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 述评 EDITORIAL

非酒精性脂肪性肝病的研究进展

李瑜元

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)俗
称 脂 肪 肝 ,  是 指
以肝实质细胞脂
肪变性为病理特
征, 而无过量饮酒
史, 又排除其他肝
病的临床综合征, 
其病理类型包括
单纯性非酒精性
脂肪肝(NAFL)、
非酒精性脂肪性
肝 炎 ( N A S H ) 及
N A S H相关肝硬
化, 后者可发展为
肝癌.
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Abstract
Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is 
a common liver disease with a prevalence of 
15%-30% in Western continues and about 15% in 
China. Nonalcoholic simple fatty liver (SFL) usu-
ally has a benign prognosis, whereas nonalcohol-
ic steatohepatitis (NASH) may progress to cirrho-
sis and even hepatocellular carcinoma. Genetic 
studies show that a number of single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in the genes of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), leptin, and adiponectin 
are associated with susceptibility to NAFLD. Re-
cently, genome-wide association studies (GWASs) 
reveal a more important relevant SNP (adiponu-
trin or PNPLA3), which is located on chromo-
some 22 and regulates phospholipase. Epigen-
etic studies demonstrate that down-expression 
of miR-122 is involved in the pathogenesis of 
NAFLD. Histology remains the gold standard for 
the diagnosis of NAFLD. In clinical practice, the 
diagnosis is usually made by imaging techniques 
(e.g. ultrasonography), as liver biopsy is usually 
difficult. However, imaging techniques cannot 
differentiate NASH from NAFL. Modification of 
lifestyle factors such as diet, exercise, and weight 
control is important for treatment and should 

be encouraged in all patients. Pharmacotherapy 
with weight reduction agents, insulin sensitizers, 
statins, or hepatoprotectors is helpful clinically, 
although their efficacy has not been well proved 
by evidence-based medicine. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Preva-
lence; Gene; Diagnosis; Management
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摘要

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)患病率高, 西方国家15%-30%, 
我国约15%. 单纯性脂肪肝(n o n a l c o h o l i c 
simple fatty liver, NAFL)病情稳定, 脂肪性肝
炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)是病
情恶化的拐点, 可发展为肝硬化, 甚至肝癌. 
候选基因研究显示, 肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)、瘦素、脂联素
等基因单核苷酸多态性(s ing le nuc leo t ide 
polymorphisms, SNP)与其发病易感性相关. 近
年全基因组扫描发现, 染色体22上调节磷脂酶
基因的SNP(adiponutrin或PNPLA3)更为重要. 
表观遗传学研究发现miR-122表达下调参与
NAFLD发病机制. 病理组织学是诊断的金标
准, 但实施困难, 影像学检查(特别B超)是临床
诊断的主要方法, 但无法鉴别NASH和NAFL. 
基础治疗包括纠正不良生活方式、控制饮
食、运动、减肥等, 是治疗成功的基石. 药物
是辅助手段, 包括减肥药、胰岛素增敏剂、调
脂药、保肝抗炎药物等, 尚没有循证医学验证
的特效药物. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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■研发前沿
N A F L D 是 复 杂
基 因 关 联 性 疾
病 ,  以 往 研 究 挑
选与发病机制相
关的基因(候选基
因研究) ,  由于代
谢综合征(MetS)
基因研究较为深
入 ,  NAFLD常与
MetS并存 ,  发病
机制均与胰岛素
抵抗(IR)相关, 故
理 论 上 凡 是 和
M e t S 及 I R 相 关
的基因都可能与
NAFLD有关.

0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)患病率不断上升, 引起关注. 近年

基础和临床研究均取得可喜成果, 各国也先后

更新指南, 规范临床诊疗工作. NAFLD俗称脂肪

肝, 是指以肝实质细胞脂肪变性为病理特征, 而
无过量饮酒史, 又排除其他肝病的临床综合征, 
其病理类型包括单纯性非酒精性脂肪肝(nonal-
coholic simple fatty liver, NAFL)、非酒精性脂

肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)及
NASH相关肝硬化, 后者可发展为肝癌. NAFL病
情稳定, 而NASH是发生肝硬化的必经阶段, 也
是病情恶化的拐点和防治的重点. 近年NAFLD
患病率逐年增加, 呈低龄化发病趋势, 已成为全

球重要的公共健康问题. 在发达国家, NAFLD已

成为慢性肝病及血清氨基酸转移酶(下称转氨酶)
升高的首要原因, 在我国仅次于病毒性肝炎排第

2位. 随着基础和临床研究新资料的涌现, 美国、

英国和欧洲肝病学会均修订了诊疗指南[1-3], 2010
年我国也对旧指南进行更新[4]. 本文结合近年研

究进展和指南内容作述评. 

1  流行病学

NAFLD在全球广泛分布, 患病率因目标人群和

诊断方法的不同有很大差异, 其确切患病率仍

未完全清楚. 病理组织学是诊断的金标准, 因肝

活检难于普及, 用于流行病学调查存在困难. 在
意外死亡, 病死尸解和捐肝者的报告中, NAFLD
患病率在20%左右, 其中NASH约5%[5,6]. B超诊

断是人群调查的常用方法, 设计严格、纳入大

样本普通人群的B超调查显示[5,6], 欧美等西方

发达国家成人患病率多在15%-30%之间, 而我

国上海和广州两组调查均约15%[7,8]. 在发达国

家, 因病毒性肝炎少见, 用血清转氨酶升高作

为指标的人群调查(如美国NHANES研究)显示

的患病率较低(5%-10%), 这是仅部分NAFLD患

者转氨酶升高所导致. 文献也有用CT或磁共振

(magnetic resonance imaging, MRI)调查的报告, 
样本均较少, 获得的患病率较B超稍高. 以体检

人群为对象的报告很多, 差异很大, 因其代表性

差, 结果难以比较. NAFLD人群患病率随年龄

增长而增加, 中老年后达高峰, 然后下降[5-10]. 我
们在广东的调查显示, 男性患病率高峰期(50岁)
早于女性(60岁), 在50岁前男性高于女性, 50岁
(女性绝经期)后女性高于男性, 接受雌激素替代

治疗的女性NAFLD发病率显著下降, 提示雌激

素是机体免受NAFLD的保护因素[8]. 发病率调

查需前瞻性队列研究, 资料有限. 日本Hamagchi
等[11]采用B超随访3 147例健康人414 d, 年发病

率10%. 意大利Bedogni等[12]用B超随访144例健

康人8.5年, 年发病率为1.9%. 日本Suzuki等[13]以

血清转氨酶作标志物随访健康体检者, 年发病

率为3.1%. 我们用B超随访广东省507例健康人4
年, 年发病率为9.1%[14]. NAFLD发病危险因素包

括: 高脂肪高热量的膳食结构、多坐少动的生

活方式, 胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)、代

谢综合征(metabolic syndrome, MetS)及其组分病

(肥胖、高血压、血脂紊乱和2型糖尿病)等. 患
MetS人群的NAFLD危险率是正常人的4-11倍, 
NASH比NAFL更常合并MetS[11,15,16]. 

NAFLD的自然病程尚未完全清楚, 一般认

为NAFL是一个良性、可逆性疾病, 进展很慢, 
肝硬化发生率很低, 随访10-20年仅0.6%-3.0%
发展为肝硬化, 而NASH患者则高达15%-25%. 
在NAFLD漫长的进程中, NASH是发生肝硬化

的必经阶段, 也是病情恶化的拐点[1-4]. NAFLD
患者常合并MetS[11,15-17], 死亡原因也多为心脑

血管疾病, 而非肝病. 因此如仅仅关注NAFLD
向肝硬化和肝癌发展, 则低估了NAFLD的危害

性. Dam-Larsen等[18]随访109例NAFL患者中位

数16.7年, 仅2例进展为NASH, 其中一例进展

为肝硬化. Matteoni等[19]观察49例NAFL患者18
年, 仅2例(4%)进展为肝硬化. Teli等[20]随访40例
NAFL患者中位数11年, 没有发现NASH及肝纤

维化病例. Adams等[17]随访血清转氨酶升高, 排
除其他相关疾病, 诊断为NAFLD的109例11年, 
无1例发展为肝硬化. 我们用B超随访广东省人

群117例NAFLD共4年, 病情不变者51例(43.6%), 
加重26例(22.2%), 改善40例(34.2%), 其中死于

心脑血管疾病者10例(2.2%), 显著高于对照组的

0.2%(P  = 0.005), 无死于肝相关性疾病的病例[14].
近年全球儿童和青少年肥胖率快速增高, 

NAFLD患病率也随之明显上升, 引起极大关

注. 美国一项研究显示, 2-4岁儿童NAFLD患病

率为0.7%, 而15-19岁年龄组达17.3%[21]. 儿童患

NAFLD预后较成人差[22]. 肝穿活检研究显示, 儿
童NAFLD中NASH比率较高(可达68%)[21]. 国内

相关资料较少, 2000年教育部、卫生部等五部

委的全国学生调查结果, 城市7-12岁学生肥胖率

为12%, 肥胖儿童脂肪肝检出率达18%, 因此估

计我国儿童脂肪肝的发病率在2%-4%[23]. 我们在

广东的人群调查显示, 7-18岁患病率为5.7%, 远
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■相关报道
Cheung首先报告
15例活检证实的
NASH和15例正
常 人 对 比 结 果 , 
有46个差异表达
miRs, 其中23个上
调(如miR-34a和
miR-146b), 23个
下调(如miR-122). 
其结果很快被多
个临床研究证实, 
并 进 一 步 发 现 , 
miR-122是肝脏含
量最多的miRs(占
全部的70%),  在
N A S H 患者中表
达下调63%, 并促
进脂肪细胞分化.

低于西方国家水平[8]. 

2  遗传学和表观遗传学

NAFLD是复杂基因关联性疾病, 以往研究挑

选与发病机制相关的基因(候选基因研究), 由
于MetS基因研究较为深入, NAFLD常与MetS
并存, 发病机制均与IR相关, 故理论上凡是和

MetS及IR相关的基因都可能与NAFLD有关. 
这些基因包括(1)与肥胖和I R有关的基因: 脂
联素、胰岛素受体、过氧化物酶体增殖物

激活受体-γ(peroxisome proliferators-activated 
receptor-gamma, PPAR-γ)等; (2)影响脂肪酸代

谢的基因 :  肝脂肪酶、瘦素、脂联素、微粒

体甘油三酯转运蛋白、PPAR-α、细胞色素酶

2E1和4A(CPY2E1, CYP4A)等; (3)影响相关细

胞因子的基因: 肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)等; (4)影响NAFLD肝纤维化严

重程度的基因: 瘦素、脂联素、转化生长因子

β1等. 这些基因的SNPs均可能影响NAFLD的发

病易感性, 其中TNF-α、PPAR-γ、瘦素、脂联

素等基因文献报告较多, 由于研究对象和方法

不同, 各组报告的结果并不完全一致[24,25]. 我们

对其中7个候选基因共9个位点SNPs的研究显

示, 有些因子和发病易感性正相关(即增加易感

性): 如TNF-α-238、脂联素-45、瘦素-2548、 
PPAR-161、PEMT-175; 有些因子负相关(即降

低易感性): 如脂联素-276、肝脂肪酶-514; 有些

因子不相关: 如TNF-α-380、PGC-1α-48[26]. 
2008年R o m e o等 [27]首先应用全基因扫描

(genome-wide association studies, GWAS)研究

NAFLD, 他用磁共振波谱(1H-MRS)检查2 111例
美国各族人群, 比较NAFLD和对照组发现9229
个差异SNPs, 其中在染色体22上1个和磷脂酶代

谢相关基因的SNP, 即adiponutrin(亦称PNPLA3, 
SNP编码rs738409, 本文译为脂酶素)与肝脂肪

含量密切相关, 在易患NAFLD的白种人显著高

于黑人. 这结果随后被多个以肝活检为依据的

GWAS所证实[28-34]. 最近有Meta分析纳入16个高

质量的临床研究共2 937例, 结果显示, 携带脂酶

素变异型纯合子(GG)者和野生型纯合子(CC)者
比较, 肝脂肪含量升高73%, 肝炎症-坏死评分升

高3.24倍, 肝纤维化危险性升高3.20倍, 血清谷丙

转氨酶升高28%, NASH危险性升高3.49倍, 然而

患重症肝病的危险性并不显著增加[35]. 然而, 并
不是所有的研究均能重复这结果, 有一组GWAS
纳入236例肝活检确诊的NAFLD患者, 并未检出

脂酶素的显著影响, 却发现另一和胆固醇代谢相

关的SNP(FDFT1, 编码rs2645424)和NAFLD组织

学评分相关[36]. GWAS给基因研究带来希望, 但
其结果还需进一步验证, 因其发现的基因前无记

载, 缺乏传统病理生理学知识的支持. 
表观遗传学(epigenetics)主要包括: 短链非

编码RNA(如微小RNA亦称microRNAs、miR-
NAs、miRs)、DNA甲基化作用、组蛋白修饰

作用、染色质重塑、遗传印记和泛化作用等, 
在基因组DNA序列不发生变化的条件下, 令基

因表达(蛋白)发生改变, 导致表型变化, 其在肿

瘤、心血管病、精神病等领域已有较多报告, 
而在NAFLD则刚起步[37,38]. 2008年Cheung等[39]

首先报告15例活检证实的NASH和15例正常人

对比结果, 有46个差异表达miRs, 其中23个上调

(如miR-34a和miR-146b), 23个下调(如miR-122). 
其结果很快被多个临床研究证实, 并进一步发

现, miR-122是肝脏含量最多的miRs(占全部的

70%), 在NASH患者表达下调63%, 并促进脂肪

细胞分化[40]. 在肝脂肪变的大鼠模型, 用反义引

物抑制miR-122表达, 可显著降低血胆固醇水平, 
肝脏脂肪酸含量及多种脂肪酸合成酶的mRNA
和蛋白表达, 并伴随脂肪肝组织学改善[41,42]. 除
miR-122外, 尚有文献报告其他miRs和NAFLD
发病相关: miR-34a和miR-146b在NASH患者表

达上调(99%和80%)[39], miR-335表达随着肝脂

肪、甘油三酯、胆固醇含量以及脂肪分化水平

而升高[43], miR-181d表达上调伴随肝脏甘油三

酯、胆固醇含量减少[44], miR-10b通过PPAR-α通
道调节肝脂肪水平[45]. 

基因启动子区域C p G岛D N A甲基化可妨

碍转录因子与启动子结合, 导致该基因转录下

降甚至沉默 ,  在肝细胞癌已发现多种基因高

甲基化[46], 然而在NAFLD领域的研究甚少. 最
近一组纳入63例肝活检确诊NAFLD患者和11
例正常人的对照研究显示, NAFLD组PPAR-γ
共激因子1α(PPARGC1A)和线粒体转录因子

A(mitochondrial transcription factor A, TFAM)的
DNA甲基化显著增高, 但甲基化水平与组织学

的严重性却不相关[47]. 在脂肪肝大鼠模型发现表

观遗传学的异常, 包括基因组重复序列胞嘧啶

甲基化丢失、转录物复制水平增高、组蛋白修

饰异常和DNA甲基转移酶表达异常等[48]. 

3  诊断

NAFLD的诊断前需除(1)酒精性肝病, 即患者无
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■应用要点
本文综述NAFLD
基础和临床研究
的相关文献, 报道
不同观点以及创
新 成 果 ,  并 结 合
国 内 外 指 南 ,  对
本领域的热点问
题进行总结和提
炼, 为读者提供有
价值的信息, 促进
NAFLD临床和科
研两方面的知识
普及和提高.

饮酒史或饮酒折合乙醇量<140 g/wk(女性<70 
g/wk); (2)病毒性肝炎、药物性肝病、自身免疫

性肝病等可导致肝脂肪变性的特定疾病. 病理

组织学是NAFLD诊断的金标准, 特征为肝细胞

脂肪变和气球样变、小叶内炎症细胞浸润、窦

周纤维化[1-4]. 推荐用美国立卫生研究院临床研

究网病理工作组指南评估NAFLD严重性, 即按

肝细胞脂肪变、小叶内炎症和肝细胞气球样变

的程度计算NAFLD活动度积分(NAS), 肝细胞

脂肪变>5%可诊断NAFLD, NAS>4分则可诊断

NASH[49]. 腹部B超检查无创、价廉, 是诊断脂肪

肝的首选方法, 表现如下: (1)肝脏近场回声弥漫

性增强(所谓明亮肝), 回声强于肾脏; (2)肝内管

道结构显示不清; (3)肝脏远场回声逐渐衰减. 具
备上述3项中2项者可诊断. B超诊断特异性高(可
达97%), 敏感性较低(64%), 对轻症者(肝脂肪化

<30%)会漏诊, 而对肝脂肪化>30%患者, 敏感性

接近100%. 换句话说B超诊断脂肪肝结果可信, 
而阴性者不能除外轻症脂肪肝. CT和MRI诊断肝

脂肪变的准确性稍强于B超, CT诊断依据为肝脏

密度普遍降低, 其中肝/脾CT值降低<1.0但≥0.7
为轻度, <0.7但≥0.5为中度, <0.5为重度脂肪肝, 
MRI的原理和准确性和CT接近[1-4,50]. 新技术如

氙CT(xenon CT)、氢质子MRI(1HMRI)、氢质

子MR波谱分析(1H-MRS)等可半定量肝内脂肪

含量, 但这些检查花费大, 目前只用于科研, 其
中1HMRI技术较成熟, 有较高准确性. 瞬时弹性

超声(fibroscan)和瞬时弹性图(transient elastog-
raphy)通过检测肝脏弹性评估肝纤维化, 但对肝

脏脂肪变、炎症等的判断无帮助. NASH是病情

转变的拐点, 也是治疗的重点, 但目前所有影像

学检查的共同缺点是不能检测肝脏的炎症和坏

死, 故无法鉴别NAFL和NASH. 尽管血转氨酶水

平升高、伴有MetS相关组分病和IR抵抗等均提

示NASH的可能性, 但没有任何一项无创技术真

正反映组织学改变[1-4,50,51]. 在临床工作中实施肝

活检困难, 为此中国指南为NAFLD制定了工作

定义: (1)影像学表现符合弥漫性脂肪肝的诊断

标准, 且无饮酒史, 除外病毒性肝炎、药物性肝

病、全胃肠外营养、肝豆状核变性、自身免疫

性肝病等可导致脂肪肝的特定疾病; (2)有MetS
相关组分病的患者出现不明原因的血清转氨酶

增高持续半年以上. 减肥和改善IR后, 异常酶谱

和影像学脂肪肝改善甚至恢复正常者, 符合其中

1项可临床诊断NAFLD[4]. 目前NASH并无工作定

义, 对疑诊者建议肝活检确诊. 

4  治疗

NAFLD治疗的目标是延缓或阻止肝病进展、延

缓或阻止MetS及其组分病(特别动脉硬化)的并

发症发生, 提高患者生活质量和延长寿命. 主要

方法包括基础治疗和药物治疗, 极少数患者需

肝移植. 临床上需根据患者具体病情制定个体

化诊疗方案, 大多数患者处于NAFL阶段, 病情稳

定, 基础治疗为主, 而NASH患者易向肝硬化进

展, 还需配合药物治疗. 治疗前评估代谢危险因

素, 特别是MetS及其组分病, 常需一并处理[1-4].
基础治疗是治疗成功的基石, 适用于所有

NAFLD患者. 方法是通过健康宣教, 纠正不良生

活方式和行为, 如控制饮食、增加有氧运动、

减肥等. 临床医师通常只笼统地和患者讲道理, 
未和患者深入沟通, 制定具体的治疗方式和目

标, 患者不会重视或无所适从, 效果当然不满意. 
NAFLD患者需如同糖尿病患者一样在医师指导

下调节生活, 针对患者饮食、运动、体质量、

腰围以及与生活质量等不同个体情况, 设置患

者理解和接受的控制饮食方案(总热卡数和食谱

等)、制定合理的运动量(包括运动方式和时间

等), 必要时请营养师和理疗师会诊, 共同确定方

案. 治疗开始后长期随诊, 加强管理, 对方案及

时调整, 才能保证疗效, 这要求医师付出大量精

力和时间[1-4,52]. 
药物治疗是重要的辅助手段, 鉴于NAFLD

通常和M e t S及其相关组分病并存, 许多研究

显示, NAFLD也是MetS的组分病之一, 故治疗

NAFLD需同时兼顾防治代谢紊乱, 改善IR. 药
物包括减肥药: 西布曲明、奥利司他等; 胰岛素

增敏剂: 二甲双胍、噻唑烷二酮类药物(吡格列

酮、罗格列酮等); 调脂药: 他汀类、贝特类等和

保肝抗炎药物, 但至今尚没有任何一种得到循

证医学证明的特效药物[1-4,51]. 近年发表的多个

Meta分析, 纳入以肝穿刺结果为依据的临床随

机对照研究, 显示减肥可显著改善NASH组织学

的各项指标, 疗效与体质量下降正相关, 体质量

下降3%-5%以上就可减轻肝脂肪变, 但只有体

质量下降高达10%才能改善肝脏炎症和坏死程

度, 临床有过半数患者无法达减肥目标[2,53]. 噻唑

烷二酮类药物可显著改善NASH的肝细胞脂肪

变、小叶内炎症和肝细胞气球样变, 而对肝纤

维化的疗效仅刚达到显著性, 尚需更多研究证

实[54,55]. 二甲双胍对NASH的疗效并不显著[56]. 他
汀类药物对肝组织学的改善作用未被证实[53,57]. 
保肝抗炎药物中的抗氧化剂Vit E在国外报告较
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多, 结果不一, 尚没有足够资料支持或否定其疗

效[58]. 其他护肝新药如己酮可可碱、L -卡尼汀

等资料不足, 仅有几个小样本的临床随机对照

研究认为有效[53]. 其他保肝抗炎药物(护肝药)包
括多不饱和脂肪酸(易善复)、水飞蓟素(宾)、甘

草酸制剂、双环醇、熊去氧胆酸、S-腺苷蛋氨

酸和还原型谷胱甘肽等和中药材等, 许多在国

外未上市, 或虽然上市但说明书的适应证不含

NAFLD, 其作用机制涉及到抗氧化、甲基化、

膜修复、抗炎、改善血脂、解毒等多方面, 在
国内使用很广泛. 临床研究显示, 护肝药可改善

肝脏影像学和血生化(肝功能)指标, 但因欠缺组

织学验证的临床随机对照研究, 其地位至今仍有

争论. 中国指南推荐, 在保证基础治疗的前提下, 
下列情况使用护肝药: (1)肝组织学确诊的NASH; 
(2)临床、实验室以及影像学资料提示有肝损伤

或进展性肝纤维化者, 例如合并血清转氨酶增

高、MetS、2型糖尿病的NAFLD患者; (3)伴其他

药物诱发的肝损伤, 或基础治疗中出现血清转氨

酶增高者; (4)合并嗜肝病毒现症感染或其他肝病

者, 推荐疗程6-12 mo以上[4]. 综上所述, 噻唑烷二

酮类是目前循证医学证据最多的药物, 美国指

南推荐可在医师指导下治疗NASH[1], 因药品说

明书的适应证并不包括NAFLD, 我国指南只建

议用于有IR的NAFLD患者[4]. 对二甲双胍和调

脂药, 所有指南均只推荐用于有IR或血脂紊乱

的NAFLD患者[1-4]. 他汀类药物可引起部分患者

转氨酶增高, 多为一过性, 如患者无症状, 转氨

酶增高在1-3正常上限范围内无需处理, 如>3正
常上限则需减量或停药, 如总胆红素增加及凝

血酶原时间延长, 提示显著肝功能损伤需立即

停药[57]. 对接受药物治疗的患者需加强随诊, 主
管医师至少每月随访1次, 每半年复查体质量、

腰围、血压、肝功能、血脂和血糖和上腹部超

声检查, 评估疗效和调整方案[1-4,51,53]. 

5  结论

NAFLD患病率逐年增高, 引起关注. NAFL病情

稳定, NASH是发生肝硬化的必经阶段, 也是肝

病恶化的拐点和防治的重点. NAFLD常和MetS
并存, 死亡原因也多为心脑血管疾病, 因此需兼

顾处理两病. 病理组织学是诊断的金标准, B超

是临床诊断的常用方法, 但无法鉴别NASH和

NAFL. 控制饮食和增加运动等基础疗法是治

疗成功的基石. 药物包括减肥药、胰岛素增敏

剂、调脂药、保肝抗炎药物等, 尚没有循证医

学证实的特效药物. 近年基因和表观遗传学研

究为靶向诊治带来希望.
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Abstract
AIM: To dynamically observe the morphology of 
early lesions of esophageal squamous cell carci-
noma (ESCC) in C57BL/6 mice. 

METHODS: ESCC was induced in C57BL/6 
mice by giving drinking water containing 100 
μg/mL of 4-nitroquinoline-1-oxide. During the 
experiment period, the morphology of early le-
sions of ESCC was observed by esophageal ex-
foliated cytology, iodine staining, observation 
with naked eyes, and histological assessment 
at weeks 12, 16, 20 and 24 after induction of 
ESCC. 

RESULTS: Early esophageal lesions could not 

be observed by esophageal exfoliated cytology 
or iodine staining. Esophageal epithelial dyspla-
sia was observed by longitudinally dissecting 
the esophagus at week 12. In situ carcinoma and 
invasive cancer were observed at weeks 16, 20, 
and 24. Inflammation existed during the entire 
process of the development of ESCC. 

CONCLUSION: Histopathological techniques, 
not esophageal exfoliated cytology or iodine 
staining, are suitable for observing the morphol-
ogy of early ESCC lesions in C57BL/6 mice.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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squamous cell carcinoma in C57BL/6 mice. Shijie Huaren 
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摘要  
目的: 了解食管癌发生过程中的炎症改变.  

方法: 采用100 μg/mL的4NQO通过饮水作用
于C57BL/6小鼠, 分别通过食管拉网脱落细胞
法、碘染色法及病理组织学观察第12、16、
20、24周等时间段的C57BL/6小鼠食管鳞状
细胞癌建模病理的改变.  

结果: 食管拉网脱落细胞法、碘染色法均未
观察到小鼠早期食管病变, 在实验第12周, 纵
向解剖食管, 通过病理组织学观察到食管上皮
不典型增生, 第16、20、24周分别观察到原位
癌、浸润性鳞癌的发生, 在整个肿瘤的发生、

发展过程中伴随炎症细胞浸润.  

结论: 食管拉网脱落细胞法、碘染色法不适用
于C57BL/6小鼠食管鳞癌建模形态学观察, 只
能通过病理组织学才能够在不同的时间段观
察到食管癌的发生、发展及其炎症改变过程.  

© 2013年版权归Baishideng所有.

■背景资料
通过建立小鼠食
管 癌 模 型 ,  探 讨
观察早期小鼠食
管癌病理形态学
改变的方法及肿
瘤 的 发 生 过 程 , 
对研究食管癌发
生早期的分子机
制及对肿瘤的预
防、阻断起到桥
梁作用.
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■研发前沿
4 N Q O 诱 导 的 小
鼠食管癌模型建
模方法简单、诱
导 过 程 自 然 ,  能
模拟人食管癌发
生 的 动 态 过 程 , 
已广泛应用于食
管癌发生机制及
预 防 的 研 究 中 , 
开展无创方法对
肿瘤模型进行动
态追踪并进行早
期 诊 断 ,  在 食 管
癌研究领域具有
广阔前景.

关键词: 食管鳞状细胞癌; C57BL/6小鼠; 动物模型; 

食管拉网脱落细胞涂片; 碘染色
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0  引言

食管癌是最常见的八大恶性肿瘤之一[1], 2008年
全球新增病例482 300例, 死亡406 800例[2,3]. 由
于早期症状不明显, 大多数食管癌患者确诊时

已经是中晚期, 失去最佳治疗时机, 预后极差[4]. 
因此, 食管癌的早期诊断对于改善预后非常必

要. 在动物整体水平建立真实模拟人类疾病的

动物模型, 对理解疾病发生发展至关重要 [5,6]. 
食管癌的动物模型是研究肿瘤发生的病因、发

病机制、药物新靶点发现及药物干预的重要

手段[7-10]. 已证实多种亚硝胺能诱发大鼠食管癌, 
时间需1年以上, 但未能成功诱发小鼠食管癌. 
有报道[11,12]采用水溶性化合物4-硝基喹啉-1-氧
化物(4-nitroquinoline-1-oxide, 4NQO)成功诱导

小鼠食管鳞状细胞癌发生, 但未能观察到食管

浸润性癌发生前的早期病理改变. 食管拉网脱

落细胞涂片在食管癌普查中应用广泛[13,14]、碘

染色法结合胃镜检查在食管癌早期诊断中发挥

重要作用[15,16]. 为此, 我们尝试模拟人食管癌筛

查手段, 探讨能够更早期观察到小鼠食管癌病

理形态学改变的方法, 同时进一步揭示肿瘤发

生过程中的炎症变化情况.  

