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Abstract
Rectal prolapse is a troublesome anorectal disor-
der. Surgical procedures for rectal prolapse contain 
transabdominal and transperineal approaches. 
There are hundreds of transabdominal approaches 
currently available for treatment of rectal prolapse. 
In contrast, only tens of transperineal approaches 
available for the disease, such as Delorme proce-
dure, Altemeier prodecure, Thiersch prodecure 
and Gant-Miwa prodecure. Procedure for prolapse 
and hemorrhoids (PPH) represents the latest ad-
vance in transperineal treatment of rectal prolapse. 
Injection treatment is applied widely in China and 
has remarkable superiority. As each procedure has 
its strength and weakness, selection of appropri-
ate procedure based on individual difference can 
greatly improve surgical outcome. Individualized 
diagnosis and treatment plan may represent a new 
direction for transperineal surgical treatment of 
rectal prolapse.

Key Words: Rectal prolapse; Transperineal ap-

proach; Injection treatment

Ma SM, Wang XF, Li HS. Common transperineal surgical 
options for rectal prolapse. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
直肠脱垂是肛肠科比较棘手的病症, 手术总体
上有经腹和经会阴两种途径, 经腹手术方法百
余种, 经会阴手术亦有数十种, 如经会阴直肠
黏膜切除及肠壁肌层折叠缝合(Delorme)术、

经会阴直肠乙状结肠部分切除(A l t eme ie r)
术、肛管环缩(Thiersch)术、黏膜结扎术和肛
管缩窄(Gant-Miwa)术等, 痔上黏膜环切(PPH)
手术是其最新进展, 但注射疗法在我国应用较
为广泛, 具有显著优势. 当然, 每一种术式都有
其优缺点, 根据患者个体差异, 有选择性地应
用各种术式较之单一术式能很好地改善临床
效果, 个体化诊疗方案可能是今后研究的重要
方向.  

关键词: 直肠脱垂; 经会阴手术; 注射疗法

马树梅, 王晓锋, 李华山. 直肠脱垂常见的经会阴术式选择.  世

界华人消化杂志  2010; 18(32): 3391-3395

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3391.asp

0  引言

直肠脱垂是直肠、肛管、甚至部分乙状结肠移

位下降和外脱的一种疾病. 多见于年轻人和老

人, 常引起诸如大便失禁等痛苦的症状. 其最初

病因仍旧不是很清楚, 争论也很多, 但有两种学

说比较流行, 即滑动疝学说和肠套叠学说. 手术

仍是治疗直肠脱垂的主要手段, 有经腹与经会

阴两种途径, 经腹手术方法超过百种, 经会阴手

术亦有数十种, 现将常见经会阴术式归纳分析

如下. 

1  Delorme术

即经会阴直肠黏膜切除及肠壁肌层折叠缝合术. 
Delorme等在1900年提出, 他于肛门外做直肠黏

膜袖状切除, 将脱垂全部脱出, 黏膜下注入盐水, 

www.wjgnet.com
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■背景资料
直肠脱垂是肛肠
科比较棘手的病
症 ,  其 发 病 因 素
复 杂 ,  治 疗 手 段
多 样 ,  经 腹 手 术
方式近200种, 经
会阴手术亦有数
十 种 ,  如 何 合 理
选 择 治 疗 方 法 , 
一直是临床研究
的重要课题.

■同行评议者
傅华群, 教授, 南
昌大学第二附属
医院普外科



距离齿线1-2 cm环形切开黏膜到黏膜下层, 将
黏膜由肌层分离成为袖状, 直到脱垂顶端, 并将

黏膜完全切除. 再将6条缝线穿过脱垂底部黏膜

边缘, 并穿过数处肌层, 由顶部黏膜边缘穿出, 
结扎后使肌层折叠, 黏膜对合. 这种术式多用于

治疗内套叠. 对于低位较小的脱垂是比较理想

的, 年老体弱生命有限伴脱垂症状者也适合这

种术式. 有报道取得了满意的效果, Senapati等[1]

对1978-1990年的32例患者实施了本手术, 病程

2 wk-10年, 术后无失访, 在平均24 mo的随访期

内4例复发, 复发率15%. 他们认为此术式虽然复

发率较之经腹直肠固定术(5%)高, 但是没有开

腹的危险. 而且, 相较经腹直肠固定术后高的便

秘发生率(40%), Delorme术远期肠功能恢复好. 
Tsunoda等[2]认为本术式不引起便秘, 他改善了

肛门括约肌和直肠的感觉功能, 可能源于其降

低了术后便秘问题的发生. 但是其也存在着不

尽如人意的地方, 他长期复发率高, 可能源于手

术只切除了部分脱垂, 没有治疗根本的解剖学

缺陷. 也没有治疗盆底及出口处的缺损, 术后会

阴下降仍然存在. 所以有人提倡改良Delorme术, 
扩大黏膜切除范围, Watkins等[3]1975/2001-12对
52例患者实施了改良术式, 平均脱垂长度8.2 cm, 
平均随访61.4 mo, 其中12例术前有失禁, 术后10
例改善. 术后5年脱垂发生率6%(3/52), 26年结束

后总体复发率是10%(5/52). 并发症发生率4%. 
实施适当的改良术式后, 复发率有所降低, 对于

存在显著并发症者也能安全实施.

2  Altemeier术 
即经会阴直肠乙状结肠部分切除术. 本术式最

初是由Mikulicz于1889年阐述的[4], 而备受欢迎

的是Altemeier等[5]1971年做的改良的会阴切除

术. 术中经肛门切除脱垂冗长的肠管并吻合, 可
同时修补滑动性疝及肛提肌, 他报道了106例
患者, 术后无死亡, 只有3例复发. Kimmins等[6]

对63例患者1993-02/1999-12平均随访20.8 mo, 
70%患者是局麻, 平均切除长度为11.6 cm, 83%
的患者用了吻合器. 复发率为6.4%, 复发患者可

再行本术式. 并发症少(10%). 由于80%的患者

可在24 h内出院, 且不需全麻, 所以手术可于门

诊实施. 虽然复发率较之经腹切除稍高, 但是发

病率及花销低, 而且能够容易、安全地重复实

施. Habr-Gama等[7]回顾分析1985-2000年44例
直肠脱垂患者行经会阴直肠乙状结肠切除术并

肛提肌修复术. 平均病程是29.2(1-40) mo. 直肠
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脱垂的平均长度8.3 cm, 切除肠段的平均长度

21.2 cm. 并发症发生率9.1%. 本术式没有死亡病

例. 平均住院期是3.9 d. 在平均随访期49 mo, 复
发率7.1%(2例患者脱垂复发, 另1例直肠黏膜脱

垂). 36例患者(85.7%)肛门扩约功能改善, 可见

本改良术式能达到令人满意的功能改善和可接

受的低复发率. 对于手术器械, Boccasanta等[8]对

1999-01/2003-12年58例患者分别施行传统的单

极电烙法并手工吻合术和用解剖刀及圆形吻合

器, 结果显示经会阴直肠乙状结肠切除术并提

肌成形术的临床和功能的远期结果不受外科器

械和肛结肠吻合类型的影响. 在高风险患者, 临
床中肯的短期结果应明确研究. 另外本术式无

吻合口瘘以及因悬吊支持材料而发生盆腔脓肿

的危险, 且不会出现经腹手术所带来的泌尿生

殖系统问题, 但长期效果不佳, 复发率较高, 约
5%-20%[9]. 主要适用于年老体弱不能耐受经腹

手术者以及脱垂肠段较长、嵌顿不能复位或是

肠管已经坏死者. 

3  Thiersch术

即肛管环缩术. 1891年, Thiersch首先用银线环

植入肛门部皮下, 紧缩松弛的肛门括约肌, 12 
wk后取出. 该手术能在局麻下完成, 手术操作简

单, 损伤少. 但是不能解除引起直肠脱垂的诸多

原因, 而出现粪便嵌顿、植入环断裂或松弛、

置环处溃疡感染、急性脱垂等并发症[10], 疗效

不满意, 复发率很高. 后来外科医生尝试了很多

材料改良本术式, 如, 筋膜、肌腱、尼龙、聚丙

烯、Teflon等, 这些材料都不易断裂, 并发症要

少. Khanduja等[11]改良了本术式, 他用硅树脂环

代替银丝环, 治疗16例急诊患者, 脱垂都得以纠

正, 其中3例发生植入环断裂, 1例术后2年发生

轻微感染, 但无须拆除. 故本术式为一古老而实

用的术式. 近年来, Gupta[12]描述了本术式结合肛

周皮下凝结诱导纤维化治疗脱垂对于行其他外

科术式风险较大的老年人有较好的疗效. 随访2
年, 2例出现并发症, 其中的1例是因为置线圈处

化脓, 需移除, 另外1例出现线圈松弛. 3例复发, 
其中1例诉大便失禁. 可见本术式适应证少, 对
于轻度直肠脱垂和年老体弱不能耐受其他手术

者可作为一种辅助性姑息治疗.  

4  Gant-Miwa手术

Gant(1923)用黏膜结扎术和肛管缩窄术治疗完

全脱垂. Miwa(1966)推广了此术式. 方法是: 先
将脱垂完全脱出肛门, 以止血钳牵起黏膜和黏
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膜下层, 再以弯针将不可吸收的缝线穿过黏膜

下层, 围绕钳尖端结扎, 成为较大的黏膜结节. 
由脱垂的最上部开始, 围绕脱垂做环形结扎, 每
一环形线上做4-6个结节, 一直到齿线上方. 黏膜

结节数目按脱垂大小不同, 有的可达100个, 使
黏膜缩短, 脱垂缩小. 然后将脱垂复回, 并在皮

下做肛管缩窄术. 尽管本术式在英语课本中有

描述, 但是很少被使用. 在日本, 自从1960后, 本
术式加上肛门环缩术在治疗直肠脱垂中起了

主要的作用. Yamana等[13]认为技术的细节(例如

Teflon带的使用和相对于外扩约肌深面和外面

的路线)对于手术成功与否起了重要的作用. 结
果显示复发率0%-31%, 无死亡, 基本上没有诸

如大出血和严重败血症等并发症. 另外肛门静

息压和直肠感觉改善了, 这对于排便功能是个

积极的影响. 所以我们认为本术式加上肛门环

缩是会阴术式中比较好的选择. Arakawa(1979)
报道治疗了206例完全脱垂, 复发率是14%.

5  痔上黏膜环切术手术

自从1998年Longo发明了痔上黏膜环切术(pro-
duce of prolapse and hemorrhoids, PPH)治疗重度

内痔脱垂并应用于临床, 随后国内文献相继报

道应用吻合器PPH治疗内脱垂, 亦获得良好疗

效[14]. PPH用于治疗直肠黏膜脱垂, 效果显著. 张
连阳等[15]对42例直肠黏膜脱垂患者行PPH, 总
有效率为88.1%(37/42), 其中直肠内黏膜脱垂有

效率为81.8%(18/22), 直肠外黏膜脱垂有效率达

95.0%(19/20), 证明PPH术治疗直肠外黏膜脱垂

优于直肠内黏膜脱垂. 郑新等[16]报道2例术后直

肠黏膜仍脱垂者系术前症状较重, 所以建议对

这样的患者宜行双荷包缝合, 另外报道了本术

式可以改善直肠前突的症状. 王本军[17]术时在

定位齿线后测量反折间距(最大游离缘距齿线的

“S”形距离), 探查明确后于齿线上6 cm和5 cm
处行双荷包缝合, 最后用吻合器环切吻合. 术后

配合长期疗效维持“套餐”, 从整体上调理患

者身体状态, 临床总有效率达93.3%, 术后随访

3 mo, 总有效率达85.7%. 马慧[18]的双荷包缝合

是远侧缝线距齿状线上3-4 cm, 近侧缝线距远侧

缝线1.0-1.5 cm, 以保证切除足够的环形黏膜, 造
成黏膜与肌层粘连而达到治疗直肠内脱垂的目

的, 切除黏膜宽度4-6 cm. 全部患者临床症状基

本消失, 患者感觉满意. 另有报道在行PPH时配

合齿线上3、7、11点母痔区纵行缝合直肠黏膜

6-8 cm, 可以减少术后复发, 解除排便困难[19]. 对

于外脱垂, 邱磊等[20]在应用PPH后, 配合母痔区

三点黏膜柱状缝合、直肠周围高位注射消痔灵

亦取得了很好的治疗效果. 术后随访6-18 mo, 全
部治愈. 对于Ⅱ、Ⅲ度直肠脱垂, 行双荷包吻合, 
亦能取得好的预期效果[21]. PPH术式治疗直肠脱

垂操作简单、并发症少、愈合时间短. 

6  注射疗法

国外注射疗法多用于治疗儿童直肠脱垂, 其机

制是通过炎症反应引起直肠周围组织纤维化, 
导致直肠壁与周围组织固定在一起, 从而阻止

了脱垂的发生. 硬化剂的选择包括: 5%石炭酸

甘油、1%石炭酸蓖麻油、1%奎宁和尿素氢氯

化物、70%乙醇、30%的盐水、25%的盐水、

50%葡萄糖、牛奶[22], 每一种剂型的治愈率和

并发症都不同. 一些剂型效果好但是并发症较

多, 一些没有并发症但是治愈率低, 一些剂型很

有效也没有并发症但是注射困难. Shah等[23]回

顾了1995-2003年5岁以下的17例患者, 黏膜下注

射高渗盐水, 一次注射治愈率14/17(83%), 3例因

为饮食中的牛乳蛋白(cow's milk protein, CMP)
过敏而致硬化治疗失败. Abes等[24]认为将高渗

溶液直接注射到肠黏膜会导致黏膜细胞损伤, 
所以选择了15%相对低渗的溶液代替30%的用

以治疗脱垂. 并且在1992-06/2003-05对16例儿

童行15%的盐水注射. 方法是在全麻下, 患者取

截石位, 术者左手食指置肛中做引导, 以控制针

的位置. 取黏膜下组织、右侧直肠周围区域、

左侧直肠周围区域、直肠后的几个点位, 针头

通过肛周皮肤刺入, 盐水边退针边缓慢注射, 每
个点位注射2-3 mL, 并注射直肠黏膜下组织. 因
直肠前壁挨近膀胱颈, 所以不予注射. 注射后可

以出院, 并给予大便软化剂以防止便秘. 结果

获得15/16(93.7%)一次治愈率, 只有1例需二次

注射. Sasaki等[25]用石炭酸杏仁油注射液治疗9
例(年龄5-14岁)儿童直肠脱垂, 术后用肛门直肠

测压发现注射后肛门直肠反射和其他参数都正

常. 4例曾诉便秘患者中, 2例症状解除. Fahmy
等[26]对比了98%的普通乙醇、5%的石炭酸杏仁

油注射液和聚糖酐玻尿酸的共聚物(dextrano-
mer/hyaluronic acid copolymer, Deflux)的注射效

果, 结果显示Deflux无黏膜坏死及脓肿形成, 长
期随访无复发, 石炭酸杏仁油注射液因其高复

发率而不太合适于治疗. 乙醇比较便宜, 容易

获得, 可以作为Deflux的替代品. Hachiro等[27]在

2005-10/2006-06对14例成人完全性直肠脱垂者

■创新盘点
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消痔灵注射疗法
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对临床实践有较
好的借鉴意义.
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[年龄34-91(平均76)岁], 实施硫酸钾铝和鞣酸的

注射液硬化治疗. 在平均6 mo的随访期间, 14例
患者均治愈, 无术中或术后的并发症. 只有1例
需二次注射. 便秘症状没有加剧, 也没有狭窄. 
7/10例大便失禁患者症状得到缓解. 

我国著名肛肠专家黄乃健教授等[28]通过直

肠脱垂动物标本的采集和动物模型的建立研究, 
提出了人类直肠脱垂的实质是直肠与直肠套叠, 
其脱垂平面多在直肠壶腹部, 位置比较恒定. 而
乙状结肠套入直肠, 是直肠脱垂病情加重的结

果, 即由于病情的逐渐发展, 低位肠管脱垂, 牵
及高位肠管下降. 这就证实了为何采用中西医

结合的明矾液注射疗法, 可治愈脱垂肠管外露

部分长达15 cm左右的病例. 另外, 对于完全性直

肠脱垂, 李华山等[29]报道采用消痔灵注射液双层

4步注射疗法治疗, 取得了良好疗效. 所谓双层4
步注射疗法是指在直肠外层(直肠周围间隙)与
直肠内层(直肠黏膜下层)分4步进行注射. 即将

药物(如消痔灵注射液)分别注射于: (1)两侧骨盆

直肠间隙: 使直肠与直肠侧韧带粘连固定; (2)直
肠后间隙: 使直肠与骶前筋膜粘连固定; (3)直肠

黏膜下层: 使松弛的直肠黏膜与肌层粘连固定, 
从而达到治疗目的. 此外, 张燕生等[30]报道在直

肠黏膜下注射及缝扎以产生瘢痕支持固定、直

肠周围高位间隙注射消痔灵硬化剂、并配合肛

管紧缩术, 封闭肛尾三角, 以达到对完全性直肠

脱垂的有效的治疗, 减少单一注射易复发的可能

性. 可见, 治疗完全性直肠脱垂, 在应用传统的注

射疗法时, 配合一些辅助的治疗措施, 如肛门环

缩、紧缩、括约肌折叠[31]、瘢痕直肠固定术等, 
可以增强注射的治疗效果, 达到更高的一期根治

的目的.

7  结论

直肠脱垂仍是一个较为棘手的问题, 因其发病

是多种因素综合作用的结果, 尚没有明确有效

的治疗方式选择, 手术仍是目前治愈本病的主

要手段, 手术的基本原则大体包括6点[5]: (1)切除

脱垂的冗长肠管; (2)缩小肛门; (3)重建或加强盆

底; (4)经腹悬吊或固定脱垂肠管; (5)消除道格

拉斯腔; (6)修补会阴滑动疝. Theuerkauf等[32]综

合了各种手术治疗直肠脱垂的结果, 治疗总人

数3 505例, 死亡48例, 随访总人数2 858例, 复发

480例. 其中54例行Altemeier术无死亡, 随访54
例, 复发2例; 336例行Delorme术, 死亡8例, 随访

328例, 复发82例. 手术方式的多样性恰恰也证

明了没有一种方法适合于所有的患者, 对于每

一种方法的优劣的评价需要大量的随机对照试

验来证明. Raftopoulos等[33]对643例成人完全性

直肠脱垂经腹手术后复发率进行长期多中心随

访观察, 发现术后1年平均复发率为1.06%, 5年
为6.61%, 10年为28.92%. 且不同的医疗单位、

手术入路、手术方法、手术技巧等对术后复发

率均无显著影响. Kim等[4]对372例成人完全性

直肠脱垂术后随访(1976-1994年), 发现经腹手

术复发率为5.1%(平均随访98 mo), 经会阴手术

复发率为15.8%(平均随访47 mo). 经腹手术复

发率较低, 对于年轻体强的患者是理想的. 然而, 
腹部手术需游离或固定直肠、或切除结肠、或

二者均有, 故并发症相对较高, 如感染、吻合口

漏、死亡率等相对增高[34]. 在我国直肠脱垂的

治疗中, 注射疗法具有较为广泛的运用, 特别是

消痔灵注射治疗成人完全性直肠脱垂[35,36], 采
取双层4步注射法或直肠周围注射, 或注射配合

PPH术, 肛门紧缩术, 均取得了较好的疗效. 注射

疗法具有患者基本无痛苦, 并发症少, 住院时间

短, 医疗费用低, 可重复使用等诸多优点. 但其

疗效与药物剂量、浓度、注射方法、注射次数

等密切相关. 况且, 尚缺乏与开腹或其他各种经

会阴手术的大样本的随机对照研究或队列研究, 
以及长期的临床随访分析. 远期疗效如何是评

价该疗法的关键. 总之, 选择性地应用各种术式

较之单一使用一种术式能大大地提高疗效, 进
一步研究直肠脱垂的发病机制, 区别不同类型

的直肠脱垂, 建立个体化诊疗方案可能是今后

研究的重要方向. 
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Abstract
AIM: To investigate the possible synergistic 
effects of Fufangkushen Injection, oxaliplatin 
and recombinant human endostatin (Endo-
star) on apoptosis in human hepatoma cell line 
SMMC-7721.

METHODS: Fluorescence microscopy and TU-
NEL assay were employed to evaluate apoptosis 
of SMMC-7721 cells. Immunohistochemistry 

was used to detect the expression of apoptosis-
associated proteins survivin, Bcl-2 and caspase-3 
in SMMC-7721 cells.

RESULTS: Fluorescence microscopy analysis 
showed that the apoptosis index (AI) of cells 
treated with Fufangkushen Injection and oxali-
platin and those treated with Fufangkushen In-
jection, oxaliplatin and Endostar was 44.33% and 
46.33%, respectively, with no significant differ-
ence between the two groups (P > 0. 05). TUNEL 
analysis showed that the AI of the above two 
groups of cells were 36.3% and 34.2%, respec-
tively, with no significant difference between the 
two groups (P > 0. 05). Immunohistochemistry 
analysis demonstrated that, although the expres-
sion of survivin and Bcl-2 decreased and the 
expression of caspase-3 increased in the above 
two groups of cells (1.426 ± 0.007, 1.442 ± 0.011 
vs 2.485 ± 0.013; 1.308 ± 0.012, 1.298 ± 0.008 vs 
2.195 ± 0.021; 2.503 ± 0.017, 2.526 ± 0.013 vs 1.536 
± 0.007, all P < 0.01), there was no significant dif-
ference in the expression levels of these proteins 
between the two groups.

CONCLUSION: Combined Fufangkushen Injec-
tion, oxaliplatin and Endostar have comparable 
apoptosis-inducing ability to combined Fufang-
kushen Injection and oxaliplatin in SMMC-7721 
cells. The above drugs induce SMMC-7721 cell 
apoptosis possibly by altering the expression of 
survivin, Bcl-2 and caspase-3.

Key Words: Fufangkushen Injection; Oxaliplatin; 
Endostar; Recombinant human endostatin injec-
tion; Human hepatoma cell; Apoptosis

Jiang ZY, Hua HQ, Yang AZ, Qin SK. Effects of Fufang-
kushen Injection in combination with oxaliplatin and 
recombinant human endostatin injection on apoptosis 
in human hepatoma cell line SMMC-7721. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3396-3401

摘要
目的: 探讨中药、化疗药物以及抗血管生成
药物联合应用对人肝癌SMMC-7721细胞的协
同增效作用及其相关机制.

®

■背景资料
临床上早期肝细
胞癌的治疗以手
术为主, 然而由于
其恶性程度高, 起
病隐匿, 早期诊断
困难, 大多数患者
确诊时已发展到
晚期, 失去了手术
及局部治疗的机
会, 因此, 化疗、
中药、免疫调节
以及近年来兴起
的分子靶向药物
等成为肝癌的主
要治疗方法.

■同行评议者
荚卫东, 教授, 安
徽省立医院肝胆
外科
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方法: 采用荧光显微镜、原位末端标记技术
(TUNEL)观察两药组(复方苦参联合奥沙利铂)
及三药组[复方苦参联合奥沙利铂和重组人血
管内皮抑素(恩度)]对SMMC-7721细胞的诱导
凋亡作用; 应用免疫组织化学法观察药物作用
后对凋亡相关基因Survivin、Bcl-2和caspase-3
蛋白表达的影响.

结果: 荧光显微镜观察发现, 复方苦参注射
液(50 mL/L)和奥沙利铂(1 mg/L)两药组以
及同时联合恩度(12.5 m g/L)的三药组作用
于S M M C-7721细胞后, 凋亡指数(A I)分别
为44.33%和46.33%, 两组间未见明显差异
(P >0.05); TUNEL检测结果亦显示, 两药组与
三药组比较, AI分别为36.3%和34.2%, 无明显
差异(P >0.05); 免疫组织化学法观察显示, 两
药组与三药组均可使Survivin、Bcl-2蛋白表
达减弱, caspase-3蛋白表达增强(1.426±0.007, 
1.442±0.011 vs  2.485±0.013; 1.308±0.012, 
1.298±0.008 vs  2.195±0.021; 2.503±0.017, 
2.526±0.013 vs  1.536±0.007, 均P <0.01), 但
两组之间亦无明显差异.

结论: 复方苦参注射液、奥沙利铂两药联合
以及再与恩度的三药联合均能诱导人肝癌
SMMC-7721细胞的凋亡, 但三药联合并未能
增加诱导凋亡的作用; 其诱导凋亡的机制可
能与调节细胞Survivin、Bcl-2、caspase-3蛋
白的表达有关.

关键词: 复方苦参注射液; 奥沙利铂; 恩度; 重组人

血管内皮抑素; 人肝癌细胞; 细胞凋亡

姜子瑜, 华海清, 杨爱珍, 秦叔逵. 复方苦参、奥沙利铂及重组

人血管内皮抑素联合对人肝癌细胞株SMMC-7721凋亡的影

响.  世界华人消化杂志  2010; 18(32): 3396-3401

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3396.asp

0  引言

临床上早期肝细胞癌(以下简称肝癌)的治疗

以手术为主, 然而由于其恶性程度高, 起病隐

匿, 早期诊断困难, 大多数患者确诊时已发展到

晚期, 失去了手术及局部治疗的机会, 因此, 化
疗、中药、免疫调节以及近年来兴起的分子靶

向药物等成为肝癌的主要治疗方法. 我们前期

的研究发现, 复方苦参注射液和奥沙利铂均可

抑制肝癌SMMC-7721细胞的增殖并诱导其凋

亡, 当两药联合时复方苦参对奥沙利铂有增效

作用[1]. 恩度(endostar, YH-16)是我国自主开发

的重组人血管内皮抑素, 他以血管内皮细胞为

靶点抑制肿瘤新生血管生成, 已有Ⅲ期临床研

究证实, 与化疗联用可以提高晚期肺癌的疗效. 
为了进一步探索提高肝癌疗效的综合治疗方案, 
我们在复方苦参联合奥沙利铂的基础上加用恩

度, 进行了两药联合与三药联合的比较研究, 现
将其结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞株购自中科院

上海细胞生物研究所. 复方苦参注射液(简称复

方苦参, 商品名岩舒): 山西振东金晶制药公司生

产, 批号: 20080520; 注射用奥沙利铂: 南京制药

厂生产, 批号: 20080505; 恩度: 山东先声麦得津

生物制药有限公司生产, 批号: 20080901; Roche
原位细胞凋亡检测(TUNEL)试剂盒、Survivin
兔抗人多克隆抗体、Bcl-2鼠抗人单克隆抗体、

caspase-3兔抗人单克隆抗体: 北京中杉生物技术

有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 荧光显微镜观察细胞形态变化: 取对数生

长期的SMMC-7721细胞, 消化制成单细胞悬液

后, 以5×104/mL浓度接种于培养瓶中, 每瓶加培

养液8 mL, 在37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件

下培养24 h后, 两药组予50 mL/L的复方苦参和

1 mg/L的奥沙利铂联合处理, 三药组在两药组的

基础上加用12.5 mg/L的恩度联合处理, 阴性对

照组加等量普通培养液, 于37 ℃、50 mL/L CO2

条件下继续培养48 h, 0.25%胰蛋白酶消化后, 收
集上清细胞及贴壁细胞, 细胞离心1 000 r/min×
10 min, 弃上清液, 离心出的细胞用PBS洗涤2次, 
1 000 r/min×10 min再次离心后, 吸尽上清液. 离
心出的细胞中加入200 μL培养液, 8 μL AO/EB
染液, 制成细胞悬液, 取1滴于载玻片上, 盖以玻

片, 在荧光显微镜下观察300个细胞, 分别计数

活细胞(VN)、早期凋亡细胞(VA)、晚期凋亡细

胞(NVA)和死细胞(NVM), 按照公式计算凋亡

率: 凋亡率 = (VA+NVA)/(VA+NVA+NVM+VN).
1.2.2 原位末端标记法(TUNEL): 按试剂盒说明

书TUNEL法染色后, 在光镜下观察, 凋亡细胞的

细胞核呈黄褐色. 10×10低倍镜下随机选取5个
细胞均匀分布的视野, 10×20中倍镜下每个视

野随机选50个细胞计数凋亡细胞数目和总的细

胞数目, 计算凋亡指数(apoptosis index, AI) = 凋
亡细胞数/总细胞数×100%.
1.2.3 免疫组织化学法(PV法): 按PV免疫试剂盒

说明书步骤检测Survivin、Bcl-2、caspase-3蛋
白的表达. 10×10低倍镜下随机选取10个细胞

均匀分布的视野, 10×20中倍镜下每个视野随

■研发前沿
在 体 外 实 验 中 , 
复方苦参、奥沙
利铂两药或与恩
度三药联用均可
诱导肝癌细胞凋
亡 ,  但 三 药 联 用
未能明显提高疗
效; 其诱导凋亡的
机制可能与抑制
Survivin和Bcl-2蛋
白的表达以及促
进caspase-3蛋白
的表达有关, 但是
否还存在其他机
制, 尚需进一步的
探讨.
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机选50个细胞. 按着色强弱分为4个等级: 无着

色0分, 淡黄色1分, 棕黄色2分, 棕褐色3分. 按公

式HSCORE = ∑Pi(i+1)(i = 0、1、2、3: Pi表示

评分为i的比例), 计算HSCORE得分. 
统计学处理 采用统计学软件SPSS16.0对相

关数据进行分析, 两样本均数比较采用配对t检
验, 计数资料比较采用χ2检验, 以P <0.05为有统

计学意义.

2  结果

2.1 荧光显微镜观察结果 VN核染色质着绿色呈

正常结构, VA核染色质着绿色呈固缩状或碎裂

状, NVA核染色质着橘红色呈固缩状或碎裂状, 
NVM核染色质着橘红色呈正常结构(图1). 细胞

凋亡率计算结果显示, 复方苦参、奥沙利铂和

恩度三药联合组与复方苦参和奥沙利铂两药组

比较凋亡率未见明显差异(P >0.05, 表1).

2.2 TUNEL观察结果 药物作用于SMMC-7721
细胞后, 用TUNEL检测细胞核的染色情况, 凋亡

细胞的细胞核塌陷固缩, 被染上深褐色(图2). 在
阳性对照组, 经过脱氧核糖核酸酶Ⅰ(deoxyri-
bonucleaseⅠ, DNaseⅠ)处理后, 染色体DNA双

链断裂较充分, 视野中细胞核几乎全部染成深

褐色. 而在阴性对照组, 几乎没有细胞核被染上

深褐色, 因此在苏木精复染时被染上了淡紫色. 

A B

a

a

b

a

b

c

图  1  荧光显微镜
观察两药组和三药
组 处 理 后 的 细 胞
形态. A: 两药组, a: 

NVA; b: NVM; B: 

三药组, a: VN; b: 

VA; c: NVA.

A B

C D

图  2  TUNEL示各组细胞凋亡情况(×200). A: 阳性对照组; B: 阴性对照组; C: 两药组; D: 三药组.

表  1  药物作用48 h后的细胞凋亡率 (细胞总数, n  = 300)

     
分组   VA NVA VN NVM 凋亡率(%)

对照组     2    3 259   36      1.67

两药组   82  51   83   84    44.33b

三药组 102  37   90   71    46.33b

bP<0.01 vs  对照组. VN: 活细胞; VA: 早期凋亡细胞; NVA:晚期

凋亡细胞; NVM: 死细胞. 

■相关报道
Yen等报道了奥沙
利铂单药治疗晚
期肝癌的Ⅱ期临
床研究, 随后本课
题组及国内外的
一些学者开展的
奥沙利铂联合氟
尿嘧啶、卡培他
滨、吉西他滨等
治疗肝癌的临床
研究, 均显示了一
定的疗效.
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在药物组中, 因为非特异性吸附, 也有较多细胞

被染上褐色, 但是仔细鉴别, 只有凋亡的细胞核

不但染成深褐色, 而且颜色浓重, 体积较小, 符
合凋亡时细胞核固缩的特征. 两药组凋亡率为

36.3%, 而三药组为34.2%, 两组间差异无统计学

意义(P >0.05). 
2.3 药物对SMMC-7721细胞凋亡相关蛋白Sur-
vivin、Bcl-2、caspase-3表达的影响 药物作用

于SMMC-7721细胞48 h后, 用免疫组织化学法

检测细胞凋亡相关基因蛋白Survivin、Bcl-2、
caspase-3的表达, Survivin表达定位在细胞质中, 
Bcl-2表达定位在细胞膜或细胞质中, caspase-3
的阳性表达可见于细胞质和细胞核 .  免疫组

织化学检测结果显示, 两药组与三药组中Sur-
vivin、Bcl-2表达均减弱(P <0.01), caspase-3表达

增强(P <0.01), 但两组之间差异不明显(P >0.05, 
图3-5, 表2).

3  讨论

复方苦参是由苦参、白茯苓等提取制成的现代

中药制剂, 研究表明, 该药可有效缩小或稳定瘤

体, 改善患者疼痛、发热、出血、乏力等临床症

状, 配合放化疗可减毒增效、抑制肿瘤生长[2]. 实验

研究发现, 复方苦参对肝癌SGC-7901、HepG2
和BEL-7402细胞具有明显的体外杀伤作用, 影
响SGC-7901及HepG2的细胞周期, 促进凋亡[3]; 

图  3  免疫组织化学示各组Survivin蛋白的表达(×200). A: 对照组强阳性; B: 两药组弱阳性; C: 三药组弱阳性.

A B C

图  4  免疫组织化学示各组Bcl-2蛋白的表达(×200). A: 对照组强阳性; B: 两药组弱阳性; C: 三药组弱阳性.

A B C

图  5  免疫组织化学示各组caspase-3蛋白的表达(×200). A: 对照组弱阳性; B: 两药组强阳性; C: 三药组强阳性.

A B C

■应用要点
复方苦参对肝癌
SGC-7901、HepG2
和BEL-7402细胞
具有明显的体外
杀 伤 作 用 ,  影 响
SGC-7901及HepG2
的细胞周期, 促进
凋亡.



www.wjgnet.com

3400               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志  2010年11月18日  第18卷  第32期

对人肝癌细胞SMMC-7721[4]、人结肠癌细胞

SW480[5]、人前列腺癌细胞PC-3[6]等也均有诱

导凋亡的作用. 第4代铂类药物奥沙利铂是临床

常用的化疗药物, 他以DNA为作用部位, 铂原子

与DNA结合后形成链内与链间交联, 抑制DNA
的合成与复制, 起到抗肿瘤的作用. 实验研究显

示, 奥沙利铂对多种肝癌细胞的抑制作用均较

其他铂类显著, 且毒性较低[7]. 2004年ASCO会议

上, Yen等[8]报道了奥沙利铂单药治疗晚期肝癌

的Ⅱ期临床研究, 随后我们及国内外的一些学

者开展的奥沙利铂联合氟尿嘧啶、卡培他滨、

吉西他滨等治疗肝癌的临床研究[9-12], 均显示了

一定的疗效. 在此基础上, 由秦叔逵等牵头在亚

太地区开展了FOLFOX4方案(奥沙利铂+氟尿嘧

啶+亚叶酸钙)与阿霉素对照治疗晚期原发性肝

细胞肝癌的Ⅲ期临床研究, 在今年的ASCO年会

上报告了最终研究结果, 显示FOLFOX4组在中

位无进展生存期、中位总生存等方面优于阿霉

素, 首次证明了以奥沙利铂为主的系统性化疗

可以延长肝癌患者生存[13]. 内皮抑素(endostatin, 
ES)是一种广谱的内源性血管形成抑制因子, 具
有强效和选择性抗血管生成作用. 血管内皮抑素

通过特异性作用于新生血管的内皮细胞并抑制

内皮细胞迁移, 诱导其凋亡而直接发挥抗血管生

成作用; 还可通过调节肿瘤细胞表面血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
的表达及蛋白水解酶的活性, 多靶点地发挥抗血

管生成作用, 间接导致肿瘤休眠或退缩[14]. 恩度

是我国自主开发的重组人血管ES, 其Ⅲ期和Ⅳ

期临床研究显示, 恩度联合一线化疗方案治疗

晚期非小细胞肺癌可显著提高客观有效率和疾

病控制率, 且没有显著增加化疗的不良反应[15,16]. 
受此启发, 我们开展了恩度联合化疗治疗多种

恶性肿瘤的临床研究, 并取得了一定的疗效, 且
安全性和耐受性较好[17]. 肝癌是典型的富血管肿

瘤, 肝内丰富的血管为肝癌细胞产生的VEGF发
挥诱导血管内皮细胞迁移、增殖及肿瘤血管生

成提供了良好的基础, 因此, 抗肿瘤血管生成治

疗对于肝癌具有重要意义. 
一般认为, 中药与化疗药物联合应用, 可减

少患者的不良反应, 提高机体免疫功能和改善

生活质量, 起到减毒增效作用[18]. 我们前期研究

发现[1], 复方苦参、奥沙利铂均有诱导肝癌细胞

株SMMC-7721凋亡的作用, 当两者联合后, 这种

作用得到明显加强, 提示中药与化疗药物联合

有协同增效作用, 那么在此基础上增加抗血管

生成药物恩度能否进一步提高疗效? 为此开展

了进一步的研究. 体外研究结果表明, 无论是荧

光显微镜观察法还是TUNEL均发现复方苦参和

奥沙利铂联合应用对肝癌细胞株SMMC-7721有
显著的诱导凋亡作用, 但当在此基础上联合恩

度后, 这种作用却未能进一步提高. 
Survivin是迄今发现的最强的凋亡抑制因

子, 其主要功能就是抗凋亡, 在肝癌组织和几乎

所有肝癌细胞株中均有高表达[19]. Bcl-2蛋白表

达在多种肿瘤中均出现异常, 特别是他与Sur-
vivin蛋白在肝癌组织中的表达呈显著正相关, 
二者在肝癌的发展中起到协同作用[20]. caspase-3
是细胞蛋白酶级联反应的必经之路, 有研究发

现, Survivin表达阳性的肝癌组织中caspase-3的
表达显著增高, 推测Survivin对凋亡的抑制可

能由caspase-3介导[21]. 因此, 我们检测了复方苦

参与奥沙利铂两药联合及其与恩度三药联合

对Survivin、Bcl-2和caspase-3蛋白表达的影响, 
与对照组相比, 两药组与三药组均下调了Sur-
vivin、Bcl-2蛋白的表达, 上调了caspase-3蛋白

的表达(P <0.05), 因此推测两药联合及三药联合

诱导肝癌细胞凋亡的作用可能是通过调节Sur-
vivin、Bcl-2、caspase-3蛋白的表达来实现的. 
但是与两药组比较, 三药组对诱导肝癌细胞凋

亡及蛋白表达的影响未见显著性差异(P >0.05), 
我们推测其原因主要是由于目前所知恩度的作

用靶点在VEGF, 通过抑制肿瘤新生血管的形

成、切断肿瘤的营养供应起到抗肿瘤的作用, 
而体外培养的肿瘤细胞主要依赖于弥散获得营

养, 不像体内那样主要依靠新生血管供应养分, 
故在体外实验中复方苦参、奥沙利铂联合恩度

未见效果增强. 
总之, 在体外实验中, 复方苦参、奥沙利铂

两药或与恩度三药联用均可诱导肝癌细胞凋亡, 
但三药联用未能明显提高疗效; 其诱导凋亡的

机制可能与抑制Survivin和Bcl-2蛋白的表达以

及促进caspase-3蛋白的表达有关, 但是否还存在

表  2  药物作用48 h后细胞凋亡相关蛋白的表达变化
(mean±SD, 分)

     
分组

HSCORE得分

       Survivin        Bcl-2   caspase-3

对照组 2.485±0.013 2.195±0.021 1.536±0.007

两药组 1.426±0.007b 1.308±0.012b 2.503±0.017b

三药组 1.442±0.011b 1.298±0.008b 2.526±0.013b

bP<0.01 vs  对照组.

■同行评价
本文新颖性较好, 
设计合理, 讨论全
面, 为进一步探讨
提高肝癌疗效的
综合治疗方案提
供了新思路.
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其他机制, 尚需进一步的探讨. 
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Abstract
AIM: To observe the influence of oxymatrine 
(OM) treatment on vascular endothelial growth 
factor (VEGF) expression in human pancreatic 
carcinoma SW1990 cells and to assess the mech-
anism behind the cytotoxicity of OM against 

SW1990 cells.

METHODS: Cultured SW1990 cells were divided 
into two groups: control group and OM group. 
The OM group was further divided into three 
subgroups and treated with 1, 2 and 4 g/L OM, 
respectively. The mRNA and protein expression 
of VEGF in SW1990 cells was analyzed by real-
time polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. The changes in the 
cytotoxicity of OM against SW1990 cells were 
assessed by MTT assay. The effect of OM on the 
invasiveness of SW1990 cells was analyzed us-
ing cell invasion assay kit.

RESULTS: The expression levels of VEGF 
mRNA in SW1990 cells were significantly lower 
in the three OM subgroups than in the control 
group (0.648 ± 0.043, 0.395 ± 0.012, 0.317 ± 0.031 
vs 0.889 ± 0.028, all P < 0.05). Similar results were 
obtained for the protein expression of VEGF 
(1.668 ± 0.212, 1.523 ± 0.345, 1.388 ± 0.187 vs 1.876 
± 0.327, all P < 0.05). The invasion of SW1990 
cells in the OM subgroups was markedly lower 
than that in the control group (325 ± 64.43, 206 ± 
84.76, 124 ± 46.78 vs 498 ± 78.54, all P < 0.05).

CONCLUSION: OM is able to reduce the inva-
sion of SW1990 cells possibly by down-regulat-
ing the expression of VEGF.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Tumor invasion; 
Vascular endothelial growth factor; Oxymatrine

Ji RL, Xia SH, Li F, Di Y. Oxymatrine down-regulates 
VEGF expression in human pancreatic carcinoma SW1990 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3402-3406

摘要
目的: 探讨氧化苦参碱(OM)对人胰腺癌细胞
株SW1990的杀伤作用及机制.

方法: 取人胰腺癌细胞SW1990为研究对象, 
随机分为对照(control)组和OM组, OM组再
按照OM剂量不同, 分为1、2、4 g/L 3组. 用
RT-PCR和Western blot检测血管内皮生长因子
(VEGF) mRNA和蛋白的表达变化, 用四甲基

®

■背景资料
胰腺癌是一种恶
性程度高的消化
系 肿 瘤 ,  其 发 病
率呈显著上升趋
势. 早期出现侵袭
转移行为严重影
响了胰腺癌患者
生存率的提高, 应
用血管形成抑制
剂, 防治肿瘤的侵
袭、转移是降低
肿瘤死亡率的重
要途径之一.

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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偶氮唑蓝(MTT)比色法检测OM对SW1990细胞
的杀伤作用, 细胞侵袭力测定试剂盒检测细胞
侵袭力.

结果: RT-PCR显示VEGF mRNA在SW1990
细胞中的表达, OM组较control组显著降低
(0.648±0.043, 0.395±0.012, 0.317±0.031 vs  
0.889±0.028, P <0.05), 在VEGF蛋白检测中, 
也得到同样结果(1.668±0.212, 1.523±0.345, 
1.388±0.187 vs  1.876±0.327, 均P <0.05). 细
胞侵袭力测定显示OM各组侵袭过Matrigel胶
的细胞数显著低于control组(325±64.43, 206
±84.76, 124±46.78 vs  498±78.54, P <0.05), 
OM组细胞侵袭能力较对照组显著降低.

结论: OM可能通过下调VEGF的表达, 抑制胰
腺癌细胞侵袭转移能力.

关键词: 胰腺癌; 肿瘤侵袭; 血管内皮生长因子; 氧

化苦参碱

冀润利, 夏时海, 李飞, 邸瑶. 氧化苦参碱对人胰腺癌细胞血管

内皮生长因子表达的影响.  世界华人消化杂志  2010; 18(32): 

3402-3406

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3402.asp

0  引言

胰腺癌是一种恶性程度高、易转移且预后极差

的消化系肿瘤[1]. 近年来胰腺癌的发病率在国内

外均呈显著上升趋势[2-4]. 肿瘤的发生发展是一

个多因素、多基因、多步骤的复杂过程[5], 侵袭

转移行为是胰腺癌等恶性肿瘤最本质的特性, 
早期出现侵袭转移行为严重影响了胰腺癌患者

生存率的提高[6]. 癌的侵袭转移是一个复杂的过

程, 但肿瘤的生长和转移很大程度上依赖肿瘤

血管的形成[7]. 血管内皮生长因子(vascular endo-
thelial growth factor, VEGF)具有特异性促内皮

细胞有丝分裂、促血管通透性增加的活性作用, 
有利于肿瘤的转移和扩散[8,9]. VEGF可能与胰腺

癌预后相关, 在胰腺癌的发展、浸润和转移中

起着重要作用[10]. 因此应用血管形成抑制剂, 防
治肿瘤的侵袭、转移是降低肿瘤死亡率的重要

途径之一[11,12]. 氧化苦参碱(oxymatrine, OM)是从

中药苦参、苦豆子、广豆根中提取的一种生物

碱[13], 有多方面的药理作用[14]. 研究发现OM不

但对肿瘤细胞和血管内皮细胞(vascular endothe-
lial cell, VEC)增殖本身有一定的抑制作用, 而且

对肿瘤细胞诱导的VEC增殖具有较强的抑制作

用[15]. 本文以人胰腺癌细胞株SW1990为研究对

象, 研究OM对SW1990中VEGF蛋白及mRNA表

达的影响, 探讨OM对SW1990体外侵袭转移能

力的影响作用, 为中药OM治疗胰腺癌提供实验

数据. 

1  材料和方法

1.1 材料 优质胎牛血清购自中科院天津血液学

研究所; RPMI 1640培养基购自Gibco公司; OM
购自正大天晴公司, VEGF抗体购自Santa Cruz公
司; Triol购自Invitrogen公司; PCR Marker、RT-
PCR试剂盒购自大连宝生物公司; Matrigel胶购

自BD Biosciences公司、Transwell小室购自Mil-
lipore公司、VEGF引物合成购自Invitrogen生物

技术公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: SW1990细胞由协和医科大学基

础学院细胞中心提供, 细胞生长于含100 mL/L
小牛血清的DMEM培养液中, 置于37 ℃、50 
mL/L CO2的孵育箱(相对湿度为95%)中培养. 
1.2.2 分组: 随机分为对照组和OM组. 经预实验

证明, 在培养液中加入1-4 g/L OM均可抑制细胞

生长, 故OM组再随机分为1, 2, 4 g/L 3组. 选用含

100 mL/L FBS的RPMI 1640完全培养基, 待细胞

长满培养瓶底部70%-80%时, 用0.25%胰蛋白酶

和0.03% EDTA(1∶1)消化传代, 取对数生长期

细胞用于实验. 
1.2.3 RT-PCR: 采用Triol试剂从细胞中提取总

RNA, 检测RNA的含量和纯度(A 260/A 280 = 1.8-2.0). 
以1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性(28S和18S 
RNA条带比值≥2.0). 用1 μg细胞总RNA进行逆

转录, PCR反应条件如表1.
1.2.4 细胞侵袭实验: 收集对数生长期细胞, 分别

用含有PBS(对照组), 和1, 2, 4 g/L OM的DMEM
培养基悬浮细胞, 制成1×106/mL的单细胞悬液, 
按照细胞侵袭测定试剂盒说明书操作. 细胞在

小室内培养48 h后, 染色并拍照, 显微镜下观察

穿过膜的细胞数, 计数中间及四周5个高倍(×
400)镜下视野细胞数, 计算平均数.

统计学处理 数据采用SPSS11.5统计分析软

件进行处理, 所得数值以mean±SD表示, 组间比

较采用方差分析和t检验, P <0.05为具有统计学

意义.

2  结果

2.1 OM对SW1990细胞中VEGF mRNA的影

响 结果显示SW1990细胞在基因水平有VEGF 
mRNA的表达. 不同浓度的OM(1, 2, 4 g/L)作

■研发前沿
以VEGF为靶点的
抗肿瘤血管新生
治疗是目前研究
的热点. 国内外研
究 证 实 V E G F 抗
体、V E G F 受 体
拮抗剂可以明显
减少肿瘤的血管
新生、抑制肿瘤
的生长, 但他们中
多数用在人体内
不理想, 存在着吸
收、降解、毒性
等问题, 因此寻找
一种降低胰腺癌
侵袭转移力且毒
性较小的抗血管
生成药物, 有着不
可估量的临床价
值和现实意义.

