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 述评 EDITORIAL

胰腺癌免疫治疗的研究现状

吴应冬, 周国雄
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®

■背景资料
肿瘤免疫治疗的
目的是激发或调
动机体的免疫系
统 ,  增 强 肿 瘤 微
环境抗肿瘤免疫
力 ,  从 而 控 制 和
杀 伤 肿 瘤 细 胞 . 
近几年来随着免
疫学、分子生物
学与基因工程技
术 的 发 展 ,  肿 瘤
免疫治疗已成为
继手术和放、化
疗之后肿瘤治疗
的第4种模式.  
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Abstract
Pancreatic cancer is one of the common highly 
malignant digestive system tumors. It is associ-
ated with a high mortality rate because of early 
metastasis, low resection rate and poor chemora-
diotherapy response. Advances in immunology, 
such as tumor antigen, immunological surveil-
lance, immunological evasion, immunological 
tolerance, T cell signal transduction, regulation 
of cytokines and regulatory DCs, down-regula-
tion of co-stimulatory molecules, and tumor mi-
croenvironment, have enriched our knowledge 
and promoted the development of immunother-
apy for pancreatic cancer. In this paper, we will 
review the recent advances in immunotherapy 
for pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Immunotherapy; 
Recent advances

Wu YD, Zhou GX. Recent advances in immunotherapy 

for human pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(20): 2091-2096

摘要 
胰腺癌是常见的恶性程度较高的消化系肿瘤
之一, 转移早、手术切除率低、放化疗效果
差、死亡率极高. 近年来对肿瘤免疫机制的研
究有了很大的进展. 人们对肿瘤抗原、免疫监
视、免疫逃避、免疫耐受、T淋巴细胞信号
转导、细胞因子以及抑制性树突状细胞(DCs)
的调节、共刺激分子的下调、肿瘤微环境有
了一定的认识, 推动了胰腺癌免疫治疗的发
展, 并在实验室和临床应用中取得了较大的进
展, 本文主要介绍胰腺癌的免疫治疗进展. 

关键词: 胰腺癌; 免疫治疗; 现状
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0  引言

胰腺癌是常见的恶性程度较高的消化系肿瘤之

一, 其发病率在全球呈逐年上升趋势, 由于缺乏

有效的早期诊断及治疗手段, 预后极差. 近几年

来对肿瘤免疫机制的研究有了很大的进展, 人
们对肿瘤抗原、免疫监视、免疫逃避、免疫耐

受、T淋巴细胞信号转导、细胞因子以及调节性

树突状细胞(dendritic cells, DCs)的调节、共刺激

分子的下调及肿瘤微环境有了一定的认识[1-6]. 基
于对胰腺癌免疫的认识, 针对免疫调节的关键

位点, 人们对胰腺癌的免疫治疗进行了探索, 并
且在实验室和临床应用中取得了较大的进展.

1  被动免疫

1.1 单克隆抗体 杂交瘤技术的发展使单克隆抗

体的广泛运用成为可能, 通过作用于信号通路

或与抗体偶联的偶联物, 如毒素或放射性同位

素来杀伤肿瘤. 单克隆抗体可以单独运用, 也可

以与其他放化疗同时运用. 单克隆抗体的作用

机制包括对相应的功能蛋白特异性阻断、抗体

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医 院 肝 病 内 科 ; 
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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■研发前沿
目前肿瘤的免疫
治疗研究正成为
热 点 .  胰 腺 癌 的
免疫治疗改变了
传统的治疗思路, 
通过增强肿瘤特
异性抗原的免疫
原 性 ,  诱 发 机 体
的抗肿瘤免疫应
答 ,  使 胰 腺 癌 的
免疫治疗更加具
有挑战. 

依赖的细胞介导的细胞毒性作用、补体依赖的

细胞毒作用、生长抑制、凋亡、对肿瘤细胞的

靶向放化疗、加强DCs对抗原的处理和递呈等, 
目前已有很多针对胰腺癌单克隆抗体的实验室

和临床研究的评估[7]. MORAb-009是抗间皮蛋白

的一种单克隆抗体, 间皮蛋白是一种肿瘤高表

达的表面黏附蛋白, 一期临床在检测安全性、

剂量依赖性毒性和最大中毒剂量时, 显示了很

高的安全性. 所有肿瘤患者中包括胰腺癌24例, 
有11例病情得到了稳定, 目前二期临床试验正

在进行中[8]. Mapatumumab为抗肿瘤坏死因子相

关凋亡诱导配体(TNF-related apoptosis-inducing 
ligand, TRAIL)受体1蛋白的人单克隆抗体, 可
诱导表达TRAIL-受体1蛋白的人肿瘤细胞凋亡, 
因此具有广泛的抗肿瘤活性. Stadel等[9]研究表

明, Mapatumumab联合凋亡抑制蛋白(X-linked 
inhibitor of apoptosis, XIAP)抑制剂可诱导大多

数的胰腺肿瘤细胞系的凋亡. Erlotinib为抗表皮

生长因子受体酪氨酸激酶的单克隆抗体, 2007
年加拿大国家临床试验小组运用Erlotinib联合

吉西他滨对569例晚期胰腺癌患者的随机双盲

的三期临床试验表明, Erlot in ib联合吉西他滨

相对于安慰剂联合吉西他滨组能明显提高患者

的生存率, 并具有较低的不良反应, 推荐剂量为

100 mg/d[10]. 
1.2 T淋巴细胞回输过继免疫治疗 T淋巴细胞在

肿瘤免疫中是特异性识别和溶解肿瘤细胞的效

应细胞, 在体外运用IL-2非特异性扩增淋巴细

胞, 或肿瘤浸润淋巴细胞的体外扩增, 或利用特

殊的细胞因子诱导外周血单个核细胞产生效应

细胞, 绕过肿瘤患者体内免疫功能障碍的各种

机制, 直接回输到患者体内, 发挥抗癌作用[11-13]. 
Kondo等[14]运用患者外周血分离的贴壁细胞和

悬浮细胞分别诱导出MUC1修饰的DCs疫苗和

对MUC1敏感的细胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic 
lymphocytes, CTLs), 回输到患者体内, 结果证实

对胰腺癌是可行和有效的. Kawaoka等[15]从患

者外周血中提取单个核细胞与灭活的胰腺癌细

胞YPK-1共同培养3 d, 再加入IL-2培养7 d, 诱导

出MUC1特异性CTLs. 在体外, 对表达MUC1的
胰腺癌和乳腺癌细胞具有杀伤作用, 对不表达

MUC1的肿瘤细胞则表现为低杀伤作用. 在临床

上, 用对MUC1敏感的CTLs对28例胰腺癌患者

进行治疗, 结果表明CTLs过继免疫治疗可以有

效减少转移复发, 提高中位生存率, 且具有较高

的安全性, 特别是对手术切除后的患者. 日本学

者Imai等[16]对一例52岁已有肝转移的胰腺癌患

者运用吉西他滨联合MUC1-DC疫苗和抗CD3激
活的T淋巴细胞回输, 24 wk后, CT和MRI检查显

示该患者得到了完全缓解. 临床研究表明, 自体

回输高选择性的肿瘤反应性的T淋巴细胞可以

引起肿瘤的消退, 但要常规应用到临床进行肿

瘤的治疗, 还有很多的困难, 如何常规扩大有活

性的肿瘤特异性T淋巴细胞的数量; 如何延长回

输后淋巴细胞的作用持续时间; 如何在体内创

造免疫抑制的环境以利于回输细胞发挥最大的

作用; 如何可重复生产特异性T淋巴细胞; 如何

让淋巴细胞富集到肿瘤部位等. 目前, 运用基因

工程技术, 转染表达特异性T淋巴细胞受体的基

因来产生所需要的T淋巴细胞, 利用转基因技术, 
让T淋巴细胞表达相关趋化因子受体, 有利于向

肿瘤位点的富集, 运用药物如环磷酰胺使机体

处于免疫抑制状体或减少机体淋巴细胞, 有利

于回输淋巴细胞的生长和活化, 增强抗肿瘤效

率[17]. 这些方法在一定的程度上提高了T淋巴细

胞回输过继免疫治疗的效果. 

2  主动免疫治疗

2.1 全细胞疫苗 要诱导肿瘤特异性的T淋巴细胞

反应就需要知道确切的肿瘤特异性的抗原, 由
于目前对肿瘤特异性抗原知之甚少, 肿瘤特异

性疫苗的应用受到了限制. 全细胞疫苗将肿瘤

细胞本身作为抗原就绕过这个问题. 肿瘤细胞

经过辐射或其他的处理, 让其失去增殖能力而

保留其免疫原性. 当他们被体内DCs摄取后促

进T淋巴细胞活化. 由于对一种肿瘤细胞系而

言, 他们具有绝大部分的相同的肿瘤抗原, 专职

抗原递呈细胞(antigen presenting cells, APCs)在
MHC限制下递呈免疫抗原给特异性T淋巴细胞

是由宿主驱使的, 因此疫苗细胞可以是自体肿

瘤细胞, 也可以是同种异体肿瘤细胞, 只要疫苗

细胞能够趋化APCs并释放细胞蛋白即肿瘤抗

原, 被APCs摄取就能引起充分的有效的免疫反

应. 研究表明仅仅瘤苗细胞或瘤苗细胞和粒细

胞-巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte-macro-
phage colony stimulating factor, GM-CSF)分别注

入患者体内作用有限, 不是没有足够的具有免

疫原性的肿瘤抗原, 而是因为免疫系统不能对

这些抗原起恰当的反应. 人们认识到在肿瘤局

部的刺激性细胞因子的存在, 对促进免疫反应

和吸引免疫细胞是很重要的[18]. GM-CSF是一种

强大的细胞因子, 能够引起CD4和CD8依赖性系
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■创新盘点
本文反映了目前
胰腺癌免疫治疗
领 域 的 进 展 ,  引
入了近年来国内
外最新研究报道, 
全面体现了胰腺
癌的免疫治疗的
疗效、安全性等
问题.

统性免疫反应, 另外GM-CSF可以由激活的CD4+

淋巴细胞产生, 预示他可能在免疫效应细胞形

成过程中发挥作用. 进一步是研究表明, GM-
SCF的分泌必须在肿瘤抗原的相关部位保持高

水平. Laheru等[19]运用GM-CSF修饰的同种异体

胰腺癌细胞(CG8020/CG2505)免疫晚期胰腺癌

患者, 第1组患者30例, 单独运用最大剂量的疫

苗, 第2组20例患者, 在免疫接种前给予环磷酰

胺, 结果表明两组均具有较低的毒性, 第1组和

第2组的中位生存率分别为2.3和4.3 mo, 并且检

测到间皮素特异性T淋巴细胞反应. 同样, Lu tz
等[20]进行的单中心二期临床研究表明, 在对60
例胰腺癌手术后患者进行GM-CSF分泌性肿瘤

细胞疫苗接种加5-FU为基础的放化疗后, 中位

生存率为24.8 mo, 同时检测到了间皮素特异性

CD8+淋巴细胞, 展示了良好的前景. 目前同种异

体全细胞疫苗是多基于GM-CSF修饰的肿瘤疫

苗(GM-CSF gene modified tumor vaccine, GVAX)
平台的, 这种疫苗可以进行大规模的工厂生产

和商业运用, 产品的连续性和特征性可以得到

很好的控制, 更重要的是可以召集更多的患者

进行临床研究, 在没有肿瘤细胞可以收集的情

况下同样可以治疗. 因此基于这种GM-SCF分泌

的同种异体全细胞疫苗的各种肿瘤疫苗得到了

广泛的临床研究, 并取得了很好的效果, 观察到

的不良反应也在可耐受的范围内. 
2.2 多肽疫苗 多肽疫苗是基于对B淋巴细胞和T
淋巴细胞表位的认识, 化学合成肿瘤相关蛋白

中具有免疫优势并可能诱导特异性免疫反应的

表位肽用于免疫治疗, 越来越多的对抗原分子

水平的认识促进了多肽疫苗的发展. 与传统的

疫苗相比具有很多的优势, 特别是生产的安全

性、简单性以及化学的稳定性. 相对于其他抗

原需要复杂精准处理和递呈, 多肽疫苗的接种

相对灵活和简单, 具有药物样的特性, 并易于生

产和运输. 不足是多肽疫苗免疫原性弱, 生物利

用度低, 生物稳定性差, 激活DCs是需要免疫佐

剂的辅佐等[21]. Kaida等[22]运用WT1多肽疫苗联

合吉西他滨对25例晚期胰腺癌和胆管癌患者进

行了一期临床研究, 运用Montanide佐剂提高免

疫原性, 结果表明2例患者检测到迟发型超敏反

应, 13例患者检测到WT-1特异性T淋巴细胞, 2 mo
的疾病控制率胰腺癌为89%, 胆管癌为50%, 中
位生存率胰腺癌为288 d, 胆管癌为259 d, 并具

有较低的毒性和较高的安全性. 日本医学科学

研究所运用HLA-A2402限制性血管内皮细胞生

长因子受体1(vascular endothelial growth factor 
receptor 1, VEGFR1)来源的多肽合并Montanide 
ISA51乳化剂免疫胰腺癌患者, 进行随机双盲实

验, 虽然出现了胃肠出血, 但仍显示了对胰腺癌

的应用前景[23]. 
2.3 DNA疫苗 DNA疫苗是指将编码某种蛋白

质抗原的重组真核表达载体直接注射到人体

内, 使外源基因在活体内表达, 产生的抗原激活

机体的免疫系统, 从而诱导特异性的体液免疫

和细胞免疫应答, 具有价格便宜、易于生产存

储、工艺简单、安全稳定、能同时诱导细胞

及体液免疫等优点, 在肿瘤、感染、遗传等疾

病中有广泛的研究[24]. Wu等[25]用重组含Mucin1
随机重复序列的质粒免疫小鼠后, 成功诱导了

MUC1-VNTR的特异性CTLs和抗体反应. Rong
等[26]成功构建了MUC1-VNTR DNA疫苗, 在预

防组, 先给予DNA疫苗, 再接种Panc02-MUC1
或Pan02胰腺癌细胞, 在治疗组, 先接种Panc02-
MUC1或Pan02胰腺癌细胞, 再给予DNA疫苗, 
预防组与治疗组和空白对照组对比结果表明, 
MUC1 DNA疫苗能够诱导MUC1特异性CTLs反
应, 对接种Panc02-MUC1肿瘤细胞的小鼠具有

预防和治疗作用. 
2.4 DC疫苗 DCs是人体内抗原递呈能力最强的

细胞, DCs与肿瘤的发生发展有密切的联系[27], 
大部分的实体瘤内浸润的DCs数量多则患者的

预后好, 一般运用外周血淋巴细胞分离术得到

单个核细胞, 在GM-SCF、IL-4、TNF等细胞因

子刺激培养诱导下, 分化成DCs, 然后负载相应

的抗原, 再把这些DCs回注到体内刺激体内的肿

瘤杀伤性淋巴细胞增殖, 发挥长期肿瘤监视作

用和肿瘤杀伤作用, 达到消灭肿瘤的目的. DCs
的激活可以运用肿瘤抗原多肽负载, 可以将肿

瘤抗原基因转染至DCs, 可以完全肿瘤细胞抗原

负载DCs, 也可以将肿瘤细胞与DCs融合, 他们

各有优缺点[28,29]. Nakamura等[30]对17个胰腺癌患

者进行化疗、DC疫苗治疗和淋巴因子激活的

杀伤细胞(lymphokine activated killer cells, LAK)
回输治疗, 研究对照结果表明运用DC疫苗进行

免疫治疗的难治性胰腺癌患者的中位生存率

为9 mo. 杨德红等[31]运用经卡介苗活化的负载

PANC1裂解产物的DCs, 诱导自体淋巴细胞, 观
察淋巴细胞对胰腺癌细胞杀伤率, 结果表明经

卡介苗活化的胰腺癌DC疫苗成熟度增加, 在体

外表现出高特异的抗胰腺癌细胞效应. 
2.5 重组疫苗 为了将抗原更好的传递给DCs, 运
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■应用要点
本文进一步加强
了对胰腺癌的基
础研究, 解决肿瘤
抗原免疫原性较
弱以及存在肿瘤
免疫逃逸问题, 对
进一步应用于临
床治疗肿瘤具有
重要的指导价值.

用细菌和病毒作为载体. 卡介苗、沙门氏杆菌

属、单核细胞增多性李斯特杆菌、痘病毒、腺

病毒等由于他们具有天然的免疫刺激能力, 能
够目标性活化DCs, 常被用来作为肿瘤抗原的载

体. 李斯特杆菌作为一个特殊的胞内菌被广泛

的研究, 进入人体后, 李斯特杆菌迅速地被巨噬

细胞和DCs在内的吞噬细胞所吞噬, 进入到吞噬

溶酶体内, 绝大部分的细菌随后被降解, 经处理

的李斯特杆菌抗原通过经典的二类胞内途径表

达于APCs的表面. 另外在这个酸性的胞内吞噬

溶酶体腔中, 有许多的细菌的基因被激活, 包括

李斯特杆菌溶解素, 他降解吞噬溶酶体, 将李斯

特杆菌释放到胞质中, 存活的细菌分裂, 并表达

基因产物, 这些基因产物通过经典的一类途径处

理和递呈, 从而激活宿主体内特异性CD8+淋巴

细胞. 这种同时经经典一类和二类处理途径的免

疫治疗形式相对只存在于李斯特杆菌疫苗[32]. 李
斯特杆菌疫苗还具有其他的一些特性使他运用

于肿瘤的免疫治疗: (1)易于被基因工程同时表

达肿瘤抗原和刺激蛋白; (2)李斯特杆菌被DCs
的摄取可以被抗体反应加强; (3)除非特殊基因

工程处理过的, 一般对传统的抗生素敏感; (4)可
以在传统的细菌培养液中进行大量的扩增[33]. 目
前, 这种疫苗已在动物和人中进行了相关的研

究[34,35]. Maciag等[36]发表的文章显示, 第1次运用

表达HPV-16 E7抗原的活的减毒李斯特杆菌免

疫晚期子宫癌患者, 具有较高的安全性. 间皮素

是一种分化抗原, 在正常组织中低表达, 在肿瘤

组织中高表达, Giedlin等[37]构建表达人间皮素

的李斯特杆菌疫苗, 免疫Balb/c和C57B1/6小鼠, 
诱导出了间皮素特异性的CD4+和CD8+ T淋巴细

胞, 免疫荷瘤小鼠, 显示具有治疗性抗癌作用并

能提高生存率, 在对猕猴进行肌肉和静脉注射

时具有较高的安全性. 痘病毒载体是另外一种

被研究很广泛的载体, 痘病毒载体能够诱导产

生Th细胞, CTLs和高水平的抗体. 同时允许插入

大的多种基因并能高水平的表达, 这些特点使

他成为一个理想的载体. Hance等[38]联合IFN-α
和针对C E A抗原的痘病毒疫苗运用于负载胰

腺癌细胞的小鼠, 结果表明可以抑制肿瘤的生

长, 提高生存时间, 能够诱导CEA特异性CTLs反
应.  溶瘤腺病毒是溶瘤病毒的一种, 具有一些特

殊的性质, 溶瘤腺病毒利用靶细胞中抑瘤基因

的失活或缺陷从而选择性感染并裂解肿瘤细胞

的一种病毒, 从肿瘤细胞中释放的病毒又可以

进一步感染周围的肿瘤细胞, 而不对正常的细

胞产生明显的不良反应, 从而达到理想的治疗

目的. 利用基因工程技术将溶瘤腺病毒作为治

疗载体导入外源基因如抑瘤基因、抗原肽、细

胞因子等基因, 并使有效表达, 在裂解肿瘤细胞

的同时, 增强机体对肿瘤细胞的免疫反应, 达到

抗肿瘤治疗目的[39]. Bortolanza等[40]构建了一种

含IL-12基因的依赖低氧诱导因子复制的溶瘤

腺病毒, 动物体内实验表明, 在用包括BxPC-3、
PANC-1、AsPC-1胰腺癌细胞系在内的多种肿

瘤细胞系构建的移植瘤模型中, 与对照组相比, 
这种溶瘤腺病毒能够选择性地在肿瘤细胞中复

制裂解细胞并高表达IL-12, 抑制肿瘤的生长并

增强机体的抗肿瘤免疫反应, 具有强大的抗肿

瘤效应, 并具有较低的毒性, 展示了极大的应用

前景. 

3  细胞因子和免疫调节剂

肿瘤的发生和发展过程中伴随着机体免疫功能

状态细胞因子的改变, 运用细胞因子调节免疫

进行抗癌治疗在癌症的免疫治疗中具有重要地

位, 一般与其他疗法联合运用. 将细胞因子或与

细胞因子偶联的药物注射到患者全身或肿瘤局

部, 或将细胞因子基因转染到肿瘤细胞内, 发挥

免疫抗癌作用. 目前常用的有IFN、IL-12、IL-2
等[40-44]. 细胞毒药物是肿瘤化疗的典型药物, 研
究表明, 某些细胞毒药物具有免疫调节功能, 恰
当地与免疫药物共用, 可以发挥他的细胞毒作

用和免疫调节作用. 如来自阿霉素杀死细胞的

抗原可以比丝裂霉素杀死细胞的抗原更容易被

DCs细胞摄取, 诱导抗肿瘤免疫反应[45]. 不同剂

量和不同时间运用细胞毒性药物可以有不同的

效果, 大剂量的环磷酰胺具有细胞毒性, 而低剂

量的具有显著的免疫调节作用. 目前认为, 低
剂量的环磷酰胺不仅减少调节淋巴细胞的数

量而且减少他的功能. 环磷酰胺通过下调GITR
和FoxP3的表达来抑制调节性T淋巴细胞(t he 
regulatory T cells, Tregs)的活性, 可以诱生高活

性的抗肿瘤T淋巴细胞, 由于环磷酰胺是作用于

Tregs, 而不是肿瘤细胞本身, 因此可以用于治疗

各种肿瘤. 大量的研究证实低剂量的环磷酰胺

结合疫苗可以通过耗竭Tregs数量、抑制Tregs
功能、改变肿瘤的微环境, 减少对放化疗药物

的抵抗来增强抗肿瘤效果. 研究表明, Tregs抑制

剂比如环磷酰胺要在疫苗使用前使用, 剂量过

大会抑制疫苗诱导的抗肿瘤免疫反应, 低剂量

的环磷酰胺会使Tregs在48 h内减少50%, 但在以



www.wjgnet.com

吴应冬, 等. 胰腺癌免疫治疗的研究现状                                                					               2095

后的7-14 d有恢复正常, 长期使用会导致淋巴细

胞减少和抑制疫苗的特异性反应, 间断使用似乎

可以更有效发挥作用, 恰当的序贯治疗可以减少

细胞毒药物的反应[17,46,47]. 其他如胸腺肽[48]、卡

介苗、转移因子、还有具有中国特色的中草药

等对患者机体的免疫功能状态具有特异性或非

特异性的调节功能, 对胰腺癌的辅助治疗具有

重要的作用, 在临床实践中已有一定运用. 

4  结论

尽管肿瘤的免疫治疗在近年来取得了较大的发

展, 特别是在实验室, 但应用于临床中还有很长

的路要走. 必须建立一套有效评价肿瘤免疫治

疗效果的机制, 增加肿瘤疫苗的安全性, 简化生

产流程, 提高可重复性和免疫治疗效应时间, 减
低免疫治疗的不良反应等. 在治疗的过程中, 针
对免疫调节机制, 实施多种免疫治疗策略, 并与

传统的手术放化疗优势互补, 将免疫治疗的广

泛性与个体性有效的结合起来[49,50], 相信在不久

的将来, 胰腺癌的生存率会得到很大的提高. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of extracellular 
signal-regulated kinase (ERK) 1/2 in the inva-
sion and metastasis of gastric cancer by studying 
the impact of PD98059, an ERK1/2 inhibitor, on 
the expression of RECK and MMP-9 in human 
gastric cancer cell line MGC-803.

METHODS: The proliferation of MGC-803 cells 
was determined by methyl thiazolyl tetrazoliym 
(MTT) assay. P-ERK expression was determined 
by Western blot to evaluate the activation of 

ERK1/2. The expression of RECK and MMP-9 
mRNAs and proteins was determined by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: PD98059 inhibited the proliferation 
of MGC-803 cells in a concentration- and time-
dependent manner. Treatment with PD98059 
not only suppressed ERK1/2 phosphorylation 
but also up-regulated the expression of RECK 
mRNA and protein and down-regulated that of 
MMP-9 mRNA and protein in MGC-803 cells in 
a concentration- and time-dependent manner. 

CONCLUSION: Treatment with PD98059 inhib-
ited the proliferation of MGC-803 cells possibly 
by inhibiting ERK1/2 activation to up-regulate 
the expression of RECK and down-regulate that 
of MMP-9.

Key Words: ERK1/2 signal pathway; Human gastric 
cancer cells; RECK; Matrix metalloproteinase-9; 
PD98059

Huang L, Li GQ, Mao ZJ, Zhong Y, Yin QH. Effect of 
the ERK1/2 kinase inhibitor PD98059 on the expression 
of RECK and MMP-9 in human gastric cancer cell line 
MGC-803. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 
2097-2103

摘要
目的: 探讨ERK1/2信号通路在RECK基因抑制
侵袭转移中的作用.  

方法: 体外培养人胃癌MGC-803细胞, 采用
M T T法观察胃癌细胞M G C-803增殖情况 , 
Western blot检测P-ERK的蛋白表达, RT-PCR
法和Western blot法检测RECK和基质金属蛋
白酶9(MMP-9) mRNA和蛋白表达.   

结果: MTT法显示PD98059在一定范围内能够
明显抑制胃癌MGC803细胞增殖, 其作用具有
时间依赖性及浓度依赖性, PD98059的有效浓
度为25 μmol/L, 在此浓度下有效时间为24 h; 
Western blot法检测结果显示PD98059能够抑

®

■背景资料
近年胃癌的治疗
技术虽有明显提
高, 但其5年生存
率仍低于20%, 癌
细胞侵袭转移是
制约临床治疗效
果的常见因素, 是
涉及许多基因变
化的一系列复杂
过程. 

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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制ERK1/2的磷酸化, 即下调P-ERK1/2, 从而
使得ERK1/2信号传导途径失活; RT-PCR法和
Western blot法检测结果显示PD98059能够浓
度依赖性(25-100 μmol/L)和时间依赖性(12-48 
h)刺激培养的胃癌MGC803细胞RECK mRNA
和蛋白表达增加, MMP-9 mRNA和蛋白表达
下降. 

结论: PD98059可以通过抑制ERK1/2信号途
径, 上调RECK的表达, 下调MMP-9的表达, 从
而抑制人胃癌MGC-803细胞的增殖、生长. 

关键词: ERK1/2信号通路; 人胃癌细胞; RECK基因; 

基质金属蛋白酶9; PD98059
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0  引言

胃癌是最常见的消化系恶性肿瘤, 据统计, 全
球每年新发胃癌934 000例, 且每年约700 000
人死于胃癌, 占据癌症死亡率第2位, 几乎2/3的
病例发生在发展中国家, 其中中国占42%[1,2]. 近
年胃癌的治疗技术虽有明显提高, 但其5年生存

率仍低于20%[3], 癌细胞侵袭转移是制约临床治

疗效果的常见因素, 是涉及许多基因变化的一

系列复杂过程[4]. 大量研究表明, 基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinase, MMPs)在肿瘤侵袭

转移中发挥了重要作用[5-7]. 在ERK1/2信号转导

通路是调控细胞增殖的重要途径, 与细胞增殖

和某些恶性肿瘤的浸润转移密切相关, 有研究

表明ERK在MMP-9的基因表达中起作用[8,9]. 研
究证实[10], Kazal基序逆向诱导半胱氨酸丰富蛋

白(reversion-inducing-cysteine-rich protein with 
kazal motifs, RECK)这种新型的膜表面锚定的

MMPs抑制基因, 是影响肿瘤转移及侵袭能力

的独立因素, 且其下降的幅度与肿瘤侵袭转移

能力成明显正相关. RECK通过下调MMP-2、
MMP-9、MT1-MMP、VEGF等, 抑制肿瘤细胞

的跨膜、远处转移以及肿瘤中血管生成[11]. 根据

上述特性, 可将其作为判断患者预后新的分子

标志物[12]. 目前的研究表明, RECK基因的表达

受到癌基因Ras的调控[13], 与细胞外信号调节激

酶(ERK1/2)途径相关[14]. 目前国内关于RECK下

调胃癌细胞侵袭转移的机制以及信号转导通路

的研究尚少. 我们通过体外细胞培养技术, 应用

ERK1/2特异性抑制剂PD98059作用于MGC-803
细胞, 检测RECK、MMP-9、P-ERK1/2的表达, 
进一步研究ERK1/2通路调控胃癌细胞侵袭转移

的信号转导机制, 以抑制肿瘤细胞的远处转移

和局部复发. 对于以上调RECK为靶点的分子生

物治疗的临床应用提供理论和实验依据, 为胃

癌的治疗提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株MGC-803由中南大学湘

雅医学院肿瘤研究所购得, 其表型为低分化人

胃腺癌细胞. PD98059购自江苏碧云天生物技

术公司, RPMI 1640培养基购自Hyclone-Pierce
公司, 二甲基亚砜(DMSO)购自美国Sigma公
司, MMP-9基因、RECK基因及GAPDH引物设

计与合成由上海生工生物技术公司合成, 兔抗

MMP-9单克隆抗体购自美国ABZOOM公司, 兔
抗RECK单克隆抗体购自美国Cell Signaling公
司, 鼠抗、兔抗β-Actin单克隆抗体购自江苏碧

云天生物技术公司, HRP标记的羊抗兔IgG及

HRP标记的羊抗鼠IgG购自江苏碧云天生物技

术公司, 鼠抗ERK1/2、鼠抗P-ERK1/2单克隆抗

体购自美国ABZOOM公司, 其他试剂均为进口

或国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: MGC-803细胞在含有100 mL/L
胎牛血清(FBS)的RPMI 1640培养基中贴壁生长, 
置于37 ℃, 95%饱和湿度、含50 mL/L CO2的孵

箱中培养, 每1-2 d换1次液, 于细胞80%融合时, 
用0.25%的胰酶细胞消化液消化, 1∶2或1∶3传
代1次. 根据细胞生长状态, 有时加入青-链霉素

双抗. 
1.2.2 MTT法检测细胞增殖: 取对数生长期的胃

癌MGC-803细胞用0.25%胰酶消化, 含100 mL/L
胎牛血清的RPMI 1640液配制成单细胞悬液. 以
1.0×107个/L接种于96孔培养板(每孔200 μL), 
观察细胞贴壁, 70%-80%融合后, 换不含胎牛血

清的RPMI 1640培养液同步化24 h后, 加入不同

的处理因素继续培养, 倒置显微镜下动态观察

细胞生长情况. 在孵育结束前4 h每孔加入5 g/L
的MTT溶液20 μL, 培养4 h后吸弃孔内培养液, 
每孔各加入DMSO 150 μL, 37 ℃孵育15 min
后振荡混匀, 用酶联免疫检测仪测定吸光度值

(A 570), 通过与对照组相比得到实验组的增殖情

况. 实验重复3次, 每组设6个复孔, 统计数据取

A值均值. 

■研发前沿
目 前 ,  对 于 胃 癌
确切的病因学、
发病机制仍未完
全明了. RECK、 
MMP-9是否存在
其他信号通路介
导调控胃癌细胞
侵袭转移有待进
一步的研究.
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1.2.3 RT-PCR检测mRNA表达: 取对数生长期的

胃癌细胞MGC-803于37 ℃, 含50 mL/L CO2的孵

箱中培养, 待细胞长至70%-80%融合状态时, 更
换为无血清的RPMI 1640培养基同步化饥饿细

胞24 h, 然后加入不同的处理因素继续培养至

实验所需时间后, 收集细胞, TRIzol总RNA提取

试剂提取细胞总RNA, 常规合成cDNA第一链, 
以此第一链为模版, PCR扩增MMP-9及RECK 
m R N A片段 ,  同时扩增三磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)作为内参照, 目的基因和内参引物序

列和反应条件见表1, 2, 扩增产物应用凝胶电泳

检测. AlphaImager 2200凝胶分析系统图像分析

各组目的产物及GAPDH灰度值, 以二者的比值

代表目的产物的表达量. 每组实验重复3次.
1.2.4 Western blot检测蛋白定量表达: 取对数生

长期的胃癌细胞MGC-803于37 ℃, 含50 mL/L 
CO2的孵箱中培养, 待细胞长至70%-80%融合状

态时, 更换为无血清的RPMI 1640培养基同步化

饥饿细胞24 h, 然后按分组加入不同的处理因

素继续培养至实验所需时间后, 收集细胞, 提取

总蛋白, BCA法测定蛋白含量, 每个泳道蛋白的

溶液体积20 μL, 上样于SDS-PAGE进行电泳分

离后, 转移至硝酸纤维素膜, 用5%无脂牛奶(用
TBST配制), 在4 ℃冷室中摇动封闭过夜. 一抗

(MMP-9、RECK、P-ERK1/2、ERK1/2)效价均

为1∶500, β-actin效价为1∶1 000室温下脱色摇

床上摇动孵育2 h后, TBST洗膜4次, 每次15 min, 
随后加H R P标记的二抗(羊抗小鼠效价为1∶

2 000)室温下脱色摇床上摇动孵育1 h. 用TBST
洗膜6次, 每次15 min. 加入化学发光剂显影. 将
胶片进行扫描或拍照, 用凝胶图像处理系统分

析目标带的相对分子质量和净光密度值. 每组

实验重复3次. 
统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS16.0统计软件进行单因素方差分

析(One-way ANOVA), 组间均数比较采用LSD检

验, P <0.05认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PD98059对MGC-803细胞增殖的影响 用
不同浓度的PD98059(终末浓度为5、10、25、
50、100 μmol/L)处理人胃癌细胞MGC-803 24 
h, 可见其增殖活性(A值)在25、50、100 μmol/L
作用浓度点, 随着PD98059处理浓度的增高, 其
抑制作用逐渐增强 ,  与空白对照组和阴性对

照组相比较, 差异有统计学意义(P <0.05); 用
PD98059(25 μmol/L)处理人胃癌细胞MGC-803
不同时间(2、4、12、24、48 h), 可见其增殖活

性(A值)在24、48 h作用时间点, 随着PD98059
处理时间的延长, 其抑制作用逐渐增加, 组间

比较差异有统计学意义 (P <0.05) .  由此提示

PD98059显著抑制胃癌MGC-803细胞的生长, 
其作用的有效浓度为25 μmol/L, 在此浓度下处

理有效时间为24 h, 其对癌细胞的抑制率随着作

用浓度的升高和时间的延长而呈部分上升趋势

(图1, 2).
2.2 PD98059对ERK1/2、P-ERK1/2蛋白表达的

表  2  各基因PCR扩增反应条件

     
基因

反应条件

预变性 变性 退火 延伸 循环数 末次延伸

GAPDH 94 ℃, 4 min 94 ℃, 30 s 55 ℃, 30 s    72 ℃, 30 s 30 72 ℃, 10 min

MMP-9 94 ℃, 3 min 94 ℃, 30 s 58 ℃, 30 s 72 ℃, 1 min 30 72 ℃, 10 min 

RECK 94 ℃, 3 min 94 ℃, 30 s 43 ℃, 30 s 72 ℃, 1 min 30 72 ℃, 10 min

     基因                 引物序列 扩增产物(bp)

GAPDH 5'CATCCTGCGTCTGGACCT3' 480

5'TCAGGAGGAGCAATGATCTTG3'

MMP-9 5'TGGATGTGAGCATCCCTAGGG3' 267

5'AGTGTCCGAGGAAGATACTTG3'

RECK 5'TGGAGTCACTGTACACCCTC3' 209

5'CGGACATCCGCTAAACAGGT3'

表  1  各基因引物序列及扩增引物长度 ■相关报道
R E C K 这 种 新 型
的膜表面锚定的
M M P 抑 制 基 因 , 
是影响肿瘤转移
及侵袭能力的独
立因素, 且其下降
的幅度与肿瘤侵
袭转移能力成明
显正相关. Kazal
基序逆向诱导半
胱氨酸丰富蛋白
(reversion-induc-
ing-cysteine-rich 
protein with kazal 
m o t i f s ,  R E C K )
基因 ,  是1998年
Ta k a h a s h i 等 在
v-Ki-ras转染的细
胞株NIH3T3中通
过表达克隆的方
法分离出来的一
种转录抑制基因.
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影响 Western blot实验采用25 μmol/L PD98059
作用于MGC-803细胞不同时间(2、4、12、24、
48 h)和不同浓度的PD98059(5、10、25、50、
100 μmol/L)作用24 h时, 通过Western blot法检测, 
观察其对MGC-803细胞内P-ERK1/2和ERK1/2
蛋白表达水平的影响, 以ERK磷酸化程度作为

衡量ERK1/2信号转导通路活性指标. 读取各组

P-ERK1/2、ERK1/2及内参β-actin蛋白的灰度

值, 以P-ERK1/2/β-actin、ERK1/2/β-actin灰度比

值进行P-ERK1/2、ERK1/2蛋白表达水平的相

对半定量分析. 显示不同浓度PD98059(5、10、
25、50、100 μmol/L)处理细胞24 h后, P-ERK1/2
蛋白表达浓度依赖性下降, 组间比较差异有统

计学意义(P <0.05), 其有效浓度为25 μmol/L. 当
PD98059浓度为100 μmol/L时, P-ERK1/2蛋白

的表达抑制达到最大; 而ERK1/2蛋白表达浓度

变化不明显, 组间比较差异无统计学意义(图3). 
采用25 μmol/L PD98059分别处理细胞2、4、
12、24和48 h后, P-ERK1/2蛋白表达浓度依赖性

下降, 组间比较差异有统计学意义(P <0.05), 在
25 μmol/L浓度下处理有效时间为24 h, 其后对

P-ERK1/2的抑制随着作用时间的延长而呈上升

趋; 而ERK1/2蛋白表达浓度变化不明显, 组间比

较差异无统计学意义(图4). 
2.3 RECK和MMP-9 mRNA表达变化 RT-PCR
法分析25 μmol/L PD98059处理胃癌MGC-803
细胞不同时间后, RECK和MMP-9 mRNA表达

的变化情况, 灰度扫描定量分析显示25 μmol/L 
PD98059处理细胞不同时间后, RECK mRNA
表达呈时间依赖性增加(12、24、48 h), 与空白

对照组及DMSO阴性对照组比较, 差异有统计

学意义(P <0.05, 图5). MMP-9 mRNA的表达呈

时间依赖性下降(12、24、48 h), 与空白对照组

及DMSO阴性对照组比较, 差异有统计学意义

(P <0.05, 图6).  
2.4 PD98059对RECK和MMP-9蛋白表达变化 
Western blot法检测25 μmol/L PD98059处理胃癌

MGC-803细胞不同时间后, MMP-9和RECK基

因蛋白表达水平的变化情况, 灰度扫描定量分

析显示25 μmol/L PD98059处理细胞0、2、4、
12、24和48 h后, RECK基因蛋白表达呈时间依

图  5  PD98059(25 μmol/L)作用MGC-803细胞不同时间后
对RECK mRNA表达的影响. 1: 正常组; 2: DMSO阴性对照组; 

3: 0 h; 4: 2 h; 5: 4 h; 6: 12 h; 7: 24 h; 8: 48 h.

1     2    3     4     5     6     7     8 

480 bp

209 bp

GAPDH

RECK

图  1  不同浓度PD98059 24 h时对MGC-803细胞增殖
的影响. 1: PD98059 5 μmol/L; 2: PD98059 10 μmol/L; 3: 

PD98059 25 μmol/L; 4: PD98059 50 μmol/L; 5: PD98059 100 

μmol/L. aP<0.05 vs 空白对照组和阴性对照组. 

   空白对照组    
   阴性对照组       
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A
值

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

1            2             3            4             5     

a

aa

图  4  PD98059(25 μmol/L)作用MGC-803不同时间对
P-ERK1/2、ERK1/2蛋白表达的影响. 1: 0 h; 2: 2 h; 3: 4 h; 4: 

12 h; 5: 24 h; 6: 48 h.
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ERK1/2

P-ERK1/2
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图  3  不同浓度PD98059对MGC-803细胞P-ERK1/2及ERK1/2
蛋白表达的影响. 1: 正常组; 2: DMSO阴性对照组; 3: 5 μmol/

L; 4: 10 μmol/L; 5: 25 μmol/L; 6: 50 μmol/L; 7: 100 μmol/L.
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图  2  PD98059(25 μmol/L)不同时间对MGC-803细胞增殖
的影响. aP<0.05 vs 空白对照组和阴性对照组. 
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■应用要点
PD98059可以通
过 抑 制 E R K 1 / 2
信 号 途 径 ,  上 调
RECK的表达, 下
调MMP-9的表达, 
从而抑制人胃癌
MGC-803细胞的
增殖、生长.



www.wjgnet.com

黄靓, 等. ERK1/2信号通路阻断剂PD98059对胃癌细胞MGC-803中RECK、MMP-9基因表达的影响                           2101

赖性增加(12-48 h), MMP-9蛋白表达呈时间依赖

性下降(12-48 h), 与空白对照组及DMSO阴性对

照组比较, 差异有统计学意义(P <0.05, 图7, 8). 

3  讨论

据《2009年中国卫生统计年鉴》统计, 2004-2005
年胃癌的死亡率高达24.71/10万, 在前10位恶性

肿瘤死亡率中排名第3, 其年患病率和死亡率均

是世界平均水平的2倍多. 胃癌作为最常见的消

化系恶性肿瘤之一, 缺乏特异性症状而早期就

诊困难, 单纯手术切除效果欠佳, 必须加以化疗

及放化疗联合的综合治疗来提高患者的5年生

存率. 化疗在改善胃癌患者预后, 降低术后复发

率, 延长生存期等方面有特别重要的作用[15]. 从
ERK1/2-RECK-MMP-9为靶点, 容易得到一个治

疗胃癌的新思路-即通过抑制ERK1/2的表达和活

性诱导RECK上调、抑制MMPs来治疗胃癌, 为
寻找高效低毒性的化疗药物提供一些实验依据. 

ERK1/2可调节蛋白或催化新陈代谢反应的

关键酶, 是介导细胞反应的重要信号系统, 涉及

调节细胞的许多生物学行为[16]. 由Ras蛋白激活, 
以磷酸化和去磷酸化的方式对外来刺激信号作

出应答. PD98059是ERK1/2信号通路中的一种

细胞渗透性和选择性的特异性阻断剂[17]. 
我们采用不同浓度的PD98059对体外培养

的胃癌MGC-803细胞的生长影响进行研究, 结
果表明阻断ERK1/2信号转导途径可以显著抑制

胃癌MGC-803细胞的生长增殖, 其作用的有效

浓度为25 μmol/L, 在此浓度下处理有效时间为

24 h. 其对胃癌MGC-803细胞的抑制率随着作用

浓度的升高和时间的延长而呈上升趋势. 鉴于

以上研究, 我们可以证实Ras-Raf-MEK-ERK1/2 
通路是调控胃癌细胞增殖的主要信号传导途径. 
PD98059对ERK1/2活化的阻断作用存在剂量和

时间上的依赖关系. 我们用Western blot法检测

ERK1/2及P-ERK1/2作为衡量ERK1/2信号转导

途径的活性指标. 结果显示P-ERK1/2蛋白水平

表达下调, 并且呈部分剂量和时间上的依赖性, 
组间比较差异有显著性(P <0.05); 而ERK1/2蛋白

表达浓度变化不明显, 组间比较差异无显著性

(P >0.05). 上述结果充分证明ERK1/2信号通路通

过磷酸化活化转录因子而调控特定的下游基因

的表达. PD98059只能抑制下游ERK的活化, 而
不能下调其表达水平. 

MMPs是一组锌离子依赖性内切酶, 能够

降解细胞外基质中的各种蛋白成分, 是唯一已

知的能够降解纤维胶原的酶类. 大量研究表明

MMPs在细胞外基质(extracellular matrix, ECM)
成分降解和调节肿瘤血管生成的过程中都发挥

了重要作用[5-7]: (1)破坏局部组织结构, 促进肿

瘤生长; (2)破坏基底膜屏障, 利于肿瘤转移; (3)
通过对ECM的改建, 促进肿瘤新生血管的形成. 
目前已发现并定性的人源MMPs有23种[18], 其中

MMP-9是引起ECM降解的最重要的酶类之一, 
又称“明胶酶B”或“Ⅳ型胶原酶B”, 相对分

子质量为92 000, 是已发现的MMPs中相对分子

质量最大的酶. 其底物包括变性的Ⅰ型胶原、

天然Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ、和Ⅺ型胶原、纤维蛋白

原、层粘连蛋白、巢蛋白、蛋白多糖连接蛋白

及多功能蛋白聚糖等. 与其他MMPs家族成员相

比, Ⅴ型胶原样功能域为MMP-9所特有. 他的调

节主要通过基因转录、酶原激活及MMP-9生理

性抑制物(TIMP-1)3个水平实现. MMPs的表达

受多种机制的调控, 其中活化后的MAPK可通过

调节转录因子活化蛋白-1(AP-1)和Ets转录因子

而调控MMP-9基因的表达[19]. 

