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Abstract
Cholesterol gallstone disease is a common disor-
der with an incidence rate of about 10%. In recent 
years, the research on metabolic disorders involv-
ing the gut-liver axis and the relation between gall-
stone disease and metabolic syndrome is attracting 
more attention. This article focuses on the origin 
of biliary cholesterol, intestinal cholesterol absorp-
tion, regulation of gallbladder motility, cholesterol 
transporters and metabolic syndromes and their 
role in the pathogenesis of gallstone disease.

Key Words: Cholesterol gallstone disease; Liver, 
Small intestine; Gallbladder; Pathogenesis

Jiang ZY, Han TQ, Zhang SD. Pathogenesis of cholesterol 
gallstone disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(12): 1191-1195

摘要
胆石病是常见病, 患病率在10%左右. 近期, 胆

固醇结石病与代谢综合征, 肠肝轴脂质代谢异
常受到关注. 本文论述胆固醇结石发病机制的
研究领域中有关胆汁胆固醇的主要来源, 肠道
吸收胆固醇, 胆囊运动的调节, 胆固醇的载体
以及代谢综合征的进展, 并提出胆囊结石病基
础研究的若干任务.

关键词: 胆固醇结石病; 肝脏; 小肠; 胆囊; 发病机制

蒋兆彦, 韩天权, 张圣道. 胆固醇结石病的发生机制.  世界华人

消化杂志  2010; 18(12): 1191-1195
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0  引言

胆石病是全球常见病, 患病率在10%左右. 胆囊

胆固醇结石占胆石病的大多数, 是胆道疾病的主

要类型[1]. 尽管有金标准的腹腔镜胆囊切除术治

疗胆囊结石和慢性胆囊炎, 然而国内外仍不断研

究胆石病的发病机制, 这是由于该病存在高发病

率和严重并发症. 胆固醇结石病隶属于代谢综合

征的范畴[2,3], 肠肝轴(Gut-liver axis)脂质代谢异

常作为结石发病机制的重要组成部分[4,5]近期受

到关注. 以往的肠肝循环, 是胆汁酸从肝脏分泌, 
胆囊储存, 继排入肠道, 在末端回肠重吸收, 最后

经门静脉回流到肝脏的完整循环, 当前肠肝轴的

概念扩大, 包括肝胆与小肠系统的脂质代谢. 鉴
于胆汁胆固醇过饱和是胆固醇结石形成的首要

发病条件, 脂质代谢异常成为胆固醇结石病的基

础. 研究探索胆固醇代谢在肝脏、胆囊与小肠多

个环节, 以及与代谢综合征的相关性, 对胆石发

病机制的认识有重要意义. 

1  胆汁胆固醇的主要来源

上海瑞金医院与瑞典Karolinska Institute合作探

索胆囊结石患者肝脏胆固醇和胆汁酸代谢相关

基因表达发现, 胆石症患者肝脏脂质代谢异常

的特点表现为与脂质代谢相关基因[6]的表达异

常增高: 胆小管侧膜胆固醇转运蛋白-三磷酸腺

苷结合盒(ATP binding cassette, ABC )G5/G8、调

控其表达的核受体-肝脏X受体α(liver X receptor 

www.wjgnet.com
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■背景资料
胆石病是常见疾
病 ,  其 发 病 率 在
我国呈逐年上升
趋 势 .  胆 石 病 发
生机制研究认为
其 发 生 与 胆 汁
胆固醇过饱和有
关 ,  胆 囊 动 力 功
能障碍和胆汁成
核异常则促进了
胆 石 病 发 生 .  近
年来的研究显示, 
胆固醇代谢在肝
脏、胆囊与小肠
多个环节的变化, 
以及与代谢综合
征 的 相 关 性 ,  对
认识胆石的发生
机制有重要意义.

■同行评议者
王德盛 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学西
京医院肝胆外科



α, LXRα )及肝脏高密度脂蛋白受体-B1型清道

夫受体(scavenger receptor B typeⅠ, SRB1 ). 胆石

症患者胆汁胆固醇主要来源于SRB1摄取血液高

密度脂蛋白胆固醇进入肝脏, 在核受体LXRα转

录调节增强作用下, 胆固醇转运蛋白ABCG5/G8
功能上调, 将胆固醇大量转运入胆汁, 使肝脏向

胆汁分泌过多胆固醇. 这三个基因的异常表达

向我们揭示胆汁过饱和胆固醇来源的轮廓, 成
为胆石症发生的起源. 

胆固醇结石患者不但有ABCG5/G8在肝脏

表达增强的特点, 而且多态性临床研究显示在

ABCG8的Y54C和T400K两位点存在较强的连

锁不平衡, T400K可能是男性胆石病的遗传标记

位点. 男性K400携带者的ABCG8基因表达增强, 
伴有低血清甘油三酯和低胆汁磷脂含量, 是胆

石病的易感基因位点[7]. 此外, 胆石症患者还表

现胆囊黏膜的ABCG5/G8表达升高, 限制胆囊上

皮吸收胆固醇, 维持胆汁胆固醇过饱和状态[8]. 
Niemann-Pick C1样蛋白1(Niemann Pick C1 

like 1, NPC1L1)是小肠吸收胆固醇的主要转运

蛋白, 在人类肝脏胆小管侧膜也有表达, 并具有

调节胆汁胆固醇含量的作用. 我们的研究发现

NPC1L1基因和蛋白表达在女性胆石症患者中

明显降低, 并与胆汁胆固醇相对含量以及胆固

醇饱和指数呈负相关, 这提示女性胆石症患者

肝脏NPC1L1表达下调导致肝脏重吸收胆汁胆

固醇减少, 是引起胆汁胆固醇过饱和的又一因

素. NPC1L1与转录调节因子-甾醇调节元件结合

蛋白2(sterol regulatory element binding protein 2, 
SREBP2 )基因表达呈正相关, 提示NPC1L1的转

录表达受到SREBP2的调控. 通过构建NPC1L1
启动子荧光素酶报告基因 ,  染色质免疫沉淀

和凝胶迟滞电泳等方法, 在人肝细胞HuH7实
验证实, NPC1L1基因主要受两个肝脏核受体

-SREBP2和肝细胞核因子1α的转录调节[9]. 此
外, 女性肝脏胆固醇酯化酶-乙酰辅酶A胆固醇

酯转移酶2(acyl Coenzyme A: cholesterol acyl 
transferase 2, ACAT2)活性低于男性, 说明肝脏

ACAT2活性存在性别差异, 并与血清HDL呈负

相关, 成为女性较少发生冠心病的原因之一, 但
与胆石病不存在相关性[10]. 肝脏胆固醇代谢的合

成、酯化、胆汁酸合成等过程中变化在胆石病

机制中的意义尚有继续深入探讨的价值. 

2  肠道吸收胆固醇增加

体内胆固醇主要来源于自身合成和食物吸收两
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部分. 机体20%-25%胆固醇由肝脏合成. 以往研

究多数显示胆石病患者肝脏胆固醇合成限速酶

活性并不增加, 表示胆汁胆固醇含量的增加不

是来自于肝脏合成增多. 近期研究显示胆石患

者空肠黏膜NPC1L1基因表达显著增加, 同时

ACAT2基因表达也增加[11]. 胆石症患者的小肠

胆固醇摄取和酯化增加, 表示从肠道吸收胆固

醇的来源增多, 可能成为胆石发病的重要机制, 
同时提示, 小肠是研究胆石症机制时需要考虑

的重要器官. 动物实验证实, 药物ezetimibe抑制

NPC1L1或者靶向阻断Acat2基因, Apo B48基因

等均可以降低小肠胆固醇摄取而预防小鼠胆石

的形成[12,13].

3  胆囊在胆石形成机制中的意义

尽管成石胆汁来源于肝脏, 肠道也参与成石机

制, 然而胆囊是胆囊结石病的终末器官, 是结石

形成的病灶部位, 并最终产生一系列结石的病

变, 其病理意义不言而喻. 胆囊运动功能异常直

接导致结石形成已有临床和动物研究的多方面

依据. 胆囊收缩素(cholecystokinin, CCK)作为调

节胆囊运动的重要胃肠道激素, 主要参与餐后

胆囊收缩与排空. 体内、体外研究显示胆石患

者的胆囊C C K受体数目减少、受体表达降低

以及信号传导减弱[14,15]. 纤维母细胞生长因子

19(fibroblast growth factor 19, FGF19)是新近发

现的调节胆囊舒张的因子[4,16]. 小鼠实验显示末

端回肠分泌FGF15(在人体是FGF19)的作用是使

胆囊充盈. 当前对胆囊运动调节过程的认识概

括为: (1)空腹移行运动复合波的Ⅱ期末分泌胃

动素, 维持胆囊较弱的收缩; (2)餐后分泌CCK, 
导致胆囊强烈收缩, 使胆汁酸进入十二指肠和

小肠, 直接溶解、消化吸收胆固醇、脂肪以及

脂溶性维生素; (3)当胆汁酸到达末端回肠时, 通
过Farnesoid X受体介导产生和分泌FGF19, 作为

胆囊再充盈的信号传导, 为进餐前作准备. 因此, 
CCK和FGF19都参与胆囊的运动调节, 在胆石形

成的动力机制中占有突出地位. Choi等通过小鼠

Fgf15基因敲除、胆囊的体内外实验、CCK与

FGF19/FGF15的不同作用等系列精细研究证实

了胆囊充盈的激素调节现象[16], 为从胆囊动力

角度研究胆石发病机制提供了详实资料. 我们

检测发现, 除回肠末端外, 人体胆囊黏膜FGF19  
mRNA表达水平也较高, 可能通过旁分泌作用直

接调节胆囊的充盈, 或者也参与了对肝脏胆汁

酸合成的调节作用. 肝胆系统与胃肠道(特别是

www.wjgnet.com

■相关报道
国内外对胆石发
生机制的探索从
研究胆石、胆汁
以 及 胆 囊 开 始 , 
目前更注重于整
个肝胆肠胆固醇
与胆汁酸的代谢
异 常 及 其 调 节 . 
近 年 来 ,  国 内 外
关于肠肝轴途径
中胆固醇转运蛋
白的发现及调节
功能的研究有了
很 大 进 展 ,  为 胆
石病发生机制研
究的进一步深入
提供了方向.
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胆囊的空腹与餐后运动)的协调功能调节在预防

过量胆固醇结晶沉淀于胆囊内起到特殊的作用. 
胆囊自身还参与胆汁脂类的吸收, 具有一系列

的生理功能和病理机制. 在当前国内保留胆囊

治疗胆囊结石的研究中, 胆囊功能尤其具有不

可或缺的地位[17]. 

4  胆固醇转运的载体

胆固醇结石的主要成分-胆固醇溶于脂类物质, 
其非水溶性的特点构成了胆石形成机制中的重

要基础, 为研究的焦点之一. 胆固醇在胃肠道与

肝胆系统的流动和代谢需要载体. SRB1是细胞

膜上高密度脂蛋白受体[18], 同时位于小肠刷状

缘膜的囊泡上[19], 具有高胆固醇亲和力特性, 为
肝脏摄取血浆胆固醇的重要受体, 并参与了小

肠胆固醇吸收, 其对胆囊转运胆固醇的可能性

也正在受到关注. 另一重要载体-NPC1L1发现

于2000年[20], 在小鼠仅表达于小肠与胆囊, 而在

人体肝脏也有大量NPC1L1表达[21]. 虽然还未确

定其与胆石病的关系, 但理论上可以推测, 失去

肝脏NPC1L1的功能降低对胆汁胆固醇的重吸

收, 可能对胆汁胆固醇含量增加具有促进作用. 
Ezetimibe通过抑制小肠NPC1L1, 减少小肠胆固

醇吸收能降低高胆固醇血症患者血浆胆固醇含

量[22]. 在转运胆固醇的载体中, ABC转运器的作

用十分重要, 现已明确其定位于质膜和细胞内

膜, 依赖能量转运胆固醇通过生物膜. 异二聚体

ABCG5/G8负责肝细胞胆小管侧膜分泌胆固醇

进入胆汁, 同时也负责小肠细胞刷状缘将胆固

醇分泌入肠腔[23]. 通过增强胆汁分泌和限制肠

道吸收, ABCG5/G8在增加胆固醇排出过程中起

关键作用. ABC家族又一成员ABCA1与肝细胞

和小肠细胞在基底膜侧向血浆分泌胆固醇有关, 
对血浆前-β-HDL的形成具有重要作用[24]. 

A B C转运器的表达受核受体的调节 .  动
物实验证明L x r s激动剂使小鼠腹腔巨噬细胞

Abca1表达升高, 增强胆固醇逆转运; 并提高肝

脏Abcg5、Abcg8表达, 导致胆汁胆固醇含量升

高, 具有促成石作用[25]. Lxr基因敲除动物实验进

一步证实, 胆固醇饲料无法通过激活Lxrα上调

Abcg5 /Abcg8基因并向胆汁分泌或上调Cyp7a1
转化为胆汁酸, 过多的胆固醇则经Acat2酶转化

为胆固醇酯积蓄在肝脏. 同时体外实验也得到

相应的结果: 采用LXRα的RNA干扰和LXRα激

动剂T0901317的细胞实验都显示LXRα调节人

类肝细胞ABCG8、ABCA1、ABCG1、SRBI等

基因的表达[26]. 

5  胆固醇结石病与代谢综合征

1988年Reaven等在Banting报告中首次提出代谢

综合征, 又称为胰岛素抵抗综合征, 即靶器官与

组织对胰岛素作用不敏感[27]. 胆固醇结石随年龄

而发病增加以及女性、肥胖多发的特点、胆石

病与肥胖之间的关系反映与代谢综合征的相关

性. 代谢综合征主要表现为向心性肥胖, 糖耐量

异常或糖尿病, 高血压病、血脂增高、心血管

病危险性增加. 胰岛素抵抗患者常发展为2型糖

尿病, 后者的胆石发病率增加2-3倍[2]. Méndez-
Sánchez等[28]研究显示在胆石病患者合并代谢综

合征的比例是对照组的2倍左右. Tsai等[29]则发

现, 在胆石患者腰围和腰围-臀围比例均明显增

高, 且该两项指标对胆石病的发生危险度具有

预测作用. 我们的研究也显示[30,31], 采用空腹血

清胰岛素, 血清胆固醇含量, 高血压等代谢综合

征相关的指标对胆石病高危人群具有一定的预

测作用. Biddinger等通过基因敲除技术除去肝细

胞的胰岛素受体, 构建小鼠LIRKO模型, 模拟胰

岛素抵抗的代谢综合征[3]. 实验证明, 肝脏对胰

岛素抵抗的病理状态通过增加肝脏胆小管侧膜

Abcg5/g8表达增加对胆汁胆固醇的分泌, 直接促

进胆固醇结石的形成, 该研究为代谢综合征增

加胆固醇结石发生危险性的分子生物学机制提

供了实验依据[3]. 

6  结论

胆石病基础与临床研究 [32]的最终目的是造福

于胆石患者. 当胆石病进展到症状期与并发症

期, 有效的是采用腹腔镜胆囊切除或开腹胆囊

切除术治疗, 而当胆石病处于无症状期或者成

石前期, 则应采用非手术疗法或保留胆囊的治

疗, 以及预防胆石病的发生. 目前胆石病研究的

首要任务是了解中国胆石病的发病现状, 因为

距离1992年第二次全国胆石病临床调查已近20
年, 且我国局部地区人群的胆石病发病率研究

也在20世纪80-90年代, 尚缺乏全国范围的流行

病学研究[33]. 其次, 尽管保留胆囊治疗胆石病的

热情很高, 但需要科学的大样本前瞻性研究, 制
定手术适应证以及长期的随访计划. 邹一平等

400多例保胆取石术的5年与10年复发率分别为

37.6%与43.2%[34], 具有很好的代表性, 保胆手术

后适当的药物预防, 如statin抑制胆固醇合成[35]

和ezetimibe抑制肠道胆固醇摄取[36], 或可进一步

■应用要点
调控肠肝轴胆固
醇 代 谢 ,  降 低 小
肠 胆 固 醇 摄 取 , 
调节胆汁胆固醇
含 量 ,  将 是 实 现
胆石病预防研究
的新策略.
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降低复发率. 降低保胆治疗后复发的措施完全

是建立在胆石发病机制研究结果的基础上. 最
后, 如何将预测胆石病危险人群的研究过渡到

胆石病的预防已提到议事日程[1]. 这些工作都摆

在胆石研究者的面前. 胆石病研究, 已经初现端

倪, 但任重而道远. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of Livin protein 
in gastric cancer and adjacent non-cancerous 
tissue, and to analyze its prognostic significance 
by exploring the relationship between Livin 
expression and the biological behavior of gastric 
cancer.

METHODS: The expression of Livin was de-
tected by immunohistochemistry (streptavidin-
peroxidase method) in 50 gastric cancer and 
matched adjacent non-cancerous tissue samples. 
Quantitative analysis of Livin expression was 
performed with the Image-Pro Plus 6.0 software. 
The significance of Livin expression in gastric 
cancer was then analyzed.

RESULTS: The integrated absorbance (IA) value 

of Livin staining in gastric cancer tissue was sig-
nificantly higher than that in adjacent non-can-
cerous tissue (283 270.55 ± 199 604.16 vs 6 878.08 
± 9 214.56, P < 0.01). The IA value was lower in 
well and moderately differentiated cancer tis-
sue than in poorly and undifferentiated tissue 
(41 288.94 ± 27 891.09 vs 359 690.5 ± 166 583.17, P 
< 0.01), in cancer tissue not invading the serosal 
layer than in that invading the serosal layer (T3-4) 
(85 529.62 ± 115 287.42 vs 360 174.77 ± 170 507.09, 
P < 0.01), and in gastric cancer without lymph 
node metastasis than in that with lymph node 
metastasis (148 547.51 ± 152 479.47 vs 380 949.72 
± 171 073.92, P < 0.01).

CONCLUSION: Livin protein is highly ex-
pressed in gastric cancer. Livin expression is sig-
nificantly associated with tumor differentiation, 
infiltration and lymph node metastasis in gastric 
caner. Livin protein may be used as a prognostic 
marker for gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Livin; Diagnosis; Prog-
nosis

Hou YJ, Li Y, Yuan ZH, Guo SH. Expression of inhibitor 
of apoptosis protein Livin in gastric cancer and adjacent 
non-cancerous tissue. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(12): 1196-1200

摘要
目的: 分析Livin蛋白在胃癌及癌旁组织中的
表达, 并根据其与胃癌生物学行为之间的关系
分析对胃癌预后评估的意义.

方法: 采用免疫组织化学SP法检测50例胃癌
及癌旁组织中Livin蛋白, 以Image-Pro Plus 6.0
专业图像分析软件定量分析其表达. 并通过比
较不同类型组织切片中表达量的差异, 分析其
在胃癌中表达的意义. 

结果: L i v i n蛋白在胃癌组织中表达显著高
于癌旁组织(IA : 283 270.55±199 604.16 vs  
6 878.08±9 214.56, P <0.01). 不同类型癌组
织中表达亦有显著差异 ,  高-中分化癌组织
明显低于低-未分化(41 288.94±27 891.09 

®

■背景资料
近年大量文献报
道凋亡抑制基因
Livin在多种肿瘤
组织中高表达, 可
以作为肿瘤早期
诊断和判断预后
的 新 指 标 .  但 通
过图像分析系统
定量检测胃癌组
织、癌旁组织中
Livin蛋白表达的
量, 并对其在胃癌
诊断和预后评估
中的意义做出评
价分析的报道尚
较少见.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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vs  359 690.5±166 583.17, P <0.01); 浸润未
达浆膜层 (T 1-2)者显著低于达浆膜层 (T 3-4)
者(85 529.62±115 287.42 vs  360 174.77±
170 507.09, P <0.01); 伴淋巴转移者显著高
于无淋巴转移(380 949.72±171 073.92 v s  
148 547.51±152 479.47, P <0.01).

结论: Livin蛋白高表达于胃癌组织, 在不同分
化程度、浸润度以及有无淋巴转移组间的表
达都有显著差异. Livin蛋白高度表达预示肿
瘤有较高的侵袭性, 可用于判断胃癌预后.

关键词: 胃癌; Livin; 诊断; 预后

侯毅鞠, 李艳, 袁忠海, 郭素红. 凋亡抑制蛋白Livin在胃癌及癌旁

组织中的表达.  世界华人消化杂志  2010; 18(12): 1196-1200
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 死亡率在

恶性肿瘤中排名居高. 胃癌的发生与胃黏膜上

皮细胞和胃癌细胞的增殖与凋亡调控失衡有关. 
Livin是近年新发现的凋亡抑制基因, 特异性表达

于人的胚胎组织以及大多数人类实体瘤组织[1], 
这种异常的表达与肿瘤的发生、发展、转移甚

至于后相关[2]. 本研究应用免疫组织化学法检测

胃癌患者癌组织以及癌旁组织中Livin蛋白表达, 
并对不同年龄、性别以及不同分化程度、浸润

度淋巴转移情况的胃癌组织Livin表达进行比较, 
综合分析评价Livin在胃癌诊断和预后评估中的

应用意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 兔抗人Livin多克隆抗体(浓度为1 g/L)
购自北京博奥森生物技术有限公司. 免疫组织

化学试剂盒SP-9001、DAB显色试剂盒购自北

京中杉金桥技术有限公司. Leica EG1150C包埋

机、Leica RM2245切片机、Leica HI1210/1220 
展片/烤片机以及Image-Pro Plus 6.0软件图像定

量分析处理系统.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 收集吉林医药学院附属医院

2008-01/2009-09已经确诊为胃癌的癌组织及癌

旁组织50例, 所有患者采集标本前均未接受化

疗、放化疗. 记录所有患者相关资料(性别、年

龄、分化程度、浸润深度、淋巴结转移). 高-中
分化组包括乳头状腺癌和管状腺癌, 低-未分化

组包括低分化腺癌、未分化癌、印戒细胞癌和

黏液腺癌. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 标本离体后立即40 g/L
甲醛内固定, 随后石蜡包埋制作切片. 组织切片

置于0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液, 煮沸行抗原修

复, SP免疫组织化学染色. 所用抗Livin抗体浓度

为1∶100. 染色步骤按说明书进行, DAB显色, 
中止反应后苏木素复染, 脱水、透明、封片. 以
已知的阳性切片作阳性对照, 以PBS代替一抗作

阴性对照. 
1.2.3 图像采集、半定量分析: 在高倍镜下, 对每

张切片随机选择3个视野照相, 操作时所有照片

在完全同样的显微镜条件下拍摄, 在拍照全过

程中, 仅调整焦距和视野. 图像采集后, 以Image-
Pro Plus 6.0专业图像分析软件对胃癌以及癌旁

组织切片内Livin的表达量进行测量, 选取整合

吸光度(IA )值进行半定量分析[3].
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 数据

统计分析采用t检验进行组间比较, 以P <0.05为
具有统计学意义.

2  结果

2.1 组织标本 50例胃癌患者中男性36例, 女性14
例; ≥60岁者33例, <60岁者17例; 高-中分化腺癌

组12例, 低-未分化腺癌组38例; 侵及黏膜、黏膜

下或肌层(T1-2)者14例; 侵及浆膜层和侵出浆膜

层(T3-4)者36例; 无淋巴结转移者21例, 有淋巴结

转移者29例. 
2.2 Livin蛋白在胃癌组织和癌旁组织中的表达 
Livin蛋白表达主要定位于肿瘤细胞质, 光学显微

镜下细胞质被染成淡黄至棕黄色的粗细不一的

颗粒者即为阳性. 在50例胃癌组织中Livin蛋白大

多呈阳性, 而癌旁组织中多数呈阴性(图1). 胃癌

组织Livin表达阳性率显著高于癌旁组织(76% vs  
12%, P<0.01). 应用Image-Pro Plus 6.0专业图像分

析软件测定胃癌以及癌旁组织切片内Livin表达

的IA值, 统计学分析Livin蛋白在两组之间的表

达具有显著性差异(IA : 283 270.55±199 604.16 
vs  6 878.08±9 214.56, t  = 16.94, P<0.01).
2.3 Livin蛋白表达与胃癌临床生物学行为的关

系 光学显微镜下低-未分化肿瘤细胞质所呈现

的颜色大多较高-中分化组深(图2), IA在两组间

有显著差异(P <0.01); 按浸润程度分为T1-2、T3-4

两组, 组间IA的差异具有统计学意义(P <0.01); 
在淋巴结转移组与无淋巴结转移组间也存在统

计学差异(P <0.01, 表1). 总之, 组织分化越差, 浸
润程度越深, 并伴有琳巴结转移的组织, Livin蛋

■研发前沿
Livin在某些恶性
肿瘤中异常表达, 
这种肿瘤特异性
表达使其成为近
几年肿瘤诊断和
基因治疗研究的
新靶点. 近年有在
浅表性膀胱癌、

胃肠道肿瘤和肺
癌等实体瘤组织
和血清中检测出
Liv in和抗Liv in
抗体异常表达的
研 究 报 道 ,  认 为
Livin对评价某些
肿瘤的预后具有
一定价值.
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白的表达IA越高, 这表明Livin的表达与患者的

预后评估密切相关. Livin表达的IA在性别组间

以及年龄组间无统计学差异(P >0.05).

3  讨论

胃癌的发生和失控性生长是肿瘤细胞增殖和细

胞凋亡两个过程共同作用的结果, 细胞凋亡与

肿瘤的关系已受到普遍关注. 细胞凋亡是在基

因的调控下进行的, 目前认为存在三类与细胞

凋亡相关的基因: 促细胞凋亡基因、抑制细胞

凋亡基因、细胞凋亡过程中表达的基因, 其中

凋亡抑制基因是一类具有高度保守序列的基因, 
通过BIR结构域与caspase结合并抑制caspase活
性, 发挥抗细胞凋亡的作用[4-6]. Livin是近年来

表  1  Livin蛋白表达IA 与胃癌临床病理特征的关系

     
临床病理特征	   n              阳性      阳性率(%)                          IA 		     t 值	   P 值

性别

    男		  36	 30	 83.3	 290 555.74±189 742.65		

    女		  14	   8	 57.1	 263 121.40±224 584.19	 0.754	 >0.05

年龄(岁)

    ≥60		  33	 27	 81.8	 295 973.63±198 276.23		

    <60		  17	 11	 64.7	 258 622.16±201 843.28	 1.086	 >0.05

组织分化度

    高-中分化	 12	   6	 50.0	   41 288.94±27 891.09		

    低-未分化	 38	 32	 84.2	 359 690.50±166 583.17       11.390	 <0.01

浸润度

    T1-2		  14	   7	 50.0	   85 529.62±115 287.42		

    T3-4		  36	 31	 86.1	 360 174.77±170 507.09	 9.609	 <0.01

淋巴转移

    无		  21	 13	 61.9	 148 547.51±152 479.47		

    有		  29	 25	 86.2	 380 949.72±171 073.92	 8.591	 <0.01

A B

图  1  Livin蛋白在胃癌组织和癌旁组织中的表达(×400). A: 癌旁组织; B: 胃癌组织.

A B

图  2  Livin蛋白在不同分化程度胃癌组织中的表达(×400). A: 高-中分化癌组织; B: 低-未分化癌组织.

■创新盘点
以往有关Livin蛋
白表达的研究中, 
实 验 结 果 大 多
以标本阳性表达
“率”为计量单
位 ,  本 研 究 则 是
以IA 作为单位进
行客观定量分析, 
克服了阅片时主
观 误 差 ,  结 果 更
为精确. 
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发现的人类凋亡抑制家族的新成员, 与其他成

员一样, Livin在多数肿瘤中表达, 如肺癌、黑色

素瘤、前列腺癌、膀胱癌、白血病以及淋巴瘤

等, 尤其是消化系肿瘤的研究[7-11], 食管癌、结

肠癌、胃癌、肝癌、胰腺癌, 并且与其他凋亡

相关基因之间关系的研究也已经开展[12-14]. 实验

证实Livin能够直接抑制caspase-3、caspase-7、
caspase-9的酶水解作用[15], 此外Livin的抗凋

亡作用还受到线粒体释放的caspase活化蛋白

(Smac)的调节, Sma为凋亡过程中胞质线粒体

产生的内源性蛋白, 能结合并抑制IAPs, 因此有

学者研究推测认为Livin主要是通过作为Smac
的沉默子起作用[16,17]. 所以, 目前关于Livin抑制

剂作用的研究有可能基于Livin和SMAC的关

系而不是Livin和caspases的关系[18-20], Livin调
节机制的研究可为Liv in抑制剂的研究提供思 
路[21]. 新近研究发现在肾癌, 胃肠道癌, 乳腺癌

和肺癌患者的血清中有抗Livin抗体[22-26], 这一

研究结果表明Livin作为主要的肿瘤相关性抗原

被MHC1型细胞提呈. 在此基础上Livin抗体的

研究将成为肿瘤免疫治疗的新方向, 抗Livin抗
体作为肿瘤疫苗注射, 使肿瘤细胞发生坏死, 达
到肿瘤化疗或手术治疗使肿瘤缩小的目的. 目
前以Liv in作为促凋亡治疗靶点的研究也已开 
展[27-29], 针对Livin基因序列设计的特异性小干涉

RNA(small interfering RNA, siRNA)和反义核酸

序列, 在哺乳动物肿瘤细胞中阻断Livin mRNA
表达, 从而增强了肿瘤细胞对凋亡诱导剂的敏

感性[30,31]. 还有研究认为Livin除肿瘤外, 还参

与了血管性痴呆的发生发展, 表达水平与血管

损伤修复有关[32]. 众多研究资料均显示Livin表
达与肿瘤的重要关系, 并且可能是肿瘤细胞免

疫逃避的主要途径之一, 提示Livin在肿瘤细胞

凋亡抵抗中所起着非常重要的作用, 是肿瘤发

生、发展的重要因素. 
本文对Livin蛋白在胃癌组织中以及癌旁组

织中表达的情况进行相关检测, 揭示胃癌的发

病机制, 探讨Livin蛋白检测在胃癌诊断中的作

用、并根据其与胃癌生物学行为之间的关系分

析在胃癌预后评估的意义. 本实验结果显示, 胃
癌黏膜组织Livin蛋白表达的IA明显高于癌旁黏

膜组织, 提示Livin参与了胃癌的发生, 可作为一

个新的标志物检测诊断胃癌. 但同时该项结果

也表明, 用免疫组织化学方法检测Livin蛋白的

表达, 如果只是单纯依据Livin蛋白表达与否, 作
为对胃癌的诊断指标, 是欠妥的. 这是因为我们

在6例癌旁组织中检测到了Livin蛋白表达, 该结

果的出现是由于在本研究中作为正常胃黏膜组

织的癌旁组织并不是真正意义上的正常组织, 
有可能存在增生、化生、炎症等. 所以我们认

为在胃癌的诊断过程中, Livin蛋白的检测可以

作为胃癌辅助诊断或验证诊断的指标. 在Livin
蛋白表达与胃癌临床生物学行为的关系研究中, 
我们得到的结论是: Livin蛋白表达的IA与胃癌

患者的性别、年龄无关; 但在低-未分化组、T3-4

组、有淋巴结转移组表达的IA都明显高于高-
中分化组、T1-2组、无淋巴结转移组. 此结果表

明高表达Livin蛋白患者的胃癌恶性程度高, 易
发生侵袭和转移, 患者预后差. 这是由于Livin蛋
白高强度的表达造成肿瘤细胞凋亡受抑程度高, 
并且凋亡受抑愈强烈, 预后愈差. 因此, Livin蛋
白的检测对于判断胃癌患者的恶性程度、进展

情况、预后具有重要的应用意义[33,34], 对于进一

步制定患者相应治疗方案也有指导意义. 
胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 

严重威胁生命健康. 到目前为止, 手术仍然是治

疗胃癌的最佳方法, 而手术治疗效果很大程度

上依赖于早期发现、早期诊断. 但实际胃癌往

往起病隐匿, 早期常无明显症状. 因此, 探寻一

种行之有效的早期发现肿瘤、判断预后的方法, 
具有十分重要的临床意义. 所以, 在本研究的基

础上, 如果能够针对胃黏膜轻度不典型增生、

重度不典型增生、早期胃癌到胃癌一系列病变

过程中, Livin蛋白表达进行进一步检测分析, 获
得Livin蛋白在良性胃黏膜病变组织中的表达趋

势, 有效预测胃癌癌前病变[35], 将真正有助于胃

癌的早期诊断和癌前诊断, 具有十分重要的临

床意义. 总之, Livin较强的抑制凋亡能力以及其

在恶性肿瘤细胞中的过表达使其成为一个热门

研究目标, 虽然已经有大量的关于Livin与肿瘤研

究的相关报道, 但伴随研究的进一步展开, 会发

现有更多的、更加深入的问题有待我们去解决.
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Abstract
AIM: To study the potential anti-hepatitis B virus 
(HBV) effects of glycosaminoglycan extracted from 
Stichopus japonicus Selenka (SJ-GAG) in vivo.

METHODS: Thirty HBV transgenic mice were 
divided into five groups: saline group, interferon 
(IFN) group, and low-, medium- and high-dose 

SJ-GAG group, which were intraperitoneally 
injected with normal saline, IFN-α2b (45 U/kg), 
and SJ-GAG (30, 40 and 50 mg/kg, respectively) 
once daily for 30 d, respectively. After treatment, 
all mice were killed to take liver samples for 
analysis of the expression of HBsAg and HBcAg 
by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to the saline group, the 
expression of HBsAg and HBcAg in the liver of 
HBV transgenic mice was dose-dependently in-
hibited in all the SJ-GAG groups (4.93 ± 1.43, 3.57 
± 1.02, 3.27 ± 0.64 vs 6.97 ± 0.75; 5.73 ± 1.62, 4.27 
± 1.03, 4.27 ± 1.03 vs 7.23 ± 0.53; P < 0.01 or 0.05). 
However, SJ-GAG has lower inhibitory effects 
on the expression of HBsAg and HbcAg than 
IFN (P < 0.01 or 0.05).

CONCLUSION: SJ-GAG has anti-HBV activity 
in vivo.

Key Words: Stichopus japonicus Selenka; Gly-
cosaminoglycan; Mouse; Hepatitis B virus; HBsAg; 
HBcAg

Z h o u  L ,  X i n  Y N ,  L u o  B ,  X u a n  S Y .  E f f e c t s  o f 
glycosaminoglycan extracted from Stichopus japonicus 
Selenka on the expression of HBV-associated antigens in 
the liver of HBV transgenic mice. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(12): 1201-1205

摘要
目的: 研究刺参糖胺聚糖在动物活体内的抗
HBV作用. 

方法: 开放性动物实验. HBV转基因小鼠30
只, 按性别随机分为生理盐水对照组(每天给
予等容积的生理盐水)、刺参糖胺聚糖低(30 
mg/kg)、中(40 mg/kg)、高(50 mg/kg)三个剂
量组及干扰素(45 U/kg)对照组, 每组雌雄各
半, 分笼饲养. 给药方式为腹腔注射, 每日1次, 
连续用药30 d. 给药结束后处死小鼠, 剥离其
肝脏组织. 免疫组织化学染色法及综合评分
法观察并半定量分析小鼠肝脏组织HBsAg, 
HBcAg的表达. 
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■背景资料
乙型肝炎至今仍
然是全世界所面
临的一大公共卫
生 难 题 ,  其 具 有
难以治愈、易复
发、传染性等特
征. 目前乙型肝炎
的治疗关键是抗
病毒治疗, 目前的
抗病毒药物主要
是干扰素和核苷
类抗病毒药物, 但
无论哪一种药物
都不能彻底清除
患者体内的病毒. 
所以抗HBV新药
的研发仍然是目
前研究的重点.
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结果: 与生理盐水对照组比较, 刺参糖胺聚糖
低、中、高剂量对小鼠肝脏HBsAg, HBcAg
的表达均有抑制作用(4.93±1.43, 3.57±1.02, 
3.27±0.64 vs  6.97±0.75; 5.73±1.62, 4.27±
1.03, 4.27±1.03 vs  7.23±0.53, P <0.01或0.05), 
但其抑制作用低于干扰素对照组(P <0.01或
0.05), 并呈现一定的量效反应关系.

结论: 刺参糖胺聚糖具有一定的体内抗HBV
作用.

关键词: 刺参; 糖胺聚糖; 小鼠; 乙型肝炎病毒; 

HBsAg; HBcAg
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0  引言

乙型病毒性肝炎是威胁人类健康的重大问题之

一. 据统计, 全球约有20亿人感染乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV), 约3.5亿人为HBV携带

者, 每年约有100万人死于乙型肝炎相关疾病(肝
硬化、肝衰竭、原发性肝细胞癌等)[1,2]. 我国是

HBV感染的高发区, 约有1.3亿人感染HBV[3], 占
我国总人口的9.09%, 所以乙型病毒性肝炎的

防治是目前亟待解决的问题, 其中抗病毒药物

的研发是工作的重点. 刺参糖胺聚糖是从刺参

体壁提取的一种硫酸多糖, 具有抗凝血、抗肿

瘤、抗病毒、提高免疫力等多种功能. 目前对

于刺参糖胺聚糖抗HBV的研究并不多, 我们采

用乙型肝炎转基因小鼠作为动物模型, 研究了

刺参糖胺聚糖的活体内抗HBV活性. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级Balb/c-HBV转基因小鼠, 周龄

10 wk, 体质量18-22 g, 购自中国人民解放军第

四五八医院全军肝病中心. 刺参糖胺聚糖由中

国海洋大学海洋药物与食品研究所提供. 注射

用重组人干扰素α-2b(利分能), 由哈药集团生

物工程有限公司生产, 产品批号为200803032. 
主要试剂及仪器: 鼠抗人-HBs, 兔抗人-HBc及
SABC免疫组织化学试剂盒, 购自福州迈新生物

技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 药物的配制: 刺参糖胺聚糖为白色干燥粉

末, 实验时用生理盐水配制成所需浓度的溶液, 
再经0.22 μm微孔滤膜过滤除菌, 4 ℃保存备用. 
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1.2.2 分组与给药: 30只乙型肝炎转基因小鼠, 雌
雄各半, 随机分为5组, 每组雌雄各半, 分笼饲养, 
分别为生理盐水对照组(每天给予等容积的生理

盐水), 刺参糖胺聚糖低剂量组(30 mg/kg), 刺参

糖胺聚糖中剂量组(40 mg/kg)[4,5], 刺参糖胺聚糖

高剂量组(50 mg/kg), 干扰素对照组(45 U/kg). 给
药方式为腹腔注射[6,7], 1次/日, 连续给药30 d. 
1.2.3 检测项目及方法: 给药结束后脱颈处死小

鼠, 剥离肝脏组织, 以100 g/L的中性甲醛液固定, 
石蜡包埋, 切片, 采用SABC免疫组织化学染色

法进行常规脱蜡、水化, 3% H2O2灭活内源性过

氧化物酶10 min, 依次滴加一抗、增强剂、生物

素化山羊抗兔、DAB显色剂、苏木素复染、梯

度酒精脱水、二甲苯透明、封片. 显微镜下观

察小鼠肝脏组织HBsAg, HBcAg的表达情况, 采
用综合评分法进行免疫组织化学半定量分析: 
(1)每只小鼠肝组织高倍镜下随机计数5个视野, 
计算阳性细胞百分比: ≤10%为0分, 11%-25%为

1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, ≥76%为4
分. (2)阳性为棕色: 浅棕色为1分, 棕色为2分, 深
棕色为3分, 不着色为0分. (3)上述两项指标的两

积分相乘得到综合评分.
统计学处理 所有数据采用SPSS16.0统计学

软件进行单因素方差分析(LSD法), 进行组间两

两比较.

2  结果

2.1 刺参糖胺聚糖对乙型肝炎转基因小鼠肝脏

HBsAg表达的影响 与生理盐水组相比, 刺参糖

胺聚糖低、中、高剂量组对小鼠肝脏组织HB-
sAg的表达具有显著的抑制作用, 但是其抑制作

用弱于干扰素对照组, 差异具有显著性. 而且刺

参糖胺聚糖低、中、高剂量组随着药物浓度的

增加对小鼠肝脏组织HBsAg表达的抑制作用也

增强, 呈现一定的量效反应关系(表1). 免疫组织
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■研发前沿
刺参糖胺聚糖具
有多种生物学活
性, 目前对其在抗
凝血、抗肿瘤、

抗病毒、免疫调
节等方面的研究
均较多.

表  1  刺参糖胺聚糖对乙型肝炎转基因小鼠肝脏HBsAg
和HBcAg表达的影响 (n  = 6, mean±SD)

     
分组 		          HBsAg	         HBcAg

生理盐水组	   6.97±0.75b	    7.23±0.53b

刺参糖胺聚糖

    低剂量组	   4.93±1.43bd	    5.73±1.62bd

    中剂量组	   3.57±1.02bd	    4.27±1.03bd

    高剂量组	   3.27±0.64bd	    4.27±1.03bd

干扰素组		    1.50±1.02	    2.07±1.11

bP<0.01 vs  干扰素组; dP<0.01 vs  生理盐水组.
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化学染色如图1中箭头所示, 阳性细胞的胞质被

染为棕褐色, 生理盐水对照组阳性细胞的染色

数量及染色强度均高于其他组, 而且随着刺参

糖胺聚糖药物浓度的增高, 刺参糖胺聚糖低、

中、高剂量组小鼠肝脏组织HBsAg的表达量依

次相对减弱, 但与干扰素对照组比较仍然较强. 
2.2 刺参糖胺聚糖对乙型肝炎转基因小鼠肝脏

HBcAg表达的影响 刺参糖胺聚糖低、中、高剂

量组与生理盐水组相比, 其对乙型肝炎转基因

小鼠肝脏组织HBcAg的表达均具有显著的抑制

作用, 但这种抑制作用与干扰素组相比较弱, 差
异具有显著性. 刺参糖胺聚糖低、中、高剂量

组之间相比, 其对小鼠肝脏组织HBcAg表达的

抑制作用也具有差异性, 并且随着浓度的增加

其抑制作用明显增强, 呈现一定的量效反应关

系(表1). 免疫组织化学染色结果如图2所示, 阳
性细胞的胞核被染为棕褐色. 与生理盐水对照

组比较, 刺参糖胺聚糖低、中、高剂量组小鼠

肝脏组织阳性细胞数量及染色强度均呈现一定

程度的减弱, 但与干扰素对照组比较仍然较强. 

3  讨论

乙型肝炎的治疗关键在于抗病毒治疗, 目前的

抗HBV药物主要分为干扰素和核苷类药物[8-11]. 
干扰素兼有抗病毒和免疫调节的功能, 但具有

价格较贵, 不良反应大, 而且需皮下注射, 使用

不便等缺点[8,12]. 核苷类药物如拉米夫定、阿德

福韦酯、恩替卡韦等, 其抗病毒机制主要是在人

体内磷酸化成为三磷酸核苷类似物后, 抑制病毒

DNA聚合酶和逆转录酶的活性, 并与核苷竞争性

深入病毒DNA链, 终止DNA链的延长和合成[6,9]. 
但这类药物疗程长, 长期用药易发生病毒变异, 
产生耐药性, 而且存在交叉耐药[11-13]. 另外亦有

非核苷类药物, 例如1, 3, 4-噁二唑类化合物, 以
及二氢嘧啶类化合物等[14,15], 可能也具有抗HBV
的作用, 目前临床尚处于起步研究阶段. 

刺参糖胺聚糖是一种硫酸化多糖, 旧称刺

参酸性黏多糖或刺参粘多糖, 是从刺参体壁中

提取的一种硫酸多糖, 系由D -N -乙酰氨基半乳

糖、D -葡萄糖醛酸、L -岩藻糖和硫酸基组成, 
是多糖大分子链中单糖分子上的某羟基被硫

酸根所取代而形成的一类多功能生理活性物 
质[12,16]. 刺参糖胺聚糖在溶液中以离子形式存在, 
具有与带正电的离子或成分(包括生物大分子成

分)相互作用的能力, 所以这种带有较多负离子

的糖胺聚糖称为聚阴离子. 糖胺聚糖类共有的

聚阴离子性质以及他们在溶液中的不同构象形

成了他们多种生物学作用基础[17-20], 其抗凝血、

抗肿瘤、免疫调节等功能目前研究较多[21-25], 而
抗HBV的研究尚未见报道. 本研究采用目前研

究已经相当成熟而且应用广泛的HBV转基因小

鼠作为实验动物模型, 进行体内实验研究[26-30]. 

图  1  免疫组织化学法观察刺参糖胺聚糖对小鼠肝脏HBsAg表达的影响(×200). A: 生理盐水对照组; B: 刺参糖胺聚糖组(低

剂量); C: 刺参糖胺聚糖组(中剂量); D: 刺参糖胺聚糖组(高剂量); E: 干扰素对照组.

