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Abstract
Ataxia telangiectasia (AT) is an autosomal reces-
sive disease, and the responsible gene is ATM. One 
clinical characteristic of AT is exquisite radiosen-
sitivity to ionizing radiation. The ATM gene has 
been one of the most important targets in radiobi-
ology field that are used to elucidate the mecha-
nisms of radiosensitivity and radioresistance. This 
gene is located on human chromosome 11q22-q23 
and is involved in the repair of DNA damage and 
regulation of cell cycle checkpoints. This article re-
views the structure and functions of the ATM gene 
and the relationship between ATM and radiosensi-
tivity of colorectal cancer.

Key Words: Ataxia telangiectasia; Radiosensitivity; 
Colorectal cancer
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ATM基因与大肠癌放射敏感性关系的研究进展

李 革
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■背景资料
多项研究已经证
实ATM 基因的表
达与多种恶性肿
瘤的放射敏感性
有关, 抑制ATM基
因功能或直接通
过下调ATM 基因
产物表达可以增
加恶性肿瘤患者
对辐射的敏感性
以提高放射疗效, 
对ATM 基因的进
一步深入研究可
能会开辟肿瘤治
疗的新途径. 

Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2337-2340

摘要
共济失调毛细血管扩张症因ATM 基因发生突
变所致, 一个主要特征是对放射线极度敏感, 使
ATM成为研究辐射增敏的一个重要的契入点. 
ATM 基因位于人类染色体的11q22-q23, 其蛋
白主要参与DNA的损伤识别和修复、细胞周
期的调控. 本文将就有关ATM基因的结构功能
及与大肠癌放射敏感性关系的研究进行相关 
综述.

关键词: ATM; 放射敏感性; 大肠癌

李革. ATM 基因与大肠癌放射敏感性关系的研究进展.  世界华

人消化杂志  2012; 20(25): 2337-2340

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/2337.asp

0  引言

大肠癌是人类常见的恶性肿瘤之一, 过去几十

年里的报道表明, 即使施行了根治性手术, 但其

5年生存率只有50%左右[1]. 目前, 大肠癌的治疗

中, 结合手术、化疗、放疗的治疗成为新的模

式. 特别因放疗对大肠癌治疗的诸多优点, 广泛

应用于临床[2-5]. 然而, 部分患者对放疗敏感性不

高, 因此, 寻找一种科学、可行的途径来预测肿

瘤的放射敏感性, 进而进行人为的干预, 提高放

疗疗效、减少放疗的并发症, 是临床上亟待解

决的问题. 研究证实, ATM基因表达与细胞放射

敏感性有密切的关系. 本文就有关ATM基因的

结构功能及与大肠癌放射敏感性关系的研究进

行简要综述.

1  ATM 基因的结构和功能

共济失调毛细血管扩张症(ataxia-telangiectasia, 
AT)是一种罕见的常染色体隐性遗传病, 以进行

性中枢神经元变性、免疫缺陷、对放射线敏感

为特点. 1995年Savitsky等[6]确定AT为单基因遗

传病, 并由于他是AT基因突变所致, 因而将此致

病基因命名为ATM (AT mutated). 

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科
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■研发前沿
对于辐射抗拒导
致大肠癌放射治
疗失败仍是个世
界 性 难 题 的 今
天 ,  利 用 各 种 方
法造成类似ATM
基因突变状态、
抑制ATM 基因功
能或直接通过下
调ATM 基因产物
表达来增加患者
对辐射的敏感性, 
可能是治疗恶性
肿瘤的一个良好
策略.

AT M 基因定位于人类染色体11q22-23, 
有150 kbp的DNA, 66个外显子, 其表达基因

(mRNA)为13 kbp. 整个ATM基因编码3 056个氨

基酸, 分子量约350 kDa, ATM蛋白广泛表达于

人体各种组织细胞中. ATM基因由于其3'端序

列与PI3K的序列同源性, 与DNA-PK等同属于

PI3K基因家族, 在DNA损伤、修复以及相应的

细胞周期反应信号传导中处于关键位置[7,8], 就
目前所知, ATM基因可能具有以下功能: 参与

DNA损伤修复, 阻止细胞凋亡, 调控端粒代谢活

动等[9,10]. ATM基因突变将会导致ATM基因截短

失活、ATM-mRNA转录异常, 从而导致ATM蛋

白表达缺失或下降[11]. 在同源重组(homologous 
recombination repair, HR)修复过程中, ATM直接

或间接磷酸化HR修复复合体中的Rad51酪氨酸

残基, 促进同源重组复合物的形成, 从而调控

DNA损伤的修复, 生理性ATM通过激活细胞周

期检测点信号转导系统, 使受到离子辐射和放

射线类似物损害而导致双链D N A断裂的细胞

停滞于各个细胞周期, 并对受损的DNA进行修

复, 因此, ATM对维持染色体的稳定性和防止

细胞癌变起重要作用[12]. 随着对ATM功能的深

入研究, 人们逐渐认识到ATM蛋白是直接感受

DNA双链断裂(DNA-double strand breaks, DSB)
损伤并起始诸多DNA损伤信号反应通路的主开

关分子, 其核心作用是对电离辐射或紫外线造

成的DSB损伤起反应[13-15]. 当发生DSB时, 人体

主要有2条途径传递DNA损伤信号: 一条途径是

通过ATR传递给Chk1, 引起CDC25磷酸化, 通过

抑制CDC25的活性, 使细胞周期阻断; 另一条是

通过ATM传递给Chk2, 磷酸化和去磷酸化一系

列蛋白底物激活各个细胞周期检测点机制, 引
起G1/S、S、G2/M期阻滞, 从而延缓细胞周期进 
程[16]. 因此, ATM也是一个重要的细胞周期检测

点蛋白, 在信号传导通路和DNA损伤修复的相互

协调下, 在S期DNA复制或染色体有丝分裂前对

受损的DNA进行修复. 大量的研究表明细胞的

DNA损伤修复能力及周期调控这两方面是细胞

辐射敏感性的主要决定因素[17,18]. 因此, ATM的表

达量和功能状态与细胞放射敏感性有关. AT细胞

的ATM表达缺失, 表现为对放射线非常敏感.

2  ATM 基因与肿瘤放射敏感性

随着分子生物学的发展, 越来越多的研究证实, 
肿瘤细胞的放射敏感性与一系列相互关联的

基因群有关. 已报道的相关基因有p53、p21、

xrcc、brca1、brca2、ATM等[19-22], 其中ATM基

因与肿瘤细胞放射敏感性的关系是近年来研究

的热点. 肿瘤的发生及放射敏感与ATM有密切

关系, 电离辐射的重要靶分子是DNA. 射线可引

起DNA链断裂、碱基改变、DNA交联及整个或

部分高级结构的变化, 从而影响其生物学功能. 
ATM是细胞DNA损伤后反应传导通路中的中枢

调控因子, ATM的突变和失活可以导致基因不

稳定性的增加、DNA双链断裂修复障碍, 从而

出现对放射的高度敏感. ATM基因突变与细胞

特殊的辐射敏感性关系, 使其成为研究辐射增

敏的一个重要的契入点. 
Iannuzzi等[23]应用变性高压液相色谱技术, 

在出现放疗后严重迟发反应的女性乳腺癌患者

外周血中又检测出8种新的ATM基因突变, 主要

为碱基的转换或颠换, 证明了ATM基因突变与辐

射敏感性的密切相关性. Guha等[24]应用ATM的反

义RNA抑制ATM蛋白的表达, 成功地增加了脑

胶质瘤细胞的放射敏感性. 邹剑等[25]应用载ATM
寡核苷酸纳米粒转染小鼠头颈鳞癌细胞株, 发现

被转染的细胞ATM mRNA及ATM蛋白表达均下

调, 而且细胞的放射敏感性增加; 任涛等[26]的研究

证实肺癌细胞株A549和NCI-H446具有放射敏感

性差异, ATM蛋白在两个细胞株中的表达亦有显

著性差异, 表明ATM蛋白表达量与放射敏感性呈

负相关. 其他的方法如通过应用磷酸肌醇激酶抑

制剂或基因治疗的方法抑制ATM蛋白表达, 也可

提高细胞对放射线的敏感性, 通过各种方式造成

类似ATM基因突变状态, 抑制ATM基因功能[27-29], 
或直接通过下调ATM基因产物的表达[30-32], 增加

恶性肿瘤细胞对辐射的敏感性, 已被多个实验室

证实是提高放疗疗效的一个良好策略. 有研究认

为, ATM基因PI3K功能区的突变会引起细胞辐射

敏感性的改变. 也有实验证实, 抑制ATM/PI3K功

能区的表达会引起细胞辐射敏感性的改变. 这些

试验研究再次证明ATM蛋白表达与细胞放射敏

感/抗拒性的关系.

3  ATM 基因与大肠癌放射敏感性

随着对细胞周期调节、细胞凋亡以及D N A修

复机制了解的深入, 人们开始尝试寻找能够预

测放疗敏感性的分子标志物和提高放疗敏感性

的方法. 已有的对大肠癌组织细胞辐射敏感性

的研究表明, 抑癌基因p53、p21的突变, Ku70
的表达, CDC25A、VAV1、 TP73、 BRCA1和 
ZAP70的高表达, Bcl-2的低表达、细胞增殖标

■相关报道
韩国学者Choi等
研究咖啡因在结
肠癌细胞株RKO
体 内 外 实 验 中 , 
发现其通过直接
抑制ATM蛋白激
酶活性可明显降
低G2期细胞比例, 
细胞对射线的敏
感性提高.
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■创新盘点
本 文 对A T M 基
因与肿瘤放射敏
感性国内外最新
研究成果进行了 
综述.

记Ki67、PCNA的高表达、survivin基因的高表

达等被认为与放疗敏感性呈负相关[19-22]. Ejima
等[33]对25例实体瘤细胞系作了ATM突变分析, 
在16个细胞系发现50种突变, 其中在5个结肠癌

细胞系中ATM存在高频突变; 李革等[34-36]研究发

现在大肠癌组织和细胞系中有ATM基因的表达, 
直肠癌组织中ATM蛋白阳性表达率与放射敏感

性呈负相关, 而且大肠癌细胞株HM7中ATM高

表达, 与辐射敏感性有关; Kim等[37]研究发现在

结肠癌细胞株HCT-116中, 抑制ATM基因的表

达, 明显提高HCT-116细胞的辐射敏感性; Wil-
liams等[38]对39种包括大肠癌在内的人类癌细胞

株进行辐射敏感性实验, 发现其中ATM基因突

变与大肠癌的辐射敏感性相关, 提出ATM基因

可作为预测放疗敏感性的分子标志物之一.
如果能通过抑制ATM基因功能, 调控DNA

损伤修复及细胞周期变化, 即可达到有效的辐射

增敏作用. ATM蛋白激酶的活性改变引起DNA
修复进程中断是导致放射敏感性高的重要原因. 
ATM激酶阻滞剂能有效地提高肿瘤细胞的放射

敏感性, 一些小分子抑制剂可抑制ATM中的放

射敏感性相关酶的活性, 导致细胞循环检测点缺

失, 从而提高肿瘤细胞的放射敏感性[39]. 咖啡因

作为治疗药物使用已有100多年的历史. 生物学

作用包括: 环核苷酸磷酸二酯酶、单胺和环氧

酶的抑制作用; 钙动员和影响神经递质的吸收. 
研究认为咖啡因的G2废除机制是对ATM和ATR
的抑制作用, 从而起到增敏效果[40]. 亦有作者报

道咖啡因增敏作用是因为抑制DNA修复, 而不

是周期检查点的废除[41]. Choi等[42]应用咖啡因在

结肠癌细胞株RKO体内外实验中, 发现其通过

直接抑制ATM蛋白激酶活性可明显减少G2期细

胞比例, 细胞对射线的敏感性提高; Lin等[43]应用

植物提取物槲皮素对大肠癌细胞株DLD1在体

内外进行辐射敏感性实验, 发现其可通过抑制

ATM介导的DNA损伤修复信号传导通路提高肿

瘤的放射敏感性.

4  结论

肿瘤细胞的放射敏感性与一系列相互关联的基

因群有关. 其中ATM基因在DNA双链断裂损伤

修复及细胞周期调控的信号传导中扮演着极其

重要的作用. 研究发现ATM激酶抑制剂能中断

ATM依赖性检测点通路, 从而达到提高肿瘤细

胞放射敏感性的作用. 对于辐射抗拒导致大肠

癌放射治疗失败仍是个世界性难题的今天, 利

用各种方法造成类似ATM基因突变状态、抑制

ATM基因功能或直接通过下调ATM基因产物表

达来增加患者对辐射的敏感性以提高放射疗效, 
可能是治疗恶性肿瘤的一个良好策略. 因此, 加
强对ATM基因和蛋白的研究, 寻找有效的蛋白

活性抑制剂, 将为临床大肠癌放射治疗的增敏

作用提供理论指导和实验依据.
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Abstract 
AIM: To investigate the expression of miR-191 and 
its predicted target genes in gastric carcinoma.

METHODS: The relative expression of miR-191 
in gastric carcinoma and tumor-adjacent tissue 
was quantified by qRT-PCR. The potential target 
genes of miR-191 were predicted using bioin-
formatic software. Expression of target genes in 
gastric carcinoma and tumor-adjacent tissue was 
detected by immunohistochemistry. The asso-
ciation between miR-191 expression and target 
gene expression was analyzed. 
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miR-191在胃癌组织中的表达及其靶基因的预测
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■背景资料
在 我 国 ,  每 年 因
胃癌死亡的患者
占死于消化系肿
瘤 患 者 的 首 位 , 
miRNAs与多种肿
瘤相关, miR-191
在多种肿瘤中呈
差异性表达.

RESULTS: The expression of miR-191 was sig-
nificantly higher in gastric carcinoma than in 
tumor-adjacent tissue [0.0314 (0.0037-0.4924) vs 
0.0240 (0.0037-0.1593), P < 0.05]. MiR-191 expres-
sion was not related with age, gender, histologi-
cal type, lymph node metastasis or clinical stage. 
Nine target genes were predicted, including 
SOX4 and NDST1, both of which had been con-
firmed as direct targets of miR-191. The expres-
sion of phospholipase C-delta 1 (PLCD1) was 
significantly up-regulated in gastric carcinoma 
compared to tumor-adjacent tissue (56.7% vs 
96.7%, P < 0.01). MiR-191 expression was signifi-
cantly inversely correlated with PLCD1 expres-
sion in gastric carcinoma (90% vs 30%, r = -0.639, 
P < 0.01). 

CONCLUSION: The expression of miR-191 is 
up-regulated in gastric carcinoma. MiR-191 may 
play a pivotal role in the pathogenesis of gastric 
carcinoma by regulating PLCD1 expression.

Key Words: Gastric carcinoma; MiR-191; Real-time 
quantitative PCR; Phospholipase C-delta 1; Immu-
nohistochemistry

Guo PH, Du YL, Nie YQ. Expression of miR-191 and its 
potential target genes in gastric carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2347-2352

摘要
目的: 分析胃癌组织中miR-191的表达及预测
其靶基因, 并检测靶基因在胃癌组织中的表达.

方法:  胃癌及配对癌旁正常组织标本50例 , 
应用基于S Y B R G r e e nⅠ的实时荧光定量
PCR(qRT-PCR)检测miR-191的表达情况, 后用
2-∆∆CT方法进行相对定量分析. 利用生物信息
学软件对miR-191进行靶基因预测. 用免疫组
织化学检测靶基因在胃癌组织中的表达情况, 
并分析其与miR-191表达情况的关系. 

结果:  m i R-191在胃癌组织中的表达显著
高于癌旁正常组织[0.0314(0.0037-0.4924) 
vs  0.0240(0.0037-0.1593), P <0.05], miR-191
与临床病理特征 (性别、年龄、病理组织
分型、淋巴结转移和T N M分期 )无显著相
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■研发前沿
胃癌死亡率高, 早
期诊断的手段少, 
发现时一般已属
中晚期, 寻找新的
诊断标志物和治
疗靶标是一个亟
待解决的问题.

关性 .  对m i R-191预测得到磷脂酶C-d e l t a 
1(phospholipase C-delta 1, PLCD1)、SOX4
等9个靶基因, 其中SOX4和NDST1被证明是
miR-191的靶基因. PLCD1在胃癌组织中的表
达显著低于癌旁正常组织(56.7% vs  96.7%, 
P <0.01), 且其与miR-191在胃癌中的表达呈负
相关(90% vs  30%, r  = -0.639, P <0.01). 

结论: miR-191在胃癌组织中呈高表达, 可能
通过调控PLCD1对胃癌的发病起重要作用. 

关键词: 胃癌; miR-191; 实时荧光定量PCR; 磷脂

酶C-delta 1; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在我国每年因

胃癌死亡的患者占死于消化系肿瘤患者的首 
位[1], 但其发病机制尚未清楚. 随后, 近年研究表

明, miRNAs在肿瘤的发生发展中起类似于癌基

因或抑癌基因的作用[2]. 研究者利用基因芯片技

术检测出miR-191在多种肿瘤中呈异常表达[3], 
但其在胃癌中的表达及其与胃癌临床病理的关

系所知尚少, 而且, miR-191在胃癌中是通过哪

个靶基因发挥作用更是尚未有相关报道. 本实

验应用qRT-PCR技术对miR-191在胃癌及配对癌

旁正常组织中的表达情况进行检测, 并进行靶

基因预测, 分析miR-191与靶基因的表达相关性, 
初步探讨miR-191在胃癌发病中的作用, 并为进

一步的功能实验提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-04/2010-12在广州市第一人

民医院外科切除的胃癌患者50例, 其中男32例, 
女18例, 年龄范围33-80岁, 平均年龄59岁±11.9
岁. 所有患者术前均未进行过放疗及化疗. 取胃

癌及距癌肿5 cm以上的正常组织标本置于液氮

速冻后储存于-80 ℃冰箱. 所有癌及癌旁正常组

织均经过术后病理证实, 癌组织中高分化腺癌4
例、中分化腺癌21例、低分化腺癌21例、黏液

腺癌4例, 其中39例有淋巴结转移. 根据Lauren分
型[4], 其中肠型27例、弥散型23例. TNM分期根

据美国癌症联合委员会(AJCC)方案[5]: Ⅰ期5例, 
Ⅱ期17例, Ⅲ期25例, Ⅳ期3例. 
1.2 方法

1.2.1 总RNA的提取: 应用TRIzol试剂对50例胃

癌及癌旁正常组织进行总RNA抽提(具体方法根

据试剂说明书). 用紫外分光光度计(Amersham 
Ultrospec 2001)检测总RNA的浓度和纯度, 所有

标本RNA吸光度A 260/280均为1.8-2.1, 表明总RNA
纯度好. 用1.2%琼脂糖电泳检测总RNA的完整

性, 28S条带亮度约为18S两倍则表明总RNA完

整性好. 
1.2.2 总RNA的逆转录: 应用逆转录试剂盒miR C-
U RY L N AT M U n i v e r s a l c D N A S y n t h e s i s 
Kit(Exiqon公司, 丹麦)对总RNA进行逆转录. 根
据试剂盒说明书 ,  将所有标本的总R N A均稀

释成终浓度为1.42-1.79 μg/L, 然后配成20 μL
反应液: 5×Reaction buffer 4 μL、Enzyme mix 
2 μL、模板总RNA(稀释后)14 μL. 反应条件: 
42 ℃ 60 min, 95 ℃ 5 min. 
1.2.3 miR-191的实时荧光定量PCR检测: 应用

实时定量PCR试剂盒miRCURY LNATM SYBR® 
Green master mix Universal RT(Exiqon公司, 丹麦)
和miR-191及内参U6引物(LNATM PCR primer set, 
Exiqon公司, 丹麦), 在MJ Research DNA Engine 
Opticon 2荧光定量PCR仪进行检测. 根据试剂说

明书配成20 μL反应液: 模板cDNA 8 μL、SYB- 
R® Green master mix 10 μL、miR-191/内参U6
引物2 μL. 反应条件: 预变性95 ℃ 10 min; 95 ℃  
10 s、60 ℃ 1 min, 40个循环. 每个标本设3个复

孔. 实验得到miR-191及U6在各标本中的CT值, 
以U6内参校正, 用2-∆∆CT相对定量法比较miR-191
在胃癌及配对正常组织的表达量, 2-∆∆CT = 2-(CT癌miR-

191-CT癌U6)-(CT癌旁miR-191-CT癌旁U6), 若2-∆∆CT值>1.0认为表达

增高, <1.0认为表达降低, = 1.0认为表达不变.
1.2.4 靶基因预测: 应用MiRanda[6]、TargetScan[7]

及PicTar[8]3个生物信息学软件对miR-191进行

靶基因预测, 取3个软件均预测到的基因作为靶 
基因. 
1.2.5 靶基因的免疫组织化学: 在上述50例病例

中取30例进行免疫组织化学实验. 兔抗人磷脂

酶C-delta 1(phospholipase C-delta 1, PLCD1)多
克隆抗体(购自美国Santa Cruz Biontechnology
公司)按1∶50进行稀释, 应用二抗试剂盒(Dako 
REALTM EnVisionTM Detection Systems Peroxi-
dase/DAB, Rabbit/Mouse购自丹麦Dako公司)进
行EnVision二步法检测. 用PBS代替一抗作为

阴性对照. 每张切片随机选取10个高倍视野(×
400)进行观察. 评分标准为[9], 依据着色强度评

分: 无着色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 
褐黄色为3分; 依据显示细胞率评分: 无着色为0
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■相关报道
Ueda等应用基因
芯片技术, 发现包
括miR-191等22
个 m i R N A s 在胃
癌中高表达, 13个
miRNAs低表达 ; 
Hu等发现磷脂酶
C-delta 1(PLCD1)
在胃癌中呈低表
达，与其启动子
的CpG岛的甲基
化有关，这表明
PLCD1可能是胃
癌抑癌基因.

分, ≤25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3
分, >75%为4分. 两者相加得综合评分: 0分为(-), 
2-3分为(±), 4-5分为(+), 6-7分为(++). 最后(-)和
(±)判为阴性, (+)和(++)判为阳性. 

统计学处理 数据统计学分析利用SPSS17.0
进行, 胃癌及癌旁正常组织的相对表达量采用

配对样本Wilcoxon秩和检验(双侧)分析, 并应

用χ 2检验 (双侧 )分析不同的临床病理特征与

miR-191表达情况的关系. 用配对样本Wilcoxon
秩和检验(双侧)分析胃癌组织与配对癌旁正常

组织PLCD1表达水平的差异. 用Spearman相关

分析方法分析miR-191和PLCD1在胃癌组织中

表达水平(与癌旁正常组织相比)的相关性. 所有

的统计分析中, P <0.05表示有统计学意义. 

2  结果

2.1 qRT-PCR 在本实验中, miR-191及U6的扩增

曲线均呈典型S型曲线(图1A, B); 融解曲线呈单

峰且融解温度均一(图1C, D); qRT-PCR产物电泳

图可见单一条带, 无杂带. 实验以U6为内参做校

正, 与配对的正常组织相比, 68%(34/50)胃癌组

织的miR-191相对表达量呈高表达. miR-191及
U6的标准曲线的扩增效率(E)分别为114.4%和

111.7%, 两扩增效率相近并接近100%(图2A, B), 

应用2-∆∆CT进行相对定量分析, miR-191在胃癌组

织中的表达量是配对正常组织的2.01倍, 有显著

性差异(P <0.05). 
2.2 临床病理学参数与miR-191表达的关系 应
用χ 2检验 (双侧 )分析不同临床病理学参数与

miR-191表达间的关系, 结果显示均无显著差异

性(P >0.05, 表1). 
2.3 miR-191的靶基因预测 应用生物信息学软

件进行m i R-191的靶基因预测, 有9个基因在

3个软件中均预测到, 包括P L C D1、S O X4、
RNF139、FZD5、GAP43、TJP1、TMOD2、
NDST1和AMMECR1. 
2.4 靶基因PLCD1的免疫组织化学检测 对30例
胃癌组织及配对癌旁正常组织进行免疫组织

化学检测, 发现PLCD1均在上皮细胞的胞浆染

色表达, 阳性细胞的胞浆DAB染色呈棕黄色(图
3A). 96.7%(29/30)癌旁正常组织中的PLCD1表
达呈(+)或(++), 而胃癌组织中仅56.7%(17/30)
表达(+)或(++),  差异有统计学意义(P <0.01,  
表2). 与配对正常组织相比, 70%(21/30)胃癌组

织中的PLCD1表达强度下降或阴性(图3B, C); 
有90%(18/20)miR-191表达增高的胃癌组织中的

PLCD1表达强度下降, 而只有30%(3/10)miR-191
表达降低的胃癌组织中的PLCD1表达强度下降. 
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图  1  qRT-PCR扩增曲线及融解曲线. A: miR-191扩增曲线; B: U6扩增曲线; C: miR-191融解曲线; D: U6融解曲线.
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■创新盘点
运 用 q P C R 技 术
验证前人用基因
芯 片 技 术 发 现
miR-191在胃癌中
高表达的结果, 并
用生物信息学软
件对其进行靶基
因 预 测 ,  免 疫 组
织化学检测靶基
因 的 表 达 ,  分 析
miR-191与靶基因
的相关性.

再对miR-191与PLCD1在胃癌组织中表达水平

进行相关性分析, 结果显示两者呈显著负相关(r  
= -0.639, P <0.01). 

3  讨论

miRNAs是一类内源性的保守的非编码的小分

子双链RNA, 是目前研究较多的ncRNA[10], 其大

小长约20-25个核苷酸, 成熟的miRNAs主要与靶

基因mRNA的3'非翻译区完全或不完全互补使

mRNA降解或翻译的抑制[11]. 自1993年, Lee等[12]

在线虫中发现了第一个miRNA: Lin-4, 人类基因

组内发现的miRNAs己经超过1 000个, 并推测其

可能调控基因组内1/3左右基因的表达[13,14]. miR-
NA与肿瘤有着密切关系, 参与了肿瘤的生成、

发展和转归过程[15]. 目前已有不少研究表明, 大
量miRNAs在胃癌中呈现差异性表达[16-18]. 本研

究发现: 与配对癌旁正常组织相比, miR-191在胃

癌组织中的表达显著升高, 但其表达与性别、年

龄、病理组织学分型、淋巴结转移和TNM分期

无相关性, 利用生物信息学软件对miR-191进行

靶基因预测筛选出PLCD1、SOX4(sex determin-
ing region Y-box 4)等9个靶基因.  
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图  2  标准曲线. A: miR-191(E = 114.4%)标准曲线; B: U6(E = 111.7%)标准曲线.
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图  3  胃癌及癌旁正常组织的免疫组织化学(DAB染色, ×400). A: 胃正常组织; B, C: 胃癌组织.
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表  1  临床病理学参数组间miR-191表达情况 (n  = 50)

     

临床病理学参数   n
  胃癌组织中miR-191表达

  P 值
高表达(n = 34) 低表达(n = 16)

性别 0.434

  男 32          23          9

  女 18          11          7

年龄(岁) 0.121

  <60 28          16        12

  ≥60 22          18          4

组织学分型 0.603

  高分化腺癌   4            2          2

  中分化腺癌 21          14          7

  低分化腺癌 21          16          5

  黏液腺癌   4            2          2

Lauren分型 0.408

  肠型 27          17        10

  弥散型 23          17          6

淋巴结转移 0.725

  有 39          27        12

  无 11            7          4

TNM分期 0.525

  Ⅰ期-Ⅱ期 22          16          6

  Ⅲ期-Ⅳ期 28          18        10

表  2  胃癌组织与正常组织PLCD1表达水平差异 (n  = 30)

     
分组

          PLCD1表达强度
  P值

- ±  ＋ ＋＋

胃癌组织 8  5 15    2 0.000

癌旁正常组织 0  1   9  20
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Vol in ia等[3]利用基因芯片技术对363个实

体癌标本(乳腺癌、结肠癌、肺癌、胰腺癌、

前列腺癌、胃癌)及177个正常组织标本进行

分析, 其中miR-191在5种实体癌中呈高表达. 
U e d a等 [19]同样应用基因芯片技术对184例胃

癌组织及169例非癌胃黏膜组织进行分析, 发
现包括miR-191等22个miRNAs在胃癌中高表

达, 13个miRNAs低表达; 而且在2种不同组织

类型(肠型和弥散型)的胃癌中miRNA的异常表

达是不一样的. 国内西京医院也发现miR-191
在胃癌中高表达[20]. miR-191在肝细胞癌中高

表达, 抑制miR-191可以减缓细胞增殖和诱导

细胞凋亡 ,  在老鼠模型中有减小癌肿体积的

作用, miR-191参与了MAPK/ERK、TGF-β及
MAPK/JNK 3条通路, SOX4、IL1A(interleukin-
1a)、TMC7(transmembrane channel-like 7)这3个
基因是miR-191的靶基因[21]. 另外, 在结肠癌、

急性粒细胞白血病、恶性黑色素瘤、乳癌和卵

巢癌等有miR-191高表达[3,22]. 所以, miR-191可
能与恶性肿瘤的发生发展有着密切关系. 本研

究通过qRT-PCR检测发现miR-191在胃癌组织

中高表达, 与上述研究者的基因芯片结果一致, 
提示miR-191可能参与胃癌的发病机制, 但尚

需进一步的功能实验进行验证. 在多种肿瘤中, 
miR-191高表达与预后不佳有关[22]. 本实验显示

miR-191表达与性别、年龄、病理组织分型、

淋巴结转移和TNM分期无相关性, 这可能与样

本量有关, 需扩大样本量进行验证, 也需对本组

病人进行追踪随访以观察miR-191的表达与胃

癌预后的关系. 
预测miR-191的9个靶基因中的SOX4[21]和

NDST1[23]为已证实的miR-191的靶基因. SOX4
是与胚胎细胞发育、调节细胞分化增殖有关的

转录因子, 其在多种肿瘤中高表达[21]. 胃癌细胞

株MGC803中证实NDST1(N-deacetylase/N-sul-
fotransferase 1)是miR-191的靶基因, NDST1 
抑制胃癌细胞增殖[23]. 其他已证实为miR-191
的靶基因有肝细胞癌中的I L1A、T M C7[21]和

TIMP3(tissue metallopeptidase inhibitor 3)[22], 
小鼠红细胞发育成熟有关的Riock3和Mxil[24]. 
PLCD1是磷脂酶C家族中的一员, 参与激素分

泌、神经递质传导、胞膜运输及细胞骨架调节

等多种重要功能. PLCD1在胃癌中的表达降低

并与其CpG岛的甲基化相关, 在胃癌发生中可能

起着抑癌基因的作用[25]. 另外, PLCD1也被证明

在乳腺癌和食管鳞状细胞癌中呈低表达并发挥

抑癌的功能[26,27]. miR-191可能通过抑制这些基

因的表达, 从而促使胃黏膜细胞的癌变. PLCD1
可能是包括胃癌等多种癌症的抑癌基因, 并且

为miR-191预测靶基因, 本实验选择PLCD1进行

免疫组织化学实验, 初步分析其表达与miR-191
的表达是否有相关性. 本实验结果显示, 相对

于癌旁正常组织, PLCD1在胃癌中的表达降低, 
而且miR-191与PLCD1在胃癌组织中表达水平

呈显著负相关. 所以, 我们认为PLCD1可能是

miR-191的靶基因, 但需要更进一步进行靶基因

的鉴定. 
生物信息学软件对miRNA靶基因的预测是

功能研究的最初步骤, 由于miRNA与靶序列可

以不完全配对结合, 一个miRNA可以有多个靶

基因[28,29], 所以需要联合3-5个软件均预测到的

基因作为靶基因从而降低假阳性率[30], 能够避免

在功能实验中对靶基因选择的盲目性. 
本实验应用了含有锁核苷酸(1ocked nucleic 

acid, LNA)技术的qRT-PCR试剂盒. miRNAs的以

下特点将会给普通qRT-PCR研究带来困难: (1)
成熟miRNAs序列短(20-22 nt); (2)哺乳动物中的

miRNAs家族成员间往往只相差1个核苷酸; (3)
引物结合目标序列除了在成熟miRNAs中也存

在于pri-miRNA或pre-miRNA. 而LNA技术可以

有效解决上述问题. LNA分子中部分核糖上的

2'-O与4'-C连结在一起, 与靶核酸分子具有很强

的杂交能力, 与DNA/RNA形成的双链的Tm值

分别可升高1 ℃-8 ℃和2 ℃-10 ℃, 可以使整个

qRT-PCR更具稳定性、特异性及敏感性[31]. 
总之, 本实验对miR-191在胃癌中表达情况

的研究及其靶基因的预测为后续功能研究提供

了重要依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of inhibition of 
FUT3 gene expression with miRNAs on the pro-
liferation of gastric cancer cells (KATO-Ⅲ). 

METHODS: Vectors carrying two miRNAs 
targeting the FUT3 gene were constructed and 
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■背景资料
胃癌是消化系常
见的恶性肿瘤, 目
前认为有关胃癌
的发生与多因素
相 关 .  近 年 研 究
表明, Lewis抗原
与多种恶性肿瘤
关系密切, 岩藻糖
基转移酶(FUTs)
是参与合成Lewis
抗 原 的 关 键 酶 , 
FUT3是其中之一.

transiently transfected into KATO-III cells us-
ing lipidosome-mediated method. RT-PCR was 
performed to detect the expression of FUT3 
mRNA, and immunocytochemistry and flow cy-
tometry analysis were carried out to test expres-
sion variation of sLeA antigen. MTT assay and 
colony-forming assay were used to analyze cell 
proliferation and to detect the effect of decreased 
FUT3 expression on cell growth. 

RESULTS: Compared to non-transfected cells 
and cells transfected with empty vector, the 
relative expression levels of FUT3 mRNA were 
significantly decreased (0.41 ± 0.01 vs 0.71 ± 
0.05, 0.65 ± 0.03, both P < 0.05; 0.36 ± 0.02 vs 0.71 
± 0.05, 0.65 ± 0.03, both P < 0.05); the sLeA an-
tigen expression levels were also significantly 
reduced (35.51% ± 0.36% vs 52.79% ± 2.62%, 
49.75% ± 1.29%, both P < 0.05; 26.05% ± 1.14% vs 
52.79% ± 2.62%, 49.75% ± 1.29%, both P < 0.05); 
cell growth was significantly inhibited (38.10% 
± 1.96% vs 5.6% ± 0.63%, 8.9% ± 0.91%, both P 
< 0.05; 49.04% ± 2.37% vs 5.6% ± 0.63%, 8.9% ± 
0.91%, both P < 0.05); and colony-forming abil-
ity was significantly reduced (14.10% ± 1.70% 
vs 29.79% ± 3.05%, 28.92% ± 2.10%, both P < 
0.05; 12.50% ± 1.96% vs 29.79% ± 3.05%, 28.92% 
± 2.10%, both P < 0.05) in FUT3-miRNA and 
FUT3- miRNA2 transfeced cells.

CONCLUSION: Transfection of miRNAs target-
ing the FUT3 gene can effectively inhibit the 
proliferation of KATO-Ⅲ cells. 

Key Words: FUT3  gene; MiRNA; RNA interference; 
Stomach neoplasms; Proliferation

Xin YH, Jia YF, Cai YJ, Liu Q, Wang YS. Transfection of 
miRNAs targeting the FUT3 gene inhibits cell proliferation 
in human gastric cancer cell line KATO-III. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2341-2346

摘要
目的: 研究利用miRNA干扰技术抑制FUT3基
因表达对人胃癌KATO-Ⅲ细胞增殖的影响. 

方法: 将前期实验构建成功的2对针对FUT3基
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■相关报道
Weston等研究发
现 ,  人FUT3的反
义核酸可通过阻
断α1,3/4-岩藻糖
基转移酶基因表
达 ,  下调sLeA和
sLeX的表达水平, 
抑制结肠癌细胞
的黏附和肝转移; 
Aubert等研究发
现 ,  人FUT3的反
义核酸序列可下
调sLeA和sLeX的
表 达 水 平 ,  影 响
胰腺癌细胞的增
殖 和 转 移 ,  但 不
影响细胞的凋亡.

因的特异性miRNA表达载体, 用脂质体转染
入人胃癌KATO-Ⅲ细胞, RT-PCR检测FUT3基
因表达水平的变化; 免疫细胞化学法、流式
细胞术检测其合成抗原sLeA表达变化; MTT
法、克隆形成实验检测FUT3基因的表达抑制
对KATO-Ⅲ细胞增殖的影响. 

结果: 转染FUT3-miRNA的2个干扰组FUT3
基因m R N A相对表达量分别为0.41±0.01, 
0.36±0.02, 明显低于对照组(0.71±0.05)和
空载体组(0.65±0.03, P <0.05); 细胞表面合
成抗原sLeA的表达水平, FUT3-miRNA1组为
35.51%±0.36%, FUT3-miRNA2组为26.05%
±1.14%, 明显低于对照组(52.79%±2.62%)与
空载体组(49.75%±1.29%, P <0.05); 与对照组
(5.60%±0.63%)和空载体组(8.90%±0.91%)
相比较, FUT3-miRNA1组(38.10%±1.96%)和
FUT3-miRNA2组(49.04%±2.37%)能明显抑
制细胞的增殖(P <0.05); 细胞的克隆形成能力
FUT3-miRNA1组(14.10%±1.70%)和FUT3-
miRNA2组(12.50%±1.96%), 显著低于对照
组(29.79%±3.05%)和空载体组(28.92%±

2.10%, P <0.05). 

结论: FUT3靶向miRNA真核表达载体可有效
抑制胃癌细胞的增殖能力. 

关键词: FUT3基因; miRNA; RNA干扰; 胃肿瘤; 增殖
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0  引言

Lewis抗原是一组存在于细胞表面糖脂和糖蛋

白糖链上的糖类抗原, 唾液酸化的Lewis A抗原

(简称sLeA)在肿瘤细胞中高度表达, 与恶性肿

瘤细胞的增殖、分化、黏附以及浸润密切相 
关[1-8], 很多学者将其作为恶性肿瘤诊断和评价

预后的重要指标. α1,3/4-岩藻糖基转移酶(α1,3/
4-fucosyltransferase, FUT3)是参与合成sLeA抗原

的唯一关键酶[9-11]. 近年来, 有学者通过改变岩藻

糖基结构或基因敲除方式来研究肿瘤细胞的增

殖、黏附、迁移、侵袭等恶性行为的变化[12-14]. 
miRNA是近年来发现的一类内源性非编码单链

RNA, 能通过与靶mRNA特异性碱基互补配对

引起靶mRNA降解或抑制其翻译, 达到调控基因

表达的目的[15,16]. miRNA能高效和特异性阻断靶

基因的表达, 是继siRNA之后RNA干扰领域一种

重要的研究手段和实验工具[17,18]. 
本研究拟采用miRNA干扰技术, 以较高表

达Lewis血型抗原的胃癌细胞系KATO-Ⅲ为研

究对象, 构建针对FUT3基因的miRNA干扰质

粒, 将其以阳离子脂质体包裹的方式转染入胃

腺癌细胞株KATO-Ⅲ中, 观察其在KATO-Ⅲ中对

FUT3基因的沉默作用及对sLeA抗原表达水平

的影响, 并研究FUT3基因的表达抑制对该肿瘤

细胞增殖的影响. 本课题的研究将有利于探讨

RNA干涉岩藻糖基转移酶表达对肿瘤细胞行为

影响的可能机制, 并为肿瘤的预防和治疗提供

新的思路和手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 KATO-Ⅲ细胞株是低分化的人胃癌

细胞, 属于悬浮细胞, 购自美国生物资源中心

(American Type Culture Collection, ATCC); 转染

试剂FuGENE HD Transfection Reagent(Roche); 
抗Sialyl Lewis A(sLeA)抗体KM231(Chemicon), 
羊抗鼠荧光二抗R-PE(SouthernBiotech); TRIzol 
Reagent(invitrogen); RT-PCR试剂盒(Takara); 免
疫组织化学染色试剂盒Mouse SP Kit(北京中杉

金桥生物技术公司) . 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染: 人胃癌细胞株KATO-Ⅲ
培养在含100 mL/L胎牛血清的DMEM中, 置于

37 ℃ 50 mL/L CO2饱和湿度的培养箱中, 2-3 d
后通过离心传代. 转染前24 h, 将肿瘤细胞接种

在6孔培养板上, 每孔约5×105个细胞, 使每孔细

胞饱和度在转染前达到90%以上, 铺板时不使用

含抗生素的培养液, 次日按FuGENE HD转染试

剂说明书方法转染. 实验分为4组: 对照组、空

载体组、两干扰组(FUT3-miRNA1组和FUT3-
miRNA2组). 
1 .2.2 R N A干扰效率的检测 :  (1)F U T3 基因

mRNA表达水平采用实时PCR检测: 转染48 h
后收集细胞, 利用TRIzol Reagent提取转染细

胞的总RNA. 使用RT-PCR试剂盒, 按50 ℃ 30 
min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min的步骤分别合成

cDNA. PCR反应引物序列如下: FUT3正向引物

5'-GCAAGGCTTAGACCAGTTCG-3', 反向引物

5'-AAAGGCCATGTCCATAGCAG-3', 产物长度

337 bp; GAPDH正向引物5'-ATTCAACGGCA-
CAGTCAAGG-3', 反向引物5'-CACCAGTG-
GATGCAGGGAT-3', 产物长度500 bp. 在PCR仪
(PE5700)中扩增, 反应条件为94 ℃ 2 min; 94 ℃ 
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■创新盘点
本实验利用miRN-
A 干 扰 技 术 抑 制
FUTs的表达 ,  降
低肿瘤细胞表面
Lewis抗原合成水
平, 进而影响肿瘤
细胞的生物学行
为, 达到治疗肿瘤
的目的. 目前国内
外鲜有报道.

30 s, 56 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 30个循环. PCR扩
增产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测; (2)免疫细胞

化学法检测FUT3表达产物sLeA抗原的变化: 操
作按免疫细胞化学试剂盒(中杉金桥)说明书进

行, 一抗和二抗的稀释浓度均为1∶100. 在显微

镜下进行观察并照相记录, 阳性细胞染色后呈

棕黄色颗粒; (3)流式细胞术检测sLeA抗原表达

的变化: 转染48 h后收获细胞, 用PBS洗2次, 加
固定剂室温孵育细胞20 min, PBS洗2次; 室温孵

育一抗(单抗sLeA)30 min, PBS洗2次, 室温避光

孵育二抗(羊抗鼠荧光二抗R-PE)30 min, PBS洗2
次, 最后用PBS悬浮细胞, 送流式细胞仪检测. 
1.2.3 细胞的增殖活性变化: (1)MTT比色法来测

定细胞活力: 将KATO-Ⅲ细胞接种于96孔培养

板中, 细胞终密度约为2×104/mL, 体积100 µL, 
接种后24 h进行转染. 分别培养0、24、48、72 h
后每孔加入100 µL MTT液(5 g/L), 继续培养4 h
后, 小心弃去上清液, 加入100 µL DMSO液, 震
荡, 待蓝紫色溶解后, 在全自动酶标仪上测定各

孔A 492. 抑制率 = (1-实验组A值平均值/对照组A
值平均值)×100%; (2)克隆形成实验: 细胞以1
×103/mL的浓度接种于60 mm双层琼脂培养皿

中, 置37 ℃ 50 mL/L CO2及饱和湿度条件下培

养10-14 d, 观察细胞克隆的形成, 比较4组的克

隆形成率. 克隆形成率 = (平均克隆数/接种细胞

数)×100%. 
统计学处理 应用SPSS统计软件对数据进

行统计学分析, 实验数据以mean±SD表示, 组间

比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA), 以
P <0.05为差异有统计学意义. 
 