1  材料和方法

1.1 材料 6周龄♀C57BL/6小鼠60只, 体质量

16-20 g(广东省实验动物中心提供, 实验动物质

量合格证明号: 0097337), SPF级. 在室温20 ℃
-25 ℃, 湿度40%-60%, 24 h自然光暗循环条件下

以标准固体饲料喂养(广东省实验动物中心提

供), 自制微型棉签. 试剂4-硝基喹啉-1-氧化物

(4-nitroquinoline-1-oxide, 4NQO)(日本TCI公司 
CAS: 56-57-5); 丙二醇(propylene glycol)(天津富

宇); 2.5%碘溶液(广州齐云).  
1.2 方法

1.2.1 溶液配制: 4NQO溶解于丙二醇配制成5 
mg/mL浓度作为储存液, 避光保存于4 ℃. 喂养小

鼠时, 1 mL 4NQO储存液(5 mg/mL)和49 mL灭菌

蒸馏水混合配制成100 μg/mL 4NQO水溶液, 置
于避光饮水瓶中. 1 mL丙二醇和49 mL灭菌蒸馏

水混合配制成丙二醇水溶液, 每周一换. 对照组: 
在暴露期内饮用含相同浓度的丙二醇水溶液.  
1.2.2 食管癌模型建立: 参考文献[12], 60只小鼠

随机分为2组, 处理组50只, 对照组10只. 处理

组小鼠在致癌原暴露期内自由饮用100 μg/mL 
4NQO水溶液16 wk, 之后改用普通灭菌水喂养. 
于第12、16、20周处死小鼠3只, 至第24周全部

处死, 对照组小鼠饮用含相同浓度的丙二醇水

溶液16 wk, 之后改用普通灭菌水喂养, 于第12、
16、20周各处死1只, 至第24周全部处死.  
1.2.3 食管拉网脱落细胞涂片: 用灌胃器结合自

制微型棉签模拟食管拉网方法, 在食管采集脱

落细胞进行涂片, 滴加950 mL/L乙醇固定, 进行

HE染色后镜下观察.  
1.2.4 碘染色: 处死小鼠取食管纵向剖开, 2.5%碘

溶液滴至全段食管1 min后流水冲洗.   
1.2.5 病理组织学: 通过肉眼及镜下观察食管的

病理改变.  
1.2.6 一般情况: 每天观察室内温度、湿度变化, 
小鼠活动度、对刺激的反应灵敏度, 进食、饮

水量及毛色、粪便等情况, 每周记录小鼠的进

食、饮水量、体质量.  
1.2.7 脱落细胞涂片观察: 各时间点采集食管脱

落细胞涂片固定, HE染色后镜下观察.  
1.2.8 碘染色观察: 各时间点处死小鼠后, 分离食

管, 从食管起始部位用眼科剪纵向剖开食管, 并
用碘溶液对全段食管染色.  
1.2.9 大体观察: 各时间点处死小鼠后, 完整分离

舌、食管、胃, 心、肝、脾、肺、肾等脏器, 观
察食管全段外观、纵向剖开后管腔内部黏膜以

及各脏器的变化.  
1.2.10 组织病理学: 10%的中性甲醛溶液固定24 h, 
常规脱水, 石蜡包埋, 4 μm切片, 采用HE染色, 进
行组织病理学观察.  

2  结果

2.1 一般情况及体质量 实验小鼠共60只, 分别

在第12、16、20周处死小鼠4只, 5只小鼠实验过

程中意外死亡, 余下43只小鼠于第24周全部处

死. 实验进行至第12周时, 处理组与对照组在活

动度、毛发光泽度、进食、饮水无明显差异. 随
着时间延长, 处理组小鼠活动度逐渐弱于对照组, 
毛发失去光泽, 呈微黄色(4NQO为黄色), 粪便颜

色微黄, 尿液呈深黄色. 12、16、20、24 wk对照

组体质量分别为21.0 g±1.2 g、22.1 g±0.8 g、
21.3 g±1.7 g、23.3 g±0.9 g; 处理组体质量分别
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■相关报道
Fong等利用4NQO
建立小鼠食管癌
模型对Zn在肿瘤
发生中的作用进
行了深入研究, 发
现充足的Zn摄入
在食管癌建模过
程对小鼠具有保
护 作 用 ,  阐 明 了
Zn缺乏通过激活
S100A8炎症通路, 
参与小鼠食管癌
的发生发展.

为20.3 g±1.4 g; 19.4 g±2.0 g、16.4 g±2.6 g、
15.2 g±1.5 g(图1). 图中12 wk以前对照组与处理

组小鼠体质量均呈增加趋势, 12 wk后对照组体质

量持续增加, 而处理组小鼠体质量在第12周达到

峰值, 之后体质量下降, 第16-20周体质量降幅最

大. 16 wk后两组小鼠体质量差异有统计学意义

(P<0.01).  
2.2 脱落细胞涂片 镜下各个视野无细胞, 见零散

分布的均质、红染片状物, 考虑为角化物(图2).  
2.3 碘染色 经染色、流水冲洗后, 食管正常黏膜

及病变部位均染色较深, 无明显色差(图2).   
2.4 大体观察 对照组及处理组小鼠食管大体形

态(图3). 对照组小鼠食管长2.5-3.0 cm, 食管上

段管径约0.1 cm, 下段稍粗, 管径约0.15 cm, 黏膜

光滑呈半透明状, 无充血, 皱襞无中断, 食管中

上部黏膜薄, 近贲门处管壁略厚, 第12周, 处理

组小鼠食管无增粗, 纵向剖开可见食管下段黏

膜粗糙, 少许黏膜皱襞中断, 部分区域充血, 管
腔内无新生物生成; 16 wk时, 食管增粗, 平均直

径0.2 cm, 黏膜区域性增厚、粗糙, 无坏死及出

血. 20 wk时处理组小鼠食管明显增粗, 黏膜弥漫

性增厚, 管腔内可见1-3个新生物散在分布, 直径

0.1-0.2 cm 24 wk时, 食管下段管径平均0.2-0.3 cm, 
管壁僵硬、变形, 局部可见膨隆, 眼科剪不能顺

利伸入管腔, 管腔内充满一至数个乳头状、菜

花状、突向管腔或向管壁浸润生长的灰白色新

生物, 质硬, 触之出血, 新生物直径最小0.1 cm, 
最大者约0.4 cm, 部分小鼠管腔完全堵塞, 见出

血及溃疡形成.  
2.5 组织学观察 小鼠食管黏膜被覆鳞状上皮, 角
化层厚, 由浅至深依次为角化层, 颗粒细胞层、

棘细胞层, 基底细胞层, 黏膜下有少量淋巴细

胞、浆细胞浸润. 随着4NQO摄入时间延长, 处
理组小鼠食管在不同时期经历单纯性上皮增生-
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图  1   小鼠体质量
的变化.

A B

C D

图  2  小鼠食管脱落细胞
检查及碘染色. A: 第12周

小鼠食管脱落细胞; B: 第

24周小鼠食管脱落细胞; 

C: 碘染色前小鼠食管; D: 

碘染色后小鼠食管. 
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非典型增生-原位癌-浸润性鳞癌的病理变化(图
4). 12 wk时出现单纯性上皮增生, 上皮钉突延

长, 表现为棘细胞层及细胞数增多, 细胞无异型

性, 基底细胞单层, 排列整齐, 间质淋巴细胞增多. 
16 wk时可见异常增生, 棘细胞层肥厚, 细胞大小

不一、排列紊乱. 局部区域角化层中断, 基底细

胞增生, 排列紊乱, 细胞异型程度加重, 胞核呈

多形性, 病理性核分裂增多, 基膜尚完整, 表现

为原位癌的病理改变. 间质出现中性粒细胞、

浆细胞、淋巴细胞浸润. 实验进行至第24周时

食管鳞状细胞癌发生率为100%. 其中3例为原

位癌、30例浸润至黏膜下, 3例浸润至肌层. 肿
瘤外生性和/或浸润性生长, 形成癌巢, 中心可见

角化珠. 细胞重度异型, 层次紊乱, 核染色质增

多、粗糙, 出现多种病理性核分裂. 间质血管丰

富, 大量炎细胞浸润. 不典型增生和原位癌时期

可见淋巴细胞、中性粒细胞浸润, 发展至浸润性

癌时炎症细胞浸润以淋巴细胞、浆细胞为主.  

2.6 其他脏器观察 对处理组小鼠其他脏器包括: 
胃、胰腺、心、肝、脾、肺、肾进行大体及组

织学观察, 未发现原发性肿瘤及转移病灶.  

3  讨论

4NQO是一种水溶性的喹啉衍生物[17], 摄入体内

后, 在4NQO还原酶的作用下通过氧化还原反

应, 形成近致癌物4-羟氨基喹啉-1-氧化物, 经脯

氨酰基化作用代谢为终致癌物4-乙酰氨基喹啉

-1-氧化物, 最后与靶器官DNA亲核结构结合, 
形成DNA加成物, 使鼠第7号染色体上H-ras1基
因第12位密码子发生G→A转换, 致组织发生

癌变[18-21]. 其中4NQO还原酶起关键作用, 该酶

在舌、食管黏膜分布较多[19], 使得4NQO具有对

舌、食管的特异靶向性. 早期4NQO多用于口腔

癌模型构建中[22], Tang等[11]利用4NQO构建了舌癌

和食管癌模型, 研究4NQO对CBA和C57BL/6小鼠

致瘤率的差异; 我国陈慧等[12]用类似方法建立舌

■创新盘点
本文将人食管癌
筛查方法引入动
物 模 型 研 究 中 , 
对 食 管 进 行 纵
向 解 剖 ,  结 合 病
理 形 态 学 ,  更 早
期、动态观察到
食管癌的发生发
展 ,  并 揭 示 食 管
癌发生过程中伴
随的炎症改变.

A B C D 图  3  小鼠对照组与处理组食管大体形态. A: 对照组(左)与处理组

(右)(第24周, 未剖开); B: 对照组(第24周, 剖开后); C: 处理组(第16周, 剖

开后); D: 处理组(第24周, 剖开后).

A B

C D

图   4   不 同 时 间 点 小 鼠
食管组织HE染色(×10). A: 

正常食管黏膜; B: 第12周

不典型增生; C: 第16周原

位癌; D: 第24周浸润性食

管鳞状细胞癌.
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癌及食管癌模型, 但未能观察致癌过程中食管管

腔内部的大体形态变化. 我们尝试无创模拟人食

管癌筛查方法, 利用食管拉网脱落细胞涂片以及

对小鼠离体食管纵向剖开后采用碘染色法, 观察

早期食管黏膜病变, 从病理形态学角度对食管癌

的发生过程及伴随的炎症改变进行深入研究.  
食管拉网是利用网囊食管细胞采取器获得

食管黏膜脱落细胞进行病理细胞学检查的一种

简便可靠方法[23], 是我国食管癌高发区普查的重

要手段[24]; 内镜下食管黏膜碘染色, 有助于发现

早期食管癌[25-28], 机制为: 正常人食管鳞状上皮

细胞内及细胞间隙含有大量糖原, 糖原遇碘后

呈棕色的着色反应. 若因肿瘤、炎症等造成食

管黏膜细胞内的糖原丧失或减少, 呈现不染色

或染色不良的区域[29,30], 利用此特点可以鉴别轻

微的食管黏膜病变. 实验中我们拟通过模拟人

食管拉网无创方式及剖开食管进行碘染色以发

现小鼠早期食管病变, 但由于小鼠食管上皮为

很厚的角化鳞状上皮这一有别于人食管的特殊

结构, 导致棉签无法采集到上皮细胞, 涂片结果

为红染的角化物; 此外, 我们以自制微型棉签代

替网囊食管细胞采取器进行细胞采集, 操作难

度较大, 不利于细胞采集. 在后续的研究中, 如
能开发动物微型内窥镜技术, 更直观观察食管

病变情况, 将对食管癌动物模型研究具有深远

意义. 碘染色实验同样因为食管角化, 无法通过

碘的着色区分出正常黏膜和病变部位. 提示食

管拉网脱落细胞法、碘染色法不适用于观察小

鼠食管鳞癌的早期病变过程.
我们在不同时间点处死小鼠, 对食管纵向

解剖, 肉眼及镜下观察肿瘤的动态发生过程. 实
验中我们观察到第12周时处理组小鼠体质量开

始下降, 第16-20周降幅最为明显. 第12周处死小

鼠, 纵向解剖食管后肉眼观察到小鼠食管黏膜

粗糙、增厚, 镜下可见食管上皮已经发生不典

型增生, 第16周和第20周我们进一步观察到了

小鼠食管经历了原位癌-浸润性鳞癌逐步进展

的经典上皮肿瘤发生过程, 至第24周时小鼠食

管出现肉眼可见的肿物, 组织学诊断鳞癌发生

率为100%, 在整个过程中伴随炎症细胞的浸润, 
随着时间延长, 炎症细胞浸润加剧. 陈慧等[12]仅

在第24周时观察到食管早期浸润性鳞癌的发生, 
而我们提前4 wk观察到食管早期癌前病变的发

生, 这可能与我们纵向解剖食管, 更直观的观察

到食管管腔内部的变化有关. 结合小鼠一般情

况、体质量、肉眼及组织学变化, 该模型在整

体水平生动反应出小鼠体内肿瘤的发展过程, 
以上结果可能提示第12周之前是4NQO在体内

不断诱导DNA发生突变的过程, 当突变累积到

一定程度时, 便启动肿瘤产生, 从而真实再现了

食管癌发生的动态过程.  
正常食管黏膜存在一定数量淋巴细胞、浆

细胞等以发挥正常的免疫作用, 通过该模型我

们发现在不典型增生和原位癌时期舌和食管病

变区域出现大量炎细胞浸润, 发展至浸润性癌

时炎症细胞浸润以淋巴细胞为主, 随着病变加

重, 炎症细胞浸润越明显, 提示我们肿瘤发生的

同时启动了机体免疫系统. 大量研究表明[31-33]: 
炎症是肿瘤发展的重要因素, 炎症细胞通过为

肿瘤微环境提供多种生物活性分子促进肿瘤进

程, 因而成为肿瘤发生早期的证据之一.   
食管癌动物模型的建立为食管癌治疗提供

了重要的研究平台. 给药方式的选择对药物的疗

效可能会产生不同的后果. 值得一提的是, 我们

在随后的研究中, 进行了尾静脉注射给药, 但成

功率不高, 分析其原因, 可能因为C57BL/6小鼠尾

部角化明显, 随着鼠龄延长, 角化增厚; 且尾静脉

行走于尾骨中间. 由于其尾巴特殊的生理结构, 
对幼鼠尚可行尾静脉注射, 而成年鼠尾静脉注射

比较困难. 故进行药物实验时, 对需要静脉注射

药物的给药方式提出了挑战, 需要较高的尾静脉

注射技术, 这是实验设计必须考虑的问题之一.  
总之, 利用4NQO构建的C57BL/6小鼠食管

鳞状细胞癌疾病动物模型, 建模时间短、方法简

单、成瘤率高. 食管拉网脱落细胞法、碘染色法

不适用于食管鳞癌的早期病变观察, 病理组织学

能更早期观察到食管癌的发生及其炎症改变, 从
而为以后的动物模型研究提供经验和借鉴.  
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Abstract
AIM: To investigate the effects of cytoplasmic 
transduction peptide (CTP)-HBcAg18-27-Tapasin 
on the maturation of HBV transgenic mouse 
bone marrow-derived dendritic cells (DCs) and 
proliferation of T lymphocytes in vitro.

METHODS: DCs derived from bone mar-
row of HBV transgenic mice or C57BL/6 mice 
were cultured with recombinant granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor and re-
combinant interleukin-4 for 5 days. The fusion 
proteins CTP-HBcAg18-27-Tapasin (10 μg/mL), 
CTP-HBcAg18-27 (10 μg/mL), HBcAg18-27-Tapasin 
(10 μg/mL) or PRMI 1640 were then added into 
culture medium to induce DC maturation. DC 
phenotypes were analyzed by flow cytometry. 
The level of IL-12p70 in supernatants was de-
tected by enzyme-linked immunosorbent assay. 
The proliferation of T lymphocytes was assessed 
using cell counting kit-8, and intracellular cyto-
kines in proliferative T cells were analyzed by 
flow cytometry. 

RESULTS: DCs were cultured and identified 
successfully. DC surface molecules, such as 
CD80, CD83 and major histocompatibility anti-
gen-I, were up-regulated by treatment with CTP-
HBcAg18-27-Tapasin. IL-12p70 level in cells treated 
with CTP-HBcAg18-27-Tapasin was higher than 
those in cells treated with CTP-HBcAg18-27, HB-
cAg18-27-Tapasin or medium. Treatment with CTP-
HBcAg18-27-Tapasin not only significantly induced 
T lymphocyte proliferation, but also significantly 
increased the percentages of IFN-γ+CD8+ T cells 
compared to treatment with CTP-HBcAg18-27, HB-
cAg18-27-Tapasin or medium. However, the effects 
of CTP-HBcAg18-27-Tapasin on DC maturation and 
T lymphocyte proliferation were more significant 
when DCs and T lymphocyte were derived from 
C57BL/6 mice.

CONCLUSION: Molecular chaperone tapasin-
modified intracellular antigen peptide could ef-
fectively promote the differentiation and matura-
tion of dendritic cells derived from bone marrow 
cells of HBV transgenic mice and enhance the 
ability of DCs to stimulate T lymphocyte prolif-
eration and induce cytotoxic T lymphocytes.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染是严
重的公共卫生问
题, 全球约20亿人
曾感染HBV, 其中
3 .5-4 .0亿人为慢
性HBV感染, 全球
每年约100万人死
于与HBV感染相
关的肝病. 我国属
乙型肝炎高发区, 
约1.1亿人为慢性
HBV感染.
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■研发前沿
经 典 M H C - Ⅰ 类
分子在内质网内
的装配要求有抗
原肽配体和β2m
的 存 在 ,  而 这 一
过程需要伴侣分
子 ( chape rones )
如Tapasin、钙网
蛋白(calreticulin, 
C RT ) 等 的 参 与 . 
Tapasin在形成抗
原肽MHC复合物
中有重要作用.

Cytoplasmic transduction peptide-HBcAg18-27-Tapasin 
induces HBV transgenic mouse bone marrow-derived 
dendritic cell maturation and T lymphocyte proliferation 
in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(2): 122-129

摘要
目的: 观察融合蛋白胞质转导肽(cytoplasmic 
transduction peptide, CTP)-HBcAg18-27-Tapasin
体外诱导HBV转基因小鼠髓源性树突状细胞
(dendritic cell, DC)成熟和对T淋巴细胞增殖的
作用.   

方法:  体外分离、培养H B V转基因小鼠及
近交系C57B L/6小鼠髓源性D C, 加入重组
粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子和白介素
(interleukin, IL)-4培养5 d, 再加入实验组10 μg/
mL CTP-HBcAg18-27-Tapasin、对照组10 μg/mL 
CTP-HBcAg18-27、10 μg/mL HBcAg18-27-Tapasin
及空白组RPMI 1640完全培养液. 流式细胞术
测定DC表面分子CD80、CD83、MHC-1的表
达, ELISA法测定DC培养上清液中的IL-12p70
的水平, 细胞计数试剂盒(CCK-8)检测T淋巴细
胞增殖反应, 流式细胞仪检测增殖的T淋巴细
胞内的细胞因子.   

结果:  体外成功诱导小鼠髓源性DC; CTP-
HBcAg18-27-Tapasin能明显上调DC表面分子
CD80、CD83、MHC-1的表达; 并且CTP-
HBcAg18-27-Tapasin组诱导DC分泌的IL-12p70
水平及诱导DC增殖T淋巴细胞增殖能力明显
高于对照组及空白组[IL-12p70转基因小鼠(F  = 
205.85, P  = 0.000); C57BL/6小鼠(F  = 406.20, P  
= 0.000)]; 流式细胞仪检测实验组融合蛋白诱
导的CTL水平也高于对照组[转基因小鼠(F  = 
155.45, P  = 0.000); C57BL/6小鼠(F  = 392.90, P  = 
0.000)], 同时HBV转基因小鼠DC表面分子及在
T淋巴细胞增殖中的作用要比C57BL/6小鼠低.   

结论: 分子伴侣Tapasin修饰胞内化抗原肽能
促进HBV转基因小鼠髓源性DC的分化、成
熟, 并能增强DC刺激T淋巴细胞增殖能力及诱
导CTL的产生.   
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus)感染的控制、

转归及病毒清除, 主要取决于宿主的免疫状态, 
HBcAg18-27是具有免疫优势的人类白细胞抗原

(HLA)-A2限制性特异性CTL表位肽, 在HBV
感染中能诱发较强的C T L反应 [1-3].  分子伴侣

Tapasin是抗原提呈相关运载体蛋白(transporter 
associated with antigen processing, TAP)的基因

产物, 与人类主要组织相容性复合体(major his-
tocompatibility complex, MHC)-Ⅰ类分子同为

免疫球蛋白超家族成员, Tapasin在形成抗原肽

MHC/多肽复合物中有重要作用[4,5]. 胞质转导肽

(cytoplasmic transduction peptide, CTP)能够有

效穿透细胞膜, 高效携带外源性抗原进入细胞

内部, 实现细胞亚定位[6-9]. 树突状细胞作为专职

抗原递呈细胞是目前发现的激活初始T细胞功

能最强的抗原提呈细胞(antigen presenting cell, 
APC). 研究表明机体对HBV的耐受状态并不是

因为淋巴细胞功能缺陷, 而是由于抗原提呈细胞

功能缺陷, 特别是DCs功能缺陷引起[10,11]. 本研究

利用CTP-HBcAg18-27-Tapasin融合蛋白对体外培

养HBV转基因小鼠及C57BL/6小鼠髓源性DCs
及其在T淋巴细胞增值功能的影响进行观察, 探
讨分子伴侣Tapasin在诱导免疫激活中的作用.   

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6-HBV♀SPF级转基因小鼠, 周
龄6-8 wk, 体质量22-26 g, 由中国人民解放军第

458医院全军传染病中心提供, ♀SPF级C57BL/6
健康小鼠, 6-8周龄, 22-26 g, 由上海生命科学研

究院斯莱克实验动物有限公司提供, 在本院动

物实验中心清洁级25 ℃-27 ℃条件下饲养. 融合

蛋白CTP-HBcAg18-2-Tapasin、CTP-HBcAg18-27

及HBcAg18-27-Tapasin由本课题组构建并保存[12]. 
异硫氰酸荧光素(FITC)标志的小鼠单克隆抗体

干扰素-γ(interferon-γ, IFN-γ)及藻红蛋白(PE)标
志的小鼠单克隆抗体CD8α、CD11c、CD80、
CD83及MHC-1均购自eBioscience公司; 重组粒

细胞-巨噬细胞集落刺激因子与白介素(interleu-
kin, IL)-4均购自PeproTech公司; IL-12p70 ELISA
检测试剂盒为R＆D公司产品; 佛波酯、莫能霉

素、离子霉素及丝裂霉素C购自Sigma公司; 细
胞固定剂和破膜剂购自Invitrogen公司; T细胞尼

龙毛柱(Wako公司); 小鼠淋巴细胞分离液(北京

康贝源科技有限公司); CCK-8试剂盒(日本同仁

化学研究所).   
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■相关报道
Thirdborough等
利用CTL表位肽
来免疫Tapasin-/-

转基因小鼠和野
生型小鼠, 结果发
现经抗原肽刺激
后Tapasin -/-生成
特异性CD8+细胞
的能力明显低于
野 生 型 小 鼠 ,  提
示Tapasin在诱导
CTL反应中起重
要作用. Boulanger
等利用Tapasin-/-

转基因小鼠来研
究由痘病毒所致
的淋巴细胞性脉
络 丛 脑 膜 炎 ,  发
现Tapasin能促进
CTL反应, 在病毒
免疫作用中是一
个有利因素, Tapa-
sin缺乏会造成免
疫反应的改变.

1.2 方法

1.2.1 髓源性DC的分离和培养: 小鼠拉颈处死后

浸入750 mL/L乙醇中5 min左右, 无菌条件下取

出股骨及胫骨, PBS反复冲洗骨髓直至发白, 收
集细胞悬液低速离心, 弃上清液收集骨髓细胞; 
RPMI 1640培养液重悬, 细胞计数, 调整细胞密

度为1×109/mL, 加至6孔板中, 4 h后去除未贴壁

细胞, 加含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液, 
并加入rmGM-CSF和rmIL-4, 终浓度分别为20 ng 
/mL和10 ng /mL; 在37 ℃、50 mL/L CO2培养箱

中培养. 隔天半量换液, 并补充细胞因子rmGM-
CSF和rmIL-4至原浓度. 倒置显微镜下观察细胞

形态和数量变化.   
1.2.2 DC的诱导及分组: 本实验分4组: (1)实
验组CTP-HBcAg18-27-Tapasin; (2)对照组CTP-
HBcAg18-27; (3)对照组HBcAg18-27-Tapasin; (4)空
白组为RPMI 1640培养基. 分别向培养至第5天
的DC中加入10 μg/mL融合蛋白和RPMI 1640培
养液, 同时加入20 ng/mL rmGM-CSF和10 ng/mL 
rmIL-4, 37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养72 h
后, 强力吹打收集DC及培养上清液, -80 ℃保存

上清液以备检测.   
1.2.3 DC表面分子检测: 收集培养到第8天的细

胞, 每个标本细胞数约为1×106/mL, 用PBS洗涤

两次, 弃上清; 分别加PE标志的CD80、CD83、
CD86及MHC-Ⅰ, 并设置同型对照管, 4 ℃避光

作用30 min; PBS洗涤后标本用1%多聚甲醛固定

30 min, 流式细胞仪检测.   
1.2.4 IL-12p70水平检测: 采用酶联免疫吸附法

(ELISA)检测, 将标准品和样本各50 μL依次加入

孔中, 每孔分别加入50 μL酶联亲和物, 37 ℃温

育60 min后弃孔内液体, 用稀释的洗涤液反复冲

洗5次后加入显色液, 室温下避光反应15 min, 每
孔加入终止液50 μL酶标仪在450 nm测定吸光度

(A )值. 通过标准曲线计算出IL-12p70水平.   
1.2.5 脾淋巴细胞的制备: 处死C57BL/6小鼠, 无
菌条件下取出小鼠脾脏, 在200目筛网中边用注

射器活塞轻轻研磨, 边用PBS冲洗, 使脾细胞透

过筛网到培养皿中得到脾细胞悬液, 将细胞悬

液慢慢加到预先预热的淋巴细胞分裂液上层离

心, 吸取淋巴细胞层, 再用PBS冲洗两遍, RPIM 
1640培养液重悬得到混合淋巴细胞悬液.   
1.2.6 T淋巴细胞的制备: 用20 mL培养液平衡T
淋巴细胞尼龙毛柱, 再加入15 mL含血清的培养

基, 随后关闭弹簧夹; 加入上述制备的混合淋巴

细胞悬液, 打开弹簧夹, 再加入1 mL培养基, 关

闭弹簧夹; 覆盖锡箔纸, 37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱孵育45-60 min; 用950 mL/L乙醇消毒并打

开弹簧夹, 加入20 mL含血清的培养基, 收集细

胞悬液约1个柱子的体积.   
1.2.7 T淋巴细胞增殖反应: 培养至第8天的DC密
度调整至1×106/mL, 加入丝裂霉素, 37 ℃水浴

30 min作为刺激细胞, T淋巴细胞密度调整至1×
106/mL作为效应细胞, 按效应细胞和刺激细胞分

别为5∶1、10∶1、20∶1, 每孔加入5×105效应

细胞, 每组设3复孔, 37 ℃、50 mL/L CO2培养箱

孵育72 h, 每孔加CCK-8试剂10 μL, 4 h后酶标仪

450 nm波长条件下检测A值.   
1.2.8 T细胞内细胞因子检测: 采用流式细胞仪检

测, 将分离得到的T淋巴细胞以RPMI 1640调整

至1×106/mL, 25 μg/mL佛波酯、1 μg/mL离子霉

素和1.7 μg/mL莫能霉素加入培养液中37 ℃、50 
mL/L CO2孵育6 h; PBS洗涤2次后收集细胞, 加
入PE-CD8a抗体避光孵育15 min; PBS洗涤2次, 
100 μL固定剂作用15 min, PBS洗涤后加入100 
μL破膜剂作用5 min, 直接加FITC-IFN-γ抗体, 室
温避光孵育30 min; PBS洗涤2次后用500 μLPBS
重悬, 流式细胞仪对细胞荧光强度进行检测分析.   

统计学处理 采用SPSS16.0软件进行分析, 
数据以mean±SD表示, 多个样本均数间的比较

采用单因素方差分析(one-way ANOVA), 组间两

两比较采用LSD法, P <0.05为差异有统计学意义.   

