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读者、编者之间的信息反馈交流. 
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Abstract
The development and progression of primary liver 
cancer are a very complicated process that involves 
multiple genes and steps. DNA sequencing can not 
thoroughly reveal the biological function of genes 
since a single gene can encode multiple proteins 
with distinct functions. The protein profiles of 
liver cancer cells, tissue and peripheral serum 
can be determined to analyze the structure and 
function of proteins involved in the development, 
progression, recurrence and metastasis of primary 
liver cancer. Proteomics plays an important role 
in exploring the pathogenesis, diagnosis and 
treatment of hepatocellular carcinoma. 

Key Words: Proteomics; Primary liver cancer; 
Mechanism; Diagnosis; Treatment

Sa ZQ, Ni L, Qin JM. Role of proteomics in exploring the 
pathogenesis, diagnosis and treatment of hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 
1521-1524

摘要
原发性肝癌的发生、发展涉及一系列多基因
参与、多步骤协同的复杂过程, 通过DNA序
列无法解释所有的生物功能, 同样的基因组却
表达出不同的蛋白质, 显示出不同的生物学功
能. 通过检测肝癌细胞、组织及外周血清蛋白
质表达谱, 深入开展肝癌发生、发展、复发与
转移相关蛋白质结构和功能的研究, 对于阐明
肝癌发病机制以及研究新的肝癌诊断与治疗
方法, 具有重要的研究意义和应用价值.

关键词: 蛋白组学; 肝癌; 机制; 诊断; 治疗
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0  引言

原发性肝癌(primary liver cancer, PLC, 以下简称

肝癌)是世界上第三大癌症, 每年约有100万以上

的人口患病. 在我国每年约有20余万人患肝癌, 
在我国恶性肿瘤死亡率中肝癌居第2位, 其5年
生存率仅有5%-6%, 大部分肝癌患者(>80%)就
诊时已属晚期, 无法手术切除, 即使可以手术切

除的肝癌患者, 2年复发率依然高达50%, 严重影

响肝癌治疗效果[1-3]. 肝癌的发生发展是一系列

多基因参与、多步骤协同的复杂过程, 为降低

其发病率和死亡率, 诸多学者曾试图在基因水

平上寻找肝癌分子靶标, 但随着人类基因组测

序的完成, 人们意识到仅仅通过DNA序列无法

解释所有的生物功能, 尽管所有的细胞都拥有

同样的基因组, 但却表达出不同的蛋白质并显

示出不同的生物学功能, 细胞差异很大程度是

由基因表达的最终产物-蛋白质来决定的. 如何

开展肝癌发生、发展、复发与转移相关蛋白质

结构和功能的研究, 对肝癌发病机制与诊治的

深入研究, 具有重要的应用前景.  

1  肝癌蛋白质组学研究的意义

1994年澳大利亚Macquaie大学Wilkins和Williams
首次提出“蛋白质组”这个概念[4]. 蛋白质组学

www.wjgnet.com

®

■背景资料
目前对原发性肝
癌的研究在基因
水平虽然发现一
些有价值的相关
基因, 但对于阐明
肝癌发生机制和
临床诊治应用价
值有限, 亟须从基
因表达的最终产
物-蛋白质水平进
行深入研究, 以期
对肝癌发病机制
的揭示和临床早
期诊治起到重要
的研究价值.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科



是指研究蛋白质组或应用大规模蛋白质分离和

识别技术研究蛋白质组的一门学科, 是对基因组

所表达的整套蛋白质的分析, 在蛋白质整体水平

上对疾病机制、细胞模式、功能联系等方面进

行探索的科学. 主要涉及研究各种蛋白质组的组

成成分, 力图描绘出人类大约3-4万多基因编码

的所有蛋白质谱, 建立蛋白质组数据库-表达蛋

白质组学; 以及研究蛋白质组的各种功能, 揭示

细胞生理和病理状态的进程与本质, 对外界环

境刺激的反应途径, 以及细胞调控机制, 获得对

某些关键蛋白的定性和功能分析-即功能蛋白质

组学. 随着人类基因组计划、计算机技术及网络

技术的发展, 蛋白质组生物信息学已经成为蛋白

质组研究一个不可缺少的部分[5]. 蛋白质的生物

信息学用来分析和构建双向凝胶电泳图谱, 搜索

与构建蛋白质组数据库. 随着后基因组时代的到

来, 蛋白质组学研牶直接定位于蛋白质水平, 从
整体、动态、定量的角度去研究肝癌发生发展

过程中蛋白质种类、数量、性质、功能及其动

态改变, 进一步揭示肝癌的发病机制, 为肝癌的

早期诊断及治疗开辟了新的途径.

2  肝癌细胞系蛋白组学研究

近年来, 肝癌细胞系的蛋白组学研究为揭示肝

癌发生机制奠定了重要的实验基础. Fu j i i等[6,7]

运用荧光饱和标记染色法、Western blot法、双

向荧光差异凝胶电泳法等分析技术研究了约9
株不同肝癌系细胞, 不仅发现抑癌基因结合蛋

白、转录调节蛋白、脂肪酸结合蛋白、细胞周

期调节蛋白、增殖细胞核抗原、末端结合蛋白

等在正常细胞和癌细胞之间表达的差异性, 并
且建立了肝癌细胞系HepG2的蛋白电泳图谱和

数据库, 鉴定了123个基因位点对应的92种蛋白, 
在肝癌蛋白质谱研究领域具有里程碑式的意 
义. Zhou等[8]利用多种蛋白组织化学技术分析比

较了人非肝癌但已发生变化的肝细胞系、未转

移的HCC细胞系-Hep3B和高度转移的肝癌细胞

系-MHCC97H的蛋白质谱, 构建了该三种细胞

系的糖蛋白组数据库, 并发现该三种细胞系的

糖蛋白及总蛋白的表达有着明显差异, 认为可

以通过检测肝组织蛋白糖基化变化对肝癌的发

生及转移进行早期预测及诊断. He等[9]构建了

携带HBX基因的表达载体pEGFP2N1-X, 然后将

其转染到HepG2细胞, 并在细胞质和核边缘表

达, 利用蛋白组化技术发现四种差异明显的蛋

白在HBX转染的细胞中表达上调, 考虑可能与
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肝癌的发生及早期转移有关. Cui等[10]运用2-DE
技术比较分析了无转移的H e p3B的肝癌细胞

系、低转移的MHCC97L肝癌细胞系和高转移

MHCC97H肝癌细胞系的蛋白二维电泳图差异, 
并用液相色谱2电喷雾离子阱质谱鉴定了其中

显著差异的26个蛋白, 认为这些蛋白可能成为

预测肝癌患者预后的蛋白标志物. Ding等[11]运用

蛋白质组学技术比较分析了高转移肝癌细胞系

MHCC97H和低转移MHCC97L, 发现细胞角蛋

白CK19(cytokeratin19)在MHCC97H中高表达而

在MHCC97L中低表达, 并在102例有明显肝内

转移的肝癌患者血清中检测出CK19蛋白阳性, 
该组研究还通过放射免疫技术发现肝细胞癌小

鼠血清CK19的水平随着肿瘤的进展有所增加并

在发生肺转移后显著增加, 认为这些蛋白不仅

可以成为预测肝癌患者早期转移的蛋白标志物, 
还可用于延缓或阻止肝癌的转移的治疗靶点. 
上述差异蛋白质的筛选、结构与功能的鉴定, 
为肝癌发病机制、靶向治疗和预后的研究提供

了重要的研究平台.

3  肝癌患者血清蛋白组学研究

Le Naour等[12]用2-DE等方法分析了原发性肝

癌患者和正常人的血清, 发现8种蛋白的抗体

在肝细胞癌中高表达, 而在健康人群中无表达

(P <0.05). B lock等在土拨鼠肝癌模型鼠的血清

中发现G P73蛋白明显高于正常鼠, 而后发现

肝癌患者血清中的GP73蛋白也明显高于正常

人. Marrero等[13]利用蛋白印迹技术比较了肝癌

患者和肝硬化患者血清中GP73水平差异, 其结

果表明肝癌患者血清GP73水平明显高于肝硬

化患者, 且在肝癌早期检出的敏感性明显高于

AFP(P<0.05). Capurro等[14]运用蛋白组化技术研

究了近来肝癌早期诊断热点之一的磷脂酰肌醇

蛋白聚糖3(GPC3)在不同人群中的表达差异, 结
果表明GPC3在肝癌患者血清中过度表达, 而在

肝炎等其他肝脏疾病患者及正常人群中低表达

或不表达. Poon等[15]利用蛋白组化技术对比分析

了肝癌患者、肝硬化患者和正常人的血清, 发现

并归类分析了250个差异表达蛋白质点, 这些差

异蛋白能正确识别所有血清标本, 能够无偏性的

反应肝癌蛋白组特异性, 展示了蛋白组学在肝癌

标志物研究中的前景. Steel等[16]利用2-DE及肽链

指纹图谱鉴定技术分析了肝癌患者和活动性/隐
匿性HBV感染而无任何临床症状的患者的血清, 
发现补体C3-C末端片断和载脂蛋白A1同源蛋白

www.wjgnet.com

■应用要点
从细胞、组织和
血清三个方面研
究肝癌蛋白质组
学 ,  能 够 从 不 同
角度较为全面地
揭示肝癌发生机
制、临床诊治.



撒忠秋, 等. 蛋白质组学在肝癌发生机制及诊治中的作用						                1523

www.wjgnet.com

质在肝细胞癌患者血清中含量相对较高, 有可能

成为肝癌早期检测的标志物. Comunale等[17]利

用蛋白组学技术分析比较了HBV相关肝癌患者

和、慢性肝炎患者以及正常人血清, 发现部分蛋

白核心高度的岩藻糖基化, 包括AFP在内的19种
岩藻糖基化蛋白明显升高, 并且这些岩藻糖基化

蛋白在AFP阴性的肝癌患者中也明显升高, 其价

值可能优于AFP, 可以进一步作为肝癌早期检查

的血清标志物. 为进一步筛选肝癌早期诊断特异

性标志物提供了新的研究依据.

4  肝癌肿瘤组织的蛋白组学研究

K im等 [18]利用2-DE技术分析比较了肝癌组织

和正常肝组织的蛋白位点差异 ,  鉴定出包括

热休克蛋白27(hot shock protein 27, HSP27)、
生长因子受体结合蛋白2(Grb2)、组织蛋白酶

D(cathepsin D)等11个在肝癌发生发展过程中起

重要的差异表达蛋白. Kim等[19]利用蛋白组化技

术比较了HBV阳性肝癌患者、HCV阳性肝癌

患者和肝炎病毒阴性肝癌患者的组织蛋白表达

图谱, 分析了60种蛋白质点在上述三者中的表

达差异性, 有14种蛋白表达趋同, 有46种具有肝

炎病毒表达特异性, 例如HSP27就在HCV阳性

肝癌患者中高表达, 在HBV阳性患者中低表达. 
Yokoyama等[20]利用蛋白组化技术对比分析了肝

癌和癌旁组织的蛋白质组成分, 发现了11个差异

蛋白质点, 其中有转铁蛋白轻链、精氨酸酶1、
肝型醛缩酶、原肌球蛋白β链等8个蛋白质点在

肝癌组织中表达下调, 这些蛋白大都与肝细胞

功能缺失以及肝癌形成有关. Alaiya等[21]用蛋白

质组技术比较分析了肝癌组织和正常肝组织中

的蛋白表达差异, 发现相关的基因编码在正常

肝组织中表达的是相对分子质量为37 000 Da, 
等电点为68的醛糖还原酶, 而在肝癌组织中表

达的是一个相对分子质量为35 000 Da, 等电点

为74的醛糖还原酶样蛋白, 经免疫组织化学证

实, 正常人肝脏中无此蛋白表达, 在癌前病变和

肝癌组织中表达明显, 而周围正常组织不表达, 
研究者认为上述变化可能与肝癌的发病机制密

切相关. Park等[22]运用2-DE、Western blot、免疫

组织化学等技术对比分析了肝癌患者癌组织和

癌旁正常组织铁蛋白轻链水平, 发现癌组织中

的铁蛋白轻链表达下调或缺失, 研究者进一步

运用RT-PCR方法发现铁蛋白轻链mRNA翻译后

修饰可能是抑制癌组织中轻链表达的原因, 为
肝癌发病机制中铁缺失的研究提供新的研究方

向. 在White等[23]的研究中, 他们首先建立了SD
大鼠的肝癌模型, 再通过蛋白组学技术分析大

鼠肝癌组织与正常鼠肝组织的蛋白蛋白表达差

异, 发现核受体超家族成员中的多个差异蛋白

质点, 包括细胞质环氧化物水解酶, 过氧化物酶

体双功能酶, 羟甲基戊二酰辅酶A, 长链酰基辅

酶A硫酯酶等, 认为核受体超家族成员蛋白组学

变化可能与肝癌的发生机制有关. Lim等[24]利用

蛋白质组化技术, 对比分析了肝癌组织、癌旁

组织、癌远端正常组织, 以及肝硬化患者和正

常人的肝组织等的蛋白质表达谱, 鉴定出21种
差异表达蛋白质点, 包括肝羧酸酯酶、层黏蛋

白B1等, 这些蛋白质都可作为肝癌的标志物, 用
于肝癌早期发现. Song等[25]运用2-DE、免疫组

织化学和Western blot等技术分析比较了12例肝

细胞癌患者(6例转移, 6例未转移)病变肝脏组织

中与侣伴蛋白、细胞流动性、细胞支架结构等

有关的16种蛋白, 包括HSP27、S100A11、CK18
等, 6例转移标本中HSP27高度表达, 认为HSP27
过高表达可以作为肝癌转移的早期监测. Yokoo
等[26]利用蛋白质组学技术分析比较了12例肝癌

术后6 mo内肝癌复发及15例术后2年内无复发的

肝脏组织的蛋白表达情况, 发现磷酸丝氨酸氨

基转移酶、膜联蛋白等在内的23种与早期肝癌

复发高度相关的蛋白质参与了信号转导途径、

葡萄糖代谢、胞骨架结构、细胞黏附、抗氧化

剂等功能, 认为这些蛋白质对肝癌复发的早期

发现和预后预测有重要意义. 肝癌组织蛋白质

组学的研究, 为进一步揭示肝癌的发生、发展

机制, 深入开展肝癌早期诊断与术后复发转移

的预测奠定了重要的研究基础.

5  结论

随着后基因时代的来临, 蛋白组学技术已广泛

深入到生命科学医药卫生的各个领域, 其理论

和技术的飞速发展为肝癌的诊治带来了新的思

维方式和研究前景. 但是目前蛋白质组学研究

本身还存在着许多不足, 包括蛋白质分离技术

的滞后性、低敏感性, 蛋白质分析技术的复杂

性和重复性差等, 同一研究在不同的单位研究

结果存在差异, 尚未统一的“金标准”. 因此无

论从样品的制备、分离到鉴定, 还是研究结果

的归纳、总结到最后的实际应用, 都需要不断

的发展和改进. 相信在不久的将来, 随着科技的

不断发展, 蛋白质组学技术及相关数据库建设

的进一步壮大充实, 蛋白质组学会有更广阔的

■研发前沿
近年来在筛选新
的肝癌诊断标志
物方面进行了大
量的研究, 尤其是
AFP阴性肝癌诊
断问题一直是关
注的焦点问题.
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发展前景, 将会大大加快对肝癌发生机制、早

期诊断、治疗、复发与转移的研究, 造福于更

多的肝病患者. 
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Abstract
AIM: To establish a rat model of nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) to detect the changes 
in the expression of liver fatty acid-binding 
protein (L-FABP) and peroxisome proliferator-
activated receptor-α (PPAR-α) mRNAs in NAFLD 
and to explore the mechanism underlying the 
pathogenesis of the disease.

METHODS: Eighty-four male Wistar rats were 
randomly and equally divided into two groups: 
control group (fed a normal diet for 18 weeks) 
and model group (fed a high-fat diet for 12 wk 
and a normal diet for another 6 wk). Each group 

was further divided into 7 subgroups for testing 
at weeks 0, 2, 4, 8, 12, 16 and 18. Rats in the two 
groups were sacrificed at each time point. Blood 
samples were taken to measure serum ALT, TG, 
CHOL, HDL-C and LDL-C. Liver samples were 
taken for HE staining and for detection of the 
expression of L-FABP and PPAR-α mRNAs by 
real-time fluorescence quantitative RT-PCR. 

RESULTS: The expression of L-FABP and 
PPAR-α mRNAs in control rats showed no 
obvious changes. No steatosis was observed at 
week 2 in rats fed a high-fat diet. The expres-
sion of L-FABP mRNA increased obviously in 
rats fed a high-fat diet at week 4 (0.59 ± 0.06 
vs 0.52 ± 0.03, P < 0.05), reaching the peak at 
weeks 8 and 12 (0.91 ± 0.07 and 0.92 ± 0.08 vs 0.52 
± 0.03, respectively; both P < 0.01). At week 18, 
the expression level of L-FABP mRNA declined 
significantly (0.59 ± 0.04 vs 0.92 ± 0.08, P < 0.01) 
but was still higher than that in the control 
group (P < 0.05). The expression of PPAR-α 
mRNA decreased obviously in rats fed a high-
fat diet at week 4 (1.05 ± 0.09 vs 1.13 ± 0.07, 
P < 0.05), reaching the lowest level at weeks 
8 and 12 (0.89 ± 0.04 and 0.85 ± 0.07 vs 1.13 ± 
0.07, respectively; both P < 0.01). At week 18, 
the expression level of PPAR-α mRNA was el-
evated obviously (1.04 ± 0.07 vs 0.85 ± 0.07, P < 
0.01) but was still lower than that in the control 
group. Steatosis become worst at week 12 but 
was improved greatly at week 18. 

CONCLUSION: In the progression of rat NAFLD, 
PPAR-α mRNA expression decreases and L-FABP 
mRNA expression increases as steatosis becomes 
worse. Steatosis can be improved through diet. 

Key Words: Rat; High-rich diet; Nonalcoholic fatty 
liver disease; Liver fatty acid-binding protein; Per-
oxisome proliferator-activated receptor-α; Fluores-
cence quantitative RT-PCR
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■背景资料
在我国, 近年来非
脂肪肝发病率成
逐年上升趋势, 并
且通常伴随并发
症发生. 其发病机
制得到广泛研究, 
脂肪酸转运机制
越来越受到重视.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科



摘要
目 的 :  检 测 非 酒 精 性 脂 肪 肝 大 鼠 肝 脏 中
L-FABP、PPAR-α mRNA的动态变化, 探讨非
酒精性脂肪肝的发病机制.

方法: ♂大鼠84只, 体质量180 g±10 g, 随机
分为饮食基础饲料的正常对照组和饮食高脂
饲料的实验组; 各组又随机分为0、2、4、
8、12、16、18 wk 7个时相组, 其中高脂饲料
组在12 wk以后饮食正常饲料, 使其脂肪肝处
于自然恢复状态. 分别于不同时相从心脏取
血, 测定血清中ALT、TG、CHOL、HDL-C和
LDL-C的含量; 收集肝脏标本, 分别进行病理
学检测和L-FABP和PPAR-α mRNA的动态变
化检测. 

结果:  对照组大鼠肝脏L-FA B P和P PA R-α 
mRNA在不同时相间的表达无显著性变化. 高
脂饮食脂肪肝大鼠第2周时病理切片没有观察
到脂肪变性. L-FABP mRNA在第4周升高(0.59
±0.06 vs  0.52±0.03, P <0.05), 第8、12周显
著升高(0.91±0.07, 0.92±0.08 vs  0.52±0.03, 
均P <0.01), 正常饮食6 wk后显著下降(0.59±
0.04 vs  0.92±0.08, P <0.01), 但是与对照组比
较仍升高(P <0.05). PPAR-α mRNA在第4周下
降(1.05±0.09 vs  1.13±0.07, P <0.05), 第8、
12周显著下降(0.89±0.04, 0.85±0.07 vs  1.13
±0.07, 均P <0.01), 正常饮食6 wk后显著升高
(1.04±0.07 vs  0.85±0.07, P <0.01), 但是与对
照组比较仍下降(P <0.05). 脂肪变性面积在第
12周时最大, 但未见明显的炎症反应, 正常饮
食6 wk后脂肪变性明显好转.

结论:  高脂饮食脂肪肝大鼠模型L-FA B P 
mRNA表达阈值的出现和PPAR-α mRNA表达
下调可能在脂肪变性形成过程中起到重要作
用, 且单纯脂肪变性在一定程度上是可以通过
饮食调节自然恢复的.

关键词: 大鼠; 高脂饮食; 非酒精性脂肪肝; 肝型脂

肪酸结合蛋白; 过氧化物酶体增殖物激活受体-α; 

荧光定量逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

肝型脂肪酸结合蛋白(liver fatty acid binding 
protein, L-FABP)是脂肪酸结合蛋白(fatty acid 
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binding proteins, FABPs)家族成员之一. L-FABP
主要表达于肝脏组织, 介导脂肪酸及多种疏水

基团转运, 涉及脂类代谢疾病的发病机制. 多年

来其转运机制备受关注[1-4]. 过氧化物酶体增殖

物激活受体-α(peroxisome proliferator-activated 
receptor-α, PPAR-α)是一种由配体激活的核转

录因子, 属于核受体超家族成员, 具有调节脂

肪代谢、炎症、免疫以及细胞分化的作用, 从
而参与脂肪性肝病的发病机制[5-7]. 本文结合非

酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)大鼠模型建立及恢复过程中肝脏病理

变化及血清指标的变化, 探讨L-FABP和PPAR-α
可能的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠, ♂, 体质量180 g±10 
g, 购自佳木斯大学实验动物中心, 实验动物中心

许可证编号: SYXK(黑)2006-004. 胆固醇、胆酸

盐购自北京奥博星生物技术责任有限公司, 猪油

自制. TRIzol购自Invitrogen公司, TaqMan® Reverse 
Transcription Reagents, TaqMan® Gene Expression 
Master Mix, TaqMan® Gene Expression Assays, 
Power SYBR® Green PCR Master Mix, Rnase抑
制剂均购自美国ABI公司. PPAR-α引物引自文

献[8], β-actin引物由TaKaRa公司设计并合成.   
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 大鼠84只饲养1 wk后, 随机

分为正常对照组和高脂饮食组, 每组42只, 各组

又分为0、2、4、8、12、16、18 wk 7个时相

组, 每时相组6只. 正常对照组给予基础饲料, 高
脂饮食组饲料配比如下: 基础饲料87.8%、猪油

10%、胆固醇2%、胆盐0.2%, 自然采食.分别于

不同时相以0.1 g/kg体质量氯胺酮麻醉大鼠, 腹
主动脉采血, 切取肝脏右叶0.5 cm×0.4 cm×0.5 
cm大小组织块浸泡在100 g/L酸性甲醛固定液

中, 剩余肝脏储存于液氮中备用.
1.2.2 血清中指标测定: 3 000 r/min离心血液10 
min, 取上层血清, 通过采用自动生化学分析仪

测定丙氨酸氨基转移酶(alanine amiotransferase, 
ALT)、三酰甘油(t r ig lycer ide, TG)、胆固醇

(choles tero l, CHOL)、高密度脂蛋白胆固醇

(high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C)和
低密度脂蛋白胆固醇(low-density lipoprotein 
cholesterol, LDL-C).
1.2.3 病理学检查: 甲醛固定后进行石蜡切片, 
HE染色, 观察脂肪肝程度.

www.wjgnet.com

■研发前沿
脂类在肝脏、血
液和脂肪组织的
储存、降解平衡
调控机制成为研
究热点与重点.



朱金玲, 等. 非酒精性脂肪肝大鼠L-FABP和PPAR-α mRNA的动态表达                  		                                      1527

www.wjgnet.com

1.2.4 荧光定量RT-PCR: (1)RNA提取: 从液氮中

取出肝脏组织, 研钵中边加液氮边研磨, 充分研

磨, 取小米粒大小粉末放入Eppendorf管中, 加
入1 mL TRIzol, 充分混匀. 加入0.2 mL氯仿, 剧
烈震荡15 s, 室温孵育5 min. 4 ℃, 10 000 g , 离心

15 min, 将0.4 mL无色水相移至另一Eppendorf
管. 加入0.4 mL异丙醇, 静置10 min, 4 ℃ 10 000 
g离心10 min, 弃上清. 沉淀加入750 mL/L乙醇1 
mL, 洗涤沉淀物. 4℃ 7 500 r/min离心5 min, 弃
上清. 自然干燥10 min, 加入10 μL DEPC处理

的双蒸水溶解, 55 ℃-60 ℃孵育10 min. 取1 μL
溶解好的RNA溶液, DEPC水稀释至100 μL, 微
量分光光度计检测RNA纯度和浓度, 1%甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性. (2)反
转录: 依据说明书取总RNA 2 μg, 10×反转录

缓冲液2 μL, 100 mmol/L dNTP 0.8 μL, 10×反

转录随机引物2 μL, 50 U/μL反转录酶1 μL, 40 
U/μL RNA酶抑制剂0.5 μL, DEPC处理过的去

离子水补至20 μL. 25 ℃ 10 min, 37 ℃ 120 min, 
85 ℃ 5 s, -20 ℃保存待用. (3)荧光定量PCR: 取
500 ng cDNA依次梯度稀释1倍、10倍、102倍、

103倍、104倍, 分别作为模板按照以下反应体

系和反应条件进行扩增, 7300 PCR仪自动生成

标准曲线, 通过R2值检验标准曲线的可行性. 每
一个待测指标对应一条标准曲线, 且标准曲线

的模板来自同一管cDNA. 依据说明书取cDNA 
50 ng, 2×TAQMEN PCR预混液10 μL, 20×基

因表达试剂盒1 μL, 灭菌去离子水补至20 μL, 
50 ℃ 2 min预热, 95 ℃ 10 min预变性, 然后95 ℃ 
15 s, 60 ℃ 1 min, 40个循环. L-FABP和Actb的
引物序列和探针序列均购自美国ABI公司, 编

号分别为: Rn00664587_m1, Fabp1, rCG56226, 
扩增产物大小129 bp; Rn00667869_m1, Actb, 
rCG42822, 扩增产物大小91 bp. 依据说明书

取cDNA 50 ng, 2×SYBR GREEN PCR预混液

10 μL, 10 μmol/L的上下游引物各0.4 μL, 灭
菌去离子水补至20 μL, 50 ℃ 2min预热, 95 ℃ 
10 min预变性, 然后95 ℃ 15 s, 58 ℃ 1 min, 40
个循环, 每个循环均设置荧光收集步骤: 95 ℃ 
15 s, 60℃ 30 s, 95 ℃ 15 s. β-actin上游引物: 
5'-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3', 
下游引物: 5'-ATGGAGCCACCGATCCACA- 
3', 扩增产物长度171 b p. P PA R-α上游引物: 
5'-TGAACAAAGACGGGATG-3', 下游引物: 
5'-TCAAACTTGGGTTCCATGAT-3', 扩增产物

长度106 bp.
统计学处理 实验所得计量资料用mean±

SD表示, 应用SPSS15.0软件进行单因素方差分

析(One-way ANOVA), P <0.05表示差异有统计学

意义. 两两比较采用LSD检验.

2  结果

2.1 大鼠脂肪肝程度 高脂饮食脂肪肝大鼠造模过

程中及恢复正常饮食过程中肝脏病理学变化见

图1. 第4周时出现轻微脂肪变性, 第8周脂肪变性

增强, 第12周时脂肪变性最严重, 但是并未发现

明显的炎症反应. 恢复正常饮食4 wk后, 即第16周
时还有较轻微的脂肪变性, 第18周恢复明显.
2.2 血清指标 高脂饮食脂肪肝大鼠造模过程中及

恢复正常饮食过程中血清指标的动态变化(表1).
2.3 荧光定量RT-PCR 荧光定量RT-PCR标准曲

线、溶解曲线及L-FABP和PPAR-α mRNA的动

■相关报道
Schroeder等提出
L-FABP介导支链
脂肪酸至PPAR-α, 
从而调控基因转
录. Landrier等发
现他汀类药物诱
导L-FABP表达实
验表明其表达水
平上调机制中有
PPAR-α参与, 甚
至PPAR-α可能是
他汀类药物的靶
基因.

图  1  大鼠脂肪肝程度(HE×400). A: 0 wk; B: A: 2 wk; C: 4 wk; D: 8 wk; E: 12 wk; F: 16 wk, G: 18 wk.

A B C D

E F G
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态表达量(图2, 3, 表2).

3  讨论

NAFLD是一种与代谢综合征(metabolic syndrome, 
MS)有关的肝病, 其病程包括单纯性脂肪肝、脂

肪性肝炎、脂肪性肝纤维化和肝硬化[9]. 最常见

的危险因子是肥胖、糖尿病和高TG血症. 其他诱

因包括毒性物质、药物、先天性代谢障碍[10-12]. 
NAFLD的病理生理学仍需深入研究, 但是实

质的证据已经揭示了几种机制. 由胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR)引起的过量的肝脏脂质聚

积是“二次打击”学说的第一步. 线粒体脂肪

酸氧化引起的氧化应激, NF-κB-依赖的炎症细

胞因子表达和脂肪细胞因子是所有的被认为是

导致第二次打击产生肝细胞损伤、炎症和纤维

化的潜在因素[13-16].
L-FABP是一种与遗传有关的脂肪酸连接

蛋白家族成员, 大量存在于胞质中. 在许多代谢

有关的疏水基团转运过程中起到重要作用, 包
括多不饱和脂肪酸、饱和脂肪酸、胆固醇和胆

汁酸, 还可以结合脂溶性肝细胞毒性物质[17]. 基
因控制小鼠表明L-FABP-/-小鼠体内长链脂肪酸

(long-chain fatty acids, LCFA)的吸收、氧化和酯

化水平都有所降低[18-20]. PPAR-α结合L-FABP基
因启动子区是其体内表达调控所必要的, 却不

是足够的条件[21].
近来L-FABP通过增加PPAR-α活性或者表

达水平来影响LCFA代谢的可能性引起重视[22-26]. 
PPAR作为核受体超家族的一员, 其作用广泛, 他
涉及脂质和脂蛋白代谢、葡萄糖代谢、细胞增
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图  2  探针法检测L-FABP. A: L-FABP标准曲线; B: Actb标准曲线.

■创新盘点
本文动态监测了
高 脂 饮 食 导 致
脂 肪 肝 形 成 过
程 中 L - FA B P 和
PPAR-α mRNA的
表达变化, 生理水
平上揭示了其在
脂类代谢中表达
变化的相关性.

表  1  不同时相高脂组及恢复组大鼠血清中ALT、TG、CHOL、HDL-C和LDL-C的含量 (n  = 6, mean±SD)

     
指标

	                
对照组(0 wk)

		        高脂饮食组			        恢复正常饮食组

		      	           第2周             第4周                第8周	            第12周	 第16周	          第18周

ALT(U/L) 42.67±2.52 49.67±3.05 61.00±2.00b 79.00±8.72b 72.33±5.86b 55.33±3.21bd 48.67±1.53d

TG(mmoL/L)   0.62±0.04   0.64±0.04   0.72±0.03a   0.75±0.05b   0.86±0.04b   0.76±0.07ac   0.67±0.03d

CHOL(mmoL/L)   1.10±0.08   1.17±0.05   1.45±0.05b   1.77±0.07b   1.94±0.07b   1.22±0.06ad   1.17±0.02d

HDL-C(mmoL/L)   0.87±0.04   0.79±0.02a   0.74±0.06b   0.59±0.02b   0.62±0.04b   0.77±0.04ad   0.81±0.03d

LDL-C(mmoL/L)   0.32±0.03   0.47±0.06   1.06±0.07b   1.59±0.18b   1.85±0.09b   0.58±0.09ad   0.38±0.03d

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  第12周.

表  2  不同时相的高脂组及恢复组大鼠肝脏L-FABP和PPAR-α mRNA的相对表达量 (n  = 6, mean±SD)

     
指标

	                
对照组(0 wk)

		        高脂饮食组			        恢复正常饮食组

		      	           第2周             第4周                第8周	            第12周	 第16周	          第18周

L-FABP 0.52±0.03 0.57±0.05 0.59±0.06a 0.91±0.07b 0.92±0.08b 0.63±0.04bd 0.59±0.04ad

PPAR-α 1.13±0.07 1.15±0.06 1.05±0.09a 0.89±0.04b 0.85±0.07b 0.94±0.09bc 1.04±0.07ad

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  第12周.
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殖分裂和凋亡. PPAR-α在肝中高表达, 通过诱

导线粒体和过氧化物酶体氧化水平及L-FABP
基因表达来刺激脂肪酸分解代谢, 保护肝脏免

受脂肪变性[27]. ApoA-Ⅳ是人类肝脏中新发现的

高度敏感性的PPAR-α调节基因, 可能是PPAR-α
激动剂引导TG降低和HDL上升的机制之一[28]. 
L-FABP与PPAR-α有着相似的配给结合特性, 体
内体外的一系列实验[22,23]证明L-FABP很有可能

作为脂肪酸和降脂类药物等PPAR-α激动剂进入

核的通道. Hostetler等[29]首次发现葡萄糖可以直

接结合PPAR-α, 改变构象. 数据表明PPAR-α通
过脂类和葡萄糖的浓度调节能量平衡, PPAR-α
介导的糖类和葡萄糖损伤不只是间接地通过增

加长链脂肪酸的水平而且还可以通过葡萄糖直

接作用于PPAR-α来调节.
本实验观察脂肪肝形成及恢复过程中的病

理变化, 同时检测L-FABP与PPAR-α mRNA在

不同时期的动态表达. 病理切片在第4周时有轻

微脂肪变性, 血清中ALT、TG、CHOL和LDL-C
在脂肪肝形成过程中均有不同程度的升高直至

饮食结构改变, 各指标才有所下降. HDL-C造模

过程中显著下降直至饮食结构改变才有所上升. 
血清指标显著性改变伴随甚至早于病理学明显

改变, 说明血清指标变化可以作为脂肪肝发生

的一个重要参考. L-FABP和PPAR-α mRNA的表

达与脂肪变性程度有关, 伴随脂肪变性的严重

程度L-FABP mRNA首先表现为适应性升高, 升
高至一定程度停止升高, 而脂肪变性则继续加

重. 如果可以刺激L-FABP继续高表达, 使脂肪酸

流动通畅, 可能在一定程度上减轻脂肪肝程度, 
或者延迟脂肪肝的发生. PPAR-α mRNA伴随脂

肪变性的严重程度一直降低直至饮食结构改变. 
通过药物诱导PPAR-α表达, 调节脂肪酸代谢相

关基因的表达, 改善IR, 减缓脂肪变性, 可以作

为治疗脂肪变性的一个途径. L-FABP介导配基

进入细胞核激活PPAR-α转录进而增加脂类物质

燃烧, 影响脂类和葡萄糖的代谢和储存[23], 但本

实验高脂饮食过程中L-FABP mRNA的升高与

PPAR-α mRNA的降低似乎是矛盾的. PPAR-α配
基的载体可能不止L-FABP一种, PPAR-α的表达

调控也没有揭示清楚. 脂肪变性机制将为患者

早期发现和治疗靶位提供帮助, 且合理饮食可

以有效改善肝脏脂肪变性程度.
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图  3  染料法检测PPAR-α. A: PPAR-α标准曲线; B: β-actin溶解曲线; C: β-actin标准曲线; D: PPAR-α溶解曲线.
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■应用要点
本研究提示脂类
代谢网络中可能
存在调控关键点, 
为药物治疗提供
靶点. 且单纯性脂
肪肝病可以通过
饮食和体育锻炼
逐渐好转.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of tranfection of 
the wild-type xeroderma pigmentosum group D 
(XPD) gene on the biological behavior of human 
cholangiocarcinoma cell line QBC939. 

METHODS: Empty plasmid pEGFP-N2 and re-
combinant plasmid pECFP-N2-XPD were digest-
ed with KPN I, BGI II and SPH I for plasmid iden-
tification. Cells were divided into four groups: 

pEGFP-N2-XPD group, pEGFP-N2 group, Lipo-
fectamine (Lip) group, and blank control group. 
Cells were transfected with Lipofectamine. The 
expression of green fluorescent protein (GFP) was 
observed under a fluorescence microscope. The 
mRNA expression of wild-type XPD, p53, cyclin 
D1 and c-myc was detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR). Flow 
cytometry (FCM) was employed for examining 
the cell cycle of transfected QBC939 cells. Cell 
proliferation was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay.

RESULTS: The relative expression level of XPD 
mRNA in the pEGFP-N2-XPD group was sig-
nificantly higher than those in the pEGFP-N2 
group, Lip group and blank control group (0.778 
± 0.018 vs 0.561 ± 0.039, 0.544 ± 0.035 and 0.542 
± 0.034, respectively; all P < 0.01). The relative 
expression level of p53 mRNA in the pEGFP-N2-
XPD group was also significantly higher than 
those in the pEGFP-N2 group, Lip group and 
blank control group (0.421 ± 0.019 vs 0.256 ± 0.014, 
0.267 ± 0.015 and 0.274 ± 0.018, respectively; all P 
< 0.01). The relative expression level of cyclin D1 
mRNA in the pEGFP-N2-XPD group was signifi-
cantly lower than those in the pEGFP-N2 group, 
Lip group and blank control group (0.339 ± 0.041 
vs 0.560 ± 0.039, 0.558 ± 0.050 and 0.560 ± 0.041, 
respectively; all P < 0.01). The relative expres-
sion level of c-myc mRNA in the pEGFP-N2-XPD 
group was also significantly lower than those in 
the pEGFP-N2 group, Lip group and blank con-
trol group (0.355 ± 0.045 vs 0.570 ± 0.075, 0.560 ± 
0.041 and 0.537 ± 0.050, respectively; all P < 0.01). 
FCM results showed that the percentage of cells 
in G1 phase was significantly higher (81.65% vs 
65.54%, 56.61% and 63.26%, respectively; all P < 
0.05) and that in S1 phase was significantly low-
er (11.83% vs 24.10%, 29.52% and 27.28%; all P 
< 0.05) in the pEGFP-N2-XPD group than in the 
pEGFP-N2 group, Lip group and blank control 
group. MTT assay revealed that the growth rate 
of cells in the pEGFP-N2-XPD group was signifi-
cantly lower than those in the other three groups 
(all P < 0.01).

CONCLUSION: Transfection of the wild-type 
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■背景资料
胆管癌由于其解
剖位置特殊, 恶性
程度高, 且起病隐
匿, 早期诊断率很
低. 胆管癌5年生
存率不足5%. 中
位生存期为18-30 
mo. 早期手术根
治切除为唯一治
愈方法, 然而术后
5年再发率高. 对
于晚期胆管癌, 常
选择化疗, 但效果
甚微. 近年胆管癌
发病率升高, 且病
因不明. 因此, 积
极寻找一条有效
的新的胆管癌治
疗途径, 显得尤为
重要.

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科



XPD gene can inhibit the proliferation of human 
QBC939 cells in vitro, down-regulate the expres-
sion of cyclin D1 and c-myc mRNAs, and up-
regulate the expression of p53 mRNA. 

Key Words: Cholangiocarcinoma; QBC939; Xero-
derma pigmentosum group D; c-myc ; Cyclin D1; 
p53; Cell cycle

Wang ZJ, Gong H, Gong D, Zhu SS. Transfection of the 
wild-type xeroderma pigmentosum group D gene alters 
the biological behavior of human cholangiocarcinoma cell 
line QBC939. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 
1531-1536

摘要
目的:  探 讨 野 生 型 X P D 基 因 对 人 胆 管 癌
QBC939细胞的生物学影响. 

方法: 用碱裂解法提取空载质粒pEGFP-N2
和重组质粒pEGFP-N2-XPD, 提取出的质粒
以KPNⅠ、BGIⅡ和SPHⅠ酶切鉴定. 实验分
4组, 重组质粒pEGFP-N2-XPD组、空载质粒
pEGFP-N2组、脂质体组, 并用具有相同遗传
背景和代数的QBC939细胞作为空白对照. 用
脂质体转染法瞬时转染四组细胞. 荧光显微镜
下观察转染后绿色荧光蛋白报告基因表达情
况. 提取各组细胞总RNA, 合成cDNA, 用聚合
酶链反应(PCR)检测4组细胞中XPD、p53、
cyclin D1、c-myc表达情况. 并用四甲基偶氮
唑盐(MTT)和流式细胞仪检测细胞增殖及其
细胞周期的变化. 

结果:  pEGFP-N2-XPD细胞与pEGFP-N2、
脂质体组和空白对照组相比, XPD mRNA
表达量明显增加(0.778±0.018 v s  0.561±
0.039, 0.544±0.035, 0.542±0.034, 均P <0.01). 
pEGFP-N2-XPD细胞中p53  mRNA相对表达
量与pEGFP-N2、脂质体组和空白对照组比
较具有统计学意义(0.421±0.019 vs  0.256±
0.014, 0.267±0.015, 0.274±0.018, 均P <0.01). 
pEGFP-N2-XPD细胞与其他组相比, cyclin D1 
mRNA相对表达量明显降低(0.339±0.041 vs  
0.560±0.039, 0.558±0.050, 0.560±0.041, 均
P <0.01). pEGFP-N2-XPD细胞与其他组相比, 
c-myc  mRNA相对表达量明显降低(0.355±
0.045 vs  0.570±0.075, 0.560±0.041, 0.537±
0.050, 均P <0.01). 流式细胞仪检测pEGFP-N2-
XPD组细胞周期G1期为81.65%, S期为11.83%, 
其他组Gl期分别为65.54%、56.61%、63.26%; 
S期分别为24.10%、29.52%、27.28%, 结果具
有统计学意义(P <0.05). MTT检测示pEGFP-
N2-XPD细胞生长率为0.249±0.02, 与其他组
相比, 细胞增殖力明显减弱(P <0.01).
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结论: 野生型XPD基因可以抑制胆管癌细胞
的生长, XPD基因可抑制c-myc、cyclin D1基
因的表达, 增加p53基因表达.

关键词: 胆管癌; Q B C939细胞; X P D; c-m y c ; 

Cyclin D1; p53 ; 细胞周期
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0  引言

胆管癌(cholangiocarcinoma, CCA)是指来源于胆

管系统上皮组织的恶性肿瘤, 包括肝内胆管癌

和肝外胆管癌, 由于胆管癌起病隐匿、缺乏典

型的症状和体征, 早期诊断困难, 且由于所处解

剖位置的特殊性及其向周围组织、血管神经浸

润的特点; 临床上手术切除率低, 预后差[1-3]. 近
年来, 胆管癌的发病率与死亡率有递增趋势, 已
成为胆道学科研究的热点之一[4]. 因此, 开辟一

条新的有效治疗途径显得尤为重要. XPD蛋白是

哺乳动物基本转录因子ⅡH(TFⅡH)复合物的第

二大亚基, 他与XPB、TTDA共同构成转录因子

TFIIH的10个亚单位, 除具有核酸切除修复、基

础转录和细胞周期调控作用[5], 并影响多种癌基

因及抑癌基因的表达, 还与肿瘤的形成甚至化

疗药物耐药性的产生等多种生理及病理机制有

关[6]. 本研究通过瞬时转染本实验室首次在国内

构建带绿色荧光蛋白表达的pEGFP-N2-XPD重

组表达质粒, 探讨XPD、p53、cyclin D1与c-myc
之间相互作用, 以及转染野生型XPD基因前后

胆管癌QBC939细胞生物学变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胆管癌细胞QBC-939购自中国典

型培养物保藏中心 .  重组带绿色荧光蛋白质

粒pEGFP-N2-XPD是本实验室国内首次构建

的. RPMI 1640培养基(美国Gibco BRL公司), 
胎牛血清(南非Hyclone公司), 胰蛋白酶(美国

Sigma公司), M-MLV Reverse Transcriptase、
Rnasin、dNTP、Oligo(dT)15(美国Promega公
司), Lipofectamine 2000TM、TRIzolTM试剂(美国

Invetrogen公司), DMSO、DEPC(美国Amresco公
司), PCR引物由上海生物工程技术服务有限公司

合成, Taq酶(日本TaKaRa公司), DNA 2000 Ladder 
Marker(北京华美生物工程公司), 北京天根无内

毒素质粒大提试剂盒, 四甲基偶氮唑盐(MTT)为
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■研发前沿
近30年来胆管癌
发病率增高趋势
明显, 但治疗效果
不佳, 目前尚无统
一的治疗标准, 已
成为消化系统疾
病的研究热点, 现
阶段仍无有效的
治疗手段. 
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上海普飞生物技术有限公司生产. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计: 根据Genbank上公布的人类

XPD mRNA序列、p53  mRNA序列、cycl in 
D1 mRNA序列以及c-myc  mRNA序列, 应用

Primer Primier 5软件设计引物, 由上海生工生物

工程公司合成, XPD上下游引物分别为5'-TCT 
GCCTCTGCCCTATGAT-3'及5'-CGATTCCCT
CGGACACTTT-3', 扩增产物363 bp; p53上下

游引物分别为5'-CCCAAGCAATGGATGAT-3'
及5 ' -T G A C A G G A A G C C A A A G G-3 ' ,  扩
增产物379 b p;  c y c l i n D1上下游引物分别

为5 ' -G C G A G G A A C A G A A G T G C G-3 '及
5'-AGGCGGTAGTAGGACAGGAA-3', 扩
增产物4 8 4  b p ;  c - m y c 上下游引物分别为

5'-AACCCTTGCCGCATCCAC-3'及5'-CCTCCT
CGTCGCAGTAGAAA-3', 扩增产物317 bp. 同一

标本扩增以β-actin作为内参照. β-actin上下游引

物分别为5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3'、5'-  
GCCGATCCACACGGAGTA-3', 扩增产物232 bp. 
1.2.2 分组及处理: 常规方法培养及转染胆管癌

QBC-939细胞, 实验分为4组: (1)pEGFP-N2-XPD
组; (2)pEGFP-N2组; (3)脂质体组; (4)空白对照

组. 将胆管癌细胞QBC939种于六孔板内, 每孔

细胞数2×105, 待细胞覆盖率达70%后, 用0.01 
mol/L磷酸盐缓冲液洗涤细胞2次, 于4孔中分别

加入无血清1640培养液2 mL培养24 h后, 于2、
3、4处理组中分别用Lipofectamine 2000加入

pEGFP-N2-XPD、pEGFP-N2、脂质体(Lip)转染

各组细胞, 置孵箱内培养48 h后, 收集细胞做逆

转录聚合酶链反应(RT-PCR). 
1.2.3 RT-PCR法检测各组细胞mRNA表达: 采
用TRIzo l试剂提取细胞总RNA, 合成cDNA. 
PCR扩增XPD、p53、cycl in D1及c-myc , 应
用Primer Primier 5软件设计引物, 由上海生工

生物工程公司合成 ,  X P D上下游引物分别为

5'-TCTGCCTCTGCCCTATGAT-3'及5'-CGATTC
CCTCGGACACTTT-3', 扩增产物363 bp; p53上
下游引物分别为5'-CCCAAGCAATGGATGAT-3'
及5 ' -T G A C A G G A A G C C A A A G G-3 ' ,  扩
增产物379 b p;  c y c l i n D1上下游引物分别

为5 ' -G C G A G G A A C A G A A G T G C G-3 '及
5'-AGGCGGTAGTAGGACAGGAA-3', 扩
增产物4 8 4  b p ;  c - m y c 上下游引物分别为

5'-AACCCTTGCCGCATCCAC-3'及5'-CCTCCT
CGTCGCAGTAGAAA-3', 扩增产物317 bp. 同一

标本扩增以β-actin作为内参照. β-actin上下游引

物分别为5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3、5'- 
GCCGATCCACACGGAGTA-3', 扩增产物232 
bp. PCR通过94 ℃预变性5 min, 94 ℃ 45 s, 55 ℃ 
60 s, 72 ℃ 45 s, 35个循环后72 ℃终末延伸10 
min. PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳(含5 mg/L
溴化乙啶)后,  在紫外灯下观察结果. 通过FR200
图像分析软件(上海复日公司)读取目的电泳条

带的斑点密度扫描值, 以各组β-actin条带的扫描

值为标准, 测算其相应组的XPD、p53、cyclin 
D1以及c-myc的mRNAs表达量. 
1.2.4 四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞活性: 
用酶联免疫检测仪在490 mn波长处测定其吸光

度(A )值, 以间接反映各组活细胞数量. 
1.2.5 流式细胞仪检测细胞周期: 用胰酶消化收

集上述各组转染后的细胞, 应用FACSCalibar流
式细胞仪(Beckton Dickinson, USA)分析, 氩离子

激光器激发波长为488 nm, 在流式细胞仪上进

行细胞周期分析, 得出细胞各周期的百分率.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS12.0统计软件进行数据处理, 采用单因素方

差分析, 并用LSD法行两两比较, 检验显著性水

准取α = 0.05, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组细胞mRNA的表达 RT-PCR法检测结果

显示, pEGFP-N2-XPD组中XPD的相对表达量为

0.778±0.018, 而pEGFP-N2组、Lip组、空白对

照组的XPD相对表达量分别为0.561±0.040、
0.544±0.035、0.542±0.034. pEGFP-N2-XPD组

与其他3组比较差异均有统计学意义(F  = 198, q
分别为18.94、20.42和20.58, 均P <0.01). p53的
表达量pEGFP-N2-XPD组均较pEGFP-N2组、脂

质体(Lip)组、空白对照组增高明显(P <0.01), 而
cyclin D1及c-myc的表达量pEGFP-N2-XPD组

较pEGFP-N2组、脂质体(Lip)组、空白对照组

明显降低(P <0.01). pEGFP-N2组、脂质体(Lip)
组、空白对照组之间XPD、p53、cyclin D1以及

c-myc的表达差异无统计学意义(表1, 图1).
2.2 MTT结果 pEGFP-N2-XPD组、pEGFP-N2
组、脂质体组及空白对照组A 值分别为0.249
±0.022、0.382±0.025、0.375±0.028及0.387
±0.033, 差异有统计学意义(F  = 46.71, P <0.01), 
pEGFP-N2-XPD组的A值明显低于pEGFP-N2
组、脂质体组及空白对照组(t = 11.30、10.01、
9.841, 均P <0.01). 

