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健脾疏肝方对非酒精性脂肪性肝炎大鼠肝脂代谢分子网
络的影响

苏冬梅, 诸葛丽, 李 健, 李军祥
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)为目
前常见的肝脏疾
病之一, 其预后不
佳, 可转化为肝纤
维化、肝硬化, 而
导致肝衰甚至死
亡. 目前本病的发
病机制尚未明确, 
现代医学尚无特
效药物治疗. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy of Jianpishugan 
Decoction in the treatment of non-alcoholic ste-
atohepatitis (NASH) and the effect of such treat-
ment on hepatic lipid metabolism in rats with 
NASH.

METHODS: Forty male rats were randomly 
divided into four groups: blank control group, 
model group, Jianpishugan Decoction group, 
and Essentiale treatment group. Rats of all 
groups except the blank control group were fed 
a high-fat diet for eight weeks to induce NASH. 
The Jianpishugan Decoction and Essentiale treat-
ment groups were treated with Jianpishugan 
Decoction and Essentiale for four weeks, respec-
tively. Hepatic histopathological changes, serum 
transaminase, serum lipid, liver fat, SOD, MDA, 
GSH-PX and the mRNA expression of SREBP-
1c, SCAP, PPARα, PGC-1α and LXR in the liver 
were examined. 

RESULTS: Compared to the model and Essen-
tiale treatment groups, serum ALT, AST, lipids, 
hepatic TG, and the severity of hepatic steatosis 
and inflammation obviously decreased, and he-
patic antioxidant levels significantly increased 
in the Jianpishugan group (all P < 0.05 or 0.01). 
Compared to the model group, the level of 
SREBP-1c mRNA significantly decreased and 
that of PPARα mRNA significantly increased in 
the Jianpishugan Decoction and essentiale treat-
ment groups (all P < 0.05 or 0.01).

CONCLUSION: Jianpishugan Decoction can 
regulate hepatic lipid metabolism, inhibit the 
expression of SREBP-1c and SCAP, and up-
regulate the expression of PPARα and PGC-1α 
in rats with NASH. 

Key Words: Jianpishugan Decoction; Non-alcoholic 
steatohepatitis; Hepatic lipid metabolism; Network 
regulation

Su DM, Zhuge L, Li J, Li JX. Effect of Jianpishugan 
Decoction on hepatic lipid metabolism in rats with non-
alcoholic steatohepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(2): 91-99

摘要
目的: 观察健脾疏肝方对非酒精性脂肪性肝
炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)的疗效

■同行评议者
郑 培 永 ,  副 研 究
员, 上海中医药大
学附属龙华医院
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■研发前沿
由于 N A S H 发病
机制不清, 且无特
效的防治药物, 本
病已成为目前肝
病界的研究热点. 
现代医学尚无特
效药物, 而本病为
中医药治疗的特
色病种之一, 从传
统医学角度探讨
中医药治疗本病
的靶点, 为今后本
病的防治具有重
要意义. 

以及对NASH大鼠肝脂代谢分子网络的影响.  

方法: 将40只♂SD大鼠随机分成空白组、模
型组、健脾疏肝方组、易善复组4组, 采用高
脂饲料造模连续8 wk. 模型成立后, 改用普通
饲料饲喂, 同时健脾疏肝方组及易善复组分别
予健脾疏肝方浸膏和易善复混悬液灌胃, 模型
组和空白组予去离子水灌胃, 连续4 wk; 实验
结束后处死全部大鼠, 观察大鼠肝组织病理改
变, 测定大鼠肝功、血脂、肝脂以及抗氧化指
标水平, 观察大鼠肝组织SREBP-1c、SCAP、
PPARα、PGC-1α、LXR mRNA表达. 

结果: 健脾疏肝方可有效改善大鼠肝组织脂
肪变性及炎症损伤, 降低肝功、血脂、肝脂
水平, 提高抗氧化物质, 并可同时上调PPARα
及PGC-1α, 下调SREBP-1c及SCAP mRNA表
达(P <0.05, P <0.01), 且在改善大鼠肝指数、体
质量, 降低谷丙转氨酶(ALT)水平、肝甘油三
酯(TG)、MDA含量, 提高GSH-PX含量, 上调
PPARα、PGC-1α mRNA表达等方面优于易
善复(P <0.05, P <0.01). 

结论: 健脾疏肝方可通过网络调控NASH肝脂
代谢而防治NASH, 在今后研究中, 可将健脾
疏肝方作为基础, 结合其他治法, 辨证施治. 

关键词: 健脾疏肝方; 非酒精性脂肪性肝炎; 肝脂代

谢; 分子网络调控
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一类肝脏组织学改变与酒精

性肝病相似, 但无过量饮酒史的临床病理综合

征, 已成为临床常见的肝脏疾病之一. 从NAFL
到非酒精性脂肪性肝硬化的转化过程中, 非酒

精性脂肪性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, 
NASH)是一个非常重要的中间环节, 是隐源性

肝硬化的重要原因之一, 预后不佳, 约50%患者

随访6年后可进展成肝纤维化, 10%-15%在10-20
年内可进展成肝硬化, 而9%-26%在随访的4-10
年内可因终末期肝病死亡[1-6]. 因此, 针对NASH
防治的研究对降低肝硬化发生率具有重要的意

义, 也是NAFLD防治研究中的关键问题. 目前

现代医学尚无治疗NASH的特效药物, 而中医药

在防治NASH方面具有独特的作用和优势, 尤其

是在保肝降酶降脂以及改善患者生活质量方面. 
笔者认为NASH的关键病机为“脾虚肝郁, 痰浊

瘀阻”, 结合传统医学“见肝之病, 当先实脾”

的理论, 从肝脾论治创立健脾疏肝方, 观察该方

治疗NASH的疗效及对NASH肝脂代谢的分子调

控机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 本实验选用♂ 8周龄SD大鼠, 体质量

120 g±20 g (北京维通利华实验动物技术有限公

司提供)[7]. 常规饲养于北京中医药大学清洁级

动物房, 12 h光照和黑夜循环, 温度22 ℃±2 ℃, 
湿度50%-60%. 健脾疏肝方(炒白术15 g、茯苓

15 g、绞股兰10 g、泽泻20 g、水飞蓟15 g、草

决明10 g、广郁金10 g、丹参30 g、白芥子10 
g、生山楂15 g)由北京同仁堂药材公司提供, 用
药剂量按实验动物与人体体表面积比等效量核

算比率, 计算动物的等效剂量制作成浸膏; 多烯

磷脂酰胆碱(易善复)胶囊: 规格: 228 mg/粒, 由
赛诺菲安万特(北京)制药有限公司生产, 按上述

方法制成混悬液; 高脂饲料由北京科澳协力饲

料有限公司加工制作(10 kg/包), 真空包装常温

保存.  ALT、AST、TG试剂盒由中生北控生物

科技股份有限公司生产; SOD、MDA、GSH-PX
试剂盒由南京建成生物工程公司生产; SREBP-
1c、SCAP、PPARα、PGC-1α、LXR PCR引物

由生工生物工程(上海)有限公司提供; TRIzol试
剂盒购自美国Invitrogen公司; M-MLV反转录试

剂盒购自日本TaKaRa公司; Real-time PCR扩增

试剂盒购自北京泽平生物技术有限公司; Aga-
rose购自Promega公司; DEPC、油红O及HE染色

相关试剂购自Sigma公司; 100 bp DNA Ladder购
自北京全式金生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 造模: 采用高脂饲料(88%基础饲料+10%
猪油+2%胆固醇)饲喂, 自由饮水、摄食, 连续8 
wk(结合文献和前期预实验的动态监测结果), 建
立NASH大鼠模型[8-9]. 
1.2.2 分组及处置: 40只大鼠按随机数字表随机

分成空白组、模型组、健脾疏肝方组及易善复

组4组, 每组10只. 空白组饲喂普通饲料, 其余各

组饲喂高脂饲料连续8 wk. 模型成立后, 各组饲

喂普通饲料, 健脾疏肝方组及易善复组分别予

健脾疏肝方浸膏和易善复混悬液灌胃, 健脾疏

肝方组给药量为: 15.05 g生药/kg, 易善复组给药
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■相关报道
近年来中医药领
域对 N A S H 发病
机制的不断深入, 
已知 N A S H 发病
过程伴随脂质过
氧化、炎症等病
理过程, SREBP-
1 c 、 S C A P 、
P PA Rα、P G C -
1α、LXR等脂质
代谢分子网络上
的关键基因/蛋白
表达异常是脂质
代谢的关键因素. 

量为: 137.3 mg/kg, 两组给药量相当于临床成人

日用量的7倍(剂量根据人和动物体表面积折算

的等效剂量比值表[10], 结合前期实验结果测定), 
模型组和空白组按10 mL/kg鼠重灌服去离子水; 
每日1次, 自由摄食、饮水, 连续4 wk, 观察动物

进食、饮水、行为、精神状态、毛发及二便等

情况, 每周计量动物体质量1次. 
1.2.3 指标检测: 4 wk治疗结束后处死各组大鼠, 
取大鼠腹主动脉血及肝组织用于各项指标检

测, 处死前禁食禁水24 h. (1)血清生化指标、肝

脂含量及抗氧化指标测定: 大鼠血清谷丙转氨

酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、甘油三酯(TG)采
用全自动生化分析仪进行测定; 肝脏TG含量、

SOD活性、MDA及GSH-PX含量测定: 精确称

取肝组织0.5 g, 采用超声匀浆机制成匀浆(冰水

中进行), 取1%肝匀浆, 离心后取上清, 按试剂盒

说明进行检测; (2)肝组织病理学检测: 新鲜肝组

织冰冻切片, 行常规油红O染色; 肝组织石蜡切

片, 行常规HE染色. 油红O及HE切片光镜下评

估肝脏脂肪变性和炎症活动情况. 根据NAFLD
活动度积分(NAFLD Activity Score, NAS)[11]对

大鼠肝组织病理改变进行评估. NAS组织学评

分系统对14项病理改变, 3项指标进行了半定量

评估计分: 肝脂肪变性程度(按发生脂肪变性实

质细胞/总细胞数, <5%、5%-33%、33%-66%、

>66%, 分别计0-3分)、小叶内炎症(按病灶大小, 
<2、2-4、>4, 分别计0-2分)、肝细胞气球样变

(按无、少量气球样细胞、较多/显著气球样变, 
分别计0-2分), 其中NAS≥5分者可明确NASH的

诊断, NAS<3分则可排除NASH, 两者之间者为

NASH可能. 油红O及HE切片使用Olympus摄像

系统进行观察和摄片; (3)实时荧光定量PCR检

测肝组织SREBP-1c、SCAP、PPARα、PGC-1α
和LXR mRNA水平: 依据试剂盒说明提取组织

RNA, 核酸紫外分光光度计测定经稀释的RNA
提取物的吸光度(A )值和浓度, 判断RNA纯度, 
并计算其浓度. 放-70 ℃冰箱保存备用; RNA逆

转录: 37 ℃恒温1 h, 然后95 ℃, 3 min灭活, 将逆

转录产物放-20 ℃冰箱备用; 定量PCR测定: 反
应条件为: 94 ℃预变性15 min, 94 ℃ 15 s, 60 ℃ 
34 s , 72 ℃ 15 s, 共40循环, 72 ℃ 10 min. PCR引
物序列见表1. 选阳性标准梯度点分析, 若相关

系数r2大于0.90, 表明线形关系良好, 可确定为定

量标准曲线, 根据标准曲线得出样本荧光定量

反应的绝对定量值, 定量的单位是B = 拷贝数/
μL cDNA. 考虑到各个样本总RNA浓度的差异, 

最终计算结果按下列公式换算: A(拷贝数/μg 总
RNA) = B(拷贝数/μL cDNA)/样本RNA的A 260值

×5/6. 
统计学处理 应用SPSS17.0 for Windows软

件进行资料的统计分析, 计量资料以mean±SD
表示, 采用单因素方差分析(One-way ANOVA), 
以P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 空白组大鼠毛色洁白、富有光泽, 
行动敏捷, 饮食量及排泄物无异常, 体质量随造

模时间逐渐增加. 模型组大鼠毛色枯黄, 色泽黯

淡, 喜团聚蜷卧, 饮食量较空白组减少, 大便干

稀不调, 体质量随造模时间逐渐增加, 且增加幅

度比空白组大. 各治疗组大鼠毛色、行为、饮

食以及排泄物与空白组相比, 无明显异常, 个别

大鼠可见大便稀软, 体质量增长介于模型组与

空白组之间. 具体表现为: 与空白组相比, 模型

组体质量及肝指数均明显升高, 均有显著性差

异(均P <0.001). 与模型组相比, 中药组及西药组

体质量及肝指数均显著下降(体质量: P 中<0.001, 
P 西 = 0.001; 肝指数: P 中<0.001, P 西 = 0.003), 且
中药组体质量比西药组下降更明显(P  = 0.045), 
而中药组与西药组间肝指数无显著性差异(P  = 
0.054, 表2). 
2.2 肝脏病理学变化

2.2.1 肝脏肉眼观察情况: 空白组大鼠肝脏呈红

褐色, 表面光滑, 质软, 富有弹性, 边缘锐利, 肝
脏切面光滑致密. 而模型组大鼠肝脏呈土黄色, 
肝体积明显增大, 肝表面包膜紧张, 可见散在脂

肪斑, 质地较韧, 边缘圆钝, 切面疏松. 各治疗组

大鼠肝脏体积略增大, 色泽较空白组略浅, 质
地、弹性较空白组略差, 各用药组之间肉眼无

明显差异. 
2.2.2 肝脏光镜观察情况: 空白组大鼠肝小叶结

构清晰, 肝索排列整齐. 而模型组大鼠肝细胞弥

漫性脂肪变性, 以中央静脉周围最为明显, 肝细

胞体积增大, 胞浆内可见大小不一的脂滴, 部分

肝组织汇管区、小叶内或者中央静脉管壁周围

有炎细胞浸润, 未见纤维化表现. 各治疗组大鼠

肝细胞脂肪变明显减轻, 胞浆内脂滴明显减少, 
甚至消失, 肝索排列较为整齐, 可见少量炎细胞, 
小叶内坏死灶明显减少. 

油红O染色结果显示: 空白组大鼠肝组织

未见红色脂滴; 模型组大鼠肝组织可见大量红

色脂滴, 表现为脂滴弥漫浸润入肝细胞中, 融合
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■创新盘点
本研究结合目前
N A S H 中医病机
特点以及中医传
统理论, 采用中药
治疗NASH, 以探
讨中药对 N A S H
大鼠肝脂代谢分
子网络的调控, 明
确中药的作用靶
点以及与西药的
异同点. 

成片, 脂滴细胞数/总细胞数约为46%-60%. 健
脾疏肝方治疗组及易善复治疗组大鼠肝组织内

也可见红色脂滴, 但数量较模型组少, 且融合成

片情况较少, 脂滴细胞数所占比例分别为20%-
30%、30%-40%(图1A-D). 

HE染色结果显示: 空白组大鼠肝组织形态

结构均正常; 模型组大鼠肝组织出现脂肪变性, 
表现为肝细胞肿胀呈圆形, 体积较正常明显增

加, 胞质内可见大量脂肪空泡及气球样变, 其中

汇管区和小叶内可见炎性细胞浸润, 呈灶状分

布, 肝小叶内脂肪空泡、肝细胞气球样变、炎性

细胞灶性浸润并存; 其中肝细胞损害主要集中在

中腺泡3区, 炎性细胞以单核细胞、淋巴细胞为

主; 健脾疏肝方治疗组及易善复治疗组大鼠肝组

织脂肪病变较模型组减轻, 脂肪空泡、气球样便

以及炎症浸润情况均有所改善(图1E-H). 
按N A S病理评分标准进行评分 :  模型组

总分6.67±0.52, 与空白组相比有显著性差异

(P <0.001); 与模型组相比, 健脾疏肝方治疗组及

易善复治疗组无论脂肪变性、小叶内炎症、气

球样变或者总分均明显下降, 均有显著性差异

(均P <0.001); 健脾疏肝方治疗组与易善复治疗

组之间无统计学差异(表3). 
2.3 大鼠血清转氨酶变化 4 wk治疗结束后, 与空

白组相比, 模型组血清ALT、AST水平均显著升

高(均P <0.001); 与模型组相比, 中药组及西药组

血清ALT、AST水平均明显下降(均P <0.001); 而
中药组与西药组之间无显著性差异(表4, 图2). 
2.4 大鼠血清及肝脏TG含量变化 4 wk治疗结束

后, 与空白组相比, 模型组血清及肝脏TG含量均

增多, 尤其是肝内TG含量有统计学差异(P 血清 = 

0.068, P 肝脏<0.001); 与模型组相比, 中药组及西

药组肝TG含量均下降, 其中中药组下降较为明

显(P中 = 0.032, P西 = 0.093); 中药组与西药组之间

无显著性差异(P  = 0.584, 表4, 图3). 
2.5 脂质代谢相关因子水平

2.5.1 大鼠抗氧化指标变化: 4 wk治疗结束后, 与
空白组相比, 模型组SOD、GSH-PX活性下降(P  
= 0.384, P  = 0.103), MDA含量升高(P <0.001). 与
模型组相比, 中药组SOD、GSH-PX活性均明显

升高(P  = 0.003, P <0.001), MDA含量有所下降, 
但无显著性差异(P  = 0.874); 西药组SOD、GSH-
PX活性也升高(P  = 0.058, P <0.001), MDA含量下

降(P  = 0.05). 与西药组相比, 中药组SOD、GSH-
PX活性升高更明显, 但无显著性差异(P  = 0.16, P 
= 0.181, 表5). 
2.5.2 脂质代谢相关因子肝组织m R N A表达: 
与空白组相比, 模型组肝组织L X R、P PA Rα 
mRNA表达下降, 而SREBP-1c、SCAP mRNA
表达上调, 其中PPARα、SREBP-1c mRNA表

达与空白组相比有显著性差异(P  = 0.025, P  = 
0.029). 与模型组相比, 中药组肝组织LXR、

PPARα、PGC-1α mRNA表达上调, SREBP-1c、

表  1  PCR引物序列

     
引物名称                                 探针 产物(bp)

XR 5'-GACTTCGAGTCACGCCTTG-3'     131

5'-GAGCTGTTTGGCAAAGTCAA-3'

PGC-1α 5'-GACTGGCAGGGGCACATCT-3'     156

5'-TGGGATGACCGAAGTGCTT-3'

PPARα 5'-GGCGAACTATTCGGCTAAAG-3'     138

5'-AACGGATTGCATTGTGTGAC-3'

SCAP 5'-AGAGTTGCAAGGCAGTCTCA-3'     153

5'-CGAGCAGCTACAATCCTCCT-3'

SREBP-1c 5'-GGGCAGCTCTGTACTCCTTC-3'     157

5'-ATGGCCTTGTCAATGGAACT-3'

GAPDH 5'-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3'     128

5'-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'

表  2  大鼠体质量及肝指数 (mean±SD, n  = 10)

     
分组    体质量(g)     肝指数

空白组 543.0±24.2 0.020±0.002

模型组 610.7±30.1b 0.031±0.002b

中药组 532.3±31.6de 0.026±0.002d

西药组 560.4±34.0d 0.028±0.002d

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  模型组; eP<0.05 vs  西药组.
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SCAP mRNA表达均下调, 其中PPARα、PGC-
1α、SREBP-1c mRNA表达与模型组相比有显

著性差异(P  = 0.011, P  = 0.003, P  = 0.0001); 西
药组LXR、SREBP-1c、SCAP mRNA表达下

调, PPARα、PGC-1α mRNA表达略上调, 但仅

SREBP-1c、SCAP mRNA表达与模型组相比

有显著性差异(P  = 0.0001, P  = 0.013). 中药组

与西药组相比肝组织LXR、PPARα、PGC-1α 
mRNA表达上调(P  = 0.098, P  = 0.012, P  = 0.011), 

SREBP-1c、SCAP mRNA表达两组间无显著性

差异(P  = 0.952, P  = 0.163, 表6, 图4). 

3  讨论

目前, 国内外有关NASH的动物模型主要包括3
类[12,13]: (1)基因敲除或基因突变模型; (2)营养、

药物或毒物诱导模型; (3)复合模型(联合基因模

型和营养模型). 其中, 高脂饮食诱导的NASH鼠

类模型最为常见, 该模型在病因学、发病机制

■应用要点
本研究采用中药
治疗NASH, 以探
讨中药对N A S H
大鼠肝脂代谢分
子网络的调控, 为
今后中医药防治
N A S H提供实验
依据及理论依据. 
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图  1  NASH大鼠肝组织病理结果(×400). A-D: 油红O染色; E-H: HE染色. A, E: 空白组; B, F: 模型组; C, G: 健脾疏肝方组; 

D, H: 易善复组.
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及组织病理学上与人类NASH极为相似, 且多

合并肥胖、胰岛素抵抗及其他代谢综合征等全

身疾病背景. 据文献报道[8,9], 该模型造模周期为

8-12 wk, 本研究经过动态监测在较短的时间(8 
wk)内成功复制了NASH大鼠模型. 其表现为: 模
型组大鼠体质量及肝指数明显增加, 肝细胞弥

漫性脂肪病变, 病变以腺泡3区为重, 肝小叶内

炎性细胞浸润, 血清ALT、AST、TG水平及肝

TG含量升高, 肝脏NAS病理评分模型组大于5
分, 表明该模型复制成功. 

我们认为本病病因病机较为复杂, 病理演

变过程中各种因素相互影响, 互为因果. 如饮食

不节、情志失调、病后失调等所致脾胃运化失

司, 湿聚成痰, 阻滞脉络. 认为本病病机关键为

“脾虚肝郁, 痰浊瘀阻”, 结合“见肝之病, 当
先实脾”的理论出发, 从肝脾论治创立健脾疏

肝方. 其中绞股蓝甘、苦、寒, 归肺脾肾经, 健

脾益气、活血降脂, 郁金辛、苦、寒,  归肝心

肺经, 疏肝解郁、活血祛瘀, 二者共奏健脾疏

肝, 故为君药; 白术甘、苦、温, 归脾胃经, 健
脾益气、化湿降浊, 水飞蓟性寒、味苦, 归肝胆

经, 疏肝利胆、化浊降脂, 泽泻甘淡渗泄、利湿

化浊, 三者助君药健脾疏肝, 并可利湿化浊, 共
为臣药; 茯苓甘、淡、平, 归心脾肾经, 健脾益

气、淡渗利湿, 决明子甘、苦、咸、微寒, 归肝

大肠经, 平降肝阳、通便化浊, 丹参活血化瘀、

清心安神, 白芥子化痰降浊、散结通络, 山楂健

胃消食、化瘀降浊, 共为佐使药. 全方共奏健脾

疏肝、活血化浊. 
随着近年来对NASH发病机制的不断深入

探讨, 已知NASH发病过程伴随脂质过氧化、

炎症等病理过程, 其根源在于肝细胞脂质代谢

紊乱, 其中SREBP-1c、SCAP、PPARα、PGC-
1α、LXR等脂质代谢分子网络上的关键基因/蛋

■同行评价
本研究立题新颖, 
条理清晰, 文字表
述简明通顺, 有一
定的学术价值.

表  3  大鼠病理评分 (mean±SD, 分, n  = 5)

     
分组       脂肪变 小叶内炎症    气球样变      总分

空白组 0 0 0 0

模型组 2.00±0.00b 2.67±0.52b 2.00±0.00b 6.67±0.52b

中药组 1.00±0.00d 1.17±0.41d 1.17±0.41d 3.33±0.52d

西药组 1.00±0.00d 1.50±0.55d 1.17±0.41d 3.67±0.52d

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  模型组.

表  4  大鼠血清转氨酶水平和血清及肝脏TG含量 (mean±SD, U/L, n  = 10)

     
分组        ALT(U/L)        AST(U/L) 血清TG(mmol/L) 肝TG(mmol/L)

空白组 21.68±3.06   95.90±6.45   0.86±0.20   1.11±0.09

模型组 75.77±30.72b 154.38±16.76b   1.07±0.17   1.54±0.26b

中药组 21.92±2.58d   92.05±14.98d   1.19±0.21   1.32±0.10d

西药组 33.23±11.55d   91.20±14.39d   1.01±0.17   1.38±0.02

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  模型组.

表  5  大鼠肝SOD、MDA、GSH-PX含量 (mean±SD, n  = 10)

     
分组 SOD(U/mg prot) MDA(nmol/L) GSH-PX(μmol/L)

空白组   75.47±6.26 3.53±0.27   597.42±61.50

模型组   63.87±5.48 5.89±0.55b   397.76±41.53

中药组 109.38±39.48d 5.80±1.26 1 211.14±291.95d

西药组   90.28±7.02 4.82±0.75 1 049.74±206.63d

bP<0.01 vs  空白组; dP<0.01 vs  模型组.
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白表达异常是脂质代谢的关键因素. SREBP-1c
和SCAP, PPARα和PGC-1以及LXRα是肝内脂质

代谢的重要因子, 在脂质代谢过程中形成网络, 
共同调控肝内脂质代谢. 

其中, SREBPs是一种核转录因子, 其亚型

SREBP-1c主要在啮齿类动物和人类的肝脏和脂

肪细胞中表达, 选择性地调控脂肪酸、甘油三

酯以及糖代谢中基因的表达水平. 其靶基因包

括LDL受体、乙酰辅酶A羧化酶(ACC)、脂肪酸

合酶(FAS)等[14]. 正常情况下, 大鼠肝脏SREBP-
1c蛋白表达较低, 但在高脂饮食的诱导下, 其表

达明显增高, 表明高脂饲料的摄入可明显促进

FFA及TG合成, 诱导脂肪肝的形成[15], 而FFA及

其衍生物可作为PPAR的配体而激活PPAR[16]. 而
SCAP是哺乳动物脂质合成和摄入的中心调节

因子, 在脂质代谢的平衡调节中起着非常重要

的作用[17]. SCAP定位于内质网膜, 与膜结合转

录因子胆固醇调节元件结合蛋白(SREBPs)等
调节因子共同控制一系列酶编码基因的转录过

程. SCAP具有感觉胆固醇的水平和条件性地把

SREBPs从内质网运送到高尔基体的功能, 从而

通过调控固醇调节元件结合蛋白(SREBPs)的水

解反应而控制细胞内的脂质合成. 
PPAR是一类由配体激活的核转录因子, 其

中PPARα在肝细胞中大量表达. PPARα可通过

对肝内脂肪酸氧化相关基因表达的调控, 在肝

脏脂肪细胞分化、脂质贮存、转运和脂肪酸氧

化中发挥重要作用. 肝脏脂肪酸水平的增高可

激活PPARα, 然后转录激活参与脂肪酸氧化的

基因, 主要包括线粒体和过氧化物酶体的β氧

化系统及微粒体ω氧化系统, 增加对脂肪酸氧

化能力[18], 从而加速脂肪酸的分解. 而PGC-1α
即PPARGC-1(PPAR gamma coactivator-1), 属于

PGC-1(PPARγ的辅激活因子)家族, 是PPAR的辅

激活因子, 通过PPARα调控编码与脂质代谢、

脂质运输有关功能蛋白的基因表达, 影响体内

脂代谢平衡. PGC-1α参与多种代谢过程, 包括

葡萄糖的摄取、肝脏糖异生、肝脏脂肪酸β氧

化、脂肪细胞分化等. Miehael等[19]发现, PGC-
1α敲除鼠导致了脂肪酸氧化基因表达的下调, 
从PGC-1缺陷鼠分离出的肝细胞中的脂肪酸的

氧化速率减少, 同时线粒体呼吸率也减少, 因此, 
PGC-1α缺陷, 线粒体呼吸率下降, 最终导致脂肪

酸氧化能力下降. 

表  6  大鼠脂质代谢相关因子肝组织 mRNA表达 (mean±SD, n  = 10)

     
分组         LXR       PPARα      PGC-1α      SREBP-1c        SCAP

空白组 0.864±0.118 0.907±0.092 0.758±0.223 0.869±0.465 0.935±0.254

模型组 0.802±0.071 0.296±0.198a 0.819±0.092 1.598±0.629a 0.944±0.045

中药组 1.262±0.703 1.005±0.405ce 1.645±0.608de 0.441±0.270d 0.712±0.474

西药组 0.791±0.796 0.312±0.302 0.959±0.194 0.422±0.499d 0.442±0.335c

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组; eP<0.05 vs  西药组.
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图  2  大鼠肝功能水平. aP<0.05 vs  空白组; bP<0.01 vs  模型组.

图  3  大鼠血清TG及肝TG含量. aP<0.05 vs  空白组; bP<0.01 vs  
模型组.
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图  4  LXRα、PPARα、PGC-1α、SREBP-1c、SCAP与NASH
的关系.
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而肝X受体α(liver X receptor α, LXRα)为
胆固醇代谢关键感受器, 在调节胆固醇分解代

谢中具有至关重要的作用. 肝细胞内过多的胆

固醇通过代谢生成氧化甾醇激活LXRs, 而活

化的LXRs可上调胆汁酸经典合成途径限速酶

－胆固醇7α羟化酶(cholesterol 7α-hydroxylase, 
CYP7A1)的表达, 加速胆固醇向胆汁酸转化[20]. 
LXRα还可以通过对其下游基因, 如乙酰CoA羟

化酶、脂肪酸合成酶等脂肪酸生成的关键酶基

因的调控, 参与脂肪酸的代谢调节. 此外, Higu-
chi等[21]认为, LXR通过调控SREBP-1c的表达, 在
NAFLD的发生发展过程中起着脂质代谢调控器

的作用. 在高胆固醇条件下, LXRs上调SREBP-
1c的表达[22]. 随着LXRα、SREBP-1c的过度表

达, 脂肪酸合成异常增多, 导致NAFLD发生[23]. 
而PPARα可通过LXRα对ABCA1间接调控, 促进

胆固醇的逆向转运, 同时二者通过交互作用对

细胞脂肪酸和胆固醇代谢进行复杂而精密的调

节[24]. 
本研究显示: 模型组肝组织SREBP-1c、

SCAP mRNA水平较空白组显著升高, 而PPARα
和PGC-1α mRNA表达明显下降. 表明由SREBP-
1c和SCAP介导的脂质代谢异常可能是NASH
产生脂肪变性的重要机制, 而PPARα和PGC-1α 
mRNA表达减少, 导致脂肪酸在肝脏的氧化能力

下降, 增加了脂质在肝脏的沉积, 可能成为新的

刺激因素而增加ROS, 引起脂质过氧化, 从而导

致NASH和肝纤维化. 
健脾疏肝方组和易善复组肝组织SREBP-

1c、SCAP mRNA水平与模型组比较显著降低, 
表明健脾疏肝方和易善复可能通过下调SREBP-
1c、SCAP mRNA水平从而改善脂肪代谢紊乱, 
调节TG的合成量和TG在肝细胞内的贮存量, 减
少NASH大鼠肝脏脂质积聚、脂肪变性, 从而防

治NASH. 此外, 健脾疏肝方组大鼠肝脏PPARα
和PGC-1α mRNA表达增强, 提示健脾疏肝方可

能加速脂肪酸进入线粒体和微粒体进行氧化, 
从而减少TG的合成, 调解肝脏脂肪代谢, 达到

改善和减轻肝细胞脂肪变性和肝组织损伤的作

用. 与此同时, 健脾疏肝方组大鼠血脂、血清转

氨酶和肝脂含量明显降低, 肝脏病理情况改善

明显, 肝脏SOD活性、GSH-PX含量升高, MDA
含量下降, 肝脏SREBP-1c和SCAP mRNA表达减

少, 表明健脾疏肝方不仅调节NASH发生发展的

单个靶点, 而且对多个角度的相关因子进行调

控, 影响脂质代谢和氧化应激、脂质过氧化等

全过程, 表明其作用机制是通过多层次多靶点

而发挥作用的, 从侧面反证了中医治疗疾病强

调整体观念. 
本研究显示, 易善复可下调SREBP-1c和

SCAP mRNA在肝脏的表达, 促进脂质代谢, 减
少肝内脂质蓄积; 而健脾疏肝方不仅可通过抑

制SREBP-1c和SCAP的表达, 促进脂质代谢, 减
少肝脏脂质蓄积, 且可通过上调PPARα和PGC-
1α以及LXR的活性, 达到抑制脂质过氧化以及

抗炎等, 从而防治NASH. 
易善复乃大豆中提取的一种磷脂, 其主要

活性成分为多聚磷脂酰胆碱二酰甘油或多聚

乙酰卵磷脂, 是构成所有细胞膜和亚细胞膜的

重要组成部分, 具有增加细胞膜完整性、稳定

性、和流动性的功用, 可修复受损的细胞膜, 减
少氧应激和脂质过氧化[25-27]. 易善复组成成分简

单, 作用靶点相对单一, 本研究结果也表明, 易
善复仅对部分脂质代谢因子起调控作用; 而中

药复方为多种药物的配伍组合物, 其组成多样, 
经过熬制等加工后成分更是复杂, 而这些复杂

的成分又具有各自多样的功效, 可作用于脂质

代谢多个不同的靶点, 从而达到网络调控的功

用. 本研究结果也表明, 健脾疏肝方对脂质代谢

多个因子均具有较好的调控作用, 从侧面反映

了健脾疏肝方可通过对脂质代谢的网络调控而

达到防治NASH的目的, 相较与易善复单一的作

用靶点, 中药复方可通过多个不同的作用靶点

达到网络调控的功效, 与中医整体观念的治病

思想相符合. 
总之, 健脾疏肝方可网络调控NASH肝脂代

谢, 从而反证脾虚肝郁, 痰浊瘀阻证是NASH的

关键病机, 也表明健脾疏肝方在改善NASH肝脂

代谢方面较易善复有一定优势. 今后的研究中, 
可将健脾疏肝方作为基础, 结合其他治法, 辨证

施治, 进一步提高中医药防治NASH 的疗效. 
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Abstract
AIM: To investigate whether bufalin induces 
apoptosis of human pancreatic cancer cells via 
the JNK signaling pathway.

METHODS: The cytostatic effect of bufalin on 
human pancreatic cancer cell line BxPC-3 was 
evaluated by MTT assay. The impact of bufalin 
on apoptosis and p-JNK expression was deter-
mined by flow cytometry (FCM) and Western 

blot, respectively. The mRNA expression level of 
survivin was detected by fluorescent quantita-
tive PCR in BxPC-3 cells treated with bufalin in 
the absence or presence of a JNK inhibitor.  

RESULTS: Bufalin inhibited cell growth in a con-
centration- and time-dependent manner. BxPC-3 
cells treated with 0.16, 0.32, or 0.64 mg/L of bu-
falin for 48 h had cell apoptotic rates of 19.36% 
± 0.39%, 40.69% ± 0.44% and 59.63% ± 1.14%, 
respectively, showing a significant difference 
among the three groups (P < 0.01). After the 
JNK signaling pathway was blocked, cell apop-
totic rate decreased significantly (P < 0.01).After 
bufalin treatment, p-JNK expression was up-
regulated at 1 h and reached the peak at 2 h. The 
mRNA expression of survivin decreased obvi-
ously after treatment with 0.32 mg/L of bufalin 
for 48 h, but increased significantly when the 
NK signaling pathway was blocked.