2  结果

2.1 miRNA重组质粒转染后FUT3基因mRNA水

平的变化 转染后48 h的RT-PCR结果显示, 各组

均可见FUT3基因的特异性条带(337 bp)和内参

GAPDH主带(500 bp), 与对照组(0.71±0.05)及空

载体组(0.65±0.03)相比, FUT3-miRNA1组(0.41
±0.01)和FUT3-miRNA2组(0.36±0.02)的FUT3 
mRNA表达量均明显降低, 经比较差异有明显的

统计学意义(均P <0.01), 说明两重组质粒均能抑

制FUT3基因表达, 且FUT3-miRNA2的抑制效率

较高(图1A). 而空载体组与对照组相比, 差异无

统计学意义(P >0.05). 以内参基因GAPDH为基准

分析各条带的相对密度值(图1B). 
2.2 miRNA重组质粒对FUT3表达产物sLeA表达

的影响

2.2.1 免疫细胞化学法分析: 免疫细胞化学染色

检测sLeA抗原在细胞内的定位和表达. 结果显

示抗原主要分布于细胞膜上, 对照组和空载体

组的KATO-Ⅲ细胞膜表面的sLeA表达较多(图
2A, B), 多数细胞均有棕黄色颗粒沉着, 黄色

颗粒沉着代表sLeA抗原表达阳性, 分布较为广

泛、均匀; 转染后的实验组KATO-Ⅲ细胞仅见

少量的棕黄色颗粒沉着, 与对照组和空载体组

相比, sLeA呈明显的低表达(图2C, D). 
2 .2 .2  流式细胞术分析 :  对照组和空载体组

KATO-Ⅲ细胞膜表面sLeA表达量分别为52.79%
±2.62%和49.75%±1.29%, FUT3-miRNA1组为

35.51%±0.36%, FUT3-miRNA2组为26.05%±

1.14%(图3A-D). 经统计学分析表明, 转染48 h后
FUT3-miRNA1组的sLeA表达水平明显低于正

常对照组及空载体组, 差异均有明显统计学意

义(35.51%±0.36% vs  52.79%±2.62%, 49.75%
±1.29%, 均P <0.01); FUT3-miRNA2组的sLeA
表达水平也明显低于正常对照组及空载体组, 
差异均有明显统计学意义(26.05%±1.14% vs  
52.79%±2.62%, 49.75%±1.29%, 均P <0.01, 图
3E), 可见2种miRNA质粒均能降低KATO-Ⅲ细

胞膜表面sLeA的合成水平. 而空载体组与对照

组相比, 差异无统计学意义(P >0.05). 
2.3 RNAi技术对肿瘤细胞增殖的影响 
2.3.1 MTT法检测: 对照组与空载体组在各时

间点细胞的生长未受明显影响(P >0.05), 而两
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图  1  RT-PCR检测miRNA干扰后FUT3的表达. A: FUT3表达

的琼脂糖凝胶电泳; B: 相对灰度值分析. 1: 对照组; 2: 空载

体组; 3: FUT3-miRNA1组; 4: FUT3-miRNA2组. bP<0.01 

vs  对照组, 空载体组.
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■应用要点
本研究证实FUT3
靶向miRNA真核
表达载体可有效
抑制胃癌细胞的
增殖能力, 为肿瘤
的基因治疗提供
了新途径.

干扰组FUT3-miRNA1和FUT3-miRNA2在转染 
24 h后细胞生长均明显受到抑制, 且抑制率随着

作用时间延长而提高, 72 h时抑制率最高达到

49%(49.04%±2.37% vs  5.60%±0.63%, 8.90%±

0.91%, 均P <0.01, 图4). 相差显微镜下, 对照组细

胞生长状况良好, 半贴壁半悬浮生长, 边缘较整

齐, 呈圆形; FUT3-miRNA1/2干扰组细胞形态不

规则, 细胞皱缩, 颗粒增多, 细胞碎片增加. 
2.3.2 克隆形成实验: FUT3-miRNA1组和FUT3-
miRNA2的克隆形成率分别为14.10%±1.70%、

12.50%±1.96%, 两干扰组分别与对照组(29.79%
±3.05%)及空载体组(28.92%±2.10%)比较, 细

图  2  免疫细胞化
学染色检测sLeA抗
原在KATO-Ⅲ细胞
内表达(×400). A: 对

照组; B: 空载体组; 

C: FUT3-miRNA1

组; D: FUT3-miRN

A2组.
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图  3  FCM检测FUT3的RNA干涉对细胞表面sLeA合成水平的影响. A, B, C, D: KATO-Ⅲ细胞表面sLeA表达水平; A: 对照组; 

B: 空载体组; C: FUT3-miRNA1; D: FUT3-miRNA2; E: sLeA表达水平的统计学分析. bP<0.01 vs  对照组, 空载体组.
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胞的克隆能力均明显下降, 经统计学分析, 差异

均有统计学意义(14.10%±1.70% vs  29.79%±

3.05%, 28.92%±2.10%, 均P <0.01)和(12.50%±

1.96% vs  29.79%±3.05%, 28.92%±2.10%, 均
P<0.01, 图5). 说明2种FUT3-miRNA重组质粒对

于KATO-Ⅲ细胞的增殖力均有明显的抑制作用. 
而空载体组与对照组相比, 差异则无统计学意义

(P>0.05). 

3  讨论   

近年来, 随着分子生物学、分子遗传学、分子免

疫学及转基因技术等学科的发展, 发现了许多与

肿瘤发生、发展和预后密切相关的基因, 其中关

于岩藻糖基转移酶基因及其合成产物的研究日

益受到关注[19,20]. FUTs基因的表达是岩藻寡糖抗

原合成及其表达调控的关键[21], 其中FUT3是唯

一可形成α1,3与α1,4两类键的FUT,  既能合成带

α1,3-Fuc的LeX、LeY、sLeX, 又能唯一合成带

α1,4-Fuc的LeA、LeB及sLeA. 研究证实, sLeX和

sLeA作为肿瘤相关抗原在许多恶性肿瘤细胞表

面高度表达, 是血管内皮细胞(E)表面或血小板

(P)表面选凝素(selectin)的配体, 在肿瘤细胞的黏

附和识别过程中起着重要作用[22-25]. 
基于FUT3基因对Lewis血型抗原生物合成

的调控作用, 其已经成为肿瘤基因治疗研究的

新靶点. 研究报道, 转有人FUT3基因的羊奶或牛

奶可以结合人体内的幽门螺杆菌, 阻止他与胃

肠细胞结合从而达到治疗或预防胃肠疾病的目

的[26]. 有学者通过针对FUT3的反义核酸来阻断

α1,3/4-岩藻糖基转移酶基因表达, 下调sLeA表

达水平, 影响肿瘤细胞增殖, 抑制癌细胞的黏附

和迁移[27,28]. 但应用miRNA技术来抑制FUT3表
达的研究则鲜见报道. 

近几年, RNAi已成为抑制特异性基因表达

及研究基因功能的重要方法[29]. 人工miRNA元

件以天然miRNA为基础骨架构建, 在体外人工

合成含有特定茎环结构的pre-miRNA片段, 转染

入细胞后模拟内源性miRNA的形成及降解靶基

因的过程, 其有效沉默序列的筛选量要远少于

传统siRNA, 且沉默效果高于siRNA. 基于这些

优点, miRNA成为继siRNA之后RNA干扰领域

又一重要的研究手段和实验工具[30]. 
本研究所构建的靶向FUT3的miRNA表达

载体, 经转染入人胃癌KATO-Ⅲ细胞, 通过RT-
PCR、免疫细胞化学和流式细胞术检测, 初步

验证了所设计的两组miRNA干扰质粒均可通

过降低岩藻糖基转移酶F U T3的表达, 明显下

调KATO-Ⅲ细胞表面sLeA的合成, 其中FUT3-
miRNA2的抑制效果比FUT3-miRNA1更明显, 
而对照组和空载体组相比则无明显差异. MTT
结果显示, RNA干扰FUT3基因表达后可明显抑

制肿瘤细胞生长, 在转染后72 h时抑制作用最为

明显, 抑制率可达49%; 克隆形成实验结果显示, 
两组miRNA干扰质粒的克隆形成能力明显下降, 
与对照组和空载体组相比, 存在显著性差异. 以
上结果均显示两组miRNA重组质粒对胃癌细胞

系KATO-Ⅲ的生长和增殖有明显抑制作用. 
本实验所构建miRNA表达载体转染KATO-

Ⅲ细胞 ,  可有效抑制F U T3 基因的表达 ,  降低

sLeA抗原的生物合成, 诱发RNAi效应, 并且

对细胞的生长和增殖也有不同程度的影响. 但
FUT3基因及其下游产物sLeA对胃癌细胞增殖

调控的具体机制还有待于进一步研究. 
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■同行评价
本文构建了FUT3-
miRNA特异性重
组 质 粒 ,  探 讨 了
miRNA沉默干扰
F U T 3 基 因 对 胃
癌细胞增殖的影
响. 该实验立题新
颖, 具有一定的创 
新性.
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Abstract 
AIM: To investigate the protein expression and 
gene mutation of Brahma-related gene 1 (Brg1) 
in Peutz-Jeghers syndrome (PJS), and to analyze 
their relation with tumor development.

METHODS: The expression of Brg1 protein in 72 
cases of PJS polyps was detected by immunohis-
tochemistry. Mutations in exons 4 and 10 of the 
Brg1 gene was detected by means of polymerase 
chain reaction-direct sequencing (PCR-DNA) in 
39 cases of PJS polyps and 2 cases of carcinoma.
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因突变
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■背景资料
Peutz-Jeghers综合
征(PJS)是一种由
LKB1/STK11突变
而引起的常染色
体显性遗传性疾
病, 其主要临床特
点是胃肠道多发
息肉、皮肤黏膜
色素斑和家族遗
传性, 其具体的发
病机制尚不完全
明确, 因此有待于
进一步研究阐明.

RESULTS: The positive rate of Brg1 protein ex-
pression in PJS (54.17%) was lower than that in 
adenocarcinoma (76.67%) but higher than that in 
normal tissue (16.67%). There was a significant 
difference in the positive rate of Brg1 protein ex-
pression among the three groups (P < 0.05). No 
Brg1 gene mutations were detected in 39 cases of 
PJS polyps and 2 cases of carcinoma.

CONCLUSION: Increased expression of Brg1 
protein in PJS may be associated with the de-
velopment of this disease. Brg1 gene mutations 
might be rare in PJS. Brg1 expression can be 
used as an important parameter for differentiat-
ing malignancy and evaluating prognosis of PJS.

Key Words: Peutz-Jeghers syndrome; Brahma-
related gene 1; Immunohistochemistry; Polymerase 
chain reaction; Gene mutation
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2353-2357

摘要
目的: 研究Brg1(Brahma-related gene 1)基因在
Peutz-Jeghers综合征(Peutz-Jeghers syndrome, 
PJS)息肉组织中蛋白表达及基因突变的意义, 
探讨其与肿瘤发生的关系. 

方法: 应用免疫组织化学技术分析72例PJS息
肉组织Brg1蛋白的表达, 同时应用PCR-DNA
技术检测39例PJS息肉和2例癌变组织中Brg1
基因第4和10外显子的基因突变, 初步探讨其
和PJS发生、发展及预后的关系.

结果:  B r g1蛋白在P J S息肉中的表达率为
54.17%(39/72), 与小肠腺癌的表达率(76.67%)
相比明显降低, 与正常组织的表达率(16.67%)
相比明显增高 ;  P J S息肉组和正常小肠黏
膜组B rg1蛋白阳性表达差异有统计学意义
(P <0.05); PJS息肉组和小肠癌组Brg1蛋白阳性
表达差异有统计学意义(P <0.05). 39例PJS息
肉标本和2例癌变标本中, Brg1第4和10外显子

■同行评议者
颜宏利, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学医学
遗传学教研室
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■研发前沿
目前临床上对于
P J S 的 治 疗 仍 以
发现息肉并摘除
为主, 但息肉易复
发, 所以研究探索
抑制息肉再生长
的治疗方法是目
前迫切需要研究
的新方向.

的基因突变率为零. 

结论: Brg1蛋白在PJS息肉中高表达并对PJS
的发生发展起着重要作用, 但Brg1基因突变在
PJS中少见, Brg1蛋白的表达可作为判断PJS息
肉恶变及预后的重要指标. 

关键词: Peutz-Jeghers综合征; Brm相关基因1; 免

疫组织化学; 聚合酶链反应; 基因突变
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0  引言

Brgl(Brahma-related gene 1)是人类ATP依赖的染

色质重构复合物SWI/SNF核心催化亚基的核心, 
是20世纪90年代初在酿酒酵母中发现的一种抑

癌基因, 位于人类染色体19p13上[1], 由35个外显

子和34个内含子组成, 基因编码的蛋白质相对

分子量为2.05×105 kDa, 其mRNA长约5 247 bp. 
他在基因调控、细胞因子应答、肿瘤发生、发

育和分化过程中起着非常重要的作用, 具有ATP
依赖的解螺旋酶活性, 在SWI/SNF的核染色质改

造功能中发挥着重要作用, 同时也是许多基因复

制所必需的蛋白之一[2]. 在肺癌的发生中位于19p
上的抑癌基因Brgl和STK11起着同样的作用[3]. 
Brg1基因在前列腺癌[4]、宫颈癌[5]及胃癌[6,7]组织

中存在高表达, 而在肺癌组织[8,9]、喉鳞状细胞

癌及多种肿瘤细胞系中表达下调或缺失[10], 由以

上可推测Brg1可能在肿瘤的发生、发展中起着

关键性的作用. 亦有报道在Peutz-Jeghers综合征

(Peutz-Jeghers syndrome, PJS)息肉发生、发展中

STK11和Brgl有着密切的联系[11], 但在PJS息肉中

的表达及突变情况国内外尚未见阐述. 本研究

采用过氧化物酶(S-P)免疫组织化学方法、PCR
技术及DNA直接测序法(PCR-DNA)检测PJS息
肉组织及正常组织和小肠癌组织中Brg1蛋白表

达及基因突变情况, 旨在探讨Brg1在PJS息肉发

生、发展及癌变过程中的作用, 为PJS患者的临

床治疗提供参考价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择中国人民解放军空军总医院病理

科2004-04/2010-09归档的蜡块标本, 其中PJS息
肉组织72例, 远离瘤体的小肠黏膜以及正常小

肠黏膜组织12例, 小肠癌组织30例. 病理切片均

经2位以上病理医师确诊. S-P试剂盒购自北京中

杉金桥生物技术有限公司; Brg1抗体购自北京博

奥森生物技术有限公司.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学S-P法: 将石蜡组织块脱蜡至

水化后, 采用抗原修复处理的链霉素抗生物素

蛋白S-P法染色, DAB显色. Brg1蛋白免疫组织

化学检测技术实验步骤按说明书进行. 用已知

阳性片作为阳性对照, 以磷酸盐缓冲液代替一

抗作为阴性对照. 结果判断标准: 连续观察10个
高倍视野(×400), 各计数1 000个细胞的阳性细

胞数, 计算阳性细胞所占的百分率并取平均值. 
Brg1染色阳性细胞为细胞核呈棕黄色至深褐色, 
部分细胞质同时为淡黄色和/或黄色. 其中阳性

细胞<25%为(-), 25%-50%为阳性(+), 51%-75%
为中等阳性(++), >75%为强阳性(+++). 
1.2.2 PCR-DNA测序: (1)DNA模板的制备: 将
石蜡包埋的组织切片10 μ m厚2片, 放在加入

1 mL二甲苯的1.5 mL Ep管中, 颠倒混匀, 使二

甲苯与组织充分接触 ,  放置于48 ℃水浴锅中

45 min, 用苯酚/氯仿抽提法常规提取人基因组

DNA, 用作PCR模板; (2)PCR扩增: Brg1基因

第4和10外显子引物经PubMed在线设计, 其序

列合成均在中国人民解放军军事医学科学院

分子生物学实验室完成, 引物序列为: 外显子

4: sense 5'-TCTTCCAGTTCCAGCCAGTG-3', 
antisense 5'-CGAGGGTGTCGGTAGCGT-3', 产
物大小为280 bp; 外显子10: sense 5'-CGAC-
CAGAAGAAGGACAAG-3', antisense 5'-CTGAG-
GCAAGAGGTAGGC-3', 产物大小为158 bp. 对
39例Brg1免疫组织化学染色阳性标本进行扩增, 
反应体系包括DNA模板2 μL, 上、下游引物各 
1 μL, 2.5 mmol/L 4×dNTPs 4 μL, 10×Buffer 5 μL, 
TaqDNA聚合酶1 μL, 纯水36 μL, 总体积50 μL. 反
应条件为95 ℃预变性5 min, 95 ℃ 30 s, 55 ℃或

52.5 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min; 40个循环后72 ℃延伸 
7 min. 每组PCR反应均设无模板DNA的阴性对

照; (3)DNA变性电泳: 制作2%琼脂糖凝胶, 将 
5 μL扩增产物与1 μL上样缓冲液混合, 用移液器

将样品依次加入已配置好的凝胶样品槽的点样

孔; 在5 V/cm的电压下电泳至溴酚蓝带跑到电

泳槽中央; 电泳结束后取出凝胶, 在紫外灯下观

察结果并拍片; (4)DNA回收: 将目的DNA片段

切出, 称其重量; 回收步骤按试剂盒说明书进行, 
将回收产物送去测序. 

统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计分
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■创新盘点
本文利用免疫组
织化学及PCR技
术 对 P J S 胃 肠 息
肉中Brg1基因进
行研究, 为PJS基
因治疗提供新的
思路, 对PJS胃肠
息肉的临床治疗
提供一定的实验 
依据.

析, 组间差别采用四格表χ2检验. P≤0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学染色 Brg1蛋白在PJS息肉组

织及正常小肠黏膜组织中均表达于细胞核, 呈
棕黄色至深褐色 ,  多数部分细胞质同时为黄

色. Brg1蛋白在小肠癌组织中为中等阳性或强

阳性表达, 在PJS息肉组织中为中等阳性表达

或弱阳性表达, 在正常小肠黏膜组织中为弱阳

性表达或不表达(图1). Brg1蛋白的阳性表达在

癌组织与PJS息肉组织之间差异有统计学意义

(χ2 = 4.870, P <0.05); PJS息肉组织与正常小肠黏

膜组织比较差异也具有统计学意义(χ2 = 4.497, 
P <0.05, 表1).
2.2 PCR-DNA电泳 Brg1基因第4外显子PCR扩
增产物大小为280 bp, 第10外显子PCR扩增产物

为158 bp, 均符合扩增长度, 扩增成功. 经2%琼

脂糖凝胶电泳后, 图像记录分析系统中可以看

到单一且特异性好的目标条带(图2). 将Brg1基
因第4、10外显子PCR产物纯化、回收、测序, 
测序峰图(图3, 4), 读出图谱, 将图谱序列通过

NCBI进行在线比对, 结果均未发现Brg1第4、10
外显子突变. 

3  讨论

在遗传性家族性疾病中, PJS是属于中等度癌变

风险的一种综合征, 多器官系统易患癌症是本

病的一个重要特点. 以前报道本病是一种良性

病变, 恶变的几率极低, 仅为1%-3%. 随着研究

的深入, 人们发现有的PJS息肉为腺瘤样改变, 
可以发生癌变, 而且错构瘤本身也有可能演变

为腺瘤和癌, 存在着由错构瘤-腺瘤-腺癌的演变

过程[12]. 本综合征是患胃肠道和胃肠道外肿瘤及

妇科癌症的高危因素[13], 治疗多以发现息肉内镜

切除为主, 给患者和家属带来沉重的经济和精

神负担[14], 因此近几年来本病引起医学界的高度

重视. 

图  1  Brg1在不同组织中的表达(S-P染色, ×400). A: 正常小肠黏膜组织; B: PJS息肉组织; C:小肠癌组织.
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图  2  PJS息肉组织中Brg1基因的PCR产物电泳. A: Brg1 Exon4; B: Brg1 Exon10. N: 正常组织; T: 癌变组织; PJ: PJ息肉组织; 

M: Marker.

90           100           110          120         130           140          150

图  3  PJS息肉组织中Brg1 Exon4测序图谱.
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图  4  PJS息肉组织中Brg1 Exon10测序图谱.
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■应用要点
如果能研究出一
种抑制PJS患者息
肉再生殖的药物, 
将为PJS患者带来
福音.

目前PJS的发病机制尚不明确, 多数研究认

为他的主要相关致病基因为STK11/LKB1基因, 
位于人类染色体19p13.3, 编码丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶, 在染色质重构、细胞周期、细胞极性

以及能量代谢的应答调控等方面发挥着重要的

作用. 1998年Jenne等[15]和Hemminki等[16]同时报

道STK11/LKB1基因与PJS的发生、发展有着密

切的关系. 在家族性PJS患者和散发性患者中, 
已经鉴定出有144种STK11基因突变, 包括错义

突变、缺失突变和插入突变等[17]. 在PJS家系患

者中STK11/LKB1突变率仅为70%, 在散发病例

中的突变率为30%-67%[14], 高度提示PJS存在着

遗传异质性. 随着国内外学者的不断探索, 发现

3p14是PJS脆性位点出现频率最高的位点, 该基

因可能参与了PJS的发病[18]. 而Mehenni等[19]、

Marneros等[20]在寻找PJS新的致病基因时发现

位于19q13.4区带存在基因突变. 夏欧东等[21]发

现Axin蛋白在PJS息肉中低表达. 马娅梅等[22]检

测到IFITM1 mRNA及IFITM1蛋白水平在PJS患
者中的表达有变化. 国外也有研究证明Wnt信号

通路中的关键蛋白Beta-catenin可能是PJS息肉

发生发展和癌变的蛋白之一[23]. 最近研究发现

STRADαlphα、Brg1、MO25αlphα有可能参与

PJS的发生发展[24]. 
最近文献报道, 无论PJS患者是否存在LKB1

基因突变 ,  其患癌风险均明显较普通人群增 
高[25], 所以PJS的发病机制和临床治疗越来越受

到人们的重视. Brg1作为最近发现的一种重要的

抑癌基因, 他可以E/F非依赖方式抑制c-fos的转

录[26,27]. 也有人研究发现, SWI/SNF家族与许多基

因的激活有关, 也与转录的抑制有关, 他主要通

过转录活化和抑制功能来控制肿瘤的生长[28]. 不
同的研究发现Brg1基因在前列腺癌、宫颈癌及

胃癌组织中高表达, 而在肺癌组织及多种肿瘤细

胞系中表达下调或缺失.
本研究利用S-P法检测发现, Brg1蛋白在小

肠癌组织和PJS息肉组织中高表达, 二者阳性表

达率明显高于正常小肠黏膜组织, 且Brg1蛋白在

小肠癌组织中的阳性率高于PJS息肉组织. Brg1
蛋白在小肠癌中的表达以强阳性或中等阳性为

主, 在PJS息肉组织中的表达以中等阳性或弱阳

性为主, 而在正常小肠黏膜组织中以弱阳性表

达或不表达为主. 
我们进一步利用PCR-DNA直接测序法对

Brg1是否在患者息肉组织中存在突变进行检测, 
经查阅大量文献发现Brg1基因突变的位点50%以

上发生在外显子4和10上[6], 因此我们选择了Brg1
基因的第4、10外显子进行检测. 通过对39例PJ息
肉标本和2例癌变标本以及12例正常小肠标本进

行检测, 经PCR-DNA直接测序法扩增出Brg1第4
和10外显子, 对扩增产物经凝胶电泳检测、纯化

回收进行测序, 测序结果均未发现突变. 
通过本研究可推测Brg1蛋白在PJS息肉组织

中存在高表达, 很可能是PJS息肉发生发展和息

肉癌变的一个关键性因素之一. 但Brg1基因作为

一种抑癌基因, 在PJS息肉组织和小肠癌组织中

却表现为癌基因的活性, 究其原因, 可能是Brg1
基因在PJS息肉组织和小肠癌组织中发生了功

能丢失或转录激活的作用, 从而失去了原本的

抑癌作用, 进而在PJS息肉的发生发展及息肉癌

变的过程中起着一定的作用. 
魏学明等[29]在PJS的诊治和预防提出了分

子靶向治疗, 为PJS胃肠道息肉带来预防性治疗

的新途径, 其代表就是环氧合酶-2的选择性抑制

剂. 而中药以“济生乌梅丸”为代表可能成为

PJS息肉的预防性治疗提供另一个选择. 通过本

研究我们推测BRG1也有可能成为PJS胃肠息肉

治疗的靶向指标, 但其具体机制尚待进一步研

究阐明. 
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Abstract 
Hepatic encephalopathy (HE) is a serious neu-
ropsychiatric complication of both acute and 
chronic liver diseases. Symptoms of HE can 
include confusion, disorientation, poor coordina-
tion, and even coma. The pathogenesis of HE was 
thought to involve the increase in blood levels 
of ammonia, which increases the intracellular 
levels of glutamine, promotes calcium influx and 
initiates oxidative stress, destroys the function of 
mitochondria, disrupts energy metabolism and 
causes inflammation, destroys blood brain bar-
rier, increases the water permeability of brain 
endothelial cells and astrocytes, and then induces 
brain edema. While, inflammation, in turn, raises 
the ammonia levels in the brain, which is toxic 
to the central nervous system. Manganese is an 
important component which participates in the 
above processes. A general consensus exists that 
the synergistic effects of excess ammonia and in-
flammation cause astrocyte swelling and cerebral 
edema; however, the precise molecular mecha-
nisms that lead to these morphological changes in 
the brain are unclear. This article will summarize 
the research progress in understanding the patho-
genesis of HE.
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 文献综述 REVIEW

肝性脑病发病机制的研究进展

张玉波

®

■背景资料
肝性脑病(HE)严
重危害人类健康, 
其病理基础为脑
水肿, 氨中毒学说
仍是主要发病机
制之一, 但具体发
病机制目前仍不
明确, 随着研究的
进展, 又增加了炎
症反应等学说.

Key Words: Hepatic encephalopathy; Ammonia; In-
flammation; Neurosteroids; Oxidative stress; Man-
ganese

Zhang YB. Progress in understanding the pathogenesis 
of hepatic encephalopathy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(25): 2358-2363

摘要
肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)是肝功能
严重障碍和/或门体分流术后患者发生的以代
谢紊乱为基础, 神经、精神症状为主要表现的
综合征. 其症状包括意识混乱、定向力障碍、

协调能力降低, 甚至昏迷. 其发病机制被认为
是高氨血症使脑星形胶质细胞内谷氨酰胺浓
度升高、钙离子内流启动氧化应激、破坏线
粒体功能, 干扰能量代谢并诱发炎症反应, 破
坏血脑屏障使内皮细胞、脑星形胶质细胞对
水通透性增加, 引发脑水肿. 炎症反应又反过
来升高脑内氨浓度, 增加其中枢神经系统毒
性, 而锰是参与上述过程的重要组成成分, 故
目前公认为高氨血症和炎症反应的协同作用
导致星形胶质细胞肿胀, 进而引起脑水肿导致
HE. 本文就HE发病机制的研究进展作一综述. 

关键词: 肝性脑病; 氨; 炎症反应; 神经类固醇; 氧化

应激; 锰 
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0  引言

肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)是肝功能

严重障碍和/或门体分流术后患者发生的以代

谢紊乱为基础, 神经、精神症状为主要表现的

综合征. 患者可出现不同程度的意识、智力、

定向力、情感、行为以及精细运动等改变. 根
据临床症状的轻重分为症状明显型HE(overt he-
patic encephalopathy, OHE)和轻微型HE(minimal 
hepatic encephalopathy, MHE). OHE可经临床试

验检测到神经、精神异常, 而MHE的神经、精

神学临床检查则基本正常, 需特异的心理智能

■同行评议者
庄林, 主任医师, 昆
明市第三人民医
院肝病科; 范小玲, 
主任医师, 北京地
坛医院综合科
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■研发前沿
目前主要认为高
氨血症与炎症反
应 、 神 经 类 固
醇、氧化或硝基
化应激协同作用
导致脑星形胶质
细 胞 肿 胀 ,  进 而
发生脑水肿.

测试则可发现异常. 1998年, 第11界世界胃肠大

会工作小组将HE分为3种主要类型: A型为急性

肝衰竭相关型, 不包括慢性肝病伴发的急性HE; 
B型为门体分流相关型, 肝活检证实肝组织学正

常; C型指在慢性肝病或肝硬化基础上发生的

HE. C型又进一步细分为发作性HE、持续性HE
和轻微性HE[1].  

数十年来氨中毒学说一直被认为是HE的主

要发病机制. 但近年来研究发现, HE的发病存在

着其他致病因素, 如炎症反应、神经类固醇、

氧化应激和锰中毒等. 发现HE患者脑组织有星

形胶质细胞肿胀的病理改变. 虽然HE发病的确

切分子机制还不清楚, 但普遍认为在氨、炎症

反应、氧化应激等因素的共同作用下, 脑星形

胶质细胞肿胀, 进而导致脑水肿, 可解释HE的主

要临床表现. 现就其发病机制作一综述. 

1  高氨血症与HE

血氨浓度升高作为HE的发病机制早已得到广泛

关注. 18世纪初期, Shawcross等[2]在狗体内制造

门腔静脉瘘, 致受试狗表现出神经精神改变. 而
对狗喂食肉类可加重其症状, 从而将该类症状

命名为肉毒性综合征. 在20世纪末, Phillips等详

细描述了肝功能不全患者的行为改变. 1991年, 
Prakash等[3]应用放射性标记的氮, 对重症肝病和

MHE患者进行了PET影像学研究中, 找到了血

氨增高是肝性脑病发病机制的直接证据. 
血氨有两种主要来源: 一是来源于结肠内

肠道菌群, 如革兰阴性厌氧菌、肠杆菌、变形

菌、梭菌属等, 细菌尿素酶分解尿素为氨和二

氧化碳. 由于肝硬化患者肠壁水肿, 蠕动功能减

退使细菌增多, 其分解代谢的氨增多; 二是来源

于小肠的肠上皮细胞, 肠上皮细胞通过肠内谷

氨酰胺酶分解谷氨酰胺, 产生氨及谷氨酸[4]. 其
证据来自西班牙学者的研究: 他们发现肝硬化

患者尤其是MHE患者体内编码谷氨酰胺酶的基

因上调[5]. 发现导致谷氨酰胺酶活性增加的基因

增强子区域存在特定变异, 使肝硬化患者发生

OHE的几率增加[6]. 
哺乳动物体内氨代谢途径主要有3种: (1)经

肝代谢, 源于肠道的氨由内脏静脉网进入肝脏, 
经过鸟氨酸循环代谢为无毒且具有水溶性的尿

素, 由肾排出. 而肝功能受损时, 血氨经鸟氨酸

循环代谢减少; 门体分流时, 血氨绕过肝脏代谢, 
经血脑屏障入脑; (2)经肾脏代谢, 氨以尿素或铵

离子(NH4+)形式经尿排出体外, 该途径受pH值

影响较大, 肝硬化易发生碱中毒, 使铵离子转化

为气态氨增多, 后者易通过血脑屏障, 从而加重

HE. 此外, 肝硬化患者常因腹泻、过度利尿, 发
生肾灌注不足, 肾小球滤过率下降, 肾脏排氨能

力减弱. 而单纯的盐水输注即可改善患者的肾

脏排氨[7]; (3)经骨骼肌细胞代谢, 肌细胞内谷氨

酰胺合成酶将氨合成为谷氨酰胺, 肝硬化患者

多存在肌肉萎缩, 使谷氨酰胺合成障碍, 影响氨

的代谢[8]. 
目前认为氨造成脑毒性的机制为: 一是氨

通过血脑屏障进入颅内, 星形胶质细胞是脑内

唯一能代谢氨的细胞[9], 其内质网内的谷氨酰胺

合成酶, 催化等摩尔的谷氨酸和氨合成谷氨酰

胺, 致使星形胶质细胞内生成的谷氨酰胺明显

升高. 谷氨酰胺具有胶体渗透性, 可吸引水分子

进入细胞内引起细胞肿胀、脑水肿及颅内高压. 
在动物实验中, 给予谷氨酰胺合成酶抑制剂甲

硫氨酸亚矾胺可预防星形胶质细胞肿胀[10,11]. 体
外试验使星形胶质细胞突然暴露于高浓度氨(基
本类同于急性肝衰竭和A型HE患者脑内氨浓度)
中, 将导致谷氨酸的大量释放[12,13]. 由于后者属

兴奋性神经递质, 临床上A型HE患者则出现易

激惹, 混乱、癫痫样发作和昏迷等症状. C型HE
的特征性临床表现是轻度脑水肿和神经抑制状

态[14,15]. 星形胶质细胞在高浓度氨中暴露时间延

长, 将导致一系列变化: (1)细胞内渗透性物质如

肌醇和牛磺酸释放增多, 可部分代偿星形胶质

细胞的肿胀[16]. 这种内环境的稳态机制, 可导致

细胞内肌醇储备减少, 使HE突然恶化[17]; (2)突触

后板的谷氨酰胺受体活性降低, 星形胶质细胞膜

上的谷氨酰胺载体失活[18], 随着时间延长, 这些

细胞转化成阿尔茨海默Ⅱ型星形胶质细胞[19]; 二
是研究表明, 氨可使星形胶质细胞钙离子内流

增加, 直接启动氧化及硝基化应激, 导致线粒体

功能障碍, 并通过开放线粒体通透性转换孔导

致能量丢失. 他还可诱导RNA发生氧化作用, 激
活细胞丝裂原活化蛋白激酶及NF-κB, 导致炎症

反应、损害细胞内信号通路, 发生神经系统功

能障碍[20]; 三是氨的直接毒性作用还包括: 导致

抑制性与兴奋性神经递质比例失调, 终使抑制

性神经递质含量增加; 干扰脑细胞能量代谢; 改
变基因表达, 使维持大脑正常功能的蛋白发生

异常改变; 损害颅内血流的自动调节功能[21]. 

2  炎症反应与HE

氨代谢障碍并不能独立解释HE的所有神经改

变[22]. 研究表明, 高氨血症联合炎症反应或其他

■相关报道
近年来不断有关
于HE的体内外实
验 研 究 ,  如 血 氨
在脑内的代谢途
径、炎症反应因
子 的 参 与 等 ,  从
分子水平、信号
通路结合大体标
本、影像学等方
面探讨HE的发病
机制.
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现转位蛋白的密度也是增加的. 神经类固醇参与

HE发病的机制可能为: (1)改变神经递质信号传

递, 神经类固醇是γ-氨基丁酸受体的正性变构调

节剂, 可以增加氯离子细胞内流, 增强γ-氨基丁

酸能的作用, 使神经元γ-氨基丁酸的突触后膜抑

制功能增强, 脑干网状结构唤醒机制被打破, 产
生中枢抑制效应, 产生C型HE的临床表现, 如神

志改变和昏迷等; (2)改变基因表达, 神经类固醇

使星形胶质细胞内胶质纤维酸性蛋白, 胞内葡萄

糖、谷氨酸、甘氨酸的载体, 单胺氧化酶、一氧

化氮合成酶等发生改变[34]. 但具体分子机制和信

号途径有待进一步明确. 

4  氧化及硝基化应激与HE

大量研究证明, 氨可以诱导氧化应激, 将分离的

小鼠星形胶质细胞暴露于高浓度氨中培养, 可引

起细胞外谷氨酸盐浓度升高, 谷氨酸盐激活N-甲
基-D天冬氨酸受体, 生成大量活性氮族(reactive 
nitrogen species, RNS)和活性氧族(reactive oxygen 
species, ROS), 发生氧化应激损伤, 加重HE[35,36]. 
2006年Albrecht[37]等提出“特洛伊木马”假说用

来解释谷氨酰胺对星形胶质细胞的毒性作用, 认
为高氨环境中的星形胶质细胞内, 产生过多的谷

氨酰胺进入线粒体基质内, 被磷酸化激活的谷氨

酰胺酶分解出高浓度氨, 诱导线粒体活性氧产

生, 并认为这一过程产生的ROS和RNS是通过钙

依赖途径调节的. 除此之外, ROS还参与细胞内

蛋白的酪氨酸残基硝化, 从而影响底物的跨星形

胶质细胞运输, 选择性地降低血脑屏障渗透性, 
最终导致星形胶质细胞肿胀及脑水肿[10]. 另一方

面, 氧化应激也可加重氨中毒, 首先氧化应激会

导致蛋白质硝化, 其中谷氨酸合成酶的硝化会导

致氨与谷氨酸盐结合发生障碍, 引起脑中氨浓度

升高; 其次, 研究发现氧化应激可导致线粒体通

透性转换的直接结果使线粒体内膜电位消失, 引
起线粒体基质肿胀, ATP能量合成障碍, 也可加重

氨中毒. 以上提示氨中毒与氧化应激相互影响的

密切关系引起脑星状胶质细胞的病理损害是HE
发生的重要环节[38]. 

5  锰中毒与HE

锰是中枢神经系统内谷氨酰胺合成酶、线粒体

超氧化物歧化酶、丙酮酸羧化酶的重要组成成

分. 人体内锰主要来源于食物, 由胃肠道吸收, 
经胆汁排泄. 肝硬化患者常有胆汁淤积, 锰经胆

道排泄减慢, 导致血锰水平升高. 锰作为神经毒

神经毒性分子可诱发HE. Toll样受体4(toll-like 
receptor 4, TLR-4)可识别革兰氏阴性菌, 而肝硬

化患者TLR-4结构发生多态性改变, 产生炎症反

应, 使中性粒细胞过度激活, 释放多种炎症因子, 
增加HE的发生率[23]. Shawcross等[24]给患有全身

炎症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)的肝硬化患者口服氨基酸溶液

诱导出高氨血症, 使这些患者的心理测试结果

加重. 一旦患者的SIRS或感染得到及时控制(如
应用亚低温处理或布洛芬、吲哚美辛治疗), 炎
症反应标记物如肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor, TNF)和白细胞介素(interleukin, IL)-1、血

氨的水平将恢复正常, 患者的心理测试结果也

不会因被诱导高氨血症而加重. 另一组大样本

的研究, 通过检测肝硬化患者血氨以及炎症反

应标记物水平, 得到了与Shawcross研究类似的

结论, 均提示炎症反应和炎症因子在HE发病机

制中发挥重要作用. MHE的发生及严重程度与

血氨水平及肝病严重程度无相关性, 但MHE患
者血清中炎症反应标记物(如C反应蛋白、白细

胞计数、IL-6)水平却明显高于无HE的患者[25]. 
研究表明, 星形胶质细胞和小神经胶质细胞

在受到炎症刺激时释放炎症因子如IL-1、IL-6
时, TNF的水平也同样升高. 而TNF、IL-1β都能

损害脑血管内皮细胞, 影响血脑屏障神经胶质

细胞面的完整性[26]. 体外研究表明, TNF和IL-6
能提高离体脑组织内皮细胞对水的通透性, TNF
可促进血氨弥散进入星形胶质细胞, 进一步加

重星形胶质细胞的肿胀. 在对急性肝衰竭的研

究中发现, 使TNF-α或IL-1受体基因缺失, 可抑

制炎症反应, 延迟HE的发生, 减轻脑水肿[27]. 

3  神经类固醇与HE

炎症反应激活小神经胶质细胞, 使转位蛋白(又
称为边缘型苯二氮卓类受体)表达上调, 从而导

致线粒体内神经类固醇合成增多[28]. 已证明神经

类固醇参与HE的发病机制[29]. 神经类固醇可在

中枢或外周神经系统合成, 原料来自胆固醇或类

固醇前体(由性腺和肾上腺产生的类固醇激素的

代谢物). 脑内的神经类固醇主要在星形胶质细

胞的线粒体内质网合成[30]. 神经胶质细胞线粒体

膜上的转位蛋白可调控神经类固醇的合成[31,32]. 
肝衰竭患者体内增多的氨和锰, 使转位蛋白表达

增加, 促进神经类固醇的合成. 尸检发现肝硬化

患者脑内转位蛋白表达增加[33]. Cagnin等[28]应用

特异转位蛋白配体对患有MHE患者PET成像, 发

■创新盘点
本 文 从 高 氨 血
症、炎症反应、
神经类固醇、氧
化 或 硝 基 化 应
激、锰等方面, 综
述HE发病机制的
研究进展.
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素, 主要影响苍白球、黑质区域, 其机制可能是

导致线粒体代谢紊乱及氧化应激以及与铁稳态

失衡、炎症、谷氨酸及多巴胺代谢障碍有关. 
锰是谷氨酰胺合成酶的重要成分, 而80%的锰沉

积于星形胶质细胞的线粒体内[39]. 可使星形胶

质细胞转变成Ⅱ型阿尔茨海默细胞, 产生氧化

和亚硝基化应激, 通过开放线粒体通透性转换

孔道(mitochondrial permeability transition, MPT), 
损害线粒体功能, 从而使星形胶质细胞肿胀, 诱
发脑水肿. 但给予抗氧化剂如维生素E或MPT
抑制剂如环孢素A可大大阻滞星形胶质细胞的

肿胀[40]. 锰还可兴奋星形胶质细胞上的转位蛋

白, 促进神经类固醇的合成, 增强γ-氨基丁酸能

的作用[41]. 用MRI技术科以检测到肝硬化患者和

广泛门腔静脉分流术后小鼠脑基底节区锰的沉 
积[42-44], 肝功能复常后锰沉积会逐渐消失[45]. 锰
优先沉积于大脑基底节还可解释HE患者出现的

帕金森样症状等[46]. 

6  其他因素 

研究发现对肝硬化患者使用苯二氮卓类药物、

其肠道细菌产生的内源性苯二氮卓类物质、细

菌代谢色氨酸的副产物吲哚及羟吲哚等均有镇

静作用, 与HE的抑制状态有关[47,48]. 肝硬化患者

和C型HE动物模型中乙胆碱酯酶活性增强, 使
乙酰胆碱减少50%-60%, 可引发HE, 该因素与高

氨血症无关[49]. 这一机制对研制乙酰胆碱酯酶抑

制剂, 治疗HE发挥重大作用[50]. 

7  结论

HE的发病机制除氨中毒引起脑星形胶质细胞

肿胀外, 近年来研究证明炎症反应、神经类固

醇、氧化或硝基化应激以及锰中毒等因素也参

与HE发病. 在众多因素的协同作用下, 导致星形

胶质细胞发生肿胀, 使胶质细胞与神经元之间

的神经递质传递障碍, 引发HE的神经、精神症

状. 提示今后在临床治疗HE过程中, 除降低血氨

外, 其他减轻炎症反应、抗氧化应激等措施也

是重要的治疗方法, 今后随着对HE发病分子机

制的研究和阐明, 会开发出更有效的诊断与治

疗方法. 
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 文献综述 REVIEW

LPL、GPIHBP1、apoA-Ⅴ突变在高脂血症性急性胰腺
炎发病中的作用

陈亚辉, 陈 垦, 杨元生, 谢文瑞, 杜政委, 王 晖

®

■背景资料
高脂血症性急性
胰腺炎(HLAP)近
年来发病率逐渐
上升, 复发率及死
亡率高, 其发病机
制却尚未完全阐
明. 针对该病的发
病机制的研究有
不同进展, 这有利
于加深对该病的
了解与认识, 对今
后HLAP的防治提
供了理论基础和
实践依据. 