■相关报道
梁刚等研究报道, 
XPD 312Asn等位
基因以及751Gln
等位基因可能是
中国上海地区人
群胆管癌尤其是
壶腹部癌的遗传
易感因素.
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2.3 流式细胞仪检测 pEGFP-N2-XPD组细胞

周期G1期为81.65%, S期为11.83%, pEGFP-N2
组、Lip组、空白对照组G l期分别为65.54%、

56.61%、63.26%; S期分别为24.10%、29.52%、

27.28%(图2). 由此可见, pEGFP-N2-XPD组细胞

停滞Gl期的细胞明显增多, 而进入S期的细胞则

显著减少.

3  讨论

肿瘤的发生是由于致癌物质、多基因协同作用

的结果, 表现为基因突变、缺失、扩增、重排

或表达失调, 从而使正常细胞分裂增殖能力增

强和成熟分化能力减弱或分化异常. 环境致癌

物及其代谢产物攻击机体细胞引起DNA损伤, 
而DNA修复是维持人类基因组完整性的核心, 
当DNA损伤不能及时有效地修复, 积累到一定

程度导致基因组不稳定性升高, 引起细胞增殖

和分化失控, 导致肿瘤的发生. 因此, DNA修复

与肿瘤发生有着密不可分的联系, DNA修复能

力的个体差异是决定肿瘤易感性的重要因素, 
DNA修复能力的下降常易发生癌变[7]. XPD是哺

乳动物基本TFⅡH核心成分之一, 参与基因转

录、核苷酸切除修复(NER)及细胞周期调控, 并
影响多种抑癌基因和癌基因的表达[8]. 研究表明, 
XPD基因还可激活p53 , 并且影响其生物活性[9]. 
XPD基因发生突变时, 机体发生肿瘤几率升高. 

野生型p53功能的缺失是癌症发生的一个

重要阶段. 野生型p53是公认的抑癌基因, 正常

野生型p53活化后可诱导多种细胞生物学行为, 
如调控细胞周期、诱导细胞凋亡、DNA修复以

及抑制血管生成等, p53已发展为肿瘤基因治疗

中非常有利的靶基因[10]. p53是DNA损伤检控点

中最关键的激活因子, 在细胞周期中, P53蛋白

通过阻止G1期细胞进入S期, 使受损的DNA或染

色体有时间得以修复, 细胞周期中G1/S期或G2
期的调控, 依赖于p53的活性[11]. p53通常依靠对

其下游因子的激活或抑制来调节细胞的生长与

凋亡. p53可在多种信号因素作用下活化, 其中

包括致癌因素诱导的DNA损伤和不正常的增殖

信号. 现已研究表明多种人体肿瘤有p53基因突

变或表达降低[12]. 也有实验提示某些抗肿瘤药

物对胆管癌细胞QBC939作用机制与其诱导p53
上调相关[13]. p53功能异常引起细胞癌变有两个

途径: (1)失去适当的细胞周期停滞将引起不适

当的DNA修复, 并且将固定的DNA损伤通过突

变传给子细胞; (2)当p53不再具有诱导凋亡作用, 
这将使带有固定DNA损伤的细胞残存下来, 并
再导致基因突变, 从而使细胞生长失控, 最终发

展为癌[14]. 抑癌基因p53不仅具有转录和DNA修

复的重要作用, 而且与TFⅡH存在物理上和功能

上的相互联系[15]. 
同时, 肿瘤也是一种细胞周期性疾病. 异常的

G1-S细胞周期是胆管癌发生的主要机制之一[16]. 
正常细胞在生长因子的刺激下G1期cyclin D1可
与他的伴侣分子CDK4或CDK6结合进入胞核并

被激活形成cyclin D1与CDK4/6的复合物, 使下

游的蛋白质Rb(retinoblastoma protein; pRb)及其

相关蛋白磷酸化, 磷酸化的pRb可解除对E2F等
基因转录因子的抑制作用, 从而启动细胞DNA
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表  1  各组细胞RT-PCR结果分析 (n  = 6)

     
分组            		          XPD		           p53 		       cyclin D1	       c-myc

pEGFP-N2-XPD组	   	 0.778±0.018	 0.421±0.019	 0.339±0.041	 0.355±0.045

pEGFP-N2组	   	 0.561±0.039	 0.256±0.014	 0.560±0.039	 0.570±0.075

Lip组	   		  0.544±0.035	 0.267±0.015	 0.558±0.050	 0.566±0.048

空白对照组	  	 0.542±0.034	 0.274±0.018	 0.560±0.041	 0.537±0.050

F值                        	             198.00                        63.45                       12.93                        15.67
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363 bp
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p53
379 bp
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484 bp
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c-myc  
317 bp

bp
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400
300
200

β-actin
232 bp

M	 1           2           3            4

图  1  PCR产物电泳图. M: 相对分子质量标准; 1: pEGFP-N2

组; 2: pEGFP-N2-XPD组; 3: Lip组; 4: 空白对照组.

■创新盘点
本 文 以 野 生 型
XPD基因转染胆
管癌 Q B C 9 3 9 细
胞, 观察转染前后
p53、cyclin D1、
c - m y c 基 因 表 达
及细胞的生物学
变 化 ,  初 步 探 讨
XPD、p53、cyclin 
D1及c-myc之间的
相互作用关系.
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复制, 细胞通过G1期进入S期. pRb作为cyclin D1
与CDK4/CDK6的底物, 其磷酸化对细胞周期在

G1期的控制起关键作用. 当培养细胞中cyclin D1
过度表达时可提高细胞周期转换速度, 促进细

胞从G1期进入S期, 细胞增殖失控, 发展为癌[17]. 
有研究提示胆管癌细胞中cyclin D1常常出现过

表达, 且cyclin D1的表达与胆管癌临床预后密切

相关[18]. 若cyclin D1过表达, 结合p53的失活, 则
将导致细胞的无限增殖化, 乃至肿瘤的发生. 有
研究应用野生型p53结合反义cyclin D1可明显增

强对肿瘤的凋亡诱导效果,  表明二者具有协同

效应[19]. 
c-myc在多种肿瘤中常常过表达, 如肝癌、

胃癌、乳腺癌、宫颈癌等, 现在认为c-myc是
重要的细胞调控基因, 其表达产物是细胞增殖

信号转导的必需因子, 也是G1期到S期的启动

子. c-myc在多种肿瘤中常常过表达, 影响细胞

的生长与增殖, 阻断细胞分化, 过表达时可促使

肿瘤形成[11]. 已有研究表明[21], XPD突变可以阻

断叶酸结合蛋白(FBP)的活化, 而后者的活化可

以使c-myc表达下降. 当XPD发生缺陷或突变时, 
c-myc表达量常增加. p53缺乏或突变也可以促使

c-myc过表达, 促进癌细胞生长, 细胞凋亡减少. 
本研究把野生型X P D基因瞬时转染胆管

癌QBC939细胞, 发现胆管癌QBC939细胞中

c-myc、cyclin D1基因在转录水平表达量明显

下降(P <0.01), 而p53 基因在转录水平明显升

高(P <0.01), 细胞周期停滞在G1期, 不能进入S

期, 胆管癌细胞QBC939增殖明显受抑(P <0.01). 
XPD抑制胆管癌QBC939细胞增殖可能是通过

与其他癌基因及抑癌基因相互作用而实现的, 
其可能的机制: (1)XPD基因可以激活p53 , 进一

步激活DNA损伤检控点, 并且XPD基因与野生

型p53结合促使损伤的基因得到修复; (2)XPD
基因通过激活p53 , 在DNA损伤时, 野生型p53
积累, 上调其下游p21靶基因表达, p21表达产物

P21WAF1蛋白是一种依赖cyclin激酶(cdk)的抑制

剂[22]. 作为对p53的高表达和DNA损伤的应答, 
P21WAF1蛋白主要结合于G1期和S期的cyclin-cdk
复合体, 与cyclin D1竞争结合CDK4/6, 使pRb无
法磷酸化而抑制细胞周期进程, 导致Gl期阻滞, 
使细胞在进入S期之前得以修复损伤的D N A. 
再者, cyclin D1又是p53的间接靶基因, 一方面

p53可通过诱导PC3基因介导的直接或间接抑制

pRb功能来抑制cyclin D1转录和cyclin D1启动

子活性从而下调cyclin D1表达并使细胞停滞于

G1期
[23]; 另一方面p53还可以选择性下调Bcl-3蛋

白水平和诱导增加P52 NF-kappaB亚单位活性, 
抑制cyclin D1启动子活性, 降低cyclin D1蛋白和

mRNA的表达水平, 进而导致细胞在G1阻滞[24], 
抑制细胞增殖; (3)XPD基因与野生型p53相互作

用抑制c-myc转录, p53能通过结合转录因子E2F, 
使E2F不能与c-myc的启动子结合, 致c-myc的表

达量下降, 实现对细胞周期的阻滞, 且XPD活化

Fuse结合蛋白(fuse binding protein, FBP), FBP是
c-myc基因表达所必需的蛋白, 而FBP活化后结
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图  2  各组细胞流式仪检测结果. A: pEGFP-N2-XPD组; B: pEGFP-N2组; C: Lip组; D: 空白对照组.

■名词解释
XPD蛋白: 基础转
录因子TFⅡH复
合物的第二大亚
基, 在核苷酸切除
修复(NER)中, 从
5'→3'方向解开受
损DNA双链 ,  使
损伤特异性核酸
酶切下受损DNA. 
大 量 研 究 发 现 , 
XPD在TFⅡH 介
导的和转录过程
中发挥重要作用, 
并与细胞增殖、

凋亡、肿瘤的发
生甚至化疗药物
抗药性的产生等
多种生理及病理
机制有关.
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合c-myc基因单链上游活化元件来使c-myc的表

达下降[25], 使细胞的生长能力减弱, 抑制胆管癌

的增殖. 本组认为XPD抑制胆管癌细胞增殖的

机制可能是多方面的, XPD与p53、cyclin D1、
c-myc之间的相互作用具体机制尚未完全明了, 
有待于以后进一步深入研究.
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Abstract
AIM: The investigate the correlation between 
the expression and localization of tight junction 
protein-2 (Tjp-2) and the dissociat ion of 
pancreatic cancer cells. 

METHODS: The expression of Tjp-2 mRNA and 
protein in highly (PC-1.0) and weakly (PC-1) 
invasive and metastatic pancreatic cancer cells 
was detected by RT-PCR and Western blotting, 
respectively. Immunocytochemistry was used 
to observe the redistribution of Tjp-2 protein in 
PC-1.0 and PC-1 cells. The correlation between 
the expression and localization of Tjp-2 and the 

dissociation of pancreatic cancer cells was then 
analyzed. 

RESULTS: Both Tjp-2 mRNA and protein were 
overexpressed in PC-1.0 cells, but weakly ex-
pressed in PC-1 cells. Treatment with U0126, a 
mitogen activated protein kinase kinase inhibi-
tor, inhibited Tjp-2 mRNA expression in PC-1.0 
cells. Dissociation factor-conditioned medium 
(DF-CM) significantly induced Tjp-2 mRNA ex-
pression in PC-1 cells. Tjp-2 protein was mainly 
distributed in the cytoplasm of PC-1.0 cells 
[fluorescence intensity (FI) = 3 273.7 ± 131.2]. 
U0126 treatment obviously induced Tjp-2 pro-
tein expression at the sites of cell-cell contact (FI 
= 2 814.8 ± 297.0, P = 0.003). In PC-1 cells, Tjp-2 
protein was mainly distributed at the sites of 
cell-cell contact (FI = 401.5 ± 41.3). Treatment 
with DF-CM suppressed Tjp-2 expression at the 
sites of cell-cell contact (FI = 135.6 ± 15.8, P = 
0.024). However, subsequent U0126 treatment 
induced the re-accumulation of Tjp-2 protein at 
the sites of cell-cell contact (FI = 382.6 ± 34.1, P = 
0.072) in PC-1 cells.  

CONCLUSION: The changes in Tjp-2 expression 
and localization are involved in regulating the 
dissociation of pancreatic cancer cells. Tjp-2 may 
serve as a new target for molecular therapies 
that prevent the invasion and metastasis of pan-
creatic cancer. 

Key Words: Pancreatic cancer; Cell dissociation; 
Tight junction protein-2; Invasion; Metastasis
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摘要
目的: 探讨紧密连接蛋白-2(Tjp-2)表达及定位
变化与胰腺癌细胞解离的关系.

方法: 采用RT-PCR和Western blot分别检测解
离型高转移株(PC-1.0)和非解离型低转移株
(PC-1)胰腺癌细胞中Tjp-2的基因和蛋白表达, 
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■背景资料
肿瘤细胞从原发
部位解离是肿瘤
侵袭转移过程中
最为重要的一步. 
明确细胞解离的
分子机制有助于
阐明胰腺癌侵袭
转移的分子机制, 
并有利于开发针
对胰腺癌侵袭转
移的新型治疗方
法并改善患者的
预后. 
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利用免疫细胞化学方法确定PC-1.0和PC-1细
胞中Tjp-2的细胞内定位变化. 最后分析Tjp-2
的表达及细胞内定位变化与胰腺癌细胞解离
的相关性. 

结果: Tjp-2 mRNA和蛋白在PC-1.0细胞中过
度表达, 在PC-1细胞中表达均较弱. U0126(丝
裂原活化蛋白激酶激酶抑制剂)抑制PC-1.0细
胞中Tjp-2 mRNA的表达, 含细胞解离因子的
培养液上清(DF-CM)则诱导PC-1细胞中Tjp-2 
mRNA表达增加. 在PC-1.0细胞中Tjp-2蛋白主
要分布于细胞质(FI = 3 273.7±131.2), U0126
处理后细胞边缘部位的Tjp-2表达显著增强
(FI = 2 814.8±297.0, P  = 0.003). 在PC-1细胞
中Tjp-2蛋白主要分布于细胞间连接部位(FI 
= 401.5±41.3), 经DF-CM处理后细胞间连接
部位Tjp-2表达明显减弱(FI = 135.6±15.8, P  
= 0.024), 再经U0126处理后Tjp-2蛋白再次向
细胞间连接部位聚集(FI = 382.6±34.1, P  = 
0.072).

结论: Tjp-2基因表达及蛋白的细胞内定位变
化参与调控胰腺癌细胞解离. Tjp-2可作为抗
胰腺癌侵袭转移分子靶向治疗的新靶点.

关键词: 胰腺癌; 细胞解离; 紧密连接蛋白-2; 侵袭; 
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0  引言

高侵袭转移是胰腺癌预后极差的重要原因之一. 
有文献报道, 肿瘤细胞从原发部位解离是肿瘤

侵袭转移过程中最为重要的一步[1], 但胰腺癌细

胞解离的分子机制尚不清楚. 明确细胞解离的

分子机制有助于阐明胰腺癌侵袭转移的分子机

制, 并有利于开发针对胰腺癌侵袭转移的新型治

疗方法并改善患者的预后. 在前期研究中我们

从解离型高转移株胰腺癌细胞PC-1.0的培养液

上清中分离出胰腺癌细胞解离因子(dissociation 
factor, DF), DF可诱导非解离型低转移株胰腺

癌细胞PC-1的细胞解离[2,3]. 进一步研究发现, 
DF可激活丝裂原活化蛋白激酶激酶2(mitogen-
activated protein kinase kinase 2, MEK2)/细胞外信

号调节激酶2(extracellular signal-regulated kinase 
2, ERK2)信号转导通路, 并通过此信号转导通路

调控胰腺癌细胞解离[4-7]. 在近期研究中, 我们应

1538                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2010年5月28日    第18卷   第15期

用cDNA微阵列分析筛选出在PC-1.0和PC-1细
胞中与侵袭转移密切相关的差异表达基因紧密

连接蛋白2(tight junction protein-2, Tjp-2)[8]. Tjp
家族有3名成员, 分别为Tjp-1、Tjp-2和Tjp-3[9-11]. 
Tjps属于膜相关鸟苷酸激酶(membrane-associated 
guanylate kinase, MAGUK)的同分异构体, 参与组

成上皮和内皮细胞结构[12]. Tjp与连接性跨膜蛋

白(junctional transmembrane protein)的胞质侧C端
结合, 使其与细胞骨架的肌动蛋白和信号转导通

路分子连接[13]. 目前, 对于Tjp结构和生理学功能

方面的研究取得了一定的进展[13], 但Tjp-2参与

肿瘤侵袭转移, 尤其是细胞解离的相关机制尚

未阐明[14,15]. 本研究分析Tjp-2的表达及细胞内定

位变化与胰腺癌细胞解离的关系, 以明确Tjp-2
参与胰腺癌细胞解离的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 PC-1细胞通过BOP诱导的叙利亚仓鼠实

验性胰腺癌模型建立[16]. PC-1.0细胞是由同系仓

鼠皮下接种PC-1细胞后产生的转移性肿瘤而建

立[17,18]. 两种细胞均以RPMI 1640培养液(Gibco-
BRL, Grand Island, NY)培养, 并加100 mL/L胎牛

血清(Bioserum, Victoria, Australia)、100 kU/L青
霉素G和100 mg/L链霉素, 并于含50 mL/L CO2的

37 ℃孵箱内培养. 利用兔抗人Tjp-2及β-actin抗
体(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)作
为一抗. 利用辣根过氧化物酶结合抗体和FITC
标记的荧光抗体(Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA)作为二抗. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  R T- P C R :  以P T C - 2 0 0  P C R反应仪 
(Mjresearch公司, 美国)通过one-step法进行逆转

录合成互补DNA(cDNA)第一链及PCR扩增. 合
成cDNA第一链的总反应体积为25 μL, 取1 μg
总RNA按说明书加入各种反应试剂, 条件如下: 
95 ℃预变性5 min后进行30个循环的PCR扩增

(94 ℃变性20 s, 63 ℃复性30 s, 72 ℃延伸60 s), 
最后72 ℃后延伸7 min. PCR扩增用引物序列如

下: Tjp-2(245 bp): 5'-GCAGAGCGAACGAAGA
GTATGG(forward), 5'-TGACGGGATGTTGATG
AGGGT(reverse); β-actin(664 bp): 5'-GTGGGGC
GCCCCAGGCACCA(forward), 5'-CTCCTTAAG
TCACGCACGATTCC(reverse). PCR扩增产物于

1.5%琼脂糖凝胶中电泳, 溴化乙锭染色后紫外

灯下观察. 
1.2.2 细胞样本制备: 细胞在含100 mL/L胎牛

www.wjgnet.com
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袭转移密切相关
的差异表达基因
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构和生理学功能
方面的研究取得
了一定的进展, 但
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袭转移, 尤其是细
胞解离的相关机
制尚未阐明. 
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血清的10 mL RPMI 1640培养液的90 mm细胞

培养皿中培养. 为了明确Tjp-2蛋白表达变化及

其与胰腺癌细胞解离的关系, 在非解离型低转

移株细胞P C-1及解离型高转移株细胞P C-1.0
中分别加入P C-1.0细胞的条件培养基(即D F-
CM)和特异性MEK抑制剂U0126(Cell Signaling 
Technology, MA)[5,19]. 在活化实验中, PC-1细胞

培养液中加入终浓度为40%的D F-C M后培养

36 h. 在抑制实验中,  PC-1.0细胞培养液中加入

10 μmol/L U0126后培养36 h. 此外, 加入DF-CM
培养36 h的PC-1细胞培养液中再加入10 μmol/L 
U0126后培养36 h. 细胞培养皿中加入1 mL RIPA
蛋白裂解液(50 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 
1% NP-40, 0.5%脱氧胆酸钠,  0.1% SDS, pH7.5. 
使用前加入1 mmol/L苯甲磺酰氟, 1 g/L亮肽酶

素, 1 g/L抑肽酶), 冰上反应15 min. 4 ℃ 5 000 
r/min离心5 min后将细胞裂解产物的上清液保存

于-80 ℃中备用. 以β-actin作为内对照. 
1.2.3 Western blot分析: Western blot实验步骤可

参照前期实验[20]. 蛋白样本与4倍的加样缓冲液

混合, 95 ℃加热. 取等量的20 μg样本行聚丙烯

酰胺平板凝胶电泳, 利用PVDF膜(Bio-Rad), 以
含5%脱脂牛奶和0.1% Tween-20的PBS液在室温

下封闭转膜2 h, 然后用0.1% PBS/Tween-20稀释

的一抗在4 ℃下培养过夜. 漂洗后用0.1% PBS/
Tween-20以1∶5000稀释马源性过氧化物酶结

合的二抗, 室温下培养2 h. 利用柯达科学成像胶

片(Eastman Kodak Company, Rochester, NY)通过

化学发光法检测信号强度. 
1.2.4 免疫荧光染色和荧光强度(f luorescence 
intensity, FI)分析: 上述细胞加入chamber slide中
培养36 h. 加入DF-CM或U0126处理细胞, 以明

确Tjp-2蛋白定位及Tjp-2表达与胰腺癌细胞解

离的相关性. 细胞处理方法见1.2.2描述. 细胞加

入DF-CM或U0126孵育后, 室温下以0.5%多聚

甲醛固定10 min, 再以10%山羊血清阻滞30 min, 
之后加入Tjp-2一抗(1∶200, 以含1%小牛白蛋

白的PBS液稀释)4 ℃孵育过夜. 再加入FITC标

记的二抗室温孵育2 h. 固定后利用共聚焦激光

显微镜(FV500-IX, Olympus, Japan)获取图像. 对
照组标本制备如下: (1)切片不用一抗处理; (2)
正常山羊血清和非特异山羊IgG代替Tjp-2一抗. 
最后, 随机选取细胞核、细胞质、细胞膜及细

胞总体的10个点, 利用Fluoview 500(version 3.3, 
Olympus, Japan)软件检测Tjp-2表达的FI值.

统计学处理 采用Stat View计算机软件(SAS 
Institute, Inc., Cary, NC)利用非配对Student's t检
验分析不同实验组细胞核、细胞质、细胞膜及

细胞总体10个点的Tjp-2表达的平均FI值. P <0.05
认为差异具有显著性.

2  结果

2.1 PC-1.0与PC-1中Tjp-2的mRNA表达 Tjp-2 
mRNA在PC-1.0细胞中过度表达, 加入U0126培
养24 h后Tjp-2 mRNA表达被明显抑制(图1A). 
Tjp-2 mRNA在PC-1细胞中表达则较弱. 加入DF-
CM培养24 h后Tjp-2 mRNA表达明显增强. 经
U0126培养12 h后再经DF-CM培养24 h则Tjp-2 
mRNA表达无明显变化(图1B). 
2.2 PC-1.0与PC-1中Tjp-2蛋白表达 Western blot
结果显示Tjp-2蛋白在PC-1.0细胞中高表达(图
2A). 与Tjp-2 mRNA的表达相比, 经U0126培养

36 h后Tjp-2蛋白的表达没有被抑制(图2A). 此
外, 在PC-1细胞中Tjp-2蛋白的表达较弱(图2B). 
但与Tjp-2 mRNA表达不同, 在PC-1细胞培养液

中加入DF-CM未能诱导Tjp-2蛋白的表达增强

(图2B). 
2.3 PC-1.0与PC-1中Tjp-2蛋白的定位变化 在未
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图  1  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2 mRNA的表达变化. A: 

PC-1.0细胞; B: PC-1细胞.
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图  2  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2蛋白的表达变化. A: 

PC-1.0细胞; B: PC-1细胞.
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翻译过程. 
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处理的PC-1.0细胞中(图3A). Tjp-2蛋白主要分布

于细胞质, 在细胞边缘及细胞核中表达较弱. 经
U0126培养36 h后, 细胞间接触部位的Tjp-2蛋白

表达显著增强(图3B). 与PC-1.0细胞相比, 未处

理的PC-1细胞(图3C)中Tjp-2蛋白几乎全部分布

于细胞间连接部位, 在细胞核及细胞质中表达

较弱. 经DF-CM培养36 h后细胞间连接部位分布

的Tjp-2蛋白明显减少(图3D). 但经DF-CM处理

的PC-1细胞再经U0126培养36 h后Tjp-2蛋白再

次向细胞连接部位聚集, 该部位Tjp-2蛋白表达

增强(图3E). 
2.4 PC-1.0与PC-1中Tjp-2蛋白表达的荧光强度

变化 PC-1.0细胞及PC-1细胞中Tjp-2蛋白表达的

荧光强度(FI)值分析结果列于图4. PC-1.0细胞中

整体细胞的Tjp-2的表达较强(平均FI = 1160.7±

259.1, 图4A), 且Tjp-2蛋白主要定位于细胞质(FI 
= 3273.7±131.2), 在细胞核(FI = 139.0±115.7)
和细胞边缘(FI = 69.5±38.0)几乎未检测到荧

光. 经U0126处理24 h后, PC-1.0细胞中整体细

胞的Tjp-2表达没有显著改变(平均FI = 1009.4±
257.8, P >0.05). 但在细胞间连接部位(FI = 2814.8
±297.0, P <0.05)的Tjp-2蛋白表达明显增强. 此
外, 在细胞核(FI = 75.3±28.1, P >0.05)中Tjp-2表
达没有显著变化, 而在细胞质(FI = 139.5±47.5, 
P <0.05)中Tjp-2蛋白表达显著减少. 

PC-1细胞(图4B)中整体细胞的Tjp-2表达

平均FI值为182.3±48.2. Tjp-2蛋白在细胞核(FI 
= 93.6±27.2)及细胞质(FI = 52.1±16.4)中表达

较弱, 但在细胞间连接部位表达较强(FI = 401.5
±41.3). 与未处理细胞相比, 经DF-CM培养36 
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■创新盘点
本 研 究 中 发 现
Tjp-2蛋白的细胞
内定位和分布状
态与胰腺癌细胞
解离状态密切相
关. 提示Tjp-2蛋白
在细胞间连接部
的定位在维持细
胞紧密连接的稳
定和防止胰腺癌
细胞解离及其后
的侵袭转移中可
能发挥重要作用, 
Tjp-2蛋白的细胞
内定位变化可能
参与调控细胞解
离及侵袭转移. 
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图  3  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2蛋白的定位变化(免疫荧光染色×400). A: 未处理PC-1.0细胞; B: U0126处理PC-1.0细胞; 

C: 未处理PC-1细胞; D: DF-CM处理; E: DF-CM处理后再经U0126处理.

A B C

D E

图  4  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2蛋白表达的荧光强度(FI)变化. A: PC-1.0细胞; B: PC-1细胞, 黑色柱: 未处理PC-1细胞; 灰

色柱: DF-CM处理PC-1细胞; 白色柱: DF-CM处理后再经U0126处理. S: 显著; NS: 不显著.
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h后整体细胞的T j p-2蛋白表达未见明显改变 
(平均FI = 207.1±35.4, P >0.05), 其中在细胞核

(FI = 242.7±38.9, P <0.05)和细胞质(FI = 236.2
±27.3, P <0.05)的Tjp-2表达显著增加, 在细胞

间连接部位的Tjp-2表达明显减弱(FI = 135.6
±15.8, P <0.05). 另外, 经U0126再培养36 h后
PC-1细胞中细胞质的Tjp-2表达显著增加(FI = 
169.1±20.0, P <0.05), 但在整体细胞中(平均FI = 
238.5±31.6, P >0.05)、细胞核(FI = 163.7±37.3, 
P >0.05)及细胞间连接部位(FI = 382.6±34.1, 
P >0.05)Tjp-2表达的FI值变化不明显. 
2.5 PC-1.0与PC-1的细胞形态学变化 光学显微

镜图像显示未处理PC-1.0细胞以单个细胞方式

生长(图5A). 添加U0126培养36 h后PC-1.0细胞

聚集成岛样细胞克隆方式生长(图5B). 与PC-1.0
细胞不同, 未处理的PC-1细胞呈岛样细胞克隆

方式生长(图5C). 而经过DF-CM培养36 h后PC-1
细胞的岛样克隆解离, 表现为类似于PC-1.0细胞

的形态学改变: 细胞解离, 并伴有细胞伸长和伪

足形成(图5D). 另外, 已解离的PC-1细胞再加入

U0126培养36 h后细胞则重新聚集成团, 形成岛

样细胞克隆(图5E).

3  讨论

前期研究中我们发现胰腺癌细胞DF能够诱导

M E K2/E R K2信号转导通路的活化和胰腺癌

细胞的解离. 相反, MEK抑制剂U0126能抑制

MEK2/ERK2信号转导通路的活化和胰腺癌细

胞的解离[5,6]. 此外, 我们通过基因组学方法发现

Tjp-2在解离型高转移株细胞PC-1.0与非解离型

低转移株细胞PC-1间基因表达存在明显差异, 
是与侵袭转移密切相关的基因之一[8]. 

本研究中我们证实了Tjp-2 mRNA在解离

型高转移株细胞PC-1.0与非解离型低转移株细

胞PC-1中表达的明显差异, 并发现DF和U0126
能够分别增强和抑制Tjp-2 mRNA的表达.  提示

Tjp-2可能参与胰腺癌细胞解离及其后侵袭转

移过程的调控, 且Tjp-2基因表达可能受MEK2/
ERK2信号转导通路调控. 

另外, 虽然Tjp-2蛋白表达水平在PC-1.0和
PC-1细胞中差异明显, 但是加入DF或U0126后
T j p-2蛋白水平变化不明显. 提示在胰腺癌细

胞解离过程中Tjp-2的表达可能不仅受MEK2/
ERK2信号转导通路调控, 还可能受到其他因素

影响[21]. 而microRNA可能是其中的重要因素之

一[22], 近年的文献报道microRNA可调控细胞内

的翻译过程[23,24]. 
本研究中我们还发现DF和U0126能明显改

变Tjp-2蛋白在细胞内的定位, 同时Tjp-2蛋白的细

胞内定位和分布状态与胰腺癌细胞解离状态密

切相关. 提示Tjp-2蛋白在细胞间连接部的定位在

维持细胞紧密连接的稳定和防止胰腺癌细胞解

■应用要点
Tjp-2通过基因表
达及细胞内定位
的变化参与调控
胰腺癌细胞解离. 
Tjp-2为开发针对
胰腺癌侵袭转移
的分子靶向治疗
方法提供了一个
具有重要价值的
新靶点. 

图  5  PC-1.0和PC-1细胞的形态学改变(巴氏染色×400). A: 未处理PC-1.0细胞; B: U0126处理PC-1.0细胞; C: 未处理PC-1

细胞; D: DF-CM处理; E: DF-CM处理后再经U0126处理.

A B C

D E
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离及其后的侵袭转移中可能发挥重要作用[25,26], 
Tjp-2蛋白的细胞内定位变化可能参与调控细胞

解离及侵袭转移. 据文献报道, Tjp-2蛋白磷酸化

状态的改变能够改变其细胞内定位[27-30]. 此外, 本
研究结果提示Tjp-2蛋白在细胞核、细胞质及细

胞膜的定位变化与MEK2/ERK2信号转导通路的

活化(磷酸化)关系密切, Tjp-2蛋白的磷酸化状态

变化可能通过MEK2/ERK2信号转导通路调控. 
但Tjp-2蛋白磷酸化在胰腺癌细胞解离及侵袭转

移调控机制中的作用未来需进一步深入研究. 
总之, Tjp-2通过基因表达及细胞内定位的

变化参与调控胰腺癌细胞解离. Tjp-2为开发针

对胰腺癌侵袭转移的分子靶向治疗方法提供了

一个具有重要价值的新靶点. 

志谢 感谢日本熊本大学医学院消化器外科马场

秀夫教授惠赠PC-1及PC-1.0胰腺癌细胞株.
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Abstract
AIM: To determine the influence of chronic 
psychological stress on intestinal microflora 
and corticotropin-releasing factor (CRF) and to 
investigate the protective effects of Bifidobacterium 
on intestinal function in rats.

METHODS: Fifty female Sprague-Dawley rats 
were randomly and equally divided into five 

groups: normal group, stress group, Bifidobacte-
rium group, Smecta group, and Bifidobacterium 
plus Smecta group. All these groups were sub-
jected to either water avoidance stress (WAS) or 
normal condition for 2 h per day for 7 consecu-
tive days. The in vivo intestinal permeability 
was evaluated by measuring urinary sucralose 
and other sugar probes including lactulose and 
mannitol using capillary column gas chromatog-
raphy (CCGC). Some representative genera of 
gut flora in rat feces were counted on selective 
culture medium plates. The mesenteric lymph 
nodes (MLN) were removed, homogenized and 
cultured to determine bacterial translocation. 
The contents of serum CRF and adrenocortico-
trophic hormone (ACTH) were determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  

RESULTS: Compared with the normal group, 
the number of Escherichia coli (7.347 ± 0.277 vs 
7.078 ± 0.229, P < 0.05), the 24-h urinary concen-
tration of mannitol (5.097% ± 0.453% vs 4.718% 
± 0.399%, P < 0.05), the rate of bacterial transloca-
tion to the MLN (40% vs 10%, P < 0.05), and the 
levels of CRF (300.8 ng/L ± 34.3 ng/L vs 267.0 
ng/L ± 32.3 ng/L, P < 0.05) and ACTH (6.79 ng/L 
± 0.651 ng/L vs 5.68 ng/L ± 0.799 ng/L, P < 0.05) 
increased significantly in the stress group. In 
comparison with the stress group, the number of 
Escherichia coli (7.044 ± 0.281 vs 7.347 ± 0.277, P < 
0.05) and bacteroid (9.075 ± 0.393 vs 9.485 ± 0.306, 
P < 0.05); the rate of bacterial translocation to the 
MLN (10% vs 40%, P < 0.05) and ACTH level (5.92 
ng/L ± 0.477 ng/L vs 6.79 ng/L ± 0.651 ng/L, P 
< 0.05) decreased significantly in the Bifidobacte-
rium intervention group. 

CONCLUSION: The disturbance of intestinal 
microflora occurs and CRF increases signifi-
cantly in rats suffered from chronic psychologi-
cal stress. Bidifobacterium could alleviate the 
disturbance of gut microflora caused by chronic 
psychological stress and partly restore intestinal 
barrier function. 

Key Words: Probiotic; Chronic psychological stress; 

®

■背景资料
IBS在人群中的发
病率很高, 越来越
多的学者认为生
活压力能够导致
或加重IBS. 益生
菌是人类肠道的
原籍菌, 在维持宿
主胃肠道正常生
理功能中发挥重
要作用. 益生菌不
仅能够调节肠道
菌群失调, 而且能
够显著改善IBS和
I B D患者的相关
症状. 

■同行评议者
陈敬贤, 教授, 安
徽医科大学微生
物教研室
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摘要
目的: 探讨应激对大鼠肠道菌群及血清促肾
上腺皮质激素释放激素(CRF)的影响及双歧
杆菌对应激大鼠肠道功能的调节作用.

方法: 50只SD大鼠随机分为5组: 正常对照
组、压力实验组、双歧杆菌干预组、思密达
干预组、双歧杆菌+思密达共同干预组. 采用
WAS(water avoidance stress)避水实验构建大
鼠应激模型, 以三糖为探针, 衍生化毛细管气
相色谱法测定大鼠尿液中三种糖的浓度, 以三
氯蔗糖/甘露醇(S/M)评价大鼠肠道通透性; 取
大鼠新鲜粪便, 用选择性培养基平皿计数法
检测大鼠粪便菌群中几种代表性菌种的数量; 
取肠系膜淋巴结(MLN)培养后测定细菌移位
率; 用酶联免疫法测定大鼠血清中CRF和促肾
上腺皮质激素(ACTH)的含量. 

结果: 与正常对照组相比, 压力实验组大鼠粪
便中以大肠杆菌杆菌为主的条件致病菌数量
增多(7.347±0.277 vs  7.078±0.229, P <0.05); 
24 h尿液中甘露醇量升高(5.097%±0.453% vs  
4.718%±0.399%, P <0.05), MLN细菌移位率
升高(40% vs  10%, P <0.05); CRH (300.8 ng/L
±34.3 ng/L vs  267.0 ng/L±32.3 ng/L, P <0.05), 
ACTH (6.79 ng/L±0.651 ng/L vs  5.68 ng/L±
0.799 ng/L, P <0.05)水平升高. 与压力实验组
相比, 双歧杆菌干预组大肠杆菌(7.044±0.281 
vs  7.347±0.277, P <0.05)、类杆菌(9.075±
0.393 vs  9.485±0.306, P <0.05)数量显著下降, 
细菌移位率下降(10% vs  40%, P <0.05); ACTH
水平下降(5.92 ng/L±0.477 ng/L vs  6.79 ng/L
±0.651 ng/L, P <0.05). 

结论: 在慢性应激条件下, 大鼠出现肠道菌群
失调、肠道通透性升高、神经内分泌处于应
激状态的现象, 双歧杆菌能够缓解慢性应激所
导致的上述现象.

关键词: 益生菌; 应激; 肠道通透性; 肠道菌群; 促肾

上腺皮质激素释放激素
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0  引言

近年来, 社会心理因素对压力相关性(s t r e s s-
associated)疾病如肥胖、代谢综合征、Ⅱ型糖

尿病以及疼痛和慢性疲劳综合征的影响日益

得到关注 [1,2].  越来越多的学者认为生活压力

能够导致或加重功能性肠病如肠易激综合征

(irritable bowel syndrome, IBS)[3,4]以及炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD), 如克罗恩病、

溃疡性结肠炎[4,5]. 在胃肠道门诊中仅IBS患者就

达到了40%[6], 而4%-31%的IBS与生活压力和细

菌性肠胃炎有关[7]. IBS等压力相关性胃肠道疾病

的高发病率促使我们研究社会心理因素在胃肠

道疾病发病机制中的具体作用并为其治疗寻找

新的靶标. 目前普遍认为, 促肾上腺皮质激素释

放激素(corticotropin-releasing factor, CRF)在应激

所导致的胃肠道疾病中发挥重要作用[8]. CRF是
应激反应系统中重要的效应因子. 中枢CRF是调

节自主神经系统重要神经递质, 在胃肠道也存在

CRF的表达[4,9], 二者通过调节自主神经系统、胃

肠道神经系统和免疫系统在压力相关性的IBS和
IBD中发挥作用[6,10,11]. 益生菌是人类肠道的原籍

菌, 已经广泛应用于临床, 在维持宿主胃肠道正

常生理功能中发挥重要作用. 益生菌不仅能够调

节肠道菌群失调, 而且能够显著改善IBS和IBD
患者的相关症状[12], 尽管大量的数据显示益生菌

能够调节肠道免疫[13]、阻断病原菌黏附提高黏

膜屏障功能[14,15], 但其在应激所导致的胃肠道疾

病中的治疗作用研究较少. 思密达是临床上常用

的肠道黏膜屏障保护剂, 可抑制细菌移位, 临床

上常用来治疗腹泻. 在本实验中我们拟以避水实

验模拟环境和心理压力, 观察在应激条件下大鼠

肠道生理生化指标的变化, 使用长双歧杆菌、思

密达干预应激大鼠, 观察二者对应激条件下大鼠

肠道功能的调节作用以及在保护应激大鼠肠道

黏膜屏障有无协同作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠(郑州大学实验动物中心合格证

号SCXK(豫)2005-0001); 长双歧杆菌(自金双歧

片中分离, 内蒙古双岐药业, 批号: 090106); 思密

达(蒙脱石散, 博福-益普生天津制药公司, 批号: 
T0461); 大鼠CRF、ACTH-ELSIA试剂盒(美国

ADL公司); 乳果糖(纯度99%, 比利时Acros公司); 

■研发前沿
压力相关性IBS的
发病机制目前仍
不清楚, 目前研究
多集中在肠道菌
群状态、肠道屏
障功能等方面. 其
中CRF作为应激
反应中重要的效
应因子备受研究
者关注.  
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甘露醇(纯度98%, 比利时Acros公司); 三氯蔗糖

(纯度99%, 美国Sigma公司); α-D -甲基甘露糖苷

(内标1, 纯度99%, 美国Sigma公司); 蔗糖(内标2, 
纯度99%, 美国Sigma公司); N-三甲硅烷基咪唑、

吡啶、盐酸羟胺(美国Sigma公司).
1.2 方法 
1.2.1 分组及应激模型的建立: 清洁级SD大鼠50
只, ♀, 体质量200 g±20 g, 随机分为5组: 正常

对照组(A)、压力实验组(B)、双歧杆菌干预组

(C)、思密达干预组(D)、双歧杆菌+思密达共同

干预组(E), 每组10只. A、B、C、D、E组分别

灌胃给以下列溶液2 mL(ig): 生理盐水、生理盐

水、长双歧杆菌107 CFU/mL、思密达0.6 g/kg、
长双歧杆菌107 CFU/mL+思密达0.6 g/kg, 每日

8:00 给药1次. WAS(water avoidance stress)模
型[14]: 每日称质量给药后, 除A组外其余各组动

物均放置到一个8 cm×6 cm的平台上, 平台固

定在一个直径为50 cm, 深50 cm的有水塑料容

器内, 离水面的距离为1 cm, 每次放置2 h(8:00-
10:00am), 实验周期为7 d.
1.2.2 肠道通透性测定: 糖摄取和尿液采集: 第8
天早晨8:00开始, 每组大鼠分别灌胃给予甘露醇

(M)80 mg、三氯蔗糖(S)60 mg、乳果糖(L)120 
mg后放入大鼠代谢笼, 3 h后自由饮水, 该过程

禁食[16]. 收集前5 h和其后19 h尿液, 记录尿液体

积. 实验结束后将采集到的尿液置于-20 ℃条件

下储存, 进行后续的分析. 样品制备[17]: -20 ℃冰

箱内取出尿液样品解冻, 取100 μL样品加入20 
μL内标溶液(含5 g/L内标1、2 g/L内标2), 混匀

后70 ℃氮气吹干, 干燥物加入200 μL含25 g/L
盐酸羟胺的无水吡啶溶液, 70 ℃反应1 h后, 样
品于2 250 r/min离心5 min, 取100 μL上清液转

移到小锥形瓶中, 加入100 μL N -三甲硅烷基咪

唑在70 ℃反应30 min, 得到的硅烷化衍生物密

封储存于-20 ℃冰箱. 在大鼠空白尿液中加入已

知量两种糖制成标准品平行分析. 测定方法[17]: 
衍生化毛细管气相色谱法(capillary column gas 
chromatography, CCGC)测定大鼠尿液中甘露

醇、三氯蔗糖浓度. 色谱柱: HP-5(5%苯甲基硅

烷)柱(30 m×320 μm×0.25 μm); 流动相: 高纯

氮气, 1.0 mL/min; 柱温: 程序升温; 检测器: 氢火

焰离子化检测器, T = 280 ℃; 进样量: 2 μL, 手动

进样, 进样口温度250 ℃. 每种糖定位由相应标

准品的保留时间来确定, 内标标准曲线法计算

样品中每种糖的量. 在该色谱条件下, 内标1、
甘露醇、内标2、三氯蔗糖和乳果糖的保留时

间分别是3.5、4.6、13.7、14.6和15.8 min. 
1.2.3 血清中CRF、ACTH测定: 实验结束日采用

断头法处死大鼠, 收集血液, 室温下凝固20 min, 
低温离心(4 ℃、4 000 r/min, 30 min)分离血清, 
采用ELISA法测定血清中CRF和促肾上腺皮质

激素(adrenocorticotrophic hormone, ACTH)的量.
1.2.4 粪便菌群分析[13]: 大鼠处死后取其新鲜粪

便0.1 g左右, 立即装入已称质量并装有5 mL生
理盐水和2-3粒玻璃珠的无菌试管中, 然后用生

理盐水以10倍的比例倍比稀释成系列混悬液. 
取上述系列稀释液25 μL滴种到4种选择性培养

基上: 大肠杆菌(伊红美兰培养基)、类杆菌(Bds
培养基)、乳酸杆菌(Lbs培养基)、双歧杆菌(Blb
培养基). 大肠杆菌需氧培养24 h, 其余三菌置于

厌氧罐中厌氧培养48 h, 记录菌落数. 根据菌落

形态、涂片分析及耐氧实验结果计算各个菌种

每克粪便中菌落形成单位(CFU/g).
1.2.5 细菌移位: 大鼠处死后以750 mL/L乙醇

溶液浸泡1 h, 于超净台内无菌取肠系膜淋巴结

(mesenteric lymph node, MLN), 匀浆后接种于血

琼脂平板, 37 ℃需氧24 h后或厌氧48 h后观察是

否有细菌生长并记录菌落数. 平板有细菌生长

者记为MLN细菌移位阳性. 移位率 = 阳性大鼠

个数/每组大鼠总数.
统计学处理 实验结果采用SPSS10.0统计

软件包分析. 组间均数比较选用单因素方差分

析, 移位率的比较采用行×列表χ2检验. 采用α = 
0.05为假设检验标准.