CONCLUSION: Bufalin can induce apoptosis 
of human pancreatic cancer cells. The anti-pan-
creatic cancer activity of bufalin might involve 
down-regulation of survivin mRNA via the 
SAPK/JNK signal transduction pathway.

Key Words: Bufalin; Pancreatic cancer; Apoptosis; 
Signal transduction 
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摘要
目的: 研究蟾毒灵诱导人胰腺癌细胞凋亡以
及凋亡相关基因表达的JNK信号转导通路, 揭
示其抗胰腺癌的部分机制. 

方法: MTT法观察蟾毒灵对人胰腺癌BxPC-3
细胞的生长抑制作用; 0.16、0.32、0.64 mg/L
蟾毒灵分别作用人胰腺癌BxPC-3细胞48 h后, 
流式细胞仪(flow cytometry, FCM)检测细胞周
期和细胞凋亡; Western印迹法检测蟾毒灵作
用BxPC-3细胞后SAPK/JNK信号通路的激活
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■研发前沿
蟾毒灵是蟾蜍中
的有效抗癌成分, 
近年来发现具有
抗癌作用, 但对胰
腺癌的作用尚未
见报道. 

情况, 荧光定量PCR检测Survivin基因mRNA
的表达水平; 并比较阻断JNK信号通路后丹参
酮ⅡA对胰腺癌细胞凋亡Survivin基因mRNA
的表达. 

结果: MTT法测得蟾毒灵对人胰腺癌BxPC-3
细胞具有显著的抑制作用, 其作用效果与剂量
和作用时间成正相关; 0.16、0.32、0.64 mg/L
浓度蟾毒灵作用人胰腺癌细胞后的细胞凋亡
率分别为19.36%±0.39%、40.69%±0.44%、

59.63%±1.14%, 与对照组2.24%±0.37%比
较均有显著性差异(P <0.01); 蟾毒灵作用人
胰腺癌细胞1 h后JNK信号通路被激活, 2 h达
峰值; 阻断JNK信号通路后, 凋亡率明显降低
(P <0.01); 0.32 mg/L蟾毒灵作用人胰腺癌细胞
48 h后Survivin mRNA的表达明显下降; 阻断
JNK信号通路后, 蟾毒灵作用人胰腺癌细胞的
Survivin mRNA的表达明显上升. 

结论: 蟾毒灵通过JNK信号转导通路下调人胰
腺癌BxPC-3细胞Survivin mRNA的表达, 可能
是其诱导胰腺癌细胞凋亡的机制. 

关键词: 蟾毒灵; 胰腺癌; 凋亡; 信号转导
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0  引言 

胰腺癌是一种临床表现隐匿、发病迅速且预后

不良的消化系统恶性肿瘤, 手术治疗5年生存率

低于20%[1-3]. 近年来, 中药或其提取物在抑制肿

瘤生长、促进肿瘤细胞凋亡中的作用正日益受

到国内外研究者的重视[4-7]. 蟾毒灵是蟾蜍中的

有效抗癌成分, 近年来发现具有抗癌作用, 但对

胰腺癌的作用尚未见报道. 本研究重点探讨蟾

毒灵对人胰腺癌细胞周期和凋亡的影响及其作

用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株BxPC-3购于中科院

上海细胞研究所; 蟾毒灵(bufal in)购自南昌贝

塔生物公司, 纯度≥98%; JNK特异性的抑制剂

sp600125购于美国Serologllcais公司; 总RNA
抽提试剂RNAiso Reagent、荧光定量PCR试剂

购自日本TaKaRa公司; 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(GAPDH)、Survivin上下游引物和探针由上海

闪晶分子生物科技有限公司设计并合成, 其中

5'端标记上报告荧光基团FAM(6-carboxy-fluo-
rescein-phosphoramidite), 3'端标记上淬灭荧光基

团TAMRA(carboxy-tetramethyl-rhodamine).的引

物序列如下: 上游引物: 5'-GGTTCATCCAGTC-
GCTTTGT-3',下游引物: 5'-AATTCTGTTGC-
CACCTTTCG-3'; 内参GAPDH作为对照, 上游引

物: 5'-CCACTCCTCCACCTTTGAC-3', 下游引

物: 5'-ACCCTGTTGCTGTAGCCA-3'. 氯仿、异

丙醇、无水乙醇均为分析纯. 
1.2 方法

1.2.1 MTT法测定蟾毒灵对人胰腺癌细胞的生

长抑制作用: 取对数生长期的人胰腺癌BxPC-3
细胞, 调整细胞浓度至2×104/mL, 以每孔100 
μL接种于96孔培养板中, 在50 mL/L CO2、饱

和湿度、37 ℃孵箱中预培养24 h后加入100 μL
不同浓度培养液配制的蟾毒灵, 使最终每组含

蟾毒灵浓度分别为: 0.04、0.08、0.16、0.32、
0.64、1.28 mg/L 6个剂量, 每个剂量分别设4个
复孔, 并设正常细胞组作对照, 继续培养. 分别

于24、48、72 h 3个时相进行MTT比色实验: 每
次于实验结束前每孔加入浓度为5 g/L MTT液
20 μL, 37 ℃避光培养继续培养 4 h, 使MTT还原

为formazan. 每孔加DMSO 150 μL, 震荡10 min, 
混匀使formazan充分溶解, 10 min后置于酶标仪

570 nm检测吸光度A值, 以空白组平均值调零, 
按以下公式计算抑制率: 细胞生长抑制率 = (1-
实验孔平均A值)/对照孔平均A值×100%, 以剂

量和生长抑制率作直线相关分析. 
1.2.2 流式细胞仪检测: 人胰腺癌BxPC-3细胞常

规培养至对数生长期, 换无血清培养液培养12 h
使细胞周期同步化, 设0.16、0.32、0.64 mg/L蟾
毒灵组, 20 μmol/L的JNK抑制剂sp600125组, 20 
μmol/L的JNK抑制剂sp600125丹参酮IIA组, 培
养48 h后, 分别收集各组细胞置于10 mL离心管

中. 各样本的细胞密度为1×106/mL, 1 000 r/min
离心5 min后弃去培养液. 用孵育缓冲液洗涤1
次, 1 000 r/min离心5 min, 用100 μL标记溶液重

悬细胞, 室温下避光孵育15 min, 1 000 r/min离心

5 min沉淀细胞, 孵育缓冲液洗1次. 加入Annexin 
V-FITC /PI溶液5 μL, 4 ℃下孵育20 min. 最后补

400 μL PBS, 用流式细胞仪(FACS Calibur, BD公

司) 检测细胞周期和凋亡情况. 每个样品检测1
万个细胞, 用cellquest软件分析细胞凋亡情况. 
1.2.3 Western印迹法检测JNK的磷酸化: 将各组

细胞用预冷的PBS液洗2次, 吸弃PBS液, 加入

预冷的含抑制剂的蛋白质抽提试剂, 轻轻摇动5 
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■相关报道
目 前 ,  多 数 研 究
认为JNK通路是
化疗药物、紫外
线 照 射 及 F a s 蛋
白等诱导细胞凋
亡所必需的通路, 
并必须持续激活
JNK才能诱导细
胞凋亡.

min; 后用一预冷的橡胶和塑料细胞刮刮下培养

瓶壁上细胞, 转移细胞悬液到离心管中, 冰浴15 
min进行裂解. 裂解液于预冷的离心机中14 000 
r/min离心15 min, 吸弃上清液; BCA分析试剂测

定蛋白质浓度. 50 μg总蛋白质在SDS聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离后, 电转移至PVDF膜, 膜在5% 
BSA溶液中室温培养1 h以封闭膜上的非特异结

合. 封闭过的膜加入一抗4 ℃过夜. TBS/T洗膜3
次, 每次5 min; 再加入HRP标记的二抗, 室温孵

育1 h, TBS/T洗膜3次, 每次5min; 同样方法标记

鼠单克隆抗GAPDH作对照. 洗膜稍干后, 按1∶1
加入AB显影液(与二抗HRP结合), 在Bio-Rad的
化学发光成像仪上显影. 然后分析灰度值, 计算

灰度系数比. 
1.2.4 荧光定量PCR: 将蟾毒灵稀释至终浓度为

0.32 mg/L, 处理人胰腺癌细胞48 h后加胰酶消化

离心收集细胞. 将各组细胞分别加入2 mL RNAi-
so, 按说明书提取总RNA. 1 μL总RNA在20 μL体
系中按照标准程序进行反转录, 反应条件: 37 ℃ 
15 min, 85 ℃ 5 s. Survivin和GAPDH基因荧光定

量PCR反应体系均如下: Premix EX TaqTM 10 μL, 
Rox Reference Dye 0.4 μL, 上下游引物各0.4 μL, 
荧光探针0.8 μL, ddH2O 6 μL, cDNA 2 μL, 共20 
μL体系. 反应条件如下: 预变性: 95 ℃ 10 s ; 变
性: 95 ℃ 5 s; 退火延伸: 60 ℃ 31 s, 40个循环. 数
据采用ABI 7300 SDS Software分析. 相对mRNA
表达 = 2-ΔΔCt, ΔCt值 = 靶基因Ct值-GAPDH Ct值. 
以GAPDH作为内参照, 同时以PANC-1细胞作为

基准, 各组细胞mRNA的表达量表示成PANC-1
细胞的N倍, N = 样品表达量/基准表达量 = 2-样本

ΔCt/2-基准ΔCt, 每组均做3个样本, 取均数. 
统计学处理 采用PEMS3.1医学统计软件包

进行统计分析; 计量资料以mean±SD表示; 多样

本比较采用单因素方差分析; 用Student's t检验、

Rank sum检验和SNK检验方法进行统计分析; 组
间比较用t或t '检验. P<0.05具有统计学差异. 

2  结果

2.1 蟾毒灵对BxPC-3细胞的生长抑制作用 倒置

显微镜观察, 用药后细胞排列稀疏, 部分变圆, 
随作用时间延长、药物浓度的增加细胞数明显

减少. 不同剂量的蟾毒灵对BxPC-3细胞的生长

均有一定的抑制作用, 抑制率与药物浓度和作

用时间成正相关. 24 h、48 h、72 h蟾毒灵剂量

和生长抑制率之间的直线回归方程分别为: y = 
16.28x +31.446, r = 0.9233; y = 15.334x + 37.945, 

r = 0.9155 ; y =16.862x + 43.756, r = 0.9054(y为
抑制率, x为蟾毒灵剂量, r为相关系数). 24 h、48 
h、72 h IC50(半数抑制浓度)分别为1.14 mg/L、
0.79 mg/L、0.37 mg/L(图1, 2). 
2.2 蟾毒灵对BxPC-3细胞周期的影响 蟾毒灵作

用48 h后, 细胞周期均受到不同程度的影响, 与
对照组相比, 3个剂量组 G2/M期细胞比例均显著

增加(P <0.05); 且随着药物剂量的增加, G2/M期

的比例也显著增加. 以上结果提示蟾毒灵可通

过G2/M期阻滞抑制胰腺癌细胞的生长(表1). 
2.3 蟾毒灵对BxPC-3细胞凋亡的影响 0.16、
0.32、0.64 m g/L浓度蟾毒灵作用人胰腺癌

细胞后的细胞凋亡率明显高于对照组的

凋亡率(19.36%±0.39%, 40.69%±0.44%, 
59.63%±1.14% vs  2.24%±0.37%), 并出现凋

亡典型性特征峰. 加入抑制剂sp600125组的细

胞凋亡率(1.78%±0.21% vs  2.24%±0.37%), 
蟾毒灵组作用人胰腺癌细胞后凋亡率显著提

高(P <0.01); 阻断SAPK/JNK信号转导通路后

蟾毒灵作用人胰腺癌细胞后凋亡率明显降低

(P <0.01). 提示蟾毒灵通过胰腺癌细胞内SAPK/
JNK信号转导途径诱导细胞凋亡(表2). 
2.4 蟾毒灵对BxPC-3细胞JNK的激活作用 West-
ern印迹法检测JNK及磷酸化JNK蛋白. 结果发现

对照组BxPC-3细胞p-JNK弱表达, 0.32 mg/L蟾
毒灵作用BxPC-3细胞1 h时JNK被迅速激活, 2 h
达峰值, 约为对照组的 3.15倍(图3). 

70
60
50
40
30
20
10
0

生
长

抑
制

率
(%

)

药物浓度(mg/L)
0.04      0.08     0.16      0.32     0.64      1.28

24 h
48 h
72 h

图  2  蟾毒灵对BxPC-3细胞生长抑制率与剂量直线相关图.
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图  1  蟾毒灵对BxPC-3 细胞生长的抑制作用. 
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■应用要点
本实验显示蟾毒
灵具有较好的诱
导胰腺癌细胞凋
亡的作用, 在治疗
胰腺癌方面具有
较好的应用前景.

2.5 SAPK/JNK信号通路对蟾毒灵诱导胰腺癌细

胞凋亡Survivin mRNA的影响 荧光定量PCR结
果显示, 0.32 mg/L蟾毒灵作用人胰腺癌细胞48 h
后Survivin mRNA的表达明显下调(P <0.01), 为
正常细胞的0.27倍; 阻断SAPK/JNK信号通路后

Survivin mRNA的表达明显上调(P <0.01, 图4). 

3  讨论

胰腺癌属于中医中“癥瘕”、“积聚”等范畴, 
其发生发展与后天失养、饮食失调、七情郁结

导致机体免疫监控功能失调、基因突变密切相

关. 病理因素以邪实为主: 有邪毒内攻、气滞血

瘀、寒湿阻滞、湿热蕴结. 应用中医“以毒攻

毒”理论, 传统中药蟾酥治疗肿瘤有悠久的历

史. 蟾毒灵是中药蟾酥中的有效成分之一, 属于

蟾毒甾烯类化合物, 分子式为C24H34O4, 相对分

子质量386 kDa, 其疏水性较强, 具有广泛的药理

作用[8]. 现代研究发现其具有较强的抗肿瘤作用, 
在控制肿瘤发展、延长生存期、缓解症状、改

善生活质量方面有较好的疗效, 作用机制涉及促

进凋亡、诱导分化、抑制肿瘤血管新生等[9-11]. 
细胞凋亡(Apoptosis)是在基因调控下的细

胞程序化死亡, 临床上除了大剂量化疗、放疗

可能引起细胞坏死外[12-15], 一般抗癌药物、激素

制剂、放疗、中药等的主要作用机制都是通过

诱导各自敏感的细胞发生凋亡来达到治疗目的. 
凋亡不仅直接影响着机体组织的正常发育、分

化与死亡, 他在肿瘤治疗中的作用也已受到极

大的重视[16-18]. 
JNK(c-Jun N-terminal kinase, c-Jun氨基末端

激酶)也被称为应激活化蛋白激酶(stress-activat-
ed protein kinase, SAPK), 作为丝裂原活化蛋白

酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)家族

中的重要成员, 是细胞内重要的信号转导通路

之一[19-22]. JNK位于细胞质, 是分子质量为54 kDa
的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. 他包含双磷酸化的

表  2  各治疗组对BxPC-3细胞凋亡率的影响 (mean±SD, %)

     
分组      凋亡率

对照组   2.24±0.37

Sp600125组   1.78±0.21

蟾毒灵低剂量组 19.36±0.39

蟾毒灵中剂量组 40.69±0.44

蟾毒灵高剂量组 59.63±1.14

蟾毒灵中剂量+Sp600125组 16.98±0.48

表  1  蟾毒灵对BxPC-3细胞周期的影响 (mean±SD, %)

     
分组

细胞周期

       G0/G1            S       G2/M

对照组 59.44±0.43 18.04±0.88 22.52±0.35

蟾毒灵低剂量组 55.84±2.44a 19.07±2.64 25.09±5.05a

蟾毒灵中剂量组 45.00±1.49ac 18.39±1.92 36.61±2.36ac

蟾毒灵高剂量组 44.12±2.87ae 16.87±1.45 39.01±2.84a

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  蟾毒灵低剂量组; eP<0.05 vs  蟾毒灵中剂量组.
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图  3  蟾毒灵对BxPC-3细胞JNK的激活作用. 
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图  4  SAPK/JNK信号通路对蟾毒灵诱导胰腺癌细胞凋亡
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功能区Thr-Pro-Tyr, JNK与其下游c-JunN端的活

化区结合并使其第63, 73位丝氨酸残基磷酸化. 
JNK的活化是通过其氨基酸残基端的磷酸化, 在
静止细胞中, JNK通过磷酸化反应而激活, 一旦

被激活, 胞浆中的JNK移位到细胞核, 通过对转

录因子c-Jun、ATF-2、Elk-1等的磷酸化促进基

因的表达及新蛋白质的合成而促进或引起细胞

凋亡[23-27]. 目前, 多数研究认为JNK通路是化疗

药物、紫外线照射及Fas蛋白等诱导细胞凋亡所

必需的通路, 并必须持续激活JNK才能诱导细胞

凋亡[27-29]. 
我们在实验中发现蟾毒灵对人胰腺癌

BxPC-3细胞的生长抑制率均有显著的抑制作

用, 其作用与剂量和作用时间成正相关; 0.16、
0.32、0.64 mg/L浓度蟾毒灵作用人胰腺癌细

胞后的细胞凋亡率分别为(19.36%±0.39%), 
(40.69%±0.44%)和(59.63%±1.14%), 与对照

组比较均有显著性差异(P <0.01); 阻断JNK信号

通路后, 凋亡率明显降低(P <0.01). 蟾毒灵作用

人胰腺癌细胞1 h后JNK信号通路被激活, 2 h达
峰值, 0.32 mg/L蟾毒灵作用人胰腺癌细胞48 h
后Survivin mRNA的表达明显下降; 阻断JNK信

号通路后, 蟾毒灵作用人胰腺癌细胞的Survivin 
mRNA的表达明显上升. 提示蟾毒灵治疗胰腺癌

的机制与诱导胰腺癌细胞凋亡有关, 通过JNK信

号转导下调Survivin mRNA是蟾毒灵诱导胰腺

癌细胞凋亡的重要机制之一. 本实验显示蟾毒

灵具有较好的诱导胰腺癌细胞凋亡的作用, 在
治疗胰腺癌方面具有较好的应用前景. 
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溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)属于非特异
性炎症性肠病, 在
我国UC发病率逐
年升高, 临床上也
缺乏特异性的治
疗药物. 因此, 优
化小鼠UC造模方
法, 开展动物实验
对UC发病机制及
治疗药物的相关
研究, 具有极为重
要的意义. 
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Abstract 
AIM: To establish a mouse model of 2, 4, 6-trini-
trobenzenesulfonic acid (TNBS)-induced colitis 
using the “gavage needle” instead of “silicone 
tube”, and to explore the optimal dosage and 
induction time of TNBS.

METHODS: Forty SPF male Balb/c mice were 
randomly and equally divided into five groups: 
normal control group and four TNBS groups 
(treated with 37.5, 75, 150, and 200 mg/kg of 
TNBS). Four mice in each group were killed on 

days 2 and 4 after model induction to observe 
the physical status and evaluate pathologic 
changes in the colon.

RESULTS: No death occurred during the “ga-
vage needle”-based modeling preparation. The 
control group showed no abnormalities. Higher 
doses of TNBS induced more severe congestion, 
hemorrhage, edema, inflammation and ulcer in 
the colon mucosa. Colonic tissue edema, inflam-
matory cell infiltration, goblet cell deletion, and 
formation of ulcer were aggravated significantly 
as the dosage of TNBS increased. The above 
mentioned features recovered from day 2 after 
model induction in mice treated with 37.5 and 
75 mg/kg of TNBS, but showed no obvious al-
terations on day 4 after model induction in mice 
treated with 150 and 200 mg/kg of TNBS. 

CONCLUSION: The “gavage needle”-based 
method could improve efficiency and increase 
stability in preparing the mouse model of TNBS-
induced ulcerative colitis.

Key Words: Ulcerative colitis; Gavage needle; 2, 4, 
6-trinitrobenzenesulfonic acid

Xu Y, Li WG, Liu HF, Zhang CG. Preparation of a mouse 
model of TNBS-induced ulcerative colitis: technology 
improvement and optimal dose exploration. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 106-112

摘要
目的: 改良2, 4, 6-三硝基苯磺酸(TNBS)硅胶
管灌肠诱导制备小鼠溃疡性结肠炎(UC)模型
的方法, 提高造模的成功率和模型的稳定性, 
并探索造模的适宜剂量和时间. 

方法: 选用40只SPF级♂Balb/c小鼠, 6-8周
龄, 随机分为正常对照组、不同浓度TNBS组
(37.5 mg/kg、75 mg/kg、150 mg/kg、200 mg/
kg), 每组8只, 使用“灌胃针”替代“硅胶
管”灌肠, 并于灌肠后2 d和4 d分别处死4只小
鼠, 观察不同组别小鼠生理状态、结肠组织的



徐阳, 等. 三硝基苯磺酸诱导小鼠溃疡性结肠炎模型制备的技术改良					                 107

www.wjgnet.com

■研发前沿
三 硝 基 苯 磺 酸
(TNBS)是一种有
机酸半抗原, 与肠
道组织蛋白结合
后可诱发机体发
生免疫反应导致
结肠炎的发生, 常
用来复制溃疡性
结肠炎(UC)的动
物模型. 

损伤及病理学的改变情况. 

结果: 在“灌胃针”造模过程中未发生小鼠
死亡现象; 对照组小鼠一般情况及结肠黏膜
组织无异常改变; 小鼠灌肠后出现少食、少
动、体质量下降、皮毛光泽度下降、腹泻、

便血. 不同浓度TNBS造模组随着TNBS剂量
的增加, 小鼠结肠黏膜组织出现充血、出血、

水肿、炎症、溃疡的程度增加. HE染色可见
结肠组织水肿、炎症细胞浸润、杯状细胞缺
失、溃疡形成的程度逐渐增加. 其中TNBS 
37.5 mg/kg、75 mg/kg组于造模后2 d, 以上损
伤现象开始缓解, 未形成稳定的UC模型; 150 
mg/kg、200 mg/kg组持续时间较长, 以上损伤
现象4 d内未见明显缓解, 150 mg/kg组表现为
较典型的UC模型, 200 mg/kg为重症UC模型. 

结论: 对制造小鼠UC模型进行相关技术改进, 
使灌肠更加简便, 提高造模效率, 显著增加了
模型的稳定性.

关键词: 溃疡性结肠炎; 灌胃针; 三硝基苯磺酸
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种以黏

膜及黏膜下层浸润为主、特发于大肠的慢性非

特异性炎症, UC的发病机制至今还不十分明确, 
已有研究报道可能与免疫、遗传、自由基损伤

等因素相关[1-3]. 目前, UC在欧美国家比较常见, 
近年来在我国的发病率也呈持续上升趋势[4-6]. 
到目前为止, 临床上尚无有效的UC治疗药物和

治疗方法, 针对UC治疗药物和治疗方法的研究, 
主要建立在UC动物模型基础之上. 因此, 操作简

便、效果明显、稳定性高、易重复的UC动物模

型就显得尤为重要. 其中, 2, 4, 6-三硝基苯磺酸

(2, 4, 6-trinitrobenzenesulfonic acid, TNBS)诱导

的小鼠UC模型是目前比较公认的模型, 此模型

于1984年由Morris首次成功建立[7-9], 常被用来作

为UC的病理和药效相关研究[10-12]. 本文在现有

TNBS诱导UC模型形成的基础上, 进行了相关技

术改进, 同时本方法探索了利用TNBS建立UC模
型的适宜剂量和时间. 利用本方法建立UC模型, 
具有造模难度小、效率高、模型的稳定性和一

致性较好的优点, 提高了在此基础上进行的UC

相关研究的可信度, 为后续治疗药物和治疗方

法的研究奠定了重要基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SPF级Balb/c小鼠, 6-8周龄, 体质

量18-22 g, 由军事医学科学院实验动物中心

提供; 麻醉机(北京益仁恒业科技有限公司)、
TNBS(Sigma公司)、小鼠灌胃针(北京健力园医

疗器械有限公司)、液体石蜡(国药集团化学试

剂北京有限公司)、1 mL注射器(山东新华安德

医疗用品有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 TNBS溶液配置和动物分组: 于冰盒上用

380 g/L的乙醇溶液配制分别含TNBS 37.5 mg/
kg、75 mg/kg、150 mg/kg、200 mg/kg的混合

液体; 将40只小鼠随机分为对照组、TNBS 37.5 
mg/kg、75 mg/kg、150 mg/kg、200 mg/kg组, 每
组8只. 各组小鼠适应性喂养1 wk, 造模前禁食36 
h, 自由饮水. 造模前1 h称质量, 计算给药剂量. 
1.2.2 动物麻醉: 将麻醉机氧气流量调节至0.5-
0.7 nL/min后, 将小鼠转移至透明麻醉箱中, 异
氟烷浓度调节至4%-5%进行麻醉. 若小鼠出现

躁动、不安及动作异常等现象, 再持续麻醉1-2 
min后将小鼠放至麻醉台上. 将异氟烷浓度调节

至1-2%, 麻醉开关选择至维持麻醉管, 用维持麻

醉管前端胶皮漏斗罩住小鼠口鼻以维持麻醉, 
观察小鼠若安静仰卧, 呼吸平稳, 则麻醉成功. 
1.2.3 造模: 用1 mL注射器针管连接小鼠灌胃针, 
液体石蜡润滑灌胃针外壁, 按体质量吸取适量

灌肠液. 将灌胃针缓缓插入小鼠肛门口, 当深度

到达2 cm左右时轻推注射器, 边缓慢注射药物, 
边继续向肛门内推进灌胃针, 当灌胃针推进4-5 
cm左右深度时, 即可将药物完全注射至小鼠结

肠内. 为确保注入的TNBS能在大肠内弥散分布, 
可将小鼠尾部缓缓提起, 使小鼠身体和麻醉台

面呈45-60°夹角放置, 持续1 min左右. 分别于

灌肠2 d、4 d后颈椎脱臼处死4只小鼠, 分离小鼠

全结肠, 观察肠壁大体形态后, 沿肠系膜剪开肠

腔, 观察结肠黏膜组织的一般状态. 生理盐水冲

洗后留取远端结肠, 于福尔马林溶液中固定1-2 
d后, HE染色, 做病理组织切片. 
1.2.4 造模成功标准: 若模型建立成功, 小鼠将出

现以下症状: (1)生理状态: 小鼠将出现少食、少

动、体质量下降、腹泻、便血(垫料上可见血

迹)、皮毛的光泽度下降等现象; (2)小鼠结肠黏

膜将出现明显的充血、水肿、出血、炎症及溃
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■创新盘点
本文对现有UC造
模方法进行技术
改良及剂量探索, 
提高UC动物模型
制造的效率和可
信度. 

表  1  结肠黏膜组织损伤评价标准

     
分数                       肉眼观察结肠标准

0 无损伤

1 黏膜充血、水肿、无溃疡

2 黏膜充血、水肿、轻度糜烂, 无溃疡

3 黏膜充血、水肿、中度糜烂, 有单个溃疡

4 黏膜充血、水肿、高度糜烂, 有多个溃疡

5 黏膜充血、水肿、重度糜烂, 有多个溃疡

表  2  各组小鼠结肠黏膜损伤评分比较

     
分组 造模后第2天 造模后第4天

对照组         0          0

TNBS 37.5 mg/kg组         1          0

TNBS 75 mg/kg组         2          1

TNBS 150 mg/kg组         3          2

TNBS 200 mg/kg组         4          2

疡的形成; (3)结肠组织将出现细胞结构紊乱、

杯状细胞消失、淋巴细胞和中性粒细胞等炎症

细胞浸润的现象(表1). 

2  结果

2.1 造模后一般情况 对照组小鼠一般生理情况

良好; TNBS灌肠后, 小鼠均出现少食、少动、

体质量下降、皮毛光泽度下降、腹泻、便血等

现象. 其中TNBS 37.5 mg/kg、75 mg/kg组以上

现象于2 d后有所好转, 150 mg/kg、200 mg/kg组
4 d内上述现象持续存在, 无明显好转迹象. 对照

组小鼠未见以上改变. 
2.2 造模后结肠一般形态及结肠黏膜组织外观 
灌肠后小鼠结肠充血、出血、水肿、炎症, 溃疡

形成. 各造模组随TNBS剂量的增加, 以上损伤

程度逐渐增加(图1, 2, 表2), 其中37.5 mg/kg、75 

mg/kg组上述损伤于造模后2 d开始缓解, 而150 
mg/kg、200 mg/kg组4 d内上述损伤无明显缓解

(图2, 3, 表2); 150 mg/kg组表现为较典型的UC症
状, 200 mg/kg表现为重症UC模型. 对照组小鼠结

肠黏膜组织光滑, 未见以上损伤出现. 
2.3 各组小鼠结肠黏膜病理组织学观察 显微镜

下可见小鼠肠组织水肿、细胞排列紊乱, 炎症

细胞浸润、杯状细胞缺失, 溃疡形成. 各造模组

随TNBS剂量的增加以上损伤程度逐渐增加, 其
中37.5 mg/kg、75 mg/kg组于造模后4 d以上现

象有所缓解; 150 mg/kg、200 mg/kg组4 d内以上

现象无明显变化(图3). 150 mg/kg组表现为较典

型的UC症状, 200 mg/kg表现为重症UC模型. 对
照组小鼠结肠组织细胞排列整齐、结构完整、

腺体丰富, 无杯状细胞缺失及炎性细胞浸润. 
2.4 技术改良前后造模效率及造模效果比较  
2.4.1 麻醉方法改良前后比较: 传统动物麻醉方

图  1  利用“灌胃针”使用TNBS造模后第2天、第4天结肠外表面大体外观图. A: 对照组; B-E: 37.5、75、150、200 mg/kg 

TNBS处理组. 1: 第2天; 2: 第4天.
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C1

D1
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B2

C2

D2
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■应用要点
利用灌胃针替代
硅胶管作为TNBS
灌肠诱导小鼠溃
疡性结肠炎发生
的工具, 可应用于
UC动物模型制造, 
提高了造模效率
和模型的稳定性. 

法有人工吸入麻醉及腹腔注射麻醉2种方法[13-15], 
腹腔注射麻醉常用药物为2%异戊巴比妥钠, 40 
mg/kg, 注射有30 min起效, 可维持2-3 h, 该麻醉

方法麻醉效果稳定, 但麻醉时间和苏醒时间过

长, 对动物伤害性刺激较大, 不易把握药物的浓

度和剂量, 麻醉后动物容易造成意外死亡, 适用

于动物小型手术实验; 人工吸入麻醉常用脱脂

棉球蘸取乙醚放入广口瓶中, 再将小鼠头部伸

入广口瓶进行麻醉, 此种麻醉方法相较腹腔注

射麻醉方法, 对小鼠的刺激较小, 死亡率较低, 
但麻醉剂量较难控制, 效果不容易维持, 操作困

难且广口瓶密闭效果差, 乙醚挥发后易对实验

环境造成污染; 通过麻醉机进行吸入麻醉对动

物本身刺激较小, 机器控制流量使麻醉效果得

到较好的维持且操作简便, 是较好的麻醉方法

(表3). 
2.4.2 灌肠器材改良前后比较: TNBS灌肠诱导小

鼠UC形成的传统器材为硅胶管(图4), 其与1 mL
注射器连接不紧密, 推动1 mL注射器灌肠过程

中, 灌肠液容易从连接缝隙处溢出, 影响造模效

果及模型的稳定性. 改良后灌肠器材为灌胃针, 
其与1 mL注射器连接紧密, 基本无溢液现象, 
造模效果良好, 模型稳定性高, 是比较好的造模

器材(表4). 
2.4.3 其他技术改良及效果: 除灌肠器材和麻醉

方式外, 对动物选择和禁食时间的把握等方面, 
也进行了一系列技术改良(表5), 经过改良后, 整
体模型制造成本降低, 造模过程简便, 模型制造

时间缩短, 所制模型稳定性好. 

3  讨论

UC的发病病因至今未明. 以往研究中, 有学者

提出一系列证据, 证明UC可能为一种自身免疫

性疾病或其发病与自身免疫系统的过度免疫相

关[16,17]. UC患者的血清中, 抗中性粒细胞胞质抗

体(ANCA)阳性率可达50%-85%, 提示UC患者机

体中存在免疫紊乱[18,19]. 生理情况下, T细胞识别

抗原后通过发挥细胞毒作用及分泌细胞因子而

表  4  改良前后两种灌肠器材比较

     
                                   灌胃针                            硅胶管

价格 7元/只, 可重复使用 300元/米, 不可重复使用

内径(mm) 1.5 2.0

与1 mm注射器连接情况 连接紧密 有缝隙存在

平均溢液量  <5% >50%

材质 金属(铜、锡), 有一定硬度, 经石蜡润滑后

较易插入肛门

硅胶, 较软, 不易插入肛门, 石蜡润滑效

果不明显

表  5  其他相关技术改良前后造模效果分析

     
技术改良前 技术改良后

动物选择 一般为大鼠, 20元/只, 对灌肠液敏感性差, 

造模时间长

选用小鼠, 12元/只, 对灌肠液敏感, 造模时间短

灌肠前禁食时间 24 h, 灌肠时仍有粪便排出, 影响造模效果 36 h, 灌肠时基本无粪便排出, 造模效果较好

灌肠前准备工作 未使用石蜡润滑灌肠器材, 操作困难 使用石蜡润滑灌肠器材表面, 操作顺利

表  3  改良前后麻醉方法比较

     
               麻醉机吸入麻醉          人工吸入麻醉                 腹腔注射麻醉

麻醉药物 异氟烷 乙醚 异戊巴比妥

麻醉起效时间(min) 1 5 30

麻醉剂量 0.5-0.7 nL/min 较难控制流量 2%, 40 mg/kg

麻醉维持时间 可控 不稳定且难维持 2-3 h

优缺点比较 操作简单、刺激性小、效果稳定 操作困难、稳定性差、效果

较难维持

药物的浓度和剂量较难控制, 对

动物的刺激性大, 动物死亡率高



www.wjgnet.com

110                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年1月18日   第20卷   第2期

产生免疫作用, UC患者肠道黏膜免疫平衡被打 破, 发生了免疫炎症反应, CD4+ T细胞亚群(辅助

■同行评价
本研究结果发现
“灌胃针”使灌
肠更简便, 造模成
功率更高. 为今后
开展UC治疗的实
验研究提供了良
好的工具和平台, 
具有应用前景. 且
选题较新颖, 课题
设计合理, 研究思
路清晰, 方法较先
进、科学. 