Abstract
Acute pancreatitis (AP) is a common disorder 
that manifests as acute abdomen and has an 
extremely high mortality rate. At present, the 
pathogenesis of AP has become a hot topic of 
research but has not been completely clarified 
yet. The relationship between hyperlipidemia 
(HL) and AP has attracted wide attention. Gene 
mutations, especially mutations in the lipopro-
tein lipase (LPL), glycosylphosphatidylinositol 
anchored high density lipoprotein-binding 
protein 1 (GPIHBP1) and apolipoprotein A-V 
(apoA-V) genes, are closely associated with the 
pathogenesis of HL and recurrent pancreatitis. 
In this article, we will review the recent progress 
in understanding the role of gene mutations in 
the pathogenesis of hyperlipidemic AP (HLAP).

Key Words: Lipoprotein lipase; Glycosylphosphati-
dylinositol anchored high density lipoprotein-bind-
ing protein 1; Apolipoprotein A-V; Acute pancreati-
tis; Pathogenesis

Chen YH, Chen K, Yang YS, Xie WR, Du ZW, Wang H. 
Advances in understanding the role of gene mutation in 
the pathogenesis of hyperlipidemic acute pancreatitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(23): 2364-2369

摘要
急性胰腺炎(acute pancreatits, AP)是常见的一
种急腹症, 死亡率极高, 其病因及发病机制尚
未完全明确, 是目前研究的热点. 其中, 高脂
血症(hyperlipidemia, HL)与AP关系的研究越
来越受到重视, 而基因突变尤其是脂蛋白脂
肪酶(lipoprotein lipase, LPL)、甘油磷酸肌醇
锚定高密度脂蛋白结合蛋白1(glycosylphosp
hatidylinositol high density lipoprotein-binding 
protein 1, GPIHBP1)及载脂蛋白A-Ⅴ(apolipo-
proteinA-Ⅴ, apoA-Ⅴ)的基因突变对HL特别
是高乳糜微粒血症及随之发生的复发性胰腺
炎的影响最为显著. 本文就这3个蛋白的相关
基因突变在高脂血症性胰腺炎发病中的作用
研究进展作一综述. 

关键词: 脂蛋白脂肪酶; 甘油磷酸肌醇锚定高密度
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■研发前沿
国内外学者普遍
认为高甘油三脂
血 症 导 致 A P 的
可能机制包括游
离脂肪酸对胰腺
的 毒 性 作 用 ,  使
胰腺微循环障碍, 
氧化与抗氧化作
用 失 衡 等 ,  而 基
因 突 变 对 H L A P
的作用也越来越
突出.

脂蛋白结合蛋白1; 载脂蛋白A-Ⅴ; 高脂血症性胰

腺炎; 发病机制
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0  引言

高脂血症(hyperl ipidemia, HL)是急性胰腺炎

(acute pancreatits, AP)病因中较少见的一种, 约
占1%-4%[1], 但在妊娠期AP却占了56%[2]. 随着

人们生活水平提高及饮食结构变化, HL也越来

越普遍, 其与AP的关系也备受关注. 越来越多研

究提示HL与AP的关系密不可分, 国内外学者普

遍认为高甘油三脂血症导致AP的可能机制包括

游离脂肪酸对胰腺的毒性作用, 使胰腺微循环

障碍, 氧化与抗氧化作用失衡等, 而基因突变对

高脂血症性胰腺炎(hyperlipide acute pancreatitis, 
HLAP)的作用也越来越突出. 基因突变使脂蛋

白脂酶(lipoprotein lipase, LPL)、甘油磷酸肌醇

锚定高密度脂蛋白结合蛋白1(glycosylphosphati-
dylinositol high density lipoprotein-binding protein 
1, GPIHBP1)、载脂蛋白A-Ⅴ(apolipo-proteinA-
Ⅴ, apoA-Ⅴ)在甘油三酸酯(triglyceride, TG)及乳

糜微粒的代谢中的作用受损, 导致严重高TG血

症及高乳糜微粒血症, 使胰腺炎等相关疾病反

复发生. 因此, 如能明确各突变基因的具体位置, 
并采用基因替代方法治疗HLAP, 则可能从根本

上控制病情, 使机体恢复正常. 

1  高脂血症与急性胰腺炎的关系

自从1865年Speck报道HL与AP的关系后, 学者

对此进行了深入研究. HL的病因分原发和继发

两类, 前者属于脂代谢遗传性疾病, 根据Freder-
ickson分型, 将其分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型, 
其中Ⅰ、Ⅴ型与HLAP密切相关[3]. Ⅰ型HL又称

家族性乳糜微粒血综合征(familial chylomicro-
nemia syndrome, FCS), 他是一种因家族遗传的

LPL或载脂蛋白C-Ⅱ缺陷或由LPL抑制剂所致

的一种脂蛋白代谢障碍性疾病. Ⅴ型HL与外界

环境因素密切相关, 如2型糖尿病[1]、肥胖[4]、妊

娠[5]、酒精中毒[4,5]、雌激素[1,6]等均可导致HL. 
这两类HL都以血清TG显著升高为特点, 可增加

AP发病率[5,6]. FCS是高TG血症最显著的例子, 
几乎所有空腹TG水平超过1 000 mg/dL(11.36 
mmol/L)的患者都患有FCS[7], 而FCS最显著的表

现是AP, 故HLAP又称高甘油三酯血症性胰腺炎

(hypertriglyceridemic pancreatitis, HTGP). 一方

面, 由于循环中过量的富含TG的脂蛋白被水解

成游离脂肪酸并释放入胰腺血管床内导致过量

的游离脂肪酸聚集在胰腺腺泡内, 抑制线粒体

的功能从而导致ATP生成减少, 损伤胰腺细胞及

毛细血管内皮细胞[8]; 另一方面, 循环中TG水解

产生大量乳糜微粒, 后者使血液黏度增加并堵

塞胰腺毛细血管, 使胰腺毛细血管缺血和酸中

毒. 大量聚集的乳糜微粒使乳酸脱氢酶外漏, 导
致细胞损伤. 血管内的高TG促使内皮细胞激活, 
白细胞黏附, 通过脂质沉淀和代谢紊乱导致内

皮依赖性血管舒张障碍[9-11]. 这些变化致使胰腺

微循环障碍, 胰岛内血流减少, 胰腺内皮细胞、

腺泡细胞及胰岛细胞功能受损, 导致AP发生[12]. 

2  LPL、GPIHBP1、ApoA-Ⅴ在HTGP发病中的作用

2.1 LPL基因缺陷与HTGP Ⅰ型HL属于常染色

体隐性遗传病, 以循环中大量含TG的脂蛋白聚

集为特点, 而高TG作为一个独立的危险因子, 可
导致复发性胰腺炎、疹性黄色瘤、肝脾肿大、

视网膜脂血症等. LPL是水解TG的关键酶, 该酶

出现障碍可使血清乳糜微粒及富含TG的脂蛋

白聚集, 临床表现为乳糜微粒血症, 血清TG升

高. 在重症高甘油三脂血症患者中, 当LPL活性

低于正常的5%时, 其胰腺炎的发生比正常高360 
倍[13]. LPL基因位于第8号染色体p22上, 约30 
kb, 有10个外显子, 编码包括27个氨基酸信号肽

在内的475个氨基酸蛋白[14]. LPL基因缺陷是Ⅰ

型HL发生的主要原因, 可导致重症HTGP的发 
生[15]. Chang等[16]通过变性高效液相色谱和高分

辨率融化分析方法对134例HL患者的LPL基因分

析发现, HTGP的患者LPL的变异频率较正常对

照组明显高, 其变异的基因主要集中在LPL基因

外显子5的V181I位点、外显子6的L252V位点及

外显子9的S447X位点上, 所有突变都以杂合子

的状态存在. 其中, 3例L252V位点突变患者中仅

有1例发生了AP, 相比之下, LPL基因外显子9上
的S447X位点的突变发生在大部分(77.8%)HTGP
患者的身上. 这表示, 在HTGP患者中, S447X位

点的突变比L252V更常见. S447X是LPL基因外

显子9上的多态性位点, 位于第8号染色体p22上, 
他是由一个终止密码子替代了丝氨酸所致的错

义突变[17]. 这一位点的突变很可能是导致HTGP
的根本原因之一. 2006年, Ross等[18]将腺病毒介

导的LPLS447X基因注入LPL基因缺陷大鼠和猫



的肌肉组织中发现LPL缺陷的大鼠和猫血TG水

平得到了明显改善. 随后, Stroes等[19]亦在一次

3 mo的开放标签临床研究试验中, 分别给两组

各4例LPL缺乏的患者腿部肌肉注射剂量为1×
1 011/kg及3×1 011/kg LPLS447X基因, 12 wk后
测他们TG水平, 结果较治疗前分别降低了27%及

41%, 且无任何不良反应出现. 26-36 wk后, 在患

者肌肉匀浆中可检测出有活性的LPL蛋白. 这一

试验间接表明LPL的S447X位点的突变在HTGP
中扮演重要角色, 该研究为AAV-1介导的基因治

疗法在人类疾病治疗中提供了初步证据, 同时也

给人们在针对LPL基因缺陷的HTGP的治疗方面

提供了新的靶点. 
2.2 GPIHBP1基因突变与HTGP LPL介导脂蛋

白的水解主要发生在骨骼、心肌及脂肪组织的

毛细血管表面[20]. 而毛细血管内皮细胞并不能

直接表达LPL, 他由实质细胞、心肌细胞及脂

肪细胞产生并分泌到周围间隙. GPIHBP1则是

一种输送LPL并使其黏附和固定在毛细血管内

皮细胞基底表面的糖蛋白, 他是一个新的内皮

细胞LPL结合位点, 对LPL的活性及稳定性起重

要作用. 人类GPIHBP1位于第8号染色体长臂远

端, 编码184个氨基酸蛋白, 包括3个区域: N末

端高度酸性区(Ly6), C末端结合区[21]. GPIHBP1
的N末端Ly6区基因突变会影响其余LPL及乳

糜微粒的结合[22]. GPIHBP1基因突变可导致其

与心肌、骨骼肌及脂肪组织毛细血管内LPL结
合能力丧失, 从而引起乳糜微粒和低密度脂蛋

白大量聚集. 近来, 有学者在对重症乳糜微粒血

伴复发性胰腺炎患者的研究中发现了4个GPI-
HBP1基因的错义突变, 他们分别是Q115P[23]、

C65Y[24]、C65S[25]及C68G[26], 这4个基因突变均

涉及GPIHBP1 Ly6区域高度保守的半胱氨酸残

基. Beigneux等[23]通过对120例HL患者研究发现, 
GPIHBP1蛋白基因Q115P突变患者血清LPL的
水平较正常低, 且予静脉注入肝素后LPL升高的

量也很低, 但LPL活性正常. 同时, 有体外细胞培

养研究也显示, Q115P突变虽能使GPIHBP1到达

细胞表面, 但与LPL结合能力很弱, 其结合力小

于野生型GPIHBP1的5%, 这一体外研究特别支

持Q115P突变导致患者HL的观点. Franssen等[24]

认为, GPIHBP1的Ly6区域是由8或10个以特定

的间距排列的半胱氨酸组成, 这些半胱氨酸相

互之间形成二硫键, 后者又共同构成一个三指

结构基序. 他们发现, GPIHBP1基因C65Y纯合子

错义突变使Ly6域高度保守的半胱氨酸残基被
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■应用要点
明确何种基因突
变在HLAP中发挥
作用对临床上用
基因替代疗法治
疗该病具有重大
的意义, 并为后续
的科研提供了方
向和思路.

酪氨酸取代, 导致半胱氨酸之间的二硫键断裂

并进一步使三指结构破坏, 最终影响GPIHBP1
蛋白的结构和功能. 通过转染的CHO细胞显示, 
GPIHBP1-C65Y能到达细胞表面但却失去了结

合LPL的能力, 予一定剂量的肝素后也只有微

量LPL进入血清. 此外, Coca-Prieto等[26]也通过

对5例儿童乳糜微粒综合征患者的基因检测发

现, 其中1例患者出现了GPIHBP1第68位密码子

(C68G)错义突变, 之后对这2例GPIHBP1缺陷的

患者静脉注射肝素后, 其循环中LPL水平仍未上

升. 上述这些研究表明, 伴有GPIHBP1障碍的乳

糜微粒血症者, 其组织中LPL活性并未发生改

变, 而是由于GPIHBP1失去结合LPL的能力, 使
后者无法被转运至毛细血管管腔表面致其无法

水解血清中富含TG的乳糜微粒, 影响TG等脂质

的代谢. 
2.3 ApoA-Ⅴ基因突变与HTGP ApoA-Ⅴ是2001
年人类首次通过小鼠和人类比较基因组测序而

被发现的[27]. 他位于染色体11q23上, 属于apoA1-
C3-A4基因族, 成熟的apoA-Ⅴ包含343个氨基酸

残基, 在无脂类存在时, apoA-Ⅴ的N末端1-146
氨基酸残基形成一个螺旋束, 该螺旋结构具有

亲水性[28]. Wong-Mauldin等[29]证明了1-146氨基

酸残基片段能结合脂蛋白. 人类和小鼠的apoA-
Ⅴ是一个能有效降低血清TG水平的因子, Pen-
nacchio等[27]在小鼠实验中发现, 通过转基因或

腺病毒表达的apoA-Ⅴ能明显降低血清TG, 并
由此推测apoA-Ⅴ加速TG水解的机制可能是: 
apoA-Ⅴ增加LPL在内皮细胞结合位点的聚集, 
刺激LPL介导水解或改变调节LPL的载脂蛋白

的作用. 而在人类这一机制还未明确, 他可能与

各种遗传及环境等因素密切相关. 但众多研究

显示[30,31], 人类apoA-Ⅴ基因突变会使血清TG升

高, 该基因突变与重症高TG血症密切相关[32]. 由
于apoA-Ⅴ通过某种细胞机制影响LPL的合成和

分泌, 从而加快富含TG的脂蛋白水解, 当编码该

蛋白的基因发生突变时, 这一作用受阻, 导致重

症高TG血症的发生. 2005年有报道2例apoA-Ⅴ
基因缺陷的患者出现了重症乳糜微粒血症并伴

有反复发作的HTGP[33]. 常见的apoA-Ⅴ突变的

基因有Q145X、Q139X、Q97X, 当这些基因发

生变异时, 易导致乳糜微粒血症, 而apoA-Ⅴ较

罕见的等位基因S19W的出现也能提高胰腺炎

发生的几率[34]. 在体外, 有研究显示apoA-Ⅴ与

GPIHBP1之间存在一种紧密连接, 即apoA-Ⅴ带

正电荷的肝素结合序列与GPIHBP1的酸性区相
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■创新盘点
本文从基因突变
的 角 度 综 述 了
HLAP发病机制的
相关进展, 着重探
讨了LPL、GPI-
HBP1和apoA-V 3
个蛋白相关基因
突变在该病中的
作用, 深层次地阐
述了导致该病发
生的根本原因, 强
调了基因突变在
导致该病发生发
展的重要性.

互连接, 这种连接作用有利于促进LPL介导乳糜

微粒中的TG的分解. 当apoA-Ⅴ的带正电荷序列

原件发生变异时, 这种连接则会丧失[35]. 不难推

测, GPIHBP1二聚体表面有一种高密度负电荷, 
他能识别LPL及apoA-Ⅴ, 从而促进乳糜微粒有

效脂解. 近来, 有研究显示, apoA-Ⅴ的降脂作用

依赖GPIHBP1的参与. 该研究通过对apoA-Ⅴ基

因敲除小鼠静脉注射重组apoA-Ⅴ后发现, TG水

平4 h内降低了60%, 但对apoA-V及GPIHBP1这2
个基因同时敲除的小鼠则无效. 同样的方法, 将
apoA-Ⅴ静脉注入gpihbp1(-/-)小鼠, 结果显示注

入的apoA-Ⅴ无法降低血清TG水平. 这些说明

GPIHBP1与apoA-Ⅴ之间的协调对血清TG的水

解作用有重要的影响[36]. Vaessen等[37]学者检测

lpl-/-小鼠的血清TG及apoA-Ⅴ水平后发现, 这两

者的水平同时升高, 而将LPL基因转入LPL基因

缺陷的小鼠, 结果导致TG和aopA-Ⅴ同时降低. 
因此可推测, 水解富含TG的脂蛋白需将转运至

乳糜微粒和极低密度脂蛋白上的apoA-Ⅴ适当

地清除, 并及时得到新的补充. 体内外研究都表

明, apoA-Ⅴ能有效加速血浆TG的水解, apoA-V
基因突变会导致重症高TG血症及复发性AP的
发生, 然而, apoA-Ⅴ促使TG水解加快的确切机

制仍不明确, 他可能与LPL、GPIHBP1等之间有

着密切的关系, 或许apoA-Ⅴ的迁移和再利用与

脂蛋白或脂蛋白与LPL作用位点之间的交换存

在复杂的关系, 还有待更深的研究. 
2.4 其他 除了上述3个基因突变外, 脂肪酶成熟

因子1(lipase maturation factor 1, LMF1)、载脂

蛋白E(apolipo-protein E, apoE)基因突变或多态

性对HTGP的影响也备受关注. 人类LMF1基因

位于第16号染色体p13.3上, 编码567个氨基酸, 
LMF1是内质网内的伴侣分子, 含有5个跨膜结

构域及1个保守的C-末端结构域, 他参与了内

质网中LPL及肝脂肪酶的成熟过程. LMF1基因

突变与重症高TG血症发生密切相关, 主要包括

Y439X、W464X这2个基因的无义突变可直接

使LPL的活性及含量减少甚至缺乏, 最终导致高

TG血症及复发性胰腺炎等疾病的发生[38,39]. 此
外, ε2和ε4是apoE的一对等位基因, 有研究称他

们的多态性与妊娠期高TG性胰腺炎及高餐后血

脂水平的发生也有关[40,41].

3  基因突变与HTGP的治疗

目前对高TG血症性AP治疗主要采用控制饮食, 
肝素[42]和/或胰岛素[43]、贝特类药[44]、烟酸[45]、

ω-3游离脂肪酸[46]等药物治疗及血浆交换[47]等方

法, 但在多数HTGP患者这些方法无法阻止AP的
发展. 而基因治疗的研究相对较少, 基因替代疗

法是目前研究的热点, 包括LPL替代、apoA-Ⅴ
基因替代治疗等. 如前文所述, 国外学者[16,17]将

携带LPLS447X基因的腺相关病毒直接注射局

部肌肉在动物实验和临床试验中取得了较好的

效果. 2006年, 也有研究者[48]用腺相关病毒转运

人的apoA-Ⅴ基因载入apoE基因缺陷的患者体

内使之过表达, 结果血清TG及胆固醇都显著下

降. 由此猜测, 是否可以将检测出已知GPIHBP1
及apoA-Ⅴ的突变基因敲除并用腺相关病毒载

体转运的方法注入重组的正确基因 ,  从而使

GPIHBP1及apoA-Ⅴ有效表达, 缓解血清TG的升

高, 最终阻止AP的发展及复发. 尽管基因替代治

疗在遗传性HLAP取得了一定的成果, 但在AAV
载体使用的剂量上还不肯定, 高剂量的载体可

被外周血中早期出现的衣壳特异性T细胞标记. 
有学者在使用3×1 011 vg/kg AAV载体时, T细
胞会被免疫抑制阻止, 而剂量递增至1×1 012 
vg/kg时, 外周血被检测出大量的衣壳T细胞[49], 
这表示AAV载体衣壳所致的特异性T细胞免疫

反应可能具有剂量依赖性, 还需更多动物模型

实验的研究, 以明确最佳剂量. 

4  结论

毋庸置疑, 随着对HLAP研究的深入, 从以往的

游离脂肪酸学说, 胰腺炎微循环障碍, 炎症因子

的作用等形态学研究到近年基因突变的研究, 
使人们认识了导致HTGP发病的根本原因, 也对

Ⅰ型HL所致的AP治疗提供了新的靶点. 与以往

治疗方法相比, 基因治疗从根本上解决了导致

高TG血症的问题, 或许将成为控制重症高甘油

三脂血症的长期有效治疗方法. 然而, 基因治疗

的方法尚未成熟, 还存在许多不足, 如AAV介导

的基因治疗可能会导致AAV载体衣壳特异性T
细胞激活, 从而发生相关的免疫反应, 而这种免

疫反应是否会阻止或缩短LPL的长期表达还未

知, 以及是否应在治疗期给予免疫抑制剂等还

有待明确, 需深入研究. 再者, 是否可在基因替

代治疗的基础上, 进一步对HLAP突变序列基因

组进行编辑以避免插入突变所致的相关问题, 
还需更进一步研究. 
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Abstract
Chemotherapy is currently an important means 
of treating advanced pancreatic cancer. Gem-
citabine is a chemotherapeutic agent for the first-
line treatment of advanced pancreatic cancer. 
Some progress has been made to improve sur-
vival in patients with advanced pancreatic can-
cer with gemcitabine-based combination chemo-
therapy regimens. FOLFIRINOX is the first non-
gemcitabine regimen whose efficacy has been 
demonstrated to be superior to gemcitabine in 
selected patients. In addition, the development 
of a variety of targeted drugs (including cyto-
toxic drugs and biological drugs) has brought 
a new prospect to the treatment of pancreatic 
cancer. In this article, we will review recent ad-
vances in chemotherapy and targeted therapy of 
pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Chemotherapy; Tar-

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年9月8日; 20(25): 2370-2376
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

晚期胰腺癌内科治疗的研究进展

赵亚东, 杨金坤, 赵爱光

®

■背景资料
由于胰腺癌起病
隐匿, 早期无特异
性 症 状 ,  临 床 确
诊时已达晚期, 失
去手术根治的机
会 ,  探 寻 应 用 于
晚期胰腺癌治疗
的新药以及新的
治疗方案是延长
晚期胰腺癌患者
生存期并改善其
生活质量的关键 
之一.

geted therapy

Zhao YD, Yang JK, Zhao AG. Advances in medical 
treatment of advanced pancreatic cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2370-2376

摘要
化疗是目前晚期胰腺癌内科治疗的重要手段. 
吉西他滨(gemcitabine, GEM)为治疗晚期胰腺
癌的一线药物, 以其为基础的联合治疗方案在
不断探索中, 并取得一定进展. FOLFIRINOX
方案成为首个经选择患者的、疗效优于GEM
的非GEM方案. 随着研究的深入, 多种靶向药
物的出现(包括细胞毒药物或生物靶向药物)
给胰腺癌的治疗带来了希望. 本文将对胰腺癌
的化疗和靶向治疗作一总结, 以供临床参考. 

关键词: 胰腺肿瘤; 化疗; 靶向治疗
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0  引言

胰腺癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, 具有起

病隐匿、恶性程度高、手术切除率低、传统放

化疗不敏感的特点, 预后极差. 在美国2012年[1]

预计有43 920新发病例, 约有37 390人死于胰腺

癌. 这意味着其成为第11大最常见的新发癌症的

原因, 而在恶性肿瘤致死率中排第4位, 发病率

与死亡率突出的不成比例. 此外, 不像大多数癌

症(如肺癌、结肠癌、前列腺癌和乳腺癌), 其死

亡率都在下降, 而胰腺癌的死亡率相对稳定. 大
多数患者在明确诊断时已达晚期, 失去手术治

疗的机会, 其中位生存期仅为5-7 mo[2], 5年生存

率仅为5.1%[3]. 近年来晚期胰腺癌的内科治疗越

来越受到重视, 本文将对胰腺癌的化疗和靶向

治疗作一总结, 以供临床参考.  

1  化疗

1.1 单药化疗

1.1.1 5-氟尿嘧啶(5-Fluorouracil, 5-FU): 在吉西

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
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■研发前沿
建立和应用合适
的高通量筛查策
略来寻找新的功
能 性 相 关 靶 点 , 
以及采用合适的
临床前体内模型
模拟人体环境来
验证假设的体内
治疗靶点正成为
新的研发重点.

他滨(gemcitabine, GEM)出现之前, 5-FU作为晚

期胰腺癌化疗的唯一选择长达20余年. 2003年
的美国临床肿瘤学会(American Society of Clini-
cal Oncology, ASCO)会议上公布了一个包括9
项临床试验的系统回顾和荟萃分析[4], 显示了

以5-FU为基础化疗较最佳支持治疗在总生存期

(overall survival, OS)上显示了积极的结果(6.38 
mo vs  3.87 mo, P <0.0001). 
1.1.2 GEM: Burris等[5]进行了一项随机对照Ⅲ期

临床研究, GEM与5-FU比较, 共126例晚期胰腺

癌患者随机分配入组. GEM组: GEM(1 000 mg/
m2静脉滴注, 第1个疗程1次/wk, 连用7 wk休1 wk, 
从第2疗程起每用3 wk休1 wk). 5-FU组: 5-FU 600 
mg/m2, 1次/wk. 主要疗效指标包括: 临床获益反

应、疼痛的缓解、KPS评分和体质量. 结果GEM
组在临床获益率(23.8% vs  4.8%, P = 0.0022)、中

位生存期(5.65 mo vs  4.41 mo, P = 0.0025)和1年
生存率方面(18% vs  2%)均优于5-FU, 可以认为

GEM在缓解疾病相关症状及改善生存方面优于

5-FU. 鉴于此, 1997年美国FDA批准GEM作为胰

腺癌的一线化疗用药. 从此, 在临床研究中, 以
GEM为基础的联合化疗大量展开. 

GEM固定剂量率给药(fixed dose rate, FDR): 
有研究显示GEM的输注率与其疗效存在相关

性. 一项前瞻性的Ⅱ期试验中, 92例局部晚期和

转移性胰腺癌患者随机接受GEM(2 200 mg/m2

静脉滴注>30 min)或GEM+FDR(1 500 mg/m2静

脉滴注>150 min)第1、8和15天, 每4 wk为1周期. 
结果GEM+FDR可获得更好的生存期(8 mo vs  5 
mo, P = 0.013), 但出现了较严重的不良事件, 主
要为血液学毒性[6]. 然而随后在一项针对晚期

胰腺癌患者的Ⅲ期临床研究(ECOG-6201)中[7], 
GEM+FDR却未能显示明显的生存获益(6.2 mo 
vs  4.9 mo). 所以未来仍需进一步研究, 以获得更

多临床数据支持. 
1.1.3 替吉奥(S-1): S-1是一种氟尿嘧啶衍生物口

服抗癌剂[8], 他包括替加氟(tegafur, FT)和以下2类
调节剂: 吉美嘧啶(gimeracil, CDHP)与奥替拉西

(oteracil potassium, Oxo). 其3种组分的作用如下: 
FT是5-FU的前体药物, 具有优良的口服生物利

用度, 能在活体内转化为5-FU. CDHP能够抑制

在二氢嘧啶脱氢酶作用下从FT释放出来的5-FU
的分解代谢, 有助于长时间维持血液和肿瘤组织

中5-FU的有效浓度, 从而取得与5-FU持续静脉输

注类似的疗效. Oxo能够阻断5-FU的磷酸化, 口
服给药之后, Oxo在胃肠组织中具有很高的分布

浓度, 从而影响5-FU在胃肠道的分布, 进而降低

5-FU的毒性作用[9]. 多年的临床应用证明, S-1是
安全有效的抗癌药物. 两项Ⅱ期试验表明S-1对
于初治的晚期胰腺癌患者是有效且耐受性良好

的[10,11]. 2011年ASCO会议报道了一项随机、开

放的Ⅲ期临床试验(GEST)[12], 共834例不能手术

切除的体能状态良好的晚期胰腺癌患者随机接

受GEM(1 000 mg/m2, 第1、8和15天, 每4 wk重
复)、S-1(80/100/120 mg/d, 基于体表面积, 第1-28
天, 每6 wk重复)和GS(GEM 1 000 mg/m2, 第1和
8天; S-1 60/80/100 mg/d, 基于体表面积, 第1-14
天, 每3 wk重复). 结果证实S-1在OS方面并不劣

于GEM(9.7 mo vs  8.8 mo, P = 0.0003), 反应率分

别为21.0%和13.3%. 3/4级毒性反应方面, GEM主

要为血液学毒性(中性粒细胞减少41.0% vs  8.8%, 
血小板减少11.0% vs  1.5%), 而S-1则主要为消化

系反应(厌食7.3% vs  11.4%, 腹泻1.1% vs  5.5%). 
这是第一次显示口服S-1具有与GEM相似的疗效

和耐受性的Ⅲ期试验, 因此, 其作为一线方案治

疗胰腺癌值得进一步研究. 
1.2 联合化疗

1.2.1 FOLFIRINOX: Conroy等[13]进行了一项随

机的Ⅲ期临床研究, 比较FOLFIRINOX(5-FU[F], 
亚叶酸钙[LV], 伊立替康[I], 奥沙利铂[O])与
GEM治疗转移性胰腺癌(metastatic pancreatic 
cancer, MPA)的临床疗效. 将88例体力状态良好

的转移性胰腺癌患者随机分入FOLFIRINOX组: 
(O 85 mg/m2+I 180 mg/m2+LV 400 mg/m2+F 400 
mg/m2快滴均为第1天+F 2 400 mg/m2 CIV 46 h, 
每2 wk一次); GEM组: (1 000 mg/m2静脉滴注, 第
1个疗程1次/wk, 连用7 wk休1 wk, 从第2疗程起

每用3 wk休1 wk). 结果显示FOLFIRINOX方案

在客观反应率(27.6% vs  10.9%, P = 0.0008)、中

位无进展生存期(6.4 mo vs  3.4 mo, P <0.0001)和
中位总生存期方面(10.5 mo vs  6.9 mo, P <0.001)
均明显优于G E M单药方案 .  为了进一步验证

FOLFIRINOX方案的有效性和安全性, Conroy
等[14]将342例转移性胰腺癌患者随机分入FOL-
FIRINOX组和GEM组, 结果显示FOLFIRINOX
方案在客观反应率(31.6% vs  9.4%, P <0.001)、
中位无进展生存期(6.4 mo vs  3.3 mo, HR: 0.47, 
95%CI: 0.37-0.59; P <0.001)和中位总生存期方面

(11.1 mo vs  6.8 mo, HR: 0.57, 95%CI: 0.45-0.73, 
P <0.001)均显著优于GEM单药, 然而FOLFIRI-
NOX方案的3/4级毒性反应包括: 中性粒细胞减

少45.7%、中性粒细胞减少伴发热5.4%、血小
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■相关报道
尽 管 厄 洛 替 尼
联 合 吉 西 他 滨
(GEM)治疗晚期
胰腺癌得到了一
定的生存获益, 然
而2010年ASCO胃
肠道癌症研讨会
报道厄洛替尼单
药治疗胰腺癌完
全失去了这一微
弱的生存优势.

板减少9.1%、腹泻12.7%、感觉神经病变9.0%
以及2级的脱发, 其发生率高于GEM单药方案. 
尽管FOLFIRINOX方案有较高的不良事件发生

率, 显著延长了生活质量恶化的时间, 但仍不失

为体力状态好的晚期胰腺癌患者的最佳选择. 
在未来研究中, 可以考虑将FOLFIRINOX方案优

化并简化, 以期降低其毒性反应. 
1.2.2 GEM+CAP: 多项小样本的Ⅱ期临床研究证

实, GEM+卡培他滨(capecitabine, CAP)对晚期胰

腺癌患者有良好的疗效[15,16]. 2010年Cunningham
等[17]报道的一项多中心随机对照Ⅲ期临床研究, 
比较GEM+CAP组与GEM单药组的临床获益反

应和生活质量. 包括2002-2005年英国75家医院

共533例晚期胰腺癌患者, 随机分入GEM+CAP
组: GEM 1 000 mg/m2, 静脉滴注30 min, 1次/wk, 
用3 wk休1 wk, CAP 830 mg/m2, 口服, 2次/d, 连
用3 wk休1 wk. GEM组: GEM 1 g/m2, 静脉滴注

30 min, 第1个疗程1次/wk, 连用7 wk休1 wk, 从第

2疗程起每用3 wk休1 wk. 血清糖类抗原19-9(CA 
19-9)和疼痛每6 wk评估1次, 生活质量和影像学

检查每12 wk评估1次. 结果显示GEM+CAP组在

客观反应率(19.1% vs  12.4%, P = 0.03)、中位无

进展生存期(5.3 mo vs  3.8 mo, P = 0.004)和中位

总生存期方面(7.1 mo vs  6.2 mo, P = 0.08)优于

GEM组, 且两组的耐受性良好. 毒性反应方面, 中
性粒细胞减少GEM+CAP组35% vs  GEM组22%, 
恶心、呕吐、腹泻和口腔炎两组的发生率相似. 
所以, 该项研究和其他已发表的Ⅲ期临床研究[18]

结果一样, GEM+CAP方案患者生存获益明显, 中
位总生存期亦有改善趋势, 生活质量无明显影

响, 毒性反应尚在可接受范围, 该方案可以考虑

作为晚期胰腺癌的一线治疗方案. 
1.2.3 GEM+S-1: Kim等[19]进行的一项Ⅱ期临床

试验, 研究GEM+S-1(GS)作为一线方案治疗晚

期胰腺癌患者的安全性和有效性, 研究者将22
例经病理证实, 有可测量病灶的晚期胰腺癌患

者施以GS方案, 具体为S-1(30 mg/m2口服, 2次
/d, 第1-14天)和GEM(1 000 mg/m2, 静脉滴注30 
min, 第8、15天), 每3 wk重复1次, 直至疾病进展

或出现无法耐受的毒性反应. 结果显示疾病控

制率为27.3%(所有的均为部分缓解), 中位疾病

进展时间为4.6 mo (95%CI: 2-7.2 mo), 中位总生

存期为8.5 mo(95%CI: 6.8-10.1 mo), 1年生存率

估计为27.3%, 而未显示严重的不良反应, 3/4级
血液学不良反应为中性粒细胞减少(9.1/9.1%)和
贫血(4.5/0%). 非血液学不良反应主要为消化系

反应, 患者尚可耐受. 在两项多中心随机Ⅱ期临

床研究中, GS方案较单药方案在客观反应率、

疾病控制率、中位无进展生存时间和中位总生

存期方面均有明显优势[20,21]. 而在GEST试验[12]

中, 有454例患者分别接受GEM和GS治疗, 结果

在OS方面却未显示明显差异(8.8 mo vs  10.1 mo, 
P = 0.15), 无进展生存期方面差异则有统计学意

义(4.1 mo vs  5.7 mo, P <0.0001), 反应率分别为

13.3%和29.3%. 此外在改善生活质量方面GS亦
有明显的优势(P = 0.003). 这项试验表明, GS方
案有助于更好的提高生活质量, 但该方案的有

效性仍需要进一步研究. 
1.2.4 GEMOX: 2005年Louvet等[22]报道了一项多

中心随机对照Ⅲ期临床研究, 比较GEM+奥沙

利铂(oxaliplatin, OXA)组与GEM单药组对晚期

胰腺癌患者的临床疗效和毒性反应, 共313人纳

入. 结果发现GEMOX组在客观反应率(26.8% vs  
17.3%, P = 0.04)、无进展生存期(5.8 mo vs  3.7 
mo, P = 0.04)、临床获益率(38.2% vs  26.9%, P = 
0.03)以及中位总生存期方面(9.0 mo vs  7.1 mo, P 
= 0.13)优于GEM单药组. 毒性反应方面, 两组整

体而言耐受性良好, 无毒性死亡发生. GEMOX
组较GEM单药组, 3/4级毒性反应包括血小板

减少(14.0% vs  3.2%, P = 0.007)、呕吐(8.9% vs  
3.2%, P = 0.03)、感觉神经症状(19.1% vs  0%, 
P = 0.001). 这些结果证实了GEMOX的有效性

和安全性, 但这项研究未能证明与GEM单药相

比有显著的生存获益. 同样Poplin等[7]报道的一

项多中心随机对照Ⅲ期临床研究(ECPG-6201), 
GEMOX与GEM单药相比也未能显著延长患者

的总生存期. 
1.2.5 GTX: GTX(GEM+多烯紫杉醇, Docetaxel+C
AP)联合方案[23], 一项Ⅱ期随机临床试验[24]证实

其是安全有效的, 值得进一步探索. 在一项小样

本的转移性胰腺癌患者接受GTX联合方案治疗

的研究中[25], 其总体缓解率为29%(所有病例均为

部分缓解), 另外有31%患者的肿瘤表现为轻度缓

解或疾病稳定状态. 所有的患者的中位生存期为

11.2 mo, 而获得部分缓解的患者其中位生存期为

13.5 mo. 然而, 遗憾的是该方案的毒性反应显著, 
3/4级白细胞减少的发生率为14%, 3/4级血小板

减少的发生率为14%, 3/4级贫血为9%. De Jesus-
Acosta等[26]进行一项GTX方案的多中心回顾性

分析, 共有154例经病理证实的局部晚期或转移

性胰腺癌的病例被施以GTX方案, 具体为: CAP 
750 mg/(m2•d), 分2次剂量口服, 第1-14天, GEM 
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■应用要点
在目前众多的化
疗方案中 ,  GEM
虽为治疗胰腺癌
的首要选择. 但其
疗效有限 ,  FOL-
FIRINOX方案可
显著提高胰腺癌
临床获益反应, 改
善生活质量, 延长
生存期, 有望成为
晚期胰腺癌治疗
新的一线方案.

750 mg/m2, 静脉滴注>75 min, 第4、11天, 多西紫

杉醇30 mg/m2, 静脉滴注, 第4、11天, 每3 wk重
复, 直到病情恶化、毒性反应较剧烈或患者不能

耐受为止. 研究发现, 接受该方案初次治疗的患

者(n  = 75), 中位生存期为11.6 mo, 1年生存率为

46%, 其中转移性和局部晚期胰腺癌患者的中位

生存期分别为11.3 mo和25.0 mo, PS评分成为改

善生存的唯一相关因素. 当GTX方案作为二线方

案或补救方案时(n  = 79), 中位生存期为5.7 mo, 1
年生存率为32%, 其中转移性和局部晚期胰腺癌

患者的中位生存期分别为5.7 mo和16.2 mo, 之前

的手术治疗与改善生存密切相关, 而任何的3/4
级毒性反应是一个生存不利因素. 另外154例患

者中部分缓解达11%, 62%的患者病情稳定. 毒性

反应方面主要为: 中性粒细胞减少、ALT升高和

需要住院治疗. 3/4级血液学和非血液学毒性分

别为41%和9%. 可以看出GTX方案的一线或二线

治疗, 对于转移性和局部晚期胰腺癌患者都有明

显的生存获益. 

2  靶向治疗

2.1 EGFR酪氨酸激酶抑制剂 酪氨酸激酶与细胞

内的信号传导有关, 抑制酪氨酸激酶活性可以

抑制肿瘤细胞的生长. 有研究表明胰腺癌中人

工型表皮生长因子受体1(epidermal growth fac-
tor receptor 1, EGFR1)过度表达[27,28]通常预后较

差[29,30]. Moore等[31]在全球范围进行了一项双盲

的、安慰剂对照的Ⅲ期临床研究, 研究HER-1及
EGFR1酪氨酸激酶抑制剂-厄洛替尼(erlotinib)
在晚期胰腺癌中的应用, 共569例进展期胰腺癌

患者按1∶l的比例随机分配入GEM+厄洛替尼

组(100 mg/d或150 mg/d口服)和GEM+安慰剂组. 
主要终点指标为OS. 结果显示, GEM+厄洛替

尼组能够显著延长OS(6.24 mo vs  5.19 mo, HR: 
0.82, 95%CI: 0.69-0.99 mo, P = 0.038); 1年总生

存率达分别为23%和17%(P = 0.023); 无进展生

存期亦显著延长(HR: 0.77, 95%CI: 0.64-0.92 mo, 
P = 0.004); 客观应答率无明显区别. GEM+厄洛

替尼组不良反应如皮疹和腹泻有所增加, 但均

为1-2级, 患者可耐受. 该研究为目前惟一GEM
合用靶向药物能够显著提高进展期胰腺癌患者

生存获益的方案, 其中厄洛替尼的推荐剂量为

100 mg/d. 最近的一项Ⅲ期试验[32]比较了GEM和

厄洛替尼联用或不联用贝伐珠单抗治疗转移性

胰腺癌的疗效, 结果显示联合贝伐珠单抗并未

改善总生存期, 不过将贝伐珠单抗加入GEM/厄

洛替尼联合方案可带来无进展生存期方面的显

著获益. 
2.2 EGFR单克隆抗体 西妥昔单抗(cetuximab)是
一种EGFR单克隆抗体, 可与表达于正常细胞和

多种癌细胞表面的EGF受体特异性结合, 并竞争

性阻断EGF和其他配体, 通过对与EGF受体结合

的酪氨酸激酶(tyrosine kinase, TK)的抑制作用, 
阻断细胞内信号转导途径, 从而抑制癌细胞的

增殖, 诱导癌细胞的凋亡, 减少基质金属蛋白酶

和EGF的产生[33]. Philip等[34]开展了一项随机对

照Ⅲ期临床研究, 745例不能手术切除的局部晚

期或转移性胰腺癌患者被随机分配接受GEM单

独或GEM联合西妥昔单抗治疗. 观察的主要终

点是总生存期. 次要终点包括无进展生存期, 治
疗失败时间, 客观反应率和毒性反应. 结果在平

均存活时间方面, GEM联合西妥昔单抗组为6.3 
mo, 而GEM单药组为5.9 mo(P = 0.23). 在客观反

应率和无进展生存期方面两组相似. 在治疗失

败时间上, GEM联合西妥昔单抗组长于GEM单

药组(P = 0.006), 但仅为2 wk. 此外, 在缓解疼痛

和改善情绪方面, 两种方案无明显差异, 提示西

妥昔单抗在提高患者生活质量上作用有限[35]. 虽
然该研究未能证明GEM联合西妥昔单抗对于晚

期胰腺癌患者有明显的生存获益, 但仍不能否

定抗EGFR治疗策略的潜在作用, 未来值得继续

探索研究.
2.3 VEGF单克隆抗体 贝伐珠单抗(bevacizumab)
是一种重组的人源化单克隆抗体, 可以选择性

地与人血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)结合并阻断其生物活性, 从
而抑制肿瘤血管内皮细胞增殖和血管形成[36]. 在
一项多中心的Ⅱ期试验[37]中GEM联合贝伐单

抗治疗晚期胰腺癌患者产生了21%的应答率、

中位无进展生存期为5.4 mo、中位总生存期8.8 
mo和1年生存率29%的效果, 这些令人鼓舞的数

据促使癌症和白血病B组(简称CALGB)[38]进行

了一项随机对照Ⅲ期双盲临床研究, 共有602例
患者被纳入到研究中, 接受GEM 1 000 mg/m2静

脉滴注超过30 min, 第1、8、15天, 贝伐单抗10 
mg/kg或安慰剂, 第1、8天, 每28 d重复. 结果显

示GEM/贝伐单抗组的中位总生存期为5.8 mo, 
GEM/安慰剂组为5.9 mo(P = 0.95). 中位无进展

生存期为3.8 mo vs  2.9 mo(P = 0.07). 整体应答率

分别为13%和10%. 患者体能状态0、1和2的中

位总生存期分别为7.9、4.8和2.4 mo. 由此提示

贝伐单抗联合GEM并不能延长晚期胰腺癌患者
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的生存期. 
2.4 索拉非尼 索拉非尼(sorafenib)是一种新型口

服抗癌制剂, 有研究表明[39], 其具有双重抗肿瘤

效应, 一方面, 他可以通过抑制RAF/MEK/ERK
信号传导通路, 直接抑制肿瘤细胞增殖生长; 另
一方面, 他又可通过抑制VEGFR和PDGFR而阻

断肿瘤新生血管的形成, 间接抑制肿瘤细胞的

生长. Siu等[40]报道的一项Ⅰ期试验显示, GEM联

合索拉菲尼对于晚期胰腺癌患者有较好的反应

且耐受性良好. 但2011年ASCO会议报道的一项

多中心、双盲、随机对照Ⅲ期临床研究[41], 比较

GEM联合索拉菲尼和GEM联合安慰剂对104例
局部晚期或转移性胰腺癌患者的疗效, 结果在

无病生存期方面, 两组无明显差异(3.8 mo vs  5.6 
mo, P = 0.601), 中位总生存期亦是如此(8.5 mo 
vs  9.2 mo, P = 0.146), 所以GEM联合索拉菲尼治

疗晚期胰腺癌的有效性仍需继续研究探讨. 
2.5 马赛替尼 马赛替尼(masitinib)是一种选择性

的激酶抑制剂, 不仅可以阻断C-kit、FDGRR、
Lyn、FGFR3酪氨酸激酶的活性, 亦可以通过抑

制FAK磷酸化活性而阻断FAK细胞通路. 在已报

道的几项研究中, GEM联合马赛替尼在体外对

人胰腺癌肿瘤细胞株, 以及在体内对使用人类

胰腺癌的小鼠模型均有显著的抗增殖活性[42,43].
同样Mitry等[44]进行的一项评估GEM联合马赛替

尼对晚期胰腺癌安全性和有效性的研究中发现, 
在肿瘤进展时间及总生存期都取得较好的结果, 
毒性反应尚可耐受. 在近期的一项马赛替尼Ⅲ

期临床研究中期待有好的结果. 