2  结果

2.1 粪便菌群分析 与正常对照组相比, 压力实验

组大肠杆菌数量显著增加(P <0.05, 表1), 说明应

激环境下大鼠肠道出现了条件致病菌增多, 肠
道菌群紊乱现象; 与压力实验组相比, 双歧杆菌

干预组及思密达干预组的大肠杆菌数量显著下

降, 双歧杆菌和双歧杆菌+思密达干预组大鼠的

类杆菌数量显著下降(P <0.05), 但三组实验组之

间均无显著性差异, 说明长双歧杆菌、思密达

均能改善应激所导致的肠道菌群紊乱, 二者无

协同作用.
2.2 细菌移位 MLN培养结果显示各组大鼠均有细

菌移位现象发生, 但压力实验组细菌移位率显著

高于其他各组 (P = 0.00, 表2). 双歧杆菌或思密达

干预后, 实验组移位率显著降低(P = 0.00); 双歧杆

菌+思密达组移位率与双歧杆菌组无明显差异.
2.3 大鼠肠道通透性的测定 在该实验中以大鼠

■相关报道
Zairian等研究发
现益生菌能够提
高应激大鼠肠道
屏障功能、阻断
细菌移位. Gareau
等认为肠道微生
物群的改变是结
肠病变的病因, 益
生菌改善应激幼
豹的肠道功能可
能与其调节HPA
轴 正 常 化 有 关 . 
在本课题组的前
期研究中也发现
应激可以导致嗜
酸性粒细胞释放
CRF. 
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尿液S/M值来评价其肠道通透性. 大鼠尿液5 h和
24 h甘露醇、三氯蔗糖、S/M结果见表3. 5 h(数
据未显示)和24 h时S/M值可以分别用来评价小

肠的通透性及整个胃肠道的通透性. 从表3可以

看出压力实验组24 h尿液中甘露醇的量与正常

对照组有显著性差异, 应激条件下大鼠肠道通

透性发生了改变.
2.4 应激对大鼠血清CRF、ACTH的影响 与正

常对照组相比压力实验组血清CRF、ACTH水

平都有显著升高(P <0.05, 表4); 与压力实验组相

比, 双歧杆菌干预组和双歧杆菌+思密达干预组

ACTH水平显著下降(P <0.001). 这说明在应激的

环境下, 大鼠的神经内分泌处于应激状态, 而益

生菌对这种应激状态有缓解作用.

3  讨论

近年来有关益生菌治疗应激所导致的胃肠道

疾病的研究进展迅速, 但其治疗机制目前仍不

清楚. 关于其治疗作用目前主要集中在益生菌

对CRF的调节作用上[18]. 本实验中应激大鼠也

出现了血清C R F升高、肠道通透性改变及肠

道菌群紊乱现象, 而双歧杆菌能够缓解上述现

象, 这与Gareau等[15]的研究结果相符. 在应激反

应中, CRF通过中枢的下丘脑-垂体-肾上腺轴

(hypothalmic-pituitary- adrenal, HPA轴)或者外

周的以CRF为基础的旁分泌系统的激活来调节

胃肠道[11]. 在一定程度上说明益生菌可能是通

过HPA轴这样一个长反射弧来调节应激所导致

的胃肠道功能紊乱: (1)在其生长的肠道上皮位

置, 调节肠道菌群正常化, 阻止病原菌黏附, 通
过保护肠上皮的完整性来增强肠道的屏障功能. 
(2)通过神经体液因子途径, 益生菌可能间接刺

激传入神经纤维. (3)降低全身皮质酮和ACTH
的分泌[19]. 

表  1  大鼠粪便菌群分析结果 (n  = 10, LgCFU/g, mean±SD)

     
分组            	    大肠杆菌	       类杆菌	     乳杆菌		    双歧杆菌

正常组		  7.078±0.229	 9.214±0.323	 8.158±0.388	 9.175±0.312

压力组		  7.347±0.277a	 9.485±0.306	 8.066±0.287	 9.027±0.353

双歧杆菌组	 7.044±0.281c	 9.075±0.393c	 8.123±0.245	 9.088±0.288

思密达组		  7.054±0.302c	 9.145±0.381	 8.039±0.234	 9.084±0.352

双歧杆菌+思密达	 7.128±0.298	 9.127±0.328c	 8.040±0.347	 9.136±0.401

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  2  各组大鼠细菌移位率结果

     
分组            	 正常组	       压力组           双歧杆菌组         思密达组      双歧杆菌+思密达组

MLN阳性数	      1	           4	                   1	            2		      1

总动物数		     10	         10	                 10	           10		    10

移位率(%)	    10c	         40a	                 10c	           20ac	  	   10c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  3  24 h大鼠尿液中甘露醇、三氯蔗糖的量及S/M (n  = 10, %, mean±SD)

     
分组            	    	  甘露醇(M)	            三氯蔗糖(S)		          S/M

正常组		                4.718±0.399	         6.997±0.520	                 1.304±0.119

压力组		                5.097±0.453a	         6.167±0.588	                 1.252±0.096

双歧杆菌组	               4.753±0.363	         6.031±0.477	                 1.242±0.095

思密达组		                4.826±0.419	         6.075±0.520	                 1.259±0.052

双歧杆菌+思密达	               4.806±0.370	         6.041±0.496	                 1.259±0.079

aP<0.05 vs  正常组.

■创新盘点
本文探讨双歧杆
菌对应激大鼠肠
道功能的保护作
用, 可以恢复受损
的肠道屏障功能, 
C C G C 测定应激
大鼠肠道通透性
的方法专属性较
高, 灵敏度高, 降
低了实验成本. 
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应激大鼠出现肠道通透性的改变可能有下

列原因. CRF是HPA轴的重要神经递质, 其分泌

具有昼夜节律性. CRF由下丘脑室旁核小细胞部

神经元产生, 于垂体前叶与CRF受体结合诱导

ACTH释放, 进而刺激肾上腺糖皮质激素释放[20], 
而糖皮质激素是调节炎症及免疫反应的重要物

质. CRF受体是一种G蛋白偶联受体,其信号传

导是由通过激动cAMP所介导的级联反应[21], 并
最终增加细胞内Ca2+浓度[22]改变膜电位来实现

的. 肥大细胞通过抑制Ca2+内流来抑制自身活化

和脱颗粒, 而CRF能够促进Ca2+内流从而激活肥

大细胞[23]. 肠道的上皮细胞是由一层柱状细胞

组成, 通过紧密连接蛋白进行连接, 阻止抗原等

大分子物质和细菌等通过旁细胞途径进行渗透, 
并且能够分泌大量的黏液素和抑菌蛋白来阻断

细菌黏附. 在应激条件下, 细菌和抗原等可以由

滤泡相关细胞如肥大细胞或紧密连接结构断裂

等方式通过上皮屏障而进入体内[24], 进而引起细

菌移位, 通透性发生改变, 而使用肥大细胞稳定

剂后没有出现应激相关性的肠道通透性升高[3]. 
因此, CRF调节肠道通透性可能是通过肥大细胞

实现的. CRF信号传导的活化, 能够导致致炎因

子的释放[25], 促进肥大细胞释放组胺、IL-1β、

TNF-α等炎症因子[26]. 在我们前期研究中发现应

激可以导致嗜酸性粒细胞释放CRF[27], 而使用

CRF受体阻断剂可以显著的改善应激所导致的

肠道屏障功能紊乱[28]. 因此, CRF在应激相关肠

道功能紊乱中起着重要作用, 但其确切的作用

机制如作用位点等仍需进一步研究.
肠道通透性的测量是评估肠道屏障功能完

整性的最直接方法, 常用大分子糖探针来进行

测定. 乳果糖和甘露醇的被认为是旁细胞和跨

细胞途径通透性的反映, 二者比率曾是一种灵

敏度高的小肠通透性标记. 但由于乳果糖是一

种二糖易被结肠的细菌分解, 改变的结肠pH, 可
能改变结肠微生物群, 改变肠道通透性而不宜

选用. 而三氯蔗糖无这些缺点, 尿液中三氯蔗糖

的排泄可以应用于整个肠道(包括小肠和结肠)

通透性的评估[17]. 本实验中流动相采用了氮气得

到的峰形较好, 分离度能满足实验要求, 降低了

实验成本. 由于相关文献较少, 建立有效的三氯

蔗糖与甘露醇比例(S/M)作为整体肠道通透性的

标记的方法还需深入研究. 本实验中应激大鼠

虽出现肠道甘露醇的通透性升高, 但S/M虽有升

高趋势却无明显变化, 可能有以下原因: 大鼠对

应激具有适应性、WAS模型刺激较弱需延长造

模周期. 该实验中采用了单一菌株干预且干预

时间为较短, 益生菌的联合长期应用值得我们

进一步研究.
本实验中应激大鼠出现了肠道菌群失调、

CRF水平升高、细菌移位等现象, 大鼠的神经内

分泌处于应激状态, 肠道通透性亦发生了改变. 
本实验的结果也证实了双歧杆菌能够缓解上述

现象, 为益生菌治疗应激所导致的肠道相关疾

病的治疗提供了实验依据.
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■同行评价
本研究观察大鼠
在应急模型中肠
道主要菌群发生
的改变, 以及双歧
杆菌干预对此改
变的调节作用, 有
很好的科学意义.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
AIM: To determine the changes in serum 
ghrelin and small intestinal motility in rats with 
cerebral arterial thrombosis and to explore their 
relationship.

METHODS: Forty-eight Wistar rats were ran-
domly divided into two groups: control group 
(n = 8) and middle cerebral artery occlusion 
(MCAO) group (n = 40). The MCAO group was 
further equally divided into 5 subgroups for 
testing at 3, 6, 12, 24 and 48 h after cerebral ar-
terial thrombosis. MCAO was induced in rats 
using the thread occlusion method proposed 

by Longa. Neurologic examinations were con-
ducted and neurologic findings were scored at 
each time point. Triphenyltetrazolium chloride 
(TTC) staining of brain tissue was performed. 
The content of serum ghrelin was determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay, and small 
intestinal motility was measured by methylene 
blue staining. The ileum tissue was examined by 
light and electron microscopy. 

RESULTS: The neurologic scores were 0 for all 
the rats in the control group and 1-3 for those in 
the MCAO group. Small intestinal motility was 
significantly lower in the MCAO group than in 
the control group (P < 0.05), reaching the lowest 
level at 24 h. Serum ghrelin level increased at 3 h 
and reached the peak at 24 h. Serum ghrelin lev-
el was significantly higher in the MCAO group 
than in the control group (P < 0.05). Correlation 
analysis showed a linear relationship between 
serum ghrelin levels and small intestinal mo-
tility (r = -0.841, P < 0.05) in rats with MCAO. 
Intestinal mucosal injury could be seen by light 
and electron microscopy, such as intestinal vil-
lus swelling, chondrosome swelling, vacuolar 
degeneration, apoptosis, etc.

CONCLUSION: Changes in serum ghrelin 
and small intestinal motility occur in rats with 
MCAO. The change of intestinal motility is sig-
nificant at 24 h after cerebral ischemia. 

Key Words: Middle cerebral artery occlusion; Ghre-
lin; Small intestinal motility

Chuai JR, Zhu YQ, Xu LX, Yuan F, An B, Xu YQ. Changes 
in serum ghrelin and small intestinal motility in rats with 
cerebral arterial thrombosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(15): 1550-1554

摘要
目的: 探讨缺血性脑卒中大鼠小肠动力的改
变及与血清Ghrelin变化的关系. 

方法: 48只♂Wistar大鼠随机分为对照组(n  = 
8)和实验组(n  = 40), 实验组按照3、6、12、

®

■背景资料
中国缺血性脑卒
中发病率位居世
界 第 一 ,  具 有 高
致死率、高复发
率、高致残率的
特点. 多数研究认
为胃肠道是全身
应激性炎症反应
和多器官功能障
碍的始动和扩大
器官.

■同行评议者
李勇, 副教授, 上
海中医药大学附
属市中医医院消
化科
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24、48 h随机分为5个亚组, 每组大鼠8只. 采
用Longa线栓法建立大脑中动脉闭塞(middle 
cerebral artery occlusion, MCAO)模型(对照组
组大鼠仅切开皮肤, 不放线栓), 所有大鼠进行
神经生物学评分, MCAO组进行脑组织TTC染
色. 美蓝染色法检测肠动力; 酶联免疫法测定
血清Ghrelin水平; 取距回盲部5 cm处小肠, 光
镜及电镜下观察肠黏膜组织的变化. 

结果: 对照组大鼠神经生物评分为0分, MCAO
组大鼠神经生物评分为1-3分, MCAO组大鼠
脑组织TTC染色可见缺血坏死区. MCAO各亚
组的小肠推进比均明显低于对照组(P <0.05), 
脑缺血后24 h降至最低. MCAO各亚组血清
Ghrelin水平均明显高于对照组(P <0.05), 血清
Ghrelin水平于术后3 h即升高, 24 h达峰值. 相
关性分析显示缺血性脑卒中大鼠血清Ghrelin
水平与小肠推进比之间呈线性关系(r  = -0.841, 
P <0.05). 光镜下MCAO组肠黏膜上皮细胞受
损, 电镜下可见大量线粒体肿胀、嵴断裂, 细
胞器空泡变性, 细胞间紧密连接偶见增宽, 可
见凋亡细胞.

结论: MCAO大鼠局灶性脑缺血后出现肠动力
改变、血清Ghrelin水平变化, 脑缺血24 h内小肠
动力显著下降, 考虑可能与脑缺血应激后多种
因素共同作用的结果, 其机制仍需进一步研究.

关键词: 大脑中动脉闭塞模型; Ghrelin; 小肠动力
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0  引言

缺血性脑卒中在近几年的发病率有明显升高趋

势, 不但给患者带来痛苦, 而且引起一系列并发

症, 造成患者预后不良、生活质量降低, 甚至死

亡. 其中, 胃肠道反应不容忽略, 多数学者认为, 
胃肠道通常是全身应激性炎症反应的始动和扩

大器官, 因此, 胃肠动力障碍的病因和发病机制

成为提高疗效、改善预后的一个突破口. 然而

胃肠动力障碍的发病机制是复杂的、多因素参

与的病理生理过程, 其发病机制至今尚未完全

阐明. 本研究仅在一种胃肠激素Ghrelin与小肠

动力之间作初步探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wistar大鼠48只(购自北京维通

利华实验动物技术有限公司), 体质量200-220 
g, 尼龙栓线(购自北京沙东生物技术有限公司), 
Ghrelin试剂盒(购自北京康泰生物科技有限公

司), 亚甲蓝(methylthioninium, 购自北京化学试

剂有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 实验动物分组及模型建立: 实验动物分为

6组. 对照组(假手术组)8只, 仅切开皮肤, 不放线

栓; 实验组(MCAO模型组)40只, 随机分为3、
6、12、24、48 h组, 每组8只. 采用Longa线栓法

建立大鼠大脑中动脉闭塞(middle cerebral artery 
occlusion, MCAO)模型[1]. 各组手术时间相同, 无
菌操作, 室温恒定为26 ℃. 
1.2.2 神经生物学评分及脑组织TTC染色: 本研

究MCAO模型, 实验动物行神经生物学评分及

脑组织TTC染色, 模型成功者进行下一步实验研

究, 大鼠清醒后参考Longa等[1]的方法进行神经

生物学评分, 确定MCAO模型的建立. 
1.2.3 亚甲蓝染色法测小肠推进比: 预先用蒸馏

水配制成50%的亚甲蓝染色剂, 所有大鼠术前正

常进食、饮水, 将实验组大鼠分别于相应时间

点前30 min自大鼠口腔插入鼠胃管, 注入染色剂

1.0 mL, 30 min后麻醉大鼠, 开腹, 标志染料终末

端, 测量幽门括约肌至蓝染小肠末端距离与整

个小肠长度之比(幽门括约肌至回盲部), 为小肠

推进比. 
1.2.4 血清Ghrelin含量: 10%水合氯醛腹腔麻醉(4 
mL/kg), 心脏取血3-4 mL, 采用酶联免疫法检测

血清Ghrelin值. 操作按试剂盒说明书进行. 
1.2.5 病理组织学观察: 取回肠末段(距回盲部5 
cm)组织, 光镜、电镜下观察肠黏膜组织学变化.

统计学处理 用SPSS13.0统计软件对数据

进行方差分析, 实验数据以mean±SD表示, 以
P <0.05为差异有统计学意义; MCAO组小肠推进

比和血清Ghrelin水平之间采用直线相关进行统

计学分析.

2  结果

2.1 神经生物学评分及脑组织TTC染色 大鼠清

醒后 ,  对照组大鼠未见神经生物学异常表现 . 
MCAO组大鼠均出现行为学障碍, 主要表现为

对侧肢体无力、触觉减低, 提尾时对侧前肢屈

曲, 或不能直行仅向对侧转圈, 患侧出现Horner 
征, 神经生物学评分为1-3分. 其中, 对照、3、
6、12、24、48 h的平均分分别为: 0、1.00、
2.00、2.00、2.00、2.25. 将MCAO组大鼠断头

■研发前沿
针对Ghrelin促进
胃肠动力以及保
护神经细胞的作
用, Ghrelin可能对
改善脑缺血后胃
肠功能障碍、减
轻脑损伤具有一
定意义, 亟待解决
的问题是Ghrelin
在人类患者中的
可用性、剂量及
给药时机.
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取脑, 行TTC染色, 可见脑组织存在未染色区域, 
为缺血坏死区. MCAO模型建立成功.
2.2 大鼠MCAO模型小肠推进比 MCAO组各时

间点的小肠推进比均明显低于对照组, 差异具

有统计学意义(P <0.05). 脑缺血后24 h小肠动

力降至最低, 至48 h有所恢复但仍未恢复正常

(表1).
2.3 血清Ghrelin水平 MCAO组各时间点血清

Ghrelin水平均明显高于对照组, 差异具有统计

学意义(P <0.05). MCAO早期血清Ghrelin水平逐

渐升高, 于缺血后24 h达高峰, 此后下降, 至48 h
未恢复正常(表1).
2.4 病理学检查 对照组在光镜、电镜下小肠黏

膜结构基本完整. 光镜下MCAO组术后可见小

肠绒毛肿胀、增粗、缩短, 绒毛顶端破损、剥

脱, 固有层裸露. 电镜下MCAO组可见大量线粒

体肿胀、嵴断裂, 随者时间推移细胞器空泡变

性程度加重, 细胞间紧密连接偶见增宽, 偶见凋

亡细胞. 对照组在光镜、电镜下小肠黏膜结构

基本完整(图1, 2). 

2.5 相关性分析 结果显示, M C A O大鼠血清

Ghrelin水平与小肠推进比之间呈线性关系(相关

系数r  = -0.841, P <0.05), 二者呈负相关(图3).

3  讨论

临床和动物实验研究发现, 缺血性脑卒中可引

起胃肠动力的改变. 多数实验结果显示, 应激状

态下结肠运动显著增强, 而应激对胃和小肠运

动的影响尚存在争议. 本实验通过观察小肠推

进比来反映肠道运动情况, 结果显示MCAO各

亚组小肠推进比均显著低于对照组, 支持在缺

血性脑卒中早期存在小肠运动功能障碍. 
对于缺血性脑卒中后胃肠动力改变的机制

尚不十分清楚. 一些研究证明, 应激后胃肠动力

的改变可能与某些胃肠激素的改变有关. 刘婧

等[2]在临床中观察了烧、烫伤急性期出现腹胀、

恶心、呕吐等胃肠动力功能紊乱的患者, 发现

促胃肠动力的胆囊收缩素-8(CCK-8)、生长抑素

(SS)、胃动素(GAS)水平显著升高, 而起抑制作用

的血管活性肠肽(VIP)水平降低; 在动物实验研究

表  1  脑缺血后小肠推进比及血清Ghrelin的变化 (n  = 8, mean±SD)

     
                        对照		    3 h	                 6 h            	             12 h                         24 h                        48 h

推进比	 0.65±0.05          0.53±0.02a          0.44±0.03ad          0.41±0.04a          0.39±0.02a         0.40±0.02a

Ghrelin	 1.89±0.24          2.81±0.26a          3.87±0.14ae          4.99±0.29ae         5.55±0.42a         3.64±0.51ae

aP<0.05 vs  对照组; dP<0.01 vs  3 h组; eP<0.05 vs  前一组.

图   1   M C A O 组
术 后 光 镜 图 ( ×
200).  可见小肠绒

毛 肿 胀 、 增 粗 、

缩短、变形, 绒毛

顶 端 破 损 、 剥 脱 . 

A: MCAO后3 h; B: 

MCAO后12 h; C:

MCAO后24 h; D: 

MCAO后6 h.

A B

C D

■应用要点
本 研 究 显 示 ,  脑
缺 血 早 期 血 清
Ghrelin代偿性升
高 ,  但 不 足 以 维
持 肠 动 力 ,  考 虑
外源性给予适量
Ghrelin是否可以
改善脑缺血后肠
动力障碍, 可能为
脑缺血患者的早
期临床干预提供
依据, 从而缩短疗
程, 改善预后.
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发现, 应激使大鼠胃窦的规则收缩消失、运动加

强, VIP对增强的胃运动有明显的抑制效应, 大鼠

血浆内VIP含量在应激后1-2 h显著升高, CCK-8
含量于应激后即刻升高, 随后恢复正常. Nakade

等[3]通过动物实验发现, 束缚应激下的大鼠可以

通过促肾上腺皮质激素释放因子(CRF)的作用延

缓胃排空. 急性胰腺炎时小肠肌间神经丛和黏膜

下层非肾上腺非胆碱能神经元中一氧化氮合酶

(nNOS)表达增加、活性增强进而产生大量一氧

化氮, 引起胃肠电生理紊乱, 抑制胃肠运动[4]. 
Ghrelin作为新近发现的脑肠肽, 参与胃肠

动力的调节, 但与缺血性脑卒中胃肠动力变化

的相关研究不多. Ghrelin又叫胃促生长素, 是生

长激素促分泌剂(GH-Ss)受体的内源性配体. 研
究发现Ghrelin对大鼠的采食量和胃酸分泌有促

进作用[5,6]. Masada等[7]描述了小鼠静脉内注射

Ghrelin所出现的胃的收缩反应加强, 阿托品和迷

走神经切断术可以阻断这种效应. Tebbe等[8]研

究提示Ghrelin在下丘脑室旁核可通过神经肽Y1
受体和非选择性的促肾上腺激素释放因子1受

图  3  MCAO大鼠血清Ghrelin水平与小肠推进比.
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0.46
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0.42
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小
肠

推
进

比

Ghrelin浓度

0.5 μm 1 μm

1 μm 1 μm
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图  2  MCAO组术后电镜图. A: MCAO后3 h, 少量细胞器空泡变性(×25 000); B: MCAO后6 h, 偶见细胞间连接增宽(×

15 000); C: MCAO后12 h, 线粒体肿胀, 嵴断裂, 可见晚期凋亡细胞(×12 000); D: MCAO后24 h, 细胞器空泡变性, 可见凋亡

细胞(×12 000); E: MCAO后24 h, 大量线粒体肿胀、空泡变性(×20 000); F: MCAO后48 h, 大量细胞器空泡变性, 可见凋亡

细胞(×12 000).       

A B

C D

E F

■同行评价
本文思路清晰, 实
验设计合理, 技术
手段以及统计学
方法使用较为恰
当, 具有一定的科
学性.
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体发挥胃肠动力的中枢调节作用. Ghrelin受营

养状况和激素因素调节. 高脂饮食、高体质量

指数、摄食增加可以抑制Ghrelin的分泌. 而饥

饿、低蛋白饮食、体质量减轻则可以使Ghrelin
分泌增多[9-11]. 

大量的研究证明[8,12], Ghrelin具有促进胃排

空及肠运动的作用. 而本实验结果显示, MCAO
组大鼠血清Ghrelin水平均明显高于对照组, 与
小肠推进比呈负相关, 这与我们最初的设想不

一致. 其原因可能是: 脑缺血应激可能使多种促

进和/或抑制胃肠运动的激素水平发生变化, 他
们共同作用的结果导致小肠运动减慢, 与此同

时, 小肠平滑肌形态学改变以及小肠电生理的

变化亦是影响其运动的重要因素. 虽然在脑缺

血24 h内血清Ghrelin水平代偿性升高, 但是仍不

能逆转小肠运动减慢的最终结果. Masada等[7]研

究证实, 短时间(15 min)的大脑中动脉闭塞能诱

导HSP70大量合成, 以减轻再次缺血造成的脑水

肿和脑血管损伤, 外源性给予Ghrelin亦可提高

HSP70的细胞保护作用. 
从本研究可以看到MCAO组大鼠脑缺血早

期即发生肠动力和血清Ghrelin水平的明显变化, 
血清Ghrelin水平上升, 小肠运动功能降低, 二者

呈明显的背向趋势, 我们考虑, 在脑缺血早期机

体以代偿为主, 血清Ghrelin水平反应性上调以

减轻脑损伤, 同时力求加快肠道蠕动, 以减轻肠

黏膜屏障的损害, 体现了机体自身抗损伤能力. 
脑缺血后小肠运动功能降低, 表明机体的代偿

仍不能维持肠道正常的生理功能, 同时也表明

脑缺血后肠运动功能障碍可能是由多种因素共

同作用的结果, 血清Ghrelin水平变化可能不是

其主要或者唯一的影响因素. 另外, 本实验光镜

下观察小肠绒毛可见形态学异常改变, 透射电

镜下肠黏膜细胞的超微结构亦出现异常改变. 
其中, 线粒体的损伤提示肠黏膜细胞损伤的过

程, 可能与小肠动力下降有关.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 
C677T polymorphism and the outcome of 
hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: TaqMan SNP genotyping and se-
quencing assays were employed to determine 
the genotypes of MTHFR C677T and the distri-
bution of alleles at this locus in 152 healthy con-

trol subjects, 161 self-limited HBV patients, 173 
patients with chronic hepatitis B, 138 patients 
with HBV-induced liver cirrhosis and 181 cases 
with HBV-related HCC. 

RESULTS: Of the 805 subjects, 47.09% had the 
CT genotype, 30.43% had the TT genotype, and 
22.48% had the CC genotype. The frequencies 
of C and T allele were 46.02% and 53.98%, re-
spectively, which are significantly different from 
those reported previously. Males with the TT 
genotype had a reduced risk of liver diseases. 
The odds ratio (OR) of TT and CT was lowest in 
the liver cirrhosis group versus the self-limited 
group (0.675, 95%CI: 0.308-1.479; 0.510, 95%CI: 
0.248-1.050). In contrast, females with the TT 
and CT genotypes had an increased risk of self-
limited HBV infection, chronic hepatitis and liver 
cirrhosis. The liver cirrhosis group had the high-
est OR value versus the self-limited group (3.542, 
95%CI: 0.885-14.171; 3.167, 95% CI: 0.821-12.211; P 
= 0.022). Females with the TT and CT genotypes 
had a reduced risk of HCC (OR = 0.638, 95% CI: 
0.213-1.904; OR = 0.500, 95%CI: 0.175-1.432).

CONCLUSION: A relatively high frequency 
of the TT genotype is noted in a Chinese Han 
population in Tianjin. The MTHFR C677T poly-
morphism may play a role in influencing disease 
progression in patients with HBV infection. 

Key Words: Methylenetetrahydrofolate reductase; 
C677T; Polymorphism; Hepatitis B virus; Disease 
progression

Liu JJ, Gao YT, Du Z, Yang B, Jing X, Wang YJ, Wang 
FM, Jing L. Relationship between the MTHFR C677T 
polymorphism and the outcome of hepatitis B virus 
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 
1555-1562

摘要
目的: 探讨MTHFR C677T多态性对HBV感染
后疾病转归的关系.

方法: 采用TaqMan SNP基因分型和基因测序

www.wjgnet.com
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■背景资料
HBV感染是急、

慢性肝病发生的
最主要原因之一, 
部分感染者将最
终发展为慢性肝
炎、肝硬化或原
发 性 肝 癌 .  随 着
SNP与疾病易感
性研究工作的进
展, 基因多态性的
研究有望为筛选
HBV感染高危人
群以及肝病的预
防工作提供可靠
依据.

■同行评议者
张凤春, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
肿瘤中心



的方法检测152例健康对照人群、161例感染
HBV后自愈者、173例慢性乙型肝炎患者、

138例乙型肝炎肝硬化患者以及181例HBV相
关性肝癌患者的MTHFR基因C677T位点的基
因型及等位基因的分布及其差异. 

结果: 805例研究对象的基因型分布为CT基
因型占47.09%、TT占30.43%、CC占22.48%; 
等位基因频率: C为46.02%, T为53.98%, 此结
果明显不同于以往报道. 等位基因和基因型
分布在各肝病组无统计学差异. 分析不同性
别在各组中的分布特征表明, 男性患者TT在
各组中显示风险降低, 特别在肝硬化组TT和
CT的OR值最低(与自愈组比较: 0.675, 95%CI: 
0.308-1.479; 0.510, 95%CI: 0.248-1.050); 而
在女性的自愈、慢乙型肝炎和肝硬化组 , 
TT和CT显示风险度增加, 特别在肝硬化组
O R 值最高(与自愈组比较: 3.542, 95%C I: 
0.885-14.171; 3.167, 95%CI: 0.821-12.211), 
具有统计学差异(P  = 0.022). 同时, 在女性
肝癌组却显示风险度降低(0.638, 95%C I: 
0.213-1.904; 0.500, 95%CI: 0.175-1.432).

结论: 本研究显示MTHFR C677T多态性在中
国天津汉族人中显示了较高的TT基因型频率, 
同时提示MTHFR C677T多态性在HBV感染
后疾病发展的过程中发挥重要作用.

关键词: 亚甲基四氢叶酸还原酶; C677T; 多态性; 

乙型肝炎病毒; 疾病进展
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染可引

起多种临床表现, 包括病毒清除后自愈、无症

状病毒携带和持续感染进展为慢性肝炎、肝硬

化或原发性肝癌等严重肝病[1,2]. 近年研究表明, 
宿主基因亚甲基四氢叶酸还原酶(methylenetetra
hydrofolate reductase, MTHFR)的多态性能够影

响HBV感染后的疾病进程[3-10]. MTHFR是叶酸

代谢的关键酶, 其在DNA甲基化修饰和DNA合

成修复过程中均发挥重要作用[11,12]. MTHFR第
677位核苷酸的C→T转换可使Ala变为Val, 使CT
和TT基因型的酶活性仅为CC基因型的65%和

30%[13]. 酶活性的降低可在DNA甲基化和DNA
合成两个途径促进或抑制肿瘤的发生[12,14]. 尽管
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许多研究报道了MTHFR C677T多态性与肿瘤易

感性的关系, 但其结果在不同肿瘤间差异较大, 
甚至同一种肿瘤在不同地区或民族中的研究结

果也不尽相同[15-19]. 同样, MTHFR C677T多态性

与肝病相关性研究的结果也存在明显差别[3-10]. 
中国学者研究发现在江苏地区TT基因型携带者

有更高的HCC发生风险[5], 同样, 来自意大利的3
篇报道也认为TT基因型增加欧洲白人发生HCC
的风险[4,8,9]; 与此相反, Yuan等[6]结果表明TT基因

型降低肝癌发生的风险, Saffroy等[3]报道CC基因

型增加肝癌发生的风险, 韩国学者Kwak等[20]研

究显示C677T多态性与HCC无关联. 如此复杂而

矛盾的结果可能既与MTHFR多态性对DNA甲

基化及DNA合成作用的平衡相关, 也与其他环

境因子的相互作用相关. 目前尚无HBV感染后

不同肝病阶段(如自愈、携带、慢肝、肝硬化和

HCC等)的MTHFR C677T多态性分布的详细报

道, 因此, 本研究通过检测其在各类HBV感染者

中的分布特点, 进一步探讨其与HBV感染后疾

病转归的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 参照2005年中华医学会《慢性乙型肝

炎防治指南》和2009年《原发性肝癌规范化诊

治专家共识》的诊断标准, 收集天津市第三中心

医院2003-12/2009-06期间慢性乙型肝炎患者173
例、乙型肝炎肝硬化患者138例和HBV相关性肝

癌患者181例. 健康对照组152例和乙型肝炎自愈

组161例来自天津市第三中心医院健康查体, 健
康对照组HBV免疫学标志物均为阴性, 且血常

规、生化指标均正常; 自愈者均无肝病史, 具有

曾感染HBV证据(HBsAb、HBeAb和HBcAb三
种抗体至少两种阳性, HBsAg、HBeAg和HBV 
DNA均为阴性)且未经治疗而健康者. 各研究对

象均抽取空腹外周静脉血3 mL, 血清用于检测

HBV免疫学指标、肝功能、HBV DNA和AFP等
临床指标, 血凝块用于提取白细胞DNA. 以上所

有对象均为天津地区汉族人. 本研究经天津市第

三中心医院伦理委员会批准, 所有患者均签署知

情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: 用牙签将血凝块捣碎, 吸取

100 μL置于离心管中, 加入800 μL溶血试剂(0.3 
mol/L蔗糖, 1 mmol/L Tris-HCl(pH8.0), 5 mmol/L 
MgCl2, 20 mmol/L Triton X-100), 震荡后8 000 
r/min离心5 min; 吸出上清, 将沉淀捣碎并加入

www.wjgnet.com

■研发前沿
基 因 多 态 性 与
HBV感染研究一
直是国内外学者
研究的热点, 其分
布具有较强的地
域和种族特征, 因
此对二者进行研
究可能会为HBV
感染后疾病转归
的机制提供一定
线索.



刘娟娟, 等. 亚甲基四氢叶酸还原酶基因C677T多态性与HBV感染后疾病转归的关系                                                    1557

www.wjgnet.com

500 μL消化液(0.1 mol/L NaCl, 10 mmol/L Tris-
HCl(pH8.0), 30 mmol/L EDTA, 20 mmol/L SDS)和
13.5 μL蛋白酶K(5.4 μmol/L), 震荡后60 ℃水浴3 
h; 再加500 μL Tris饱和酚, 混匀, 12 000 r/min离心

5 min; 吸取上层水相, 加入300 μL氯仿: 异戊醇

(24∶1), 12 000 r/min离心10 min; 吸取上清, 加
入1/10体积NaAC(3 mol/L, pH5.2)和等体积预冷

的异丙醇, 12 000 r/min离心15 min, 弃上清, 沉淀

加入250 μL乙醇(700 mL/L)洗涤; 12 000 r/min离
心5 min弃上清, DNA沉淀溶于50 µL TE(pH8.0), 
取2 µL进行1.5%琼脂糖凝胶电泳检测其质量, 紫
外分光光度计测定DNA浓度.
1.2.2 PCR扩增: 参照TaqMan® SNP Genotyping 
Assays Protocol(美国应用生物系统公司), PCR
扩增体系为10 µL, 含DNA模板1.5 µL、2×
TaqMan Genotyping Master Mix 5 µL、40×
TaqMan SNP Genotyping Assay Mix(rs1801133, 
C_1202883_20) 0.25 µL和dH2O 3.25 µL. 采用

ABI PRISM® 7000 SDS进行PCR扩增, 每96孔板

设置三个空白对照(NTC). 反应条件为: 95 ℃热

变性10 min; 92 ℃变性15 s, 60 ℃退火1 min, 共
40个循环.
1.2.3 MTHFR C677T基因型分析: 在上述PCR基
础上, 利用ABI PRISM® 7000 SDS进行等位基因

识别分析, 设置FAM、VIC探针和样品孔、3个
NTC, 点击Post-Read按钮, 读取荧光信号, 通过

xy轴散点图分析各样本的基因型. 
1.2.4 DNA测序分析: 为验证TaqMan® SNP基因

分型方法的准确性, 随机挑取CC、TT和CT基
因型各10个样品进行测序. 参照人MTHFR序列

(GenBank Accession No. NC_000001)设计引物, 
正向引物: 5'-TCCCTCGCCTTGAACAGGTG-3'
(9 603-9 622 nt); 反向引物: 5'-CCAAGCAACGC
TGTGCAAGTT-3'(10 003 nt -9 983 nt). PCR扩增

体系为100 µL, 包括2×PCR Master Mix 50 µL、
上下游引物各2 µL、酶4µL(1 U/μL)、DNA模板

2 µL和dH2O 40 µL. PCR扩增条件: 94 ℃预变性2 
min; 94℃变性45 s, 58 ℃退火45 s, 72 ℃延伸45 
s, 共35个循环; 72 ℃延伸5 min. 扩增产物长度为

401 bp, 取5 µL进行2.5%琼脂糖凝胶电泳, 剩余

产物由上海Invitrogen公司测序.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析, 总体和各组样本基因型分布均经Hardy-
Weinberg平衡检验. 以行×列或连续校正卡方

(χ 2)检验分析基因型和等位基因在不同组别

之间的差异 ,  双侧检验P <0.05表示差异显著 , 
P <0.01表示差异极显著.

2  结果

2.1 PCR扩增和SNP分析 基因组DNA的MTHFR 
C677T双探针PCR扩增曲线良好(图1A). SNP基
因分型见图1B, 根据美国应用生物系统公司提

供的信息, 等位基因分型图谱中X轴代表VIC探
针(C), Y轴代表FAM探针(T), 样品集中分布在4
个区域, 3个NTC空白对照在接近原点的对角线

上, 靠近两轴的两组代表2种纯合子(CC或TT), 
对角线上的一组为杂合子(CT). 参照空白对照, 
各样本均能明确分析基因型. 为验证TaqMan® 
SNP基因分型方法的准确性, 随机挑取3种基因

型的30个样品进行DNA测序, 测序结果与Taq-

表  1  MTHFR C677T各组基因型、等位基因频率和Hardy-Weinberg平衡检验

     
MTHFR    健康对	      自愈组		       慢乙型肝炎组	           肝硬化组	                     肝癌组		  总体

C677T    照组n (%)   n (%)         OR (95%CI)	   n (%)         OR (95%CI)	       n (%)	     OR (95%CI)         n (%)        OR (95%CI)	 n (%)

CC 37

(24.34)

35

(21.74)

1.0

(-)

35

(20.23)

1.0

(-)

35

(25.36)

1.0

(-)

39

(21.55)

1.0

(-)

181

(22.48)

CT 64

(42.11)

77

(47.83)

1.272

(0.720-2.246)

95

(54.91)

1.569

(0.896-2.748)

58

(42.03)

0.958

(0.535-1.716)

85

(46.96)

1.260

(0.724-2.194)

379

(47.09)

TT 51

(33.55)

49

(30.43)

1.016

(0.554-1.862)

43

(24.86)

0.891

(0.482-1.649)

45

(32.61)

0.933

(0.506-1.720)

57

(31.49)

1.060

(0.589-1.908)

245

(30.43)

C 138

(45.39)

147

(45.65)

1.0

(-)

165

(47.69)

1.0

(-)

128

(46.38)

1.0

(-)

163

(45.03)

1.0

(-)

741

(46.02)

T 166

(54.61)

175

(54.35)

0.990

(0.722-1.356)

181

(52.31)

0.912

(0.670-1.242)

148

(53.62)

0.961

(0.693-1.333)

199

(54.97)

1.015

(0.747-1.379)

869

(53.98)

χ2值 3.44 0.20 1.75 3.32 0.48 2.21

P值 0.05-

0.1

0.5-

0.75

 0.1-

0.25

0.05-

0.1

0.25-

0.50

0.1-

0.25

■相关报道
S t e r n 等 通 过 对
MTHFR 与肿瘤
的 关 系 进 行 分
析表明, MTHFR 
C677T多态性可
导致酶活性的降
低 ,  从DNA甲基
化和DNA合成两
个途径促进或抑
制肿瘤的发生.
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Man SNP基因分型结果完全一致(图2).
2 .2  各组基因型、等位基因频率分析  各组

MTHFR C677T基因型和等位基因分布情况见

表1, 各组样本及总体均符合Hardy-Weinberg平
衡. 全部805例研究对象的基因型分布: CT基因

型占47.09%、TT占30.43%、CC占22.48%; 等位

基因频率: C为46.02%, T为53.98%. 各组的等位

基因和基因型分布无统计学差异. 以健康人群

为对照计算其他各组的OR值, CT基因型对慢乙

型肝炎患者的风险度增加(OR  = 1.569, 95%CI 
= 0.896-2.748). 当以自愈组为对照计算其他组

的OR值时, CT对慢乙型肝炎患者的风险度有所

减缓(OR  = 1.234, 95%CI = 0.707-2.153), 其他组

OR值无显著变化.
2.3 MTHFR C677T基因型和等位基因频率在不

同临床特征的组别之间的比较 性别因素分层分

析表明, 三种基因型在男/女中的分布(表2): CT
为48.59%/44.16%、TT为29.94%/31.39%、CC占

21.47%/24.45%, 无统计学差异. 进一步分析不同

性别在各组中的分布特征, 以健康人群为对照

计算其他各组的OR值, 男性患者TT在各组中显

示风险降低, 特别在肝硬化组TT和CT的OR值最

低(表3); 而在女性的自愈、慢乙肝和肝硬化组, 
CT和TT显示风险度增加, 特别在肝硬化组OR值

最高, 具有统计学差异(P  = 0.022)(表4). 当以自

愈组为对照计算其他肝病组的OR值时, TT和CT
在男性肝硬化组仍显示风险降低(表3), 而在女

性肝硬化组仍显示风险度增加, 同时, 在女性肝

癌组却显示风险降低(表4).
如表5所示, 在已知HBsAg状况的439例肝

病患者中, 三种基因型分布在HBsAg+/-患者中

具统计学差异(P  = 0.005), 阴性患者的C等位基

因频率显著高于阳性患者(P = 0.001), C更有利

于HBsAg血清转化. 当加入161例自愈组(HBsAg
阴性)之后进行分析时, 未发现HBsAg+/-之间有

统计学差异. 另外, 基因型和等位基因在肝癌和
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表  2  MTHFR C677T基因型、等位基因在男/女中的分布 n (%)

     
                             			   CC	              CT		          TT		       C		  T

健康对照组 男 14(17.50) 36(45.00) 30(37.50)  64(40.00) 96(60.00)

女 23(31.94) 28(38.89) 21(29.17)   74(51.39) 70(48.61)

自愈组 男 18(20.93) 43(50.00) 25(29.07)   79(45.93)  93(54.07)

女 17(22.67) 34(45.33) 24(32.00)   68(45.37)  82(54.67)

慢乙肝组 男 21(18.75) 65(58.04) 26(23.21) 107(47.77) 117(52.23)

女 14(22.95) 30(49.18) 17(27.87)   58(47.54)   64(52.46)

肝硬化组 男 32(31.68) 39(38.62) 30(29.70) 103(50.99)   99(49.01)

女 3(8.11) 19(51.35) 15(40.54)   25(33.78)    49(66.22)

肝癌组 男 29(19.08) 75(49.34) 48(31.58) 133(43.75) 171(56.25)

　 女 10(34.48) 10(34.48)   9(31.04)   30(51.72)   28(48.28)

■创新盘点
MTHFR C677T多
态性在中国天津
汉族人中显示了
较高的TT基因型, 
明显不同于以往
汉族人的分布特
点; 而且其多态性
对不同性别的人
群感染HBV后疾
病转归的影响有
很大差别.

表  3  MTHFR C677T基因型、等位基因在各组男性中的风险度分析 OR (95%CI)

     
		               自愈组	                       慢乙肝组	           肝硬化组	      	    肝癌组

与健康对照比较

    CC 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    CT 0.929(0.406-2.124) 1.204(0.547-2.651) 0.474(0.218-1.028) 1.006(0.474-2.132)

    TT 0.648(0.270-1.558) 0.578(0.245-1.360) 0.438(0.195-0.980) 0.772(0.353-1.692)

    C 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    T 0.785(0.508-1.214) 0.729(0.483-1.099) 0.641(0.421-0.975) 0.857(0.581-1.625)

与自愈组比较

    CC 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    CT 1.296(0.619-2.710) 0.510(0.248-1.050) 1.083(0.539-2.175)

    TT 0.891(0.387-2.055) 0.675(0.308-1.479) 1.192(0.557-2.552)

    C 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    T 0.929(0.624-1.383) 0.816(0.543-1.227) 1.092(0.750-1.590)
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肝硬化组的229例不同Child-Pugh肝功能分级、

299例不同AFP水平以及所有患者组的433例不

同DNA拷贝数之间的比较无统计学差异.

3  讨论

MTHFR作为叶酸代谢的关键酶, 一方面通过催

化5,10-亚甲基四氢叶酸转化为5-甲基四氢叶酸

为下游各种甲基化反应提供甲基; 另一方面, 通
过其底物5,10-亚甲基四氢叶酸提供的甲基使单

磷酸脱氧尿苷(2'-deoxyuridine 5'-monophosphate, 
dUMP)转化为单磷酸脱氧胸苷(deoxythymidine 

monophosphate, dTMP)[11,12]. 当MTHFR酶活性降

低时, 随着5,10-亚甲基四氢叶酸转化为5-甲基四

氢叶酸的减少, 参与各种甲基化反应的通用供体

S-腺苷蛋氨酸(S-adenosylmethionine, SAM)也减

少, 最终导致基因组DNA低甲基化而增加患癌风

险[14]; 而另一方面, 其活性降低可使5,10-亚甲基

四氢叶酸水平升高, 导致dUMP/dTMP的比值下

降, 在一定程度上减少尿嘧啶错误掺入DNA, 避
免DNA双链断裂而加强DNA稳定性[12,14,21]. 因此, 
从理论上分析, MTHFR酶活性降低的影响是双

表  4  MTHFR C677T基因型、等位基因在各组女性中的风险度分析  OR (95%CI)

     
		               自愈组	                       慢乙肝组	           肝硬化组	      	    肝癌组

与健康对照比较

    CC 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    CT 1.643(0.737-3.663) 1.760(0.759-4.080) 5.202(1.367-19.804) 0.821(0.292-2.314)

    TT 1.546(0.656-3.646) 1.330(0.529-3.344) 5.476(1.387-21.627) 0.986(0.336-2.895)

    C 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    T 1.275(0.806-2.016) 1.167(0.720-1.890) 2.072(1.158-3.708) 0.987(0.536-1.816)

与自愈组比较

    CC 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    CT 1.071(0.453-2.535) 3.167(0.821-12.211) 0.500(0.175-1.432)

    TT 0.860(0.335-2.205) 3.542(0.885-14.171) 0.638(0.213-1.904)

    C 1.0(-) 1.0(-) 1.0(-)

    T 0.915(0.567-1.478) 1.625(0.911-2.900) 0.774(0.422-1.420)

■应用要点
分 析 M T H F R 基
因多态性对天津
地区汉族人感染
HBV后疾病进展
的影响, 有助于对
本地区肝病发生
的病因学进行深
入 研 究 ,  在 筛 选
HBV感染易感人
群并采取有效的
保护和干预措施
等方面都具有潜
在的应用前景.

