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胃癌的发病机制
十分复杂且与多
因素相关, 细胞内
信号转导通路失
调是一种主要的
致病机制. NF-κB
信号通路活化与
胃癌发生发展机
制密切相关. 
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Abstract 
Gastric cancer is a main cause of cancer death 
worldwide. Despite the knowledge that Helico-
bacter pylori constitutes the main cause of gastric 
cancer, the mechanisms for gastric carcinogene-
sis are still elucidated. Cancer development and 
progression depend on the balance between cell 
survival and death signals. Common cell sur-
vival signaling pathways are activated by car-
cinogens as well as by inflammatory cytokines, 
which contribute substantially to tumorigenesis. 
Nuclear factor-kappaB (NF-κB) is a major cell 
survival signal. Recent studies with cell culture 
systems and animal models have certified the 
links between NF-κB and gastric carcinogenesis 
and resistance to chemotherapy. Inhibition of 
NF-κB activation can enhance the sensitivity of 
cancer cells to chemotherapeutic drugs. In this 
review, we summarize recent progress in un-
derstanding the role of the NF-κB pathway in 
gastric cancer development as well as in modu-

lating NF-κB for gastric cancer prevention and 
therapy.

Key Words: Gastric cancer; Nuclear factor-kappaB; 
Target therapy

Liu J, Liu BR, Liu T. NF-κB and targeted therapy of gastric 
cancer: recent research progress. Shijie Huaren Xiaohua 
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摘要

胃癌是世界上导致癌症相关死亡的主要原因之

一. 虽然普遍认为幽门螺杆菌感染是导致胃癌

发生的重要原因, 但胃癌发生的确切机制尚未

被阐明. 癌症的发生、发展主要与细胞生存和

死亡信号的平衡相关, 致癌物质和炎症因子能

活化大多数细胞的生存信号, 从本质上促成肿

瘤的形成. 核转录因子-kappaB(NF-κB)是细胞主

要的生存信号之一, 近年来在一些细胞学和动

物模型实验中均发现NF-κB的活化与胃癌发生

和化疗抵抗等过程密切相关, 抑制NF-κB的活化

可提高胃癌细胞对化疗药物的敏感性. 本文对

NF-κB转录途径在胃癌演进中的机制以及其靶

向治疗的相关进展综述如下. 

关键词: 胃癌; 核转录因子-kappaB; 靶向治疗

刘静, 刘冰熔, 刘婷. NF-κB与胃癌的靶向治疗研究进展.  世界
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0  引言

胃癌是世界上导致癌症相关死亡最常见的恶性

肿瘤之一. 胃癌的发病机制十分复杂且与多因

素相关, 细胞内信号转导通路失调是一种主要

的致病机制. 致癌物质和炎症因子能活化大多

数细胞的生存信号, 从而导致肿瘤形成. 核转录

因子-kappaB是细胞主要的生存信号之一, 他的

活化与胃癌演进、化疗抵抗等过程密切相关. 
近些年, 人们在胃癌的化学治疗上取得很大

进步, 例如对5-氟尿嘧啶(5-FU)的认识更加深刻, 

■同行评议者
谭晓冬 ,  副教授 , 
中国医科大学附
属盛京医院
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■研发前沿
NF-κB是细胞主
要的生存信号之
一 ,  近 年 来 在 一
些细胞学和动物
模型实验中均发
现NF-κB的活化
与胃癌的发生和
化疗抵抗密切相
关, 抑制NF-κB的
活化可提高胃癌
细胞对化疗药物
的敏感性.

奥沙利铂和伊立替康作为辅助治疗药物[1]以及

贝伐单抗和西妥昔单抗等靶向治疗药物[2,3]的发

现等. 然而, 由于对化疗药物耐受等原因, 进展

期胃癌患者的生存率并未明显提高, 因此需要

新的方法来代替和补充当前的治疗. 了解NF-κB
在胃癌中的生物学意义, 对其活性进行选择性

调控, 将其作为肿瘤治疗的新靶点, 或许能为包

括胃癌在内的肿瘤治疗开辟一条新途径. 

1  NF-κB在胃癌中的活化

许多实验研究表明, 在胃癌等许多恶性肿瘤组

织、细胞株及动物模型中能检测到NF-κB的异

常活化[4-6]. Camp等[4]研究发现5-FU和SN-38可诱

导胃癌细胞株AGC和NCI-N87中NF-κB的活化, 
用腺病毒IκBα超抑制物(Ad.IκBα-SR)预处理细

胞后, 可明显提高化疗药物诱导的凋亡和生长

抑制. Li等[7]研究发现NF-κB在胃癌的4种细胞系 
AGC、MKN28、MKN45、SGC7901中均可被

组成性活化, 但其活化程度不同. Yamanaka等[6]

应用免疫组化方法在63个胃癌手术切除标本中

检测到21人细胞核内高表达NF-κB/p65, 最高为

61%; 42人低表达, 最低为1%, 且发现p65的组成

性活化与胃癌的预后相关. NF-κB在不同胃癌组

织和细胞株之间的活化存在差异, 在NF-κB信号

通路明显活化的胃癌细胞系和病例中, 化疗耐

药与之密切相关, 因此, 抗NF-κB治疗可能成为

胃癌治疗的新方法. 

2  幽门螺杆菌与胃癌

近些年的研究阐明幽门螺杆菌(Helicobacter py-
lori , H. pylori )与宿主间相互作用是引起胃炎和

胃癌的主要原因. H. pylori感染的毒力因素很多, 
其中细胞毒素相关抗原A(CagA)和细胞毒素相

关基因致病岛(cagPAI)在胃癌发展过程中扮演

从细菌至癌蛋白衍生的角色. cagPAI编码约30个
基因, 其中一些组成Ⅳ型分泌系统, 介导CagA蛋

白和肽聚糖(PGN)进入细胞质. CagA进入细胞质

后通过各种途径干扰和破坏细胞极性、通透性

及增殖等[8,9]. 
H. pylori感染内皮细胞后能活化多种致癌

通路, 主要包括NF-κB、激活物蛋白-1、磷脂

酰肌醇-3-激酶、信号转导与转录活化因子3、
Wnt/β-catenin和环氧化酶2、促分裂原活化蛋

白激酶等[10-13]. 其中NF-κB的活化在胃黏膜炎症

和肿瘤形成过程中起着关键作用. H. pylori感染

细胞后, 可通过结合Toll样受体[14]和NOD样受体

活化NF-κB通路[15](图1). 活化的NF-κB可调节

各种炎症因子和生长因子的表达, 促进细胞生

长、抑制凋亡、改变细胞间黏附和迁移、诱导

基因突变等过程进而促成胃癌的发生. 此外, H. 
pylori可诱导胃黏膜上皮细胞的后生修饰, 例如

DNA异常甲基化[16]、组蛋白乙酰化[17]等, 这些

在致癌性转化中十分重要. 

3  NF-κB在肿瘤中的作用

3.1 NF-κB与细胞的生存和凋亡 NF-κB活化后

既有促凋亡作用, 又有抗凋亡作用. 一方面NF-
κB通路活化可上调促凋亡蛋白如Fas、c-myc、
p53、IkappaB、死亡受体4和死亡受体5等[18-21]的

表达, 进而促进细胞凋亡; 另一方面, NF-κB活化

后还可以上调抑凋亡蛋白的表达如肿瘤坏死因

子受体相关因子TRAF1和TRAF2、细胞凋亡蛋

白抑制物c-IAP和c-IAP2、Fas相关性死亡结构域

蛋白样白介素转变酶抑制蛋白、Bcl-XL、A20
等[22], 进而抑制细胞凋亡. 此外, 还能够通过抑制

Jun氨基末端激酶的活性抑制凋亡[23]. NF-κB的活

化在调节肿瘤细胞生存、抑制凋亡过程中起到

十分关键的作用, 抑制NF-κB在胃癌中的活化来

提高化疗药诱导的凋亡将是一条可行的途径. 
3.2 NF-κB与血管生成 肿瘤细胞同正常细胞一

样, 其生长需要血液提供氧气和营养物质. 由肿

瘤细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等产生的单核

细胞化学吸引蛋白-1、IL-8和血管内皮生长因

PGN、LPS等

细胞膜

PGN、LPS等

TOLL样受体

NOD样受体

IKKγ/NEMO

IKKβ

Phosphorylation

IκBα Degradation

Ubiquitination

RELA  p50
NF-κB

RELA  p50
细胞核

IKKα

P
P

P

图  1  胃癌与幽门螺杆菌.
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■相关报道
许多实验研究表
明 ,  在 胃 癌 等 许
多 恶 性 肿 瘤 组
织、细胞株及动
物模型中能检测
到NF-κB的异常
活 化 .  L i 等 研 究
发现NF-κB在胃
癌 的 4 种 细 胞 系
AGC、MKN28、
MKN45、SGC79
01中均可被组成
型活化.

子等[24-26]与肿瘤血管形成密切相关, NF-κB的活

化可调节这些血管生长因子的表达. Gutierrez-
Orozco等[25]用绿茶和黑茶提取物抑制胃癌细胞

AGC中NF-κB的活化后, IL-8的分泌水平下调, 
表现出一定的抗血管生成作用. 用SN50抑制NF-
κB在人胃癌SGC7901裸鼠移植瘤模型中活化后, 
可检测到肿瘤微血管密度减少[27]. 此外, 研究发

现NF-κB转录活化可调节环氧化酶2和低氧诱导

转录因子-1在胃癌细胞中的表达, 从而促进血管

的生成[28,29]. 以上均表明NF-κB的活化与胃癌血

管生成密切相关. 
3.3 NF-κB与细胞增殖 许多研究表明NF-κB通路

的活化可促进胃癌和其他肿瘤的生长. 细胞周

期蛋白D(Cyclin Ds)是调节细胞周期的关键蛋

白, 他包括3个家族成员(Cyclin D1、D2、D3), 
NF-κB可通过结合Cyclin Ds的启动子调节其表

达. Manikandan等[30]报道NF-κB在胃癌中活化后

能促进cyclin D1和cyclin B等的表达, 调节胃癌

的生长. NF-κB活化后还可以调节胃癌细胞产生

一些促进细胞增殖的生长因子, 如肝细胞生长

因子、粒细胞集落刺激因子、成骨蛋白[31-33]等. 
然而, 目前国内外尚无关于NF-κB活化后下调癌

细胞增殖的相关报道.  
3.4 NF-κB与扩散和转移 NF-κB活化后促进多

种基因表达参与胃癌进展. 研究表明, 基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)参与细

胞外基质、基底膜和黏附分子以及一些蛋白酶

抑制剂的降解. NF-κB活化后可上调MMP-2、
MMP-7和MMP-9等的表达, 其表达与胃癌的浸

润和转移相关[33,34]. Yang等[34]研究发现, 尿激酶

型纤溶酶原激活物(urokinase-type plasminogen 
activator, uPA)启动子中含有NF-κB结合位点, 
NF-κB活化促进该基因表达. uPA和相应受体

uPAR结合后将纤维蛋白溶酶原转化成纤维蛋白

溶酶, 降解基底膜而促进肿瘤细胞的浸润和转移. 
NF-κB活化后还可调节胃癌细胞中细胞间黏附

分子1、内皮白细胞黏附分子1、血管细胞黏附

分子1[35-37]等的表达, 研究证明这些分子可介导

癌细胞穿透血管壁, 与胃癌的转移和扩散密切相

关. 此外, NF-κB通路活化可促进上皮间质转化, 
为胃癌细胞的浸润和转移提供条件[38]. 上述均说

明在胃癌的进展过程中NF-κB发挥了重要作用. 

4  NF-κB与胃癌的靶向治疗

由于在大多数癌细胞中NF-κB通路普遍被活化, 
他又与肿瘤的发生、发展密切相关, 抑制NF-κB

在肿瘤细胞内的活化可能取得一定的抗肿瘤作

用. 在肿瘤细胞中, 仅仅抑制NF-κB的活化不足

以引起显著的细胞凋亡. 因此, 大多数实验研究

主要致力于抑制NF-κB的活性能否增强肿瘤细

胞对化疗和放疗的敏感性. NF-κB的抑制剂可作

用于此通路中的不同位点来靶向调节NF-κB的

活性, 其调节靶点主要包括IKK的活性、IκB降
解、NF-κB核转录与DNA结合等. 作用于上述

靶点的各种抑制剂多数已被证明对胃癌治疗有

效, 用于胃癌研究的NF-κB抑制剂见表1.
4.1 IKK抑制剂 由于IKK活化在整个NF-κB通路

活化过程中起到关键的作用, 所以他是抑制NF-
κB活化的主要分子靶点之一. 在胃癌治疗中被

发现和证实有效的IKK抑制剂包括BAY-11-7082
和BAY-11-7085等[39,40]. 这些物质或是直接结合

IKK激酶抑制其活力, 或是通过阻断IKK活化的

上游信号间接抑制IKK活化. 体内外研究均表明, 
IKK抑制剂与各种化疗药物联合应用可提高胃

癌对化疗药物的敏感性. 
4.2 蛋白酶体抑制剂 蛋白酶体抑制剂通过干扰

IκB蛋白降解过程实现对NF-κB通路的抑制. 硼
替佐米是第1个被FDA和欧洲医学协会批准用

于临床治疗多发性骨髓瘤的药物. Nakata等[41]研

表  1  应用于胃癌研究的NF-κB通路抑制剂

     药物     作用机制 参考文献

BAY-11-7082 抑制IκB磷酸化 [39]      

BAY-11-7085 同上 [40]      

硼替佐米 抑制IκBα降解 [42]      

MG-132 同上 [43]      

PDTC 抑制IKK激酶活力 [ 7 ] 

清除活性氧中间产物

NAC 同上 [39]

SN50 阻断NF-κB的核转录 [27]     

E2F1 同上 [27]     

DHMEQ 同上 [44]

欧甘菊 抑制NF-κB的DNA结合力 [41]

舒林酸 抑制IκBα的磷酸化 [45]     

阿司匹林 抑制IκBα的磷酸化 [46]  

抑制IKKβ的活力   

COX-2抑制剂 抑制IκBα的磷酸化和降解           [47]

抑制Rel/p65的核转录         

GC 抑制IκB的磷酸化和降解 [25]

抑制p65的乙酰化             

姜黄素 抑制IκB的降解 [48]  

环孢素A 抑制NF-κB的核转录 [49]

抑制NF-κB的DNA结合力

他克莫司 同上 [49]
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■创新盘点
本文主要总结了
最近几年研究的
新进展, 客观分析
了NF-κB与胃癌
发生、发展的关
系, 并展望了其研
究前景.

究发现硼替佐米能显著抑制NF-κB在胃癌细胞

株和裸鼠移植瘤模型中的活化. Yu等[42]也发现

多柔比星和依托泊苷可诱导胃癌细胞SGC-7901
中NF-κB的活化, 用MG-132抑制NF-κB活化后

可明显增加化疗药物诱导的凋亡.  
4.3 抗氧化剂 抗氧化剂抑制NF-κB活化的机制

尚不十分清晰, 有研究认为其在NF-κB活化通路

的不同水平发挥抑制作用, 如抑制IKK激酶的活

性、减少NF-κB的核移位、清除活性氧中间产

物等. 研究表明抗氧化剂吡咯烷二硫氨基甲酸

(PDTC)和N-乙酰-1-半胱氨酸(NAC)均可抑制胃

癌细胞株中NF-κB的活化[7,39]. 研究发现用PDTC
抑制胃癌细胞株中NF-κB的活化后, 细胞的增殖

能力明显下降. 
4.4 NF-κB核转运和DNA结合抑制剂 IκB降解

后, 抑制NF-κB的核转录是阻断NF-κB信号通路

活化的另一种战略. 应用于胃癌研究的NF-κB核
转运抑制剂主要包括SN50、E2F1、脱氢甲基还

氧醌霉素(DHMEQ)[43]等. 孙家磊等[27]研究发现

SN50可通过抑制NF-κB活化明显增加胃癌细胞

SGC-7901裸鼠移植瘤模型的凋亡. 此外, Sohma
等[44]研究发现欧甘菊可通过调节NF-κB的DNA
结合能力抑制胃癌细胞中NF-κB的活化. 
4.5 抗炎药和免疫抑制剂 非甾体类抗炎药和糖

皮质激素是NF-κB信号通路的潜在抑制剂, 在有

关胃癌的研究中, 舒林酸、阿司匹林和COX-2
抑制剂等[45-47]均可抑制胃癌细胞中NF-κB的活

化, 他们或通过抑制炎症反应间接抑制NF-κB活
化, 或者通过作用于NF-κB通路活化的调节靶

点直接抑制其活化. 天然的抗炎药如没食子酸

(GC)[25]、姜黄素[48]等也可作用于NF-κB通路的

不同靶点进而抑制NF-κB在胃癌中的活化. 国内

外尚没有关于糖皮质激素抑制胃癌细胞中NF-
κB活性的相关报道. 此外, 免疫抑制剂环孢素

A和他克莫司被研究发现可抑制胃腺癌细胞内

NF-κB的活化[49]. 在有关化学预防和化疗敏感性

的实验中, 这些药物与抗癌药物的联合已被广

泛研究并被证明有效 . 
4.6 NF-κB的胃癌基因靶向治疗 比起前面提及

的NF-κB通路抑制剂, 直接作用于NF-κB信号通

路的某一元件的基因治疗是一种准确有效的方

法. 刘冰熔等[4,50]研究发现三氧化二砷和5-FU可

诱导胃癌细胞内NF-κB活化, 感染Ad-IκBαM可

通过抑制胃癌细胞NF-κB的活性增强上述药物诱

导的凋亡. 研究发现siRNA分子通过干扰IKKα和
IKKβ的活性提高胃癌对化疗的敏感性[5,51]. Saka-

moto等[52]将鼠胃黏膜上皮细胞IKKβ基因敲除后

给予甲基亚硝基脲诱导胃癌的发生, 发现模型

组较对照组相比有显著的细胞凋亡. 以上均表

明NF-κB基因靶向治疗可有效抑制胃癌细胞生

长, 然而, 怎样将靶向基因转移到癌细胞内, 仍
是当前面临的难题. 

上述的NF-κB通路抑制剂有一些已经应用

于临床治疗, 由于NF-κB信号通路在机体的各种

生理过程中起到十分复杂的作用, 广泛抑制其

活性后, 一些毒副作用是不可避免的. 例如, 硼
替佐米可抑制蛋白酶体, 但是蛋白酶体不仅仅

降解IκB, 他还会对其他的生理过程产生严重的

影响. 

5  结论

分子靶向治疗是肿瘤治疗史上继手术、放化疗

后临床采用的具有诱人发展前景的治疗方法. 
NF-κB通路的活化与胃癌的发生及演进的各个

环节密切相关, 因此靶向阻断NF-κB通路将有一

定的抗癌作用, 我们有理由假设NF-κB信号转导

通路可以作为胃癌治疗的一个靶点. 然而, 由于

NF-κB通路在机体正常细胞内具有很重要的生

理功能, 尤其在免疫细胞中, 广泛抑制其活化会

导致机体产生严重的不良反应. 相信随着NF-κB
在肿瘤细胞中活化机制的逐渐阐明, 可以通过

应用生物标记指示NF-κB抑制剂的作用靶点, 筛
选出靶向调节恶性肿瘤细胞内NF-κB活性的新

药物. 在胃癌的临床化疗和靶向治疗中应用有

效的NF-κB抑制剂值得期待. 
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胃癌的发生机制
中研究并不多. 

陈家庄, 赖铭裕, 韦丽秀, 广西医科大学第一附属医院老年
消化内科 广西壮族自治区南宁市 530021
陈家庄, 在读硕士, 主要从事胃癌发病机制方面的研究.
广西医疗卫生重点科研基金资助项目, No. 重2010021
广西自然科学基金资助项目, No. 2010GXNSFA013166 
作者贡献分布: 陈家庄与赖铭裕对此文所作贡献均等; 本论文写
作、数据分析由陈家庄与赖铭裕完成; 实验设计、资金申请及
论文审阅指导由赖铭裕完成; 实验操作由陈家庄与韦丽秀完成. 
通讯作者: 赖铭裕, 副教授, 530021, 广西壮族自治区南宁市, 广
西医科大学第一附属医院老年消化内科. 
laimingyu2005103@yahoo.com.cn
电话: 0771-2665673
收稿日期: 2011-12-02   修回日期: 2011-12-31
接受日期: 2012-01-13   在线出版日期: 2012-01-28

ShRNA-mediated HMGA2 
gene silencing inhibits cell 
proliferation and promotes 
apoptosis in human gastric 
cancer cell line MKN-45

Jia-Zhuang Chen, Ming-Yu Lai, Li-Xiu Wei

Jia-Zhuang Chen, Ming-Yu Lai, Li-Xiu Wei, Department 
of Geriatric Gastroenterology, the First Affiliated Hospital 
of Guangxi Medical University, Nanning 530021, Guangxi 
Zhuang Autonomous Region, China
Supported by: the Key Medical Health Research Project 
of Guangxi, No. Zhong 2010021; the Natural Science Foun-
dation of Guangxi, No. 2010GXNSFA013166
Correspondence to: Ming-Yu Lai, Associate Professor, 
Department of Geriatric Gastroenterology, the First Af-
filiated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 
530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region, 
China. laimingyu2005103@yahoo.com.cn
Received: 2011-12-02    Revised: 2011-12-31 
Accepted: 2012-01-13    Published online: 2012-01-28

Abstract
AIM: To investigate the effect of short hairpin 
RNA (shRNA)-mediated HMGA2 gene silenc-
ing on cell growth and apoptosis in human gas-
tric cancer cell line MKN-45.

METHODS: A shRNA eukaryotic expression 
vector that expresses shRNA targeting the 
HMGA2 gene was constructed and transfected 
into MKN-45 cells. HMGA2 protein expression 
was measured by immunocytochemistry 72 
hours after transfection. Cell growth and apop-

tosis were determined by MTT assay and flow 
cytometry, respectively.

RESULTS: Compared to the scrambled siRNA 
group and blank control group, the expression 
of HMGA2 protein was significantly decreased 
(171.34 ± 19.61 vs 143.48 ± 19.04, 141.79 ± 18.09, 
both P < 0.05); cell growth was significantly in-
hibited (39.32% ± 2.37% vs 5.66% ± 0.63%,  < 0.05); 
and cell apoptosis was significantly enhanced in 
the HMGA2-shRNA group (39.67% ± 2.35% vs 
4.29% ± 1.33%, 5.05% ± 1.84%, both P < 0.05).

CONCLUSION: ShRNA-mediated HMGA2 gene 
silencing can effectively induce growth inhibi-
tion and apoptosis of MKN-45 cells. HMGA2 
might be a potential target for the therapy of 
gastric cancer.

Key Words: High mobility group A2; Short hairpin 
RNA; MKN-45; Proliferation; Apoptosis

Chen JZ, Lai MY, Wei LX. ShRNA-mediated HMGA2 
gene silencing inhibits cell proliferation and promotes 
apoptosis in human gastric cancer cell line MKN-45. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 187-192

摘要

目的: 观察小分子RNA(shRNA)沉默后HMG-
A2基因在胃癌细胞株MKN-45的表达, 并探讨
H M G A2基因对胃癌细胞的增殖与凋亡的
影响.

方法: 构建针对人HMGA2基因的shRNA真核
表达载体, 瞬时转染人胃癌细胞株MKN-45. 
用 细 胞 免 疫 组 化 的 方 法 观 察 转 染 7 2  h 后
HMGA2的蛋白表达水平, 以MTT比色法、流
式细胞术检测转染后MKN-45细胞的生长增
殖、凋亡的情况.

结果: 转染H M G A2-s h R N A组的蛋白表达
强度(171.34±19.61)明显弱于scrambled组
(143.48±19.04)和空白对照组(141.79±18.09, 
P <0.05), 较之scrambled组(5.66%±0.63%)
和空白对照组, HMGA2-shRNA组(39.32%

■同行评议者
樊晓明, 主任医师, 
复旦大学附属金
山医院消化内科
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■研发前沿
H M G A 2 作 为 肿
瘤转移和进展中
的 重 要 因 子 ,  不
仅可以作为判断
预后的分子标志
物 ,  而 且 还 可 能
成为阻止胃癌进
展和转移的潜在
靶点.

±2.37%)能明显抑制细胞的增殖(P <0.05), 
HMGA2-shRNA组的凋亡率(39.67%±2.35%)
与scrambled组(4.29%±1.33%)和空白对照组
(5.05%±1.84%)相比明显增加(P <0.05).

结论: 靶向HMGA2基因的shRNA可以有效抑
制人胃癌MKN-45细胞的生长, 并促进细胞
的凋亡, HMGA2可能是胃癌治疗的一个潜在
靶点.

关键词: 高迁移率蛋白A2; 短发夹RNA; 胃癌细胞

株MKN-45; 细胞增殖; 细胞凋亡
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0  引言

胃癌是人类常见的恶性肿瘤, 居全球肿瘤发病

和癌症死亡率的第2位[1]. 尽管近年来对胃癌的

研究取得了进展, 但大多数患者出现临床症状

时都已处于晚期并出现远处转移. HMGA2是近

年来研究的热点癌基因之一, 其属于高迁移率

蛋白A家族中的一员, 含有3个AT-钩结构与1个
酸性C末端. HMGA2蛋白是一种非组蛋白染色

体蛋白, 本身缺乏转录活性, 但能通过与染色质

结合而改变其结构, 或者直接与相关蛋白结合

发生作用, 继而调节其他基因的转录[2]. 研究表明

HMGA2蛋白的表达参与人类多种肿瘤的发生, 
如大肠癌[3]、胰腺癌[4]、脂肪瘤[5]、肺癌[6]、卵巢

癌[7]、输卵管癌[8]、膀胱癌[9]、垂体瘤[10]等. 这
些肿瘤的发生、发展均与HMGA2基因表达异

常有关, 并发现其表达增强与预后有关, 但目前

人们对于肿瘤的发生机制并不清楚, 尤其是有

关胃癌的发生机制研究并不多. 为探讨HMGA2
基因的表达对胃癌细胞的生长、凋亡的影响, 
本研究构建shRNA真核表达载体并瞬时转染

MKN-45细胞, 观察沉默干扰HMGA2基因对细

胞的生长、凋亡影响, 为胃癌的HMGA2靶向基

因治疗提供依据. 

1  材料和方法 

1.1 材料 人胃癌细胞株MKN-45购自ATCC细胞

库; DMEM培养基购自Solarbio公司; 胎牛血清

购自杭州四季青公司; LipofectamineTM2000购自

美国Invitrogen公司; 质粒PLL2G-shHMGA2、
pLL2G-scrambled均由赛业(广州)生物科技有限

公司设计合成; 质粒小提试剂盒购自OMIGA公

司; 人抗兔HMGA2多克隆抗体、SP试剂盒均购

自北京博奥森生物技术有限公司; MTT购自So-
larbio; Annexin v-FITC&PE凋亡试剂盒购自BD
公司. 
1.2 方法

1.2.1 shRNA靶序列的构建与鉴定: 根据GeneBank
中人HMGA2全长cDNA序列(NM.003483)设计

并合成shRNA oligo: 正义链5'-TAGTCCCTCTA-
AAGCAGCTCAACTCGAGTTGAGCTGCTT-
TAGAGGGACTTTTTTC-3 '; 反义链5 '-TC-
GAGAAAAAAGTCCCTCTAAAGCAGCT-
CAACTCGAGTTGAGCTGCTTTAGAGGGAC-
TA-3'. 另行设计一条与人的任何基因序列均无

同源关系的随机乱码阴性(scrambled)序列: 正
义链5'-TGCGCGCTTTGTAGGATTCGCTC-
GAGCGAATCCTACAAAGCGCGCTTTTTC-3'; 
反义链5'-TCGAGAAAAAGCGCGCTTTGTAG-
GATTCGCTCGAGCGAATCCTACAAAGCGC-
GCA-3', 其形成的shRNA不对人源mRNA进行

干扰. 上述质粒载体由赛业(广州)生物科技有限

公司构建, 并进行测序鉴定. 
1.2.2 细胞培养及瞬时转染: 人胃癌细胞MKN-45
培养在含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养. 转染

前1 d, 用0.25%胰酶+EDTA消化细胞并计数, 
以4×105/孔的密度种在6孔板, 用含血清、无

双抗的D M E M培养基放在C O2培养箱培养过

夜. 使其在转染当天细胞密度达80%-90%. 分
别用250 μL的DMEM稀释4 μg质粒、4 μL Li-
pofectamineTM2000, 5 min后将两者混合, 室温放

置20 min后将混合物加入到6孔板中, 用无血清

的DMEM培养基继续培养, 6 h后换液. 实验分3
组: 空白对照组(只加脂质体); scrambled组(转染

阴性质粒); HMGA2-shRNA组(转染HMGA2的
shRNA质粒). 
1.2.3 细胞免疫组织化学染色: 将转染72 h后的各

组MKN-45细胞用40 g/L甲醛固定20 min, 纯甲

醛加过氧化氢灭活内源性的过氧化物酶高压高

温抗原修复10 min, SP法染色, DAB显色, 苏木

素复染, 常规脱水、透明、封片, 观察结果. 采
用PBS代替一抗做阴性对照. 阳性染色呈棕黄色

颗粒, 位于细胞质和细胞核中. 应用全自动图像

分析仪Image-Pro Plus6.0图像分析软件检测阳性

细胞的平均灰度值, 灰度值越高, 表达强度越弱. 
1.2.4 MTT法: 取指数生长期细胞, 以4 000个/孔
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■相关报道
Motoyama1等研
究 发 现 H M G A 2 
mRNA的高表达
与胃癌患者的浆
膜浸润淋巴结转
移及静脉的浸润
成 正 相 关 ,  但 与
性别、肿块大小
和组织病理的类
型无明显相关性. 
OhshimaK等认为
HMGA2与let-7家
族负向调控以及
与胃癌的侵袭性
相关.

的密度接种于96孔板, 每组各设3个复孔, 按照

LipofectamineTM2000说明书的步骤转染, 6 h后
换液. 于转染后24、48、72、96、120、144 h加
20 μL MTT, 置于CO2培养箱继续培养, 4 h后小

心吸取上清液, 加200 μL的DMSO, 避光振荡10 min
后用酶标仪的570 nm波长检测吸光度(A )值绘制

细胞生长曲线, 计算生长抑制率(%) = (1-A 实验组/
A对照组)×100%. 
1.2.5 流式细胞术测细胞凋亡: 取转染后24、
48、72 h的细胞 ,  用0 .25%胰酶消化成单细

胞悬液, 弃上清, 用冷P B S洗涤, 加A n n e x i n 
v-FITC&PE凋亡试剂盒中的Buffer 100 μL, 各加

5 μL ADD和5 μL PE, 室温避光放置15 min, 之后

再加400 μL Buffer, 上机检测各组细胞的凋亡率. 
统计学处理 应用SPSS13.0软件包进行统计

学处理, 所有实验数据均以mean±SD表示, 对各

指标进行单因素方差分析(one-way ANOVA), 两
组均数间的比较用SNK检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 重组质粒在MKN-45细胞内的荧光表达 将质

粒 PLL2G-shHMGA2、pLL2G-scrambled分别转

染MKN-45细胞, 于转染后24、48、72 h后, 用

荧光显微镜观察细胞GFP的表达情况. 结果显

示48 h后的转染效率明显增高, 可达60%-70%, 
72 h后转染效率相比48 h后转染效率没有明显

变化(图1). 
2.2 细胞免疫组织化学染色 转染72 h后HMGA2
蛋白在空白对照组、scrambled组有较强的表达, 
二者无统计学差异(P >0.05). 而HMGA2-shRNA
组较其他两组表达明显减弱 ,  有统计学意义

(171.34±19.61 vs  143.48±19.04, 141.79±18.09, 
P <0.05, 图2, 表1)
2.3 MTT法检测转染后各组细胞生长曲线和抑

制率 空白对照组与scrambled组在各时间段细胞

的生长未受影响(P >0.05), 而HMGA2-shRNA组

在转染24 h后细胞生长明显受到抑制(39.32%±

2.37% vs  5.66%±0.63%, P <0.05), 转染48 h后的

A B C

图  1  相差荧光显微镜下观察转染效果(×400). A: 24 h; B: 48 h; C: 72 h.

A B C

图  2  转染72 h后各组HMGA2的蛋白表达情况(×400). A: 空白对照组; B: scrambled组; C: HMGA2-shRNA组.

表  1  转染72 h后HMGA2蛋白在不同实验组中的表达 
(mean±SD)

     分组 HMGA2平均灰度值

空白对照组   141.79±18.09b

scrambled组   143.48±19.04d

HMGA2-shRNA组   171.34±19.61bd

bP<0.01 vs 空白对照组; dP<0.01 vs  scrambled组.
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■应用要点
本研究通过构建
s h R N A 真 核 表
达 载 体 瞬 时 转
染MKN-45细胞 , 
观 察 沉 默 干 扰
HMGA2基因后对
细胞的生长、凋
亡影响, 为胃癌的
HMGA2靶向基因
治疗提供依据.

抑制率最明显(图3, 表2), 之后该组的细胞增殖

仍然被抑制, 证明沉默干扰后近、远期细胞的

增殖能力减弱. 
2.4 流式细胞仪检测转染后各组细胞凋亡率的

结果 与空白对照组、scrambled组相比, HM-
GA2-shRNA组的细胞凋亡率明显增加(39.67%
±2.35% v s  4.29%±1.33%, 5.05%±1.84%, 
P <0.05, 表3, 图4), 转染48 h后细胞凋亡最明显

(P <0.05). 

3  讨论

胃癌的发生、发展与原癌基因的激活, 抑癌基

因的失活, 以及凋亡相关基因的异常表达等均

有密切的关系. 研究表明, 凋亡障碍是胃癌发

生、浸润和转移的基础. Lowed等[11]研究认为, 
胃癌存在着细胞凋亡明显受抑制的现象, 且受

抑制愈明显, 预后愈差, 故凋亡指数可以作为胃

癌预后不良的重要指标. 
HMGA2可以通过AT-hooks与DNA结合, 继

而改变染色质的结构, 使之发生弯曲、拉伸、卷

表  2  转染后各组细胞在不同时段的抑制率 (%, n = 3, mean±SD)

     分组          24 h         48 h       72 h

空白对照组           0           0          0

scrambled组   4.52±1.45   5.66±0.63   6.56±2.03

HMGA2-shRNA组 30.57±1.87 39.32±2.37a 37.46±2.39a

aP<0.01 vs  24 h.

表  3  转染后各组细胞的凋亡率 (%, n = 3, mean±SD)

     分组      24 h      48 h      72 h

空白对照组 7.17±1.55 5.05±1.84 4.89±1.62b

scrambled组 8.21±1.76 4.29±1.33 6.05±1.36d

HMGA2-shRNA组 21.32±0.73f 39.67±2.35f 24.84±1.36bd

bP<0.01 vs 空白对照组; dP<0.01 vs  scrambled组; fP<0.01 vs  24 h.