3  结论

胰腺癌是一种整体存活率低的致死性疾病. 化
疗是晚期胰腺癌患者最常见的治疗手段. 目前, 
GEM仍然是晚期胰腺癌一般患者群的金标准, 
是新联合方案的基础药物. 近期研究表明, PS评
分较好的患者, FOLFIRINOX方案可显著提高临

床获益反应, 改善生活质量, 延长生存期, 可作

为体力状况良好的晚期胰腺癌治疗新的一线方

案; S-1单药及GEMCAP方案中患者生存获益明

显, 中位总生存期亦有改善趋势, 生活质量无明

显影响, 毒性反应尚在可接受范围, 均可以考虑

用于晚期胰腺癌的一线治疗. GTX方案可作为

不能耐受GEM及GEM治疗失败后的挽救方案. 
对于体力状态良好的局部晚期或转移性胰腺癌

患者, 靶向药物厄洛替尼联合GEM方案可成为

推荐方案, 而后进行的多个靶向药物的联合化

疗方案均未能带来显著的生存获益, 所以靶向

药物联合化疗仍是学者今后的重点研究方向. 
晚期胰腺癌的内科治疗, 强调多种手段联合运

用, 综合治疗是使患者临床获益最大化的最佳

治疗方式. 
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Abstract 
Colorectal cancer (CRC) is one of the most com-
mon malignant tumors. Recent development in 
molecular biology techniques, gene sequencing 
and molecular diagnostics has led to the discov-
ery of some new prognostic markers in colorectal 
cancer. So far, K-ras is a valid prognostic marker 
that can be used in clinical practice. However, 
many markers investigated suffer from technical 
shortcomings, which result mainly from lack of 
quantitative techniques to capture the impact of 
molecular alterations. This paper gives an over-
view of recent advances in research of promising 
biological prognostic markers in CRC, including 
RHAMM, FOXP3+ Treg, HSP27, PIK3CA, and 
PTEN.

Key Words: Colorectal cancer; Prognosis; Molecular 
marker
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■背景资料
K-ras是目前被推
荐用于结直肠癌
(CRC)患者诊断
及预后判断的分
子标志物, 但其远
远不能满足临床
需求, 因此亟待寻
找更多的CRC预
后标志物.

potential prognostic markers in colorectal cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2377-2381

摘要
结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是世界上最
常见的恶性肿瘤之一. 随着分子生物学技术
的发展, 基因测序及分子诊断水平的提高, 在
CRC分子生物学方面不断有新的预后因素被
发现. 目前为止, K-ras被公认为CRC可用于临
床实践的有效标志物. 很多分子标志物的研究
由于技术上的缺陷, 导致缺乏定量技术来检测
分子的改变, 因此不能很好地应用于临床实
践. 近年来还发现RHAMM、FOXP3+ Treg、
HSP27、PIK3CA、PTEN等对判断CRC的预
后具有重要的意义. 本文就CRC潜在预后标志
物的研究进展进行综述. 

关键词: 结直肠癌; 预后; 分子标志物

陈丽芳, 余英豪. 结直肠癌潜在预后标志物的研究进展.  世界华

人消化杂志  2012; 20(25): 2377-2381
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0  引言

随着分子生物学技术的迅速发展, 基因测序及

分子诊断水平的提高 ,  不断有新的结直肠癌

(colorectal cancer, CRC)预后因子被发现, 但其中

许多预后因子尚处于研究阶段, 且结论不一致. 
到目前为止, K-ras被公认为CRC可用于临床实

践的一个有效标志物[1-3], 可利用K-ras基因突变

状态筛选抗表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)靶向药物[4-6]. 对CRC的分

子标志物的检测, 有助于其早期诊断、提高疗

效及判断预后. 近年来国内外学者对影响CRC预
后的分子标志物进行了大量研究, 发现了一些

潜在对预后判断有积极意义的分子标志物, 本
文将进行简要综述. 

1  透明质酸介导的细胞游走受体

透明质酸介导的细胞游走受体(r e c e p t o r f o r 
hyaluronan-mediated motility, RHAMM)基因定位

■同行评议者
李淳, 副教授, 汕
头大学医学院病
理学
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■研发前沿
对CRC预后标志
物的研究是判断
肿瘤治疗及预后
的 热 点 之 一 ,  近
年来国内外学者
对影响CRC预后
的分子标志物进
行了大量的研究, 
并取得了一定的
进展.

于人染色体5q33.2长臂末端, 并根据其分布特

点分为胞内和膜型两种类型, 二者的cDNA序列

有高度同源性, 均可通过细胞膜外结合区与透

明质酸(hyaluronic acid, HA)结合. RHAMM通过

与透明质酸、微管、肌动蛋白、钙调蛋白、细

胞外调节激酶信号通路成份相互作用, 在细胞

周期、增殖、迁移及粘附过程等信号转导中发

挥了关键的作用[7-9]. 研究发现, RHAMM与CD44
形成复合物后经Ras-Raf-MEK-ERK通路来发挥

其致癌效应[10]. RHAMM与ERK结合并控制其表

达水平, ERK通过一连串的磷酸化作用被激活

后, 参与细胞的分泌、分化及增殖[11,12]. 有研究表

明, RHAMM高表达与肿瘤的演变及转移密切相 
关[13]. 

在正常的结肠黏膜, RHAMM在大肠隐窝

处的柱状细胞胞浆内呈微弱表达, 而杯状细胞

不表达. 郑建建等[14]通过real-time PCR检测了

30例结肠癌患者及其相应癌旁组织, 结果表明

RHAMM和ERK2在结肠癌中的表达都高于正

常组织, 且两者表达有相关性, 并且都与是否发

生淋巴结转移有关联, RHAMM可能通过Ras-
ERK途径参与了结肠癌的发生、进展及转移. 
因此, RHAMM和ERK2可作为患者诊断和预后

的参考指标之一. Lugli等[15]将1 420例大肠癌患

者分为MMR阳性组、MLH-1阴性组及林奇综

合征组, 用组织芯片结合免疫组织化学检测3组
中RHAMM的表达水平. 结果发现, MMR阳性组

及林奇综合征组的RHAMM表达水平明显高于

正常组织, 而且结肠癌中RHAMM阳性的患者较

RHAMM阴性患者预后差, 而MLH-1阴性的大

肠癌患者中RHAMM的表达与临床病理特征没

有关联性. 进一步证实了RHAMM在肠癌组织中

的过度表达, 能够诱导肿瘤的发展, 是结肠癌预

后不良的一个独立判断指标. Zlobec等[16]研究了

587例发生淋巴结转移的大肠癌患者, 发现高表

达RHAMM与淋巴结远处转移高度相关, 在结肠

癌预后判断因素中, RHAMM的高表达比肿瘤分

期及血管浸润更重要. 

2  FOXP3+ Treg

调节性T细胞(regulatory T cells, Treg)代表一群

独特的CD4辅助性T细胞亚群, 通过细胞与细

胞直接接触或通过细胞因子的释放, 对效应性

CD4/CD8 T细胞活化和增殖发挥抑制作用[17]. 
CD4、CD25是其主要的分子表型. CD4+CD25+

调节性T细胞由Sakaguchi等于1995年首先报

道, 是具有免疫调节功能的T淋巴细胞亚群, 约
占CD4+T细胞的5%-15%, 可以通过抑制机体自

身的免疫反应和对外来抗原或者病原体的过度

免疫反应, 来阻止自身免疫性疾病的发生并维

持自身免疫耐受[18,19]. 叉状头转录因子(forkhead 
transcription factor, FOXP3)对调控CD4+CD25+ 
调节性T细胞发育有重要作用, 是CD4+CD25+

调节性T细胞的一个特异标志[20,21]. 有研究表明

FOXP3在自身免疫性疾病和肿瘤免疫过程中发

挥作用[22,23]. 
Loddenkemper等[24]通过免疫组织化学方法

检测40例CRC患者的FOXP3蛋白表达水平, 发
现FOXP3+ Treg在大肠癌患者中数量显著增加

(肠癌患者中Treg数量平均为12.9/HPF, 而正常

的大肠组织中为0.6/HPF). 并且发生淋巴结转移

的肠癌患者中Treg的数量会减少为9.9/HPF, 未
发生转移的为17.8/HPF. 但是患者的生存期与

FOXP3+ Treg的数量没有关联性. Woo等[25]首先

报道了Treg表达与肿瘤侵犯局部淋巴细胞有关. 
然而, Ling等[26]研究表明, 在肿瘤早期及晚期, 
Treg的数量没有显著差异. Salama等[27]用组织芯

片结合免疫组织化学检测了967例Ⅱ期及Ⅲ期

CRC患者, 发现FOXP3+调节性T细胞的表达水平

明显提高, CD8+CD45RO+ T淋巴细胞数量反而

减少. FOXP3+ Treg的数量增加的患者其生存期

得到延长, 相对于CD8+CD45RO+记忆性T淋巴细

胞具有更好的预后意义. FOXP3+调节性T细胞的

表达水平与组织病理学特征无关, 而与肿瘤的

分期密切相关, 可以作为CRC的一个独立的预后

指标. 

3  HSP27 

热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是生物体内

进化保守的蛋白家族, 是重要的分子伴侣, 具有

多种生物学功能, 与肿瘤的发生、发展及肿瘤

耐药性的产生等都有着密切关系[28,29]. HSP27是
sHSP亚家族中的重要一员, 首先在人细胞中发

现的一种分子量为27 kDa的HSP, 人类的HSP27
又称为HSPB1, 其氨基酸序列具有与αB-晶体蛋

白相类似的N末端序列. 在生物体内主要有两种

HSP27: 构成型和诱导型. 构成型HSP27在生理

状态下低水平表达, 维持细胞的基本活动并与

细胞的分化、发育, 特别是神经系统的发育密

切相关; 诱导型HSP27主要在外界环境的刺激下

表达, 具有保护细胞的功能. HSP27作为caspase
抑制剂发挥作用, 这也是最主要的抗凋亡作用

■相关报道
CRC的一些分子
标志物在一定程
度上有助于判断
其 预 后 ,  提 高 疗
效. 有报道p53 、
b c l - 2 、p 2 1 、
c-myc、k-ras 等基
因表达与CRC的
预后相关.
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机制[30,31]. 
HSP27在前列腺癌、卵巢癌、胃癌及肝癌

中的高表达提示不良预后, 但在食管及口腔鳞

状细胞癌中的高表达则提示预后较好[32,33]. 近年

来研究发现, HSP27的异常表达与肠癌的发生及

发展有关[34]. Wang等[35]研究表明, HSP27在CRC
中的表达明显高于癌旁组织, 而且HSP27高表达

患者预后较差, 提示HSP27过度表达是大肠癌

不良预后的一个独立相关因素. HSP27还与化疗

敏感性和耐药性有关. HSP27是5-FU的反应性

(活性)蛋白, 5-FU能够提高肠癌组织中HSP27的
表达, 而HSP27表达水平的降低可以使肠癌对

5-FU的耐受性下降. 5-FU能使肠癌细胞中的p38 
MAPK及HSP27磷酸化, 而p38 MAPK的传导阻

滞会抑制5-FU诱导的HSP27磷酸化. 有研究发

现, 结肠癌中HSP27与化疗药物伊立替康的耐药

性有关, 抑制HSP27的表达能够提高药物对癌细

胞的敏感性; 有文献报道HSP27与热疗及放疗有

关, HSP27的低表达会促进热诱导的癌细胞发生

凋亡, 而HSP27的高表达会提高癌细胞对紫外线

辐射的敏感性. 因此, HSP27与肠癌的治疗密切

相关, HSP27促进细胞凋亡是其中的一个重要机

制. HSP27的表达与肠癌生物学行为的关系错综

复杂, 有待于进一步研究. 

4  PIK3CA

磷脂酰肌醇-3激酶(phosphatidylinositiol 3-ki-
nase, PI3K)是一类特异性磷酸化肌醇磷脂3位
羟基的激酶, 称为PI3Ks家族. 根据PI3Ks结构

和底物的特异性不同, 可将PI3Ks分为Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ型. 其中Ⅰ型PI3Ks研究最多, 是由催化亚基

pl10和调节亚基p85构成的异二聚体. PIK3CA
是PI3Ks家族的关键成员, 与肿瘤形成及细胞的

增殖、黏附、存活和迁移等过程相关[36]. PI3K
的调节亚基能特异性结合蛋白质因子, 并通过

膜受体结合各种信号分子, 进而激活PIK3CA, 
活化的PIK3CA能够磷酸化4,5-二磷酸磷脂酰

肌醇(4,5-P I P2)生成3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇

(PIP3)[37,38]. AKT通过PH区与PIP3结合, 并被蛋白

激酶PDK1磷酸化而活化. 磷酸化的AKT可调控

一系列下游分子的功能, 从而促进细胞的增殖

和存活. 这条信号途径的某些成分包括PIK3CA
发生了改变, 会导致肿瘤的发生与发展. 

J e h a n等 [39]发现 ,  38%的C R C患者出现

PIK3CA的扩增, 这与PIK3CA蛋白的高表达密

切相关, 而与PIK3CA是否发生基因突变无关. 

在接受辅助性化疗或放疗的患者中, PIK3CA发

生扩增的患者, 其生存期明显延长. PIK3CA可

以作为判断CRC预后的一个独立性标志物, 并
能够预测患者能否通过辅助性的放化疗获得更

好的治疗效果. 最近的研究表明, 发生PIK3CA
基因突变的CRC患者预后不良, 抑制PIK3CA基

因突变可能成为新型的肿瘤靶向治疗方法[40,41]. 
Samuels等[42]的研究发现PIK3CA基因突变主要

集中在第9和20外显子(占88%-90%), 分别对应

着该酶的螺旋区和激酶区, PIK3CA基因突变可

能与在K-ras及Braf基因的致癌突变相似, 是突

变激活的. 有研究报道PIK3CA基因突变能够阻

碍EGFR抑制剂发挥作用[43,44]. PIK3CA是否在抗

-EGFR单克隆抗体的应答中发挥重要作用有待

于大量的临床调查研究. 

5  PTEN

Phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome ten(PTEN)是继p53基因之后发现的人

类肿瘤中最易发生缺失和突变的抑癌基因, 据
文献报道, 大多数肿瘤中均存在PTEN缺失和

突变[45-47]. PTEN通过去磷酸化作用而负性调节

PI3K/AKT信号通路, PTEN的突变或丢失使细胞

内PIP3积聚, AKT持续活化, 从而抑制细胞凋亡, 
促进肿瘤细胞增殖, 导致肿瘤的发生[48,49]. 

刘国平等[50]采用链酶亲和素-生物素过氧化

物酶(strept avidin biotin complex, SABC)免疫组

织化学法检测CRC组织PTEN蛋白的表达, 发现

96例CRC组织中50例呈阳性表达, 阳性率52.1%; 
46例癌旁组织中37例阳性表达, 阳性率80.4%. 
而且PTEN蛋白表达水平降低与CRC细胞分化

程度、淋巴结转移、Dukes分期呈正相关, 提示

PTEN基因在CRC的发生、发展、侵袭转移过程

中起抑制作用. Sawai等研究表明[51], PTEN的缺

失在散发性CRC患者中发挥着重要作用, PTEN
的低表达可能导致肿瘤复发. 在发生肝脏转移

的大肠癌患者中, PTEN缺失的患者预后比PTEN
正常表达的差. PTEN很有可能成为K-ras野生型

患者抗EGFR治疗的预后标志物[52], PTEN对CRC

患者预后的影响仍需要进一步的调查研究. 

6  结论

CRC的发生、发展是多个基因及蛋白分子相互

作用的过程, 寻找判断其预后的分子生物学标

志物, 对指导结直肠癌的治疗有着重大意义. 理
想的预后指标, 应该能够预测患者预后, 对治疗

■创新盘点
本文对RHAMM、
FOXP3 + Treg、
H S P 2 7 、 P I K -
3 C A、P T E N 等
CRC潜在预后标
志物的最新研究
进展进行综述, 使
读者对CRC的预
后标志物研究现
状有更加全面的
认识.

■应用要点
CRC的发生、发
展是个复杂的多
步 骤 过 程 ,  有 些
分子生物学的改
变对预后的判断
有积极意义, CRC
潜在预后标志物
对指导治疗、提
高疗效有着重大 
意义.
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方案有一定的参考价值, 并且与肿瘤细胞的生

物学行为相关, 还要有较高的特异性和灵敏性. 
由于缺少检测分子水平的定量技术, 很多分子

生物学标志物的检测面临着技术难题. 这些潜

在的预后标志物能否用于临床实践, 还需要大

量的临床实验进一步证实. 
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预后标志物的临
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Abstract 
The ileocecal area includes the ileocecal valve, 
terminal ileum, cecum, appendix, and top as-
cending colon. Since this area may be affected 
by pathologic conditions that are either com-
mon throughout the gastrointestinal system or 
exclusive to this area, a great variety of intestinal 
diseases may arise in this region, making the 
diagnosis of ileocecal lesions difficult. In clinic, 
the diagnosis of ileocecal lesions depends on the 
combination of disease history, clinical features, 
imaging and endoscopic findings. The develop-
ment of advanced imaging and endoscopy tech-
nology has greatly increased the detection rate 
of ileocecal lesions. In this review, we discuss 
the use of imaging and endoscopic examinations 
for evaluation of ileocecal area to help ensure ac-
curate diagnosis and appropriate treatment.

Key Words: Ileocecal lesions; Imaging technology; 
Endoscopic examination; Diagnosis

Kong WX, Gao Q. Progress in the diagnosis of ileocecal 
lesions. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 
2382-2387

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年9月8日; 20(25): 2382-2387
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 文献综述 REVIEW

回盲部病变诊断的研究进展

孔文霞, 高 青

®

■背景资料
回盲部是多种肠
道疾病的好发部
位 ,  鉴 别 诊 断 困
难 ,  其 诊 断 需 病
史、临床特征、
影像学及内镜病
检的综合支持. 随
着各种新的影像
及内镜技术的发
展, 回盲部疾病的
检出率大大提高.

摘要
回盲部包括回盲瓣、回肠末段、盲肠、阑尾
及升结肠始段, 该部位可受到来自消化系及其
以外的各种致病因素的影响, 是多种肠道疾病
的好发部位, 鉴别诊断困难, 其诊断需病史、

临床特征、影像学及内镜病检的综合支持. 随
着各种新的影像及内镜技术的发展, 回盲部疾
病的检出率在不断提高. 本文将综合对回盲部
病变的内镜及影像学检查及相应的优势及劣
势进行综述, 为临床医师在诊治该部位病变时
提供参考.

关键词: 回盲部病变; 影像技术; 内镜检查; 诊断
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0  引言

回盲部为消化系的“中间地带”, 由于该区结

构复杂, 淋巴组织丰富, 肠内容物在此停留时间

长, 其特殊的解剖结构和生理功能, 已成为炎

症、癌肿、结核等多种消化系疾病的好发部位, 
但临床表现多无明显的特异性. 对回盲部病变

仅凭内镜表现确定其性质常常比较困难, 即使

结合病理活检, 除了排除恶性病变外, 也很难提

供特异性的病理改变, 其诊断仍需依靠病史、

临床特征、影像学、内镜及病检的综合支持. 
随着各种影像学及内镜技术的发展, 回盲部疾

病的检出率在不断提高.

1  回盲部解剖结构和生理特点

1.1 解剖结构 回盲部位于右髂窝, 在解剖上包括

回肠末段、盲肠、升结肠近端、回盲瓣和阑尾. 
临床通常使用的回盲部一词, 并无特定的解剖学

标界. 在X线诊断上, 一般将回肠终末15 cm左右

的一段末段回肠、回盲瓣、盲肠、近侧半升结

肠及阑尾作为回盲部的范围[1]. 也有研究者[2]认

为回盲部区是以回盲瓣为中心, 包括盲肠、阑

尾、末端回肠和升结肠起始部各10 cm的区域. 
盲肠为大肠起始部, 粗而短, 几乎不参与肠内容

■同行评议者
沈 琳 , 主 任 医 师 , 
北京大学临床肿
瘤医院消化内科
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■研发前沿
回盲部病变的鉴
别 诊 断 困 难 ,  目
前尚无特异性的
检查方法 ,  CT结
肠成像技术及新
的内镜检查技术
是当前研究的热
点及方向.

物的排泄, 无系膜, 活动度大, 故在X线造影或CT
检查中该部位息肉常因盲肠运动易被误认为粪

便而造成漏诊[3]. 回盲瓣作为一个机械性屏障, 可
以控制小肠内容物进入盲肠的速度, 使食糜在小

肠内有足够时间的停留并得到充分消化和吸收, 
避免消化吸收紊乱, 又可防止大肠内容物逆流入

回肠, 因此回盲瓣在结肠细菌大量繁殖进而侵犯

小肠中起一定的保护作用[4].
1.2 生理特点 回盲部淋巴组织非常丰富, 作为肠

黏膜的免疫屏障, 淋巴组织产生的免疫应答在

抵御病原体的入侵中起重要的保护作用, 同时

导致了易侵犯淋巴系统的疾病在此部位多发生, 
如肠结核、淋巴瘤等, 此处肠腔宽, 食糜停留时

间长, 为细菌繁殖提供了条件, 故回盲区炎症性

病变的发生率高. 回盲部粪便多保持稀糊状, 对
病灶刺激微弱, 加之肠壁薄易扩张, 故早期病变

容易被忽略, 特别是回盲部癌肿, 位置隐蔽, 且
较少引起肠梗阻, 肿块不易被摩擦引起出血, 易
造成患者就诊延迟.

2  回盲部病变的构成

回盲部病变以一般炎性病变占首位, 回盲部恶

性肿瘤次之, 息肉第三, 肠结核、淋巴瘤、溃疡

性结肠炎及克罗恩病等少见, 我国多项大型临

床研究报道结果均较一致[5]. 炎性病变中以阑尾

炎最多见. 

3  影像学检查

回盲部病变的诊断, 影像学检查尤为重要, 消化

系钡餐能显示肠黏膜及其功能改变, 超声检查

显示肠壁增厚、包块囊实性及血流变化情况, 
CT具有敏锐的密度分辨率, 能较好地显示病变, 
尤其能准确评估肠壁、肠系膜和肠腔外组织的

受侵范围, 日益受到临床重视.
3.1 X线造影 采用气钡双重造影法, 能明显扩张

并清楚显示回盲部解剖关系, 并可纵向了解整

个消化系病变分布情况, 但不能提供回盲部病

变的肠腔外表现[6]. X线造影对于阑尾炎诊断价

值小, 表现为阑尾呈分节状, 腔内的钡剂排空时

间延长及阑尾未显影等, 但Schisgall[7]报道钡灌

肠有58%的正常阑尾不显影; 息肉显示为圆形

或椭圆形的充盈缺损, 轮廓光滑整齐, 肠壁柔软; 
癌肿的充盈缺损大, 轮廓有分叶征及僵硬感, 伴
黏膜破坏, 龛影位于腔内的充盈缺损中, 周围

伴有指压迹及裂隙征, 病变范围相对局限[8]; 溃
疡性结肠炎表现为多发小龛影突出肠腔外而使

管壁边缘毛糙呈毛刺状及锯齿状, 溃疡之间黏

膜增生形成多个假性息肉, 充盈像上表现为小

圆形充盈缺损[9]; 肠结核病变呈连续性, 早期有

“跳跃征”, 随着病变发展肠壁出现环形龛影, 
病变后期, 由于疤痕挛缩使受累回肠末端、盲

肠及回盲瓣变窄、缩短, 呈现 “一字征”, 较具

特征性[10]; 克罗恩病病变为节段性、边界清楚, 
纵行裂隙样溃疡及黏膜改变形成“鹅卵石征”

具有特异性, 且容易形成肠瘘、腹腔脓肿, 同时

发现病变累及小肠时应高度怀疑[11].
3.2 超声检查 超声检查方便、价格低廉, 可多次

重复有利于病变的动态观察, 无禁忌症, 能提示

肿块大小及囊实性的鉴别, 腹腔有无积液、脓

肿、转移灶等并发症, 运用彩色多普勒超声可

了解病变血供情况, 同时对炎性水肿或纤维增

生所致的肠壁增厚有较好的鉴别[12], 对比增强超

声(contrast-enhanced ultrasonography, CEUS)是
将第2代超声对比增强剂与低机械指数的实时

谐波超声结合在一起, 对于肠壁小血管的可视

化有较高的分辨率.
阑尾病变可表现为阑尾肿大, 壁厚, 彩色血

流信号点状或略丰富, 周围渗出明显, 并可发现

是否合并有周围脓肿等[13]; 克罗恩病的超声检

查对于并发症如脓肿、窦道、穿孔、肠腔狭窄

等有较高的诊断准确性[14]. 克罗恩病的早期病理

变化是肠壁内新生血管形成[15], 而CEUS实现了

对肠壁小血管的实时可视化, 并且有与CT和磁

共振成像相当的分辨率[16,17], 可用以评估克罗恩

病的活动度, 有利于临床灵活制定合理的治疗

方案并可对克罗恩病的治疗效果进行监测[18]. 克
罗恩病具有反复发作的特点, 需长期随访监测, 
CT相对高昂的价格和离子辐射的危险限制了其

在克罗恩病患者中的应用, 肠镜作为一种侵入

性检测, 不易为患者长期接受, 故CEUS可作为

理想的克罗恩病的评估及随访方法[19]. 
3.3 多层螺旋CT 多层螺旋CT(MDCT)被认为

是最好的评估回盲部病变的影像学检查, 随着

MDCT后处理功能的不断发展和完善, 其在肠

道病变方面的应用研究日益增多[20], 在横断位

观察基础上, 通过后处理功能包括多平面重组

(multiplanar reconstruction, MPR)和曲面重组

(curved planar reformation, CPR)技术能够从不能

角度整体观察回盲区情况, 做到观察的连续性

和完整性, 尤其是CT结肠成像(CT colonography, 
CTC)技术, 包括多排螺旋CT仿真结肠镜技术

(CT virtual colonography, CTVC)、透明显示(Ray 
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■创新盘点
结合多层螺旋CT
表现，回盲部病
变应用放大内镜
联合窄带成像技
术、超声内镜等
新的内镜检查技
术提高了病变检
出率.

Sum)等, 他利用计算机软件功能, 将螺旋CT容积

扫描获得的图像数据进行三维后处理, 重建出

类似纤维内窥镜所见的空腔脏器内表面的立体

图像. 与纤维结肠镜相比, 患者不需要向体内插

入任何的金属器械, 安全、舒适, 没有损伤、出

血等并发症, 可以良好的展现结肠内外整体效

果、三维形态和毗邻关系[21], 故CTC对回盲部病

变的结构及与周围组织的关系显示有巨大优势, 
不仅清楚显示病灶本身不同组织的细微特征的

特点, 配合对比剂应用增强有利于良恶性鉴别, 
提高了对病灶的定性诊断准确率, 而且能显示

其与邻近组织结构、血管关系及腹膜后的改变, 
从而全面了解病变的范围及评估病变的严重程

度, 为临床确定治疗方案提供依据[22].
阑尾炎表现为平扫见阑尾增粗, 边界模糊, 

周围脂肪间隙内见云雾状高密度影, 增强扫描

见阑尾壁均匀强化 [23]; CTC可以发现直径2-5 
mm的息肉, 与肠镜相比, 其检出直径>10 mm的

息肉病变的总体敏感性为94%-100%[24-26]; 癌肿

表现为肠壁僵硬且增厚多>3 cm, 有不规则的

肿块, 与周围正常肠壁分界清楚, 偏心性肠管狭

窄, 增强扫描肿块多表现为不均匀强化、中央

坏死、囊变区无强化[27]; 肠结核表现为受累肠

壁及回盲瓣的不规则明显增厚, 增强扫描病段

有分层显像, 当见腹腔肿大淋巴结呈环状分隔

样强化及融合多环状强化时应高度怀疑结核[28]; 
溃疡性结肠炎表现为连续性肠壁增厚, 病段肠

壁厚度大致均匀且为对称性改变, 黏膜面出现

多发小溃疡和小息肉, 可出现分层现象, 表现为

“靶征”或“双晕征”; 克罗恩病表现为受累

肠段沿肠轴方向较均匀一致性增厚, 病变节段

跳跃性分布, 可见肠系膜增厚粘连、移位性脂

肪、脂肪纤维增生, 发现瘘管、窦道、脓肿等

相关并发症时更支持其诊断[29].
3.4 正电子发射断层扫描-计算机断层扫描仪显

像 正电子发射断层扫描(positron emission to-
mography, PET)是一种进行功能代谢显像的分

子影像学设备, 通过病灶部位对示踪剂的摄取

了解病灶功能代谢状态, PET/CT一次显像即可

获得形态和功能信息, 实现了解剖学成像和组

织成像的完美融合, 不但能方便检测微小病变, 
还能提供精确的解剖定位.
3.4.1 氟-18-脱氧葡萄糖: 将CT高的解剖形态分

辨率和PET获取的分子水平的功能与代谢信息

相结合的氟-18-脱氧葡萄糖(18F-DG PET/CT)大
大提高了肿瘤的检测率. 恶性肿瘤细胞的存活

数量和增殖活性决定了肿瘤组织的葡糖糖代谢

水平, 18F-DG是一种天然的葡萄糖类似物, 作为

肿瘤显像剂, 其摄取强度与肿瘤的恶性程度和

预后相关. 故对于回盲部癌肿的诊断、分期方

面18F-DG PET/CT有较高的价值[30-32], 但结核、

炎症、肉芽肿以及一些良性肿瘤等也存在不同

程度的FDG浓聚区, PET/CT常受其影响, 存在一

定比率的假阳性和假阴性[33], 临床上尚需结合其

他影像学手段进行回盲部病变的鉴别诊断.
3.4.2 99Tc-六甲基丙二胺肟标记白细胞扫描

(99Tcm-HMPAO-labeled leukocyte scintigraphy, 
TLLS): 99Tcm-HMPAO-WBC作为一种炎症显

像剂, 其中99Tcm-HMPAO为脂溶性物质, 可自

由进入WBC内而变为水溶性物质, 滞留于胞浆

中, WBC具有强烈的趋化性, 可向炎症部位聚集, 
99Tcm释放γ射线可显示99Tcm-HMPAO-WBC
的体内分布情况, 从而用于准确诊断体内炎性

病灶. 故回盲部病变中, TLLS对于炎性病灶的诊

断及评估炎症程度有很高的价值. 急性阑尾炎

可表现为右下腹条索状浓聚, 99Tcm-HMPAO-
WBC显像可快速、准确地诊断或排除急性阑

尾炎, 降低阑尾炎的阴性开腹率, 值得用于阑

尾炎的急诊诊断[34]. 对于炎症性肠病, 99Tcm-
HMPAO-WBC显像可早期诊断、确定病变部位

和范围[35,36], 观察疗效以及预后评估, 也可用于

在活动性病变期或有严重并发症存在而不能行

结肠镜检查者的病情评价中[37,38].

4  内镜检查

4.1 普通纤维结肠镜检查及内镜下病检 肠镜检

查可在直视状态下观察肠腔, 并可对病变部位

取材病理活检, 是肠道病变的首选检查, 但仅能

观察到肠腔黏膜表面病变, 不能对病变厚度、

肠壁外生性病变进行观察及评估肠腔外表现.
阑尾炎内镜下表现为阑尾口部黏膜不规则, 

略凹陷, 边缘粗糙变形, 周围黏膜充血、水肿、

脆性增加, 病理学检查为阑尾各层有中性粒细

胞浸润[39]; 癌肿表现为不规则隆起伴溃疡, 呈菜

花状, 病变范围局限; 溃疡性结肠炎为弥漫性

改变, 溃疡呈针尖样多发性浅溃疡, 溃疡间黏膜

可形成假性息肉, 病检主要为弥漫性炎性细胞

浸润、隐窝上皮增生、隐窝脓肿形成; 肠结核

的溃疡呈环形分布, 多数溃疡均非浅表性, 干酪

样肉芽肿、肉芽肿数目增多且相互融合是其典

型病理学特点[40], 但活检通常不典型, 与克罗恩

病难以鉴别. Kirsch等[41]研究发现, 肉芽肿直径
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■应用要点
本文对回盲部病
变的内镜、影像
学检查及两者的
优劣势进行综述, 
对临床医生选择
检查方式有指导
意义.

>0.05 mm的比率在肠结核组中较克罗恩病显著

增多, 具有鉴别价值; 克罗恩病最早的损害是黏

膜淋巴小结上形成的阿弗他溃疡, 呈节段性分

布, 随着溃疡扩展融合, 表现为纵行裂隙状溃疡, 
黏膜隆起呈鹅卵石样改变, 具有特异性, 病检为

跳跃性裂隙状溃疡、结节样非干酪样肉芽肿、

肠壁各层炎症细胞浸润.
4.2 微探头超声内镜联合放大内镜及窄带成像

技术 随着内镜技术的发展, 目前内镜窄带成

像技术(narrow-band imaging, NBI)、放大内镜

(magnified endoscope, ME)、微探头超声内镜

(miniprobe sonography, MPS)已在临床工作中广

泛使用, 使得胃肠道病变的诊断准确率及癌肿

的早期病变检出率在不断提高[42].
4.2.1 NBI结合ME技术: NBI是一种非侵入性光

学增强技术, 他通过使用干扰滤光器产生窄谱

红、绿和蓝光作用与靶器官, 增加上皮表面及

其下方血管的对比度, 与放大内镜联合, 能对消

化系病变的病灶表面腺体开口(Pit)和微血管形

态显示清晰, 他的视觉效果具有获得内镜下染

色同等效果的可能性[43], 与放大色素内镜相比, 
无需喷洒色素, 在操作上简单易行, 只需进行模

式切换, 并可行靶向活检, 对于肠道病变的肿瘤

及非肿瘤性的鉴别有很好的诊断能力, 能明显

提高早期癌, 特别是平坦和凹陷性病灶的诊断

率[44,45]. 对于炎症性肠病, 患病时间越长, 病变癌

变的可能性越高, 而这种类型早期癌的诊断困

难, Danese等[46]研究报告显示: 一些在白光大肠

镜下认为正常的黏膜, 应用NBI加ME有阳性发

现, 其血管生成明显增加, 因此认为NBI可以提

供更多的信息以诊断炎症性肠病的严重程度.
4.2.2 微探头超声内镜: 临床上消化系隆起病变

靠常规内镜观察常不能明确隆起病变的性质和

病变层次范围, 而超声内镜弥补了这一不足[47]. 
MPS是经内镜活检通道插入微探头进行扫描检

查病变, 能够清楚显示肿块的边界、大小及包

膜, 对了解病变的起源、性质, 正确区分消化道

腔内外的病变有重要临床价值. 与常规超声内

镜相比, MPS最大优点在于肠道因病变狭窄致

内镜不能通过者, 微探头能够插入通过狭窄部 
位[48,49].

结合上述技术特点优势, 先对消化系隆起病

灶表面Pit形态和微血管形态进行细致清晰的观

察分析, 以明确病变的范围边界, 再予MPS了解

消化系隆起性病变的来源层次和侵犯层次, 确
定病变的深度. 三者联合能判断隆起病变的肿

瘤性与非肿瘤性, 对消化系隆起性病变的起源

具有准确的定位作用, 并能提示病变的性质, 尤
其是对于早期肿瘤有极高的诊断正确性, 对于

进一步治疗有明确的临床指导价值. 

5  结论

随着工业化进程和环境等变化, 克罗恩病在中

国等发展中国家发病率呈升高趋势[50,51], 肠结核

仍维持高发状态, 两者的鉴别诊断尤为困难, 相
互误诊率日益增高, 有的患者甚至两种疾病重

叠发生, 在多种辅助检查均无法较好鉴别的情

况下须进行诊断性治疗. 随着回盲部辅助检查

方法的不断改进及新的检查方法的出现, 该部

位病变尤其肿瘤更容易早期诊断且准确率不断

升高, MDCT结肠成像技术、NBI及MPS的前景

值得临床广泛应用, 继而有利于临床工作者积

极采取有效的治疗手段.
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Abstract
AIM: To examine the expression of Cullin 1 
protein in gastric cancer cells and tissues and to 
analyze the correlation between Cullin 1 protein 
expression and clinicopathologic variables and 
patient survival. 

METHODS: Cullin 1 protein expression in BGC-823, 
SGC-7901, and GES-1 cells was determined by 
Western blot. In addition, we constructed a tis-
sue microarray that included 792 primary gastric 
cancer tissues and evaluated Cullin 1 expression 
in tumor biopsies by immunohistochemistry.

RESULTS: Cullin 1 protein expression levels 
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Cullin1蛋白在胃癌中的表达及临床意义

王维民, 周苏君, 顾贤成, 谈永飞, 葛志军, 周建伟, 周 炎

®

■背景资料
Cullin1所组装的
复合体具有典型
的泛素连接酶活
性, 介导许多与细
胞周期相关的功
能蛋白尤其是癌
相关蛋白的降解
过程, 有效地调节
着细胞周期进程. 
该蛋白是细胞周
期结束的必需调
控因子, 其异常变
化可能在肿瘤发
生过程中起重要
作用.

were higher in BGC-823 and SGC-7901 cells 
than in GES-1 cells (both P < 0.01), and in gastric 
cancer tissues than in adjacent tissues (P < 0.01). 
Cullin 1 overexpression was significantly cor-
related with TNM stage (P = 0.011), depth of in-
vasion (P = 0.035, T1-T3 vs T4), and lymph node 
metastasis (P = 0.036). Furthermore, we found 
a strong correlation between high Cullin 1 ex-
pression and worse overall and 3-year survival 
rates in gastric cancer patients (P = 0.042, 0.026). 
Cox regression analysis revealed that Cullin 1 
expression was an independent prognostic fac-
tor predicting 3-year outcome in patients with 
gastric cancer (P = 0.028). 

CONCLUSION: Cullin 1 may be an important 
marker for lymph node metastasis and prog-
nosis in gastric cancer, representing a potential 
treatment target for this malignancy.

Key Words: Cullin 1; Gastric cancer tissue; Gastric 
cancer cells; Western blot
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摘要
目的: 研究Cullin1在胃癌细胞及胃癌组织中
的表达, 并分析Cullin1、临床分期与患者生存
率之间的相关性. 

方法: 采用Wes tern blo t法检测SGC-7901、
B G C-823胃癌细胞与正常胃黏膜上皮细胞
GES-1中、胃癌组织与癌旁组织中Cullin1蛋
白表达差异. 我们利用已经构建的胃癌数据
库, 采用免疫组织化学法检测792例胃癌组织
中Cullin1表达. 

结果: 我们研究发现, SGC-7901、BGC-823胃
癌细胞中Cullin1表达水平均高于胃上皮细胞
株GES-1(P <0.01). 胃癌组织中Cullin1蛋白表
达水平均高于癌旁组织(P <0.01). Cullin1过表
达与胃癌TNM分期(P  = 0.011)、浸润深度(P  
= 0.035, T1-T3与T4)及淋巴结转移(P  = 0.036)

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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■相关报道
Chen等研究得出
Cullin1蛋白表达
与黑色素瘤细胞
生 长 正 相 关 .  其
机制是通过SCF-
Skp2下调P27蛋
白, 促进黑色素瘤
细胞增殖; 有报道
认为Cullin1通过
与泛素样小分子
NEDD8共价连接
而被修饰, 在哺乳
动物细胞中一个
完整的NEDD8通
路需要Cullinl依
赖的泛素化作用.

显著相关. 此外, 我们发现Cullin1的高表达与
胃癌患者较差的总生存时间及3年生存率明
显相关(P  = 0.042, 0.026). Cox回归分析显示, 
Cullin1表达是胃癌患者3年生存率的一个独立
的预后因子(P  = 0.028). 

结论: 我们的数据表明, Cullin1可作为胃癌淋
巴结转移、预后以及潜在治疗的一个重要标
志和研究目标.  