A B C

D E

→

→

→

→

→

■创新盘点
刺参糖胺聚糖具
有多种生物学活
性, 但是其抗HBV
的研究目前并不
多见, 本研究首次
从抗HBV方面研
究了其抗病毒的
活性, 从而为海洋
抗病毒药物的研
发提供了新思路.
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HBV转基因小鼠饲养容易、成本低、繁殖周期

短、遗传背景清楚, 其能在个体水平, 从时间和

空间角度同时观察HBV单个核多个基因区的整

合与表达功能及致病作用. 而且高水平复制型

HBV转基因小鼠与人HBV慢性感染相似, 从而

为抗HBV药物的研究提供了广阔空间[31-33]. 
本研究采用不同浓度的刺参糖胺聚糖作用

于HBV转基因小鼠, 研究表明: 免疫组织化学结

果显示刺参糖胺聚糖从低剂量(30 mg/kg)开始对

小鼠肝脏组织HBsAg, HBcAg的表达均具有抑

制作用, 而且随着药物剂量的增加其抑制作用

增强. 综合上述结果, 说明刺参糖胺聚糖在HBV
转基因小鼠体内具有一定的抗HBV作用, 而且

其抗病毒作用呈现一定的量效反应关系. 
多糖抗HBV作用的机制目前尚不明确, 其

途径可能主要为抑制HBsAg, HBeAg的分泌, 以
及抑制病毒DNA的复制. 另有研究报道其机制

可能为直接抑制病毒进入细胞后某一复制环节; 
非特异性免疫增强作用、提高树突状细胞的抗

原递呈能力; 防止和推迟耐药株的出现; 提高其

他药物的抗病毒活性; 抗氧化作用, 减轻肝损伤

等[8,19,34,35]. 本研究表明刺参糖胺聚糖活体内具

有抗HBV的作用, 并呈现一定的量效反应关系. 
但小鼠感染HBV的体内病理生理改变与人感染

HBV并不完全一样, 存在种属差异, 而且目前对

于刺参糖胺聚糖的提取、分离、纯化、鉴定等

技术尚需改进, 这在一定程度上亦影响了其抗

病毒作用的效果. 基于上述因素的影响, 刺参糖

胺聚糖的抗H B V作用仍需进一步深入研究和

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

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

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

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本研究设计比较
合理, 实验图片比
较清楚地说明刺
参糖胺聚糖具有
抑制HBV复制的
作用, 具有进一步
深入研究的必要
性和参考价值.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年4月28日; 18(12): 1206-1210
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

MMP-2和ICAM-1在裸鼠体内塞来昔布抑制肝癌组织中
的表达

殷积彬, 李宝馨, 谢新玉, 刘冰熔, 吕志武, 关景明, 高善玲

殷积彬, 刘冰熔, 吕志武, 关景明, 高善玲, 哈尔滨医科大学
附属第二医院消化科 黑龙江省哈尔滨市 150081
李宝馨, 哈尔滨医科大学药学院药理学教研室 黑龙江省哈
尔滨市 150081
谢新玉, 北京市朝阳区垂杨柳医院消化一科 北京市 100025
殷积彬, 主治医师, 医学博士, 主要从事肝脏疾病的诊断与治疗.
黑龙江省教育厅科学技术研究基金资助项目, No. 11521184
作者贡献分布: 殷积彬与李宝馨对此文所作贡献均等; 此研究由
殷积彬、李宝馨、刘冰熔及吕志武共同设计; 研究过程由殷积
彬、谢新玉、吕志武及关景明操作完成; 数据分析由殷积彬、
谢新玉及高善玲完成; 本论文写作由殷积彬、李宝馨及谢新玉
完成.
通讯作者: 李宝馨, 教授, 硕士及博士生导师, 150081, 黑龙江省
哈尔滨市, 哈尔滨医科大学药学院药理学教研室. 
li.baoxin@sohu.com
收稿日期: 2010-01-05   修回日期: 2010-03-12
接受日期: 2010-03-23   在线出版日期: 2010-04-28

Celecoxib inhibits the 
expression of MMP-2 and ICAM-1 
in hepatocellular carcinoma 
xenografts in nude mice  

Ji-Bin Yin, Bao-Xin Li, Xin-Yu Xie, Bing-Rong Liu, 
Zhi-Wu Lv, Jing-Ming Guan, Shan-Ling Gao

Ji-Bin Yin, Bing-Rong Liu, Zhi-Wu Lv, Jing-Ming Guan, 
Shan-Ling Gao, Department of Gastroenterology, the Sec-
ond Affiliated Hospital of Harbin Medical University, Har-
bin 150086, Heilongjiang Province, China
Bao-Xin Li, Department of Pharmacology, Harbin Medical 
University, Harbin 150086, Heilongjiang Province, China
Xin-Yu Xie, Department of Gastroenterology, Beijing Chui-
yangliu Hospital, Beijing 100025, China
Supported by: the Science and Technology Research  of Hei-
longjiang Provincial Department of Education, No. 11521184
Correspondence to: Professor Bao-Xin Li, Department of 
Pharmacology, Harbin Medical University, Harbin 150086, 
Heilongjiang Province, China. li.baoxin@sohu.com
Received: 2010-01-05    Revised: 2010-03-12 
Accepted: 2010-03-23    Published online: 2010-04-28

Abstract
AIM: To investigate the antitumor effects of 
celecoxib (a selective cyclooxygenase-2 inhibitor) 
against hepatocellular carcinoma in vivo.

METHODS: Human hepatoma cells (HepG2, 
BEL-7402 and SMMC-7721) were injected be-
neath the hepatic capsule of six-week-old nude 
mice. The mice were then randomly divided 
into three groups: negative control group (intra-

gastrically given normal saline), experimental 
group (intragastrically given celecoxib), and 
positive control group (intragastrically given 
normal saline and intraperitoneally injected 
with adriamycin). Three weeks later, tumor tis-
sue samples were taken for immunohistochemi-
cal analysis to examine the expression of matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2), tissue inhibitor of 
metalloproteinases-2 (TIMP-2) and intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1).

RESULTS: Compared to the negative control 
group, the expression of MMP-2 was down-
regulated (P < 0.05) and that of TIMP-2 was up-
regulated (P < 0.05) in hepatocellular carcinoma 
xenografts derived from HepG2, BEL-7402 and 
SMMC-7721 cells in the experimental group. The 
expression of ICAM-1 was also down-regulated 
in hepatocellular carcinoma xenografts derived 
from BEL-7402 and SMMC-7721 cells in the 
experimental group when compared with the 
negative control group (P < 0.05).

CONCLUSION: Celecoxib may be able to inhibit 
the metastasis and improve the prognosis of he-
patocellular carcinoma.

Key Words: Selective COX-2 inhibitor; Hepatocellu-
lar carcinoma; Matrix metalloproteinase-2; Intercel-
lular adhesion molecule-1

Yin JB, Li BX, Xie XY, Liu BR, Lv ZW, Guan JM, Gao SL. 
Celecoxib inhibits the expression of MMP-2 and ICAM-1 
in hepatocellular carcinoma xenografts in nude mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 1206-1210

摘要
目的: 研究机体内部选择性环氧合酶-2(COX-2)
抑制剂对肝细胞癌的抑制作用. 

方法: 将三种肝癌细胞株HepG2、BEL-7402
和SMMC-7721分别接种于6周龄裸鼠肝脏被
膜下; 将接种了不同肝癌细胞株的裸鼠分别
分为3组, 阴性对照组给予生理盐水灌胃, 实验
组给予塞来昔布灌胃, 阳性对照组进行生理
盐水灌胃的同时使用阿霉素腹腔注射; 3 wk

®

■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
手术切除病灶是
最佳选择. 目前肝
癌的治疗还缺少
有 效 的 药 物 ,  因
此, 研究新型抗肿
瘤药物的抗癌效
果十分必要. 选择
性COX-2抑制剂
具有一定的抗肿
瘤作用, 其作用机
制的研究尚不够
深入和全面.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科; 郑
鹏远, 教授, 郑州
大学第二附属医
院消化科
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后对裸鼠肝脏肿瘤取材、免疫组织化学法
观察肿瘤组织中基质金属蛋白酶-2(MMP-2)
及其抑制剂(T I M P-2)以及细胞间黏附因子
-1(ICAM-1)的表达. 

结果: 在肝脏被膜下接种了H e p G2、B E L- 
7402和SMMC-7721肝癌细胞株的裸鼠中, 应
用塞来昔布的裸鼠肿瘤组织中M M P-2的表
达下降(P <0.05), MMP-2的表达增加(P <0.05), 
TIMP-2/MMP-2比值增加. 在肝脏被膜下接
种了B E L-7402和S M M C-7721肝癌细胞株
的裸鼠中, 应用塞来昔布的裸鼠肿瘤组织中
ICAM-1表达下降.

结论: 塞来昔布在机体内部可能具有抑制肝
癌细胞转移和改善预后的作用.

关键词: 选择性环氧合酶-2抑制剂; 肝癌; 基质金

属蛋白酶-2; 细胞间黏附因子-1

殷积彬, 李宝馨, 谢新玉, 刘冰熔, 吕志武, 关景明, 高善玲. 
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0  引言

选择性环氧合酶-2(selective cyclooxygenase-2 
inhibitor, COX-2)抑制剂能够抑制恶性肿瘤细

胞的增殖和侵袭, 促进肿瘤细胞的凋亡. 然而, 
这些研究资料大多来自细胞培养[1-6], 机体内部

的药物抗肿瘤效果仍不十分清楚, 尤其是口服

COX-2抑制剂塞来昔布对肝脏原发肿瘤的疗效

仍未见报道. 我们将肝癌细胞株接种于裸鼠肝

脏组织中, 以塞来昔布灌胃法观察裸鼠体内选

择性COX-2抑制剂的抗肿瘤效果, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2、BEL-7402、SMMC-7721购于

中国科学院上海生命研究所. 清洁级BALB/c裸
鼠购于中国北京维通利华试验动物技术有限公

司, 周龄6 wk, ♂, 体质量17-20 g, 共45只. 1640
培养基购自G ibco公司, 多克隆基质金属蛋白

酶-2(MMP-2)及其抑制剂(TIMP-2)抗体购自英

国Abcam公司, 细胞间黏附因子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)抗体购于北京中

杉生物技术有限公司, 阿霉素(Adriamycin)为意

大利Pharmacia生产, 塞来昔布由PPLLC公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 肿瘤细胞培养和接种: 0.5×106个细胞接种

培养瓶中, 48 h换培养液1次, 当培养瓶中细胞增

殖到90%面积时, 台盼蓝法测定细胞活力, >95%
后制备成5×107个/L的肝癌细胞悬液. 沿裸鼠左

肋弓下缘切一长约1 cm的斜行无菌切口, 剥开

腹肌, 暴露小鼠肝脏; 用BD针抽取细胞悬液0.1 
mL, 使BD针尖与小鼠肝脏呈30度进针, 刺入肝

脏约0.3 cm, 缓慢注入细胞悬液, 注射完毕后, 有
酒精棉签压迫注射部位30 s, 确定无渗液和出血

后, 逐层缝合腹肌和皮肤. 21 d后, 处死裸鼠, 留
取肝脏的肿瘤组织用100 g/L甲醛固定. 
1.2.2 分组: 将裸鼠随机分为3组, 阴性对照组、

实验组和阳性对照组, 各15只. 每组裸鼠的肝脏

被摸下分别接种HepG2肝癌细胞株、BEL-7402
肝癌细胞株、SMMC-7721肝癌细胞株, 各5只. 
1.2.3 药物处理: 于术后24 h, 实验组给予塞来昔布

混悬液(300 mg/kg)灌胃; 阴性对照组给予等量的生

理盐水灌胃; 阳性对照组灌胃同时, 前3 d给予浓度

为1 g/L的阿霉素按6 mg/kg腹腔注射, 共3次.
1.2.4 免疫组织化学: 标本按常规分别固定、脱

水、透明、浸蜡. 石蜡切片、脱蜡、抗原修复

后, 依次加入一抗, 二抗, 常规HE染色, 然后中性

树胶封片. MMP-2、TIMP-2和ICAM-1结果的

判定: 显微镜下每张切片中计记录视野中的阳

性细胞的平均百分比, 阳性细胞数占视野中全

部细胞的比例<5%为(-), 阳性细胞数的比例占

5%-25%为(+), 阳性细胞数的比例占25%-50%为

(++), 阳性细胞数的比例占50%-75%为(+++), 阳
性细胞数的比例>75%为(++++). 

统计学处理 等级资料的统计学比较用秩和

检验. P <0.05为统计学差异存在显著性.

2  结果

2.1 细胞株的生长差异 100 mL/L胎牛血清常规

培养HepG2、BEL-7402、SMMC-7721三种肝

癌细胞系. HepG2细胞呈梭形, 体积较小, 折光性

好, 核仁2-3个, 细胞生长旺盛, 接种后4-5 d长满

培养瓶. BEL-7402细胞呈三角形, 体积较大, 伪
足短, 折光性差, 核仁2-3个, 细胞生长较慢, 接种

后7-8 d长满培养瓶. SMMC-7721细胞形态舒展, 
伪足数量差异较大, 1-4个, 细胞折光性好, 核仁

4-5个, 细胞生长旺盛, 接种后4-5 d长满培养瓶. 
2.2 裸鼠肝脏接种瘤情况 在裸鼠肝脏接种肿瘤

细胞后3 wk, 肉眼观察, 可见肿瘤位于肝脏被膜

下, 肿瘤组织呈灰白色, 质韧, 呈块状不规则形

分布(图1). 
2.3 塞来昔布对肿瘤组织中MMP-2表达的影响 
HepG2、BEL-7402和SMMC-7721三种细胞系

表达MMP-2较高, 应用塞来昔布或阿霉素后, 

■研发前沿
选择性COX-2抑
制剂的抗肿瘤作
用的研究多侧重
于细胞培养, 机体
内部的抗肿瘤效
果仍不完全清楚.

■相关报道
Xie等研究发现 , 
在较高表达乙型
肝 炎 病 毒 X 蛋 白
的肝癌细胞株中, 
塞来昔布抑制癌
细胞增殖和促进
其凋亡的效果更
佳, 其中的作用机
制虽然不十分清
楚, 却提供了一个
新的探索思路, 即
选择性COX-2抑
制剂的抗肿瘤作
用可能受到肿瘤
细胞自身特点的
影响.
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MMP-2的表达均受到抑制, 统计学比较显示实

验组与阴性对照组之间有统计学差异(P <0.05). 
提示塞来昔布具有抑制MMP-2在肝癌细胞中

表达的作用. 进一步比较实验组与阳性对照组

发现, 在HepG2肝癌细胞组织中两组中MMP-2
的含量差别不大, 经统计学检验无统计学差异

(P >0.05). 在BEL-7402和SMMC-7221肝癌细胞

中实验组的MMP-2的含量低于阳性对照组, 且
均有统计学差异(P <0.05), 提示在BEL-7402和
SMMC-7221肝癌中塞来昔布的疗效要好于阿霉

素的疗效(表1). 
2.4 塞来昔布对肿瘤组织中T IM P-2表达的影

响 HepG2和SMMC-7721两种细胞系低度表达

TIMP-2, BEL-7402细胞系高表达TIMP-2, 应用

塞来昔布后, 三种不同的肿瘤细胞中TIMP-2表
达增加, 统计学分析显示实验组与阴性对照组

间有统计学差异(P <0.05), 实验组与阳性对照组

间有统计学差异(P <0.05, 表1). 
2.5 塞来昔布对ICAM-1表达的影响 ICAM-1
在H e p G2细胞中未见表达 ,  在B E L -7402和
SMMC-7721两种肝癌细胞中高表达, 免疫组织

化学染色结果分别为(+)-(+++)和(+)-(+++); 使
用塞来昔布后ICAM-1表达显著受到抑制, 免
疫组织化学染色结果分别为(-)-(+)和(-)-(+), 裸
鼠使用阿霉素后肝癌组织ICAM-1表达分别为

(++)-(+++)和(++)-(+++). 以上两种不同的肝癌组

织分别进行统计学比较显示, 塞来昔布组与阴

性对照组的差异均有统计学意义(P <0.05), 因此, 
裸鼠体内塞来昔布对肝癌细胞的ICAM-1表达具

有抑制作用(图2, 3).

3  讨论

选择性COX-2抑制剂是一种非甾体抗炎药, 较多

用于治疗骨与关节的疼痛性疾病[7]. 近年的研究

认为, 选择性COX-2抑制剂可以通过非前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)依赖性途径抑制肿

瘤的发生和发展[8], 其抗肿瘤作用机制比较复杂, 
涉及诸多方面, 如阻滞细胞周期, 抑制细胞增殖, 

诱导凋亡, 抑制增殖细胞信号的传导等[3,9-13], 选
择性COX-2抑制剂在机体内部的抗肿瘤疗效报

道较少. 我们在成功建立了原位肝癌动物模型

后, 经口给予裸鼠塞来昔布治疗, 旨在观察选择

性COX-2抑制剂在机体内部的抗肿瘤效果. 
MMPs是一组锌离子依赖性内肽酶, 与细

胞外基质成分的降解有关[14-17]. MMP-2及其抑

制剂(T I M P-2)是评价肝癌细胞转移能力的良

好指标之一, MMP-2通过水解细胞外基质促进

肿瘤细胞的侵袭和转移, 而TIMP-2能特异地抑

制MMP-2的酶原激活和酶活性, 阻止肿瘤细胞

的侵袭. 实验研究显示, 三种肝癌细胞都表达

MMP-2和TIMP-2, 但不同的细胞系表达MMP/
TIMP的能力有所不同. 机体内选择性COX-2抑
制剂塞来昔布能够抑制肝癌细胞内MMP-2表达, 
又增加TIMP-2的表达, 从而使TIMP-2/MMP-2比
例增加, 导致肿瘤细胞降解细胞外基质的作用

下降, 达到抑制肿瘤细胞的转移的作用. 这个结

果与我们以往的研究结果是一致的[18,19]. 还有研

究显示, 在肿瘤细胞内, MMPs表达的调节要受

到细胞增殖信号途径的影响[20,21], 选择性COX-2
抑制剂能够抑制细胞增殖信号途径中一些蛋白

酶的激活, 导致下游多种与细胞增殖相关的蛋

白酶的基因转录受到抑制, 因此, 选择性COX-2
抑制剂对MMP-2的抑制作用还可能与抑制细胞

增殖信号途径有关. 
ICAM-1有广泛的组织分布, 生理条件下低

量表达, 却可以受到多种因素的诱导. ICAM-1参
与肿瘤的发展过程, ICAM-1与肿瘤的发生、转

移以及预后关系十分密切[22,23]. ICAM-1不仅促

进血管生成, 还可以结合在血液中的淋巴细胞

及自然杀伤细胞表面, 起到封闭作用, 使这些细

胞识别癌细胞的能力下降. 肝细胞中的ICAM-1
主要表达在胞膜, 肝癌细胞中更多出现于胞质, 
并分泌进入血液. 有研究显示, 可以通过血中

ICAM-1的浓度变化, 预测病毒性肝炎患者的癌

变倾向, 以及评估恶性肿瘤的治疗效果[24,25], 所
以ICAM-1可以作为一项判断肿瘤疗效和预后

表  1  塞来昔布对裸鼠肝接种瘤MMP-2、TIMP-2表达的影响

     
		                        MMP-2表达			                   TIMP-2表达

		     HepG2	      BEL-7402        SMMC-7721	          HepG2	  BEL-7402	            SMMC-7721

阴性对照组	 (+)-(++)        (+)-(++)        (++)-(+++)        (-)-(+)                (++)-(+++)          (-)-(++)

实验组		  (-)-(+)a         (-)ac               (+)-(++)ac          (++)-(+++)ac      (++)-(+++)ac        (++)-(+++)ac

阳性对照组	 (-)-(+)          (-)-(+)           (++)-(+++)        (-)-(+)                (++)-(+++)          (-)-(+)

aP<0.05 vs  阴性对照组; cP<0.05 vs  阳性对照组.

■创新盘点
本研究首先建立
肝脏原位移植瘤
裸鼠模型, 然后经
口给予塞来昔布, 
观察药物在机体
内部的是否存在
抗肿瘤的效果, 为
选择性COX-2抑
制剂的临床抗肿
瘤治疗提供动物
实验参考.
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的观察指标. 实验中发现, 塞来昔布使BEL-7402
和SMMC-7721肝癌细胞中的ICAM-1表达明

显下降, 说明选择性COX-2抑制剂有一定的辅

助机体清除肿瘤细胞的作用, 即可能促进机体

免疫系统对肿瘤细胞的识别, 改善肿瘤的预后. 
ICAM-1基因接受多种转录因子的调节, 如核转

录因子-κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)、活化

剂蛋白-1(activator protein-1, AP-1)、信号转导

活化转录因子(signal transducer and activator of 
transcription, STAT)等, NF-κB进入细胞核后, 与
ICAM-1启动子的κB位点结合, 引发ICAM-1基
因转录. 选择性COX-2抑制剂能够抑制NF-κB的
活化, 从而抑制其向细胞核内迁移, 因此, 选择

性COX-2抑制剂抑制ICAM-1的表达, 还可能与

肿瘤细胞内转录因子的激活受到抑制有关[26]. 
由于实验观察时间较短, 裸鼠肺部解剖和HE

染色未见到转移灶, 因此, 选择性COX-2抑制剂

体内的长期抗肿瘤效果, 还需要延长裸鼠的饲养

时间、观察时间和增加实验例数. 选择性COX-2
抑制剂的临床安全性目前仍存在争议, 主要是增

加心血管意外的发生[27], 也有出现重要脏器功能

衰竭的报道[28]. 另有一些研究认为, 选择性COX-2
抑制剂的使用是安全的, 尤其是在癌症镇痛方面, 
并仍在继续[29]. 总之, 选择性COX-2抑制剂与肿瘤

转移及预后之间的关系还有待进一步研究[30].
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图  3  原位移植了SMMC-7721肝癌细胞株后裸鼠肝脏肿瘤中的ICAM-1的表达. A: 阴性对照组肝癌组织中ICAM-1的表达; 
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■应用要点
虽然塞来昔布在
裸鼠体内表现出
了一定的抗肝癌
疗效, 但药物对机
体的安全性尚不
肯定, 因此还需要
深入研究选择性
COX-2抑制剂的
药理作用. 临床应
用选择性COX-2
抑制剂治疗肿瘤
应当有选择性. 图  1  接种SMMC-7721细胞的裸鼠肝脏表面的肿瘤结节. A: 阴性对照组; B: 实验组; C: 阳性对照组.
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Abstract
AIM: To inves t iga te the e f fec t s o f h igh 
concentration of glucose on the expression 
of P2X7 purine receptor in the interstitial 
cells of Cajal (ICC) in vitro and to explore 
the mechanisms underlying gastrointestinal 
dysmotility in diabetic mellitus.

METHODS: ICC were isolated from the intes-
tine of newborn mice by enzymatic dissociation 
and centrifugation and cultured in an incubator 
containing 50 mL/L CO2. Cultured ICC were 
identified by immunofluorescence staining us-

ing antibodies directed against c-Kit receptor 
and P2X7 receptor. ICC were then divided into 
two groups: control group and experimental 
group, which were treated with normal and 
high concentrations of glucose, respectively. 
After treatment, cell morphology was observed 
under an inverted light microscope. The expres-
sion of P2X7 receptor and c-Kit receptor mRNAs 
in ICC was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Immunofluorescence staining 
demonstrated that both P2X7 receptor and 
c-Kit receptor were positive on ICC cells. After 
treatment with high concentration of glucose, 
ICC became bigger, and cell processes became 
shorter. RT-PCR analysis proved the expression 
of P2X7 receptor in ICC. The expression level of 
c-Kit receptor mRNA was weaker and that of 
P2X7 receptor mRNA was stronger in the experi-
mental group than in the control group. 

CONCLUSION: P2X7 receptor is expressed in 
ICC. Hyperglycemia may alter cell morphol-
ogy, decrease the expression of c-Kit receptor, 
enhance the expression of P2X7 receptor in ICC, 
and thereby play a role in the pathogenesis of 
gastrointestinal dysmotility in diabetic mellitus.

Key Words: High glucose; Interstitial cells of Cajal; 
P2X7 receptor

Gao XK, Yu Y, Yang Y, Chen J,  Wang QM. High 
concentration of glucose enhances the expression of P2X7 
purine receptor in interstitial cells of Cajal in vitro. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 1211-1216

摘要
目的: 观察P2X7嘌呤能受体在体外培养的
Cajal间质细胞(ICC)的表达及高糖的影响, 探
讨P2X7嘌呤能受体在糖尿病胃肠功能紊乱的
细胞机制. 

方法: 以小鼠小肠组织为来源, 联合使用机
械分离法和酶解法分离ICC, 培养在50 mL/L 
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■背景资料
胃肠动力障碍是
糖尿病的一个常
见并发症, 其发生
机制尚不清楚, 近
年来 I C C 的研究
取得了很大的进
展, 已经证实其和
糖尿病胃肠动力
障碍的关系密切.  
P2X7是一个结构
和功能独特的嘌
呤受体, 在多种生
理功能中发挥着
重要的作用.

■同行评议者
陈贻胜, 教授, 福
建省立医院消化
内科



CO2温箱里. 同时应用ICC特异的c-Kit抗体和
P2X7受体抗体进行免疫荧光染色, 在激光共
聚焦显微镜下进行鉴定, 以确定P2X7受体是
否表达于ICC. 实验分组: 正常对照组(葡萄糖
浓度为5.5 mmol/L), 高糖组(葡萄糖浓度为33 
mmol/L). 通过倒置显微镜观察细胞形态, RT-
PCR对P2X7和c-Kit受体的表达进行比较.

结果: 激光共聚焦显微镜下P2X7受体在c-Kit
抗体阳性的细胞上的免疫荧光染色是阳性的; 
与正常组比较, 加入葡萄糖后的ICC细胞变大, 
突起变短, 与周围细胞的网络连接减少; RT-
PCR结果显示P2X7受体表达于ICC, 加入高糖
后的ICC的c-Kit受体表达减弱, 而P2X7受体的
表达是增强的.

结论: P2X7受体表达于体外培养的ICC上, 高
糖使ICC的形态发生了改变、减弱了c-Kit的
表达、加强了P2X7受体的表达. 这可能在糖
尿病胃肠功能紊乱的发生中发挥一定的作用.

关键词: 高糖; Cajal间质细胞; P2X7
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0  引言

胃肠动力障碍是糖尿病(diabetes mellitus, DM)
的一个常见并发症, 资料显示50%-76% DM患

者有胃排空障碍[1]. 很多研究证实Cajal间质细胞

(interstitial cells of Cajal, ICC)与其关系密切[2,3]. 
嘌呤受体是非肾上腺能非胆碱能受体, 他广泛

地分布于胃肠道, 越来越多的研究证明嘌呤受

体在胃肠道平滑肌的收缩和舒张中发挥着重要

作用[4-6]. 其中P2X7受体最近备受人们关注. 一般

认为DM胃动力障碍与DM自主神经病变和胃肠

激素失衡有关, 而DM的代谢紊乱, 特别是糖代

谢紊乱可能是产生本症的基础[7]. 本研究首先证

实了P2X7受体表达于小鼠小肠ICC, 然后观察高

糖对ICC上P2X7受体表达的影响, 进而探讨DM
胃肠动力紊乱的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Balb/c小鼠, 9-14 d, 雌雄不限, 由安

徽医科大学实验动物中心提供 ;  C a 2+- f r e e -
Hanks'液的成分(mmol/L): NaCl 125, KCl 5.36, 
NaHCO3 15.5, Na2HPO4 0.336, KH2PO4 0.44, 葡
萄糖10, 蔗糖2.9, 乙磺酸11, 用NaOH调节pH至
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7.2; Krebs-Ringer bicarbonate液(KRB液)的成

分(mmol/L): NaCl 118.5, KCl 4.5, MgCl2 1.2, 
NaHCO3 23.8, KH2PO4 1.2, dextrose 11.0, CaCl2 
2.4, 37 ℃±0.5 ℃通950 mL/L O2-50 mL/L CO2

的气体其pH值为7.4; SCF(Perotech公司)、胶

原酶Ⅱ(Solarbio公司)、胰蛋白酶抑制剂(Sigma
公司)、M199(Gibco公司)、兔P2X7(Santa Cruz
公司)、山羊c-Kit(Santa Cruz公司)、Cy3标记

的山羊抗兔IgG(S igma公司)、异硫氰酸荧光

素(fluorescinisothiocyate, FITC)标记的兔抗

山羊 I g G(武汉博士德生物工程有限公司 )、
TRIzol(Faraday Ave carisbad), 逆转录试剂盒

(TaKaRa), 胎牛血清蛋白(Sigma公司)、洁净工

作台(上海博讯实业有限公司), 3111型二氧化碳

培养箱(美国Thermo life science公司), Z200A型

离心机(德国Hermle公司), SP5型激光共聚焦扫

描显微镜(德国Leica公司)、CK300型倒置显微

镜(日本Olympus公司)等.
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离和培养: 小鼠禁食不禁水24 h, 无
菌条件下取出小肠组织, 放入盛有KRB液(含有

青霉素1 IU/mL、链霉素100 mg/L)的无菌平皿

里, 在解剖显微镜下钝性分离出小肠肌条, 然后

将分离出的肌条在无Ca2+的Hanks'液(含有青霉

素1 IU/mL、链霉素100 mg/L)中冲洗约30 min, 
剪碎至1-2 mm3小块, 加入酶解液(胶原酶Ⅱ 1.2 
g/L、ATP 0.25 g/L、胎牛血清100 mL/L、胰蛋

白酶抑制剂2 g/L)消化20-25 min, 然后去除上清

液, 加入上述无Ca2+的Hanks'液冲洗3-5次, 反复

吹打3-5 min. 用M199培养基(10%小牛血清、

SCF5 µg/L、青霉素1 IU/mL、链霉素100 mg/L、
M199)将细胞接种至预先放置包被鼠尾胶原蛋

白的盖薄片六孔培养板或者直接在皿底包被鼠

尾胶原蛋白的六孔培养板然后放入50 mL/L CO2

培养箱内, 37 ℃条件下培养. 
1.2.2 细胞分组: 细胞培养24 h后换不含有双抗

的M199培养基, 继续培养3 d后, 分为两组: 正常

对照组(葡萄糖浓度为5.5 mmol/L); 高糖组(葡萄

糖浓度为33 mmoL/L)培养48 h后待用. 
1.2.3 细胞观察: 用倒置显微镜观察各组细胞情

况, 每天1次, 每次最好不超过30 min, 并摄像.
1.2.4 免疫荧光实验: 正常对照组细胞稳定培养6 
d后, 进行荧光检测. 步骤: 选择贴壁良好的盖薄

片, 用吸管吸掉培养基, 0.01 mol/mL的PBS冲洗3
×5 min, 丙酮在室温下固定10 min, 0.01 mol/mL
的PBS冲洗3×5 min, 加入10%的小牛血清37 ℃

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来, ICC已经
成为研究糖尿病
胃肠动力障碍发
生机制的一个新
的突破口, 而P2X7

受体也成为相关
研究的热点.
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下封闭35 min, 0.01 mol/mL的PBS冲洗3×5 min, 
加山羊c-Kit(1∶150)和兔P2X7受体(1∶180)混
合物, 4 ℃过夜, 0.01 mol/mL的PBS冲洗3×5 
min, 加入兔抗山羊IgG(1∶35)和山羊抗兔IgG 
(1∶150), 37 ℃下作用100 min, 0.01 mol/mL的
PBS冲洗3×5 min, 50%的甘油封片. 激光共聚焦

显微镜下观察并摄片. 
1.2.5 细胞内总RNA的提取: 在去除上清液的

培养皿中加入1 mL TRIzol混匀, 移出细胞裂解

物于EP管中, 加入0.2 mL氯仿, 室温孵育3 min, 
4 ℃ 12 000 r/min离心15 min, 吸取上清至新管加

入等体积的异丙醇, 在-20 ℃下放置30 min, 4 ℃ 
12 000 r/min离心10 min, 在管底部可见微量的

RNA沉淀, 弃上清, 加入750 mL/L的乙醇1 mL, 
振荡7 500 r/min 4 ℃下离心10 min, 弃上清室温

干燥5-10 min, 分光光度计测定260 nm、280 nm
的吸光度(A )值. 求出A 260/280比值. 
1.2.6 逆转录-多聚酶链反应(RT-PCR): 取9 μL 
RNA为模板, 加入MgCl2 2 μL、10×RT Buffer 
1 μL、dNTP 1 μL、Rnase Inhibitor 0.25 μL、
AMV Reverse Transcriptase 0.5 μL、Random 9 
mers 0.5 μL、RNase free H2O 0.5 μL混匀后30 ℃ 
10 min, 42 ℃ 60 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min逆
转录合成cDNA, 再以他为模板进行聚合酶链反

应, 反应体系如下: 5×Buffer 2.5 μL、聚合酶Ex 
Tap HS 0.125 μL、H2O 3.875 μL、cDNA 5 μL、

上游表达引物0.5 μL、下游表达引物0.5 μL. 
P2X7基因引物的反应条件: 94 ℃ 30 s(94 ℃ 30 
s, 55.5 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s)×35循环, 72 ℃ 5 min. 
c-Kit基因引物的反应条件: 94 ℃ 30 s(94 ℃ 30 
s, 57.5 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s)×35循环, 72 ℃ 5 min. 
取出12 μL聚合酶链反应产物以1.5%的琼脂凝

胶进行电泳分析. RT-PCR引物和内参由上海生

工生物技术有限公司合成, c-Kit基因上游引物

为5'-CGCCTGCCGAAATGTATGACG-3', 下游

引物为5'-GGTTCTCTGGGTTGGGGTTGC-3', 
P2X7基因上游引物为5'-CCAAGCCGACGTTG
AAGTAT-3', 下游引物为5'-AGAGCTTGGAGG
TGGTGATG-3'. 分析内参3-磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)引物序列上游引物为5'-GTCTTCACC
ACCATGGAGA-3', 下游引物为5'-AAGCAGTT
GGTGGTGCAG-3'.

2  结果

2.1 P2X7受体在ICC上的表达 图1A说明P2X7受

体在该细胞上免疫反应是阳性的, c-Kit是ICC的
特异性标记, 所以图1B说明该细胞就是ICC, 图
1C则说明P2X7与c-Kit共表达于该细胞, 也就意

味着P2X7受体在ICC上免疫反应是阳性的. 
2.2 高糖对ICC的形态的影响 与正常组比较, 加
入葡萄糖后的ICC细胞变圆, 突起变短, 与周围

细胞的网络连接减少(图2). 

■相关报道
嘌呤受体广泛分
布于胃肠道, 在胃
肠道的感觉、运
动功能中发挥着
重要的作用, 与胃
肠道的许多疾病
密切相关. P2X7受
体是其中一个较
为特殊的受体, 具
有独特的结构和
功能, 已成为研究
热点. 

A B C

图  1  P2X7受体在ICC上的表达(免疫荧光法). A: P2X7阳性; B: c-Kit阳性; C: A与B的复合图(细胞培养6 d后).

A B
图  2  高糖对ICC的形态的影响. A: 

高糖组ICC; B: 对照组ICC(细胞培

养6 d后).
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2.3 P2X7受体在ICC上的表达及高糖对ICC上

c-Kit受体和P2X7受体的表达的影响 分别比较

图3六个条带可以得出: P2X7表达于ICC, 高糖使

c-Kit在ICC的表达减弱, 同时使P2X7的表达增强

(图3). 

3  讨论

ICC是胃肠运动的起搏细胞, 是其基本电节律的

起搏器, 也参与其传导, 并对神经肌肉传导起重

要调节作用[8,9], 他以网络状分布于胃肠道, 在胃

肠道运动中发挥着关键作用. ICC的体外培养

一直是个难题, 我们成功建立了一套小鼠胃肠

ICC的分离培养方法, 并提出实验过程中应当注

意选择适当天龄的小鼠、尽量减小机械化学损

伤、避免污染等问题[10-15]. 
本实验观察到加入高糖后的ICC细胞变大, 

突起变短, 与周围细胞的网络连接减少, 这与国

内文献报道结果是一致的[16]. 有研究表明在DM
胃肠动力障碍患者的ICC数量减少、形态和网

状结构出现改变[2,3,17]. 这为高糖改变细胞功能提

供了重要的形态学依据. 另外RT-PCR研究也发

现高糖使c-Kit在ICC的表达减弱, 进一步从量的

变化表明高糖影响了ICC的功能. 
嘌呤受体分为P1和P2, 其中前者以腺苷为

配体, 后者则以ATP/ADP为配体. 迄今为止, 已
有P1受体的4种亚型(A, A2, A2, A3)、P2X受体的

7种亚型(P2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、

P2X6和P2X7)、P2Y受体的8种亚型(P2Y1、

P2Y2、P2Y4、P2Y6、P2Y11、P2Y12、P2Y13和

P2Y14)被克隆[18]. P2X7受体是具有595个氨基酸

(AA)的蛋白质, 有着独特的C-末端(239AA), 比
其他嘌呤受体长的多, 而没有更长的跨膜疏水

区, 与其他已知蛋白质也没有同源性, 这可能是

其具有独特功能的分子基础[19]. 他广泛地表达

于造血系统细胞如多能造血干细胞、肥大细

胞、淋巴细胞等. 也表达与多种正常的组织如

心、脑、脾血管平滑肌等和一些肿瘤如神经母

细胞瘤细胞等, 另外, 近几年已分别从大鼠神

经细胞、小鼠神经胶质细胞和人单核细胞克

隆出来鼠或人P2X7受体, 但是否表达于ICC, 国
内外鲜有报道. c-Kit是ICC细胞的一个特异性受

体, 在胃肠道95%以上的c-Kit阳性细胞是ICC细
胞[20], 我们用c-Kit抗体和P2X7受体抗体免疫荧

光双标方法和RT-PCR的方法都证实了P2X7受

体表达于体外培养的小肠ICC上. 嘌呤能受体在

胃肠道运动中有着重要的功能, 国内黄旭等认

为P2X受体激动剂通过P2X受体抑制豚鼠胃窦

环形肌自发性收缩或者对他具有舒张作用, 其
作用机制不依赖内在神经, 也不依赖细胞膜离

子通道以及膜电位改变[21]. 在大鼠, ATP可以通

过P2Y受体介导远端胃的收缩, 通过P2X受体介

导其舒张[22]. P2X受体能调节小鼠胃的收缩或舒 
张[4], P2X受体激动剂可以通过平滑肌上的P2X
受体介导小鼠和犬类回肠平滑肌的收缩 [5,23]. 
P2Y1和P2Y2受体可以调节小鼠回肠平滑肌的舒

张, 另外回肠平滑肌的舒张还受一种不确定的

对α, β-MeATP敏感的P2Y受体调节[5]. 在大鼠, 
ATP可以通过P2Y受体引起远端结肠的舒张[6]. 
P2X2受体可以调节小鼠结肠平滑肌的收缩[5]. 总
之, 嘌呤受体在不同物种、不同胃肠道部位所

介导的平滑肌的反应不同, 或者兴奋或者抑制. 
作为胃肠道起搏细胞的ICC, 关于其起搏电

流的机制尚存在争议, 如以加拿大学者Huizinga
为代表的学者们认为ICC起搏电流的产生与钙

敏感氯电流有关[24], 而以Sanders为代表的美国

学者们认为ICC起搏电流与非选择阳离子电流

有关[25]. P2X受体是配体门控离子通道, 他的激

活可以打开非选择性离子通道[19,26], 作为P2X的

一员, 与其他受体不同的是, P2X7具有双功能, 他
既是离子通道, 又允许小分子有机离子通过[26], 
而且具有非选择性的特性, 对一价、二价阴阳

离子均可通过[27]. 近年来有研究表明P2X7受体

存在于神经元上且发挥着一定的功能[28-33], 另外

有关药理学研究证明他可以影响神经递质释放

和神经损伤, 调节突触后联系[34]. ICC虽是一种

特殊的间质细胞, 形态上同神经细胞很相似, 胞
体有锥形的、三角形的、多边形的, 有像神经

突触一样的突起, 突起之间又相互联系呈网状, 

■创新盘点
P2X7受体存在于
多种细胞组织中, 
但关于其是否存
在 于 I C C 国 内 外
鲜 有 报 道 ,  本 研
究证实他表达于
体外培养的ICC, 
且 高 糖 使 I C C 的
c - K i t 表 达 减 弱 , 
P2X7表达增强, 从
而为研究糖尿病
胃肠动力障碍提
供理论依据.

图  3  c-Kit及P2X7基因表达图. A: c-Kit; B: P2X7; 1: Marker; 

2: 对照组; 3: 高糖组; 4: 标本+水; 5: 对照组GAPDH; 6: 高糖

组GAPDH.
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在功能上也类似于神经细胞, 如他是胃肠运动

基本电节律的起搏器, 也参与其传导, 并对神经

肌肉传导起重要调节作用. 我们已经证实P2X7

在ICC上有表达, 那么他有可能参与了ICC功能

的调节. 
另外本研究RT-PCR结果提示高糖增加了

P2X7受体的表达. 有研究观察到, 在链脲菌素所

致DM大鼠胃上给予透壁性神经刺激时, 平滑肌

的电记录显示其抑制性神经肌肉接头电位的振

幅减小, 且不产生兴奋性接头电位. 由ATP引起

的超极化在链脲菌素所致DM大鼠和非控制的

盲肠环行肌组是相似的, 只是在DM组织上抑制

性接头点位的超极化频率相对慢些. 虽然来自

胃底的ATP引起的胃底纵行肌舒张在DM组和正

常组之间并没有明显的不同, 但是刺激引起的

ATP释放增加了3倍. 在胃底, 对ATP受体使用α, 
β亚甲基-ATP酶进行脱敏, 可以使得他对ATP和
电刺激引起的舒张反应减弱, 这说明ATP在大鼠

胃底的NANC神经传递中发挥一定的作用, 而这

一减弱现象在DM鼠上更为明显. 这些资料表明

在DM大鼠上嘌呤受体元件可能是增加的[35]. 这
与我们的结果也是相似的. 

总之, 高糖损伤了ICC细胞形态与功能, 同
时使P2X7受体的表达增强, 这可能在DM胃肠动

力障碍的发生发挥了一定的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of clusterin 

mRNA in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC), measure preoperative and postoperative 
serum c lus ter in prote in l eve l s in ESCC 
patients, and evaluate their correlations with 
clinicopathological parameters in ESCC.

METHODS: The expression of full-length clus-
terin mRNA in ESCC tissue was detected by 
semi-quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). Serum clusterin 
level was measured by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). 

RESULTS: The expression of clusterin mRNA 
was significantly down-regulated in ESCC tissue 
compared with matched tumor-adjacent non-
cancerous tissue. The median level of serum 
clusterin in postoperative ESCC patients was 
significantly higher than that in preoperative 
patients (25.71 mg/L vs 3.23 mg/L, P < 0.0001). 
The level of serum clusterin is correlated with 
tumor size, but not with age, gender, tumor dif-
ferentiation, tumor grade, lymph node metasta-
sis and biochemical parameters. 

CONCLUSION: The expression of clusterin 
mRNA is down-regulated in ESCC. Serum clus-
terin level decreases in ESCC patients. Clusterin 
might be a potential tumor suppressor gene in 
ESCC. Dynamic measurement of serum clusterin 
level might aid to evaluate the progression of 
ESCC. 

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Clusterin; Two-dimensional eletrophoresis

Song ZM, Sun YL, Mao YS, Liu F, Zhou LP, Zhao XH. 
Clinical significance of clusterin expression in esophageal 
squamous cell carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(12): 1217-1221

摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织clusterin表达和单纯
手术治疗前后外周血clusterin含量变化与食管
鳞癌临床参数的相关性.

方法: RT-PCR分析5对食管鳞癌及其远端切
缘食管上皮中clusterin基因mRNA表达水平; 
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■背景资料
近 年 来 发 现 , 
clusterin除了分泌
型以外, 还具有几
种其他的表达形
式 ,  涉 及 多 种 病
理生理过程并参
与多种疾病的演
进. 作者前期工作
也发现, 食管鳞状
细胞癌患者血清
clusterin水平与健
康对照相比明显
降低, 而经手术切
除原发肿瘤病灶
后, 其表达水平明
显回升.

■同行评议者
苌新明, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
消化内科



ELISA分析41例单纯手术治疗食管鳞癌患者
治疗前后的血清clusterin蛋白表达水平及其与
临床特征的相关性. 