2  结果

2.1 DC表型检测 为了解融合蛋白诱导DC后对其

表面分子的影响, 采用流式细胞仪分析, 流行细

胞仪显示收集的DC表面分子CD11c为70%-80%, 
H B V转基因小鼠及C57B L/6小鼠 ,  融合蛋白

CTP-HBcAg18-27-Tapasin诱导表面分子CD80、
CD83及MHC-1明显高于对照组及空白组(转基

因小鼠F  = 1777.00、F  = 657.50及F  = 281.53, 均
P <0.05; C57BL/6小鼠F  = 70.07、F  = 128.15及F  
= 1052.00, 均P <0.05) (图1, 2, 表1, 2).  
2.2 DC培养上清液中IL-12p70水平检测 了解DC
成熟程度还需了解其分泌IL-12p70水平, 采用

ELISA法测定, HBV转基因小鼠及C57BL/6小
鼠, 实验组CTP-HBcAg18-27-Tapasin培养上清液

IL-12p70水平都明显高于对照组及空白组[转基

因小鼠(F  = 205.85, P  = 0.000); C57BL/6小鼠(F  = 
406.20, P  = 0.000)](图3, 4, 表3).   
2.3 T淋巴细胞增殖反应检测 在不同效应细胞

与刺激细胞比例下, C57BL/6小鼠和HBV转基
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因小鼠, 实验组CTP-HBcAg18-27-Tapasin对同种

系小鼠T淋巴细胞增殖作用最强(转基因小鼠

F  = 29.96、F  = 90.25及F  = 103.07, 均P <0.05; 
C57BL/6小鼠F  = 11.4、F  = 10.87及F  = 15.74, 均
P <0.05), 且效应细胞与刺激细胞在5∶1时增殖

作用最强, 分别高于对照组CTP-HBcAg18-27、

HBcAg18-27-Tapasin及空白组(均P<0.05)(图5, 6).   
2.4 T淋巴细胞内细胞因子检测 为了观察C57BL/6
正常小鼠及H B V转基因小鼠的不同组蛋白致

敏DC后对CD8α/IFN-γ双阳性细胞比例的影响, 
采用流式细胞仪对细胞进行CD8α和IFN-γ双标

检测, 结果刺激后的T淋巴细胞中产生IFN-γ的
CTL数量在实验组CTP-HBcAg18-27-Tapasin最
高分别高于对照组及空白组[转基因小鼠(F  = 

155.45, P  = 0.000); C57BL/6小鼠(F  =  392.90, P  
= 0.000)](图7, 8, 表4).   

3  讨论

HBV慢性感染者中DC抗原提呈能力低下, 表达

于DC表面的共刺激分子明显低于正常者, 刺
激T淋巴细胞特异性增殖反应能力下降, 能够

诱导T淋巴细胞向Thl分化的IL-12、IFN-γ分泌

减少, 因而造成细胞免疫反应低下、病毒持续

感染[13-16]. Kurose等[10]用HBV转基因小鼠模型

研究HBV感染后机体免疫耐受状态和DC的关

系, 发现机体对HBV的耐受状态并不是因为淋

巴细胞功能缺陷, 而是由于抗原提呈细胞功能

缺陷, 特别是DCs功能缺陷引起. CTP为蛋白转

■创新盘点
本 研 究 利 用
CTP-HBcAg18-27-
Tapasin融合蛋白
对体外培养HBV
转 基 因 小 鼠 及
C57BL/6小鼠髓
源性DCs及其在T
淋巴细胞增值功
能的影响进行观
察, 探讨分子伴侣
Tapasin在诱导免
疫激活中的作用. 
为慢性乙型肝炎
患者的免疫治疗
提供新的思路. 
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图  1  HBV转基因小鼠树突状细胞表面分子检测. 

表  1  HBV转基因小鼠树突状细胞表面分子百分比检测 (%)

     分组         CD80         CD83     MHC-1

1组 30.35±0.75ace 32.93±1.64ace 45.87±21.03ace

2组 20.35±0.60ac 19.38±0.70ac 23.82±0.29ac

3组   6.14±0.22   6.26±0.60 12.42±0.63

4组   5.12±0.12   4.38±0.82   8.05±3.26

1: CTP-HBcAg18-27-Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27; 3: HBcAg18-27-Tapasin; 4: 空白组. aP<

0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  HBcAg18-27-Tapasin组; eP<0.05 vs  CTP-HBcAg18-27组.
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导域PTD(protein transduction domain)的衍生体, 
诸多研究证实, PTD及其衍生体能够有效穿透细

胞膜, 高效携带外源性抗原进入细胞内部, 实现

细胞亚定位, 通过MHC-Ⅰ类分子途径提呈, 诱
导特异性CTL, 从而发挥抗肿瘤、抗病不良反应
[17-19]. HBcAg18-27为具有免疫优势的HLA-A2限制

性CTL表位肽, 在90%HLA-A2阳性的急性自限

性HBV感染者中能诱发强大的CTL反应[20-22]. 经
典MHC-Ⅰ类分子在内质网内的装配要求有抗

原肽配体和β2m的存在, 而这一过程需要伴侣分

子(chaperones)如Tapasin、钙网蛋白(calreticulin, 
CRT)等的参与. Tapasin在形成抗原肽MHC复合

物中有重要作用, 近年来一些研究发现某些肿

瘤、病毒、及自身免疫性疾病的发生与Tapasin
的表达下降有关[23-25].   

前期研究中 ,  我们已经成功构建C T P -
HBcAg18-27-Tapasin融合基因质粒, 融合蛋白表

达纯化后证明其具有DC胞膜穿透能力并有效

定位于胞质. 在此基础上, 为进一步探讨该融合

蛋白对DC免疫功能的影响, 我们进行了体外培

养HBV转基因小鼠及C57BL/6小鼠髓源性DC, 
我们的实验显示, CTP-HBcAg18-27-Tapasin能明

显上调细胞表面标志物的水平及提高细胞表面

标志物及IL-12p70的水平, 证实其促进DC成熟

的能力, 未成熟DC表面的MHC分子及其他分子

(CD80、CD83)表达水平低下, DC成熟后细胞

表面的MHC分子及其刺激分子的表达明显升

高, CD83是DC成熟的标志, 成熟的DC分泌高水

平的IL-12, IL-12是促进T细胞活化增殖的重要

细胞因子之一, IL-12p70是IL-12的家族成员. 并

CTP-HBcAg18-27-Tapasin CTP-HBcAg18-27 HBcAg18-27-Tapasin Medium

CD
80

CD
83

M
H

C-1

图  2  C57BL/6小鼠树突状细胞表面分子检测.

76.36% 50.56% 25.32% 28.40%
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40.17%75.67%

表  2  C57BL/6小鼠树突状细胞表面分子百分比检测 (%)

     分组        CD80        CD83      MHC-1

1组 76.48±0.58ace 68.08±0.83ace 74.56±0.97ace

2组 49.54±0.88ac 55.22±2.71ac 40.02±0.41ac

3组 25.14±0.17 19.54±0.85 33.48±1.28

4组 22.08±10.41 20.22±6.95 17.79±1.95

1: CTP-HBcAg18-27-Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27; 3: HBcAg18-27-Tapasin; 4: 空白组. aP<

0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  HBcAg18-27-Tapasin组; eP<0.05 vs  CTP-HBcAg18-27组.

■应用要点
本文证实了分子
伴 侣 Ta p a s i n 修
饰胞内化抗原肽
( H B c A g 1 8 - 2 7 )
能明显促进HBV
转 基 因 小 鼠 及
C57BL/6小鼠DC
表 面 分 子 上 调 , 
提高IL-12p70的
水 平 ,  并 有 效 刺
激 T 淋 巴 细 胞 增
殖及增加特异性
CTL的表达的作
用 ,  证实Tapasin
在免疫激活中的
重 要 作 用 ,  为 进
一步研究该融合
蛋白诱导特异性
CTL抑制HBV复
制的体内研究提
供理论依据.
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采用尼龙毛柱分离法分离T淋巴细胞, 尼龙毛柱

分离法利用了尼龙毛对B淋巴细胞的亲和力, 使
T淋巴细胞达到足够的纯度. 增殖实验中先将

成熟的DC用丝裂霉素C处理, 目的是为了排除

DC本身的增殖带来的干扰, 使实验测得的结果

为小鼠脾淋巴细胞的单向增殖. CCK-8法检测

T淋巴细胞增殖能力也证实了CTP-HBcAg18-27-
Tapasin组高于其他对照组. 流式细胞仪对T淋
巴细胞进行CD8α和IFN-γ双标检测, CD8α和
IFN-γ双阳性的为表达IFN-γ的CTL, 结果显示

CTP-HBcAg18-27-Tapasin刺激后的淋巴细胞中

产生IFN-γ的CTL数量明显高于对照组, 提示

Tapasin有利于MHC-1提呈, 但CTP-HBcAg18-27-
Tapasin诱导HBV转基因小鼠DC表面分子成熟

及在T淋巴细胞增殖中的作用要比C57BL/6小
鼠低, 提示HBV转基因小鼠DC功能可能存在缺

陷. 本实验以正常小鼠为对照, 通过流式细胞仪

检测HBV转基因小鼠树突状细胞表面分子表达

明显低于正常小鼠, 这与HBV转基因小鼠DC刺
激淋巴细胞增殖能力和诱导CTL低下相一致. 
Farag等[26]利用HBVsvp和LPS来刺激C57BL/6
小鼠DC然后免疫转基因小鼠, 结果显示实验组

转基因小鼠CD4+T淋巴细胞比空白组高, 并且

HBsAg和HBV DNA水平比空白组低. 表明DC
抗原提呈功能在清除H B V中起着至关重要的

作用, Tapasin作为MHC-Ⅰ类分子与TAP之间的

桥梁, 可增强抗原肽与MHC-Ⅰ类分子的结合

能力, 并促进抗原提呈细胞(antigen presenting 
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图  3  HBV转基因小鼠树突状细胞上清液中IL-12p70水平
的检测. 1: CTP-HBcAg18-27-Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27; 3: 

HBcAg18-27-Tapasin; 4: 空白组. aP <0.05 vs  空白组; cP <0.05 

vs  HBcAg18-27-Tapasin组; eP<0.05 vs  CTP-HBcAg18-27组.
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图  4  C57BL/6小鼠树突状细胞上清液中IL-12p70水平的
检测. 1: CTP-HBcAg18-27-Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27; 3: 

HBcAg18-27-Tapasin; 4: 空白组. aP <0.05 vs  空白组; cP <0.05 

vs  HBcAg18-27-Tapasin组; eP<0.05 vs  CTP-HBcAg18-27组.
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图  5  HBV转基因小鼠不同培养的树突状细胞在效应细胞
与刺激细胞不同比例时对T淋巴细胞的增殖作用.
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图  6  C57BL/6小鼠不同培养的树突状细胞在效应细胞与刺
激细胞不同比例时对T淋巴细胞的增殖作用.
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图  7  流式细胞术检测HBV转基因小鼠不同组别CD8α/
I FN-γ双阳性细胞数百分比(%) .  1:  CTP-HBcAg 18-27-

Tapasin; 2: CTP-HBcAg18-27; 3: HBcAg18-27-Tapasin; 4: 空

白组. aP <0.05 vs  空白组; cP <0.05 vs  HBcAg18-27-Tapasin组; 
eP<0.05 vs  CTP-HBcAg18-27组.
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图  8  流式细胞术检测C57BL/6小鼠不同组别CD8α/IFN-γ
双阳性细胞数百分比(%). 1: CTP-HBcAg18-27-Tapasin; 2: 

CTP-HBcAg18-27; 3: HBcAg18-27-Tapasin; 4: 空白组. aP <0.05 

vs  空白组; cP <0.05 vs  HBcAg18-27-Tapasin组; eP <0.05 vs  

CTP-HBcAg18-27组.
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■同行评价
本研究实验设计
合理, 试验方法正
确, 结果令人鼓舞, 
将会对将来应用
于临床提高HBV
清除率提供新的
思路和途径.
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cells, APCs)表面MHC/多肽复合物的表达[27-29]. 
近来有研究人员利用Tapas in结合表位肽来增

强特异性CTL反应以抑制病毒复制及肿瘤细胞

生长. Thirdborough等[30]利用CTL表位肽来免

疫Tapasin-/-转基因小鼠和野生型小鼠, 结果发

现经抗原肽刺激后Tapasin-/-生成特异性CD8+细

胞的能力明显低于野生型小鼠, 提示Tapasin在
诱导CTL反应中起重要作用. Boulanger等[31]利

用Tapasin-/-转基因小鼠来研究由痘病毒所致的

淋巴细胞性脉络丛脑膜炎, 发现Tapasin能促进

CTL反应, 在病毒免疫作用中是一个有利因素, 
Tapasin缺乏会造成免疫反应的改变. 我们的实

验结果与上述实验一致, 分子伴侣Tapasin能明

显增强抗原肽刺激DCs成熟并诱导特异性CTLs
的能力.   

本实验证实了分子伴侣Tapasin修饰胞内化

抗原肽(HBcAg18-27)能明显促进HBV转基因小鼠

及C57BL/6小鼠DC表面分子上调, 提高IL-12p70
的水平, 并有效刺激T淋巴细胞增殖及增加特异

性CTL的表达, 证实Tapasin在免疫激活中的重

要作用. 基于以上结果, 为进一步研究该融合蛋

白诱导特异性CTL抑制HBV复制的体内研究提

供理论依据.   
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Abstract
AIM: To investigate the potential preventive ef-
fect of Bifidobacterium triple viable capsule (Bi-
fico) on intestinal microflora and the expression 
of IL-17 and occludin proteins in ileum mucosa 
in rats with non-alcoholic fatty liver disease 
NAFLD induced by a high-fat diet.

METHODS: Thirty-four male Sprague-Dawley 
rats were divided into three groups and were 
given a high-fat diet (group Ⅰ, n = 12), a high-

fat diet and Bifico (group Ⅱ, n = 12), and an 
ordinary diet (group Ⅲ, n = 10). Rats of group 
Ⅱ were given Bifico gavage, while the other 
two groups were given the same amount of 
normal saline. Seventeen weeks later, the rats 
were killed for having a liver biopsy to confirm 
whether NAFLD was successfully induced. 
The 16S RNA method was used to detect the 
numbers of three main types of bacteria in the 
intestinal tract. The ultrastructure of ileum tissue 
was observed by electron microscopy, and the 
expression of occludin and IL-17 proteins was 
detected by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to group Ⅲ, there was a 
significant increase in the number of Escherichia 
coli, Lactobacillus, and Bifidobacteria, and expres-
sion of occludin in groups Ⅰ and Ⅱ (all P < 
0.05). There was no significant difference in the 
number of Lactobacillus and expression of occlu-
din between groups Ⅰ and Ⅱ. The expression 
of IL-17 differed significantly between the three 
groups (all P < 0.05). Electron microscopy indi-
cated that intestinal epithelial cells in rats given 
a high-fat diet showed a series of pathological 
injuries (e.g., hydropsia and necrosis), and the use 
of Bifico could relieve intestinal epithelial injury.

CONCLUSION: Bifico exerts a preventive effect 
on non-alcoholic fatty liver disease induced by a 
high-fat in rats possibly by protecting the intesti-
nal mucosal barrier.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察培菲康对高脂饮食诱导大鼠非酒
精性脂肪肝病(non-alcoholic fatty liver disease, 

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
目前世界上最为
普遍的肝脏疾病
之一, 国内外发病
率呈明显上升趋
势 .  NAFLD临床
上包括单纯性脂
肪肝、脂肪性肝
炎(NASH)和脂肪
性 肝 硬 化 3 种 类
型. 其中, NASH可
能进展为肝纤维
化甚至肝硬化, 发
生机制尚不明确.
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■研发前沿
益生菌制剂可通
过调整肠道菌群
减 轻 肠 道 炎 症
反 应 ,  进 一 步 减
轻 肝 脏 炎 症 反
应 .  这 一 发 现 为
临床预防和治疗
NAFLD提供了一
种可能的途径.

NAFLD)肠道菌群的干预作用及紧密连接蛋
白occludin、白介素(interleukin, IL)-17在回肠
黏膜上表达的影响.

方法: ♂SD大鼠34只分为高脂饮食组(Ⅰ组, n  
= 12), 高脂饮食+培菲康干预组(Ⅱ组, n  = 12), 
普通饮食组(Ⅲ组, n  = 10). Ⅱ组予培菲康灌胃, 
余下两组分别给予相同剂量生理盐水灌胃. 于
喂养17 wk处死各组大鼠, 肝脏组织病理表现
提示NAFLD模型成功建立. 采用16S RNA方
法检测3组大鼠肠道3种主要细菌数量; 采用
透射电镜观察回肠组织超微结构; 免疫组织
化学方法观察回肠黏膜occludin蛋白及IL-17
量的表达变化.

结果: (1)Ⅰ组、Ⅱ组较Ⅲ组: 肠道3种细菌数
量及紧密连接蛋白occludin表达差异均有显著
性(P <0.05); (2)Ⅰ组较Ⅱ组: 乳酸杆菌数量、

蛋白occludin表达量差异无显著性; (3)IL-17表
达在3组间差异有显著性(36.289±30.540 vs  
9.646±14.530 vs  2.609±5.850); 此外, 透射电
镜下观察到Ⅰ组大鼠肠上皮细胞水肿, 绒毛排
列紊乱, 线粒体肿胀、疏松化明显, 并出现坏
死细胞, 而经培菲康干预后的大鼠肠上皮损伤
减轻.

结论: 培菲康对高脂饮食诱导大鼠NAFLD有
一定预防作用, 其作用可能与保护高脂饮食引
起的肠黏膜屏障损伤有关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

非酒精性脂肪肝病(non-alcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)是我国乃至世界范围内普遍的肝

脏性疾病之一, 也是造成慢性肝功能异常的重

要原因[1], 其具体机制不明. 大量实验研究表明, 
NAFLD与肠道菌群之间存在密切联系[2]. 本研

究以预防为起点, 通过观察双歧杆菌三联活菌

胶囊(培菲康)对NAFLD大鼠肠道菌群的调节作

用及对肠道炎症变化的影响, 探讨NAFLD与肠

道菌群、肠道黏膜occludin蛋白及肠道炎性因子

白介素(interleukin, IL)-17表达之间的关系和相

互作用, 为今后的研究提供一定思路.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SPF级SD大鼠34只, 体质量130-160 g, 
由广西医科大学实验动物中心提供. 高脂饲料

由82.5%普通饲料、2%胆固醇、10%猪油、5%
蛋黄粉、0.5%三号胆盐组成[3]. 培菲康(上海信

谊制药厂)、胆固醇(上海国药集团化学试剂有

限公司)、三号胆盐(北京奥博星生物技术有限

责任公司)、猪油、蛋黄粉自制; 荧光染料SYBR 
GreenⅠ(美国罗氏公司)、粪便细菌基因组DNA
提取试剂盒离心柱型(北京天根); 兔抗大鼠IL-17
单克隆抗体、兔抗occludin多克隆抗体(美国ab-
cam公司); SP试剂盒(北京中杉金桥).
1.2 方法 
1.2.1 脂肪肝动物模型制备: 适应性喂养1 wk后, 
大鼠完全随机分成3组, 高脂饮食组(Ⅰ组, n  = 
12), 高脂饮食+培菲康灌胃组(Ⅱ组, n  = 12), 普
通饮食组(Ⅲ组, n  = 10). Ⅲ组继续喂予普通饲料, 
Ⅰ、Ⅱ组均予以高脂饲料喂养, 同时Ⅱ组给予

双歧杆菌三联活菌胶囊(商品名培菲康, 含双歧

杆菌、乳酸杆菌和肠球菌, 规格每粒210 mg, 含
活菌量1亿以上)灌胃, 剂量为280 mg/kg, Ⅰ、Ⅲ

组大鼠予以相同剂量生理盐水灌胃. 大鼠每周

称体质量一次, 共喂养17 wk.
1.2.2 动物处理: 于造模第17 wk处死各组大鼠. 
大鼠隔夜禁食, 次日称体质量后, 以2%戊巴比妥

钠0.5 mL/100 g腹腔注射麻醉, 迅速取出肝脏, 称
质量后于肝右叶中部切取小块组织, 以10%多聚

甲醛固定, 行HE染色和masson染色观察基本组

织学变化, 余下组织置于液氮罐内备用. 取盲肠

内容物5 g置于2 mL无菌离心管内, 用于细菌定

量检测; 在回肠末端2 cm处切取一段1.5 cm肠管, 
分成两段, 一段1 cm置于10%多聚甲醛中固定, 
用于HE染色和免疫组织化学染色, 另一段0.5 cm
置于戊二醛溶液中固定, 用于电镜标本制作.
1.2.3 观察指标及方法: (1)每日观察记录大鼠

基本行为学及摄食、饮水变化. 麻醉后, 迅速

取出肝脏, 称湿质量, 计算肝指数(肝湿质量/体
质量×100%); (2)肝功能及血清脂质变化: 腹
主动脉采血2 m L, 分离血清检测谷丙转氨酶

(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶(as-
partate transaminase, AST)、胆固醇(cholesterol, 
CHO)、低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, 
LDL)等, 采用全自动生化分析仪测定; (3)肝、

肠组织病理学检测: 将取下的肝、肠组织标本

用10%多聚甲醛溶液固定后, 常规脱水, 包埋, 制
作成4 μm厚切片, 肝、肠组织行HE染色; 同时
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■相关报道
Hawrelak等发现, 
高脂饮食诱导的
脂肪肝小鼠经口
服8 wk的乳杆菌
PL60治疗后 ,  小
鼠表现出明显的
抗 肥 胖 效 应 ,  同
时肝脏炎性评分
标 准 显 著 降 低 , 
肝功能得到有效
改善.

对肝脏行masson染色, 光镜下评估脂肪变性、

炎症活动和纤维化情况. 肝细胞脂肪变性的程

度判断标准炎症活动度计分参照Kleiner等[4]提

出的脂肪变性和脂肪肝炎评分标准; (4)肠组织

超微结构观察: 取肠组织块切成约1 mm3后, 用
2.5%戊二醛前固定, 1%锇酸后固定, 漂洗, 逐级

脱水、浸透、固化, 超薄切片机切片70 nm, 枸
橼酸铅染色, 在H-7650透射电镜下观察肠黏膜

上皮细胞及细胞外基质的超微结构变化; (5)肠
组织occ ludin蛋白、IL-17检测: 紧密连接蛋白

occludin蛋白及IL-17免疫组织化学染色采用二

步法: 石蜡切片常规脱蜡水化, 蛋白酶K 37 ℃
消化10 min, PBS冲洗, 一抗4 ℃过夜, PBS冲
洗, 二抗抗体37 ℃ 30 min, PBS冲洗. DAB显

色, 镜下控制显色时间, PBS代替一抗作空白对

照. 最后结果利用Image-Pro Plus 6.0病理图像

分析仪, 采用光密度值法对其进行计数, 求得平

均值; (6)3种细菌荧光定量检测: 粪便细菌基因

组DNA提取试剂盒(离心柱型)提取大便DNA, 
采用SYBR GreenⅠ荧光染料嵌合法检测各组

大鼠肠道3种主要细菌. 利用引物设计软件设

计双歧杆菌引物, 大肠、乳酸杆菌序列参考国

外文献[5,6]. 所选用引物序列分别与全序列在

BLAST数据库(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
进行比对, 核实其特异性后由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成. 引物序列(5'-3'): 双
歧杆菌上游GGCTCGTAGGCGGTTCGTC, 下游

GCCTTCGCCATTGGTGTTCTTC, 157 bp; 大肠

杆菌上游GTTAATACCTTTGCTCATTGA[5], 下
游ACCAGGGTATCTAATCCTGTT, 340 bp; 乳
酸杆菌上游AGCAGTAGGGAATCTTCCA[6], 下
游CACCGCTACACATGGAG, 341 bp. PCR反应

体系: 荧光染料9 μL, 上、下游引物各0.5 μL, 模
板1 μL, 加水至20 μL, 每次试验同时设标准品校

正和阴性对照, 每管均设2个副管. 分别提取3种
标准菌株(上海信谊药厂有限公司提供)DNA, 换
算各标准品1 L的拷贝数, 做10倍系列稀释后分

别行实时荧光定量PCR扩增, 生成标准曲线. 每
份粪便标本所含3种细菌的拷贝数可通过循环

数与标准曲线比较得到, 结果以每克湿便的细

菌拷贝数的对数(以10为底数)表示. 反应条件: 
95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性30 s, 双歧杆菌、

大肠杆菌退火温度为59 ℃, 乳酸杆菌61 ℃退火, 
72 ℃延伸, 循环40次.                  

统计学处理 所有资料采用SPSS13.0软件

分析. 结果以用mean±SD表示, 均数比较采用

单因素方差分析(one-way ANOVA), 两两比较

采用LSD法, 线性比较采用相关分析法. 结果以

P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠体质量、生化指标、肝指数、肝

脂肪变性及炎症程度比较 实验前3组大鼠体质

量无显著性差异, 喂养17 wk后, Ⅰ组、Ⅱ组大鼠

体质量及肝脏脂肪变性程度均较Ⅲ组大鼠体质

量显著升高, 其中Ⅰ组和Ⅱ组大鼠两者比较差

异无显著性; 炎症程度比较, 3组之间两两比较

差异均显著; 生化结果显示, 与Ⅲ组相比, Ⅰ、

Ⅱ组大鼠血清AST、ALT、CHO、LDL、肝指

数显著升高; 与Ⅱ组相比, Ⅰ组大鼠血清AST、
ALT差异无显著性, 但CHO、LDL及肝指数升

高, 差异显著(表1, 2).  
2.2 肝组织形态学变化 肉眼观察, Ⅲ组大鼠肝脏

大体色泽红润, 边缘锐利, 质地柔韧; 与Ⅲ组比, 
Ⅰ组大鼠肝体积明显增大, 边缘圆钝, 薄膜紧张, 
可见大片黄色脂肪样变, 局部切面油腻; Ⅱ组大

鼠肝脏与Ⅰ组相比, 可见局部黄色脂肪样变. 光
镜下, Ⅲ组大鼠肝脏基本正常(图1A), Ⅰ组大鼠

肝脏弥漫性大泡脂肪变性, 肝小叶和汇管区炎

性变化显著(图1B). Ⅱ组大鼠肝脏同样出现脂肪

变性, 但其炎性变化相比Ⅰ组减轻, 差异显著(图
1C). 其中, Ⅰ组大鼠有3例汇管区出现纤维化病

变(图1D), Ⅱ、Ⅲ组未见.
2.3 回肠组织形态学变化 光镜下, Ⅲ组大鼠小肠

表  1  喂养17 wk时各组大鼠体质量、血生化指标、肝指数的比较 (mean±SD)

     分组  n     体质量(g)         AST(U/L)        ALT(U/L) CHO(mmol/L)  LDL(mmol/L)   肝指数(%) 

Ⅰ组 12 541.43±51.03a 226.00±111.65b 102.0±66.92a  2.51±0.48b 0.51±0.14b 3.98±0.01b

Ⅱ组 12 550.17±42.95a 224.33±87.56a 110.33±77.50a  2.0±0.30bd 0.41±0.92bd 3.55±0.01cd

Ⅲ组 10 490.90±22.63 110.25±31.32   35.78±5.63  1.24±0.19 0.91±0.03 2.17±0.01

 F         5.93          5.03          4.26       29.21     21.70     39.83                 

aP<0.05, bP<0.01 vs  Ⅲ组, dP<0.01 vs  Ⅰ组. AST:谷草转氨酶; ALT: 谷丙转氨酶; CHO: 总胆固醇; LDL: 低密度脂蛋白.
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黏膜绒毛细长, 排列整齐, 紧凑, 表面结构完整, 
无充血、水肿等变化(图2A); Ⅰ组大鼠小肠绒

毛出现断裂, 缺失, 间隙增宽, 上皮细胞坏死、

脱落(图2B); 而Ⅱ组大鼠经培菲康干预后, 绒毛

排列较为整齐, 缺失断裂减少(图2C). 电镜下, Ⅲ
组大鼠小肠黏膜绒毛排列整齐, 线粒体、内质

网、形态正常, 上皮细胞无水肿、空泡变, 细胞

结构正常(图3A, D); Ⅰ组大鼠小肠绒毛变短、

缺失, 线粒体水肿, 内质网扩张, 细胞正常结构

破坏(图3B, E); Ⅱ组在小肠绒毛、线粒体、内质

网等细胞器结构方面较为完整(图3C, F).
2.4 回肠黏膜蛋白occ ludin、IL-17免疫组织化

学染色 Ⅲ组大鼠回肠黏膜occludin蛋白主要连

续分布于黏膜上皮细胞, 为棕黄色染色颗粒(图
4C); Ⅰ组occludin蛋白染色散乱, 较 Ⅲ组明显减

少(图4A), 两组比较差异显著; 与Ⅰ组相比, Ⅱ
组occludin蛋白表达差异无显著性(图4B). IL-17
表达方面, Ⅲ组IL-17基本不表达(图5C); Ⅰ组 

IL-17主要连续分布于肠黏膜上皮细胞边缘, 主
要表达与细胞膜和细胞质 ,  呈强阳性表达(图
5A), 与Ⅲ组比, 阳性表达差异呈显著性; Ⅱ组

IL-17呈散在分布表达, 棕褐色染色强度及范围

均弱于单纯高脂组(图5B), 两组比较, 差异无显

著性(表3).
2.5 肠道细菌定量结果 Ⅰ组、Ⅱ组均和Ⅲ组在

双歧杆菌、大肠杆菌和乳酸杆菌表达量上呈显

著差异, 其中Ⅰ组、Ⅱ组大肠杆菌数量明显增加, 
而双歧杆菌、乳酸杆菌数量则显著减少;  同时, 
Ⅱ组较Ⅰ组, 大肠杆菌数量减少, 而双歧杆菌数

量增加, 但乳酸杆菌量的改变无明显差异. 3组大

鼠3种主要细菌数(拷贝数/g湿便)的对数值(表4). 
2.6 occ ludin蛋白及IL-17与肝脏炎症相关分析 
occludin蛋白与肝脏炎症相关性不大(r  = 0.089, P  
= 0.629), 差异无显著性; 而炎症表达因子IL-17
与肝脏炎症程度密切相关(r  = 0.875, P  = 0.000), 
差异呈显著性.