图  2  利用“灌胃针”使用TNBS造模后第2天、第4天结肠黏膜组织大体外观图. A: 对照组; B-E: 37.5、75、150、200 mg/

kg TNBS处理组. 1: 第2天; 2: 第4天.
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图  3  利用“灌胃针”使用TNBS造模后第2天、第4天结肠组织形态. A: 对照组; B-E: 37.5、75、150、200 mg/kg TNBS处

理组. 1: 第2天; 2: 第4天.
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性/诱导性T细胞)在这一过程中发挥了重要的作

用[20,21]. 细胞因子则与UC的进程密切相关[22,23], 
其中IL-10的遗传多态性和ANCA的合成有显著

关系[24,25]. 有研究发现[26], IL-23在UC患者的炎性

黏膜中高表达, 并促使肠上皮内淋巴细胞(IEL)
及NK细胞激活产生细胞毒性作用, 同时刺激IL-
17A等炎性因子的分泌. IL-23在NK细胞和T细
胞激活, 促炎性细胞因子释放及Th17细胞分化

中发挥了关键性的作用. 每种细胞因子相互协

同或相互拮抗, 是UC发病机制中的重要环节. 经
由胆碱能神经的嗜酸细胞和肥大细胞间的回路

障碍可能会加重UC患者的肠黏膜炎症[27]. TNBS
灌入肠道后, 与大分子组织蛋白相结合, 形成一

种抗原物质, 可诱发小鼠机体产生免疫反应, 从
而模拟类似人的溃疡性结肠炎的发病机制和临

床症状[28]. 
传统硅胶管灌肠方法不足之处在于: (1)硅

胶管硬度较小, 且内径稍大, 不易进入小鼠结肠

深处, 使灌肠液不能很好地弥漫至整个结肠组

织; (2)硅胶管与注射器连接的密闭性不够, 需要

进行特殊处理以保证密闭性, 操作繁琐, 否则会

导致所诱导出的小鼠UC模型不稳定, 病情轻重

程度不一, 影响后续药物治疗的评价; (3)小口径

硅胶管(内径2 mm), 多从国外进口, 较难购买, 造
价昂贵. 使用“灌胃针”替代“硅胶管”灌肠

的优点在于: (1)硬度适宜、内径小, 经液体石蜡

润滑灌胃针外部后, 很容易进入小鼠结肠深处, 
能很好地将液体弥漫至小鼠整个结肠, 且不易损

伤肠壁; (2)与1 mL注射器连接紧密: 无需特殊处

理, 操作简便, 可保证模型的稳定性和一致性; (3)
属于金属材料, 制作简单, 造价便宜, 容易购买. 

除此之外, 我们在对动物进行麻醉方面也进

行了优化, 使用麻醉机替代腹腔注射等麻醉方

法的优点在于: (1)麻醉速度快, 平均为1 min, 比
腹腔麻醉的速度平均提升5 min; (2)动物苏醒速

度快, 平均为5 min, 比腹腔麻醉的速度平均提升

25 min; (3)麻醉机为异氟烷吸入麻醉方式, 与腹

腔注射方式相比, 对动物刺激较小; (4)机械控制

用药浓度, 操作简便、麻醉程度均一、模型稳

定性高; (5)吸入麻醉剂异氟烷本身对小鼠的应

激作用较小, 减轻了小鼠除TNBS刺激所产生的

应激以外, 由麻醉作用引起的小鼠应激作用, 也
减小了造模过程中外部因素所造成的干扰. 

其他相关技术的改进还包括: (1)动物选择: 
选用小鼠作为造模对象而非TNBS造模常用的

大鼠. 这是由于小鼠对TNBS刺激较为敏感, 且
液体灌注完全, 造模后2 d左右即可得到比较典

型的类似临床溃疡性结肠炎模型, 可显著节省

造模时间, 提高造模效率, 而大鼠通常所需的造

模时间为7-14 d. (2)造模时间: 小鼠禁食24 h后仍

可能有粪便堆积于结肠处, 将禁食时间延长至

36 h, 则结肠处粪便排空比较完全. 在TNBS灌肠

剂量探索方面, 各组小鼠的结肠黏膜组织损伤

随剂量的增加而增加, 给药浓度与病变严重程

度呈正相关. TNBS剂量在150 mg/kg及200 mg/
kg时, 模型小鼠结肠组织出现较稳定的慢性持

续性炎症反应. 结肠整体可见充血、水肿, 结肠

黏膜组织粘连、出血, 并有溃疡形成. 经实验证

实150 mg/kg为较适宜的造模剂量, 病变程度和

持续时间适中, 有利于后续药物治疗实验的开

展, 200 mg/kg则可复制重症溃疡性结肠炎模型, 
适于UC模型的其他相关研究. 在TNBS灌肠时

间方面: 4组模型在灌肠2 d内均有腹泻、便血、

少动、进食量和皮毛光泽度下降等现象, 第2日
37.5 mg/kg组、75 mg/kg组上述现象开始好转. 
150 mg/kg组、300 mg/kg组, 4 d内上述现象持续

存在, 4 d后无明显好转. 分别于灌肠后2 d、4 d
处死小鼠各2只, 2 d时处死小鼠见结肠组织较明

显病理现象产生, 病理切片可见肠道全层增厚, 
固有层增厚, 腺体肥大、细胞排列紊乱, 杯状细

胞缺失及炎性细胞浸润; 4 d处死第2批小鼠, 37.5 
mg/kg组、75 mg/kg组上述现象有所减轻. 

总之, 本研究对现有利用TNBS灌肠制备小

鼠UC的造模方法进行了优化, 减少了造模过程

中的干扰因素, 显著提高了UC模型的稳定性. 实
验中通过对TNBS灌肠剂量和时间的探索, 得出

了比较理想的时间剂量效应, 使得UC造模方法

更加成熟, 且具有周期短、操作简便、重复性

高等优点, 为临床UC病变的研究提供了理想的

动物模型, 必将有助于UC防治药物的研发. 
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■背景资料
随着我国人口老
龄 化 、 生 活 习
惯、饮食结构以
及环境的改变. 大
肠癌的发病率呈
上升趋势. 影响大
肠癌预后的主要
因素是肿瘤的生
长分化和侵袭转
移. 其过程十分复
杂, 诸多因素参与
和调控大肠癌的
上述生物学行为. 

■同行评议者
郝立强 ,  副教授 , 
上海长海医院普
外二科

赵震, 杨磊, 丁彦青, 于倩, 南方医科大学基础医学院病理学
系 广东省广州市 510515
赵震, 硕士, 主要研究方向是大肠癌的迁徙与转移机制.
作者贡献分布: 此课题由赵震、丁彦青及杨磊设计主持; 研究过
程由赵震与于倩操作完成; 研究结果数据分析由赵震完成; 本论
文写作由赵震完成. 
通讯作者: 杨磊, 副教授, 510515, 广东省广州市, 南方医科大学
基础医学院病理学系. yanglei@fimmu.com
电话: 020-61648223       传真: 020-61642148
收稿日期: 2011-10-30   修回日期: 2011-11-25
接受日期: 2011-12-15   在线出版日期: 2012-01-18

Prognostic significance of 
MID1 expression in colorectal 
carcinoma 

Zhen Zhao, Lei Yang, Yan-Qing Ding, Qian Yu

Zhen Zhao, Lei Yang, Yan-Qing Ding, Qian Yu, Depart-
ment of Pathology, School of Basic Medical Sciences, 
Southern Medical University, Guangzhou 510515, Guang-
dong Province, China
Correspondence to: Lei Yang, Associate Professor, De-
partment of Pathology, School of Basic Medical Sciences, 
Southern Medical University, Guangzhou 510515, Guang-
dong Province, China. yanglei@fimmu.com
Received: 2011-10-30    Revised: 2011-11-25 
Accepted: 2011-12-15    Published online: 2012-01-18

Abstract
AIM: To detect the expression of midline 1 
(MID1) in human colorectal carcinoma and to 
assess its prognostic significance. 

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of MID1 protein in 
colorectal carcinoma specimens (n = 109). The 
relationship between the survival of patients 
with colorectal cancer and the expression of 
MID1 was investigated. Survival analyses were 
performed using the Kaplan-Meier method and 
Cox regression model. 

RESULTS: MID1 expression significantly af-
fected the survival of patients with colorectal 
carcinoma (P < 0.05). MID1 expression had a sig-
nificantly negative correlation with lymph node 
metastasis (r = -0.204, P = 0.034) and depth of in-
vasion (r = -0.223, P = 0.020), but was significant-
ly positively correlated with differentiation de-

gree (r = 0.236, P = 0.014). MID1 expression had 
no relationship with sex, age or tumor patho-
logic type. Kaplan-Meier analysis indicated that 
the 7-year cumulative survival rates for patients 
with high, medium and low MID1 expression 
were 69.2%, 45.0% and 30.0%, respectively, and 
their mean survival time was 91.101 mo ± 6.127 
mo, 69.389 mo ± 7.512 mo, 50.358 mo ± 8.091 mo.

CONCLUSION: MID1 expression can be used as 
a parameter for the judgment of colorectal carci-
noma differentiation, invasion and lymph node 
metastasis, and as a useful prognostic marker in 
patient with colorectal carcinoma. 

Key Words: Midline 1; Immunohistochemistry; 
Colorectal carcinoma; Prognosis

Zhao Z, Yang L, Ding YQ, Yu Q. Prognostic significance 
of MID1 expression in colorectal carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 113-118

摘要
目的: 探讨MID1在人大肠癌中表达的临床意
义及其对术后生存时间的影响. 

方法: 采用SP免疫组织化学法检测109例大
肠癌手术切除组织标本中M I D1的表达, 分
析MID1的表达与大肠癌的关系, 用Kaplan-
Meier和Cox回归分析法进行生存分析. 

结果: M I D1的表达对大肠癌的术后的生存
时间有显著影响(P <0.05); 与大肠癌的淋巴
结转移情况呈显著性负相关(r  = -0.204, P  = 
0.034<0.05); 与大肠癌的浸润深度呈显著性
负相关(r  = -0.223, P  = 0.020<0.05); 与大肠
癌的分化程度呈显著性正相关(r  = 0.236, P  = 
0.014<0.05); MID1的表达与大肠癌的年龄、

性别及其病理类型没有关系. Kaplan-Meier生
存曲线结果显示, 随访期内MID1高中低各组7
年累积生存率分别为69.2%、45.0%、30.0%; 
高中低各表达组患者术后平均生存时间分别
为: 91.101 mo±6.127 mo, 69.389 mo±7.512 
mo, 50.358 mo±8.091 mo, Log-rank检验证
明, 整体水平及各组间水平均有统计学意义
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■研发前沿
研究发现MID1在
细胞内与形态发
生、泛素循环、
金属离子及锌离
子结合、微管复
合体形成等功能
有 关 ,  参 与 了 连
接酶活化、微管
组织等信号转导
通 路 ,  与 异 常 增
生及多种发育畸
形有关. 

(P <0.05); 经多因素Cox回归分析发现, MID1
低表达、淋巴结的转移可显著增加患者的死
亡风险(P <0.05).

结论: MID1可以作为大肠癌分化、侵袭、淋
巴结转移以及预后的一项指标. 

关键词: MID1; 免疫组织化学; 大肠癌; 预后
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0  引言

结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是一种常见

的、严重威胁人类生命健康的消化系统恶性肿

瘤. 近年来, 随着国民经济的发展, 人民生活水

平的提高, 尤其是膳食结构的改变, 结直肠癌的

发病率与死亡率呈逐年上升的趋势[1-3]. 为了获

得更高的生存率和更长的生存期, 除了早期诊

断、早期治疗外, 选择具有高危预后因素患者

进行辅助治疗也是有效的方法之一. 因此准确

的预后判断就显得格外重要. MIDl定位于细胞

质, 研究发现其在细胞内与形态发生、泛素循

环、金属离子及锌离子结合、微管复合体形成

等功能有关, 参与了连接酶活化、微管组织等

信号转导通路, 与异常增生及多种发育畸形有

关[4-6]. MID1是OS(Opitz Syndrome)相关基因, OS
主要累及中缝结构, 最初为2种综合征, 以唇、

腭裂和智力发育迟缓为特征的BBB综合征和以

胃肠道畸形为特征的G综合征[7,8]. 其功能和作

用在结直肠癌中未见报道. 本实验室在前期研

究中通过在不同转移潜能的细胞系进行基因

表达谱分析表明其可能参与大肠癌的发生和

转移[9]. 本研究分析随访10年的109例原发性大

肠癌患者中年龄、性别、组织类型、淋巴结转

移状态、癌细胞浸润深度以及癌组织的分化情

况; 分析MID1的表达与临床各病理因素的关系, 
以及MID1的表达对术后生存率的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究标本取自南方医科大学附属医

院南方医院2001-01/2003-12原发性大肠癌石蜡

标本109例, 随访至2011-01, 最短随访时间为7
年. 其中男性病例69例, 女性病例40例; 平均年

龄60.7岁; 死亡58例, 生存51例; 无淋巴结转移

64例, 有淋巴结转移45例; 浸润至黏膜层6例, 肌

层16例, 浆膜层87例; 低分化大肠癌16例, 中分

化大肠癌42例, 高分化大肠癌51例; 黏液癌10例, 
腺癌99例. 
1.2 方法 
1.2.1 标本固定和染色: 所有标本均经10%甲醛

固定, 4 μm连续切片分别作HE染色和免疫组织

化学. 兔抗人MID1多克隆抗体购于美国Abcam
生物技术公司, 免疫组织化学染色试剂盒购于

福州迈新生物技术开发公司. 免疫组织化学法

采用链霉素-生物素免疫组织化学法即SP法. 每
个染色流程均有对照作为染色质量控制标准. 
取已知含有待检抗原的切片为阳性对照, 空白

对照采用PBS代替I抗, 替代对照用正常血清代

替一抗. 
1.2.2 结果判定: 免疫组织化学结果阳性反应为

黄色到棕黄色细颗粒. MID1定位于细胞质内, 以
细胞质着色为阳性标记. 染色阳性以细胞呈棕

黄色颗粒状染色为标准. 免疫组织化学结果判

断参照Hirsch等的方法[10-12]. 首先对每张切片不

同区域的染色强度进行打分: 阴性为1分, 弱阳

性为2分, 中等程度阳性为3分, 强阳性为4分; 同
时物镜下计数不同染色强度区域面积百分比, 
每张切片的总分为不同区域染色强度分值与所

占面积百分比乘积的总和, 总得分1-200为低表

达, 201-300为中表达, 301-400为高表达(图1A-D). 
统计学处理 本实验所有数据采用SPSS13. 0

软件完成各种统计分析. 其中MID1与临床病理

因素的关系采用计数资料的χ2检验及相关分析

法. 生存率分析采用Kaplan Meier法及Log-rank
检验. 

2  结果

2.1 MID1与大肠癌各临床因素之间的关系 在
109例大肠癌组织中MID1的高中低表达率分别

为35.8%(n  = 39), 36.7%(n  = 40), 27.5%(n  = 30), 
从表1中可以看到, MID1在大肠癌组织中的表

达与大肠癌的年龄、性别、组织类型无相关性; 
与大肠癌的淋巴结转移情况呈显著性负相关(r  = 
-0.204, P  = 0.034<0.05); 与大肠癌的浸润深度呈

显著性负相关(r  = -0.223, P  = 0.020<0.05); 与大

肠癌的分化程度呈显著性正相关(r  = 0.236, P  = 
0.014<0.05). 
2.2 MID1对大肠癌患者术后生存时间的影响 为
了确定MID1表达与大肠癌患者预后的关系, 我
们绘制了Kaplan-Meier生存曲线(图2). 在随访期

内病例最短有效随访时间为7年, 表2中可看到
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近期有文章报道
其可能参与大肠
癌的发生和转移. 

表  1  MID1的表达与大肠癌各临床因素的关系

     
  
n

     MID1表达
   r /z 值   P 值

高 中 低

性别

    男 69 24 26 19 -0.184z 0.854

    女 40 15 14 11

年龄(岁)

    ≤60 47 14 19 14   0.093 0.336

    >60 62 25 21 16

组织类型

    腺癌 99 36 35 28 -0.039z 0.969

    黏液癌 10   3   5   2

淋巴结转移

    有转移 45 12 16 17

    无转移 64 27 24 13 -0.204 0.034

组织分化

    高 51 24 17 10   0.236 0.014

    中 42 12 16 14

    低 16   3   7   6

浸润深度

    黏膜层   6   5   1   0 -0.223 0.020

    肌层 16   7   6   3

    浆膜层 87 27 33 27

z: 两独立样本检验的z值.

在随访期内MID1高中低各组7年累积生存率分

别为69.2%、45.0%、30.0%; 高中低各表达组患

者术后平均生存时间分别为: 高表达组91.101 
mo±6.127 mo, 中表达组69.389 mo±7.512 mo, 
低表达组50.358 mo±8.091 mo, 各组差异经Log-
rank检验, 整体水平及各组间水平均有统计学意

义(P <0.05). 
2.3 其他各临床因素对大肠癌术后生存时间的

影响 在其他各临床因素中淋巴结转移情况对患

者术后生存时间有显著性影响(图3, 表3), 无淋

巴结转移组平均生存时间为86.184 mo±5.358 
mo、7年累计生存率为60.9%, 有淋巴结转移组

术后平均生存时间为51.811 mo±6.588 mo、7年
累计生存率为33.3%, 其差异经Log-rank检验有

统计学意义(P  = 0.001<0.05); 而患者的性别、年

龄、组织分化、病理类型及大肠癌的浸润深度

对术后生存时间无显著性影响(表3). 
2.4 影响生存期的Cox模型多因素分析 将MID1
的表达、年龄、性别、淋巴结转移、浸润深

度、癌组织分化、病理组织类型经多因素Cox
回归分析发现, MID1低表达、淋巴结的转移可

显著增加患者的死亡风险(P <0.05, 表4). 

3  讨论 

转移是大肠癌的重要生物学行为, 也是肿瘤患

者死亡的主要原因之一. 大肠癌的生长分化和

侵袭转移过程十分复杂. 肿瘤转移(tumor metas-

tasis)是一个多步骤、多因素、多基因的复杂过

程, 每一阶段都受多种基因/蛋白质的调控[13,14]. 
转移的肿瘤细胞经历了细胞骨架变化、黏附特

A

C

B

D

图  1  不同时期大肠癌的MID1免疫组织化学染色强度评分. A: 1分阴性; B: 2分弱阳; C: 3分中阳; D: 4分强阳.
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■创新盘点
本文通过详细长
期的随访资料对
MID1与大肠癌的
各临床参数以及
术后生存率作了
详细的统计分析, 
阐明了MID1与大
肠癌的关系. 

性改变、运动能力增强以及蛋白水解酶表达增

加等一系列改变[15]. 因此, 确定肿瘤的转移潜能

及其相关因素对判断预后、指导治疗、提高患

者生活质量具有十分重要的意义. MIDl基因位

于Xp22.3, 约300 kb, 包含9个编码外显子, 编码

667个氨基酸的蛋白质, 属于B-box家族的一员, 包
含1个RING-finger, 2个B-box, 和1个coiled-coil结
构域[16-21]. MIDl表达于细胞质, 研究发现他在细胞

内与形态发生、泛素循环、金属离子及锌离子

结合、微管复合体形成等功能有关, 参与了连接

酶活化、微管组织等信号转导通路[22-25]. MID1与
异常增生及多种发育畸形有关, 是OS(Opitz Syn-

drome)相关基因, 参与中缝结构的发育及细胞的

转化[26-31]. 本实验室的前期研究发现MID1有可

能参与大肠癌的发生和转移. 为了探讨MID1在
大肠癌发生发展中的作用, 本研究以石蜡组织

为研究对象, 应用免疫组织化学技术, 初步探讨

表  2  MID1的表达对大肠癌患者术后生存的影响

     
平均生存时间(mo) 7年生存率(%)   aP

       bP

MID1低表达 MID1中表达 MID1高表达

MID1低表达  50.358±8.091       30.0    0.136     0.000

MID1中表达  69.389±7.512       45.0    0.136     0.018

MID1高表达  91.101±6.127       69.2 0.001     0.000    0.018

aP : 总体水平差异的意义; bP : 各个组间水平差异意义.

表  3  各临床因素对大肠癌患者术后生存的影响

     
平均生存时间(mo) 7年生存率(%)   P 值

性别

    男 71.269±5.867 47.8 0.550

    女 74.950±7.008 52.5

年龄(岁)

    ≤60 80.255±6.665 53.2 0.236

    >60 66.549±5.954 46.8

组织类型

    腺癌 70.742±4.645 47.5 0.366

    黏液癌 85.480±15.164 70.0

淋巴结转移

    有转移 51.811±6.588 33.3 0.001

    无转移 86.184±5.358 60.9

组织分化

    高 80.796±5.995 56.9 0.181

    中 62.143±6.549 42.9

    低 59.281±12.918 43.8

浸润深度

    黏膜层 94.000±7.303 0.833 0.091

    肌层 84.500±11.835 0.625

    浆膜层 67.406±4.961 0.448
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图  2  大肠癌患者生存曲线与MID1的表达.
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图  3  大肠癌患者生存曲线与淋巴结的转移.

表  4  影响预后多因素Cox回归分析

     
      B    SE    RR    P 值

性别   0.013 0.219 1.013 0.964

年龄   0.518 0.285 1.678 0.069

MID1 -0.498 0.175 0.607 0.004

淋巴结转移   0.644 0.278 1.905 0.020

组织分化 -0.289 0.199 0.749 0.146

浸润深度   0.278 0.345 1.321 0.420

组织类型   0.912 0.557 2.489 0.102
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MID1与大肠癌的转移、预后的关系, 为确定一

个新的大肠癌肿瘤标记物提供新的线索. 本研

究分析了109例原发性大肠癌者中MID1的表达, 
其中MID1的高中低表达率分别为35.8(n  = 39), 
36.7%(n  = 40), 27.5%(n  = 30). 免疫组织化学检

测结果显示, 在大肠癌组织中随着癌组织分化

程度的增高MID1染色越来越强, 阳性率越来越

高; 随着其浸润深度的发展MID1的染色越来越

低, 阳性率越来越低; 无淋巴结转移的大肠癌的

MID1表达比发生淋巴结转移的大肠癌高. 这些

结果提示MID1表达与大肠癌的分化正相关, 促
进大肠癌向正常细胞的分化; 与大肠癌的浸润

程度负相关, 抑制大肠癌的侵袭能力; 与大肠癌

的淋巴结转移负相关, 抑制大肠癌向淋巴结的

转移. 这表明MID1对大肠癌的转移和发展起着

抑制作用. 在预后方面随着MID1表达的降低患

者术后的生存时间也缩短, 而有淋巴结转移的

患者术后生存时间要明显短于无淋巴结转移组, 
这与前面分析MID1的表达与转移情况显著相关

吻合, 多因素分析分析表明MID1可作为大肠癌

的独立预后因素. 
总之, MID1与大肠癌的淋巴结转移、癌组

织分化、侵袭能力密切相关, MID1表达下调是

大肠癌发生、发展中的重要分子生物学事件, 
可作为提示肿瘤分化、侵袭和淋巴结转移的一

项指标, 可能成为大肠癌的预后指标和治疗的

靶点. 对于MID1在大肠癌中的具体作用机制国

内外研究很少, 其对大肠癌细胞生物学特性的

影响, 信号通路等尚需进一步研究. 
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■背景资料
干扰素和利巴韦
林联合治疗已经
成为国际上抗丙
型肝炎病毒的标
准治疗方案, 提高
患者的续病毒应
答率并最终实现
丙型肝炎抗病毒
治疗的个体化医
疗是当前丙型肝
炎研究领域中的
热点.
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Abstract
It is well known that genetic diversity of individ-
ual hosts plays a significant role in the treatment 
of patients with chronic hepatitis C. From Au-
gust 2009 to January 2010, four independent ge-
nome-wide association studies (GWAS) around 
the world have demonstrated that interleukin-
28B (IL28B) gene polymorphisms are associated 
with antiviral treatment response to pegylated 
interferon and ribavirin combination therapy 
(PEG-IFN/RBV). Two single nucleotide poly-
morphisms (SNPs), rs8099917 and rs12979860, 
in the IL28B gene are most strongly associated 
with sustained virological response (SVR). This 
review aims to describe the association of IL28B 
genotypes with treatment response, natural 

clearance of HCV, molecular epidemiology of 
HCV infection and some drug side effects. Cur-
rent observations give us a hint that the era of 
personalized therapy based on IL28B genotypes 
may come in the near future.

Key Words: Hepatitis C virus; Interleukin-28B; 
Gene Polymorphism; Personalized therapy

Li PY, Yao L, Guo B, Song JW. Interleukin-28B gene 
polymorphisms: a new beginning of personalized 
treatment of hepatitis C. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(2): 119-124

摘要
众所周知, 个体基因的差异在慢性丙型肝炎
患者的治疗中有重要的影响. 2009-08/2010-
01, 世界上4个独立的全基因关联研究发现
白介素28B的基因型与长效干扰素-利巴韦
林的治疗效果相关联. 同时证实, rs8099917
和 r s12979860的单核苷酸多肽性 (s i n g l e 
nucleotide polymorphisms, SNP)与抗病毒治
疗的持续病毒应答率(sustained virological 
response, SVR)联系最为密切. 本综述旨在阐
述白介素28B多态性与丙型肝炎治疗效果、

丙型肝炎病毒自发清除及分子流行病学特
点、部分药物不良反应之间的联系. 这些研究
提示我们, 在不久的将来, 一个以白介素28B
基因型为基础的个体化治疗时代将会来到.  

关键词: 丙型肝炎病毒; 白介素28B; 基因多态性; 

个体化治疗
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0  引言

丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)的感染已

经成为一个世界性的卫生难题. 据1999年世界

卫生组织对丙型肝炎所做的流行病学调查, 全
球HCV的感染人口接近3%, 达到1.7亿人, 并且

以每年300-400万的病例递增[1,2], 约75%-80%的

急性感染者发展为慢性肝炎, 经过10-20年的发
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■研发前沿
有研究表明, 丙型
肝炎抗病毒治疗
过程中, 宿主的个
体差异与标准方
案的抗病毒疗效
联系紧密, 近年的
全基因关联研究
证 实 白 介 素 2 8 B
附近的单核苷酸
多态性与持续病
毒应答率相关.

展, 至少20%的患者发展为肝硬化, 是目前国际

上慢性终末期肝病和肝癌的主要病因之一 [3,4]. 
因此, 及早发现并给予有效的抗丙型肝炎病毒

治疗, 是丙型肝炎现症患者治疗的关键. 然而, 
国际标准治疗方案中的长效干扰素与利巴韦林

联合治疗方案, 尽管在丙型肝炎的治疗上取得

了重大的成就, 但对于未经仔细筛选的慢性丙

型肝炎人群, 特别是临床上最为常见的1型丙型

肝炎患者, 其持续病毒应答率(sustained virologi-
cal response,SVR)只有40-50%, 甚至20%的患者

完全没有应答(null virological response, NVR)[5,6], 
同时, 由于标准的联合治疗方案价格昂贵(国内

价格约6万元), 出于经济的原因, 使得医务人员

和患者都难以对是否使用本方案进行取舍. 此
外, 长期使用相关药物所带来的严重不良反应, 
如严重的骨髓抑制等, 也是医务人员及患者必

须考虑的重要因素之一[7,8]. 所以, 在重点寻找新

的治疗药物和治疗方案的同时, 如能在治疗前

对现有的治疗效果进行判定, 优化现有治疗方

案, 提高医患对长效干扰素与利巴韦林联合治

疗方案的效果和信心, 对于丙型肝炎的抗病毒

治疗, 亦具有非常重大的临床意义. 
在长期的临床研究中, 人们发现, 丙型肝炎

的治疗效果, 除受病毒基因型[9,10]、干扰素种类

的影响外[6], 患者个体的差异, 对丙型肝炎治疗

影响尤其突出[11]. 在美国丙型肝炎感染最常见的

1型HCV人群中, 不同种族之间治疗效果的比较

发现, 亚裔美国人的持续病毒反应率要明显高

于欧裔美国人[12,13]. 同时有临床研究证实, 在治

疗过程中有20%左右的1型HCV感染者及5%左

右的2型或者3型HCV感染者对长效干扰素与利

巴韦林联合治疗方案完全没有应答 [14,15]. 流行病

学上, 亚洲丙型肝炎的感染率, 明显低于欧美及

非洲, 这些均强烈提示种族和个体的遗传特性

对丙型肝炎的治疗效果及流行有重要影响[16]. 

1  IL28B基因多态性与1型HCV抗病毒疗效关系的

发现

最新的研究证实, 人体对抗丙型肝炎病毒治疗

的持续病毒应答率, 确实与IL28B的基因型别有

密切关系. 不仅如此, 个体的基因型别也影响着

丙型肝炎的流行病学分布特点, 甚至HCV的自

发清除及治疗所带来的毒副作用个体差异[17]. 
2009-08/2010-01, 世界上有4个独立的研究

小组, 各自在不同种族的丙型肝炎患者中进行

全基因关联研究, 证实IL28B区域附近存在与长

效干扰素α与利巴韦林标准方案疗效相关的单

核苷酸多态位点. 美国杜克大学Ge等报道, 19号
染色体上IL-28B基因上游3 kb的一个单核苷酸

多态位点rs12979860, 与1型丙型肝炎治疗的持

续病毒反应率密切相关. 研究表明, 不管是在欧

裔美国人中, 还是在非裔美国人中, 具有CC基因

型别的患者, 标准方案治疗所带来的持续病毒

反应率比少见的TT型别人群要高2倍左右. 且种

族的基因型别分布与治疗效果具有很好的一致

性, 这部分地解释了接受同样的治疗, 不同种族

之间的疗效差异, 因为欧裔美国人中CC型别出

现的频率比非裔美国人要高很多[18]. 
澳大利亚悉尼大学的Suppiah等、日本名

古屋城市大学Tanaka等以及瑞士伯尔尼大学

Rauch等人通过在不同种族的丙型肝炎中所进

行的全基因关联研究, 一致证实了另1个与持续

病毒反应率密切相关的单核苷酸多态位点的存

在-rs8099917. 在Suppiah等[19]的报道中, 848例1
型慢性丙型肝炎患者中, 442例TT型别患者中持

续病毒反应率高达55.9%, 而在357例GT型别、

49例GG型别中则分别只达到了36.4%和30.6%. 
Tanaka等[20]的研究则明确指出, 相对于欧美人

群, 日本1型慢性病性肝炎患者单核苷酸多态位

点rs8099917与持续病毒反应率具有更强的相关

性, TT型别和GT型别患者的持续病毒反应率分

别是63.8%、13.3%, 而纯合子GG型别中患者完

全没有持续病毒学反应. Ranch等[21]的研究进一

步表明, 无论是对于慢性丙型肝炎病毒感染的

人群, 还是对于丙型肝炎病毒-艾滋病毒混合感

染的患者, 在达到持续病毒反应或者自发性病

毒清除人群中, TT型别的比率分别达到了78%
和68%, 而GT型别仅为21%和29%, 而GG型别只

有1%和3%. 均强烈提示,  GG型患者对于标准的

抗病毒治疗方案疗效极差或完全无反应. 
以上可见, 一个以患者的基因型为基础的丙

型肝炎个体化治疗时代已经来临[22-24]. 为此, 各
国学者亦在此基础上, 竞相开展了人体基因型

别对丙型肝炎个体化治疗的诊断、治疗和预后

影响的细致研究, 以期达到通过早期的个体化

基因型别的研究或诊断, 指导丙型肝炎的治疗, 
获得更好的治疗效果, 并将不良反应降至最低

水平的目的, 提高医患在治疗决策中的科学性

以及决策的信心和决心[25-30]. 而对于治疗效果预

期欠佳患者, 则等待新的更好的治疗方案进行

治疗, 减少不必要的经济负担及不良反应的危

害, 并将有效的治疗资源, 用于更多更有效患者
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■相关报道
2009-08/2010-01, 
美国学者Ge等主
持的4个独立研究
小 组 ,  通 过 多 人
种、多中心、全
基因关联研究发
现, 白介素28B附
近的rs12979860
和rs8099917两个
位点多态性与持
续病毒应答率联
系最为紧密.

的治疗[14,31-33]. 

2  IL28B基因多态性的后续研究

2.1 IL28B基因多态性与非1型HCV治疗的相关

性及临床意义 在rs12979860对治疗效果的预测

作用如何方面,  McCarthy等在对多人种的横向

对比研究中证实, rs12979860 基因型别对1型丙

型肝炎患者标准治疗方案的持续病毒反应率

(SVR)具有独特的预测作用. 在对178例高加索

裔美国人研究中, 68例为CC型患者, 42例达到了

SVR, 而110例非CC型(CT/TT型)患者中, 仅有25
例患者达到了SVR, 在对SVR的预测方面, CC型
别对非CC型别的优势比达到了5.79, 相对于其

他影响抗病毒疗效的各种因素, 如性别, 感染的

型别, rs12979860基因型别是其中最强的一个预

测指标, 其优势比高达7.88, 且rs12979860 CC型
别对标准方案SVR预测的特异性及敏感性分别

达到了78%和65%, 说明rs12979860型别是预测1
型HCV患者标准方案疗效的非常重要的独立指

标[34].  Sarrazin等人的研究则进一步证实了该位

点的多态性对非1型慢性丙型肝炎患者标准方

案的疗效具有同样的预测作用, 特别是对具有

早期病毒学反应(rapid virological response, RVR)
的这部分患者的最终疗效的预测[35-39]. 

所以, 在慢性丙型肝炎的治疗过程中, 对于

携带rs12979860 CC型别患者, 即使没有达到早期

病毒学反应, 也应建议其接受抗病毒治疗, 因为

这部分患者有仍有65%的可能性获得SVR[40-43]. 同
时, 对于这部分患者也不应该再过多去考虑成

本-效益比, 而应鼓励他们度过当前面临的各种

难关, 如抗病毒治疗所带来的不良反应等, 积
极地接受当前标准方案的治疗. 反之, 对于非

rs12979860 CC型别患者, 其抗病毒治疗所带来

的SVR明显低于CC型患者, 而这部分患者最终

SVR的提高很大程度上依赖将来问世的各种抗

丙型肝炎病毒新药[17-19]. 所以对于这部分患者, 
比较明智的做法是暂时推迟抗病毒治疗, 等待

新的治疗方法的出现. 目前对rs12979860型别是

否能改变当前标准方案抗病毒治疗疗程仍未可

知, 仍需将来更多的临床对照试验来验证. 
而对于rs8099917基因型别, Kurosaki等的

研究表明, 相对于其他与1型HCV患者抗病毒方

案疗效相关的因素, 如年龄, HCV-RNA水平等, 
rs8099917基因型别对持续病毒反应及无病毒反

应(NVR)的预测最为重要. 他们的研究发现, 常
见的rs8099917 TT基因型与SVR密切相关, 其

优势比达到了6.21, 95%的置信区间达到3.75-
10.31, 在该研究所涉及的345例TT型别患者中, 
SVR达到了50%, NVR仅为12%, 而5例GG型患

者中, SVR则为0%, NVR则高达80%, 而146例GT
型别的SVR及NVR则介于TT型别与GG型别之

间, 这充分说明rs8099917基因型别可以作为预

测1型HCV患者标准方案抗病毒治疗的另一个

指标, 特别是对于NVR的预测[44]. 有研究进一步

证实, rs8099917对其他非1型HCV患者联合治疗

方案疗效同样具有预测作用[45,46]. 其中rs8099917 
TT型别患者的SVR要高于非TT型别患者(SVR为
76% vs  51%), 特别是对于其中的2a型HCV患者, 
经单变量分析可知rs8099917 TT型别可以作为一

个预测持续病毒反应的独立指标[47]. 
因此, 未来慢性丙型肝炎病人的治疗, 将进

入一个个体化治疗的时代, 通过检测IL28B型别

(rs12979860和rs8099917)为基础, 结合丙型肝炎

的基因分型以及其他临床特点(如肝纤维化、病

毒的负荷数、年龄等), 以帮助临床决策, 获得最

佳的抗病毒治疗效果. 
2.2 IL28B基因多态性对HCV感染转归、流行病

学、治疗不良反应的影响 除上述对治疗效果

的预测作用外, IL28B基因型别还与HCV感染流

行特点、HCV的自发清除率、标准治疗相关的

不良反应也存在着一定的关联. Montes-Cano等
所进行的一项涉及731例西班牙人研究中发现, 
HCV慢性感染的284例患者中, 非1型HCV患者

中, rs12979860 CC型别的概率明显高于1型患者

(66.7% vs  39.1%)[48], CC型的非1型HCV感染率

显著高于其他基因型的患者. Thomas等的研究

表明, 无论是欧洲还是非洲人群中, rs12979860 
CC型别的患者发生的病毒自发清除率, 要远远

高于非CC型患者(欧洲人80.3% vs  66.7%; 非洲

人56.2% vs  37.0%)[11,49-51]. 此外, hLotrich等的研

究还发现, rs12979860 TT型别患者食欲不振、

乏力等常见不良反应的发生率明显低于非TT
型患者, 其严重不良反应发生率仅为3.1%, 而
在C/T型、CC型患者中则分别达到了10.1%、

8.9%[52]. 因此, IL28B基因型别不仅与SVR存在

着很大的相关性, 而且在一定程度上也与HCV
感染的流行病学分布、自发清除及治疗中所带

来的各种副作用相关. 