图  1  Taqman MGB探针SNP基因型分型方法检测MTHFR 
C677T基因型. A: 实时荧光定量PCR扩增图; B: 等位基因

分析图. ●: CC 基因型; ◆: TT基因型; ▲: CT 基因型; ■: 

NTC空白对照.
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图  2  MTHFR基因测序结果. A: CC基因型; B: TT基因型; C: 

CT基因型.
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向的, 既有增加患病风险的可能, 也有降低患病

风险的可能[22].
由于MTHFR C677T多态性影响酶活性而

得到广泛研究, 现有资料表明, MTHFR C677T 
的等位基因和基因型分布具有较强的地域和人

种特征, T等位基因频率由低到高依次为非洲人

(<10%)[23]、欧洲白人(25.1%-46.0%, 由北向南

呈增加趋势)[24]、中东人(17.4%-25.7%)[23,24]、

中国汉族人(21.0%-44.8%, 由南向北呈增加趋

势)[5,6,24]和墨西哥人(57.0%)[24], 不同民族后裔的

美国人与其原祖先有相近的频率[5,24]. 基因型分

布在各地区或民族均以CC和CT为主, TT仅在墨

西哥(32.2%)、意大利坎帕尼亚区(26.4%)和西

西里岛(20.1%)、中国北方(19.8%)显著升高[24]. 
本文分析中国天津市152例健康汉族人的T等位

基因频率为54.6%, CT、TT和CC基因型频率分

别为42.1%、33.6%和24.3%; 同样, 全部805例汉

族人的等位基因和基因型分布与此相近(无统计

学差异), 而显著高于其他汉族人的报道. 此结

果表明C677T在天津市汉族人中有一个独特的

分布, 其成因还有待深入研究, 可能相关遗传因
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素、环境因素和生活习惯等选择压力导致其在

各地区及民族间的显著不同. 另一方面, 从方法

学分析, 多数研究采用PCR-RFLP方法, 此限制

性内切酶位点是T等位基因, 如果酶切效率不能

保证100%的话, 会使基因型原本为TT的误认为

CT, 导致TT基因型频率的实测值小于真实值. 本
研究采用AB公司的SNP基因分型结合测序的方

法, 其准确性要高于PCR-RFLP[25].
人体感染H B V后病程如何演化是宿主和

病毒等多种因素共同作用的结果, MTHFR作为

DNA甲基化和DNA合成/修复的关键酶之一, 也
越来越得到重视. 本文研究结果显示, MTHFR 
C677T基因型和等位基因频率在健康对照组与

自愈组、慢乙型肝炎、肝硬化和肝癌组之间无

统计学差异. 这一点不同于以往关于T等位增加

发生肝癌风险的分析[4,5,8,9], 而与韩国学者Kwak
等[20]结果相似. 各研究结果的不一致性可能与

MTHFR基因本身在影响DNA甲基化和DNA复

制之间的平衡情况有关.
然而, 令人感兴趣的是, 在性别因素分层分

析时, 尽管三种基因型在总体男、女性中的分

表  5  MTHFR C677T基因型和等位基因在不同临床特征的组别之间的比较 n (%)

     
按临床特征分组	           CC		        CT		  TT	              C		          T

HBsAg(不含自愈组)

    (-) 15(42.86)   15(42.86)     5(14.28)   45(64.29)   25(35.71)

    (+) 82(20.30) 195(48.27) 127(31.43) 359(44.43) 359(44.44)

    P值                                 0.005    0.001

    χ2值                               10.767  10.223

HBsAg(含自愈组)

    (-) 50(25.51)   92(46.94)   54(27.55) 192(48.98) 200(51.02)

    (+) 82(20.30) 195(48.27) 127(31.43) 359(44.43) 449(55.57)

    P值                                 0.310    0.138

    χ2值                                 2.339   2.199

AFP(ng/mL)

    <400 104(45.41)   77(33.63) 200(43.67) 258(56.33)

    >400 17(24.28)   31(44.29)   22(31.43)   65(46.43)   75(53.57)

    P值                                0.833   0.331

    χ2值                                0.366    0.565

Child-Pugh分级 

    A 20(22.99)   44(50.57)   23(26.44)   84(48.28)   90(51.72)

    B 28(19.72)   62(43.66)   52(36.62) 116(41.14) 166(58.86)

    P值                                 0.281   2.229

    χ2值                                 2.540    0.135

DNA(拷贝/mL)

    <1 000 119(49.17)   70(28.93) 225(46.49) 259(53.51)

    ≥1 000   88(46.07)   56(29.32) 182(47.64) 200(52.36)

    P值                                 0.756    0.735

    χ2值                                 0.559   0.115

■名词解释
基 因 多 态 性 :  指
基因组序列上的
变异, 他是决定人
体对疾病易感性
与抵抗力、疾病
临床表现及多样
性、疾病进展以
及不同个体对药
物反应性的重要
因素.
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布无统计学差异, 但在各类肝病组中男、女性

显示了不同的分布特征和风险. 考虑到并不清

楚健康人将来若感染HBV会如何进展, 因此, 以
感染HBV后自愈者作为对照组分析可能更合理, 
更能准确说明在感染HBV这一共同环境因子时

不同基因型对肝病的风险. 通过对比分析以健

康人群和自愈组为对照计算的OR值, TT和CT在
男性肝硬化组显示风险降低, 而在女性肝硬化

组则显示风险度增加, 同时, 在女性肝癌组却显

示风险降低. 此结果表明, MTHFR C677T多态性

对感染HBV的男、女性患者进展为肝硬化、肝

癌的作用是不同的. 目前尚不清楚造成这种差

别的原因, 可能由于性激素、血清同型半胱氨

酸浓度、男女生活方式(如饮酒)以及基因-环境

作用等在男/女性别中的差异[26-28], 导致TT型在

不同性别的HBV感染者中参与甲基化和DNA合

成的双向作用是不同的, 进而表现为患肝病的

风险也不相同甚至相反, 更明确的机制尚需更

深入的研究阐明.
总之, MTHFR C677T多态性在中国天津汉

族人中显示了较高的TT基因型, 明显不同以往

汉族人的分布特点; 同时, 分析MTHFR C677T
多态性在不同性别肝病患者的分布, 提示TT和
CT基因型降低男性HBV感染者患肝硬化的风险

和女性HBV感染者患肝癌的风险, 而增加女性

HBV感染者患肝硬化的风险. 为进一步验证此

结果的准确性和探讨其机制, 我们正在收集更

多各类肝病患者进行MTHFR C677T多态性分析

并检测MTHFR底物或代谢物的血清水平.
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较高的TT基因型
频 率 ,  同 时 提 示
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后疾病发展的过
程中发挥重要作
用, 是一篇较好的
文章.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the expression of DR-nm23 protein and the 
carcinogenesis, progression and metastasis of 
colorectal carcinoma. 

METHODS: Ninety-eight colorectal carcinoma 
specimens, 57 adenoma specimens and 42 
normal colorectal tissue specimens were ex-
amined by immunohistochemistry using the 
streptavidin-peroxidase method. The correlation 
of DR-nm23 protein expression with the carci-
nogenesis, progression, lymph node metastasis, 
histological type and differentiation grade of 

colorectal carcinoma was then analyzed. 

RESULTS: The positive rate of DR-nm23 protein 
expression was significantly higher in normal 
colorectal tissue than in adenoma and colorectal 
carcinoma (71.4% vs 38.6% and 35.7%, respec-
tively; both P < 0.01). The positive rate of DR-
nm23 protein expression was significantly lower 
in high-grade intraepithelial tumors than in low-
grade intraepithelial tumors in the adenoma 
group (25.7% vs 59.1%, P < 0.05), and in meta-
static colorectal carcinoma than in non-metastatic 
colorectal carcinoma (23.1% vs 44.1%, P < 0.05). 
The expression of DR-nm23 is negatively related 
to lymph node metastasis (P < 0.05). DR-nm23 ex-
pression is also closely related to histological type 
(χ2 = 13.731, P < 0.01) and differentiation grade (χ2 
= 12.198, P < 0.01). The positive rate of DR-nm23 
protein was higher in secondary tumors than in 
primary tumors in the metastatic colorectal carci-
noma group though no significant difference was 
noted between them (P > 0.05).  

CONCLUSION: Decreased DR-nm23 protein ex-
pression is closely related to tumor differentia-
tion, carcinogenesis, progression and metastasis 
in colorectal carcinoma. DR-nm23 is an impor-
tant parameter for evaluation of the biological 
behavior and prognosis of colorectal carcinoma. 

Key Words: Colorectal neoplasm; DR-nm23 protein; 
Neoplasm metastasis; Immunohistochemistry

Yang Z, Qu LJ, Wu YM, Zeng L, Xiong XS. Significance 
of DR-nm23 protein expression in colorectal carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 1563-1568

摘要
目的: 探讨DR-nm23蛋白在大肠癌组织中的
表达及其与大肠癌发生发展和转移的关系.

方法: 应用SP免疫组织化学法检测98例大肠
癌、57例大肠腺瘤及42例正常大肠黏膜组织
中DR-nm23蛋白的表达, 统计学分析比较DR-
nm23蛋白表达差异与大肠癌的发生、进展、

淋巴结转移以及大肠癌组织学分型、病理分
级的相关性. 
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■背景资料
大肠癌是常见的
消化系恶性肿瘤, 
占恶性肿瘤发病
率第二位, 严重危
害人类健康. 转移
是大肠癌的重要
生物学行为, 也是
肿瘤患者死亡的
主要原因之一. 大
肠癌转移涉及包
括基因突变、激
活 ,  肿 瘤 细 胞 的
黏附、迁移、增
殖, 细胞外基质降
解, 组织免疫性及
肿瘤血管形成等
在内的多步骤、

多因素、多基因
共同参与的复杂
病理过程, 及早确
定其转移潜能及
其相关因素对判
断预后、指导治
疗、提高生活质
量具有十分重要
的意义. DR-nm23
基因是nm23肿瘤
转移抑制基因家
族成员之一, 近年
来有关该基因与
多种肿瘤形成和
进展等方面的研
究越来越受到关
注, 但其与大肠癌
组织的相关性研
究未见报道. 本文
旨在探讨大肠癌
组织中DR-nm23
蛋白的表达与大
肠癌浸润、转移
及病理特征的相
关性,为大肠癌患
者判断预后提供
参考依据.

■同行评议者
刘丽江, 教授, 江
汉大学医学院病
理学



结果: DR-nm23蛋白在正常组、腺瘤组和大
肠癌组的表达逐渐下调, 3组间表达差异具有
显著性(71.4% vs  38.6%, 35.7%, 均P <0.01). 腺
瘤组中, 高级别上皮内肿瘤的表达率低于低
级别上皮内肿瘤(25.7% vs  59.1%, P <0.05); 大
肠癌无淋巴结转移组表达率高于淋巴结转
移组, 表达与淋巴结转移呈负相关(44.1% vs  
23.1%, P <0.05); DR-nm23表达与组织学分型
(χ2 = 13.731, P <0.01)及病理分级(χ2 = 12.198, 
P <0.01)均有相关性. 转移组中, 淋巴结转移癌
DR-nm23蛋白表达率较原发癌高, 但二者差异
无显著性(P >0.05).

结论: DR-nm23参与大肠癌细胞的分化, 其表
达下调与大肠癌发生发展转移密切相关, 可作
为反映大肠癌生物学行为和判断预后的潜在
重要指征.

关键词: 大肠肿瘤; 蛋白质DR-nm23; 肿瘤转移; 免

疫组织化学
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0  引言

DR-nm23基因是nm23肿瘤转移抑制基因家族

成员之一. 1995年Ventruell i等[1]利用cDNA文

库差异显示筛选技术, 从慢性粒细胞性白血病

(chronic myelogenous leukemia, CML)急性发作

期的原代细胞中克隆出与nm23-H1和nm23-H2
具有65%-70%高度同源的DR-nm23 cDNA, 之后

有关该基因参与多种肿瘤形成和进展等方面的

研究越来越受到关注, 但其与大肠癌组织的相

关性研究未见报道. 本文采用SP免疫组织化学

法检测大肠癌、腺瘤及正常肠黏膜组织中DR-
nm23蛋白的表达, 探讨DR-nm23蛋白与大肠癌

发生发展及转移的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取中国人民解放军南京军区福州总

医院2006-2008年经病理证实的大肠癌根治术标

本98例, 其中大肠癌不伴淋巴结转移组59例, 大
肠癌伴淋巴结转移组39例; 39例转移组中同时具

有原发癌和淋巴结转移癌29例. 选取57例大肠管

状绒毛状腺瘤为腺瘤组, 其中腺瘤伴高级别上皮

内肿瘤35例, 腺瘤伴低级别上皮内肿瘤22例. 另
选取42例大肠癌无转移组配对邻近正常黏膜组
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织为正常组. 98例大肠癌组中, 男69例, 女29例, 
年龄27-79(中位年龄57.84)岁. 肿瘤发生部位: 结
肠46例, 直肠52例. 组织学类型: 乳头状腺癌25
例, 管状腺癌30例, 黏液腺癌14例, 低分化腺癌17
例, 印戒细胞癌12例. 病理分级(参照2000年WHO
分级标准): Ⅰ级25例, Ⅱ级44例, Ⅲ级29例.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学: 所有标本经40 g/L甲醛固

定, 常规石蜡包埋. 浓缩型羊抗人DR-nm23(编
号S C-50945)多克隆抗体及即用型S A B C免

疫组织化学试剂盒分别购自美国S a n t a C r u z 
Biotechnology公司和武汉博士德生物工程有限

公司. 采用SP法免疫组织化学法染色: 切片脱蜡

入水, 组织抗原高压修复1 min 40 s, PBS 5 min
×2; 3% H2O2阻断过氧化氢酶活性10 min, PBS 
5 min×2; 正常兔血清室温孵育15 min; 羊抗人

DR-nm23抗体(工作浓度1∶300), 4 ℃过夜12 h, 
PBS 3 min×3; 生物素标记二抗室温孵育15 min, 
PBS 3 min×3; 辣根酶标记链霉卵白素室温孵育

15 min, PBS 3 min×3; DAB显色, 显微镜观察, 
水洗终止; 苏木精复染, 盐酸分化, 水洗反蓝; 封
固, 光镜下观察. 用PBS代替一抗作为阴性对照. 
1.2.2 阳性结果判断: DR-nm23蛋白阳性表达颗

粒定位于细胞质. 每张切片根据免疫组织化学

评分标准分别进行阳性率及着色强度评分: 无
着色为0分, 浅黄色为1分, 浅棕色为2分, 深棕色

为3分; 5%以下为0分, 6%-25%为1分, 26%-50%
为2分, 51%-75%为3分, 76%以上为4分. 将阳性

率和着色强度两项评分的乘积进行评价, 结果

分为3级: 0-4分为阴性(-), 5-8分为弱阳性表达

(+), 9-12分为强阳性表达(++).
统计学处理 应用SPSS 13.0统计软件包进行

多个独立样本非参数Kreskas-Wallis H检验和两

独立样本非参数Mann-Whitney U检验. 

2  结果

2.1 正常组、腺瘤组和大肠癌组DR-nm23蛋白的

表达 正常组DR-nm23蛋白表达率71.4%(30/42), 
其中强阳性19例(19/42, 45.2%), 弱阳性11例
(11/42, 26.2%), 阴性12例(12/42, 28.6%); 腺瘤组

DR-nm23蛋白表达率38.6%(22/57), 其中强阳性

2例(2/57, 3.5%), 弱阳性20例(20/57, 35.1%), 阴
性35例(35/57, 61.4%); 大肠癌组DR-nm23蛋白

表达率35.7%(25/98), 其中强阳性10例(10/98, 
10.2%), 弱阳性25例(25/98, 25.5%), 阴性63例
(63/98, 64.3%). 阳性颗粒均定位于细胞质(图1). 
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■研发前沿
DR-nm23基因是
nm23肿瘤转移抑
制基因家族成员
之一, 近年来有关
该基因与多种肿
瘤形成和进展等
方面的研究越来
越受到关注, 但其
与大肠癌组织的
相关性研究未见
报道.
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正常组、腺瘤组和大肠癌组间DR-nm23蛋白表

达差异具有显著性(χ2 = 25.852, P<0.01). 两两比

较, 正常组与腺瘤组(Z  = -4.385, P<0.01)、正常组

与大肠癌组(Z  = -4.606, P<0.01)间DR-nm23蛋白

表达差异均有显著性, 而腺瘤组与大肠癌组(Z  = 
-0.024, P>0.05)表达差异无显著性(表1).
2.2 腺瘤组中低级别与高级别上皮内肿瘤DR-
nm23蛋白的表达 腺瘤伴低级别上皮内肿瘤组

DR-nm23蛋白表达率59.1%(13/22), 其中强阳性

2例(2/22, 9.1%), 弱阳性11例(11/22, 50.0%), 阴
性9例(9/22, 40.9%); 腺瘤伴高级别上皮内肿瘤

组DR-nm23蛋白表达率25.7%(9/35), 均为弱阳

性, 阴性26例(26/35, 74.3%). 统计学分析二组表

达差异具有显著性(Z  = -2.646, P <0.05, 表2).
2.3 大肠癌DR-nm23蛋白表达与大肠癌临床病

理特征的关系 大肠癌伴淋巴结转移癌组与大肠

癌不伴淋巴结转移癌组DR-nm23蛋白表达率分

别为23.1%(9/39)和44.1%(26/59), 统计学分析二

组表达差异具有显著性(Z  = -2.156, P <0.05), 表
达与淋巴结转移呈负相关; DR-nm23表达与组

织学类型(χ2 = 13.731, P <0.01)和病理分级(χ2 = 
12.198, P <0.01)均有相关性(表3).
2.4 大肠癌转移组中原发癌及其配对淋巴结转

移癌D R-nm23蛋白的表达 转移组原发癌DR-
nm23蛋白表达率20.7%(6/29), 其中强阳性1例
(1/29, 3.5%), 弱阳性5例(5/29, 17.2%), 阴性23例
(23/29, 79.3%); 淋巴结转移癌DR-nm23蛋白表达

率27.6%(8/29), 其中强阳性1例(1/29, 3.5%), 弱阳性

7例(7/29, 24.1%), 阴性21例(21/29, 72.4%). 统计学

分析二组差异无显著性(Z = -0.585, P>0.05, 表4).

3  讨论

DR-nm23基因是迄今nm23肿瘤转移抑制基因

家族8个成员(nm23-H1-nm23-H8)之一, 又称

表  1  正常组、腺瘤组及大肠癌组DR-nm23蛋白表达

     
分组            n        

DR-nm23蛋白表达n (%)
     阳性率(%)  P 值

                                 -             +             ++     

正常组      42   12(28.6) 11(26.2) 19(45.2)    71.4                    

腺瘤组      57   35(61.4) 20(35.1)   2(3.5)      38.6b

大肠癌组  98   63(64.3) 25(25.5) 10(10.2)    35.7b   0.000

bP<0.01 vs  正常组.

表  2  腺瘤组中低级别与高级别上皮内肿瘤DR-nm23
蛋白表达

     
分组            n        

DR-nm23蛋白表达n (%)
     阳性率(%)  P 值

                                 -             +             ++     

低级别      22     9(40.9)  11(50.0)   2(9.1)       59.1 

高级别      35    26(74.3)   9(25.7)   0(0.0)       25.7  0.008

图  1  正常组、腺瘤组和大肠癌组DR-nm23蛋白的表达(SP法). A: 正常大肠黏膜组织; B: 大肠腺瘤伴高级别上皮内肿瘤; C: 

大肠癌组织; D: 大肠癌淋巴结转移灶.

A B

C D

■相关报道
A m e n d o l a 等 研
究发现神经母细
胞瘤细胞株D R -
nm23基因过度表
达, 且分化越好的
表型表达水平越
高. DR-nm23高表
达的人SK-N-SH
神经母细胞瘤细
胞株通过降低细
胞外基质的黏附
性, 抑制了其在软
琼脂中的生长; 而
鼠NLE-15神经母
细胞瘤细胞株通
过上调DR-nm23
的表达, 促进瘤细
胞轴突快速生长, 
使β -整联蛋白显
著增多, Ⅰ型胶原
蛋白黏附性增加, 
从而抑制瘤细胞
的生长.
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nm23-H3或NME3(non-metastasis cell 3). 基因

定位于人染色体16q13, cDNA全长849 bp, 由6
个外显子和5个内含子组成, 转录起始点位于

翻译起始密码子上游170 bp和370bp, 启动子结

构与该家族其他成员不同, 富含G+C, 几乎不

含经典TATA框或CAAT框[1]. 已证实该基因有

Ap-2、SP1、Myb、ets、GATA和Hox-1等多个

转录起始因子相关元件结合位点, 但只有Ap-2
参与了调控基因的转录效率及活性, 激活DR-
nm23基因的表达[1,2]. 已知nm23基因家族所编

码的蛋白质产物是二磷酸核苷激酶(nucleoside 
diphosphate kinase, NDPK), NDPK最早是在酵母

菌和鸽子胸肌中发现, 随后又证实NDPK活性是

该家族的共同特性, 与细胞的分化和增殖活动

密切相关[3-5], 具有组氨酸蛋白激酶活性、参与

丝氨酸磷酸化、转录激活等生物学特性, 主要

通过磷酸组氨酸中间产物将与蛋白质结合的二

磷酸核苷可逆磷酸化为三磷酸核苷, 调节细胞

内能量池的大小, 活化蛋白质, 参与蛋白质各种

功能活动[6-8]. 
目前有关DR-nm23参与肿瘤形成和进展的

机制尚不十分明确, 一般认为可能也与NDPK
的活性有关. 研究发现nm23肿瘤转移抑制基因

家族不同成员的NDPK活性所表现的生物学效

应不尽相同. nm23-H1基因产物NDPKA与肿瘤

细胞的分化和转移密切相关[9,10]; nm23-H2基因

产物NDPKB调控c-myc原癌基因转录, 参与细

胞的生长、分化[11,12]等; nm23-H4基因产物是线

粒体NDPK, 其氨基酸序列与NDPKA和NDPKB
有58%-59%的同源性, 推测也与肿瘤的发生发

展和转移有关[13,14]; 此外, 睾丸特异性表达基因

nm23-H5和nm23-H6-nm23-H8的基因产物均被

证实具有NDPK活性或NDPK样区域[15], 可能

参与细胞的分化和生长. 而DR-nm23的基因产

物为NDPKC, 除了在氨基末端多17个氨基酸

并组成疏水性基团, 使其具有膜连接活性[16]外, 
NDPKC的长度和结构与NDPKA、NDPKB基本

相同, 因此推测DR-nm23同样具有多种蛋白质

功能[17]. 
Venturel l i等[17]研究发现DR-nm23基因在

CD34(+)髓细胞分化早期表达上调, 后期表达下

调或缺失; 进一步研究发现DR-nm23的表达水

平与CML慢性期向急性发作期转化密切相关. 
CML病程早期, DR-nm23过表达不仅能抑制粒

细胞集落刺激因子诱导粒细胞分化, 同时促进

粒细胞凋亡, 使病情处于相对静止的慢性期; 随
着病程进展, DR-nm23表达上调, 粒细胞分化

严重抑制甚至停滞, 髓前体细胞过度增殖, 使
病情急转直下向急性发作期转化. 此外, 通过

S61P突变和RGD缺失改变蛋白质结构, 影响粒

细胞胞质内与线粒体膜上靶蛋白的相互作用, 
也削弱了野生型DR-nm23的生物学效应. 提示

DR-nm23在造血细胞分化早期发挥重要作用, 
基因突变、缺失和CML不同阶段的差异表达, 
可能与C M L的发生、发展和恶化密切相关 . 
Huang等[18]利用cDNA表达芯片技术, 证实正常

脑组织不表达DR-nm23, 而多数星形细胞瘤表

达上调, 提示DR-nm23基因与星形细胞瘤的发

生有关. Amendola等[19]发现神经母细胞瘤细胞

株DR-nm23基因过度表达, 且分化越好的表型

表达水平越高; 未被DR-nm23 mRNA转染的SK-
N-SH神经母细胞瘤细胞株, DR-nm23表达水平

与瘤细胞分化诱导状态相关; 而稳定转染后的

细胞株具备了波形蛋白表达增加、Ⅳ型胶原沉

积增多等分化细胞的特性, 表明DR-nm23与神

经母细胞瘤的分化密切相关. 
本组实验结果显示: 正常组、腺瘤组和大

肠癌组DR-nm23蛋白表达依次下调, 统计学分

析表达差异具有显著性(P <0.01); 腺瘤组中, 高
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表  4  大肠癌转移组中原发癌和淋巴结转移癌DR-
nm23蛋白表达 (n  = 29)

     
分组                          

DR-nm23蛋白表达n(%)
         

阳性率
     P值

                                      -                  +              ++          (%)

大肠原发癌         23(79.31)   5(17.24)   1(3.45)    20.69 

淋巴结转移癌    21(72.41)   7(24.14)    1(3.45)    27.59  0.559

表  3  DR-nm23蛋白表达与大肠癌临床病理特征的关系

     
分组                      n   

DR-nm23蛋白表达n(%)
   

阳性率
    P 值

                                      -           +         ++           (%)

组织学分型

    乳头状腺癌    24     13         8          3         29.2

    管状腺癌        30     14       11         5         53.3     

    黏液腺癌       15     10         3         2         33.3   0.008  

    低分化腺癌   17     16         1          0           5.9

    印戒细胞癌   12     10         2          0         16.7

病理分级

    Ⅰ                 25      12       10          3         52.0

    Ⅱ                 44      25       12          7         43.2   0.000

    Ⅲ                 29      26         3          0         10.0          

淋巴结转移

   有                  39      30         7          2         23.1   0.031

   无                  59      33       18          8         44.1

■创新盘点
本文较全面地观
察了DR-nm23蛋
白在大肠癌、腺
瘤及正常组织中
的 表 达 ,  较 早 提
出了DR-nm23蛋
白表达水平下调
与大肠癌发生发
展以及肿瘤细胞
的分化程度密切
相 关 ,  且 可 能 主
要参与上皮内瘤
变等癌前病变的
过 程 ;  表 达 与 大
肠癌转移呈负相
关 性 ,  而 与 大 肠
癌组织学类型和
病理分级均无相
关性等观点.
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级别上皮内肿瘤表达较低级别上皮内肿瘤显著

性下调(P <0.05), 但腺瘤组与大肠癌组间表达差

异无显著性; DR-nm23蛋白表达与肿瘤病理分

级和组织学分型均有相关性(P <0.01). 提示DR-
nm23蛋白表达水平下调与大肠癌发生发展以及

肿瘤细胞的分化程度密切相关, 且可能主要参

与上皮内瘤变等癌前病变的过程. 
有关该家族与肿瘤转移关系的研究报道已

很多, 作为经典的肿瘤转移抑制基因nm23-H1, 其
表达水平与不同肿瘤转移的相关性不尽相同. 研
究证实nm23-H1表达与乳腺癌、胃癌、肝细胞

癌、食道癌、肺癌、淋巴瘤等肿瘤转移呈负相

关[20-25], 与卵巢癌、前列腺癌等转移呈正相关[26], 
有些研究还发现nm23-H1表达水平与转移潜能

无关[27,28]. 此外, nm23-H1与大肠癌转移的相关

性, 各家报道也不一致[29-31]. 由此可见, nm23基因

家族与肿瘤转移的关系十分复杂, 不同肿瘤组

织、相同肿瘤组织不同发展阶段, nm23表达水

平及其所诱导的生物学效应具有组织特异性, 深
入研究nm23在不同肿瘤中的表达及其意义具有

广阔的前景. 迄今, 有关DR-nm23与肿瘤转移关

系的研究报道极少. Amendola等[19]研究发现, DR-
nm23高表达的人SK-N-SH神经母细胞瘤细胞株

通过降低细胞外基质的黏附性, 抑制了其在软

琼脂中的生长. 而鼠NLE-15神经母细胞瘤细胞

株通过上调DR-nm23的表达, 促进瘤细胞轴突快

速生长, 使β-整联蛋白显著增多, Ⅰ型胶原蛋白

黏附性增加, 从而抑制瘤细胞的生长[32]. Sun等[33]

应用肿瘤转移相关cDNA基因芯片技术, 检测已

知447个转移相关基因在大肠癌中的表达, 发现

51个基因(上调基因22个, 下调基因29个)与大肠

癌转移密切相关, 其中DR-nm23是29个下调基

因之一. 本组实验结果与他们相同, 淋巴结转移

组DR-nm23蛋白表达较无淋巴结转移组高, 表
达与淋巴结转移呈负相关性(P <0.05), 提示DR-
nm23蛋白可作为反映大肠癌生物学行为和预后

的潜在重要指征之一. Negroni等认为DR-nm23
蛋白的61位丝氨酸残基可能是赋予抑制肿瘤转

移潜能的主要磷酸化位点, 其突变导致细胞分

化能力的减弱, 使蛋白之间相互作用受到影响, 
参与并促进肿瘤转移过程的发生[34]. 

本组实验结果还显示: 转移组中, 原发癌与

其匹配淋巴结转移癌的DR-nm23蛋白表达差异

无显著性, 从另一方面也提示了大肠癌从原发灶

向转移灶转移的过程, 不仅是多基因、多因素、

多机制共同参与的复杂病理过程, 而且蛋白质表

达水平在转移过程中也可能发生相应变化. 
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■同行评价
本研究设计比较
严 谨 ,  研 究 数 据
可 支 持 其 结 论 , 
具有较好的学术
价值.
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Abstract
Trauma can cause stress in organisms and may 
promote cell apoptosis and lead to pathological 
damage. A variety of factors are involved in this 
process. The mechanisms responsible for trau-
matic stress-induced apoptosis are complex and 
controversial, especially in non-nervous organs. 
The liver plays a key role in metabolism and is 
one of the target organs of severe stress. Stress-
induced hyperglycemia, calcium overload, oxi-
dative stress, ischemia/reperfusion, inflamma-
tory response, and immunosuppression caused 
by traumatic stress may lead to hepatocyte 
apoptosis. Thus, it is of great significance to ex-
plore the relationship between traumatic stress 
and hepatocyte apoptosis. 

Key Words: Trauma stress; Apoptosis; Stress-
induced hepatic injury
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摘要
创伤会使机体产生应激, 在多种因素作用下, 
可能促使细胞凋亡导致病理损伤, 创伤应激致
细胞凋亡的机制复杂, 仍有很多存在争议的问
题, 尤其是对那些非神经系统器官而言. 临床
上很多肝脏疾病均受应激因素的影响, 导致肝
细胞凋亡而产生肝损伤. 目前应激损害研究
主要集中在应激对心理造成的损害, 而对肝、

脑、肺、肾等实质脏器的损害研究不多, 机制
尚不明确. 肝脏是人体新陈代谢的总枢纽, 是
严重应激损伤的核心靶器官, 受创伤应激后的
应激性高血糖、钙超载、氧化应激、缺血再
灌注、炎性损伤和免疫抑制等因素影响, 可发
生肝细胞凋亡等病理性损害, 故研究创伤应激
与肝细胞凋亡的内在联系具有重要意义. 

关键词: 创伤应激; 凋亡; 应激性肝损害
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0  引言

应激是机体对有害刺激所做出的适应性综合反

应, 是机体对抗有害刺激的适应性保护机制. 重
症创伤刺激可引起机体出现明显的应激反应. 
机体遭受强烈刺激将产生一系列生物学反应, 
致使机体内稳态破坏并出现细胞代谢障碍甚至

死亡. 应激与神经系统疾病、心血管病和肿瘤

的发生有密切关系, 已有研究证实, 应激可以造

成一些神经系统依赖的精神疾病[1], 而且可以造

成如心、肝等神经系统以外器官的结构改变[2]. 
如束缚应激可以造成大脑结构的损害, 从而损

害空间学习和记忆能力[3]; 脑部创伤后除脑组织

特异性损伤外, 一系列细胞生化级联反应可以

导致全身性损害, 对其他器官功能产生负面影

响, 并可能导致继发性损伤, 如常见的应激性溃

疡等[4]; 脊髓创伤、烧伤、冻伤、手术创伤和机

械性损伤等创伤应激性损伤均有报道[5-9]. 应激

www.wjgnet.com
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反应对于生命的重要性显而易见, 关于应激病

理生理学的细胞分子机制, 尤其是对那些非神

经系统器官而言, 应激反应如何影响正常脏器

的功能及其分子机制仍缺乏系统研究. 我们对

创伤应激引起肝细胞凋亡方面的机制作一综述.

1  肝细胞凋亡

肝脏是人体内各种营养代谢和储存的总枢纽, 是
维持人体生理活动的重要器官, 在应激反应中起

着决定性作用, 是机体调节应激反应的核心. 机
体遭受创伤刺激时, 肝脏血流量减少致肝脏缺血

缺氧, 肠黏膜屏障受损, 内毒素通过门静脉入肝, 
加重肝脏损害, 肝Kupffer细胞激活后, 进一步促

进炎性介质分泌, 引起“瀑布效应”, 加重肝和

肠道的损伤, 并引起其他重要器官损伤[10,11]. 
肝细胞凋亡是调节肝组织正常细胞更新、

增殖以及再生的重要机制, 肝细胞凋亡有对抗

感染、肿瘤及防止肝细胞自身免疫反应等作用, 
而肝细胞过度凋亡则会导致肝衰竭, 同时肝细

胞凋亡也是造成肝脏损伤和肝脏疾病的中心环

节. 多种因素可以诱导肝细胞凋亡, 包括外源性

化学物质、细胞生长因子缺乏、电离辐射、病

毒感染和氧化性损伤等[12]. 
人类创伤在直接造成局部器官组织损伤的

同时, 创伤应激后机体会产生一系列的生物学

反应, 通过应激变化、炎症反应等多种途径导

致全身其他组织器官的功能改变[13], 以脊髓损

伤为例, 创伤大致有3个不同阶段: 急性期, 继发

性损伤期及慢性期. 急性期从受伤至数天内. 在
这个阶段发生电解质失衡, 动作电位改变, 局部

水肿和脊髓休克. 继发性损伤在数分钟之内开

始, 并持续数周进入慢性期. 急性期的缺血和炎

症反应则在第二阶段占主导地位. 在受伤的最

初15 min, 兴奋性神经递质浓度的增加, 最重要

的是谷氨酸, 细胞死亡时通常达到正常的6-8倍. 
谷氨酸介导的受体激活使脂质过氧化和细胞凋

亡. 创伤后体循环中的肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor α, TNF-α)浓度开始增加并在8 h
后达到高峰[5]. TNF-α在诱导细胞凋亡的过程中

有重要作用, TNF-α在肝脏主要由激活的Kupffer
细胞产生, TNF-α诱导肝细胞凋亡可能是肝组织

损伤的重要启动因素[14]. 

2  创伤应激致肝细胞凋亡的影响因素

创伤应激会影响非神经系统器官的功能, 甚至

产生损伤, 如应激性肝损害(hepatic stress injury, 
HSI), 其发病机制并不清楚, 可能是多因素共同
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作用的结果[15-18], 一系列代谢紊乱包括钙(Ca2+)
内流, 自由基生成、脂质过氧化和炎性因子释

放等多种因素直接或间接参与了创伤后HSI的
发病过程[19-21]. 
2.1 应激性高血糖 创伤应激性会使儿茶酚胺、

胰高血糖素、生长激素和糖皮质激素等应激激

素释放, 机体葡萄糖利用能力下降以及胰岛素

相对不足而导致糖代谢紊乱. 创伤后高血糖在

临床相当常见[22], 应激性高血糖对于患者是一

把双刃剑, 而以往认为应激性高血糖对机体是

不利的. 创伤后早期机体处于消落期(ebb phase), 
高血糖可能属于机体自我保护的“良性应激”, 
在创伤应激后葡萄糖氧化利用能力下降是一个

主动过程, 亦是一种保护机制, 通过优先利用脂

肪供能而保留葡萄糖, 其目的可能在于维持高

血糖, 以供葡萄糖依赖组织, 如血细胞之用. 这
对机体的恢复有一定的好处, 但随着机体进入

应激代谢反应的起涨期(flow phase), 创伤的机

体内糖原不断消耗, 糖原合成受抑制, 供不应求, 
糖原逐渐消耗殆尽, 糖原合成不足, 能量供给不

能满足需要, 氧消耗及氧运输增加, 组织器官缺

血缺氧, 最终是肝糖原耗竭, 出现肝损伤[23]. 
高血糖状态对外周循环主要是缩血管效应, 

加重局部缺血[24-26]. 另外, 应激性高血糖还可通

过刺激细胞因子的释放加重胰岛素抵抗和糖耐

量异常使血糖进一步升高, 造成能量营养的供

应障碍[27]. 应激性高血糖可以通过抑制免疫系

统, 增加细胞毒T细胞生成而损害组织细胞, 持
续的应激性高血糖与患者感染并发症和多器官

功能不全综合征的发生率增加有关[28]. 
2.2 钙超载 在生理状态下, Ca2+在维持细胞增

殖、分裂、能量代谢和氧代谢等过程中发挥

着重要作用, 在肝细胞外液Ca2+浓度约为细胞

内液的1万倍, 细胞内Ca2+维持稳定对于生命活

动是至关重要的. 细胞内钙超载对细胞结构和

功能造成多方面甚至不可逆损伤, 进而整个器

官变性、死亡. 维持细胞内外钙梯度相对稳定

方面, 主要依赖于Ca2+-ATP酶. 细胞内钙排除是

耗ATP的过程, 肝脏应激缺血时, 在缺血期氧的

缺乏, 干扰了细胞内氧化能量的产生, 导致ATP
水平的下降, 随着ATP含量的下降, 细胞膜Ca2+-
ATP酶活力及钙摄取能力下降; 细胞内钙离子

和ATP的变化都将干扰线粒体内膜的静息电位, 
胞质中钙离子的浓度增高即可使得高电导性通

道-通透性转换孔(permeability transition pore, 
PTP)开放, 大量的钙离子进入线粒体, 线粒体

www.wjgnet.com
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也将出现钙超载[29]. 最终导致PTP开放的关键

因素就是线粒体钙超载, 尤其是同时伴有氧化

应激[30]. 氧自由基对质膜产生的脂质过氧化反

应, 使膜的渗透性发生改变并可使质膜形成新

的钙通道, 促使Ca2+大量内流, 同时, 氧自由基

破坏线粒体结构、干扰氧化磷酸化功能、加速

ATP等高能磷酸化合物的耗竭,  使依赖能量的

离子泵活性降低, 这些均使细胞内Ca2+增加. 超
氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)及过

氧化氢酶(catalase, CAT)可使Ca2+-ATP酶活性

增高, Na+/Ca2+交换下降; 而黄嘌呤及黄嘌呤氧

化酶使Ca2+-ATP酶活性受明显抑制, 胞质Ca2+明

显增高. 氧自由基能直接作用于Ca2+-ATP酶和

Na+/Ca2+交换载体蛋白, 促使钙超载. 另有研究

表明, 高浓度的线粒体Ca2+和氧自由基能使PTP
开放, 允许线粒体Ca2+外流, 减少ATP形成, 并导

致触发凋亡的膜间蛋白释放入胞质. Ca2+内流及

线粒体跨膜电位降低处于caspase级联反应的上

游[31]. 在创伤应激性对神经系统的损伤中, 积聚

的Ca2+是缺血性神经元出现谷氨酸依赖性兴奋

性中毒的重要因素之一. 钙超载在细胞凋亡, 甚
至在肝中毒性损伤中具有启动作用. 
2.3 氧化应激及自由基损伤 机体在创伤应激状

态下, 由于创伤局部组织微循环系统的损害和

组织细胞的代谢功能受损, 导致SOD和GSH含

量下降, 丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量升

高, 机体抗氧化应激的能力下降. SOD活性下降

引发脂质过氧化, 脂质过氧化是氧化应激引起

的最常见的氧化损伤, 即脂肪的多不饱和脂肪

酸的侧链通过自由基链反应而自动氧化, 是组

织受创伤后发生远隔器官损伤的主要原因. 创
伤后细胞受自由基攻击, 形成大量脂质过氧化

物(lipid peroxide, LPO), LPO在金属离子存在下

催化裂解产生MDA, MDA可以间接反映组织内

的自由基水平及细胞损伤程度. MDA对细胞有

毒性作用, 可与DNA反应而导致突变或蛋白质

反应引起结构功能的变化, 损伤细胞膜, 最终造

成肝细胞损害[32]. 
细胞中因氧化应激产生的活性氧引发氧化

还原平衡失调时, 氧化应激诱导肝细胞凋亡时, 
细胞基因表达变化和各种酶的活性改变受多种

调控机制的影响, 包括: MAPK(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)丝裂原活化蛋白激酶通

路、核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)、天

冬氨酸特异的半胱氨酸蛋白酶caspase、Bcl-2家

族及死亡受体(death receptor, DR)等, 可能诱发

凋亡但也可能会释放促使正常细胞增殖的相应

信号[33], 可能受应激程度的影响. 
自由基与凋亡的关系已经被研究了很多年, 

活性氧自由基在线粒体介导的凋亡中有重要作

用[34,35]. 细胞内线粒体、内质网、细胞核和细胞

内液中都可产生氧自由基, 异常情况下过量产

生的氧自由基会对组织细胞造成损害[36]. 氧化

性损伤时经常发生谷胱甘肽(glutathione, GSH)
缺乏和MDA蓄积, 是线粒体膜通透性转变(mito-
chondrial permeability transition, MPT)的重要诱

因[37,38], 一旦发生MPT, 将促使多种和凋亡相关

的细胞因子释放, 如细胞色素C、凋亡诱导因子

和核酸内切酶G等[39,40]. 氧化应激主要作用于内

质网(endoplasmic reticulum, ER)及钙泵, 氧化性

DNA损伤和氧化介导的内质网应激(ER stress, 
ERS)也是氧化应激所激活的重要的凋亡信号级

联反应, 氧自由基(reactive oxygen species, ROS)
和氮自由基(reactive nitroxide species, RNS)被发

现可以通过ERS介导的JNK激活、CHOP转录激

活及caspase激活等来直接激活不同的信号级联

通路, 诱导凋亡[41]. 多种肝脏疾病的发生与ERS
介导的肝细胞凋亡有关[42], 严重的ERS会引起从

ER到线粒体的凋亡信号传导, 最终激活caspases
导致细胞凋亡[43,44]. caspase-12是ERS介导凋亡

途径的关键蛋白酶, 有研究发现, ERS介导cas-
pase-12活化参与了炎症性急性肝功能衰竭肝细

胞凋亡的过程, 而通过维持细胞钙平衡和减少

自由基生成可以抑制ERS途径启动的caspase-12
活化, 可能有助于保护肝细胞免于凋亡[45]. 最近

有报道认为电离辐射触发ERS, 而介导自体吞

噬[46]. 自体吞噬是一种与细胞器蛋白降解有关的

受控通路[47], 被认为是细胞适应氧化应激和维持

内环境稳定的一个必要功能. 自体吞噬和凋亡

是两个既相互独立又密切联系的过程, 自体吞

噬可能具有促进凋亡或抗凋亡的双重功能, 他
在细胞程序性死亡的早期阶段起到一个抗凋亡

的保护性作用, 在后期则可能促进细胞凋亡[48]. 
2.4 缺血再灌注损伤 创伤刺激时, 应激性高血糖

和钙超载会在一定程度上促进血管收缩, 肝脏

血流量减少致肝脏缺血缺氧, 会使肝脏产生缺

血再灌注(ischemia reperfusion, IR)损伤, 肝脏IR
损伤在临床上十分常见, 肝脏移植手术时, 缺血

再灌注损伤是必然遇到的问题. IR发病机制十分

复杂, 其中钙离子超载是一个重要的原因. 也有

■相关报道
已有研究证实, 重
症创伤刺激可引
起机体出现明显
的应激反应, 可以
造成一些神经系
统依赖的精神疾
病, 而且可以造成
如心、肝等神经
系统以外器官的
结构改变.
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研究认为氧自由基及其引发的脂质过氧化反应

在其发生机制上有重要作用. 缺血和再灌注后

不断产生的氧自由基损伤了细胞膜和线粒体膜, 
干扰了细胞内氧化能量的产生, 导致ATP水平下

降, Ca2+-ATP酶活性不断降低, ATP大量耗损, 并
最终导致线粒体钙通道的开放, 钙离子内流, 形
成细胞内钙超载. 再灌注期线粒体迅速水肿, 胞
质Ca2+增加引起磷脂酶触发的膜损伤, 尤以再灌

注后为重. 再灌注时, 胞质Na+超载可以导致线

粒体中Ca2+释放, 从而使胞质Ca2+浓度增高. 使
不能将胞内的Ca2+泵出胞外, 从而导致细胞内的

Ca2+浓度明显增加[49]. 
近年有文献报道肝脏缺血再灌注会激活

Kupffer细胞, 增强表达致炎因子、细胞黏附分

子及活性氧自由基. TNF-α和IL-1来源于活化的

Kupffer细胞, 在肝缺血再灌注损伤中起重要作

用. 这些细胞因子能够上调黏附分子释放, 促使

多形核中性白细胞(polymorphonuclear neutro-
phils, PMN)黏附聚集并进一步产生活性氧. 线
粒体被认为是活性氧的主要来源. 活性氧的大

量生成与肝细胞和肝窦内皮细胞凋亡在肝I/R
损伤中发挥核心作用[50]. 在IR损伤中, PTP的开

放加重了钙超载、氧化应激和ATP的耗损[51]. 而
PTP的开放可以引起凋亡前体蛋白、化学毒物

及细胞色素C的释放, 激活凋亡信号通路, 如天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶(caspases)系统. 
caspases-9前体是由其激活酶和凋亡激活因子

-1(apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1)
组成 .  细胞色素C在脱氧AT P的存在下 ,  激活

Apaf-1, 从而使前体caspases-9成为有活性的cas-
pases-9, 进而激活caspases-3[52]. caspases-3是凋

亡的执行者, 最终诱导肝细胞凋亡. 
2.5 炎性损伤和免疫抑制 严重创伤引起的严重

应激性损害可介导大量细胞因子生成和释放, 
并发生级联放大效应[53]. 适度的应激反应, 特别

是糖皮质激素(glucocorticoid, GC)的适度表达, 
有利于机体对抗有害刺激的作用, 重症创伤合

并创伤失血性休克时, 包括神经系统在内的各

组织、器官均可出现显著的微循环障碍, 组织

器官功能呈现出明显的低下状态, 体内糖皮质

激素受体(glucocorticoid receptor, GR)可被迅速

消耗, GC效应明显降低, 神经组织严重损伤致使

促肾上腺皮质激素释放激素(corticotropin releas-
ing hormone, CRH)和促肾上腺皮质激素(adre-
nocorticotrophic hormone, ACTH)生成与释放不

足, 导致GC生成和释放减少对白介素-1(interleu-
kin1, IL-1)、肿瘤坏死因子等细胞因子分泌的抑

制作用减弱, 可导致炎性细胞因子的增多, 加重

组织损害[54]. 各种创伤早期即有白细胞和内皮

细胞的进行性增加, 血管内皮细胞释放多种细

胞黏附分子, 促进PMN黏附和聚集, 激活的PMN
可分泌髓过氧化酶(myeloperoxidase, MPO), 血
浆及组织中MPO活性的高低基本上可定量反映

PMN的聚集及组织损伤程度[55]. 
当机体受到外源性损伤或感染毒性物质的

打击时, 可促发初期炎症反应, 同时机体产生的

内源性免疫炎性因子并形成“瀑布效应”, 创
伤后肠道菌群易位和内毒素入血循环至肝脏, 
可损害肝细胞和Kupffer细胞[13]. 危重患者因机

体代偿性抗炎反应能力降低以及代谢功能紊

乱, 还可能引发全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS), 并可导

致发生多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS). 据报道, 肿瘤坏

死因子受体介导的毒性作用在大脑缺血后被上

调, 超氧化物歧化酶和其他抗氧化剂的大量表

达可以明显降低TNF-α水平[56]. TNF-α在肝脏主

要由激活的Kupffer细胞产生, 诱导肝细胞凋亡

可能是肝组织损伤的重要启动因素, 当大量凋

亡的肝细胞不能为吞噬细胞清除时, 中性粒细

胞受到内源性递质TNF-α的吸引而移动至肝脏, 
并受到没有被迅速清除的凋亡细胞的激活, 中
性粒细胞的激活可能是引起肝细胞损伤甚至凋

亡的最后过程[57,58]. 
身体和心理上的应激会对免疫系统产生影

响, 很早就有研究认为应激影响了白细胞的细

胞构成和免疫应答并使机体对多种疾病易感. 
严重创伤常伴随一系列免疫系统反应, 在大型

手术如肝移植术后, 机体处于应激和高分解状

态, 移植肝受热缺血、冷缺血及再灌注损伤的

影响加上术中创伤及术后免疫抑制剂的使用造

成免疫功能低下, 并可能导致继发性器官损伤

和感染性并发症[59]. 创伤应激会使细胞或体液

中免疫抑制性因子活动增强. 免疫反应相关的

巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞(dendritic 
cells, DC)在相关因子介导和细胞相互作用下触

发了这种免疫抑制反应, 免疫抑制期的特征是

细胞凋亡增加[60]. 细胞程序性死亡不仅发生在

器官本身, 而且还会发生在那些和宿主免疫应

答相关的细胞上. 应激机体神经内分泌系统功
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■创新盘点
本文旨在综述创
伤应激与肝细胞
凋亡之间的联系, 
并较为全面地阐
述了相关的影响
因素和临床意义, 
概述了相关的最
新研究进展, 对进
一步研究其机制
有指导作用.
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能的变化对免疫系统的有抑制作用, 神经免疫

内分泌网络的异常改变不仅使机体内稳态失衡, 
而且可引起多种靶细胞, 特别是心脑细胞中多

种细胞因子如TNF、IL-1、2及ET-1等的分泌[61]. 
机体内稳态的失衡及细胞因子的分泌直接导致

了细胞的死亡, 并通过对下丘脑-垂体-肾上腺皮

质轴(HPA轴)的负反馈调节对机体产生更广泛

和更严重的影响. 交感神经系统尤其是去甲肾

上腺素能受体通过凋亡机制参与了创伤应激诱

导的免疫功能障碍, Fas抗原的表达增加起了重

要作用[62]. Fas抗原是属于TNF受体家族和神经

生长因子受体家族的一种Ⅰ型跨膜蛋白, 他在

活化的T细胞、B细胞、肝细胞和卵巢上皮细胞

等多种细胞上均有表达. Fas是细胞表面重要的

死亡受体, Fas-FasL在免疫系统调节中处于关键

地位, 在肝细胞凋亡中有重要作用, 最近的研究

表明创伤应激可以增加Fas在淋巴细胞中的表

达[63]. 交感/去甲肾上腺素能系统和HPA轴间有

相互作用, 其机制尚待深入研究. 