图  6  PD98059(25 μmol/L)作用MGC-803细胞不同时间后
对MMP-9 mRNA表达的影响. 1: 正常组; 2: DMSO阴性对照

组; 3: 0 h; 4: 2 h; 5: 4 h; 6: 12 h; 7: 24 h; 8: 48 h.
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图  7  PD98059(25 μmol/L)作用MGC-803细胞不同时间后
对RECK蛋白表达的影响. 1: 正常组; 2: DMSO阴性对照组; 3: 

0 h; 4: 2 h; 5: 4 h; 6: 12 h; 7: 24 h; 8: 48 h.
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图  8  PD98059(25 μmol/L)作用MGC-803细胞不同时间后
对MMP-9蛋白表达的影响. 1: 正常组; 2: DMSO阴性对照组; 

3: 0 h; 4: 2 h; 5: 4 h; 6: 12 h; 7: 24 h; 8: 48 h.
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■同行评价
本文设计合理, 逻
辑 性 强 ,  结 论 中
肯, 具有一定的理
论意义.
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R E C K基因是新发现的一种M M P s抑制

剂, 全称RECK基因, 是1998年Takahashi等[20]在

v-Ki-ras转染的细胞株NIH3T3中通过表达克隆

的方法分离出来的一种转录抑制基因. RECK基

因在多种正常人体组织中均表达, 在前列腺、

卵巢、睾丸、小肠中转录产物最丰富, 其次为

肺、甲状腺、骨骼肌和胸腺, 在脑、心、胰腺

中含量较少, 而在肿瘤组织中表达下降甚至不

表达, 其表达可抑制肿瘤的侵袭转移能力[10]. 有
研究表明, RECK中的K23基因序列能够非竞争

性抑制MMP-9的分泌及活性, 抑制裸鼠肺癌模

型中肿瘤的生长和转移[21]. 张勇等[22]的研究通

过脂质体介导RECK真核表达载体转染人肝癌

细胞株HepG2, 检测外源性的RECK基因抑制

MMP-9的活性, 降低肝癌细胞HepG2的体外侵

袭能力. 国内外多项研究证实, 结肠直肠癌[23]、

脑垂体瘤[24]、肺癌[25]、胰腺癌[26]、骨肉瘤[27]、

食管癌[28]、胃癌[29]、肝癌[30]、乳腺癌[31]等多种

肿瘤中, RECK是影响肿瘤转移及侵袭能力的独

立因素, 他负调节于MMP-2、MMP-9等, 抑制肿

瘤细胞的跨膜和远处转移, RECK基因作为预测

各类癌症预后的分子标志物有较大的临床意义. 
目前的研究表明[14], RECK基因的表达受到癌基

因Ras的调控, 激活的Ras基因抑制RECK的表达, 
从而促进侵袭和转移. Ras/Raf/MEK/ERK1/2通路

(ERK1/2信号传导通路)是一个典型的将细胞外

信号向细胞核内传递并刺激核内转录增加的级

联反应, ERK1/2在该信号通路中具有枢纽作用. 
本实验结采用Western blot法和RT-PCR法检

测, 用PD98059阻断ERK1/2信号转导通路, 可以

上调RECK蛋白及mRNA的表达, 并且在25-100 
μmol/L浓度范围内, 对RECK的增长率随着剂量

的增加和时间的延长呈上升趋势. 通过不同浓

度的ERK1/2抑制剂PD98059处理体外培养的胃

癌MGC-803细胞(不同时间)的RECK表达变化

进行研究, 证实了RECK的表达受到ERK1/2信
号转导途径在内的多种机制的调控. 不同浓度

的MAPK(ERK1/2)特异性抑制剂PD98059对体

外培养的胃癌MGC-803细胞的MMP-9表达变化

进行研究, 结果表明, 阻断ERK1/2信号转导通路

可以下调MMP-9蛋白及mRNA的表达, 并且在

25-100 μmol/L浓度范围内, 对MMP-9的抑制率

随着剂量的增加和时间的延长呈上升趋势. 我
们的结果进一步证实了MMP的表达受到包括

ERK1/2信号转导途径在内的多种机制的调控, 
从而影响恶性肿瘤的生物学行为. 

目前, 对于胃癌确切的病因学、发病机制

仍未完全明了. 可以肯定的是, 胃癌的浸润和转

移是患者主要的死亡原因. 总之, 我们认为在

胃癌中, PD98059通过抑制ERK1/2的磷酸化来

抑制细胞生长增殖, 在转录水平上调RECK表

达和在转录后水平下调MMP-9表达, 从而抑制

肿瘤细胞的侵袭和转移, 并且找出PD98059作
用于胃癌细胞的有效浓度是25 μmol/L, 在这个

浓度下处理的有效时间为24 h, 为RECK作为靶

向治疗胃癌提供新的实验数据. 本实验研究进

一步证实了ERK1/2信号转导通路是RECK的上

游信号途径之一, ERK1/2信号通路的激活下调

RECK基因的表达, 使得其对MMP-9表达的调控

失衡, 引起恶性肿瘤侵袭和转移. 同时也证明了, 
ERK1/2抑制剂应该是非常有效的抗胃癌药物, 
然如何降低其毒性、应用于临床仍然任重道远. 
RECK、 MMP-9是否存在其他信号通路介导调

控胃癌细胞侵袭转移有待进一步的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the expression character-
istics of equilibrative nucleoside transporter 
1 (ENT1) in human hepatocellular carcinoma 
(HCC) cell lines.

METHODS: Human HCC cell lines HuH-7, 
HepG2 and Hep3B, and the breast cancer cell 
line MCF7 were used in this study. ENT1 was 
localized by immunofluorescence staining. 
Before and after treatment with roscovitine, a 
cyclin-dependent kinase inhibitor, the expres-
sion of ENT1 mRNA in the above cell lines was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: ENT1 could be detected on the mem-
brane of the three human HCC cell lines. The 
expression levels of ENT1 mRNA in HCC cell 
lines were higher than that in the breast cancer 
cell line (HuH-7: 0.756 ± 0.019; HepG2: 0.469 ± 
0.041; Hep3B: 0.580 ± 0.030; MCF-7: 0.356 ± 0.029). 
The expression level of ENT1 mRNA differed 
significantly among the three human HCC cell 
lines. Treatment with roscovitine increased the 
expression level of ENT1 mRNA (0.737 ± 0.017 
vs 0.345 ± 0.027, P < 0.05).

CONCLUSION: ENT1 was localized to the 
membrane of HCC cells. The expression levels 
of ENT1 mRNA vary among different HCC cell 
lines. Treatment with roscovitine increased the 
expression level of ENT1 mRNA in HCC cell 
lines.

Key Words: Nucleoside transporters; Hepatocellular 
carcinoma cells; Equilibrative nucleoside transporter 1

Jiang XX, Fu HQ, Chao YH, Liu ZY. Expression character-
istics of ENT1 in human hepatocellular carcinoma cells. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 2104-2108

摘要
目的: 探讨ENT1在人肝癌细胞株中的表达特
征及其临床意义.   

方法: 人肝癌细胞HuH-7、HepG2、Hep3B并
选择人乳腺癌细胞MCF-7为对照, 采用免疫荧
光法检测细胞中ENT1的定位表达; RT-PCR法
检测细胞中ENT1 mRNA的表达; CDKs特异
性抑制剂干预人肝癌细胞HuH-7的细胞周期, 
RT-PCR法检测细胞不同周期ENT1 mRNA的
表达特征.  

结果: 3株人肝癌细胞膜上均可见ENT1的表
达; 肝癌细胞中ENT1 mRNA的表达水平均
高于乳腺癌细胞; 不同肝癌细胞株中E N T1 
mRNA的表达水平存在差异(HuH-7: 0.756±
0.019, HepG2: 0.469±0.041, Hep3B: 0.580±
0.030, MCF-7: 0.356±0.029); 肝癌细胞被阻
滞在G0/G1期后, ENT1 mRNA的表达水平明显
上调(0.737±0.017 vs  0.345±0.027, P<0.05). 

®

■背景资料
细胞膜核苷载体
对核苷类化疗药
物的细胞内外转
运起着至关重要
的作用, 细胞膜核
苷载体的表达水
平, 直接决定了细
胞内核苷类药物
的浓度, 从而影响
肿瘤的化疗效果. 
ENT1对核苷类化
疗药的转运作用
最为突出. 

■同行评议者
仇毓东 ,  副教授 , 
南京大学医学院
附属鼓楼医院肝
胆外科
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结论: 人肝癌细胞膜上普遍存在较高的ENT1
表达, 不同的肝癌细胞及不同的细胞周期其表
达均存在差异. ENT1在人肝癌细胞中的表达
特征对临床化疗策略具有潜在的临床价值, 并
为认识肝癌的耐药机制提供新的思路.  

关键词: 核苷载体; 肝癌细胞; 平衡型核苷载体1
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0  引言

核苷载体(nucleoside transporters, NTs)是分布在

细胞膜上的一种载体蛋白, 对5-氟尿嘧啶、吉西

他滨及阿糖胞苷等核苷类化疗药的细胞转运起

着至关重要的作用[1]. 细胞膜NTs的表达水平, 直
接决定了细胞内核苷类化疗药物的浓度, 从而

影响核苷类药物的化疗效果. 平衡型核苷载体

(equilibrative nucleoside transporters, ENTs)是核

苷载体的一大类, 目前ENTs有4种亚型基因已得

到证实, 即ENT1、ENT2、ENT3、ENT4[2]. 本文

通过检测人肝癌细胞株中ENT1的表达特征, 对
临床化疗策略具有潜在的临床价值, 并为认识

肝癌的耐药机制提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HuH-7、HepG2、Hep3B
和人乳腺癌细胞株M C F-7购自中科院上海生

物研究所细胞库; hENT1抗体购自Santa Cruz公
司; TRIzol试剂购自Invitrogen公司, RT-PCR试
剂盒购自TaKaRa公司; CDKs抑制剂Roscovitine
购自美国Sigma公司; hENT1与β-actin引物由上

海生物试剂公司合成; 引物序列号hENT1: 上
游5'-CCTTCGGCTACTTTATCACA-3', 下游

5'-GTCACGGCTGGAAACATC-3', β-actin: 上游

5'-CGGGAAATCGTGCGTGAC-3', 下游5'-TGG
AAGGTGGACAGCGAGG-3'. 两者引物扩增后

产物理论长度为: hENT1 319 bp, β-actin 434 bp.
1.2 方法 
1.2.1 免疫荧光检测细胞膜hENT1的定位表达: 
按照细胞爬片、固定、封闭、抗体孵育、封片

及荧光检测的实验步骤进行, 实验设阴性对照

组, 其不加一抗. 
1.2.2 RT-PCR半定量检测细胞株hENT1 mRNA
的表达: 总RNA按TRIzol试剂盒说明书进行提

取, 测定RNA浓度并调整各细胞株RNA浓度基

本一致后, 按TaKaRa公司试剂盒所提供的方法

进行RT-PCR. RT-PCR的反应条件为: 94 ℃预变

性3 min, 94 ℃变性40 s, 55 ℃退火40 s, 72 ℃延

伸60 s, 共35个循环, 最后72 ℃延伸5 min. 反应

产物用1%琼脂糖凝胶进行电泳(电压95 V, 时
间30 min), 通过Gene Genius全自动凝胶成像系

统读取目的电泳条带的斑点密度扫描值, 以各

组β-actin条带的扫描值来标化其相应组hENT1 
mRNA表达量. 
1.2.3 流式细胞仪检测HuH-7细胞周期时相分布: 
选取对数生长期细胞, 将细胞接种于2个培养瓶

中; 培养24 h后换含有不同浓度的Roscovitine(对
照组浓度为0 μmol/L, 实验组浓度为32 μmol/L)
的培养液处理细胞, 培养24 h后, 制成单细胞悬

液; 取1 mL细胞悬液, 4 ℃、1 000 r/min离心10 
min, 弃上清; 加入1 mL冷PBS, 轻轻吹打使细胞

悬浮, 4 ℃、1 000 r/min离心10 min, 弃上清; 重
复悬浮3次; 将细胞重悬于100 μL PBS中加入

Triton X-100 250 μL, 室温孵育10 min; 加入RNA
酶200 μL, 室温孵育10 min; 加入碘化丙啶200 
μL 4 ℃孵育10 min后立即上机检测. 

统计学处理 数据采用SPSS13.0统计软件分

析, 各组数据以mean±SD表示, 采用t检验, 以
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 人肝癌细胞株Hep3B、HuH-7、HepG2和乳

腺癌细胞株MCF-7中hENT1的定位表达 通过荧

光显微镜观察发现, 与阴性对照组相比, 3株肝

癌细胞膜上均可见较强的荧光, 其中HuH-7细胞

膜上的荧光最强, MCF-7细胞膜上的荧光相对较

弱(图1).
2 . 2  肝癌细胞株和乳腺癌细胞株中h E N T 1 
mRNA的表达水平 3株肝癌细胞中存在较高的

ENT1 mRNA表达(图2), ENT1 mRNA在3株肝

癌细胞中的表达量均比乳腺癌细胞株高, 差异

有统计学意义(P <0.05); 3株肝癌细胞间ENT1 
mRNA的表达水平存在差异, 以HuH-7中的表达

水平最高, 差异有统计学意义(P <0.05). 
2.3 抑制细胞周期依赖性蛋白激酶活性后人肝

癌细胞HuH-7细胞周期的变化 对照组中G0/G1期

细胞占58.50%±0.33%, S期占25.55%±0.15%, 
G2/M期占16.35%±0.31%; 实验组中G0/G1期

细胞占76.29%±0.34%, S期占15.19%±0.34%, 
G2/M期占8.51%±0.41%. 与对照组相比, 实验组

G0/G1期细胞比例增多, S期、G2/M期细胞比例

■研发前沿
ENT1的表达水平
与肿瘤患者的化
疗效果的关系是
目前研究的热点. 
采用外源性干预
肿瘤细胞膜上核
苷载体的表达, 可
能提高核苷类化
疗药物在细胞内
的浓度及持续时
间 ,  增 强 抗 癌 效
果. ENT1在人肝
癌细胞中的表达
及特征尚不清楚.

■相关报道
郑杰等研究发现
ENT1是肿瘤细胞
内核苷类化疗药
物的主要反流通
道, 下调hENT1的
表达水平, 可以提
高细胞内核苷类
化疗药物的浓度, 
延长药物在细胞
内的持续时间, 增
强化疗效果. 
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减少(均P <0.05, 表1). 
2.4 不同细胞周期人肝癌细胞HuH-7中hENT1 
mRNA表达水平的比较 实验组与对照组相比

(图3), hENT1 mRNA表达水平明显上调, 两组间

的差异有统计学意义(P <0.05).

3  讨论

5-氟尿嘧啶、吉西他滨及阿糖胞苷等核苷类药

物是很多抗肿瘤化疗方案的基础用药, 通过影

响DNA、RNA起到干扰肿瘤的生长、分裂, 进
而达到治疗肿瘤的目的[3]. 该类药物需要NTs的
转运才能进入细胞, 发挥其抗肿瘤作用. 至今已

发现人类有两大类NTs, 即hENTs和hCNTs[4-6], 
hENTs对核苷及核苷类药物的跨膜转运原动力

是细胞膜两侧的浓差, 转运过程具有饱和特性, 
而且是易化扩散的过程, 即核苷既可内流入细

胞又可外流出细胞, 最终使细胞内外底物浓度一

致, 其转运速度快、流量高[7-9]. hCNTs是一种主

动转运蛋白, 只能将细胞外底物转运至细胞内, 
即使逆浓度差转运, 其方向也不变, 从而使细胞

aP<0.05 vs  对照组.

表  1  抑制CDKs活性后人肝癌细胞HuH-7细胞周期的变化
(mean±SD, %)

     分 组 G0/G1期 S期 G2/M期

对照组 58.50±0.33 25.55±0.15 16.35±0.31

实验组 76.29±0.34a 15.19±0.34a    8.51±0.41a

图  1   人肝癌细胞株Hep3B、HuH-7、
HepG2和乳腺癌细胞株MCF-7中hENT1的定
位表达 . A: Hep3B; B: HuH-7; C: HepG2; D: 

MCF-7.

A

DC

B

图  2  半定量RT-PCR检测细胞株HuH-7、MCF-7、HepG2
及Hep3B ENT1 mRNA的表达. A: β-actin; B: hENT1; 1: 
HuH-7; 2: MCF-7; 3: HepG2; 4: Hep3B.

A 1           2            3           4 

500 bp
200 bp

B

400 bp
300 bp

■创新盘点
本研究发现, 人肝
癌细胞膜上存在
ENT1的表达, 不
同肝癌细胞株中
ENT1 mRNA的表
达水平存在差异, 
处 于 G 0 / G 1 期 的
肝癌细胞, ENT1 
mRNA的表达水
平明显上调. 

■应用要点
ENT1在人肝癌细
胞中的表达特征
对临床化疗策略
具有潜在的临床
价值, 并为认识肝
癌的耐药机制提
供 新 的 思 路 .  调
控肝癌细胞膜上
ENT1的表达, 可
提高肝癌的化疗
效果.  

图  3  半定量RT-PCR检测抑制CDKs活性后人肝癌细胞
HuH-7中hENT1 mRNA的表达. A: β-actin; B: hENT1; 1: 对照

组; 2: 实验组. 

500 bp
400 bp

400 bp
300 bp

1                     2 
A

B



www.wjgnet.com

蒋星星, 等. ENT1在人肝癌细胞中的表达特征及临床意义                                                			             2107

内达到较高的浓度[10,11]. 基于ENTs和CNTs的转

运功能和特性, 以及hENT1对核苷类化疗药转运

的突出作用, 目前国内外关于核苷载体和肿瘤

关系的研究, 多数是关于hENT1表达水平与肿瘤

化疗效果关系的研究, 以及调控hENT1的表达水

平对肿瘤化疗效果影响的研究, 尤其是hENT1表
达水平与胰腺癌化疗效果的报道较多. 有研究

表明, 人肝细胞和乳腺癌细胞膜上存在ENT1的
表达[12,13], 但是人肝癌细胞膜上ENT1的表达及

特征尚不清楚, 不同肝癌细胞株中hENT1的表达

水平是否存在差异, 以及不同细胞周期肝癌细

胞中hENT1的表达水平又有何特点, 均不清楚.   
近年来研究发现, hENT1的表达水平与肿

瘤患者的化疗效果和预后密切相关[14-17]. 徐建

敏等研究发现hENT1是肿瘤细胞内核苷类化疗

药物的主要反流通道, 下调hENT1的表达水平, 
可以提高细胞内核苷类化疗药物的浓度, 延长

药物在细胞内的持续时间, 增强化疗效果[18,19].  
本研究结果显示, 3株肝癌细胞膜上均可见

较高的ENT1表达, ENT1在肝癌细胞株中的表达

存在普遍性, 说明治疗肝癌的核苷类化疗药物

有一定的化疗效果. 有研究表明, 5-氟尿嘧啶及

其衍生物用于治疗原发性肝癌的有效率、生存

期及半年生存率较仅行对症支持治疗的对照组

皆有明显的提高. 吉西他滨与5-氟尿嘧啶联合化

疗对原发性肝细胞癌远期疗效较好, 具有一定

的临床使用价值[20]. 
ENT1 mRNA在3株肝癌细胞中的表达水

平均较乳腺癌细胞中的高, 说明人肝癌细胞中

ENT1 mRNA的表达水平较人乳腺癌细胞出现

普遍上调. 由于hENT1是核苷类药物主要反流通

道, 从而不利于核苷类化疗药在肝癌细胞内积

聚, 药物在细胞内持续的时间相对较短, 导致肝

癌的化疗效果较乳腺癌差. 据报道, 5-氟尿嘧啶

单药治疗肝癌的有效率多在20%以下, 治疗乳腺

癌的有效率可达30%-40%. 3株肝癌细胞株之间

ENT1 mRNA的表达水平存在差异, 这说明不同

肝癌患者ENT1 mRNA的表达水平存在差异, 提
示临床上不同肝癌患者对5-氟尿嘧啶化疗效果

产生差异及耐药的原因可能与此有关. 
Roscovitine是嘌呤类细胞周期依赖性蛋白

激酶(cell cycle dependent kinases, CDKs)抑制剂, 
此化合物及其衍生物对CDKs有特异性的抑制

作用而对其他蛋白激酶基本无作用, X射线晶体

衍射测定结果表明, Roscovitine是通过与ATP竞
争ATP结合位点起到抑制CDKs的作用. 我们的

前期研究已证实, 利用适宜浓度的CDKs抑制剂

Roscovotine抑制CDKs的活性后发现, 肝癌细胞

周期时相的分布会发生改变[21]. 因此, 我们在前

期的研究基础上利用对肝癌细胞生长抑制最有

效的Roscovitine浓度(32 μmol/L)作用人肝癌细

胞HuH-7, 将细胞阻滞在G0/G1期, 然后观察ENT1 
mRNA的表达情况, 结果发现ENT1 mRNA的表

达水平明显上调, 差异有统计学意义(P <0.05), 提
示肝癌化疗时, 处于G2/M期的肝癌细胞, 核苷类

化疗药更容易在细胞内积聚, 药物在细胞内持续

的时间更长, 此时的化疗效果更好. 我们知道, 手
术后的肝癌患者, 大部分癌细胞处于增殖期, 即
G2/M期的细胞占多数, 此时的化疗效果最好, 提
示肝癌术后患者提倡早期化疗. 

目前, 临床上5-氟尿嘧啶对肝癌的化疗效

果并不理想. 本研究证实了人肝癌细胞膜上存

在ENT1的表达, 进一步研究人肝癌细胞膜上

CNTs的表达情况, 通过调控ENT1的表达, 或阻

断ENT1的转运, 防止细胞内的5-氟尿嘧啶向细

胞外反流, 同时保持CNTs对5-氟尿嘧啶向细胞

内的单向转运功能, 提高肝癌细胞内药物浓度

是提高肝癌化疗效果的重要思路, 有潜在的临

床价值.  
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Abstract
AIM: To investigate the impact of alkaloid 
conophyll ine (CnP) in combination with 
betacellulin-δ4 (BTCδ4) on the differentiation of 
porcine fetal pancreatic duct stem cells in vitro.

METHODS: For inducing cell differentiation, 
porcine fetal pancreatic duct stem cells were 
cultured in Medium 199 (M199) with CnP and 
BTCδ4, alone or in combination. Then cell vi-

ability was assessed by the trypan blue dye ex-
clusion assay. Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and immunohistochemistry were 
used to measure the content of insulin released 
by islet-like cell clusters (ICCs). The expression 
of PDX-1, Neuro D/Beta2 and insulin mRNAs 
was detected by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). Insulin release 
in response to glucose was assessed by glucose 
load test.

RESULTS: Conophylline at concentrations be-
low 0.1 g/L showed no marked toxicity toward 
the ICCs. Either CnP or BTCδ4 weakly enhanced 
the content of insulin, while CnP in combination 
with BTCδ4 synergistically increased cellular 
insulin content. The expression of PDX-1, insulin 
and Neuro D/Beta2 mRNAs could be detected 
in untreated ICCs. After treatment with CnP in 
combination with BTCδ4, the ICCs exhibited a 
prompt response to 25.0 mmol/L glucose by in-
creasing insulin secretion.

CONCLUSION: CnP in combination with BTCδ4 
potentiated the differentiation of porcine pancre-
atic duct stem cells in cluster cultures towards 
β-cells. 

Key Words: Fetal pig; Pancreatic stem cells; Cono-
phylline; Betacellulin-δ4; Insulin
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摘要
目 的 :  研 究 C o n o p h y l l i n e ( C n P ) 联 合
Betacellulin-δ4(BTCδ4)对胎猪导管源胰腺干
细胞的体外诱导分化作用. 

方法: 在培养基中加入CnP、BTCδ4等诱导因
子诱导胎猪导管源胰腺干细胞分化, 台盼蓝
检测CnP对胰岛样细胞团(islet-like cell cluster, 
ICC)的毒性, ICC行ELISA、免疫组织化学检

®

■背景资料
随着胰腺干细胞
的研究深入, 不仅
可以为胰岛移植
提供新的材料来
源, 同时也能为治
疗糖尿病提供新
的思路和途径. 胰
腺导管中存在一
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测, 逆转录-多聚酶链反应(RT-PCR)检测胰岛
素基因、PDX-1等在未诱导、诱导细胞中的表
达, 葡萄糖刺激实验检测ICC分泌胰岛素的功
能.
 
结果: 用0.1 g/L CnP诱导ICC不显示明显的
细胞毒性. 诱导培养4-6 wk, ELISA和免疫组
织化学显示CnP联合BTCδ4提高了胰岛素分
泌细胞量和胰岛素含量; RT-PCR显示提高了
PDX-1, neuroD/Beta2, 胰岛素等在ICC中的表
达. 葡萄糖刺激实验结果显示, 诱导后, ICC合
成、分泌胰岛素的能力显著增强(P <0.05).

结论: CnP联合BTCδ4促进诱导胎猪导管源胰
腺干细胞分化为胰岛素分泌细胞, 分化细胞表
达β细胞表面标志并能分泌胰岛素.

关键词 :  胎猪; 胰腺干细胞; C o n o p h y l l i n e; 

Betacellulin-δ4; 胰岛素
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0  引言

糖尿病是严重危害人类健康的内分泌代谢性疾

病, 近年来其患病率在全球呈现快速增长的趋

势, 在大多数国家已成为继心血管疾病和肿瘤

之后的第三大疾病. 目前几乎所有Ⅰ型糖尿病

和部分Ⅱ型糖尿病患者都需要长期注射胰岛素

治疗, 常规治疗方案发生全身血管并发症的危

险性较高, 而强化治疗方案虽可使糖尿病并发

症的危险性降低, 但也存在容易出现低血糖反

应甚至昏迷而危及生命等不容忽视的缺陷[1-3]. 
2000年, 胰岛移植取得了突破性进展, 来自加拿

大Edmonton的研究小组改良了抗免疫排斥的

用药方案, 取得连续7例胰岛移植的成功[4]. 然
而, Edmonton方案中每次移植的胰岛组织需要

来自两个或两个以上的供体胰腺, 且移植后需

要长期的抗免疫排斥治疗, 因而限制了胰岛移

植的广泛开展. 随着胰腺干细胞的研究深入, 不
仅可以为胰岛移植提供新的材料来源, 同时也

能为治疗糖尿病提供新的思路和途径[5-7]. 从理

论上讲, 这种方法可以克服目前胰岛移植面临

的两大难题, 即供体来源不足和免疫排斥反应. 
近年研究发现, 胚胎干细胞和成体多能干细胞

均可在体外诱导分化为胰岛素分泌细胞[8]. 胰
腺导管干细胞是一类存在于胰腺组织, 能自我

更新, 具有多分化潜能的发育早期细胞, 在特定

的条件下, 可分化为胰岛细胞[9]. 已利用小鼠导

管细胞诱导获得胰岛样结构[10]. 因为在体外成

人胰岛细胞成长有限, 胰岛分离提纯后, 从富含

导管的细胞培养为胰岛的能力提供了一个很

重要的方法来用于β-cell的替代治疗[11]. 猪胰岛

异种移植被作为一种治疗糖尿病的备选方案

来研究, 他们的胰腺大小和抗原性与人胰腺相

似. Conophylline(CnP)是从热带植物小叶狗牙

花中提取出来的新的长春碱类衍生物, 在鼠胰

腺腺泡癌细胞中, 这种生物碱诱导一种形态学

改变, 并且诱导分化为β细胞[12]. CnP促进胎鼠

胰腺器官形成和胰腺祖细胞的转化, 并促进在

体内体外β细胞的形成[13]. 而且, 生物碱诱导在

培养基里培养的胎儿小鼠胰腺组织分化为β细
胞, 并且降低链唑霉素治疗的胎儿小鼠的血糖

水平[13,14]. 最近发现CnP和BTCδ4联用可以较强

的诱导胰岛素分泌细胞的分化[15]. BTCδ4是一

种Betacellulin基因的嫁接同种型, 缺少EGF基
序的C-loop和跨膜区, 而含有外显子4“跳过”

(exon 4“skipping”)[16]. 很有意义的是, BTCδ4
提高胰岛素含量, β细胞, ICC数量, 和PDX-1阳
性导管细胞[16]. CnP作用于干细胞并且通过降低

Neurogenin 3(Ngn3)[17,18]的表达来将母细胞转化

为内分泌细胞. 而BTCδ4作用于那些已经分化

为内分泌腺的细胞并且将其转化为胰岛素分泌

细胞. 他们作用于β细胞分化过程中的不同步骤, 
所以联合使用产生的效果是可以叠加. 本研究

中, 我们联合添加CnP和BTCδ4诱导胎猪导管源

胰腺干细胞, 探索合适的诱导条件, 促使其向胰

岛素分泌细胞分化, 并对诱导产物进行形态鉴

定和功能检测.

1  材料和方法

1.1 材料 胎猪胰腺, 从哈尔滨哈达屠宰场收集

怀孕60-90日龄的长白母猪子宫, 打开怀孕母猪

腹腔后结扎子宫两端, 摘取子宫, 尽快送回实验

室无菌采集雄性胎猪胰腺组织置于TRIzol试剂

中, -70 ℃保存备用. Medium 199(Gibco)、胰蛋

白酶(sigma美国)、谷氨酰胺glutamine(Merck), 
丙酮酸钠、β-巯基乙醇(β-Me)(Sigma), bFGF、
EGF(R&D公司), FBS(Hyclone), 牛血清白蛋白

(BSA, Sigma, 美国), 尼克酰胺(nicotamide, NIC, 
Sigma, 美国), TRIzol试剂(美国Life Technologies
公司), M-MLV逆转录试剂盒(Life Technologies, 
美国). ELISA试剂盒(Mercodia, 瑞典), 抗猪胰

岛素抗体(Mercodia, 瑞典). 鼠抗猪胰岛素抗体

■相关报道
研究证实, CnP作
用于干细胞并且
通过降低Ngn3的
表达来将母细胞
转化为内分泌细
胞. 而BTCδ4作用
于那些已经分化
为内分泌腺的细
胞并且将其转化
为胰岛素分泌细
胞. 他们作用于β
细胞分化过程中
的不同步骤, 联合
使用产生的效果
是可以叠加.
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(Dako Cytomation, 丹麦). Cnp参照文献[12]准备. 
Betacellulin(BTC, Sigma, 美国), 重组人BTCδ4参
照文献[13]准备. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞分离方法的建立: (1)培养基配制A液: 
M199加入100 mL/L FBS, 丙酮酸钠(1 mmol/L), 
β-巯基乙醇(71.5 µmol/L), EGF(20 μg/L), bFGF 
(20 μg/L), 10 mmol/L NIC, 青霉素100 U/mL, 链
霉素100 g/L, HEPES(2 380 mg/L), 碳酸氢盐

(2 000 mg/L), L -谷氨酰胺(600 mg/L). B液: M199
加入200 mL/L FBS, 其余同A液; (2)细胞的分离

培养无菌采取胎猪胰腺, 置于0 ℃的含双抗、无

钙、镁磷酸盐缓冲液[PBS(-)]中, 剪去周围的脂

肪、血管、被膜以及结缔组织, 冲洗3-4遍, 剪
为1 mm×1 mm×1 mm左右的碎块, 用PBS(-)
冲洗至溶液清澈后, 放入M199培养基, 然后用

冷HBSS冲洗3次, 加入0.1%胶原酶Ⅳ37 ℃消化, 
期间不时剧烈震荡, 用HBSS 4 ℃条件下冲洗3
次, 观察消化情况, 以形成多量直径50-100 μm
细胞团和单个细胞为宜, 加A液终止消化, 胶原

酶Ⅳ消化约25-30 min. 再次更换培养A液培养

24 h后, 对细胞进行连续的密度梯度离心[19], 取
上层(密度量程: 1.062-1.096)和中层(密度量程: 
1.096-1.11)细胞备用. 然后, 在37 ℃低于50 mL/L 
CO2的增湿条件下, 将细胞培养于B液中. 
1.2.2 ICC的制备和检测: 配制诱导培养基(C液): 
M199加入100 mL/L FBS, 丙酮酸钠(1 mmol/
L), β-巯基乙醇(71.5 µmol/L), EGF(20 μg/L), 
bFGF(20 μg/L), 10 mmol/L NIC, Activin-A(10 
nmol/L), BSA(1 g/L), 青霉素100 U/mL, 链霉素

100 g/L, HEPES (2 380 mg/L), 碳酸氢盐(2 000 
mg/L), L -谷氨酰胺(600 mg/L). 收集过夜培养的

贴壁细胞, 如上述, 以3×108个/L的密度接种于C
液. 取200 µL悬浮液接种到96孔圆底板在37 ℃
培养. 每3-4 d更换1次培养基. 4-7 d后, 细胞簇形

成. 应用trypan blue(台盼蓝)染色检测细胞活力. 
5份ICC接种到12孔圆底板. 然后, 分别在24 h和
48 h添加各种生物碱浓聚物(CnP、BTCδ4), 随
后台盼蓝染色. 每200个细胞计数染色细胞. 
1.2.3 ELISA测量胰岛素: 胰岛素分泌实验分

析, 接种5份ICC在含1.5 mL培养基的6孔平板

里. 培养基分别添加1 nmol/L BTCδ4(B), 0.1 g/L 
CnP(C), 1 nmol/L BTCδ4(B)联合0.1 g/L CnP 
(BC). 每3 d更换1次培养基, 我们同时取上层清

液和黏附细胞检测胰岛素分泌情况. 参照说明

书, 我们应用ELISA试剂盒检测ICC和胰岛素分

泌量. 上层清液保存在-20 ℃. 测量胰岛素, 用冰

预冷的PBS冲洗, 然后用1 mL缓冲液冲洗. 用酸

性的 EtOH(75% EtOH conc. HCl = 1 000∶15)提
取ICC的胰岛素再进行测量.
1.2.4 胰岛素免疫组织检测: 将ICC接种到含1.5 
mL培养基的两腔载玻片上. 培养基分别添加1 
nmol/L BTCδ4(B), 0.1 g/L CnP(C组), 1 nmol/L 
BTCδ4(B组)联合0.1 g/L CnP(BC组). 每3 d更换

1次培养基, 每周收获1次细胞. 用40 g/L甲醛固

定细胞3 h, 然后用含0.3% Triton X-100的PBS
孵育10 min. 下一步, 添加50 mL的3% H2O2阻断

5 min. 然后, 载玻片用蒸馏水冲洗, 再用0.03% 
Triton X-100/PBS室温冲洗5 min. 在含有20%山

羊血清/PBS的封闭液培养10 min, 然后, 将鼠抗

猪胰岛素抗体置于0.1% BSA的PBS溶液里稀

释添加到保温皿, 并将细胞培养在保温皿里150 
min. 下一步, 细胞用0.03% Triton X-100/PBS冲
洗5 min, 然后室温下与抗鼠抗体共培育1 h. 将
DAB-H2O2缓冲液加入细胞中, 然后室温培养5 
min. 下一步, 样品浸泡在0.03% Triton X-100的
PBS里以终止反应. PBS冲洗后镜检, 照相, 计算

胰岛素阳性细胞在ICC细胞总数里的百分率.  
1.2.5 葡萄糖刺激实验: 取诱5 wk后的细胞进行

葡萄糖刺激试验. ICC用如上描述的添加化合物

的培养方法培养5 wk后, 接种到6孔板. PBS冲洗 
2-3遍后, 在100 mL/L FBS/M199(5.5 mmol/L葡萄

糖)培养3 h. 在含0.1% BSA的M199培养基再培

养1 h. 最后, 分别培养在含0.1% BSA的M199的
低糖刺激相(5.5 mmol/L葡萄糖)和高糖刺激相

(25.0 mmol/L葡萄糖)的培养基里. 收获上层清液

后, 用ELISA测量胰岛素释放量, 取未诱导细胞

和诱导液做对照. 然后再培养1.5 h. 实验重复3次. 
1.2.6 RT-PCR基因表达分析: 应用TRIzol试剂

一步法提取胎猪胰腺组织对照、未诱导组、B
组、C组、BC组细胞共5组的总RNA, 总RNA经

DNaseⅠ37 ℃消化1 h, 以去除可能污染的痕量

基因组DNA, 取2 µg RNA用M-MLV逆转录试剂

盒将RNA转录成cDNA. 取2 µL逆转录产物进行

RT-PCR检测. 检测各基因的引物序列为: β-actin
基因为内参基因, 上游引物为5'-CCAAAGCCA
ACCGTGAGA-3', 下游引物为5'-CTCGTTGCCG
ATGGTGAT-3', 扩增片度长度: 425 bp; PDX-1上
游引物为5'-AAGGCTCACGCGTGGAAAAGG-
3', 下游引物为5'-GTCCTCCTCCTTTTTCCAC-
3', 长度: 229 bp; 胰岛素上游引物为5'-AGGCCT
TCGTGAACCAGCAC-3', 下游引物为5'-GAGG

■创新盘点
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GAACAGATGCTGGTGC-3',长度: 233 bp; 葡萄

糖转运体2(glucose transporter type 2, Glut-2)上
游引物为5'-TGTGCCATCTTCATGTCGG-3', 下
游引物为5'-AATTGCGGGTCCAGTTGCT-3', 长
度: 208 bp; Ngn3上游引物为5'-CGTACCGGGG
AACAGCGCG-3', 下游引物为5'-GCGTCTCTA
TCTTGGTGAGT-3', 长度: 251 bp; CK19上游引

物: 5'-TGCTACCAGTTGACAAGAGC-3', 下游

引物: 5'-GGCACCAAGAATCTTGTACC-3', 长
度: 299 bp; NeuroD/Beta2上游引物为5'-CTGTG
CACCCCTACTTTAC-3', 下游引物为5'-TCTCA
AACTCGGCGGACGG-3', 长度: 251 bp. PCR反
应条件如下: β-actin, 94 ℃ 30 s, 54 ℃ 30 s, 72 ℃ 
30 s, 循环35次; 胰岛素, PDX-1, Ngn3, CK19和
NeuroD/Beta2, 94 ℃ 30 s, 62 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 
循环35次; Glut-2, 94 ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 
s, 循环35次; 所有反应均为94 ℃预变性4 min, 
72 ℃延伸10 min. 取PCR扩增产物1.5%琼脂糖

凝胶电泳分析, 照相并记录.
统计学处理 实验数据采用mean±SD形式

表示, 使用SPSS13.0统计软件进行数据分析,统
计学处理采用标准差分析, 以P <0.05为具有统计

学意义上的显著性差异. 

2  结果

2.1 胎猪胰腺干细胞的生长特性 获取5只胎猪的

导管源胰腺干细胞, 用于本实验. 胎猪胰腺干细

胞形态为多角形或梭形(图1A), 每 6-7 d传代1次; 
生长曲线显示: 该细胞在接种后1-3 d生长缓慢, 
3-6 d进入对数增长期, 随后进入平台期(图1B).
2.2  ICC形成及鉴定

2.2.1 ICC的检测: 胎猪胰腺干细胞传代培养后, 
大量细胞在头4 d增殖, 形成悬浮细胞簇, 并且增

殖形成正常组织、胰岛样结构. 待细胞生长至

50%-60%融合时进行诱导分化, 诱导1 wk后, 开
始出现具有立体三维结构的ICC, 然后将每个细

胞簇接种到圆底平板再培养1 wk; 诱导至2 wk左
右, ICC增多, 并且更加致密(图2A). 用不同浓度

的CnP诱导ICC, 分别诱导24 h(菱形)和48 h(正方

形). 然后, 应用台盼蓝染色检测细胞毒性. 重复

3次计算平均值. 用0.1 g/L浓度以下的CnP诱导

ICC 48 h后并未显示明显的细胞毒性(图2B). 因
此, 以后的实验使用CnP的浓度为0.1 g/L.
2.2.2 ELISA结果: 在6 wk内, BTCδ4单独使用提

高胰岛素分泌细胞的活性不明显; CnP单独使用

提高胰岛素分泌细胞的活性较BTCδ4明显; 当
联合使用时, 显著提高了ICC向胰岛素分泌细胞

图  1  胎猪胰腺干细胞生长特性. A: 胎猪胰腺干细胞呈多角形或梭形; B: 细胞生长曲线.
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图  2  ICC形成及毒性分析. A: 诱导2 wk后, ICC密集; B: CnP对ICC的细胞毒性检测.
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■应用要点
本 研 究 发 现 了
CnP联合BTCδ4
促进胎猪导管源
胰腺干细胞体外
诱导分化为胰岛
素分泌细胞, 选择
性地扩增胰腺干
细胞为治疗糖尿
病患者胰岛素不
足, 提供充足的有
功能的β细胞有着
非常广阔的前景.
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分化的能力(图3).
2.2.3 免疫组织化学结果: CnP和BTCδ4 1 wk 1
次单独或联合诱导ICC, 直到第3周, 免疫组织化

学检测ICC的胰岛素表达. 细胞经CnP、BTCδ4
联合诱导培养3 wk后, CnP单独诱导比BTCδ4单
独诱导较强的促进了干细胞分化为胰岛素分泌

细胞, 而联合作用比单独诱导作用更强. CnP、
BTCδ4联合治疗3 wk的细胞里胰岛素阳性细胞

平均数与正常对照组有显著差异(P <0.01). 而
CnP、BTCδ4单独诱导3 wk后, 胰岛素阳性细胞

与正常组无显著差异(P >0.05). 继续诱导3 wk后
发现, 胰岛素分泌细胞的活性逐渐下降(图4). 
2.2.4 RT-PCR检测结果: 在CnP、BTCδ4联合诱

导1 wk以后的细胞检测到胰岛素转录物弱阳性. 
我们进一步也检测了诱导2 wk后, 各基因的表

达水平, 包括胰岛素、PDX-1、CK19、Ngn3、
NeuroD/Beta2、Glut-2等. CnP、BTCδ4联合

诱导的基因表达最强, 其次是CnP诱导治疗的, 
BTCδ4单独治疗的最弱(图5).
2.2.5 糖刺激胰岛素释放反应: ICC在含有CnP、
BTCδ4单独或联合诱导的无糖培养基里预培养5 
wk, 然后暴露在葡萄糖(5.5 mmol/L或25.0 mmol/L)
里. ELISA检测胰岛素分泌量. 对照组培养基

CnP、BTCδ4单独诱导的培养基里的细胞几乎

对葡萄糖不反应, 几乎无胰岛素释放. 然而, 在
CnP、BTCδ4联合治疗后, ICC对25.0 mmol/L葡
萄糖迅速反应(图6).

3  讨论

糖尿病是一种常见的内分泌疾病, 是因为胰岛

素绝对或相对不足或靶细胞对胰岛素敏感性降

低引起以糖代谢紊乱为主, 继发脂肪、水、电

解质代谢障碍[8]. 糖尿病分为胰岛素依赖型糖尿

病(IDDM又称Ⅰ型)和非胰岛素依赖型糖尿病

(NIDDM又称Ⅱ型). Ⅱ型糖尿病的主要特征是: 
周围组织的胰岛素抵抗和胰岛分泌胰岛素能力

降低[20]. β细胞多半在胎儿时期分化而来, 而成

体胰腺分化复制很慢. 因此, β细胞的分化能力

恢复可能作为治疗Ⅱ型糖尿病有用的方法[21,22]. 
另一方面, 胰岛素分泌细胞的移植可能是Ⅰ型

糖尿病再生治疗的方法. 虽然β细胞的移植是治

疗糖尿病的重要希望, 但是人胰腺供体的缺乏

和移植后的排斥反应限制了同种移植的临床应

用. 最近, 大量研究证实了多潜能细胞可以调控

分化为再生治疗细胞. 因为猪的胰腺大小和抗

原性与人胰腺相似, 所以猪胰岛异种移植被作

为一种治疗糖尿病的备选方案来研究. 对于糖

尿病治疗, 猪胰岛细胞已经被考虑作为最有可

能的用于移植的胰岛素分泌细胞的潜在资源.
CnP具有诱导胰腺前体细胞模型-AR42J细

胞体外分化成胰岛素分泌细胞的能力, 并且和

activin A相比, CnP不会诱导细胞凋亡, 被认为是

一种神奇的植物诱导剂[14]. 由CnP、BTCδ4单独

诱导或联合诱导产生的主要效果是由位于胰腺

导管的干细胞产生的新生的β细胞的刺激作用

而不是已有β细胞的应答[17,18,23]. CnP和BTCδ4单
独诱导干细胞均能起一定诱导分化作用, 而这

两种不同的因素的作用是可以相互叠加的. CnP 
和BTCδ4的作用点是不同的[17,18]. CnP作用于干

细胞并且通过降低Ngn3的表达来将干细胞转化

为内分泌细胞. 而BTCδ4作用于那些已经分化为

内分泌腺的细胞并且将其转化为胰岛素分泌细

胞. 他们分别作用于β细胞分化过程中的不同步

骤, 功效是可以叠加的, 故本实验设计CnP联合

BTCδ4诱导胎猪导管源胰腺干细胞. NIC能协同

CnP较大程度提高胰岛素分泌细胞生成[24], HGF
能增加胰岛素量, 促进胰岛增殖, 诱导细胞转分

化产生胰岛素, 故本实验联合添加NIC、HGF.
本实验采用以M199为基础培养液, 联合添

加CnP、BTCδ4、HGF、NIC等诱导因子, 诱导

胎猪导管源胰腺干细胞定向分化为胰岛素分泌

细胞; ELISA、免疫组织化学检测不同诱导组

ICC内胰岛素含量, 并以不同浓度葡萄糖刺激

胰岛素分泌细胞分泌胰岛素. 结果证明在诱导

14-18 d后细胞可达到最大程度的成熟, 诱导时

间短于6 d达不到诱导效果, 但诱导时间过长细

胞会大量漂浮死亡. Glut-2是存在于β细胞膜内

的一种特殊的跨膜转运蛋白, 可以将葡萄糖转

运入细胞内, 故又称为“葡萄糖感受器”. 细胞

表达Glut-2, 显示细胞具有葡萄糖感受能力及潜

在的分泌胰岛素的功能[25]. 本实验Glut-2表达阳

性, 说明所获得的细胞具有潜在的分泌胰岛素
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图  3  胰岛素分泌. 

■同行评价
本文创新性较好, 
有一定的理论和
实际价值.
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的功能. 应用RT-PCR检测分离获得的细胞, 胰岛

素表达阴性, 证明我们所分离获得的细胞不含胰

岛细胞. 检测诱导形成的胰岛素分泌细胞具有对

不同浓度葡萄糖不同的反应性, 25.0 mmol/L葡萄

糖刺激胰岛素释放敏感. 用CnP和BTCδ4进行诱

导实际上增加了ICC的数目和大小, 但其大小仍

小于正常值, 提示ICC的形成是非常有效的, 但
他们并不能相应地成长为正常大小的β细胞岛. 
可能有一些不清楚的因素参与ICC的形成, 仍需

要进一步研究提高正常β细胞岛的成功率.

总之, CnP联合BTCδ4诱导胎猪导管源胰腺

干细胞, 体外可分化为胰岛素分泌细胞, 提高其

体外诱导分化效率, 对葡萄糖刺激敏感. 如能解

决异种细胞移植时的免疫排斥问题, 便可作为

一种理想的供体细胞来源, 解决胰岛细胞移植

时供体细胞不足的问题, 从而使胰岛细胞移植

治疗胰岛素依赖的糖尿病患者成为可能.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of dikkopf-1 
(DKK1) in esophageal carcinoma tissue and four 
esophageal carcinoma cell lines and to explore 
the impact of DKK1 overexpression on cell cycle 
and invasion in EC9706 cell line.

METHODS: The expression of DKK1 in esopha-
geal carcinoma tissues was detected by immu-
nohistochemistry, and the distribution of DKK1 
in esophageal carcinoma cell line TE13 was 
observed by immunofluorescence. Western blot 
was used to investigate the expression of DKK1 
in esophageal carcinoma tissues and matched 

normal esophageal tissues, as well as in four 
esophageal carcinoma cell lines. A eukaryotic 
expression vector of DKK1 was constructed and 
transfected into EC9706 cells to evaluate the 
impact of DKK1 overexpression on cell cycle by 
flow cytometry and on cell invasion by Boyden 
chamber assay.

RESULTS: DKK1 was highly expressed in 
esophageal carcinoma tissues and mainly dis-
tributed in the cytoplasm of TE13 cells. The 
expression of DKK1 protein in carcinoma was 
obviously higher than that in matched normal 
esophageal tissue. Differential expression of 
DKK1 was observed in four esophageal car-
cinoma cell lines. Overexpression of DKK1 in 
EC9706 cells decreased the percentage of cells in 
G0/G1 phase and increased the percentage of 
cells in sphase and the number of cells penetrat-
ing through the membrane of Boyden chamber 
(252 ± 6.71 vs 99.18 ± 3.02; 252 ± 6.71 vs 112.33 ± 
3.21, all P < 0.01).

CONCLUSION: DKK1 is overexpressed in esoph-
ageal carcinoma. Overexpression of DKK1 in 
EC9706 cells remarkably promoted cell invasion 
and progression from G1 phase to S phase.