结果: 与正常食管上皮相比食管鳞癌组织中
clusterin基因表达显著下降或缺失. 食管鳞癌
患者术前血清中clusterin含量明显低于术后血
清含量(3.23 mg/L vs  25.71 mg/L, P <0.0001). 
食管鳞癌患者术前血清clusterin含量与肿瘤
大小相关(P <0.01), 而与年龄、性别、分化程
度、肿瘤分期、淋巴结转移, 以及总蛋白、

白蛋白、血糖、血脂和总胆红素浓度无关(r  
= -0.1334, -0.1602, 0.2413, 0.0389, -0.2882, 均
P >0.05).

结论: Clusterin基因在食管鳞癌组织中表达
明显下调或缺失, 血清clusterin含量明显降低, 
提示在食管鳞状细胞癌中clusterin基因可能
具有潜在的抑癌基因作用, 动态检测外周血
clusterin含量有助于判断食管癌进展.

关键词: 食管鳞状细胞癌; Clusterin; 双向电泳
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0  引言

分离和鉴定新的肿瘤相关标志分子, 尤其是血

清中的标志分子一直是基础和临床医学的研究

热点. 我们在前期工作中, 通过双向电泳(two-
dimensional electrophoresis, 2-DE)技术发现食

管鳞状细胞癌患者血清clusterin水平与健康对

照相比明显降低, 而经手术切除原发肿瘤病灶

后, 其表达水平明显回升[1,2]. clusterin, 又称为载

脂蛋白J(apoliprotein J, ApoJ)、硫酸化糖蛋白

2(sulfated glycoprotein 2, SGP-2)、补体相关蛋

白SP-40(complement-associated protein SP-40, 
SP-40)等[3], Blaschuk等于1983年首次将其从山

羊睾丸网液中分离, 因其可引起培养的睾丸支

持细胞和红细胞的聚集, 故命名为clusterin[4]. 血
清/血浆中的cluster in是一种中高丰度的75-80 
kDa异二聚体糖蛋白, 正常成年人的平均浓度

约为100 mg/L[5]. 近年来发现, 除了分泌型以外, 
正常和转化细胞中clusterin还具有几种其他的

表达形式, 涉及多种病理生理过程并参与多种

疾病的演进[6]. clusterin在肿瘤发生发展过程中

的作用及变化特点也是国内外近年来关注的热
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点. 本研究采用RT-PCR方法评价了食管鳞癌配

对组织中clusterin mRNA的表达变化, 同时采用

ELISA方法分析了41例患者手术治疗前后配对

血清样本中clusterin的表达变化, 并进一步分析

了术前clusterin水平与各种临床参数的相关性, 
对深入理解和评价clusterin在食管鳞癌中的表达

变化及其机制具有重要意义.

1  材料和方法

1.1 材料 RNeasy mini kit购自美国QIAGEN公

司; Superscript First Chain反转录kit购自美国

invitrogen公司. 人clusterin ELISA试剂盒购自美

国LIFEKEY生物医学技术公司. 食管鳞状细胞癌

/癌旁远端配对组织和术前、术后7-10 d的配对

血清样本取自中国医学科学院肿瘤医院胸外科

单纯手术治疗患者, 并经病理证实. 组织标本一

经分离, 迅速去除坏死及结缔组织, 经预冷的生

理盐水多次清洗后液氮速冻, 转入-80 ℃冰箱保

存. 血清取材后迅速离心, 冰上分离血清, 干冰上

分装后转入-80 ℃冰箱保存备用. 患者平均年龄

58.2(39-79)岁, 其中男25例, 女16例. 病例取材得

到患者本人知情同意, 患者术前未接受输血和放

化疗. 
1.2 方法 
1.2.1 半定量RT-PCR: 食管癌组织及其配对正

常食管上皮总RNA的提取按照QIAGEN试剂盒

说明书进行. 经1.2%变性甲醛凝胶RNA电泳, 
观察RNA质量. 以所提RNA为模板逆转录获得

cDNA第一条链. clusterin及内参GAPDH引物参

照GenBank基因序列设计. clusterin基因上游引

物5'-CCG GAT CCT TAT GAT GAA GAC TCT 
GCT GCT G-3', 下游引物5'-GCC TCG AGT CAC 
TCC TCC CGG TGC TTT TTG-3'以及GAPDH
上游引物5'-ACC ACA GTC CAT GCC ATC 
AC-3', 下游引物5'-TCC ACC ACC CTG TTG 
CTG TA-3'由上海博亚生物技术有限公司合成, 
扩增产物大小分别为1 365 bp和452 bp. PCR反
应在GeneAmp PCR system 9600基因扩增仪(美
国Applied Biosystems公司)上进行. 反应体系

25 μL, 反应条件为95 ℃预变性5 min; 95℃变性

40 s,  62 ℃退火40 s, 72 ℃延伸 90 s, 35个循环; 
72 ℃延伸8 min. 扩增产物经1.2%琼脂糖凝胶电

泳分离. 
1.2.2 ELISA法分析clusterin血清含量: 血清样品

及标准品分别稀释后各10 μL加至反应孔, 室温

孵育1 h后每孔加入100 μL酶结合物轻混30 s. 室

www.wjgnet.com

■研发前沿
Clusterin具有多
种不同的剪切异
构体, 在多种肿瘤
中存在异常表达. 
目前发现, 食管鳞
状细胞癌患者血
清clusterin水平明
显降低, 但其在术
前和术后的表达
差异以及与临床
参数的相关性尚
无深入研究. 

■创新盘点
本 研 究 发 现
clusterin全长转录
本在食管癌中表
达下调, 同时术前
患者血清clusterin
水平明显低于健
康人, 而手术后的
表达量较术前显
著增加, 因此推测
其在食管癌中可
能是一种潜在的
抑癌基因.
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温孵育45 min, 反复洗涤5次; 加入100 μL TMB
显色液轻混10 s; 室温孵育20 min后每孔加入100 
μL终止液轻混30 s; 确定颜色由蓝变黄后30 min
内, 酶标仪(Bio-rad公司)上读取A 450nm. 根据试剂

盒标准品的浓度和A值绘制标准曲线. 根据样品

A值, 计算血清样品中clusterin浓度并进行统计

学分析. 每个样本重复3次, 取平均值作为该样

本的血清clusterin浓度.
统计学处理 应用SPSS 10.0统计分析软件进

行数据的整理与分析, 计数资料根据适用情况

选择Student's t检验, Mann-Whitney或Wilcoxon
符号秩和检验, 计量资料采用Fisher's精确概率

法或配对χ2检验, 两组样本的相关性分析使用

Spearman等级相关检验. 其中, 血清clusterin浓
度与年龄的相关性使用Spearman等级相关检

验, 与性别的关系使用Mann-Whitney秩和检验. 
P <0.05为具有统计学差异.

2  结果

2.1 食管鳞癌及配对正常食管上皮clusterin基因

的表达 提取5对配对食管癌组织的总RNA, 经变

性甲醛凝胶电泳分析提示RNA无降解, 质量可

靠. 半定量RT-PCR结果表明5对食管鳞癌组织中

均存在clusterin基因表达降低或缺失(图1).
2.2 食管癌患者手术前后血清cluster in水平的

比较分析 食管鳞癌患者术前血清clusterin浓度

中位值为3.23 mg/L(浓度范围0.22-34.70 mg/L); 
术后血清浓度中位值为25.71 mg/L(浓度范围

1.81-490.15 mg/L), 经过Wilcoxon符号秩和检验, 
差异具有极显著性(P <0.0001), 表明食管鳞癌患

者术前血清clusterin浓度明显降低, 术后1 wk伴
有明显回升(图2). 而且, 无论是术前还是术后, 
血清clusterin浓度均与年龄和性别无关(P >0.05).
2.3 术前血清clusterin含量与主要临床参数的相

关性分析 食管癌患者术前血清clusterin含量与

肿瘤大小相关(P <0.05), 而与患者性别、年龄、

肿瘤浸润深度与分化程度, 以及是否伴有淋巴

结转移等因素无关(P >0.05, 表1).
2.4 不同因素对食管癌患者术前血清clusterin浓

度的影响 经Spearman等级相关检验结果显示血

清clusterin水平与血清总蛋白、白蛋白、血糖、

血脂和胆红素水平均无明显相关(P >0.05, 表2).

3  讨论

人类cluster in基因定位于8p21-p12, 与脂蛋白

脂酶基因座邻近[7], 研究表明多种类型的肿瘤, 
包括肝癌、食管癌、前列腺癌、膀胱癌、乳

腺癌、卵巢癌、肺癌和白血病等在该区域往

往发生高频率的染色体缺失, 因此推测该区可

能存在一个或多个抑癌基因[8]. 根据Ensembl
基因组数据库和文献的记录 ,  目前至少发现

了3种clusterin的剪切异构体, 编码细胞内前体

表  1  食管癌不同临床参数与血清clusterin含量的关系

     
	          n

       clusterin中位          范围            
P 值

		    浓度(mg/L)          (mg/L) 

年龄(岁)

    ≤60 23 3.23 0.22-23.50 0.9476

    >60 18 3.14 0.30-34.70

性别

    男 25 3.23 0.30-14.38 0.9680

    女 16 3.10 0.22-34.70

肿瘤直径(cm)

    <5.0 17 2.54 0.22-23.50 0.0290

    ≥5.0 24 3.91 0.71-34.70

浸润深度

    T1   7 4.05 0.22-23.50 0.9310

    T2-4 34 3.14 0.30-34.70

淋巴结转移

    有 29 3.24 0.71-34.70 0.2577

    无 12 1.87 0.22-23.50

分化程度

    高 18 2.02 0.30-34.70 0.1120

    中低 23 3.58 0.22-23.50

clusterin

GAPDH

bp
1 365

452 

N    C   N   C   N   C    N    C   N   C    M

图  1  食管鳞癌及配对组织中clusterin的表达. N: 正常食管

上皮; C: 食管鳞癌组织; M: Marker.

图  2  食管癌术前术后配对血清clusterin浓度分布箱式图. 
纵坐标分别代表术前和术后两组配对样本中血清clusterin的

分布情况. 每个箱子中间的线代表中位值, 上下边界分别代

表第75和25百分位数, 箱子上下的短线分别代表最大和最小

值, 圆点代表异常值.
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■应用要点
Clusterin全长转
录本和血清蛋白
水平在食管鳞状
细胞癌患者中均
明显降低, 提示他
可能是一种抑癌
基因, 同时其血清
水平可用于食管
癌患者的诊断和
治疗效果监测.
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clusterin(简称psCLU)、成熟分泌型clusterin(简称

sCLU)和细胞核型clusterin(nCLU)等多种蛋白形

式[9,10]. Clusterin基因在不同物种间具有高度的同

源性, 在人体体液和组织细胞中广泛表达, 参与

多种重要生理功能, 包括组织分化和重塑、膜再

生、脂类转运、细胞-细胞及细胞-细胞外基质

相互作用、炎症、细胞运动、分子伴侣、细胞

氧化应激、细胞增殖、细胞死亡等[11-15]. 由于其

复杂的转录和翻译形式以及亚细胞定位依赖性

的多种功能, clusterin被称为“迷样”基因. 近年

来认为, clusterin也是一种凋亡相关蛋白, sCLU
和nCLU分别促进细胞存活及凋亡过程, 他们的

表达变化决定了细胞命运[10]. 因此, clusterin表达

水平与肿瘤的关系也受到广泛关注. 目前发现, 
clusterin在食管鳞状细胞癌、睾丸精原细胞癌、

前列腺癌中表达下调, 在胰腺癌、乳腺癌、卵

巢癌、结肠癌、前列腺癌、膀胱癌等肿瘤中表

达上调[2,10,16-21]. 
在杂合或纯合缺失clusterin的神经母细胞瘤

小鼠模型中, 抑制miR-17-92的表达, 结果发现携

带0个或1个clusterin等位基因的小鼠比起具有2
个等位基因的小鼠更容易发展为肿瘤并发生肝

脏及骨髓转移, 提示clusterin是一种单倍不足的

肿瘤抑制基因[22]. 还有学者研究发现clusterin衍生

蛋白抑制多种肿瘤细胞系的增殖, 并显著增强肿

瘤异种移植物模型中抗细胞增殖药物活性[23]. 而
且, 膀胱癌、卵巢癌、食管癌、宫颈癌、前列

腺癌、乳腺癌、肺癌等肿瘤中的研究结果还提

示组织中psCLU和sCLU表达水平同肿瘤分化程

度、病理分级、患者的不良预后和化疗敏感性

有关[20,21,24-30]. 最近的研究结果还发现, sCLU是

TGF-β诱导的肿瘤细胞上皮间叶转换(epithelial-
to-mesenchymal transition)中重要的细胞外中介

者, 体内实验显示, 使用其中和抗体治疗后, 明
显降低了裸鼠乳腺癌移植瘤模型的肺转移发生

率, 提示其在肿瘤转移中具有重要作用, 有望发

展为新的抗肿瘤转移药靶[31]. 但是, 血清clusterin

浓度在食管癌患者手术治疗前后的变化趋势目

前还无深入研究. 我们运用半定量RT-PCR分析

了5对配对食管鳞癌及正常食管上皮中clusterin
基因的表达情况, 结果显示cluster in在食管鳞

癌组织表达降低或缺失 .  虽然前面已经提到 , 
clusterin基因转录本具有多种剪切异构体, 但本

研究中使用的引物扩增的是clusterin全长转录

本. 由于他在食管癌中表达下调, 推测clusterin基
因缺失促进了食管肿瘤细胞的癌变和进展. 

此外, 本研究初步测定了食管鳞癌患者手

术治疗前后的血清clusterin水平, 发现术前血清

clusterin水平明显低于文献报道的健康人正常血

清clusterin水平, 而手术后的表达量较术前显著

增加, 结合临床资料分析, clusterin水平与肿瘤大

小相关. 由于clusterin基因所在染色体区段在食

管癌中通常发生缺失, 而且在乳腺癌中的研究

也表明DNA甲基化是调控clusterin表达的重要

表观遗传方式[32], 故而食管癌组织中全长转录

本及患者血清中成熟分泌型蛋白的表达下调均

提示clusterin在食管癌中可能是一种潜在的抑癌

基因. 但是, 也应充分认识到上述结果仍有待于

进一步扩大样本以确定合适的血清clusterin检测

阈值, 并使结果更趋精确. 而且, 导致clusterin基
因在食管癌中表达下调, 以及手术切除肿瘤原

发病灶后血清clusterin含量有所回升的机制仍需

进一步探索.
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Abstract
AIM: To detect Wnt-5a expression in gastric 
carcinoma (GC) and explore its role in the 
development and progression of GC.

METHODS: The expression of Wnt-5a mRNA in 
10 fresh GC and matched tumor-adjacent tissue 
samples was detected by real-time reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The expression of Wnt-5a and β-catenin proteins 
in 84 GC and matched tumor-adjacent tissue sam-
ples as well as 20 normal gastric mucosa tissue 
samples was examined by immunohistochemis-
try using the streptavidin-peroxidase method.

RESULTS: Real time RT-PCR analysis showed 

that the relative level of Wnt-5a mRNA was sig-
nificantly higher in GC than in tumor-adjacent 
tissue (5.919 ± 1.869 vs 1.281 ± 0.744, P < 0.05). 
The positive rate of Wnt-5a protein expression 
was also significantly higher in GC than in tu-
mor-adjacent tissue (40.54% vs 14.29%, P < 0.05). 
Wnt-5a expression was significantly associated 
with advanced TNM stage and lymph node 
metastasis (both P < 0.01). The rate of aberrant 
β-catenin expression was significantly higher 
in GC than in tumor-adjacent tissue (70.23% vs 
38.10%, P < 0.01). Aberrant β-catenin expression 
was associated with advanced tumor stage and 
lymph node metastasis (both P < 0.05). The ex-
pression of Wnt-5a was correlated with that of 
β-catenin (P < 0.01).

CONCLUSION: Wnt-5a may exert oncogenic 
functions in GC. Wnt-5a may be activated in 
the early stage of gastric tumorigenesis and be 
related to the poor prognosis of GC. Wnt-5a and 
β-catenin might play an important role in the de-
velopment of GC via different signal pathways.

Key Words: Gastric carcinoma; Wnt-5a; β-catenin; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction; 
Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨Wnt-5a基因在胃癌发生发展过程
中的表达及意义. 

方法: 采用实时定量RT-PCR方法对10例胃癌
和癌旁组织Wnt-5a mRNA进行检测; 免疫组
织化学SP法检测84例胃癌、癌旁组织及20例
正常胃黏膜Wnt-5a和β-catenin蛋白的表达. 

结果: 胃癌和癌旁组织中Wnt-5a mRNA表
达的相对含量分别为5.919±1.869和1.281
±0.744(P <0.05); Wnt-5a蛋白在胃癌和癌旁
组织的表达阳性率分别为40.54%(34/84)和
14.29%(12/84), 差异具有统计学意义(P <0.01), 

®

■背景资料
W n t途径的组成
框架和活化机制
已有相对完整的
解释, 人们认识到
W n t途径并不是
以前设想的线性
通路, 而是一条多
环节、多作用位
点的开放式途径, 
该途径中多种蛋
白的作用机制远
未明确, 比如Wnt-
5a, 对其研究尚处
于 起 步 阶 段 .  本
文对胃癌组织中
Wnt-5a基因转录
和翻译水平的变
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析. 目前相关研究
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肿瘤中Wnt-5a上调表达相关于高的TNM分期
和淋巴结转移(P <0.01). β-catenin在胃癌及癌
旁组织中异常表达率分别为70.23%(59/84)、
38.1%(32/84), 两者差异表达具有统计学意义
(P <0.01), 癌组织中β-catenin的异常表达相关
于肿瘤的TNM分期和淋巴结转移(P <0.05). 胃
癌中Wnt-5a和β-catenin蛋白表达呈负相关关
系(P <0.05).

结论: Wnt-5a在胃癌中可能发挥癌基因样作
用, 其异常活化可能部分参与了胃癌发生的始
动过程, 并可能相关于肿瘤差的预后. Wnt-5a
与β-catenin在胃癌发生过程可能经由不同的
信号途径在胃癌进展中发挥作用.

关键词: 胃癌; Wnt-5a; β-catenin; 逆转录聚合酶

链式反应; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其发病率和

死亡率居各类肿瘤之首. Wnt途径是一种对控制

胚胎发育起重要作用的信号传导通路, 其不恰

当地活化参与人类多种肿瘤的发生. 两者间的

相关性研究是当今的热点领域[1]. 本研究采用实

时定量RT-PCR及免疫组织化学方法检测胃癌中

Wnt-5a基因的表达, 初步探讨Wnt-5a在胃癌发

生发展过程中的作用及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国人民解放军济南军区总医院

2008-08-12手术切除的胃癌新鲜标本及正常切

缘(距肿瘤边缘≥5 cm)10例, -70 ℃低温冰箱保

存. 同时收集2008-02-12胃癌石蜡样本及癌旁组

织(距肿瘤边缘0.5-1 cm)84例, 20例镜下观察为

正常胃黏膜的手术切缘(距肿瘤边缘≥5 cm)作
为正常对照. 其中男72例, 女12例, 平均年龄61.8
岁±10.2岁; 根据2006年WHO关于胃癌组织病

理学分型, 管状腺癌48例, 乳头状腺癌13例, 黏
液腺癌7例, 印戒细胞癌16例.
1.2 方法 
1.2.1 实时定量RT-PCR: (1)总RNA提取: 采用

TRIzol总RNA提取液(美国Invitrogen公司), 取
50 m g组织提取总R N A, 具体步骤按操作说

明 .  取样本提取的总R N A, 用紫外吸收测定

法和变性琼脂糖凝胶电泳测定其浓度和纯

度. (2)cDNA的合成: 以mRNA为模板, 采用

Promega公司ImProm-ⅡTM Reverse Transcription 
System试剂盒进行反转录合成cDNA, 用于以

下的PCR扩增模板. (3)扩增Wnt-5a基因: Wnt-
5a的引物序列为5'-accacatgcagtacatcggag-3'和
5'-gaggtgttatccacagtgctg-3'(上海博彩生物科技有

限公司合成), GAPDH的引物序列为5'-ggacctga
cctgccgtctag-3'和5'-tagcccaggatgcccttgag-3'. PCR
反应条件为94 ℃, 5 min; 45个PCR循环(94 ℃, 
15 s; 60 ℃, 5 s; 72 ℃, 15 s; 81 ℃收集荧光5 s). 
为了建立PCR产物的熔解曲线, 扩增反应结束

后继续从72 ℃缓慢加热到99 ℃(每5 s升高1 ℃). 
其中Wnt-5a基因的扩增片段为106 bp, GAPDH
基因的扩增片段为203 bp. 
1.2.2 免疫组织化学: Wnt-5a, 兔抗人多克隆抗体

(Lifespan公司, LS-C47384); β-catenin及SP-9000
免疫组织化学检测试剂盒均购自北京中杉金桥

生物有限公司. 标本经100 g/L甲醛固定, 常规石

蜡包埋, 切片厚4 μm, 脱蜡水化, 乙二胺四乙酸

缓冲液微波加热抗原修复, SP法免疫组织化学

染色, 二氨联苯胺显色, 苏木精对比染色, 脱水

透明, 中性树胶封固. PBS做空白对照. 
1.2.3 结果判定: 各样品的目的基因和管家基因

分别进行实时定量RT-PCR反应, Ct值直接由机

器生成. 目的基因扩增产物的相对含量用2-ΔΔCt计

算. Wnt-5a在细胞质出现棕黄色颗粒为阳性; 对
样本进行阳性细胞百分比和染色强度综合评分, 
10个随机高倍视野阳性细胞平均百分数<1%为0
分, 1%-10%为1分, 11%-50%为2分, >50%为3分; 
染色强度计分: 未着色为0分, 淡黄色为1分, 棕
黄色为2分, 棕褐色为3分. 两者之积0为阴性表

达, 1-4分为弱-中表达, >4分为高表达. β-catenin
蛋白阳性信号主要定位于正常细胞的胞膜, 呈
完整清晰的棕黄色线性表达, 胞质和胞核染色

多为阴性, 其异常表达为: 细胞膜染色强度减弱

或表达中断/消失、胞质和(或)胞核被染成棕黄

色[2].
统 计 学 处 理  应用S P S S 1 6 . 0统计软件 , 

mRNA相对含量的计量资料以mean±SD表示, 
采用t检验; 蛋白阳性率的比较采用χ2检验.

2  结果

2.1 实时定量RT-PCR结果 抽提各组织总RNA的

A 260/A 280的比值为1.8-2.1, 变性琼脂糖凝胶电泳

显示清晰的28S和18S条带, 前后者亮度比值≥2, 
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证实提取的总RNA具有良好的完整性和均一性. 
Wnt-5a PCR扩增产物为单一特异性扩增条带, 
约106 bp大小, 与预期大小一致. 实时定量RT-
PCR仪检测显示, 各样本CT值呈正态分布, 本实

验计算所得的10对扩增效率曲线呈线性关系(r  
= 1.00). 胃癌和癌旁组织中的Wnt-5a基因相对含

量分别为5.919±1.869和1.281±0.744, 差异具

有统计学意义(t  = 2.033, P  = 0.038), 对比癌旁组

织, 6例出现明显上调表达(上调大于2倍, 图1). 
2.2 免疫组织化学结果  
2.2.1 Wnt-5a的表达与胃癌临床病理因素之间

的关系: Wnt-5a蛋白在正常胃小凹表层及贲门

腺、幽门腺呈阴性表达, 阳性信号定位于肿瘤

细胞的胞质. 正常胃底、体腺固有层底部的个

别腺体细胞出现Wnt-5a阳性(图2A), 有研究显

示其可能为主细胞[3]. Wnt-5a在胃癌(图2B)和癌

旁组织中的阳性表达率分别为40.54%(34/84)和

14.29%(12/84), 差异具有统计学意义(P <0.01). 
Wnt-5a在7例黏液腺癌中均为阴性表达(图2A), 
与管状腺癌、乳头状腺癌及印戒细胞癌比较, 
差异具有统计学意义(P <0.05); 胃癌组织中Wnt-
5a高表达与临床病理参数的分析见表1. 10例胃

癌组织中Wnt-5a的mRNA和蛋白表达间具有一

致性(P <0.01). 
2.2.2 β-catenin结果与胃癌临床病理因素之间的

关系: β-catenin在正常胃黏膜上皮呈细胞膜线

性表达(图2C), 而其出现异常的细胞质或核的

表达在胃癌和癌旁组织分别为70.23%(59/84)和
38.1%(32/84), 差异具有统计学意义(P <0.01), 癌
组织中β-catenin的核阳性率为19.0%(16/84). 不
同于Wnt-5a, 6/7例黏液腺癌组织β-catenin阳性

表达, 其中1例伴有核阳性表达(图2C). 肿瘤中

■相关报道
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表  1  Wnt-5a蛋白表达与胃癌临床病理参数间的关系

     
病理因素		    n

	    Wnt-5a	                  
P 值

			   +              -

组织学分型				  

    管状腺癌	 48           21           27           0.026a

    乳头状腺癌	 13             6             7           0.032a

    印戒细胞癌	 16             7             9           0.036a

    黏液腺癌	   7             0             7           0.156c

肿瘤分化				  

    高中分化	 33           11           22	

    低分化		 51           23           28           0.280

淋巴结转移				  

    无		  30             6           24	

    有		  54           28           26           0.004

TNM分期				 

    Ⅰ、Ⅱ期	 38             8           30	

    Ⅲ、Ⅳ期	 46           26           20           0.001

a与黏液腺癌比较; c4种组织学分型组间比较.
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图  1  10例胃癌和癌旁组织中Wnt-5a mRNA水平的比较.
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图  2  Wnt-5a在各腺癌组织中的蛋白表达(SP法). A: 胃黏液

腺癌(×200), Wnt-5a阴性表达, 正常胃底腺Wnt-5a散在单

个细胞细胞质阳性表达(箭头所指); B: 胃管状腺癌(×100), 

腺体Wnt-5a蛋白胞质阳性表达; C: 胃黏液腺癌(×400), 正

常胃腺体β-catenin细胞膜阳性表达(箭头所指), 周围肿瘤细

胞细胞质及细胞核异常阳性表达.
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该蛋白的异常表达相关于TNM分期和淋巴结

转移(P <0.05), 但与肿瘤分化程度及类型无关

(P >0.05). 肿瘤中Wnt-5a和β-catenin免疫组织化

学表达上呈负相关关系(r  = -0.367, P <0.05), 尤其

体现在黏液腺癌.

3  讨论

Wnt途径的组成框架和活化机制已有相对完整

的解释, 人们认识到Wnt途径并不是以前设想

的线性通路, 而是一条多环节、多作用位点的

开放式途径, 该途径中多种蛋白的作用机制远

未明确, 比如Wnt-5a, 对其研究尚处于起步阶 
段[1,3-8]. 本文对胃癌组织中Wnt-5a基因转录和翻

译水平的变化进行检测和分析. 目前相关研究

鲜见报道. 
本研究实时定量RT-PCR检测结果显示, 胃

癌组织中Wnt-5a基因的mRNA水平显著高于癌

旁组织(P  = 0.038), 提示胃癌中该基因在转录水

平上调表达. 本研究结果相似于对人体其他部

位原发肿瘤中Wnt-5a基因mRNA检测的报道, 如
对比于正常或癌旁组织, 良性和浸润性乳腺肿

瘤、甲状腺癌、肺癌、前列腺癌和胃癌等Wnt-
5a基因mRNA均呈上调表达, 但也有相反的报

道, 如在子宫内膜癌中, Wnt-5a基因mRNA呈下

调表达[9-15]. 
本研究在m R N A水平证实了胃癌中W n t-

5a的高表达, 免疫组织化学染色结果呈现了一

致的变化, 胃癌组织中Wnt-5a蛋白明显上调表

达, 并相关于淋巴结转移及高的肿瘤T N M分

期, 同时癌旁组织也显示一定程度的蛋白高表

达. 上述研究结果提示, 胃癌中Wnt-5a基因在

转录水平即发生了异常变化, 并进一步导致翻

译水平蛋白的高表达, 显示了Wnt-5a蛋白从正

常胃黏膜→癌旁组织→胃癌的递增表达趋势, 
提示胃癌发生的早期已有W n t-5a信号通道活

化, 表明其可能参与胃癌发生的始动过程. 我
们推测W n t-5a在胃癌的发生发展过程中起到

了癌基因样作用, 并相关于胃癌转移和差的预

后 .  相似的结果亦见于对一些恶性肿瘤的研 
究[12,14,16-18], Huang等[12]研究发现Wnt-5a的过表

达可导致肺非小细胞肺癌的侵袭性增加, COX
回归分析显示W n t-5a的表达与该肿瘤差的预

后相关. McDonald等[14]对包含痣、恶黑和转

移性恶黑组织的免疫组织化学检测显示, Wnt-
5a蛋白表达增加直接相关于高的肿瘤分级, 但
负相关于患者的生存. 对不同肿瘤的研究显示

Wnt-5a蛋白具有截然相反的作用[10,11,19-22], 如
Kremenevskaja等[10]对甲状腺癌和Jönsson等[11]对

乳腺癌进行的相关研究, 后者的研究表明, Wnt-
5a表达丢失可能是一个独立于淋巴结状态和肿

瘤大小的, 有用的预测复发的标志物, Wnt-5a的
丢失增加乳腺浸润性导管癌的早期复发和死亡

的风险, 他们提出, Wnt-5a蛋白在乳腺发挥肿瘤

抑制作用. 目前认为不同肿瘤中Wnt-5a的作用

机制可能存在差异[23-30]. 
β-catenin是wnt信号途径中的重要效应分

子, 也是一种研究较为成熟的原癌基因[31-35], 本
研究免疫组织化学染色结果证实其在胃癌呈明

显的异常表达, 包括从细胞膜至细胞质及细胞

核的异位表达, 后者常相关于β-catenin外显子3
的突变. 我们的结果支持β-catenin作为原癌基

因的异位表达导致经典Wnt信号活化参与肿瘤

发生的理论[31-35]. 有意思的是, 本实验数据显示, 
Wnt-5a与β-catenin在胃癌组织中不同时相的表

达, 即Wnt-5a阳性表达的肿瘤β-catenin多未出现

异常表达, 而Wnt-5a阴性表达的肿瘤β-catenin却
有较高的异常表达率, 这一点在黏液腺癌尤为

显著. 推测这两种分子在胃癌发生过程中存在

相互竞争或排斥表达现象, 可能涉及了经典与

非经典两种不同Wnt信号通路的活化. Wnt-5a在
本组黏液腺癌病例中完全阴性的表达提示该肿

瘤的发生更可能涉及Wnt经典信号途径的活化. 
本文从转录和翻译水平对胃癌和癌旁组

织中Wnt-5a的表达进行报道, 研究显示, Wnt-5a
高表达是胃癌发生及演进过程中的频发事件, 
并与胃癌的临床分期及淋巴结转移相关, 推测

Wnt-5a在胃癌的发生中可能起癌基因样作用, 
其异常活化可能部分参与了胃癌发生的始动过

程, 该蛋白可能成为判断胃癌有用的预后不良

指标. 但目前胃癌组织Wnt-5a上调表达的机制

及其与肿瘤发生发展间的关系还远未清楚, 其
在胃癌的预防和治疗方面的价值还有待更深入

的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of four 
mRNA isoforms of the p53 up-regulated 
modulator of apoptosis (PUMA) gene in gastric 
cancer tissue and cell lines.

METHODS: The open reading frames of four 
mRNA isoforms of the PUMA gene were analyzed 
by bioinformatics method. The expression of these 
four mRNA isoforms in gastric cancer tissue, nor-
mal tissue and two gastric cancer cell lines were 
detected by semi-quantitative reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: PUMA-α and -β were positively ex-
pressed in normal tissue, but hardly detected in 
cancer tissue (t = 9.492 and 15.875, respectively; 

both P < 0.05). PUMA–γ and –δ were expressed 
both in cancer tissue and normal tissue, and 
their expression levels were significantly higher 
in tumor-adjacent tissue than in cancer tissue (t 
= 4.823 and 4.056, respectively; both P < 0.05). 
The expression of the four PUMA isoforms was 
detected in the two gastric cancer cell lines. The 
expression level of PUMA-β was significantly 
higher in low-differentiated BGC-823 cells than 
in moderately differentiated SGC-7901 cells (t = 
8.710, P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of PUMA isoforms 
is down-regulated in gastric cancer tissue and may 
be negatively correlated with the pathogenesis of 
gastric cancer. The expression of PUMA-β may be 
involved in gastric cancer cell differentiation.

Key Words: p53  up-regulated modulator of apopto-
sis; Gastric cancer; Apoptosis; Expression

Chen X, Zhang YL, Wu HL, Kong M, Shao CJ, Song YZ. 
Expression of the PUMA gene in gastric cancer tissue 
and cell lines. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 
1227-1231

摘要
目的:  研 究p 5 3 正 向 细 胞 凋 亡 调 控 因 子
(PUMA)基因的四种剪接体(PUMA-α, -β, -γ及
-δ)在胃癌组织及细胞中的表达特点.

方法: 应用生物信息学分析PUMA基因四种剪
接体的结构特点; 同时利用半定量逆转录聚
合酶链反应(RT-PCR)检测胃癌组织、癌旁组
织及不同胃癌细胞系BGC-823和SGC-7901细
胞中四种剪接体的mRNA表达水平.  

结果: PUMA-α和-β在癌旁组织中表达阳性, 
但在癌组织中表达难以检测, 差异显著(t  = 
9.492, 15.875, 均P <0.05); PUMA-γ和-δ在癌
旁及癌组织中均可见表达, 且在癌旁组织中
的表达量显著高于癌组织(t  = 4.823, 4.056, 
P <0.05). PUMA-α, -γ及-δ在胃癌不同分化程
度的细胞系BGC-823(低分化)及SGC-7901(中
分化)中均有表达, 但两细胞系间无统计学差
异. 而PUMA-β在BGC-823中的表达明显高于
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种不同的剪接体
(PUMA-α, -β, -γ
及-δ).目前国内外
对于PUMA基因
剪接体对胃癌的
形成作用研究相
对较少.
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SGC-7901细胞(t  = 8.710, P <0.05).

结论: PUMA四种剪接体在胃癌组织中的表达
下调, 与癌的发生呈负相关; PUMA-β的表达
还可能与细胞的分化程度有关.

关键词: p53 正向细胞凋亡调控因子; 胃癌; 细胞凋

亡; 表达
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0  引言

p53正向细胞凋亡调控因子(p53  up-regu la ted 
modulator of apoptosis, PUMA)基因[1,2]是首先在

结肠癌细胞中发现的具有强大促凋亡作用的

Bcl-2家族BH3-only亚家族中的一员. 该基因具有

4个外显子(1a或1b, 2, 3, 4)和三个内含子, 转录后

形成四种不同的剪接体(PUMA-α, -β, -γ及-δ). 研
究发现PUMA-α和-β编码的蛋白中含有PUMA促

凋亡活性所必需的BH3功能结构域, 而PUMA-γ
和-δ编码的蛋白中缺乏该结构域[1-3]. PUMA的促

凋亡活性不仅取决于BH3结构域, 也取决于C末
端的线粒体定位序列[4]. PUMA各剪接体之间的

表达关系目前尚不清楚. 胃癌是一种常见的恶性

肿瘤, 据全球肿瘤发病和癌症死亡率的第2位[5]. 
在我国, 其发病率高据各类肿瘤之首. 胃癌的发

生是一个多基因多步骤渐进的过程. 胃癌细胞的

某些基因表达与细胞凋亡状况有关. 目前国内外

对于PUMA基因剪接体对胃癌的形成作用研究

相对较少. 本实验主要研究PUMA基因的四种剪

接体在胃癌组织及细胞中的表达特点, 为进一步

研究其作用机制打下实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 PUMA四种剪接体核酸序列来源于NCBI
已注册的基因序列(登录号: NM_001127240). 试
验所需要的胃癌及相对应的癌旁组织均来自于

江苏大学附属医院, 病理诊断均为腺癌. 试验样

本是在肿瘤组织脱离患者后立即取材, 置于液氮

中冷藏. 胃癌细胞系BGC-823和SGC-7901细胞由

本实验室保存. DMEM培养液为Gibco公司产品, 
小牛血清为兰州民海生物工程有限公司产品, 逆
转录试剂盒购自Fermantance公司. 
1.2 方法 
1.2.1 PUMA四种剪接体生物信息学分析: 采用
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PUMA四种剪接体进行生物信息学分析. 
1.2.2  细胞培养 :  人胃癌细胞系B G C-823及
SGC-7901细胞采用DMEM培养液(含10%的小

牛血清), 在CO2培养箱中进行常规培养, 隔天换

液, 细胞传代时用0.25%胰蛋白酶消化细胞. 
1.2.3 胃癌组织总RNA的提取: 在用液氮预冷的

研钵中加入适量的样品, 加液氮研磨, 磨成均匀

的粉末, 加入1 mL的TRIzol混匀, 转移至灭菌的

Eppendorf管中; 加入0.2 mL氯仿, 剧烈摇匀, 静
置2-3 min; 12 000 r/min, 15 min, 4 ℃离心; 吸
取上层无色水至另一Eppendorf管; 加入等量异

丙酚, 颠倒混匀, 静置10 min; 12 000 r/min, 15 
min, 4 ℃离心, 弃上清. 加入750 mL/L乙醇洗涤, 
12 000 r/min, 5 min, 4 ℃离心; 弃上清, 加入无水

乙醇, 颠倒混匀, 12 000 r/min, 5 min, 4 ℃离心; 
弃上清, 沉淀5-10 min. 加入DEPC处理水, 混匀, 
测吸光度(A )值待用. 
1.2.4 RT-PCR检测相关基因: 按照逆转录试剂盒

说明书将组织及细胞的总RNA逆转录成cDNA, 
以β-ac t in为内参照行PCR反应. PUMA基因4
种不同剪接体的引物序列见表1. 反应条件为: 
95 ℃ 5 min, 95 ℃ 40 s, 61 ℃-71 ℃ 40 s, 72 ℃ 
45 s, 40个循环, 72 ℃ 10 min. 产物于2%琼脂凝

胶电泳, 以凝胶成像系统分析结果, 计算各目

的条带与内参条带吸光度比值, 以其表示各组

mRNA含量的相对强度.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件, 采用

成组资料t检验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 PUMA四种剪接体生物信息学 PUMA-α 
ORF(open reading frame)为582 bp, 含外显子2, 3
和4; -β的ORF为396 bp, 含外显子1, 3和4; -γ的
ORF为786 bp, 含外显子1, 2, 3和4; -δ的ORF为
306 bp, 只含有外显子1和4. 且PUMA-γ比-α的2
号外显子多15 bp; -γ, -δ含有的外显子4比-α和-β
长101 bp(图1, 2).
2.2  P U M A剪接体在胃癌及癌旁组织中的表
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PUMA-α

PUMA-β  

PUMA-γ

PUMA-δ

582 bp

396 bp

786 bp

306 bp

274 bp 191 bp 117 bp

191 bp 117 bp

289 bp 191 bp 218 bp88 bp

88 bp

88 bp 218 bp

图  1  PUMA四种剪接体的结构.

■研发前沿
近年PUMA基因
的诱导凋亡作用
与肿瘤的相关性
研究成为热点.

■相关报道
张 克 君 等 发 现
PUMA在胰腺癌
组织中阳性率低
于正常胰腺组织.
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达 PUMA-α, -β在癌旁组织中表达阳性, 但在

胃癌组织中表达难以检测到(t  = 9.492, 15.875, 
P <0.05); -γ, -δ在癌旁及癌组织中均有表达, 并

且在癌旁组织中表达量显著高于胃癌组织(t  = 
4.823, 4.056, P <0.05, 图3, 4). 
2.3 PUMA剪接体在胃癌BGC-823和SGC-7901
细胞中的表达 PUMA四种剪接体在胃癌不同分

化程度的细胞系BGC-823和SGC-7901细胞中

均有表达, 且PUMA-β在低分化的BGC-823细胞

中表达量明显高于中分化的SGC-7901细胞(t = 
8.710, P <0.05, 图5, 6).

3  讨论

p53作为转录调控子, 在与特异的DNA序列(p53
结合位点)结合后, 促使其转录. 很多重要的与

细胞周期以及细胞凋亡相关的基因都能被p53
调控. PUMA基因作为p53下游靶基因, 是p53诱
导凋亡途径中的关键介导者. PUMA[3]上游启

图  2  PUMA四种剪接体核苷酸序列比对. 灰色阴影部分为编码BH3结构域的核酸序列, 黑色阴影部分为线粒体定位序列.