图  4  流式细胞仪检测转染后各组细胞凋亡率. A: 空白对

照组; B: HMGA2-shRNA组; C: scrambled组.
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图  3  转染后各组细胞的生长曲线. 
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曲、成环或解链, 从而调节靶基因的转录, 因此又

被称为构筑性转录因子. 作为一种结构转录因子, 
可以对大量基因的转录和活化进行调节, 特别是

那些与细胞增殖和凋亡相关的基因[12-15]. HMGA2
在正常组织中低表达或不表达, 而在胚胎期以及

恶性肿瘤组织中的表达明显上调[16-19]. HMGA2在
肿瘤的发生、侵袭和转移过程中发挥着重要作

用. Li等[20]研究认为HMGA2调节hTERT的转录

从而促进肿瘤发生. Ohshima等[21]认为HMGA2
与let-7家族负向调控, 与胃癌的侵袭性相关. Zha
等[22]认为HMGA2的表达可能与胃癌临床转移

和进展能力有关, 而其主要机制可能是HMGA2
促进胃癌细胞EMT的发生, 使之具有更强的侵

袭转移能力, 进而加快肿瘤进展. 在一些恶性肿

瘤中, HMGA2可以作为诊断分子标志物或判断

预后的独立因子. Hristov等[4]认为HMGA2在胰

腺导管腺癌中表达量增加, 并与淋巴结转移和

肿瘤分级呈正相关, 这可能是胰腺癌的一个重

要生物标志. Wang等[3]研究发现HMGA2是大肠

癌的重要生物标志物. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由双

链RNA(double stranded RNA, dsRNA)所引起

的序列特异性基因沉默. 双链RNA经酶切后会

形成很多小片段, 称为siRNA. siRNA是由21-23
个核苷酸组成的小片段双链RNA, 可特异和互

补靶基因mRNA序列结合, 诱导其降解, 产生强

大的RNA干扰效应[23]. RNAi技术是一项高效且

高特异性的基因封闭技术, 通过抑制病原微生

物或肿瘤细胞的特定基因, 可导致病原微生物

或肿瘤细胞死亡. RNAi技术在子宫颈癌、乳腺

癌、肝癌等人类肿瘤细胞株体外抑制实验中获

得了成功[24-26].
本研究结果显示, 转染HMGA2-shRNA组

的HMGA2蛋白的表达量明显低于空白对照组

和scrambled组, 说明沉默干扰效果明显. 转染

HMGA2-shRNA组的细胞生长抑制率、细胞凋

亡率明显高于空白对照组和scrambled组, 由此

表明HMGA2基因表达对胃癌细胞的增殖和凋

亡调控有重要的作用. 但其中的分子机制现在

还未明确. De Martino等[27]研究发现HMGA2诱
导转录因子E2F1活性增加并促进细胞异常增生, 
HMGA2还可通过与细胞周期素B2(cyclin B2, 
ccnb2)基因启动子结合, 上调ccnb2的活性, 增
加ccnb2的表达, 从而促进细胞周期G2/M期的转

化, 诱导肿瘤生长. HMGA2可以通过cAMP反应

元件抑制p120E4F, 上调细胞周期素A的表达, 干

扰细胞周期, 促进肿瘤发生[28]. Motoyama等[29]对

110例胃癌患者的HMGA2 mRNA的表达研究发

现, HMGA2 mRNA的高表达与胃癌患者的浆膜

浸润淋巴结转移及静脉的浸润成正相关, 但与

性别、肿块大小和组织病理的类型无明显相关

性. Dicello等[6]研究发现用反义HMGA2质粒转

染肺癌细胞, HMGA2的蛋白表达水平明显下降, 
并对细胞的增殖有明显的抑制作用. 

细胞凋亡与胃癌的发病关系已引起人们

的广泛重视, 借助诱导胃癌细胞凋亡来治疗胃

癌亦已成为研究的热点. 应用小分子干扰RNA
技术, 剪切癌基因或凋亡抑制基因而诱导胃癌

细胞的自发凋亡, 成为了胃癌治疗的一个新思

路和研究 [30]. 本研究表明利用RNAi干扰沉默

HMGA2后, 可以通过抑制胃癌细胞的生长、促

进胃癌细胞的凋亡而可能达到治疗胃癌的目的. 
但是如何做到特异而持久有效的转染载体体系, 
如何发现更多的基因和认识更多的基因功能, 
还需在理论和技术上做出更多的努力. HMGA2
基因对胃癌细胞的生长和凋亡作用的具体分子

机制还有待进一步实验探索.  
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
serum soluble E-cadherin (sE-cad) levels and 
changes in tongue coating in patients with gas-
tric adenocarcinoma and healthy controls. 

METHODS: This was a case-control study 
involving 266 gastric adenocarcinoma cases 
and 252 healthy controls. Serum levels of sE-
cad were measured by ELISA. The correlations 
among serum sE-cad levels, clinical examination 
parameters and type of tongue coating were 
analyzed using nonparametric tests.

RESULTS: Serum levels of sE-cad were signifi-
cantly higher in gastric adenocarcinoma cases 
than in healthy controls (P < 0.01), in patients 
before operation than in those after operation (P 
< 0.05), and in patients with metastasis than in 
those without metastasis (P < 0.05). The levels 
of sE-cad were highest in patients with white 
thick coating, followed by those with white thin 
coating, yellow thick coating, yellow thin coat-
ing and exfoliative coating (P < 0.05), whereas 
the order in healthy controls was yellow thin 
coating, yellow thick coating, white thin coating, 
white thick coating and exfoliative coating (P > 
0.05). The proportion of gastric adenocarcinoma 
cases with abnormal clinical examination param-
eters was higher than that of healthy controls (P 
< 0.05). Especially, gastric adenocarcinoma cases 
with thick and thin coatings and abnormal total 
protein had higher levels of sE-cad than healthy 
controls (P < 0.05).

CONCLUSION: The changes in thick and thin 
coatings and levels of total protein and sE-cad 
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■研发前沿
舌背黏膜和胃黏
膜解剖学相联系, 
相 似 性 较 大 ,  舌
背黏膜上皮细胞
的生物学状态决
定 舌 苔 类 型 ,  故
中 医 认 为 ,  苔 为
胃蒸脾湿上潮而
生. 但是, 舌苔与
胃的病理生理学
特征的内在联系
目前尚不清楚.

in serum can offer clues for diagnosis and treat-
ment of gastric adenocarcinoma.

Key Words: Gastric adenocarcinoma; Tongue coat-
ing; Serum soluble E-cadherin; Clinical examination 
parameters

Zhang JF, Wu J, Sun Z, Zhang CB, Tong SJ, Yang YP, 
Ma HY, Qin L, Dong W, Zhan Z. Relationships among 
changes in tongue coating, levels of serum soluble 
E-cadherin, clinical examination parameters and gastric 
adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 
20(3): 193-199

摘要

目的: 探讨胃腺癌患者和正常人的舌苔形成
与血清sE-cad水平的相关性.

方法: 采用临床病例-对照法, 应用ELISA测定
266例胃腺癌患者和252例对照人群的血清sE-
cad水平, 非参数检验分析血清sE-cad水平、

临床检验指标和舌苔类型的相关性.

结果: 胃腺癌组血清sE-cad水平显著高于对照
组(P <0.01), 术前者血清sE-cad水平显著高于
术后者 (P <0.05), 胃腺癌未转移者血清sE-cad
水平显著高于转移者(P <0.05). 胃腺癌组血清
sE-cad水平表现为白厚苔>白薄苔>黄厚苔>黄
薄苔>剥苔, 有统计学意义(P <0.05), 对照组血
清sE-cad水平表现为黄薄苔>黄厚苔>白薄苔>
白厚苔>剥苔, 但无统计学意义(P >0.05). 胃腺
癌组临床检验指标异常者比例均高于对照组
(P <0.05), 特别是总蛋白异常的厚苔、薄苔胃
腺癌患者的血清sE-cad水平均高于总蛋白异
常的厚苔、薄苔对照组(P <0.05).

结论: 胃腺癌患者苔质厚薄变化、血清总蛋
白和sE-cad水平检测对临床胃腺癌防治可能
有重要的临床价值.

关键词: 胃腺癌; 舌苔; 血清sE-cad; 临床检验指标
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0  引言

舌苔是中医临床舌诊的重要组成部分, 可以作

为多种疾病的辅助诊断指标, 判断病情的轻重

和转归, 对临床辨证论治确有重要诊断价值, 为
历代医家所重视[1,2]. 舌苔的形成与舌上皮细胞

的增殖、分化、凋亡及脱落密切相关, 受到凋

亡相关基因和黏附分子的调控. 前期研究[4,5]发

现舌背黏膜上皮型钙黏蛋白(E-cadherin, E-cad) 
mRNA和蛋白质的表达水平与舌苔厚薄变化关

系密切, 近年来研究发现E-cad在癌组织中表达

异常是胃癌重要的恶性生物学特征[6], 与胃癌中

医证型关系密切[7], 可能成为胃癌恶性程度和中

医证型的一种生物学指标. 
上皮型E-cad几乎表达于所有的上皮细胞, 

主要介导钙离子依赖的同种亲和性细胞之间

的连接, 是调节细胞与细胞之间、细胞与基质

之间黏附反应的重要媒介, 对维持正常组织的

结构和形态起着重要作用. E-cad在体内有组织

型(或细胞型)与可溶型(soluble E-cadherin, sE-
cad)2种形式, 组织型E-cad在特定条件下可经蛋

白水解酶脱落成可溶性E-cad[8]. 本项目采用病

例-对照(case-control)法, 研究胃腺癌患者舌苔形

成与血清sE-cad水平的关系, 并初步探讨了临床

检验指标与舌苔、血清sE-cad水平的相关性, 以
期揭示舌苔辨证在胃腺癌中医临床诊断中的科

学内涵, 为胃癌的临床防治提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 经医院伦理委员会批准, 患者和体检者

知情同意, 2008-07/2010-07在江苏省中医院、江

苏省人民医院、八一医院收治的江苏胃腺癌患

者266例, 男182例, 女84例, 年龄27-83岁, 平均年

龄(59.0±11.4)岁, 白薄苔76例, 白厚苔90例, 黄
薄苔18例, 黄厚苔30例, 剥苔52例. 对照组随机

选取2009-07/2010-07在上述3家医院健康体检合

格的江苏籍居民(无消化系疾病史)252例, 男157
例, 女95例, 年龄23-81岁, 平均年龄(54.0±13.5)
岁, 白薄苔142例, 白厚苔51例, 黄薄苔24例, 黄
厚苔28例, 剥苔7例. 舌苔分类标准参照《中医

诊断学》标准, 记录苔色和苔质. 排除标准: 妊
娠或哺乳期妇女, 合并严重心、脑、肺、肝、

肾等器官损害, 对照组肿瘤标志物血清水平超

过正常范围. 
1.2 方法

1.2.1 随机调查: 采用统一设计的调查表, 舌诊

在清晨空腹进行面访记录, 舌诊按照舌色、舌

形、苔色、苔质和舌下脉络进行详细记录, 收
集外周静脉血5 mL, 其他调查内容包括一般人

口学特征、饮食生活习惯、临床检验结果、临

床病理特征及治疗情况等. 在数据处理时, 按薄

白苔、黄薄苔、白厚苔、黄厚苔和剥苔等5种
常见舌苔分组合并, 其中腻苔和腐苔合并到厚
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■创新盘点
本项目首次将舌
苔观察与临床病
理参数、临床检
验和sE-cad结合
起来 ,  开展病例-
对照研究, 发现苔
质、血清sE-cad
水平和总蛋白可
能对胃癌患者的
早期诊断、综合
治疗和判定预后
具有一定的指导
意义.

苔, 无苔合并到剥苔. 
1.2.2 血清sE-cad水平检测: 血液凝固后, 常规

3000 rpm 10 min离心分离血清, -70 ℃保存. 利
用ELISA试剂盒(美国R＆D公司, 购自南京捷倍

思生物技术有限公司)检测血清sE-cad, 酶标仪

为美国Bio-Teck公司(型号为POWERWAVE340), 
严格按照说明书进行实验操作. 

统计学处理 将调查表和检测结果按照双盲

法输入EpiData3.0软件, 建立信息数据库, 采用

统计软件SPSS16.0进行数据分析, 计量资料以

mean±SD表示, 采用随机区组设计方差分析、

秩和检验、χ2检验等, 所有统计检验均为双侧概

率检验. 

2  结果

2.1 胃腺癌组和对照组血清sE-cad水平比较 血
清sE-cad水平不符合正态分布(检验统计量 = 
0.330, P <0.05), 故均采用非参数秩和检验. 胃腺

癌组血清sE-cad水平(0.58 μg/L±0.98 μg/L)显著

高于对照组(0.31 μg/L±0.78 μg/L), 具有极显著

统计学意义(Z  = -4.471, P <0.001). 
2.2 胃腺癌临床病理参数及治疗与血清sE-cad水

平的相关性 选择有临床病理参数及治疗记录的

胃腺癌患者, 观察胃癌分级、手术、化疗和转

移与血清sE-cad水平变化的相关性, 结果如表1.
2.3 胃腺癌组和对照组不同舌苔类型的sE-cad
水平比较 胃腺癌组和对照组不同舌苔者血清

s E-c a d水平如表2. 不同舌苔类型之间，胃腺

癌组血清sE-cad水平变化具有统计学意义(Z  = 
13.062, P <0.05), 但对照组无统计学意义(Z  = 
8.503, P >0.05). 白薄苔和白厚苔均表现为胃腺癌

组大于对照组, 具有显著统计学意义(Z  = -3.247, 
-3.937, P <0.05). 
2.4 胃腺癌组和对照组不同苔色与苔质的血清

sE-cad水平比较 按照苔色与苔质将合并为白

苔、黄苔与厚苔、薄苔、剥苔, 血清sE-cad水平

如表3. 研究发现白苔和黄苔的胃腺癌组血清sE-
cad水平均高于对照组, 统计学差异极显著(Z  = 

表  1  胃腺癌患者临床病理特征及治疗与血清sE-cad水平的相关性分析 (μg/L, mean±SD)

     项目   分类  n     sE-cad  Z 值   P值

肿瘤分级 低分化 64 0.39±0.59 3.110 0.211

中分化 41 0.60±0.73

高分化 3 0.62±0.59

手术 术前 22 0.49±0.42 25.132 0.000

术后 86 0.48±0.63

化疗 化疗前 75 0.54±0.77 1.625 0.104

化疗后 29 0.35±0.53

转移 未转移 35 0.49±0.75 10.166 0.001

转移 73 0.47±0.62

表  2  胃腺癌组和对照组舌苔类型与血清sE-cad水平比较分析 (μg/L, mean±SD)

     舌苔类型     白薄苔     白厚苔     黄薄苔     黄厚苔      剥苔

胃腺癌组 0.63±1.07a 0.68±1.13a 0.44±0.35 0.60±0.86 0.37±0.76

对照组 0.31±0.72 0.19±513.3 0.64±1.34 0.34±0.90 0.10±0.09

aP<0.05 vs  对照组.

表  3  胃腺癌组和对照组不同苔色与苔质者的血清sE-cad水平比较分析 (μg/L, mean±SD)

     舌苔分类      白苔       黄苔      厚苔      薄苔      剥苔

胃腺癌组 0.66±1.10a 0.54±0.71a 0.66±1.07bc 0.59±0.97bc 0.37±0.76

对照组 0.28±0.67 0.48±1.12 0.24±0.67 0.36±0.84 0.10±0.09

aP<0.01, bP<0.001 vs  对照组; cP<0.01 vs 剥苔.
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■应用要点
由于检测方法受
到多种因素影响, 
sE-cad水平变异
较 大 ,  在 临 床 应
将舌苔变化与sE-
cad水平、病理参
数、手术、化疗
及预后综合进行
分析, 可以有助于
胃癌早期诊断和
预后判断.

-4.801, -2.674, P <0.01). 厚苔和薄苔的胃腺癌组

均高于对照组, 具有显著统计学意义(Z  = -4.073, 
-4.085, P <0.001). 

在胃腺癌组和对照组内相比, 白苔与黄苔、

厚苔与薄苔的血清sE-cad水平相比均无统计学意

义(P >0.05), 但胃腺癌组内厚苔和薄苔的血清sE-
cad水平均高于剥苔(Z  = -3.062, -3.486, P<0.01). 
2.5 胃腺癌组和对照组苔色与苔质的临床检验

指标比较 将胃腺癌组和对照组的临床检验指标

分为正常和异常, χ2检验结果显示, 胃腺癌组临

床检验指标(除谷丙转氨酶)异常者比例均显著

高于对照组(P <0.05, 表4). 

在胃腺癌组和对照组内, 白苔和黄苔的相关

临床检验指标相比均无统计学意义(P >0.05), 提
示苔色与临床检验指标无关(数据未显示). 胃腺

癌组内厚苔、薄苔和剥苔者的总蛋白、白细胞

计数、淋巴细胞百分比差异显著(P <0.05), 而对

照组内血糖差异显著(P <0.05, 表5), 提示胃腺癌

患者和健康人群苔质厚薄变化的机制不同. 
2.6 胃腺癌组和对照组不同苔质血清sE-cad与临

床检验指标相关性 比较不同苔质者临床检验指

标正常和异常者的血清sE-cad水平, 结果发现白

细胞计数(F  = 1.879, P >0.05)、淋巴细胞百分比

(F  = 0.263, P >0.05)、谷氨酰转肽酶(F  = 0.403, 

表  4  胃腺癌组与对照组临床检验指标的比较分析

     临床检验指标 分类 胃腺癌组n (%)   对照组n (%)  x2值  P 值

谷草转氨酶 正常   212(81.2)   226(90.0) 8.039 0.005

异常     49(18.8)     25(10.0)

谷丙转氨酶 正常   221(84.7)   208(82.5) 0.427 0.514

异常     40(15.3)     44(17.5)

总蛋白 正常   146(56.2)   216(90.0) 71.55 0.000

异常   114(43.8)     24(10.0)

白细胞计数 正常   100(49.0)   214(86.6) 74.76 0.000

异常   104(51.0)     33(13.4)

血红蛋白 正常     57(28.8)   189(76.8) 102.5 0.000

异常   195(71.2)     87(23.2)

中性粒细胞百分比 正常     71(35.0)   192(77.7) 83.87 0.000

异常   132(65.0)     55(22.3)

淋巴细胞百分比 正常     69(32.5)   185(74.9) 82.79 0.000

异常   143(67.5)     62(25.1)

血糖 正常   213(82.9)   219(89.4) 4.428 0.035

异常     44 (17.1)     26(10.6)

表  5  胃腺癌组与对照组不同苔质者临床检验指标的比较分析

     临床检验指标     分组 薄苔(正常/异常) 厚苔(正常/异常) 剥苔(正常/异常)  x2值   P值

谷草转氨酶 胃腺癌组        73/18        96/23          43/8 0.403 0.817

对照组      152/14        68/10            6/1 1.289 0.525

总蛋白 胃腺癌组        46/45        62/57          38/12 9.953 0.007

对照组      143/14        68/8            5/2 2.910 0.233

白细胞计数 胃腺癌组        50/30        37/57          13/17 9.714 0.008

对照组      142/20        67/11            5/2 1.580 0.454

血红蛋白 胃腺癌组        29/50        22/68            6/23 4.174 0.124

对照组      128/33        57/21            4/3 2.787 0.248

中性粒细胞百分比 胃腺癌组        35/45        27/68            9/19 4.062 0.100

对照组      126/36        59/19            7/0 2.203 0.332

淋巴细胞百分比 胃腺癌组        37/44        25/73            7/26 10.50 0.005

对照组      124/38        55/23            6/1 1.467 0.480

血糖 胃腺癌组        79/11        92/26          42/7 3.807 0.149

对照组      142/19        73/4            4/3 10.295 0.006
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P >0.05)、血糖(F  = 1.359, P >0.05)等指标无统

计学意义, 而血清总蛋白具有统计学意义(F  = 
5.616, P <0.05). 对整体人群统计分析也发现不同

苔质者总蛋白正常和异常分布差异极显著(χ2 = 
30.397, P <0.001), 提示苔质形成与血清总蛋白状

态密切相关. 因此, 将胃腺癌组和对照组的苔质

变化、血清总蛋白状态和sE-cad水平结合起来

进行研究, 结果如表6, 胃腺癌组的薄苔和厚苔

中, 总蛋白正常者血清sE-cad水平显著低于异常

者(P <0.05), 厚苔和薄苔的总蛋白异常的胃腺癌

组血清sE-cad水平显著高于对照组(Z  = -2.637, 
-3.055, P <0.01), 提示胃腺癌患者苔质厚薄变

化、总蛋白和血清sE-cad水平检测可能对胃腺

癌诊断具有提示作用. 
将苔质、总蛋白状态(正常/异常)和血清sE-

cad水平作为自变量, 与胃腺癌的发生构建多元

Logistic回归模型, 结果如表7, 结果表明苔质厚

薄、总蛋白状态和血清sE-cad水平联合应用对

胃腺癌诊断具有重要价值. 

3  讨论

中医认为, 舌苔乃胃气所生, 吴坤安说: “舌之

苔, 胃蒸脾湿上潮而生”. 在胃的病变过程中, 
舌苔的变化反映病邪的深浅、疾病的性质和邪

正的消长, 正如《辨舌指南》所说: “验舌苔可

视六淫之深浅”. 因此, 舌苔的形成和变化与消

化系统的功能密切相关[9]. 胃癌是我国最常见的

消化系恶性肿瘤, 全世界约35%的胃癌病例发

生在中国, 胃镜检查结合黏膜活检是目前最可

靠的诊断手段, 在胃癌手术前, 不仅要做出定性

诊断, 而且要做出胃癌的类型及浸润范围的诊

断, 这对进行外科手术具有重要帮助价值[10]. 但
是, 胃镜对患者造成损伤和痛苦可能使部分患者

对就医和检查存在畏惧心理, 这给早期诊断和治

疗造成很大困难, 这也是青年胃癌恶性程度高、

青年组预后差、5年生存率低的重要原因[11,12]. 所
以, 寻找简便易行的诊断方法, 提高胃癌检出率

成为当务之急. 
近年来, 大量研究发现E-cad介导的细胞间

黏附作用在胃癌发生、发展及转移过程中发挥

重要作用, 其在癌组织中表达异常是胃癌重要

的恶性生物学特征, 组织型E-cad和血清sE-cad
的表达水平与胃癌的关系日益受到重视[13-15]. 辨
证论治是中医特色之一, 作为对疾病发展过程

■名词解释
舌 苔 :  是 散 布 在
舌背上的一层苔
垢. 望舌苔是根据
苔垢的色、质变
化, 作为辨证依据
的 诊 法 .  苔 质 有
厚薄、润燥、腐
腻、剥落等变化, 
苔色有白、黄、
灰、黑及兼色变
化. 凡透过舌苔能
隐隐见到舌底之
苔称薄苔, 不能透
过舌苔见到舌底
之苔称厚苔, 病程
中舌苔全部或部
分剥落者称剥落
苔(简称剥苔).

表  6  总蛋白正常和异常的不同苔质者血清sE-cad水平比较分析 (μg/L, mean±SD)

     分组 苔质 总蛋白    n     sE-cad    Za值  Pa值   Z b值  Pb值

胃腺癌组 薄苔 正常   46 0.46±0.85 -2.374 0.018 -2.217 0.027

异常   45 0.76±1.09 -2.637 0.008

厚苔 正常   62 0.49±1.09 -4.843 0.000 -0.813 0.416

异常   57 0.86±1.02 -3.055 0.002

剥苔 正常   38 0.35±0.84 -1.261 0.207 -1.137 0.256

异常   12 0.47±0.53 -0.366 0.715

对照组 薄苔 正常 143 0.36±.84 -1.783 0.075

异常   14 0.44±1.10

厚苔 正常   68 0.26±0.72 -0.702 0.482

异常     8 0.15±0.09

剥苔 正常     5 0.06±0.05 -1.954 0.051

异常     2 0.21±0.00

Z a和P a vs 异常; Z b和P b vs 对照组.

表  7  多因素Logistic回归分析

     
因素      b     SE

 Wald 
  P值 Exp(b)

           95%CI

    x2 下限 上限

苔质厚薄 1.005 0.220 20.781 0.000 2.731 1.773 4.206

血清sE-cad 0.279 0.125 4.986 0.026 1.321 1.035 1.687

总蛋白状态 2.137 0.272 61.847 0.000 8.472 4.974 14.430

常数项 -1.225 0.170 51.727 0.000 0.294
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中某一阶段病因、病位、病性以及邪正关系的

综合概括, 不同胃癌证型的局部浸润、淋巴结

以及远脏器转移的程度不同, 研究发现E-cad表
达水平趋势为肝胃不和型>痰湿凝结型>胃热伤

阴型>气血双亏型, E-cad表达的减少可能是痰湿

凝结型、胃热伤阴型和气血双亏型胃癌容易发

生转移的重要原因之一, E-cad的表达差异可能

是形成不同证型胃癌的物质基础之一[7,16]. 
有学者在大量临床实践基础上, 提出舌与上

消化系黏膜像存在相关性, 舌象与胃镜像密切

相关[17-19]. 但是, 胃黏膜未明显病变者, 也存在异

常舌象, 故不能单凭舌苔判断胃黏膜病变情况, 
还需要结合其他临床检查结果进行综合分析. 
近来, 胃癌中医证型的大样本研究[20]发现, 舌象

是中医胃癌临床证候分类的重要指标, 对于判

断疾病的性质、推断病情的进退和预测疾病预

后有着重要的作用. 因此, 研究胃癌患者舌苔形

成与血清临床检验指标及sE-cad水平的关系, 以
期为胃癌的早期综合诊断提供新的思路, 同时为

中医胃癌证型本质的研究提供一个可靠的分子

证据, 为中医舌诊方法的现代化提供科学根据.
本研究显示胃腺癌组血清sE-cad显著高于

对照组(P <0.001), 与文献[15]结果一致, 还发现

胃腺癌组不同舌苔(除黄薄苔)者的血清sE-cad水
平均高于对照组, 特别是白薄苔和白厚苔具有

统计学意义(P <0.05). 本研究发现胃腺癌组和对

照组血清sE-cad水平在不同舌苔组的变化趋势

不同, 胃腺癌组厚苔显著高于薄苔(P <0.05), 而
对照组表现为薄苔高于厚苔, 但无统计学意义

(P >0.05), 提示苔质厚薄变化对于胃腺癌患者诊

断意义更大. 
目前认为E-cad的结构和功能变化直接关

系到癌细胞的生物学行为, 其在癌细胞的失表

达、表达减低或量的改变均会影响癌细胞的脱

落和再黏附, 血清sE-cad是经Ca2+依赖蛋白酶降

解而产生的胞外片段, 并进入血循环. 尽管肿瘤

细胞表达E-cad的趋势是减少的, 但因癌细胞向

胞外分泌蛋白酶增多, 故使血清sE-cad降解产

生增加, 且E-cad表达下调或缺失者血清sE-cad
水平升高更为显著, 故有学者认为血清sE-cad是
上皮型恶性肿瘤的血清标志物, 具有预后诊断

价值[21-24]. 本研究发现胃腺癌患者术后与术前

相比, 血清sE-cad水平显著降低(P <0.05), 胃腺

癌未转移的患者血清sE-cad水平高于转移患者

(P <0.05), 与文献报道[25,26]一致, 提示血清sE-cad
可能成为胃癌早期诊断和判断复发的潜在指标. 

本项目前期研究舌鳞癌患者癌周正常舌苔

黏膜组织中E-cad mRNA的表达趋势为黄厚苔>
黄薄苔>剥苔>白厚苔>薄白苔[4], 组织型E-cad的
表达趋势为白薄苔>白厚苔>黄厚苔>黄薄苔>剥
苔[5]. 本文研究发现胃腺癌组血清sE-cad水平趋

势为白厚苔>白薄苔>黄厚苔>黄薄苔>剥苔, 与
正常舌苔黏膜组织中E-cad mRNA的表达趋势相

同之处在于相同苔色的厚苔高于薄苔, 不同之

处在在于血清sE-cad水平黄苔高于白苔, 而组织

中E-cad mRNA白苔高于黄苔, 提示在不同舌苔

的胃腺癌患者E-cad的表达调控发生变化. 清·杨
云峰在《临证验舌法》指出“舌见黄色, 脾胃

病也”, 胃腺癌患者血清sE-cad水平黄苔高于白

苔, 且厚苔高于薄苔, 《望诊遵经》指出“苔垢

薄者, 形气不足; 苔垢厚者, 病气有余”, 表明厚

苔胃腺癌患者病情比薄苔严重, 这与胃腺癌组

黄厚苔血清sE-cad水平高于黄薄苔的现象一致, 
提示黄苔苔质厚薄变化对胃腺癌患者更具诊断

意义. 《医述》指出“舌竟无苔, 胃气绝也”, 
提示胃腺癌患者胃气化生无源而导致产生剥苔, 
可能与患者组织E-cad表达降至很低, 因此血清

sE-cad水平也很低甚至检测值为负相关. 本研究

也发现剥苔胃腺癌患者病情更严重, 多伴随转

移和复发, 预后很差. 然而, 本研究收集剥苔例

数太少而未发现统计学意义, 需要扩大样本量

深入探讨剥苔与临床病理参数、血清sE-cad水
平及预后的相关性.

血清sE-cad是蛋白酶水解组织型E-cad形成, 
蛋白酶活性可能受血清内环境影响. 最新研究[27]

发现表皮生长因子(epithelial growth factor, EGF)
可以通过金属蛋白酶(A Disintegrin And Metal-
loprotease, ADAM)10途径促进组织型E-cad降解

为sE-cad, 提示血清EGF与sE-cad水平可能存在

相关性. 本项目前期研究发现EGF与肿瘤患者舌

苔形成关系密切[28], 将另文探讨其相关性. 因此, 
本研究将血清临床检验指标纳入研究, 发现胃

腺癌患者不同苔质组中总蛋白正常者的血清sE-
cad水平显著低于异常者(P <0.05). 血清总蛋白增

高提示脱水, 血清总蛋白降低提示血液稀释、

饥饿、营养不良、消化吸收不良综合征、严重

甲状腺机能亢进、重症糖尿病、烧伤、蛋白质

吸收功能障碍的胃肠道疾患、出血等[29]. 也有研

究发现, 正常细胞向恶性细胞转化时常常导致

酶合成异常, 提示血清总蛋白异常可能影响血

清sE-cad降解产生相关酶类的催化活性, 进而影

响血清sE-cad水平[30]. 多元回归分析结果表明, 胃

■同行评价
本研究具有鲜明
的中西医结合特
色, 以胃腺癌作为
研究对象, 设计合
理, 数据可靠, 统
计分析得当, 对舌
苔应用于胃腺癌
诊断提供了新思
路和有意义结果.
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腺癌患者苔质厚薄变化、总蛋白状态和血清sE-
cad水平检测可能对胃腺癌诊断具有提示作用. 

总之, 胃腺癌的发生是一个多因素、多阶

段、长期演变的过程, 早期诊断、早期治疗是

提高患者生存期及降低病死率的关键. 研究[23]发

现血清sE-cad水平与胃癌的侵袭性、肿瘤的分

期和肿瘤的复发有一定的相关性. 因此, 术前全

面分析各项临床检测指标, 特别是观察胃腺癌

患者苔质变化、检测血清sE-cad水平和总蛋白

状态, 有助于评估胃癌的恶性演进状态, 对胃癌

患者的早期诊断、综合治疗和判定胃癌根治术

后的预后具有一定的指导意义. 
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Abstract
AIM: To analyze the contrast-enhanced ultra-
sound (CEUS) features of hepatocellular carci-
noma (HCC) of different sizes. 

METHODS: A total of 75 consecutive patients 
with 90 HCC lesions were enrolled. HCC was 
examined by CEUS and confirmed by surgery 
and pathology. These patients were divided into 
two groups according to the maximum diameter 
of the lesion: small HCC (SHCC) group (diameter 
≤3 cm) and large HCC (LHCC) group (>3 cm). 
The CEUS characteristics of HCC of different 
sizes were analyzed retrospectively.

RESULTS: Among 90 lesions, 39 were small 
HCC (SHCC) and 51 were large HCC (LHCC). 
During the arterial phase, all the 39 lesions in 
the SHCC group exhibited hyperenhancement, 
of which 37 (94.9%) were homogeneously and 2 
(5.1%) were inhomogeneously enhanced. Com-

paratively, all the 51 lesions in the LHCC group 
exhibited hyperenhancement, of them 27 (52.9%) 
appeared as homogeneous enhancement, 21 
(41.2%) as inhomogeneous enhancement and 6 
(6%) as atypical patterns. The enhancement pat-
terns had significant difference during the arterial 
phase between the two groups (P < 0.05). During 
the portal phase, 10 (25.6%) lesions were isoecho-
ic and 29 (74.4%) were hypoechoic in the SHCC 
group, while 7 (13.7%) lesions were hyperechoic, 
2 were isoechoic (3.9%), and 42 (82.4%) were 
hypoechoic in the LHCC group. A significant dif-
ference was also noted in enhancement patterns 
during the portal phase between the two groups (P 
< 0.05). During the late phase, hypoenhancement 
was visualized in all the SHCC lesions, while in 
the LHCC group, hypoenhancement was visual-
ized in 50 (98%) lesions and isoenhancement in 
1 (2%) lesion. No significant difference was ob-
served in enhancement patterns during the late 
phase between the two groups.

CONCLUSION: Our study shows that the en-
hancement manifestations of HCC are related 
to lesion size. During the arterial phase, most 
SHCC lesions show homogeneous enhancement, 
while inhomogeneous enhancement patterns ap-
pear mostly in LHCC lesions. During the portal 
and late phases, SHCC lesions may be washed 
out earlier than LHCC ones.

Key Words: Contrast-enhanced ultrasound; Hepato-
cellular carcinoma; Blood perfusion

Ma L, Lu Q, Ling WW, Zhou X, Lin L, Shi YY, Luo Y. 
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摘要

目的: 分析不同大小肝细胞癌(hepatocellular 
c a r c i n o m a, H C C)的超声造影(c o n t r a s t-
enhanced ultrasound, CEUS)特点, 提高超声对
HCC的诊断水平.

方法: 将我院2011-01/2011-09行超声造影检查
并经手术及病理证实为HCC的连续性病例75

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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■研发前沿
超 声 造 影 ( c o n -
t r a s t - e n h a n c e d 
ultrasonography, 
CEUS)作为现代
超 声 领 域 研 究
的 热 点 之 一 ,  对
HCC诊断及鉴别
诊断价值的研究
十 分 活 跃 ,  但 当
前对不同大小的
HCC超声造影表
现 分 析 较 少 ,  有
待于进一步研究.

例90个病灶按照病灶最大直径分为小肝癌(≤
3 cm)和大肝癌(>3 cm)2组, 回顾性分析不同大
小的HCC超声造影特点.

结果: 75例90个病灶小肝癌组39个, 大肝癌
组51个. 动脉期, 小HCC组39个病灶均呈高
增强, 其中整体均匀增强37个(94.9%), 不均
匀增强2个(5.1%); 大HCC组51个病灶均呈
高增强, 其中整体均匀增强27个(52.9%), 不
均匀增强21个(41.2%), 不典型增强3个(6%), 
不同大小H C C动脉期增强形态具有统计学
差异(P <0.05). 门脉期, 小HCC组等增强10个
(25.6%), 低增强29个(74.4%), 大HCC组高增
强7个(13.7%), 等增强2个(3.9%), 低增强42个
(82.4%), 不同大小的HCC门脉期增强水平具
有统计学差异(P <0.05). 延迟期, 小HCC组所
有病灶均呈低增强, 大HCC组1个(2.0%)呈等
增强, 50个(98.0%)呈低增强, 不同大小的HCC
延迟期增强水平无统计学差异.

结论: HCC超声造影表现与肿瘤大小有一定
的相关性, 小HCC动脉期增强多为整体均匀
增强, 大HCC不均匀增强比例较多, 门脉期和
延迟期大HCC造影剂廓清可能早于小HCC.

关键词: 超声造影; 肝细胞癌; 血流灌注

马琳, 卢强, 凌文武, 周翔, 林玲, 时莹瑜, 罗燕. 不同大小的肝细

胞癌超声造影特点.  世界华人消化杂志  2012; 20(3): 200-204

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/200.asp

0  引言

超声造影(contrast-enhanced ultrasonography, 
CEUS)技术作为一种可以无创性评价组织灌注

和微循环的新技术[1,2], 提高了肝细胞癌(Hepato-
cellular carcinoma, HCC)的检出率及诊断的准确

性[3-7], 为超声早期诊断和早期治疗HCC提供可

能. 目前国内多数学者对HCC超声造影表现与

病理分化程度、微血管密度等的关系进行了研

究, 而对不同大小HCC的超声造影特点的分析

报道较少[8,9]. 本文回顾性分析我院75例HCC患

者的超声造影表现, 探讨不同大小HCC的超声

造影特点, 进一步提高术前诊断的准确性. 

1  材料和方法 

1.1 材料 选取2011-01/2011-09在四川大学华西

医院行超声造影检查并经手术及病理证实为

HCC的连续性病例, 共75例, 其中男性62例, 女
性13例, 年龄26-79岁, 平均(51.3±12.3)岁, 62例
(82.7%)合并肝硬化, 20例(26.7%)合并脉管癌栓. 