Key Words: Esophageal carcinoma; Dikkopf-1; Eu-
karyotic expression vector; Invasion

Li SJ, He YZ, Lv BL, Niu XL, Cui AR, Li YJ, Zhang HL. 
Expression and biological role of DKK1 in human esopha-
geal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 
2116-2122

摘要
目的: 探讨Dikkopf-1(DKK1)对食管癌细胞周
期、侵袭能力的影响.  

方法: 采用免疫组织化学的方法检测DKK1
在食管癌组织中的表达, 并通过免疫荧光对
DKK1在细胞中的分布进行定位分析; 应用
Western blot检测食管癌组织及其配对的正常
食管组织和4株食管癌细胞系中DKK1蛋白表
达水平. 通过构建过表达DKK1的真核表达载
体, 将其转染到食管癌EC9706细胞中, 观察细

®

■背景资料
Dikkopf 1(DKK1)
是Wnt/β-catenin
信号通路中重要
的抑制因子, 在肿
瘤进程中的作用
已引起广泛关注, 
DKK1在不同的肿
瘤中表达水平有
很大的差异, 其作
用机制尚未清楚. 

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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胞周期和侵袭能力的改变. 

结果: 免疫组织化学检测食管癌组织中DKK1
阳性表达率为83.34%, 免疫荧光结果显示
DKK1主要呈细颗粒状散在分布于细胞质中. 
Western blot检测表明DKK1在食管癌组织中
的表达明显高于配对的正常食管组织; 在4株
食管癌细胞系中均有不同程度的表达. 在食管
癌细胞系EC9706中过表达DKK1, S期细胞所
占比例明显升高(57.25% vs  45.87%, P <0.05), 
在Boyden小室中穿透基底膜的细胞数目也明
显增加(252±6.71 vs  99.18±3.02; 252±6.71 
vs  112.33±3.21, 均P <0.01).

结论: DKK1在食管癌组织中呈高表达, 并且
在4个食管癌细胞系中均有表达, 在EC9706细
胞中过表达DKK1后能够促进细胞由G0/G1期
向S期转变, 同时能够增加细胞的侵袭能力.
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0  引言

食管癌是发病率和死亡率较高的消化系恶性肿

瘤之一, 尽管采用以手术为主的放疗、化疗等

综合治疗已明显提高了患者的5年生存率, 食管

癌转移仍是影响预后的主要因素, 研究肿瘤发

生转移的分子机制成为当前的热点[1]. Dikkopf 
1(DKK1)是Wnt/β-catenin信号通路中重要抑制

因子 ,  在肿瘤进程中的作用已引起广泛关注 , 
DKK1在不同的肿瘤中表达水平有很大的差异, 
其作用机制尚未清楚[2-7]. 本研究在蛋白质水平

对食管癌组织以及4株食管癌细胞株进行检测, 
探讨其在食管癌转移过程中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 食管癌及配对的正常食管组织来自河

北医科大学第二医院胸外科2006-06/2008-06
手术切除的138例食管癌患者 .  人食管癌细

胞株由天津市胸科医院张逊教授惠赠 ,  包括

K Y S E-150、K Y S E-510、E C9706和T E13. 
D K K1表达质粒p C M V-Ta g-2b由河北医科大

学病理教研室张祥宏教授惠赠. 限制性内切酶

Bam HⅠ、Eco RⅠ, T4 DNA连接酶, Taq DNA聚

合酶、蛋白Marker和碘化丙啶(PI)购自Promega

公司; 质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自Qia-
gen公司; RPMI 1640、新生小牛血清(newborn 
calf serum, NBS)及Lipofectmine2000购自Gibco
公司; DKK1兔抗人单克隆抗体及兔抗人β-actin
多克隆抗体购自Invitrogen公司; Boyden小室购

自美国Millipore公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌细胞用含100 mL/L 
NBS、100 mg/L链霉素、100 kU/L青霉素的

RPMI-1640培养, 在37 ℃、50 mL/L CO2细胞培

养箱中培养.  细胞进入对数生长期后, 用PBS清
洗2次, 0.25%胰酶消化, 制备成2.5×108/L单细

胞悬液, 接种到6孔板内培养. 
1.2.2 免疫组织化学和免疫荧光检测DKK1表达: 
组织化学检测食管癌石蜡切片中DKK1的表达. 
石蜡切片抗原热修复后, 按照说明书采用SP免
疫组织化学法进行操作, 用PBS代替一抗作阴性

对照, 已知阳性片作阳性对照. 染色结果由2名
病理科医生采用双盲原则评定. 浅黄至棕黄色

为阳性细胞[8]. 
在6孔板中水平置入载玻片进行细胞培养, 

当细胞生长达40%-50%时取出载玻片, 4%多聚

甲醛固定细胞, 用0.1% Triton X-100 PBS溶液浸

透5 min, 然后加入含100 mL/L山羊血清的PBS
室温封闭30 min. 用含有30% BSA的PBS 1∶100
稀释一抗, 室温下孵育60 min后用PBS洗5 min×
3次, 罗丹明标记的二抗在室温下反应60 min进
行染色, 再用PBS洗5 min×3次, 用DAPI对细胞

核进行染色, 最后在激光共聚焦显微镜下进行

观察. 
1.2.3 Western blot检测DKK1的表达: 分析4例患

者的食管癌组织与配对的正常组织中DKK1表
达. 收集进入对数生长期的人食管癌细胞, 向6
孔板中加入RIPA在冰上进行裂解(300 μL/孔, 其
中PMSF浓度为0.1%), 30 min后将其收集在1.5 
mL EP管中, 4 ℃, 15 000 r/min离心15 min, 收集

上清液用BCA法测定蛋白浓度. 组织蛋白提取

时, 首先在液氮中研磨成粉末状, 再加入RIPA裂

解, 其余步骤同细胞蛋白提取. 每个样品取50 μg
蛋白进行10% SDS-PAGE胶电泳, 蛋白电转移到

PVDF膜上; 5%脱脂奶粉4 ℃过夜封闭, 用DKK1
的兔抗人单克隆一抗(1∶500)室温下孵育2 h, 
然后用过氧化物酶标记的羊抗兔二抗(1∶5000
稀释)室温下孵育30 min[7], 以β-actin为内参, 用
Bandscan5.0软件分析蛋白条带总灰度值, 检测

表达差异. 

■研发前沿
对 于 D K K 1 在 不
同肿瘤中的表达
差异已有较多报
道, 但对于在肿瘤
中的具体作用机
制及功能的研究
报道较少, 尤其在
食管癌中的报道
较少. 
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1.2.4 D K K1表达载体的构建: 根据D K K1在
GeneBank中mRNA(NM: 012242.2)的序列, 设计

PCR引物, Forward: 5'-TGGATCCATGATGGCTC
TGGGCGCAGCGGGAG-3', Reverse: 5'-CGAAT
TCTTAGTGTCTCTGACAAGTGTGAAGCCTA
GAAG-3', 在5'端分别引入酶切位点Bam HⅠ和

Eco RⅠ, PCR产物的大小为815 bp. 扩增的产物

与pMD-18T载体连接, 构建的质粒进行Bam H
Ⅰ-Eco RⅠ双酶切鉴定, 插入正确的片段亚克隆

到pCMV-Tag-2b载体上, 构建成DKK1表达载体

pCMV-Tag-2b-DKK1, 再进行酶切鉴定和测序

分析. 
1.2.5 Real-time PCR检测DKK1的mRNA变化:  
将构建的DKK1表达载体pCMV-Tag-2b-DKK1
和空载体pCMV-Tag-2b分别转染食管癌细胞

EC9706, 继续培养48 h后收集细胞, TRIzol法提

取总RNA, 取1 μg总RNA用随机引物反转录为

cDNA, Real-time PCR扩增DKK1基因, 引物序列: 
Forward 5'-CAACGCTATCAAGAACCTGC-3', 
Reverse: 5'-GATCTTGGACCAGAAGTGTC-3'; 
内参GAPDH引物序列为: Forward: 5'-GGCAT
GGACTGTGGTCATGA-3', Reverse: 5'-TGGX
GTGTGAACCACGAGAA-3'. 条件为: 95 ℃, 
10 min预变性, 95 ℃变性5 s, 60 ℃退火34 s, 
74 ℃荧光检测3 s, 重复40个循环. 70 ℃-95 ℃
绘制熔解曲线, 使用SYBR Green检测荧光改

变, 以2-ΔΔCt值比较两组之间差异, 并进行数据

分析. 
1.2.6 流式细胞术分析细胞周期: 将人食管癌细

胞EC9706接种到6孔板中, 分为转染pCMV Tag-
2b-DKK1(实验组)和pCMV-Tag-2b(对照组)两
组, 每组设3个复孔. 细胞转染48 h后, 消化细胞

制备成单细胞悬液, 4 ℃, 1 000 r/min×5 min离
心后再悬浮2次, 400目滤网过滤细胞悬液, 离心

后用750 mL/L乙醇1 mL固定细胞18 h, 之后用

PBS重悬细胞, 4 ℃, 1 000 r/min×5 min离心后

在悬浮2次, 200 μL RNase A(1 g/L)在37 ℃孵育

30 min, 加入800 μL PI染色液混匀后4 ℃避光染

色30 min. 在流式细胞仪上检测各个时相的细

胞分布. 
1.2.7 DKK1对食管癌细胞侵袭能力的影响: 人
食管癌EC9706细胞接种到12孔板中, 细胞融合

度为80%时进行转染, 分为转染pCMV-Tag-2b-

■相关报道
Sikandar最新报道
了 D K K 1 对 细 胞
周期和细胞凋亡
的调控作用.

图  1  免疫组织化学染色检测DKK1在食管癌组织中的表达(×100). A: DKK1在食管癌中强表达; B: DKK1在食管癌中弱表达; 

C: DKK1在食管癌中不表达; D: DKK1在食管癌中主要分布在细胞质中(罗丹明染色); E: 细胞核(DAPI染色); F: D+E.
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图  2  Western blot检测DKK1在食管癌中的表达. A: DKK1

在4株食管癌中的表达; B: DKK1在食管癌组织和配对的远

癌正常组织中表达. T: 癌组织; N: 正常组织. 
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DKK1(实验组)、pCMV-Tag-2b(对照组)和没有

转染载体的空白组. 实验前用300 μL DMEM水

化Boyden小室. 转染EC9706细胞18 h后用Opti-
MEM重悬细胞, 调整浓度为3×108/L, 取300 μL
单细胞悬液接种到上室内; 下室内为500 μL的
含100 mL/L NBS的RPMI-1640培养基, 37 ℃, 50 
mL/L CO2培养箱内培养48 h. 取出Boyden小室, 
移走上室内的培养液, 用棉棒将上室内未穿膜

的细胞轻轻刮掉, 置于0.1%结晶紫染色液中30 

min; 取出小室, 用蒸馏水漂洗干净[9]; 镜下观察

并统计各组穿膜细胞数并进行统计分析.

2  结果

2.1 免疫组织化学和免疫荧光检测DKK1在食

管癌组织和食管癌细胞系中表达 通过免疫组

织化学分析了138例手术切除的食管癌标本中, 
DKK1强阳性表达88例(63.77%), 弱阳性表达27
例(19.57%), 阴性表达23例(16.66%), DKK1在食

■创新盘点
本文主要对DKK1
在食管癌细胞中
增殖、细胞周期
和侵袭能力进行
了探讨. 
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图  3  过表达DKK1重组质粒的构建. A: DKK1从基因组中增扩出的产物, 大小为815 bp; B: 扩增产物与T载体连接后进行
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pCMV-Tag-2b-DKK1后DKK1的表达; F: Real-time PCR结果的统计学分析. bP<0.01.  

图  4  DKK1对EC9706细胞周期的影响. A: 对照组; B: 实验组; C: S期细胞的统计学分析. aP<0.05.   
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管癌组织中的阳性表达率为83.34%(图1A-C). 免
疫荧光检测食管癌细胞TE13中的DKK1的表达, 
结果显示DKK1主要分布在细胞质中, 呈细颗粒

状散在分布(图1D-F).
2.2 Western blot检测DKK1在食管癌组织和食

管癌细胞系中的表达 DKK1在食管癌组织中呈

高表达, 在配对的远癌正常组织中呈低表达(图
2A). 通过对4株食管癌细胞系中DKK1表达分析, 
结果表明DKK1在细胞系中有不同程度的表达, 
其中在TE13中表达最高, 而在EC9706细胞中的

表达很低(图2B).
2.3 DKK1表达质粒的构建 应用真核表达载体

pCMV-Tag-2b构建了DKK1表达质粒pCMV-Tag-
2b-DKK1, 经Eco RⅠ-Bam H I双酶切鉴定和测

序分析表明构建的重组质粒正确(图3A-C). 将
构建成的过表达DKK1质粒转染食管癌细胞系

EC9706后, Real-time PCR检测DKK1在EC9706
细胞中的表达, 结果表明DKK1的表达能够增加

27.15倍(图3D-E). 
2.4 D K K1对食管癌E C9706细胞周期的影响 
人食管癌细胞系在转染pCMV-Tag-2b-DKK1
的E C9706细胞中S期细胞所占的比例明显升

高(57.25% vs  45.87%), 而G0/G1期细胞所占

的比例降低, 表明DKK1参与细胞周期的调控

(图4).
2.5 DKK1对食管癌细胞EC9706侵袭能力的影响 
通过转染pCMV-Tag-2b-DKK1的EC9706细胞通过

Boyden小室基底膜的细胞数(112.33±3.21)明显

地高于转染对照组(99.18±3.02)和空白组的细胞

数(252±6.71), 表明过表达DKK1的EC9706细胞

侵袭能力有明显的增加(图5). 

3  讨论

Wnt/β-catenin信号通路的异常在肿瘤的发生发

展过程中具有重要的作用[10-14]. DKK1是一种分

泌性糖蛋白, 能够与细胞膜上的Wnt受体LRP5
和DKK1共受体Kremen1结合, 形成内吞小体, 从
而阻断Wnt信号通路[15-18]. DKK1在不同的肿瘤

中表达水平不一. 在胃肠道肿瘤、乳腺癌、胶

质瘤中DKK1的表达降低或缺失[9,19,20], 而在肝

癌、食管癌、黑色素瘤等肿瘤中DKK1的表达

明显的升高[21,22], 这种差异性的表达在肿瘤中的

意义尚不完全清楚. 
Yamabuki等[23]分析食管鳞癌的基因表达谱

发现, DKK1在癌组织中的表达水平明显高于癌

旁组织, 且与预后相关, 可能成为临床上食管癌

诊断及预后判断的标志物. Darlavoix等的研究

表明DKK1在Barrett's食管中的过表达增加了转

变为食管腺癌的风险. 本研究通过对食管癌组

织和食管癌细胞系的研究结果显示: DKK1在多

数食管癌组织中高表达(83.34%), 且在食管癌

组织中的表达明显地高于配对的远癌正常食管

组织; 免疫组织化学和Western blot检测的结果

一致. 在4株食管癌细胞系中也有不同程度的表

达, TE13中的表达最高, 而在EC9706细胞中的表

达量最低; 免疫荧光检测DKK1在食管癌细胞中

■应用要点
本研究针对DKK1
在食管癌中的表
达做出了分析, 并
且在食管癌细胞
株中进行了过表
达后研究癌细胞
增殖、细胞周期
和侵袭能力的改
变, 今后的研究中
其将深入探讨作
用机制, 有可能成
为肿瘤生物治疗
的靶点.  
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图  5  Boyden chamber检测EC9706细
胞过表达DKK1后侵袭能力的改变(结
晶紫染色×100). A: 空白组; B: 对照组; 

C: 实验组; D: 穿过Boyden chamber细

胞数目的统计学分析. bP<0.01 vs  空白

组和对照组.    
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主要分布于细胞质, 呈细颗粒状散在分布, 符合

DKK1是一分泌型蛋白的特点[24]. 这些结果为我

们研究DKK1在肿瘤中的作用提供了线索. 
在研究DKK1对食管癌细胞的生物学作用

时, 我们选择EC9706细胞进行研究, 该细胞系中

内源性DKK1的表达水平很低. 细胞周期分析的

结果显示DKK1能够促进EC9706细胞由静止期

向DNA合成期转变, 这可能是与DKK1能够促

进细胞的增殖有关. 有关DKK1与细胞增殖、细

胞周期的关系已有相关的报道[25,26], 具体的作用

机制有待进一步深入的研究. Boyden小室实验

结果表明: 过表达DKK1的EC9706细胞能够明

显的增加穿过小室基底膜的细胞数, 因此, 我们

认为DKK1能够提高食管癌细胞EC9706的侵袭

能力, 在肿瘤发生转移的过程中具有促进作用. 
本研究的结果与Kuang等[27]的研究结果相吻合, 
DKK1的过表达能够增加细胞的侵袭能力. 

我们通过对DKK1在食管癌中的表达和功

能水平上的研究, 证明其在食管癌发生发展过

程中具有重要的作用, 具体在Wnt/β-catenin信号

通路中的调控机制, 需要我们进一步深入探讨.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
expression of gene associated with retinoid-
interferon-induced mortality-19 (GRIM-19) in 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: The expression of GRIM-19 mRNA 
and protein in 40 cases of HCC tissues and 
matched non-cancerous tissues was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), immunohistochemistry and Western 
blot. The correlation between GRIM-19 expres-
sion and clinicopathologic features of HCC was 
analyzed statistically.

RESULTS: The expression of GRIM-19 mRNA 
was significantly lower in HCC than in matched 
non-cancerous tissue (0.40 ± 0.31 vs 0.56 ± 0.67, 
P < 0.05). The positive rate of GRIM-19 protein 

expression in HCC was significantly lower than 
that in matched non-cancerous tissue (47.5% vs 
80%, P < 0.05). The expression level of GRIM-19 
protein was also significantly lower in HCC than 
in matched non-cancerous tissue (0.30 ± 0.29 vs 
0.57 ± 0.10, P < 0.05). GRIM-19 expression dif-
fered significantly between patients with stages I 
+ II disease and those with stages III+IV disease 
(0.57 ± 0.38 vs 0.30 ± 0.20, P < 0.05) as well as 
between patients with and without portal vein 
thrombosis (0.04 ± 0.02 vs 0.44 ± 0.32, P < 0.05). 
The expression of GRIM-19 was negatively cor-
related with serum AFP (r = -0.352, P < 0.05).

CONCLUSION: Decreased GRIM-19 expression 
is probably a significant event in the carcinogen-
esis of HCC and may be associated with tumor 
development, progression and invasion.

Key Words: Gene associated with retinoid-interfer-
on-induced mortality-19; Hepatocellular carcinoma; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction; 
Immunohistochemistry

Zhao YD, Li FF, Ren WH, Qin CY. Clinical significance of 
GRIM-19 expression in hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 2123-2127

摘要
目的: 探讨GRIM-19在肝细胞癌组织中表达的
临床意义.  

方法: 用RT-PCR检测40例肝细胞癌及非癌组
织中GRIM-19 mRNA表达水平, 用免疫组织
化学pv二步法和Western blot检测40例肝细胞
癌及非癌组织中GRIM-19蛋白的表达情况, 分
析GRIM-19与临床病理特征的关系.  

结果: GRIM-19 mRNA在肝细胞癌的表达明
显低于非癌组织(0.40±0.31 vs  0.56±0.67, 
P <0.05). GRIM-19蛋白主要定位于细胞质, 肝
细胞癌中的阳性率明显低于非癌组织(47.5% 
vs  80%, P <0.05). GRIM-19蛋白在肝细胞癌的
表达低于非癌组织(0.30±0.29 vs  0.57±0.10, 
P <0.05). 在肝细胞癌组织中, GRIM-19的表达
在临床分期为Ⅰ+Ⅱ与Ⅲ+Ⅳ组间、门脉有癌
栓与无癌栓组间均有统计学差别(0.57±0.38 

®

■背景资料
GRIM-19被认为
是凋亡调节基因
和抑癌基因, 在一
些肿瘤中已有较
为深入的研究, 但
在肝细胞癌中的
表达及意义尚未
明确.

■同行评议者
于聪慧, 教授, 北
京军区总医院肝
胆外科



www.wjgnet.com

2124               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月18日  第19卷  第20期

vs  0.30±0.20; 0.04±0.02 vs  0.44±0.32, 均
P <0.05); GRIM-19的表达与AFP数值呈负相关
(r  = -0.352, P <0.05).  

结论: GRIM-19表达下降, 是肝细胞癌发生过
程的重要事件, 可能与肝细胞癌的发生、发
展、侵袭等有关.  

关键词: 干扰素/维甲酸联合应用诱导凋亡的相关

基因19; 肝细胞癌; 逆转录聚合酶链反应; 免疫组织

化学

赵延大, 李菲菲, 任万华, 秦成勇. GRIM-19在肝细胞癌组

织中的表达及临床意义.  世界华人消化杂志  2011; 19(20): 

2123-2127

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2123.asp

0  引言

干扰素/维甲酸联合应用诱导凋亡的相关基因

19(genes associated with retinoid-interferon- in-
duced mortality 19, GRIM-19)是一种凋亡调节基

因, 他可以提高细胞对干扰素(interferon, IFN)及
全反式维甲酸(retinoic acid, RA)诱导的死亡的

敏感性, 从而抑制肿瘤细胞的增殖. 促进凋亡[1]. 
研究证实, 他在人类多种正常组织中均有表达[1], 
而在肺癌、结直肠癌等肿瘤组织中的表达明显

减低[2,3]. GRIM-19在肝细胞癌中表达情况的研

究, 国内、外尚未见报道, 本研究通过检测40例
肝细胞癌患者癌及其非癌组织中GRIM-19的表

达及定位, 分析其与临床病理特征的关系, 并进

一步探讨GRIM-19在肝细胞癌发生、发展中的

意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集山东大学附属省立医院肝胆外科

2010-04/2010-12经手术切除的、术后病理诊断

为肝细胞癌的40例患者的癌及非癌组织(肉眼正

常且距离肿瘤组织边缘5 cm以上), 于手术切除

后尽快采集, 存于-80 ℃冰箱. 患者年龄38-81岁, 
中位年龄58岁. 肿瘤分级采用Edmondsrr steiner
分级法: 1、2级36例, 3、4级4例. 肿瘤分期根据

国际抗癌联盟(UICC, 2003)的TNM分期, Ⅰ、Ⅱ

期24例, Ⅲ、Ⅳ期16例. GRIM-19鼠多抗(abcam, 
Hong Kong); 小鼠超敏二步法免疫组织化学检

测试剂、DAB试剂盒、β-ac t in鼠单抗、辣根

酶标记山羊抗小鼠IgG(北京中杉金桥); RIPA
裂解液、超敏E C L化学发光试剂盒(碧云天); 
B C A-100蛋白质定量测定试剂盒(上海博彩); 
TRIzol RNA提取试剂(北京全式金); RT-PCR试

剂盒(TaKaRa); PCR引物(南京金瑞思). 
1.2 方法

1.2.1 RT-PCR: 取约50 mg组织应用TRIzol法常规

提取总RNA. 测定RNA浓度后, 取500 ng总RNA, 
随机引物法逆转录合成cDNA. 以β-act in为内

参照, 进行PCR扩增, GRIM-19特异性引物上

游序列: 5'-GACTACAAACGGAACTTGCC-3', 
下游: 5'-GAGCCTCCTCTGTGGTGC-3', 扩增

片段长度343 bp. β-actin特异性引物上游序列: 
5'-CTGGGACGACATGGAGAAAA-3', 下游: 5'- 
AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC-3', 扩增片段

长度564 bp. 反应条件: 95 ℃预变性2 min, 35个
循环(94 ℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72 ℃ 34 s), 72 ℃充

分延伸10 min. 取扩增产物于2%琼脂糖凝胶中

电泳, 然后置于紫外光可见分析装置中拍照. 
1.2.2 免疫组织化学: 组织经固定、脱水、浸

蜡、包埋, 4 μm厚切片. 常规脱蜡和水化后, 高
温高压修复, 加3%过氧化氢37 ℃孵育30 min, 加
一抗4 ℃过夜, 37 ℃复温30 min, 加Poly Helper 
37 ℃孵育30 min, 加二抗37 ℃孵育30 min. DAB
显色, 苏木精复染, 脱水、分化、封片观察. 各
步间用PBS冲洗3次, 每次5 min. 染色结果参照

Fromowitz等综合分类法, 阳性细胞按百分比分

为0-3分, 阳性信号强度分为0-3分, 两项分值相

加, 总分0-1分为阴性(-), 2分为弱阳性(+), 3-4分
为中度阳性(++), 5-6分为强阳性(+++)[4]. 
1.2.3 Western blot:  取约50 mg组织研磨、裂解、 
离心, 上清液用蛋白定量试剂盒测定浓度后, 加
热变性. 取50 μg总蛋白, 行SDS-PAGE电泳分离

(15%的分离胶), 电转移于PVDF膜上, 脱脂牛奶

封闭, 再分别加入GRIM-19鼠多抗(1∶400)、内

参β-actin(1∶800), 4 ℃过夜, 山羊抗小鼠二抗

(1∶8 000)反应1 h. 用ECL化学发光试剂盒检测

杂交信号.
统计学处理 RT-PCR及Western blot条带的

灰度值用Image J软件分析. 计量数据用mean±
SD表示, 用SPSS16.0软件进行统计分析, 两组均

数比较用t检验, 关联性分析用Pearson相关检验. 
以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝细胞癌及非癌组织GRIM-19 mRNA的水

平检测及其与临床病理特征的关系 GRIM-19、
β-actin条带与DNA ladder约340 bp、560 bp处
对应, GRIM-19/β-actin mRNA的灰度比值明显

低于相应非癌组织(0.40±0.31 vs  0.56±0.67, 
P <0.05, 图1). 

■研发前沿
GRIM-19在肿瘤
中的研究尚属未
成熟阶段, 他在一
些肿瘤中的表达
及意义亟须阐明, 
他在各种肿瘤发
生发展中的作用
及与其他肿瘤相
关因子的关系成
为研究的重点. 

■相关报道
H u 等 研 究 认 为
GRIM-19定位于
细胞核; Huang等
认为GRIM-19主
要定位于线粒体.
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临床分期为Ⅲ、Ⅳ期的肝细胞癌GRIM-19 
mRNA表达明显低于Ⅰ、Ⅱ期(0.30±0.20 vs  
0.57±0.38, P <0.05), 有门脉癌栓者明显低于无

门脉癌栓者(0.04±0.02 vs  0.44±0.32, P <0.05), 
而与性别、肿瘤大小、肝硬化、转移、组织

分级无关(P >0.05, 表1). 此外, 经Pearson检验, 
GRIM-19 mRNA表达与年龄无关(r  = 0.219, 
P >0.05), 而与AFP数值大小呈负相关(r  = -0.352, 
P <0.05). 
2.2  免疫组织化学检测GRIM-19蛋白在肝细胞

癌及非癌组织中的定位及表达 肝细胞癌和非癌

组织中GRIM-19蛋白的表达主要定位于细胞质, 
表现为不同染色程度的棕黄色颗粒. GRIM-19
在非癌组织中的阳性率为80%(32/40), 在肝细

胞癌中的阳性率为47.5%(19/40), 肝细胞癌中

G R I M-19蛋白的阳性率明显低于其非癌组织

(P <0.05, 图2). 

2.3  Western blot检测GRIM-19蛋白的表达 40例
肝细胞癌和非癌组织均有GRIM-19表达, 经曝

光1 000 s, 16 000 Da位置有相应条带, 肝细胞

癌组织中GRIM-19/β-actin灰度比值明显低于非

癌组织(0.30±0.29 vs  0.57±0.10, P <0.05, 图3). 
GRIM-19蛋白表达与肝细胞癌的临床分期、门

脉癌栓、AFP有关(P <0.05), 与其他临床病理特

征无关.

3  讨论

原发性肝癌(绝大部分是肝细胞癌)是世界上最

常见的恶性肿瘤之一, 在东亚的发病率特别高[5], 
在我国为死亡率第二位的恶性肿瘤[6]. 完善肝细

胞癌发病机制以更好地指导治疗显得尤为重要. 
GRIM-19等肿瘤相关基因及因子的发现, 为阐明

肝细胞癌发病机制奠定了基础. 
GRIM-19是2000年由Angell等[1]应用反义

基因敲除的方法分离发现的一种细胞凋亡调节

基因, 定位于人染色体19p13.2[7,8], 可编码一种

16 000 Da的小分子蛋白[9]. 有学者认为GRIM-19
是一种抑癌基因[10,11], 基于以下理由: (1)IFN/RA均

能抑制肿瘤生长, 并被用于一些肿瘤的治疗[12-14]; 
(2)IFN/RA使乳腺癌细胞系中GRIM-19 mRNA
及蛋白表达均增加, IFN/RA致GRIM-19过表达

可引起细胞凋亡, GRIM-19抑制剂促进细胞生

长[10]; (3)人染色体19p13.2是前列腺肿瘤抑制基

因[8]及散发性、家族性甲状腺癌杂合性丢失的

关键区域[15,16]. 另有研究表明, GRIM-19可以特

异性地与STAT3结合. 阻断细胞质内的STAT3进
人细胞核, 通过下调STAT3的转录激活活性, 抑
制其靶基因的表达和细胞生长[17,18]; 同时参与病

毒感染导致的癌变过程及多种肿瘤的形成[19]. 因
此, 研究GRIM-19 mRNA、蛋白在肿瘤中的表

达及作用, 具有重要的意义. 
在GRIM-19 mRNA水平, 研究证实原发性

肾细胞癌、肺癌、前列腺癌、子宫颈癌等肿瘤

中均有不同程度的表达降低甚至缺失[20-23]; 而
在脑胶质瘤中的表达明显高于正常脑组织 [24]. 
在本实验中, RT-PCR检测的肝细胞癌组织中

GRIM-19 mRNA表达水平均明显低于非癌组织, 
提示GRIM-19转录过程可能参与了肝细胞癌的

发生、发展. 甲状腺肿瘤中已经发现了GRIM-19
突变的现象[25], 肝细胞癌中是否存在类似的突

变, 需进一步的研究证实. 
在GRIM-19蛋白水平, 其细胞学定位是一

个重要的方面. GRIM-19在细胞中的定位存有

表  1  肝细胞癌组织中GRIM-19 mRNA表达与各临床病理
特征的关系

     
临床病理特征 n GRIM-19/β-actin (灰

度比值)

P 值

性别
    男 32 0.42±0.34 0.903
    女   8 0.34±0.16
肿瘤大小(cm)
    ≤5 24 0.45±0.33 0.098
    ＞5 16 0.29±0.19
肝硬化
    有 22 0.47±0.36 0.094
    无 18 0.32±0.21
门脉癌栓
    有   5 0.04±0.02 0.001
    无 35 0.44±0.32
转移
    有   8 0.32±0.28 0.456
    无 32 0.42±0.32
HBeAg
    阳性 15 0.43±0.40 0.774
    阴性 25 0.39±0.27
组织分级
    1+2 36 0.42±0.31 0.219
    3+4   4 0.14±0.01
临床分期
    Ⅰ+Ⅱ 24 0.57±0.38 0.022
    Ⅲ+Ⅳ 16 0.30±0.20

■创新盘点
本文首次揭示了
GRIM-19在肝细
胞癌中的表达及
意义, 为进一步完
善肝细胞癌发病
机制奠定了基础. 

■应用要点
肝细胞癌组织中
GRIM-19表达减
低 ,  其 表 达 水 平
与肝细胞癌的临
床分期、门脉癌
栓、AFP有关. 

GRIM-19
N1              T1               N2             T2

图  1  GRIM-19 mRNA在肝细胞癌和非癌组织中的表达. T: 

癌组织; N: 非癌组织.

β-actin
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争议, Hu等[26]研究认为GRIM-19定位于细胞核; 
Huang等[27]认为GRIM-19主要定位于线粒体; 在
结直肠癌、乳腺癌的研究中发现胞质、胞核均

有GRIM-19的表达, 但胞质多于胞核[3,28]; 本实验

发现GRIM-19在肝细胞癌及非癌组织中的阳性

定位于细胞质, 这与“GRIM-19是线粒体复合物

Ⅰ的亚基[29]”是相符的. GRIM-19在肝细胞中定

位与其他组织存在一定差异的具体机制需进一

步研究. 
在GRIM-19蛋白水平, 其表达变化亦非常重

要. 研究表明, GRIM-19蛋白在非小细胞肺癌、

肺腺癌、口腔癌等肿瘤中表达明显降低[30-32], 而
脑胶质瘤中表达升高[24]. 本实验中, 免疫组织

哈学检测的肝细胞癌中G R I M-19阳性率明显

低于非癌组织; Western blot检测的肝细胞癌中

GRIM-19表达水平明显低于非癌组织. 此结果

提示: GRIM-19蛋白表达可能主要受其mRNA水

平的影响, 亦可能存在上游调节子, 比如GW112, 
他能与GRIM-19结合, 削弱通过干扰素/维甲酸

通路诱导的细胞凋亡[33,34]. 
GRIM-19 mRNA、蛋白不仅在肝细胞癌中

的表达方面有较好的一致性, 而且在与肝细胞

癌临床病理特征的关系上有相同的结论: 二者

均与临床分期、门脉癌栓、AFP有关联. 临床分

期为Ⅲ、Ⅳ期者GRIM-19表达明显低于Ⅰ、Ⅱ

期, 提示其与肝细胞癌的发生发展等生物学行

为有关; 有门脉癌栓者GRIM-19表达明显减低, 
说明其表达很可能与肝细胞癌的侵袭有关. AFP

是一种具有抑制免疫细胞生长、促进各种肿瘤

细胞增生功能的糖蛋白[35], 他在肝细胞癌中与

GRIM-19的表达呈负相关, 提示二者可能共同参

与了肝细胞癌的发生发展, 二者是否存在相互

作用, 有待进一步研究. 
总之, 本研究发现了GRIM-19 mRNA及蛋白

在肝细胞癌组织中的表达减低, 探讨了其与肝细

胞癌临床病理特征的关系, 为进一步研究肝细胞

癌的致病机制奠定了基础, 同时GRIM-19有希望

成为肝细胞癌的诊断指标及其治疗的新靶标. 

志谢: 感谢山东大学附属省立医院中心实验室

人员的大力支持与帮助.
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LRP-5、LRP-6在溃疡性结肠炎相关癌组织中表达的临
床意义
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)发病率在国
内外有增高趋势, 
且有发生癌变的
可能性 ,  UC背景
下发生的结直肠
称为溃疡性结炎
相关性癌(UCAC), 
有关其发病机制
的研究报道较少, 
临床肠镜检查常
造成漏诊, 若能客
观地发现一种生
物学标志物来提
示恶变可能, 对研
究其发病机制及
有效预防结直肠
癌(CRC)的发生将
非常重要.
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Abstract
AIM: To explore the clinical significance of ex-
pression of low-density lipoprotein receptor-
related protein 5 (LRP-5) and LRP-6 in ulcerative 
colitis (UC)-associated cancer (UCAC).

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of LRP-5 and LRP-6 in 
15 cases of UC-associated atypical hyperplasia 

(UD), 5 cases of UCAC, 30 cases of UC and 20 
cases of sporadic colorectal cancer (SCRC).

RESULTS: The positive rate of LRP-5 expres-
sion in UCAC was the same as that of LRP-6 (4/5, 
80.00%). The positive rates of LRP-5 and LRP-6 
were significantly higher in UCAC than in UC 
(LRP-5: 80.00% vs 23.33%, 40.00%; LRP-6: 80.00% 
vs 16.67%, 45.00%, all P < 0.01). The positive 
rates of LRP-5 and LRP-6 expression in 15 cases 
of UD were 93.33% (14/15) and 86.67% (13/15), 
respectively, significantly higher than those in 
UC and SCRC (all P < 0.05). 

CONCLUSION: LRP5 and LRP6 may play a sig-
nificant role in the development of UCAC and 
can be used as early markers to hint dysplasia.

Key Words: Lipoprotein receptor-related protein 5, 
6; Ulcerative colitis; Ulcerative colitis-related dys-
plasia; Ulcerative colitis-associated colorectal can-
cer

Dang T, Tian XY, Li HY, Chen YD, Kong J, Yang L. 
Expression of LRP-5 and LRP-6 in ulcerative colitis-
associated cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(20): 2128-2132

摘要
目的: 探讨脂蛋白受体相关蛋白5、6(LRP-5、
LRP-6)在溃疡性结肠炎(UC)相关癌组织中的
表达及意义.

方法: 以溃疡性结肠炎伴不典型增生(UD)和
溃疡性结肠炎相关癌(UCAC)为病例组, 溃疡
性结肠炎(UC组)和散发性大肠癌(SCRC组)为
对照组, 应用免疫组织化学S-P法检测各组肠
黏膜组织中LRP-5、LRP-6的表达.

结果: 5例UCAC中, LRP-5和LRP-6蛋白阳性
表达率均明显高于对照组, 与对照UC、SCRC
比较差异有统计学意义(LRP-5: 80.00% vs  
23.33%, 40.00%; LRP-6: 80.00% vs  16.67%, 
45.00%, 均P <0.01). 在15例UD组中, LRP-5和
LRP-6蛋白阳性表达分别为14例(93.33%)及13

■同行评议者
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例(86.67%), 与对照组UC、SCRC比较差异有
统计学意义(P <0.05).

结论: LRP-5、LRP-6在UCAC的发病机制中
可能起着较重要的作用, 并可能作为一个早期
生物学标记物来提示瘤变的可能.

关键词: 脂蛋白受体相关蛋白5, 6; 溃疡性结肠炎; 

溃疡性结肠炎伴不典型增生; 溃疡性结肠炎相关

性癌 
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志  2011; 19(20): 2128-2132
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种主要

累及直肠、结肠黏膜的慢性非特异性炎, 病因

尚未完全清楚, 发病率在国内外有增高趋势, 且
有发生癌变的可能性[1], UC背景下发生的大肠

癌称为溃疡性结炎相关性癌(ulcerative colitis–
associated colorectal cancer, UCAC)[2], 有关其发

病机制的研究报道较少. 自Crohn等[3]首次报道

UC并发结肠癌以来, UC与癌的关系引起人们

的高度重视; 目前临床大多依靠肠镜活检偶然

发现UC黏膜的异型增生及早期癌变, 常有漏诊

病例, 若能客观地发现一种生物学标志物来提

示恶变潜能, 有针对性的对高危患者进行肠镜

活检变得越来越重要; 故本研究采用免疫组织

化学方法, 通过设立对照探讨脂蛋白受体相关

蛋白5, 6(lipoprotein receptor-related protein 5, 6, 
LRP-5, 6)在UD及UCAC中的表达, 一方面从分

子水平上研究UCAC可能的发病机制, 另一方面

对提示早期瘤变, 及时采取措施预防癌的发生, 
对提高患者的生存质量将具有非常重要的意义.  

1  材料和方法 

1.1 材料 病例组选自1995-2009年包头医学院第

二附属医院由临床确诊的8年以上UC患者, 长期

随访, 后经病理确诊为癌, 临床行大肠癌根治术

标本5例设为UCAC组, 且手术根治标本未见淋

巴结及远隔器官的转移; 其中男4例, 女1例, 年
龄30-71(平均48.2)岁; 依病理诊断为UC伴有异

型增生15例设为UD组, 其中男8例, 女7例,  年龄

从27-70(平均48.4)岁. 对照组选取同期年龄、性

别与病例组相似的30例UC患者(UC组), 其中男

15例, 女15例, 年龄24-58(平均42.8)岁; 散发性

结直肠癌20例(SCRC组), 其中男14例, 女6例, 年
龄51-82(平均67.5)岁. UD组及UC组分别于肠黏

膜病变处钳取粟粒大组织3-5块, 以上各组标本

均用中性甲醛溶液固定, 临床排出了细菌性痢

疾、阿米巴痢疾、慢性血吸虫病、肠结核等感

染性结肠炎、缺血性结肠炎、放射性结肠炎等. 
正常对照组无UC家庭史.
1.2 方法

1.2.1 UC的诊断标准[4]: 采用中华医学会消化病

学分会炎症性肠病协作组, 对我国炎症性肠病

诊断治疗规范的共识意见.
1.2.2 免疫组织化学SP法检测LRP-5、LRP-6的

表达: LRP-5、LRP-6分别购于香港Abcam公司

及美国Santa Cruz公司, 两者的深度稀释比为

1∶100, 1∶50, LRP-5、LRP-6定位于胞膜或

胞质. 两种抗体阳性等级采用Sinicrope改良半

定量法[5], 显微镜下观察并记录各切片中阳性

细胞的百分数, 按5级法计分: 0分: 阳性细胞数

<5%; 1分: 阳性细胞数5%-25%; 2分: 阳性细胞

数26%-50%; 3分: 阳性细胞数51%-75%; 4分: 阳
性细胞数>75%. 同时将染色强度分为4级, 0分: 
不显色或显色不清; 1分: 浅黄色; 2分: 棕黄色; 3
分: 深棕色. 最后综合计分 = (染色细胞分数+染
色强度分数)/2, 阴性: 所得分数<0.5分; 弱阳性

(+): 0.5-1.5分; 中度阳性(++): 1.6-2.5分; 强阳性

(+++): >2.5分.
统计学处理 采用SPSS13.0版软件包进行统

计分析, 半定量资料采用等级资料的秩和检验

法分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果 

LRP-5、LRP-6阳性表达定位于肠黏膜非典型细

胞、癌细胞、腺上皮的胞膜、胞质内, 多呈浅

黄色至深棕黄色(图1-4), LRP-5、LRP-6在UD组

阳性表达率分别93.33%、86.67%, 高于UC组及

SCRC组(P <0.05); 两者在UCAC组阳性表达率均

为80.00%, 高于UC组及SCRC组(P <0.01, 表1).

3  讨论

结肠直肠癌(colorectal cancer, CRC)是炎症性肠

病(inflammatory bowel disease, IBD)一个严重的

并发症, 占IBD患者死亡率的10%-15%[6]. IBD的

患者有发展成CRC的风险, 这种风险因素包括

疾病持续的时间、病变范围、诊断时的年龄、

炎症的严重度、结肠癌的家族史等[7]. 不同的研

究表明, UC确诊20年后, 其发生CRC的风险范围

■相关报道
To sh i ak i等采用
DNA微阵列检测
53例UC患者 ,  其
中8例为UCAC, 2
例为UD, 研究结
果 表 明 L R P 5 、
LRP6在两组中皆
存在高表达.
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从1%-34%各不相同[8-13]. 最近更多的研究显示每

年UC发展为CRC的发病率为0.06%-0.20%[14,15]. 
尽管如此, 但人们对UCAC发病机制研究较少, 
亟待进一步加以阐释.

图  1  LRP-5和LRP-6在UCAC中的表达(免疫组织化学SP法×20). A: LRP-5; B: LRP-6.

BA

图  2  LRP-5和LRP-6在UD中的表达(免疫组织化学SP法×20). A: LRP-5; B: LRP-6.

BA

图  3  LRP-5和LRP-6在UC中的表达(免疫组织化学SP法×20). A: LRP-5; B: LRP-6.

BA

图  4  LRP-5和LRP-6在SCRC中的表达(免疫组织化学SP法×20). A: LRP-5; B: LRP-6.

BA

■创新盘点
本研究在国内首
次应用免疫组织
化学SP法联合检
测LRP5、LRP6
蛋白在UCAC、
UD及正常肠黏膜
组织中的表达情
况 ,  从 而 在 分 子
水平上探讨LRP5 
及 L R P 6 蛋 白 在
UCAC发病中的
可能机制, 同时为
临床寻找一个从
炎症-瘤变的生物
学标志物, 有针对
性的肠镜活检, 以
早期发现、预防
CRC的发生提供
依据.
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低密度L R P是H e r z于1998年发现的 ,  经
cDNA序列分析, 他含有与低密度脂蛋白(low-
density lipoprotein, LDL)受体相关的重复序列, 
故称LRP; LRP-5、LRP-6是LRP家族成员之一, 
LRP-5是一种由1 615个氨基酸编码蛋白, 由胞

外区、跨膜区和胞质区组成, LRP-6是一种由

1 613个氨基酸编码蛋白, 所编码的蛋白在结构

与LRP-5相似.
C R C的发生机制是控制细胞生长和存活

的信号转导途径被异常激活, 其中经典的Wnt
信号转导途径是其中通路之一, 主要成分包括

细胞外因子(Wnt)、跨膜受体(Fz)、辅助受体

(LRP-5、LRP-6)、β-链蛋白(β-cat)等一系列蛋

白质; 当Wnt信号存在时, Wnt蛋白与Fz的胞外区

结合, 在辅助受体LRP-5、LRP-6的共同作用下, 
胞质中的散乱蛋白被募集至胞膜下, 后者能将

糖原合酶激酶3β磷酸化, 使其从轴蛋白上脱落, 
β-cat无法降解, 大量游离的β-cat在胞质中聚集

并进入胞核内和TCF转录因子结合, 导致Wnt靶
基因的转录, 由于他们在细胞增殖及癌变过程

中起重要作用, 当过度表达时将会影响到细胞

的增值、分化, 促进肿瘤的发生.
目前有关UCAC发病机制研究甚少, 本研究

采用免疫组织化学的方法研究LRP-5、LRP-6
在各组中的表达情况, 研究结果发现, LRP-5、
L R P-6在U D组阳性表达14例(14 /15)、13例
(13/14), 显著高于UC组及SCRC组, 差异有统

计学意义(P <0.05); 提示在UD组已有LRP-5、
LRP-6的过表达. LRP-5、LRP-6在UCAC组阳

性表达均为4例(4/5), 高于UC组及UCAC组, 差
异有统计学意义(P <0.01), 进一步提示LRP-5、
LRP-6在UCAC的发病机制中可能起着起较重要

的作用, 在单一信号转导相关的基因中, LRP-5
和LRP-6作为Wnt途径的辅助受体, 可作为一个

识别基因, 转导细胞内的Wnt信号, 促进上皮异

型增生及癌的发生, 国外有关研究也支持我们

的观点[16,17].
一组病例对照研究显示 [18],  从确诊U C到

发展为CRC, 平均年龄为52.5岁, 本组病例表明

UCAC平均年龄为48.2岁, 年龄分布偏小, 分析

其原因可能与病变持续的时间、范围、炎症的

程度、环境及饮食习惯等因素有关.
UCAC并发CRC的危险性较正常人群高20

倍[19], 多项研究分析结果表明[13,20-24]: UC患者10
年发生结直肠癌的发生率为2%, 20年为8%, 而
30年高达18%. UC易发癌变已经成为一个不争

的事实. UCAC的发生遵循炎症-异型增生-癌的

序列而不同于散发性CRC的腺瘤-癌的途径, 通
过内镜来识别癌前病变会变得非常困难[25-27], 故
寻找一种揭示瘤变的生物学标志物显得很重要, 
Velayos等[28]研究认为, 目前还没有一个很好的

因子来预测、提示UCAC发生的可能性. 随着研

究的不断深入, 人们逐步认识到, 利用分子生物

学技术检测长期的UC患者, 从而筛选出可能癌

变的高危人群, 进行有针对性的肠镜检查将具

有重要的实用价值[29]. 通过本研究显示LRP-5、
LRP-6这两种生物标志物的检测手段比较简便, 
可客观反应肠道黏膜从炎症-上皮内瘤变的过

程, 有利于临床进行实时监控, 对高表达的高危

人群, 有针对性的肠镜活检以尽早发现UD, 提示

恶变为UCAC的可能性, 有助于临床指导治疗, 
对减少患者痛苦, 提高患者的生活质量有较重

要的意义.
本研究U D及U C A C病例数有限 ,  U D与

UCAC间是否存在统计学意义, 还需大量前瞻性

研究来确定, 但是, 本研究从分子水平上研究了

UCAC的发病机制, 对未来的相关研究提供了一

个可参考的研究方向.
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丙型肝炎在全世
界约有1.7亿的感
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的患者会发展成
慢性肝炎, 最终导
致肝硬化和肝癌. 
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细胞培养传代模
型, 使得丙型肝炎
病毒的生命周期
的研究一直处于
瓶颈, 同时病毒自
身高频突变, 使得
目前没有有效的
疫苗药物进行预
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Abstract
About 170 million persons are infected with 
hepatitis C virus (HCV) around the world, and 
nearly 80% of infected patients develop chronic 
liver disease that may eventually lead to liver 
cirrhosis or hepatocellular carcinoma. The 
mechanisms underlying the life cycle of HCV 
in the host are still largely unknown and the ef-
forts made by researchers have been hampered 
by the absence of a robust system reproducing 
HCV infection. Moreover, there are no effective 
vaccines or drugs available to defend or exclude 
viruses because of frequent viral mutation. In 
2005, several research groups have successfully 
established cell culture systems for HCV, push-
ing the basic research on HCV to a new stage. 
This paper will focus on HCV genome diversity, 
progress in culture models, HCV life cycle, and 
protein function to highlight the mechanism of 
HCV infection.