3  讨论

肠黏膜屏障是存在于肠道内具有高效选择性功

能的屏障系统[7]. 广义的肠黏膜屏障包括机械屏

障、生物屏障、免疫屏障和化学屏障, 其主要

作用是防止致病物质的入侵和阻止肠腔内细菌

及内毒素的移位, 在保持机体内环境稳定方面

起重要作用[8-10]. 随着对NAFLD机制的深入探

索, 越来越多的研究表明, 这种慢性肝脏性疾病

与肠道生物屏障及机械屏障之间存在密切联系, 

■创新盘点
本研究中培菲康
与高脂饮食造模
同时进行, 与既往
脂肪肝造模成功
后再给予益生菌
处理有所不同.

A B

C D

图   1   各 组 大 鼠 的 肝
组织病理学. A: Ⅲ组

(HE×200); B: Ⅰ组(HE

×100); C: Ⅱ组(HE ×

100); D: Ⅰ组(Masson×

100).

表  2  各组大鼠肝脏脂肪变性、炎症程度计分的比较

     
 n

                脂肪变性 
炎性程度计分

0 + ++ +++ ++++

Ⅰ组 12 0 0  0   1   11   2.50±1.00a    

Ⅱ组 12 0 0  0   2   10   1.83±0.94ad

Ⅲ组 10 9 1  0   0     0   0.40±0.52      

aP<0.05 vs  Ⅲ组, dP<0.01 vs  Ⅰ组. 
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但其作用机制尚不明确. 本研究旨在探讨培菲康

对高脂饮食诱导肪肝病大鼠肠黏膜屏障的影响.
肠生物屏障由肠道常驻菌群中99%左右的

专性厌氧菌与其他细菌构成, 组成一个相互依

赖又相互作用的微生态系统[11]. 大量肠道细菌主

要位居于结肠和远端小肠, 胃、十二直肠、空

肠及回肠上端细菌较少[12]. 肠道内常驻菌具有吸

收和分解代谢物的功能, 对维持机体生理功能

发挥和新陈代谢具有关键作用[13]. 肠道菌群功能

的发挥主要包括3个方面, 即营养肠上皮细胞、

分解代谢物质和抵抗外来致病菌[14]. 一项研究[15]

显示, 肠道菌群的改变可引起肠道通透性的增

加, 此时大量炎性物质释放入肠腔, 引起肠道产

生炎症反应. IL-17作为一种前炎性细胞因子, 主
要由一种新型的CD+效应T细胞Thl7细胞亚群特

异性产生, 且主要表达于肠道固有层, 并进一步

介导肠道炎症的发展[16-18]. 有研究显示, IL-17有
强大的招募中性粒细胞及促进多种细胞因子释

放的作用, 被认为参与了机体多种炎性疾病的

发生[19-21]. 本研究中, 高脂饮食喂养的两组大鼠

肠黏膜上皮细胞IL-17表达均高于普通饮食组大

鼠, 且肠黏膜上皮细胞IL-17表达与肝脏炎症程

■应用要点
本 研 究 中 ,  单 纯
高脂饮食脂肪肝
大鼠肠道益生菌
减 少 ,  致 病 菌 增
多 ,  肠 上 皮 细 胞
间紧密连接蛋白
occ l ud in表达下
降, 同时炎症因子
IL-17表达显著升
高, 而经培菲康干
预后的高脂饮食
脂肪肝大鼠体内
益生菌数量增加, 
致 病 菌 减 少 ,  同
时炎症因子IL-17
表 达 减 少 ,  提 示
NAFLD大鼠炎症
表达因子IL-17与
肝脏炎症程度密
切相关. 益生菌制
剂可通过调整肠
道菌群抑制或减
缓NAFLD的发生
及发展.

A B C

图  2  各组大鼠小肠绒毛及上皮层炎性变化(HE×100). A: Ⅲ组; B: Ⅰ组; C: Ⅱ组.

图  3  各组大鼠电镜下小肠绒毛及细胞器变化. A: Ⅲ组; B: Ⅰ组; C: Ⅱ组(×30 000); D: Ⅲ组; E: Ⅰ组; F: Ⅱ组(×40 000).

A B C

D E F

1 μm

1 μm 1 μm

1 μm

1 μm

1 μm

表  3  各组大鼠回肠组织黏膜occludin蛋白、IL-17表达
(mean±SD)的比较

      n occludin蛋白           IL-17

Ⅰ组 12 3.362±2.76a 36.289±30.54a

Ⅱ组 12 3.598±3.49a   9.646±14.53c

Ⅲ组 10 8.184±5.78   2.609±5.85

  F        4.65          8.64 

aP<0.05 vs  Ⅲ组; cP<0.05 vsⅠ组.
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度呈正相关关系. Federico等[22]研究同样显示, 在
NAFLD中, Thl7对肝脏损伤起促进作用, 同时与

肝脏潜在的脂肪变性有关. 这表明IL-17可能参

与了非酒精性脂肪肝炎的发病过程, 同时与肠

道黏膜屏障的损伤有关; 而予培菲康干预的大

鼠, 肝脏虽然同样出现脂肪炎症改变, 但其肠道

黏膜IL-17表达下调, 同时肝脏炎症损伤减轻, 肝
脂肪含量减少, 表明益生菌制剂培菲康可减缓

大鼠肠道炎症进程, 这可能是培菲康减少嗜中

性粒细胞的募集, 降低前炎症反应, 进而保护肝

细胞. 机械屏障主要由肠上皮细胞及细胞间连

接和黏液层组成, 是肠黏膜屏障最重要的部分. 
肠上皮结构的完整能对其所围绕的细胞造成膜

质的区域性差异, 使这些区域可进行专一的功

能活动, 如离子的定向转运等[23]. 机体在遭受严

重感染、炎症及营养障碍等情况时, 机械屏障

将受到破坏, 主要表现为肠上皮细胞顶侧的紧

密连接的中断. 目前研究认为occludin蛋白是最

主要的紧密连接蛋白之一[24], occludin作为一种

整体膜蛋白, 是紧密连接的重要组成部分, 对维

持肠道上皮细胞之间的连接至关重要, 而肠黏

膜屏障功能的发挥则需要依赖完整的上皮细胞

屏障[25,26]. 本研究中, 采用免疫组织化学染色观

察肠上皮细胞间连接, 可见普通饮食喂养组大

鼠小肠上皮occludin蛋白密集表达, 而高脂饮食

喂养组分布稀少; 电镜下观察, 普通饮食喂养组

其肠绒毛排列紧密, 无断裂、缺失; 高脂饮食喂

养组其肠绒毛出现短小、缺失. 这提示非酒精性

脂肪肝状态下的大鼠其肠道黏膜机械屏障遭到

破坏, 与Miele等[27]和许腊梅等[28]研究结果一致.

A B C

图  4  肠黏膜上皮细胞occludin蛋白表达(×200). A: Ⅰ组; B: Ⅱ组; C: Ⅲ组.

A B C

图  5  肠黏膜上皮细胞IL-17表达. A:Ⅰ组(×100); B: Ⅱ组(×200); C: Ⅲ组(×200).

表  4  各组大鼠粪便3种细菌定量结果 (mean±SD)

      n 双歧杆菌   大肠杆菌   乳酸杆菌     

Ⅰ组 12 6.12±0.75a 6.90±0.83a 7.45±0.46a

Ⅱ组 12 7.59±1.31ac 6.02±0.83ac 7.70±0.65a

Ⅲ组 10 8.67±1.57 5.29±0.58 8.53±0.66

  F    11.55     10.70      9.80

aP<0.05 vs  Ⅲ组; cP<0.05 vsⅠ组.

■名词解释
紧密连接蛋白oc-
cludin: 相对分子
质量为65 kDa, 由
2个细胞外环和2
个细胞内环组成, 
相邻细胞就是通
过外环以拉链状
结合而封闭细胞
旁间隙. 机体病理
情况下可引起oc-
cludin分布异常、
表达减少, 导致紧
密连接结构和功
能异常, 细胞间隙
增宽, 从而导致内
皮间通透性升高.
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本研究采用的益生菌制剂培菲康是双歧杆

菌、乳酸杆菌和肠球菌的三联活菌制剂, 通过

磷壁酸与肠黏膜上皮细胞紧密结合形成天然的

生物屏障. 并定植于肠道, 与致病菌竞争上皮细

胞的位点, 可刺激上皮细胞分泌黏液素在黏膜

和微生物之间形成保护层, 防止栖生菌异位[29]. 
本研究中, 单纯高脂饮食喂养的大鼠肠道内对

宿主有益的双歧杆菌、乳酸杆菌数量较普通饮

食喂养的大鼠显著性减少, 而致病性大肠杆菌

数量显著增多, 同时肝指数明显升高、肝脏炎

症变化显著; 经培菲康干预后的大鼠, 其肠道内

双歧杆菌数量较单纯高脂饮食喂养大鼠增加, 
大肠杆菌数量减少, 肝指数下降, 肝脏炎症反应

减轻. 表明益生菌制剂培菲康可通过黏附于肠

道上皮或在肠道内形成暂时细菌集落来保护肠

黏膜屏障[30], 进而对大鼠脂肪肝起到一定的预防

作用. 但本研究中, 经培菲康干预后的大鼠其小

肠上皮occludin蛋白表达较单纯高脂组表达量增

加不显著. 原因可能在于: 一方面, 培菲康并不

能阻止或完全逆转NAFLD的形成, 其主要作用

是调整肠道菌群来改善生物屏障; 另一方面, 可
能与灌胃剂量不够且干预疗程不足有关. 因此, 
在今后的实验中可能要加大灌胃剂量, 同时进

一步从分子水平探讨益生菌作用于肠黏膜机械

屏障的机制.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of vagal afferents on 
visceral hypersensitivity in rats with neonatal co-
lon sensitivity induced with acetic acid. 

METHODS: Visceral hypersensitivity in rats at 
the age of 10 days was induced by intra-colonic 
infusion of acetic acid (AA). Visceral sensitivity 
was assessed by measuring abdominal with-
drawal reflex (AWR) and electromyography 
(EMG) in response to graded colorectal disten-
sion (CRD). Spontaneous discharge of cervical 
vagus nerve to CRD was recorded between 
model rats and controls. The expression of c-fos 
in neurons of the nucleus of solitary tract (NST) 
and the myenteric nerve plexus of the colon was 
detected by immunohistochemistry. 

RESULTS: Treatment with acetic acid in neo-
nates induced visceral hypersensitivity in adult 
rats. No evidence of inflammation in the colon 
was found in both groups by H&E staining and 
MPO levels. The discharge of cervical vagus 
nerve was higher in model rats than in controls 
(P < 0.05). The expressions of c-fos in neurons of 
NST and the myenteric nerve plexus of the colon 
were increased in model rats compared with 
controls (both P < 0.01). 

CONCLUSION: Rats with colon sensitivity in-
duced with acetic acid have abnormal activation 
of the vagus nerve. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Visceral hypersensitivity; Vagal affer-
ents; C-fos

Yang Y, Cui XF, Wang MF, Li XL, Li L, Zhang HJ. Effect 
of vagal afferent dysfunction on visceral hypersensitivity 
in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(2): 138-144

摘要
目的: 初步探讨迷走传入神经在醋酸诱导的
结肠敏感鼠模型内脏高敏感形成中的作用.  

方法: 采用乳大鼠于出生第10天给予0.5%醋
酸灌肠, 建立慢性内脏高敏感动物模型, 观察
直肠内球囊扩张(colorectal distension, CRD)
下腹壁撤离反射(withdrawal reflex, AWR)及腹
外斜肌放电活动(electromyography, EMG)的
变化, 评估内脏敏感性. 采用电生理学方法记
录大鼠颈部迷走传入神经自发放电, 观察在
CRD下模型组与对照组大鼠迷走神经放电活
动. 免疫组织化学法观察大鼠孤束核及结肠中
c-fos分布及表达情况. 

结果: 与对照组相比 ,  模型组AW R评分及
EMG幅值显著增高(P <0.05), HE染色及MPO
水平显示两组大鼠结肠均无明显炎症表现, 
结果提示内脏高敏感模型鼠建立; 给予直肠
内球囊扩张后模型组迷走神经放电活动明显
高于对照组(P <0.05); 与对照组相比, 模型组

■背景资料
内脏敏感性异常
目前被认为是肠
易激综合征(IBS)
重要的病理生理
特征之一, 可能涉
及到胃肠道和中
枢等多个环节. 临
床流行病学研究
显示, 自主神经功
能障碍可能参与
IBS症状的发生 , 
迷走神经广泛分
布于胃肠道,可参
与腔内刺激的感
觉传递和内脏痛
的介导.
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■研发前沿
对 于 I B S 内 脏 高
敏感形成机制的
研究已成为目前
研 究 的 热 点 .  有
关 迷 走 神 经 与
I B S 的 关 系 虽 有
部 分 文 献 报 道 , 
但具体到迷走神
经 与 I B S 内 脏 高
敏感形成之间关
系的研究迄今国
内外尚未有报道.

大鼠孤束核及结肠肌间神经丛中c-fos表达明
显增加(孤束核15.00%±1.85% vs  47.30%±

2.79%, 近端结肠1.00%±0.12%% vs  1.90%±

0.17%, 中端结肠1.10%±0.17% vs  1.90%±

0.18%, 远端结肠1.10%±0.12% vs  2.10%±

0.17%, 均P <0.01). 

结论: 乳鼠醋酸灌肠诱导形成的内脏高敏模
型大鼠迷走神经活化存在异常. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变为主要

特征的功能性胃肠病[1]. 其发病机制目前尚未完

全清楚, 内脏敏感性异常目前被认为是IBS重要

的病理生理特征之一, 可能涉及到胃肠道和中

枢等多个环节[2-5]. 近年来较多临床流行病学研

究显示, 自主神经功能障碍可能参与IBS症状的

发生, 主要表现为交感活性增强及副交感(迷走)
功能减退[6,7]. 副交感神经广泛分布于胃肠道, 除
参与胃肠道运动与分泌的调控外, 还参与腔内

刺激的感觉传递[8-10]和内脏痛的介导[11-14]. 胃肠

道感觉主要通过两条途径传入中枢: (1)经交感

神经上传胃肠道伤害性感觉到后根传入脊髓; 
(2)通过迷走神经接受胃肠道生理性感觉上传

至中枢神经系统, 主要是延髓孤束核(nucleus of 
solitary tract, NST)[15]. 

本研究采用乳大鼠醋酸灌肠建立内脏高敏

感模型, 通过观察颈部迷走神经放电活动及利

用c-fos作为伤害性感觉神经元兴奋的标志物观

察NTS中c-fos的表达情况, 探讨迷走神经传入通

路与内脏高敏感间的关系.  

1  材料和方法

1.1 材料 新生♂SD大鼠, 每10-12只与其母鼠共

同饲养在同一笼内. 所有大鼠均在安静、室温

25 ℃, 昼夜控制为12 h周期下饲养. 实验所用大

鼠由北京维通利华实验动物中心提供. 兔抗c-fos
购自美国Abcam公司, 余试剂均为市售分析纯. 

1.2 方法

1.2.1 大鼠内脏高敏感模型的建立: 参照Winston
等[16]的方法, 新生SD大鼠40只随机分为模型组

和对照组, 出生第10天, 将石蜡油润滑后的硬膜

外导管(直径1 mm)经肛门插入2 cm, 模型组大鼠

给予0.5%醋酸0.2 mL灌肠, 建立内脏高敏感性模

型, 对照组给予等体积的生理盐水灌肠, 给药后

乳大鼠不再给任何处理, 至大鼠体质量达到180 g
以上(第7周)开始实验. 实验前1 d禁食, 为消除生

物节律对实验结果的影响, 均于8:00开始实验. 
1.2.2 内脏敏感性评估: 观察大鼠在直肠扩张(co-
lorectal distention, CRD)下, 腹部撤离反射(ab-
dominal withdrawal reflex, AWR)及腹外斜肌放

电活动(electromyographic activity of the external 
oblique musc le, EMG), 评估内脏敏感性. (1) 
AWR: 将大鼠放在特制的透明塑料笼(20 cm×8 
cm×8 cm)内, 清醒状态下, 将石蜡油润滑后的气

囊导管经肛门插入, 气囊末端距离肛门2 cm, 用胶

布将导管和大鼠尾根部固定. 待大鼠适应15 min
后, 给予不同压力(20、40、60、80 mmHg)的
直肠扩张, 每一压力值扩张持续30 s, 压力归0后
休息2 min, 再进行下一次扩张. 分别于0、20、
40、60、80 mmHg压力下, 评估大鼠AWR的分

值, 上述各压力值重复扩张5次, 数据取中位数. 
AWR评分标准: 1分: 对扩张无反应; 2分: 腹背部

肌肉轻微收缩但腹部未抬离地面; 3分: 腹背部肌

肉较强收缩并把腹部抬离地面; 4分: 腹肌强烈收

缩, 背部拱起, 腹部、盆部及会阴部抬离地面[16]; 
(2)EMG: 0.3%的戊巴比妥钠1 mL/kg腹腔注射, 
麻醉大鼠, 将其固定在手术台上, 将双极电极植

入一侧腹外斜肌内, 打皮下隧道至颈后, 将双极

电极游离端穿过皮下隧道, 在颈后缝合固定, 待
大鼠恢复1 wk, 于第8周开始实验. 禁食12 h, 自
由饮水. 大鼠乙醚浅麻醉后, 将气囊导管经肛门

插入后, 大鼠固定于手术台上, 待大鼠完全清

醒后, 给予球囊扩张, 压力分别为0、20、40、
60、80 mmHg, 每次扩张持续2 min, 间隔5 min, 
记录2 min内腹外斜肌的放电频率、肌电活动增

高超过基线水平100 μV以上为一次有意义的腹

部收缩活动. 
1.2.3 迷走神经放电记录: 乌拉坦(200 g/L)1 g/kg
腹腔注射, 麻醉大鼠, 将其固定在手术台上. 在
喉头与胸骨间沿颈正中线切开, 寻找左侧颈动

脉鞘(内有颈动脉及迷走神经)后, 分离出左侧迷

走神经, 并用镊子夹伤神经中枢端. 用双极铂金

丝电极(直径0.3 mm, 极间距2 mm)引导颈部迷
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■相关报道
国内外研究表明, 
I B S 患 者 存 在 自
主神经功能障碍
比 例 较 高 ,  主 要
表现为迷走神经
功 能 减 退 ,  且 在
慢性食物过敏原
引发的胃肠高敏
感 反 应 模 型 中 , 
存在迷走传入神
经功能减退.

走神经的传入电活动, 神经周围用温石蜡油保

温并保持电极之间的绝缘状态, 以维持迷走神经

活性. 采用PowerLab多通道生理信号采集处理系

统连续记录不同压力下(20、40、60、80 mmHg)
直肠球囊扩张后迷走神经放电活动. 
1.2.4 标本采集: 迷走神经放电检测结束后, 打开

腹腔, 取大鼠结肠(近端、中端、远端)全层组织, 
置于冻存管-80 ℃保存. 开胸经升主动脉插管, 
生理盐水100 mL快速冲洗血液, 然后用4%的多

聚甲醛(用0.1 mol/L PBS缓冲液配置, pH 7.4)500 
mL灌注固定1 h; 灌注结束后立即取延髓, 置于

上述相同的新鲜固定液中固定4 h, 再移入20%
蔗糖溶液中4 ℃过夜, 直至组织块沉底, 次日取

出组织, 按Paxinos和Watson大鼠脑图谱[11]进行

解剖定位, 在恒冷箱连续冠状切片, 片厚30 μm, 切
片隔两张取1张, 分数套收集于0.01 mol/L PBS(pH 
7.4)中, 进行免疫组织化学染色. 
1.2.5 评价肠道炎症: (1)结肠组织HE染色: 取大

鼠结肠近端、中端、远端组织各一块, 40 g/L
甲醛固定, 依次乙醇脱水, 二甲苯透明, 石蜡包

埋, 切片厚度为4 μm, HE染色; (2)髓过氧化物

酶(myeloperoxidase, MPO)测定: 取大鼠结肠近

端、中端、远端组织各一块, 按试剂盒操作步

骤采用ELISA法检测结肠组织中MPO水平. 
1.2.6 免疫组织化学: 石蜡切片常规脱蜡至水, 
加3%H2O2液37 ℃孵育30 min, 封闭内源性过氧

化物酶; 用0.01 moL PBS漂洗3次, 98 ℃微波抗

原修复10 min, PBS漂洗. 冰冻切片加3%H2O2液

37 ℃孵育30 min, 封闭内源性过氧化物酶, PBS
漂洗. 上述切片, 依次给予: (1)兔抗c-fos抗体(1
∶150, Abcam) 4 ℃孵育48 h; (2)生物素标志的

羊抗兔IgG(1∶500, Sigma), 室温放置3 h; (3)生
物素-卵血素-HRP复合物(ABC, 1∶500, Sigma)
室温放置3 h; 最后用葡萄糖氧化物-DAB-硫酸

镍胺法显色. 以上每一步骤后均用PBS液漂洗3
次, 每次10 min. 切片漂洗后裱片, 晾干、脱水、

透明、封固, 光镜下观察并摄片. 按Paxinos和
Watson大鼠脑图谱[17], 每只大鼠选取所需层面3
个, 每张切片连续测定5个视野(×100), 计算每

个视野中c-fos阳性细胞数占视野内所有基质细

胞的百分比的均值. 
统计学处理 本研究所有资料均以mean±

SD表示, 用SPSS17.0统计学软件进行统计学分

析. 大鼠AWR评分采用Mann-Whitney检验, EMG
数值采用重复测量数据方差分析. 组间比较采用

t检验. P<0.05被认为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠内脏高敏感模型的建立 内脏敏感性测

定结果显示, 在不同直肠扩张压力(20、40、
60、80 mmHg)下, 模型组大鼠的AWR评分及

EMG幅值均较对照组明显增加, 提示模型组的

大鼠内脏敏感性增高(P <0.05, 图1). 两组大鼠结

肠组织HE染色切片显示均无明显组织学炎症表

现(图2), 且MPO检测结果显示模型组大鼠结肠

MPO水平与对照组相比无显著性差异(P >0.05, 
表1). 上述结果提示, 在大鼠幼时醋酸灌肠可引

起成年后内脏高敏感, 而结肠组织无明显的炎

症改变. 
2.2 迷走神经放电变化 随直肠内扩张压力的增

加, 两组大鼠迷走神经放电频率和峰值均逐渐

增加. 与对照组相比, 在不同直肠扩张压力(20、
40、60、80 mmHg)下, 模型组大鼠迷走神经自

发放电活动明显增加, 呈一突发脉冲式的群集

放电(P <0.05, 图3). 
2.3 孤束核及结肠组织c-fos的表达 模型组延髓

NST中可发现较多c-fos阳性细胞, 而对照组c-fos
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图  1  两组大鼠内脏敏感性的比较. A: AWR评分, 模型组大

鼠在扩张压力为20、40、60、80 mmHg时AWR评分明显增

加, aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; B: EMG描迹图; C: EMG曲

线下面积, 模型组大鼠在扩张压力为20、40、60、80 mmHg

时EMG曲线下面积明显增加, aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.



杨焱, 等. 迷走传入神经功能异常在内脏高敏感形成中的作用			    	     	                            141

2013-01-18|Volume 21|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com

阳性细胞少, 两组间差异显著(P <0.01, 图4, 表2). 
结肠组织中c-fos阳性细胞主要在肌间神经丛, 
呈梭形, 胞浆着色; 而黏膜下神经丛阳性表达较

少. 模型组结肠各端组织中c-fos阳性分布与对

照组大致相同, 但c-fos阳性肌间神经丛数目较

对照组明显增加(P <0.01, 图5, 表2). 

3  讨论 

中枢神经系统(central nervous system, CNS)与肠

神经系统(enteric nervous system, ENS)作为脑-
肠轴的两个“终端”, 其结构和功能的异常是

IBS内脏敏感性的重要物质基础[18-20]. 近年临床

流行病学资料显示, 自主神经功能障碍可能参

与IBS症状的发生, 主要表现为交感活性增强及

副交感(迷走)功能减退[6,7,21,22], 而迷走神经作为

调控胃肠道的主要神经, 在IBS内脏高敏感形成

中有着怎样的作用尚不清楚. 
本研究采用乳鼠醋酸灌肠法建立内脏高敏

模型, 通过AWR评分及EMG检测验证了内脏高

敏感存在, 通过结肠HE染色及大鼠结肠组织中

MPO水平测定, 排除了结肠组织炎症的存在. 通
过神经电生理技术, 观察到在结直肠扩张压力

逐步递增下, 与对照组相比, 模型组大鼠颈部迷

走神经放电活动明显增强, 这表明迷走传入神

经与内脏感觉传递间存在着联系. 
胃肠感觉是胃肠感觉神经的活动在各级中

枢内的整合结果. 胃肠道受内在感觉神经及外

来感觉神经的双重支配[23,24], 而前者不直接参与

胃肠感觉的形成, 后者的活动则经过各级中枢

的整合, 引起胃肠感觉和广泛的胃肠分泌与运

动反应. 胃肠感觉的传入神经包括舌咽神经感

觉纤维、迷走神经传入纤维以及脊神经内脏感

觉纤维3种, 这些传入纤维组成胃肠感觉的第Ⅰ

级传入神经[25]. 在肠道, 迷走神经传入纤维可大

致分为黏膜层传入纤维及肌层传入纤维, 均为

ENS的组成部分. 迷走神经胃肠感觉纤维的胞

体主要位于迷走神经下神经节, 其周围突广泛

分布于从食管至横结肠右半部的黏膜层、肌层

及肌间神经丛. 此纤维主要传导胃肠黏膜的机

■创新盘点
本文首次采用乳
大鼠醋酸灌肠建
立内脏高敏感模
型, 通过观察颈部
迷走神经放电活
动及观察NTS及
结肠中c-fos的表
达情况, 探讨迷走
神经传入通路与
内脏高敏感间的
关系. 

A B C

D E F

图  2  两组大鼠HE染色比较(×400). A, B, C: 模型组大鼠近端、中端及远端结肠; D, E, F: 对照组大鼠近端、中端及远端结肠.
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图  3  两组大鼠迷走神经活性比较. A: 两组大鼠迷走神经
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械、化学感受器和肌层牵张感受器的信息. 胃肠

道感受器信号主要通过迷走神经中约75%的感

觉传入纤维传至CNS. 此外, NST是延髓重要的

内脏感觉神经核, 是重要的内脏痛传入通路, 与
上位中枢(下丘脑、中脑中央灰质、臂旁核等)有
纤维联系[26,27]. 他集中接受来自胸腹腔脏器初级

传入的迷走神经投射, 是胃肠感觉在迷走神经传

入通路中的第Ⅱ级神经元所在部位[28,29]. 胃肠感

觉传入到达CNS后, 是通过孤束核与脑的其他结

构联系来调节胃肠道的分泌和运动功能. 
c-fos在机体受外界刺激后表达于与痛觉传

递相关的神经元细胞核内, 其产物Fos可作为伤

害性感受神经元兴奋的标志物[30]. 正常情况下, 
c-fos原癌基因表达水平很低, 但他可以在一系

列生理或病理刺激作用下短时间诱导表达. 我
们研究结果显示, 模型组结肠组织中c-fos阳性

表达明显高于对照组, 且主要位于结肠肌间神

经丛, 黏膜下神经丛无明显阳性表达, 提示内脏

A B

C D

图  4  两组大鼠NST c-fos表达情况. A: 对照组(×200); B: 对照组(×400); C: 模型组(×200); D: 模型组(×400).

图  5  两组大鼠结肠组织中c-fos表达情况(×400). A-C: 模型组大鼠近端、中端及远端结肠; D-F: 分别为对照组大鼠近端、

中端及远端结肠.