PUMA-α  ---------------------------------------------------------------------------------------           -
PUMA-β   ATGAAATTTGGCATGGGGTCTGCCCAGGCATGTCCATGCCAGGTGCCCAGGGCTGCTTCCACGACGTGGGTCCCCTGCCA          80
PUMA-γ   ATGAAATTTGGCATGGGGTCTGCCCAGGCATGTCCATGCCAGGTGCCCAGGGCTGCTTCCACGACGTGGGTCCCCTGCCA          80
PUMA-δ  ATGAAATTTGGCATGGGGTCTGCCCAGGCATGTCCATGCCAGGTGCCCAGGGCTGCTTCCACGACGTGGGTCCCCTGCCA          80

PUMA-α  GCGGAGCAGCACCTGGAGTCGCCCGTGCCCAGCGCCCCGGGGGCTCTGGCGGGCGGTCCCACCCAGGCGGCCCCGGGAGT      377
PUMA-β   GCGGAGCAGCACCTGGAGTCGCCCGTGCCCAGCGCCCCGGGGGCTCTGGCGGGCGGTCCCACCCAGGCGGCCCCGGGAGT      191
PUMA-γ    GCGGAGCAGCACCTGGAGTCGCCCGTGCCCAGCGCCCCGGGGGCTCTGGCGGGCGGTCCCACCCAGGCGGCCCCGGGAGT      480
PUMA-δ  --------------------------------------------------------------------------------        -

*            420              *           440               *           460              *           480

*           500              *           520                BH3          540              *   

PUMA-α  AGCGGCGGAGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      537
PUMA-β    AGCGGCGGAGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      351
PUMA-γ    AGCGGCGGAGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      640
PUMA-δ    --------AGACAAGAGGAGCAGCAGCGGCACCGCCCCTCACCCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTG      160

*           580                                                            620              *           640

PUMA-α  CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAG-----------------------------------      582
PUMA-β    CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAG-----------------------------------      396
PUMA-γ    CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAGGTGCCTGCACCCGCCCGGTGGACGTCAGGGACTCG      720
PUMA-δ    CCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCCAATTAGGTGCCTGCACCCGCCCGGTGGACGTCAGGGACTCG        240

*           660               *           680              *            700              *           720

PUMA-α   ------------------------------------------------------------------       -
PUMA-β    ------------------------------------------------------------------       -
PUMA-γ    GGGGGCAGGCCCCTCCCACCTCCTGACACCCTGGCCAGCGCGGGGGACTTTCTCTGCACCATGTAG      786
PUMA-δ    GGGGGCAGGCCCCTCCCACCTCCTGACACCCTGGCCAGCGCGGGGGACTTTCTCTGCACCATGTAG      306

*           740               *           760              *            780      

PUMA-α  CCGCGGGGAGGAGGAACAGTGGGCCCGGGAGATCGGGGCCCAGCTGCGGCGGATGGCGGACGACCTCAACGCACAGTACG      457 
PUMA-β   CCGCGGGGAGGAGGAACAGTGGGCCCGGGAGATCGGGGCCCAGCTGCGGCGGATGGCGGACGACCTCAACGCACAGTACG      271 
PUMA-γ    CCGCGGGGAGGAGGAACAGTGGGCCCGGGAGATCGGGGCCCAGCTGCGGCGGATGGCGGACGACCTCAACGCACAGTACG      560 
PUMA-δ  -------------------------------------------------------------------------------         -

线粒体定位序列

*           20           *           40           *          60            *          80

PUMA-α   -------------------------ATGGCCCGCGCACGCCAGGAGGGCAGCTCCCCGGAGCCCGTAGAGGGCCTGGCCCGC          57 
PUMA-β   GATTTGTG----------------------------------------------------------------------           88
PUMA-γ   GATTTGTGGCCCCAGGGAGCGCCATGGCCCGCGCACGCCAGGAGGGCAGCTCCCCGGAGCCCGTAGAGGGCCTGGCCCGC        160
PUMA-δ  GATTTGTG----------------------------------------------------------------------          88

*           100               *           120              *            140              *           160

PUMA-α  GACGGCCCGCGCCCTTCCCGCTCGGCCGCCTGGTGCCCTCGGCAGTGTCCTGCGGCCTCTGCGAGCCCGGCCTGGCTGC      137
PUMA-β   ------------------------------------------------------------------------------         -
PUMA-γ   GACGGCCCGCGCCCTTCCCGCTCGGCCGCCTGGTGCCCTCGGCAGTGTCCTGCGGCCTCTGCGAGCCCGGCCTGGCTGC      240
PUMA-δ   ------------------------------------------------------------------------------         -

*           180               *           200              *            220              *           240

PUMA-α  CGCCCCCGCCGCCCCCACCCTGCTGCCCGCTGCCTACCTCTGCGCCCCCACCGCCCCACCCGCCGTCACCGCCGCCCTGG      217
PUMA-β   ------------------------------------------------------------------------------         -
PUMA-γ   CGCCCCCGCCGCCCCCACCCTGCTGCCCGCTGCCTACCTCTGCGCCCCCACCGCCCCACCCGCCGTCACCGCCGCCCTGG      320
PUMA-δ   ------------------------------------------------------------------------------         -

*           260               *           280              *            300              *           320

PUMA-α  GGGGTTCCCGCTGGCCTGGGGGTCCCCGCAGCCGGCCCCGAGGCCCGCGCCCGGACGGTCCTCAGCCCTCGCTCTCGCTG      297
PUMA-β   ---------------------------------------------------------GTCCTCAGCCCTCGCTCTCGCTG      111
PUMA-γ   GGGGTTCCCGCTGGCCTGGGGGTCCCCGCAGCCGGCCCCGAGGCCCGCGCCCGGACGGTCCTCAGCCCTCGCTCTCGCTG      400
PUMA-δ   --------------------------------------------------------------------------             -

*           340               *           360              *            380              *           400

表  1  PUMA基因4种剪接体的PCR引物

     
剪接体

      全长                              
引物序列

                     片段大小

	 (bp)			                      (bp)

PUMA-α   582  上游 5' cggacggtcctcagccctcgctct 3'    268

	          下游 5'aggagtcccatgatgagattgtaca 3'

PUMA-β   396  上游 5' tgccagatttgtggtcctcagccct 3'     275

	          下游 5'aggagtcccatgatgagattgtaca 3'

PUMA-γ   786  上游 5' cggacggtcctcagccctcgctct 3'      335              

	         下游 5' ccaccgggcgggtgcaggcacctaat 3'

PUMA-δ   306  上游 5' gccagatttgtgagacaagaggagc 3'  150

	         下游 5' ccaccgggcgggtgcaggcacctaat 3'

■创新盘点
本研究首次研究
了PUMA基因四
种剪接体在胃癌
组织及细胞中的
表 达 特 点 , 发 现
PUMA剪接体与
癌 的 发 生 可 能
成 负 相 关 , 同 时
PUMA-β还可能
与细胞分化程度
有关.
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动子序列中含有p53结合位点, 受到凋亡信号刺

激后, p53可以直接与其靶位点结合, 从而促进

PUMA基因的转录及其蛋白的表达. 多个试验证实

转染外源性的p53基因或由γ射线照射、DNA损伤

药物、缺氧和NO等引起内源性p53表达上调引发

的促细胞凋亡作用是通过上调PUMA介导的[2-4,6-8]. 
p53突变型和p53缺失的细胞在受到损伤后没有

发现PUMA的上调, 也不发生细胞凋亡; 而在突

变或缺失p53的细胞中转入野生型p53会恢复对

PUMA的上调作用并促进细胞凋亡[7,9]. 但PUMA
又有别于其他p53靶基因, 他也可以由非p53依
赖途径诱导细胞凋亡, 例如糖皮质激素[10], E2F1
转录因子[11], JUN氨基端激酶[12]等都可以激活

PUMA的表达. 
本研究发现P U M A四种剪接体在胃癌癌

旁组织中均有表达, 而在胃癌组织中PUMA-α, 
-β表达却难以检测到, -γ, -δ与癌旁组织相比表

达下调, 差异有统计学意义. 张克君等[13]发现

PUMA在胰腺癌组织中阳性率低于正常胰腺组

织, 我们的结论与此观点相似. 分析PUMA-α, 
-β, -γ及-δ在胃癌组织中表达下调可能是由于一

方面p53在肿瘤组织中发生了突变, 从而导致其

下游的靶基因(如PUMA)表达缺失或活性减弱; 
Tannapfel等[14]及Sud等[15]研究发现胃癌组织中

存在p53基因突变. 这也就证实了试验中发现胃

癌组织中PUMA四种剪接体表达下调, 与肿瘤的

发生呈负相关. 另一方面PUMA具有促凋亡作

用, PUMA表达高则加快细胞凋亡, 表达低则减

缓细胞凋亡[16,17]. PUMA-α, -β具有明确的促凋亡

作用, 其在胃癌组织中的表达难以检测到可能

与肿瘤的生成有一定关系. 有研究报道[1,2]-γ, -δ
编码的蛋白缺乏BH3结构域, 因此其可能不具有

强大的促凋亡作用. 但PUMA的促凋亡作用不仅

与BH3结构域有关, 还取决于C末端的线粒体定

位序列. 并且在实验中发现-γ, -δ在癌旁及癌组

织中mRNA的表达水平有统计学差异, 所以-γ, -δ
可能也具有一定的促凋亡作用, 或者-γ, -δ对-α
和-β有调节作用. 但其具体的作用机制还有待进

一步研究.
P U M A - β在胃癌不同分化程度细胞系

BGC-823(低分化)和SGC-7901(中分化)细胞中

表达存在统计学差异, 而其他剪接体在这两种
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图  4  PUMA四种剪接体在组织中的相对表达量. 1: PUMA-α; 

2: PUMA-β; 3: PUMA-γ; 4: PUMA-δ.
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图  6  PUMA四种剪接体在组织中的相对表达量. 1: PUMA-α; 

2: PUMA-β; 3: PUMA-γ; 4: PUMA-δ.

图  3  PUMA四种剪接体在组织中的PCR扩增. A: 内参

β-actin, a: 癌组织, b: 癌旁组织; B: PUMA四种剪接体在胃癌

组织中的表达, C: PUMA四种剪接体在胃癌癌旁组织中的表

达. 1: PUMA-α; 2: PUMA-β; 3: PUMA-γ; 4: PUMA-δ; M: 

DL-2000 Marker.
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图  5  PUMA四种剪接体在细胞中的PCR扩增. A: 内参

β-actin, 1: BGC, 2: SGC; B: PUMA-α, 1: BGC, 2: SGC; C: 

PUMA-β, 1: SGC, 2: BGC; D: PUMA-γ, -δ, 1, 3: BGC, 2, 4: 

SGC. M: DL-2000 Marker.
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■应用要点
本研究为PUMA成
为肿瘤基因治疗
打下了理论基础.
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细胞系中表达无统计学意义.王培新等[18]以p53  
cDNA为探针, 用Southern印迹法对人胃癌细胞

系BGC-823进行了检测, 发现该细胞系中p53存
在突变. 张青云等[19]发现SGC-7901细胞属于p53  
突变型. 由此可见在这两种胃癌细胞系均存在

p53突变. PUMA-α, -γ及-δ在这两种细胞系间表

达无统计学差异可能与此相关. 而-β在两种细胞

系间表达存在差异, 提示PUMA-β的表达可能与

细胞的分化程度有关, 其进一步关系还有待深

入研究.
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Abstract
AIM: To investigate the mRNA expression and 
DNA methylation of the MAL gene in gastric 
carcinoma.

METHODS: Methylation-specific PCR (MSP) 
and real-time reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) were used to detect 
DNA methylation and mRNA expression of the 
MAL gene in 37 gastric carcinoma samples and 
matched tumor-adjacent tissue samples, respec-
tively. The correlations of DNA methylation and 
mRNA expression of the MAL gene with clinical 
and pathological parameters in gastric carcino-
ma were then analyzed. 

RESULTS: The methylation rate of the MAL 
gene is 78.4% (29/37) in gastric carcinoma tissue 
and 5.4% (2/37) in tumor-adjacent tissue, with a 

significant difference between the two groups (P 
< 0.01). MAL gene methylation is not associated 
with age, sex, tumor size, lymph node metasta-
sis, tumor differentiation and clinical stage (all P 
> 0.05). The expression level of the MAL mRNA 
differed significantly between gastric carcinoma 
tissue and tumor-adjacent tissue (P < 0.05). MAL 
mRNA expression is not associated with age, 
sex, tumor size, tumor differentiation, lymph 
node metastasis and clinical stage (all P > 0.05). 

CONCLUSION: Loss of MAL gene expression 
plays an important role in the development and 
progression of gastric carcinoma. DNA methyla-
tion may negatively regulate the expression of 
the MAL gene. 

Key Words: Gastric carcinoma; MAL gene; Methyla-
tion; Methylation-specific PCR; Real-time RT-PCR

Lin RY, Shen PP, Huang ZM, Zheng JJ, Wang LX. MAL 
mRNA expression and DNA methylation in gastric 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 
1232-1236

摘要
目的: 研究MAL基因在胃癌和癌旁组织中的
甲基化状态及其mRNA表达.

方法: 应用甲基化特异性PCR(MSP)和实时荧
光定量RT-PCR法检测37例人胃癌组织及对
应癌旁5 cm组织中MAL基因的甲基化状态和
mRNA表达, 并分别将其与各临床病理指标进
行统计学分析. 

结果: 37例胃癌组织中MAL基因甲基化率为
78.4%. 对应37例癌旁组织中MAL基因甲基
化率为5.4%. 癌组织与癌旁组织的甲基化率
差异有统计学意义(P <0.01). 胃癌组织中MAL
基因甲基化状态与患者年龄、性别、肿瘤大
小、有无淋巴结转移、胃癌分化程度、临床
分期无统计学意义(P >0.05). 在胃癌组织与对
应癌旁组织中MAL基因mRNA定量表达差异
有统计学意义(P <0.05), 胃癌组织中MAL基因
mRNA定量表达与患者年龄、性别、肿瘤大
小、胃癌分化程度、有无淋巴结转移、有无

®

■背景资料
胃癌在我国是最
常见的恶性肿瘤
之一. 胃癌发生的
分子机制中, 遗传
和表观遗传机制
均起着重要的作
用 .  DNA甲基化
是目前研究最多
也最深入的一种
表观遗传学表达
机制. 胃癌相关基
因尤其是抑癌基
因的启动子区异
常甲基化导致其
表达失活是胃癌
发生、发展重要
因素之一, 现已成
为胃癌发病机制
研究中的热点.
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教授, 湖南长沙中
南大学湘雅三医
院消化内科
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神经束浸润及肿瘤TNM分期无相关(P >0.05).

结论: 胃癌组织中MAL基因表达缺失或低下, 
并且存在高甲基化率, MAL基因发生甲基化
可能与胃癌发生有关.

关键词: 胃癌; MAL基因; 甲基化; 甲基化特异性

PCR; 实时荧光定量RT-PCR
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0  引言

胃癌的发生、发展涉及多种癌基因与抑癌基因

的表达异常. 启动子甲基化是肿瘤中普遍存在

的现象, 常发生在肿瘤抑癌基因, 抑制启动子

功能, 使基因不能正常表达, 导致肿瘤的发生. 
MAL基因作为一种较新型的抑癌基因, 目前逐

渐受到关注, 但国内未见其有关胃癌的报道. 本
研究通过甲基化特异性P C R及实时荧光定量

PCR检测MAL基因在胃癌组织中mRNA水平表

达和甲基化状态, 探讨该基因甲基化对胃癌组

织中MAL mRNA表达的影响.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-01/02浙江省温州医学院附属

第一医院胃癌患者手术切除新鲜标本33例, 所有

患者均经病理确诊, 包括不同临床分期和不同组

织学类型, 其中女13例, 男24例, 年龄47-80岁, 所
有患者术前均未接受放、化疗. 每份标本均取

癌组织、对应癌旁组织(距癌灶边缘5 cm以外)
各2块, 液氮休克后-80 ℃保存. Fermentas DNA
提取试剂盒(MBI公司); EZ DNA甲基化试剂盒

-Gold(北京天漠公司); Hot start Taq DNA聚合酶

(大连宝生物公司); SssⅠ酶(New England Biolabs
公司); TRIzol试剂(invitrogen公司); 逆转录酶

(MBI公司); SYBR Green(Applied Biosystems公
司); 普通PCR仪(Mycycler, BIO-RAD公司); Real 
Time PCR仪(ABI7500, Applied Biosystems公司); 
用于methylation-specific PCR(MSP)的甲基化引

物(M)和非甲基化引物(U)由上海生工合成, 用于

Real-time RT-PCR的引物由上海英骏公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 甲基化特异性PCR: 组织DNA按照DNA
提取试剂盒说明书提取后, 紫外分光光度计检

测DNA浓度及纯度(A 260/A 280>1.8). 取小于2 µg 

DNA按照EZ DNA甲基化试剂盒-Gold说明书

进行亚硫酸氢钠的修饰与DNA的纯化后, 用于

PCR扩增. PCR反应体系: 10×Buffer 2 µL, dNTP 
M ixture(2.5 mmol/L) 3.2 µL, 上下游引物(10 
µmol/L)各1 µL, 修饰后的DNA 4 µL, Hot start 
Taq DNA聚合酶(5 U/µL) 0.2 µL, 去离子水补足

至20 µL. 95 ℃预变性15 min之后进行35个循环

反应: 95 ℃变性1 min, 52 ℃复性1 min, 72 ℃延

伸30 s. 最后, 72 ℃延伸7 min. 甲基化引物(M)和
非甲基化引物(U)序列根据外文文献[1], 见表1. 
MSP产物由2%琼脂糖凝胶(含0.1 g/L溴化乙锭)
电泳检测. 以CpG甲基化转移酶(Sss .Ⅰ酶)处理

后的健康人基因组DNA作甲基化阳性对照, 未
经该酶处理的健康人基因组DNA为非甲基化阳

性对照, 以双蒸水作阴性对照. 
1.2.2 实时荧光定量RT-P C R: 组织R N A按照

TRIzol试剂说明书提取, 并紫外分光光度计检测

RNA浓度及纯度(A 260/A 280>1.8). 取4 µg总RNA
进行逆转录合成cDNA, 逆转录条件按逆转录酶

说明书进行. 合成后的cDNA用于实时荧光定量

PCR, 其体系为: 1 µL cDNA,上下游引物的混合

物(10 µmol/L)1 µL, 7.5 µL SYBR Green, 去离子

水补足至15 µL. 反应条件: 95 ℃预变性10 min, 
95 ℃变性15 s, 60 ℃复性15 s, 72 ℃延伸45 s, 共
40个循环反应. 采用18SrRNA为内参. Real-time 
RT-PCR引物序列根据外文文献[2], 见表1. 电泳

检测扩增产物条件同前. 
1.2.3 标准曲线的绘制: 将逆转录后的cDNA按照

10倍, 100倍, 1 000倍浓度梯度稀释进行实时荧

光定量PCR测得四个不同浓度下荧光信号到达

设定的阈值时所经历的循环数(threshold cycle, 
Ct)值绘制标准曲线. 
1.2.4 MSP结果判定: 甲基化和非甲基化引物阳

性的目的条带分别为139 bp和142 bp, 如果甲基

化引物扩增后出现大小为139 bp特异性条带, 则
认为启动子区域存在甲基化, 若非甲基化引物

扩增后出现大小为142 bp特异性条带, 则认为启

动子区域存在非甲基化, 甲基化和非甲基化引

物扩增后同时出现139 bp和142 bp特异性条带为

部分甲基化, 也认为启动子区域存在甲基化.
统计学处理 用Pfaffi法计算胃癌和癌旁组

织中MAL基因mRNA表达差异倍数, 以mean±
SD表示, 采用样本t检验或近似t检验进行统计

学分析. 计数资料采用Fisher精确概率法和Ridit
分析. 所有数据运用SPSS14.0软件进行分析. 以
P <0.05差异有统计学意义.

■研发前沿
M A L 基 因 若 要
作为胃癌诊断指
标、指导预后和
治疗靶点应用于
临床仍有待进一
步研究.
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2  结果

2.1 MSP 37例胃癌组织中有29例检测到甲基化, 
甲基化率为78.4%. 对应37例癌旁组织2例出现

甲基化, 甲基化率为5.4%. 癌组织与癌旁组织之

间统计学分析有非常显著性差异(P <0.01, 图1). 
胃癌组织中MAL基因甲基化状态与患者年龄、

性别、肿瘤大小、有无淋巴结转移、胃癌分化

程度、临床分期无统计学意义(P >0.05, 表2).
2.2 实时荧光定量PCR结果 通过溶解曲线分析

扩增产物显示为单峰(图2), 提示产物特异性高, 
定量准确, 扩增片段经2%琼脂糖电泳, 扩增片段

长度与理论大小一致(图3). 以cDNA稀释倍数取

对数值为横坐标, 以对应Ct值为纵坐标作图, 做
出的标准曲线(图4), 回归系数为0.9967, 接近1, 
说明直线性好并计算MAL基因扩增效率为92%. 
同样方法计算内参基因的扩增效率为106%, 两
者均接近100%, 但相差大于5%, 用Pfaffi法计算

MAL基因的mRNA相对表达水平, 公式如下: 表
达水平 = 目的基因扩增效率(癌组织目的基因Ct
值-癌旁组织目的基因Ct值)/内参基因扩增效率

(癌旁组织内参基因Ct值-癌组织内参基因Ct值), 
结果显示MAL基因mRNA在胃癌组织与对应癌

旁组织中表达有统计学差异(P <0.05), 且发现其

在胃癌组织中的表达下调与患者年龄、性别、

肿瘤大小、胃癌分化程度、有无淋巴结转移、

有无神经束浸润及肿瘤TNM分期无统计学意义

(P >0.05, 表1).
2.3 MAL基因甲基化与MAL基因mRNA表达的

关系 用Pfaffi法计算所得的数值大于1为基因表

达阳性, 小于1为基因表达阴性. 采用Ridit法分

析, MAL mRNA表达不同的组织中MAL基因的

甲基化水平有差异(P <0.05, 表3).

3  讨论

MAL基因是Alonson等[3]在1987年发现的一个

在T细胞分化中晚期时表达的基因. MAL基因

组定位于人染色体2cen-q13, 全长21 kb, 相对

bp
500

200
100

1            2            3           NMarker
M     U    M    U     M     U    M    U

4              5               6             7
M     U      M     U       M     U     M      U

图  1  MSP法检测胃癌组织MAL基因甲基化状态. M: 甲基

化; U: 未甲基化; 1, 6, 7: 胃癌组织; 2: 甲基化阳性对照; 3: 非

甲基化阳性对照; 4, 5: 癌旁组织; N: 阴性对照.

表  1  MAL基因启动子区MSP及Real time RT-PCR分析用引物

     
引物    		   上游5'-3'                 		   	  下游5'-3'                          扩增产物 (bp)  退火温度(℃)

MAL-M	  TTCGGGTTTTTTTGTTTTTAATTC     GAAAACCATAACGACGTACTAACGT	 139                56

MAL-U	  TTTTGGGTTTTTTTGTTTTTAATTT    ACAAAAACCATAACAACATACTAACATC	 142                56

MAL-P	  GCAAGACGGCTTCACCTACAG       GCAGAGTGGCTATGTAGGAGAACA	   74                59   

18SrRNA	  CGAGCCGCCTGGATACC                CCTCAGTTCCGAAAACCAACAA		    76                61

Marker	 1          2          3         4bp
500

200

100

图  3  实时荧光定量RT-PCR扩增产物凝胶电泳图. 1, 2: 

18SrRNA目的条带; 3, 4: MAL目的条带; 1, 3: 癌组织; 2, 4: 

癌旁5 cm组织.

图  4  实时荧光定量RT-PCR检测胃癌组织MAL基因mRNA
标准曲线.
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图  2  实时荧光定量RT-PCR法目的基因与内参基因扩增产
物溶解曲线.
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分子质量16.7103 Da, 有4个外显子和3个内含

子. MAL基因编码T细胞分化蛋白, 与BENE、
Plasmolipin、EST克隆H09290同属于一个大的

基因家族. 结构分析显示, 他们所编码的蛋白均

为四折跨膜蛋白质, 是不溶于去垢剂的富含糖

脂和胆固醇的膜微结构域成分. 其成员在多种

组织如食管、胃肠道、肺、肾等广泛表达, 而
且不同种属之间有同源蛋白质, 提示他们在细

胞中有重要的功能. 1997年Millán等[4]提出MAL
参与顶端传送体的形成, 可能是高尔基体和远

端质膜之间囊泡转运和蛋白质分选的一个功能

成分. 顶端运输是一些特定的细胞极性运输脂

肪和蛋白成分至顶膜, 这种运输方式是上皮细

胞所固有的, 功能极性运输功能的丧失往往与

恶性转化过程有关[5]. 目前已经证实MAL在顶端

运输中发挥作用. MAL基因涉及细胞内运输、

基因表达、免疫调节等重要方面. 目前多项研

究显示, MAL具有抑瘤功能, 能抑制肿瘤细胞的

活性、侵袭性和致肿瘤性. MAL基因表达缺失

和人类多种恶性肿瘤发生、发展有关. 
Mimori等[6]在研究食管癌组织基因表达时

发现食管癌发生、发展与MAL基因表达关系密

切, 通过微点阵技术发现MAL基因在食管癌中

比正常食管上皮表达显著下调, 其在正常食管

上皮细胞中强烈表达, 在食管癌细胞中不表达. 
Wang等[7]采用非放射性RNA原位杂交方法对33
例食管癌及其癌旁黏膜组织进行了MAL基因的

检测和分析, 发现所有正常食管上皮组织均表

达MAL基因, 只有8例肿瘤细胞表达MAL, 两者

MAL基因的表达有显著差异, 当将肿瘤组织的

表达情况与临床各参数分析时, MAL基因与病

理分级、原发病灶、淋巴结转移、远处转移、

临床分期等无关, 提示该基因异常可能是食管

癌发生中的较早期事件. 本研究结果显示MAL 
mRNA在胃癌组织与对应癌旁组织中表达有统

计学差异(P <0.05), 可见MAL mRNA的表达下调

与胃癌的发生有一定关系. 其在胃癌组织中的

表达下调与患者年龄、性别、肿瘤大小、胃癌

分化程度、有无淋巴结转移、有无神经束浸润

及肿瘤TNM分期无统计学意义(P >0.05). 
D N A甲基化是最早发现的基因表观修

饰方式之一, 他是指在DNA甲基转移酶(DNA 
methyltransferase, DNMT)催化下, 以S-腺苷甲

硫氨酸为甲基供体, 将甲基转移到特定碱基上

的过程. DNA甲基化能关闭某些基因的活性, 去
甲基化则诱导了基因的重新活化和表达. Lind
等[1]通过MSP及测序的方法显示肠腺瘤与肠癌

组织中较正常肠黏膜组织MAL基因发生甲基

化的频率高, 分别是71%与80%, 而正常组织甲

基化率为4%; 在肠癌细胞株中, MAL基因甲基

表  2  胃癌组织中MAL基因甲基化及其mRNA定量表达分析

     
临床病理指标     n   甲基化阳性 (n)    P值     Pfaffi法结果     P值

性别

    男 24 17 0.216 0.8870±

0.3978

0.907

    女 13 12 0.9016±

0.3105

年龄(岁)

    ≥60 23 16 0.123 0.8427±

0.3762       

0.361

    <60 14 13 0.9608±

0.3403

分化程度

    低分化 24 20 0.413 0.8832±

0.4007

0.646

    中分化与

    高分化

13   9 0.9553±

0.2926

淋巴转移

    有 24 18 0.685 0.9672±

0.4001       

0.144

    无 13 11 0.7783±

0.2636

肿瘤大小(cm)

    ≥5 18 16 0.232 0.9449±

0.4347

0.474

    <5 19 13 0.8493±

0.2915

神经束浸润

    有 18 15 0.693 0.9113±

0.4457

0.780

    无 19 14 0.8754±

0.2710

TNM分期

    0+Ⅰ+Ⅱ 10   7 0.655 0.7791±

0.2183

0.070

    Ⅲ+Ⅳ 27 22 1.0135±

0.4350

癌组织 37 29 0.000 0.044

癌旁组织 37   2 

表  3  MAL基因甲基化与MAL mRNA表达关系

     
                                   阳性                        阴性               P 值

无甲基化		   5                            3              0.033

部分甲基化	  4                            8

完全甲基化	  3                          14

■同行评价
本研究设计基本
合理, 内容新颖, 有
一定的临床意义.
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化水平与其mRNA表达缺失相关; 在肠癌标本

中, MAL mRNA表达阳性的组织中其甲基化水

平低于表达阴性组织, 但在统计学上无意义. 本
研究中结果显示37例胃癌组织的MAL基因甲

基化率为78.4%, 37例癌旁组织的MAL基因甲

基化率为5.4%, 癌组织与癌旁组织的甲基化率

的差异有统计学意义(P <0.01), 表明在胃癌组织

中MAL基因存在着高甲基化. MAL mRNA表达

不同的胃癌组织中MAL基因的甲基化水平有

差异, 由此表明MAL基因甲基化可能是其表达

缺失或低下的重要原因. 我们还发现, 胃癌组织

中MAL基因甲基化状态与患者肿瘤大小、有

无淋巴结转移、胃癌分化程度、临床分期无统

计学意义(P >0.05), 可能存在以下原因: (1)MAL
基因甲基化发生于胃癌早期; (2)基因启动子甲

基化区域、水平存在差异造成了统计学上无

意义. Buffart等[8]对MAL基因启动子上两个发

生了甲基化的区域进行了研究, 分别是M1区
[(-680)-(-573) bp]和M2区[(-92)-(-7) bp], 不同胃

癌组织在这两个区域发生甲基化率不同, 其单

变量分析显示MAL基因甲基化率在胃癌组织病

理类型、胃癌患者临床分期上无统计学意义; 
(3)还存在其他基因表达调节机制和癌细胞侵袭

转移机制. 
总之, MAL基因表达在胃癌组织中异常减

少或缺失, 胃癌组织中MAL基因存在高甲基化, 
其甲基化可能是该基因失活的重要方面. MAL
基因若要作为胃癌诊断指标、指导预后和治疗

靶点应用于临床仍有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To find specific biomarkers for colorectal 
carc inoma using a proteomic method to 
provide clues to early diagnosis, prognosis 
and therapy of colorectal carcinoma as well as 
to understanding the molecular mechanisms 
governing cancer progression.

METHODS: Six colorectal carcinoma patients 
were included in the study. High-resolution 
two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 
and matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF–MS) were utilized for the identification of 
proteins differentially expressed between cancer 
and adjacent non-cancerous tissue. The differen-
tial expression of heat shock protein 27 (HSP27) 

was further verified by Western blot and immu-
nohistochemistry.

RESULTS: Comparative analysis of 2-DE maps 
revealed 42 differentially expressed proteins be-
tween the two groups. Ten differential proteins 
were further identified by mass spectrometry, 
including HSP27, disulfide isomerase (DI), het-
erogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 
(HnRNP A2/B1), triosephosphate isomerase 
(TIM), pyruvate kinase, etc. Western blot and 
immunohistochemistry analyses confirmed the 
overexpression of HSP27 in colorectal carcino-
ma. These results indicate that HSP27 may be a 
potential biomarker for colorectal cancer.

CONCLUSION: Many differential proteins are 
identified between cancer and adjacent non-
cancerous tissue in patients with colorectal car-
cinoma. HSP27 might be a potential biomarker 
for early diagnosis, therapy and prognosis of 
colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal carcinoma; Heat shock pro-
tein 27; Proteomics; Biomarker

Liu WJ, Qin HL, Ma YL, Peng JY. Heat shock protein 27: 
a potential biomarker for colorectal carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 1237-1243

摘要
目的: 探讨大肠癌特异性标志物, 为大肠癌的
早期诊断、预后判断和治疗提供帮助, 同时为
理解大肠癌的发病机制提供线索. 

方法: 收集6例大肠癌患者, 应用高灵敏的二
维凝胶电泳和MALDI-TOF–MS技术检测出肿
瘤黏膜和邻近正常结肠黏膜之间差异表达的
蛋白. 对其中之一热休克蛋白27(HSP27)进行
Western blot和免疫组织化学验证. 

结果: 筛选出42个具有明显表达差异的蛋白
质点, 质谱鉴定出10个差异表达蛋白, 包括
HSP27、二硫异构酶、核不均一核糖核蛋白
A2/B1、磷酸丙糖异构酶、丙酮酸激酶等 . 
Western blot和免疫组织化学结果证实HSP27

www.wjgnet.com
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■背景资料
大肠癌是最常见
的癌症类型之一, 
其肿瘤标志物为
研究热点, 蛋白质
组学被认为是在
整体蛋白表达分
析中的一种重要
技术并有助了解
基因功能.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科



在大肠癌中有过度表达, 提示其可能为重要的
肿瘤标志物.

结论: 大肠癌肿瘤组织与大肠正常黏膜之间
存在差异表达蛋白, HSP27在大肠癌中有异常
表达, 可能作为大肠癌发生、发展的候选生物
标志物.

关键词: 大肠癌; 热休克蛋白27; 蛋白质组学; 生物

标志物
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0  引言

大肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是第三大最

常见的癌症类型, 全世界癌症引起死亡位居第4
位. 全球每年有近100万大肠癌新发病例, 492 000
人因该病而死亡[1]. 大肠癌患者累计生存风险

达6%[2]. 最近的研究关注于肿瘤发生的遗传变

化. 但是, 一些独立的研究已表明, 转录水平的

研究存在明显缺点[3-5]. mRNA定量并不能精确

反应蛋白水平的差异[6]. 因此, 直接比较正常组

织与肿瘤间的差异蛋白质似乎更精确. 随着后

基因组时代的到来, 蛋白质组学被认为是在整

体蛋白表达分析中的一种重要技术并有助了解

基因功能[7]. 蛋白质组学借助一种高通量的鉴

定方式, 可研究由疾病过程中整体蛋白质的变

化, 因为他能够同时分析成千上万的修饰或未

修饰的蛋白质[8,9]. 所以蛋白质组学常应用于多

种癌症的标志物检测[10-17]. 虽然已有蛋白质组学

研究报道[18-20]结果略有差异, 原因可能是由于种

族差异、不同程度的质谱分析能力, 或特定的

蛋白质的技术问题. 二维凝胶电泳(2-dimension 
electrophoresis, 2-DE)仍然是许多研究蛋白质

组学的首选技术[21]. 因为他简单, 可靠性高, 所
包含信息量大以及便于掌握, 是最常用的方法. 
在合适条件下, 数千种蛋白质可以溶解在单一

的2-DE凝胶上, 便于大规模的研究差异表达分 
子[22]. 本研究目的是使用2-DE和MALDI-TOF/
TOF质谱技术检测新的大肠癌相关分子. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取在上海交通大学附属第六人民医

院普外科进行手术的大肠癌患者(术前未经任何

放、化疗, 无明显其他系统疾病者)6例, 对该组

患者的大肠黏膜组织进行蛋白质组学研究. 于
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术中切除肿瘤标本后剪取肿瘤处黏膜组织和距

肿瘤10 cm以上结肠黏膜组织(病理证实无肿瘤

浸润转移)各约2 g作为肿瘤组(Ca组)和正常黏膜

组(N组), 并立即转移至-70 ℃冰箱中保存.
1.2 方法 
1.2.1 蛋白提取和定量: 将患者的组织样品自

超低温冰箱取出、化冻后 ,  各取1  g左右 ,  用
生理盐水清洗干净后 ,  剪成1  m m×1  m m×

1 mm小块, 加入500 µL lysis Buffer(9.5 mol/L 
Urea, 4% CHAPS, 65 mmol/L DTT, 0.2% carrier 
ampholyte(3-10NL), 罗氏cooktail酶抑制剂, 使用

DOUNCE匀浆器进行匀浆, 然后超声破碎. 整个

过程在冰浴进行. 离心14 000 r/min, 1 h, 收集上

清. 使用Bio-Rad protein assay reagent定量, 采用

Bradford法. 将每组内6个样品等量合并, 重新定

量后分装成100 μg一管, 置于500 μL离心管中,  
-70 ℃低温保存. 
1.2.2 双向电泳: 将等量合并后的样品各作三块

凝胶, 每个样品上样100 μg. 第一向, 等电聚焦, 
EF为pH3-10非线性胶条, 电泳条件: 30 V 12 h, 
500 V 1 h, 1 000 V 1 h, 8 000 V 8 h, 500 V 4 h; 第
二向SDS-PAGE电泳, SDS-PAGE为12.5%的胶

(15 mA/胶 30 min, 30 mA/胶至溴酚蓝离胶下沿

0.5 cm). 
1.2.3 染色: 银染, 水洗5 min, 400 mL/L乙醇、

100 mL/L乙酸重复固定15 min, 重复2遍. 300 
mL/L乙醇、0.2%硫代硫酸钠、6.8%乙酸钠30 
min. 水洗5 min, 重复3遍. 2.5%碳酸钠, 0.04%的

甲醛溶液, 显影至背景出现, 1.46% EDTA溶液停

显10 min. 水洗3 min, 重复3遍. 
1.2.4 扫描、凝胶图像分析及统计分析: 凝胶通

过UMax Powerlook 2110XL扫描获得6张2-DE
图谱(每组3张, 共2组, 分别为正常黏膜组、肿

瘤组). 利用ImageMaster软件分析图谱, 将以上

2组图谱作比较, 蛋白点按照他们的相对体积 
(relative volume)进行定量分析, 据此来比较2组
2-D图谱上相同位置蛋白点的表达强度的差异. 
选取有至少1.5倍量变的蛋白斑点作为鉴定的差

异候选蛋白. 统计方法: 计算每组中同一蛋白点

在3张2-D图谱上相对体积(relative volume)的均

值, 统计分析2组的均值, 2组间的比较采用t检
验. 相对体积的计算按照如下方法: 每个点的体

积/胶上所有点的体积. 为了验证重复性, 2-DE分
别重复3次. 
1.2.5 质谱及生物信息学分析: 选取图像分析得

到的差异蛋白点, 切下差异点, 做胶内酶解, 通

www.wjgnet.com

■研发前沿
HSP27在大肠癌
的致癌过程中所
起的作用仍然不
清 ,  但 其 表 达 水
平在包括神经母
细胞瘤, 肝癌, 食
管腺癌和胃癌中
增加.
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过MALDI-TOF分析, 获得蛋白点的相应肽质

量指纹图谱, 将肽质量指纹数据通过因特网在

蛋白质序列库中进行搜索, 搜索软件为Mascot, 
数据库选择为NCBInr, 物种为人类(human), 以
Mowse分值为基础的概率(P)评价数据库搜寻结

果的质量, 分值大小表示鉴定蛋白属于随机匹

配的可能性, >63表明具有显著性意义. 
1.2.6 Western blot分析: 利用方法1.2.1所抽提

定量的蛋白质(各6个), 每份抽提的蛋白提取10 
μL, 加等体积的2×上样缓冲液(50 mmol/L Tris-
HCl pH6.8, 2% SDS, 10%甘油, 0.1%溴酚蓝, 1 
mol/L DTT), 沸水浴煮3 min点样于10%聚丙烯

酰胺凝胶进行SDS-PAGE电泳, 20 mA稳流电泳

3 h. SDS-PAGE电泳后, 剪取与凝胶大小一致的

硝酸纤维素膜及6张Whatman 3 mm滤纸, 浸于转

移缓冲液(48 mmol/L Tris-HCl pH8.3, 39 mmol/L
甘氨酸, 0.037% SDS)中5 min, 进行转膜. 将硝

纤膜取出置一平皿中, 加封闭液封闭后, 加入

经稀释的一抗(兔抗人HSP27, 多抗, 1∶1 000稀
释, abCAM公司), 4 ℃反应过夜, TBST漂洗3次. 
加入二抗(1∶10 000稀释, Santa Cruz公司), 室
温作用2 h. 取出膜后TBST充分漂洗, 加入ECL
显色液, 置于柯达活体成像仪中观察结果, 条件

设置为曝光5 min, CCD自动获取图片结果. 蛋
白表达值为条带的灰度值以β-actin(1∶1 000稀
释, Santa Cruz公司43 kDa)内参照校正. 待测蛋

白相对含量计算如下: 灰度值 = 条带面积×(条
带灰度-背景灰度); 相对含量 = 待测蛋白灰度值

/β-actin(内参)灰度值. 
1.2.7 免疫组织化学分析: 4 µm石蜡切片贴在涂

有切片黏合剂的载玻片上, 58 ℃烤24 h, 常规

脱蜡. 1% H2O2作用20 min或3% H2O2作用5-10 
min以消除内源性过氧化物酶的活性; 抗原修复

或酶消化(将切片置于0.01 mol/L pH6.0 CB(柠
檬酸缓冲液)中, 微波Ⅲ档(98 ℃), 10 min×2次, 
自然冷却至室温; PBS洗3 min×3次, 1%二抗 
(1∶400稀释)正常血清室温下封闭20 min. 然后

加适当稀释一抗(兔抗人HSP27, 多抗, 1∶50稀
释, abCAM公司), 37 ℃ 1-2 h; PBS洗3 min×3
次; 阴性对照组加入PBS代替一抗, EnVision试
剂37 ℃, 10-15 min; PBS洗3 min×3次; 0.04% 
DAB+0.03% H2O2显色8 min左右, 镜下控制显色

程度, 即时终止; 自来水洗3 min, 复染(苏木素衬

染30 s, 水洗, 盐酸乙醇蓝化2 S, 水洗, 微波蓝化), 
常规树脂封片; 结果, 阳性产物为棕黄色或棕褐

色, 背景为蓝色.
统计学处理 统计学分析采用SPSS11.5版本

软件.

2  结果

2.1 大肠癌组织与周围正常组织差异表达2-DE
谱 通过2-DE技术, 得到大肠癌蛋白质及邻近

正常组织蛋白表达谱. 对肿瘤和相应正常组织

的蛋白质谱进行比较, 检测出多种差异表达蛋

白. 应用Computer-assisted Image Master软件(GE 
healthcare)对差异表达蛋白进行定量和定性分

析, 蛋白表达强度差异在1.5倍以上者, 被认为差

异蛋白, 做进一步质谱分析(图1).
2.2 差异蛋白的质谱鉴定 筛选出42个具有明

显表达差异的蛋白质点, 对其中表达差异最显

著的13个点作MALDI-TOF质谱分析, 按照质

谱分析所得的肽指纹图谱及相对分子量和等

■相关报道
肿瘤差异蛋白组
已经成为研究肿
瘤潜在标志物的
重要手段之一, 其
能够一次性筛选
出多种蛋白以供
研究. 目前, 部分
研究已经通过肿
瘤差异蛋白组方
法 ,  检 测 出 了 多
种与恶性肿瘤发
病、进展及转移
相关的差异蛋白.
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图  1  两组组织2-DE图谱. A: 正常黏膜组

织; B: 大肠癌黏膜组织.
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电点 ,  通过对比网上数据库共检测出10个蛋

白, 包括HSP27、α-肌动蛋白(α-act in)、二硫

异构酶(disulfide isomerase, DI)、平滑肌蛋白

(smooth muscle protein)2个、核不均一核糖核

蛋白A2/B1(heterogeneous nuclear ribonucleopro-
teins A2/B1, HnRNP A2/B1)、磷酸丙糖异构酶

(triosephosphate isomerase, TIM)、丙酮酸激酶

(pyruvate kinase)、角蛋白9(Keratin 9)、角蛋白

复合体1(Keratin mixture 1). 表1列举了上述10个
蛋白的信息. 

上述差异蛋白中 ,  有5种蛋白在过去的大

肠癌蛋白组学研究未见报道, 他们是: HSP27、
DI、HnRNP A2/B1、T IM、丙酮酸激酶, 而
HSP27差异最为显著, 在癌组织中的表达量是正

常组织中的2.93倍. 图2、图3为HSP27的质谱检

测结果, 其在肿瘤中的表达水平较正常组织中

显著升高.
2.3 大肠癌中HSP27的高表达 Western blot验证

结果显示, 大肠癌组织中, HSP27明显升高, 癌
组织为0.5345±0.1364, 正常组织为0.3403±
0.0482(P  = 0.0092, 图4, 5). 这结果与2-DE结果相

符. 同时, 免疫组织化学证实, 大肠癌细胞质及

细胞核中可见HSP27的强染色, 周围间质中却很

少见相似的染色(图6), 这也从另一方面证实了

蛋白组学的研究结果.

3  讨论

大肠癌是消化系统常见的肿瘤, 其发病率和死

亡率无论在发达国家还是在发展中国家都呈上

升趋势, 而大肠癌的早期诊断及复发的早期检

测是其有效治疗的关键. 由于细胞的功能分子

是蛋白质, 所以蛋白分析较cDNA芯片更具临

床价值[30]. 对于肿瘤和正常组织, 比较蛋白组学

能检测出候选差异蛋白分子, 有助于肿瘤的诊

断、治疗等. 本研究的目的旨在找寻这些分子, 
为未来大肠癌的发病机制、诊断及治疗奠定基

础. 本研究中, 通过蛋白组学技术, 我们建立了

大肠癌及临近正常组织之间的差异表达蛋白谱, 
并且检测出了10个候选分子、大多数分子参

与细胞的生物学过程, 包括细胞增殖、转化、

凋亡、代谢、蛋白折叠 ,  构建细胞骨架等功

能. 其中的5个蛋白包括: HSP27、DI、HnRNP 
A2/B1、T IM、丙酮酸激酶在其他器官的恶性

肿瘤中有报道, 但在大肠癌中的表达未见报道. 
由于研究表明HSP27可能与大肠癌基因突变相 
关[23-29], 所以随后的研究更多关注于HSP27. 

HSP27属于热休克蛋白, 相对分子质量27 
kDa, 依据不同的磷酸化状态, 其在细胞内存在

不同的聚合体状态, 如单聚体、两聚体或多聚

体, 磷酸化则发生于丝裂原赖的蛋白激酶/p38途
径. HSP27在细胞生物学过程中参与细胞信号转

导, 从而影响细胞的分化、凋亡等. HSP27在大

肠癌的致癌过程中所起的作用仍然不清, 但其

表达水平在包括神经母细胞瘤[24], 肝癌[25], 食管

表  1  质谱分析检测出的10个差异表达蛋白

     
差异点号        Mowse分值        相对分子质量(Da)                      蛋白名称                   序列覆盖率(%)          pI

706	             78		       57 043	 二硫异构酶		        16	           6.10

1627	             69		       31 144	 核不均一核糖核蛋白A2/B1	       20	           9.14

1741	             72		       42 480	 α-肌动蛋白		        12	           5.23

1777	             83		       58 441	 丙酮酸激酶		        23	           7.58

1794	           127		       57 754	 角蛋白复合体1		        32	           6.95

2139	           188		       62 255	 角蛋白9			         28	           5.14

2282	             68		       22 826	 热休克蛋白27 		        25	           5.98

2300	             66		       22 518	 平滑肌蛋白 		          9	           8.56

2396	             79		       26 894	 磷酸丙糖异构酶		        10	           7.10

2412	             77		       22 518	 平滑肌蛋白		          9	           8.56
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图  2  经质谱分析所得的肽指纹图谱(HSP27).

■创新盘点
本 研 究 利 用 高
通 量 的 蛋 白 质
组 学 技 术 ,  结 合
Western blot与免
疫组织化学, 筛选
出了HSP27作为
候选标志物.
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腺癌[26]和胃癌[29]中增加. 作为不依赖ATP的分子

伴侣, HSP27通过抑制应激诱导及死亡受体诱导

的细胞凋亡途径而实现抗细胞凋亡作用[31]. 热休

克蛋白是一种多功能的细胞凋亡调节因子, 在
凋亡途径的多个节点进行调节[32]. HSP27的表达

水平增加可能引起肿瘤的抗宿主防御机制, 提
高肿瘤细胞转移潜力. 这也支持Parcellier等的

研究[33], 他们的结果提示HSP27能够促进磷酸化

IκBa水解和增强NF-κB的活性, 这可能说明其具

有抗凋亡的特性. 因此, HSP27具有致肿瘤作用

也不足为奇. 
高通量蛋白组学技术的出现, 将检测出更

多的新的分子生物标志物或蛋白质生物标志

物, 使恶性肿瘤的早期诊断更可靠, 并预测其

进展[34]. 在本研究中, 通过比较蛋白组学来寻

找大肠癌及相对正常大肠黏膜之间的差异表

达蛋白, 取得了一定的结果. 肿瘤标志物(tumor 

biomarker)是在肿瘤细胞或其周围组织中一系列

基因表达改变的结果, 例如病毒基因的插入、

DNA甲基化、染色体移位等导致细胞内分子水

平的改变, 从而产生肿瘤标志物. 肿瘤标志物检

Ca1  N1 Ca2 N2 Ca3  N3  Ca4 N4 Ca5 N5 Ca6  N6

HSP27

b-actin

图  4  两组中HSP27的Western blot分析结果. N: 正常黏膜

组织; Ca: 大肠癌黏膜组织.