■相关报道
Griffin等的实验
证 实 胰 腺 癌 模
型 动 物 在 注 射
V E G F - R抑制剂
后, 肿瘤血供减少
50%, 胰腺癌的生
长受到抑制.



www.wjgnet.com

3404               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志  2010年11月18日  第18卷  第32期

用于胰腺癌细胞SW1990 24 h, VEGF mRNA
表达量与对照组相比显著降低(0.648±0.043, 
0.395±0.012, 0.317±0.031 vs  0.889±0.028, 均
P <0.05,图1, 2). 
2.2 OM对SW1990细胞中VEGF蛋白表达的影响 
不同浓度的OM作用于胰腺癌细胞SW1990 24 h
后, VEG蛋白表达与对照组比较显著减低(1.668
±0.212, 1.523±0.345, 1.388±0.187 vs  1.876±
0.327, 均P <0.05, 图3, 4). 
2.3 OM对SW1990细胞侵袭力的影响 OM处理

SW1990细胞48 h后, 侵袭力测定显示不同浓度

OM组侵袭过细胞Matrigel胶的细胞数显著低于

对照组(325±64.43, 206±84.76, 124±46.78 vs  
498±78.54), OM各组的细胞侵袭力均显著低于

对照组(P <0.05). OM各组进入微孔膜内的细胞

数也显著低于对照组(385±58.9, 287±79.8, 186
±60.9 vs  586±85.8, 均P <0.05, 图5, 6).

3  讨论

现已证实肿瘤血管生成是实体瘤产生、发展、

转移过程中一个关键步骤. 血管是瘤细胞生命

表  1  PCR反应条件

     
                                VEGF                                   β-actin

FP: 5'-CTACCTCCACCATGCCAAGT-3' FP: 5'-TGTTTGAGACCTTCAACACCC-3'

RP: 5'-TCTCTCCTATGTGCTGGCCT-3' RP: 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAGG-3'

扩增片段505 bp 扩增片段540 bp

94 ℃, 1 min 94 ℃, 1 min

61 ℃, 45 s 58 ℃, 30 s

72 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

30个循环 30个循环
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图  2  不同浓度OM对VEGF mRNA的影响. aP<0.05 vs  对照组.

对照组     4 g/L        2 g/L     1 g/L

VEGF

β-actin

图  3  Western blot示不同浓度OM对SW1990细胞中VEGF蛋
白表达的影响.

图  4  不同浓度OM对VEGF蛋白的影响. aP<0.05 vs  对照组.
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图  5  不同浓度OM对SW1990细胞侵袭力的影响. aP<0.05 vs  

对照组.

700

600

500

400

300

200

100

0

a

对照组          1 g/L          2 g/L          4 g/L

入
侵

细
胞

数
(个

)

a

a

图  1  PCR示OM对SW1990细胞中VEGF mRNA的影响. M: 

DNA Marker; 1-4: β-actin对照、1 g/L、2 g/L和4 g/L组(540 

bp); 5-8: VEGF对照、1 g/L、2 g/L和4 g/L OM组(505 bp).
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■创新盘点
本文以人胰腺癌
细 胞 株 S W 1 9 9 0
为 研 究 对 象 , 研
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中 V E G F 蛋 白 及
mRNA表达的影
响 ,  探 讨 O M 对
SW1990体外侵袭
转移干预作用的
影响, 为中药OM
治疗胰腺癌提供
实验数据.
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线及迁移通道, 肿瘤的血管生成极为复杂, 其中

VEGF对血管生成的调控作用较强, 且特异性

高[16], 在肿瘤血管生成、肿瘤生长和转移中起

到重要作用[17,18]. 胰腺癌血管生成是指在原有血

管的基础上通过内皮细胞增殖、基底膜与细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)降解、内皮细

胞迁移、重构以“出芽”的方式形成新的毛细

血管[19]. 在这个过程中有多种生长因子、ECM
组分、蛋白水解酶和细胞黏附分子等因素参与

血管生成的调控[20]. 抗血管生成治疗可减少胰腺

癌的血供, 从而抑制胰腺癌的生长和转移, 作为

辅助治疗已显示出其重要作用[21]. 
目前已进入Ⅱ-Ⅲ期临床试验的抗血管生成

药物有两大类, 分别是VEGF抑制剂, 如烟曲霉

素衍生物(TNP-470、SU6668、SU5416等), 以及

碱性成纤维细胞生长因子抑制剂, 如干扰素, 反
应停等. 还有一些抑制癌细胞黏附、移行的药

物亦在研究之中. 这些化合物经临床前研究发

现均有一定抗肿瘤侵袭、转移作用, 临床试验

表明VEGF抑制剂疗效较好. 以VEGF为靶点的

抗肿瘤血管新生治疗是目前研究的热点. 国内

外已有多项研究证实应用VEGF抗体、VEGF受
体拮抗剂, 抑制VEGF的表达或阻断其信号传导

途径, 可以明显地减少肿瘤的血管新生、抑制

肿瘤的生长[22,23]. 
目前的抗血管生成药通过增加剂量可以完

全抑制肿瘤的生长[24,25], 但他们中多数用在人体

内不理想, 存在着吸收、降解、毒性等问题[26], 
比如在抑制肿瘤生长的同时, 也容易损失正常组

织和血管, 包括心血管、内分泌和神经系统. 如
bevacizumab(商品名Avastin)[27]会增加高血压、

血栓形成、胃肠道穿孔和出血的危险[28], 且随着

剂量的增加, 不良反应会更明显. 因此寻找一种

降低胰腺癌侵袭转移力且毒性较小的抗血管生

成药物, 有着不可估量的临床价值和现实意义. 
O M化学分子式C15H24N2O2, 相对分子质

量282, 是苦参型生物碱的主要活性成分, 有抗

菌、抗炎、抗风湿、抗肿瘤、抗过敏、免疫及

生物反应调节作用等[29]. 大量的文献表明OM可

以抑制肿瘤细胞的增殖、转移, 诱导其凋亡、

及向正常细胞分化, 具有抗肿瘤的活性[30]. OM
在代谢水平对肿瘤细胞发生影响, 通过调节抑

癌基因和癌基因的表达, 影响癌细胞的代谢, 抑
制其增殖[31-33]. 

本实验研究表明O M对人胰腺癌细胞

SW1990具有杀伤作用. 已有大量的研究证明, 在
胰腺癌组织和细胞中存在VEGF的高表达[34,35], 
且VEGF的表达于胰腺癌的转移密切相关. 我们

的研究亦证实, 在SW1990细胞中存在VEGF的
高表达, 通过划痕实验证明OM可以明显抑制

肿瘤细胞的迁移能力, 以及肿瘤细胞对基底膜

的穿透性. OM作用SW1990细胞48 h后, VEGF 
mRNA及其蛋白的表达明显下调, 且随着OM浓

度增大, 其表达逐渐降低. 提示OM可以抑制胰

图  6  侵袭到微孔膜下表面的EC109细胞(倒置显微镜×200). A: 对照组; B: 1 g/L OM组; C: 2 g/L OM组; D: 4 g/L OM组.

A B

C D

■应用要点
O M 有 望 成 为 新
的抗肿瘤血管生
成药物, 为临床治
疗肿瘤提出新的
思路.
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腺癌SW1990细胞VEGF的表达, 抑制血管的生

成, 降低SW1990细胞的侵袭力, 阻止肿瘤生长

和转移. 
OM的毒性较小, 且具有提高白细胞数的作

用, 因此, OM有望成为新的抗肿瘤血管生成药

物, 如加强联合用药的研究, 更能充分发挥传统

中药在抗肿瘤方面的独特效用, 为临床治疗肿

瘤提出新的思路. 大力研发具有我国自主知识

产权的抗转移药物, 具有不可估量的经济利益

和战略利益.
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Abstract
AIM: To investigate whether oridonin has anti-
proliferation effects against human pancreatic 
carcinoma SW1990 cells and to explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: SW1990 cells were treated with dif-
ferent concentrations of oridonin. Cell prolifera-
tion was measured by MTT assay. Cell morpho-
logical changes were observed by laser confocal 
microscopy after double immunofluorescence 
staining. Cell apoptosis was detected by flow cy-
tometry (FCM).

RESULTS: Treatment with oridonin signifi-
cantly inhibited the growth of SW1990 cells. 
After treatment with oridonin, apoptosis-related 

morphological changes, such as condensation of 
chromatin and nuclear fragmentation, were ob-
served in SW1990 cells. The fluorescence inten-
sity of β-actin in the cytoplasm was increased, 
especially in the perinuclear area. The early 
apoptotic rates of SW1990 cells treated with 12.5, 
25.0 and 50.0 µmol/L oridonin were significantly 
higher than those of control cells (2.17% ± 0.57%, 
5.83% ± 0.57%, 4.43% ± 0.78% vs 0.30% ± 0.17%, 
all P < 0.05). The late apoptotic and cell necrosis 
rates were also significantly higher in oridonin-
treated cells than in control cells (5.10% ± 0.98%, 
7.03% ± 1.52%, 10.13% ± 0. 70% vs 2.63% ± 0.06%, 
all P < 0.05).

CONCLUSION: Oridonin can significantly 
inhibit proliferation and induce apoptosis of 
SW1990 cells perhaps by altering β-actin depoly-
merization/polymerization.

Key Words: Oridonin; Pancreatic carcinoma; Antip-
roliferation; Apoptosis; β-actin
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摘要
目的: 研究冬凌草甲素(Oridonin)对人胰腺癌
SW1990细胞增殖的抑制作用并探究其可能的
机制.

方法: 以不同浓度的冬凌草甲素作用于体外
培养的SW1990细胞, MTT法检测细胞生长抑
制率, 双重免疫荧光染色后激光共聚集显微镜
观察细胞的形态学变化, 流式细胞仪检测细胞
凋亡率.

结果: 冬凌草甲素对人胰腺癌SW1990细胞具
有明显增殖抑制作用. 给药组细胞核DAPI染
色可见典型的凋亡形态学改变, 细胞质骨架
蛋白β-肌动蛋白荧光染色增强, 尤其是细胞中
央近细胞核处荧光染色明显增强. 12.5, 25.0, 
50.0 μmol/L给药组早期凋亡率显著高于未给
药组(2.17%±0.57%, 5.83%±0.57%, 4.43%
±0.78% vs  0.30%±0.17%, 均P <0.05), 晚期
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■背景资料
胰腺癌是一病情
凶 险 、 治 愈 率
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前中晚期胰腺癌
主要以非手术治
疗 为 主 ,  由 于 中
医药治疗肿瘤毒
不良反应低且疗
效 显 著 ,  在 防 治
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学界的关注. 
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凋亡和坏死细胞的百分率也显著高于未给药
组(5.10%±0.98%, 7.03%±1.52%, 10.13%±

0.70% vs  2.63%±0.06%, 均P <0.05).

结论: 冬凌草甲素可抑制胰腺癌SW1990细胞
增殖, 促进肿瘤细胞凋亡, 其作用机制可能是
药物干预后引起了β-肌动蛋白聚合/解聚状态
的改变.

关键词: 冬凌草甲素; 胰腺癌; 增殖抑制; 凋亡; β-

肌动蛋白
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0  引言

冬凌草系唇形科香茶菜属植物, 学名碎米亚, 在
我国分布广泛. 通常取其干燥地上部分入药, 味
苦甘、性微寒, 具有清热解毒、消炎止痛、健

胃活血及抗肿瘤等作用. 冬凌草主要的化学成

分为贝壳杉烯类的二菇, 包括冬凌草甲素、乙

素、丙素、丁素、戊素等, 其中最重要的抗癌

有效成分确定为冬凌草甲素(Oridonin). 研究表

明, Oridonin对食管癌、肝癌、结肠癌、胃癌、宫

颈癌、肺癌、鼻咽癌、白血病、人黑色素瘤、纤

维肉瘤等具有一定的疗效[1-6]. 关于Oridonin治疗胰

腺癌的实验研究, 少有文献报道, 新近研究提示其

对人胰腺癌细胞株有生长抑制作用[7]. 本文研究

Oridonin对人胰腺癌SW1990细胞增殖抑制作用

并探究其可能机制, 为其进一步应用于临床治

疗胰腺癌提供有力的实验依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 Oridonin购自南京泽朗医药科技有限

公司(纯度≥98%); 人胰腺癌SW1990细胞株为

上海长海医院消化内科实验中心惠赠. SW1990
细胞用含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基培

养于25 mL塑料培养瓶中, 37 ℃,  50 mL/L CO2

培养箱常规培养. Oridonin用1 mL DMSO溶解后

加入三蒸水9 mL, 配制成含10% DMSO浓度为

100 mmol/L的母液, -4 ℃保存, 应用时加培养基

稀释成目标浓度(DMSO终浓度≤0.01%时, 无明

显细胞毒作用). DMEM培养基(Gibco), MTT、
DMSO(Sigma), DAPI试剂盒、抗β-肌动蛋白

(β-actin)小鼠单克隆抗体、Alexa Fluor 488标记

山羊抗小鼠IgG(H+L)的二抗、Annexin V-FITC 
细胞凋亡检测试剂盒(碧云天公司), 小牛血清
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(PAA laboratories).
1.2 方法 
1 .2 .1  细胞生长抑制率的测定 :  采用噻唑蓝

( M T T )还原法进行检测 .  取对数生长期的

SW1990细胞, 调整细胞浓度为1×105/mL, 将
细胞悬液接种于无菌96孔细胞培养板中, 每孔

100 μL, 培养12 h细胞完全贴壁后弃上清分别加

入含3.125、6.250、12.500、25.000、50.000、
100.000 μmol/L Oridonin的DMEM培养基100 
μL, 每种浓度均设6个平行孔; 对照组加入不含

药物的培养液100 μL. 将培养板置于37 ℃, 饱
和湿度, 50 mL/L CO2孵箱中常规培养至12, 24, 
36, 48 h后, 于终止培养前4 h, 各孔均加入5 g/L 
MTT溶液20 μL, 继续培养4 h后弃上清, 各孔加

入DMSO 150 μL, 振荡器上振荡5-10 min溶解蓝

色结晶, 待孔内结晶完全溶解并色素均匀后以

酶标仪于490 nm处读取各孔吸光度值(A 490), 计
算细胞生长抑制率与IC50. 细胞生长抑制率(%) = 
[对照组A值-实验组A值]/对照组A值×100%. 实
验重复3次. 
1.2.2 双重染色法后激光共聚集显微镜观察细胞

的形态学变化: 本实验采用β-actin抗体免疫荧光

染色法观察细胞质细胞骨架蛋白变化, DAPI染
色法观察细胞核凋亡变化. 具体操作步骤为: (1)
细胞爬片: 洁净的盖玻片消毒灭菌后放置到6孔
板内, 取对数生长期细胞, 调整细胞浓度为2×
108/L接种于6孔板中, 每孔2 mL, 培养12 h细胞

完全贴壁后弃上清分别加入含12.5、25.0、50.0 
μmol/L Oridonin的DMEM培养基2 mL, 培养24 h
后弃上清; (2)固定: 用PBS分3次取代6孔板中的

培液后, 移除PBS, 培养细胞爬片在4 ℃预冷的 
4%多聚甲醛中固定30 min, 常温下PBS漂洗3遍, 
每次5 min; (3)封闭: 加入免疫染色封闭液, 培养

板放入湿盒, 4 ℃冰箱封闭60 min; (4)β-actin一
抗孵育: 按照1∶100比例用免疫染色一抗稀释

液稀释Actin抗体, 吸尽封闭液, 立即加入稀释好

的一抗, 4 ℃冰箱孵育过夜后常温下PBS漂洗3
次, 每次5 min; (5)二抗孵育: 按照1∶100比例用

免疫荧光染色二抗稀释液稀释Alexa Fluor 488
标记山羊抗小鼠IgG(H+L)的二抗, 吸尽PBS液, 
立即加入稀释好的二抗, 4 ℃冰箱中孵育1 h后, 
常温下PBS漂洗3次, 每次5 min; (6)DAPI染色: 
加入DAPI染色稀释液, 室温染色3-5min, PBS漂
洗3次, 每次5 min; (7)从培养板中取出盖玻片, 立
即倒置于载玻片上方, 荧光封片剂封片, 室温放

置1-2 h待封片剂凝固, 于激光共聚焦显微镜上

观察并摄影. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞凋亡又称为
程序性死亡, 是由
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多种组织中对于
控制细胞的数量
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用. 诱导肿瘤细胞
凋亡治疗逐渐成
为国际肿瘤研究
的一个热点.
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1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡: 用A nnex in 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒. 取对数生长期细

胞, 调整细胞浓度为2×108/L接种于6孔板中, 每
孔2 mL, 培养12 h细胞完全贴壁后弃上清分别加

入含12.5、25.0、50.0 μmol/L Oridonin的DMEM
培养基2 mL, 培养24 h后弃上清. PBS洗涤贴壁细

胞1次, 用胰酶细胞消化液(含有EDTA)消化细胞, 
加入2 mL的DMEM培养基, 吹打细胞后转移到离

心管内, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 收集细胞, 
用PBS轻轻重悬细胞并计数. 取(5-10)×104重悬

的细胞, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 加入195 
μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞. 加入5 
μL Annexin V-FITC, 轻轻混匀. 室温(20 ℃-25 ℃)
避光孵育10 min. 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 
加入190 μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细

胞. 加入10 μL碘化丙啶染色液, 轻轻混匀, 冰浴

避光放置. 随即进行流式细胞仪检测.
统计学处理 统计分析应用SPSS16.0版统计

软件, 实验数据mean±SD表示, 计量资料用方差

分析两两比较组间差异性, 计算P值. 检验水准: 
α = 0.05.

2  结果

2.1 Or idonin对SW1990细胞的生长抑制作用 
3.125 μmol/L、6.250 μmol/L的Oridonin对细胞

的生长无明显的抑制作用, Oridonin处理后细胞

增殖抑制率随给药浓度增加和作用时间延长而

逐渐增加, 呈明显的时间-剂量依赖关系. 其中

12.5、25.0、50.0 μmol/L的药物作用24 h的抑制

率分别为38.9%、45.9%、62.1%,  24 h Oridonin
作用的IC50值为35.43 μmol/L(图1). 
2.2 激光共聚集显微镜观察细胞的形态学变化 
对细胞爬片进行扫描, 每次摄影形成D A P I染
色细胞核图、β-actin抗体免疫荧光染色细胞质

图、光学显微镜细胞分布图以及双重染色合成

图. DAPI染色细胞核图显示, 对照组细胞核较

大, 核大小及染色均匀, 染色较浅(图2A1); 给药

组随浓度升高细胞数量减少, 部分细胞核体积

变小, 荧光染色增强, 细胞出现典型的凋亡改变, 
凋亡细胞主要表现为细胞核浓缩及细胞核碎裂

等典型改变(图2B1, 2C1). β-actin抗体免疫荧光

染色细胞质图显示, 对照组细胞质β-actin荧光染

色分布均匀(图2A2); 给药组细胞质荧光染色增

强(图2B2), 尤其是细胞中央近细胞核处荧光染

色明显增强(图2C2). 经上述染色处理后, 光学显

微镜细胞分布图显示, 对照组细胞呈椭圆形、

梭形贴壁生长(图2A3), 经不同浓度Oridonin处
理的实验组细胞生长受到不同程度的抑制, 随
着浓度升高细胞数量减少(图2C3); 部分细胞形

态逐渐变圆, 细胞体积缩小, 呈小类圆形细胞, 
细胞内颗粒状物质增多, 另可见部分坏死崩解

细胞(图2B3, 2C3). 双重染色合成图显示, 细胞

核发出蓝色荧光, 细胞质发出绿色荧光, 结果与

上述一致(图2A4, B4, C4). 
2.3 流式细胞仪分析结果 Oridonin均可诱导细胞

凋亡发生. 不同浓度组早期凋亡、晚期凋亡和

坏死细胞、死亡细胞总数的百分率, 与对照组

相比, 差异具有统计学意义(P <0.05, 表1, 图3).

3  讨论

胰腺癌是一病情凶险、治愈率低、预后极差的

消化系恶性肿瘤. 近年来发病率有升高的趋势, 
在美国已成为消化系肿瘤致死原因的第2位[8]. 世
界范围的综合资料显示, 胰腺癌的5年生存率仅

为5.0%或更低, 是预后最差的肿瘤. 目前胰腺癌

■相关报道
宋芳等2010年发
现冬凌草甲素对
人胰腺癌SW1990
细胞有生长抑制
作用, 认为冬凌草
甲素通过诱导凋
亡和G2/M期周期
阻滞来抑制人胰
腺癌SW1990细胞
生长, 其分子机制
可能与Survivin和
P21调节的信号途
径有关.

表  1  流式细胞仪检测药物对细胞凋亡的影响 (mean±SD, %)

     
细胞

                      Oridonin浓度(μmol/L)

    
对照组

      12.5         25.0         50.0

早期凋亡细胞 0.30±0.17 2.17±0.57a   5.83±0.57ac   4.43±0.78ace 

晚期凋亡和坏死细胞 2.63±0.06 5.10±0.98a   7.03±1.52ac 10.13±0.70ace

死亡细胞总数 2.93±0.15 7.27±0.42a 12.87±1.39ac 14.57±1.46ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  12.5 μmol/L组; eP<0.05 vs  25 μmol/L组.
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图  1  不同浓度Oridonin处理后细胞增殖抑制率变化曲线.
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治疗方法有手术治疗和非手术治疗. 根治性手

术是最有效的治疗方法, 然而80%-85%的胰腺

癌病例确诊时已届中晚期[9], 无法切除. 非手术

治疗包括化疗、放疗、生物治疗、物理治疗、

营养支持治疗、中医药治疗等. 现今中晚期胰

腺癌主要以非手术治疗为主, 由于中医药治疗

肿瘤不良反应低且疗效显著, 在防治胰腺癌有

较大的潜力与优势, 正日益受到国内外医学界

的关注[10]. 
本实验选择SW1900细胞株, 应用多种方法

观察中草药Oridonin对肿瘤细胞的影响. MTT结
果显示Oridonin处理细胞后抑制率随给药浓度

增加和作用时间延长而逐渐增加, 呈明显的时

间-剂量依赖关系, 这与文献报道一致[7]. 本实验

光学显微镜细胞分布图进一步证实, 经不同浓

度Oridonin处理的实验组细胞生长受到不同程

度的抑制, 随着浓度升高细胞数量减少; 部分细

胞呈小类圆形细胞, 另可见部分坏死崩解细胞.  

DAPI染色细胞核图显示给药组随浓度升高细胞

数量减少, 细胞出现典型的凋亡改变. 流式细胞

仪检测结果显示不同浓度组早期凋亡、晚期凋

亡和坏死细胞、死亡细胞总数的百分率, 均高

于对照组. 上述结果说明Oridonin可诱导细胞凋

亡发生, 其抑制肿瘤细胞增殖作用可能与诱导

肿瘤细胞凋亡有关. 
细胞骨架是细胞内蛋白质成分组成的网络

结构, 包括微管、微丝和中间纤维. 微丝是3种
骨架结构中最细的, 主要由肌动蛋白(actin)组成, 
以游离球状肌动蛋白(G-actin)或聚合纤维状肌

动蛋白(F-actin)形式存在, 正常细胞微丝聚合/解
聚的动态变化和平衡是细胞运动、附着、细胞

分裂周期的重要调控因素[11-13]. 研究表明, G-ac-
tin和F-actin平衡状态的改变, 与肿瘤发生密切相

关[14]. 关于actin改变与细胞癌变之间的关系, 研
究认为可能是由于微丝的组装和分布发生了变

化, 使微丝不能够和质膜相连, 不能受细胞的正

■创新盘点
本研究采用双重
免疫荧光染色法
检测人胰腺癌细
胞的形态学变化, 
通过激光共聚集
显微镜观察细胞
核和细胞质骨架
蛋白β-actin形态
学 变 化 ,  首 次 探
讨了冬凌草甲素
对细胞骨架蛋白
的影响.

图  2  不同浓度Oridonin处理后的细胞形态学变化. A: 对照组; B: 12.5 μmol/L组; C: 50.0 μmol/L组; 1: DAPI染色; 2: β-actin

抗体免疫荧光染色; 3: 光学显微镜; 4: 双重染色.
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常调控, 进而导致细胞生长与增殖的失控[13,15-18]. 
Rao等[19]表明actin聚合/解聚状态的改变, 即actin
骨架重组, 对恶性肿瘤细胞的形态和表型有非

常重要的调节作用, 认为干预细胞骨架微丝actin
重组可作为抗癌药物的作用靶点, 也可作为研

发新的抗肿瘤药物的依据. 进一步研究表明, 通
过改变actin的聚合/解聚状态可以起到治疗肿瘤

的作用[20-23]. 
关于Oridonin作用于细胞骨架蛋白actin的

研究, 尚未见文献报道. 真核细胞骨架蛋白actin
至少分为6种: 两个横纹肌型(α-心肌型, α-骨骼

肌型), 两个平滑肌型(α-血管平滑肌型, γ-内脏平

滑肌型)和两个细胞质型(β和γ亚型). β-actin为6
种actin中的一种, 属于非肌肉细胞骨架actin. 本
实验通过β-actin抗体免疫荧光染色法观察Ori-
donin对肿瘤细胞骨架蛋白影响, 激光共聚集显

微镜观察发现细胞质发绿色荧光, 对照组胞质

β-actin荧光染色分布均匀, 给药组胞质荧光染色

增强, 提示药物干预后引起了β-actin聚合/解聚

状态的改变, 可能是F-actin增加, 导致了细胞质

荧光染色增强. 本实验同时发现细胞中央近细

胞核处荧光染色明显增强, 可能是药物干预使

微丝actin的分布发生了变化. 
目前, 作用于细胞骨架蛋白actin的抗肿瘤

药物, 按作用机制特点, 大致分为两类, 第1类是

促进肌丝蛋白解聚并使肌丝蛋白处于不稳定状

态, 以长春花生物碱类为代表. 第2类是促进肌

丝蛋白聚合并稳定肌丝蛋白, 以紫杉醇为代表. 
尽管作用机制不同, 但最终都可以抑制肿瘤细

胞增殖和促进肿瘤细胞凋亡[12,21,24]. 细胞凋亡又

称为程序性死亡, 是由基因控制的细胞自我消

亡过程, 在多种组织中对于控制细胞的数量起

到关键性的作用[25]. 诱导肿瘤细胞凋亡治疗逐

渐成为国际肿瘤研究的一个热点. β-actin是主要

的微丝组成成分, 研究已明确显示微丝结构的

动态变化能调控细胞凋亡[13,26-29]. 本实验研究提

■应用要点
本研究探讨了冬
凌草甲素对细胞
质细胞骨架蛋白
β-actin和细胞核
的影响, 显示该药
是一种有良好活
性的抗胰腺癌中
药制剂, 为其进一
步应用于临床治
疗胰腺癌提供有
力的实验依据.

图  3  流式细胞仪检测不同药物浓度组处理24 h后细胞的凋亡情况. A: 12.5 μmol/L组; B: 25.0 μmol/L组; C: 50.0 μmol/L组; 

D: 对照组. Q1: 检测误差; Q2: 晚期凋亡和坏死细胞; Q3: 正常活细胞; Q4: 早期凋亡细胞.
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示Oridonin引起了β-actin聚合/解聚状态的改变, 
可能是F-actin增加, 导致肿瘤细胞增殖受到抑制. 
本实验β-actin聚合/解聚状态的改变, 必然导致微

丝结构的变化, 这可能是药物诱导肿瘤细胞凋亡

的机制之一. 本实验结果也说明Oridonin是属于

上述作用于细胞骨架的抗肿瘤药物中的第2类药

物. 本实验没有进一步运用分子生物学技术检测

细胞中G-actin和F-actin含量和比例, 这也是本研

究不足之处, 故F-actin增加有待实验进一步证实. 
总之, Oridonin可抑制胰腺癌SW1990细胞增

殖, 促进肿瘤细胞凋亡, 其作用机制可能是药物

干预后引起了β-actin聚合/解聚状态的改变. 我们

研究结果提示, Oridonin作为一种有良好活性的

抗胰腺癌中药制剂, 具有很好的临床应用和开发

价值, 但其抗癌作用机制有待进一步深入研究. 

志谢: 感谢尚文斌、刘佳及赵娟在本实验中给

予的大力帮助. 

4      参考文献
1	 Kang N, Zhang JH, Qiu F, Chen S, Tashiro S, On-

odera S, Ikejima T. Induction of G(2)/M phase ar-
rest and apoptosis by oridonin in human laryngeal 
carcinoma cells. J Nat Prod 2010; 73: 1058-1063

2	 Cheng Y, Qiu F, Ye YC, Tashiro S, Onodera S, Ike-
jima T. Oridonin induces G2/M arrest and apopto-
sis via activating ERK-p53 apoptotic pathway and 
inhibiting PTK-Ras-Raf-JNK survival pathway in 
murine fibrosarcoma L929 cells. Arch Biochem Bio-
phys 2009; 490: 70-75 

3	 Zhang Y, Wu Y, Tashiro S, Onodera S, Ikejima T. 
Involvement of PKC signal pathways in oridonin-
induced autophagy in HeLa cells: a protective 
mechanism against apoptosis. Biochem Biophys Res 
Commun 2009; 378: 273-278

4	 Zhu Y, Xie L, Chen G, Wang H, Zhang R. Effects of 
oridonin on proliferation of HT29 human colon car-
cinoma cell lines both in vitro and in vivo in mice. 
Pharmazie 2007; 62: 439-444  

5	 Zhou GB, Kang H, Wang L, Gao L, Liu P, Xie J, 
Zhang FX, Weng XQ, Shen ZX, Chen J, Gu LJ, Yan M, 
Zhang DE, Chen SJ, Wang ZY, Chen Z. Oridonin, a 
diterpenoid extracted from medicinal herbs, targets 
AML1-ETO fusion protein and shows potent antitu-
mor activity with low adverse effects on t(8;21) leu-
kemia in vitro and in vivo. Blood 2007; 109: 3441-3450

6	 Huang J, Wu L, Tashiro S, Onodera S, Ikejima T. 
Reactive oxygen species mediate oridonin-induced 
HepG2 apoptosis through p53, MAPK, and mito-
chondrial signaling pathways. J Pharmacol Sci 2008; 
107: 370-379

7	 宋芳, 冯一中, 蒋小岗, 顾振纶, 郭次仪. 冬凌草甲素对
人胰腺癌SW1990细胞系生长抑制作用. 中国药理学
通报 2010; 26: 240-243

8	 Parkin DM, Bray FI, Devesa SS. Cancer burden in 
the year 2000. The global picture. Eur J Cancer 2001; 
37 Suppl 8: S4-S66

9	 Sohn TA, Yeo CJ, Cameron JL, Koniaris L, Kaushal 
S, Abrams RA, Sauter PK, Coleman J, Hruban RH, 
Lillemoe KD. Resected adenocarcinoma of the pan-

creas-616 patients: results, outcomes, and prognos-
tic indicators. J Gastrointest Surg 2000; 4: 567-579 

10	 孙韬, 左明焕. 胰腺癌的中医研究进展. 北京中医药大
学学报(中医临床版) 2009; 16: 44-46

11	 Fridman R, Scott AF, Muller D, Reich R, Penno MB. 
The role of cell adhesion and migration in the in vi-
tro invasiveness of mouse adrenal carcinoma cells. 
Invasion Metastasis 1990; 10: 208-224

12	 Orr GA, Verdier-Pinard P, McDaid H, Horwitz SB. 
Mechanisms of Taxol resistance related to microtu-
bules. Oncogene 2003; 22: 7280-7295

13	 Papakonstanti EA, Stournaras C. Cell responses 
regulated by early reorganization of actin cytoskel-
eton. FEBS Lett 2008; 582: 2120-2127

14	 Ruan W, Lai M. Actin, a reliable marker of internal 
control? Clin Chim Acta 2007; 385: 1-5

15	 Oshima RG. Intermediate filaments: a historical 
perspective. Exp Cell Res 2007; 313: 1981-1994

16	 Helfman DM, Flynn P, Khan P, Saeed A. Tropo-
myosin as a regulator of cancer cell transformation. 
Adv Exp Med Biol 2008; 644: 124-131

17	 Lindberg U, Karlsson R, Lassing I, Schutt CE, Hö-
glund AS. The microfilament system and malig-
nancy. Semin Cancer Biol 2008; 18: 2-11

18	 Samarakoon R, Goppelt-Struebe M, Higgins PJ. 
Linking cell structure to gene regulation: signaling 
events and expression controls on the model genes 
PAI-1 and CTGF. Cell Signal 2010; 22: 1413-1419

19	 Rao J, Li N. Microfilament actin remodeling as a 
potential target for cancer drug development. Curr 
Cancer Drug Targets 2004; 4: 345-354

20	 Jordan MA, Horwitz SB, Lobert S, Correia JJ. Ex-
ploring the mechanisms of action of the novel mi-
crotubule inhibitor vinflunine. Semin Oncol 2008; 35: 
S6-S12

21	 Shi J, Orth JD, Mitchison T. Cell type variation in 
responses to antimitotic drugs that target microtu-
bules and kinesin-5. Cancer Res 2008; 68: 3269-3276

22	 Ke H, Parron VI, Reece J, Zhang JY, Akiyama SK, 
French JE. BCL2 inhibits cell adhesion, spreading, 
and motility by enhancing actin polymerization. 
Cell Res 2010; 20: 458-469

23	 Liu T, Wu LY, Berkman CE. Prostate-specific mem-
brane antigen-targeted photodynamic therapy 
induces rapid cytoskeletal disruption. Cancer Lett 
2010; 296: 106-112

24	 Jordan MA, Wilson L. Microtubules and actin fila-
ments: dynamic targets for cancer chemotherapy. 
Curr Opin Cell Biol 1998; 10: 123-130

25	 Zimmermann KC, Bonzon C, Green DR. The ma-
chinery of programmed cell death. Pharmacol Ther 
2001; 92: 57-70

26	 Celeste Morley S, Sun GP, Bierer BE. Inhibition of 
actin polymerization enhances commitment to and 
execution of apoptosis induced by withdrawal of 
trophic support. J Cell Biochem 2003; 88: 1066-1076

27	 Wang H, Liu Y, Gao X, Carter CL, Liu ZR. The re-
combinant beta subunit of C-phycocyanin inhibits 
cell proliferation and induces apoptosis. Cancer Lett 
2007; 247: 150-158

28	 Santra M, Santra S, Roberts C, Zhang RL, Chopp M. 
Doublecortin induces mitotic microtubule catastro-
phe and inhibits glioma cell invasion. J Neurochem 
2009; 108: 231-245

29	 Moon DO, Kim MO, Nam TJ, Kim SK, Choi YH, 
Kim GY. Pectenotoxin-2 induces G2/M phase cell 
cycle arrest in human breast cancer cells via ATM 
and Chk1/2-mediated phosphorylation of cdc25C. 
Oncol Rep 2010; 24: 271-276

           编辑  李薇  电编  何基才  

■同行评价
本文设计合理, 方
法 得 当 ,  结 果 可
靠, 为进一步研究
冬凌草甲素对胰
腺癌的临床治疗
打下了基础.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年11月18日; 18(32): 3413-3419
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 基础研究 BASIC RESEARCH

结肠黏膜低度炎症对小鼠结肠PAR-2活化和内脏感觉过
敏的诱发作用

刘 玮, 王承党

刘玮, 福建医科大学附属协和医院重症医学科 福建省福州
市 350001
王承党, 建医科大学附属第一医院消化内科 福建省福州市 
350005
刘玮, 硕士, 主要从事消化系疾病的研究.
福建省自然科学基金资助项目, No. 2009J01138
作者贡献分布: 此课题由王承党设计; 实验过程和数据分析由刘
玮完成; 论文写作由刘玮与王承党完成.
通讯作者: 王承党, 教授, 研究生导师, 350005, 福建省福州市, 
福建医科大学附属第一医院消化内科. wangcdhl@sina.com
收稿日期: 2010-06-25   修回日期: 2010-09-22
接受日期: 2010-09-27   在线出版日期: 2010-11-18

Low-grade mucosal 
inflammation induces colonic 
PAR-2 activation and visceral 
hypersensitivity in mice 

Wei Liu, Cheng-Dang Wang

Wei Liu, Department of Critical Care Medicine, Union 
Hospital, Fujian Medical University, Fuzhou 350001, Fujian 
Province, China
Cheng-Dang Wang, Department of Gastroenterology, the 
First Affiliated Hospital of Fujian Medical University; Lab-
oratory for Digestive Diseases, Fujian Medical University, 
Fuzhou 350005, Fujian Province, China
Supported by: the Natural Science Foundation of Fujian 
Province, China, No. 2009J01138
Correspondence to: Professor Cheng-Dang Wang, De-
partment of Gastroenterology, the First Affiliated Hospital 
of Fujian Medical University; Laboratory for Digestive Dis-
eases, Fujian Medical University, Fuzhou 350005, Fujian 
Province, China. wangcdhl@sina.com
Received: 2010-06-25    Revised: 2010-09-22 
Accepted: 2010-09-27    Published online: 2010-11-18

Abstract
AIM: To detect the expression of protease-acti-
vated receptor-2 (PAR-2) in the colon and sub-
stance P (SP) and calcitonin gene-related peptide 
(CGRP) in the cornu dorsale medullae spinalis 
and to explore the relationship between the acti-
vation of PAR-2 and visceral hypersensitivity in 
mice with dextran sulfate sodium (DSS)-induced 
low-glade colonic mucosal inflammation (LGI).

METHODS: Thirty-six C57BL/6 mice were 
randomly divided into two groups: LGI group 
and control group. The LGI group was given 

1.5% DSS solution for 5 d and distilled water 
for another 10 d, while the control group was 
given distilled water only. After treatment, the 
myoelectric activity of the abdominal wall at dif-
ferent levels of colorectal distension (CRD) was 
recorded. The expression of SP and CGRP in the 
cornu dorsale medullae spinalis and PAR-2 in 
the colonic mucosa was detected by immunohis-
tochemistry.

RESULTS: After treatment, colonic histological 
index (HI) in the LGI group was 1.500 ± 0.926. 
When the colon was distended to a pressure of 
15 mmHg, the myoelectric activity of the ab-
dominal wall in the LGI group was comparable 
to that in the control group (27.958 μV ± 1.660 μV 
vs 26.947 μV ± 0.854 μV, P > 0.05). However, the 
myoelectric activity of the abdominal wall was 
significantly higher in the LGI group than in the 
control group when the colon was distended to a 
pressure of 30, 45 or 60 mmHg (33.455 μV ± 3.786 
μV vs 31.253 μV ± 3.842 μV; 46.848 μV ± 4.038 μV 
vs 37.267 μV ± 2.542 μV; 47.207 μV ± 18.151 μV 
vs 33.798 μV ± 8.415 μV, all P < 0.05). The inte-
grated optical density (IA) of PAR-2 staining in 
the distal colon was significantly higher in the 
LGI group than in the control group. The IA of 
SP and CGRP staining in the spine cord was also 
significantly higher in the LGI group than in the 
control group (40.769 ± 8.422 vs 21.718 ± 4.131; 
30.288 ± 13.530 vs 10.788 ± 4.490; 46.829 ± 26.261 
vs 13.997 ± 3.340, all P < 0.05). There is a positive 
correlation between the expression of PAR-2 
and SP and between the expression of PAR-2 
and CGRP in the LGI group (r = 0.622, P < 0.05, 
r = 0.588, P < 0.05). The expression of PAR-2, SP 
or CGRP was closely correlated with the myo-
electric activity of the abdominal wall in the LGI 
group (r = 0.439-0.835, P < 0.05).

CONCLUSION: Low-grade mucosal inflamma-
tion induces visceral hypersensitivity in mice 
possibly by activating colonic PAR-2.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Low-grade 
mucosal inflammation; Visceral sensitivity; Prote-
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■背景资料
已经明确内脏感
觉过敏、肠动力
紊乱在IBS的发生
中起重要作用, 但
动力紊乱和内脏
感觉过敏的机制
还不清楚. 既往的
研究发现IBS患者
肠道黏膜存在低
度炎症, 但这种炎
症是怎样引起内
脏感觉过敏还需
要进一步研究. 

■同行评议者
戈之铮, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化科
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摘要
目的: 探讨结肠蛋白酶激活受体(PAR-2)活化
与结肠黏膜低度炎症时小鼠内脏感觉过敏的
关系. 

方法: 36只C57B/6小鼠随机分为2组. A组(对
照组), 18只, 给予无菌蒸馏水自由饮用; 慢性
低度炎症(LGI)组(S组), 18只, 1.5%葡聚糖硫
酸钠(DSS)溶液自由饮用5 d, 续以无菌蒸馏水
10 d. 第15天时观察病理学改变、测定腹壁肌
电、免疫组织化学染色腰膨大部(L6-S1)脊髓
背角SP、CGRP表达和结肠组织PAR-2表达. 

结果: 第15天时, S组(LGI组)结肠黏膜炎症评
分为1.500±0.926. 结肠内压力为15 mmHg
时 ,  S组的腹壁肌电幅值与A组比较无统计
学意义(27.958 μV±1.660 μV vs  26.947 μV
±0.854 μV, P >0.05). 当结肠内压力为30、
45、60 mmHg时, S组的腹壁肌电幅值均高
于A组(33.455 μV±3.786 μV vs  31.253 μV±

3.842 μV; 46.848 μV±4.038 μV vs  37.267 μV
±2.542 μV; 47.207 μV±18.151 μV vs  33.798 
μV±8.415 μV, 均P <0.05). S组结肠PAR-2和脊
髓背角之SP、CGRP IA 值均高于A组(40.769
±8.422 vs  21.718±4.131; 30.288±13.530 vs  
10.788±4.490; 46.829±26.261 vs  13.997±
3.340, 均P <0.05); PAR-2的IA值与SP、CGRP 
IA值之间都有正相关关系(r  = 0.622, P <0.05; r  
= 0.588, P <0.05); SP、CGRP、PAR-2 IA值与
腹壁肌电幅值也都呈正相关(r  = 0.439-0.835, 
P <0.05).

结论: 结肠黏膜低度炎症可增加小鼠结肠的
内脏敏感性, 与结肠PAR-2的活化有关.

关键词: 肠易激综合征; 结肠黏膜低度炎症; 内脏感

觉; 蛋白酶活化受体-2; 结肠扩张; P物质; 降钙素
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0  引言

近年来研究[1]表明肠道感染或炎症(即使存在短
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暂性的轻微炎症)都可能是肠易激综合征(i r r i-
table bowel syndrome, IBS)内脏高敏感性的潜在

激发因素[2]. 蛋白酶激活受体(protease-activated 
receptors, PARs)家族是一种跨膜受体7次的G蛋

白耦联受体. PAR-2的激活在内脏高敏感性的发

生中扮演着一个重要的角色. 大量的研究表明

肠道内持续存在的炎症是使外周神经末梢致敏

的重要原因[3]. 肥大细胞活化后脱颗粒自分泌类

胰蛋白酶(tryptase)剪切激活神经细胞或炎症细

胞上的PAR-2, 导致疼痛介质[5-HT、P物质(sub-
stance P, SP)、降钙素基因相关蛋白(calcitonin 
gene-related peptide, CGRP)等]从初级传入神经

纤维末梢或炎症细胞等释放, 可直接作用于初

级传入纤维, 或是间接经由肥大细胞, 启动活化

和致敏机制的级联效应, 使附近的伤害性感受

器产生继发性的过敏并产生广泛促炎效应, 破
坏结肠黏膜屏障完整性, 肠黏膜对肠腔内细菌

及各种蛋白酶通透性增加, 导致结肠炎症持续

加重. 从目前文献资料推理, 结肠黏膜低度炎症

可能通过PARs系统介导引起内脏感觉敏感, 那
么如果减少或者消除这种炎症是否可以使敏感

的内脏感觉恢复正常呢？因此, 本课题立足于

研究肠道低度炎症时内脏敏感性的变化, 从而

研究结肠黏膜低度炎症时是否通过PAR-2系统

介导影响机体的内脏感觉功能, 为IBS的研究和

治疗提供新的方向.

1  材料和方法

1.1 材料 健康C57B/6小鼠, ♂, 清洁级, 体质量

18-22 g, 共36只, 购于上海斯莱克实验动物中心, 
混合配方饲料喂养, 自由进食饮水, 每日更换饮

水、饲料, 定期更换垫料, 保持小鼠生活环境

通风及清洁卫生. 葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate 
sodium, DSS)为美国MP Biomedicals公司产品; 
浓缩型兔抗小鼠SP多克隆抗体购自武汉博士德

生物工程有限公司产品; 浓缩型兔抗小鼠CGRP
多克隆抗体购自北京博奥森生物工程有限公

司; 浓缩型山羊抗大鼠PAR-2多克隆抗体为美国

Santa cruz公司产品; 二步法免疫组织化学检测

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司. 
生理信号记录仪(RM6240)为成都仪器厂出品.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 实验动物的建模参照张艳丽

等[4]和Kim等[5]的方法: 小鼠通过饮用3% DSS溶
液5 d+蒸馏水10 d 1个循环可以诱导出慢性结肠

炎症, 此时肠炎症状消失, 动物进食及体质量恢

复. 由于种属差异, 本实验让C57B/6大鼠自由饮

www.wjgnet.com

■相关报道
Bueno等发现, SP
升高的水平与炎
症引起的腹痛程
度密切相关, 在肠
炎过程中和肠炎
后, SP在引起背角
神经元敏感性增
高中起重要作用.
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用1.5% DSS溶液5 d+蒸馏水10 d建立慢性低度

结肠炎症模型. 将36只随机分为2个组: A组(对
照组, n  = 18): 不予DSS溶液饮用, 给予蒸馏水自

由饮用. 慢性低度炎症(low-grade inflammation, 
IGL)组(S组, n  = 18): 予1.5% DSS溶液自由饮用5 
d+蒸馏水饮用10 d. 
1.2.2 结肠扩张实验: 按照Kruschewski等[6]的方

法并略作改进, 每组小鼠在实验结束后(第15天)
分别进行腹壁肌电的检测. 电生理记录仪参数

设置: 采集频率: 2 kHz, 扫描速度: 200 ms/div, 
灵敏度: 200 μV, 时间常数: 0.001 s, 滤波频率: 3 
kHz.  分别取15、30、45、60 mmHg的结肠扩张

压力下10个腹壁放电幅值, 取其平均值, 然后再

减去基础值, 即各个压力下腹壁放电幅值. 
1.2.3 结肠和脊髓组织标本的处理: 结肠扩张实

验结束后, 处死小鼠, 取腰膨大部(L6-S1)脊髓浸

入40 g/L中性甲醛固定, 依次乙醇脱水, 二甲苯

透明, 石蜡包埋, 切成4 μm厚度切片, SP和CGRP
表达分别采用非生物素二步法进行免疫组织化

学染色. 距肛门0.5 cm(称远端结肠DC)取结肠组

织1 cm×0.5 cm, 以40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 
切片, HE染色, 并采用非生物素二步法免疫组织

化学染色了解PAR-2表达情况(羊抗鼠PAR-2抗体

工作浓度为1∶200). 结肠组织切片经HE染色后, 
在高倍镜下观察(×400)并根据Kruschewski法进

行组织学指数(histological index, HI)评分[6,19], HI 
0分时为无炎症, 1-4分为轻度炎症, 5-8分为中度

炎症; 9-12分为重度炎症. 每个组织块选取3张
免疫组织化学切片, 每张切片随机选取3个视野, 
采用IPP6.0图像分析系统测定所选图像的积分

吸光度值(IA )进行计算, 3个视野IA的平均值为

该组织块的IA . 
统计学处理 所有实验数据用mean±SD表

示, 结肠扩张实验的结果和内脏感觉神经递质

的检测结果采用组间两两比较的方差分析进行

处理. 同一参数各组间运用t检验, 不同参数间运

用直线相关分析, 具体统计方法采用SPSS17.0医
学统计软件计算. 设α= 0.05, P <0.05表示有显著

差异.

