 我们的研究发现MGC-803细胞

株表达NF-κB活性. 用不同药物浓度的celecoxib
处理MGC-803细胞后, Western blot检测结果显

示NF-κB蛋白表达较处理前明显降低, 并且和

celecoxib呈浓度和时间依赖性. 表明celecoxib
可抑制MGC-803细胞NF-κB蛋白的表达, 提示

celecoxib可通过抑制NF-κB蛋白的表达, 进而

抑制IKKβ-NF-κB信号通路而发挥抗肿瘤作用. 
Dai et al [21]研究指出胃癌组织中NF-κB蛋白表达

与VEGF蛋白表达之间存在正相关关系, 提示在

胃癌组织中NF-κB的活化对VEGF的表达具有

正向的调节作用. Choi et al [22]实验发现, 用NF-
κB反义核苷酸抑制TNF-α诱导的血管生成的

同时, 能下调TNF-α介导的bFGF和VEGF的表

达, 从而提示NF-κB对VEGF的活性确有潜在的

正向调节作用. 这或许是肿瘤细胞中VEGF分
泌异常增加的启动机制之一, 也为NF-κB对胃

癌发生发展的多向调节作用提供了有力佐证. 
Starenki et al [23]研究认为NF-κB可通过诱导和上

调Bcl-2家族蛋白发挥抑制凋亡作用. Bcl-2启动

子上存在NF-κB的特异性结合位点, NF-κB可通

过转录途径直接上调Bcl-2表达, 同时还可通过

TNF-α、p21WAF1[24]等其他途径促进Bcl-2表达. 
在肿瘤细胞中由于NF-κB的活化可以激活含有

κB的Bcl-2及Bcl-XL编码基因的转录表达, 而对

无κB位点的Bax和Bad基因则无此作用, 这就可

能使得两类不同功能的蛋白表达量失衡, 从而

增强肿瘤细胞的抗凋亡性. 抑制NF-κB活性可抑

制Bcl-2的表达, 进而诱导肿瘤细胞凋亡[25]. 
我们的研究结果提示c e l e c o x i b可抑制

MGC-803细胞的生长, 并可抑制NF-κB及VEGF
蛋白的表达, 此可能为celecoxib抑制肿瘤细胞增

殖, 促进细胞凋亡, 抑制肿瘤新生血管形成以及

预防肿瘤发生等抗肿瘤作用的一种机制.
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Abstract
AIM: To investigate whether Helicobacter pylori 

(H pylori) infection can induce oxidative DNA 
damage in human gastric epithelial cell line 
GES-1 and human gastric cancer cell l ine 
SGC-7901.

METHODS: H pylori was co-cultured with GES-1 
and SGC-7901 cells, respectively. The morpho-
logical changes of GES-1 and SGC-7901 cells 
between before and after co-culture were ob-
served. The 8-OHdG expression in the two types 
of cells was detected by laser scanning confocal 
microscopy. 

RESULTS: H pylori infection induced oxida-
tive DNA damage in both GES-1 and SGC-7901 
cells. The expression levels of 8-OHdG in GES-1 
and SGC-7901 cells co-cultured with H pylori 
were significantly higher than those in control 
cells (64.9396 ± 17.8142 vs 32.3010 ± 7.3620 and 
102.8344 ± 30.2632 vs 77.1336 ± 32.3223, respec-
tively; both P = 0.000). The extent of 8-OHdG 
upregulation in GES-1 cells co-cultured with 
H pylori was significantly higher than that in 
SGC-7901 cells co-cultured with H pylori. 

CONCLUSION: H pylori infection induces oxida-
tive DNA damage in both GES-1 and SGC-7901 
cells. This result supports the hypothesis that  
H pylori induced-oxidative DNA damage plays 
a pivotal role in the development of gastric car-
cinoma in patients with chronic gastritis. GES-1 
cell line is superior to SGC-7901 cell line in the 
study of oxidative damage induced by H pylori. 

Key Words: Helicobacter pylori ; GES-1; SGC-7901; 
Oxidative DNA damage; 8-OHdG; Co-culture

Wang YL, Gong YH, Xu Y, Chen TJ, Liu YE, Yuan Y. 
Helicobacter pylori infection induces oxidative DNA 
damage in human gastric epithelial cell line GES-1 and 
human gastric cancer cell line SGC-7901. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2009; 17(35): 3590-3594

摘要
目的: 探讨H pylori对人正常胃黏膜上皮细胞
永生细胞株GES-1和人淋巴结转移胃腺癌细

®

■背景资料
幽门螺杆菌是引
起慢性胃炎及消
化性溃疡的重要
致病因子, 且与胃
癌的发生密切相
关. 关于H pylori
引起胃黏膜病变
的确切机制, 目前
尚未完全明了. 研
究表明 ,  氧化性
DNA损伤的产生
和累积与各种胃
黏膜病变的发生
发展密切相关.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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胞株SGC-7901的氧化性DNA损伤作用.

方法:  采用细菌-细胞共培养的方法 ,  比较 
H pylori作用前后GES-1和SGC-7901细胞株的
形态学变化; 采用激光扫描共聚焦显微镜方
法, 比较H pylori作用前后GES-1和SGC-7901
细胞株8-羟基脱氧鸟苷(8-OhdG)的表达. 

结果: H pylori对GES-1和SGC-7901细胞株
均具有损伤作用; 8-OHdG表达升高, 加菌组
与对照组相比差别具有统计学意义(64.9396
±17.8142 vs  32.3010±7.3620; 102.8344±
30.2632 vs  77.1336±32.3223, 均P  = 0.000); 而
且8-OHdG表达的变化程度GES-1细胞显著高
于SGC-7901细胞.

结论: H pylori能够诱导GES-1和SGC-7901细
胞DNA氧化性损伤显著增加; 在H pylori氧化
损伤的相关研究中, 更适宜选择对损伤作用敏
感的GES-1细胞株作为研究对象.

关键词: 幽门螺杆菌; GES-1; SGC-7901; 氧化性

DNA损伤; 8-OHdG; 共培养
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )是引起慢性胃炎的病因, 
是消化性溃疡的重要致病因子, 且与胃癌的发

生密切相关[1]. 关于H pylori引起胃黏膜病变的

确切机制, 目前尚未完全明了. 研究表明, 氧化

性DNA损伤的产生和累积与各种胃黏膜病变的

发生发展密切相关. 8-羟基脱氧鸟苷(8-OhdG)是
检测DNA氧化性损伤的敏感标志物[2], 8-OHdG
含量与细胞内DNA氧化损伤程度呈正相关. 目
前相关研究多局限于采用免疫组织化学法针对

各类H pylori相关胃黏膜病变的病理资料进行

研究, 难以直接反映H pylori对胃黏膜上皮细胞

DNA的氧化性损伤作用. 胃上皮细胞株GES-1为
一基本正常的胃黏膜细胞株, 基本保留了正常

的细胞骨架结构, 是了解正常胃黏膜细胞离体

特征以及胃癌致病机制的良好细胞株[3]. 胃癌细

胞株SGC-7901为淋巴结转移胃腺癌细胞株[4], 是
目前较为常用的胃癌研究细胞模型. 本研究利

用H pylori悬液直接作用于体外培养的人胃上皮

细胞株GES-1和人胃腺癌细胞株SGC-7901, 观

察比较H pylori对正常胃黏膜细胞和胃癌细胞

的损伤作用; 应用激光共聚集扫描显微镜检测

共培养后GES-1和SGC-7901细胞株DNA氧化性

损伤情况, 旨在探讨H pylori诱导的胃黏膜细胞

DNA氧化性损伤在H pylori相关疾病中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃上皮细胞株GES-1来自北京市肿

瘤防治研究所细胞遗传室 .  人胃腺癌细胞株

SGC-7901和H pylori菌株来自中国医科大学附属

第一医院普通外科研究所暨肿瘤研究所第三研

究室, 辽宁省高校肿瘤病因与预防重点实验室.
1.2 方法 
1.2.1 H pylori活菌悬液的制备: 在无菌条件下, 
以划线培养方式将H pylori接种于含5%羊血的

脑心浸液琼脂培养基(BD), 置于37℃微需氧环

境中(50 mL/L O2、100 mL/L CO2、850 mL/L 
N2)培养, 3-5 d后收集针尖样透明菌落, 用含

10% FBS的RPMI 1640培养液(无抗生素)作稀

释液, 将两种细菌的浓度均调节至8×108 CFU/
L. PCR反应证实H py lo r i菌株毒力基因型为

cagA(+)vacAs1(+)m1b(+).
1.2.2 H p y l o r i与G E S-1和S G C-7901细胞共
培养 :  (1)G E S-1和S G C-7901细胞均采用含

10% F B S的R P M I 1640培养液 ,  于37℃、

50 m L/L C O 2的培养箱中培养 ,  每周换液3
次 ,  选取对数生长期的细胞进行实验 .  (2 )2
种细胞均以5×1 0 4每孔接种在含洁净小盖

玻片的24孔培养板中 ,  过夜 .  (3)将稀释好的 
H  p y l o r i 活菌悬液加入过夜后的G E S-1和
SGC-7901中, 对照组加稀释用培养液. 每种细胞

重复3孔. (4)24 h后, 终止共培养. 应用倒置相差

显微镜进行数码图像采集, 观察细胞形态学变化. 
(5)取出小盖玻片, 冷丙酮固定, -20℃保存备用.
1.2.3 8-OHdG荧光染色及激光扫描共聚集显微
镜观察: (1)取上述保存玻片, 经PBS洗涤后用

0.1% Triton-100 PBS液室温孵育30 min. (2)10 
g/L BSA封闭10 min后, 将鼠抗人8-OHdG一抗

(日本老化研究所)加到玻片上, 4℃孵育过夜, 以
PBS替代一抗作为阴性对照. (3)经PBS洗涤后加

入FITC标记羊抗鼠IgG二抗(北京中杉), 37℃水

浴孵育60 min. (4)PBS洗涤, 用无荧光缓冲液甘

油封固后, 直接在激光扫描共聚集显微镜(德国

Leica公司TCS SP2型LSCM)下观察并拍照. (5)
以绿色荧光通道扫描观察, 每张玻片选择细胞

较为密集的区域, 每高倍视野随机选取20个细

■相关报道
目前相关研究多
局限于采用免疫
组织化学法针对
各类H py lo r i相
关胃黏膜病变的
病理资料进行研
究, 难以直接反映 
H pylori对胃黏膜
上皮细胞DNA的
氧化性损伤作用.

■研发前沿
8-羟基脱氧鸟苷
是检测DNA氧化
性损伤的敏感标
志物 ,  本研究利
用H py lo r i悬液
直接作用于体外
培养的人胃上皮
细胞株GES-1和
人胃腺癌细胞株
SGC-7901, 观察
比较H pylori对正
常胃黏膜细胞和
胃癌细胞的损伤, 
旨在探讨H pylori
诱导的胃黏膜细
胞DNA氧化性损
伤在H pylori相关
疾病中的作用.
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胞, 利用Leica confocal software软件分析荧光

强度. 实验重复进行3次, 以平均荧光强度作为

8-OHdG的相对表达量.
统计学处理 采用统计软件SPSS11.5分析, 

组间比较采用t检验, 以α = 0.05作为检验水准.

2  结果

2.1 GES-1和SGC-7901细胞与H pylori共培养前
后的形态学观察 正常情况下, 倒置相差显微镜

下观察GES-1细胞(图1A)为扁平多角形, 或近

于梭形, 有伪足, 呈小岛状生长, 逐渐扩大成片. 
SGC-7901细胞(图1C)呈多角形或不规则形; 均
贴壁生长, 偶见漂浮细胞; 细胞之间连接紧密. 
以不加菌的GES-1和SGC-7901细胞为对照, 加
入H pylori后, GES-1和SGC-7901细胞均变圆; 贴
壁细胞减少, 悬浮细胞增多, 并且细胞周围出现

碎片; 细胞之间连接减少甚至消失; 细胞核和细

胞质分界模糊, 呈现核质融合状态(图1B, 1D). 

2.2 与H pylori共培养前后GES-1和SGC-7901
细胞8-OHdG原位表达 采用激光扫描共聚集显

微镜观察发现, 对照组GES-1呈菱形或多边形

等不规则形状, 8-OhdG很少表达, 荧光较弱(图
2A); SGC-7901细胞8-OHdG荧光较强(图2C). 与
H pylori共培养24 h后, GES-1变圆, 几乎所有细

胞胞质内都有8-OHdG表达, 荧光增强(图2B); 
SGC-7901细胞亦变圆, 荧光显著增强(图2D). 荧
光表达强度见表1.
2.3 与H pylori共培养前后GES-1和SGC-7901细
胞8-OHdG表达的定量比较 以平均荧光强度作

为与H pylori共培养前后GES-1和SGC-7901细胞

8-OHdG的相对表达量, 应用SPSS11.5进行统计

学分析发现, GES-1或SGC-7901细胞8-OHdG表

达量, 加菌组与对照组相比均具有统计学意义

(64.9396±17.8142 vs  32.3010±7.3620, P  = 0.000
和102.8344±30.2632 vs  77.1336±32.3223, P  = 
0.000, 图3), 而且8-OHdG表达的变化程度GES-1
细胞显著高于SGC-7901细胞.

3  讨论

氧化性DNA损伤普遍存在于有氧代谢细胞中. 
正常情况下, 细胞中氧化性DNA损伤的产生和

修复处于一种动态平衡. 在有氧代谢过程中, 氧
分子接受电子传递链传递的电子, 产生超氧阴

离子(O2-), O2-通过链式反应产生活性氧(reactive 

图  1  与H pylori 共培养后GES-1和SGC-7901细胞的形态学观察(×400). A: 未经H pylori作用的生长良好的GES-1细胞; B: 与
H pylori共培养24 h后的GES-1细胞变圆, 破碎; C: 未经H pylori作用的生长良好的SGC-7901细胞; D: 与H pylori共培养24 h
后SGC-7901细胞变圆, 破碎, 部分细胞形态仍然完整.

A B

C D

表  1  与H pylori 共培养前后GES-1和SGC-7901的8-OHdG
荧光强度变化率比较

     
细胞株

	                     测定值	             
 差值      变化率(%)

	          对照组        加菌组	

GES-1	          32.30          64.94      32.64      50.26

SGC-7901        77.13        102.83      25.70      25.00

■应用要点
本研究为进一步
探讨H pylori诱导
的DNA氧化性损
伤在H pylori相关
疾病发病机制中
的作用提供了实
验依据.

■创新盘点
本研究体外观察
了两种来源及属
性不同的细胞株
在H py lo r i悬液
作用下 8 - O h d G
表达的差异 .  结
果发现, H pylori
能够诱导GES-1
和S G C - 7 9 0 1细
胞DNA氧化性损
伤显著增加 .  在 
H  py lo r i氧化损
伤 的 相 关 研 究
中, 更适宜选择对
损伤作用敏感的
GES-1细胞株作
为研究对象.
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oxygen spieces, ROS). 通常细胞能够通过激活自

身的DNA损伤修复机制[5-7]及时地清除细胞中氧

化性DNA损伤. 但当氧化性DNA损伤显著增加

超过了细胞的修复能力或者细胞的DNA修复机

制异常时, 这种损伤将会在细胞中累积[8], 导致抑

癌基因p53基因和ras原癌基因等基因发生难以修

复的DNA G→T或A→C碱基的错误配对及编码, 
导致基因突变. 已有研究发现, 氧化性DNA损伤

的产生和累积与各种胃黏膜病变的发生发展密

切相关. H pylori感染可通过诱导炎症细胞(如多

形核中性粒细胞等)在胃黏膜局部的聚集, 导致

胃黏膜内ROS的显著增加[9]. ROS可自由透过细

胞膜, 损伤DNA[10]. 其中8-OhdG是ROS导致的最

主要的DNA损伤标志物, 可作为反映DNA碱基

序列受损程度的敏感指标.

本研究利用H pylori悬液与人正常胃黏膜上

皮细胞永生细胞株GES-1和人淋巴结转移胃腺

癌细胞株SGC-7901共培养, 观察两种细胞株在 
H pylor i悬液作用下形态学变化及8-OhdG表

达情况, 旨在了解H pylor i致胃上皮细胞和胃

腺癌细胞D N A氧化性损伤作用 .  结果发现与

H pylori悬液共培养24 h后, GES-1和SGC-7901
细胞由多角形或不规则形变为圆形 ;  贴壁细

胞减少, 悬浮细胞增多; 细胞之间连接减少甚

至消失. 8-O H d G免疫荧光染色, 激光扫描共

聚集显微镜观察发现 :  未加菌组G E S-1细胞

8-OhdG很少表达, 荧光较弱; SGC-7901细胞

8-OHdG荧光较强. 与H pylor i共培养24 h后, 
GES-1细胞和SGC-7901细胞8-OHdG表达荧

光均增强. GES-1或SGC-7901细胞8-OHdG表

达量 ,  加菌组与各自不加菌的对照组相比均

具有统计学意义(P <0.01). 结果提示H pylori能
够诱导GES-1和SGC-7901细胞DNA氧化性损

伤显著增加. H pylori感染导致的氧化性DNA
损伤可以出现在慢性浅表性胃炎→慢性萎缩

性胃炎→肠上皮化生→异型增生→胃癌这一

癌变模式的各个阶段[11-13]. DNA氧化性损伤的

产生和累积在各种H pylori相关疾病乃至胃癌

的发病机制中具有重要意义. Xu et a l [14]报道,  
H pylori感染后, 氧自由基释放导致的氧化损伤

图  2  与H pylori 共培养前后GES-1和SGC-7901细胞8-OHdG的表达(×400). A: 未经H pylori作用的生长良好的GES-1细胞呈
菱形或多边形等不规则形状, 8-OhdG很少表达, 荧光较弱; B: 与H pylori共培养24 h后的GES-1细胞变圆, 几乎所有细胞胞
质内都有8-OHdG表达; C: 未经H pylori作用的生长良好的SGC-7901细胞荧光较强; D:与H pylori共培养24 h后SGC-7901
细胞荧光显著增强.

A B

C D
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图  3  H pylori 对GES-1或SGC-7901细胞作用前后8-OHdG
表达的定量比较. aP  = 0.000, t = 7.63 vs  GES-1对照组; bP = 
0.000, t = 4.104 vs  SGC-7901对照组.

■名词解释
8-羟基脱氧鸟苷
(8-OhdG):  在有
氧代谢过程中 , 
氧分子接受电子
传递链传递的电
子, 产生超氧阴离
子(O2-) ,  O2-通过
链式反应产生活
性氧(ROS). ROS
可 自 由 透 过 细
胞膜损伤D N A , 
8 - O H d G是R O S
导致的最主要的
DNA损伤 ,  因此
可作为反映DNA
碱基序列受损程
度的敏感指标.
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可以诱导巨噬细胞凋亡, 进而引起宿主免疫耐

受. 此外, 由于氧化损伤诱导的细胞凋亡还可

以导致胃黏膜损伤, 以及代偿性高增殖, 提示 
H pylori感染介导的氧化性DNA损伤可能是胃

黏膜从慢性炎症到癌变的驱动力.
GES-1和SGC-7901是目前较为常用的研究

H pylori致病机制的细胞模型. 本研究观察了上

述来源及属性不同的两种细胞株在H pylori悬液

作用下8-OhdG表达的差异. 结果发现, 无论是否

与H pylori共培养, SGC-7901细胞株8-OhdG表达

量均显著高于GES-1细胞株. 这与人体组织学研

究结果相一致. 有研究表明[15], 胃癌患者癌组织

及癌旁组织中的8-OHdG均显著高于正常胃黏

膜组织(P <0.001). 值得注意的是, 与H pylori共培

养后, GES-1细胞株8-OhdG表达量的增加程度

显著高于SGC-7901细胞株. 提示H pylori对人正

常胃黏膜上皮细胞株的损伤强于对胃癌细胞株

的损伤. GES-1为人正常胃黏膜上皮细胞永生细

胞株[3], SGC-7901为从1例胃癌患者外科手术切

除标本中获得的转移淋巴结, 在离体条件下应

用静置培养自行建立的胃腺癌细胞株[4]. 因此, 
与GES-1细胞相比, 来自于胃癌的SGC-7901细
胞已经发生了某些DNA损伤性改变, 因此其未

加菌处理组中即有高水平8-OhdG表达, 加菌后

8-OhdG表达量的增加程度不明显. 而GES-1细
胞因其来源于正常胃黏膜细胞, 因此DNA损伤

性改变较轻, 加菌后8-OhdG表达量的增加程度

明显提高. 结果提示, 在H pylori氧化损伤的相关

研究中, 更适宜选择对损伤作用敏感的GES-1细
胞株作为研究对象.

总之, 本研究结果显示H pylori能够直接诱

导正常胃黏膜上皮细胞株GES-1和人胃腺癌细

胞株SGC-7901的DNA氧化性损伤显著增加, 这
为进一步探讨H pylori诱导的DNA氧化性损伤

在H pylori相关疾病发病机制中的作用提供了实

验依据.

致谢 感谢北京市肿瘤防治研究所细胞遗传室柯
杨教授赠送GES-1细胞株.
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Abstract
AIM: To investigate the role of nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 
oxidase in oxidative stress that is involved in 
cavernous transformation of the portal vein 
(CTPV) in rats.

METHODS: CTPV was induced in rats by partial 
portal vein ligation. Antioxidant capacity was 
evaluated by assaying the activities of superox-
ide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase 
(GSH-Px) in the portal vein blood. The content 
of malonaldehyde (MDA), a marker of lipid 
peroxidation, was assayed to assess oxidative 

stress level in the portal vein blood. The changes 
in endothelial function were evaluated by as-
saying nitric oxide (NO) and endothelial NO 
synthase in the portal vein. The mRNA expres-
sion of NADPH oxidase subunits gp91phox and 
p22phox was measured by real-time quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). 

RESULTS: Compared with sham-operated rats, 
the activities of SOD and GSH-Px significantly 
decreased (93.79 ± 8.87 μU/L vs 103.05 ± 8.07 
μU/L and 157.44 ± 26.46 vs 709.09 ± 83.21, re-
spectively; both P < 0.05), the content of MDA 
increased (5.33 ± 0.35 μmol/L vs 3.59 ± 0.44 
μmol/L, P < 0.01), the expression of NADPH 
oxidase subunits gp91phox and p22phox was 
significantly upregulated (16.77 ± 3.27 vs 1.31 ± 
0.95 and 11.64 ± 7.34 vs 1.93 ± 0.86, respectively; 
both P < 0.01), and the endothelial NO content 
and endothelial NO synthase activity in the por-
tal vein were significantly reduced in CTPV rats 
(2.33 ± 0.82 μmol/L vs 85.00 ± 3.16 μmol/L and 
0.24 ± 0.11 U/mg prot vs 1.76 ± 0.78 U/mg prot, 
respectively; both P < 0.01). 

CONCLUSION: The upregulation of NADPH 
oxidase subunits gp91phox and p22phox genes 
is correlated with the oxidative stress status in 
CTPV rats. NADPH oxidase-dependent oxida-
tive stress may contribute to endothelial dys-
function in CTPV rats. 

Key Words: Nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate oxidase; Cavernous transformation of 
the portal vein; Oxidative stress; Nitric oxide

Wang JY, Liu L, Yao J, Wang B, Chen F, Mao JX, Miao 
XP, Lin FF. Role of NADPH oxidase in oxidative stress 
involved in cavernous transformation of the portal vein in 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(35): 3595-3600

摘要
目的: 考察NADPH氧化酶对门静脉海绵样变
(cavernous transformation of portal vein, CTPV)
大鼠体内氧化应激的影响. 

方法: 将大鼠按随机抓取的方式分为假手术
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■背景资料
近年研究表明, 氧
化应激(OS)在血
管病变中起着关
键作用. NADPH
氧化酶 ( N o x )是
心血管组织中活
性氧簇的主要来
源之一 .  然而对
于门静脉海绵样
变性大鼠体内的
氧化应激状态、
NADPH氧化酶的
作用以及氧化应
激对门静脉内皮
功能的影响, 未见
相关报道.
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组、CTPV(门静脉海绵样变性)模型组. 采用
门脉部分结扎法复制CTPV大鼠动物模型; 测
定门静脉内血清超氧化物歧化酶(SOD)、谷
胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活力及丙二醛
(MDA)、门静脉组织一氧化氮(NO)、内皮型
一氧化氮合酶(eNOS)的含量; 采用实时荧光
定量RT-PCR法测定门静脉组织NADPH氧化
酶p22phox以及gp91phox亚基的mRNA表达. 

结果:  与S h a m组大鼠相比 ,  C T P V组大鼠
SOD、GSH-Px活性(酶活力单位)降低(93.79
±8.87 μU/L vs  103.05±8.07 μU/L, 157.44±
26.46 vs  709.09+83.21, 均P <0.05), 而MDA
含量增加(5.33±0.35 μmol/L vs  3.59±0.44 
μmol/L, P <0.01); 实时荧光定量RT-PCR显
示门静脉NADPH氧化酶亚基gp91phox以及
p22phox的mRNA表达增强(16.77±3.27 vs  
1.31±0.95, 11.64±7.34 vs  1.93±0.86, 均
P <0.01); 门静脉组织N O含量及eN O S活性
均降低(2.33±0.82 μmol/L vs  85.00±3.16 
μmol/L, 0.24±0.11 U/mg prot vs  1.76±0.78 
U/mg prot, 均P <0.01).

结论:  C T P V大鼠体内氧化应激状态与
NADPH氧化酶亚基gp91phox以及p22phox 
mRNA过表达有关; NADPH氧化酶依赖的氧
化应激可能与CTPV大鼠门静脉内皮功能障
碍的发生发展密切相关.

关键词: NADPH氧化酶; 门静脉海绵样变性; 氧化

应激; 一氧化氮
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0  引言

门静脉海绵样变性(cavernous transformation of 
portal vein, CTPV)是指门静脉主干和(或)其分

支完全或部分阻塞后, 肝门区和十二指肠韧带

及其周围形成许多向肝性扩张迂曲的静脉血管

瘤样侧支循环或阻塞后再通, 是机体为保证肝

血流量和肝功正常的一种代偿性病变, 是一种

肝外性门静脉高压症[1]. 近年研究表明: 氧化应

激(oxidative stress, OS)在血管病变中起着关键

作用. 氧化应激是指机体活性氧产生过多或/和
机体抗氧化能力降低, 活性氧的清除不足, 导致

活性氧在体内增多并引起细胞氧化损伤的病理

过程[2]. 在血管平滑肌细胞、内皮细胞及外膜
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成纤维细胞中的NADPH氧化酶产生的ROS在
高血压、动脉粥样硬化的发生及发展发病机制

中起着关键作用. NADPH氧化酶(nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase, Nox)是心

血管组织中活性氧簇的主要来源之一[3-5]. 然而

对于门静脉海绵样变性大鼠体内的氧化应激状

态及NADPH氧化酶的作用, 未见相关报道. 本研

究主要考察NADPH氧化酶对CTPV模型大鼠体

内的氧化应激状态的影响以及氧化应激与门静

脉内皮功能障碍的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠40只, SPF级, 体质量150
±10 g, 广东省医学实验动物中心提供, 许可证

号: SCXK(粤)2008-0002, 粤监证字2008A020, 标
准饲料, 自由饮水. 超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)、微量丙二醛(maleic dialdehyde, 
M D A)、谷胱甘肽过氧化物酶(g l u t a t h i o n e 
peroxidase, GSH-PX)、一氧化氮(nitric oxide, NO)
以及一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)
检测试剂盒(南京建成生物工程研究所). 高纯总

RNA快速提取试剂盒(北京百泰克生物技术公

司); PrimeScriptTM RT reagent Kit试剂盒(TaKaRa 
宝生物有限公司); SYBR Premix Ex TaqTM PCR 
试剂盒(TaKaRa宝生物有限公司). BS210S电子天

平; 756PC紫外分光光度计(上海光谱仪器有限公

司); Hema tol-18R台式冷冻离心机(广州广一科

学仪器有限公司)、BCD-215KAND2冰箱(青岛

海尔集团有限公司), Mx3005P QPCR Systems定
量PCR仪(Stratagene Products). 3%戊巴比妥钠(广
东汕头新宁化工厂产品); 4-0丝线(上海浦东金环

医疗用品公司产品); 三通管; Pclab-US生物医学

信号采集系统等.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将大鼠按随机抓取的方式随机分为

Sham(假手术)组、CTPV(门静脉海绵样变性)模
型组. 
1.2.2 造模: 采用文献[6]介绍的“门脉部分缩

窄”的方法制备CTPV动物模型. (1)CTPV模型

组大鼠麻醉后, 逐层切开肌肉及腹膜, 进入腹腔. 
开腹后沿右侧肝肾隐窝, 暴露肝门区. 探查十二

指肠后部的门静脉、肝动脉及肝总管. 辨认肝

门静脉后, 距肝门1 cm处用弯头玻璃分针轻柔地

分离周围组织, 避免损伤十二指肠和胰腺. 玻璃

分针勾挂4号丝线, 丝线从门静脉后方穿过, 21G
钝针头平行门静脉放置, 用丝线将门静脉与钝
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■相关报道
Fukui et al在血管
紧张素Ⅱ诱导高
血压模型中 ,  发
现源于N A D P H
氧化酶 (NADPH 
oxidase)的超氧阴
离子增加, 其亚单
位p22phox mRNA
表达升高, 这种变
化可被超氧化物
歧化酶(SOD)所逆
转; Kuzkaya et al
研究表明ROS对
血管紧张度的调
节, 也可能通过氧
化应激介导的血
管舒张受损与体
内的主要舒血管
活性物质NO释放
减少而实现的,这
可能是继发于NO
合成降低的结果.

■研发前沿
在血管平滑肌细
胞、内皮细胞及
外膜成纤维细胞
中的NADPH氧化
酶产生的ROS在
高血压、动脉粥
样硬化的发生及
发展中起着关键
作用 .  NO分泌量
是内皮细胞功能
的标志, ROS在一
些血管疾病中增
多并且可以与NO
相结合发生相应
的反应 ,  使得NO
的生物利用度进
一步降低. 
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针头一同结扎. 结扎后快速旋转抽出针头, 留线

头约2 mm, 剪线. 观察周围组织有无活动性出

血, 大鼠基本生命体征稳定后, 逐层关闭腹膜、

肌层和皮肤. (2)Sham组手术同上述CTPV动物

模型制作, 只是开腹后探查十二指肠后部的门

静脉、肝动脉及肝总管. 不予结扎门静脉, 辨认

肝门静脉后, 逐层关闭腹膜、肌层和皮肤. 
1.2.3 门静脉造影: 术后6 wk, 动物麻醉后开腹, 
开腹后沿右侧肝肾隐窝, 用拉钩牵引肠管, 暴露

肝门区. 探查十二指肠后部的门静脉、肝动脉

及肝总管. 辨认肝门静脉, 肉眼观察门静脉及其

周围组织静脉海绵样变情况. 于肠系膜上静脉

插入0.4 mm口径静脉输液针末端连有10 mL注
射器, 针尖位于门静脉内接近脾静脉入口处, 以
0.4 mL/s的速度注入60%泛影葡胺, 使肝外及肝

内门静脉系统显影. 
1.2.4 门静脉压测定: 术后6 wk, 大鼠麻醉后, 取
腹正中切口, 上至剑突下方, 下至耻骨联合上方, 
逐层切开皮肤肌肉. 开腹后顺着小肠系膜根部

探查肠系膜上静脉, 并且用玻璃分针钝性分离

肠系膜上静脉. 用静脉夹将远端肠系膜上静脉

夹闭. 于脾静脉与门静脉汇合处以下, 在肠系膜

上静脉底部穿入一根4-0丝线. 于脾静脉与门静

脉汇合处迅速插入末端接有含100 kU/L肝素的

三通管的22G套管针, 缓慢拔出套管针尾部, 见
有血液顺着套管针后部流出, 穿刺点近端用4-0
丝线固定套管针头, 避免其滑脱. 三通管末端接

压力传感器与生物机能信号系统, 松开静脉夹, 
待压力信号稳定后测压.  
1.2.5 门静脉血清GSH-PX、SOD活力和MDA含
量测定: 各组大鼠开腹, 门静脉取血, 离心(3000  
r/min, 10 min), 分离血清置4℃备用; 分离入肝

分叉处以下, 脾静脉汇合处以上门静脉, 称质量, 
加入9倍冰冷无菌的生理盐水手动制成10%门静

脉匀浆, 离心(2500 r/min, 10 min), 取上清液置

4℃备用. 采用黄嘌呤氧化酶法测定血清SOD水

平; 采用还原型谷胱甘肽法测定GSH-PX活性; 
采用硫代巴比妥酸比色法测定MDA水平. 各指

标测定均严格按照试剂盒说明书进行, 以上试

剂均由南京建成生物研究所提供. 
1.2.6 门静脉组织NO浓度及eNOS活性测定: 各
组大鼠开腹, 取入肝分叉处以下, 胃冠状静脉分

叉处以上门静脉, 称质量, 加入质量×9倍体积

的预冷无菌的生理盐水手动制成10%门静脉组

织匀浆, 离心(2500 r/min, 10 min), 取上清液置

4℃备用. 应用自动生化分析仪和紫外分光光度

计测量门静脉组织NO浓度以及eNOS活性, 按照

试剂盒说明书进行. 
1.2.7 实时荧光定量RT-PCR测定: (1)总RNA提

取: 取各组大鼠门静脉(上至入肝分叉处, 下至

脾静脉汇合处), 生理盐水冲洗干净表面血液, 
滤纸吸干后放于电子天平称质量. 150±10 mg, 
放入盛有液氮的研钵体中研磨成粉末状, 直接

加1 mL裂解液RL后匀浆, 按高纯总RNA快速

提取试剂盒提取组织总RNA. 取制备好的RNA, 
加入TE Buffer溶解后, 用紫外分光光度计, 进
行吸光度的测量, A 260/A 280为1.8-2.0. (2)逆转录

反应(RT): 取总质量500 ng的总RNA, 逆转录

反应体系50 μL, 按逆转录试剂盒(大连宝生物

公司)说明步骤进行. 5×PrimeScriptTM Buffer 
10 μL, PrimeScriptTM RT Enzyme MixⅠ 2.5 μL, 
Oligo dT Primer(50 μmol/L)2.5 μL, Random 6 
mers(100 μmol/L) 2.5 μL, Total RNA(0.5 g/L)15 
μL, RNase Free dH2O 17.5 μL. 反应条件为: 
37℃反应30 min(反转录), 85℃反应5 s(变性). 
(3)聚合酶链反应(PCR): 目的基因及内参基因

的引物序列: GenBank中查出引物mRNA序列

号, pr imer5软件设计PCR引物, 以GAPDH为

内参. 引物序列如下: GAPDH: M17701, sense: 
5'-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3'; 
antisense: 5'-ATGGTGGTGAAGACGCCAGT
A-3'; gp91-phox: NM023965, sense: 5'-ACAAG
GTTTATGACGATGAGCCTA-3'; antisense: 5'-
CACTGGCAGCAAGATCAGCA-3'; p22-phox: 
NM024160, sense: 5'-ACCGTCTGCTTGGCCAT
TG-3'. antisense: 5'-TCAATGGGAGTCCACTG
CTCAC-3'. 目的基因扩增的条件: 均为50 μL反
应体系, 应用GAPDH mRNA作为参照. 变性条

件: 95℃预变性5 min, 95℃变性5 s, 60℃退火20 
s, 72℃延伸20 s, 45个循环. 定量方法参照文献

[7], 所有试验数据重复3次, 取均数. 阴性对照不

加模板. 使用双标准曲线法, 初始模板量行均一

化处理后, 得出目的基因的相对含量.
统计学处理 各组结果以mean±SD表示, 各

组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 术后6 wk大鼠行门静脉系统造影 Sham组显

示,造影剂沿门静脉顺利进入肝脏, 肝脏内各级

门静脉属支显影良好, 呈树枝状分布, 门静脉及

其属支通畅, 无曲张与扩张, 此时造影未显示门

腔静脉侧支循环形成(图1A). CTPV模型组显示,

■创新盘点
目前门静脉海绵
样变性的研究多
集 中 于 有 关 诊
断、治疗的临床
病例报道. 本文将
与氧化应激有关
的NADPH氧化酶
与门静脉海绵样
变性结合起来进
行研究, 进一步探
讨了氧化应激可
能对门静脉海绵
样变性的门静脉
内皮功能的影响. 
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开始门静脉远侧端显影良好, 随后部分造影剂

仍沿门静脉顺利进入肝脏, 入肝门处门静脉狭

窄, 肝脏内各级门静脉属支随后缓慢显影, 呈树

枝状分布, 但进入肝脏的造影剂较假手术组大

鼠造影时明显减少, 在肝脏内各级门静脉属支

显影的同时肠系膜上、下静脉及脾静脉各级属

支开始显影, 可见其一二级属支有曲张现象, 左
肾上腺静脉显影明显, 较正常时增粗. 另外造影

可显示肝门区和十二指肠韧带及其周围静脉血

管瘤样血管丛包绕门静脉进入肝门. 部分造影

剂沿门腔静脉间侧支循环血管由门静脉系统进

入腔静脉系统. 说明此时肝门区和十二指肠韧

带及其周围侧支循环、门腔间侧支循环已经形

成(图1B).
2.2 门静脉压力测定 术后6 wk, 通过给各组大

鼠门静脉测压, Sham组大鼠门静脉压力9.21±
0.20 mmHg(图2A); CTPV模型组大鼠门静脉压

力16.29±0.11 mmHg(图2B), 与Sham组大鼠比

较CTPV模型组大鼠门静脉压力明显升高, 两组

比较差异有显著性意义(P <0.01).
2.3 门静脉血清氧化应激相关指标 CTPV模型组

大鼠静脉血清GSH-PX和SOD活性低于Sham组, 
两组比较差异有显著性意义(P <0.05). CTPV模

型组大鼠血清的MDA含量较Sham组显著性升

高, 两组比较差异有显著性意义(P <0.01, 表1).
2.4 门静脉内皮功能相关指标 CTPV模型组门静

脉组织NO浓度明显低于Sham组门静脉组织NO
浓度的水平(2.33±0.82 μmol/L vs  85.00±3.16 
μmol/L, P <0.01); CTPV模型组门静脉eNOS活力

明显低于Sham组门静脉eNOS活力(0.24±0.11 
U/mg prot vs  1.76±0.78 U/mg prot, P <0.01). 
2.5 NADPH氧化酶的gp91phox与p22phox亚
基mRNA的表达 根据目的基因的原始定量结

果, 经过管家基因校正后得到g p91p h o x以及

p22phox亚基的相对定量结果. 从图3可见, Sham
组门静脉gp91phox荧光定量结果为1.31±0.95, 
明显低于CTPV模型组16.77±3.27, 两组比较

差异有显著性意义(P <0.01). Sham组p22phox
荧光定量结果为1.93±0.86, 明显低于CTPV模

型组11.64±7.34, 两组比较差异有显著性意义

(P <0.01).