图  3  NCBInr搜索结果.
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组织; Ca: 大肠癌黏膜组织.
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■应用要点
本研究结果提示
HSP27为大肠癌的
一种潜在标志蛋
白, 为深入了解大
肠癌的发病机制
及抗凋亡能力提
供有价值的信息.
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测已成为继影像诊断和病理诊断之后临床最常

用的肿瘤诊断方法之一. 理想肿瘤标志物应具

有较强的肿瘤特异性, 并可检测出最小的病灶, 
能定量反映肿瘤负荷. 免疫印迹分析进一步证

实HSP27的双向电泳结果, 显示其在大肠癌组织

中显著高于正常大肠组织. 同时, 免疫组织化学

证实HSP27的细胞定位主要位于肿瘤细胞的细

胞质和细胞核内, 并不表达于周围间质. 以上研

究结果表明, 蛋白质组学研究结果可靠, 并认为

HSP27可能参与大肠癌癌变过程, 为大肠癌的一

种潜在标志物. 
通过差异蛋白质组学研究 ,  我们检测出

HSP27为大肠癌变过程的一个标志分子. 通过

HSP27及其他相关分子的深入研究, 将会为解释

“大肠腺瘤及腺癌序列”提供依据, 为大肠癌

早期诊断, 判断预后、协助治疗提供依据. 未来

的研究涉及通过干扰RNA技术阻断其表达, 来
观察细胞株的变化. 同时需要进一步研究来阐

明HSP27在肿瘤的发生中的具体作用, 并确认他

是否是针对肿瘤应激的快速反应分子, 或是大

肠癌进展的生物学标志物.
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Abstract
Hyponatremia is a common problem in patients 
with advanced cirrhosis. Hyponatremia in cir-
rhosis includes two distinct types: hypovolemic 
hyponatremia, and hypervolemic or dilutional 
hyponatremia. The former is characterized by 
low blood sodium, low blood volume, dehydra-
tion and prerenal renal dysfunction, not accom-
panied by edema and ascites, while the latter is 
characterized by insufficient circulatory volume 
and dilutional hyponatremia, accompanied by 
edema and ascites. Hyponatremia is closely re-
lated to various complications of cirrhosis and 
to early mortality after liver transplantation. 
Vaptans, a class of selective non-peptide argi-
nine vasopressin (AVP) receptor antagonists, 
act by antagonizing specifically the effects of 
AVP V2 receptor located in the renal collecting 
tubules to inhibit water reabsorption without af-
fecting electrolytes excretion. Vaptans has been 
evaluated by several clinical trials for their role 
in the management of hyponatremia. The short-
term treatment with vaptans is associated with 
a marked increase in renal solute-free water ex-
cretion and improvement of hyponatremia with 
no apparent adverse reactions. The discovery 

of vaptans is considered a new milestone in the 
management of hyponatremia in cirrhosis.

Key Words: Cirrhosis; Hyponatremia; Vaptans
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摘要
低钠血症是晚期肝硬化的常见并发症, 包括: 
低血容量性低钠血症和高血容量性, 即稀释
性低钠血症. 前者以低血钠、低血容量、脱
水及肾前性肾功能不全为特征, 不伴浮肿和
腹水; 后者以有效血循环不足, 稀释性低血
钠为特征, 伴有浮肿和腹水. 低钠血症与肝硬
化的各种并发症及肝移植术后近期死亡率密
切相关. Vaptans是一类选择性非肽类精氨酸
加压素(AVP)受体拮抗剂类药物, 通过与肾
脏集合管上AVP V2竞争性结合, 抑制肾脏集
合管对水的重吸收, 达到排水利尿作用(水利
尿), 不增加电解质的排泄. 已有多项临床试验
评价Vaptans在低钠血症中的作用. 短期应用
Vaptans可以显著增加患者无溶质水的排出, 
纠正低钠血症, 没有明显不良反应. Vaptans被
认为是肝硬化低钠血症治疗上的里程碑.

关键词: 肝硬化; 低钠血症; Vaptans
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0  引言

低钠血症是失代偿肝硬化的常见并发症之一. 尽
管在50多年前就有学者提出低钠血症的概念[1], 
但低钠血症的临床意义一直被临床医生忽略. 
19世纪70-80年代, 对低钠血症的研究得到一定

发展, 发现低钠血症与肝硬化预后密切相关[2]. 
近年来的研究还表明, 低钠血症是肝移植预后

的一个重要指标[3-7]. 随着精氨酸加压素受体拮

抗剂(vaptans)的出现, 低钠血症再一次引起了肝

病学者的重视. Vaptans是一类选择性非肽类血

®

■背景资料
肝硬化患者低钠
血症的出现往往
提示预后不良, 而
顽固性腹水的利
尿剂治疗又进一
步加重了低钠血
症的发生, 目前临
床治疗有效手段
不多. AVP V2受体
拮抗剂(Vaptans)
的出现部分改变
了肝硬化腹水治
疗的困境. 在天津
市第三中心医院
进行的Tolvaptan
的2期临床试验在
肝硬化顽固性腹
水患者中显示出
良好的疗效.

■同行评议者
唐世刚, 教授, 大
连大学附属中山
医院内科
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管精氨酸加压素(arginine vasopressin, AVP)V2受

体拮抗剂, 通过与AVP V2受体的竞争性结合, 抑
制肾脏集合管对水的重吸收, 促进自由水的排

出, 从而达到排水利尿作用(水利尿), 并且不伴

有电解质排泄的增加. Vaptans的疗效已经在心

功能衰竭、抗利尿激素分泌失调及肝硬化低钠

血症患者中得到验证[8-15]. 本文就肝硬化低钠血

症的发病机制、临床表现及治疗的最新进展进

行综述.

1  低钠血症的定义和发病率

低钠血症是指血清钠浓度低于130 mmol/L, 血浆

渗透压低于280 mmol/L, 可伴或不伴有细胞外液

容量的改变[4,16]. 综合国内报道, 肝硬化腹水患者

并发低钠血症的比例在50%-60%[17], 国外报道的

比例在30%左右[18].

2  低钠血症的临床类型

肝硬化低钠血症可分为两大类[4]: (1)低血容量

性低钠血症. 这部分患者低钠血症的发生与细

胞外液的大量丢失有关, 或因使用利尿剂造成

细胞外液从肾脏大量丢失, 或因呕吐腹泻等从

胃肠道丢失, 水和钠的同时丧失导致血容量绝

对减低和低钠血症. 这类低钠血症以低血钠、

低血容量、脱水及肾前性肾功能不全为特征, 
不伴有浮肿和腹水. 这类低钠血症患者由于血

浆渗透压迅速下降导致脑功能障碍容易继发

肝性脑病 .  (2)高容量性低钠血症或稀释性低

钠血症. 这部分患者低钠血症的发生与肝硬化

高动力循环及体液的再分配有关, 有效血循环

不足导致肾素-血管紧张素-醛固酮系统被激

活, 引起肾脏对水的重吸收超过钠的重吸收造

成稀释性低钠血症[19]. 这类低钠血症, 由于体

内细胞外液绝对增多, 在出现低钠血症的同时

常合并浮肿和腹水. 以下重点讲述稀释性低钠

血症.

3  肝硬化稀释性低钠血症的发病机制

正常人通过位于下丘脑的渗透压感受器来调节

全身体液的平衡. 肝硬化时肝功能受损, 肝脏对

雌激素、抗利尿剂激素和醛固酮灭活减少, 致
肾脏对水的重吸收超过钠的重吸收; 严重肝硬

化时, 由于内脏循环血管持续扩张, 导致有效血

容量不足, 刺激垂体神经部血管加压素持续高

分泌, 肾脏自由水清除障碍, 最终导致机体内总

水量严重潴留, 而钠的潴留相对不足, 临床表现

为稀释性低钠血症[19].

4  脑组织对低钠血症的反应

血钠浓度升高时, 血浆渗透压升高, 水从细胞内

向细胞外移动, 导致细胞脱水和皱缩. 反之, 当
血钠浓度降低时, 水从细胞外向细胞内移动, 引
起细胞水肿[20]. 当脑细胞水肿时, 由于受到颅骨

容量的限制, 脑组织将启动自身的调节机制来

防止颅内容量的进一步增加, 脑细胞将会适应

性的排出细胞内溶质, 使得细胞内渗透压下降, 
从而限制脑水肿的进一步发展. 首先, 通常在低

钠血症发生的24 h内, 脑组织排出细胞内的K离

子以降低细胞内渗透压; 随后, 随着脑水肿进一

步加剧, 细胞内的低分子有机溶质如肌醇、谷

氨酰胺、胆碱及牛磺酸等被排出细胞外以有效

调节细胞内渗透压避免脑水肿进展过快[21-24]. 这
种调节机制的效能与低钠血症进展的速度和严

重程度密切相关. 脑组织对慢性低钠血症的适

应性明显高于急性低钠血症. 肝硬化患者脑组

织对低钠血症的适应机制类似. 
低钠血症对脑组织的损伤还见于低钠血症

恢复过程. 随着血钠浓度的逐渐纠正, 脑细胞内

电解质和渗透压也逐渐恢复, 电解质恢复较快, 
渗透压恢复相对较慢, 低钠血症持时越长, 渗透

压恢复越慢[25]. 如果低钠血症纠正过快, 脑细胞

难以适应细胞外液渗透压的快速变化, 从而发

生脱髓鞘反应, 即渗透性脱髓鞘综合征[23,25,26].

5  低钠血症的临床意义

目前临床上根据患者血钠水平将肝硬化腹水低

钠血症分为轻、中、重3度, 即125-130 mmol/L
为轻度, 120-125 mmol/L(包含125 mmol/L)为中

度, ≤120 mmol/L为重度. 然而, 肝硬化腹水患者

低钠血症的临床表现往往缺乏特异性, 并易为

原发病肝硬化所掩盖. 这主要取决于其血钠水

平下降的程度及速度. 
5.1 低钠血症与神经系统功能 低钠血症常伴发

广泛的与脑水肿相关的神经系统症状如头痛、

定向力障碍、意识混乱、癫痫发作甚至脑疝. 
急性低钠血症发生神经系统症状的机率远高于

慢性低钠血症. 肝硬化低钠血症发生神经系统

症状的机会相对较低, 可能与低钠血症进展缓

慢有关. 最近有研究者研究低钠血症致肝昏迷

机制时提出“轻度脑水肿”学说[27], 该学说认

为肝硬化时增高的血氨及其他神经毒性物质如

谷氨酰胺等进入脑组织使得脑细胞内渗透压升

高从而引起轻度脑星形胶质细胞肿胀, 这种轻

度的水肿不至于引起颅内压升高, 但足以构成

■研发前沿
目前Vaptans类药
物的研究主要集
中在充血性心力
衰竭、多囊肾、

低钠血症等方面, 
关于肝硬化腹水
的研究尚在2、3
期临床试验中, 关
于Vaptans长期使
用的不良反应及
与常规利尿剂连
用仍是亟待解决
的问题. 
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神经系统损伤的基础, 在这种背景下, 低钠血症

的出现将对脑胶质细胞造成二次打击, 造成胶

质细胞水肿进一步加重诱发肝性脑病. 有很多

线索支持这个假设: (1)磁共振成像显示低钠血

症时脑组织存在不同程度的水肿[28,29]. (2)血钠浓

度与血NH3是决定肝硬化患者脑电图的两个独

立因素[30]. (2)接受TIPS治疗患者, 低钠血症是肝

昏迷的首要独立危险因素[31]. (3)使用利尿剂患

者极易发生肝性脑病, 而众所周知, 利尿剂是引

起低钠血症最常见的诱因. (4)一项肝硬化的前

瞻性研究提示血钠是发生肝昏迷的独立预测因

素[32]. 
5.2 低钠血症与肝硬化并发症 除肝昏迷以外, 低
钠血症还与肝硬化其他并发症[33]有关: (1)与肝

性脑病、肝肾综合征、细菌感染的发生呈正相

关; (2)血钠越低, Child-Pugh(CPS)分级病情越严

重; (3)与不合并低钠血症的肝硬化腹水相比, 合
并有低钠血症的患者其腹水治疗效果差得多, 
而且往往为顽固性腹水; (4)Borroni等[34]通过研

究191例肝硬化腹水伴或不伴低钠血症的患者

发现, 血钠水平越低, 预后越差, 病死率(尤其是

短期死亡率)越高; (5)严重低钠血症患者脑组织

内水、钠、钾、氯进入脑脊液, 过快纠正血钠

水平容易导致渗透性脱髓鞘综合征的发生 [26]. 
(6)最近两一项关于肝硬化的大规模人群研究表

明低钠血症是健康相关生活质量的独立预测因

素, 并且与Child-Pugh及MELD分值无关[35]. 
5.3 低钠血症和肝移植 低钠血症患者肝移植

后发生中枢神经系统脱髓鞘反应的危险性增 
加[36,37]. 最近2项研究表明移植前低钠血症不仅

与移植后神经系统功能失调有关, 而且与肝移

植后肾功能衰竭及感染的发生、血制品使用增

多、住院时间延长和移植术后近期死亡率密切

相关[6,36,37].

6  低钠血症的治疗

从治疗角度讲, 区分不同类型低钠血症十分重

要. 低容量性低钠血症应积极补充丧失的水和

电解质, 而高容量性低钠血症则应增加肾脏自

由水的排出, 降低扩张的血容量. 
6.1 常规治疗 入量限制(1 000-1 500 mL/d), 通常

被作为高容量性低钠血症的标准措施, 但疗效

有限. 高张盐水由于有增加腹水和浮肿的危险

而不被推荐用来治疗肝硬化高容量性低钠血症. 
腹水回输不仅可以缓解肝硬化患者腹水症状, 
而且可以增加患者尿量, 改善肾功能, 还能降低

单纯大量放腹水导致急性失钠的可能, 使低钠

血症得到一定的改善, 但不适用于感染性和癌

性腹水, 且需要住院治疗, 患者耐受性差. 静脉

输注白蛋白等血制品能改善肝硬化患者低钠血

症, 但费用昂贵, 来源紧张, 且存在感染输血相

关性疾病的危险而受到一定限制. 
6.2 Vaptans 随着Vaptans类药物的出现, 肝硬化

低钠血症的治疗有了一个巨大的飞跃. Vaptans
是一类具有口服活性的选择性非肽类精氨酸加

压素(AVP)V2-受体拮抗剂, 通过抑制肾脏集合

管对水的重吸收, 达到排水利尿作用(水利尿). 
在健康志愿者, Vaptans诱导明显的剂量依耐性

尿量增加, 伴有尿渗透压下降, 自由水排出增

加. 与传统利尿剂相比, Vaptans不增加健康志

愿者尿钠的排泄[11]. Vaptans已开发的适应证为

治疗等容量性和高容量性低钠血症[10-13,38-41], 并
作为利尿疗法的辅助药物来治疗失代偿性心力

衰竭患者的容量负荷增加, 也用于治疗心源性

的水肿[14]. 在多囊性肾脏疾病的研究也在进行 
中[42-44], 但在肝硬化腹水患者中的资料相对较少

(表1)[45,46].
6.2.1 Vaptans在肝硬化患者中的作用: (1)短期作

用: Vaptans治疗肝硬化腹水的研究表明, 短期

(1-2 wk)给予Vaptans可以增加肝硬化腹水患者

尿渗透压, 尿自由水排出加快, 尿钠没有明显改

变, 尿量在服药后1-2 h开始增加, 持续4-12 h, 并
且与剂量相关, 但患者尿量从无增加到4-6 L/d,
差异较大[38-41,45-52]. 多项Vaptans治疗肝硬化低钠

血症的研究表明可以明显改善血钠水平, 血钠

■创新盘点
本文的亮点在于
结合作者临床试
验的初步印象, 重
点分析Vaptans类
药物在肝硬化腹
水合并低钠血症
中的意义.

表  1  Vaptans的临床研究进展状态

     
名称		  剂型	 作用受体		                                 临床研究状态	                 针对肝硬化研究

Conivaptan	 针剂	  V1a/V2	         已经被美国批准上市用于治疗住院的低钠血症患者	 无

Lixivaptan		 片剂	  V2	         2期临床试验中					    有[47-49]

Satavaptan	 片剂	  V2	         3期临床试验中					    有[50,51]

Tolvaptan		 片剂	  V2	         3期临床试验中					    有[38-41]

Mozavaptan	 片剂	  V2	         已经被日本批准上市用于治疗抗利尿激素分泌失调患者	 有[52] 
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浓度升高发生在服药开始的几天后, 平均升高

2-7 mmol/L, 27%-54%患者血钠水平恢复正常, 
短期治疗对肾功能, 循环功能及RAA系统无影

响[38-41,47-52]. (2)长期作用: 到目前为止, 仅有为数

不多的几项研究报道了Vaptan治疗肝硬化低钠

血症患者1年结果, 研究表明Vaptan治疗可以长

期改善肝硬化低钠血症, 并无明显不良反应[53,54]. 
不良反应: 大部分的研究表明Vaptans的作用安

全有效, 并且没有严重不良反应. 在国外以健康

成人、淤血性心功能衰竭、低钠血症、多囊肾

为对象进行临床试验中, 最常见的主要不良反

应为口渴, 发生率约为29%, 其他不良反应有尿

频、口干、眩晕、疲劳、头痛、多尿. 理论上

还可能出现的、需要引起重视的不良反应包括: 
高钠血症、血钠浓度升高过快和肾功能衰竭

等. 现有的短期报道显示高钠血症(血钠超过145 
mmol/L)发生机率极低(2%-4%), 且多见于神志

不清不能自由饮水的患者[38-54]. 有几项研究发现

有4%-14%的患者治疗最初几天内血钠浓度升

高超过8 mmol/L, 但未见到中枢神经系统脱髓鞘

改变[53,54]. 但是, 仍需注意在纠正低钠血症过程

中, 应使血钠缓慢上升, 以不超过24 h 12 mmol/L
为宜, 对有中枢神经系统脱髓鞘危险因素患者, 
更应控制血钠上升速度在24 h 8-10 mmol/L[55]. 
短期研究未有肾功能不全的报道. 但这些研究

都是在住院患者中进行的短期(1-2 wk)研究, 患
者均接受严格的血压, 血电解质等监测, 并且使

用剂量相对较小, 进一步的安全性还需要大规

模长期的研究证实. 需要注意的是, Vaptans能引

起强力的水利尿作用, 故可能会导致体液的快

速重分配, 因此需要密切监测患者各项指标尤

其是在用药的最初几天内. 并且, 现有的研究中, 
与Vaptans联用的传统利尿剂剂量相对较小, 关
于与其他利尿剂联用的问题还需要进一步的临

床研究. 
6.2.2 Vaptans治疗肝硬化腹水: Vaptans能减少

肝硬化腹水患者的腹水量. 现在, 已有多项关于

Vaptans预防肝硬化腹水形成及大剂量放腹水后

复发的Ⅱ期临床试验正在进行中, 我们的tolvap-
tanⅡ期临床研究初步的结果显示tolvaptan可以

减少腹水的生成和降低放腹水后腹水的复发率

(结果尚未发表). 目前已经有试验进入到Ⅲ期临

床, 结果值得期待. 
6.2.3 Vaptans在肝硬化低钠血症治疗中的优势:
Vaptans类药物在肝硬化低钠血症治疗中存在其

独特的优势: (1)低钠血症的扭转使得患者可以

不必严格限制水的摄入, 从而改善患者生活质

量. (2)与常规利尿剂联用可减少尿钠的排出, 避
免低钠血症的出现. (3)随着低钠血症的改善, 肝
性脑病的发生将减少. (4)移植前改善低钠血症

可以减少移植后中枢神经系统并发症.

7  结论

低钠血症是晚期肝硬化的常见严重并发症之一, 
与肝硬化的各种并发症及肝移植术后近期死亡

率密切相关. Vaptans是一类选择性AVP V2受体

拮抗剂, 可以抑制肾脏集合管对水的重吸收, 而
不增加尿钠排泄. Vaptans类药物的出现奠定了

肝硬化腹水及低钠血症治疗新的里程碑. 
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少, 是调节身体水
平衡的重要激素.
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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 2009-06-19)
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Abstract
Many patients are diagnosed with hepatocellular 
carcinoma (HCC) at an advanced or terminal 
s t a g e . D u e t o h e p a t i c d e c o m p e n s a t i o n , 
they have missed the best opportunity for 
t reatment . Of a l l HCC s taging systems, 
the Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) 
staging classification is the only one that can 
satisfy the aspects of tumor progression, liver 
function and performance scale. Patients 
at each stage of BCLC are provided with 
different therapies. Interventional therapies for 
advanced HCC include transcatheter arterial 
chemoembolization (TACE), transcatheter 
arterial embolization (TAE) and hepatic arterial 
infusion chemotherapy (HIAC). HIAC may be 
a choice for patients with poor liver function 
and portal vein thrombosis (PVT). While 
systematic therapy for advanced HCC is not 
recommended and there are still disputes over 
the efficacy of biotherapies, molecular targeted 
therapy may become a first-line treatment for 
advanced HCC.  

Key Words: Advanced hepatocellular carcinoma; 
Staging; Management
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摘要
许多患者被诊断为肝癌时, 已经处于肝癌晚期
甚至终末期, 肝功能已失代偿, 错过了治疗的
最佳时机. 相比于现今其他肝癌分期存有的缺
陷, 最新的巴塞罗那分期方案是唯一能满足肿
瘤分期、肝功能及全身状况的分期方法, 同时
能够为每个分期提供治疗方案. 晚期肝癌的介
入治疗包括肝动脉化疗栓塞、肝动脉栓塞以
及肝动脉化疗药物注射. 一些临床试验表明, 
肝动脉化疗药物注射可适用于有肝功能失代
偿及门静脉栓塞的患者. 晚期肝癌患者一般不
推荐全身性药物应用, 而生物治疗仍存在许多
争议. 最新的分子靶向治疗有望成为晚期肝癌
一线标准治疗药物. 

关键词: 晚期肝癌; 分期; 治疗
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic cancer, PHC)是全

世界排名第6位的最常见恶性肿瘤, 其发病率正

逐年上升[1]. 根据美国癌症协会统计, 2009年美

国肝癌新发病例22 620例, 其中男16 410例, 女
6 210例, 男性发病率显著高于女性. 2009年因

PHC死亡的总人数为18 160, 同样男性病死率高

于女性[2]. 全球82%的肝癌患者来自发展中国家, 
中国占55%[1]. 我国2005年肝癌新发病276 514
人, 相比于2000年新发患者数增加33 519人, 发
病率位列各种癌症第二[3]. 许多研究已证实, 肝
炎病毒的感染是导致病毒性肝炎、肝硬化最终

引起肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的
主要危险因素. 在我国以HBV感染为主, 而发达

国家HCV感染率较高[4]. 虽然近几十年对于HCC
的早期诊断与治疗有了长足的进步, 但是由于

地域差异, PHC在病因学、遗传学等发面有着很

®

■背景资料
原发性肝癌居全
世界常见恶心肿
瘤第六位, 在我国
其发病率逐年上
升. 由于缺乏对肝
癌高危患者的随
访监测, 许多肝癌
患者在确诊时已
经处于晚期或者
终末期, 错过了治
疗的最佳时机. 介
入治疗一直是不
能行手术治疗的
肝癌患者的主要
治疗手段, 而现今
分子靶向治疗, 生
物治疗, 传统中药
治疗又为这些患
者提供了新的治
疗方案.

■同行评议者
郑素军, 副主任医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院人工肝中心
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大的不同. 另一方面, 发展中国家由于经济等原

因缺乏对肝癌高危人群随访监测, 不少肝癌患

者被诊断时, 已处于肝癌晚期或终末期, 肝功能

失代偿或者合并门静脉癌栓、远处转移等复杂

情况, 或是在治疗过程中肝脏本身病情加重, 此
时已经错过了治疗的最佳时期. 这些患者应该

如何治疗, 本文对此作简要综述. 

1  PHC的分期

1.1 现有分期及不足之处 与其他恶性肿瘤相比, 
PHC患者的预后不仅取决于肿瘤本身, 还取决

于肝功能情况. 因此, 一个理想的肝癌分期必须

涵盖病理及临床这两方面因素. 然而, 直至现今

仍没有一个非常标准的分级系统能够达到这种

要求. 此外, 由于地域、病因、遗传学等差异使

得这一标准的建立更加困难. 目前HCC运用最

广泛的分期系统是由美国肿瘤研究联合委员会

(American Joint Committee on Cancer, AJCC)制
定的TNM分期, 其根据患者肿瘤数目及大小, 血
管侵袭, 周围淋巴结转移, 远处播散情况进行分

期[5]. 其他的肝癌分期还包括奥田邦雄(Okuda)
分期、意大利肝癌计划(cancer of the I tal ian 
program, CLIP)分期、日本综合评分(Japanese 
integrated score, JIS)分期, 以及中国分期(CS). 近
期还有学者提出终末期肝病模型(model for end-
stage liver disease, MELD)也可以用来预测肝癌

患者预后生存率[6]. 这些分期各有其优点, 但也

或多或少存在着某些缺陷. TMN分期仅仅注意

了肿瘤的特征而忽略了肝功能; Okuda分期是以

肿瘤大小、腹水有无、血清白蛋白及胆红素水

平四项分为三期, 为最早使用的分期方法之一. 
其缺点是对肿瘤大小的估计较主观并忽略了其

他一些重要因素, 如肿瘤是单病灶、多病灶还

是弥漫性的, 是否有血管侵犯等情况; CLIP分
期评分法包括Child-Pugh分期、肿瘤形态、血

清AFP和门脉癌栓这4项, 因没有针对肿瘤分期

提供适当的治疗方法, 因此不能为每个患者选

择适当的治疗. 相比之下, 最新的巴塞罗那分期

(BCLC)不仅仅是肝癌的分期, 更提供了不同时

期的治疗选择, 被提议是最好的治疗指南[7]. 
1.2 BCLC分期 BCLC分期是通过几个队列研究

和随机对照研究所建立起来的, 他不是一个根

据分数来分期的系统, 而是由几个研究所得出

的独立预后因子组成的一个分期系统. 综合了

体力状况(performance scale, PS)评分、肿瘤数

目及侵犯情况、Okuda分期和Child-Pugh分期. 0

期(极早期HCC)患者是指“PS 0, Child A, Okuda 
1, 单发<2 cm原位癌”, 肝功能正常者行根治性

手术切除, 5年生存率达70%; A期(早期HCC)患
者是指“PS 0, Okuda 1-2, Child A-B, 单发或多

发肿瘤<3 cm, 数量≤3个”, 可根据有无合并症, 
行肝移植或者无水酒精注射、射频消融术; B期
(中期HCC)患者是指“PS 0, Child A-B, Okuda 
1-2, 大的, 多发结节, ”可行化疗栓塞; C期(晚期

HCC)患者指“PS 1-2,  Okuda 1-2, Child A-B, 有
门脉浸润, N1, M1”试用二期临床研究或临床

随机试验背景下的新疗法, 若无则行肝动脉化

疗栓塞; D期(终末期HCC)患者指“PS>2, Okuda 
3, Child C”, 由于无论采取何种治疗, 患者的预

后都极差, 所以仅应该接受对症支持治疗[8]. 为
了准确判断患者预后, 估计治疗对预期寿命的

影响, 理想的分期系统应考虑到肿瘤分期、肝

功能及全身状况. 而目前, 唯一能满足上述要求

的分期方法只有BCLC方案.

2  晚期肝癌治疗

2.1 肝动脉栓塞/肝动脉化疗栓塞 许多研究已经

证实肝动脉栓塞(transcatheter arterial emboliza-
tion, TAE)、肝动脉化疗栓塞(transcatheter arte-
rial chemoembolization, TACE)在晚期肝癌患者

姑息治疗中的作用. 在一项包括3 892例肝癌患

者参与的回顾性研究中, 根据BCLC分期将患者

分为早期, 中期, 晚期和终末期. 其中晚期患者

852例, 200例接受了TAE治疗, 193例接受了适形

放疗(conformal radiotherapy, CR), 另有459例肝

癌患者接受了保守治疗. 结果显示, 接受TAE治
疗的患者1年、3年和5年生存率分别为29.5%、

6.0%、4.4%, 中位生存期为6.8 mo±0.5 mo, 高
于接受放射治疗(radiotherapy, RT)和保守治疗的

晚期肝癌患者. 接受RT治疗的肝癌患者1、3、5
年生存率及中位生存期优于保守治疗患者; TAE
这一优势同样显现在终末期肝癌的治疗中[9]. 这
与BCLC分期所建议的有血管侵袭及N1, M1的
患者接受新药治疗相违背. 在另一项临床试验

中, 80例无法行肿瘤切除的肝癌患者分别接受

了TACE和保守治疗, TACE组1年、2年、3年的

生存率分别为57%、31%、26%, 相比于对照组

32%、11%、3% (P  = 0.002), 两者有着显著的差

别[10]. 而TACE与TAE相比, 对于肝癌患者的预后

没有差别[11]. 所以对于这两种方法的选择, 不同

的医院可以根据自身情况而决定. TAE和TACE
的禁忌证包括肝功能失代偿以及有血管侵袭

■研发前沿
近来分子靶向药
物治疗晚期肝癌
成 为 研 究 热 点 , 
一些药物取得了
突 破 性 的 进 展 . 
分子靶向药物主
要包括表皮生长
因 子 受 体 抑 制
剂、抗血管生成
药物和多激酶抑
制 剂 .  由 于 不 同
临床试验纳入患
者 标 准 不 同 ,  同
时还存在样本量
过 小 等 问 题 ,  分
子靶向治疗药物
的有效性和安全
性仍需更多的临
床试验进行评估.

■相关报道
一项由Hoffmann
等进行的随机双
盲多中心三期临
床试验, 旨在研究
TA C E 联 合 索 拉
非尼相比于单独
TACE治疗在HCC
患者中的优势. 结
果提示TACE合并
索拉非尼治疗的
患者, 其疾病中位
进展时间相比于
TACE合并安慰剂
组显著延长, 为那
些等待手术治疗
的HCC患者争取
到了宝贵的时间.
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和肝外播散的终末期肝癌患者, 因为治疗本身

可能引发患者肝功能衰竭增加死亡率. TAE和
TACE的不良反应包括头晕, 呕吐, 发热, 肝酶增

高等, 其严重程度不一[12]. 
2.2 TACE+RT 现今有研究表明, TACE+RT可以

提高晚期肝癌患者对于治疗的反应. 在一项前

瞻性的研究中, 入选的25例不能行根治性切除

术的患者, 肿瘤直径大小平均为10.3 cm. 所有

患者均接受了局部放射治疗(46.9-5.9 Gy), 并在

这25位中有16位患者在放疗前和/或放疗后行

TACE, 随访23 mo, TACE+RT组患者总体生存期

明显高于只接受了局部放疗的患者[13]. 
2.3 肝动脉化疗药物注射 全身性应用化疗药物

对于晚期肝癌患者治疗效果较差, 相比之下, 局
部化疗可以使药物浓集于病灶的同时减少化疗

药物对全身的不良反应. 晚期肝癌患者合并门

静脉栓塞(PVT)的概率很高, 由于PVT是TACE的
禁忌证, 使得这类患者治疗方法受到了局限. 有
研究表明合并PVT的晚期肝癌患者预后不超过6 
mo[14]. 对于这类患者, 可以选择使用肝动脉化疗

药物注射(hepatic arterial infusion chemotherapy, 
HAIC)进行治疗. 现已有许多研究表明, HAIC
对于晚期肝癌患者有一定疗效. 在一项研究中, 
48例肝癌晚期合并PVT患者接受了4次化疗, 化
疗方案为顺铂+5-FU, 每次持续化疗5 d. 试验

结果分为完全应答(complete response, CR)、部

分应答(partial response, PR)以及无应答(nonre-
sponders), 总体1年、5年生存率分别为45%和

11%. CR+PR的中位生存期为31.6 mo, 1年和5年
生存率分别是100%和40%, 无应答患者中位生

存期为5.4 mo[15]. 此外, 另有研究表明, 使用高剂

量5-FU+顺铂, 缩短化疗时间至每个疗程3 d, 4 
wk为1个周期, 同样是有效并且安全的[16]. 近来

还有一些研究将HAIC合并使用局部RT, 治疗病

灶局限的肝癌晚期患者, 结果显示合并疗法能

够提高短期生存率[17]. 
2.4 全身性药物的应用

2.4.1 分子靶向治疗(molecular targeted therapy): 
现今肝癌分子靶向治疗已经成为肝癌治疗的新

方向. 多激酶抑制剂索拉菲尼(Sorafenib)成为第

一个被证实对晚期肝癌有改善生存的药物. 肿
瘤生长与HCC的Raf激酶过度表达并被激活, 以
及RAF/MEK/ERK信号通路上调有关. 而索拉菲

尼被证实能够抑制Raf激酶、血管内皮生长因

子受体(vascular endothelial growth factor recep-
tor, VEGFR)以及其他激酶, 直接抑制肿瘤生长

和阻断肿瘤新生血管形成的双重抗肿瘤作用[18]. 
SHARP(sorafenib HCC assessment randomized 
protocol)试验是一项随机、双盲、以安慰剂为

对照的国际多中心SorafenibⅢ期临床试验研究, 
共纳入602例晚期PHC患者, 随机给予入组患者

安慰剂或Sorafenib治疗, Sorafenib治疗组患者

的总体生存期(median overall survival, median 
OS)为10.7 mo, 而安慰剂组为7.9 mo(HR = 0.69, 
P <0.001); 无症状仅影像检查发现的中位疾病进

展时间(median time to radiologic progression)分
别为5.5 mo、2.8 mo(HR = 0.58, P <0.001); 对于

Child-Pugh分级A或B的患者, Sorafenib均对其显

示出良好的安全性和相同的疗效[19]. 另一项亚太

研究为随机、双盲、安慰剂对照的Ⅲ期临床试

验, 其研究结果与SHARP试验相符, 证明索拉非

尼对于以乙型肝炎为病因的亚太地区肝癌患者, 
同样有效[20]. Sorafenib是第一个可以显著延长

PHC总生存期的分子靶向药物, 有望成为晚期肝

癌一线的标准治疗药物. 
抗血管内皮生成因子的药物有贝伐单抗

(Bevacizumab), 沙利度胺(Thalidomide)等. 有研

究表明, 贝伐单抗与吉西他滨-奥沙利铂联合使

用(GEMOX-B)[21], 其临床试验的结果与SHARP
相同, 均证实对晚期肝癌患者有一定效果. 此外, 
分子靶向药物还包括表皮生长因子(endothelial 
growth factor receptor, EGFR)抑制剂, 其包括吉

非替尼(Gefitinib, Iressa)[22], 厄罗替尼(Erlotinb, 
Tarceva)[23,24]西妥昔单抗(Cetuxinalb, MC-C 
225)[25,26]等. 

晚期HCC患者大多处于肝硬化肝功能失代

偿状态, 而现有的分子靶向治疗药物的临床试

验多选择肝功能尚可(Child-Pugh A、B级)的患

者, 所以针对较差的身体状况、肝功Child-Pugh
分级C的患者, 分子靶向治疗药物的有效性和安

全性仍需更多的临床试验进行评估. 
2.4.2 生物治疗: 自从发现了生长抑素受体在HCC
中的表达, 奥曲肽作为一种人类生长抑素类似

物也开始运用于晚期肝癌的试验性治疗中[27]. 然
而, 近来关于奥曲肽对于晚期肝癌的治疗作用

一直存有争议. 纳入患者标准不同是导致各种

临床试验结果存在差异的主要原因. 一项关于

长效奥曲肽对晚期H C C患者的随机对照研究

中, 纳入患者多合并肝炎病史, 试验结果显示中

位生存期只有2 mo[28]; 而在另一项研究, 纳入的

晚期肝癌患者中, 肝功能Child-Pugh A占83%, 
Child-Pugh B占17%. HCC的病因包括病毒性肝

■创新盘点
本文首先总结了
肝癌的几种分期
方法, 并对各种分
期方法进行了简
单述评, 重点介绍
了BCLC分期法 . 
而后对晚期肝癌
目前的治疗方法, 
包括介入治疗、

分子靶向药物治
疗、生物治疗、

传统中药治疗等
进行了综述, 对不
同治疗方法的适
应证及优缺点进
行了详细阐述.
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炎(44%)、酒精性肝硬化(22%)、血色病(6%). 
结果提示使用长效奥曲肽后的中位生存期为8 
mo[27]. 鉴于各种临床试验结果的不一致性, 我们

期望将来的试验能够有更加统一的纳入标准以

及更多的样本量, 使试验结果更具说服力. 
2.4.3 其他药物: 全身性的药物应用还包括化疗

药物的应用, 由于晚期肝癌患者肝功能不佳或

者处于失代偿状态, 化疗药物的不良反应可能

超过了治疗本身能给患者带来的益处, 并且许

多研究表明治疗存在化疗药物抵抗[29]. 另外, 许
多研究显示, 多种化疗药物合并使用效果并不

优于单用[30]. 激素类药物如他莫西芬的使用是基

于1/3 HCC的肿瘤表面有雌激素受体, 但是许多

前瞻性的随机对照研究显示, 使用雌激素并未

取得治疗效果[31]. 此外在我国, 传统中药治疗晚

期肝癌越来越受到认可. 研究证实某些中药对

晚期肝癌有一定的疗效[32,33].

3  结论

晚期肝癌的治疗一直是临床医生面临的棘手问

题. 现有的治疗主要以介入治疗辅助放疗为主. 
近来分子靶向治疗在一系列的临床试验中表现

出了在肝癌晚期治疗上的优势. 然而这些临床试

验仍存在一定的问题: 不同国家或地区适用的

肝癌分期不同, 而现有的肝癌分期或多或少存有

缺陷, 使得这些临床试验结果的外推性受到了

质疑. 所谓“工欲善其事, 必先利其器”, 现应对

所有的分期方法进行多中心、前瞻性的临床评

估, 从而建立一个广泛认可的肝癌分期. 此外, 单
就试验本身而言, 治疗的非随机, 样本量过少, 这
些都降低了试验的真实性. 一些试验在患者入选

时存在偏倚, 如前所述的分子靶向治疗药物多选

择肝功能Child A、B级患者而未包括Child C级
患者, 致使我们无法获得这类患者使用药物的信

息, 未来在这类患者药物使用的有效性和安全性

仍需更多的临床试验进行评估.
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Abstract
The advances in genomics and proteomics have 
led to identification of numerous differentially 
expressed cancer-related genes. The current 
challenge in the field of cancer research is to 
screen the crucial molecules in carcinogenesis 
from the vast amounts of data. These crucial 
molecules can be applied as the targets for can-
cer prevention and therapy. In addition, identi-
fication of these crucial molecules is helpful in 
understanding the mechanism of carcinogenesis. 
Cross-species strategy refers to identification of 
crucial molecules in carcinogenesis by explor-
ing the similarity between cancer-related gene 
expression profiles of human beings and other 
species. This paper reviews the recent advances 
in the application of this new cancer research 
strategy.

Key Words: Tumor; Cross-species; Crucial mol-
ecules; Screen
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摘要
随着肿瘤基因组学和蛋白组学研究领域的快
速深入发展, 与各种肿瘤相关的基因和蛋白已
有大量报道, 如何从这些海量的数据中鉴定出
相关肿瘤的关键分子以用作肿瘤的防治靶点
或据此了解肿瘤的发生发展机制, 是肿瘤研究
面临的挑战. 跨种属肿瘤基因筛选策略是指通
过比较不同种属同种肿瘤的基因表达谱间的
相似改变, 来探寻在该肿瘤发生发展中起关键
作用的分子. 本文对跨种属肿瘤基因筛选策略
的意义及其在肝癌、肠癌和其他几种肿瘤研
究中的应用进展作一概述. 

关键词: 肿瘤; 跨种属; 关键分子; 筛选
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0  引言

虽然近几十年来世界各国在肿瘤研究方面投入

了大量的人力和财力, 但恶性肿瘤在当前全球

死因排行榜仍高居第三位, 在美国等发达国家

则位列第二: 2006年美国死于恶性肿瘤的人数

占15种主要疾病死亡总数的23.1%, 略低于排名

第一心脏病的26.0%, 而远高于排名第三的脑血

管疾病的5.7%[1]. 最近的资料显示, 全球2007年
恶性肿瘤的新发病例和死亡病例分别为1 200
万和760万, 预计至2030年将倍增为2 600万和

1 700万[2]. 由此可见, 肿瘤对人类生命健康和智

慧的严重挑战在今后一段时期内更将不断升级. 
肿瘤的早期发现、早期诊断、早期治疗是影响

其预后的关键, 因此探寻可应用于早期诊断和

靶向防治的分子标志, 并由此探讨肿瘤发生发

展的机制, 已成为近十年来肿瘤研究的热点. 在
此期间, 基因芯片等高通量新技术的大量涌现

和生物信息学的快速发展, 无疑对肿瘤标志物
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和防治靶点的筛选起到了重要的推动作用, 但
是, 迄今在那些由世界各地不同实验室报道的

巨量的肿瘤相关分子之中, 却罕有被一致认可

者. 肿瘤研究领域在经过耗时费力的全球共同

努力后面临的当前这种纷繁复杂的局面, 向人

们提出了调整肿瘤研究策略的新课题. 
肿瘤具有高度的基因异质性(heterogeneity)

和由此导致的生物学行为多样性 ,  肿瘤基因

表达谱的异常复杂性阻碍了肿瘤关键基因的

定位 .  现认为各种肿瘤累及的基因改变可能

高达数百个, 其中既含有肿瘤形成所必需的关

键性基因事件(又称“causal genomic events”
或“driver mutat ions”), 也含有仅因肿瘤基

因组的不稳定性而产生的伴随性改变 (又称

“bystander genomic alterations”或“passenger 
mutations”)[3], 而如何将那些影响肿瘤发生发

展的关键性分子改变从伴随性改变中识别出

来, 则是当前肿瘤研究领域面临的重要挑战. 近
年来随着人类基因组和大鼠、小鼠等动物基因

组测序工程的逐步完成, 人们开始意识到那些

跨种属(cross-species或interspecies)保守存在的

共同基因改变, 可能具有更重要的功能. 跨种属

的肿瘤比较基因组学研究策略遂基于这一认识

而产生. 美国冷泉港实验室Zender等[4]2008年
为此撰文, 认为这种高性价比的研究策略极有

希望加速发现人类肿瘤基因的进程. 该研究小

组此前曾在国际生物学期刊《Cell》报道他们

将小鼠肝癌模型应用于识别和鉴定人类肝癌基

因的研究结果[5], 该杂志同期还刊登了另一篇

关于应用小鼠黑色素瘤模型发现与人恶性黑色

素瘤转移相关基因的报道[6]以及针对这两项研

究发表的专家评论[7], 随即《Cancer Cell》杂志

也刊文对这两项以小鼠模型作为过滤器来识别

人类肿瘤关键基因的研究发表了述评[8], 共同

认为跨种属分析基因表达谱是发现肿瘤关键

基因的强有力策略. Mattison等[9]于2009年撰文

讨论将跨种属肿瘤基因组学策略(cross-species 
oncogenomics approach)用于鉴定人和鼠的肿瘤

基因的可能性, 称由于基因编码区和调控元件

这样的重要生物序列在物种进化中是保守的, 
即生物学功能重要的分子应当是在生物进化过

程中的保守分子, 因此这一研究策略可作为一

滤器用于鉴别在肿瘤形成中起关键作用或只是

伴随作用的基因, 并由此筛选出在人类肿瘤发

生发展中起关键作用的分子. 随后, 该组作者最

近报道了他们用这一策略进行大规模筛选的结
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果: 他们将通过比较基因组杂交(CGH)技术分析

598个人类肿瘤细胞株以及一千多个小鼠淋巴

瘤获得的数据进行比较, 获得一批候选的值得

进一步做功能验证的目标基因, 并推测其中一

些与肿瘤细胞的自我更新有关; 作者认为该研

究结果证明跨种属肿瘤基因组学是鉴定肿瘤基

因的有力工具[10].
通过跨种属比较的方法来研究肿瘤基因是

一较新的领域, 至目前我国国内的相关报道不

多, 本文就这一新的肿瘤研究策略在肝癌、肠

癌以及乳腺癌、前列腺癌等其他肿瘤研究中的

应用进展作一概述, 借以引起相关研究者的注

意和兴趣. 