Key Words: Hepatitis C virus; Infection mechanism; 

Genome diversity; Research model; Virus life cycle
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摘要
丙型肝炎在全世界约有1.7亿的感染人群, 将
近80%的患者会发展成慢性肝炎, 最终导致
肝硬化和肝癌. 由于缺乏高效的细胞培养传
代模型, 使得丙型肝炎病毒(HCV)的生命周期
的研究一直处于瓶颈, 同时病毒自身高频突
变, 使得目前没有有效的疫苗药物进行预防
和治疗. 2005年Takaji Wakita, Charles M. Rice, 
Francis V. Chisari 3个研究组建立了HCV cell 
culture体系, 将HCV的研究推上新的阶段使
得机制研究更加深入. 本文将就HCV的基因
组多样性, 研究模型的进展, 病毒生活周期以
及相关蛋白研究方面, 全面讲述HCV侵染机
制的进展.  

关键词: 丙型肝炎病毒; 浸染机制; 基因组多样性; 

研究模型; 病毒生活周期
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)作为一种

世界范围内流行的病毒, 由于该病毒的高突变

性, 缺乏有效地疫苗和体外培养研究模型, 使其

已经严重影响了大众的健康, 因而对于他的研

究刻不容缓. 据估计全球约有3%的人口感染了

HCV. 而其中有将近50%-80%的感染患者逃避了

宿主的免疫, 而由急性感染转入慢性感染, 进一

步恶化为肝硬化直至肝癌[1]. 目前对于HCV唯一

有效地治疗是聚乙二醇化IFNα联合病毒唑, 但
是其不良反应很大且对于1型病毒的治愈效率

低下, 因此对于病毒的复制机制的研究将有助

于针对该类药物的筛选和研发[2]. 在本篇文章中

将介绍HCV的研究模型进展, HCV的复制周期

以及各功能性蛋白的研究. 使读者对HCV有一
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■研发前沿
虽然HCVcc系统
的建立有利于推
动病毒装配和成
熟机制的研究, 但
影响毒粒成熟和
生化特性的关键
因素依旧是研究
的热点.

个全面的了解. 自1989从患者血清中通过免疫

筛选的方法获得非甲非乙的HCV的cDNA以来

已经有20年的时间了[3], 但是对于病毒的机制

还没有完全了解, 也没有针对病毒有效疫苗的

研发成功, 而且对于HCV活体病毒的获得途径

的缺乏和低的病毒滴度, 没有体外有效培养系

统的支持, 大大延缓了研究的进程. 尽管存在的

以上的阻碍, 仍然有许多令人振奋的进程推动的

HCV的研究, 如, 从黑猩猩中获得全长的HCV基

因组克隆, 亚基因复制子模型的建立[4], 研究病

毒入侵吸附HCV假颗粒模型[5], 以及2005年的

病毒细胞传代培养系统可以获得成熟的具感染

性的病毒颗粒[6], 还有就是2009年让转基因小

鼠成为除黑猩猩以外第2个有效的候选体内研

究模型[7], 因此HCV的研究将会进入新的高峰.  

1  病毒的分类学和基因组多样性

HCV是单链正义病毒, 隶属于黄病毒科肝病毒

属, 与他同科的病毒还有瘟病毒属的病毒如: 黄
热病毒、博尔那病毒、牛腹泻病毒等, 他们的

基因组是由5'和3'端非翻译序列和一个开放性

阅读框构成. 而值得一提的是由于基因组并没

有帽子结构, 在5'端存在有4个颈环结构域组成

的内部核糖体进入位点(internal ribosome entry 
site, IRES). 而紧邻的5'端的依次是作为结构蛋

白的核心蛋白以及包膜蛋白1, 2. 而非结构蛋白

有p7离子通道, NS2-3蛋白酶, NS3-4丝氨酸蛋白

酶及解旋酶, NS4B, NS5A, RNA复制酶NS5B以
及3'UTR. 

HCV的感染增殖是一个迅速的过程, 在感

染人类或者黑猩猩后约2 mo病毒复制数量将达

到峰值[1]. 但是这种高的复制效率, 却由于RdRp
缺乏有效地校检机制, 使得HCV的基因组表现

的高突变率, 使得对HCV的研究和抗病毒药物的

开发是个严峻的挑战. 根据HCV的序列的多样性

国际上分类观点主要是采用simmonds系统[8], 利
用5UTR, core, NS5B的序列分析, 将其分为6个
主要型和约12个亚型, 并且对于多样性的水平

分为4个水平, >30%为型, >20%为亚型, >10%为

分离株. 同时现在有效地干扰素治疗1型没有2, 
3型来的疗效好. 另外还提出了准型的概念: 即
是对感染HCV个人中存在的多种突变基因组的

共存状态的表述(其中相似性>95%)[9]. 现在已经

有将近40 000多病毒株获得并上传数据库, 同时

对于机体的免疫CD8, CD4 T淋巴细胞表位分析

也纳入进来. 

2  研究模型

自1989年首个cDNA从患者血清中获得, 对病

毒生活周期也一步一步, 但是有些复制系统不

被学界所接受. 直到1997年全长的基因组才准

确的获得. 但是由于缺乏允许的细胞系的支持, 
感染性转录未获得, 只有通过接种黑猩猩而获

得, 昂贵且受到道德和法律的限制. 尽管用于细

胞传代培养的RNA复制模型的并没有成功, 但
是一些替代的表达系统和生物信息方法, 生化

分析, 对基因组, 蛋白加工, 蛋白功能了解了一

些. 直到1999年1b型亚基因(con1)[4]复制子模型

的建立, 使得这个双顺反子结构的转录本可以

在Huh7人类肝癌细胞系中检测到复制并表达出

相应的非结构蛋白. 但是其的缺点是并非全长

的基因组, 只能支持病毒的复制而对于其他的

过程却不能够介入. 但是在con1的基础上, 先天

性免疫通路上的视黄酸诱导基因缺失的细胞系

Huh7.5[10]的建立更加支持了病毒的复制. 但是

在这些传代细胞中检测到HCV的序列却发现了

主要集中在E2、NS3、NS4A等序列的适应性突

变. 接着对NS5A的突变可以有效地提高病毒的

复制水平[11], 但是却不能产生成熟的毒粒, 这可

能是毒粒产生的相关基因的突变而打破了复制

和翻译的平衡. 
虽然不能产生全长的成熟病毒, 但是利用

截断的包膜E2蛋白C段来刷选得到了如CD81, 
SR-B1等病毒吸附的潜在受体. 但是最主要的成

果是构建了利用逆转录病毒载体而表达产生了

包含有HIV部分基因组却有着HCV包膜的假病

毒颗粒(HCVpp)[5]. 其构建的策略是将; (1)HC-
VE1E2; (2)HIV或者鼠源白血病病毒的gag-pol; 
(3)带有报告基因逆转录载体共转染293T细胞. 产
生的假毒粒就可以作为吸附受体检测的试金石. 

就在2005年Waki t a等 [12]利用来自日本的

JFH-1(2a型HCV恶性患者的全长克隆), 在不需

要适应性突变的情况下, 成功的转染了Huh7细
胞系, 并能复制且产生具有侵染性的毒粒. 这是

第1次可以用来了解HCV的全部复制周期的体

外模型, 具有划时代的意义. 与此同时Rice工作

组[6]利用JFH-1的NS3到NS5B片段嵌合另外一

个2a型患者J6全长克隆的IRES到NS2的片段可

以在Huh7.5.1(对于Huh7改造的亚系, 先天免疫

RIG-1缺失)更有效地复制. 而从中获得的毒粒可

以感染黑猩猩, 免疫缺陷小鼠和部分的人种. 因
此利用传统病毒学方法, 全面的了解病毒的周

期成为可能. 而分布更加广泛具有更强的IFN抵
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■相关报道
已有研究组建立
了HCV cell cul-
ture体系, 将丙型
肝炎病毒的研究
推上新的阶段使
得机制研究更加
深入. 

抗能力的1a型感染型毒粒却得到较低滴度并且

伴有5个适应性突变[13], 所以建立所有型感染模

型依旧存在挑战. 
而在体内模型研究方面, 由于黑猩猩和人

类有着超过98%的序列同源性, 无疑是人类疾病

研究最好动物模型. 人类和黑猩猩都可以在感染

HCV几天后检测到HCV复制, 最大的病毒滴度可

以达到105-107 copes/mL血液. 感染的2-12 wk不会

有明显的症状, 8 wk后血清中会检测到HCV特

异性抗体[14]. 就在研究病毒的早期, 黑猩猩就作

为非甲非乙型肝炎病毒传播和建立持续性感染

以及慢性肝炎发生的天然模型, 病毒的大小, 包
膜蛋白的类型以及HCV克隆基因组数据都是在

实验黑猩猩中获得[3,15,16]. 由于人类在感染的早

期现象不明显, 所以早期实时监测病毒动力学, 
宿主免疫以及病理症状都依赖于黑猩猩的样本

研究[17-19]. 但是由于道德和经济的限制, 不可能

将所有的实验应用于黑猩猩, 所以研究人员也

在寻找其他的灵长类模型, 如食蟹猴、绿猴、

恒河猕猴和日本猴等, 都被接种丙型肝炎病毒, 
但这些物种都无法建立感染[20]. 而做为攀缘目

啮齿类动物的树鼩被认为是最有潜力感染动物

小模型[21,22], 有的课题组发现用患者血清和细胞

培养上清感染都可以得到很高的滴度[23], 也有

人认为在20%-30%的群体有明显的感染体征, 
而且体内只有较低的病毒载量[24]. 因此树鼩作

为黑猩猩的替代模型还需实验的证明. Wu等建

立了新颖的大鼠模型, 是通过将肝细胞瘤细胞

注射到怀孕母鼠子宫内, 当子代出生1 wk后感染

病毒, 经检测RNA可以到达2×104  copes/mL, 但
是由于人源和大鼠MHC的差异性而使得其不能

成为获得性免疫的模型[25]. 许多研究组也将丙

型肝炎的各个蛋白或者全基因组利用胚胎微注

射进入小鼠, 利用转基因来研究机体的影响, 如
转入包膜E1、E2蛋白并不会诱导肝类疾病, 而
当NS5A转入小鼠中会抑制TNF介导的肝细胞

凋亡[26]. 而时下嵌合人类肝脏的uPA-SCID小鼠

可能是比较合适的丙肝病毒小动物模型, Kne-
teman等在2001年通过将人类肝脏异源移植入携

带纤溶酶原激活物转基因的SCID小鼠免疫缺陷

模型中, 感染丙型肝炎患者血清可以检测到高滴

度的病毒水平, 并发现病毒蛋白定位于肝细胞根

瘤处, 而且在正常传代下, 都可以检测到负链的

表达和成熟毒粒的释放, 这标志着体内嵌合人源

肝脏小鼠研究丙型肝炎病毒模型的建立[27]. 这些

体内模型的发展无疑将推动抗HCV药物的筛选

和肝脏毒性试验平台的建立. 

3  病毒的复制周期

3.1 病毒的结构 HCV的颗粒在电镜下观察使约

40-70 nm的颗粒[6], 据推测其是由镶嵌着的包膜

蛋白E1E2锚定于同源于细胞表面的双分子脂层. 
而在脂层的内部包裹的多层拷贝的核心蛋白以

及中心的病毒RNA基因组. 而在体液循环中的

毒粒往往是和低密度脂蛋白结合的形式存在[28], 
这也可以很好地解释了病毒的低浮力密度和异

源性. 
3.2 病毒的入侵 HCV作为仅仅侵染人和黑猩猩

的病毒, 除去干细胞外, B淋巴细胞, 树突状细胞

等等细胞也被报道可以被感染. 而广泛存在于

细胞表面的CD81[29]、低密度脂蛋白受体(low 
density lipoprotein receptor, LDLR)[30]、SR-B1[31]

以及最近发现紧密连接蛋白-1[32]都被推测为

HCV侵染所必须得受体. LDLR作为受体可能是

由于HCV病毒是往往和低密度脂蛋白结合, 而
作为早期的吸附过程. 另外DC-SIGN和L-SIGN
均为3型钙依赖性植物凝集素, 分别表达与树突

状细胞核肝窦内皮细胞表面, 但是不在肝细胞

表面表达, 所以可能作为临近细胞受体协助病

毒的入侵[33]. 而CD81和SR-B1却是病毒进入的

必要非充分条件, 在非肝源细胞系中表达CD-81
等受体并不能使HCVpp和HCVcc感染, 而对于

该受体的siRNA干扰或者特异抗体抑制将会降

低允许细胞的感染率, 所以存在一定另外的细

胞受体介导吸附. Rice研究组[6,34]分别在2005和
2009年利用Huh7.5 cDNA文库和循环包装救援

(cyclic packaging rescue, CPR)方法刷选到了介

导病毒晚期入侵的两个关键受体claudin-1和oc-
cludin, 且均是细胞紧密连接的蛋白受体. 至此

在非允许性感染HCV的细胞系中表达上述4个
基因将可以使细胞成为敏感性宿主. 而这项研

究同时也推动了转基因小鼠成为下一个动物体

内模型的可能. 受体的结合不但介导了吸附而

且也引发了由网格蛋白所介导的胞吞作用进入

到内涵体中[35], 而内涵体中的低pH诱导了HCV
包膜糖蛋白与内涵体的融合[36], 从而释放核壳

与胞质中, 这一过程与HCV同为黄病毒科的病

毒类似. 
3.3 翻译的起始 由于HCV的转录本并不存在5'
端“帽子”结构, 因此在HCV定位于5'UTR的

IRES介导了翻译的起始, 主要是由3个颈环结构

(domainⅡ, Ⅲ, Ⅳ)组成. 而但在IRES的上游48 
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bp的domainⅠ发现与病毒复制相关, domainⅡ介

导了60 s结合过程中eIF2的释放. 当前主流的翻

译起始模型是首先40 s亚基IRES结合, 定位于P
位点. 接着翻译起始因子eIF3和eIF2-MET-tRNA
结合形成48 s复合体, 接着GTP水解60 s亚基结

合IRES形成80 s核糖体结构[37]. 但是具体的机制

还得需要冷冻电镜技术[38]的深入, 揭示IRES和
核糖体结合中构象的改变, 来比较了与细胞内

源mRNA翻译的不同. 同时在肝源细胞中发现了

特异性的miR122[39], 对于其的抑制将影响HCV 
RNA总量水平, 但对其与5'UTR位点结合区域的

突变并不影响病毒蛋白的表达, 而另一项研究

证明了其通过增强核糖体和RNA的结合来提高

蛋白的翻译. 5'UTR与miR122(22-40 bp)配对区

域同时也和core编码区碱基互补, 这种RNA相互

作用将抑制IRES功能[40]. 
3.4 多聚蛋白的加工 通过翻译HCV开放阅读框

将会得到多聚体蛋白前体, 需要通过内质网上

信号肽酶, NS2-3和NS3-4丝氨酸蛋白酶的切割

成熟[1]. 
3.5 病毒复制复合体 病毒蛋白翻译成熟后, 将组

成病毒复制复合体进行复制, 而类似于其他正

链RNA病毒[41], 该过程和细胞内的膜性结构紧

密相关, 据推测可能是为了支持高浓度的复合

体的合适构象[42], 并且保护合成的RNA免受内

源酶切和RNA的干扰[43]. 通过超薄切片观察在

huh-7亚克隆复制子中, 病毒的复制会引起名为

membranous web膜性结构改变, 通过单蛋白表

达发现是由于NS4B蛋白所引起, 且和在感染猩

猩后体内出现的“海绵状”融合大小相一致, 
推测可能其中包含有复制复合体[44]. 

另外, 发现病毒的复制是受宿主内脂肪代

谢影响, 可能是病毒蛋白和宿主内通路蛋白相

互作用的关系. 如在HCVcc中, 饱和脂肪酸和宿

主内有些需要经过geranylgeranylation的修饰的

蛋白将刺激病毒的复制, 而不饱和的则相反抑

制. 拥有F-BOX和CAAX结构域的FBL2蛋白便

是其中之一可以和NS5A相互作用, 利用干扰

F-box的mRNA将大幅降低病毒的复制. 但是其

中具体机制还不是很清楚, 但操控脂肪代谢可

以作为药物治疗的可能途径[45,46]. 
3.6 病毒的装配、成熟与释放 虽然HCVcc系统

的建立有利于推动病毒装配和成熟机制的研究, 
但影响毒粒成熟和生化特性的关键因素依旧是

研究的热点. 首先, 细胞环境因素如在Huh7.5细
胞比在Huh7中产生更高的感染滴度[6], 且随着

细胞的传代, 会出现更多的适应性突变[11], 而研

究发现其中在E2蛋白位点G451R处的突变将增

加病毒颗粒的产生但不影响病毒的复制[47]; 其
次, 基于HCV多种型而成的多种嵌合全长克隆

的感染颗粒效率的研究表明, NS2片段的N端第

一个跨膜结构域将影响病毒的包装[48], 类似的

特点同科的黄病毒和瘟病毒中找到[49]; 再者, 关
于成熟的病毒分泌是和脂类或脂蛋白密切相关, 
通过胞内胞外颗粒分析表明胞外颗粒具有更低

的浮力密度, 且在动物体内和在细胞传代培养

中也得到了相似的结论, 动物体内具备更低的

浮力密度, 由此推测病毒的成熟需要低密度脂

蛋白[50,51]. 最近又研究表明了抑制低密度脂蛋白

(载脂蛋白B和三酰甘油)的合成将降低HCV感染

颗粒的分泌是进一步的证明[52]. 最后关于核壳

的包装, 出芽机制, 成熟以及分泌途径仍旧不清

楚, core蛋白在无细胞培养物系统中的组装起了

一定的作用但是在HCVcc中是否结果类似还有

待商榷, 而p7作为离子通道也参与了毒粒的释

放[53], 随着HCVcc的进一步研究所阐述. 

4  病毒的基因组

HCV共计编码10个蛋白, 且均是定位于内质网

膜上, 根据特性分为结构蛋白和非结构蛋白. 
4.1 结构蛋白 core是基因组编码的第1个蛋白, 组
成病毒的壳体. 其存在的信号肽序列位于C末端

与E1连接处被信号肽酶sp切割, 而跨膜区被定

为于双层膜内的spp切割成熟为173-179 aa的序

列[54]. 将成熟的core是个α螺旋蛋白, 可分为N端

的D1和C的D2两个结构域, 定位与ER或者脂质

小滴表面上. D1含有富含碱性氨基酸残基, 利于

RNA的结合以及蛋白的聚合化. D2是一个疏水

链接的2个单环结构, 通过突变表明两单环上的

疏水残基表面与core结合脂质小滴相关, 且D2
的疏水残基关系蛋白折叠和稳定[55]. 另外发现, 
core可以影响脂类代谢中相关因子(如微粒体三

酰甘油转移蛋白MTP), 可能是诱导脂肪变性[56], 
转向肝硬化的原因. 而有人认为core是病毒免疫

逃逸的核心, 如减少脾抗原递呈细胞pDC的数量

从而抑制IFNα的效力[57], 以及降低SOCS的表达

阻碍干扰素下游JAK-STAT抗病毒通路[58]. 
E1, E2分别是192, 363个氨基酸的蛋白, 以

非共价形式结合形成异源二聚体作为保护病毒

以及作为入侵的识别配体[56]. 且他们均含有跨

膜结构, 是由两段疏水残基连接而成, 并且信号

肽定位于他们的第2段区. 在没有信号肽酶切割

■应用要点
本文中介绍HCV
的研究模型进展, 
HCV的复制周期
以及各功能性蛋
白的研究, 使读者
对HCV有一个全
面的了解. 
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时, 他们定位于ER上的转运子上, 而切割后, 将
使得他们的拓扑学改变, 信号序列转向胞质形

成跨膜的单通道. HCV糖蛋白的成熟及正确的

折叠则需要ER的伴侣和二硫基化就系统[56]. E2
可以抑制干扰素诱导蛋白激酶PKR的活化和抑

制eIF2a磷酸化从而抑制宿主内蛋白的合成, 以
达到免疫逃逸[59]. 另外E2参与了与CD81的结合, 
介导了进一步的入侵[60]. 而包膜蛋白及其受体

作为疫苗研究的靶点, 但是归咎于E2d的HVR的
高突变率, 一直没有有效地疫苗研发, 但2007年
Owsianka发现抗体CBH-5能够抑制E2于CD81结
合, 体外的实验使得研究又有了新的曙光[61]. 
4.2 非结构蛋白 P7是63个氨基酸的多肽形成的

五聚体蛋白, 含有两个跨膜区由一个跨膜质环

连接, 且朝向ER腔. P7影响病毒的感染并且寡

聚化形成离子通道, 通过对其的2个保守碱性残

基突变会发现其影响了病毒毒粒的成熟和释放. 
因此p7可作为抗病毒的下一个方向[62]. 但是对于

离子通道的具体意义还不是很清楚. 
4.2.1 NS2-3: NS2是一个23 000 Da的疏水膜蛋

白, 只有组成NS2-3时才执行自切割酶功能, 虽
然不是RNA复制所必须但却影响着病毒的全部

周期[4], 是由NS2的C端与NS3 1/3的N端组成. 通
过诱变表明His143、Glu163、Cys184是蛋白水

解活性位点[63]. 而2006年Rice[64]研究组解析了

其的催化结构域为一种新的半胱氨酸蛋白酶. 
催化域是一个二聚体, 且每个单体中都含有催

化活性的三联体, 只有在哺乳动物细胞中表达

出复合结构时才表现其活性. 而另外通过研究

HCV其他酶蛋白如NS3-4A, NS5B均存在受到

PPI(脯氨酰顺-反异构酶)活PPI类似物的调控的

现象, 因此是否也存在内源性PPI调节NS2蛋白

酶也是一个热点. 
4.2.2 NS3-4A: NS3-4A蛋白酶是病毒周期中比

较重要的蛋白酶, 是多聚体蛋白成熟的关键所

以也是药物研发的靶点. 其时一个多功能蛋白, 
拥有的丝氨酸蛋白酶和NTP解旋酶功能, 而两

个功能结构域分别位于N端和C端. 而NS4A作

为协助因子结合N端是膜结合所必需的[44]. 所
以NS3-4A一直作为药物开发的靶点[65], 尤其是

他的催化三联体位点(His57、Asp81、Ser139). 
但是底物结合区需要一个比较大面积的接触位

点, 这成为研究的瓶颈. 而且蛋白酶活性还阻断

了先天免疫的TLR3和RIG-1通路切割TICAM-1
和VISA两个关键的接头蛋白[66,67]. 而解旋酶的

NS3-4A属于DExH/D-box解旋酶2型超家族, 利用

ATP水解活性解旋双链RNA, 其中据估计有11 bp
的距离[68], 但具体其的解旋是辅助复制中间体还

是移除相关结合蛋白的原理还不是很清楚. 
4.2.3 N S4B: 其是一个还有多重跨膜结构的

27 000 Da蛋白, 经过棕榈酰化和多聚化得修饰

和成熟[69], 形成membranous web的结构[44]. 而这

种膜性结构是来源于ER, 据推测起支撑RNA复

制复合体的作用. 并且鉴定出其含有一个质环

结构的核苷酸结合基序具有GTP水解酶活. 此
外NS4B与初级胞内体蛋白Rab5有相互作用, 对
Rab5干扰将抑制病毒的复制[70]. 更具吸引的是

由于病毒的侵染导致内质网应激反应, NS4B蛋
白参与了其中降解非折叠蛋白使细胞免于死亡

间接地支持了膜性结构的完整[71]. 
4.2.4 NS5A: 其是一个约56-58 000 Da的磷酸化

蛋白, 生化分析表明细胞内源α蛋白激酶CKI异
型体介导了其的磷酸化[72], 但是是否有其他的蛋

白参与还不是很清楚. 结构分析表明NS5A除有

一个介导包膜锚定的N段兼性氨基酸螺旋镶嵌

于双层脂膜[73], 另外含有3个结构域, 其中保守的

domainⅠ研究比较清楚, 包含一个介导NS5A折

叠的锌原子, 而且是以二聚体的形式形成一个

类似“夹子”的结构来与RNA结合[74], 更倾向

于RNA的富UG区, 据推测其的作用类似于一个

“碱基轨道”用于RNA的复制滑动. 而domain
Ⅱ, Ⅲ表现出更多的可变性可以忍耐碱基插入或

者其他的突变对病毒的复制所带来的影响. 总体

来说NS5A的磷酸化是黄病毒科中保守的特征, 
细胞传代中的突变往往集中在丝氨酸残基而提

高病毒的复制效率[11], 而其的过磷酸化将抑制与

人源囊泡结合蛋白A(hVAP-A)相互作用[75], 而影

响到病毒的复制. 另外其还参与影响了细胞多

条代谢途径和抗病毒通路如: NS5A抑制双链病

毒RNA触发的PKR的激活, 而降低依赖IRF-1相
关基因的表达[76]以及诱导IL-8的分泌而负调节

干扰素系统[77]. 
4.2.5 NS5B: NS5B是病毒的RNA复制聚合酶,  是
一种尾部锚定质膜蛋白, 其C段约21个残基插于

膜中而对蛋白的定位有决定作用, 但是却不影

响酶活位点[78]. 和其他的RNA聚合酶类似含有

经典的手指, 拇指以及手掌的亚结构域结构, 而
手指和拇指两域形成一个密封的活性环境[79], 而
且与脊髓灰质炎病毒类似的RdRps类似[42], 会形

成寡聚体而影响关键的复制过程. 最近发现内

源性亲环素A, 一类脯氨酰顺-反异构酶由于阻止

了RdRp与亲环素B的相互结合, 而大幅降低了胞

■同行评价
本文选题较好, 具
有一定的可读性
和科学价值.
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内病毒RNA的总量, 而广谱的敲除所有的亲环素

也会带来这样的效应, 进一步表明是亲环素B增
加了聚合酶与RNA结合效率[80,81]. 总的来说将为

一直作为热门药物的NS5B带来新的思路.

5  结论  

HCV的感染是个极其复杂的过程, 所带来的多

重的病理学效应. 由于缺乏高效的体外培养体

系, 在过去的十几年里, 研究人员对于建立支持

HCV进行体外复制的细胞模型做了大量努力, 
高效的转染系统成为研究的主流平台, 对病毒

自身的复制周期有了一个全新的认识, 以上大

多研究的结果就是基于先期的体外系统的研究

结果而对于体外水平药物筛选也起了极大地促

进. 但在这里也出现了许多问题即体内体外的

结果出现相悖的结果. 因此HCV的研究将朝向

更近于体内的系统出发, 更加深刻的阐述病毒

的增殖和致病机制. 

6      参考文献

1	 Racanelli V, Rehermann B. Hepatitis C virus infec-
tion: when silence is deception. Trends Immunol 
2003; 24: 456-464

2	 De Francesco R, Migliaccio G. Challenges and suc-
cesses in developing new therapies for hepatitis C. 
Nature 2005; 436: 953-960

3	 Choo QL, Kuo G, Weiner AJ, Overby LR, Bradley 
DW, Houghton M. Isolation of a cDNA clone de-
rived from a blood-borne non-A, non-B viral hepa-
titis genome. Science 1989; 244: 359-362

4	 Lohmann V, Körner F, Koch J, Herian U, Theilmann 
L, Bartenschlager R. Replication of subgenomic 
hepatitis C virus RNAs in a hepatoma cell line. Sci-
ence 1999; 285: 110-113

5	 Bartosch B, Dubuisson J, Cosset FL. Infectious hepa-
titis C virus pseudo-particles containing functional 
E1-E2 envelope protein complexes. J Exp Med 2003; 
197: 633-642 

6	 Lindenbach BD, Evans MJ, Syder AJ, Wölk B, Tell-
inghuisen TL, Liu CC, Maruyama T, Hynes RO, 
Burton DR, McKeating JA, Rice CM. Complete rep-
lication of hepatitis C virus in cell culture. Science 
2005; 309: 623-626 

7	 Pietschmann T. Virology: Final entry key for hepa-
titis C. Nature 2009; 457: 797-798

8	 Simmonds P, Holmes EC, Cha TA, Chan SW, 
McOmish F, Irvine B, Beall E, Yap PL, Kolberg J, 
Urdea MS. Classification of hepatitis C virus into 
six major genotypes and a series of subtypes by 
phylogenetic analysis of the NS-5 region. J Gen Virol 
1993; 74 (Pt 11): 2391-2399 

9	 李伟琴, 徐光华, 吴殿磊, 袁致海. 丙型肝炎基因分
型进展及其临床意义. 世界华人消化杂志 2009; 17: 
589-593

10	 Zhong J, Gastaminza P, Cheng G, Kapadia S, Kato 
T, Burton DR, Wieland SF, Uprichard SL, Wakita 
T, Chisari FV. Robust hepatitis C virus infection in 
vitro. Proc Natl Acad Sci U S A 2005; 102: 9294-9299 

11	 Blight KJ, Kolykhalov AA, Rice CM. Efficient initia-

tion of HCV RNA replication in cell culture. Science 
2000; 290: 1972-1974

12	 Wakita T, Pietschmann T, Kato T, Date T, Miyamo-
to M, Zhao Z, Murthy K, Habermann A, Kräusslich 
HG, Mizokami M, Bartenschlager R, Liang TJ. 
Production of infectious hepatitis C virus in tissue 
culture from a cloned viral genome. Nat Med 2005; 
11: 791-796

13	 Yi M, Villanueva RA, Thomas DL, Wakita T, Lemon 
SM. Production of infectious genotype 1a hepatitis 
C virus (Hutchinson strain) in cultured human 
hepatoma cells. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 103: 
2310-2315

14	 Bassett SE, Brasky KM, Lanford RE. Analysis 
of hepatitis C virus-inoculated chimpanzees re-
veals unexpected clinical profiles. J Virol 1998; 72: 
2589-2599

15	 Watanabe T, Katagiri J, Kojima H, Kamimura T, 
Ichida F, Ashida M, Hamada C, Shibayama T. Stud-
ies on transmission of human non-A, non-B hepati-
tis to marmosets. J Med Virol 1987; 22: 143-156 

16	 Bradley DW, Maynard JE, Popper H, Cook EH, Eb-
ert JW, McCaustland KA, Schable CA, Fields HA. 
Posttransfusion non-A, non-B hepatitis: physico-
chemical properties of two distinct agents. J Infect 
Dis 1983; 148: 254-265

17	 Abe K, Inchauspe G, Shikata T, Prince AM. Three 
different patterns of hepatitis C virus infection in 
chimpanzees. Hepatology 1992; 15: 690-695

18	 Shimizu YK, Weiner AJ, Rosenblatt J, Wong DC, 
Shapiro M, Popkin T, Houghton M, Alter HJ, Pur-
cell RH. Early events in hepatitis C virus infection 
of chimpanzees. Proc Natl Acad Sci U S A 1990; 87: 
6441-6444

19	 Farci P, London WT, Wong DC, Dawson GJ, Val-
lari DS, Engle R, Purcell RH. The natural history 
of infection with hepatitis C virus (HCV) in chim-
panzees: comparison of serologic responses mea-
sured with first- and second-generation assays and 
relationship to HCV viremia. J Infect Dis 1992; 165: 
1006-1011 

20	 Abe K, Kurata T, Teramoto Y, Shiga J, Shikata 
T. Lack of susceptibility of various primates and 
woodchucks to hepatitis C virus. J Med Primatol 
1993; 22: 433-434

21	 Amako Y, Tsukiyama-Kohara K, Katsume A, Hirata 
Y, Sekiguchi S, Tobita Y, Hayashi Y, Hishima T, 
Funata N, Yonekawa H, Kohara M. Pathogenesis 
of hepatitis C virus infection in Tupaia belangeri. J 
Virol 2010; 84: 303-311

22	 Li Y, Dai JJ, Sun XM, Xia XS. [Progress in studies on 
HCV receptor of Tupaia as a potential hepatitis C 
animal model]. Dongwuxue Yanjiu 2011; 32: 97-103

23	 Xu X, Chen H, Cao X, Ben K. Efficient infection of 
tree shrew (Tupaia belangeri) with hepatitis C virus 
grown in cell culture or from patient plasma. J Gen 
Virol 2007; 88: 2504-2512

24	 Xie ZC, Riezu-Boj JI, Lasarte JJ, Guillen J, Su JH, 
Civeira MP, Prieto J. Transmission of hepatitis C 
virus infection to tree shrews. Virology 1998; 244: 
513-520

25	 Wu GY, Konishi M, Walton CM, Olive D, Hayashi K, 
Wu CH. A novel immunocompetent rat model of 
HCV infection and hepatitis. Gastroenterology 2005; 
128: 1416-1423 

26	 Majumder M, Ghosh AK, Steele R, Zhou XY, Phil-
lips NJ, Ray R, Ray RB. Hepatitis C virus NS5A 
protein impairs TNF-mediated hepatic apoptosis, 



www.wjgnet.com

杨文祥, 等. 丙型肝炎病毒侵染机制的相关研究进展							                 2139

but not by an anti-FAS antibody, in transgenic mice. 
Virology 2002; 294: 94-105

27	 Mercer DF, Schiller DE, Elliott JF, Douglas DN, Hao 
C, Rinfret A, Addison WR, Fischer KP, Churchill 
TA, Lakey JR, Tyrrell DL, Kneteman NM. Hepatitis 
C virus replication in mice with chimeric human 
livers. Nat Med 2001; 7: 927-933 

28	 André P, Perlemuter G, Budkowska A, Bréchot C, 
Lotteau V. Hepatitis C virus particles and lipopro-
tein metabolism. Semin Liver Dis 2005; 25: 93-104 

29	 Pileri P, Uematsu Y, Campagnoli S, Galli G, Falugi 
F, Petracca R, Weiner AJ, Houghton M, Rosa D, 
Grandi G, Abrignani S. Binding of hepatitis C virus 
to CD81. Science 1998; 282: 938-941

30	 Agnello V, Abel G, Elfahal M, Knight GB, Zhang 
QX. Hepatitis C virus and other flaviviridae viruses 
enter cells via low density lipoprotein receptor. Proc 
Natl Acad Sci U S A 1999; 96: 12766-12771 

31	 Scarselli E, Ansuini H, Cerino R, Roccasecca RM, 
Acali S, Filocamo G, Traboni C, Nicosia A, Cortese 
R, Vitelli A. The human scavenger receptor class B 
type I is a novel candidate receptor for the hepatitis 
C virus. EMBO J 2002; 21: 5017-5025

32	 Evans MJ, von Hahn T, Tscherne DM, Syder AJ, Pa-
nis M, Wölk B, Hatziioannou T, McKeating JA, Bi-
eniasz PD, Rice CM. Claudin-1 is a hepatitis C virus 
co-receptor required for a late step in entry. Nature 
2007; 446: 801-805 

33	 刘媛, 丁惠, 戚中田. 丙型肝炎病毒的细胞入侵和相关
受体. 生命的化学 2008; 28: 36-39

34	 Ploss A, Evans MJ, Gaysinskaya VA, Panis M, You 
H, de Jong YP, Rice CM. Human occludin is a hepa-
titis C virus entry factor required for infection of 
mouse cells. Nature 2009; 457: 882-886

35	 Blanchard E, Belouzard S, Goueslain L, Wakita T, 
Dubuisson J, Wychowski C, Rouillé Y. Hepatitis C 
virus entry depends on clathrin-mediated endocy-
tosis. J Virol 2006; 80: 6964-6972

36	 Koutsoudakis G, Kaul A, Steinmann E, Kallis S, 
Lohmann V, Pietschmann T, Bartenschlager R. 
Characterization of the early steps of hepatitis C 
virus infection by using luciferase reporter viruses. 
J Virol 2006; 80: 5308-5320

37	 Fraser CS, Doudna JA. Structural and mechanistic 
insights into hepatitis C viral translation initiation. 
Nat Rev Microbiol 2007; 5: 29-38

38	 Valle M, Zavialov A, Sengupta J, Rawat U, Ehren-
berg M, Frank J. Locking and unlocking of ribo-
somal motions. Cell 2003; 114: 123-134

39	 Henke JI, Goergen D, Zheng J, Song Y, Schüttler 
CG, Fehr C, Jünemann C, Niepmann M. microR-
NA-122 stimulates translation of hepatitis C virus 
RNA. EMBO J 2008; 27: 3300-3310 

40	 Kim YK, Lee SH, Kim CS, Seol SK, Jang SK. Long-
range RNA-RNA interaction between the 5' non-
translated region and the core-coding sequences of 
hepatitis C virus modulates the IRES-dependent 
translation. RNA 2003; 9: 599-606

41	 Salonen A, Ahola T, Kääriäinen L. Viral RNA repli-
cation in association with cellular membranes. Curr 
Top Microbiol Immunol 2005; 285: 139-173

42	 Lyle JM, Bullitt E, Bienz K, Kirkegaard K. Visu-
alization and functional analysis of RNA-depen-
dent RNA polymerase lattices. Science 2002; 296: 
2218-2222

43	 Schwartz M, Chen J, Janda M, Sullivan M, den Boon 
J, Ahlquist P. A positive-strand RNA virus replica-
tion complex parallels form and function of retrovi-

rus capsids. Mol Cell 2002; 9: 505-514
44	 Egger D, Wölk B, Gosert R, Bianchi L, Blum HE, 

Moradpour D, Bienz K. Expression of hepatitis C 
virus proteins induces distinct membrane altera-
tions including a candidate viral replication com-
plex. J Virol 2002; 76: 5974-5984

45	 Kapadia SB, Chisari FV. Hepatitis C virus RNA 
replication is regulated by host geranylgeranylation 
and fatty acids. Proc Natl Acad Sci U S A 2005; 102: 
2561-2566

46	 Wang C, Gale M, Keller BC, Huang H, Brown 
MS, Goldstein JL, Ye J. Identification of FBL2 as a 
geranylgeranylated cellular protein required for 
hepatitis C virus RNA replication. Mol Cell 2005; 18: 
425-434

47	 Zhong J, Gastaminza P, Chung J, Stamataki Z, 
Isogawa M, Cheng G, McKeating JA, Chisari FV. 
Persistent hepatitis C virus infection in vitro: 
coevolution of virus and host. J Virol 2006; 80: 
11082-11093

48	 Pietschmann T, Lohmann V, Kaul A, Krieger N, 
Rinck G, Rutter G, Strand D, Bartenschlager R. Per-
sistent and transient replication of full-length hepa-
titis C virus genomes in cell culture. J Virol 2002; 76: 
4008-4021 

49	 Kümmerer BM, Rice CM. Mutations in the yellow 
fever virus nonstructural protein NS2A selectively 
block production of infectious particles. J Virol 2002; 
76: 4773-4784

50	 Lindenbach BD, Meuleman P, Ploss A, Vanwol-
leghem T, Syder AJ, McKeating JA, Lanford RE, 
Feinstone SM, Major ME, Leroux-Roels G, Rice CM. 
Cell culture-grown hepatitis C virus is infectious in 
vivo and can be recultured in vitro. Proc Natl Acad 
Sci U S A 2006; 103: 3805-3809

51	 Gastaminza P, Kapadia SB, Chisari FV. Differential 
biophysical properties of infectious intracellular 
and secreted hepatitis C virus particles. J Virol 2006; 
80: 11074-11081

52	 Huang H, Sun F, Owen DM, Li W, Chen Y, Gale M, 
Ye J. Hepatitis C virus production by human he-
patocytes dependent on assembly and secretion of 
very low-density lipoproteins. Proc Natl Acad Sci U 
S A 2007; 104: 5848-5853

53	 Jones CT, Murray CL, Eastman DK, Tassello J, Rice 
CM. Hepatitis C virus p7 and NS2 proteins are es-
sential for production of infectious virus. J Virol 
2007; 81: 8374-8383

54	 McLauchlan J, Lemberg MK, Hope G, Martoglio B. 
Intramembrane proteolysis promotes trafficking 
of hepatitis C virus core protein to lipid droplets. 
EMBO J 2002; 21: 3980-3988

55	 Boulant S, Montserret R, Hope RG, Ratinier M, Tar-
gett-Adams P, Lavergne JP, Penin F, McLauchlan J. 
Structural determinants that target the hepatitis C 
virus core protein to lipid droplets. J Biol Chem 2006; 
281: 22236-22247

56	 Dubuisson J, Penin F, Moradpour D. Interaction of 
hepatitis C virus proteins with host cell membranes 
and lipids. Trends Cell Biol 2002; 12: 517-523

57	 Lanford RE, Guerra B, Bigger CB, Lee H, Chavez D, 
Brasky KM. Lack of response to exogenous inter-
feron-alpha in the liver of chimpanzees chronically 
infected with hepatitis C virus. Hepatology 2007; 46: 
999-1008

58	 Bode JG, Ludwig S, Ehrhardt C, Albrecht U, Er-
hardt A, Schaper F, Heinrich PC, Häussinger D. 
IFN-alpha antagonistic activity of HCV core protein 



www.wjgnet.com

2140               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月18日  第19卷  第20期

involves induction of suppressor of cytokine signal-
ing-3. FASEB J 2003; 17: 488-490

59	 Taylor DR, Shi ST, Romano PR, Barber GN, Lai 
MM. Inhibition of the interferon-inducible protein 
kinase PKR by HCV E2 protein. Science 1999; 285: 
107-110 

60	 Zhang J, Randall G, Higginbottom A, Monk P, Rice 
CM, McKeating JA. CD81 is required for hepatitis C 
virus glycoprotein-mediated viral infection. J Virol 
2004; 78: 1448-1455

61	 Owsianka AM, Tarr AW, Keck ZY, Li TK, Wit-
teveldt J, Adair R, Foung SK, Ball JK, Patel AH. 
Broadly neutralizing human monoclonal antibodies 
to the hepatitis C virus E2 glycoprotein. J Gen Virol 
2008; 89: 653-659 

62	 Griffin SD, Beales LP, Clarke DS, Worsfold O, Ev-
ans SD, Jaeger J, Harris MP, Rowlands DJ. The p7 
protein of hepatitis C virus forms an ion channel 
that is blocked by the antiviral drug, Amantadine. 
FEBS Lett 2003; 535: 34-38

63	 Hijikata M, Mizushima H, Akagi T, Mori S, Kaki-
uchi N, Kato N, Tanaka T, Kimura K, Shimotohno 
K. Two distinct proteinase activities required for 
the processing of a putative nonstructural precur-
sor protein of hepatitis C virus. J Virol 1993; 67: 
4665-4675

64	 Lorenz IC, Marcotrigiano J, Dentzer TG, Rice CM. 
Structure of the catalytic domain of the hepatitis C 
virus NS2-3 protease. Nature 2006; 442: 831-835 

65	 Lamarre D, Anderson PC, Bailey M, Beaulieu P, 
Bolger G, Bonneau P, Bös M, Cameron DR, Cartier 
M, Cordingley MG, Faucher AM, Goudreau N, 
Kawai SH, Kukolj G, Lagacé L, LaPlante SR, Narjes 
H, Poupart MA, Rancourt J, Sentjens RE, St George 
R, Simoneau B, Steinmann G, Thibeault D, Tsant-
rizos YS, Weldon SM, Yong CL, Llinàs-Brunet M. 
An NS3 protease inhibitor with antiviral effects 
in humans infected with hepatitis C virus. Nature 
2003; 426: 186-189

66	 Li K, Foy E, Ferreon JC, Nakamura M, Ferreon AC, 
Ikeda M, Ray SC, Gale M, Lemon SM. Immune 
evasion by hepatitis C virus NS3/4A protease-
mediated cleavage of the Toll-like receptor 3 adap-
tor protein TRIF. Proc Natl Acad Sci U S A 2005; 102: 
2992-2997

67	 Xu LG, Wang YY, Han KJ, Li LY, Zhai Z, Shu HB. 
VISA is an adapter protein required for virus-trig-
gered IFN-beta signaling. Mol Cell 2005; 19: 727-740 

68	 Serebrov V, Pyle AM. Periodic cycles of RNA un-
winding and pausing by hepatitis C virus NS3 heli-
case. Nature 2004; 430: 476-480

69	 Yu GY, Lee KJ, Gao L, Lai MM. Palmitoylation and 
polymerization of hepatitis C virus NS4B protein. J 
Virol 2006; 80: 6013-6023

70	 Stone M, Jia S, Heo WD, Meyer T, Konan KV. Par-

ticipation of rab5, an early endosome protein, in 
hepatitis C virus RNA replication machinery. J Virol 
2007; 81: 4551-4563

71	 Zheng Y, Gao B, Ye L, Kong L, Jing W, Yang X, Wu 
Z, Ye L. Hepatitis C virus non-structural protein 
NS4B can modulate an unfolded protein response. J 
Microbiol 2005; 43: 529-536

72	 Quintavalle M, Sambucini S, Di Pietro C, De Fran-
cesco R, Neddermann P. The alpha isoform of 
protein kinase CKI is responsible for hepatitis C 
virus NS5A hyperphosphorylation. J Virol 2006; 80: 
11305-11312

73	 Penin F, Brass V, Appel N, Ramboarina S, Mont-
serret R, Ficheux D, Blum HE, Bartenschlager 
R, Moradpour D. Structure and function of the 
membrane anchor domain of hepatitis C virus 
nonstructural protein 5A. J Biol Chem 2004; 279: 
40835-40843 

74	 Huang L, Hwang J, Sharma SD, Hargittai MR, Chen 
Y, Arnold JJ, Raney KD, Cameron CE. Hepatitis C 
virus nonstructural protein 5A (NS5A) is an RNA-
binding protein. J Biol Chem 2005; 280: 36417-36428 

75	 Evans MJ, Rice CM, Goff SP. Phosphorylation of 
hepatitis C virus nonstructural protein 5A modu-
lates its protein interactions and viral RNA replica-
tion. Proc Natl Acad Sci U S A 2004; 101: 13038-13043

76	 Pflugheber J, Fredericksen B, Sumpter R, Wang C, 
Ware F, Sodora DL, Gale M. Regulation of PKR and 
IRF-1 during hepatitis C virus RNA replication. 
Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 99: 4650-4655

77	 Polyak SJ, Khabar KS, Paschal DM, Ezelle HJ, Du-
verlie G, Barber GN, Levy DE, Mukaida N, Gretch 
DR. Hepatitis C virus nonstructural 5A protein 
induces interleukin-8, leading to partial inhibition 
of the interferon-induced antiviral response. J Virol 
2001; 75: 6095-6106

78	 Moradpour D, Brass V, Bieck E, Friebe P, Gosert R, 
Blum HE, Bartenschlager R, Penin F, Lohmann V. 
Membrane association of the RNA-dependent RNA 
polymerase is essential for hepatitis C virus RNA 
replication. J Virol 2004; 78: 13278-13284

79	 Butcher SJ, Grimes JM, Makeyev EV, Bamford 
DH, Stuart DI. A mechanism for initiating RNA-
dependent RNA polymerization. Nature 2001; 410: 
235-240 

80	 Watashi K, Ishii N, Hijikata M, Inoue D, Murata 
T, Miyanari Y, Shimotohno K. Cyclophilin B is a 
functional regulator of hepatitis C virus RNA poly-
merase. Mol Cell 2005; 19: 111-122

81	 Nakagawa M, Sakamoto N, Enomoto N, Tanabe Y, 
Kanazawa N, Koyama T, Kurosaki M, Maekawa 
S, Yamashiro T, Chen CH, Itsui Y, Kakinuma S, 
Watanabe M. Specific inhibition of hepatitis C virus 
replication by cyclosporin A. Biochem Biophys Res 
Commun 2004; 313: 42-47 

           编辑  李薇  电编  何基才  



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年7月18日; 19(20): 2141-2145
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

骨髓间充质干细胞治疗急性肝衰竭的研究进展

范敬静, 李东良

范敬静, 李东良, 中国人民解放军南京军区福州总医院肝胆
内科 福建省福州市 350025
范敬静, 2008级研究生, 主要从事器官移植相关肝病的研究.
中国人民解放军南京军区医学科技创新基金资助项目, No, 
联卫2007-534
作者贡献分布: 文献检索、资料分析和论文撰写主要由范敬静
完成; 选题和审校由李东良完成.
通讯作者: 李东良, 教授, 主任医师, 350025, 福建省福州市西二
环北路156号, 中国人民解放军南京军区福州总医院肝胆内科. 
dongliangli@gmail.com.cn
收稿日期: 2011-03-31   修回日期: 2011-05-24
接受日期: 2011-06-08   在线出版日期: 2011-07-18

Bone marrow mesenchymal 
stem cells as a treatment for 
acute liver failure 

Jing-Jing Fan, Dong-Liang Li

Jing-Jing Fan, Dong-Liang Li, Department of Hepatobili-
ary Medicine, Fuzhou General Hospital of Nanjing Military 
Command of Chinese PLA, Fuzhou 350025, Fujian Prov-
ince, China
Supported by: the Medical Science and Technology In-
novation Foundation of Nanjing Military Command of Chi-
nese PLA, No. 2007534
Correspondence to: Professor Dong-Liang Li, Depart-
ment of Hepatobiliary Medicine, Fuzhou General Hospital, 
156 North Xierhuan Road, Fuzhou 350025, Fujian Prov-
ince, China. dongliangli@gmail.com.cn
Received: 2011-03-31    Revised: 2011-05-24 
Accepted: 2011-06-08    Published online: 2011-04-08

Abstract
Bone marrow mesenchymal stem cells (BM-
MSCs) are a kind of multipotent stem cells that 
have the capacity to undergo self-renewal and 
multi-lineage differentiation. In an appropriate 
microenvironment, BM-MSCs can differenti-
ate into bone, cartilage, fat, nerve, liver or other 
cells. Based on this characteristic, BM-MSCs 
might be used as new seed cells for orthotopic 
liver transplantation and bioartificial liver sup-
port system. This paper reviews the recent ad-
vances in research on the use of BM-MSCs as a 
treatment for acute liver failure. 