3  结论

目前已有多个全基因关联研究证实, IL-28B基因

区域附近的SNPs rs8099917和rs12979860基因型
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■创新盘点
对当前国际最新
研究成果中与持
续病毒应答率关
系最为密切的两
个基因多态位点
进行全面综述, 并
对这2个位点对丙
型肝炎病毒的自
发清除、丙型肝
炎的流行病学特
点及抗病毒药物
不良反应的影响
进行了总结.

别与当前标准方案抗病毒疗效密切相关. 通过

该位点基因型别的检测, 可以达到对丙型肝炎

标准方案疗效的预测, 从而对不同型别的患者

采取区别对待及治疗的原则, 从而改变当前丙

型肝炎治疗策略, 提高整个丙型肝炎诊疗水平. 
因此, 2011年欧洲肝脏病学会的HCV感染防治

指南已将IL-28基因多态性, 与HCV基因型、肝

纤维化分期一起作为基线预测SVR的最主要因

素之一[53]. 
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Abstract
Hepatitis E caused by hepatitis E virus (HEV) 
has long been considered as an acute self-lim-
iting disease. But in recent years, cases which 
progress to chronic liver disease mainly in im-
munocompromised patients have been detected, 
such as organ transplant recipients and patients 
with human immunodeficiency virus infection. 
Studies indicate that chronic HEV hepatitis may 
result in cirrhosis and end-stage liver disease. 
Since clearance of the virus depends on the de-
velopment of specific immunity, lowering the 
immunosuppressive medication is generally rec-
ommended. Ribavirin, interferon-alpha-2a and 
interferon-alpha-2b were found to be effective in 
patients with chronic HEV infection.

Key Words: Hepatitis E virus; Chronic hepatitis E; 
Persistent infection; Organ transplantation; Human 
immunodeficiency virus infection

Geng YS, Zhou Y, Wang YC. Progress in research of 
chronic hepatitis E. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(2): 125-130

摘要
戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, HEV)引起的
戊型肝炎一直被认为是一种急性自限性感染
过程, 然而最近发现, 器官移植、人类免疫缺
陷病毒(human immunodeficiency virus, HIV)
感染者等免疫力低下的患者感染HEV能够发
展为慢性戊型肝炎. 有些慢性戊型肝炎病例肝
脏快速纤维化而出现肝硬化, 并最终导致肝脏
衰竭. 患者免疫抑制作用减弱, 免疫功能恢复
有助于体内持续存在的HEV清除. 研究发现α
干扰素和利巴韦林对治疗慢性戊型肝炎有效. 

关键词: 戊型肝炎病毒; 慢性戊型肝炎; 持续性感

染; 器官移植; 人类免疫缺陷病毒感染

耿彦生, 周艳, 王佑春. 慢性戊型肝炎的研究进展.  世界华人消

化杂志  2012; 20(2): 125-130
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0  引言

戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, HEV)属于戊型

肝炎病毒科、戊型肝炎病毒属, 病毒体为小球

型颗粒, 无包膜; 其基因组为单股、正链RNA, 
长约7.2 kb[1-3]. HEV既能感染人也能感染一些动

物, 哺乳动物HEV主要有4个基因型: 基因1型和

2型HEV只感染人类, 主要分布在亚洲、非洲等

经济条件比较差的地区, 通过污染水源能够引

起戊型肝炎的大流行; 基因3型和4型HEV能够

感染人和猪等动物, 全球均有分布, 主要引起散

发病例[4-6]. HEV的主要传播途径为粪-口途径, 
但与动物密切接触[7,8]、生食肉类[9-11]以及输血

等[12-14]也能引起感染. HEV感染引起的疾病即为

戊型肝炎. 急性戊型肝炎的临床表现通常与甲

型肝炎类似, 潜伏期为15-60 d, 平均40 d左右; 发
病后1 wk左右血清中能够检测到HEV RNA, 3-4 
wk后HEV RNA消失; 粪便中HEV RNA的出现

和消失都稍晚于血清, 持续时间2-3 wk; 发病后

转氨酶水平升高, 一般3 wk左右恢复正常[15,16]. 
孕妇和有肝脏疾病者如果感染HEV有可能引发

重症肝炎(fulminant hepatitis), 病死率高[17-19]. 长
期以来戊型肝炎一直被认为是一种急性发病过

■同行评议者
胡国信 ,  副教授 , 
副主任医师, 南昌
大学第一附属医
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■研发前沿
目前慢性戊型肝
炎的病例报道主
要 来 自 欧 洲 ,  我
国有关慢性戊型
肝炎的情况还不
清楚. 

程, 不形成慢性感染[4]. 然而, 最近发现器官移植

患者、人类免疫缺陷病毒(human immunodefi-
ciency virus, HIV)感染者等免疫力低下的人群感

染HEV后能够形成持续性感染和慢性肝炎, 并
能进一步发展为肝硬化. 在本文中, 我们对慢性

戊型肝炎的研究进展进行了综述. 

1  器官移植与慢性戊型肝炎

2008年Kamar等[20]首先报告了慢性戊型肝炎的

病例, 他们对接受肝、肾、胰腺等器官移植的

217名患者进行了HEV感染情况的调查, 其中14
位患者转氨酶升高, 血清HEV RNA阳性, 并能够

排除HAV、HBV、HCV等病毒的感染; 对这14
位患者进行追踪观察, 其中8位患者血清中HEV 
RNA持续阳性超过6 mo, 同时转氨酶水平持续

高于正常值, 患者肝脏呈现慢性肝炎的组织学

特征, 因此认定这些患者由急性戊型肝炎发展

成了慢性戊型肝炎. 此后又不断有接受器官移

植者合并慢性戊型肝炎的病例报告[21-24]. 研究认

为接受器官移植患者的HEV感染率并不比其他

人群高, 但是感染之后容易形成慢性感染[25]. 一
项回顾性研究显示, 接受器官移植者合并HEV感

染的患者, 60%以上发展成了慢性戊型肝炎[26]. 
实体器官移植患者合并慢性戊型肝炎的一

个重要特征是肝纤维化发展迅速, 肝硬化形成

时间短, 一般少于3年[27-29]. 在一项研究中, 2例
器官移植前未曾感染HEV的患者, 其中1例在进

行胰肾移植60 mo后患急性戊型肝炎, 此后患者

转氨酶等持续异常, 血清中能持续检测到HEV 
RNA, 急性阶段后20 mo患者出现肝硬化, 表现

为腹水和门静脉高压; 而另1位肾脏移植者在36 
mo后患急性肝炎, 此后血清和粪便中能持续检

测到HEV RNA, 38 mo后患者形成了肝硬化[27]. 
慢性戊型肝炎有可能导致肝脏移植的失

败. 一项回顾性研究报道了2例肝移植患者合并

肝慢性感染戊型肝炎的情况: 其中1个患者首

次肝脏移植后3 wk, 血清中检测到基因3型HEV 
RNA, 并且肝组织中HEV RNA持续阳性, 2 mo
后形成慢性活动性肝炎, 又进一步发展成肝硬

化, 7年后患者需要再次进行肝脏移植; 另1位患

者在肝脏移植后也发展成了慢性感染, 5年后需

要再次进行肝脏移植, 而在慢性肝炎期间, 直到

再次进行肝脏移植, 体内能够持续检测到基因3
型HEV RNA[24]. 

器官移植者容易形成慢性戊型肝炎的主要

原因, 可能是由于长期应用免疫抑制剂, 致使

机体免疫功能降低, HEV感染后不能被及时清

除. 研究显示, 慢性HEV感染者体内CD4+细胞

数量明显少于HEV急性患者[20], 表明机体的免

疫状况与慢性戊型肝炎的形成有关. 一项前瞻

性研究中, 器官移植前HEV抗体阴性的601例患

者, 在接受器官移植后34例发生HEV感染, 感染

时间的中位数为15 mo, 这34例感染者中, 16例
(47%)发展为慢性感染; 与此相对照, 99例HEV
抗体阳性的患者接受器官移植后均没有HEV感

染[30]. 这说明接受器官移植之前HEV IgG抗体阳

性的患者不容易感染HEV; 若HEV IgG抗体阴

性, 则容易感染HEV, 并有可能进一步发展为慢

性感染[30]. 
目前尚不能确定免疫抑制引起的HEV持续

性感染是否为一种普遍现象. 但研究显示, 除了

实体器官移植容易形成HEV持续感染, 其他使

用免疫抑制剂的患者也容易形成HEV持续性感

染. 接受化疗的1位T淋巴细胞癌患者在输血后

感染了HEV, 追踪观察6 mo血清中HEV RNA持

续阳性, 然而HEV抗体为阴性, 这种HEV持续感

染的形成可能是由于淋巴细胞癌变以及化学药

物的应用, 从而使抗HEV特异性抗体的产生受

到影响, 以至于HEV无法被清除[31]. 另据报道, 1
名急性淋巴细胞白血病患者, 曾患急性戊型肝

炎已经恢复, 但在接受同种异体干细胞移植14 
wk后, 体内重新出现HEV RNA, 核苷酸序列与

先前急性感染的HEV相同, 表明第一次感染后

体内已经无法检出的少量存在的病毒又重新被

激活, 可能是由于应用免疫抑制剂的原因[32]. 
接受器官移植合并慢性戊型肝炎的患者容

易导致肝硬化和终末期肝病[25,27]. 然而, 症状比

较轻微的一部分患者在免疫抑制解除之后能够

通过机体自身免疫力的恢复, 经过数年自行清

除病毒[33]. 

2  HIV感染与慢性戊型肝炎

HIV合并HEV感染也能形成HEV的持续性感染, 
并有可能形成慢性活动性肝炎. Dalton等[34]首先

报告了1例HIV合并HEV感染, 疑似形成了慢性

戊型肝炎的病例: 男性患者在确诊为HIV感染6
年后出现艾滋病症状并开始应用抗逆转录病毒

药物进行治疗, 在治疗期间发现其转氨酶水平

逐渐升高并持续异常, HEV抗体转为阳性, 并且

血清和粪便标本中能够检测到HEV RNA, 表明

感染了HEV. 此后对其进行了18 mo的追踪观察, 
血清和粪便中一直能检测到HEV RNA, 转氨酶
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水平持续异常, 而血液中CD4+细胞持续小于200 
cells/mm3. 

在瑞典对原因不明的转氨酶升高的HIV感

染者进行的一项回顾性定群研究中, 发现HEV 
RNA能够在CD4+细胞低的患者体内持续存在, 
有1例患者HEV RNA在体内持续存在超过了24 
mo, 当其由于抗病毒治疗使CD4+ T细胞数量回

升超过100 cells/mm3后, HEV RNA被清除, 转氨

酶水平也恢复了正常[35]. 然而这位患者血清中

抗HEV IgG抗体的却是在HEV RNA出现后的12 
mo才由阴性转为阳性, 分析其原因, 可能是因为

由于HIV感染, CD4+ T细胞数降低, 影响了免疫

反应, 使HEV抗体产生时间延迟、产生水平降

低[35]. 
到目前为止, 艾滋病毒感染合并戊型肝炎

病毒感染的病例报告只有几例[34-36], 而临床实际

存在的这样一些病例可能会因为下列一些原因

容易漏诊. 第一, 由于HIV感染者使用抗逆转录

病毒药物经常会引起肝脏损伤, HEV感染引起

急、慢性肝炎时, 有可能被误诊为药物引起的

肝脏损伤[37]. 因此, 有学者建议原因不明的慢性

转氨酶升高的HIV感染者都应该进行HEV感染

的检测[38]. 第二, 由于HIV感染者CD4+ T细胞减

少, 特异性抗体的产生会受到影响, 应用血清学

方法检测抗HEV抗体对HEV感染进行诊断并不

可靠[35]. 通过PCR检测HEV RNA是诊断HEV感

染的必要手段. 然而, 由于抗逆转录病毒药物的

应用, HEV的复制转录很可能也会受到影响, 而
使患者血清中HEV浓度降低, PCR检测结果受到

影响, 在这种情况下, HEV感染也容易被忽略. 
HIV感染者中HEV的感染率、慢性感染形

成的情况和对患者整个病程的影响作用, 以及

HIV感染者中HEV持续性感染的流行病学意义

等尚需进一步研究[34]. 

3  慢性戊型肝炎的诊断

急性戊型肝炎的诊断比较常用的方法是通过酶

联免疫吸附试验(ELISA)检测血清中的抗HEV 
IgM, 一般当患者出现症状而初次就诊时, 抗
HEV IgM已经能够检出; 也可以通过巢式RT- 
PCR或real-time PCR检测血清中或粪便标本中

的HEV RNA进行诊断[3]. 
然而, HEV慢性感染都发生在免疫抑制患

者, 例如上述使用免疫抑制剂的器官移植者、

CD+ T细胞数量很低的艾滋病患者等. 由于患者

免疫力低下, 抗体的产生受到影响, 有些患者体

内虽然能检测到HEV RNA, 但检测不到抗HEV
抗体. 这样, 通过血清学方法检测抗HEV抗体进

行HEV感染的诊断不容易实现. 因此, 判定HEV
持续性感染需要通过PCR检测血浆或粪便中的

HEV RNA[39,40]. 一般慢性持续性HEV感染是指

HEV RNA在血液中持续存在6 mo以上; 而慢性

戊型肝炎是指HEV RNA在体内持续存在, 患者

转氨酶水平持续高于正常水平或者有肝脏组织

学的变化[20]. 

4  慢性戊型肝炎的治疗和预防

由于HEV持续性感染的形成与机体免疫力低下

有关, 因此机体免疫力的恢复与提高有助于病

毒的清除[41]. 例如, 应用免疫抑制药物他克莫司

(Tacrolimus)容易形成慢性感染, 当降低药物的

使用剂量时, 部分患者能够清除病毒使感染终

止[26]. AIDS患者应用抗逆转录病毒治疗后, 随着

血液中CD4+ T细胞数量增加, 体内持续性感染

的HEV能够被清除[35]. 由于HEV IgG抗体阳性的

患者能避免感染HEV, 患者在器官移植前进行疫

苗接种可能是预防形成HEV慢性感染的有效方

法. HEV疫苗尚在研制中[42,43]. 目前临床上还没

有治疗慢性戊型肝炎的具体治疗方案, 但研究

显示α干扰素和三氮唑核苷清除HEV的效果比

较好. 
α干扰素是已知的强效免疫刺激剂, 是治

疗慢性乙型肝炎和丙型肝炎的常用药物. 用聚

乙二醇干扰素α-2a以每周135 mg的剂量对肾移

植合并慢性戊型肝炎的患者进行治疗, 疗程为3 
mo, 治疗3 wk后患者血清 HEV RNA 转为阴性, 
停药后6 mo时HEV RNA仍为阴性, 这表明聚乙

二醇干扰素α-2a能有效抑制HEV的复制, 并产生

了持续性病毒应答[44]. 在另外一项研究中, 应用

聚乙二醇干扰素α-2a对3个肝移植患者合并慢性

活动性HEV感染治疗3 mo, 其中2个患者病毒应

答持续5-6 mo, 但另1个患者HEV在停药后HEV
感染复发[45]. 因此, 聚乙二醇干扰素α-2a治疗慢

性戊型肝炎的使用剂量、治疗周期等还需要进

一步观察研究. 聚乙二醇干扰素α-2b也能有效清

除持续存在于体内的HEV, 用干扰素α-2b对肝脏

移植合并慢性戊型肝炎的患者进行治疗, 剂量

为100-60 μg/wk, 治疗4 wk后2名患者HEV载量

分别降低2-log和3-log, 经过16-20 wk的治疗患者

血清中就检测不到HEV RNA了, 血清中的转氨

酶及肝脏各项检测指标逐渐恢复恢复正常[33]. 使
外周血白细胞和血小板减少是α干扰素的主要
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不良反应, 当患者出现此类不良反应时, 应适当

减少α干扰素的使用剂量[33]. 
利巴韦林(ribavirin), 又名三唑核苷、病毒

唑, 具有广谱抗病毒作用, 广泛应用于病毒性疾

病的防治, 也是治疗乙型肝炎和丙型肝炎的有

效药物. 研究表明, 利巴韦林能够抑制体内HEV
的复制增殖. 1名接受心脏移植后患慢性戊型肝

炎的患者, 以17 mg/(kg•d)的剂量, 连续3 mo口服

利巴韦林, 治疗1 mo后, 血清中HEV RNA无法

检出, 2 mo后粪便中HEV RNA也无法检出, 治
疗结束时肝脏的各项指标恢复到正常值范围

内[46]. 在另一项研究, 1个接受肾脏和胰腺移植

的患者以及1个原发性CD4+淋巴细胞减少症患

者合并HEV慢性感染, 按照12 mg/(kg•d)的剂量

口服利巴韦林12 wk, 开始治疗后2 wk患者肝功

检测都恢复正常, 4 wk后血清中检测不到HEV 
RNA, 2-3 mo后患者血液和粪便中HEV RNA均

消失[47]. 上述2例报告表明, 12-17 mg/(kg•d)的剂

量, 治疗3 mo左右, 慢性戊型肝炎体内HEV能够

被有效抑制, 肝脏功能恢复. 然而, 在另一项研

究中, 接受肾脏移植合并慢性戊型感染的6例患

者, 用利巴韦林以600-800 mg/d的剂量治疗3 mo, 
所有患者HEV RNA均不能检出, 转氨酶水平达

到正常, 但是其中的2位患者在治疗结束后有出

现了HEV感染复发[48]. 由于不能确定HEV是否

被完全清除, 因此治疗结束后还需要进行跟踪

观察. 利巴韦林所导致的主要不良反应为贫血. 

5  结论

目前慢性戊型肝炎的病例报告主要来自欧洲, 
我国有关慢性戊型肝炎的情况还不清楚. 但由

于我国是戊型肝炎的流行区, 发病率比较高, 处
于免疫抑制状态的患者感染HEV的机会可能比

欧洲国家更高, 因此这类患者如果出现不明原

因的转氨酶升高等肝炎症状, 应该进行HEV的

检测, 若确定为HEV感染应及时进行治疗, 以免

形成慢性感染. 
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Abstract
Cell cycle deregulation is one of important 
mechanisms leading to human colorectal cancer. 
It has been revealed that cyclin E is the most 
important regulatory factor for cell cycle control 
and plays an important role in the occurrence 
and development of human colorectal cancer. 
Detection of cyclin E expression can be used to 
assess the prognosis of colorectal cancer.

Key Words: Cyclin E; Colorectal cancer; Prognosis
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摘要
细胞周期调控紊乱是结直肠癌重要发病机制
之一, 而Cyclin E是细胞周期最重要的调节因

子. 研究表明, Cyclin E在结直肠癌的发生、

发展中起作用, 可能具有评估结直肠癌预后
的能力.  

关键词: 细胞周期蛋白E; 结直肠癌; 预后

秦光明, 黄晓俊, 魏义胜. Cyclin E与结直肠癌的研究进展.  世界
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0  引言

C y c l i n E是主要的细胞周期限速调节因子之

一, 1991年由美国2个蛋白基因研究组在筛选人

cDNA文库时发现了Cyclin E[1]. Cyclin E的表达

在细胞周期不同时相差异较大, 在Gl晚期和临近

S期表达达到高峰, 当细胞进入分裂期后, Cyclin 
E被迅速降解. 因此, Cyclin E的关键功能是调节

细胞周期从G1期进入S期, 也就是DNA合成期[2]. 
多项研究已经证实Cyclin E的异常表达与多种恶

性肿瘤的形成有关, 表现为Cyclin E基因明显扩

增并且在细胞周期各个时相呈高表达, 有可能

成为一项独立的预后指标[3-5]. 相对于其他肿瘤

而言, Cyclin E与结直肠癌的关系日前研究尚有

不一致的地方. 我们就Cyclin E 的结构、功能、

致癌机制、结直肠癌的关系作一综述. 

1  Cyclin E 的结构与功能

Cyclin E位于人类染色体19q12-q13[6], 有4个外

显子及3个内含子[1,7], 编码分子量为39-52 kDa的
多肽. 和其他细胞周期素相似有1个周期蛋白盒

(Cyclin box), 位于氨基酸序列的129-215. Cyclin 
E蛋白的C端存在一个富含脯氨酸(P)、谷氨酸

(E)、天冬氨酸(S)、苏氨酸(T)残基序列, 称为

PEST序列, 该序列在蛋白质的降解中有重要作

用, Cyclin E能被SCF(skp1 cullin F box protein)
中的SKP2(F box protein)经泛素途径降解[8]. 

Cyclin E为G1期细胞周期蛋白, 其在G1中期

升高, 至G1晚期的G1、S交界处时达高峰, 后随

细胞进入S期, Cyclin E开始下降, 到G2/M期降为

零. 细胞周期依赖激酶(cyclin-dependent kinase, 

■同行评议者
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■研发前沿
与其他肿瘤不同, 
Cyclin E与结直肠
癌的关系目前研
究各家报道不一, 
特别是在Cyclin E
与结直肠癌的发
生发展过程中所
起的作用, 还有是
否可以作为一项
预后指标, 目前的
研究尚有不一致
的地方.

CDK)是一类蛋白激酶家族, 最初发现于酵母菌: 
P34cdc2. 在哺乳动物中, 目前已经发现的CDK
至少有7种, 分别命名为CDC2(CDK1), CDK 2-7. 
CDK 2作为其中成员之一, CDK 2可与Cyclin E
形成功能性复合物, Cyclin E是CDK2的调节亚

基, 调节着CDK2的活性, 其对细胞周期的影响通

过与CDK2形成复合物体现. Cyclin E与CDK2结
合构成Cyclin E-CDK2复合体, 并激活DNA复制

所必需的蛋白质, 促进细胞周期由G1进入S期[9]. 
研究人员发现Cyclin E可分为全长型和低

分子量型(low molecular weight cyclin E, LMW 
cyclin E), LMW Cyclin E缺乏全长型Cyclin E中
的氨基酸末端. 形成LMW Cyclin E的机制: 一是

肿瘤组织产生细胞外弹性蛋白酶可以将全长型

的Cyclin E剪切成为LMW Cyclin E[10]; 二是钙蛋

白酶2(calpain 2)可能参与了将全长型Cyclin E剪
切为LMW Cyclin E的过程[11]. 

2  Cyclin E引起肿瘤的机制

研究表明Cyclin E高表达可以缩短G1期, 导致中

心体过增殖, 干扰有丝分裂, 形成不稳定的染色

体, 从而诱发肿瘤[12]. 但是更多的研究表明在恶

性肿瘤中, 经常表现为Cyclin E的失调节, 且这

种失调节常常与肿瘤的侵袭性及不良预后有相

关性[12]. Cyclin E由Cyclin E基因表达合成, 而其

降解则是通过泛素－蛋白酶体(ubiquitin-protea-
some)途径来实现[13]. 因此, Cyclin E在胞内的高

表达大部分情况下是由于基因的扩增引起合成

的增加[14], 通过蛋白酶体降解途径减少也能引起

Cyclin E的高表达[15]. 另外一种可能的原因是转

运机制的错误[16]. 
除过上述原因, 还有研究证实Cyclin E与目

前发现的一些致癌病毒有关联, 人类乳头瘤病

毒(human papilloma virus, HPV), 特别是与HPV-
E7蛋白, 通过与P21(是一种细胞周期依赖性激

酶抑制剂)的相互作用, 可提高Cyclin E相关激

酶的活性, 而HPV E7蛋白与宫颈癌的发生有密

切关联[17]. 而人类巨细胞病毒(human Cytomega-
lovirus, CMV)对Cyclin E有双重作用机制, 一
方面可直接诱导Cyclin E的生成, 另一方面使

CDKi(cyclin-dependent kinase inhibitors)失活[18]. 
而人类结直肠癌的发生主要是通过2种不同的

方式, 都与基因的不稳定性(genetic instability)有
关. 约12%-15%的肿瘤表现为MIN型(microsatel-
lite instability)而大部分结直肠癌表现为CIN型

(chromosomal instability)[19]. MIN型指微卫星不

稳定, 主要是指在核苷酸序列水平表现出来的

不稳定性是由于错配修复(mismatch repair defi-
ciency, MMR)缺陷导致, MMR功能失活使细胞

基因组易于突变, 特别是那些简单重复序列[20,21]. 
CIN型主要是指染色体数目的异常, 是大多数散

发实体肿瘤的优势机制[22]. 主要与Cyclin E的高

表达和hCDC4的失活有关[23,24]. 即使是在MIN型结

直肠癌中, 大多数也存在着Cyclin E的失调节[25]. 更
为重要的是逐渐升高的Cyclin E蛋白水平预示着

结直肠腺瘤到腺癌的转变[26]. 在结直肠癌中Cy-
clin E蛋白高表达主要有以下机制可以解释. 一
方面通过基因扩增, 提高转录效率和上调E2F转
录因子[27,28]. 另一方面通过减少Cyclin E蛋白的

降解, 例如使hCDC4失活[24], 或者是选择剪切型

Parkin基因在结直肠癌组织中的表达, 使Cyclin 
E通过泛素－蛋白酶体(ubiquitin-proteasome)途
径降解减少[29]. 在正常的上皮细胞中, DNA损伤

检测点(DNA-damage checkpoint)在防止基因不

稳定性方面起决定性作用, 主要是通过几个蛋

白, 包括转录因子P53来调节细胞周期和DNA修

复. P53一旦被激活, 就会启动一系列目标基因

的表达, 如P21和hCDC4[30,31], 这2个蛋白主要是

Cyclin E和P53之间的功能连接. 当Cyclin E高表

达时引起一个P53依赖性反应抑制CDK2活性, 
机制主要是通过诱导P21的表达. 当P53或者是

P21失活后就会引起Cyclin E的高表达, 导致细

胞周期中S期缺陷, 引起中心体增殖, 形成CIN型

结直肠癌[32,33]. 

3  Cyclin E在结直肠癌中表达的意义

1995年学者Kitahara等[27]研究了53例原发性结直

肠癌组织中Cyclin A, D1, E及CDK2的基因表达

情况, 结果发现5例有Cyclin E基因扩增, 在这5例
肿瘤中有3例同时发现CDK2的基因扩增, 因此他

们认为 Cyclin E和CDK2基因扩增可能在结直肠

黏膜癌变中起重要作用. 1996年Yasui等[26]应用免

疫组织化学方法检验了358例结直肠腺瘤和267
例结直肠癌患者组织中的Cyclin E及P53, 结果

显示25%的腺瘤与56%的腺癌中Cyclin E呈高表

达, 同时发现Cyclin E表达与不典型增生的分级

相关, 研究结果显示Cyclin E 高表达更多见结直

肠癌1级-2级中, 与细胞的增殖活性指标Ki-67显
著关联, 认为, Cyclin E蛋白表达可以作为早期或

进展期结直肠癌的一个标志. 2001年Cam等[34]应

用Western blot和免疫组织化学方法, 检测了27
例结直肠癌和10例结直肠腺瘤中Cyclin E和Cy-
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clin E依赖蛋白激酶(cycline E-depenclent kinase)
的活性, 发现虽然Cyclin E蛋白表达在结直肠癌

和腺瘤中的表达相似, 但Cyclin E蛋白依赖激酶

活性在结直肠癌中显著高于腺瘤中, 他们认为, 
Cyclin E及其依赖激酶在结直肠癌的发生发展中

具有重要作用. Li等[35]研究了203例原发结直肠

癌及正常结直肠黏膜、息肉、腺瘤及腺瘤恶变

病例的Cyclin E和CDK2的表达发现: Cyclin E表
达与肿瘤大小、病理分期及浸润程度、淋巴结

转移具有相关性, 认为Cyclin E和CDK2可以作

为结直肠癌预后的判断指标. 2004年Lim等[36]研

究了41例按照美国癌症分期联合委员会(AJCC)
分级标准处于Ⅱ期的结直肠癌患者肿瘤组织中

Cyclin E、P27和变异的P53的表达情况后认为, 
Cyclin E、27和变异的P53并不能成为AJCC分
期中II期预后的指标. 2006年Corin等[37]研究了

20例没有发生转移的单个结肠癌组织及其相邻

的正常组织中及结直肠癌细胞系中Cyclin E与
LMW Cyclin E表达情况后发现, 与Cyclin E相比, 
LMW Cyclin E有肿瘤特异性, 只表现于结直肠

癌组织中, 且MIN与CIN型结直肠癌细胞系均可

检测到LMW Cyclin E, 而Cyclin E既可出现在正

常组织中, 也可出现在肿瘤组织中, 相对于Cy-
clin E而言, 更有可能成为预测结直肠癌预后的

指标. 2010年Corin等[38]进一步研究了114例早期

结肠癌行根治手术且没有转移患者的肿瘤组织

及相邻黏膜中Cyclin E与LMW Cyclin E的表达

情况, 经统计学分析后认为Cyclin E与性别、年

龄、肿瘤位置及病理类型并无相关性. 而高表

达的LMW Cyclin E或者是总的Cyclin E(Cyclin 
E+LMW Cyclin E)明显升高时有更高的复发风

险和更差的预后. 

4  结论

Cyclin E目前研究已经证实与多种肿瘤的发生发

展有关, 但是各种研究文章之间还有不一致的

地方, 如Cyclin E究竟是参与肿瘤发生的早期事

件之一, 还是与肿瘤的侵袭和转移有关, 目前报

道还不一致需要有更多的研究进行证实, 另外

也有文章指出结肠癌与直肠癌在肿瘤的发生过

程中可能有不同的分子机制参与[39]. 目前Cyclin 
E与直肠癌的关系的研究文章还相对较少. Zhou
等[40]研究了360例分期为Ⅰ-Ⅲ期的直肠癌患者

手术标本中Cyclin E与LMW Cyclin E的表达情

况后认为高表达的LMW Cyclin E与总的Cyclin 
E升高时生存期缩短. 预后较差. 而对Cyclin E的

进一步研究会指导我们选择合适的治疗方案. 
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肿瘤细胞多药耐
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从而提高肝癌的
化疗效果是急需
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高效、低毒、高
选择性的逆转剂
显得尤为重要. 
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Abstract
AIM: To investigate whether curcumin reverses 
multidrug resistance of hepatocellular carcino-
ma drug-resistant cell line Bel7402/5-FU and to 
explore potential mechanisms involved.

METHODS: The cell line Bel7402 was induced 
to form a multidrug resistant cell subline 
Bel7402/5-FU by exposing increasing concentra-

tions of fluorouracil (5-FU). The sensitivity of 
Bel7402 and Bel7402/5-FU cells to chemothera-
peutics and curcumin were tested by MTT assay. 
The protein levels of multi-resistance related 
protein 1 (MRP1), lung resistance-related protein 
(LRP), p-glycoprotein (P-gp) and programmed 
cell death 5 (PDCD5) were detected by Western 
blotting in Bel7402 cells, Bel7402/5-FU cells and 
Bel7402/5-FU cells treated with different con-
centrations of curcumin. 

RESULTS: The Bel7402/5-FU cell line showed 
cross-resistance to six drugs, among which 5-FU 
had the highest RI. The protein expression levels 
of MRP1, LRP and P-gp in Bel-7402/5-FU cells 
were obviously higher than those in Bel7402 
cells, while the expression of PDCD5 protein 
in Bel7402/5-FU cells was lower than that in 
Bel7402 cells. The expression of MRP1, LRP and 
P-gp proteins was down-regulated after cur-
cumin treatment, while the PDCD5 protein was 
significantly increased.

CONCLUSION: Curcumin can reverse multi-
drug resistance of the Bel7402/5-FU cell line via 
mechanisms possibly associated with down-
regulation of MRP1, LRP and P-gp expression 
and up-regulation of PDCD5 expression.

Key Words: Curcumin; Hepatocellular carcinoma; 
Multidrug resistance
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摘要
目的:  探 讨 姜 黄 素 对 人 肝 癌 耐 药 细 胞 株
Bel7402/5-FU多药耐药性的逆转作用及可能
的作用机制. 

方法: 采用氟尿嘧啶(fluorouracil, 5-FU)药物
浓度梯度递增法诱导建立肝癌耐药细胞亚
系Bel7402/5-FU; MTT法检测人肝癌细胞株
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■研发前沿
姜黄素是从姜科
植物姜黄中提取
的一种色素, 具有
抗炎、抗凝血、
抗 氧 化 、 降 血
脂、抗病毒等广
泛的药理作用. 近
来有研究报道姜
黄素具有抗肿瘤
的作用, 并影响肿
瘤细胞的多药耐
药性. 

Bel7402及其耐药细胞株Bel7402/5-FU对6种
化疗药物以及姜黄素的敏感性; Western blot法
检测Bel7402细胞、Bel7402/5-FU细胞及经过
0、5、10、20 g/L姜黄素作用后的Bel7402/5-
FU细胞中多药耐药相关蛋白1(MRP1)、肺耐
药相关蛋白(LRP)、P-糖蛋白(P-gp)、程序化
死亡因子5(PDCD5)蛋白的表达水平. 

结果: Bel7402/5-FU细胞对6种化疗药物表现
出交叉耐药性, 其中对5-F U耐药指数最高; 
与Bel7402细胞相比, Bel7402/5-FU细胞中的
MRP1、LRP、P-gp蛋白表达升高, PDCD5蛋
白表达降低; 随姜黄素浓度的升高, Bel7402/5-
FU细胞中MRP1、LRP、P-gp蛋白表达逐渐
降低, PDCD5蛋白表达逐渐增高. 

结论: 姜黄素具有逆转肝癌细胞多药耐药性的
作用, 可能与下调多药耐药相关蛋白MRP1、
LRP、P-gp, 上调凋亡相关蛋白PDCD5表达
有关. 