1  跨种属筛选策略在肝癌研究中的应用

2007年全世界的肝癌死亡例数为680 000, 在全

球肿瘤死因中位列第三, 其中80%以上发生在

发展中国家, 55%以上发生在中国[2]. 发现和了

解影响肝癌形成的关键分子对诠释肝癌发生发

展机制和制定肝癌防治策略意义重大, 但如上

所述, 肝癌基因相关研究领域近年获得的海量

研究结果同样也呈现纷繁复杂的局面, 即大量

的已报道的肝癌相关基因[11]中罕有达成共识者, 
甚至一些已经过多年研究而基本达成共识的分

子也面临新研究结果提出的质疑, 例如以往研

究大都认为p53基因249密码子的突变热点是黄

曲霉毒素B1(AFB1)诱发肝细胞癌形成的关键靶 
位[12,13], 但国际癌症研究会(IARC)Tong等[14]报道

的用人源化p53基因敲入小鼠模型(Hupki鼠)进
行AFB1诱发肝癌实验的结果, 却动摇了将p53基
因视为抑癌基因典范的传统认识. 随着人类和

大鼠、小鼠基因组测序工程的完成, 人们对不

同种属之间的基因同源性有所了解, 认识到对

人和动物模型的基因表达数据进行综合比较分

析以从中筛选关键调控分子在肝癌研究中的重

要前景[15]. 基于在多种属中共同表达的基因可

能拥有更重要的保守功能这一认识, Fang等[16]较

早将跨种属肿瘤基因筛选策略应用于肝癌研究: 
他们通过基因芯片、生物信息学和一种新型的

染色体可视化工具研究albumin-SV40转基因大

鼠的肝肿瘤组织, 结果发现大鼠肝癌基因表达

谱、信号传导通路和染色体改变与人类肝癌有

相似处. Lam等[17]随后报道斑马鱼(zebrafish)的
肝肿瘤和人类肝肿瘤在分子水平极其相似, 认
为那些跨种属地保守存在于鱼和人类肝肿瘤的

分子改变可能在肝肿瘤发生发展中具有重要功
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■研发前沿
跨种属筛选肿瘤
关键基因这一新
的肿瘤研究策略
尚在起步阶段, 国
内除作者所在课
题组外尚少见这
方面的相关报道, 
但他很可能在人
类战胜肿瘤的进
程中有所作为, 应
当引起重视.
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能, 在作为诊治标志物方面可能有重要意义. 为
了确定人类肝癌的驱动基因, Zender等[5]2006年
报道将他们建立的一种模型小鼠肝癌和人类肝

癌进行全基因组比较, 发现位于与小鼠染色体

9qA1同一位点的人染色体11q22上的凋亡抑制

基因cIAP1和转录因子YAP共同在肝癌形成过程

中起促进作用; 该组人员后来应用同一模型发

现了肝癌抑制基因DLC1[18]. 此外, 土拨鼠肝癌

模型因与人类肝癌同样具有与肝炎病毒感染有

关的特点而较多应用于肝癌研究, 在这一领域, 
继Anderson等[19]报道用人的基因芯片可用于检

测土拨鼠肝癌样品之后, Wang等[20]最近报道通

过将土拨鼠肝癌标本分别与人、大鼠、小鼠的

基因芯片进行跨种属杂交, 结果分别筛出281、
107和78个肝癌差异表达基因, 其中三种芯片共

同显示差异表达的基因有11个, 后者全部可以通

过以土拨鼠特异性引物进行的定量逆转录聚合

酶链反应(qRT-PCR)的验证试验, 作者认为联合

应用三种芯片进行跨种属杂交可提供更多的重

要信息. 
应用低等灵长类动物树鼩的肝癌模型和基

因微阵列技术, 本课题组在动态观察树鼩肝癌

形成过程中的差异表达基因研究中, 发现肝癌

形成过程中不同时期的差异表达基因谱有所不

同[21], 还发现一些差异表达基因为不同病因诱

发的树鼩肝癌组织所共同拥有[22], 由此我们提

出了如下假设: 第一, 与某种肿瘤发生有关的关

键性基因改变应当在所有的同类肿瘤中都能检

出, 因此很可能在那些已报道的大批肝癌相关

基因中, 绝大多数只与肝癌形成过程中的某一

表象变化有关, 而在肝癌的发生发展过程中起

关键作用的基因只是极少数; 第二, 无论何种致

癌因素引起的人和动物的肝癌可能都遵循着一

个共同的机制发生和发展, 或虽经不同的机制

发生发展但其中存在着交叉或重叠的关键节点, 
因此, 通过探索人和其他动物的肝癌形成过程

中共同拥有的基因改变, 有可能筛选出影响肝

癌发生发展的关键基因. 基于这一假设, 本课题

组随后应用比较蛋白质组学技术对AFB1诱发树

鼩肝癌和二乙基亚硝氨(DEN)诱发大鼠肝癌过

程中的差异表达蛋白进行了研究, 发现了一批

在树鼩和大鼠肝癌形成过程中差异表达的蛋白 
质[23,24]; 结合数据库挖掘(data mining)的方法, 进
一步对树鼩、大鼠和人类肝癌相关分子进行跨

种属筛选的研究目前正在进行中.

2  跨种属筛选策略在肠癌研究中的应用

基于结直肠癌的癌胚抗原表达是由于胚胎抗原

癌性激活的认识, Kaiser等[25]2007年报道对100
例人结直肠癌、39例来自4种模型的小鼠结肠

肿瘤、胚胎10余天的小鼠结肠和正常成人结肠

的基因表达谱进行比较, 发现了一组人和鼠肠

肿瘤共同差异表达的癌基因和抑癌基因, 认为

这种跨种属、发育和模型的基因表达谱比较模

式为识别肿瘤标志物及治疗靶点提供了一条新

路径. 随后, 由于认为散发性结肠癌与肿瘤抑制

基因APC的突变及其导致的信号通路Wnt/beta-
catenin激活有关, Gaspar等[26]对APC基因突变

的遗传性人类结肠癌和APC基因失活的小鼠肠

肿瘤基因表达谱进行比较, 发现两个种属间有

166个相似的差异表达基因, 这些保守基因的功

能多与癌细胞增殖和Wnt/beta-catenin信号通路

的激活有关. 最近, Tang等[27]对人和犬散发性结

直肠癌的拷贝数异常基因进行比较, 以寻找两

种属间的重叠改变, 认为在两个种属中共有改

变的基因较仅在单种属变化的基因更有可能是

肿瘤的启动基因; 而McManus等[28]则通过筛选

人结肠癌细胞与酵母中导致染色体不稳定的共

有突变, 来定位肿瘤治疗靶点. 此外, Bandapalli 
等[29]曾报道通过跨种属比较人和鼠的肠癌肝转

移基因表达谱, 以寻找与肿瘤侵袭相关基因.

3  跨种属筛选策略在其他肿瘤研究中的应用

3.1 乳腺癌 Hu等[30]2004年率先报道将跨种属比

较策略应用于模型小鼠乳腺癌和人乳腺癌基因

表达谱的研究, 发现两个种属乳腺癌的主要异

常表达基因非常相似. Wardrop等[31]随后用跨种

属的比较基因组学分析乳腺癌易感基因BRCA1, 
发现了两个在人类和小鼠BRCA1基因中共同

存在的具有重要基因表达调节功能的非编码序

列. Herschkowitz等[32]用基因芯片技术分析了13
种模型小鼠乳腺癌基因表达谱并与人类乳腺癌

基因表达谱作比较, 发现一些已知的人类乳腺

癌的特征性基因改变确实是保守存在于小鼠乳

腺癌中. Bennett等[33]近年对小鼠乳腺癌模型在

人类乳腺癌中的应用进行回顾, 认为可以应用

基因工程小鼠乳腺癌模型和人类乳腺癌相比较

的方法来得到遗传进化上保守的参与肿瘤发生

发展的基因, 即可通过跨种属肿瘤比较基因组

学策略来筛选人、鼠乳腺癌中保守的基因改变, 
以获得判断肿瘤转移和预后的生物标志以及药

物靶点.

■创新盘点
国内目前在跨种
属筛选肿瘤相关
分子方面报道十
分有限, 本文对这
一研究策略的意
义及其在肝癌、

肠癌等肿瘤研究
中的应用进展作
一概述, 其中介绍
了作者所在课题
组近年来在这一
领域进行的相关
研究.
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3.2 前列腺癌 前列腺癌为全球男性主要肿瘤死

因之一, 探索前列腺癌在侵袭过程中起关键作

用的分子具有重要意义, 但迄今报道的大量基

因表达谱分析数据并没有确定哪个或哪些基因

与侵袭性有关, 为此, Kela等[34]最近报道通过对

人类和转基因小鼠的前列腺癌基因表达谱进行

跨种属比较, 筛选出一组在两个种属的前列腺

癌共同改变的基因, 发现其中一些属已知的与

人类前列腺癌不良预后有关的基因, 还发现一

些已知与人类前列腺癌侵袭性有关的调节基因

改变也存在于转基因小鼠前列腺癌的癌前病变

和局限性肿瘤中, 作者因此认为可以通过研究

转基因小鼠的前列腺癌前病变来探寻人类前列

腺癌的侵袭相关基因. 此前Schlicht等[35]曾通过

比较分析人类和大鼠前列腺癌细胞在化学预防

物硒作用前后的基因表达变化, 发现两个种属

的前列腺癌细胞在硒干预前后的基因表达模式

相似, 认为此策略可用来研究硒在化学预防前

列腺癌中的作用机制. 
3.3 膀胱癌 膀胱癌的预后与肿瘤细胞是否浸润

肌层有关. Will iams等[36]近年报道通过比较大

鼠、小鼠和人类的膀胱癌基因表达谱, 发现在

啮齿类膀胱癌差异表达的基因大多参与人类膀

胱癌的浸润过程, 并从三个种属的共同差异表

达基因中筛选出一组候选的膀胱癌关键基因. 
Sen等[37]运用基因芯片技术检测暴露于不同剂量

二甲基砷酸(DMA)的人膀胱细胞系UROtsa、大

鼠膀胱细胞系MYP3和大鼠膀胱上皮组织的基

因表达变化, 观察到一些共同的信号传导通路

和差异表达基因. 
3.4 肺癌 Sweet-Cordero等[38]应用跨种属比较策

略对小鼠和人类的肺癌差异基因表达谱进行比

较, 发现KRAS2基因突变在人类肺癌发生中具

有重要意义. 
3.5 淋巴瘤 Maser等[39]应用染色体不稳定的基因

工程小鼠淋巴瘤模型来筛选在小鼠和人类淋巴

瘤中共有的改变, 发现与小鼠淋巴瘤有关的基

因改变可见于人的急性T细胞白血病/淋巴瘤以

及人的血液、间叶和上皮组织的肿瘤, 认为人

和鼠的肿瘤形成过程中可能经历了同样的由原

始基因事件启动的生物过程. 
3.6 黑色素细胞瘤和其他肿瘤 Kim等[6]通过对基

因工程小鼠黑色素细胞瘤转移细胞株与人类黑

色素瘤比较, 发现NEDD9基因的上调表达对黑

色素瘤的进展和转移起促进作用. Jet te等[40]对

斑马鱼和哺乳类的Bcl-2家族蛋白进行跨种属比

较, 发现此蛋白在两物种间具有很高程度的保

守性, 因此认为斑马鱼模型可用于凋亡调节机

制方面的研究. Gordon等[41]对酵母、果蝇和人

类的基因信息进行跨种属比较, 由此定位出与

人的生长抑制基因ING相互作用的蛋白.

4  结论

跨种属筛选肿瘤关键分子的策略应用于多种肿

瘤的研究结果表明, 在人和动物的肿瘤发生过

程中可能有保守存在的共同基因改变, 后者可

能是诱发或促进肿瘤的关键分子. 如何整合庞

大的数据是应用跨种属筛选肿瘤关键分子策略

的重要环节之一, 而用于跨种属比较的数据库

于近年已有报道[42]. 总之, 这一新的肿瘤研究策

略虽然尚在起步阶段, 在我国国内至今尚罕见

这方面的相关报道, 但他很可能在人类战胜肿

瘤的进程中有所作为, 应当引起重视. 
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本刊讯 《世界华人消化杂志》(World Chinese Journal of Digestology , WCJD )编辑委员会共计400人, 全部为副
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附属南京第一医院肿瘤中心曹秀峰教授第二位, 16篇; 中国医科大学附属第一医院消化内科王炳元教授和苏州

大学附属第一医院消化科陈卫昌教授并列第三位, 各15篇. 

WCJD编辑部感谢各位编委2009年对WCJD工作的支持, 同时希望各位编委更加积极主动的配合我们今

后的工作. 审稿费已经通过邮局汇款, 如有审稿费未收到或者审稿稿件有误差, 请各位编委与编辑部联系, 联系

电话: 010-85381892, 联系人: 李军亮. (编辑部主任: 李军亮 2010-04-20)
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关基因筛选策略
的 进 展 ,  内 容 丰
富, 数据详实, 文
笔流畅, 具有一定
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Abstract
AIM: To investigate the antitumor effects of 
cisplatin and cytokine-induced killer (CIK) cells, 
alone and in combination, against human gastric 
cancer 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 the complete 
medium containing recombinant human inter-
feron-g (rhIFN-g), anti-CD3 monoclonal anti-
body (mcAb), recombinant human interleukin-2 
(rhlL-2), and recombinant human interleukin-1 
(rhlL-1). Eighty Balb/c nude mice were subcu-
taneously transplanted with gastric cancer cells 
(SGC-7901) in the exponential growth phase. Ten 
days later, these mice were randomly divided 
into four groups: control group, cisplatin group, 
CIK cell group and cisplatin plus CIK cell group, 
which were given normal saline, cisplatin, CIK 
cells, and cisplatin plus CIK cells for five days, 

respectively.

RESULTS: Compared with normal saline, cis-
platin and CIK cells, alone and in combination, 
extended the survival time of nude mice bearing 
tumors and decreased tumor weight (all P < 0.01). 
The reduced rate of tumor growth was signifi-
cantly higher in the cisplatin plus CIK cell group 
(57.8%) than in the control group (P < 0.01). The 
levels of erythrocyte C3b receptor significantly 
increased, and those of erythrocyte immune 
complex receptors significantly decreased in all 
treatment groups when compared to the control 
group (all P < 0.01).

CONCLUSION: Cisplatin and CIK cells in com-
bination is better than alone in inhibiting the 
growth of human gastric cancer in nude mice.

Key Words: Cytokine-induced killer cell; Cisplatin; 
Gastric cancer; Nude mouse

Sun LB, Yang G. Antitumor effects of cisplatin and CIK 
cells against human gastric cancer in nude mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 1261-1263

摘要
目的: 探讨顺铂、CIK细胞以及顺铂联合CIK
对裸鼠人胃癌移植瘤生长的抑制作用, 为临床
上联合应用顺铂和CIK细胞治疗胃癌提供实
验依据. 

方法: 应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-g、CD3 
mcAb、rhlL-1、rhlL-2), 诱导生成CIK细胞; 
培养人胃癌细胞株SGC-7901, 接种至80只裸
鼠右腋皮下, 10 d后取移植瘤直径基本一致的
裸鼠随机分4组: NS对照组、顺铂组、CIK细
胞组和顺铂+CIK细胞组, 每组16只. 连续5 d在
接种肿瘤细胞部位处给予相应注射治疗, 观察
其对胃癌移植瘤模型的抗肿瘤疗效. 

结果: 与NS对照组相比, 顺铂组、CIK细胞
组、顺铂+CIK细胞组裸鼠人胃癌移植瘤模型
治疗后肿块质量均减轻, 生存期均明显延长, 
尤以顺铂+CIK组效果显著(P <0.01). 裸鼠体内
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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. 顺铂
是目前应用最广
泛的抗肿瘤药物
之 一 .  本 研 究 进
一步探讨顺铂与
C I K细胞联合应
用后对胃癌细胞
体内生长的抑制
作用, 为进一步临
床应用化疗联合
C I K细胞治疗胃
癌提供实验依据.

■同行评议者
许文燮, 教授, 上
海交通大学生命
科学院生物医学
工程系



实验表明, 顺铂+CIK细胞联合应用能够显著
抑制胃癌细胞的生长, 其抑瘤率可达57.8%, 
明显高于NS对照组(P <0.01). 免疫功能检测显
示红细胞C3b反应受体明显升高, 红细胞免疫
复合物受体明显降低(P <0.01).

结论: 顺铂联合CIK细胞对人胃癌移植瘤生长
的抑制作用大于单独应用顺铂或CIK细胞.

关键词: 细胞因子诱导的杀伤细胞; 顺铂; 胃癌; 裸鼠
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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, 在东亚的日本、韩国、中国、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. 生物治疗是继手

术、化疗、放疗后肿瘤治疗的第4种模式, 适用

手术及放、化疗后的患者, 可望消除亚临床病

灶及残留的肿瘤细胞. 细胞因子诱导的杀伤细

(cytokine-induced killer cells, CIK)由人外周血单

个核细胞在多种细胞因子的诱导下产生, 具有

强大的抗肿瘤活性, 其杀伤肿瘤细胞效应是非

主要组织相容性复合体(major histocompatibility 
complex, MHC)限制性的, 成为临床应用上一种

理想效应细胞[3]. 顺铂是目前应用最广泛的抗肿

瘤药物之一, 适用于治疗卵巢癌、乳腺癌、膀

胱癌、头颈部癌、肺癌、食管癌、肾癌、黑色

素瘤、恶性淋巴瘤等[4]. 顺铂是通过损伤细胞

DNA, 从而抑制细胞生长[5]. 本研究进一步探讨

顺铂与CIK细胞联合应用后对胃癌细胞体内生

长的抑制作用, 为进一步临床应用化疗联合CIK
细胞治疗胃癌提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c裸鼠40只, ♂, 6-8周龄, 体质量

15-20 g(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
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公司; Ficoll淋巴细胞分离液购于瑞典Amersham 
B iosciences公司; 鼠抗人CD3/CD56购于美国

Coulter公司; 顺铂购于山东齐鲁制药厂.
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1×106/mL, 加入rhIFN-g 1 000 U/mL, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2中培养. 24 h后加入

CD3McAb 100 µg/L, rhIL-2 500 U/mL, rhIL-1 
100 U/mL, 以后每3 d半量换液1次, 补加rhIL-2 
500 U/mL. 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80只Balb/c裸鼠右腋皮下接种 
0.2 mL 1×106/mL SGC-7901胃癌细胞后, 10 d后
取移植瘤直径基本一致的裸鼠随机分4组: NS对
照组、顺铂组、CIK细胞组和顺铂+CIK细胞组, 
每组16只. 连续5 d在接种肿瘤细胞部位处给予

相应注射治疗, 每次0.2 mL. 14 d后每组随机取8
只裸鼠眼眶取血, 进行免疫功能检测, 颈椎脱臼

处死剥离肿瘤块并称质量, 计算抑瘤率: 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-g、
CD3 mcAb、rhlL-2、rhlL-1诱导培养14 d后, 可
见细胞成团簇状生长, 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0.5%
±0.2%, 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: 18.1%
±2.9%、35.2%±1.3%、44.7%±2.8%(P <0.01).
2.2 干预后14 d各组肿瘤生长情况及、抑瘤率及

生存期 全部实验裸鼠于接种第7天时在接种部

位均有肿瘤形成, 10 d后肿瘤直径为0.5-1.0 cm. 
在顺铂组、CIK细胞组和顺铂+CIK细胞组, 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. NS对照组相比, 各组肿瘤湿质
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■研发前沿
顺铂与 C I K 细胞
联合应用成为肿
瘤免疫治疗与化
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■应用要点
文章重点对顺铂
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应用后对胃癌动
物模型的抗癌作
用进行研究, 可以
为临床应用化疗
联合C I K细胞治
疗提供更多的实
验依据.
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量有不同程度下降, 顺铂+CIK细胞组尤为显著

(P <0.01, 表1). 与NS对照组相比, 顺铂+CIK细胞

组对胃癌移植瘤生长的抑制作用明显, 抑瘤率

可达57.8%(P <0.01). 以接种瘤细胞后生存60 d为
治愈标准, 观察各组裸鼠的生存期(表1).  
2.3 各组对人胃癌裸鼠移植瘤模型免疫功能的

影响 与NS对照组比较, 各组红细胞C3b反应受

体明显升高, 红细胞免疫复合物受体明显降低, 
顺铂+CIK细胞组各项指标明显改善(P<0.01, 表2).

3  讨论

CIK细胞被认为是新一代抗肿瘤过继细胞免疫

治疗的首选, 成为临床应用上一种理想效应细

胞. 他是以CD3+CD8+、CD3+CD56+ T细胞为主

的异质细胞群, 其功能特点是: 选择性地杀伤

肿瘤细胞、体外增殖快、杀伤活性高、抗瘤谱

广、不良反应少[6-8]. 顺铂是目前治疗实体瘤最

常见、有效的抗肿瘤药物, 属于细胞周期非特

异性药物, 可抑制癌细胞的DNA复制过程, 并损

伤其细胞膜结构, 有较强的广谱抗癌作用, 并且

与多种抗肿瘤药有协同作用, 且无交叉耐药等

特点, 为当前联合化疗中最常用的药物之一[9]. 
红细胞具有多种非特异性免疫受体和物质, 由
于数量巨大, 他在机体非特异性免疫反应中及

指导T淋巴细胞、B淋巴细胞特异免疫反应中都

占有重要的地位[10].
胃癌需进行综合治疗, 临床上以手术和化疗

为主. 我们的实验结果表明, 顺铂联合CIK细胞

具有明显抗肿瘤作用. 与NS对照组相比, 其余各

组裸鼠的生存期明显延长, 肿瘤湿质量明显减

轻, 红细胞C3b反应受体明显升高, 红细胞免疫

复合物受体明显降低, 顺铂+CIK细胞组尤为显

著(P <0.01). 
总之, 本实验说明CIK细胞联合顺铂显著抑

制肿瘤细胞的生长, 延长裸鼠生存期, 增强裸鼠

免疫功能, 其抗肿瘤作用比单独化疗或单独应

用CIK细胞的作用更强. 这为临床上应用顺铂联

合CIK细胞以提高抗瘤效果提供了依据.
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表  1  干预后14 d各组肿瘤湿质量、抑瘤率及生存周期 
(n  = 8, mean±SD)

     
分组                          肿瘤湿质量(g)   抑瘤率(%)   生存期(d)

NS对照组		 2.36±0.27          0           34±3.2

顺铂组		  1.15±0.26b       47.4b       55±1.6b

CIK细胞组	 1.23±0.37b       43.5b       51±2.1b

顺铂+CIK细胞组	 1.03±0.18b       57.8b       60±0.0b

bP<0.01 vs  NS对照组.

表  2  各组对人胃癌裸鼠移植瘤模型免疫功能的影响 (n  
= 8, mean±SD)

     
分组                               剂量

            红细胞C3b    红细胞免疫

			   反应受体(%) 复合物受体(%)

NS对照组	              0.2 mL           5.08±2.70   19.04±3.12

顺铂组	              2.5 mg/kg      8.32±1.03b  12.70±1.46b

CIK细胞组	             0.2 mL	 7.85±0.48b  13.80±2.92b

顺铂+CIK细胞组    0.2+0.2 mL 11.50±1.34b    9.82±2.41b

bP<0.01 vs  NS对照组.

■同行评价
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Abstract
AIM: To compare the clinical costs, safety and 
comfortableness as well as the satisfaction 
degree among examinees and examiners 
between sedated gastrocolonoscopy and 
conventional gastrocolonoscopy.

METHODS: One thousand and eight hundred 
patients undergoing gastrocolonoscopy and 11 
physicians conducting such examinations at ei-
ther Zhongnan Hospital of Wuhan University or 

Wuhan General Hospital of Guangzhou Military 
Command from March 2009 to September 2009 
were enrolled to fill out a questionnaire. Of all 
patients, 1 000 underwent conventional gastro-
colonoscopy, and 800 underwent sedation gas-
trocolonoscopy.

RESULTS: The two groups of patients had sig-
nificant differences in occupation, educational 
background, income level and the source of 
costs (all P < 0.01). There was no statistical dif-
ference in the number of patients intolerant of 
the examinations between the two groups (P > 
0.05). Significant differences were also noted in 
the comfortableness and safety between the two 
groups (P < 0.01). Although there was no signifi-
cant difference in patient’s satisfaction degree 
between the two groups (P > 0.05), the physi-
cians believed that conventional gastrocolonos-
copy was safer than sedated gastrocolonoscopy.

CONCLUSION: Conventional gastrocolonos-
copy is economic, effective and safe, and is 
accepted by the majority of patients. Though 
sedated gastrocolonoscopy is more comfortable 
and less painful, it has a higher price and risk. 
Therefore, sedated gastrocolonoscopy is suit-
able for patients who are unwilling to or cannot 
undergo conventional endoscopy. Patients who 
previously underwent colonoscopy prefer to ac-
cept sedated examination.

Key Words: Sedation gastrocolonoscopy; Conven-
tional gastrocolonoscopy; Comparative question-
naire investigation

Ye F, Wang HL, Zheng GR, Han J, Wang YM, Huang 
X, Huang MF, Shi XY, Xia B. Clinical application 
of sedated gastrocolonoscopy versus conventional 
gastrocolonoscopy: an analysis of 1 800 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 1264-1269

摘要
目的: 调查无痛胃肠镜与常规胃肠镜的临床
经济情况、安全舒适度及检查者和被检查者
满意度等, 为无痛胃肠镜在我国临床的选择应
用提供依据. 

®

■背景资料
无痛胃肠镜术在
发达国家已成为
临床常规操作而
普遍开展, 我国长
期以来开展的是
常规胃肠镜检查. 
近年来, 国内许多
医院已经成功开
展了无痛胃肠镜
技术, 无痛内镜技
术的兴起是否比
常规内镜优越, 其
优缺点如何, 至今
仍然是国内外争
论的焦点.

■同行评议者
唐志鹏 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属龙华医院消
化内科
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方法: 2009-03/2009-09在武汉大学中南医院及
中国人民解放军广州军区武汉总医院随机抽
取胃肠镜检查的1 800例患者和11名进行内镜
操作的医生, 阅读调查须知及填写问卷调查
表. 其中常规胃肠镜检查组患者1 000例, 无痛
胃肠镜组患者800例.

结果: 常规组与无痛组患者在职业、学历、

收入水平、费用来源等方面有显著性差异
(P <0.01). 两组不能耐受检查的比例无统计学
差异(P>0.05). 两组舒适性和安全性比较, 差异
均有显著性(P <0.01). 两组患者满意度无显著
性差异(P>0.05). 医师认为常规胃肠镜更安全.

结论: 常规胃肠镜经济、安全、效果好, 目前
仍为大多数患者所接受. 无痛胃肠镜痛苦小, 
但是价格较高, 有一定风险, 适用于不宜或不
愿接受常规内镜检查的患者. 进行结肠镜检查
的患者更愿意接受无痛检查.

关键词: 无痛胃肠镜; 常规胃肠镜; 对比问卷调查

叶芬, 王红玲, 郑国荣, 韩洁, 王一鸣, 黄星, 黄梅芳, 施先艳, 夏

冰. 无痛胃肠镜与常规胃肠镜临床应用1 800例.  世界华人消化

杂志  2010; 18(12): 1264-1269
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0  引言

无痛胃肠镜术在许多发达国家已经成为临床常

规操作而普遍开展, 美国每年大约有2亿人接受

镇静剂内镜检查[1,2]. 近年来, 随着胃肠疾病诊断

及筛查工作量的日益增加、镇静药物并发症的

发生等诸多问题的出现, 这些国家逐渐开展选

择性对部分患者实施非镇静内镜检查的临床研

究[3-5]. 在我国, 随着人民生活水平和质量的提

高、无痛内镜技术的不断完善以及患者对无痛

医疗认知程度的不断提高, 越来越多消化内科

患者就诊时选择无痛内镜检查. 近年来, 国内许

多医院已经成功开展了无痛内镜技术. 以丙泊

酚为基础的麻醉方案作为无痛内镜诊治术经临

床实践证实是安全有效的[6,7]. 然而, 由于我国长

期以来开展的是常规内镜检查, 无痛内镜技术

的兴起是否比常规内镜优越, 其优缺点如何, 至
今仍然是国内外争论的焦点. 本研究由武汉大

学中南医院消化内科、湖北省肠病医学临床研

究中心参考目前国内外关于无痛胃肠镜术临床

应用的相关研究[8-12], 结合目前我国消化内镜临

床应用现状制定问卷调查表, 分胃肠镜被检查

者(患者)问卷表和内镜医师调查表, 在无痛胃肠

镜与常规胃肠镜检查的临床经济情况、安全舒

适度及检查者和被检查者满意度等方面开展问

卷调查, 为调查无痛胃肠镜在我国的临床实际

应用与选择提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 武汉大学中南医院消化内科及中国人

民解放军广州军区武汉总医院消化内科提供病

例, 协助调查. 盐酸利多卡因胶浆; 丙泊酚注射

液(10 g/L); 奥林巴斯电子胃、肠镜; 多功能监护

仪; 麻醉机备用.
1.2 方法 
1.2.1 纳入标准和排除标准: (1)因胃肠道不适症

状来院就诊的患者, 需行消化内镜检查辅助诊

疗, 术前患者评估按照美国麻醉医师协会(ASA) 
的分级标准, 标准为Ⅰ-Ⅱ级; (2)年龄选择14-85
岁, 男女不限; (3)有小学以上文化水平, 可独立

阅读填写问卷调查表; (4)签署知情同意书. 排除

标准: 凡有常规内镜或无痛内镜检查禁忌证者.
1.2.2 病例选择: 2009-03/2009-09在武汉大学中

南医院及中国人民解放军广州军区武汉总医院

消化内镜中心进行胃肠镜检查的1 800例患者, 
其中常规胃肠镜检查组(常规组)患者1 000例, 男
584例, 女416例, 平均年龄48.9岁±15.3岁; 无痛

胃肠镜组(无痛组)患者800例, 男425例, 女375例, 
平均年龄46.9岁±14.3岁.
1.2.3 检查: 所有胃肠镜检查均于门诊消化内镜

中心进行. 常规胃镜检查术前10 min含服盐酸利

多卡因胶浆10 mL, 常规结肠镜术前予以硫酸镁

清洁肠道, 给患者做思想工作, 安慰患者, 减轻

患者紧张心理, 待患者情绪稳定后开始检查. 无
痛内镜检查前建立静脉通路, 检查过程采用多

功能监护仪监测血压、呼吸、心率、指脉血氧

饱和度. 准备工作完成后, 由麻醉医师给予丙泊

酚1-2 mg/kg剂量, 4 mg/s速度静脉推注, 待患者

不能应答, 睫毛反射消失, 全身肌肉松弛时, 内
镜医师进行插镜检查.
1.2.4 研究步骤: 每次内镜由1名经验丰富、技术

熟练、具有副主任医师以上职称的消化内镜医

师完成, 麻醉科主治以上医师负责无痛内镜麻

醉镇静工作, 11位消化内镜医师参与本研究调

查. 内镜检查完成后(无痛组待恢复正常意识后), 
由研究者(叶芬)认真询问检查医师和被检查患

者, 完整地填写问卷调查表. 所有问卷完成后进

行统计分析.
统计学处理 采用SPSS17.0软件包统计分

■研发前沿
目前在我国, 普通
胃肠镜经济、安
全、效果好, 仍为
大多数患者所接
受. 无痛胃肠镜痛
苦小, 但是价格较
高 ,  有一定风险 , 
适用于不宜或不
愿接受常规内镜
检查的患者. 进行
肠镜检查的患者
更愿意接受无痛
检查.
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析, 各组计数资料采用卡方检验, P≤0.05为差异

有显著性.

2  结果

2 . 1  无 痛 胃 肠 镜 与 常 规 胃 肠 镜 接 受 度 情 况 
2009-03/2009-09在两所医疗机构总共有13 747
人进行胃肠镜检查, 其中选择无痛检查2 033人, 
占总人数的14.8%, 常规检查11 714人, 占总人数

的85.2%; 共有11 545人进行胃镜检查, 其中无痛

胃镜1 571人, 占所有胃镜检查人数的13.6%; 共
有2 202人进行肠镜检查, 其中无痛肠镜462人, 
占所有肠镜人数的21.0%.
2.2 患者学历及职业构成 2组患者职业在机关及

事业单位、无业或自由职业方面存在显著性差

异(P <0.01, 表1). 学历在大学以上及小学以下学

历, 差异有显著性意义(P <0.01, 表2).

2.3 两组患者收入水平及检查费用来源分布 两
组患者在高低经济收入水平方面差异有显著

性(P <0.01, 表3). 两组患者间费用构成在自费

和公费医疗保险报销方面差异也有显著性意义

(P <0.01, 表4).
2.4 两组患者选择胃肠镜方式的原因 无痛组与

常规组患者选择胃肠镜方式的原因见表5, 无
痛组患者选择无痛检查的主要原因为: 无痛苦

(89.1%)、效果好(14.7%)(效果好: 检查结果准

确、能反映机体及胃肠道的真实状态、能了解

检查过程)、安全性高(14.0%); 常规组患者选择

常规检查的主要因为效果好(60.2%)、价格低

(39.4%)、安全性高(36.2%).
2.5 两组患者检查前心理状况 两组在完全不紧

张方面差异有显著性意义(P <0.01, 表6).
2.6 两组患者对胃肠镜的耐受 两组患者在可以

耐受、基本可以耐受方面差异有显著性意义

(P <0.01), 在不能耐受检查方面无统计学意义

(表7).
2.7 两组患者胃肠镜检查不适感和不良反应 两
组患者在检查过程中有不适感方面差异有显著

■相关报道
黄增相等报道以
丙泊酚为基础的
麻醉方案作为无
痛内镜诊治术经
临床实践证实是
安全有效的. 柴伟
等报道检查时适
当给予镇静药物
可以提高患者的
耐受性, 降低应激
反应, 从而消除患
者的恐惧心理和
不适.

表  1  无痛组与常规组患者的职业构成 n (%)

     
		                无痛组	             常规组

机关及事业单位	           234(29.3)b	         153(15.3)

医院		              35(4.4)	           30(3.0)

学校及科研单位	           121(15.1)	         121(12.1)

会计律师		                3(0.4)	             4(0.4)

私企和合资企业	             72(9.0)	         114(11.4)

个体		              67(8.4)	           74(7.4)

国企		              87(10.9)	         133(13.3)

学生		              52(6.5)	           64(6.4)

无业或自由职业	           129(16.1)b	         307(30.7)

bP<0.01 vs  常规组.

表  3  无痛组与常规组患者的收入水平构成 n (%)

     
收入水平(元/月)	           无痛组	            常规组

<1 000		          52(6.5)b	         279(27.9)

1 000-3 000	       339(42.4)	         519(51.9)

>3 000		        409(51.1)b	         202(20.2)

bP<0.01 vs  常规组.

表  2  无痛组与常规组患者的学历构成 n (%)

     
		            无痛组	            常规组

小学及以下	          63(7.9)b	         215(21.5)

中学或高职	        342(42.7)	         482(48.2)

大学及以上	        395(49.4)b	         303(30.3)

bP<0.01 vs  常规组.

表  4  无痛组与常规组患者的检查费用构成 n (%)

     
收入水平(元/月)	           无痛组	            常规组

自费		        493(61.6)b	         764(76.4)

公费或保险报销	       307(38.4)b	         236(23.6)

bP<0.01 vs  常规组.

表  5  无痛组与常规组患者选择胃肠镜方式的原因 (多
项选择) n (%)

     
收入水平(元/月)	           无痛组	             常规组

效果好		        117(14.6)	         602(60.2)

价格低		            7(0.9)	         394(39.4)

无痛苦		        713(89.1)	           52(5.2)

安全性高		        112(14.0)	         362(36.2)

时间消耗少	           4(0.5)	           36(3.6)

表  6  两组患者检查前心理反应 n (%)

     
检查前心理反应	           无痛组	            常规组

完全不紧张	       276(34.5)b	         278(27.8)

有点紧张		        403(50.4)	         552(55.2)

很紧张		        121(15.1)	         170(17.0)

bP<0.01 vs  常规组.
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性意义(3.1% vs  81.4%, P <0.01). 两组患者在检

查后有不良反应方面差异无显著性意义(21.8% 
vs  19.2%, P >0.05).
2.8 两组患者对胃肠镜检查的优缺点评价 无痛

组认为无痛胃肠镜的优点为感觉舒适(93.8%)、
安全(19.3%), 缺点是费用过高(40.5%); 常规组

认为常规胃肠镜的优点为能立即恢复正常活动

(68.6%)、能了解整个检查过程(55.0%)、安全

(51.3%)、经济(31.6%)、检查后留院观察时间

少(30.4%), 缺点是检查过程难受(72.3%), 见表8.
2.9 两组患者的总体评价 两组患者在总体感受

及复查选择方面差异有显著意义(P <0.01), 在满

意度方面差异无显著意义(P >0.05, 表9).
2.10 内镜医师对胃肠镜检查安全性的总体评价 
无痛组与常规组患者完成胃肠镜检查后, 由内

镜医师对所做检查进行安全性评价, 在很安全

(P <0.01)、有一定风险(P <0.01)方面差异有显著

性意义(表10).

3  讨论

无痛胃肠镜术为许多不宜或不愿进行常规胃肠

镜的患者创造了安全、有效的检查条件[13]. 有报

道表明在高危患者(ASAⅢ、Ⅳ)的胃镜检查及

治疗中应用镇静麻醉是安全可行的[14]. 
统计同期内两家大型医疗机构完成胃肠镜

检查数量, 我们发现: 所有胃肠镜检查患者中, 
仅14.8%患者选择无痛检查, 表明目前常规检查

仍占据主导地位. 无痛胃镜检查人数占总胃镜

检查人数的13.6%; 无痛肠镜检查人数占总肠镜

检查人数的21.0%. 众所周知, 常规肠镜检查比

常规胃镜检查更会导致患者不适, 而且费时更

久, 所以在临床上需要接受肠镜检查的患者比

胃镜检查的患者更多地选择无痛方式.
通过研究两组患者基本情况可知: (1)无痛

组绝大多数患者经济收入处于中、高水平, 而
常规组大多数患者经济处于低、中水平; (2)两
组大多数患者胃肠镜检查费用为自费, 少数为

公费报销或保险报销, 但无痛组非自费患者比

例明显高于常规组; (3)无痛组来自机关及事业

单位者较多, 常规组中无业或自由职业者较多, 
两组其他患者职业构成比例近似; (4)无痛组高

学历患者比例明显高于常规组, 而低学历患者

比例显著低于常规组. 经卡方检验, 两组患者在

经济收入、检查费用来源、职业、学历构成方

面均有显著性统计学意义(P <0.01). 总之, 无痛

组学历水平较高, 拥有好职业和高收入的可能

■创新盘点
近 年 来 ,  关 于 无
痛胃肠镜术的报
道以临床应用方
案 为 主 ,  本 文 首
次从社会经济学
角 度 ,  采 用 流 行
病 学 方 法 调 查 , 
对患者接受无痛
或常规胃肠镜检
查的接受度和满
意度等内容作了
较全面的归纳和
系统的阐述. 

表  7  两组患者对胃肠镜的耐受情况 n (%)

     
检查前心理反应	           无痛组	            常规组

可以		        739(92.4)b	         655(65.5)

基本可以		          60(7.5)b	         341(34.1)

不能		            1(0.1)	             4(0.4)

bP<0.01 vs  常规组.

表  8  两组患者对胃肠镜检查的优缺点评价(可多选) n (%)

     
		                       无痛组	            常规组

优点				  

    能了解整个检查过程	     3(0.4)	         550(55.0)

    安全			   154(19.3)	        513(51.3)

    减少检查后留观时间	     4(0.5)	         304(30.4)

    能立即恢复正常活动	   42(5.3)	         686(68.6)

    经济			       2(0.3)	         316(31.6)

    感觉舒适		  750(93.8)	            6(0.6)

缺点				  

    费用过高		  324(40.5)	          74(7.4)

    不良反应		    33(4.2)	           30(3.0)

    效果差			    15(1.9)	           15(1.5)

    难以忍受		      7(0.9)	         723(72.3)

    无			   421(52.6)	        158(15.8)

表  9  两组患者对其胃肠镜检查的总体评价 n (%)

     
		         无痛组            常规组           P 值

总体感受				  

    不愉快 		       16(2.0)         581(58.1)

    良好		      241(30.1)       411(41.1)     0.000

    无术中记忆, 	     543(67.9)           8(0.8)

    术后感觉欣快

满意度				  

    满意		      795(99.4)       988(98.8)     0.210

    不满意		         5(0.6)           12(1.2)

复查选择				  

    常规胃肠镜	       36(4.5)         721(72.1)     0.000

    无痛胃肠镜	     764(95.5)       279(27.9)

表  10  内镜医师对胃肠镜检查的安全性评价 n (%)

     
安全评价	                            无痛组	            常规组

很安全		          73(9.1)b	         545(54.5)

比较安全		        509(63.6)	         455(45.5)

有一定风险	       218(27.3)b	             0(0.0)

bP<0.01 vs  常规组.
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性大, 且费用能报销患者比例高, 这部分患者选

择无痛检查的可能性大; 常规组学历水平较低, 
且无业或自由职业患者较多, 无收入或经济状

况一般, 选择常规检查的可能性大.
目前国内各医院无痛胃肠镜检查费用为

800-1 000元(常规胃肠镜费用为300元左右). 根
据中华人民共和国统计局2009-02-26公布报告

显示: 2008年全国城镇居民人均可支配收入为

15 781(平均每月1 315)元; 2008年全国农村居民

人均纯收入为4 761(平均每月仅396)元[15]. 由此

可见, 与居民月平均收入相比, 无痛胃肠镜的检

查费用高, 患者在选择胃肠镜检查方式时很大

程度上考虑了经济承受能力. 在此项研究中, 无
痛组也有40.5%的患者认为无痛检查费用过高. 
许多患者虽然希望接受无痛化检查却受到经济

状况的限制.
无痛组绝大多数患者是为了追求无痛化、

舒适化而选择无痛胃肠镜; 常规组选择常规胃

肠镜的原因主要为效果好、价格低、安全性

高、时间消耗少. 两组患者选择胃肠镜方式的

原因存在显著差异. 患者决定选择无痛或常规

检查方式还与内镜医师的服务态度和技术水准

有关. 具有较好口碑的内镜医师, 其服务态度好, 
技术水准高, 手法轻巧, 几乎达到“无痛”操作

状态, 效果好, 相当多的患者愿意选择常规方法

而不是无痛方法, 既经济, 相对安全, 又无明显

不适感.
从研究中我们还了解到两组患者检查前

的心理紧张程度状况存在显著性统计学意义

(P<0.01), 显然, 无痛组患者检查前较常规组显得

心理压力更小、更轻松. 传统胃肠镜过程给患者

造成了极大地焦虑及恐惧心理, 在检查时适当给

予镇静药物可以提高患者的耐受性, 降低应激反

应, 从而消除患者的恐惧心理和不适[16].
无痛组与常规组患者绝大多数均能耐受或

基本能耐受检查. 无痛组1例患者在行结肠镜检

查过程中, 因治疗过程复杂、时间长, 检查中患

者清醒, 感腹痛、腹胀, 难以耐受, 而此时丙泊

酚剂量已达最大, 无法再追加, 予以休息、安慰

后完成检查; 常规组4例患者行胃镜检查时感无

法耐受, 欲自行拔镜, 予以制止并退镜, 建议其

改做无痛胃镜, 但患者拒绝, 安慰患者, 待其情

绪稳定后, 再次进镜, 完成检查. 两组不能耐受

检查的比例分别为0.12%和0.40%, 差异无显著

意义.
无痛组仅极少数患者(3.1%)在检查过程中

有不适感, 而常规组绝大多数患者(81.4%)感不

适, 差异有显著意义(P <0.01). 两组均有小部分

患者检查后出现不良反应, 无痛组21.75%患者

检查后感头晕、嗜睡等; 常规组19.2%患者检查

后感咽部不适、心悸、呃逆、腹胀、腹痛等. 
经休息, 在10-30 min均可消失, 不良反应发生率

差异无显著意义(P >0.05). 可见, 无痛胃肠镜的

确为患者减轻了痛苦, 使患者能配合医嘱顺利

完成整个胃肠镜治疗或检查, 而且检查后无严

重不良反应.
通过问卷调查我们还发现: 无痛胃肠镜的

主要优点是感觉舒适, 主要缺点为检查费用过

高; 常规胃肠镜的优点较多, 包括: 检查后能立

即恢复正常活动、能了解检查过程、安全、经

济、留院观察时间短, 最大的缺点就是检查过

程难受. 98.0%无痛组患者表示无术中记忆, 术
后感觉欣快舒适; 58.1%常规组患者表示此次检

查是不愉快的经历, 但绝大多数常规组患者认

为检查中的不适感是正常生理反应, 并表示基

本能够耐受. 两组患者对各自所做检查的满意

度均接近100%, 两组患者满意度差异无显著意

义(P >0.05); 95.5%无痛组患者表示复查仍会选择

无痛检查, 仅少数患者表示复查时愿意体会常规

检查, 大多数常规组患者(72.1%)表示复查时仍

会选择常规胃肠镜, 其他患者将选择无痛检查.
通过研究我们发现: 医生对两组胃肠镜检

查安全性评价具有显著统计学差异(P <0.01), 
54.5%常规组胃肠镜检查被视为很安全, 这个比

例在无痛组仅9.13%; 而且有27.25%的无痛胃肠

镜检查被视为有一定风险, 所有常规胃肠镜检

查被视为无风险. 显然, 从内镜医师角度出发, 
尽管常规胃肠镜会造成患者不适感, 但总体上

非常安全, 医生在进行常规胃肠镜检查时心理

压力更小些; 无痛胃肠镜有一定风险, 检查前应

严格掌握患者的适应证和禁忌证.
丙泊酚是一种新型短效静脉麻醉药, 半衰

期短(30-60 min), 起效快、清除快、苏醒快, 苏
醒后不影响患者定向力, 是目前无痛胃肠镜中

使用最多的药品之一[17]. 但任何麻醉均存在着潜

在的风险, 必须注意药品的不良反应及并发症. 
丙泊酚对心脏有负性肌力、负性变时、负性传

导作用, 对外周血管有直接扩张作用, 导致血压

下降、心率减慢, 极少数患者可出现房室传导

阻滞; 对呼吸系统抑制作用显著, 呈剂量依赖性, 
表现为呼吸减慢、低氧血症和呼吸暂停[18,19]. 因
此, 严重的低血容量、低血压、心动过缓和房

■应用要点
本文为从事麻醉
和消化内镜工作
者提供了有益的
借 鉴 和 指 导 ,  并
根据调查无痛胃
肠镜与常规胃肠
镜的临床经济情
况、安全舒适度
及检查者和被检
查者满意度等, 为
无痛胃肠镜在我
国临床的选择应
用提供依据. 
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室传导阻滞患者不宜进行该项麻醉. 本研究中

所有无痛胃肠镜检查均由经验丰富的专业麻醉

师配合完成, 检查前严格筛选患者并严格掌握

麻醉适应证, 检查中严密监测生命体征并严格

掌握镇静药品剂量. 多数患者检查中出现不同

程度呼吸抑制、心率减慢或血压下降等, 但均

为一过性, 大多数在正常范围无需特殊处理, 术
后可迅速恢复. 极少数患者检查中出现心动过

缓, 给予阿托品0.5-1.0 mg后迅速恢复, 另外检查

全程鼻导管给氧有效防治了轻度低氧血症. 检
查后所有患者留观10-30 min均安全离院.