关键词: Cullin1; 胃癌组织; 胃癌细胞; Western blot
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0  引言

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤中之一. 虽然

他的发病率一直缓慢下降, 但依然是全球第2大
癌症死因[1]. 胃癌患者的5年生存率只有20%左

右, 高死亡率与其转移密切相关[2]. 肿瘤的侵袭

转移是几个连续的步骤, 包括增殖、侵袭、脱

离, 进入淋巴结和血管移植, 粘附和外渗进入靶

器官, 从而再增殖[3]. 细胞内各种功能蛋白如原癌

蛋白、抑癌蛋白等动态影响到细胞周期进程. 这
些蛋白在细胞内水平的高低, 机制之一是受泛素

-蛋白酶体降解途径的精细调控[4,5]. 该酶系催化

蛋白质水解过程包含泛素活化酶(E1)、泛素轭

合酶(E2)和泛素连接酶(E3). 泛素连接酶主要有2
个家族, 即HECT家族和RING家族, 其中后者以

Cullin蛋白作为模板装配成. 作为Cullin蛋白代表

性成员, Cullin1所组装的复合体具有典型的泛素

连接酶活性, 介导许多细胞周期与相关的功能蛋

白尤其是癌相关蛋白的降解过程, 有效地调节着

细胞周期进程. Cullin1是细胞周期结束的必需调

控因子, 其异常变化可能在肿瘤发生过程中起重

要作用. 本课题组主要研究SGC-7901、BGC-823
胃癌细胞与正常胃黏膜上皮细胞GES-1中、胃

癌组织与癌旁组织中Cullin1蛋白表达差异; 利用

已经构建的胃癌患者临床数据库测定Cullin1蛋
白表达, 并分析与胃癌临床分期相关性, 以提供

胃癌预后的可预测指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株SGC-7901、BGC-823及胃

上皮细胞株GES-1均由南京医科大学公共卫生

学院分子毒理实验室提供. 胃癌组织及癌旁组

织由江苏大学附属宜兴医院普外科提供. RPMI 
1640细胞培养基(gibco公司), 胎牛血清(杭州

四季春公司), 胰蛋白酶(sigma), RIPA裂解液、

BCA试剂盒(碧云天), Cullin1单抗(epitomics公
司), 二抗(碧云天), β-actin(碧云天), 电泳仪、转

膜仪、酶标仪(美国伯乐). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 上述细胞株均于培养皿中贴壁

生长, 用含100 mL/L胎牛血清、100 U/mL青霉

素和100 mg/L链霉素的RPMI 1640(DMEM)培
养基, 置37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养. 待
细胞长至约占80%培养皿时, 用胰酶消化贴壁细

胞, 收集到离心管中, 3 000 r/min离心5 min, 弃去

上清待用. 
1.2.2 胃癌组织与癌旁组织标本收集: 胃癌患者

手术切除的胃癌组织和癌旁组织. 癌组织取自肿

瘤中心处, 癌旁组织取自距肿瘤边缘至少10 cm
处. 所有病例均经组织病理学诊断确诊, 均无其

他部位原发肿瘤, 术前无化疗、放疗和免疫治疗

史. 标本取材后, 立即置于液氮中速冻, 然后转到

-80 ℃冰箱内保存. 
1.2.3 利用BCA法测定胃癌组织与癌旁组织、胃

癌细胞与胃正常上皮细胞总蛋白浓度: 用RIPA
裂解液并匀浆处理胃癌组织和癌旁组织, 提取

组织中总蛋白, 操作均在冰上进行. 收集胃癌细

胞SGC-7901、BGC-823及胃上皮细胞株GES-1, 
用预冷的PBS洗2遍, 再加入RIPA裂解液, 充分混

匀, 放入4 ℃冰箱半小时. 然后在4 ℃低温下离

心15 min, 吸取上清. 将上述2种上清液根据BCA
蛋白测量试剂盒说明书操作, 测出总蛋白浓度. 
1.2.4 Western blot测定Cullin1蛋白表达: 取100 µg
总蛋白进行7.5% SDS-PAGE凝胶电泳分析, 电泳

结束后转移蛋白至PVDF膜上, 含5%脱脂奶粉的

TBST液中室温封闭2 h, 用TBST清洗5遍, 每次5 
min, 然后加入1∶1 000稀释特异性一抗(兔抗人

Cullin1), 4 ℃孵育过夜; 次日用TBST液洗膜5次, 
每次5 min, 然后加入相应二抗(1∶1 000), 室温孵

育4 h, 再用TBST液洗膜10次, 每次5 min. DAB显
色后, 再上机检测. 实验均重复3遍. 
1.2.5 构建1 022例胃癌组织标本库:  1999-01-01/
2006-12-31由我院收集1 022例胃癌组织标本库. 
患者的基本信息[包括性别、年龄、病情、病理

分期(TNM)及有无远处转移等]均能详细提供. 
1.2.6 建立胃癌组织芯片检测Cullin1蛋白的表达: 
胃癌组织芯片合同委托生物芯片上海国家工程

■创新盘点
本文研究Cullin1
在胃癌细胞及胃
癌组织中的表达, 
并分析Cullin1、
临床分期与患者
的生存率之间的
相关性.
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研究中心构建, 从排序的石蜡瘤块中心和相对应

的癌旁组织处取直径1.0 mm肿瘤组织. 作为组织

对照, 正常胃黏膜上皮细胞活检组织被插入每张

芯片的四角和中心. 用标准的操作程序, 检测胃

癌组织芯片中Cullin1蛋白表达. 胃癌组织芯片在

55 ℃下, 作用20 min, 然后用由二甲苯清洗脱蜡

3次, 每次约5 min; 再分别用无水乙醇、950 mL/
L、800 mL/L的乙醇和蒸馏水清洗, 每次约5 min; 
样品在10 mmol/L的柠檬酸钠(pH 6.0)内, 95 ℃下

加热30 min进行抗原修复; 在3%的过氧化氢孵化

30 min, 以阻断内源性过氧化物酶活性; 用血清

封闭30 min, 用鼠源性单克隆抗体Cullin1(1∶50
稀释)与样品切片孵育, 在4 ℃条件下过夜; 然后

与相应的二抗结合30 min; 再通过3,3'-二氨基基

板, 进行苏木红染色; 然后进行脱水的程序, 样品

切片用盖玻片密封. 阴性对照组省略Cullin1抗体

孵化. 在每个芯片的样品切片上, 正常胃黏膜上

皮组织的染色被评定为染色的质量标准. 免疫组

织染色结果判定: Cullin1染色等级采用免疫染色

评分(IRS)[6], 以染色强度乘以阳性细胞百分比计

算. 根据IRS, Cullin1染色被分为: 阴性(IRS: 0), 弱
(IRS: 1-2), 中度(IRS: 3-6), 强(IRS: 8-12). 

统计学处理  Fisher精确检验评价Cullin1与
临床参数间的相关性. Kaplan-Meier方法绘制生

存曲线, log-rank检验比较生存率. 单因素和多因

素Cox比例风险模型分析患者生存率的相关影

响因素. 所有统计检验均为双侧检验, 以P≤0.05

为有统计学差异. 

2  结果

2.1 Cullin1蛋白在胃癌细胞及胃正常黏膜细胞

中的表达 Cullin1蛋白在胃癌细胞SGC-7901、
B G C-823中表达水平均高于胃上皮细胞株

GES-1. 采用图像分析系统进行半定量分析, 与胃

正常黏膜细胞GES-1相比, SGC-7901、BGC-823
中Cullin1蛋白表达量分别上调71.18%、71.64%, 
差异均具有统计学意义(P<0.01, 图1). 
2.2 Cullin1蛋白在胃癌组织及癌旁组织中的表

达 5例胃癌组织中Cu l l in1蛋白表达水平均高

于癌旁组织. 采用图像分析系统进行半定量分

析, C1-C5中Cullin1的表达量较N1-N5分别上调

43.60%、47.16%、52.33%、34.84%、65.02%, 
差异均具有统计学意义(P<0.01, 图2). 
2.3 胃癌组织中Cullin1蛋白与胃癌临床分期的相

关性 由于抗原修复过程丢失抗原或未夹对肿瘤

组织, 1 022例胃癌组织芯片可供分析792例, 根
据胃癌TNM分期,Ⅰ期182例、Ⅱ期180例、Ⅲ期

397例、Ⅳ期23例. Ⅲ期和Ⅳ期胃癌组织Cullin1
染色比Ⅰ、Ⅱ期胃癌组织明显加强(P = 0.011, 图
3). 因为TNM分期与浸润程度、淋巴结转移均密

切相关, 我们进一步分析Cullin1表达与两者的关

系. 结果显示: Cullin1表达与浸润深度(P = 0.035)
及淋巴结转移(P = 0.036). 根据随访数据分析: 
Cullin1高表达患者在总生存期及3年生存期均明

显低于Cullin1低表达患者(P = 0.042和P = 0.026). 
Cox回归分析显示, Cullin1表达是胃癌患者3年生

存的一个独立预后因子(P = 0.028). 
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图  1  细胞中Cullin1蛋白的表达. bP<0.01, dP<0.01 vs  GES-1.

图  2  胃癌组织与癌旁组织中Cullin1蛋白的表达. C: 胃癌组

织; N: 癌旁组织. bP<0.01 vs  癌旁组织.
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癌的恶性度密切
相关, 该蛋白可作
为评估胃癌预后
的参考指标.



www.wjgnet.com

王维民, 等. Cullin1蛋白在胃癌中的表达及临床意义							                 2391

■ 名词解释
泛 素 链 接 酶 :  一
个能够将泛素分
子连接到目的蛋
白质某个赖氨酸
上的酶. 通常情况
下, 泛素链接酶可
以将目的蛋白质
多泛素化, 即加上
多个泛素分子, 形
成多泛素链; 而带
有多泛素链的蛋
白质就可以被蛋
白酶体所识别, 从
而被降解.

3  讨论

Cullin1是Cullin基因组中的一个成员, 泛素连接

酶复合体的核心成分, 对细胞周期起调控作用, 
与多种恶性肿瘤的发生、发展密切相关. 人类

Cullin1定位于3号染色体上, 具有6个外显子和5
个内含子, 且包含780个氨基酸残基. Cullin1所组

装的蛋白复合体称SCF(skp1-cul1-F box protein), 
是一个多亚基蛋白复合物. SCF能泛素化多种蛋

白因子如P27、P21、P57及细胞周期素等, Cul-
lin1蛋白作为SCF复合体骨架蛋白可起到模板作

用, 其结构的变化会引起泛素连接酶复合物活

性的变化, 使许多细胞内的底物蛋白的降解水

平发生改变. 
近年来, 国内外学者研究发现, Cul l in1蛋

白表达水平与一些恶性肿瘤生物学行为及预

后密切相关. Chen等[7]研究得出Cullin1蛋白表

达与黑色素瘤细胞生长成正相关. 其机制是通

过SCFSkp2下调P27蛋白, 促进黑色素瘤细胞

增殖. 有报道认为Cullin1通过与泛素样小分子

NEDD8共价连接而被修饰, 在哺乳动物细胞中

一个完整的NEDD8通路需要Cullinl依赖的泛素

化作用[8]. 丢失Cullinl可导致早期的胚胎死亡和

cyclin E的调节异常[9]. 细胞核激素受体—雌激

素受体ERα在乳腺癌具有广泛调节基因表达及

增殖程序, 他的缺失导致乳腺癌内分泌治疗不

敏感. ERα缺失主要被SCFSkp2介导的泛素化降 
解[10]. 在食管鳞癌组织中SCFSkp2蛋白表达与肿

瘤分期、淋巴结转移成正相关(P <0.05); 与接受

放疗患者的总生存期成负相关(P <0.05), 其主要

分子机制是SCFSkp2蛋白能提高食管鳞癌细胞

对放疗的耐受性[11]. 另有研究证实NEDD8可通

过抑制SCF复合物酶的活性, 从而阻滞细胞周期

进程[12]. 在LNCaP前列腺癌细胞中, 研究雄激素

敏感相关性miRNA, 发现miR-148a能降低Cul-
lin1构建的CAND1复合物表达, 抑制SCF泛素酶

活性, 从而抑制前列腺癌细胞生长[13]. Kong等[14]

研究证实由Cullin1参与组成的CAC1蛋白, 能够

提高细胞周期蛋白依赖性激酶CKD2活性, 促进

细胞增殖. Chen等[15]发现由Cullin1组装SCF绑
定的FBXL2蛋白, 其发生突变能通过泛素化作

用于钙调蛋白, 从而使细胞周期素D3表达下降, 
最终导致并诱导肺癌细胞凋亡. SCF(Fbw7)蛋白

属于SKP1-CUL1-F-box构建的具有乏素酶功能

的复合物, 具有抑癌基因功能. 他主要能影响细

A B C

FED

G H

图  3  胃癌组织与癌旁组织中Cullin1表达免疫染色图谱. A, E: 胃癌癌旁组织, 阴性; B, F: 胃癌组织弱阳性; C, G: 胃癌组织中

度阳性; D, H: 胃癌组织强阳性.
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胞周期进程、细胞增殖、分化、DNA损伤反应 
等[16]. 相关研究表明[17], 在肿瘤细胞G1期向S期
过渡时, miR-27a能抑制细胞中SCF(Fbw7)蛋白

表达, 从而导致肿瘤细胞生长. 
本研究显示, 胃癌细胞及胃黏膜上皮细胞

内、胃癌及其癌旁组织中均可检测Cullin1蛋白

的表达, 且胃癌细胞、胃癌组织中Cullin1蛋白

的表达水平明显高于胃黏膜上皮细胞、癌旁组

织(P <0.01). Cull in1蛋白表达与胃癌患者临床

TNM分期、浸润程度及淋巴结转移均有明显相

关(P <0.05). 这提示Cullin1蛋白与胃癌的恶性度

密切相关. Cullin1蛋白可作为评估胃癌预后的参

考指标. 但该蛋白在胃癌组织中表达的分子机

制及其生物学特征, 以及他在其他肿瘤领域中

的作用, 尚需进一步探讨. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of aquaporin 2 
(AQP2) in kidney tissue of rats with BDL-induced 
cirrhosis and to observe the effect of treatment 
with salvia miltiorrhiza on AQP2 expression in 
this animal model. 

METHODS: Seventy SD rats were randomly 
divided into sham operation group and model 
group. To induce biliary cirrhosis, SD rats un-
derwent double ligation and sectioning of the 
common bile duct (BDL). Animals in the model 
group were sacrificed at weeks 1, 2, 3 and 4. At 
week 5, the model group was divided into two 
groups: treatment group and control group. Rats 
in the treatment group were treated with salvia 
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■背景资料
腹水是肝硬化由
代偿转化为失代
偿的一个重要标
志, 难治性腹水则
是失代偿早中期
转化为晚期的重
要表现. 肝移植是
肝硬化难治性腹
水及其并发症最
终的有效治疗手
段, 但是费用昂贵
并且肝源有限, 限
制了他在基层医
院的应用 .  因此 , 
选择一种具有利
尿作用而且经济
实用的药物是当
务之急.

miltiorrhiza, while those in the control group 
was treated with vehicle. Liver histopathologi-
cal changes were evaluated by hematoxylin and 
eosin (H&E) staining and Masson's trichrome 
staining. Kidney histopathological changes were 
evaluated by H&E staining. Immunohistochem-
istry was employed to investigate the expression 
of AQP2 in kidney tissue of cirrhotic rats.

RESULTS: With the progression of hepatic cir-
rhosis, the expression of AQP2 increased gradu-
ally. The optical density (OD) of renal AQP2 at 
weeks 1 to 4 was significantly higher in the model 
group than in the sham operation group (cortex: 
0.4703 ± 0.0313, 0.4832 ± 0.0212, 0.5081 ± 0.0417, 
0.6802 ± 0.0531 vs 0.4197 ± 0.0295; medulla: 0.4320 
± 0.0237, 0.4724 ± 0.0284, 0.4796 ± 0.0451, 0.5187 ± 
0.0612 vs 0.4139 ± 0.0152; all P < 0.05). The expres-
sion of AQP2 in the control group was higher 
than that in the treatment group. The OD of renal 
AQP2 in the control group was significantly high-
er than that in the treatment group (cortex: 0.5536 
± 0.0476 vs 0.4233 ± 0.0521; medulla: 0.4764 ± 0.0536 
vs 0.4158 ± 0.0413, both P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of AQP2 is up-
regulated in kidney tissue of cirrhotic rats. Salvia 
miltiorrhiza treatment reduced the expression of 
AQP2 in kidney tissue of cirrhotic rats. 

Key Words: Cirrhosis; Ascites; Aquaporin 2; Salvia 
miltiorrhiza

Wang JH, Guo YZ, Zhang XL. Salvia miltiorrhiza reduces 
expression of aquaporin 2 in kidney tissue of cirrhotic 
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2393-2396

摘要  
目的: 探讨胆总管结扎(bile duct ligation, BDL)
大鼠肝硬化不同阶段肾组织中水通道蛋白
2(aquaporins-2, AQP2)表达的变化; 用丹参注
射液干预肝硬化腹水大鼠, 观察丹参注射液对
其表达的影响. 

方法: 将70只♂SD大鼠随机分成假手术组、

模型组. 模型组分别于结扎后1、2、3、4 wk

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝胆胰内科
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■研发前沿
肝硬化难治性腹
水的治疗一直是
临床上所感兴趣
的 话 题 .  其 机 制
尚 未 完 全 阐 明 , 
但目前普遍认为
水钠潴留是腹水
发 生 的 重 要 因
素 .  最 近 研 究 发
现水调节的关键
蛋白-水通道蛋白
2(AQP2)可能与
肝硬化腹水的发
生有关.

麻醉10只动物. 假手术组与4 wk模型组同批麻
醉. 4 wk末时, 再从剩余存活造模大鼠中, 随机
选取16只腹腔穿刺证实有腹水的大鼠, 随机分
为治疗组和对照组. 从造模第5周开始进行治
疗观察. 治疗组给予丹参注射液2 mL腹腔注
射, 1次/d, 连用2 wk. 对照组给予蒸馏水2 mL
腹腔注射, 1次/d, 连用2 wk, 6 wk末2组同批麻
醉. 采用HE染色、Masson三色染色确定模型
建立情况; 肾脏组织标本采用HE染色, 光镜下
观察组织学变化, 应用免疫组织化学方法测定
AQP2的表达及分布.  

结果: 造模1-4 wk大鼠肾组织AQP2的阳性
染色平均吸光度A 值(皮质: 0.4703±0.0313, 
0.4832±0.0212, 0.5081±0.0417, 0.6802
±0.0531; 髓质: 0.4320±0.0237, 0.4724±
0.0284, 0.4796±0.0451, 0.5187±0.0612)均
高于假手术组(皮质: 0.4197±0.0295; 髓质: 
0.4139±0.0152, P <0.05), 提示肝硬化进程中, 
AQP2在肾皮质和肾髓质的表达均逐渐增强. 
治疗组(皮质: 0.4233±0.0521, 髓质: 0.4158±
0.0413)大鼠肾组织AQP2的阳性染色平均A值
显著低于对照组(皮质: 0.5536±0.0476, 髓质: 
0.4764±0.0536, P <0.05). 

结论: 以BDL法制备的大鼠肝硬化模型中存
在着肾脏AQP2表达的上调, 提示在肝硬化进
程中, 肾脏集合管可能参与了水重吸收的增
加; 而丹参注射液可以下调肝硬化腹水大鼠
肾脏AQP2的高表达. 

关键词: 肝硬化; 腹水; 水通道蛋白2; 丹参
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0  引言 

肝硬化是多种肝病终末期的共同病理变化, 其失

代偿阶段的标志之一是腹水生成. 腹水的发生有

多种病理生理因素参与, 其机制尚未完全阐明, 
但目前普遍认为水钠潴留是腹水发生的重要因

素. 本文将研究水调节的关键蛋白-水通道蛋白

2(aquaporins-2, AQP2)在肝硬化腹水模型肾组织

的表达, 同时观察丹参注射液对其的影响.

1  材料和方法

1.1  材料  成年健康♂S D大鼠70只 ,  体质量

350-400 g, 清洁级, 由河北医科大学实验动物

中心提供(DK0410-0054). 丹参注射液(Salvia 

Miltiorrhiza injection, SMI)(正大集团公司, 批号

Z30020177, 10 mL/支, 相当于含生药15 g). 羊抗

AQP2多克隆抗体、SP9003试剂盒、DAB显色

剂及多聚赖氨酸均购自美国Santa Cruze公司. 
1.2 方法

1.2.1 造模及实验动物分组: 将70只大鼠随机分

成假手术组、模型组. 应用胆总管结扎(bile duct 
ligation, BDL)方法建立胆汁淤积性肝硬化大鼠

模型. 模型组共60只, 分别于结扎后1、2、3、4 
wk麻醉10只动物. 假手术组10只, 与4 wk模型组

同批麻醉. 第4周末肝病理学检查提示肝硬化模

型复制成功. 4 wk末时, 再从剩余存活造模大鼠

中, 随机选取16只腹腔穿刺证实有腹水的大鼠, 
随机分为治疗组和对照组, 每组8只. 
1.2.2 治疗: 从造模第5周开始进行治疗观察. 治
疗组给予丹参注射液2 mL腹腔注射, 1次/d, 连用

2 wk. 对照组给予蒸馏水2 mL腹腔注射, 1次/d, 
连用2 wk, 6 wk末2组同批麻醉. 
1.2.3 取材: 各组动物麻醉后, 于无菌条件下切开

皮肤进入腹腔, 留取双侧肾组织, 4%多聚甲醛固

定, 石蜡包埋、切片, 送HE染色和免疫组织化学

染色; 同时切取部分肝脏左叶, 4%多聚甲醛固定, 
常规石蜡切片, 用于HE染色和Masson三色染色. 
1.2.4 HE染色和Masson三色染色: 肝肾组织做 
5 µm连续切片, 按常规程序进行染色. 
1.2.5 肾组织AQP2免疫组织化学染色: 采用SP
方法. 石蜡包埋的肝组织以5 µm的厚度连续切

片, 二甲苯脱蜡, 乙醇梯度水化; 3%甲醇-过氧化

氢室温下孵育20 min, 消除内源性过氧化物酶,  
0.01 mol/L枸橼酸缓冲液(pH 6.0)微波炉内抗原修

复, 100 mL/L山羊血清封闭非特异性染色. 加入

一抗(羊抗AQP2, 1∶100), 4 ℃过夜; 滴加生物素

化二抗工作液, 37 ℃温箱湿盒内孵育30 min, 0.01 
mol/L PBS清洗3次, 每次5 min; 滴加辣根过氧化

物酶标记链酶卵白素工作液, 37 ℃温箱湿盒内

孵育30 min; DAB显色2-5 min, 自来水充分冲洗, 
终止显色, 梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 中性树胶

封固. 免疫组织化学染色对照设置: 以PBS代替

一抗进行上述染色作为空白对照, 结果为阴性. 
棕黄色为阳性染色. 
1.2.6 图像分析: 采用Motic 6.0数码医学图像分

析系统 ,  各组织采用相同放大倍数(肝组织×

200, 肾皮质×400, 肾髓质×200), 每个切片计数

10个视野, 以阳性染色的积分吸光度(IA )值来表

示抗原表达量, 对AQP2免疫阳性染色的A值进

行测定, 然后用Nikon尼康光镜显微照相机摄片. 

■相关报道
已有研究证实丹
参增加肾血流, 有
利尿和抗炎作用, 
调节肾组织局部
微循环, 改善肾功
能. 最近研究证实, 
丹参治疗能显著
降低糖尿病大鼠
肾组织中的AQP2
蛋白表达, 推测丹
参对糖尿病大鼠
肾脏的保护作用
可能与降低AQP2
的表达有关.
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光镜标本制成后, 直接在光镜下观察病理改变

并摄片. 
统计学处理 数据利用SPSS13.0统计软件进

行分析. 计量资料以mean±SD表示, 多组间比较

采用单因素方差分析(One-way ANOVA)及q检验, 
两组间采用t检验. P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 实验动物的一般情况 假手术组大鼠皮毛光

泽, 体质量稳定增加. 模型组于造模2-3 d开始, 
全身色泽变黄, 小便颜色加深; 造模1 wk以后, 食
欲逐渐减退, 体质量下降, 嗜睡, 活动减少, 至造

模4 wk多数模型大鼠发生腹水. 实验过程中由于

麻醉、手术出血及疾病进展, 先后有4只大鼠死

亡, 分别在假手术组、造模1 wk及4 wk时. 
2.2 各组动物肝脏病理组织学观察 模型大鼠肝

脏肉眼观呈褐绿色或棕色, 表面呈细颗粒状, 明
显增大, 质地变硬, 边缘变钝. HE及Masson三色

染色显示, 造模3-4 wk肝脏广泛纤维结缔组织增

生, 增生的纤维间隔互相连接、包绕、分割, 改
建原来的肝小叶甚至形成假小叶. 假手术组肝

小叶结构完整, 肝板排列整齐, 少量结缔组织局

限于门管区(图1). 
2.3 各组动物肾脏病理组织学观察 假手术组大

鼠肾脏肉眼观察色泽红润, 大小正常, 光镜下肾

小球结构清晰, 肾小管上皮细胞排列整齐, 基底

膜完整. 模型组大鼠肾脏肉眼观呈棕褐色, 随造

模时间延长, 色泽有所加深; 但表面光滑. HE染
色显示大鼠肝硬化进程中肾脏病理组织学与假

手术组比较无明显差异.
2.4 肝硬化过程中AQP2蛋白在肾脏皮质、髓质

的表达 免疫组织化学显示, 正常大鼠肾组织中

有少量表达; 随着肝硬化的发展, 大鼠肾组织中

AQP2阳性细胞明显增多, 主要分布于集合管, 
造模1-4 wk大鼠肾组织AQP2的A值均高于假手

术组(表1, P <0.05).
2.5 治疗组与对照组大鼠肾脏AQP2表达 治疗

组AQP2染色阳性细胞数量明显少于对照组. 治
疗组A值(皮质: 0.4233±0.0521, 髓质: 0.4158±
0.0413)显著低于对照组AQP2(皮质: 0.5536±
0.0479, 髓质: 0.4764±0.0536, 表2). 

3  讨论

AQPs是一组介导不同类型细胞膜跨膜转运水的

通道蛋白[1]. 迄今哺乳动物中已发现13个AQPs[2]. 
肾脏作为整个机体调节水平衡的主要器官, 其
AQPs含量最丰富, 至少表达7种AQPs(AQP1-4, 
AQP6-8), 其中AQP2又被称为集合管水通道, 是
调节肾集合管对水通透性的主要水通道蛋白[3]. 
我们通过用BDL方法制备肝硬化大鼠模型, 应用

免疫组织化学方法检测大鼠肝硬化过程中肾组

织AQP2表达, 探讨AQP2在肝硬化腹水形成中的

A

C D

B

图  1  肝组织病理. A: 假手术组(HE, ×200); B: BDL 4 wk组(HE, ×200); C: 假手术组(Masson, ×200); D: BDL 4 wk组(Masson, 

×200).

■应用要点
本研究发现, AQP
2参与了肝硬化腹
水的发生发展, 丹
参可以下调肝硬
化腹水时肾组织
中AQP2的表达 , 
为临床治疗肝硬
化腹水提供新的
治疗方向.
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作用; 然后, 我们用丹参注射液干预肝硬化腹水

大鼠, 初步了解其对AQP2表达的影响. 
本研究结果显示, 随着肝硬化的进展, 大鼠

肾脏皮质、髓质中AQP2阳性细胞明显增多, 主
要分布于集合管. 造模1-4 wk大鼠肾脏皮质、髓

质AQP2阳性面积依次增高, 均显著高于假手术

组, 提示肾脏集合管可能参与了水的重吸收的

增加. 与我们的研究相一致, 孙剑勇等[4]用40% 
CCl4-橄榄油溶液皮下注射14 wk造模, 制备肝

硬化腹水大鼠模型, 发现腹水大鼠AQP2蛋白及

mRNA全面上调. 但是, 也有相反的报道, 在多项

采用由BDL制备的肝硬化(代偿)动物模型的实

验中发现, 血浆AVP水平正常, AQP2在肾皮质中

的表达降低, 而在内髓中无明显改变, 作者对这

种改变的解释是“AQP2表达的下调可能是肝

硬化代偿阶段对于水潴留的一种适当反应, 当
进展至失代偿阶段时, 伴随着血浆AVP水平的增

高才会出现AQP2的上调[5-7]”. AQP2表达主要

受AVP的调节, AVP与主细胞管周膜上受体结合, 
使主细胞内腺苷酸水平增高[8], 后者激活蛋白

激酶A, 激活的蛋白激酶A使AQP2磷酸化, 然后

AQP2转移至管腔膜, 致管腔膜上AQP2密度增

加, 从而提高对水的通透性[9].  
丹参的脂溶性成分主要是丹参酮, 水溶性成

分包括丹参素、原儿茶醛、丹参酚酸. 丹参注

射液以水溶性成分为主. 已有研究证实, 丹参有

利尿作用. 胡波等[10,11]发现, 丹参能显著降低糖

尿病大鼠肾组织中AQP2的蛋白表达和基因表

达. 但是, 丹参是否影响肝硬化腹水时肾组织中

AQP2的表达, 目前尚缺乏研究. 
我们采用丹参注射液干预肝硬化腹水大鼠

2 wk, 结果显示治疗组AQP2染色阳性细胞数量

明显少于对照组, 提示丹参可以下调肝硬化腹

水时肾组织中AQP2的高表达. 但是有关通过哪

些信号通路来调节肾组织AQP2的表达, 有待

进一步深入研究. 因此, 深入探讨丹参注射液对

AQP-2的调控机制, 将为我们临床治疗肝硬化腹

水提供新的治疗方向. 
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表  1  肝硬化过程中AQP2蛋白在肾组织的表达 (mean±
SD, A 值)

     分组           肾皮质         肾髓质

假手术组 0.4197±0.0295 0.4139±0.0152

BDL 1 wk组 0.4703±0.0313 0.4320±0.0237

BDL 2 wk组 0.4823±0.0212 0.4724±0.0284

BDL 3 wk组 0.5018±0.0417a 0.4796±0.0541a

BDL 4 wk组 0.6802±0.0531a 0.5187±0.0612a

aP<0.05 vs  假手术组.

表  2  治疗组与对照组大鼠肾脏AQP2表达 (mean±
SD, n  = 8, A 值)

     分组          肾皮质         肾髓质

对照组 0.5536±0.0479 0.4764±0.0536

治疗组 0.4233±0.0521 0.4158±0.0413

t值         2.787         2.254

P值         <0.01         <0.05

■同行评价
本研究内容新颖, 
研究方法具有一
定的科学性, 其对
于肝硬化腹水形
成机制的探讨具
有参考价值.
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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression plas-
mid carrying tagln (the gene encoding transge-
lin) and establish the human colon carcinoma 
cell line RKO stably expressing tagln.  

TAGLN真核表达载体pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAG-
LN-mut及稳定转染细胞株的构建
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■背景资料
结肠癌是常见的
恶 性 肿 瘤 之 一 , 
90%的结肠癌患
者死于肿瘤转移. 
t ag ln 编码的 t ra -
nsgelin, 属钙调理
蛋白家族成员, 是
平滑肌分化的早
期标志物. 前期研
究发现transgelin
在有淋巴结转移
的结肠癌原发灶
中高表达.

METHODS: Using the Gateway Technology, a BP 
recombination reaction was performed using a 
construct carrying the tagln gene (pOTB7-TAGLN-
mut) and a donor vector (pDONR221) to create 
an entry clone (pDONR221-TAGLN-mut). An 
LR recombination reaction was then performed 
between the entry clone and the destination vec-
tor (pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST) to gener-
ate a recombinant plasmid (pcDNA6.2/EmGFP-
Bsd/V5-TAGLN-mut). The recombinant plasmid 
was confirmed by sequencing. Lipofectamine-
mediated transfection was performed in RKO cells 
and stable transfectants were selected. The stable 
expression of tagln in RKO cells was validated by 
real-time RT-PCR and Western blot. Matrigel inva-
sion assay was performed with these stable cell 
lines. 

RESULTS: Sequencing analysis showed that tagln 
was successfully inserted into the pcDNA6.2/
EmGFP-Bsd/V5-DEST plasmid. Real-time RT-PCR 
and Western blotting indicated that the expres-
sion of tagln increased remarkably in RKO cells 
transfected with the pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-
TAGLN-mut plasmid (RKO-TAGLN cells) as com-
pared to those transfected with the control vector 
(RKO-CTRL cells) and non-transfected RKO cells 
(relative mRNA expression levels : 45.58 ± 12.79, 
1.32 ± 0.43 vs 1, both P < 0.01; protein expression 
levels: 1.69 ± 0.04, 0.29 ± 0. 05 vs 0.29 ± 0.04, both P 
< 0.01). Overexpression of tagln increased cell inva-
sion by 161.76% ± 61.18% in RKO cells (P < 0.01). 

CONCLUSION: A eukaryotic expression plasmid 
carrying tagln has been successfully generated and 
a RKO cell line stably expressing tagln has been 
established. These lay a foundation for further 
research of the role of transgelin in human colon 
carcinoma. 

Key Words: Transgelin; Colon carcinoma; RKO cells; 
Gateway technology
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■研发前沿
transgelin是一种
肌动蛋白结合蛋
白, 与细胞迁移、
侵 袭 有 关 ,  参 与
EMT的过程, 但在
各种肿瘤细胞中
的表达和作用并
不一致. transgelin
在结肠癌转移中
的 作 用 机 制 有
待 进 一 步 研 究 
阐明.

摘要 
目的: 构建携tagln基因的真核表达载体, 建立稳
定转染该质粒的人结肠癌细胞株RKO并鉴定. 

方法: 通过Gateway克隆技术, 使用pOTB7-
TAGLN-mut与pDONR221进行BP重组反应, 
产生入门克隆, 再与pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/
V5-DEST空载体进行LR重组反应, 生成目的
质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut. 
通过测序验证目的质粒的插入序列. 将携带
tagln 的真核表达载体和对照质粒稳定转染至
人结肠癌细胞株RKO. 通过实时荧光定量PCR
和免疫印迹检测tagln 的mRNA和蛋白表达水
平. 通过细胞侵袭实验了解transgelin在结肠癌
细胞RKO中的作用. 

结果: 携带tagln 的真核表达载体测序分析显
示插入序列及位点正确; 实时荧光定量PCR
及免疫印迹结果显示, 稳定转染重组目的质
粒的细胞株(RKO-TAGLN细胞)中tagln 的表
达水平与转染对照质粒的细胞株(RKO-CTRL
细胞)及野生型RKO细胞相比明显上调, 差异
具有统计学意义(mRNA相对表达水平分别为
45.58±12.79、1.32±0.43和1, P <0.01;蛋白质
灰度定量值为1.69±0.04、0.29±0.05和0.29
±0.04, P <0.01). 细胞侵袭实验提示, RKO-
TAGLN细胞较RKO-CTRL细胞的侵袭能力提
高(161.76%±61.18%, P <0.01). 

结论: 成功构建携tagln 基因的真核表达载体
并建立过表达transgelin的稳定细胞株和对照
细胞株, 为研究transgelin在结肠癌中的作用奠
定基础. 

关键词: Transgelin; 结肠癌; 人结肠癌细胞RKO; 

Gateway克隆技术
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0 引言

结肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 在
世界范围内, 其发生率在男性肿瘤患者中居第3
位, 在女性肿瘤患者中居第2位. 近年来, 结肠癌

的发病率在南美, 东欧以及亚洲呈现上升趋势, 
我国的结肠癌发病率也在逐年升高[1-3]. 在美国

和西欧国家, 随着早期诊断和治疗水平的上升, 
结肠癌的病死率已经开始出现下降趋势[4]. 然而

结肠癌转移是患者死亡的主要原因. 因此, 除早

期诊断外, 有效抑制结肠癌转移, 对于延长患者

的生存期也具有非常重要的意义. transgelin是
一种在物种间高度保守的蛋白, 早期在人成纤

维细胞中被发现, 属于平滑肌蛋白[5]. 近年来, 由
于发现transgelin在肿瘤组织中存在异常表达, 因
此transgelin与肿瘤的关系逐步受到学界的重视. 
在既往的研究中, transgelin在肿瘤中所起的作

用并不一致, 在各种肿瘤组织中的表达也呈现

不同趋势, 甚至有学者提出, transgelin主要在肿

瘤间质中表达, 由于肿瘤间质组织含量不同造

成了transgelin表达的不同[3]. 然而, 在我们的前

期研究中, 利用激光显微切割技术, 从结肠癌组

织中收集肿瘤细胞进行定量蛋白组学分析, 发
现transgelin在淋巴结转移阳性组中的表达明显

高于淋巴结转移阴性组, 因此我们认为结肠癌

细胞中transgelin高表达起促进转移的作用[6]. 在
本研究中, 我们通过Gateway克隆技术构建携带

tagln (编码transgelin蛋白的基因)的真核表达载

体, 建立过表达transgelin的人结肠癌稳定细胞株

RKO及对照细胞株, 为进一步研究transgelin在
结肠癌转移中的作用机制奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 包含tagln全长的质粒pOTB7-TAGLN-
mut由Georgia Health Sciences University, GA, 
USA的Dr William S Dynan惠赠, 此质粒中的tagln
含有2个位点的同义密码子突变[6]. NotⅠ限制性

内切酶购自New England Biolabs; 质粒pcDNA6.2/
EmGFP-Bsd/V5-DEST、pDONR221、BP Clon-
ase Ⅱ混合物、LR Clonase Ⅱ混合物、感受态大

肠杆菌菌株TOP 10、Lipofectamine 2000、blasti-
cidin及TRIzol均购自Invitrogen; 质粒小提试剂盒

购自QIAGEN; 质粒大提试剂盒购自OMEGA; 人
结肠癌细胞株RKO购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库; EMEM培养基、胎牛血清和

OPTI-MEMⅠ培养基均购自Gibco; 胰蛋白酶购

自Bioind; 提取蛋白质的裂解液购自Santa Cruz; 
兔抗人transgelin抗体和鼠抗人GAPDH抗体均购

自Abcam; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔和山

羊抗鼠抗体均购自Sigma-Aldrich; 实时定量PCR
试剂盒购自TaKaRa. 
1.2 方法

1.2.1 transgelin真核表达载体pcDNA6.2/EmGFP-
Bsd/V5-TAGLN-mut的构建: 首先将pOTB7-
TAGLN-mut质粒线性化, 即取2 μg质粒、NotⅠ 
限制性内切酶(10 U/μL)1 μL、10×NE缓冲液
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3 2 μL和10×BSA 2 μL, 补充DNase/RNase-free 
water至20 μL混匀; 37 ℃孵育 2 h后加入乙醇

50 μL, 3 mol/L醋酸钠2 μL; 4 ℃、12 000 g离心

1 min, 将线性化的质粒沉淀; 用700 mL/L乙醇洗

涤沉淀 2次; 4 ℃、7 500 g离心5 min; 风干后用

TE buffer 溶解DNA. 
根据Gateway克隆技术(http://www.invit-

rogen.com)进行BP反应, 将150 ng线性化质粒

pOTB7-TAGLN-mut、150 ng质粒pDONR221(1 
μL)以及TE缓冲液混合(总体积8 μL)置于1.5 mL 
EP管中; 加入2 μL BP ClonaseⅡ混合物于25 ℃
反应3 h; 加入2 μL蛋白激酶K(2 μg/μL); 37 ℃孵

育10 min终止BP反应; 取2 μL BP反应产物转化

50 μL TOP10感受态大肠杆菌, 将转化反应产物

接种至含100 μg/mL卡那霉素的固体LB培养基; 
于37 ℃培养14 h后挑取单克隆菌落; 其后将菌

落接种至含100 μg/mL卡那霉素的液体LB培养

基中; 37 ℃恒温摇床225 r/min振荡培养12 h; 取
菌液接种至含有25 μg/mL氯霉素的固体LB培

养基(原pDONR221含有氯霉素耐药基因, 经重

组反应插入目的基因后, 氯霉素耐药基因消失); 
37 ℃培养24 h后无菌落生长, 上述双重筛选初

步验证BP反应产生正确的入门克隆pDONR221-
TAGLN-mut. 

使用经测序验证的入门克隆进行L R反

应, 取150 ng pDONR221-TAGLN-mut、150 ng 
pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST(1 μL)和TE缓
冲液混合(总体积8 μL)置于1.5 mL EP管中, 加
入2 μL LR ClonaseⅡ混合物, 混匀后于25 ℃反

应2 h, 加入2 μL蛋白激酶K(2 μg/μL), 于37 ℃孵

育10 min终止LR反应. 取2 μL LR反应产物转化 
50 μL感受态大肠杆菌TOP10, 将转化反应产

物接种到含有100 μg/mL氨苄西林的固体LB
培养基, 挑选单克隆菌落小规模扩增, 经过上

述含氯霉素的固体LB培养基的双重筛选(质粒

pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST含有氯霉素耐

药基因, 经重组反应插入目的基因后, 氯霉素耐

药基因消失), 挑选出符合条件的菌落进行进一

步扩增(具体步骤同BP反应). 根据质粒提取试剂

盒的方法提取质粒. 
1.2.2 入门克隆pDONR221-TAGLN-mut和重组

目的质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-
m u t测序分析 :  将入门克隆和重组目的质粒

送宝生物工程 (大连 )有限公司进行测序 ,  入
门克隆使用引物M13F和M13R, 序列分别为

5'-GTAAAACGACGGCCAG-3'和5'-CAG-

GAAACAGCTATGAC-3'; 重组目的质粒使用引

物T7-F和V5-R, 序列分别为5'-TAATACGACT-
CACTATAGGG-3'和5'-ACCGAGGAGAGGGT-
TAGGGAT-3'. 
1.2.3 细胞培养及稳定细胞株构建: 人结肠癌

细胞株RKO用含有100 mL/L胎牛血清(FBS)的
EMEM培养基(Eagle's minimal essential medium)
在含50 mL/L CO2的37 ℃恒温培养箱中培养, 用
0.25%胰蛋白酶-EDTA消化传代. 

R K O细胞分别转染目的质粒p c D N A6.2/
EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut和空载对照质粒

pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST, 细胞分别命名

为RKO-TAGLN和RKO-CTRL. 转染前24 h, 以
20×104/孔的密度将细胞接种至24孔板中. 转染

当天细胞融合度达90%, 按转染试剂说明将2 μL 
Lipofectamine 2000和2 μg质粒分别溶于50 μL 
OPTI-MEMⅠ培养基中, 两者混匀后室温孵育30 
min, 滴入相应细胞培养孔中轻微震荡摇匀. 孵育

8 h后更换新鲜培养基, 24 h后消化细胞, 以1∶30
稀释接种至直径60 mm培养皿中, 并用含50 μg/
mL blasticidin的普通培养基继续培养, 每3 d换液

1次. 2 wk后可在倒置荧光显微镜下观察到表达

绿色荧光蛋白的细胞集落形成. 标记后挑取单克

隆, 继续用50 μg/mL blasticidin的普通培养基进

行培养扩增, 其后将携带相同质粒的数株单克隆

细胞混合培养. 转染细胞进入稳定状态后, 用25 
μg/mL blasticidin维持培养. 
1.2.4 PCR检测: TRIzol法提取稳定转染细胞株

RKO-TAGLN、RKO-CTRL和野生型RKO细

胞(以下称RKO-WT)的总RNA, 并逆转录生成

cDNA, 再以cDNA为模板, 进行实时定量PCR
扩增, 目的基因t ag ln的上游引物为5'-GTTC-
CAGACTGTTGACCTCTTT-3', 下游引物为

5'-CTGCGCTTTCTTCATAAACC-3'. 以GAPDH
作为内参, 其上游引物为5'-ACAGCCTCAAGAT-
CATCAGCAAT-3', 下游引物为5'-ATGGACTGT-
GGTCATGAGTCCTT-3'. PCR反应条件为95 ℃ 
30 s后95 ℃ 5 s, 60 ℃ 20 s , 循环40次, PCR扩增

结束后绘制熔解曲线, 对目的基因的表达采用 
2-△△Ct法行相对定量分析. 
1.2.5 免疫印迹检测: 应用RIPA buffer(Santa 
Cruz)提取稳定转染细胞株RKO-TAGLN、RKO-
CTRL和RKO-WT的总蛋白. 取25 μg蛋白上样, 
120 V恒压电泳1.5 h后转至硝酸纤维膜(NC膜), 
30 V转膜1 h. 用含30 g/L BSA的TBST封闭NC膜
1 h, 其后分别加入一抗(抗transgelin 1∶500, 抗
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GAPDH 1∶4 000), 4 ℃摇床孵育过夜. TBST洗
膜3次, 每次10 min, 后加入相应二抗(辣根过氧

化物酶标记的山羊抗鼠或者山羊抗兔IgG 1∶
30 000), 室温摇床孵育1 h. TBST洗膜3次, 每次

10 min, ECL化学发光, 胶片曝光. 胶片经扫描后, 
采用Quantity One软件进行灰度分析. 
1.2.6 细胞侵袭实验: 用无血清EMEM培养基稀

释matrigel至650 μg/mL, 每个transwell小室用 
100 μL的matrigel稀释液包被. 实验前, 用不含

FBS的EMEM培养基培养细胞24 h, 将细胞消化

后计数, 用含10 g/L BSA的EMEM培养基重悬

细胞, 调整细胞密度为200×104/mL, 在transwell
小室中加入100 μL细胞悬液. 在24孔板中加入 
600 μL含100 mL/L FBS的EMEM培养基, 将小室

放入24孔板内, 放入37 ℃温箱培养48 h. 取出小室

至干净的24孔板, 吸去上室培养基, 在24孔板内

加入600 μL 4%多聚甲醛固定20 min, 取出后用棉

签拭去小室膜上方的细胞. 风干后用800 μL 1 g/L
结晶紫染色15 min, 然后用流动的清水洗净小室, 
风干后倒置相差显微镜进行拍摄. 拍摄后用100 
μL 10%醋酸洗脱至96孔板内, 酶标仪测量A 595. 