A B C

D E F

■应用要点
通过探讨迷走传
入神经与内脏高
敏感之间的关系, 
有助于进一步阐
明 I B S 内 脏 高 敏
感发生发展的相
关 机 制 ,  为 今 后
I B S 治 疗 提 供 新
的线索. 
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高敏感大鼠结肠肌间神经丛内c-fos阳性神经元

可能参与了内脏痛觉信息传递和调控. 我们的

研究结果还显示, 内脏高敏大鼠NST中c-fos阳性

表达明显高于对照组, 提示在内脏高敏感状态

下, 迷走神经传入纤维可能由于接收较多来自

ENS的伤害性信号使得自身放电增强, 从而导致

NST神经元活化, 进而导致CNS整合、处理结肠

感觉传入信息功能异常, 促进结肠内脏中枢敏

化机制的形成, 提示NST可能是结肠内脏高敏感

性中枢敏化机制形成的作用位点. 以上均提示

迷走传入神经功能异常可能与内脏高敏感的形

成有关. 
总之, IBS内脏高敏感形成的机制较为复杂, 

我们研究发现迷走传入神经功能异常可能与

IBS内脏高敏感的形成有关, 但两者间的具体机

制仍需要进一步深入研究. 
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经功能异常参与
了内脏神经高敏
性 的 发 生 ,  为 临
床上研究肠道蠕
动功能紊乱(例如
IBS)提供重要的
动物模型和理论
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2013年1月18日; 21(2): 145-152
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

  临床研究 CLINICAL RESEARCH 

蛋白组学分析胰腺癌干细胞相关差异蛋白的表达

江建新, 高 珊, 潘耀振, 孙诚谊

®

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室

2013-01-18|Volume 21|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com

江建新, 潘耀振, 孙诚谊, 贵阳医学院附属医院肝胆外科 贵
州省贵阳市 550001
高珊, 贵阳医学院附属医院消化内科 贵州省贵阳市 550001
江建新, 副主任医师, 主要从事肝胆胰脾疾病的基础与临床研究. 
国家自然科学基金资助项目, No. 81160311
贵州省科技厅贵阳医学院社发联合基金资助项目, No. 黔科
合[2010]3171
贵阳市科技局基金资助项目, No. 筑科合[2011103] 22号
贵州省肝胰疾病研究科技创新人才团队基金资助项目, No. 
黔科合人才团队[2010]4010
作者贡献分布: 主要实验、资料分析、统计及文章撰写由江建
新完成; 研究设计、文章修改和审阅由孙诚谊完成; 资料分析、
样本处理、生物信息学分析由高珊与潘耀振完成. 
通讯作者: 孙诚谊, 教授, 550001, 贵州省贵阳市贵医街28号, 贵
阳医学院附属医院肝胆外科. chengyisun@medmail.com.cn 
电话: 0851-6773083
收稿日期: 2012-12-04   修回日期: 2012-12-26
接受日期: 2013-01-05   在线出版日期: 2013-01-18

Quantitative proteomic 
analysis of differentially 
expressed proteins in 
pancreatic cancer stem cells

Jian-Xin Jiang, Shan Gao, Yao-Zhen Pan, Cheng-Yi Sun

Jian-Xin Jiang, Yao-Zhen Pan, Yi-Cheng Sun, Depart-
ment of Hepatobiliary Surgery, the Affiliated Hospital of 
Guiyang Medical College, Guiyang 550001, Guizhou Prov-
ince, China 
Shan Gao, Department of Gastroenterology, the Affiliated 
Hospital of Guiyang Medical College, Guiyang 550001, 
Guizhou Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 81160311; the Social Development Joint Foun-
dation of Science and Technology Department of Guizhou 
Province and Guiyang Medical College, No. [2010]3171; 
the Foundation of Guiyang City Science and Technology 
Bureau, No. [2011103] 22; and the Foundation for Liver 
and Pancreatic Disease Technological Innovation Talent 
Teams in Guizhou Province, No. [2010]4010
Correspondence to: Yi-Cheng Sun, Professor, Department 
of Hepatobiliary Surgery, Affiliated Hospital of Guiyang 
Medical College, 28 Guiyi Street, Guiyang 550001, Gui-
zhou Province, China. chengyisun@medmail.com.cn
Received: 2012-12-04    Revised: 2012-12-26 
Accepted: 2013-01-05    Published online: 2013-01-18

Abstract 　
AIM: To screen and identify differentially ex-
pressed proteins in pancreatic cancer stem cells.

METHODS: MIA-PaCa2 (TIChigh) and BxPc-3 
(TIClow) were used in the study. Differentially ex-
pressed proteins between MIA-PaCa2 (TIChigh) and 

BxPc-3 (TIClow) cells were isolated and screened 
by 2D-DIGE analysis. Protein identification was 
performed by peptide mass fingerprinting with 
matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF). 
Western blot was performed to verify the differen-
tial expression of TRIM28.

RESULTS: Fluorescent differential protein 
expression patterns were obtained between 
MIA-PaCa2 (TIChigh) and BxPc-3 (TIClow) cells. 
Analyses with DeCyder v6.5 software showed 
a total of 23 differentially expressed protein 
spots (>1.5 folds), and these protein spots were 
identified by mass spectrometry as 19 proteins, 
which are involved in cell communication and 
signal transduction, immune response, tran-
scription and cell cycle regulation, adipocyte 
differentiation and lipid droplet formation, 
cytoskeletal formation, cell adhesion, transport, 
and translation. Western blot analysis revealed 
that TRIM28 was highly expressed in MIA-Pa-
Ca2 (TIChigh) cells but not expressed in BxPc-3 
(TIClow) cells. Among the 19 identified proteins, 
8 were up-regulated and 11 down-regulated in 
MIA-PaCa2 (TIChigh) cells.

CONCLUSION: The identified differentially ex-
pressed proteins, such as TRIM28, are associated 
with the genesis, development and regulation of 
pancreatic cancer stem cells. They may become 
new therapeutic targets for pancreatic cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Stem cells; Elec-
trophoresis; Gel; Two-dimensional; Proteomics

Jiang JX, Gao S, Pan YZ, Sun CY. Quantitative proteomic 
analysis of differentially expressed proteins in pancreatic 
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摘要
目的: 筛选与鉴定胰腺癌干细胞相关的差异
表达蛋白质. 

方法: 以MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)

■背景资料
胰腺癌进展快、
预后差的主要原
因 是 其 早 期 转
移、对传统的治
疗抵抗以及较易
复发. 当前的研究
表明胰腺癌干细
胞是上述现象的
理论基础. 蛋白质
组学, 特别是定量
蛋白组学可以从
一个细胞或组织
的 整 体 角 度 ,  动
态、定量地检测
差异蛋白的变化, 
从而有助于进一
步研究这种差异
变化的原因, 揭示
其发生机制, 寻找
新的治疗靶点. 
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■研发前沿
目前关于胰腺癌
干细胞相关差异
表达蛋白组学的
研究未见文献报
道, 主要原因与蛋
白质组学研究需
要的细胞量大有
关, 该文依据新近
发表的2篇高质量
文献, 采用差异凝
胶电泳(DIGE)技
术筛选、鉴定胰
腺癌干细胞相关
差 异 表 达 蛋 白 , 
为后续的分子机
制的研究奠定基
础 .  DIGE技术在
定量差异蛋白筛
选方面具有独特
的优势.
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为研究胰腺癌干细胞的工具细胞, 采用荧光差
异双向凝胶电泳技术分离并筛选上述细胞差
异表达蛋白, 反射式基质辅助激光解吸附电离
串联飞行时间质谱鉴定差异蛋白, 免疫印迹验
证差异表达的TRIM28. 

结果: 获得了MIA-PaCa2(TIC high)与BxPc-
3(TIClow)荧光差异蛋白表达图谱, 经DeCyder 
v6.5软件分析, 共有23个差异在1.5倍以上的蛋
白质点, 经质谱鉴定得到19个蛋白质, 相对于
BxPc-3(TIClow), 在MIA-PaCa2(TIChigh)细胞组
中高表达者有8个, 低表达者有11个, 包括参与
细胞通讯和信号传导蛋白、免疫反应蛋白、

转录因子与细胞周期调控蛋白、调节脂肪细
胞分化和脂滴形成蛋白、细胞骨架蛋白、细
胞黏附分子、差向异构酶、转运活性蛋白及
参与翻译调节相关蛋白. 免疫印迹结果显示
TRIM28在BxPc-3(TIClow)没有表达, 在MIA-
PaCa2(TIChigh)高表达.

结论: 筛选得到的TRIM28等胰腺癌干细胞
相关差异表达蛋白可能与胰腺癌干细胞的发
生、发展和调控机制相关, 有望成为胰腺癌新
的治疗靶点. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胰腺癌是高度恶性、预后最差的恶性肿瘤之一, 
5年生存率不到5%[1]. 大多数患者因确诊时伴有

局部和/或远处的侵袭、转移而丧失手术时机[2], 
即使临床手术根治性切除的胰腺癌患者术后也

大多数因出现复发和远处转移预后极差, 其原

因为术前就有微转移灶形成及化疗抵抗[3]; 胰腺

癌的早期转移、对传统的治疗抵抗以及较易复

发是其致死的关键因素. 肿瘤干细胞理论解释

了上述现象. 研究表明[4]: 在原发肿瘤里存在一

个亚群细胞, 这群细胞具有自我更新、分化潜

能以及在异位重新成瘤能力. 同时, 这群细胞还

具有侵袭转移和化疗抵抗特性. 最新的研究表

明: 胰腺癌在形成之前通过上皮-间质转化(ep-
ithelial-to-mesenchymal transition, EMT)形成胰

腺癌干细胞, 是其早期发生转移, 治疗抵抗, 复

发的根本原因[5]. 已有的研究表明: 具有CD44+/
CD24-表型的胰腺癌细胞具有肿瘤干细胞特性, 
胰腺癌细胞系MIA-PaCa2的CD44+/CD24-表达

率95.5%, 而BxPc-3的表达率17.5%. 因此, MIA-
PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)可以直接作为研

究胰腺癌干细胞的工具细胞, 不需要进一步富

集[6]. 近年来, 许多方法学包括基因组学、转录

组学、蛋白质组学、代谢组学等被用来研究肿

瘤性疾病的诊断或发生机制. 蛋白质是最根本

的功能生物学分子, 他是细胞的各种生物过程

或参与调节的终端执行者. 蛋白质组学, 特别是

定量蛋白组学可以从一个细胞或组织的整体角

度, 动态、定量地检测差异蛋白的变化, 从而有

助于进一步研究这种差异变化的原因, 揭示其

发生机制[7]. 本研究采用双向荧光差异蛋白组学

(2-D fluorescence difference gel electrophoresis, 
2-D DIGE)技术, 以MIA-PaCa2(TIChigh)和BxPc-
3(TIClow)为研究对象, 筛选胰腺癌干细胞相关差

异蛋白, 并对其生物学功能进行数据库分析, 为
进一步研究胰腺癌干细胞的发生和调控机制, 
寻找新的治疗靶点奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株BxPc-3(TIClow)和MIA-
PaCa2(TIChigh)由本室保存; 细胞培养按照文献

[8,9]采用DMEM培养基(Gibico公司), 含10%的

56 ℃热灭活胎牛血清, 25 mmol/L HEPES, 2 mmol/
L-谷氨酰胺, 青霉素50 U/mL及链霉素50 µg/mL.
1.2 方法

1.2.1 蛋白提取: 在上述细胞中加入l mL蛋白裂

解液(7 mol/L尿素、2 mol/L硫脲、4%CHAPS、
30 mmol/L的Tris、蛋白酶抑制剂pH 8.5), 静置

15 min, 冰浴超声15 s(超声0.2 s, 间隔2 s)后混

旋40 min, 40 000 g、4 ℃离心30 min, 取上清, 
Bradford蛋白定量, 分装样品冻存于-70 ℃.
1.2.2 双向荧光差异凝胶电泳(2D-DIGE): 将
Cy2、Cy3、Cy5用DMF溶解成1 nmol/L的母液. 
每单个样本50 μg蛋白用400 pmol Cy3或Cy5标
志, 等量混合2组样本用Cy2作为内标标志, 避
光, 冰上放置30 min, 然后用1 μL 10 mol/L赖氨

酸终止反应. 将Cy3、Cy5标志的2组细胞蛋白两

两混合成2个样本, 均加入内标, 再加入等体积

的2×样品缓冲液(7 mol/L尿素、2 mol/L硫脲、

4%CHAPS、2%IPG Buffer、2%DTT), 加入水化

液(8 mol/L尿素、4%CHAPS、1%IPG Buffer、
0.5%DTT)混匀, 分别行2D-DIGE. 第一向等电
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■相关报道
Kallifatidis等研究,
认为具有CD44+/
C D 2 4 -表 型 的 胰
腺癌细胞具有肿
瘤干细胞特性; 胰
腺癌细胞系MIA-
PaCa2的CD44+/
C D 2 4 -表 达 率 为
95.5%, 而BxPc-3
的表达率为17.5%; 
并 认 为 M I A -
PaCa2(TIChigh)与
BxPc-3(TIClow)可
以直接作为研究
胰腺癌干细胞的
工具细胞.

2013-01-18|Volume 21|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com

聚焦电泳温度控制在17 ℃. 程序设置为水化: 
50V、13 h, 主动水化; S1: 200 V、线性、2 h、除

盐; S2: 500 V、快速、1.5 h、除盐; S3:  1 000 V、

快速、1.5 h、升压; S4: 10 000 V、线性、4 h、
升压; S5: 10 000 V、快速、60 000 V/h、聚焦; 
S6: 500 V、快速、任意时间、保持. 聚焦结束将

IPG胶条放入SDS平衡液和0.5%DTT中10 min, 再
放入SDS平衡液和4.5%碘乙酰胺中10 min. 然后

放于12%SDS-PAGE上方, 行第二向电泳. 待溴

酚蓝指示剂达到底部边缘时停止电泳.
1.2.3 图像采集分析及质谱鉴定: 在Typhoon 
9410T M荧光扫描仪上用不同波长激光对凝胶

内的Cy2(488/520 nm)、Cy3(532/580 nm)、
Cy5(633/670 rim)进行扫描, 并采用DeCyder v6.5
软件进行分析. 每一张胶扫描后得到3张扫描胶

图(共6张胶图), 对每一张胶图上的所有蛋白点

扫描进行胶内分析, 然后对不同胶上的同一个蛋

白点与内标匹配, 进行胶间分析. 对匹配后的每

个蛋白点的相对量比较(Cy3/Cy2或Cy5/Cy2)后
确定差异蛋白. 用1 mg样品重新进行2D, 电泳结

束后凝胶行考马斯蓝染色, 与扫描胶图匹配后手

动切胶切取相匹配的蛋白质点. 参见Li等[10]的方

法进行脱色、还原、烷基化、酶解、样本回收

及脱盐处理. 回收样品用反射式基质辅助激光解

吸附电离串联飞行时间质谱(MALDI-TOWTOF)
技术进行检测. 扫描方式: 反射式; 扫描范围: 
700-3 500 kDa; 激光能量: MS 4 500, MSMS 
5 000; GPS软件检索: 误差MS 0.2 kDa, MS/MS 
0.3 kDa. 获取的多肽质谱指纹图(peptide mass 
finger print, PMF)在人的数据库IPI HUMAN 3.23检
索. 数据取舍标准: 蛋白质>61分, 置信水平>95%.
1.2.4 Western blot检测TRIM28蛋白的表达: 分
别提取BxPc-3(TIClow)和MIA-PaCa2(TIChigh)总
蛋白; 将提取的蛋白质样本按每孔30 μg上样于

12%SDS-PAGE后进行电泳. 用电转移法转移蛋

白质至PVDF膜, 然后用5%脱脂奶粉封闭膜1 h. 
加入兔抗人TIF1β单克隆抗体(1∶200)(购自Cell 
Signaling公司)后4 ℃孵育过夜, 辣根过氧化物酶

(HRP)标志的羊抗兔IgG孵育1 h. 参照免疫印迹

化学发光(ECL)试剂盒说明进行化学发光法显

示结果, X线胶片曝光. 实验重复3次, 条带密度

采用Quantity One Program(Bio-Rad)软件进行分

析. 目的蛋白的相对表达水平 = 目的蛋白的灰

度值/β-actin蛋白的灰度值, 取3次平均值.
统计学处理 采用DeCyder v6.5软件自带的

统计学数据处理系统, 设置P <0.05, 采用t检验进

行定量比较(P <0.05).

2  结果

2.1 双向凝胶电泳分离蛋白质 分别用不同波

长激光对Cy2(488/520 nm), Cy3(532/580 nm)和
Cy5(633/670 nm)进行扫描, 合并获得的扫描图见

图1. 选择其中效果好, 点数多的一块胶作为参考

胶, 进行胶内分析及胶间的匹配, 获得重复性较

好的MIA-PaCa2(TIChigh)和BxPc-3(TIClow)荧光差

异蛋白表达图谱. 经DeCyder v6.5软件分析, 筛选

出差异1.5倍以上、有统计学意义的差异点23个. 
相对于BxPc-3(TIClow), 在MIA-PaCa2(TIChigh)细
胞组中高表达者有12个, 低表达者有11个. 
2.2 MALDI-TOF/TOF对差异蛋白的鉴定 对23
个差异蛋白点进行鉴定, 共获得19个差异表达

蛋白, 有4个蛋白点未能鉴定. 在人的数据库IPI 
HUMAN 3.23检索结果见表1. 差异倍数最大的

蛋白点被鉴定为TRIM28, 其质谱鉴定图见图2. 
2.3 Western blot验证差异蛋白TRIM28结果显

示KAP-1在BxPc-3(TIClow)没有表达, 在和MIA-
PaCa2(TIChigh)高表达, 与蛋白质组学实验结果基

本一致(图3).

3  讨论

肿瘤发起细胞, 又称肿瘤干细胞, 具有成瘤、侵

袭转移及治疗抵抗作用[11]. Kallifatidis等[6]从胰

腺癌细胞标志分子CD44(+)/CD24(-), CD44(+)/
CD24(+)或CD44(+)/CD133(+)的表达与裸鼠成

瘤能力、分化程度、克隆性生长、肿瘤微球

体形成、ALDH活性以及治疗抵抗等肿瘤干细

胞特性的关系进行系列研究, 认为具有CD44+/
CD24-表型的胰腺癌细胞具有肿瘤干细胞特性; 
胰腺癌细胞系MIA-PaCa2的CD44+/CD24-表达

率95.5%, 而BxPc-3的表达率17.5%, 并认为MIA-

图  1  BxPc-3(TIClow)和MIA-PaCa2(TIChigh)的荧光差异双向电
泳图. Cy2: 蓝色; Cy3: 绿色; Cy5: 红色.

PH 3-10SD
S-PAG

E
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PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)可以直接作为

研究胰腺癌干细胞的工具细胞, 不需要进一步

富集. 因此, 本研究基于上述研究基础, 直接以

MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)作为研究胰

腺癌干细胞的工具细胞, 未做CD44(+)/CD24(-)
标志物筛选. 

本实验应用2D-DIGE共筛选并经质谱鉴定

出19个差异表达蛋白质. 根据这些蛋白质功能

的不同, 可以分为9类: (1)参与细胞通讯和信号

传导: ROCK2、RAB2B、YWHAQ、EEF1D、

CAMK1、SORBS2、CSNK1E. 其中ROCK2
是细胞内一类具G T P酶活性的小分子G蛋白

Rho下游的效应分子, 是丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶家族的成员. R O C K2主要在心血管、脑组

织中表达[12]. 近来研究发现ROCK2可以在多种

肿瘤中高表达, 如肝癌[13]、肺癌[14]、卵巢癌[15]

等. ROCK2在多种恶性肿瘤组织中高表达, 提

示ROCK2在肿瘤发生发展中起重要的作用. 大
多数肿瘤的研究都集中在ROCK2与侵袭转移

的关系方面, 我们的研究表明ROCK2在MIA-
PaCa2(TIChigh)高表达, 提示其可能在维持胰腺癌

干细胞的“干性”方面起一定的作用. EEF1D
催化氨酰基tRNA转移到核糖体上, 为鸟嘌呤核

苷酸交换因子, 其在肿瘤中高表达, 表明与肿瘤

的蛋白质合成相适应. 此外, 研究表明, 其高表达

与肿瘤的淋巴结转移、分期、预后、分化相关
[16,17]. 本研究提示EEF1D在MIA-PaCa2(TIChigh)低
表达, 提示其可能促进胰腺癌干细胞的分化; (2)
免疫反应蛋白: BST2、GLYCAM1; BST2也被

称作PDCA-1, CD137和HM1.24, 是细胞表面膜

蛋白, 在许多肿瘤中高表达, 如肾癌[18]、子宫内

膜癌[19]、肺癌[20]以及胰腺癌等[21]. 尚未见文献报

道BST2在这些肿瘤的作用报道, BST2在MIA-
PaCa2(TIChigh)低表达, 其作用亦需进一步研究; 

■创新盘点
目前关于采用胰
腺癌细胞系MIA-
PaCa2(TIChigh)与
BxPc-3(TIClow)作
为研究胰腺癌干
细胞的工具细胞, 
采用DIGE技术筛
选、鉴定胰腺癌
干细胞相关差异
表达蛋白尚未见
报道. 本研究发现
新的与胰腺癌干
细胞发生、发展
及调控机制相关
的蛋白.
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(3)转录因子与细胞周期调控蛋白: MAD1L1、
RFX5、THG1L. MAD1L1是一种有丝分裂关

卡元件, 在有丝分裂染色体赤道板对齐前, 阻
止其进入有丝分裂后期. 在胃癌中, 其表达下

调[22], 推测与肿瘤细胞不对称分裂相关. 在MIA-
PaCa2(TIChigh)高表达, 推测与胰腺癌干细胞周期

相对静止, 阻止进入有丝分裂后期相关; (4)调节

脂肪细胞分化和脂滴形成: Seipin; (5)细胞骨架

蛋白: KRT18、KRT18是上皮细胞标志蛋白, 其
在肿瘤细胞中高表达提示该肿瘤细胞的侵袭转

移能力弱, 裸鼠致瘤性差, 肿瘤细胞分化程度高, 
外源性KRT18过表达可以使肿瘤细胞再分化, 逆
转其恶性表型[23-25]. KRT18在MIA-PaCa2(TIChigh)
表达较BxPc-3(TIC low)下调3.24倍, 提示其与

MIA-PaCa2(TIChigh)的侵袭转移能力强、恶性程

度高、分化低相关, 也可能与胰腺癌干细胞的

特性相关, 研究KRT18在胰腺癌细胞的发生发展

过程中的表达调控机制或能从一个侧面揭示胰

腺癌从干细胞到癌细胞的形成; (6)细胞黏附分

子: ISM2、ISM2在胎盘中高表达, 在胰腺、肝

脏、脑组织等中表达[26], ISM2是一种分泌型蛋

白, 最近研究表明其作为血管生成抑制因子能

抑制肿瘤生长[27,28]. ISM2在MIA-PaCa2(TIChigh)
表达较BxPc-3(TIClow)上调2.06倍, 其在胰腺癌

干细胞中的作用需进一步研究; (7)差向异构酶, 
参与能量代谢: 甲基丙二酸单酰-coA表异构酶

(MCEE)为丙酸代谢通路中的基因, 参与能量代

谢, 其在肿瘤和干细胞的中的作用未见报道; (8)
转运活性蛋白, 参与细胞内物质运输: ARCN1; 
(9)参与蛋白质代谢: SFRS1、TRIM28. 

差异倍数最大TRIM28(又称TIF1β, KAP-1
等)是一种转录中介因子, 在诸多转录调控复合

体中起桥梁作用[29]. TRIM28是维持干细胞的

“干性”关键基因之一. 研究表明[30], TRIM28在
胚胎干细胞(embryonic stem, ES)和胚胎组织中

高表达, 在ES分化组织中表达下调, 在胰腺组织

中表达极低. RNAi抑制TRIM28的表达能增加分

化细胞的百分率. 采用Trim28 ChIP证实TRIM28
通过靶向具有多向分化潜能性基因C n o t3、

■应用要点
本文筛选的TRIM
28是维持干细胞
“干性”的关键
基因之一, 在胚胎
干细胞(ES) 和胚
胎组织中高表达, 
且与肿瘤的侵袭
转移、化疗抵抗
等特性相关, 深入
研究TRIM28在胰
腺癌干细胞中的
作用和调控机制
具有一定价值.

表  1  BxPc-3 (TIClow)和MIA-PaCa2 (TIChigh)差异表达蛋白

     IPI ID 蛋白名称      Mra/pIb  差异倍数c                               分子功能d

IPI00307155 ROCK2   16.09/5.75   -1.77 丝氨酸/苏氨酸激酶, 参与细胞通讯和信号传导

IPI00879279 RAB2B   24.21/6.97     3.56 GTPase活性蛋白, 参与细胞通讯和信号传导

IPI00018146 YWHAQ   27.76/4.68   -1.71 受体信号转导衔接分子, 参与细胞通讯和信号传导

IPI00981244 EEF1D   71.41/6.84     2.94 鸟嘌呤核苷酸交换因子,参与细胞通讯和信号传导

IPI00926719 CAMK1   42.34/7.68     2.06 丝氨酸/苏氨酸激酶, 参与细胞通讯和信号传导

IPI00926953 SORBS2 124.11/10.00   -4.12 受体信号转导衔接分子, 参与细胞通讯和信号传导

IPI00385355 BST2   19.77/10.28     1.68 嵌膜蛋白质, 参与免疫应答

IPI00976345 GLYCAM1     5.02/9.56   -1.61 调节免疫应答

IPI00879037 Seipin   51.16/4.73     2.92 调节脂肪细胞分化和脂滴形成

IPI00893466 MAD1L1   83.074.92     2.70 转录调节因子, 调节细胞周期

IPI00894536 RFX5   65.32/8.51   -2.00 转录因子

IPI00908961 THG1L   34.83/5.64     2.18 细胞周期控制蛋白, 参与细胞生存和生长

IPI00977381 KRT18   48.06/9.19     3.24 细胞骨架蛋白, 参与细胞生存和生长

IPI00384120 ISM2   63.91/10.00   -2.06 细胞黏附分子

IPI00878432 CSNK1E   47.32/11.44     3.82 丝氨酸/苏氨酸激酶, 参与DNA修复和信号转导

IPI01009493 MCEE   18.75/6.81     2.08 差向异构酶, 参与能量代谢

IPI00514053 ARCN1   57.21/5.89   -1.61 转运活性蛋白, 参与细胞内物质运输

IPI00215884 SFRS1   27.75/10.37     1.76 RNA结合蛋白, 参与蛋白质代谢

IPI00438229 TRIM28   88.49/5.52 -10.73 翻译调节蛋白

Mra为匹配蛋白质的理论分子质量(kDa); pIb为匹配蛋白质的理论等电; 差异倍数c为BxPc-3(TIClow)/MIA-PaCa2(TIChigh),“-”表示

下调; 分子功能d基于人类蛋白质数据库(http://www.hprd.org/).

TRIM28

GAPDH

1              2 图  3  Western blot验
证差异蛋白TRIM28. 1: 

MIA-PaCa2(TIChigh); 2: 

BxPc-3(TIClow).
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Nanog、Sox2、Tcf3、Il6st和Lefty2启动子区域

调节其表达(Trim28-binding sites: GCCGCGXX), 
从而维持干细胞的自我更新能力, 是ES自我更

新的关键基因之一. 其他研究也证实了TRIM28
在E S的“干性”维持方面发挥重要作用 [31]. 
Wolf等[32]研究表明: F9胚胎癌细胞(embryonal 
carcinoma, EC)发生分化时, KAP-1的表达水平

下调, RNAi抑制TRIM28的表达, F9 EC和JM1 
ES生长抑制, 细胞发生分化. Seki等[33]研究证实: 
KAP-1能改变ES的多向分化潜能或是分化状态, 
是这两种状态的临界关卡点. TRIM28在具有多

向分化潜能的鼠ES高表达, RNAi抑制KAP-1的
表达, 鼠ES显示分化状态. 磷酸化的TRIM28和
特异性多向分化潜能转录因子Oct3/4形成复合

物, 能抑制ES的分化, 维持其多向分化潜能, 诱
导iPS细胞(诱导多能干细胞iPS Cell). Cammas等
[34]也证实了TRIM28在F9 EC分化中的作用. 此
外, KAP-1与肿瘤的侵袭转移、化疗耐药相关. 
Ho等[35]采用蛋白质组学技术筛选TRIM28与乳

腺癌的侵袭转移相关, 并在正常乳腺组织、原

位乳腺癌组织以及淋巴结转移组织片中证实. 
Yokoe等[36]证实TRIM28在胃癌中高表达, 且和

胃癌的腹腔播散及不良预后相关. Han等[37]比

较结肠癌细胞株HCT-116(具有结肠癌干细胞特

性, 对化疗药NSC 724998不敏感)和恶性黑色素

瘤细胞株A375(对化疗药NSC 724998敏感)NSC 
724998处理前后不同蛋白质表达的变化, 发现

TRIM28在治疗后的表达上调, 且TRIM28的
Ser824发生磷酸化. TRIM28参与EMT发生[38]. 
我们的研究表明: 在MIA-PaCa2(TIChigh)表达较

BxPc-3(TIClow)上调10.73倍, Western blot检测表

明前者高表达TRIM28, 而后者无表达. 上述研

究表明TRIM28可能也参与胰腺癌干细胞的发

生, 并发挥重要作用.
总之, 定量蛋白质组学技术是研究肿瘤的

一种重要手段. 我们利用该技术初步筛选、鉴

定了MIA-PaCa2(TIChigh)和BxPc-3(TIClow)细胞部

分差异蛋白, 并对其生物学功能进行数据库分

析和文献复习, 这些差异蛋白, 特别是TRIM28
可能与胰腺癌干细胞的发生、发展和调控机制

相关, 对他们进一步深入研究, 有可能揭示胰腺

癌干细胞的发生机制, 为寻找新的治疗靶点奠

定基础. 
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Abstract
AIM: To analyze the relationship between serum 
levels of gamma-glutamyl transferase (GGT) and 
multiple metabolic disorders and their clustering 
in Korean and Han men in Yanbian rural areas. 