3  临床研究

肝脏是严重的应激损伤的核心靶器官, 创伤应

激可以引发肝脏损伤, 并导致其他重要脏器的

继发性损伤. 机体受到创伤后, 基因参与的全身

性和细胞间的稳定性调节对机体的恢复发挥

了重要作用. 细胞因子的信使RNA(mRNA)表
达水平与细胞器官受到的创伤程度有关[64], 而
microRNAs通过完全或不完全的碱基互补绑定

到mRNA上, 通过一种目前未知的机制抑制蛋白

合成来保证mRNA的稳定性[65], 对于多种功能蛋

白的转录和表达调控具有重要作用, 继而产生

一系列应激相关的生物学效应, microRNA是近

年的研究热点, 对于创伤应激的研究有重要意

义, 有助于发现新的应激基因和效应蛋白, 进一

步明确应激损伤机制, 找到有效的干预手段. 
创伤应激后机体内已知的应激性蛋白如热

休克蛋白(heat-shock protein, HSP)、ER应激蛋

白和HO-1等具有抗凋亡的作用. 如热休克蛋白

具有保护神经细胞,提高细胞对缺血缺氧的耐受

性,使变性损伤的蛋白得以迅速的处理和恢复, 
维持细胞的稳定. HSP的发现及其在应激反应中

的作用是应激医学研究中一个十分突出的研究

热点. 几乎所有的应激原均可活化HSP基因, 应
激机体中HSP表达增强, 可以有效地提高机体的

应激适应能力[66]. 最近HO-1和他的反应产物CO, 
作为潜在的细胞抗凋亡机制吸引了很多关注, 

尤其在缺血再灌注和移植排斥方面[67]. 应激蛋白

保护细胞免于凋亡的机制可能作为一个切入点, 
在应激损伤的治疗中发挥重要作用, 对于新药

研究也有指导意义. 
在受到应激因素影响后, 应激细胞的增殖或

凋亡受多个细胞信号传导通路参与调控, 如氧

化应激可以介导c-Jun氨基末端激酶(JNK)和p38
蛋白激酶(MAPK)激活并使肝细胞凋亡, 凋亡信

号调节激酶1(apoptosis signal-regulating kinase 1, 
ASK1)可以调控这个过程[68]; MAPK家族的3种
主要蛋白激酶可以对不同细胞类型或诱导因子

形成的凋亡过程产生正或负向调节的作用. 以
JNK为例, 在同类细胞他的激活动力学不同也

可能有双向调节作用[69,70]. 另有报道认为JNK和

p38在肝细胞凋亡过程中有重要作用, 他们的持

续激活可能导致肝脏疾病的发生, 并证实p38激
酶抑制剂可以减轻肝脏的缺血再灌注损伤[71]. 有
报道更多的信号通路参与创伤后的应激反应, 
这些信号通路之间可以相互影响, 且具体机制

复杂, 尚待进一步研究, 也正因于此, 对于创伤

应激所造成的多器官功能损害的治疗效果也尚

不能令人满意. 
对于应激性损伤的预防和治疗, 医学家们十

分注重心理疏导, 采用了诸如参加体育和娱乐

活动, 音乐疗法等多种方式, 间或使用一些抗抑

郁药物等. 还有资料表明, 有人已根据对应激相

关活性因子的认识, 研制减缓应激损伤的免疫

类制剂. 我国传统中药常在一些诊断非常困难

的疾病中保持令人惊异的治疗效果, 故中药在

创伤应激中的作用及机制研究对临床应用有重

要意义, 近年来, 许多研究发现, 多种植物具有

减缓应激性损伤的作用. 已经有确定作用的植

物类有: 银杏叶、麻醉椒、人参等10余种, 这类

制剂将有望用于面临高应激负荷的人群, 发挥

群体防护功能, 但尚待深入研究. 目前, 国外应

激损伤防治方法的主要趋势在于保健食品和抗

应激药品的使用, 多种草药如西番莲、麻醉椒

等在西欧国家已用于应激损伤的预防, 并获准

进入市场; 我们在最新的研究中证实中药方剂

四逆散在慢性束缚应激模型中可以保护肝脏免

受功能损害[2], 对创伤应激的研究有参考价值.

4  结论

应激刺激与细胞凋亡关系密切, 在对应激与疾

病发生发展关系的探索中, 学者们发现机体遭

受创伤等强烈刺激后所产生的生物学级联反应

■应用要点
创伤等应激对实
质器官的损害日
益受到重视, 通过
研究创伤应激与
肝损害的关系, 可
以改善相关患者
治疗和预后, 有重
要的临床意义, 也
为进一步研究其
机制开拓了思路.



www.wjgnet.com

可以造成如心、肺、肝等神经系统以外器官的

结构改变. 在肝细胞凋亡的研究进展很快, 临
床上各种肝脏疾病, 如肝癌、肝移植物排斥反

应、药物性肝炎、自身免疫性肝病、乙醇性肝

病等均受应激因素的影响. 肝应激性损伤的预

防和治疗临床意义重大, 可以有效改善创伤机

体的预后, 对传统中药等抗应激治疗的研究, 有
广阔的临床应用前景. 
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Abstract
Patients with fatty liver disease (FLD) exhibit 
various immunologic abnormalities in the adi-
pose tissue and the liver. Complement plays an 
important role in the development of FLD. In-
nate immune dysfunction in the adipose tissue 
can lead to abnormal production of adipose-
derived factors, some of which can activate com-
plement. Complement can not only amplify the 
inflammatory response and lead to mitochondri-
al damage, but also inhibit hepatic fat disposal 
and promote lipid accumulation in hepatocytes. 
An exploration of the relationship between 
complement ant the liver can help us have a 
deep understanding of the mechanisms under-
lying the pathogenesis of FLD. The antagonists 
of the C5L2 receptor provide us potential new 
medicines for FLD. A further study of the role of 
complement in stress-induced liver remodeling 
can help clarify the role of complement in the 
development and progression of FLD.

Key Words: Fatty liver disease; Complement; In-

flammation
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摘要
脂肪肝(fatty liver disease, FLD)存在脂肪组织和
肝脏等的免疫功能紊乱, 补体参与了肝脏脂质
沉积发生发展的全过程. 肝脂肪变性时过多的
脂肪细胞分泌的炎性因子可激活补体, 促进脂
质沉积并使炎症反应级联放大, 继而激发肝细
胞线粒体损伤, 加重脂质在肝细胞内积存. 补
体与脂肪肝关系的研究有助于我们对脂肪肝
的发病机制进行更深入的认识, C5L2受体拮抗
剂的研究有助于研制开发新一代治疗药物. 因
此需要进一步了解补体在肝脏代谢性应激状
态下的免疫机制, 从而进一步澄清其在FLD发
生发展中的作用, 并采取措施预防病变发展.

关键词: 脂肪肝; 补体; 炎症
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0  引言

脂肪肝(fatty liver disease, FLD)是指弥漫性肝实

质细胞大泡性脂肪变性和脂肪(主要是三酰甘

油)蓄积为特征的临床病理综合征. 脂肪肝可以

演变为脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)、肝纤维化和肝硬化[1]. 近来研究发现

FLD呈慢性炎症状态, 与免疫系统密切相关, 存
在脂肪组织和肝脏的天然免疫功能紊乱[2,3], 补体

系统是自身免疫系统的一部分, 参与了肝脏脂质

沉积的发生[4]. 研究显示肝脂肪变性时过多的脂

肪细胞可分泌多种炎性因子[5], 炎性因子可激活

补体并介导一系列的炎症反应[6], 补体又可抑制

炎性细胞凋亡[7], 引起上述炎症反应级联放大, 继
而引起肝细胞线粒体损伤, 加重脂质在肝细胞内

积存[8]. 补体在FLD的形成与演变中发挥重要作

用, 本文就其在FLD发病机制中的作用作一综述. 
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■背景资料
脂肪肝(FLD)的发
病机制尚未完全
明确, 近来研究发
现, FLD存在脂肪
组织和肝脏等的
天然免疫紊乱, 与
补体密切相关, 来
源于脂肪组织和
肝脏的补体可能
对FLD的发生发
展起重要作用.

■同行评议者
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1  肝脏是补体产生的主要器官

FLD与免疫系统密切相关, 存在脂肪组织和肝脏

等的免疫功能紊乱. 补体系统是获得性免疫系

统重要的组成部分, 参与了肝脏脂质沉积发生

发展的全过程[9]. 自19世纪末发现补体以来, 已
明确多数补体分子属β球蛋白, 少数属α球蛋白

及γ球蛋白, 补体组分中含量最高的成分是C3, 
正常人体血清中达1 200 mg/L, C3含量的高低与

总补体含量平行, 其水平是衡量体液免疫的重

要指标. 虽然机体不同组织细胞均能合成补体, 
但血浆中大部分补体组分由肝细胞合成分泌.

2  补体在脂质代谢中起重要作用

脂肪组织由成熟的脂肪细胞和间质细胞构成, 后
者包括与免疫相关的巨噬细胞、淋巴细胞、内

皮细胞和未成熟的脂肪细胞(如前脂肪细胞)[10]. 
近来研究发现, 脂肪组织作为体内最大的能量贮

库, 并不是被动贮存脂肪的惰性组织, 还可能是体

内最大的内分泌器官[11,12], 肝脏细胞是产生脂质的

主要细胞, 而脂肪组织是储存三酰甘油的主要场

所. 脂肪代谢依赖于机体对能量的需要, 并受营养

成分、神经及内分泌激素的调节[13]. 近期的研究

发现, 脂肪组织不仅能储存能量, 而且还可以分泌

产生一些激素和细胞因子, 积极参与能量平衡、

神经内分泌及自身免疫的调节[14]. 有研究表明, 脂
肪细胞能分泌C3, 表达C3a受体, 其中补体C3加
工转化生成促酰化蛋白(C3a desArg77, acylation 
stimulating protein, ASP)[15-17], ASP进一步刺激脂

肪细胞摄取血液中自由脂肪酸(free fatty acid, 
FFA)促进脂肪细胞合成三酰甘油(triacylglycerol, 
TG)[18]. 此外, Cianflone等报道在血液游离脂肪酸

的刺激下, 促使C3的α链氨基末端上的精氨酸-
丝氨酸键断裂, 在补体B参与下生成一分子C3a
和一分子C3b. C3a羧基末端上的精氨酸(Arg)迅
速被羧基肽酶B(carboxypeptidase B, CPB)移去, 
从而生成76个氨基酸肽链的酰化刺激蛋白, 而
C3裂解产生的C3b重新进入循环, 从而不断扩

大循环[19]. C3a与ASP可结合受体C5L2, 并促进

TG的合成[20-22]. 血清ASP浓度随进食不断上升,
并促进三酰甘油的合成与储存[23]. 脂肪萎缩小

鼠ASP缺乏, 餐后脂肪酸升高, 三酰甘油合成减 
少[17]. 提示补体C3是促进脂质沉积的起始因素, 
其分解代谢产物促使脂肪细胞摄取脂质[24].

3  补体激活是脂肪肝形成的重要原因

肝脏是脂质合成和代谢的主要器官, 脂质在脂
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肪细胞中以TG的形式储存. 当肝脏的脂质输入

或生物合成远大于脂质氧化或输出时, 脂质在

肝细胞内蓄积, 产生脂肪变性. 
3.1 补体可以促进肝细胞脂质沉积 酒精性脂肪

肝中乙醇可致磷酸甘油增多而促进三酰甘油的

合成. 且乙醇在代谢过程中, 促进氧化型辅酶Ⅰ

转变为还原型辅酶Ⅰ, 故使依赖于NADH的生化

反应加强, 依赖NAD的反应如三羧酸循环、脂

肪酸β氧化和氧化磷酸化、糖异生抑制. 患者出

现高乳酸血症、高尿酸血症、低血糖、高脂血

症、FLD等[25,26]. Pritchard等研究显示, 在用酒精

喂养的天然小鼠血清中补体C3、C5均升高, 敲
除C5基因小鼠与天然小鼠出现高TG血症, 而敲

除C3基因小鼠没有出现高TG血症, 肝脏没有明

显的脂质沉积, 提示补体C3促进肝细胞内脂质的

沉积, 参与脂肪肝的发生与发展[4,9,27]. 
3.2 补体是参与脂肪肝炎性损害的重要因子 
目前已证实脂肪肝存在氧化应激、脂质过氧

化、线粒体功能失调、呼吸链复合物活性降

低、活性氧簇(reactive oxygen species, ROS)及
肿瘤坏死因子生成增加, 而TNF-α和脂质过氧

化物使电子在呼吸链中传递氧的能力降低, 影
响ATP的生成. 大量ROS使体内抗氧化剂耗竭, 
导致体内氧自由基增多 ,  进一步形成恶性循 
环[3,28-29]. 肝脂肪变性时过多的脂肪细胞可分泌多

种炎性因子, 导致肝细胞发生炎症浸润坏死, 甚至

进展为肝纤维化及肝硬化. 炎症、坏死和凋亡激

活补体, 补体又通过多种途径激发炎性反应, 导致

肝脏促炎症(Th-1)和抗炎症(Th-2)细胞因子的失 
调 [ 2 , 3 0 ] .  炎症反应也可降低脂肪组织缓冲

(nonesterified fatty acids, NEFA)的能力, 尽管肥胖

时机体的脂肪组织增加, 但血液中游离脂肪酸水

平仍很高. 网膜释放出的NEFA通过门静脉沉积到

肝脏内, 导致脂质产生增多[31,32].
补体促进各种炎性因子的激活. 有研究报

道C5a、C5a desArg74、C4a、C4a desArg77
结合其受体后, 无TG的合成[4]. Pritchard等研究

报道用乙醇喂养后, 去除C5基因的小鼠血清中

ALT与TNF-α不升高[4], 提示C5是重要的炎症介

质, 与脂肪肝脂质沉积无相关性, 而与脂肪肝炎

症反应的发生有关. 相关机制有(1)C5a是炎症反

应的重要介质和趋化因子, 其受体广泛表达于

肥大细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、中

性粒细胞、单核巨噬细胞和内皮细胞等炎性细

胞表面. C5a与相应受体结合, 可介导肥大细胞

和单核细胞释放炎性介质[33]. (2)有研究报道C5a
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错综复杂, 如何进
一步澄清其作用
机制并采取措施
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发展是当前亟待
解决的问题.
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通过其受体-CD88和C5L2(C5a like receptor-2)来
实现生物学活性[34,35]. C5a与CD88通过两点模型

相互作用后, 介导一系列的炎症反应, 如激发细

胞脱颗粒, 释放组胺, 增强血管通透性, 诱导白

细胞表达分泌IL-6、TNF-α等细胞因子[36]. 有研

究报道抗C5a单克隆抗体能够改善组织氧摄取

并且降低IL-6和乳酸水平[37]. (3)C5a还能激活花

生四烯酸代谢的脂氧合酶途径, 促进中性粒细

胞和单核细胞进一步释放炎性介质. (4)补体C5
对中性粒细胞有趋化作用, 并且抑制中性粒细

胞凋亡[38], C5a可直接作用于血管内皮细胞, 导
致血管渗透性增加并表达P-选择素, 促进中性粒

细胞黏着于血管内皮细胞[39]. 并且中性粒细胞和

单核细胞的趋化因子、中性粒细胞所释放的溶

酶体及炎症渗出物中的蛋白水解酶又能激活补

体[40], 从而形成驱动中性粒细胞游走的反馈性环

路, 引起上述反应逐级发达, 继而引起肝细胞线

粒体损伤, 脂蛋白形成减少[34,41-42], 减少脂质外

运, 加重脂质在肝细胞内存积[43].

4  补体在脂肪肝形成中起清除内毒素与自身抗

原的重要作用

乙醇在小肠上段吸收的同时可使肠腔内毒素

异位到门脉系统, 肝脏的库普弗细胞通过表达

CD14或TLR诱发CD14表达, 促使其与异位内毒

素成分脂多糖(LPS)结合, 并释放TNF-α激活一

系列炎症反应. 内毒素是所有革兰阴性菌的细

胞壁成分, 补体可清除内毒素. 有报道1993年, 
英国Zenaide等对受脂多糖攻击的先天性C3缺
陷狗进行观察, 提示补体C3可保护机体免受细

菌毒素(内毒素)的损伤. 国内有实验证实, 通过

静脉注射纯化人重组iC3b片段, 可以明显降低

由大肠杆菌导致的小鼠内毒素休克的死亡率[44]. 
提示补体参与了可以引发脂肪肝形成的内毒素

的清除. 
Th2辅助B细胞增殖, 产生抗体, 参与体液

免疫应答. 其中C3处于三种补体激活途径的中

间环节, 三途径最终形成C5转化酶, 裂解C5, 若
此激活发生在脂质双层上, 则形成C5b-9, 即膜

攻击复合物(MAC), 清除抗原抗体免疫复合物. 
TUNEL法检测发现NASH大鼠的肝细胞凋亡显

著高于正常大鼠, 而且随着肝组织脂肪变、炎

症和坏死的加重, 肝细胞的凋亡也越明显[45]. 因
此, 补体可参与肝细胞坏死、凋亡细胞等自身

抗原的清除. 

5  结论

FLD是代谢综合征的肝脏组分, 存在脂肪组织和

肝脏等的天然免疫功能紊乱, 补体系统是获得

性自身免疫系统的一部分, 脂肪因子和肝脏衍

生的补体及致炎细胞因子与其受体结合, 使肝

脏从脂质沉积发展到脂肪肝, 甚至脂肪性肝炎. 
补体与脂肪肝关系的研究有助于我们对脂肪肝

的发病机制进行更深入的认识, C5L2受体拮抗

剂的研究有助于研发新一代治疗药物. 有必要

深入了解补体在肝脏代谢性应激状态下的免疫

机制, 从而进一步澄清其在FLD发生发展中的作

用, 并采取措施预防病变发展. 
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G257	 临床内科杂志				      875	 16	 -0.24 	 0.412 	 24            -0.21 

G855	 临床消化病杂志				      314	 32	 -0.73 	 0.294 	 34            -0.43 

G261	 临床心血管病杂志				      836	 17	 -0.28 	 0.371 	 29            -0.29 

G293	 临床血液学杂志				      408	 31	 -0.65 	 0.329 	 33            -0.37 

G491	 岭南心血管病杂志				      161	 39	 -0.86 	 0.158 	 40            -0.70 

G662	 内科急危重症杂志				      308	 34	 -0.73 	 0.279 	 36            -0.46

G523	 内科理论与实践				        34	 40	 -0.97 	 0.171 	 39            -0.67 

G746	 实用肝脏病杂志				      312	 33	 -0.73 	 0.562 	 14              0.08 

G190	 世界华人消化杂志				    2480	   6	    1.15 	 0.547 	 17	 0.05 

G800	 胃肠病学					       619	 23	 -0.46 	 0.621 	 10              0.19 

G326	 胃肠病学和肝病学杂志				     580	 28	 -0.50 	 0.415 	 23            -0.20 

G083	 心肺血管病杂志				      246	 37	 -0.79 	 0.361 	 31            -0.31 

G419	 心血管病学进展				      585	 26	 -0.49 	 0.410 	 25            -0.21 

G260	 心脏杂志					       553	 29	 -0.52 	 0.406 	 26            -0.22 

G610	 胰腺病学					       268	 35	 -0.77 	 0.366 	 30            -0.30 

G234	 中国动脉硬化杂志				      934	 15	 -0.19 	 0.557 	 16	 0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2309	   7	   1.00 	 0.487 	 20            -0.06 

G211	 中国糖尿病杂志				    1567	 11	   0.36 	 0.570 	 13	 0.10

G380	 中国心血管杂志				      256	 36	 -0.78 	 0.225 	 37            -0.57 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     657	 21	 -0.43 	 0.562 	 14	 0.08 

G633	 中国血液净化				      680	 19	 -0.41 	 0.546 	 18	 0.05 

G119	 中国循环杂志				      694	 18	 -0.40 	 0.406 	 26            -0.22 

G231	 中华肝脏病杂志				    3283	   4	   1.84 	 1.119 	   2	 1.15 

G235	 中华高血压杂志				    1168	 14	   0.01 	 0.730 	   8	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     166	 38	 -0.86 	 0.207 	 38            -0.60 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     588	 24	 -0.49 	 0.442 	 21            -0.15 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1612	 10	   0.40 	 0.897 	   5	 0.73 

G156	 中华内科杂志				    3484	   3	   2.02 	 0.788 	   7	 0.52 

G161	 中华肾脏病杂志				    1643	   9	   0.42 	 1.068 	   3	 1.05 

G285	 中华消化内镜杂志				    1314	 13	   0.14 	 0.578 	 12	 0.11 

G168	 中华消化杂志				    2571	   5	   1.23 	 1.025 	   4	 0.97 

G892	 中华心率失常学杂志				      494	 30	 -0.57 	 0.657 	   9	 0.26 

G170	 中华心血管病杂志				    4186	   2	   2.63 	 1.375 	   1	 1.64 

G172	 中华血液学杂志				    1501	 12	   0.30 	 0.489 	 19            -0.06 

	 平均值					     1154			   0.520 		

以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.
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Abstract
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a 
well-known potent angiogenic factor that cor-
relates with tumor invasion and metastasis. Pri-
mary hepatocellular carcinoma (PHC) is a com-
mon highly malignant vascular tumor with a 
very high mortality. Angiogenesis is considered 
to be important for PHC progression. Transarte-
rial chemoembolization (TACE) has been proved 
to be effective for unresectable PHC. This paper 
aims to make a literature review of the recent 
advances in understanding the clinical value of 
inhibition of VEGF in PHC after interventional 
therapy.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Pri-
mary hepatocellular carcinoma; Arterial perfusion; 
Chemoembolization

Ren YJ, Yang L, Zhai ZH. Clinical value of inhibition 

of vascular endothelial growth factor in primary 
hepatocellular carcinoma after transcatheter arterial 
chemoembolization. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(15): 1582-1587

摘要
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
fac to r, VEGF)特异性地作用于血管内皮细
胞, 参与实体瘤血管的新生, 并且与实体瘤
的侵袭、转移等生物学行为密切相关 .  研
究表明VEGF与原发性肝癌(primary hepatic 
carc inoma, PHC)的发生、发展及转移密切
相关. 经导管动脉灌注化疗栓塞(transcatheter 
arterical chemoembolization, TACE)近期疗效
肯定, 被广泛的应用于临床, 成为PHC非手术
疗法中的首选方法, 但是, TACE远期疗效却并
不理想. 抑制VEGF和(或)VEGFR在PHC中的
表达将会给PHC的治疗带来新的突破. 本文复
习文献, 综述PHC介入治疗与VEGF的相关研
究进展. 

关键词: 血管内皮生长因子; 原发性肝癌; 动脉灌

注; 化疗栓塞
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0  引言

我国是原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, 
P H C)的高发地区 ,  每年约有11万人死于肝

癌 .  P H C具有发病隐匿、进展快等特点 ,  大
部分患者(>80%)就诊时已无法手术切除 .  经
动脉灌注化疗栓塞术(t ranscatheter ar ter ical 
chemoembolization, TACE)是治疗中晚期PHC
的首选方法 [1,2]. 血管内皮生长因子(v a s c u l a r 
endothelial growth factor, VEGF)是调节血管新

生最重要的细胞因子之一, 他特异性地作用于

血管内皮细胞, 参与实体瘤血管生成, 与实体瘤

的侵袭、转移等生物学行为密切相关[3-5]. 近年

来国内外研究表明VEGF与PHC关系密切. 本文

复习文献, 综述PHC介入治疗与VEGF的相关研

®
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究进展. 

1  VEGF与VEGF受体

血管生长因子与肿瘤的发生、发展密切相关. 
目前研究较多的血管生长因子有: VEGF、碱

性成纤维细胞生长因子(basic fibrolast growth 
factor, bFGF)、血小板衍化内皮细胞生长因子

(platelet-derived endothelial cell growth factor, 
P D-E C G F)等 [6]. 其中V E G F对于肿瘤血管生

成有着尤为重要的作用 .  人的V E G F主要有

VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、

V E G F - E .  其中V E G F - A有5种异构体 ,  即
VEGF121、VEGF145、VEGF165、VEGF189、
VEGF206. 在异构体中, VEGF121、VEGF145 
和VEGF165均能诱导血管内皮细胞增殖和新生

血管形成, 其中VEGF165的活性最高. 
V E G F受体(V E G F R)主要有 :  V E G F R-

1(Flt-1)、VEGFR-2(FLK-1/KDR)、VEGFR-3
三种, 属于酪氨酸激酶受体, VEGFR-1(Fl t-1)
和V E G F R -2(K D R)主要在血管内皮细胞表

达、刺激内皮细胞增殖并促进血管形成. 其中, 
VEGFR-2具有强烈的酪氨酸激酶活性, 并有双

重的血管生成调节功能[7]: VEGFR-2可通过其酪

氨酸激酶活性区域正性调节血管生成; VEGF与
受体胞外区结合后, 诱导酪氨酸磷酸化, 传导胞

内信号, 发挥生物学效应, 在肿瘤血管生成中起

主要作用. VEGFR-3分布在淋巴管内皮细胞, 调
节淋巴管生成.

2  VEGF的调控

多种因素可调节VEGF的表达. 缺氧、缺氧诱导

因子、细胞因子、细胞内介质、类固醇激素等

都可影响VEGF的调控[8,9]. 其中, 缺氧诱导因子

1-α(hypoxia-induced factor 1-α, HIF-1α)在VEGF
的调控中发挥了重要作用[10,11]. 在缺氧条件下, 
H IF-1α和H IF-1β二聚化形成转录因子结合到

VEGF基因启动子区域的乏氧反应元件(hypoxic 
response elements, HRE), 在其他激活因子的协

同作用下, VEGF、VEGFR-1基因开始转录并活

化, 活化的VEGF结合到VEGFR-1和VEGFR-2. 
VEGF与VEGFR-2发生二聚化、磷酸化反应, 
Ras-Raf-Mapk-Erk和Mapk通路被激活并调节

DNA的复制, 上调VEGF的表达、细胞增殖和细

胞的迁移[12]. Elias等[13]通过子宫内膜癌细胞的

研究, 证实在低pH环境下调节VEGF-A的剪接, 
VEGF121显著升高, 这一过程可能是通过激活

P38和SR蛋白的参与实现的. Ray等[14]研究了骨

髓细胞在环境信号改变下VEGF3'-端非翻译区

发生二元构象改变, 认为VEGF3'-端非翻译区的

启动更加重要.

3  VEGF在PHC中的作用

VEGF的主要生物学作用[15-19]: (1)细胞质的钙

聚集作用, 几秒钟内可使钙离子浓度升高4倍以

上. (2)促进内皮细胞增殖. (3)诱导血管生成. (4)
增加血管通透性. VEGF具有很强的增加血管通

透性的作用, 主要增加毛细血管后静脉和小静

脉的通透性. (5)血管保护作用, 表现在抗血栓

生成, 抑制血管平滑肌细胞过度生长, 抗内皮细

胞损伤和凋亡, 抗炎及改变细胞外基质, 有利于

血管以出芽方式向周围生长. (6)神经保护作用, 
Zachary等[20]认为在活体内VEGF对神经细胞和

神经胶质细胞具有神经营养和神经保护功能, 
通过直接和间接作用刺激神经干细胞的增殖和

生存, 特别是大脑在受伤后促进脑组织血管的

生成. 
VEGF是体内最强的一种血管生长因子, 在

肝癌组织中高表达, 主要来自肝癌细胞和肝星

状细胞旁分泌和自分泌[21]. VEGF的增加可以

诱导肿瘤血管的生成, 增加肝癌细胞的血供, 增
加血管通透性, 促进肝癌细胞浸润和转移[22,23]. 
Nakamura等[24]研究发现VEGF与VEGFR-1在肝

脏不典型增生结节中高表达并与癌前病变相关. 
3.1  诱导肿瘤血管生成、增加肝癌细胞血供 
肝癌细胞生长迅速 ,  对氧和营养的需求量较

正常组织大, 导致癌组织内缺血缺氧, 而缺氧

是VEGF最强烈的诱导剂, 促使VEGF大量分

泌, 并与其受体相结合, 加速血管内皮细胞的

增生和分化, 促使新生血管生成, 以满足肿瘤

生长的需求[25,26]. 肿瘤的恶性程度越高、体积

越大、转移范围越广、浸润程度越深, 对氧的

需求越高, VEGF的分泌越多[27]. VEGF可激活

血管内皮细胞基因 ,  增强尿激酶型纤溶酶原

激活物(urokinase plasminogen activator, uPA)
和组织型纤溶酶原激活物(tissue plasminogen 
activator, tPA), 并减弱纤溶酶原激活剂抑制物

(plasminogen activator inhibitor, PAI-1)的表达, 进
而诱导蛋白水解酶间质胶原酶和组织因子的产

生, 促进血管形成, 改善癌细胞营养和氧的需求; 
VEGF促使血管内皮细胞产生基质金属蛋白酶

-9(matrix metalloproteinases 9, MMP-9), MMP-9
使凝血酶原转化为凝血酶, 激活明胶酶原A, 降

■研发前沿
TACE在治疗PHC
中发挥了重要作
用, TACE后PHC
的复发和转移越
来越受到重视.
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解原来的基膜, 促使血管形成, 使肝癌营养和氧

供给加大; VEGF可通过细胞内钙调节蛋白及磷

酸肌醇途径, 增强NO合酶(nitricoxide synthase, 
NOS)表达, 导致NO生成增多, 进而促进新生血

管网建立和管腔的形成[28-31]. 
3.2 促进肝癌细胞浸润和转移[26,27,30-32] VEGF促
进肝癌细胞浸润和转移机制: (1)VEGF能促使血

管内皮细胞产生基质降解蛋白酶类(如基质金属

蛋白酶-2/MMP-2), 可降解血管基底层和细胞外

基质, 增强血管壁的通透性, 加之新生的肿瘤相

关血管的结构不完善且通透性强, 部分肿瘤细

胞可以穿过血管壁进入血管向远处转移, 故加

速了肿瘤浸润和转移; (2)VEGF还可以通过结合

分布于肝癌细胞膜上的VEGFR, 促进肝癌细胞

自身生长, 并使肝癌细胞的伪足增长、增多, 使
之移动能力加强. 通过直接黏附或吞噬靶细胞

的方式增强癌细胞的浸润和转移能力; (3)VEGF
作用于肝癌细胞后能降低癌细胞的同质黏附性, 
使之更易发生分离脱落, 与基质胶原纤维黏附

后利于其运动和转移, 此现象与VEGF的剂量及

作用时间呈依赖关系. 因此, VEGF在整个肝癌

发生发展过程和抗血管生成治疗中占有十分重

要的地位.

4  VEGF在PHC介入治疗中的价值

肝脏是双重血供器官 .  肝动脉是肝脏的营养

血管, 内含丰富的氧和营养物质, 供给肝脏的

物质代谢 ,  其血流量约占肝脏全部血流量的

20%-30%. 门静脉是肝脏的功能血管, 其供血量

占全肝血供量的70%-80%. PHC的血供全部或大

部分来自肝动脉, 较少来自门静脉, 与正常肝实

质相反. 
TACE正是利用PHC的血供特点, 经靶动脉

灌注化疗药物、栓塞剂, 使肿瘤组织因缺血、缺

氧而坏死, 而对于正常肝组织的影响却很小[4,33,34]. 
TACE近期疗效肯定, 被广泛的应用于临床, 成为

PHC非手术治疗的重要及首选方法[4,5]. TACE远
期疗效不理想的原因[35,36]在于: 栓塞后侧枝循环

形成使病灶逐渐扩大, 甚至发生转移; 栓塞后缺

氧可以诱导细胞因子的表达, 增加VEGF基因转

录, 使VEGF mRNA的稳定性增加, 上调VEGF 
mRNA及其受体的表达, 以及癌细胞和内皮细胞

之间的相互影响、双向旁分泌VEGF, 从而促进

血管的生成; TACE所致的组织缺氧和营养缺乏

等改变还可以诱导血管内皮细胞和肝癌细胞分

泌VEGF, 分泌的VEGF促进肿瘤血管生长因子

的过量表达, 使肿瘤血管增生; VEGF诱导新生

的血管基底膜极其不完整, 缺乏血管壁的屏障

作用, 肿瘤细胞极易通过基底膜而进入血液循

环发生转移. 
VEGF不仅与原发性肝癌的血管发生、增

殖有关, 而且直接同肿瘤的浸润和转移有关. 血
清VEGF水平与肿瘤的临床分期、肿瘤直径、

门静脉癌栓、远处转移明显相关; 随着疾病的

进展, 血清VEGF水平逐渐升高, 合并有肝外转

移者, 其血清VEGF水平明显增高, 与其他期别

肿瘤患者的血清V E G F水平具有显著性差异; 
肿瘤患者血清VEGF的表达与其年龄、性别、

HBV感染、HCV感染、肝硬化、肿瘤部位、组

织学类型、病理分化程度、肝功能等临床病理

特征无相关性[37,38]. 
资料[26,27]表明监测接受TACE治疗患者血清

中VEGF水平可以判断TACE疗效. TACE后诱导

癌基因Bcl-2的表达上调, 在肿瘤浸润的边缘和

包膜附近均可看到VEGF强表达, 可能与这些区

域发生缺氧有关. TACE后VEGF升高者可能会

在治疗后较早出现癌细胞扩散或转移. 
肿瘤血管的生成对于实体瘤的发生、发展

起着重要的作用, 是影响肿瘤生物学行为和转

移潜能的重要因素. 对肝细胞癌免疫组织化学

以及VEGF的定量研究表明, VEGF是肝细胞癌

复发、远处转移以及预后的有效指标[39,40]. 血清

中VEGF的水平是确定癌变以及转归的有效指

标, 其特异性、敏感性、准确性都已经达到了

临床的需要标准[41,42].

5  VEGF和(或)VEGFR抑制剂

根据肿瘤血管形成机制, 抑制血管内皮细胞对

血管生成的作用, 阻断或减少肿瘤组织的血管

生成, 就能有效的抑制肿瘤的生长和转移, 就能

达到治疗肿瘤的目的[43-45]. 抑制TACE后肝组织

中VEGF的上调或者抑制VEGFR, 就能减缓或终

止肿瘤血管的生长, 有望更好地中断PHC的血

供, 杀死肿瘤细胞, 抑制肿瘤细胞的复发和转移. 
TACE治疗后, 应用VEGF和(或)VEGFR抑制剂

就能有效地治疗PHC[42,46]. 
近年来发现比较重要的血管抑制因子有血

管内皮抑素(Endostatin-恩度)、肿瘤抑素(Tum-
statin)[47]、血小板反应素-1(Thrombospondin-1, 
TSP-1)[48]、烟曲霉醇(TNP-470)、贝伐单抗(Be-
vacizumab)、舒尼替尼(Sunitinib)等. 直接作用

于血管生成的抑制剂主要有: Endostatin、Tum-

■相关报道
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statin、TNP-470、TSP-1等. 间接作用于血管生

成的抑制剂主要有: Bevacizumab、Sunitinib等. 
Bevacizumab[49,50]是第一个被美国FDA(Food and 
Drug Administration)批准的抑制血管生成的抗

癌药物. Tyagi[51]认为Bevacizumab及5-FU是治疗

转移性结肠癌的一线药物. Finn等[52]通过对人肝

细胞癌株小鼠模型的研究, 认为作为VEGF靶点

治疗药物的Bevacizumab能有效治疗原发性肝细

胞癌. Siegel等[53]认为Bevacizumab治疗未转移、

不能手术的原发性肝癌疗效明显. Endostatin是
我国自主研发的世界第一个重组人血管内皮抑

制素并上市, 研究发现[54-58] Endostatin可以干扰

VEGFR-2, 抑制内皮细胞的活性和增殖能力, 与
金属蛋白酶-2牢固结合, 干扰催化作用, 诱发黏

附激酶和桩蛋白的酪氨酸磷酸化干扰细胞和

基质的作用; 在促进细胞凋亡方面, Endostatin
下调Bcl-2、Bcl-xL、Bad等抗凋亡蛋白从而通

过活化caspase-9, 激活促凋亡通路. Huang等认

为Endostatin可以使肺癌血管及微环境正常化, 
血管结构变规则[48,59]. Norén-Nyström等[60]认为

TNP-470对各种内皮细胞具有强力的生长抑制

能力. 体外培养和体内动物实验证实通过抑制

血管生成, 有效的抑制肿瘤生长和转移. 体内抗

肿瘤生长机制主要是TNP-470抑制肿瘤组织新

生血管的生成, 使肿瘤细胞周期阻滞、加速凋

亡. TNP-470不良反应较轻, 主要表现为眩晕、

疲劳、焦虑、体质量下降、减少髓外红细胞生

成等. Zhu等[61]研究证实Sunitinib在治疗PHC上
取得了较好疗效. 

TACE直接将化疗药物经供瘤动脉注入, 肿
瘤药物浓度明显高于静脉化疗, 而全身药物浓

度较低. 这为经供瘤动脉注入血管抑制因子抗

肿瘤血管生成提供了理论支持. 目前, 经导管

动脉灌注血管抑制因子治疗PHC的文献报道较

少. 杜海军[62]经肝动脉灌注Endostatin化疗栓塞

治疗中晚期肝癌, 1年生存率显著提高, AFP下
降明显, 肿瘤新生血管、转移抑制明显, 并且

安全. 文献报道经导管灌注非血管抑制因子治

疗PHC亦取得一定疗效, 如灌注131I-肝癌抗体片 
断[63-65]、CIK细胞[66-68]、中药[69-71]等.

6  结论

TACE在治疗PHC中发挥了重要作用,TACE后
PHC的复发和转移越来越受到重视. VEGF在
PHC的生长、转移、预后等方面起重要的作用. 
研究发现, 抑制或减少VEGF和(或)VEGFR在

PHC的表达将会给PHC抗血管生成治疗带来新

的突破. 目前经动脉灌注抗VEGF药物治疗PHC
临床研究较少. 相信随着研究的不断深入, 将进

一步阐明PHC介入治疗后VEGF变化及机制, 在
提高PHC介入治疗疗效等方面发挥更加重要的

作用.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and cytotoxicity 
of NO-040527, a new liver-targeted nitric 
oxide-releasing drug, in the treatment of liver 
injury induced with carbon tetrachloride, 
acetaminophen or D-galactosamine in mice.

METHODS: Liver injury was induced in mice by 
intraperitoneal injection of carbon tetrachloride, 
acetaminophen or D-galactosamine. NO-040527 
was orally administered to animals 1 h before 

and 12 h after the induction of liver injury. The 
animals were killed 24 h after drug delivery, 
and blood samples were taken to determine 
serum ALT and AST levels using an automatic 
biochemical analyzer. The cytotoxicity of the 
targeted conjugate was determined by methyl 
thiazol tetrazolium (MTT) assay.

RESULTS: NO-040527 could significantly in-
hibit carbon tetrachloride-induced elevation of 
ALT and AST in mice (both P < 0.01) in a dose-
dependent manner. At the same dose (55 mg/kg), 
NO-040527 exhibited better efficacy than control 
drug NCX-1000 (P < 0.05) in lowering carbon 
tetrachloride-induced elevation of serum ALT 
and AST levels. Similarly, NO-040527 could also 
significantly inhibit acetaminophen-induced el-
evation of ALT and AST (both P < 0.01) though 
no dose-dependent effect was noted. At the same 
dose (55 mg/kg), NO-040527 exhibited similar ef-
ficacy to NCX-1000 in lowering acetaminophen-
induced elevation of serum ALT and AST levels. 
NO-040527 showed no protective effects against 
liver injury induced with D-galactosamine. No sig-
nificant differences were noted in serum ALT and 
AST levels between untreated mice with D-galac-
tosamine-induced liver injury and those treated 
with medium- or low-dose NO-040527. However, 
the levels of serum ALT and AST in mice with 
D-galactosamine-induced liver injury treated with 
high-dose NO-040527 was higher than those in 
untreated ones. NO-040527 at a dose of 500 μmol/
L began to show cytotoxicity (cell viability rate: 
45.96% ± 29.46%; P = 0.058). Significant cytotoxic-
ity was noted when the dose of NO-040527 rose to 
1000 μmol/L (P < 0.005). NO-040527 at 50 and 100 
μmol/L could accelerate cell growth (cell viability 
rate: 137.67% ± 8.47% and 152.65% ± 10.084%, re-
spectively; both P < 0.05).

CONCLUSION: NO-040527 has good protective 
effects against carbon tetrachloride- or acetamin-
ophen-induced liver injury in mice. NO-040527 
is cytotoxic when used at high dose. 

Key Words: Liver-targeted therapy; Nitric oxide; 
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■背景资料
肝硬化是威胁人
类健康的重大疾
病, 门静脉高压为
肝硬化的主要并
发症之一, 是导致
肝硬化患者死亡
的重要原因. 一氧
化氮释放药物可
通过释放一氧化
氮分子抑制肝脏
炎症的发展及肝
纤维化的形成、

降低门静脉高压, 
进而产生治疗肝
硬化和门静脉高
压的疗效.

■同行评议者
黄园, 教授, 四川
大学华西药学院
药剂系
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摘要
目的:  评价新型肝靶向一氧化氮释放药物
NO-040527抗小鼠肝损伤的药效学及细胞毒
性, 为进一步的临床前研究开发奠定基础.

方法: 通过腹腔注射四氯化碳、D -氨基半乳
糖或对乙酰氨基酚, 制备肝损伤动物模型; 分
别于造模前1 h和造模后12 h灌胃给予不同剂
量的待测药物, 于第2次给药后24 h, 眼眶取血, 
留取血清标本, 测定血清中的ALT, AST水平. 
取对数生长期的HepG2细胞, 接种于96孔培养
板, 长成单层, 加入不同浓度的待测药物. 继续
培养24 h, 用MTT法, 测定细胞的存活率. 

结果: 肝靶向药物NO-040527能够显著降低
CCl4所致小鼠肝损伤的转氨酶升高(P <0.01), 
降酶作用具有良好的剂量依赖性; 在相同剂
量(55 mg/kg)下, NO-040527的降酶作用强于
阳性对照药NCX-1000(P <0.05). 同样, 肝靶
向药物N O-040527能够显著降低对乙酰氨
基酚所引起的小鼠转氨酶升高(P <0.01), 各
剂量组之间降酶作用无显著性差异, 在相同
剂量(55 mg/kg)下, NO-040527的降酶作用与
NCX-1000相当. NO-040527对D -氨基半乳糖
所致小鼠肝损伤没有保护作用, 中低剂量组的
小鼠血清ALT、AST值较模型组相比没有显
著差异, 高剂量组转氨酶甚至略高于模型组. 
NO-040527在500 μmol/L浓度显示出细胞毒
性, 细胞存活率为45.96%±29.46%(P  = 0.058); 
在1 000 μ m o l/L浓度具有显著的细胞毒性
(P <0.005); 在50 μmol/L和100 μmol/L浓度时, 
NO-040527显示出促细胞生长的作用, 细胞
存活率分别为137.67%±8.47%和152.65%±

10.084%, 显著高于溶剂组(P <0.05).  