    统计学处理 采用方差分析对两株稳定转染细

胞和野生型RKO细胞的tagln  mRNA及蛋白表

达水平差异进行统计分析. 通过t检验分别对两

株稳定转染细胞的侵袭能力差异进行统计分析. 
数据通过SPSS13.0统计软件包进行处理. P <0.05
为差异具有显著性. 

2  结果

2.1 入门克隆和重组目的质粒的序列鉴定 测序

结果表明目的基因在预期位点成功插入, 且序

列正确(图1), 表明入门克隆pDONR221-TAGLN-
mut和重组目的质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-
TAGLN-mut构建成功. 
2.2 稳定转染细胞系的建立 转染了目的质粒

pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut和对照

质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST的RKO细

胞株, RKO-TAGLN和RKO-CTRL, 经过传代培

养2 mo后, 在倒置荧光显微镜下观察, 两株细胞

均一表达绿色荧光(图2). 
2.3 tagln 在稳定转染细胞系中表达的鉴定 实时

定量PCR结果显示, RKO-TAGLN细胞中tagln 

A pDONR221-TAGLN-mut

651 661 671 681

B pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut

561 571 581 591

图  1  质粒测序图. A: BP反应产物, 质粒pDNOR221-TAGLN-mut部分测序; B: LR反应产物, 质粒pcDNA6.2/EmGFP-

Bsd/V5-TAGLN-mut部分测序.

图  2  绿色荧光蛋白在稳定
转染目的质粒和对照质粒的
人结肠细胞RKO中的表达. A, 

B: 转染目的质粒pcDNA6.2/

EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-

mut的RKO稳定细胞株(RKO-

TAGLN); C, D: 转染空载对

照质粒pcDNA6.2/EmGFP-

Bsd/V5-DEST的RKO稳定细

胞株(RKO-CTRL). 其中A, C

为相差显微镜视野; B, D为荧

光显微镜视野.

A B

DC
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mRNA表达水平与其余两组相比, 明显增高超过

40倍(P <0.01). RKO-CTRL与RKO-WT细胞相比,  
tagln  mRNA表达水平无统计学差异(图3A). 免
疫印迹灰度值分析显示, RKO-TAGLN与RKO-
CTRL和RKO-WT细胞相比, transgelin蛋白表达

水平分别增高(499.71%±113.45%)和(498.39%
±97.09%), 差异均有统计学意义(P <0.01). RKO-
CTRL与RKO-WT细胞的transgelin表达水平无

统计学差异(图3B). 上述结果表明两株稳定细胞

构建成功. 
2.4 细胞侵袭能力的变化 经过侵袭实验侵袭至

transwell小室膜下方的细胞经过固定、染色后

(图4A, B). 继而使用洗脱液将细胞洗脱, 通过

测量洗脱液的A 595值来评价细胞的侵袭能力. 结
果显示, RKO-TAGLN细胞的A 595值为0.3398±
0.1125, RKO-CTRL细胞为0.1358±0.0493, 提示

RKO-TAGLN细胞的侵袭能力比RKO-CTRL细
胞显著增高(161.76%±61.18%), 差异有统计学

意义(P <0.01, 图4C). 提示transgelin能增加结肠

癌细胞RKO的侵袭能力. 

3  讨论

传统的酶切和连接法构建载体, 酶切位点的选

择上有比较多的局限性, 不仅需要回避目的基

因内部的酶切位点以及选择载体多克隆位点区

的酶切位点, 并且要保证在载体的插入方向正

确, 操作复杂且克隆效率偏低, 载体与宿主系统

之间具有较强的依赖性. Gateway克隆技术是一

种新的通用型载体构建方法, 基于λ噬菌体位点

特异性重组系统[7], 包括BP反应(包含attB位点的

PCR产物、cDNA等与含attP位点的donor载体在

BP Clonase Ⅱ混合物作用下反应生成入门克隆)
和LR反应(包含attL位点的入门克隆与含有attR
位点的目的载体在LR Clonase Ⅱ混合物作用下

生成目的基因真核表达载体). 这种克隆技术保

持开放阅读框不变, 快速高效实现DNA片段转

移[8]. 能够将基因高效地克隆到一个或多个与

Gateway克隆技术兼容的载体系统中. Gateway
入门载体两端的接头不同, 能够很好地解决目

的基因连入的方向问题, 而且, 在中间载体和表

达载体上含有ccdB基因, 在普通大肠杆菌菌株

中, ccdB蛋白可导致促旋酶介导的双链DNA断

裂, 故携带有此基因的载体无法在普通大肠杆

菌中繁殖, 只有发生重组被目的基因片段替换

后, 才可以使宿主菌不受影响, 这就大大减低了

载体构建过程中的假阳性[9]. 在植物表达载体的

构建中, 这种技术已经得到广泛应用[10], 在国外

Gateway克隆技术已普遍应用于生物医学, 但在

国内仍未被广泛应用. 
transgelin, 又称SM22(smooth muscle pro-

tein22), 是一种22 kDa大小的高度保守蛋白, 其
基因定位于人类染色体11q23.2[11], transgelin普
遍存在于血管和内脏平滑肌细胞中, 是平滑肌

分化的早期标志[12]. 早期对于transgelin的研究

主要集中在平滑肌细胞和衰老细胞中的功能[13],  
随着研究的不断进展, transgelin与肿瘤的相关性

逐渐受到人们的重视. 在结肠癌、肝癌以及前

列腺癌等恶性肿瘤中, 均发现transgelin的过表达
[6,14,15]. 也有部分研究[11,16]显示, transgelin在肿瘤

组织中呈现低表达. 因而, transgelin在肿瘤的发

生发展中的作用尚不明确. 前期实验中, 通过激

光显微切割对有无淋巴结转移的结肠癌原发灶

中的肿瘤细胞成分进行蛋白组学分析, 发现淋

巴结转移阳性的结肠癌细胞中的transgelin表达

明显高于淋巴结转移阴性组, 因此我们认为结

肠癌细胞高表达transgelin能够促进肿瘤转移[6]. 
transgelin是肌动蛋白结合蛋白[17], 属于钙

调理蛋白家族的成员, 具有N端钙调理蛋白同源

性区域(CH)和C端钙调理蛋白样模块(CLIK), C
端钙调理蛋白样模块(CLIK)是结合肌动蛋白的

必要区域[18]. 肌动蛋白参与细胞骨架的形成, 而
细胞骨架在细胞增殖、凋亡和迁移等过程中扮

演重要角色[19,20]. transgelin可能作用于肌动蛋白, 
调节细胞骨架, 进而促进肿瘤细胞的转移. 

从tagln的基因结构看, 包含有转化生长因

子β(TGF-β)调控元件[21]和SMAD蛋白结合位 

■应用要点
通过研究transge-
lin在结肠癌转移
中的作用机制, 为
结肠癌转移提供
新的分子基础, 为
进一步预防和控
制结肠癌转移提
供新的靶点.
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图  3  tagln 分别在稳定转染目的质粒、对照质粒和野生
型人结肠癌细胞RKO中的表达. A: 实时定量RT-PCR检测

TAGLN在两株稳定细胞和野生型RKO细胞中的mRNA表

达水平, 以GAPDH为内参, 为3次独立实验所得(P <0.01); 

B: 免疫印迹检测TAGLN在两株细胞稳定细胞和野生型

RKO细胞中的蛋白表达水平, 以GAPDH为内参; 1: RKO-

TAGLN; 2: RKO-CTRL; 3: RKO-WT.
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点[22], Yu等[23]对人肺上皮细胞A549细胞的研究

表明, TGF-β通过Alk5/SMAD3信号通路作用于

tagln , 诱发上皮间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT), 引起肺上皮细胞的迁移. 这些

研究表明, transgelin很可能参与EMT过程. EMT
是一个非常复杂的分子过程, 上皮细胞可以通

过EMT过程“褪去”已分化细胞的特性, 比如

细胞间的粘附现象、细胞极性现象、细胞缺乏

运动能力等这些表型, 获得间质细胞的特征, 比
如细胞具备移动能力、侵袭能力、抗凋亡能力

等[24]. 新近有研究发现transgelin过表达于子宫内

膜异位组织, 可能参与子宫内膜细胞的迁移和

侵袭[25]; 也有研究显示, transgelin能促进肿瘤干

细胞的迁移和侵袭[15]. 但也有报道发现, transge-
lin的缺失能增加肌动蛋白动力从而促进肿瘤细

胞迁移[26]. 通过研究transgelin在结肠癌转移中的

作用, 了解其分子的机制, 将为抑制结肠癌转移

提供新的靶点. 
本研究成功构建携tagln的绿色荧光蛋白真

核表达载体, 并建立了稳定表达transgelin以及对

照质粒的人结肠癌细胞株RKO, 通过细胞侵袭

实验初步验证了transgelin在结肠癌细胞RKO中

的作用, 为我们进一步研究transgelin在结肠癌细

胞中的功能及在结肠癌转移中的作用机制奠定

了基础. 
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic value of endo-
scopic ultrasonography and CT in gastric stro-
mal tumors. 

METHODS: Twenty-seven patients who were 
found to have gastric protrusion lesions by gas-
troscopy underwent endoscopic ultrasonography 
and CT examinations. The results of endoscopic 
ultrasonography and CT examinations were then 
compared with postoperative pathological results. 

RESULTS: In 11 patients who had lesions less 
than 3 cm in diameter, the diagnostic yield of en-
doscopic ultrasonography was 85.2% and that of 
CT was 62.7%. In 9 patients who had lesions 3-5 
cm, the diagnostic yield of endoscopic ultraso-
nography was 68.4% and that of CT was 76.2%. 
In 7 patients who had lesions greater than 5 cm, 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

超声内镜联合CT对胃间质瘤的临床诊断价值

刘长青, 谭诗云, 李军华, 刘 坤

®

■背景资料
胃间质瘤(GST)为
黏膜下肿瘤, 并有
恶性潜能, 术前准
确诊断及全面评
价病变范围是临
床关注的焦点.

the diagnostic yield of endoscopic ultrasonog-
raphy was 59.2% and that of CT was 83.7%. The 
diagnostic yield of endoscopic ultrasonography 
combined CT was 95.3%.

CONCLUSION: Endoscopic ultrasonography 
combined with CT is the best method for diag-
nosis of gastric stromal tumors.

Key Words: Endoscopic ultrasonography; CT; Gas-
tric stromal tumors; Diagnosis

Liu CQ, Tan SY, Li JH, Liu K. Diagnostic value of 
endoscopic ultrasonography combined with CT in gastric 
stromal tumors. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 
2404-2406

摘要
目的:  评 价 超 声 内 镜 联 合 C T 对 胃 间 质 瘤
(gastric stromal tumors, GST)的临床诊断价值. 

方法: 胃镜检查发现胃隆起性病变的病例同时
行超声内镜及CT检查, 将超声内镜和CT检查
的诊断结果与手术后组织病理检查结果进行
对比. 

结果:  27例胃黏膜下隆起性病变中 ,  直径< 
3 cm为11例, 超声内镜诊断率为85.2%, CT诊
断率为62.7%; 直径为3-5 cm为9例, 超声内镜
诊断率为68.4%, CT诊断率为76.2%; 直径>5 
cm为7例, 超声内镜诊断率为59.2%, CT诊断
率为83.7%, 同时行超声内镜及CT检查诊断率
为95.3%. 

结论: 超声内镜联合CT检查是胃间质瘤的最
佳诊断方法.

关键词: 超声内镜; CT; 胃间质瘤; 诊断

刘长青, 谭诗云, 李军华, 刘坤. 超声内镜联合CT对胃间质瘤的

临床诊断价值.  世界华人消化杂志  2012; 20(25): 2404-2406
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0  引言

胃间质瘤(gastric stromal tumors, GST)是起源于
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胃肠道肌层caja l细胞的肿瘤[1], 具有不确定的

恶性潜能, 瘤细胞显示KIT突变和表达KIT蛋白

(CDI17)及CD34, 是一种独立的疾病[2-4]. 由于病

变位于黏膜下层、肌壁内或浆膜下层, 常规胃

镜检查对黏膜下病变难以定性, 而超声内镜对

黏膜下病变有特殊诊断意义, 但超声内镜对直

径>5 cm的病变诊断有限, 而CT对充满水的胃壁

有较好的分辨率, 对胃间质瘤的诊断具有一定

的特异性[5], 超生内镜和CT联合诊断胃间质瘤具

有良好的互补性, 为手术治疗提供指导. 我们收

集了本院近3年最终病理和免疫组织化学确诊

为GST的病例, 通过对结果的回顾性分析来探讨

超声内镜及CT对胃GST的诊断特点. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院2007-07/2010-07胃镜检查中胃黏膜

下隆起性病变行手术后病理诊断为间质瘤病例

27例, 男15例, 女12例, 年龄30-70岁, 平均38.2岁. 
1.2 方法 用Olympus GF-UM260、JF UM-20型超

声内镜, 探头频率7.5 MHz或12.0 MHz, 采用普

通胃镜检查, 发现胃黏膜下有隆起性病变者行超

声内镜及用西门子DR-H型全身CT机扫描, 采用

层厚10 mm、层间距10 mm连续扫描检查, 扫描

前禁食8 h, 并检查前5-30 min口服500-1 000 mL
纯净水, 分析27例GST超声内镜及CT检查诊断 
特点.

统计学处理 所有统计资料应用SPSS13.0软
件包进行数据分析, 采用t检验和相关分析. 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃镜检查 胃镜检查发现27例GST中, 19例胃

壁隆起呈球形或半球形, 表面尚光滑, 边界清楚, 
胃黏膜正常; 7例胃壁黏膜隆起顶部有溃疡, 基
底宽, 边界清; 1例形成巨大溃疡, 溃疡边缘结节

状隆起, 有活动性出血, 瘤体直径>10.0 cm; 肿块

<3.0 cm 11例, 肿块3.0-5.0 cm 9例, 肿块>5.0 cm 
7例. 
2.2 超声内镜检查 27例GST病例中, 位于胃底14
例、胃体8例、胃窦5例; 起源于黏膜肌层为7例, 
固有肌层为20例, 超声内镜下肿块直径<3 cm者

呈现为不均匀低回声或等回声病灶; 直径3-5 cm
者内部回声不均匀, 并可见点片状高回声(图1); 
直径>5 cm者呈不均匀混合回声, 内部可见液化

坏死区, 浆膜层不完整, 壁外见肿大淋巴结. 
2.3 CT检查 27例GST中, CT表现均为单发软组

织肿块, 其直径1.0-10.2 cm. 胃底部14例, 胃大弯

处5例、胃小弯处3例和胃窦部5例, 肿块呈半圆

形或类圆形, 边界清晰, 肿块向胃腔外生长13例, 
单纯向胃腔内生长5例, 同时向胃腔内和外生长

9例. CT平扫肿块呈等或略低密度, 边界清楚, 肿
块直径<3 cm者密度均匀(图2), 直径3-5 cm者密

度欠均匀, 直径>5 cm者密度欠均匀, 内部可见

液化坏死区, 局部与邻近器官粘连. 
2.4 超声内镜及CT检查结果比较 27例GST中, 直
径<3 cm为11例, 超声内镜诊断率为85.2%, CT
诊断率为62.7%; 直径为3-5 cm为9例, 超声内

镜诊断率为68.4%, CT诊断率为76.2%; 直径>5 
cm为7例, 超声内镜诊断率为59.2%, CT诊断率

为83.7%, 同时行超声内镜及CT检查诊断率为

95.3%. 

3  讨论

GST是胃肠道最常见的间叶源性肿瘤, 其50%发

生于胃体部, 胃大弯侧略多于胃小弯, 胃窦和贲

门胃底区各占25%[6], 临床表现缺乏特异性, 主
要常见症状包括腹痛腹胀、腹部包块及消化道

出血, 与胃癌、胃溃疡容易混淆[7], 所有GST均
有恶性潜能, 影响GST预后最贴切的变量是肿瘤

大小、有丝分裂细胞数和部位[8-11]. 

图  1  胃间质瘤超声内镜图.

图  2  胃间质瘤CT图.

■创新盘点
超声内镜联合CT
既对GST在胃壁
的起源、累及胃
壁层次及病变性
质 有 直 接 了 解 , 
又结合CT对GST
周围情况进行评
估 ,  较 完 整 的 反
应病变整体情况.

■应用要点
超声内镜联合CT
较 完 整 的 展 现
GST的局部与整
体的关系, 为临床
下一步治疗提供
了依据.
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由于GST对放疗、化疗均不敏感, 临床上

GST的主要治疗手段是手术治疗. 完整切除肿

瘤, 并保证切缘阴性是关键[12,13], 因此术前的诊

断显得尤其重要. 由于螺旋CT其密度分辨力高, 
解剖层次清晰, 能直接显示肿瘤发生的部位、

生长方式、形态大小、轮廓边界、密度均匀

性、有无出血坏死, 与邻近器官有无侵犯等, 对
GST的诊断具有一定的特异性. 但CT诊断GST
也存在一定的限度, 当肿块较小, 或对邻近结构

侵犯与周围结构分界不清, 或肿瘤与胃壁相连

部分较仅以蒂相连时, 定位、定性较困难, 容易

误诊或漏诊[14]. 而超声内镜是对胃黏膜下病变的

首选检查方法[15], 利用超声内镜能够明确胃黏膜

下病变起源于哪一层并根据回声情况而诊断病

变性质, 但超声内镜受频率所限, 对病变的远场

显示不清, 对直径较大的病灶不能显示其边界

及与周围组织的关系. 本组病例显示对于直径

<3 cm的胃黏膜下间质瘤, 超声内镜有更高的诊

断率(P <0.05), 而对于直径>5 cm的病变, CT显示

有更高的诊断率(P <0.05), 而对于直径在3-5 cm
的GST, 两者诊断率相当(P <0.05), 同时行超声

内镜及CT检查诊断率为95.3%. 本组研究显示, 
GST的术前诊断因根据肿瘤的形态大小、生长

方式综合考虑, 超声内镜和CT各有优缺点, 两者

结合可能为最佳的诊断手段.   
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Abstract
AIM: To explore the clinical significance of laparo-
scopic exploration with peritoneal lavage in staging 
of gastric cancer and choice of surgical procedures.

METHODS: The clinical data for 43 patients with 
gastric cancer who underwent laparoscopic explo-
ration and treatment of in the Peking University 
Cancer Hospital were retrospectively analyzed. 

RESULTS: All the 43 patients with gastric can-
cer underwent successful laparoscopic explora-
tion and peritoneal lavage. The procedures were 
performed in 30-45 min (average 32 min) with 
less bleeding. Fourteen cases of peritoneal me-
tastasis were found during operation. There was 
once case of gastric tumor directly invading sur-
rounding organs. Twenty-seven cases of gastric 
tumours penetrated through the serosa of the 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年9月8日; 20(25): 2407-2409
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

腹腔镜探查联合灌洗活检在进展期胃癌术前分期中的价值

朱信强, 李子禹

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胃癌极易发生腹
腔内播散转移, 而
目前临床上的辅
助检查对于胃癌
的腹膜播散转移
检出率较低. 这可
能使很多实际已
经处于Ⅳa期的患
者被当作Ⅱ、Ⅲ
期接受了没达到
根治目的的根治
性手术. 而针对该
类病人的术前新
辅助化疗可以杀
灭微转移灶, 从而
使胃癌病情获得
降级、降期, 提高
其行根治术的机
会 .  因此 ,术前准
确分期对于胃癌
患者接受合适的
术式具有重要的
指导意义. 本研究
探讨将腹腔镜探
查联合腹腔灌注
活检应用于胃癌
术前分期的临床
应用价值.

stomach, while the others still confined to the 
serosa. Endoscopic palpation was not obvious in 
four cases. All patients underwent peritoneal la-
vage, and 16 (37.2%) cases got positive cytologic 
findings in serous cavity effusions.

CONCLUSION: Laparoscopic exploration with 
peritoneal lavage has very important clinical 
significance in the staging of gastric cancer and 
choice of surgical procedures. 

Key Words: Gastric cancer; Laparoscopic explora-
tion; Peritoneal lavage; Staging 

Zhu XQ, Li ZY. Clinical value of laparoscopic exploration 
with peritoneal lavage in preoperative staging of advanced 
gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 
2407-2409 

摘要
目的: 探讨腹腔镜探查联合腹腔灌洗活检对
进展期胃癌术前分期及术式选择的临床意义. 

方法: 回顾分析北京大学肿瘤医院43例胃癌
患者腹腔镜探查经过, 结果及治疗方案.

结果: 43例患者腹腔镜探查均获成功,探查操
作时间为30-45 min(平均32 min), 术中出血少. 
探查发现: 腹膜转移者14例,肿瘤直接侵犯周
围脏器1例. 肿瘤突破浆膜者27例, 未突破浆
膜者16例, 其中有4例镜下触诊不明显. 所有
患者行腹腔灌洗, 其中阳性者16例, 阳性率为
37.2%.

结论: 胃癌患者术前预行腹腔镜探查和灌洗
对于术前分期和选择合适的术式具有重要的
指导意义. 

关键词: 胃癌; 腹腔镜探查; 腹腔灌洗; 分期

朱信强, 李子禹. 腹腔镜探查联合灌洗活检在进展期胃癌术前分

期中的价值.  世界华人消化杂志  2012; 20(25): 2407-2409

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/2407.asp 

0  引言

胃癌是我国最常见的消化系统恶性肿瘤, 临床

■同行评议者
陈凛, 教授, 中国
人民解放军总医
院普通外科
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■创新盘点
本研究从临床实
际 问 题 出 发 ,  利
用腹腔镜微创的
优 势 ,  结 合 腹 腔
灌注活检的便捷, 
对进展期胃癌患
者行术前探查和
灌 洗 ,  以 获 得 更
准确的术前分期; 
从而为其选择更
适合的治疗措施. 
具有一定的创新
性和实用价值.

上虽然对其采取手术、化疗等一系列综合措施, 
但其病死率仍居所有恶性肿瘤的前列[1,2]. 造成

目前胃癌临床疗效欠佳的一个重要原因就是: 
肿瘤在获得诊断前就已经发生了微小而广泛的

腹腔内播散转移[3,4]. 有时这些转移灶微小到甚

至无法用肉眼辨别. 目前临床上主要依赖腹腔

超声、CT扫描及MRI等辅助检查对胃癌患者进

行术前分期[5]. 虽然上述检查对于较大的肝肺转

移和腹腔转移具有较高的精确度, 但对于微小

的腹腔播散转移的诊断仍有较大的局限性. 这
就导致临床上仍有不少胃癌病例在手术探查时

才发现腹膜转移. 因此, 准确的术前分期对于指

导胃癌的临床治疗、选择合适的治疗方式、判

定患者预后具有重要的临床意义. 研究发现[6-8]: 
腹腔镜探查和腹腔灌洗液的细胞学检查对于发

现胃癌的微小腹腔播散转移具有重要的意义. 
本研究采用腹腔镜探查联合灌洗活检对进展期

胃癌患者腹腔内播散转移情况进行检测, 旨在

研究腹腔镜探查联合腹腔灌洗液细胞学检查的

方法对于进展期胃癌患者术前分期的临床应用

价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 随机选取2011-09/2012-01北京大学肿

瘤医院胃肠外科收治的、符合入选条件的胃癌

患者共43例(男35例, 女8例), 年龄34-77岁(中位

年龄54.5岁). 所有病例均行胃镜检查诊断为胃

癌. 超声胃镜检查示: 肿瘤突破浆膜、与周围分

界欠清、可探及区域淋巴结肿大者18例, 肿瘤

突破浆膜、可探及腹膜后淋巴结肿大者20例, 
尚未突破浆膜、与固有肌层分界欠清者5例. 腹
部CT扫描示: 胃壁不规则增厚、伴有强化、浆

膜面毛糙者35例, 胃壁轻度增厚者8例. 患者入

选标准需同时满足以下条件: (1)经组织学确诊

为胃癌, 未接受过放化疗治疗; (2)腹部超声、CT
或MRI等影像学检查示肿瘤处于进展期, 但无远

处转移; (3)腹水征阴性; (4)无手术禁忌症, 能耐

受手术; (5)愿意接受腹腔镜探查和腹腔灌洗活

检, 并签署知情同意书者.
1.2 方法 所有患者均在手术室进行腹腔镜探

查和腹腔灌洗活检. 全麻, 取平卧位, 于脐上方 
1.5 cm处作纵行切口, 切开皮肤、皮下组织、腹

白线及腹膜, 置入12 mm Trocar, 建立气腹并维

持压力于12-15 mmHg水平. 置入腹腔镜头, 直视

下平脐锁骨中线处分别置入5 mm Trocar, 置入

操作钳进行探查和灌洗, 探查灌洗结束后拔除

Trocar, 关闭戳孔, 术毕. 
探查顺序: 左右膈下→腹腔壁层腹膜→盆

腔→结肠、小肠及系膜→肝脏、脾脏→切开胃

结肠韧带→小网膜腔→胰腺→胃. 
探查内容: 有无腹水, 盆腹腔腹膜、肠系

膜、大网膜、小网膜和Douglas腔有无转移灶, 
肝表面有无转移, 胃周淋巴结是否肿大, 胃浆膜

面有无浸润, 胃壁是否僵硬. 必要时以抓钳钳取

可疑组织进行病理学检查. 
腹腔灌洗活检: 以250 mL灭菌生理盐水分

别冲洗左右膈下和Douglas腔. 30°仰卧位维持 
10 min, 于Douglas腔收集灌洗液, 离心沉渣, 细
胞学检查有无脱落的肿瘤细胞.

2  结果

本组患者均获探查和灌洗活检成功, 探查灌洗

等操作时间: 30-45 min(平均32 min), 出血量: 
5-10 mL(平均7.4 mL). 

探查结果显示: 胃癌突破浆膜面者27例(含
后壁肿瘤1例)、未突破浆膜者16例. 已发生腹膜

转移者14例(32.6%)、侵犯周围脏器者1例、镜

下触诊不明显者4例.
腹腔灌洗结果显示: 细胞学检查阳性者16

例(37.2%), 略高于腹腔镜发现腹膜转移者.
所有患者根据腹腔镜探查和腹腔灌洗活检

的结果再次进行术前分期. 之后分别行新辅助

化疗、根治性切除、姑息性切除等治疗方式.

3  讨论

研究显示[3,4,9]: 胃癌极易发生腹腔播散转移(特别

是肉眼无法辨识的微转移), 而目前临床常用影

像学检查对胃癌的T分期和N分期的准确度可达

到很高的准确率, 然而对于这些微小的播散转

移灶的阳性检出率偏低. 这可能导致很多实际

已经处于Ⅳa期的患者被当作Ⅱ、Ⅲ期接受了

没达到根治目的的根治性手术. 而这些病人在

术后很快死于腹腔复发转移, 从而影响了整体

胃癌的疗效. 本研究发现: 约有32.6%-37.2%的

进展期胃癌患者可能已经发生了腹腔播散转移. 
因此,针对这些患者即使行D2根治性手术也无法

达到根治的目的. 而针对该类病人的术前新辅

助化疗可以杀灭微转移灶, 从而使胃癌病情获

得降级、降期, 提高其行根治术的机会, 这有助

于提高患者的生存率、延长其生存期[10]. 所以, 
术前准确分期对于胃癌患者接受合适的术式具

有重要的指导意义. 而腹腔镜以其操作简便、

■应用要点
腹腔镜探查联合
腹腔灌注活检技
术有助于为进展
期胃癌患者提供
更准确的临床分
期 ,  从 而 使 其 得
到更适合的临床
治 疗 措 施 .  及 早
发现腹腔播散转
移 病 例 , 并 对 其
开展术前新辅助
化 疗 ,  有 助 于 使
该类患者获得降
级、降 期 ,  从 而
提高其行根治术
的机会、提高其
生存率、延长其
生存期.
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■名词解释
肿瘤微转移 (mi -
crometastasis): 又
称隐形转移 ( o c -
cult metastasis), 是
指直径≤1 mm的
微小转移灶(约含
106个肿瘤细胞) . 
微转移是一个复
杂的过程 ,  包括 : 
瘤细胞在血管内
滞留、种植于受
累器官、移出血
管、增殖并常伴
有间质反应.

创伤小、可直观观察并可取活检的优点在胃癌

的术前准确分期中可扮演重要的角色[11].
现代的诊断性腹腔镜探查技术具有直观、

创伤小、恢复快、准确率较高的优点, 能取得

与剖腹探查同样的探查效果. 但其对患者免疫

和生理的影响较开腹手术小[12,13]. 虽然腹腔镜探

查可能使患者多耐受一次麻醉、增加了一些医

疗花费, 但其有助于为患者准确地评估分期、

减少不必要的开腹手术, 从而减少患者住院日

数、降低并发症. 腹腔镜探查的同时可行腹腔

热灌洗化疗和灌洗活检. 从而发现肉眼无法发

现的微转移, 并同时即作出治疗. 研究发现[14-16]: 
腹腔镜探查时, CO2泄露所产生的烟囱效应将增

加腹腔脱落的肿瘤细胞种植于Trocar孔周围的

几率. 另外, 沾染肿瘤细胞的腹腔镜器械也有增

加腹腔内播散转移的机会. 因此, 腹腔镜探查时

操作应轻柔、尽量避免直接触碰肿瘤. 本组暂

未发现这方面的并发症.
腹腔内脱落癌细胞的存在是形成腹膜转移

的前提和基础, 这些自原发灶脱落的癌细胞在

腹腔内形成复发的“种子”, 一旦种植于腹膜

这个“土壤”, 就导致了腹膜转移的发生; 众多

的细胞因子参与上述病理生理过程[17,18]. 因此, 
腹腔内脱落细胞学的检测对于肿瘤分期、指导

治疗、判定预后的意义重大. 目前, 腹腔脱落细

胞学检测的方法有: 细胞涂片法、免疫组织化

学法、流式细胞术、酶联免疫法、免疫细胞化

学法、免疫磁珠分选法、RT-PCR法等等. 免疫

学方法虽可提高脱落癌细胞的阳性检出率, 但
均昂贵、费时. PCR方法检测的敏感性虽高, 但
操作繁琐、样本易受污染、费用昂贵. 腹腔镜

下灌洗液的常规细胞学涂片检测具有简易、快

速、经济的优点, 值得在临床配合腹腔镜探查

时推广.
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技术在胃癌分期
中的临床价值,研
究紧贴临床实际, 
具有现实的临床
推广价值.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between se-
rum uric acid and insulin resistance in patients 
with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
alone and those with NAFLD and type 2 diabe-
tes mellitus (T2DM). 

METHODS: Forty patients with NAFLD alone, 
72 NAFLD patients with T2DM, and 62 healthy 
controls were studied. Abdominal ultrasound 
was used for fatty liver examination. Insulin 
levels were determined by radioimmunoassay 
(RIA). Insulin resistance indexes were assessed 
by the homeostasis assessment insulin resistance 
(HOMA-IR). Other biochemical variables were 
measured using routine methods. 

RESULTS: Compared to healthy controls, the 
body mass index (BMI), alanine aminotransferase 
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非酒精性脂肪肝血尿酸水平与胰岛素抵抗的相关性

任习芳, 艾耀伟, 潘志红, 刘修莉, 陈 畅, 龚发良

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
典型的代谢性疾
病, 脂质代谢异常
贯穿了其发病的
整个过程, 胰岛素
抵抗是其独立的
发病因素, 胰岛素
抵抗、尿酸成为
NAFLD发病机制
中的研究热点, 理
论体系不够完善, 
有待进一步研究.

(ALT), aspartate aminotransferase (AST), choles-
terol (TC), fasting blood glucose (FBG), fasting 
insulin (FINS), HOMA IR, glycated hemoglobin 
(HbA1C), UAlb/UCr and SUA significantly in-
creased in NAFLD patients with T2DM. Compared 
to patients with NAFLD alone, insulin resistance 
was more serious in NAFLD patients with T2DM. 
Correlation analysis showed that FBG, HOMA IR 
and HbA1C were closely related with SUA. 

CONCLUSION: Serum uric acid is closely re-
lated with insulin resistance in patients with 
NAFLD. Therefore, reduction of insulin resis-
tance and correction of SUA are important for 
preventing NAFLD. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Type 2 
diabetes mellitus; Serum uric acid; Insulin resistance

Ren XF, Ai YW, Pan ZH, Liu XL, Chen C, Gong FL. 
Relationship between serum uric acid and insulin 
resistance in patients with nonalcoholic fatty liver disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2410-2413

摘要
目的: 研究非酒精性脂肪肝(non-alcoholic fatty 
liver, NAFL)患者血尿酸水平及其与胰岛素抵
抗程度的相关性. 

方法: 选取单纯N A F L患者40例, N A F L合
并2型糖尿病患者(type 2 diabetes mellitus, 
T2DM)72例, 健康体检者62名为研究对象. 测
定体重指数(body mass index, BMI), 检测空腹
血糖(fasting blood glucose, FBG)、尿酸(serum 
uric acid, SUA)、丙氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)、门冬氨酸氨基转移
酶(aspartate aminotransferase, AST)、胆固
醇(cholesterol, TC)、甘油三酯(triglyceride, 
TG)、糖化血红蛋白(glycated hemoglobin, 
HbA1C)、尿微量白蛋白/尿肌酐(Ualb/UCr)等
生化指标并行肝脏B超检查. 放射免疫法测定
空腹胰岛素(fasting insulin, FINS), 计算胰岛素
抵抗指数(HOMA IR). 

结果: N A F L合并T2D M组B M I、S U A、

ALT、AST、TG、FBG、FINS、HOMA IR、

■同行评议者
王炳元, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院消化内科
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■研发前沿
非酒精性脂肪肝
(NAFL)是最常见
的 肝 病 之 一 ,  但
对其了解不是很
充 分 ,  所 以 需 要
进 一 步 研 究 ,  包
括相关的生物标
志 或 预 测 指 标 , 
用生物标志取代
肝活检诊断进展
性NAFL等.

HbA1C、Ualb/UCr、SF均高于对照组; 与单
纯NAFL比较, NAFL合并T2DM组胰岛素抵
抗及SUA水平更重; 相关性研究表明FBG、

HOMA IR、HbA1C与SUA呈正相关. 

结论: NAFL患者存在明显的胰岛素抵抗及
高血尿酸血症, 且两者具有一定的相关性. 降
低胰岛素抵抗联合纠正尿酸代谢紊乱对防止
NAFL的发生发展具有重要的临床意义. 

关键词: 非酒精性脂肪肝性肝病; 2型糖尿病; 尿酸; 

胰岛素抵抗
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0 引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种与胰岛素抵抗(insulinre-
sistence, IR)和遗传易感密切相关的代谢应激性

肝脏损伤, 疾病谱包括非酒精性单纯性脂肪肝

(nonalcoholic simple fatty liver, NAFL)、非酒精性

脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)
及其相关肝硬化和肝细胞癌. 目前多数研究认为

NAFLD是遗传-环境-代谢应激相关性疾病, 2002
年美国肝脏病学会NASH专题研讨会认为NAFL
是代谢综合征在肝脏的表现[1], NAFL常常合并

肥胖症、糖尿病、胰岛素抵抗和高脂血症. 近
年来, 胰岛素抵抗、尿酸成为NAFLD发病机制

中的研究热点[2-5]. 本研究旨在对NAFL患者血

清尿酸水平与胰岛素抵抗之间的关系进行探讨, 
试图进一步揭示NAFL的发病机制, 从而为该病

的诊断和治疗探索新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为三峡大学人民医院消化内

科2010-2011年度住院患者及体检人员. 其中单

纯NAFL患者40例, NAFL合并2型糖尿病(type 2 
diabetes mellitus, T2DM)患者72例, 对照组62名
为同年度健康体检者. NAFLD诊断符合2010年
中华医学会肝脏病学会标准; 糖尿病按照1999
年WHO诊断标准. 
1.2 方法 所有研究对象均询问病史, 由专人测

定身高、体质量, 由体检专职人员行肝、胆、

脾B型超声检查, 并清晨空腹抽取外周静脉血

3-5 mL, 肝素抗凝, 检测空腹血糖(fasting blood 

sugar, FBG)、尿酸(serum uric acid, SUA)、丙氨

酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, ALT)、
门冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransfer-
ase, AST)、胆固醇(cholesterol, TC)、甘油三

酯(triglycerides, TG)、糖化血红蛋白(glycated 
hemoglobin, HbA1C)、尿微量白蛋白/尿肌酐

(Ualb/UCr)等生化指标, 放射免疫法测定空腹

胰岛素(fasting insulin, FINS). 所用仪器为日立

7600全自动生化分析仪. 体质量指数(body mass 
index, BMI) = 体质量(kg)/身高2(m2); 胰岛功能

评价采用胰岛素抵抗指数(HOMA IR) = FBG×

FINS/22.5.
统计学处理 正态分布的计量资料用mean±

SD表示, 组间均数采用t检验, 参数间进行Pear-
son相关分析, P <0.05为差异有统计学意义. 所有

统计学资料均用SPSS12.0软件进行处理. 

2  结果

2.1 一般资料比较 3组的平均年龄分别为52.39
岁±11.21岁、53.48岁±10.90岁和55.43岁±

11.08岁. 经分析, 3组的年龄、性别构成比无明

显统计学差异. 单纯NAFL组及NAFL合并T2DM
组的BMI均高于对照组; NAFL合并T2DM组

BMI、SUA、ALT、AST、TG、Ualb/UCr高于

对照组, 有统计学意义(表1). 
2.2 血尿酸与胰岛素抵抗指标的比较 单纯NAFL
组SUA高于对照组, 与单纯NAFL组比较, NAFL
合并T2DM组FBG、HOMA IR、HbA1C、SUA
均明显升高且有统计学意义(表2). 
2.3 单因素相关性分析 经过Pearson相关性分析

发现, 在样本间多因素之间存在复杂的相关性, 
SUA与BMI、WHR、FBG、FINS、HOMA IR之
间存在显著的正相关(分别为r  = 0.245, P = 0.028, 
r  = 0.215, P = 0.005; r  = 0.610, P = 0.000; r  = 0.381, 
P = 0.006), 与胰岛素敏感指数之间存在非常显著

的负相关(r  = -0.567, P = 0.000), WHR与BMI之间

存在非常显著的正相关(r  = 0.236, P = 0.002). 

3  讨论

NAFLD与IR密切相关, 通常合并肥胖症和/或
T 2 D M、高脂血症等代谢综合征 ( M S )的组 
分[6,7]. 本研究显示, 伴NAFLD的T2DM组WHR、
SUA、ALT、AST、GGT、TG及VLDL均显著

高于对照组(P<0.05), 表明NAFLD患者中呈现了

中心性肥胖、IR、肝酶异常及血脂代谢异常等

MS的临床特征. 这与伴NAFLD的T2DM组患者
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FPG、HOMA-IR较高(P>0.05)等相一致. 本研究

发现, 单纯NAFL组存在肥胖和血糖、血脂代谢

异常, 当合并T2DM后, 肝功能明显异常, 血脂进

一步升高, 胰岛素抵抗程度明显加重, 这与国内

外部分文献中提出的NAFLD是MS的组分之一

的观点相吻合[8,9], 认为胰岛素抵抗主要通过两个

途径导致肝细胞脂肪变性, 即脂质过多症和高胰

岛素血症. 
SUA的变化反应嘌呤代谢的改变, 与人体内

的物质代谢密切相关. 目前已有不少研究报道, 
在肥胖、血脂异常、糖代谢异常、高胰岛素血

症以及心血管疾病均合并高尿酸血症, NAFLD
与SUA之间的关系逐步为人们所重视[10]. Nis-
kanon等[11]报道“芬兰糖尿病预防研究”, 发现

基础高SUA水平者预示发生T2DM的风险增加2
倍(RR = 1.87, 95%CI: 1.07-3.26), 还显示高SUA
与高胰岛素水平密切相关, 认为高SUA是高胰

岛素血症独立危险因素. SUA升高与IR密切相

关, 考虑有以下几种因素: (1)NAFLD患者肝细胞

内脂肪沉积增加, 脂肪酸氧化率提高, 引起G-6-
Pase活性提高, 导致肝脏糖异生增强, 肝葡萄糖

输出增加, 同时胰岛素对G-6-Pase抑制能力降低, 
从而引起肝脏的胰岛素抵抗; (2)胰岛素抵抗可

以引起肾素-血管紧张素系统亢进, 而血管紧张

素Ⅱ可以减少肾血流量, 从而抑制尿酸排泄; (3)
胰岛素抵抗可加重氧化应激, 促进尿酸合成. 国
内也有报道, 在肾脏中, UA与钠离子有共同的转

运系统, 胰岛素可通过减少钠-氢交换而减少钠

离子的排泄水平从而减少UA的排泄[12]. 本研究

中, 伴NAFLD的T2DM组中尿酸清除率较单纯

性NAFL、对照组显著降低(P <0.05), 考虑与伴

NAFLD的T2DM组中IR较严重有关. SUA升高、

胰岛素抵抗以及肝脏损伤间的恶性循环, 使原有

的疾病进一步恶化. 
本研究相关性分析发现, 伴T2DM的NAFLD

患者SUA明显高于单纯性脂肪肝及对照组患者

(336.52±97.57, 313.23±75.66, 286.14±71.56, 
P <0.05), 存在显著的正相关; 胰岛素敏感指数明

显低于正常对照组, 但不能证实高尿酸水平独立

地位, 提示UA水平依赖胰岛素抵抗在NAFLD的

发病中起作用, 这和研究结果尿酸与胰岛素敏感

指数之间存在非常显著的负相关关系相吻合. 
总之, NAFL患者存在明显的胰岛素抵抗及

高血尿酸血症, 且二者具有一定的相关性. 国内

通过实验证实饮食调整对NAFL有积极的治疗作

用, ω-3多不饱和脂肪酸胶丸、中药降脂颗粒对

表  1  3组临床资料分析

     项目    对照组(n = 62) 单纯非酒精性脂肪性肝病(n = 40) 非酒精性脂肪性肝病合并糖尿病组(n = 72)

年龄(岁)   55.43±11.08 52.39±11.21    53.48±10.90

BMI(kg/m2)   22.74±1.21 25.95±2.36b   27.02±3.16b

ALT(U/L)   22.75±16.63 33.84±24.65    40.96±33.54

AST(U/L)   22.62±5.54 31.29±14.26     34.71±19.13b

TG(mmol/L)     1.46±1.09 2.24±1.36     2.26±1.96b

TC(mmol/L)     4.87±0.91  5.43±1.12b     5.58±1. 20

UA(μmol/L) 286.14±71.56 313.23±75.66b   336.52±97.57b

Ualb/UCr(mg/g)   10.21±7.15 24.14±24.46     57.86±76.44b

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  3组血尿酸与胰岛素抵抗指标的比较 (mean±SD)

     项目 对照组(n = 62) 单纯非酒精性脂肪性肝病(n = 40) 非酒精性脂肪性肝病合并糖尿病组(n = 72)

FBG(mmol/L)     4.75±0.54                  5.17±0.62                          8.98±4.21bd

FINS(μg/L)     9.47±4.13                12.71±7.16                        13.55±7.09bd

HOMA IR     2.04±0.89                  2.66±1.50                          5.20±1.99bd

HbA1C(％)     5.89±0.54                  5.92±0.22                        10.11±2.34bd

SUA(μmol/L) 286.14±71.56              313.23±75.66                      336.52±97.57bd

胰岛素敏感指数   0.047±0.022                0.029±0.025                        0.025±0.019bd

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  单纯非酒精性脂肪肝组.