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cells; 
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failure
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摘要
骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BMSCs)是干细胞中一类具有自我
增殖和分化潜能的细胞. 在适宜的微环境下, 
BMSCs可分化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细
胞、神经细胞、肝细胞等多种细胞, 基于此
种特性使之成为原位肝移植或生物人工肝支
持系统的新型种子细胞. 本文就BMSCs的基
础研究及其临床治疗急性肝衰竭的进展作一
综述.

关键词: 骨髓间充质干细胞; 细胞分化; 细胞移植; 
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0  引言

对于各种终末期肝病, 原位肝移植[1,2]一直被认

为是最理想的方法, 但主要由于供肝缺乏、免

疫排斥反应、手术风险大, 费用高昂等缺陷限

制了其广泛应用[3]. 于是, 生物人工肝和细胞移

植[4,5]开始作为肝移植的辅助或替代疗法, 促进

肝损伤后肝再生[6]. 目前, 肝细胞虽然是理想供

体, 但同样由于其来源缺乏, 并且肝细胞体外

培养效果并不理想. 在肝损伤的恢复过程中, 干
细胞起着重要的作用. 目前, 骨髓间充质干细胞

(bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)
因其具有多向分化潜能、造血支持和促进干细

胞植入、免疫调控和自我复制等特点而日益受

到人们的关注. 在不同的诱导条件下, 其具有向

中胚层和神经外胚层组织细胞分化的能力, 如
向成骨细胞[7]、成软骨细胞[8]、脂肪细胞[9]、神

经细胞[10]、心肌细胞[11]、肝细胞[12]等, 使干细胞

成为新的理想的种子细胞, 为移植治疗急性肝

衰竭等终末期肝病提供了新的思路.

®
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1  BMSCs的发现

1976年, Friedenstein等以确凿的证据表明, 骨髓

中除含有造血干细胞外, 还含有梭形的成纤维

样细胞集落形成单位, 这些细胞在体内处于休

眠状态, 在体外适当条件的刺激下可以进入细

胞周期, 从而形成类似于骨或软骨碎片的细胞

集落. 1987年, Friedenstein等[13]发现在塑料培养

皿中培养的贴壁的骨髓单个核细胞在一定条件

下可分化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞和肌

肉细胞, 而且这些细胞扩增20-30代后仍能保持

其多向分化潜能, 这类细胞被称BMSCs. 此研究

不仅证实了BMSCs的存在, 而且为应用于临床

提供了可靠的理论基础. 

2  BMSCs的生物学特点

BMSCs最主要的生物学特点[14]是体外扩增容易

和黏附贴壁性强, 快速的增殖能力是应用其进

行细胞治疗的基础, 而黏附贴壁性有利于细胞

的纯化培养. 
2.1 表面标志 目前为止, 尚未发现BMSCs特异

的表面标志[15,16]. 但可表达区别于造血干细胞

的表面标志, 包括CD13、SH2、SH3、CD29、
CD71、CD90、CD100、CD166、CD120a、
C D124、C D49b等 ,  表达低水平的C D44、
C D W 9 0 ,  不表达造血系特征标志C D 1 4、
CD34、CD45、CD50, 也不表达与人类白细胞

抗原(human leukocyte antigen, HLA)识别有关的

共刺激分子B7-1、B7-2及主要组织相容性复合

物(major histocompability complex, MHC)Ⅱ类分

子如HLA-DR抗原等. 
2.2 分离培养 目前常用的分离BMSCs的方法主

要有4种: (1)全骨髓贴壁培养法[17]: 此方法根据

BMSCs具有贴壁生长而造血细胞悬浮生长的特

性对其进行筛选. 应用贴壁培养法通过多次传

代换液, 除去悬浮生长的造血细胞, 细胞增殖较

快, 可短时间内获得大量细胞, 但所得细胞的纯

度不足, 细胞均一性差, 但其分化诱导特性不受

影响; (2)密度梯度离心法: 该法根据BMSCs与其

他细胞的密度不同而采用Perco11分离液, 能有

效地将红细胞、白细胞和BMSCs分离开来, 分
离获得的细胞较为均一, 但多向分化及增殖力

较差; (3)流式细胞仪分选法及免疫磁珠法: 此两

种方法虽具有高度专一性, 但成本较高、步骤

复杂、分选后的细胞不易贴壁, 对细胞的活性

影响较大. 根据BMSCs有贴壁生长的特点, 在实

际使用中往往更多地使用密度梯度离心法和贴

壁培养法联合分离BMSCs. 

3  BMSCs的分化潜能

BMSCs可塑性已得到证实, 他具有定向分化或

是横向分化为一些成体细胞的潜能. Petersen
等[18]1999年首先报道, 用2-AFF(2-acetvlamin of 
luorene)阻断大鼠肝细胞增殖, CCl4造成肝细胞

损伤, 进行性别交叉骨髓细胞移植, 或者全肝移

植, 在肝脏中发现来源于骨髓的肝细胞. Theise
等[19]又报道了女性患者接受男性供体的骨髓移

植后, 受体的一些肝细胞和胆管上皮细胞核内

含有Y染色体. 两者均证明了骨髓干细胞或造血

干细胞能够在鼠肝内转化为肝卵圆细胞甚至成

熟的肝细胞和胆管细胞. Terai等[20]发现荧光蛋

白阳性标记的骨髓细胞定植在肝小叶门脉周围, 
4 wk后肝脏中有25%的细胞是骨髓细胞, 并横向

分化为能分泌白蛋白的成熟肝细胞. 以上均表

明, 体内环境和肝脏本身微环境是促进BMSCs
向肝样细胞转化的关键因素, 分化的肝样细胞

能够对损伤肝脏起到一定的修复作用. BMSCs
在动物体内可以分化为肝样细胞得到了证实. 

在体外诱导剂的作用下, BMSCs也可以向

肝实质细胞转化[21-25]. 细胞因子和生长因子如肝

细胞生长因子(hepatic growth factor, HGF)[26,27]、

表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)、
成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor, 
FGF)及肿瘤坏死因子-1(tumor necrosis factor-1, 
TNF-Ⅰ)等在肝脏的发育和再生过程中起重要

的作用, 单独和联合应用会在体外诱导骨髓干

细胞增殖并向肝系细胞分化. Schwartz等[28]从

人、大鼠及小鼠骨髓中分离出间充质干细胞, 
在培养体系中加入FGF4、HGF等生长因子诱

导后, 检测到CK18、AFP等一些肝细胞特有的

表面标志. Lange等[29]用GFP标记BMSCs, 纤维

连接蛋白为底物, 加入胎肝细胞共同培养, 流氏

细胞仪分离GFP(+)、GFP(-)细胞, RT-PCR发现

2 wk后表达AFP、CK18、ALB, 提示BMSCs和
胎肝细胞共同培养的微环境不但有利于BMSCs
向肝细胞的分化扩增, 也利于胎肝细胞的分化. 
Chen等[30]将CCl4注射的小鼠肝脏进行培养, 收集

肝损伤血清, 用于诱导小鼠骨髓单个核细胞分

化. 诱导后细胞呈类圆形肝细胞样变化. RT-PCR
示: 第7天AFP、CK19基因表达; 第14天ALB、
CK18、HNF3β(肝细胞核因子3β)基因表达; 第
21天TAT(酪胺酸氨基转移酶)表达. 免疫荧光: 
第21天ALB、CK18、CK19、AFP基因表达. 

■研发前沿
骨髓间充质干细
胞(bone marrow 
mesenchymal stem 
cells, BMSCs). 因
其具有多向分化
潜能、造血支持
和促进干细胞植
入、免疫调控和
自我复制等特点
而日益受到人们
的关注.  
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Chivu等[31]也相继证实BMSCs暴露于体外诱导

因素, 可向肝样细胞分化. 但是有关干细胞诱导

的肝样细胞多是进行表型鉴定, 而没有在功能

水平进行分析, 而肝样细胞的功能是细胞治疗

的前提. 所以我们应该就进入肝中定植的BM-
SCs发挥的具体作用机制做进一步深入研究.

4  应用于急性肝衰竭的治疗

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是多种因素

引起的严重肝脏损害, 导致其合成、解毒、排

泄和生物转化等功能发生严重障碍或失代偿, 
出现以凝血机制障碍、黄疸、肝性脑病和腹水

等为主要表现的一组临床症候群, 是临床治疗

的难点[32]. 常规药物治疗疗效差, 是一种病死率

极高的临床综合征, 在我国主要由病毒性肝炎

引起[33]. Dahlke等[34]也报道了全骨髓细胞对治疗

急性肝衰竭引起的CCl4和倒千里光碱的影响. 治
疗试验虽然不是很成功, 可能是由于BMSCs有
限的生长和分化能力的骨髓干细胞未发挥充分

的作用. 姚鹏等[35]利用自体骨髓干细胞通过肝动

脉插管注入30例肝硬化患者的肝脏, 在以后的

临床试验观察中发现这些患者均取得了一定的

疗效. Miyazaki等[36]通过切除动物肝脏的90%建

立建立ALF模型, 并体外诱导BMSCs向肝样细

胞分化后, 治疗动物取得了良好的效果. 结果表

明: BMSCs可能成为急性肝功能衰竭的桥梁支

持[37], 直到等到肝源进行肝移植. 目前, 越来越多

的证据表明BMSCs可以参与肝损伤后肝脏再生, 
如CCl4或部分切除损伤[38,39]. 

5  BMSCs的应用前景及存在的问题

虽然临床应用BMSCs治疗ALF尚处于初始阶段,
但其应用前景十分广阔. 我国是肝病大国, 慢性

乙型肝炎患者占全国总人数的1/10, 约30%的肝

炎患者最终因肝功能衰竭而死亡, 虽然肝移植

手术在临床上已有了广泛的开展, 因供肝缺乏, 
费用昂贵, 尚存在免疫排斥问题, 严重限制了肝

移植的开展[3,40], 故其临床价值受限, 受益者极

少. 目前主要采取维持和支持疗法治疗各种急

慢性肝病, 生物人工肝和肝细胞移植因肝细胞来

源所限而不能在临床上发挥更大作用, 故应用

BMSCs治作为新型的种子细胞治疗终末期肝病

具有很多优点: 其体外分离、纯化、扩增、定向

诱导分化技术及相应的分子调控机制等方面取

得一定进展; 取材于患者本人, 传代扩增并定向

分化为靶细胞后再回输给患者本人, 安全性高; 

没有异体排斥反应, 并且避免了胚胎干细胞研究

的伦理学争论, 故临床应用前景非常突出[41]. 
同时, BMSCs也存在一些不足: (1)由于人骨

髓中具有能分化为肝细胞的BMSCs数量很少, 
约占骨髓中有核细胞数量的1/100 000, 5 mL骨
髓中仅能得到300-1 000个, 所以原代获得的BM-
SCs数量远不能满足肝组织工程的需要; (2)BM-
SCs体外扩增纯化速度较慢, 尚无法在短时间内

获得足够数量的肝干细胞, 来满足急性肝衰竭

患者的急迫需要; (3)种植后的干细胞是否能够

持续数代的有效分裂和存活, 并发挥相应的功

能; (4)移植数量需达到临床需要的移植要求; (5)
选择合适的移植部位以避免肺栓塞的发生, 以
及进入受体体内细胞数量的多少均有待于进一

步探讨; (6)干细胞的归巢和定位及体内增值情

况: 目前常用的细胞追踪定位方法多为GFP绿色

荧光蛋白及菲力磁等, 但此类方法只表明细胞

进入定植部位, 但对定植体内后细胞的分化增

值及功能活性状态尚缺乏进一步的了解.

6  结论

骨髓中确实存在能分化为肝细胞的干细胞, 直
接将其移植到肝脏, 在肝脏微环境调节下可分

化为肝细胞[42,43], 将BMSCs作为肝细胞移植的细

胞来源有重要的临床意义[44]. BMSCs的可塑性

已在体内外实验中获得许多证据, 部分研究成

果甚至已在临床治疗中发挥一定作用, 显示出

良好的应用前景[45,22]. 但是, 若要在临床上广泛

应用BMSCs治疗终末期肝病, 还需要进一步确

定体外及体内诱导转化证据, 不断完善分离纯

化、扩增和诱导分化的技术方法, 并促进这种

BMSCs在肝内实现完全意义上的转化[46], 以更

有效地改善病变肝组织的结构和功能等将成为

今后研究的重要内容[47,48].
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细胞因子与内镜逆行胰胆管造影术后胰腺炎关系的研究进展
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■背景资料
E R C P 术 后 胰 腺
炎(PEP)是ERCP
术后最常见、最
严重的并发症之
一, 常导致住院时
间的延长, 费用增
加, 甚至危及患者
的生命. 但其发病
机制仍未完全阐
明, 针对细胞因子
介导的炎症级联
反应是近年来研
究的热点, 有助于
早期预测及时治
疗PEP, 为临床防
治P E P提供新的
思路. 
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Abstract
Endoscopic retrograde cholangiopancreatogra-
phy (ERCP) is an important tool for the diagno-
sis and treatment of pancreatobiliary disease. 
Acute pancreatitis (AP) is the most common 
complication of ERCP. The pathogenesis of post-
ERCP AP has not been completely elucidated. 
Recent studies suggest that inflammatory cy-
tokines play an important role in the evolution 
of AP from mild to severe form. Identification 
of specific proinflammatory markers that can 
rapidly and reliably predict the progression of 
post-ERCP pancreatitis has been a major focus 
of research. Attempts to block the inflammatory 
cascade have been carried out by using an anti-
inflammatory cytokine in some clinical trials. In 
this article, we will review the recent advances 
in understanding the role of cytokines in the 
pathogenesis of post-ERCP AP.

Key Words: Cytokine; Endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography; Acute pancreatitis
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cytokines in the pathogenesis of acute pancreatitis after 
endoscopic retrograde cholangiopancreatography. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 2146-2152

摘要
内镜逆行胰胆管造影术(enoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)是当前诊治
肝、胆、胰疾病的重要手段之一. 急性胰腺炎
是ERCP术后最常见、最严重的并发症, 目前
其发病机制仍未完全阐明. 近年来研究的普遍
共识是炎性细胞因子在轻症胰腺炎向重症胰
腺炎演进过程中发挥了重要作用, 特异性的检
测指标用于预测ERCP术后胰腺炎成了研究的
热点, 试图通过阻断炎症级联反应的抗炎因子
用于预防治疗ERCP术后胰腺炎已进入临床试
验阶段, 本文对这方面的研究进展作一综述. 

关键词: 细胞因子; 内镜逆行胰胆管造影; 急性胰

腺炎

李荣, 韩真. 细胞因子与内镜逆行胰胆管造影术后胰腺炎关系的

研究进展.  世界华人消化杂志  2011; 19(20): 2146-2152

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2146.asp

0  引言

内镜逆行胰胆管造影术(enoscopic retrograde 
cholangiopancreatography, ERCP)自1968年首次

报道以来, 是当前诊治肝、胆、胰疾病的重要

手段之一. 而ERCP术后胰腺炎(post-ERCP pan-
creatitis, PEP)是ERCP术后最常见、最严重的

并发症之一, 文献报道发病率在1%-40%, 随着

ERCP的广泛开展及操作技术的成熟, 在多项前

瞻性研究中其发生率在5%-7%[1-5]. PEP的发生导

致患者住院日的延长, 费用的增加, 甚至危及患

者的生命, 造成医患纠纷, 成为困扰内镜医生的

一大难题. 目前PEP的确切发病机制仍未完全阐

明, 近年来研究的普遍共识是炎性细胞因子在

轻症胰腺炎向重症胰腺炎演进过程中具有重要

作用, 本文将对这方面的研究进展作一综述. 

1  PEP定义

PEP的定义至今仍有争议, 尤其对于有胰性腹痛

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
师 ,  河 北 医 科 大
学第三医院消化
内科
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但血清淀粉酶位于临界高限或者有血清淀粉酶

的升高但腹痛轻微, 不能明确是否为胰性腹痛

者来说, 临床上判断较困难. 目前被多数学者采

用的为1991年Cotton等[6]建议使用的PEP: ERCP
术后当患者有持续24 h以上的胰性腹痛, 同时伴

有血淀粉酶超过正常水平3倍以上时, 便可诊断. 
PEP的严重程度可根据患者住院治疗的天数或

出现的并发症及进行的干预手段来判断. 轻度: 
腹痛并伴有血清淀粉酶在24 h后超过正常值3倍
以上, 需要治疗或延长住院时间2-3 d; 中度: 住
院4-10 d; 重度: 住院超过10 d, 形成坏死或假性

囊肿, 需引流治疗或外科介入. 

2  炎症介质或细胞因子在PEP中的作用

1991年美国危重病医学及胸科学会(A C C P/
SCCM)正式提出了全身炎性反应综合征(sys-
temic inflammatory response syndrome, SIRS)的
概念[7]. 人们逐渐认识到免疫异常在胰腺炎的

病情恶化中起着关键作用. 近年来大量的研究

表明[8,9], PEP时病损的胰腺组织作为抗原或炎

症刺激物激活巨噬细胞等炎症细胞, 释放大量

细胞因子, 并进而通过扳机样作用, 触发炎症

介质瀑布样级联反应. 细胞因子网络和免疫功

能紊乱很可能是PEP易从局部病变迅速发展为

SIRS和多器官功能衰竭综合征(multiple organ 
dysfunction syndrom, MODS)的实质所在. 同时

SIRS的基本病理变化不仅是过度炎症反应, 而
且还伴有内源性抗炎因子过度释放的代偿性抗

炎反应综合征(compensatory anti-inflammatory 
response syndrome, CARS). 促炎因子与抗炎因

子过量均可加重炎性损害, 导致SIRS失控, 对机

体产生危害.

3  促炎因子

3.1 肿瘤坏死因子 肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor, TNF)是一种具有广泛生物学活性的非特

异性炎症介质, 主要分为由活化T淋巴细胞产生

的TNF-β(又称淋巴毒素, lymplotoxin)和活化的

单核细胞产生的TNF-α(又称恶病质素, cachec-
tin). 虽然二者来源不同, 却具有相似的生物学

活性. 急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)时, 胰
酶入血, 胰腺及胰周组织的破坏及并发感染等

原因引起机体免疫系统的激活, 大量炎症介质

的释放. 大鼠和小鼠实验性胰腺炎证实, TNF-α
是最早出现水平增高的炎症介质, 血清中TNF-α
活性的高低与胰腺组织损害程度密切相关. 其

作用机制包括: (1)参与IL-1β、IL-6及TNF-α自
身的生成; (2)促使白细胞活化、黏附、诱导其

脱颗粒, 释放溶酶体; (3)作用于血管内皮, 增加

毛细血管通透性 ,  导致局部缺血和血栓形成 , 
损伤微循环; (4)激活炎症细胞, 上调细胞间黏

附分子1(intercellular cell adhesion molecule-1, 
ICAM-1)和血管细胞黏附分子(vascular cell ad-
hesion molecule, VCAM), 刺激NO和氧自由基生

成; (5)诱导腺泡细胞凋亡, 促使胰腺组织坏死. 
血浆TNF-α水平与AP严重程度呈正相关. 进一

步研究发现, TNF-α可通过2条信号转导途径参

与AP的发病过程: 一是通过酪氨酸激酶-2信号

转导途径, 使富含脯氨酸的酪氨酸激酶-2磷酸

化, 从而破坏细胞骨架结构, 引起胰腺腺泡细胞

凋亡; 二是通过蛋白激酶C信号转导途径, 使核

因子κB(nuclear factor κB, NF-κB)活化, 进而引

起一系列的炎症反应[10,11]. 多项动物实验研究认

为, TNF-α拮抗剂如依那普西、英夫利昔单抗可

使大鼠实验性AP的严重程度减轻改善预后, 可
用于治疗AP[12,13]. 而Buscaglia等[14]对8只犬分两

组, 实验组4只术前1 d使用依那普西进行ERCP, 
对照组4只只进行ERCP, 另有3只犬设为空白对

照, 结果发现仅依那普西组1只犬分别在术后

2 h和术后2 d出现TNF-α轻微的上升, 其余均在

基线, 故认为TNF-α作为早期判断PEP严重程度

的指标不如IL-6、IL-8、IL-10等细胞因子敏感. 
Kilciler等[15]研究发现ERCP术后12 h患者血清

TNF-α在并发PEP组较未并发PEP组明显升高, 
而术前、术后24 h两组差异无显著性. 与此前

Chen等[16]报道的术后8、24 h并发PEP组TNF-α
均显著升高相悖. 因此TNF-α拮抗剂用于预防

PEP仍有待进一步研究. 
3.2 IL-6 IL-6是单核巨噬细胞和血管内皮细胞产

生的重要炎症介质之一. 血清IL-6水平与胰腺的

病理损害程度明显相关, 可作为预测胰腺病理

变化的重要指标, 他的升高程度可以预示AP的
严重性和预后. IL-6能使信号转导子及转录激活

子-3(signal transducer and activator of transcrip-
tion-3, STAT-3)磷酸化, 使之进入细胞核与DNA
结合, 从而调节各种炎症介质(如细胞因子、黏

附分子、NO合成酶和环氧合酶等)的转录, 在
胰腺细胞的凋亡和肺损伤中发挥重要的作用. 
IL-6可以促进单核细胞和中性粒细胞的氧呼吸

爆发; 可以刺激肝细胞产生急性期蛋白, 包括C
反应蛋白、纤维蛋白原; 通过改变胞内G蛋白活

性及上调多形核中性粒细胞(polymorphonuclear 

■相关报道
K i l c i l e r 等 研 究
显 示 ,  血 清 抗 炎
细胞因子 IL-4在
ERCP术后显著降
低, 可与炎症因子
TNF-α、IL-6一起
作为预测 P E P 的
指标.



www.wjgnet.com

2148               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月18日  第19卷  第20期

neutrophils, PMN)功能参与局部胰腺和全身多

器官的损伤[17,18]. 实验证实降低IL-6水平可显著

改善实验动物胰腺的组织学评分. 另外, 血中

IL-6的水平和心血管的功能关系密切. 动物PEP
模型中也证实IL-6的升高水平与病情严重程度

呈正相关[14]. Oezcueruemez-Porsch等[19]评估了94
位行ERCP的患者, 12位发生了PEP, 评价指标有

TNF-α、IL-1、IL-10、IL-6等, 发现只有IL-10、
IL-6与临床症状如疼痛评分、病程有明显关系. 
而Kaw等[20]的研究进一步证实PEP患者的CRP
水平和IL-6水平与PEP的严重程度正相关. 
3.3 IL-8 AP患者血清IL-8浓度升高, 在伴全身并

发症的急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)患者尤为明显, 故又称为中性粒细胞激活

因子或粒细胞趋化因子. IL-1和脂多糖(lipopoly-
saccharide, LPS)是刺激IL-8分泌的主要诱导剂, 
IL-2, IL-7, 细胞集落刺激因子等细胞因子对IL-8
的产生有正调节作用. IL-8的主要功能为趋化多

种细胞参与炎症反应, 特别是能趋化和激活中

性粒细胞, 促使中性粒细胞释放弹力蛋白酶和

呼吸爆发, 产生活性氧(reactive oxygen species, 
ROS), 释放超氧化物、弹性蛋白酶和溶酶体酶

等多种活性物质, 引起组织损伤, 并发症发生. 
Dambrauskas等[21]进行的一项前瞻性调查显示, 
IL-8在AP患者较健康对照组升高, 差异有显著

性, 但其显著性不如IL-6和巨噬细胞移动抑制因

子(macrophage migration inhibitory factor, MIF). 
Blanchard等[22]提出假设细胞因子主要由胰腺实

质产生, 胰管上皮细胞是最有可能被有害因素

造成损伤的细胞. ERCP、胆石通过时均会造成

其损伤. 他们将CAPAN-I、CAPAN-2细胞与内

毒素或TNF-α一起培养孵育, 取上清液用ELISA
分析 ,  发现其产生的主要细胞因子有I L-1、 
IL-6、IL-8电泳迁移率分析证明细胞NF-κB的

活性增强. 研究者发现细胞产生的IL-1并不多. 
内毒素与TNF-α刺激后CAPAN-1细胞均能产

生IL-6与IL-8, 并且呈浓度相关性, 而CAPAN-2
细胞只对TNF-α反应产生浓度依赖性的IL-6与
IL-8. 从这些发现可以推测胰管细胞通过产生大

量的细胞因子在胰腺炎的发病机制中起着重要

的作用. 另外, Novovic等[23]在酒精和胆结石诱

导的AP炎症介质的研究中发现, 胆结石诱导的

AP患者, 轻症AP(mild acute pancreatitis, MAP)
患者IL-8水平远远低于SAP患者; 而在MAP, 酒
精性AP要比胆石症诱导的AP患者拥有更高的

IL-8水平. 以此为依据, 以人群为基础的调查研

究发现IL-8血清值对病因学存在显著影响, 即个

体循环中增加的IL-8水平与其酒精消耗量水平

成比例关系, 因此也就能解释为何酒精性AP患
者拥有更高的IL-8水平, 也证实了IL-8与急性肝

损伤有关. 我国台湾学者对78例行ERCP治疗的

患者进行了前瞻性的研究发现, 并发PEP的患者

血清IL-6、IL-8水平在ERCP术后8、24 h较未并

发AP组显著升高, 但其预测病情严重程度不如

IL-6[16]. 
3.4 IL-18 IL-18是驱使辅助性T淋巴细胞(helper 
lymphocytet 1, Th1)细胞反应的细胞因子, 主要

由单核巨噬细胞产生, IL-18通过CD8+淋巴细胞

浸润胰腺表达, 利用白细胞黏附内皮, 因而刺激

ICAM-1和E选择素, 其主要功能之一是刺激Th1
细胞因子的合成, 特别是IL-1β、IL-8和TNF-α
的合成, 可以与IL-1β、TNF-α相互诱生, 上调

黏附分子ICAM-1、VCAM的表达: 诱导IL-8、
单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemoattractant 
protein-1, MCP-1)和巨噬细胞炎性蛋白-1(mac-
rophage inflammatory protein, MIP-1)的表达; 上
调NF-κB的表达和活性, 并能特异抑制IL-10的
释放, 引起炎症级联反应, 参与中性粒细胞的黏

附、渗出, 加重炎症反应并引起内皮细胞损伤, 
导致毛细血管渗漏, 间质水肿和微循环障碍, 造
成肺部及全身性组织损害. 在此过程中, 也启动

了抗炎细胞因子的释放, 形成代偿性抗炎性反

应综合征. 他们之间的对抗决定着SAP中多脏

器功能不全发生与否. 在SAP的早期, 炎性细胞

因子的增高更为明显, 更容易发生SIRS, 导致

MODS的发生. SAP与脓毒症都有SIRS这一病

理生理过程, 国内学者在对脓毒症的研究中发

现IL-18水平可作为早期判断SIRS的指标, 是一

种有价值的免疫学监测指标,并且在AP相关肝

损伤时表达上调[24-26]. AP时, ICAM-1在中性粒

细胞和单核巨噬细胞的表达增加, 黏附分子数

量的增加先于呼吸窘迫综合征(acute respiratory 
distress syndrome, ARDS)肺部浸润的发展, 可以

导致内皮功能障碍, 决定中性粒细胞和单核细

胞在毛细血管表面的渗透性. Kast等[27]研究认为, 
IL-18是AP时胰腺损伤和全身并发症, 如低血压

和多脏器功能障碍的炎症介质之一. 因此IL-18
是胰腺炎时非常重要的指标之一, 主要表现在: 
(1)许多其他炎症介质是继IL-18之后产生的; (2)
许多药物前临床试验和实验研究显示能降低活

化IL-18的形成; (3)AP早期死亡的原因多是由于

SIRS, 而IL-18是一个重要的驱动力. 同时, AP患

■创新盘点
本文阐述了 P E P
发病过程中炎症
因子和抗炎因子
的变化水平, 探讨
了如何在发病早
期维持二者的平
衡, 从而阻断瀑布
样炎症反应, 达到
预防和治疗 P E P
的作用. 
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者同慢性胰腺炎患者相比, IL-18值呈5倍增加, 
且腹水含有大量的IL-18, 胰腺组织免疫组织化

学也显示IL-18增加. 随着IL-18水平升高, 多器

官功能障碍变得越来越普遍, 其水平大致与AP
的严重性成比例. 但目前难确定的是IL-18的增

高是否预示着临床病情恶化及其与PEP的关系

仍有待进一步研究. 
3.5 血小板活化因子 很多血管活性物质如血小

板活化因子(platelet activating factor, PAF)、内

皮素(endothelin, ET)、缓激肽等均在胰腺微循

环障碍中发挥着重要作用. PAF作为AP最关键

的强效脂质性炎症介质, 在加重胰腺微循环障

碍, 诱导胰腺持续缺血、坏死的同时, 又在促进

急性炎症反应中起到了中心枢纽的作用. PAF
介导AP的机制可能是: (1)活化血小板, 促使血

小板黏附、聚集和血栓形成, 导致胰腺的血流

灌注不足, 胰腺微循环障碍, 继而缺血、缺氧、

坏死; (2)刺激其他细胞因子及炎症介质, 并形成

细胞因子间网络调控, 加重组织破坏; (3)导致胰

腺内游离Ca2+水平升高, 损伤细胞, 促进胰酶分

泌和活化; (4)损伤肠道屏障, 导致细菌易位, 诱
发肠源性感染和内毒素血症; (5)启动和促进中

性粒细胞与内皮细胞间的相互作用, 促进中性

粒细胞和淋巴细胞进入组织间隙; (6)与中性粒

细胞表面受体结合, 激活其氧化代谢功能, 释放

超氧化物, 促进白细胞黏附和聚集; (7)具有类

似乙酰胆碱的作用, 增加胰酶分泌[28]. AP时PAF
增加血管的通透性, 液体渗出, 导致浆膜腔积

液, 血容量不足, 引起低血压、休克, 循环障碍, 
肾脏血流量减少, 导致肾前性急性肾衰; 肺脏

毛细血管通透性增加, 液体渗出, 导致肺间质水

肿, ARDS的发生; 脑血管通透性增加, 引起脑水

肿, 颅内压增高, 诱发胰性脑病的发生; 肠道的

微循环屏障破坏, 导致细菌易位, 菌群失调; 微
循环障碍又进一步刺激PAF的产生, 加重病情的

发展. 实验研究发现血小板活化因子受体拮抗

剂(platelet-activating factor receptor antagonists, 
PAF-RA)可减少局部器官和全身炎症反应, 预防

性使用PAF-RA可减轻PAF介导的炎症损伤和改

善AP预后[29]. 可能也是NSAIDs用于预防PEP作
用机制之一[30]. 而一项多中心的随机双盲安慰剂

对照实验却发现, 使用重组的血小板活化因子

N-乙酰水解酶(recombinant PAF acetylhydrolase, 
rPAF-AH)并不能使高危患者PEP发生率减少[31]. 
3.6 MIF MIF在1966年作为来源于活化的T淋巴

细胞的具有阻止巨噬细胞在炎症部位自由移

动功能的细胞因子被首次发现. 一些研究表明, 
MIF在严重感染性疾病(如败血症)的发病过程

中发挥着重要作用, 是先天性免疫和获得性免

疫的重要调节因子, 是宿主抵抗致病微生物免

疫防御系统和应激反应系统中不可缺少的成员, 
且MIF具有细胞因子、激素、酶三重功能, 在各

种细胞如单核细胞、巨噬细胞、T淋巴细胞、

垂体促肾上腺皮质细胞及上皮细胞中表达, 对
糖皮质激素具有拮抗调节作用, 参与宿主免疫

及炎症反应[32,33]. 最近, MIF在许多炎症性疾病

发病过程中的作用被陆续发现, 在许多疾病如败

血症、风湿性关节炎、支气管哮喘中血清MIF
含量升高, 而且有报道发现MIF含量在ARDS患
者的血清及气管肺泡灌洗液中升高, 给予抗MIF
抗体可提高实验动物败血症模型的生存率[34,35]. 
MIF作为先天性免疫和获得性免疫的重要调节

因子, 在免疫过程中, 不仅有抑制巨噬细胞游

走、黏附、吞噬和聚集的功能, 还促进其在炎

症局部浸润、增生、激活, 通过调节细胞信号转

导, 促进某些细胞因子的表达同时使NO释放增

加和A2的表达增强, 产生促炎作用. Sakai等[36]在

研究MIF与急性胰腺炎关系时发现: 在牛磺胆酸

大鼠胰腺炎模型(TCA胰腺炎)的血清及腹水中

MIF含量迅速升高后缓慢下降, 蛙皮素所致大鼠

胰腺炎模型的腹水中MIF低水平升高, MIF含量

在TCA胰腺炎肺组织中升高, 但在胰腺和肝脏

含量无变化, 用预防性的抗MIF治疗可明显TCA
胰腺炎大鼠生存率, SAP患者的血清MIF水平明

显高于MAP患者及健康人群, 因此他们认为MIF
与重症急性胰腺炎及其肺损伤相关. 梁勇等[37]

比较了急性水肿性胰腺炎(acute edematous pan-
creatitis, AEP)大鼠与急性坏死性胰腺炎(acute 
necrotizing pancreatitis, ANP)大鼠血清MIF水
平发现各时点ANP组血清MIF水平都明显高于

AEP组, 表明MIF水平可能与疾病严重程度相关. 
Dambrauskas等[21]对108例发病72 h内的诊断为

AP的患者进行了前瞻性的研究, 检测了25种不

同的炎症因子或炎症介质的mRNA的表达并与

18名健康人作对照, 发现AP时多种炎症介质升

高, 而IL-6和MIF在两组中差异最显著, 提出了

可将IL-6和MIF作为早期评价AP严重程度的指

标的设想. 但MIF在PEP中的表达目前知之甚少, 
有待我们进一步研究. 
3.7 其他促炎因子 如黏附分子、内皮素、NO、

IL-12、干扰素-γ等均在AP的发生发展过程中发

挥不同的作用, 而他们在PEP中的作用也将是我

■应用要点
结合其他临床指
标, 细胞因子可作
为敏感指标早期
预测PEP, 进而对
高危人群早期干
预. 而且, 炎症因
子拮抗剂及抗炎
因子也是未来防
治PEP的方向. 
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们今后研究的方向. 

4  抗炎因子

4.1 IL-10 IL-10是一种单键糖蛋白, 主要由Th2
细胞产生 ,  是一种重要的内源性抗炎细胞因

子, 能抑制单核巨噬细胞合成和表达TNF-α、
IL-1β、IL-6及IL-8等, 减轻组织炎症; 并能抑制

Thl细胞产生干扰素-γ, 抑制免疫反应. 在SAP
时, IL-10主要功能是抑制单核-巨噬细胞释放

促炎细胞因子, 在阻止该病发展、判断预后及

治疗中发挥着重要作用. Kaya等[38]的研究结果

表明, 血清IL-10浓度能够反映AP的严重程度, 
IL-10是一个早期预测AP预后的有用变量. SAP
患者血清IL-10浓度降低提示免疫系统应答反

应减弱, 增强IL-10的释放是AP早期治疗的一种

方法. 康迎新等[39]的研究证实, 在AP患者, 血清

TNF-α、IL-10、IL-18均于起病第1天内升至较

高水平, 随着治疗呈下降趋势. MAP组于第10天
降至正常水平. 血清IL-10在MAP组中最高, 血清

TNF-α、IL-18在SAP组中最高. 在SAP组中, 作
为促炎性细胞因子TNF-α、IL-18释放过度, 而
作为抗炎性细胞因子IL-10相对不足, 更易导致

炎症反应综合征的发生; 而在MAP组中, IL-10
在初期即达到高峰, 在促炎与抗炎中更易达到

平衡状态 .  炎症反应综合征发生的几率降低 . 
Devière等[40]的研究发现使用IL-10可以减轻PEP
的发生率, 而Sherman等[41]却认为IL-10不能用于

预防PEP且使风险增加, 导致免疫抑制, 出现二

次感染. 
4.2 IL-4 IL-4主要由Th2细胞产生, 是一种抗炎

细胞因子, 能够阻止巨噬细胞的聚集和激活, 阻
止TNF-α和IL-1β的产生, 增强IL-lβ受体拮抗剂

的表达. Zhang等[42]发现, 在大鼠SAP造模前给予

IL-4能增强胰腺衰变加速因子(decay accelerat-
ing factor, DAF)和同源性限制因子(homologous 
restriction factor, HRF)的表达, 造模后给予IL-4
能增强DAF表达, 无论在SAP造模前还是造模

后给予IL-4, 胰腺坏死程度均显著减轻, 提示

IL-4能通过增强胰腺内DAF和HRF的表达来控

制SAP的恶化和减少胰腺坏死. Shen等[43]监测

了62例SAP患者入院第3、7、14 d的促抗炎因

子水平, 发现出现感染及MODS患者血清IL-4、
IL-10水平在第3、7天缓慢上升, 第14天达峰值, 
而TNF-α、IL-6在第3、7天显著上升, 第14天几

乎耗尽, 因而认为, IL-4、IL-10等抗炎因子的大

量释放导致SAP后期免疫失衡, 致使CARS的发

生, 二次感染的出现. Kilciler等[15]监测了45例行

ERCP治疗患者(其中7例并发了术后胰腺炎)的
血清IL-4、TNF-α、IL-6、IL-2水平, 发现术后

24 h并发PEP组IL-4水平较未并发PEP组显著降

低, 而IL-2在术前术后无显著差别, 并认为IL-4
可以同TNF-α、IL-6一起用于实验室监测PEP的
指标. 
4 . 3  其他抗炎介质  其他如瘦素、血晶素、

IL-2、IL-11等均在AP发生发展过程中发挥着重

要的抗炎作用, 而在PEP发病及治疗过程中的作

用, 目前研究甚少, 仍有待于进一步探讨. 

5  结论

虽然PEP的发病机制尚未明确, 但细胞因子所介

导的炎症级联反应发挥了重要的作用, 并由此

产生了炎症放大效应导致SIRS和MODS的发生

以及促抗炎因子的失衡导致CARS, 二次打击的

出现. 目前促炎因子拮抗剂以及抗炎因子预防

治疗PEP疗效以及能否用来预测PEP仍有争议, 
主要可能是由于不同的病理阶段不同的细胞因

子起主导作用, 而且各种因子之间的相互作用

十分微妙、复杂, 单单针对一种因子的监测和

治疗, 无法平衡整个细胞因子网络, 以及如何选

择合适的监测及治疗时机也是问题. 因此, 如何

维护促抗炎因子的平衡及其在PEP中的作用仍

有待进一步研究. 
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Abstract
Ulcerative colitis (UC), one of non-specific 
chronic inflammatory conditions of the gastroin-
testinal tract with unknown complex etiology, is 
a chronic inflammatory bowel disorder charac-
terized by diffuse mucosal inflammation of the 
colorectum with exacerbations and remissions. 
Nowadays, the diagnosis of UC is based mainly 
on symptoms, endoscopic findings, and histo-
pathologic grading of biopsy specimens. How-
ever, there is a lack of a gold standard for the 
diagnosis of UC. Endoscopy is the cornerstone 
for diagnosis and evaluation of UC and plays a 
significant role in diagnosis, evaluating disease 
activity, malignancy surveillance and treatment. 
Over recent decades, the emergence of new 
imaging techniques, including endoscopic ultra-
onography, chromoendoscopy, magnification 
endoscopy, narrow-band endoscopic imaging, 
and laser scanning confocal microendoscopy, 
has provided a great boost to endoscopic diag-
nosis and treatment of UC. In this article, we 
will review the recent advances in endoscopic 
diagnosis and treatment of UC.

Key Words: Ulcerative colitis; Endoscopy; Diagno-

sis; Treatment
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摘要
溃疡性结肠炎是一种病因尚未明确的肠道非
特异性炎症性疾病, 病情可反复发作、迁延不
愈, 其临床表现无特异性. 目前溃疡性结肠炎
的诊断是基于临床表现、内镜、组织学等检
查, 尚无诊断的金标准. 内镜在溃疡性结肠炎
的诊治中占有重要的地位, 对该病的诊断、疾
病活动性、癌变监测以及治疗均有重要意义. 
近年来超声内镜、放大色素内镜、窄谱内镜
及激光共聚焦显微内镜等新的内镜技术为溃
疡性结肠炎的诊治开阔了新的天地. 本文就内
镜在溃疡性结肠炎诊治中的应用进行综述.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病

因尚未明确的肠道非特异性炎症性疾病, 与克

罗恩病(Crohn's disease, CD)统称为炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD). UC是一种慢

性进展性疾病, 病情可反复发作、迁延不愈, 其
临床表现无明显的特异性, 临床诊断和治疗较为

复杂, 被世界卫生组织公认为难治愈的疾病之

一, 亦是结肠肿瘤发生的主要威胁因子之一. 在
过去的几十年里, IBD的发病率发生了许多改变, 
以往西欧和北美地区发病率较高[1], 其UC和CD
每年发病率分别为10-20/10万和5-10/10万患病

率100-200/10万和50-100/10万. 但现在这些地

区的发病率趋于稳定甚至有所降低[2]. 然而, 在
以往低发的东欧及亚洲地区的发病率却在逐年

上升[3]. 我国从1990年至今, IBD的发病率增高

了近4倍[4]. 1981-2000年共计报道UC病例10 218
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例, 近10年该病报道数上升3.1倍, 2003年总住

院患者中UC患者构成比为1990年的2.8倍[5]. 欧
阳钦在回顾了3 354篇相关文献后发现, 在报道

的143 511例次IBD中, 以UC占明显优势, UC∶
CD = 42.1∶1[6]. 近年来UC已成为消化系统常

见疾病和慢性腹泻的主要病因, 患者多为青壮

年, 给社会生产力和个人生活质量带来极大影

响, 引起了各界高度重视. 目前UC的诊断是基

于临床表现、内镜、组织学的结果, 尚无诊断

的金标准[7]. 内镜在UC诊治中占有重要的地位, 
应用肠镜作全结肠和回肠末段检查, 并取活组

织检查, 可确定病变的范围和评价其严重性. 其
次, 肠镜还可以监测U C相关性肿瘤的发生发

展. 另外, 在息肉及肿瘤的切除等治疗中也起着

至关重要的作用. 近年来超声内镜(endoscopic 
ultrasonography, EUS)、放大色素内镜, 窄谱

内镜(norrow-band endoscopic imaging, NBI)及
激光共聚焦显微内镜(laser scanning confocal 
microendoscopy, LSCM)等新内镜技术的发展为

UC的诊治开阔了新的天地. 本文就肠镜在UC的
诊治中的应用进行综述.