共观察90个病灶, 最大径线0.5-19 cm, 平均(4.8
±3.5) cm, 按照中国肝癌病理协作组的标准, 以
直径≤3 cm作为诊断小肝癌的标准, 本文将90个
病灶分为小肝癌(≤3 cm)及大肝癌(>3 cm)2组, 
其中小肝癌组39个病灶, 大肝癌组51个病灶. 
1.2 方法 使用Philips iU22型彩色超声诊断仪, 采
用凸阵探头, 频率为2.0-5.0 MHz及1.0-5.0 MHz, 
显像模式为反向脉冲成像, 机械指数0.06-0.08. 
常规超声检测病灶的部位、大小、回声特征、

血流信号及频谱性质, 然后启动超声造影模式, 
聚焦点置于病灶下方, 经肘静脉团注法快速推

注1.2-2.4 mL造影剂Sono Vue, 并以5 mL生理盐

水冲管. 注射造影剂的同时开启计时器, 持续观

察4-6 min, 实时记录造影过程. 如有必要再进行

第2次注射造影剂, 间隔时间10 min. 由2名具有5
年以上超声诊断经验的医师担任超声造影前后

的扫查工作, 记录各病灶的灌注时相并进行诊

断. 所有患者均行手术切除, 经病理及免疫组化

染色检查证实为HCC. 
本组研究按照欧洲临床超声造影指南 [10]

分为3个时相: 造影剂注入后10-30 s为动脉相, 
31-120 s为门脉相, 121 s至微泡消失为延迟相. 
观察CEUS不同时相的超声表现, 包括: (1)增强

水平, 以病灶增强后的回声强度与同期周围正

常肝组织作对照, 增强不均匀时以最高增强部

分为主; (2)增强形态, 本组研究主要分为典型表

现和不典型表现, 典型表现包括整体均匀增强, 
不均匀增强, 不典型表现包括周围向心增强、

环状增强及周边结节状增强[11-13]. 
统计学处理 采用SPSS13.0版软件进行处理, 

计数资料以例数及百分率表示, 采用χ2检验, 以 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 超声诊断 75例患者, 单发63例(84%), 多发

12例(16%), 90个病灶均被准确定位, 其中72个
(80%)具有肝硬化背景, 88个正确诊断为HCC, 1
个考虑为血管平滑肌脂肪瘤, 1个考虑为肝脏局

灶性结节增生(FNH), 本组研究超声造影对HCC
的诊断准确性为97.8%(88/90). 
2.2 动脉期增强水平及形态 按照HCC病灶大小

将75例患者90个病灶分为小肝癌(≤3 cm) 及
大肝癌(>3 cm)2组, 其中小肝癌组39个, 大肝

癌组51个. 90个病灶在动脉期的增强形态多为

典型表现, 包括整体均匀增强(71.1%, 64/90)和
不均匀增强(25.6%, 23/90), 不典型表现中周围

■相关报道
研究发现, SHCC
的CEUS表现为 : 
多数病灶表现典
型 的 “ 快 进 快
出” ,  达 峰 时 病
灶多表现为整体
均 匀 增 强 ,  少 数
病灶呈中央低增
强、周边高增强. 
CEUS主要用于常
规超声或其他检
查发现病变的前
提下, 其诊断的准
确率同增强CT和
MRI一样高. 
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向心增强, 环状增强及周边结节状增强各有1
例(1.1%, 1/90). 小HCC组39个病灶动脉期均呈

高增强, 其中37个整体均匀增强(94.9%), 2个
(5.1%)不均匀增强; 大HCC组51个病灶动脉期均

呈高增强, 其中27个(52.9%)呈整体均匀增强, 21
个(41.2%)不均匀增强, 3种不典型增强各有1个
(2%). 不同大小的HCC动脉期增强形态具有统

计学差异(P <0.05), 小HCC动脉期增强较均匀(表
1, 2). 不同大小HCC超声造影图像见图1, 2. 
2.3 门脉期及延迟期增强水平 在门脉期, 小HCC
组原39个动脉期高增强病灶, 29个(74.4%)消退

至低增强, 10个(25.6%)至等增强; 大HCC组原51
个动脉期高增强病灶, 42个(82.4%)消退至低增

强, 2个(3.9%)至等增强, 7个(13.7%)持续高增强, 
不同大小病灶门脉期增强水平具有统计学差异

(P <0.05). 延迟期, 小HCC组所有病灶呈低增强, 

大HCC组中50个(98.0%)呈低增强, 1个(2.0%)呈
等增强, 不同大小病灶延迟期增强水平无统计

学差异(表1).    

3  讨论	

低机械指数连续超声造影可实时观察肝脏肿瘤

实质内微血管血流灌注的全过程, 提高了对肝

脏肿瘤诊断的敏感性和特异性[14-16], 诊断效能可

与增强CT及MRI媲美[17-20], 本组研究诊断准确性

达97.8%(88/90). 
HCC典型的特征是动脉期病灶整体快速增

强呈高增强[10,21], 这是由于HCC主要由肝动脉

供血, 而肝实质75%由门静脉供血, 故两者出现

的增强效应完全不同[22-24], 造影剂微泡动脉期迅

速进入肿瘤微血管内, 使肿瘤快速增强, 呈“快

进”表现, 本组75例90个病灶动脉期均呈高增

表  1  不同大小HCC超声造影三个时相增强水平 n (%)

     
肿瘤大小

                     动脉期                     门脉期                    延迟期

高增强 等增强 低增强 高增强  等增强  低增强 高增强 等增强 低增强

小肝癌 39(100)   0(0)   0(0)  0(0) 10(25.6) 29(74.4)    0(0)   0(0) 39(100)

大肝癌 51(100)   0(0)   0(0)  7(13.7)   2(3.9) 42(82.4)    0(0)   1(2.0) 50(98.0)

高增强: 病灶回声强度高于周围正常肝组织; 等增强: 病灶回声强度与周围正常肝组织类似; 低增强: 病灶回声强度低于周围正常肝

组织.

表  2  不同大小HCC超声造影动脉期增强形态 n (%)

     
肿瘤大小 病灶数

                     典型表现                                 不典型表现

整体均匀增强 不均匀增强 周围向心增强 环状增强 周边结节状增强

小肝癌    39      37(94.9)      2(5.1)        0(0)    0(0)         0(0)

大肝癌    51      27(52.9)    21(41.2)        1(2.0)    1(2.0)         1(2.0)

周围向心增强: 造影剂从病灶周边开始增强, 逐渐向病灶中央填充, 中央可完全或不完全充填; 环状增强: 病灶中央呈低回声, 周围呈

环状高回声增强; 周边结节状增强: 病灶中央呈低回声, 周边呈结节状高回声增强.

A B C D

图  1  小肝癌超声造影表现. A: 右前叶下段大小为1.7 cm×1.3 cm的弱回声结节, 边界较清楚, 形态较规则; B: 动脉期病灶呈

整体均匀增强; C: 门脉期病灶开始消退呈低增强; D: 延迟期病灶整体消退呈低增强.

■创新盘点
本研究对不同大
小的HCC超声造
影表现进行回顾
性分析,尤其是目
前对HCC超声造
影特点与肿瘤大
小的相关研究较
少, 结论对HCC的
诊断具有一定的
参考价值.
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强, 符合这一特征. 不同大小的HCC, 其动脉期

增强形态具有统计学差异(P <0.05), 大HCC(>3 
cm)动脉期不均匀增强比例较多, 与肿瘤内缺血

坏死有关, 小HCC(≤3 cm)动脉期增强较为均匀, 
这可能是由于体积较小的HCC, 其内部病理组

织成分较均一, 中央坏死少见, 多呈现整体均匀

增强[25], 本研究结果与徐辉雄等[26]报道一致.     
门脉期和延迟期, HCC增强信号的廓清有

所不同, 本组90个动脉期高增强的病灶门脉期

有92.2%(83/90)个呈等/低增强, 延迟期均呈低增

强, 这是由于肿瘤在动脉期增强后, 肝癌供血动

脉迂曲扩张, 肿瘤周围及中心有大量异常增生

的新生血管, 使肿瘤内造影剂的循环时间明显

缩短, 当肿瘤内造影剂迅速廓清时, 正常肝实质

出现强化, 肿瘤内回声强度明显低于周围肝组

织, 呈“快出”表现[27,28], 且均为2组HCC的主要

造影表现. 在门脉期7个高增强的病灶中, 有6个
延迟期呈低增强, 1个呈等增强, 即“慢出”和

“同出”表现, “慢出”可能是由于肿瘤以门

静脉血供为主或门静脉与肝动脉双重血供 [29], 
使造影剂微泡从门静脉持续的再注入肿瘤而造

成[30]; “同出”可能是与肿瘤除滋养血管外, 存
在动静脉瘘的形成有关. “慢出”和“同出”

表现均见于大HCC组, 这可能是由于肿瘤体积

越大, 病灶内血管越丰富, 肿瘤滋养动脉、异常

新生血管及门静脉血供不同程度增加有关[31]. 
本组研究结果显示 ,  不同大小的H C C在

门脉期的增强水平具有统计学差异(P <0.05), 
小H C C“低增强”表现比例 ( 8 2 . 4 % )较大

HCC(74.4%)较多, 而本组研究不同大小病灶延

迟相增强水平无统计学差异, 综合门脉期及延

迟期增强水平, 可以认为不同大小的肿瘤造影

剂的廓清有差异, 大HCC病灶廓清可能较早于

小HCC. 这与陈敏华等[12]的研究结果相一致. 

欧洲指南[10]指出良性病变在门脉期和延迟

期仍持续增强, 恶性病变表现为造影剂的清除, 
而本组研究中有一个HCC病灶门脉期持续高增

强, 延迟期呈等增强,  即“快进同出”表现, 误
诊为良性病变; 本组的另一例误诊见于大HCC
组,病灶动脉期呈不均匀增强, 门脉期呈等增强, 
延迟期呈稍低增强, 病灶内可见星型不增强区

域, 误诊为肝脏局灶性结节增生(FNH), 因此, 在
临床实践检查中, 对于不典型的各种病例, 应紧

密结合临床, 进一步提高HCC超声诊断水平, 部
分病例最终确定需要穿刺活检. 

总之, 超声造影能准确地评估HCC血流灌

注特征, 对HCC进行定性诊断. HCC超声造影表

现与肿瘤大小有一定的相关性, 小HCC动脉期

增强多为整体均匀增强, 大HCC不均匀增强比

例较多, 门脉期和延迟期大HCC造影剂廓清可

能早于小HCC, 更多的诊断经验有待进一步的

积累. 
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图  2  大肝癌超声造影表现. A: 右肝下份一大小约7 cm×7.5 cm的稍强回声团块, 边界清楚, 形态较规则; B: 动脉期病灶呈

不均匀增强; C: 门脉期病灶开始消退呈低增强; D: 延迟期病灶整体消退呈低增强, 团块中心可见3期不增强区域.

■应用要点
本研究发现HCC
超声造影表现与
肿瘤大小具有一
定的相关性, 为进
一步提高临床医
生对HCC的认识
水平提供参考.



www.wjgnet.com

204                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年1月28日  第20卷  第3期

7 	 Wu H, Lu Q, Luo Y, He XL, Zeng Y. Application of 
contrast-enhanced intraoperative ultrasonography in 
the decision-making about hepatocellular carcinoma 
operation. World J Gastroenterol 2010; 16: 508-512

8 	 徐辉雄, 吕明德, 谢晓燕, 刘广健, 徐作峰, 郑燕玲, 梁
瑾瑜. 实时超声造影对不超过2 cm肝细胞癌定性诊断
的临床研究. 中国超声医学杂志 2006; 22: 532-534

9 	 钱林学, 刘玉江, 丁惠国. 小肝癌的影像学诊断进展. 
世界华人消化杂志 2010; 18: 479-486

10 	 Claudon M, Cosgrove D, Albrecht T, Bolondi L, Bo-
sio M, Calliada F, Correas JM, Darge K, Dietrich C, 
D'Onofrio M, Evans DH, Filice C, Greiner L, Jäger K, 
Jong N, Leen E, Lencioni R, Lindsell D, Martegani 
A, Meairs S, Nolsøe C, Piscaglia F, Ricci P, Seidel 
G, Skjoldbye B, Solbiati L, Thorelius L, Tranquart 
F, Weskott HP, Whittingham T. Guidelines and 
good clinical practice recommendations for contrast 
enhanced ultrasound (CEUS) - update 2008. Ultra-
schall Med 2008; 29: 28-44

11 	 莫国强, 刘学明, 张闻, 许俊, 陈建科, 洪玉荣, 潘敏强. 
肝局灶性病变声学造影早期动脉相增强类型及临床
意义. 中国超声医学杂志 2006; 22: 604-606

12 	 陈敏华, 戴莹, 严昆. 肝细胞肝癌超声造影增强模式及
诊断标准探讨. 中国医刊 2006; 41: 32-34

13 	 郭军, 梁媛, 严剑英, 刘焱. 实时超声造影鉴别诊断
肝脏良、恶性病变. 中国医学影像技术 2008 ; 24 : 
1434-1437

14 	 Quaia E, Calliada F, Bertolotto M, Rossi S, Garioni L, 
Rosa L, Pozzi-Mucelli R. Characterization of focal 
liver lesions with contrast-specific US modes and 
a sulfur hexafluoride-filled microbubble contrast 
agent: diagnostic performance and confidence. Ra-
diology 2004; 232: 420-430

15 	 Quaia E, Stacul F, Gaiani S, Ricci P, Passariello R, 
Curzio D, Pozzi Mucelli R. Comparison of diagnos-
tic performance of unenhanced vs SonoVue - en-
hanced ultrasonography in focal liver lesions char-
acterization. The experience of three Italian centers. 
Radiol Med 2004; 108: 71-81

16 	 Maruyama H, Yoshikawa M, Yokosuka O. Current 
role of ultrasound for the management of hepato-
cellular carcinoma. World J Gastroenterol 2008; 14: 
1710-1719

17 	 Dai Y, Chen MH, Fan ZH, Yan K, Yin SS, Zhang 
XP. Diagnosis of small hepatic nodules detected by 
surveillance ultrasound in patients with cirrhosis: 
Comparison between contrast-enhanced ultrasound 
and contrast-enhanced helical computed tomogra-
phy. Hepatol Res 2008; 38: 281-290

18 	 Trillaud H, Bruel JM, Valette PJ, Vilgrain V, Sch-
mutz G, Oyen R, Jakubowski W, Danes J, Valek V, 
Greis C. Characterization of focal liver lesions with 

SonoVue-enhanced sonography: international mul-
ticenter-study in comparison to CT and MRI. World 
J Gastroenterol 2009; 15: 3748-3756

19 	 Bartolotta TV, Taibbi A, Midiri M, La Grutta L, De 
Maria M, Lagalla R. Characterisation of focal liver 
lesions undetermined at grey-scale US: contrast-
enhanced US versus 64-row MDCT and MRI with 
liver-specific contrast agent. Radiol Med 2010; 115: 
714-731

20 	 Guang Y, Xie L, Ding H, Cai A, Huang Y. Diag-
nosis value of focal liver lesions with SonoVue®
-enhanced ultrasound compared with contrast-
enhanced computed tomography and contrast-
enhanced MRI: a meta-analysis. J Cancer Res Clin 
Oncol 2011; 137: 1595-1605

21 	 Brannigan M, Burns PN, Wilson SR. Blood flow pat-
terns in focal liver lesions at microbubble-enhanced 
US. Radiographics 2004; 24: 921-935

22 	 Quaia E, Degobbis F, Tona G, Mosconi E, Bertolotto 
M, Pozzi Mucelli R. [Differential patterns of con-
trast enhancement in different focal liver lesions 
after injection of the microbubble US contrast agent 
SonoVue]. Radiol Med 2004; 107: 155-165

23 	 王洪波, 候秀娟, 王晓蕾, 王虹, 刘爱武. 实时灰阶超
声造影在肝肿瘤诊断中的价值. 世界华人消化杂志 
2007; 15: 2726-2729

24 	 Molins IG, Font JM, Alvaro JC, Navarro JL, Gil MF, 
Rodríguez CM. Contrast-enhanced ultrasound in 
diagnosis and characterization of focal hepatic le-
sions. World J Radiol 2010; 2: 455-462

25 	 丁红, 王文平, 黄备建, 李超伦, 张晖, 魏瑞雪. 超声造
影检测和诊断小肝癌的价值. 中国普外基础与临床杂
志 2007; 14: 28-31

26 	 徐辉雄, 吕明德, 谢晓燕, 刘广健, 徐作峰, 郑燕玲, 梁
瑾瑜, 黄蓓. 肝细胞性肝癌超声造影的增强模式--低
机械指数连续实时成像技术的应用研究. 中国超声医
学杂志 2005; 21: 126-129

27 	 白敏, 杜联芳, 张雪梅, 伍英, 李凡. 低机械指数连续实
时超声造影对肝细胞肝癌的诊断价值. 临床超声医学
杂志 2008; 10: 523-526

28 	 陈敏华, 严昆. 新型造影剂与灰阶超声造影技术对
肝肿瘤的诊断价值. 中华超声影像学杂志 2004; 13: 
38-42

29 	 Kudo M. Imaging blood flow characteristics of he-
patocellular carcinoma. Oncology 2002; 62 Suppl 1: 
48-56

30 	 陈敏华, 戴莹, 严昆, 范智慧, 吴薇, 王艳滨, 尹珊珊, 李
吉友. 新型超声造影技术对微小肝癌诊断的价值. 北
京大学学报(医学版) 2005; 37: 458-462

31 	 司芩, 钱晓莉, 黄声稀, 吕校平, 全威, 黄艳丽. 原发性
肝癌超声造影特征及其与病理相关性的研究. 临床肿
瘤学杂志 2011; 16: 50-53

编辑  曹丽鸥  电编  闫晋利  

■同行评价
本研究分析了不
同大小的HCC超
声造影特点及临
床可能的应用价
值, 选题具有实际
的临床意义, 设计
合理 ,  方法可靠 , 
结论有一定的临
床参考价值.
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■背景资料
胃癌是目前世界
范围内死亡率第2
位的恶性肿瘤, 其
5年生存率约20%. 
早期诊断及手术
治疗对预后至关
重要. 应用最普遍
的是传统内镜检
查, 但是由于其分
辨率有限, 组织活
检随机性较大难
以高效的诊断早
期胃癌. 利用目前
最先进的共聚焦
显微镜技术提高
胃癌患者早期诊
断率及手术治愈
率对改善患者预
后意义重大. 
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Abstract
Gastric cancer has high incidence and mortality 
and does serious harm to the health of human 
beings. Early diagnosis and radical operation 
are crucial for prognosis in patients with gastric 
cancer. Worldwide efforts have been taken to 
search new methods and technologies that can 
enable early, accurate and efficient diagnosis of 
gastric cancer. The birth of the confocal micro-
scope makes the dream come true. It perfectly 
combines the advantages of various kinds of 
technologies and allows early, rapid and accu-
rate diagnosis of gastric cancer. In this paper, we 
discuss the possibility of using laser confocal 
microscopy for the early diagnosis of gastric 
cancer to improve patients’ life quality and sur-
vival rate.

Key Words: Laser confocal microscope; Gastric can-
cer; Early diagnosis

Li SZ, Wang Q. Feasibility of diagnosis of early gastric 
cancer assisted by confocal microscopy. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 205-209

摘要 

胃癌的发病率及死亡率均较高, 严重危害人类
健康, 其早期诊断及根治性手术对胃癌患者预
后至关重要. 目前全世界范围内都在努力探索
对胃癌早期诊断的新方法新技术, 从传统的消
化内镜诊断到病理组织学诊断, 人们一直在寻
求一种能够早期准确高效的诊断胃癌的有力
手段, 而共聚焦显微镜的诞生实现了这一愿
望, 达到了早期、快速、准确的诊断胃癌的目
的, 实现了多种技术优点的完美结合. 本文通
过深度阅读大量新近国内外文献, 探讨通过借
助目前最先进的激光共聚焦显微镜技术达到
对胃癌患者的早期诊断、提高患者术后生存
质量及生存率的可行性. 

关键词: 激光共聚焦显微镜; 胃癌; 早期诊断
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0  引言

目前, 胃癌是世界范围内死亡率第2位的恶性肿

瘤, 其5年生存率约20%. 我国胃癌患者占全世界

三分之一, 其发病率居各类肿瘤的首位, 早期诊

断及手术治疗对预后至关重要. 应用最普遍的是

传统内镜检查, 但是由于其分辨率有限, 组织活

检随机性较大[1-3], 难以高效的诊断早期胃癌. 因
此, 利用目前最先进的共聚焦显微镜技术[4-6]提高

胃癌患者早期诊断率及手术治愈率对改善患者

预后意义极其重大. 1957年Minsky提出了共聚

焦显微镜技术的某些基本原理, 并获得了专利; 
1967年Egger和Petran成功的应用共聚焦显微镜

产生了一个光学横断面; 1987年第一台商业化

的共焦扫描显微镜诞生. 激光扫描共聚焦显微

镜是20世纪80年代发展起来的一项具有划时代

意义的高科技产品, 他是在荧光显微镜成像基

础上加装了激光扫描装置, 利用计算机进行图

像处理, 把光学成像的分辨率提高了30%-40%, 
使用紫外或可见光激发荧光探针, 从而得到放

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室 
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■研发前沿
国内外大量研究
聚焦于通过观察
正 常 胃 黏 膜 ,  胃
癌黏膜的共聚焦
图像确定共聚焦
内 镜 诊 断 参 数 . 
但共聚焦图像质
量的保证仍急需
解决.

大1 000倍的组织表面和表面下的虚拟组织学图

像[7-9]即组织、细胞或亚细胞结构的荧光图像, 
可以在亚细胞水平上[10-12]观察诸如Ca2+、pH值, 
膜电位等生理信号及细胞形态的变化, 成为形

态学、分子生物学、神经科学、药理学、遗传

学等领域中新一代强有力的研究工具. 在我国, 
这项技术主要应用与共聚焦显微内镜. 查阅国

内外文献, 这一技术在胃癌的早期诊断方面已

有诸多显著成果. 通过观察正常胃黏膜, 胃癌黏

膜的共聚焦图像如胃小凹形态结构、微血管形

态、管径、数目、面积、微血管渗漏现象[13-15]等

特征, 隐窝形态、隐窝细胞明暗度[16-18]、腺体结

构、基质染色情况、基底膜完整性、细胞核形

态[19-21]、核质比例、染色模式变化等确定共聚

焦内镜诊断参数. 通过与组织学图像进行对比, 
并请病理医师对2种图像分别进行诊断, 发现共

聚焦图像与组织学图像具有良好的对应性[22,23], 
诊断准确率非常高, 提示依据共聚焦图像完全

可进行实时体内组织学诊断[24-26]. 并进一步确立

了应用共聚焦图像根据以上参数诊断早期胃肿

瘤的诊断标准, 明确了色素内镜指导的共聚焦

激光显微内镜对胃癌诊断的真实性和可重复性. 

1  相关研究

共聚焦激光显微内镜可清楚地观察到胃黏膜表

面的胃小凹的结构[27-29], 包括组成胃小凹的表面

柱状上皮细胞、胃小凹的开口、胃小凹之间的

间质. 正常的胃底腺黏膜表现为具有圆形开口

的圆形胃小凹; 正常幽门腺黏膜表现为裂隙样

开口的连续的短棒状胃小凹. 而胃癌患者的共

聚焦图像与正常者明显不同[30-32], 正常的胃小凹

结构消失, 而代之以具有肿瘤特征的明显异型

的细胞及结构即胃小凹结构的完整性破坏或消

失, 取代为分散排列的黑色团块状的肿瘤细胞, 
细胞着色差, 细胞极性消失, 黏膜微血管网[33-35]

紊乱、增粗、扭曲、变形. 根据2名医师对共聚

焦图像的判定结果, 共聚焦激光显微内镜对胃

癌诊断的准确度分别为95%和92.5%. 
胃小凹形态分为7型. 正常胃底腺黏膜主要

表现为A型(圆形开口的圆形胃小凹), 而出现组

织学胃炎的胃体黏膜表现为B型(非连续性短棒

状胃小凹); 正常幽门腺黏膜表现为C型(开口为

裂隙样的连续性短棒状胃小凹), 出现组织学胃

炎的胃窦黏膜表现为D型(延长、扭曲的树枝状

胃小凹): 随着萎缩性胃炎的出现, 表现为E型, 
胃小凹的数目减少, 开口常扩大; 出现肠上皮化

生[36-38]则表现为F型, 出现易于辨认的大而黑的

杯状细胞, 伴有或不伴有绒毛样结构; 胃癌则表

现为G型, 其中, 未分化型腺癌为G1型, 表现为正

常的胃小凹的结构消失, 出现散在的异型的肿

瘤细胞. 分化型腺癌为G2型, 表现为正常的胃小

凹的结构消失, 出现形态各异、大小不一的异

型的腺体; E型对于萎缩性胃炎诊断的敏感度、

特异度分别为83.6%和99.6%. G型对于胃癌诊断

的敏感度、特异度分别为90.0%和99.4%[13,39,40]. 
色素内镜指导的共聚焦激光显微内镜对于胃

癌诊断的敏感度、特异度、准确度分别为

93.8%、99.2%、98.3%. 
微血管诊断参数主要有微血管形态、管

径、数目、面积、微血管渗漏等; 微血管形态

分为5型: Ⅰ: 微血管数目增多, 粗细不等, 排列

不规则; Ⅱ: 微血管数目减少, 排列不规则; Ⅲ: 
分支增多, 管径基本均匀一致; Ⅳ: 规则排列的

微血管网呈蜂窝状沿胃小凹排列; Ⅴ: 规则排列

的微血管网呈线圈状沿胃小凹排列. 病理组织

学中的分化型早期胃癌69.6%为Ⅰ型微血管形

态; 未分化型早期胃癌75%为Ⅱ型微血管形态; 
高级上皮内瘤变80.6%为Ⅲ型微血管形态; 低级

上皮内瘤变34%为Ⅳ型; 48.9%为Ⅴ型微血管形

态; 正常胃黏膜98.4%为Ⅴ型微血管形态. 管径: 
应用共聚焦图像微血管分析专用软件-齐鲁美迪

康医学图像分析软件可测量, 研究结果表明分

化型早期胃癌>未分化型早期胃癌>高级上皮内

瘤变>低级上皮内瘤变、正常胃底黏膜、正常

胃窦黏膜. 数目: 测量同上, 研究结果, 分化型早

期胃癌高于正常胃黏膜及未分化型早期胃癌、

高级上皮内瘤变、低级上皮内瘤变. 面积: 测量

同上, 渗漏, 表现为微血管周围出现均匀一致的

明亮区域, 测量同上, 研究表明早期胃癌的微血

管渗漏阳性率高于上皮内瘤变及正常胃黏膜. 
综合评价, 微血管形态, 管径及数目是最有价值

的参数, 因其在早期胃癌及高级上皮内瘤变有

显著不同于低级上皮内瘤变及正常胃黏膜的特

征, 面积由于受横切纵切影响变异较大, 不是理

想参数, 微血管渗漏现象具有较高特异性, 但敏

感性较差. 
另有研究表明胃癌组织隐窝形态不规则, 隐

窝细胞明暗度变暗, 腺体形态高度不规则, 细胞

变暗, 基质染色不规则, 血管增生, 基底膜不完

整, 细胞核形态改变, 核质比增加, 染色质浓缩, 
染色模式变得明亮(由于肿瘤细胞PH改变, 使PH
依赖荧光素产生相应变化). 共聚焦显微镜还可

■相关报道
山东大学齐鲁医
院是国内最早开
展共聚焦激光显
微内镜的医疗单
位, 在胃肠道疾病
的共聚焦显微内
镜诊断方面积累
了丰富的经验, 得
出许多较为可靠
的 诊 断 参 数 ,  国
外2011年有文献
首次报道利用共
聚焦显微内镜成
功诊断一例胃印
戒细胞癌分期为
cT3N3M1患者.
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通过杯状细胞, 绒毛样胃小凹, 高柱状吸收细胞

伴刷状缘[9,41,42], 3个特征诊断肠上皮化生, 此外, 
也可通过共聚焦显微镜观察胃黏膜表型及测量

黏膜细胞糖蛋白含量诊断早期胃癌. 
总之, 共聚焦显微镜的诊断效果等同于传统

的组织学诊断, 其诊断准确率在99%以上, 根据

目前数据显示其诊断灵敏度为99.4%, 特异度为

99.4%, 精确度为99.2%. 

2  共聚焦显微镜的局限性

共聚焦图像质量也是影响组织学诊断的重要原

因. 对早期胃癌患者进行共聚焦内镜检查, 发现

影响诊断准确性的主要因素是图像的质量. 影
响共聚焦图像质量的最大的问题是存在伪影, 
许多伪影是因为内镜的头端与黏膜表面没有平

坦的接触, 以及呼吸、动脉搏动、胃肠蠕动引

起, 应用解痉剂及通过工作通道吸引一下使黏

膜表面与内镜的头端正确接触可以减少此类伪

影. 对比剂荧光素钠和盐酸吖啶黄的应用, 当前

的临床实践证明, 尚无严重不良反应报道, 荧光

素钠仅在一少部分人中发生皮疹、瘙痒类的不

良反应, 大多较轻, 激光共聚焦经抗过敏治疗后

均可好转. 但其临床风险需进一步评估. 此外, 
荧光素钠仅对细胞及微血管有较好的显像, 并
不能显示细胞核形态, 其他对比剂如白蛋白、

甲紫酚、四环素、光卟啉等显像效果不十分理

想, 亟需研究新型的对比剂, 同时对细胞、微血

管及细胞核有较好的显像. 另外, 氩激光束的穿

透性也有一定局限性. 最后, 共聚焦显微镜观察

深度限于黏膜表层, 有待增加观察深度. 临床应

用: 其国内外应用形式普遍是以共聚焦显微内

镜应用于临床, 目前国内开展该检查项目的单

位包括山东大学齐鲁医院和北京301医院等多

家医院, 其中山东大学齐鲁医院是国内最早开

展共聚焦激光显微内镜的医疗单位[43-45], 在胃肠

道疾病的共聚焦显微内镜诊断方面积累了丰富

的经验, 国外2011年有文献首次报道利用共聚

焦显微内镜成功诊断一例胃印戒细胞癌分期为

cT3N3M1患者[46-52]. 

3  结论

对于胃癌的诊断, 传统内镜分辨率低, 组织活检

随机性大, 诊断率不高, 对手术范围也无指导意

义; 病理检查较多用于术后, 达不到早期诊断的

目的, 也不能为手术提供指导, 快速病理检查; 
所取标本有限, 而且不连续, 加之成本较高, 应
用有限. 而共聚焦显微镜既可以诊断早期胃癌, 

又可以快速准确地确定肿瘤组织侵及范围, 可
以为手术范围提供明确的指示, 目前, 研究的比

较深入、具体、 系统、较有价值的诊断参数主

要为胃小凹形态、黏膜微血管特征等, 也建立

了比较完善可靠的诊断标准, 对于激光共聚焦

显微镜在胃癌早期诊断方面提供了非常有价值

的借鉴及参考. 
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Abstract
With the development of new organ preserva-
tion solutions, the application of new immu-
nosuppressive drugs and the improvement of 
intensive postoperative care, pancreas trans-
plantation has become an ideal treatment for 
diabetic patients with uremia. According to 
the International Pancreas Transplant Registry 
(IPTR) latest statistics, over 30 000 cases of pan-
creas transplantation have been carried out in 
the world from 1966 to the end of 2008, of which 
more than 22 000 cases were implemented in 
the United States. Complications after pancreas 
transplantation have been recognized since 1966 
when a patient died of rejection and sepsis two 
months after the first case of pancreas-kidney 
transplantation. With the extensive development 
of pancreas transplantation, a better understand-
ing of complications after pancreas transplanta-
tion is needed. 
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摘要

随着器官保存技术发展, 手术方式的改进, 新
型免疫抑制药物的应用以及术后监护的重视, 
胰腺移植技术现已日臻完善, 成为治疗糖尿病
并发尿毒症的理想方法. 据国际胰腺移植登记
中心(international pancreas transplant registry, 
IPTR)最新统计, 从1966年胰腺移植首次开展
到2008年末, 全球报道的胰腺移植已超30 000
例, 其中有22 000多例在美国实施[1]. 而其并发
症自从1966年首例胰肾联合移植患者在术后
2 mo后死于排斥反应和败血症, 就与胰腺移植
有着密不可分的联系, 随着胰腺移植的广泛开
展, 有必要让更多人对其并发症也有更进一步
的了解, 本文就从胰腺移植并发症的预防和治
疗展开综述. 
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0  引言

随着器官保存技术发展, 手术方式的改进, 新型

免疫抑制药物的应用以及术后监护的重视, 胰
腺移植技术现已日臻完善, 成为治疗糖尿病并

发尿毒症的理想方法[1,2]. 据国际胰腺移植登记

中心(International Pancreas Transplant Registry, 
IPTR)最新统计, 从1966年胰腺移植首次开展到

2008年末, 全球报道的胰腺移植已超30 000例, 
其中有22 000多例在美国实施[2]. 而其并发症自

从1966年首例胰肾联合移植患者在术后2 mo后
死于排斥反应和败血症[3], 就与胰腺移植有着

密不可分的联系 ,  随着胰腺移植的广泛开展 , 
有必要让更多人对其并发症也有更进一步的

了解. 
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■研发前沿
随着DCD试点工
作 的 开 展 ,  器 官
移植将有更进一
步 的 发 展 ,  多 器
官联合移植是临
床应用难点也是
热 点 ,  其 中 多 有
涉及联合胰腺的
移 植 ,  本 文 着 重
阐述有关胰腺移
植并发症的防治
方面.

1  手术方式

为更好地了解胰腺移植术后并发症的形成, 首先

大概说明一下其手术方式, 目前临床常见术式主

要区别在以下2个方面: 一是移植胰的内分泌的

引流方式[4-7]; 二是移植胰外分泌的处理方式[8-10]. 
1.1 内分泌引流 胰腺移植内分泌引流可分为体

循环回流(systemic venous drainage, SV)以及门

静脉回流(portal venous drainage, PV)[4,5]. SV是将

移植胰的门静脉端与下腔静脉或者髂静脉吻合, 
即移植胰的静脉血流直接进入体循环, 其优点是

技术简单、操作容易, 较符合移植胰的解剖学位

置, 无明显的移植物血管扭转[4,11]. 而PV则更接近

胰腺的生理结构, 即移植胰的静脉血引流至门静

脉, 因此会经由肝脏处理再流入体循环[6,7]. 
1.2 外分泌引流 随着手术例数的增多和临床经

验的不断积累, 胰腺移植的外分泌处理方式已

由一开始的胰管结扎, 胰管开放腹腔引流等并

发症多发展至今临床常用的2种方式: 膀胱引流

(bladder drainage, BD)和肠腔引流(enteric drain-
age, ED). BD的术式为移植胰的十二指肠与受体

膀胱作侧侧吻合, 其优势在于操作简单、手术

成功率高、术后腹腔感染少, 且移植胰发生排

斥反应时外分泌功能的变化较其内分泌的变化

更早出现, 可通过尿淀粉酶、尿PH值及尿液细

胞学检查监测移植胰功能[8-10], 因此解决了长期

无法诊断移植胰早期急性排斥反应的问题, 从
而提高了移植胰的存活率, 在1987年到1996年间

美国约90%的胰腺移植术均采用该术式[12]. ED是

将移植胰的十二指肠与空肠作端端或侧侧吻合, 
该术式使得胰液引流至肠腔, 更符合消化生理, 
移植胰分泌的胰液能发挥正常消化功能, 在90年
代后期开始逐渐替代BD成为主流术式[13,14]. 