■名词解释
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD): 除
外酒精和其他明
确的损肝因素所
致的肝细胞内脂
肪过度沉积为主
要特征的临床病
理 综 合 征 ,  与 胰
岛素抵抗和遗传
易感性密切相关
的获得性代谢应
激 性 肝 损 伤 .  包
括单纯性脂肪肝
(SFL)、NASH及
其相关肝硬化.
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NAFL患者也有疗效[13-15]. 但在NAFL合并T2DM
患者的治疗上, 若能同时从改善胰岛素抵抗及高

尿酸血症两方面联合入手可能会有较好的疗效. 
目前胰岛素抵抗的治疗相对成熟, 本文认为避免

高嘌呤食物摄入, 如动物内脏、鱼虾、肉汤、饮

酒等, 减少UA生成, 促进UA排泄, 对NAFL合并

T2DM的治疗具有不容忽视的作用. 
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Abstract
AIM: To analyze the clinical features of pyogenic 
liver abscess (PLA) to provide the basis for early 
diagnosis and treatment of this disease.

METHODS: The clinical data for 58 patients with 
PLA who were treated in the Second Affiliated 
Hospital of Nanjing Medical University from 
June 2000 to December 2011 were retrospectively 
analyzed to determine the clinical features, and 
laboratory, imaging, and microbiologic findings 
as well as the treatment outcome. 

RESULTS: Fever and chills (94.8%) were the most 
common clinical manifestations, followed by 
right upper quadrant pain (58.6%). Twenty-seven 
cases (46.5%) had diabetes mellitus. The most 
common laboratory abnormality was increased 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

细菌性肝脓肿58例

施 言, 黄光明, 张发明, 朱晓娟, 范志宁, 季国忠

®

■背景资料
细菌性肝脓肿是
致病细菌引起的
肝脏化脓性病变, 
临床上早期诊断
率低 ,  并发症多 , 
需引起医护人员
足够重视. 因肝脏
中的库夫细胞可
及时清除致病微
生物, 故大部分细
菌性肝脓肿为继
发性感染.

alkaline phosphatase (ALP) (77.6%), followed by 
increased white blood cell (WBC) count (70.7%) 
and fibrinogen (FIB) (60%). The most commonly 
identified organism was Klebsiella pneumoniae 
(17.2%). The majority of patients had solitary liver 
abscess (86.2%), and most of liver abscesses were 
found in the right hepatic lobe with an average 
diameter of 7.1 cm ± 4.0 cm (1-24 cm). All patients 
underwent combined antibiotic treatment. Ultra-
sound or CT-guided needle aspiration or continu-
ous drainage after needle aspiration of pyogenic 
liver abscess was performed in 26 patients (44.8%). 
Surgery was required in 3 patients (5.2%). One 
patient (1.7%) died due to septic shock after ad-
mission. 

CONCLUSION: Patients who have fever, chills, 
and right upper quadrant pain should be con-
sidered of pyogenic liver abscess, especially in 
patients with diabetes, biliary tract disease, or 
cancer. Elevated ALP, WBC and FIB were more 
commonly seen than positive bacterial culture 
in PLA patients, which may have suggestive 
significance in clinical diagnosis. Antibiotics 
combined with needle aspiration or continuous 
drainage after needle aspiration are safe and ef-
fective treatments.

Key Words: Pyogenic liver abscess; Retrospective 
analysis; Diabetes mellitus; Complications; Prognosis

Shi Y, Huang GM, Zhang FM, Zhu XJ, Fan ZN, Ji GZ. 
Pyogenic liver abscess: An analysis of 58 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2414-2419

摘要
目的: 总结分析细菌性肝脓肿的临床特征及
相关实验室检查结果, 为该病的诊断和合理治
疗提供依据. 

方法: 总结我院2000-06/2011-12的58例确诊细
菌性肝脓肿患者的临床资料, 回顾性分析该病
的临床特征、实验室检查、影像学、病原学
及治疗特点.

结果: 58例细菌性肝脓肿患者最常见的临床表
现为畏寒发热(94.8%)及右上腹痛(58.6%). 糖

■同行评议者
孟庆华, 教授, 首
都医科大学附属
北京佑安医院肝
病四科



施言, 等. 细菌性肝脓肿58例									                   2415

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来, 应用影像
学引导下穿刺抽
脓或置管引流方
法治疗细菌性肝
脓肿已越来越普
及 ,  该 法 操 作 简
单、安全有效、
患者接受性和耐
受性均较高, 微创
治疗已逐渐取代
传统手术方法.

尿病(46.5%)为最常见的合并症. 血清碱性磷酸
酶(77.6%)、白细胞(70.7%)和纤维蛋白原(60%)
升高最常见. 最常见的细菌为肺炎克雷伯菌
(17.2%). 脓肿多为单个(86.2%), 肝右叶居多
(81.1%). 所有患者均选用联合抗生素治疗, 其
中26例患者(44.8%)行穿刺抽脓或置管引流, 3
例患者(5.2%)行手术治疗, 1例患者(1.7%)死亡. 

结论: 患者临床表现为畏寒发热、右上腹痛
时应高度警惕细菌性肝脓肿可能, 尤其是糖尿
病、胆管疾病及恶性肿瘤患者. 病原学仅在部
分患者出现阳性结果, 而血清碱性磷酸酶、白
细胞和纤维蛋白原升高更常见, 可能对临床诊
断具有提示意义. 抗感染结合穿刺抽脓或置管
引流是临床安全有效的治疗手段. 

关键词: 细菌性肝脓肿; 回顾性分析; 糖尿病; 并发

症; 预后
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0  引言

细菌性肝脓肿是由于致病菌经各种途径进入肝

脏, 在肝实质内滞留引起局部和全身炎症反应, 
以及肝实质病灶坏死液化形成脓腔的化脓性炎

症. 该病为亚急症, 临床表现常不典型, 早期诊

断率低. 目前该疾病国内长时间回顾性系统研

究较少, 本研究在既往肝脓肿回顾性分析报告[1]

的基础上继续深入、增加样本数量, 同时结合

其病因、诊断及治疗等方面的最新进展, 回顾

性分析了我院11年来58名细菌性肝脓肿患者的

临床特点、病因、治疗措施及疾病转归. 

1  材料和方法

1.1 材料 搜集2000-06/2011-12南京医科大学第

二附属医院近11年住院治疗的58例确诊细菌性

肝脓肿患者的临床资料, 并进行统计分析. 诊断

标准为: (1)B超、CT或MRI检查发现肝脓肿; (2)
影像学引导下穿刺抽出脓液或外科手术引流出

脓液或抽取患者血液及胆汁经微生物培养证实; 
(3)经微生物培养排除真菌性肝脓肿、阿米巴肝

脓肿、变形虫肝脓肿等特殊微生物感染; (4)抗
生素治疗有效. 
1.2 方法 结合患者临床表现、体征、实验室检

查、影像学、病原学及治疗情况进行回顾性分

析. 疗效判断标准: (1)痊愈: 症状、体征消失, 脓
肿完全吸收; (2)好转: 症状、体征好转, 影像学

提示脓肿缩小, 呈吸收期改变; (3)无效: 症状、

体征无好转, 脓肿大小无变化或进一步扩大. 其
中痊愈、好转为有效治疗. 

统计学处理 所得临床资料运用SPSS13.0版
本进行统计, 计量资料结果以mean±SD表示. 统
计方法包括χ2检验, Fisher's精确概率法, t检验. 
检验标准a = 0.05, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果 

2.1 临床特点 58例细菌性肝脓肿患者中, 男33
例(56.9%), 女25例(43.1%), 平均发病年龄59.0
岁(35-88岁). 51-60岁组患者数最多, 其次为

61-70岁组(图1). 最常见的临床表现为畏寒发

热(94.8%), 其次为右上腹痛(58.6%)以及黄疸

(29.3%). 常见合并症有糖尿病、高血压、胆石

病、恶性肿瘤等(1例结肠癌, 3例胆管癌, 1例胰

头癌). 我们发现有18例患者(31.0%)合并肾囊肿, 
27例患者(46.5%)合并糖尿病. 我院资料中有9例
患者(15.5%)并发中毒性血小板减少症, 12例患

者(20.7%)并发血尿, 另有7例患者(12.1%)并发

感染性休克, 2例患者(3.4%)并发中毒性心脏病

(表1). 
2.2 实验室检查 以血清碱性磷酸酶(a lka l ine 
phosphatase, ALP)(77.6%)升高居多, 其次为白细

胞(white blood cell count, WBC)(70.7%)升高, 纤
维蛋白原(fibrinogen, FIB)(60%, 共20人检测)及
谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)(46.6%)
升高. 63.8%患者总胆红素含量正常, 29.3%患者

血清白细胞数正常(表2). 
2.3 微生物学检查 所有患者均行血培养, 对穿

刺引流及置管者加做脓液培养. 其中26例患者

(44.8%)行穿刺液培养, 2例患者(3.5%)行胆汁培

养. 血液及脓液培养阳性率为39.6%, 最常见的

细菌为肺炎克雷伯菌(17.2%), 其次为大肠埃希

菌(10.4%). 多微生物感染率为8.6%, 如合并屎肠

表  1  临床特点

     临床特点 患者数n (%)

畏寒发热   55(94.8)

右上腹痛   34(58.6)

黄疸   17(29.3)

合并糖尿病   27(46.5)

合并恶性肿瘤     5(8.6)

并发感染性休克     7(12.1)

并发中毒性心脏病     2(3.4)

合并肾囊肿   18(31.0)

■相关报道
有报道称细菌性
肝脓肿合并糖尿
病者容易漏诊误
诊 ,  这 可 能 与 糖
尿病血管神经病
变、痛阈降低有
关, 再加上脓肿早
期信号可与肿瘤
相似, 液化后信号
与囊肿也不易鉴
别. 故合并糖尿病
者更应注意筛查
细菌性肝脓肿.
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球菌、鸟肠球菌、阴沟肠杆菌等. 合并糖尿病

者其肺炎克雷伯菌阳性率为13.8%, 大肠埃希菌

阳性率1.7%, 多微生物感染阳性率3.4%. 
2.4 影像学检查 56例(96.6%)患者行腹部B超检

查, 另有2例患者直接行腹部CT检查. B超检查后

有29例患者(50.0%)进一步行腹部CT平扫, 另有

7例患者(12.1%)行MRI检查. 典型的B超表现为

肝内不规则的圆形无回声或低回声包块, 包膜光

滑完整. CT平扫则可见单个或多个圆形、卵圆

形低密度病灶, 病灶边缘多数模糊、密度不均, 
其中心区域CT值略高于水, 低于正常肝实质. 多
房脓肿常有单个或多个分隔, 呈蜂窝样改变. 本
研究中, 脓肿的平均直径为7.1 cm±4.0 cm(1-24 
cm), 发生于肝右叶者47例(81.1%), 肝左叶者10
例(17.2%), 肝尾叶者1例(1.7%). 大多数患者为单

个肝脓肿(86.2%). 我们发现合并多个脓肿者在

性别、症状、白细胞数、血小板数、合并糖尿

病较单个肝脓肿者无显著差异(均P>0.05, 表3). 
2.5 感染途径 胆源性肝脓肿(41.4%)所占比例

最高. 血源性感染见于7例患者(12.2%), 其中4

例肺部感染, 2例尿路感染, 1例肠道感染. 既往

行ERCP或PTCD治疗肝胆胰恶性肿瘤后并发

肝脓肿者2例, 胆总管空肠吻合术后并发者1例. 
有21例患者未发现感染灶, 定为隐源性肝脓肿

(36.2%, 图2).
2.6 治疗及结果 58例患者均予广谱抗生素联合

治疗, 等待细菌培养结果再选择相应敏感抗生

素针对性治疗. 病程中积极纠正患者的低白蛋

白血症、贫血、水电解质和酸碱平衡紊乱. 抗
生素使用4-6 wk或有临床疗效后停药, 出院后继

续口服2-4 wk. 住院期间需动态监测B超或CT以
观察病情进展及疗效. 本文中29例患者(50.0%)
直接行诊断性抗生素治疗. 26例患者(44.8%)行B
超或CT引导下穿刺抽脓或置管引流, 并在脓液

抽吸后向脓腔内注射抗生素冲洗, 5-7 d后根据

影像学检查判断治疗效果, 若脓肿减小不明显

或再次扩大, 再重复穿刺抽脓. 3例患者(5.2%)行
手术治疗. 入院后确诊平均时间为3.5 d(1-24 d), 
平均住院时间为26.6 d(2-68 d). 50例患者(86.2%)
经治疗后病情痊愈或好转, 7例患者(13.8%)进一

步转外院治疗. 本研究中有1例患者(1.7%)入院

后因感染性休克死亡, 该患者合并糖尿病且脓

肿直径为13 cm. 

3  讨论 

细菌性肝脓肿发病率因地而异[2-6], 临床表现不
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图  1  58例细菌性肝脓肿患者的年龄分布.
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图  2  细菌性肝脓肿的感染途径. 1: 胆源性肝脓肿; 2: 隐

源性肝脓肿; 3: 血源性肝脓肿; 4: 肝胆胰恶性肿瘤; 5: 曾行

ERCP或PTCD术; 6: 胆总管空肠吻合术.

表  2  实验室检查

     实验室检查     患者数n (%)

ALP升高 45(77.6)

WBC升高 41(70.7)

FIB升高 12(60, 共20人)

ALT升高 27(46.6)

中毒性血小板减少   9(15.5)

血尿 12(20.7)

17.1 μmol/L<总胆红素<34.2 μmol/L 14(24.1)

总胆红素>34.2 μmol/L   7(12.1)

表  3  影像学特点

     肝脓肿位置 患者数n (%)

肝右叶   47(81.1)

  肝右前叶     4(6.9)

  肝右后叶   18(31.1)

  未描述   25(43.1)

肝左叶   10(17.2)

肝尾叶     1(1.7)

■创新盘点
目前该疾病国内
长时间回顾性系
统研究较少, 本文
结合其病因、诊
断及治疗等方面
的最新进展, 回顾
性分析了11年来
58名细菌性肝脓
肿患者的临床特
点、病因、治疗
措施及疾病转归.
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典型, 早期诊断率低. 大多数患者以畏寒发热

(94.8%)及右上腹痛(58.6%)为主要症状, 肝区压

痛、叩击痛不明显. 临床表现不典型的原因可

能有: (1)疾病早期脓肿较小或脓肿位于肝叶深

部, 未触及肝包膜; (2)疾病早期, 患者已使用抗

生素治疗延缓病情发展; (3)患者高龄或合并糖

尿病、高血压等多种基础疾病, 导致痛觉、不

适感等表现不明显. 血液、胆汁及脓液细菌培

养阳性率低(39.6%), 可能与穿刺前使用抗生素

有关. 血液学检查以血清ALP(77.6%)升高最为

常见, 其次为WBC(70.7%)升高. 白细胞数的变

化是临床医师最为关注的实验室指标, 但本文

观察到ALP在细菌性肝脓肿患者中的升高比率

更明显. ALP是分解磷脂酸的蛋白酶, 存在于人

体多种组织, 分为骨型、肝型、肠型及胎盘型[7], 
据观察, 在肝实质损伤及胆管细胞炎症, 易引起

升高, 而在细菌性肝脓肿患者ALP的相关报导却

少见. 本文提出其临床诊断参考价值, 但应分析

和排除其他原因引起ALP的升高. 本研究中可见

FIB明显升高(60%, 共20人检测), 提示其可能为

机体感染的血液学指标之一[1], 但仍需扩大样本

量进一步评价其敏感性和特异性. 
细菌性肝脓肿发病机制复杂, 感染途径[8]主

要经由胆道、门静脉、肝动脉和直接肝脏进路. 
胆道感染播散为胆源性肝脓肿的病因, 本研究

中, 胆源性感染仍占据主要地位, 病原菌以肺炎

克雷伯菌最常见, 这与目前研究结果一致. 因此, 
对于原有胆道疾病的患者出现畏寒发热时, 应
考虑肝脓肿可能, 尤其是胆管有梗阻的患者. 隐
源性肝脓肿是指原发灶不明的肝脓肿类型, 本
文统计发现仍有近1/3患者不能明确原发灶. Lai
等[9]报道隐源性肝脓肿患者发生结直肠癌风险

为普通人群的3.36倍, Jeong等[10]则提出针对该

类患者, 特别是合并糖尿病及肺炎克雷伯菌感

染者, 应常规行结肠镜检查以排除结肠良恶性

病变, 如结肠溃疡、憩室、息肉及结肠癌等. 我
院资料中即有1例患者合并结肠癌, 这可能与结

直肠癌患者肠道黏膜屏障功能缺失, 细菌移位

并经门静脉播散感染导致. 本研究资料中, 隐源

性肝脓肿患者住院过程中均未行结肠镜检查, 
其中尚有4例合并糖尿病, 建议今后诊疗中为防

止漏诊可针对此类患者有选择地行结肠镜筛查. 
B超或CT引导下穿刺抽脓或置管引流是治

疗细菌性肝脓肿有效安全的方法, 可较快地降

低患者体温, 减轻全身症状, 缩短治疗病程, 诊
断明确者应尽快实施. 该方法的纳入标准为: 脓

肿直径≥3 cm, 脓肿液化扩大或抗生素治疗疾

病仍进展者[1]. 手术标准为: 复杂或多个脓肿、

脓肿破裂、穿刺引流及药物治疗失败[11]. 本研

究中, 26例患者采取穿刺抽脓或置管引流治疗, 
另有3例患者因病情进展行手术治疗. 在现代影

像学技术成熟的条件下, 穿刺抽脓或置管引流

治疗肝脓肿, 具有创伤小、定位准确、效果显

著、可反复操作、并发症少等优势, 所取脓液

尽快送细菌学培养和药敏试验则利于患者获得

早期有效治疗[12]. 我们认为B超引导下的肝穿刺

引流较CT引导更便捷, 更经济且易于实施. 本研

究中, 根据脓肿大小、液化情况选择穿刺抽脓

或置管引流治疗, 脓肿均显著缩小, 大部分患者

病情趋向于好转. Aydin等[13]认为肝脓肿在抗生

素治疗无效、脓肿未液化或多房脓肿也可选择

腹腔镜治疗. Tu等[14]对肝脓肿合并胆道疾病者

分别行腹腔镜或手术治疗, 发现腹腔镜治疗组

能更早口服药物且术后住院时间明显缩短, 术
中出血及并发症发生率、脓肿复发率两组无显

著差别. 本研究中, 1例患者因并发中毒性血小

板减少, 另2例因穿刺抽脓失败均转为手术治疗, 
无患者采用腹腔镜治疗. 手术患者中的2例合并

有糖尿病, 其中1例还合并肺气肿, Tu等的研究

提示对于此类需手术治疗的病例, 特别是合并

有重大基础疾病的高龄患者, 以腹腔镜治疗替

代传统手术, 在不影响治疗效果的前提下, 可能

提高患者耐受性, 减少手术创伤, 同时降低治疗

费用, 有利于病情早日恢复. 
本研究中, 多数细菌性肝脓肿患者有不同的

合并疾病. 其中, 糖尿病为最常见的合并症. 姜
海琼等[15]认为糖尿病者免疫功能低下, 中性粒

细胞趋化功能下降, 单核吞噬细胞及调理素活

力减弱, 抗体生成减少, 且高血糖能促进组织中

细菌生长, 同时代谢紊乱使肝胆胰、胃肠之间

功能失调, 易诱发胆系疾病, 引发肝脓肿. 因此, 
对于糖尿病患者, 如出现畏寒发热、右上腹痛

等临床表现, 需要警惕发生细菌性肝脓肿. 肝脓

肿合并糖尿病者(septic liver abscess in diabetics, 
DLA)多数血糖控制不理想, 临床表现不典型, 以
隐源性、气体形成居多, 多为肺炎克雷伯菌感

染, 易发生中毒性血小板减少及播散感染[16]. 我
院合并糖尿病者有6例并发中毒性血小板减少

症, 2例并发中毒性心脏病; 5例并发感染性休克, 
其中1例死亡, 这均提示DLA者病情易恶化, 需
加强针对该类患者的病情监测及治疗. 但本研

究发现DLA者其脓肿直径、确诊时间、中毒性

■应用要点
本文结合细菌性
肝脓肿疾病认知
的 最 近 进 展 ,  回
顾性分析了本院
细菌性肝脓肿病
因、诊断、治疗
及疾病转归, 对于
临床工作具有指
导性意义.
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心脏病及中毒性血小板减少发生率较无糖尿病

者无显著差异(P >0.05), 统计学差异不明显可能

与样本量尚偏小有关. 患者抵抗力差, 且病程中

应用较强抗生素, 易出现二重感染[17,18], 需引起

医护人员足够重视. 本研究中, DLA者有19例行

穿刺抽脓, 6例行置管引流; 2例行手术治疗. 除1
例死亡外, 余患者经及时治疗, 病情均得到有效

控制. 因此, 早期控制感染、降低血糖、彻底的

穿刺抽脓、置管引流或手术仍是成功治疗DLA
的关键. 

既往有胆道介入术史及胃肠恶性肿瘤者需

高度警惕发生肝脓肿. 我们有2例胆管癌伴胆总

管狭窄者在行ERCP或PTCD后均发生肝脓肿, 提
示胆道介入术可能提高肝脓肿发生风险. 周波 
等[19]研究也报道了肝癌介入术后发生肝脓肿风

险增加, 且与性别、胆道损伤、患者营养状况、

血清白蛋白水平和原发性肿瘤构成比有关. 本研

究中有1例患者合并结肠癌, 3例合并胆管癌, 1例
合并胰头癌, 这均提示合并恶性肿瘤可增加肝脓

肿发生风险. 因此对于原发灶不明的隐源性肝脓

肿, 应特别注意筛查合并恶性肿瘤可能性. 有研

究报道肝脓肿合并肝硬化、乙肝及丙肝感染、

年龄>65岁者, 需高度警惕合并肝癌[20]. 鉴别肝脓

肿和肝癌除需进一步行CT或MRI检查外, 还可行

脓肿穿刺查找肿瘤细胞, 并结合相关病史和实验

室检查以综合判断. Chen等[21]发现年龄、合并恶

性肿瘤、病情进展、多房脓肿、大脓肿(直径>5 
cm)及多重感染为肝脓肿死亡的高风险因素, 特
别是肝脓肿合并气体形成者, 其感染性休克发生

率及死亡率均较高, 需尽早治疗[22]. 本研究中共

有5例患者合并恶性肿瘤, 脓肿直径均>7 cm, 其
中2例为多重感染, 但这些患者一般情况良好, 无
糖尿病、高血压等重大合并症, 病程中也无严重

并发症发生, 经充分的抗感染、穿刺抽脓或置管

引流治疗后病情均明显好转. 
因此 ,  我们认为患者临床表现为畏寒发

热、右上腹痛时应高度警惕细菌性肝脓肿可能, 
尤其是糖尿病、胆管疾病及恶性肿瘤患者. 病
原学仅在部分患者出现阳性结果, 而血清碱性

磷酸酶、白细胞和纤维蛋白原升高更常见, 可
能对临床诊断具有提示意义. 抗感染结合穿刺

抽脓或置管引流是临床安全有效的治疗手段. 
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of oral 
vitamin K2 (VK2) analogs for patients with he-
patocellular carcinoma (HCC) after surgery. 

METHODS: Sources such as Chinese National 
Knowledge Infrastructure, Medline, Embase and 
Cochrane library were systematically searched. 
All clinical trials comparing curative treatments 
alone with curative treatments plus VK2 analogs 
for HCC patients were identified. Meta-analysis 
was performed to estimate the effects of VK2 
analogs on tumor recurrence and overall sur-
vival (OS). Risk ratios (RR) and 95% confidence 
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肝细胞癌根治性治疗后口服维生素K2类似物的Meta分析

钟鉴宏, 黎乐群, 游雪梅, 向邦德, 马 良, 龚文锋

®

■背景资料
肝细胞癌根治性
治疗术后复发率
高 .  目 前 尚 无 标
准、具有明确疗
效的预防术后肿
瘤复发的辅助治
疗 措 施 .  肝 癌 术
后口服维生素K2
类似物预防复发
的 报 道 较 多 ,  但
各研究间报道的
疗效存在一定的
争 议 .  故 本 研 究
使 用 M e t a 分 析
的方法对其疗效
进 行 进 一 步 的 
评估.

intervals (95% CI) were calculated.

RESULTS: Six randomized clinical trials and 
one cohort study involving 930 patients were 
included. VK2 analogs did not statistically re-
duced the 1-year tumor recurrence rate, with a 
pooled RR of 0.67 (95% CI: 0.39-1.13, P = 0.13). 
However, hepatic resection plus VK2 analogs 
were associated with significantly lower 2- and 
3-year tumor recurrence rates, with pooled RRs 
of 0.65 (95% CI: 0.51-0.83, P < 0.001) and 0.70 
(95% CI: 0.58-0.85, P < 0.001). Moreover, for the 
1-, 2-, and 3-year OS, VK2 analogs also demon-
strated statistically significant results (RR = 1.03, 
95% CI: 1.01-1.05, P = 0.02; RR = 1.11, 95% CI: 
1.03-1.19, P = 0.005; RR = 1.14, 95% CI: 1.02-1.28, 
P = 0.02). Oral VK2 analogs were safe and were 
not associated with adverse events. 

CONCLUSION: Current evidence suggests that 
postoperative VK2 analogs have appreciable ef-
ficacy in patients with HCC after curative treat-
ment. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Vitamin K2 
analog; Meta-analysis

Zhong JH, Li LQ, You XM, Xiang BD, Ma L, Gong WF. 
Oral vitamin K2 analogs for hepatocellular carcinoma 
after surgery: A meta-analysis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(25): 2420-2426

摘要
目的: 评价肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)根治性治疗后口服维生素K2(vi tamin 
K2, VK2)类似物预防肿瘤复发及提高总生存
率的疗效. 

方法:  计算机检索中国知网、M e d l i n e、
Embase和Cochrane图书馆数据库中的相关文
献. 检索所有关于HCC根治性术后VK2类似物
治疗的研究. 对纳入文献进行资料提取及质量
评价. 采用相对危险度(risk ratio, RR)及其95%
可信区间(confidence interval, CI)表示统计效
应量. 

结果:  共纳入6个随机对照试验和1个队列

■同行评议者
孙星, 副教授, 副
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■研发前沿
目前尚无Meta分
析专门评估维生
素K2类似物预防
肝细胞性肝癌术
后复发的疗效.

研究, 合计930例患者. Meta分析结果显示: 
(1)HCC根治性术后口服VK2类似物不能降低
术后1年复发率(RR = 0.67, 95%CI: 0.39-1.13, 
P  = 0.13), 但术后2年及3年复发率显著降低
(RR = 0.65, 95%CI: 0.51-0.83, P<0.001; RR = 
0.70, 95%CI: 0.58-0.85, P <0.001); (2)1、2、3
年总生存率: 口服VK2类似物治疗组与单纯
手术治疗组比较, 2组差异有统计学意义(RR 
= 1.03, 95%CI: 1.01-1.05, P  = 0.02; RR = 1.11, 
95%CI: 1.03-1.19, P = 0.005; RR = 1.14, 95%CI: 
1.02-1.28, P = 0.02); (3)口服VK2类似物安全, 
无不良反应报道. 

结论: 目前证据显示辅助VK2类似物治疗对降
低HCC患者根治性术后复发率及提高总生存
率有一定的疗效. 由于纳入研究的随访时间较
短和存在的局限性, 有必要开展多中心大样本
的随机对照试验长期随访观察进一步证实其
疗效. 

关键词: 肝细胞癌; 维生素K2类似物; Meta分析
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)恶性

程度高, 其导致的死亡率位列恶性肿瘤第3位. 
手术切除或射频消融(radiofrequency ablation, 
RFA)治疗肿瘤是目前临床上最常用的根治性

治疗方法. 然而, 即使是早期HCC, 根治性术后

其复发率仍高达80%[1]. 因此, 术后合理、有效

的预防复发的治疗措施是必要的. 目前, 临床上

预防H C C术后复发的治疗药物及方法主要有

干扰素、经肝动脉化疗栓塞、过继免疫治疗、

核苷酸类抗病毒治疗等. 但这些治疗却有很多

的局限性, 如不良反应多、只适合存在高危复

发因素的患者、不能提高总生存率和缺少高级

别循证证据的支持等. 故有必要探讨更安全、

有效的治疗方法. 维生素K2类似物(vitamin K2, 
VK2), 又名四烯甲萘醌, 临床上用于治疗骨质疏

松症[2], 但在2004年却被发现有预防合并肝炎肝

硬化女性HCC患者的肿瘤复发[3]. 自此, 陆续多

个随机对照试验(randomized clinical trials, RCT)
报道了VK2类似物预防HCC复发的疗效. 但研

究间的结论并不统一, 甚至相反. 本文使用Meta
分析的方法将临床同质的多个研究合并分析, 

以求统一结论. 

1  材料和方法

1.1 材料 检索数据库中国知网、Medline、Em-
base和Cochrane图书馆, 截止日期到2012-05; 同
时对检索到文献的参考文献再进行筛选检索. 
英文和中文检索都采用主题词和自由词结合的

方式. 英文检索词为liver neoplasms, hepatocel-
lular carcinoma, liver tumor, resectable, operative, 
resection, hepatectomy, vitamin K, analog和mena-
tetrenone. 中文检索词为肝肿瘤、肝癌、肝切

除、手术、维生素K和四烯甲萘醌. 排除重复发

表的文献. 按照制定的检索策略进行检索, 最初

检索到可能符合纳入标准的文献共344篇. 经阅

读题名及摘要后, 排除个案报道、回顾性分析

和综述, 剩余18文献. 
1.2 方法

1.2.1 文献纳入和排除标准: (1)研究类型. HCC根
治性切除或RFA术后VK2治疗的RCT, 队列研究

及病例对照研究, 发表语种为英文和中文. 对于

重复发表或病例有重叠的研究, 将其整合为一

个研究; (2)研究对象. 纳入标准: 经病理学或多

个影像学证实为原发性HCC的患者; 试验组和

对照组患者HCC被根治性治疗(切缘无肉眼癌灶

残留; RFA治疗后1 mo复查CT无肿瘤残存). 排
除标准: 转移性肝癌或已有肝外转移的患者, 服
用VK2前使用过华法林的患者; (3)干预措施. 试
验组患者在HCC根治性治疗后接受VK2类似物

口服治疗, 对照组为单纯HCC根治性治疗, 排除

肿瘤被姑息性切除或切除不完整的研究; (4)结
局测量指标: 生存率、复发率. 
1.2.2 文献质量评价: 两名评价员参考QUOROM
声明[4], 分别独立评价纳入研究偏倚的高低, 分别

评价随机分配方法、隐蔽分组、盲法和是否使

用意向性分析. 研究中详细描述了3个以上项目

的为高质量, 1个都没有描述则为低质量, 其余为

中等质量. 非RCT研究的质量被认为低质量. 
1.2.3 统计学方法: 两名评价员分别检索、阅

读、筛选符合纳入标准的文献, 对文献进行质

量评价, 提取相关资料. 计数资料采用相对危险

度(risk ratio, RR)及其95%可信区间(confidence 
interval, CI)表示统计效应量. 采用χ2检验来分析

各个研究间的异质性. 以P <0.1为显著性水准, 异
质性大小以I 2值表示. 采用固定效应模型进行数

据分析, 当存在明显异质性时则采用随机效应

模型分析. 数据统计学处理采用Cochrane协作网
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■相关报道
维生素K2类似物
临床上用于治疗
骨质疏松症, 2004
年被发现有预防
合并肝炎肝硬化
女性HCC患者的
肿瘤复发的作用.

提供的RevMan5.0统计软件进行. 

2  结果

2.1 文献特征 通过阅读全文来筛选, 最终纳入6
个RCT[5-10]和1个队列研究[11]进行Meta分析. 纳
入的各个研究试验组和对照组基线具有可比性, 
共930例患者. 各纳入的研究对于肿瘤复发的标

准一致, 肝内复发和肝外转移均视为复发. 各研

究的一般资料见表1. 所有研究对象均为日本人. 
所有患者均接受根治性HCC切除术或RFA治疗, 
在出现复发前均未接受其他针对复发的辅助治

疗. 治疗组患者接受口服45 mg或90 mg VK2类

似物治疗. Yoshida等[5]的研究只报道了1年的生

存数据. Hosho等[11]的队列研究中23例患者接受

口服45 mg VK2类似物治疗, 49例配对患者为对

照组. 
2.2 纳入试验的方法学质量评价 依据QUOROM
文献的评价标准, 对纳入试验的方法学质量进

行评价(表2). 
2.3 统计分析结果 各个研究的生存数据见表3. 
对照组患者的术后3年复发率为67.6%-91.6%, 
总生存率为56.5%-88.0%. 
2.3.1 肿瘤复发率: 7个研究均报道了术后1年的

复发率. 异质性检验发现各研究间存在一定的

统计学异质性(P  = 0.01, I 2 = 64%), 故使用随机

效应模型进行统计. 结果显示, HCC根治性术后

患者口服VK2类似物并不能降低术后1年复发率

(RR = 0.67, 95%CI: 0.39-1.13, P  = 0.13). 然而, 固
定效应模型显示, 术后2年及3年复发率显著降

低(RR = 0.65, 95%CI: 0.51-0.83, P <0.001; RR = 
0.70, 95%CI: 0.58-0.85, P <0.001), 见图1. 
2.3.2 总生存率: 研究间同质性较好(P  = 0.48, I 2 

= 0%), 使用固定效应模型, 统计分析发现, HCC
根治性术后患者口服VK2类似物提高了术后1

表  1  纳入研究的一般特点

     
文献样本量            肿瘤数量 平均肿瘤直径(mm)

Child-Pugh 

评分(A/B)

HBV

  (n )

HCV

  (n )
  PIVKA-II (mAU/mL)           AFP (ng/mL)

Yoshiji等[6]

  18   1.62    17.9      16/2   0   15 60.2                79.8

  25   1.59    18.7      20/5   3   11 41.3                88.5

Mizuta等[7]

  32   1.50    17.7      26/6   4   29 41.8              102.2

  29   1.48    19.4      22/7   3   27 70.3              508

Kakizaki等[8]

  30 单个: 19; 多个: 11    20.4      22/8   0   30 ≤40: 10; ＞40: 20 ≤20: 15; ≥20: 15

  30 单个: 22; 多个: 8    25.0      22/8   0   30 ≤40: 8; ＞40: 22 ≤20: 16; ≥20: 14

Hotta等[9]

  21 单个: 11; 多个: 10 11-30: 18; 31-50: 3      15/6   6   14 ＜40: 14; ≥40: 7 ＜20: 6; ≥20: 15

  24 单个: 9; 多个: 15 11-30: 18; 31-50: 6      12/12   3   19 ＜40: 9; ≥40: 15 ＜20: 9; ≥20: 15

Yoshida等[5]

  367 单个: 260; 多个: 107 20    323/44 38 305 ＜40: 328; ≥40: 36 ＜100: 344; ≥100: 22

  181 单个: 127; 多个: 54    20.3    154/27 20 150 ＜40: 155; ≥40: 25 ＜100: 164; ≥100: 17

Kubota等[10]

  50 - 最大: 41 - 14   46   66 -

  51 - 最大: 36 - 17   45 106 -

Hosho等[11]

  23 1.3 最大: 23 -   8   16   1182.9 382.6

  49 1.4 最大: 28 - 15   33   2421.3 226.8

AFP: 甲胎蛋白; HBV: 乙型肝炎病毒; HCV: 丙型肝炎病毒; PIVKA-II: 维生素K缺乏或拮抗剂II.

表  2  纳入研究的质量评价

     文献 随机分配 隐蔽分组 评价者被盲 意向性分析

Yoshiji等[6] + + - -

Mizuta等[7] + - - +

Kakizaki等[8] - - - -

Hotta等[9] + - - -

Yoshida等[5] + + + +

Kubota等[10] + + - +

Hosho等[11] - - - -
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■创新盘点
本文检索了维生
素K2类似物预防
肝细胞癌根治性
术后肿瘤复发疗
效的相关文章, 纳
入所有临床对照
研究, 运用Meta分
析的方法评估其
疗效. 较之前的系
统评价扩大了样
本量, 得出的结论
更可靠.

年总生存率(RR = 1.03, 95%CI: 1.01-1.05, P  = 
0.02). 统计术后2年及3年总生存率时, 研究间同

质性较好(P = 0.55, I 2 = 0%; P = 0.40, I 2 = 0%), 统
计结果显示治疗组患者总生存率显著高于对照

组(RR = 1.11, 95%CI: 1.03-1.19, P = 0.005; RR = 
1.14, 95%CI: 1.02-1.28, P = 0.02, 图2). 
2.4 敏感性分析 为了检验非RCT研究对合并结

果的可靠性, 排除队列研究重新合并分析, 发现

在复发率和1年、2年总生存率方面, 结果并没

有改变. 但是术后3年总生存率无统计学意义

(RR = 0.12, 95%CI: 0.97-1.28, P = 0.12). 
2.5 口服VK2类似物的不良反应 所有7个研究均

报道口服VK2类似物安全, 无明显不良反应及血

液生化异常改变. 

3  讨论

Chu等[12]曾报道认为口服VK2类似物对根治性

手术切除或射频消融治疗的HCC患者有一定的

预防复发作用, 然而, 最近的一个大样本多中心

RCT[5]却否定这一结论. 为了进一步明确VK2类
似物在HCC术后应用的价值, 本文纳入所有RCT
和队列研究进行Meta分析, 结果显示, VK2类似

物显著降低术后2年和3年复发率, 同时提高术后

1、2和3年总生存率. 口服VK2类似物安全. 
VK2是一种γ-羧基酶的辅酶. VK缺乏或拮

抗剂Ⅱ(PIVKA-Ⅱ)诱导了右旋-γ-羧基-凝血酶

原的产生, 他是肝脏合成的无凝血活性的异常

凝血酶原, 在HCC患者的血清中异常升高. 很
多研究认为术前血清中PIVKA-Ⅱ滴度升高是

HCC患者预后不良的因素之一[13-15], 主要原因为

PIVKA-Ⅱ刺激了人类血管内皮细胞的生长和转

移[16]. 因此, VK2抑制HCC细胞系生长的机制为

通过抑制或激活某些信号通路的调节[17-20]. 虽然

VK2诱导细胞周期停止和抑制生长的准确机制

尚未完全明确, VK2类似物治疗的基本原理是

为了预防HCC根治性治疗后余肝发生新的肿瘤. 
而术后辅助治疗(如经肝动脉化疗栓塞)的目的

是为了杀灭术前影像学未能发现的肿瘤及术中

表  3  各个纳入研究的治疗效果

     
文献干预措施 治疗(手术切除/射频消融) 随访时间(mo)

             复发率(%)          总生存率(%)

1年 2年 3年 1年 2年 3年

Yoshiji等[6]

  VK2(45 mg) 0/18 48.0 22.2    44 61.1   100 94.4 88.9

  对照组 0/25 48.0 24.0 48.0 68.0   100 92.0 88.0

  培哚普利+VK2(45 mg) 0/25 48.0 12.0 28.0 32.0   100 100 96.0

  培哚普利 0/19 48.0 15.8 36.8 52.6   100 94.7 89.5

Mizuta等[7]

  VK2(45 mg) 1/31 28.9 12.5 39.0 64.3   100 96.6 87.0

  对照组 3/26 27.7 55.2 83.2 91.6 96.4 80.9 64.0

Kakizaki等[8]

  VK2(45 mg) 4/26 - 7.7 51.4 61.2   100 95.0 77.5

  对照组 7/23 - 28.3 64.1 90.1 95.8 90.2 66.4

Hotta等[9]

  VK2(45 mg) 2/19 19.5 23.8 28.6 -   100   100 -

  对照组 2/22 16.5 33.3 46.5 73.3 87.5 81.7 81.7

Yoshida等[5]

  VK2(45 mg) 9/173           36 31.2 - - 99.2 - -

  VK2(90 mg) 5/180           36 37.7 - - 98.7 - -

  对照组 7/174           36 28.2 - - 97.2 - -

Kubota等[10]

  VK2(45 mg) 50/0 - 20.6 36.9 43.6 - - -

  对照组 51/0 - 30.0 52.0 76.1 - - -

Hosho等[11]

  VK2(45 mg) 2/21 23.8 26.1 32.8 78.1   100 93.3 85.6

  对照组 7/42 26.9 49.0 61.7 67.6 93.3 79.1 56.5

VK2: 维生素K2类似物.
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脱落的肿瘤细胞, 术后辅助治疗并不能预防余

肝在长期生存中发生新的肿瘤. 因此, 为了达到

术后长期的无瘤状态, 使用VK2类似物化学预防

余肝新发肿瘤是有必要的. 
本文共纳入了7个研究 ,  所有患者均接受

HCC根治性手术切除或RFA治疗, 肿瘤均被根

治性治疗. 其中, 接受RFA治疗的HCC患者占

84%(780/930). RFA治疗通过多个途径激活自然

杀伤细胞的活性[21]. 大多数患者为单个肿瘤, 肿
瘤直径为1.1-5.0 cm, 多<2 cm. 因此, 这些患者

的早期复发不良因素(如血管侵犯、多个肿瘤结

节、肿瘤直径>5 cm等)较少. 也就是说, 理论上

本文纳入的患者的肿瘤复发时间应该多发生于

术后2年之后; 另一方面, VK2类似物主要为了

预防肿瘤多中心复发. 这两方面因素应该是本

文不能得出VK2类似物降低术后1年复发率的原

因. 理论上, 低复发率患者的总生存率应该更高, 
生存时间应该更长, 但由于纳入研究的观察随

访时间较短(<36 mo), 目前资料尚不能得出VK2
类似物的长期疗效. 