2  结果

2.1 一般情况 本实验36只小鼠在建模的过程中

均无死亡. S组小鼠在第3天出现进食减少, 第5
天均出现体质量下降, 排稀便, 第5天停止饮用

DSS改为饮用蒸馏水后, 小鼠进食恢复, 仍有

部分小鼠排稀便. 第12天所有小鼠排便性状均

恢复正常, 体质量有所增加. A组小鼠在整个过

程中无进食减少、未排稀便、血便, 体质量有

增加.
2.2 结肠HE染色炎症评分 S组HI评分为1.500±
0.926, A组HI评分为0.255±0.744, 二者差异有统

计学意义(P  = 0.005), 根据Kruschewski法则[6], S
组的结肠黏膜炎症属于低度炎症模型.
2.3 结直肠扩张后腹壁肌电变化 各组数据经

Levene方差齐性检验, 满足方差齐性要求, 组间

比较采用LSD-t法进行比较分析: 当结肠扩张压

力为15 mmHg时, 二组间腹壁肌电幅值的差异无

统计学意义(P  = 0.929); 结肠内压力为30、45、
60 mmHg时, S组的腹壁肌电幅值均高于A组(均
P  = 0.000, 表1, 图1). 
2.4 腰骶段脊髓背角SP、CGRP表达 SP阳性神

经纤维集中分布于脊髓的背角浅层, 呈棕黄色

颗粒或细丝状, 呈对称分布. CGRP表达于脊髓

背角浅层, 呈深褐色, 为胞质内致密均匀分布, 
体积较大的神经元细胞(Φ>50 μm)染色较深, 体
积较小的神经元细胞染色浅或不染色(图2). S组
SP和CGRP的平均IA与A组的差异均有统计学

意义(P = 0.000; P = 0.001, 表2).
2.5 结肠组织中PAR-2的表达 PAR-2表达于结肠

肌间神经丛, 呈深褐色(图3), S组的PAR-2阳性

细胞数较密集, IA值为40.769±8.422, 而A组为

21.718±4.131, 二组间的差异有统计学意义(P  = 
0.000).
2.6 结肠PAR-2表达与脊髓背角SP、CGRP表达

的相关性 S组结肠肌间神经丛PAR-2阳性表达的

IA值与脊髓背角SP、CGRP阳性表达的IA值之

间呈正相关关系(PAR-2与CGRP: r  = 0.622, P  = 
0.006; PAR-2与CGRP: r  = 0.588, P  = 0.014).

表  1  不同结肠内压力下的腹壁肌电幅值 (mean±SD, μV)

     
分组      15 mmHg      30 mmHg     45 mmHg     60 mmHg

A组 26.947±0.854 31.253±3.842b 37.267±2.542b 33.798±8.415b

S组 27.958±1.660 33.455±3.786 46.848±4.038 47.207±18.151

bP＝0.000 vs  S组.

■创新盘点
本研究提示化学
诱导的结肠黏膜
低度炎症, 可以通
过活化PAR-2受
体 ,  引 起 内 脏 感
觉过敏, 这为探讨
IBS的发病机制提
供了研究资料.
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2.7 S组小鼠PA R-2与腹壁肌电幅值的相关性 
直肠内压力为30、45、60 mmHg时, PAR-2阳
性表达的IA值与腹壁肌电幅值之间正相关(r = 
0.622, P  = 0.006; r  = 0.550, P = 0.017; r  =0.835, P 
= 0.000). 
2.8 S组脊髓背角CGRP、SP与小鼠腹壁肌电水

平的相关性 球囊压力为30、45、60 mmHg时, 
脊髓背角CGRP、SP阳性表达的IA值与腹壁肌

电幅值之间正相关关系(表3).

3  讨论

在本研究中, S组与A组病理评分比较有统计学

差异(P <0.05), 且S组病理评分在低度炎症范围

内, 说明肠道低度炎症造模是成功的. 腹外斜肌

放电测量法评价内脏痛觉敏化是比较公认的[7]. 
本研究结果显示: (1)结肠黏膜低度炎症可以使

小鼠内脏感觉过敏; (2)结肠黏膜低度炎症可以

使结肠肌间神经丛PAR-2表达上调, 这种变化与

反应感觉敏化的指标SP、CGRP表达上调之间

呈正相关关系. 因此, 结肠黏膜低度炎症通过诱

发PAR-2活化可能在内脏感觉过敏中起一定的

作用. 
国内外研究表明, 肠道即使存在短暂性的

低度炎症都可能是IBS内脏高敏感性的潜在激

发因素[2]. IBS患者通常在某种肠道感染恢复后

或黏膜炎症反应消失后仍有异常的肠道感觉及

运动功能持续存在[8], 故而采用化学刺激物诱导

结肠炎症来模拟上述临床特征是成熟可行的. 
借鉴张艳丽等[4]和Kim等[5]的方法, 本研究显示

采用1.5% DSS自由饮用5 d+自由饮用蒸馏水10 
d后, S组小鼠结肠炎症评分为1.5分, 符合低度炎

症标准, 故1.5% DSS自由饮用5 d+自由饮用蒸

馏水10 d后制作出结肠黏膜低度炎症的小鼠模

型, 且这种低度炎症可以导致小鼠内脏感觉过

敏. DSS诱导的结肠炎症受浓度依赖, 个体差异

小, 易于控制, 急性炎症期后有一稳定的慢性缓

解过程, 能较好模拟慢性持续的轻微炎症, 所以

本实验采用DSS建立小鼠结肠低度炎症模型是

合适可行的. 
肠道低度炎症是使外周神经末梢致敏的

重要原因, 并被认为是IBS的发病机制, 致敏的

肠道表现为疼痛阈值下降, 甚至正常生理状态

下不引起痛觉的刺激也能诱发疼痛, 即所谓痛

觉过敏. Al-Chaer等[9]认为正常的成年大鼠, 46 
mmHg的扩张压力可作为区分非伤害性刺激与

伤害性刺激的临界值, 也就是说在相对于正常

成年大鼠的非伤害性刺激可引起低度炎症组大

鼠的强烈反应. 由于动物种属不同, 本研究中发

现, 在15 mmHg时S组腹外斜肌的放电幅值与

对照组无明显差异, 我们推测在球囊压力为15 
mmHg时还未达到S组小鼠的疼痛阈值, 故与A
组相比无明显差别. 而在球囊压力为30 mmHg
起, S组腹外斜肌的放电幅值较A组明显升高, 表
现出较A组更高的敏感性. 而与本研究结果相

似, 国外也有许多学者研究发现乙酸诱导的结

肠炎大鼠[10]、曾经感染过巴西钩虫或旋毛形线

虫的啮鼠类动物[11,12]都存在肠道动力改变和内

脏敏感性增加, 这些变化类似于IBS患者的病理

生理学变化, 均表明结肠炎症时机体内脏敏感

性增加.  
本实验中, S组小鼠脊髓SP、CGRP表达和

结肠肌间神经丛上的PAR-2的表达均较A组显著

■应用要点
结肠黏膜低度炎
症可以导致内脏
感觉过敏, 在临床
处置 IBS患者时 , 
需要考虑这种因
素的作用.

表  3  S组脊髓背角CGRP、SP与腹壁肌电水平的相关分析 
(r 值)

     
指标

                      腹壁肌电水平(mmHg)

      15       30       45      60

CGRP   0.042   0.610a   0.521a   0.740b

SP   0.439   0.724b   0.583a   0.615b

aP<0.05, bP<0.01 vs  15 mmHg.

图  1  扩张直肠时腹壁肌电变化. A: A组; B: S组.

B
15 mmHg

30 mmHg

45 mmHg
60 mmHg

A

15 mmHg

30 mmHg

45 mmHg

60 mmHg

表  2  脊髓背角SP、CGRP的IA 值 (mean±SD)

     
分组              SP           CGRP

A组 10.788±4.490  13.997±3.340

S组 30.288±13.530a 46.829±26.261b

aP = 0.000, bP = 0.001 vs  A组.
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增多. 两者之间存在明显相关性, 这表明PAR-2
的表达增多可以引起脊髓背角神经元释放SP、
CGRP增加, 可造成脊髓背角的兴奋性增高. S组
结肠肌间神经丛PAR-2阳性表达的IA值与脊髓

SP、CGRP阳性表达的IA值之间密切相关, 球
囊压力为30、45、60 mmHg时, S组结肠肌间神

经丛PAR-2阳性表达的IA值及S组脊髓CGRP、
SP阳性表达的IA值均与腹壁肌电幅值之间密切

相关, 上述结论表明: 结肠黏膜慢性炎症时肌间

神经丛上PAR-2表达增多, 引起脊髓痛觉神经递

质(SP、CGRP)释放增加, 从而引起内脏过敏表

现为腹外斜肌的放电幅值增加. 因此我们推测

PAR-2有可能是治疗内脏感觉异常的重要靶点. 
PAR-2是肥大细胞分泌的类胰蛋白酶作用

的一种G蛋白耦联受体, 类胰蛋白酶于肥大细胞

脱颗粒时释放至细胞外, 能够激活多种组织及

细胞的PAR-2, 结肠内广泛存在PAR-2阳性的神

经元, 人工合成的PAR-2激动剂(SLIGRL-NH2)
能剂量依赖性引起持久的整个神经细胞去极[13]. 
这说明PAR-2的激活在内脏高敏感性的发生中

扮演着一个重要的角色. 临床研究发现腹泻型

IBS患者升结肠肥大细胞数量和类胰蛋白酶水

平增加, 而且与IBS的症状有关[14], 把这些患者

结肠活检组织培养上清液灌入小鼠结肠中可导

致小鼠内脏感觉过敏[15]. 国外研究[16]也发现这

类患者结肠活检组织培养上清液中的类胰蛋白

酶可以刺激背根神经节神经元的钙信号释放, 
将其注入小鼠脚掌, 可致其躯体感觉过敏, 而这

种促伤害感受效应可被丝氨酸蛋白酶抑制剂

和PAR-2拮抗剂所阻断, 提示IBS患者结肠黏膜

图  2  脊髓背角SP、CGRP染色(×400). A, B: SP染色; C, D: CGRP染色; A, C: A组; B, D: S组.

BA

C D

BA

图  3  结肠PAR-2染色(×400). A: A组; B: S组.

■名词解释
结肠黏膜低度炎
症是指结肠黏膜
中存在慢性炎症
细胞, 但没有明显
的腺体结构改变
或破坏, 也无明显
的增生性改变.
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释放的各种介质和蛋白酶可通过活化PAR-2使
PAR-2阳性的神经元去极化, 导致内脏感觉过敏. 

PAR-2通过细胞外信号调节激酶(extracel-
lular signal-regulated kinase, ERK)转导途径和激

活腺苷环化酶, 引起钾通道的关闭、膜去极化, 
继而开放电压敏感性钙通道. 随着Ca2+内流的增

加, 继而激发其他在胃肠道运动和感觉方面起

重要作用的神经递质如CGRP、SP和乙酰胆碱

等的释放, 从而影响胃肠道动力及内脏感觉[13,16]. 
另外, cAMP诱导的细胞内Ca2+水平的降低也可

使胃肠道和血管松弛. PAR-2激活时可减少时相

性收缩, 增加推进性运动, 缩短肠通过时间, 降
低内脏痛阈. 

IBS患者存在脊髓背角神经致敏主要表现

为: (1)感觉刺激-反应曲线左移, 即较小的刺激

即产生明显的感觉; (2)对刺激的高敏感性, 即对

感觉刺激产生过度反应; (3)内脏-躯体牵涉痛的

异常放大. 上述研究结果提示: 通过药物控制脊

髓背角感觉神经元的痛觉处理过程可能会减少

脊髓致敏的发生, 为IBS的治疗提供新方法. 
SP[17,18]是脊髓水平传递伤害性信息的重要

兴奋性神经递质. 而辣椒素敏感的神经纤维中

80% CGRP免疫反应阳性, 这些神经元接受无髓

鞘感觉神经纤维的投射, 是在外周感觉传入神

经中与SP共存的一种神经肽, 除可以直接产生

伤害性作用外, 还可能通过促进SP释放、抑制

SP降解、延长SP的作用时间而参与炎症诱导的

内脏伤害性感觉[19]. Bueno等[20]发现, SP升高的

水平与炎症引起的腹痛程度密切相关, 在肠炎

过程中和肠炎后, SP在引起背角神经元敏感性

增高中起重要作用. 从本实验结果看, 内脏高敏

感时小鼠脊髓后角SP、CGRP表达上调, 参与了

内脏刺激信号的传入过程, 放大了外周疼痛刺

激, 致使小鼠痛阈降低, 表现为腹外斜肌放电幅

值增加. 
PAR-2是神经免疫链条中的一个重要环节, 

通过活化局部免疫细胞和神经末梢的PAR-2, 可
把刺激的免疫反应信息传达到神经系统, 并可

接受神经系统的调控, 对靶器官引起更进一步

的免疫反应[3]. 国外研究[21]表明在小鼠中, 给予5 
μg的SLIGRL-NH2肠腔内灌注就可以增加肠腔

的渗透性, 而其余药物引起黏膜炎症所需的剂

量为其十倍. 但是, 当传入神经完整时和γ-干扰

素被用来引起黏膜髓过氧化物酶的增加时, 只
有ML-7(一种肌球蛋白轻链激酶的选择性抑制

剂)可以阻断低剂量SLIGRL-NH2引起的渗透性

反应. 研究[22]发现预先给予全身性的辣椒素化

和SP拮抗剂可以缩短炎症抗原诱导的持续性结

肠运动功能改变的维持时间. 这表明SP和辣椒

素敏感神经纤维在炎症抗原引起的结肠运动紊

乱中扮演了重要角色. 因为肠肌间神经元的活

化恰好出现在经辣椒素预处理后, 这似乎表明

肠肌间神经元的PAR-2表达仅仅只是中枢神经

系统介导的肌间神经元的活化反射的结果, 这
就需要进一步研究肠肌间神经丛在肠道敏感中

的作用. 综上所述, 结肠黏膜低度炎症可以增

强胃肠道的内脏敏感性. 肠道肌间神经丛上的

PAR-2表达增加可造成脊髓背角的兴奋性增高, 
其在脊髓水平上表现为多种兴奋性神经递质, 
尤其是传递痛觉信号的递质如(SP、CGRP)的表

达增强. 但是增加的PAR-2如何导致内脏高敏感

性、PAR-2的抑制剂是否能够降低内脏感觉过

敏等还需要进一步深入研究, 这些研究可以为

开发新的IBS治疗药物提供理论依据. 
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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
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Abstract
AIM: To investigate the use of three-dimen-
sional CT angiography for preoperative eval-
uation of patients undergoing hepatic resec-
tion using the Glissonean pedicle transection 
method.

METHODS: The image data for 23 patients un-
dergoing CT angiography with a Philips 256-slice 
Intelligent CT Scanner were analyzed with 
Philips brilliance software. Three-dimensional 
and maximum intensity projection (MIP) image 
reconstruction was performed. Based on the re-
constructed data, liver segment resection models 
were developed to evaluate the possibility of 
preoperative virtual liver segment resection.

RESULTS: Based on three-dimensional recon-
struction data, the average liver volume and 
weight, excluding the portal vein and hepatic 
vein, were 1 219 mL ± 191 mL and 1 451 g ± 227 
g, respectively. The portal vein could be divided 
into four types: I, II, III and IV. Patients with 
types I and II portal vein were fit for hepatic re-
section using the Glissonean pedicle transection 
method. There is no significant difference in the 
weight of resected liver between virtual and ac-
tual hepatectomy (P > 0.05).

CONCLUSION: Three-dimensional CT angiog-
raphy is a good strategy for preoperative evalua-
tion of patients undergoing hepatic resection us-
ing the Glissonean pedicle transection method.

Key Words: Philips 256-slice Intelligent CT Scanner; 
Liver volume; Portal vein; Three-dimensional recon-
struction; Glissonean pedicle transaction method 
for hepatic resection

Tang JH, Fu BM, Zhu H, Tang B, Sun Y, Zhang J, Yang 
DK, He XS. Three-dimensional CT angiography for pre-
operative evaluation of patients undergoing hepatic re-
section using the Glissonean pedicle transection method. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3420-3424

摘要
目的: 研究智能CT(iCT)肝脏三维重建对Glis-
son鞘横断肝切除的指导作用. 

方法: 23例肝癌患者术前行Philips 256层iCT
肝脏三期扫描, 并以iCT自带软件对肝容积和
门脉行三维重建, 根据门脉类型和容积重建结

®

■背景资料
i C T 等 技 术 的 出
现使得精确评估
肝脏容积成为可
能 .  G l isson鞘横
断肝切除治疗肝
占位病变的效果
已经得到公认, 在
解剖和鞘外钩扎
Glisson鞘而达到
目标肝段或叶的
完全阻断是理想
术式, 但如果没有
高准确度iCT等血
管和肝容积的三
维重建的支持, 直
接阻断目标肝段
Glisson鞘就显得
盲目. 

■同行评议者
李健丁, 教授, 山
西医科大学第一
医院放射科CT室
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果建立模拟解剖性肝切除模型. 临床用模拟模
型指导临床Glisson鞘横断法肝切除并评价该
模型对临床肝切除的指导作用. 

结果: 23例重建肝脏容积为1 311 mL±323 
mL, 肝质量为1 102 g±271 g. 针对Glisson横
断法肝切除可将门脉分为规则型(Ⅰ)、左中
右型(Ⅱ)、左右型(Ⅲ)和特殊型(Ⅳ). Ⅰ和Ⅱ型
患者适合Glisson鞘横断肝切除, 而Ⅲ型和Ⅳ
型宜需解剖Glisson鞘后阻断肝血流. 模拟切
除肝模型和实际切除肝之间的肝质量无统计
学差异(P >0.05).

结论: 以256层iCT 3D肝脏重建指导Glisson鞘
横断肝切除不但可准确了解肝内门脉的走形
和分支类型, 找到最佳Glisson鞘的阻断位置, 
而且可以精确评估切除肝的容积, 保证了肝切
除的精准性和安全性.

关键词: 256层智能CT; 肝容积; 门脉; 三维重建; 

Glisson横断肝切除

唐继红, 付必莽, 朱洪, 唐波, 孙勇, 张捷, 杨达宽, 何晓顺. 256层

智能CT肝容积和门脉三维重建对Glisson鞘横断法肝切除的指

导作用.  世界华人消化杂志  2010; 18(32): 3420-3424
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0  引言

Glisson鞘在肝内的分布是肝脏分叶和分段的基

础[1], 因此如何处理和阻断Glisson鞘内的管道结

构以判断肝叶或肝段的血供是解剖性肝切除中

的关键步骤[2]. 传统的解剖性肝切除中, 需首先解

剖Glisson鞘, 然后选择性阻断鞘内供应拟切除肝

段或肝叶的门静脉和肝动脉以达到减少出血、同

时最大程度地减少残留肝脏缺血性损伤[2-4]. 20世
纪末日本Takasaki[5]报道了Glisson鞘横断切肝

法, 该法与传统解剖性肝切除方案截然不同, 因
其不需要解剖Glisson鞘即可达到完全阻断需切

除肝叶血供的目的而得到肯定[6]. 但是, 国内未

见G l i s son鞘横断法肝切除的相关临床研究报

道. 究其原因可能在于肝外科医师认为不解剖

Glisson鞘即直接阻断入肝管道系统存在一定的

盲目感. CT三维重建不但可术前了解肝内管道

结构和走行[7-9], 还可以对肝脏进行容积重建[7], 
从而评价残肝体积和肝功能储备情况[10]. 256层
Philips智能CT机(philips brilliance intelligent CT, 
iCT)临床应用为术前详细了解肝脏Glisson鞘内

的结构提供理想平台[11], 克服了直接行Glisson
鞘阻断的盲目性. 我们采用256层iCT术前对肝

脏容积和门脉进行三维重建(three dimensional 
reconstruction, 3D), 研究其对Glisson鞘横断法解

剖性肝切除的指导作用. 结果证实iCT肝脏容积

和门脉三维重建可精确了解门脉和肝动脉在肝

内分支走行, 对Glisson鞘横断法切肝具有良好

的指导作用.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-08/2010-07收集昆明医学院第二

附属医院肝胆外一科、可行根治性切除的肝癌

患者23例. 其中男12例, 女11例, 年龄26-65(47±
16)岁. 全组经CT平扫或MRI诊断肝脏占位且能

够行肝段、联合肝段或肝叶切除达到根治水平, 
甲胎蛋白升高大于正常值2倍, 无明显肝硬化, 
既往无肝门区手术历. 肝功能分为Child-Pugh A
级18例、B级5例.
1.2 方法 
1.2.1 扫描条件: 采用256层Philips Brilliance iCT
机(philips medical systems, cleveland, USA), 扫
描层厚1-2 mm, 扫描速度0.27 s/r. 对比剂为碘普

罗胺注射液(优维显, 拜耳医药保健公司广州分

公司), 用高压注射器经前臂肘正中静脉注射, 注
射速率3-4 mL/s, 总剂量70-90 mL. 分别在注射

后30 、70、120 s行动脉期、门脉期及实质期三

期扫描. 
1.2.2 图像重建: 采用iCT机自带Philips Brilliance 
Workspace Portal软件, 血管以最大密度投影

(maximum indensity projection, MIP)二维或三维

模式图像重建. 图像要求清晰显示肠系膜上静

脉与脾静脉汇合处至肝门脉四级分支, 360度旋

转观察, 排除周围结构对门脉系统的影响, 同时

观察门脉各分支与肝动脉的关系及其支配的肝

段, 并居于Glisson鞘横断肝切除理论为基础[5,6], 
按照我们报道的分型方案进行分型[12]. 肝脏容

积测定采用volume程序三维仿真重建完整肝脏, 
肝脏质量根据Chan等[13]的公式计算. 

统计学处理 采用SPSS16.0软件分析, 行t检
验, P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 肝脏容积重建结果 重建测定区域以完整肝

被膜为界限、并且肝实质区除管道系统外无散

在虚点为准, 3D重建后可以得到完整肝脏, 并观

察其外部形态(图1)和内部管道结构(图2), 并且

在调整窗宽和窗位的过程可以观察肝内血管和

占位之间的关系(图3). 不包括二级以内门静脉

和肝静脉系统在内, 23例患者平均肝脏容积为1 

■研发前沿
肝占位患者可切
除容积的评估一
直是肝外科的难
点和重点.
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311 mL±323 mL, 肝质量为1 102 g±271 g.
2.2 门静脉的重建和分型 23例患者门脉一、二

级分支类型可总结为以下四型: Ⅰ型: 规则型. 
门脉在第一肝门后先分为左右两支, 右侧主干

>1.0 cm且再分为右前叶支和右后叶支. 右前叶

支分出S5、8段支, 右后叶支再分出S6、7段支. 
左侧支分别出发S2、3、4段支(图4). Ⅱ型: 左
中右型. 门脉进入第一肝门即分成较为均一的

左、中、右3支. 右侧支再发出S6、7段, 中间支

发出S5、8段, 左侧支发出S2、3、4. 或者先分

为左右两支主干, 但于右侧主干1.0 cm内发出

有前叶支, 后者再分为S5、8段支; 或S6、7段支

直接发自门脉主干, 在发出S5、8段和S2、3、4
支(图5). Ⅲ型: 左右型. 门脉进入第一肝门后分

为左右两支, 右支主干的角度多大于左侧支, 且
右侧主干同一水平分为较均一的3-4, 分别供应

S5、6、7、8段, 而左则支则发出S2、3、4段支

(图6). Ⅳ型: 特殊型. 门脉在第一肝门分成左右

两支, 但是左右两侧主干无规则的肝叶或肝段

分支, 包括无规则的有前叶或有后叶支; 或门脉

右后页支来自门脉主干等(图7). 各型所占比率

见表1. 
2.3 实际切除肝与重建肝参数差异性分析 重建

后按Takasaki Ken的理论行肝三段标志进行模拟

解剖性肝切除(图8), 评估各段所占整肝容积的

比例. 临床肝切除后立即称实际肝重, 对比分析

模拟切除肝与实际切除肝之间的差异. 其中Ⅰ

和Ⅱ患者按照Takasaki Ken的肝三段理论行解剖

性临床肝切除, 并根据占位所在位置确定需切

除的肝叶或段, 其中肝中段切除6例、肝左段切

除8例、肝右段切除7例; 而Ⅲ和Ⅳ型者则解剖

Glisson鞘后再阻断切除肝段或叶血管. 全组病

例术中术后无明显并发症发生, 顺利康复出院. 
术前模拟切除肝质量与实际切除肝质量比较无

10 cm

图  1  肝脏三维重建及体积测定. 右侧图显示肝脏外形完

整, 无其他比邻组织附着, 左侧图像显示除门脉和肝静脉系

统外, 肝脏边界清楚、全部肝实质区域为无散在虚点存在, 

表明整个肝脏得到完整重建, 并显示肝脏大小形态正常, 重

建后整肝容积为1 270.8 cc.

图  3  肝内血管与肝占位间的关系. A: 可见肿瘤主要有肝

动脉供血, 且肝左、右动脉均对肿瘤供血. B: 3D图像也可见

肿瘤血供丰富.

B

A

图  2  重建清晰显示肝内门脉和动脉的走行. 可见门脉走于

右后方(黑色箭头)、肝动脉走于左前方(白色箭头).

肝动脉

门静脉

图  4  规则型. 门脉在第一肝门分为左右两支. 右侧门脉主

干分别发出右后叶(SⅤⅦ)支和右前叶(SⅥⅦ)支, 左主干发

出SⅡⅢⅣ支.

门脉右支

门脉左支

门脉主干

SⅤⅦ支
SⅥⅦ支

■相关报道
Takasaki报道一
组877例肝癌患者
行肝叶切除病例, 
5 年 和 1 0 年 总 的
生存率为63%和
44%, 而单发肿瘤
切除后5年和10年
生存率为76%和
54%, 高出其他中
心20%.
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统计学差异(表2). 

3  讨论

与Couinaud把肝脏的分为5叶8段的解剖不同[14], 
Takasaki[5,6]认为Glisson鞘及其鞘内管道在第一

肝门分为左、中、右3支入肝, 分别独立支持

左、中、右3个区域肝脏. 左支位于肝圆韧带水

平, 中支位于胆囊颈部水平, 而右支则位于胆

囊颈右下方水平. 因此, 除尾状叶外, 肝可分为

左、中、右3叶, 每叶有独立的格林森系统支持. 
Takasaki[5]的左段叶包括Couinaud分段的S2、
3、4段, 肝中叶为Couinaud分段的S5、8段, 肝右

段为S6、7段, 左中右叶约各占整肝体积1/3. 如
肝脏病变局限于其中一叶时, 可行相应的解剖

性肝叶切除. 由于左、中、右3个肝叶具有独立

的格林森系统结构, 因此可在第一肝门部不解

剖格林森鞘、直接于肝实质和Glisson间的潜在

间隙绕过并结扎目标肝叶Glisson鞘即可阻断目

标肝叶血流而达到解剖性肝切除目的. 此法不

但可减少解剖格林森系统带来的创伤, 而且减

少手术时间和对肝脏的骚扰, 有利于降低医源

性肿瘤转移率. Takasaki[5,6]报道一组877例肝癌

患者行肝叶切除病例, 5年和10年总的生存率为

63%和44%, 而单发肿瘤切除后5年和10年生存

率为76%和54%, 高出其他中心20%. 
门静脉供血占肝脏供血的70%, 是格林森系

统内管径最大的结构, 因此门脉解剖分布决定

了解肝内格林森系统的分布. Glisson鞘横断肝

叶切除时, 预先或术中判断肝内管道系统的走

行是避免损伤的唯一有效手段. 但由于肝脏解

剖的复杂性和困难性, 术前获得第一肝门或肝

内格林森系统具体走行一直是个难题, 门脉的分

型与外科肝切除方案制定之间的关系也确鲜见

文献报道. 3D影像技术的出解决了这个难题[8,10], 
特别是256排iCT扫描的速度和层厚均明显优于

64排和双源CT, 其重建技术可为更准确地了解

格林森系统的详细分布提供更好的条件. 

表  1  23例门静脉的分型及所占比率

     
分型   n 性别(男/女) 比率(%)

Ⅰ   9      4/5   39.1

Ⅱ 12      4/6   52.3

Ⅲ   1      1/0     4.3

Ⅳ   1      1/0     4.3

图  8  肝段切除模型. 模型显示整肝体积为1 270.8 cc, 切除

SⅣ后的残肝体积为988.0 cc主干.

图  5  左右型. 门脉在第一肝门分为左右两支, 但S6、7段支

在右侧主干不同平面发出.

门脉右支 门脉主干

门脉左支

图  6  左中右型. 门脉在第一肝门同一水平发出较为均匀的

左、中、右3支, 各主干再发出规则的肝段支.

门脉左支

门脉主干SⅥⅦ支

SⅤⅦ支

图  7  特殊型. 该例表现为门脉右主干缺如. 门脉主干在第

一肝门先发出SⅥⅦ(右后叶)支, SⅤⅧ段支与左主(SⅡⅢⅣ)

支共干. 因此表现为右主干缺如, SⅤⅧ段支源于左主干.

门脉左支

门脉主干

SⅥⅦ支

SⅤⅦ支

■创新盘点
本研究证实了利
用iCT三维重建可
以更有效地开展
Glisson鞘肝切除, 
做到术前即可清
晰了解肝内Glis-
son鞘的分布 ,  有
的放矢地阻断目
标肝叶或肝段, 增
加了肝部分切除
治疗肝占位的安
全性和有效性.
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本文对23例门脉一级和二级分支类型3D
重建 ,  结果显示门脉类型与我们以前报道相

吻合、与门脉类型与Covey等[15]报道相似. 但
Covey等分型更注重门脉在肝内的变异, 而本研

究分型则居于Glisson鞘横断肝切除. 我们的重

建显示不是所有的患者均适宜Glisson横断法切

肝, 只有占91.3%的Ⅰ和Ⅱ型门脉适合采用该法, 
而Ⅲ和Ⅳ型(占8.6%)的患者如果不解剖Glisson
鞘而直接结扎, 则有造成阻断不彻底导致出血

过多或误伤的危险. 术前采用256层iCT门脉3D
重建可有效避免这一问题. 本组病例由于具有

术前3D重建支持, 故21例适合Glisson横断肝切

除的采用该法阻断切肝, 而特殊类型者及时调

整肝切除方案, 有效避免了损伤或阻断不彻底

的可能. 23例患者术中术后无任何并发症发生, 
术后实际切除肝与重建模拟切除肝的质量对比

结果也显示, 两者切除肝的质量无明显差异, 说明

重建的可靠性并提高了解剖性肝切除的精准性. 
可见, 256层iCT 3D重建获得了真实的肝容

积和门脉类型, 解决了肝外科医师对肝内管道

结构的抽象空间限制, 更容易理解需切除肝脏

的具体界限. 因此, 以256层iCT 3D肝脏重建指

导Glisson鞘横断肝切除不但可准确了解肝内门

脉的走形和分支类型, 找到最佳Glisson鞘的阻

断位置, 而且可以精确评估切除肝的质量和体

积, 保证了肝切除的精准性和安全性. 
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表  2  256层iCT模拟切除肝与实际切除肝质量比较 (mean±SD)

     
                         质量对比(g)                           占整肝百分率(%)

切除肝段或叶  左肝切除  中肝切除  右肝切除        左肝        中肝       右肝

模拟切除肝质量 446 ± 122 489 ± 133 455 ± 106 31.3 ± 5.1 33.5 ± 3.3 35.4 ± 5.1

实际切除肝质量 455 ± 88 471 ± 100 497 ± 99 32.5 ± 7.3 32.4 ± 2.7 34.4 ± 3.6
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导临床肝切除术
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Abstract
Short-chain fatty acids (SCFAs), primarily ac-
etate, propionate and butyrate, are produced by 
anaerobic bacterial fermentation of undigested 
carbohydrates. They are not only the major 
source of energy for the colonic mucosa, but also 
can maintain the normal physiological functions 
of the colon, keep the homeostasis of the colonic 
mucosal barrier and prevent the occurrence of 
dysfunction, inflammation and canceration. In 
pathological state, SCFAs also play a role in in-
hibiting inflammation and tumor growth.

Key Words: Short-chain fatty acids; Colon; Inflam-
matory bowel disease; Tumor

Li GF, Zheng HB. Effects of short-chain fatty acids on 
colonopathies and mechanisms involved. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3425-3427

摘要
结肠内短链脂肪酸(short-chain fatty acids, 
SCFAs)主要包括乙酸、丙酸、丁酸, 他是由

不消化的碳水化合物经厌氧菌发酵后生成的. 
他不仅可以作为能源为结肠黏膜提供主要的
能量, 而且能维护结肠的正常生理功能, 保持
结肠肠道屏障的稳态, 预防肠道功能紊乱、炎
症、癌变的发生. 在病理状态下, SCFAs也能
起到抑制炎症反应, 肿瘤细胞的生长的作用. 

关键词: 短链脂肪酸; 结肠; 炎症性肠病; 肿瘤

李国法, 郑红斌. 短链脂肪酸对结肠病变及作用机制的影响.  世

界华人消化杂志  2010; 18(32): 3425-3427

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3425.asp

0  引言

短链脂肪酸(short-chain fatty acids, SCFAs)主要

包括乙酸、丙酸、丁酸, 是指碳原子<6个的有

机脂肪酸, 主要由食物中不消化的碳水化合物

[包括: (1)非淀粉多糖; (2)抗性淀粉; (3)低聚糖; 
(4)糖醇], 在结肠腔内经厌氧菌酵解生成. SCFAs
在结肠内可被结肠上皮细胞直接吸收, 不仅为

结肠黏膜提供了主要的能量供应, 而且还可以

维护黏膜免疫细胞, 肠道上皮细胞的完整性和

杯状细胞的分泌功能; 可以降低结肠内pH值, 提
高其酸性环境减少结肠内有害菌的生长; 增加

水电解质的吸收. 另外, SCFAs仍具有抗炎作用, 
如减少促炎因子的生成、减轻炎症反应, 从而

有利于黏膜炎症的修复. 近来已经证实SCFAs能
抑制某些肿瘤细胞增殖, 并诱导肿瘤细胞分化

和凋亡. 从而有必要对SCFAs对结肠病变及其作

用机制的影响作一综述.

1  SCFAs对结肠生理功能的影响

结肠的生理屏障包括黏膜、黏膜分泌液、肠道

益生菌、黏膜分泌免疫蛋白, 这些屏障对于维

持结肠的生理功能起到重要作用. Sakata等[1]报

道SCFAs对黏膜有营养性作用. Sanderson[2]报道

SCFAs作用于肠上皮细胞可以协调黏膜的免疫

系统. Barcelo等[3]报道当丁酸浓度为5 mmol/L
时可促进结肠黏液素的分泌, 增强黏液屏障功

能 .  丁酸盐不仅为结肠上皮细胞提供主要能

量, 而且在保障结肠黏膜屏障的正常的生理功
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■背景资料
SCFAs在结肠内
可被结肠上皮细
胞直接吸收, 不仅
为结肠黏膜提供
了主要的能量供
应, 而且还可以保
护黏膜免疫细胞, 
肠道上皮细胞的
完整性和杯状细
胞的分泌功能; 可
以降低结肠内pH
值, 提高其酸性环
境, 减少结肠内有
害菌的生长; 增加
水电解质的吸收. 

■同行评议者
陈 治 水 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第211医院中医
科



能、完整性上起到了极大作用, 其转运至细胞

内被代谢主要是通过细胞膜上单羧酸转运蛋白

-1(monocarboxylate transporter-1, MCT1)实现的, 
Borthakur等[4]发现丁酸盐能促进MCT1的表达, 
其机制是通过激活NF-κB途径提高NF-κB水平

来激活MCT1启动子而起到调控作用的. 
吸收水分电解质是结肠的主要功能之一, 

Zeissig等[5]研究发现在糖皮质激素存在时, 丁酸

盐通过SP3转录因子介导的蛋白转录, 可正性

调节结肠上皮Na+通道, 维护结肠上皮对Na+的

吸收. 结肠的蠕动功能的调节受多方因素共同

作用, Grider等[6]发现, SCFAs通过刺激5-HT和
神经降钙素基因相关肽(calcitonin gene-related 
peptide, CGRP)的持续释放来刺激大鼠结肠产生

蠕动反射, 增加结肠蠕动.

2  SCFAs在炎症性肠病方面的作用

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

病(Crohn's disease, CD), 其病因病机仍不清楚. 
早在1980年Roediger就提出“饥饿学说”, 认为

UC的发病与结肠上皮SCFAs氧化代谢障碍有关. 
从而引起了广大学者对SCFAs的研究和关注, 随
着研究的不断深入, SCFAs对结肠炎症相关的细

胞因子及基因调控的影响成为当前研究的热点. 
Nancey等[7]研究发现IBD结肠黏膜丁酸氧化障碍

与大量TNF-α在结肠黏膜产生有关. Andoh等[8]

体外实验研究发现, 丁酸盐通过抑制NF-κB活性

起到抑制免疫应答的作用, 此外Lührs等[9]临床

试验研究发现UC患者丁酸盐灌肠治疗后, 黏膜

炎症反应减轻也与减少NF-κB阳性巨噬细胞数

目有关. 
另外, SCFAs通过影响某些炎性细胞释放

细胞因子起到抗炎作用, 如Tedelind等[10]在研究

SCFAs影响中性粒细胞细胞因子释放时发现30 
mmol/L的乙酸、丙酸、丁酸盐能减少中性粒

细胞TNF-α释放、对IL-8无影响, 各实验计量的

SCFAs都可以抑制结肠320DM细胞内NF-κB的
活性及IL-6的释放, 30 mmol/L的丙酸盐和丁酸

盐对免疫相关基因的表达有较强的抑制作用. 
Rose等[11]认为丁酸盐能减少血管细胞黏附分子

(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1)和
细胞间黏附分子(intercellular cell adhesion mol-
ecule-1, ICAM-1)表达; Cox等[12]则发现SCFAs能
诱导人单核细胞释放前列腺素E2(prostaglandin 
E2, PGE2), 同时能特异性抑制单核细胞趋化蛋
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白1(monocyte chemotactic protein, MCP-1)的产

生, 从而起到抗炎的作用. 然而Kobori等[13]研究

发现, 丁酸盐能刺激肠道上皮促炎因子IL-32α的
表达, 也能上调IL-1β诱导的IL-32α mRNA的表

达. 这项研究如同许多学者所认为的, 目前有关

SCFAs作用确实存在矛盾之处.

3  SCFAs在结肠肿瘤方面的作用

结肠肿瘤的发生与结肠上皮细胞在各种致病因

素的作用下细胞发生无限增殖、分化不良及凋

亡失控有关[14], 近几年有关SCFAs能抑制某些肿

瘤细胞增殖, 并诱导肿瘤细胞分化和凋亡为很

多学者所证实. 因而SCFAs尤其是丁酸产物的

生物学作用近年来受到关注. 丁酸不仅为正常

结肠黏膜上皮细胞提供能量, 而且对黏膜上皮

细胞的正常更新有监控作用. 尽管丁酸盐抑癌

机制仍不明确, 但其调控基因表达的作用被广

大学者所认识. Emenaker等[15]从多方面阐述了

SCFAs抑制人结肠癌浸润生长机制: (1)细胞蛋

白酶及蛋白酶抑制因子: SCFAs明显抑制尿激酶

型纤溶酶原激活剂(urokinase type plasminogen 
activator, uPA)表达、刺激基质金属蛋白酶抑制

因子-1, 2的活性(tissue inhibitor of matrix metal-
loproteinase, TIMP-1, 2); (2)细胞凋亡、增殖基

因蛋白: SCFAs明显抑制抑癌基因P53突变; 刺激

P21基因、抗淋巴细胞凋亡蛋白Bcl-2的高表达, 
同时对促淋巴细胞凋亡蛋白Bax起抑制作用. 

Hinnebusch等[16]认为SCFAs对结肠癌细胞

表型的作用与丁酸诱导的组蛋白高度乙酰化密

切相关. Waldecker等[17]研究也发现SCFAs, 尤其

丁酸对结肠腺癌细胞的组蛋白脱乙酰基酶活性

的抑制效力最明显. 然而, 另有学者认为丁酸盐

还有其他细胞内作用位点, 如Daly等[18]研究认为

包括非组蛋白高度乙酰化、DNA甲基化作用改

变、部分选择性抑制组蛋白磷酸化作用和细胞

内激酶信号的调节作用. 
C h e n等 [19]研究丁酸盐对H T-29细胞作用

发现, 丁酸盐可以抑制HT-29生长, 并使癌细胞

处于细胞周期G1期; 增加HT-29细胞锌指转录

因子Kruppel样因子4/胃肠富集Kruppel样因子

(Kruppel-like factor 4/gut-enriched Kruppel-like 
factor, KLF4/GKLF)mRNA水平及转活KLF4
启动子. Lan等[20]研究膳食纤维在结肠内酵解

的产物SCFAs(丙酸和乙酸)所营造的不同酸性

(pH5.5-7.5)环境发现, pH为6.0-7.5时SCFAs可触

发HT-29腺癌细胞凋亡, pH为7.5时SCFAs诱导癌
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■研发前沿
目前国内外学者
对短链脂肪酸在
结肠病变中发挥
抗炎、免疫调节
的 研 究 ,  以 及 其
预防结肠黏膜癌
变、诱导调控细
胞生理凋亡、抑
制肿瘤细胞增殖
和浸润生长方面
仍是研究热点、
重点, 其确切机制
和更深层次的探
索是其亟待研究
和解决的问题.

■相关报道
Cox等则发现SC-
FAs能诱导人单核
细胞释放前列腺
素E2(PGE2), 同
时能特异性抑制
单核细胞趋化蛋
白1(MCP-1)的产
生, 从而起到抗炎
的作用. 然而Ko-
bori等研究发现 , 
丁酸盐能刺激肠
道上皮促炎因子
IL-32α的表达, 也
能上调IL-1β诱导
的IL-32α mRNA
的表达.
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细胞处于细胞周期G2/M期, 细胞随之凋亡; pH为

5.5时SCFAs使癌细胞线粒体除极化、内膜通透

性增加、ATP迅速耗竭、活性氧(reactive oxygen 
spec ies, ROS)聚集增多, 从而导致细胞死亡. 
Scharlau等[21]认为丁酸盐除了具有抑制结肠癌细

胞生长和促进癌细胞凋亡作用外, SCFAs也能通

过激活不同药物代谢酶如谷胱甘肽转移酶对癌

变起到一定的预防作用, 这可以减少致癌物质

的积累, 从而减少细胞突变降低癌症发生的危

险因素. 

4  结论

SCFAs对结肠的生理及病理的作用及其机制是

极其复杂的, 随着分子生物技术和实验条件的

进步, 其研究将会不断的深入. 在炎症、肿瘤预

防和治疗的诸多方面, SCFAs仍具有很多的研究

价值和应用前景.
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Abstract
Perianal necrotizing fasciitis (PNF) is a serious 
infectious disease that results from a synergistic 
action of multiple bacteria and has a high mor-
tality rate. In the early stage of PNF, symptoms 
are highly variable. Early diagnosis and ad-
equate treatment are important for the prognosis 
of PNF. Therapeutic measures for PNF include 
surgical removal of necrotic tissue, drainage, de-
bridement and full dose of broad-spectrum anti-
biotics. In this article, we will review the recent 
advances in the diagnosis and treatment of PNF.

Key Words: Perianal necrotizing fasciitis; Diagnosis; 
Treatment
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摘要
肛周坏死性筋膜炎是由多种微生物协同作用

导致的一种高死亡率的严重感染性疾病. 疾
病初期 ,  全身症状和局部的表现常不一致 , 
延迟诊断与治疗可能会导致生命危险. 治疗
仍以外科手术清创为主, 如彻底清除坏死组
织、充分引流创面及联合使用大剂量广谱抗
生素等. 我们就肛周坏死性筋膜炎的诊断与
治疗作一综述. 

关键词: 肛周坏死性筋膜炎; 诊断; 治疗
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0  引言

肛周坏死性筋膜炎(perianal necrotizing fasciitis, 
PNF)是一种由多种细菌协同作用导致的严重、

少见、快速进展的以肛周和会阴三角区筋膜坏

死为特征的爆发性感染性疾病. 男性发病率明

显高于女性, 以50-60岁的老年男性为多见. 临床

表现从无明显皮肤坏死的肛管直肠或生殖区疼

痛, 到感染部位皮肤和软组织的迅速坏死、蔓

延, 最终导致全身脓毒血症和多器官衰竭[1]. 延
迟诊断与治疗可能会导致生命危险. 因此, 一旦

怀疑为PNF, 必须进行积极的局部或全身治疗. 
目前, 国内外的文献均认为其治疗原则是以早

期外科切开引流, 彻底清除局部坏死组织, 应用

大剂量广谱抗生素为主. 然而, 即使进行了积极

的治疗, PNF的死亡率仍高达8%-67%[2,3].   

1  解剖学

PNF常发生在肛周和生殖三角区, 并沿着筋膜层

迅速蔓延, 通常只需数小时. 掌握盆底和肛管会

阴三角区筋膜结构对于理解PNF的炎症进展至

关重要. 会阴部最重要的浅筋膜是Colles'筋膜, 
他延续为阴囊和阴茎的肉膜, 并与尿生殖膈融

合. Colles'筋膜包绕阴茎, 向腹部延续成为腹壁

浅筋膜深层(Scarpa's筋膜). 因此会阴部的任何感

染能够快速地侵犯阴囊和阴茎的皮肤, 以及腹

壁浅筋膜. 而侧方蔓延的感染被Colles'筋膜与耻

骨支的连接和阔筋膜所限制. Bucks'筋膜是围绕

®

■背景资料
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无明显特征性, 易
误诊, 导致治疗的
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官衰竭的死亡. 目
前治疗主要以彻
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阴茎的深筋膜. 尿道外伤或尿道周围腺体感染

被Bucks'筋膜局限在阴茎腹侧. 如果Bucks'筋膜

被感染导致损伤, 筋膜炎症则能通过肉膜和Col-
les'筋膜, 侵犯全部的会阴部和腹壁. 尽管有报道

称因PNF进展导致切除睾丸, 但由于睾丸特殊的

筋膜保护, 并受到来源于腹膜后腔的血供, 这种

病例极少见. 一旦出现感染涉及到睾丸, 必须警

惕腹腔内或腹膜后的感染[4]. 
会阴后侧被提肛肌所限制. 提肛肌与肛门

外括约肌在肛管直肠后侧融合, 如果肛门括约

肌复合体被原发感染或者坏死组织破坏, 感染

能沿着直肠进入骶前间隙、膀胱后间隙以及骨

盆直肠组织, 继而波及腹膜后间隙到达上腹部

水平, 在极少数患者中甚至能够沿脊椎旁的间

隙到达颈部, 最终, 感染渗入到腹膜腔, 引起弥

漫性的腹膜炎.

2  细菌学

PNF通常是由多种细菌共同感染引起的. 最常

见的有链球菌、葡萄球菌、大肠埃希杆菌、拟

杆菌类、梭状芽孢杆菌、念珠菌等[5]. 这些菌属

通常存在于肛管及远端直肠. 生理情况下, 这些

病原菌毒性很低, 不会对人体造成危害. 存在易

感因素如免疫抑制、糖尿病等的患者当出现尿

道、胃肠道和皮肤的侵袭性损伤时, 这些细菌

就会变成致病菌, 并协同作用产生极强的毒性

和破坏力[6]. 因此, 在多数病例中, 感染特征表现

为厌氧菌和需氧菌的合并感染, 局部培养存在3
种或3种以上的细菌[7,8], 只有极少数的病例伤口

分泌物培养无细菌生长[7,9]. 