1  内镜在UC诊断中的应用

虽然生物化学分析, 蛋白质组学及基因检测正

在成为IBD的诊断热点[8], 而且肠镜所获得的信

息在UC的诊断中不能起到确诊的作用, 但UC在
内镜下仍有一定的特点, 内镜在UC的诊断中仍

然具有重要的价值. 
1.1 普通电子结肠镜下UC的表现 电子肠镜在

UC的诊断依据中占有重要的地位, 应用肠镜作

全结肠和回肠末段检查, 并取活组织检查, 可确

定病变的范围和评价其严重性[9], 并可根据结肠

镜下表现将病变进行分级: 0级为黏膜正常; 1级
为黏膜血管充血、水肿、血管模糊; 2级为接触

性出血; 3级为自发性出血; 4级为溃疡形成[10]. 
1.2 超声内镜 肠镜、钡灌肠及活检等诊断方法

只能观察UC累及肠黏膜表面的变化, 而不能细

致评价由于炎症、水肿、萎缩或纤维化而导致

的肠壁结构的变化. EUS能清晰地显示消化系

管壁的内部结构, 其影像表现与很多消化系疾

病在解剖学上及病理组织学方面有很高的一致

性[11]. UC在EUS上呈现的连续、对称、均匀的

肠壁增厚特点, 明显有别于CD、肿瘤等所引起

的肠壁改变, 是一个非常有价值的鉴别诊断征

象[12]. 在Yoshizawa等[13]的研究表明EUS诊断UC
肠壁的炎症波及深度与组织学所见符合率高达

90%(45/50), 因而认为EUS是一种有效的诊断工
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具. EUS不仅可以从水平方向显示UC的病变广

度范围, 还可以显示病变侵袭肠壁垂直方向的

深度范围, 其对炎症侵袭肠壁程度的判断与病

变的严重程度相一致, 因而有助于临床对病情

及预后的判断和治疗方案的选择[14]. 
1.3 放大和染色内镜 放大肠镜结合色素内镜对

于微小病变的诊断价值明显优于普通肠镜. 近
年来由于变焦放大肠镜技术的进步, 放大倍数

可提高到100倍, 结合色素已能清晰地观察病

变表面微细结构和腺管开口, 根据腺管开口的

变化可得到一种客观的诊断依据. Fu j iya等[15]

的研究显示, 根据Matts分型[16], 普通肠镜检查

中, Matts 1级和Matts 3级或Matts 4级区域, 肠镜

评级与病理分级相符, 但Matts 2级的肠镜评级

却与病理分级相差甚远, 病理检查有静止期也

有活动期. 普通肠镜能清楚分辨正常和受损黏

膜, 但在现实微小病变方面却略显不足[17]. 相比

之下, 对于微小病变放大肠镜有更高的检查率

(82.2%)而且与病理检查有更高的符合度(普通

肠镜r  = 0.665, 放大肠镜r  = 0.807)[15]. 
1.4 黏膜活检 内镜活检作为肠镜大体形态的补

充有较大价值, 尤其是多块、深凿活检及靶向

活检可能会提供更多有利于UC的诊断信息, 并
弥补内镜检查可能会漏诊的一些黏膜病变, 随
着结肠镜对UC窥视下和活检病理形态改变的认

识不断加深, 人们开始重视肠黏膜活检病理诊

断应用价值, 并倾向将结肠黏膜活检列为诊断

UC的标准之一[18].

2  肠镜在评价疾病的活动性和程度中的作用

UC是一种慢性进展性疾病, 病情可反复发作, 迁
延不愈. 因此, 影响治疗方案选择的一个重要因

素是对疾病活动性的评价. 因其简便性及无创

性, 据患者症状的临床标准被广泛应用. 然而单

以临床标准评估处于静止期的患者, 有40%的患

者在一年内复发[19]. 因此, 更为客观的评价标准

需要被应用以确保评估的准确性. 黏膜病理检

查分级作为评估的金标准能较好的反映出UC
的临床特征和内镜下表现, 能较好地评估疾病

的严重性和活动性[16]. 虽然肠镜检查是一种简

便有效的评价方法, 但其与病理检查的符合度

仍存在诸多争议. 在临床上, 患者症状表现不明

显或经治疗后症状缓解的患者其肠道黏膜的炎

症仍可持续存在, 普通肠镜检查可能无阳性发

现但病理检查仍提示疾病处于活动期[20]. Fujiya
等[15]提出了一种关于UC的放大肠镜分类标准
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在评估疾病活动性和预测复发中有很好的实

用性, 其中上皮细胞微小病变(minute defects of 
epithelium, MDE)预示着UC在短期(6 mo)内可

能复发, 是一个独立的危险因素(OR  = 0.24, 95% 
CI: 0.072-0.801), 早期诊断为MDE的患者比未

诊断为MDE的有更高的累及复发率(P <0.01). 相
似的, 在Nishio等[21]的一项涉及113例缓解期UC
患者的研究表明放大肠镜的分级评估在预测疾

病复发中有重要作用, 在1年的随访期内放大肠

镜分级为1、 2、 3、4级患者的复发率分别为

6%、21%、43%、60%. 
NBI和LSCM检查在UC活动性评估中也有

参考价值. 窄带内镜可依据炎性反应累及的深

度对UC进行临床评估: 疾病轻度活动期时, 炎性

改变的肠黏膜在NBI下显示为茶褐色, 这种颜色

的改变与活动期黏膜或出血在窄波光照射下被

血红蛋白强烈吸收有关. 缓解期时NBI可清晰观

察到绿色深层血管和褐色浅层血管, 或浅层黏

膜微血管不清楚, 血管呈蜂窝状[22]. 激光共聚焦

内镜检查中, 正常结肠黏膜的隐窝小而圆, 排列

有序, 黏膜腺体呈小圆状; UC缓解期黏膜隐窝小

而圆, 排列轻度紊乱, 隐窝黏膜腺体固有层可见

少量炎症细胞和微血管; 活动期UC隐窝较大, 形
态各异, 排列明显异常, 有时不易辨认, 黏膜固

有层可见大量炎症细胞和微血管[23].

3  肠镜在监测UC相关性结直肠肿瘤的作用

3.1  U C相关性肿瘤的发生率  自从C r o h n和
Rosenberg[24]在1925年报道了首例UC并发结肠

癌之后, UC与结肠癌的关系逐渐引起人们的重

视并进行了大量的相关研究. UC相关性结直肠

癌(ulcerative colitis associated colorectal cancer, 
UCACRC)发生发展过程中的分子生物学变化

目前仍不清楚, p53 , k-ras基因突变, 微卫星不稳

定性(microsatellite instablity, MSI)在其发展中可

能是一早期事件, 炎症活动可能是启动或促进

肿瘤发生的因素之一[25]. Eaden等[26]开展的Meta
分析发现UC发生结肠直肠肿瘤的危险是其他疾

病的4-10倍, 比例约为3.7%. 危险因素主要有病

程长短、病变累及范围、初发年龄、炎症严重

度、合并原发性硬化性胆管炎(primary sclerosing 
cholangitis, PSC)、吸烟等, 病程和累及范围是

最确定的因素. 病程少于8-10年的U C很少发

生结肠直肠肿瘤, 超过8-10年的每年危险增加

0.5%-2%, 病程超过10年的每年危险增加2%, 超
过20年每年危险增加9%, 超过30年每年危险增

加19%. 广泛性结肠炎的癌变危险率高于直肠炎, 
炎症仅局限于直肠时癌变发生率为1.7%、炎症

波及左半结肠时癌变发生率上升至2.8%、而当

炎症波及全结肠时癌变发生率高达14.8%, 炎症

波及的范围与癌变的危险性成正比[27]. 一项回顾

性病例对照研究发现结肠镜及组织学炎症积分

与结肠直肠肿瘤形成有较高的一致性, 认为UC
炎症严重度是结肠直肠肿瘤形成的重要决定因

素[28]. 但Lakatos等[29]在2008年关于UCACRC的
危险因素的研究中指出UC炎症严重度在肿瘤形

成上的重要性尚无定论. 多数研究证实合并PSC
的UC有较高形成结肠直肠肿瘤的危险, 随访研

究报道UC伴发PSC发生结肠肿瘤的累计危险率

10年为25%[30]. Rutter等[28]研究也支持PSC是独

立危险因素. 发病年龄也是一个存在争议的危险

因素, Ekbom等[27]认为起病年龄小于15岁是一个

独立的危险因素, 起病小于15的患者病程持续35
年发生CRC的累积危险率为40%, 但起病年龄为

15-39岁, 累积的危险率只有25%. Eaden的Meta
分析也支持这一结论. 但Lakatos等和Karvellas等
研究却不赞同这一观点[31,32]. 
3.2 UC相关结肠直肠肿瘤的结肠镜监测的意义 
减少UC相关性结肠癌的关键是通过肠镜监测

早期发现和治疗癌前病变或者预防性结肠切除

及药物预防. 对于存在结肠直肠肿瘤危险因素

的UC患者结肠镜监测是阻止UC发生结肠直肠

肿瘤的有效手段, 早期诊断和治疗结直肠癌前

病变能阻止其向浸润性癌发展, 使发生结直肠

癌的危险性降低50%-90%[33]. 未行结肠镜监测

的UC患者发生UC相关结肠直肠肿瘤5年生存

率与散发性结肠直肠肿瘤相似, 而进行监测者

可延长其存活期. L im和Axon[34]的研究也支持

对长期广泛的缓解期UC患者进行结肠镜监测, 
认为早期发现和切除异型增生相关病变/包块

(dysplasia-associated lesion or mass, DALM)或高

度异型增生(high-grade dysplasia, HGD)可改善

患者的预后. 目前监测的效果仍然受到置疑, 在
一项涉及1 916例UC患者的检测研究中, 发现的

92例CRC, 几乎一半是Dukes'C或Dukes'D, 只有

12% CRC在监测的早期被发现[35]. 尽管如此, 近
年来流行病学资料证实UCACRC发病率逐渐降

低, 广泛的缓解期内镜监测可能是引起这种变

化的一个原因[36].
3.3 UC相关性结肠直肠肿瘤的肠镜监测方法 总
结美国[37]和欧洲[38]炎症性肠病协会的监测建议

将UC患者结肠镜监测的指南要点如下: (1)应
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在疾病的缓解期进行结肠镜筛查; (2)应在发病

后的8-l0年进行结肠镜的筛查并且明确病变的

范围; (3)乙状结肠炎8-10年后、左侧结肠炎在

15-20年后进行监测, 监测期限为全结肠炎8年, 
左半结肠炎12-15年; (4)由于癌症发生的危险随

着时间呈现指数变化, 因此监测的间隔应该随

时间而缩短. 比如乙状结肠炎, 在第2个10年应

每3年1次, 第3个l0年应每2年1次, 第4个l0年应

每年1次; (5)可疑结肠病变区域应每10 cm随机

取2-4块活检标本, 活检位点越多发现异型增生

的敏感性就越高; (6)伴有PSC的患者有高度的

危险, 应该每年进行结肠镜筛查. 在最近的一项

Meta分析中发现低度增生不良的患者有比正常

人群高9倍的风险发展为CRC, 12倍风险发展为

的腺瘤[39]. 日本Abe等[40]的研究分别对平坦型、

凹陷型、隆起型结直肠息肉的临床病理学特征

进行了描述, 发现平坦型病变和凹陷型病变较

隆起型病变更易发生癌变, 因此平坦型低度增

生不良的患者需要进行3-6 mo每次重复活检或

者预防性结肠切除, 而高度平坦型增生不良或

者腺瘤应实施预防性结肠切除术. 隆起型病变

被认为是DALM, 他是预防性结肠切除的绝对适

应证[41]. 
3.4 肠镜检查方法在监测中的应用

3.4.1 放大及染色内镜: 部分结直肠癌可能原位

发生于扁平或凹陷型病灶的基础上[42]. 在普通内

镜下往往仅有不明显的微细改变, 放大色素内

镜的应用有助于提高其检出率. Fu等[43]报道同

时使用放大内镜和色素内镜鉴别肿瘤性和非肿

瘤性结直肠病变的准确性高达95.6%, 而仅使用

色素内镜和常规内镜的准确性分别为89.3%和

84.0%. Matsumoto等[44]的研究表明放大色素内

镜对判断病灶性质及其浸润深度有更高的准确

性, 能提高活检病理诊断的准确性. 目前随机活

检受到越来越多的质疑. Rutter等[45]和Rubin等[46]

的研究证实, 未合并PSC的患者肠镜检查能发现

77.1%-77.3%的增生不良和88.9%-100.0%的癌, 
另外随机活检的覆盖面也只占整个肠道的1.0%, 
因此增加随机活检难以接受. Hurlstone等[47]在比

较放大染色内镜指导的靶向活检或随机活检的

准确性的研究中发现, 在350例患者中, 靶向活

检发现了69例增生不良, 而随机活检只发现了

24例(P <0.001), 靶向活检的准确性提高了3-4.5
倍. Rutter等[48]的研究也证实了靶向活检比随机

活检有更高的准确性. 事实上Marion倾向于将放

大染色指导下的靶向活检作为增生不良的标准

监测技术[49]. 因此, 随着放大色素内镜的普及应

用, 活检病理诊断的准确性有望进一步提高. 
3.4.2 NBI和LSCM: NBI是一种对黏膜表浅病变

的诊断具有潜在应用前途的新技术, 是一种新

颖的、非侵入性的光学技术, 该系统适用于检

测早期黏膜病变[50]. Machida等[51]在一项队列研

究中测试了结肠NBI的可行性, 腺体分型使用

Kudo分型[52], 证明NBI比传统内镜可以更好的显

示腺体类型, 但不如色素内镜. 但NBI内镜通过

更好的观察黏膜颜色和血管网, 在区分肿瘤性病

变和非肿瘤性病变的敏感性和特异性与色素内

镜相等(敏感性l00%, 特异性75%), 明显优于传

统结肠镜(敏感性83%, 特异性44%). NBI和放大

色素内镜的腺体分型的总体一致性高达84%, 尤
其在II、III、IV和V型病变中有高度一致性[44]. 

LSCM技术作为一种全新的诊断工具, 因可

逐层获得组织光学横断面的共聚焦图像, 常被

称为“光活检”[53]. Kiesslich等[54]首先开展了在

结直肠癌患者体内进行LSCM研究, 采集69例患

者390处病灶的13 020帧共聚焦图像, 与病理活

检相比, 其对结直肠黏膜肿瘤性病变的预测准

确率达99.2%, 敏感性97.4%, 特异性99.4%, 说明

LSCM检测结直肠肿瘤病变的准确性和可行性

较高. Hurlstone等[55]的研究中40例患者先行色

素内镜定位后接受LSCM检查, 结果显示共检出

39例患者的162个病变组织, 与活检结果相比, 
其对上皮内瘤变的诊断敏感性97.4%, 特异性

99.3%, 准确性99.1%. 表明LSCM在UCACRC监
测中有较高的应用价值.

4  息肉及肿瘤的内镜下治疗

近年来随着内镜技术的进步, 内镜下黏膜切除

术(endoscopy mucosal resection, EMR)和内镜黏

膜下层剥离术(endoscopic submucosal dissection, 
ESD)逐渐成为一种切除消化系癌前病变与早期

癌的一种标准微创治疗手段, 随着癌前病变与

早期癌检出率的升高, 同时用于EMR与ESD的

附件与技术也在不断的完善与提高, 这为内镜

下肿瘤的治疗提供了广泛前景. Kita等[56]开展的

一项对于大肠侧向发育肿瘤的ESD研究显示, 对
于>2.0 cm的肿瘤, ESD的完整切除率为77%. 当
病变范围较大时(>2.0 cm), ESD切除的结直肠侧

向发育肿瘤和局部肿瘤残留率优于EMR分次逐

块切除, ESD和EMR复发率分别为2%和35%[57]. 
意大利学者Kurihara等[58]总结250例内镜下息肉

电凝切除术的经验, 也认为内镜治疗是最佳手
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段, 安全有效, 并发症少, 对一些早期癌通过内

镜技术可治愈. 目前普遍认为几乎所有结直肠

癌均通过腺瘤演变而来, 结直肠腺瘤作为一种

癌前病变已经得到公认[59]. 早期发现结直肠息

肉癌变, 是改善结直肠癌预后的有效途径. Meta
分析[60]证实EMR是治疗结直肠腺瘤的有效的手

段(OR = 0.5866, 95%CI: 47.14-69.71), 可免行外

科手术而达到根治的目的. EMR和ESD的主要

并发症为出血和穿孔, 均可在内镜下处理[61,62]. 
EMR术前常规应用EUS探查消化系浅表肿瘤, 
特别是早期恶性肿瘤浸润深度, 能较准确的判

定病变的分期, 排除不适宜切除的黏膜下浸润

病变, 预测EMR治愈早期癌的可能性并提高了

EMR操作的安全性[63]. 

5  结论

内镜在UC的诊治中占有重要的地位其对该病

的诊断、疾病活动性判断、癌变监测及治疗均

有重要意义. 新的内镜技术在UC的诊治中也发

挥了积极的作用. 内镜检查黏膜愈合是判断药

物治疗有效的重要手段. 然而, 内镜检查诊断与

病理学诊断的符合度仍然受到广泛争议, 需要

引入更准确的内镜下病变评分系统. 发现癌前

病变后内镜切除成为首选, 但是受到位置、形

状、大小和深度的制约, 安全有效的工具和技

术需要逐步发展完善. 近年来消化内镜技术的

迅速发展, 日新月异的新内镜诊治技术改变了

传统的理念和促进了跨领域的实践. 内镜作为

诊断和治疗手段将会越多越广地被应用于临床, 
尤其是新内镜技术会更广地应用于消化系肿瘤

的早期诊断和内镜下微创治疗、小肠疾病的诊

治以及中晚期恶性肿瘤的内镜下微创姑息治疗

等极为广阔的领域, 随着内镜的更进一步发展, 
有望开辟更加微创, 简便和安全治疗的新篇章.
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■背景资料
AnnexinA1是膜联
蛋白超家族中的
一员, 他在生物体
内发挥着重要的
生物学功能, 参与
细胞信号转导、
细胞增殖、分化
及凋亡等多种生
命过程, 其表达在
多种类型组织的
癌前病变及肿瘤
组织中与相应的
正常组织中相比
均有明显差异, 与
肿瘤的发生、发
展以及侵袭转移
等密切相关.
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Abstract
Annexin A1 is a member of the annexin family 
of calcium-dependent phospholipid-binding 
proteins and participates in many important life 
processes, such as cellular signal transduction, 
proliferation, differentiation and apoptosis. Re-
cent studies have shown that the expression lev-
els of annexin A1 vary among different tumor 
tissues and different tumor subtypes and may be 
associated with the development, invasion and 
metastasis of malignant tumors. Understanding 
the relationship between annexin A1 and tumors 
has important implications for the early diagno-
sis and treatment of tumors.

Key Words: Annexin A1; Gastrointestinal cancer; 
Invasion

Zhang XN, Zhang XY, Cao XH. Advances in understanding 
the relationship between annexin A1 and gastrointestinal 
cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 
2160-2165

摘要
膜联蛋白A1(annexinA1)是钙依赖性磷脂结合
蛋白超家族中的一员, 他参与细胞信号转导、

细胞增殖、分化及凋亡等多种重要的生命过
程. 近年来的研究表明其表达水平在不同肿瘤
组织中有差异, 在同一肿瘤的不同类型中有显
著变化, 可能与肿瘤的发生以及侵袭转移相
关. 因此, 了解其与肿瘤关系的最新进展将会
为肿瘤的早期诊断和治疗提供新的思路.

关键词: 膜联蛋白A1; 消化系统肿瘤; 侵袭
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0  引言

膜联蛋白A1(annexinA1)早期又被称为脂皮素

-1(lipocotin I)、依钙蛋白-2(calpactin Ⅱ)、磷脂

酶A2抑制蛋白或p35, 是膜联蛋白多基因家族的

成员之一. AnnexinA1参与了生物体内多种生理

变化过程, 如细胞内外信号传导, 细胞的分化、

增殖及凋亡, 炎症与免疫反应等. 近年来越来越

多的研究表明AnnexinA1也参与了组织恶变的

过程, 在多种肿瘤中表达异常, 其与肿瘤的发

生、发展以及侵袭转移等密切相关. 本文将对

AnnexinA1的生物学特性及其与消化系肿瘤相

关性的研究进展作一综述. 

1  生物学特性

1.1 结构 Annexins作为一个Ca2+依赖性磷脂结合

蛋白家族, 广泛地存在于真核生物细胞中, 目前

可分为A、B、C、D、E 5个家族[1]. A族主要分

布于高等脊椎动物中, 其中AnnexinA1是annex-
ins超家族中第一个被描述的成员, AnnexinA1基
因定位于人染色体9q12-q21.2上, 由13个外显子

和12个内含子组成, 其蛋白质相对分子质量为

37 000 Da. 在结构上, AnnexinA1具有其家族成

员所共有的相似结构: 一个高度保守的中心结

构域和一个承担各自独特功能的N端序列[2], 前
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■研发前沿
由于分子生物学
理论及技术方法
的 迅 速 发 展 ,  基
因诊断及治疗已
成为目前关注的
热 点 .  近 年 来 越
来越多的研究表
明AnnexinA1参
与了组织恶变的
过 程 ,  其 与 肿 瘤
的发生、发展以
及侵袭转移等密
切 相 关 ,  但 确 切
的作用和分子机
制尚不十分清楚, 
有待于进一步研
究和探索.

者是由70个氨基酸残基组成、结构高度相似、

被称为“annexin repeat”的4个同源重复序列, 
每个重复序列含有5个α螺旋. 这些重复序列排

列成一个紧凑的稍有凹凸的盘状, 在其凸面具

有Ca2+与膜的结合位点, 能够以钙离子依赖的方

式可逆地和细胞膜磷脂结合; 后者由32-42个氨

基酸残基组成, 含有钙结合位点、蛋白水解作

用位点, 以及磷酸化、糖化、乙酰化位点, 有调

控AnnexinA1与其他蛋白配体及膜相互作用的

功能[3,4]. 
1.2  功能  不同的膜联蛋白具有不同的N端序

列、独特的基因表达方式和组织特异性, 这表

明每种膜联蛋白在机体的不同组织和部位执行

着不同的生物学功能. AnnexinA1在人体组织中

广泛参与炎症反应的调控、细胞内外信号的传

导、细胞的增生、分化及凋亡等多种细胞生命

活动. 
AnnexinA1是一个重要的炎症调控蛋白, 在

炎症代谢产物产生、中性粒细胞/单核细胞与

内皮细胞黏附的过程中起重要作用[5], 其功能

可被糖皮质激素诱导, 并能反过来调节糖皮质

激素的功能[6]. 在炎症反应中AnnexinA1具有抑

制中性粒细胞和单核巨噬细胞迁移的作用, 且
这一作用与甲酰基肽受体(FPR)和LipoxinA4受
体(ALXR)的激活、L-选择素(L-selectin)的脱

落、整合素(integrin)α4β1的竞争性结合及N-聚
糖羧化有关[7-9]. 外源性AnnexinA1以及外化的

内源性AnnexinA1和血管细胞黏附分子-1(vas-
cular cell adhesion molecule-1, VCAM-1)竞争与

整合素α4β1结合, 抑制单核细胞与血管内皮细

胞的黏附, 参与早期炎症反应的调节[10]. 此外, 
AnnexinA1也通过抑制磷脂酶A2(phospholipase 
A2, PLA2)、环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)、诱导型一氧化氮合酶等一些参与炎症

反应的酶的表达和活性来调控炎症反应[11,12]. 
AnnexinA1蛋白存在多个潜在的磷酸化位

点, 是多种信号转导酶的底物, 可以在酶的作用

下发生磷酸化而参与相应的信号转导. 如: An-
nexinA1蛋白N端第21位Tyr残基和第27位Ser残
基能分别被表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)型酪氨酸蛋白激酶(tyro-
sine protein kinase, TPK)和蛋白激酶C(protein 
kinase C, PKC)磷酸化而参与TPK-Ras-MAPK信

号转导途径和Ca2+-磷脂依赖性蛋白激酶信号转

导途径[13]. 类似的转导酶还有血小板原性生长因

子受体激酶、肝细胞生长因子受体激酶等. 另

外AnnexinA1蛋白的C端结构域具有结合Ca2+和

磷脂的功能, 而N端具有与SH2(Scr homology 2)
识别结构域序列相似的区域, 因此, AnnexinA1
可以与那些含有SH2结构域的蛋白质形成蛋白

复合体, 参与细胞间信号传递[14]. 
AnnexinA1是细胞增殖、分化和凋亡的调

节物. 体内外研究表明AnnexinA1能够抑制细胞

生长, 抗增殖, 调节分化, 促进凋亡. AnnexinA1
抗增殖作用主要表现在: 通过与不同生长因子

蛋白结合, 在丝裂原活化蛋白激酶/细胞外信号

调节激酶(MAPK/ERK)信号通路上游影响蛋白

质复合物的形成和活性来激活ERK1/2MAPK信

号级联反应, 抑制细胞周期蛋白D1(cyclin D1)表
达, 从而减少细胞生成[5,15]; 作为EGFR型酪氨酸

激酶的底物, 能够被磷酸化而参与相应的信号

转导, 抑制EGF介导的增殖反应[14]. AnnexinA1还
能够通过影响细胞凋亡蛋白酶(caspase-3)的活

化和Ca2+的释放, 参与激活p38和JNK信号转导, 
从而促进细胞凋亡[16]. 外源性的AnnexinA1可通

过提高胞内Ca2+浓度和Bcl-2/Bcl-xL相关凋亡促

进因子(Bcl-2/Bcl-xL-2-associated death promoter, 
BAD)的去磷酸化而诱导细胞凋亡[17]. 再者, An-
nexinA1还可以通过调控PLA2的活性, 抑制具有

抗凋亡作用的前列腺素类因子(如PGE2)的产生, 
从而促进过氧化氢诱导的细胞凋亡[14]. 

2  AnnexinA1与消化系肿瘤的关系

2.1 食管癌 食管癌是原发于食管的恶性肿瘤, 其
组织学分类包括: 鳞癌和腺癌. 临床上以鳞癌多

见, 但近数十年腺癌在食管癌中占的比例有所

上升. 目前研究报道AnnexinA1在两种组织类型

的食管癌中表达情况不同. Wang等[18]在对食管

及胃-食管交界处的腺癌进行分析发现, Annexi-
nA1在食管腺癌中高表达, 且其与肿瘤的病理分

期、远处转移等密切相关. 即临床分期越高, 伴
有远处淋巴结转移的, AnnexinA1的表达水平越

高, 肿瘤的复发率越高, 患者的生存率越低. 然
而, 研究表明在食管鳞癌中AnnexinA1的表达降

低[19-25], 并且从正常食管组织到癌前病变组织以

至鳞状细胞癌组织中, AnnexinA1表达呈逐渐降

低趋势, 说明其与食管鳞癌的早期癌变相关. 另
外, Liu等[25]在对食管鳞癌的研究中发现在正常

食管鳞状细胞和鳞癌细胞中AnnexinA1的定位

明显不同. 在正常食管上皮中其主要定位于质

膜并且互相连接形成一个网状结构, 分散表达

于细胞质和细胞核, 但是核膜上没有表达, 而在
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■相关报道
葛慧娟等研究发
现AnnexinA1表
达水平与结直肠
癌的恶性程度及
侵袭转移等密切
相关, 伴随着细胞
转移潜能的提高, 
AnnexinA1的表
达呈上调趋势. 崔
杰峰等对转移潜
能不同的肝癌细
胞系进行研究发
现AnnexinA1在
高转移潜能的肝
细胞癌中表达明
显上调, 其具有促
进肿瘤细胞侵袭
转移的作用.

食管鳞癌中其在质膜上的表达急剧下降, 呈现

细胞核膜的特异表达, 提示AnnexinA1细胞定位

的改变也参与了肿瘤的发生.
2.2 胃肠癌 关于AnnexinA1在胃癌中的表达情

况存在分歧: 早期报道指出, 正常情况下A n-
nexinA1在胃肠道腺上皮中不表达或弱表达[26], 
在胃癌组织中高表达[27]; 而最近一些学者研究

得出的结论截然不同, 与AnnexinA1在食管鳞癌

中的表达情况类似, 即相对于正常胃黏膜组织, 
AnnexinA1在胃癌组织中表达下调或者呈现出

特异性的核表达, 且其表达水平或亚细胞定位

的改变与疾病的分期及远处转移等临床病理参

数呈负相关[28-30]. 
有关AnnexinA1在结直肠癌中的表达情况, 

目前研究结果一致表明相对于正常结直肠上皮

组织, AnnexinA1在结直肠癌中表达增强[31,32], 且
其与肿瘤的恶性程度及侵袭转移等密切相关, 
即伴随着细胞转移潜能的提高, AnnexinA1的上

调是其表达变化的主要趋势[33-36]. 周家鹏等[37]

应用EnVisionTM二步免疫组织化学法对直肠癌

及癌旁组织进行研究发现, 直肠癌中AnnexinA1
的表达阳性率明显高于癌旁组织, 阳性表达的

癌旁组织均呈中至重度不典型增生; 高分化腺

癌、未侵犯浆膜层、未见淋巴结转移及Dukes
分期A+B的病例AnnexinA1的表达阳性率明显

地低于中+低分化腺癌、侵犯浆膜层、淋巴结

转移及Dukes分期C+D的病例, 说明AnnexinA1
表达水平可能是反映直肠癌发生、进展、生

物学行为及预后的重要生物学标记物. Babb in
等 [38]以高表达Annex inA1的结直肠癌细胞系

SKCO-15为模型, 用siRNA阻断AnnexinA1的表

达, 能显著降低SKCO-15细胞的侵袭能力, 应用

抗AnnexinA1抗血清也能得到相似的结果, 而在

系统中加入重组AnnexinA1和AnnexinA1 N末

端肽Ac2-26时, SKCO-15细胞的侵袭能力可增

大2倍, 充分证明AnnexinA1具有促进SKCO-15
细胞侵袭转移的作用. 此外有研究证实人直肠

腺癌细胞的分化程度不仅与AnnexinA1的表达

水平有关而且与其亚细胞定位有关[39], 说明An-
nexinA1细胞定位的改变也与直肠癌的发生发展

相关.
2.3 肝癌 原发性肝癌是指由肝细胞或肝内胆管

上皮细胞发生的恶性肿瘤, 其死亡率在消化系

统恶性肿瘤中仅次于胃癌和食管癌, 是我国常

见恶性肿瘤之一. 肝癌组织学分型可分为肝细

胞型、胆管细胞型、混合型. 越来越多的研究

证实AnnexinA1与肝癌的发生发展、浸润转移

关联. AnnexinA1在正常肝组织和慢性肝炎组织

中表达很少, 在肝细胞癌及癌旁组织中则过表

达, 且癌组织比癌旁组织表达更强, 其主要表达

在分化较差的癌细胞中, 表明AnnexinA1在肝细

胞恶变过程中起重要作用并与肿瘤细胞分化程

度有关[40]. 此外, 对转移潜能不同的肝癌细胞系

进行研究显示AnnexinA1在高转移潜能的肝细

胞癌中表达明显上调, 提示其在肝癌细胞侵袭

转移过程中发挥重要作用[41,42]. de Coupade等[43]

用转肝癌基因的小鼠研究AnnexinA1与肝再生

及恶变的关系, 结果与上述一致, 也发现正常小

鼠分离的肝细胞不表达AnnexinA1, 而转肝癌

基因的小鼠肝细胞在肝癌发展过程中强表达,
且进一步将转基因小鼠的肝细胞稳定转染An-
nexinA1反义DNA后可抑制细胞增殖. 另有对胆

管癌的研究结果显示, AnnexinA1在肝内胆管癌

中的表达也明显高于正常肝组织[44], 但在肝门部

胆管癌中表达下调[45]. 
2.4 胰腺癌 正常情况下AnnexinA1在胰腺外分

泌腺上皮中不表达或弱表达, 而在胰腺癌中呈

现高表达. Bai等[46]运用Western blot和免疫组织

化学方法对13例胰腺导管腺癌, 42例胰腺癌, 38
例正常胰腺组织进行分析发现, 84.6%(11/13)
胰腺导管腺癌组织中AnnexinA1明显高表达, 
71.4%(30/42)胰腺癌组织中AnnexinA1明显高表

达, 而正常胰腺组织中AnnexinA1阳性表达率为

18.4%(7/38), 说明AnnexinA1过表达是胰腺癌的

生物学标记. 另外有研究表明AnnexinA1在胰腺

癌的发展过程中起到了调控肿瘤细胞周期、促

进肿瘤细胞生长增殖和抑制凋亡的重要作用. 
敲除AnnexinA1基因, 胰腺癌细胞形态会发生显

著的变化, 呈现多形性、空泡样变性以及脂滴形

成等, G1期也明显延长, 出现明显的凋亡[47]. 此外, 
倪晓光等[48,49]对AnnexinA1在胰腺癌中的表达

及其与增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)和细胞核相关抗原Ki67(反应肿

瘤增殖的标志物)的相关性进行了研究, 结果显

示在胰腺癌组织中(尤其是低分化和转移性胰

腺导管腺癌中)AnnexinA1与PCNA及Ki67的表

达存在明显的正相关, 提示增殖能力强和恶性

程度高的胰腺癌细胞中AnnexinA1的表达明显

增强. 
2.5 胆囊癌 实验证实胆囊癌的发生发展亦与

AnnexinA1的异常表达相关. 胆囊腺癌组织中

AnnexinA1的阳性表达率及其评分均高于癌旁
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■创新盘点
本文创新性地综
述了AnnexinA1
的生物学特性及
其在消化系肿瘤
发生发展以及浸
润转移中所发挥
的作用, 为消化系
肿瘤早期诊断及
治疗提供了新的
思路. AnnexinA1
有被开发为基因
治疗靶点的潜在
价值, 调控其表达
或其介导的信号
转导通路将有可
能成为抗肿瘤新
途径. 

组织、胆囊腺瘤性息肉组织和慢性胆囊炎组织, 
且与肿瘤的临床病理特征有一定的相关性. 高
分化腺癌、肿瘤最大径<2 cm、淋巴结未转移

及未侵犯周围组织的胆囊腺癌患者AnnexinA1
的阳性表达率, 均明显低于中或低分化腺癌、

肿瘤最大径≥2 cm、有淋巴结转移及侵犯周围

组织者[50]. 
总之, 在正常情况下, AnnexinA1的表达

具有组织特异性, 似乎在食管鳞状上皮细胞中

高表达, 而在肝细胞、胰腺外分泌腺及胃肠道

腺上皮中不表达或弱表达. 在不同消化系肿瘤

中AnnexinA1的表达亦存在差异性, 在肝癌、

胰腺癌、结直肠癌、食管腺癌及胆囊癌中An-
nexinA1表达上调, 而在食管鳞癌中表达下调. 
两者比较可发现Annex inA1表达程度高的组

织发生恶变后其表达呈现不同程度的降低或

缺失, 而通常不表达或表达极低的组织恶变后

AnnexinA1的表达却呈现出增加的趋势. 这提示

AnnexinA1的组织分布差异可能与不同组织恶

变过程中AnnexinA1的表达差异有关, 也说明不

同肿瘤组织中AnnexinA1表达量的上调或下调

与肿瘤的发生密切相关. 另外, 在一些消化系肿

瘤中, AnnexinA1呈现出特异性核表达, 说明An-
nexinA1细胞定位的改变也是其导致肿瘤发生的

原因之一. 再者, AnnexinA1的表达情况与组织

分化、淋巴结转移等临床病理特征存在相关性, 
可判断疾病的预后. 在AnnexinA1表达明显增强

的肿瘤组织中, AnnexinA1表达水平与临床病理

因素呈正相关, 即其表达越高组织分化越差, 临
床分期越高, 侵袭能力越强, 越易发生转移. 相
反, 在AnnexinA1表达减低的肿瘤组织中, An-
nexinA1高表达者多分化好, 侵袭能力弱, 不易发

生转移, 预后较好. 

3  结论

不同肿瘤组织中AnnexinA1表达的变化趋势不

一致, 说明其在不同来源的肿瘤发生过程中发

挥作用的方式及调控机制可能不同, 目前确切

的作用和分子机制尚不十分清楚, AnnexinA1在
消化系各肿瘤细胞中表达量及亚细胞定位的改

变可能与其在肿瘤中受到表观遗传修饰、基因

突变或缺失等机制的调控有关. 随着基因技术

的推进, 人们将进一步揭示AnnexinA1与肿瘤发

展进程的相关性, 进一步探索和拓展其在肿瘤

的发生、浸润、转移过程中的具体作用机制. 
AnnexinA1作为一种特殊的多能分子, 在肿瘤中

的表达特异性使其有望成为肿瘤早期诊断和肿

瘤患者预后的标志物. 鉴于AnnexinA1在机体不

同组织部位所发挥的生物学功能, 他有被开发为

基因治疗靶点的潜在价值, 调控其表达或其介导

的信号转导通路将有可能成为抗肿瘤新途径.
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进肝再生中的作
用研究已受到广
泛关注. 
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Abstract
AIM: To explore the role that NF-κB and RBP-Jκ 
play during matrine-promoted hepatic regenera-
tion. 

METHODS: Sixty SD rats were equally and ran-
domly divided into two groups: model group 
and matrine group. Both groups of rats under-
went 2/3 partial hepatectomy. The matrine 
group was intragastrically administrated with 
matrine. Hepatic histology, ultramicrostructure 
and the expression of NF-κB protein and RBP-
Jκ mRNA were evaluated by hematoxylin-eosin 
staining, transmission electron microscopy, im-
munohistochemistry and RT-PCR at different 
time points (1, 3, 7, 14, and 21 d) after operation. 

RESULTS: The number of oval cells increased 
on day 1 after operation in the model group, 
reached the peak on days 7-14, but decreased 
on days 14-21. Treatment with matrine de-
creased the number of oval cells. Desmosome 
junctions were observed in hepatic oval cells 
by transmission electron microscopy. The ex-
pression of NF-κB protein and RBP-Jκ mRNA 
reached the peak 14 d after operation in the 
model group. Treatment with matrine de-
creased the expression of NF-κB protein and 
RBP-Jκ mRNA on day 21. 

CONCLUSION: Matrine promotes hepatic re-
generate by negatively regulating the Notch-
RBP-Jκ-NF-κB signal pathway, inhibiting the 
proliferation of oval cells, and promoting the 
differentiation of oval cells.

Key Words: Matrine; Hepatic regeneration; Notch-
RBP-Jκ-NF-κB signal pathway

Yang ZY, Wang L, Hou YX, Wang XB. Matrine promotes 
hepatic regeneration by negatively regulating the Notch-
RBP-Jκ-NF-κB signal pathway in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 2166-2170

摘要
目的: 探讨肝再生过程中NF-κB、RBP-Jκ的
作用及苦参碱对其调节机制, 揭示苦参碱参与
肝再生启动的分子机制.

方法: 60只SD大鼠随机分为2组, 每组30只. 肝
大部分切除组: 建立2/3肝切除模型; 苦参碱
/肝大部分切除组: 建立2/3肝切除模型, 同时
以苦参碱灌胃. 观察点为术后1、3、7、14、
21 d, 通过苏木精-伊红染色、透射电解、免
疫组织化学、RT-PCR方法, 在不同时间点检
测各实验组肝脏组织学、超微结构、NF-κB
蛋白、RBP-Jκ mRNA的表达.

结果: 苏木精-伊红染色可见肝大部分切除组
术后第1天出现少量卵圆细胞增生, 7-14 d为
高峰, 14-21 d卵圆细胞增生逐渐减少, 部分出
现小肝细胞结节. 苦参碱/肝大部分切除组卵
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■研发前沿
RBP-Jκ是Notch信
号通路的重要调
控分子, 该通号途
径与肝干细胞增
殖分化的关系备
受学者关注, 但上
述两者在肝再生
修复中的作用机
制尚缺乏报道.

圆细胞增生减少. 透射电镜观察到卵圆细胞桥
粒连接等特征性结构. 肝大部分切除组术后14 
d NF-κB蛋白、RBP-Jκ mRNA为表达高峰, 21 
d表达降低. 苦参碱/肝大部分切除组NF-κB蛋
白、RBP-Jκ mRNA表达均较低. 

结论: 苦参碱通过下调Notch-RBP-Jκ-NF-κB
信号, 抑制卵圆细胞增生, 并促进其向小肝细
胞分化参与肝再生启动.

关键词: 苦参碱; 肝再生; Notch-RBP-Jκ-NF-κB

信号通路
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19(20): 2166-2170
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0  引言

大鼠肝组织具有很强的修复及再生能力, 当肝

脏受到严重损伤时, 成熟肝细胞增殖受限, 肝干

细胞再生是成熟肝细胞增殖的一种补充. 中药

诱导干细胞定向分化是近年来一个新兴的研究

领域, 中药强调多靶点体系协同作用, 相关诱导

机制尚不十分清楚. 苦参碱为豆科植物苦参的

主要成分, 具有调节免疫、抗炎、抗病毒、抑

制肿瘤细胞生长及诱导肿瘤细胞分化等作用. 
本实验观察了在大鼠肝大部分切除后肝再生过

程中核转录因子NF-κB、Notch信号途径转录

因子RBP-Jκ等信号分子的表达, 苦参碱的干预

作用, 以期阐明苦参碱参与肝再生的相关作用

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂SD大鼠, 周龄6 wk, 体质量

120-150 g, 购自北京维通利华实验动物技术有

限公司, 合格证号SCXK(京)2007-0001. 苦参

碱标准品购自中国药品生物制品检定所(批号: 
110780-200402). 山羊抗大鼠NF-κB抗体购自

Santa Cruz公司. SP免疫组织化学染色试剂盒均

购自DaKo试剂公司. RBP-Jκ引物由上海生物

工程公司合成, RNA提取试剂TRIzol Reagent为
Invitrogen公司产品、逆转录酶(M-MLV Reverse 
Transcriptase)为Promega公司产品, 核糖核酸酶

抑制剂(Ribonuclease Inhibitor)、Taq DNA聚合

酶(Taq DNA polymerase)、随机引物(Random 
primers)均为TaKaRa公司产品.
1.2 方法

1.2.1 分组及建立2/3肝切除模型: 实验动物饲养

于中日友好医院临床研究所国家二级实验动物

中心, 饲养环境、实验动物、饲料、饮用水均

无菌, 环境温度18 ℃-24 ℃, 湿度40%-60%. 60
只SD大鼠随机分为2组, 每组30只. 肝大部分切

除组: 建立2/3肝切除模型; 苦参碱/肝大部分切

除组: 建立2/3肝切除模型, 同时以苦参碱用生理

盐水配成2.5 g/L浓度, 按10 mL/kg灌胃. 建立2/3
肝切除模型: 1%戊巴比妥麻醉后开腹, 游离肝

左叶、中叶、尾状叶, 从根部结扎, 剪断游离端, 
留下右叶及三角叶, 止血, 缝合切口. 分别于手

术后第1、3、7、14、21天处死大鼠, 取肝组织

进行检测. 
1.2.2 苏木素-伊红染色: 石蜡切片二甲苯脱蜡, 
600-1 000 mL/L乙醇依次脱苯, 苏木素浸泡5 
min, 蒸馏水冲洗, 浸1%盐酸酒精、1%氨水各

1-2S'伊红浸泡5 min, 蒸馏水冲洗3-4次, 700、
800、900 mL/L乙醇各脱水1次, 1 000 mL/L乙醇

脱水2次, 二甲苯透明, 中性树脂封片.
1.2.3 透射电镜观察肝再生细胞超微结构: 肝组

织先经包埋剂环氧树脂Epon618和纯丙酮1∶1
浸透1 h, 3∶1浸透过夜, 纯包埋剂浸透5 h以上后

包埋, 聚合固化, 染色观察. 
1.2.4 免疫组织化学观察NF-κB蛋白表达: 蜡块

组织切片高温高压热修复2 min, 待冷却后, 自来

水洗2遍, 蒸馏水洗1遍, H2O2中浸泡10 min, 消
灭内源性过氧化物酶, 蒸馏水洗1遍, PBS浸泡5 
min, 晾干, 放入湿盒中, 滴加50 μL封闭血清, 室
温孵育50 min, 甩掉血清, 加50 μL一抗山羊抗大

鼠NF-κB(1∶200)多克隆抗体37 ℃孵育40 min, 
PBS洗3×5 min, 加50 μL生物素标记的二抗, 
37 ℃孵育40 min, PBS洗3×5 min, 50 μL链亲和

素-过氧化物酶溶液, 37 ℃, 15 min, PBS洗3×5 
min, 加入100 μL新配制的DAB溶液, 显色5-10 
min; 自来水冲洗, 苏木素复染30 s, 梯度脱水, 中
性树脂封片, 显微镜下观察, 细胞质胞膜染成棕

色为阳性. 彩色图文分析系统对染色阳性部位

灰度值进行定量分析. 
1.2.5 RT-PCR检测RBP-Jκ mRNA表达: 按试剂盒

说明提取肝组织总RNA、反转成CDNA、PCR
扩增. RBP-Jκ的PCR引物为: 5'-CCA ATT TCA 
GGC CAC TCC A-3'(上游), 5'-CTC TAC ATC 
CCC AAA CCA CAC TC-3'(下游), 以β-actin为内

参. 扩增产物在1.5%琼脂糖凝胶(含EB)上电泳, 
用凝胶图像分析系统(Gel-Pro Analyzer Version 
3.0)进行吸光度半定量分析. 
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■相关报道
有研究表明, 在应
激及炎性状态下, 
核 转 录 因 子 N F -
κB激活后调控基
因的表达特别是
TNF-α和 IFN-γ , 
是引起肝细胞炎
性凋亡的两个重
要因素. 

表  1  各组大鼠再生肝组织不同时间点NF-κB表达的灰
度值比较 (n  = 6, mean±SD)

     
时间(d) 肝大部分切除组 苦参碱/肝大部分切除组

1   79.92±7.32         78.02±6.51   

3   85.51±9.86         81.37±9.03

7 106.64±13.24b         93.18±4.17bd

14 131.81±16.33b       117.86±14.42bd

21 118.22±11.37b       102.50±12.63bd

bP<0.01 vs  1, 3 d; dP<0.01 vs  肝大部分切除组.

统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计学分析, 组间比较采用t检验, P <0.05为差异显

著意义. 

2  结果

2.1 肝组织病理变化 肝大部分切除组: 术后第1
天可见少量卵圆细胞沿小胆管周围增生, 卵圆

细胞体积约为成熟肝细胞的1/2, 核较大, 胞质

少, 核质比高. 10-14 d为卵圆细胞大量增生的高

峰, 以汇管区为中心向肝小叶内伸展, 至21 d卵
圆细胞增生逐渐减少. 苦参碱/肝大部分切除组: 
可见在多个实验观察点卵圆细胞增生较肝大部

分切除组均减少, 尤其以14 d观察点更明显. 
2.2 透射电镜结果 再生肝组织中卵圆细胞超微

结构提示: 直径约6-10 μm, 核较大, 线粒体、内

质网等细胞器较少, 胞质内可见张力微丝(图1), 
细胞间有桥粒连接, 以上两点被认为是卵圆细

胞的特征性结构. 
2.3 再生肝组织NF-κB的蛋白表达 肝大部分切

除组再生肝组织中术后第3天可见NF-κB蛋白以

汇管区周围高表达, 逐渐向肝小叶内延伸, 为胞

浆和胞膜着色. 观察术后1、3、7、14、21 d, 14 
d为表达高峰, 与术后3 d相比汇管区周围表达渐

减少, 再生肝小叶内表达渐增多, 21 d表达渐减

少. 苦参碱/肝大部分切除组NF-κB蛋白各时间

点观察较肝大部分切除组均低(表1). 
2.4 再生肝组织RBP-Jκ mRNA表达 肝大部分切

除组再生肝组织各时间点均有RBP-Jκ mRNA表

达, 术后14 d为表达高峰, 21 d表达减少, 苦参碱

/肝大部分切除组各时间点RBP-Jκ mRNA表达

较肝大部分切除组低(图2). 