结论:  N O-040527能够显著降低C C l4和对
乙酰氨基酚所引起的小鼠转氨酶升高 ,  但
NO-040527和NCX-1000对D-氨基半乳糖所致
小鼠肝损伤没有保护作用, 高剂量甚至加重转
氨酶升高. NO-040527在高浓度显示出细胞毒
性, 低浓度显示出促细胞生长的作用.  

关键词: 肝靶向治疗; 一氧化氮; 胆酸; 偶合物; 肝损伤
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0  引言

肝硬化是威胁人类健康的重大疾病. 全球5亿多

乙型肝炎和丙型肝炎患者中, 25%将发展成为肝

硬化; 各种原因(酒精性、肥胖、糖尿病等)引起

的脂肪肝的发展也会导致肝硬化[1-3]. 门静脉高

压为肝硬化的主要并发症之一, 患者会出现食

管和胃底静脉曲张破裂出血、腹水等症状, 是
导致肝硬化患者死亡的重要原因. 目前临床尚

没有理想的治疗肝硬化或门静脉高压的药物[4]. 
一氧化氮释放药物可通过释放一氧化氮分子抑

制肝脏炎症的发展及肝纤维化的形成、降低门

静脉高压, 进而产生治疗肝硬化和门静脉高压

的疗效. 但是目前临床用于治疗肝硬化的有机

硝酸酯类的一氧化氮释放药物, 由于其体内分

布的非特异性, 从而产生比较广泛的全身不良

反应[5]. 通过肝靶向给药技术将化学治疗药物选

择性的投放于肝脏, 能够减轻或避免其全身的

不良反应[6-10]. 胆汁酸是内源性的肝细胞特异性

的天然配基, 包括胆酸、熊去氧胆酸等. 胆汁酸

具有高度的器官特异性和较高的转运能力. 以
胆酸为靶向载体, 不但能够实现药物的肝靶向

性, 减少不良反应, 而且能够提高药物的口服生

物利用度; 作为内源性的天然配基, 胆酸具有

较好的生物兼容性[11,12]. 肝靶向一氧化氮释放

药物NCX-1000为硝酸酯与肝靶向载体熊去氧

胆酸(ursodeoxycholic acid, UA)的偶联物, 能够

通过胆酸的特异性转运机制, 将一氧化氮供体

投放于肝脏中, 在肝内代谢释放出一氧化氮, 在
发挥治疗作用的同时, 减少或避免一氧化氮的

全身作用[13-15]. N -熊去氧胆酰-O -硝基-L -苏氨酸

(NO-040527)为军事医学科学院毒物药物研究所

研发的新型肝靶向一氧化氮释放药物. 本课题

的研究目标就是对新型肝靶向一氧化氮释放药

物N -熊去氧胆酰-O -硝基-L -苏氨酸(NO-040527)
进行抗小鼠肝损伤的初步药效学评价及细胞毒

性的实验研究, 为该药物的进一步的临床前研

究开发奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 Baclb/c小鼠, 体质量20-25 g, 雌雄各半, 
由中国人民解放军总医院动物中心提供. 四氯化

碳, 分析纯, 由北京化工厂生产; D -氨基半乳糖, 
分析纯, 由南京泽众化学试剂试剂公司提供; 对

■相关报道
F i o r u c c i等报道
了 肝 靶 向 一 氧
化 氮 释 放 药 物
NCX-1000为硝酸
酯与肝靶向载体
熊去氧胆酸的偶
联物. 该偶合物能
够通过胆酸的特
异性转运机制, 将
一氧化氮供体投
放于肝脏中, 在肝
内代谢释放出一
氧化氮, 在发挥治
疗作用的同时, 减
少或避免一氧化
氮的全身作用.

■研发前沿
通过肝靶向给药
技术将化学治疗
药物选择性的投
放于肝脏, 能够减
轻或避免其全身
的不良反应. 胆汁
酸是内源性的肝
细胞特异性的天
然配基, 具有较好
的生物兼容性、

高度的器官特异
性和较高的转运
能力. 以胆酸为靶
向载体, 不但能够
实现药物的肝靶
向性, 减少不良反
应, 而且能够提高
口服生物利用度. 
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乙酰氨基酚由军事医学科学院毒物药物研究所

提供. NCX-1000、NO-040527及熊去氧胆酸由军

事医学科学院毒物药物研究所提供, 纯度≥98%; 
与1%的羧甲基纤维素钠溶液一起研磨, 制成均

一的悬浮液备用. 全自动生化测定仪(Olympus 
AU5400, 日本). HepG2细胞, 由中国人民解放军

302医院传染病研究所病毒性肝炎研究室提供. 
DMEM细胞培养液由中国人民解放军302医院传

染病研究所病毒性肝炎研究室提供. MTT, Sigma
公司; 二甲亚砜, 分析纯, 博大泰克公司(BioDev). 
酶联仪(Bio-RAD Model 550, Microplate Ready, 
日本). 
1.2 方法 
1.2.1 抗肝损伤实验: (1)抗CCl4所致小鼠肝损伤: 
将小鼠随机分组, 每组10只, 雌雄各半. 通过灌

胃给予不同剂量的待测药物或生理盐水, 1 h后, 
按照10 mL/kg的剂量, 腹腔注射0.1%的CCl4橄榄

油溶液, 制备肝损伤模型; 皮下注射生理盐水作

为正常对照组. 造模后12 h, 再次灌胃给予不同

剂量的待测药物. 第2次给药后24 h, 眼眶取血, 
留取血清标本, 用全自动生化仪测定血清中的

ALT, AST水平. (2)抗D -氨基半乳糖所致小鼠肝

损伤: 将小鼠随机分组, 每组10只, 雌雄各半. 通
过灌胃给予不同剂量的待测药物或生理盐水, 1 
h后, 腹腔注射800 mg/kg的D -氨基半乳糖, 制备

肝损伤模型; 皮下注射生理盐水作为正常对照

组. 造模后12 h, 再次灌胃给予不同剂量的待测

药物. 第2次给药后24 h, 眼眶取血, 留取血清标

本, 用全自动生化仪测定血清中的ALT, AST水
平. (3)抗对乙酰氨基酚所致小鼠肝损伤: 将小鼠

随机分组, 每组10只, 雌雄各半. 通过灌胃给予

不同剂量的待测药物或生理盐水, 2 h后, 腹腔注

射200 mg/kg的对乙酰氨基酚, 制备肝损伤模型; 
皮下注射生理盐水作为正常对照组. 造模后12 h, 
再次灌胃给予不同剂量的待测药物. 第2次给药

后24 h, 眼眶取血, 留取血清标本, 用全自动生化

仪测定血清中的ALT, AST水平. 
1.2.2 细胞毒实验: 取对数生长期的HepG2细胞, 
以1×105/mL接种96孔培养板. 在长成单层的

HepG2细胞的培养板中, 加入不同浓度的受试

化合物溶液, 20 μL/孔, 3复孔, 使药物终浓度分

别为10、50、100、500或1 000 μmol/L, 同时设

阴性对照组和空白对照组, 37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱中继续培养24 h, 弃去旧培养液, 加入含

MTT 0.5 g/L的培养液, 继续培养4 h后倾去培养

液, 加入二甲基亚砜200 μL/孔, 震荡溶解10 min, 

酶联仪测定490 nm处的吸光度(A )值, 与溶剂组

的A值比较, 按下式计算得到细胞的存活率: 存
活率(%) = A药物/A溶剂.

统计学处理 应用SPSS10.1软件包进行单因

素多个均数比较的方差分析, 在作方差齐性检

验后, 进行各组数据两两之间的均数比较. 

2  结果

2.1 抗肝损伤实验 实验期间正常组动物精力充

沛, 活跃灵活, 饮食正常, 皮毛整洁, 无死亡, 模
型组动物有不同程度的精神萎靡、活动迟钝、

饮食减少、皮毛凌乱等表现. 给药组动物的精

神、饮食等整体情况明显优于对照组, 但较正

常组稍差. 与正常对照组比较, 生理盐水组的

ALT、AST均明显高于正常对照组, 说明造模

成功. 
2 . 1 .1  对C C l 4所致小鼠肝损伤的抑制作用 : 
NO-040527治疗三个剂量组的小鼠血清ALT、
AST值以及NCX-1000组较模型组均显著降低

(P <0.01), 说明各治疗组均有降低转氨酶的作

用, 靶向一氧化氮释放药物能够同时降低ALT和
AST; NO-040527降低转氨酶的作用与给药剂量

成正相关, 具有良好的剂量依赖性(P <0.01); 在
相同剂量(55 mg/kg)下, NO-040527的降酶作用

强于NCX-1000(P <0.05). 而载体熊去氧胆酸在

110 mg/kg对转氨酶没有降低作用(表1). 
2.1.2 对对乙酰氨基酚所致小鼠肝损伤的保护

作用: NO-040527治疗三个剂量组的小鼠血清

ALT、AST值以及NCX-1000组较模型组均显著

降低(P <0.01), 说明各治疗组均有降低转氨酶的

作用, 靶向一氧化氮释放药物能够同时降低ALT
和AST. NO-040527药物各剂量组之间降低转氨

酶的作用无显著差异, 在相同剂量(55 mg/kg)下, 
NO-040527的降酶作用与NCX-1000相当. 而载

体熊去氧胆酸在110 mg/kg对转氨酶没有降低

作用. 与CCl4所致小鼠肝损伤及对乙酰氨基酚

所致小鼠肝损伤模型的结果不同, 肝靶向药物

NO-040527对D -氨基半乳糖所致小鼠肝损伤没

有保护作用(表1). 
2.1.3 对D -氨基半乳糖所致小鼠肝损伤的作用: 
NO-040527治疗中低剂量组的小鼠血清ALT、
AST值较模型组相比没有显著差异, 高剂量组

转氨酶甚至略高于模型组; 在55 mg/kg剂量下, 
NCX-1000能够导致转氨酶显著的进一步升高

(表1).
2.2 细胞毒实验 NO-040527的细胞毒性略低于

■创新盘点
本文报道的肝靶
向一氧化氮释放
药物NO-040527
将一氧化氮释放
成分苏氨酸的硝
酸酯, 以酰胺键与
熊去氧胆酸连接
形成偶合物, 保证
了偶合物在血浆
中的稳定性; 而进
入靶细胞后, 硝酸
酯与细胞中的巯
基形成不稳定的
S-亚硝基硫化物, 
进一步分解释放
出NO分子 ,  发挥
药理作用. 间隔基
为天然氨基酸, 具
有良好的生物兼
容性.
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NCX-1000. NO-040527在500 μmol/L浓度显示

出细胞毒性, 细胞存活率为45.96%±29.46%, 但
是由于数据波动较大, 与溶剂组相比, 差异不

显著(P  = 0.058); 在1 000 μmol/L浓度具有显著

的细胞毒性, 细胞存活率(5.78%±2.47%)显著

低于溶剂组(P <0.005); 在50和100 μmol/L浓度

时, NO-040527还显示出促细胞生长的作用, 细
胞存活率分别为137.67%±8.47%和152.65%±

10.084%, 显著高于溶剂组(P <0.05). NCX-1000
在500 μmol/L时即显示出明显的细胞毒性, 细
胞存活率为1.06%±0.53%, 显著低于溶剂组

(P <0.005, 图1). 

3  讨论

门静脉高压为肝硬化的主要并发症之一, 患者

会出现食管和胃底静脉曲张破裂出血、腹水等

症状, 是导致肝硬化患者死亡的重要原因. 有研

究发现[16,17], 肝血管紧张度的增加引起肝硬化门

静脉的升高, 因此, 使用血管舒张剂不但能够通

过增加肝脏血流量降低门静脉高压, 而且能够

改善肝功[18]. 但是, 已有的血管舒张剂能够引起

系统和脏器的血管舒张, 导致低血压, 从而加重

肝硬化患者业已存在的水钠潴留, 腹水和肾功

能障碍[19,20]. 
对NO与肝硬化关系的研究结果表明, 肝内

NO释放的不足是增加肝硬化血管紧张度的主

要因素之一[21,22]. 因此, 理想的治疗策略是给肝

脏提供足够的NO, 而不增加循环中的NO, 因为

肝硬化时循环中的NO已经过量. 肝靶向NO释放

药物能够通过胆酸的特异性转运机制, 将NO供

体投放于肝脏中, 在肝内代谢释放出NO, 在发挥

治疗作用的同时, 减少或避免NO的全身作用. 因
此, 肝靶向NO释放药物有可能成为肝硬化门静

脉高压的理想的治疗药物[23]. 
N-熊去氧胆酰-O-硝基-L-苏氨酸(NO-040527)

为军事医学科学院毒物药物研究所研发的

新型肝靶向N O释放药物. 与N C X-1000相比, 
NO-040527分子中的一氧化氮释放成分苏氨酸

的硝酸酯, 以酰胺键与熊去氧胆酸连接形成的

偶合物, 保证了偶合物在血浆中的稳定性; 而进

入靶细胞后, 硝酸酯与细胞中的巯基形成不稳

定的S-亚硝基硫化物, 进一步分解释放出NO分

子, 发挥药理作用. 间隔基为天然氨基酸, 具有

良好的生物兼容性. 本课题对NO-040527进行了

初步的实验研究, 考察了其对急性肝损伤的抑

制作用, 为进一步的研究开发奠定了基础. 
在抗肝损伤的评价方面, 我们选择致病机

制不同的三种肝损伤模型. 四氯化碳所致肝损

伤主要与其活性代谢产物三氯甲基自由基和氯

自由基有关, 这些自由基可与细胞膜和细胞内

的大分子发生共价结合, 使酶的功能失活, 细胞

基质过氧化, 胞质钙浓度升高, 导致肝细胞损伤

坏死, 胞质内氨基转移酶进入血液, 引起血中

转氨酶浓度升高; D -氨基半乳糖所致肝损伤与

其在肝内的代谢及随后对核酸合成的影响有

关, 通过特异性消耗肝细胞内尿嘧啶核苷, 影响

■应用要点
本 课 题 对
NO-040527进行
了初步的实验研
究, 考察了其对急
性肝损伤的抑制
作用, 为进一步的
研发肝硬化治疗
药物奠定了基础.

表  1  对CCl4、对乙酰氨基酚及D -氨基半乳糖所致小鼠肝损伤的抑制作用 (n  = 10,  U/L, mean±SD)

     
分组	           

剂量           	            CCl4			      对乙酰氨基酚		       D -氨基半乳糖

	        (mg/kg)          ALT	      	     AST	                  ALT	         AST		  ALT	           AST

正常对照    394±141    499±468    394±141    499±468    316±68 1 440±311

生理盐水 4 492±5 607d 4 060±1 335d 3 276±3 980d 3 875±2 489d 1 269±751d 2 691±649d

NO-040527   27 1 740±2 399b 2 572±2 719b 1 487±1 361b 2 077±909b 1 062±710 2 948±1 630

  55    861±496b 1 220±1 065b 1 261±1 297b 1 901±763b 1 296±1 029 3 773±1 805a

110    566±198b    872±814b 1 118±1 056b 1 546±947b 1 417±1 907 3 586±3 298a

NX-1000   55 1 903±1 266b 3 233±913b 1 904±1 172b 2 377±493b 4 465±3 644a 7 532±5 391a

UB 110 4 977±6 364 3 731±1 791 3 297±1 641 3 769±2 240        ND        ND

aP<0.05, bP<0.001 vs 生理盐水; dP<0.01 vs  正常对照.

图  1  NO-040527与NCX-1000的细胞毒性的比较.
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肝细胞核酸代谢; 对乙酰氨基酚通过代谢过程

中产生的N -乙酰对苯醌亚胺产生肝脏毒性[24]. 
CCl4、D -氨基半乳糖及对乙酰氨基酚所致的动

物肝损伤表现为血清转氨酶的升高; 动物中毒

后血清转氨酶升高的水平与肝细胞损伤程度密

切相关. 因此, 通过测定血中转氨酶的变化能够

方便的评价药物的抗肝损伤作用. 
根据测定结果, 我们首次发现肝靶向NO释

放药物对致病机制不同的肝损伤可能具有不同

的作用. NO-040527能够显著降低CCl4所致小鼠

肝损伤的转氨酶升高, 降酶作用具有良好的剂

量依赖性, 在相同剂量(55 mg/kg)下, NO-040527
的降酶作用强于NCX-1000; 对于对乙酰氨基酚

所致肝损伤, NO-040527也能显著降低转氨酶, 
但是各剂量组之间无显著差异, 在相同剂量(55 
mg/kg)下, NO-040527的降酶作用与NCX-1000
相当; 对D -氨基半乳糖所致小鼠肝损伤, 靶向药

物中低剂量组小鼠血清ALT、AST值较模型组

相比没有显著差异, 高剂量组转氨酶甚至略高

于模型组. 
有研究表明, 在LPS联合氨基半乳糖所致急

性肝损伤中, 动物体内NO生物合成机制被激活

是其肝细胞损伤的重要机制之一. 在细胞因子

(如TNF2α、内毒素等)的诱导下, 广泛存在于巨

噬细胞、肝细胞、中性粒细胞和淋巴细胞等细

胞中的诱导性一氧化氮合成酶(iNOS)激活, 产生

NO, NO再通过多种途径对凋亡产生影响. 超过

正常水平的低剂量NO能损伤线粒体造成DNA
受损, 诱发细胞凋亡; 而大剂量NO则主要是直

接损伤细胞膜和D N A, 导致细胞的大量坏死. 
NO、细胞凋亡及细胞坏死三者之间存在的密切

关系: NO产生早期, 细胞损伤以凋亡为主. 随着

NO产生量的增加, 细胞开始发生坏死, 并随时间

的延长, 细胞损伤也逐步以坏死为主, 直至肝组

织大片坏死, 肝功能衰竭而致动物死亡[25]. 肝靶

向NO释放药物可能通过进一步释放NO, 加重氨

基半乳糖所致的肝损伤. 
一氧化氮在发挥有益的生理功能的同时, 也

会产生细胞毒性等不良反应. 作用部位NO的浓

度不同, 其作用不同甚至相反; 持续低浓度的NO
具有肝保护作用, 而高浓度NO则通过产生细胞

毒性, 诱导细胞凋亡造成肝损伤. 因此, 我们用

MTT法测定了靶向药物对肝癌细胞的细胞毒性, 
发现药物在不同浓度下对细胞有不同的作用. 
NO-040527在500 μmol/L浓度显示出细胞毒性, 细
胞存活率为45.96±29.46%, 但是与溶剂组相比, 

差异不显著(P  = 0.058); 在1 000 μmol/L浓度具有

显著的细胞毒性, 细胞存活率(5.78%±2.47%)显
著低于溶剂组(P<0.005); 但是在50和100 μmol/L
浓度时, NO-040527显示出促细胞生长的作用, 细
胞存活率分别为137.67%±8.47%和152.65%±

10.084%, 显著高于溶剂组(P<0.05). NCX-1000在
500 μmol/L时即显示出明显的细胞毒性.
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Abstract
AIM: To analyze the incidence and risk factors 
of functional gastrointestinal disease (FGID) in 
soldiers in the area affected by the Wenchuan 
earthquake.

METHODS: Using random sampling method, a 
questionnaire survey was performed in soldiers 
in the area affected by the Wenchuan earth-
quake. FGID was diagnosed according to the 
Rome III criteria. Sleep investigation was per-
formed to analyze the risk factors for FGID.

RESULTS: Of 903 soldiers surveyed, 387 
(42.86%) were diagnosed with FGID; 42 (4.65%) 
had functional esophageal disease, 79 (8.75%) 
had functional gastroduodenal disease, 94 
(10.41%) had functional enteric disease, 84 
(9.30%) had functional abdominal pain syn-

drome, 27 (2.99%) had gallbladder dysfunction 
or oddis sphincter dysfunction, 61 (6.76%) had 
functional proctalgia or rectalgia. Of all FGID 
soldiers, 95.28% had sleep duration > 6 h/d 
before the earthquake, and only 75.62% had 
such sleep duration after the earthquake. Sig-
nificant differences were noted in sleep latency, 
sleep maintenance, sleep quality, and daytime 
discomfort between soldiers with and without 
FGID (all P < 0.01). The incidence of FGID was 
significantly higher in first-line soldiers than in 
other ones.

CONCLUSION: There is a relatively high inci-
dence of FGID in soldiers in the area affected 
by the Wenchuan earthquake. The incidence of 
FGID is significantly higher in first-line soldiers 
than in other ones. The incidence of post-earth-
quake FGID is related to sleep alterations.

Key Words: Functional gastrointestinal disease; 
Wenchuan; Earthquake

Li MY, Wang ZQ, Sun G, Yang YS. Morbidity analysis 
of functional gastrointestinal disease in soldiers in the 
area affected by the Wenchuan earthquake. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 1594-1597

摘要
目的: 分析汶川地震中抗震军人的功能性胃
肠病(functional gastrointestinal disease, FGID)
发病情况及相关因素. 

方法: 采用整群随机抽样方法, 对抗震部队进
行问卷调查, 按照罗马Ⅲ标准诊断FGID, 并根
据睡眠调查情况, 分析相关因素. 

结果: 903名抗震军人中, 诊断为FGID的387
例(42.86%). 其中, 诊断为功能性食管疾病的
42例(4.65%); 诊断为功能性胃十二指肠病的
79例(8.75%); 诊断为功能性肠道疾病的94
例(10.41%); 诊断为功能性腹痛综合征的84
例(9.31%); 诊断为胆囊和Oddi括约肌功能障
碍27例(2.99%); 诊断为功能性肛门直肠痛61
例(6.76%). FGID军人震前睡眠时间>6 h/d的
占95.28%, 震后睡眠时间>6 h/d的占75.62%. 

®

■背景资料
功 能 性 胃 肠 病
(FGID)是常见的
症候群, “5.12”
汶川大地震发生
后 ,  抗 震 军 人 功
能性胃肠病的发
病 率 显 著 升 高 , 
主要与地震所带
来的诸多应激因
素有关.

■同行评议者
冯 志 杰 ,  主 任 医
师 ,  河 北 医 科 大
学第二医院消化
内科; 张筱茵, 副
教 授 ,  中 国 人 民
解放军第四军医
大学西京医院消
化疾病研究所
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FGID军人在睡眠潜伏期延长、睡眠维持障
碍、睡眠质量下降、因睡眠不足而白天感到
不适等方面均有显著差异(P <0.01). 抗震中, 
分工不同的军人, FGID患病率各不相同, 一线
抗震官兵的患病率为59.47%, 明显高于其他
抗震人员.

结论: 汶川地震后抗震军人的FGID发病率较
高, 其中一线部队的患病率显著增高. 震后
FGID的发生与睡眠状况变差有关.

关键词: 功能性胃肠病; 汶川; 地震

李明阳, 王志强, 孙刚, 杨云生. 军人在汶川地震中功能性胃肠
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1594-1598
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0  引言

功能性胃肠病(functional gastrointestinal disease, 
FGID)是常见的证候群. 国外文献报道, 总患病

率为10%-25%[1]. 自从罗马Ⅲ标准实施以来, 国
内尚未有大标本的临床调查[2]. 本研究对汶川地

震中参加抗震抢险的军人进行问卷调查, 并对

FGID的发病情况及相关因素进行分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 以四川汶川地震中参与都江堰地区

抗震抢险的军人903名作为调查对象, 年龄为

18-28(平均年龄20.34±2.21)岁, 均为男性.
1.2 方法 
1.2.1 抽样: 整群随机抽样方法如下: 以都江堰城

区的东、南、西、北方向各抽一支驻军, 军种

不限. 
1.2.2 调查问卷: 问卷根据罗马Ⅲ标准设计. 包
括: 姓名、性别、年龄(军龄)、职业(兵种)、文

化程度等一般情况; 参与抗震的具体工作; 既往

有无腹部大手术、消化性溃疡、炎性肠病、药

物过敏、个人性格; 消化系统症状、表现的详

细描述及解释; 睡眠情况等5个领域. 
1.2.3 诊断标准: FGID的诊断主要根据罗马Ⅲ

标准. 罗马Ⅲ标准是目前全球用于诊断、治疗

FGID的共识性文件. 排除标准是既往史中有腹

部大手术, 消化性溃疡、炎性肠病(溃结、克罗

恩病)等病史. 在胆囊和Oddi括约肌功能障碍的

诊断中, 胆囊功能紊乱的诊断必须具备以下6条: 
(1)符合胆囊和Oddi括约肌功能障碍的诊断标准; 
(2)胆囊在位; (3)肝酶、结合胆红素淀粉酶/脂肪

酶正常; (4)无胆囊结石、胆泥及微小结石; (5)
胆囊排空异常; (6)胆囊切除术后超过12 mo以上

无复发性疼痛. 功能性胆道Oddi括约肌疾病的

诊断必须具备以下2条: (1)符合胆囊和Oddi括约

肌功能障碍的诊断标准; (2)淀粉酶/脂肪酶正常. 
功能性胰腺Oddi括约功能障碍的诊断必须具备

以下2条: (1)符合胆囊和Oddi括约肌功能障碍的

诊断标准; (2)淀粉酶/脂肪酶升高. 
1.2.4 调查: 此次去往抗震前线调查的消化专科

医师均为主治医师以上人员构成, 具有多年的

消化专业临床经验, 均具有硕士以上学历. 在都

江堰地区当地医院消化专业医师的协助下完

成调查及填表. 调查结束后, 复核问卷, 准确率

97.9%.
统计学处理 用Epidata录入数据, SPSS13.0

统计分析软件包进行统计分析. 计数资料组间

比较采用卡方检验, 等级资料采用Wilcoxon秩和

检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

903名抗震军人中, 诊断为FGID的387例(42.86%, 
387/903). 其中, 诊断为功能性食管疾病的42例
(4.65%, 42/903); 诊断为功能性胃十二指肠病的

79例(8.75%, 79/903); 诊断为功能性肠道疾病的

94例(10.41%, 94/903); 诊断为功能性腹痛综合

征的84例(9.30%, 84/903); 诊断为胆囊和Oddi括
约肌功能障碍27例(2.99%, 27/903); 诊断为功能

性肛门直肠痛61例(6.76%, 61/903). FGID军人震

前睡眠时间>6 h/d的占95.09%(369/387), 震后睡

眠时间>6 h/d的占57.10%(221/387). FGID军人在

睡眠潜伏期延长、睡眠维持障碍、睡眠质量下

降、因睡眠不足而白天感到不适等方面均有显

著差异(P <0.01). 抗震中一线抗震官兵的患病率

为59.47%(292/491), 明显高于基地留守及后勤

人员的患病率为17.56%(39/222)及医护人员的

患病率为33.11%(51/154). 功能性肠道疾病的症

■研发前沿
自从2006年罗马
Ⅲ 标 准 颁 布 后 , 
国内外尚无在地
震后利用该标准
对抗震一线人员
进行大样本临床
调 查 .  本 调 查 结
果显示抗震军人
的 F G I D 发 病 率
为42.86%, 显著
高于国外报道的
10%-25%.  国外
调查多为平时状
态 下 ,  而 非 地 震
等特大自然灾害
后 ,  目 前 尚 缺 少
国外在地震后的
调查资料.

表  1  各类型FGID患病率排序 (n  = 903)

     
疾病			               n              患病率(%)

功能性肠道疾病		           94	            10.41

功能性腹痛综合征		           84	              9.31

功能性胃十二指肠病	          79	              8.75

功能性肛门直肠痛		           61	              6.76

功能性食管疾病		           42	              4.65

胆囊和Oddi括约肌功能障碍	          27	              2.99

■相关报道
Vege等报道在睡
眠障碍患者中功
能性胃肠病的发
病率较高, 而且睡
眠障碍是IBS的独
立相关因素.
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状主要表现为腹胀(37.1%)、便秘(28.4%)、腹泻

(19.6%)、无规律的腹痛(6.2%)和非特异性肠道

症状(8.7%)(表1-4).

3  讨论

FGID是胃肠道感觉和\或运动功能紊乱引起的

疾病, 其所导致的症状通常无法用器质性病变

或生化异常来解释. 按照罗马Ⅲ标准[3](Rome Ⅲ, 
2006-05), 将成人FGID分为6大类28小类, 将儿

童FGID分为2大类17小类. 其中, 成人FGID分为

功能性食管疾病(功能性烧心、推测源自食管的

功能性胸痛、功能性吞咽困难、癔球症), 功能

性胃十二指肠疾病(功能性消化不良、嗳气症、

恶心呕吐、反刍综合征), 功能性肠道疾病(肠
易激综合征、功能性腹胀、功能性便秘、功能

性腹泻、非特异性功能性肠病), 功能性腹痛综

合征, 胆囊和Oddi括约肌功能障碍(胆囊功能障

碍、功能性胆道Oddi括约肌疾病、胰腺Oddi括
约功能障碍), 功能性肛门直肠疾病(功能性大便

失禁、功能性肛门直肠痛、功能性排便障碍)[2]. 
FGID有着较高的患病率, 根据国内外不同

文献报道, 患病率相差较大. 欧洲、北美国家为

10%-15%, 亚洲国家大多在5%-8%[4]. 我国北京

地区18-70岁人群大样本流行病学调查, 患病率

为0.82%(RomeⅡ标准)[5]. 国内尚未有根据罗马

Ⅲ标准的大样本调查[6]. 
汶川地震发生后, 我们对部分参加抗震的军

人进行调查. 在全部903名受访人员中, 总的患病

率为42.86%, 明显高于国内外文献报道值[4,5]. 地
震作为应激因素, 对抗震军人的精神、情绪以

及心理状态产生了影响. 根据“生物-心理-社会

医学”模式分析, 抗震军人FGID较高的患病率

应该与地震后紧张、焦虑的心理状态、工作强

度大、工作及居住环境差和睡眠情况显著变差

有关[7]. 社会因素所造成的心理、精神障碍是

FGID的发病原因之一[8], 睡眠障碍是机体对应

激事件最早出现的客观体验, 也是增加胃肠道

症状发生的主要影响因素[9-12]. 
本调查研究显示, 在F G I D的各类型疾病

中, 功能性肠道疾病发生率最高(10.41%), 胆囊

和Oddi括约肌功能障碍发生率最低(2.99%). 在
F G I D的各种症状中, 腹痛、腹胀、便秘、恶

心、排便障碍、腹泻、烧心、肛门痛、癔球症

及呕吐等症状的发生率高于其他症状. 功能性

肠道疾病的高发生率可能与肠道自主神经功能

的高敏感性有关, 腹痛、腹胀、便秘、腹泻等

临床症状的高发可能与功能性胃肠病的各亚类

疾病之间存在重叠现象有关. 
F G I D军人震前睡眠时间 > 6  h / d的占

95.09%(369/387), 震后睡眠时间>6 h/d的占

57.10%(221/387). FGID军人睡眠情况显著变差

还表现为: 睡眠潜伏期延长(入睡困难, 入睡时间

>30 min)、睡眠维持障碍(频繁觉醒, 夜间觉醒

次数>2次/晚)、睡眠质量下降(睡觉浅、多梦)、
因睡眠不足而白天感到不适(早醒伴乏力)等4个
方面, 且上述4个方面均有显著差异(P <0.05). 文
献报道[9], 睡眠障碍是FGID患者常见的非消化

系表现, 也是功能性胃肠病的重要影响因素, 睡
眠障碍与功能性胃肠病互为因果. 本调查得出

结果提示, 患有FGID的军人震后睡眠时间>6 h
的人数较震前显著减少. 高强度的营救和重建

表  2  抗震军人FGID发病与睡眠情况的相关因素分析

     
睡眠情况

			    FGID(n  = 387)	
P 值

			   震前         震后

睡眠时间<6 h		    22	   90

睡眠潜伏期延长		  146	 194

睡眠维持障碍		    99	 221        <0.05

睡眠质量下降		  149	 187

因睡眠不足白天感到不适	 138	 197

表  3  抗震军人FGID前10位症状列表

     
症状		              次数		     %

腹痛		             178		  19.7

腹胀		             159		  17.6

便秘		             121		  13.4

恶心		               99		  10.9

排便障碍		               87		    9.6

腹泻		               84		    9.3

烧心		               81		    8.9

胸痛		               47		    5.2

癔球症		               41		    4.5

呕吐		               35		    3.9

表  4  抗震军人FGID发病与分工不同的相关因素分析

     
人员分工

			              FGID	
合计

			      -             +(%)

一线抗震官兵		  199     292(59.47)	  491

基地留守及后勤人员	 183       39(17.56)	  222

医护人员			   103       51(33.11)	  154

其他			     31         5(13.89)	    36

合计              		  516     387(42.86)	  903

■创新盘点
本文为首次对汶
川地震发生后抗
震一线军人的功
能性胃肠病的发
病及相关因素进
行 调 查 报 道 ,  并
且利用罗马Ⅲ标
准诊断功能性胃
肠 病 ,  深 入 分 析
了抗震军人的睡
眠情况及分工不
同在FGID发病中
的影响.
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工作、紧张的精神因素、恶劣的自然环境以及

居住环境, 导致抗震军人在睡眠过程中出现入

睡困难、频繁觉醒、睡眠浅、多梦、白天感到

乏力等表现. 睡眠障碍是引起抗震军人FGID高

患病率的关键因素. 目前关于睡眠障碍与功能

性胃肠疾病的相互影响机制尚不明确, 睡眠障

碍可能是作为一种应激因素作用于胃肠道, 引
起其运动障碍; 功能性胃肠病的症状又进一步

影响了睡眠质量[13]. 
本次调查结果显示, 军人FGID的发病与抗

震工作分工不同有一定的关系. 在抗震一线军

人中, FGID的发病率为59.47%, 明显高于基地留

守人员(17.56%)及医护人员(33.11%)的发病率, 
提示抗震一线军人的高患病率与应激暴露时间

长、强度大、应激性症状发生频繁有关[14,15]. 抗
震一线军人直接面对严重破坏的地震灾难现场, 
心理、精神、情绪等受到巨大冲击, 不分昼夜

的抢救伤员, 劳动时间长, 是造成其FGID高发病

率的重要原因.
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■应用要点
本文调查结果显
示, 地震作为应激
因素是造成抗震
军人FGID高发病
率的重要原因. 应
激条件下, 改善抗
震军人的睡眠情
况、降低劳动强
度、缓解精神紧
张因素、改善居
住条件可能对减
少FGID的发病有
所帮助.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1 112; 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)

■同行评价
本研究可了解在
突发事件下军人
功能性胃肠病的
发病情况及特点, 
对进一步提高军
队战斗力具有一
定的临床意义.
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Abstract
AIM: To study the correlation of liver function 
and red blood cell parameters with repeat 
drinking in alcohol-dependent patients. 

METHODS: Three hundred and twelve alcohol-
dependent patients and 40 normal subjects were 
selected and compared in this study. The inves-
tigation included general state of health as well 
as liver function and red blood cell parameters. 
The correlation of liver function and red blood 
cell parameters with alcohol consumption and 
drinking time was then analyzed.  

RESULTS: Compared with normal controls, 
alanine transaminase (ALT), aspartate transami-
nase (AST), gamma-glutamyl transpeptidase 
(GGT), cholylglycine (CG), mean corpuscular 
volume (MCV) and mean corpuscular hemo-
globin (MCH) rose significantly, and hematocrit 

declined significantly in alcohol-dependent 
patients (all P < 0.001). The changes in these pa-
rameters are correlated with alcohol consump-
tion and drinking time (r = 0.61 and 0.59, respec-
tively; both P < 0.01).  

CONCLUSION: Repeat drinking may result 
in abnormal liver function and red blood cell 
parameters in alcohol-dependent patients. Dy-
namic monitoring of GGT, ALT and AST is con-
ducive to the diagnosis of alcoholic liver disease. 
MCV can be used as a parameter for evaluation 
of dangerous alcohol drinking. 

Key Words: Alcohol dependence; Red blood cell pa-
rameter; Liver function; Repeat drinking

Wu YM, Hou ZJ. Correlation of liver function and red 
blood cell parameters with repeat drinking in alcohol-
dependent patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(15): 1598-1601

摘要
目的: 探讨饮酒与肝功能及红细胞参数的相
关性.

方法: 选择我院2007-2009年住院的酒精性肝
病(alcoholic liver disease, ALD)患者312例, 与
年龄相仿的正常非饮酒者40例作对照, 进行
肝功能和红细胞参数的测定, 并与饮酒量和
饮酒时间进行比较. 

结果:  酒精性肝病患者丙氨酸氨基转移酶
(ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(AST)、谷氨酰
基转换酶(GGT)、甘氨胆酸(CG)和平均红细
胞体积(MCV)、平均血红蛋白量(MCH)均显
著高于对照组(P <0.001), 而红细胞比容(HCT)
显著下降(P <0.001), 其变化与饮酒时间和饮
酒量密切相关(r  = 0.61, 0.59, 均P <0.01).

结论: 长期饮酒可导致肝酶和红细胞参数异
常, 动态监测饮酒者GGT、ALT和AST有助于
酒精性肝病的诊断, MCV可作为危险饮酒的
监测指标.

关键词: 酒精依赖; 红细胞参数; 肝功能; 反复饮酒

®

■背景资料
随着我国社会经
济的发展和生活
水 平 的 提 高 ,  生
活习惯和饮食结
构发生明显的改
变, 嗜酒者逐渐增
多 ,  对 人 体 各 脏
器的损害日趋突
出, ALD的发病率
已成为仅次于病
毒性肝炎的第二
大肝病. 因此探讨
ALD的监测指标
成为目前研究的
焦点. 

■同行评议者
张 小 晋 ,  主 任 医
师, 北京积水潭医
院消化内科
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0  引言

随着我国社会经济的发展和生活水平的提高, 
生活习惯和饮食结构发生了明显的改变, 嗜酒

者逐渐增多, 饮酒对人体各脏器的损害日趋突

出, 酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)已有

明显增加趋势, 发病率仅次于病毒性肝炎[1]. ALD
包括酒精性脂肪肝(alcoholic fatty liver, AF)、酒

精性肝炎(alcoholic hepatitis, AH)和酒精性肝硬

化(alcoholic cirrhosis, AC)[2]. 早期的酒精性肝损

伤可以逆转, 戒酒和治疗后可逐渐恢复, 但AH演

变为肝纤维化和肝硬化则不易逆转[3]. 因此, 早
期诊断及戒酒和及时治疗更为重要. 本文对312
例ALD病例进行回顾性分析, 并比较与饮酒量

和饮酒时间的关系, 以探讨饮酒与肝功能和红

细胞参数的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例来自我院2007-01/2009-12住院的

ALD患者312例, 均为男性, 年龄为32-68岁, 平均

43.8岁±10.4岁. 入选标准根据2002-10中华医学

会肝病分会脂肪肝、酒精性肝病学组制定的酒

精性肝病诊断标准(草案)[4]: (1)有长期饮酒史, 一
般超过5年, 日折合酒精量超过40 g; (2)禁酒后 
ALT、AST、GGT明显下降, 4 wk内恢复正常, 即
在2倍正常上限值以下; (3)诊断时注意是否合并

HBV或HCV感染, 除外代谢异常和药物等引起

的肝损伤; (4)诊断参考AST/ALT>2. 排除其他内

科疾患引起的肝功能异常、自身免疫性肝病和

药物性肝炎, 其中AF 149例(47.8%)、AH 108例
(34.6%)和AC 55例(17.6%). 对照组40例均为我院

健康体检的男性职工, 无心、肝、肺、肾等重要

脏器疾病, 肝、肾功能试验正常, 甲型肝炎、乙

型肝炎、丙型肝炎标志物均阴性, 年龄在25-60
岁, 无长期饮酒史. 
1.2 方法 
1.2.1 肝功能测定: 采集清晨空腹静脉血3 mL, 及
时分离血清备用. 试剂盒由北京首医临床医学

科技中心提供, 用日立7600全自动生化分析仪

测定ALT(>50 U/L为异常)、AST(>40 U/L为异

常)、GGT(>54 U/L为异常)等指标. 
1 .2 .2  红细胞参数测定 :  乙二胺四乙酸二钾

(EDTA-K)抗凝, 用sysmex XT-1800i全自动血液

分析仪测定. 
1.2.3 日乙醇摄入量计算: 日乙醇摄入量(g) = 饮
酒量(mL)×酒精度数×0.8.

统计学处理 所有数据用SPSS13.0统计软件

处理, 结果以mean±SD表示, 两组之间比较采用

t检验, P <0.01有统计学意义.

2  结果

2.1 对照组及患者ALT、GGT、AST及CG含

量 ALT与AST、GGT、CG均呈显著正相关(r  = 
0.634, 0.714, 0.667), 说明随血清ALT水平的升

高, 其AST、GGT、CG水平也随之升高(表1).
2.2 酒精性肝病组与对照组红细胞参数的比较 酒
精性肝病组与对照组红细胞参数的比较见表2.
2.3 日摄入乙醇量不同对肝功能的影响 日摄入

乙醇量与肝功能的关系见表3.
2.4 日摄入乙醇量不同对红细胞参数的影响 日
摄入乙醇量对红细胞参数的影响见表4.

3  讨论

肝脏是酒精代谢的唯一器官 ,  白酒中的主要

成分乙醇占90%-95%, 进入人体后的酒精约有

90%-95%的经肝脏代谢[5], 2%-10%经肾和肺排

出. 正常饮酒后1 h左右血中的浓度即可达到高

峰, 肝脏以每小时7-8 g的速度迅速氧化分解, 经
过肝乙醇脱氢酶、过氧化氢体分解酶和肝微粒

体乙醇氧化酶系三条途径氧化为毒性较强的中

间产物乙醛而损害肝脏[6]. 加之乙醇在嗜酒者肝

脏的代谢率和耗氧量增加等综合因素, 易引起肝

细胞代谢紊乱. 乙醇及其代谢产物可对肝细胞、

炎症细胞、肝星状细胞等产生致敏性损伤[7]. 长
期过度饮酒, 可影响肝脏的代谢功能, 使肝细胞

受损, 造成肝脏不同程度的病变, 轻者有脂肪变

性, 重者形成AH和肝纤维化, 再发展则导致不可

逆转的肝硬化. 当今世界, 酗酒是一个重要的公

共卫生问题, 目前嗜酒者在人群中的比例成倍

增长, 嗜酒者的死亡率比一般人群高1-3倍, 其肝

病、神经系统疾患、心血管病的发病率比一般

人群高20%, ALD在西方国家较常见, 在饮酒人

群中患病率达84%, 使肝细胞变性、坏死, 并发

炎症反应. 因此, 酒精不仅能使健康人发生酒精

性肝病, 还会加重肝炎后肝硬化患者的肝功能

损害. 国外资料表明, 长期嗜酒不仅影响中枢神

经系统、消化系统, 血液系统, 还影响心血管系

统、泌尿生殖系统、内分泌系统、肌肉骨骼系

统等[8], 尤以前三者为主. 

■相关报道
宋佐莉等用ROC
曲线评价ALD实
验室诊断指标的
价值 ,  发现G G T
对ALD诊断的曲
线下面积和敏感
性与缺糖转铁蛋
白 很 接 近 ,  均 在
0.80以上, 可作为
诊断ALD的辅助
指 标 .  孙 捷 等 认
为GGT、ALT和
AST与饮酒量成
正比, 其中以GGT
为著, 其次为AST,
且饮酒者随酒精
摄 入 量 的 增 加 , 
MCV逐渐升高. 



www.wjgnet.com

1600                           ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年5月28日    第18卷   第15期

近年来实验室诊断ALD的指标研究较多. 
宋佐莉等[9]用ROC曲线评价ALD实验室诊断指

标的价值, 发现缺糖转铁蛋白(CDT)作为诊断

ALD的指标, 其敏感性和特异性均高于GGT, 但
现有的方法成本昂贵, 过程繁琐, 不利于普及

推广, 而GGT对ALD诊断的曲线下面积和敏感

性与CDT接近, 均在0.80以上, 虽然特异性稍欠

缺, 但GGT的测定已高度标准化、自动化, 且价

格便宜, 适于广泛应用, 也可作为ALD的辅助诊

断指标[10]. 孙捷等[11]认为GGT、ALT和AST与
饮酒量成正比, 其中以GGT为著, 其次为AST,

且饮酒者随酒精摄入量的增加, M C V逐渐升

高. 郭永炼等[12]对急性乙醇中毒患者检查发现, 
RBC、HGB、HCT、MCV、MCH、MCHC与
正常对照组相比均增高. Alte等[13]报道, 25%的

酗酒者MCV增高. 本研究显示ALD患者RBC下
降, MCV、MCH升高有极显著性差异(P <0.001), 
Hb、HCT下降有显著性(P <0.05). 这与37%的肝

硬变患者MCV升高的报道一致[14]. 可能与急性

乙醇中毒处于应激状态, 水电解质、渗透压改

变有关. 慢性酒精性肝病患者长期的营养缺乏, 
胃肠道直接抑制吸收, 对造血干细胞的损害等

表  1  对照组与患者ALT、GGT、AST及CG含量测定结果比较 (mean±SD)

     
分组            	    n                  ALT(U/L)	      GGT(U/L)	    AST(U/L)	   	        CG(μg/L)

酒精性脂肪肝	 149	 134.4±71.2b	   89.4±20.2b	   67.9±5.2	   268.4±118.2b

酒精性肝炎	 108	 631.5±216.4b	 214.5±69.4b	 229.0±17.3	 2641.2±993.5b

酒精性肝硬化	   55	 460.6±96.3b	 233.1±78.3b	 410.2±84.5	 2323.1±876.2b

对照组		    40	   15.2±6.9	   40.1±16.6	   29.0±6.3	     68.3±20.8

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  酒精性肝病组与对照组红细胞参数的比较 (mean±SD)

     
分组            	    n                  MCV(fL)		      MCH(pg)	     MCHC(g/L) 	       HCT(L/L)

酒精性脂肪肝	 149	   99.17±5.60a	 43.27±2.29b	 321.88±6.11	   0.384±0.031b

酒精性肝炎	 108	 102.30±5.25b	 40.37±2.71b	 345.66±7.22	   0.371±0.051b

酒精性肝硬化	   55	 112.71±9.44b	 43.57±4.78b	 332.18±3.32	   0.361±0.023b

对照组		    40	   91.99±4.54	 30.81±3.54	 332.92±8.80	   0.415±0.022

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

表  3  日摄入乙醇量与肝功能的关系 (n )

     
分组            	    	      n

                	   ALT		      AST		            GGT

			     	     正常	        异常	            正常             异常	 正常	  异常

日摄入乙醇<20 g		    237              14              223              13              224                9	   228

20 g≤日摄入乙醇<40 g	     28                8                20                6	               22                6	     22

40 g≤日摄入乙醇<80 g	     26	       11                15                4	               22                5	     21

日摄入乙醇≥80 g		      21                8                23                5                16                5               16

表  4  日摄入乙醇量对红细胞参数的影响 (mean±SD)

     
分组            	            n                MCV(fL)	          MCH(pg)	      MCHC(g/L) 	          HCT(L/L)

日摄入乙醇<20 g	        237	       90.52±5.32	     43.27±4.58	   341.11±5.56	    0.433±0.046

20 g≤日摄入乙醇<40 g    28	     100.70±5.71	     40.37±5.42	   331.25±7.22	    0.404±0.054

40 g≤日摄入乙醇<80 g     26	     101.51±5.782	     43.57±4.78	   332.18±6.38	    0.436±0.048

日摄入乙醇≥80g              21	     105.49±3.682	     41.58±5.52	   312.31±4.73	    0.416±0.055 

■创新盘点
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MCV逐渐升高有
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进行肝酶和红细
胞参数等相关指
标的监测有助于
ALD的早期诊断
和防治. 
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引起上述的改变. Avšaroglu等[15]亦发现, 长期嗜

酒者可致MCV、AST、GGT值的升高. 对肝脏

的损害与其他研究[16]相仿, 表现为AST、ALT、
AKP、GGT升高, 白蛋白下降. 经住院治疗4 wk
后, 各项指标有所恢复, 而RBC、白蛋白仍偏低

(P <0.01), MCV、GGT增高(P <0.001), 说明经过

一段时间治疗后, 患者躯体素质并未完全改善. 
笔者随访出院患者6 mo, 剔除2例死亡外, 对其余

39例按复饮、未复饮分为2组进行相关分析, 研
究显示入院时MCV、MCH与复饮相关性较高(r  
= 0.469, 0.487, P <0.01), 而与文化程度、日饮酒

量、饮酒时间、RBC、Hb、HCT以及肝功能状

况无相关性或相关性极低. 出院时MCV、MCH
与复饮有相关性, 但程度下降(r = 0.387, 0.407, 
P <0.05). 国外有研究显示Hb、HCT和复饮有较

强相关性[17]. 
本研究结果表明 ,  长期饮酒组较对照组

ALT、AST、GGT指标明显升高, 其变化与饮酒

时间和饮酒量密切相关(r  = 0.61和0.59, P <0.01). 
主要因为正常饮酒后1-1.5 h血中乙醇浓度达到

高峰, 乙醇在体内迅速分解, 并产生毒性较强的

中间产物乙醛. 因此, 在酒精长期作用下致使

ALT、AST、GGT升高. 另外, 酒精对肝细胞线

粒体也有特殊的损害作用, 追踪测定AST及ALT, 
还可判断肝细胞线粒体损伤的范围和类型. 酒精

还可引起胆汁淤积, 对肝合成γ-GGT有诱导作用, 
还可损害γ-GGT的微粒体, 使其大量释放入血引

起γ-GGT明显升高. 随日饮酒量增加, 其MCV逐

渐增高, 因此, MCV的检测可作为监测长期大量

饮酒者有无肝细胞损伤简单而有效的方法.
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Abstract
AIM: To analyze the clinical and pathological 
character is t ics of chronic hepat i t i s B in 
pregnancy and to explore the relationship 
between pregnancy and hepatitis B virus (HBV) 
infection.