3  病因学

PNF最常见的诱发因素是肛管直肠的感染、尿道

生殖区的感染和损伤, 以及会阴生殖区皮肤损伤. 
肛管直肠的感染是一个最主要的独立因素, 包括

肛管直肠的原发感染、肛管直肠手术后的继发

感染[1]. Eke等[10]统计的1 726例患者的感染来源, 
其中皮肤感染24%, 结直肠感染21%, 泌尿道感染

19%. 皮肤损伤的来源包括褥疮、脓肿及外伤, 此
类患者多数同时存在糖尿病. 糖尿病患者皮肤通

常因存在较多的细菌而容易感染, 同时由于糖尿

病患者自身的趋化功能、吞噬功能受到损伤, 以
及糖尿病血管病变影响了病变部位的血液循环

等, 这些因素更有利于局部感染厌氧菌[11]. 对于根

据临床表现无法确定原始感染病灶的患者, 则怀

疑感染来源于腹腔. 腹腔来源的感染有阑尾炎、

结肠憩室炎、结肠癌、克罗恩病和绞榨性疝. 此
病的易感因素包括糖尿病、肿瘤、长期类固醇类

药物的治疗、放化疗、免疫抑制、克罗恩病以及

酒精滥用等. 糖尿病是最常见的易感因素, 文献报

道36.4%-76.9%的患者合并糖尿病, 这些患者的死

亡率明显升高[4,12-14]. 
PNF的感染机制是多因素的, 多种感染细菌

的协同作用可以很好地解释本病. 细菌体在人体

内产生胶原酶和肝素酶, 需氧菌诱导血小板聚集

和补体沉积, 进而导致微血管血栓的形成、皮肤

的坏死; 厌氧菌如拟杆菌能产生肝素酶和胶原酶, 
肝素酶激活血管中血栓形成, 也导致小血管中血

栓形成, 加快缺血和坏死的进展. 链球菌和葡萄球

菌产生透明质酸酶、链激酶和链道酶, 使坏死和

缺血组织部位的吞噬细胞的功能严重受损, 导致

感染坏死迅速发展, 局部表现为水样坏死, 而不是

黏稠的脓液[15]. 厌氧菌产生的氢气和氮气在皮下

组织内聚集, 导致捻发音的产生[16]. 

4  临床表现与诊断 
PNF通常以会阴体或肛管直肠周围的疼痛为首

发症状, 这种疼痛和患者局部的体格检查(如病

变区域的肿胀、瘙痒)不相称[1]. 多数患者的临

床表现不明显, 并且容易误诊. 患者最初可能

会出现一些前驱症状, 如会阴生殖区不适、乏

力、体温持续升高. 继而局部红斑、肿胀, 会阴

生殖区或生殖器官触痛明显. 随着皮肤及皮下

组织的炎症加重和典型的皮肤坏死的出现, 临
床表现变得清晰. 表皮坏死发黑是皮下血管栓

塞所致. 因此, 表皮坏死发黑很少是首发症状. 
尽管是细菌感染性疾病, 但局部并没有形成典

型的脓液, 表现为洗肉水样的稀薄液体. 由于细

菌导致皮下气体的形成, 局部检查时通常存在

明显的捻发音. 病情进展非常迅速, 即使原发病

灶没有明显的进展, 患者的全身状况急剧恶化. 
疾病发生后不久, 就有可能并发持续高热、心

动过速、容量不足、贫血、血清肌酐酶升高和

电解质紊乱等全身脓毒血症. 若没有恰当及时

的治疗, 最终可导致多脏器功能衰竭, 甚至死亡. 
在1篇包括1 726例患者的文献报道中, 死亡率为

16%, 死亡的主要因素不是局部疾病的进展, 而
是严重的全身系统性病变, 如脓毒血症、凝血

障碍、急性肾衰和多脏器功能衰竭[10]. 许多学

者认为合并糖尿病是患者发生全身脓毒血症的

独立因素, 这些患者的死亡率高达36%-50%[12,13]. 
诊断主要是建立在临床表现的基础上, 结

■相关报道
Jull等研究蜂蜜对
于急慢性伤口的
疗效, 与传统的敷
料 相 比 ,  蜂 蜜 对
于表浅的、小面
积的烧伤伤口能
够稍微缩短愈合
时间(WMD-4.68 
d, 95%CI: -4.28~ 
-5.09 d), 但是对
于 腿 部 溃 疡 的
慢 性 伤 口 没 有
显 著 作 用 ( R R 
1 . 1 5 ,  9 5 % C I : 
0.96-1.38). Korho-
nen高压氧联合彻
底的外科清创、
抗生素治疗33例
坏死性筋膜炎死
亡率9%. 

■创新盘点
本文从肛周坏死
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及方法.
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合必要的实验室检查. 入院时这些患者的实验

室检查结果与单纯的的肛周脓肿明显不同, 通
常会出现白细胞增多伴核左移, 血小板减少、

高血糖症、低钠血症、低蛋白血症和贫血. 超
声检查能够在疾病的早期阶段发现软组织内存

在充满气体的囊泡状改变, 这是PNF局部特征

性表现. 阴囊超声能够排除其他原因的阴囊急

症, 证明阴囊皮下气体的存在和睾丸正常. CT和
MRI能够帮助定位感染来源器官. CT扫描有可

能会发现不对称的筋膜的增厚、皮下气肿、液

体潴留和组织水肿. 尽管不是所有患者身上都

能观察到皮下气肿, 但皮下气肿预示着PNF的可

能性[17]. 睾丸和附睾没有改变, 坏死区域存在捻

发音, 是PNF的特征性表现.

5  治疗

及时地纠正水电解质平衡紊乱, 重新建立心肺

功能在PNF合并有全身脓毒血症的患者具有重

要意义[4]. 多数患者一开始就需采用2种或3种大

剂量广谱抗生素联合使用, 通常是三代头孢菌

素、B-内酰胺酶抑制剂、克林霉素、甲硝唑、

氨基糖苷类等联合应用, 共同对抗需氧菌和厌

氧菌. 应根据药敏试验及时更换敏感的抗生素. 
抗真菌的药物比如氟康唑、两性霉素B在确定

存在真菌感染的患者中也必须使用. 
PNF患者需急诊手术. 手术应清除所有的坏

死组织以阻止感染的进一步蔓延, 减少坏死组

织、细菌和毒素吸收导致的全身症状. 手术包

括感染部位的彻底清创、坏死筋膜的切除、充

分引流[1-17]. 如果没有发现明显的会阴部病因, 应
考虑腹部来源的感染, 必要时需破腹部探查[18]. 
会阴部皮肤、阴囊、和阴茎坏死组织必须去除, 
直至出现具有正常血供的存活组织为止. 由于

感染会沿着解剖学筋膜层蔓延, 因此清创时要

尽可能避免损伤正常筋膜层, 防止感染蔓延到

其他区域, 尤其是当坏死仍然局限在腹膜后间

隙而腹膜未被侵犯时[1]. 随后的24-48 h内, 可能

需进一步的外科探查术和多次、必要的清创术, 
这样可以阻止感染坏死进一步扩散. 术后应连

续、多次进行创面坏死组织清除, 直到感染被

很好地控制. 如果存在广泛的直肠或肛门括约

肌的破坏或者大面积的会阴部的清创, 为了保

护伤口避免排泄物环境的污染, 必要时需行结

肠造口, 甚至直肠切除术[1,3,19]. 当有腹腔内感染

源, 或者在广泛清创后仍有坏死蔓延时, 睾丸可

能会感染坏死, 则需要行睾丸切除术[21]. 

术后必须每日进行常规换药, 局部应用生

理盐水或0.25%的碘伏冲洗以去除创面分泌物

和坏死组织. 手术后伤口的愈合可以使用未加

工过的蜂蜜. 研究证实, 蜂蜜能够抑制细菌的繁

殖, 产生氧气, 吸收创面分泌物, 并阻止坏死进

展[20,21]. Jull等[22]通过随机对照研究评估蜂蜜对

于急慢性伤口的疗效, 与传统的敷料相比, 蜂蜜

对于表浅的、小面积的烧伤伤口能够稍微缩短

愈合时间, 但是对于腿部溃疡的慢性伤口没有

显著作用. 因此认为目前还没有足够的证据来

指导临床. 多数患者术后创面能够愈合, 但对于

部分进行广泛清创的患者可能需要通过皮瓣移

植防止广泛疤痕[23]. 
高压氧是有效的辅助治疗, 有助于改善预后

情况[24,25]. 首先, 通过形成氧自由基, 高压氧治疗

对于厌氧菌有直接的对抗作用; 其次, 在进行吞

噬作用的时候, 中性粒细胞耗氧量增加, 高压氧

治疗可以提高中性粒细胞的活性; 最后, 高压氧

治疗还可以促进成纤维细胞的增长和血管的形

成, 从而促进创面的愈合. Al-Waili等[26]认为高压

氧的治疗能够消退炎症、减少炎性免疫细胞因

子, 刺激伤口的修复, 维持伤口的氧合作用, 增
加抗氧化剂的酶类, 以及治疗组织的低氧血症

和放射性坏死. 多篇文献[25,27,28]报道高压氧治疗

能明显降低PNF患者的死亡率. 如果患者没有明

确的禁忌证, 高压氧治疗可以在充分清创引流

后进行. 部分作者推荐使用真空辅助闭合(vacu-
um-assisted closure, VAC)来帮助术后创面愈合, 
通过一个便携式的泵连接着伤口上的一个泡沫

海绵给予连续的负压促进伤口的愈合[4,29].

6  预后

PNF的死亡率为8%-67%, 死亡主要源于疾病快

速进展导致的脓毒血症和多器官衰竭[2,3]. 当患

者伴有糖尿病、脓毒血症、酒精依赖、免疫抑

制、长期的应用类固醇类药物的时候, 都预示

着一个较高的死亡率. Corcoran等[30]通过回顾分

析1996-2006年的PNF患者情况, 认为PNF严重

指数(fournier's gangrene severity index, FGSI)是
评价PNF患者代谢失常的一种客观有效的定量

分析方法, 当FGSI>9时, 预示患者高死亡率. Bi-
lali等[31]认为患者白细胞计数对预后有重要的影

响, 当白细胞>20.000时死亡率增高.

7  结论

PNF主要是由多种微生物协同作用导致的严重

■应用要点
本文为坏死性筋
膜炎的诊断治疗
提供了总体的思
路与方法, 并为以
后该病的临床治
疗和研究提供了
新的方向.
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感染, 仍然是一个威胁生命, 高死亡率的疾病. 
疾病初期, 患者的全身症状和局部的表现常不

一致. 临床迅速的诊断和充分的治疗是必须的. 
外科清创、坏死组织的彻底清除、创面的充分

引流以及抗生素的使用仍是治疗的主要手段. 
高压氧、VA C、蜂蜜等亦可以作为辅助的治

疗手段. 易感因素(糖尿病、免疫缺陷、酒精依

赖、长期的类固醇类药物的使用等)对预后产生

重要影响.
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Abstract
The widespread use of antibiotics has been 
linked to the development of resistance to an-
tibiotics, bacterial variation and re-infection 
in the treatment of Helicobacter pylori (H.pylori) 
infection. Treatment of H.pylori infection by 
Chinese medicine possesses some advantages 
but has a low eradication rate. The research on 
the physical constitution provides us some new 
ideas. Spleen and Stomach are the foundation of 
physical constitution. H.pylori infection is closely 
related to the physical constitution of patients, 
and the physical constitution determines the de-
velopment, syndrome transformation and prog-
nosis of H.pylori infection. Treatment of H.pylori 
infection should not be limited to "eradication" 
or "killing bacteria once it was detected". Due 

to the adjustability of the physical constitution, 
H.pylori infection can be treated by enhancing 
vital Qi and dispelling evil on the basis of syn-
drome differentiation, disease differentiation 
and constitution differentiation.

Key Words: Physical constitution; Helicobacter py-
lori ; Treatment by Chinese medicine
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摘要
由于抗生素的普遍使用, 幽门螺杆菌(H.pylori )
感染的治疗除副作用外, 耐药、变异及再感染
等问题应引起重视和深思. 中医药治疗H.pylori
有一定优势, 但根除率低, 体质研究的开展为我
们提供了新思路. 本文认为脾胃是体质形成发
展的基础, 与H.pylori感染的发生密切相关, 体
质决定了H.pylori感染后的发病、预后及证候
转化转归, 启示对H.pylori感染的治疗, 不能囿
于“根除”及“见菌治菌”的论治思路, 结合
体质的可调性, 通过邪正祛邪, 辨证辨病结合辨
体论治, 有助于发挥中医药特色, 提高疗效. 

关键词: 体质; 幽门螺杆菌; 中医药治疗
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0  引言

幽门螺杆菌(H.pylori )是多种慢性胃病的重要致

病因子, 与胃癌的发生有关[1], 1994年WHO将其

定为Ⅰ类致癌因子[2], 根除H.pylori可阻断或延

缓胃黏膜萎缩和肠化的发展. 然而, H.pylori感
染后只有少数人发病, 且目前西医对H.pylori耐
药、再感染等问题尚无有效的解决方法. 体质

是人体生命过程中, 在先天禀赋和后天获得基

础上所形成的形态结构、生理机能和心理状态

方面的综合的、相对稳定的固有特质, 是生长、

发育过程中所形成的与自然、社会环境相适应

®

■背景资料
我国为H.pylori 的
高感染国家, 但并
非所有的H.pylori
感染者都必然发
生胃炎、萎缩、
肠化、异型增生, 
甚至胃癌, 多数人
终生无症状或仅
表现为慢性胃炎. 
西医对H.pylori 感
染的治疗取得了
一 定 的 成 效 ,  但
抗生素的普遍使
用, H.pylori 的耐
药、再感染等问
题无法解决. 其原
因除了致病机制
的复杂性以外, 可
能与体质密切相
关. 体质学说的发
展为中医药治疗
H.pylori 感染提供
了新思路. 

■同行评议者
许玲, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长征
医院中医科
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的人体个性特征, 表现为人体对某些病因和疾病

的易感性, 以及疾病传变转归中的某种倾向性, 
对机体疾病发生、发展和临床治疗有着重要的

影响[3,4]. 体质学说的发展为中医药治疗H.pylori
感染提供了新思路. 本文拟从体质角度, 深化中

医对H.pylori感染的认识, 探讨其对H.pylori感染

中医药治疗带来的启示.

1  脾胃是体质形成发展的基础, 与H.pylori 感染

的发生密切相关

体质的概念揭示出体质在形成和发展的动态过

程中, 始终遵循着“禀受于先天, 充养于后天”

的基本规律, 如张介宾在《景岳全书》中所说: 
“盖人之始生, 本乎精血之源; 人之既生, 由乎

水谷之养. 非精血无以立形体之基, 非水谷无以

成形体之壮. 精血之司在命门, 水谷之司在脾胃

……故人之身生至老, 凡先天之有不足者, 但得

后天培养之力, 则补天之功, 亦可居其强半, 此
脾胃之气所关于人生者不小. ”由此可见, 人之

体质虽源于先天之精, 但体质的形成赖后天脾

胃的滋养. 脾胃强, 则气血生化有源, 体质得养

而强健; 脾胃弱, 体质失养而虚弱. 故脾胃实为

体质强厚薄弱的根本. 
H.pylori属中医学“邪气”的范畴, 中医理

论认为“正气存内, 邪不可干”, “邪之所凑, 
其气必虚”, 若后天之本不足, 则易受H.pylori的
感染侵袭[5]. 我们既往的研究[6-12]结果证明脾胃

虚弱是H.pylori感染的病理基础, 而在其基础上

形成的气滞、血瘀、郁热、湿阻等病理变化为

H.pylori附着、繁殖、致病提供了客观条件. 本
病病程较长, 反复发作, 病机以正虚邪实, 虚实

夹杂为主. 正虚是脾胃虚弱, 邪实为湿热蕴结. 
脾胃虚弱, 运化不利, 水湿内停, 酿成湿热, 而
H.pylori感染后可进一步损伤脾胃, 加重脾胃虚

弱的程度, 使机体无力祛邪, 不能清除H.pylori . 
脾胃为后天之本, 《脾胃论》提出: “平则万

物安, 病则万化危”, “内伤脾胃, 百病由生”, 
“百病皆由脾胃衰而生也”. 张仲景则提出了

“四季脾旺不受邪”的著名论点, 因此, 只有脾

胃功能正常, 体质得以后天脾胃的滋养, H.pylori
才不易侵入胃腑, 即使感染, 也不致发病, 或发

病轻微, 或易于祛除.

2  体质与H.pylori 感染后的发病、预后

我国为H.pylori的高感染国家, 普通人群中的感

染率在50%-80%之间, 但并非所有的H.pylori感
染者都必然发生胃炎、萎缩、肠化、异型增

生, 甚或胃癌, 多数人终生无症状或仅表现为慢

性胃炎. 人类受H.pylori感染后之所以出现不同

的临床结局, 单纯的细菌因素不能解释这一现

象, 目前认为与宿主遗传易感性、胃黏膜防御

功能、环境和菌株特异性等有关[13-19]. 研究表

明, 宿主的白细胞介素(interleukin, IL)1等细胞

因子、HLA基因多态性、环境暴露和H.pylori
毒力基因的协同作用决定了H.pylori感染的程

度和萎缩、肠化的发生及发展. 细胞因子IL1β
能促进胃部炎症的产生与发展, 启动或放大机

体对H.pylori感染的炎性反应, 是目前发现的最

有力的抑酸剂, 其抑酸作用可导致胃黏膜萎缩, 
从而增加胃癌发生的危险性[20]. El-Omar等[21]研

究显示, IL1β-31C/T SNP影响转录起始复合体的

形成, 杨婕等[22]认为, 胃癌高发区IL1β-31TT基
因型使患胃癌的风险性增加了7倍以上. HLA-
DQA1*0102、DQA1*0301和HLA-DQB1*0401
等位基因缺乏、表达增加可能也是H.pylori相关

萎缩性胃炎的危险因素[23-25]. 也有研究表明[26-28], 
H.pylori阳性患者中p21和p53的表达及突变率均

高于H.pylori阴性患者, 提示H.pylori感染与宿主

的癌基因活化有关. Ng等[29]发现, H.pylori阳性

胃癌患者中的GST2μ无效基因的表达及纯合子

检出率均高于H.pylori阴性患者, GST2μ酶的丢

失可能增加发展成为胃癌的风险. 由此可见, 宿
主因素在H.pylori感染的发生及结局中起着重要

作用. 从中医体质角度而言, 体质因素可能决定

了H.pylori感染后的发病和预后.

3  体质与H.pylori 感染后证候的转化转归

证候是疾病发生发展过程中对疾病某阶段病因

病机本质的反映, 又是机体作为整体对致病因

素作出反应所处的一种功能状态. 证候所体现

的这一功能状态既与致病因素的性质、强弱有

关, 更与患者个体的体质因素有关. 体质因素影

响着证候的转归和疾病的预后. 
体质对证候转化的影响主要表现在他对疾

病的“从化”具有内在的制约性. 所谓从化, 指
邪气干人后在与机体的作用过程中, 邪气性质

随体质等发生变化, 从而使机体表现出不同的

证型, 亦即“客随主变”, 诚如《医宗金鉴•伤寒

心法要诀》所说: “人感受邪气虽一, 因其形藏

不同, 或从寒化, 或从热化, 或从虚化, 或从实化, 
故多端不齐也.”目前, 中医对H.pylori感染的

认识已达成一致意见, 即H.pylori属中医的“邪

气”范畴, 且多具“热”、“毒”的性质[6-12]. 然

■研发前沿
中 医 药 治 疗
H.pylori 感染取得
了一定的疗效, 但
同样存在着诸多
不足, 常囿于“见
菌治菌”的论治
思路, 影响中医的
临床疗效, 从中医
体质角度进一步
研究H.pylori 感染
的治疗, 值得关注.
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而, 这种“热”、“毒”侵袭不同体质的人群

后, 临床可有不同的转化, 阴虚或阳盛体质, 无
疑从阳化热、化燥; 若阳虚或阴盛体质, 则反可

从阴化寒、化湿, 而出现脾胃虚寒证或寒湿证. 
体质也制约着证候的转归. H.pylori感染, 外邪

侵袭, 邪正相争, 终致本虚标实, 脾胃虚弱为其

本, 湿热(毒)中阻为其标. 一方面, 气之于血, 有
温煦、推动、统摄的作用, 这些作用, 均有赖

于脾胃之气的旺盛充足. 脾胃虚弱, “气虚不

足以推血, 则血必有瘀”(《读医随笔•承制生

化论》), “元气既虚, 必不能达于血管, 血管无

气, 必停留而瘀”(《医林改错》), 《脾胃论》

更是明确指出: “脾胃不足, 皆为血病”; 另一

方面, H.pylori感染多病程迁延日久, 反复不愈, 
中医认为久病则由气入血, 即久病入络, 久病必

瘀, 如《素问•痹论》所云: “病久入深, 营卫之

行涩……”, 叶天士则明确提出: “初病气结在

经, 久病则血伤入络”, “初病在经, 久病入络, 
以经主气, 络主血, 则知其治气治血之当然.”
(《临证指南医案•积聚》). 如此, 胃络血瘀, 瘀
滞胃体, 最终形成正虚、湿热(毒)、瘀血等多种

病理因素的存在, 不仅使H.pylori感染缠绵难愈, 
日久还有癓积(胃癌)之虞. 这一证候演变过程, 
与H.pylori感染→慢性胃炎→胃黏膜萎缩→肠化

→异型增生→胃癌的发展模式非常相似, 反应

了中西医对H.pylori感染认识上的一致性. 

4  体质学说对中医药治疗H.pylori 感染的启示

西医对H.pylori感染的治疗已取得了一定的成

效, 但也存在不少问题, 尤其是抗生素的普遍使

用, 造成H.pylori的耐药和变异等, H.pylori感染

复发的问题还无法解决, 更为可悲的是, 许多患

者经过抗H.pylori治疗后, 临床症状根本没有改

善, 甚至加重, 并带来了一些不良反应. 其原因

除了致病机制的复杂性以外, 可能恰恰与体质

密切相关. 耐药是药物作用于机体后, 由于内因

在体质的变化而导致对药物的敏感性下降, 甚
至不敏感所致. 而且耐药的个体差异亦与体质

的个体差异有关. 而微生物变异是在机体体质

与药物的相互作用中, 由于体质的改变, 导致微

生物所处环境的改变, 促进其变异, 并因变异

加重耐药[30]. 古人早有“正虚不运药, 不运药者

死”(《温病条辨•中焦篇》)、“中气素亏, 不
能胜药”(《温疫论•药烦》)等论述, 似表明体

质与耐药、变异等有关. 
目前, 中医药对H.pylori感染的治疗取得了

可喜的成绩, 无论是辨证分型治疗, 专病复方治

疗, 还是单方治疗, 中西结合治疗, 均有一定的

疗效, 展示了良好的应用前景. 但同样存在着

诸多不足, 往往缺乏对H.pylori感染认识的整体

性, 往往一见H.pylori , 就限于“邪”、“毒”的

狭隘范围而径投清热解毒药, 结果反致苦寒败

胃, 脾胃受戕伤, 致脾胃益虚, 无力祛邪, H.pylori
无法清除, 影响中医的临床疗效. 我们的研究认

为[6-12], H.pylori感染, 邪气侵袭, 正邪相争, 终致

正虚邪实, 通过扶正祛邪的治疗不仅对H.pylori
有直接杀菌和抑菌作用, 而且还能通过对机体

的整体调节, 提高机体自身免疫力和胃黏膜局

部的屏障功能, 达到“阴平阳秘”, 以达到辅

助抑杀并改变H.pylori寄居的微环境, 使之不利

H.pylor i定居或繁殖, 既能增强机体的保护因

子, 又能抑杀H.pylori以削弱其攻击因子, 两者

相辅相成, 达到治疗H.pylori感染的目的. 因此, 
扶正祛邪是治疗H.pylori感染的主要原则, 这正

是“正气存内, 邪不可干”的运用体现. 进一步

的研究表明[31,32], 扶正祛邪法对H.pylori虽有一

定的根除作用(根除率为36.5%), 但与目前文献

报道的西药根除率(80%-90%)相差甚远. 然经中

药治疗后, 患者临床症状、胃镜及组织病理学

检查均有显著改善, 甚至康复. 因此, 对H.pylori
感染来说, 个体化治疗、辨体论治尤为重要. 古
人类似的论述非常丰富, 章虚谷云: “治病之

要, 首当察人体质之阴阳强弱, 而后方能调之使

安. ”如阳旺阴虚之人“每病多火, 须用滋阴治

火”; 阴阳俱盛之质“每病多重, 以邪蓄深久故

也, 须用重药”; 阴盛阳虚之质“药不可过寒, 
……热退须用温补扶阳”; 阴阳两弱之质“但

宜和平之味, 缓缓调之”; 痰湿体质“若过凉则

湿闭而阳更困矣”等等. 徐灵胎又谓: “天下有

同此一病, 而治此则效, 治彼则不效, 且不唯无

效, 而反有大害者, 何也？则以病同而人异也. 
……一概施治, 则病情虽中, 而于人之体质迥乎

相反, 则利害亦相反矣”(《医学源流论•病同人

异论》). 叶天士《临证指南医案》指出: “凡论

病先论体质, 形色、脉象, 以病乃外加于身也. ”
更是强调治病当以体质为先, 重视参与体质辨

证、遣方用药, 并在《温热论》提出“素有瘀

伤宿血”之瘀血质当加散血之品, 湿热之阳虚

质当须顾阳气而不可过于寒凉, 湿热之阴虚质

须顾津液而不可率投补剂等精辟论述, 临床指

导性强[30]. 一些难治性感染性疾病, 特别是乙型

肝炎病毒、EB病毒等感染, 易成慢性状态, 临床

■应用要点
对H.pylori 感染的
中医药治疗, 若能
结合体质的可调
性, 从邪正两方面
整 体 考 虑 ,  辨 证
辨病结合辨体论
治, “因人制宜”
制 订 治 疗 方 案 , 
通过调理体质达
到扶正祛邪的目
的, 是中医药治疗
H.pylori 感染的新
途径.
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症状不明显, 医者常苦于无证可辨, 但临床借助

体质辨证, 立法处方, 可取得满意疗效[33-36]. 前人

的这些经验, 对临床治疗H.pylori感染必须考虑

个体的体质因素有非常重要的启示作用.

5  结论

任何细菌的感染都与体质的易感受性有密切

关系, 对H.py lo r i 感染的治疗, 不能仅局限于

H.pylor i的根除, 囿于“见菌治菌”的论治思

路, 应该从中医体质学角度出发, 结合体质的可

调性, 从邪正两个方面整体考虑, 辨证辨病论治

结合辨体论治, 既着眼H.pylori感染所引起的临

床表现, 又不忽视个体体质的特异性, “因人制

宜”制订治疗方案, 通过调理病理体质达到扶

正祛邪的目的, 有助于提高临床疗效, 并进一步

发挥中医药的优势.
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Abstract
Henoch-Schonlein purpura (HSP) is the most 
common systemic vasculitis in childhood. The 
etiology and pathogenesis of HSP are still not 
very clear. The diagnostic criteria for HSP in-
clude palpable purpura with at least one other 
manifestation-abdominal pain, IgA deposition, 
arthritis or arthralgia, or renal involvement. Bac-
terial and viral infections are the most common 
triggers for HSP involving the gastrointestinal 
(GI) tract. The clinical manifestations of HSP 
include purpura, colicky abdominal pain and 
bloody stools. Some HSP patients have severe 
complications. Ultrasound is usually the first 
choice because it permits prompt detection of 
the involved gut and complications. Endoscopy 
permits direct observation of the mucous and 
biopsy of affected areas to detect abnormal IgA 
deposition or leukocytoclastic vasculitis (LCV). 
There are two types of diseases that should be 
differentiated from HSP involving the GI: dis-
eases demonstrating purpura and those demon-
strating thickened bowel wall. The majority of 
children with HSP improve spontaneously, and 
few patients need medications. Surgical inter-

vention is usually not recommended.

Key Words: Henoch-Schonlein purpura; Gastroin-
testinal manifestation; Child

Wang N, Qian LX. Gastrointestinal manifestations of 
Henoch-Schonlein purpura in children. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3436-3442

摘要
过敏性紫癜为儿童期最常见的系统性血管炎, 
其病因与致病机制尚不十分清楚, 其诊断标
准为, 可触性皮疹并至少以下一项表现: 腹痛, 
IgA沉积, 关节痛或关节炎, 或肾脏受累. 以胃
肠道表现为主的过敏性紫癜为腹型紫癜. 临床
表现多见皮疹, 阵发性腹痛及便血. 超声检查
为首选检查方法, 可及时发现异常肠管及并发
症, 而内镜检查可直接观察胃肠道黏膜病变, 
并取活检了解有无免疫复合物的沉积及是否
存在白细胞碎裂性血管炎. 腹型紫癜需要与具
有相似皮疹或肠壁肿胀的两类疾病鉴别. 大部
分儿童存在自愈倾向, 部分患儿需服用激素等
内科药物治疗, 多不建议外科治疗. 

关键词: 过敏性紫癜; 胃肠道; 儿童
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0  引言

过敏性紫癜(Henoch-Schonlein purpura, HSP)
是儿童期最常见的系统性血管炎, 其作为一种

独立的疾病最早在1801年由Heberden进行了

较为详尽的叙述. 1832年, Lucas Schonlein描述

了紫癜与关节炎的联系, 40年后其学生Eduard 
Henoch进而描述了紫癜与胃肠道症状的关系, 并
在1895年由Henoch教授揭示了本病可有严重的

肾脏并发症. 目前在临床上, 过敏性紫癜可分为

皮肤型、腹型、关节型、肾型及混合型共5型.

1  一般情况

HSP常见于儿童, 每年<14岁的儿童发病率约为

®
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13.5/10万, 是成人发病率的100倍[1]. 其发病无人种

特异性, 但非洲裔的美国人中发病较少见[2]. 在发

病性别的问题上, 既往文献报道男孩多见或两

性发病率无明显差异但近来也有部分文献报道

女孩多见[1,3-6]. 其发病的高峰年龄为3-7[1,3,6-8](平
均年龄6)岁[1,9], <2岁者几乎不发病, 而第一次发

病年龄>20岁者也相对少见[10]. 秋冬季为该病的

发病高峰季节[1,3,9,11].

2  病因

HSP病因不清, 目前普遍认为其发病与感染或过

敏有关. 35%-52%的紫癜患儿在发病前存在有上

呼吸道感染史[7,11-13], 大部分为链球菌[14]及支原体

感染. 在HSP患者中有20%-50%存在抗链“O”

滴度升高, 而支原体感染所引起的HSP病情较重, 
常合并心、肺、脑、肾等脏器的损害[15]. 有文献

指出, HSP存在人与人间的呼吸道病原传播[16]. 
此外食物中的异性蛋白, 使用抗生素[17], 如青霉

素、异烟肼等, 及寒冷、花粉刺激, 昆虫叮咬等

均可引发HSP. 目前尚有文献报道, HSP存在基

因易感性, 存在高危易感人群[18]. 而对于家族内

发病成员的研究报告, 发现存在家族内多发现

象, 但其具体的激发因素或确切的致病基因尚

不能确定[19], 有学者指出人白细胞抗原与HSP发
病有关[20]. 

对于腹型紫癜, 既往文献中报道最多的激

发因素为肠道的各种细菌或病毒感染, 常见的

包括: 弧形杆菌感染[21], 志贺氏菌感染[22], 伤寒

沙门氏菌及非伤寒沙门氏菌感染[23], 甲型肝炎[18]

及乙型肝炎病毒[24], 乙型肝炎疫苗[25], 阿米巴感

染[26], 巨细胞病毒感染[27], 及幽门螺旋杆菌感染

激发的腹型HSP. 此外溃疡性结肠炎, 克罗恩病

等炎性肠病及肝硬化[28,29]也可激发或同时伴发

HSP.

3  发病机制

HSP的发病机制尚不完全清楚, 目前公认的发

病机制为: 异常IgA在全身小血管的沉积, 继发

白细胞碎裂性血管炎(leukocytoclastic vasculitis, 
LCV). 

异常的IgA多为IgA1, 这是由于在IgA1的重

链上存在一个铰链“O”而IgA2上没有[30]. IgA1
“O”铰链区连接的低聚糖糖基化后形成异常

的IgA1, 此种IgA1不能完全在肝脏内代谢而沉

积在各种组织的中小血管内. 其沉积后激活补

体的旁路途径, 从而引起中小血管内皮细胞的

损伤, 继发LCV[31]. LCV的特点为: (1)中-小血管

管壁的纤维素性坏死; (2)红细胞自破裂的管壁

处渗出; (3)白细胞自损害的管壁处渗透入周围

组织内部; (4)白细胞死亡后, 核在血管壁内部及

周围裂解呈团块状, 称为核尘[32]. 
HSP对组织器官的损害来自于对小血管内

皮细胞的破坏, 小动脉内形成微小血栓, 造成病

变局部缺血. 组成小血管管壁的内皮细胞的完

整性被破坏后, 红细胞及血浆通过破裂口漏入

组织间质, 白细胞受内皮细胞内炎性因子的趋

化作用移动至病变区[33]. 在胃肠道, 由于丰富血

流的冲刷作用, 使得特异IgA1很少沉积于胃肠

道中等管径的血管内, 使其避免受累. 但由于小

肠的长绒毛内富含大量袢状的静脉性毛细血管

网, 特异的IgA1由于体积较大不能通过而梗阻

在毛细血管网的静脉端内, 导致绒毛尖端的坏

死. 此外体内存在相同毛细血管网系统的部位

还包括: 皮肤的真皮-表皮交界处与骺板. 因此腹

型HSP在出现小肠病理改变的同时, 可出现皮肤

的紫癜与关节的病变[34]. 

4  腹型HSP临床表现

4.1 消化系统表现 腹痛为最常见的腹型HSP胃
肠道表现, 发生率为35%-60%[35], 其中出现严重

腹痛的几率为42%[36]. 本病腹痛部位不固定, 以
脐周为主, 为阵发性绞痛, 可自行缓解, 与肠痉

挛表现相似, 但与肠痉挛不同, 其腹痛程度较

重, 影响患儿的正常生活且夜间更为明显, 患儿

可自睡眠中痛醒[37]. 触诊检查本病无肌紧张, 移
动性浊音等腹部体征, 表现为症状与体征不符

的特点. 10%-40%的腹型HSP以腹痛表现为首

发症状, 常被误诊为外科急腹症, 误诊率可高达

73.08%[38]. 
18%-52%的患儿可出现胃肠道出血[11], 表现

为潜血、黑便及大量鲜红色血便. 由于病变胃

肠道以小肠多见, 故临床较常见的表现为便潜

血或黑便, 而大量鲜红色血便少见. 在腹痛便血

的同时, 患儿还会自述恶心或出现呕吐的表现. 
4.2 其他常见的临床表现

4.2.1 皮疹: 多位于双侧下肢的伸面, 为紫红色的

突出于皮肤表面可触及的皮疹, 严重者可彼此融

合呈紫色的瘀斑, 对皮肤的活检证实存在IgA及

补体的沉积, 病理表现为LCV. 57%-69%的患儿

以皮疹为首发症状[1,9], 是HSP较为特异的征象. 
4.2.2 43%-82%的腹型HSP患儿存在关节受累[1]: 
多为双侧对称性受累, 受累关节疼痛, 可出现关

节腔积液, 多见踝关节, 膝关节及双足, 双侧上
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肢受累少见. 
4.2.3 腹型HSP并发症: 在HSP中, 胃肠道并发症

的发生率为3.9%-22.4%[39]. 其常见的并发症为肠

套叠, 肠管穿孔坏死与胃肠道大量血便少见. 
肠套叠在腹型HSP中的发生率为0.7%-13.6%[36], 

常见类型为回回型(51%)、回结型(39%), 最少见的

为结结型[40]. 有学者指出回回型肠套叠的多见是

由于小肠受累肿胀明显所致, 此与经典的肠套

叠形成有所不同. 经典肠套叠类型多为回结型, 
是由于末段回肠附近的淋巴组织增生所致[34], 但
腹型HSP时腹腔内淋巴结也可出现非特异性的

增生. 
受累肠管穿孔坏死较肠套叠少见, 多见于

使用激素的患儿[41]. 李华等[42]花费十年时间, 利
用电子内镜, 观察腹型HSP患者使用糖皮质激素

治疗前后胃肠黏膜的病变, 指出应用激素后确

实影响了溃疡的愈合. 
其他少见的并发症为: (1)胃肠道狭窄、梗

阻, 肠管缺血常见于小肠[43]; (2)约有14%的腹型

HSP患者可出现明显的短期大量胃肠道出血, 并
需输血治疗[44]; (3)蛋白丢失性肠病, 由于小肠的

黏膜受累, 大量蛋白不能被吸收而流失; (4)急性

胰腺炎[45]; (5)急性阑尾炎, 腹型HSP累计末端回

肠或升结肠时临床表现酷似急性阑尾炎, 但HSP
合并真正急性阑尾炎的病例很少[46]; (6)胆道系

统缺血性坏死[47]; (7)阴囊及附睾肿胀, 发病率为

9%[9]; (8)腹壁与大阴唇的肿胀[48]. 

5  腹型HSP的影像学表现

5.1 彩色多普勒超声 彩色多普勒超声被认为是

最常用的发现肠管病变及并发症, 对临床治疗

效果进行随观及评估的影像学方法[48-50]. 超声显

示病变主要在小肠, 且以空肠受累为主[51], 其表

现为单一区域或多发小肠节段性扩张, 运动减

弱, 和小肠壁的偏心性/对称性增厚, 肠壁增厚较

一般急性肠炎明显, 最厚可达11 mm, 肠壁回声

均匀减低, 肠壁内的无回声为出血表现, 肠壁内

各层可分辨, 各层均增厚但以黏膜下层较为明

显[52]. 黏膜层回声粗糙, 黏膜皱襞不清楚[50,51]. 肠
腔狭窄, 肠蠕动消失, 呈“腊肠样”表现, 长轴

面显示肠腔呈管状狭窄, 横断面显示圆形低回

声肿块, 肠腔呈向心性或偏心性狭窄. 受累区域

肠系膜回声不均匀[53]. 肠管病变区存在游走性

的特点. 增厚的肠管壁的血管增粗增多, 血流明

显较周围的肠壁丰富, 可见条状的红、蓝彩色

血流由肠系膜根部进入肠壁浆膜下至肌层和黏

膜下层, 为动静脉血流频谱, 较正常肠壁血流速

度稍减低, 阻力指数有所下降. 超声的间接征象

可见增厚肠管壁周围及腹主动脉、肠系膜内部

多个大小不等淋巴结, 部分融合呈串珠状, 血流

由淋巴结门进入[54]. 文献报道盆腔积液最深者48 
mm[52]. 超声检查可重复进行, 是临床随观消化

系统病情进展, 了解有无并发症的首选方法. 
5.2 胃肠道内镜检查 腹型HSP时, 内镜常见的征

象为: 胃肠道黏膜红肿, 黏膜下出现大小不等的出

血点, 重者可形成瘀斑或血肿, 少数可出现黏膜表

浅糜烂或/和溃疡[55,56]. 病变可出现在胃肠道, 但
以胃、十二指肠、回肠末端改变明显[56]. 小肠受

累较结肠多见[57], 其中关于十二指肠降段受累的

报道最多, 有学者认为内镜检查发现十二指肠降

段的黏膜病变是腹型HSP最常见的受累部位[55,58]. 
结肠病变少见, 但也有报道存在全结肠弥漫性

红斑病变[59]. 使用靛胭脂的染色内视镜, 为一种

内镜的对比增强技术, 可以更清晰地显示肠绒

毛的病变, 此法即可用于诊断也可用于治疗的

评估[60]. 
5.3 CT检查 仅有少数腹型HSP患儿进行CT检查, 
可发现多发的肠壁增厚, 受累肠壁CT值较临近

未受累肠壁平均减低11.4 HU, 肠壁轮廓模糊不

清, 肠腔呈不规则非对称性或对称性狭窄, 长轴

面显示肠管呈管状, 横断位显示肠腔呈环形狭

窄. 受累区域肠系膜水肿, 模糊不清. 血管增粗及

非特异性的淋巴结增大. 部分患儿伴有腹腔积液. 
CT增强显示受累肠壁轻度均匀强化. CT表现的

消化系统损害范围与临床症状轻重不平行[61]. 
5.4 X线照相术检查 表现为充气肠管间距增宽. 
当出现腹水时, 立位或卧位水平侧位片可见充

气肠管向腹中部及前部集中, 肠管向上有漂浮

感, 液体量很大时, 实质脏器轮廓被液体淹没或

消失. “前哨肠曲征象”(也称警卫肠管征或反

射性肠淤积), 为原发病变存在的一种信号: 当X
线表现为病变附近的肠管充气而不扩张或轻度

扩张, 小肠内径常<3 cm, 肠管内出现少而浅的

小气液面, 但无梗阻的定位征象时, 可视为非梗

阻性急腹症的X线表现[62]. 总体来说, X线对诊断

腹型HSP无特异性, 在淋巴瘤或节段性肠炎的患

者也可出现相同的表现[63]. 其作用在于, 对于患

儿体征与X线改变不一致的表现, 应想到存在腹

型紫癜的可能, 而对于确诊腹型HSP的患者, X
线可用于观察有无气腹或肠梗阻等急腹症情况. 

6  实验室检查

6.1 血小板平均体积  血小板平均体积(m e a n 

■应用要点
腹型紫癜需要与
具有相似皮疹或
肠壁肿胀的两类
疾病鉴别. 大部分
儿童存在自愈倾
向, 部分患儿需服
用激素等内科药
物治疗, 多不建议
外科治疗.
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platelet volume, MPV)与血小板的功能及活性密

切相关. 体积小的血小板其功能与活性相对减

低. 对处于腹型HSP急性期有胃肠道出血的患

者, 其MPV较正常对照组减小, 较同组患者恢复

期的血小板平均体积也减小, 而血小板的数量

却较高[64]. 由于MPV包含于血常规的检查中无

需患儿额外的花费或特别的技术支持, 其可作

为有无胃肠道出血的观察项目. 
6.2 Ⅷ因子相关抗原 Ⅷ因子相关抗原(Ⅷ wi l-
lebrand factor, VWF)主要沉积在内皮细胞胞质

的内质网, 当内皮细胞受损时VWF即释放入血, 
所以是对血管内皮损失的非特异性检测指标. 
在HSP急性期其浓度升高, 在症状消失时恢复正

常, 在症状持续时仍高于正常, 其作为血管损伤

的标志可有效地监测疾病的活性[65]. 
6.3 其他 除上述的两个监测项目外, 在腹型HSP
急性期升高而恢复期降低的实验室检查项目尚

有许多, 如: 黄嘌呤氧化酶[66]肾上腺髓质素(adre-
nomedullin)和全亚硝酸盐(total nitrite)水平[67]及

各种病理相关的黏附分子[68]等, 但目前仅了解这

些实验室指标在腹型HSP急性期会出现变化但

其具体致病机制尚不清晰, 且这些指标缺乏特

异性, 也可出现在其他炎性肠病的急性期. 

7  诊断

7.1 2006年新诊断标准 可触性皮疹伴至少以下

一项表现, (1)无固定性的腹痛; (2)任何活检显示

明显的IgA沉积; (3)关节炎(急性起病, 任何关节)
或关节痛; (4)肾脏受累(任何表现的血尿和/或蛋

白尿)[69]; 但目前国内临床仍采用旧的诊断标准, 
或两种标准并存. 
7.2 1993年旧诊断标准 (1)可触性皮疹; (2)发病

年龄<20岁; (3)急性腹痛; (4)病理显示小静脉或

小动脉的壁内出现粒细胞浸润. 符合以上2条或

2条以上者[70]. 

8  鉴别诊断

8.1 与存在相似皮损的疾病鉴别 既往文献报道

某些感染性疾病可引起的全身皮疹, 如败血症, 
细菌性心内膜炎, 立克次体感染, 慢性脑膜炎球

菌血症感染, 此外凝血障碍和血小板减少性紫

癜也可出现相似的皮疹. 最近有学者指出皮损

尚需注意与儿童虐待相鉴别[71]. HSP的皮疹是由

于静水压升高和小血管曲折导致的涡流和阻滞, 
使免疫复合物和纤维素易于沉积所致, 故多分

布在下肢, 可通过皮疹的位置, 分布及皮疹形态

与其他出现皮疹的疾病相鉴别. 

儿童急性出血性水肿(acute hemorrhagic 
edema of childhood, AHEC)或急性婴儿出血水肿

(acute infantile hemorrhagic edema, AIHE), 本病

为一种急性LCV, 仅累及2岁以下儿童. 其发病前

的前驱症状及发病的季节, 易感人群, 皮损的形

态及皮肤的活检结果均与HSP相同[72]. 但AHEC
的首发征象多为面部肿胀, 皮疹多见于面部及

肢体远端, 躯干分布较稀疏, 皮损较HSP的皮疹

略大似靶状并可发展成水泡. 此外患儿多见手

脚疼痛肿胀. 与HSP不同的是其胃肠道或肾脏受

累少见, 且复发率小. 
加-戴二氏综合征(Gardner-Diamond syn-

drome)或自身红细胞过敏综合征(autoerythrocyte 
sensitization syndrome), 是一种见于女性患者的

少见的瘀斑样病变, 表现为环形的皮损伴有痛

感的瘀斑, 分布于下肢腹侧的皮肤及躯干, 并也

可出现发热, 关节痛和胃肠道症状. 而与HSP不
同点在于其存在轻-重的创伤史, 出现在受伤数

周后, 而皮损活检可将两者区分开, 本病仅表现

为红细胞的渗出无LCV或纤维蛋白样变性的表

现[73]. 
8.2 与肠壁增厚的疾病鉴别 如急性肠炎, 溃疡性

结肠炎, 克罗恩病, 肠结核等. 急性肠炎肠壁多

增厚≤6 mm, 无或伴极少量腹腔积液, 并肠管蠕

动增强. 炎性肠病或肠结核多为慢性疾病有相

应的病史. 
此外, 在出现典型皮疹损害前, 腹型HSP尚需

与其他急腹症相鉴别, 如阑尾炎, 绞窄性肠梗阻等.

9  治疗

9.1 脱敏治疗 对于已知明确过敏原的患儿可采

用此方法, 治疗时间依患儿的过敏程度, 致敏物

质性质及患儿耐受程度而定, 为3-5年, 最短≥2
年[74]. 但由于大部分患儿过敏原不明, 故此法应

用范围有限. 
9.2 镇痛剂和/或非激素类抗炎药 HSP存在自愈

倾向, 对大部分腹型HSP患儿主张对症治疗, 以
缓解腹部和/或关节疼痛为主. 治疗过程中注意

水电解质的平衡, 注意营养的均衡摄入. 对于关

节痛和存在关节小血管炎症的患儿可给予镇痛

剂和/或非激素类抗炎药[9]. 
9.3 激素治疗 腹型HSP最主要的表现为腹痛, 不
论是否使用激素, 腹痛的症状在最后均会消失, 
但使用激素确实可以缩短腹痛持续时间[75]. 当出

现胃肠壁明显肿胀时, 激素可减轻胃肠道壁水肿, 
缓解腹痛症状, 并可减少部分并发症如肠套叠等, 

■同行评价
本文条理清楚, 可
读性强, 对临床医
生有一定的指导
作用.
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激素开始多使用氢化可的松5-8 mg/(kg•d), 3-7 d停
用, 严重者可套减为强的松, 逐渐减停[37]. 但也有

学者认为激素的应用会延缓溃疡的愈合[42]. 长期

使用或短期内使用大量激素在停药后易使病情

反跳而加重. 此外由于糖皮质激素的不良反应, 
还可产生肥胖, 满月脸及全身水肿, 骨质疏松等

表现, 增加患儿的心理负担[76]. 对于激素依赖性

患者可使用环孢菌素A治疗[77]. 目前对于腹型

HSP的患儿一般不主张外科手术的治疗方法, 由
于急性期患儿体内正常的免疫防御体制被打乱, 
术后恢复慢, 此外肿胀的肠壁对手术缝合也是

一大挑战. 此外研究表明, 全身应用激素, 如口

服泼尼松龙或静脉使用甲泼尼龙对患儿的大量

便血及由于广泛肠系膜血管炎引起的小肠缺血

都有效[78]. 
但由于腹型HSP在其病程中有出现肠套叠

等并发症的危险性, 故内科治疗期间应密切注

意腹部变化情况, 出现下列情况时应及时手术: 
(1)HSP明显恶化出现腹膜刺激症状、X线检查

有机械性肠梗阻表现或膈下游离气体; (2)腹腔

穿刺抽出血性腹水, 怀疑有肠坏死或穿孔者; (3)
非手术治疗肠梗阻48-72 h不能缓解或肠道大出

血不能控制者; (4)皮肤紫癜消退, 但对症治疗后

腹部症状和体征无缓解并加重者或伴有休克症

状、腹膜炎体征加重者[79,80]. 