3  讨论

ROS是指具有高度化学活性的氧依赖性分子, 他
包括超氧阴离子、羟自由基、过氧化氢、脂氢

过氧化物及其代谢产物. 体内抗氧化系统主要

由酶促反应和非酶促反应两部分活性物质组成. 
体内酶促反应抗氧化的酶系SOD、CAT、GSH-
Px可使活性氧转变为过氧化氢, 最终转变为水

和分子氧, 从而发挥清除氧自由基的作用; SOD
及GSH-PX是体内非常重要的氧自由基清除剂, 
能保护细胞免受损伤, 其活力的高低间接反映
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表  1  各组大鼠门静脉血清SOD、MDA水平及GSH-PX活
性比较结果 (n  = 20, mean±SD)

     
分组             SOD(μU/L)     MDA(μmol/L)    GSH-PX(酶活力单位)

Sham组  103.05±8.07   3.59±0.44       709.09±83.21

CTPV组    93.79±8.87a  5.33±0.35b      157.44±26.46a

aP<0.05, bP<0.01 vs  Sham组.

mmHg
+16.89

0
mmHg
+33.78

0

A

B

图  2  大鼠门静脉压力测定. A: Sham组大鼠门静脉压力变
化; B: CTPV模型组大鼠门静脉压力变化.

图  3  实时荧光定量RT-PCR检测门静脉中NADPH氧化酶的
亚基gp91phox以及p22phox的mRNA相对表达量.
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■应用要点
CTPV大鼠体内氧
化应激状态增强
和门静脉内皮功
能的降低, 可能参
与了C T P V的发
生、发展过程, 并
为其发病机制之
一. 为揭示门静脉
海绵样变性与氧
化应激的关系以
及NADPH氧化酶
在其中的作用提
供了理论基础.

图  1  大鼠行门静脉系统造影. A: Sham组门静脉通畅, 无曲
张与扩张; B: CTPV模型组门静脉周围侧支循环形成.

A B
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了机体清除自由基的能力[8]. 自由基损伤的主要

病理机制是引起脂质过氧化, MDA是脂质过氧

化的代谢产物, 其水平可反映机体脂质过氧化

损害程度. 
本实验研究发现, CTPV模型组大鼠门静

脉血清抗氧化能力指标SOD及GSH-PX较Sham
组比较显著降低, 两组比较差异有显著性意义

(P <0.05). 而反映机体氧化应激损伤的指标MDA
较Sham组比较显著增加, 两组比较差异有显著

性意义(P <0.01), 确证了CTPV模型大鼠门静脉

氧化应激状态的存在. 由此可以认为, 大鼠门静

脉海绵样变性的发生、发展过程可能与氧化

应激有关. 本项研究的结果对此见解提供了新

的、直接的证据.
人们在研究高血压、动脉粥样硬化等血管

疾病中发现, 源于NADPH氧化酶的ROS增加, 
R O S是调节血管结构和功能状态的重要信号

分子, 血管内皮细胞、平滑肌细胞和动脉外膜

细胞等均可产生ROS, ROS过多与炎性反应、

动脉粥样硬化、糖尿病、高血压和肿瘤的发

生密切相关[9-10]. NADPH氧化酶是由gp91phox, 
p22phox, p47phox, p67phox, p40phox和小GTP
酶Rac 6种亚单位组成的复合体, gp91phox和
p22p h o x亚单位位于膜上 ,  当与胞质中的另

外几种亚单位结合时可形成有活性的N o x复
合体, 其中gp91phox是其主要的功能亚单位, 
p22phox的C末端有一富含脯氨酸的尾巴, 可能

用来结合Nox的胞质激活因子, 从而发挥在胞

内调节作用[11-12]. 本研究的另一个目的, 就是了

解NADPH氧化酶在门静脉氧化应激损伤中的

作用. 结果显示在CTPV模型组中NADPH氧化

酶的gp91phox与p22phox亚基的mRNA表达明显

升高, 促进了体内及门静脉的氧化应激反应; 同
时, 检测到门静脉组织MDA增多. 这些结果有力

说明, 氧化应激是门静脉海绵样变性疾病的发

生、发展机制之一. 
由此推测NADPH氧化酶活性增强, 可能导

致了门静脉组织的氧化应激的发生, 并且对门

静脉组织MDA检查的结果也发现, CTPV模型组

中MDA增多, 证实了我们的推测. 
NO是内皮细胞分泌的活性物质, 是一种强

力的血管舒张因子, 具有调节血管张力, 保持内

皮层的完整性等作用, 从而发挥舒张血管的作

用. 研究显示: 在心血管病理过程中内皮源性NO
生物利用度降低, 这可能是内皮细胞损伤的主

要表现[13]. NO主要由血管内皮细胞合成, 源自底

物左旋精氨酸(L -arginine, L -Arg)在内皮型一氧

化氮合酶(nitric oxide synthase, eNOS)的作用下

产生, 四氢生物蝶呤(tetrahydrobiopterin, BH4)则
是NOS作用的重要辅助因子[14]. 

氧化应激是机体ROS产生增多, 超过机体

抗氧化防御能力的病理过程, 氧化应激不仅可

以引起血管炎症、促进血管脂质过氧化损伤, 
参与血管重构, 而且可以调节血管紧张度. ROS
通过促进脂质过氧化、促炎基因的表达和内皮

NO的氧化失活而损伤内皮功能, 并且促进中性

粒细胞黏附于内皮细胞引起内皮氧化应激损伤. 
此外, ROS可直接与NO结合, 导致内皮NO的生

物利用度降低, 进而引起内皮功能障碍. 
此外BH4与血管内皮功能也密切关联. 当

BH4水平下降或生物利用度降低时, eNOS的作

用不是产生NO, 而是产生超氧阴离子, 同时造成

NO减少与氧自由基增加, 并且, BH4缺乏还引起

eNOS活性降低等效应, 最终导致血管内皮功能

异常[15]. BH4在调节NO生成和氧自由基产生两

方面均起着重要作用. 目前研究证实在缺乏L -精
氨酸和BH4时, 纯化的eNOS产生O2-, 而且已证实

O2-的产生主要发生于eNOS氧化酶的血红素中

心[16-17]. BH4是所有NOS同工酶的辅因子, 具有稳

定NOS结构、稳定NOS活性二聚体、增加L -精
氨酸和NOS结合力等作用, 更为突出的是, BH4

直接影响NO和超氧阴离子的产生[18]. 当BH4含

量充足时, eNOS接受并储存来自NADPH的电

子, 在底物L -精氨酸和O2存在时, eNOS将电子转

运给L -精氨酸而使后者被氧化成L -胍氨酸, 同时

伴随NO产生, 此过程即为正常的L -精氨酸/NO
通路; 当BH4水平不足或生物利用度下降时, 激
活的eNOS不能催化L -精氨酸氧化而生成L -胍氨

酸和NO, 但是eNOS仍然能够接受来自NADPH
的电子并将电子储存在与其相结合的四羟酮醇

中, 然后再将电子传递给另一底物O2, 导致主要

的终产物是O2-, 而不是NO, 此过程被称为eNOS
脱偶联(uncoupling)[19]. 并且eNOS脱偶联所产生

的超氧阴离子能迅速与NO结合, 消耗NO并生成

毒性更强的过氧化亚硝基(ONOO-), 后者又能迅

速将BH4氧化, 导致BH4进一步减少, 从而形成恶

性循环. 简言之, BH4缺乏时eNOS脱偶联, NO产

生减少, 而主要产生超氧阴离子, 从而导致血管

内皮功能异常[20-21]. 
本实验显示CTPV模型组大鼠门静脉内皮

NO含量与Sham组比较明显降低, 两组比较差异

有显著性意义(P <0.01), 并且CTPV模型组大鼠

■名词解释
1 门静脉海绵样
变性(CTPV): 是
指门静脉主干和
(或 )其分支完全
或部分阻塞后, 肝
门区和十二指肠
韧带及其周围形
成许多向肝性扩
张迂曲的静脉血
管瘤样侧支循环
或阻塞后再通, 是
机体为保证肝血
流量和肝功正常
的一种代偿性病
变, 是一种肝外性
门静脉高压症. 
2  N A D P H氧化
酶: 由gp91phox, 
p22phox, p47phox, 
p67phox, p40phox
和小GTP酶Rac 6
种亚单位组成的
复合体, gp91phox
和p22phox亚单位
位于膜上 ,  当与
胞质中的另外几
种亚单位结合时
可形成有活性的
Nox复合体, 其中
gp91phox是其主
要的功能亚单位, 
p22phox的C末端
有一富含脯氨酸
的尾巴, 可能用来
结合Nox的胞质激
活因子, 从而发挥
在胞内调节作用.
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门静脉中NADPH氧化酶的功能亚基的mRNA表

达增多, 可以推断源于NADPH氧化酶产生的活

性氧也增多, 并与NO反应, 使NO生物利用度下

降, 导致门静脉内皮功能下降. 此外, 在本实验

研究结果中, CTPV模型组大鼠门静脉组织eNOS
活性与Sham组比较显著下降, 两组比较差异有

显著性意义(P <0.01). 由这些结果可以认为, 门
静脉血管内皮细胞在受到持续性门脉高压等危

险因子刺激时, NADPH氧化酶的活性增强, 源自

NADPH氧化酶的活性氧产生增多, 包括超氧阴

离子、过氧化亚硝基等产生增加, 可改变细胞

内的氧化-还原状态, 使BH4被氧化成BH2甚至B, 
且难以实现再回收(BH2→BH4), 从而导致BH4含

量下降、活性降低, 进而引起一系列的eNOS脱
偶联与活性氧产生增多的恶性循环, 最终结果

导致NO生物利用度进一步降低[22], 门静脉内皮

功能下降.
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Abstract
AIM: To identify differentially expressed genes 
between ulcerative colitis (UC) and irritable 
bowel syndrome (IBS) and analyze the difference 
in the pathogenesis between UC and IBS at the 
genetic level.

METHODS: The microarray data for UC and IBS 
were downloaded from the Gene Express Om-
nibus (GEO) and mined using the BRB-Array 
Tools software package to obtain a set of differ-
ential genes. Differentially expressed genes were 
then analyzed using bioinformatic tools. 

RESULTS: A total of 131 differential genes were 
identified between UC and IBS. These genes are 
involved in inflammatory response, immunity, 
signal transduction, cell secretion, transcription-
al regulation, cell structure, cell death, etc. Com-
pared to IBS, 124 genes were up-regulated and 7 
down-regulated in UC. Cluster analysis showed 

that the two kinds of samples could be distin-
guished by specific gene expression profiles. 

CONCLUSION: Compared to IBS, many genes 
involved in inflammatory response, and cell 
growth, proliferation and secretion are upregu-
lated in UC. Microarray analysis can success-
fully distinguish UC and IBS samples. 

Key Words: Ulcerative colitis; Irritable bowel syn-
drome; Microarray; Data mining

Chen YL, Miao YY, Lv CT. Identification of differentially 
expressed genes between ulcerative colitis and irritable 
bowel syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(35): 3601-3605

摘要
目的: 观察溃疡性结肠炎(UC)和肠易激综合
征(IBS)之间基因表达上的差异, 从基因水平
探讨UC的病理机制及其与IBS的区别.

方法: 从GEO下载UC和IBS基因芯片资料, 用
BRB-ArrayTools 3.6软件对该数据进行挖掘, 
并对差异表达基因进行生物信息学分析. 

结果: 两者具有131条差异基因, 涉及炎症反
应、免疫、信号传导、细胞外分泌、基因转
录调节、细胞结构、细胞死亡等. 与IBS 相比, 
UC上调基因124条, 下调基因7条. 聚类分析发
现, 两类样品可根据基因表达进行区分.

结论: 与IBS相比, UC肠黏膜在炎症、分泌、
细胞生长和增殖等的相关基因表达增高; 利
用基因芯片能够对两种疾病进行区别.

关键词: 溃疡性结肠炎; 肠易激综合征; 基因芯片; 

数据挖掘
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢性
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■背景资料
基因芯片技术已
广泛应用于疾病
的诊断和分型, 并
从差异表达基因
角度研究不同疾
病的发病机制及
其异同 ,  包括UC
和其他炎性肠病
间比较. 但是, 应
用该技术研究UC
和IBS关系的报道
尚少. 

■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



非特异性肠道炎症性疾病, 主要表现为腹痛、

腹泻、黏液便或便血等症状, 该病与遗传易感

性、免疫应答、环境等多种因素有关[1]. 已有

很多利用基因芯片技术研究该病与克隆恩氏

病及其他炎性肠病间差异基因、UC相关肿瘤

(UC-associated colorectal cancer, UC-CRC)基
因、不同造模方法基因表达差异等的报道[2-3], 
从分子生物学角度探讨了该病的发病机制及与

其他疾病的区别. 肠易激综合征(irritable bowel 
syndrome, IBS)为功能性肠功能紊乱, 主要以排

便伴有腹部不适或腹痛, 或有不规则排便习惯

的改变为症状[4]. 其发病机制与遗传、心理、胃

肠运动失常、腹部高敏、感染和炎症等多种因

素有关[5]. 该病与溃疡性结肠在症状上有一定重

叠[6], 两者有时相互误诊, 目前应用基因芯片研

究UC和IBS区别的报道尚少. 本研究从基因表达

资料库(gene express omnibus, GEO)下载两者相

互比较的基因芯片资料, 进行数据挖掘, 探讨两

者在基因表达上的差异.

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 GSE2461数据集: 从GEO下载GSE2461数
据集(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSE2461), 进行归类整理. 该数据集

是基于GPL96芯片平台, GSE2461是由丹麦学

者Jorgen Olsen于2005-04公布在GEO, 是关于

IBS和UC基因芯片数据集, 集中有8例样品数据

由GPL96平台得来, 他们为: GSM46539, 男性

IBS; GSM 46541, 女性IBS; GSM 46542, 女性

IBS; GSM 46543, 女性IBS; GSM 46544, 女性

IBS; GSM 46540, 男性UC; GSM46545, 男性UC; 
GSM46546, 女性UC.
1.1.2 GPL96芯片平台: GPL96(http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GPL96)又称

人类基因组HG-U133A芯片集(affymetrix), 包含

1 000 000寡核苷酸片断, 覆盖39 000个转录变异

体, 代表33 000条人全长基因. 实际研究中应用

的GPL96平台, 涉及18 400个转录本和400条表

达序列标签共22 000条已明确注释的基因. 在公

开发表的报道中, 目前已有15 914份样品是用该

平台进行研究的.
1.2 方法 采用数据挖掘软件BRB-ArrayTools 3.6
版(BRB)对该数据库进行挖掘, 筛选差异表达基

因, 然后对差异表达基因进行生物信息学分析. 
资料缺失50%, 或少于20%的表达资料大于或等

于1.5倍单方向基因中位数值被过滤, 重复基因
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点取平均值, 应用HG-U133第7张芯片中的看家

基因中位数进行均一化. 应用随机变量模型双

样品T检验筛选差异基因, 对样品和基因进行层

级聚类.

2  结果

2.1 差异表达基因的数量及上下调趋势 22 283
条基因片段中1 633条通过过滤条件 .  对两组

进行随机变量模型双样品T检验, UC/IBS比率

(ratio)ratio<1为UC下调基因, ratio>1为UC上调

基因. 设定两个统计差异基因条件: (1)P <0.01; 
(2)P <0.01, ratio<0.5或ratio>2.0. 结果发现1 633
条中, 符合条件(1)的差异基因片段141条(Gb), 
涉及基因131条(Hs). UC基因下调7条, 其余124
条都是上调 .  符合条件(2)的差异基因片段33
条, 涉及基因28条, 下调3条, 为免疫球蛋白κ链

(IGKC///IGKV1-5///IGKV2-24)和免疫球蛋白

重链α1(IGHA1///IGHA2), 肿瘤坏死因子受体

脱氨基肽激酶调节因子1(tumor necrosis factor-
receptor kinase regulator de-aminopeptidase1, 
ARTS-1); 上调基因25条, 主要为一氧化氮合酶

2、黏液蛋白MUC3B、囊泡关联膜蛋白2、jun 
D原癌基因、蛋白磷酸激酶调节亚基15等(表1).
2.2 基因本体功能分析(GO Comparison) 141条基

因片段通过滤过标准, 检验了250个GO分类. 显
著水平设定为默认值P <0.005. 有51条基因片段

经过LS或KS参数检验, 归为结构分子活性7条, 
调节RNA polymeraseⅡ启动子转录12条、细胞

死亡16条.
2.3 差异基因的信息通路分析  
2.3.1 KEGG通路: 131条基因中具有KEGG通路

的30条, 有两条下调基因, 分别为钙连接蛋白和

免疫球蛋白κ, 主要参与了抗原呈递过程. 其余

为上调基因, 参与了MAPK信号通路5条基因; 精
氨酸和脯氨酸代谢2条基因; 钙离子信号通路3
条基因; 细胞通讯2条基因; 胰岛素信号通路2条
基因, SANRE与囊泡相互作用1条基因、细胞因

子相互作用1条基因等(表2).
2.3.2 BioCarta通路: 131条基因中具有BioCarta 
通路信息的18条基因, 3条下调基因, 分别为多

聚腺苷酸聚合酶α、高迁移率组框和钙连接蛋

白, 主要参与了mRNA多腺苷化和凋亡Apoptotic 
DNA片断组织稳定、ER降解通路. 其余为上调

基因, 主要参与的细胞的生存、由PPARα(alpha)
产生的基因调控、MAPK信号通路、IL-2受体 
Beta链对T细胞的激活过程、磷酸肌醇及下游通

www.wjgnet.com

■相关报道
Wu et al应用基因
芯片技术比较了
UC和Crohn ' s基
因表达差异 ,  探
讨了两者之间病
理机制的不同 ; 
Watanabe et al应
用该技术对UC和
UC相关结肠癌进
行了比较研究, 探
讨了UC相关结肠
癌发生机制及基
因表达标志.

■研发前沿
UC和IBS在症状
和发病机制上有
一定重叠, 特别是
UC缓解期与IBS
急性期, 两者有时
相互误诊, 有必要
深入研究两者的
差异. 基因芯片技
术是研究疾病之
间分子差异的有
力工具, 本文利用
该技术资料探讨
两者在基因表达
上的差异.
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路等(表2).
2.4 样品聚类和基因聚类
2.4.1 样品聚类: 根据各样品基因表达情况, 判别

样品之间的差距离, 差距最近的样品聚为一类, 
然后不断层积, 8个样品可聚为两大类, 溃疡性

结肠炎样品为一类, 其中6号样品和8号样品差

距最小; IBS样品为一类. 4号样品和5号样品差

距最小(图1).
2.4.2 基因聚类: 根据差异基因在各样品表达情

况, 判别基因之间的差距离, 差距最近的基因聚

为一类, 然后不断层积, 基因也可聚为两大类, 
一类为UC/IBS ratio >1.0, 一类为UC/IBS ratio<1, 
每个大类包含差距离不断缩小的不同类别.图2
所示为UC/IBS ratio<1的一类. 图中两个免疫球

蛋白基因之间差距离最小, 聚为一类, 然后和热

休克蛋白差距离较近; 肿瘤坏死因子脱氨基肽

激酶调节因子1(ARTS-1)和poly(A)多聚酶(PA-
POLA)差距离最小, 聚为一类; 如此不断层积, 
UC/IBSratio<1的基因聚为1大类. 由此结果看

出, 差距离最小的1类基因在功能上或其转录调

节可能非常相近, 如结果中2个免疫球蛋白分子; 
两者为1类, 也可能就目前知识水平两者的功能

或转录调节关系不明, 但提示在所检测的疾病

中两者关系密切, 需要进一步研究, 如结果中的

ARTS-1和PAPOLA.

3  讨论

UC和IBS是两种常见的胃肠道疾病, 都会出现

腹痛、腹泻、黏液便等症状, 虽然结肠镜下两

者能很好地进行鉴别, 但由于IBS急性期时也常

表  1  P <0.01, UC/IBS ratio<0.5或ratio>2.0的部分差异基因

     
检验参数		  IBS组基因密度值     UC组基因密度值         

基因均数ratio值	   探针号		    基因名称
P-value值		       几何均数	   几何均数  

0.000244		    205.9285517	 417.7994053	 0.4928886	                 214676_x_at           MUC3B

0.0019582		     90.8868736	 184.8229232	 0.4917511	                 202014_at	              PPP1R15A

5.43E-05		      72.2036604	 149.7764105	 0.4820763	                 214792_x_at           VAMP2

0.0062763		   133.4356297	 296.1121829	 0.4506253	                 214326_x_at           JUND

0.0006259		     53.8173706	 120.5370706	 0.4464798	                 34478_at	              RAB11B

0.009928		      41.9325934	   94.7902392	 0.4423725	                 210037_s_at           NOS2A

5.55E-05		    119.2627791	 294.06674		 0.4055636	                 204907_s_at           BCL3

0.0044962		 2736.27977	 831.7465272	 3.2898001	                 217022_s_at           IGHA1/IGHA2

0.0001021		   228.8090336	   98.3600146	 2.3262403	                 209788_s_at           ARTS-1

0.009715		  3350.126035            1527.193161	 2.1936492	                 221651_x_at           IGKC/IGKV1-5/2-24 

表  2  具有KEGG通路和BioCarta通路的部分差异基因

     
Kegg通路 			     基因名称	 Biocarta通路			   基因名称

SANRE与囊泡相互作用	 VAMP2 		  磷酸肌醇及下游通路		  GSK3A RD 

细胞通讯			   NES 		  IL-2受体Beta链对T细胞激活		  CISH 

钙离子信号通路		  TNFRSF6B 	 MAPK信号通路			   DUSP8 

精氨酸和脯氨酸代谢	 NOS1 		  细胞的生存			   JUND 

MAPK信号通路		  JUND 		  MAPK信号通路			   MAP2K2 

胰岛素信号通路		  IRS2 		  由PPARα(alpha)产生的基因调控	 NOS2A 

精氨酸和脯氨酸代谢	 NOS2A 		  ER降解通路			   CANX 

抗原呈递			   CANX 		  凋亡Apoptotic DNA片断组织稳定	 HMGB1 

抗原呈递			   IGKC/IGKV1-5 	  mRNA多腺苷化			   PAPOLA 
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图  1  样品层级聚类图.

■创新盘点
本文应用GEO资
源, 从差异基因、
本体功能、信号
通路、聚类分析
等方面进行了数
据挖掘, 从差异基
因角度比较了UC
和IBS病理机制异
同, 其中两者之间
免疫球蛋白IgA的
差异, 是本研究的
重要发现. 
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常有轻微炎症改变, 因此也常常相互误诊. 同时, 
他们的发病机制都和环境、遗传、炎症等因素

密切相关, 在具体环节上有很多重叠, 但两者肯

定又有很多不同. 基因芯片技术能够高通量、

敏感、便捷地比较不同疾病状态下上万个基因

差异, 是研究疾病之间分子差异的有力工具[7]. 
近年来已有可观的利用基因芯片研究疾病病理

机制和进行疾病分类比较的数据积累, 为了方

便进行交流和资源共享, 已建立了一批网络数

据库, GEO就是其中之一. 鉴于利用基因芯片研

究UC和IBS之间基因表达差异的报道尚少, 而
他们病理机制及其之间的异同未明, 我们利用

GEO资源, 下载两者相互比较的基因芯片数据

资料, 进行比较分析.
本研究发现了131条差异基因, 涉及炎症反

应、免疫、信号传导、细胞分泌、基因转录调

节、细胞结构、细胞死亡等. 与IBS相比, UC上
调基因124条, 下调基因7条. 基于UC在机体病理

状态表现比IBS更为严重的缘故, 很多介导细胞

生存和死亡、炎症和抗炎等相互对立的相关基

因表达升高, 这与慢性UC相对亢进的损伤和修

复机制的病理状态一致, 从结果来看, UC表现

7条下调基因中, 有2条是免疫球蛋白, 而且UC/
IBS ratio<0.5, 免疫球蛋白κ链是所有免疫球蛋白

轻链, 免疫球蛋白重链α1/α2是组成IgA1/IgA2的
重链, 两者在芯片中表达一致, 层级聚类显示为

差距离最小的一类, 说明两者实质上是代表免

疫球蛋白IgA. IgA主要由黏膜相关淋巴样组织

产生, 其中大部分是由胃肠淋巴样组织所合成, 
是黏膜局部免疫的最重要因素. 结肠黏膜中IgA
合成和分泌减少, 说明黏膜屏障功能降低. 由此

可知, UC与IBS相比其黏膜免疫屏障功能降低更

为严重. IgA以分泌性为主, 在UC与IBS之间表达

有如此大差异, 可以通过粪便进行检测, 有望成

为便捷地鉴别两种疾病的指标.
肿瘤坏死因子是重要的炎症因子, 与UC发

生和发展关系密切. 研究发现, UC患者结肠黏

膜中TNF高表达, 且其基因多态性与UC易感性

明显相关. TNF-α抗体infliximab已成为临床治

疗UC药物, 具有较好的治疗效果[8-10]. 本研究发

现肿瘤因子受体超家族6(tumor necrosis factor 
receptor superfamily, member 6b, RTEL1///
T N F R S F6B)在U C中高表达 ,  而对肿瘤坏死

因子受体介导的信号传导具有负调节作用的

ARTS-1[11]低表达, 也说明与IBS相比, TNF受体

介导的信号导致的炎症反应在UC中起更重要

作用.
差异基因中调节炎症反应的基因除T N F

相关的两条基因外, 还有一氧化氮合酶(n i t r ic 
oxide synthase2A/1, NOS2A/NOS1)、B-cell 
CLL/lymphoma 3(BCL3)、基质金属蛋白酶

15(meta l lopro te inase15, MMP15)、磷脂酶

A2(phospholipase A2 G4C, PLA2G4C)、过氧

化物同系物(peroxidasin homolog (Drosophila), 
PXDN)、干扰素(alpha, beta and omega)受体

2(interferon receptor, IFNAR2)、细胞因子诱

导的SH2包含蛋白(cytokine inducible SH2-
containing protein, CISH)、S100钙离子结合蛋白

A8(S100 calcium-binding protein A8, S100A8)等. 
这些基因在结肠黏膜表达UC比IBS高, 说明UC
炎症严重程度和黏膜损伤要比IBS高.

本研究发现, 在UC中很多与细胞生长和增

殖相关基因高表达, 如jun D原癌基因、丝裂活

性蛋白激酶、Amphiregulin、RAS原癌基因家

族RAB11B等. 其中有6条基因参与了MAPK信

号通路, 该通路主要调节细胞的生长、增殖和

炎症反应. 推测这些基因高表达原因: (1)促进炎

症细胞的增殖分裂, 在UC结肠黏膜中具有更多

炎症细胞聚集和更重的炎症表现; (2)肠黏膜损

伤修复机制的启动, 严重的UC结肠黏膜损伤促

使应激修复和抗损伤机制表现得也更为强烈, 
黏膜细胞增殖也越明显.

黏蛋白(mucin, MUC)是肠黏膜化学屏障

的重要组成部分, 对损伤的结肠黏膜具有重要

保护和修复功能. 有研究表明, UC结肠黏膜上

MUC-2、MUC12表达下调, MUC-3、MUC-4表
达没有差异, MUC-5, MUC-6没有检出, 而MUC 
-1表达上调, 特别是肠隐窝脓肿位置[12]. 另外, 用
基因芯片研究发现, 与正常人相比UC肠黏膜中

MUC1、MUC2、MUC4、MUC5B、MUC12、
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图   2   基 因 层 级 聚 类 图
(部分).

heat shock protein 90 kDa beta (Grp94), member 1
immunoglobulin heavy constant alpha 1 ///immunoglobulin heavy constant alpha 2 (A2m marker)
immunoglobulin kappa constant /// immunoglobulin kappa variable 1-5 ///immunoglobulin kappa variable 2-24
type 1 tumor necrosis factor receptor shedding aminopeptidase regulator
poly (A) polymerase alpha

■应用要点
本研究比较了UC
和IBS间基因表达
的差异, 为两者之
间的鉴别提供了
参考, 特别是两者
之间免疫球蛋白
IgA的差异, 有望
成为便捷地鉴别
两种疾病的标志. 
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MUC13、MUC17、MUC20表达降低[13]. 本研究

发现与IBS相比, MUC5AC、MUC3B在UC结肠

黏膜上高表达, 这可能是因为所比较的对象不

同. 与正常人相比, 在IBS黏膜中他们的表达也

许更低.
胞吐是细胞进行分泌的形式, 包括酶、激

素、细胞因子的分泌, 其中有很多细胞器和多

种分子参与[14]. 在本研究中发现多种胞吐相关的

分子基因在UC-结肠黏膜中高表达, 包括vesicle-
associated membrane protein 2(VAMP2)、solute 
carrier family 22 member 14(SLC15A1)、solute 
carrier organic anion transporter family, member 
2A1(SLCO2A1)、WW domain binding protein 2 
(WBP2)等. 说明UC结肠黏膜中有许多细胞分泌

旺盛, 也可能是因为炎症细胞聚集分泌各种炎

症因子的缘故.
总之, 我们利用GEO基因芯片资源对IBS和

UC进行了比较分析, 发现了许多差异基因, 部分

差异基因的表达与他人的研究相一致. 与IBS相
比, UC肠黏膜炎症相关基因表达增强, 说明其黏

膜炎症较重, 基本上反映了两种疾病的病理差

异. 免疫球蛋白IgA在两者之间的差异, 是本研究

的重要发现, 由于其以分泌型为主, 有望成为无

创伤鉴别两者的分子标志物, 但需要进一步研究

证实. 对于其他差异基因, 我们将深入研究分析.
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Abstract
AIM: To investigate the distribution, location 
and growth of CD3- and CD8-positive cells in 
developing lymphoid tissue of human fetal 
ileum.

METHODS: Thirty samples of human fetal il-
eum between gestational weeks 9 and 32 were 
collected. CD3- and CD8-positive cells were 
identified by immunohistochemistry using the 
streptavidin-peroxidase method. The positive 
cells were counted using BioMias image analysis 
software, and the data were analyzed using the 
SPSS11.5 software package. 

RESULTS: At gestational week 9, there were 
few CD3- and CD8-positive cells scattered in 
the connective tissue of the ileal wall. At week 

11, these positive cells were distributed in small 
clusters. At week 17, CD3- and CD8-positive 
cells gathered together. The majority of positive 
cells were distributed in the connective tissue 
of mucosa, while few positive cells infiltrated 
into the ileal epithelium. At week 18, CD3- and 
CD8-positive cells were seen in the lymphoid 
nodules and participated in the organization of 
lymphoid nodules. After week 24, the number 
of the two types of positive cells gradually in-
creased with fetal age, reaching the peak at week 
28. The distribution of these positive cells were 
particularly prominent in aggregated lymphoid 
nodules. A significant positive correlation was 
noted between the number of CD3- and CD8-
positive cells (r = 0.831, P < 0.01). The number of 
CD3-positive cells exceeded that of CD8-positive 
cells at all time points. 

CONCLUSION: CD3- and CD8-positive T cells 
begin to appear at gestational week 9 when gut-
associated lymphoid tissue is forming in human 
fetus. The development of CD3- and CD8-pos-
itive T cells is basically synchronous in human 
fetal ileum. 

Key Words: CD3; CD8; Ileum; Human fetus

Su M,  Hu R,  L i  H,  Huang Y,  Xu TL,  J iang FR. 
Development of CD3- and CD8-positive cells in human 
fetal ileum. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(35): 
3606-3610

摘要
目的: 探讨CD3和CD8免疫反应阳性细胞在人
胎回肠淋巴组织发生过程中的分布、定位及
发育.

方法: 收集因故终止妊娠人胎回肠30例, 采用
免疫组织化学SP法染色显示CD3和CD8免疫
反应阳性细胞, 用BioMiaspro图象分析软件对
免疫反应阳性细胞进行计数, 有关数据作统计
学分析. 

结果: 9 wk, 回肠内可见CD3和CD8阳性反应
细胞, 主要定位于肠壁的结缔组织内, 数量较
少, 散在分布; 11 wk可见CD3和CD8阳性细胞

®

■背景资料
有关人胎肠相关
淋巴组织的研究
较多, 针对肠道不
同部位T淋巴细胞
的发育均有报道, 
但是对回肠内淋
巴组织T细胞的发
育报道较少. CD3
是所有T细胞的共
同标志, CD8+ T淋
巴细胞是免疫反
应的效应细胞, 因
而本文对CD3和
CD8阳性T细胞的
发育、分布和定
位情况进行探讨.

■同行评议者
许文燮, 教授, 上
海交通大学医学
院生理学教研室
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三五成群分布; 17 wk, CD3和CD8阳性细胞聚
集成群, 主要分布于绒毛中轴以及小肠腺之间
固有结缔组织, 回肠黏膜上皮偶见阳性细胞
浸润; 18 wk, CD3和CD8阳性反应细胞出现在
淋巴小结处参与构成淋巴小结; 24 wk后, CD3
和CD8阳性反应细胞数量增多, 尤以典型的
集合淋巴小结处有较多分布, 其中, 在28 wk
数量增加最为明显(P <0.05). CD8和CD3阳性
细胞数量之间有较强的正相关关系(r  = 0.831, 
P <0.01), CD3阳性细胞在整个发育过程中数
量上均较CD8阳性细胞多.