METHODS: A population-based cross-sectional 
study was conducted. In total, 3 416 subjects, 
ranging in age from 30 to 70 years, were includ-
ed. The height, weight, waist circumference and 
blood pressure were measured. Serum levels of 
GGT, lipids and glucose were measured after a 
12-hour fast. 

RESULTS: The detection rate of elevated GGT 

was 26.1% in Korean and 13.9% in Han men, 
and the age-adjusted detection rate was 27.2% 
and 13.8%, respectively, which showed a sig-
nificant ethnic difference. Univariate analysis 
showed that elevated GGT in Korean men was 
correlated with age, drinking, hypertension, 
high TC, high TG, low HDL-C, general obesity, 
central obesity and MS, while elevated GGT in 
Han men was correlated with education level, 
smoking, drinking, hypertension, high TC, high 
TG, central obesity and MS. Multivariate logistic 
analysis showed that elevated GGT was closely 
related with age, drinking, hypertension, central 
obesity, high-TC, high-TG, MS and nationality, 
and dose-response relationship was seen be-
tween elevated GGT and age and drinking. The 
prevalence of elevated GGT increased with the 
increase in the number of metabolic disorders in 
both nationalities. 

CONCLUSION: There was a significant differ-
ence in the prevalence of elevated GGT between 
Korean and Han men. Elevated GGT was closely 
related with multiple metabolic disorders and 
their clustering.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Gamma-glutamyl transferase; Meta-
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摘要
目的: 分析延边地区朝鲜族和汉族男性血清γ-
谷氨酰转肽酶(glutamyl transferase, GGT)与多
种代谢异常及其聚集的相关性. 

方法: 于2009-07/2010-07在延边地区安图县采
取整群抽样方法选取30-70岁朝鲜族和汉族男
性人群3 416例, 收集一般特征、吸烟、饮酒
等信息, 测量身高、体质量、腰围、血压, 准
确测定清晨空腹(禁食12 h)静脉血GGT、血脂
及血糖. 

■背景资料
既往认为 γ -谷氨
酰转肽酶 (GGT)
升高多系肝功能
损害或过度饮酒
所致, 而近年来则
认为, GGT升高与
MS及其组分的患
病危险密切相关, 
且对这些疾病的
早期诊断与患病
风险的预测具有
重要意义. 
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■研发前沿
由于GGT检测方
便 、 价 格 低 廉 , 
他可以作为MS及
心血管疾病发生
风险的筛选指标, 
且能在疾病预防
及预测中可具有
广泛的应用前景. 
G G T 升 高 与 M S
及其组分密切相
关 ,  但是G G T与
MS之间的具体联
系机制尚不完全
明确. 
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结果: (1)朝鲜族和汉族男性G G T升高者的
检出率分别为26.1%和13.9%(χ2 = 49.004, 
P <0.01), 其年龄调整检出率分别为27.2%和
13.8%(U  = 77.011, P <0.01); (2)单因素分析
显示, 朝鲜族男性的年龄、饮酒、高血压、

高TC血症、高TG血症、低HDL-C血症、整
体型肥胖、腹型肥胖及MS与GGT升高有关
联, 汉族男性的文化程度、吸烟、饮酒、高
血压、高TC血症、高TG血症、腹型肥胖及
MS与GGT升高有关联; (3)多因素Logistic回归
分析显示, 本地区男性的年龄、饮酒、高血
压、腹型肥胖、高TC血症、高TG血症、MS
和民族(朝鲜族)与GGT升高呈正相关, 其中年
龄和饮酒频率对GGT升高的影响具有剂量反
应关系; (4)朝鲜族与汉族男性GGT升高者检
出率均随着多种代谢异常聚集程度的增加呈
增加趋势, 其增加趋势有统计学意义(P <0.01). 

结论: (1)本地区朝鲜族男性GGT升高检出率
明显高于汉族; (2)本地区男性GGT升高与多
种代谢异常及其聚集密切相关, 且随着多种代
谢异常聚集程度的增加呈增加趋势. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

近年来, 国内的大量研究认为γ-谷氨酰转肽酶

(glutamyl transferase, GGT)升高与代谢综合征及

其组分的患病危险密切相关, 且对这些疾病的

早期诊断与患病风险的预测具有重要意义[1-7]. 
据调查 [8-12], 延边地区成人高血压病、血脂异

常、糖代谢异常、肥胖以及代谢综合征的患病

水平均高于全国的平均水平, 有些代谢异常病

尚属较高发地区, 而且出现明显的民族差异. 另
外, 延边地区不同民族居民的饮酒情况[13]及心脑

血管疾病死亡水平[14]也出现明显的差异. 目前延

边地区尚无关于血清GGT升高与多种代谢异常

及其聚集相关性的研究, 本文旨在了解汉族和

朝鲜族GGT升高与多种代谢异常及其聚集的相

关性, 以阐明该地区高发多种代谢异常及其聚

集以及其种族差异提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 于2009-07/2010-07在延边地区安图县

采取简单随机抽样的方法抽取2个镇, 然后采

用整群抽样的方法抽取各镇内选取30-70岁全

部朝鲜族和汉族男性. 本研究源人群总数应为

4 012人, 其中排除外出打工人员、混血民族(直
系亲属无异族通婚, 便于准确比较民族之间的

差异)、患有严重的代谢性疾病和其他器质性疾

病的人群及不愿参与本次健康调查者, 最终共

3 416(占源人群总数85.1%)例为本次的研究对

象. 本研究方案经过延边大学附属医院伦理委

员会审查批准, 并获得研究对象的知情同意签

字. 进入分析的总人群中, 朝鲜族为1 848名(占
53.3%), 其平均年龄为53.05岁±10.08岁; 汉族为1 
618名(占46.7%), 其平均年龄为49.64岁±10.40岁. 
1.2 方法 采用家访询问调查和健康体检收集本

次调查相关信息. 
1.2.1 问卷调查: 调查开始前, 对所有调查人员进

行严格的培训, 规范调查内容、操作流程及方

法, 并按统一制定的调查表(内容包括研究对象

的一般特征、吸烟、饮酒、疾病家族史及本人

既往史等)进行家访询问调查. 
1.2.2 体格检查: 所有研究对象均在清晨空腹安

静状态下进行体格检查, 由统一的仪器和检查者

来完成. 其内容包括: (1)测量身高(height, Ht)、体

质量(weight, Wt)和腰围(waist circumference, WC). 
要求研究对象免冠、脱鞋、穿内衣, 自然站立, 
腰围的测量分别在肋骨下缘水平面上; (2)血压: 
测量清晨空腹未服高血压药的情况下的血压, 按
照国际标准测量血压, 选用台式血压计, 休息10 
min, 端坐位, 测量左右上臂血压, 以Korotkoff第1
音位收缩压, 第5音(消失音)为舒张压, 连续测量2
次, 每次间隔5 min, 取2次测量结果的平均值; (3)
生化指标: 现场抽取禁食12 h的静脉血, 2 h以内完

成血清分离, 8 h以内送往延边大学附属医院检验

科完成测定. 血清γ-谷氨酰转肽酶(glutamyl trans-
ferase, GGT)、总胆固醇(total cholesterol, TC)、甘

油三酯(triglyceride, TG)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDL-C)及血糖(fasting blood glucose, FBG)等指

标采用日立-7600-010全自动生化分析仪测定, 本
次检测用试剂盒批内与批间变异度均<5%. 
1.2.3 各种指标的判定标准: (1)吸烟指标: 按吸

烟指数(平均每日吸烟支数×吸烟年限)评分分

为4组, 即1组为不吸烟; 2组为吸烟指数≤300; 3
组为300<吸烟指数≤600; 4组为吸烟指数>600; 
(2)饮酒指标: 按照饮酒的频率分为5组, 即1组
为不饮酒、2组为1-2次/mo、3组为1次/wk、4
组为2-3次/wk、5组为4次/wk及以上; (3)文化程
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■相关报道
由于遗传背景及
环境因素的影响, 
不同地区及不同
特征人群的GGT
升高者检出率不
尽相同 .  G G T升
高 与 M S 及 心 血
管疾病发生之间
可能的联系机制
是GGT通过参与
IR、氧化应激、
慢性炎症等过程
促使MS及心血管
疾病的发生.
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度: 按照接受系统教育的文化程度分为5组, 即
0组为文盲、1组为小学文化程度、3组为初中

文化程度、4组为高中文化程度、5组为大学及

以上文化程度; (4)GGT异常的诊断标准: 延边

大学附属医院检验科的GGT试剂盒正常值范围

为8.0-58.0 U/L, 且本次研究GGT>58.0为GGT升
高; (5)MS诊断标准: 按照2007年《中国成人血

脂异常防治指南》推荐的诊断标准(GCADP标
准)[15], 以下5个组分中具备3个或3个即可判定为

MS: (1)腹型肥胖: WC>90 cm(男), >85 cm(女); 
(2)高TG血症: TG≥1.70 mmol/L(150 mg/dL); (3)
低HDL-C血症: HDL-C<1.04 mmol/L (40 mg/dL); 
(4)高血压: SBP/DBP≥130/85 mmHg(1 mmHg = 
0.133 kPa), 将血压已被控制的和近2 wk内服用

或正在服用降压药的高血压患者除外; (5)高血

糖: 空腹血糖≥6.1 mol/L(110 mg/dL); (6)高TC[15]: 
TC≥6.22 mmol/L(240 mg/dL); (7)整体型肥胖: 以
体质量指数(body mass index, BMI)≥24 kg/m2为

整体型超质量及肥胖. 
统计学处理 所有收集的资料输入计算机, 

建立数据库, 采用SPSS17.0统计学软件进行处理

及分析. 计数资料计算粗患病率, 以延边朝鲜族

自治州2000年第5次人口普查资料中的相应年龄

段的人口数作为标准人口计算标准化患病率(直
接法), 其粗率和标准化率的比较采用χ2检验和U
检验; GGT升高与多种代谢异常及其聚集现象的

关系采用单因素及多因素Logistic回归分析. 

2  结果

2.1 GGT异常检出率 朝鲜族和汉族男性GGT升
高的粗检出率分别为26.1%和13.9%, 其年龄调

整率分别为27.2%和13.8%, 且朝鲜族均显著高

于汉族. 朝鲜族男性各年龄组的GGT升高检出

率比较差异有统计学意义, 而汉族男性比较差

异无统计学意义(表1). 
2.2 GGT升高与多种代谢异常及其聚集的单因

素分析 汉族男性的GGT升高检出率随文化程度

的升高而降低, 却随饮酒频率及吸烟指数的升

高而升高, 其降低或升高趋势均有统计学意义; 
朝鲜族男性的GGT升高者检出率随饮酒频率和

吸烟指数的升高而升高, 其升高趋势均有统计

学意义(表2). 
朝鲜族和汉族男性高血压组、高血糖组、

高TC血症组、高TG血症组、腹型肥胖组及MS
组的GGT升高检出率均高于正常对照组, 其差

异均有统计学意义. 朝鲜族男性低HDL-C血症

组和整体型肥胖组的GGT升高检出率均高于正

常对照组, 而汉族不同组间比较差异无统计学

意义(表3). 
2 . 3  G G T 异常与多种代谢异常及其聚集的

多因素分析  非条件多因素L o g i s t i c分析结

果显示 ,  与7 0岁年龄组相比 ,  6 0岁组的O R
值 (95%C I)为2.200(0.827-5.853)、50岁为

3.660(1.507-8.892)、40岁为2.916(1.203-7.072)、
30岁为1.975(0.775-5.032); 朝鲜族GGT升高

的检出率显著高于汉族 ,  其O R 值(95%C I)为
2.241(1.658-3.030); 随饮酒频率的升高GGT升高

的检出率呈升高趋势, 与不饮酒者相比, 1-2次/mo
组的O R 值(95%C I)为2.312(1.321-4.046)、
1次 / w k组为3 . 0 6 0 ( 1 . 5 4 4 - 6 . 0 6 1 )、2 - 3次
/w k组为2.465(1.442-4.216)、≥4次/w k组为

4.196(2.913-6.044); 吸烟指数>300以上组的GGT
升高的检出率明显增高 ;  随文化程度的增高

GGT升高的检出率呈下降趋势; 高血压、腹型

肥胖、高TC血症、高TG血症及MS者GGT升高

的检出率显著高于正常对照组, 其OR值(95%CI)
分别为1.625(1.169-2.257)、1.320(0.988-1.764)、
2.210(1.332-3.669)、2.834(2.119-3.792)和
2.671(2.020-3.531, 表4). 
2.4 多种代谢异常聚集与GGT异常 朝鲜族无代

谢异常、1种代谢异常、2种代谢异常、3种代

谢异常和4种以上代谢异常人群GGT升高的检

出率分别为8.0%、14.3%、21.3%、27.7%和

40.5%, 汉族分别为2.2%、7.0%、9.3%、16.5%

表  1  朝鲜族和汉族男性人群不同年龄别GGT升高检出率

     
民族    n

                          GGT升高检出率 n (%)
χ2值

粗检出率

   n  (%)

年龄调整

检出率(%)  30岁-   40岁-   50岁-  60岁- 70岁-

朝鲜族 1 848 26(17.3) 168(29.1) 164(24.0) 56(17.6) 6(5.0) 18.621 420(22.7)     21.5

汉族 1 618 20(6.9)   56(9.8)   56(10.8) 18(10.1) 6(9.4) 1.498 156(9.6)       8.9

χ2值 106.607b      

U值      81.218
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■创新盘点
本文以较大样本
及不同民族群体
为 研 究 对 象 ,  比
较 延 边 地 区 朝
鲜族和汉族男性
GGT升高的检出
率 ,  分 析 本 地 区
GGT升高与多种
代谢异常及其聚
集现象的相关性, 
以此阐明本地区
高发代谢异常病
及其种族差异的
可能原因. 

表  2  朝鲜族和汉族男性GGT升高与一般特征的单因素分析

     
相关因素

                                   朝鲜族                                       汉族

调查人数 升高例数(n ) 检出率(%) 趋势χ2值 调查人数 升高例数(n ) 检出率(%) 趋势χ2值

文化程度   1.527   6.313

  文盲    158      34    21.5     278       38    13.7

  小学文化    282      48    17.0     284       24      8.5

  初中毕业    796    200    25.1     578       58    10.0

  高中毕业、中大专    512    112    21.9     414       34      8.2

  大学及以上    100      26    26.0       64         2      3.1

饮酒频率 68.245   60.403

  不饮    580      66    11.4     706       28      4.0

  1-2次/mo    188      42    22.3     108         6      5.6

  1次/wk      96      20    20.8       48         8    16.7

  2-3次/wk    186      48    25.8     128         8      6.3

  ≥4次/wk    798    244    30.6     628     106    16.9

吸烟支数 24.327     4.806

  不吸    518      88    17.0     624       48      7.7

  ≤300/d    442      86    19.5     414       38      9.2

  ≤600支/d    702    190    27.1     484       62    12.8

  >600支/d    186      56    30.1       96         8      8.3

表  3  朝鲜族和汉族GGT升高与多种代谢异常及其聚集现象的单因素分析

     
相关因素

                                   朝鲜族                                     汉族

调查人数 升高例数(n ) 检出率(%)   χ2值 调查人数 升高例数(n ) 检出率(%)    χ2值

高血压 21.245b 21.112b

  无    538        84    15.6     654        36      5.5

  有  1294      330    25.5     954      118    12.4

高血糖 0.460 12.239b

  无  1602      358    22.3   1430      124      8.7

  有    230        56    24.3     178        30    16.9

高TC血症 45.405b 6.389

  无  1732      364    21.0   1514      138      9.1

  有    100        50    50.0       94        16    17.0

高TG血症 97.329b 64.156b

  无  1140        172    15.1   1186        72      6.1

  有    692        242    35.0     422        82    19.4

低HDL-C血症 0.184 0.048

  无   840        186    22.1     780        76      9.7

  有   992        228    23.0     828        78      9.4

整体型肥胖 8.790b 1.095

  无 1396        294    21.1   1172      118    10.1

  有   430        120    27.9     432        36      8.3

腹型肥胖 32.169b 0.494

  无 1130        206    18.2   1146      106      9.2

  有   702        208    29.6     462        48    10.4

MS 57.200b 33.627b

  无 1260        222    17.6   1272        94      7.4

  有   572        192    33.6     336        60    17.9

bP<0.01 vs  无代谢异常组.
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和20.0%, 朝鲜族与汉族GGT升高的检出率随着

多种代谢异常聚集程度的增加呈增加趋势, 其
增加趋势有统计学意义(P <0.01, 图1). 

3  讨论

一般人群的GGT升高者检出率不尽相同. 针对

健康体检者进行的国外研究结果显示[16], 男性

GGT升高者检出率为18.6%. 国内的一项大样

本研究结果显示[17], 男性GGT升高者检出率为

7.2%; 另一项针对邮政、电信职工进行的体检

结果显示[18], 男性GGT升高者检出率为11.7%. 
一项针对延边地区电力部门职工(25-74岁)进
行的体检结果发现[19], 男性GGT升高者所占比

例为25.9%. 本次研究结果表明, 延边农村地区

朝鲜族和汉族男性G G T升高者检出率分别为

26.1%和13.9%, 且朝鲜族显著高于汉族. 本地区

农村成人GGT升高检出率较其他地区高, 且出

现明显的民族差异的可能原因是: (1)民族及文

化风俗特点及经济因素造成. 延边地区朝鲜族

仍然保留着热情好客的传统民俗特点, 群集文

化娱乐活动较活跃. 还有, 由于本地区的特殊的

地理特点和语言条件的优势使本地区朝鲜族居

民外出务工、出国劳务增多, 使本地区经济文

化水平有了一定的提高, 人们的物质生活的大

幅度提升, 势必影响及改变了人们的生活方式, 
促使人们的社交及娱乐消遣活动增多. 上述这

些因素均有可能改变本地区居民的饮酒和吸烟

表  4  GGT升高与相关因素Logistic回归分析

     相关因素     β值   S.E. Wald χ2值   P 值 OR 值      95%CI

民族   0.838 0.114   54.125 0.000 2.311 1.849-2.889

年龄   34.085 0.000

  60岁-   0.871 0.361     5.814 0.016 2.390 1.177-4.854

  50岁-   1.389 0.326   18.114 0.000 4.010 2.115-7.602

  40岁-   1.090 0.324   11.318 0.001 2.974 1.576-5.612

  30岁-   0.681 0.341     3.980 0.046 1.976 1.012-3.858

饮酒频率 102.763 0.000

  1-2次/mo   0.795 0.205   15.019 0.000 2.214 1.481-3.310

  1次/wk   1.039 0.256   16.509 0.000 2.826 1.712-4.666

  2-3次/wk   0.856 0.200   18.243 0.000 2.355 1.589-3.488

  ≥4次/wk   1.379 0.138 100.412 0.000 3.970 3.030-5.200

吸烟支数     7.270 0.064

  ≤300/d   0.000 0.149     0.000 0.998 1.000 0.747-1.339

  ≤600支/d   0.268 0.133     4.087 0.043 1.308 1.008-1.696

  >600支/d   0.316 0.190     2.774 0.096 1.371 0.946-1.988

文化程度     9.062 0.060

  小学 -0.479 0.199     5.782 0.016 0.619 0.419-0.915

  初中 -0.202 0.167     1.451 0.228 0.817 0.589-1.135

  高中, 中大专 -0.435 0.183     5.666 0.017 0.647 0.453-0.926

  大学及以上 -0.312 0.283     1.213 0.271 0.732 0.421-1.275

高血压   0.441 0.120   13.509 0.000 1.554 1.228-1.965

腹型肥胖   0.263 0.109     5.876 0.015 1.301 1.052-1.610

高TC血症   0.799 0.186   18.473 0.000 2.224 1.545-3.203

高TG血症   1.079 0.107 101.745 0.000 2.942 2.386-3.629

低HDL-C血症   0.181 0.102     3.153 0.076 1.199 0.981-1.464

MS   0.987 0.104   90.467 0.000 2.683 2.189-3.288

■应用要点
在社区的疾病综
合干预和临床实
践工作中, 为GGT
及其伴发的多种
代谢心血管危险
因素的干预提供
实验依据 .  目前 , 
GGT在预测心血
管事件和MS等方
面的价值已被证
实, 由于GGT检测
方便 ,  价格低廉 , 
GGT可以作为MS
发生风险的筛选
指标, 且其在临床
中可能有着广泛
的应用前景.

0种异常
1种异常
2种异常
3种异常
≥4种异常

朝鲜族 汉族
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图  1  朝鲜族和汉族多种代谢异常聚集程度与GGT升高检
出率(%). 

TC: 血清总胆固醇; TG: 甘油三酯; HDL-C: 高密度脂蛋白胆固醇.
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习惯, 使吸烟支数及饮酒频率明显增加. 本次调

查结果显示, 本地区不同民族男性的吸烟率和

饮酒率高于国内的其他地区[13], 且朝鲜族均高

于汉族. 本次研究单因素和多因素分析结果均

显示, 本地区不同民族男性的GGT与吸烟指数和

饮酒均相关. 本课题组前期小样本的分析结果也

显示[20], 饮酒和吸烟与GGT异常患病危险密切相

关, 且饮酒频率对GGT异常的影响具有明显的剂

量反应关系. 国内多数研究结果均显示[21-24], 饮
酒与GGT异常关系密切, 其机制是酒精可使肝

细胞膜上GGT释放入血引起血清GGT增高, 另
外微粒体诱导物可使GGT增高, 而酒精有诱导

微粒体酶的作用, 故酒精亦可诱导GGT增高. 有
研究表明[25], 吸烟不仅与GGT升高有关联, 而且

吸烟可能影响GGT升高与MS的关联; (2)代谢

异常性疾病在不同地区及民族间的患病水平差

异. 据前期多项研究结果显示[8-12], 延边地区成

人高血压病、血脂异常、糖代谢异常、肥胖以

及代谢综合征的患病水平均高于全国的平均水

平, 有些代谢异常病尚属较高发地区, 而且出现

明显的民族差异. 国内多项研究结果均表明[1-7], 
GGT升高与代谢综合征及其组分的患病危险密

切相关, 且对这些疾病的早期诊断与患病风险

的预测具有重要意义; (3)据国外的研究报道[26], 
GGT升高可能存在遗传易感性. 至于本地区不

同特征人群对GGT水平的遗传易感性的问题, 
到目前为止还没有可靠的证据能解释对本地区

GGT升高的民族差异. 还有其他一些影响GGT
异常的因素在不同地区和民族间的分布特征差

异, 有待于今后进行系统深入的研究. 
冯磊等的体检结果表明[27], 成年人GGT水

平随着年龄的增长有增加的趋势, 男性峰值在

45-50岁年龄段, 之后呈现出逐渐下降的趋势. 于
强[18]的大样本健康体检结果发现, 男GGT升高

的高峰年龄为40岁左右; 而另一项研究结果则

显示[19], 男(21-85岁)GGT升高的检出率随着年

龄的增长呈逐渐增加的趋势. 本次研究GGT升
高的年龄分布特征分析结果显示, 其高峰年龄

朝鲜族为40岁-年龄段, 汉族为50岁-年龄段; 多
因素Logistic回归分析表明, 本地区50岁-年龄段

男性GGT升高的危险性最高(OR值高达4.010), 
这与其他研究结果基本一致. 可能与该年龄男性

人群的生活方式的特点有关, 提示应加强干预和

管理该年龄人群的生活方式和监测GGT指标.
近年来的诸多研究结果均表明[1-7], GGT升

高与MS及其组分密切相关. GGT与MS之间的具

体联系机制尚不完全明确, 但根据已有的研究, 
其可能的机制是GGT通过或参与IR[28,29]、氧化

应激[30,31]、慢性炎症[32-34]等过程促使MS及心血

管疾病的发生. 本次调查单因素和多因素分析

结果均显示, GGT升高与高血压、腹型肥胖、

高TC血症、高TG血症 及MS密切相关, 与上述

研究结果基本一致. 有研究表明[6], GGT水平不

仅与MS及其组分密切相关, 而且与MS组分的聚

集程度密切相关. 本次研究结果也表明, 本地区

不同民族男性GGT升高检出率均随着多种代谢

异常聚集程度的增加呈增加趋势. 
目前, 延边地区经济水平呈上升趋势, 人民

物质生活条件也富裕了起来, 尤其农民经济收

入的增加使其生活方式发生了很大的变化, 由
此推测不合理的膳食结构和不良生活方式导致

的GGT升高与其相关多种代谢性疾病, 如高血

压、高血糖、高血脂、代谢综合征患病率也可

能逐渐升高. 提醒我们在今后社区的疾病综合

干预和临床实践工作中, 要重视对GGT及其危

险因素的干预. 目前, GGT在预测心血管事件和

MS等方面的价值已被证实, 由于GGT检测方便, 
价格低廉, GGT可以作为MS发生风险的筛选指

标, 且其在临床中可能有着广泛的应用前景. 
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Abstract
Liver cirrhosis has a high morbidity and poses a 
large threat to human health worldwide. In Chi-
na, viral hepatitis, especially hepatitis B, is the 
main pathogenic factor of liver cirrhosis. Ascites 
formation in cirrhosis is the result of combined 
action of portal hypertension and liver function 
impairment, and it is the most prominent clini-
cal manifestation of decompensated cirrhosis. 
The understanding of pathophysiology of ascites 
formation can help provide more accurate treat-
ment of this condition so as to alleviate patients' 
mental and economic burdens.
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摘要
目前, 世界范围内肝硬化发病率保持在较高水

平, 对人类生命健康具有较大的威胁. 在我国, 
病毒性肝炎是导致肝硬化的主要致病因素, 尤
其以乙型病毒性肝炎性肝硬化最常见. 肝硬化
腹水的形成是门静脉高压和肝功能减退共同
作用的结果, 而腹水的形成是肝硬化发展为肝
功能失代偿期最突出的临床表现. 对腹水形成
机制的研究有助于指导临床更为准确的用药, 
以减轻患者的精神及经济压力. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肝硬化腹水是肝硬化失代偿期最为突出的临床

表现之一. 正常人腹腔内有少量游离液体, 大约

50 mL左右, 起到维持脏器间润滑的作用. 而当

腹腔内的游离液体超过200 mL时称为腹水[1]. 腹
水的形成是慢性肝病自然病程的重要标志, 提
示肝硬化肝功失代偿, 预后不佳. 腹水的形成是

多种因素共同作用的结果. 并且所有肝硬化患

者腹水形成的病理生理学是相同的以及对利尿

剂反应的逐步发展最终导致利尿剂抵抗, 或者

顽固性腹水的形成以及对肝肾功能衰竭, 都只

是内脏和系统血管舒张和肾脏血管灌注不足的

表现[2]. 代偿期肝硬化患者十年内约有50%进展

为腹水形成[3]. 与无腹水形成的肝硬化失代偿期

患者相比, 有腹水形成的患者死亡率明显增高, 
约有15%的腹水患者在一年内死亡, 44%的腹水

患者在两年内死亡[4]. 同时, 肝硬化患者腹水形

成之后, 患者的生活质量明显下降, 且5年生存

率降到50%[5]. 而假若腹水已进展为难治性腹水, 
不进行肝移植的话, 预后将会更差, 2年生存率

下降到40%-60%[6]. 对腹水进行治疗不仅改善了

患者的生活质量, 同时减少了进展为肝硬化最

常见的致死性并发症-自发性细菌性腹膜炎的几

率[7]. 因此, 对肝硬化腹水形成机制进行研究, 从

■背景资料
世界范围内肝硬
化发病率保持在
较高水平, 对人类
生命健康具有较
大 的 威 胁 .  在 我
国, 病毒性肝炎是
导致肝硬化的主
要致病因素, 尤其
以乙型病毒性肝
炎性肝硬化最常
见. 肝硬化腹水的
形成是门静脉高
压和肝功能减退
共同作用的结果,
而具体的形成机
制尚未明确. 对于
腹水形成机制的
研究有助于指导
临床治疗, 具有重
大的意义. 
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而指导临床用药治疗, 对改善患者的生活质量

和预后有很大的意义. 
目前, 关于肝硬化腹水的形成机制尚未完全

阐明. 腹水的形成是一个复杂的过程, 主要涉及

肝脏、肾脏、血流动力学以及神经激素因子等. 
腹水形成的主要病理生理学学说包括: 灌注不足

学说, 充盈过度学说, 周围动脉扩张学说等[8]. 这
理论并不是完全对立的, 而是在某些水平上由

相同的病生原理相联系的, 即当身体感知到有

效动脉血容量下降时, 刺激交感神经系统兴奋, 
激活精氨酸-抗利尿激素反馈系统及肾素-血管

紧张素-醛固酮系统. 