关键词: 姜黄素; 肝癌; 多药耐药

曹仕琼, 李萍, 尹太勇, 杨盛力. 姜黄素对人肝癌耐药细胞株

Bel7402/5-FU多药耐药性的逆转作用.  世界华人消化杂志  

2012; 20(2): 135-139

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/135.asp

0  引言

肝癌是我国最常见、恶性程度最高的肿瘤之一, 
治疗手段包括手术切除、化疗、介入、放疗、

中医药治疗等, 其中化疗占有很重要的地位. 然
而由于肝癌细胞多药耐药(MDR)作用的存在, 化
疗效果并不理想. 因此寻找多药耐药逆转剂变

得尤为重要. 姜黄素是从姜科植物姜黄中提取

的一种色素, 有研究报道姜黄素具有预防和治

疗肿瘤的作用. 本研究以人肝癌多药耐药细胞

株Bel7402/5-FU为研究对象, 旨在探讨姜黄素对

肝癌细胞多药耐药的逆转作用, 及其可能的作

用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株Bel7402购自南京凯基

生物科技发展有限公司姜黄素(S i g m a公司); 
MTT(北京索莱宝科技有限公司)、氟尿嘧啶(5-
FU, 250mg/支, 南通总厂)、阿霉素(ADM, 10 
mg/瓶, 浙江海正制药厂)、丝裂霉素(MMC, 2 
mg/支, 浙江海正制药厂)、甲氨蝶呤(MTX, 5 
mg/瓶, 上海华联制药厂)、环磷酰胺(CTX, 0.2 g/

支, 连云港恒瑞制药厂)、顺铂(CDDP, 20 mg/瓶, 
齐鲁制药厂)、鼠抗人MRP1抗体(美国Novus 
Biological公司)、鼠抗人LRP抗体(美国Neo-
Marker公司)、鼠抗人P-gp抗体(美国NeoMarker
公司 )、兔抗人P D C D5抗体 (北大生科院 )、
β-actin抗体(美国Santa Cruz公司)、ECL试剂(碧
云天公司). 
1.2 方法

1.2.1 B e l7402/5-F U的建立和姜黄素作用的

Bel7402/5-FU细胞的培养: 用含100 mL/L胎牛

血清、100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉素的

RPMI 1640培养基培养人肝癌细胞株Bel7402, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养. 采用

5-FU药物浓度梯度递增诱导法建立Bel7402/5-
FU细胞系. 取对数生长期Bel7402细胞, 计数后

接种于培养瓶中, 使细胞浓度为5×105/mL. 待细

胞贴壁后, 更换含5-FU的培养液继续培养细胞. 
5-FU的起始浓度为2 000 μg/L, 培养3-5 d, 弃去

上清及死亡后悬浮细胞, 更换含同等浓度的含

药培养液继续培养3-5 d. 弃去上清及死亡后悬

浮细胞, 再加入含剂量加倍浓度的含药培养液, 
重复上述步骤. 4 mo后, 细胞可在含2×105 μg/L 
5-FU的培养液中稳定生长增殖, 将该细胞亚系

命名为Bel7402/5-FU. 更换培养液, 使Bel7402/5-
FU细胞在含5-FU浓度为2×105 μg/L的培养液中

继续培养维持其耐药性. 
实验前2 w k撤去药物 ,  以正常的R P M I 

1640培养液培养, 然后用于实验以及后续的检

测. 分别用浓度为5、10、20 g/L的姜黄素作用

Bel7402/5-FU细胞, 置于50 mL/L CO2培养箱中 
37 ℃、饱和湿度条件下培养48 h后, 换入新鲜培

养液, 再培养24 h, 以备下阶段实验用. 
1.2.2 MTT法检测Bel7402及Bel7402/5-FU细胞

对6种化疗药物的敏感性: 分别取对数生长期

的亲本和耐药细胞, 制成浓度为(2-5)×105/mL
的细胞悬液, 每孔200 μL接种于96孔板中, 培养

24 h, 使细胞贴壁良好. 更换新鲜培养液, 并加

入不同的化疗药物. 每种化疗药物按2倍稀释

成6种浓度梯度. 3孔/组, 并设3孔不加药的平行

对照孔, 同时设不含细胞的培养液作为调零孔. 
继续培养48 h后, 弃去含药培养液, 更换新鲜培

养液培养24 h. 最后细胞中加入5 g/L的MTT溶
液50 μL培养4 h后, 小心弃去上清, 加入200 mL 
DMSO/孔, 震荡溶解沉淀, 酶标仪在波长492 nm
下读取吸光度(A )值. 使用改良寇氏法计算各种

化疗药物对Bel7402细胞和Bel7402/5-FU细胞

■相关报道
研究发现姜黄素
对 宫 颈 癌 多 药
耐药细胞株 K B -
V1、卵巢癌多药
耐药细胞COC1/
D D P 以 及 胃 癌
SGC7901/VCR细
胞的多药耐药性
具有一定的逆转
作用. 
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表  1  肝癌细胞对化疗药物敏感性检测结果

     
化疗药物

                         IC50(μg/L)

    Bel7402   Bel7402/5-FU

5-FU 2.83±0.40 305.72±16.63a

ADM 0.43±0.08     9.82±1.33a

MMC 1.48±0.14   28.28±3.82a

MTX 1.12±0.13     2.81±0.30a

CTX 2.77±0.86   34.11±3.48a

CDDP 0.54±0.02     1.01±0.17a

aP<0.05 vs  Bel7402细胞.

的50%抑制率的剂量(IC50), 计算耐药指数(RI) = 
IC50(Bel7402/5-FU)/IC50(Bel7402). 
1.2.3 MTT法检测Bel7402/5-FU细胞对姜黄素的

敏感性: 实验分组: (1)空白对照组: 含Bel7402/5-
FU细胞的RPMI 1640培养液; (2)姜黄素组: 分别

加5、10、20 g/L浓度的姜黄素. 每组均设3个复

孔, 用MTT法测定每组A值, 使用改良寇氏法计

算姜黄素对Bel7402/5-FU细胞的50%抑制率的

剂量(IC50). 
1.2.4 We s t e r n b l o t法检测M R P1、L R P、
P-g p、P D C D5蛋白的表达 :  取B e l7402细
胞、B el7402/5-F U细胞以及姜黄素作用后的

Bel7402/5-FU细胞, 分别加入200 μL含cocktail的
裂解液提取总蛋白, 测定蛋白浓度, 计算含50 μg
蛋白的溶液体积即为上样量, 各组样品加入上

样缓冲液后于37 ℃放置40 min使蛋白变性, 于
10% SDS-PAGE凝胶电泳分离, 2-3 h后将蛋白电

转移至PVDF膜, 室温下于脱色摇床上用5%的脱

脂奶粉摇动封闭40 min, 弃去封闭液, 于相应一

抗中37 ℃孵育2 h, PBST洗4次×8 min, 加入二

抗37 ℃孵育2 h, PBST洗4次×8 min. 然后加入

ECL显色液暗室显色, 当出现明显条带后立即放

入定影液中, 冲洗后室温下晾干. 将胶片进行扫

描, 用凝胶图像分析软件分析目标带的吸光度

值. 以β-actin蛋白作为内参, 用目的条带与内参

条带吸光度值之比代表目的蛋白的相对表达水

平, 每组重复3次. 
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行统计分

析, 计数资料以mean±SD表示, 两样本均数比较

采用独立样本t检验, P <0.05表示差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 MTT法检测Bel7402及Bel7402/5-FU细胞

对6种化疗药物的敏感性 与Bel7402细胞相比, 
Bel7402/5-FU细胞对6种化疗药物表现出不同程

度的耐药性. 其中对5-FU耐药指数最高, 耐药指

数为109.55±14.30. 对ADM、MMC、MTX、

CTX、CDDP的耐药指数分别为23.49±6.19、
19.19±2.91、2.52±0.30、13.32±4.01、
1.85±0.29 (表1).
2.2 MTT法检测不同浓度姜黄素对Bel7402/5-
FU细胞的抑制率 不同浓度的姜黄素(5、10、
20 mg/mL姜黄素)对Bel7402/5-FU细胞的抑

制率分别为: 6.74%±0.13%, 9.31%±0.21%, 
4.45%±1.02%. 使用改良寇氏法计算姜黄素对

Bel7402/5-FU细胞的50%抑制率的剂量(IC50)为
28.28±3.53 g/L. 
2.3 MRP1、LRP、P-gp、PDCD5蛋白在Bel7402
及Bel7402/5-FU细胞中的表达 Bel7402/5-FU
细胞中M R P1、L R P、P-g p蛋白的表达增高, 
PDCD5蛋白的表达降低, 与Bel7402细胞相比, 
差异具有统计学意义(P <0.01, 图1, 2, 表2)
2.4 MRP1、LRP、P-gp、PDCD5蛋白在经过不

同浓度姜黄素作用后的Bel7402/5-FU细胞中的

表达 经过0(对照组)、5、10、20 g/L姜黄素作

用48 h后的Bel7402/5-FU细胞中, MRP1、LRP、
P-gp蛋白表达随姜黄素浓度的升高逐渐降低, 
PDCD5蛋白表达随姜黄素浓度的升高逐渐增高, 
差异均有统计学意义(P <0.05, 图3, 表3).

3  讨论

化疗是治疗肿瘤的重要手段之一, 但是由于肿

瘤细胞多药耐药性的存在, 使得许多肝癌患者

化疗失败. MDR是指肿瘤细胞对一种抗肿瘤药

物具有耐药性的同时, 对其他结构不同、作用

靶点不同的抗肿瘤药物也具有耐药性. 肿瘤细

胞MDR的形成机制十分复杂, 需要多个因子的

1                  2

MRP1

LRP

P-gp

b-actin

图  1  两种细胞中MRP1、LRP、P-gp的表达. 1: Bel7402细

胞; 2: Bel7402/5-FU细胞.

■创新盘点
本文研究了姜黄
素对肝癌耐药细
胞株中多药耐药
相关蛋白及凋亡
相关蛋白表达的
影 响 ,  进 而 探 讨
姜黄素对肝癌多
药耐药性的逆转
作用. 



www.wjgnet.com

138                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年1月18日   第20卷   第2期

共同参与, 并通过多个途径来完成, 主要涉及: 
(1)耐药蛋白如MRP、P-gp、LRP的高表达; (2)
与药物代谢相关的酶活性的异常, 如谷胱甘肽

转移酶、DNA拓扑异构酶等; (3)凋亡抑制途

径异常; (4)缺氧、低糖微环境等其他因素.
MRP1是由位于16号染色体的MRP基因编

码的分子质量为190 kDa的糖蛋白. P-gp是由

MDR1基因编码的分子量为170 kDa的跨膜糖蛋

白. 两者都是ABC转运蛋白(ATP结合膜转运蛋

白)超家族的重要成员, 可以利用ATP供能, 介导

多种药物在细胞内外的转运, 使化疗药物在肿

瘤细胞内的浓度降低, 从而产生MDR[1]. MRP1
主要将与谷胱甘肽结合的底物泵出细胞外, 从
而降低药物在细胞内的聚集, 介导MDR[2]. 而
P-gp能够将一些亲脂类抗癌药物如阿霉素、柔

红霉素、紫杉醇、长春碱类泵出肿瘤细胞外, 
介导肿瘤细胞的多药耐药[3].

LRP由位于16号染色体短臂的LRP基因编

码, 是分子量为110 KDa的非糖类蛋白质, 他不

属于ABC转运蛋白超家族成员, 而是一种位于

细胞质和核膜上的穹窿体蛋白(MVP). Scheper
等[4]认为LRP介导肿瘤细胞产生MDR的主要机

制是阻止药物通过核孔进入细胞核, 并将核内

的药物转运到胞质, 从而降低药物的核质分布

比率; 通过囊泡运输及胞吐机制将药物运输到

细胞外, 降低细胞内的药物浓度. PDCD5原名

TFAR19, 是一种人类新基因, 参与调控细胞凋

亡[5]. PDCD5在人类50多种组织中均有表达, 其
中在造血系统、成人心脏、肾脏、肾上腺、胎

盘等组织中呈高表达, 而在胚胎组织中低表达[6]. 
研究表明, PDCD5在卵巢上皮性癌[7]、胃癌[8]、

肺癌[9]、肝癌[10]等恶性肿瘤中表达下降. PDCD5
作为一种重要的凋亡调控因子, 他在肿瘤组织

中的异常表达, 使肿瘤细胞的凋亡与增殖失衡, 
导致肿瘤细胞的凋亡受到抑制, 从而引起多药

耐药. 
目前, 研究肝癌多药耐药的逆转, 从而提

表  2  Bel7402及Bel7402/5-FU细胞中MRP1、LRP、P-gp、PDCD5蛋白的表达

     
细胞     MRP1       LRP     P-gp     PDCD5

Bel7402 0.27±0.03 0.39±0.02 1.06±0.04 1.18±0.02 

Bel7402/5-FU 0.94±0.02b 0.75±0.02b 1.74±0.02b 0.76±0.02b

bP<0.01 vs  Bel7402细胞.

表  3  姜黄素作用后细胞中MRP1、LRP、P-gp、PDCD5蛋白的表达 

     
分组      MRP1       LRP      P-gp     PDCD5

对照组 0.98±0.03 0.78±0.02 1.77±0.02 0.73±0.02

姜黄素组

    5 mg/L 0.82±0.03c 0.72±0.02a 1.49±0.05b 1.05±0.02b

    10 mg/L 0.52±0.02bd 0.34±0.01bd 0.71±0.02bd 1.35±0.03bd

    20 mg/L 0.23±0.01bdf 0.24±0.01bdf 0.50±0.02bdf 1.45±0.02bdf

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  5 mg/L姜黄素组; fP<0.01 vs  10 mg/L姜黄素组.

图  2  两种细胞中PDCD5的表达. 1: Bel7402细胞; 2: 

Bel7402/5-FU细胞.

1       2       1       2          1       2

PDCD5

b-actin

1              2            3              4

MRP1

LRP

P-gp

PDCD5

b-actin

图  3  姜黄素作用后细胞中MRP1、LRP、P-gp、PDCD5的
表达. 1-4: 姜黄素0、5、10和20 mg/L.

■应用要点
本文探讨了姜黄
素对肝癌细胞多
药耐药的逆转作
用, 及其可能的作
用机制, 为姜黄素
作为耐药逆转剂
在临床的应用奠
定了基础. 
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高肝癌的化疗效果是急需解决的问题. 许多已

研制的逆转剂如环孢菌素A、维拉帕米、奎尼

丁、三氟拉嗪、三氧苯胺等由于毒性明显或活

性较低而难以在临床上推广[11]. 因此寻找高效、

低毒、高选择性的逆转剂显得尤为重要. 姜黄

素是从姜科植物姜黄中提取的一种色素, 具有

抗炎、抗凝血、抗氧化、降血脂、抗病毒等广

泛的药理作用. 近来有研究报道姜黄素具有抗

肿瘤的作用[12], 其作用机制主要与诱导肿瘤细

胞凋亡有关[13]. 另外, 姜黄素可以调节肿瘤细胞

中耐药基因及凋亡基因的表达, 从而影响肿瘤

细胞的多药耐药性. Limtrakul等[14]发现姜黄素

能降低宫颈癌多药耐药细胞株KB-V1的MDR1
基因及其产物P-gp的表达, 从而增加KB-V1对
化疗药物的敏感性. 同时, 姜黄素可以增加卵巢

癌多药耐药细胞COC1/DDP对顺铂的敏感性[15]. 
Tang等[16]发现姜黄素可以逆转胃癌SGC7901/
VCR细胞的多药耐药性. 

本研究采用不同浓度的姜黄素作用于肝癌

耐药细胞株Bel7402/5-FU, 观测其是否可以逆转

Bel7402/5-FU细胞株的耐药性. Western blot检测

表明Bel7402/5-FU细胞中MRP1、LRP、P170的
表达明显高于亲本bel7402细胞, PDCD5的表达

明显低于亲本细胞. 经过姜黄素处理后, 随姜黄

素浓度的增加其MRP1、LRP、P170的表达逐

渐降低, PDCD5的表达则逐渐升高. 以上结果说

明, 姜黄素对肝癌耐药细胞株Bel7402/5-FU的耐

药性具有逆转作用, 其作用机制可能是通过降

低耐药蛋白MRP1、LRP、P170的表达, 减少肿

瘤细胞对化疗药物的外排, 增加细胞内药物浓

度, 并上调PDCD5的表达, 抑制肿瘤细胞增殖, 
促进肿瘤细胞凋亡, 从而部分逆转肿瘤细胞的

多药耐药性. 因此, 姜黄素可以作为一种新的肝

癌耐药逆转剂, 具有一定的临床应用价值. 
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表达影响. 研究结
果具有一定的学
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Abstract
AIM: To examine the role of interleukin-18 (IL-
18) in apoptosis of peripheral blood neutrophils 
(PMNs) in rats with severe acute pancreatitis 
(SAP).

METHODS: Sixty SD rats were randomly di-
vided into two groups: SAP group and sham 
operation (SO) group. At 3, 6 and 12 h after SAP 
induction, blood samples were collected from 
the inferior vena cava to measure serum amylase 
and IL 18; PMNs were separated to detect their 
apoptosis; and pancreatic specimens were taken 
for pathological examination.

RESULTS: PMN apoptosis rate decreased 
remarkably in the SAP group than in the SO 
group, and the decrease became more obvious 

over time (P < 0.01). Serum levels of IL-18 in the 
SAP group increased significantly compared 
with those in the SO group (P < 0.01). There was 
a negative correlation between the apoptosis rate 
of PMNs and serum levels of IL-18 in SAP rats (r 
= -0.742, P < 0.01).

CONCLUSION: Compared to control rats, PMN 
apoptosis was obviously delayed and serum 
levels of IL-18 remarkably increased in SAP rats, 
indicating that IL-18 may play an important role 
in peripheral neutrophil apoptosis in SAP.

Key Words: Interleukin-18; Severe acute pancreati-
tis; Neutrophils; Apoptosis

Wu YY, Xu LT. Role of IL-18 in Peripheral neutrophil 
apoptosis in rats with sever acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 140-144

摘要
目的: 探讨白介素-18(IL-18)在重症急性胰腺
炎(SAP)时外周血中性粒细胞(PMN)凋亡中的
作用.

方法: SD大鼠60只, 随机分为2组, 每组30只, 
分别建立大鼠急性坏死性胰腺炎组(ANP)及
假手术组(SO)模型, 在制模后3、6、12 h分期
分批处死大鼠, 抽取下腔静脉血测定血淀粉酶
含量及血清中IL-18的含量, 作中性粒细胞分
离并检测外周血中性粒细胞凋亡率; 同时对
大鼠胰腺组织行病理切片HE染色, 并对胰腺
组织进行病理评分. 

结果: ANP组中性粒细胞(PMN)凋亡率较SO
组明显降低 ,  并随着时间的延长逐渐明显
(P <0.01), 至术后12 h降至2.15%±0.45%; ANP
组血清中IL-18的含量较SO组明显升高, 而且
随着时间的延长更明显(P <0.01), 在12 h达到
4705.70±296.30; ANP组PMN的凋亡率与血
清中IL-18的水平呈负相关(r  = -0.78, P <0.01).

结论: ANP组外周血PMN的凋亡明显延迟, 血
清中IL-18的含量明显增高, IL-18可能在急性
胰腺炎外周血的PMN凋亡中发挥作用.

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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■研发前沿
当 前 研 究 认 为
IL-18与PMN的凋
亡有关, 相关分子
机制的研究中还
有不少问题需要
进 一 步 阐 明 :  如
IL-18在PMN凋亡
延迟中涉及的信
号转导通路及作
用环节; IL-18在
凋亡中所涉及的
凋亡调控蛋白, 其
与促、抗凋亡蛋
白的关系等.

关键词: 白介素-18; 急性胰腺炎; 中性粒细胞; 凋亡
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是一个死亡率极高的疾病, 其发病机制复杂. 白
介素-18(interleukin-18, IL-18)是一个新发现的

促炎症细胞因子, 属于IL-1细胞因子超家族. 近
年来, 有学者研究发现, IL-18可以延迟酒精中毒

和烧伤患者中外周血中性粒细胞(polymorpho-
nuclear neutrophil, PMN)的凋亡[1]. Ueda等[2]研究

发现, IL-18在重症急性胰腺炎患者血清中明显

增加, 并且与患者的严重程度呈明显的相关性. 
虽然现有学者研究了IL-18在SAP中的相关作用, 
但是, IL-18在延迟PMN凋亡方面的研究少有报

道, 本研究建立SAP大鼠模型, 动态监测IL-18在
血清的中表达, 并测定PMN凋亡情况, 探讨IL-18
与SAP时PMN凋亡的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂健康SD大鼠60只, 清洁级, 体质

量250-300 g, 由上海交通大学附属第六人民医

院实验动物中心提供; 牛黄胆酸钠(Sigma公司, 
美国); 大鼠中性粒细胞分离液(LZS1091)(天津

灏洋生物制品科技有限公司, 中国); 凋亡试剂盒

(BD公司, 美国); 流式分析仪BD FACSCalibur(美
国); 大鼠IL-18 ELASA试剂盒(RND公司, 美国). 
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: 健康SD大鼠60只随机分为2
组: 急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancre-
atitis, ANP)组和假手术组(SO组). ANP组30只, 
假手术SO组30只, 每组在术后3 h、6 h、12 h下
腔静脉抽血(各组各时间点10只), 随即处死大鼠, 
取胰腺组织, 用100 g/L甲醛溶液固定. ANP组模

型的制作参照Banerjee[3]方法加以改进制作大鼠

重症胰腺炎模型: 各组动物术前12 h禁食, 可以

自由饮水, 采用30 g/L戊巴比妥钠(1 mL/kg体质

量)腹腔内注射麻醉; 麻醉成功后仰卧, 正中切口

进入腹腔, 提起十二指肠, 在胰胆管开口十二指

肠系膜缘对侧肠壁上, 用穿刺针(套管针内芯)穿
入胰胆管约0.4 cm, 用无损伤的动脉夹临时阻断

胰胆管的上下端后加压注射50 g/L牛黄胆酸钠

(1 mL/kg体质量), 注射速度为0.2 mL/min, 注射

完毕后5 min拔针, 检查无出血, 关腹; SO组仅开

腹, 翻动胰腺, 再关腹. 每组大鼠麻醉苏醒后, 自
由饮水、禁食. 
1.2.2 血清淀粉酶的检测: 血清淀粉酶采用全自

动生化分析仪(VITROS.950)检测. 
1.2.3 中性粒细胞的分离: 采血后, 立即用梯度离

心法进行PMN的分离, 加入PBS液悬浮细胞, 计
数板计数, 调整细胞浓度至1×106/mL. 
1.2.4 PMN活力检测: 取2滴细胞悬液加滴4%台

盼蓝染色, 活细胞不着色, 死细胞染成蓝色, 计
度200个细胞, 计算活细胞百分率, 拒染细胞数

应>95%. PMN活力 = 拒染细胞数/200×100%. 
1.2.5 中性粒细胞凋亡检测: 用4 ℃的PBS洗涤分

离的中性粒细胞2次, 加Binding Buffer 60 μL, 加
入Annexin V-FITC 5 μL, 摇匀后于室温避光孵育

15 min, 上机前5 min在反应管中加入Propidium 
Iodide 5 μL, 然后再补加Binding Buffer 150 μL, 
流式细胞仪检测中性粒细胞凋亡指数. Annexin 
V阳性为凋亡细胞, PI阳性为坏死细胞, Annexin 
V及PI双阴性为存活细胞. 
1.2.6 血清中IL-18水平的测定: 采用酶联免疫吸

附法, 试剂盒购自RND公司, 操作方法严格按照

试剂盒说明书进行. 
1.2.7 光镜下胰腺组织病理学改变: 常规石蜡包

埋、切片、HE染色, 制作病理HE切片. 有资深

病理科医师盲法对胰腺病理切片进行观察并按

照Schmids法[4]的标准进行组织病理评分, 观察

各组胰腺组织病变程度. 
统计学处理 所有数据用mean±SD表示, 采

用SPSS17.0统计软件分析处理; 组间计量资料

采用配对t检验, 组内计量资料采用单因素方差

分析; 两变量间关系采用直线相关分析; P <0.05
表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组血清淀粉酶含量变化 ANP组血中的淀

粉酶水平在模型建立成后逐渐升高, 并在12 h达
峰值(9888.0±1498.06), 各时间点均较SO组高

(P <0.05), 而SO组血清淀粉酶的含量较低(表1). 
2.2 胰腺组织变化 肉眼观察: SO组胰腺无明显

变化, 腹腔内未见异常; ANP组大鼠腹腔内可见

血性腹水, 胰腺有坏死灶, 腹腔脏器粘连, 肠系

膜、大网膜上有大量皂化斑. 光镜下： SO组大

鼠的胰腺组织无明显变化; SAP组的大鼠胰腺

组织可见胰腺腺泡水肿、组织坏死, 中性粒细

胞、淋巴细胞等炎症细胞浸润以及出血坏死病
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■应用要点
本研究为进一步
阐明PMN延迟凋
亡在SAP发病过
程中的作用, 探讨
IL-18延迟PMN凋
亡的具体作用机
制以及研究SAP
新的治疗靶点方
面提供了科学的
实验依据. 

表  1  各组血淀粉酶、胰腺组织病理评值变化 (n  = 10, mean±SD)

     
分组 时间(h)       血淀粉酶(U/L) 胰腺组织病理评分

ANP组     3 2 577.00±890.22ac      6.4±1.35ac

    6 5 521.30±1 177.08ac      8.3±1.34ac

  12   9 888.0±1 498.06ac    10.7±1.95ac

SO组     3    770.60±161.25      0.1±0.32

    6    788.10±192.01      0.2±0.42

  12    713.80±199.97      0.1±0.32

aP<0.05 vs   SO组各时间点; cP<0.05 vs  ANP组间.

灶形成, 且随着时间的延长病变逐渐加重(图1). 
ANP组各时间点的胰腺组织病理学评分均较SO
组高(P <0.05, 表1).
2.3 各组大鼠不同时间外周血中性粒细胞凋

亡率的变化 模型制成后, 随着时间推移, ANP
组大鼠的凋亡率逐步下降 ,  1 2  h达到最低

(2.15±0.45), 与SO组各个时间段(3、6、12 h)两
两相比差异有统计学意义(P <0.01, 表2, 图2). 
2.4 各组大鼠不同时间血清中I L-18含量的变

化 SO组的血清IL-18含量较低, 且各时间点无

明显差别; 而ANP组大鼠的血清IL-18含量明显

增高, 且随着时间的延长逐渐增加, 在12 h最高

(4705.70±296.30), 各时间点两两相比较差异有

统计学意义(P <0.01). ANP组与SO组相比, 差异

有统计学意义(P <0.01, 表2, 图3). 
2.5 相关性 ANP组外周血PMN凋亡率与胰腺病

理评分及血清IL-18浓度的变化均呈负相关, 相
关系数分别为r  = -0.602, -0.78(均P <0.01). 

3  讨论

中性粒细胞是寿命很短的一种细胞, 正常衰老

的PMN多以凋亡的方式死亡, 之后多被巨噬细

胞识别、吞噬、清除; 凋亡时不发生细胞膜的

破裂, 被吞噬细胞吞噬后不释放其毒性细胞内

容物, 这对促进炎症的消散和局限发挥着重要

的作用[5]. 而在一些炎症性疾病如SAP时, PMN

图  1  各时间点胰腺组织HE染色病理情况(×100). A: SO组3 h; B: ANP组3 h; C: ANP组6 h; D: ANP组12 h.

100 mm 100 mm 100 mm100 mm

A B C D

100      101       102      103      104

Annexin V FITC

PI
10

0   
  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  
  
  
10

3   
  
  
  
 1

04A

Quad            Events     % Gated

UL	      29	   0.28

UR	      78	   0.77

LL	 9 404	 92.39

LR	    668	   6.56

100      101       102      103      104

Annexin V FITC

PI
10

0   
  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  
  
  
10

3   
  
  
  
 1

04B

Quad            Events     % Gated

UL	    100	   0.98

UR	      33	   0.32

LL	 9 784	 95.50

LR	    328	   3.20

100      101       102      103      104

Annexin V FITC

PI
10

0   
  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  
  
  
10

3   
  
  
  
 1

04C

Quad            Events     % Gated

UL	       29	   0.31

UR	       78	   0.59

LL	 23 835	 96.33

LR	     685	   2.77

100      101       102      103      104

Annexin V FITC

PI
10

0   
  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  
  
  
10

3   
  
  
  
 1

04D

Quad            Events     % Gated

UL	      10	   0.10

UR	        4	   0.04

LL	 10 127	 98.19

LR	     173	   1.68

图  2  各组大鼠外周血PMN凋亡率的变化. A: SO组3 h; B: ANP组3 h; C: ANP组6 h; D: ANP组12 h.
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■同行评价
本研究通过建立
SAP大鼠模型, 动
态监测IL-18在血
清 中 的 表 达 ,  测
定PMN凋亡情况, 
证明IL-18可能在
SAP外周血PMN
凋亡中发挥作用. 
本研究有新意, 可
能对SAP的发病
机制和治疗有新
的认识.

的凋亡延迟, 中性粒细胞过度激活, 导致了其除

了分泌细胞因子外, 还引起“呼吸爆发”, 释放

大量的自由基、蛋白水解酶及炎症介质等有害

物质引起组织的损害, 产生级联反应, 诱发全身

炎症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)的发生. 导致炎症性疾病的病情

加重, 造成恶性循环, 从而引起SAP等炎症性疾

病时SIRS甚至多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome MODS)的发生[6]. 

本实验发现, 在SAP时, 大鼠造模成功后的3 
h、6 h、12 h, 外周血的PMN的凋亡率逐渐下降, 
至12 h达到最低值(2.15±0.45), 而SO组大鼠的

凋亡率维持在较高的水平, 且各个时间点ANP
组均较SO组为低, 两两比较差异有统计学意义

(P <0.01), 在ANP组不同的时间点两两比较亦有

统计学意义(P <0.01). 这与李俊等[7]的研究相一

致, 他们发现, 在ANP组大鼠循环中的PMN凋亡

明显降低, 提示PMN的凋亡参与了急性胰腺炎

的病理生理过程, 并对急性胰腺炎的严重程度

和转归有很大的影响. 
IL-18是IL-1细胞因子超家族的成员, 是一

种新近发现的促炎症细胞因子, 与IL-1β相似, 主
要由枯否细胞和活化的巨噬细胞产生, 他由不

具有生物活性的母体蛋白合成, 需要被caspase-1
裂解为具有活性的成熟蛋白[8]. 近年来, 有学者

研究发现, IL-18可以通过调控促凋亡蛋白、抗

凋亡蛋白、TNF-α以及激活NF-κB等作用机制

来抑制PMN的凋亡[1,9,10]. 关于IL-18与急性胰腺

炎的关系, 有学者研究发现血清IL-18的浓度与

急性胰腺炎合并胰腺外脏器的损害存在着明显

的相关性[11]. 也有学者报道, 在急性胰腺炎患者

的血清中, IL-18的水平在病变早期就开始增加, 
到病变后期, 患者出现胰腺坏死及全身并发症

时都一直维持着较高的水平[12]. 虽然现在有众多

学者研究了IL-18在SAP中的相关作用, 但是, 在
IL-18在延迟SAP时中性粒细胞凋亡方面的研究

少有报道. 
本实验发现, 在造模成功后的3 h、6 h、12 

h, ANP组大鼠血清中的IL-18的含量在逐渐升高, 
在12 h时达到最高值(4705.70±296.30); 而SO组

含量较低, ANP组内相比较差异有统计学意义

(P <0.01), ANP组与SO组各时间点相比较, 差异

有统计学意义(P <0.01); 且ANP组大鼠外周血的

PMN的凋亡率与血清中的IL-18的含量呈明显的

负相关(r  = -0.78; P <0.01), 与胰腺病理评分亦呈

负相关(r  = -0.602, 均P <0.01). 说明IL-18可能参

与了ANP大鼠外周血PMN的凋亡延迟作用. 
根据我们的研究发现, SAP大鼠外周血PMN

的凋亡呈现明显延迟, 同时, 血清IL-18的含量逐

渐增加, 二者呈明显的负相关(r  = -0.78; P <0.05), 
说明IL-18可能参与了PMN的凋亡延迟作用, 但
是具体机制仍未完全清楚, 需要进一步的研究. 

总之, IL-18在全身炎症包括SAP时是一个

有力的抑制中性粒细胞凋亡的介质, 能够成为

一个新的治疗靶点, 进而阻止中性粒细胞相关

的组织损害以及随后发生的SIRS以及MODS. 
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Abstract
AIM: To evaluate whether SB203580, a p38MAPK 
inhibitor, reduces resistance of colon cancer HCT-
116 cells to doxorubicin and to explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: Doxorubicin alone or in combination 
with SB203580 was used to treat subcultured 
HCT-116 cells. After treatment, cell growth was 
determined by MTT assay, and Akt and p-AKt 
expression was detected by Western blotting.

RESULTS: Either doxorubicin or SB203580 in-
hibited HCT-116 cell growth, and the latter had a 
stronger inhibitory effect than the former (26.60% 
vs 33.87%). Combined use of doxorubicin and 
SB203580 had more strong inhibitory effect than 
treatment with either of them alone (56.04%). Ex-
pression of Akt showed no significant difference 

between cells treated with doxorubicin alone 
and those treated with combined doxorubicin 
and SB203580, while the phosphorylation of 
Akt was significantly higher in the doxorubicin 
group than in the combination group.

CONCLUSION: The p38 MAPK inhibitor 
SB203580 could block the Akt signaling path-
ways and increase the sensitivity of colon cancer 
cells to doxorubicin.

Key Words: Doxorubicin; p38MAPK inhibitor; Colon 
cancer; Anti-resistance

Li JP, Zhou W, Zhang J, Yu JP, Yu HG. Use of p38 MAPK 
inhibitor reduces resistance of colon cancer cells to 
doxorubicin. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 
145-148

摘要
目的: 探讨p38MAPK抑制剂通过Akt(蛋白激
酶B)有关的信号途径对结肠癌细胞阿霉素
(Doxorubicin)化疗敏感性的影响. 

方法: 应用阿霉素(Dox)和p38MAPK特异性抑
制剂SB203580及两者联合应用去处理结肠癌
HCT-116细胞株. 采用MTT[3-(4, 5-二甲基噻
唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑溴盐]法检测化疗药
物对肿瘤细胞的生存抑制率, Western blot蛋白
免疫印迹技术检测化疗药物处理后癌细胞Akt
和磷酸化Akt的表达水平. 

结果: MTT显示阿霉素和抑制剂SB203580对
结肠癌细胞均有抑制作用(26.60%, 33.87%), 
后者大于前者, 两者相同用量联合后癌细胞抑
制率更明显(56.04%). Western blot显带说明阿
霉素处理组较联合组的Akt表达水平并无明显
差异, 而磷酸化的Akt水平较SB203580组和联
合组显著升高. 亦即抑制剂组和联合组方案可
降低结肠癌细胞磷酸化Akt的表达水平. 