结论: 人胎肠相关淋巴组织的形成过程中, 第
9周即有T细胞发育. CD8和CD3阳性T细胞的
发育时序基本同步.

关键词: CD3; CD8; 人胎; 回肠
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0  引言

回肠壁淋巴组织是肠相关淋巴组织 ( g u t -
associated lymphoid tissue, GALT)的重要组成部

分, 参与构成机体抵抗外界入侵的第一道防线, 
在肠道免疫功能的调节过程中起重要作用[1-3]. 
CD3是所有T细胞的共同标志, CD3作为T细胞抗

原受体, 为信号转导亚单位, 能将TCR接受的抗

原刺激信号转导至细胞内, 使T细胞活化, 在T细
胞免疫中起着必不可少的作用[4-5]. CD8+ T淋巴

细胞是免疫反应的效应细胞, 其数量的增多或

减少可间接反映人体的免疫功能[6-7]. 在人胎发

育过程中, 肠道淋巴组织内T细胞逐渐表达CD3
和CD8分子, 其发育过程也在一定程度上反映了

胎儿免疫功能建立情况. 肠相关淋巴组织内T细
胞的发育已经越来越受到学者们的关注, 如: 李
红 et al [8]报道人胎肠系膜淋巴结内11 wk出现T
细胞; harr et al [9]认为, 人胎13 wk时即有一些分

散的淋巴细胞存在阑尾的固有层中; Noussios 
e t a l [10]报道的人胎扁桃体14 wk观察到T细胞;  
Spencer et al [11]认为, 人胎回肠11 wk出现T细胞; 
朱清仙 et al [12]认为, 人胎小肠10 wk出现T细胞, 
但是对回肠内淋巴组织T细胞的发育报道较少. 
因此, 为进一步了解人胎肠相关淋巴组织尤其

是回肠内T细胞的发育情况, 本实验收集人胎回

肠标本, 对CD3和CD8阳性T细胞的发育、分布

和定位情况进行探讨, 以期提供更多的形态学

资料, 并为消化系免疫防御功能的研究提供形

态学基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胎标本来源于贵阳市各医院因故中

止妊娠的人胎30例(每例标本均征得孕妇本人同

意). 兔抗人CD3 mAb(rabbit monoclonal antibody 
ant i-human CD3)、鼠抗人CD8 mAb(mouse 
monoclonal antibody anti-human CD8)来源于福州

迈新生物技术开发公司, SP免疫组织化学染色试

剂盒由北京中杉金桥生物技术有限公司提供. SP
免疫组织化学染色试剂盒内容: 内源性过氧化酶

阻断剂(endogenous peroxidase blocking solution), 
正常非免疫动物血清(normal nonimmunone 
serum), 生物素标记的第二抗体(biotin-conjugated 
second antibody), 链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶

(streptavidin-peroxidase). 
1.2 方法 
1.2.1 人胎胎龄计算: 所有人胎标本均测量顶臀

长(crown-rump length, CRL), 按Patten标准确定胎

龄: 9-12 wk 5例, CRL为39.0-79.0 mm; 13-16 wk 7
例, CRL为91.0-137.0 mm; 17-20 wk 6例, CRL为
147.0-185.0 mm; 21-24 wk 6例, CRL为197.0-230.0 
mm; 25-28 wk 6例, CRL为240.0-270.0 mm. 
1.2.2 取材, 制片和染色: 各例均取回肠, 用40 g/L
甲醛固定, 经乙醇梯度脱水, 透明, 石蜡包埋, 4 
μm连续切片、贴片, 邻片单染法每例观察切片

两张以上, 切片间隔36 μm. 
免疫组织化学S P法染色显示C D3阳性和

CD8阳性T细胞. 免疫组织化学SP法主要步骤: 
切片脱蜡下行入水, 微波抗原修复15-20 min, 
试剂A室温下10 min, PBS洗3 min×3次, 试剂B
室温下10 min, 一抗(兔抗CD3 1∶50, 鼠抗CD8 
1∶25)4℃孵育过夜, PBS洗3 min×3次, 试剂C 
37℃孵育20 min, PBS洗3 min×3次, 试剂D 37℃
孵育20 min, PBS洗5 min×4次, DAB-H2O2液显

色, 中性树胶封片. 阴性对照: 用PBS缓冲液代替

一抗, 余步骤同前. 
每胎龄段标本随机取非连续切片5张, 应用

Biomias 29图像分析系统进行检测, 在高倍镜下

(物镜40倍)每张切片随机取3个视野, 分别计数

每个视野内的CD3阳性细胞及CD8阳性细胞数.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 并

采用统计软件SPSS11.5进行单因素的方差分析, 
组间两两比较用q检验, 两变量间的关系用直线

相关分析.

■相关报道
李红 et al报道人胎
肠系膜淋巴结内
11 wk出现T细胞, 
15 wk形成早期髓
质; 23 wk可辨认
皮质和髓质; 至28 
wk时, 小结仍为初
级淋巴小结. 并将
淋巴结的发生进
行了详细研究. 朱
清仙 et al对大小
肠上皮内淋巴细
胞的发生、亚型
分布和数量变化
等进行了比较. 认
为大小肠上皮内
淋巴细胞有基本
相同的发育规律, 
但发生时间和数
量上有较大差异.

■研发前沿
有关人胎肠相关
淋巴组织的研究
主要集中在各种
淋巴细胞的发生
时间 ,  分布部位 , 
亚型的发育分布, 
数量变化, 淋巴小
结各结构的形成
以及淋巴细胞的
迁移途径等.
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2  结果

2.1 CD3和CD8阳性细胞的分布和定位 9 wk, 回
肠内可见少量CD3阳性反应细胞和CD8阳性反

应细胞, 棕褐色的阳性反应产物表达在胞膜上, 
反应弱, 染色较浅, 主要定位于肠壁的结缔组织

内, 散在分布(图1A-B). 11 wk可见CD3阳性和

■创新盘点
在人胎发育的第
9周, 回肠内可见
少量CD3+和CD8+ 

T淋巴细胞, 主要
定位于肠壁的结
缔组织内. 17 wk, 
CD3+和CD8+ T淋
巴细胞聚集成群, 
主要分布于绒毛
中轴以及固有层
结缔组织内 .  1 8 
wk, CD3+和CD8+ 

T淋巴细胞出现在
淋巴小结处参与
构成淋巴小结, 尤
以CD3+淋巴细胞
数量最多.  24 wk
后, CD3+和CD8+ 

T淋巴细胞在典型
的集合淋巴小结
处有较多分布.

图  1  人胎发育不同时期回肠CD3和CD8阳性细胞的发育(免疫组织化学染色,×400). A: 9 wk CD3阳性表达; B: 9 wk CD8阳
性表达; C: 11 wk CD3阳性表达; D: 11 wk CD8阳性表达; E: 17 wk CD3阳性细胞数量增多, 散在分布; F: 17 wk CD8阳性表达; 

G: 18 wk CD3阳性表达; H: 18 wk CD8阳性表达, 上皮内阳性细胞浸润明显; I: 24 wk集合淋巴小结处CD3阳性细胞; J: 24 wk 

CD8阳性细胞, 数量明显增多.

A B

C D

E F

G H

I J

50 micron 50 micron

50 micron50 micron

50 micron 50 micron

50 micron50 micron

50 micron50 micron
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CD8阳性细胞三五成群分布(图1C-D). 17 wk, 
CD3和CD8阳性细胞数量略增多, 反应明显增

强, 细胞聚集成群, 主要分布于绒毛中轴以及固

有层结缔组织内, 回肠黏膜上皮偶见阳性细胞

浸润(图1E-F). 18 wk, CD3和CD8阳性反应细胞

出现在淋巴小结处参与构成淋巴小结, 尤以CD3
阳性反应细胞数量最多, 上皮内阳性细胞浸润

明显(图1G-H). 24 wk后, CD3和CD8阳性反应细

胞数量显著增多, 尤以典型的集合淋巴小结处

有较多分布(图1I-J).
2.2 细胞计数 随胎龄增长, CD3阳性反应细胞和

CD8阳性反应细胞数量逐渐增加, 尤以25-28 wk
数量最多, 与21-24 wk相比, 差异有显著统计学

意义(P  = 0.001<0.01), 且CD3阳性反应细胞较

CD8阳性反应细胞多. 直线相关分析发现, 在人

胎发育过程中, CD3和CD8阳性细胞的数量变化

呈较强的正相关关系(r  = 0.831, 表1).

3  讨论

肠道不仅是消化、吸收营养物质的场所, 而且

具有重要的免疫屏障功能[1-3]. 肠道的免疫学屏

障主要由肠相关淋巴组织和肠道黏膜免疫相关

细胞构成, 回肠肠壁内淋巴细胞作为肠道相关

淋巴组织中的一个特殊组分, 是机体免疫系统

与外来抗原以及微生物较早接触的免疫细胞, 
同时也是较早发生免疫反应的细胞[13-19], 其通过

分泌IL-2、IL-5、IFN-α和IFN-γ等淋巴因子, 诱
导肠上皮细胞参与黏膜免疫应答. 因此, 回肠内

淋巴细胞的类型、数量以及分布可以反映小肠

局部黏膜免疫屏障的建立情况及其免疫防御功

能的完善程度. 
本研究发现, 在人胎肠相关淋巴组织的形

成过程中, 9 wk回肠内即有CD3阳性反应T细胞

和CD8阳性反应T细胞发育, 这一结论较Spencer 
et al [11]、朱清仙et al [12]报道T淋巴细胞出现的时

间早. CD3是成熟T细胞的标志, CD8亚群T细胞

是免疫反应的效应细胞, 提示在胚胎发育的较

早的时期, 即有发育成熟的T淋巴细胞迁移进入

消化管壁, 并分化出CD8阳性T细胞亚群, 参与

肠相关淋巴组织的形成. 已有的研究表明早在

妊娠7.5 wk, 在胎儿肝脏就可检测到胎儿肝细胞

发生混合淋巴细胞反应, 在胸腺则为妊娠11 wk, 
脾为妊娠13 wk, 外周血为妊娠14.5 wk. 提示9 
wk回肠T淋巴细胞在抗原的刺激下, 胎儿可能发

生特异性免疫应答, 消化系的免疫功能也开始

建立. 本实验还观察到11 wk可见CD3和CD8阳
性细胞成群分布, 17 wk聚集成群并浸润上皮, 18 
wk形成淋巴小结, 24 wk后, 在典型的集合淋巴

小结处有较多分布, 阳性细胞的分布也从固有

层散在的淋巴细胞到形成淋巴组织并且逐渐浸

润到上皮内, 说明随着胎龄的增加, T淋巴细胞

的数量逐渐增多, 回肠黏膜免疫屏障逐渐完善, 
胎儿免疫防御功能逐渐增强. 本研究发现在人

胎回肠发育过程中, CD3和CD8阳性细胞的数量

变化呈较强的正相关关系(r  = 0.831)且二者的发

育时序基本同步, 随着CD3阳性细胞的出现, 数
量的增多, CD8也同步开始表达, 可以认为, CD3
阳性细胞的发育在一定程度上也反映了CD8阳
性细胞的变化. 

CD8阳性反应细胞是整个肠黏膜免疫系统

中与肠腔抗原最接近的免疫细胞, 对细菌、病

毒感染有免疫监视作用, 能特异性直接杀伤靶

细胞[20-23]. 同时CD8阳性反应细胞和上皮细胞毗

邻, 与肠上皮细胞间存在着双向的免疫生理调

节. 由于CD8阳性反应细胞与外周T淋巴细胞在

表型和回归方面存在很大差异[24], 因此对CD8
阳性反应细胞的来源仍然不明确. 多数研究者

所公认CD8阳性反应细胞前体细胞在小肠中发

育成熟, 不受胸腺因子的影响, 是一条独立的胸

腺外途径[1]. 一般认为在一个黏膜部位致敏的免

疫细胞, 经胸导管入血液循环, 逐步分化成熟, 
在特异回归受体介导下, 多数免疫细胞归巢到

致敏部位黏膜固有层[25]. 本实验观察到在基底

膜上有CD3和CD8阳性反应细胞, 可能其游走

于固有层和上皮之间, 我们至少可以认为黏膜

固有层的淋巴细胞可以通过基底膜迁至上皮, 
但其具体过程及上皮内淋巴细胞来源仍需进一

步探讨.

表  1  不同胎龄CD3阳性细胞和CD8阳性细胞计数 (mean±SD)

     
细胞类型	  	     9-12 wk	                       13-16 wk	      17-20 wk	       21-24 wk	        25-28 wk

CD3阳性细胞	 6.80±5.26	 17.00±8.06	 46.60±19.35a	 93.00±40.78a	 144.60±15.52a

CD8阳性细胞	 4.80±1.79	   9.20±1.92	 29.20±8.90a	 49.60±19.00a	   75.40±24.05a

aP<0.05 vs  同类细胞13-16 wk.

■应用要点
本 文 为 一 基 础
性研究 ,  明确了
CD3+和CD8+ T淋
巴细胞出现的时
间点 ,  分布部位 , 
数量变化, 参与构
成淋巴小结的时
间等, 为消化系统
免疫防御功能的
研究提供形态学
基础.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effects of 
trichostatin A (TSA) on the growth of human 
gastric cancer SGC-7901 cells and explore 
potential mechanisms involved. 

METHODS: SGC-7901 cells were treated with 
different concentrations (0.2, 0.4 and 0.8 mg/L) 
of TSA for different durations (24, 48 and 72 h). 
Cell proliferation was detected by methyl thia-
zolyl tetrazolium (MTT) assay. Cell cycle distri-
bution and apoptotic rate were detected by flow 
cytometry. Cell ultrastructure was observed us-
ing transmission electron microscopy (TEM). 

RESULTS: SGC-7901 cells were very sensitive to 
TSA. TSA inhibited the growth of SGC-7901 cells 
in a concentration- and time-dependent manner. 
The reduced rates of growth in cells treated with 
TSA at concentrations of 0.4 and 0.8 mg/L for 
72 h were significantly higher than that in cells 
treated with TSA at a concentration of 0.2 mg/L 

for the same duration (45% ± 1.4% and 73% ± 
1.7% vs 25% ± 1.2%, respectively; both P < 0.05). 
The reduced rates of growth in cell treated with 
TSA at concentrations of 0.8 mg/L for 48 and 
72 h were significantly higher than that in cells 
treated with TSA at the same concentration for 
24 hours (37% ± 2.0% and 73% ± 1.7% vs 21% ± 
1.1%, respectively; both P < 0.05). TSA could in-
duce apoptosis of SGC-7901 cells. The ultrastruc-
ture changes in SGC-7901 cells treated with TSA 
included nuclear fragmentation, nuclear mem-
brane rupture, membrane and organelle dissolu-
tion, and formation of vacuoles and apoptotic 
bodies. 

CONCLUSION: TSA can inhibit cell growth 
and induce apoptosis in human  gastric cancer 
cell line SGC-7901 in a concentration- and time-
dependent manner. 

Key Words: Trichostatin A; SGC-7901 cell; Cell cy-
cle; Apoptosis
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摘要
目的:  研究组蛋白去乙酰化酶抑制剂-曲古
抑菌素A(trichostatin A, TSA)对胃癌细胞系
SGC-7901的生长抑制作用, 证实该作用是通
过促使细胞凋亡而实现的.

方法: 用不同浓度(0.2、0.4和0.8 m g/L)和
不同作用时间(24、48和72 h)的T S A作用
于SGC-7901细胞, 采用MTT法观察TSA对
SGC-7901细胞增殖的抑制作用; 通过流式细
胞仪检测细胞周期和凋亡率的变化; 通过透
射电镜观察细胞超微结构的变化. 

结果: TSA可抑制胃癌SGC-7901细胞的生长, 
且这种作用呈时间和剂量依赖关系. 当TSA
作用浓度分别为0.2、0.4和0.8 mg/L时, 与
SGC-7901细胞均作用72 h, TSA对SGC-7901
细胞生长的抑制率分别为25%±1.2%, 45%±

1.4%和73%±1.7%, 各组均与TSA 0.2 mg/L组
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■背景资料
组蛋白去乙酰化
酶导致核染色质
结构更紧密, 转录
因子及 RNA多聚
酶不容易结合靶
基因, 从而抑制基
因表达. 因过度表
达或组蛋白去乙
酰化酶异常活化
而导致的组蛋白
乙酰化程度降低
与肿瘤的发生、
发展密切相关. 

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科



比较, 差异显著(P <0.05). 当0.8 mg/L TSA分
别与SGC-7901细胞作用24、48和72 h, TSA
对SGC-7901细胞生长的抑制率分别为21%
±1.1%, 37%±2.0%和73%±1.7%, 各组均与
TSA作用24 h组比较, 差异显著(P <0.05). TSA
可延缓细胞周期, 具有明显的诱导细胞凋亡作
用. 电镜下见细胞染色质凝聚成段片状, 细胞
核固缩断裂, 核膜破裂, 细胞器及胞膜自溶, 凋
亡小体形成.

结论: TSA通过诱导细胞周期阻止和凋亡来
抑制胃癌细胞系SGC-7901的生长, 且这种作
用呈时间和剂量依赖性, 为TSA用于胃癌的治
疗提供理论依据.

关键词: 曲古抑菌素A; 胃癌SGC-7901细胞; 细胞

周期; 凋亡
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0  引言

组蛋白乙酰化和去乙酰化在基因的转录调控中

发挥着重要作用, 蛋白乙酰化水平由组蛋白乙

酰化酶和组蛋白去乙酰化酶的动态平衡调节[1]. 
研究发现, 组蛋白乙酰化酶和组蛋白去乙酰化

酶的异常与肿瘤的发生密切相关. 组蛋白去乙

酰基酶抑制剂是一种新型的抗癌药物, 可抑制

肿瘤细胞增殖, 诱导肿瘤细胞分化和凋亡, 并可

发挥免疫调节作用[2-4]. 曲古抑菌素A(trichostatin 
A, TSA)是链霉素代谢产物, 可特异性抑制组

蛋白去乙酰基酶, 对多种肿瘤细胞具有明显的

抑制作用[5]. 本研究主要了解TSA对胃癌细胞

SGC-7901细胞的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 TSA购自Sigma公司, 溶解于二甲基亚砜

(购自Sigma公司)溶液(DMSO)中, 制成浓度为3 
mmol/L的TSA溶液, 保存于-80℃中备用. 噻唑蓝

(MTT)购自Sigma公司. RPMI-1640培养液购自美

国Gibco公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞株SGC-7901购自西

安交通大学医学院细胞库. 将冻存细胞解冻处

理后, 加入含100 mL/L胎牛血清的RPMI-1640培
养液, 在37℃, 含50 mL/L CO2, 950 mL/L空气的

饱和湿度培养箱中连续传代培养. 取3-4代的细

胞实验用. 
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1.2.2 人胃癌细胞株SGC-7901的给药处理: 将对

数生长期细胞, 弃去原培养液, 加入新培养液, 
用不同浓度(0.2、0.4和0.8 mg/L)的TSA, 对照组

加入同等体积的DMSO, 在培养箱中继续培养不

同的作用时间(24、48和72 h), 收集细胞待测. 
1.2.3 SGC-7901细胞增殖抑制的测定: 按MTT法, 
靶细胞1×103/孔, 接种于96孔培养皿中, 令其贴

壁24 h后, 更换培养液, 同时加入TSA. 分为A、

B两组: A组(剂量依赖组)不同浓度(0.2、0.4和
0.8 mg/L)的TSA, 均培养72 h, 对照组加入同等

体积的DMSO; B组(时间依赖组), TSA 0.8 mg/L
培养24、48和72 h. 每孔加入MTT 100 μg, 继续

孵育4 h, 弃上清, 各孔加入150 μL DMSO, 振荡

20 min后, 测每孔A 560nm, 按下列公式计算抑制率. 
抑制率 = (1-实验孔A 560nm/对照孔A 560nm)×100%. 
1.2.4 细胞周期DNA检测: 采用流式细胞术. 取对

数生长期的SGC-7901细胞按1×106/L, 接种于6
孔细胞培养板中, 实验组分别加入不同浓度的

TSA, 对照组加入等量的培养液, 作用24 h后, 无
菌收集细胞数目约为5×109 个/L, 1200 r/min离
心, 弃去培养液, PBS洗涤2次, 加入700 mL/L冷
乙醇固定细胞, 4℃过夜, 吹散细胞, 再用PBS洗
掉固定液, 加入碘化丙啶综合染液0.5 mL, 4℃避

光, 上机检测. 
1.2.5 透射电镜标本制备及观察: 收集细胞, 3%
戊二醛、4℃固定2 h以上. 常规脱水、浸透、包

埋、超薄切片和铅-铀双重染色, JEM-2000EX透

射电镜观察和照相[6].
统计学处理 采用SPSS11.5软件包进行配对t

检验, 所有数据均采用mean±SD表示. 

2  结果

2.1 SGC-7901细胞增殖抑制的测定 通过MTT检
测, 结果表明TSA能够抑制胃癌细胞SGC-7901
的生长, 呈明显的时间和剂量依赖性. 当TSA
作用浓度分别为0.2、0.4和0.8 m g/L时 ,  与
SGC-7901细胞均作用72 h, TSA对SGC-7901
细胞生长的抑制率分别为25%±1.2%, 45%±

1.4%和73%±1.7%, 各组均与TSA 0.2 mg/L组
比较, 差异显著(P <0.05). 当0.8 mg/L TSA分别

与SGC-7901细胞作用24、48和72 h, TSA对

SGC-7901细胞生长的抑制率分别为21%±1.1%, 
37%±2.0%和73%±1.7%, 各组均与TSA作用24 
h组比较, 差异显著(P <0.05). 
2.2 细胞周期DNA检测 发现TSA对胃癌SGC-7901
细胞凋亡的诱导呈时间和剂量依赖性. 凋亡细

www.wjgnet.com

■研发前沿
组蛋白去乙酰化
酶抑制剂可抑制
肿瘤细胞增殖, 诱
导肿瘤细胞分化
和凋亡, 并可发挥
免疫调节作用, 是
近年来研究的热
点, 有望成为新一
代具有广泛应用
前景的抗肿瘤药.
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胞所形成的亚二倍体峰位于DNA周期峰群的前

端. 用凋亡程序软件分析确认为凋亡峰(AP)(图1). 
不同条件下个实验组DNA周期分布见表1.
2.3 2.3 TSA诱导胃癌SGC-7901细胞凋亡的超
微结构改变 电镜下见核染色质降解和聚集, 形
成均匀一致的细小颗粒状团块聚集于核膜处, 
胞质浓缩, 凋亡小体形成, 且具有相对完整的包

膜及少数结构完好的细胞器(图2). 

3  讨论

肿瘤的发生发展受到许多因素的影响, 如细胞

的过度增殖、分化受阻等. 近年来, 染色质结构

改变与肿瘤的相关研究越来越受到人们的关

注. 染色体重塑是调节基因表达和蛋白质功能

的重要机制, 染色体重塑主要有两种方式: 组蛋

白去乙酰化和DNA甲基化[1]. 组蛋白乙酰化和

去乙酰化在基因的转录调控中发挥着重要作用, 
组蛋白乙酰化水平由组蛋白乙酰化酶(his tone 
acetyltransferase, HAT)和组蛋白去乙酰化酶

(histone deacetylase, HDAC)的动态平衡调节. 组
蛋白去乙酰化酶导致核染色质结构更紧密, 转
录因子及RNA多聚酶不容易结合靶基因, 从而

抑制基因表达. 因过度表达或组蛋白去乙酰化

酶异常活化而导致的组蛋白乙酰化程度降低与

肿瘤的发生、发展密切相关. 近年来研究表明, 
组蛋白去乙酰化酶抑制剂(histone deacetylase 
inhibitor, HDACI)可抑制肿瘤细胞增殖, 诱导肿

瘤细胞分化和凋亡, 并可发挥免疫调节作用, 是
新一代具有广泛应用前景的抗肿瘤药[2]. 

TSA源自链霉菌代谢产物, 最先作为抗真菌

药物使用, 目前研究发现它是组蛋白去乙酰化

酶的强效抑制剂, 以纳摩尔的浓度特异抑制组

蛋白去乙酰化酶的活性, 对肝癌、甲状腺癌、

宫颈癌、口腔癌、前列腺癌及神经母细胞瘤等

肿瘤细胞具有明显的细胞毒作用, 可抑制肿瘤

细胞的增殖, 诱导分化或促进凋亡的作用[3,7].
本实验研究证实TSA可以明显抑制SGC-7901

细胞的生长, 具有时间和剂量依赖性. 形态学证

实TSA可使细胞卷曲变圆, 细胞质浓缩, 核染色

质凝聚, 边集于核膜周围, 随后出现细胞核裂解, 
包含有高密度染色质的细胞核以芽生的方式从

细胞膜脱落而形成多个有膜包裹、内含物不外

溢的凋亡小体. 流式细胞仪分析发现TSA可使细

胞的生长主要停止在G1期, 阻止细胞由G1期进

入S期, 从而抑制细胞的生长. 同时可见在整个

细胞周期的前端由于DNA断裂产生特殊的寡核

苷酸片段而形成一个凋亡峰, 且成时间和剂量

依赖性, 这与多项研究结果相一致[8-11]. TSA抑制

肿瘤生长和促进凋亡的机制目前尚不清楚, Zou 
et al [12]的研究表明TSA可促进乙酰化组蛋白在

肿瘤组织中的聚集, 同时, 乙酰化组蛋白H3的高

表达与胃癌SGC-7901和BGC-832的凋亡有关. 
Lee et al [13]报道肿瘤抑制因子RUNX3参与胃癌

细胞的组蛋白修复. Shen et al [14]研究显示组蛋

白去乙酰化酶抑制剂可逆转ASSF1A基因的甲

基化状态, 并可诱导它的再表达. Wu et al [15]证实

TSA诱导胃癌细胞凋亡是通过caspase非依赖途

径. 
     Zhang et al [16]的研究表明TSA可增加抗癌药

物的敏感性. 总之, TSA有望成为胃癌治疗的一

表  1  不同条件下各实验组DNA周期分布

     
TSA(mg/L)   作用时间(h) 

                    DNA周期(%)

                               	               G1           S           G2          AP

0.2                 24                 48.3     32.0     19.7       1.5

0.8                 24                 60.8     26.6     12.6       2.3

0.8                 48                 67.8     28.1       4.1       5.6

0.8                 72                 83.2     10.0       6.8     14.4

0                    72                 71.8     21.9       6.3       0.0

图  1  0.8 mg/L TSA作用SGC-7901 72 h细胞周期改变.
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图  2  胃癌SGC-7901
细 胞 的 超 微 结 构 改 变
(TEM×7500).

■创新盘点
本 研 究 观 察 曲
古 抑 菌 酶 A 对
于 胃 癌 细 胞 系
SGC7901的抑制
作用和可能的作
用机制, 并且从凋
亡的角度解释其
可能的作用机制.
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种新型药物. 但今后还需在其作用机制上做进

一步的深入研究. 
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Abstract
Recent studies have identified unique small 
RNAs, called microRNAs (miRNAs), in colorec-
tal cancer. They can be used to accurately diag-
nose the presence of colorectal cancer and help 
predict disease recurrence. Upregulation or 
downregulation of specific miRNAs are associ-
ated with the progression of colorectal cancer. 
MiRNAs are implicated in tumor metastasis and 
cytotoxic drug resistance in colorectal cancer. 
Differential expression of specific miRNAs in 
tissues and blood offers the prospect of their use 
in early detection and screening for colorectal 
cancer. MiRNAs may be important targets for 
cancer gene therapies, and their manipulation 
has potential in both prevention of recurrence 
and palliation. In this article, we will review the 

potential use of these biomarkers in early detec-
tion and screening for colorectal cancer. 

Key Words: MicroRNA; Colorectal cancer; Biomar-
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摘要
m i R N A(m i c r o R N A)是近年研究发现的存
在于血液和结肠癌组织中的一类独特的小
RNA, 他们作为生物标志可准确地诊断结肠
癌, 并且能辅助预测结肠癌的复发. 特异性
miRNA过表达或沉默与结肠癌的发展和演进
有关, 肿瘤细胞的转移和耐药性涉及miRNA. 
组织和血液中的特异性miRNA差异表达为
结肠癌早期诊断和筛选提供了应用前景 . 
miRNA在肿瘤生成中的作用表明: miRNA在
缓解和防止肿瘤复发中有着潜在的重要作用, 
他们可能成为肿瘤基因治疗的重要靶点. 本
文主要综述了特异性miRNA在结肠癌早期诊
断和筛选中的作用. 

关键词: miRNA; 结肠癌; 生物标志
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0  引言

结肠癌是消化系主要的恶性肿瘤之一, 在发达

国家高居癌症发病率第1位、死亡率第2位. 近
年来, 随着我国人民生活水平的提高、饮食结

构的改变、人口老龄化以及结肠癌普查的开展, 
结肠癌在我国的发病率呈逐年上升的趋势, 严
重威胁着人们的健康[1]. 结肠癌患者的生存和预

后取决于肿瘤的检出时间, 然而超过57%的患者

确诊时癌细胞已转移. 近20年来, 对癌症研究的

大量投入推动了诊治的可喜进步, 早期结肠癌

患者5年生存率约为90%, 但晚期的和转移性患

者的总生存率仍无明显提高, 仅为15%. 为了提
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高结肠癌患者的生存率, 临床医生着手制定早

期结肠癌的诊断标准, 以粪便隐血试验(FOBT)
作为主要的检查手段, 检查结果与结肠镜检查

阳性患者作比较. 事实证明: FOBT尽管减少了

结肠癌相关的死亡率[2], 却缺乏相应的便捷性、

敏感性和特异性. 
m i R N A是一类进化保守、短小的(一般

17-25 nt)单链非编码RNA[3]. 在miRNA数据库

中有着全面的收录, 数据库记录着m i R N A的

命名、靶点、功能以及对不同的疾病影响 ; 
每种m i R N A都有唯一的标准通用标识符, 如
miRNA21被命名为miR-21. miRNA在细胞中从

初级miRNA转录子由核糖核酸酶Drosha及Dicer
加工而成[4], 这些小分子RNA通过结合靶mRNA
在翻译水平调节靶基因的表达. miRNA最早在

蠕虫中被发现[5], 根据人类基因组生物信息学研

究预测约有1000种miRNA的存在, 迄今人类已

有533种miRNA被确认[6]. 以前用基因芯片或柱

杂交分析miRNA, 近年来, 茎-环定量逆转录聚

合酶链式反应(qRT-PCR)技术已成为miRNA分

析的首选方法, 该方法在miRNA的定性和定量

分析方面具有低成本、高通量和便于检测低含

量miRNA的优点. 
miRNA在细胞代谢、增殖、分化和凋亡等

生物学过程中发挥着重要的调节作用[7], 他们涉

及病毒感染、心血管疾病、神经和肌肉失调等

疾病的发生、诊断和治疗的诸多方面. miRNA
在肿瘤生物学中也发挥重要的作用, 包括肿瘤

发生、演进、侵袭、转移和血管生成[8]. 

1  miRNA在肿瘤生物学中的作用

m i R N A作为负调节因子, 通过裂解或抑制靶

mRNA的翻译而行使抑制功能. 如果miRNA
的靶mRNA被抑癌基因或原癌基因编码, 那么

m i R N A的失调可影响到肿瘤的发生. 特异性

miRNA的过表达和沉默在结肠癌的发生中已有

报道[9]. 成熟miRNA的过表达可能是由于编码

miRNA的基因扩增造成的, 而miRNA沉默/表达

降低可能是其生物合成缺陷的结果. 对miRNA
总的影响可能牵涉所有Hanahan和Weinberg界定

的癌症演进的主要标志. miR-20, miR-21, miR-
17-5p, miR-15b, miR-181b, miR-191和miR-200c
的过表达均涉及到结肠癌组织[10-12]. 这些肿瘤

启动子miRNA通过不同的靶点抑制抑癌基因, 
如: E2F转录因子1(E2F transcription factor 1)、
原肌球蛋白1(tropomyosin 1)[13]、磷酸酶和张

力同源基因(phosphatase and tension homologue 
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g e n e ,  P T E N) [14]以及程序性细胞死亡基因

4(programmed cell death gene 4, Pdcd4). 结肠癌

中成熟的miRNA, 如miR-34a, miR-126, miR-143, 
miR-145和miR-342的表达量很低, 表明他们

或许是抑癌miRNA[15]. 抑癌miRNA的缺失可

能导致癌基因过度活跃. 除了确定不同的癌相

关m i R N A外, 研究者致力于鉴别其靶基因、

mRNA及受体, 这种鉴别将促使miRNA在癌症

治疗中的作用做更深入的研究. 假定miR-145的
靶点是转化生长因子受体Ⅱ(transforming growth 
factor receptor Ⅱ)和胰岛素受体底物1(insulin 
receptor substrate 1, IRS-1)[16], IRS-1作为转换有

丝分裂、抗细胞凋亡和分化的信号, 对他的抑

制将抑制肿瘤活性. 癌症演进的另一重要机制

是抑癌基因的表观遗传沉默. 结肠癌多种低表

达miRNA存在着表观遗传变化, 提示该机制可

以改变抑瘤miRNA的表达. 
腺瘤是大部分结肠癌的前兆, 从腺瘤到结

肠癌的演进是一个多步骤过程, 涉及不同DNA
序列的畸变和基因表达的改变. 相对于毗邻的

正常结肠组织, 腺瘤和癌内的miR-21过表达代

表了早期结肠癌发生的细胞事件. 有报道指出, 
侵袭和迁移的肿瘤细胞miRNA的表达量整体降

低. PTEN抑制细胞侵袭, 阻止细胞外基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteases, MMP)的表达, 
而miR-21通过与靶PTEN基因的结合促进了细

胞侵袭和迁移[17]. 最近报道了另一条转移途径: 
在结肠癌中, miR-21通过下调Pdcd4的表达而促

进癌细胞内渗、侵袭和转移[18]. 对其他癌症的

研究还证实: 肿瘤转移促使miRNA在肿瘤迁移

和侵袭中发挥作用[19]. 血管生成是肿瘤转移和

生长的重要环节, Dews et al评估了miRNA在血

管生形成中的作用, 发现不同miRNA的表达与

K-ras和c-myc基因改变有关, 这些基因有潜在的

促血管生成的作用, 而血管生成是VEGF表达增

加的结果. 

2  结肠组织miRNA诊断结肠癌的价值

近来研究miRNA在肿瘤诊断中的作用, 是基于

对miRNA表达标记, 亦即miRNA表达谱的研究. 
miRNA表达谱是在多个肿瘤样本中不同miRNA
的表达所组成的图谱. 研究证明: miRNA表达

谱除了能够区分肿瘤和正常组织, 还能鉴别肿

瘤类型, 分期和其他临床变化的特点. 通过系统

地分析各种肿瘤和正常组织标本, 根据特异性

miRNA表达谱诊断为肿瘤的准确率高达70%[20]. 
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Cummins et al [11]证实: 与正常结肠组织相比, 结
肠癌有18种miRNA表达上调(其中6种miRNA
表达升高10倍), 32种miRNA表达降低/沉默. 在
另一研究中, 与对应的正常组织相比, Ⅰ期和Ⅱ

期结肠癌分别有28种和64种的miRNA表达有

差异[21]. 近来人们认识到miR-21过表达与结肠

癌分期密切相关, 通过比较miR-21在结肠癌早

期患者与中期患者的表达量, 显示中期结肠癌

患者的miR-21表达量比早期患者高. 
不同的研究结果表明: miRNA在结肠癌及

其侧翼正常组织的表达有差异, 根据与肿瘤类

型及分期相关的个体miRNA的表达差异, 用一

套miRNA联合检测结肠癌或许将成为有效的方

法. 目前对结肠癌的诊断和分期依赖于组织学

检验和放射成像. 前者取决于组织病理学家的

判断, 该方法初步诊断不仅耗时, 而且对淋巴结

组织学检查很容易错过微小转移, 导致切除的

肿瘤不能准确分期. 后者的安全性和检查成本

亦值得考虑. 基于miRNA的诊断技术, 从另一方

面提供了更快速的活检初步诊断和更精确的分

期, 亦不会对患者造成创伤, 能加快对结肠癌的

检测, 对常规组织学检验提供有益的参考.