3  讨论

肝再生是指肝脏受到病毒、化学物质、手术等

作用, 导致肝脏功能严重受损, 肝脏表现出强大

的自我修复能力, 肝细胞大量增殖实现肝组织

补偿. 在肝再生的启动、进展、终止3个阶段中

有2类细胞参与: 一类是成熟肝细胞通过有丝

分裂进行肝细胞再生; 另一类是肝内干细胞可

分化为前体肝细胞, 参与细胞更新. 苦参碱是临

床治疗各种急慢性肝病的常用药物, 其具有抗

炎、抗病毒、抗纤维化等多种临床疗效. 本课

题组在前期工作基础上, 建立2/3肝切除模型, 研
究苦参碱对肝再生及修复的作用机制. 

肝大部分切除模型中术后第1天即可见少

量卵圆细胞在小胆管周围增生, 核较大, 胞质少, 
体积为成熟肝细胞的1/2; 14 d为增生高峰, 向
肝小叶内延伸; 21 d增生减少. 经苦参碱干预后, 
各时间点卵圆细胞增殖均较模型组少, 初步提

示苦参碱在一定程度上抑制卵圆细胞增生. 通
过透射电镜观察卵圆细胞的超微结构提示: 细

图  1  透射电镜示
肝 卵 圆 细 胞 内 张
力微丝(×8 000).

M        1       2       3        4       5

RBP-Jκ
253 bp

A

RBP-Jκ
253 bp

B

图  2  2组大鼠各时间点再生肝组织RBP-Jκ mRNA表达. A: 

肝大部分切除组; B: 苦参碱/肝大部分切除组; M: Marker; 1: 

术后1 d; 2: 术后3 d; 3: 术后7 d; 4: 术后14 d; 5: 术后21 d.
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■应用要点
本研究观察到苦
参碱在肝损伤修
复中抑制卵圆细
胞增殖, 同时抑制
Notch-RBP-Jκ信
号通路激活、减
轻NF-κB引起再
生肝组织的炎症
反应, 即从而揭示
了苦参碱参与肝
再生的部分作用
机制, 这为探讨肝
损伤的修复机制
及中医药治疗提
供了有益的思路. 

胞内线粒体、内质网等细胞器较成熟肝细胞少, 
并见到胞质内张力微丝及细胞与细胞之间的桥

粒连接, 被认为是卵圆细胞的特有结构[1]. 
NF-κB蛋白是进化上高度保守的一种免疫

反应介质, 病毒、氧化剂、炎症细胞因子等均

可激活该转录因子, 从而参与细胞的生长、分

化、发育、凋亡、黏附及炎症反应[2-4]. 有研究

表明, 在应激及炎性状态下, 核转录因子NF-κB
激活后调控基因的表达特别是TNF-α和IFN-γ, 
是引起肝细胞炎性凋亡的2个重要因素[5-7]. 有
人发现N F-κ B的持续激活在肝细胞发生癌变

中发挥重要作用[8]. 本实验中观察到肝大部分

切除模型大鼠再生肝组织中有N F-κ B蛋白表

达, 术后14 d为表达高峰, 21 d表达下降. 苦参

碱干预后NF-κB表达均减少. 提示苦参碱通过

降低N F-κ B的活性来减轻炎症反应引起的肝

损伤. 
RBP-Jκ是Notch信号通路的重要调控分子. 

Notch/Delta信号通路是一条在胚胎发育中起调

控作用的保守通路. 近年来, 该通号途径与肝干

细胞增殖分化的关系备受学者关注[2,9,10]. RBP-
Jκ是一种DNA结合蛋白, 其一方面与Notch受
体细胞内特定结构域结合, 另一方面与核内特

定的DNA序列结合, 而该序列位于Notch诱导

基因的启动子上, 从而激活转录过程[6]. 本研究

结果显示肝大部分切除模型大鼠再生肝组织

中有RBP-Jκ mRNA表达, 术后14 d为表达高峰, 
21 d表达下降. 苦参碱干预后RBP-Jκ mRNA表

达均减少. 提示苦参碱通过下调RBP-Jκ mRNA
从而抑制Notch信号通路激活参与肝损伤修复

的. 有证据表明NF-κB家族是Notch信号通路

的目的基因之一, Notch可通过蛋白-蛋白之间

作用和基因转录水平调节靶基因N F-κ B的表

达[11-14]. 本实验证实了上述理论, 苦参碱可同时

下调Notch信号通路关键分子RBP-Jκ及NF-κB, 
我们推测苦参碱参与肝再生作用机制可能为抑

制Notch-RBP-Jκ信号通路激活减轻NF-κB引起

的炎症反应. 
总之, 本实验成功复制了肝大部分切除致

肝损伤模型 ,  观察到肝损伤后再生过程中卵

圆细胞的增殖及其超微结构 ,  并证实苦参碱

在肝损伤修复中抑制卵圆细胞增殖 ,  同时抑

制Notch-RBP-Jκ信号通路激活减轻NF-κB引

起再生肝组织的炎症反应 ,  即从而揭示了苦

参碱参与肝再生的部分作用机制 ,  这为探讨

肝损伤的修复机制及中医药治疗提供了有益

的思路. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of cyclo-
oxygenase-2 (COX-2) and glucosylceramide 
synthase (GCS) in gastric cancer and to analyze 
their clinical significance.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to investigate the expression of COX-2 and GCS 
in 63 cases of gastric cancer tissues and 30 cases 
of non-gastric cancer tissues. The correlation of 
COX-2 and GCS expression with patient's age, 
sex, tumor histological type, differentiation, and 
lymph node metastasis was analyzed. 

RESULTS: The positive rate of COX-2 expres-

sion in gastric cancer was higher than that in 
non-cancerous tissue (87.3% vs  36.7%, P  < 0.05). 
The positive rate of GCS expression in gastric 
cancer was also higher than that in non-cancer-
ous tissue (49.2% vs  23.3%, P  < 0.05). Neither 
COX-2 nor GCS expression was related with age, 
sex, tumor differentiation, depth of invasion or 
histological type (all P  > 0.05). The positive rate 
of COX-2 in patients with lymph node metasta-
sis was significantly higher than that in patients 
without lymph node metastasis (100% vs  69.2%, 
P  < 0.05), whereas the positive rate of GST-π was 
not related with lymph node metastasis (P  > 
0.05). There is a significant correlation between 
the expression of COX-2 and that of GST-π in 
gastric cancer (r  = 0.724, P  = 0.004). 

CONCLUSION: GCS is highly expressed in gas-
tric cancer and may be involved in tumor drug 
resistance. COX-2 may mediate drug resistance 
by influencing the expression of GCS in gastric 
cancer.

Key Words: Cyclooxygenase-2; Glucosylceramide 
synthase; Gastric carcinoma; Multidrug resistance; 
Correlation

Wang JX, Zhang KG, Li C, Li XC, Wang XQ, Ding M. Sig-
nificance of expression of COX-2 and GCS in gastric can-
cer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 2171-2175

摘要
目的: 研究环氧合酶2(COX-2)与多药耐药基
因葡萄糖神经酰胺合成酶(GCS)在胃癌组织
中的表达及其相关性, 初步探讨COX-2参与胃
癌多药耐药的可能机制.  

方法: 采用免疫组织化学法对经手术切除的
63例胃癌组织标本及30例非癌性胃组织标本
中COX-2及GCS的表达情况进行研究, 并且对
COX-2与GCS在胃癌组织中的表达进行相关
性分析.  

结果: COX-2、GCS在胃癌组织中的阳性表达
均高于非癌性胃组织(87.3% vs  36.7%; 49.2% 
vs  23.3%, 均P <0.05). 在有淋巴结转移的胃癌
组织中COX-2阳性表达率高于无淋巴结转移
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■背景资料
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(COX-2)与肿瘤
的发生发展有密
切的关系, 同时也
被证明参与肿瘤
耐药的发生, 可以
调节多种耐药基
因的表达, 选择性
COX-2抑制剂已
被证明可以降低
某些耐药基因的
表达.  

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁集团有限
责任公司总医院
消化内科



的胃癌组织(100% vs  69.2%, P <0.05), 在不同
年龄、性别、不同分化程度、不同的癌肿
浸润深度中C O X-2的阳性表达率无明显差
异; GCS在胃癌组织中的阳性表达率与有无
淋巴结转移、年龄、性别、分化程度、不
同的侵犯深度等均无明显关系. 在胃癌组织
中, COX-2与GCS的表达正相关(r  = 0.724, P  = 
0.004). 

结论: GCS在胃癌组织中存在高表达, 可能是
引起胃癌原发性多药耐药的耐药基因之一; 
在胃癌组织中, COX-2与GCS的表达存在正相
关, COX-2介导胃癌耐药可能与影响GCS在胃
癌组织中的表达有关. 

关键词: 环氧合酶-2; 葡萄糖神经酰胺合成酶胃癌; 

胃癌; 多药耐药; 相关性
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0  引言

化疗是综合治疗胃癌的重要手段, 但肿瘤多药

耐药(multidrug resistance, MDR)限制了化疗药

物的进一步应用. 研究MDR的发生及影响机制, 
对指导临床合理化疗有重要的意义. MDR的产

生机制较为复杂, 其中耐药基因的激活与表达

增加, 被认为是MDR的主要原因. 葡萄糖神经酰

胺合成酶(glucosylceramide synthase, GCS)是近

年来发现的一种重要的MOR基因, 在恶性肿瘤

组织或细胞株中有较高表达, 被认为是引起肿

瘤MOR的重要基因之一[1-3]. 有研究表明, COX-2
参与肿瘤MOR的发生[4], 而选择性COX-2抑制剂

可以增加肿瘤对化疗药物的敏感性[5], 其具体机

制尚不清楚, 围绕以COX-2为靶点逆转肿瘤耐药

成为目前这一领域的研究热点. 本试验对COX-2
及多药耐药基因GCS在胃癌组织中的表达进行

研究, 同时对他们在胃癌组织中的表达进行相

关性分析.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-06-10在安徽省立医院外科手

术切除并被病理证实为腺癌的胃癌组织标本63
例, 所有标本来源患者术前均未接受任何形式

的抗肿瘤治疗. 其中男47例, 女16例; 患者年龄

26-79(平均年龄59)岁, 其中≥55岁者44例, <55
岁者19例; 高、中分化腺癌25例, 低分化腺癌38
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例; 伴有淋巴结转移者37例, 无淋巴结转移者26
例. 癌肿仅限于黏膜及黏膜下(早期胃癌)者14例, 
侵犯肌层者9例, 侵及全层或侵及浆膜外者40例. 
同时收集同期手术切除并被病理证实为非癌性

胃组织标本30例为对照组, 胃癌组与非胃癌组

标本来源患者在年龄、性别、用药等可能影响

试验观察结果的情况没有明显差异, 以保证资

料的可比性. 即用型COX-2单克隆一抗, 即用型

二抗试剂盒PV-6000, DAB显色剂等试剂均购自

北京中杉金桥生物有限公司; GCS多克隆一抗原

液(粉针剂, 使用时临时配制, 本试验所用浓度为

1∶200), 购自北京博奥森生物科技有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学法检测COX-2和GCS在胃癌

组织和非癌性胃组织中的表达: 所有标本经标

本均用40 g/L的中性甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm
连续切片, 每份标本切3张, 1张行HE染色, 另2张
行免疫组织化学染色, 试验步骤严格按照试剂

说明书提供的操作步骤进行. 以PBS代替一抗作

阴性对照, 以已知阳性表达的胃组织标本作为

阳性对照. 
1.2.2 结果判断: COX-2和GCS均为胞质表达为

主. 试验采用的评分标准如下[6]: 以胞质表达颗

粒的着色深浅及着色的阳性细胞数进行评分: 
无着色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐

色为3分. 无细胞着色为0分, 着色细胞<10%为1
分, 10-25%为1分, 25-50%为2分, 50-75%, 为3分, 
>75%为4分. 以二者的分值之积作为最终评分数

值. ≤3分者为阴性, 4-6分为+, 7-9为++, 9-12为
+++(以上由两位病理科医生盲法操作); 另外用

显微照相机将所有免疫组织化学玻片在相同的

工作条件下一次性进行拍摄, 所有照片均保存

为TIFF格式, 用Image-pro plus(IPP)6.0图像分析

软件, 采用积分吸光度(integrated absorbance, IA)
对所拍照片阳性部位进行图像分析, 收集图像

数据.
统计学处理 用SPSS13.0软件进行统计学分

析, 胃癌组与对照组中COX-2与GCS阳性表达

率的差异, 采用卡方检验进行分析; 胃癌组织中

COX-2与GCS之间表达的相关性用两变量(IA
值)相关性进行分析. 检验水准为α = 0.05. 

2  结果

2.1  COX-2、GCS在胃癌组织中的表达 COX-2
及GCS在胃癌组织中的阳性表达率均高于非癌

性胃组织(87.3% vs  36.7%, 49.2% vs  23.3%, 均

www.wjgnet.com

■研发前沿
实验证实COX-2
可以影响肿瘤耐
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进而影响肿瘤对
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性 ,  围绕COX-2
对肿瘤耐药基因
表达的影响机制
及以COX-2为靶
点减低或逆转肿
瘤耐药成为目前
医学科研的一个
热点.

■相关报道
S e n z a k i 等 报 道
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抑制剂可以增加
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经 典 耐 药 蛋 白
P-gp的表达, 关于
COX-2与GCS在
胃癌组织中的关
系未见相关报道. 
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P <0.05, 表1, 图1). 在有淋巴结转移的胃癌组织

中COX-2阳性表达率高于无淋巴结转移的胃癌

组织(100% vs  69.2%, P <0.05); GCS在有无淋巴

结转移的胃癌组织中的阳性表达率无明显差别

(48.6% vs  50.0%, P >0.05, 图2); COX-2与GCS在
胃癌组织中的阳性表达率与年龄、性别、肿瘤

的分化程度、胃癌组织侵犯深度等均无明显关

系(表2).   
2.2 与COX-2与GCS在胃癌组织中的表达相关性

将同一组织切片的两种蛋白表达的IA 值作为

配对资料, 用两变量相关性的分析方法, 分析

COX-2及GCS在胃癌组织中表达的相关性. 结果

显示: 在胃癌组织中, COX-2与GCS的表达存在

明显的正相关性(r = 0.724, P  = 0.004).

3  讨论

MDR[7]是指肿瘤细胞可耐受结构、功能及杀伤

机制不同的多种药物的致死量, 一旦肿瘤细胞

对某种药物产生耐受, 即可以同时对多种作用

机制不同的药物产生耐受. 肿瘤细胞在治疗的

初始阶段就对多种化疗药物无反应, 称之为原

发性耐药或内在耐药(intrinsic drug resistance); 
如果在化疗初期疗效很好, 经过几个疗程后, 肿
瘤细胞对所用药物产生了耐药性, 则称之为获

得性耐药(acquired drug resistance). 肿瘤多药耐

药的产生机制较为复杂, 目前已经证实耐药基

因的激活与表达增加肯定与恶性肿瘤包括胃癌

的多药耐药性有明显的关系[8]. 
GCS属于糖基转移酶家族成员, 可以催化

尿苷二磷酸葡萄糖(uridine diphosphoglucose, 
UDPG)上的葡萄糖基以β型糖苷键与神经酰胺

结合[9], 使神经酰胺糖基化为葡萄糖神经酰胺

(glucosylceramide, GlcCer). 神经酰胺是细胞凋

亡过程中的重要的第二信使, 可以通过与其下

游蛋白激酶如神经酰胺活化蛋白激酶(ceramide-
activated protein kinase, CAPK)、Bcl-2、半胱天

冬酶(caspases)级联活化等途径参与调节细胞的

凋亡[10,11], 许多化疗药物(如阿霉素、长春新碱)
等可以使细胞内的神经酰胺水平增高[12]. GCS
则催化神经酰胺糖基化, 生成GlcCer, 从而抑制

细胞凋亡, 进而拮抗化疗药引起的促细胞凋亡

作用, 从而使肿瘤产生多药耐药. GCS参与肿瘤

表  1  COX-2、GCS在胃癌及非癌性胃组织中的表达  

      
组织 n

COX-2(n )
χ2值 P 值

GCS(n )
χ2值 P 值

＋ －          ＋ －

 胃癌 63 55   8
25.289  0.000

31 32
5.930 0.023 

 非胃癌 30 11 19   7 23

表  2  COX-2、GST-π在胃癌组织中的表达 (n )

     
ｎ

COX-2                  GCS     

－ ＋  ＋＋ ＋＋＋ － ＋  ＋＋  ＋＋＋          

年龄(岁)

    ≥55 44 6 14 16 8 23 15 6 0

    ＜55 19 2   9   4 4   9   8 1 1                  

性别

    男 47 6 19 13 9 24 18 5 0                 

    女 16 2   4   7 3   8   5 2 1                     

分化程度

    高中分化腺癌 25 1   9 12 3 12 10 2 1                 

    低分化腺癌 38 7 14   8 9 20   13 5   0                 

浸润深度

    黏膜及黏膜下层 14 1      7   4 2   6   5 2 1                    

    肌层   9 1   3   4 1   4   5 0 0                 

    全层及浆膜外 40 6 13 12 9 22 13 5 0                      

淋巴结转移

    有 37 0 12 17 8 19   14   3 1                     

    无 26 8 11   3 4 19   9 4 0              

■创新盘点
本 文 首 次 报 道
GCS在胃癌组织
中 的 表 达 ,  并 对
COX-2和GCS在
胃癌组织中的表
达进行相关性研
究, 从分子生物学
角度对COX-2介
导胃癌耐药的可
能机制进行初步
探讨.

■应用要点
本文对COX-2和
GCS在胃癌组织
中的相关性表达
初 步 探 讨 ,  为 从
GCS面上进一步
研究COX-2介导
胃癌耐药机制和
以COX-2为靶点
逆转胃癌耐药提
供理论依据. 
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多药耐药还可能与其调节经典耐药基因p-gp的
表达有关[13,14], 也可能与调控凋亡基因p53及其

他与凋亡相关的基因有关[15,16]. 关于GCS与胃癌

多药耐药的研究, 现在尚处于初始阶段, 到目前

为止尚未见GCS在胃癌组织中表达的研究报道, 
张艳等[3]在对耐药胃癌细胞株进行研究时发现, 
GCS的表达增多, 并且认为GCS是引起耐药细胞

株耐药的重要基因. 
本研究发现, 在未经任何治疗胃癌患者的

胃癌组织中, 其阳性表达也明显高于非胃癌胃

组织, 并且GCS的阳性表达与患者的年龄、性

别、分化程度、临床分期等无明显关系, 表明

GCS可能是引起胃癌原发性MDR的耐药基因之

一, 且其介导胃癌MDR可能在胃癌发病时即可

伴随出现. 
大量研究表明, COX-2是一种诱导性酶, 对

胃癌的发生与发展起重要作用. COX-2还参与

胃癌的多药耐药的产生[17,18]. 本研究表明, 在胃

癌组织中, COX-2存在高表达, 并且与淋巴结

转移有明显关系, 进一步证实COX-2对胃癌发

生与发展的作用,  同时本研究还发现, COX-2
与GCS在胃癌组织中的表达存在正相关, 表明

COX-2可能对胃癌耐药基因GCS的表达有一定

的影响, COX-2介导胃癌耐药可能与影响胃癌

组织中GCS的表达有关. COX-2可以促进抗凋亡

基因Bcl-2的表达[19], 而GCS与Bcl-2也存在一定

的联系[11]; COX-2参与肿瘤MDR与p-gp有关, 而

GCS参与肿瘤耐药也与p-gp有关[14], 是否存在以

Bcl-2或p-gp为中间环节将COX-2与GCS建立关

系的可能, 将是我们下一步研究的内容之一. 
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Abstract
AIM: To evaluate whether lentinan enhances the 
curative effects of the DCF (docetaxel, cisplatin 
and fluorouracil) regimen in patients with ad-
vanced gastric cancer. 

METHODS: Eighty patients with stages III and 
IV gastric cancer who were treated at our hos-
pital between January 2007 and December 2008 
were randomly divided into two groups to re-
ceive DCF chemotherapy alone or DCF chemo-
therapy in combination with lentinan. The cura-
tive effects, routine blood parameters, lympho-
cyte subsets and quality of life were compared 
between the two groups. 

RESULTS: The disease control rate was signifi-
cantly higher in the lentinan plus DCF group 
than in the DCF group (87.5% vs 75.0%, P < 0.05), 
while the incidence of side effects (including 
neutropenia, leukopenia, anemia, thrombocy-
topenia and infection) was significantly lower 

in the lentinan plus DCF group than in the DCF 
group (P < 0.05). No significant differences were 
noted in routine blood parameters, lymphocyte 
subsets and quality of life before chemotherapy 
between the two groups (all P > 0.05). After che-
motherapy, the numbers of WBC, lymphocytes, 
CD3+, CD4+, CD8+, NK cells and quality of life 
were significantly improved in the lentinan plus 
DCF group compared to the DCF group (all P < 
0.05). 

CONCLUSION: Lentinan significantly enhanced 
the efficacy and safety of the DCF regimen in 
patients with advanced gastric cancer.

Key Words: Lentinan; DCF chemotherapy; Gastric 
cancer; Chemotherapy

Wu HaiY, Chen YMin, Lin L, Lin YG, Qiu QA, Liu N. 
Lentinan enhances on the efficacy of the DCF regimen 
in patients with advanced gastric cancer: an analysis 
of 40 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 
2176-2180

摘要
目的: 探讨香菇多糖对DCF方案(多西他赛, 顺
铂和5-氟尿嘧啶)治疗晚期胃癌疗效的影响.

方法: 将2007-01/2008-12诊治的80例Ⅲ-Ⅳ
期晚期胃癌患者随机分成 2 组 ,  分别给予
DCF方案(DCF组)和香菇多糖联合DCF方案
(Len+DCF组)治疗, 分析2组患者的疗效、血
常规、淋巴细胞亚群和生存质量差异. 

结果:  D C F 组 患 者 疾 病 控 制 率 为 7 5 . 0 % , 
Len+DCF组为87.5%. Len+DCF组化疗的不良
反应均低于DCF组, 其中在中性粒细胞减少、

淋巴细胞减少、贫血、血小板减少和感染方
面的差异具有统计学意义(P <0.05). 两组患者
化疗前的血常规、淋巴细胞亚群和生存质量
无明显差异. 化疗后, Len+DCF组的WBC、

Lym、CD3+、CD4+、CD8+、NK细胞及生存
质量显著高于DCF组(P <0.05), 而Hb和Plt无明
显差异. 

结论: 香菇多糖能显著提高晚期胃癌患者免

■同行评议者
宛新建 ,  副教授 , 
上海市第一人民
医院消化内科
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疫功能, 减少不良反应, 提高生存质量, 显著增
强DCF方案治疗晚期胃癌的疗效. 
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0  引言

机体免疫功能低下导致无法清除癌变细胞而发

生恶性肿瘤, 目前认为细胞免疫在抗肿瘤发生

中扮演重要角色, 其中淋巴细胞在肿瘤免疫中

起着中心调控作用[1-3]. 研究表明, 胃癌细胞分泌

细胞因子抑制免疫细胞增殖、分化和成熟, 诱
导免疫耐受状态[4], 因此提高机体免疫对清除肿

瘤细胞具有重要意义[5,6]. 香菇多糖作为典型的T
淋巴细胞激活剂, 可显著增强机体免疫功能, 提
高化疗药物的抗肿瘤作用[7,8]. 本研究采用香菇

多糖联合DCF方案治疗晚期胃癌, 探讨其对患

者疗效、血常规、淋巴细胞亚群和生存质量的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为2007-01/2008-12本科室诊

治的80例Ⅲ-Ⅳ期初治晚期胃癌患者, 按照随

机对照原则分为DCF组(40例)和香菇多糖联合

DCF方案(Len+DCF组)(40例). 患者均经影像

学、病理组织学检查确诊为晚期胃癌, 预计生

存期>3 mo, 无心、肝、肺等重要器官功能异常

而不能耐受化疗, Karnofsky评分≥70分. DCF组
患者男24例, 女16例, 年龄55-80(平均67.9±8.1)
岁, Ⅲ期19例, Ⅳ期21例; Len+DCF组患者男25
例, 女15例, 年龄56-78(平均67.5±7.2)岁, Ⅲ期

20例, Ⅳ期20例. 2组患者在性别、年龄和TNM
分期的差异无统计学意义(均P >0.05). 
1.2 方法

1.2.1 各组用药方案: 80例晚期胃癌患者在常规

支持对症治疗的基础上接受化疗治疗. DCF组: 
多西他赛75 mg/m2, 静脉注射, d1; 顺铂100 mg/
m2, 静脉滴注, d1; 5-氟尿嘧啶1 000 mg/(m2•d), 
静脉滴注, d1-d5, 每4 wk为一个疗程. Len+DCF
组患者在DCF方案治疗的基础上, 给予香菇多糖

(天地欣)1 mg加入250 mL生理盐水静脉滴注, 2
次/wk. 
1.2.2 疗效及毒性评价: 疗效评价参考国际抗癌

联盟(UICC)实体瘤的疗效评价标准RECIST, 测
量瘤体最大径计算肿瘤大小. 完全缓解(complete 
remission, CR): 肿瘤完全消失或无新的肿瘤出

现, 肿瘤指标下降到正常; 部分缓解(partial re-
mission, PR): 单一或数个最长直径总数减少≥

30%; 病情稳定(stable disease, SD): 肿瘤有缩小, 
但没到PR程度; 肿瘤长大, 还没到PD程度; 疾病

进展(progressive disease, PD): 单一或数个肿瘤

最长直径总数增加≥20%, 或有新的肿瘤出现. 
疾病控制率为CR+PR+SD. 化疗药物毒性不良

反应按照WHO抗癌药急性及亚急性毒性分级标

准分为Ⅰ-Ⅳ级, 在化疗疗程结束后, 根据临床观

察和实验室检查结果对不良反应进行全面评价. 
1.2.3 观察指标: 在化疗前、化疗1、3和6 mo
检测患者外周血白细胞(w h i t e b l o o d c e l l , 
WBC)、淋巴细胞(lymphocyte, Lym)、血红蛋

白(hemoglobin, Hb)和血小板(platelet, Plt)、
T淋巴细胞亚群(CD3+、CD4+、CD8+和NK细

胞). 采用欧洲癌症研究与治疗组织研制的生命

质量测定量表EORTC QLQ-STO22对患者进行

生存质量评价. 
统计学处理 采用SPSS12.0进行数据处理和

统计学分析. 计量资料采用mean±SD表示, 采用

t检验, 计数资料采用χ2检验. 采用Kaplan-Meier
法进行生存分析, Log-rank法检验差异. 检验水

准α = 0.05, P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 疗效及不良反应 80例患者均完成治疗计划, 
无病例死亡. DCF组患者CR 5例, PR 11例, SD 
14例, PD 10例, 疾病控制率为75.0%; Len+DCF
组患者CR 9例, PR 17例, SD 9例, PD 5例, 疾病

控制率为87.5%, Len+DCF组的疾病控制率高于

表  1  两组患者化疗药物毒性不良反应

     
不良反应

           DCF组(n )     Len+DCF组(n )
  P 值

Ⅰ-Ⅱ级 Ⅲ-Ⅳ级 Ⅰ-Ⅱ级 Ⅲ-Ⅳ级

中性粒细胞减少     23     12     15      7 0.023

淋巴细胞减少     11       9       8      3 0.037

贫血       8       5       5      2 0.018

血小板减少       5       3       2      1 0.024

胃肠道反应     19     18     21    11 0.575

口腔黏膜炎       9       7       7      6 0.432

嗜睡       7       5       6      4 0.614

感染       7       3       4      1 0.003

周围神经炎       5       2       4      2 0.872

■创新盘点
本文采用香菇多
糖联合DCF方案
治 疗 晚 期 胃 癌 , 
探讨其对患者疗
效、血常规、淋
巴细胞亚群和生
存 质 量 的 影 响 , 
从增强患者免疫
角度探讨香菇多
糖增强DCF治疗
晚期胃癌疗效的
机制.
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DCF组. Len+DCF组化疗的不良反应均低于DCF
组, 其中在中性粒细胞减少、淋巴细胞减少、

贫血、血小板减少和感染等方面的差异具有统

计学意义(P <0.05), 而在胃肠道反应、口腔黏膜

炎、嗜睡和周围神经炎等方面的差异无统计学

意义(P >0.05, 表1).
2.2 血常规和淋巴细胞亚群 两组患者化疗前的

血常规和淋巴细胞亚群无明显差异(均P >0.05). 
化疗后的各指标均降低, Len+DCF组的WBC、
Lym、CD3+、CD4+、CD8+和NK细胞均显著

高于D C F组(P <0.05), 而H b和P l t无明显差异

(P >0.05, 表2, 3). 
2.3 生存质量 2组患者化疗前的生存质量无明显

差异(P >0.05), Len+DCF组患者化疗1、3和6 mo
的生存质量评分均低于DCF组, Len+DCF组患者

生活质量显著高于DCF组(P <0.05, 表4).
2.4 生存分析 DCF组患者肿瘤进展时间为5.5 
mo, 中位总生存期为9.3 mo; Len+DCF组患者肿

瘤进展时间为7.2 mo, 中位总生存期为11.6 mo, 
Len+DCF组患者肿瘤进展时间和中位总生存期

均显著高于DCF组患者(P <0.05, 图1).

3  讨论

肿瘤细胞与宿主免疫系统相互作用在肿瘤的发

生、发展和转移过程中起到关键作用. 免疫系

统可清除发生癌变的细胞或抑制肿瘤的发展及

转移, 肿瘤自身和其标志物可诱发机体抗肿瘤的

细胞免疫和体液免疫, 而肿瘤细胞的基因突变和

表  2  两组患者化疗前后血常规结果 

     
指标          分组       化疗前     化疗1 mo    化疗3 mo    化疗6 mo

WBC(×109) DCF组     6.7±1.6     5.3±0.6a     4.6±0.8a     4.2±1.1a

Len+DCF组     6.6±1.5     5.8±0.5     5.5±0.9     5.4±1.2

Lym(×109) DCF组     3.0±0.8     1.8±0.4a     1.4±0.5a     1.2±0.4a

Len+DCF组     3.0±0.7     2.2±0.7     1.9±0.4     1.8±0.7

Hb(g/L) DCF组 146.7±5.7 141.3±8.5 136.3±6.5 130.1±4.6

Len+DCF组 146.1±5.4 145.1±7.6 140.1±5.6 136.2±6.2

Plt(×109) DCF组 205.1±23.3 184.5±15.7 164.2±11.2 144.6±9.2

Len+DCF组 208.2±19.7 193.3±11.4 173.5±10.8 150.8±11.5

aP<0.05 vs  Len+DCF组.

表  3  两组患者化疗前后淋巴细胞亚群结果 (%)

     
淋巴细胞亚群         分组   化疗前 化疗1 mo 化疗3 mo 化疗6 mo

CD3+ DCF组 67.5±3.5 62.3±2.0a 57.3±1.8a 52.4±2.8a

Len+DCF组 67.4±3.6 65.1±1.9 60.1±2.2 56.3±2.1

CD4+ DCF组 35.2±2.2 30.1±1.8a 26.1±2.3a 25.7±1.7a

Len+DCF组 35.4±2.8 32.9±2.1 29.5±1.5 28.4±2.4

CD8+ DCF组 29.2±3.4 25.3±2.1a 18.3±2.3a 12.7±3.1a

Len+DCF组 29.5±3.1 27.8±1.6 21.2±2.2 17.2±3.6

NK DCF组 18.7±1.3 14.3±0.8a 10.1±0.5a   6.7±1.1a

Len+DCF组 18.9±1.4 15.5±0.6 13.8±0.6 10.5±1.4

aP<0.05 vs  Len+DCF组.
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图  1  DCF组和Len+DCF组患者生存函数.

■应用要点
本研究揭示香菇
多糖可显著提高
晚期胃癌患者淋
巴细胞数目, 减少
DCF化疗药物的
不良反应, 显著提
高患者的生存质
量和时间, 为香菇
多糖治疗恶性肿
瘤提供客观证据.
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免疫原性改变形成局部组织抑制性微环境[9,10]. 
这种平衡一旦受到破坏, 肿瘤细胞增殖失去调

控, 宿主免疫系统受抑, 导致患者的免疫功能进

一步降低, T淋巴细胞介导的细胞免疫受到抑制, 
主要表现为CD3+、CD4+和CD8+细胞数目降低[11]. 
因此, 在肿瘤的治疗中应用免疫增强剂, 可显著

减少化疗药物相关的免疫抑制, 提高机体的免

疫功能, 增强对肿瘤细胞的清除作用, 显著提高

化疗疗效[12,13]. 
香菇多糖的主要成分为甘露糖甘肽, 其余

为多种糖分和各种氨基酸等, 是典型的T淋巴细

胞激活剂, 促进T、B淋巴细胞增殖, 提高NK细

胞活性, 体内外均能促进细胞毒T淋巴细胞(cy-
totoxic T lymphocyte, CTL)的产生, 提高CTL细
胞杀伤力, 增强正常或免疫功能低下小鼠的迟

发型超敏反应, 提高抗体依赖性细胞毒作用, 同
时能结合到人单核细胞上激活内源性信号传导

通路[14]. 作为免疫增强的辅助药物, 香菇多糖体

外可促进顺铂对胃癌细胞增殖的抑制作用[15], 与
化疗药物联合使用有减毒增效的作用, 在治疗胰

腺癌[16]、肝癌[17]、结肠癌[18]等肿瘤具有良好疗

效, 显著延长肿瘤患者的生存时间. 目前认为香

菇多糖的免疫调节功能是抗肿瘤作用的基础. 
目前对晚期胃癌尚无疗效显著的化疗药

物, 减少患者痛苦及提高生存质量为主要治疗

目的. 本研究表明, 香菇多糖对晚期胃癌患者的

淋巴细胞亚群具有显著的促进增殖作用, DCF化
疗方案能显著降低胃癌患者淋巴细胞亚群的数

目, 而香菇多糖能显著改善该状况, 减少了升白

细胞药物的使用. 与DCF组患者相比, Len+DCF
组患者化疗后的WBC、Lym、CD3+、CD4+、

CD8+和NK细胞均显著高于DCF组(P <0.05), 而
化疗毒性不良反应降低, 特别是免疫相关的不

良反应显著降低, 极大纠正化疗对患者外周血

白细胞和淋巴细胞的抑制作用, 提高患者的生

存质量和生存期, 疗效高于Van Cutsem等[19]报道

的DCF方案治疗晚期胃癌的疗效. 
总之, 香菇多糖作为一种免疫增强剂, 与

DCF方案联合应用可显著提高机体免疫功能, 提
高患者对化疗药物毒性的耐受力, 减少化疗毒

性不良反应, 提高晚期胃癌的综合治疗效果, 在
治疗晚期胃癌方面具有广阔的应用前景, 但本

研究病例数较少, 有待于大规模临床试验验证. 
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GISTs原发于胃 . 
因此提高对该类
肿瘤的认识显得
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Abstract  
AIM: To investigate the clinical characteristics, 
diagnosis, treatment and prognosis of gastroin-
testinal stromal tumors (GISTs) of the stomach.

METHODS: The clinical and pathological data 
for 114 patients with GISTs of the stomach who 
were treated from January 2005 to September 
2010 at Wuhan Union Hospital were analyzed 
retrospectively.

RESULTS: GISTs of the stomach were mainly 
located in the cardia or fundus (53.5%) and the 
stomach body (36.8%). The common presenting 
symptoms included gastrointestinal hemorrhage 
and abdominal pain. EUS and CT had a high 
accuracy of preoperative diagnosis. Pathologi-
cal and immunohistochemical examinations 
were necessary for a clear diagnosis. All but one 
patient received complete surgical resection. Im-
munohistochemistry demonstrated that tumor 
cells were positive for CD117 in 112 cases (98.2%) 
and for CD34 in 105 cases (92.1%). The follow-
up period ranged from 3 to 68 months, with a 

mean value of 26.2 months. Twenty-four cases 
received imatinib mesylate after surgery. The 
5-year survival rate and tumor-free survival rate 
were 100% and 98.0%, respectively.

CONCLUSION: Gastric GISTs have atypical 
clinical features. EUS and CT are effective diag-
nostic methods. Surgery is the main therapy and 
targeted therapy can significantly improve the 
survival of patients with gastric GISTs.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumors; Stom-
ach; Surgical procedure; Imatinib mesylate; Prog-
nosis

Zhang P, Tao KX. Gastric gastrointestinal stromal tumors: 
an analysis of 114 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(20): 2181-2184

摘要
目的: 总结发生于胃的胃肠间质瘤(GISTs)的
临床病理特征、诊治及预后. 

方法: 回顾分析2005-1/2010-9华中科技大学同
济医学院附属协和医院普通外科收治的114例
胃GISTs患者的临床病理资料.  

结果: 胃GISTs最常见于贲门胃底部(53.5%)
和胃体部(36.8%), 常见的临床表现包括消化
道出血与腹部胀痛. 内镜超声与CT在术前诊
断方面准确率较高, 确诊则需要病理组织学
与免疫组织化学检查. 除1例患者外其余均行
手术完整切除, 免疫组织化学示CD117阳性
率98.2%(112/114), CD34阳性92.1%(105/114). 
术后随访3-68 mo(平均随访26.2 mo), 共有
24例服用甲磺酸伊马替尼治疗, 本组98例随
访患者5年生存率为100%, 无瘤生存率达到
98.0%. 

结论: 胃GISTs临床表现没有特异性, 内镜超
声与CT是术前有效的诊断方法. 手术仍是胃
GISTs治疗的主要方法, 术后给予靶向治疗可
显著改善患者预后. 

关键词: 胃肠间质瘤; 胃; 外科手术; 甲磺酸伊马替

尼; 预后
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科
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■研发前沿
近十余年间GISTs
的研究与治疗尽
管取得了长足的
进步, 但在术前靶
向药物治疗的时
间及剂量、靶向
药物耐药机制以
及新的靶向药物
研发等方面仍有
待于进一步研究. 
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0  引言   

胃肠间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)是消化系最常见的间叶组织源性的肿瘤, 
可发生于胃肠道的任何部位, 但以胃GISTs最为

多见[1]. 2005-01/2010-09华中科技大学同济医学

院附属协和医院普通外科共诊治GISTs 221例, 
其中114例为胃GISTs. 本研究对114例患者的临

床病理资料、诊断治疗以及预后进行回顾性分

析, 以期为提高胃GISTs的诊治水平提供参考, 
报道如下. 

1  材料和方法 

1.1 材料 114例胃GISTs患者均为初治病例, 其
中男50例(43.9%), 女64例(56.1%), 男女比为1∶
1.28. 年龄24-79(平均年龄57.2)岁, 中位年龄57
岁, 小于40岁者仅10例(8.8%). 肿瘤发生于胃底

及贲门部61例, 胃体42例, 胃窦7例, 2个部位多

发间质瘤3例, 另有1例位于残胃吻合口. 全组患

者中有5例存在2个及2个以上胃GISTs. 临床表

现方面以消化道出血就诊的患者有46例, 其中

便血29例, 呕血6例, 二者兼有11例, 上腹部腹胀

不适、疼痛34例, 体检偶然发现17例, 其他术中

偶然发现6例, 腹部包块4例, 反酸嗳气4例, 吞咽

困难、呕吐、腰背部疼痛各1例. 另有4例患者

同时合并有胃癌发生. 
1.2 方法   
1.2.1 辅助检查: 本组114例患者中有91例行电子

胃镜检查; 57例行内镜超声(endoscopic ultraso-
nography, EUS)检查; 37例患者行CT检查; 18例
行腹部超声检查; 4例行MRI检查; 另有10例行

钡餐以及血管造影等检查. 此外, 有37例患者行

CEA、CA125、CA19-9、AFP等肿瘤标志物检

测, 均未发现明显升高. 
1.2.2 治疗: 本组患者均行手术治疗, 除1例为不

完全切除外其余均为完全切除, 包括局部切除

61例, 近端胃大部切除32例, 远端胃大部切除11
例, 全胃切除8例, 1例为残胃切除, 其中有27例
在腹腔镜下完成手术. 全部患者中有12例行联

合脏器切除. 
1.2.3 肿瘤生物学行为判断标准: GISTs的生物

学行为的评价按大多数学者认可的Fletcher评价

标准[2], 以肿瘤直径和每50个高倍镜下的核分裂

象计数将GISTs的侵袭行为分为4类: 极低度危

险、低度危险、中度危险和高度危险. 
1.2.4 随访: 通过电话以及门诊形式对患者进行

随访, 末次随访日期为2011-03-26. 随访内容包

括患者的生存、复查结果、肿瘤有无复发转移

以及有无辅助治疗(靶向治疗或放化疗)及其不

良反应等. 生存日期定义为自手术治疗之日到

死亡之日或末次随访日所经历的时间, 以月为

单位计算. 

2  结果

2.1 术前诊断结果 91例行电子胃镜检查, 其中84
例发现存在黏膜下隆起病灶; 57例行EUS检查, 
有55例(96.5%)诊断考虑为GISTs, 大多表现为起

源于固有肌层的低回声病变, 内部回声多不均

匀; 37例行CT检查, 26例诊断考虑为GISTs, 表现

为软组织密度影, 密度多不均匀, 多数境界清楚

光整; 18例行腹部超声检查, 仅有5例发现肿物

起源于胃, 3例表现为囊实性混合回声肿物, 轮
廓较为清晰, 形状较规则, 考虑为GISTs; 另外有

12例行腹部超声检查也发现存在肿物, 但来源

考虑为胃以外的其他器官. 
2.2  病理及免疫组织化学 肿瘤最大径0.3-15(平
均4.9) c m. 肉眼观切面大多灰白、质韧或呈

鱼肉样, 且有24例(21.1%)同时伴有坏死、出

血及囊性变等继发性改变. 镜下细胞类型96例
(84.2%)为梭形细胞型, 10例(8.8%)上皮样细胞

型, 8例(7.0%)混合细胞型. 行淋巴结清扫28例, 
共清扫淋巴结279个, 其中有2个淋巴结存在肿

瘤转移. 按Fletcher分级, 29例为极低危组, 33例
为低危组, 30例为中危组, 22例为高危组. 免疫

组织化学染色示CD117阳性率98.2%(112/114), 
CD34阳性率92.1%(105/114), DOG-1阳性率

100% (17/17), SMA阳性率13.2%(15/114), S-100
阳性率2.6%(3/114). 
2.3 随访结果 本组患者共有99例获随访, 15例失

访, 随访率86.8%. 随访时间3-68 mo, 平均随访

26.2 mo. 1例不完全切除者目前带瘤生存. 获得

随访的98例完全切除患者术后有1例复发转移, 
为局部复发合并腹腔和肝脏转移, 行3次手术后

目前带瘤生存; 1例于术后3 mo死亡, 死于同时

伴发的胃癌转移; 其余患者均无瘤生存. 术后

共有24例服用甲磺酸伊马替尼治疗, 服用时间

1-66(平均服用时间为17.7) mo. 

3  讨论

GISTs是最常见的消化系间叶源性肿瘤, 过去

■相关报道
Miettinen等报道
的1 765例胃GISTs
中有124例病灶小
于2 cm且术后随
访均未发生肿瘤
复发与转移. 因此, 
对胃小GISTs的早
期诊断与手术切
除是改善预后的
重要手段. 
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曾被普遍诊断为平滑肌肿瘤和神经源性肿瘤. 
1983年Mazur和Clark[3]首次提出了胃肠间质瘤

的概念, 1998年日本的Hirota等[4]报道了GISTs中
存在c-kit基因功能获得性突变, 此突变在GISTs
发病中发挥着极为关键的作用. 进一步研究发

现GISTs对CD117和CD34呈阳性反应. 2003年
Heinrich等[5]发现在某些缺乏c-kit突变的GISTs
中存在血小板衍生生长因子受体α(p l a t e l e t-
derived growth factor receptor alpha, PDGFRα)
的突变, 是GISTs发生的另一重要原因. 至此, 
GISTs的诊断才真正进入了标准化阶段. 

GISTs虽可发生于整个消化系统, 但以胃部

最为多见. 国内赵加玲等[6]对上海市2003-2008年
713例GISTs患者进行了总结分析, 其中有419例
(58.8%)发生于胃. 本组114胃GISTs占同期协和医

院外科收治GISTs的51.6%, 与文献报道相符[1,6]. 
胃GISTs临床表现多样, 并无特异性. 本组患者

主要表现为消化系出血与腹部胀痛, 另有23例
(20.2%)患者无明显症状, 为体检或在其他手术

中偶然发现. GISTs确诊需要依靠病理组织学以

及免疫组织化学检查特别是CD117阳性, CD117
在GISTs中阳性率大约为95%[7]. CD34为造血前

体细胞抗原, 可在GISTs或血管内皮细胞中表

达, 而SMA与S-100则分别在平滑肌细胞以及神

经鞘膜细胞中表达. 本组患者中CD117与CD34
阳性率分别为98.2%与92.1%, SMA与S-100的阳

性率分别为13.2%与2.6%, 提示有一小部分的胃

GISTs存在平滑肌分化与神经分化. 此外, 有17
例患者进行了DOG-1检测, 全部呈现阳性, 说明

DOG-1是GISTs敏感且特异性的诊断标志物, 对
于GISTs诊断也具有极高的价值. 