10  预后

本病预后一般良好, 少数重症患儿可死于肠出

血、肠套叠、肠坏死. 病程一般1-2 wk或1-2 mo, 
少数可长达数月或1年以上[37]. 本病可出现复发, 
33%-35%的患者可出现一次或多次的反复, 病
变复发约90%出现在第一次发病后的4 mo内[9]. 
对患儿进行心理辅导, 对患儿家长进行病情的

相关教育, 使其认识到腹型HSP是自限性疾病但

也可出现严重的并发症. 家长及医务工作者应

对患儿进行细致的观察, 及早发现并发的外科

急腹症是保证预后良好的关键因素[81].
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Abstract
Mammalian Na+/H+ exchanger 1 (NHE1) is a 
membrane protein that regulates intracellular 
pH homeostasis by extruding one intracellular 
proton in exchange for one extracellular sodium. 
It has been demonstrated that NHE1 expression 
and activity are increased in tumor cells and 
contribute to the acidification of extracellular mi-
croenvironment. NHE1 and extracellular micro-
environment play an important role in tumor in-
vasion. In addition, NHE1 activation is involved 
in the formation of pseudopodia and invadopo-
dia in tumor cells and therefore increases tumor 
invasion. Therefore, NHE1 may be a potential 
target for tumor therapy.

Key Words: Na+/H+ exchanger 1; Tumor; pH

Sun W, Yang XK, Wang DS. Role of Na+/H+ exchanger 1 

in tumor invasion and metastasis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2010; 18(32): 3443-3447

摘要
钠氢交换蛋白1(Na+/H+ exchanger 1, NHE1)是
存在于细胞膜表面的离子转运蛋白, 他负责将
细胞内H+与胞外Na+按照1∶1的比例进行交
换来调控细胞内pH的动态平衡. 在肿瘤细胞
中, NHE1表达增加及活性增强, 形成肿瘤细
胞胞内碱性、胞外酸性的特殊微环境. NHE1
和酸性的细胞外微环境在肿瘤细胞的侵袭过
程中起着重要作用. NHE1还调节细胞伪足和
侵袭性伪足(invadopodia)的形成, 增强细胞的
侵袭能力, 两者共同促进肿瘤细胞的侵袭转
移, 因此对NHE1的深入研究有可能找到肿瘤
治疗的新靶点. 

关键词: 钠氢交换蛋白1; 肿瘤; pH值
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0  引言

研究发现, 实体肿瘤细胞有碱性的细胞内pH值, 
大多为7.12-7.65(正常为6.99-7.20)和酸性的细

胞外pH值, 多为6.2-6.9(正常为7.3-7.4)[1]. 肿瘤

细胞内的pH值明显高于组织间液, 这种细胞外

的酸性微环境能够明显增强肿瘤细胞的浸润转

移能力, 而钠氢交换蛋白1(Na+/H+ exchanger 1, 
NHE1)在形成与维持这种酸性微环境过程中起

着重要的作用. 此外, NHE1还可影响细胞的形

态和功能, 对细胞骨架的重塑及调节伪足和侵

袭性伪足(invadopodia)的形成起作用, 进而促进

肿瘤细胞的侵袭及转移. 本文就NHE1与肿瘤细

胞侵袭转移的关系予以综述.   

1  NHE家族成员及NHE1的化学结构与功能

迄今为止, 人们已知NHE基因家族中有10个亚

型[2,3], 所有亚型均具有相似的拓扑结构, 共同

构成膜交换蛋白的一个基因家族, 各亚型之间
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有25%-70%的氨基酸是一致的. NHE1-NHE5主
要定位于细胞膜表面, NHE1广泛表达在各种组

织细胞膜, NHE2和NHE3主要定位于肾脏和小

肠, 与水钠吸收有关, NHE4主要在胃上皮细胞

表达, 但也存在于小肠、肾脏[4]. NHE5表达在脑

组织细胞, 在神经组织功能的维持作用中发挥

重要作用[5]. NHE6-NHE9主要表达于细胞膜内, 
NHE6在心脏、大脑和骨骼肌高表达, 定位于早

期循环小泡的膜表面, 与物质回收有关[6], NHE7
主要定位于高尔基体的反面区, 间接负责Na+和

K+在与H+交换后的内流[7], NHE8定位于高尔基

体的中部和反面区域, 主要在骨骼肌和肾脏高

表达[8], NHE9定位于晚期回收小泡[9]. 最近发现

的NHE10则在破骨细胞中高表达[3].
N H E1亚型是N H E家族中最具特征性结

构. NHE1基因是一种管家基因, 定位在染色体

的1p35-36, cDNA全长约为5 kb, 开放阅读框长

2 445 bp. NHE1蛋白定位在质膜上, 主要存在于

人类, 其分子结构中有2个功能区域, 即疏水的

N端和亲水的C端. 疏水的N端功能域是NHE1介
导一个Na+向细胞内和一个H+向细胞外进行交换

的充分必要条件, C端功能域位于胞质内, 决定

NHE1进行Na+/H+交换的pH调定点, 从而决定胞

内pH水平[2]. 另外, 因NHE1的结构有其特殊性, 
可以作为锚定肌动蛋白的肌丝来控制表皮细胞

骨架的完整性, 参与非肌性细胞的黏附、细胞形

态的维持、伪足的形成以及细胞的运动能力[10].

2  NHE1与肿瘤细胞侵袭微环境

研究表明, 许多实体肿瘤的增长与其血管的生

长并不平行, 导致一些缺氧区域的出现, 糖酵解

加强, ATP的分解增加, 肿瘤细胞产生大量的乳

酸盐及H+, 以往人们一直认为肿瘤细胞内pH比

正常细胞更偏酸性. 但用磁共振波谱等技术证

明肿瘤细胞内pH为中性或偏碱性. NHE1被认为

是引起细胞微环境酸化主要机制之一. NHE1通
过泵出肿瘤细胞因高代谢产生的H+, 维持肿瘤

细胞内的pH值, 形成外酸内碱的局部微环境, 对
肿瘤的侵袭和转移起到重要的作用[11]. NHE1在
多种肿瘤细胞中都有过高表达, 且低血清[12]和酸

性细胞外环境[13]均可引起NHE1活化, 促进Na+

向细胞内和H+向细胞外交换, 进而引起细胞内

碱化和细胞外酸化. NHE1的活化是由于其胞内

C端离子结合位点对底物的亲和力增加, 使pH调

定点高于静息细胞内pH值(intracellular pH, pHi), 
因此, NHE1始终处于活化状态而造成细胞外微
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环境酸化[14]. 升高的pHi可促进糖酵解, 产生的

H+又通过NHE1排出细胞, 进一步加重了细胞外

微环境的酸化. 此外, 对乳腺癌细胞的研究发现, 
间质中的透明质酸与其受体CD44相互作用可激

活NHE1, 造成细胞外环境的酸化[15].
最近研究表明, 细胞膜表面还存在pH na-

noenvironment, 并且细胞前端nanoenvironment 
pH比细胞尾部低, 其形成和NHE1有关, 并对调

节整合素介导的细胞-基质黏附和细胞迁移起重

要作用[16]. 在重症联合免疫缺陷的小鼠中, 稳定

表达抗转移基因Nm23的人乳腺癌细胞比对照

组细胞具有高细胞外pH(extracellular pH, pHe), 
低pHi和低转移能力, 证明紊乱的pH动力学在肿

瘤转移中的作用[17]. 而一项关于人黑色素瘤细

胞的研究发现在NHE1缺陷或被抑制的情况下

改变pHe, 细胞的转移和形态不变, 说明细胞对

pHe改变的应变能力依赖于NHE1的存在[18].
NHE1还和多种蛋白酶的分泌相关. 在前列

腺癌细胞中, 肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)与其受体酪氨酸激酶受体结合后通

过一系列相互作用, 导致组织蛋白酶B的分泌增

多和肿瘤侵袭增强, 而5-(N-乙基-N-异丙基)阿
米洛利[5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride](EIPA, 
NHE1抑制剂)处理细胞后可减少组织蛋白酶B
的分泌[19]. 由此可见NHE1及其介导的低pHe可
以刺激组织蛋白酶B的释放. 而Steffan等[20]在前

列腺癌的研究中发现NHE1在酸性pHe诱导的溶

酶体向细胞外围转运和胞吐过程中起着重要作

用. 推测NHE1促进蛋白酶的分泌可能是通过增

加细胞溶酶体的容量和刺激溶酶体向细胞膜移

动完成的. Bourguignon等[15]研究发现在乳腺癌

细胞透明质酸(hyaluronan, HA)与CD44结合后, 
可激活NHE1的活性, 引起肿瘤细胞外基质酸化, 
进而引起透明质酸酶-2和组织蛋白酶B的活化, 
增加了乳腺癌细胞的侵袭性, 也证明了NHE1在
肿瘤侵袭转移中的作用. 基质金属蛋白酶9(ma-
trix metalloproteinase 9, MMP-9)在降解细胞外基

质和肿瘤细胞侵袭转移中起着至关重要的作用. 
在对中国仓鼠肺成纤维细胞的研究中发现, EIPA
可抑制去氧肾上腺素(phenylephrine, PE)诱导的

MMP-9活性及细胞侵袭性的增加, 并在非小细胞

肺癌中发现相似的结果[21]. 而在转染离子转运缺

陷的NHE1的肿瘤细胞中发现, MMP-9的活性及

编码MMP-9的基因表达均降低[22].
腾小春等[23]采用免疫组织化学的方法探讨

了NHE1在胃癌及胃癌前病变中的表达, 结果显
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示NHE1蛋白在胃癌的表达显著高于正常胃黏

膜和胃癌前病变, 可能与胃癌的发生、生长、

转移有着密切的关系. 通过NHE1反义基因转染

SGC-7901胃癌细胞, 可使NHE1基因表达下调, 
导致细胞内酸化, 抑制细胞侵袭, 抑制细胞增

殖, 诱导细胞凋亡, 并部分逆转肿瘤细胞的恶性

表型[24]. 我们的研究发现, 在肝癌组织中NHE1
在mRNA和蛋白水平均表达增加, NHE1表达增

加和静脉侵袭, 肿瘤的等级相关[25]. 用NHE1抑
制剂EIPA处理HepG2细胞, 肿瘤细胞的侵袭和

转移受到抑制, 并且发现EIPA可下调MMP2、
MMP-9和血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)的合成[26]. 

肿瘤细胞的侵袭转移需要降解细胞外基质

屏障, 而由NHE1形成的细胞外酸性环境可激

活肿瘤细胞分泌的酸性蛋白酶, 加速对细胞外

基质的降解过程. 这些蛋白酶不仅可以分解蛋

白质, 而且可以降解糖胺聚糖. 在这一过程中, 
MMP起着重要作用. 尽管低pHe不是MMP发挥

活性的最佳环境[27], 但基质金属蛋白酶原的活化

需要其他蛋白酶的水解作用, 而这些蛋白酶在

酸性条件下可发挥最佳活性[28]. 因此肿瘤细胞外

微环境的酸化为蛋白酶水解作用提供了最佳环

境, 而且这种蛋白水解作用使基质金属蛋白酶原

转变为MMP, 利于降解细胞外基质. 进而利于肿

瘤的转移. 提高pHe、应用多种蛋白酶抑制剂、

NHE1抑制剂[15]或抑制NHE1基因表达[29], 均可降

低肿瘤细胞的侵袭能力. 由此可见, NHE1及其

介导的细胞外酸性微环境在肿瘤侵袭转移中有

重要作用. 

3  NHE1与肿瘤细胞侵袭结构

Denker等[10]发现NHE1可以作为锚定肌动蛋白的

肌丝来控制表皮细胞骨架的完整性. 这种作用

是通过NHE1与肌动蛋白结合蛋白(ezrin, radixin 
and moesin, ERM)之间发生结构联系而完成的. 
参与非肌性细胞的黏附、细胞形态的维持以及

细胞的运动能力. 在成纤维细胞中表达突变的

NHE1, 不影响离子交换, 但可以阻断NHE1与
ERM的结合, 实验发现这种突变会降低细胞黏

附力, 影响细胞形状的调节. 肿瘤细胞侵袭能力

的强弱部分取决于其侵袭结构的形成能力, 即
形成细胞前端伪足和侵袭性伪足的能力.
3.1 细胞前端伪足 在正常哺乳动物细胞, NHE1
定位于极性细胞的前端, 对伪足形成和细胞趋

化有重要作用[30]. 许多侵袭性肿瘤细胞有长的

前端伪足[31], 这种伪足和肿瘤细胞的侵袭性密

切相关. 而这种细胞极性的建立以及细胞的定

向移动都需要细胞骨架的重建、NHE1的活化

以及NHE1在伪足顶端的再分布[32,33]. 应用NHE1
抑制剂可以阻断这种侵袭结构的形成以及减弱

细胞的侵袭能力[15]. 此外, 肿瘤细胞在低pHe环
境中可观察到溶酶体主要定位于伪足及其顶端, 
这表明伪足形成、NHE1的活化和蛋白酶分泌

之间有紧密的相互依赖关系, 并和肿瘤的侵袭

相关[34]. Stock等[35]应用人类黑色素瘤研究表明, 
黏着斑处由NHE1排出质子可稳定胞膜α2β1整
合素受体和细胞外基质的连接. 当局部pHe适合

质膜蛋白和细胞外基质成分之间的结合时, 细
胞和基质保持连接, 形成长的伪足. 由此可见, 
NHE1在侵袭性细胞骨架整合及细胞极性的维

持中的有重要作用. 
3.2 侵袭性伪足 侵袭性伪足是小的、富含β1整
合素和蛋白酶的肌动蛋白结构, 经常出现在伪

足的顶端, 伸入细胞外基质, 在肿瘤细胞侵袭过

程中他发挥着传递细胞外基质信号和介导细胞

外基质降解的作用[36]. 侵袭性伪足形成过程中

蛋白质的相互作用和蛋白酶的分泌已经开始明

确. 但是, 侵袭性伪足分泌的蛋白酶是如何被激

活的还不清楚. 肿瘤微环境的酸化是已知的激

活这些蛋白酶的一个重要因素. 通过比较肿瘤

细胞的侵袭过程和破骨细胞伪足小体造成的骨

降解过程, 可以帮助理解侵袭性伪足的作用[36]. 
破骨细胞含有高度有序富含肌动蛋白的胞膜

突起, 介导与骨的黏附作用, 由此建立一个密

闭的环境, 在这个密闭的环境里, 胞膜突起分

泌的蛋白酶可达到非常高的浓度. 由NHE1和
V-ATPases调节形成的骨-伪足小体间室酸化微

环境是骨消化和吸收的主要因素[37]. 同样, 在侵

袭性伪足由NHE1等排出的H+可能介导蛋白酶

的活化和局部细胞外基质的降解, 导致侵袭性

肿瘤细胞前端定向移动通过被降解的组织 [38]. 
研究表明, 在乳腺癌细胞透明质酸和CD44结合

后激活NHE1, 引起细胞外酸化, 进而促进肿瘤

细胞的侵袭能力[15]. 此外, 另有报道, 在侵袭性

乳腺癌细胞中CD44和MMP-9共定位于侵袭性

伪足, 这也间接证明了NHE1在肿瘤侵袭转移

中的作用[39].
另外, NHE1还和其他分子相互作用, 促进

肿瘤细胞侵袭转移. RhoA是小分子G蛋白Rho家
族的一员, 在多种肿瘤中表达增加, 并和肿瘤的

侵袭、转移有关. Tominaga等[40]在CCL39细胞中

■创新盘点
NHE1参与了肿瘤
细胞的增殖、凋
亡、侵袭和迁移
等多个过程, 本文
从侵袭微环境和
侵袭结构两方面
对NHE1在肿瘤侵
袭转移中的作用
进行了详细阐述.
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的研究发现, NHE1可以作为RhoA的下游分子调

节细胞骨架, 进而调节细胞黏附和伸展. Paradiso
等[41]在MDA-MB-435的研究中发现, 血清剥夺

可以通过NHE1和RhoA交互作用, 诱导NHE1依
赖的细胞形态学和骨架改变, 导致肿瘤细胞趋

化和侵袭. 而RhoA的抑制可以抑制NHE1活性, 
并且抑制血清剥夺诱导的细胞骨架改变, 提示

RhoA可能通过对NHE1的调节, 引起细胞骨架改

变, 从而影响肿瘤细胞侵袭.
肿瘤细胞侵入正常组织通过4步实现, 第一, 

肿瘤细胞和基底膜或细胞外基质间失去黏附作

用; 第二, 肿瘤细胞排出的酸降解局部组织; 第
三, 酸依赖性蛋白酶的分泌和激活; 第四, 肿瘤

细胞运动能力增强侵入周围组织. NHE1在形成

肿瘤细胞酸性微环境和介导蛋白酶的分泌过程

中发挥着重要作用, 而酸性微环境利于肿瘤分

泌的蛋白酶分解细胞外基质, 降低细胞外基质

的结构和密度, 同时通过NHE1的激活、再分布

及和其他分子的相互作用, 调节肿瘤细胞形成

长的细胞伪足和侵袭性伪足, 增强细胞运动能

力, 并浸润周围间质. 由NHE1介导形成的侵袭

微环境和侵袭结构并不是孤立存在的, 两者是

相互影响, 共同促进肿瘤的侵袭转移.

4  结论

侵袭和转移是肿瘤的恶性表型, 而NHE1在肿

瘤转移中有着重要的作用, 目前许多研究针对

NHE1及其在肿瘤转移中作用, 以期找到治疗肿

瘤的靶点. 治疗研究主要集中在两方面: 一是消

除肿瘤细胞内外异常的pH梯度或抑制NHE1等
其他方法阻断形成这一梯度的中间环节; 二是

在NHE1调节细胞骨架及介导调节伪足和侵袭

性伪足形成机制中寻找突破. 由于NHE1在所有

真核细胞均有表达, 药物的特异性问题还有待

解决, 而且NHE1在肿瘤转移中的机制还没有完

全明确, 有待更深入的研究.

5      参考文献
1	 Gillies RJ, Raghunand N, Karczmar GS, Bhujwalla 

ZM. MRI of the tumor microenvironment. J Magn 
Reson Imaging 2002; 16: 430-450

2	 Slepkov ER, Rainey JK, Sykes BD, Fliegel L. Struc-
tural and functional analysis of the Na+/H+ ex-
changer. Biochem J 2007; 401: 623-633 

3	 Lee SH, Kim T, Park ES, Yang S, Jeong D, Choi Y, 
Rho J. NHE10, an osteoclast-specific member of the 
Na+/H+ exchanger family, regulates osteoclast 
differentiation and survival [corrected] Biochem Bio-
phys Res Commun 2008; 369: 320-326

4	 Malo ME, Fliegel L. Physiological role and regula-

tion of the Na+/H+ exchanger. Can J Physiol Phar-
macol 2006; 84: 1081-1095  

5	 Baird NR, Orlowski J, Szabó EZ, Zaun HC, Schul-
theis PJ, Menon AG, Shull GE. Molecular cloning, 
genomic organization, and functional expression of 
Na+/H+ exchanger isoform 5 (NHE5) from human 
brain. J Biol Chem 1999; 274: 4377-4382

6	 Brett CL, Wei Y, Donowitz M, Rao R. Human 
Na(+)/H(+) exchanger isoform 6 is found in recy-
cling endosomes of cells, not in mitochondria. Am J 
Physiol Cell Physiol 2002; 282: C1031-C1041

7	 Numata M, Orlowski J. Molecular cloning and 
characterization of a novel (Na+,K+)/H+ exchanger 
localized to the trans-Golgi network. J Biol Chem 
2001; 276: 17387-17394

8	 Goyal S, Vanden Heuvel G, Aronson PS. Renal ex-
pression of novel Na+/H+ exchanger isoform NHE8. 
Am J Physiol Renal Physiol 2003; 284: F467-F473

9	 Nakamura N, Tanaka S, Teko Y, Mitsui K, Kanaza-
wa H. Four Na+/H+ exchanger isoforms are dis-
tributed to Golgi and post-Golgi compartments and 
are involved in organelle pH regulation. J Biol Chem 
2005; 280: 1561-1572 

10	 Denker SP, Huang DC, Orlowski J, Furthmayr H, 
Barber DL. Direct binding of the Na--H exchanger 
NHE1 to ERM proteins regulates the cortical cy-
toskeleton and cell shape independently of H(+) 
translocation. Mol Cell 2000; 6: 1425-1436

11	 Slepkov E, Fliegel L. Structure and function of the 
NHE1 isoform of the Na+/H+ exchanger. Biochem 
Cell Biol 2002; 80: 499-508

12	 Reshkin SJ, Bellizzi A, Albarani V, Guerra L, Tom-
masino M, Paradiso A, Casavola V. Phosphoinosit-
ide 3-kinase is involved in the tumor-specific 
activation of human breast cancer cell Na(+)/H(+) 
exchange, motility, and invasion induced by serum 
deprivation. J Biol Chem 2000; 275: 5361-5369

13	 Glunde K, Düssmann H, Juretschke HP, Leibfritz D. 
Na(+)/H(+) exchange subtype 1 inhibition during 
extracellular acidification and hypoxia in glioma 
cells. J Neurochem 2002; 80: 36-44

14	 Reshkin SJ, Bellizzi A, Caldeira S, Albarani V, 
Malanchi I, Poignee M, Alunni-Fabbroni M, Casa-
vola V, Tommasino M. Na+/H+ exchanger-depen-
dent intracellular alkalinization is an early event 
in malignant transformation and plays an essential 
role in the development of subsequent transfor-
mation-associated phenotypes. FASEB J 2000; 14: 
2185-2197

15	 Bourguignon LY, Singleton PA, Diedrich F, Stern R, 
Gilad E. CD44 interaction with Na+-H+ exchanger 
(NHE1) creates acidic microenvironments leading 
to hyaluronidase-2 and cathepsin B activation and 
breast tumor cell invasion. J Biol Chem 2004; 279: 
26991-27007

16	 Stock C, Mueller M, Kraehling H, Mally S, Noël J, 
Eder C, Schwab A. pH nanoenvironment at the sur-
face of single melanoma cells. Cell Physiol Biochem 
2007; 20: 679-686

17	 Bhujwalla ZM, Aboagye EO, Gillies RJ, Chacko VP, 
Mendola CE, Backer JM. Nm23-transfected MDA-
MB-435 human breast carcinoma cells form tumors 
with altered phospholipid metabolism and pH: a 
31P nuclear magnetic resonance study in vivo and 
in vitro. Magn Reson Med 1999; 41: 897-903

18	 Stüwe L, Müller M, Fabian A, Waning J, Mally S, 
Noël J, Schwab A, Stock C. pH dependence of mela-
noma cell migration: protons extruded by NHE1 

■应用要点
由 于 N H E 1 介 导
形成的侵袭微环
境和侵袭结构参
与肿瘤的侵袭转
移, 故可通过抑制
N H E 1 消 除 肿 瘤
细胞内外异常的
pH梯度 ,  或者抑
制伪足和侵袭性
伪足形成的中间
环节, 进而达到抑
制肿瘤侵袭转移
的目的.



www.wjgnet.com

孙伟, 等. 钠氢交换蛋白1在肿瘤侵袭转移中的作用							                 3447

dominate protons of the bulk solution. J Physiol 
2007; 585: 351-360

19	 Steffan JJ, Williams BC, Welbourne T, Cardelli JA. 
HGF-induced invasion by prostate tumor cells 
requires anterograde lysosome trafficking and ac-
tivity of Na+-H+ exchangers. J Cell Sci 2010; 123: 
1151-1159

20	 Steffan JJ, Snider JL, Skalli O, Welbourne T, Cardelli 
JA. Na+/H+ exchangers and RhoA regulate acidic 
extracellular pH-induced lysosome trafficking in 
prostate cancer cells. Traffic 2009; 10: 737-753

21	 Taves J, Rastedt D, Canine J, Mork D, Wallert MA, 
Provost JJ. Sodium hydrogen exchanger and phos-
pholipase D are required for alpha1-adrenergic 
receptor stimulation of metalloproteinase-9 and 
cellular invasion in CCL39 fibroblasts. Arch Biochem 
Biophys 2008; 477: 60-66

22	 Putney LK, Barber DL. Expression profile of genes 
regulated by activity of the Na-H exchanger NHE1. 
BMC Genomics 2004; 5: 46

23	 滕小春, 刘海峰, 刘永生, 段丽, 王国安, 何俊堂. NHE1
蛋白在胃癌和胃癌前病变中的表达及临床意义. 第三
军医大学学报 2004; 26: 402-404

24	 Liu HF, Teng XC, Zheng JC, Chen G, Wang XW. Ef-
fect of NHE1 antisense gene transfection on the bio-
logical behavior of SGC-7901 human gastric carci-
noma cells. World J Gastroenterol 2008; 14: 2162-2167

25	 Yang X, Wang D, Dong W, Song Z, Dou K. Over-ex-
pression of Na(+)/H (+) exchanger 1 and its clinico-
pathologic significance in hepatocellular carcinoma. 
Med Oncol 2009 Oct 30. [Epub ahead of print]

26	 Yang X, Wang D, Dong W, Song Z, Dou K. Inhibi-
tion of Na(+)/H(+) exchanger 1 by 5-(N-ethyl-N-
isopropyl) amiloride reduces hypoxia-induced 
hepatocellular carcinoma invasion and motility. 
Cancer Lett 2010; 295: 198-204

27	 Björklund M, Koivunen E. Gelatinase-mediated mi-
gration and invasion of cancer cells. Biochim Biophys 
Acta 2005; 1755: 37-69

28	 Koblinski JE, Ahram M, Sloane BF. Unraveling the 
role of proteases in cancer. Clin Chim Acta 2000; 291: 
113-135

29	 Yang X, Wang D, Dong W, Song Z, Dou K. Sup-
pression of Na(+)/H (+) exchanger 1 by RNA inter-
ference or amiloride inhibits human hepatoma cell 
line SMMC-7721 cell invasion. Med Oncol 2010 Feb 
12. [Epub ahead of print]

30	 Denker SP, Barber DL. Cell migration requires 
both ion translocation and cytoskeletal anchoring 
by the Na-H exchanger NHE1. J Cell Biol 2002; 159: 

1087-1096
31	 Sahai E, Marshall CJ. Differing modes of tumour 

cell invasion have distinct requirements for Rho/
ROCK signalling and extracellular proteolysis. Nat 
Cell Biol 2003; 5: 711-719

32	 Jia Z, Barbier L, Stuart H, Amraei M, Pelech S, Den-
nis JW, Metalnikov P, O'Donnell P, Nabi IR. Tumor 
cell pseudopodial protrusions. Localized signaling 
domains coordinating cytoskeleton remodeling, cell 
adhesion, glycolysis, RNA translocation, and pro-
tein translation. J Biol Chem 2005; 280: 30564-30573

33	 Stock C, Schwab A. Protons make tumor cells move 
like clockwork. Pflugers Arch 2009; 458: 981-992

34	 Cardone RA, Casavola V, Reshkin SJ. The role of 
disturbed pH dynamics and the Na+/H+ exchang-
er in metastasis. Nat Rev Cancer 2005; 5: 786-795

35	 Stock C, Gassner B, Hauck CR, Arnold H, Mally S, 
Eble JA, Dieterich P, Schwab A. Migration of hu-
man melanoma cells depends on extracellular pH 
and Na+/H+ exchange. J Physiol 2005; 567: 225-238

36	 Buccione R, Orth JD, McNiven MA. Foot and 
mouth: podosomes, invadopodia and circular dor-
sal ruffles. Nat Rev Mol Cell Biol 2004; 5: 647-657

37	 Kajiya H, Okamoto F, Fukushima H, Okabe K. Cal-
citonin inhibits proton extrusion in resorbing rat 
osteoclasts via protein kinase A. Pflugers Arch 2003; 
445: 651-658

38	 Busco G, Cardone RA, Greco MR, Bellizzi A, Colella 
M, Antelmi E, Mancini MT, Dell'Aquila ME, Casa-
vola V, Paradiso A, Reshkin SJ. NHE1 promotes in-
vadopodial ECM proteolysis through acidification 
of the peri-invadopodial space. FASEB J 2010; 24: 
3903-3915

39	 Bourguignon LY, Gunja-Smith Z, Iida N, Zhu HB, 
Young LJ, Muller WJ, Cardiff RD. CD44v(3,8-10) 
is involved in cytoskeleton-mediated tumor cell 
migration and matrix metalloproteinase (MMP-9) 
association in metastatic breast cancer cells. J Cell 
Physiol 1998; 176: 206-215

40	 Tominaga T, Barber DL. Na-H exchange acts 
downstream of RhoA to regulate integrin-induced 
cell adhesion and spreading. Mol Biol Cell 1998; 9: 
2287-2303

41	 Paradiso A, Cardone RA, Bellizzi A, Bagorda A, 
Guerra L, Tommasino M, Casavola V, Reshkin 
SJ. The Na+-H+ exchanger-1 induces cytoskeletal 
changes involving reciprocal RhoA and Rac1 sig-
naling, resulting in motility and invasion in MDA-
MB-435 cells. Breast Cancer Res 2004; 6: R616-R628

           编辑  李薇  电编  何基才  

■同行评价
本文综述全面, 为
肿瘤侵袭转移的
研究奠定基础.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2010年11月18日; 18(32): 3448-3451
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

EDNRB基因启动子甲基化状态在胃癌KATOⅢ细胞系中
的检测

孙文早, 韩高雄

孙文早, 仙桃市第一人民医院内分泌科 湖北省仙桃市 
433000
韩高雄, 华中科技大学同济医学院附属协和医院腹腔镜外科 
湖北省武汉市 430022
作者贡献分布: 此课题由孙文早与韩高雄设计; 细胞培养与甲基
化检测由孙文早完成; 论文写作由孙文早与韩高雄共同完成.
通讯作者: 韩高雄, 主治医师, 430022, 湖北省武汉市, 华中科技
大学同济医学院附属协和医院腹腔镜外科. 
han_gaoxiong@yahoo.com.cn
收稿日期: 2010-07-19   修回日期: 2010-08-16
接受日期: 2010-08-29   在线出版日期: 2010-11-18

Detection of the promoter 
methylation status of the 
EDNRB gene in human gastric 
cancer cell line KATO III 

Wen-Zao Sun, Gao-Xiong Han

Wen-Zao Sun, Department of Endocrinology, the First 
People’s Hospital of Xiantao, Xiantao 433000, Hubei Prov-
ince, China
Gao-Xiong Han, Department of Laparoscopic Surgery, 
Union Hospital, Tongji Medical College of Huazhong Uni-
versity of Science and Technology, Wuhan 430022, Hubei 
Province, China
Correspondence to: Gao-Xiong Han, Department of Lap-
aroscopic Surgery, Union Hospital, Tongji Medical College 
of Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 
430022, Hubei Province, China. wuhantongji163@163.com
Received: 2010-07-19    Revised: 2010-08-16 
Accepted: 2010-08-29    Published online: 2010-11-18

Abstract
AIM: To detect the promoter methylation status 
and mRNA expression of the endothelin recep-
tor type B (EDNRB) gene in human gastric can-
cer cell line KATO III and to analyze their clini-
cal significance.

METHODS: Genomic DNA and total RNA were 
extracted from healthy adult peripheral blood 
samples and KATO III cells. Bisulfite sequencing 
PCR and reverse transcription-PCR were per-
formed to analyze the promoter methylation sta-
tus and mRNA expression of the EDNRB gene, 
respectively.

RESULTS: In KATO III cells, some CG loci 

(≤20%) were not or lowly methylated, while 
some others (≥50%) were hypermethylated. In 
healthy adult peripheral blood samples, only 
one CG locus (10%) was methylated, while 
the others were not methylated. The promoter 
methylation extent of the EDNRB gene in KATO 
III cells was higher than that in healthy adult 
peripheral blood samples. The mRNA expres-
sion was inhibited significantly in KATO III cells 
compared with healthy adult peripheral blood 
samples.

CONCLUSION: EDNRB gene promoter is hy-
permethylated in KATO III cells. The promoter 
methylation of the EDNRB gene may play an 
important role in the pathogenesis of gastric 
cancer.

Key Words: Endothelin receptor type B; Promoter; 
Methylation; Gastric cancer

Sun WZ, Han GX. Detection of the promoter methylation 
status of the EDNRB gene in human gastric cancer cell 
line KATO III. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 
3448-3451

摘要
目的: 探讨胃癌KATOⅢ细胞系内皮素受体
B(EDNRB)基因启动子甲基化状态及mRNA
表达在临床中的应用.

方法: 提取正常健康人外周血和胃癌KATO
Ⅲ细胞系总DNA和总RNA, 分别进行亚硫酸
氢盐测序PCR(bisulfite sequencing PCR, BSP)
和逆转录PCR(reverse transcriptase PCR, RT-
PCR)扩增, 以正常健康人外周血为对照, 比较
EDNRB基因启动子甲基化状态和mRNA表达
差异.

结果: 胃癌K ATOⅢ细胞系1-9、14和15等
CG位点表现为无甲基化或低甲基化状态(≤
20%), 其余位点表现高甲基化状态(≥50%), 
正常健康人外周血EDNRB基因启动子除第22
个CG甲基化率为10%外, 其余位点均表现为

®

■背景资料
EDNRB基因编码
产 物 属 于 G 蛋 白
偶联受体A家族 , 
位于细胞膜表面, 
与配体内皮素结
合后将细胞外信
号传导至细胞内, 
调控许多重要的
生 物 过 程 ,  包 括
血管的发育与收
缩功能、某些激
素的产生和刺激
细胞生长和分化, 
在Waardenburg综
合征、先天性巨
结肠和肿瘤发病
机制中起到关键
作用.

■同行评议者
崔莲花 ,  副教授 , 
青岛大学医学院
公共卫生系
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无甲基化状态, 胃癌KATOⅢ细胞系甲基化发
生率显著高于健康人外周血, 且其mRNA表达
明显受到抑制.

结论: EDNRB基因启动子甲基化在胃癌发病
机制中扮演重要角色.

关键词: 内皮素受体B; 启动子; 甲基化; 胃癌

孙文早, 韩高雄. EDNRB基因启动子甲基化状态在胃癌KATOⅢ

细胞系中的检测.  世界华人消化杂志  2010; 18(32): 3448-3451
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0  引言

EDNRB基因编码产物为含有442个氨基酸的内

皮素受体B(endothelin receptor type B, EDNRB), 
属于G蛋白偶联受体A家族, 该蛋白质位于细胞

膜表面, 与配体内皮素结合后将细胞外信号传

导至细胞内[1], 调控许多重要的生物过程, 包括

血管的发育与收缩功能、某些激素的产生和刺

激细胞生长和分化, 在Waardenburg综合征、先

天性巨结肠和癌症发病机制中起到关键作用[2,3]. 
目前很多文献报道表明EDNRB基因启动子在

鼻咽癌[4]、淋巴瘤[5]、前列腺癌[6,7]、食管癌[8]和

口腔鳞状细胞癌[9]等患者中呈现高度甲基化状

态, 而在胃癌患者中未见报道. 胃癌作为我国最

常见的恶性肿瘤之一, 检测和研究胃癌患者中

EDNRB基因启动子甲基化状态对阐明胃癌发病

机制具有极其重要的意义, 在胃癌早期检测和

治疗指导、预后评估中有重要作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌KATOⅢ购自中国典型培养物保

藏中心(武汉大学保藏中心). 对照为正常健康人

外周血. 胎牛血清、DMEM(高糖)为Gibco产品, 
DNA提取纯化与质粒提取试剂盒购自天根生化

科技(北京)有限公司, TaKaRa Ex Taq Hot Start 
Version、pMD18-T Vector、RNAiso Plus和Prime-
Script One Step RT-PCR Kit购自TaKaRa公司, 
EpiTect Bisulfite Kit购自QIAGEN. 甲基化引物合

成及测序由宝生物工程(大连)公司完成, PCR仪
器为ABI 9700.
1.2 方法 
1.2.1 亚硫酸氢盐测序PCR检测EDNRB基因启

动子甲基化状态: 在PubMed的GenBank上检索

人类EDNRB基因序列, 以转录起始点上游1 500 
bp为启动子区域, 延伸至转录起始点下游200 
bp, 按照CpG岛的定义预测其中181-1 700 bp为

CpG岛. 用Methyl Primer Express v1.0设计亚硫

酸氢盐测序PCR(bisulfite sequencing PCR, BSP)
引物, 甲基化引物: forward primer, 5'-AAAAG-
TATTTGTTTGATGGTAGTAGAGATT-3', reverse 
primer, 5'-CCTTCCTAATACCCTCTCAAC-
TATTTT-3', 扩增产物长度为809 bp, 含有45个
CG位点. CpG岛与引物设计位点见图1. 

按照D N A提取试剂盒操作说明提取胃癌

KATOⅢ细胞系和正常健康人外周血总DNA, 重
亚硫酸盐将未甲基化C转化为U, BSP总反应体

系为25 μL, 其中引物各1 μL, 甲基化修饰后的

DNA 2 μL, BSP反应条件为: 95 ℃预变性5 min, 
95 ℃变性30 s, 65 ℃退火90 s, 72 ℃延伸90 s, 循
环35个周期后, 最后72 ℃延伸10 min结束, BSP
后的产物采用TA克隆将其连接到pMD18-T质粒

载体, 转化至DH5α感受态细胞后挑选10个阳性

克隆测序, 测序结果采用BiQ Analyzer[10]分析. 
1.2.2 RT-PCR检测EDNRB基因mRNA表达: 按
照RNAiso plus提取正常健康人外周血和胃癌

KATOⅢ细胞系总RNA后进行RT-PCR扩增, 引
物为: forward primer, 5'-CATCAAGCTGCTG-
GCAGAGG-3', reverse primer, 5'-GATTCGCA-
GATAACTTTTGTAG-3'. 整个RT-PCR反应体

系为50 μL, RT-PCR反应条件为: 热启动94 ℃ 5 
min, 94 ℃变性30 s, 52 ℃退火30 s, 72 ℃延伸

30 s, 循环35个周期后, 最后72 ℃延伸10 min结
束. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase, GADPH)作为内对照, 产物

进行琼脂糖凝胶电泳后检测. 

2  结果

2.1 EDNRB基因启动子甲基化状态 正常健康人

外周血EDNRB基因启动子除第22个CG甲基化

率为10%外, 其余位点均表现为无甲基化状态, 
胃癌KATOⅢ细胞系1-9、14和15等CG位点表现

为无甲基化或低甲基化状态(≤20%), 其余位点

表现高甲基化状态(≥50%), 甲基化发生率显著

高于健康人外周血, 高甲基化状态主要位于转

录起始点上游, 预示该区域可能为EDNRB基因

核心启动子(图2). 
2.2 EDNRB基因mRNA表达结果 健康人外周血

■研发前沿
EDNRB基因启动
子甲基化改变导
致肿瘤的发病机
制是目前消化系
肿瘤领域的研究
热点, 亟待解决的
是EDNRB基因启
动子区域每个CG
位点甲基化状态.

图  1  人类EDNRB基因CpG岛. a: 转录起始位点; b: CG位点; 

c: CpG岛. F: forward primer; R: reverse primer.

(181, 1 700)

5' 3'F R

a
c

b

■相关报道
目前众多文献报
道EDNRB基因启
动子在鼻咽癌、
淋巴瘤、前列腺
癌、食管癌和口
腔鳞状细胞癌等
患者肿瘤组织中
呈高度甲基化状
态, 其基因甲基化
灭活直接与肿瘤
发病机制相关.
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EDNRB基因mRNA表达显著高于胃癌KATOⅢ

细胞系, 后者表达明显受到抑制(图3). 

3  讨论

DNA甲基化是最早发现的基因转录前修饰途径

之一. 在DNA甲基转移酶作用催化下, 5'CpG中的

胞嘧啶加上甲基基团而变成5'mCpG[10]. 在真核

生物基因组中接近80%的CpG位点均被甲基化, 
这些甲基化主要位于启动子区域的CpG岛[11]. 大
量研究表明, DNA甲基化能引起染色质结构、

DNA构象、DNA稳定性及DNA与蛋白质相互

作用方式的改变, 从而调控基因表达, 已经成为

表观遗传学修饰的最重要的作用方式[12]. 
DNA甲基化在癌症的发生机制中扮演重要

角色[13], 许多文献报道DNA启动子区域高甲基

化状态抑制或完全灭活基因表达而产生癌症, 
大多数肿瘤细胞呈现高甲基化状态, DNA甲基

化已经成为肿瘤诊断中的生物标志物[14]. ED-
NRB基因介导细胞信号传递, 调控细胞增殖分

化, 启动子区域甲基化状态抑制基因表达而导

致细胞发生恶性增殖, 最终产生癌症, 目前研究

表明鼻咽癌、前列腺癌和结直肠癌等众多癌症
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Legend: unmethylated methylated not present
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图  2  EDNRB基因启动子在正常人外周血和胃癌KATOⅢ细胞系中的甲基化状态. A: 正常人外周血; B: 胃癌KATOⅢ细胞系. 

黑色: 未甲基化; 灰色: 甲基化; 白色: 缺失位点.

■创新盘点
本文首次研究揭
示EDNRB基因启
动子45个CG位点
甲 基 化 状 态 ,  证
明EDNRB基因启
动子甲基化灭活
与基因表达缺失
之 间 相 关 ,  对 胃
癌发病机制的进
一步研究提供参
考数据.
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与EDNRB启动子高甲基化相关. 胃癌KATOⅢ

细胞系建系于1978年, 属于腺癌细胞系[16], 目前

已经成为研究胃癌发病机制的重要细胞系之一. 
本实验结果显示在胃癌KATOⅢ细胞系中, ED-
NRB基因表现为高甲基化状态, 转录起始点上

游核心启动子区域甲基化程度更高(甲基化率接

近100%), 其显著抑制EDNRB转录活性而导致

mRNA表达降低, 该结果预示胃癌患者EDNRB
基因可能呈现高甲基化状态, 检测该基因启动

子甲基化程度可能为胃癌早期发现、治疗评估

和预后预测提供一个重要的生物标志物. 
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图  3  EDNRB基因mRNA在正常健康人外周血与胃癌KATO
Ⅲ细胞系中的表达.
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Abstract
AIM: To investigate the influence of treatment 
with tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) on the 
expression of mitofusin 2 (Mfn2) and mitochon-
drial morphology and function in hepatic LO2 
cells.

METHODS: After pEGFP-Mfn2 plasmid was 
transfected into LO2 cells with Lipofectamine 
2000, transfected LO2 cells were incubated with 
TNF-α for 12 h.  The expression of Mfn2 mRNA 
and protein was detected by reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. MitoTracker Mito-
chondrion-Selective Probes were used to detect 
the changes in mitochondrial morphology. ATP 
synthesis and reactive oxygen species (ROS) pro-

duction were measured to assess mitochondrial 
function.

RESULTS: RT-PCR and Western blot analyses 
showed that Mfn2 was highly expressed in LO2 
cells. After treatment of LO2 cells with TNF-α, 
Mfn2 expression was significantly suppressed 
(0.279 ± 0.026 vs 0.742 ± 0.018; 0.196 ± 0.024 vs 
0.580 ± 0.011, P < 0.05), ATP level decreased (2.00 
µmol/g ± 0.15 µmol/g vs 5.81 µmol/g ± 0.31 
µmol/g, P < 0.05), ROS production increased 
(80.68 ± 4.02 vs 65.44 ± 3.47, P < 0.05), and the 
normal tubular network of mitochondria was 
fragmented into short rods or spheres when 
compared to control cells. In contrast, these 
changes were not significant in Mfn2-transfected 
LO2 cells.

CONCLUSION: TNF-α treatment may alter mi-
tochondrial morphology and impair mitochon-
drial function by decreasing the expression of 
Mfn2 in hepatic LO2 cells.

Key Words: Tumor necrosis factor-α; Mitofusin 2; 
Adenosine triphosphate; Reactive oxygen species
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子α(TNF-α)对肝细胞
株LO2细胞线粒体融合蛋白基因2(Mfn2)基因
表达的调节作用以及对线粒体形态和细胞三
磷酸腺苷(ATP)、活性氧(ROS)生成的影响.

方法: 利用脂质体Lipofectamine 2000将Mfn2
基因荧光表达载体(pEGFP-Mfn2)转染肝细
胞株LO2细胞, 以终浓度为500 kU/L的TNF-α
作用LO2细胞株和稳定高表达Mfn2的LO2细
胞株12 h, 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和
Western blot检测各组细胞Mfn2 mRNA转录水
平以及蛋白的表达水平, 线粒体绿色荧光探针
(Mito-Tracker Green)染色观察线粒体形态变

®

■背景资料
肿 瘤 坏 死 因 子
α ( T N F - α ) 是 病
毒性肝炎、酒精
性及非酒精性脂
肪肝病、缺血再
灌注损伤等损伤
性病变时肝细胞
损伤的主要细胞
因 子 .  研 究 发 现
TNF-α能引起细
胞线粒体损伤, 抑
制线粒体的呼吸
功能并增加线粒
体活性氧(ROS)和
过氧化脂质的形
成, 但具体分子机
制并不十分清楚.

■同行评议者
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化, 荧光素酶ADP/ATP发光法检测各组细胞
ATP含量, 荧光探针DCFH-DA测定细胞ROS
生成水平.

结果: 经TNF-α处理后LO2细胞中Mfn2基因的
mRNA及蛋白表达水平显著低于空白对照组
(0.279±0.026 vs  0.742±0.018; 0.196±0.024 
vs  0.580±0.011, P <0.05); 对照组及转染Mfn2
基因组肝细胞线粒体形态主要为丝状网络或
长柱状, TNF-α处理后未转染肝细胞线粒体断
裂成点状碎片, 但转染组线粒体形态则无明显
改变; TNF-α处理后LO2细胞内ATP浓度显著
下降(2.00 µmol/g±0.15 µmol/g vs  5.81 µmol/g
±0.31 µmol/g, P <0.05), 而ROS生成水平较空
白对照组显著升高(FI: 80.68±4.02 vs  65.44±
3.47, P <0.05), 但转染组细胞内ATP下降水平
要显著低于未转染组, 而未转染组ROS升高程
度则显著高于转染组(P <0.05).

结论: TNF-α通过抑制肝细胞Mfn2的表达诱
导线粒体形态改变及线粒体功能障碍.