3  血液miRNA诊断结肠癌的价值

血液miRNA在临床上是有潜在应用价值的生物

标识. 研究表明[22]: 源于肿瘤的miRNA在血液中

避开了内源性核糖核酸酶的活性, 具有相当稳

定的存在形式, 这些肿瘤miRNA在血液中有足

够的含量, 可以作为肿瘤的检测标志来检测. 健
康人血液中的100多种miRNA已得到确认, 表达

谱与结肠癌患者的几种肿瘤特异性miRNA表

达谱有明显的差异. Chen et al [23]证实: 相对于健

康人, 结肠癌患者血清中有69种特异性miRNA
的存在. 此外, 他们还证实了一组由14种血清

miRNA组成的独特表达谱在结肠癌中表达, 却
不在肺癌中表达 .  在不同的病理生理条件下 , 
miRNA可作为潜在的生物标记检查健康状况. 
然而, miRNA却具有根据肿瘤特征重叠表达和

变化的特点, 提示单一miRNA不能作为诊断标

记, 但如果能基于血液建立起与健康人年龄匹

配的miRNA表达谱(指纹), 不同时期的结肠癌或

许能得到准确的判断. 根据miRNAs表达量与病

情严重程度的相关模型, 血液miRNA的表达量

或许可以预测结肠癌的时期. 此外, 根据血液检

测的独特miRNA表达谱可对具有中等或高风险

的肠息肉患者进行监视, 这将减少患者息肉切

除后结肠镜检查的负担.

4  miRNA监测和筛选结肠癌

通过对FOBT和结肠镜两种检查方案对晚期腺

瘤的筛选灵敏度的比较: 前者仅有20%的检出

率, 后者的检出率可达到100%; 结肠镜检查尽管

有很高的筛选灵敏度, 却仅限于检查高危人群或

FOBT阳性的疑似患者. Nnoaham et al分析了检

查方案(FOBT加结肠镜检查)和成本预测[24]: 假
设仅用FOBT初步筛选英国中南部50万名年龄

60-74岁的个体, 检出34例结肠癌要花费394 157
英镑, 显然这种筛选方式不够经济, 并且筛选费

用和结肠镜复查的费用还将逐年增加. 
与乳腺癌检查方案(乳房X光造影法)和宫颈

癌检查方案(宫颈涂片试验)相比, 结肠癌检查方

案(FOBT)的一个明显的缺点就是灵敏度低[25]. 
一种普遍适用的、简单、低成本、灵敏的PCR
技术检测和定量血液miRNA可能对结肠癌等癌

症的筛选更为有效可靠. 基于血液miRNA检测

标准一旦建立起来, 将根据成本评估和人们的

接受程度用于普查需求. 随着qRT-PCR试剂盒带

有RNA的提取和修饰的试剂, qRT-PCR将适用

于miRNA的研究; 一般地一次qRT-PCR只需4-6 
h, 多个样品能够一起处理, 结果可在24-48 h内
获得; 一个血清RNA qRT-PCR分析模型显示: 当
用于一样本容量为84例标本时, 每个标本的成

本不到1英镑[26]; 目前约有一半的FOBT阳性疑

似患者用结肠镜复查为阴性, 更敏感的miRNA
检测取代FOBT能减少结肠镜检查的阴性率. 所
有这些提示了miRNA用于筛查结肠癌时优于

FOBT方案. miRNA可以用于肠癌检查的各个方

面, 最佳选择是在健康年检中检查血液miRNA, 
阳性结果再用结肠镜鉴别.

5  miRNA预测结肠癌复发及化疗反应

手术切除对大多癌症患者(Ⅰ期和Ⅱ期)十分有

效, 但是还有25%-30%患者复发. 一些患者得益

于辅助性治疗, 面临的挑战是难以确定高风险

Ⅱ期的肿瘤. 目前结肠癌的预后是通过切除肿

瘤标本的肿瘤分期和病理检查的表型特征来决

定, 然而准确地区分高风险Ⅱ期肿瘤预后的好

坏不太可能; 另一方面对miRNA的研究显示: 不
同miRNA, 如miR-21, miR-320, miR-498, miR-
106a和miR-200c的表达量与复发相关, 可作为

预后参考指标. miRNA的应用价值是作为癌症

的预后和预测生物标记在Schetter et al的研究中

■创新盘点
miRNA作为生物
标记可准确地诊
断结肠癌, 并且能
辅助预测结肠癌
的复发.
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突显出来[27], 他们比较了两组Ⅱ期结肠癌及毗

邻正常组织的miRNA表达谱, 在其中的一组: 与
正常组织相比, 肿瘤组织miR-20a, miR-21, miR-
106a, miR-181b和miR-203高表达的患者存活率

低. 对两组共175例患者分别随访68和84 mo生存

分析显示: 对治疗和辅助性化疗反应性差的Ⅱ

期和Ⅲ期的结肠癌患者, miR-21表达量高的生

存预期低. 其他研究也发现类似结果: miR-125b
和miR-137高表达的直肠癌患者放化疗反应较

差. Schepeler et al [28]研究表明: 37例Ⅱ期结肠癌

患者中(随访13-148 mo), miR-320或miR-498表
达高的患者与表达低的相比, 存活率有着明显

的差异. 当对年龄、性别、肿瘤分期、分化和

组织学划分时, miRNA可作为复发单一的预测

指标. 当联合使用17种miRNA的表达谱来检测

31例患者复发率时: 精确度为81%, 特异性为

83%, 灵敏度为77%. 对110例结肠癌患者5年生

存分析表明: miR-106a较低的表达水平与肿瘤

分期、无瘤生存率和总生存期有关. 术后血清

癌胚抗原(serum carcinoembryonic antigen, CEA)
是一种临床上广泛接受使用的预后和监测指标. 
术前血清CEA含量在预测肿瘤化疗反应的期间

无特异性, 不能作为预测指标. 基于血液的结肠

癌特异性miRNA的发现和量化提供了一个基于

血清的可变的生物标记, 当联合使用血清CEA
时, 可准确地预测无瘤生存率和化疗反应.

6  结论

miRNA的合成、加工和活性可以被各种与成熟

miRNA互补的编码序列的寡核苷酸所调节[29]. 合
成的miRNA类似物或化学修饰的寡核苷酸能

诱导miRNA过表达[30]. 反之, 反义寡核苷酸和

miRNA类似物能够使miRNA沉默[31]. miRNA
治疗时可能会与内源miRNA存在交叉敏感性, 
以及靶m i R N A缺乏特异性, 从而产生不良反

应. 建立有效的给药途径和合成毒性较低的抗

-miRNA寡核苷酸可减少这种不良反应. miRNA
在癌症中的作用是让他们成为干预治疗的重

要靶点. 基因疗法可通过调节抑癌miRNA或启

动子miRNA的表达, 阻止癌前病变的进程来治

疗结肠癌 .  这种调节可以控制肿瘤的生长率 , 
有作为早期和晚期癌症新疗法的潜力. 研究表

明: 抑制miR-21和miR-17-92的活性与降低肿

瘤的生长、侵袭、转移和血管生成相关[18]. 针
对这类miRNA的调节可能有助于防止高风险

肿瘤的复发, 并且可以控制晚期转移性肿瘤的

生长. miR-21过表达与化疗敏感性差、疗效不

佳有关[32], 对他的抑制可以改善对化疗的反应. 
一些药物能够使miRNA的表达改变[33], 这证明

一些因子可以逆转miRNA的表达, 使癌组织转

为正常组织是可行的. miRNA可能在化学预防

癌症中起作用, 他们可能促使能够减少肿瘤大

小和转移的新的治疗药物的发现. 尽管实验中

miRNA的疗效看来很有希望, 他们还必须对不

同患者加以验证, 才能用于临床实践. 
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Abstract
Clinical studies have shown that pericolonic 
tumor deposits (PTDs) may develop in some 
patients with colorectal cancer. PTDs are differ-
ent from lymph node metastases and are usu-
ally located along the perivascular, perineural or 
intravascular spaces. The characteristics of PTDs 
and their relationship with colorectal cancer 
prognosis have attracted wide attention. In this 
article, we will review the recent advances in re-
search on PTDs in colorectal cancer with regard 
to their location and structural characteristics and 
their value in TNM staging. Moreover, we will 
highlight their important value in prediction of 

the biological behavior and pathology of colorec-
tal cancer, and their potential use as a parameter 
for evaluation of prognosis and development of 
individualized treatment. 

Key Words: Pericolonic tumor deposits; Colorectal 
carcinoma; Lymph node metastasis; Prognosis

Liang JW, Wang ZN, Song YX, Xu HM. Advances in 
research on pericolonic tumor deposits in colorectal 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(35): 
3620-3622

摘要
结直肠癌的临床研究发现一些患者常存在结
肠旁肿瘤沉积(PTDs), 他有别于淋巴结转移
癌, 通常沿着血管周围, 神经周围或者血管内
生长. PTDs的特性及其与预后的相关性引起
了学者们的广泛关注. 本文综述了PTDs的生
长与组织结构特点, 在TNM分期中价值, 提示
其在结直肠癌病理及生物学行为方面的重要
价值, 并可能成为评估预后, 制定个体化治疗
方案的指标.

关键词: 结肠旁肿瘤沉积; 结肠癌; 淋巴结转移; 预

后意义
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0  引言

结直肠癌是一种常见的恶性肿瘤, 发病率有逐

年上升的趋势[1]. 尽管近年来其早期诊断和综

合治疗领域有所突破, 但死亡率仍然很高, 转移

复发是其预后不良的首要原因. 主要的转移形

式有淋巴结和血行转移. 研究发现, 转移淋巴结

周围的静脉常易受到癌组织侵犯, 有时在血管

周围, 神经周围或者血管内等部位癌组织会形

成孤立性的肿瘤结节, 被称为结肠旁肿瘤沉积

(pericolonic tumor deposits, PTDs)[2]. PTDs在外

观上类似于转移淋巴结, 存在于结肠周围和结

肠系膜脂肪组织中, 过去一些研究常将PTDs与

®
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转移淋巴结混淆在一起, 将两者等同对待. 但近

来对于PTDs的研究不断深入, 人们发现PTDs
与淋巴结是两个不同的概念, 应区别对待, 独立

研究.

1  PTDs的生长部位与组织结构特点

1946年, Glover和Waugh研究直肠癌淋巴引流模

式时, 在一些病例中发现距离癌组织约1-2 cm的

单发小结节, 起初认为是淋巴结, 但显微镜下观

察发现, 他们是含有相邻血管特定区域的癌细

胞. 研究者认为这可能是一个完全被肿瘤组织

取代的淋巴结, 或者是一个罕见的癌组织破坏

血管后的产物, 但倾向于淋巴结转移.随着研究

的深入, 发现这种结节的分布具有一定特殊性, 
如大血管, 神经周围, 血管组织内等, 偶尔也会

出现在肿瘤边缘的深层组织中. Goldstein et al [3]

通过连续切片方法研究了418例T3N+M0结直

肠癌患者, 其中30例存在PTDs现象, 显微镜下发

现PTDs作为一种存在于脂肪和纤维组织中的腺

癌, 与淋巴结无关, 其特点是纤维脂肪组织中不

连续的腺癌, 有些小的PTDs具有环绕恶性腺体

的肉芽组织轮廓. 病变的组织学生长方式均为

浸润性, 多在大血管和神经周围生长.
研究普遍认为PTDs分布具有特殊性, 如原

发肿瘤附近的大血管周围, 神经周围或者血管

内. 这从某种角度可能帮助解释PTDs与患者生

存期短, 易发生腹腔内转移的相关性[3]. 具体的

机制有待进一步的研究. 肿瘤PTDs结节周围有

时会混杂诸如淋巴结转移[4-5]. 神经浸润[3-7]以及

内脏周围脂肪的非特殊浸润等[5-7], 显微镜下区

分存在一定困难, 可能影响对观察结果的准确

分析. Puppa et al [8]首先报道了含有淋巴细胞的

PTDs与患者生存时间缩短有关, 并认为这种情

况属于一种特殊类型的淋巴结转移, 而没有淋

巴细胞的PTDs则与血行转移有关, 且没有淋巴

细胞的PTDs随着肿瘤的进展而增多, 其表现类

似于静脉浸润.

2  PTDs的TNM分期 

PTDs的来源至今仍不清楚, 如何将他们与淋巴

结区分并进行恰当的分期争议颇多. 有学者认

为PTDs属于血管转移, 因为是沿血管壁生长并

进入到周围组织中. 但在病理学中归类于血管

侵袭, 腺癌的直接扩散, 抑或淋巴结转移, 仍无

定论[9-10].
第5版的TNM分期 [8,11]建议大于3.0 cm的

PTDs归类于区域淋巴结转移, 小于或等于3.0 cm

的PTDs归类于不连续的T3期腺癌. 这仅仅以大

小为分类标准, 并非建立在大样本患者的生存

数据分析基础之上[3,12]. 而新版的TNM[11,14]分期

标准对其进行了修改, 规定"若存在于原肿瘤淋

巴引流区域结缔组织中的结节, 没有残余淋巴

组织学证据, 形状规则平滑者作为区域淋巴结

转移归于pN, 形状不规则者, 则归于pT, 或归类

于V1(微观静脉侵袭)或者V2(肉眼可见), 视为静

脉侵袭[12,14]. 
Puppa et al采用了更多的PTDs特点作为参

数进行分期, 如结节的形状, 厚度, 结节周围胶

原纤维的特点, 结节内坏死或者纤维隔的发生, 
并且参考了肿瘤是否浸润血管/神经相关结构

等. 他们认为PTDs的分期应根据结节的外形, 相
关结构, 如果在血管中则归于T, 如果没有发现

残存血管结构则归于N, 而不规则病变则归于

M.在TNM的分期标准中充分考虑和评估PTDs
的价值, 可能更好地估测预后, 制定个体化的治

疗方案.
结直肠癌中有2种类型的血管受侵[15-16]: 装

填或漂浮型(filling or floating)和阻塞或浸润型

(occlusive or infiltrating), 前者血管壁完整, 后者

血管壁受到破坏. Sternberg et al认为PTDs应归

类于浸润型. 而Puppa et al在对228例Ⅲ、Ⅳ期结

直肠癌患者的研究中推测PTDs可能反映的是一

种更具破坏性的血管壁外侵袭类型.

3  结论

PTDs是一种在结肠旁脂肪组织中存在的侵袭性

腺癌, 沿着神经, 大血管周围或者血管内部生长. 
深入研究其形成的机制开展大样本多中心的研

究探索PTDs在预后评估, TMN分期中价值和意

义重大[17].
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (科学编辑: 李军亮 2009-12-18)
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Abstract
Long-term Helicobacter pylori (H pylori) infec-
tion is associated with a high risk of gastric 
cancer and peptic ulcer disease. Biological 
therapy is one of the most promising meth-
ods for control of H pylori infection. Borrow-
ing ideas from phage therapy of refractory 
bacterial infections, phages have been used 
to treat H pylori infection. In this article, we 
will review the advances in phage therapy of  
H pylori infection. 

Key Words: Phage; Helicobacter pylori ; Phage ther-
apy
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摘要
长期感染幽门螺杆菌, 潜伏着罹患胃癌及消化
性溃疡等疾病的高度危险性. 生物治疗是控制

幽门螺杆菌感染最有前景的方法之一. 借鉴噬
菌体治疗难治性细菌感染的研究, 本文综述和
展望了利用噬菌体进行幽门螺杆菌治疗的相
关研究. 

关键词: 噬菌体; 幽门螺杆菌; 噬菌体疗法
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0  引言

噬菌体是感染细菌、真菌、放线菌、螺旋体等

微生物的病毒. 其中毒性噬菌体能在特异性宿

主菌细胞内复制增殖, 产生许多子代噬菌体, 并
裂解细菌. 子代噬菌体再度侵染新的宿主菌, 循
环往复, 进一步杀灭宿主菌. 由于噬菌体具有自

然裂菌和追踪杀菌的天然性能, 且对动植物没

有毒性, 很早就有噬菌体治疗的相关研究. 近
年来 ,  由于耐药菌等难治性细菌感染的问题 , 
噬菌体的抗菌作用再度引起关注. 幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H pylori)是一种重要且难治

的病原菌, 如何有效地根治H pylori感染是困扰

国际医学界的难题, 噬菌体作为H pylori治疗制

剂具有良好的研发前景.

1  H pylori 的危害

1.1 H pylori是胃癌的重要致病因素 H pylori是引

起慢性胃炎、胃溃疡、十二指肠溃疡的主要病

原菌, 与胃癌、胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤密切

相关, 世界卫生组织国际癌症研究机构(IARC)已
将该菌列为第Ⅰ类致癌因子[1]. 胃癌是世界上第

二大癌症死因, 是威胁人类健康最常见的恶性肿

瘤, 每年新发胃癌患者达40万, 有30万人被其夺

取生命[2]. 根除H pylori可减少人群37%胃癌的发

生及防止无癌前病变人群胃癌的发生, H pylori
已成为胃癌一级预防的靶点[2]. 总之, H pylori作
为胃癌的重要危险因素已被世人公认, 早期根除

H pylori可预防胃癌的发生.
1.2 H pylori的人群感染率高 H pylori感染率很
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高, 世界上有近半数人口感染H pylori , 在发达

国家H pylori感染率成人为30%-50%; 而在发展

中国家, 成人感染率高达80%, 10岁以下儿童感

染率为50%, 我国H pylori感染率为40%-90%, 平
均59%[3]. H pylori感染与社会经济状况呈负相

关, 人群感染率, 随着年龄增长而增加[4]. 而且 
H pylori感染有家庭内聚集现象, 儿童普遍感染

H pylori , 炎症伴随终生[5]. 我国属于H pylori高感

染国家, 感染者超过6亿[6]. 
目前H pylori根除治疗方案众多, 但存在的

问题也多, 耐药菌的形成[7]、治疗和防止复发效

果不理想等[8-10], 致使H pylori感染的治疗需要相

应的临床指征, 导致许多H pylori感染者得不到

治疗, 而长期的H pylori感染潜伏着罹患慢性胃

炎、消化性溃疡及胃癌等严重疾病的高度危险

性[11]. 因此, 寻找新的无不良反应的治疗方法, 成
为H pylori根除治疗中迫切需要解决的问题, 生
物治疗被认为是最有前景的治疗方法[12]. 在众多

的生物治疗方法中, 噬菌体以其独特的优势引

起了关注[13-14].

2  噬菌体疗法的研究

2.1 噬菌体可治疗多种细菌感染 用噬菌体治疗

细菌感染的方法, 称为噬菌体疗法(phage-thera-
py). 早在20世纪30年代, 就有噬菌体治疗霍乱成

功的报道[15]. 时至今日, 运用噬菌体治疗细菌感

染的研究从来没有停止过[16-19], 噬菌体人体治疗

的临床病例已累计达数千例[20]. 涉及的细菌主

要有[20-21]: 假单胞菌、葡萄球菌、克雷伯菌、大

肠埃希菌、变形杆菌、沙门菌、志贺菌、链球

菌、肠球菌、艰难梭杆菌、分枝杆菌等; 应用

的疾病包括[22]: 皮肤黏膜感染、肠道感染、败

血症、脑膜炎、关节炎、膈下脓肿、肺部感染

等; 采用的方法主要为[22]: 单用噬菌体治疗, 包
括局部用药、口服、滴入、注射; 联用双歧杆

菌等益生菌口服等. 
2.2 噬菌体疗法面临的挑战 噬菌体疗法的优点

在于用量少, 疗效好, 基本没有不良反应; 缺点

主要是噬菌体抗菌谱狭窄, 以及噬菌体作为病

毒, 其自身具有免疫原性. 因此, 虽然噬菌体具

有良好的抗菌性能, 但是噬菌体真正成为临床

治疗细菌感染的药物, 依然面临许多挑战, 尚需

进行大量的研究工作[22]. 
由于噬菌体大多抗菌谱狭窄, 所以噬菌体

在医学领域中, 经典的用于细菌的分型和鉴定. 
但是随着宽噬性噬菌体的发现, 以及分子水平
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改造噬菌体技术的运用, 噬菌体的抗菌谱狭窄

问题正趋于解决. 如, 徐敏超[19]从医院污水中分

离、筛选获得的产超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)大
肠埃希菌噬菌体宽噬株∮9882, 裂解谱宽, 吸收

率高, 潜伏期短, 裂解细菌能力强, 能有效地治

疗小鼠产ESBLs大肠埃希菌感染, 无不良反应. 
有人分离到的沙门氏菌噬菌体, 在测定其裂解

谱时发现, 这种噬菌体不仅可以裂解沙门氏菌, 
还可以裂解大肠杆菌[20]. 用宽噬性噬菌体可以

治疗细菌混合感染, 具有极好的临床价值, 通过

基因工程技术, 将多种噬菌体有关裂解的关键

基因片段转化入同一噬菌体中并使之表达, 产
生一种可以对多种细菌同时具有裂解作用的新

噬菌体, 具有广阔的应用前景[21-22]. 
由于噬菌体自身具有免疫原性, 最安全的

噬菌体治疗方法是用于皮肤和黏膜表面的细菌

感染, 但是, 也可见噬菌体治疗动物全身性细菌

感染的报道, 比如, Barrow et al [23]利用大肠杆菌

噬菌体R对因大肠杆菌引起的鸡和牛败血症和

脑膜炎进行治疗, 取得成功, 并没有不良反应发

生; 黄新 et al [24]将噬菌体制成脂质体包被液的方

法, 对感染耐药结核菌的小鼠进行雾化吸入治

疗, 效果良好; 李宏鸣 et al [25]用分枝杆菌噬菌体

辅助治疗结核性口腔溃疡取得初步疗效. 
2.3 噬菌体疗法的研究方向 近年来, 噬菌体疗法

在国内外引起了新的关注, 传染性疾病的权威

及诺贝尔奖获得者Lederberg博士在PVAS的评

论中指出: 因耐药性细菌的出现, 抗生素治疗不

再像以前那样有效, 应该重视噬菌体作为抗菌

治疗生物制剂的研究. Everygreen噬菌体国际会

议主办人指出: 对于噬菌体治疗, 人们存在根深

蒂固的偏见, 然而现有大量证据证明噬菌体确

实是一个有效的治疗方法[20].
目前, 针对传统抗生素治疗动物细菌感染

时易产生药物残留, 以及普遍存在的细菌耐药

性等问题, 噬菌体治疗更表现出许多突出的优

越性. 因此, 目前抗菌噬菌体的研究大多针对的

是耐药性细菌[17-18], 主要采用局部治疗的方式, 
研究对象多为动物[26]. 

噬菌体疗法研究的发展趋势: (1)筛选强裂

解性的噬菌体[20], 通过采集污水、粪便等样本, 
分离针对某种致病菌的具有强裂解效果的噬菌

体, 并反复实验确定噬菌体的稳定性, 再纯化以

提高噬菌体的效价, 确定给药方式, 动物实验观

察疗效等, 最后制成商品化的制剂应用于临床. 
(2)探索拓宽噬菌体噬菌谱的方法[27]和降低噬菌
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体的免疫原性. 如分离、筛选野生型宽噬株, 采
用人工改造噬菌体的特异性识别分子扩展宿主

谱, 使用脂质体技术弱化免疫原性等[24,28-29]. 
总之, 噬菌体治疗处于取得突破性进展的

前夜, 有着潜在的巨大应用前景, 噬菌体可能会

成为抵御难治性病菌感染的一个有力武器. 当
然, 噬菌体治疗也必然存在相应的问题, 但存在

问题并不排斥噬菌体治疗临床应用的可能性. 
2.4 H pylori噬菌体的研究 Heintschel von Heinegg 
et al [30]自行分离的H pylori噬菌体phage H pylori  
1能够感染2株H pylori (IMMi 290/89), 经过1个
溶菌周期之后可以释放出新的phage H pylori  1. 
该phage H pylori  1空头直径55-60 nm, 成熟头

直径50 nm, 内含长22 000 bp的双股DNA, 尾长

170 nm, 尾宽9.5 nm. Cao et al [21]报道使用针对 
H pylori抗原的鼠源性单克隆抗体单链(ScFv)
与一种丝状噬菌体(M13)的重组噬菌体, 能与 
H pylori表面抗原中的30 kDa蛋白亚基特异性结

合, 在小鼠体内显示该重组噬菌体对6株H pylori
均有杀菌作用. Matsuzaki et al [31]提示噬菌体展

示技术为H pylori感染的噬菌体疗法带来希望. 
2.5 噬菌体疗法治疗H p y l o r i的前景 众多的

H pylor i治疗方案均存在患者对药物的依从性

差、抗生素耐药菌株不断出现、再感染的发生

及药物的不良反应等问题, 因此是否治疗无症

状带菌者, 成为一个两难选择. 一方面, 为了预

防可能出现的不良后果, 应该对每个H pylori感
染者进行根除治疗; 另一方面, 治疗常常难于坚

持, 治愈后又面临复发, 且广泛持久的药物治疗

会加速耐药菌株的产生和传播[7]. 以至于目前国

内外抗H pylori和根除H pylori治疗, 均要具备相

对应的临床指征. 换句话说, 绝大多数H pylori感
染者因为没有临床指征而得不到治疗, 而他们

同样面临着罹患胃癌的高风险. 
H pylori噬菌体为根除H pylori感染带来新

希望. 毒性噬菌体能在宿主菌细胞内复制增殖, 
产生许多子代噬菌体, 并最终裂解细菌, 而对

动植物没有毒性. 由于野生型毒性噬菌体具有

在宿主菌中自然扩增并破坏宿主菌, 然后随排

泄物经粪-口途径自然感染他人的属性, 若采用 
H pylori毒性噬菌体治疗患者, 不仅患者自身感

染的H pylori被噬菌体破坏得到治愈, 而且患者

周围人群也可以自然感染H pylori噬菌体, 达到

根除体内H pylori感染的目的. 从而, 一人使用, 
多人受益. 因此, 治疗性H pylori噬菌体, 有望治

疗大量的H pylori感染者. 为H pylori感染性疾病

患者提供一种有效、方便、实用的治疗新选择; 
为数目庞大的H pylori无症状感染者, 提供一种

不良反应的治疗新方法和治疗机会, 最终减少

人群胃癌发生率.

3  结论

H pylori是胃癌的病原因素, 根除H pylori感染可

有效的预防胃癌. 但是H pylori的治疗方法虽多, 
却都存在一些问题. 由于噬菌体具备追踪裂菌

的抗菌性能, 在H pylori等难治性细菌感染的治

疗和诊断中具有良好的研发前景.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of human 
cytokine-induced killer (CIK) cells on the growth 
of human gastric cancer xenografts in nude 
mice.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were obtained from healthy volunteers 
by Ficoll gradient centrifugation. CIK cells were 
induced by culturing PBMCs in complete me-
dium containing recombinant human interfer-
on-g (rhIFN-γ), anti-CD3 monoclonal antibody 
(CD3 mcAb), recombinant human interleukin-2 
(rhIL-2), and rhIL-1. Balb/c nude mice were 
subcutaneously inoculated with human gastric 
cancer SGC-7901 cells in the logarithmic growth 
phase. Ten days after inoculation, 40 model mice 
were randomly divided into two groups: those 
injected with CIK cells for five days (experimen-

tal group) and those injected with NaCl solution 
for the same duration (control group). 

RESULTS: Significant differences were noted 
in the weight of tumor and the survival time of 
mice between the experimental group and the 
control group (1.21 ± 0.34 g vs 2.73 ± 0.45 g, and 
65.8 ± 6.2 d vs 44.3 ± 4.8 d, respectively; both P 
< 0.01). The reduced rate of tumor growth was 
significantly higher in the experimental group 
(47.6%) than in the control group (P < 0.01). 

CONCLUSION: CIK cells have a strong inhibi-
tory effect on the growth of human gastric can-
cer xenografts in nude mice and can prolong the 
survival time of tumor-bearing nude mice. 

Key Words: Cytokine-induced killer cells; Gastric 
cancer; Nude Mice
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摘要
目的: 探讨CIK细胞对裸鼠人胃癌移植瘤生长
的抑制作用.

方法:  用淋巴细胞分离液分离外周血单个
核细胞, 给予多种细胞因子(rhIFN-γ、CD3 
mcAb、rhlL-2、rhlL-1), 诱导生成CIK细胞. 
培养人胃癌细胞株SGC-7901, 接种至40只裸
鼠右腋皮下, 10 d后随机分2组, 每组20只, 分
别为CIK组和对照组. 连续5 d在接种肿瘤细胞
部位处给予CIK细胞和生理盐水注射治疗, 观
察CIK细胞对胃癌移植瘤模型的抗肿瘤疗效. 

结果: CIK组胃癌肿块质量和生存期与对照
组相比, 均具有显著性差异(1.21±0.34 g vs  
2.73±0.45 g, 65.8±6.2 d vs  44.3±4.8 d, 均
P <0.01). 裸鼠体内实验表明, CIK细胞能够显
著抑制胃癌细胞的生长, 其抑瘤率可达47.6%, 
明显高于对照组(P <0.01).

结论: CIK细胞在裸鼠体内对人胃癌移植瘤有
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■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 传
统手术根治及放
化疗对进展期胃
癌的疗效仍不理
想. CIK其杀伤肿
瘤细胞效应是非
M H C限制性的 , 
具有强大的抗肿
瘤活性, 而成为临
床应用的一种理
想效应细胞. 本文
应用裸鼠人胃癌
模型研究C I K细
胞对裸鼠人胃癌
移植瘤生长的抑
制作用, 旨在为胃
癌的生物治疗提
供实验依据.
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0  引言

胃癌是威胁人类健康和生命的主要恶性肿瘤之

一, 在东亚, 南美及中欧胃癌的发病率极高[1]. 最
新调查报告显示, 我国目前胃癌的死亡率位列

所有恶性肿瘤之首[2]. 临床早期发现胃癌的比

例不足15%, 85%为进展期胃癌, 此时癌组织已

经浸润达到肌层或浆膜层, 5年生存率仅为20%
左右. 尽管治疗手段水平不断提高, 但治疗效

果尚不理想[3]. 研究发现细胞因子诱导的杀伤

(cytokine-induced killer, CIK)细胞对肾癌、乳腺

癌、胃癌、大肠癌、卵巢癌等有明显的杀伤效

应[4-5]. 本研究观察了CIK细胞体外扩增过程中表

型特征的变化, 应用裸鼠人胃癌模型研究CIK细

胞对裸鼠人胃癌移植瘤生长的抑制作用, 旨在

为胃癌的生物治疗提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c裸鼠40只, ♀, 周龄6-8 wk, 体质

量15-20 g,  由苏州大学动物实验中心提供, 于无

菌恒温、恒湿半屏障系统内饲养, 饮水均经灭菌

处理. 人胃癌细胞株SGC-7901购于上海中国科

学院细胞库. CD3McAb、rhINF-γ、rhIL-1购于

美国PeproTech公司, rhIL-2购于北京四环药业有

限公司, 无血清培养基AIM-V购于北京天润善达

公司, Ficoll淋巴细胞分离液购于瑞典Amersham 
B iosc iences公司, 鼠抗人CD3/CD56购于美国

Coulter公司. 
1.2 方法 
1.2.1 CIK细胞的分离、培养和鉴定: 将健康献

血者抗凝外周血(苏州市中心血站提供)经Ficoll
淋巴分离液梯度离心取界面层单个核细胞, PBS
洗涤3次后, 将细胞置于无血清培养基中, 调整

细胞浓度为1×107/L, 加入rhIFN-γ l000 kU/L, 
置于37℃、50 mL/L CO2中培养. 24 h后加入

CD3McAb 100 µg/L, rhIL-2 500 kU/L, rhIL-1 100 
kU/L, 以后每3 d半量换液1次, 补加rhIL-2 500 
kU/L. 参照卫生部2003-03颁布的“人体细胞治

疗研究和制剂质量控制技术指导原则”. 细胞

培养到第10天, 取部分细胞进行细菌、霉菌的

3628                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年12月18日    第17卷   第35期

检测. 培养14 d后, 台盼蓝计数, 收集培养的CIK
细胞, 通过流式细胞仪检测其表面标志物. 
1.2.2 动物实验: 将40只Balb/c裸鼠右腋皮下接

种0.2 mL 1×109/L SGC-7901胃癌细胞后, 再随

机分成2组: CIK组和对照组. 10 d后CIK组的每

只裸鼠在接种肿瘤细胞部位处注射0.2 mL 1×
1010/L的CIK细胞, 对照组裸鼠注射0.2 mL生理

盐水, 连续注射5 d. 14 d后每组随机取12只裸鼠

颈椎脱臼处死, 剥离肿瘤块并称质量, 计算抑瘤

率, 公式为: 抑瘤率 = (对照组瘤质量-实验组瘤

质量)/对照组瘤质量×100%. 各组剩余8只动物

观察生存期.
统计学处理 所有数据均使用SPSS11.0软件

包进行统计学分析. 计量资料用mean±SD表示. 
各组间采用单因素方差分析.

2  结果

2.1 CIK表型的鉴定 体外将PBMC经rhIFN-γ、
CD3McAb、rhlL-2、rhlL-1诱导培养14 d后, 可
见细胞成团簇状生长, 经流式细胞仪检测CIK细

胞中CD3+、CD56+双阳性细胞(CD3+/CD56+)数
量随培养时间的延长而增加. 第0天表达CD3+/
CD56+的细胞占0.6%±0.1%, 而经细胞因子刺

激的T淋巴细胞第6、10、14天表达CD3+/CD56+

的细胞分别占19.4%±3.1%、33.8%±1.7%、

40.1%±2.3%(P <0.01) . 
2.2 干预后14 d各组肿瘤生长情况及抑瘤率 全部

实验裸鼠在接种第7天时在接种部位均有肿瘤

形成, 直径为0.5-1 cm. 在CIK组, 裸鼠在干预后

14 d内肿瘤有所缩小, 对照组所有裸鼠的肿块均

增大. 解剖时发现与对照组相比, CIK组的肿瘤

块较小且局限, 对照组的肿瘤块大, 且有肿瘤局

部浸现象. CIK组和对照组裸鼠胃癌组织湿质量

分别为1.21±0.34 g和2.73±0.45 g, 差异具有统

计学意义(P <0.01). CIK细胞对胃癌移植瘤生长

的抑制作用明显, 抑瘤率可达47.6%(P <0.01). 
2.3 裸鼠生存期比较 CIK组动物在接种肿瘤后第

60天开始有死亡, 至75 d全部死亡; 对照组动物

从接种肿瘤后第41天开始有死亡, 至52 d全部死

亡. CIK组和对照组裸鼠生存期分别为65.8±6.2 
d和44.3±4.8 d, 差异具有统计学意义(P <0.01).

3  讨论

CIK细胞是人外周血单个核细胞在多种细胞因

子的诱导下产生的, 兼有T淋巴细胞强大的抗

瘤活性和自然杀伤(natural killer, NK)细胞的非

www.wjgnet.com

■应用要点
文章重点对C I K
对胃癌动物模型
的抗癌作用进行
研究, 可以为临床
开展C I K生物治
疗提供更多实验
依据.

■创新盘点
虽然C I K细胞治
疗恶性肿瘤具有
广阔的前景, 但疗
效并没有达到预
期的效果, 改善肿
瘤治疗的免疫微
环境如抑制或调
节共刺激信号的
水平, 可能是提高
C I K治疗恶性肿
瘤疗效的一个新
策略.