总之, 在现阶段的中国, 普通胃肠镜经济、

安全、效果好, 仍为大多数患者所接受. 无痛胃

肠镜痛苦小, 但是价格较高, 工作量大, 有一定

风险, 适用于不宜或不愿接受常规内镜检查的

患者. 需要接受肠镜检查的患者比胃镜检查的

患者更多地选择无痛方式. 消化内镜中心应配

备技术熟练、经验丰富的内镜医师和麻醉师; 
完善的抢救设备及药品. 随着人民生活水平的

不断提高, 医疗保险、合作医疗事业的全面铺

开, 以及现代麻醉方案的发展和不断完善, 无痛

胃肠镜是今后的发展方向.
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本研究选题实用, 
对临床意义较大.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年4月28日; 18(12): 1270-1274
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

CDH1 C-160A基因多态性与胃癌易感性的Meta分析

曹伟军, 张振玉, 岳巧艳

曹伟军, 张振玉, 岳巧艳, 南京医科大学附属南京第一医院
消化内科 江苏省南京市 210006
作者贡献分布: 张振玉与曹伟军对此文所作贡献均等; 课题由张
振玉与曹伟军共同设计; 研究过程在张振玉指导下由曹伟军操
作完成; 数据分析由曹伟军与岳巧艳完成; 本论文写作由曹伟军
完成, 张振玉审阅改正.
通讯作者: 张振玉, 教授, 210006, 江苏省南京医科大学附属南
京第一医院消化内科. ahwangzhibing776@163.com
电话: 025-52271261
收稿日期: 2010-01-02   修回日期: 2010-03-10
接受日期: 2010-03-15   在线出版日期: 2010-04-28

CDH1 C-160A promoter 
polymorphism and genetic 
susceptibility to gastric 
cancer: a meta-analysis 

Wei-Jun Cao, Zhen-Yu Zhang, Qiao-Yan Yue

Wei-Jun Cao, Zhen-Yu Zhang, Qiao-Yan Yue, Depart-
ment of Gastroenterology, Nanjing First Hospital Affiliated 
to Nanjing Medical University, Nanjing 210006, Jiangsu 
Province, China
Correspondence to: Professor Zhen-Yu Zhang, Depart-
ment of Gastroenterology, Nanjing First Hospital Affiliated 
to Nanjing Medical University, Nanjing 210006, Jiangsu 
Province, China. ahwangzhibing776@163.com
Received: 2010-01-02    Revised: 2010-03-10 
Accepted: 2010-03-15    Published online: 2010-04-28

Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
E-cadherin (CDH1) gene C-160A promoter 
polymorphism and genetic susceptibility to 
gastric cancer.

METHODS: Chinese biomedicine disc (CBM), 
Wanfang database, China National Knowl-
edge Infrastructure (CNKI) and PubMed were 
searched for published case-control studies 
investigating the association between CDH1 
C-160A promoter polymorphism and suscepti-
bility to gastric cancer. The odds ratio was calcu-
lated to evaluate the genotypes of gastric cancer 
patients and control subjects. Fixed or random 
effect models were selected for pooled odds ra-
tio calculation. Publication bias was assessed. All 
statistical analyses were conducted with Stata 
10.0 software.

RESULTS: A total of 14 case-control studies 

involving 3 144 gastric cancer patients and 4 221 
controls were analyzed in the study. Compared 
with the wild-type genotype (homozygote CC), 
the pooled odds ratio [and 95% confidence in-
terval (CI)] for CA and AA genotypes was 0.98 
(0.84-1.15). In the population subgroup analysis, 
the odds ratios for Asian and Caucasian popula-
tions were 0.92 (0.81-1.04) and 1.21 (0.88-1.67), 
respectively.

CONCLUSION: CDH1 C-160A promoter poly-
morphism is not associated with genetic suscep-
tibility to gastric cancer.

Key Words: CDH1; Gastric cancer; Gene polymor-
phism; Meta-analysis

Cao WJ, Zhang ZY, Yue QY. CDH1 C-160A promoter 
polymorphism and genetic susceptibility to gastric 
cancer: a meta-analysis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(12): 1270-1274

摘要
目的: 探讨CDH1 C-160A基因多态性与胃癌
易感性的关系. 

方法: 检索中国生物医学文献数据库、万方
数据库、中国期刊网和PubMed, 获取CDH1 
C-160A基因多态性与胃癌易感性的病例-对
照研究. 以胃癌组与对照组人群基因型分布的
OR 值为效应指标, 采用固定或随机效应模型
进行合并分析, 并进行偏倚评估. 应用STATA 
10.0软件进行统计学处理. 

结果: 共纳入文献13篇, 研究14项, 累计胃
癌病例3 144例, 对照4 221例. 与野生基因型
CC相比, (CA+AA)合并的OR 值(95%CI)为
0.98(0.84-1.15). 按人群进行分层分析, 亚洲人
群OR 值为0.92(0.81-1.04), 高加索人群OR 值
为1.21(0.88-1.67).

结论: CDH1 C-160A基因多态性与胃癌易感
性无关.

关键词: CDH1; 胃癌; 基因多态性; Meta分析

曹伟军, 张振玉, 岳巧艳. CDH1 C-160A基因多态性与胃癌易感
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■背景资料
胃癌是人类常见
的 恶 性 肿 瘤 ,  其
病因及发病机制
尚 不 明 确 .  环 境
与饮食习惯、幽
门螺杆菌感染等
与胃癌密切相关, 
基因遗传易感性
在胃癌中的作用
也引起人们的重
视 .  寻 找 与 胃 癌
相关的遗传位点
对胃癌的防治有
重要意义.

■同行评议者
刘云鹏, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤内
科; 王晓艳, 副教
授, 湖南长沙中南
大学湘雅三医院
消化内科
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0  引言

胃癌是常见的恶性肿瘤, 多种环境因素, 如幽门螺

杆菌(H.pylori )感染, 高盐饮食, 维生素C摄入不足, 
吸烟等被认为与胃癌的发生密切相关[1-3]. 近年来, 
基因遗传易感性在胃癌的发生发展过程中的作

用逐渐受到关注[4,5]. 上皮钙黏蛋白(E-cadherin)
的编码基因CDH1是一种肿瘤抑制基因和肿瘤

转移抑制基因, 与多种上皮来源的恶性肿瘤的

发生、发展、侵袭转移密切相关[6]. 有研究表

明, CDH1启动子上游第160位核苷酸存在C→A
单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, 
SNP), 该SNP可改变基因转录活性[7], 从而可

能改变上皮性肿瘤发病风险和侵袭转移能力. 
CDH1 C-160A基因多态性与胃癌发病风险的研

究较多, 但结果不一致. 本文对相关的病例对照

研究进行Meta分析, 定量评价CDH1 C-160A基

因多态与胃癌发病风险的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 在中国生物医学文献数据库(CBM)、
万方数据库、中国期刊网(CNKI)中检索中文

文献, 检索词为胃癌, 胃肿瘤, CDH1, E-cadherin, 
E-钙黏蛋白, 基因多态. 在PubMed数据库中检

索英文文献, 检索词为gastric cancer, stomach 
cancer, stomach neoplasms, CDH1, E-cadherin, 
polymorphism, 并辅以文献追溯法查找相关文献.
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入标准: (1)2010-01-01以前公开发

表的关于CDH1 C-160A基因多态性与胃癌易

感性关系的独立的病例对照研究; (2)文中报告

数据完整, 能直接或间接提供统计指标O R 及

95%CI. 
1.2.2 文献排除标准: (1)报告数据不完整, 无法提

取相关数据; (2)重复发表的文献. 
1.2.3 数据提取: 对于纳入的文章, 我们均按照作

者、发表年份、试验人群的来源、对照人群的

来源, 以及肿瘤组和对照组各基因型携带者的

数量进行整理.
统计学处理 通过计算Q检验统计量进行异

质性检验, 若P >0.10, 认为各合并的数据无显著

的异质性, 采用固定效应模型, 否则采用随机效

应模型进行分析. 计算各研究及合并数据的OR
值及其95%CI, 绘制森林图, 展示各研究结果及

其特征. 以各研究OR自然对数值的标准误为横

坐标, OR值的自然对数为纵坐标, 绘制漏斗图

(Begg's funnel plot)描述发表偏倚, STATA 10.0软
件的线性回归模型(Egger法)检验漏斗图的对称

性, 评估发表偏倚.

2  结果

2.1 文献概况 符合标准的文献共13篇[8-20], 除1篇
为中文文献[13]外, 另12篇均为英文文献, 其中研

究中国人群的文献5篇[8,13,14,17,19]. Zhang等[19]的文

献报道了对两个不同人群的研究结果, 因此共

有14项研究被纳入到Meta分析. 累计胃癌病例

3 144例, 对照4 221例(表1). 
2.2 Meta分析结果 对14项研究进行异质性检

验, 各研究之间存在明显的异质性(χ2 = 29.35, 
P  = 0.006), 采用随机效应模型, 结果显示合并

OR值为0.98, 95%CI为0.84-1.15(表2). 根据研究

人群进行分层分析结果显示, 亚洲人群的9个研

究之间无明显异质性(χ2 = 13.08, P  = 0.109), 采
用固定效应模型, 合并OR值为0.92, 95%CI为
0.81-1.04; 高加索人群的5个研究之间存在明显

异质性(χ2 = 14.10, P  = 0.007), 采用随机效应模

型, 合并OR值为1.21, 95%CI为0.88-1.67(表3). 
2.3 发表偏倚评估 Begg漏斗图显示, 各点分别

均匀, 基本对称, 绝大部分点都在95%可信区

间内(图1). Egger检验显示, 偏倚系数(Coef.)为
0.70, 95%CI: -2.05-3.45, 可信区间包含0, 且P  = 
0.59>0.05, 故不能认为有显著性发表偏倚. 

3  讨论

CDH1基因位于16q22.1, 其产物上皮钙黏蛋白

E-cadherin是一种介导细胞间黏附的钙依赖跨

膜糖蛋白, 在维持细胞间黏附完整性和细胞极

性、参与胞间信号传导、调节组织发生和形态

变化等方面发挥着关键作用[6]. E-cadherin功能

■研发前沿
单核苷酸多态性
( S N P ) 与 肿 瘤 易
感性的关系是近
年 研 究 的 热 点 . 
目 前 研 究 较 多
的 ,  与 胃 癌 相 关
的SNP位点主要
有: GSTT1 Null, 
TNF-A G-308A, 
MTHFR C667T, 
IL-1B C-511T等.

图  1  Begg漏斗图.
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的缺失是上皮细胞向恶性表型转化的关键步骤. 
L i等[21]在体外研究中发现CDH1 C-160A

多态性改变了基因的转录活性, 其A等位基因

可以使基因的转录活性下降68%. 这可能导致

■相关报道
Pit tman等的1项
研究纳入了5 679
名 结 肠 癌 患 者 , 
结 果 显 示 C D H 1 
C - 1 6 0 A 显 著 增
加 结 肠 癌 的 发
病 风 险 ,  与 野 生
基 因 型 C C 相 比 , 
(CA+AA)合并的
OR 值(95%CI)为
1.11(1.05-1.17).

表  1  纳入研究的基本特征

     
作者		               年份	 人群

       
对照来源

	                      肿瘤组			   对照组

						          CC	       CA	     AA	    CC	    CA	     AA

Wu等[8]		            2002            亚洲            医院a            95            102            4            83            94            19

Pharoah等[9]	           2002            高加索        医院           181            214          38          218          210            38

Humar等[10]	           2002            高加索        医院             17              26          10            40            27              3

Kuraoka等[11]	           2003            亚洲            医院             61              34          11            32            52              6

Park等[12]		            2003            亚洲            医院           186              92          14            85            55              6

Song等[13]		           2005            亚洲            医院             58              38            6            55            41              5

Lu等[14]		            2005            亚洲            人群b          119              75          12          152            91            18

Medina-Franco等[15]	          2007            高加索        医院             15              16            8            44            30              4

Yamada等[16]	           2007            亚洲            医院             93              51            4          187            93            12

Zhang等[17]	           2008            亚洲            医院           170              62            7          228            96            19

Jenab等[18]	           2008            高加索        人群           119            101          25          451          408            90

Zhang等[19](Beijing)	           2008            亚洲            医院           365            173          34          403          194            28

Zhang等[19](Linqu)	           2008            亚洲            医院             53              38            5          123            65              8

Corso等[20]	           2009            高加索        医院           206            163          43          185          185            38

a基于医院的病例对照研究; b基于人群的病例对照研究.

表  3  分层分析结果

     
人群	      研究个数          分析模型	            OR 		   95%CI	                 P 值	       χ2值

亚洲	            9               固定效应               0.92               0.81-1.04               0.109               13.08

高加索	            5               随机效应               1.21               0.88-1.67               0.007               14.10

表  2  CDH1 C-160A基因多态性与胃癌易感性的Meta分析

     
Study ID								                        OR (95%CI)	            Weight(%)

Corso G 2009							                0.83 (0.63, 1.09)	 9.82

Zhang B (Linqu) 2008						               1.37 (0.83, 2.24)	 5.82

Zhang B (Beijing) 2008						               1.03 (0.81, 1.30)            10.65

Jenab M 2008							                0.96 (0.72, 1.27)	 9.67

Zhang XF 2008							                0.80 (0.56, 1.15)	 8.08

Yamada H 2007							                1.05 (0.70, 1.59)	 7.14

Medina-France H 2007						               2.07 (0.94, 4.54)	 3.09

Lu Y 2005							                1.02 (0.70, 1.48)	 7.86

Park WS 2003							                0.79 (0.53, 1.19)	 7.21

Kuraoka K 2003							                0.41 (0.23, 0.73)	 4.80

Humar B 2002							                2.82 (1.34, 5.95)	 3.34

Pharoah PD 2002							                1.22 (0.94, 1.59)            10.05

Wu MS 2002							                0.82 (0.55, 1.22)	 7.39

Song CG 2005							                0.91 (0.52, 1.58)	 5.08

Overall (I-squared = 55.7%, P  = 0.006)					              0.98 (0.84, 1.15)          100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

		        0.168			         1			    5.95
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E-cadherin表达水平降低, 从而增加上皮性肿瘤

的发病风险. 近期的研究发现, CDH1 C-160A基

因多态性是结肠癌和前列腺癌的危险因素[22,23]. 
我们对14项研究的Meta分析结果显示, 合

并OR值为0.98, 95%CI为0.84-1.15, 提示CDH1 
C-160A基因多态性与胃癌的易感性无关. 对
人群的分层分析显示, 虽均无统计学意义, 但
CDH1 C-160A多态性在亚洲人群中有降低胃癌

发生的趋势, 在高加索人群中有增加胃癌发生

的趋势. 这种现象可能与不同人群之间的遗传

背景不同有关. 另外, 胃癌的发生是个多因素、

多步骤发展的过程, 可能涉及基因-基因交互作

用, 基因-环境交互作用等多种因素的作用, 而这

些因素可能会影响CDH1 C-160A基因多态性与

胃癌的发病风险. 
我们对纳入文献进行了H-W遗传平衡检验, 

除其中1篇文献[11]外其余研究均符合H-W遗传平

衡定律, 而剔除该研究后, 本文结果并无明显的

改变. 我们采用Begg漏斗图和Egger检验分别定

性和定量地评估了发表偏倚, 提示本文并无显

著的发表偏倚, 说明结论较可靠. 
本研究也存在一定的局限性: (1)由于收集

的资料均为在正式刊物上发表的文献, 因此不

能完全排除发表偏倚的影响; (2)对照的来源大

部分为医院对照, 可能存在一定的选择性偏倚; 
(3)由于文献提供的资料有限, 本研究未考虑到

基因-基因、基因-环境的交互作用. 因此, CDH1 
C-160A基因多态性与胃癌的易感性的研究有必

要进一步深入, 为阐明易感基因在胃癌发病中

的作用提供依据.
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Abstract
AIM: To evaluate the possible effects of APE1 
D148E, PARP1 V762A and XRCC1 R399Q single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) on the risk of 
colorectal cancer (CRC).

METHODS: The APE1 D148E, PARP1 V762A 
and XRCC1 R399Q polymorphisms were ana-
lyzed in 123 patients with primary CRC and in 
158 healthy controls using the matrix-assisted 
laser desorption/ionization-time of flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF) method. After 
matching for potential confounding variables, 
the genotypes of each SNP site and combined 
genotypes of all included SNP sites were com-
pared between case and control groups by the 
chi-square test.

RESULTS: All three SNPs detected in the study 

met the Hardy-Weinberg equilibrium. Only the 
frequency of XRCC1 R399Q GA/AA genotype 
was statistically higher in the case group than in 
the control group [odds ratio (OR): 1.633; 95% 
confidence interval: 1.011-2.640; P = 0.045]. APE1 
D148E and PARP1 V762A polymorphisms did 
not yield any significant effects on the risk of 
CRC (P > 0.05). The combined genotype APE1 
(V)-PARP1 (W)-XRCC1 (V) conferred a 2.604-fold 
increased risk of CRC compared with all other 
combined genotypes (95% confidence interval: 
1.066-6.361; P = 0.031). No other combined geno-
types yielded any significant effects on the risk 
of CRC.

CONCLUSION: XRCC1 R399Q GA/AA geno-
type may be a risk factor for CRC. There might 
be interactions among the SNPs of excision 
repair genes. APE1 (V)-PARP1 (W)-XRCC1 (V) 
carriers may have a higher risk of CRC.

Key Words: DNA repair gene; Colorectal cancer; 
Single nucleotide polymorphism; Base excision re-
pair

Ye CC, Huang ZM, Zhou CY. APE1 D148E, PARP1 
V762A and XRCC1 R399Q polymorphisms and genetic 
susceptibility to colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(12): 1275-1279

摘要
目的: 探讨APE1 D148E、PARP1 V762A及
XRCC1 R399Q的碱基切除修复基因单核苷酸
多态位点对结直肠癌发病风险的修饰作用. 

方法: 选取158例健康对照与123例原发性结
直肠癌患者, 提取外周血基因组DNA, 用基质
辅助激光解吸电离飞行时间(MALDI-TOF)质
谱技术对SNP位点进行基因分型, 在各混杂因
素配比下, 采用χ2检验比较病例组与对照组中
各SNP的基因型分布差异以及多SNP的联合
基因型分布差异, 从而分析他们对结直肠癌风
险的修饰程度OR值. 

结果: 3个S N P在本研究中均符合H a r d y-
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■背景资料
在结直肠癌高风
险家族中已经发
现一小群基因高
外显度的突变与
该病有确定关系. 
然而, 对散发性结
直肠癌的认识有
限得多, 直到近年
有了多中心协作
的基因组研究, 在
共同表型背后的
复杂基因结构才
得以揭示 .  DNA
修复基因曾被假
设亦经实验证明
其变异与肿瘤有
关. 人群中的多态
性研究将进一步
验证这些基因的
变异与结直肠癌
发病的关系.

■同行评议者
杜祥, 教授, 复旦
大学附属肿瘤医
院病理科



Weinberg平衡, 其中只有XRCC1 R399Q的GA/
A A变异(V)型与结直肠癌发病有正相关性, 
OR值为1.633(95%CI: 1.011-2.640, P  = 0.045); 
而APE1 D148E、PARP1 V762A的SNP变异
单独对结直肠癌风险未见明显影响(P >0.05). 
联合基因型在两组比较显示, 携带APE1(V)-
PARP1(W)-XRCC1(V)者, 结直肠癌发病风险
是其他联合基因型携带者的2.604倍(95%CI: 
1.066-6.361, P  = 0.031); 而其他联合基因型对
结直肠癌风险的修饰作用则不明显.

结论: XRCC1 rs25487的GA/AA变异型是结
直肠癌的危险因素; BER和SNP存在交互作
用; 携带联合基因型APE1(V)-PARP1(W)-
XRCC1(V)者患结直肠癌的风险可能较高.

关键词: DNA修复基因; 结直肠癌; 单核苷酸多态; 

碱基切除修复
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0  引言

肿瘤是一种复杂的多因素疾病. 传统的致癌机

制假说中, 在个体遗传易感背景下, 各种暴露因

素直接或间接作用于人体, 在机体内代谢为遗

传毒性因子后, 损害DNA等遗传物质, 使细胞增

殖、分化、死亡的过程发生改变. 一旦细胞增

殖失控, 即发展为肿瘤. 在这一过程中, DNA修

复扮演着维护遗传物质完整性的重要角色, 其
有效执行有赖于一群功能活跃的DNA修复蛋白, 
DNA修复缺陷在肿瘤包括结直肠癌发病中的作

用已成为研究热点[1]. 
DNA修复能力在个体间有相当大的差异. 

证据显示, DNA修复能力较弱者, 肿瘤风险较

高 [2-4]. D N A修复基因的多态性则可能导致这

种个体间DNA修复能力的强弱差异[5]. 碱基切

除修复(base excision repair, BER)途径是一条

重要的DNA修复途径[6]. 本研究选取此通路上

APE1 D148E、PARP1 V762A、XRCC1 R399Q
等3个热门单核苷酸多态性(single nuc leotide 
polymorphisms, SNP)位点, 以探求其多态性是否

可修饰结直肠癌的易患性. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组为2009-01/2009-07在本院收治的

123例结直肠癌患者, 其中男78例, 女45例, 年龄

1276                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年4月28日      第18卷      第12期

29-81(平均60.9±11.1)岁. 对照组为158名为同

一时间在本院体检的健康成人. 病例组与对照

组的性别、民族、籍贯分布相似, 无血缘关系.
1.2 方法 
1.2.1 纳入和排除标准: (1)病例组对象纳入标准

包括: 汉族; 组织病理学诊断为原发性结直肠腺

癌; 未经放疗、化疗等治疗; (2)剔除标准为家族

性腺瘤性息肉病和遗传性非腺瘤性结直肠癌、

有其他肿瘤病史者. 现吸烟或曾吸烟每天5支以

上并持续1年或以上者定义为吸烟个体. 现在或

曾经有每周酒精摄入30 g以上(按各种酒的酒精

度折算)的饮酒习惯者持续1年或以上定义为饮

酒个体. 以问卷调查和病历记录方法取得所有

研究对象的有关资料. 
1.2.2 DNA提取: 病例组与对照组各取静脉血

1-2 mL置EDTA-Na2抗凝管. 4 ℃保存, 1 wk内
按Fermentas试剂盒法提取全血基因组DNA, 经
紫外光检测, 留取合格DNA标本(纯度A 260/280为

1.6-1.8, 浓度≥10 mg/L)用于后续SNP位点检测. 
1.2.3 S N P分型: 采用美国S e q u e n o m公司的

MassARRAYTM Analyzer技术平台进行SNP检测. 
PCR引物和单碱基延伸引物均由Assay Designer 
(Sequenom)软件包设计. 引物合成由上海生工

生物工程技术服务有限公司完成. 所有DNA样

本稀释到5 mg/L后, 取1 μL, 将其与0.95 μL水、

0.625 μL PCR缓冲液(含15 mmol/L MgCl2)、1 
μL的2.5 mmol/L dNTP、0.325 μL的25 mmol/L 
MgCl2、1 μL PCR引物以及0.1 μL HotStar Taq 
酶(Qiagen)混合在一起. PCR反应条件: 94 ℃, 15 
min; 94 ℃, 20 s; 56 ℃, 30 s; 72 ℃, 1 min; 共45
个循环; 最终72 ℃ 3 min. PCR扩增后, 剩余的

dNTP将被去磷酸消化掉, 反应体系包括1.53 μL
水、0.17 μL SAP缓冲液、0.3 U碱性磷酸酶. 该
反应在37 ℃进行40 min, 然后85 ℃, 5 min使酶

失活. 碱性磷酸酶处理后, 针对SNP的单碱基延

伸引物在下列反应体系中进行: 0.755 μL水、

0.2 μL 10×iPLEX缓冲液、0.2 μL终止混合物、

0.041 μL iPLEX酶, 0.804 μL的10 μmol/L延伸引

物. 单碱基延伸反应在下列条件下进行: 94 ℃, 
30 s; 94 ℃, 5 s; 52 ℃, 5 s; 80 ℃, 5 s; 5个循环, 共
40个循环; 最后72 ℃, 3 min. 在终止反应物中加

入6 mg阳离子交换树脂脱盐, 混合后加入25 μL
水悬浮. 使用MassARRAY Nanodispenser将最

终的分型产物点样到一块384孔的spectroCHIP 
(Sequenom)上, 并用基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱仪进行分析. 最终结果由MassARRAY 

www.wjgnet.com

■研发前沿
国外以不同人群
为对象的多项研
究提示, DNA修复
基因对人群的结
直肠癌发病影响
结果不甚一致, 而
其多态与该疾病
关系的研究在国
内多为尝试性研
究, 尚需大规模的
验证. 
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RT软件系统(版本号3.0.0.4)实时读取 ,  并由

MassARRAY Typer软件系统(版本号3.4)完成基

因分型分析. 10%的样本接受重复检测, 以验证

检测的准确度.
统计学处理 采用SPSS11.5版软件包进行. 

经χ2检验比较病例组与对照组的基因型频率的

观察值与预期值, 对各SNP进行Hardy-Weinberg
平衡分析. 病例组与对照组的性别、吸烟、饮

酒和体块指数等群体属性及各SNP的等位基因

频率及基因型分布以哑变量法赋值进行比较, 
采用卡方检验, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 群体特征 病例组和对照组人群的性别、吸

烟、饮酒和体块指数等构成无显著差异(P>0.05). 

H a r d y-We i n b e rg平衡检验结果显示: A P E1 
D148E(rs1130409)、PARP1 V762A(rs1136410)、
XRCC1 R399Q(rs25487)3个位点的基因型在对照

人群中分布均符合Hardy-Weinberg平衡(P>0.05). 
2.2 SNP与CRC的关联性 APE1 D148E、PARP1 
V762A在病例组与对照组中基因型分布差异

没有统计学意义, 唯独XRCC1 R399Q的变异型

相较其野生型可增加CRC风险, OR值为1.633 
(95%CI: 1.011-2.640, P <0.05, 表1).
2 . 3  联 合 基 因 型 对 C R C 的 风 险 预 测  携带

APE1(V)-PARP1(W)-XRCC1(V)者, 结直肠癌

发病风险是其他联合基因型携带者的2.604倍
(95%CI: 1.067-6.36, P  = 0.031, 表2); 而其他联

合基因型对结直肠癌风险的修饰作用则不明显

(P >0.05).

表  1  各SNP对CRC风险的独立影响

     
SNP  ID		                 基因型V/W	        对照组F(%)          病例组F(%)                  OR 值(95%CI)	     P 值

APE1 			   GT/GG	        106(67.1)	   86(69.9)	          1.140(0.686-1.896)	   0.613

D148E(rs1130409)	  	 TT	          52(32.9)	   37(30.1)	          1.000

PARP1 			   TC/ CC	        105(66.9)	   82(67.2)	          1.021(0.612-1.683)	   0.953

V762A(rs1136410)	  	 TT	          52(33.1)	   40(32.8)	          1.000

XRCC1 			   GA/AA	          57(36.1)	   59(48.0)	          1.633(1.011-2.640)	   0.045

R399Q(rs25487)		  GG	        101(63.9)	   64(52.0)	          1.000

F: Frequency, 即频数.

表  2  联合基因型对CRC风险的修饰作用

     
联合基因型		                  Y/N            病例组F     对照组F	               OR 值(95%CI)		      P 值

APE1(V)-PARP1(V)-XRCC1(V)	 Y	   27	    26	      1.428(0.784-2.600)	   0.243

				    N	   96	  132	      1.000	

APE1(V)-PARP1(V)-XRCC1(W)	 Y	   31	    43	      0.901(0.527-1.542)	   0.704

				    N	   92	  115	      1.000	

APE1(V)-PARP1(W)-XRCC1(V)	 Y	   15	      8	      2.604(1.066-6.361)	   0.031

				    N	 108	  150	      1.000	

APE1(V)-PARP1(W)-XRCC1(W)	 Y	   13	    28	      0.549(0.271-1.111)	   0.092

				    N	 110	  130	      1.000	

APE1(W)-PARP1(V)-XRCC1(V)	 Y	   12	    18	      0.771(0.357-1.666)	   0.508

				    N	 121	  140	      1.000	

APE1(W)-PARP1(V)-XRCC1(W)	 Y	   12	    18	      0.771(0.357-1.666)	   0.508

				    N	 121	  140	      1.000	

APE1(W)-PARP1(W)-XRCC1(V)	 Y	     5	      5	      1.297(0.367-4.583)	   0.686

				    N	 118	  153	      1.000	

APE1(W)-PARP1(W)-XRCC1(W)	 Y	     7	    11	      0.806(0.303-2.145)	   0.666

				    N	 116	  147	      1.000

以是否携带某联合基因型为因素分组, 记为Y/N, 比较Y与N各自的频数在对照与病例中的分布, 理论上可反映携带该联合

基因型相较于不携带该联合基因型, CRC风险的增加程度.

■应用要点
本文探讨了APE1 
D148E、PARP1 
V762A、XRCC1 
R399Q三个SNP
与结直肠癌遗传
易感性的相关性, 
研究结论对既往
的相关性研究内
容有新的补充和
新的见解.
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3  讨论

肠上皮细胞是不稳定细胞, 极易受到各种有毒

物质的刺激造成DNA损伤, 后者若得不到及时

修复, 突变积累易发生恶性转化. 在这一过程中, 
DNA修复系统扮演着维护DNA完整性的重要角

色. DNA修复基因与结直肠癌的发生潜在某些

联系[4]. 
基因的多态性可影响基因转录效率、

mRNA稳定性, 或相应蛋白的表达量与活性. 多
态性基因的某等位基因可能与一些疾病的易感

性和严重性有关. 由此, DNA修复基因在普通

群体中的变异或突变可影响DNA修复能力, 从
而修饰结直肠癌在人群的发病风险. A P E1、
PARP1、XRCC1是BER通路上的3个重要基因, 
目前研究发现, 他们的表达异常与多种肿瘤相

关, 如黑色素瘤、慢性粒细胞性白血病、滤泡

性淋巴瘤、星形细胞瘤和食管癌[7]. 本研究发现, 
在3个目的SNP中, 唯独XRCC1 R399Q变异型与

CRC风险增高呈统计学显著的正相关, OR值为

1.633, 其余SNP变异单独对CRC风险均未见修

饰作用. 
XRCC1的主要功能是作为分子支架招募

其他修复蛋白, 执行DNA单链断裂处碱基的切

除修复[8]. XRCC1基因上位于第28 152个核苷酸

的G→A变异使该蛋白BRCT-1域399位氨基酸

发生Arg(R)→Gln(Q)的改变, 而BRCT-1域是其

与PARP1结合的部位. 功能学研究证实, XRCC1 
399R→Q的替代导致BRCT-1域多处构象显著

改变, 因此可影响BER功能, 从而可能影响个

体对癌症的易感性[9]. Shen等认为携带XRCC1 
R399Q的变异基因型GA/AA可提高胃癌发病危

险达1.53倍[10], 该结果与本次对CRC的研究结果

有相似性. 但Kasahara等研究发现XRCC1 R399
与CRC无明显相关性[8]. 

APE1的功能是在碱基缺口处DNA单链上

进行切割, PARP1则是一重要的酶, 可暂时性

结合于DNA单链断裂处, 起到保护与招募其他

修复蛋白的作用[11]. 有大规模的荟萃分析显示, 
APE1 D148的GT/GG基因型与多种肿瘤有微

弱的正相关性, OR值为1.08, 提示变异型APE1 
D148E是低外显度的肿瘤易感基因[12], 本研究显

示, APE1 D148E的GT/GG基因型OR值为1.14, 
P >0.05, 加大样本量可能会有更显著的统计学意

义. 至于PARP1 V762A, 尚无他与CRC关联研究

的报道, 但在一项肺癌研究中显示其纯合变异

型与肺癌正相关[13]. 本研究中这两个SNP在CRC

病例组与对照组中基因型分布差异没有统计学

意义, 可能是低外显度的易感基因, 亦可能对

CRC风险无修饰作用. 
族群不同, 遗传背景、生活方式以及致癌

物接触等情况不同, 都可能造成这些基因的SNP
与CRC关联分析结果迥异. 由于肿瘤是多因素

疾病, 近年SNP研究多倾向于采用高通量基因分

型, 分析出联合基因或基因环境因素叠加模型

来预测肿瘤风险. 笔者也在单个SNP对CRC影响

分析的基础上尝试联合基因型与CRC的关联分

析. 每个SNP有野生(W)和变异(V)两种基因型, 
携带APE1(V)-PARP1(W)-XRCC1(V)者, 结直肠

癌发病风险是其他联合基因型携带者的2.604
倍; 而其他联合基因型对结直肠癌风险的修饰

作用则不明显. 仅从OR值来看, 风险值最明显增

高的并非APE1(V)-PARP1(V)-XRCC1(V)组, 而
是APE1(V)-PARP1(W)-XRCC1(V)组. 这些结果

提示, 基因之间存在明显的交互作用, 显然, 同
在一条BER通路, 他们所编码的蛋白之间本来就

有内在复杂的联系, 因此实验的结果似乎合理. 
本研究初步用频数比较法, 探讨联合基因型与

CRC风险的相关性, 有研究用多因子降维法比

较出预测肿瘤风险最佳的危险因子组合[14], 本
研究的样本量还偏小, 可能存在着一定的选择

偏倚, 如进一步扩大样本量, 可进一步做此分析, 
研究意义将更大. 

总之, CRC是最有预防潜能的肿瘤之一, 他
在普通大龄人群的筛查已被美国癌症协会2008
新指南[15]推荐. 然而, 如能找到有效的肿瘤预测

风险模型并在高危人群中重点筛查, 无疑可节

约医疗资源, 对肿瘤的防治固然是有裨益的.
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Abstract
AIM: To explore the clinical characteristics, 
diagnosis and therapy of retrorectal cyst.

METHODS: The clinical data for 23 patients 
with retrorectal cyst treated at our hospital from 
September 1995 to July 2007 were retrospectively 
analyzed.

RESULTS: Of all patients, 17 presented varying 
degrees of symptoms of oppression, and 6 were 
asymptomatic on routine anal examination or 
ultrasound examination; 13 were treated via a 
single abdominal approach, 6 via a single pos-
terior approach, and 4 via a combination of the 
abdominal and posterior approaches; 19 under-
went total cyst resection, and 4 underwent par-
tial resection; 4 had massive bleeding, and 3 had 
rectal injury during operation. None of them 
died during operation.

CONCLUSION: Digital rectal examination and 

imaging examination are important for the diag-
nosis of retrorectal cyst and the choice of surgi-
cal approach. Adequate preoperative prepara-
tion and suitable surgical approach is essential 
for successful surgery.

Key Words: Retrorectal cyst; Diagnosis; Surgical 
treatment

Duan XL, Li XX, Li X. Diagnosis and treatment of 
retrorectal cyst: a report of 23 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 1280-1283

摘要
目的: 探讨直肠后囊肿的临床特点及外科治
疗方法. 

方法: 对1995-09/2007-07我院收治的23位患者
的临床资料进行回顾性分析. 

结果: 17例患者均有不同程度的压迫症状, 6
例患者无明显症状, 经盆腔彩超或肛诊发现; 
经腹部进路手术13例, 经骶尾部入路6例, 腹
骶联合入路手术4例. 囊肿完整切除者19例, 部
分切除者４例; 术中大出血4例, 直肠损伤3例; 
手术均获成功, 无死亡病例.

结论: 直肠指诊及影像学检查对直肠后囊肿的
诊断及手术入路选择有重要意义; 充分的术前
准备及合适的手术入路是手术成功的重要条件.

关键词: 直肠后囊肿; 诊断; 外科治疗

段小亮, 李晓霞, 李鑫. 直肠后囊肿23例.  世界华人消化杂志  

2010; 18(12): 1280-1283
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0  引言

直肠后囊肿临床较为少见, 早期多无明显症状, 
常因肿物逐渐增大出现局部压迫症状或相关并

发症而就诊. 我院1995-09/2007-07共收治直肠后

囊肿23例, 现结合文献分析, 报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组患者23例, 女20例, 男3例, 年龄

®

■背景资料
直肠后囊肿临床
较为少见, 位置较
深、周围毗邻关
系复杂, 不易早期
发现, 且手术难度
较大. 为提高对此
类疾病的认识, 本
文将本院病例临
床特点及处理体
会总结报告, 供同
仁参考.

■同行评议者
邹小明, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院普外
二科
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8-70(平均39±11)岁, 25-45岁占73.9%(17/23), 病
程1 mo至20年不等. 其中囊肿手术复发2例, 复发

时间分别为6 mo、2年. 首诊17例有不同程度临

近脏器压迫症状(排便、排尿困难、骶尾部或肛

门胀痛), 其中3例伴有阴道流血, 1例伴双下肢麻

木; 体检发现无明显症状6例(26.1%). 直肠指诊

提示直肠后壁外肿物16例, 检出率94.1%(16/17); 
彩超检查19例, CT检查16例, MRI检查6例, 均提

示盆腔囊性占位性病变, 其中3例CT检查提示肿

物临近结构呈受压推挤改变.
1.2 方法 本组23例均行手术治疗. 全部患者术前

均行肠道准备, 手术经腹部进路者13例, 经骶尾

部入路者6例, 经腹骶联合入路者4例.

2  结果

术中见囊肿大小2-21 cm不等, 23例中行囊肿刺

破减压12例, 囊肿完整切除者19例, 部分切除者

4例, 残余囊肿壁以石碳酸烧灼. 直肠损伤3例, 
修补后行预防性乙状结肠造瘘2例, 1例因为复

发行二次手术且囊肿与直肠粘连较多, 分离面

较大, 行预防性回肠造瘘, 此3例分别于术后3-6  
mo行乙状结肠还漏术、回肠还瘘术, 术后排便

功能恢复良好; 术中出血>800 mL者5例, 2例行

髂内动脉结扎、3例行纱垫填塞压迫. 手术均获

成功, 无死亡病例, 术后并发短期排尿障碍1例, 
余无手术并发症出现. 术后病理回报骶尾部皮

样囊肿9例, 表皮样囊肿11例, 浆液性囊肿1例, 尾
肠囊肿2例. 随访14例, 随访时间1.5-11年, 其中

表皮样囊肿5例, 表皮样囊肿8例, 尾肠囊肿1例; 
其中2例表皮样囊肿及1例皮样囊肿分别与术后

1年、3年及1.5年囊肿复发, 经再次手术治疗后

治愈; 其余随访病例未发现复发或恶变(图1, 2).

3  讨论

直肠后间隙为直肠与骶骨之间潜在的间隙, 其
上界为腹膜反折, 下界为肛提肌和尾骨肌, 两侧

为输尿管及髂血管. 此间隙的肿物可起源于不

同的组织和器官, 分为先天性、神经源性、炎

症性、骨性或混合性, 其中55%-70%起源于先

天残留组织[1]. 常见先天性肿瘤包括发育性囊

肿、脊索瘤、畸胎瘤和脊膜膨出等. 发育性囊

肿为该间隙中最常见的良性肿瘤, 据囊肿的来

源与组织病理学可分为表皮样囊肿、皮样囊

肿、肠原性囊肿(包括尾肠囊肿、囊性直肠重

叠), 神经管原肠囊肿.  直肠后囊肿恶变较少, 主
要见于肠原性囊肿(包括尾肠囊肿、囊性直肠

重叠), 约7%会恶变为类癌瘤或腺癌[2,3]. Liang 
等[4]报道尾肠囊肿的上皮细胞与类癌瘤细胞均

对雌激素受体表现强阳性, 认为雌激素可能在

发生恶变的过程中起重要作用. 直肠后囊肿临

床较为少见, 可发生在任何年龄, 以中年女性多

见[5], 本组病例女性占87.0%(20/23). 下面就直肠

后囊肿的诊断和外科治疗的问题作初步讨论. 
(1)诊断: 直肠后囊肿的临床症状随囊肿位置、大

小、是否并发感染以及临近器官受压或累及的

程度有关, 直肠后囊肿约50%无症状[6], 多经彩超

或指诊发现. 本组26.1%患者体检未发现明显症

状, 表明体检时行盆腔彩超或肛诊可利于本病

的早期诊断及治疗. 囊肿逐渐发展可压迫临近

器官出现症状如便秘, 排便排尿困难, 下腹痛、

骶尾部疼痛等 [7]; 本组病例中有74.9%(17/23)
因出现压迫症状而就诊. 直肠指诊是最简便易

行、无创伤、阳性率高的检查方法. 文献报道

约90%的直肠后肿物可通过直肠指诊发现, 本
组指诊检出率为94.1%, 且可通过指检初步判断

肿物的部位、性质(囊性、囊实性)与骶骨、直

肠的关系. 此外, 如囊肿感染破溃可经指诊触及

异常隐窝或窦道. (2)辅助检查: 影像学检查对直

肠后囊肿的诊断与手术路径选择至关重要[8,9]. 
B超检查具有简便快速、廉价实用、阳性率高

的优点, 可明确肿物性质(囊或实性)、大小与

■研发前沿
骶前直肠肿瘤的
诊断与治疗仍面
临挑战, 各种影像
学检查可为手术
切除提供帮助, 但
不能明确诊断.

图  1  直肠后囊肿CT显像. 箭头所示囊肿为单腔, 占据直肠

后间隙.

图   2   直 肠 后 囊
肿MRI成像. 箭头

所 示 巨 大 囊 肿 压

迫直肠.