结论: p38MAPK抑制剂SB203580可能通过阻
断P13K/Akt信号途径或其他有关Akt的通路

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交大医学院
九院周浦分院



146                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年1月18日   第20卷   第2期

www.wjgnet.com

以提高结肠癌细胞阿霉素化疗的敏感性. 

关键词: 阿霉素; p38MAPK; 抑制剂; 结肠癌; 抗耐

药性
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0  引言

阿霉素(Doxorubicin)是一种临床上常用的抗生素

类抗肿瘤药物, 但其有效治疗剂量下的心脏毒性

和随着作用时间的推移靶癌细胞产生的分子学抵

抗机制限制了该药抗癌作用的发挥[1]. 所在课题

组的前期研究显示Akt(蛋白激酶B)的活化可能参

与了胃癌细胞的抗凋亡信号反应[2]. PI3K/Akt(磷
脂酰肌醇3'激酶/蛋白激酶B)和p38MAPK(丝裂

原激活化蛋白激酶)通路在细胞生物生长中起

着重要的作用, 且两条通路的酶级联反应有交

叉作用, 可促进肿瘤细胞的增殖, 其选择性抑制

剂LY294002和SB203580对多种实体肿瘤都有杀

伤作用 [3,4]. 本研究拟单独及联合应用阿霉素和

p38MAPK通路抑制剂SB203580, 观察和探讨阿霉

素联合应用SB203580体外实验方案对降低结肠

癌细胞阿霉素耐药性的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌HCT-116细胞购自中科院上海细

胞库, 并由湖北省消化系疾病重点实验室传代

保存. RPMI 1640培养基来源于美国Gibco公司; 
Akt抗体、磷酸化Akt抗体以及相关二抗试剂盒

均为CST公司产品; 四甲基偶氮唑盐(MTT)、二

甲基亚砜(DMSO)和抑制剂SB203580购自美国

Sigma公司; 阿霉素(Doxorubicin)购自美国Alex
公司; 提取总蛋白试剂盒及Western blot所需其

他试剂购自碧云天生物技术研究所. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 传代培养结肠癌HCT-116细胞于

含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养液中. 50 
mL/L CO2浓度、37 ℃培养环境下培养. 
1.2.2 MTT检测细胞增殖: 用含100 mL/L胎牛血

清的培养液将贴壁细胞配成单个细胞悬液, 浓
度为10 000-20 000/mL, 每孔体积200 μL细胞接

种到96孔板. 细胞贴壁后即加药. 每种处理设5
个复孔, 对照(不加药物处理)5个孔, 阿霉素组5
个孔, 抑制剂组5个孔, 药物联合组5个孔, 共20

个孔. 阿霉素2 g/L, 每5个孔加10 μL,  SB203580
抑制剂20 g/L, 每5个孔加1 μL. 联合组药物用量

同单用组. 药物均混匀于无血清培养基后再加

入到相应孔中. 作用24 h后, 每孔加MTT[3-(4, 5-
二甲基噻唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑溴盐]溶液(5 g/
L用PBS配制, pH7.4)10 μL. 继续孵育4 h后终止

培养, 小心吸弃孔内培养上清液, 每孔加100 μL 
DMSO, 置摇床上低速振荡10 min, 使结晶物充

分融解. 选择A 490nm波长在酶联免疫监测仪上测

定各孔吸光度值, 记录结果并计算细胞抑制率  
= (空白组吸光度值均值－各浓度组吸光度值均

值/空白组吸光度值均值)×100％, 并绘制直方

图. 实验重复3次. 
1.2.3 6孔板加药处理: 对照组设1个孔(不加任何

药物), 实验组阿霉素(2 g/L)10 μL处理2个孔, 抑
制剂(20 g/L)1 μL处理1个孔和两者联合(同上浓

度同体积)处理2个孔. 以细胞长至80%-90%孔域

并处于对数生长期开始加药, 作用24 h后提取各

组总蛋白, 行Western blot检测各组蛋白Akt和磷

酸化的Akt水平(以β-actin蛋白为内参对照). 步
骤包括提取并测定总蛋白浓度, 计算20 μg体积

下的上样量, 蛋白电泳, 纤维膜电转和X光胶片

显影等. 

2  结果

MTT结果显示阿霉素和抑制剂SB203580对结肠

癌细胞的生长较对照组均有抑制作用(26.60%)
(33.87%), 后者大于前者, 两药联合处理癌细胞

后抑制率则更明显(56.04%, 图1). Western blot
结果提示阿霉素处理组较抑制剂组和联合组的

Akt表达无显著差异, 而磷酸化的Akt阿霉素组

较抑制剂组和联合组显著升高, 也即表明抑制

剂组和联合组方案可降低结肠癌细胞磷酸化

Akt的表达水平(图2).

3  讨论

阿霉素Doxorubicin(DOX), 是蒽环霉素类抗生

素, 也是临床上常用的抗肿瘤化合物. 其主要是

干扰快速增长的肿瘤细胞的增殖, 通过结合和

嵌入癌细胞DNA分子进而抑制靶细胞的DNA和

RNA的生物合成起到抗癌作用. 但是有效治疗

剂量下的心脏毒性和随着作用时间的推移癌细

胞产生的分子学抵抗机制限制了阿霉素的抗肿

瘤应用[1]. 
磷酸肌醇3'激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)通路

在多种癌细胞中呈现高表达, 蛋白激酶B(Akt)

■相关报道
国外学者报道有
多种方法可去拮
抗 经 典 化 疗 药
物 的 多 重 耐 药
(MDR): (1)对药
物的化学结构本
身加以改进 ;  (2)
联合应用针对耐
药表达途径的化
疗药物 ;  (3)应用
新的载体, 使药物
更好地进入肿瘤
细胞并予以杀伤. 
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的活化位于P I3K超家族信号转导过程中的下

游, 主要负责由PI3K始动的生物信息的传导, 处
于这一通路的中心环节. 采用特异性抑制剂降

低其下游磷酸化Akt的水平, 从而阻断Akt的磷

酸化活化及其下游信号级联反应进而阻断PI3K
通路的生物学效应[5]. 一些肿瘤细胞可通过对负

责细胞生长和凋亡的细胞信息传导通路进行调

控而获得对化疗药物的耐药性[6]. 我们前期的

研究[7]发现PI3K/Akt 通路的激活能抑制或下调

p27kip1的表达(一种广谱周期蛋白依赖性激酶

抑制剂), 进而使肿瘤细胞产生对细胞毒药物的

抵抗和继续增值. 
研究表明许多肿瘤细胞的生长和增值伴

有p38MAPK(丝裂原活化蛋白激酶)的活化, 其
特异性抑制剂SB203580则表现出对多种恶性

肿瘤细胞(食管癌、子宫内膜癌)的杀伤和促凋

亡特性[8,9]. 英国科学家[10]发现p38MAPK抑制

剂SB203580与5-氟尿嘧啶联合作用于结直肠

癌细胞, 通过上调B a x(一种凋亡蛋白)的表达

和caspase酶(半胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶, 一种

凋亡蛋白酶)的活性可提高后者对癌细胞的杀

伤敏感性, 提示SB203580可提高经典化疗药物

对结肠癌细胞的杀伤, 可通过不同的信号传导

通路起到抗化疗耐药作用. 韩国学者[11]研究认

为, SB203580可加强抗肿瘤药物Exisulind(一种

新型选择性凋亡性抗肿瘤药物)对结肠癌的敏

感性. 被Exisulind处理的结肠癌细胞磷酸化的

p38MAPK升高, 而其选择性抑制剂SB203580可
抑制p38MAPK的磷酸化和诱导caspase酶的活

化, 进而提高该化疗药物的抗肿瘤效果. 
p38MAPK和PI3K/Akt作为整体通路参与某

些病理生理过程. 且联合抑制该整体通路有抑

制癌细胞增值的作用. 研究人员观察到在糖尿

病神经病理性疼痛的形成中p38MAPK和PI3K/
Akt信号通路都发生了高度激活, p38MAPK特

异性抑制药可同时阻断p38MAPK和PI3K/Akt两
条信号通路. 此时PI3K/Akt是p38MAPK的下游

信号通路[12]. MK2(MAPKAP激酶)和p38MAPK
与HSP27组成复合物, 再与Akt结合可以活化

之, 进而激活PI3K/Akt通路[13]. 在炎症反应过程

中, p38MAPK抑制剂SB203580可以同时阻断

AKT和p38MAPK这两个通路[14]. 有学者[15]指出

ERK1/2的抑制剂(PD98059)和p38MAPK抑制剂

(SB203580可以减少或者清除磷酸化的Akt, 进
而阻断其下游信号传导. 研究显示[3]PI3K/Akt与
p38MAPK通路在骨骼肌生成过程中起协调作

用. 也揭示二者可能存在内在关联. 在骨骼肌的

生成和分化过程中Akt在p38MAPK通路下游发

挥生物学作用, 阻断p38途径可抑制Akt的激活, 
在肌生成过程中发现p38途径可在转录水平和

蛋白水平直接影响Akt及其下游的级联反映, 进
而影响细胞的生长和增殖. PI3K和p38通路在细

胞生物生长中起着重要的作用, 并且相互作用. 
对PI3K/Akt和p38MAPK通路的抑制可增加和提

高阿霉素诱导的癌细胞凋亡[4]. 国外学者[16]指出

GRP78(一种葡萄糖调节蛋白)可作用于MAPK/
PI3K通路, 抑制人肿瘤的生长, 这就提示这两个

通路之间的是有密切联系的, 这吸引着我们进

一步研究. 
近年来诸多的研究显示许多癌细胞对经典

抗癌药物如阿霉素产生耐药性, 其中就涉及到

磷酸化的Akt水平升高[17]. 本课题组前期研究[2]

在体外培养的细胞中发现PI3K/Akt通路与胃癌

细胞化疗耐药性的形成密切相关, 发现化疗药

物作用于结肠癌细胞, 一方面诱导了细胞凋亡, 
另一方面也活化了PI3K通路并通过一系列的下

游信号分子抑制细胞凋亡. PI3K通路的活化可

能是肿瘤细胞抵御外来损伤因子的一种自我保

护, 这种自我保护作用降低了化疗药物的敏感

性, 这可能是导致化疗药物耐药的机制之一. 
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图  1  各处理组药物癌细胞的抑制率. 1: 阿霉素组; 2: 抑制

剂组; 3: 联合组.

图  2  各处理组Akt和磷酸化Akt表达水平. 
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■创新盘点
阿霉素具有抗肿
瘤 活 性 ,  但 易 产
生多重耐药现象. 
p38MAPK抑制剂
SB203580除了具
有拮抗炎症通路
作用外, 也具有对
多种实体肿瘤的
杀伤效应. 如果后
者可以去阻断阿
霉素的某种耐药
机制, 那么两者联
合, 不仅可以起到
各自的抗肿瘤效
果, 而且还可以增
强疗效.
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我们此次实验观察到运用阿霉素和

SB203580以及两者联合处理结肠癌细胞后癌细

胞Akt的蛋白表达水平并无显著差异性趋势, 而
抑制剂组和联合组癌细胞Akt的磷酸化水平则

较对照组和阿霉素组显著下降, 显示该抑制剂

可阻断PI3K/Akt或Akt相关的信号通路, 这与文

献报道的一致. MTT实验结果显示HCT-116细胞

受药物处理后生长明显抑制. 其中SB203580(20 
g/L)联合阿霉素(2mg/mL)对细胞的生长抑制作

用要显著优于相同浓度的SB203580单用组和阿

霉素单用组. 上述实验结果表明p38MAPK抑制

剂SB203580也具有抗结肠癌的作用, 且其与阿

霉素联合作用后可明显提高阿霉素对结肠癌细

胞株的抑制增殖作用. SB203580与阿霉素具有

协同抗结肠癌效果, 可能是SB203580通过阻断

Akt相关的信号途径, 抑制其磷酸化活化. 进而

起到促进癌细胞凋亡和抑制其增殖作用. 
针对经典化疗药物的耐药性问题, 解决方法

之一是联合应用化疗药物. 如果肿瘤患者接受

化疗治疗前能了解此种肿瘤增殖由哪条或哪几

条传导通路起主要作用, 就可有针对性地应用

传导通路抑制剂, 提高化疗效果[8]. 本研究表明, 
p38MAPK抑制剂SB203580对结肠癌细胞阿霉

素耐药具有逆转作用, 通过降低细胞信号级联

反应中的Akt磷酸化途径诱导凋亡可能为其提

高阿霉素化疗敏感性的机制之一. 加上该抑制

剂的阻断p38MAPK的磷酸化作用, 联合应用阿

霉素可达到较为理想的抗肿瘤效果. 故我们认

为p38MAPK选择性抑制剂SB203580和传统化

疗药物的联合应用在肿瘤的防治方面可提供一

种低毒而高效的化疗方案, 但还需进一步的体

内实验和临床研究和证实. 
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■背景资料
近 年 来 ,  麻 醉 胃
镜应用于食管异
物 取 出 术 ,  可 消
除 患 者 的 痛 苦 , 
减少呕吐的发生, 
提高了取出的成
功 率 .  但 丙 泊 酚
等麻醉药品有一
定的呼吸循环抑
制 作 用 ,  增 加 了
医疗风险以及患
者的医疗负担.
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Abstract
AIM: To explore the methods and skills of nasal 
endoscopy for removal of foreign bodies in the 
esophageal tract. 

METHODS: From January 2010 to October 2011, 
32 patients with foreign bodies in the esophageal 
tract were treated at our hospital. Among them, 
19 underwent nasal endoscopy, and others were 
treated by surgery or other methods. The clinical 
data for 19 patients who underwent nasal endos-
copy were analyzed retrospectively. 

RESULTS: Of patients who did not undergo na-
sal endoscopy, foreign bodies were removed by 
loop under a normal endoscope in 12 cases and 
by surgery in 1 case. Of patients who underwent 
nasal endoscopy, all foreign bodies in the esoph-

ageal tract were successfully removed. The dura-
tion of the procedures was 2-10 minutes. During 
the procedures, no bleeding, tearing, perforation 
or other serious complications in the throat and 
esophagus occurred. 

CONCLUSION: Nasal endoscopy allows to safe-
ly and easily remove sharp or flat foreign bodies 
from the esophageal tract with less pain, few 
complications, high efficiency. 

Key Words: Nasal endoscopy; Esophageal foreign 
bodies; Clinical application

Huang XJ, Wu LH, Yang KX, Fang DJ, Li AY, Yang J. 
Nasal endoscopy for removal of foreign bodies in the 
esophageal tract: an analysis of 19 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 149-151

摘要
目的: 探讨经鼻胃镜治疗食管异物的方法及
技巧. 

方法: 2010-01/2011-10我院共发现食管异物患
者32例, 其中, 13例通过其他手术方法取出. 19
例经鼻插入胃镜的方法取出. 本文回顾性分析
急诊经鼻胃镜下食管异物取出术患者19例的
临床资料. 

结果: 32例患者中12例球型或团块状异物经
常规胃镜圈套取出; 1例为义齿嵌顿1 wk, 位于
主动脉弓附近, 义齿钢丝穿透食管壁, 内镜试
取不成功, 转外科手术取出. 19例食管尖锐异
物和扁平规则异物经鼻胃镜成功取出. 操作时
间2-10 min, 术中未出现咽部及食管出血、撕
裂、穿孔等严重并发症. 

结论: 经鼻胃镜取出食管尖锐异物、扁平规
则异物具有安全简便, 患者痛苦小, 并发症少, 
成功率高等特点, 是一种较为理想的治疗方
法, 为临床治疗食管异物提供了新的途径. 

关键词: 经鼻胃镜; 食管异物; 临床应用

黄秀江, 吴良慧, 杨凯茜, 方德娟, 李爱英, 杨瑾. 经鼻胃镜取出
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0  引言

食管异物是临床常见急症, 处理方法以内镜取

出为首选, 常规食管镜及胃镜经口插入治疗, 患
者呕吐等反应较重, 异物抓取困难. 我院2010-
01/2011-10应用超细胃镜经鼻插入取出食管尖

锐异物和扁平异物19例, 该方法操作简便, 安全

有效, 患者痛苦小, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2010-01/2011-10共发现食管异物患者

32例, 其中, 12例球型或团块状异物经常规胃镜

圈套取出; 1例为义齿嵌顿1 wk, 位于主动脉弓附

近, 义齿钢丝穿透食管壁, 内镜试取不成功, 转
外科手术取出; 19例经鼻插入胃镜的方法取出

食管异物, 其中男10例, 女9例, 年龄8-74岁, 平
均46.3岁. 就诊时间最短1 h, 最长7 d. 食管尖锐

异物15例, 其中鱼刺4例、骨刺11例; 食管扁平

边缘规则异物4例, 其中硬币2例、塑料瓶盖2例. 
异物滞留部位: 食管第1狭窄(距前鼻孔约18-20 
cm处)12例, 第2狭窄(距前鼻孔约24-26 cm处) 6
例, 第3狭窄(距前鼻孔约38-40 cm处) 1例. 
1.2 方法

1.2.1 器械准备: 采用Olympus GIF-N260和Pentax 
EG-1540前视式鼻胃镜, 有效工作长度1.03 m, 插
入部外径5.0-5.3 mm, 内镜钳道直径2.0 mm; 根
据异物大小、形态、性质选择钳取异物器械, 
包括可通过内镜钳道的活检钳、鼠齿钳、鳄嘴

钳等, 钳子直径约1.8 mm. 
1.2.2 术前准备: 术前详细询问病史, 了解吞服异

物的性质、大小、时间等, 行颈胸正侧位X线检

查, 明确异物位置、形状及与邻近器官的关系

等. 不需严格禁饮禁食, 术前15 min于两侧鼻孔

内滴入数滴盐酸萘甲唑林溶液, 使鼻甲收缩, 便
于术中内镜通过, 同时含服利多卡因胶浆完成

咽部表面麻醉. 患者取左侧卧位, 内镜弯曲部表

面涂擦盐酸丁卡因胶浆, 选择较宽大的一侧鼻

腔插入[1]. 
1.2.3 手术: (1)食管尖锐异物: 经鼻胃镜插入部

及镜身外经细小, 大多数情况下可通过异物嵌

顿处, 充分观察异物的大小、形态、位置, 了解

是否合并黏膜损伤、感染以及异物的移动度等. 
尖锐异物大多签入食管壁形成嵌顿, 对两端嵌

顿的异物, 应利用异物钳调整内镜头端将嵌顿

一端松解游离. 长条状异物可用异物钳钳夹上

端, 调整异物长轴方向与镜身保持一致; V字型

异物一般V型开口向上, 可将其推送至胃腔, 调
节开口向下然后取出; 边缘不规则且锐利的异

物, 经食管入口时应尽量将异物拉近胃镜头端

缓慢退出, 常规头部后仰, 使咽部与食管尽可能

成直线[2]. 直径较小的条状异物可经鼻腔直接取

出, 体积较大或形态不规则异物不能通过鼻腔, 
可将异物放置于患者口咽部, 退出内镜及异物

钳后嘱患者经口吐出. 对不能主动配合的患者, 
可在异物钳释放前经口置入止血钳钳夹住异物

后经口取出. 异物取出后, 再次进镜观察是否有

组织损伤及异物遗留等[3-7]. (2)食管扁平规则异

物: 此类异物常成游离状态, 内镜在食管腔充气

扩张或内镜通过时异物容易滑脱入胃内. 胃镜

不必越过异物, 应抓住时机钳夹异物近端, 可选

择鳄口钳等异物钳增加其钳取的稳固性. 在不

影响视野的情况下尽量拉近镜身先端部, 经过

食管入口时应缓慢退镜. 将异物放置于患者口

咽部, 退出内镜及异物钳后嘱患者吐出. 
1.2.4 术后处理: 对异物嵌顿引起食管黏膜擦伤

有出血、糜烂、溃疡等, 可术后予禁食, 应用止

血药、 抑酸剂等治疗, 合并感染者应用抗生素. 
无食管擦伤糜烂出血者, 1 wk后随访. 

2  结果

32例食管异物除12例球型或团块状异物经常规

胃镜圈套取出, 另1例为义齿嵌顿1 wk, 位于主动

脉弓附近, 义齿钢丝穿透食管壁, 内镜试取不成

功, 转外科手术取出. 其余19例患者食管尖锐异

物及扁平边缘规则异物经鼻胃镜成功取出, 内
镜操作时间2-10 min. 12例食管异物取出后异物

嵌顿处有轻度黏膜糜烂, 术中未出现咽部及食

管出血、撕裂、穿孔等严重并发症. 

3  讨论 

食管异物是临床常见急诊, 异物本身或处理不

当可引起大出血、穿孔、纵膈脓肿等严重并

发症. 内镜下取食管异物是目前临床上较为安

全、快捷、有效地方法. 但常规食管镜和胃镜

经口插入, 患者恶心、呕吐等反应较重, 在食管

入口及上段异物取出过程中, 异物抓取困难. 近
年来, 麻醉胃镜应用于食管异物取出术, 可消除

患者的痛苦, 减少呕吐的发生, 提高了取出的成

功率[8-13]. 但丙泊酚等麻醉药品有一定的呼吸循

环抑制作用, 增加了医疗风险以及患者的医疗

负担[14,15]. 食管异物患者吞咽困难、疼痛等症状

■创新盘点
经鼻胃镜取出食
管异物, 由于患者
恶心呕吐等反应
少, 对食管入口及
上段异物鼻胃镜
易于抓取, 提高了
治疗的成功率.
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■同行评价
经鼻胃镜取出食
管尖锐异物、扁
平规则异物是一
种较为理想的治
疗方法, 为临床治
疗食管异物提供
了新的途径.

明显, 希望急诊取出异物, 但麻醉下胃镜常规需

禁食4-6 h, 治疗只能择期进行. 
我们通过经鼻胃镜取出尖锐异物、扁平规

则异物, 取得了较好的效果, 与常规胃镜相比较

具有以下优点: (1)经鼻插入胃镜镜身不压迫舌

根, 减少了患者的恶心、呕吐等反应, 有效地减

轻了患者的痛苦; (2)鼻胃镜镜身细小, 可越过大

多数嵌顿的异物, 对异物的大小、形态、嵌顿情

况可进行全面的观察; (3)由于患者恶心呕吐等反

应少, 对食管入口及上段异物鼻胃镜易于抓取, 
提高了治疗的成功率; (4)术前无需严格禁食的要

求, 可急诊内镜取出异物, 及时解除患者的痛苦. 
异物的多样性决定了治疗方案的个性化, 我

们应注意: (1)目前可通过鼻胃镜钳道的器械只

有活检钳、鳄嘴钳、鼠齿钳等, 对较大的异物

以及球型异物(食团、果仁等)不易抓取, 需选择

常规胃镜经口圈套取出; (2)对边缘锐利的不规

则异物应将其锋利的边缘完全纳入保护套管内

后取出, 经鼻插入胃镜不能放置保护套管, 需选

择常规胃镜经口圈套取出; (3)经鼻胃镜将异物

放置于口咽部时, 患者若吞咽可使异物再次滑

入食管, 误吸可进入气管内, 对不能主动配合的

患者, 可在异物钳释放前经口置入止血钳钳夹

住异物后经口取出; (4)食管中段主动脉弓附近

的嵌顿性异物, 应首选外科手术治疗. 
总之, 经鼻胃镜取出食管尖锐异物、扁平

规则异物具有安全简便, 患者痛苦小, 并发症少, 

成功率高等特点, 是一种较为理想的治疗方法, 
为临床治疗食管异物提供了新的途径. 
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器械吻合在胸中下段食管癌手术中应用231例

游 咏, 莫 靓, 陈 碾, 贺大璞, 冯耀光
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■背景资料
食管癌手术治疗
中, 上消化道重建
多采用胸内食管
胃吻合术, 术后吻
合口出血、吻合
口瘘、吻合口狭
窄和胃食管反流
是常见并发症. 机
械吻合使胃与食
管黏膜对合整齐, 
有利于组织的愈
合, 减少了吻合口
瘘, 降低了并发症
的发生率, 明显降
低了病死率.
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Abstract 
AIM: To evaluate the clinical value of mechanical 
anastomosis after surgical removal of esopha-
geal carcinoma.

METHODS: The clinical data for 231 patients 
who underwent surgical resection of middle 
and inferior esophageal carcinoma located in 
the middle and inferior segments and received 
esophagogastric anastomosis using a domestic 
WH-Y gastrointestinal stapler from January 2005 
to November 2009 were retrospectively ana-
lyzed.

RESULTS: Of 231 cases, the incidence of anas-
tomotic fistula was 1.30% (3/231). One patient 
developed anastomotic fistula on postoperative 
day 4 and died, and two patients developed 

anastomotic fistula on postoperative day 10 and 
were cured after medical conservative treat-
ment. The incidence of anastomotic constriction 
was 2.16% (3/231) after 4 weeks, and all cases 
were cured after endoscopic balloon dilation. 
The mean operation time, average bleeding vol-
ume and mean postoperative hospital stay were 
160 min, 500 mL and 15 d, respectively. A total 
of 207 patients were followed up, and the 1-, 3- 
and 5-year survival rates were 53.1%, 27.5% and 
18.4%, respectively.

CONCLUSION: Intrathoracic esophagogastric 
end-to-side anastomosis using a stapler is reli-
able in the management of patients after surgical 
removal of esophageal carcinoma.

Key Words: Esophageal carcinoma; Mechanical 
anastomosis; Cancer

You Y, Mo L, Chen N, He DP, Feng YG. Mechanical 
anastomosis after surgical removal of esophageal 
carcinoma: an analysis of 231 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 152-154

摘要
目的: 总结胸中下段食管癌切除术后胸内食
管胃端侧器械吻合的经验和体会.  

方法: 使用国产WH-Y型胃肠吻合器对231例
胸中下段食管癌患者进行胸内器械吻合. 231
例患者术前均经上消化道钡餐造影及纤维胃
镜病理检查明确诊断为食管鳞癌. 其中胸中段
食管癌51例, 下段食管癌180例. 病变长度0.5-
12 cm. 本文回顾性分析2005-01/2009-12食管
癌患者231例的临床资料. 

结果: 本组231例中, 吻合口瘘3例, 发生率
1.30%(3/231), 其中死亡1例, 为术后4 d出现吻
合口瘘. 余2例为术后10 d出现吻合口瘘, 均经
通畅引流、营养支持等内科保守治疗治愈. 术
后4 w发生吻合口狭窄2.16%(3/231), 均予以胃
镜下球囊扩张后治愈. 本组手术平均耗时160 
min, 出血平均为500 mL, 术后平均住院15 d. 
术后随访207例, 1、3、5年生存率为53.1%、

27.5%、18.4%.
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■相关报道
牛世海等报道也
证实食管癌、贲
门癌器械吻合手
术方便、安全、
有 效 ,  能 明 显 降
低并发症发生率, 
值得临床推广.

结论: 应用器械吻合行胸内食管胃端侧吻合
术效果可靠, 操作方便. 

关键词: 食管癌; 器械吻合; 肿瘤
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0  引言

在食管癌手术治疗中, 上消化道重建多采用胸

内食管胃吻合术 ,  术后吻合口出血、吻合口

瘘、吻合口狭窄和胃食管反流是常见并发症. 
2005-01/2009-12我院使用国产WH-Y型胃肠吻

合器对231例胸中下段食管癌患者进行肿瘤切

除后胸内器械吻合, 取得满意效果, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 胸内食管胃端侧器械吻合共231例, 其
中男204例, 女27例, 年龄37-76岁, 平均52岁; 全
部患者术前经上消化道钡餐造影及纤维胃镜病

理检查明确诊断为食管鳞癌. 其中胸中段食管

癌51例, 下段食管癌180例. 病变长度0.5-12 cm.
1.2 方法 全组均采用双腔气管插管, 全麻, 取右

侧卧位, 经左胸前外侧切口断第6或第7肋进胸, 
探查明确肿瘤可以切除后, 打开膈肌, 探查腹部

情况, 再由下向上游离胸部食管, 分离胃大小弯

缝扎切断胃左动脉, 把胃沿食管床上提至胸腔, 
采用常州生产的国产WH-Y型一次性管状吻合

器, 直径为26 mm. 在食管肿瘤上方约2 cm切开

食管插入抵钉座, 距离肿瘤5 cm以上7-0线荷包

缝合, 将食管壁组织均匀结扎在抵钉座的中心

杆上, 由贲门口置入吻合器达胃后壁最高点, 戳
一小洞, 引入抵钉座插入器身, 顺时针旋紧调节

螺杆, 使指针在到达钉合间距指示区中间时, 打
开保险闸, 握紧手柄, 击发吻合钉完成吻合切割, 
握持手柄30 s后, 放松螺杆, 缓慢退出吻合器, 仔
细检查切下的食管及胃两块环形组织是否完整, 
放入胃管然后全层间断减张缝合吻合口, 吻合

口周围涂适量医用止血胶, 封闭贲门部. 大部分

胃纳入食管床内与纵隔胸膜缝合固定, 将胃尽

量放平拉直, 注意胸胃不能太多, 应保持适当张

力, 否则易引起胃扩张. 然后胸胃与纵隔胸膜减

张缝合数针. 其中弓上吻合81例, 弓下吻合150
例, 止血、关膈肌、置胸管、关胸. 
2  结果

本组231例1次吻合成功, 吻合口瘘3例, 总发生

率1.30%(3/231), 其中死亡1例, 为术后4 d出现

吻合口瘘. 余2例为术后10 d出现吻合口瘘, 均经

通畅引流、营养支持等内科保守治疗治愈. 术
后4 wk发生吻合口狭窄5例2.16%(3/231), 均予

以胃镜下球囊扩张后治愈. 本组手术平均耗时

160 min, 出血平均为500 mL, 术后平均住院15 
d. 术后随访207例, 1、3、5年生存率为53.1%、

27.5%、18.4%.

3  讨论

器械吻合器的基本原理主要是依据订书机的原

理设计, 吻合钉在外力的作用下, 穿过需要吻

合的食管和胃(或肠)壁, 然后使吻合钉弯曲成

“B”形, 将两层织缝在一起[1].  1827年Denans 
研制出一种活动性金属“箍环”, 用于治疗小

肠破损, 随后各种缝合器和吻合器在临床上得

到广泛应用. 器械吻合技术用于食管胃外科已

有27年的历史, 最初是端端吻合器(EEA), 我国

1972年邵令方等研制出食管-胃吻合器首先成

功用于临床, 1977年上海手术器械六厂与上海

中山医院协作研制了GF-1型管状吻合器, 在全

国开始应用. 食管癌手术中行胃-食管胸内吻合

时, 使用吻合器, 以器械吻合替代繁琐的手工缝

合, 可明显缩短手术时间. 2005年以前我们采用

手工食管胸内吻合, 平均吻合时间为40 min, 自
2005年以后, 使用管状吻合器行器械吻合, 平均

吻合时间为20 min, 手术时间缩短了近50%. 
器械吻合术后重要并发症仍是吻合口瘘和

吻合口狭窄, 而由于手术时间缩短, 减少食管及

残端的暴露, 使胸腔及吻合区感染的机会减少, 
且机械吻合使胃与食管黏膜对合整齐, 有利于

组织的愈合, 减少了吻合口瘘, 降低了并发症的

发生率, 明显降低了病死率. 本组病例中吻合口

瘘的发生率为1.30%等同于国内的报道[2]. 吻合

口瘘发生多与吻合口张力过大、血运不良、感

染、选用器械型号欠妥、机械故障( 如切割不

全、钽钉脱落等)或操作不当等因素有关[3,4]. 为
减少其发生率我们在实际操作中应用体会如下: 
熟悉吻合器的结构与性能, 据食管腔直径大小, 
病变部位以及食管壁厚度选择恰当吻合器型

号, 一般选略小于食管腔的型号为佳, 选用的吻

合器口径过大, 则易导致食管肌层的撕裂, 直接

引起吻合口瘘, 在实际临床应用中我们常选择

26号. 使用前仔细检查吻合器型号、装配是否

正确, 吻合钉是否齐全, 吻合处食管向上游离长

度不超过2.0 cm, 过长则影响食管的血供, 荷包

■应用要点
用胃肠道吻合器
行食管胃机械吻
合克服了暴露不
良的缺陷, 具有污
染轻, 食道黏膜及
黏膜下层对合准
确, 操作简便、切
割整齐、省时可
靠等优点, 适于临
床推广应用. 
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缝合要包括食管壁全层, 针距亦短, 纵行切开食

管全层后, 用2把Allis钳钳夹向两侧拉开送入吻

合器抵钉座, 荷包线结扎松紧适度, 在距结扎线

0.2-0.5 cm处切断食管, 使食管黏膜长于肌层0.2-
0.3 cm, 可防黏膜回缩过短致使黏膜钉合不全, 
完成吻合和切割后, 保持一定张力, 握持手柄15 
s, 松开器身尾端螺丝, 边左右转动、边倾斜后退

取出, 动作轻柔, 以防吻合口撕裂, 取出吻合器

后必须检查切下的两个环形食管、胃壁组织完

整性, 若欠满意, 可在薄弱处间断全层缝合数针

加固, 并引导胃管通过吻合口至胃内恰当位置

固定好以利于术后胃肠减压. 另外食管梗阻严

重致近端食管壁炎性水肿, 肌层过度增生肥厚

超过1.0 cm者, 如果勉强吻合, 会造成钛钉异常

弯曲, 钉合不全[5], 术前我们对于这些食管明显

扩张患者常规予以禁食, 留置胃管予以温生理

盐水加庆大霉素冲洗食管, 口服庆大霉素针剂

或甲硝唑片, 并积极静脉抗炎以保证吻合器击

发后钛钉良好成型. 
吻合口狭窄是胃食管器械吻合的另一常

见并发症, 一旦发生, 将影响患者的生活质量, 
本组吻合口狭窄5例, 占2.16%, 未高于国内报

道2.5%. 吻合口狭窄多见于吻合器口径选择偏

小、而食管腔过大、食管壁和胃壁太厚, 嵌入

钉仓内的组织过多使得钉合的间距过大而导致

钉合不全 [6]; 吻合器击发前较长时间的压榨胃食

管壁、术后吻合口有张力、术后局部感染、不

正确的包套吻合口造成, 此外, 在一定程度上与

患者术后的进食结构以及瘢痕体质有关[7-9]. 为
避免以上因素, 尽可能选用口径较大的吻合器, 
可以减少吻合口狭窄的发生[10]; 保证胃壁、食

管残端的血供、保证吻合口无张力, 术后良好

的胃肠减压及正确的饮食和护理也是患者顺利

康复的必备条件. 出现吻合口狭窄患者可予以

胃镜下球囊扩张, 本组病例经胃镜下球囊扩张

后均获得治愈.  