孙利兵, 等. CIK细胞对裸鼠人胃癌移植瘤生长的抑制作用                                      				           3629

www.wjgnet.com

MHC限制性杀瘤优点, 被认为是新一代抗肿瘤

过继细胞免疫治疗的首选方案, 而成为临床应

用的一种理想效应细胞[6]. CIK细胞的效应细胞

是CD3+CD8+、CD3+CD56+ T细胞为主的异质

细胞群, 其功能特点: 选择性地杀伤肿瘤细胞、

体外增殖快、杀伤活性高、抗瘤谱广、不良反

应小[7-9]. CIK细胞对靶细胞的杀伤原理可能有

如下几种: (1)对肿瘤细胞的直接杀伤, 主要通

过两条途径发挥作用: (经淋巴细胞功能相关抗

原-1(LFA-1)识别结构激活导致胞质毒颗粒依

赖性的溶细胞作用; 通过CIK细胞表面的CD3
受体激活产生胞质毒性颗粒介导的溶细胞作

用. (2)活化后产生的大量炎性细胞因子的抑瘤

杀瘤作用. 大量实验证明, 培养的CIK细胞可以

分泌多种细胞因子, 能对肿瘤细胞有直接抑制

作用, 还可通过调节机体免疫系统反应性间接

杀伤肿瘤细胞. 
本实验研究发现在细胞培养过程中, 随着培

养时间的延长, 细胞体积变大, CD3+/CD56+细胞

的百分含量也明显增加, 第14天表达CD3+/CD56+

的细胞占40.1%±2.3%, 与第0天相比差异具有

统计学意义(P <0.01). CD3+/CD56+为CIK细胞的

主要表型, CIK细胞的细胞毒作用主要存在于

CD3+/CD56+细胞中. CD3+/CD56+这种自身CIK细

胞对自身及异基因肿瘤细胞均有杀伤作用, 因此

有潜在的临床研究与应用价值. 我们的研究表明, 
CIK细胞可有效抑制胃癌细胞的生长, 延长裸鼠

的生存期, 这表明CIK细胞适用于胃癌的过继免

疫治疗, 对胃癌的临床治疗具有重要意义. 在当

前对肿瘤特异性抗原了解相对较少的情况下, 应
用CIK细胞作为胃癌手术、放疗、化疗后的辅

助治疗, 可能有一定的临床应用意义.
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■同行评价
C I K细胞在肿瘤
中的作用, 近年有
大量的文献报道, 
其抑制肿瘤细胞
生长的作用将可
能成为免疫治疗
的重要方法, 是肿
瘤免疫研究的热
点之一. 因此, 该
文的选题有重要
的意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of interferon-
alpha (IFN-α) on thymidine phosphorylase 
(TP) expression and apoptosis in human 
hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells.

METHODS: The expression of TP mRNA was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). The expression of TP 
protein was evaluated by immunocytochemis-
try. The percentage of apoptotic cells was mea-
sured by flow cytometry.

RESULTS: IFN-α upregulated the expression 
of TP mRNA in a dose-dependent manner in 
SMMC-7721 cells. IFN-α at a dose of 5000 or 

10 000 kU/L induced a 3-fold upregulation of TP 
mRNA compared to non-treated cells (P < 0.05). 
Compared with non-treated cells, the intensity 
of TP staining and the number of TP-positive 
cells significantly increased in IFN-α treated 
cells (5000 or 10 000 kU/L). However, no sig-
nificant difference was found in the percentage 
of apoptotic cells between IFN-α (10 000 kU/L)-
treated cells and non-treated cells (6.42% ± 3.66% 
vs 7.19% ± 2.76%, P > 0.05). 

CONCLUSION: IFN-α at appropriate doses may 
upregulate the expression of TP mRNA and 
protein and antagonize TP-induced inhibition 
of apoptosis in human hepatocellular carcinoma 
cells. 

Key Words: Thymidine phosphorylase; Interferon-
alpha; Apoptosis; Hepatocellular carcinoma

Xiao YS, Zhou J, Fan J, Sun QM, Zhao Y, Xue Q, Shen 
ZZ, Tang ZY. Effects of interferon-alpha on thymidine 
phosphorylase expression and apoptosis in hepatocellular 
carcinoma SMMC-7721 cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(35): 3630-3634

摘要
目的: 进一步研究干扰素-α(IFN-α)对人肝癌细
胞胸苷磷酸化酶(TP)表达及凋亡的双重影响. 

方法:  体外分别用0、1 0、1 0 0、1 0 0 0、
5000、10 000 kU/L IFN-α处理人肝癌细胞
SMMC-7721, RT-PCR检测细胞TP mRNA表达
水平, 免疫细胞化学方法检测细胞TP蛋白表
达变化, 流式细胞仪检测凋亡细胞百分比. 

结果: IFN-α上调SMMC-7721细胞TP mRNA
表达水平, 呈现剂量依赖性. 与未处理组相比, 
浓度为5000、10 000 kU/L的IFN-α处理的细
胞TP mRNA表达水平显著升高(P <0.05), 而且
细胞质内TP蛋白染色强度及阳性染色细胞数
均较未处理组的细胞差别明显, 但不同浓度的
IFN-α对凋亡细胞百分比的影响不明显, 对照
组和浓度10 000 kU/L IFN-α组的凋亡细胞百
分比分别为7.19%±2.76%和6.42%±3.66%, 
差别无统计学意义.

®

■背景资料
肝细胞癌是全球
最常见的恶性肿
瘤之一, 每年有50
余万新发病例, 其
中50%在中国. 目
前化疗在肝细胞
癌的综合治疗中
仍有很大需求, 尤
其是出现肺、骨
等脏器的转移. 全
身应用5-氟尿嘧
啶对肝癌的有效
率仅约15%. 

■同行评议者
郝纯毅 ,  主任医
师, 北京肿瘤医院
肿瘤外科
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结论: 一定剂量的IFN-α既能上调肝癌细胞
TP表达水平, 又能抵消TP表达上调后抑制细
胞凋亡的作用.

关键词: 胸苷磷酸化酶; 干扰素-α; 细胞凋亡; 肝细
胞癌
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0  引言

胸苷磷酸化酶(thymidine phosphorylase, TP)
在肿瘤组织内部催化卡培他滨等5-氟尿嘧啶

(5-fluorouracil, 5-FU)的前体药物转化为有细胞

毒作用的5-FU, 是5-FU前体化疗药物发挥作用

的关键酶[1]. 但TP同时能抵抗缺氧[2]、细胞毒

性化疗药物[3]诱导的细胞凋亡. 有报道干扰素

(interferon, IFN)能够上调肿瘤细胞内TP酶的

表达[4-6], 同时一定剂量的IFN又能够诱导肝癌

细胞的凋亡[7-9]. 本课题拟进一步研究干扰素-α 
(IFN-α)对肝癌细胞TP表达及凋亡的双重影响, 
为临床联合应用IFN-α与卡培他滨防治肝癌提

供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞系SMMC-7721引自第二军

医大学, 用含10%小牛血清的RPMI 1640培养液, 
在37℃、50 mL/L CO2的培养箱中培养和传代. 
干扰素-α(IFN-α): 由罗氏公司上海分公司惠赠.
1.2 方法 
1.2.1 不同浓度IFN-α对SMMC-7721细胞TP 
mRNA表达水平的影响: 将对数生长期的细胞

铺于6孔板, 培养24 h, 弃去原培养液, 分别加

入含IFN-α的新鲜培养液, IFN-α的浓度分别为

0、10、100、1000、5000、10 000 kU/L, 继续

培养24 h, 每个浓度2个孔. 利用半定量RT-PCR
方法[10]检测细胞TP mRNA表达水平, TP引物

5'-ACAAGGTCAGCCTGGTCCTC-3'(forward)和
5'-TCCGAACTTAACGTCCACCAC-3'(reverse), 
产生344 b p P C R产物 .  内参照β-a c t i n引物

5'-TGGGCATGGGTCAGAAGGAT-3'(forward)
和5'-AAGCATTTGCGGTGGACGAT-3'(reverse), 
产生991 bp PCR产物. PCR反应参数: 94℃预变

性5 min; 94℃变性30 s、60℃退火1 min、72℃
延伸2 min, 35个循环后72℃再延伸10 min. PCR
产物于1.7%琼脂糖凝胶电泳, 用Imagemaster 

VDS system给凝胶照相, 并分析凝胶中的PCR产
物. 重复上述实验3次. 
1.2.2不同浓度IFN-α对SMMC-7721细胞TP蛋白
表达水平的影响: 胰酶消化、收集IFN-α处理的

肝癌细胞, 室温, 400 g离心4 min, 弃上清. 加入

1 mL PBS, 重悬细胞, 室温, 400 g离心4 min, 弃
去大部分上清, 保留约50-100 μL, 重悬细胞, 涂
于载玻片上, 滴入鼠抗人TP/PD-ECGF抗体, 置
于湿盒中室温孵育60 min, TBS缓冲液冲洗载玻

片3次, 滴入EnVisionTM液, 置于湿盒室温孵育30 
min. 涂片置新鲜配置的0.04% DAB显色液中(40 
mg DAB溶于TBS液70 mL中, 滴加1% H2O2 30 
mL)显色2-10 min. 水洗终止反应, 苏木素复染, 
盐酸酒精分化, 65℃恒温烤片30 min, 二甲苯透

明中性树胶封片, NIKON MICROPHOT EPI-FL
显微镜观片. 
1.2.3 不同浓度IFN-α对SMMC-7721细胞凋亡水
平的影响: 将上述不同浓度IFN-α处理的肝癌细

胞制成1×109个/L单细胞悬液, 离心, 弃上清, 加
入2 mL预冷的柠檬酸固定30 min. 再离心, 弃上

清, 加入RNase A, 37℃孵育10 min后放入冰浴

中, 加入0.5 mL碘化丙锭(50 mg/L)行DNA染色. 
流式细胞仪检测IFN-α对细胞凋亡的影响[10]. 重
复上述实验3次.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件进行统

计分析, P <0.05为差别具有统计学意义.

2  结果

2.1 IFN-α对SMMC-7721细胞TP mRNA表达水
平的影响 SMMC-7721细胞应用IFN-α处理后, 
TP mRNA表达水平逐渐升高, 具有剂量依赖性. 
用浓度5000与10 000 kU/L IFN-α处理细胞, TP 
mRNA表达水平显著升高, 与未用IFN-α处理组

相比, 差别具有统计学意义(P <0.05, 图1). 
2.2 IFN-α对SMMC-7721细胞TP蛋白水平的影
响 应用IFN-α后, SMMC-7721细胞TP染色强度

逐渐增加, T P阳性染色主要集中在细胞质中, 
阳性染色细胞数目逐渐增多, 当IFN-α浓度为

5000、10 000 kU/L时, TP染色强度及阳性染色细

胞数均较未用IFN的细胞差别明显. IFN-α浓度达

10 000 kU/L时, TP染色强度及阳性染色细胞数

均达最高水平(图2). 
2.3 IFN-α对SMMC-7721细胞凋亡的影响 应用

不同浓度的IFN-α处理SMMC-7721细胞, 随着

IFN-α浓度的增加, 细胞的凋亡百分比并未发

生明显变化, 浓度0和10 000 kU/L IFN-α的凋

■研发前沿
对 肿 瘤 细 胞 而
言, 胸苷磷酸化酶
(TP)是一把“双
刃剑”. 肿瘤细胞
TP表达水平上调, 
对5-氟尿嘧啶类
前体化疗药物敏
感性增加 ,  但TP
表达上调后同时
具有促进血管生
成、抑制细胞凋
亡的不良作用. 多
种细胞因子能够
上调肿瘤细胞TP
表达. 
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亡细胞百分比分别为7.19%±2.76%和6.42%±

3.66%, 差别无统计学意义(表1).

3  讨论

5-FU作为多种恶性肿瘤特别是消化系肿瘤(包括

肝癌)的主要化疗药物已有40多年历史, 但有效

率仅15%. 卡培他滨是一个新型的氟尿嘧啶前体

药, 已被美国FDA批准用于紫杉醇抵抗的乳腺

癌的临床治疗[11], TP是其发挥作用的关键酶. 由
于肿瘤具有异质性, 如何提高TP低表达或无表

达的肿瘤对氟尿嘧啶前体药物的敏感性, 是进

一步提高其疗效的关键. 
目前提高肿瘤组织中T P表达水平的方法

包括转染TP cDNA[12], 以提高肿瘤细胞的TP 
mRNA表达水平, 但受转染效率、表达载体及给

药途径等的限制尚不能广泛应用于临床. 另外, 
多种细胞因子如IL-1α、TNF-α、IFN-γ、IFN-α
都能上调TP的表达或活性[4-6,13]. 

IFN-α作用于细胞表面I型干扰素受体后, 
通过细胞内JAK-STAT信号通路[4], 活化TP基

图   2   不 同 浓 度
IFN-α对SMMC-7721
细胞TP蛋白表达水
平的影响(×100). A: 
0 kU/L; B: 10 kU/L; 

C: 100 kU/L; D: 1000 

kU/L; E: 5000 kU/L; 

F: 10  000 kU/L.

A B

C D

E F

 M      A      B       C       D      E      F

500 bp

β-actin 
991 bp

TP 
344 bp

图  1  不同浓度IFN-α对SMMC-7721细胞TP mRNA表达水
平的影响. M: 100 bp Marker; A: 0 kU/L; B: 10 kU/L; C: 100 
kU/L; D: 1000 kU/L; E: 5000 kU/L; F: 10 000 kU/L.

表  1  不同浓度IFN-α对SMMC-7721细胞凋亡的影响

     
IFN-α浓度(kU/L)		             凋亡细胞百分比(%)

0				    7.19±2.76

10				    8.51±4.04

100				    7.65±1.99

1000			                 10.16±4.56

5000				    7.70±0.09

10 000				    6.42±3.66

■应用要点
深入研究IFN-α对
TP“双刃剑”作
用的影响, 为临床
联合应用IFN-α与
卡培他滨等5-氟
尿嘧啶的前体药
物治疗肝细胞癌
提供更多的实验
依据. 
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因转录起始位点存在的I F N-α激活反应元件

(TP/ISRE)[14], 从而加速TP基因的转录. 本研

究结果亦显示, 较高浓度IFN-α作用24 h能使

SMMC-7721细胞TP mRNA表达水平升高3倍, 
T P染色强度及阳性染色细胞的数量在高浓度

IFN-α作用的显著增加. 同时IFN-α还具有稳

定TP mRNA的作用. TP mRNA分析表明, 在其

m R N A转录末端第40个核苷酸处存在与稳定

mRNA的顺式反应元件[15]同源的富含嘧啶核苷

酸的序列(92%), IFN-α可能通过影响该嘧啶核

苷酸富集序列而稳定TP mRNA. 
有报道指出, TP能抑制缺氧[2]和顺铂[3]诱导

的细胞凋亡. TP通过抑制Fas蛋白介导的途径抑

制细胞凋亡的发生, 且TP的这一功能不受其催

化活性的影响[16]. TP抵抗细胞损伤因素诱导的

凋亡至少部分受PI3K/Akt信号途径调控[17]. 我
们以前的研究表明, 与未转染的细胞相比, 转染

TP cDNA后肝癌细胞凋亡被抑制近50%[10]. 本
实验却观察到, 随着培养液中IFN-α浓度增加, 
SMMC-7721细胞TP mRNA表达水平显著增加, 
但细胞凋亡百分比并未出现显著下降, 即IFN-α
可能通过促进细胞凋亡的作用, 恰好抵消了TP 
mRNA表达上调后对细胞凋亡的抑制作用. 结合

文献分析, IFN-α促进细胞凋亡的机制可能包括: 
(1)通过Fas/FasL途径起作用. IFN-α通过上调细

胞Fas和/或Fas L的表达[18], 增强细胞对Fas诱导

凋亡信号敏感性[19]. (2)自分泌TNF-α, 促进细胞

凋亡[20]. 
卡培他滨等5-FU的前体药物依赖肿瘤组织

中的TP酶发挥选择性抗肿瘤作用, 本研究结果

表明, 应用一定剂量的IFN-α既能实现上调肝癌

细胞TP的表达水平, 又通过其自身所具有的促

进细胞凋亡的作用而抵消了TP表达上调后所致

的抑制细胞凋亡的作用, 为IFN-α与5-FU前体药

联合应用于临床治疗肝细胞癌提供了实验依据.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of Ephrin 
A2 (EphA2), human mutl homolog 1 (hMLH1) 
and hMSH2 mRNA expression and explore their 
relationship with clinicopathological parameters 
in esophageal carcinoma in Chinese Uygur and 

Han patients in Xinjiang.

METHODS: The expression of EphA2, hMLH1 
and hMSH2 mRNAs was detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) in esophageal carcinoma and distant non-
carcinoma tissues from 30 Chinese Uygur pa-
tients and 30 Chinese Han patients. 

RESULTS: The positive rate of EphA2 expres-
sion was significantly higher in esophageal 
carcinoma than in distant non-carcinoma tissue 
(71.7% vs 46.7%; χ2 = 7.761, P = 0.005). The dif-
ferential expression rate of EphA2 was 56.7% 
between esophageal carcinoma and distant non-
carcinoma tissue. The expression of EphA2 was 
correlated with the depth of invasion, lymph 
node metastasis and patients' nationality in 
esophageal carcinoma (P < 0.05). The positive 
rate of hMLH1 expression was significantly low-
er in esophageal carcinoma than in distant non-
carcinoma tissue (63.3% vs 88.3%, χ2 = 10.231, 
P = 0.001). The differential expression rate of 
hMLH1 was 75.0% between esophageal carci-
noma and distant non-carcinoma tissue. There 
was significant difference in the positive rate of 
hMSH2 expression between carcinoma and non-
carcinoma tissue (83.3% vs 86.7%, χ2 = 0.261, P = 
0.609). The differential expression rate of hMSH2 
was 81.7% between esophageal carcinoma and 
distant non-carcinoma tissue. Significant cor-
relations were noted between the expression of 
hMLH1 and hMSH2 and tumor stage (both P < 
0.05). The expression of EphA2 was negatively 
correlated with hMLH1 and hMSH2 expression. 

CONCLUSION: EphA2, hMLH1 and hMSH2 
play important roles in the carcinogenesis and 
metastasis of esophageal cancer. Combined de-
tection of EphA2, hMLH1 and hMSH2 expres-
sion may be used to screen for esophageal carci-
noma in a high-risk population. 

Key Words: Esophageal neoplasm; Squamous cell 
carcinoma; Mismatch repair gene; EphA2; hMLH1; 
hMSH2
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■背景资料
近年来研究显示, 
EphA2在多种肿
瘤组织中高表达, 
包括乳腺癌、肺
癌、胃癌等 ,  进
一步的研究证实
EphA2过表达促
进肿瘤向恶性转
化及肿瘤的浸润
和转移的作用, 但
EphA2在食管癌中
的研究少见报道.

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科
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摘要
目的: 探讨食管鳞状细胞癌中基因EphA2与
hMLH1、hMSH2 mRNA在新疆维吾尔族和汉
族中的表达以及与临床病理特征之间的关系.

方法: 利用RT-PCR技术检测30例维吾尔族和
30例汉族食管鳞癌组织与食管远隔无癌组织
中EphA2与hMLH1、hMSH2 mRNA的表达.  

结果: EphA2在癌组织和远隔无癌组织中的阳
性表达率分别为71.7%和46.7%, 差异有统计
学意义(χ2 = 7.761, P  = 0.005), EphA2的差异
表达率为56.7%(癌组织大于远隔无癌组织), 
EphA2表达与浸润深度、淋巴结转移和民族
有关(P <0.05); hMLH1在癌组织中的阳性表达
率(63.3%)低于远隔无癌组织(88.3%), 差异有
统计学意义(χ2 = 9.130, P  = 0.003), hMLH1的
差异表达率为75.0%(远隔无癌组织大于癌组
织), hMSH2在癌组织和远隔无癌组织中的阳
性表达率分别为: 83.3%和86.7%, 差异无统计
学意义(χ2 = 0.261, P  = 0.609), hMSH2的差异
表达率为81.7%(远隔无癌组织大于癌组织), 
hMLH1和hMSH2阳性表达率与临床分期有关
(P <0.05); EphA2的表达与hMLH1、hMSH2两
者之间成负相关.

结论: 基因EphA2、hMLH1、hMSH2通过不
同的途径和机制共同促进食管癌的发生、发
展, 联合检测有望成为食管癌高发人群普查和
筛查的标志物.

关键词: 食管肿瘤; 鳞状细胞癌; 错配修复基因; 

EphA2; hMLH1; hMSH2
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0  引言

食管癌是常见的消化系恶性肿瘤之一, 我国是

世界上食管癌发病率和死亡率最高的国家. 全
世界每年新增患者约有30万人, 其中一半以上

来自我国[1]. 流行病学调查显示, 新疆是我国食
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管癌的高发区之一. 目前, 食管癌的发病机制

尚不清楚. 近年来随着分子生物学的快速发展, 
DNA损伤修复基因和信号转导通路成为研究

的热点. 本研究通过逆转录-聚合酶链反应(RT-
PCR)技术对30例新疆维吾尔族和30例汉族食管

鳞癌组织及其对应的远隔无癌组织中EphA2和
hMLH1、hMSH2的mRNA表达情况进行检测并

分析其意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 60例食管鳞癌组织标本取自2008-01/ 
2009-05新疆医科大学附属肿瘤医院手术切除

标本, 维吾尔族和汉族各30例, 男43例, 女17例, 
年龄36-75(中位62)岁. 60例全部为鳞癌, 所有病

例术前均未行放疗、化疗. 所有标本在离体后

30 min内迅速取材, 每例标本均取癌组织及远端

6 cm以上的远隔无癌组织两部分置于液氮罐中, 
然后放于-70℃冰箱中保存.
1.2 方法 
1.2.1 组织总RNA的提取: 取约0.1 g组织, 加入1 
mL预冷的TRIzol提取液, 在玻璃匀浆器充分匀

浆, 其余步骤严格按TRIzol RNA提取试剂盒说明

书进行, 再用紫外分光光度计检测RNA的含量及

纯度, 所得RNA溶解于50 μL DRPC处理水中. 
1.2.2 RT-PCR检测: 经过逆转录后再以cDNA
为模板扩增. PCR操作步骤严格按照试剂盒说

明书进行, 主要引物序列见表1, 主要扩增片段

大小分别为: EphA为204 bp, hMLH1为400 bp, 
hMSH2为279 bp, GAPDH: 300 bp. 总体系为20 
μL, 其中Taq酶缓冲液10 μL, 上下游引物各1 μL, 
Mg2+ 0.4 μL, 模板cDNA 2 μL, 剩余用水补至20 
μL, 混合离心后30 s, 取出混匀后的反应体系置

于PCR仪中进行扩增, 循环次数为35次, 扩增产

物取6 μL在20 g/L琼脂糖进行凝胶电泳, 在凝胶

成像仪上照相和测定分析. 
统计学处理 所有数据均经SPSS13.0统计软

件进行统计学处理, 采用χ2检验, P <0.05有统计

学意义.

2  结果

2.1 RT-PCR 与标准Marker相比, 在204、279和
400 bp处可见明显亮带, 与预期目的片段大小一

致(图1). 
2.2 食管鳞癌中E p h A2、h M L H1、h M S H2 
mRNA表达 在60例食管鳞癌患者的癌组织和远

隔无癌组织中, EphA2在两组织中表达差异有统
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计学意义(χ2 = 7.761, P  = 0.005), 其差异表达率

为56.7%(癌组织大于远隔无癌组织); hMLH1在
两组织中表达差异有统计学意义(χ2 = 10.231, P  
= 0.001), 其差异表达率为75.0%(远隔无癌组织

大于癌组织); hMSH2在两组织中的表达差异无

统计学意义(χ2 = 0.261, P  = 0.609), 其差异表达

率为81.7%(远隔无癌组织大于癌组织); EphA2
表达与肿瘤浸润深度、淋巴结转移和民族有关, 
而与分期、分化程度无关; hMLH1、hMSH2的
表达均与食管癌的临床分期有关, 而与浸润深

度、分化程度、淋巴结转移及民族无关(表2). 

食管鳞癌中EphA2、hMLH1、hMSH2 mRNA三

者表达之间的关系(表3). 

3  讨论

在外界的刺激信息传递给细胞核并转化成细

胞效应的信号转导通路过程中, 具有酪氨酸激

酶活性的受体(RTKs)起着重要作用. Eph(erythr-
opoietin producing hepatomacellular)是RTKs家族

成员之一, EphA2是EphA亚家族受体14个成员

表  1  实验引物序列

     
基因		    上游引物		                        下游引物	          退火温度(℃)	   循环次数

EphA2	 5'-ATCCTCGTCAACAGCAAC-3'	 5'-GGTCATCACCTCCCACAT-3'	 60	         35

hMLH1	 5'-GCTTGCCTTAGATAGTCCAG-3'	 5'-GACAATGTGTTCCACAGTCC-3'	 57	         35

hMSH2	 5'-ACGATGGATTTGGGTTAG-3'	 5'-CCAGGGCTTTCTGTTTAG-3'	 56	         35

GAPDH	 5'-CGCGGGCTCTCCAGAACATCAT-3'	 5'-CCAGCCCCAGCGTCAAAGGTG-3'    59	         35

表  2  食管鳞癌中EphA2 、hMLH1、hMSH2 mRNA表达情况与病理特征之间的关系

     
项目	             n        EphA2 n (%)           χ2值         P值          hMLH1 n (%)        χ2值        P值          hMSH2 n (%)       χ2值       P值

正常组织	          60       28(46.7)         7.761    0.005        53(88.3)        9.130   0.003        52(86.7)        0.261   0.609

癌组织              60       43(71.7)         	  	       39(65.0)                                     50(83.3)          

民族                                                  

    汉族              30       17(56.7)         6.648    0.010        23(76.7)        3.590   0.058        26(86.7)        0.480   0.488

    维族              30       26(86.7)               		       16(53.3)                                     24(80.0)          

浸润深度                                                  

    T1+T2          11         5(45.5)         4.558    0.033          8(72.7)        0.354   0.552          8(72.7)        1.091   0.296

    T3+T4          49       38(77.6)               		        31(63.3)                                     42(85.7)          

分期                                                  

    Ⅰ+Ⅱa         20       15(75.0)         0.164    0.685        18(90.0)        8.242   0.009        20(100.0)      6.000   0.014

    Ⅱb+Ⅲ         40       28(70.0)             		        21(52.5)                                     30(75.0)          

分化程度                                                  

    高分化          16       11(68.8)         0.091    0.762          8(50.0)        2.158   0.142        12(75.0)        1.091   0.296

    中-低分化     44       32(72.7)             	                        31(70.5)                                     38(86.4)          

淋巴结转移                                                  

    是                 35      31(88.6)       11.822    0.001         22(62.9)         0.170   0.681        27(77.1)        2.318   0.128

    否                 25      12(48.0)     　     　	     	        17(68.0)                                      23(92.0)     　     　

表  3  基因EphA2与hMLH1、hMSH2之间的关系

     
基因

		       EphA2		     
χ2值	 P 值

		   +	  -

HMLH1	 +	 23	 16	 8.840     0.003

	 -	 20	   1		

hMSH2	 +	 39	 11	 5.926     0.015

	 -	   4	   6		

图  1  肿瘤组织与食管远隔组织表达. A: EphA2; B: hMLH1; 
C: hMSH2; 1、3、5表示肿瘤组织标本, 2、4、6表示与1、

3、5对照的远隔无癌组织标本.

bp
500

500

500

M       1       2       3        4      5       6
A

B

C

■相关报道
徐峰 et al研究结果
显示, 19例正常食
管上皮中, EphA2
蛋白的阳性表达6
例(31.6%), 173例
食管鳞癌中EphA2
蛋白的阳性表达
140例(80.9%), 两者
具有显著性差异.
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中的第2个, 也是Eph亚家族成员中被发现的具

有酪氨酸酶活性的第1个基因编码产物, 其广泛

表达于人的多种组织或细胞系中, 包括皮肤、

肺脏、肠道上皮细胞和卵巢组织等. 正常上皮

细胞EphA2与配体结合, 导致自身及下游大量底

物酪氨酸磷酸化, 从而调节细胞增殖及分化, 促
进胚胎发育. 在癌细胞中, 主要以非磷酸化状态

存在. 近年来研究显示, EphA2在多种肿瘤组织

中高表达, 包括乳腺癌、肺癌、胃癌等, 进一步

的研究证实EphA2过表达促进肿瘤向恶性转化

及肿瘤的浸润和转移的作用[2-4], 但EphA2在食

管癌中的研究少见报道. 
本研究应用RT-PCR方法对食管癌组织和

食管远隔无癌组织中EphA2 mRNA的表达进行

检测, 结果显示, EphA2在食管癌组织和远隔无

癌组织中均有表达, 但EphA2 mRNA在癌组织

中的表达明显高于远隔无癌组织(P = 0.002), 而
且癌组织大于远隔无癌组织的差异表达率为

56.7%, 提示EphA2有双重调节作用, 一方面参

与了正常食管细胞的生长发育, 另一方面作为

一种重要的致癌基因促进了食管癌的发生和

发展. 在肿瘤组织中, 过表达的EphA2不能与配

体很好的结合, 丧失了对肿瘤细胞生长和迁移

的负调节作用, 消弱了肿瘤细胞之间的黏附, 并
增强细胞与细胞外基质的黏附, 破坏细胞骨架

的稳定性, 导致细胞失控性生长而形成肿瘤, 以
及运动无规则导致肿瘤细胞的侵袭、浸润、甚

至转移的发生. 有关食管癌中EphA2表达的国

内研究也有报道, 徐峰 et al [5]研究结果显示, 19
例正常食管上皮中, EphA2蛋白的阳性表达6例
(31.6%), 173例食管鳞癌中EphA2蛋白的阳性表

达140例(80.9%), 两者具有显著性差异(P <0.05). 
研究发现EphA2 mRNA的表达在食管癌组织和

其正常黏膜中未见显著性差异, 但其蛋白在食

管癌组织中的表达明显高于其正常黏膜, EphA2
的mRNA水平和蛋白表达水平不完全一致[6], 这
可能与转录后的不协调有关. 本研究中食管鳞

癌EphA2的表达与民族、临床分期和淋巴结转

移有关, 临床分期越晚, EphA2的阳性表达率越

高; 淋巴结转移阳性者明显高表达于淋巴结转

移阴性者(P  = 0.020), 表明EphA2与食管鳞癌的

侵袭转移有关, 其过表达提示恶性程度高, 分期

晚, 易发生远处转移. 维吾尔族EphA2高表达于

汉族, 提示EphA2在两民族中的表达可能具有差

异性, 希望通过以后的大样本研究使其成为高

发区食管癌普查和筛查的生物学标志物. 

D N A损伤在细胞增殖的过程中是一种比

较普遍的现象, 但是遗传信息得以能够完整稳

定的代代相传, 依赖于生物进化过程中形成的

一套十分有效的DNA损伤修复系统. hMLH1和
hMSH2是错配修复(mismatch  repair, MMR)基因

系统中的重要成员[7], 之所以说重要是因为二者

在错配修复过程中起主要作用. hMSH2在一开

始就参与了错配碱基位点的识别, hMLH1则是

在中间过程中特定的结合到前者识别的错配位

点, 整个过程两者既联系又独立, 任一基因出现

问题, 均会导致错配修复的失败. DNA修复能力

低下与癌症风险增高相关. 在散发性大肠癌、

胃癌、肝癌、肺癌、乳癌、卵巢癌及子宫内膜

癌等肿瘤中,均存在错配修复系统的异常[11], 常
常表现为hMLH1和(或)hMSH2基因表达上调或

下调. 如在食管癌中, 常常由于错配修复基因的

突变、缺失引起蛋白表达的水平降低[8], 研究

在口腔鳞癌[9]、大肠癌[10]等恶性肿瘤中亦有相

同结果. 而另一些研究表明, 肺癌、膀胱癌及胃

癌等hMLH1和hMSH2基因表达出现增多的现

象[11-12]. 目前的研究多集中于蛋白水平, 本研究

采用RT-PCR方法, 在食管鳞癌组织和食管远隔

无癌组织中对这2个基因的mRNA水平进行检

测, 结果显示, 癌组织中hMLH1的表达水平低于

远隔组织, 而hMSH2在两组织中的表达无差异, 
但是在研究远隔无癌组织较癌组织的差异表达

率时发现, 两者均有很高的比率, 并且早期(Ⅰ
+Ⅱa)患者明显高表达于中晚期(Ⅱb+Ⅲ), 提示

hMLH1在食管癌的发生过程中起主导作用, 同
时hMLH1和hMSH2基因的突变在早期即参与了

食管鳞癌的发生和发展. 究竟是什么原因引起

该基因的突变呢? 已有不少研究证实[13-14], 启动

子甲基化是重要原因. 
通过分析, EphA2与hMLH1、hMSH2两者

之间成负相关, 他们通过不同的途径和机制共

同促进食管癌的发生以及浸润和转移. 在临床

工作中通过联合检测EphA2和hMLH1、hMSH2
三者的表达情况, 尤其是在食管癌的高发人群, 
如新疆哈萨克族和维吾尔族人群, 希望能成为

普查和筛查的生物学标志物, 同时联合检测有

望成为食管癌早期诊断、判断预后及预测远处

转移的分子标志物之一.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between the 
expression of trefoil factor 3 (TFF3) protein and 
the evolution of gastric cardiac adenocarcinoma.

METHODS: The streptavidin-peroxidase im-
munohistochemistry method was used to detect 
TFF3 protein expression in 24 cardiac gastritis 
specimens, 52 intestinal metaplasia specimens, 
65 specimens of intestinal metaplasia with dys-
plasia and 35 gastric cardiac adenocarcinoma 
specimens from a high incidence area of gastric 

cardiac adenocarcinoma in Henan. 

RESULTS: TFF3 protein is predominantly ex-
pressed in the striated border of the columnar 
cells in cardiac gastritis and intestinal metaplasia 
tissues, and in the cytoplasm in dysplasia and 
carcinoma tissues. The positive rates of TFF3 
protein in cardiac gastritis, intestinal metaplasia, 
dysplasia, and carcinoma tissues were 20.8%, 
44.2%, 46.2% and 54.3%, respectively. The ex-
pression of TFF3 was correlated well with the 
pathological grade of the lesions (r = 0.232, P < 
0.05). The location of TFF3 expression was cor-
related with the pathological types of the lesions 
(Kappa = 0.490). 

CONCLUSION: Overexpression of TFF3 protein 
in the cytoplasm is involved in gastric cardiac 
carcinogenesis and might be one of important 
risk factors for gastric cardiac adenocarcinoma. 

Key Words: Gastric cardia; Intestinal metaplasia; 
Immunohistochemistry; Trefoil factor 3

Feng XS, Hao SG, Wang LD, Gao SG, Wang GP, Hou JF, 
Ru Y, Chen Q. Relationship between TFF3 expression of T 
and gastric cardiac carcinogenesis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(35): 3640-3643

摘要
目的: 探讨TFF3蛋白在贲门肠化及肠化伴不
典型增生组织中的表达与贲门癌变的相关性.

方法: 采用免疫组织化学SP法, 检测河南贲门
癌高发区贲门炎组织24例、肠化组织52例、
肠化伴不典型增生组织65例及贲门癌组织35
例中TFF3蛋白的表达变化. 

结果: 在贲门炎及肠化组织中, TFF3蛋白主
要表达在柱状细胞的纹状缘, 肠化伴不典型
增生及癌变组织中 ,  主要表达在细胞质中 . 
TFF3蛋白在贲门炎、肠化组织、肠化伴不
典型增生及癌变组织中的阳性表达率分别为
20.8%、44.2%、46.2%和54.3%, 贲门黏膜组
织从正常至不典型增生再至癌变这一过程与
TFF3表达阳性率呈正相关(r  = 0.232, P <0.05). 

®

■背景资料
贲门癌因其独立
的流行病学特征
近年来作为独立
性疾病而研究, 贲
门肠化与癌变的
相关性至今仍是
研究热点. 三叶因
子是一群主要由
胃肠道黏膜细胞
分泌的小分子多
肽, 在黏膜修复与
重建及肿瘤的发
生、发展过程中
发挥了重要的作
用. 因此, 对贲门
肠化组织中TFF3
蛋白的监测有助
于阐明贲门肠化
与癌变的相关性, 
还能为进一步开
展贲门癌的分子
诊断和治疗提供
重要的理论依据.

■同行评议者
王健生, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
肿瘤外科
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TFF3蛋白表达的位点与病理类型相关(Kappa 
= 0.490).

结论: TFF3蛋白在细胞质中的过表达参与了
贲门癌变过程, 有可能成为贲门组织早期癌变
的预警分子.