胃镜、EUS、CT及B超是胃GISTs常用的

辅助检查方法. 胃镜作为胃GISTs术前最常用方

法, 本组84例患者行胃镜检查时发现存在黏膜

下隆起病灶, 但是仍有7例在行胃镜时未发现肿

瘤, 说明胃镜在诊断外生性肿瘤方面具有较大

局限性. 而EUS则可以发现直径<2 cm的肿瘤且

能清晰区分胃肠道的各层结构, 对肿瘤来源的

更为判断准确, 因此对胃GISTs诊断具有较大的

意义, 是当前诊断胃GISTs的首选方法[8,9]. 本组

57例行EUS检查患者中有55例(96.5%)诊断考虑

为GISTs, 也证实了这一观点. 而作为腹部疾病

一线诊断方法的腹部超声, 虽有简便、无创、

快速等优势, 但对胃GISTs的早期诊断和判断病

变组织来源及肿瘤与周围组织关系的意义不大. 
本组18例行超声检查, 17例发现存在占位性病

变, 但仅有5例发现肿物起源于胃, 3例考虑为胃

GISTs. 本组患者中37例行CT检查, 26例诊断考

虑为GISTs, CT虽然在确诊率方面较EUS低, 但
却能清晰显示肿瘤的大小、生长方式、肿块与

周围组织的关系及有无转移等, 既弥补了胃镜

检查对于腔外型肿瘤诊断的不足, 又对术式选

择以及估计预后有较大的指导意义. 
随着内镜技术的发展, 近年来也有较多对

直径2 cm以下的胃GISTs实施内镜下切除的报

道[10,11]. 但由于大多数胃GISTs位于固有肌层, 内
镜下切除发生穿孔的概率明显增高, 所以当前

NCCN指南对胃GISTs内镜下切除还处于谨慎

的态度, 手术切除仍是胃GISTs首选的治疗方

法. 同时, GISTs的淋巴结转移率较低(本组仅为

0.72%), 在进行肿瘤切除时并不需要进行常规

的淋巴结清扫. 一般而言对直径相对较小、无

浸润坏死的胃GISTs患者行局部完整切除即可, 
这样可以同时保证患者生存率和生存质量; 对
于直径超过5 cm、伴有溃疡的肿瘤, 往往需要

行胃大部切除术甚至全胃切除; 而对一些外生

型GISTs, 如侵及周围脏器时甚至需要联合切

除. 本组病例有12例患者行联合脏器切除, 术后

恢复良好. 此外, 随着一系列回顾性研究[12-14]发

现腹腔镜下行GISTs手术的效果与复发率方面

与开腹组相似, 甚至优于开腹组, NCCN指南也

已从不推荐在腹腔镜下行GISTs手术变为直径

5 cm以下的GISTs可由腔镜经验丰富的医师操

作完成. 本组共有27例患者在腹腔镜下完成手

术, 手术过程顺利, 无中转开腹者. 在行腹腔镜

GISTs切除时, 操作应该更加细心, 严格遵循外

科无瘤原则, 避免肿瘤破裂, 引起腹腔和腹壁转

移. 近年来, 随着以甲磺酸伊马替尼为代表的靶

向药物的临床应用, GISTs的治疗方法也发生了

重大的变化, 由原先单一的手术治疗逐步转为

手术、药物的联合治疗. 詹文华等[15]进行的国内

多中心临床试验证实了对已行GISTs完全切除

但又有高度恶性倾向的患者每日口服400 mg甲
磺酸伊马替尼, 肿瘤转移率和复发率将显著降

低. 本组有24例中危及高危患者(包括1例不完全

切除患者)术后接受了甲磺酸伊马替尼治疗, 目
前均未发现原发耐药及继发耐药者, 2例患者带

瘤生存, 其余患者均未发现存在肿瘤复发或转

移. 此外, 研究还发现对于GISTs患者进行c-kit和
PDGFRα基因突变的检测对靶向药物的选择及

预后判断都有极其重要的作用. 因此, 在临床工

作中对GISTs患者常规进行基因突变的检测已

■应用要点
本文详细总结了
近年手术治疗的
1 1 4 例 胃 G I S Ts
患者的临床病理
资 料 ,  发 现 随 着
对 G I S Ts 研究认
识 的 深 入 ,  对 胃
G I S Ts 患者采取
手术切除、甲磺
酸伊马替尼辅助
的联合治疗方法, 
可使肿瘤复发和
转 移 显 著 减 少 , 
生存率提高. 
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刻不容缓. 
预后方面, 文献报道胃GISTs的预后显著好

于小肠及其他部位来源的GISTs. Fujimoto等[16]

报道胃GISTs患者5年生存率可达86.0%, 国内

王刚、伍小军等报道的胃GISTs 5年生存率为

56.6%与79.3%[17,18]. 本组共有99例随访患者, 其
中1例因伴随胃癌转移死亡. 剔除此例因胃癌死

亡的患者, 本组98例胃GISTs患者随访均未死亡, 
5年生存率为100%, 无瘤生存率达到98.0%, 与国

内外相关报道相比生存率较高. 原因可能有以

下几个方面: (1)本组患者均为2005年以后收治

的患者, 而国内之前的胃GISTs研究报道的患者

大多为最近15年的病例, 在GISTs的认识与治疗

方面本组较之前各研究报道有较大进步; (2)本
组患者中极低危与低危患者占54.4%, Fletcher分
级中极低危组与低危组在生存方面本身预后较

好, 且中危与高危胃GISTs患者中有24例系统服

用甲磺酸伊马替尼, 获益较为显著; (3)本组平均

随访时间为26.2 mo, 还需要进一步随访观察. 总
之, 对于胃GISTs患者采取手术切除、甲磺酸伊

马替尼辅助的联合治疗方法, 可以显著减少肿

瘤的复发和转移, 提高生存率. 
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Abstract
AIM: To evaluate common clinical problems of 
percutaneous endoscopic gastrostomy and cre-
ate an individualized treatment plan by means 
of evidence-based medicine to control symptoms 
and reduce mortality. 

METHODS: After clinical problems were put 
forward, systematic reviews and randomized 
controlled trials were collected from the Co-
chrane Library (online), MEDLINE (1990-2010), 
EMBase (1990-2010), SCIE (1990-2010) and CNKI 
(2000-2010). Treatment protocol was developed 
by combining the evidence and the wishes of the 
patient.

RESULTS: A total of 39 RCTs and 10 systematic 
reviews were identified. A rational treatment 
plan was made upon a serious evaluation of the 
data and wishes of patients.

CONCLUSION: An individualized treatment 
plan developed based on evidence-based meth-
od can improve the efficacy of percutaneous en-
doscopic gastrostomy.

Key Words: Percutaneous endoscopic gastrostomy; 
Evidence-based therapy; Treatment protocols   
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摘要
目的: 探讨经皮内镜胃造瘘临床上常见问题, 
并为患者制定合理的治疗方案, 以控制患者症
状, 降低死亡率.   

方法: 在充分评估患者的情况后 ,  提出临
床问题, 从Cochrane图书馆(1995-2010)、
M E D L I N E ( 1 9 9 0 - 1 2 / 2 0 1 0 )、E M B a s e 
(1990-12/2010)、SCIE(1990-12/2010)、中国
知网(1990-2010)中分别检索有关经皮内镜胃
造瘘的诊疗及临床常见问题的随机对照试验
和系统评价, 对所获证据进行评价, 并结合患
者及家属意愿制定治疗方案.  

结果: 共检索出与不同问题相关的随机对照
试验39篇, 系统评价/Meta分析10篇. 分析证据
并结合患方意愿, 最终为患者制定了合理的治
疗方案. 

结论: 采用循证治疗的方法, 为患者制定合理
的治疗方案, 以达到控制症状, 提高生存率的
目的.  

关键词: 经皮内镜胃造瘘术; 循证治疗; 治疗方案

刘启胜, 董卫国. 经皮内镜胃造瘘患者的循证治疗.  世界华人消

化杂志  2011; 19(20): 2185-2189

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/2185.asp

0  引言

经皮内镜胃造瘘术(percutaneous endoscopic 
gastrostomy, PEG)是一项无需外科手术及全身
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■背景资料
经皮内镜胃造瘘
术是一项无需外
科手术及全身麻
醉的造口技术, 自
1980年应用于临
床以来, 在美国每
年约有16-20万例
次的临床操作, 近
年来在国内已逐
步开展.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



麻醉的造口技术, 自1980年应用于临床以来, 在
美国每年约有16-20万例次的临床操作[1], 近年

来在国内已逐步开展. 通过PEG为丧失吞咽功

能或吞咽梗阻患者进行肠内营养, 既符合生理

状态, 与传统开腹胃造瘘的手术相比, 又具有安

全、便捷、费用低廉的优点, 避免了手术风险

和创伤, 同时其置管时间可长达4年以上. 其主

要适用于因各种原因导致的不能经口进食、需

要长期营养支持及留置鼻胃管超过1 mo, 或不

耐受鼻胃管患者, 包括各种颅脑外伤、脑血管

意外、老年性痴呆及脊髓疾病患者. 

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 男, 58岁, 工人, 因“车祸后昏迷

3年余”入院. 患者3年前因车祸致颅脑损伤, 行
开颅手术清理淤血. 术后处于深昏迷状态, 丧失

意识活动, 由专人护理, 营养以静脉支持和鼻胃

管支持结合, 在鼻饲管营养过程中患者曾出现咽

炎、鼻窦部感染, 出现4次鼻胃管滑脱, 考虑患者

将长期卧床, 不能自行进食, 而患者长期静脉营

养支持可能导致静脉炎、注射部位感染等并发

症, 同时鼻饲喂养并发症多, 现考虑PEG喂养可

能. 患者术后体质量下降约15 kg, 大小便无明显

异常. 查体: 生命体征稳定, 昏迷状态, 呼之不应, 
全身皮肤黏膜无黄染, 浅表淋巴结未触及肿大, 
双肺呼吸音清, 未及干湿性罗音, 心律齐, 各瓣膜

区无杂音, 腹软, 肝脾未触及, 肠鸣音正常, 双下

肢无水肿. 辅助检查示血红蛋白87 g/L, 肝、肾功

能、电解质等无明显异常, 胸片无异常. 
1.2 方法 
1.2.1 评估患者的情况并提出问题: 患者长期处

于昏迷状态, 无法自行进食, 长期鼻饲喂养容易

导致鼻咽道黏膜糜烂出血和吸入性肺炎等多种

并发症. 考虑患者肠道无明显器质性病变, 有实

施肠内营养的条件, 结合患者情况, 该患者下一

步将采取何种措施支持营养, 根据PICO原则, 将
患者问题转换成可以回答的临床问题形式: (1)
哪类患者需要使用胃造瘘? (2)哪种胃造瘘方法
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(PEG、PFG、传统手术3种方法)成功率最高, 
哪种并发症最少? (3)PEG术后何时进食最佳? 
(4)PEG术前术后是否需要使用抗生素预防感

染? (5)哪种有最好的成本效果? 
1.2.2 检索策略: 按照目前公认的证据强度高低, 
首先查找有关的临床指南、系统评价、Meta
分析、多中心大样本随机对照试验. 若没有则

逐级降低查找单个大样本RCT结果、有对照但

未用随机方法分组的研究、无对照的系列病例

观察和单个病案等, 最后检索有无专家意见. 语
种限制为英文, 研究对象限制为人类. 其中系

统评价首选Cochrane系统评价并参考疗效评价

文献库对系统评价的整理评价, 并按照牛津循

证医学中心对系统评价的评价标准进行筛选. 
检索词: percutaneous endoscopic gastrostomy、
antibiotic prophylaxis、randomized controlled 
trials、treatment outcome、time factors、costs 
and cost analysis、cost-minimization analysis. 
限定词: human; meta-analysis; randomized 
controlled trials(RCT); systematic review; practice 
guideline.   

2  结果

共检索出与不同问题相关的随机对照试验39篇, 
系统评价/Meta分析10篇(表1). 检索结果如表1
所示. 

3  讨论

根据循证医学的原则, 对所有证据的真实性, 重
要性和实用性进行评价, 主要指标包括是否随

机、随机分配方案是否隐藏、是否采用盲法及

基线情况等, 所检索到的证据中绝大部分为高

质量的RCT及其SR, 混杂因素少, 产生偏倚小, 
因此证据强度高, 结论可靠. 参照2001年牛津循

证医学中心证据分级标准将证据分级. 将证据

质量分为: A级证据为基于随机对照实验的Meta
分析、系统评价和大型随机对照实验; B级证据

为高质量病例对照或队列研究及其系统评价; C

www.wjgnet.com

表  1  经皮内镜胃造瘘症治疗检索结果

     临床问题 系统评价或Meta分析/篇 随机对照研究/篇

PEG、PFG、传统手术3种方法比较 2 21

术后何时开始进食 2   6

是否需要预防性使用抗生素 3 10

不同的瘘管材料 0   2

成本效益分析 3   0

■相关报道
Sharma等的Meta
分析结果显示, 使
用抗生素后感染
的相对风险和绝
对风险分别减少
73%和17.5%, 术
前30 min静脉使用
广谱抗生素可降
低感染总发生率.
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级证据为病例对照或队列研究; D级证据为病例

报告、系列病例分析和专家意见.
该患者处于深昏迷状态 ,  不能自主进

食 ,  初期曾给予静脉营养和留置鼻胃管营养

(nasogastric tubes, NGT), 但3年内多次出现静

脉炎、电解质紊乱及鼻咽、食管黏膜糜烂出血

等并发症. 结合患者病情, 考虑给予胃造瘘营养

支持, 但具体造瘘方法及方案尚待研究. 一个纳

入高质量随机对照试验的系统评价[1]对是否使

用胃造瘘进行了研究, 参考指标包括患者生活

质量、费用、营养支持效果, 结果显示施行胃

造瘘术营养支持比单纯鼻胃管营养支持更为安

全, 并取得更好的营养支持效果, 生活质量亦高

于单纯使用鼻胃管. Corry等[2]进行的一项RCT
研究对PEG和NGT的营养支持效果、并发症、

患者耐受度、费用进行了比较, 结果显示PEG
的营养供应效果、耐受时间及生活质量显著高

于NGT(P <0.01), 并发症发生率和感染率两者间

无显著差别. 胃造瘘手术目前可分为传统手术

胃造瘘(surgical gastrostomy, SG)、X线透视引导

下经皮胃造瘘(radiologically inserted gastrostomy, 
RIG)和PEG. Wollman等[3]的1项纳入5 752例患

者的Meta分析对RIG、PEG、SG 3种方法进行

了比较, 结果显示RIG的成功率高于PEG(99.2% 
vs  95.7%, P <0.001), 操作相关死亡率SG显著高

于RIG、PEG (2.5% vs  0.3%, 0.53%; P <0.001). 
Ljungdahl等[4]对PEG和SG的安全性和营养支持

效果进行了RCT分析, 结果显示PEG操作时间少

于SG手术时间(15 min vs  35 min, P<0.001); PEG
并发症的发生率低于SG手术(42.9% vs  74.3%, 
P <0.01); 术后30 d死亡率两组无显著性差异

(5.7% vs  14.3%, P>0.05). Hoffer等[5]1项RCT研究

对RIG和PEG的效果及并发症进行了比较, 结果

显示RIG和PEG的成功率分别为100%和91%(P = 
0.014), 操作时间分别为53 min和24 min(P = 0.001), 
在30 d的随访期中, RIG和PEG分别发生33和45例
并发症, PEG术后肺炎的发生率高于RIG组(P  = 
0.013), 在长期随访中, RIG组瘘管相关并发症发

生17例, PEG组发生4例(P  = 0.007), RIG的单次操

作和处理费用多于PEG. 我们认为RIG和PEG在长

期营养支持中各有优劣, RIG有更高的成功率和

更少肺炎并发症发生, 但PEG操作时间短、总体

费用较低, 而且后期需要更少的瘘管护理. 
SG主要适用于在胃肠部施行其他手术的同

时留置造瘘管, 单纯开腹造瘘已不常见,  RIG和

PEG已成为目前胃部造瘘管手术的主流方式, 两

者各有优劣, RIG有更高的成功率和更少肺炎并

发症发生, 但PEG操作时间短、总体费用较低, 
而且后期需要更少的瘘管护理. 鉴于患者病情

及经济条件, 建议其行PEG术. 
常规认为P E G术后24 h内应行静脉营养

支持, 待患者未出现出血、呕吐、窦道渗漏等

并发症方可经造瘘管进食, 近年来有人提出应

在术后尽早进食, 这样不仅能有效的提高机体

的营养状态, 而且可尽早促进消化液和胃肠道

激素的分泌, 增加内脏血流, 促进胃肠黏膜生

长. 究竟术后何时开始初次进食目前争议较多. 
McCarter等[6]进行的RCT实验将患者随机分成

术后4 h进食组(A组)和术后24 h进食组(B组), 所
有患者术前均预防性使用抗生素, 每4 h喂养1
次, 第1天共输入1 000 mL营养物质, 第2天共输

入2 200 mL, 当发生胃潴留时停止喂食1次(胃残

留物容量>50%胃容积视为胃潴留). 结果显示在

开始进食后第1天A组胃潴留发生率为25%, B组
为9%(P  = 0.029), 第2天胃潴留率两者无区别, 所
有胃潴留在暂停进食后均缓解. 在10 d观察期中, 
误吸、腹膜炎、出血、造瘘管渗漏等并发症总

发生率两组间无显著差异. Stein等[7]进行的RCT
试验将各40例患者随机分配到术后1 h进食组和

术后24 h进食组, 进食方式选择为微泵控制持续

输入, 逐日增加输入量, 第1天的输入速度控制

为30 mL/h, 第2天为70 mL/h , 第3天为l00 mL/h, 
观察期间随时观察各种并发症发生情况, 每6 h
检查1次胃残留物容积. 结果显示: 两组间的最

大胃残留物容积无显著差别, 出血、呕吐、呕

吐、渗漏等并发症发生率两组间无差别. 1篇纳

入5个高质量RCT试验的Meta分析[8](Szary)对术

后3 h以内进食和术后24 h进食进行了比较, 共
355名患者纳入分析, 结果显示两组的术后并发

症发生率无显著差(OR = 0.78; 95%CI: 0.39-1.53; 
P  = 0.47), 24 h内胃残留容积无差别(OR  = 1.46; 
95% CI: 0.75-2.84; P = 0.27), 两者72 h死亡率

无差别(OR  = 0.60; 95%CI: 0.18-1.99; P = 0.40). 
Bechtold等[9]对术后4 h进食和术后24 h进食进行

了Meta分析, 共有6个RCT试验和467例患者纳入

该研究, 结果显示两组患者并发症发生率无统计

学差异(OR  = 0.86; 95%CI: 0.47-1.58; P  = 0.63), 
72 h内死亡率无统计学差异(OR  = 0.56; 95%CI: 
0.18-1.74; P  = 0.31), 24 h内胃残留容积4 h进食组

高于24 h进食组(OR  = 1.80; 95%CI: 1.02-3.19; P  
= 0.04). 我们认为4 h内进食和24 h左右进食在并

发症和死亡率方面无差异. 

■应用要点
采用循证治疗的
方 法 ,  为 患 者 制
定合理的治疗方
案 ,  以 达 到 控 制
症 状 ,  提 高 生 存
率的目的.
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术后早期进食是一种安全、有效、可耐受

的选择, 早期和24 h后进食在并发症发生率上无

显著差别, 他在更早恢复肠道功能的同时, 还可

减少住院时间和降低费用. 建议患者在术后3-4 
h即可少量进食. 

近年来随着各种耐药现象的出现, 抗生素

的使用指征也受到了更多关注, 有学者认为在

某些操作前预防性使用抗生素不仅增加了费用, 
而且可能导致耐药现象的出现, 在PEG术前是否

需要预防性使用抗生素同样存在着争议. 胃造

瘘最常见的并发症是口缘端感染, Gossner等[10]

进行的RCT研究将347例患者随机分到3组, 第1
组为术前预防性使用2 g头孢噻肟, 第2组预防性

使用4 g哌拉西林和0.5 g他唑巴坦, 第3组不使用

抗生素, 口缘端感染程度分为4级, Ⅰ-Ⅲ度为轻

度感染, Ⅳ度为严重感染. 结果显示抗生素组的

总感染评分显著低于未使用抗生素组(P <0.01). 
第3组中Ⅲ度感染发生率显著高于第1组和第2
组(P <0.001). 第3组中有3例患者发生腹膜炎, 而
抗生素使用组无腹膜炎发生. Radhakrishnan等[11] 

的RCT试验将患者随机分为3组, A组术前静滴

头孢呋辛750 mg, 术后8 h和术后16 h分别再次静

滴1次, B组患者仅在切开部位行聚维酮碘喷洒消

毒, C组患者结合使用A组合B组的处理措施. 结
果显示3 d后B组总感染率为32%, A组为6%, C组
为9%(3组间比较P  = 0.0114), 1 wk后B组总感染

率为43%, A组为11%, C组为3%(P  = 0.003). 作者

认为使用抗生素效果好于单纯聚维酮碘喷洒, 两
者结合效果最好. 1篇Meta分析[12](含10篇高质量

RCT研究, 1 059例患者)对是否预防性使用抗生

素进行了评价, 结果表明预防性使用抗生素可使

感染相对风险降低64%, 绝对风险降低15%, 其中

预防性使用头孢菌素可使相对风险降低64%, 绝
对风险降低10%, 使用青霉素可使相对风险降低

62%, 绝对风险降低13%. Lipp的1篇Meta分析共

纳入1 100名患者, 结果显示预防性使用抗生素

可显著性减少造瘘口的感染(OR = 0.31; 95%CI: 
0.22-0.44), 感染率可降低19%. Sharma等[13]的

Meta分析结果显示, 使用抗生素后感染的相对风

险和绝对风险分别减少73%和17.5%, 术前30 min
静脉使用广谱抗生素可降低感染总发生率. 

因此, 术前静脉使用抗生素可降低感染总

发生率, 建议在术前及术后3 d静滴抗生素, 以广

谱三代头孢类抗生素主. 
目前使用最为广泛的造瘘管材质是硅酮聚

合物和聚氨基甲酸乙酯, Blacka等[14]对使用硅

酮聚合物造瘘管和聚氨基甲酸乙酯造瘘管效果

进行比较, 共有138例患者纳入该研究, 结果显

示两组平均置管期分别为377.2 d(CI: 326-428)
和436.8 d(CI: 383-490; P = 0.13); 硅酮聚合物管

的真菌感染率高于聚氨基甲酸乙酯管(61.8% vs  
29%, P <0.001); 硅酮聚合物管的管道变形率高

于聚氨基甲酸乙酯管(40.8% vs  6.5%, P <0.005); 
硅酮聚合物管的可逆性管道堵塞发生率高于聚

氨基甲酸乙酯管(30% vs  16.1%, P <0.005); 硅酮

聚合物管的不可逆性管道堵塞发生9例, 堵塞率

显著高于聚氨基甲酸乙酯管的1例(P <0.001). 硅
酮聚合物管组有69.7%患者出现瘘口附近皮肤

红斑和粗大肉芽组织形成, 聚氨基甲酸乙酯管组

为41.9%(P = 0.002). 我们认为硅酮聚合物管比聚

氨基甲酸乙酯管在使用中更易于出现真菌感染

和管道堵塞, 需要进行更多次的管道更换和其他

医学处理. Van等[15]进行的RCT对使用不同材料

的造瘘管进行了比较, 其中50例患者使用聚氨

基甲酸乙酯, 56例患者使用聚硅酮, 术后1 wk各
有两名患者出现严重并发症(RS = 1.1; 95%CI: 
0.11-11), 总并发症前者出现4次, 后者出现17次
(RS = 3.8; 95%CI: 1.37-10.5). 长期随访显示使用

聚氨基甲酸乙酯患者无并发症时间为916 d, 使
用聚硅酮患者无并发症时间为354 d(P = 0.24), 
我们认为, 使用聚氨基甲酸乙酯造瘘管短期内

总并发症发生率较低, 但严重并发症和长期效

果两者无显著差别. 
少量的RCT试验显示聚氨基甲酸乙酯材质

的造瘘管具有真菌感染率低、变形率低、不易

堵塞、置管时间长的优点, 虽然价格较硅酮聚

合物高, 但综合考虑建议使用聚氨基甲酸乙酯

材质造瘘管. 
Barkmeier等[16]对SG、RIG、PEG 3种置

管方式进行了成本研究, 结果显示3组成本分

别为3 694美元、1 985美元、1 862美元(P  = 
0.02). SG成本显著高于RIG和PEG(P  = 0.0001). 
Callahan对患者PEG术后的成本进行了1年前瞻

性队列研究, 共纳入105例患者, 置管后每日平

均成本为87.21美元(中位数33.5), 置管后1年内

的营养成本约为31 832美元(中位数12 227美元), 
其中置管手术成本占29.4%, 营养成本占24.9%, 
各种并发症的处理成本占33.4%. Sartori等[17]对

34例头颈部肿瘤患者进行P E G术后的成本进

行了研究, 成本分为3大部分, 一为手术期间材

料、麻醉、抗感染、抗分泌药物成本; 二为营

养成本; 三为护理成本. 对患者随访至患者停止

■同行评价
本文选题新颖, 内
容 丰 富 ,  结 果 可
靠, 结论正确, 对
临床医疗有较好
的指导价值.
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使用PEG, 操作过程中未出现死亡及严重并发症, 
术后60 d有3名患者因原发性疾病死亡, 17例患者

进行门诊护理, 11例患者转为家庭护理, 平均PEG
使用时间为180 d(47-639), 2例患者在随访期出

现伤口感染, 抗生素处理后治愈, 每日平均成本

24.06马克(其中处置费为2.08马克, 营养费为20.42
马克, 护理费为1.56马克), 总成本稍高于经鼻胃

管营养法(每天约22.78马克), 两者无统计学差异. 
结合PEG法可显著改善生活质量, 作者认为是对

肿瘤患者行PEG营养支持具有最佳的成本效果. 
目前仅有少数国外的初步研究报道经皮内

镜胃造瘘术的成本效果比, 而国内尚无相关研

究报道. 由于国情不同, 价格水平和医疗保险体

制等方面均存在差异, 这些结果对我国OGIB患
者的诊治仅具有一定的参考价值, 尚须进行进

一步的相关研究. 
根据上述证据, 为该患者制定如下治疗方

案: (1)麻醉状态下行经PEG. 术中选用聚氨基甲

酸乙酯管材质胃造瘘管; (2)术前禁食8 h, 术前1 
h给予头孢噻肟2 g静滴, 术后继续使用3 d预防感

染(每日静滴1次, 2 g/次); (3)术后4 h经造瘘管给

予流质营养, 从少许等渗温葡萄糖盐水开始, 逐
步增加肠内营养的质和量, 每次注入量不宜太

多, 5 d后开始每天进食4次, 每次注入营养液250 
mL, 生理盐水或温开水50 mL; (4)术后3 d常规行

止血、护胃治疗. 监测生命体征. 患者采纳医院

制定的治疗方案, 每次进食前后都用50 mL清水

冲洗造瘘管, 每日应用长棉签清洁官腔的碎屑. 
每日用2%碘伏消毒造瘘管周围皮肤2次.
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Abstract
We present a case of transgastric endoscopic fen-
estration of a symptomatic simple hepatic cyst 
in the left lobe. After per-oral intubation, the an-
terior wall of the stomach was punctured with a 
needle. After the anatomic location was defined 
by intraperitoneal endoscopic ultrasound, fen-
estration was performed by gastric endoscopy. 
The procedure was successfully performed 
without any difficulties. The patient had an un-
complicated postoperative course. This method 
is technically feasible and represents a potential 
new approach to the treatment of simple hepatic 
cysts.

Key Words: Hepatic cyst; Fenestration; Gastric en-
doscopy

Chen SY, Zeng XQ, Ma LL, Gao H, Wang J, Zhou PH, Xu 
MD, Wang P, Wang HM, Yao LQ. Transgastric endoscop-
ic fenestration of a hepatic cyst: a report of one case. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(20): 2190-2193

摘要
本例患者肝囊肿位于肝左叶, 我们采用经胃镜
胃壁切开、腹腔内超声内镜明确诊断和解剖
关系、肝囊肿开窗引流、缝合胃壁切口, 最
终获得预期效果. 应用自然腔道内镜下手术
(NOTES)处理肝囊肿, 为肝囊肿处理提供了新
的可供选择的手段, 为NOTES处理诸多争议
积累了一份证据.

关键词: 肝囊肿; 开窗术; 经胃内镜
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0  引言

经自然腔道内镜下手术(natural orifice translume-
nal endoscopic surgery, NOTES)是一项内镜技术

的突破. 目前已经在动物实验取得广泛成功. 本
文报道1例经胃内镜肝囊肿开窗术, 为肝囊肿提

供一种新的治疗方式. 

1  病例报告

女, 46岁. 因“反复中上腹隐痛3 wk”入院. 患者

3 wk前出现中山腹痛, 至当地医院就诊, 查胃镜

提示: 胃黏膜下肿瘤. 复旦大学附属中山医院查

超声胃镜见胃底胃壁外无回声占位, 考虑肝脏

左叶囊肿. 查体T: 36.9 ℃, BP: 118/80 mmHg. 全
身皮肤无黄染. 腹部平软, 肝脾肋下未及, 无包

块. 辅助检查: 血常规、凝血功能、肝功能、血

AFP均正常. B超: 肝囊肿(肝右叶膈顶见14 mm
×14 mm无回声区, 肝左外叶后缘见29 mm×24 
mm无回声区). CT: 肝囊肿(肝脏左叶外侧段及右

后上叶低密度灶, 直径分别为3.6 cm, 1.4 cm), 增
强未见明显强化. 

®

■背景资料
经自然腔道内镜
下手术在动物实
验中证明了其可
行性和安全性, 在
人体中也初步证
实是一种可行的
操作方法.

■同行评议者
邱伟华, 副主任医
师, 上海交通大学
医学院附属瑞金
医院普外科
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经伦理委员会讨论通过同意行经胃内镜肝

囊肿开窗术. 向患者详细叙述手术步骤, 充分解

释各项可能意外与并发症, 同时说明可供选择

的其他治疗方法. 患者与家属慎重考虑, 签署知

情同意书, 决定行经胃镜肝囊肿开窗术. 术前常

规胸片、心电图、血常规、血生化及凝血功能

等检查, 明确无手术及麻醉禁忌. 术前12 h禁食

水. 术前30 min予罗氏芬、奥硝唑预防感染治疗.
手术内镜为Olympus GIF-2TQ260M型, 

内镜主机为O l y m p u s 260主机 ,  超声内镜为

EUS2000型, 采用带球囊小探头. 操作配件包括

透明帽、注射针、钩刀、热活检钳、金属铗等

配件. 非一次性器械均经戊二醛10 h或环氧乙烷

严格灭菌处理. 使用器械均为有SDA批号的现

有内镜器械. 
手术在腹腔镜检查室进行, 术前腹腔镜检

查室紫外灯照射消毒. 患者取仰卧位, 常规气管

插管全身麻醉, 给予阿托品减少分泌物和胃腔

蠕动, 先行胃镜常规检查, 吸尽食管胃残留液体

和分泌物, 应用生理盐水充分清洗食管与胃腔. 

更换内镜, 进入胃腔后选择胃体大弯偏前壁作

为切开点(图1A), 相距2 cm予氩气刀标志, 钩刀

切开标志点之间1.5 cm(图1B), 黏膜切开后直接

全程切开(图1C), 热活检钳处理渗血(图1D). 切
开足够后通过插入和旋转将内镜推入腹腔, 充
分注气后直接观察肝脏表面和周围结果, 发现

肝左外叶圆形囊性隆起, 大小约3.5 cm. 置入带

球囊超声小探头(频率20 MHz)置于隆起表面, 可
探及无回声占位, 与肝脏组织分界处囊壁清晰. 
采用注射针抽取囊液(图1E), 呈清亮状. 更换钩

刀切开表面囊肿壁, 清亮液体流出, 引流通畅, 
囊肿萎缩. 吸尽腹腔内残留血液和液体, 检查无

出血, 吸尽腹腔内气体, 将胃镜退出胃壁至胃腔

内, 以金属铗完全缝合切口, 注气检查创面无渗

血和漏气, 吸尽胃腔气体退出内镜, 置入鼻胃管, 
手术结束. 操作全程耗时40 min, 术中无明显出

血, 未输血制品. 
术后患者安返消化科病房, 胃肠减压48 h拔

除, 罗氏芬、奥硝唑预防感染, 奥美拉唑抑酸治

疗、营养支持治疗3 d. 术后第3天停静脉补液, 

■相关报道
国内已有报道成
功采用经胃内镜
行胃窦至胃体上
部前壁外巨大肝
囊肿的开窗术.

图  1  经胃内镜肝囊肿开
窗术. A: 选择切开部位: 

胃体前壁; B: 标记切开位

置; C: 电刀切开胃壁; D: 

创面止血; E: 穿刺囊肿, 

抽出清亮囊液.

A

C

B

D

E
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改口服抑酸治疗. 
术后疼痛评估1分(0-10分主观疼痛评分系

统), 未使用止痛药. 术后3 d进食流质, 7 d出院. 
术后生化检查: 术后第2、3、4天随访白细胞、

血沉、CRP无明显改变. 术后7 d复查CT示肝左

叶囊肿消失. 术后随访至今(60 d), 无中上腹痛, 
生活质量佳, 复查B超肝左叶囊肿消失. 

2  讨论

肝囊肿是一种较常见的肝脏良性疾病, 分为寄

生虫性和非寄生虫性, 前者肝棘球蚴病较为多

见, 后者又可以分为先天性、创伤性、炎症性

和肿瘤性. 临床常见的是先天性肝囊肿, 其发生

可能是肝内迷走胆管与淋巴管在胚胎期的发育

障碍或局部淋巴管因炎性上皮增生阻塞, 导致

管腔内分泌物潴留所致. 可分为单发性和多发

性两种. 肝囊肿可发生于任何年龄, 多见于20-50
岁. 男女发生率为1∶4, 多数发生于肝右叶. 囊
肿大小不等, 囊壁一般较薄, 囊壁内层上皮细胞

为柱状、立方形、扁平或缺如, 外层为胶原样

组织. 囊液一般澄清透明, 不含胆汁. 先天性肝

囊肿在正常人群中检出率为2.5%-5.0%, 生长缓

慢, 大多数肝囊肿患者没有症状, 多通过超声、

CT等影像学或手术中发现. 然而, 15%的患者当

囊肿逐渐增大, 压迫肝脏及邻近脏器时出现症

状, 包括腹部不适、腹痛、腹部肿块、黄疸、

门脉高压等. 
一般认为直径≤4.5 cm的单发性肝囊肿可

暂不予治疗, 因单发性肝囊肿恶变可能性很小, 
可采用B超随访. 直径≥4.5 cm或有症状患者可

予治疗. 临床上治疗非寄生虫性肝囊肿目前的

主要治疗方法有两种: 一种是在B超或CT引导下

行囊肿穿刺抽液治疗, 囊肿抽液术创伤小, 但仅

能暂时缓解症状, 且容易复发, 据报道肝囊肿穿

刺抽液后复发率高达100%. 近年来更常用方法

是在抽吸囊液的同时注入硬化剂或无水乙醇等, 
以此破坏具有分泌功能的囊壁上皮细胞, 从而

减少复发率至20%左右[1]. 而且此方法可以反复

多次操作以增强治疗效果. 另一种是手术治疗, 
分为腹腔镜手术和开腹手术, 手术方式有囊肿

开窗术、内引流术、囊肿切除术或肝部分切除

术. 开窗术通过去除一部分囊肿壁, 使囊内液体

可以流入腹腔, 通常适用于位于肝脏表面的囊

肿. 腹腔镜下肝囊肿开窗手术因其创伤小, 且保

证治疗效果, 目前已经成为代替手术治疗的手

段之一. 

20世纪90年代末Anthony Kalloo教授提出了

“经口经胃壁腹腔镜技术”的观念. 2005年美

国消化内镜学会和美国胃肠内镜外科学会的专

家小组正式提出了NOTES的新概念. 目前绝大

多数自然开口经腔内镜的手术案例限于动物实

验研究. 国内已有报道成功采用经胃内镜行胃

窦至胃体上部前壁外巨大肝囊肿的开窗术[2]. 但
关于这项技术仍有许多问题存在争议: 如对空

腔脏器及切开部位如何选择[3]. 采用何种方式确

切关闭空腔脏器的切口, 术中如何精确操作、

充分暴露及严密止血, 如何避免内镜或手术标

本对自然腔道的损伤, 如何预防和控制感染, 对
于漏的发生如何有效预防等[4-6]. 

选择切口位置进入腹腔时需要考虑离手

术区域近, 避免损伤邻居器官以及切口闭合难

度. 经胃手术大部分研究者借鉴经皮内镜胃造

瘘术(percutaneous endoscopic gastrostomy-like, 
PEG)[7], 经胃前壁大弯进入腹腔, 先行穿刺, 再使

用气囊将穿刺点扩张至18 mm. 该部位, 其壁外

为腹壁, 没有肝脏或其他脏器覆盖. 本例手术选

择胃体大弯前壁作为切开部位, 使用钩刀切开

胃壁, 热活检钳止血. 
肝囊肿切开时最常见问题是出血和胆瘘. 出

血常常是肝脏损伤的表现, 胆汁性腹膜炎是囊

肿与胆管相通的结果. 本例患者首先穿刺抽吸

囊液清亮, 无血性囊性和胆汁, 采用切开刀开窗

手术, 直接引流到腹腔. 一旦术中发现穿刺液为

黄色, 考虑囊肿与胆管相同, 可以采用与B超引

导下穿刺注射无水酒精相同的办法在抽吸完囊

液后注射无水酒精破坏囊壁, 达到根治的目的, 
需要注意无水酒精不能流入腹腔, 注射后放置

5-10 min后抽出. 另一种办法为采用氩气刀彻底

处理囊壁, 或者更换为腹腔镜手术切除囊壁. 
预防感染是NOTES面临的主要问题之一. 

胃壁切开前胃腔清洗、内镜器械和附件的消

毒、减少或者避免术中腹腔内灌注、术中术后

抗生素应用等可有效预防术后感染的发生. 本
例NOTES中我们对所有器械和操作场地进行严

格消毒, 术中保持无菌操作, 手术前30 min开始

静脉滴注头孢曲松2.0 g及奥硝唑500 mg, 术后

患者未发生腹腔及胃壁切口的感染. 
动物实验显示经胃和经结肠NOTES腹腔镜

和腹膜内超声相结合(NOTES-EUS)的方法是安

全的、可行的、并可提供足够的视野[8]. 在2010 
D D W会议上分别有两项动物研究在N O T E S
中, 分别对胰腺及肝脏组织进行超声探查. 通过

■应用要点
本文运用NOTES
处理肝囊肿, 为肝
囊肿处理提供了
新的可供选择的
手段 ,  为NOTES
手术诸多争议积
累了一份证据. 随
着研究的深入、
技术的革新和临
床 经 验 的 积 累 , 
NOTES临床应用
将更具前景.
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EUS-NOTES可以到达胰腺前后区域, 从而能更

好地提高腹腔疾病的诊断和内镜治疗[9,10]. 本例

患者中通过带水囊的小探头进入腹腔评估肝囊

肿的诊断及与肝脏及周围血管的关系. 
NOTES手术作为新兴的微创技术具有痛

苦小、恢复快等优点. EUS可以作为NOTES的
一种补充设备. 目前大多为动物实验, 人体开

展仍需积累更多经验. 本例N O T E S处理肝囊

肿, 为肝囊肿处理提供了新的可供选择的手段, 
为NOTES手术诸多争议积累了一份证据. 随着

研究的深入、技术的革新和临床经验的积累, 
NOTES临床应用将更具前景. 
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中国知识资源总库收录. 2009年《世界华人消

化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综
合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊

的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国

科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）的

第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指

标0.112, 他引率0.79, 引用刊数473种, 扩散因子

15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文

献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机构

分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会议纪要. 
文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重
点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志》[ISSN 1009-3079 
(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

报告-RCCS权威、核心期刊排行榜与指南》和

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同行评议, 是一份
被中国科技论文
统计源核心期刊, 
中文核心期刊要
目总览收录的学
术类期刊.
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标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD改为

M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下
角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即A r(A
大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质

量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在+、－及-
后列出. 在±前后均要列出, 如37.6 ℃±1.2 ℃, 
45.6岁±24岁, 56.4 d±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应
为3.56 ng/L±0.27 ng/L. BP用kPa(mmHg), RBC
数用1×1012/L, WBC数用1×109/L, WBC构成

比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确的体内物质以

nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M
硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 N硫酸, 改为0.5 mol/L
硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×

6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计量单位

表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋

白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋

白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2

结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三

酰甘油、钠、钙、镁、非蛋白氮、氯化物; 胆
红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗

坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、维

生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可

的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺

素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、

促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄

的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 例如, 1秒, 1 
s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6
月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 
16.67 nkat, 对数log, 紫外uv, 百分比%, 升L, 尽量

把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, 
hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改成mm. 国际代

号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 
但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组合单位符号内

不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 
而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单
位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 
mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 
半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲
醛; 95%酒精, 950 mL/L乙醇; 5% CO2, 50 mL/L 
CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上腺素; 胃黏

膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促

胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/L或
100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转

频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若

按体质量计算, 一律以“/kg”表示.

RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2

《世界华人消化
杂志》为中国科
技论文统计源核
心期刊(2010年)和
中文核心期刊要
目总览(北京大学
图书馆, 2008年版)
收录的学术期刊. 
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2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995出
版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采用

汉字数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、

四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字

采用阿拉伯数字, 如1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L
±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精密

度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前
面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±
SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位

数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 
平均数波动在百位数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 
过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:
分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 
百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的

阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如
1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜
明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字. 避免用“的研究”或“的观察”

等非特定词.
3.2 作者 论文作者的署名，按照国际医学杂志

编辑委员会(ICMJE, International Committee of 
Medical Journal Editors)作者资格标准执行. 作
者标准为: (1)对研究的理念和设计、数据的获

得、分析和解读做出重大贡献; (2)起草文章, 并
对文章的重要的知识内容进行批评性修改; (3)
接受对准备发表文章的最后一稿. 作者应符合

条件1, 2, 3, 对研究工作有贡献的其他人可放入

志谢中. 作者署名的次序按贡献大小排列, 多作

者时姓名间用逗号, 如是单名, 则在姓与名之间

空1格(正文和参考文献中不空格). 《世界华人

消化杂志》要求所有署名人写清楚自己对文章

的贡献. 世界华人消化杂志不设置共同第一作

者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室 河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 1994年北京

中医药大学硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病

的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对

此文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川、庞丽

娟、陈玲、杨兰、张金芳、齐妍及李洪安设计; 
研究过程由陈玲、杨兰、张金芳、蒋金芳、

杨磊、李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试

剂及分析工具由曹秀峰提供; 数据分析由陈湘

川、杨兰及庞丽娟完成 ;  本论文写作由陈湘

川、庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本
刊即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 
将同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一

同在脚注出版. 格式如: 房静远, 教授, 上海交通

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病

研究所.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 黄缘, 教授, 
330006, 江西省南昌市民德路1号, 南昌大学第二

附属医院消化内科, 江西省分子医学重点实验室. 
huang9815@yahoo.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:       修回日期: 
3.9 英文摘要

题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 作者姓名汉语拼音拼写法规定为: 先名, 后
姓; 首字母大写, 双名之间用半字线“-”分开, 多
作者时姓名间加逗号. 格式如: “潘伯荣”的汉

语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位 先写作者, 后写单位的全称及省市邮政编

码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, Department 
of Pathology, Chengde Medical College, Chengde 
067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.
com
收稿及修回日期  格式如: Received: Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求与

中文摘要一致. 
3.10 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对照

组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其临

床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例进行

过随访, 有多少例因出现不良反应而中途停止研

究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数据, 有什

么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要真实、准

确、具体, 所列数据经用何种统计学方法处理; 
应给出结果的置信区间和统计学显著性检验的

确切值; 概率写P , 后应写出相应显著性检验值), 
结论(全文总结, 准确无误的观点及价值).
3.11 正文标题层次 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.
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

《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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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
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2011年国内国际会议预告

2011-07-22/24
第四届全国脂肪肝病专题研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: 010-85867619

2011-07-25/29
2011年第四届全国糖尿病及其并发症营养治疗新进展学
习班
会议地点: 上海市
联系方式: tangyan8503@yahoo.cn

2011-07-29/30
肝脏疾病转化医学论坛(长春)暨第三届长春国际肝病高
峰论坛
会议地点: 长春市
联系方式: gbgflt@yahoo.cn

2011-08-04/07
第五届中国肿瘤内科大会
会议地点: 北京市
联系方式: 010-87788701

2011-08-20/22
第十五次全国中西医结合儿科学术会议
会议地点: 兰州市
联系方式: zxyek@sina.com

2011-08-31/09-02
腹腔间室综合征的护理进展
会议地点: 延吉市
联系方式: qiyan68@126.com

2011-09
中华医学会超声医学分会第十一次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: http://www.nccsum.org/

2011-09-14/17
第六届全国疑难及重症肝病大会
会议地点: 兰州市
联系方式: office@cnsld.org

2011-09-14/18
第十四届全国临床肿瘤学大会暨2011年CSCO学术年会
会议地点: 福州市
联系方式: 010-67726451

2011-09-16/18
第七届全国消化系统中晚期恶性肿瘤学术年会
会议地点: 济南市
联系方式: xiaohuahuiyi@126.com

2011-09-24
2011中国消化病学大会
会议地点: 北京
联系方式: 010-51292005-105

2011-09-25/26
2011北京消化内镜节
会议地点: 北京市
联系方式: 010-51292005-105

2011-10-07/09
第八届亚太肝病学会主题会议
会议地点: 北京市
联系方式: info@apaslstc.org

2011-10-13/16
2011年亚太地区国际肿瘤生物学和医学学术会议
会议地点: 上海市
联系方式: clinimmunchina@yahoo.com

2011-10-14/16
中华医学会第五次全国艾滋病、病毒性丙型肝炎暨全国
热带病学术会议
会议地点: 重庆市
联系方式: www.nccsid.org

2011-10-21/23
中华医学会病理学分会第十七次学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: leighdai@cma.org.cn

2011-11-18/23
第十一届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会暨2011全
国内镜/介入/放疗新技术国际论坛
会议地点: 北京市
联系方式: doctor302@163.com

2011-11-25/27
2011年全国消化道静脉曲张及其伴发消化疾病内镜诊治
研讨会
会议地点: 西安市
联系方式: 2011varices@sina.com

2011-12-08/11
第11次全国消化系疾病学术会议
会议地点: 杭州市
联系方式: csgdabstract@126.com

2011-12-09/11
江苏省第四次胃肠外科学术会议
会议地点: 南京市
联系方式: jswcwk@yahoo.com.cn
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蔡开琳 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院普通外科

陈国忠 副主任医师

广西中医学院第一附属医院消化内科

陈钟 主任医师

南通大学附属医院普外科

单云峰 副主任医师

温州医学院附属第一医院肝胆外科

葛海燕 教授

同济大学附属第十人民医院普通外科

郭晓钟 教授 

中国人民解放军沈阳军区总医院消化内科

郝立强 副教授

上海长海医院普外二科

何晓顺 教授

中山大学附属第一医院器官移植科

黄晓东 主任医师

武汉市中心医院消化内科

李淳 副教授

汕头大学医学院病理教研室

李华山 主任医师  

中国中医科学院广安门医院肛肠科

李永翔 主任医师

安徽医科大学第一附属医院普外科 

陆云飞 教授   

广西医科大学第一附属医院胃肠外科

吕宾 教授 

浙江中医学院附属医院消化科

朴云峰 教授  

吉林大学第一临床医院消化科

                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

谭晓冬 副教授

中国医科大学盛京医院胰腺甲状腺外科

汤朝晖 副主任医师

中山大学附属第一医院肝胆外科

汤恢焕 教授  

湖南省长沙市中南大学湘雅医院普外科

唐世刚 教授  

大连大学附属中山医院内科            

田晓峰 教授

大连医科大学附属第二医院普通外科

王炳元 教授

中国医科大学附属第一医院消化内科

王德盛 副教授

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

王志刚 副主任医师 

上海市第六人民医院普外科 

王忠裕 教授

大连医科大学附属第一医院普通外科二科 

魏继福 副研究员 

江苏省人民医院中心实验室 

吴君 主任医师

贵州省贵阳市贵阳医学院附属医院感染科 

徐辉雄 教授

同济大学附属第十人民医院超声科

徐泱 副教授

上海复旦大学附属中山医院肝肿瘤外科

张进祥 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院急诊外科

张力为 主任医师

新疆医科大学第一附属医院胸外科

www.wjgnet.com
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