关键词: 肿瘤坏死因子α; 线粒体融合蛋白基因2; 

三磷酸腺苷; 活性氧
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0  引言

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)是
病毒性肝炎[1]、酒精性及非酒精性脂肪肝病[2,3]、

缺血再灌注损伤[4]等损伤性病变时肝细胞损伤

的主要细胞因子. 研究发现TNF-α能引起细胞

线粒体损伤, 抑制线粒体的呼吸功能并增加线

粒体活性氧(reactive oxygen species, ROS)和过

氧化脂质的形成[5,6], 但具体分子机制并不十分

清楚. 线粒体融合蛋白基因2(mitofusin-2 gene, 
Mfn2)能促进线粒体的融合, 与线粒体形态、结

构和功能有着密切联系[7]. TNF-α是否影响Mfn2
基因的表达尚未见报道, 我们通过体外实验, 探
讨TNF-α对人肝细胞Mfn2基因表达的调节作用

以及对线粒体形态和功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料  绿色荧光蛋白-M f n2基因表达载体

(pEGFP-Mfn2)由本实验室构建并保存, 肝细

胞株L O2细胞购自武汉大学中国典型培养物

保藏中心; TRIzol RNA抽提试剂、RT-PCR试

剂盒、R P M I 1640培养基、新生牛血清等购

自美国Gibco公司; TNF-α购自Invitrogen公司; 
Western blot化学发光试剂、硝酸纤维素膜、

Mfn2单克隆抗体购自美国Sigma公司; BCA蛋

白定量试剂、荧光素酶ADP/ATP发光检测试

剂盒、7'-二氯荧光黄双乙酸酯(DCFH-DA)荧
光探针、ROS测定试剂盒购自美国Biomiga公
司 ;  活体组织R O S初级荧光测定试剂盒购自

GENMED公司; Mfn2引物由上海生物工程公

司合成: 5'-ATGCATCCCCACTTAAGCAC-3', 
5'-CCAGAGGGCAGAACTTTGTC-3', 内参

GAPDH由ToYoBo公司试剂盒提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及pEGFP-Mfn2转染: 将人肝癌细

胞株LO2细胞转入含100 mL/L血清、100 kU/L
青霉素、100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养液

中培养, 3 d传代1次. 取5×105个细胞/孔接种6
孔培养板, 在培养箱中过夜培养至铺满孔底面

积80%以上, 采用脂质体介导方法转染pEGFP-
Mfn2, 转染方法参照说明书. 每孔加入3 µL脂质

体包裹的siRNA(终浓度为10 nmol/L), 每孔最终

体积是1 mL. 40 h后更换含血清培养基进行分析.
1.2.2 TNF-α处理细胞: 将细胞分为TNF-α组、

TNF-α+Mfn2转染组、Mfn2转染组和空白对照

组, 每组细胞取5×105个细胞/孔接种6孔培养

板, 在培养箱中过夜培养至铺满孔底面积80%
以上, 前两组分别加入含TNF-α(400 kU/L)的新

鲜培养液作用12 h, 然后收集细胞检测, 每组均

设4个重复.
1.2.3 Mfn2基因RT-PCR分析: 将约1×106细胞

用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA, 使用紫外

分光光度计调整RNA浓度为1 g/L. 在9 µL无
RNA酶水中加入1 µg RNA, Oligo(dT)20 1 µL, 
温度65 ℃, 10 min后立即置于冰上. 加入5×RT 
Buffer 4 µL, dNTP mixture(各10 mmol/L)2 µL, 
RNase inhibitor(10 U/µL)1 µL, ReverTra Ace 1 
µL. 反应条件: 42 ℃ 20 min, 85 ℃ 5 min, 4 ℃ 5 
min. 瞬间离心后置-20 ℃保存. 在25 µL PCR体
系中加入Cdc42上下游引物各1 µL, Taq DNA聚

合酶1 µL, 循环条件: 94 ℃ 1 min预变性, 94 ℃ 
30 s, 58 ℃(GAPDH为55 ℃)30 s, 72 ℃ 30 s共35
个循环, 72 ℃延伸1 min. PCR产物25 µL琼脂糖

凝胶电泳, 50 V, 30-45 min后照相. 
1.2.4 各组细胞Mfn2 Western blot定量分析: 将约

1×106细胞加60 µL去污剂裂解液进行匀浆. 置
于冰上30 min, 4 ℃下12 000 r/min离心5 min, 取

■研发前沿
线粒体是细胞内
高度动态变化的
细胞器, 其在细胞
内不断运动、融
合、分裂并形成
动态平衡的网状
结构. 线粒体形态
对于细胞维持正
常生理代谢和机
体发育起着重要
的作用, 一旦调控
出现障碍会导致
严重的疾病, 因此
防止或修复线粒
体损伤是目前的
研究热点.
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上清液即为总蛋白抽提物. BCA试剂盒测定蛋

白浓度, 蛋白样品(每泳道60 µg)及蛋白分子量标

准进行120 g/L SDS-PAGE电泳, 再将蛋白质点转

移到纤维素(NC)膜上, 置于含50 g/L脱脂奶粉的

TBST(50 mmol/L Tris-HCL, pH7.6; 150 mmol/L 
NaCl; 0.1% Tween20)中4 ℃过夜; 加入以TBST
稀释的抗Mfn2单克隆抗体(1∶200, V/V, 兔抗鼠)
和抗GAPDH抗体(1∶500, V/V, 兔抗鼠)后4 ℃过

夜; 次日加入辣根过氧化物酶标记二抗(1∶2 000, 
V/V, 羊抗兔IgG), 37 ℃摇床下杂交1 h, 洗膜后用

ECL试剂盒检测, X光胶片曝光、照相. 图像运用

Quantitive one软件进行分析.
1.2.5 线粒体绿色荧光探针染色观察线粒体形态

变化: 收集各组细胞用PBS洗涤细胞2次, PBS配
制的3.7%甲醛溶液室温固定细胞10 min. 含0.1% 
Triton X-100的PBS洗涤2-4次, 每次约5 min, 免
疫荧光染色二抗稀释液(P0108)按照1∶200的比

例稀释绿色荧光探针(Mito-Tracker Green), 把
Mito-Tracker Green染色工作液按照每个片子

约200 μL的比例滴加到片子上, 室温避光孵育

20-60 min. 用免疫染色洗涤液洗2-4次, 每次约5 
min, 后用荧光显微镜进行观察.
1.2.6 LO2细胞荧光素酶ADP/ATP发光检测: 取1
×106细胞, 加入1 mL裂解液后匀浆. 4 ℃ 12 000 
r/min离心10 min, 保留上清. 冰浴上溶解待用试

剂, ATP标准溶液稀释成0.001﹑0.01﹑0.1、10
和1 μmol/L 5个浓度. 按照1∶100的比例用ATP
检测试剂稀释液稀释ATP检测试剂. 在检测孔或

检测管内加上10 μL样品或标准品, 迅速混匀, 间
隔6 s后立即用液闪仪测定相对光单位(relative 
light unit, RLU)值. 根据标准曲线计算出样品中

ATP的浓度, 每组均设4个重复. 各组组织蛋白定

量, 把ATP的浓度换算成μmol/g蛋白的形式.
1.2.7 LO2细胞荧光探针DCFH-DA测定ROS: 使
用活体组织ROS初级荧光测定试剂盒, 试剂B置
于冰槽融化, 试剂C 37 ℃恒温水浴预热. 取10 
μL试剂B及990 μL试剂C于1.5 mL离心管中, 置
入暗室. 取1×106细胞消化离心后加入5 mL预冷

的试剂C置入15 mL锥形离心管, 震荡5 s. 移取

5 μL细胞裂解液进行蛋白定量检测. 移取50 μL
细胞裂解液或50 μL试剂C(背景对照)到1 mL石
英比色杯中, 加入950 μL GENMED染色工作液, 
37 ℃恒温水浴20 min, 避免光照. 荧光分光光度

仪检测: 激发波长490 nm, 散发波长520 nm. 样
品RFU-对照RFU = 实际RFU, 其增加表明ROS
含量升高, 每组均设4个重复.

统计学处理 全部资料用SPSS10.0软件进行

统计分析, 计量资料用mean±SD表示, 各组及组

间比较用t检验.

2  结果

2.1 各组细胞Mfn2 mRNA的表达 TNF-α处理

LO2细胞后Mfn2基因条带灰度值显著低于空

白对照组细胞条带灰度值, 两组转录水平有显

著差异(0.279±0.026 vs  0.742±0.018, n  = 4, 
P <0.05), pEGFP-Mfn2转染组细胞中条带灰度值

显著高于空白对照组(1.209±0.021 vs  0.742±
0.018, n  = 4, P <0.05), TNF-α处理转染组细胞后, 
Mfn2表达较处理前下降(0.911±0.020), 但仍高

于其他各组(n  = 4, 均P <0.05, 图1). 
2.2 各组细胞Mfn2蛋白的表达 转染pEGFP-Mfn2
质粒后Mfn2蛋白的表达水平显著增高(0.813±
0.027 vs  0.580±0.011, n  = 4, P <0.05), 经TNF-α
处理LO2细胞后Mfn2蛋白表达显著下降(0.196
±0.024 vs  0.580±0.011, n  = 4, P <0.05), 而转染

组细胞蛋白表达较空白对照组无明显差异(n  = 
4, P >0.05, 图2).
2.3 各组细胞线粒体绿色荧光染色 荧光显微镜

观察发现空白对照组细胞线粒体成长柱状或网

状, TNF-α处理细胞后线粒体破坏成短棒状或者

点状, pEGFP-Mfn2质粒后线粒体主要为网状, 转
染组细胞经TNF-α处理后线粒体改变并不显著

(图3). 
2.4 荧光素酶A D P/AT P发光检测及荧光探针

DCFH-DA ROS测定 ATP标准荧光发光曲线以

■相关报道
Chen等发现Mfn2
表达缺失时细胞
呼吸率下降, 进一
步检测发现呼吸
链中复合体Ⅰ、
Ⅲ、Ⅳ的电子转
移率下降.

1          2          3          4          5

Mfn2

GAPDH

图  1  各组细胞Mfn2 mRNA转录水平. 1: DNA Marker; 2: 空

白对照组; 3: TNF-α组; 4: pEGFP-Mfn2转染组; 5: TNF-

α+pEGFP-Mfn2转染组.

1              2             3              4
Mfn2

GAPDH

图  2  Mfn2蛋白的表达. 1: 空白对照组; 2: TNF-α组; 3: 

pEGFP-Mfn2转染组; 4: TNF-α+pEGFP-Mfn2转染组.
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6 s发光强度积分值的对数为纵坐标, ATP浓度

的对数为横坐标, 按以下浓度配置ATP标准曲

线测定液: 0.001、0.010、0.100、1.000、10.000 
μmol/g. 经线性回归分析后所得标准曲线为: Y = 
0.703X+8.699, R2 = 0.9874.

TNF-α处理后LO2细胞内ATP浓度显著下降

(P <0.05), 而ROS生成水平则显著升高(P <0.05); 
转染pEGFP-Mfn2质粒后, 细胞内ATP浓度显著

升高(P <0.05), 而ROS生成水平较前均显著下降 
(P <0.05), TNF-α处理转染组细胞后ATP下降水

平要显著低于未转染组, 而未转染组ROS升高程

度则显著高于转染组(P <0.05, 表1).

3  讨论

T N F-α是一种具有广泛生物学功能的多肽类

细胞因子, 参与内毒素性休克、炎症、免疫调

节、细胞增生、细胞毒活性和抗病毒等过程. 
肝脏细胞表面含有丰富的TNF-α受体, 是其作用

的主要靶器官. 在各种肝脏损伤性疾病损伤过

程中, TNF-α作为炎症反应的始发细胞因子, 其
作用越来越引起人们的关注[8]. TNF-α参与肝损

伤的病理过程途径主要有两种: 一种为细胞外

途径, 由肝细胞表面的受体介导; 另一种为细胞

内途径, 主要由线粒体损伤介导, 但具体分子机

制并不清楚. 
肝脏是体内最大的代谢器官, 线粒体是肝

细胞代谢的核心. 线粒体是高度动态的细胞器, 
他们在细胞内彼此连接呈三位网络状. 同时, 线
粒体在细胞内发生着频繁的融合与分裂, 线粒

体融合对线粒体正常功能的发挥具有非常重要

的作用. Mfn2是我国学者陈光慧利用差异显示

技术得到的一个新基因, 在哺乳动物中, Mfn2对
于线粒体融合事件是必需的[9,10], 阻断Mfn2可导

致葡萄糖氧化的减少、细胞呼吸、线粒体的基

质渗漏和膜电位[11], Mfn2通过维持线粒体的网

状结构影响线粒体的新陈代谢. 我们研究发现, 
TNF-α可以显著抑制肝细胞Mfn2基因的转录与

表达, 并使LO2细胞线粒体从长管状或网状变成

小球形或点状, 而高表达Mfn2可以逆转线粒体

形态的破坏, 可见抑制Mfn2基因表达是TNF-α
诱导肝细胞线粒体形态变化的重要途径之一. 

线粒体的正常呼吸、生成ATP的功能对维

持组织器官功能和细胞结构的完整至关重要. 
ATP含量决定了细胞对应激的反应能力, 如果其

含量降低, 会导致细胞对应激的反应不足而引

起肝细胞的严重损伤. 因此组织中ATP的水平与

组织细胞功能状态及其生命力直接相关[12]. 而
线粒体功能障碍导致的ROS产生增加在人类各

■应用要点
本 研 究 发 现
TNF-α能显著下
调 肝 细 胞 M f n 2
的 表 达 ,  导 致 线
粒体融合障碍及
功 能 损 伤 ,  而 高
表达Mfn2能抑制
TNF-α对肝细胞
线粒体的破坏作
用, 为治疗TNF-α
所致的肝脏损伤
性疾病提供了新
的药物治疗靶点.

表  1  各组细胞ATP含量及ROS相对吸光度值 (mean±SD, 
n  = 20)

     
分组 ATP(µmol/g)        ROS(FI)

空白对照组 5.81±0.31 65.44±3.47

TNF-α+Mfn2转染组 5.70±0.22c 63.31±3.03c

TNF-α组 2.00±0.15a 80.68±4.02a

Mfn2转染组 7.01±0.27a 50.20±3.69a

aP<0.05 vs  空白对照组; cP<0.01 vs  TNF-α组.

图  3  LO2细胞线粒体荧光染色. A: 空白

对照组; B: TNF-α组; C: pEGFP-Mfn2转

染组; D: TNF-α+pEGFP-Mfn2转染组.

A B

C D
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种肝脏损伤性疾病中都能被观察到. 线粒体既

是ROS形成的主要部位, 也是ROS攻击的首要靶

点. ROS通过传递1个或2个电子, 氧化大分子物

质, 引起DNA损害、蛋白质和脂质等氧化和再

氧化损害[13]. 研究证实TNF-α能诱导各种类型细

胞ROS的生成[14-16], 该过程具体机制并不十分清

楚. 本实验结果显示, TNF-α能显著抑制肝细胞

ATP生成水平并大量诱导ROS生成, 但转染Mfn2
基因后能显著抑制这一过程, 说明TNF-α可通过

抑制Mfn2基因导致线粒体功能损伤. Chen等[9]发

现Mfn2表达缺失时细胞呼吸率下降, 进一步检

测发现呼吸链中复合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ的电子转移

率下降. 这种变化将导致ATP生成减少, 细胞内

能量障碍使还原性谷胱甘肽减少, 对ROS产物清

除能力下降, 使ROS水平升高. 本实验结果说明

Mfn2基因可能是TNF-α导致细胞ATP生成减少

及ROS水平升高的关键因子. 
总之, 通过实验我们发现TNF-α能显著下调

肝细胞Mfn2的表达, 导致线粒体融合障碍及功

能损伤, 而高表达Mfn2能抑制TNF-α对肝细胞

线粒体的破坏作用. 该结果揭示了TNF-α介导线

粒体损伤新的分子机制, 为治疗TNF-α所导致的

肝脏损伤性疾病提供了新的药物治疗靶点, 但
TNF-α是通过何种机制调控Mfn2基因表达尚有

待深入研究. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of fistular onion 
stalk extract on NF-κB expression and TNF-α 
secretion in steatotic HepG2 cells and to explore 
possible molecular mechanisms involved.

METHODS: HepG2 cells were induced with free 
fatty acids to create a cell model of hepatic ste-
atosis. Intracellular lipid droplets were detected 
by oil red O staining. Cell proliferation was de-
termined by MTT assay. The expression of NF-
κB mRNA and protein was detected by RT-PCR 
and Western blot, respectively. NF-κB activity 
was detected by electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA). TNF-α level was measured by 

ELISA.

RESULTS: After treatment with free fatty ac-
ids for 24 h, steatosis was successfully induced 
in HepG2 cells. Triglyceride (TG) content was 
significantly higher in model cells than in con-
trol cells (0.22 mmoL/L ± 0.03 mmoL/L vs 0.07 
mmoL/L ± 0.05 mmoL/L, P < 0.01). Treatment 
with different doses of fistular onion stalk ex-
tract significantly improved cell proliferation 
(0.35 ± 0.04, 0.38 ± 0.03, 0.43 ± 0.07 vs 0.29 ± 0.07, 
all P < 0.05 or 0.01). The levels of NF-κB mRNA 
and protein expression (1.10 ± 0.06 vs 0.67 ± 
0.06; 0.41 ± 0.03 vs 0.27 ± 0.04, P < 0.01) as well 
as TNF-α secretion (P < 0.01) were significantly 
higher in model cells than in control cells. Treat-
ment with different doses of fistular onion stalk 
extract significantly reduced the levels of the 
above parameters (0.97 ± 0.05, 0.94 ± 0.09, 0.88 ± 
0.08 vs 1.10 ± 0.06; 0.33 ± 0.06, 0.24 ± 0.06, 0.26 ± 
0.05 vs 0.41 ± 0.03; 65.38 ng/L ± 9.55 ng/L, 59.93 
ng/L ± 7.52 ng/L, 45.05 ng/L ± 9.22 ng/L vs 
76.92 ng/L ± 8.40 ng/L, all P < 0.05 or 0.01).

CONCLUSION: Fistular onion stalk extract has 
significant protective effects against steatosis in 
HepG2 cells possibly by inhibiting NF-κB ex-
pression and reducing TNF-α secretion.

Key Words: Fistular onion stalk extract; Steatotic 
cell; TongYang; Nuclear factor kappa B; Tumor ne-
crosis factor-alpha
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摘要
目的: 探讨葱白提取物影响脂肪变性肝细胞
NF-κB、TNF-α表达的分子机制. 

方法: 用游离脂肪酸诱导HepG2细胞, 油红O
染色观察细胞内的脂滴, 检测TG含量确定建
立肝细胞脂肪变模型; MTT检测细胞活性. RT-
PCR法和Western blot法分别检测NF-κB mRNA
和蛋白的表达, 电泳迁移率改变分析(EMSA)
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■背景资料
近年来, 随着我国
饮食结构和生活习
惯的改变, NAFLD
的患病率呈现日渐
增高的趋势, 成为
仅次于慢性病毒性
肝炎的第2大肝病, 
其对人体健康的危
害也越来越多. 因
此, 有效地预防及
治疗NAFLD具有
重大意义. 

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院消化内科



检测NF-κB活性; ELISA检测TNF-α含量.

结果: 游离脂肪酸诱导24 h后, 油红O染色显示
脂肪变性; 模型组TG含量较对照组显著升高, 
差异有统计学意(0.22 mmoL/L±0.03 mmoL/L 
vs  0.07 mmoL/L±0.05 mmoL/L, P <0.01). 葱
白提取物可明显改善细胞活性(0.35±0.04, 
0.38±0.03, 0.43±0.07 vs  0.29±0.07, P <0.05
或0.01); 模型组胞内NF-κB mRNA、蛋白的
表达及其活性均高于正常对照组, 差异有统
计学意(1.10±0.06 vs  0.67±0.06; 0.41±0.03 
vs  0.27±0.04, P <0.01), 同时上清TNF-α水平
显著上升(P <0.01); 而葱白提取物不同剂量
药物作用组的上述指标则低于模型组(0.97±
0.05, 0.94±0.09, 0.88±0.08 vs  1.10±0.06; 0.33
±0.06, 0.24±0.06, 0.26±0.05 vs  0.41±0.03; 
65.38 ng/L±9.55 ng/L, 59.93 ng/L±7.52 ng/L, 
45.05 ng/L±9.22 ng/L vs  76.92 ng/L±8.40 ng/L, 
P <0.05或0.01).

结论: 葱白提取物对脂肪变性肝细胞有明显
的保护作用, 其机制可能与抑制NF-κB表达降
低其活性及TNF-α分泌有关.

关键词: 葱白提取物; 脂肪变肝细胞; 通阳法; 核因

子κB; 肿瘤坏死因子α
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)是一种无过量饮酒史, 肝实质细胞脂肪

变性和脂肪贮积为特征的临床病理综合征. 目
前, NAFLD的发病率和早期诊断率逐年上升, 发
病年龄年轻化, 已成为全球性的公共卫生问题[1,2].
其发病机制较为复杂, 至今尚未完全明确, 多数

人认为与脂质代谢紊乱、胰岛素抵抗(insul in 
resistance, IR)、细胞因子, 氧应激及脂质过氧化

反应等因素密切相关. 葱白提取物是从葱科植

物细香葱成熟茎的下端葱白中提取的一类活性

成分. 前期研究表明[3], 华夏小葱制剂能改善脂

肪肝大鼠体内的脂质代谢, 对脂肪肝有一定的

防治作用. 本实验旨在观察葱白提取物对脂变

性HepG2细胞的核因子NF-κB mRNA和蛋白的

表达及其活性, 以及测定TNF-α含量水平, 初步

探讨葱白提取物对肝细胞脂质变性的防治作用

及其可能机制.

3458               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志  2010年11月18日  第18卷  第32期

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2, 购于华中科技大

学同济医学院. 胎牛血清(FBS)为四季青产品. 高
糖DMEM培养基为美国Gibco公司产品; 棕榈酸

(palmitate)、油酸(oleate)均为美国Sigma公司产

品. 油红O试剂盒, 为武汉谷歌生物技术有限公

司产品; TNF-α ELISA试剂盒为R&D公司产品. 
RNAout(TRIzol RNA提取试剂)为天泽基因工

程有限公司产品; ReverTra Ace-α-TM-RT-PCR 
Ki t为自东洋纺(上海)生物科技有限公司产品. 
PCR引物为武汉博洁公司产品. DNA Marker DL 
2000(TaKaRa)为武汉亚法公司产品. Taq DNA聚

合酶为MBI公司产品; 山羊抗人NF-κB多克隆抗

体为Santa Cruz公司产品, 兔抗山羊二抗为北京

中杉生物公司产品. 葱白提取物由武汉中西结

合医院制剂中心提供, 批号: 080304. 利用无菌

的基础培养液稀释葱白提取物, 使其终浓度分

别为0.05、0.1、0.25 g/L.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2细胞以0.25%胰酶/0.02% 
EDTA消化传代, 以含100 mL/L FBS的高糖

DMEM培养液在含50 mL/L CO2的37 ℃培养箱

中培养. 
1.2.2 造模及分组: HepG2细胞, 培养24-48 h, 细
胞铺满80%-90%. 分设正常组、模型组、药物

作用组(在前期无毒剂量范围确立3个剂量组). 
其中, 模型组加入游离脂肪酸(油酸∶棕榈酸浓

度为1∶0.5 mmol/L, 剂量参考文献[4]), 不同剂

量药物作用组分别添加0.05、0.1、0.25 g/L的
低、中、高剂量的葱白提取物与含游离脂肪酸

的培养基进行混合培养细胞, 培养24 h后收集上

清及细胞. 
1.2.3 油红O染色观察细胞内脂滴变化: 同上, 取
培养于6孔板培养内的各组盖玻片, 用PBS洗3
次. 按油红O试剂说明书进行染色, 明胶封片, 
HPIAS-1000型图像分析系统收集图像. 
1.2.4 细胞内TG的测定: 同上, 取培养于6孔板

培养内的各组细胞. 反复冻融裂解细胞, 3 000 
r/min离心10 min, 取上清, 送武汉中西结合医院

检验科用全自动生化仪检测. 
1.2.5 MTT细胞活性分析: 石分组处理后, 96孔培

养板各孔加MTT液10 μL(5 g/L), 37 ℃孵育4 h, 
倾去上清液, 然后每孔加入DMSO 150 μL, 振荡

10 min, 在酶标仪上570 nm处吸光度(A )值. 
1.2.6 RT-PCR技术检测肝细胞核因子NF-κB 
mRNA的表达: 同上, 收集各组细胞. 按TRIzol试
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■相关报道
Day等提出的以脂
代谢异常、细胞
因子、氧应激以
及脂质过氧化为
特色的“二次打
击”学说已被大
多数学者所接受.
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剂说明书提取各组细胞总mRNA电泳分析其完

整性, 测纯度, 定量, -70 ℃保存. 根据NF-κB基
因序列, 用primer 5.0软件设计扩增引物: NF-κB-
F-sense: 5'-CCTTTTCGACTACGCGGTGAC-3',  
NF-κB-R-anti-sense: 5'-GAATGGCATTCAGA
CCGTCCC-3', 扩增片段大小为422 bp. 内参

GAPDH113引物为: GAPDH113-sense: 5'-CATG
AGAAGTATGACAACAGCCT-3', GAPDH113-
anti-sense: 5'-AGTCCTTCCACGATACCAAAG
T-3', 扩增片段大小为113 bp. 采用ReverTra Ace-
α-TM-RT-PCR Kit逆转录试剂盒, 按操作说明将

组织总RNA中的mRNA逆转录成cDNA, 再进行

PCR扩增,  扩增参数: 95 ℃预变性5 min, 95 ℃ 
20 s→57.5 ℃ 20 s→72 ℃ 30 s, 共35个循环,  
72 ℃延长3 min. 电泳结果用Quantity One(美国

Bio-Rad公司)分析系统进行电泳条带光密度分

析, 计算目的产物NF-κB和内参照GAPDH113吸
光光度值的比值来反映其相对含量. 
1.2.7 Western blot技术检测肝细胞NF-κB蛋白的

表达: 同上, 提取各组细胞总蛋白, 细胞核裂解

液裂解, 取20 μL裂解样品液, 进行SDS-PAGE蛋
白电泳, 表达产物电转移至硝酸纤维素膜上, 进
行Western blot反应, 通过BandScan 5.0软件对

杂交图进行分析, 以β-actin作为定量Marker, 20 
pmol为定量单位.
1.2.8 电泳迁移率改变分析检测NF-κB活性: 电
泳迁移率改变分析(electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA)检测参照试剂盒说明书进行, 提取

细胞核内容物, 并检测NF-κB的活性. 同步检测

上述各组细胞核蛋白与Biotin标记的NF-κB序列

探针(sense 5'-BIOTIN-…TAGCATATGCTA…-3', 
anti-sense 3'-…ATCGTATACGAT…-BIOTIN-5', 
各0.2 mol/L)的结合活性; 同时, 通过采用无标

记的NF-κB(sense 5'-…TAGCATATGCTA…-3', 
anti-sense 3'-…ATCGTATACGAT…-5')的特异性

竞争实验, 进行葱白提取物对NF-κB与DNA结合

抑制作用的特异性分析. 应用BandScan 5.0对所

形成的特异性产物条带计算积分光密度分析. 以
葱白提取物作用组与阴性对照组的结合条带IA
的比值表示葱白提取物作用组的相对结合活性. 
1.2.9 检测各组培养上清中TNF-α含量: 收集各

组在培养箱中培养24 h后的培养上清, 用人TNF-α 
ELISA试剂盒分别检测其中TNF-α的浓度. 

统计学处理 所有数据均用SPSS14.0软件包

进行统计学分析. 计量资料以mean±SD表示. 组
间比较采用t检验.

2  结果

2.1 镜下形态观察和油红O染色结果 正常组细胞

边缘清晰, 呈多角形排列呈铺路石样, 细胞间结

合紧密, 无缝隙. 油红O染色示细胞边缘清晰, 核
大, 细胞内少见橘红色脂滴聚集; 模型组细胞边

缘清晰, 大部分多角形, 有些细胞变圆, 细胞间

结合欠紧密. 油红O染色示细胞内橘红色脂滴较

多, 部分细胞内脂滴成环状位于细胞膜内侧, 可
见较大的脂滴. 表明成功建立了肝细胞脂肪变

性模型(图1).
2.2 游离脂肪酸对胞内TG含量的影响 培养24 h
后, 游离脂肪酸使细胞内TG含量明显增加(0.22 
mmoL/L±0.03 mmoL/L vs  0.07 mmoL/L±0.05 
mmoL/L, P <0.01).
2.3 脂肪变性细胞的活性 模型组存活率较正

常组明显降低(A值: 0.29±0.07 vs  0.56±0.10, 
P <0.01), 葱白提取物可减轻细胞内脂毒性; 加
药物组细胞活性较模型组明显增高(A值: 0.35
±0.04, 0.38±0.03, 0.43±0.07 vs  0.29±0.07, 
P <0.05或0.01), 高剂量组明显强于中、低剂量组

(P <0.01). 
2.4 不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞NF-
κB mRNA表达的影响 抽提各组细胞总RNA, 应

A B

图  1  不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞脂肪沉积的影响(油红O染色×400). A: 正常对照组; B: 模型组.

■创新盘点
本课题通过体外实
验, 揭示细胞能量
代谢障碍与“阳气
不通”的关系, 阐
明葱白提取物抗
NAFLD的通阳作
用机制, 体现了中
草药在防治脂肪肝
上的优势.
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用荧光半定量RT-PCR检测各组NF-κB mRNA
水平变化(图2). 正常对照组, 模型组, 低、中、

高浓度各剂量组CT值分别为0.67±0.06, 1.10±
0.06, 0.97±0.05, 0.94±0.09, 0.88±0.08. 将各药

物作用组与模型组、阴性对照组(以PBS代替模

板DNA)比较差异有统计学意义(P <0.05或0.01), 
表明葱白提取物能降低脂肪变性细胞NF-κB的

mRNA的表达.
2.5 不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞NF-κB
蛋白表达的影响 由图3可知, 各组均可见β-actin
略下方清晰杂交带. 将杂交带进行BandScan 5.0
软件分析, 正常对照组, 模型组, 低、中、高浓

度各组CT值NF-κB分别为0.27±0.04, 0.41±
0.03, 0.33±0.06, 0.24±0.06, 0.26±0.05, 将药物

作用各组与模型组比较, 表明葱白提取物能降

低脂肪变性细胞NF-κB的蛋白表达.

2.6 EMSA检测各组细胞NF-κB活性 通过EMSA
实验发现, 竞争性抑制实验中过量未标记的NF-
κB冷探针可完全抑制NF-κB的DNA结合, 阳性

对照出现特异的DNA结合条带, 提示该条带为

NF-κB与DNA特异性探针结合而形成. 用葱白

提取物处理组的DNA结合条带减弱, 说明其细

胞核提取物NF-κB的DNA结合活性将低, 并随

着药物浓度的增高而降低. 空白对照组在电泳

图中部出现的一条较强的DNA结合条带, 说明

HepG2细胞核提取物NF-κB的DNA结合活性较

高(图4, 5).
2.7 各组培养上清中TNF-α水平 经游离脂肪酸刺

激后, 细胞上清TNF-α水平明显增高(76.92 ng/L±
8.40 ng/L vs  51.80 ng/L±10.15 ng/L), 各剂量组

能明显抑制TNF-α含量的升高(65.38 ng/L±9.55 
ng/L, 59.93 ng/L±7.52 ng/L, 45.05 ng/L±9.22 
ng/L vs  76.92 ng/L±8.40 ng/L, P <0.05), 以高剂

量组降低最明显(P <0.01). 

3  讨论

随着人们生活水平的提高, 饮食结构的变化, 检
测手段的提高, 肥胖、糖尿病、高脂血症等多

种疾病发病率增加, NAFLD发病率呈逐年上升

趋势. NAFLD包括单纯性脂肪肝、非酒精性脂

肪性肝炎、脂肪性肝纤维化和脂肪性肝硬化4
个病理过程. NAFLD的发病机制较为复杂, 至今

尚未完全明确, Day等[5]提出的以脂代谢异常、

■应用要点
本研究证实葱白
提 取 物 可 通 过
抑制NF-κB表达
降 低 其 活 性 及
TNF-α分泌来保
护肝脏, 有助于进
一步明确其作用
范围, 推广其在临
床上的应用.

图  3  不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞对NF-κB蛋白表达

的影响. A: NF-κB; B: β-actin. 1: 正常对照组; 2: 模型组; 3: 低

剂量组; 4: 中剂量组; 5: 高剂量组; M: Marker.
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细胞因子、氧应激(oxidative stress)以及脂质过

氧化为特色的“二次打击”学说已被大多数学

者所接受. 
本实验使用油酸软脂酸2∶1比例成功复制

了非酒精性肝细胞脂变模型. 实验模型组通过

游离脂肪酸刺激后TG显著高于正常组, 胞质内

脂滴明显增多, 提示该模型存在脂肪变性、肝

损伤. 葱白提取物能显著降低模型组细胞脂肪

沉积, 提示其防治脂肪肝的作用机制与通过降

低肝脏游离脂肪酸含量, 降低内源性TG的合成, 
改善脂质代谢, 降低游离脂肪酸毒性有关. 在细

胞活性实验中, 我们也发现葱白提取物可减轻

细胞内脂毒性, 增强细胞的活性. 
中医学中并无脂肪肝这一病名, 根据其形

态特点属于“肝着”、“肝胀”、“肝积”一

类, 根据其临床表现, 可将其归属于“胁痛”、

“痞满”等范畴, 根据其病因病机则可命名为

“痰浊”、“瘀血”, 若有饮酒史, 还可根据病

情发展归为“伤酒”、“酒瘀”等[6]. 武汉市第

一医院张介眉教授在积累了长期的临床实践经

验, 并进行了大量的理论研究之后, 在总结古今

医家经验的基础上, 提出了“阳气不通”致病

理论, 用“通阳”法治疗脂质代谢异常收到明

显的效果, 为脂肪肝的防治提供了很好的研究

思路. 以中医“阳气不通”理论指导下, 临床上

运用通阳中药葱白制剂防治脂肪肝, 取得满意

疗效. 前期研究表明[7], 葱白提取物对NAFLD模

型大鼠具有降低TG、胆固醇, 改善肝脏活性氮

的作用. 本研究结果显示, 鲜葱白提取物能显著

抑制细胞内含量, 细胞内脂滴明显减少. 说明葱

白提取物显著抑制了细胞内沉积, 明显改善细

胞脂肪变性. 
NF-κB是与氧化应激、细胞因子相关的真

核细胞转录因子, 可调控多种促炎因子基因的

表达, 作用十分广泛, 我们推测在其在NAFLD
发病中发挥着重要作用. TNF-α和氧应激等细

胞因子通过激活NF-κB抑制蛋白(inhibition NK-
κB, IκB)激酶β(IκB kinase β, IKKβ)使IκB降解, 
从而活化NF-κB和IKKβ-TNFα循环的自身增强, 
促进胰岛素受体底物(insulin receptor substrate, 
IRS)、磷脂酰肌醇-3激酶信号障碍和慢性氧应

激等损害[8-10]. 在我们室验中, 我们发现: 模型组

中NF-κB表达增强, 伴TNF-α水平的增高. 在药

物作用组中, 葱白提取物干预后的脂肪变性细

胞脂肪沉积减轻, NF-κB表达及TNF-α水平也随

着降低. 实验中我们还发现, 肝癌细胞NF-κB的
基础表达较高, 而文献报道的正常细胞NF-κB 
的基础表达活性较低[11,12]. 提示肝癌细胞的非正

常生长可能与NF-κB信号通路的异常有关, 这有

待进一步研究. 
由此, 我们得出抑制NF-κB表达及TNF-α活

化是葱白提取物防治脂肪肝和脂肪性肝炎的重

要机制之一, 能够抑制游离脂肪酸的脂毒性, 从
而抗肝细胞脂肪变性和改善细胞能量代谢障碍, 
显著减轻机体内脂质过氧化损伤以及细胞因子

损伤的程度, 保护肝细胞, 对脂肪肝具有良好的

防治作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes in the percent-
ages of lymphocyte subsets in the peripheral 
blood of patients with esophageal carcinoma 
and to analyze their relationship with survival.

METHODS: Flow cytometry was used to exam-
ine the subgroups of lymphocytes (CD3+, CD4+, 
CD8+, CD4+/CD8+, CD19+, CD25+, CD44+ and 
NK cells) in the peripheral blood of 171 esopha-
geal carcinoma patients without any therapy 
and 96 healthy controls. The clinical and follow-
up data for each patient were collected and sub-
jected to Kaplan-Meier analysis.

RESULTS: The percentages of CD3+, CD4+, 
CD8+ and CD19+ lymphocytes in the peripheral 

blood of patients with esophageal cancer were 
significant lower than those in healthy controls 
(66.28 ± 12.46 vs 73.32 ± 7.65, 37.84 ± 11.16 vs 
39.74 ± 6.51; 21.93 ± 10.06 vs 28.68 ± 4.83; 6.57 
± 4.75 vs 7.91 ± 2.98, all P < 0.05). The percent-
ages of CD4+/CD8+, CD25+, CD44+ lymphocytes 
and NK cells were significant higher in patients 
with esophageal cancer than in healthy controls 
(2.18 ± 1.35 vs 1.44 ± 0.42; 26.82 ± 9.39 vs 17.10 ± 
5.21; 67.53 ± 16.33 vs 45.81 ± 13.50; 24.07 ± 12.83 
vs 17.10 ± 8.00, all P < 0.05). The percentages of 
lymphocyte subsets in the peripheral blood of 
esophageal cancer patients had no significant as-
sociation with tumor stage, differentiation and 
lymph node metastasis (all P > 0.05). The mean 
survival time of patients with lower percentage 
of CD44+ lymphocytes was significantly higher 
than that of patients with higher percentage of 
CD44+ lymphocytes (20.32 mo ± 3.01 mo vs 11.50 
mo ± 0.98 mo, P < 0.05). There is no significant 
difference in the survival between patients with 
low and high percentage of CD8+ lymphocytes.

CONCLUSION: There is a significant correlation 
between the percentage of CD44+ lymphocytes 
and survival in patients with esophageal carci-
noma. Decreased percentage of CD44+ lympho-
cytes in the peripheral blood is associated with a 
remarkable survival advantage in patients with 
esophageal carcinoma.

Key Words: Esophageal carcinoma; Lymphocyte 
subset; CD44+; Prognosis

Wang CC, Ling ZQ, Mao WM. Decreased percentage of 
CD44+ lymphocytes in the peripheral blood correlates 
with a remarkable survival advantage in patients with 
esophageal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2010; 18(32): 3462-3466

摘要
目的: 研究食管癌患者外周血淋巴细胞亚群
的变化及其与预后的关系. 

方法: 用流式细胞仪检测171例食管癌首诊
患者外周血的淋巴细胞亚群CD3+、CD4+、

CD8+、CD4+/CD8+、CD19+、CD25+、CD44+

®

■背景资料
肿瘤是一种全身
性疾病, 机体的免
疫状况与肿瘤的
发生、发展、转
移和预后密切相
关. T淋巴细胞亚
群、B 淋 巴 细 胞
和NK细胞的功能
变化已经成为评
价人体免疫功能
的重要指标, 业已
成为临床肿瘤学
研究的热点. 大量
文献报道了头颈
鳞癌、乳腺癌、
结 肠 癌 、 宫 颈
癌、卵巢癌及肝
癌等患者外周血
淋巴细胞亚群改
变及其临床意义, 
但有关食管癌的
研究鲜有报道.

■同行评议者
陈洪, 副教授, 东
南大学附属中大
医院消化科
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及NK细胞, 与正常参考值(健康体检96例)对
照, 并结合临床及随访资料进行Kaplan-Meier
分析. 

结果: (1)与健康对照组相比, 食管癌患者淋
巴细胞亚群8项指标均呈显著性差异. 表现
CD3+、CD4+、CD8+及CD19+明显低于健康
对照组(66.28±12.46 vs  73.32±7.65, 37.84±
11.16 vs  39.74±6.51; 21.93±10.06 vs  28.68±
4.83; 6.57±4.75 vs  7.91±2.98, P <0.05); CD4+/
CD8+、CD25+、CD44+及NK细胞明显高于健
康对照组(2.18±1.35 vs  1.44±0.42; 26.82±
9.39 vs  17.10±5.21; 67.53±16.33 vs  45.81±
13.50; 24.07±12.83 vs  17.10±8.00, P <0.05). 
食管癌患者淋巴细胞亚群与分化程度、淋巴
结转移及病理分期均无关(P >0.05); (2)CD44+

表达低于健康对照者, 平均存活时间高于健
康对照者, 有显著性差异(20.32 mo±3.01 mo 
vs  11.50 mo±0.98 mo, P <0.05). 但对于不同的
CD8+表达水平来说, 患者生存无显著性差异.

结论: 食管癌患者外周血淋巴细胞亚群普遍
发生显著性变化, CD44+的表达与患者预后明
显相关, CD44+低表达具有显著的生存优势.

关键词: 食管癌; 淋巴细胞亚群; CD44+; 预后
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0  引言

食管癌总体上预后不佳, 近10年的研究发现食

管癌常伴有机体免疫机能低下和紊乱. 已有众

多的学者报道了不同病理分期食管癌的3年及5
年生存率, 鲜有外周血的免疫学指标与预后关

系的报道. 本研究用流式细胞仪检测食管癌首

诊患者的淋巴细胞亚群CD3+、CD4+、CD8+、

CD4+/CD8+、CD19+、CD25+、CD44+及自然杀

伤(natural killer, NK)细胞, 与正常参考值对照, 
并结合临床病理及随访资料进行分析. 试图寻

找淋巴细胞亚群与患者预后的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-08/2010-05在浙江省肿瘤医

院住院治疗的食管癌首诊患者171例, 所有病例

抽血化验前均未行放、化治疗, 并均经胃镜活

检证实诊断为食管鳞癌. 患者年龄38-86(平均年

龄63.26)岁, 男154例, 女17例. 其中34例患者经

手术治疗并有相应的术后病理结果, 137例患者

因肿瘤位置高或局部晚期等原因未手术治疗、

而行放化疗. 未手术者取影像学分期, 以96名健

康成年人作为对照组. 随访截止日期2010-05-31, 
失访2例. 肿瘤分期根据胸腹部CT、腹腔及锁

骨上B超及手术后病理结果采用UICC 2002版
的TNM分期标准, 其中Ⅰ期2例、Ⅱ期27例、

Ⅲ期41例、Ⅳ期54例; 没有分期资料47例. 淋巴

结阴性27例、阳性84例(其中远处转移35例), 无
法确定是否有淋巴结转移的60例. 未分化、低

分化、中低分化及低未分化30例、中分化及

中高分化65例、高分化4例、分化程度未知的

72例. 美国Becton Dickinson公司FACS Calibur
流式细胞仪, 采用美国Becton Dickinson公司配

套的淋巴细胞亚群检测试剂盒(Smultest IMK-
Lymphocyte), 试剂盒中的双色荧光抗体是异硫

氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, FITC)和
藻红蛋白(phycoerythrin, PE)标记的鼠抗人单克

隆抗体(Catalog No. 340182).
1.2 方法 171例患者和健康对照组于入院进行治

疗之前清晨空腹抽静脉血2 mL, EDTA钾盐抗凝. 
获得标本后立即送检. 真空灭菌注射器采集血

液2 mL, 用肝素抗凝, 2 h内送达实验室. (1)用加

样枪在流式试管内加相应单抗20 µL; (2)加入肝

素抗凝的待测血浆100 µL; (3)混匀后室温避光

30 min使样品与试剂充分反应; (4)加2 mL溶血

素2次震荡混匀, 再室温避光5 min后, 1 200 r/min
离心5 min; (5)倒去上清后加PBS震荡混匀, 1 200 
r/min离心5 min倒去上清; (6)加固定液300 µL, 
震荡混匀后上机. 流式细胞仪分析使用Couter公
司配套的SystemⅡ系统软件数据处理系统. 先进

行光路流路的较准, 较准后进行荧光补偿, 然后

上样本检测. 
统计学处理 检测结果以mean±SD表示. 利

用SPSS17.0处理试验结果, 两组之间均数比较采

用独立样本的双侧t检验, P <0.05为有显著性差

异; 生存分析中, 淋巴细胞亚群8项指标均以健康

参考值为界分为两组, 进行Kaplan-Meier分析.

2  结果

与健康对照组相比, 食管癌患者淋巴细胞亚群8
项指标均呈显著性差异(P <0.05). 表现为CD3+%
总T淋巴细胞、CD4+%辅助T淋巴细胞、CD8+%
细胞毒T淋巴细胞及CD19+%B淋巴细胞明显低

于健康对照组; CD4+/CD8+比值、NK%细胞、

CD25+%白介素2受体及CD44+%黏附分子明显

高于健康对照组(表1). 而Ⅰ/Ⅱ期与Ⅲ/Ⅳ期相

■相关报道
胡振东等在1997
年 首 次 报 道 了
CD8+降低与恶性
肿瘤转移有关, 推
测肿瘤转移患者
的CD8+降低可能
是循环血中CD8+ 
Tc减少, 导致对肿
瘤细胞杀伤功能
降低, 瘤块释放到
血中的肿瘤细胞
得以存活而引起
血行转移.
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比、淋巴结阴性与淋巴结阳性相比、低/未分化

与中/高分化相比, 食管癌患者淋巴细胞亚群8项
指标均无显著性差异(P >0.05). 

CD44+%黏附分子表达低于健康对照者有

显著生存优势(P  = 0.024), 而其余7项指标与患

者预期生存无关(P >0.05, 表2, 图1).  