2  并发症

近年来胰腺移植发展迅速, 但其效果始终不如

肾、肝、心移植, 主要是因为胰腺移植并发症

发生率高达30%, 种类较多且复杂, 包括器官移

植常见并发症如异体免疫排斥反应、血管栓

塞、腹腔内及伤口出血、感染等, 移植胰损伤

如移植胰无功能、胰瘘、急性胰腺炎等, 以及

与术式选择有关的尿路感染及狭窄、膀胱炎、

代谢性酸中毒、肠瘘及肠梗阻、高胰岛素血症

等[8,14-20], 其中血管栓塞发生率为13%、腹腔内

出血8%、肠瘘4%[21-23].  
2.1 排斥反应 胰腺发生排斥的主要表现是胰腺

内分泌、外分泌功能受损, 是术后移植胰失去

功能的主要原因之一[24]. 在1978年环孢素(CsA)
的临床应用之前, 全球共实施57例胰腺移植, 其
1年存活率仅3%, 严重的排斥反应是影响胰腺移

植发展的主要因素, 随着新型免疫抑制药物的应

用, 目前胰腺移植患者1年存活率超过95%, 3年存

活率约90%, 胰腺有功能存活最长者已达22年[25]. 
近几十年来随着对免疫排斥方面的研究日

益深入, 出现了许多新型合成药物、微生物制

剂、生物制品及中草药等免疫抑制药物, 并取

得很好的临床疗效[19]. 免疫抑制治疗分为免疫抑

制诱导治疗和维持治疗, 免疫诱导治疗多采用

多克隆抗体, 如抗淋巴细胞球蛋白ALG、抗胸

腺细胞球蛋白ATG或者单克隆抗体OKT3以及

长效IL-2受体抗体等[26,27]. 免疫抑制维持治疗多

采用三联用药方案, 即由钙神经素阻断剂(CsA
或FK506)、激素和抗代谢药物(Aza、MMF)3者
组成, 保证了移植胰的存活及受体生存率. 目前

FK506或雷帕霉素联合MMF已经成为胰腺移植

免疫抑制维持的主流方案, 且应用ATG等行免疫

诱导治疗在实质器官移植上能明显提高患者的

远期生存率[26,27]. 
此外Philosophe等[28]报道, PV组发生排斥反

应的程度明显低于SV组, 分析其原因是移植胰

抗原或抗原抗体复合物等在肝脏内得到处理, 
从而减少免疫排斥反应的发生. Hummel等[20]将

移植物的十二指肠与受体十二指肠吻合, 即移

植胰的外分泌部通过受体十二指肠而不是空肠

引流, 使得可以通过胃镜方便地观测并活检到

移植物的十二指肠, 从而便于监测移植物的排

斥反应, 但这一方法也不可避免地增加十二指

肠瘘的风险, 尚需临床验证. 
2.2 血管栓塞 血管栓塞是会引起移植胰失去功

能的另一主要原因, 其发生率是3%-10%[29,30], 由
于糖尿病患者处于相对高凝状态, 且胰腺血液

动力学上具有灌流量较低的特点, 移植后受到

高血流灌注, 加上移植部位于右髂窝后容易因

体位改变影响血流, 从而形成血栓, 约10%-20%
的概率导致移植胰功能丧失并切除. 早期血栓

通常在术后48 h内形成, 应用多普勒超声检查可

确诊. 
Humar等[23]的研究发现使用肝素的血栓形

成发生率1.1%明显低于不使用肝素的5.8%. 因
此应早期使用肝素等抗凝剂预防血栓形成, 一
般采用术后1-7 d内肝素钠微量泵持续静推, 并
静滴低分子右旋糖酐, 术后7 d改口服抗凝药物

治疗[31]. 此外, 同时采用其他预防方法如选用对
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■创新盘点
胰腺移植进展相
关 综 述 多 见 报
道, 但有关其并发
症的介绍尚显简
略、且不够全面, 
本文旨在补充这
一方面的空白.

胰腺损伤较小的UW液灌注、缩短冷/热缺血时

间、完善切取和移植技术, 防止吻合口扭曲及

成角等[32,33]以及应用异丙肾上腺素药物等抑制

胰腺缺血再灌注损伤[34], 也是很有必要的. 
2.3 出血及感染 出血和感染是外科手术常见并

发症[29,30,35], 胰腺移植术用于治疗糖尿病并发尿

毒症患者, 常联合肾移植手术进行, 因此手术时

间较长, 对循环系统有较大的影响, 加之术后应

用抗凝药物及免疫抑制剂, 使得术后出血及感

染问题尤为突出[36]. 出血多由血管或消化系吻

合口出血、应激性溃疡及凝血机制等原因引起, 
应针对不同原因积极预防治疗[37], 吻合口出血可

以应用去甲肾上腺素、凝血酶等自胃肠减压管

注入, 而由凝血机制引起的出血则需注意严格

监测抗凝药物的使用. 
感染则多发生在胰周、腹膜和呼吸系统, 

感染菌多为耐药菌, 对多种抗生素不敏感, 因此

主要是预防感染, 且应于术中放置引流管, 可在

术后引流液、尿、痰及血液培养药敏试验的指

导下治疗. 其中胰周感染是重要的早期并发症, 
当术后7-14 d患者表现出血、肠梗阻、发热、

腹痛、白细胞增多和肌紧张等时, 应考虑胰周

感染的可能, 此时应采用腹腔灌洗, 彻底清除胰

周坏死脂肪组织并适当应用抗生素等手段来治

疗[30]. 此外, 在血管吻合处可因操作不当或血管

支架植入等原因出现由感染引发的感染性假性

动脉瘤破裂, 导致严重出血危及患者生命, 需立

即行剖腹探查止血, 必要时切除感染灶[15]. 除常

见的细菌感染外, 霉菌、病毒感染也有报道, 巨
细胞病毒(CMV)感染是器官移植受体中最重要

的机会感染, 其在胰腺移植患者中的发生率高

达50%[19,38,39], CMV感染在普通人群可能没任何

表现, 但在应用免疫抑制剂的移植患者却很严

重, 通常在移植后30-50 d发生, 临床表现包括

发热、全身不适、关节痛、白细胞和血小板减

少、肝炎和间质性肺炎、小肠结肠炎和全身弥

散性疾病, 称为CMV病[40]. 用特异的单克隆抗体

对活检标本进行免疫染色, 可进行早期诊断, 术
后预防治疗是关键, 术后口服大剂量阿昔洛韦

等抗病毒药物能预防CMV病的发生, 并有效地

提高CMV感染的生存率[39,41]. 
2.4 急性胰腺炎 其主要由保存、运输不当以及

移植胰十二指肠内产生的肠激酶或是尿道感染

时某些细菌产生的酶反流激活胰酶引起, 表现

主要为术中恢复血流后发现移植胰腺包膜紧张, 
水肿明显, 术后出现胰腺移植区的压痛、感染

乃至脓肿. 处理方法为术中行胰腺包膜切开减

压, 术后应用胰腺分泌抑制药物(施他宁、善得

定等), 可获得较好疗效[30,42]. 
2.5 尿道及膀胱并发症 泌尿系统并发症主要出

现于外分泌引流的BD术式, 碱性胰液经尿道排

出, 刺激膀胱黏膜导致化学性损伤, 患者出现尿

频、尿急、尿痛等尿路刺激症状, 严重者可致

尿道溃疡、膀胱出血, 一般表现为镜下血尿或

轻度肉眼血尿[43]; 另由于尿液碱化, 极易并发慢

性尿道感染, 导致尿道狭窄, 再加上长期的糖尿

病引起的自主神经和植物神经功能损坏, 患者

可出现排尿困难甚至尿潴留[22,44]. 
单纯的化学性膀胱炎尚缺乏有效治疗手

段, 一般不做特殊处理, 而当患者出现并发大

出血、尿中血块等严重情况, 可考虑做胰液改

流术[43]; 感染性膀胱炎与化学性膀胱炎的鉴别

主要是通过反复的清洁尿培养来判断, 治疗多

选择敏感抗生素; 尿潴留早期患者可行胰液改

道手术, 晚期必要时则需行姑息或永久性膀胱

造瘘[8]. 
由于ED和BD术后患者的1年生存率、移植

胰1年存活率等近期临床效果相似, 但BD的泌尿

系统远期并发症较多, 20世纪90年代中期以后, 
随着受者存活时间延长, 与BD有关的术后远期

并发症日益突出, 据IPTR统计1997-2001年间的

BD术式术后1-3年内分别有约6%、12%和15%
的胰腺移植患者需要将BD改为ED[13], 因此许多

移植中心主张首选ED. 
2.6 代谢性酸中毒 代谢性酸中毒同样多见于BD
术式, 长期大量的碱性胰液从尿中丢失会引起

慢性代谢性酸中毒, 脱水和电解质平衡紊乱, 所
以患者术后应长期口服碳酸氢钠, 定期做血气

分析[22]. 
2.7 胰瘘、肠瘘以及肠梗阻 ED由于技术较BD
复杂, 手术失败率高, 术后早期易发胰瘘、肠瘘

等导致的严重腹腔感染[45], 但随着近年来吻合器

的使用以及外科技术的改进[16], 从最初的Roux-
en-Y肠袢引流改为供胰附带的十二指肠段与空

肠侧侧吻合后, ED的手术失败率已接近BD术式. 
术中应考虑到预防并发症的发生, 并采用预防

措施, 如吻合口无张力, 移植胰腺周围通畅引流

(烟卷+橡皮管), 术后每日观察引流物的量, 延缓

拔管时间, 同时应用药物抑制胰液分泌等, 必要

时应尝试行吻合口修补术[46]. 
此外, 肠梗阻在ED术式较少见但诊断较困

难且后果严重, 主要形成原因是移植胰的摆放
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■应用要点
本文有望对胰腺
移植并发症的预
防和治疗起到良
好的参考作用.

位置不当导致内疝, 从而引发肠梗阻, 常规X片

与CT难以发现, 需做肠造影加以鉴别诊断[47], 术
后应严密监测, 争取早期发现, 早期手术以避免

肠梗阻进展. 
2.8 高胰岛素血症 SV术式使得移植胰分泌的胰

岛素未经过肝脏代谢就直接进入体循环, 导致

患者全身性静脉血胰岛素含量偏高, 外周胰岛

素敏感度降低, 显现出胰岛素抵抗, 静脉血葡萄

糖水平不稳定, 血脂代谢紊乱以及因此引发的

动脉硬化等[48]. 

3  结论

合理的术式选择以及严密的预防措施可有效地

避免一部分并发症的发生, 随着先进仪器设备

的运用、手术方式的创新及新型免疫抑制剂的

研发, 胰腺移植的并发症必将能得到更好地控

制. 另一方面, 自加拿大成功地报道了胰岛细胞

移植后[49], 该技术得到越来越多人的关注, 虽然

其远期疗效尚未可知, 但仍不失为胰腺移植发

展的一个新方向[50]. 相信随着相关基础和临床研

究的开展, 胰腺移植并发症终将能够克服, 造福

于更多糖尿病患者. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of quercetin on the 
migration of human gastric cancer BGC-823 cells 
and to explore possible mechanisms involved. 

METHODS: After BGC-823 cells were treated 
with different doses of quercetin, the anchorage-
independent growth of cells was evaluated by 
colony formation assay, cell invasion ability was 
determined by Boyden chamber assay, and the 
mRNA and protein expression of matrix metal-

lopeptidase-2 (MMP-2) was detected by real-
time RT-PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Quercetin reduced the invasion 
ability and anchorage-independent growth of 
BGC-823 cells in a dose-dependent manner (P 
< 0.005, P < 0.005). Treatment with quercetin 
down-regulated MMP-2 mRNA and protein ex-
pression in a time- and dose-dependent manner 
(P < 0.001, P < 0.001).

CONCLUSION: Quercetin inhibits the invasion 
of human gastric carcinoma cell line BGC-823 
possibly by down-regulating MMP-2 expres-
sion.

Key Words: Gastric carcinoma; Quercetin; Invasion;
Matrix metallopeptidase 2  
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reduces cell invasion and down-regulates matrix 
metallopeptidase 2 expression in human gastric cancer 
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摘要

目的: 观察槲皮素(Quercetin, Que)对人胃癌细
胞侵袭的影响, 并探讨其可能机制.

方法: 采用不同浓度的槲皮素处理胃癌BGC-
823细胞后, 以软琼脂集落培养试验检测癌
细胞锚着不依赖性增殖, 以Boyden小室模型
方法检测癌细胞侵袭能力, 采用荧光实时定
量PCR检测癌细胞基质金属蛋白酶-2(matrix 
metallopeptidase-2, MMP-2)基因mRNA水平, 
以Western blot方法检测癌细胞MMP-2基因蛋
白水平变化.

结果: 不同浓度的胃癌BGC-823细胞经槲皮素
处理后, 恶性增殖和侵袭能力均明显下降, 且
呈剂量依赖性(P <0.005, P <0.005). 槲皮素处理
组MMP-2基因mRNA和蛋白水平均明显下调, 
且呈时间和浓度依赖性, 即随着作用时间的延
长和槲皮素作用浓度的增加, MMP-2的mRNA
和蛋白水平逐渐下降, 差异均有统计学意义
(P <0.001, P <0.001).

■同行评议者
沈 克 平 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
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■相关报道
槲皮素可抑制多
种恶性癌细胞如
白血病、肺癌、
肝癌、卵巢癌、
膀胱癌、大肠癌
等 恶 性 增 殖 ,  抑
制黑色素瘤、前
列腺癌等癌细胞
的 恶 性 侵 袭 ,  但
该药物对消化系
肿瘤细胞侵袭的
研究甚少.

结论: 槲皮素可明显抑制胃癌BGC-823细胞侵
袭能力, 其机制可能与下调MMP-2基因表达
有关.

关键词: 胃肿瘤; 槲皮素; 侵袭; 基质金属蛋白酶-2
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 发病率和死亡

率很高, 严重威胁着人们的健康, 寻找有效且不

良反应小的抗癌药物具有重要意义. 作为一种

天然的黄酮类化合物, 槲皮素(quercetin, Que)
广泛分布于水果、蔬菜及常见中草药之中. 许
多研究结果显示, 槲皮素可抑制多种恶性癌细

胞如白血病、肺癌、肝癌、卵巢癌、膀胱癌、

大肠癌等恶性增殖[1-5], 抑制黑色素瘤、前列腺

癌等癌细胞的恶性侵袭[6-10], 说明该药是颇具应

用前景的抗癌药物之一, 但该药物对消化系肿

瘤细胞侵袭的研究甚少. 本研究采用槲皮素处

理人胃癌BGC-823细胞, 观察其对癌细胞侵袭

和基质金属蛋白酶-2(matrix metallopeptidase-2, 
MMP-2)基因表达的影响, 以了解其可能的分子

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 槲皮素购自美国Sigma公司, 用二甲基

亚砜(DMSO)配成储液, -20 ℃冰箱保存; 实验时

用RPMI 1640培养基稀释, DMSO的最终浓度小

于0.9%; 人胃癌细胞株BGC-823购自中科院上

海细胞所细胞库, 江苏大学附属人民医院肿瘤

组织血液生物标本库冻存; TRIzol试剂购自美国

Invitrogen公司; BCA蛋白分析试剂盒购自Pierce
公司; 基底膜胶(Matrigel)购自BD公司; RPMI 
1640、新生小牛血清均购自Gibco公司. 
1.2 方法

1.2.1 癌细胞培养及处理: 人胃癌BGC-823细胞

置含100 mL/L胎牛血清的RPMI-1640液中, 于
37 ℃、CO2培养箱中培养. 每日观察, 待细胞至

对数生长期, 采用不同浓度(5、10、20 μmol/L)
的槲皮素处理后, 以RPMI-1640代替槲皮素处理

细胞作为空白对照组, 备测. 
1.2.2 软琼脂集落培养试验: 根据文献[11]方法进

行. 倒置显微镜下随机计数每组样品10个视野

中的集落个数, 取其平均数作比较, 以此代表胃

癌细胞增殖力. 结果采用t检验分析.  
1.2.3 体外侵袭抑制试验: 根据文献[12]方法进

行. Boyden小室的上、下室之间隔以孔径为8 
μm的聚碳酸酯膜, 膜上铺匀1∶4稀释的基底膜

胶(Matrigel). 下室加预先制备的NIH 3T3细胞培

养上清液600 μL作为趋化因子, 上室加入100 μL
待测的癌细胞悬液. 置于37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱中温育24 h, 弃去上室液体, 取出聚碳酸酯

膜, 用棉签仔细擦尽膜上Matrigel及未穿过的细

胞, 甲醛固定5 min, HE染色. 200倍光镜下计数

穿过聚碳酸酯膜的细胞数, 以侵袭细胞的相对

数目表示肿瘤细胞侵袭能力. 随机计数5个视野

内的细胞数, 取平均值进行统计处理. 
1.2.4 MMP-2基因mRNA水平检测: 分别用不

同浓度(5、10、20 μ m o l/L)的槲皮素处理胃

癌BGC823细胞24、48、72 h后, 收集细胞, 用
TRIzol提取总mRNA, 并进行cDNA合成, 根据

文献[13]方法及条件, 采用荧光实时定量PCR
检测M M P-2基因m R N A水平并进行数据分

析. MMP-2: 上游引物5'-CCGCCTTTAACTG-
GAGCAAA-3', 下游引物5'-TTTGGTTCTC-
CAGCTTCAGG-3'; 内参基因GAPDH: 上游引物

5'-TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3', 下游引

物5'-TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3'. PCR
反应条件为: 95 ℃, 预变性3 min, 95 ℃, 30 s; 
52 ℃, 45 s; 72 ℃, 45 s; 35 个循环后, 72 ℃再延

伸7 min. 
1.2.5 MMP-2基因蛋白水平检测: 提取各组癌细

胞总蛋白, 对蛋白定量后进行常规Western-blot
方法检测各组蛋白水平. 利用Kodak Digital Sci-
ence 1D Image Analysis Software (Eastman Kodak 
Company, USA)测定各条带净灰度值, 并与内参

照β-actin的测定结果相比较, 计算其比值. 
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件包进行

统计学处理, 所得到的数值均以mean±SD表示. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 槲皮素对胃癌细胞软琼脂集落形成的影响 
胃癌BGC-823细胞在体外半固体培养体系中可

自发形成集落, 但经槲皮素处理后, 所形成的集

落数明显减少. 统计学分析提示, 集落生长数呈

浓度依赖性减少(P <0.005, 图1). 
2.2 槲皮素对胃癌细胞侵袭的影响 收集经槲皮

素处理的细胞, 采用Boyden小室检测癌细胞侵
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■创新盘点
以槲皮素为工具, 
从基质金属蛋白
质酶角度了解其
抑制癌细胞侵袭
的分子机制.

袭情况. 经统计学分析发现, 槲皮素对胃癌细胞

侵袭抑制与浓度相关(P <0.005, 图2). 
2.3 槲皮素对胃癌细胞MMP-2基因表达的影响 
胃癌BGC-823细胞经槲皮素处理后, 分别于不

同时间(24、48和72 h)收集细胞, 提取RNA和蛋

白后, 进行相关检测. 结果显示, 随着作用时间

的延长和药物浓度的增加, 经槲皮素处理各组

细胞的MMP-2 mRNA和蛋白水平均明显降低

(P <0.005, P <0.005, 图3, 4).   

3  讨论

肿瘤细胞在软琼脂形成集落的多少可反映肿瘤

细胞锚着不依赖性增殖的特性, 且与其恶性程

度呈正相关. 癌细胞侵袭能力强, 则在软琼脂上

形成的集落数目多. 本研究发现, 胃癌BGC823
细胞经不同浓度槲皮素处理后, 软琼脂集落数

明显减少, 且呈浓度依赖性(P <0.005). 癌细胞

侵袭、转移是一个复杂的过程. 一旦肿瘤细胞

从原发肿瘤上脱落, 将侵入宿主的细胞外基质, 
然后穿透淋巴管和血管, 进行远处转移. 在此

过程中, 肿瘤细胞侵袭细胞外基质是重要的步

骤. 在体外侵袭实验中, 我们发现BGC-823细胞

具有较强的侵袭能力, 而经槲皮素处理后, 其
穿过聚碳酸脂膜的细胞数量减少, 且呈浓度依

赖性(P <0.005). 由此说明, 槲皮素可抑制胃癌

BGC823细胞的恶性侵袭能力. 
MMP是一组锌离子依赖性肽链内切酶, 主

要由肿瘤细胞和肿瘤周边间质细胞产生, 几乎

能降解细胞外基质的所有成分, 通过对细胞外

基质的重塑促进肿瘤新生血管的生成, 从而实

现肿瘤的侵袭和转移. MMP-2是该家族中重要

成员之一, 能特异性降解细胞外基质和基底膜

中的主要成分-Ⅳ型胶原, 使基底膜丧失完整性. 
研究发现, 胃癌组织中MMP-2表达与淋巴结转

移和浸润深度密切相关, 且MMP-2的表达情况

可以作为评估患者预后的参考指标[14-16]. 本研

究发现, 槲皮素组MMP-2基因mRNA和蛋白水

平均受到抑制, 且与时间和浓度相关(P <0.005; 
P <0.005). 

总之, 槲皮素可抑制胃癌细胞体外恶性增殖

和侵袭能力, 其机制可能与下调MMP-2基因表

达有关, 但其具体的内在作用机制值得进一步

深入研究. 
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of Huangshu Enema 
(HSE) on mast cells in the ileocecal junction and 
levels of substance P in serum and tissue ho-
mogenate of the ileocecal junction in rats with 
diarrhea-predominant irritable bowel syndrome 
(D-IBS). 

METHODS: Thirty-six female Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into normal control 
group (n = 9), model control group (n = 9), HSE 
treatment group (n =9) and Dicetel treatment 
group (n = 9). A rat model of D-IBS was created 
by intracolonic instillation of acetic acid and re-
straint stress. The changes in the number of mast 

cells in the ileocecal junction of rats were evalu-
ated by the improved Toluidine blue staining 
method. The contents of substance P in serum 
and tissue homogenate of the ileocecal junction 
were determined by ELISA.

RESULTS: The number of mast cells in the il-
eocecal junction was significantly higher in the 
model control group than in the normal control 
group (3.07 ± 0.56 vs 1.47 ± 0.26; t = 7.787, P < 
0.01). The contents of substance P in serum and 
tissue homogenate of the ileocecal junction were 
significantly higher in the model control group 
than in the normal control group (600.38 ± 175.25 
vs 181.12 ± 40.03, 194.01 ± 35.54 vs 60.01 ± 9.33; t 
= 6.997, t = 10.943, both P < 0.01). The number of 
mast cells in the ileocecal junction and the con-
tents of substance P in serum and tissue homog-
enate of the ileocecal junction were significantly 
lower in the HSE treatment group than in the 
model control group (1.53 ± 0.26 vs 3.07 ± 0.56, 
237.86 ± 19.75 vs 600.38 ± 175.25, 88.29 ± 5.51 vs 
194.01 ± 35.54; all P < 0.01). The number of mast 
cells in the ileocecal junction and the content of 
substance P in serum had no significant differ-
ence between the HSE treatment group and the 
Dicetel treatment group (both P > 0.05). The 
content of substance P in tissue homogenate of 
the ileocecal junction was significantly lower 
in the HSE treatment group than in the Dicetel 
treatment group (88.29 ± 5.51 vs 135.11 ± 34.66, 
P < 0.05).

CONCLUSION: HSE can reduce the number 
of mast cells in the ileocecal junction and the 
contents of substance P in serum and ileocecal 
junction, thereby exerting a therapeutic effect on 
D-IBS.

Key Words: Huangshu Enema; Irritable bowel syn-
drome; Mast cells; Substance P
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■研发前沿
越来越多的观点
支持IBS是免疫-
神经-内分泌网络
紊乱导致的内脏
感知异常的肠道
存在低度炎性改
变 的 疾 病 ,  而 肥
大 细 胞、 P 物 质
与 I B S 之 间 的 联
系逐渐成为研究
的热点之一.

摘要

目的: 评价黄术灌肠液对腹泻型肠易激综
合征(diarrhea-predominant irritable bowel 
syndrome, D-IBS)大鼠回盲部肥大细胞数量
以及血清和回盲部肠组织匀浆P物质含量的
影响.

方法: 将36只♀SD大鼠随机分成4组, 分别是
正常对照组、模型对照组、治疗组(黄术灌肠
液组和匹维溴铵组), 每组9只, 采用乙酸灌肠
加束缚应激法建立D-IBS大鼠模型, 采用甲苯
胺蓝改良染色法观察各组大鼠回盲部肥大细
胞数目的变化, 采用ELISA法检测血清和回盲
部肠组织匀浆P物质的含量.

结果: 与正常对照组比较, 模型对照组大鼠
回盲部肥大细胞数目显著增多(3.07±0.56 
vs  1.47±0.26; t  = 7.787, P <0.01), 血清和回盲
部肠组织匀浆P物质含量均显著升高(600.38
±175.25 vs  181.12±40.03, 194.01±35.54 vs  
60.01±9.33; t  = 6.997, t  = 10.943, 均P <0.01); 
与模型对照组比较, 黄术灌肠液组大鼠回盲部
肥大细胞数目、血清P物质含量及回盲部肠
组织匀浆P物质含量均显著减低(1.53±0.26 vs  
3.07±0.56, 237.86±19.75 vs  600.38±175.25, 
88.29±5.51 vs  194.01±35.54; 均P <0.01); 与
匹维溴铵组比较, 黄术灌肠液组大鼠回盲部
肥大细胞数目及血清P物质含量均无显著差
异(均P >0.05), 回盲部肠组织匀浆P物质含
量显著降低(88.29±5.51 vs  135.11±34.66; 
P <0.05).

结论: 黄术灌肠液能够减少D-IBS大鼠回盲部
肥大细胞数目, 降低血清及回盲部肠组织P物
质含量, 从而对D-IBS起到治疗作用.
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0  引言  

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种常见的胃肠道功能紊乱性疾病, 其特征为

持续或间歇发作的腹痛、腹胀、排便习惯改变

和大便性状的异常, 其病因及发病机制至今尚

未完全明了, 目前普遍认为与胃肠动力紊乱、

内脏感知异常、脑肠轴功能失调、心理因素、

遗传体质等多种因素有关[1,2]. 而近年来越来越

多的研究表明[3-8], IBS是一种由于免疫-神经-内
分泌网络紊乱导致的内脏感知异常的肠道存在

低度炎性改变的疾病, 且在这个复杂网络中, 肥
大细胞的作用日趋受到重视. 多项研究表明[9,10], 
IBS患者及动物模型结肠黏膜肥大细胞明显增

多, 且与之相毗邻的神经纤维中P物质等神经

肽类物质表达明显增强. 本实验通过观察黄术

灌肠液对D-IBS大鼠回盲部黏膜肥大细胞数量

和血清及回盲部肠组织匀浆P物质含量的影响, 
以探讨黄术灌肠液治疗D-IBS的作用机制以及

D-IBS的发病机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SD清洁级♀大鼠36只, 体质量200 g±
20 g, 购于江西中医学院(动物合格证号: SCXK 
2010-0451); 自组中药方剂黄术灌肠液(国家发

明专利号: 200710166271.4), 大黄、黄芩、黄

连、黄芪、白术各15 g, 加水煎煮至500 mL; 西
药匹维溴铵(法国苏威制药); 甲苯胺蓝(Amresco, 
美国); 大鼠P物质ELISA检测试剂盒(上海西唐

生物科技有限公司).
1.2 方法

1.2.1 分组及模型制备: 将36只SD大鼠适应性喂

养7 d后, 随机分为正常对照组、模型对照组、

治疗组(黄术灌肠液组, 匹维溴铵组), 每组9只. 
对模型对照组、黄术灌肠液组和匹维溴铵组进

行造模. 动物模型制备参照相关文献[11,12], 并略

加改动. 模型制备方法为: 造模前禁食水12 h, 经
大鼠肛门插入经甘油润滑过的自制塑料软导管, 
插入距肛门口约8 cm, 缓慢注入40 mL/L的乙酸

1 mL, 拔出导管后, 将大鼠下肢抬高并压迫肛门

口30 s, 然后用0.01 mol/L磷酸盐缓冲液1 mL冲洗

结肠. 乙酸灌肠后的第7天, 用宽胶带束缚大鼠肩

部、前肢及胸部, 限制大鼠用前肢抓搔头面部, 
但不限制其活动, 之后释放归笼, 自由进食水.
1.2.2 给药: 造模成功后, 黄术灌肠液组予以黄术

灌肠液3 mL保留灌肠, 1次/d; 匹维溴铵组予以

0.015 g/(kg·d)匹维溴铵悬浊液3 mL灌胃; 模型对

照组予以生理盐水3 mL保留灌肠, 1次/d. 各组均

连续治疗14 d. 
1.2.3 标本的获取: 疗程结束后, 将各组动物分别

处死, 立即剖胸心脏取血约2 mL, 37 ℃环境中促

凝, 待血液凝固后, 将其平衡后离心(3 000 rpm, 
离心15 min)分离血清, -20 ℃保存待测. 剖腹取

回盲部肠组织约1 cm, 纵行剖开, 冷生理盐水冲

■相关报道
胡瑞、唐方研究
发现D-IBS模型大
鼠血清5-HT、NO
水平下降, SP含量
增加, 肥大细胞数
目增多; 高、中剂
量胃肠安丸可上
调血清5-HT、NO
水平 ,  下调SP表
达, 减少肥大细胞
数目.
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洗干净, 并纵行剪为2段, 其中1段滤纸吸干, 称
质量, 按1∶9加入生理盐水制备组织匀浆, 离心

(3 000 r/min, 离心15 min)后取上清液, -20 ℃保

存待测; 另一段予以100 g/L中性甲醛溶液固定, 
常规石蜡包埋、切片, 用于行HE常规染色及甲

苯胺蓝肥大细胞特殊染色. 
1.2.4 肥大细胞的计数: 采用甲苯胺蓝改良方法

染色[13,14], 染色成功后在普通光镜下观察, 每例

切片随机选择5个高倍视野(×400倍), 在有经验

的病理医师指导下进行肥大细胞计数, 取其平

均值. 
1.2.5 P物质的检测: 采用ELISA法检测血清及回

盲部肠组织匀浆P物质含量, 操作过程严格按照

试剂盒说明进行.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件处理, 

实验数据以mean±SD表示, 正常对照组与模型

对照组样本均数比较采用双侧独立样本t检验; 
模型对照组、黄术灌肠液治疗组、匹维溴铵治

疗组之间样本均数比较采用单因素方差分析, 
方差齐性检验采用Levene法. P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 模型观察 造模过程结束后, 大鼠出现精神萎

靡, 易激惹且好斗, 进食量稍减少, 体质量下降, 
毛色晦暗, 大便呈稀糊状或呈松软便且表面附

着黏液增多, 但并非持续性腹泻, 部分大鼠尾部

及毛发被粪便染黄. 于低倍光镜下观察HE染色

病理切片可见, 模型对照组大鼠肠黏膜上皮结

构完整, 未见糜烂及溃疡, 偶见黏膜下轻度水肿

及少量炎症细胞浸润. 结果提示造模成功.
2.2 疗效观察 经黄术灌肠液和匹维溴铵治疗后, 
大鼠精神状态逐渐恢复, 进食量增多, 体质量增

加, 毛色逐渐恢复原有光泽, 大便逐渐成形且附

着黏液减少. 低倍光镜下可见结肠黏膜上皮结

构完整, 未见糜烂及溃疡. 结果提示治疗有效.
2.3 回盲部肥大细胞计数 染色成功后, 高倍镜

下可见肥大细胞胞核被甲苯胺蓝染成蓝色, 胞
质呈紫红色, 散在或成簇分布于黏膜固有层和

黏膜下层, 且多见于血管管径周围. 部分肥大细

胞呈脱颗粒状态, 颗粒涌出胞膜, 散在于胞膜周

围, 细胞形态不规则; 未脱颗粒者胞膜完整, 胞
质均匀, 细胞大多为类圆形、椭圆形及梭形. 与
正常对照组比较, 模型对照组大鼠回盲部肥大

细胞数目显著增多(3.07±0.56 vs  1.47±0.26; t 
= 7.787, P <0.01, 图1); 与模型对照组比较, 黄术

灌肠液组与匹维溴铵组大鼠回盲部肥大细胞

计数均显著减少(1.53±0.26 vs  3.07±0.56, 1.73
±0.44 vs  3.07±0.56; 均P <0.01); 黄术灌肠液组

与匹维溴铵组之间比较, 回盲部肥大细胞数目

差异无统计学意义(1.53±0.26 vs  1.73±0.44; 
P >0.05).
2.4 血清及回盲部肠组织匀浆P物质的含量 与
正常对照组比较 ,  模型对照组血清及回盲部

A B

DC

图  1  肥大细胞计数(×400倍). A: 正常对照组; B: 模型对照组; C: 黄术灌肠液组; D: 匹维溴铵组.

■创新盘点
本课题采用自组
中药方剂“黄术
灌肠液”保留灌
肠治疗D-IBS具有
其独特的优势, 避
免了药物的肝脏
首过效应, 且性质
温和, 直达病灶部
位, 通过调节肠道
微环境改善D-IBS
症状.
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肠组织匀浆P物质含量均显著增高(600.38±
175.25 vs  181.12±40.03, 194.01±35.54 vs  60.01
±9.33; t  = 6.997, t  = 10.943, 均P <0.01); 与模型

对照组比较, 黄术灌肠液组血清及回盲部肠组

织匀浆P物质含量均显著降低(237.86±19.75 vs  
600.38±175.25, 88.29±5.51 vs  194.01±35.54; 
均P <0.01); 与匹维溴铵组比较, 黄术灌肠液组

回盲部肠组织匀浆P物质含量显著降低(88.29±
5.51 vs  135.11±34.66; P <0.05), 血清P物质含量

稍降低, 但差异无统计学意义(237.86±19.75 vs  
318.90±102.21; P >0.05, 表1).

3  讨论

IBS发病机制复杂, 国内外多项研究均表明IBS
中肥大细胞的数量表达存在异常 ,  特别是在

D-IBS中[3,15]. 肥大细胞在免疫-神经-内分泌网络

中可能起到桥梁作用, 肠道激活状态的肥大细

胞可能在IBS中所表现的以动力改变、感觉异

常为特征的内脏高敏感性病理生理过程中起到

关键性作用. 肥大细胞可将刺激的免疫反应信

息传达到神经系统, 同时又接受神经系统的调

控, 并将刺激信息反馈于靶器官产生免疫应答, 
肥大细胞可能是IBS发病机制中一个重要的调

节点[9,10].
P物质是1931年由Von Euler和Gaddun发现

的一种脑肠肽, 是速激肽家族中具有11个氨基酸

的多肽, 广泛分布于中枢神经系统、消化系及

免疫器官等部位, P物质作用于消化系主要表现

为促进肠蠕动、增高结肠内压力、参与痛觉传

导、刺激小肠和结肠黏膜分泌水分及电解质、

促进胃肠道血管扩张等[16]. 研究发现与肥大细胞

毗邻的神经纤维中P物质表达增强, 提示P物质

与肥大细胞之间存在紧密联系[9]. 体内外研究均

显示[17], P物质可以促进肥大细胞脱颗粒反应, 释
放的组胺、白三烯、前列腺素、缓激肽等活性

介质, 可引起组织炎症性反应、神经性疼痛, 介

导内脏高敏反应等. 然而目前尚未发现肥大细

胞表面有P物质受体, 研究认为这一作用是由于

其阳离子基团与G蛋白相互作用, 而非直接激活

神经激肽受体[18]. 
目前治疗IBS的药物有限[19-21], 且以对症治

疗为主, 效果不佳, 采用中药灌肠治疗IBS具有

其独特优势, 避免了药物的肝脏首过效应, 且性

质温和, 直达病灶部位, 通过调节肠道微环境改

善IBS症状. 我们所采用的“黄术灌肠液”是

一自组中药方剂, 主要由大黄、黄芩、黄连、

黄芪、白术组成, 该方剂配伍合理, 已获国家发

明专利. 研究表明该组方具有调节肠管舒缩功

能、改善肠道局部的血液循环及调节肠道功能

紊乱等作用[22]. 我们前期动物实验研究发现[23,24], 
黄术灌肠液可减少炎症因子IL-1β表达, 并上调

抗炎因子IL-10, 增强其抗炎的活性, 从而纠正抗

炎/促炎因子失衡; 并且能够最终显著降低D-IBS
大鼠结肠黏膜血管活性肠肽的表达水平, 通过

调整脑-肠轴功能, 而达到治疗D-IBS的效果. 本
实验进一步研究发现, D-IBS大鼠回盲部肥大细

胞数量明显高于正常对照组, 黄术灌肠液能显

著降低回盲部肥大细胞数量, 可能通过调节肠

道免疫屏障, 减少肥大细胞的生成及脱颗粒, 从
而减轻D-IBS症状. 而关于D-IBS血清及结肠组

织P物质的研究报道并不一致[25-27], 本项实验研

究发现D-IBS大鼠血清及回盲部肠组织P物质明

显高于正常对照组, P物质可能参与了D-IBS的
发病. 黄术灌肠液能显著降低D-IBS大鼠血清及

回盲部肠组织P物质含量, 且在降低回盲部肠组

织P物质含量方面效果要优于西药匹维溴铵, 肠
道局部作用更为明显. 黄术灌肠液可通过调节

体内P物质的含量, 进一步调节肠道动力、痛觉

传导等功能, 并且减少了肥大细胞脱颗粒的介

质, 进而减轻了脱颗粒释放各种活性物质(如组

胺、5羟色胺、前列腺素、白三烯、血小板活

化因子和细胞因子等)诱发的肠道低度炎症反

表  1  各组大鼠回盲部肥大细胞数目和血清、回盲部肠组织匀浆P物质含量 (n = 9, mean±SD)

     
分组

 肥大细胞数目    血清P物质 组织匀浆P物质

(个/400倍视野)        (ng/L)        (ng/L)

正常对照组   1.47±0.26 181.12±40.03   60.01±9.33

模型对照组   3.07±0.56b 600.38±175.25b 194.01±35.54b     

黄术灌肠液组   1.53±0.26d 237.86±19.75d   88.29±5.51de

匹维溴铵组   1.73±0.44d 318.90±102.21d 135.11±34.66d

bP<0.01 vs  正常对照组;  dP<0.01 vs  模型对照组;  eP<0.05 vs  匹维溴铵组.