所有7个研究均在日本进行, 纳入的患者多

合并丙型肝炎(83%), 因此, VK2类似物应用于其

他人群或乙型肝炎患者的疗效尚未明确. 基于

中国人群和日本人群肝癌标本的基础研究认为, 
VK2类似物通过抑制或激活某些信号通路来预

防余肝发生新的肿瘤[18-20]. 因此, 在中国人群开

展类似临床研究的临床疗效可能与Meta分析结

果相似. 
Meta分析结果显示, VK2类似物较对症支持

治疗显著提高术后总生存率. 然而, 纳入的7个

■应用要点
本研究表明, 辅助
VK2类似物治疗
对降低肝细胞癌
患者根治性术后
复发率及提高总
生存率有一定的
疗效. 但由于纳入
研究的随访时间
较 短 ,  有 必 要 开
展大样本长期随
访的随机对照试
验进一步证实其 
疗效.

图  1  维生素K2类似物化学预防肝细胞性肝癌患者术后复发率的Meta分析.
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研究和纳入4个研究的系统综述[12]均未观察到相

似结果. 早期RCT结果[7,8]显示VK2类似物显著

降低HCC术后复发率, 但最近的RCT[5]却认为治

疗组和对照组的无瘤生存率相似. 这些相互矛

盾的结果说明, 大样本的临床研究或Meta分析

是有必要开展的. 
本文为二次研究, 存在一定的局限性. 如并

非所有研究均详细报道了随机分配方法和使用

隐蔽分组, 故不能排除选择性和实施偏倚的可

能. 只有一个研究在设计阶段使用了样本量估

算, 使用意向性分析的研究也只有两个. 更重要

的是, VK2类似物的主要目的是预防余肝发生新

的肿瘤, 而新生肿瘤发生时间多>2年, 因此, 足
够长的随访时间是必须的, 但纳入文献的随访

时间均较短; 另一方面, 纳入的研究中存在手术

切除与RFA两种方法进行HCC的根治. 这两种治

疗方法本身可能对肿瘤复发有不同的影响. 因
此, 对本文的结果和结论的解释尚需保持一定

的慎重. 长期的随访也许能观察到VK2类似物的

显著疗效. 
Meta分析结果显示, VK2类似物应用于HCC

根治性治疗后对降低复发率和提高总生存率均

有一定的疗效. 另外, 口服VK2类似物是安全的. 
由于不同患者的复发因素不同, 复发类型和复

发时间亦有差异, 针对不同患者的不同方案联

合治疗模式是未来研究的方向和热点. 
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图  2  维生素K2类似物应用于肝细胞性肝癌患者术后对总生存率影响的Meta分析.
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Abstract
AIM: To investigate the preventive effect of 
somatostatin versus endoscopic nasal biliary 
drainage (ENBD) on post-ERCP pancreatitis 
(PEP) and hyperamylasemia. 

METHODS: A total of 110 patients were enrolled 
and randomly divided into 3 groups to receive 
somatostatin, ENBD or placebo. Incidences of 
PEP, hyperamylasemia and adverse reactions 
were observed. 

RESULTS: The overall incidences of PEP and 
hyperamylasemia were 17.2% (19/110) and 
4.54% (5/110), respectively. The levels of serum 
amylase at 6 h in the somatostatin group and 
ENBD group were significantly lower than that 
in the control group (467 IU/L ± 63 IU/L , 501 
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■背景资料
近年来随着内镜
逆行胰胆管造影
(ERCP)技术的改
进和内镜医师经
验的积累, ERCP
术后并发症的发
生率明显下降, 但
ERCP术后胰腺炎
(PEP)的发生率却
无显著改变, 成为
E R C P 术 后 最 常
见、最严重的并
发症之一.

IU/L ± 405 IU/L vs 1 323 IU/L ± 46 IU/L, both 
P < 0.05), while the levels of serum amylase at 
24 h showed no significant differences among 
the three groups (P > 0.05). The time to disap-
pearance of abdominal symptoms, the time 
to recovery of blood parameters, and average 
length of hospital stay in the somatostatin group 
and ENBD group were significantly shorter than 
those in the control group (all P < 0.05). The 
costs were significantly lower in the somatosta-
tin group than in the ENBD group (P < 0.05).

CONCLUSION: Both somatostatin and ENBD 
can effectively prevent post-ERCP pancreatitis 
and hyperamylasemia, and somatostatin is asso-
ciated with lower medical expenses.

Key Words: Somatostatin; Endoscopic nasal biliary 
drainage; Endoscopic retrograde cholangiopancrea-
tography; Pancreatitis; Hyperamylasemia

Guo HB, Li HR, Li SX, Ma L, Gong LJ, Cao JB. Somatostatin 
versus endoscopic nasal biliary drainage in the prevention 
of post-ERCP pancreatitis and hyperamylasemia. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2427-2431

摘要
目的:  探 讨 预 防 性 应 用 生 长 抑 素 及 术 后
放 置 鼻 胆 引 流 管 对 经 内 镜 胰 胆 管 造 影 术
(endoscopic retrograde cholangiopancreatograp
hy, ERCP)后胰腺炎及高淀粉酶血症的作用及
安全性. 

方法: 按照既定标准入院接受ERCP诊治的
患者110例, 随机分为3组, 分别给予生长抑素
组、ENBD及安慰剂. 观察术后胰腺炎、高淀
粉酶血症的发生情况、预后及经济学评价. 

结果:  3组患者中术后胰腺炎总发生率为
17.2%(n  = 19), 高淀粉酶血症为4.54%(n  = 5), 
对照组胰腺炎、高淀粉酶血症发生率明显高
于其余2组(P <0.05); 血清淀粉酶变化, 生长抑
素组(467 IU/L±63 IU/L)、ENBD组(501 IU/L
±405 IU/L)术后6 h较对照组(1 323 IU/L±46 
IU/L)低, 差距有统计学意义(P <0.05); 但术后
24 h血清淀粉酶水平无显著性差异(P >0.05); 

■同行评议者
王 文 跃 ,  主 任 医
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■研发前沿
胰管支架的放取
是一项难度较高
的 技 术 ,  需 要 内
镜操作者经较长
时间的操练才能
掌 握 ,  而 且 在 所
有 行 E R C P 的 患
者中放置胰管支
架也是不经济的. 
因 此 ,  在 普 通 行
E R C P 的 患 者 中
寻找一种便宜、
方便、有效、安
全的药物或者一
种可行的操作技
术一直都是研究
的热点.

生长抑素组及ENBD组胰腺炎患者腹部症状
体征消失时间、血象下降时间、平均住院
时间均较对照组明显缩短, 差距有统计学意
义(P <0.05); 对比2种预防ERCP术后胰腺炎
的方法, 生长抑素费用明显低于ENBD, 可大
大降低医疗费用的支出, 差距有统计学意义
(P <0.05).  

结论: 生长抑素、鼻胆引流管均可有效预防
ERCP术后胰腺炎及高淀粉酶血症的发生, 生
长抑素更为经济. 

关键词: 生长抑素; 鼻胆引流管; 内镜逆行胰胆管造

影术; 胰腺炎; 高淀粉酶血症 
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0  引言

内镜逆行胰胆管造影(endoscopic retrograde chol-
angiopancreatography, ERCP)是肝胆胰疾病的重

要诊治手段之一. 近年来随着ERCP技术的改进

和内镜医师经验的积累, ERCP术后并发症的发

生率明显下降, 但ERCP术后胰腺炎(post-ERCP 
pancreatitis, PEP)的发生率却无显著改变, 成为

ERCP术后最常见、最严重的并发症之一. 在
前瞻性非选择性病例的试验中, PEP的发生率

多在5%左右, PEP高危患者PEP的发生率可达

30%-50%[1-4]. 术后血清淀粉酶水平超过正常值

水平而无临床症状者称为高淀粉酶血症, 其发

生率可高达75%[1]. 虽然大部分PEP属于轻型, 但
仍有约10%可发展为重症胰腺炎, 导致住院时间

延长、医疗费用增加, 甚至危及患者的生命. 
临床发现, 鼻胆引流管可预防由ERCP操作

引起的乳头水肿或Oddi括约肌痉挛所致的胰管

引流障碍. 生长抑素是一种有效的胰酶分泌的

抑制物, 在临床上治疗急性胰腺炎取得了较好

的疗效, 二者可能是预防PEP的有效方法, 因此

我们进行了预防PEP的前瞻性研究, 评价二者的

疗效, 报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 110例拟进行诊断性或治疗性ERCP的
无胰腺炎的梗阻性黄疸或胆总管结石患者, 符
合: (1)所有患者年龄>18岁; (2)非孕妇、及近3 
mo内出现心肌梗塞及肾功能衰竭患者; (3)非生

长抑素过敏者. 分别随机安排入生长抑素组、

ENBD(endoscoPic nosal biliary drainage)组及安

慰剂组, 安慰剂组术前给予NS 500 mL静点, 术
后给予抗炎、补液、对症支持治疗; 生长抑素

组自术前30 min开始给予NS 500 mL+思他宁(默
克雪兰诺)3 mg, 持续至12 h, 术后给予抗炎、补

液、对症支持治疗; ENBD组于术后给予鼻胆

引流管置入, 并保持引流通畅, 术前给予NS 500 
mL静点, 术后给予抗炎、补液、对症支持治疗, 
术后禁食、至淀粉酶正常且无腹痛开始进食. 
排除标准: 妊娠或哺乳期妇女; 患有严重心血

管、肾脏疾病, 如严重的心肺或肾功能不全者; 
急性胰腺炎或慢性胰腺炎急性发作; 对造影剂

过敏; 对生长抑素类药物治疗禁忌的患者; 有精

神障碍或疾病的患者. 
1.2 方法 
1.2.1 手术操作: 各组患者均于ERCP术前10-15 
min常规用药: 安定5-10 mg、丁溴东莨菪碱20 
mg及哌替啶50-100 mg静脉注射, 内镜选用Olym-
pus JF260十二指肠镜, 造影剂选用30%泛影葡胺. 
术中行胆管造影、EST切开、取石等操作. 
1.2.2 观察指标: (1)观察术后2、12 h血清淀粉

酶变化情况; (2)患者腹痛、腹胀、发热、呕吐

及腹部体征变化情况和术后恢复时间; (3)住院

天数、费用; (4)腹部增强CT, 进行Balthazar分
级和CT严重指数(CT severity index, CTSI)评分, 
CTSI指数将BahhazarA-E分级分别记为0、1、
2、3、4分, 将坏死及其范围分为无、<33%、

33%-50%、>50%, 分别评分为0、2、4、6分, 两
种记分相加即为CTSI评分. 
1.2.3 术后急性胰腺炎的诊断标准: PEP定义仍有

较多的争议, 目前较为认同的定义是Cotton等[1]

在基于15 000多例病例研究基础上达成的共识, 
是指在ERCP后出现持续性的胰腺炎相关性痛

并持续至术后24 h以上, 且血清淀粉酶超过正常

上限的3倍, 急性胰腺炎用Ranson标准进行评分, 
每天监测血清淀粉酶. 胰腺炎分为3级: (1)轻度: 
Ranson评分≤2分; (2)重度: ≥3分. 仅有血清淀

粉酶高于正常值而无腹痛、恶心、呕吐及腹部

压痛者诊断为高淀粉酶血症. 
统计学处理 所有数据均经SPSS13.0数据软

件处理, 均以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 各组病例一般资料 110例患者随机入组, 其
中生长抑素组36例, ENBD组38例, 对照组36例, 
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各组年龄、性别、体质量、造影剂注射次数、

ERCP持续时间等均无明显差异, 具有较好的可

比性. 表1显示了两组基础数据情况, 特别是造

影剂量、手术时间、切开方式、胰管和胆管显

影次数等. 
2.2 各组术后并发症发生情况 110例患者术后胰

腺炎总发生率为17.2%, 高淀粉酶血症为4.54%, 
生长抑素组5例 ,  占13.9%; E N B D组4例 ,  占
10.5%; 对照组10例, 占30.5%. 对照组胰腺炎发

生率明显高于其余两组(P <0.05, 表2).
患者总的高淀粉酶血症的发生率为4.54%, 

其中对照组3例, 发生率为8.3%; 生长抑素组1例, 
发生率为2.62%; ENBD组1例, 发生率为2.7%. 对
照组高于生长抑素组、ENBD组, 差异有统计学

意义(P = 0.006); 生长抑素组和ENBD组高淀粉

酶血症发生率之间无统计学意义(P  = 0.277). 血
清淀粉酶变化, 生长抑素组、ENBD组术后6 h较
对照组低, 分别为467 IU/L±63 IU/L、501 IU/L
±405 IU/L、1 323 IU/L±46 IU/L(P<0.05), 但术

后24 h血清淀粉酶水平无显著性差异, 分别为 
215 IU/L±44 IU/L、257 IU/L±538 IU/L、 
286 IU/L±54 IU/L(P>0.05). 
2.3 治疗效果比较 10例对照组患者发生术后胰

腺炎, 其中Ranson评分4例>3分, 考虑重症胰腺

炎, 经保守治疗均治愈, 1例形成假性囊肿, 平

均住院时间为25 d. 其余均为<2分, 对照组平均

住院时间为14.2 d±6.2 d. 生长抑素组及ENBD
组胰腺炎9例患者Ranson评分均为<2分, 无1例
转为重症胰腺炎, 平均住院时间为8.8 d±3.9 d,  
9.9 d±4.7 d. 生长抑素组、ENBD组平均住院日

较对照组明显缩短, 差距有统计学意义(P <0.05). 
未转为SAP的患者中, 生长抑素组及ENBD组胰

腺炎患者腹部症状、体征消失时间, 血象下降

时间均较对照组明显缩短(P <0.05). 
2.4 经济学分析 相关费用参考北京市发改委制

定的相关2010年度医疗收费标准. 行ENBD引

流需支架材料费3 360元, 生长抑素(思他宁, 0.3 
mg, 默克雪兰诺)12 h静点需661元, 对比2种预防

ERCP术后胰腺炎的方法, 生长抑素费用明显低

于ENBD, 存在显著性差异. 

3  讨论

PEP是ERCP术后最常见、最严重的并发症之

一, 治疗不当甚至会危及患者的生命, 为此预防

PEP的发生已经成为广大临床医生所面临的难

题. 我们必须首先明确导致ERCP术后胰腺炎的

危险因素以预测和避免这种并发症的发生. 其
中患者特征是与PEP发生紧密相关的因素, 研
究显示这至少与内镜的技术和操作同样重要．

在一个或多个研究中发现有意义的患者相关的

危险因素包括年轻、疑有Oddi括约肌功能障碍

(SOD)、有PEP发生史和无血清胆红素升高. 乳
头插管所致的Oddi括约肌痉挛和乳头水肿引起

胰液的引流受阻是PEP发生的主要原因[5]. 手术

过程中胆道括约肌球囊扩张, 粗暴插管造成乳

头损伤, 乳头括约肌切开及多次胰管造影等技

术因素均是PEP的危险因素. 本研究中无论是生

表  1  各组病例基本情况

     项目 生长抑素组(n  = 36) ENBD(n = 38) 对照组(n  = 36)

年龄(岁)      51.3±10.1  58.5±13.2   54.8±17.2

男性             19         20          15

女性             15         18           21

手术时间(min)      35.8±14,6  43.5±12.3    38.4±13.7

造影剂注射量(mL)      15.6±12.3  19.8±11.9    16.9±15.3

胰管显影        2.5±1.9    2.1±1.6      1.9±1.6

胆管造影次数        2.3±2.6    2.7±2.1      1.9±2.9

乳头切开(n )             23         29           24

气囊扩张(n )               9           6             5

乳头水肿(n )             18         20           16

胆总管取石             19         25           23

表  2  ERCP术后高淀粉酶血症及急性胰腺炎发病率n  (%)

     分组    胰腺炎     高淀粉酶血症

生长抑素组    5(13.9)          1(2.7)

ENBD    4(10.5)          1(2.63)

对照组  10(30.5)          3(8.3)

■相关报道
动物实验表明十四
肽生长抑素思他
宁具有抑制Oddi
括约肌收缩的作
用, 且已有研究表
明他可减轻ERCP
术后胰腺的水肿
与疼痛; 也有研究
发现一次性静注
生长抑素对 P E P
有预防作用.
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长抑素组、ENBD组还是对照组, 比较了年龄、

性别、手术时间、造影剂用量及次数、胆胰管

显影次数等高危因素, 结果表明其发生PEP的危

险因素并不存在显著性差异, 也表明两组资料

的可靠性, 具有可比性. 
在高危患者中预防性地放置胰管支架已被

证明是一种安全有效的方法[6]. 然而, 胰管支架

的放取是一项难度较高的技术, 需要内镜操作

者经较长时间的操练才能掌握. 此外, 在所有行

ERCP的患者中放置胰管支架也是不经济的[7]. 
因此, 在普通行ERCP的患者中寻找一种便宜、

方便、有效、安全的药物或者一种可行的操作

技术一直都是研究的热点. 然而, 到目前为止, 
绝大多数药物都被证明是无效的[8], 且没有一种

药物在临床广泛使用. 
之前研究的最多、争议最多的仍是胰酶分

泌抑制剂-生长抑素类药物(生长抑素和奥曲肽). 
胰酶分泌抑制剂有强大的抑制胰腺外分泌功能

及降低胰酶水平的作用, 可直接抑制消化酶的

分泌、间接抑制胃泌素、胆囊收缩素, 从而影

响胰腺外分泌功能. 此外, 胰酶分泌抑制剂还能

调节细胞因子的瀑布效应及通过诱导胰腺腺泡

细胞的凋亡来减轻炎性反应, 并能降低Oddis括
约肌的运动张力, 以降低胰管内压力. 奥曲肽是

人工合成的八肽生长抑素类似物, 他与生长抑

素的作用相似且半衰期更长. 目前国外仅有部

分研究结果显示奥曲肽预防有效, 但作用并不

显著[9], 多数临床研究结果显示奥曲肽没有预防

PEP的作用[10], 仅能减少ERCP术后高淀粉酶血

症的发生率. 十四肽生长抑素思他宁不同于奥

曲肽, 动物实验表明其具有抑制Oddi括约肌收

缩的作用. 且已有研究表明他可减轻ERCP术后

胰腺的水肿与疼痛, 也有研究发现一次性静注

生长抑素对PEP有预防作用[11,12]. 我们研究发现

术前和术后静滴生长抑素可明显减少胰腺炎的

发生, 减少腹痛和术后血淀粉酶的水平. 生长抑

素对Oddi括约肌的舒张作用可减轻胰管内造影

剂注射引起的胰腺损害. 我们研究的患者PEP均
较轻, 多发于术后6 h, 于24 h后血淀粉酶已降到

较低水平. 说明ERCP术后胰腺炎多为一过性. 
生长抑素对这种早期胰腺炎有较好的预防作用, 
但需要大样本病例的双盲对照研究来进一步 
证实. 

ENBD能够有效地引流胆汁, 而且能够减轻

ERCP术后胆管、胰管内的压力, 有利于胰液、

胆汁的正常排泄, 从而减少造影剂、胆汁反流

入胰管, 减少胰胆管括约肌损伤和痉挛等诱发

的不利因素, 故能够减少PEP和高淀粉酶血症的

发生[13-15]. 另外, ENBD能将嵌顿于共同通道的结

石推开, 有效防止急性胰腺炎重症化. 导管引出

乳头开口部时, 作U形回转, 可把乳头开口拉呈

鱼口状, 使胆汁流入十二指肠. 而且ENBD属于

微小侵入性治疗, 痛苦小, 不影响其他治疗, 患
者易于接受, 操作比胰管支架更为容易, 但是对

于有肝硬化、食管胃底静脉曲张的患者, ENBD
增加了出血的风险, 应该慎用[16,17]. 

本研究为前瞻性、随机、对照研究, 采用术

前应用生长抑素和术后给予鼻胆引流管的方法, 
来观察二者对于术后胰腺炎的预防效果. 3组患

者中术后胰腺炎总发生率为17.2%, 高淀粉酶血

症为4.54%, 对照组胰腺炎、高淀粉酶血症发生

率明显高于其余两组(P <0.05). 血清淀粉酶变化, 
生长抑素组、ENBD组术后6 h较对照组低, 但术

后24 h血清淀粉酶水平无显著性差异. 而且从术

后恢复时间、并发症发生、平均住院日各项指

标来看, 生长抑素组及ENBD组胰腺炎患者腹部

症状、体征消失时间、血象下降时间、平均住

院日均较对照组明显缩短(P <0.05, 表3), 可谓经

济、高效、安全. 另外, 从经济学角度来说, 对
比2种预防PEP的方法, 生长抑素费用明显低于

ENBD, 可大大降低医疗费用的支出. 
PEP及高淀粉酶血症的大部分因素是可以

避免的, 如避免高压及过多注射造影剂、严格

无菌操作、提高操作技能、取尽残余结石、避

免胰管多次显影和胰腺腺泡显影, EST时避免损

伤胰腺开口部位, 减少共同通道梗阻, 尽早引流

胆管, 防止胆汁反流入胰管等. 我们的经验是: 
(1)对疑有胆道疾病患者, 可行选择性胆管插入

表  3  ERCP术后急性胰腺炎治疗效果

     症状、体征消失时间(d) 血象下降时间(d) 平均住院时间(d)

生长抑素组        1.6±1.1(2-4)   1.7±1.3(1-4)   8.8±3.9(6-18)

ENBD        2.1±1.6(2-3)   1.6±1.4(1-3)   9.9±4.7(5-17)

对照组        3.5±3.3(4-7)   3.1±2.5(3-6) 14.2±6.2(9-30)

■应用要点
术前应用生长抑
素和术后置入鼻
胆引流管均可有
效预防术后胰腺
炎及高淀粉酶血
症的发生, 两项技
术均是安全、有
效, 相比较而言生
长抑素经济性更
好, 可在基层进一
步推广.
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法, 在X线监视下, 调整造影导管、应用导丝滑

入等技巧, 在X线监视下判断导丝在胆管抑或胰

管, 这样可以明显减少因插管、造影对胰管的

损伤, 确认进入胆管后再缓慢推注造影剂, 即可

避免胰管显影; (2)选择性胰管造影时, 可采用乳

头浅插法: 在X线监视下, 轻推造影剂, 待主胰

管全程显影后摄片, 切不可高压或盲目注射; (3)
导丝插入胰管行胰管预切开法: 为避免反复多

次胰管插管, 当导丝插入胰管时, 行胰管预切开, 
即作一小切口后, 达到将胆胰管间的隔膜切开, 
从而暴露胆管开口, 有利于胆管插入; (4)EST、
网篮取石术中尽量减少对胰腺组织的损伤程度, 
过大的结石不能用暴力牵拉, 以免损伤胰管; 如
伴有多发性胆管结石, 一次不能取尽者, 应常规

置入ENBD, 以免引起结石嵌顿和PEP的发生. 
总之, 本研究发现, 术前应用生长抑素和术

后置入鼻胆引流管均可有效预防术后胰腺炎及

高淀粉酶血症的发生, 两项技术均是安全、有

效, 相比较而言生长抑素经济性更好, 可在基层

进一步推广. 期待进行多中心、大样本研究或

不同剂型生长抑素给药的试验, 来为临床提供

更多的证据. 
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Abstract
A 23-year-old man presented with persistent 
hypoglycemia. After pathological examination 
and MEN1 gene variation analysis, he was diag-
nosed with insulin-secreting multiple endocrine 
neoplasia type 1 (MEN1). Cryoablation was then 
performed. Postoperatively, abdominal CT re-
vealed a large low density necrotic lesion, and 
the patient’s blood glucose gradually returned 
to normal level. Our case suggests that cryoabla-
tion is a promising treatment for MEN1.

Key Words: Insulin-secreting; Persistent hypoglyc-
emia; Multiple endocrine neoplasia
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 病例报告 CASE REPORT

氩氦刀冷冻治疗泌胰岛素性多发性内分泌瘤Ⅰ型1例

张长明, 姚 飞, 陈继兵, 黄丽雯, 李永强, 曾健滢, 滑艳艳, 刘卫群, 李艳红, 李家亮, 何丽华, 牛立志, 左建生, 徐克成

®

■背景资料
多 发 性 内 分 泌
瘤 Ⅰ 型 是 一 种
M E N 1抑癌基因
突变引起的常染
色体显性遗传性
疾病. 患者以发生
甲状旁腺瘤, 胰岛
素瘤或垂体瘤为
主要特征. 目前国
内外对该病处于
散在个例的报道
和研究阶段, 尚未
形成系统的诊断
和治疗方案. 

JY, Hua YY, Liu WQ, Li YH, Li JL, He LH, Niu LZ, Zuo 
JS, Xu KC. Cryoablation for the treatment of multiple 
endocrine neoplasia type 1: A report of one case. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(25): 2432-2435

摘要
通过对1例因胰腺占位病变、持续低血糖入院
患者进行病理诊断和MEN1基因突变检测, 确
诊为泌胰岛素性多发性内分泌瘤Ⅰ型(multiple 
endocrine neoplasia type 1, MEN1), 尝试胰腺氩
氦刀冷冻消融治疗, 术后患者病灶呈大部低密
度坏死, 血糖恢复正常. 结合患者病史及诊疗
经过, 提高对泌胰岛素性MEN1认识. 

关键词: 泌胰岛素; 低血糖; 多发性内分泌瘤Ⅰ型
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0  引言 

多发性内分泌瘤Ⅰ型(multiple endocrine neopla-
sia type 1, MEN1)是一种常染色体显性遗传性疾

病, 主要累及甲状旁腺、胰腺、垂体等内分泌

腺, 其发病率为1/3-5万[1,2]. 目前认为, MEN1发病

机制主要是由于MEN1基因突变所致[3]. 本文在

国内外首次报道氩氦刀冷冻治疗1例泌胰岛素

性MEN1患者, 冷冻治疗120 d后患者胰岛素分泌

正常, 患者生存状态良好. 

1  病例报告

男, 23岁, 马来西亚籍华人, 因近1 mo来体力明

显下降, 伴复发性低血糖性昏迷于2011-06-09入
院就诊. 体格检查: 身高170 cm、体质量90 kg、
身体质量指数31.14、体温36.2 ℃、血压138/ 
94 mmHg、精神状态较差, 时有呼吸困难症状, 
其他检查无异常. 

实验室检查: 空腹血糖(波动于1.2 mmol/L- 
2.2 mmol/L之间, 参考值3.9 mmol/L-6.1 mmol/L)
明显低于正常值范围; 空腹C肽(21.8 μg/L, 参考

■同行评议者
李革, 副教授, 延
边大学附属医院
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■相关报道
胰腺内分泌肿瘤
的手术治疗效果
好 ,  即 使 是 恶 性
胰腺内分泌肿瘤, 
积极治疗也可获
得 长 期 存 活 ,  但
此类肿瘤容易误
诊 ,  临 床 上 应 予
高度重视.

值1.1 μg/L-4.4 μg/L)、空腹胰岛素(109.5 μU/mL, 
参考值2.6 μU/mL-24.9 μU/mL)、垂体催乳素

(34.7 μg/L, 参考值2.1 μg/L-17.7 μg/L)、促甲状

腺激素(30.7 μIU/L, 参考值0.3 μIU/L-4.2 μIU/L)
及甲状旁腺激素(12.4 pmol/L, 参考值1.30 pmol/
L-6.80 pmol/L)都明显高于正常值范围; 胃泌素、

CA19-9、肾上腺及甲状腺相关激素水平均正常; 
血电解质检测显示游离钙(1.43 mmol/L, 参考值

1.1 mmol/L-1.34 mmol/L)升高, 磷(0.47 mmol/L, 
参考值0.81 mmol/L-1.62 mmol/L)降低. 

影像学检查: 胸部、全腹部CT平扫加增强

显示胰尾病变(3.4 cm×3.4 cm, 图1)及左前纵膈

淋巴结巨大转移瘤(5.4 cm×4.7 cm), 并左肾上

腺(1 cm×1 cm)、肺内、骨盆、脊柱广泛骨转

移, 垂体及甲状腺CT扫描未发现肉眼可见肿瘤. 
患者胰尾病变、空腹胰岛素和C肽偏高、

血糖值低于正常值等情况, 考虑为胰岛素瘤; 患
者入院时血钙偏高, 血磷下降, 再查血清甲状旁

腺激素高于正常值, 甲状旁腺功能亢进; 催乳素

及促甲状腺激素明显高于正常范围, 提示垂体

病变; 随后采集患者外周血白细胞进行基因组

提取, 扩增MEN1基因10个外显子的编码区域, 
测序发现在9号外显子存在c.1288C>T位点突变

(图2), 该突变造成谷氨酸突变为终止密码子, 使
MEN1基因翻译提前终止. 综上, 结合胰腺、甲

状旁腺及垂体等内分泌器官病变, 同时MEN1基
因发生9号外显子终止突变, 确诊MEN1. 

患者全身多处肿瘤转移, 纵膈淋巴结肿瘤

体积较大, 出现明显呼吸压迫症状, 拟优先治疗; 
胰尾部的高功能性胰岛素瘤引起的高胰岛素血

症是患者多发性低血糖性昏迷的主要原因, 故
先给予每日持续补糖以缓解症状; 肾上腺肿瘤

体积较大, 已出现肾脏压迫症状, 拟联合胰尾肿

瘤冷冻手术时治疗. 
入院7 d后, 患者在B超引导下取胸骨柄周

围皮肤为穿刺点, 以纵膈内肿瘤为靶区, 纵膈肿

瘤冷冻消融术. 手术采用1.7 mm和2.0 mm冷冻

探针各2只, 100%的氩气冷冻10 min, 自然复温, 
共2个循环. 术后1 mo经胸部CT平扫及增强示

纵膈淋巴结肿大(7.1 cm×4.8 cm), 术后3 mo CT
显示瘤体缩小为6.3 cm×3.6 cm, 呈均匀坏死低

密度影. 患者纵膈肿瘤消融术1 mo后病况渐稳

定, 随在CT引导下行胰腺肿瘤活检, 病理报告及

免疫组织化学结果显示Vimentin(–)、S100(–)、
Syn(+)、CgA(+)、CEA(+)、CK(–)、Ki67(+)(图
3), 考虑神经内分泌肿瘤Ⅱ级(胰腺原发性不典

型类癌), 进一步支持MEN1的诊断. 
胰腺取活检后在CT引导下取左侧腹壁皮肤

为穿刺区, 分别以胰尾部肿瘤、左肾上腺肿瘤为

靶区, 行冷冻消融术. 手术采用3支1.7 mm探针穿

刺入胰尾肿瘤(图4A), 100%氩气冷冻10 min, 自
然复温, 共2个循环; 随后用1支1.7 mm探针穿入

左肾上腺肿瘤, 100%氩气冷冻5 min, 自然复温, 
共1个循环. 术后2 d经腹部CT平扫显示胰尾部密

度不均匀的软组织团块影, 内部可见低密度坏

死灶; 左肾上腺可见2.5 cm×2.5 cm团块软组织

灶影及低密度坏死灶. 术后1 mo腹部CT平扫加

增强显示胰尾大部呈坏死低密度影; 左肾上腺

肿大, 中间可见低密度坏死影. 术后2.5 mo患者

再次入院复查, 精神、食欲及睡眠好, 体质量较

前下降约10 kg, 体力及精力明显改善. 腹部CT平
扫加增强显示胰尾部低密度结节影, 病灶内密度

均匀, 大部呈低密度坏死灶(图4B). 患者入院时

多次发作低血糖性晕厥, 入院后即给予全天持续

静滴高渗葡萄糖溶液. 术后逐渐减少葡萄糖输注

量, 至第10天完全停止. 患者空腹血糖在停止葡

萄糖输注后4 d内逐渐降低到2 mmol/L, 其后8 d
快速反弹至12 mmol/L, 随后逐渐恢复正常水平; 
术后多日内患者餐后血糖值始终维持在正常水

平; 空腹胰岛素在术后持续降低, 并于术后12 d降
至正常水平, 空腹C-肽也于术后14 d恢复正常(图
5). 各项血糖相关指标并持续监测到术后120 d左
右, 皆稳定在正常范围之内. 

图  1  患者入院后腹部CT平扫加增强效果. 图中箭头所示为

胰尾部肿瘤, 体积较小.

图  2  患者MEN1基因检测图. 测序显示在其外显子9存在

c.1288C>T位点突变, 上图双峰位置为突变位点(如箭头所

示), 其中黑色峰代表G碱基, 红色峰代表T碱基.

■创新盘点
原则上凡确诊胰
岛素瘤应及早手
术 治 疗 ,  但 本 研
究对该患者采用
氩氦刀冷冻消融
治 疗 ,  术 后 患 者
瘤 体 萎 缩 ,  患 者
血糖恢复正常水
平 ,  取 得 较 好 治
疗效果.
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■应用要点
对于不能手术切
除的胰腺内分泌
肿瘤, 微创治疗是
一可代替手术的
重 要 选 择 ,  其 中
冷冻治疗因为其
定位精确、创伤
小、痛苦轻、疗
效确切、适应症
及能激活宿主细
胞抗肿瘤的免疫
能力等优点备受
关注. 对于临近血
管胰腺内分肿瘤
也适用.

2  讨论 

MEN1临床主要表现为甲状旁腺腺瘤、胃肠胰

肿瘤、垂体前叶瘤和肾上腺瘤等, 以甲状旁腺

功能亢进最为常见, 胃肠胰内分泌肿瘤占MEN1
的第2位, 以胰岛素瘤、胃泌素瘤居多, 其余的

包括胰高血糖素瘤和无功能瘤等[1]. 1997年, 科

研人员成功克隆到MEN1的治病基因MEN1, 从
而明确了MEN1基因与MEN1的因果关系[4]. 本
例胰腺、甲状旁腺及垂体等内分泌器官病变, 
同时通过直接测序的方法在该患者身上检测到

的MEN1基因c.1288C>T位点突变, 结合患者临

床症状而确诊为MEN1. 

A B C

FED

图  3  胰腺肿瘤术前HE及免疫组织化学检测. A: HE(×200); B: HE(×400); C-F: 免疫组织化学染色阳性的神经内分泌源性

蛋白, 分别为CEA、Syn, CgA、Ki67.

图  4  通过CT观察术中冷冻情况及术后愈合情况. A: 在CT引导下用3支1.7 mm探针穿刺入胰尾部肿瘤区进行冷冻; B: 冷冻2 

mo后CT检测图, 显示胰尾部病灶内密度均匀, 大部呈坏死低密度影.

120

100

  80

  60

  40

  20

    0
-4                7               12              25

Fasting insulin (μU/mL)

图  5  患者手术前后空腹胰岛素与空腹C-肽变化情况. A: 患者冷冻前后空腹血清胰岛素水平检测, 虚线代表检测指标恢复

正常范围所对应的术后天数; B: 患者冷冻前后和C肽水平检测, 虚线代表检测指标恢复正常范围所对应的术后天数.
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■同行评价
本文应用氩氦刀
冷冻治疗泌胰岛
素性多发性内分
泌瘤, 有一定的创
新性和应用前景.

原则上凡确诊胰岛素瘤应及早手术治疗, 常
用方法有单纯肿瘤摘除术、胰体尾切除术、胰

腺节段切除术、保留十二指肠的胰头切除术等. 
近年来腹腔镜技术选择性地用于部分胰岛素瘤

切除手术. 2003年, 北京协和医院报道了我国首

例腹腔镜胰岛素瘤切除术[5], 但其主要适用于无

既往胰腺手术史、肿瘤位于胰体尾部或胰头浅

表部位的患者, 腹腔镜术中探查及腹腔镜超声

定位肿瘤是手术成功的关键, 术中不能定位是

中转开腹的最常见原因[6]. 多发性内分泌腺瘤Ⅰ

型合并多种类型的胃肠道和胰腺肿瘤的手术方

式存在争议, 与散发胰岛素瘤患者比较, 此类患

者多发及恶性胰岛素瘤比例更高, 有学者建议

以门静脉为界行远端胰腺次全切除＋胰头部肿

瘤摘除术, 可以避免多发的胰岛素瘤导致术后

复发的问题[7]. 本例患者肿瘤恶性程度高, 伴肺

内、前纵膈淋巴结、肾上腺转移, 盆骨、脊柱

广泛骨转移, 已失去的手术切除最佳时机. B超

或CT引导下经皮冷冻消融作为一种微创治疗技

术, 具有定位精确、创伤小、痛苦轻、疗效确

切、适应症广等优点, 此外冷冻还能激活宿主

细胞抗肿瘤的免疫能力, 使其自体清除病变细

胞及坏死细胞, 在已失去手术治疗时机的癌症

患者中冷冻疗法往往能取得较好结果. 此外, 冷
冻可根据患者情况对原发灶和转移灶同时或先

后进行消融[8]. 本例患者治疗过程中, 通过CT及
B超引导行胰尾部冷冻消融术及左肾上腺肿瘤

冷冻消融术, 通过B超引导行纵膈转移肿瘤冷冻

消融术. 空腹血糖浓度在胰尾肿瘤冷冻后4 d内
逐渐降低, 随后快速升高并稳定于正常水平. 根
据冷冻消融肿瘤的二次坏死理论, 初次冷冻后

残留的肿瘤在冷冻后第4天左右发生二次坏死[9], 
故很有可能该患者冷冻后4 d内残留的胰岛素瘤

仍持续过量分泌胰岛素, 在二次坏死发生后整

体胰岛素才恢复生理性分泌, 保持血糖持续稳

定. 空腹胰岛素、C-肽分别于术后12 d和14 d恢
复正常水平, 同时患者精神、食欲及睡眠好, 体
质量较前下降约10 kg, 体力明显恢复, 行动自如. 
术后1-2 mo内由于炎症及水肿等原因, 多处冷冻

部位出现CT下体积增大现象; 术后2个多月各冷

冻部位都出现明显的液化坏死灶, 符合冷冻消

融肿瘤的特点, 与我院其他种类肿瘤冷冻后的

现象一致[8,10]. CT显示的肿瘤冷冻效果和患者临

床症状的改善是一致的. 
总之, 本文在国内外首次报道1例泌胰岛素

性MEN1患者氩氦刀冷冻治疗. 患者多发高胰岛

素性昏迷在术后缓解, 术后的120 d胰岛素及血

糖水平完全恢复正常, CT结果显示全身多处肿

瘤经处理都出现液化坏死. 
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和中国知识资源总库收录. 《中国科技期刊引

证报告(核心版)》统计显示, 2010年《世界华人

消化杂志》总被引频次3 458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17 963, 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, 

《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》(2011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》

《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.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 
RNA, AFP, CEA, ECG, IgG, IgA, IgM, TCM, 
RIA, ELISA, PCR, CT, MRI等. 为减少排印错误, 
外文、阿拉伯数字、标点符号必须正确打印在

A4纸上. 中医药名词英译要遵循以下原则: (1)有
对等词者, 直接采用原有英语词, 如中风stroke, 
发热fever; (2)有对应词者应根据上下文合理选

用原英语词, 如八法eight principal methods; (3)
英语中没有对等词或相应词者, 宜用汉语拼音, 
如阴yin, 阳yang, 阴阳学说yinyangology, 人中

renzhong, 气功qigong; 汉语拼音要以词为单位

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H.pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N -甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O -
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

1-2
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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

大学医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾

《 世 界 华 人 消
化 杂 志 》 编 辑
部, 100025, 北京
市 朝 阳 区 ,  东 四
环 中 路 6 2 号 ,  远
洋 国 际 中 心 D
座 9 0 3 室 ,  电 话 : 
010-5908-0035, 
传真: 010-8538- 
1 8 9 3 ,  E m a i l : 
w c j d @ w j g n e t .
com; http://www.
wjgnet.com
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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

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正

《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
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文叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投
稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28 d. 所有的来

稿均经2-3位同行专家严格评审, 2位或以上通过

为录用, 否则将退稿或修改后再审. 接受后的稿件

作者需缴纳稿件发表费, 文章发表后可获得1本样

刊及10套单行本(稿酬).

6  修回稿须知
6.1 修回稿信件 来稿包括所有作者签名的作者

投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多

投; (2)是否有经济利益或其他关系造成的利益

冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所
有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文

代表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通

讯作者的姓名、职称、地址、电话、传真和电

子邮件; 通讯作者应负责与其他作者联系, 修改

并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来
稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证无泄密, 
如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有

参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出

版权转让给本刊编辑部.
6.2 稿件修改 来稿经同行专家审查后, 认为内

容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把

原稿连同审稿意见、编辑意见寄回给作者修

改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料寄回

编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线

办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由作者承

担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
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.
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2012年国内国际会议预告

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

2012-08-30/09-02
2012年中华医学会全国麻醉学术年会
会议地点: 重庆市
联系方式: csa2012@live.cn

2012-09-01/30 
中华医学会第三次全国肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 郑州市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2012-09-01/30 
第十五届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会
会议地点: 济南市
联系方式: doclf@163.com

2012-09-06/09
第七届中国肿瘤学术大会暨第十一届海峡两岸肿瘤学术
会议
会议地点: 北京市
联系方式: shengwangyan@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

2012-09-20/23
2012中国消化病学大会 
会议地点: 上海市
联系方式: abstract@ccdd2012.org 

2012-09-21/30
2012中华影像技术第20次全国学术大会暨国际影像技术
论坛 
会议地点: 长春市 
联系方式: ting@dxyer.com

2012-09-28/10-02 
第37届欧洲临床肿瘤学会年会(ESMO2012)
会议地点: 奥地利维也纳
lhgj_jihcc@163.com

2012-10-11/14 
第三届国际肿瘤表观遗传学研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: epigeneticmeeting2012@gmail.com

2012-10-12/15 
国腹腔镜技术新进展与改良后手术治疗2型糖尿病手术
教学研讨会
会议地点: 齐齐哈尔市
联系方式: bjgzgt@163.com
 
2012-10-19/21
中欧胰腺外科专业新技术、新进展学术研讨会
会议地点: 长沙市
联系方式: yu198610@163.com

2012-10-19/21
2012年(第二届)中日国际消化疾病论坛暨挑战直肠癌-战
略与艺术综合研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: cjds@htbr.cn

2012-10-19/21
中日友好医院国际肠胃外科高峰论坛
会议地点: 北京市
联系方式: lckyhy@126.com

2012-10-19/21
中华医学会第三次全国肝纤维化、肝硬化学术会议
会议地点: 郑州市
联系方式: lijiuyi@cma.org.cn

2012-10-21/11-10 
第十四次全国中医肛肠学术交流大会 
会议地点: 长沙市
联系方式: gcfh2012@163.com

2012-10-31/11-03
第十届中国介入放射学学术大会(2012CSIR)暨2012国际
栓塞会议
会议地点: 南京市
联系方式: liufang@cyberzone.cn

2012-11-09/11
2012中国结直肠肛门外科学术会议暨中华医学会外科学
分会结直肠肛门外科学组学术年会
会议地点: 广州市
联系方式: 15813300382 

2012-11-16/18 
2012中华消化病学年度讲坛
会议地点: 北京市 
联系方式: cma_spa@163.com 

2012-11-25/27
第九届国际糖尿病联盟西太平洋地区学术大会暨第四届
亚洲糖尿病学会学术年会
会议地点: 日本京都
联系方式: meeting@bimtdoctor.com
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