临床实践表明, 食管-胃胸内器械吻合术的

安全性等于或优于手工吻合术, 其吻合口切缘

组织无缺血性坏死, 吻合区的组织反应比手工

吻合者轻, 吻合口的组织愈合过程更为迅速和

牢固[11].  因此, 术后并发症发生率很低, 手术效

果明显提高[12,13]. 总之, 吻合器的使用克服了暴

露不良带来的困难, 污染轻, 各层组织尤其食道

黏膜及黏膜下层对合准确, 用胃肠道吻合器行

食管胃机械吻合有操作简便、切割整齐、省时

可靠等优点[14,15], 适于临床推广应用. 
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子的类型和频率
分布存在明显差
异, 与长期感染所
导致的不同的临
床结局密切相关, 
寻找胃疾病进展
过程中可以作为
疾病潜在标志物
的H. pylori菌株特
异性毒力基因是
目前研究热点.
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Abstract
AIM: To explore the distribution of the peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase (PPIase) gene in He-
licobacter pylori (H. pylori) strains isolated from 
patients with different gastric diseases.

METHODS: Biopsy specimens were taken from 

the gastric mucosa of patients with superficial 
gastritis (GS), atrophic gastritis (GA) or gastric can-
cer (GC) and used to isolate a total of 64 H. pylori 
strains. The distribution of the PPIase gene in 
these strains was analyzed by PCR. 

RESULTS: The GA group had the highest dis-
tribution frequency (94.4%) of the PPIase gene, 
which was significantly higher than those in the 
GS (57.7%) and GC (65.0%) groups (P = 0.014, 
0.045). Although the frequency of the PPIase 
gene was higher in the GC group than in the 
GS group, there was no statistical difference be-
tween them (P > 0.05).

CONCLUSION: H. pylori strains isolated from 
patients with AG carried a higher frequency of 
the PPIase gene.

Key Words: Helicobacter pylori ; Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase gene; Superficial gastritis; Atrophic 
gastritis

Chen MY, Gong YH, Yuan Y. Differential distribution of 
the PPIase gene in Helicobacter pylori strains isolated from 
patients with different gastric diseases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(2): 155-159

摘要
目的:  探 讨 肽 酰 - 脯 氨 酰 - 顺 反 式 异 构 酶
(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, PPIase)
编 码 基 因 在 不 同 胃 疾 病 来 源 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )菌株中的分布情
况, 旨在揭示其在胃疾病动态发展过程中的作
用及其与胃疾病相关性.

方法: 选取浅表性胃炎(superficial gastritis, 
GS)、萎缩性胃炎(atrophic gastritis, GA)、胃
癌(gastric cancer, GC)三组疾病来源胃黏膜活
检标本分离培养出的H. pylori 菌株64例, 其
中GS26例、GA18例、GC20例, 使用酚-氯仿
法提取菌种DNA, 经聚合酶链反应及琼脂糖
凝胶电泳对PPIase编码基因进行检测. 用χ2检
验或Fisher精确检验分析不同胃疾病来源H. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科
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■研发前沿
目 前 有 研 究 证
实PPIase编码基
因 的 蛋 白 产 物
PPIase是H. pylori
释放的5个分泌抗
原 之 一 ,  可 以 在
H. pylori感染者血
清中被识别, 并且
PPIase蛋白与炎
症因子的释放, 细
胞的凋亡等密切
相关, 可能参与了
胃疾病发生发展
的不同环节.

pylori菌株PPIase编码基因分布频率差异.

结果: GA组来源的H. pylori菌株PPIase基因分
布频率(94.4%)最高, 与GS组(57.7%)和GC组
(65.0%)相比差异有统计学意义(P  = 0.014, P  = 
0.045); GC组(65.0%) PPIase基因分布频率高
于GS组(57.7%), 无统计学差异(P >0.05).

结论: 萎缩性胃炎来源H. pylori菌株携带较高
频率PPIase编码基因, 其与萎缩性胃炎的发生
密切相关.

关键词: 幽门螺杆菌; PPIase编码基因; 浅表性胃

炎; 萎缩性胃炎
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是成

功定植于胃酸性环境的微生物之一[1], 是引起慢

性胃炎的主要原因, 少数感染者会罹患消化性

溃疡, 萎缩性胃炎, 胃癌等程度不等的严重临床

疾病[2]. H. pylori导致的不同临床结局除了与环

境因素以及宿主易感性相关以外, H. pylori菌株

毒力基因的差异也在胃疾病的发生发展中起到

重要作用, 目前寻找胃疾病进展过程中可以作

为疾病潜在标志物的H. pylori菌株特异性毒力

基因仍然是研究热点[3-5]. 目前较为关注的一些

H. pylori与临床结局相关的毒力基因, 包括cagA , 
vacA s1 , oipA , babA2 , dupA以及hrgA等基因, 然
而目前在东亚地区没有任何一个确定的H. py-
lori毒力基因具有疾病特异性, 尚不能作为与临

床结局相关的潜在标志基因[6,7]. 确定H. pylori菌
株与疾病相关的毒力基因对于高危人群的筛查, 
临床疾病诊断以及预后的估计都有至关重要的

作用. 本室在前期研究中, 采用抑制性消减杂交

(SSH)以及斑点杂交的方法构建了H. pylori胃癌

来源株和浅表性胃炎来源株差异基因文库, 对
筛选出的差异基因进行鉴定, 发现肽酰-脯氨酰-
顺反式异构酶(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, 
PPIase)编码基因为胃癌来源株的高拷贝基因, 
可能与胃癌发生发展密切相关[8]. 本研究采用

聚合酶链式反应(PCR)检测浅表性胃炎, 萎缩性

胃炎以及胃癌3组不同疾病来源的H. pylori菌株

PPIase编码基因的分布情况, 旨在揭示其在胃疾

病动态发展过程中的作用及其与胃疾病相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究经中国医科大学伦理委员会批

准, 共选取浅表性胃炎(superficial gastritis, GS)、
萎缩性胃炎(atrophic gastritis, GA)、胃癌(gastric 
cancer, GC)3种疾病来源的新鲜胃黏膜活检标本

221例. 每例取胃黏膜4块, 其中3块(包括胃体、

胃窦、胃角各1块)进行病理组织学检查, 另1块
(胃窦)进行H. pylori培养.
1.2 方法

1.2.1 H. pylori 培养及鉴定: H. pylori培养采用

脑心浸液琼脂培养基, 培养基内包含: 绵羊血

(70 mL/L)、soVitaleX(4 mL/L)、两性霉素B(8 
g/mL)、甲氧胺苄嘧啶(5 g/mL)、万古霉素(6 g/
mL). 将脑心浸液琼脂培养基置于含有50 mL/L 
O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2、37 ℃相对湿

度为95%的培养箱中, 培养3-6 d之后观察结果. 
通过3种方法鉴定阳性H. pylor i分离株：包括

典型菌落的观察、革兰氏染色以及通用型引物

16srRNA聚合酶链式反应, 其中2种方法鉴定为

阳性即判定为H. pylori阳性. 收集典型菌落放入

新鲜胃黏膜保存液500 μL中, 吹打混匀, -70 ℃保

存备用.
1.2.2 H. pylori菌株DNA提取: 采用酚-氯仿方法

提取H. pylori  DNA. 菌种置于2 mL EP管中离心

5 min(10 000 g /min), 去除上清液, 加入TE缓冲

液318 μL, 10% SDS 80 μL, 蛋白酶K(20 g/L)2 
μL, 振荡混匀; 37 ℃恒温水浴过夜; 加入等体积

酚、氯仿、异戊醇, 3种试剂比例为25∶24∶1, 
混匀后离心10 min; 将上层水相吸出加入等体积

氯仿、异戊醇, 试剂比例为24∶1, 混匀后离心10 
min; 再次吸取上层水相, 加入1/10体积乙酸钠以

及RNA酶(终浓度0.25-0.3 g/L), 混匀后37 ℃水浴

30 min; 加入2.5倍体积预冷无水乙醇, 于-20 ℃
放置2 h; 离心15 min(10 000 g /min), 除去上清液, 
使用75%乙醇将沉淀洗涤两次, 沉淀干燥后重新

溶于50 μL TE缓冲液中. 利用分光光度计测定H. 
pylori  DNA浓度, 使用TE缓冲液将DNA浓度统

一调整为100 ng/μL. 
1.2.3 PPIase编码基因聚合酶链式反应(PCR): H. 
pylori  PPIase编码基因经过PCR扩增, 琼脂糖凝

胶电泳, genefinder染色观察. PCR反应体系为25 
μL, 包括去离子水, 4种dNTP各2.5 mmol/L, Taq 
DNA聚合酶2.5 U, 基因组DNA 2 μL, 10 pmol
引物. 引物序列为P1: 5'-CCCACCTTTCTTTC-
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表  1  不同胃疾病来源H. pylori菌株PPIase编码基因分布频率

     
疾病   n 阳性n 阴性n 检出率(%)

浅表性胃炎 26   15   11     57.7 

萎缩性胃炎 18   17     1     94.4 

胃癌 20   13     7     65.0

CG-3'; P2: 5'-CCATTCAAGCCACTATCAA-3': 
预期片段203 bp[8]. 反应参数为: 94 ℃预变性5 
min, 94 ℃变性45 s, 59 ℃退火45 s, 72 ℃延伸45 
s, 经过35个循环后72 ℃延伸10 min. 扩增产物经

20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析, 置于紫外光凝胶成

像系统观察结果.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2或

Fisher精确检验, 检验水准为α = 0.05.

2  结果

2.1 H. pylori菌株鉴定 221例新鲜胃黏膜标本共

培养出H. pylori菌株64例, 其中GS26例、GA18
例、GC20例. 菌落特点: 培养基上观察到半透

明, 针尖状典型菌落. 细菌形态: 常规革兰染色, 
油镜下观察到革兰氏染色阴性, "C"形弯曲、S
形或“海鸥型”弯曲的典型细菌形态. PCR反

应: H. pylori通用型引物16srRNA基因检测出阳

性条带(图1).
2.2 H. pylori菌株PPIase编码基因分布 H. pylori
菌株PPIase编码基因PCR扩增产物片段长度为

203 bp(图2). 64株H. pylori菌株中, 70.31%(45/64)
的PPIase编码基因扩增结果为阳性.
2.3 不同胃疾病来源H. pylori菌株PPIase编码基

因分布 GS, GA, GC 3组疾病来源的H. pylori菌
株PPIase编码基因检出率分别为57.7%, 94.4%, 
65.0%. GA组H. pylori  PPIase编码基因检出率

(94.4%)最高, 与GS组(57.7%)和GC组(65.0%)相
比差异具有统计学差异(P  = 0.014, P  = 0.045), 
GS组(57.7%)与GC组(65.0%)相比, GC来源的H. 
pylori菌株PPIase编码基因检出率高于GS组, 但
是差异无统计学差异(P >0.05, 表1). 

3  讨论

H. pylori  PPIase编码基因编码蛋白为PPIase, 已
经有学者明确指出PPIase与细菌感染以及毒力

密切相关, 嗜肺军团杆菌的Mip蛋白是PPIase家
族成员, 与进入细胞以及细胞内复制密切相关[9], 
而PPIase家族的另一成员SlrA蛋白则与肺炎球

菌的定植相关[10]. 那么PPIase是否也作为H. py-

lori的毒力因子之一参与H. pylori相关性胃疾病

的发生与发展成为研究所关注的问题. 目前有

研究证实PPIase编码基因的蛋白产物PPIase是H. 
pylori释放的5个分泌抗原之一, 可以在H. pylori
感染者血清中被识别, 对其抗体的检测可能有

助于H. pylori感染后疾病的诊断以及预后的预

测[11,12]. H. pylori分泌的PPIase可以诱导胃上皮细

胞凋亡[13], 还可以诱导巨噬细胞IL-6的产生, 与
慢性炎症密不可分[14], 并且可以诱导TLR4依赖

性因子EGFR超激活以及VGFR产生, 与致胃溃

疡致胃癌作用相关[15], 目前对于H. pylori  PPIase
功能方面的研究较少，还有待于进行更广泛的

体内以及体外实验进一步探讨PPIase的致病机

制. Correa曾根据流行病学和病理学研究总结出

人肠型胃癌发生的模式: 正常胃黏膜→浅表性

胃炎→萎缩性胃炎→肠上皮化生/不典型增生→

胃癌[16], H. pylori携带不同的毒力因子可能增加

胃疾病发生进展动态过程中不同疾病的发病风

险, 如在西方国家携带cagA基因的H. pylori菌株

主要增加胃癌的发病风险[17], 而携带vacAd1等位

基因的菌株主要增加萎缩性胃炎的发病风险[18], 
那么, PPIase在致病过程中主要在哪一环节起到

关键作用还有待探讨.
本研究对不同疾病来源的64株H. pylori菌

株进行了PPIase编码基因的检测, 检测结果证实

在GS、GA、GC 3组不同疾病来源的H. pylori菌
株中, PPIase编码基因的分布频率存在差异, 检

图  1  16srRNA基因PCR扩增结果. 1, 3孔: 阴性; 2, 4, 5, 6, 7

孔: 阳性, 目的条带293 bp; M: 100 bp Marker.

M     1    2    3    4     5    6    7

500 bp

100 bp
293 bp

图  2  PPIase编码基因 PCR扩增结果. 1, 8, 11, 12孔: 阴性; 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 9, 10孔: 阳性, 目的条带203 bp; M: 100 bp DNA 

Marker.

M     1    2    3    4     5    6    7

500 bp

100 bp

203 bp

■应用要点
根据本研究结果, 
PPIase编码基因
可能作为萎缩性
胃炎发生的潜在
标 志 基 因 ,  感 染
PPIase编码基因
阳性H. pylori菌株
提示预后不良, 为
临床高危人群的
筛查、疗效判定
以及预测预后提
供线索.
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出率分别为57.7%, 94.4%, 65.0%. GA组H. pylori 
PPIase编码基因检出率(94.4%)明显高于GS组
(57.7%)和GC组(65.0%)(P  = 0.014, P  = 0.045), 表
明PPIase编码基因与萎缩性胃炎的发生密切相

关, 感染PPIase编码基因阳性的菌株明显增加

了萎缩性胃炎发生的风险. 曾有报道, H. pylori
感染可以诱导萎缩性胃炎的发生, 其毒力基因

cagA、vacA可能是导致萎缩性胃炎发生的机制

之一[19,20], CagE能够直接诱导壁细胞凋亡, 导致

腺体萎缩[21], CagA、VacA、HcpC以及GroEL同
时存在的H. pylori菌株则更容易导致萎缩性胃

炎的发生[22]. 据本研究结果, PPIase编码基因可

能是H. pylori另一个重要的导致萎缩性胃炎发

病的机制之一. 有研究报道, PPIase作为凋亡诱

导因子通过与TLR-4以及ASK-1相互作用, 启动

细胞程序性死亡通路, 导致胃上皮细胞过度凋

亡, 打破新细胞生成率和凋亡导致的细胞丧失

率之间的平衡, 而细胞损失过度, 可能与萎缩性

胃炎的发生有关[13,23], 而萎缩性胃炎以及肠上皮

化生又可以加速细胞凋亡[24], 两者互相推进, 加
速疾病进展. 在Correa胃疾病进展模型中, 萎缩

性胃炎是其中一个最关键的环节, 是肠型胃癌

发生的关键因素[16]. 严重的萎缩性胃炎伴肠上皮

化生可以明显增加胃癌发生的风险[25,26]. Uemura
等[27]经过平均7.8年的随访发现大约有10%的中

度萎缩性胃炎患者发展为胃恶性肿瘤. 本研究

结果显示, 感染PPIase编码基因阳性H. pylori菌
株与萎缩性胃炎密切相关, 而萎缩性胃炎又是

导致肠型胃癌发生的重要癌前疾病, 增加萎缩

性胃炎的发病风险, 就有可能提高胃癌, 尤其是

肠型胃癌的发病风险. 另有研究发现, PPIase可
以活化EGFR从而刺激VEGF的产生[15], VEGF家
族在调节肿瘤血管生成方面起到至关重要的作

用, 并且可以诱导细胞增殖, 分化以及血管内皮

细胞迁移, 有利于肿瘤的生长和转移[28]. Meta分
析的结果显示, 在亚洲罹患胃癌的人群中, VEGF
过表达与胃癌患者生存率密切相关 [29],  调节

VEGF的表达与肿瘤的进展和预后密切相关[30], 
研究结果支持PPIase在胃癌形成过程中可能起

到了一定的作用. 综合本研究结果及相关研究

报道, 我们推测, PPIase可能作为H. pylori毒力因

子之一主要参与萎缩性胃炎发生的环节, 直接

增加胃癌前疾病发病风险, 进而增加了胃癌发

生的风险. 
总之, 萎缩性胃炎来源H. pylori菌株携带较

高频率PPIase编码基因, 其与萎缩性胃炎的发生

密切相关, 在浅表性胃炎发展为萎缩性胃炎直

至进展为胃癌的动态变化过程中起到重要作用. 
检测PPIase编码基因对于H. pylori相关性萎缩性

胃炎的诊断, 临床疗效判定及预测预后都具有

良好的指导作用.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

MRP、LRP和MDR1基因在胃癌中的表达及其意义

靳 胜

®

■背景资料
目前研究证实多
数肿瘤多药耐药
的 发 生 是 通 过
MDR1、MRP以
及LRP基因编码
的相应蛋白, 以药
泵作用将药物排
出肿瘤细胞外; 或
者改变药物在细
胞内分布而导致
耐药, 探讨他们与
胃癌临床病理特
征及预后的关系, 
评价其在病程发
展监控中的意义, 
对临床治疗具有
一定指导价值. 
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of the MRP, 
MDR1 and LRP genes in gastric cancer and to 
analyze their clinical significance.

METHODS: The mRNA expression of the MRP, 
MDR1 and LRP genes in 47 gastric cancer speci-
mens and 17 normal gastric mucosal specimens 
was detected by real-time fluorescence quantita-
tive PCR (FQ-PCR).

RESULTS: The expression of the MRP, MDR1 
and LRP genes was significantly higher in 
gastric cancer than in normal gastric mucosal 
tissue. Positive expression of the MRP gene 
was correlated with tumor differentiation and 
stage, while LRP expression was correlated with 
lymph nodes metastasis. The expression level of 
the MRP gene increased by 30% in patients with 
progressing disease.

CONCLUSION: The expression of MRP, LRP and 
MDR1 genes was significantly higher in gastric 

cancer than in normal gastric tissue and may be 
associated with multi-drug resistance in gastric 
cancer.

Key Words: Gastric cancer; Multi-drug resistance; 
Multi-drug resistance 1; Lung resistance protein; 
Multi-drug resistance-associated protein

Jin S. Clinical significance of expression of MRP, MDR1 
and LRP in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(2): 160-163

摘要
目的: 探讨MRP基因、LRP基因和MDR1基因
在胃癌中的表达及其与疾病发生发展相关性
的研究. 

方法:  应用实时荧光定量P C R(r e a l - t i m e 
fluorescence quantitative PCR, FQ-PCR)分别检
测47例胃癌标本和17例正常胃组织对照标本
的MRP基因、LRP基因和MDR1基因表达, 分
析其与病情发生发展以及转归的关系 . 

结果: MRP基因、LRP基因和MDR1基因在
胃癌组织中的表达均高于正常标本, MRP在
早期胃癌中显著高于进展期胃癌(P <0.05), 
高、中分化腺癌显著高于低、未分化腺癌
(P <0.05); LRP基因表达无淋巴结转移组显著
高于淋巴结转移组(P <0.05). MRP在病情恶化
患者中上调30%. 

结论: MRP基因、LRP基因和MDR1在胃癌组
织中均有较高的表达, 三者可能具有协同作
用, 检测3种基因的表达有利于制定更合理的
治疗方案.

关键词: 胃癌; 多药耐药; MDR1基因; LRP基因; 

MRP基因
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0  引言

肿瘤的多药耐药(multi-drug resistance, MDR)是
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■相关报道
研究发现在胃癌
病变组织中3种耐
药基因表达均明
显上调, 但在病程
发生发展中MRP
较MDR1有更重
要 的 作 用 ,  提 示
MRP的表达与耐
药的发生以及预
后生存具有一定
关系. 

指肿瘤细胞对分子结构不同、作用机制各异的

抗肿瘤药物产生交叉耐药, 是目前所知的肿瘤

化疗失败的最重要的原因. 目前研究证实多数

肿瘤多药耐药的发生是通过MDR1基因和多药

耐药相关蛋白(multi-drug resistance-associated 
protein, MRP)基因以及肺耐药蛋白基因(lung re-
sistance protein, LRP)编码的相应蛋白, 通过药泵

作用将药物排出肿瘤细胞外或者改变药物在细

胞内分布而导致耐药[1,2]. 这3个耐药基因是目前

研究证实最重要的肿瘤耐药机制, 本文通过检

测胃癌MDR1、MRP和LRP基因的定量表达, 探
讨其与胃癌临床病理特征及预后的关系, 评价

其在患者病程发展监控中的意义,以制定更为合

理的治疗方案. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择诊断明确、病历资料完整、未经

任何治疗的患者手术切除胃癌标本共47例. 其
中有淋巴结转移的15例, 男性29例, 女性18例, 
年龄35-74岁, 中位年龄61岁. 对照组17例, 均为

胃及十二指肠溃疡行胃大部切除术患者. 提取

试剂盒(QIAGEN公司), 组织RNA提取试剂盒

(Bioteke公司); cDNA逆转录试剂盒(Promega公
司); 扩增体系PCR Mix购于TIANGEN公司; 引
物、探针由华美公司合成; 所用定量PCR仪为罗

氏公司的Light Cycle及其配套的分析软件系统.
1.2 方法

1.2.1 RNA提取: 收集手术所取肿瘤组织, 液氮

研磨、匀浆器匀浆, 再按RNA提取试剂盒(RNA 
pure高纯总RNA快速提取试剂盒)的说明提取组

织中的总RNA. 通过测定吸光度A 260计算RNA的

浓度, 以A 260/280判定纯度, 1%琼脂糖凝胶电泳检

测其完整性. 
1.2.2 合成cDNA: 总RNA在70 ℃中孵育10 min. 
按逆转录cDNA试剂盒(Promega公司)的说明进

行cDNA的合成, -20 ℃保存. 

1.2.3 PCR反应: 设计合成引物探针(表1), 依据试

剂盒上的说明进行PCR扩增. 具体为: 2× Real-
time PCR MasterMix 8 μL, Enhancer 1 μL, ddH2O 
8 μL, 上、下游引物(20 μmol/L)各1 μL, 探针(20 
μmol/L) 0.5 μL, cDNA 1 μL, 同时将定量模板稀

释做标准曲线. 首先在95 ℃水平起始模板变性5 
min, 然后按以下反应条件完成40个循环: 95 ℃ 
15 s, 58 ℃ 40 s. 在每1批PCR反应中设立水模板

作为阴性对照. 检测系统自带的软件可以计算

Ct(threshold cycle)值, 根据所获得的标准曲线, 
得到各标本的起始浓度(基因拷贝数/mL).  
1.2.4 PCR产物处理: 将扩增完毕的PCR产物进

行2%琼脂糖电泳, 并进行切胶回收. 紫外分光和

电泳定量后, 根据公式: 标准品浓度(拷贝/mL) = 
6.02×1023×C×A 260/MWt, 其中C = 5×10-5/mL, 
MWt = PCR产物的相对分子质量(碱基数×6.58 
×102 ), A 260是在260 nm的吸光度值, 将标准品

稀释到1012拷贝/μL, -80 ℃保存.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件进行t检

验、方差分析及两变量相关性分析.

2  结果

2.1 荧光定量PCR相关曲线 PCR反应的前15个
循环的荧光信号作为荧光本底信号, Ct值是每

个反应管内的荧光信号到达设定的域值时所经

历的循环数. 横坐标代表起始拷贝数的对数, 纵
坐标代表Ct值, 只要获得未品的Ct值, 即可从标

准曲线上计算出该样品的起始拷贝数. 以Ct值作

为纵坐标, MDR1、MRP1、LRP起始拷贝数作

为横坐标, 建立标准曲线, 此曲线显示4个数量

■创新盘点
本研究证明, 在胃
癌耐药发生过程
中MRP的重要性
高于MDR1, 为进
一步深入研究胃
癌多药耐药的发
生发展提供了新
的路径. 

表  1  各基因引物及探针序列[2,3]

     
检测基因                           上、下游引物                                    探针

MDR1 5'-GCTGGTTTGATGTGCACGATGTTGG-3' 5'-ATTTTGTCACCAATTCCTTCATTAA-3'

CTTAACACCCGACTTACAGATGATGTCTCCA

MRP 5'-TGTGCCCTCCTCCCAGACCT-3' 5'-CAGACAGGTTCACGCCCT-3'

CCCAGTGGGGATCGGACAGAG

LRP 5'-GGGCTTGGTGCTGTTTGATG-3' 5'-AGCCGGATCTCGAGGTCAGCG-3'

CAGGGCAAGTTCGGCTTCGCC

表  2  3种基因在胃癌以及对照组中的表达

     
分组   n       MRP     Mdr1        LRP

胃癌组 47 1.70×105b 2.70×104d 2.30×104f

对照组 17 0.54×102 0.47×102 0.37×102

bP<0.01 vs  MRP组; dP<0.01 vs  MDR1组; fP<0.01 vs  LRP组.
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级的动态范围. 荧光定量PCR的扩增过程包括3 
个阶段: 基线期(baseline phase)、对数期(expo-
nential phase)及平台期(plateau phase), 检测发

生在对数期.
2.2 MRP、LRP和MDR1基因在胃癌中的表达 通
过检测3种基因表达, 胃癌组与正常对照组相比

均有明显差异(图1, 2, 表2). 
2.3 MRP基因、LRP基因和MDR1基因的定量表

达与病理分型以及分化的关系 在上述基础上我

们通过对不同病理分型的标本进行拷贝表达分

析, 发现MDR1基因的定量表达与组织学类型、

浸润深度、淋巴结转移与否均无明显相关性. 
M R P基因在早期胃癌中显著高于进展期胃癌

(P <0.05), 高、中分化腺癌显著高于低、未分化

腺癌(P <0.05); 而LRP基因在无淋巴结转移组胃

癌组中显著高于淋巴结转移组(P <0.05, 表3). 
2.4 患者预后 在47份病例中, 11例在1年中出现

复发转移或者其他恶化状况, 对其单独分组与

其他36份病例的定量结果进行分析, 发现MDR1
和LRP基因表达无显著性差异; MRP基因表达亦

无显著性差异, 但表达量上调达35%. 

3  讨论

MDR是肿瘤进行有效化疗的主要障碍[4], 目前认

为肿瘤出现耐药与多种耐药基因的过度表达有

关, 比较肯定的有MDR1、MRP1、LRP等[5,6], 其
中MDR1的过度表达被认为是肿瘤多药耐药的

最重要机制[7,8]. MDR1是具有能量依赖性药泵功

能的跨膜糖蛋白, 可主动将进入细胞内的抗癌

药物泵出细胞外, 降低细胞内药物的浓度, 产生

耐药[9]. MRP基因编码表达ATP能量依赖性跨膜

糖蛋白泵分子Pgp-190, 该蛋白将疏水性化疗药

物逆浓度差泵出细胞外, 减少细胞内药物蓄积, 
导致耐药发生. LRP为人的弯隆体主蛋白(MVP), 
通过调节囊泡和核质的药物转运, 将化疗药物

储存于囊泡并减少其在核与胞质间的比例而致

耐药; 就目前研究而言, 这3个机制构成了临床

耐药的主要原因: 药泵的作用. 
研究认为在胃癌的多药耐药中 ,  M R P较

MDR1占有更为重要的作用[5,10], 我们的研究证

实M R P基因表达量与胃癌的发生发展以及预

后状况具有相关性, 而MDR1则无差异; LRP在
淋巴转移胃癌组中表达明显上调, 此结果说明

MRP和LRP的基因表达与病情发展或者转移具

有一定的关联性, 同时MRP基因表达影响患者

预后状况. 这提示MRP基因可能在胃癌发生发

展以及耐药产生过程中比MDR1和LRP起到了

■应用要点
对 胃 癌 患 者 的
MRP、MDR1以
及LRP基因进行
检测有助于指导
临床化疗用药以
及个体化的治疗, 
对改善预后生存
具有一定价值. 

图  1  MRP电泳图谱.

1        2        3        4        5      M

380 bp

图  2  MDR1和LRP电泳图谱. 1-4: MDR1; 5, 6: LRP.

1        2        3         4        5          6        M

180 bp

表  3  3种基因与病理分期进展的关系

     
临床病理特征   n     MRP   MDR1     LRP

病理分期: 早期   9 2.8×105 3.0×104 2.4×104

                 进展期 38 1.5.×105a 2.6×104 2.3×104

淋巴转移: 无 32 1.8×105 2.9×104 2.7×104

                转移 15 1.5×105 2.3×104 1.4×104e

分化: 高和中分化 17 2.4×105 3.0×104 2.5×104

         未和低分化 30 1.3×105c 2.5×104 2.2×104

aP<0.05 vs  早期; cP<0.05 vs  高中分化; eP<0.05 vs  未转移.
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更重要的作用, 而传统上最重要的MDR1因素在

其中的影响似乎相对最弱. 
我们研究证实胃癌组织中上述耐药基因表

达均明显上调, 说明多药耐药的发生是一个复

杂的多因素复合过程; 提示胃癌多药耐药的发

生是内源性获得的早期事件, 与未接受化疗的

其他肿瘤, 如小细胞型肺癌、头颈部肿瘤、急

性非淋巴性白血病、卵巢癌及乳癌中耐药基因

的低表达不同[11,12]; 术前MRP基因表达上调的患

者预后不良, 这说明后天的获得性药物刺激进

一步影响治疗的结果和耐药的进展. 本研究提

示上述耐药基因在胃癌多药耐药发生过程中作

用有所不同: MRP可能比LRP和MDR1基因具有

更为重要的影响, 他的表达量和患者的预后生

存具有一定关系; 对其进一步研究可能会有助

于我们对胃癌发生发展以及治疗的理解; 进一

步对耐药基因尤其是MRP进行研究并将其用于

病情监测, 会有助于提高治疗效率提高患者的

有效生存时间. 
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■同行评价
本文探讨MRP、
LRP和MDR1基因
在胃癌中的表达, 
对阐明胃癌的发
生与转移, 借以指
导临床治疗, 有重
要临床指导意义. 
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《世界华人消化杂志》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊

以其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (编辑部主

任: 李军亮 2012-01-01)
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

塑料支架内引流在老年性难取性胆管结石中的应用

李伟志, 秦鸣放, 勾承月, 张 莉

®

■背景资料
内镜治疗已经成
为治疗胆总管结
石的主要手段, 应
用乳头括约肌切
开及网篮技术取
石的成功率达到
80%-90%, 然而在
某些情况下结石
无法完全取出, 而
老年患者又因基
础条件差不愿或
不能接受手术时, 
成为临床治疗中
的一个难题. 

李伟志, 秦鸣放, 勾承月, 张莉, 南开医院消化内镜中心 南开
医院微创外科中心 天津市 300100
作者贡献分布: 资料收集、总结及论文撰写由李伟志完成; 秦鸣
放与勾承月负责全文理论指导; 张莉负责资料整理.
通讯作者: 秦鸣放, 主任医师, 教授, 博士生导师, 300100, 天津
市南开区南开三纬路122号, 天津南开医院. wisonic@sina.com
收稿日期: 2011-09-22   修回日期: 2011-10-20
接受日期: 2011-12-23   在线出版日期: 2012-01-18

Application of endoscopic 
plastic biliary stents in elderly 
patients with unextractable 
common bile duct stones

Wei-Zhi Li, Ming-Fang Qin, Cheng-Yue Gou, Li Zhang

Wei-Zhi Li, Ming-Fang Qin, Cheng-Yue Gou, Li Zhang, 
Center for Digestive Endoscopy, Department of Minimally 
Invasive Surgery, Nankai Hospital, Tianjin 300100, China
Correspondence to: Ming-Fang Qin, Professor, Center for 
Digestive Endoscopy, Department of Minimally Invasive 
Surgery, Nankai Hospital, Tianjin 300100, 
China. wisonic@sina.com
Received: 2011-09-22    Revised: 2011-10-20 
Accepted: 2011-12-23    Published online: 2012-01-18

Abstract
AIM: To evaluate the safety and effectiveness of 
placement of plastic stents in the common bile 
duct in the treatment of elderly patients with 
unextractable common bile duct stones.

METHODS: The clinical data for 103 elderly 
patients with unextractable common bile duct 
stones who underwent endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography (ERCP) and place-
ment of plastic stents in the bile duct were ana-
lyzed retrospectively. 

RESULTS: After placement of plastic stents in 
the bile duct, 60 patients (58.2%) had small stone 
fragments that were easily extracted with a bal-
loon and basket; 13 patients (12.6%) continued 
to have large stones and had to received repeat 
ERCP and long-term stenting; 11 patients (10.6%) 
eventually underwent surgery; and 16 patients 
(15.5%) did not undergo repeat ERCP and were 
therefore treated by long-term stent placement.

CONCLUSION: Plastic biliary stent placement 

is a reasonable alternative treatment in patients 
with unextractable common bile duct stones, es-
pecially in elderly patients.

Key Words: Unextractable common bile duct 
stones; Plastic biliary stent; Endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography
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摘要
目的: 回顾性分析在老年性难取性胆总管结
石患者中胆道塑料支架置入治疗的安全性和
有效性. 

方法: 先行常规逆行性胆胰管造影(ERCP)明
确诊断, 根据胆管扩张及结石大小情况, 行
十二指肠乳头括约肌切开后经导丝引导放置
胆道塑料支架通畅引流. 

结果: 103例取石困难患者在常规ERCP后置
入塑料支架. 3-6 mo后复查ERCP显示有60例
(58.2%)结石成为小结石, 经内镜应用网篮取
出; 13例(12.6%)结石未变化, 重新更换支架引
流; 11例(10.6%)最后行腹腔镜胆囊切除胆管
探查取石治疗; 16例(15.5%)患者因无特殊不
适未复查ERCP, 长期行内支架引流. 

结论: 对于老年性难取性胆管结石患者, 塑料
支架内引流是一种十分有效和相对安全的手
术方式.

关键词: 老年性难取性胆管结石; 胆道塑料支架; 逆

行性胆胰管造影
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0  引言

随着内镜技术的发展, 内镜治疗已经成为治疗

胆总管结石的主要手段, 应用乳头括约肌切开

■同行评议者
齐清会, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院
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■研发前沿
国内外文献研究
认为对于身体基
础条件差无法耐
受长时间内镜取
石治疗或手术治
疗的老年患者, 内
镜下塑料支架置
入解决了难题, 为
二次内镜取石或
择期手术治疗创
造了条件.