关键词: 贲门; 肠上皮化生; 免疫组织化学; 三叶因

子
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0  引言

在贲门癌发生之前贲门黏膜发生的不同病理变

化称之为贲门黏膜的癌前期病变, 肠化是其中

重要的一个病变环节, 深入对贲门肠化的研究

有助于明确贲门肠化和癌变发生的关系, 发现

癌变的预警分子, 为贲门癌的早期预防诊断提

供理论依据, 并为进一步研究贲门癌的演进过

程中的具体机制提供线索. TFF3蛋白是三叶因

子家族(trefoil factors, TFFs)中的一员, 正常情况

下仅在大肠上皮黏膜中高表达[1-2], 然而以往的

研究表明TFF3蛋白对胃黏膜的肠化组织也具有

偏爱性[3-4]. 本试验利用兔多克隆TFF3蛋白抗体

对贲门各级病变组织进行检测, 初步探讨TFF3
蛋白在贲门肠化及其癌变中的作用及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 入组标本均来自河南贲门癌高发区林

州地区, 共计176例组织. 其中贲门炎组织24例, 
男16例, 女8例, 平均年龄47.5±12.3岁; 贲门肠化

组织52例, 男38例, 女14例, 平均年龄55.2±11.1
岁; 贲门肠化伴不典型增生组织65例, 男47例, 女
18例, 平均年龄60.4±7.7岁; 贲门癌组织35例, 男
26例, 女9例, 平均年龄59.4±9.3岁. 患者术前均

未接受放疗和化疗. 所有组织均经850 mL/L乙
醇固定, 常规石蜡包埋. 一抗TFF3蛋白购自北京

博奥森生物技术有限公司(兔源多克隆抗体, bs-
0535R, 工作浓度1∶150); SP试剂盒, DAB显色剂

均购自福州迈新公司.
1.2 方法
1.2.1 组织制作: 每个石蜡包埋的组织标本连续

切4张(4 μm厚), 每个组织的第1张及最后1张常规

HE染色, 以重新核实病理诊断并确保病变存在. 
第2张做TFF3蛋白组织化学染色, 另一张备用.

1.2.2 免疫组织化学: 严格按照SP试剂盒标准步

骤进行. 操作流程均在室温中进行, 同时为排除

实验中的假阳性和假阴性, 每次组织化学染色均

包含已知阳性片为阳性对照和PBS液代替一抗

设为阴性对照.
1.2.3 结果判定: 采用双盲法, 有两名病理学专

家独立观察, 计数相差10%以上重新计数, 染
色结果采用半定量积分的方法, 先在低倍镜下

观察, 然后在400倍高倍镜下随机计数5个视野, 
染色面积分为0(0%), 1(0%-25%), 2(25%-50%), 
3(50%-75%), 4(75%-100%)5个级别; 同时将染色

强度分为0(蓝色), 1(淡黄色), 2(棕色), 3(深棕色)4
个级别. 根据染色面积和强度的乘积, 得出以下

结论: 阴性(0), +(<4), ++(4-8), +++(8-12).
统计学处理 采用SPSS15.0软件包数据分

析, 定性变量分析采用χ2检验或者Fisher确切

概率检验法; 两个病理专家对结果的判读采用

Kappa一致性检验; 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 TFF3蛋白在贲门各级病变组织中表达的形态
学特点 在贲门炎组织中, TFF3蛋白主要表达在柱

状细胞的胞质腔缘侧(纹状缘), 染色强度以淡黄色

为主(图1A); 贲门肠化组织中, TFF3蛋白主要表达

在杯状细胞和柱状细胞的纹状缘, 也见于杯状细

胞的细胞质中, 染色以淡黄色和棕色为主(图1B); 
不典型增生组织中, TFF3蛋白主要表达在杯状细

胞和柱状细胞的细胞质中, 染色以棕色和深棕色

为主(图1C); 贲门癌组织中, TFF3蛋白主要表达在

癌细胞的细胞质中, 染色以棕色为主(图1D).
2.2 T F F3蛋白在贲门各级病变组织中的表达 
TFF3蛋白在贲门炎、肠化、肠化伴不典型增生

及贲门癌组织中表达呈上升趋势, 等级相关分

析结果显示, 贲门黏膜组织从正常至不典型增

生再至癌变这一过程与TFF3表达阳性率呈正相

关(r  = 0.232, P <0.05, 表1). 贲门炎、肠化及贲门

癌组间比较具有统计学意义(均P <0.05). 肠化组

与肠化伴不典型增生组阳性率比较无统计学意

义(P >0.05), 但其染色面积及其强度显著增加.
2.3 TFF3蛋白表达位点与病理类型的相关性 不
同组织类型中TFF3蛋白表达的位点不同, 经统

计学分析, 其表达的位点与病理类型相关(Kappa 
= 0.490, 表2).

3  讨论

TFF蛋白家族是一类主要由胃肠道黏液细胞分

■相关报道
以往研究表明 , 
TFF3蛋白是胃肠
黏膜中一个重要
的黏膜保护因子, 
与胃肠黏膜的损
伤、修复有着重
要的关系; 也有研
究表明TFF3蛋白
与肿瘤的发生、
发展、预后有一
定的关系, 但TFF3
蛋白所呈现出的
双重作用的具体
机制尚不明了. 

■研发前沿
随着分子生物学
技术的飞速发展, 
TFF3蛋白对黏膜
的保护作用及其
对肿瘤的发生、
增殖、浸润和转
移的作用逐渐被
人们所重视, 但作
用机制尚不清楚. 
有关TFF3蛋白在
癌前期病变中所
呈现出的双重作
用将会成为当今
肿瘤研究领域中
的新热点.
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泌的小分子多肽, 具有特征性三叶状结构, 并因

其形状而得名, 其结构较为稳定, 能抗酸、耐

热及抗蛋白酶, 对黏膜具有保护作用. 正常生

理情况下, TFFs的分布具有组织、细胞特异性. 
TFF3主要有大肠的杯状细胞分泌到黏膜的纹状

缘, 在维持胃肠道黏膜的完整性及修复损伤中

起重要作用[5]. 近年来研究发现该蛋白在消化道

肿瘤中也高表达, 与肿瘤细胞的凋亡及血管生

成有关[6-7].
本研究的重要发现是在贲门癌变过程中, 

TFF3蛋白的表达位置出现空间和时间上的转

变, 即随着组织学分级的逐步改变, 该蛋白表达

的位点及强度发生改变, 这可能是该蛋白出现

不同作用的结构基础. 以往的研究[5]表明TFF3蛋
白是胃肠黏膜中一个重要的黏膜保护因子, 在
胃肠黏膜的损伤、修复中起重要作用. 本试验

贲门炎组织中, 该蛋白主要表达于柱状细胞的

纹状缘, 表达强度也弱, 在该部位其作用可能是

通过与黏液糖蛋白相互作用或交联, 形成黏弹

性的黏液凝胶层, 以及募集炎症因子到黏膜上

皮协同保护各种损害因素对胃肠道上皮细胞的

损伤, 从而增强胃肠道黏膜防御屏障, 促进黏膜

的愈合修复. 而在贲门肠化组织中, TFF3蛋白主

要表达在杯状细胞和柱状细胞的纹状缘, 也见

于杯状细胞的细胞质中, 表达强度进一步增强, 
呈淡黄色和棕色为主. 这种改变可能是因为贲

门黏膜发生肠上皮化生后该蛋白的分泌得到进

一步加强, 从而呈现上述的改变. Furuta et al [8]证

实在结肠上皮细胞系Caco-2中缺氧环境可诱导

TFF3 mRNA及其蛋白的表达. 提示在贲门肠化

组织中可能通过缺氧依赖途径促进TFF3的表达, 
导致该蛋白在肠化细胞质中的累积. 然而, 表达

在不同位置可能所起的作用也发生了改变, 从
不典型增生组织到癌组织这一阶段中, TFF3蛋
白主要表达在杯状细胞、柱状细胞及癌细胞的

细胞质, 染色以棕色和深棕色为主, 出现过表达, 
推测该蛋白在细胞质中的累积可能参与了细胞

表  1  TFF3蛋白在贲门各级病变组织中的表达

     
分组                  n

                          TFF3蛋白 n (%)

		    -	 +             ++            +++

贲门炎 24 19(79.2) 5(20.8)   0(0.0)   0(0.0)

贲门肠化 52 29(55.8) 5(17.2) 16(30.8)   2(3.8)

肠化伴不典

型增生

65 34(52.3) 2(3.1)   9(13.8) 19(29.2)

贲门癌 35 16(45.7) 0(0.0) 11(31.4)   8(22.9)

表  2  TFF3蛋白表达位点与病理类型的相关性 (%)

     
TFF3蛋白表达位点

		  贲门组织病理类型

		   炎症+肠化            不典型增生+癌变

纹状缘		        71.4		        22.4

细胞质		        28.6		        77.6

图  1  TFF3蛋白在贲门各级病变组织中的表达(SP×200). A: 炎组织; B: 肠化组织; C: 不典型增生组织; D: 贲门癌组织.

A B

C D

■应用要点
本课题采用免疫
组织化学技术对
TFF3贲门不同病
变中的表达进行
了检测分析, 结果
提示TFF3贲门黏
膜癌变演进过程
中起重要作用, 有
可能作为贲门癌
早期诊断的重要
参考指标之一.

■创新盘点
本文首次报道了
TFF3蛋白随着组
织学分级的逐步
改变, 其表达位置
出现空间和时间
上的转变, 可能是
该蛋白出现不同
作用的结构基础. 
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癌变的过程. 以往学者[9-11]的研究也显示该蛋白

在胞质中可通过调节MAPK、EGF-R、β-粘连

素、PI-3、COX及TXA2-R等途径使细胞免于

凋亡以及促进肿瘤血管的生成, 从而加快了肿

瘤的发生. 本研究中TFF3蛋白的表达在肠化伴

不典型增生到贲门癌的发生过程中逐渐高表达, 
表明该蛋白与贲门癌变有关. Taupin et al [12]研究

表明TFF3蛋白在正常肠黏膜中、结肠腺瘤及结

肠腺癌中均有表达, 且其RNA及其蛋白的表达

与结肠腺癌的Duke分期呈负相关, 而与肿瘤细

胞分化状态呈正相关, 也表明该蛋白可能参与

了癌变过程.
在71.4%的贲门炎及肠化组织中, TFF3蛋

白表达在细胞的纹状缘; 77.6%的不典型增生及

癌组织表达在细胞质, 其表达的位点与病理类

型相关(Kappa = 0.490), 提示该蛋白的作用可能

与其表达的位点相关. Madsen et al [13]在大肠组

织中的研究也发现了随着组织形态学的演变, 
TFFs表达的位点及强度都有不同程度的变化, 
这与本实验的研究一致.

总之, 本试验初步表明当TFF3蛋白表达在

贲门柱状细胞的纹状缘时, 其作用可能主要与

黏膜防御、保护及修复作用有关, 这种作用可

能阻碍了致癌因素对细胞的影响, 总体表现为

抑癌作用. 当TFF3蛋白过表达在贲门不典型增

生及癌细胞胞质时, 与组织形态学变化呈正相

关, 其作用可能参与了组织癌变过程. 这说明该

蛋白在不同的位点、不同的强度表达对组织所

产生的影响也不同. 可能对正常或癌前病变细

胞起促分化作用, 而对肿瘤细胞促生长作用. 但
其具体的作用机制还须大量基础研究, 为肿瘤

防治提供新的思路.
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■同行评价
本研究应用常规
方法检测了贲门
癌高发地区贲门
炎、肠化组织、
肠化伴不典型增
生以及癌中TFF3
的表达、定位情
况 ,  探讨了TFF3
在表达量及位点
与肠化过程的相
关性 ,  对于认识
TFF3在贲门癌发
生过程中的作用
具有重要意义.
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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 n d o s c o p i c 
manifestations, clinicopathologic characteristics 
and clinical significance of ulcer at the gastric 
angle.

METHODS: A total of 208 patients with an ulcer 
at the gastric angle were analyzed. The initial 
symptoms, endoscopic manifestations, patho-
logic types and the detection rate of H pylori in 
these patients were analyzed. 

RESULTS: Approximately 90.38% (188/208) of 
all cases of ulcer at the gastric angle proved to be 
benign disease, whereas 9.62% (20/208) of cases 
proved to be malignant tumor. Of all malignant 
cases, 65% (13/20) were tubular adenocarci-
noma, 20% (4/20) were poorly differentiated 
adenocarcinoma, 10% (2/20) were Krudenberg 
tumor, and 5% (1/20) were signet-ring cell carci-
noma. 

CONCLUSION: The majority of cases of ulcer 
at the gastric angle are found in middle-aged 

males (52.88%). The malignancy rate is 9.62%. 
Of all malignant cases, the majority are tubular 
carcinoma (65%) and lowly differentiated carci-
noma (20%). The rate of H pylori infection in all 
malignant cases is 25%. 

Key Words: Gastric carcinoma; Ulcer at the gastric; 
Helicobacter pylori
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of ulcer at the gastric angle in Yan’an area: a report of 
208 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(35): 
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摘要
目的:  观察和研究胃角溃疡的临床内镜特
征、病理学特点及其临床意义.

方法: 应用临床流行病学方法, 对208例局限
于胃角切迹的溃疡患者的首发症状、内镜表
现、病理类型及幽门螺杆菌(H pylori )检出情
况进行研究和分析.  

结果: 良性溃疡(188例, 占90.38%), 恶性溃疡
(20例, 占9.62%). 其中恶性溃疡中(管状)腺癌
13例(65%), 低分化腺癌4例(20%), 黏液细胞癌
2例(10%), 印戒细胞癌1例(5%).

结论: 胃角溃疡多发于中年男性, 多为管状腺
癌, 其次为低分化腺癌, 恶性溃疡H pylori的感
染率为25%. 

关键词: 胃癌; 胃角溃疡; 幽门螺杆菌
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0  引言

胃小弯垂直部与水平部转角处称胃角或角切迹. 
当胃壁蠕动和收缩时, 会引起胃角部位的血供

减少, 黏膜坏死脱落, 形成溃疡; 另一方面, 胃角

及胃窦处酸度最高, 加上胃角黏膜保护功能较

差, 更容易形成溃疡, 胃角溃疡在胃溃疡中的发

®

■背景资料
国内有学者研究
表明胃角溃疡在
胃溃疡中的发生
率最高, 延安地区
系陕北胃癌高发
区, 延安大学附属
医院消化内科每
年约收集7000例
胃镜资料. 故本文
以延安地区为研
究对象, 进行流病
调查.

■同行评议者
张小晋 ,  主任医
师, 北京积水潭医
院消化内科; 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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生率最高, 据统计胃角溃疡占胃溃疡的40%左

右[1], 而胃角与胃内其他部位相比, 发生恶性肿

瘤的比例却比较低, 恶变率只有5%左右, 且良恶

性溃疡在形态学上的差别相对于其他部位较小;
大量的临床资料也提示发生在局限于胃角的恶

性肿瘤, 较少出现早期转移, 手术后长期生存率

相对较高, 故在内镜下对胃角部位的仔细观察

和对胃角溃疡的准确活检及病理检查是非常重

要的. 本文分析了我科208例胃角溃疡的临床内

镜特征, 以期为该部位的病变诊断提供参考.

1  材料和方法

1.1 材料 2007-07/2008-12在延安大学医院消

化内科内窥镜室行胃镜检查出的延安地区

胃角溃疡208例为研究对象 ,  占同期胃溃疡

29.34%(208/719); 选择的标准为病变主要累

及胃角切迹范围内2 cm, 累及胃体、胃窦等部

位超过此范围的病变不在本观察范围内. 均行 
H pylori检测和病理切片检查, 男187例, 女26例, 
男∶女为7.1∶1, 年龄19-82(平均49.62)岁. 其
中小于20岁2例, 21-40岁60例,  41-60岁127例, 
61-80岁17例, 81岁以上2例. 奥林巴斯GIF TYPE 
H260 2533102/2532997; YH04 H pylori检测仪. 
1.2 方法 胃镜及活检常规术前准备, 术前4 h禁
食, 术前口服二甲基硅油胶装去泡, 插镜至十二

指肠球部, 部分患者至十二指肠降部, 退镜观察, 
所有患者均进行H pylori检测和病变部位的黏膜

活检(在溃疡隆起边缘上及溃疡边缘内侧交界处

取活检). 胃镜活检标本均由病理科常规固定, 包
埋, 切片, HE染色, 分析. H pylori以病检和呼气

试验共同阳性结果为标准. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行四

格表及行×列表χ2检验、对有理论频数<4的采

用Fisher确切概率法.

2  结果

2.1 良恶性胃角溃疡患者年龄分布 良性溃疡188例
中, 男171例, 女22例, 男女比为7.77∶1, 恶性溃疡20
例, 其中男16例, 女4例, 男女比为4∶1. 全组平均

年龄为49.62岁, 以41-60岁居多, 占61.05%, 其次

是20-40岁, 为28.85%, 61-80岁为8.17%, 小于20
岁及大于80岁为0.96%, 见表1.
2.2 主要症状 上腹饱胀108例, 中上腹痛98例, 体
质量减轻49例, 黑便7例. 后确诊为胃角恶性溃

疡20例患者中主诉中上腹痛者12例(60%), 上腹

饱胀10例(10%), 体质量减轻8例(40%), 黑便2例
(10%). 良恶性溃疡在症状上差异无统计学意

义(表2). 可见良恶性溃疡在症状上无明显区别

(P >0.05). 
2.3 病变类型及表现 溃疡形状圆型164例, 直径

0.2-3.0 cm, 线型20例, 不规则16例. 溃疡底部高

低不平34例, 边界不清7例, 伴有新鲜出血9例, 
陈旧性出血13例. 胃角良性溃疡形态上多为圆

形, 线性, 表面可覆有程度不同的黄白苔、血痂, 
溃疡中央均糜烂, 部分病例因为溃疡反复发生, 
质地会比较硬、脆, 周围黏膜隆起不明显, 溃疡

边缘清晰, 黏膜充血、水肿. 恶性溃疡边缘呈粗

糙微隆或境界不清, 黏膜皱装似中断, 时有虫蛀

状改变, 质较脆, 易出血等. 在其形态上, 良恶性

溃疡差异有统计学意义(表2). 可见在一定程度

上可以从溃疡的类型来区别溃疡的良恶性, 但
溃疡一旦恶变后果严重, 所以, 还须高度重视活

检, 多次活检, 深部活检.
2.4 活检 活检块数最少2块, 最多8块, 平均3.9块.
2.5 伴发疾病 单纯胃多发溃疡36例(17.31%), 
复合型溃疡72例(34.62%), 反流性食管炎16例, 
十二指肠球炎14例, 食管溃疡2例, 贲门炎1例, 
胃息肉1例. 我们可以发现, 胃多发溃疡组比胃

单发溃疡组容易伴发十二指肠溃疡(χ2 = 47.668, 
P  = 0.000, 表3). 同时, 我们也可以发现复合性溃

疡的H pylori感染率比单纯胃溃疡组感染率要高

(χ2 = 8.981, P = 0.003, 表4).
2.6 内镜下形态分型 进展期癌20例, 根据Bor-
rmann分型标准, 其中Ⅱ型3例, Ⅲ型17例. 病理

类型良性胃角溃疡病理检查结果为炎性坏死灶

及上皮增生, 胃角恶性肿瘤20例, (管状)腺癌13
例(65%), 低分化腺癌4例(20%), 黏液细胞癌2例
(10%), 印戒细胞癌1例(5%). 我们比较发现各组

进展期癌的H pylori感染差异无统计学意义(P = 
0.613, 表5).
2.7 呼气试验 H pylori以病检和呼气试验共同阳

性结果为本实验H pylori标准. H pylori (+)110例, 
H pylori (-)98例, 胃角溃疡的H pylori检出率为

52.88%. 在20例恶性胃角溃疡中, H pylori阳性率

为25%. 我们对208例患者行病检同时还进行14C
呼气实验, 并对2组结果进行比较. 发现其结果

差异有统计学意义(P = 0.000), 呼气试验结果阳

性率要比病检结果阳性率要高(表6).
2.8 溃疡周边病理学改变情况 角溃疡边缘组织, 
慢性萎缩性胃炎、肠腺化生及非典型增生多见, 
甚至可出现癌变, 分别为26.92%存在慢性浅表

性胃炎(56例), 42.40%存在萎缩性胃炎(109例), 
28.37%有肠上皮化生(59例), 10.58%有非典型增

生(22例), 0.96%发生癌变(2例).

■相关报道
有学者通过对胃
角溃疡边缘组织
进 行 免 疫 组 织
化 学 染 色 发 现 
H pylori与胃角溃
疡边缘细胞增殖
有关, 其作为始动
因子, 导致溃疡周
边细胞增殖不断
上调, 而超常导致
癌变的发生. 另有
学者研究发现在
癌前病变附近组
织可能已存在癌
变. 故活检时一定
要注意多点取材.

■研发前沿
本文主要研究胃
角溃疡与H pylori
的关系、良恶性
溃疡的区别, 及对
溃疡周边的病变
情况能否提示病
程发展规律. 
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3  讨论

本研究中全组患者平均年龄49.62岁, 本文资料

显示, 不管是良性还是恶性胃角溃疡, 男性发

病率明显高于女性, 男女之比为7.1∶1, 显著差

异(P  = 0.000<0.05)发病年龄相对集中于中老年

患者, 41-60岁患者127例(61.06%), 此年龄段与

20-40岁患者相比差异有显著性(P <0.05), 同时

与61-80岁患者相比差异有显著性(P <0.05). 虽
然本资料病例统计结果不具有流行病学意义, 
但结果与公认的胃溃疡、胃癌的男女患病比例

3.6-4.7∶1[2]要高一些, 考虑可能是因为不管是

胃溃疡还是胃癌, 虽然是人类的常见病, 呈世界

性分布, 但不同地区, 不同种族, 不同年龄间, 甚
至同一地区不同时期的发病率都有较大差异. 
另一方面, 胃角溃疡和胃角部位的恶性肿瘤在

一定程度上多发生于中老年男性患者, 可能也

和其他例如吸烟, 饮食习惯, 等多方面的情况有

关系. 有报道吸烟和幽门螺杆菌感染是导致胃

癌的重要致病因素, 影响胃黏膜细胞的增殖和

分化[3]. 需引起重视, 提倡戒烟. 
本组患者以上腹胀(51.92%)为主, 其次上

腹痛(47.12%)>体质量减轻(23.56%)>呕血或黑

便(3.37%), 良恶性溃疡在症状上无明显区别

(P >0.05), 这与国外报道结果相同[4-5]. 近年来随

着人们健康意识的提高, 前来就诊时间提前, 但
由于病变早期的症状不很明显, 加之胃癌处于

我国各种恶性肿瘤死亡率的首位,其预后主要

取决于“早期发现, 早期诊断, 早期治疗”[6], 而

表  1  良恶性胃角溃疡患者的年龄分布 n (%) 

     
分组

                                            			        年龄(岁)			                  
合计

              

 	             	   ＜20     	           20-40                      41-60                   61-80                 ＞80	

胃角良性溃疡	 2(1.06)            59(31.38)            113(60.11)            12(6.38)            2(1.06)            188

胃角恶性溃疡	 0(0.00)              1(0.05)                14(0.70)                5(0.25)            0(0.00)              20

合计       		  2                     60                       127                       17                     2                     208

表  2  胃角良恶性溃疡的临床及内镜下表现 n (%)

     
                              良性胃角溃疡     胃角恶性溃疡        

P 值
  

                                   (n ＝188)               (n ＝20)

临床表现                                                   

    腹痛                   86(45.75)          12(60.00)         0.225                   

    腹胀                   98(52.12)          10(50.00)         0.856  

    体质量减轻        41(21.80)            8(40.00)         0.059  

    呕血或黑便          5(2.66)              2(10.00)         0.084 

胃镜表现                                      

    直径>25 mm     30(15.96)          19(95.00)         0.000   

    边界不清              0(0.00)              7(35.00)         0.000   

    底不平               20(10.64)          14(70.00)         0.000

表  6  14C呼气实验与病检结果的比较 (n )

     
14C呼气实验

       	      病检	                                   
合计

	             +                           -	

+	         110		      52	                 162

-                          4		      42                          46

合计                 114		      94                        208

χ2 =50.702, P  = 0.000<0.05.

表  5  H pylori 感染与恶性胃角溃疡组织学类型的比较

     
组织学类型        n 

             H pylori(+)	       H pylori (-)    

      		         n           %                n              %

高分化             13          4       30.77            9         69.23     

低分化               7          1       14.29            6         85.71   

合计                 20          5       25.00           15         75.00

表  3  胃溃疡单发组及多发组与十二指肠溃疡的关系

     
分组                           n 

               是否伴发十二指肠溃疡

      		                 伴发 n (%)           不伴发n (%)

单纯胃溃疡组       117          17(14.53)          100(85.47)

复合性溃疡组         91          55(60.44)            36(39.56)

χ2 =47.668, P<0.05.

表  4  两种溃疡的H pylori 感染率的比较

     
分组                         n 

           H pylori(+)	       H pylori (-)    

      		            n             %              n            %

单纯胃溃疡组      136      61        44.85        75      55.15

复合性溃疡组       72       48        66.66        24      33.34

χ2 =8.981, P<0.05.

P  = 0.613>0.05.

■创新盘点
本组材料来源于
胃癌高发区, 本文
想通过胃癌高发
区与普通地区胃
角溃疡的区别, 来
体现延安地区胃
角溃疡的特点, 为
胃角溃疡的诊断
提供理论依据. 
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“早期诊断”为重中之重, 所以, 对于有中上腹

不适等症状的中老年患者, 应积极给予胃镜及

病理检查. 
从本文资料看出, 胃角良性溃疡形态上多

为圆形, 线性, 周围黏膜隆起不明显, 溃疡边缘

清晰, 表面可覆有黄白苔、血痂, 部分病例因为

溃疡反复发生, 质地会比较硬、脆. 胃溃疡的直

径一般为0.5-3.0 cm, 对于溃疡直径达2.5 cm以

上者, 恶变可能性更大. 该组病例中20例恶性肿

瘤有7例表现边界不清, 而良性溃疡中有30例
(5.96%)为巨大溃疡, 说明在形态学上来区分良

恶性肿瘤的差异是有统计学意义的(P <0.05). 恶
性溃疡多为巨大溃疡且边缘不规则, 患者年龄

较大, 对内镜下这类溃疡时应多点取材活检, 以
明确是否癌变[7], 以免漏诊. 对于平坦型病变, 应
钳取病灶中心; 隆起性病变, 应钳取病灶顶部; 
凹陷型病变, 应钳取凹陷内侧壁. 第1处活检尤

为关键, 应于黏膜粗糙与触之易出血处活检, 该
处活检阳性率高[8]. 如有可能应多点活检, 每例

患者取4-6块病理组织, 1块正确诊断率为70%, 6
块则几乎达100%[9]. 

本组胃角癌20例, 经内镜活检病理证实. 一
般文献报道溃疡恶变率为3%-4%[10], 而本组癌检

出率达9.62%(20/208), 主要考虑胃角部位特殊,
溃疡边缘的黏膜经过反复的退化及再生, 产生

病理性增生, 再生上皮细胞分化障碍和不典型

增生导致癌变; 其次, 延安地区是溃疡高发地区,
人们的生活方式与经济状况限制了人们的生活

环境. 我们在实验过程中对胃内黏膜糜烂灶也

进行了取材, 因此早期发现胃角局限性的恶性

病变5年存活率很高. 同时, 也提醒我们医务工

作者在日常工作中要多对患者进行健康宣教. 
本组试验显示14C呼气试验与组织学检查

相比, 二者结果差异有统计学意义(P <0.05). 呼
气试验无创、便捷, 能克服胃内H pylori灶性分

布的局限性及取材局限的缺点, 避免了活检标

本H pylori分布不均造成的假阴性结果. 如近期

应用抗菌药物, 铋剂和质子泵抑制剂等可阻抑 
H pylori释放的尿素酶, 使呼气试验结果呈阴性, 
但通过活检仍可检测出H pylori的存在, 即病检

结果为阳性, 而呼气试验结果为假阴性. 或者

当伴有胆汁反流的时候胃内酸度下降, 不适于

H pylori的生长, 也可造成呼气试验的假阴性结

果. 同时呼气试验不能反映H pylori引起的病变, 
如溃疡、炎症等, 故不能代替内镜检查, 不能区

分H pylori的细胞毒株和非细胞毒株, 其测定有

赖于尿素酶存在. 所以, 我们对于呼气试验阴性

结果的患者还应进行病检, 而对于病检阴性的

患者还应进行呼气试验, 这样才能更准确提高 
H pylori的检出率. 

在本组资料中, 胃角的恶性肿瘤的H pylori
感染率比良性的还要低, 且各组H pylori感染差

异无统计学意义(P >0.05), 一方面是因为病例数

局限性的影响, 且由于取材在胃癌组织周边坏

死区域, 其环境不利于H pylori的生长; 其次, 也
和患者的治疗经历相关. 本组部分病例经正规

抗溃疡治疗后, 癌变溃疡缩小甚至假性愈合. 甘
涛 et al [11]认为可能与癌组织本身的恶性程度、

坏死的严重程度以及与破坏正常胃黏膜保护屏

障的程度有关. 
在本组实验中溃疡边缘42.40%存在萎缩

性胃炎, 28.37%有肠上皮化生, 10.58%有非典

型增生, 0.96%发生癌变, 而所有肠化、非典型

增生及癌变均发生在萎缩性胃炎基础之上, 而 
H pylori不仅与胃溃疡有关且与胃溃疡边缘组织

的病理改变也有关. 
溃疡病在镜下比较直观, 基本上一目了然,

病理诊断检出率却明显低于镜下诊断, 有的学

者报道慢性溃疡的胃镜诊断与病理诊断符合率

只有23.55%[12]. 近几年, 国内外开始对GU周边

伴随病变(背景病变)引起注意, 并开始深入研究. 
不典型增生或肠上皮化往往发生于溃疡边缘或

隆起、糜烂病变处, 对此类病变应重视, 特别是

重度不典型增生. 目前, 多数学者认为H pylori
感染主要通过非萎缩性胃炎→萎缩性胃炎→肠

化生→异型增生、胃癌的模式导致胃癌发生. 
在这一过程中, H pylori感染者发生胃癌的危险

性随病变加深而逐步增加, 其危害比(HR)分别

为7.13、14.85和61.85[13]. 还有学者通过对胃角

溃疡边缘组织进行免疫组织化学染色发现 [14] 

H pylori与胃角溃疡边缘细胞增殖有关, 其作为

始动因子, 导致溃疡周边细胞增殖不断上调, 而
超常导致癌变的发生. 另外有学者[15]研究发现

在癌前病变附近组织可能已存在癌变. 故活检

时一定要注意多点取材, 并强调患者与短期内

随诊复查胃镜, 在复查时, 应于前次活检部位附

近再次取活组织检查. 
本文结果提示, 由于胃角的特殊组织学结

构, 对胃角溃疡应重视溃疡的形态、大小以及

正规抗溃疡治疗后的愈合情况, 尤其对50岁左

右, 溃疡直径大于1.5 cm, 形态不规则及正规抗

溃疡后效果不佳者, 更应提高警惕. 要坚持随访, 

■应用要点
本文提示, 尤其对
50 岁左右 ,  溃疡
直径大于1.5 cm, 
形态不规则及正
规抗溃疡后效果
不佳者 ,  更应提
高警惕 ,  坚持随
访. 镜下活检应多
点、多次取材及
必要时行外科手
术探查, 是及早发
现胃角溃癌变的
重要环节, 为了延
安地区溃疡患者
提供更多益处.
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镜下活检应多点、多次取材或剥脱性深层活检

(溃疡内侧缘取材活检阳性率较高), 必要时行外

科手术探查, 不可过度强调胃镜活检病理诊断, 
是及早发现胃角溃疡癌变的重要环节. 另外, 联
合使用色素内镜、超声内镜等检查也可提高胃

角溃疡癌变的检出率.
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■同行评价
本文立题较好, 对
临床进行总结, 对
临床工作有一定
的帮助.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-12-18)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年12月18日; 17(35): 3649-3652
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃脂肪瘤的诊断与治疗66例 

李世正, 张俊华, 李锦成, 董 哲

李世正, 张俊华, 李锦成, 董哲, 辽宁医学院附属第一医院普
外科 辽宁省锦州市 121001
作者贡献分布: 此课题由李世正设计; 研究过程由张俊华、李
锦成及董哲完成; 数据分析由李世正完成; 本论文写作由李世
正完成.
通讯作者: 李世正, 121000, 辽宁省锦州市, 辽宁医学院附属第
一医院普外科. ychzon@yahoo.com.cn
电话: 0416-4197392
收稿日期: 2009-10-11   修回日期: 2009-11-20
接受日期: 2009-11-30   在线出版日期: 2009-12-18

Diagnosis and treatment of 
gastric lipoma: an analysis of 
66 cases 

Shi-Zheng Li, Jun-Hua Zhang, Jin-Cheng Li, Zhe Dong  

Shi-Zheng Li, Jun-Hua Zhang, Jin-Cheng Li, Zhe Dong, 
Department of General Surgery, the First Affiliated Hospital 
of Liaoning Medical University, Jinzhou 121001, Liaoning 
Province, China
Correspondence to: Shi-Zheng Li, Department of General 
Surgery, the First Affiliated Hospital of Liaoning Medical 
University, Jinzhou 121001, Liaoning Province, 
China. ychzon@yahoo.com.cn
Received: 2009-10-11    Revised: 2009-11-20
Accepted: 2009-11-30    Published online: 2009-12-18 

Abstract
AIM: To investigate the epidemiology, diagnosis, 
treatment and misdiagnosis of gastric lipoma to 
provide references for clinicians.

METHODS: Two patients with gastric lipoma 
who were treated at our hospital from 2003 to 
2008 were reported. In addition, we performed 
a retrospective analysis of 64 patients who were 
surgically and pathologically diagnosed as gas-
tric lipoma in the past ten years by searching dat 
abases.  

RESULTS: Gastric lipoma exhibits no specific 
clinical manifestations. Computed tomography 
(CT) and magnetic resonance imaging (MRI) 
are the first choice for preoperative diagnosis of 
gastric lipoma. Surgery is the main way to cure 
gastric lipoma, and postoperative prognosis is 
good. 

CONCLUSION: Great progress has been made 

in the diagnosis and treatment of gastric lipoma 
in the past ten years. However, significant weak-
nesses still exists and needs to be overcome. 

Key Words: Gastric lipoma; Diagnosis; Treatment; 
Retrospective analysis
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摘要
目的: 探讨胃脂肪瘤的流行病学、诊断、治
疗及误诊情况, 为临床医生提供借鉴. 

方法:  2003 -2008年辽宁医学院附属第一
医院普外科收治胃脂肪瘤患者2例, 并检索
1998-2008年底国内公开发表的胃脂肪瘤相关
文献, 分析患者临床资料. 

结果: 国内近10年术后病理确诊为胃脂肪瘤
的患者64例. 胃脂肪瘤在临床上十分少见, 临
床表现缺乏特异性, 术前诊断首选CT和MRI, 
主要采用手术治疗, 预后较好.

结论: 国内近10年在胃脂肪瘤的诊断与治疗
方面有较大进展, 但是对于胃脂肪瘤的相关文
献报道仍存在许多不足的地方.

关键词: 胃脂肪瘤; 诊断; 治疗; 回顾分析

李世正, 张俊华, 李锦成, 董哲. 胃脂肪瘤的诊断与治疗66例.  世

界华人消化杂志  2009; 17(35): 3649-3652

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3649.asp

0  引言

胃脂肪瘤在临床上十分少见, 由于临床表现缺

乏特异性, 术前诊断困难, 而国内对胃脂肪瘤的

诊治情况尚无完整的调查资料, 不少患者因此

延误诊治. 本文结合我院2例胃脂肪瘤的诊治情

况, 并检索1998-2008年底国内公开发表的胃脂

肪瘤相关文献, 其中被确诊为胃脂肪瘤的患者

64例, 进行回顾分析分析, 以期提高对该病的认

识及诊治. 
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■背景资料
胃脂肪瘤在临床
上十分少见 ,  临
床表现缺乏特异
性 ,  术前诊断困
难, 虽然国内有关
胃脂肪瘤的报道
逐渐增多, 但多局
限个案分析, 不少
患者因此延误诊
治. 本文结合本院
2例胃脂肪瘤的诊
治情况 ,  同时并 
1998-2008年底国
内公开发表的胃
脂肪瘤相关文献, 
进行回顾分析分
析, 以期提高对该
病的认识及诊治.