1  充盈不足学说

经典的灌注不足[9]学说主要依据的是Starling液
体平衡理论. Starling液体平衡理论是指: 由血管

内外静水压和胶体渗透压所形成的一种综合平

衡. 同时, 充盈不足学说认为, 肝结节的纤维化

和再生致使肝静脉流出道梗阻使得肝窦状隙压

力增加是腹水形成的始发因素[10], 他使得门静

脉阻力增加, 同时导致肝内及体循环流体静压

增加. 该学说认为在肝硬化门脉高压时, 一方面, 
门静脉系毛细血管静水压增高和/或血浆胶体渗

透压下降, 导致毛细血管床的Starling平衡被打

破, 血管内的液体溢入腹腔. 血管内体液丢失致

使有效循环血容量降低, 经心肺和动脉感受器

感应后, 导致钠水潴留, 但这些潴留的液体并不

能恰当的补充血容量, 反而进一步潴留于腹腔, 
形成恶性循环; 与此同时淋巴液生成增加, 超过

了胸导管收集淋巴液进入血液循环的能力, 由
此导致淋巴液淤滞, 从淋巴管漏出, 经腹膜脏层

和/或肝表面进入腹腔形成腹水[9]. 另外, 阻塞和

内脏循环淤血使系统循环阻力降低, 导致肾脏

的有效动脉血流量降低, 同时腹水形成后也使

得有效循环血量减少, 从而激活RAAS系统, 去
甲肾上腺素系统及精氨酸加压素系统, 使肾小

管对钠、水重吸收增加, 又进一步促进腹水的

形成, 也就是说钠水潴留是继发性的[10,11]. 过度

充盈学说假定不恰当的肾脏水钠潴留是造成腹

水形成的首发异常情况[12]. 
但有学者注意到, 很多现存的证据与充盈

不足理论有矛盾. 一方面, 几乎所有相关试验均

表明, 肝硬化者的血容量并不降低, 反而恒定高

于非肝硬化者. Lieberman等[12]应用同位素标志

法测定表明, 不论有无腹水, 肝硬化组血容量都

高于非肝硬化者, 而且门腔静脉分流术后并未

减少患者血容量, 这就说明了总血容量的增加, 
并不是由于门脉高压导致的内脏血液淤积所引

起; 另一方面, La Villa等[13]的研究表明, 肾钠潴

留仅与门脉压力升高有关, 而门脉压力增高激

活RAAS系统, 而与体循环动力学无关, 也就是

说并不是因为“灌注不足”才导致的肾钠潴留. 
也有相关动物实验表明肾钠潴留先于腹水形成, 
提示钠潴留是原因而非腹水形成的结果. 从而

由此提出了第二种学说: “泛溢学说”. 

2  泛滥学说

泛滥学说[11]主要阐述了腹水形成时门脉高压与

低血容量的关系. 认为肝硬化门脉高压患者腹

水形成之前, 就已经存在钠水潴留, 血容量增

加、淋巴液流量增加, 充盈过度而“泛溢”于

腹腔内, Gattoni等[14]的研究证实, 实验中肝硬化

狗, 钠水潴留先于低蛋白血症出现, 并且不依赖

于门脉高压的存在, 由此得出钠水潴留是腹水

形成的始动因素, 紧接着出现了明显的容量增

加后形成腹水. 那么, 又是什么导致了钠水潴留? 
Levy等[15]认为, 肝脏内存在低压性压力感受器, 
可以向肾小管发出潴钠的信号. 即: 在肝硬化门

脉高压时, 由于肝功能改变和肝窦内压增高, 从
而通过神经体液因素引起肾钠潴留[16]继而出现

血容量扩张, 最后形成腹水. 也就是说钠水潴留

及血容量扩张是在腹水形成之前就存在的. 
当然, 也有不支持泛溢学说的证据: 肝硬化

存在交感神经张力增高, 部分实验证明, 在腹水

形成之前的早期肝硬化鼠, 已然存在RAAS活性

的增强, 而以血容量增加为基础的过度充盈学

说, 则会抑制交感缩血管系统和RAAS. 另外, 神
经完好、门脉完好的狗, 其血容量会扩张18.3%, 
而去除神经者为12.6%, 这至少说明肝肾反射不

是肝硬化早期腹水形成前导致钠水潴留的唯一

机制. 
上述理论表明在腹水形成和增加是多种因

素共同作用的结果. 这些因素包括肝脏本身的

功能状态, 肾功能异常, 系统循环紊乱以及神经

激素的激活. 

3  周围动脉扩张学说 

周围动脉扩张学说[17]认为肝硬化时钠水潴留在

先, 腹水形成在后. 此学说于1988年由Schrier[17]

提出, 他认为在肝硬化腹水形成之前, 先有周围

动脉扩张, 后激活缩血管物质、钠水潴留系统

和交感神经、肾素-血管紧张素-醛固酮系统以

■研发前沿
近 年 来 ,  研 究 发
现, 根据周围动脉
扩张理论, 周围和
内脏血管的扩张
导致了有效血容
量的降低和高动
力循环状态. 由于
周围动脉血管扩
张激活了血管收
缩机制, 但其引起
强烈的肾血管收
缩, 阻碍了肾脏的
功能. 调节血管收
缩的中介物是交
感神经反应, 激活
肾素血管紧张素
醛固酮系统, 增加
血管加压素. 而涉
及全身小动脉扩
张的因素 ,  包括 : 
N O 、 胰 高 血 糖
素、前列环素、
钾 通 道 、 内 毒
素、细胞因子和
腺苷.

■相关报道
近年提出的腹水
形成前相学说认
为肝硬化、门脉
高压所引起的内
脏动脉扩张是腹
水 形 成 的 原 因 , 
内脏动脉扩张后, 
一方面直接影响
内 脏 微 循 环 ,  促
进微循环毛细血
管压和滤过系数
增 加 ,  导 致 内 脏
淋巴液形成和回
流 增 多 ;  另 一 方
面 内 脏 动 脉 扩
张、充盈不足则
通过神经、体液
因素诱导体内钠
水 潴 留 ,  最 终 导
致腹水形成. 
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及血管加压素等, 使肾血管收缩, 钠水潴留, 从
而最终形成腹水. 也就是说肝硬化水钠潴留发

生在有效动脉血容量减少之后. 根据这一理论, 
门脉高压是起始因素, 其引起脾动脉血管扩张

并导致脾动脉循环充盈不足, 感应动脉血流量

减少的动脉受体刺激交感神经系统、肾素-血管

紧张素-醛固酮系统和抗利尿激素, 引起水钠滞

留. 在肝硬化早期, 脾动脉中度扩张且淋巴系统

尚能疏通增加的淋巴液时, 一过性水钠潴留维

持了动脉循环, 抑制了抗钠利尿系统信号和钠

潴留, 动脉血流量与总细胞外液容量之间维持

平衡. 随着肝硬化进展, 脾动脉明显扩张导致更

广泛的动脉充盈不足, 水钠潴留日趋严重, 潴留

的液体从脾循环溢入腹腔和/或从体循环进入间

隙组织, 此时动脉血流量已不能由增加血浆容

量来维持, 而血管收缩系统持续激活试图维持

动脉血流量, 从而加重了肾脏的水钠潴留. 结果

动脉血流量与总细胞外液间平衡遭到破坏, 细
胞外液体进行性扩张, 动脉血流量不断减少. 

目前最为普遍接受的理论是周围动脉血管

扩张是腹水形成的始动因素[15]. 窦状隙门脉压力

的增加导致内脏血管舒张, 极有可能是由目前

尚未确定的血管活性物质所调节的[18]. 这个过程

依次导致系统动脉血管充盈不足, 最终增加了

内脏毛细血管压及渗透系数[19]. 晚期肝硬化患者

是高动力循环状态伴有系统循环阻力降低, 平
均动脉压降低及高心输出量[20]. 扩张的内脏血管

床是扰乱系统循环的主要血管源. 肝硬化患者

主要提供给肾脏血流的其他血管床收缩[21], 肾血

管收缩最终导致肾功能受损, 钠重吸收, 水潴留, 
腹水持续生成. 

4  选择性肝肾学说

该学说于1997年提出, 也称为肝肾相互作用学

说[22]. 该学说把肝硬化腹水发展分成4个阶段: 
腹水前期、反应性腹水期、顽固性腹水期和肝

肾综合征期. 对于未形成腹水的肝硬化患者, 即
腹水前期的肝硬化患者, 既无体循环动脉的扩

张亦无充盈不足, 但由于肝功能不全和门静脉

高压通过神经反射已经影响了肾对钠的处理, 
而此时的钠水潴留具有自限性. 反应性腹水期

肾脏钠水潴留明显增加而失代偿, 总血容量增

加, 继之大量舒血管物质释放引起全身周围动

脉扩张, 然后通过周围动脉扩张学说方式出现

腹水. 顽固性腹水期随着总血管容量的增加, 有
效循环血量相对不足, 刺激容量感受器及肾小

球旁装置, 而后激活RAAS并刺激ADH的生成. 
由于外周血管对血管活性物质反应敏感性低而

对血管活性物质反应敏感性高导致肾血管收

缩、肾血流减少、肾脏对钠水重吸收增加, 以
补充已经扩张的血管的血容量. 肝肾综合征期

肝硬化失代偿的患者为血容量的回补不足以有

效的抑制交感缩血管系统激活及钠水潴留激素

的进一步释放, 从而导致肾血管进一步收缩、

肾脏严重低灌流、严重钠水潴留和肾功能衰竭. 
也就是说肝功能不全和门静脉高压引起的肝肾

神经反射在肝硬化腹水形成中为始动因素. 
近年来, Eriksson等[23]提出腹水和血清中的

增加的细胞因子不断地参与炎症反应, 从而引

发持续进行的系统炎症反应. 他认为, 这也是导

致肝硬化腹水患者肝功能障碍的发生和发展以

及腹水体积持续增加的原因之一. 
各种因素导致肝细胞损伤, 发生变性坏死, 

进而肝细胞再生和纤维结缔组织增生, 肝纤维化

形成, 最终发展为肝硬化. 上述病理改变造成血

管床缩小, 闭塞和扭曲, 血管受到再生结节挤压, 
肝内门静脉、肝静脉和肝动脉三者分支之间失

去正常关系, 并且出现交通吻合支等. 肝脏血液

循环紊乱是形成门静脉高压的病理基础, 并且加

重肝细胞的缺血缺氧, 促进肝硬化病变的进一步

发展. 肝窦的毛细血管化在肝细胞损害和门静脉

高压的发生发展中起重要的作用. 早期的纤维化

是可逆的, 假小叶形成时即已为不可逆性. 
肝脏受损的解剖学形态非常重要. 由于肝

静脉栓子而形成的肝后性门静脉高压时产生的

腹水很难治疗, 比如巴德吉亚利综合征[24]. 另一

方面, 由于门静脉血栓子导致的门静脉高压而

形成腹水的患者, 是一种晚期的临床表现, 而这

些患者的腹水, 常较易于控制[25]. 
首先, 门静脉压力增高. 正常的门静脉压力

为13-24 cm H2O之间, 平均值为18 cm H2O, 门静

脉高压时, 压力大都增至30-50 cm H2O. (1)门静

脉压力升高, 腹腔内血管床静水压增高, 即门静

脉系统毛细血管床的滤过压增加, 组织液回吸

收减少而漏入腹腔; (2)门静脉高压时肝窦压升

高, 大量液体进入Disse间隙, 造成淋巴液生成增

加, 超过淋巴负荷, 肝窦的流体静压有利于液体

从肝包膜直接漏入腹腔形成腹水[26]. 而动物实验

表明, 门静脉压力每升高一毫米汞柱, 肝脏生成

的淋巴液犟增加60%. 
其次, 肝硬化患者, 窦状小管门静脉高压

导致外周动脉扩张, 由此引起全身血管阻力降

■创新盘点
本文对近年国内
外对肝硬化腹水
形成机制的几种
学说以及详细病
理生理学方面进
行了综合的论述, 
为肝硬化腹水形
成机制的进一步
研究提供了一定
的参考.
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低, 在内脏循环尤为明显. 根据周围动脉扩张理

论, 周围和内脏血管的扩张导致了有效血容量

的降低和高动力循环状态[27]. 由于周围动脉血管

扩张激活了目的在于维持血压的血管收缩的机

制, 但这些引起强烈的肾血管收缩, 阻碍了肾脏

的功能[28]. 调节血管收缩的中介物是交感神经

反应, 激活肾素血管紧张素醛固酮系统, 增加血

管加压素[29]. 而涉及全身小动脉扩张的因素, 包
括: NO、胰高血糖素、前列环素、钾通道、内

毒素、细胞因子和腺苷[30]. 肝硬化患者高浓度的

亚硝酸盐和硝酸盐提示NO生成增多, 而NO的生

成对于外周血管扩张起着重要的作用[31]. 胰高

血糖素的水平也普遍升高, 这些使肠系膜循环

血管对药物剂量的儿茶酚胺及血管紧张素Ⅱ脱

敏, 导致血管舒张[32]. 肝硬化长期患者尿中前列

环素排泄增多, 表明其在体内的生成增加[33]. 活
化钾水平增高导致血管舒张的原因是血管平滑

肌细胞的超极化, 从而证明了这些通道的激活

对于肝硬化患者的血管舒张起重要作用[34]. 内
毒素导致内脏血管舒张可能是有细胞因子和NO
介导的, 肝硬化失代偿期患者内毒素含量的增

加可能与细菌移位及门体分流有关[35]. 而腺苷发

挥双重作用, 扩张内脏血管, 收缩肾血管[36]. 假定

NO的释放来自于3个不同的部位: 血管内皮[37]; 
血管平滑肌细胞; 内脏毛细血管内广泛分布的

去甲肾上腺素能和胆碱能神经系统[38]. 有学者

提议, 在肝硬化腹水的动物模型中, NO合酶的激

活是由于肠腔内的细菌移位而导致的[39]. 因此, 
NO在内脏血管床释放, 并集中在发生舒张的血

管, 从而逐渐出现了之前讨论的许多机制. Spahr
等[40]坚持认为, NO对于肝硬化患者的动脉血管

扩张有重要的作用. 他们给肝硬化失代偿期的

患者使用氮(克)-甲基-L-精氨酸阻断NO合酶, 证
明可以增加系统血液循环阻力, 并且降低了心

输出量, 肝血流量和血浆肾素活性. 在老鼠的

肝硬化模型的研究中表明, 相对于内脏循环中

过剩的NO, 在窦状隙和窦后性区域肝内生成的

NO被严重地破坏, 但是在窦前性区域保存很好. 
Loureiro-Silva等[41]猜测, 在肝硬化患者中, NO含

量的减少, 尤其是在肝内循环的窦前性区域的

减少, 促进了对于α-肾上腺素水平增高的过度反

应. 假定的窦状隙高压的加剧, 如此, 又加重了腹

水的生成. 即在肝硬化腹水时, NO调节的扩血管

系统被激活, 尽管激活NO生成的机制尚不明确. 
但是NO的生成确实导致有效循环血量的减少[42]. 
从而导致肝硬化时机体处于高心输出量, 低外

周阻力的高动力循环状态, 此时内脏小动脉扩

张[43], 大量血液滞留于扩张的血管内, 虽然门静

脉内血流量增加, 但中心血流量却是降低的, 即
有效循环血容量下降, 肾小球旁系统感知低血

容量, 故而激活了交感神经系统, 肾素血管紧张

醛固酮素系统, 精氨酸加压素系统[44], 从而刺激

醛固酮分泌增多, 导致肾小球滤过率下降及肾

钠水重吸收增加, 发生钠水潴留而加剧腹水形

成. 肝硬化患者水潴留增多是多种因素导致的, 
涉及过高水平的血管加压素, 减少呈递给亨氏

套的肾小球滤过物和前列腺素合成受损. 而水

排泄受损主要发生在进展期肝硬化患者[8]. 以上

这些表现中, 起最重要作用的是血浆中高含量的

血管加压素. 肝硬化患者肾血管收缩, 与呈递給

海氏袢的髓攀升支的肾小球滤过物的体积减小

有关, 从而进一步减少了自由水的排泄[45]. 第三

个主要导致水潴留的因素是肾前列腺素PGI2与
PGE2合成的相互转变.相关实验表明PGE1可降

低们静脉高压[46], 肝硬化患者的PGI2和PGE2的
合成减少, 而血管加压素的作用有所增强. 在疾

病的最终阶段, 严重的肾血管收缩后来甚至导

致了肝肾综合征[17]. 
再次, 肝硬化患者, 肝脏淋巴液的生成超过

了淋巴管的引流能力, 从而形成腹水[47]. 肝窦状

隙的渗透性降低, 随着时间的进展, 肝脏淋巴液

中蛋白质的含量不断降低[48]. 肝硬化时肝脏合成

蛋白减少, 导致低蛋白血症, 当白蛋白<30 g/L时, 
血管内血浆胶体渗透压下降[49], 致使血管内液体

进入组织间隙, 也就是说促使血管内液体从肝

脏表面及肠浆膜面等处漏入腹腔, 形成腹水. 
由于各种原因导致的诸如以下这些物质的

缺乏或者增多, 如心房钠尿肽相对不足及机体对

其敏感性下降, 抗利尿素分泌增加等等, 同样可

能是导致钠水潴留, 腹水形成的一些相关因素. 

5  结论

虽然对于肝硬化腹水形成机制已经进行了很多

研究, 更加有利于对腹水的诊断和治疗, 然而预

后仍然没有达到预期的效果, 目前最有效的治

疗当属于肝脏移植, 而目前我国的肝源仍存在

很大的问题, 所以仍然需要对腹水形成机制进

行更加详细的研究, 指导临床治疗, 最终改善患

者的生活质量并提高5年生存率. 
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中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中国科技期刊

引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因子0.873, 综

合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技核心期刊

(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引用刊数619

种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数26, 机构分

布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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Abstract
The wireless motility capsule (WMC) is a re-
cently developed technique for evaluating 
gastrointestinal motility. As the capsule moves 
through the gastrointestinal tract, it allows for 
real-time measurement of the pH, temperature 
and pressure of its surrounding environment to 
indirectly calculate gastric emptying time (GET), 
small bowel transit time (SBTT), colonic transit 
time (CTT) and whole gut transit time (WGTT). 
The WMC is especially suitable for patients sus-
pected of dysmotility in more than one region 
in the gastrointestinal tract. The US FDA has 
approved the WMC for the evaluation of gastric 
emptying time in patients with suspected gas-
troparesis and colonic transit time in patients 
with suspected chronic constipation, and for the 
characterization of antral and duodenal pressure 
profiles. In addition, the WMC has been tested 
as an alternative to scintigraphy and radiopaque 
marker technology in several clinical trails. This 
review summarizes the rationale for clinical use 
of the WMC.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
无线动力胶囊技术(wireless motility capsule, 
WMC)是国外近年来兴起的一项胃肠动力检
测技术, 通过胶囊在消化道内运行并实时记录
pH、温度、压力信息间接计算出胃排空时间
(gastric emptying time, GET)、小肠转运时间
(small bowel transit time, SBTT)、结肠转运时
间(colonic transit time, CTT)和全胃肠道转运
时间(whole gut transit time, WGTT). 特别适用
于可疑多区域胃肠动力异常的患者. 美国食
品和药物管理局(food and drug administration, 
FDA)已批准WMC用于胃轻瘫患者胃排空时
间的检测、胃窦十二指肠压力描述及慢性便
秘患者结肠转运时间的检测. 现对WMC技术
的原理和应用作一综述.    

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胃肠动力和功能异常疾病如胃轻瘫、肠易激

综合征、功能性便秘等发病率超过了人群的

1/3, 胃肠动力检测有助于这类疾病的诊断和分

类. 传统的胃肠动力检测方法如不透X线标志

物法(radiopaque markers, ROMs)和核素显像具

有操作繁琐、需接受辐射等特点, 且缺乏统一

的操作和诊断标准. 近年来, 一项新的胃肠动力

■背景资料
无线动力胶囊技
术(WMC)是国外
近年来兴起的一
项胃肠动力检测
技 术 ,  国 内 尚 无
应用, 通过胶囊在
消化道内运行并
实时记录pH、温
度、压力信息间
接计算出胃肠道
各区域的转运时
间, 其检测结果与
传统动力检测方
法所得结果具有
良好的一致性, 可
用于胃轻瘫、功
能性便秘等动力
异常疾病的诊断. 
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■研发前沿
W M C 技 术 目 前
的研究热点为对
已知或可疑胃肠
某区域动力异常
的患者进行检查, 
全面评估患者的
胃 肠 动 力 ,  为 诊
断和治疗提供新
的 信 息 .  胶 囊 同
时可进行压力测
定 ,  但 胶 囊 中 仅
有一个压力感受
器 ,  且 在 消 化 道
中 不 断 移 动 ,  无
法 测 定 移 行 波 , 
需要新的评判标
准以进一步拓展
胶囊的压力测定
功能.

检测技术: 无线动力胶囊技术(wireless motility 
capsule, WMC)逐渐在国外得到应用, WMC实时

记录胃肠道内的pH、温度、压力信息而间接检

测出胃肠道各区域的转运时间, 有利于胃肠道

不同区域动力情况的综合判断. 已有多项试验

证实WMC检测方法与传统动力检测方法所得

结果具有良好的一致性, FDA已批准WMC用于

胃轻瘫患者胃排空时间的检测、胃窦十二指肠

压力描述及慢性便秘患者结肠转运时间的检测. 
现对WMC技术的原理和应用作一综述.    

1  WMC系统的构造和工作原理

WMC系统目前唯一的品牌为美国SmartP i l l公
司生产的S m a r t P i l l胃肠监测系统, 该系统由

WMC、便携式数据接收器及数据处理软件构

成. WMC为11.7 mm×26.8 mm大小的圆柱体, 
与胶囊内镜的外形类似, 包含pH、温度、压力

3种感应器, 感受范围分别为0.05-9.00、25 ℃
-49 ℃、0-350 mmHg. 感应器信号采集频率随时

间推移而变化以节省电量, pH信号采集频率为

24 h内5 s/次, 24-48 h 10 s/次, 48 h后2.5 min/
次; 温度信号采集频率为24 h内20 s/次, 24 h后
40 s/次; 压力信号采集频率为24 h内0.5 s/次, 24 h
后1 s/次[1]. 胶囊将感应器信息以434 MHz的频率

传送至便携式数据接收器, 数据接收器可随身

携带或近距离放置, 与胶囊的距离需保持在5英
尺之内. 胶囊和数据接收器所含电池电量均可

维持至少5 d, 检查结束后, 将数据接收器中的信

息上传至电脑, 利用数据处理软件对接收器中

的信息进行分析并自动生成报告.    
WMC通过对pH和温度信息综合分析计算

出胃排空时间(gastric emptying time, GET)、小

肠转运时间(small bowel transit time, SBTT)、结

肠转运时间(colonic transit time, CTT)和全胃肠

道转运时间(whole gut transit time, WGTT). 温
度的变化是胶囊吞入和排出的标志, 胶囊被吞

入后, 温度迅速由环境温度升为人体温度(大约

36 ℃), 排出时则迅速降为环境温度. 胶囊在胃

肠道内运行时则根据不同部位pH差异进行定

位, 胃内平均pH为1.0-2.5, 当胶囊由胃进入相对

碱性的十二指肠时, pH值至少上升2个单位(平
均3个单位). 末端回肠的平均pH为7.5, 而结肠环

境相对偏酸, 胶囊由回盲瓣进入结肠时, pH下降

至少1个单位[2], Zarate等[3]将WMC与核素显像技

术结合对pH下降的区域进行准确定位, 结果显

示9名受试者中, 5名受试者pH下降区域位于盲

肠, 2名位于升结肠, 另外2名位于盲肠和升结肠

的移行部, 这些区域的酸性环境主要因厌氧菌

对食物中不被吸收的纤维素成分进行发酵, 产
生短链脂肪酸(short-chain fatty acid, SCFA)所致, 
SCFA在盲肠及升结肠中含量最高, 远端结肠含

量逐渐减少. SCFA含量受饮食及菌群影响, 部分

受试者无法识别CTT的起点, 考虑与SCFA含量

较低有关[4].    

2  检查过程及结果分析

检查前停用影响胃内pH及胃肠动力的药物, 其
中PPI停用至少7 d, H2RA和影响胃肠动力药物

停用至少3 d, 制酸剂停用至少1 d. 空腹情况下

进食260 kcal的标准餐, 随后吞入胶囊并将数据

接收器束于受试者腰间, 继续禁食6 h以避免影

响胃排空时间, 检查期间患者需记录睡眠、进

食、排便及胃肠症状, 保持日常饮食习惯, 避免

烟酒, 同时避免剧烈运动(仰卧起坐、俯卧撑及

超过15 min的有氧运动).    
根据温度曲线可判断胶囊吞入和排出的时

间点, 根据pH曲线上两个主要pH变化标志可将

WGTT分为GET、SBTT、CTT 3个部分, 少数受

试者胶囊通过回盲部时pH值无明显变化, 可用

全肠转运时间(small and large bowel transit time,  
SLBTT)替代CTT, 原因为健康人群的SBTT平均

为3-6 h, 而CTT平均为24-60 h, SLBTT数值大致

接近CTT, 同时有研究显示WMC测得的SLBTT
与ROMs测得的CTT相关性良好(r  = 0.704)[5].    

3  WMC在胃肠动力评估中的应用

3.1 胃肠道各区域转运时间的测定

3.1.1 GET: WMC被FDA批准用于胃轻瘫、功

能性消化不良等胃排空减慢疾病的诊断. 胃对

液体、可消化的固体、不可消化的固体具有

不同的排空形式, Cassilly等[6]学者将WMC、核

素胃排空试验、胃窦十二指肠导管测压(antro-
duodenal manometry, ADM)3种方法相结合明

确WMC在健康人胃内的排空形式, 结果显示通

常情况下WMC在Ⅲ期移行复合运动(migrating 
motor complex, MMC)的推动下通过幽门进入

十二指肠. MMC为发生在消化间期的一种周期

性胃肠收缩活动, 共分4期, Ⅲ期MMC表现为一

组规则高振幅收缩的短期爆发, 是MMC的主要

组成部分. 在WMC试验中, 胃将标准餐排空后

产生MMC, 胶囊随着Ⅲ期MMC进入十二指肠, 
这一排空方式保证了WMC检查胃排空的准确

■相关报道
CASSILLY等学
者将WMC、核素
胃排空试验、胃
窦十二指肠导管
测压3种方法相结
合, 结果显示通常
情况下胶囊在健
康人胃内的排空
形式为Ⅲ期移行
复合运动, 研究不
仅 将 W M C 技 术
与传统的“金标
准”方法相比较, 
同时提示了胶囊
通常在胃排空标
准餐后排出幽门, 
保证了WMC检查
胃排空的准确性. 
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性. WMC在胃动力异常患者胃内的排空形式需

进一步研究, 使WMC的应用价值得到进一步证

实. Kuo等[7]对核素胃排空试验和WMC这两种方

法进行了对比, 研究对象为87名健康人和61名
胃轻瘫患者, 结果显示WMC测得的GET与核素

胃排空试验所测得的GES-4h(4 h核素排空率)、
GES-2h(2 h核素排空率)相关系数分别为0.73和
0.63, 受试者工作特征曲线(the receiver operating 
characteristic curve, ROC曲线)提示GET的诊断

准确性为0.83, 而GES-4 h、GES-2 h分别为0.82
和0.79, 同时该研究显示WMC诊断胃轻瘫的最

佳界限值为300 min, 敏感性和特异性分别为

0.65和0.87, 以上结果提示WMC对于胃排空的

检测与核素胃排空试验相比具有良好的一致性

及更高的准确性.    
抑酸药物的应用及慢性萎缩性胃炎、胃轻

瘫等病理状态均会改变胃内pH参数. Michalek
等[8]发现应用高剂量PPI的情况下(埃索美拉唑, 
40 mg, bid, 连用1 wk), 胶囊通过幽门时pH变化

幅度确有降低, 但至少在0.5单位以上的pH变化

仍可保证GET的准确判断. 胃轻瘫患者胃内pH
水平的变化与其程度及病因相关, 糖尿病性胃

轻瘫患者胃酸分泌减少, 而特发性胃轻瘫患者

的胃酸分泌与健康人相似, 同时胃排空越差的

患者胃内酸度越低, 但这些情况均不影响GET判
断的准确性[9].    
3.1.2 SBTT: 目前尚无研究应用WMC检测假性

肠梗阻等小肠动力障碍疾病. Maqbool等[10]应用

核素显像及WMC对10名健康人的全消化道动

力进行检测, 结果显示两种方法对小肠转运时

间的测量具有一致性(r  = 0.69; P  = 0.05). Brun
等[11]对87名健康人的SBTT进行检测, 结果显示

SBTT正常值范围为2.5-6.0 h , 平均值为4.1 h, 这
项研究同时发现77名具有消化道动力异常临床

表现的患者中, 29名(37.6%)患者SBTT延长, 同
时SBTT延长患者的平均GET、CTT较健康组明

显延长. WMC检测SBTT的主要缺点是少数受试

者PH曲线上胶囊由小肠进入大肠的标志点无法

准确判别, 发生率为5%-10%.  
3.1.3 CTT: CTT检查主要用于以便秘为主的结

肠动力障碍性疾病的诊断和分类, 目前广泛采

用ROMs, 此方法操作方便、费用低, 但患者需

接受辐射, 且缺乏统一的操作和诊断标准. WMC
检查中CTT的正常范围为5-59 h, 已有多项研究

证实WMC和ROMs对于CTT的检查结果具有

良好的一致性. Camilleri等[5]对158名FC患者同

时行WMC及ROMs检查, STC诊断符合率接近

80%, NTC诊断符合率接近91%, 总体一致性为

86%; ROMs所测得的CTT与WMC测得的CTT、
S L B T T具有明显的相关性[C T T(r  = 0.707), 
SLBTT(r  = 0.704)]. Rao等[12]的研究通过ROC曲
线比较了WMC及ROMs诊断便秘的准确性和

特异性, WMC的准确性和特异性分别为0.73和
0.95, ROM的准确性和特异性分别为0.71和0.95, 
提示WMC可有效区别STC和NTC.  
3.2 压力测定 WMC的压力测定功能在少数研究

中得到初步的探索, 胶囊中的压力感受器仅有

单个压力感受器, 且在消化道中不断移动, 无法

检测移行波, 可记录所在部位的收缩频率和幅

度, 压力数据以收缩频率(frequency of contrac-
tions, Ct), 压力曲线下面积(area under the curve, 
AUC)及动力指数[motility index, MI, Ln(压力幅

度总和*Ct+1]形式表示. Kloetzer等[13]用WMC
比较了71名健康人和42名胃轻瘫(gastroparesis, 
GP)患者的胃十二指肠动力参数, GP组的胃和

十二指肠C t值较健康对照组降低约35%, 33%
的GP患者胃Ct值低于正常对照值的5%, 主要见

于GET超过12 h的重度GP患者(发生率为75%), 
GET<12 h的患者Ct值中位数与健康对照组差异

不明显(P >0.40), 提示胃十二指肠压力信息可协

同GET区分胃轻瘫轻重程度.  
正常情况下小肠收缩活动存在餐后反应

(the fed response): 进食后小肠的收缩幅度和频

率增加. 一项研究回顾性分析了144名受试者的

WMC报告, 其中包括63名健康人, 26名胃轻瘫

患者和55名便秘患者, 结果显示胃轻瘫组小肠

餐后反应较健康组延迟, 而便秘组的小肠餐后

反应迟钝且短暂, 12%的健康人、15%的胃轻瘫

患者及24%的便秘患者未检测出明显的餐后反

应, 异常的小肠餐后反应提示这些患者的餐后

症状存在潜在的神经病变[11].  
便秘患者结肠运动形式的主要改变为以

HAPC(high amplitude propagating sequences, 高
频率振幅波)为主的顺行推进波的减少及结肠

生理反射的减弱或缺失, 后者提示神经性结肠

动力异常[14]. Hasler等[1]应用WMC比较了健康人

及不同分型便秘患者结肠活动的特点, 结果显

示便秘各分型及健康人的C t没有明显差异, 但
NTC、中度STC组及IBS-C组的平均AUC高于

健康组, IBS-C组差异最为明显, 重度STC组未发

现差异. 健康组、NTC、中度STC及IBS-C组的

结肠收缩频率呈现由近端结肠向远端结肠的逐

■应用要点
胃肠动力障碍疾
病的发生率逐年
增加, 无线动力胶
囊技术是一项无
辐射、非侵入性
并可综合评估胃
肠动力的新技术, 
具有良好的应用
前景. 本文对这一
技术作了全面介
绍, 同时通过介绍
一些应用实例使
读者了解到多区
域胃肠动力障碍
的发生特点. 