■应用要点
该自组中药方剂
“黄术灌肠液”
应用于临床治疗
IBS取得了较为满
意的效果, 为治疗
IBS提供了一条新
的临床治疗途径.
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应而加重的IBS症状[8,28], 达到改善D-IBS症状的

效果. 
总之, 黄术灌肠液可能通过降低回盲部肠组

织黏膜中肥大细胞数目, 调节血清及回盲部肠

组织内P物质含量, 通过产生协同作用, 调节肥

大细胞脱颗粒的连锁反应, 起到治疗D-IBS的作

用. 本研究结果提示黄术灌肠液为治疗IBS提供

了一条新的临床治疗途径, 且效果明显; 但由于

中药组方成分复杂, 寻求其有效的活性成分将

是我们进一步的研究方向.
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茴香提取液对地塞米松诱导大鼠胰岛素抵抗的影响
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■背景资料
胰岛素是降低血
糖的一种激素, 他
还能促进脂肪合
成和贮存, 促进蛋
白质合成. 当机体
利用胰岛素过少
( 如胰岛素抵抗 )
时, 将会导致糖尿
病、高血脂(易引
起血管硬化)、抵
抗力和免疫力降
低等疾病的发生. 
随年龄增长, 机体
对胰岛素敏感性
降低, 易出现胰岛
素抵抗. 
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Abstract
AIM: To investigate the impact of foeniculum vul-
gare extract on dexamethasone-induced insulin 
resistance (IR) in rats.

METHODS: Fifty rats were randomly divided 
into five groups: normal control group, model 
group, metformin group, low- and high-dose 
foeniculum vulgare extract groups. Except for the 
normal control group, the remaining groups 
were intramuscularly given dexamethasone (1 
mg/kg) every other day. The normal control 
group and model group were intragastrically 
given saline solution, while the metformin group 
and low- and high-dose foeniculum vulgare ex-
tract groups were intragastrically given metfor-
min (40 g/L) and 300 and 600 g/L of foeniculum 

vulgare extract once a day, respectively. After 15 
days of drug use, fasting blood glucose (FBG) 
and serum insulin (FINS) were determined, and 
glucose tolerance test (OGTT) was performed. 
The OGTT120’ recovery percentage, insulin sen-
sitivity index (ISI) and insulin resistance index 
(HOMA-IR) were calculated.

RESULTS: The metformin group, low- and 
high-dose foeniculum vulgare groups and nor-
mal control group had comparable FBG and 
OGTT120’ recovery percentage. FBG was signifi-
cantly lower and the OGTT120’ recovery percent-
age was significantly higher in the three treat-
ment groups than in the model group (all P < 
0.05 or 0.01). FINS in the three treatment groups 
was significantly higher than that in the normal 
control group but lower than that in the model 
group (all P < 0.05 or 0.01). ISI in the three treat-
ment groups was significantly lower than that in 
the normal control group but higher than that in 
the model group (all P < 0.01). HOMA-IR in the 
three treatment groups was significantly lower 
than that in the model group (all P < 0.01). The 
low-dose foeniculum vulgare group had signifi-
cantly lower ISI than the high-dose group (P < 
0.05). As foeniculum vulgare dosage increased, 
FBG, OGTT120’, FINS, ISI and HOMA-IR were 
closer to levels in the normal control group.

CONCLUSION: Foeniculum vulgare can enhance 
the sensitivity of cells to insulin, improve the 
high serum insulin symptoms, and have a hypo-
glycemic effect.

Key Words: Foeniculum vulgare ; Insulin resistance; 
Oral glucose tolerance test; Dexamethasone

Wang CB, Huang YF, Huang LJ, He XJ, Jin L, Zhao SM. 
Foeniculum vulgare extract reduces dexamethasone-
induced insulin resistance in rats. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(3): 224-228

摘要

目的: 观察茴香对大鼠胰岛素抵抗(i n su l in 
resistance, IR)的影响.

方法: 取50只大鼠, 随机分为5组. 正常对照组给

■同行评议者
徐庆, 教授, 桂林
医学院药理教研
室; 黄昆, 教授, 华
中科技大学同济
药学院
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予生理盐水, 其余各组给予地塞米松(1 mg/kg), 
隔日肌肉注射 ;  正常对照组和模型对照组
给予生理盐水 ,  二甲双胍组给予二甲双胍
(40 g/L), 茴香低、高剂量组给予茴香提取
液(300、600 g/L)每天灌胃; 给药15 d后, 分
别检测空腹血糖(FBG)、血清胰岛素(FINS)
和糖耐量试验(OGTT), 并计算OGTT120'恢复
率、胰岛素敏感指数(ISI)和胰岛素抵抗指数
(HOMA-IR).

结果: 二甲双胍组和茴香低、高剂量组的
F B G、O G T T120'恢复率与正常对照组无显
著性差异, FBG低于模型对照组(P <0.05), 而
OGTT120'恢复率明显高于模型对照组(P <0.05, 
0.01), FINS明显高于正常对照组而明显低于
模型对照组(P <0.05, 0.01), ISI明显低于正常对
照组而明显高于模型对照组(P <0.01), HOMA-
IR明显低于模型对照组(P <0.01); 茴香低剂量
组的ISI明显低于茴香高剂量组(P <0.05). 随着
茴香用量的增大, FBG、OGTT120'、FINS、ISI
和HOMA-IR更接近正常对照组.

结论: 茴香能提高组织细胞对胰岛素的敏感
性, 改善高胰岛素血症, 并有降血糖的作用.

关键词: 茴香; 胰岛素抵抗; 糖耐量试验; 地塞米松
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0  引言

胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)是指胰岛素作

用的靶器官对胰岛素的敏感性下降, 即正常剂

量的胰岛素产生低于正常生物学效应的一种状

态; 随年龄增长, 机体对胰岛素敏感性降低, 会
导致IR; 而IR参与糖尿病、高血压、冠心病、脂

代谢异常的发病, 严重地危害着人们的健康[1]. 因
而, 改善机体IR对糖尿病、高血压、冠心病、

脂代谢异常的防治有着重要的意义. 茴香(Foe-
niculum vulgare  Mill), 为伞形科植物, 在全国各

地大部分地区均有分布, 其果实、茎、叶部分

都有药用, 具有散寒止痛、健胃祛风、清热化

痰等功效, 用于寒疝腹痛、睾丸偏坠、经痛、

胃寒呕吐、脘腹胀痛、肾虚腰痛、镇咳祛痰、

治毒虫咬等症[2-4]; 有文献报道, 茴香含有抗菌成

分, 有抗菌和抗氧化能力, 并能增强抗氧化酶和

预防癌变作用[5-8]. 茴香对胰岛素抵抗的研究尚

未发现有文献报道. 本实验采用茴香的民间用

量[4]按体表面积换算成大鼠用量给大鼠灌胃, 观
察其对地塞米松诱导大鼠IR[9]的影响, 并与胰岛

素增敏剂二甲双胍的临床用量[10,11]按体表面积

换算成大鼠用量给大鼠灌胃做比较分析, 为茴

香的开发、利用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄兼用, 体质量160-200 g, 
由广西医科大学实验动物中心提供; 广西百色

市内市售茴香(经广西右江民族医学院民族医学

教研室覃道光教授鉴定为茴香的地上部分), 晒
干备用; 地塞米松注射液(天津药业集团新郑股

份有限公司), 生理盐水配制成1 g/L备用; 盐酸二

甲双胍片(北京四环制药有限公司), 蒸馏水配制

成40 g/L备用; 生理盐水(贵州大华制药有限公

司); 50%葡萄糖注射液(天津药业集团新郑股份

有限公司). 罗康全TM活力型血糖检测仪和罗康全

活力型血糖测试纸(德国罗氏诊断有限公司); γ免
疫计数器(国营二六二厂), 胰岛素放射免疫分析

盒(天津市协和医药科技有限公司); Galanz微波炉

(佛山市顺德区格兰仕微波炉电器有限公司); 普
通型静脉采血管(湖南省浏阳市医用仪具厂). 
1.2 方法

1.2.1 茴香提取: 用微波萃取法制备茴香水提液[12], 
每毫升含干药材1 g. 提取方法为: 将100 g茴香

放入玻璃杯加4倍体积水浸泡40 min, 药料厚度

≤5 cm, 加盖后放入输出功率800 W、微波频率

2 450 MHz的Galanz微波炉内微波5次、每次30 s, 
之后取出, 加入10倍体积蒸馏水浸提2次, 每次

浸泡30 min, 合并2次滤液浓缩至100 mL. 用蒸

馏水分别配制成茴香低剂量(300 g/L)和高剂量

(600 g/L)的提取液备用. 
1.2.2 造模: 将大鼠随机分为正常对照组、模型

对照组、二甲双胍组、茴香低剂量组和高剂量

组, 共5组, 每组10只. 正常对照组大鼠给予生理

盐水、其余各组大鼠给予地塞米松(1 mg/kg), 隔
日肌肉注射1次[9], 共8次; 每次注射量均按大鼠

体质量计算(1 mL/kg). 正常对照组和模型对照

组大鼠给予生理盐水、二甲双胍组大鼠给予二

甲双胍(40 g/L)、茴香低剂量组和高剂量组大

鼠分别给予茴香提取液(300 g/L和600 g/L)灌胃, 
1次/d, 共灌胃15 d; 每次灌胃量均按大鼠体质量

计算(5 mL/kg). 
1.2.3 大鼠空腹血糖、口服葡萄糖耐量试验和

空腹血清胰岛素的检测方法: (1)大鼠空腹血糖

(fasting blood glucose, FBG)和口服葡萄糖耐量

■研发前沿
实 验 证 明 ,  对 胰
岛素抵抗的预防
和治疗与延长人
类寿命有着至关
重 要 的 联 系 ,  而
目前防治胰岛素
抵抗的药物甚少.

■相关报道
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含 有 抗 菌 成 分 , 
具有抗菌和抗氧
化 能 力 ,  并 能 增
强抗氧化酶和预
防 癌 变 作 用 ;  但
茴香对胰岛素抵
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■创新盘点
文章初步探究了
茴香提取液对地
塞米松诱导的胰
岛素抵抗大鼠的
治疗作用,并与二
甲双胍的相应作
用进行了对照, 结
果表明茴香提高
了胰岛素的敏感
指数.

试验(oral glucose tolerance test, OGTT): 将罗康

全活力型血糖测试纸安放在罗康全TM活力型血

糖检测仪的检测处, 用消毒手术剪剪断大鼠尾

端1-2 mm, 将血滴在检测处的罗康全活力型血

糖测试纸上, 记录罗康全TM活力型血糖检测仪

显示的血糖浓度值. 各组大鼠禁食不禁水12 h、
末次给药4 h进行FBG检测后, 接着用50%葡萄

糖(5 g/kg)给大鼠灌胃做OGTT, 检测灌胃后30、
60、120 min血糖浓度值[9]; 并计算各组OGTT120'

恢复率(%). OGTT120'恢复率(%) = [1-(OGTT120-
FBG)/FBG]×100%. (2)大鼠空腹血清胰岛素

(Fasting serum Insulin, FINS): 各组大鼠禁食不

禁水12 h、末次给药后次日, 用3%戊巴比妥钠(1 
mL/kg)腹腔注射待麻醉后, 从腹主动脉采血、

分离血清按胰岛素放射免疫分析盒说明书操作, 
再用γ免疫计数器检测胰岛素浓度值. 并按李光

伟等公式[13]计算各组胰岛素敏感指数(ISI)和胰

岛素抵抗指数(HOMA-IR): ISI = LN[1/(FPG×

FINS)], HOMA-IR = FPG×FINS/22.5.
统计学处理 实验数据用SPSS16.0统计软件

进行统计分析, 两组间均数比较用t检验, 统计结

果以mean±SD表示; 两组间百分率比较用χ2检

验, 统计结果以百分比(%)表示. 

2  结果

2.1 大鼠给药后的FBG OGTT模型对照组FBG
明显高于正常对照组、二甲双胍组、茴香低剂

量组和高剂量组(P <0.01). 各组的OGTT60'均高

于OGTT30'和OGTT120'; OGTT30'和OGTT60'中, 模
型对照组、二甲双胍组、茴香低剂量组和高剂

量组明显高于正常对照组(P <0.05, P <0.01), 模
型对照组明显高于二甲双胍组、茴香低剂量组

和高剂量组(P <0.01), 二甲双胍组与茴香低剂

量组和高剂量组比较无显著性差异, 茴香低剂

量组明显高于茴香高剂量组(P <0.05, P <0.01); 

OGTT120'中, 模型对照组、二甲双胍组、茴香低

剂量组明显高于正常对照组(P <0.05, P <0.01), 模
型对照组明显高于二甲双胍组、茴香低剂量组

和高剂量组(P <0.01), 茴香低剂量组明显高于二

甲双胍组、茴香高剂量组(P <0.05, P <0.01). 在
OGTT120'恢复率中, 二甲双胍组、茴香高剂量组

与正常对照组无显著性差异, 模型对照组明显

低于正常对照组、二甲双胍组、茴香低剂量组

和高剂量组(P <0.05, P <0.01), 茴香低剂量组与二

甲双胍组无显著性差异而明显低于茴香高剂量

组(P <0.05). 随茴香用量的增大, FBG、OGTT和
OGTT120'恢复率更接近正常对照组(表1). 
2.2 大鼠给药后的FINS 在FINS中, 模型对照

组、二甲双胍组、茴香低剂量组和高剂量组明

显高于正常对照组(P <0.05, P <0.01), 模型对照

组明显高于二甲双胍组、茴香低剂量组和高剂

量组(P <0.01), 茴香低剂量组明显高于二甲双胍

组、茴香高剂量组(P <0.05), 二甲双胍组与茴香

高剂量组比较无显著性差异. 在ISI中, 模型对

照组、二甲双胍组、茴香低剂量组和高剂量组

明显低于正常对照组(P <0.01), 模型对照组明

显低于二甲双胍组、茴香低剂量组和高剂量组

(P <0.01), 二甲双胍组与茴香低剂量组和高剂量

组比较无显著性差异, 茴香低剂量组明显低于

茴香高剂量组(P <0.05). 在HOMA-IR中, 二甲双

胍组、茴香高剂量组与正常对照组比较无显著

性差异, 模型对照组明显高于二甲双胍组、茴

香低剂量组和高剂量组(P <0.01), 茴香低剂量组

与二甲双胍组、茴香高剂量组比较无显著性差

异. 随茴香用量的增大, FINS、ISI和HOMA-IR
更接近正常对照组(表2). 

3  讨论

胰岛素能增加葡萄糖的利用, 加速葡萄糖的无

氧酵解和有氧氧化, 促进肝糖原和肌糖原的合

表  1  FBG、OGTT及OGTT120'恢复率的比较 (mean±SD, n = 10)

     
分组 剂量(g/kg) FBG(mmol/L)

                                  OGTT(mmol/L) OGTT120'

          30'           60'          120' 恢复率(%)

正常对照组    － 6.51±0.46   7.85±0.88   8.66±0.97   7.07±0.88 91.40

模型对照组    － 8.28±0.89b 14.26±2.45b 17.76±2.10b 14.85±1.92b 20.65b

二甲双胍组   0.2 6.87±0.90d 10.33±1.72bd 12.40±2.04bd   8.76±1.82ad 72.49d

茴香低剂量组   1.5 7.02±0.75d 11.74±2.02bd 13.92±2.09bd 10.28±2.01bde 53.56bc

茴香高剂量组   3.0 6.84±0.83d   9.54±1.46adh 11.84±2.03bdg   8.34±0.98dh 78.07dg

aP <0.05, bP <0.01 vs 正常对照组; cP <0.05, dP <0.01 vs 模型对照组; eP <0.05 vs 二甲双胍组; gP <0.05, hP <0.01 vs 茴香低剂量组. 
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■应用要点
本研究发现茴香
有降低机体胰岛
素抵抗的作用, 为
茴香在临床上的
开发、利用提供
实验依据.

成和贮存, 并能促进葡萄糖转变为脂肪, 抑制糖

原分解和糖异生, 从而使血糖降低[11]. 当机体出

现IR时, 葡萄糖利用、糖原合成和贮存减少, 导
致机体获得能量减少、血糖升高. 

近年的研究还发现[14-16], IR会使动脉硬化和

慢性肾脏病的发生, 增加心血管和尿毒症的发

病率及死亡率, 而有效治疗IR是降低心血管和

尿毒症的发病率和死亡率的措施之一. 
本实验结果显示, 模型对照组的ISI明显低

于正常对照组, 而FINS、HOMA-IR、FBG、

OGTT明显高于正常对照组; 说明模型对照组大

鼠对胰岛素的敏感性下降, 并出现了高胰岛素

血症、IR和血糖升高; 而高胰岛素血症是由于

胰岛β细胞分泌大量的胰岛素来代偿IR所致[1]. 
本实验结果显示, 二甲双胍组、茴香低剂

量组和高剂量组的F B G与正常对照组无显著

性差异, 模型对照组的FBG明显高于正常对照

组; 用药各组的OGTT都明显低于模型对照组, 
其中OGTT30'、OGTT60'明显高于正常对照组, 
OGTT120'的二甲双胍组和茴香高剂量组与正常

对照组无显著性差异, 茴香低剂量组明显高于

正常对照组、二甲双胍组和茴香高剂量组; 二
甲双胍组和茴香高剂量组的OGTT120'恢复率明

显高于模型对照组、与正常对照组无显著性差

异, 茴香低剂量组的OGTT120'恢复率明显高于模

型对照组、但低于正常对照组、二甲双胍组和

茴香高剂量组. 所得结果提示了茴香具有降血

糖作用, 与本课题组所做的茴香降血糖的药效

学研究结果一致(另文发表); 茴香高剂量组的降

血糖效应与二甲双胍组相当, 其降糖效应与剂

量相关. 
本实验结果还显示, 二甲双胍组、茴香低

剂量组和高剂量组的FINS明显高于正常对照组

而低于模型对照组、ISI明显低于正常对照组而

高于模型对照组, 说明这些大鼠都存在高胰岛

素血症和对胰岛素敏感性下降, 并提示二甲双

胍和茴香都能改善高胰岛素血症和提高组织细

胞对胰岛素敏感性; 同时, 二甲双胍组、茴香低

剂量组和高剂量组的HOMA-IR明显低于模型对

照组, 二甲双胍组和茴香高剂量组的HOMA-IR
与正常对照组无显著性差异、茴香低剂量组的

HOMA-IR明显高于正常对照组, 提示茴香能改

善组织细胞对IR, 茴香高剂量组和二甲双胍组

的改善IR效应相当, 随茴香剂量的增大改善IR
效果越明显. 

总之, 茴香能提高组织细胞对胰岛素的敏感

性、改善高胰岛素血症和组织细胞对IR的反应, 
并有降血糖的作用, 这些作用随茴香剂量增大

而增加; 而高剂量茴香与二甲双胍的这些作用

效果相当. 
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■背景资料
HBV DNA不断复
制诱导机体免疫
反应导致肝脏炎
症坏死, 进而发生
肝纤维化和肝硬
化. 透明质酸在肝
纤维化及肝硬化
患者血清中升高, 
是反映肝纤维化
最敏感的指标之
一. 正确认识HBV 
DNA与透明质酸
的关系对肝硬化
治疗措施的采取
非常重要. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
serum hyaluronic acid (HA) and hepatitis B vi-
rus (HBV) DNA levels in patients with hepatitis 
B-associated cirrhosis. 

METHODS: The clinical data for 144 patients 
diagnosed with hepatitis B-associated cirrhosis 
were analyzed. There were 42 females and 102 
males, and their average age was 54.42 ± 11.53 
years. These patients were divided into three 
groups based on Child-Pugh grade: A, B, and C. 
Serum HA was determined by radioimmunoas-
say and serum HBV DNA was determined by 
fluorescent quantitative PCR. The relationship 
between serum HA levels and HBV DNA levels 
was analyzed.

RESULTS: Serum levels of HA increased sig-
nificantly in patients with hepatitis B-associated 
cirrhosis and positively correlated with the 
Child-Pugh grade (174.10 μg/L ± 127.98 μg/L 
vs 421.35 μg/L ± 176.96 μg/L vs 903.58 μg/L 
± 212.02 μg/L, all P < 0.01). There were no sig-
nificant differences in serum HBV DNA levels 

among the three groups of patients (P > 0.05). 
Serum HA levels had no significant correlation 
with serum HBV DNA levels in patients with 
hepatitis B-associated cirrhosis (P > 0.05).

CONCLUSION: HA is a promising marker for 
hepatic fibrosis in patients with chronic hepatitis 
B. Serum HBV DNA levels had no significant 
correlation with liver cirrhosis grade or serum 
HA levels in patients with hepatitis B-associated 
cirrhosis. Anti-virus and anti-cirrhosis treat-
ments are equally important for patients with 
hepatitis B-associated cirrhosis.

Key Words: Hepatitis B-associated cirrhosis; Serum 
hyaluronic acid; Hepatitis B virus DNA
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摘要

目的: 探讨乙肝肝硬化患者血清透明质酸与
HBV DNA水平的相关性.

方法: 收集乙肝肝硬化患者144例, 其中女性
42例, 男性102例, 平均年龄(54.42±11.53)
岁, Child pugh A级42例, Child pugh B级40例, 
Child pugh C级62例, 采用放射免疫法检测
血清透明质酸, 荧光定量PCR检测血清HBV 
DNA水平, 对血清透明质酸、血清HBV DNA
水平进行统计并分析两者之间的关系.

结果: 随着乙肝肝硬化Child分级的加重, 患者
的血清透明质酸水平也增高, 不同分级之间的
差异有统计学意义(174.10 μg/L±127.98 μg/L 
vs  421.35 μg/L±176.96 μg/L vs  903.58 μg/L±
212.02 μg/L, P <0.01). 不同Child pugh分级患
者的血清HBV DNA水平差异无统计学意义
(P>0.05). 不同Child pugh分级患者的血清HBV 
DNA和透明质酸水平无显著相关性(P >0.05).

结论: 随着患者的Child pugh分级升高, HA水
平显著增高, 说明HA是反映肝硬化程度的敏
感指标; 乙肝肝硬化患者HBV DNA与肝硬化
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■研发前沿
近年 H B V D N A
与透明质酸在慢
性乙型肝炎中的
相关性研究较热
门 ,  但结果各异 . 
乙肝肝硬化不同
Child pugh分级
患者中血清HBV 
DNA水平意义与
透明质酸的关系
尚 不 十 分 明 确 , 
而两者在乙肝肝
硬化中相关性研
究较少.

程度无显著相关, 血清透明质酸与HBV DNA
水平之间也无显著相关性, 因此抗病毒和抗纤
维化治疗对乙肝肝硬化患者同等重要.
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0  引言

HBV DNA在体内的持续复制是导致乙型肝炎

慢性化的主要原因之一, 肝纤维化是各种慢性

肝病的共同病理改变, 且为肝硬化的前期表现, 
而乙肝肝硬化是慢性乙型肝炎进展的主要结果. 
血清透明质酸作为肝纤维化或肝硬化的无创性

指标有其临床应用价值, 是反映肝纤维化最敏

感的指标之一[1]. 透明质酸在肝纤维化及肝硬化

患者血清中升高, 其与血清HBV DNA水平在乙

肝肝硬化患者不同Child pugh分级中的关系如

何, 为此本研究对144例乙肝肝硬化患者血清透

明质酸与HBV DNA水平进行回顾性分析, 现报

道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择本院2008-12/2009-12住院的乙肝

肝硬化患者144例, 男性102例, 女性42例, 平均

(54.42±11.53)岁; Child pugh A级42例, Child 
pugh B级40例, Child pugh C级62例, 诊断均符合

中华医学会肝病学分会、感染病学分会2005年
制定的“慢性乙型肝炎防治指南”, 所有患者

近6 mo内未服用抗病毒药, 排除合并酒精性肝

炎、非酒精性脂肪肝、自身免疫性肝病、遗传

代谢性肝病等其他病因, 无合并其他型病毒性

肝炎、无合并糖尿病、冠心病、肾脏疾病、风

湿病、肺纤维化等疾病. 
1.2 方法 住院次日清晨空腹抽取静脉血, 及时分

离血清放置-70 ℃备检, HBV DNA定量检测采

用荧光定量PCR, 操作按试剂盒说明书进行. 采
用放射免疫法检测血清透明质酸, 严格按说明

书方法进行操作. 
统计学处理  本研究数据属计量资料 ,  用

mean±SD表示. 对患者的血清HBV DNA水平

(拷贝/mL)取Log值后进行统计学分析, 对所有患

者血清HBV DNA水平和透明质酸的关系进行

相关性分析, 肝硬化不同Child pugh分级患者的

血清HBV DNA及透明质酸水平间比较采用单

因素方差分析(两两比较采用SNK-q检验进行统

计分析), 数据处理后用Spss13.0统计软件完成, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果  

乙肝肝硬化不同Child分级各组患者的年龄和男

女性别比例差异无统计学意义(P >0.05). 随着乙

肝肝硬化Child分级的加重, 患者的血清透明质

酸水平也增高, 不同分级之间的差异有统计学

意义(P <0.01). 不同Child分级患者的血清HBV 
DNA水平差异无统计学意义(P >0.05). 不同Child
分级患者的血清HBV DNA和透明质酸水平无显

著相关性(P >0.05, 表1). 

3  讨论

慢性乙型肝炎严重危害人类健康, HBV DNA在

体内的持续复制是导致乙型肝炎慢性化及肝炎

肝硬化的主要原因之一, 高水平的HBV DNA是

随后发生肝硬化甚至肝癌的独立风险因素[2], 慢
性乙型肝炎患者HBV DNA不断复制, 诱导机体

免疫反应导致肝脏炎症坏死, 进而可以发生肝

纤维化和肝硬化. 最新研究表明肝纤维化的关

键步骤为某些因素导致肝星状细胞活化及随之

发生的肝脏细胞外间质合成增加和(或)降解减

少从而导致细胞外间质过度沉积. 就目前实验

室诊断肝纤维化的血清指标(血清透明质酸、层

粘蛋白、IV型胶原、III型前胶原)而言还是能够

较好地反映肝纤维化的发生与发展的, 刘杰等[3]

为此曾做过研究. Tran等[4]发现, 血清透明质酸是

预测严重肝纤维化的最好标志物, 诊断准确率

达91.1%. 透明质酸是由间质细胞合成, 经淋巴

循环入血, 大多数由肝血窦内皮细胞摄取并降

解[5], 慢性肝损害时透明质酸合成增加, 降解减

少, 血中透明质酸升高, 肝脏是摄取与降解透明

质酸的主要场所, 故血清透明质酸检测可用于

早期诊断进行性肝损害[6,7]. 
目前关于慢性乙型肝炎血清HBV DNA水

平与纤维化指标间关系的研究较多, 但有不同

结论: 孙涌[8]、陈然峰[9]、骆子义[10]等学者认为, 
慢性乙型肝炎血清HBV DNA水平与纤维化指

标间曾显正相关; 而张春兰[11]、姜湘宁[12]、曹

碧红[13]等学者则认为, 慢性乙型肝炎血清HBV 
DNA水平与纤维化指标间无相关性. 那么在肝

炎肝硬化患者血清HBV DNA水平与纤维化指标

间关系如何, 本文为此进行了研究. 

■相关报道
张静等研究显示, 
在S0-S3期, 随着肝
纤维化程度的加
重, 血清肝纤维化
标志物水平依次
递增, HBV DNA
含量有升高趋势, 
而在S4期, 患者的
HBV DNA含量则
逐渐降低.



金宏慧, 等. 乙肝肝硬化血清透明质酸与HBV DNA的相关性						                  231

www.wjgnet.com

表  1  不同Child pugh分级患者的透明质酸和HBV DNA水平

     分组  n 年龄 透明质酸(μg/L)b HBVDNA (Log)

Child pugh A级 42 51.52±10.48 174.10±127.98   5.53±2.06

Child pugh B级 40 54.12±10.41 421.35±176.96   5.35±2.08

Child pugh C级 62 56.56±12.58 903.58±212.02   5.68±1.87

组间两两比较, bP<0.01.

本研究观察发现乙肝肝硬化不同Child pugh
分级各组患者的年龄和男女性别比例差异无统

计学意义(P >0.05), 也就是说, 乙肝肝硬化病情

的严重程度与年龄、性别无关. 
随着乙肝肝硬化Child pugh分级的加重, 患

者的血清透明质酸水平也呈增高趋势, 组间两

两比较, 不同分级之间的差异有显著统计学意

义(P <0.01), 也就是说, 肝硬化病情越重, 血清透

明质酸水平就越高, 说明血清透明质酸水平升

高可协助肝纤维化和肝硬化的诊断, 并可能有

助于协助判断患者的肝硬化严重程度及预后, 
这与李红艺等研究一致[14]. 

蔡文品等[15]研究发现, HBV DNA与血清透

明质酸结果显示无论HBV DNA水平高低, 其血

清透明质酸的指标都高于正常值上限, 提示肝

纤维化的发生、发展与病毒持续感染有关, 同
时发现HBV DNA水平与肝纤维化指标间不存在

直线相关性, 表明病毒持续存在及复制只是免

疫病理损伤的启动因子. 一项研究显示, 在S0-S3
期, 随着肝纤维化程度的加重, 血清肝纤维化标

志物水平依次递增, HBV DNA含量有升高趋势, 
而在S4期, 患者的HBV DNA含量则逐渐降低[16]. 
唐振华等[17]报道, 随着肝纤维化分期的上升, 慢
性乙型肝炎患者血清HBV DNA含量和HBeAg
阳性率逐渐下降. 本研究发现随着乙肝肝硬化

Child pugh分级的不断加重, 血清HBV DNA水

平并无平行升高, 组间差异无统计学意义, 血清

HBV DNA和透明质酸水平无显著相关性, 说明

乙肝病毒复制程度与肝纤维化不是相一致的, 
也就是说乙肝病毒复制程度越高肝脏的纤维化

程度不一定也就越高, 病情不一定越重. 可能

原因如下: (1)肝硬化患者其肝细胞数量逐渐减

少, 从而使HBV失去了部分复制场所; (2)血清中

HBV DNA含量反映的是血清游离型HBV DNA, 
不反映肝细胞中的整合状态; (3)与HBV前C区

18961位点变异有关, HBeAg(-)/HBeAb(+)系统

虽然HBV DNA水平较低, 病毒复制减弱, 但其

变异发生率较高, 而导致临床病变的活动和加

重[18]; (4)HBV变异使病情加重同时, 又可使病毒

逃避机体免疫而持续感染[19]; (5)慢性乙型肝炎

肝脏损伤主要是HBV介导的免疫损伤, 而免疫

反应在造成肝脏损伤的同时也不断清除体内的

HBV, 使HBV的复制程度降低.        
总之, 本研究证明血清透明质酸是反映肝硬

化程度的敏感指标, 乙肝肝硬化患者血清透明

质酸与HBV DNA水平之间没有相关性, HBV的

持续复制只是肝脏炎症、损伤、纤维化的启动

因子, 因此慢性乙型肝炎患者在抗病毒治疗的

过程中也应同时加强抗纤维化的治疗, 抗病毒

治疗和抗纤维化治疗对其同等重要. 
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■同行评价
论文设计结合临
床 ,  统 计 分 析 合
理, 结果对临床治
疗肝硬化有一定
指导作用.
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非酒精性脂肪性肝病显著肝纤维化的无创诊断
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■背景资料
目前肝病理活检
仍是评估NAFLD
以及其他慢性肝
病肝纤维化进展
的金标准, 但毕竟
是有创的检查存
在一定的风险, 而
且单纯组织学并
不能完全显示细
胞外基质的动态
演变过程. 故临床
上迫切需要寻找
简单且易推广的
非创伤性诊断方
法来诊断和评估
肝纤维化. 
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Abstract
AIM: To compare the diagnostic performance of 
multiple simple non-invasive tests in identifying 
advanced fibrosis in patients with biopsy-prov-
en non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). 

METHODS: Twenty-nine patients with biopsy-
proven NAFLD were included in the study. The 
AST/ALT ratio, AST to platelet ratio index, and 
BARD score were calculated in these patients. 
The diagnostic performance of non-invasive 
tests was assessed by using the receiver operat-
ing characteristic (ROC) curves.

RESULTS: Of 29 patients, 17 were males (58.9%) 
and 12 were females; 15 (51.7%) had diabetes; 6 
(20.6%) had advanced fibrosis (S3-S4). Their mean 
age was 51 ± 12 years, and their mean body mass 
index was (27 ± 5) kg/m2. The AST/ALT ratio 
had the best diagnostic accuracy for advanced fi-
brosis (AUROC = 0.83), followed by BARD score 
(AUROC = 0.77) and AST to platelet ratio index 
(AUROC = 0.67). The AST/ALT ratio and BARD 
score had negative predictive values greater 
than 90% (93% and 95%, respectively). Positive 

predictive values were modest. To exclude ad-
vanced fibrosis, liver biopsy could potentially 
be avoided in 68.9% of patients with AST/ALT 
ratio, and in 37.9% patients with BARD score.

CONCLUSION: Non-invasive tests, especially 
the ALT/AST ratio and BARD score, can reli-
ably exclude advanced fibrosis in patients with 
NAFLD.

Key Words: Noninvasive diagnosis; Non-alcoholic 
fatty liver disease; Fibrosis

Li S. Noninvasive diagnosis of advanced fibrosis in 
patients with non-alcoholic fatty liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 233-237

摘要

目的: 通过对非酒精性脂肪性肝病 ( n o n -
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)患者多个
肝纤维化非创伤性诊断模型的验证和分析比
较, 评价其诊断价值.

方法: 选取29例NAFLD患者, 进行肝组织活
检和病理学分期, 并检测血清指标, 用受试
者操作特征(ROC)曲线等方法评估APRI指
数、AST/ALT比率、BARD评分等模型的诊
断价值.