3  讨论

肿瘤免疫是一个复杂的过程, 恶性肿瘤患者往

往免疫功能状态紊乱和低下, 发挥免疫功能的

淋巴细胞约占白细胞总量的20%, 可分为T、B
淋巴细胞、NK细胞、巨噬细胞和树突状细胞. 
通常采用单克隆抗体来分析细胞表面抗原分子, 
并对其分化群进行了定义, 用CD来描述白细胞

表面抗原的不同成分, T淋巴细胞及表面抗原主

要包括CD4+、CD8+、CD3+, B淋巴细胞及表面

抗原主要包括CD19+、CD20+, NK细胞及表面抗

原主要包括CD16+、CD56+, CD25+属活化淋巴

细胞, CD44+为黏附分子. 
绝大多数研究认为肿瘤患者的C D8+ T淋

巴细胞升高, CD4+/CD8+下降, 而本研究结果恰

恰相反, 是CD8+ T淋巴细胞下降, CD4+/CD8+上

升. 众所周知, CD8+ T细胞从功能上表现为杀伤

性T(cytotoxic T lymphocyte, Tc或CTL)与抑制性

T(supressor T cell, Ts)淋巴细胞两种. CD8+ Tc被
公认为是抗肿瘤的主要效应细胞, 而CD4+的辅

助性T淋巴细胞(helper T cell, TH)细胞亚群则被

认为与机体产生特异性抗肿瘤免疫有关, 如致

敏的TH细胞再次接触肿瘤细胞时, 通过表面特

异性受体识别并结合癌细胞表面抗原, 产生一

系列淋巴因子, 并激活其他效应细胞Tc细胞、

巨噬细胞、NK和B淋巴细胞等共同发挥其抗肿

表  1  各组淋巴亚群均值

     
分组 样本(n )    CD3+    CD4+    CD8+ CD4+/CD8+ NK细胞  CD19+   CD25+  CD44+

对照组    96 73.32±

  7.65a

39.74±

  6.51a

28.68±

  4.83a

  1.44±

  0.42a

17.10±

  8.00a

7.91±

2.98a

17.10±

  5.21a

45.81±

13.50a

食管癌组  171 66.28±

12.46

37.84±

11.16

21.93±

10.06

  2.18±

  1.35

24.07±

12.83

6.57±

4.75

26.82±

  9.39

67.53±

16.33
    Ⅰ/Ⅱ期    29 67.18±

12.82

39.57±

10.37

22.79±

  9.84

  2.18±

  1.46

22.64±

12.59

7.14±

5.11

29.00±

  8.76

63.07±

18.28
    Ⅲ/Ⅳ期    95 66.06±

12.53

36.48±

10.79

23.27±

10.80

  1.99±

  1.23

25.14±

12.99

5.86±

3.97

25.5±

  9.77

68.04±

15.36
    淋巴结阴性    27 68.48±

14.63

39.33±

11.68

24.15±

  9.73

  1.98±

  1.31

20.74±

14.39

7.00±

5.45

28.52±

10.17

61.81±

21.43
    淋巴结阳性    84 66.00±

12.29

37.08±

10.46

23.13±

10.77

  2.02±

  1.22

25.07±

12.89

6.18±

4.13

26.45±

10.03

68.79±

14.26
    低/未分化    30 64.5±

11.30

36.63±

11.08

21.23±

10.65

  2.34±

  1.73

26.9±

11.15

6.13±

2.85

26.47±

  6.31

70.40±

14.54
    中/高分化    69 67.08±

13.48

37.97±

12.23

23.25±

10.34

  2.03±

  1.29

23.49±

13.63

6.32±

4.46

28.13±

11.52

66.75±

16.17

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  平均存活时间对比

     
淋巴细胞                 平均存活时间(mo)  

P 值
亚群 检测值<对照组 检测值>对照组

CD3+ 12.07±1.13 13.60±1.80 0.50

CD4+ 11.01±1.20 14.30±1.51 0.12

CD8+ 12.19±1.07 13.66±2.16 0.47

NK细胞 14.36±1.79 11.59±1.12 0.25

CD19+ 12.98±1.15 11.25±1.68 0.29

CD25+ 11.88±2.08 12.59±1.06 0.92

CD44+ 20.32±3.02 11.50±0.98 0.02

图  1  CD44+生存曲线.
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■创新盘点
本研究用流式细
胞仪检测食管癌
首诊患者的淋巴
细胞亚群CD3+、
C D 4 +、C D 8 +、
C D 4 + / C D 8 +、
CD19+、CD25+、
CD44+及NK细胞, 
研究食管癌患者
淋巴细胞亚群的
变化规律, 并研究
淋巴细胞亚群与
患者预后的关系.
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瘤效应. 胡振东等[1]在1997年首次报道了CD8+

降低与恶性肿瘤转移有关, 推测肿瘤转移患者

的CD8+降低可能是循环血中CD8+ Tc减少, 导致

对肿瘤细胞杀伤功能降低, 瘤块释放到血中的

肿瘤细胞得以存活而引起血行转移. 本研究比

较了淋巴结阴性与淋巴结阳性患者的CD8+ Tc
细胞, 并无显著性差异, 有可能在食管癌患者中

CD8+ Tc减少占主导地位. Olioso等[2]报道进展

性淋巴瘤、转移性肾癌、肝细胞癌在经细胞因

子诱导的杀伤细胞治疗后CD8+上升, 提示在初

始状态下CD8+是下降的, 与本研究相一致. 但作

者并未阐述CD8+在体内的免疫作用机制. 可见

CD8+ T淋巴细胞在抗肿瘤效应中机制不明, 尚
需进一步研究. 本研究中, 其他6项指标的改变

与众多报道一致[3-7], 不加赘述. Patel等[8]研究发

现人乳头状瘤病毒存在免疫逃避, CD4+在早期

宫颈癌占主要地位, CD8+在进展期宫颈癌占主

要地位, 可见淋巴细胞亚群的多因子联合检测

才能完整反映机体的免疫状态. 
本研究比较了不同分期、不同分化程度

及淋巴结转移与否的食管癌外周血淋巴细胞

亚群, 发现上述8项指标均无显著性差异. 这一

结果与多数报道不完全一致. 秦子敏等[9]报道

外周血T淋巴细胞亚群CD3+、CD4+、CD8+、

CD4+/CD8+比值这4项指标与食管癌淋巴结微

转移均显著相关, 有微转移组CD3+、CD4+水平

及CD4+/CD8+比值明显低于无微转移组, CD8+

水平明显高于无微转移组, 差异均有统计学意

义(均P <0.05). 沈玉光等[10]报道早期(0、Ⅰ期)食
管癌、贲门癌患者和健康对照组之间T淋巴细

胞各亚群相比没有统计学差异; 中、晚期( Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ期)食管癌、贲门癌患者和健康对照组相

比, CD4+明显降低(P  = 0.023); CD8+则明显升高

(P  = 0.021); CD4+/CD8+较正常有所下降, 但是没

有显著性差异; 淋巴结阴性患者和淋巴结阳性

患者比较T淋巴细胞各亚群没有明显差异. 可见, 
淋巴细胞亚群与肿瘤分期、分化程度、淋巴结

转移的关系目前尚无定论, 值得进一步研究. 
在本研究中, CD44+%黏附分子表达低于健

康对照者, 有显著生存优势(P  = 0.024), 而其余7
项指标与患者预期生存无关(P >0.05). 

C D44+指白细胞分化抗原分化簇第44号, 
存在于人类CD44基因位于11号染色体短臂上, 
CD44基因的外显子按表达方式分为2种类型: 
仅含组成型外显子的CD44转录子, 称为标准型

CD44(standard CD44, CD44S), 另一种是V区变

异型外显子, 含有V区外显子的CD44转录子统

称为CD44拼接变异体(CD44 alternative splice 
variant, CD44V). CD44蛋白的主要功能可归纳

为: (1)介导淋巴细胞与毛细血管后小静脉中的

高柱状内皮细胞结合, 使淋巴细胞穿过血管壁

回到淋巴组织; (2)参与淋巴细胞的激活过程; (3)
与细胞外基质中的透明质酸、层粘连蛋白等基

质分子结合; (4)能与细胞骨架蛋白结合, 参与细

胞伪足形成, 并与细胞的迁移运动有关. CD44与
肿瘤浸润转移关系的研究已有大量报道[11-13]. 已
在人类各种恶性肿瘤的研究中发现CD44S普遍

存在, CD44V在恶性肿瘤组织中阳性表达率高

低不一但阳性表达者较易发生脉管浸润和远处

转移, 本研究恰好从预后的角度印证了CD44的
上述特点. 

Nozoe等[14]及Cho等[15]报道CD4+、CD8+与

食管癌患者的生存有关, 具有高百分比CD4+、

CD8+细胞的患者生存率高. 从免疫学观点看, 抗
肿瘤免疫是整个免疫系统的协同作用, 各种免

疫组分的免疫细胞会随着免疫状态的改变而发

生变化, 联合多因子检测才能较完整的反映机

体的免疫状态. 
本实验报道了食管癌患者会出现CD8+降低, 

并且报道了CD44+黏附分子低表达者有显著生

存优势. 有望为临床治疗策略提供一些帮助.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of phosphor-
ylated focal adhesion kinase (p-FAK) and paxil-
lin in gastric adenocarcinoma and to analyze 
their clinical significance.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of p-FAK and paxillin 
in 85 gastric adenocarcinoma specimens and 20 
normal gastric specimens.

RESULTS: The positive rates of both p-FAK 
and paxillin expression in gastric carcinoma 
were significantly higher than those in normal 
gastric tissue (47% vs 5%; 70% vs 30%, both P < 
0.05). Both p-FAK and paxillin expression was 
related to tumor differentiation, invasion depth, 
lymph node metastasis and clinical stage (all P < 
0.05), but not to age and gender (both P > 0.05). 
A positive correlation was also noted between 
the expression of p-FAK and paxillin in gastric 
carcinoma (r = 0.505, P < 0.05).

CONCLUSION: P-FAK and paxillin play signifi-
cant roles in the development and progression 

of gastric adenocarcinoma. Expression of p-FAK 
and paxillin can be used as useful parameters for 
clinical assessment of tumor biological behavior 
and prognosis in patients with gastric adenocar-
cinoma.

Key Words: Focal adhesion kinase; Paxillin; Gastric 
adenocarcinoma; Immunohistochemistry

Li SL, Wang J, Yang LM, Liu L. Significance of expression 
of p-FAK and paxillin in gastric adenocarcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3467-3470

摘要
目的: 研究磷酸化黏着斑激酶(focal adhesion 
kinase, FAK)和桩蛋白(Paxillin)在胃腺癌及正
常组织中的表达及其临床意义.

方 法 :  应 用 免 疫 组 织 化 学 S P 法 分 别 检 测
P-FAK和Paxillin在85例胃腺癌及20例正常组
织中的表达, 采用Spearman分析二者之间表
达的相关性.

结果: P-FAK和Paxi l l in在胃腺癌组织中的
表达明显高于正常组织(47% vs  5%; 70% vs  
30%, 均P <0.05), 且与胃腺癌分化程度、浸润
深度、淋巴结转移及临床分期有关(P <0.05), 
与年龄和性别无关(P >0.05); 胃腺癌组织中
P-FAK和Paxillin的表达升高, 呈协同关系(r  = 
0.505, P <0.05).

结论: P-FAK和Paxillin在胃腺癌的发生、发
展、转移及预后中发挥重要作用, 可考虑作为
胃腺癌临床评价肿瘤生物学行为及评估预后
的指标.

关键词: 黏着斑激酶; 桩蛋白; 胃腺癌; 免疫组织化学

李山林, 王进, 杨丽敏, 刘丽. 磷酸化FAK、Paxillin在胃腺癌中的
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0  引言

胃癌是在世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 
我国每年新发胃癌患者约40万例. 因此研究胃
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■背景资料
胃癌是世界范围
内最常见的恶性
肿 瘤 之 一 ,  其 恶
性程度高、病变
进展快. 因而, 需
要有更好的检测
手段来评价胃腺
癌的生物学行为
及 其 预 后 ,  指 导
治疗.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



癌细胞的发生、发展、黏附、迁移的分子学机

制, 用来指导临床显得极为重要. 最近发现磷

酸化黏着斑激酶(phosphorylated focal adhesion 
kinase, P-FAK)和桩蛋白(Paxillin)在胃腺癌、胰

腺癌、结肠癌等恶性肿瘤的增殖、浸润和转移

过程中发挥着极其重要的作用[1]. 目前, P-FAK
和Paxillin在胃腺癌中表达的研究国内尚无报道, 
本文采用免疫组织化学SP法检测P-FAK和Paxil-
l in在胃腺癌及正常组织的表达, 观察其与临床

病理参数的关系, 旨在探讨其与胃腺癌细胞的

发生、浸润和转移的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第一附属医院病理科

2008-01/2009-12经病理证实为胃腺癌的手术切

除标本85例, 患者术前均未接受化学、放射治

疗及免疫治疗. 其中男63例、女22例, 中位年龄

55.5岁. TNM分期: Ⅰ期15例, Ⅱ期20例, Ⅲ期22
例, Ⅳ期28例; 病理分型: 高分化腺癌10例, 中分

化腺癌40例, 低分化腺癌35例; 浸润深度未超过

浆膜层者40例, 超过浆膜层者45例; 伴淋巴结转

移者50例, 不伴淋巴结转移者35例; 同期手术标

本20例正常胃组织作为对照组. P-FAK(Y397)多
克隆抗体来自Bioworld科技股份有限公司; 鼠抗

人Paxillin单克隆抗体购自美国纽马克有限公司; 
即用型SP试剂盒、DAB显色试剂盒及EDTA抗

原修复液均购自北京中杉金桥有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 P-FAK和Paxillin的检测: 严格按免疫组织

化学SP说明书操作, 以已知P-FAK(Y397)、Pax-
illin阳性胃腺癌组织切片作阳性对照, 以PBS代
替一抗作为阴性对照. Paxillin, P-FAK(Y397)一
抗工作浓度均为1∶50.
1.2.2 结果判定: (1)Paxillin染色阳性信号定位于

细胞质或细胞膜上, 高倍镜下随机观察5个视野, 
每个视野计数200个细胞, 共计1 000个, 以细胞

无棕黄色或与背景一致的浅棕黄色为阴性细胞, 
细胞中出现明显棕黄色颗粒为阳性细胞. 计算

每张切片阳性细胞百分率, 根据Speiser[2]的判定

标准: 切片中阳性细胞数<10%为阴性片, ≥10%
为阳性片. (2)P-FAK免疫组织化学阳性产物呈

棕黄色细颗粒状, 定位于细胞质内, 局限性表达

于肿瘤浸润面. 参照文献[3]进行判定: 计数500
个细胞, 按照染色强度计分, 0分为无色, 1分为

淡黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕褐色. 按阳性细

胞所占百分比计分: 0分为无阳性细胞, 1分为阳
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性细胞≤10%, 2分为阳性细胞12%-50%, 3分为

阳性细胞51%-75%, 4分为阳性细胞>75%. 染色

强度与阳性细胞计分乘积0-2分计为(-), 3-5分计

为(+), 6-9分计为(++), 10-12分计为(+++).
统计学处理 数据采用SPSS13.0软件进行分

析处理, 组间比较采用χ2检验, 各指标间的相关

性研究采用Spearman相关性分析, 检验水准为α 
= 0.05.

2  结果

2.1 P-FAK和Paxillin在胃腺癌及正常组织中的

表达 胃腺癌及正常组织中P-FAK阳性率分别

为47%(40/85)、5%(1/20), Paxillin阳性率分别为

70%(60/85)、30%(6/20). 其中P-FAK和Paxillin共
阳性的胃癌组织有38例; 单纯P-FAK阳性的胃癌

组织2例; 单纯Paxillin阳性的胃癌有22例(图1).
2.2 P-FAK和Paxillin在胃腺癌组织中的表达与

其临床病理参数间的关系 胃腺癌组织中P-FAK
和Paxillin的表达与癌组织的分化程度、浸润深

度、临床分级、淋巴结转移有关(P <0.05), 与性

别、年龄无关(P >0.05, 表1).
2.3 P-FAK、Paxi l l in在胃腺癌组织中表达的

相关性 Spearman相关性分析显示胃腺癌组织

中P-FAK和Paxillin的表达呈正相关(r  = 0.505, 
P <0.05).

3  讨论

FAK的N-末端和催化部位相连处为Tyr397, 是自

身磷酸化和Tyr磷酸化的主要位点[4], Tyr397自身

磷酸化后形成了高亲和力的Src的SH2结构域结

合位点[5], 即激活的FAK与Src的SH2结合, 消除了

自体抑制而使Src激活, 活化的Src催化FAK其他

磷酸化位点化活化, 使FAK完全活化[6], 接着通过

复杂的信号传递, 激活Ras蛋白, 后者活化丝裂

原活化蛋白激酶(mitogen activited protein kinase, 
MAPK)[7], 进而引起级联反应, 参与细胞的增

殖与迁移等. P-FAK也可以与癌基因p130cas结
合形成p130cas/Crk, 而p130cas/Crk复合物的激

活是生长因子引起细胞迁移的主要特征; 同时

P-FAK可以结合并活化PI-3K, 而PI-3K可以促使

细胞膜上整联蛋白与配体的亲和力增强, 进一

步增强细胞的迁移能力, 因此P-FAK活性在一定

程度上决定细胞的迁移能力[8,9]. 总之, P-FAK通

过Paxillin及PI-3K等与信号转导有关的分子, 激
活多条信号转导通路, 启动下游重要事件发生, 
从而参与肿瘤细胞的增殖、黏附及迁移. 本试

验发现, 在胃腺癌组织中P-FAK的阳性表达率明

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前关于胃腺癌
的发生、发展及
转移变化备受关
注, 也是胃癌研究
领域的热点, 有关
P-FAK和Paxillin
具体发展机制有
待于进一步阐明.

■相关报道
杨红军等研究发
现 ,  Paxillin介导
细胞外基质和细
胞骨架之间的黏
附, 与之结合的细
胞骨架蛋白与损
伤修复、细胞迁
移、肿瘤转移有
关, 而癌的浸润和
转移与细胞的黏
附力、移动力的
改变直接相关, 因
此, Paxillin与肿瘤
的浸润和转移密
切相关.
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显高于正常组织, 并随肿瘤分化程度的降低、

浸润度的加深、淋巴结转移及临床分期的增高

而增高, 与相关文献[10]报道相符, 提示P-FAK
在促进胃腺癌的发生、发展、浸润和转移过程

中起着重要作用, 而且可能为判断胃腺癌的恶

性程度提供依据.
Paxillin是细胞骨架上的一种磷酸蛋白, 定位

于人染色体12q24, 相对分子质量为68 000 Da[11], 是
迄今发现的唯一能与癌基因结合的含Tyr的黏附

调节蛋白[12], 含5个LD模体和4个LIM结构域[13](其
中第3个是Paxillin结合到FAK的关键结构), 其
中LD模体所含的丰富的亮氨酸易形成疏水性界

面, 提供与其他蛋白相互结合的平台, 从而成为

FAK的结合位点. Paxillin的上述结构加上其分

表  1  胃腺癌组织中Paxillin、P-FAK与临床病理参数的相关性

     
临床病理参数   n Paxillin阳性n (%)     χ2值   P值 P-FAK阳性n (%)     χ2值   P值

性别

    男 63      45(71)   0.083 >0.05       33(52)   2.767 >0.05

    女 22      15(68)         7(31)    

年龄(岁)

    ≥55 51      35(68)   0.236 >0.05       22(43)   0.787 >0.05

    ≤55 34      25(73)       18(52)  

组织学分级

    高、中分化 50      40(80)   5.181 <0.05       15(30) 14.184 <0.05

    低分化 35      20(57)       25(71)    

浸润深度

    未超浆膜层 40      20(50) 15.426 <0.05       11(27) 11.602 <0.05

    超过浆膜层 45      40(88)       29(64)    

淋巴结转移

    有 50      45(90) 22.039 <0.05       32(64) 13.989 <0.05 

    无 35      15(42)         8(22)    

TNM分级

    Ⅰ-Ⅱ 35      20(76)   5.181 <0.05       10(53)   8.163 <0.05  

    Ⅲ-Ⅳ 50      40(50)       30(25)       

A B

C D

图  1  P-FAK和Paxillin在胃癌组织中的表达(SP). A: P-FAK(×200); B: P-FAK(×400); C: Paxillin(×200); D: Paxillin(×400).

■应用要点
本文研究P-FAK
和Paxillin在胃腺
癌 中 的 表 达 ,  结
果 显 示 ,  二 者 在
胃腺癌的生长及
转移过程中起了
重 要 作 用 ,  联 合
检测可用于评价
胃 腺 癌 的 预 后 , 
指导治疗.
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子中散在的Tyr、丝氨酸和苏氨酸磷酸化位点使

其在参与黏着斑的组装、细胞黏附和迁移过程

中发挥重要作用. Paxillin的基序可与多种致瘤

性蛋白结合, 形成特异的信号分子复合物, 将信

号向下游传递, 扰乱甚至误导正常黏附和控制

细胞增殖所需的生长因子信号级联, 并使组织

中细胞骨架效应发生改变, 这种改变是肿瘤转

移的重要分子机制之一[5]. 研究发现[14], Paxillin
介导细胞外基质和细胞骨架之间的黏附, 与之

结合的细胞骨架蛋白与损伤修复、细胞迁移、

肿瘤转移有关, 而癌的浸润和转移与细胞的黏

附力、移动力的改变直接相关, 因此, Paxillin与
肿瘤的浸润和转移密切相关. 本研究显示Paxil-
lin在低分化胃腺癌组织中表达显著高于高、中

分化腺癌, 表明Paxillin与胃腺癌的分化程度有

关; Paxillin在伴有淋巴结转移的胃腺癌组中表

达的阳性率显著高于不伴有淋巴结转移者, 表
明Paxillin可能对胃腺癌细胞的移动起促进作用, 
这与田素芳等[15]研究结果一致.

本研究发现, P-FAK和Paxillin在胃腺癌组织

中的表达呈正相关, 提示P-FAK的表达可能促进

了Paxillin参与的胃腺癌的发生、发展、侵袭、

转移等生物学行为, 因此, P-FAK和Paxillin可考

虑作为判断胃腺癌生物学行为、预测肿瘤发展

趋势的生物标志, 从而为临床提供依据.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between the 
expression of angiopoietin-like protein 3 (ANG-
PTL3) and tumor angiogenesis in hepatocellular 
carcinoma (HCC).

METHODS: The expression of ANGPTL3 
and VEGF proteins in 96 HCC specimens and 
matched tumor-adjacent specimens was detect-
ed by immunohistochemistry and Western blot. 
Immunohistochemical staining for CD34 was 
performed in the above specimens to evaluate 
microvessel density (MVD).

RESULTS: The positive rates of ANGPTL3 
and VEGF expression in HCC were signifi-

cantly higher than that in tumor-adjacent tissue 
(62.50% vs 32.29%; 81.25% vs 29.17%, both P < 
0.05). Active angiogenesis was detected in HCC 
compared to tumor-adjacent tissue (67.71% vs 
31.25%, P < 0.05). Tumor angiogenesis was re-
lated with ANGPTL3 expression in HCC. The 
expression of ANGPTL3 and VEGF protein was 
significantly up-regulated in HCC compared with 
matched tumor-adjacent noncancerous tissue.

CONCLUSION: High expression of ANGPTL3 
is associated with tumor angiogenesis in HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Angiopoietin-
like protein 3; Angiogenesis; Vascular endothelial 
growth factor

Li DY, Chen XP. Correlation between ANGPTL3 expres-
sion and tumor angiogenesis in hepatocellular carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3471-3475

摘要
目的: 研究血管生成素样蛋白3(angiopoietin-
like protein 3, ANGPTL3)在肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, HCC)中的表达及其与血管
生成的关系.

方法:  应用免疫组织化学方法检测96例肝
癌组织和癌旁组织中ANGPTL3和VEGF的
表达 ,  同时检测其肝癌组织内微血管密度
(microvessel density, MVD). 应用Western blot
方法检测肝癌组织和癌旁组织中ANGPTL3和
VEGF的表达.

结果: 肝癌组织中ANGPTL3和VEGF表达与
癌旁组织中比较显著增加(62.50% vs  32.29%; 
81.25% vs  29.17%, P <0.05). HCC组织中存在
活跃的血管生成(67.71% vs  31.25%, P <0.05), 
血管生成与ANGPTL3表达相关. Western blot
提示肝癌组织中ANGPTL3和VEGF蛋白的表
达明显高于癌旁组织, 且表达呈正相关.

结论: HCC中ANGPTL3高表达是肿瘤血管生
成的重要因素.

关键词: 肝细胞癌; 血管生成素样蛋白3; 血管生成; 
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■背景资料
原发性肝癌(PHC)
早期缺乏典型的
临床表现, 早期就
可能就存在肝内
转移, 导致术后的
复发率居高不下. 
此外肝癌患者多
伴有肝炎、肝硬
化背景, 容易造成
严重的肝功能损
害, 使得肝癌的生
存率低下, 即使是
根治性手术切除, 
5 年 生 存 率 仅 为
20%-30%.

■同行评议者
徐泱, 副教授, 上
海复旦大学附属
中山医院肝肿瘤
外科
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)是我

国最常见的恶性肿瘤之一, 近年来发病率和死亡

率都有明显上升趋势, 对人们的健康构成了很大

威胁. PHC早期缺乏典型的临床表现, 早期就可能

就存在肝内转移, 导致术后的复发率居高不下. 此
外肝癌患者多伴有肝炎、肝硬化背景, 容易造成

严重的肝功能损害, 使得肝癌的生存率低下, 即
使是根治性手术切除, 5年生存率仅为20%-30%[1]. 
肝癌的发生、发展及浸润转移与肿瘤血管的形

成有密不可分的关系. 血管生成素样蛋白3(angio-
poietin-like protein 3, ANGPTL3)是一种分泌性蛋

白因子, 具有促进肿瘤新生血管形成的作用[2]. 本
研究通过免疫组化方法, 检测ANGPTL3在肝细胞

癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中的表达, 探讨

ANGPTL3与肿瘤血管生成的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集河南省人民医院2007-01/2009-11
术后病理诊断为HCC的手术切除肿瘤组织、癌

旁组织标本96例, 患者术前均未经化学治疗或

放射治疗. 其中男64例, 女32例, 年龄33-74(平均

56.3±6.2)岁. 免疫组织检测试剂盒是美国Invi-
trogen公司最新推出的第3代二步法免疫组织化

学检测试剂, 其他试剂均为进口超纯级或国产

分析纯以上级产品. 鼠抗人CD34内皮细胞免疫

组织化学单克隆抗体(产品编号: MAB-0034)为
福州迈新生物技术开发有限公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学: 用自动切片机将石蜡标本

切成5 μm厚度切片, 脱水、透明、中性树胶封

片. 严格按照产品说明书进行SP免疫组织化学

染色. 取已知含有待检抗原的切片作为阳性对

照, 用PBS缓冲液代替第一抗体, 采用同样的方

法染色. DAB显色, Mayer氏苏木素复染核, 进行

免疫组织化学, 检测ANGPTL3在人肝癌组织、

癌旁组织中的表达差异. ANGPTL3表达以每

张切片≥3个视野中的细胞内棕黄色颗粒状染

色, 且着色明显高于背景或背景不着色而细胞

着色者为阳性表达. 按染色强度(未着色、弱、

中、强)及染色阳性细胞的百分数(0%, 1%-25%, 
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26%-50%, >50%), 分别积分为0, 1, 2, 3, 两项分

数之和为0-2分者计为染色阴性, 3-6分者计为染

色阳性[3].
1.2.2 微血管密度计数: 肿瘤组织CD34免疫组织

化学染色后, 计算肿瘤内着色的毛细血管和微

小血管数. 凡呈现棕黄色单个或成群无管腔的

染色细胞均作为个微血管计数, 而管腔>8个红

细胞大小(管腔直径>50 µm)及肌层较厚的血管

不计数. 计数方法为: 每张切片先在低倍视野下

观察整张切片的血管分布情况, 然后选取癌灶

的5个微血管最丰富的区域, 在400倍视野下进

行计数, 取其平均值[4].
1.2.3 Western blot: 称取组织100 mg, 按组织和细

胞裂解液1∶10的比例加入全细胞裂解液, 于冰

上匀浆器充分匀浆后15 000 r/min 4 ℃低温离心

10 min, 取上清提取总蛋白. 用酶标仪592 nm波

长, BCA法蛋白定量. 按每孔100 μg蛋白上样, 煮
沸变性5 min后, 以12%聚丙烯酞胺凝胶电泳, 80 
V电压浓缩胶至分离胶后改为180 V电压至分离

胶底部, 后经湿转法300 mA 1.5 h电转移至NC
膜, 5%脱脂奶粉室温封闭2 h, NC膜置于鼠抗人

一抗稀释液(1∶1 000稀释)中4 ℃过夜, PBST及
PBS洗膜10 min×4次, 再置于羊抗鼠二抗稀释

液(1∶1 000稀释)中室温孵育2 h及PBS洗膜10 
min×4次, 最后用DAB显色10-12 min, 直至膜上

出现棕色条带, 显色适度时蒸馏水漂洗中止显

色反应, 拍摄滤膜照片. 用Quantity One 4.31凝胶

图像分析系统扫描灰度值, 取相应蛋白的灰度

值与相应内参β-actin的比值, 代表相应蛋白的相

对表达水平进行统计学分析. 
统计学处理 应用SPSS13.0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 ANGPTL3在HCC中的表达 本研究96例标

本肝癌肿瘤组织与癌旁肝组织的免疫组织化学

检测结果显示, ANGPTL3阳性表达产物主要分

布于细胞的胞质内, 在癌旁肝组织中ANGPTL3
表达率为32.29%; 而在肝癌肿瘤组织中表达为

62.50%. 肿瘤组织ANGPTL3阳性率远高于癌旁

组织, 有显著性差异(P <0.05, 图1, 表1). 
2.2 VEGF在HCC中的表达 本研究96例标本肝癌

肿瘤组织与癌旁肝组织的免疫组织化学检测结

果显示, 血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)阳性表达产物主要分布于

细胞的胞质内, 在癌旁肝组织中VEGF表达率为

www.wjgnet.com

■研发前沿
血管新生和丰富
的血流是肿瘤迅
速生长和发生转
移的病理基础和
重要条件. 故如何
抑制早期血管生
成、破坏肿瘤血
管已经成为肿瘤
治疗研究的热点
和突破口.
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29.17%; 而在肝癌肿瘤组织中表达为81.25%. 肿
瘤组织VEGF阳性率远高于癌旁组织, 有显著性

差异(P <0.05, 图2, 表2). 
2.3 HCC中的微血管密度计数 肿瘤组织免疫

组织化学染色结果, 微血管密度为56-183(平均

104.2±56.7), 以均数104.2为界, 将他们分为多

血管组(微血管密度>104.2)和少血管组(微血管

密度<104.2). 结果显示, 肿瘤的新生血管生成和

ANGPTL3在肿瘤组织中高表达相关(图3, 表3). 
2.4 ANGPTL3与临床病理指标的关系 统计学

分析各病理因素与ANGPTL3的关系, 结果显示

ANGPTL3的阳性表达和淋巴结转移及TNM分

期相关(P <0.05), 而与组织学分级、肿瘤体积、

浸润深度、远处转移、AFP等临床病理因素无

相关性(P >0.05, 表4).
2.5 肝癌组织及癌旁组织ANGPTL3和VEGF
基因的表达 Western blot结果表明肝癌组织中

ANGPTL3和VEGF表达均增加, 且表达呈正相

关(P <0.05, 图4).

3  讨论

肝癌的发生、发展、转移与肿瘤新生血管有着

密切的联系, 新生血管是肿瘤赖以生长和生存

的物质基础, 是影响肿瘤生物学行为的重要因

素之一. 肿瘤血管生成是指血管内皮细胞从现

有的血管系统中分化、迁移而形成新的微血管

的复杂生物学过程, 有多种生长因子、胞外基

■相关报道
Camenisch等研究
发现ANGPTL3通
过和内皮细胞表
面整合素ανβ3结
合 ,  导 致 内 皮 细
胞黏附、迁移, 刺
激整合素信号转
导途径包括AKT, 
MAPK, FAK磷酸
化. 已经发现整合
素ανβ3不仅可以
影响肿瘤细胞的
增殖和迁移, 也和
肿瘤血管的生成
相关.

表  2  VEGF在肝癌肿瘤组织及癌旁肝组织中的表达 (n  = 
96)

     
分组

 VEGF蛋白表达(n )
阳性率(%)   P 值

   -     +

癌旁组织   68    28   29.17

肿瘤组织   18    78   81.25 0.022

表  3  肝癌肿瘤组织及癌旁肝组织中微血管密度计数 (n  
= 96)

     
分组 多血管组(n ) 少血管组(n ) 阳性率(%)   P值

癌旁组织       20       76    31.25

肿瘤组织       65       31    67.71 0.026

BA

图  1  ANGPTL3在肝癌组织及癌旁组织中的表达(SP法×400). A: 癌旁组织; B: 肝癌组织.

BA

图  2  VEGF在肝癌组织及癌旁组织中的表达(SP法 ×200). A: 癌旁组织; B: 肝癌组织.

表  1  ANGPTL3在肝癌肿瘤组织及癌旁肝组织中的表达 
(n  = 96)

     
分组

ANGPTL3蛋白表达(n )
阳性率(%)   P 值

   -           +

癌旁组织   65         31   32.29

肿瘤组织   36         60   62.50 0.032
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质成分、蛋白水解酶和细胞黏附分子参与此过

程[5]. 恶性肿瘤发生侵袭和转移是肿瘤治疗失败

的主要原因, 而肿瘤血管生成在其转移的起始

及终末阶段发挥着重要作用. 血管新生和丰富

的血流是肿瘤迅速生长和发生转移的病理基础

和重要条件[6,7]. 故如何抑制早期血管生成、破

坏肿瘤血管已经成为肿瘤治疗研究的热点和突

破口. 有研究表明[8,9], 对肿瘤组织中已经存在的

血管和/或正在血管生成的肿瘤进行干预,  阻断

诱导血管生成的通路, 能够有效地抑制肿瘤增殖

■应用要点
ANGPTL3的表达
与肿瘤血管生成
呈正相关, 表明其
可能在促进HCC
的发生、发展及
转移过程中起着
重要作用.

表  4  ANGPTL3蛋白表达与HCC临床病理因素之间的关系

     
临床病理因素   n   +(n )    -(n ) 阳性率(%)   P 值

年龄

    ≤60 64    38     26     59.4 0.206

    >60 32    22     10     68.7 

性别

    男 64    42     22     65.6 0.527

    女 32    18     14     56.2 

组织学分级

    Ⅰ 14      8       6     57.1 0.623

    Ⅱ 46    32     14     69.6 

    Ⅲ 36    20     16     55.6 

肿瘤体积

    T≤5 cm 50    28     22     56.0 0.505

    5 cm＜T≤10 cm 28    18     10     64.3 

    T≥10 cm 18    14       4     77.8 

浸润深度

    pT1   8      4       4     50.0 0.254

    pT2 28    14     14     50.0 

    pT3 60    42     18     70.0 

淋巴结转移

    - 28      8     20     28.6 0.003

    + 68    52     16     76.5 

远处转移

    - 66    38     28     57.6 0.296

    + 30    22       8     73.3 

TNM分期

    Ⅰ+Ⅱ 28    10     18     35.7 0.031

    Ⅲ 38    26     12     68.4 

    Ⅳ 30    24       6     80.0 

AFP 96

    ≤400 kU/L 38    24     14     63.2 0.547

    >400 kU/L 68    36     22     61.8 

BA

图  3  肝癌组织及癌旁组织中的微血管密度(SP法×400). A: 癌旁组织; B: 肝癌组织.
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和生长, 使其处于休眠状态. 近年来研究表明[10], 
血管生成是包括HCC在内的许多实体瘤生长和

转移的关键因素. 目前认为, 肿瘤组织微血管密

度作为间接测量肿瘤血管生成的一项指标, 与
多种肿瘤临床分期、病理分级、淋巴结转移, 
以及患者预后有关[11]. 

A N G P T L3是一种分泌性蛋白因子即人

ANGPTL3是由Ip31编码的460个氨基酸组成的

多肽, 其蛋白结构由分泌信号肤、N-端螺旋形

卷曲结构域和C-端FBN样区组成. 最先发现在发

育的肝脏中特异的表达, 成人肝脏中也有少量

持续表达. 和促血管生成素家族不同, ANGPTL3
的FBN区和他们只有37%-39%的同源区, 故不

能和Tic2受体结合, 但其FBN样区可以和整合素

ανβ3结合. Camenisch等[2]研究发现ANGPTL3通
过和内皮细胞表面整合素ανβ3结合, 导致内皮

细胞黏附、迁移, 刺激整合素信号转导途径包

括AKT, MAPK, FAK磷酸化. 已经发现整合素

ανβ3不仅可以影响肿瘤细胞的增殖和迁移, 也
和肿瘤血管的生成相关, 国外已有通过抑制其

表达来治疗肿瘤的临床实验研究. 此外ανβ3还
和肝星形细胞的增殖和凋亡相关, 因此也可能

影响肝纤维化过程. 动物实验发现ANGPTL3和
VEGF具有相似的促进鼠角膜血管生长活性. 可
能和VEGF一样, ANGPTL3同样具有促进肿瘤

新生血管形成, 从而诱发侵袭转移作用. 其中

ANGPTL3和肿瘤新生血管形成的关系尚未见报

道. 宋其同等[12,13]还发现, ANGPTL3 mRNA表达

和肿瘤新生血管生成, 癌栓的形成和肿瘤分级

相关, 而和肿瘤大小, 包膜的完整性无明显相关, 
因此认为ANGPTL3在HCC的侵袭和转移中发

挥重要作用, ANGPTL3可以促进肿瘤血管形成

以及HCC的侵袭和转移; 可以通过ANGPTL3的
表达强度判断HCC的预后, 设想通过调控ANG-
PTL3 的表达以控制血糖, 并抑制肿瘤血管生成, 
从而达到延长肝癌患者生存时间的目的. 

本研究结果显示, ANGPTL3在人肝癌组

织、癌旁肝组织中均表达, 但在肝癌组织中表

达明显高于癌旁组织. 同时发现肿瘤血管密度

较高的肿瘤组织, 其ANGPTL3表达也较高. 研究

表明ANGPTL3的表达与肿瘤血管生成呈正相

关, 表明其可能在促进HCC的发生、发展及转

移过程中起着重要作用.
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图  4  肝癌组织和癌旁组织中ANGPTL3和VEGF的表达.
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Abstract
AIM: To investigate the use of endoscopic ultra-
sound in combination with endoscopic mucosal 
resection (EMR)/endoscopic submucosal dis-
section (ESD) for the diagnosis and treatment of 
heterotopic pancreas to improve the diagnosis of 
gastric heterotopic pancreas.

METHODS: The endoscopic and clinicopatho-
logic data for 23 patients with suspected het-
erotopic pancreas who underwent EMR or ESD 
from September 2008 to February 2010 at our 
hospital were retrospectively analyzed. All tis-
sue specimens underwent hematoxylin-eosin 
staining and observed by optical light micros-
copy.

RESULTS: Of all the 23 patients included, 19 
underwent EMR and 4 underwent ESD; 13 were 
diagnosed with heterotopic pancreas by post-

operative pathological examination and 10 were 
misdiagnosed.

CONCLUSION: Endoscopic ultrasound in com-
bination with EMR or ESD can improve the di-
agnosis of gastric heterotopic pancreas.

Key Words: Heterotopic pancreas; Endoscopic 
ultrasound; Endoscopic mucosal resection; Endo-
scopic submucosal dissection

Zhou CW, Li QJ. Endoscopic ultrasound in combination 
with endoscopic mucosal resection/endoscopic submuco-
sal dissection for diagnosis and treatment of heterotopic 
pancreas. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 
3476-3479

摘要
目的: 探讨超声内镜联合内镜下黏膜切除术
(endoscopic mucosal resection, EMR)或内镜下
黏膜剥离术(endoscopic submucosal dissection, 
ESD)在胃异位胰腺诊断和治疗中的作用, 以
提高胃异位胰腺的确诊率.

方法: 对2008-09/2010-02淮安市第一人民医院
23例经超声胃镜检查拟诊为胃异位胰腺的病
例进行回顾性分析, 病例标本均经HE染色及
光学显微镜检查.

结果: 23例病例中19例经EMR治疗, 4例经
ESD治疗. 经病理组织学检查13例确诊为胃异
位胰腺; 误诊10例. 23例病例中病灶体积最大
的为24 mm×20 mm, 体积最小的为5 mm×4 
mm; 经超声内镜证实23例中有7例起源于黏
膜层, 4例来源于肌层, 12例起源于黏膜下层.

结论: 联合应用超声内镜学和EMR或ESD, 
可以提高胃异位胰腺的确诊率, 同时EMR和
ESD作为一种微创治疗方法, 减轻了患者必须
进行外科手术治疗的痛苦并降低了医疗费用.

关键词: 异位胰腺; 超声内镜; 内镜下黏膜切除术; 

内镜下黏膜剥离术
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疗中的作用.  世界华人消化杂志  2010; 18(32): 3476-3479

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3476.asp

®

■背景资料
异位胰腺是一种
少见的, 可发生于
全消化系的疾病, 
甚至发生出血、
溃疡、胰腺炎甚
至发生癌变而危
险到人类健康或
生命.

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

异位胰腺又被称为迷走胰腺或胰腺异位, 指存

在于正常胰腺位置以外的胰腺组织[1], 多起源于

胃肠道黏膜下层或肌层, 内镜检查结合病理组

织活检往往能够确诊. 近年来随着内镜学的发

展, 对胃肠道黏膜下病变, 包括异位胰腺的诊断

明显增多. 临床上对异位胰腺的处理方法不尽

相同, 本文即通过对23例拟诊胃异位胰腺的回

顾性分析, 讨论超声内镜联合内镜下黏膜切除

术(endoscopic mucosal resection, EMR)或内镜下

黏膜剥离术(endoscopic submucosal dissection, 
ESD)在临床上诊断、治疗胃异位胰腺的应用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-09/2010-01在淮安市第一人民医

院行超声内镜检查拟诊为胃异位胰腺的23例患

者, 其中男14例, 女9例, 年龄14-79岁, 平均(55.2
±12.6)岁. 临床表现: 腹部不适9例, 腹痛、腹胀

8例, 反酸5例, 恶心、呕吐4例, 胃肠道出血2例, 
2例患者无临床症状.
1.2 方法 纤维电子胃镜检查采用Olympus 260; 
EUS检查采Olympus GIF-UM 2000型电子超声

内镜, 超声探头频率为12-20 MHz, 采用脱气水

充盈法扫描. 记录病灶在纤维电子胃镜下的特

点和病灶超声图像的起源层次及病灶回声特点. 
超声内镜可以确定胃肠壁各层病变的来源和性

质. 异位胰腺的细胞组成中可以有胰腺腺泡、

胰岛细胞和导管, 各成分所占的比例在不同病

例中有所不同, 导致不同病例的病灶在超声内

镜下回声性质不同. 异位胰腺在超声内镜下的

特点为边界不清的、形态不一、内部回声不

一、可以有导管样结构的多数起源于黏膜下层

或肌层的病变[2]. 据此, 起源于肠壁任意一层的

低回声、高回声或混合回声病灶, 病变内有不

均匀的高回声点、导管状结构、或有微小液性

囊肿, 病变中部有脐样凹陷等表现, 则符合异位

胰腺的诊断, 并注意与间质瘤、脂肪瘤和血管

瘤等病变鉴别. 病灶体积小于15 mm×15 mm者

行EMR, 超过15 mm×15 mm者行ESD. 

2  结果

23例中有19例采用了EMR术、4例采用了ESD
术; 经病理组织学检查13例确诊为胃异位胰腺; 
误诊10例中, 息肉3例, 间质瘤3例, 萎缩性胃炎 2
例, 上皮内瘤变1例, 腺癌1例. 23例病例中病灶

体积最大的为24 mm×20 mm, 体积最小的为5 
mm×4 mm; 经超声内镜证实23例中有7例起源

于黏膜层(其中异位胰腺3例, 占42.86%, 在13例
异位胰腺中占23.08%), 12例起源于黏膜下层(其
中异位胰腺9例, 占75.00%, 在13例异位胰腺中

占69.23%), 4例来源于肌层(其中异位胰腺1例, 
占25%, 在13例异位胰腺中占7.69%). 23例病例

回声结果: 低回声17例(其中异位胰腺10例, 在13
例异位胰腺中占76.92%), 混合回声3例(其中异

位胰腺2例, 在13例异位胰腺中占15.38%), 高回

声3例(其中异位胰腺1例, 在13例异位胰腺中占

7.69%)(图1-3, 表1).

3  讨论

异位胰腺是指一种少见的存在于正常胰腺位置

以外的胰腺组织, 与正常胰腺组织无任何解剖

和血管联系[1], 可以发生于消化系的任何部位[3], 
更倾向发生在胃、十二指肠等上消化系. 首次

于1927被发现于回肠憩室. 在尸检中异位胰腺

的发病率为0.5%-13.7%, 更易发生于30-50岁的

图  1  在超声内镜
下 表 现 为 低 回 声
光团, 伴有不均匀
高 回 声 光 点 的 异
位胰腺病例.

图   2   异 位 胰 腺
在 纤 维 电 子 胃 镜
下 表 现 为 隆 起 样
病灶.

图   3   起 源 于 胃
黏 膜 下 层 的 异 位
胰腺.

■相关报道
Matsushita等认为
异位胰腺在超声
内镜下的特点为
边界不清的、形
态不一、内部回
声不一、可以有
导管样结构的多
数起源于黏膜下
层或肌层的病变.
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男性[1]. 
目前对异位胰腺的发生机制有几种不同的

看法, 为大家普遍接受的一种机制是当胚胎时

期正常的胰腺组织从原始肠基中的胰芽发展成

形的过程中, 有部分胰芽残留在肠壁中, 残留下

来的胰芽组织随着胃肠道的发展从而演变为异

位胰腺组织[4]; 另一种理论认为胚胎时期胰腺组

织从内胚层演变的过程中, 有部分发育为胰腺

组织的内胚层遗留在胃肠道黏膜下层, 从而发

展为异位胰腺[4]. 
多数情况下, 异位胰腺是没有临床症状的, 

但当并发炎症、出血、梗阻或发生恶性变时会

出现与并发症相关的临床症状[5]. Armstrong等[6]

认为病变>1.5 cm易出现临床症状. 疼痛是异位

胰腺较常见的一种症状, 目前认为疼痛产生的

可能原因是异位胰腺组织的内、外分泌作用引

起胃黏膜的炎症和化学刺激所致[7]. 在本次研究

中, 13例经病理确诊为异位胰腺的患者中, 8例
有腹痛; 而黏膜的糜烂和溃疡形成是导致胃出

血的主要原因[8], 本次研究中, 13例经病理确诊

为异位胰腺的患者中, 1例有溃疡. 
异位胰腺内镜下特点为: 隆起性病变, 形态

大小不一, 表面覆盖绒毛样黏膜, 病变顶端可有

脐样凹陷, 并有管样开口[9]. 超声内镜的发明为

胃异位胰腺的诊断提供了大量有用的信息. Mat-
sushita等[2]认为异位胰腺在超声内镜下的特点为

边界不清的、形态不一、内部回声不一、可以

有导管样结构的多数起源于黏膜下层或肌层的

病变. 但即使根据典型的内镜或超声内镜下特

点, 仍容易导致误诊; 本研究中, 23例拟诊的胃

异位胰腺只有13例经病理组织检查所确证. 
目前公认的异位胰腺的病理诊断标准为

Gaspar-Fuentes[3]分类系统, 具体内容如下: Ⅰ型: 
像正常的胰腺组织一样, 在组织标本中发现胰

腺腺泡、胰岛细胞和胰腺导管; Ⅱ型:  组织标本

中只发现有胰腺导管; Ⅲ型: 组织标本中只发现

有具有外分泌功能的胰腺腺泡; Ⅳ型: 组织标本

中只发现有具有内分泌功能的胰岛细胞. 
本研究中, 所有患者都签署了术前知情同意

书, 并进行了EMR或ESD手术. EMR或ESD可以

为病理组织活检提供较为完整的病变组织, 避免

常规组织检查中取材较浅或局限的问题, 且EMR
或ESD作为一种治疗手段不仅可以达到治疗、

减轻病痛的目的, 而且避免了患者进行外科手术

治疗的痛苦和医疗费用. 但对于病变较深不能进

行EMR或ESD手术的拟诊异位胰腺患者, 伴有临

床表现者, 亦进行外科手术治疗[7,10,11], 因为异位

胰腺与胃肠道间质瘤、胃肠道自主神经瘤、良

性肿瘤及淋巴瘤等在影像学检查下易混淆[12,13]

且异位胰腺本身可恶变为异位胰腺癌及异位胰

岛细胞癌[14,15]. 
总之, 虽然异位胰腺的发病率较低, 但在临

床中遇到有胃肠道黏膜或黏膜下病变时, 应将

异位胰腺作为一个鉴别诊断考虑. 尽管我们的

医学检查技术在不断的提高, 但对异位胰腺的

诊断还存在大量的挑战.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

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

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

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

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

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

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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Abstract
AIM: To investigate the relationship of plasma 
levels of soluble intercellular adhesion mol-
ecule-1 (sICAM-1), tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α) and D-dimer with disease severity in 
patients with acute pancreatitis (AP).

METHODS: Thirty-four patients with severe 
acute pancreatitis (SAP), 22 patients with mild 
acute pancreatitis (MAP), 36 patients with sys-
temic inflammatory response syndrome (SIRS), 
20 patients with non-SIRS diseases, and 24 
healthy volunteers were evaluated in this study. 
Plasma concentrations of sICAM-1, TNF-α and 
D-dimer were measured by ELISA. The data 

obtained were subjected to one-way ANOVA, 
Pearson correlation and ROC curve analyses.

RESULTS: There were significant differences 
in plasma sICAM-1 and D-dimer levels be-
tween SAP and MAP patients (740.18 μg/L ± 
649.54 μg/L vs 481.18 μg/L ± 306.50 μg/L; 0.90 
mg/L ± 0.20 mg/L vs 0.69 mg/L ± 0.19 mg/L, 
both P < 0.05). Significant difference was also 
noted in plasma TNF-α level between AP pa-
tients and healthy controls though there was no 
significant difference in plasma TNF-α level be-
tween SAP and MAP patients. Compared with 
the non-SIRS group, the plasma concentrations 
of sICAM-1, TNF-α and D-dimer were signifi-
cantly higher in the SIRS group (741.17 µg/L 
± 592.95 µg/L vs 479.65 µg/L ± 451.21 µg/L; 
17.82 µg/L ± 13.84 µg/L vs 12.09 µg/L ± 3.99 
µg/L; 0.90 mg/L ± 0.17 mg/L vs 0.69 mg/L ± 
0.23 mg/L, all P < 0.05). Plasma sICAM-1 level 
was related to D-dimer level in both MAP (r 
= 0.738, P < 0.01) and SAP patients (r = 0.452, 
P < 0.01). Plasma TNF-α level was not corre-
lated with D-dimer level (r = 0.110, P = 0.420). 
D-dimer had larger area under the ROC curve 
in diagnosing SAP.