■同行评议者
葛海燕, 教授, 同济
大学附属第十人
民医院普通外科



1  材料和方法

1.1 材料 我院2003-2008年收治胃脂肪瘤患者2
例. 其中病例1, 男, 50岁, 上腹部隐痛2年, 纳差, 
常于进食后恶心, 黑便7 d. 病例2, 女, 35岁, 上腹

隐痛3 mo, 伴反酸、嗳气, 以饱餐后明显. 以“胃

脂肪瘤”为主题词检索中国期刊网全文期刊数

据库(CNKI)、万方数据资源系统、维普中文科

技期刊数据库. 去除无关文献, 去除内部刊物文

献, 去除综述性文献, 去除综合总结文献, 共得

到文献34篇[1-34], 全部得到原文. 
1.2 方法 病例1, 体检: 上腹轻压痛, 似可触及质

软包块, 血红蛋白55 g/L. 上消化道造影考虑为胃

平滑肌瘤; 胃镜检查见胃体大弯侧肿块, 呈分叶

状, 表面有溃疡. 病例2, 入院查体无明显阳性体

征. 胃镜检查示胃窦部有2.5 cm×1.5 cm大小的

椭圆形隆起, 表面光滑, 边界清, 中央有0.5 cm×

0.4 cm大溃疡, 取该部位组织行病理检查, 提示慢

性胃炎, 与胃镜下所见不符, 转外科治疗.
将文献数据全部统计出来后, 首先去除病

例未在报道者医院手术的文献及同一病例的

文献; 其次是同一医院不同时期的病例报道 , 
无重叠病例者全部选用; 重叠病例选用时间跨

度最长、病例数最多的文献. 最后共得到有效

统计文献33篇[1-33], 其中论著3篇[31-33], 病例报

告30篇[1-30]. 病例数最多的是武汉大学中南医院

和湖北省荆州市第一人民医院共13例. 所有数

据均以实际报道例数计算. 

2  结果

2.1 本院收治的2例患者临床资料 本院2例患者

均行胃大部分切除术, 病例1病理诊断为胃体浆

膜下脂肪瘤, 病例2病理诊断为胃窦部脂肪瘤、

胃溃疡, 2例患者术后恢复良好. 
2.2  回顾性资料
2.2.1 一般临床资料: 33篇文献共报道胃脂肪瘤

64例. (1)有明确性别报道的63例, 男26例, 女37
例, 男女比0.7∶1; (2)发病年龄最小者23岁 ,最大

者77岁, 平均年龄为59.1岁; (3)肿瘤单发者61例, 
占95.3% , 同时伴发胃癌1例, 食管癌1例, 胃平滑

肌瘤1例; (4)肿瘤发生在胃窦部50例(78.1%), 胃
体部8例(12.5%), 幽门部5例(7.8%), 贲门部1例
(1.6%); (5)有肿瘤大小报道的32例病例中, 小于5 
cm者21例(65.6%), 5-10 cm者10例(31.3%), 10-15 
cm者1例(3.1%). 肿瘤最大者为10 cm×10 cm, 最
小者为1.5 cm×2 cm; (6)与胃壁关系: 有明确报

道的36例中, 位于黏膜下30例(83.3%), 浆膜下3

3650                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年12月18日    第17卷   第35期

例(5.6%), 浸润肌层4例(11.1%). 
2.2.2 诊断: 胃脂肪瘤的诊断主要依靠临床表现, 
胃肠钡餐造影、CT、胃镜, 术后病理. 
2.2.3 临床表现: 64例胃脂肪瘤患者中, 明确报

道临床症状61例, 以上腹部胀痛不适者就诊者

49例(80.3%), 其中, 上腹部胀痛不适者伴呕血和

/或柏油样便者21例(32.8%), 上腹部胀痛不适者

伴进食后呕者10例(15.6%), 伴贫血症状者24例
(39.3%). 
2.2.4 辅助检查: 在64名患者中除有3例因上消化

道大出血急诊手术外, 其余均描述了所用检查

方法. 行胃肠钡餐造影者28例, 拟诊断为胃占位

性病变22例(78.6%). 内镜检查者39例, 拟诊断为

胃占位性病变者26例(66.7%); 诊断为胃炎者6例
(15.4%); 诊断为胃溃疡性病变者4例(10.2%); 诊
断为为平滑肌瘤者3例(7.7%). 行CT检查者30例, 
确诊21例, 诊断阳性率为70%. 超声检查者5例, 
其中2例发现胃占位性病变. MRI检查者2例, 均
确诊. 
2.2.5 误诊: 64例病例中, 术前未明确诊断者占30 
例(46.9%), 有13例误诊, 误诊率达20.3%. 在15例
有明确误诊说明的病例中,误诊为胃炎6例、胃

溃疡4例、胃平滑肌瘤3例. 
2.2.6 治疗: 64例病例均进行了手术治疗. 其中61
例胃脂肪瘤单发患者全部治愈, 术后均顺利出

院, 3例胃脂肪瘤并发其他肿瘤患者, 术后也顺

利出院, 无严重并发症出现.

3  讨论

胃脂肪瘤是一种来源于胃间质细胞的罕见肿

瘤, 病因不明, 可能是胚胎发育中异位的脂肪组

织, 也可能是一种获得性疾病, 发病高峰年龄在

50-60岁, 女性性患者略多于男性患者, 好发于

胃窦部, 约占胃间质肿瘤的6.3%, 占胃良性肿瘤

3%, 90%-95%位于黏膜下层, 5%-10%位于浆膜

下层, 通常为单发, 偶见多发[35-36]. 本文统计的

胃脂肪瘤平均发病年龄59.1岁, 男女发病率比

为0.7∶1; 位于黏膜下30例(83.3%), 浆膜下3例
(5.6%), 浸润肌层4例(11.1%); 发生在胃窦部者

发生在胃窦部50例(78.1%), 这与胃癌的发病部

位一致, 其具体原因有待于进一步探讨. 
胃脂肪瘤的临床表现无特异性, 常与瘤体

大小、部位及并发症有关. 初起肿瘤较小, 无并

发症, 常无症状, 病情进展可出现上腹部钝痛, 
有并发症时可出现反酸、恶心、呕吐及消化

道出血等症状. 由于胃脂肪瘤的临床表现无特

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃脂肪瘤的临床
表现缺乏特异性, 
术前诊断困难, 如
何采取有效方法
进行胃脂肪瘤的
诊治成为研究的
热点.
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异性, 常会延误患者的病情, 因此, 必须建立胃

脂肪瘤有效的检查方法. 本文回顾性分析的64
例患者中除有3例因上消化道大出血急诊手术

外, 其余均描述了所用检查方法. 行胃肠钡餐造

影者28例, 诊断为拟胃占位性病变22例(78.6%); 
内镜检查者39例, 拟诊断为胃占位性病变26例
(66.7%); 诊断为胃炎者6例(15.4%); 诊断为胃溃

疡性病变者4例(10.2%); 诊断为为平滑肌瘤3例
(7.7%); 行CT检查者30例, 确诊21例, 诊断阳性

率为70%; 超声检查者5例, 其中2例发现胃占位

性病变; MRI检查者2例, 均确诊. 因此, 诊断胃

脂肪瘤首选的检查方法是CT和MRI. CT和MRI
不仅在胃脂肪瘤的定性诊断中起了决定性作

用, 同时二者能显示病变部位与周围脏器的毗

邻关系以及侵犯与否, 对鉴别诊断和手术方案

的选择均有帮助. 值得说明的是, 虽然MRI对本

病有较高的诊断价值, 但因价格较昂贵, 故检查

时应慎重考虑, 并应争得患者或其家属同意. 虽
然在胃的腔内病变的检查方法中钡餐及胃镜为

首选方法, 尤其是胃镜的定性诊断被视为“金

标准”, 但胃脂肪瘤多发生在黏膜下, 由于胃黏

膜较厚, 且胃镜活检取点不固定, 很难取到肿瘤

组织, 故难以定性. 因此, 钡餐及胃镜两种检查

方法仅能提示胃内有无占位性病变以及良恶性, 
但对肿瘤类型的确诊则有困难. 

胃脂肪瘤在临床上十分少见, 临床表现缺

乏特异性, 术前诊断困难, 因此较易误诊, 在描

述的64例病例中 ,  术前未明确诊断者占30例
(46.9%), 有13例误诊, 误诊率达20.3%. 在15例有

明确误诊说明的病例中, 误诊为胃炎6例、胃溃

疡4例、胃平滑肌瘤3例. 误诊原因分析: (1)应用

辅助检查缺乏逻辑性: 胃肠钡餐造影应该是排

查上消化道肿瘤的首选, 如果能提示为黏膜下

肿瘤或黏膜下肿瘤伴有溃疡改变, 下一步应用

CT检查, 必要时使用胃镜检查, 以免不必要的应

用胃镜给患者带来痛苦; (2)一味强调病理活检

这一“金标准”进行诊断: 因为胃脂肪瘤大部

分位于黏膜下, 胃镜病理很难取到, 即使有溃疡

形成, 也只能取到黏膜层, 难以与良/恶性溃疡相

鉴别. (3)该病为罕见病, 而在诊断思维中固然先

考虑常见病、多发病,一些缺乏经验的医生就会

盲目下诊断, 成为造成临床误诊的又一因素. 
胃脂肪瘤治疗的选择仍存在着争论. 多数

学者认为, 如果肿瘤偶尔发现, 无症状或症状

较轻、肿块小于1 c m者可以不必进行手术治

疗, 此时应用CT扫描进行定期随访. 而对症状

严重、出血或肿瘤难于与其他恶性肿瘤鉴别者

应及时行手术治疗, 手术方法以局部切除肿瘤

或胃部分切除为主, 必要时可术中冰冻切片以

排除胃癌可能. 另外, 如果肿瘤的良恶性鉴别困

难, 或伴有反复的出血或梗阻, 则需手术切除. 
Nakamura et al [37]认为, 胃脂肪瘤的治疗方式可

以由内镜超声来决定, 因为内镜超声能对胃壁

进行精确评价, 内镜超声如果发现肿瘤位于黏

膜下而不侵及固有肌层或位于浆膜下则可行内

镜切除术, 反之则需行开腹手术. 
另外, 本文总结中还发现国内文献报道有许

多不足和缺憾的地方, 归纳起来有以下几点: (1)
对该病的认识和重视不够. (2)对临床资料的介

绍不完整, 过于简单. (3)对检查方法仅有阳性率

报道, 缺少假阳性、假阴性、敏感性及特异性

等统计. (4)多数病例报告中缺乏物理学、病理

学及切除之肿物的图片, 缺乏可信性. (5)很多文

献缺少治疗结果及随访的结果.
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术方案的选择均
有帮助. 
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■同行评价
本文报道2例胃脂
肪瘤, 并对国内公
开报道的64例进
行了文献复习和
综合分析, 提出了
CT、MRI对诊断
胃脂肪瘤具有较
大帮助的观点, 对
临床上提高术前
诊断率有一定的
参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the significance of human 
runt-related transcription factor 3 (RUNX3) 
promoter methylation in DNA prepared from 
whole blood for early diagnosis of gastric 
carcinoma.

METHODS: Methylation-specific PCR (MSP) 
was used to detect the methylation status of 
RUNX3 promoter in DNA prepared from car-
cinoma tissue, adjacent tissue and whole blood 
samples taken from 80 gastric cancer patients. 

RESULTS: The detection rates of RUNX3 pro-
moter methylation in DNA prepared from gas-
tric carcinoma tissue, adjacent tissue and whole 
blood samples were 45%, 0% and 40%, respec-
tively. No significant difference was noted in the 
detection rate of RUNX3 promoter methylation 
between gastric carcinoma tissue and whole 
blood samples (P > 0. 05). The RUNX3 promoter 

methylation status in gastric carcinoma was cor-
related with tumor differentiation and lymph 
node metastasis, but not with age, gender and 
tumor site. 

CONCLUSION: RUNX3 promoter methylation 
status in DNA prepared from whole blood is 
closely associated with the oncogenesis and me-
tastasis of gastric carcinoma and has important 
significance for early diagnosis of gastric carci-
noma. 

Key Words: Whole blood; Gastric carcinoma; 
RUNX3 gene; DNA methylation; Methylation-specif-
ic PCR

Wang CL, Jiang XJ. Significance of RUNX3 promoter 
methylation in DNA prepared from whole blood for early 
diagnosis of gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2009; 17(35): 3653-3656

摘要
目的: 探讨全血RUNX3启动子甲基化对胃癌
早期诊断的意义.

方法: 采用甲基化特异性聚合酶链反应(MSP)
法, 检测80例胃癌患者的癌组织及其对应的癌
旁组织及全血中RUNX3启动子甲基化情况. 

结果: 胃癌组织标本中RUNX3基因启动子甲
基化率为45%, 癌旁组织中甲基化率为0%, 
全血中甲基化率为40%. 胃癌组织、全血中
RUNX3基因启动子甲基化, 差异无统计学意
义(P >0.05). 全血标本中RUNX3启动子甲基
化表达情况与分化程度、是否有淋巴结转移
密切相关, 与年龄、性别、肿瘤部位浸润深
度无关.

结论: 全血RUNX3启动子区甲基化对胃癌早
期诊断有重要指导意义, 与胃癌的发生、发展
密切相关.

关键词: 全血; 胃癌; RUNX3; DNA甲基化; 甲基化

特异性聚合酶链反应

王春玲, 姜相君. 全血RUNX3启动子甲基化对胃癌早期诊断的
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■背景资料
Runx基因是近年
来发现的一种新
型抑癌基因 ,  与
人类多种肿瘤的
发生、发展有着
极密切的关系 . 
2002年日本学者
Li et al首例发现
R U N X 3还有调
节胃上皮细胞的
增 生 与 凋 亡 平
衡的作用 ,  说明
RUNX3的失活与
胃癌的发生发展
密切相关, 可能是
胃癌发生发展的
关键性抑癌基因.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
中南大学湘雅三
医院消化内科
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0  引言

胃癌约占胃恶性肿瘤的95%以上, 在癌症死亡

率中居第2位[1], 严重威胁人类健康. 众多研究发

现, 在胃癌发生的分子机制中, 遗传和表遗传机

制均起着重要的作用. DNA甲基化是研究最多

也最深入的一种表遗传学表达机制. RUNX3作
为一个新发现的抑癌基因, 作为转化生长因子

β(transforming growth factor β, TGF-β)信号作用

的靶点对胃癌细胞的生长有明显的抑制作用[2], 
而DNA异常甲基化则是RUNX3基因在胃癌中

失活的重要途径. 我们采用甲基化特异性聚合

酶链反应(methylation specific PCR, MSP)方法

检测胃癌患者癌组织、其对应癌旁组织及全血

RUNX3启动子甲基化的情况, 探讨全血RUNX3
启动对子甲基化对胃癌早期诊断的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-11/2009-08青岛市立医院普外科胃

癌手术切除标本80例, 包括胃癌组织及其对应的

癌旁组织. 患者年龄为35-79(中位年龄56)岁, 男
44例, 女36例. 术前取患者外周血5 mL, 经EDTA
抗凝. 胃癌组织取自肿块中央非坏死部分, 癌旁

组织取自距离肿块5 cm以上的正常胃黏膜组织. 
患者术前未经辅助放疗、化疗及免疫治疗. 所
有标本均经病理证实. 正常对照标本取自无消

化系统疾病及任意肿瘤的正常青年人外周血, 
EDTA抗凝. 所有标本于-70℃冰箱保存. EZ DNA 
Methylation-Gold kitTM试剂盒购自北京天漠技术

开发有限公司, 甲基化转移酶SssⅠ为美国New 
England公司产品, 引物委托大连宝生物公司合

成. PCR Taq Mix酶及Marker购自东盛生物科技

有限公司. 
1.2 方法 采用酚-氯仿抽提, 冰乙醇沉淀方法回

收提纯DNA, -20℃保存. 紫外分光光度计测其

纯度. 按照EZ DNA Methylation-Gold kitTM试剂

盒说明进行DNA甲基化修饰. DNA甲基化、非

甲基化引物参照文献[2]合成, 扩增片段212 bp. 
5M: 5'-TTACGAGGGGCGGTCGTACGCGGG
-3', 3M: 5'-AAAACGACCGACGCGAACGCC-
TCC-3'; 非5U: 5'-TTATGAGGGGTGGTTGTATG
TGGG-3', 3U: 5'-AAAACAACCAACACAAACA
CCTCC-3'. PCR反应体系为25 µL, 包括Taq Mix
酶12.5 µL, 上、下游引物各1 µL, 模板(以上修
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饰的DNA)2 µL, 双蒸水8.5 µL. 循环参数为: 甲
基化反应条件: 95℃预变性3 min, 95℃变性30 s, 
64.5℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 共35个循环, 最
后延伸5 min; 非甲基化反应条件: 95℃预变性

3 min, 95℃变性30 s, 63℃退火30 s, 72℃延伸30 
s, 共35个循环, 最后延伸5 min. 2%的琼脂糖凝

胶电泳, EB染色, 紫外光灯检测结果(M为甲基

化引物, U为非甲基化引物). 每批标本均同时扩

增甲基化酶SssⅠ修饰和未修饰的提取的正常青

年人外周血DNA作为甲基化阳性和非甲基化阳

性对照. 阴性对照为双蒸水. 分别只有M引物和

U引物得到预期大小的扩增片段, 阴性对照未得

到任何产物, 提示实验技术及所用引物和试剂

正确, 实验结果可信. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件对数据

进行统计学处理, 两样本率的比较采用χ2检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 RUNX3启动子甲基化在胃癌、其对应癌旁
组织及全血中的表达 RUNX3在胃癌组织中的

甲基化率为45%(36/80), 对应癌旁组织中的甲基

化率为0%(0/80), 全血中的甲基化率为40%. 胃
癌组织及全血中的甲基化表达, 两者差异无统

计学意义(P >0.05, 表1).
2.2 胃癌组织、全血RUNX3启动子甲基化表达
与临床及病理特征的关系 胃癌组织、全血中

RUNX3启动子甲基化表达与患者性别、年龄、

肿瘤部位之间差异无统计学意义(P >0.05, 表2). 
有淋巴转移组的RUNX3启动子甲基化表达高

于无转移组(P <0.05, 表2). 分化程度高的实验组

RUNX3启动子甲基化表低于分化程度低的实验

组(P <0.05, 表2).
2.3 RUNX3甲基化在胃癌组织及其对应癌旁组
织、全血中的表达MSP检测结果 在电泳图中, 
同一标本胃癌组织检测到甲基化和非甲基化两

种结果, 可能与取材有关; 对应癌旁组织未检测

到甲基化, 全血中检测到甲基化(图1).

3  讨论

D N A 甲 基 化 是 指 在 D N A 甲 基 转 移 酶

DNMTS(DNA methyltransferases)的介导下, 二
核苷酸中胞嘧啶(C)的第5位C原子上的H被S-腺
苷甲硫氨酸提供的甲基取代, 使之变成5-甲基

胞嘧啶(5-methylcytosine, m5C)的化学修饰过程. 
DNA基因组异常甲基化在肿瘤发生、发展中起

重要作用. 
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■研发前沿
在 多 种 肿 瘤 中
RUNX3甲基化成
为最近几年研究
的热点, 采取简单
易行的检测手段
检测其甲基化成
为进一步研究需
要解决的问题.
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RUNX3基因是Levanon et al于1994年发现

的, 最初被命名为急性髓性白血病2基因[3], 以后

又被称作多瘤病毒强化因子结合蛋白2基因、

核心结合因子α3基因[4-5]. RUNX3基因家族是一

类具有RUNX保守域的转录因子家族, 在哺乳

动物中该家族包括基因runx1、runx2和ruxn3[6]. 
runx1是人类白血病常见的突变基因, 是闭锁颅

骨发育异常的有关基因[6-7]. 已发现RUNX3在神

经发生过程中发挥关键性作用. 2002年日本学

者Li et al首例发现RUNX3有调节胃上皮细胞的

增生与凋亡平衡的作用. 人类RUNX3位于染色

体1p36.1, 是runx家族中最小也是迄今对其研究

最少的基因, 全长67 kb, 含有6个外显子和p1和
p2 2个启动子, 2个启动子富含GC, p2启动子GC
含量达到64%, 易发生甲基化变化. 

Li et al [2]采用PCR-SSCP方法检测119例胃

癌组织中RUNX3的基因编码区域, 结果发现仅

1例(1/119)胃癌组织存在RUNX3突变.  Li et al发
现联合应用DNA甲基化转移酶抑制剂5-氮唑2-
脱氧胞苷、组蛋白去乙酰酶抑制剂曲古抑菌素

可以使RUNX3失表达的胃癌细胞系恢复表达活

性, 进一步证实了是RUNX3基因启动子区甲基

化导致了RUNX3基因的失表达, 而不是基因本

身的突变和基因杂合性缺失所致. 表明RUNX3
基因在胃癌中很少发生突变, RUNX3基因启动

子区异常甲基化是主要失活机制. 
Lee et al [8]检测胃癌患者肿瘤和血液中基因

(DAP2Kinase、E2cadherin、GSTP1、p15、p16)
启动子甲基化情况, 发现血液中细胞异常甲基

化能如实反映肿瘤中基因异常甲基化情况. 由
此可见, 基因启动子甲基化对于胃癌的早期诊

断、高危人群的检测、肿瘤风险的评估具有重

要指导意义. 本研究胃癌组织中有36例发生甲

基化, 甲基化率为45%, 对应全血中有32例, 甲基

化率为40%, 癌旁组织中未检测到发生甲基化. 
全血中甲基化的检出率为88.9%. 胃癌组织中与

全血中甲基化率差异, 可能是肿瘤细胞尚未脱

落入血或是末梢血液肿瘤细胞数量太少, 未达

到实验检测水平. 但在癌组织中未检测出甲基

化的在全血中也未检测出, 说明全血中甲基化

特异性为100%. 因甲基化发生在胃癌的早期, 为
提高检出率, 对于高危人群可采取同一患者同

时检测多份血样或是短时间内复查血样. 
同时, 分析胃癌组织及全血中甲基化情况与

临床及病理特征的关系, 显示甲基化率与年龄、

性别、肿瘤发生部位及肿瘤浸润深度无关, 与
肿瘤的分化程度、有无淋巴结转移相关. 提示

RUNX3基因启动子甲基化情况可用于判断肿瘤

的转移情况, 预测胃癌的手术、放化疗疗效等. 
胃癌的早期诊断对于改善预后至关重要, 

胃癌相关基因启动子异常甲基化是细胞癌变

过程中的一个早期事件、频发事件, 且经研究

RUNX3对胃癌的特异性高于其他胃癌相关基

因, 所以RUNX3有可能成为胃癌早期诊断的特

异性基因. 

表  2  胃癌组织及其对应全血RUNX3启动子甲基化表达
与临床及病理特征的关系

     
临床因素	   n

                癌组织                              全血

     	       甲基化(n)  χ2值    P值   甲基化(n)  χ2值      P值

性别

    男          44      24      3.60   >0.05      22        0.57  >0.05

    女          36      12                                10

年龄(岁)

    >50       58      24      1.10   >0.05      24        0.09  >0.05

    ≤50      22       12                                  8

淋巴结转移 

    有          54      26    10.20   <0.05      27        6.92  <0.05

    无          26      10                                  5

浸润深度 

    T1-T2   31      11      1.85   >0.05        8        4.25  >0.05 

    T3-T4   49      25                                24

肿瘤部位   

    胃窦      48      24      1.24   >0.05      23        3.24  >0.05

    胃体      16        6                                  5

    贲门      16        6                                  4

分化程度   

    高中      38      10    10.10   <0.05        7        6.40  <0.05

    低           42      26                                25

表  1  RUNX3启动子甲基化在胃癌组织及其对应全血中
的表达

     
组织     甲基化表达       非甲基化表达       χ2值             P 值

癌组织       36                       44              14.48        >0.05

全血           32                       48

图  1  RUNX3甲基化在胃癌组织及其对应癌旁组织、全血
中的表达MSP检测结果. 1: Marker; 2: 甲基化阳性对照, 3: 非
甲基化阳性对照; 4-5: 癌旁组织; 6-7: 全血; 8-9: 癌组织.

Marker  M     U      U     M     M      U     M     U
1      2     3       4     5      6      7      8      9 
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■名词解释
DNA甲基化 :  指
在DNA甲基转移
酶(DNMTS)的介
导下, 二核苷酸中
胞嘧啶(C)的第5
位C原子上的H被
S-腺苷甲硫氨酸
提供的甲基取代, 
使之变成5-甲基
胞嘧啶(m5C)的化
学修饰过程. 人类
RUNX3位于染色
体1p36.1, 是runx
家族中最小也是
迄今对其研究最
少的基因, 全长67 
kb, 含有6个外显
子和p1、p2两个
启动子, 两个启动
子富含GC, p2启
动子GC含量达到
64%, 易发生甲基
化变化.
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由于DNA甲基化异常不仅可在手术标本中

检测到, 还能从各种体液中检测到, 如外周血清

/血浆及唾液、痰等, 给检测带来极大便利. 基因

的异常甲基化是可逆的过程, 通过甲基化酶抑

制剂使沉默的基因重新表达, 成为肿瘤治疗的

一种新手段.
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy of sequential 
colon dialysis in combination with artificial liver 
support system in treating patients with chronic 
severe hepatitis.

METHODS: Fifty patients with chronic severe 
hepatitis were randomly and equally divided 
into two groups: treatment group and control 
group. Patients in the control group underwent 
comprehensive management of severe hepati-
tis and artificial liver treatment, while those in 
the treatment group underwent comprehen-
sive management of severe hepatitis, artificial 
liver treatment and sequential colon dialysis. 
The therapeutic efficacy and the incidence of 
complications were compared between the two 
groups. 

RESULTS: The incidences of debilitation, ab-
dominal distention, constipation and endotox-
emia in pretreated patients were 62.86%, 65.71%, 
51.43% and 100%, respectively. After treatment, 
these symptoms were improved and the levels 
of bilirubin, prothrombin activity (PTA), endo-
toxin (ET) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) 
decreased in all patients. The efficacy achieved 
in the treatment group was superior to that in 
the control group (all P < 0.05 or 0.01). The in-
cidences of infection, hepatorenal syndrome, 
hepatic encephalopathy and alimentary tract 
hemorrhage in the treatment group were sig-
nificantly lower than those in the control group 
(22.22% vs 58.82%, 5.56% vs 41.18%, 11.11% vs 
58.82%, and 22.22% vs 58.82%, respectively; χ2 = 
4.880, 6.291, 8.834, and 4.880, respectively; all P < 
0.05 or 0.01). 

CONCLUSION: Sequential colon dialysis can 
improve the symptoms, decrease the levels of 
serum endotoxin, TNF-α and bilirubin, shorten 
prothrombin time, and reduce the incidence of 
complications in patients with chronic severe 
hepatitis. 

Key Words: Sequential colon dialysis; Chronic se-
vere hepatitis; Artificial liver support system; Endo-
toxin

Feng HL, Li Q, Tang KC, Yang JM, Wang BM. Efficacy 
of sequential colon dialysis in combination with artificial 
liver support system in treating chronic severe hepatitis: 
a report of 25 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 
17(35): 3657-3660

摘要
目的: 观察序贯结肠透析联合人工肝支持系
统对慢性重型肝炎的治疗效果.

方法: 将50例患者随机分为治疗组和对照组. 
两组均给予重型肝炎综合治疗及人工肝治疗, 
治疗组在对照组的基础上, 先予序贯结肠透
析, 第2天再给予人工肝治疗. 分别于治疗前及
治疗后4 wk观察患者症状、肝功能(总胆红素, 
TBIL)、凝血酶原活动度、血氨、血清内毒
素、细胞因子(TNF-α)及并发症变化. 
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■背景资料
近年来血液净化
技术飞速发展, 已
形成一套完整的
人工肝支持系统, 
有效降低了重型
肝炎的病死率, 但
当前的血液净化
治疗方法尚存在
共同缺点, 即不能
阻止或减少肠源
性的有害物质(如
内毒素、氨等)以
及由其激发的体
内多种炎性因子
的继续产生和吸
收, 造成对肝脏及
其他脏器的持续
打击, 致使病情恶
化. 因此寻找有效
的治疗方法, 对有
害物质的来源、
产生途径和吸收
环节进行干预, 显
得尤为重要.

■同行评议者
范小玲 ,  主任医
师, 北京地坛医院
综合科



结果: 治疗前慢性重型肝炎乏力、腹胀的发
生率分别为62.86%、65.71%, 有51.43%的患
者需采用灌肠或应用开塞露治疗, 内毒素血
症发生率为100%. 经治疗, 两组乏力、腹胀症
状均有所好转, 胆红素、血氨、内毒素、细
胞因子下降, 凝血酶原活动度回升. 与对照组
比较, 治疗组在腹胀、大便次数、胆红素下
降、血氨下降、凝血酶原活动度回升、内毒
素下降及细胞因子下降等方面均优于对照组
(P <0.05或0.01). 治疗后, 治疗组感染、肝肾综
合征、肝性脑病、胃肠道出血并发症的发生
率(22.22%、5.56%、11.11%、22.22%)较对照
组(58.82%、41.18%、58.82%、58.82%)低(χ2 
= 4.880、6.291、8.834、4.880; P <0.05或0.01).

结论: 序贯结肠透析治疗慢性重型肝炎疗效
显著, 可缓解患者症状、有效降低血清内毒素
及细胞因子水平, 促进胆红素、血氨下降, 提
高凝血酶原活动度, 减少并发症的发生率.

关键词: 序贯结肠透析; 慢性重型肝炎; 人工肝支持

系统; 内毒素

冯洪玲, 李谦, 唐克诚, 杨积明, 王邦茂. 序贯结肠透析联合人工
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0  引言

重型肝炎病情进展迅速, 病死率极高, 目前人工

肝已成为治疗重型肝炎的重要措施, 但人工肝

治疗仅能清除血清中已存在的内毒素和炎性因

子, 采取有效措施减少肠源性内毒素的产生与

吸收或直接拮抗内毒素活性, 可从根本上减轻

内毒素导致的肝细胞损伤, 与人工肝联合应用

可望取得更好疗效. 为探索治疗重型肝炎的新

途径和新方法, 我院采用中西医结合序贯结肠

透析治疗慢性重型肝炎, 取得了较好疗效. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有病例均为本院2003-08/2008-01住院

患者50例, 其中男30例、女20例; 年龄19-65(平均

41.78±9.95)岁. 诊断为慢性重型肝炎, 其中乙型

肝炎33例、乙型合并戊型肝炎6例、丙型肝炎5
例、酒精性肝病4例、原发性硬化性胆管炎2例, 
均为早、中期患者, 早期9例、中期41例, 除外心

脑血管, 肺、肾、内分泌和造血系统原发性疾

病. 诊断符合2000年全国第十次病毒性肝炎及肝

病学术会议修订的《病毒性肝炎防治方案》[1]. 
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将患者随机分为治疗组与对照组均为25例. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 对照组予以重型肝炎基础治疗方

案: 均卧床休息, 供应足够能量基础治疗; 给予

促肝细胞生长素、还原型谷胱甘肽、前列地

尔等药物保肝、促进肝细胞生长、改善肝脏

微循环等治疗; 人工肝治疗采用冰冻新鲜血浆

行血浆置换治疗, 视病情变化每周2-3次, 每次

2600-3000 mL. 
治疗组在对照组的基础上先进行序贯结肠

透析, 第2天进行血浆置换治疗. 采用北京智立

医学仪器有限公司生产的IMS-100A型结肠途

径治疗机治疗, 机器自行控制液体温度36.5℃
-37.5℃. 治疗前, 肛门指诊阴性后, 用医用凡士

林润滑专用插肛器(含外套管及内探条, 外套管

有进液口和排液口), 缓慢送入肠腔, 遇阻稍作

方向调整, 插入深度约40-50 cm, 取出内探条, 将
一次性管路分别连接于透析机的进液口及排液

口, 废液自排液管流出. 治疗过程分三部分进行. 
结肠灌洗: 予生理盐水清结灌洗, 根据患者舒适

度调节液体流速, 直到无粪便排出为止, 约进行

20-30 min; 结肠乳果糖灌洗: 予乳果糖灌肠液

400 mL灌洗, 约进行15 min; 中药保留灌肠: 通
过进液管注入中药400 mL保留灌肠. 乳果糖(拉
韦, 100 mL含乳果糖67 g)灌肠液由200 mL乳果

糖及200 mL生理盐水配置浓度达33%, 乳果糖

由奥地利费森尤斯卡比公司生产; 中药灌肠液

基础方为大承气汤: 按照大黄、厚朴、枳实、

芒硝为4∶5∶4∶3比例, 大黄后下, 芒硝兑入, 
由我院中药房按质量/体积(W/V)为1∶1煎治. 每
周2-3次, 共观察4 wk. 
1.2.2 观察指标: (1)临床症状: 乏力、腹胀、

大便次数. (2)化验检查: 分别于治疗前及治疗

后4 wk空腹采血化验肝功能: 总胆红素(to ta l 
bilirubin, TBIL)、凝血酶原活动度(prothrombin 
activity, PTA)、血氨(blood ammonia, NH3); 另
同时留血离心后放至 -20℃冰箱待测内毒素

(endotoxin, ET)、肿瘤坏死因子α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α). 采用鲎试剂合成基质偶氮显色

检测ET, 试剂购自上海伊华临床医学科技公司. 
采用双抗体夹心ELISA法测定TNF-α, 试剂购自

深圳晶美生物工程公司. (3)不良反应: 大便超过

4次/日且呈稀水样便者记入不良反应.
统计学处理 所得数据采用SPSS11.5软件进

行统计学分析, 死亡及脱落病例未计入统计学

分析. 计量资料采用t检验; 计数资料采用χ2检验

www.wjgnet.com

■相关报道
随着血液净化技
术的飞速进展, 逐
渐形成了一套完
整的人工肝支持
系统, 使重型肝炎
的病死率有所下
降 ,  为了弥补血
液净化治疗的不
足, “体内血液净
化”理论为更多
的人所重视. 张振
纲 et al报道应用
高位结肠灌洗治
疗肝性脑病取得
了较好疗效.
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或秩和检验(Mann-Whitney U法), P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 基本资料 在4 wk观察期内治疗组6例、对照

组8例因病情加重而死亡, 治疗组1例因经济困

难, 自动出院而脱落, 其观察指标未进行统计学

分析. 治疗组共行结肠透析204次、人均11.33次, 
行血浆置换204次, 人均11.33次; 对照组进行血

浆置换196次, 平均11.53次. 
2.2 症状的变化 乏力、腹胀为重型肝炎的常

见症状. 两组治疗前, 乏力的发生率分别为治

疗组61.11%、对照组64.71%, 腹胀为61.11%、

70.59%, 治疗前两组无显著差异. 经4 wk治疗后, 
两组症状均有好转, 差别有统计学意义; 治疗组

与对照组比较腹胀的发生率差别有统计学意义

(χ2 = 4.833, P <0.05, 表1). 慢性重型肝炎常伴有

大便次数减少, 治疗前有51.43%的患者需采用

灌肠或应用开塞露治疗, 进行结肠透析后可使

患者自然排便且大便次数增多, 呈软便或稀软

便, 而对照组无明显改变, 治疗组疗效优于对照

组(Z = 3.291, P <0.01, 表2). 
2.3 临床生化指标及内毒素、细胞因子的变化 
血清TBIL、PTA、NH3治疗前两组无显著差

异, 治疗后两组TBIL、NH3均有下降, PTA升高, 
治疗组疗效优于对照组; 内毒素血症发生率达

100%, 两组治疗前血清ET、TNF-α水平无明显

差异, 治疗后均较前下降, 治疗组疗效优于对照

组(表3). 
2.4 治疗后主要并发症的比较 经4 wk治疗后, 治
疗组中感染、肝肾综合征、Ⅲ-Ⅳ度肝性脑病、

消化道出血发生率明显低于对照组, 差别有统

计学意义(表4). 
2.5 不良反应 治疗组中有2例患者出现大便次数

增多(5-7次/日), 通过治疗过程中调节灌洗液温

度及降低液体流速而缓解; 有11例患者出现下

腹部不适感, 大便后均可缓解.