结果: 29例病例中17例(58.9%)为男性, 平均年
龄(51±12)岁, 平均体质量指数为(27±5) kg/m2, 
糖尿病患者15(51.7%); 病理肝纤维化分级提
示显著纤维化S3-S4: 6例(20.6%). 各诊断模型
对肝脏显著纤维化程度都具有一定诊断价值, 
其中AST/ALT比率表现最佳[其曲线下面积
(AUROC)为0.83], 其次为BARD评分(AUROC 
0.77)和APRI指数(AUROC 0.67). AST/ALT
比率和BARD评分模型的阴性预测值均大于
90%(分别为93%和95%). 阳性预测值均处于
中低等水平. AST/ALT比率和BARD评分模型
分别可使68.9%和37.9%的患者避免肝活检.

结论: 肝纤维化非创伤性诊断模型能较好地
区分存在显著肝纤维化的NAFLD患者, 其中
以AST/ALT比率、BARD评分模型较为有效, 

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝 病 科 ; 高 泽 立 , 
主任医师, 上海交
通大学医学院附
属第九人民医院
周浦分院消化科
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■研发前沿
近年来国内外提
出了一系列肝纤
维化非创伤性诊
断 模 型 ,  其 中 针
对NAFLD提出了
包括APRI指数、
AST/ALT比率、
BARD评分等在
内的多种模型, 但
这些模型在国内
NAFLD患者中尚
未得到有效验证.

可以避免部分患者行肝穿刺检查.

关键词: 无创诊断; 非酒精性脂肪性肝病; 纤维化

李爽. 非酒精性脂肪性肝病显著肝纤维化的无创诊断.  世界华

人消化杂志  2012; 20(3): 233-237
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是指除酒精和其他明确的损肝

因素所致的, 以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为

主要特征的临床病理综合征, 包括单纯性脂肪

肝以及由其演变的脂肪性肝炎(non-alcoholic fat-
ty hepatitis, NASH)和肝硬化, 胰岛素抵抗和遗传

易感性与其发病关系密切. NAFLD已成为世界

范围内肝病最常见的原因[1-3], 随着肥胖和糖尿

病的发病率增加, NAFLD也成了我国常见的慢

性肝病之一[4], 近10年NAFLD患病率增长迅速, 
上海、广州等发达地区普通成人NAFLD的患病

率现已高达15%. 尽管80%以上的NAFLD为单

纯性脂肪肝且预后良好[5-8], 但NAFLD患者同样

也存在着进展为肝纤维化、肝硬化, 甚至肝癌

的风险[8-11]. 当由肝炎进展为肝硬化时, 患者生

存率明显下降, 预后不佳[12,13]. 正确评估NAFLD
患者疾病的严重程度, 有助于制定相应的治疗

方案、监控病程进展, 并判断疾病预后. 
肝活检是判断肝脏炎症及纤维化分级的

“金标准”,  但这种损伤性检查具有许多不足

之处, 如具有创伤性、难以反复检查、有一定

的并发症, 而且病变在肝脏内分布不均匀, 观察

者自身及观察者间偏差, 标本长度不够易出现

评判结果偏低等[14,15]. 临床上迫切需要寻找简单

且易推广的非创伤性诊断方法来诊断和评估肝

纤维化. 近年来国内外学者提出了一系列肝纤

维化非创伤性诊断模型, 这些模型包括: APRI指
数[16]、AST/ALT比率[17]、BARD评分[18]等. 但这

些模型在国内NAFLD患者中尚未得到有效验

证. 本研究收集了29例NAFLD行肝穿刺患者的

临床资料, 评价上述各肝纤维化非创伤模型的

诊断价值, 旨在为NAFLD肝纤维化临床诊断和

疗效考核提供参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-2011年入住天津市传染病医院

行肝穿刺活检术病理证实为非酒精性脂肪肝病

患者29例. 入选标准: 按我国2006/2中华医学会

《非酒精性脂肪性肝病诊疗指南》[4], 肝活体组

织检查组织学改变符合脂肪性肝病的病理学诊

断标准. 排除标准: (1)无饮酒史或饮酒折合乙醇

量男性每周<140 g , 女性每周<70 g; (2)除外病

毒性肝炎、药物性肝病、全胃肠外营养、肝豆

状核变性等可导致脂肪肝的特定疾病. 
1.2 方法 
1.2.1 实验室检查: 受检对象均于肝穿刺前1 wk
内取清晨空腹静脉血, 检测血清指标. 
1.2.2 肝活检组织病理学检查: 所有病例均于入

院后在B超定位下行肝穿刺活检. 肝组织标本长

度不小于1.0 cm, 汇管区数量不小于6个. 肝组织

甲醛固定, 石蜡包埋、切片, 常规HE染色和网

状染色, 按国际上常用的Scheuer系统标准(炎症

坏死分级G0-4, 纤维化程度分期S0-4), 由1位病理

学专家独立阅片. 将肝穿刺纤维化程度S0-S2者

定为无显著肝纤维化, S3-S4者定为有显著肝纤

维化. 
1.2.3 入选模型的计算公式: APRI指数 = AST(IU/
L)/(正常值上限)/血小板计数(×109/L)×100[16]. 
AST/ALT比率 = AST(IU/L)/ALT(IU/L)[17]. BARD
评分是3个指标评分的总和(BMI>28 = 1分, AST/
ALT >0.8 = 2分,  糖尿病 = 1分)[18]. 

统计学处理 连续分布变量采用mean±SD
表示; 绝对值和非正态变量用中位数和范围总

结; 分类变量采用χ2检验进行组间比较. 应用灵

敏度等诊断试验评价指标及受试者操作特征

(ROC)曲线分析方法评价模型的诊断价值. 采用

SPSS17.0统计学软件进行统计处理. 

2  结果

2.1 入选病例的统计学资料 平均年龄为(51±12)
岁; 其中17例(58.9%)为男性; 平均体质量指数为

(27±5) kg/m2, 其中20例肥胖(68.9%, 体质量指

数≥30), 8例超重(27.5%, 体质量指数25-29.9), 1
例正常(3.4%, 体质量指数<25); 糖尿病患者15
例(51.7%); 实验室指标: ALT: 94 IU/L±63 IU/L, 
AST: 63 IU/L±44 IU/L, PLT: 255×109/L±91×
109/L; 病理肝纤维化分级: S0: 7例(24.1%), S1: 12
例(41.3%), S2: 4例(13.8%), S3: 3例(10.3%), S4: 3例
(10.3%); 肝活检标本长度: 19 mm±5 mm; 经计

算APRI评分: 0.7±0.5, AST/ALT比率: 0.73±0.3, 
BARD评分: 0分1例, 1分10例, 2分9例, 3分4例, 4
分5例. 
2.2 肝脏纤维化程度与临床、实验室参数的关

系 本研究将肝活检提示无显著纤维化(S0-2)与

■相关报道
近年来国内外提
出了一系列肝纤
维化非创伤性诊
断模型, 国内学者
亦对大量慢性乙
型病毒性肝炎的
无创诊断模型进
行了大量研究, 研
究结果提示这些
无创诊断模型可
较准确的评估肝
脏纤维化程度.
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显著纤维化(S3-4)患者分为两组, 并将其相关临

床及实验室参数进行统计学分析, 结果提示显

著纤维化在年龄、血小板、ALT水平及APRI指
数、AST/ALT比率、BARD评分方面与无显著

纤维化相比具有明显统计学差异. 通过表1可以

看出显著肝纤维化更多见于老年人(P <0.001), 
其血小板(P = 0.001)及ALT水平(P = 0.001)明
显低于无显著纤维化患者, 而其APRI指数(P = 
0.01)、AST/ALT比率(P <0.001)、BARD评分

(P <0.001)明显高于无显著纤维化患者(表1). 
2.3 各类模型在评价显著肝纤维化方面的验证

和比较 本研究入选的无创诊断模型均可以比较

准确地将有无显著肝纤维化区分开(表1). 但为进

一步明确哪种模型在显著纤维化的评估上更具

优势, 下面我们采用了受试者操作特征(ROC)曲
线分析方法来评价模型的诊断价值. 结果显示: 
对于显著肝纤维化AST/ALT比率与其相关程度

最高(AUROC 0.83), 其次为BARD评分(AUROC 
= 0.77), 最后为APRI指数(AUROC = 0.67, 图1). 
运用文献中提供的cut-off值计算出上述无创诊断

模型的敏感度、特异度、阳性预测值及阴性预

测值(表2). 结果提示, 当AST/ALT比率cut-off值
<0.8, BARD评分cut-off值<2时, 其阴性预测值可

>90%, 可用于临床排除那些尚未到达重度肝纤

维化水平的患者. 运用此方法可使相当一部分患

者避免掉肝活检(表3). 而所有模型的阳性预测值

均处于中、低等水平(27%-55%), 尚不足以替代

肝活检判断肝纤维化程度. 

3  讨论

近年来, 通过对大量临床和血清学指标的研究, 
国内外建立了多个肝纤维化非创伤性综合指标

的诊断预测模型, 并已成为研究热点之一. 这

表  1  肝脏纤维化程度与临床、实验室参数的关系

     患者特征 无显著纤维化(S0-2) 显著纤维化(S3-4)    P值

年龄 49±12 61±8 <0.001(aP )

性别(%男性) 65% 41% 0.02(bP )

BMI(kg/m2) 26±5 28±7.6 0.13(aP )

BMI≥25 96.4% 100% 0.58(bP )

糖尿病 49% 56% 0.54(bP )

ALT (IU/l) 101±66 68±40 0.001(aP )

AST (IU/l) 63±44 67±43 0.65(aP )

血小板 (109/L) 267±90 204±78 0.001(aP )

APRI 0.65±0.52 0.94±0.58 0.01(aP )

AST/ALT比率 0.67±0.23 1.05±0.39 <0.001(aP )

BARD评分 2(0-4) 3(1-4) <0.001(cP )

aP : t检验; bP : χ2检验; cP : u检验.

图  1  各类模型评价显著肝纤维化的受试者操作特征(ROC)
曲线. ALT_AST: AST/ALT比率; BARD: BARD指数; APRI: 
APRI指数.
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■创新盘点
本研究收集了29
例NAFLD行肝穿
刺患者的临床资
料, 评价上述各肝
纤维化非创伤模
型的诊断价值, 为
NAFLD肝纤维化
的临床诊断和疗
效考核提供了参
考依据.

表  2  各类模型在评价显著肝纤维化方面的比较

     无创诊断模型   AUROC(95%CI) Cut-off 敏感度(%) 特异度(%) PPV(%) NPV (%)

AST/ALT比率  0.83(0.74-0.91)    0.8       74       78    44    93

APRI指数  0.67(0.54-0.8)    1       27       89    37    84

BARD评分  0.77(0.68-0.87)    2       89       44    27    95
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些模型具备一些共同特点, 即ROC曲线下面积

(AUC)>0.8; 指标易从临床实践中获取; 先后经

临床病理验证有一致性较高的诊断准确性、敏

感性、特异性、阳性预测值及阴性预测值; 对
判别有或无明显纤维化具有较可靠的参考价值. 
血清学检测只需患者提供少量血清, 操作简便, 
具有相对无创性, 同时不受肥胖、腹水等因素

影响, 可在病程中动态观察, 对病程的演变及疗

效判断有较好的指导作用. 因此以血清学检测

为基础的肝纤维化无创诊断模型在肝纤维化诊

断中具有十分重要的地位. 这些预测模型大多

数是针对慢性病毒性肝炎患者的, 我国的慢性

肝病病因以慢性病毒性肝炎为主, 由于病因的

不同, 对于慢性病毒性肝炎患者建立的预测模

型是否适合我国的非酒精性脂肪肝患者, 目前

尚无定论. 
在国内外提出的一系列肝纤维化非创伤性

诊断模型中, 仅包含常规指标的非创伤性诊断

模型有APRI指数、Forns指数、S指数、APAG
指数和AST/ALT比率等. APRI模型最初用于预

测慢性丙型肝炎显著性肝纤维化. 有学者得出

APRI对诊断丙肝患者显著肝纤维化的AUC为

0.76[19]. 本研究根据原始文献提供的计算公式得

出APRI模型的AUC为0.67, 低于国外报道水平. 
本研究发现基于慢性丙型肝炎患者建立的APRI
模型在NAFLD患者中虽具有一定诊断价值, 但
其预测准确性较低. 比较各个模型间的AUC之

间的差异, 我们发现AST/ALT比率和BARD评分

模型预测NAFLD患者肝纤维化的准确性较高. 
AST/ALT比率模型判断显著肝纤维化时的AUC
为0.83. BARD评分模型判断显著肝纤维化时的

AUC为0.77. 
目前, 所有通过血清指标组合建立的非创

伤性诊断模型均不能够精确预测患者的肝纤

维化属于哪一个分期, 他们的主要价值在于区

分部分患者有无显著性肝纤维化或肝硬化的存

在, 从而减少肝活检的需要[20]. 在本研究中29例
NAFLD患者, AST/ALT比率<0.8判断为无显著

肝纤维化, 如果只对AST/ALT比率≥0.8的患者

行肝活检, 则共有20例(68.9%)患者可免于肝活

检, 其中18例判断准确, 仅2例判断错误, 准确率

为90%(18/20). BARD评分<2判断为无显著肝

纤维化, 如果只对BARD评分≥2的患者行肝活

检, 则共有11例(37.9%)患者可免于肝活检, 其中

10例判断准确, 仅1例判断错误, 准确率为90.9% 
(10/11). 如果两者联合应用, 应能避免更多患者

免于肝穿刺活检. 
总之, 肝纤维化非创伤性诊断模型能较好地

区分存在重度肝纤维化的NAFLD患者, 减少肝

活检的必要性, 但尚不能完全取代肝穿刺活检. 
而2种或2种以上非创伤性检测方法和模型的联

合应用将更有助于提高显著肝纤维化的诊断准

确率. 
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果可信, 文章论述
清晰, 紧扣当前脂
肪肝, 肝纤维化研
究热点, 密切联系
临床, 对非酒精性
肝纤维化的非创
伤性诊断方法评
价和对临床医生
具有很好的参考
价值, 值得广大临
床和基础研究者
阅读.
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吉西他滨联合奥沙利铂经肝动脉化疗栓塞防治肝癌术后
复发
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®

■背景资料
手术切除是治疗
肝细胞癌的主要
手段, 但术后高复
发率是影响其生
存期的主要原因
之一. TACE预防
肝癌术后复发的
疗效仍存在一定
分歧. 目前, 肝癌
术后TACE尚无统
一、规范的化疗
药物方案, 寻求更
敏感有效、不良
反应更低的抗肿
瘤药物十分重要. 
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Abstract
AIM: To investigate the value of transcatheter 
arterial chemoembolization (TACE) with gem-

citabine plus oxaliplatin (GEMOX) in preventing 
postoperative recurrence of hepatocellular carci-
noma (HCC) in high-risk patients. 

METHODS: The clinical data for 120 HCC pa-
tients with high risk factors for postoperative re-
currence were analyzed retrospectively. Eighty-
eight patients (TACE group) received TACE 
3-6 weeks postoperatively, of them 43 (GEMOX 
group) received new chemotherapeutics includ-
ing gemcitabine and oxaliplatin and 45 (control 
group) received conventional chemotherapeu-
tics. Thirty-two patients (operation group) did 
not receive TACE. The recurrence rate of HCC 
was compared between these groups within 6 
months and 1 year of follow-up.

RESULTS: The recurrence rate of HCC was sig-
nificantly lower in the TACE group than in the 
operative group within either 6 months (20.5% 
vs 37.5%) or 1 year (43.8% vs 59.4%) after opera-
tive. The recurrence rate of HCC was signifi-
cantly lower in the GEMOX group than in the 
control group within 6 months after operation, 
but showed no significant difference within 1 
year of follow-up. The incidence rates of hyper-
leukocytosis, nausea and emesis in the GEMOX 
group were significantly lower than those in the 
control group.

CONCLUSION: Prophylactic TACE contributes 
to reducing or postponing the short-term recur-
rence of HCC in patients with high risk factors 
for postoperative recurrence, and the chemo-
therapy regimen including gemcitabine and ox-
aliplatin shows better effects than conventional 
ones.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Hepatec-
tomy; Neoplasm recurrence; Transcatheter arterial 
chemoembolization
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transcatheter arterial chemoembolization with gemcitabine 
plus oxaliplatin in preventing postoperative recurrence 
of hepatocellular carcinoma in high-risk patients. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 238-242

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室



肖运平, 等. 吉西他滨联合奥沙利铂经肝动脉化疗栓塞防治肝癌术后复发					                 239

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前探索肝癌术
后复发的防治研
究主要集中在以
下 两 方 面 ,  其 一
是研究肝癌复发
转移的分子机制, 
至今虽屡有重要
发 现 ,  但 据 此 形
成广泛应用的临
床靶向治疗还有
甚 多 困 难 ;  另 一
方面是研究已存
在或新的综合治
疗措施在防治肝
癌术后复发中的
作 用 ,  对 近 期 内
提高肝癌外科疗
效具有实用价值.

摘要

目的: 探讨吉西他滨联合奥沙利铂经肝动脉
化疗栓塞(transcatheter arterial chemoemboliza
tion, TACE)在防治肝癌高危患者术后复发中
的价值.

方法: 回顾性分析肝癌术后复发高危患者120
例, 88例术后3-6 wk接受TACE治疗为TACE
组, 其中43例采用吉西他滨联合奥沙利铂组成
的GEMOX方案(GEMOX组), 45例使用传统化
疗药物方案(对照组); 32例因其他原因未接受
TACE治疗作为为单纯手术组. 通过6 mo、12 mo
的随访, 比较各组6 mo、12 mo术后复发率.

结果: TACE组术后6 mo、12 mo肝内复发
率 (20 .5%、43 .8%)明显低于单纯手术组
(37.5%、59.4%), 两者均有统计学意义(χ2 = 
6.512、4.573, P <0.05). 在TACE组中, GEMOX
组6 mo术后复发率(11.6%)较对照组(28.9%)
低, 差异有统计学意义(χ2 = 4.026, P <0.05), 两
组12 mo术后复发率无明显差异(χ2 = 0.876, 
P >0.05); 在TACE不良反应中, GEMOX组白细
胞减少及恶心、呕吐发生率较对照组低, 差异
有统计学意义(Z  = -2.156、-2.295, P <0.05).

结论: 对肝癌术后复发高危患者进行预防性
TACE有助于减少或延缓术后近期复发率, 吉
西他滨联合奥沙利铂方案疗效更佳.

关键词: 肝细胞癌; 肝切除术; 肿瘤复发; 经皮肝动

脉化疗栓塞
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0  引言

手术切除是治疗肝细胞癌(hepatocellular carci-
noma, HCC)的主要手段, 但术后高复发率是影

响其生存期的主要原因之一[1]. 肝癌术后经肝动

脉化疗栓塞(transcatheterarterial chemoembliza-
tion, TACE)预防肝癌术后复发的疗效已得到较

多学者认可[2-4], 但仍存在一定分歧[5,6], 我们采用

吉西他滨联合奥沙利铂方案(GEMOX)经TACE
防治高危肝癌术后复发, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-10/2010-10, 在柳州市人民医院

接受根治性肝切除术、病理证实为HCC并伴有

术后复发高危因素患者共120例, 男93例, 女27

例, 中位年龄50.2岁. 88例患者术后3-6 wk接受

TACE治疗作为TACE组, 其中43例使用吉西他

滨联合奥沙利铂组成的化疗药物方案(GEMOX
组), 45例使用传统化疗药物方案(对照组). GE-
MOX组化疗药物包括奥沙利铂(艾恒, 江苏恒瑞

医药股份有限公司生产)100-120 mg/m2, 吉西他

滨(泽菲, 江苏豪森制药公司生产)1.0-1.2 g/m2, 
盐酸多柔比星40 mg/m2; 对照组化疗药物包括

顺铂40 mg/m2, 氟尿嘧啶0.5-0.75 g/m2(或丝裂霉

素6-8 mg/m2), 盐酸多柔比星40 mg/m2; 碘油0-10 
mL. 32例因其他原因术后未接受TACE治疗做为

单纯手术组. 肝癌术后复发高危患者入选标准: 
(1)术后病理证实脉管癌栓; (2)多结节或多结节

融合型肝细胞癌; (3)术前AFP增高(>200 μg/L), 
经根治性肝癌切除术后l-2 mo AFP仍>200 μg/L; 
(4)大肝癌(直径≥5 cm). 
1.2 方法

1.2.1 肝切除: 全部病例实施了肉眼下根治性切

除术. 120例患者中, 行肝癌不规则性切除82例, 
规则性切除38例, 其中左外叶切除9例, 左半肝

切除13例, 右半肝切除16例. 
1.2.2 TACE治疗: 采用Seldinger法将导管置入肝

固有动脉, 先经导管缓慢灌注大部分化疗药物, 
再注入混有化疗药物(盐酸多柔比星10 mg)的碘

油乳剂4-6 mL. 如有复发或残留病灶进一步超选

择性插管行化疗栓塞. 其中行1次TACE患者46
例; 2次26例, 3次及以上16例, 再次TACE者仍使

用原化疗药物方案, 两次间隔l-2 mo. 
1.2.3 复查和随访: TA C E术后不良反应按照

WHO抗癌药急性与亚急性毒性表现及分级标

准观察评价, 分为0-Ⅳ度. 患者TACE术后1 wk
常规复查血象、肝肾功能, 每3 mo常规复查血

清AFP、肝脏B超和胸部X线检查, 随访6 mo、
12 mo. 术后B超、CT、MRI或肝动脉造影等任

何一项检查发现肝占位性病变, 符合原发性肝

癌特征, 即认为肝内复发. 如影像学检查均未发

现肝占位性病变, 但术后血清AFP持续上升超过

400 μg/L, 排除活动性肝病、肝外复发或妊娠, 
也认为肝内复发. 

统计学处理 采用SPSSl3.0软件包进行分析

处理, 采用χ2检验及Wilcoxon秩和检验. 

2  结果

各组临床资料差异无统计学意义, 具有可比性

(表1, 2). 
2.1 术后复发率 TACE组术后6 mo、12 mo肝
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■相关报道
实验研究表明一
定浓度的奥沙利
铂可抑制人肝癌
细 胞 增 殖 ,  诱 导
其 凋 亡 ,  且 对 各
种顺铂耐药的肿
瘤株无交叉耐药. 
临床研究显示吉
西他滨联合奥沙
利铂治疗治疗晚
期肝癌取得较好
的疗效.

表  1  各组肝癌术后患者一般资料比较 (n )

     
    分组    n 年龄(岁, mean±SD)

       性别   血清AFP(ng/mL) 乙肝病史 Child-Pugh分级

男 女 ＜200 ≥200 有 无   A级 B级

TACE组

GEMOX组   43      49.4±10.4 35  8    29    14 40  3  41 2

 对照组   45      51.2±9.6 36  9    28    17 39  6  42 3

 P值 ＞0.05        ＞0.05      ＞0.05          ＞0.05    ＞0.05        ＞0.05

单纯手术组   32      50.7±11.1 27  5    22    10 31  1  31 1

P值 ＞0.05       ＞0.05      ＞0.05          ＞0.05    ＞0.05        ＞0.05

   

内复发率(20.5%、43.8%)明显低于单纯手术

组(37.5%、59.4%), 两者均有统计学意义(χ2 = 
6.512、4.573, P <0.05). 在TACE组中, GEMOX
组术后6 mo复发率(11.6%)较对照组(28.9%)低, 
差异有统计学意义(χ2 = 4.026, P <0.05), 两组

术后12 mo肝内复发率无明显差异(χ2 = 0.876, 
P >0.05, 表3). 
2.2 TACE不良反应 TACE不良反应以I-Ⅱ度为

主. GEMOX组白细胞减少及恶心、呕吐反应

发生率(37.2%、44.2%)较对照组低(55.6%、

64.4%), 差异有统计学意义(Z  = -2.156、-2.295, 
P <0.05). 两组肝、肾功能损害、心电图改变、

末梢神经炎(外周神经异常)发生率GEMOX组

与对照组比较, 差异无统计学意义(P >0.05, 表4). 
末梢神经炎只发生在GEMOX组, 与接触冷物质

有关. 

3  讨论

手术切除是肝癌首选治疗方法, 由于肝癌的多

中心起源, 手术不能切除肉眼不可见到的和不

能用医学影像诊断到的微小癌灶, 由于肿瘤破

裂使癌细胞脱落种植于肝脏切缘以及手术后

残留的肿瘤组织、细胞继续生长形成复发病

灶等原因, 肝癌手术切除后仍较高的复发率[1], 
消灭上述可能微小病灶对降低术后复发将起

到积极作用. TACE已广泛用于不可手术切除

肝癌的治疗, 近年来应用TACE预防肝癌术后

复发的临床研究较多[2-7], 但术后TACE是否作

为常规预防复发的手段尚有争议. 王庆新等[5]

在260例肝癌术后回顾性研究结果中显示预防

性TACE未能明显减少复发, 说明术后常规行

预防性TACE并不能使多数患者受益, 反而可

能导致肝功能损害, 给后续治疗的选择带来限

表  3  各组患者术后肿瘤复发情况比较 (n )

     

随访时间

                                                          TACE组      单纯手术组

 x2值

 

P 值    GEMOX组       对照组
 x2值  P值 复发 未复发

复发 未复发 复发   未复发

累计6 mo   5    38  13     32 4.026 0.045a  14 18 6.512 0.011a

累计12 mo 14    29  19     26 0.876 0.349  19 13 4.573 0.032a

aP<0.05.

表  2  各组肝癌术后患者TNM分期、脉管癌栓、肿瘤大小、数目及病理分级比较 (n )

     
分组

                  TNM分期  脉管癌栓 肿瘤大小(cm)   肿瘤数目             病理分级

Ⅰ期 Ⅱ期 Ⅲ期 Ⅳ期 有 无 ＜5 ≥5 单个 多个 高分化 中分化 低分化

TACE组

GEMOX组   11   18   14   0  7 38 19  24  28  15     3    33     7

  对照组     9   23   12   1  9 36 23  22  26  19     4    32     9

  P值                ＞0.05   ＞0.05    ＞0.05     ＞0.05                ＞0.05

单纯手术组    5   17   10   0  5 27 15 17 19 23     2    24     6

P值               ＞0.05   ＞0.05    ＞0.05    ＞0.05                ＞0.05
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■应用要点
本文对肝癌术后
复发高危患者是
否 进 行 预 防 性
TACE以及使用不
同化疗药物方案
对其复发率的影
响进行回顾性分
析, 进一步探讨预
防性TACE在防治
肝癌高危患者术
后复发中的价值
以及对化疗药物
方案的选择.

制. 多数学者认为术后TACE有助于减少或延

缓肿瘤复发, 提高生存期, Meta分析揭示术后

TA C E可以提高生存和累积无复发率 [2], 术后

TACE对消灭手术残留病灶、子灶、脉管癌栓

和及时发现、治疗术后复发发挥积极作用 [7]. 
亦有文献报道[6]通过对不同临床分期中预防性

TACE的疗效分析发现, 对于早期肝癌术后应

用TACE并不能起到延缓复发、延长生存期的

作用, 而对中期肝癌术后TACE能起到积极有

效的抗复发效果, 晚期肝癌伴有大血管癌栓或

远处转移时, 如其远处转移病灶不能得到有效

治疗时术后TACE预防肝内复发的作用亦显得

较弱. 导致不同结论的原因, 可能与纳入这些

研究对象的不一致有关. 有研究表明 [5,8,9]术前

血清A F P水平、肿瘤大小、肿瘤数目、有无

子灶、有无血管癌栓等是影响术后早期复发

的重要因素, 这些因素体现了肿瘤的生物学特

性. 本研究针对有上述复发高危因素患者进行

预防性TACE, 以进一步明确TACE防治肝癌高

危患者术后复发的影响, 结果发现高危患者术

后接受预防性TA C E者1年内复发率明显低于

未接受TACE患者, 这表明对高危患者术后常

规TACE对降低早期复发率有重要意义. 本组

较多患者术后各种常规影像学检查未发现明

确复发灶, 但TACE后CT(碘油CT)复查肝内见

微小碘油沉积灶, 提示这些患者术后肝内已有

微小转移或复发病灶. 所以, 其机制可能为此

类患者术前多数肝内已存在微小转移灶, 术后

TACE可抑制可能的微转移和未能切除干净的

微小病灶, 起到预防复发作用. 
肝癌是一种对化疗药物相对不敏感的肿瘤, 

由于肝癌细胞对化疗药物的先天抵抗及继发耐

药等问题, 在很大程度上影响了TACE治疗的疗

效. 目前, 肝癌术后TACE尚无统一的规范化疗

方案, 传统的化疗药物为氟尿嘧啶、顺铂、丝

裂霉素、盐酸多柔比星等几种药物联合应用, 
尤其单纯灌注时疗效欠佳, 化疗后患者不良反

应较大, 寻求更敏感有效的抗肿瘤药物十分重

要[10]. 吉西他滨作为一种新型细胞周期特异性嘧

啶类抗代谢药物, 可与DNA末端结合并有自我

增强机制, 具有较强的亲脂性, 容易穿透细胞膜

和被细胞摄取, 进入细胞后代谢成为有活性的

二磷酸盐, 并在细胞内聚集较长时间, 对多种实

体瘤具有独特的抗瘤活性. 同时因其固有的抑

制DNA复制和修复的特征, 适于与破坏DNA的

药物联合. 铂类药物的主要靶点正是增殖细胞的

DNA, 奥沙利铂作为第三代铂类药物, 其在体内

与DNA结合的速率较顺铂快10倍以上, 而且结合

牢固, 有更强的细胞毒和抗肿瘤活性. 实验研究
[11,12]表明一定浓度的奥沙利铂可抑制人肝癌细胞

增殖, 诱导其凋亡, 且对各种顺铂耐药的肿瘤株

无交叉耐药. 临床研究[13,14]显示吉西他滨联合奥

沙利铂治疗治疗晚期肝癌取得较好的疗效, 两者

联用有协同作用, 疗效更佳, 且患者耐受性较好, 
未见严重不良反应. 但两者联合经TACE途径治

疗肝癌, 特别是防治肝癌术后复发, 临床报道少

见. 本研究结果显示GEMOX方案较传统化疗方

案疗效更优, 不良反应轻, 特别是消化系反应及

对白细胞计数减少程度明显减轻, 有助于提高肝

癌术后患者TACE后的生存质量. 奥沙利铂特殊

的外周神经毒性是短暂可逆的, 即使不作任何处

理, 一些症状也可迅速逆转, 在治疗期间要避免

任何冷刺激, 这样可有效地减少症状的发生. 
总之, 对于大肝癌、多结节或多结节融合型

肝癌、病理证实有脉管癌栓、术前AFP显著升

高术后不能降至正常等肝癌高危复发患者, 术
后进行预防性TACE有助于减少或延缓术后近

期复发率, 以吉西他滨联合奥沙利铂化疗方案

疗效更佳. 由于本研究随访时间不长, 其远期疗

效有待进一步研究总结. 

表  4  TACE患者治疗后不良反应比较 (n )

      

不良反应

                   GEMOX组(n = 43)                        对照组(n = 45)

   Z 值   P 值0度   

 (n )

Ⅰ度

   (n )

Ⅱ度

  (n )

Ⅲ度

  (n )

Ⅳ度

  (n )

发生率    

   (%)

 0度

  (n )

Ⅰ度

   (n )

Ⅱ度

   (n )

Ⅲ度

   (n )

Ⅳ度    

  (n )

发生率  

    (%)
白细胞减少 27   11   4   1   0  37.2  20   10   12    3   0   55.6 -2.156 0.031

恶心、呕吐 24   15   4   0   0  44.2  16   17   11    1   0   64.4 -2.295 0.022

肝功能损害 23   17   3   0   0  46.5  20   18     6    1   0   55.5 -1.120 0.263

肾功能损害 42     1   0   0   0    2.3  42     2     1    0   0     6.7 -0.983 0.326

心电图改变 42     1   0   0   0    2.3  43     2     0    0   0     4.5 -0.544 0.586

外周神经异常 40     3   0   0   0    7.0  45     0     0    0   0     0 -1.793 0.073
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■背景资料
内镜逆行胰胆管
造影(ERCP)相关
技术已成为诊断
治疗胆胰疾病的
一个重要且不可
替代的手段, 其重
要性不言而喻; 但
操作不当, 会带来
相应的如上消化
道穿孔等并发症, 
如何尽量避免其
发生, 目前成为关
注焦点. 
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Abstract
AIM: To analyze the causes and treatments of 
upper gastrointestinal perforation associated 
with endoscopic retrograde cholangiopancrea-
tography (ERCP). 

METHODS: The clinical data for 2 399 patients 
who underwent ERCP in Nanjing Drum Tower 
Hospital from August 31, 2008 to August 31, 
2011 were analyzed retrospectively.

RESULTS: Of 2 399 patients, 11 (0.46%) devel-
oped upper gastrointestinal perforation. Of these 
11 patients, 1 developed esophageal perforation, 
1 had cardia perforation, 2 had duodenal bulb 
perforation, 5 had perforation in the descend-
ing duodenum and duodenal papilla; 2 under-
went Birroth Ⅱ gastrectomy; 7 received con-

servative treatment, and 4 underwent surgical 
treatment.

CONCLUSION: ERCP-related upper gastroin-
testinal perforations are mainly iatrogenic. Early 
diagnosis and conservative treatment are essen-
tial for optimal outcome in patients with ERCP-
related upper gastrointestinal perforations.

Key Words: Endoscopic retrograde cholangiopan-
creatography; Upper gastrointestinal perforation; 
Complications

Cao YH, Yao YL, Wu YL, Kong WT, Wang FG. ERCP-
related upper gastrointestinal perforation: an analysis 
of 11 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 
243-247

摘要

目的: 探讨内镜逆行胰胆管造影(endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography, ERCP)并
发上消化道穿孔的原因及穿孔的处理防治.

方法: 收集整理南京市鼓楼医院近3年(2008-08
-31/2011-08-31)ERCP术中并发上消化道穿孔
患者2 399例, 依据一定标准进行穿孔原因诊
断分析, 并针对患者的实际情况采取保守治
疗和手术治疗相结合的方法进行穿孔治疗.

结果: 2 399例ERCP术中发现上消化道穿孔共
11例, 发生率0.46%(其中食管穿孔1例, 贲门
口穿孔1例, 十二指肠球部穿孔2例, 十二指肠
降部及乳头周围穿孔5例, 毕Ⅱ式胃术后穿孔
2例). 11例上消化道穿孔中7例为保守治疗成
功, 4例为手术治疗成功.

结论: ERCP并发上消化道穿孔原因较多, 主要
为医源性, 处置方法是在早期发现的基础上, 
采取保守治疗能取得良好的效果.

关键词: 内镜逆行胰胆管造影; 上消化道穿孔; 并

发症

曹友红, 姚玉玲, 吴毓麟, 孔文涛, 王福根. ERCP术中并发上消化

道穿孔11例.  世界华人消化杂志  2012; 20(3): 243-247
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■相关报道
内镜下逆行胰胆
管造影并发穿孔
的诊断一般不难, 
治疗绝大部分经
引流后可自行闭
合 ,  对 未 能 闭 合
者可经内镜下钛
夹 封 闭 ,  极 少 数
采取创伤较大的
外科手术治疗.

0  引言

目前, 内镜下逆行胰胆管造影(endoscopic retro-
grade cholangiopancreatography, ERCP)及乳头括

约肌切开术(EST)等相关系列技术的开展越来

越广泛, 很多的县级基层医院亦在开展此项技

术, 但ERCP及相关技术有一定的风险性及并发

症发生, 最直接及常见的并发症为ERCP相关穿

孔. 本文回顾性分析复习南京市鼓楼医院近3年
(2008-08-31/2011-08-31)的共2 399例ERCP术中

发现11例穿孔患者的原因及相关处治方式, 旨在

探讨吸取经验教训, 尽量减少ERCP并发上消化

道穿孔的发生, 从而间接减少医疗纠纷的发生. 