*
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周围脏器关系等. 本组19例经B超检查均发现盆

腔或直肠后区囊性肿物. 在对囊肿行精确定位

与明确其累及周围脏器、血管、输尿管程度方

面, CT、MRI有非常重要的价值[10]. Yang等[11]认

为MRI在判断囊肿组织学类型方面优于CT, 若
MRI显示囊肿多房或一个囊肿周围伴随小囊肿

应该考虑尾肠囊肿. 骨盆X片若显示骶尾部骨

质缺损常提示囊肿为皮样囊肿、尾肠囊肿、或

神经管源囊肿[12]. 此外, 钡剂灌肠和泌尿系造影

有助于了解直肠、乙状结肠、膀胱、输尿管受

压移位情况, 便于术前采取相应措施以防术中

损伤上述器官. (3)外科治疗: 由于直肠后囊肿位

置特殊, 且可逐渐增大压迫临近器官, 故完整的

外科切除是其首选治疗方法[13]. 术前行肠道准

备, 备取充足的血源, 必要时放置一侧或双侧输

尿管导管, 以防邻近器官损伤及其所引起的并

发症. 手术途径的选择, 主要根据肿瘤的部位、

大小及手术难度的估计决定. (1)一般认为位于

第4骶椎下方的小型囊肿(<8 cm)选择经由骶尾

部入路切除较为合适, 本组经骶尾入路6例, 均
采用倒“V”切口, 术野暴露满意, 囊肿与骶尾

部粘连紧密者切除粘连的骶骨(必要时切除第

4-5骶骨), 术中常需手指放入直肠作指引防止直

肠损伤. (2)对于囊肿较大, 位于第4尾椎上方选

择经腹路径较为适宜, 可以充分暴露并探查腹

腔及骨盆上段, 辨认重要脏器、血管、神经及

输尿管, 避免副损伤, 此入路对于血运丰富的囊

肿, 较利于髂内动脉的暂时阻断或结扎, 对正确

估计肿瘤切除难度有一定价值. 本组13例采用

经腹入路, 囊肿均得以顺利切除. (3)对于囊肿较

大、位置较深或复发性囊肿, 可选择腹骶尾部

联合进路, 先经腹部探查分离囊肿, 后改侧卧位

联合骶尾部切口完成手术. 本组4例囊肿较大者

(d>15 cm)循此入路, 手术顺利. 
对于囊肿较大, 位置较深, 切除有困难时可

先行囊肿刺破减压, 减小囊肿体积, 这样既可防

止囊肿破溃污染术野, 又有利于其与周围组织

分离和摘除. 本组11例患者循此原则, 均顺利完

整切除. 手术完整切除囊肿、避免囊壁残留是

减少术后复发的关键, 若无法完整切除者可行

石碳酸烧灼或电凝适当烧灼. 本组3例因肿物与

直肠关系密切, 将大部分囊壁切除后用石碳酸

烧灼残壁, 术后恢复良好. 
直肠后囊肿手术切除最危险的并发症是术

中大出血和副损伤, 如处理不当, 可造成严重后

果. 术中出血多因直肠后血管损伤出血或创面

渗血. 我们的体会是: (1)锐性分离囊肿, 避免钳

夹髂骨面; (2)囊肿与血管关系不明确时, 主动减

压后切除部分囊肿充分暴露视野, 再行切除残

余囊肿壁; (3)对创面渗血行凡士林、油纱垫填

压止血, 效果良好; (4)对髂血管损伤出血止血困

难时, 可暂时阻断髂总动脉利于寻找出血点, 或
结扎同侧髂内动脉. 本组术中大出血5例, 循此

法均获成功. 术中直肠、输尿管、骶丛神经损

伤也为手术严重并发症, 充分术前准备, 如输尿

管留置双“J”管对于术中辨认直肠与输尿管有

很大帮助; (5)充分的肠道准备, 可为直肠损伤后

行预防性造瘘提供条件; (6)处理盆腔深处时定

要紧靠囊肿, 避免损伤骶丛神经. 我们认为直肠

后间隙局部结构复杂, 位置较深, 手术容易出现

大出血、输尿管、神经损伤或直肠、肛门括约

肌损伤等严重并发症, 故直肠后囊肿手术需要

对盆腔解剖熟悉的、有经验的医生操作.
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Abstract
We report a case of acanthosis nigricans associ-
ated with gastric adenocarcinoma with liver 
metastasis in the present study. Furthermore, 
we analyzed 71 cases of acanthosis nigricans 
reported in China and explored the relationship 
between acanthosis nigricans and internal organ 
diseases. We found that skin symptoms might be 
signs of the presence of malignant tumors. Malig-
nant acanthosis nigricans is a rare paraneoplastic 
dermatosis. The neoplasms associated with ma-
lignant acanthosis nigricans are typically aggres-
sive in nature, mandating an extensive search for 
the underlying malignancy once the diagnosis of 
malignant acanthosis nigricans is suspected.

Key Words: Acanthosis nigricans; Gastric carcino-
ma; Prognosis
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摘要
本文报道黑棘皮病伴发胃中分化腺癌、肝转

移1例, 并结合国内已报道的黑棘皮病71例, 探
讨其与内脏疾病的关系, 指出皮肤症状是恶性
肿瘤存在的信号, 认为恶性黑棘皮病是一种少
见的副瘤性皮肤病, 与恶性黑棘皮病相关的肿
瘤侵袭性强, 一旦怀疑诊断此病一定要全面检
查寻找原发灶.

关键词: 黑棘皮病; 胃癌; 预后
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0  引言

黑棘皮病(acanthosis nigricans disease, AN)是好

发于面、颈、腹股沟和腋下等身体皱襞部位, 
以色素沉着、过度角化、疣状增生、天鹅绒样

增厚为特点的少见皮肤科疾病, 迄今病因不明. 
如果同时伴有消化系或者其他系统的恶性肿瘤

则称为恶性黑棘皮病[1], 国内报道少见[2]. 现将我

院收治的胃癌伴恶性AN 1例报道如下, 并结合

本文收集的国内已报道的病例, 探讨其与内脏

疾病的关系. 

1  病例报告

男, 78岁, 2年前无明显诱因出现全身皮肤进行

性颜色加深、色素沉着、双手背散发疣状肿

物(图1), 于多处皮肤科就诊, 未能明确诊断. 随
于2008-09主因“上腹部不适1年余, 进食梗噎

1 mo”于北京肿瘤医院就诊. 胃镜示: 距门齿

22 cm始, 见食管四壁多发结节, 表面不平, 色
白, 0.2-0.5 cm, 贲门前壁小弯侧始见1隆起性肿

物, 向下延伸, 侵及胃底、胃体小弯、后壁及胃

窦大弯侧, 活检组织轫, 触碰易出血; 病理示: 贲
门、胃体窦中分化腺癌. 因同时确诊肝转移, 故
未能手术切除. 后就诊于我院, 行颈部皮肤活

检病理提示黑棘皮病(图2), 明确诊断: 胃癌晚

期伴黑棘皮病. 先予以单药口服希罗达4个周

期, 病变进展, 随于2008-07/11在我科采用草酸

铂+5-FU+CF方案化疗6个周期, 配合中药健脾

®

■背景资料
恶性黑棘皮病是
指并发体内恶性
肿瘤的皮肤损害, 
是一种少见的副
瘤 性 皮 肤 病 ,  恶
性肿瘤大多数为
腺 癌 ,  其 中 胃 癌
最多见. 

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科
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益气、降逆止呕, 减毒增效, 疗效评价为稳定. 
2009-06复查, 腹部CT示: 胃及贲门癌并肝转移, 
其中贲门胃底近胃体部及肝内病变较前均进展; 
肝胃之间新增结节影, 考虑淋巴结转移. 遂调整

方案为口服替吉奥胶囊(80 mg/m2), 分2次口服, 
d1-14. 治疗1疗程后患者症状未见改善, 后经随访

患者于2009-11死亡. 

2  讨论

早在1876年Mitchell就发现这种皮肤病变, 随后

1890年由Pollitzer和Janvosky分别报道2例并命

名为黑棘皮病. 我国将其分为五型: 良性型、恶

性型、药物型、假性型及综合征型[3].
我们通过“中国知网(www.epub.cnki.net)”

中国期刊全文数据库, 对1994/2009国内公开报

道的关于黑棘皮的病例进行关键词检索, 加上

本报道1例, 共得71例, 其中49例为恶性型: 年龄

17-80(平均55.9)岁, 男39人, 女10人. 可见恶性黑

棘皮病好发于中老年人, 常合并恶性肿瘤, 特别

是消化系肿瘤, 胃癌占87.7%, 其中4例伴有食管

受累. 大多数病理为腺癌, 低分化腺癌占42.9%, 
印戒细胞癌6.1%. 在49例恶性黑棘皮病患者中, 
发病3年以内得到确诊的有91.8%, 病程最长者

达25年. 先表现有内脏疾病症状者占20.4%, 先
出现皮肤症状者67.3%, 同时有皮肤及内脏疾病

症状者占12.2%. 可见大多数患者最早是以皮肤

症状出现, 临床表现为皮肤变黑、粗糙、疣状

或乳头瘤状增生, 患者常就诊于皮肤科, 经长期

对症治疗未愈, 或逐渐出现内脏疾病症状后才

就诊于内科, 延误了诊治. 在49例恶性型患者的

治疗中我们发现, 单纯行手术者占24.5%, 单纯

化疗者16.3%, 手术+化疗者24.5%, 未行抗肿瘤

治疗者达12.2%. 由此可见, 目前对恶性黑棘皮

病的治疗尚无公认有效的特异性治疗手段, 此

病预后较差, 患者最短在确诊3 mo死亡, 最长在

确诊3年后死亡. 研究发现[4]患者皮损会随肿瘤

的控制而好转, 亦随肿瘤的恶化而加重, 故肿瘤

决定了AN的最终预后. 相应的, 也有研究发现[5], 
皮损严重时则说明肿瘤在进展, 肿瘤切除后皮

损可逐渐消退. 不过, 伴皮损的肿瘤其预后较差, 
常早期转移, 患者生存期较同种肿瘤但不伴皮

损者为短. 
恶性A N的病因及发病机制尚不明确, 研

究表明可能与肿瘤细胞大量分泌TGF-α有关. 
TGF-α能够通过内分泌途径刺激角质形成细胞

的生长, 其表达和肿瘤的发展呈正相关[6]. 另外

肿瘤细胞产生的溶解因子能降低皮肤细胞外基

质, 对恶性AN的发病有促进作用[7]. 
本例患者属恶性AN合并胃腺癌, 皮疹先于

胃癌发生, 按照皮肤病治疗达2年而无效, 随后

因出现上腹不适行胃镜检查明确诊断胃腺癌. 
理论上, 如通过皮损能早期对胃癌进行诊断和

治疗, 则随着肿瘤得到有效控制, 黑棘皮病也会

好转, 患者预后较好; 对于本例患者而言, 切除

胃部肿瘤是最佳治疗选择, 且术前可行1-2周期

的化疗, 以缩小病灶, 为手术及患者术后恢复提

供有利条件, 但因发现较晚, 已错过胃部肿瘤手

术治疗的最佳时机. 本例的治疗亦给我们留下

警示, 即: 恶性黑棘皮病对肿瘤的诊断有较高价

值, 临床医生如能及早识别皮损, 尤其是多次就

诊皮损无改善且逐渐加重或出现进行性消瘦者, 
即应及时进行全面的体检, 以期对伴发的恶性

肿瘤早诊断、早治疗, 获得最佳疗效. 本患者提

示我们应重视专科情况以外的特殊表现, 对少

见疾病注意密切随访观察、早期诊断、及时治

疗、改善预后.
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Abstract
A 58-year-old male patient was admitted due 
to the presence of a mass in the upper abdo-
men, deep yellow urine and weight loss for half 
a year. Physical examination revealed that he 
had liver enlargement, mild liver function ab-
normalities, proteinuria, and increased alkaline 
phosphatase level. He was diagnosed as hepatic 
amyloidosis by liver biopsy. Hepatic amyloido-
sis is a rare clinical entity that is difficult to diag-
nose and has poor prognosis.

Key Words: Hepatic amyloidosis; Liver enlarge-
ment; Liver biopsy

Hao LS, Guo J, Zheng LB, Zhu FL, Liu XJ, Zhang XL, Qin 
YC. Hepatic amyloidosis: a case report and literature 
review. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(12): 
1287-1289

摘要
患者, 男, 58岁, 因发现上腹部包块、尿色深
黄、体质量下降半年入院. 入院后检查发现
患者肝脏肿大、肝功能轻度异常, 伴有蛋白
尿及碱性磷酸酶增高, 经肝穿刺活检确诊为
肝淀粉样变. 肝淀粉样变临床少见, 诊断困难, 
预后较差.

关键词: 肝淀粉样变; 肝肿大; 肝穿刺活检

郝礼森, 郭剑, 郑力博, 朱芳丽, 刘小娟, 张晓岚, 秦玉彩. 肝淀粉

样变1例.  世界华人消化杂志  2010; 18(12): 1287-1289
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0  引言

淀粉样变, 为多种原因所诱导的以特异性糖蛋

白纤维即淀粉样物质在血管壁及器官、组织细

胞外沉积为特征的一种进行性、预后不良性疾

病[1,2]. 淀粉样物质可沉积于局部或全身, 主要累

及心、肝、肾、脾、胃肠、肌肉及皮肤等组织, 
淀粉样物侵及肝脏, 浸润于肝细胞之间或沉积

于网状纤维支架时称为肝淀粉样变[2]. 肝淀粉样

变临床少见, 诊断困难, 预后较差. 现将我们遇

到的1例典型病例并复习文献报道如下. 

1  病例报告

男, 58岁, 主因发现上腹部包块、尿色深黄、

体质量下降半年入院. 患者于半年前无明显诱

因发现上腹部逐渐隆起, 可自行触及包块, 质
硬, 伴尿色深黄、体质量下降, 无发热、腹痛、

呕吐及黑便等症状. 曾就诊于当地医院, 查肝功

能示总胆红素(TBIL)23 μmol/L、丙氨酸氨基

转移酶(ALT)61 U/L、天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)93 U/L; 肝炎筛查示乙型肝炎五项、丙型

肝炎抗体、甲型肝炎抗体、丁型肝炎抗体及戊

型肝炎抗体均阴性; 腹部B超示肝脾肿大、少

量腹水、胆囊增大壁毛糙. 给予护肝及利胆药

治疗后上腹包块无缩小, 遂转入我院诊治. 门诊

以“肝肿大原因待查”收住院. 既往12年前因

“急性阑尾炎”行阑尾切除术, 无“肝炎”和

www.wjgnet.com

®

■背景资料
淀粉样物质可沉
积 于 局 部 或 全
身, 主要累及心、

肝、肾、脾、胃
肠、肌肉及皮肤
等组织, 淀粉样物
侵及肝脏, 浸润于
肝细胞之间或沉
积于网状纤维支
架时称为肝淀粉
样变. 肝淀粉样变
临床少见, 诊断困
难, 预后较差.

■同行评议者
高 泽 立 ,  主 任 医
师, 上海交通大学
医学院附属第九
人民医院周浦分
院消化科



“血吸虫”病史, 无“高血压病及高脂血症”

病史. 无家族性淀粉样变病史. 2年前曾在纺织

厂工作1年, 接触过棉纺织物. 无饮酒嗜好. 查
体: 体温36.8 ℃, 脉搏60次/分, 呼吸16次/分, 血
压100/70 mmHg, 神志清, 皮肤巩膜无黄染, 无
肝掌, 可见蜘蛛痣, 浅表淋巴结无肿大. 面颊发

红, 舌无肿大. 甲状腺无肿大, 胸廓无畸形, 双肺

未闻及干湿性啰音. 心界在正常范围内, 心率60
次/分, 律齐. 上腹膨隆, 无腹壁静脉曲张, 无压

痛, 肝右肋下8 cm, 剑突下15 cm, 边缘欠规则, 质
硬, 无触痛, 脾肋下未触及. 肝上界第五肋间, 腹
部移动性浊音阴性, 肝区及双肾区无叩击痛, 双
下肢无水肿. 辅助检查: 血常规示白细胞7.1×
109/L、嗜中性粒细胞54.2%、淋巴细胞35.9%、

嗜酸性粒细胞1.3%、嗜碱性粒细胞1.2%、红细

胞5.90×1012/L、血红蛋白186 g/L、血小板257
×109/L; 尿蛋白3+; 尿蛋白定量4.53 g/24 h; 大便

常规正常. 肝功能示总胆红素22.7 μmol/L、直

接胆红素7.6 μmol/L、间接胆红素15.1 μmol/L、
ALT 46 U/L、AST 67 IU/L、谷氨酰肽转肽酶

(GGT)249 U/L、碱性磷酸酶(ALP)275 U/L、总

蛋白(TP)59 g/L、白蛋白(ALB)31.00 U/L、球蛋

白(G)28.00 U/L; 蛋白电泳, 白蛋白55.9%、α1球
蛋白4.6%、α2球蛋白11.9%、β球蛋白13.0%、

γ球蛋白14.6%; 肾功能及电解质正常; 血糖、血

脂正常; 乳酸脱氢酶313 IU/L, 肌酸激酶59 IU/L, 
总胆汁酸11.80 μmol/L, 胆碱酯酶250 U/L, 腺苷

脱氨酶13 U/L, 单胺氧化酶7 U/L; 尿酸200.80 
μmol/L; 凝血酶原时间、凝血酶原活动度、部

分凝血活酶时间均正常; 血沉17 mm/h; 肝炎病

原学甲、乙、丙、丁、戊均阴性; 人类免疫缺

陷病毒抗体(Anti-HIV)阴性; 甲胎蛋白(AFP)、
癌胚抗原(CEA)、糖类抗原199(CA199)、糖类

抗原125(CA125)均在正常范围; 平滑肌抗体、

抗线粒体抗体均阴性. 免疫球蛋白G 11.20 g/L, 
免疫球蛋白A 2.08 g/L, 免疫球蛋白M 0.73 g/L, 
补体C3 1.81 g/L, 补体C4 0.29 g/L. 心电图示交

界性心律. 骨髓检测提示红、巨两系增生减低. 
电子胃镜检查提示反流性食管炎(Ⅰ级)、食管

静脉曲张(轻度)、胆汁反流性全胃炎、十二指

肠炎. 胃体黏膜活组织病理检查显示胃体黏膜

弥漫性炎症. 胸部X线片示右侧胸膜顶胸膜增

厚, 心脏形态大小正常. 上腹部CT提示: 肝外形

不规整, 体积明显增大, 肝左缘深入脾脏后方, 
前缘向前膨隆, 肝脏边缘光滑, 肝质密度不均匀, 
密度普遍减低, 强化程度明显减弱, 以肝右叶为
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著; 脾体积稍增大, 密度明显减低; 胰腺外形基

本正常, 胰头部稍受压; 腹腔内胃及肠管略受压

向下移位; 双肾外形正常, 其内未见异常密度影. 
上腹部MRI提示: 肝外形不规则, 肝体积增大, 表
面不光滑, 边缘稍往外突起, 第Ⅵ及第Ⅷ肝段肝

囊肿(3个), 不均匀脂肪肝, 慢性胆囊炎, 少量腹

水, 脾脏强化不均匀. 肝穿刺肝组织刚果红染色

光镜下观察: 肝小叶间肝细胞索严重萎缩, 被大

量砖红色的淀粉样物质取代, 肝实质萎缩, 见图1. 
诊断为肝淀粉样变. 

2  讨论

淀粉样变是由可溶性血清淀粉样物质以不溶

性纤维形式沉积于细胞外间质中引起的一组

疾病[1]. 其临床表现变化较大、多种多样, 常累

及肝、肾、脾、心脏、胃肠、肌肉及皮肤等

多个组织器官. 淀粉样物质主要由非纤维性糖

蛋白-血清淀粉样蛋白P成分(serum amyloid P 
component, SAP)、葡糖聚氨酶(黏多糖)及各种

纤维样蛋白组成, 其中SAP是构成淀粉样沉积的

主要成分. 淀粉样沉积物用刚果红染色后在光

镜下观察为砖红色的无定形物质, 在偏振光镜

下呈苹果绿色双折射现象[1]. 根据发病原因, 淀
粉样变可分为原发性、继发性、家族遗传性、

老年性、血液透析伴发的淀粉样变等类型[3,4]. 
临床上最常见的是继发性和原发性淀粉样变. 
继发性淀粉样变又称淀粉样A蛋白型(AA型), 其
主要病因为结缔组织病、肿瘤或结核等慢性感

染, 淀粉样蛋白前体为淀粉样物质A(amyloid A); 
原发性淀粉样变即淀粉样轻链型(AL型), 临床

少见, 由于其临床表现复杂多样且无特异性, 常
常被延误诊断. AL型淀粉样变主要累及肝、脾

和肾脏. 肝脏是淀粉样变常累及的部位[3,5]. 有文

献报道, 95%的淀粉样变患者尸体解剖时有肝脏

www.wjgnet.com

■相关报道
有 文 献 报 道 , 
95%的淀粉样变
患者尸体解剖时
有肝脏淀粉样物
质沉积.

图  1  肝组织刚果红染色(×200). 可见肝组织正常结构破

坏, 肝细胞间有大量条索状均质砖红色淀粉样物沉着.
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淀粉样物质沉积[6]. 肝受累的临床特征为体质量

下降和肝肿大, 可有肝功能和生化异常, 其他可

有蛋白尿、碱性磷酸酶增高等[5]. 本病例以肝肿

大、体质量下降为突出表现、伴有肝功能轻度

异常、碱性磷酸酶升高及蛋白尿, 与AL淀粉样

变完全一致, 可能为此类型. 
肝淀粉样变在临床上并不多见, 临床上常

由于对其缺乏认识而导致无法确诊甚至误诊误

治, 早期诊断治疗有助于延长患者生存期. 结
合本例我们有如下体会: (1)临床发现体质量减

轻、肝肿大、肝功能轻度异常的患者(特别是

肝大与肝酶学异常不相符), 如伴有蛋白尿及碱

性磷酸酶增高等, 要考虑肝淀粉样变的可能. (2)
肝淀粉样变患者可有肝功能轻度异常, 如本例

表现为ALT、AST轻度升高, 但这些变化均为

非特异性, 与淀粉样物质在肝脏沉积的程度无

关. (3)B超或CT等影像学检查对肝淀粉样变诊

断虽不具有特异性, 但可提示病变, 如本例腹部

CT 提示肝脏弥漫性增大、密度普遍减低. (4)由
于实验室检查缺乏特异性指标, 病理检查成为

确诊的依据, 肝穿刺活检在诊断上具有突出地

位. 本病例在当地医院虽经系列检查, 但因未行

肝活组织病理检查, 故未能明确诊断. 入住我科

后作为疑难病例进行讨论, 予肝组织活检而获

明确诊断, 这为以后类似疾病的诊断与鉴别诊

断提供了有益的经验. 另外, 肝肿大并不意味着

一定有肝淀粉样物质沉积, 在诊断本病时, 应注

意与脂肪肝、肝糖原累积症和原发性肝细胞癌

等相鉴别. 肝淀粉样变预后较差, 大多死于心肾

衰竭和肺炎等继发感染. Park等[5]分析了98例肝

淀粉样变患者的临床特征和自然史, 结果显示

平均生存时间是8.5 mo. 该病目前尚无有效治

疗, 支持治疗和对症治疗有助于延长存活期. 经
典的治疗方案为联合应用MP方案(马法兰+泼尼

松), 也可应用多种抗癌药物联合化疗, 有条件者

可进行肝脏移植. 本例患者确诊后自动出院, 放
弃了进一步治疗. 
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Abstract
In this report, we present two cases of solitary 
necrotic nodule (SNN) of the liver. The clinical, 
pathological and immunohistochemical datas 
of these two patients are analyzed and a review 
of relevant literature is conducted to investigate 
the clinical and pathological characteristics and 
possible causes of SNN.

Key Words: Solitary necrotic nodule; Etiopathogen-
esis; Immunohistochemistry
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摘要
本文复习2例肝脏孤立性坏死结节的临床及病
理资料, 并行免疫组织化学标记和特殊染色. 
结合文献探讨肝脏孤立性坏死结节的临床、

病理特点及可能的病因. 

关键词: 孤立性坏死结节; 病因; 免疫组织化学

王红群, 吴正升. 肝脏孤立性坏死结节2例.  世界华人消化杂志  

2010; 18(12): 1290-1293

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/1290.asp

0  引言

肝脏孤立性坏死结节(solitary necrotic nodule, 
S N N )是一种少见的良性疾病 ,  1 9 8 3年由

Shepherd和Lee首先描述[1], 文献中报道较少. 
2006-2009年安徽医科大学第一附属医院及合肥

市第三人民医院病理科在外检中遇到2例SNN, 
现结合文献复习, 探讨其临床病理特征及可能

的病因. 

1  病例报告

病例1, 女, 35岁, 平常无不适症状, 于2006年体

检偶然发现 ,  实验室检查包括血常规、电解

质、肝功能和肿瘤十二项检验结果等均无异常, 
HAV、HBV及HCV均为阴性. CT提示肝右叶多

发性小血管瘤及肝右叶被膜下见一低密度病变

(图1), B超示肝右叶低回声病变, 内部回声欠均

匀. 大体送检为部分肝组织, 大小约5 cm×5 cm
×3 cm, 切面见一4 cm×3 cm×3 cm大小的灰

白结节, 结节境界清楚, 其周围见充血出血带(图
2). 另送部分肝组织, 大小分别为1.2 cm×0.8 cm
及0.5 cm×0.5 cm, 切面呈紫褐色(镜下为海绵状

血管瘤). 光镜下: 结节中央为嗜伊红凝固性坏死

灶, 可见少量残存的肝细胞及少量多核巨细胞

残影, 局部可见小灶炎细胞聚集灶(见大量炎细

胞, 包括淋巴细胞、组织细胞、中性粒细胞、

浆细胞等), 坏死区周围纤维组织包裹, 纤维组织

增生伴玻璃样变性及少到中等量的淋巴细胞浸

润, 并可见少量嗜酸性粒细胞、浆细胞、单核

细胞及多核巨细胞等炎细胞浸润(图3A). 周围肝

组织轻度淤胆、脂肪变性、水肿, 肝窦内充满

血液, 汇管区纤维组织轻度增生伴少量淋巴细

胞浸润, 小叶间静脉及小叶下静脉明显扩张. 另
送肝组织见2处海绵状血管瘤, 直径0.5-1.2 cm. 
石蜡切片做免疫组织化学检查及特殊染色, PAS
染色阴性, 抗酸染色阴性, 铁染色阴性, Ag+VG

®

■背景资料
肝脏孤立性坏死
结节是一种少见
的良性疾病, 1983
年由Shepherd和
Lee首先描述, 国
内外文献中报道
较少. 临床上没有
潜在的并发症, 对
身体健康没有较
大的影响, 多是无
意中发现, 具体病
因尚在研究中.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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显示网状纤维及胶原的轮廓保存完好(图4), Vim
坏死组织及周边纤维组织阳性. CD34见较多小

血管残影阳性(图5), CD68弥漫性阳性, CK少量

残存细胞阳性. 患者因为CT显示低密度病变, 怀
疑是恶性肿瘤, 术中行冰冻切片, 冰冻结果描写

为凝固性坏死灶, HE常规诊断为肝脏孤立性坏

死结节. 该例患者术后恢复较好, 随访36 mo均
未复发. 

病例2, 男, 46岁, 2008年因外伤致右侧肋骨

骨折行CT及超声检查, 发现肝左叶实质一低密

度病变, 实验室检查示血常规、电解质及肝功

能正常, 肿瘤十二项检验结果均阴性, HAV、

HBV及HCV均为阴性, HbsAb弱阳性. 患者血

脂高, 三酰甘油: 4.24 mmol/L(正常值0.4-2.00 
mmol/L), 总胆固醇7.48 mmol/L(正常值3.00-5.70 
mmol/L), 低密度脂蛋白和极低密度脂蛋白均高

于正常值(分别为4.59及1.93 mmol/L). 患者患有

2型糖尿病多年. CT平扫示肝实质密度弥漫性减

低. 增强后动脉期肝左叶见一明显强化影, 境界

清楚, 强化欠均, 静脉期病灶强化程度明显减退, 
余肝实质内未见明显强化(图6). 彩色多普勒超

声显示: 肝左外叶探及大小约1.6 cm×1.5 cm偏

低回声包块, 边界清楚, 后方回声增强, 内部回

声欠均匀; 脂肪肝. 手术中见肝左叶稍肥厚, 肝
左叶见一直径约2 cm的包块, 表面凹陷, 大体送

检为灰红色不规则组织, 大小约4.5 cm×3.0 cm
×2.5 cm, 切面见一直径1.8 cm的灰白色结节, 与
周围组织界限清楚, 质韧. 光镜下: 结节中央为

淡红色凝固性坏死区, 可见脂肪空泡残影及胆

固醇结晶, 周围见纤维组织增生伴玻璃样变性, 
纤维组织内中等量的淋巴细胞及少量浆细胞、

嗜酸性粒细胞浸润, 纤维组织与坏死区有狭窄

的均质的玻璃样变性带(图3B). 周围肝组织轻度

■研发前沿
该疾病的典型图
像已为大家熟悉, 
其病因成为研究
热点, SNN可能潜
在代表各种良性
疾病演化的过程, 
部分作者认为是
血管瘤演变而来.

图  2  大体示界限清楚的结节.

A B

图  3  2例患者的镜下典型图像(HE×40). A: 例1; B: 例2.

图  4  网状纤维完好(Ag+VG染色×100).

图  5  CD34的表达(MaxVision法×100).

A B C

图  1  例1 CT示肝右叶被膜下一低密度病变. A: 平扫; B: 增强; C: 延迟.
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肝细胞水肿、淤胆及明显脂肪变性, 汇管区纤维

组织轻度增生伴淋巴细胞浸润, 小叶间静脉及小

叶下静脉明显扩张. 石蜡切片做免疫组织化学检

查及特殊染色, PAS染色阴性, 抗酸染色阴性, 铁
染色阴性, Ag+VG显示网状纤维及胶原的轮廓

保存完好, Vim坏死组织及周边纤维组织阳性. 
CD68散在阳性, CK阴性, CD34染色小灶性阳性. 
患者因为CT提示肝左叶有一病变灶, 怀疑是恶

性肿瘤, 术中行冰冻切片, 冰冻结果也描写为凝

固性坏死灶, HE常规诊断为肝脏孤立性坏死结

节. 患者术后恢复较好, 顺利出院, 随访7 mo未
复发.

2  讨论

肝孤立性坏死结节是一种不常见的病变, 经常

被诊断为恶性转移病灶, 大部分患者没有明显

的症状, 多是因为其他疾病到医院检查无意中

发现, 或是体检中发现. 文献报道SNN大部分位

于包膜下, 少数位于肝实质中; 且大部分位于右

叶, 少数位于左叶; 绝大部分患者为单结节, 少数

为多结节, 平均直径为2-3 cm左右; 血清中CA-19
及CEA等肿瘤标志物检验结果是正常的[2-4]. 在本

组病例中, 1例位于肝左叶实质中, 1例位于肝右

叶肝被膜下,  结节直径分别为1.8 cm及4 cm. 2例
患者血液中肿瘤标志物检验结果正常, 与文献相

符. 且2例患者肝功能正常, 没有肝炎病毒感染.

显微镜下, 所有患者均有SNN的典型图像: 
由中心凝固性坏死部分及周围的纤维膜组成, 
纤维膜伴炎细胞浸润, 炎细胞包括组织细胞、

淋巴细胞、浆细胞、嗜酸性粒细胞等, PAS染
色、Grocott及抗酸染色显示没有细菌、真菌及

寄生虫感染[1-4]. 本文2例SNN均有上述的典型图

像, PAS染色及抗酸染色也为阴性. 
SNN的病因是多种的: SNN可能潜在代表各

种良性疾病演化的过程, 如感染性脓肿、寄生

虫性肉芽肿、血管瘤(或血管源性病变)、良性

肿瘤、血肿、外伤等良性疾病发展而来; 约50%
的病例能找到伴随的肿瘤[1-6]. 本文2例患者免疫

组织化学及特染显示有保留完整的网状纤维, 
Vim阳性, CD68阳性, 提示在坏死过程中有巨噬

细胞吞噬坏死组织, 同时伴有纤维组织产生. 且
结节周围肝组织均有轻度水肿、淤胆及不同程

度的脂肪变性, 汇管区纤维组织均有轻度增生

伴淋巴细胞浸润, 小叶间静脉及小叶下静脉明

显扩张, 也提示病变区及周围肝组织缺血并伴

有不同程度的炎症反应. 
本组病例中, 例1合并多发性肝血管瘤, 病变

周围肝窦扩张且充满血液, 坏死结节中, 有较多

的小血管残影(CD34阳性), 灶性大量炎细胞聚

集, CD68弥漫性阳性. 推测该例患者SNN的发生

与血管瘤密切相关, 与Berry[5]报道相同. 可能是

血管瘤硬化、退变、缺血坏死, 同时反应性引

起炎细胞浸润并吞噬包裹坏死组织, 周围纤维

组织增生, 形成特征性的坏死结节. 
本文例2中, 超声检查示患者脂肪肝, 患者血

脂明显升高, 病变周围肝细胞明显脂肪变性, 在
坏死结节中, 有脂肪空泡残影及胆固醇结晶, 同
时病变周围小叶间静脉及小叶下静脉均明显扩

张, 可能与脂肪肝及缺血有关, 在文献中尚未见

相关报导, 尚需在大样本病例中进一步观察, 该
例患者没有血管瘤, 也侧面说明SNN的病因是

多方面的. 
影像学中, 2例CT平扫显示低密度病灶, 其

中例2增强后见强化影, 2例超声示低回声病变. 
文献报导, 超声检查显示绝大部分患者为低回

声病变, 或伴有轻微的高回声边缘, 所有患者均

为非均质性回声[2,4,7]; CT平扫SNN为低密度病

灶, 少数病例延迟像显示边缘有轻度强化[7]. 
SNN是少见病变, 没有明显的症状及潜在

的并发症, 此疾病对身体健康没有较大的影响[2], 
临床医师结合影像学检查及实验检查结果综合

判断, 尽量避免手术治疗以减少不必要的创伤, 

■应用要点
本文具有实用价
值 ,  CT平扫示低
密度病变, 少数病
例增强后可见强
化影. 超声示低回
声病变, 病理有典
型的图像, 对临床
医师的诊断及治
疗有一定的指导
作用, 尽量避免手
术治疗以减少不
必要的创伤, 最好
的治疗方法就是
保守治疗及随访.

图  6  例2 CT示肝左叶有一病变(箭头). A: 增强; B: 延迟.

A

B
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最好的治疗方法就是保守治疗及随访.
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《2009 年版中国科技期刊引证报告》( 核心版 ) 发布
《世界华人消化杂志》2008 年影响因子 0.547   

本刊讯 中国科学技术信息研究所发布2008年《世界华人消化杂志》的总被引频次为2 480, 位居1 868种中

国科技论文统计源期刊的第100位, 41种内科学类期刊的第6位. 2008年《世界华人消化杂志》的影响因子为

0.547, 41种内科学类期刊的第17位. 大家最为关注的是《2009年版中国科技期刊引证报告》(核心版)中新增一

个综合评价指标, 即综合评价总分, 该指标根据科学计量学原理, 系统性地综合考虑被评价期刊的各影响力指

标(总被引频次、影响因子、他引率、基金论文比、引文率等)在其所在学科中的相对位置, 并按照一定的权

重系数将这些指标进行综合集成, 对期刊进行综合评价. 《世界华人消化杂志》总分为49.5, 在41种内科学类

期刊中排名第8位, 在1 868种中国科技期刊排名第341位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本 文 立 意 尚 可 , 
内容有一定参考
价值.
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报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

中国知识资源总库收录. 2008年度《世界华人

消化杂志》总被引频次为2480, 位居内科学类

41种期刊的第6位; 影响因子为0.547, 位居内科

医学类41种期刊的第17位. 《世界华人消化杂

志》即年指标0.059, 他引率0.79, 地区分布数29, 
基金论文比0.340, 国际论文比0.00, 学科影响指

标0.59, 综合评价总分49.5, 位居内科学类41种
期刊的第8位.   
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 
文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议

纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实

用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

世界华人消化杂志 2010年4月28日; 18(12): 1294-1298
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《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(ISSN 1009-3079, 
CN 14-1260/R)》是一份同行评议性和开放获取

(open access, OA)的旬刊. OA最大的优点是面向

全国本领域专家及公众开放无需注册, 免费获

取PDF等格式的全文, 切实破除了传统性期刊阻

碍科学研究成果快速传播的障碍. OA是一项真

正意义上的公益性科学传播工具, 编委、作者

和读者利益的最大化的目标, 努力推进本学科

的繁荣和发展. 
《世界华人消化杂志》定价56.00元, 全年

2016.00元, 邮发代号82-262, 由世界华人消化杂

志编辑部出版. 《世界华人消化杂志》主要报

道胃肠病学、肝胆病学、胰腺病学、内镜介入

与消化外科等多学科的评论及基础研究和临床

实践等各类文章, 具体内容涉及: 食管疾病, 如
反流性食管炎、Barret's食管、食管静脉曲张

和食管癌等; 胃部疾病, 胃食管反流性疾病、胃

炎、胃动力障碍、胃出血、胃癌和幽门螺杆菌

感染等; 肠道疾病, 如肠道出血、肠穿孔、肠梗

阻、肠道炎症(如IBD/CD等)、肠道感染、大肠

癌和大肠腺瘤等; 肝胆部疾病如病毒性肝炎、

肝硬化、脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、胆石

病、胆汁郁积、梗阻性黄疸、肝癌、胆囊癌、

胆管癌和门静脉高压等; 胰腺疾病, 如胰腺炎和

胰腺癌等; 全身性疾病涉及消化系统, 如自身免

疫性及瘀胆性疾病、腹腔疾病、消化不良和代

谢性疾病等; 以及与以上疾病相关的基因及基

因组学、微生物及分子生物学、病因学、流行

病学、免疫学、临床内外科诊断与治疗(如影

像、化疗、移植、营养等); 除以上外, 本刊也

报道诊断与筛选、内窥镜检查法、影像及先进

技术.
《世界华人消化杂志》被国际检索系统

美国《化学文摘》(Chemical Abstracts, CA)、
荷兰《医学文摘库/医学文摘(EMBase/Excerpta 
Medica, EM)》和俄罗斯《文摘杂志(Abstract 
Journal, AJ)》收录. 国内为中国科技论文统计与

分析期刊(科技部列选为中国科技论文统计源期

刊)、《中文核心期刊要目总览》(2008年版)内
科学类的核心期刊、《中国学术期刊评价研究

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.

 
wcjd@wjgnet.com 
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁.例如, 1秒, 1 s; 
2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 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, T 1/2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.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2009年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

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

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-85381901, 传
真: 010-85381893, 
E m a i l :  w c j d @
wjgnet.com; http://
www.wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 

材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序
号一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后

空1格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 
以下逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验

的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 
有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可.
2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有

足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即

可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使

其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出

现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑

白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 
图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: 
…; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按

●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符

号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值, 则cP <0.05, 
dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明

何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  
对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 
表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空

白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发

现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容

重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, 
V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并考入

磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不

要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 
cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条粘贴在正文内, 
不能使用浆糊粘贴.
志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
4 参考文献 本刊采用“顺序编码制”的著录

方法, 即以文中出现顺序用阿拉伯数字编号排

序. 提倡对国内同行近年已发表的相关研究

论文给予充分的反映, 并在文内引用处右上

《世界华人消化杂
志》自2006-01-01
起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 北京报刊发
行局发行, 邮发代
号: 82-262.
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角加方括号注明角码. 文中如列作者姓名, 则需

在“Pang等”的右上角注角码号; 若正文中仅

引用某文献中的论述, 则在该论述的句末右上

角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验方

法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年SCIE, 
PubMed,《中国科技论文统计源期刊》和《中

文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊为准, 
通常应只引用与其观点或数据密切相关的国内

外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作者(列出全

体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止页, PMID和

DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷
次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. 参考文

献格式如下: 
1 Jung EM, Clevert DA, Schreyer AG, Schmitt 

S,  Rennert  J ,  Kubale R,  Feuerbach S, 
Jung F. Evaluation of quantitative contrast 
harmonic imaging to assess malignancy of 
liver tumors: A prospective controlled two-
center study. World J Gastroenterol  2007; 13: 
6356-6364 [PMID:  18081224; DOI: 10.3748/
wjg.13.6356]

2 马连生, 潘伯荣, 马景云. 世界胃肠病学杂志

英文版的现状. 世界华人消化杂志 2001; 9: 
855-863

3 Lam SK. Academic investigator's perspectives 
of medical treatment for peptic ulcer. In:
Swabb EA, Azabo S, eds. Ulcer disease: 
investigation and basis for therapy. New York: 
Marcel Dekker, 1991: 431-450  

4 尚克中,  陈九如. 胃肠道造影原理与诊断. 
第1版 .  上海 :  上海科学技术文献出版社 , 
1995: 382-385

5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件处理费及发表费, 文章发表后可

获得1本样刊及10套单行本(稿酬).

5  修回稿须知
5.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
5.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
5.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-8538-1901
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

2 0 1 0年 ,  《世界
华人消化杂志》

将坚持开放获取
(open access, OA)
的出版模式, 编辑
出版高质量文章, 
努力实现编委、

作者和读者利益
的 最 大 化 ,  努 力
推进本学科的繁
荣和发展, 向专业
化、特色化和品
牌化方向迈进.
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2010年国内国际会议预告

2010-05-01/05
美国消化疾病周(DDW)
会议地点: 美国, 新奥尔良
联系方式: http://www.ddw.org/wmspage.cfm?parm1=679

2010-05-13/16
第四届MDCA肿瘤分子靶向及个体化医疗高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: 010-58430577

2010-05-13/15
第五届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 南京市
联系方式: office@cnsld.org

2010-05-14/16 
2010第四届中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市
联系方式: cma_spd@yahoo.com

2010-05-28/31
2010中国普外科焦点问题学术论坛
会议地点: 兰州市
联系方式: 2010fis@gmail.com

2010-06-04/06
2010国际腹部创伤暨第十届全国脾脏外科学术研讨会
会议地点: 合肥市
联系方式: qiaohaiquan2008@yahoo.com.cn

2010-06-04/06
第二届世纪坛国际结直肠肛门病论坛
会议地点: 北京市
联系方式: luoch301@gmail.com; luoch301@gmail.com

2010-06-17/21
2010年全国肝脏疾病临床学术大会暨欧洲肝病学会日
会议地点: 厦门市
联系方式: zhgz@vip.163.com

2010-08-18/21
第二十一届世界癌症大会
会议地点: 深圳市
联系方式: bgs@caca.sina.net

2010-08-19/22
第二十二次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 苏州市
联系方式: szzyy88@163.com

2010-09-01
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市
联系方式: http://www.csgd.org.cn/2010/

2010-09-01
第二次肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 太原市 
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2010-09-08/12
第九届全国介入放射学学术大会
会议地点: 广州市
联系方式: csir2010@163.com

2010-09-09/11
中华医学会第十一次全国感染病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: infectioncma@163.com

2010-09-10/12
第四届国际肝病学会年会
会议地点: 加拿大, 蒙特利尔
联系方式: info@ilca-online.org

2010-09-16/19
第十三届全国临床肿瘤学大会暨2010年CSCO学术年会
会议地点: 北京市
联系方式: http://reg.csco.org.cn/reg2010/

2010-10-23/27
第十八届欧盟胃肠病周
会议地点: 西班牙, 巴塞罗那
联系方式: http://uegw10.uegf.org/

2010-10-28/30 
中华医学会第十次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 成都市 
 yjliu@cma.org.cn

2010-11-17/20
中华医学会糖尿病学分会第十四次全国学术会议
会议地点: 苏州市 
联系方式: fredfeng@cma.org.cn

2010-11-18/21
第十四届全国胆道外科学术会议暨2010中国国际肝胆外
科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: ncbs_cifhbs@126.com
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苌新明 教授

西安交通大学医学院第一附属医院消化内科

陈进宏 副主任医师

复旦大学附属华山医院外科

陈其奎 教授

中山大学附属第二医院消化内科

陈贻胜 教授

福建省立医院消化内科

迟宝荣 教授

吉林大学第一医院消化内科

丁惠国 主任医师 

首都医科大学附属北京佑安医院肝病消化科

杜祥 教授

复旦大学附属肿瘤医院病理科

高润平 教授

吉林大学第一医院肝病科

高泽立 主任医师 

上海交通大学医学院附属第九人民医院周浦分院消化科

谷俊朝 主任医师

首都医科大学附属北京友谊医院普外科

李瑜元 教授

广州市第一人民医院内科

刘云鹏 教授

中国医科大学附属第一医院肿瘤内科

欧希龙 副教授

东南大学中大医院消化科

孙明军 教授  

中国医科大学附属第一医院内镜中心

唐世刚 教授 

大连大学附属中山医院内科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

唐志鹏 研究员   

上海中医药大学附属龙华医院消化内科

汪思应 教授  

安徽医科大学实验动物中心

王炳元 教授  

中国医科大学附属第一医院消化内科

王德盛 副教授  

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

王健生 教授  

西安交通大学医学院第一附属医院肿瘤外科            

王晓艳 副教授

湖南长沙中南大学湘雅三医院消化内科

王娅兰 教授

重庆医科大学基础医学院病理教研室

王正康 教授

北京中日友好医院普外科

肖恩华 教授 

中南大学湘雅二医院放射教研室 

许文燮 教授

上海交通大学生命科学院生物医学工程系 

殷正丰 教授 

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

于颖彦 教授

上海交通大学医学院附属瑞金医院器官移植中心病理室 

郑鹏远 教授

郑州大学第二附属医院消化科

周国雄 主任医师

南通大学附属医院消化内科

邹小明 教授

哈尔滨医科大学附属第二医院普外二科

www.wjgnet.com
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