METHODS: The clinical data of 55 pregnant 
women with chronic hepatitis B were retro-
spectively analyzed and compared with those 
of pregnant HBV carriers and normal pregnant 
women. The clinical and pathological character-
istics of chronic hepatitis B in pregnancy were 
then analyzed.

RESULTS: The morbility of hepatitis increased 
gradually with the increase in pregnancy du-
ration. Compared with pregnant HBV carri-
ers, ALT, AST, TBIL and DBIL significantly 
increased (210.2 U/L ± 144.7 U/L vs 22.7 U/L 
± 11.6 U/L, 197.3 U/L ± 113.8 U/L vs 19.1 U/L 

± 14.9 U/L, 64.9 μmol/L ± 37.8 μmol/L vs 6.8 
μmol/L ± 5.8 μmol/L, and 44.2 μmol/L ± 23.8 
μmol/L vs 4.8 μmol/L ± 2.2 μmol/L, respective-
ly; all P < 0.05), and albumin and PTA decreased 
significantly (31.3 G/L ± 7.3 G/L vs 35.8 G/L ± 4.7 
G/L; 66.4% ± 8.6% vs 82.1% ± 8.7%, both P < 0.05) 
in pregnant women with chronic hepatitis B. The 
rates of HBeAg positivity and high HBV DNA 
load were especially higher in pregnant women 
with chronic hepatitis B than in other groups of 
subjects.

CONCLUSION: HBV infection in pregnant 
women occurs mainly during the middle to late 
stages of pregnancy. Many cases of chronic hep-
atitis B in pregnancy are serious. HBeAg positiv-
ity and high HBV DNA load could be used as 
parameters for predicting the occurrence of HBV 
infection. 

Key Words: Pregnancy; Chronic hepatitis B; Hepati-
tis B virus; HBeAg
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摘要
目的: 分析妊娠期慢性乙型肝炎发病特点和
临床特征.  

方法: 回顾性分析55例妊娠期慢性乙型肝炎患
者的临床资料, 并与妊娠期乙型肝炎携带者(无
症状妊娠组)及正常妊娠女性进行临床比较. 

结果: 妊娠期慢性乙型肝炎发病集中于妊娠的
中、晚期. 与无症状妊娠组比较, 慢乙型肝炎
妊娠组患者肝功能损害表现为ALT、AST、
TBIL及DBIL明显升高(210.2 U/L±144.7 U/L 
vs  22.7 U/L±11.6 U/L; 197.3 U/L±113.8 U/L 
vs  19.1 U/L±14.9 U/L; 64.9 μmol/L±37.8 
μmol/L vs  6.8 μmol/L±5.8 μmol/L; 44.2 μmol/L
±23.8 μmol/L vs  4.8 μmol/L±2.2 μmol/L, 均
P<0.05), 白蛋白、PTA降低(31.3 G/L±7.3 G/L 
vs  35.8 G/L±4.7 G/L; 66.4%±8.6% vs  82.1%
±8.7%, 均P <0.05). 患者的病毒学特征表现为

®
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HBeAg阳性和HBV DNA高滴度.

结论: 妊娠期慢性乙型肝炎的发生多集中于
妊娠的中、晚期; 临床类型以中、重度为主; 
HBeAg阳性和HBV DNA高滴度可作为妊娠
期慢性乙型肝炎发生的预测指标.

关键词: 妊娠期; 慢性乙型肝炎; 乙型肝炎病毒; E

抗原

哈明昊, 黎小珊, 卢晓玲, 温庆辉, 张曼莉. 妊娠期慢性乙型肝炎

55例.  世界华人消化杂志  2010; 18(15): 1602-1604

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/1602.asp

0  引言

妊娠期合并慢性乙型肝炎不仅常见, 而且易使

肝炎病情加重, 有时还因病情重而被迫中止妊

娠 [1-4].  文献报道妊娠期慢性乙型肝炎的发病

率、重型肝炎的发生率增加, 肝性脑病、肝肾

综合征及感染等并发症明显超过非妊娠者[5-9]. 
但是对妊娠期慢性乙型肝炎发病特点和临床特

征的研究尚不多见. 妊娠期慢性乙型肝炎发生

的预测指标尚未明确, 从而未能建立预测妊娠

期慢性乙型肝炎发生的临床模型. 本研究试就

这一临床问题进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-01/2009-12在我院门诊就诊的

妊娠合并乙型肝炎病毒(HBV)感染者115例, 其中

慢性乙型肝炎组55例(慢乙型肝炎妊娠组), HBV
携带者组60例(无症状妊娠组), 随机选择同期60
例正常妊娠女性作为对照组. 3组妊娠妇女均无

其他原发性疾病, 患者年龄、孕周相仿, 均无差

异,具有可比性. 
1.2 方法 乙型肝炎诊断标准按2000年全国病毒

性肝炎学术会议制定的标准诊断. 对3组患者检

测肝功能、乙型肝炎两对半、HBV DNA、凝血

功能. 
统计学处理 3组间数据的比较采用单因素

方差分析; 两组数据间比较采用t检验和χ2检验; 
P <0.05被认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 3组患者的肝功能检测结果比较 对照组、无

症状妊娠组及慢乙型肝炎妊娠组肝功能检测结

果比对分析发现: 与无症状妊娠组比较, 慢乙型

肝炎妊娠组患者肝功能损害表现为ALT(22.7±
11.6 vs  210.2±144.7, P <0.05)、AST(19.1±14.9 

vs  197.3±113.8, P <0.05)、TBIL的明显升高(6.8
±5.8 vs  64.9±37.8, P <0.05), 白蛋白降低(35.8±
4.7 vs  31.3±7.3, P <0.05), PTA降低(82.1±8.7 vs  
66.4±8.6, P <0.05, 表1).
2.2 乙型肝炎两对半检测分析 与无症状妊娠

组比较, 慢乙型肝炎妊娠组病毒学特征表现为

HBeAg阳性率明显增高. E抗原(HBeAg)阳性者

无症状妊娠组为14例, 慢乙型肝炎妊娠组为42
例(P <0.05). E抗体(HBeAb)阳性者无症状妊娠组

46例, 慢乙型肝炎妊娠组13例(P <0.05).
2.3 HBV DNA检测分析 HBV DNA检测下限为

1×103 copies/mL, 低于检测下限为HBV DNA阴

性; HBV DNA检测结果为1.1×103-9.9×104 cop-
ies/mL为HBV DNA低滴度; HBV DNA检测结果

大于1×105 copies/mL为HBV DNA高滴度(表2).
2.4 临床类型分布 慢性肝炎(轻度)14例(25.5%); 
中度17例(30.9%); 重度24例(43.6%).
2.5 发病与孕周的关系 慢乙型肝炎妊娠组中, 
妊娠早期(1-12 wk)发病10例(18.2%), 妊娠中期

(13-27 wk)发病18例(32.7%), 妊娠晚期(28 wk以
上)发病27例(49.1%).

3  讨论

慢性乙型肝炎是严重危害人类健康的传染病[10,11], 
妊娠与乙型肝炎互为不良因素影响, 慢性乙型

肝炎也可影响妊娠的正常发展, 对母儿均可产

生不良后果[12,13]. 如流产、早产、死胎、低体重

儿、新生儿窒息、新生儿垂直感染等[14], 同时

由于肝脏合成凝血因子功能减退, 出血倾向加

重[15], 易发生产后出血、妊高征、肝昏迷与剖

宫产率增加等[16]. 但是, 妊娠对慢性乙型肝炎病

程转归的研究, 特别是妊娠前肝功能正常的慢

性乙型肝炎患者, 妊娠中慢性乙型肝炎的发病

率、临床类型及病毒学特征的研究尚不多见. 
本研究发现, 妊娠前肝功能正常的慢性乙

型肝炎患者发病多集中于妊娠的中、晚期. 妊
娠中期(13-27 wk)发病18例(32.7%), 妊娠晚期(28 
wk以上)发病27例(49.1%). 这与妊娠中、晚期, 
妊娠加重肝脏负担、导致肝损加重; 由于维生

素K的吸收、利用功能障碍, 肝内纤维蛋白等合

成减少, 导致凝血功能障碍, PT延长有相关性. 
在本研究中, 慢性乙型肝炎妊娠组患者肝

功能损害表现为ALT、AST、TBIL的明显升

高, 白蛋白降低, PTA减少. 慢性肝炎(轻度)14例
(25.5%); 慢性肝炎(中度)17例(30.9%); 慢性肝炎

(重度)24例(43.6%). 提示妊娠期慢性乙型肝炎发

■相关报道
刘一萍等发现母
亲HBeAg阳性是
婴儿发生HBV宫
内传播的主要危
险因素, 尤其是孕
妇既往HBsAg携
带分娩时HBeAg
阳性是婴儿发生 
HBV宫内传播后
形成乙型肝炎病
毒携带的危险因
素; 婴儿的免疫无
应答应判定为宫
内感染 ;  HBsAg 
阳性母亲妊娠过
程中乙型肝炎加
重, 同时也增大了
宫内感染的危险.

■应用要点
本研究通过对妊
娠期慢性乙型肝
炎发生率预测指
标的分析, 将能对
准备妊娠及妊娠
早期的患者提供
指导性意见, 从而
为早期临床干预
治疗提供依据.
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病以中、重度为主. 提示妊娠对慢性乙型肝炎

的转归不利. 
对慢乙型肝炎妊娠组和无症状妊娠组的比

较分析发现: 慢乙型肝炎妊娠组HBeAg阳性和

HBV DNA高滴度的患者明显多于无症状妊娠

组. HBeAg阳性是提示HBV的复制和传染性高

的指标, HBV DNA是对患者血中HBV复制状况

的直观检测. 本研究说明, 育龄患者中, HBeAg
阳性和HBVDNA高滴度的患者在妊娠中晚期, 
妊娠导致肝脏负担加重的情况下, 更容易发生

中、重度的慢性肝炎. HBeAg阳性和HBVDNA
高滴度可作为妊娠期慢性乙型肝炎发生的预测

指标. 
总之, 妊娠期慢性乙型肝炎的发生多集中

于妊娠的中、晚期; 临床类型以中、重度为主; 
患者的病毒学特征表现为HBeAg阳性和HBV 
DNA高滴度. 
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	           无症状妊娠组  慢乙型肝炎妊娠组    P 值

HBV DNA阴性	 44	              10             <0.05

HBV DNA低滴度	 10	              17             <0.05

HBV DNA高滴度	   6	              28             <0.05

表  2  HBV DNA检测分析

表  1  3组患者的肝功能检测结果比较

     
		      对照组	                 无症状妊娠组          慢乙型肝炎妊娠组           P 值

ALT(U/L)		  20.3±13.4	 22.7±11.6	 210.2±144.7	 <0.05

AST(U/L)		  18.2±10.0	 19.1±14.9	 197.3±113.8	 <0.05

TBIL(μmol/L)	   7.2±3.7		   6.8±5.8		   64.9±37.8	 <0.01

DBIL(μmol/L)	   4.7±1.9		   4.8±2.2		   44.2±23.8	 <0.01

ALB(g/L)		  38.2±3.8		 35.8±4.7		   31.3±7.3	 <0.05

PTA(%)		  94.3±6.3		 82.1±8.7		   66.4±8.6	 <0.05
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临床资料齐全, 条
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用价值.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年5月28日; 18(15): 1605-1607
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

门静脉高压症脾动脉栓塞术后再出血的断流术治疗

相亭海, 杜顺达, 巩本刚, 成丕光, 吴俊本, 张同军, 夏修良

相亭海, 巩本刚, 成丕光, 吴俊本, 张同军, 夏修良, 山东省
滨州医学院附属滨州市人民医院肝胆外科 山东省滨州市 
256600
杜顺达, 北京协和医院肝脏外科 北京市 100730
作者贡献分布: 相亭海与杜顺达对此文所作贡献均等; 本课题由
相亭海与巩本刚设计; 研究过程由相亭海、巩本刚及杜顺达完
成; 数据统计由成丕光、吴俊本、张同军及夏修良完成; 本文写
作由相亭海、巩本刚及杜顺达完成.
通讯作者: 相亭海, 256600, 山东省滨州市, 山东省滨州医学院
附属滨州市人民医院肝胆外科. xiangtinghai126@.com
电话: 0543-3283293
收稿日期: 2010-01-25   修回日期: 2010-04-21
接受日期: 2010-04-27   在线出版日期: 2010-05-28

Devascularization operation 
for upper gastrointestinal 
rebleeding after partial 
splenic embolization in portal 
hypertensive patients   

Ting-Hai Xiang, Shun-Da Du, Ben-Gang Gong, 
Pi-Guang Cheng, Jun-Ben Wu, Tong-Jun Zhang,
Xiu-Liang Xia 

Ting-Hai Xiang, Ben-Gang Gong, Pi-Guang Cheng, 
Jun-Ben Wu, Tong-Jun Zhang, Xiu-Liang Xia, Depart-
ment of Hepatobiliary Surgery, Binzhou City People’s 
Hospital Affiliated to Binzhou Medical College, Binzhou 
256600, Shandong Province, China  
Shun-Da Du, Department of Hepatic Surgery, Peking 
Union Medical College Hospital, Beijing 100730, China 
Correspondence to: Ting-Hai Xiang, Department of Hepa-
tobiliary Surgery, Binzhou City People’s Hospital Affiliated 
to Binzhou Medical College, Binzhou 256600, Shandong 
Province, China. xiangtinghai126@.com
Received: 2010-01-25    Revised: 2010-04-21
Accepted: 2010-04-27    Published online: 2010-05-28 

Abstract
AIM: T o explore the treatment of upper 
gastrointestinal rebleeding after partial splenic 
embolization (PSE) in portal hypertensive patients. 

METHODS: The clinical data of 10 patients with 
upper gastrointestinal rebleeding after PSE for 
portal hypertension, who underwent hepatobili-
ary surgery at our hospital from January 2004 to 
October 2009, were retrospectively analyzed. 

RESULTS: Compared to control subjects, the 
operation duration and hemorrhage volume 
were significantly higher in rebleeding patients 

(4.5 h vs 3.0 h; 450 mL vs 1 000 mL, both P < 0.05) 
though there were no significant differences in 
the mortality rate rate and complication rate be-
tween the two groups. 

CONCLUSION: For upper gastrointestinal re-
bleeding patients having Child-pugh class A 
or B liver function and controllable ascites, de-
vascularization operation is a better choice if no 
contraindication exists. Devascularization op-
eration should be carefully conducted to avoid 
massive hemorrhage. 

Key Words: Portal hypertension; Devascularization; 
Partial splenic embolization

Xiang TH, Du SD, Gong BG, Cheng PG, Wu JB, 
Zhang TJ, Xia XL. Devascularization operation for 
upper gastrointestinal rebleeding after partial splenic 
embolization in portal hypertensive patients. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 1605-1607

摘要
目的: 探讨门静脉高压症部分脾动脉栓塞术
(partial splenic embolization, PSE)后再出血的
治疗.

方法: 回顾性分析2004-01/2009-10山东省滨
州医学院附属滨州市人民医院肝胆外科收治
的10例门脉高压患者PSE术后再出血的临床
病例资料. 

结果: 门静脉高压PSE后再出血行断流手术治
疗, 与对照组相比, 手术时间及术中出血量均
明显增加(4.5 h vs  3.0 h, 450 mL vs  1 000 mL, 
均P <0.05), 死亡率和并发症率无明显差别.

结论: 对于肝功能Child-pugh A或B级, 有可控
性腹水, 巨脾, 反复上消化道出血的患者, 如无
其他手术禁忌, 断流术是较好的选择. 对PSE
术后再出血手术的患者, 术中应仔细分离脾脏
与周围粘连, 避免大出血.

关键词: 门脉高压症; 断流术; 部分脾动脉栓塞术

相亭海, 杜顺达, 巩本刚, 成丕光, 吴俊本, 张同军, 夏修良. 门静
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■背景资料
肝硬化门脉高压
是常见的消化系
统疾病, 其治疗方
法近年报道很多, 
包括断流、分流
术, 介入治疗, 内
镜治疗以及肝移
植等, 但对于介入
治疗(主要是PSE)
术后再出血手术
治疗报道甚少.

■同行评议者
张宗明, 教授, 清华
大学第一附属医
院消化医学中心
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0  引言

脾切除、食管下段贲门周围血管离断术(断流术)
是治疗门静脉高压症食管胃底静脉曲张破裂出

血的主要方法之一, 该手术安全、有效、简便. 
部分脾动脉栓塞术(partial splenic embolization, 
PSE)近年来用于门脉高压症的治疗, 取得了一定

疗效. 我院肝胆外科2004-01/2009-10共收治门静

脉高压PSE后再出血患者10例, 均行断流手术, 现
报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组(治疗组)患者男7例, 女3例, 年龄

38-64(平均46.5)岁. 乙型肝炎病毒阳性者9例, 乙
型肝炎病毒合并丙型肝炎病毒者1例. 行脾动脉

栓塞前均有上消化道出血史. CT显示明显肝硬

化、巨脾. 再出血时间为栓塞术后4-12 mo, 平均

8.5 mo. 断流术前有2例患者持续性低热, 左上腹

部疼痛不适. B超检查均示门静脉增宽, 胃镜检

查食管胃底静脉均重度曲张, 其中5例合并门静

脉高压性胃黏膜病变, 3例广泛糜烂出血, 2例点

片状出血. 另设对照组20例, 男12例, 女8例, 年龄

41-66(平均48.3)岁, 未曾行PSE治疗. 肝功能均为

Child B级. 食管静脉曲张的分级参照国内2004年
食管胃静脉曲张内镜下记录及分级标准[1]. 
1.2 方法 
1.2.1 非手术治疗: 禁饮食、胃肠减压、补液抗

休克、纠正电解质紊乱、及时给予血浆、白蛋

白、红细胞等; 应用止血药物: 如维生素K1、立

芷雪、纤维蛋白原、凝血酶原复合物、垂体后

叶素等; 抑制胃液分泌药物奥美拉唑; 降低门静

脉高压药物如善宁(奥曲肽)、思他宁或垂体后

叶素. 
1.2.2 手术治疗: 积极进行非手术治疗48 h止血

不成功者2例, 急诊手术. 保守治疗成功8例, 3 wk
内择期手术, 行脾切除, 分别离断胃短静脉、胃

后静脉、胃左静脉以及食管支, 高位和异高位

食管支血管, 同时游离食管下段6-8 cm, 使胃的

上半部完全游离.

2  结果

2.1 术中出血 治疗组术中出血约700-2 500 mL, 
平均1 000 mL, 手术时间4-5.5 h, 平均4.5 h. 对照

组术中出血约300-800 mL, 平均450 mL, 手术时
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间2.5-4 h, 平均3 h(表1). 
2.2 术后并发症 治疗组术后死亡1例, 为择期手

术患者, 死亡原因为严重的门静脉血栓形成, 出
现大量腹水、黄疸、肝衰竭. 其余9例术后均出

现不同程度的腹水, 低蛋白血症, 对症治疗后缓

解出院. 对照组死亡2例, 死亡原因为肝衰竭, 肝
肾综合征, 切口感染2例, 另18例均有不同程度

的腹水, 短暂肝功能失代偿(表1).  
2.3 随访 随访时间1-4年, 治疗组9例患者无上消

化道再出血, 随访期间经胃镜检查, 2例术后分

别1年、3年又出现食管下端重度静脉曲张, 采
用镜下套扎曲张血管. 对照组术后3-3.5年2例再

出血.

3  讨论

正常情况下门静脉血流约20%-30%来自脾动

脉 ,  而肝硬化门脉高压患者门静脉血流可有

60% -70%来自脾动脉[2], 减少脾动脉血流对于

减少肝硬化门脉高压患者的门脉血流有着重要

的作用. PSE通常适用于各种原因所致的脾功

能亢进[3,4], 也能减少脾静脉的回流血量, 降低门

脉静脉压力, 治疗上消化道出血[5]. 一般认为栓

塞范围的大小与疗效不成正比, 但术后并发症

与栓塞面积呈正相关. 有研究认为[6,7]在达到有

效治疗的栓塞面积时, 合并严重并发症尤其是

脾脓肿的风险增加, 建议使用PSE应严格控制栓

塞面积. 从解剖学上分析, PSE相当于对脾脏行

大约60%-70%的部分切除术, 其治疗脾功能亢

进或者上消化道出血的效果仅相当于脾切除术, 
而不及断流术. 通常认为PSE术后可保留部分脾

脏的免疫功能, 预防感染, 但有研究显示[8]门脉

高压脾切除术前免疫功能低于正常人, 脾切除

术后血液中免疫物质水平反而升高接近正常人, 
推测病变的脾脏免疫功能已受损害, 因此, 保留

病变脾脏是否有益值得探讨. 另外, 严重脾亢的

患者, 全身免疫功能已显著下降, 脾动脉栓塞术

后坏死的脾脏在体内成为潜在的感染源, 本组

有1例表现为持续低热, 腹部疼痛不适等, 呈慢

性消耗状态, 持续感染进一步损害肝功能, 病脾

切除后, 上述症状消失. 
脾切除, 贲门周围血管离断术(断流术)是目

前国内治疗门静脉高压症并上消化道出血最常

应用的术式[9], 该术式阻断了门奇静脉间血液返

流而增加了门静脉的压力, 能维持门静脉的向

肝血流, 有利于保护肝功能. 可有效地预防和治

疗门静脉高压食管胃底静脉曲张破裂出血. 对

www.wjgnet.com

■相关报道
2 0 0 4 年 ,  日 本
C h i k a m o r i 报道
P S E 联合内镜治
疗严重食管胃底
静脉曲张, 取得较
好效果, 国内多报
道 P S E 对脾功能
亢进有较好效果. 
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肝功能Child-pugh A或B级者, 综合报道[10-13]断

流术后5年出血率约5%-13%; 术后5年生存率约

70%-90%. 术后近期再出血的首要原因是手术

不彻底, 尤其要离断食管支、异高位食管支和

胃后静脉, 这是手术成败的关键[14]. 在本组病例

中, 10例脾动脉栓塞术后患者均发生了上消化

道出血, 采用断流手术, 术中可见脾静脉炎, 脾
门粘连, 胃后及胃底、食管周围显著曲张的静

脉团, 脾脏体积依然较大, 坏死与增生脾组织交

替相间, 呈花斑状, 周围再生了大量的侧支循环

血管, 交通于脾膈、脾腹膜以及脾胃之间, 脾周

众多炎性粘连束带, 脾脏质地更脆, 易破碎、易

出血, 手术创面渗血, 使手术难度显著增加, 术
中出血最少约700 mL, 最多1例达2 500 mL, 平
均出血1 000 mL. 断流术后1-4年的随访中均无

再出血病例. 现已认为, 预防性断流术一般不做,
但不是禁忌, 应根据患者的具体情况, 肝功能和

静脉曲张严重程度,来确定手术适应证[15]. 对于

上消化道大出血, 非手术治疗无效; 食道静脉曲

张, 脾大, 脾功能亢进明显; 反复上消化道出血, 
老年, 体弱, 急诊或一般情况和肝功能较差者均

为断流术的适应证. 肝功能Child C级、明显腹

水、黄疸甚至肝性脑病者不宜急诊手术. 严重

心肺疾患不能耐受手术者则为手术禁忌证. 本
治疗组患者因恐惧开腹手术或急性出血在外院

采用PSE治疗, 再出血后行断流术无论在手术时

间, 出血量均比对照组明显增加.
总之, 对肝功能较好, 可控性腹水, 巨脾, 反

复上消化道出血的患者, 如无手术禁忌, 断流术

是较好的选择. 对暂时不能耐受手术的患者, 可
先行PSE术, 待病情稳定后, 再行断流术, 术前对

患者要有更加严格的评估, 充分备血, 必要时准

备凝血因子, 认识到手术的困难性, 术中最好先

结扎脾动脉, 游离脾周的韧带或粘连时, 应谨慎

分离, 逐一结扎、切断, 由于静脉壁薄且静脉压

力大, 不宜电刀切断凝血, 以免大出血.
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表  1  治疗组与对照组行断流术后比较

     
分组          n    手术时间(min)   出血量(mL)    死亡   并发症

治疗组    10      270±40      1000±455      1          9 

对照组    20      180±32        450±210      2        18

                             6.92M             4.57M         0N         0N

P值                     <0.05             <0.05        >0.05   >0.05

Mt检验; Nχ2检验.

■同行评价
本文对临床医师有
一定的参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the prophylactic effect of 
fluconazol against fungal infection in patients 
with severe acute pancreatitis (SAP). 

METHODS: Ninty-eight SAP patients treated 
at our hospital from January 2005 to December 
2009 were divided into treatment group (n = 
32) and control group (n = 66). The treatment 
group underwent routine therapy plus intra-
venous fluconazol 200 mg once daily for 5 d, 
while the control group underwent routine 
therapy alone. The incidence and duration of 
fungal infection, mortality and the length of 
hospital stay were compared between the two 
groups. 

RESULTS: The incidence of fungal infection 
and mortality in the treatment group were 
lower than those in the control group (9.4% vs 
27.3% and 0% vs 12.1%, respectively; both P < 
0.05). The length of hospital stay in the treat-
ment group was shorter than that in the con-

trol group (28.3 d ± 16.9 d vs 37.4 d ± 22.3 d, P 
< 0.05). The duration of fungal infection in the 
treatment group was longer than that in the 
control group (26.5 d ± 9.3 d vs 14.4 d ± 6.8 d, 
P < 0.05).

CONCLUSION: Fluconazol can significantly re-
duce the incidence of fungal infection, mortality 
and the length of hospital stay in SAP patients.  

Key Words: Fluconazol; Fungal infection; Severe 
acute pancreatitis; Treatment

Tang KL, Shi CX. Fluconazol prophylaxis against fungal 
infection in patients with severe acute pancreatitis: an 
analysis of 32 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 
18(15): 1608-1611

摘要
目的: 探讨氟康唑预防重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)真菌感染的效果.

方法: 对符合要求的98例SAP进行对比临床
研究, 其中使用抗生素治疗, 第7-12天预防性
使用氟康唑抗真菌治疗者为治疗组(n  = 32), 
其余为对照组(n  = 66). 治疗组在常规治疗的
基础上加每日静脉点滴氟康唑200 mg, 连续
5 d, 对照组仅给予常规治疗. 观察两组患者的
真菌感染发生率、病死率、住院时间和真菌
感染发生时间. 

结果: 治疗组与对照组的真菌感染率(9.4% 
vs  27.3%, P <0.05)、病死率(0% vs  12.1%, 
P <0.05), 住院时间(28.3 d±16.9 d vs  37.4 d±
22.3 d, P <0.05)均明显低于对照组, 真菌感染
发生时间为明显晚于对照组(26.5 d±9.3 d vs  
14.4 d±6.8 d, P <0.05).

结论: 预防使用氟康唑可明显降低SAP患者
的真菌感染发生率、病死率、缩短住院时间.

关键词: 氟康唑; 真菌感染; 重症急性胰腺炎; 治疗

汤可立, 石承先. 氟康唑预防重症急性胰腺炎真菌感染32例.  世

界华人消化杂志  2010; 18(15): 1608-1611
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■背景资料
重 症 急 性 胰 腺
炎 ( S A P ) 并 发 真
菌 感 染 占 全 部
SAP感染患者的
40%-70%, 病死率
高达20%-53.1%.
大多数学者主张
在临床明确真菌
感染的依据后才
开始抗真菌治疗, 
但疗效不甚满意, 
死亡率仍然很高. 
从本课题组的动
物实验中观察到, 
急性胰腺炎大鼠
在抗生素使用9 d
后肠道真菌增繁
明显并开始易位, 
但是在临床早期
预防使用抗真菌
药物能否抑制肠
道真菌增繁和易
位引起的真菌感
染仍不清楚.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科



汤可立, 等. 氟康唑预防重症急性胰腺炎真菌感染32例                                           				            1609

www.wjgnet.com

0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
病死率仍然很高, 主要有两个死亡高峰, 早期(病
程的2 wk内)死亡原因主要是由于全身炎症反应

综合征导致的多脏器功能不全以致衰竭; 中后

期(2 wk后, 特别是6-8 wk后)死亡原因主要是感

染. SAP后期死因的80%是由感染所致[1]. 近年

SAP并发深部真菌感染的发生率逐渐增加, 约
占10%-41%, 真菌感染的自然病死率超过50%[2]. 
研究表明, 在急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)
使用抗生素6 d后, 肠道真菌增殖明显, 9 d后开始

出现肠道真菌易位[3]. SAP的治疗中抗生素是主

要措施之一[4], 但在治疗SAP过程中, 是否需要

和在什么时候预防使用抗真菌药物意见并未一

致. 我们根据动物实验研究的结果[3], 设计对比

临床研究, 观察预防使用氟康唑预防SAP真菌感

染的效果. 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2005-01/2009-12共收治SAP患者

203例, 根据实验设计和纳入、排除标准, 从中筛

选出98例患者作为观察对象. 
1.2 方法 
1.2.1 观察对象: 纳入标准和排除标准: (1)病例符

合中华医学会消化病学分会胰腺疾病学组2004
年制定的SAP临床诊断标准[4], 并使用抗生素治

疗者; (2)院外病程不超过72 h; (3)观察指标的资

料齐全; (4)排除入院时已使用氟康唑等抗真菌

治疗者和已存在真菌感染者. 
1.2.2 分组: 符合上述SAP诊断标准的98例患者

进行对比临床研究, 98例患者均使用抗生素治

疗, 将其中使用抗生素(抗生素主要为能透过血

胰屏障的头孢三代, 如头孢哌酮; 若对头孢类过

敏者使用喹诺酮类药物)治疗第7-12天预防性使

用氟康唑抗真菌治疗者为治疗组(32例), 其余为

对照组(66例). 两组患者的年龄、肠内营养例

数、分组前手术例数、Balthazar CT评分、并发

症数和APACHE-Ⅱ评分分别为43.95岁±20.01
岁与48.96岁±14.51岁; 20/32例与47/66例; 0/32
例与0/66例; 4.25分±1.65分与4.93分±1.52分;  
0.24个±0.43个与0.37个±0.71个; 12.25分±

4.46分与13.46分±6.27分. 两组之间上述项目无

明显差别(P >0.05), 具有可比性. 
1.2.3 SAP的治疗措施: 对两组SAP患者均采用

下列常规治疗方法: 大部分患者(55例)一经诊断

明确后即入外科重症监护病房(SICU)监护, 同时

采用禁食、胃肠减压、抗感染、纠正水电解质

紊乱、抑制胰酶(用善宁或思他宁)、肠外营养

(PN, 86例)和(或)鼻空肠肠内营养(EN, 共67例, 
其中治疗组20例、对照组47例)等基础治疗; 对
有明显肾衰竭者行血液透析(血浆置换、血液滤

过共17次)、对有明显呼吸困难或低氧血症者行

气管插管(或气管切开)呼吸机辅助呼吸(15例)、
有胆道梗阻者作内镜下十二指肠乳头切开取石

及鼻胆管引流(7例)、行胆囊切除胆道探查(共5
例, 治疗组2例、对照组3例), 胆囊切除胆道探查

及胰周引流(共5例, 治疗组1例、对照组4例).  其
中治疗组在上述常规治疗基础上在使用抗生素

治疗后的第7-12天时加用氟康唑, 用法为每天静

脉滴注200 mg, 共5 d; 治疗组和对照组仍继续上

述常规治疗. 治疗组和对照组的肠内营养和手

术数无明显差别.
1.2.4 SAP合并深部真菌感染的诊断标准[5]: (1)
可疑临床表现: 广谱抗生素治疗无效的发热 , 
排除耐药细菌感染; 咳嗽, 咳黏液胶状痰或血

丝痰, 口腔假膜或溃疡, 尿路刺激症状, 腹泻褐

色果酱样大便; 视觉障碍; 不明原因的意识改

变, 或与胰腺病变不相关的出血(如胆道、消

化道瘘出血). (2)病原学证据: 血真菌培养阳

性, 中心静脉导管真菌培养阳性, 术前腹腔穿刺

液、术中抽取的腹水、胰腺坏死组织或引流的

胆汁等处标本涂片找到真菌或真菌培养阳性; 
腹腔渗液、感染伤口脓液、咽喉、痰、尿、粪

等处标本涂片找到真菌或真菌培养阳性. 对有

可疑的临床表现加一个系统两次或以上、两个

或两个系统以上检出同一真菌即诊断合并深部

真菌感染.
1.2.5 治疗方案: 治疗组和对照组在明确有真菌

感染后先用氟康唑每次200 mg, 2次/天, 然后根

据治疗效果调整药物, 直到体温正常后3 d, 相关

体液或标本真菌检查无真菌. 氟康唑治疗无效

或治疗效果不佳时, 改用两性霉素B或卡泊芬净.
1.2.6 观察指标: (1)真菌检查: 真菌每周2次以上

进行腹腔渗液、感染伤口脓液、咽喉、痰、

尿、粪、血等处标木涂片找真菌和/或真菌培

养; 怀疑深静脉导管感染时, 拔除导管进行培养; 
(2)真菌感染发生率和真菌感染发生时间; (3)病
死率; (4)住院时间. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 使用

SPSS11.5软件进行统计分析. 真菌感染发生率、

病死率之间的比较用χ2检验; 两组真菌感染发生

时间和住院时间之间的比较应用t检验.

■相关报道
SAP并发真菌感
染近年来有增多
趋势, 从一些回顾
性的分析提示在
抗生素使用12 d
左右即可出现真
菌感染, 但鲜有对
SAP患者使用抗
生素后第7-12天
预防使用氟康唑
抗真菌感染的对
比临床研究.

■研发前沿
SAP患者使用抗
生素后, 何时发生
真菌感染、什么
时候开始使用抗
真菌药物和使用
何种抗真菌药物,
各家报道不一, 成
为研究热点.
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2  结果

两组患者的真菌感染情况及治疗效果: 治疗组发

生真菌感染3例(9.4%)、死亡0例(0%)、住院时间

28.3 d±16.9 d、真菌感染时间为应用抗生素后

26.5 d±9.3 d; 对照组发生真菌感染18例(27.3%)、
死亡8例(12.1%)、住院时间37.4 d±22.3 d、真

菌感染时间为应用抗生素后14.4 d±6.8 d. 治疗

组真菌感染发生率(χ2 = 8.318, P  = 0.040<0.05)、
病死率(χ2 = 14.85, P = 0.000<0.05)、住院时间(t  = 
2.364, P  = 0.034<0.05)均显著低于对照组, 治疗组

真菌感染发生时间明显晚于对照组(t  = 2.918, P  = 
0.021<0.05). 

治疗组3例真菌感染中2例为白色念珠菌, 1
例为曲霉菌, 经继续使用氟康唑治疗后治愈; 对
照组18例真菌感染中16例(88.9%)为白色念珠菌, 
l例为平滑念珠菌, 1例为热带念珠菌. 对照组18
例真菌感染病例中, 8例用氟康唑治疗后病情治

愈, 1例改用两性霉素B和1例改用卡泊芬净治疗

后治愈, 8例抗真菌治疗无效而死亡. 8例死亡患

者中7例死于真菌感染导致的多器官功能衰竭, 
1例死于腹膜后多次出血.

3  讨论

临床研究表明, 深部真菌感染的早期诊断仍然

是困惑医师的一道难题 ,  临床常用的检查尿

液、痰液或血液等真菌存在的方法, 多提示真

菌已易位至这些组织器官内, 并将是或已经是

这些器官发生真菌感染. 多组织器官真菌感染

将严重打击重病中的患者, SAP真菌感染的病死

率高达20%-53.1%[6-8]. 因此能否预防真菌感染是

改善预后的重要方面. 
肠道是体内最大的细菌库, 也是最大的真

菌库. 正常健康者, 肠道正常菌群可以对真菌的

生长起到抑制作用, 使得真菌数量相对恒定, 但
是当某些因素, 特别是长期、大剂量的使用抗

生素杀灭了大量的肠道正常菌群, 从而导致肠

道菌群失调, 肠道真菌因而大量繁殖进而发生

肠外易位导致全身真菌感染[9-11]. 研究表明, 在
AP使用抗生素6 d后, 肠道真菌增殖明显并开始

易位, 9 d后肠道真菌易位至肠系膜组织、胰、

肺等显著[3]. 本观察显示, 预防使用抗真菌的治

疗组真菌感染发生率、病死率、住院时间明显

低于对照组, 说明在治疗SAP使用抗生素6 d后, 
预防使用抗真菌药物可明显减少严重的真菌感

染. 与骨髓移植或大剂量化疗患者预防性应用

氟康唑可降低真菌感染发生率相一致[12]. 进一

步分析发现, 在治疗SAP中, 没有预防使用抗真

菌药物的对照组, 发生真菌感染的时间为应用

抗生素后14.4 d±6.8 d, 提示应用抗生素治疗

SAP 6 d后真菌增殖明显并开始易位, 与动物实

验研究结果比较一致[3], 与其他临床观察结果也

比较吻合[13,14], 提示在治疗SAP中, 应用抗生素

后7-12 d预防使用氟康唑, 可能显著抑制处于明

显增殖或开始易位阶段的肠道等真菌, 使真菌

感染明显减少. 
深部真菌感染大多数致病菌为白色念珠

菌[13], 本观察与此相一致. 白色念珠菌对氟康唑

敏感, 且氟康唑不良反应少, 价格便宜, 预防用

药较合适. 本观察结果也证明了这一点. 
本观察还发现, 治疗组还有3例发生真菌感

染, 发生时间明显晚于对照组, 为应用抗生素后

26.5 d±9.3 d; 本研究原设计预防使用氟康唑是

在应用抗生素后第7-12天, 连续应用5 d, 提示停

用氟康唑后继续应用抗生素治疗时, 肠道真菌

可能再次发生增殖而易位, 从而发生真菌感染. 
这时是否应该再次预防使用氟康唑, 有待进一

步研究.
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Abstract
AIM: To explore the value of endoscopy in the 
treatment of chronic pancreatitis with benign 
biliary stricture.

METHODS: The clinical data of 22 patients with 
chronic pancreatitis and benign biliary stricture 
who underwent endoscopic treatment were ret-
rospectively analyzed.   

RESULTS: A total of 35 endoscopic treatments 
were performed in 22 patients. The rates of tech-
nical success and complications were 95.5% and 
22.7%, respectively. Abdominal pain completely 
disappeared or was partially improved in 14 pa-
tients. Hepatic function recovered in all patients. 

CONCLUSION: Endoscopic treatment is a safe, 
effective and mini-invasive method for chronic 

pancreatitis with benign biliary stricture. 

Key Words: Endoscopy; Chronic pancreatitis; Be-
nign biliary stricture; Plastic stent

Zheng MW, Qin MF, Wang Q, Gou CY, Li N. Endoscopic 
treatment of chronic pancreatitis with benign biliary 
stricture: an analysis of 22 cases. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(15): 1612-1615

摘要
目的: 探讨内镜在治疗慢性胰腺炎合并胆总
管良性狭窄中的临床应用价值.

方法: 回顾性分析2005-01/2009-09内镜治疗
慢性胰腺炎合并胆总管良性狭窄患者22例的
临床疗效. 

结果:  22例患者共行内镜治疗35次 ,  平均
1.59次/人, 操作成功率95.5%(21/22), 1例治
疗失败行外科手术治疗 .  并发症发生率为
22.7%(5/22), 其中急性胰腺炎1例, 术后高淀
粉酶血症3例, 轻度胆管炎1例. 22例患者中14
例治疗后腹痛消失或明显减轻, 所有治疗后
复查肝功能指标均有明显改善. 

结论: 内镜治疗慢性胰腺炎合并胆总管良性
狭窄是一种安全、微创、有效的方法. 

关键词: 内镜; 慢性胰腺炎; 胆总管良性狭窄; 塑料

支架
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并胆总管良性狭窄22例.  世界华人消化杂志  2010; 18(15): 
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)是一种慢性

进行性胰腺炎症, 临床表现为腹痛、胰腺内外

分泌功能障碍及发生于胰腺本身和邻近脏器的

局部并发症, 严重影响患者的生活质量. 胆道疾

病是CP的主要病因之一, CP合并胆道良性狭窄

在临床上较为常见. 本文就2005-01/2009-09经内

®

■背景资料
CP是由于各种原
因引起的以胰腺
细胞破坏、进行
性纤维化为主的
病 变 ,  发 病 率 较
低, 但近年来随着
人们生活水平的
提高有升高趋势. 
CP所致胆道梗阻
以肝外胆管胰腺
段较为常见, 如纠
正不及时可导致
梗阻性黄疸、胆
汁性肝硬化, 严重
的可出现急性胆
管炎, 必须进行积
极的治疗. 

■同行评议者
徐 大 华 ,  副 主 任
医 师 ,  首 都 医 科
大学宣武医院普
外科; 陈立波, 教
授 ,  华 中 科 技 大
学同济医学院附
属协和医院肝胆
外科中心
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镜治疗的CP合并胆总管良性狭窄患者22例, 分
析报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本组22例, 男15例, 女7例. 平均年龄54.3
岁(22-79岁). 其中16例因上腹部胀痛就诊, 伴有

腰背部放射痛、腹泻、纳差、消瘦等消化系症

状; 因腹泻就诊者1例; 因黄疸就诊者2例; 1例因

急性胆管炎就诊; 2例体检发现. 病程3 d-15年. 22
例患者中有长期饮酒史10例, 有胆道疾病病史者

17例. 所有病例行内镜治疗前均经临床检查、实

验室检查、CT、B超或MRCP检查, 明确CP诊断

(采用2005年南京标准), 同时伴有胆总管良性狭

窄, 其中胆总管胰腺段狭窄15例(包括胆总管结

石1例), 胆总管十二指肠壁内段狭窄5例(包括胆

总管结石3例), 2例胆总管中段狭窄(均有胆总管

探查术病史); 胆总管狭窄段长度3-20 mm; 22例
患者肝功能回报均提示胆红素、ALT升高. 
1.2 方法 常规行十二指肠镜逆行胆胰管造影

(endoscopic retrograde cholangiopancreatography, 
ERCP)了解胰胆管情况, 确认有无胰管狭窄、

胰管结石、胰腺假性囊肿、胆总管结石、胆总

管狭窄等情况, 制定相应的治疗方案. 一般先行

解决胆道情况, 行内镜括约肌切开术(endoscopic 
sphincterotomy, EST), 对有胆总管结石的行内镜

取石治疗, 对胆总管狭窄部位扩张后行鼻胆管

引流(endoscopic nasobiliary drainage, ENBD)或
置入胆道塑料支架(endoscopic retrograde biliary 
drainage, ERBD)引流; 对CP胰管狭窄者, 行内

镜下胰管括约肌切开术(endoscopic pancreatic 
sphincterotomy, EPS), 使用扩张气囊扩张狭窄

部, 留置胰管塑料支架(endoscopic retrograde 
pancreatic drainage, ERPD); 对于CP胰管结石的

患者, 后用取石网篮或取石气囊取出结石, 若结

石>1.0 cm, 用网篮碎石后取石, 如果一次难以取

净, 可分次取石, 取石间隔采用ENPD引流, 如仍

存在取石困难, 行ERPD引流; 对于CP胰腺假性

囊肿者, 可选择采取ERPD经乳头引流. 

术后禁食1-2 d, 监测血清淀粉酶, 观察生命

体征和腹部体征的变化. 对术后腹痛症状定期

随访, 采用国际通用的疼痛数字分级法(NSR)对
CP患者的内镜治疗前后疼痛程度进行评分, 疼
痛评分在1-3分, 为轻度疼痛; 疼痛评分在4-6分, 
为中度疼痛; 疼痛评分7-10分, 为重度疼痛; 记录

内镜治疗前后肝功能变化(血清胆红素、ALT), 
进行统计学分析. 随访过程中发现支架阻塞、

移位或胰腺炎急性发作者及时更换支架. 
统计学处理 数据用SPSS10.0软件进行计

算机处理, 计量资料采用mean±SD表示, 采用t
检验; 率的比较采用χ2检验. P <0.05为有显著性

差异.