3  讨论

近年来, 由内毒素诱导的TNF为核心的炎症反应

在重型肝炎中的作用受到高度重视. 研究显示, 
有效抑制内毒素血症可以促进重型肝炎恢复、

减少并发症、提高其存活率[2-3]. 西医对内毒素

血症的治疗目前除应用人工肝治疗以清除血液

中内毒素外, 也采取措施减少肠道内毒素的产

生与吸收, 乳果糖是一种人工合成的双糖, 可有

效降低血清内毒素水平, 已广泛用于重型肝炎

的治疗[4]. 慢性重型肝炎属于中医黄疸病范畴, 
为湿热致病, 正虚邪实, 湿热留连不去. 大承气

汤是祖国医学具有泻下作用的经典名方, 可有

效的防治内毒素血症的发生[5], 针对结肠黏膜具 
有天然吸收生物膜特性, 采用中西医结合结肠

透析治疗慢性重型肝炎, 有望取得较好疗效. 
血浆置换作为人工肝支持系统的主要手段

之一, 可清除体内的内毒素、有毒代谢产物和

炎性因子, 发挥了“体外血液净化”作用. 同时, 
我们将结肠透析进行改良, 采用结肠途径治疗

机予结肠灌洗、结肠透析及药物保留灌肠进行

序贯结肠透析, 治疗中可到达高位结肠, 充分扩

大结肠黏膜的可滤过面积, 达到全结肠灌洗的

效果; 同时利用结肠结膜选择性吸收药物和营

养物质、并通过其丰富的循环网络系统运送至

组织和器官的特性, 应用减少肠道内毒素产生

与吸收的药物作为灌洗液, 拮抗内毒素的生成

及活性, 可达到“体内血液净化”作用, 体内外

血液净化协同作用, 可使血清内毒素及细胞因

子水平明显下降, 阻断瀑布效应, 促进肝脏功能

的恢复. 本组资料显示, 慢性重型肝炎内毒素血

症发生率高达100%, 应用结肠透析及血浆置换

治疗后患者血清内毒素水平、细胞因子明显下

降、腹胀症状缓解, 但联合治疗组疗效优于对

表  1  两组治疗前后乏力及腹胀变化 n (%)

     
分组            n

               乏力		       腹胀

                           治疗前     治疗后         治疗前       治疗后

治疗组	 18  11(61.11)  2(11.11)b   11(61.11)   1(5.56)b

对照组	 17  11(64.71)  4(23.53)a   12(70.59)   6(35.29)a

χ2值	         0.048      0.949	          0.349       4.833c

P值	         0.826      0.330	          0.555       0.028

aP<0.05, bP<0.01 vs  治疗前; cP<0.05 vs  对照组.

表  2  两组治疗前后大便次数改变

     
大便次数     

               乏力		       腹胀

                               治疗前     治疗后      治疗前       治疗后

0(需灌肠或射肛)	 9	 0 	 9	   5

1		  8	 1	 7	 10

2		  1            13	 1	   2

3-4		  0	 2	 0	   0

Z值		       4.836b		      1.382

P值		       0.000		       0.218

bP<0.01 vs  治疗前.

■创新盘点
本文提出了“体
内外血液净化”
的思路, 即在血液
净化的基础上, 将
结肠透析技术进
行改良, 针对有害
物质的来源、产
生途径和吸收环
节进行干预 (即 : 
体内血液净化 ) , 
以减少和阻止有
害物质的继续产
生和吸收, 阻止对
肝脏的持续打击, 
达到抑制病情进
展的目的.
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照组, 其可能的机制除结肠透析发挥“体内血

液净化”作用外; 尚包括: 结肠透析发挥渗透性

导泻和肠动力性导泻作用使患者排便量增多; 
经结肠途径吸收的乳果糖作为一种益生元对肠

道菌群的调节作用, 间接刺激机体免疫系统分

泌sIgA、增加肠道局部免疫力[6-7]等; 大承气汤

具保护肠道屏障功能、改善肠黏膜通透性、上

调单核-巨噬细胞功能, 抑制内毒素的吸收并使

其灭活等, 其机制尚待于进一步研究. 
本组资料显示结肠透析及血浆置换治疗后, 

胆红素水平降低、PTA升高, 联合治疗组疗效高

于对照组, 与李文勇 et al [8]报道一致, 考虑与结

肠透析后, 内毒素所致的继发性肝细胞损伤相

对较轻有关. 此外, 两组治疗后, 联合治疗组较

对照组血氨下降明显, 肝性脑病的发生率低下, 
与张振纲 et al [9]报道一致, 考虑一方面乳果糖能

降低肠道pH值, 减少氨的产生和吸收; 亦与结肠

透析应用高渗性透析液, 利用透析超滤的方式

排除体内多余的水分, 在一定程度上减轻了患

者的脑水肿有关. 本组资料还显示, 结肠透析可

以降低重型肝炎患者感染、消化道出血、肝肾

综合征等的发生率, 提示结肠透析有助于减少

并发症, 改善患者预后. 
结肠透析治疗过程中, 患者耐受良好, 不良

反应轻微, 有少数患者出现腹泻、下腹部不适

感, 考虑亦与重型肝炎患者本身存在不同程度

胃肠功能不全有关, 通过调试灌洗液温度及液

体流量, 可以缓解.
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■同行评价
本研究选题有一
定的临床指导意
义, 统计方法应用
合理 ,  结果可靠 , 
讨论分析透彻 ,  
具有较强的临床
实用价值.

表  4  两组治疗后主要并发症的发生率 n (%)

     
分组         n            感染

         肝肾       Ⅲ-Ⅳ度       消化道

		            综合征    肝性脑病         出血

治疗组   18        4(22.22)  1(5.56)      2(11.11)    4(22.22)

对照组   17      10(58.82)  7(41.18)  10(58.82)  10(58.82)

χ2值	           4.880a     6.291a       8.834b       4.880a

P值	           0.027      0.012        0.003        0.027

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

表  3  两组临床生化指标、内毒素及细胞因子的变化(mean±SD)

     
分组         n

             TBIL(μmol/L)		        PTA(%)		  NH3(umol/L)	    ET(EU/mL)	 TNF-α(ng/L)

	         治疗前        治疗后         治疗前      治疗后     治疗前       治疗后     治疗前     治疗后      治疗前          治疗后

治疗组   18    396.00±    190.08±    30.70±    42.98±    88.29±    62.38±    0.89±    0.26±    381.83±    114.02±

	         39.21         30.13b         4.64          5.18b      15.71       20.82b       0.19        0.11b        60.69          30.90b

对照组   17    395.96±    204.55±    30.36±    39.91±    87.70±    78.27±    0.88±    0.43±    381.86±    131.52±

	        43.54	          28.71b        4.72          5.86b       14.08        20.81b      0.17        0.11b        61.28          36.45b

t值	          0.056        11.898d      1.183      10.488d       1.080      17.865d    0.095      2.514c        0.021        16.164d

P值	          0.956          0.000       0.237        0.000         0.280        0.000     0.925      0.034         0.983          0.000

bP<0.01 vs  治疗前; cP<0.05, dP<0.01 vs  对照组.
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Abstract
AIM: To investigate the prevalence of Helicobacter 
pylori (H pylori) infection in Chinese Han patients 
with inflammatory bowel disease (IBD) and 
analyze possible associations between H pylori 
infection and drug therapy for IBD as well as 
between H pylori infection and the phenotypes 
of Crohn's disease (CD).

METHODS: One hundred and six unselected 
patients with IBD, including 54 ulcerative colitis 
(UC) patients and 52 CD patients, and 106 age- 
and gender-matched healthy individuals who 
received a comprehensive medical examination 

for a regular checkup purpose were included 
in the study. The rates of H pylori infection as 
detected by the gold immunochromatographic 
assay (GICA) for serum anti-H pylori IgG anti-
body were compared between IBD patients and 
controls. 

RESULTS: A statistically significant difference 
was noted in H pylori infection rate between 
IBD patients (31.1%) and controls (61.3%), and 
between UC patients (37.0%) and CD patients 
(25.0%). IBD patients with a history of taking 
metronidazole (22.3%) or quinolones (19.1%) 
were found to have a meaningfully lower infec-
tion rate, but those who did not take antibiotics 
still had a significantly lower H pylori infection 
rate than controls (P < 0.01). No significant cor-
relation was noted between the phenotypic 
characteristics and H pylori infection rate in CD 
patients. 

CONCLUSION: Chinese Han patients with 
IBD, particularly CD, have a significantly lower  
H pylori infection rate than healthy controls, sug-
gesting that H pylori infection may predict a low 
risk of IBD in adults. 

Key Words: Helicobacter pylori  infection; Ulcerative 
colitis; Crohn’s disease
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摘要
目的: 调查中国汉族IBD患者H pylori感染情
况和I B D治疗药物及克罗恩病(C D)表型与 
H pylori感染的可能关系.

方法:  收集106例I B D患者 ,  其中包括54例
溃疡性结肠炎(UC)和52例CD, 对照组包括
106例年龄和性别及社会经济状况与之匹配
且接受了常规的体格检查的健康人 .  采用 
H pylori  IgG抗体胶体金免疫层析快速诊断
试验比较了IBD患者和健康对照者H pylori
的感染率. 
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■背景资料
据报道, IBD患者
的H pylori感染率
明显低于一般人
群, 但是H pylori
在 I B D的发生中
是否起作用以及
发挥作用的方式
并不十分清楚.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科



结果: IBD患者和对照组以及UC和CD患者之
间H pylori感染率, 均具有显著性差异(31.1% vs  
61.3%, P<0.01; 37.0% vs  25.0%, P<0.05). 在IBD
患者中, 曾服用甲硝唑(22.3%)或喹诺酮类抗菌
药(19.1%)的患者比对照组H pylori感染率显著
降低, 而没有服用抗生素的患者也表明H pylori
感染率显著低于对照组. IBD患者的表型特征
与H pylori感染率没有显著的关系(P>0.05).

结论: 中国汉族IBD患者, 特别是CD患者的 
H pylori感染率显著的低于正常对照者, 认为
H pylori感染在IBD患者中可能是一种低危险
因素.
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0  引言

据报道, 炎症性肠病(inflammatory bowel disease, 
IBD)患者的幽门螺杆菌(Helicobacter pylori,  
H pylori )感染率明显低于一般人群[1-3]. 然而, 尽
管对许多潜在的原因, 即以往抗生素治疗史, 长
期使用类似柳氮磺胺吡啶史已进行了研究调查, 
但是其IBD患者H pylori感染率较低的原因仍不

清楚[1-5]. 流行病学资料显示, 环境因素, 如年龄

和国籍, 与IBD发病率和H pylori感染率显著相

关[1-2,6-7]. H pylori感染率与年龄正相关, 而IBD患

者的发病年龄呈双峰分布. 过去的几十年, IBD
的发病率在一些国家逐渐增加, 而H pylori和其

他类似的传染性疾病的感染率明显下降. 此外, 
H pylori的感染率在不同国家有所差异, 亚洲国

家比西方发达国家高; 但IBD在亚洲国家比较少

见, 在西方发达国家却更加常见. H pylori感染

率在我国已经下降, 而IBD的发病率明显增加, 
这表明环境变化与社会经济发展, 特别是工业

化可能是影响疾病的致病因素. 我们以往研究

分析了H pylori感染率和IBD既往治疗史的关系

特性[1-3,8-9], 但是这种联系仍然存在分歧. 鉴于克

罗恩病(Crohn's disease, CD)是一种病因尚不十

分清楚的胃肠道慢性炎症性肉芽肿性疾病, 临
床表现呈多样性, 临床过程相对不可预测, 故我

们分析H pylori感染率与CD表型(通过维也纳分

类法进行分类)之间的关系[10-11]. 本文研究我国

IBD患者的H pylori感染率, 并试图找出在IBD
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的治疗史和CD表型及H pylori感染率之间可能

的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2007-01/2009-08我院消化中心门诊

IBD患者106例, 其中CD患者52例,  UC患者54例. 
对照组为106名年龄和性别及社会经济状况匹配

的健康体检正常者. 近期接受质子泵抑制剂, 抗
生素和/或铋化合物治疗者被排除在外.
1.2 方法 H pylori的测定采用H pylori  IgG抗体胶

体金免疫层析快速诊断试验. IBD患者的临床资

料和治疗情况通过问卷形式进行收集. 以往应

用5-氨基水杨酸, 柳氮磺胺吡啶, 皮质类固醇激

素, 抗生素和免疫抑制剂(如硫唑嘌呤)的详细治

疗情况由医疗记录和个人面谈核实而获得. 抗
生素使用史阳性被定义为积累治疗时间超过7 d
者. 其他药物的使用情况被分类为“未使用”

或“连续使用”. 吸烟习惯被归类为“从来没

有”, “以前吸烟”和“目前吸烟”. 社会经济

状况基于受到的教育水平进行确定[12]: (1)“教

育程度较低的群体”为受教育达初中水平(<9
年)者; (2)“接受更多的教育群体”为高中或以

上程度 (≥9年)者. 根据CD维也纳分类:患者40
岁之前被诊断为A1; ≥40岁被诊断为A2. 病变

部位指首次手术前最大范围病变的部位: L1定
为疾病限于末端回肠(小肠下1/3, 可包括累及盲

肠的病变); L2为结肠(盲肠至直肠间病变, 无小

肠或上消化道病变); L3为回结肠(末端回肠以及

升至直肠间病变, 盲肠可有或无病变)和L4为上

消化道(末端回肠以上, 不包括口腔, 但不论伴有

或不伴有末端回肠或结肠病变). 疾病行为: B1
为非狭窄及非穿透型, 病程中从无并发症发生; 
B2为狭窄型(持久性, 有狭窄前扩张或梗阻症状, 
无穿透性病变); B3为穿透型, 腹腔内及(或)肛周

瘘管或溃疡、炎性包块及(或)脓肿, 不包括术后

腹腔内并发症及肛周皮赘[10-11].
统计学处理 收集资料和数据, 采用SPSS13.0

统计软件进行分析. H pylori感染状况, IBD治疗

和CD表型之间的关系使用卡方或t检验. 进行双

侧检验, P <0.05表示具有显著性差异.

2  结果

2.1 患者特征 IBD患者的平均年龄为41.6(12-75)
岁. CD患者平均年龄为36.7±15.4岁, UC患者

42.3±16.1岁和对照组40.9±15.8岁. 男性分别

占CD患者的57.7%,  UC患者的55.5%和正常对
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照者的56.6%. 我们确定接受教育水平作为社会

经济状况指标, 在对照者中较高(P <0.05, 表1).
2.2 IBD患者的H pylori感染率 25.0%的CD患者,  
37.0%的UC患者和61.3%的健康对照者感染了 
H pylori (P <0.05, 表1). IBD患者H pylori感染率明

显低于对照组(31.1% vs  61.3%,  P <0.01, 经检测

CD患者H pylori感染率显著低于UC患者(25.0% 
vs  37.0%,  P <0.05, 表1).  
2.3 IBD患者的治疗史与H pylori感染的相关性 
使用和未使用抗生素的IBD患者之间, H pylori
感染率显著不同(表2). 使用了甲硝唑(22.3%)或
喹诺酮类(19.1%)1 wk或更长时间的IBD患者,  
H pylori感染率比未使用者明显降低(P <0.01), 而
没有服用抗生素的患者也表明H pylori感染率也

显著低于对照组.  在IBD患者中, 发现使用抗生

素以外的其他4种药物对H pylori感染率无明显

影响(表2).
2.4 按维也纳分类的CD患者H pylori感染率 当
病例按首次诊断时的年龄进行分类时 ,  A1的 
H pylori感染率为23.7%(<40岁)和A2组为28.6%(≥
40岁)(P<0.05). CD的病变部位与H pylori感染率无

显著相关, 即L1(末端回肠)为28.5%, L2(结肠)为
21.1%的, L3(回结肠)为29.2%和L4(上消化道)为

0%. 当根据疾病的行为进行分类时, H pylori感染

率在B1(非狭窄和非穿孔)为28.5%, 在B2(狭窄)为
21.1%和在B3为29.2%(穿孔), 但这不具有统计学

意义(表3), CD患者H pylori感染率与其疾病的表

型特征之间无显著相关(P>0.05).

3  讨论

我们的研究结果证实, IBD患者H pylori感染率

较低, 特别是在CD患者, 其感染率只有正常对照

者的三分之一. 此外, 与UC患者相比, CD患者的

H pylori感染明显降低. 虽然在本研究中没有对

IBD发病年龄进行分组, 在年龄较轻的群体发现

H pylori感染率和IBD的发病率之间是一个重要

反比关系, 这表明, 在成年早期H pylori感染可能

影响IBD的发病率. 从这个结果, 我们推断在成

年人中H pylori感染可能防止IBD的发生, 这一

研究结果与Luther et al [1]最近发表的一份荟萃分

析结果一致, 认为IBD患者H pylori感染率较低, 
H pylori感染可能对罹患IBD具有保护作用.  

IBD患者H pylori感染率较低的机制仍不明. 
然而, H pylori感染被认为是与环境因素(例如, 
在童年和青春期的卫生条件)有关的[13-15]. 有人

建议, IBD发展也可能受环境因素的影响, 如家

庭卫生, 喂养方式和围产期感染情况[1-2,16]. 因此, 
IBD患者H pylori感染率较低可能是由于在童年

和青少年时期具有较好的个人卫生和环境卫生, 
这可能使他们易患IBD[1-2,17-18]. 这一主张是与以

往的研究表明, 改善个人卫生可能增加IBD的风

险的结论是一致的. 正如前面已被提到的过敏

和自身免疫性疾病中, “卫生假说”也许可以

解释H pylori感染和IBD之间的因果关系. 改善

其生活水准, 包括更好地营养, 食品安全, 清洁

表  1  IBD患者和对照者的临床特征

     
分组                CD(n = 52)    UC(n = 54)      对照组         P 值

平均年龄(岁)   36.7±           42.3±       40.9±

	       15.4	             16.1           15.8

男/女               30/22            30/24         60/46

受教育(%)

    <9年           38.5a             44.4a          30.1 

    ≥9年          61.5a             55.6a          69.9         <0.05

H pylori+(%)   25.0a             37.0a          61.3         <0.05

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  IBD患者的治疗史与H pylori 感染的相关性

     
药物种类

  		        H pylori感染率(%)                    

		                  治疗者                 非治疗者

柳氮磺胺吡啶		  29.1                     37.0               

5-氨基水杨酸		  29.5                     33.3 

类固醇			   30.3                     33.3 

硫唑嘌呤			   29.6                     31.6 

甲硝唑             		  22.3                     46.2b 

喹诺酮类           		  19.1                     39.1b 

bP<0.01 vs  治疗者.

表  3  CD患者的表型与H pylori 感染率的关系

     
亚类                		   n            H pylori 感染率(%)

年龄 

    A1(<40岁)		  38                   23.7

    A2(≥40岁)		  14                   28.6

病变部位

    L1(末端回肠)		    7                   28.5

    L2(结肠)		  19                   21.1

    L3(回结肠)		  24                   29.2

    L4(上消化道)		    2                     0.0

疾病的行为

    B1(非狭窄和非穿孔)	 35                   22.9

    B2(狭窄)                	 11                   27.2

    B3(穿孔)                	   6                   33.3

■相关报道
本 研 究 结 果 与
Luther et al最近
发 表 的 一 份 荟
萃 分 析 结 果 一
致, 认为IBD患者 
H pylori感染率较
低, H pylori感染
可能对罹患 I B D
具有保护作用.
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用水, 改善卫生设施, 导致逐步减少了传染性疾

病的发生率, 由于对自身抗原, 过敏原, 和/或抗

原不恰当的免疫病理应答, 以及减少与传染性

病菌和寄生虫的接触增加了免疫系统紊乱[19]. 虽
然临床与实验研究微生物因素与随后的IBD风

险之间的关系产生了相互矛盾的结果[1-2,20-22], 我
们研究表明, H pylori感染可能对IBD的发展有

一个非特异性预防作用. 两份报道的3个病例支

持这个可能性. Tursi et al [22]和Jovanovic et al [23]报

道的病例, 在根治H pylori后CD迅速发展, 但他

们无法解释为什么发生了. 虽然他们认为, 这可

能一直是纯属巧合, 或在抗菌治疗前CD就已经

存在, 他们还指出, 根除H pylori引起的免疫反应

对罹患CD具有明显影响的可能性. 他们还建议

长期H pylori感染可能造成Th(T-辅助性)1和Th2
表型之间的不稳定平衡, 并根除H pylori可能通

过减少Th2型(一种抗炎细胞因子)诱导Th1细胞

模式, 并随后增加促炎症细胞因子. 因此, 优势

的Th1细胞模式可能有利于Th1细胞有关的慢性

炎症疾病, 如CD的发病.
早期的研究报道说, 通过柳氮磺胺吡啶治疗

CD后H pylori阳性率可减少. 但是,  几个体外研究

不能表明, 柳氮磺胺吡啶对H pylori有任何杀菌或

抑菌作用[1-2,24]. 另一方面, 一些研究报道说, 抗生

素减少H pylori阳性率. 因此, 我们研究了IBD治

疗药物(柳氮磺胺吡啶, 5-氨基水杨酸, 类固醇, 硫
唑嘌呤, 甲硝唑和喹诺酮类)对H pylori感染率的

影响. 本研究表明, 目前或过去使用抗生素(甲硝

唑和喹诺酮类)超过1 wk可以降低H pylori感染率, 
但观察到使用其他药物的研究无显著影响. 然而, 
这并不意味着使用抗生素已完全造成IBD患者较

低的H pylori感染率, 因为没有使用任何抗生素的

IBD患者比对照组也有显著降低H pylori感染率.
本研究还表明, CD患者比UC患者H pylori

感染率显著降低. 我们认为, CD患者这种低感染

率的可能是由于患者的经常和长期使用抗生素

治疗脓肿或肛瘘, 或在其围手术期间进行治疗, 
这支持我们的调查结果: IBD治疗影响H pylori
感染率. 本研究中, 我们分析了H pylori感染率

和CD表型(使用维也纳分类年龄, 病变部位和行

为)之间的关系. 据我们的调查结果, 年龄是唯一

的与H pylori感染率显著相关的特点. 但是, 在
解释这一结果时应考虑到几个因素, 因为IBD的

发生往往是渐进的, 缓解和复发在不同时期的

相互交错, 这使得发病时的年龄难以确定. 此外, 
在病程期间疾病行为不断变化.

总之, 在中国患者中能发现H pylori感染与

IBD的发病率之间呈反比关系, 表明H pylori感染

可能对成年IBD患者疾病的发展有非特异性保

护作用. 此外, 临床治疗(除使用抗生素外)和表型

特征(除外年龄)被发现对H pylori感染率无显著

影响. 需要进一步研究, 以确定是否H pylori感染

会影响IBD的发生, 是否可作为一种保护因子.
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Abstract
AIM: To compare the efficacy of tinidazole-
containing sequential therapy versus the 
standard triple therapy in the eradication of 
Helicobacter pylori (H pylori) infection.

METHODS: A total of 120 H pylori-infected pa-
tients with endoscopically diagnosed peptic ulcer 
or chronic gastritis were enrolled. The patients 
were randomly divided into trial group (n = 62) 
and control group (n = 58). The trial group re-
ceived pantoprazole 40 mg plus amoxicillin 1.0 
g for 5 days, and pantoprazole 40 mg plus clar-
ithromycin 500 mg and tinidazole 500 mg for an-
other 5 days, while the control group received the 
standard 7-day triple therapy (pantoprazole 40 
mg plus clarithromycin 500 mg and amoxicillin 
1 g for 7 days). All drugs were given twice daily.  
H pylori infection status was compared between 
the two groups after completion of treatment. 

RESULTS: The eradication rates achieved in the 

trial group were significantly greater than those 
in the control group in the intention-to-treat 
analysis (83.87% vs 67.24%, P < 0.05) and the per-
protocol analysis (89.66% vs 72.22%, P < 0.05). 

CONCLUSION: The 10-day tinidazole-contain-
ing sequential therapy can achieve a higher 
eradication rate of H pylori infection than the 
standard 7-day triple therapy. 

Key Words: Tinidazole; Helicobacter pylori ; Se-
quential therapy

Zhao QX, Huang DY. Efficacy of tinidazole-containing 
sequential therapy in the eradication of Helicobacter pylori 
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(35): 3666-3669

摘要
目的:  观察由泮托拉唑、替硝唑、阿莫西
林、克拉霉素组成的10日序贯疗法根除幽门
螺杆菌(H pylori )的疗效.

方法: 将经胃镜检查确诊为慢性胃炎和消化
性溃疡且H pylori阳性的患者120例随机分为
两组, 治疗组(62例)方案为前5 d给予泮托拉唑
+阿莫西林, 后5 d给予泮托拉唑+克拉霉素+替
硝唑; 对照组(58例)三联疗法为泮托拉唑+阿
莫西林+克拉霉素, 疗程7 d. 比较治疗后两组
患者H pylori根除率. 

结果: 治疗组和对照组H pylori  ITT根除率分别
为83.87%和67.24%, PP根除率分别为89.66%
和72.22%, 两组分别有统计学意义(P<0.05).

结论: 含替硝唑的10日序贯疗法治疗H pylori
感染具有较高的根除率.

关键词: 替硝唑; 幽门螺杆菌; 序贯疗法

赵清喜, 黄德瑜. 含替硝唑序贯疗法根除幽门螺杆菌62例.  世界

华人消化杂志  2009; 17(35): 3666-3669
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )感染

®

■背景资料
我国H pylori共识
意见(2007•庐山)
指出, 对消化性溃
疡、早期胃癌术
后、胃M A LT淋
巴瘤、有胃黏膜
萎缩、糜烂或有
消化不良症状的
慢性胃炎的患者, 
必须根除H pylori , 
然而随着H pylori
对抗生素耐药菌
株的增加, 一些以
往H pylori根除率
高的方案疗效也
随着下降.
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是胃炎和其他相关性疾病(胃溃疡、十二指肠

溃疡、胃癌和胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤)的
主要病因[1]. 我国H pylori共识意见(2007•庐山)[2]

指出, 对消化性溃疡、早期胃癌术后、胃MALT
淋巴瘤、有胃黏膜萎缩、糜烂或有消化不良症

状的慢性胃炎的患者, 必须根除H pylori , 然而

随着H pylori对抗生素耐药菌株的增加, 一些以

往H pylor i根除率高的方案疗效也随着下降[3]. 
我科2008-04/2008-08应用10日序贯疗法对62例 
H pylori阳性慢性胃炎、胃十二指肠溃疡患者进

行根除治疗, 短期疗效满意,现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 收集患者120例, 均符合以下条件: (1)胃
镜检查确诊H pylori阳性胃或十二指肠溃疡, 及
H pylor i阳性的有胃黏膜萎缩、糜烂或有消化

不良症状的慢性胃炎; (2)4 wk内未使用质子泵

抑制剂(PPI)、H2受体拮抗剂、铋剂、胃黏膜保

护剂、抗生素、益生菌; (3)治疗期间禁止服用

其他药物; (4)无药物过敏史; (5)无消化系大出血

和幽门梗阻、穿孔等并发症; (6)无消化系手术

史; (7)无严重心、肺、肝、肾功能不全; (8)排除

癌性溃疡、复合性溃疡.随机分为2组: 治疗组62
例, 男35例, 女27例, 包括慢性胃炎28例, 消化性

溃疡34例(其中胃溃疡14例, 十二指肠溃疡20例), 
年龄18-69(平均35)岁; 对照组58例, 男33例, 女25, 
包括慢性胃炎26例, 消化性溃疡32例(其中胃溃

疡11例, 十二指肠溃疡21例), 年龄19-68(平均37)
岁. 治疗组失访4例, 对照组失访4例, 最后有效病

例112例. 两组的性别、年龄比较, 差异无显著性

(P>0.05), 具有可比性.
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 试验组患者前5 d泮托拉唑钠肠溶胶

囊40 mg(杭州中美华东制药有限公司), 阿莫西

林1000 mg(山东鲁抗医药股份有限公司), 每日

2次, 口服. 后5 d泮托拉唑钠肠溶胶囊40 mg, 克
拉霉素500 mg(江苏恒瑞医药股份有限公司), 替
硝唑500 mg(湖北广济药业股份有限公司), 每日

2次, 口服. 对照组患者泮托拉唑钠肠溶胶囊40 
mg, 阿莫西林1000 mg, 克拉霉素500 mg, 每日2
次, 口服, 共7 d.
1.2.2 上腹痛、腹胀、反酸、嗳气、纳差、恶心
和呕吐7项症状的严重程度评分标准: 0分: 无症

状; 1分: 偶有症状或症状较轻; 2分: 经常发生, 
部分影响日常工作及生活, 药物能缓解; 3分: 症
状严重, 影响日常工作及生活, 药物难以缓解. 

根据积分变化率进行三级疗效评估标准: 显效: 
临床症状消失或基本消失; 有效: 临床症状有所

改善或明显减轻. 积分减少50%以上; 无效: 临床

症状无改善或加重. 积分减少不足50%; 总有效

率 = 显效率+有效率.
1.2.3 H pylor i检测方法和根除判断标准: 治疗

前1 wk行胃镜检查, 于胃窦、胃体各取2块黏膜

行Warthin Starry银染色, 诊断分级标准: (-)未
见到细菌; (+)细菌数很少, 稀疏散在分布; (++)
细菌数较多, 密集分布; (+++)细菌数很多, 密集

成堆[4]. 停药4 wk后,胃溃疡行胃镜检查, 球部溃

疡及慢性胃炎者行13C-尿素呼气试验, 阴性者, 
确定为H pylori根除.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用方差分析. 对H pylori的根除率采用意向治疗

分析(ITT)和按方案分析(PP), 用χ2检验及查四格

表的统计意义检验便查表法, 以P <0.05(双侧)认
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 患者症状缓解程度比较 用χ2检验比较两组

停药4 wk后主要临床症状缓解率, 其显效率及有

效率均无统计学差异(P >0.05, 表1).
2.2 H pylori  PP根除率 治疗组和对照组H pylori  
PP根除率分别为89.66%和72.22%, ITT根除率分

别为83.87%和67.24%, 具有统计学意义(表2).
2.3 不良反应 治疗组出现1例恶心, 1例味觉障

碍, 1例舌炎, 1例头晕, 1例轻微腹泻, 不良反

应发生率8.62%(5/58); 对照组出现2例乏力, 2
例腹泻, 皮疹1例, 头晕1例, 不良反应发生率

11.11%(6/54). 两组不良反应均为轻中度不适, 不
影响治疗, 无需停药及特殊处理, 服药期间或疗

程结束停药后自行消失. 两组比较差异无显著

性(P >0.05).
2.4 药费及期望成本 要达到根除疗效, 每例所需

药费: 治疗组、对照组各为358.40元、337.00元. 
但是期望成本(每疗程费用/根除率)治疗组、对

照组分别为399.73元、466.63元, 对照组比治疗

组高66.90元.

表  1  停药4 wk后两组临床症状缓解率比较

     
分组        n

                           临床症状缓解 n (%)

	          显效           有效           无效    总有效率(%)

治疗组   58   41(70.69)   13(22.41)    4(6.90)    54(93.10)

对照组   54   37(68.52)   12(22.22)    5(9.26)    49(90.74)

■研发前沿
10日序贯疗法对
于根除H pylori感
染无疑是一个很
好的选择, 但尚待
多中心、大样本
的临床研究来进
一步证实其高效
性和安全性.
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2.5 组织染色+、++、+++的患者H pylori根除率
比较 组织染色+++的患者, 试验组H pylori根除

率明显高于对照组患者, 但对于组织染色+、++
的患者, 尽管试验组患者的H pylori根除率高于

对照组的患者, 但差异并无统计学意义(表3).

3  讨论

我国是一个H pylor i感染的高发区, 目前以7 d 
PPI加阿莫西林及克拉霉素的一线三联方案是

公认的根除H pylor i治疗方案. 但是能够获得 
H pylor i根除率越来越低, 甚至降到了80%. 究
其原因主要是因为抗生素耐药、依从性差、疗

程偏短、药物相关性不良反应、胃内细菌负

荷量、cag A基因以及吸烟史等因素[5]. 最新欧

洲指南建议当克拉霉素耐药流行超过15%-20%
时, 应用14 d疗程的三联方案或者10-14 d四联方

案[6]. Zullo et al研究表明10日序贯疗法能够获得

比7日或10日三联疗法更高的H pylori根除率[7-9]. 
Francavilla et al [10]报道在儿童中序贯疗法比传统

的三联疗法具有更高的H pylori根除率. 根据最

新意大利H pylori指南, 10日序贯疗法被给予了

标准7-14 d三联疗法同等地位, 作为了一线治疗

方案. 我国第三次全国幽门螺杆菌共识会推荐的

可能成为B级或C级的新疗法中包括序贯疗法[11].
我国对阿莫西林耐药并不常见, 其平均耐

药率为0%-2.7%[12]. 然而具体机制不甚明了, 单

用阿莫西林能够获得50%的H pylori根除率, 并
能减少患者胃内细菌的负荷量. 胃内细菌的负

荷量减少在某种程度上提高了细菌对后续药物

的敏感性[13]. 另一方面, 阿莫西林能够破坏细菌

细胞壁, 增加大环内酯类药物的进入, 从而增加

药物的疗效. 克拉霉素是一种新型的大环内酯

类抗菌素, 作用机制是通过阻止DNA依赖蛋白

质合成而达到杀菌目的, 而且对酸较稳定, 能达

到较高的血药浓度和较长的半衰期. 替硝唑的

作用机制尚未完全阐明, 其硝基可被还原成一

种细胞毒, 从而作用于细菌的DNA代谢过程, 促
使细菌死亡. 替硝唑作用比甲硝唑强2-4倍, 且具

有更长的作用时间. 谢国艳 et al报道在上海崇

文地区H pylori对替硝唑的耐药率明显低于对甲

硝唑的耐药率, 其耐药率分别为20%和40%[14].本
研究结果显示, 10日序贯疗法疗效优于传统的

三联7日疗法, 而且虽然按疗程序贯疗法的费用

比标准三联疗法的费用略高一些, 但按成本-效
果比比较, 序贯疗法明显低于标准三联疗法. 王
军毅 et al [15]报道序贯疗法用于H pylori阳性十二

指肠球部患者根除率达95.92%. 本研究对组织 
H pylori染色结果+、++及+++的患者的H pylori
根除率进行了比较, 发现对于H pylor i染色为

+++的患者, 含替硝唑的序贯疗法较标准三联具

有明显的优势. 可能与序贯疗法增加了替硝唑, 
而且疗程也延长了有关. 10日序贯疗法对于根

除H pylori感染无疑是一个很好的选择, 但尚待

多中心、大样本的临床研究来进一步证实其高

效性和安全性.
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■同行评价
序 贯 疗 法 根 除 
H pylori在国内尚
未普及, 本研究设
计合理 ,  结果可
靠, 疗效观察有一
定临床参考价值.
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2008 年影响因子 0.729   

本刊讯 《中国期刊引证报告（扩刊版）》是依托中国科学技术信息研究所国家工程技术数字图书馆“知识服

务”系统, 在“万方数据-数字化期刊群”基础上, 结合中国科技论文与引文数据库(CSTPCD), 以我国正式出版的

各学科6108种中英文期刊为统计源期刊. 对全部期刊的引文数据, 严格按题名、作者、刊名、年、卷、期、页等

进行分项切分后, 进行规范化处理和有效链接, 经统计分析, 编制而成. 2008年《世界华人消化杂志》总被引频次

3683次, 影响因子0.729, 即年指标0.142, 引用期刊数732, 学科扩散指标0.533, 被引半衰期4.303, H指数8. (科学编辑: 

李军亮 2009-12-18)
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