1  材料和方法         

1.1 材料 收集江苏省南京市鼓楼医院ERCP室电

脑内镜报告系统中ERCP操作详细记录, 时间范

围为(2008-08-31/2011-08-31); 所需设备Olympus 
EVIS240型电子内镜系统, 十二指肠镜TJF240/
TJF260, 高频电发生器、乳头切开刀、碎石网

篮、取石气囊等相关ERCP附件为Olympus公司

及Boston公司产品. 
1.2 方法 ERCP术中穿孔的诊断方法依据以下方

面: (1)患者临床腹痛腹胀表现; (2)操作中镜下直

视见黏膜穿孔样变及上消化道腔外组织; (3)患
者出现皮下气肿; (4)X线下透视见肾影显示、腹

膜后、膈下游离气体或造影剂外泄改变. 第(1)
项合并(2, 3, 4)项中任1项者即诊断为上消化道

穿孔. 
穿孔处理方法: 11例上消化道穿孔中为7例

为保守治疗; 4例为手术治疗. 平均住院时间为

8-43 d; 7例保守治疗中第1例及第2例予金属大

钛夹(Olympus公司生产)夹毕后, 周边予正常钛

夹再次封闭小切口(正常ERCP操作未能进一步

操作); 2例予金属小钛夹夹毕后, 再放入鼻胆管

引流保守治疗; 另外3例因破口较小, 直接放置

鼻胆管引流后保守治疗. 

2  结果

期间共操作2 399例ERCP术, 术中发现上消化道

穿孔共11例, 患者具体情况统计见表1, 发生率为

0.46%; 其中食管穿孔1例(修补过程见图1), 贲门

口穿孔1例, 十二指肠球部穿孔2例, 十二指肠降

部及乳头周围穿孔5例, 毕Ⅱ式术后输入袢穿孔

2例. 具体治疗方案见表2.
穿孔后处理7例为保守治疗, 其中1例在保守

8 d后出现腹膜后脓肿, 予以转至外科行穿孔修

补术+脓肿置管引流术＋空肠造口术＋腹腔冲

洗术＋腹腔引流术. 3例直接手术穿孔者, 愈合

尚可, 但平均住院日明显加长, 为37.8 d; 另1例
直接老年手术者(基础疾病有心功能不全及高

血压、糖尿病)外科手术修补后死于多脏器功

能衰竭. 

3  讨论

ERCP经过近40余年的发展, 已成为一项较为

成熟的微创介入手术, 在诊治胆胰疾病方面的

具有很高的价值 ;  但其本身为具有一定风险

的侵入性操作, 上消化道穿孔即为其常见并发

症之一. 具有关数据统计, ERCP并发上消化道

穿孔的发生率为0.5%-1.8%, 国外相关报道为

0.3%-0.6%[1]. Ennis等[2]报道 9314例ERCP发生穿

孔发33例, 发生率约0.3%; .对于ERCP术中出现

上消化道穿孔需及时做出诊断及给予合理的治

疗方案, 否则患者术后疾病愈合率会明显下降, 
死亡率会明显增加. 

ERCP穿孔的因素分析: 本文11例ERCP并发

上消化道穿孔中, 穿孔原因分析为: (1)操作者直

接作用, 进十二指肠镜时操作暴力, 违反操作常

规; (2)在摆放乳头位置时, 反复拉镜调整, 肠壁

收到外力牵拉撕裂; (3)患者自身条件较差, 如低

蛋白血症导致肠壁水肿, 或食管、胃腔、十二

指肠球部溃疡、十二指肠球部憩室、乳头旁憩

室的解剖异常, 易导致操作时出现穿孔; (4)插管

图  1  食管壁穿孔手术修补. A: 修补前; B: 钛夹修补术后.

A

B
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■创新盘点
本文较系统地总
结了ERCP合并上
消化道穿孔的原
因, 同时对穿孔后
处治做了较深刻
的分析.

困难, 行针形刀开窗术(needle-knife fenestration, 
NKF)剖开乳头时位置深浅把握不准; (5)乳头狭

窄时予扩张球囊扩张时, 球囊内气压过大, 导致

乳头处黏膜及Oddi括约肌撕裂; (6)取石时, 因石

头过大, 网篮拉出时受阻, 外力使用过大导致胆

总管下端壶腹部撕裂; (7)毕Ⅱ式胃切除术后, 正
常肠腔道位置走向改变, 弯曲度及自由度明显

增加, 操作难度增加. 对于ERCP合并穿孔的原

因, 麻树人教授[3]统计认为: ERCP术中穿孔并发

症的发生均与操作方法有关, 技术不熟练、操

作不规范是并发症发生的主要原因. 故为减少

穿孔并发的可能, 需注意以下几点: 加强技术培

训, 掌握娴熟的操作技巧; 严格掌握ERCP适应

证和禁忌证; 制定严格的ERCP操作规范; 进行

大规模、多中心的前瞻性或回顾性临床研究分

析并发症发生原因是极其必要的. 
E R C P穿孔的术前、术中预测因素分析 : 

ERCP术前预测穿孔的因素有患者高血压、糖

尿病史、Oddi括约肌功能不良、Oddi括约肌功

能障碍(sphincter of oddi dysfunction, SOD)、胆

总管扩张、严重低蛋白血症、消化性溃疡(包块

食管溃疡, 胃溃疡, 十二指肠球部溃疡, 十二指

肠降部溃疡)、胃肠道憩室、肠易激综合征以及

更年期妇女; ERCP术中预测穿孔的因素有手术

时间的延长, 球囊扩张胆道狭窄时的压力, 取石

网篮兜住石头往外拉时的阻力和行内括约肌切

开术的深度以及预切开(pre-cut). 
ERCP穿孔的诊断及穿孔分型: ERCP穿孔

的诊断为: 患者腹痛腹胀体征; 十二指肠镜下见

明显腔外组织; 出现皮下气肿; X线透视下见肾

影、膈下游离气体; 造影剂外泄于非正常腔道

内, 在Vater壶腹及胆管周围扩散, 腹腔内及腹膜

后造影剂外渗[4-7]; ERCP并发十二指肠球部穿孔

诊断分型[8]: Ⅰ型, 十二指肠内、外侧壁穿孔, 常
由于内镜操作不当直接造成, 这一类型的穿孔

通常较大, 引起腹腔内或腹膜后持续大量的外

漏, 临床上常需立即手术; Ⅱ型是壶腹周围的损

伤, 需根据上消化道造影或CT以观察其损伤外

漏程度; Ⅲ型损伤涉及远端胆管的损伤, 多由于

导丝或网篮器械损伤所致, 穿孔往往较小; Ⅳ型

表  1  ERCP并发上消化道穿孔患者情况记录

     性别/年龄 基础疾病 诊断穿孔方式 与穿孔有直接关系相关操作 治疗手段 预后

男/63岁 胆总管结石 镜下直接见食管黏膜穿孔及

腔外组织

未遵循循腔进镜原则, 暴力操纵 保守治疗 治愈

女/77岁 慢性胰腺炎 镜下直接见贲门口黏膜撕裂

穿孔

视野不清, 反复进退镜 保守治疗 治愈

女/90岁 阻塞性黄疸 镜下见球部憩室破裂 进入憩室内继续进镜后穿孔 手术治疗 治愈

女/74岁 胆总管扩张 X透视下见肾影.乳头周围造

影剂外泄

患者操作过程中剧烈呕吐 保守治疗 治愈

男/81岁 胆总管结石 取石后见乳头切开处破口 乳头周边较多大憩室网篮取石时暴力 保守治疗 治愈

女/62岁 胆管癌 扪及皮下气肿 反复插管不成功, 予以针状刀预切开 保守治疗 穿孔治愈

女/65岁 阻塞性黄疸 镜下直视下见黏膜破口 弓形刀乳头切开过大 手术治疗 治愈

女/53岁 胆总管扩张 X透视下见肾影 经胰管预切开 保守治疗 治愈

男/29岁 胰管结石 X透视下见肾影 留置胰管支架过长嵌入肠壁形成溃疡 保守治疗 治愈

男/80岁 胆总管结石 镜下见乳头对侧肠腔黏膜破

口穿孔

乳头柱状球囊扩张牵拉后 手术治疗 治愈

男/81岁 胆总管狭窄 镜下见输入袢腔外组织 毕Ⅱ式术后, 肠腔弯曲度大进镜困难 手术治疗 死亡

表  2  ERCP并发上消化道穿孔具体处置方法

     穿孔部位 穿孔后治疗方案

食管 Olympus公司生产专用金属大钛夹+普通钛夹封闭穿孔处

贲门口 Olympus公司生产专用金属大钛夹+普通钛夹封闭穿孔处

十二指肠球部 一般考虑外科手术修补, 破口很小可尝试钛夹修补

十二指肠乳头旁 鼻胆管引流保守治疗, 见明显破口时予钛夹修补

乳头球囊扩张后 鼻胆管引流保守治疗, 失败后考虑外科手术修补治疗

毕Ⅱ式术后输入袢 考虑外科手术修补治疗
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■同行评价
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可靠, 对临床医师
有一定的参考应
用价值.

损伤仅表现为腹膜后积气, 实质上不是真正穿

孔或微小穿孔, 原则上可行非手术治疗.
ERCP穿孔的治疗分析: 对于ERCP合并上

消化道穿孔的治疗, 上述11例穿孔中, 7例为保守

治疗, 4例为手术治疗. 结合病例治疗及相关文

献经验, 保守治疗措施应针对以下情况: 对于食

管及贲门口的穿孔应予金属大钛夹夹毕后, 周
边缝隙再予正常小钛夹封闭; 对于乳头口因操

作不当(如取石网篮或取石气囊过乳头口时, 因
石头过大或切开过小, 导致取出困难, 而采取外

力进行强制牵拉时; 扩张球囊扩张胆道及乳头

时; 行EST时速度过快)造成的小穿孔, 采取放置

鼻胆管引流, 禁食, 胃肠减压负压吸引等保守治

疗方式; 手术治疗措施情况: 采取钛夹封闭失败, 
仍然见明显穿孔灶; 十二指肠球部穿孔的分型

中Ⅰ型者, Ⅱ、 Ⅲ型保守失败者; 毕Ⅱ式胃术后

输入袢. 
避免ERCP操作时出现穿孔需注意以下几

个方面: (1)术前充分评估行ERCP的必要性, 严
格把握ERCP适应证. 避免不必要的ERCP术是

减少ERCP并发上消化道穿孔发生最有效的方

法之一[9]. Cottont曾提出“最不能从ERCP中获

益者, 最容易发生并发症”. 故术前需充分评估

患者是否为上消化道穿孔的高危人群, 如严重

低蛋白血症者, 糖尿病者, 消化道多发憩室者

等; (2)十二指肠镜进镜时需尽量暴露视野, 依照

“循腔进镜”原则进镜, 尽管十二指肠镜为侧

视镜. 但仍需充分暴露视野, 切勿盲进, 尤其是

镜头前端有明显阻力时, 更应看清视野, 这样可

避免误入憩室内或直接顶入溃疡面可能, 从而

直接因肠壁的过薄被顶穿导致消化道穿孔; (3)
胆总管结石大小是否需要碎石的提前判断, 对
于一些较大的胆总管结石, 需要有提前做好碎

石的准备思想, 否则石头较大时, 网篮套取石头

后强行拉经过乳头时, 会造成局部乳头撕裂而

继发穿孔[10]; (4)EST术引起的ERCP相关消化管

道穿孔是最常见的穿孔原因之一, 故施行EST术
时, 在避免“拉链式”切开的前提下[6], 可考虑

行乳头“小切开, 大柱状气囊扩张”, 这样安全

系数明显提高, 既能有效达到扩张乳头口的直

接目的, 同时能有效防止乳头切开过大过深穿

孔, 或行网篮取出时局部破裂穿孔的可能; (5)行
胆管胰管支架置入后, 如暴露于十二指肠段较

长或置入后支架移位, 远端顶入十二指肠乳头

对侧肠壁时间较长时, 需注意是否形成溃疡面, 
拔支架前需充分评估拔除后是否会因溃疡牵拉

而穿孔, 最好提前钛夹或尼龙绳固定局部根基

黏膜; (6)对于毕Ⅱ式手术的患者行ERCP时, 由
于胃与空肠吻合后肠道走向改变, 屈氏韧带处

相对固定, 侧视镜通过时角度锐, 弯曲度大, 难
以顺利通过, 故需考虑行前视镜如胃镜谨慎小

心操作, 前端加用透明帽[11,12]. 切乳头时宜采取

下方垫以塑料胆管支架, 后予针状刀在支架上

方操作切开; (7)对于胆总管或1, 2级肝内胆管狭

窄时, 拟行扩张前, 最好先予IDUS腔内超声对周

边组织进行超探, 采取扩张探条进行扩张时必

要从小直径开始逐渐递增, 切勿直接使用大直

径扩张探条进行胆管扩张, 否则容易局部胆管

过度撕裂穿孔. 
总之, ERCP目前已发展为诊断治疗胆道、

胰腺疾病的一个重要且不可替代的手段, 其重

要性不言而喻, 但可引起一些如上消化道穿孔

的并发症. 故严格掌握ERCP治疗的指征、提

高操作者自身技术水平, 及穿孔发生后及时的

判断处理均为减少发生穿孔事件的重要环节. 
ERCP并发上消化道穿孔后处治原则是在早期

发现的基础上, 大部分采取保守治疗能取得较

良好的效果; 保守策略包括[13-15]: 胃肠减压、禁

食、抑酸, 抑制胆胰液分泌, 抗生素和静脉营养

支持等对症治疗, 内镜下钛夹夹闭, 鼻胆管置管

引流等, 保守失败及预测保守不能成功时需行

外科手术修补治疗.
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■背景资料
重症急性胰腺炎
(SAP)合并消化道
瘘屡见不鲜, 已经
引起了人们的高
度重视, 其病因复
杂, 且其治疗原则
仍存在争议, 缺乏
公认的临床路径, 
在预防及处理消
化道瘘方面缺乏
共识.
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Abstract
AIM: To investigate the risk factors, diagnosis 
and treatment of alimentary tract fistulas after 
severe acute pancreatitis (SAP) to improve the 
cure rate of SAP and reduce the morbidity and 
mortality of alimentary tract fistula. 

METHODS: A retrospective study was made on 
16 SAP cases complicated with alimentary tract 
fistula, which were treated at our hospital from 
January 2006 to August 2011, to analyze its risk 
factors, location, time, influence on the body, 
and clinical diagnosis and treatment.

RESULTS: Colonic fistulas occurred in 37.5% 
(6/16) of patients, duodenal fistulas in 31.25% 
(5/16), gastric fistulas in 18.75% (3/16), duode-

nal fistula + colonic fistula in 6.25% (1/16), and 
duodenal fistula + intestinal fistula in 6.25% 
(1/16). Alimentary tract fistulas were mostly 
found 3-9 weeks postoperatively. All patients 
had peripancreatic infection and were diagnosed 
accurately by X-ray. Early surgery was per-
formed in 2 cases (<2 wk) and late operation in 
14 patients (>2 wk). Intraoperative placement of 
drainage tubes (2-11) and postoperative drain-
age for >2 wk were performed in all patients. 
Fifteen cases underwent intraoperative prophy-
lactic gastrostomy/jejunostomy and early enter-
al nutrition. Fourteen cases were cured, and the 
cure rate was 87.5% (14/16). One patient devel-
oped duodenal fistula and abandoned therapy 
because of abdominal cavity hemorrhage, and 
one patient who developed colonic fistula died 
of serious systematic infection and multiple or-
gan failure.

CONCLUSION: Alimentary tract fistula after 
SAP is related to pancreatic juice corrosion, in-
fection, operation timing and mode, and quan-
tity, position, and placement time of drainage 
tubes. X-ray is a reliable and safe method for 
diagnosis of alimentary tract fistulas.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Alimentary 
tract fistula; Intestinal fistula; Colonic fistula; Mini-
mally invasive surgery

Chen XT, He TY, Zou DP, Sulidankazha·C, Lin H, Han W, 
Chen QL. Alimentary tract fistula associated with severe 
acute pancreatitis: an analysis of 16 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 248-252

摘要

目的: 探讨重症急性胰腺炎(s e v e r e a c u t e 
pancreatitis, SAP)合并消化道瘘的危险因素、

临床诊治经验, 其目的提高SAP治愈率, 降低
消化道瘘的发生率及病死率.

方法: 对2006-01/2011-08我科收治的16例
SAP合并消化道瘘的临床资料进行回顾性研
究, 分析其发生的高危因素、发生部位、时
间及对机体的影响, 并对其临床诊断和治疗
进行总结.

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中
国医科大学附属
盛京医院
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■相关报道
Kriwanek等总结
4 篇 文 献 发 现 肠
瘘与积极的治疗
手术时机是其重
要 的 影 响 因 素 . 
Doberneck提出上
消化道瘘的愈合
是时间问题.

结果: 本组16例中结肠瘘6例, 占37.5%(6/16), 
十二指肠瘘5例 ,  占31 .25%(5 /16 ) ,  胃瘘3
例, 占18.75(3/16), 十二指肠瘘+结肠瘘1例, 
占6 .25(1/16), 十二指肠瘘+小肠瘘1例 ,  占
6.25(1/16); 消化道瘘发生的时间多在SAP术
后3-9 wk内, 16例均有胰外侵犯(胰腺假性囊
肿1例, 假性囊肿合并感染出血4例, 胰周脓肿
5例, 合并胰腺坏死2例, 细菌合并真菌感染3
例), 16例均经引流管造影确诊; 早期手术2例
(<2 wk), 晚期手术14例(>2 wk); 术中均放置
引流管(2-11不等)且术后行冲洗引流, 放置时
间均>2 wk; 15例术中预防性行胃空肠造瘘并
早期恢复肠内营养. 本组治愈14例, 治愈率为
87.5%(14/16), 因十二指肠瘘合并腹腔大出血
自行放弃治疗1例, 因结肠瘘合并全身感染并
多发脏器功能衰竭而死亡1例.

结论: SAP合并消化道瘘与胰液腐蚀、感染、

手术时机及方式、引流管数量、位置、放置
时间、早期恢复肠内营养等相关; 经引流管
及窦道造影检查是诊断消化道瘘的一种简便
可靠的方法; 防治的重点在于有效选择手术
方式如微创并建立充分有效的引流, 同时早期
建立肠内营养支持治疗并积极控制感染.

关键词: 重症急性胰腺炎; 消化道瘘; 肠瘘; 结肠瘘; 

微创手术

陈修涛, 何铁英, 邹德平, 苏力担卡扎仇曼, 林海, 韩玮, 陈启龙. 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
合并消化道瘘屡见不鲜, 已经引起了人们的高

度重视, 其病因复杂, 且其治疗原则仍存在争议, 
缺乏公认的临床路径, 在预防及处理消化道瘘

方面缺乏共识. 因此, 本文通过对我院16例SAP
合并消化道瘘的临床资料进行回顾性研究, 以
期提高对SAP合并消化道瘘的认识, 降低其病死

率及消化道瘘的发生率. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-01/2011-08我科收治的SAP患
者108例, 诊断符合2007年中华医学会制定的

《重症急性胰腺炎诊治指南》的诊断标准, 且
APACHEⅡ评分均>8分. 本组手术60例, 术后

发现合并消化道瘘16例, 均经线消化道及窦道

造影证实, 其中男12例, 女4例, 年龄24-79岁, 平

均47岁, 汉族11例, 维吾尔族4例, 回族1例. 合并

MODS 5例, 病因(高脂血症2例、外伤1例、自身

免疫性1例, 其余为胆源性), 结肠瘘6例(横结肠

瘘3例, 结肠脾区瘘2例, 降结肠瘘1例), 十二指肠

瘘5例, 胃瘘3例, 十二指肠瘘+结肠瘘1例, 十二

指肠瘘+小肠瘘1例, 2例合并胰瘘. 16例均有胰

外炎症侵犯(胰腺假性囊肿1例, 假性囊肿合并感

染出血4例, 胰周脓肿5例, 胰腺坏死2例, 细菌合

并真菌感染3例). 早期手术2例(<2 wk), 晚期手

术14例(>2 wk); 术中均放置引流管(2-11根不等)
且术后行冲洗引流, 放置时间均>2 wk, 术中行

预防性胃空肠造瘘15例. 
1.2 方法 16例患者均给予常规对症支持治疗, 早
期处理急性炎症反应期保护重要脏器功能, 后
期预防SAP并发症(感染、出血、消化道瘘), 尽
快恢复肠内营养(术后2-3 d), 并适当减少静脉液

体入量; 首选微创引流(B、CT定位下行胰腺假

性囊肿及胰周脓肿坏死组织引流术)缓解症状; 
严格把握适应证后开腹(胰床减压引流、经后上

腰清创引流术)并置管冲洗引流; 有效利用微创+
开腹综合治疗. 1例(发病5 d)因胰腺坏死组织感

染合并出血紧急行开腹清创引流术, 术中发现

胃后壁受损给予行修补术, 并预防性行胃空肠

造瘘术、胰周及左侧结肠旁沟放置冲洗管(4根); 
1例(发病23 d)因胰腺假性囊肿破裂合并感染出

血紧急行开腹手术并置管引流(9根)并行预防性

胃肠造瘘. 术后待腹部症状明显好转后给予行

肠内营养, 早期恢复肠道功能, 重点在于局部有

效置管冲洗引流. 

2  结果

本组消化道瘘发生率14.8%(结肠瘘5.6%, 十二

指肠瘘5.5%, 胃瘘2.8%, 合并瘘各占0.9%), 术后

消化道瘘发生率26.7%(结肠瘘10%, 十二指肠

瘘8.3%, 胃瘘5%, 合并瘘各占1.6%), 治愈14例, 
治愈率为87.5%(14/16), 结肠瘘、十二指肠瘘治

愈率分别为83.3%、80%, 3例胃瘘均治愈. 因结

肠瘘合并全身感染并多发脏器功能衰竭而死亡

1例. 4例十二指肠瘘均行局部冲洗并随临床症

状的改善逐渐退管而治愈, 1例十二指肠瘘因合

并腹腔大出血自行放弃治疗; 2例结肠瘘长期不

愈(>1年). 其中1例行手术治疗术中发现胰体尾

粘连严重、引流管末端位于结肠内行肠切除

肠吻合, 并再次置管引流治愈, 1例因反复引流

少量肠液且无明显临床症状后行瘘口补片封

堵治愈. 
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■同行评价
文献回顾性研究
SAP伴发消化道
瘘的病例, 总结其
可能的临床特征
及诊治经验, 以期
对未来诊治带来
益处 .  病例尚少 , 
但仍可说明一定
问题. 对临床有潜
在指导意义.

3  讨论

早期在原有的急性胰腺炎症状或胰周脓肿、感

染的基础上, 感染进一步加重, 出现寒战、持续

高热[1]; 电解质紊乱、能量失衡; 腹部出现持久

不愈的脓肿, 术后腹腔引流管有粪样物质或肠

液、胆汁、食物等引出. 本组皆术后发现10例
高热、6例反复低热, 3例胃瘘引流管有食物残

渣, 5例十二指肠瘘引流胆汁及胃液, 6例结肠瘘

患者引流管均见粪便. 本组16例消化道瘘均是

低流量瘘(<500 mL/d)引流液呈乳白色, 且引流

液均见造影剂, 引流液细菌培养阳性. 
SAP并发消化道瘘有其自身的因素、炎症

发生发展的结果, 手术时机、手术方式、引流

管数量及位置, 以及术后的非直视下的换药、

冲洗, 更是胃肠瘘相关因素中不可忽视的问题. 
Kriwanek等[2]总结4篇文献发现肠瘘与积极的治

疗有关. 在不强求完全清创的原则下本组16例
无术中损伤. 

腹腔粘连可分为炎性粘连、膜性粘连和瘢

痕性粘连. 肠管呈炎性粘连时, 无论是锐性分离

还是钝性分离极易损伤肠管, 而膜性粘连则较

易分离. 炎性粘连至膜性粘连的演化平均需3 mo
左右的时间, 所以有了确定性手术需等待3 mo
的原则. 目前公认早期手术(<2 wk)较之后期手

术的肠瘘发生机会增加[3](P <0.05). Kriwanek等[2]

研究发现: 手术时机是其重要的影响因素, 认为

延迟手术可减少并发症发生率, 但对影响愈后

生存的多因素分析结果发现其相对危险度1.01, 
95%CI 0.89-1.32, P  = 0.89. 说明手术时机的选择

需根据临床具体病例具体分析, 本组1例因感染

合并出血发病5 d即行手术, 术后合并结肠瘘; 1
例在等待合适手术时机过程中因囊肿破裂合并

感染出血(发病31 d)行紧急手术处理, 后因结肠

瘘并多器官功能衰竭死亡. 余病例均>2 wk手术, 
微创1例、微创+开腹1例、余开腹, 说明胰外炎

症侵犯程度是消化道瘘的高危因素. 
SAP的手术原则[4]主要以清除坏死组织、

胰床松动、腹腔冲洗及腹腔引流为主, 引流分

开放引流和闭合引流2种术式, 必要时反复多次

开腹清除腹腔坏死组织, 并保持引流通畅, 辅
予胃空肠造瘘、胆囊造瘘. 在损伤控制原则的

理论下首选微创, 本组13例行预防性胃空肠造

瘘术, 1例行横结肠造瘘, 起到了胃肠道减压及

早期恢复肠内营养的作用. 早在1989年Dober-
neck[5]提出多次手术可增加胰腺炎相关肠瘘的

发生率, 1991年Egidio[6]研究对于结肠并发症的

高发生率提出了医源性的病因学, 同样也是小

肠瘘的高发因素, 1995年Gregory等[7]提出瘘或

许是医源性造成的. 本组胃瘘1例与胃造瘘管拔

除过早有关, 1例结肠瘘系引流管损伤, 放置引

流管2-11根不等, 在保证引流充分的情况下引

流管及冲洗管数量以少为优, 且放置不应压迫

肠管, 保证低位短距离引流, 以利于充分引流及

术后必要时的换管, 且负压吸引尽量小以免肠

管及网膜系膜贴近引流管导致引流不畅. 近年

我科在术式的选择以微创为主可明显降低开腹

机会同样为后续的开腹赢得时间. 有学者[3]分

析82例胰腺炎病例中采用以下3种方式: 胰床引

流术8例(仅适用于网膜囊积液和脓肿); 开放蝶

式引流术20例; 经后上腰引流术48例. 发现蝶

式引流术较经后上腰引流术的肠瘘发生机会增

高(P <0.05). 有学者[4]持反对意见: 开放式引流

与闭合式引流肠瘘的发生率差异无显著性意义

(P >0.05), 随着手术次数的增加发生肠瘘的机会

也增加. 正确的外科技术可降低肠瘘的发生率

如避免损伤肠管、塑料薄膜纱布保护肠管、仔

细的引流定位[2]. 术后换药需及时, 换管尤为重

要, 1例胃瘘患者因引流不畅导致间断低热, 常
规抗生素治疗效果欠佳, 给予更换冲洗管(其中1
天达3次)发现反复脓栓及血凝块堵塞冲洗管侧

孔导致引流不畅, 并行导管尖端培养+药敏, 3次
均培养Í¬绿假单胞菌, 给予敏感抗生素及有效的

局部引流效果明显. 降钙素原(procalcitonin PCT)
测定可预测SAP合并感染和系统并发症, 同样可

预测其愈合情况[8]. 
胰外炎性侵犯包括: 感染性液体积聚、胰

腺假性囊肿、胰周脓肿及坏死组织积聚. 伴有

胰外炎性侵犯较无胰外侵犯的SAP发生肠瘘的

机会增高(P <0.05)[3], 本组16例均有胰外炎症侵

犯, 胰腺假性囊肿1例, 假性囊肿合并感染出血4
例, 胰周脓肿5例, 胰腺坏死2例, 细菌合并真菌

感染3例. 
胰腺感染包括胰腺及胰周坏死组织感染、

急性感染性液体积聚和脓肿. SAP并发感染较

无感染的肠瘘发生的机会增高[3](P <0.05). 严重

的感染可加重肠损害, 造成肠瘘[1], 本组16例消

化道瘘均合并感染, 2例合并胰腺坏死. Van Min-
nena等[9]对16例SAP合并结肠并发症的患者进行

回顾性分析发现胰酶扩散和坏死是结肠病理变

化的主要原因. 胰腺坏死与结肠病变相关, 结肠

并发症在急性胰腺炎患者中约占1%[10], 而在坏

死性胰腺炎中达6%-40%[1]. 
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早期认识: 胰腺炎、腹部包块、直肠出血

三联征应考虑结肠瘘[11], 后来Suzuki等[12]总结迁

延过长的胰腺炎病程、腹部肿块、血便称为胰

结肠瘘三联症. 直肠出血和经皮外漏是急性胰

腺炎结肠并发症明显的标志, 但通常是后期临

床表现, 而早期的基于胰腺炎的结肠病理诊断

是很好的临床怀疑指标, 此诊断基于增强CT联
合临床症状体征[13,14]. 发现出血、肠外漏后诊断

非常容易, 但往往是后期的临床表现, 早期腹部

平片可发现结肠截断征和结肠梗阻或假性梗阻, 
而CT的诊断价值更高, 但CT、超声对结肠并发

症的诊断仍缺乏特异性[15], Van Minnena等[9]总结

3篇文献发现侵袭性操作如结肠镜检查、腹腔

动脉造影检查对诊断有价值, 但考虑到相关风

险侵袭性操作就不合适了. Tüney等[15]使用CT联
合直肠水溶性造影剂对比发现胰腺相关性结肠

瘘1例, 认为此种方法可增加CT对胰腺相关性结

肠瘘的敏感性. Falconi等[16]总结对肠瘘的诊断: 
检测瘘出液的量、性质、水电解质平衡、生化

分析、感染及营养状况, 亚甲蓝实验, 水溶性对

比增强X线, 水溶性造影剂瘘管造影, CT, MRI. 
本组16例(3例胃瘘引流管有食物残渣, 5例十二

指肠瘘引流胆汁及胃液, 6例结肠瘘患者引流管

均见粪便)均经亚甲蓝实验证实, B超、CT并为

提示明显消化道瘘征象, 考虑可能与低流量瘘

有关, 且16例均置管冲洗局部无明显液体滞留

即影像学无明显提示. 说明经消化道及引流管

亚甲蓝实验在诊断瘘方面显得尤为重要. 
结肠瘘大多需手术治疗, 而小肠瘘多经保

守治疗如通畅引流、营养支持治愈. 在瘘不能

自愈时应考虑手术治疗[1], 手术时机的选择决定

于: 胰腺炎的病变是否已完全消退; 胰周脓肿、

感染以及其他并发症是否已被控制; 患者全身

情况是否已得到改善; 胃肠道功能是否已恢复. 
手术多在瘘发生后3 mo或更长时间进行, 确定

性肠瘘手术的方式主要包括肠瘘肠段切除吻合

术、肠瘘肠段旷置术、瘘口缝合及带血管肠浆

肌层覆盖修补术, 这主要由病变部位及术中情

况决定. 早在1995年Tsiotos等[7]发现胃肠道瘘和

胰瘘是坏死性重症胰腺炎的常见并发症, 且可

控的胃瘘、胰瘘、小肠瘘在很大程度上可自愈, 
而十二指肠瘘、结肠瘘可能需要外科干预进行

控制或修复. 1989年Doberneck[5]提出上消化道

瘘的愈合是时间问题. 本组胃瘘3例经鼻肠管饮

食及局部有效引流自行愈合, 与文献报告一致

无需手术干预. 

术中如发现结肠壁损伤或血运障碍时应直

接切除肠吻合, 近端造瘘, 并在吻合口旁放置引

流管. 术后发现肠瘘是不需急于修补或切除吻

合, 而是保持瘘口周围的引流通畅[3]. 术后结肠

瘘的再次手术中发现广泛的结肠坏死需行切除

术[11], 当术中发现失活的肠断行切除术可避免行

结肠造瘘或回肠造瘘和黏膜瘘及Hartmann转流, 
Tsiotos等[7]对3例没有临床症状、可控、低流量

的结肠瘘采用非手术治疗, 其中1例死于败血症

合并多器官功能衰竭; 另外5例采用手术处理, 2
例行几乎全结肠切除+近端转流, 3例仅行近端转

流, 其中2例死于多器官功能衰竭. Van Minnena
等[9]认为通过术中探查发现结肠局部缺血或是

早期穿孔征象是不可靠的, 要预防结肠并发症

需降低结肠切除标准的门槛. Mohamed等[17]总

结43篇文献后提出对于病情稳定的结肠瘘经保

守治疗瘘仍有可能自愈, 但对于已并发严重感

染、脓毒血症及胃肠道出血患者手术治疗是其

主要手段. Mohamed等[17]也认为耐心的保守治

疗可促进结肠瘘的自发愈合. 本组6例结肠瘘中

1例因合并MODS死亡, 1例行肠切除肠吻合并置

管引流治愈, 1例行瘘口补片封堵治愈, 余在加

强营养支持及局部间断冲洗引流下自行愈合. 
本组4例十二指肠瘘在经非手术治愈. 在保

证有效引流的情况下, 根据临床症状给予逐步

退管并营养支持、控制感染, 则无需早期手术. 
我们的方法是建立有效的引流, 经口禁食水并

胃肠减压, 早保证有效引流的情况下控制感染, 
同时积极补液并维持内环境稳定、保护重要脏

器功能, 早期为保证能量供应给予全胃肠外营

养(total parenteral nutrition , TPN), 并逐渐过渡

到场内营养, 此间不必等待完全胃肠功能恢复, 
只要无明显临床症状即可开始场内营养(enteral 
nut r i t ion , EN), 可置入鼻肠管越过瘘口恢复

EN[18](24 h内), 以有效抑制胃肠液的分泌, 促进

瘘口的自然愈合. 本组15例术中预防性给予行

空肠造瘘, 可更早恢复肠内营养, 对于十二指肠

瘘的处理显得尤为重要, 也是我们采用非手术

治疗有效的关键. 而预防性使用抗生素不会降

低感染率及死亡率[19]. 
总之, SAP合并消化道瘘应引起临床工作

者的高度重视, 从病因着手预防消化道瘘的发

生, 并有效选择合适的处理措施以降低SAP合
并消化道瘘的发生率及死亡率, 但Tsiotos等[7]认

为SAP合并肠瘘的死亡率24%(6/25)与非肠瘘者

28%(10/36)无明显差异.
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■背景资料
APPL1作为一种
细胞内转接蛋白, 
广泛存在于人体
的各个组织, 他不
仅是与糖脂代谢
相关通路上的关
键分子, 而且可能
参与细胞增殖与
凋亡相关的多个
通路. 已有报道其
可能参与了多种
肿 瘤 的 发 生 ,  但
APPL1蛋白及其
mRNA在结肠癌
中的表达情况却
鲜有报道. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
expression of adaptor protein containing PH 
domain, PTB domain and leucine zipper motif 
1(APPL1) and clinicopathological parameters of 
colorectal cancer. 

METHODS: Expression of APPL1 protein and 
mRNA in 35 surgical specimens of colorectal 
carcinoma (CRC) and 27 normal colorectal tissue 
specimens was detected by immunohistochem-
istry and reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR), respectively.

RESULTS: The expression of APPL1 in CRC was 
significantly higher than that in normal mucosa. 

APPL1 expression was correlated with histologi-
cal differentiation, lymph node metastasis and 
TNM stage (all P < 0.05), but not with sex, age, or 
tumor size (all P > 0.05) in patients with CRC.

CONCLUSION: The expression of APPL1 pro-
tein is increased in CRC. APPL1 protein expres-
sion is closely related with tumor differentia-
tion, lymph node metastasis and TNM stage in 
patients with colorectal cancer. APPL1 may be a 
novel therapeutic target for CRC.

Key Words: APPL1; Colorectal cancer; Immunohis-
tochemistry; RT-PCR

Zhang Y, Song M, Chen XF, Meng Y. Expression of 
adaptor protein containing PH domain, PTB domain and 
leucine zipper motif 1 in colorectal carcinogenesis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(3): 253-258

摘要

目的: 研究APPL1蛋白在人结直肠癌组织中的
表达情况与临床病理参数的关系.

方法: 收集35例新鲜结直肠癌及27例正常直
肠黏膜组织, 采用免疫组织化学SP法和RT-
PCR法检测APPL1在结直肠癌组织及正常直
肠黏膜组织中的表达. 采用半定量积分分级对
该蛋白的表达强弱进行评分.