2  结果

22例患者中C P胰管结石11例 ,  胰管狭窄9例 , 
胰腺假性囊肿2例, 合并胆总管结石4例. 共行

ERCP治疗35次, 平均1.59次/例, 操作成功率

95.5%(21/22). 
首次入院期间, 22例患者全部行EST治疗, 

19例ENBD, ENPD治疗3例, 18例行EPS, 6例
行网篮或气囊取胰石, 6例行ERPD+ERBD, 行
ERPD 5例(2例置入副胰管支架), 3例行ERBD,  9
例行胰管扩张, 在11例胰管结石患者中取净结

石者8例, 2例因取石困难置入胰管支架, 1例胰

管结石取石失败行外科手术治疗. 
22例患者随访1-57 mo(平均26.3 mo), 16例

腹痛患者中14例(87.5%)症状完全或部分缓解

(表1), 其他消化系症状有所好转; 2例黄疸患者

及1例急性胆管炎患者术后黄疸明显缓解, 随访

中1例患者黄疸再次发作并伴有间断上腹胀痛, 
经更换胆管、胰管支架后好转; 内镜治疗成功

的21例患者术后复查肝功能, 胆红素及ALT均
较术前有所下降(表2). 至随访结束, 共置入胰管

支架22枚, 直径5-10 Fr, 胆管支架17枚, 直径7-11 
Fr, 有9例更换支架, 其中1例放置4次胰管支架, 
5例放置3次(包括ERPD+ERBD 1例, ERPD 2例, 
ERBD 2例). 

表  2  21例CP患者内镜治疗前后血清胆红素及ALT变化

     
程度		               治疗前	       治疗后7 d

总胆红素(mmol/L)	          66.2±39.6	     29.9±26.3a

直接胆红素(mmol/L)         37.8±31.9	     18.3±15.3a

ALT(U/L)		           88.2±41.2	     50.9±20.3a

aP<0.05 vs  治疗前.

表  1  16例腹痛患者内镜治疗前后的疼痛程度变化

     
疼痛程度(评分)	      治疗前	                    治疗后1 mo

轻度(1-3)		 75.00%(12/16)	 31.25%(5/16)a

中度(4-6)		 18.75%(3/16)	 12.50%(2/16)

重度(7-10)	   6.25%(1/16)	   0.00

aP<0.05 vs  治疗前.

■相关报道
Vitale等曾报道内
镜治疗25例CP继
发胆总管狭窄患
者, 但随访时间较
短 ,  对CP胰管结
石、胰腺假性囊
肿等并未进行相
关内镜下治疗. 

■研发前沿
CP合并胆总管良
性狭窄患者传统
多依赖于外科手
术, 但因同时涉及
胆管、胰腺, 手术
方式较为复杂, 创
伤较大, 术后并发
症发生率高, 疗效
不十分理想. 近年
来, 随着内镜技术
的不断发展, 内镜
治疗胆胰疾病的
研究正逐渐深入. 
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本组并发症发生率为22.7%(5/22), 其中急

性胰腺炎1例, 术后高淀粉酶血症3例, 轻度胆管

炎1例, 经非手术治疗后在72 h内恢复正常, 无出

血、穿孔、胰腺假性囊肿感染或复发、胰管结

石复发及重型胰腺炎等并发症发生. 

3  讨论

CP是由于各种原因引起的以胰腺细胞破坏、进

行性纤维化为主的病变. 在我国CP发病率较低, 
但近年来随着人们生活水平的提高有升高趋势[1].
由于胆道系统疾病是CP的主要病因之一, 二者

可互为因果, 因此CP合并胆总管良性狭窄在临

床上并不少见. 王洛伟等[2]报道CP合并梗阻性黄

疸的发生率约为13.4%. CP所致胆道梗阻的部位

以肝外胆管胰腺段较为常见, 多认为是胰头部

慢性炎症纤维化压迫及浸润经胰腺后方穿行的

胆管壁而造成胆管狭窄所致. 临床上一部分CP
合并胆总管良性狭窄患者不表现为显性黄疸, 
而仅表现为胆总管扩张, 直径一般不超过1.5 cm, 
同时伴有血清胆红素和转氨酶轻度升高, 但是

这种慢性胆道梗阻如纠正不及时可导致梗阻性

黄疸、胆汁性肝硬化, 严重的可出现急性胆管

炎, 必须进行积极的治疗. 
CP合并胆总管良性狭窄患者传统多依赖于

外科手术, 但因同时涉及胆管、胰腺, 手术方式

较为复杂, 创伤较大, 术后并发症发生率高, 疗
效不十分理想. 近年来, 随着内镜技术的不断发

展, 内镜治疗胆胰疾病已为人们所广泛接受, 对
于CP合并胆总管良性狭窄的患者, 内镜集诊断

与治疗于一身, 充分体现了微创优势. 其主要治

疗原则是解除胆胰管梗阻, 通畅引流胆汁胰液, 
进而改善胰腺的内外分泌功能和肝功能. 

EST可解决括约肌狭窄造成的胆总管、胰

管远端狭窄, Ewald等对60例十二指肠壶腹部狭

窄的患者行EST治疗, 随访3年发现80%的患者

不仅腹痛症状有不同程度的缓解, 同时肝功能

和胰腺外分泌功能也有所改善[3]. 对于胰管括约

肌良性狭窄者可行EPS术或胰管扩张术, 具有直

接的治疗作用. Jakobs等对171例CP患者行EPS, 
成功率为97.7%, 可明确缓解患者的腹痛症状[4]. 
本组22例患者均行EST术, 18例患者行EPS术, 
主要目的是解决胆胰管括约肌的狭窄, 同时为

进一步取石或引流等治疗打下基础. 
对胆道炎性狭窄患者, 如单纯行扩张治疗

容易复发. 需行ERBD治疗才能巩固疗效. 支架

直径在10 Fr以上较为合适, 支撑时间一般在1年

以上. 时间过短会引起狭窄复发, 再次狭窄后形

成的胆道瘢痕会给操作带来极大的困难. ERBD
术治疗胆总管狭窄取得良好的效果 ,  K a s s a b
等[5]报道65例医源性胆管狭窄患者性ERBD治

疗, 45例患者取得满意效果, 随访28 mo无复发. 
Catalano等[6]报道置入多个胆道塑料支架对于改

善胆总管炎性狭窄的效果要优于单支架. 胆道

金属支架一般很少用于治疗胆总管良性狭窄, 
因为金属支架会嵌入胆管壁, 一旦堵塞难以回

收, 因此对于预计生存期限超过2年的患者不推

荐使用[7]. 
对于CP胰管狭窄、胰管结石后胰管狭窄和

取石困难者、胰腺假性囊肿与主胰管相通的, 可
行ERPD治疗, 解除胰管梗阻, 缓解CP症状. 文
献报道ERPD成功率可达90%, 术后CP症状缓解

率为66%-82.7%[8,9]. 而且, ERPD治疗后(5.4 mm)
和治疗后1年(5.8 mm)主胰管直径与治疗前(7.6 
mm)相比明显减小[10]. Vitale报道89例患者共行

ERPD术407次, 没有与支架置入和移除相关严重

并发症, 其中62例(82.7%)认为治疗成功, 且麻醉

药物用量减少[8]. Weckman等[11]报道79胰腺假性

囊肿行ERPD术, 成功率90.8%, 每2-3 mo复查CT, 
观察囊肿变化, 移除或更换支架. 本组2例胰腺假

性囊肿患者均行ERPD治疗成功, 其中1例随访5
个月因支架堵塞发作上腹胀痛、尿淀粉酶及胆

红素升高, 再次行ERBD+ERPD治疗, 但未见囊

肿复发, 另1例随访12 mo无异常, 移除支架. 
对C P伴有胆、胰管狭窄者 ,  最好同时行

ERBD+ERPD治疗. 胆、胰管双支架联合引流操

作要较单一支架引流难度大. 操作要点: (1)常规

ERCP以明确胆胰管狭窄情况, 确定置入支架长

度与外径, 一般胆管支架外径尽可能大些. 以维

持通畅较长时间, 胰管支架的外径大小依胰管

扩张程度而定, 轻中度扩张外径5-7.0 Fr支架即

可, 重度扩张可置入8.5 Fr以上支架. (2)确定双

支架联合引流治疗方案后, 即向胆胰管内分别

置入导丝至狭窄部位以上, 注意维持导丝位置

不变. (3)一般情况下, 因胰管支架直径较小, 可
先置入胰管支架, 成功后即退出胰管导丝, 此过

程中应注意不影响胆管内导丝, 再向胆管内置

入支架, 最后进一步观察双支架位置及引流情

况. Vitale等[12]报道内镜治疗25例CP继发胆总管

狭窄患者, 平均随访13 mo, 其中20例(80%)腹痛

症状和胆总管狭窄引起的肝功能异常得到满意

解决. 本组22例中16例患者伴有腹痛症状, 术后

14例(87.5%)症状消失或明显减轻, 治疗后复查

■创新盘点
对CP合并胆总管
良性狭窄患者行
胆胰管双支架置
入进行详细讨论, 
提出解除支架引
流的适应证, 同时
对患者进行长期
随访, 平均26.3 mo.

■应用要点
内镜治疗可改善
患 者 腹 痛 、 腹
胀、消化不良等
症状, 提高患者的
生存状态, 具有创
伤小, 安全性高和
疗效确切等优点, 
可重复性强, 术后
并发症少, 可作为
CP合并胆总管良
性狭窄治疗的首
选方法, 具有广阔
的应用前景.
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肝功能指标均有明显改善. 
值得一提的是, 目前在胰管支架留置的时间

上仍然存在争议, 有报道胰管支架会引起胰管

形态学上的变化, 约75%的病例ERCP会显示异

常, 然而在随访中, 支架移除后70%的ERCP影像

会完全恢复正常[13]. 尽管如此, 许多学者仍不主

张长期留置胰管支架, 建议每2-3 mo复查ERCP, 
根据症状及胰管狭窄的改善情况移除或更换支

架[14]. 我们认为, 先置入7 Fr的支架解除胰管梗

阻, 后每3 mo更换直径为8.5 Fr或10 Fr支架, 如
支架置入期间出现腹痛或淀粉酶升高超过3次, 
则应更换支架. 

我们认为, 如果ERCP示8-10 mm气囊可顺

利通过狭窄段或造影剂在5 min内顺畅排入十二

指肠, 则认为胆管或胰管狭窄得到解除可移除

内引流. 本组16例患者已移除内引流, 随访过程

中未发生腹痛加重或肝功能异常情况. 
在并发症方面, 内镜治疗的并发症主要为术

后急性胰腺炎、出血、感染、穿孔、胆管炎等, 
一般经保守治疗后均可治愈. 本组22例患者共

行ERCP治疗35次, 其中急性胰腺炎1例, 术后高

淀粉酶血症3例, 轻度胆管炎1例, 经非手术治疗

后在72 h内恢复正常, 无出血、穿孔、胰腺假性

囊肿感染或复发、胰管结石复发及重型胰腺炎

等并发症发生. 
总之, 虽然内镜治疗不能完全从根本上解除

病因, 仅对胆胰管的狭窄、阻塞引起的腹痛、

腹胀、消化不良等相应症状有所缓解, 但其可

改善患者的进食和精神状态, 增强身体素质, 减
少对麻醉药物的依赖, 明显改善患者的生存状

态[9,15], 同时具有创伤小, 安全性高和疗效确切等

优点, 可重复性强, 术后并发症少, 而且如果治

疗不成功, 对外科手术无特殊影响, 可作为CP合
并胆总管良性狭窄治疗的首选方法. 
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■同行评价
本文总结了内镜
治疗CP合并胆总
管良性狭窄的资
料经验, 有一定临
床参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship among 
serum gastrin (GAS) and somatostatin (SS) and 
Helicobacter pylori (H.pylori) in patients with diabetic 
gastroparesis (DGP).

METHODS: Fifty-six patients with type 2 diabe-
tes mellitus were divided into simple diabetes 
mellitus group and DGP group. Forty-seven 
non-diabetes mellitus patients were divided into 
control group and simple gastroparesis group. 
H.pylori infection in the mucosa of sinus ven-
triculi was evaluated by rapid urease test and 
Giemsa staining. The contents of serum GAS 
and SS were measured by radioimmunoassay. 

RESULTS: There was no significant difference be-
tween the rapid urease test and Giemsa staining in 

detecting H.pylori. The detection rate of H.pylori was 
comparable between the simple diabetes mellitus 
group and the control group. The detection rate 
of H.pylori was higher in the simple gastroparesis 
group than in the control group (rapid urease test: 
73.3% vs 47.1%, P < 0.05), and in the DGP group 
than in the control group (rapid urease test: 87.8% 
vs 47.1%, P < 0.01; Giemsa staining: 81.9% vs 41.2%, 
P < 0.01), the simple diabetes mellitus group (rapid 
urease test: 87.8% vs 47.8%, P < 0.01; Giemsa stain-
ing: 81.9 % vs 43.5%, P < 0.05) and the simple gastro-
paresis group (rapid urease test: 87.8% vs 73.3%, P 
< 0.01; Giemsa staining: 81.9% vs 66.7%, P < 0.01). In 
H.pylori-positive patients, the level of serum GAS in 
the DGP group was higher than that in the control 
group (147.58 ± 16.68 vs 80.91 ± 15.23, P < 0.01), and 
the level of serum SS in the DGP group was lower 
than that in the control group (16.29 ± 4.27 vs 47.81 
± 16.88, P < 0.01). In H.pylori-negative patients, there 
was no significant differences in serum GAS and SS 
levels between different groups. 

CONCLUSION: H.pylori infection can increase 
serum GAS level but decrease serum SS level. 
The pathological alterations in the gastric mu-
cosa induced by H.pylori infection are closely 
related with the development of DGP.

Key Words: Diabetic gastroparesis; Helicobacter 
pylori ; Gastrin; Somatostatin

Wu B, Zheng CQ. Relationship among Helicobacter pylori 
infection, gut hormones and diabetic gastroparesis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 1616-1619

摘要
目的: 探讨糖尿病胃轻瘫(DGP)患者血清胃
泌素(G A S)、生长抑素(S S)及幽门螺杆菌
(H.pylori )在DGP中的作用及相关性.

方法: 2型糖尿病患者56例, 经核素标记胃半
排时间测定分为单纯糖尿病组与DGP组. 非糖
尿病对照组患者47名, 经核素标记胃半排时间
测定分为正常对照组与单纯胃轻瘫组. 应用快
速尿素酶实验法及Giemsa染色法检查各组病
例胃窦黏膜H.pylori . 应用放射免疫法测定各
组病例血清GAS、SS含量.  

®

■背景资料
糖尿病胃轻瘫是
糖尿病患者常见
的 并 发 症 ,  目 前
认为糖尿病胃轻
瘫除了与神经病
变、高血糖有关
外, 还与幽门螺杆
菌(H.pylori )的感
染密切相关. 目前
研究对糖尿病胃
轻瘫患者血清胃
泌素、生长抑素
及H.pylori 在糖尿
病胃轻瘫中的作
用及相关性仍不
十分明确.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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结果: 快速尿素酶实验法和Giemsa染色法检测
H.pylori在各组中均无差别. 单纯糖尿病组与正
常对照组的H.pylori检出率无明显差异; 单纯胃
轻瘫组的H.pylori检出率显著高于正常对照组
(快速尿素酶实验法: 73.3% vs  47.1%, P<0.05); 
DGP组的H.pylori检出率显著高于正常对照组
(快速尿素酶实验法: 87.8% vs  47.1%, P <0.01; 
Giemsa染色法: 81.9% vs  41.2%, P <0.01)、
单纯糖尿病组(快速尿素酶实验法: 87.8% vs  
47.8%, P<0.01; Giemsa染色法: 81.9 % vs  43.5%, 
P <0.05)及单纯胃轻瘫组(快速尿素酶实验法: 
87.8% vs  73.3%, P<0.01; Giemsa染色法: 81.9% 
vs  66.7%, P<0.01). H.pylori (+)组: DPG组的GAS
均高于正常对照组(147.58±16.68 vs  80.91±
15.23, P<0.01), SS低于正常对照组(16.29±4.27 
vs  47.81±16.88, P<0.01); H.pylori (-)组: 各组的
GAS和SS水平无明显差异. 

结论: H.pylori 感染可使DGP患者GAS升高, 
SS降低, H.pylori感染导致的胃黏膜病变与糖
尿病胃轻瘫有密切关系.

关键词: 糖尿病胃轻瘫; 幽门螺杆菌; 胃泌素; 生长

抑素

吴波, 郑长青. 幽门螺杆菌、胃肠激素与糖尿病胃轻瘫的关

系.  世界华人消化杂志  2010; 18(15): 1616-1619
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0  引言

糖尿病胃轻瘫(diabetic gastroparesis, DGP)是糖

尿病患者常见的并发症. 自1958年Kassander首
次命名DGP以来, 许多学者进行了广泛大量的研

究, 目前认为DGP除了与神经病变、高血糖有关

外, 还与幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )
的感染密切相关[1,2]. 近年来研究发现胃肠激素参

与了H.pylori感染后的H.pylori相关疾病的病理过

程[3]. 本研究通过对DGP患者血清胃泌素(gastrin, 
GAS)、生长抑素(somatostatin, SS)的测定和胃窦

部H.pylori的观察, 旨在分析三者在DGP中的作

用及相关性, 探讨DGP的发生机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例选自2003-10/2005-06在中国医科大学

附属盛京医院内科住院及门诊的103例患者. 其中

2型糖尿病患者56例(除DGP外无其他胃肠道疾病

史), 均符合1997年WHO关于2型糖尿病的诊断标

准, 经核素标记胃半排时间测定分为单纯糖尿病

组23例(男13例, 女10例, 平均年龄50.22岁±10.38

岁, 病程2-8年); DGP组33例(男17例, 女16例, 平均

年龄53.59岁±14.67岁, 病程3-15年). 非糖尿病对照

组患者47名, 均无糖尿病史, 无胃肠疾病史, 肝肾

功能正常, 近期内无服药史. 经核素标记胃半排时

间测定分为正常对照组17例(男10例, 女7例, 平均

年龄47.09±6.76岁); 单纯胃轻瘫组30例(男16例、

女14例, 平均年龄45.60岁±11.33岁). 所有患者在

测定GAS、SS的同时, 进行H.pylori的检查. 取材部

位: 胃窦部大弯侧距幽门3 cm以内取活检2块. 胃
H.pylori诊断试纸由珠海珠信生物工程制品有限公

司提供. Giemsa染料由珠海贝索生物技术有限公

司提供. GAS放免盒由北京原子能研究所产品提

供. SS放免盒由上海第二军医大学研究所提供. 产
品GAS及SS的放免测定严格按说明书操作. 
1 . 2  方法  本实验采用快速尿素酶实验法及

G i e m s a染色法两种方法检测胃窦部黏膜的

H.pylori . (1)快速尿素酶法: 经电子胃镜钳取2块
黏膜组织, 其中1块放于内含尿素和酚红指示剂

的试纸中, 观察1 min内试纸的颜色变化. 如试纸

由黄色变成樱红色为阳性, 3 min内变成红色为

弱阳性, 不变色为阴性. (2)Giemsa染色法: 另1块
组织经常规石蜡包埋处理后, 先做HE染色, 然后

进行Giemsa染色, 镜下根据细菌形态特征判定

是否有H.pylori感染. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析, H.pylori感染率、血清GAS和SS的含量用

mean±SD表示, 组间比较用t检验或t '检验, 计数

资料采用χ2检验, 当P <0.05时有统计学意义.

2  结果

2.1 各组H.pylori 检出率 应用快速尿素酶实验

法和Giemsa染色法, 正常对照组H.pylori的检

出率分别为(47.1%, 41.2%), 单纯胃轻瘫组为

(73.3%, 66.7%), 单纯糖尿病组为(47.8%, 43.5%), 
糖尿病胃轻瘫组为(87.8%, 81.9%), 两种方法差

异无统计学意义(P >0.05). 单纯糖尿病组与正

常对照组的H.pylori检出率组间比较差异无统

计学意义(P >0.05); 单纯胃轻瘫组的H.pylori检
出率显著高于正常对照组(快速尿素酶实验法: 
P <0.05); DGP组的H.pylori检出率显著高于正常

对照组(快速尿素酶实验法: P <0.01; Giemsa染
色法: P <0.01)、单纯糖尿病组(快速尿素酶实验

法: P <0.01; Giemsa染色法: P <0.05)及单纯胃轻

瘫组(快速尿素酶实验法: P <0.01; Giemsa染色

法: P <0.01). 表明胃轻瘫与H.pylori感染有关, 而
DGP的患者90%左右有H.pylori感染, 进一步说

■研发前沿
近 年 来 ,  对 于
H.pylori 与上消化
道疾病关系的研
究 已 经 很 多 ,  在
与糖尿病胃轻瘫
的关系方面亦有
报道. H.pylori 与
糖尿病胃轻瘫的
关系非常密切, 但
H . p y l o r i 与糖尿
病胃轻瘫的关系
中是否涉及胃泌
素、生长抑素水
平很值得探讨.

■创新盘点
本 研 究 探 讨 了
H.pylori、胃肠激
素与糖尿病胃轻
瘫 的 关 系 .  结 果
说明H . p y l o r i 的
感染可以引起胃
泌素分泌增加和
其抑制因子生长
抑素分泌的低下, 
H.pylori 感染导致
的胃黏膜病变与
糖尿病胃轻瘫有
密切关系. 因此对
糖尿病胃轻瘫患
者及时进行根除
H.pylori 治疗, 对
于改善糖尿病胃
轻瘫患者的症状
及胃肠道功能有
积极意义. 
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明H.pylori感染可以加重DGP(表1).
2.2 H.pylori的形态分布 普通光镜下观察: Giemsa
染色H.pylori (+)时, H.pylori染成淡紫色, 细菌呈

弧形, 在胃中的分布特点是存在于胃黏液层下、

上皮细胞的表面. 凡是H.pylori存在处, 均有上皮

细胞不同程度的破坏, 而H.pylori (-)的腺腔内, 上
皮细胞排列规整, 细胞间的连接完好(图1).
2.3 H.pylori、GAS、SS与DGP的关系 H.pylori (+)
组: DGP组的GAS均高于对照组(P <0.01), SS低
于对照组(P <0.01); H.pylori (-)组: 各组的GAS, 
SS差异无统计学意义(P >0.05); 正常组、胃轻

瘫组、糖尿病组: H.pylori (+)和H.pylori (-)的血

清GAS、SS差异无统计学意义(P >0.05); DGP
组: 血清GAS水平H.pylori (+)组高于H.pylori (-)
组(P <0.05); 血清S S水平H.p y l o r i (+)组低于

H.pylori (-)组(P <0.05, 表2).

3  讨论

DGP是糖尿病的常见并发症之一, 临床主要表现

为恶心、呕吐、腹痛不适、腹胀等症状, 主要特

点是胃扩张、胃蠕动减慢和排空延迟, 且症状反

复, 不易治愈. 因此近年来逐渐被国内外研究者

重视, 进行了多方面的研究. 目前对DGP发病机

制还不十分明确, 普遍认为与神经病变、高血

糖、血清胃肠激素、微血管病变及代谢紊乱等

因素有关[4]. H.pylori是定植于胃黏膜表面与黏膜

层之间的微需氧菌, 该菌与慢性胃炎、消化性溃

疡、胃癌等密切相关[5]. 多项研究证实, H.pylori
是DGP发生发展的一个危险因素. H.pylori (+)的
糖尿病患者胃黏膜病变的发生率明显增高, 胃黏

膜病变的范围及程度均比H.pylori (-)者更重, 合
并有H.pylori感染的糖尿病患者更易出现胃轻瘫

的相应临床表现[6]. 在本文所观察的H.pylori (+)
的DGP患者中, 血清GAS显著高于H.pylori (+)的
正常对照组, 而SS含量显著低于H.pylori (+)正常

对照组; H.pylori (-)各组的GAS、SS无差别, 说明

H.pylori的感染可以引起GAS分泌增加和其抑制

因子SS分泌的低下, H.pylori感染导致的胃黏膜

病变与糖尿病胃轻瘫有密切关系. 因此对DGP患
者及时进行根除H.pylori治疗, 对于改善糖尿病

胃轻瘫患者的症状及胃肠道功能有积极意义. 其
他一些研究的结论与本文相似[2,7,8]. 

近年来, 对于H.pylori与上消化道疾病关系

的研究已经很多, 在与DGP的关系方面亦有报

道, 但未得出一致性结论[2,9]. H.pylori与DGP的
关系非常密切, 但在H.pylori与DGP的关系中是

否涉及GAS、SS水平很值得探讨. 目前普遍认

为这可能与糖尿病的慢性并发症有关[10,11]. 在糖

尿病的病变过程中, 某些因素引起毛细血管数

量减少和血管内皮基底膜增厚, 从而导致组织

图  1  胃组织黏膜图(Giemsa染色×1 000). A: H.pylori (-); B: H.pylori (+).

A B
■应用要点
本 研 究 发 现
H.pylori 感染导致
的胃黏膜病变与
糖尿病胃轻瘫有
密切关系, 因此对
糖尿病胃轻瘫患
者进行H.pylori 检
测和抗H.pylori 治
疗是很有必要的. 

表  1  各组H.pylori 检出率

     
分组                     n

                          尿素酶                
检出率(%)

   	           Giemsa   	  
检出率(%)

		          H.pylori  (+)    H.pylori (-)                       H.pylori (+)    H.pylori(-)

正常组      17   8   9 47.1   7 10 41.2

胃轻瘫组      30 22   8  73.3a 20 10 66.7

糖尿病组      23 11 12 47.8 10 13 43.5

DGP组      33 29   4    87.8bdf 27   6    81.9bcf

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  单纯糖尿病组; fP<0.01 vs  单纯胃轻瘫组.
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缺氧, 并有实验证实H.pylori相关性高GAS血症

并不是通过G细胞数量的增加来实现的, 可能与

D细胞的数量减少, 功能受损, SS的抑制作用减

弱有关[12]. 虽然胃黏膜中是否同样存在这种病

理变化, 目前尚无报道, 但微血管病变可引起自

主神经髓鞘样改变, 使胃肠蠕动减慢, 食物在胃

内滞留时间延长, 会刺激GAS和胃酸分泌增加, 
使胃黏膜更适宜H.pylori生长[13]. H.pylori感染

后可直接刺激和损害胃黏膜, 还可分泌毒素和

引起宿主自身免疫反应而导致胃黏膜病变, 使
SS的分泌细胞D细胞的结构破坏, 数量减少, 导
致SS分泌降低, 而GAS分泌增加, 加重DGP[14]. 
Brzozowski等[15]在H.pylori根除治疗后, 发现幽

门部SS浓度和D细胞密度显著增加, 幽门部GAS
浓度和血清GAS水平均有下降. 目前有研究发

现[16], H.pylori感染引起GAS的升高和SS低下的

机制可能与D细胞近旁的炎症有关, 特别是细胞

因子的影响, 如TNF-α能以不同的方式调节培

养的D细胞的SS释放, 且此效应可被IF-8所增强, 
并认为H.pylori (+)者GAS分泌亢进的原因是幽

门部SS分泌下降所致, 而H.pylori (-)者GAS分泌

亢进可能与迷走神经抑制性控制有关. 
总之, H.pylori感染可使DGP患者GAS升高, 

SS降低, 这一结果说明H.pylori感染导致的胃黏

膜病变与糖尿病胃轻瘫有密切关系, 因此对糖尿

病胃轻瘫患者进行H.pylori检测和抗H.pylori治疗

是很有必要的. 但是H.pylori感染引起高GAS血
症的机制目前还不十分明确, 因此今后应继续在

分子生物学及细胞学上进行深入的研究.
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表  2  H.pylori 感染与未感染的各组GAS、SS含量 (ng/L)

     
分组                 n

              	      H.pylori(+)			      H.pylori (-)

		           GAS 		           SS 		            GAS		           SS 

正常组	     17	   80.91±15.23	 47.81±16.88	   87.77±13.82	 52.66±15.05

胃轻瘫组	     30	   72.95±15.35	 62.65±12.47	 102.86±23.92	 56.41±11.61

糖尿病组	     23	 105.84±16.86	 44.32±10.09	   97.10±27.31	 38.00±13.04

DGP组	     33	 147.58±16.68ab	 16.29±4.27ab	 101.03±23.84	 36.29±11.88

aP<0.05 vs  H.pylori (-)的DGP组; bP<0.01 vs  正常对照组、单纯胃轻瘫组、单纯糖尿病组.
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Abstract
AIM: To study the epidemiological features of 
insulinoma in China during the last 10 years and 
to analyze its diagnosis and treatment.

METHODS: The reports of insulinoma pub-
lished from 2000 to 2009 were retrieved from 
various databases, such as the China National 
Knowledge Infrastructure (CNKI). The epide-
miological features, diagnosis and treatment of 
the disease were then analyzed. 

RESULTS: A total of 3524 patients with insu-
linoma were reported in China during the last 
10 years. The male to female ratio was approxi-
mately 1.02:1. The mean age of patients at the 
time of diagnosis was 40.7 years. Paroxysmal hy-
poglycemia was the main clinical manifestation 
of insulinoma. Epileptic manifestations were 
found in 17.6% of the patients. Surgical resection 

was the most frequently used procedure for the 
treatment of insulinoma. 

CONCLUSION: Insulinoma is mainly distrib-
uted in East and North China. It is difficult to 
diagnose insulinoma preoperatively. Surgery is 
effective for the disease. Neoplastic resection is 
the most frequently used procedure for the treat-
ment of insulinoma. 

Key Words: Insulinoma; Epidemiological feature; 
Diagnosis; Treatment

Liu GQ, Qiu FB, Qu YH, Liu N. Epidemiological features, 
diagnosis and treatment of insulinoma: an analysis of 
3 524 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(15): 
1620-1623

摘要
目的: 探讨中国近10年胰岛素瘤的流行病学
特征和诊疗经验.

方法: 联合检索中国生物医学文献数据库和
中国知网等多家中文数据库有关胰岛素瘤的
文章, 总结分析胰岛素瘤的流行病学特征和诊
治经验. 

结果: 中国近10年共报道3 524例胰岛素瘤, 男
女比例为1.02∶1, 平均年龄40.7岁, 56.4%分
布在华东、华北地区, 以阵发性发作的低血
糖表现为主要症状, 17.6%的患者有癫痫表现. 
肿瘤摘(挖)除术是最主要的治疗手段.

结论: 胰岛素瘤主要分布在华东、华北地区, 
术前诊断困难, 易被误诊, 手术切除是治疗此
病有效方法, 手术以肿瘤摘(挖)除为主.

关键词: 胰岛素瘤; 流行病学特征; 诊断; 治疗
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0  引言

胰岛素瘤(insulinoma)为胰岛B细胞肿瘤, 亦称内

®

■背景资料
胰 岛 素 瘤 是 临
床 上 少 见 疾 病 . 
Nicholis于1902年
首先在尸检中发
现胰岛素瘤, 胰岛
素瘤主要是合成
和分泌过多的胰
岛素, 使血浆胰岛
素浓度绝对升高. 
近年有很多个案
报道, 但对其流行
病学特点尚无统
一认识. 本文复习
中国近10年的文
献资料, 探讨胰岛
素瘤的流行病学
特征和诊治经验.

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科
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源性高胰岛素血症, 是胰岛B细胞形成的具有内

分泌功能的腺瘤或癌(少数为增生), 是最常见的

胰岛细胞肿瘤[1]. 但临床上少见, 临床表现多样, 
部分患者以精神症状为主要表现[2,3], 治疗以手

术为主[4,5]. 近年有很多个案报道, 但对其流行病

学特点尚无统一认识. 本文复习中国近10年的

文献资料, 探讨胰岛素瘤的流行病学特征和诊

治经验. 

1  材料和方法

1.1 材料 以胰岛素瘤为检索关键词, 联合检索中

国生物医学文献数据库和中国知识资源总库等

多家中文数据库2000-2009年的相关文献, 检索

到293篇文献, 共报道病例5 013例. 
1.2 方法 选取可获得全文并可获得相关信息的

文章. 首先去除重复文献, 其次同一医院不同时

期的病例报道, 无重叠病例者全部选用, 重叠病

例选用时间跨度最长、病例数最多的文献. 最
后共得到有效统计文献共191篇, 共有3 524例胰

岛素瘤. 应用回顾性的分析方法对胰岛素瘤的

流行强度、时间分布、空间分布、人群分布、

预后转归、误诊原因等进行描述分析. 

2  结果

每年年度报道的文献及病例情况见图1. 
2.1 地区 相关文献报道中, 3 491例患者有地区

信息报道, 按照7个地区划分:东北地区456例
(13.1%), 发病率约为1/23.4万(各地人口数据

按第五次全国人口普查统计); 华北地区802例
(23.0%), 发病率约为1/18.5万; 西北地区109例
(3.1%), 发病率约为1/84.1万; 华东地区1 166例
(33.4%), 发病率约为1/31.3万; 华南地区149例
(4.3%), 发病率约为1/97.9万; 华中地区635例
(18.2%), 发病率约为1/34.2万; 西南地区174例
(5.0%), 发病率为约1/112.0万. 中国的胰岛素瘤

主要(56.4%)分布在华北、华东地区. 这可能与

当地气候或饮食有关. 
2.2 性别和年龄 3 460例患者有性别信息报道, 这
其中男1 750例, 女1 710例, 男女比例约为1.02∶1, 
男性发病例数约等于女性, 这与部分文献[6]所报

道的该病多发于女性有所不同. 本组病例中, 年
龄7-81岁, 平均40.7岁, 年龄分布广泛, 但主要集

中在30-50岁. 
2.3 症状 患者以Whipple三联征表现为主要表现, 
所有患者均表现出Whipple三联征. 另外, 1 937
例有明确症状报道的患者当中: 有精神紊乱症

状(昏迷、意识障碍等)的患者有1 061例(54.8%), 
有癫痫(意识丧失、肌肉痉挛等)表现的患者340
例(17.6%), 因此该病易被诊断成为癫痫、癔症

等疾病. 
2.4 入院诊断 有明确入院诊断的1 512例患者中

416例(27.5%)入院诊断为癫痫, 入院诊断为癔症

103例(6.8%)、入院诊断为神经系统障碍(包括

脑出血等中枢神经器质性病变)141例(9.3%). 可
见该病易被误诊(总误诊率为43.7%). 
2.5 实验学诊断 所有患者均行血糖测定, 均为

低血糖(以血糖<2.8 mmol/L为准); 1 124例患者

行反应性胰岛素测定, 阳性1 040例(92.5%); 行
胰岛素/血糖(以IRI/G>0.3为准)检测1286例, 阳
性1 226例(95.3%); 行饥饿实验286例, 阳性280
例(97.9%); 行糖耐量实验650例, 阳性453例
(69.7%); 行血C肽水平测定240例, 阳性223例
(92.9%). 可见饥饿实验是最准确的实验学检查

方法. 
2.6 影像学诊断及定位

2.6.1 术前诊断及定位: 患者中行超声(主要指B
超)检查1 777例, 阳性674例(37.9%), 准确定位

505例(28.4%); 行内镜超声(EUS)检查122例, 阳
性95例(77.9%), 准确定位89例(73.0%); 行腹腔

镜超声(LIOUS)检查45例, 阳性41例(91.1%), 准
确定位41例(91.1%); 行超声造影(CEUS)检查

42例, 阳性38例(90.4%), 准确定位38例(90.4%); 
行CT检查1 410例, 阳性781例(55.4%), 准确定

位763例(54.1%); 行MRI检查344例, 阳性198例
(57.6%), 准确定位194例(56.4%); 行DSA造影

检查529例, 阳性410例(77.5%), 准确定位377例
(71.3%); 行选择性动脉钙刺激肝静脉采血测胰

岛素(ASVS)检查68例, 阳性61例(89.7%), 准确

定位61例(89.7%); 行经皮肝穿刺门、脾静脉测

定胰岛素(PTPC)检查60例, 阳性53例(88.3%), 准
确定位53例(88.3%). 可见腹腔镜超声等有创检

查的准确率较高. 
2.6.2 术中定位: 250例患者有明确术中触诊定位

报道, 准确定位206例(82.4%); 516例患者行术中

B超检查, 准确定位493例(95.5%); 行脾静脉分段

取血测定胰岛素35例, 准确定位32例(91.4%). 
2.7 手术治疗

2.7.1 手术方式: 2 357例患者有明确手术方式

报道, 其中行肿瘤摘除术(包括腹腔镜肿瘤切除

术)1 668例(70.8%); 行肿瘤及部分胰腺组织切除

术(胰腺区段性切除包括行相关的吻合术)105例
(4.5%); 行胰体尾切除术(合并脾切除术)379例

■创新盘点
本文系统性地分
析疾病的流行病
学特征及诊治经
验. 对胰岛素瘤消
长及特征变化规
律进行描述. 完整
揭示胰岛素瘤自
然转归史. 
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(16.1%); 行胰体尾切除术(不合并脾切除术)155
例(6.6%); 行胰十二指肠切除术38例(1.6%); 仅
行剖腹探查活检术12例(0.51%). 余病例患者因

经济状况等原因未行手术治疗, 或无报道. 
2.7.2 术后并发症: 2 262例手术有明确的术后

并发症报道, 术后出现胰瘘440例(19.45%); 胰
腺假性囊肿20例(0.88%); 腹腔感染或脓肿45例
(1.99%); 急性胰腺炎52例(2.30%); 其他(包括切

口愈合不良、胃排空障碍、肺部感染等非特异

性并发症)83例(3.67%). 可见胰瘘是最主要的术

后并发症. 
2.8 肿瘤情况

2.8.1 肿瘤单多发: 3 279例患者中单发肿瘤3 055
例(93.2%); 多发肿瘤224例(6.8%). 
2.8.2 肿瘤分布: 2 864例肿物分布于胰头及钩突

部854例(29.8%); 胰颈部58例(2.0%); 胰体部896
例(31.3%); 胰尾部1 042例(36.4%); 异位肿瘤16
例(0.6%). 肿瘤全胰腺均有分布, 胰头、胰体、

胰尾约各占1/3. 
2.8.3 肿瘤大小: 本组病例中1 126例肿物有大

小报道, 其中<10.0 mm 166例(14.7%); 10.0-19.9 
mm 696例(61.8%); 20.0-29.9 mm 186例(16.5%); 
≥30.0 mm 78例(6.9%). 
2.8.4 病理诊断: 2 533例肿物中良性肿瘤2 325
例(91.8%); 恶性肿瘤166例(6.6%); 胰岛细胞增

生42例(1.7%). 有报道的56例恶性肿瘤中41例
(73.2%)有转移. 
2.9 辅助治疗 恶性胰岛素瘤的辅助治疗包括动

脉栓塞、介入化疗、生长抑素治疗等, 在恶性

胰岛素瘤的治疗中占有重要位置, 链脲霉素由

于能够选择性破坏胰腺内分泌细胞, 被公认为

恶性胰岛瘤化疗的首选药物, 但由于实践中链

脲霉素不易取得, 因此应用较少. 也有用FAM(5-
FU、EPI、MMC)+IL-2的化疗方案, 也取得了比

较理想的效果, 本研究共报道3例患者接受上述

方案化疗后, 效果良好. 
2.10 预后 共有1 689例报道治疗结果, 其中治愈

1 562例(92.5%)、未愈57例(3.4%)、复发42例
(2.5%)、死亡28例(1.7%).

3  讨论

胰岛素瘤是一种少见病, 有报道称发病率为1/25
万[7,8], 但临床并不罕见. 该病导致低血糖反复发

作, 给患者带来极大危害, 必须进行外科手术才

能治愈. 由于其临床症状复杂多变, 易于误诊, 
治疗也有其特殊性和复杂性. 自发现该病至今

的100余年来, 随着对胰岛素瘤认识水平的提高, 
影像学技术的进步和外科手术技术的发展, 胰
岛素瘤在定位诊断和外科治疗方而均发生了显

著变化. 
胰岛素瘤的病因还不清楚, 可能与下列因素

有关: 基因突变、细胞凋亡、神经递质、生长

因子、胃肠激素[9]. 
胰岛素瘤一般具有明显的低血糖及神经系

统症状, 加之由于发病率较低, 因此容易被误

诊成各种神经系统疾病[本组病例误诊为癫痫

27.5%, 误诊为癔症6.8%、其他神经系统障碍

(包括脑出血等中枢神经器质性病变)9.3%]. 
胰岛素瘤定性诊断依然依靠Whipple三联征

以及低血糖发作时IRI/G(本文统计病例中具有

上述典型症状的比例为95.3%), 但有少部分患者

血糖可在正常范围, 且影响血糖的因素很多, 如
肝肾功能不佳、营养不良等皆可有低血糖出现, 
Whipple三联征并非胰岛素瘤所特有, 如腺垂体

功能减退、肾上腺皮质功能不足、严重的肝病

和肿瘤等均有Whipple三联征, 可借助饥饿试验

等方法进行诊断和鉴别诊断[10]. C肽测定等新的

实验学方法也开始广泛应用. 
关于定位诊断胰岛素瘤的定位诊断经历了

从简单到复杂的过程. 目前胰岛素瘤的定位诊

断方法较多, 但均存在一定的局限性[11]. B超、

CT、MRI等传统影响学方法仍然在胰岛素瘤

的定性、定位诊断中占有重要地位, 由于胰岛

素瘤多数较小(国外报道78%的肿瘤直径小于2 
cm[12], 本组数据76.6%的肿瘤直径小于2 cm), 而
胰岛素瘤的组织密度和正常胰腺相近, 所以非

侵入性检查如B超、CT的阳性率不高, 虽然其准

确率稍低(本组实验定位准确率分别为28.4%、

54.1%、56.4%)但具有无创、操作简单等优点. 
虽然一些有创检查如PTPC和ASVS对许多疑难

图  1  中国胰岛素瘤年度报道情况.
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■应用要点
本文主要是系统
性的介绍胰岛素
瘤的流行病学特
征及诊治经验, 为
探索胰岛素瘤病
因, 加强对胰岛素
瘤的诊断提供帮
助. 并为胰岛素瘤
的临床治疗提供
思路.
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胰岛素瘤的诊断发挥了重要作用, 但这些有创

检查费用高、创伤大、技术复杂仅限在一些大

型医疗中心开展[13,14]. 术中定位诊断仍然发挥着

重要作用, 最佳定位手段是术中超声加外科医

师探查[15], 盲切已逐渐废弃[16,17]. 
胰岛素瘤的治疗仍以手术为主, 由于胰岛

素瘤全胰腺均有分布, 因此手术多样, 本组病例

中肿瘤摘除术(包括腹腔镜肿瘤切除术)(70.8%), 
肿瘤及部分胰腺组织切除术(胰腺区段性切除包

括行相关的吻合术)(4.5%), 胰体尾切除术(合并

脾切除术)(16.1%), 胰体尾切除术(不合并脾切除

术)(6.6%), 胰十二指肠切除术(1.6%). 胰岛素瘤

以良性为主(本组91.8%为良性), 且具有较好的

预后. 
总之, 胰岛素瘤属少见疾病, 其诊断和处理

具有特殊性, 因此处理此类患者应具有丰富的

临床经验, 以期获得满意效果. 定位诊断发展迅

速, 已进入了以多排螺旋CT胰腺灌注, 结合EUS
等无创检查手段为主的新时代. 随着外科技术

进步, 对胰岛素瘤的手术处理方式也多样, 对多

发胰岛素瘤仍应仔细探查, 避免遗漏病灶. 对于

部分恶性肿瘤患者, 化疗也可有效地缓解低血

糖症状, 改善生活质量, 延长生存时间[18,19].
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■同行评价
本反映了近10年
来我国胰岛素瘤
的流行病学分布
情况以及临床诊
治的水平, 有一定
的学术价值, 且对
指导胰岛素瘤的
诊断与治疗方法
的选择有一定实
用价值.
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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 
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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.
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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T1-2 , 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

《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: 010-8538-1892
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

2010-05-28/31
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

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

2010-07-15/18
第四届地坛国际感染病会议(DICID)
会议地点: 北京市
联系方式: info@bjditan.org

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/

2010-09-21/25
肝脏疾病病理基础及治疗进展
会议地点: 西安市 
联系方式: 029-85323924

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

2010-12-02/06
第九届广东省消化内镜学术年会
会议地点: 广州市 
联系方式: 020-61641541

2010-12-26/30
肝胆疾病-肝功能衰竭治疗新理念
会议地点: 南京市
联系方式: 025-83106666-66866
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曹杰 主任医师

广州医学院附属广州市第一人民医院胃肠外科

陈红松 研究员

北京大学人民医院肝病研究所

陈敬贤 教授

合肥市梅山路安徽医科大学微生物教研室

陈立波 教授 

华中科技大学同济医学院附属协和医院肝胆外科中心

陈其奎 教授

中山大学附属第二医院消化内科

戴朝六 教授 

中国医科大学第二临床学院(盛京医院)肝胆外科

范小玲 主任医师

北京地坛医院综合科

房静远 教授

上海交通大学医学院附属仁济医院, 上海市消化疾病研究所

冯志杰 主任医师 

河北医科大学第二医院消化内科

高润平 教授

吉林大学第一医院肝病科

巩鹏 教授

大连医科大学附属第一医院普外二科

谷俊朝 主任医师

首都医科大学附属北京友谊医院普外科

洪天配 教授

北京大学第三医院内分泌科

黄晓东 副主任医师  

武汉市中心医院消化内科

黄园 教授 

四川大学华西药学院药剂系

                                                                 • 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！

李胜 研究员   

山东省肿瘤防治研究院肝胆外科

李勇 副教授  

上海中医药大学附属市中医医院消化科

刘宝瑞 教授  

南京大学医学院附属鼓楼医院肿瘤中心

刘克辛 教授  

大连医科大学药学院

刘丽江 教授  

江汉大学医学院病理学            

龙学颖 副主任医师

中南大学湘雅医院放射科

沈洪 教授

南京中医药大学附属医院江苏省中医院消化科

孙明军 教授

中国医科大学附属第一医院内镜中心

邰升 副教授

哈尔滨医科大学附属二院肝胆外科

徐大华 副主任医师 

首都医科大学宣武医院普外科 

张凤春 教授  

上海交通大学医学院附属仁济医院肿瘤中心

张小晋 主任医师

北京积水潭医院消化内科 

张筱茵 副教授

中国人民解放军第四军医大学西京医院消化疾病研究所

张宗明 教授

清华大学第一附属医院消化医学中心

周伟平 教授 

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院肝外三科

www.wjgnet.com


	WCJDv18i15Cover.pdf
	wcjd-editorialboard2009-2011.pdf
	WCJDv18i15Cotents.pdf
	1521.pdf
	1525.pdf
	1531.pdf
	1537.pdf
	1544.pdf
	1550.pdf
	1555.pdf
	1563.pdf
	1569.pdf
	1577.pdf
	1582.pdf
	1588.pdf
	1594.pdf
	1598.pdf
	1602.pdf
	1605.pdf
	1608.pdf
	1612.pdf
	1616.pdf
	1620.pdf
	1624.pdf
	1629.pdf
	1630.pdf