及网篮技术取石的成功率达到80%-90%[1]. 然
而在某些情况下如结石过大或铸型用网篮无法

套取、结石过多无法长时间操作, 乳头条件差

相对结石切开范围小或胆总管下端相对狭窄结

石无法完全取出, 而老年患者又因基础条件差

不愿或不能接受手术时, 胆道塑料支架置入常

常能减轻患者痛苦, 通畅胆道引流, 解决胆道梗

阻或为下一阶段治疗创造条件[2]. 我科对2008-
03/2011-03胆总管结石无法取出的老年患者

103例行放置塑料内支架治疗, 大部分患者通过

2次内镜下取净结石或择期手术取出结石, 疗效

满意. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-03/2011-03我科接收的胆总管结

石老年患者103例, 男性49例, 女54例; 年龄59岁
-91岁, 平均74岁. 临床症状: 上腹胀痛76例, 发热

69例, 黄疸61例, 有胰腺炎病史21例, 合并胆囊

炎胆囊结石13例. 所有病例在放置支架前均进

行B超、CT或MRCP等影像学检查确诊为胆总

管结石, 常规内镜取石困难. 
1.2 方法 经常规内镜下逆行胰胆管造影(ERCP), 
见胆总管结石直径>1.5 cm者73例; 结石较多伴

胆总管下端相对狭窄者22例, 扁平乳头切开条

件差者12例, 憩室内乳头10例. 
先行内镜下常规取石, 取石失败后患者行内

镜下胆道塑料内支架置入治疗, 支架直径为8.5 
F-11.5 F, 支架长度根据结石位置选择, 以先端越

过结石上方保证引流通畅, 下端位于十二指肠

乳头外约1.0 cm为准. 胆总管下端相对狭窄者用

扩张水囊扩张后置入支架. 所有患者置入支架

前均需行乳头切开以防止支架压迫胰管开口并

发胰腺炎, 根据胆管的扩张程度决定塑料支架

置入的直径及数量[3,4].    
所有患者均在塑料内支架置入术后3-6 mo

时再次ERCP复查, ERCP造影检查若发现结石变

小或碎裂为小结石则再次或第3次行内镜下取

净结石; 对于结石无明显变化取石仍有困难者

行更换支架治疗, 可在下一次患者出现腹痛或

黄疸发热时再次行ERCP造影观察结石直径变

化情况决定取石或更换支架. 胆管结石仍很多

合并胆囊炎、胆囊结石但可以耐受手术的患者

择期行腹腔镜下胆囊切除胆管探查取石术[5,6].

2  结果

本组中胆道塑料支架放置全部成功, 术后ERCP

复查造影发现结石变小或碎裂为小结石60例
(58.2%), 行内镜取净结石; 结石较大但网篮可套

取的应用体外机械碎石器碎石后取石治疗; 对
结石碎裂和结石直径明显缩小胆管下端相对狭

窄患者, 经扩张球囊扩张后, 用网篮或气囊顺利

取出结石. 
2次取净结石者41例( 39.8%), 3次内镜取净

结石者19例(18.4%). 13(12.6%)例患者结石结石

直径始终无法变小, 且高龄, 心肺功能不全, 无
法耐受外科手术或长时间内镜下操作, 最后留

置塑料支架长期放置引流. 16(15.5%)例因无明

显不适未回院复查, 继续原支架引流. 11(10.6%)
例合并胆囊结石患者待基本情况良好后行腹腔

镜下胆囊切除胆管探查取石术. 
未发生与内镜操作相关的严重并发症. 内

镜治疗后有9(8.7%)例患者再次出现了黄疸或腹

痛, 内镜检查发现支架脱落或阻塞, 经更换支架

后症状消失. 

3  讨论

常规ERCP取石治疗通过球囊或网篮能取出绝

大部分胆总管结石, 但由于各种原因仍有5%-
10%取出困难[7]. 由于老年患者身体基础条件差

无法耐受长时间内镜取石治疗或手术治疗, 内
镜下塑料支架置入解决了难题, 为二次内镜取

石或择期手术治疗创造了条件. 
难取性胆总管结石常见原因多为胆管内直

径>1.5 cm的巨大结石, 结石为充满型或铸型网

篮无法套取, 结石下端胆管相对狭窄, 憩室内乳

头或扁平乳头而使乳头切开困难. 塑料支架置

入一方面可以立竿见影解除胆道梗阻, 建立内

引流克服鼻胆管引流体液丢失的缺点, 另一方

面通过支架在胆道内对结石进行摩擦使结石逐

渐变小甚至碎裂为二次内镜取石创造条件[8]. 
Jain等[9]认为胆管支架可以减小结石, 使结

石自行排出或下次内镜治疗时取出更容易. 20
例取石困难患者在常规ERCP后置入7F双猪尾

塑料支架, 随访6 mo. 7例(35%)患者行ERCP检
查发现结石自行排出, 4例(20%)成为小结石碎

片经内镜应用气囊很容易的取出, 6例(30%)结
石未变化, 其中2例最后行外科手术治疗, 3例行

体外机械碎石清除结石, 1例长期支架引流. 3例
(15%)患者未再行ERCP, 因而一直长期支架引

流. 他们认为双猪尾支架置入是一种安全有效

地治疗方法, 经过6 mo的留置, 结石可能自行排

出或变小使结石的取出更容易. 

■创新盘点
对于难取性胆道
结石患者, 尤其对
于高危患者的治
疗, 胆道塑料支架
内引流是一种安
全有效的方法. 
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■同行评价
老年性难取性胆
总管结石是临床
治疗棘手的疾病. 
作者采用了塑料
支架治疗取得了
较好的疗效, 值得
借鉴.

Katsinelos等[10]研究得出结论, 49例高危患

者因结石巨大或应用常规取石方法取出困难行

支架引流, 无相关并发症, 其最大结石直径大于

12 mm. 24例因其他并发症死亡; 11例患者第2次
行内镜取石结石取出, 其中4例内镜检查时支架

移位, 经内镜取出支架及结石, 7例结石变小或

碎裂, 最后经内镜取出; 14例结石没有变化或碎

裂而更换支架. 结论认为胆道塑料支架是一种

有效的方法, 尤其对于高危患者的治疗. 
我们认为在操作上塑料支架引流的位置应

该选择在结石以上的扩张胆管内, 塑料支架的

先端至少越过结石上缘1 cm, 保证引流通畅, 尾
端位于十二指肠乳头外l cm, 总和即为所需支架

总长. 为使放置支架过程顺利, 短暂的胆管狭窄

扩张往往是必要的 [11], 可根据内镜及支架的大

小, 采用8.5 F、10 F或11.5 F扩张管逐级扩张, 当
扩张管的金属标记通过狭窄段后, 表明狭窄部

位已被扩至最大径. 由于所放支架受内镜活检

孔道及具体患者狭窄情况的限制, 应根据具体

情况确定支架直径. 原则是直径越大, 引流效果

越好[12,13]. 可根据胆管扩张情况放置一根或多根

支架, 更好的提高引流效果并可充分摩擦结石. 
胆道塑料支架置入前应常规先行乳头括约

肌切开, 可以预防术后胰腺炎的发生, 有研究表

明这对老年患者的切开也是安全有效的[14]. 塑料

支架放置好后, 应按压十二指肠镜吸引钮, 吸出

胆汁和造影剂, 观察支架引流效果, 确信引流满

意后方可退出内镜. 
胆道塑料支架置入的后期并发症主要是支

架的阻塞或移位, 造成引流失效[15]. 一般l0 F-11.5 
F支架的平均通畅期为6 mo. 因此应根据需要尽

量选择内径较大、引流效果好的支架, 一旦患

者黄疸复发或有胆管炎发作, 应及时更换支架, 
可采用圈套器、取石篮或支架回收器将支架取

出, 然后置入新支架. 
总之, 内镜下胆道塑料支架置入是治疗难取

性胆总管结石的简单有效的方法, 快速解决了

通畅引流并为二次内镜取石或择期手术治疗建

立起了一座桥梁, 尤其适合年龄较大、身体条

件差而不宜长时间内镜操作或行外科手术治疗

的患者. 
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肠系膜静脉血栓31例
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■背景资料
肠系膜静脉血栓
(MVT)是引起肠
缺血的少见原因, 
约占所有肠缺血
的1.5%-15.0%. 临
床上, MVT的症状
和肠系膜上动脉
栓塞相似. MVT的
预后较肠系膜动
脉栓塞为好.
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Abstract 
AIM: To summarize the experience of diagnosis 
and management of mesenteric venous throm-
bosis (MVT). 

METHODS: The clinical data for 31 patients with 
MVT treated at Tangshan Hospital from 1990 
to 2010 were retrospectively analyzed. The risk 
factors, history of thrombosis, chief complaints, 
medical examination, laboratory examination, 
radiological examination, treatment methods, 
and prognosis were analyzed.

RESULTS: Of 31 patients, 24 were males and 7 

were females. Their median age was 55.6 years. 
Main symptoms at presentation were abdominal 
pain (100%), vomiting (77.4%, 24/31), abdomi-
nal distension (64.5%, 20/31), and constipation 
(41.9%, 13/31). Main risk factors were liver dis-
ease, previous operation history, diabetes and 
malignancies. Contrast-enhanced CT is the most 
sensitive means for detection of MVT. Seven pa-
tients were treated by anticoagulation and 24 pa-
tients by surgery. Four patients died. Anticoagu-
lation therapy and surgery were main treatments.

CONCLUSION: Increased awareness, earlier di-
agnosis and anticoagulation therapy are associ-
ated with decreased mortality rates in patients 
with MVT.

Key Words: Mesenteric venous thrombosis; Antico-
agulation therapy; Surgical procedures
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摘要
目的: 总结肠系膜静脉血栓形成(mesenteric 
venous thrombosis, MVT)的临床经验, 探讨
MVT形成的临床表现、诊断和治疗. 

方法: 回顾性分析河北联合大学附属医院31
例MVT住院患者的临床资料, 调查其危险因
素、既往血栓史、主诉和查体、实验室检
查、放射学检查、治疗及预后. 

结果: 1990-2010共收治MVT患者31例; 男性
24例, 女性7例;平均年龄55.6岁; 主要的临床
表现为腹痛(100%)、呕吐(77.4%, 24/31)、
腹胀(64.5%, 20/31)、便秘(41.9%, 13/31); 肝
脏疾病、既往手术史、糖尿病和恶性肿瘤是
MVT的主要高危因素; 增强CT扫描是首选检
查手段. 7例患者接受单纯抗凝治疗, 24例患者
接受手术治疗; 4例患者死亡. 抗凝和手术治
疗是MVT的主要治疗手段. 

结论: MVT临床表现无特异性; 早期诊断, 及
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时治疗是改善预后的关键. 
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0  引言

肠系膜静脉血栓(mesenteric venous thrombosis, 
MVT)是引起肠缺血的少见原因, 约占所有肠缺

血的1.5%-15.0%[1]. 临床上, MVT的症状和肠系

膜上动脉栓塞相似. MVT的预后较肠系膜动脉

栓塞为好, 统计表明, MVT的死亡率为13%-26%, 
而肠系膜动脉栓塞为50%-90%[2]. 近年来的临床

实践表明, 由于早期诊断和早期抗凝治疗, MVT
的死亡率有所降低. 本研究为回顾性研究, 结合

我院20年的临床经验, 探讨MVT的诊断与治疗

方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 1990-01/2010-01河北联合大学附属医

院共收治MVT患者31例. 其中男性患者24例, 女
性患者7例; 年龄24-73岁, 平均55.6岁. 
1.2 方法 依据手术、血管造影、CT证实MVT形
成. 调查的临床资料包括危险因素、既往血栓

史、主诉和查体、实验室检查、放射学检查、

治疗方法及预后. 实验室检查包括血红蛋白、

白细胞、凝血系列、D-二聚体. 通过门诊复查

及电话随访1-5年. 

2  结果

2.1 临床表现 住院前症状出现时间1-40 d, 平
均11.7 d. 最常见症状为腹痛, 占100%; 其次是

呕吐占77.4%(24/31); 腹胀占64.5%(20/31); 便
秘占41.9%(13/31); 腹泻占16.1%(5/31); 发热占

12.9%(4/31). 17例患者出现的是定位模糊的腹

痛; 8例患者为上腹疼痛; 6例患者为脐周和右上

腹痛; 1例患者出现左下腹痛. 多数患者伴有脱

水及心动过速的表现. 住院后平均确诊时间为

24.1 h; 2个病例确诊时间较晚, 其中1例患者最

初通过超声检查诊断为胰腺炎, 4 d后确诊; 另1
例为乙型肝炎肝硬化患者, 确诊时间为7 d. 
2.2 导致MVT 发生的高危因素 调查发现, 58.1% 
(18/31)的患者存在轻重不等的肝脏疾病, 其中

12例患者为肝硬化患者. 既往腹部手术史占患

者的22.6%(7/31), 最常见的手术是脾切除术, 占

57.1%(4/7). 19.4%(6/31)的患者伴有心脏疾病. 
16.1%(5/31)的患者伴有糖尿病. 6例患者并发有

恶性肿瘤, 包括2例肝癌, 1例胰腺癌, 1例前列腺

癌和1例结肠癌. 2例患者有既往肠系膜静脉血

栓的病史. 其他因素包括真红细胞增多症, 克隆

氏病, 口服避孕药和急性胰腺炎. 
2.3 实验室及影像学学检查 患者的平均血红蛋

白含量为135 g/L; 25例患者白细胞数升高, 平均

白细胞总数为13.5×109/L; 8例血小板增多, 平均

血小板总数335×109/L; 16例凝血酶原时间延长, 
平均PT值为18.7 s和平均INR值为1.2; 18例患者

纤维蛋白原及D-二聚体升高. 所有的患者接受

了腹部X线检查, 48.1%(15/31)的患者表现为轻

度的肠道积气; 9.7%(3/31)的患者表现为多发小

肠气液平面; 42.9%(13/31)的患者未见异常. 18
例患者接受了增强CT检查, 诊断正确率90%. 
2.4 治疗方法及预后  7例患者接受单纯抗凝

治疗; 24例患者接受手术治疗; 25例患者接受

长期华法令抗凝治疗 .  手术探查回肠受累占

33.3%(8/24); 空回肠均受累占33.3%(8/24); 空
肠受累占12.5%(3/24); 结肠受累占20.1%(5/24); 
十二指肠受累占12.5%(3/24). 手术中探查21例
患者腹腔渗液为淡血性, 1例为暗红色陈旧性渗

液. 肠管坏死20-180(平均80) cm. 22例行坏死肠

管切除吻合, 其余2例行坏死肠管切除, Ⅰ期造

瘘, Ⅱ期还纳; 5例患者同时行肠系膜静脉取栓

术. 3例患者接受二次手术, 其中1例患者进一步

切除坏死小肠; 1名患者接受结肠造口术; 另1例
患者接受回肠造口术. 

4例患者30 d内死亡, 1例患者死于第11天, 2
例患者死于第7天; 1例患者死于第27天; 均死于

脓毒血症和多脏器功能衰竭. 随访5年6例患者

死亡, 分别死于第3、4、6、11、17, 34月; 2例
患者死于肝脏功能衰竭; 1例患者死于心功能衰

竭; 3例患者死于术后的严重短肠综合征. 

3  讨论

MVT临床不常见, 多起病较缓, 症状不典型, 早
期体征不明显. 由于病情进展可引起绞窄性肠

梗阻, 病情严重, 病死率高, 是一种早期难以诊

断的危重急腹症. 近年来, 随着对本病的研究增

多及影像学检查手段的提高, 获得早期诊断的

病例也逐渐增多, 治疗效果也有了提高. 然而, 
临床医师对本病的认识和处理水平尚难如愿, 
至今, 急性MVT死亡率未能获得进一步改善, 文
献报道在13%-26%[3]. 

■相关报道
Abdu等回顾性分
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在本研究中, 男性患者占25例, 综合文献, 男
性发病率较女性为高[4]. 平均年龄54.6岁, 较肠系

膜动脉缺血性疾病发病年龄偏低. 事实上, MVT
的年龄结构可以分为两组, 发病年龄较低的一

组多是高凝状态或有腹部手术因素. 老年组多

是由于恶性肿瘤, 肝脏疾病或心功能衰竭[5]. 
在我们的研究中, 肝脏疾病是影响MVT的

最主要因素, 其次是心脏疾病. 局部因素包括既

往腹部手术史, 尤其是脾切除术. 许多文献也显

示脾切除术是导致MVT的最重要的手术因素[6]. 
可能是由于脾静脉结扎导致脾静脉血栓并向肠

系膜静脉蔓延. 患者的高凝状态, 比如红细胞增

多症, 口服避孕药等也是导致MVT的危险因素[7]. 
由于MVT病变程度和范围的不同, 临床表

现也不尽相同[4]. 不同程度的腹痛是其主要的临

床表现. 轻者表现为餐后上腹部隐痛, 多见于慢

性MVT; 重症者常呈持续性全腹绞痛, 并进行性

加重, 多见于急性MVT的表现. 尽管每个患者的

疼痛部位, 程度和持续时间有很大差异, 但也大

体反映了患者病变的部位和程度. 腹胀和呕吐

仍很常见. 大部分患者腹胀伴有上腹压痛, 还可

表现为肠梗阻和腹膜炎. 
由于M V T的症状、体征及实验室检查缺

乏特异性, 其诊断则有赖于医生对患者进行超

声、CT和血管造影的检查. 对于放射学辅助检

查, 表现最多见的是小肠胀气, 偶尔可见小肠气

液平面. 超声检查可以对部分MVT做出诊断, 而
且可以检查出肝脏及门脉系统的功能状态. 但
MVT患者多伴有腹胀症状, 气体干扰了超声的

视野, 使诊断正确率不高. CT检查是诊断MVT
的首选, 诊断正确率大于90%[8]. 对临床医师来

说, 凡是不明原因腹痛及腹腔有渗出液的患者, 
查体与腹痛性质不符, 既往有深静脉血栓或门

静脉高压等病史, 均应行腹部增强CT检查. 增强

CT检查可见肠系膜静脉或门静脉内低密度血栓

影像, 肠壁增厚, 肠腔大量积气, 呈“靶样征”

或“轨道征”[9]. 我们在研究中发现, 几乎每个

患者血栓的范围都很广, 波及大血管和小血管, 
这说明目前CT早期诊断孤立的小血管静脉血栓

在技术是非常困难的. 因此, 连续的观察与渐进

式的诊断对于发现MVT非常重要, 必要时需二

次CT增强扫描. 
在20世纪50年代 ,  肝素开始临床应用 [10]. 

Abdu等回顾性分析1911-1984年的共372例病

例, 66%的患者存在高凝状态, 33%患者无高凝

状态[11]. 医学界普遍认为, 抗凝治疗可以增加患

者的生存率, 可显著减少复发率[12]. 我们的经验

表明, 抗凝治疗是一个很好的选择. 由于抗凝治

疗, 使肠坏死变为一个可逆的过程. 通过增强CT
迅速诊断可以使很大量的患者接受抗凝治疗避

免肠坏死的发生. 溶栓治疗目前还未被明确, 对
于血液动力学稳定, 没有肠梗死的临床或影像

学改变的病例有帮助. 理论上当静脉主干阻塞

时, 溶栓药物自旁路流失, 减少了溶栓的效果, 
我们推测溶栓治疗是肝素化的辅助治疗手段, 
是一种治疗作用较弱的药物. 

手术治疗的原则是有限性或弥漫性腹膜炎

存在时才应进行剖腹探查术. 手术中对受累肠

管的处理原是尽可能多地保留肠管[13]. MVT并
不是静止的疾病, 即使手术后仍有可能进一步

形成血栓[14], 所以术后维持抗凝治疗十分重. 可
应用肝素5 000-8 000 U, 皮下注射, 每12 h 1次, 
维持1 wk, 而后改为口服肠溶阿司匹林或华法

令, 一般无诱发因素引起的MVT术后抗凝3 mo, 
继发性引起MVT术后抗凝6 mo, 有些患者甚至

需要终身抗凝. 
总之, MVT临床表现无特异性. 早期诊断, 

及时治疗是改善预后的关键. 相信随着对MVT
认识的不断提高, 各种诊断技术的完善和进一

步发展, MVT的诊治水平将获得更大改善. 
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■背景资料
肾综合征出血热
是一种自然疫源
性疾病, 脏器损害
以肾脏病变最明
显 ,  其 次 为 心、
肝、脑、肺、胃
肠及内分泌器官, 
胰腺很少受累. 本
文收集的3例以急
性胰腺炎为主要
特征肾综合征出
血热都有胰腺的
明显损害同时伴
有肾功能损害, 为
广大医务工作者
拓展临床思路提
供依据.
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Abstract
Hemorrhagic fever with renal syndrome mainly 
manifesting as acute pancreatitis is rarely seen 
and is easy to be misdiagnosed. Here we report 
three such cases of patients who presented with 
abdominal pain. Their hematuria amylase levels 
were significantly high. CT and ultrasonogra-
phy revealed pancreatic enlargement. Based on 
these data, a diagnosis of acute pancreatitis was 
easily made. However, after comprehensive 
evaluation of epidemiology, clinical features and 
laboratory findings, hemorrhagic fever with re-
nal syndrome was diagnosed. Clinicians should 
be aware of the possibility of hemorrhagic fever 
with renal syndrome when patients present with 
symptoms of acute pancreatitis.

Key Words: Hemorrhagic fever with renal syn-
drome; Acute pancreatitis; Fever

Yi Z, Ye CG, Liu CY, Liu PP, Zhang W, Sun SL. Acute 
pancreatitis as the main feature of hemorrhagic fever 
with renal syndrome: a report of three case. Shijie Huaren 
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摘要
肾综合征出血热以急性胰腺炎为主要特征表
现较少, 表现特殊, 易造成误诊. 本3例患者临
床表现均以腹痛为主, 查血尿淀粉酶明显增
高, CT及彩超胰腺肿大, 易误诊为“急性胰腺
炎”. 后经感染科会诊结合流血病学, 临床特
征与实验室检查才得以确诊. 临床医生需开阔
思路, 在临床诊治过程中遇到类似病例不排外
为肾综合征出血热. 

关键字: 肾综合征出血热; 急性胰腺炎; 发热
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0  引言

肾综合征出血热是一种自然疫源性疾病, 脏器

损害以肾脏病变最明显, 其次为心、肝、脑、

肺、胃肠及内分泌器官, 胰腺很少受累, 现将我

院3例以急性胰腺炎为主要特征肾综合征出血

热报道如下.

1  病例报告

患者1, 男, 56岁, 江西抚州农民, 8 d前受凉后出

现畏寒, 发热5 d, 伴鼻塞流涕, 2 d后出现腹泻, 
每日7-8次, 初为黄水样便, 带少许黏液, 无脓血, 
无里急后重, 后期有柏油样便, 伴恶心, 伴呕吐, 
脐周阵发性绞痛, 4 d后现面红肿, 尿量减少. 于
2010-12-23, 16:00拟“急性胰腺炎, 急性肾功能

衰竭”急诊转入我院急诊科诊治. 查体: 神志

清楚, T: 36.7 ℃, P: 78次/min, R: 21次/min, BP: 
136/92 mmHg, 注射部位皮肤可见瘀斑, 球结膜

充血及外渗水肿明显, 双肺呼吸音清, 心律齐, 
未闻及杂音, 腹平, 全腹压痛, 反跳痛明显, 尤以
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■创新盘点
本文突出了在肾
综合征出血热发
病过程也会造成
胰腺的损害, 为临
床医生提供新的
思路.

左上腹明显, 肝脾未触及, 肝肾区有叩痛. 实验

室检查: 生化: TBIL 16.5 μmol/L, DBIL 4.7 μmol/
L, ALT 72 IU/L, AST 142 μmol/L, 总蛋白58 g/
L, 白蛋白32 g/L, 球蛋白26 g/L, BUN 35.3 mmol/
L, Cr 467 μmol/L, 尿酸 517 μmol/L, 总胆固醇

2.48 mmol/L, 甘油三脂3.9 mmol/L, 葡萄糖7.7 
mmol/L, 高密度脂蛋白0.57 mmol/L, 低密度脂蛋

白0.14 mmol/L, 载脂蛋白A 0.55 g/L, 载脂蛋白

B 0.45 g/L, 载脂蛋白比值1.22, 钾3.8 mmol/L, 钠
130 mmol/L, 氯90 mmol/L, 钙1.8 mmol/L, 二氧

化碳结合率16.5 mmol/L, 肌酸激酶681 U/L, 肌
酸激酶同工酶81 U/L, 乳酸脱氢酶1149 U/L, a-羟
丁酸脱氢酶997 U/L, 血淀粉酶313 U/L, 总胆汁

酸7.5 μmol/L,纤维蛋白原1.74 g/L,凝血酶原时间

10.6 s, 凝血酶时间26.4 s, D二聚体定量913.0 µg/
L, 血常规: WBC 34.6×109/L, RBC 4.0×1012/L, 
PLT 23×109/L, HGB 115 g/L,中性粒细胞百分比

0.796, 尿液分析: 蛋白+++, 血+++, 白细胞+-, 镜
检: 红细胞+++/高倍视野. CT示: (1)急性胰腺炎, 
腹腔积液; (2)双侧胸腔积液并两肺下叶膨胀不

全. 会诊后确诊: 肾综合性出血热并胰腺炎, 给
予禁食, 稳定内环境, 促进利尿, 等对症处理后, 
逐渐转为多尿期, 胰腺炎未给予特别处理, 胰腺

功能与肾功能逐步好转, 患者痊愈出院. 
患者2, 女, 43岁, 江西弋阳农民, 因发热, 腹

痛5 d, 低血压少尿1 d就诊; 伴头晕、畏寒及寒

战, 无流涕及鼻塞, 有头痛及全身酸痛, 腰痛明

显, 无咳嗽, 咽痛及腹泻, 在当地医院就诊未见

好转, 出现胸闷、少尿, 血压低, 于2011-01-07, 
18:00拟“急性胰腺炎, 急性肾功能衰竭” 急诊

转入急诊科诊治. 查体: T: 37.5 ℃, P: 135次/min, 
R: 25次/min, BP: 110/70 mmHg; 神志清楚, 全身

皮肤未见明显斑点, 球结膜充血及水肿, 双肺呼

吸音清, 心律齐, 未及杂音, 腹平, 腹壁压痛反跳

痛明显, 肝脾未及, 肝区无叩击痛, 双肾区有叩

击痛. 实验室检查: 血常规: WBC 32.00×109/L, 
PLT 18×109/L, 见少量异常淋巴细胞, 心电图: 
窦性心动过速, T波改变, 尿常规: 尿蛋白+++, 
RBC 1-3个/HP, 尿淀粉酶1300 U/L, 血淀粉酶302 
U/L, 尿素氮15 mmol/L. CT示: (1)胰腺炎、少量

腹腔积液; (2)两侧少量胸腔积液; (3)两肾肿大, 
肾周积液. 会诊后确诊: 肾综合征出血热并胰腺

炎. 给予禁食, 稳定内环境, 促进利尿, 血液透析

等对症处理后患者逐步进入多尿期, 胰腺炎亦

未做特别处理, 肾功能和胰腺功能逐步好转, 痊
愈出院. 

患者3, 男, 55岁, 江西崇仁县农民. 急性起

病, 发热、腹痛、腰痛12 d, 腹泻3 d, 黑便1 d
就诊, 体温最高至38.9 ℃, 有畏寒及寒战, 无咳

嗽、咳痰, 有腹泻, 为黄色稀便, 3-4次/d, 有呕

吐、恶心, 解黑便1次, 量约50 g, 无眼眶痛, 感头

痛、腹痛及腰痛, 病程中无少尿和低血压表现. 
检查: WBC 15.00×109/L, 血小板69×109/L, 血
淀粉酶306 U/L, 尿淀粉酶1 364 U/L, BUN: 40.2 
mmol/L, Cr: 704.8 μmol/L, 尿蛋白++, 拟“急性

肾衰, 急性胰腺炎”于2011-11-16转入肾内科诊

治. 查体: T: 36.5 ℃, P: 75次/min, R: 20次/min, 
BP: 176/120 mmHg; 神志清楚, 精神差, 皮肤巩

膜无明显黄染, 未见出血点及瘀斑, 球结膜有充

血和轻度外渗水肿, 浅表淋巴结未触及肿大, 咽
不红, 上颚可见散在出血点, 扁桃体无肿大, 无
脓性分泌物, 颈软, 心肺听诊无异常, 腹稍隆, 有
轻压痛及反跳痛, 肝脾肋下未触及肿大, 移动性

浊音阴性, 双下肢无水肿, 双肾区轻叩痛. 实验室

检查: TBIL 13.2 μmol/L, DBIL 5.6 μmol/L, ALT: 
72 U/L  AST: 45 U/L, 腹部彩超示: 双肾体积增大, 
胰腺肿大. 会诊后确诊: 肾综合性出血热并胰腺

炎, 给予禁食, 稳定内环境, 促进利尿等对症处理

后, 逐渐转为多尿期, 胰腺炎未给予特别处理, 胰
腺功能与肾功能逐步好转, 患者痊愈. 

2  讨论 

以上3例患者最大的特征都有胰腺的明显损害

同时伴有肾功能损害、有生化及影像学的证实, 
故入院后均首先考虑原发病为急性胰腺炎引起, 
但随着病情的进展及治疗的深入, 临床上的一

系列症状及体征无法完全用原发急性胰腺炎来

解释, 可能上述多器官的损害都源于另外一种

原发疾病, 后经感染科会诊, 根据流行病学如患

者均来自肾综合征出血热疫区、又有老鼠接触

史在该病高发季节发病; 临床特征方面又有发

热等中毒症状以及毛细血管损害的出血和外渗

体征及多期临床经过等; 实验室检查都有尿蛋

白、肾功能损害以及血常规白细胞升高等表现

故考虑肾综合征出血热为原发病可能性大, 转
感染科并按该病治疗原则处理且效果佳, 3例患

者的胰腺炎均未给予特别处理, 后都进入多尿

期, 胰腺功能与肾功能都逐步好转并最终痊愈, 
住院期间的临床诊断后来得到血清病原学结果

证实并确诊, 3例患者肾综合征出血热特异性

IgM均阳性. 
肾综合征出血热是一种自然疫源性疾病, 为
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■同行评价
肾综合征出血热
的胰腺损伤少见, 
以首发为急性胰
腺炎表现者, 在临
床上易于误诊. 本
文对提高临床医
师对两种疾病的
认识, 做好鉴别诊
断具有一定临床
意义.

病毒性出血热的一种, 临床上以短暂发热, 继之

出现休克、出血、急性肾功能衰竭等症状群为

其特征, 病理变化以小血管水肿、变性、坏死

为主. 脏器损害以肾脏病变最明显, 其次为心、

肝、脑、肺、胃肠及内分泌器官. 因此, 临床上

大多数患者以肾损害为主要表现, 故该类患者

也较易做出临床诊断; 但临床上以胰腺损害为

主要表现的肾综合征出血热患者鲜见报道, 易
导致误诊不易早期做出正确诊断以致延误患者

的治疗. 以上3例患者临床表现均以腹痛为主, 
查血尿淀粉酶明显增高, CT及彩超胰腺肿大, 易
误诊为“急性胰腺炎”, 但患者同时出现高热, 
脐周皮肤无青紫, 血小板明显减少, 肝功能异常, 
尿蛋白(++)-(+++), 单从急性胰腺炎不能完全解

释上述情况, 此时应结合流行病学, 临床特征: 

如“三红、三痛”及组织水肿和多期临床经过, 
实验室检查出现尿蛋白、肾功能损害以及白细

胞明显升高等表现等做出肾综合征出血热的临

床诊断.  本病预后除与病情轻重有关外, 与治疗

早迟、措施是否恰当有关,  治疗上主要是早诊

断、早休息、早治疗, 就近治疗. 本病的早期诊

断尤为重要, 直接影响患者的愈后. 因此, 在以

腹痛为主并伴有明显的胰腺损害的患者, 若同

时伴有不能完全用急性胰腺炎解释的临床特征

时, 应注意到本病的可能, 可请感染科会诊并尽

早做肾综合征出血热特异性抗体检测, 以便能

早诊断, 早治疗, 以免误诊、延误病情[1]. 
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中国科技信息研究所发布
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综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)的第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献

量712, 文献选出率0.90, 参考文献量17963, 平均引文数25.23, 平均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 

基金论文比0.45, 海外论文比0.01. (编辑部主任: 李军亮 2012-01-01)
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中国知识资源总库收录. 2010年《世界华人消化

杂志》总被引频次3458次, 影响因子0.694, 综合

评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期刊的

第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中国科

技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)的第79
位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率0.83, 
被引半衰期4.9, 来源文献量712, 文献选出率

0.90, 参考文献量17963, 平均引文数25.23, 平均

作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 基
金论文比0.45, 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68.00元, 全年

2448.00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

176                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志    2012年1月18日    第20卷    第2期



www.wjgnet.com

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
远洋国际中心D座903室
电话: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和
品牌化方向迈进.

178                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志    2012年1月18日    第20卷    第2期



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年1月18日; 20(2): 179
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

www.wjgnet.com

®

2012年国内国际会议预告

2012-01-04/10
2011全国中医药创新发展学术交流大会
会议地点: 南宁市
联系方式: yxhy2000@163.com

2012-03-16/19
第三十二期全国超声诊断新进展暨介入超声高级研修班
会议地点:  北京市
联系方式: 13311335788@163.com

2012-03-22/25
2012年北京第六届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: cmameeting@163.com

2012-03-23/25
国际肝胆胰协会中国分会第五届全国学术研讨会
会议地点: 武汉市
联系方式: lilu19870509@163.com

2012-03-31
第二届国际消化道内镜活检和病理学诊断研讨会
会议地点: 杭州市
联系方式: fyanfei@sina.com 

2012-04-06/08
2012年脂质代谢与器官损害国际学术研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: islt2012@yahoo.com.cn;

2012-04-27/30
中华医学会2012年第十三届中华肝胆胰脾外科专业学术
论坛
会议地点: 九江市
联系方式: zhgdwkzz@vip.163.com

2012-04-20/22 
中国医学影像技术研究会第二十六次全国学术大会
会议地点: 济南市
联系方式: camit@vip.163.com

2012-05-26/31
2012年世界医学物理与生物医学工程大会
会议地点: 北京市
联系方式: info@wc2012.org

2012-06-01/03
2012中国北京超声医师学术大会
会议地点:  北京市
联系方式: zhumin301@163.com

2012-06-15/17
第一届糖尿病大会、第二届内分泌与代谢大会
会议地点: 北京市
联系方式: medical585@163.com

2012-06-15/17
第九届全国抗菌药物临床药理学术会议
会议地点: 北京市
联系方式: doctorzhengbo@163.com; liyun1907@sina.com

2012-06-29/07-01
第二十四次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 宁波市
联系方式: qgzxyjhxh@163.com 

2012-06-30/07-01
中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-07-01/31
第一届全国普通外科青年医师学术论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmacjs@cma.org.cn

2012-07-01/31
第二届全国普通外科手术技术学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lining@126.com

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会暨第九届IUPAC化学生
物学国际研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn
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白爱平 副教授

南昌大学第一附属医院消化内科

蔡三军 主任医师

复旦大学附属肿瘤医院腹部外科

陈贻胜 教授

福建省立医院消化内科

代智 副研究员

复旦大学附属中山医院肝癌研究所

丁惠国 主任医师 

首都医科大学附属北京佑安医院肝病消化科

董蕾 教授

西安交通大学第二附属医院消化内科

樊晓明 主任医师

复旦大学附属金山医院消化科

傅春彬 主任医师

吉化集团公司总医院消化内科

高泽立 主任医师

上海交通大学医学院附属第九人民医院周浦分院消化科

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

黄恒青 主任医师

福建省第二人民医院消化内科  

黄培林 教授   

东南大学

黄晓东 主任医师 

武汉市中心医院消化内科

季加孚 教授 

北京大学临床肿瘤学院北京肿瘤医院外科
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