结果: 免疫组织化学和RT-P C R结果显示 , 
APPL1蛋白在结直肠癌组织以及正常直肠黏
膜组织中普遍表达, 但该蛋白和相应的mRNA
在癌组织中的表达高于对照组(P <0.05). 在35
例结直肠癌组织中, APPL1表达与分化程度、

淋巴结转移、TNM分期相关(P <0.05), 与性
别、年龄、肿瘤大小、组织学类型无明显相
关(P >0.05).

结论: APPL1蛋白在结直肠癌组织中的表达上
调, 且该蛋白表达与患者肿瘤的分化程度、淋
巴结转移情况以及TNM分期有关. APPL1有
可能成为结直肠癌治疗的一个新靶点.

关键词: APPL1; 结直肠癌; 免疫组织化学; 逆转录

■同行评价
高国全, 教授, 中
山大学中山医学
院生化系
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■研发前沿
目 前 ,  脂 联 素 与
结直肠癌的关系
已成为国内外研
究 的 热 点 ,  和 该
分子相关的信号
转导通路研究成
为肿瘤学研究的
热点. APPL1作为
与脂联素受体结
合的第1个信号转
导 蛋 白 ,  越 加 受
到研究者关注.

聚合酶链式反应

张嫣, 宋敏, 陈新峰, 孟宇. APPL1表达与结直肠癌发生发展的关

系及意义.  世界华人消化杂志  2012; 20(3): 253-258

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/253.asp

0  引言

结直肠癌发生发展是一个多基因改变和多阶

段致癌的复杂过程 ,  信号转导异常在此过程

中占主要地位 ,  针对胞内信号转导蛋白进行

靶向治疗已经成为抗癌治疗的一个重要方法. 
APPL1(Adaptor protein containing PH domain, 
PTB domain and leucine zipper motif)又称APPL, 
DIP13a, 是1999年Mitsuuchi等[1]应用酵母双杂交

技术发现与AKT2相互作用的一种细胞内转接

蛋白, 他利用不同的结构域与其他多种蛋白分子

结合, 如DCC、AR、FSHR、AKT2、Rab5a、脂

联素受体(AdipoR1 and AdipoR2)等, 将细胞外信号

转导到细胞内, 具有重要的细胞内功能[2-6]. 研究发

现, APPL1在结肠癌[2]、前列腺癌[3]、卵巢癌[5]等

细胞株中的表达与肿瘤细胞的生长、凋亡密切

相关, 但在不同的细胞株中APPL1发挥的作用不

十分一致, 是促癌因子还是抑癌因子存在争议. 
目前尚无实验证实APPL1在人结直肠癌组织中

的表达情况以及APPL1与结直肠癌发生发展的

相关性. 本研究通过分析APPL1蛋白在结直肠

癌中表达情况与结直肠癌临床病理参数的关系, 
初步探讨其在结直肠癌发生发展中的作用以及

可能作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第一附属医院2011-03/12
期间手术切除、经病理证实为结直肠癌的标本

35例, 其中结肠癌18例, 直肠癌17例; 男25例, 女
10例, 平均年龄57.8岁±11.9岁(39岁-82岁); 组
织学类型: 管状腺癌27例、乳头状腺癌3例、黏

液腺癌3例、印戒细胞癌2例; 分化程度: 高分化

4例、中分化23例、低分化8例; TNM分期: Ⅰ期

8例、Ⅱ期22例、Ⅲ期5例、Ⅳ期0例; 淋巴结转

移7例, 无淋巴结转移28例; 术前未经过放、化

疗; 选取27例痔疮患者的正常大肠黏膜组织标

本作为正常对照, 平均年龄42.0岁±8.7岁(26-57
岁). 所有标本一分为二, 一组经4%甲醛液固

定、石蜡包埋, 5 µm连续切片用于免疫组织化

学, 另一组于术后30 min内取出立即投入液氮中

用于RT-PCR. 兔抗人APPL1多克隆抗体购自BBI
公司; SP免疫组织化学试剂盒购于Invitrogen公

司; DAB显色试剂盒购自北京中衫公司; RNA柱

式抽提试剂盒购自BBI公司; 逆转录试剂盒来自

Fermentas公司. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计及序列: APPL1(350 bp): 上游

5'-CATCCAGAAAGAAACAACACCA-3'; 下游

5'-CATTAAGGTATCCAGCCTTTCG-3'; β-actin 
(205 bp): 上游5'-TGACGTGGACATCCG-
CAAAG-3'; 下游5'-CTGGAAGGTGGACAGC-
GAGG-3'. 引物由上海生工生物工程有限公司设

计合成. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 常规脱蜡和水化后

PBS洗片; 滴加3%H2O2在每张切片上, 室温静置

10 min后PBS洗涤; 抗原修复10 min; PBS洗片后

滴加APPL1抗体40 µL(1∶100), 4 ℃过夜; 第2天
PBS洗片后滴加二抗(1∶1 500)40 µL, 37 ℃1 h, 
PBS洗片, DAB显色, 自来水冲洗10 min, 苏木素

复染10 s; 常规洗片、脱水、透明、封片, 进行

镜检. 每次染色同时设置阴性对照片子(以PBS
代替一抗). 
1.2.3 结果判断: APPL1阳性表达为细胞浆染色, 
即胞浆内出现棕黄色颗粒. 结果判读采用半定

量积分分级, 积分 = 染色细胞比例×染色强度. 
染色细胞比例: <5%阴性, 0分; 6-20%弱阳性, 1
分; 21-50%阳性, 2分; >50%强阳性, 3分; 染色强

度: 无色, 阴性0分; 淡黄色, 弱阳性1分; 棕黄色, 
阳性2分; 棕褐色, 强阳性3分; 2种计分相乘, 0分
阴性, 1-3分弱阳性, 4-6阳性, 7-9强阳性. 
1.2.4 总RNA提取: 采用RNA动物组织柱式一

步提取法, 提取大肠癌组织及正常组织细胞内

的总RNA; 取3 µL RNA在Nanovue检测仪上测

量R N A样本在波长260/280处的吸光度值(以
1.8-2.0之间最佳)及RNA的浓度. 
1.2.5 逆转录反应: 应用Fermentas逆转录试剂

盒, 20 µL体系: 总RNA 1 µg, Oligo-dT 1 µL, 5×
Reaction Buffer 4 µL, RiboLockTM-RNase Inhibi-
tor 1 µL, 10 mM dNTP Mix 2 µL, RevertAidTM 
M-MuLV Reverse Transcriptase 1 µL, 加Nuclease-
free Water至20 µL. 反应条件: 65 ℃ 5 min, 42 ℃ 
60 min, 70 ℃ 5 min. 逆转录cDNA于-20 ℃保存

备用. 
1.2.6 聚合酶链式反应: 取逆转录产物cDNA行

PCR反应, 应用Fermentas RT-PCR试剂盒, 50 µL
体系: DreamTaqTM Green PCR Master Mix(2×) 
25 µL, Forward primer 1 µL, Reverse primer 1 µL, 
cDNA 2 µL, 加Nuclease-free Water至50 µL. 反
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■相关报道
S c h e n c k 等 发 现
APPL1可以和Akt
结合增加其对底
物的敏感性, 促进
细 胞 存 活 ,  下 调
APPL1, 细胞凋亡
数量增加; Lee等
发现APPL1参与
脂联素受体介导
的通过Src/Ras激
活ERK1/2促进细
胞增殖的过程; 下
调APPL1, 脂联素
受体诱导ERK1/2
活化程度降低.

应参数: 引物94 ℃预变性3 min, 94 ℃变性30 s; 
62 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s(β-actin 94 ℃ 30 s, 
76 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s), 进行35个循环, 于72 ℃延

伸5 min. 
1.2.7 PCR产物鉴定: 取APPL1和β-actin的PCR
扩增产物各5 µL行1.5%琼脂糖凝胶电泳, 100 V 
30-40 min, 在紫外光下自显影, 用Gel ProAna-
lyzer软件进行密度半定量分析. 目的基因条带

积分吸光度值与内参的比值即为APPL1mRNA
的相对表达量. 

统计学处理 所有数据均采用SPSS17.0统计

软件包完成, 2组及3组等级定性资料的分析, 用
秩和检验; 计量资料的检测结果以mean±SD表

示, 两组间m RNA的比较采用独立样本t检验, 若
不符合方差齐性或正态性, 则按照非参数检验

(Kruskal-Wallis test). P <0.05认为差异有统计学

意义, P <0.01认为有极显著性差异. 

2  结果

2.1 免疫组织化学结果 APPL1蛋白在所有结直

肠癌腺体细胞以及正常直肠腺体细胞中均有表

达, 主要定位于细胞质, 呈淡黄色、棕黄色、棕

褐色颗粒状(表1, 2, 图1). 35例结直肠癌组织中

APPL1蛋白阳性表达率(包括阳性和强阳性)是
88.7%(30/35), 20例正常直肠黏膜组织中APPL1
蛋白阳性表达率是51.8%(14/27), 两者差异有统

表  1  免疫组织化学法检测APPL1在不同组织中的表达

     
分组  n

                        阳性(%)
      P

   +     ++    +++

结直肠癌组织 35   5(14.3)b 21(60.0)b 9(28.7)b 0.002

正常组织 27 13(48.1) 11(40.7) 3(11.1)

bP<0.01, Z  = -3.065 vs  正常组织.

A B C

D E F

G H

图  1  免疫组织化学法检测APPL1在不同组织中的表达. A-C: 结直肠癌组织中可见棕色染色, 为阳性染色(×400), A-弱阳性, 

B-阳性, C-强阳性; D-F: 正常组织中可见棕色染色, 为阳性染色(×400), D-弱阳性, E-阳性, F-强阳性; G: 结直肠癌组织

阴性对照(×200); H: 正常组织阴性对照, 未见棕色染色(×200).
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■创新盘点
本实验首次证实
了APPL1蛋白和
mRNA在结直肠
癌组织以及正常
肠黏膜组织中的
表达情况, 为进一
步深入研究结直
肠癌的发病机制
提供实验依据, 为
结直肠癌的分子
靶向治疗提高可
能的作用靶点.

计学意义(P <0.01). 
2.2 APPL1表达与结直肠癌临床病理参数的关系 
APPL1蛋白与结直肠癌的分化程度(Z  = 12.991, 
P  = 0.002)、淋巴结转移情况(Z  = -2.264, P  = 
0.024)及临床TNM分期(Z  = -2.264, P  = 0.024)相
关, 与性别、年龄、肿瘤大小、组织学类型无

关(P >0.05, 表3). 
2.3 RT-PCR结果 APPL1 m RNA在35例结直肠癌

组织以及27例正常直肠黏膜组织中阳性表达率

均为100%, 且在癌组织中的表达水平高于正常

直肠黏膜组织, 差异具有统计学意义(t  = -2.157, 
P  = 0.035, 表2, 图2). 

3  讨论

在结直肠癌治疗中针对细胞信号的靶向治疗是

一个重要方面. 胞内信号蛋白将信号传递到细

胞核内的级联通讯网络蛋白产生生物效应, 包
括细胞增殖、凋亡以及血管生成, 当这些蛋白

发生突变时信号通路失调, 导致细胞发生变化. 
因此, 抑制胞内信号蛋白的靶向治疗可以作用

于多重靶点, 提高结直肠癌的疗效. 2006年Mao
等[6]发现APPL1是脂联素通路上与脂联素受体

特异性结合的第1个信号转导分子, 他不仅是与

糖脂代谢相关通路上的关键分子, 包括胰岛素

通路、脂联素通路、胰岛素与脂联素交互通路, 
而且可能参与细胞增殖与凋亡相关的多个通路, 
包括AMPK、PI3K-AKT以及EGFR通路等. 因
此本实验通过对结直肠癌组织中APPL1蛋白及

mRNA的表达进行检测, 初步探讨其与临床病理

参数的关系, 为进一步深入研究结直肠癌的发病

机制提供实验依据, 为结直肠癌的诊断、治疗以

及分子靶向药物的应用提供新的思路. 
RT-PCR结果示, 在结直肠癌组织和正常直

肠黏膜组织中APPL1 mRNA表达水平差异具有

统计学意义, 这表明APPL1在结直肠癌中的表达

差异在转录水平上. 免疫组织化学结果示, 在人

所有结直肠癌细胞以及正常黏膜细胞中APPL1

蛋白均有表达, 并且在癌组织中表达高于正常

直肠黏膜组织. 进一步比较APPL1蛋白表达水平

与结直肠癌临床病理参数的关系发现, APPL1表
达高低与肿瘤分化程度、淋巴结转移、TNM分

期相关. 上述结果提示APPL1可能与结直肠癌恶

性程度、转移以及预后密切相关. 
目前关于APPL1基因的研究还相对较少, 而

其与结直肠癌的相关研究尚无报道. 既往研究

发现, 磷脂酰肌醇激酶3-激酶(PI3K)激活蛋白激

酶B(Akt)(PI3K/Akt)途径信号传导通路在结直

肠癌发生发展中发挥重要作用, 他可以诱导肿

瘤细胞增殖[7]、调节细胞生长周期[8]、促进血

管形成[9]以及促进结直肠癌的侵袭和转移[10]. 徐
怡顺等[11]证实, 在结直肠癌组织中, PI3K、Akt
表达阳性率明显高于癌旁组织; Schenck等[12]证

实: APPL1可以和Akt结合增加其对底物的敏感

性, 促进细胞存活, 下调APPL1, 细胞凋亡数量

增加; 因此, 结合本实验结果我们推测结直肠癌

中过表达的APPL1可能与过表达的Akt蛋白相互

作用, 通过PI3K/Akt途径促进肿瘤细胞增殖. 近
年来脂联素(Adiponectin, 脂肪细胞分泌的一种

生物活性因子)与结直肠癌的关系已成为国内外

研究的热点. 研究发现, 脂联素在结直肠癌患者

循环血液中表达明显低于正常人[13], 并且与结

直肠癌的发生发展密切相关, 因此可能成为治

疗结直肠癌新的靶点[14]. 脂联素通过调控脂联

素受体表达抑制细胞增殖[15]或者通过某些信号

分子抑制肿瘤血管生成[16]. APPL1是与脂联素

受体结合的信号转导蛋白, 他参与脂联素对腺

苷酸激活蛋白激酶(AMPK)和丝裂原活化蛋白

激酶(MAPK)信号通路的调节[6,17]. MAPK/ERK
信号转导通路是细胞内重要的促增殖和抗凋亡

通路, 在细胞的增殖、分化和凋亡中起着重要

表  2  RT-PCR法检测结直肠癌组织及正常组织中APPL1 
mRNA的表达

     分组      平均T/P  n       t值        P 值

结直肠癌组织 0.928±0.252a 35

正常组织 0.795±0.227 27 -2.157 0.035

T/P(灰度值): 目的条带/β-actin; 结直肠癌组织灰度值/正常组织

灰度值, aP = 0.035<0.05 vs  正常组.

10   9   8   7    6   5   4   3    2   1

400 bp
200 bp

A

1.5

1.0

0.5

正常   癌

比
值

种类

B

图  2  RT-PCR及灰度值分析结直肠癌组织及正常组织中
APPL1 mRNA的表达. A: RT-PCR检测. 1, 3, 5, 7, 9: 癌组织; 

2, 4, 6, 8, 10: 正常组织; B: 灰度值分析.
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作用[18]. Lee等[19]发现APPL1参与脂联素受体通

过Src/Ras激活ERK1/2促进细胞增殖过程; 下调

APPL1, 脂联素受体诱导ERK1/2活化程度降低; 
Williams等[20]证实脂联素受体在结直肠癌组织

中表达明显高于正常直肠黏膜组织, 脂联素可

能通过调节脂联素受体数量发挥抑癌作用; 徐
怡顺等[11]证实: ERK1/2在结直肠癌组织中表达

明显高于癌旁组织; Baba等[21]证实: ERK1/2在激

活状态下AMPK抑制肿瘤生成作用消失; 因此, 
结合以上研究提示, 在结直肠癌组织中过表达

APPL1可能通过与过表达的脂联素受体通过某

种机制相互作用, 激活ERK1/2抑制AMPK磷酸

化从而促进肿瘤细胞增殖. 最近, Guo等[22]发现

表皮生长因子受体(EGFR)在结直肠癌中表达水

平高于正常肠黏膜组织, Lee等[23]发现, 过表达的

APPL1蛋白可以增强EGFR在细胞内的稳定性, 
延缓EGFR蛋白在胞内降解, 从而促进细胞增殖. 
因此, 结合本实验结果推测结直肠癌中EGF激活

EGFR信号通路后, 过表达的APPL1蛋白可能通

过提高EGFR胞内的蛋白表达水平, 刺激结直肠

癌细胞的生长与增殖. 

总之, 本实验首次证实了APPL1 mRNA以

及蛋白水平在人结直肠癌组织及正常直肠黏膜

组织中的表达情况, 研究结果初步证实APPL1
蛋白与结直肠癌的发生发展相关, 他可能通过

PI3K/Akt、AMPK-ERK、Ras-ERK、EGFR等
通路在结直肠癌的发生发展中发挥潜在的致癌

作用, 可能成为治疗结直肠癌的新靶点, 具体机

制有待进一步研究. 
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Abstract
AIM: To screen new biomarkers for colorectal 
cancer (CRC) by identifying differentially ex-
pressed proteins between CRC and matched 
normal mucosa using proteomic technology and 
to analyze the association of identified biomark-
ers with colorectal carcinogenesis, development 
and lymph node metastasis. 

METHODS: Six pairs of fresh samples of CRC 
and matched normal mucosa were analyzed by 
two-dimensional differential gel electrophoresis 
(2D-DIGE) followed by matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spec-
trometry (MALDI-TOF-MS). The expression 
of the identified differential protein ubiquinol-
cytochrome c reductase core protein 1 (UQCRC1) 
was validated in 78 cases of CRC, matched 

normal mucosa and lymph node metastases. 
The immunostaining intensity of UQCRC1 was 
scored. Wilcoxon signed rank test and Krukal-
Wallis test were used for statistical analysis.

RESULTS: 2D-DIGE analysis showed that the 
intensity of a protein spot was significantly in-
creased by 2.14 folds (P < 0.001) in CRC. This 
spot was confirmed to be UQCRC1 by MALDI-
TOF-MS. Immunohistochemistry analysis re-
vealed that the immunostaining intensity of 
UQCRC1 was significantly higher in CRC than 
in matched normal mucosa (2.28 ± 0.95 vs 1.81 
± 0.88, P < 0.001). However, the expression of 
UQCRC1 had no correlation with differentia-
tion, TNM stage or tumor location (all P > 0.05). 
The intensity of UQCRC1 was significantly 
lower in primary CRC than in lymph node me-
tastases (P < 0.05).

CONCLUSION: UQCRC1 may play an impor-
tant role in colorectal carcinogenesis and lymph 
node metastases.

Key Words: Colorectal cancer; UQCRC1; Lymph 
node metastasis; Proteomics; Immunohistochem-
istry

Wang N, Chen Y, Jiang Y. Expression of UQCRC1 in 
primary colorectal cancer and lymph node metastases. 
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摘要 

目的: 分析结直肠癌(colorectal cancer, CRC)与
正常黏膜间的蛋白质表达差异, 筛选新的肿
瘤标志物; 并对兴趣蛋白进行验证, 分析其与
CRC的发生、发展及淋巴结转移的关系.

方法: 对6对新鲜的C R C与正常黏膜组织
进行以二维差异凝胶电泳(2D d i ff e ren t i a l 
gel electrophoresis, 2D DIGE)及基质辅助激
光解吸飞行时间质谱(matrix-assisted laser 
desorption/ionization-time of flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF-MS)分析. 以免疫
组织化学法验证兴趣蛋白泛醌细胞色素c还原
酶核心蛋白1(ubiquinol cytochrome-c reductase 
core protein 1, UQCRC1)在78例CRC与正常黏

■同行评议者
郝立强 ,  副教授 , 
上海长海医院普
外二科



260                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年1月28日  第20卷  第3期

www.wjgnet.com

■研发前沿
UQCRC1表达是
否 与 C R C 有 关 , 
与CRC的分化、
分期、转移及预
后的关系都有待
于进一步研究.

膜组织, 和24个转移淋巴结中的表达. 对染色
的强弱评分为阴性: 0, 弱阳性: 1, 中阳性: 2, 
强阳性: 3.

结果: 2D DIGE分析显示在CRC中一个蛋白点
丰度平均显著增高2.14倍(P <0.001). MALDI-
TOF-MS分析证实该蛋白为UQCRC1. 免疫
组织化学法分析显示UQCRC1在CRC与正
常黏膜组织中表达分别为2.28±0.95和1.81
±0.88, 有显著差异(P <0.001). UQCRC1表达
的强弱与分化、分期及部位均无关(P >0.05). 
UQCRC1在转移淋巴结与配对的原发灶中表
达分别为2.79±0.51和2.33±0.96, 有显著差
异(P <0.05).

结论: UQCRC1在结直肠癌变和淋巴结转移过
程中发挥一定的作用.

关键词: 结直肠癌; 泛醌细胞色素c还原酶核心蛋白

1; 淋巴结转移; 蛋白质组学; 免疫组织化学
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0  引言

为筛选新的CRC肿瘤标志物, 我们对6对新鲜的

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)组织与正常黏

膜组织进行以二维差异凝胶电泳(2D differential 
gel electrophoresis, 2D DIGE)及基质辅助激光

解吸飞行时间质谱(matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization-time of flight mass spectrometry, 
M A L D I-TO F-M S)质谱分析 .  分析结果显示

UQCRC1在CRC中显著增高, 这一现象引起了我

们极大的兴趣. UQCRC1是一种核编码的线粒体

蛋白, 是线粒体呼吸链内复合体Ⅲ的亚基. 有报

道UQCRC1在乳腺癌和卵巢癌中表达增高[1]. 为
进一步验证和研究其在结直肠癌中的表达情况, 
我们进行如下研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院普通外科2008-03/2011-05术
前未经放疗化疗的CRC患者组织标本78例. 患
者平均年龄(61.2±12.6)岁, 其中男40例、女38
例, 术后病理证实均为腺癌. 高分化18例, 中分

化40例, 低分化20例; TNM分期Ⅰ期4例, Ⅱ期39
例, Ⅲ期31例, Ⅳ期4例. 配对的正常黏膜70个取

自距肿瘤10 cm以上肉眼观察正常的组织. 以上

组织行甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 连续切片. 其

中1张切片行苏木精-伊红染色供病理诊断, 其
余切片供免疫组化研究. 6对新鲜标本从上述病

例中随机抽取, 手术切除后立即-80 ℃保存备

用. 2D DIGE用蛋白提纯、定量试剂盒, Cy2、
Cy3、Cy5荧光染料, IPG胶条(pH3-10 NL 24 cm)
及电泳仪(Ettan IPGphor Ⅲ apparatus), 荧光扫描

仪(Typhoon TRIO), 分析软件(DeCyder 6.5), 自
动挖点机器人(Ettan-Picker robot)等均购自GE 
Healthcare公司. MALDI-TOF质谱仪(Autoflex)
及分析软件(MS BioTools program)均购自Bruker 
Daltonics公司. 质谱结果搜索用Matrix Science 
的Mascot 软件搜索Swiss-Prot数据库. UQCRC1
鼠抗人多克隆抗体购自Abcam公司. 三步法免疫

组化试剂盒购自福州迈新公司. 
1.2 方法

1.2.1 2D DIGE: 取约50 mg新鲜组织超声破碎、

裂解后进行蛋白提纯、定量. 取50 μg CRC、正

常黏膜组织蛋白, 分别以Cy3、Cy5避光, 冰上标

记30 min. 全部6对CRC、正常黏膜组织蛋白, 每
个样品取25 μg, 以Cy2标记做内标. 配对的50 μg 
CRC、正常黏膜组织蛋白和内标于一个胶条内

电泳. 6个胶条之一做Master胶, 另加入600 μg不
标记的内标蛋白以备后染色和挖点. Ettan IPG-
phor Ⅲ apparatus电泳仪等电聚焦电泳, 再进行

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳. 最后TyphoonTM多功

能扫描仪进行图像扫描, DeCyder 6.5软件分析

蛋白点丰度差异[2,3]. 
1.2.2 MALDI-TOF质谱分析: 比对2D DIGE结果, 
有显著差异的蛋白点以机器人从Master胶挖出, 
胰蛋白酶消化、还原, 再烷基化, 最后置于基质

上, 以阳离子反射模式进行MALDI-TOF质谱分

析. Matrix Science的Mascot软件搜索Swiss-Prot 
数据库鉴定蛋白[2,3]. 
1.2.3 免疫组织化学: 石蜡切片以二甲苯脱蜡、

梯度乙醇水化. 3%H2O2溶液去除内源性过氧化

酶, 高温高压修复. 羊非免疫血清室温封闭1 h, 
滴加一抗1∶100, 4 ℃孵育过夜. 滴加生物素标

记的羊抗鼠IgG, 室温20 min. 滴加链霉菌抗生

物素蛋白-过氧化物酶, 室温20 min. 对氨基联苯

胺(DAB)显色, 苏木素复染. 光学显微镜下观察, 
依信号的强弱分为无着色-, +<10%细胞着色, 
++10-50%, +++>50%, 分别评分为0-3分[1]. 

统计学处理  均数以m e a n±S D表示 .  2D 
DIGE分析软件以t检验和ANOVA进行统计学分

析. 免疫组化结果以秩和检验进行统计学分析, 
对有配对标本者一律进行配对检验. 以P <0.05为
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■相关报道
Kulawiec等首先
报道了UQCRC1
在74%的乳腺和
34%的卵巢癌中
高表达并与COX
Ⅱ呈正相关 .  Liu
等报道了其在骨
肉瘤中高表达, 并
认为其参与恶性
肿瘤的发生.

有统计学差异. 

2  结果

2.1 蛋白质组学分析 2D DIGE分析显示, CRC
组织中有30多个蛋白点平均丰度大于正常黏膜

1.5倍以上(P <0.05), 且经MALDI-TOF质谱分析

Swiss-Prot数据库搜索后, 评分在64分以上. 2D 
DIGE分析显示在CRC中有一个蛋白点(图1)丰
度平均显著增高2.14倍(P <0.001), 后经MALDI-
TOF-MS分析证实该蛋白为UQCRC1, 搜索评

分102(图2). 显著增高的蛋白还有14-3-3 Zeta,
丙酮酸激酶同工酶(Pyruvate kinase isozymes 
M1/M2), 锰过氧化物歧化酶(Manganese super-
oxidase dismutase), 结合蛋白(Desmin), 膜联蛋白

(Annexin)A1、A3, 热休克蛋白27(HSP27), 角蛋

白1、10(Cytokeratin), 血清淀粉酶样P成分(se-
rum amyloid p component)等. 因UQCRC1引起了

我们的极大兴趣, 所以我们以免疫组化法, 对其

在CRC中的表达进行了进一步的验证和分析. 

2.2 免疫组织化学 免疫组织化学信号着色主

要位于胞浆, 大多数癌细胞及正常腺细胞均有

着色. UQCRC1在CRC与正常黏膜组织中表达

评分分别为2.28±0.95和1.81±0.88, 有显著

差异(P <0.001, 图3). 70例配对的CRC与正常

黏膜组织中癌细胞着色强度高于正常腺细胞

者占51.43%(36/70), 相近者占37.14%(26/70). 
UQCRC1在高、中、低分化的CRC中表达分

别为2.17±0.99, 2.40±0.87, 2.15±1.09, 无
显著差异(P >0.05). Ⅰ/Ⅱ期和Ⅲ/Ⅳ期C R C中

表达分别为2.42±0.82和2.11±1.08, 无显著

差异(P >0.05). 结肠癌和直肠癌中表达分别为

2.24±0.98和2.33±0.92, 无显著差异(P >0.05). 
腺癌、黏液腺癌中表达分别为2.40±0.89和
1.80±1.08, 有显著差异(P <0.05). UQCRC1在
配对的转移淋巴结中表达 (2 .79±0.51)显著

高于原发癌(2.33±0.96), P  <0.05(图3). 其中

37.5%(9/24)的转移淋巴结中表达评分高于原发

癌, 58.33%(14/24)表达评分相同. 

图  1  2D DIGE分析显示1例患者结直肠黏膜组织的蛋白质电泳图中有一蛋白点丰度在癌中明显上调. A: 癌组织; B: 正常黏膜.
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图  2  MALDI-TOF质谱分析Swiss-Prot 数据库搜索后鉴定该蛋白为UQCRC1.
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■创新盘点
本 研 究 不 仅 证
实了UQCRC1在
CRC中表达显著
高 于 正 常 黏 膜 , 
还 详 细 分 析 了
UQCRC1的表达
与结直肠癌变, 分
化、分期及淋巴
结转移间的关系.

3  讨论

CRC在全球范围内的发病率在恶性肿瘤中排第

4位, 每年约有100万以上新发病例, 50万以上死

于CRC. 医学工作者们尽管在早期诊断, 早期治

疗方面取得了很大进步, 但仍有许多患者死于

CRC的发展与转移. 究其原因主要在于对其分

子生物学机制不甚清楚. 开发新的肿瘤标志物

对将有利于开展对CRC的个体化诊断, 和开发

个体化治疗的新靶点[4]. 
蛋白质组学研究以二维电泳、质谱分析

加数据库搜索为手段, 近年来已被广泛用于新

肿瘤标志物的筛选[5-11]. 尤其是荧光标记的2D 
DIGE, 由于引入了内标显著减少了胶间差异和

工作量, 明显提高了检测差异蛋白的灵敏度、

准确率和可重复性[2,3, 7-9]. 
UQCRC1是一种核编码的线粒体蛋白, 他位

于线粒体内膜, 是线粒体呼吸链内复合体Ⅲ的

亚基. 关于UQCRC1在恶性肿瘤中的表达, Ku-
lawiec等[1]首先报道了其在乳腺和卵巢癌中高表

达, 之后Liu等[5]又报道了其在骨肉瘤中高表达, 
并认为其参与恶性肿瘤的发生. Feng等[11]在肝

癌细胞株SMMC-7721也检测到UQCRC1的高表

达. 但据我们所知, 关于UQCRC1在CRC中的表

达情况国内外尚未见报道. 
本研究中2D DIGE分析显示, 6对组织标本

中5对癌组织中UQCRC1的含量明显高于正常黏

膜, 蛋白丰度平均增加了2.14倍. 我们的免疫组

织化学研究显示UQCRC1在癌细胞及正常黏膜

上皮细胞均有表达, 但在癌细胞中显著增高, 这
也进一步证实了蛋白质组学研究的结果. 众所

周知, 癌细胞代谢增高, 线粒体通过氧化磷酸化

等而发挥细胞动力工厂的作用, UQCRC1是线粒

体呼吸链内重要组成部分, 故在癌细胞中呈高

表达. Kulawiec等[1]认为几乎所有肿瘤均存在线

粒体基因突变[1,12-15], 而线粒体与细胞核间存在

信息交流(cross talking), UQCRC1即是信息交流

中重要蛋白之一. UQCRC1是一种核编码, 胞浆

内合成, 在分子伴侣的协助下转运进入线粒体

的蛋白[1], 所以免疫组化呈胞浆着色. 
K u l a w i e c等 [ 1 ]免疫组织化学结果显示

UQCRC1表达与乳腺癌分级呈正相关(r  = 0.18, P 
= 0.26), 而与卵巢癌分级呈负相关(r  = -0.22, P  = 
0.24). 然而, 本研究未发现UQCRC1在CRC中表

达与分化程度有关, 而且与病程早晚、癌所在

部位均无关. 有限的15例黏液腺癌UQCRC1表达

显著低于腺癌, 对此现象的机制我们尚未找出

合理的解释, 也需要扩大样本量来进一步证实. 
在转移淋巴结中UQCRC1表达显著高于配对的

原发癌, 分析原因, 可能是转移的癌细胞需要维

持更高的代谢所致. 
虽然UQCRC1在CRC中表达显著高于正常

黏膜, 在转移淋巴结中表达显著高于原发灶, 但
显著增高的比例仅占51.43%和37.5%. 因此我们

推测, UQCRC1参与结直肠上皮癌变及淋巴结转

移, 但并不发挥主要作用. 
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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
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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
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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
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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
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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

2012-01-04/10
2011全国中医药创新发展学术交流大会
会议地点: 南宁市
联系方式: yxhy2000@163.com

2012-03-16/19
第三十二期全国超声诊断新进展暨介入超声高级研修班
会议地点: 北京市
联系方式: 13311335788@163.com

2012-03-22/25
2012年北京第六届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: cmameeting@163.com

2012-03-23/25
国际肝胆胰协会中国分会第五届全国学术研讨会
会议地点: 武汉市
联系方式: lilu19870509@163.com

2012-03-31
第二届国际消化道内镜活检和病理学诊断研讨会
会议地点: 杭州市
联系方式: fyanfei@sina.com

2012-04-06/08
2012年脂质代谢与器官损害国际学术研讨会
会议地点: 重庆市
联系方式: islt2012@yahoo.com.cn

2012-04-27/30
中华医学会2012年第十三届中华肝胆胰脾外科专业学术
论坛
会议地点: 九江市
联系方式: zhgdwkzz@vip.163.com

2012-04-20/22
中国医学影像技术研究会第二十六次全国学术大会
会议地点: 济南市
联系方式: camit@vip.163.com

2012-05-26/31
2012年世界医学物理与生物医学工程大会
会议地点: 北京市
联系方式: info@wc2012.org

2012-06-01/03
2012中国北京超声医师学术大会
会议地点: 北京市
联系方式: zhumin301@163.com

2012-06-15/17
第一届糖尿病大会、第二届内分泌与代谢大会
会议地点: 北京市
联系方式: medical585@163.com

2012-06-15/17
第九届全国抗菌药物临床药理学术会议
会议地点: 北京市
联系方式: doctorzhengbo@163.com; liyun1907@sina.com

2012-06-29/07-01
第二十四次全国中西医结合消化学术会议
会议地点: 宁波市
联系方式: qgzxyjhxh@163.com

2012-06-30/07-01
中华医学会肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 哈尔滨市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-07-01/31
第一届全国普通外科青年医师学术论坛
会议地点: 北京市
联系方式: cmacjs@cma.org.cn

2012-07-01/31
第二届全国普通外科手术技术学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lining@126.com

2012-08-25/29
第八届世界华人药物化学研讨会暨第九届IUPAC化学生
物学国际研讨会
会议地点: 北京市
联系方式: liangren@bjmu.edu.cn

2012-08-29/09-01
中华医学会第十一次全国内分泌学学术会议
会议地点: 广州市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-09-14/16
中华医学会第十二次全国超声医学学术会议
会议地点: 青岛市
联系方式: lilyjia@163.com

2012-10-25/28
第13届亚太临床微生物暨感染病会议(APCCMI)
会议地点: 北京市
联系方式: bianxiaoxue@mpco.cn
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陈国忠 副主任医师

广西中医学院第一附属医院消化内科

陈贻胜 教授

福建省立医院消化内科

陈治水 主任医师

中国人民解放军第二一一医院中医科

程英升 教授

同济大学附属第十人民医院影像临床医学中心

丁惠国 主任医师

首都医科大学附属北京佑安医院肝病消化科

董蕾 教授

西安交通大学第二附属医院消化内科

杜奕奇 副教授 

中国人民解放军第二军医大学长海医院消化内科

樊晓明 主任医师

复旦大学附属金山医院消化科
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上海交通大学医学院附属第九人民医院周浦分院消化科
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同济大学附属东方医院普通外科
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上海交通大学医学院附属瑞金医院外科、上海消化外科研究所  
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季加孚 教授
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                                                                 • 志谢 •	

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！
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靳雪源 副主任医师
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李华 副教授 

中山大学附属第三医院肝脏外科

谭晓冬 副教授

中国医科大学盛京医院胰腺甲状腺外科
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王健生 教授

西安交通大学医学院第一附属医院肿瘤外科 

吴军 研究员

中国人民解放军军事医学科学院生物工程研究所 

肖恩华 教授

中南大学湘雅二医院放射教研室

徐宁志 研究员

中国医学科学院肿瘤研究所细胞生物与分子生物学实验室 

颜宏利 教授

中国人民解放军第二军医大学遗传学教研室

于聪慧 教授

中国人民解放军北京军区总医院肝胆外科

郁卫东 副研究员
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