CONCLUSION: Plasma sICAM-1 and D-dimer 
concentrations increase greatly in SAP patients. 
Highly elevated plasma sICAM-1 or D-dimer 
levels may help identify SAP.

Key Words: Pancreatitis; Soluble intercellular adhe-
sion molecule-1; Tumor necrosis factor-α; D-dimer; 
Systemic inflammatory response syndrome

Li CY, Yong GZ, Feng YC, He GB, Xiang JY, Ming W. 
Relationship of plasma levels of sICAM-1, TNF-α and 
D-dimer with disease severity in patients with acute 
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 
3480-3484

摘要
目的: 探讨急性胰腺炎(AP)患者血浆sICAM-1、
TNF-α、D-二聚体水平以及与疾病严重程度的
关系.

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是消化系统常见
的 急 腹 症 之 一 , 
重 症 急 性 胰 腺
炎 ( S A P ) 病 情 危
重 ,  可 并 发 全 身
炎症反应综合征
(SIRS), 最终发展
为多器官功能衰
竭 ,  其 病 死 率 为
20%-30%, 有并发
症者病死率可高
达47%, 准确诊断
疾病的严重程度
有助于患者及时
治疗和临床监测.

■同行评议者
谷 俊 朝 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京友谊医
院普外科
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方法: 收集轻型胰腺炎组(MAP)22例及重症
胰腺炎组(SAP)34例, 全身炎症反应综合征
(SIRS)组36例与非SIRS组20例, 正常对照24
例. 应用ELISA检测患者血浆中sICAM-1、
T N F-α和D-二聚体水平, 结果用方差分析, 
Pearson相关分析和ROC曲线分析.

结果: SAP组血浆中sICAM-1、D-二聚体浓度
明显高于MAP组(740.18 μg/L±649.54 μg/L 
vs  481.18 μg/L±306.50 μg/L; 0.90 mg/L±0.20 
mg/L vs  0.69 mg/L±0.19 mg/L, 均P <0.05). 
TNF-α浓度高于对照组, MAP组与SAP组比较
无显著性差异. SIRS组患者血浆中sICAM-1、
TNF-α、D-二聚体浓度明显高于非S IRS组
(741.17 µg/L±592.95 µg/L vs  479.65 µg/L±
451.21 µg/L; 17.82 µg/L±13.84 µg/L vs  12.09 
µg/L±3.99 µg/L; 0.90 mg/L±0.17 mg/L vs  
0.69 mg/L±0.23 mg/L, 均P <0.05). MAP、SAP
的sICAM-1与D-二聚体相关分别为(r  = 0.738, 
r  = 0.452; 均P <0.01). TNF-α与D-二聚体无相
关(r  = 0.110; P  = 0.420), ROC曲线显示D-二聚
体诊断SAP曲线下面积更大.

结论: sICAM-1和D-二聚体在SAP升高更明显. 
sICAM-1、D-二聚体明显升高提示SAP诊断, 
在SAP患者D-二聚体升高提示治疗应防治血
栓形成.

关键词: 胰腺炎; 可溶性细胞间黏附分子; 肿瘤坏死

因子-α; D-二聚体; 全身炎症反应综合征
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是消化系统常

见急腹症之一, 分为轻型急性胰腺炎(mild acute 
pancreat i t is, MAP)和重症急性胰腺炎(SAP). 
SAP是AP中病情危重, 可并发全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS), 最终发展为多器官功能衰竭, 其病死率

为20%-30%, 有并发症者可高达47%[1], 准确诊

断疾病的严重程度有助于患者及时治疗和临床

监测. Kaufmann等[2]报道AP患者血中可溶性黏

附分子(soluble intercellular adhesion molecule-1, 
sICAM-1)升高的程度及方式与AP严重程度密切

相关, 并可作为区分坏死性胰腺炎与非坏死性

胰腺炎的标准. sICAM-1水平在临床上检测较少. 
D-二聚体为临床中常见检测指标, D-二聚体升

高提示形成血栓或微血栓, 可反应胰腺微循环

障碍. 本文通过检测患者血浆sICAM-1、TNF-α
和D-二聚体浓度在MAP和SAP的差异, 分析sI-
CAM-1、TNF-α是否与D-二聚体相关以及D-二
聚体变化是否可提示sICAM-1变化, 这些有助于

提示SAP患者诊断分型与治疗.

1  材料和方法

1.1 材料 所有病例均为川北医学院附属医院

2007-03/2010-05住院的AP患者, 参照2004年中

华医学会消化病学分会胰腺病学组制定的中国

急性胰腺炎诊治指南(草案)[1]收集56例AP患者, 
其中MAP组22例及SAP组34例. MAP组男18例,
女4例, 年龄33-70(平均48)岁; SAP组34例, 其中

男16例, 女18例, 年龄20-79(平均51)岁. SIRS是
指任何致病因素作用于机体所引起的全身炎症

反应, 并且具备以下两项或两项以上体征[3]: 体
温>38 ℃或<36 ℃; 心率>90次/分; 呼吸频率>20
次/min或PaCO2<32 mmHg; 外周血白细胞计数

>12×109或<4×109, 或未成熟粒细胞>10%; 据
此将56例AP患者再分为S IRS组与非S IRS组, 
SIRS组36例, 其中男20例, 女16例, 年龄41-79(平
均58)岁; 非SIRS组20例, 其中男12例, 女8例, 年
龄20-63(平均44)岁. 选取健康志愿者24名作为

对照组, 其中男11例, 女13例, 年龄20-75岁(平均

50)岁, 均排除心、肝、肾、恶性肿瘤等器质性

疾病. sICAM-1试剂盒、TNF-α试剂盒购自武汉

博士德生物有限公司, D-二聚体试剂盒购自上

海太阳生物技术公司.
1.2 方法 所有患者于入院72 h时空腹抽取静脉

血3 mL, 肝素抗凝, 离心后取血浆冻于-80 ℃冰

箱保存备用, 采用ELISA测定血浆中sICAM-1、
TNF-α和D-二聚体水平. 样本稀释倍数分别为

500倍、不稀释和10倍, 所有检测均严格按说明

书进行. 
统计学处理 数据处理由SPSS13.0统计软件

包完成, 结果以mean±SD表示. 方差分析各组之

间差异, 各组之间差异用LSD方法. 各变量相关

分析用Pearson方法. ROC曲线分析诊断SAP的
敏感性. 双侧检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1  s I C A M-1、T N F-α与D-二聚体在M A P
组、S A P组水平比较  A P患者重症组血浆中

sICAM-1、D-二聚体浓度高于轻型组血中浓度

(均P<0.05, 表1). AP组TNF-α浓度高于对照组, 但
MAP组与SAP组比较无显著性差异. D-二聚体最

■相关报道
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高值3.11 mg/L, 其中SAP组D-二聚体浓度88.2%
高于正常值(<0.5 mg/L)1.8倍(SAP均值0.9 mg/L), 
41.2%高于正常值2倍, MAP组D-二聚体浓度

72.7%高于正常值1.8倍, 4.5%高于正常值2倍.
2.2 sICAM-1、TNF-α与D-二聚体的相关性分析 
sICAM-1与D-二聚体相关, AP总的sICAM-1与
D-二聚体关系(r  = 0.533, P <0.01), MAP、SAP的
sICAM-1与D-二聚体关系分别(r  = 0.738, P <0.01, 
r  = 0.452, P <0.01). TNF-α与D-二聚体无相关(r = 
0.110; P  = 0.420). 
2.3 sICAM-1、TNF-α与D-二聚体在非SIRS组

与SIRS组水平比较 AP并发SIRS组患者血浆中

sICAM-1、TNF-α、D-二聚体浓度明显高于非

SIRS组患者血浆中浓度(均P <0.05, 表2). 
2.4 sICAM-1、TNF-α与D-二聚体诊断SAP的

ROC曲线 ROC的曲线显示D-二聚体诊断SAP
更敏感; D-二聚体、sICAM-1、TNF-α诊断SAP
的R O C的曲线下面积分别为0.882、0.739、
0.458(图1).

3  讨论

ICAM-1属于免疫球蛋白分子超家族成员, 是一

种细胞表面跨膜糖蛋白, 通过介导细胞间和细

胞外基质间的黏附, 参与多种炎症反应和免疫

过程. 白细胞主要是中性粒细胞自循环血液中

游出并在炎症区域聚集, 是AP时胰腺损伤及导

致的中心环节. sICAM-1在介导中性粒细胞稳定

黏附和穿越内皮细胞向炎症区游出中起关键作

用[2], 李荣洲等[4]报告MAP和SAP患者在入院第1
天血清中的sICAM-1浓度无明显差异, 而入院第

3、5天SAP患者血清中的sICAM-1浓度明显高

于MAP患者. Kaufmann等[2]报告AP患者血中sI-
CAM-1升高的程度及方式与AP严重程度密切相

关, 并可作为区分坏死性胰腺炎与非坏死性胰

腺炎的标准. 但Pezzilli等[5]对15例AP患者的研究

发现SAP患者血浆sICAM-1浓度与MAP血浆中

sICAM-1浓度比较无显著性差异. 此外sICAM-1
水平在临床上检测较少, D-二聚体为临床中常

见检测指标, 因此本研究检测sICAM-1水平及进

一步分析是否与D-二聚体相关, 了解D-二聚体

变化是否可提示sICAM-1变化. 本研究发现第3
天, SAP组血浆中sICAM-1水平明显高于MAP
组, 支持sICAM-1血浆水平与病情轻重有关, 且
sICAM-1与D-二聚体相关, D-二聚体变化也可能

提示sICAM-1变化.
T N F-α主要由活化的单核巨噬细胞产生, 

可以促进炎症区域白细胞的积聚和激活, 激活

的白细胞在其作用下又可释放如血小板活化因

表  1  MAP组、SAP组血浆中sICAM-1、TNF-α和D-二聚体浓度比较 (mean±SD)

     
分组   n  sICAM-1(μg/L) TNF-α(μg/L) D-二聚体(mg/L)

对照组 24 192.51±76.97 12.73±4.96  0.44±0.089

MAP 22 481.18±306.50a 15.04±5.58  0.69±0.19b

SAP 34 740.18±649.54bc 15.92±13.96  0.90±0.20bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  MAP组.

表  2  SIRS组、非SIRS组血浆中的sICAM-1、TNF-α和D-二聚体浓度比较 (mean±SD)

     
分组   n  sICAM-1(μg/L) TNF-α(μg/L) D-二聚体(mg/L)

对照组 24 192.51±77.00 12.73±4.96    0.44±0.09

非SIRS 20 479.65±451.21a 12.09±3.99    0.69±0.23b

SIRS 36 741.17±592.95bc 17.82±13.84c    0.90±0.17bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  非SIRS组.
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图  1  sICAM-1、TNF-α、D-二聚体诊断SAP的ROC曲线.
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子, 白三烯B4、一氧化氮、血栓A2、前列腺素, 
氧自由基等增强毛细血管通透性的细胞介质. 
TNF-α对血管内皮的黏附分子如sICAM-1有上

调作用, 黏附分子的上调又可促进白细胞的黏

附和收缩, 造成毛细血管渗漏和组织损害[6,7]. 研
究表明, 血清TNF-α参与AP早期炎症的发生和

发展, 并与病情的严重程度相关[8-13]. 本文34例
SAP血浆中的TNF-α的含量表达高于MAP组, 虽
无统计意义, 但提示了TNF-α与AP病情轻重的

有关, 炎症介质在重症化过程中发挥重要作用. 
我们进一步研究TNF-α与D-二聚体无明显相关, 
D-二聚体变化提示TNF-α的变化有限.

AP时, 渗出可导致血液浓缩, 致血液黏滞

度增加. 加上大量炎性介质的释放, 血管内皮细

胞受损, 血小板聚集, 导致AP患者尤其是SAP
患者血液常处于高凝状态, 消耗凝血因子, 增加

纤维蛋白降解产物的生成. D-二聚体是交联纤

维蛋白被纤酶水解后形成的一种特异性降解产

物, 是纤维蛋白降解产物中的最小片段[14,15]. D-
二聚体水平升高提示已有凝血激活后形成血栓

或微血栓, 反应了胰腺微循环障碍. AP患者D-
二聚体水平升高说明了体内存在凝血和纤溶激

活, SAP患者则可能进展为“弥漫性血管内凝血

(disseminated intravascular coagulation, DIC)前状

态”, 甚至DIC[16-18]. D-二聚体也可促进局部炎症

细胞合成并释放某些细胞因子[16,19]. 最近Raden-
kovic等[20]报道: AP患者入院时血浆中D-二聚体

水平是预测其发展成多器官功能衰竭新的、准

确的方法. 本研究中也显示SAP患者D-二聚体浓

度明显高于MAP患者, SAP患者最高浓度高于正

常值6倍, 与文献报道基本一致[15,16,21]. D-二聚体

升高可反应病情严重程度, 同时提示胰腺微循

环障碍, 有血栓或微血栓形成, 治疗应预防凝血

系统激活形成微血栓或血栓. 进一步研究表明

MAP组D-二聚体浓度高于正常值1.8倍(SAP均
值0.9 mg/L)少见. ROC曲线提示D-二聚体诊断

SAP比sICAM-1更敏感.
A P不仅仅是局限于胰腺和胰周组织的炎

症, 他常常出现严重的并发症如SIRS[19]. SIRS时, 
产生并释放大量细胞因子如TNF-α, 广泛作用

于微血管系统, 促进组织因子表达并激活外源

性凝血途径, 加上内皮细胞黏附分子、细胞间

黏附分子的表达, 造成微循环血栓形成及组织

损伤[22]. 国内陈兵等[23]报道, SIRS期2 h内TNF-α
明显升高达峰值, 而后下降, 于12 h再次逐渐升

高, 24 h达峰值. 张芝晶等[24]报道, SIRS患者和非

SIRS患者各例相比较, SIRS组的血浆D-二聚体

显著高于非SIRS组. 本研究中也显示SIRS组血

浆TNF-α、sICAM-1、D-二聚体高于非SIRS组, 
与文献一致[22-24].

总之, 我们研究发现, AP患者血浆D-二聚

体、sICAM-1水平在SAP组和SIRS组高于MAP
组和非SIRS组, 这些表明sICAM-1和D-二聚体浓

度升高与AP的严重程度有关. 在SAP中D-二聚体

水平升高提示治疗应考虑防治凝血系统激活. 研
究sICAM-1与D-二聚体相关, D-二聚体为临床中

常见检测指标, 提示诊断SAP可能比sICAM-1更
敏感, D-二聚体水平明显升高提示为SAP.
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Abstract
AIM: To improve the preoperative diagnosis of 
mechanical intestinal obstruction.

METHODS: The clinical data for 127 patients 
with mechanical intestinal obstruction confirmed 
by laparotomy and pathological examination 
were retrospectively analyzed. The diagnostic 
value of abdominal plain film, ultrasonography 
and CT in assessing the presence of intestinal 
obstruction and strangulation or not, obstruction 
site and etiology was comparatively analyzed.

RESULTS: The accuracy of CT in assessing the 
presence of intestinal obstruction, obstruction 
site and etiology were 97.4%, 98.7% and 75.6%, 
respectively,  significantly higher than that of 
abdominal plain film and ultrasonography (all 
P < 0.05). The incidence of free fluid detected 

by ultrasonography was significantly higher in 
patients with strangulated intestinal obstruc-
tion than in those with non-strangulated disease 
(87.1% vs 45.2%, P < 0.05).

CONCLUSION: CT has higher diagnostic ac-
curacy than abdominal plain film and ultraso-
nography in assessing the presence of intestinal 
obstruction or not, obstruction site and etiology. 
When free fluid is detected by ultrasonography 
in patients with small bowel obstruction, stran-
gulation should be considered.

Key Words: Intestinal obstruction; Diagnosis; CT; 
Ultrasonography; X-ray

Wang N, Fan JP, Guo RX, Guo KJ. Preoperative diagnosis 
of mechanical intestinal obstruction: analysis of 127 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 3485-3488

摘要
目的: 提高机械性肠梗阻术前诊断水平.

方法: 回顾性分析经手术探查和病理证实的
机械性肠梗阻共127例. 比较腹部平片、超声
和CT对是否存在肠梗阻, 梗阻部位、原因及
是否存在绞窄的诊断价值.

结果: CT对是否存在肠梗阻, 梗阻部位和原
因诊断符合率(97.4%, 98.7%, 75.6%)显著优
于腹部平片和超声(P <0.05). 绞窄性小肠梗阻
时超声发现腹腔积液几率显著高于无绞窄者
(87.1% vs  45.2%, P <0.05).

结论: CT对是否存在肠梗阻, 梗阻部位和原因
的诊断符合率最高. 小肠梗阻中超声发现腹腔
积液应考虑有绞窄的可能. 

关键词: 肠梗阻; 诊断; CT; 超声; X线
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0  引言

机械性肠梗阻为普通外科常见急腹症之一. 尽
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■背景资料
肠梗阻起病急、
变 化 快 ,  是 临 床
上常见的急腹症, 
临床医生面对着
患者常常迫切地
需要了解有无梗
阻, 梗阻部位, 梗
阻的原因以及有
无闭袢形成或绞
窄等情况.

■同行评议者
张俊, 副教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科



管目前对其诊断和治疗水平有明显提高, 但死

亡率仍然高达5%-10%, 绞窄性肠梗阻死亡率甚

至高达10%-30%[1]. 为能做到早期诊断、及时治

疗, 我们对127例机械性肠梗阻回顾分析如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2007-04/2008-10中国医科大学附属

第一医院收治的经手术探查和病理证实的

机械性肠梗阻共127例. 其中小肠梗阻(s m a l l 
bowel obstruction, SBO)62例, 男30例, 女32例, 
年龄20-92(平均55.6)岁; 大肠梗阻(large bowel 
obstruction, LBO)65例, 男39例, 女26例, 年龄

26-82(平均61.35)岁. 对以上病历资料进行回顾

性分析. 病因分析中无论何种原因引起套叠者, 
病因归为套叠. 原发肿瘤和肿瘤术后复发、转

移者, 病因均归为肿瘤. 
1.2 方法 腹部立位平片全部为DR摄像, CT均为

16排以上多层螺旋CT, 超声检查为高分辨彩色

二维超声. 小肠扩张直径>2.5 cm[1-3], 结肠扩张直

径>6.0 cm[1,3]者认为有肠梗阻存在. 术前多次行

腹部立位平片检查确诊肠梗阻者, 按诊断肠梗

阻计算. 以上检查均经两名主治医师以上确诊. 
统计学处理 诊断符合率的比较用χ2或Fish-

er's Exact检验, P <0.05认为有显著的统计学差异.

2  结果

2.1 病因 SBO主要病因中粘连占53.2%(33/62), 
肿瘤占17.7%(11/62)和疝11.3%(7/62), 还有套叠

所致4例, 粪石3例, 炎症性疾病2例(其中结核1
例), 肠扭转1例, 不明原因1例. 而LBO中结直肠

癌占87.7%(57/65), 乙状结肠扭转, 结直肠手术

后吻合口炎性狭窄各占3.1%(2/65), 外伤、结肠

脾曲综合征、粪石、子宫肌瘤外压所致各1例. 
粘连所致SBO中90.9%(30/33)既往曾行剖腹手

术, 60.6%(20/33)为粘连索带卡压引起梗阻. 结
直肠癌所致LBO中17.5%(10/57)位于盲、升结

肠, 12.3%(7/57)位于结肠肝曲, 12.3%(7/57) 位于

横结肠, 15.8%(9/57)位于降结肠, 29.8%(17/57)
位于乙状结肠, 12.3%(7/57) 位于直肠. 
2.2 腹部立位平片 SBO中58例术前行腹部立

位平片检查, 69.0%(40/58)诊断肠梗阻, 其中包

括12.1%(7/58)初次检查未确诊, 复查时诊断肠

梗阻. 22.4%(13/58)疑似肠梗阻, 8.6%(5/58)未
见异常. LBO中56例术前行腹部立位平片检查, 
76.8%(43/56)诊断肠梗阻, 其中包括3.6%(2/56)初
次检查未确诊, 复查时诊断肠梗阻. 21.4%(12/56)
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疑似肠梗阻, 1.8%(1/56)未见异常. 腹部立位平片

术前无法诊断病因(0.0%). LBO中44.6%(25/56)因
结肠扩张, 粪便蓄积提示LBO, 但难以判断准确

部位. SBO确诊梗阻病例虽可见扩张的小肠, 但
不能就此确定梗阻一定位于小肠.
2.3 CT检查 SBO中34例术前行CT检查, LBO中

44例术前行CT检查. 因急诊就诊, 及患者原因

等CT未行增强扫描的分别为SBO 20.6%(7/34)
和L B O 15.9%(7/44) .  S B O术前行C T检查

100%(34/34)诊断肠梗阻, 100%梗阻部位诊断

正确. 44.1%(15/34)的病因未能正确诊断, 其中

80.0%(12/15)为粘连所致, 另外3例包括1例回肠

末端炎性息肉引起套叠误诊为脂肪瘤, 1例回肠

末端炎性息肉, 1例为胃癌术后复发、转移所致. 
LBO术前行CT检查95.45%(42/44)诊断肠梗阻, 
另外未诊断梗阻2例均为降结肠癌, 其中1例已穿

孔形成腰大肌周围脓肿. 97.7%(43/44)患者梗阻

部位诊断正确, 另1例为直肠癌术后吻合口炎性

狭窄误诊为梗阻于脾曲部. 9.1%(4/44)的病因未

能正确诊断, 其中1例为CT平扫未能诊断粪石, 1
例为直肠癌术后吻合口炎性狭窄, 1例为CT平扫

未能诊断直肠癌, 1例为结肠脾曲综合征(表1).
2.4 超声检查  S B O中51例术前行超声检查 , 
82.35%(42/51)诊断肠梗阻, 11.8%(6/51)诊断

了梗阻部位及病因, 其中2例为肠套叠, 2例为

www.wjgnet.com

■研发前沿
为机械性肠梗阻
提供更详尽可靠
的术前诊断信息
是肠梗阻诊断方
面的研究重点. 小
肠梗阻, 尤其是粘
连性的小肠梗阻, 
如何能在肠坏死
前准确地预测绞
窄的存在是亟待
解决的问题.

表  1  CT诊断肠梗阻的符合率 %(n )

     
  有无梗阻    梗阻部位    病因诊断

小肠梗阻

    粘连 100.0(14/14) 100.0(14/14)   14.37(2/14)

    肿瘤 100.0(9/9) 100.0(9/9)   88.9(8/9)

    疝 100.0(4/4) 100.0(4/4) 100.0(4/4)

    套叠 100.0(2/2) 100.0(2/2)   50.0(1/2)

    粪石 100.0(2/2) 100.0(2/2) 100.0(2/2)

    炎性疾病 100.0(2/2) 100.0(2/2)   50.0(1/2)

    不明 100.0(1/1) 100.0(1/1) 100.0(1/1)1

大肠梗阻

    结直肠癌   94.9(37/39) 100.0(39/39)   97.4(38/39)

    吻合口狭窄 100.0(1/1)     0.0(0/1)     0.0(0/1)

    外伤 100.0(1/1) 100.0(1/1) 100.0(1/1)

    结肠脾曲

    综合征

100.0(1/1) 100.0(1/1)     0.0(0/1)

    粪石 100.0(1/1) 100.0(1/1)     0.0(0/1)

    子宫肌瘤 100.0(1/1) 100.0(1/1) 100.0(1/1)

平均   97.4(76/78)   98.7(77/78)   75.6(59/78)

1该病例术后诊断小肠局限性扩张, CT诊断同术后诊断, 病理见

该段小肠肌纤维稀疏.

■相关报道
Grass i等研究认
为SBO肠间积液
是由于小肠壁静
脉 回 流 受 阻 ,  导
致毛细血管内压
力 增 高 ,  通 透 性
增加所致.
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肿瘤, 2例为腹外疝所致. 74.5%(38/51)发现腹

腔内有积液, 而该51例中经手术探查证实有肠

坏死或闭袢形成、绞窄等血运障碍者腹腔内

87.1%(27/31)有积液, 而其中仅45.2%(14/31)
靠症状、体征提示肠绞窄 ;  无明显血运障碍

者55.0%(11/20)有积液, 其中10.0%(2/20)有轻

度腹膜刺激征. L B O中34例术前行超声检查, 
58.8%(20/34)诊断肠梗阻,  29.4%(10/34)发现了

腹腔内占位病变, 从而确定了梗阻部位及病因. 
2.5 腹部平片、超声和CT对肠梗阻诊断的比较 
腹部平片与超声比较在确诊有无肠梗阻上无显

著差异(P >0.05, 图1, 2). CT与腹部平片、超声比

较在确诊有无肠梗阻上有显著差异(P <0.05, 图
1, 2). CT在确诊肠梗阻的部位和病因的符合率

上也显著高于超声和腹部平片(P <0.05). 绞窄性

SBO时超声检查发现腹腔内积液的几率显著增

高(P <0.05). 超声检查发现腹腔内积液预测绞窄

性SBO的灵敏度为87.1%, 特异度为45.0%; 而靠

症状、体征提示肠绞窄灵敏度为45.2%, 特异度

为90.0%.

3  讨论

肠梗阻起病急, 变化快, 是临床上常见的急腹症, 
对肠梗阻选择合适的治疗方案常常是临床医师

面临的难题, 而延误诊断、 拖延手术时机是造

成肠梗阻患者死亡的重要原因. 但盲目的剖腹

探查既增加了患者的痛苦, 也浪费了资源[4]. 因
此, 临床医生面对着患者常常迫切地需要了解

有无梗阻, 梗阻部位, 梗阻的原因以及有无闭袢

形成或绞窄等情况. 
与文献报道相似[1-3,5], 本组SBO主要病因依

次为粘连、肿瘤、腹外疝和套叠; LBO常见病

因为结直肠癌和肠扭转. 
虽然肠梗阻的影像学检查公认的是首选腹

部平片[6], 但根据本组资料显示腹部平片仅能诊

断69.0%(40/58)的SBO和76.8%(43/56)的LBO, 
而且其中12.1%(7/58)的SBO和3.6%(2/56)的
LBO腹部平片是复查后确诊的. 文献报道也认

为20%-52%的病例腹部平片不能提出肯定的诊

断, 诊断梗阻部位的能力十分有限, 而且不能诊

断梗阻的病因[1,3]. Frager等[2]认为即使反复跟踪

复查, 也有大约20%的肠梗阻靠腹部平片是无法

诊断的. 这部分患者可能因为诊断的延迟导致

不良后果. 
本组CT诊断了全部SBO, 而LBO中1例腰

大肌周围脓肿于CT检查前已行脓肿引流术; 另
1例为不全梗阻, CT检查前已排气排便, CT虽
未确诊梗阻, 但正确诊断了肿瘤及其部位. 纪
建松等经口服和灌肠水溶性造影剂, 再加增强

C T扫描后三维重建等技术 ,  肠梗阻确诊率达

100%(419/419). 并认为由于结直肠位置比较固

定, 水平断层上其形态也易于与小肠区分, 再加

上根据扩张肠管和塌陷肠管间的移行带, CT判
断梗阻部位有明显的优势[1]. 在病因的判断中, 
因扩张肠管和塌陷肠管间的移行带处无明显占

位病变, 而且粘连性SBO中多为(60.6%)粘连所

带导致, 故CT诊断粘连性肠梗阻有些困难. 明兵

等也认为在不进行三维重建等条件下CT对粘连

和小的肿瘤引起的梗阻比较困难[3,7]. 但本组粘

连性肠梗阻90.9%既往曾行剖腹手术, 根据病史

不难诊断. 由于未行增强扫描, 2例LBO由粪石

抑或肿瘤引起未能得以区分. 由于增强后粪石

无强化, 而结直肠癌组织会有强化表现[3], 因此

应尽量采取增强扫描. 根据我们的经验, 结直肠

癌术后吻合口炎性狭窄或复发即使结肠镜也很

难诊断, 所以只要CT诊断了梗阻和部位, 并不影

响手术探查. Godfrey等[8]的研究认为CT在诊断

LBO中的价值显著优于腹部平片和灌肠. 本组病

例中套叠所致梗阻虽仅诊断50%(1/2), 但据研究

表明, CT是套叠最有效和准确的诊断方法[9-11]. 本

图  1  SBO术前检查诊断是否存在梗阻符合率.
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图  2  LBO术前检查诊断是否存在梗阻符合率.

■创新盘点
本文站在外科医
生的角度综合比
较了腹部平片、
超声、CT在诊断
肠梗阻时的优缺
点 .  并 将 术 前 查
体、辅助检查和
手术探查有机结
合起来进行了详
尽地讨论.
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组LBO中梗阻部位大约有50%和30%分属左、

右半结肠, 因肠梗阻常无法行肠道准备而行结

肠镜检查, 因此CT检查对LBO患者手术切口的

选择非常重要. 
SBO和LBO术前行超声检查, 虽多可根据肠

管的扩张程度断定有无梗阻(82.35%和61.8%), 
但与腹部平片相比无显著差异, 而且对临床医

生来说并不直观. 腹外疝多可通过术前查体诊

断, 但少见的如闭孔疝却常靠CT才能做出术前

诊断[12]. 虽然少数情况下超声能诊断肿瘤、套叠

所致梗阻, 但是受肠管内积气的影响与CT相比

其判定梗阻部位和病因的能力显著降低.  
本组资料显示绞窄性SBO时超声检查发现

腹腔内积液的几率显著增高. 而实际上绞窄性

与非绞窄性SBO是同一疾病发展的不同病理过

程, 二者之间并无绝对界限. 本研究属回顾性研

究, 本组所谓的绞窄性SBO是指病理证实的有出

血坏死的, 或术中探查有明显缺血表现的, 并不

能说明非绞窄性SBO组肠壁绝对没有缺血. 虽然

靠临床症状、体征也能提示肠绞窄, 特异度可

达90.0%, 但其灵敏度仅为45.2%, 此时很可能因

肠坏死而不得不切除肠管. Grassi等[13]研究认为

SBO肠间积液是由于小肠壁静脉回流受阻, 导致

毛细血管内压力增高, 通透性增加所致. 在排除

如心、肝、肾功不全, 肿瘤, 外伤以及炎症性疾

病等情况下, 超声检查发现肠间积液的SBO常需

手术治疗, 而且如积液明显增加需立即手术. 而
本组非绞窄性SBO中也包含了肿瘤和炎症性疾

病所致的梗阻, 因此导致特异度较低. Schwenter
等也认为腹腔游离液体是预测肠绞窄的重要因

素之一[14,15]. O'Daly等[16]认为腹腔游离液体是预

测粘连性SBO绞窄的独立的重要因素, 并且绞窄

的可能性是无腹腔游离液体的3倍. 
总之, 腹部平片只能作为诊断肠梗阻的初

步筛选. CT对诊断是否存在肠梗阻, 梗阻部位和

原因有绝对优势. 在排除如心、肝、肾功不全, 
肿瘤, 外伤以及炎症性疾病等情况下, 小肠梗阻

中超声发现腹腔积液应考虑有绞窄可能, 并尽

早手术.
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Abstract
AIM: To find an anatomic landmark that can be 
used to avoid intrapelvic ureteral injury during 
total mesorectal excision (TME).

METHODS: Sixty-one patients undergoing TME 
at the Affiliated Liuzhou Hospital of Southern 
Medical University between June 2006 and June 
2010 were observed intraoperatively to find an 
anatomic landmark.

RESULTS: Sacrogenital folds, located between 
the intrapelvic ureter and mesorectum, are an 
anatomic structure that was observed in all the 
61 cases studied. No intrapelvic ureter injury 
occurred when we chose to operate inside the 
Sacrogenital folds.

CONCLUSION: Sacrogenital folds can be used 
as an anatomic landmark to prevent intrapelvic 
ureteral injury during TME.

Key Words: Sacrogenital folds; Intrapelvic ureter; 
Total mesorectal excision; Anatomic landmark

Sun Y, Lu YG, Liang TW, Fan JL. Anatomic landmark to 
prevent intrapelvic ureteral injury during total mesorec-
tal excision. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 
3489-3491

摘要
目的: 寻找全直肠系膜切除术中预防盆段输
尿管损伤的解剖标志, 有效地避免盆段输尿管
损伤.

方法: 对南方医科大学附属柳州医院2006-06/ 
2010-06施行的61例全直肠系膜切除术进行仔
细地解剖标志及盆段输尿管观察.

结果: 61例全直肠系膜切除术中均可发现一
恒定解剖结构-骶生殖襞. 骶生殖襞均位于盆
段输尿管与直肠系膜之间. 选择在骶生殖襞的
内侧层面操作, 本组病例均避免了盆段输尿管
的损伤.

结论: 骶生殖襞可以作为预防盆段输尿管损
伤的解剖标志.

关键词: 骶生殖襞; 盆段输尿管; 全直肠系膜切除

术; 解剖标志
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0  引言

自1982年Heald等提出全直肠系膜切除术(total 
mesorectal excision, TME)这一概念[1], TME因可

以显著降低局部复发率[2-4]. 目前已成为直肠癌

根治术的“金标准”[5,6], 但是术中输尿管损伤

特别是盆段输尿管损伤仍是常见的并发症[7,8]. 
TME中若能找到一个解剖标志, 以这个解剖标

志为参照物进行手术操作就会有效地预防盆段

输尿管损伤. 为了更好地掌握和寻找可靠的解

剖学标志, 我们对南方医科大学附属柳州医院

www.wjgnet.com
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■背景资料
目前全直肠系膜
切除术已成为直
肠 癌 根 治 术 的
“金标准”, 但是
术中输尿管损伤
特别是盆段输尿
管损伤仍是常见
的并发症, 因此在
手术中找到一个
解剖标志并且以
他为参照物进行
手术操作来避免
输尿管损伤是非
常有意义的.

■同行评议者
王忠裕, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院普通外
科二科



2006-06/2010-06施行的61例TME中进行仔细观

察, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 病例61例, 男40例, 女21例, 年龄41-82 
(平均62)岁; 其中上段直肠癌41例, 中下段直肠

癌20例, 均行TME.
1.2 方法 61例均行TME, 开腹探查后确认可行

根治术, 自肠系膜下动静脉根部开始清扫其周

围脂肪组织及淋巴结. 分别钳夹、切断、缝扎

直肠上动静脉, 进入盆筋膜壁层和脏层的疏松

结缔组织间隙. 在直视下, 用电刀或超声刀沿此

无血管的间隙作锐性解剖, 并沿这一间隙平面

向直肠的两侧解剖分离达侧韧带, 仔细辨识骶

生殖襞, 在其外侧寻找盆段输尿管, 明确输尿管

的走行, 在其内侧切除直肠系膜. 直肠前方则在

腹膜返折上切开盆腔腹膜, 沿Denonvilliers筋膜

(腹膜会阴筋膜)前作锐性分离, 男性注意保护精

囊及前列腺, 女性注意保护阴道后壁, 向两侧绕

至侧韧带, 切断结扎两侧侧韧带. 注意始终保持

在骶生殖襞内侧操作, 避免损伤输尿管. 向上向

前牵拉直肠, 切断两侧骶骨直肠韧带, 即达盆底. 
至此完成TME.

2  结果

本组61例TME均无输尿管损伤, 术中均可清晰

的见到一恒定解剖结构-骶生殖襞, 盆段输尿管

在盆腔侧壁的腹膜外结缔组走行直至进入膀胱, 
位于骶生殖襞的外侧, 直肠系膜均在骶生殖襞

内侧(图1). 在进行TME时严格在骶生殖襞内侧

操作, 均避免了盆部输尿管的损伤. 

3  讨论

骶生殖襞是盆腔腹膜形成的皱襞, 男女命名有

所不同, 男性称为骶膀胱襞, 他自骶骨至膀胱两

侧, 内含有骶骨膀胱韧带, 女性称为骶子宫襞, 
他自骶骨至子宫颈两侧, 内含骶子宫韧带. 盆段

输尿管在骶生殖襞的外侧盆腔侧壁的腹膜外结

缔组走行直至进入膀胱, 首先走行于直肠系膜

的侧后方, 接近膀胱时走行于直肠系膜的侧前

方, 但盆段输尿管整个走行过程中与直肠系膜

之间均有骶生殖襞间隔. 由此来看, 骶生殖襞就

像条弧形带子一样将盆段输尿管与直肠系膜隔

开, 因此全直肠系膜手术中始终保持在骶生殖

襞内侧的层面进行操作, 可以避免盆段输尿管

的损伤. 
TME要求完全切除直肠系膜, 须剥离直肠
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的全部疏松结缔组织, 再加上术中牵拉易使输

尿管移位, 肿瘤转移或浸润使解剖变得不清楚, 
故直肠癌手术时易造成输尿管损伤, 国内报道

其发生率为0.5%-2.4%[8,10], 国外报道其发生率

0.6%-5.7%[11-13]. 目前已有很多方法预防输尿管

损伤, 如术前预防性输尿管置管; 术中保持肾前

筋膜的完整性; 使用超声刀紧贴直肠系膜侧面

锐性切割, 避免靠近盆侧壁; 切断侧韧带之前, 
向前外侧牵引直肠, 直视下操作; 盆侧壁发生出

血时, 切忌盲目电凝止血等[14-18]. TME中若能找

到一个解剖标志, 以这个解剖标志为参照物进

行手术操作会更有效预防盆段输尿管损伤. 我
们认为选用的解剖学标志必须具备以下两个特

点: 一是解剖本身比较恒定; 二是易于观察, 方
便实用. 在TME中骶生殖襞可以满足以上两点

要求, 在本组61例病例中均可清晰地看到这一

解剖标志, 特别是肥胖患者及再次手术患者, 在
其他解剖结构不够清楚时, 骶生殖襞仍可易于

发现, 通过盆段输尿管的观察我们发现输尿管

走行于骶生殖襞的外侧, 直肠系膜位于骶生殖

襞的内侧, 因此以骶生殖襞作为解剖标志具有

预防盆段输尿管损伤的临床意义. 在TME盆部

操作时, 首先找到骶生殖襞这一解剖标志, 用这

一解剖标志作为参照物(实际上是一条弧线), 始
终保持在这一解剖标志内侧操作, 可以有效地

避免输尿管的损伤.

www.wjgnet.com

■研发前沿
输尿管损伤是全
直肠系膜切除术
常见的并发症, 如
何有效的预防术
中输尿管损伤一
直受到胃肠外科
医生的关注.

图  1  盆腔解剖图(引自奈特解剖图谱)[9]. A: 女性; B: 男性; a: 

直肠系膜; b: 骶生殖(子宫、膀胱)襞; c: 输尿管.

A
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c

a
b
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骶生殖襞是TME中预防盆段输尿管损伤的

恒定、理想和可靠的解剖标志, 进行TME时保

持在骶生殖襞的内侧操作, 可以避免盆段输尿

管损伤.

志谢: 感谢湖北省中山医院普外科刘胜新副主

任医师在本文完成过程中给予的支持及帮助.
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《2009 年版中国科技期刊引证报告》( 核心版 ) 发布
《世界华人消化杂志》2008 年影响因子 0.547   

本刊讯 中国科学技术信息研究所发布2008年《世界华人消化杂志》的总被引频次为2 480, 位居1 868种中

国科技论文统计源期刊的第100位, 41种内科学类期刊的第6位. 2008年《世界华人消化杂志》的影响因子为

0.547, 41种内科学类期刊的第17位. 大家最为关注的是《2009年版中国科技期刊引证报告》(核心版)中新增一

个综合评价指标, 即综合评价总分, 该指标根据科学计量学原理, 系统性地综合考虑被评价期刊的各影响力指

标(总被引频次、影响因子、他引率、基金论文比、引文率等)在其所在学科中的相对位置, 并按照一定的权

重系数将这些指标进行综合集成, 对期刊进行综合评价. 《世界华人消化杂志》总分为49.5, 在41种内科学类

期刊中排名第8位, 在1 868种中国科技期刊排名第341位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文实用性较好, 
对临床医师尤其
是基层医院的医
生完成该手术有
一定的帮助.
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Abstract
Esophageal perforation during endoscopy or 
surgery can be a devastating event. Traditional 
therapy for iatrogenic esophageal perforation in-
volves surgical repair of the esophagus. Esopha-
geal stent placement provides a safer alternative 
for patients with iatrogenic esophageal perfora-
tion.

Key Words: Esophageal perforation; Endoluminal 
esophageal stent; Therapy

Zhang NB, Huang NG. Esophageal stent placement for 
the treatment of iatrogenic esophageal perforation: report 
of one case. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(32): 
3492-3493

摘要
医源性食管穿孔是由外科手术、内镜介入等
医疗操作引起的严重事件, 其传统的治疗方法
是外科手术修复. 应用覆膜食管支架置入术治
疗食管穿孔可有效地封堵瘘口, 从而避免外科
手术对患者的打击. 

关键词: 食管穿孔; 食管支架; 治疗

章诺贝, 黄年根. 覆膜食管支架置入术治疗医源性食管穿孔1

例.  世界华人消化杂志  2010; 18(32): 3492-3493

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/3492.asp

0  引言

食管支架置入术是治疗良、恶性食管狭窄非常

有效的手段之一, 其并发症中食管穿孔的发生

率为1%-5%[1]. 南昌大学第二附属医院应用覆膜

食管支架成功治疗医源性食管穿孔1例, 现报道

如下.

1  病例报告

男, 79岁, 因进行性进吞咽梗阻感3 mo余入院. 
入院后行电子胃镜检查示: 食管-贲门-胃底占位, 
病灶起始部距门齿约37 cm. 病理示中低分化腺

癌. 2 d后拟用长10 cm、直径2.0 cm的覆膜镍钛

记忆合金食管支架行食管支架置入术. 术中插

入食管支架置入器时, 导丝滑脱未通过狭窄段

因而没有起到引导作用, 故插入食管支架置入

器后(支架尚未展开)即导致食管穿孔, 退出食管

支架置入器, 复插胃镜见肿瘤上缘下方约2.0 cm
处有一瘘口通向腹腔, 长约3.0 cm, 未超过贲门. 
患者诉上腹部疼痛, 体检腹肌紧张, 未出现皮下

气肿. 予泛影葡胺行食管造影显示造影剂漏入

腹腔(图1A). 
拟应用上述食管支架在胃镜和X线透视配

合下封堵瘘口. 将导丝沿胃镜活检孔插入胃腔

后退出胃镜, 留置导丝. 在X线透视下将食管支

架置入器沿导丝插入食管后, 再平行插入胃镜

至瘘口上方, 逐渐将置入器外套管缓慢退出使

支架自动展开后其近端距离瘘口上缘约4 cm同

时越过肿瘤, 其远端越过贲门. 术后口服造影剂

未见外漏(图1B). 同时行持续胃肠减压管减压, 
并配合禁食、抗炎、维持水电平衡, 营养支持

等治疗. 术后患者一直未出现发热, 血象升高等

感染情况, 5 d后腹痛基本缓解, 拔除胃肠减压管, 
进食流质, 术后第11 d病情平稳, 出院.

®

■背景资料
医源性食管穿孔
是非常棘手的医
疗事件之一, 可导
致严重的胸腹腔
感染, 即使在24 h
内行外科手术治
疗其死亡率仍高
达12%-36%. 

■同行评议者
张军, 教授, 西安
交通大学医学院
第二附属医院消
化内科
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2  讨论

食管支架置入术导致的食管穿孔易发生在食管

扭曲、狭窄部成角, 严重狭窄伴有溃疡、憩室

和放疗化疗术后病例, 部分病例表现迟发性穿

孔[1]. 此病例肿瘤质地脆性大且表面有溃疡, 是
造成穿孔的原因之一, 但更主要的原因是未能

保持导丝的前端始终处于胃腔内, 导丝没有起

到有效引导食管支架置入器的作用而导致穿孔. 
采用覆膜食管支架置入术治疗食管穿孔, 

其原理是通过将带有高纤维膜的网状支架置入

食管后, 支架自行弹开固定在食管腔内, 其高纤

维膜覆盖食管瘘口能有效地防止食物、分泌物

及胃液从瘘口进人腹腔, 减少腹腔的污染和理

化刺激, 且食管覆于支架上, 有利于瘘口愈合. 
支架两端“喇叭口”直径必须大于食管正

常段直径1.5 cm, 才能确保支架两端能较好地固

定在正常食管段．不易滑动移位. 其次, 支架的

长度必须超过食管裂口长度>4-6 cm(即支架两

端必需各超过瘘口至少2-3 cm), 才能确保高纤

维膜能完全覆盖食管瘘口不产生渗漏. 食管瘘

口长度>10 cm不适宜采用本方法治疗, 因为食

管的瘘口太大, 容易使支架脱入胸腔而导致手

术失败. 另外, 食管穿孔下端若超过贲门, 支架

下端无法紧贴食管壁, 胃内液体仍可渗入瘘口, 
也不适宜采用本方法[2]. 食管下段穿孔时, 支架

下缘应超过贲门, 防止造影剂和食管内容物(胃
反流液、唾液、食管分泌物等)在贲门处遇到阻

力, 不能迅速通过, 积在食管下段, 沿食管支架

下缘溢入瘘口[3]. 
该病例食管穿孔发现及时, 在置入覆膜食

管支架有效封堵瘘口的基础上配合胃肠减压、

禁食、抗炎等治疗未出现严重后果.
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■应用要点
覆膜食管支架置
入可迅速封闭瘘
口, 有效地防止食
物、分泌物进人
胸腹腔导致感染, 
从而避免开胸或
开腹手术, 患者可
早期恢复进食并
缩短住院天数.

图  1  行食管造影. A: 造影剂漏入腹腔; B: 造影剂未见外漏.
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本文实用性较好, 
对与临床医师有
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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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(print), ISSN 2219-2859 (online), 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
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁.例如, 1秒, 1 s; 
2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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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 @
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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 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.
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  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  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).

6  修回稿须知
6.1 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.
6.2 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.
6.3 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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2010-11-18/21
2010年中国国际肝胆外科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: 021-68383773

2010-11-18/21
第十四届全国胆道外科学术会议暨2010中国国际肝胆外
科论坛
会议地点: 上海市
联系方式: ncbs_cifhbs@126.com
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会议地点: 重庆市
联系方式: 023-68757955-8

2010-11-26/27
全军首届临床营养支持研讨会暨北京肠外内营养专业委
员会消化疾病营养支持专题研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: drqiaozhi@hotmail.com

2010-11-27
胆汁淤积和自身免疫性肝病专题学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: xumingyi@hotmail.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

2010-12-03/06
肿瘤多学科综合诊治新概念学术研讨会
会议地点: 三亚市
联系方式: yxhy526@yahoo.com.cn

2010-12-10/12
2010江苏省腹腔镜临床应用进展研讨班
会议地点: 苏州市
联系方式: 0512-67784095/67784099

2010-12-18
北京平谷国际软硬镜超声联合技术暨动物模拟培训研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: pgyy2001@126.com

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

2011-01-20/22
2011年胃肠道癌症研讨会-胃肠道肿瘤的科学和多学科管理
会议地点: 美国旧金山
联系方式: giregistration@jspargo.com

2011-03
中华医学会第四次全国感染性疾病中青年学术会议
会议地点: 长沙市
联系方式: medcon@126.com

2011-03-25
第六届中国消化外科学术会议暨第七届全军肝胆外科学
术会议
会议地点: 北京市
联系方式: 010-67534765-8888

2011-03-25/27
首届中国腹膜后肿瘤论坛
会议地点: 北京市
联系方式: sjtcolorectalsurgery@gmail.com

2011-04-08
2011第五届中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市
联系方式: cma_spd@yahoo.com

2011-04-15/17
第二届中国肿瘤介入与微创治疗大会
会议地点: 上海市
联系方式: 010-84288944

2011-06-11/12
2011国际消化疾病论坛
会议地点: 香港
联系方式: www.iddforum.com

2011-06-16/20
第二十三次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 太原市
联系方式: 0351-4174328

2011-07-07
第八届全国大肠癌学术会议暨2011哈尔滨国际结直肠癌
外科周
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: rainy_gg@yeah.net
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