■创新盘点
本文在国内首次
介绍了国外近年
来一项新的胃肠
动 力 检 测 技 术 -
无线动力胶囊技
术, 对该系统的构
造、工作原理、
临 床 应 用 、 优
势、安全性、不
足等方面一一进
行阐述, 使国内读
者对这一新技术
有较全面的了解.
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渐递增, 但在重度STC组未发现这种递增, 研究

者推测这种异常是引起重度STC的原因之一.  
3.3 全面评估胃肠动力的优势 胃肠动力障碍常

累及胃肠道多个区域, WMC可以全面评估胃肠

动力, 避免分项进行传统动力检查, 对可疑多区

域动力异常的患者尤为适用.  
Sarosiek等[15]的研究显示除GET外, 胃轻瘫

患者的CTT及WGTT均较健康对照组明显延长, 
SBTT无明显差异, 18%的胃轻瘫患者WGTT延
长(P <0.0001), CTT延长以糖尿病胃轻瘫患者尤

为明显(P  = 0.0054). 同时有研究显示便秘患者

的GET、CTT及WGTT均长于健康对照组[12], 而
对于选择手术治疗的顽固性便秘患者而言, 存
在消化道动力广泛低下将明显降低手术疗效, 
WMC检查有助于顽固性便秘患者更合理地选

择治疗方式[16].  
Rao等[17]同时用WMC及传统动力检测法对

86名可疑上消化道或下消化道动力异常的患者

进行检测, 根据症状部位分为上消化道组(upper 
gastrointestinal, UGI)和下消化道组(lower gas-
trointestinal, LGI). 结果显示WMC及传统方法在

UGI组及LGI组诊断符合率分别为81%和76%, 
WMC为47%的UGI组和53%的LGI症状组患者

提供了新的诊断信息, 既而改变了30%UGI组和

53%的LGL组的治疗计划: 例如以便秘症状为

主的患者经WMC检查发现胃排空减慢, 可加用

促动力剂治疗, 而胃轻瘫患者经检查发现CTT
延长则可加用泻剂; 同时WMC提供的信息可以

指导部分患者进一步检查: 例如若患者腹胀明

显但WMC结果正常, 可行氢呼气试验明确是否

有小肠细菌过度生长或乳糖不耐受, CTT结果

正常的便秘患者可行肛门直肠测压评估盆底肌

协调情况. 

4  WMC的安全性 

4.1 禁忌证 育龄期女性在检查当日晨需行尿妊

娠试验排除妊娠. 可能影响胶囊正常通过消化

道的疾病均属禁忌证, 包括吞咽困难、既往胃

石病史、近3 mo内的胃肠道手术史、可疑消化

道狭窄或瘘管、胃肠梗阻、克罗恩病或憩室炎

等. 胶囊产生的无线电信号会与人体植入或携

带的电机械装置相互干扰, 所以心脏起搏器、

输液泵植入等情况也被列为禁忌证. 目前WMC
的使用仅限于成人.   
4.2 不良反应 WMC检查主要的并发症为胶囊

滞留及滞留继发的肠梗阻, 胶囊吞入2 wk后经

腹部平片证实未排出则考虑为胶囊滞留. 一项

样本量为6 000例的上市后调查中, 胶囊滞留的

发生率为20例(0.33%), 5例滞留在胃内、2例在

小肠、13例在结肠, 胃内滞留的胶囊通过内镜

取出, 其余15例中14例自行排出, 1例促动力药

物干预后排出. 发生胶囊滞留时, 首先根据pH
值判断胶囊的部位, 若滞留部位为结肠, 发生梗

阻的概率很小, 等待胶囊自行排出; 若滞留部位

为胃或小肠, 需每间隔3 d行腹部平片检查直至

胶囊排出或进入结肠. 一旦出现恶心、呕吐、

腹痛、腹胀等肠梗阻症状需内镜或手术取出胶

囊, 目前尚无需手术干预的案例发生. 其余不良

反应包括胶囊吞入困难、设备故障及腹痛、恶

心、腹泻等消化道症状.  

5  WMC的不足

WMC对于胃肠转运时间测定的准确性已得到

多项研究的证实, 但其在压力测定方面的应用

仍受到较大的限制, 与传统压力测定方法相比, 
WMC仅有一个压力感受器, 且在消化道内不停

移动, 无法测定移行波, 需要新的判断标准以进

一步拓展WMC的压力测定功能. WMC检查有发

生胶囊滞留的可能性, 部分受试者存在未知的

胃肠道憩室或狭窄可能, 增加了胶囊滞留的风

险. 此外WMC检查价格较贵, 难以在国内广泛

开展.   

6  结论

WMC技术是一项无辐射、非侵入性并可综合

评估胃肠动力的新技术 ,  已有多项试验证实

WMC检测结果与传统方法的一致性, 特别适用

于可疑多区域胃肠动力异常的患者, 且具有应

用于药物临床试验的潜能. WMC对于胃肠压力

的测定虽有一定的缺陷, 但对于压力参数评判

标准的改进将使WMC提供更多的压力信息. 随
着更多的研究提供有力证据, WMC的应用范围

将会进一步拓展.    
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Abstract
AIM: To assess whether the Chuang herb Hany-
itai has anti-HBV activity in vitro. 

METHODS: XTT assay was used to detect the 
cytotoxicity of different concentrations of Hany-
itai in HepG2215 cells to determine the safe 
concentration range. Cell culture medium was 
changed once every 3 days, and culture superna-
tants were collected after 9 days of culture. The 
contents of HBsAg and HBeAg in supernatants 
were measured using ELISA. Meanwhile, the 
secretion of HBV-DNA was detected using fluo-
rescent quantitative PCR. 

RESULTS: Hanyitai significantly inhibited 

the production of HBsAg and HBeAg in a 
concentration-dependent manner. Hanyitai at 
concentrations of 500-800 μg/mL had a stronger 
inhibitory effect on HBsAg and HBeAg produc-
tion than the same concentration of lamivudine 
(HBsAg: P = 0.002 - 0.000; HBeAg: P = 0.002 - 
0.000) and interferon (HBsAg: P = 0.006 - 0.003; 
HBeAg: P = 0.003 - 0.002). Hanyitai also inhibit-
ed the secretion of HBVDNA in a concentration-
dependent manner. The inhibitory effect of 
Hanyitai at concentrations of 500-800 μg/mL on 
HBVDNA secretion exceeded the same concen-
tration of interferon-α (P = 0.018 - 0.031) but was 
inferior to lamivudine.

CONCLUSION: The Chuang herb Hanyitai has 
anti-HBV activity in vitro.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目 的 :  研 究 汗 衣 台 体 外 抗 乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, HBV)的疗效.   

方法: 不同浓度汗衣台与体外培养的2.2.15细
胞共同孵育, 以XTT方法检测其对2.2.15细胞的
不良反应, 以此决定汗衣台的安全浓度范围; 3 
d更换一次含药培养液, 9 d后收集上清液; 用
ELISA法测定上清液中HBsAg和HBeAg含量, 
荧光定量PCR法检测上清液中HBV DNA的
分泌.   

结果: 各浓度汗衣台对HBsAg、HBeAg均有明
显抑制作用, 抑制率呈剂量依赖性: 500-800 μg/
mL汗衣台对HBsAg的抑制明显高于同浓度
的拉米夫定(P  = 0.002-0.000)及干扰素(P  = 
0.006-0.003), 100-800 μg/mL浓度汗衣台对
HBeAg的抑制明显高于同浓度拉米夫定(P  = 
0.002-0.000)及干扰素(P  = 0.003-0.002), 差异
均有显著性. 各浓度汗衣台对HBV DNA抑制

■背景资料
临床上慢性乙型
肝炎的抗病毒治
疗非常关键, 很大
程度上可决定慢
性乙型肝炎的病
程进展及预后, 所
以抗病毒药物的
选择是关键问题, 
西药具有精准的
作用机制和明确
的疗效, 而中医药
及民族医药的源
远流长也一定有
他的科学性.



172                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2013年1月18日    第21卷  第2期 

■研发前沿
目前对抗乙型肝
炎病毒 (HBV)中
草药的研究热点
主 要 集 中 在 抗
HBV中草药的筛
选以及复方制剂
抗HBV疗效的基
础研究上,但是对
抗HBV的有效成
分、活性部位及
作用机制等核心
问题仍然不十分
明确.
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亦呈剂量依赖性, 500-800 μg/mL浓度汗衣台
短期内抑制HBV DNA分泌的疗效优于同浓度
干扰素(P  = 0.018-0.031), 但不如拉米夫定.   

结论: 壮药汗衣台具有一定的体外抗HBV作用.   

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

临床上慢性乙型肝炎的抗病毒治疗非常关键, 
很大程度上可以决定慢性乙型肝炎的病程进展

及预后, 而两种常用的抗病毒西药[干扰素(in-
terferon, IFN)和核苷类药物]仍然存在许多不足

之处. 中医药治疗慢性乙型肝炎在我国具有悠

久的历史, 近几十年有学者陆续对一些中草药

进行抗HBV筛查[1,2], 发现确实存在一些高效、

低毒抑制HBV的中草药. 我们所研究的壮药汗

衣台, 别称“千里找根”[3], 为防己科植物皱波

青牛胆的藤茎, 据文献记载汗衣台具有通关通窍

通脉、通经活血、清热排毒、消炎止痛等作用, 
多用于治疗跌打骨折刀伤、痢疾腹胀、痈疖肿

毒等. 前期研究发现该属植物具有降血糖[4]、降

血压[5]、抗增殖[6]等活性, 但广西壮族民间流传

其对慢性乙型肝炎具有良效, 这方面作用国内

外文献尚未见报道. 本实验拟对汗衣台体外抗

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)不良反应

与疗效进行初步研究, 现报道如下.   

1  材料和方法

1.1 材料 壮药汗衣台由壮族民间灵芝草药堂提

供, 汗衣台生药50 g, 置于烧杯中, 加适量蒸馏水

浸泡30 min后煎煮, 沸后用文火煮30 min, 滤出煎

液, 共煎3次, 合并滤液, 浓缩至生药含量0.5 g/mL, 
高速离心法(16 000 r/min)离心10 min, 取上清

液调pH值为7.5, 一次性0.22 μm滤器过滤分装

后置4 ℃冰箱保存备用. 注射用人重组干扰素

α-1b(30 μg/支, 上海生物制品研究所); 拉米夫定

(0.1 g/片, 葛兰素史克); 细胞HBV DNA转染的人

肝癌细胞HepG2.2.15细胞系购自中南大学湘雅

中心实验室细胞库; 胎牛血清(美国Gibco公司); 
DMEM培养基(HyCone公司); 0.25%DEPC胰酶 
(上海吉泰科技有限公司); HBV DNA荧光定定

量PCR试剂盒(上海科华生物工程有限公司, 批
号20071016); HBsAg、HBeAg抗原检测试剂盒

(上海科华生物工程公司); XTT检测试剂盒(碧
云天); ABI7500 Fast Real-time PCR仪(美国ABI
公司); CO2孵箱(美国Thermo Forma公司); 酶标

仪(Bio-Rad); 24孔板(美国Corning公司); 离心机

(effend); 0.22 μm滤器(millipore).  
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 2.2.15细胞以DMEM培养基

(含10%胎牛血清)培养于培养瓶中, 置37 ℃、

5%CO2孵箱中生长, 待细胞生长至70%-80%时, 
用0.25%胰酶消化5 min, 用吹打管将贴壁的细

胞吹打成悬液, 按适当比例分瓶继续培养, 4-5 
d传代1次. 每次换液时, 检测上清液HBsAg、
HBeAg和HBV DNA分泌情况, 待表达稳定后开

始实验. 
1.2.2 药物浓度的选择: 干扰素在肌内注射或皮

下注射后入血的速度较慢, 需较长时间才能在

血中测到. 用大白鼠进行试验[7], 肌肉注射200 μg 
a-1b型干扰素, 半衰期为1.40-1.56 h, 血液中干

扰素最高浓度(Cmax)为4 389-17 487 IU/mL(相当

于50-100 μg/mL); 而拉米夫定口服吸收良好, 成
人口服拉米夫定0.1g约1 h左右达血药峰浓度

(Cmax)1.1-1.5 μg/mL[8], 据此可认为这些药物浓度

范围对HBV具有有效的抑制作用. 后续试验药

物浓度的选择应含括干扰素及拉米夫定的有效

血清浓度. 
1.2.3 细胞毒性实验: 2.2.15细胞用胰酶消化后, 
轻轻吹打使成单细胞悬液, 细胞计数后调节细

胞浓度至1×105 cell/mL, 按100 μL/孔接种于96
孔板中, 置37 ℃、5%CO2培养箱中培养过夜, 待
贴壁后吸去上清, 分别加入100 μL含终浓度为

1 000、900、800、700、600、500、100、50、
5、1 μg/mL汗衣台的DMEM培养液, 每个浓度

重复5孔, 同时设无药细胞对照组及空白对照组. 
培养72 h后滴加新鲜配制的XTT和PMS混合应

用液, 继续培养4 h, 在450 nm波长测定吸光度

(A )值. 按公式计算细胞存活率(细胞存活率=[(A
实验孔-A空白对照)/(A细胞对照-A空白对照)]×100%). 
1.2.4 HBsAg、HBeAg的检测: 2.2.15细胞在细

胞浓度被调至1×106 cell/mL以后, 按1 mL/孔接

种至24孔板中, 置37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 
6 h细胞贴壁后换用含药培养液, 药物浓度根据

细胞毒性实验结果, 以对细胞无明显毒性的浓

度为最高浓度, 汗衣台分别设800、500、200、
100、10、1 μg/mL 6种浓度, 每种浓度重复3孔, 

■相关报道
目前对抗HBV中
草药的筛选以及
疗效研究工作都
能应用2215细胞
作为研究工具, 检
测包括病毒s抗原
和e抗原以及病毒
基因在内的比较
敏感和特异的指
标, 结果比较可靠, 
并具有说服力.
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同时设不加药细胞对照3孔及培养液空白对照3
孔, 第3天和第6天更换新鲜的含药液培养, 第9
天收集各孔细胞上清液, -20 ℃保存备用, 采用

ELISA法检测上清液中HBsAg、HBeAg含量. 
1.2.5 HBV DNA的检测: 取上述收集的上清液各

100 μL, 分别加至0.5 mL EP管中, 按说明书上的

操作要求, 加入试剂盒提供的溶液A 100 μL, 振
荡混匀, 13 000 r/min离心10 min, 吸弃上清, 再
加入25 μL溶液B, 剧烈震荡, 尽可能使沉淀分散, 
100 ℃干浴10 min, 13 000 r/min离心10 min, 保
留上清备用. 按PCR反应液∶Taq酶∶UDG酶 = 
37.7 μL∶0.3 μL∶0.1 μL的比例准备好PCR反
应管, 分别加入已提取好的上清液标本, 对照品

及标准品各2 μL, 设置反应程序进行PCR扩增: 
37 ℃ 5 min, 94 ℃预变性2 min; 接着95 ℃ 5 s; 
60 ℃ 40 s, 共40个循环. 

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件分析数

据, 组间比较采用方差分析, 各均数两两比较. 
P <0.05表明比较有显著意义.   

2  结果

2.1 汗衣台对2.2.15细胞的不良反应 XTT实验

结果显示, 1 000 μg/mL-1 μg/mL浓度范围的拉

米夫定及干扰素对细胞生长均无明显不良反应

(资料未显示), 而1 000 μg/mL浓度的汗衣台对

2.2.15细胞的生长表现出一定的抑制作用, 浓度

在800 μg/mL时, 细胞存活率超过90%, 显示对

HepG2.2.15细胞无明显不良反应, 所以实验选择

800 μg/mL的汗衣台药物浓度为最高浓度(表1).  
2.2 汗衣台对HBsAg、HBeAg分泌的影响 药物

对病毒抗原的抑制百分率 = [(A细胞对照-A实验孔)/(A

细胞对照-A 空白对照)]×100%. 计算结果见表2, 结果

表明与阳性对照组比较, 各个浓度的汗衣台均

可明显抑制2.2.15细胞分泌HBsAg及HBeAg抗
原, 抑制率呈剂量依赖性; 500-800 μg/mL浓度

的汗衣台对HBsAg分泌的抑制明显高于同浓度

的拉米夫定及干扰素对HBsAg分泌的抑制, P  = 
0.002-0.000及P  = 0.006-0.003, 差异有显著性意

义; 100-800 μg/mL浓度范围的汗衣台对HBeAg
分泌的抑制明显高于同浓度的拉米夫定及干扰

素对HBeAg分泌的抑制, P  = 0.002-0.000及P  = 
0.003-0.002, 差异有显著性, 低浓度差异无显著

性, 显示出中高浓度的汗衣台在短期内对病毒具

有强大的抑制作用. 此外, 拉米夫定在短期内亦

显示出比同浓度干扰素更强的病毒抑制率, 这与

拉米夫定的作用机制和临床疗效是相符合的. 
2.3 汗衣台对HBV DNA分泌的影响 进一步比

较各组药物对HBV DNA分泌的影响, 由表3可
知, 各浓度的拉米夫定对HBV DNA的抑制作用

最为强烈, 细胞培养上清液未检测到HBV DNA, 
这与临床上使用拉米夫定抗病毒的时间效果

相符合. 100-800 μg/mL浓度范围的汗衣台抑制

HBV DNA复制的作用明显强于阳性对照, P  = 
0.05-0.017; 有趣的是, 干扰素对病毒的抑制率

在浓度<200 μg/mL时(44.3%-63.5%)表现出比

高浓度(≥500 μg/mL)(18.8%-29.3%)更强的病

毒抑制率; 500-800 μg/mL浓度的汗衣台抗HBV 
DNA分泌作用明显强于同浓度的干扰素, P  = 
0.018-0.031, 差异有显著性意义; 而且汗衣台组的

最高病毒抑制率(77.2%)亦大于干扰素组的最高

病毒抑制率(63.5%), 提示汗衣台短期内对抗HBV 
DNA分泌的作用强于干扰素而不如拉米夫定.   

表  1  汗衣台对2.2.15细胞的毒性作用(mean±SD)

     分组   浓度(μg/mL)          A 值 细胞存活率(%)

细胞对照组 1.408±0.018     100.0

空白对照组 0.409±0.025          

汗衣台组     1 000 1.008±0.075       60.0

       900 1.222±0.011       81.4

       800 1.278±0.030       90.8

       700 1.347±0.124       95.7

       600 1.453±0.071     103.2

       500 1.520±0.096     111.2

       100 1.356±0.114       94.8

         50 1.354±0.141       94.6

           5 1.433±0.039     102.5

           1 1.378±0.054       97.9 

■创新盘点
本文对照组同时
选用拉米夫定及
干扰素两种作用
机制及远近疗效
均不同的西药, 拟
在通过比较异同, 
有利于发现目的
药物可能的作用
机制, 而且两种西
药疗效稳定, 可使
结论更可靠.
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表  2  各组药物对2.2.15细胞分泌HBsAg、HBeAg 的抑制作用比较 (mean±SD)

     
分组 浓度(μg/mL)

                       HBsAg                         HBeAg

          A 值 抑制率(%)         A值 抑制率(%)  

汗衣台组       800 1.937±0.095bde     43.3 0.663±0.032bde     80.2

      500        2.015±0.187bde     40.9 0.780±0.015bde     76.5

      200 2.813±0.169a     16.7 1.246±0.087bce     61.7

      100 3.019±0.071a     10.5 1.586±0.189bde     50.9

        10 3.158±0.017a       6.3 2.352±0.110b     26.5

          1 3.186±0.023a       5.4 2.542±0.089b     20.5

拉米夫定组       800 2.916±0.124a     13.6 2.429±0.027b     24.1

      500 2.858±0.116af     15.4 2.393±0.022b     25.2

      200 2.770±0.137af     18.0 2.093±0.157bf     34.8

      100 2.998±0.043ag     11.1 2.294±0.041bg     28.4

        10 3.072±0.069a       8.9 2.442±0.036b     23.7

          1 3.034±0.075a     10.0 2.517±0.024b     21.3

干扰素组       800 3.212±0.021a       4.6 2.532±0.103a     20.8

      500 3.209±0.033a       4.7 2.520±0.131a     21.2

      200 3.216±0.009a       4.5 2.383±0.123b     25.6

      100 3.225±0.016a       4.2 2.595±0.071b     18.8

        10 3.185±0.018a       5.4 2.547±0.070b     20.3

          1 3.199±0.024a       5.0 2.473±0.064b     22.7

阳性对照 3.364±0.044 3.187±0.012

阴性对照 0.068±0.020 0.040±0.009

aP<0.05, bP<0.01 vs  阳性对照; cP<0.05, dP<0.01 vs  同浓度拉米夫定组; eP<0.01 vs 同浓度干扰素组; fP<0.05, 
gP<0.01 vs  同浓度干扰素组.

表  3  各组药物对2.2.15 细胞分泌HBV DNA的影响 (mean±SD)

     分组 浓度(μg/mL) HBV DNA拷贝数(×105) 抑制率(%)   

汗衣台组        800      6.885±1.352ac     77.2

       500     7.299±1.083ac     75.8

       200   17.143±3.905a     43.2

       100   13.723±6.494a     54.5

         10   17.215±5.629     42.9

           1   26.737±4.268     11.4

拉米夫定组        800            <0b   100.0

       500            <0b   100.0

       200            <0b   100.0

       100            <0b   100.0

         10            <0b   100.0

           1            <0b   100.0

干扰素组        800   24.491±5.132     18.8

       500   21.332±4.894     29.3

       200   15.448±3.929a     48.8

       100   16.796±4.437a     44.3

         10   11.785±4.122a     60.9

           1   11.013±4.007a     63.5

阳性对照   30.171±0.577

aP<0.05, bP<0.01 vs  阳性对照; cP<0.05 vs  同浓度干扰素组. 

■应用要点
本文首次证实汗
衣台具有体外抗
HBV作用, 阐明了
广西壮族民间流
传医药用于治疗
慢性乙型肝炎的
科学性, 提示汗衣
台作为抗HBV药
物具有一定的应
用前景, 值得进一
步研究、开发和
利用.
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3  讨论

HBV感染是人类最常见的病毒性感染之一, 在
中国普通人群HBV携带率为7.18%[9]. 目前抗病

毒治疗仍以国外研发的西药为主, 临床中最常

用的抗HBV西药有两类, 即核苷类药物和干扰

素类. 干扰素是一种广谱抗病毒剂, 并不直接杀

伤或抑制病毒, 主要是通过细胞表面的干扰素

受体, 引发信号转导等一系列生化过程, 激活干

扰素相关基因表达多种抗病毒蛋白, 实现对病

毒的抑制作用; 同时还可增强巨噬细胞、T淋巴

细胞和自然杀伤细胞(NK细胞)的活力, 起到免

疫调节、增强抗病毒能力的作用. 干扰素的应

用是慢性乙型肝炎治疗的一个重要里程碑[10], 其
抗病毒有效率可达25%-50%左右[11-14], 但由于一

些无法忍受的不良反应[9,13,14], 使临床中真正适

宜于干扰素治疗的患者并不多. 拉米呋啶是一

种核苷类抗病毒新药, 他可在HBV感染细胞和

正常细胞内代谢生成活性形式的拉米呋啶三磷

酸盐, 可渗入到病毒DNA链中、阻断病毒DNA
的合成, 是HBV DNA聚合酶的抑制剂, 能迅速抑

制HBV复制且抑制作用持续整个治疗过程. 但
随着越来越多的应用, 发现他仍不能完全清除

HBV, 远期有效率低于干扰素(16%-35%)[9], 停药

后易出现病毒反跳, 引发肝功能异常, 甚至重型

肝炎[15,16]以及易出现耐药毒株[17]等, 使后续治疗

成为难题.  
目前国内对中草药抗病毒机制的研究仍属

空白, 主要原因是中草药成分多样复杂, 难于分

离纯化, 妨碍其进一步的研究. 本实验拟对汗衣

台体外抗HBV不良反应以及疗效进行初步研究, 
并选用临床上经典的两类抗H B V西药干扰素

以及拉米夫定作为对照组, 因为他们具有被世

人所公认的稳定疗效, 堪称抗病毒药物研发的

“金标准”.
“汗衣台(壮语)”, 别称: 千里找根《云南中

草药选》, 小赖藤《云南中草药选》, 绿包藤、癞

浆包藤《云南思茅中草药选》, 为防己科植物皱

波青牛胆[Tinospora crispa(L.) Miers]的藤茎[3,18,19]. 
我国有青龙胆属植物11种, 中药大词典中仅收

载4种, 该属植物在印度、泰国等东南亚国家被

广泛药用, 是印度阿育吠陀医学中最重要的药

物之一[5,6,20]. 据文献记载汗衣台具有通关通窍

通脉、通经活血、清热排毒、消炎止痛等作用, 
多用于治疗跌打骨折刀伤、痢疾腹胀、痈疖肿

毒等. 据广西壮族民间流传医用证实其对慢性

HBV具有良效, 但国内外尚未见相关文献报道. 

本实验采用H e p G2.2 .15细胞为体外细

胞模型 ,  分别给予不同浓度的汗衣台与其作

用 ,  研究其体外抗H B V的疗效 .  实验结果表

明, 各浓度汗衣台均可明显抑制2.2.15细胞分

泌HBsAg及HBeAg抗原, 抑制率呈剂量依赖

性; 500-800 μg/mL浓度汗衣台对HBsAg分泌

的抑制明显高于同浓度的拉米夫定及干扰素, 
100-800 μg/mL浓度的汗衣台对HBeAg分泌的

抑制明显高于同浓度的拉米夫定及干扰素, 提
示在抑制HBsAg及HBeAg抗原分泌方面, 中高

浓度的汗衣台优于干扰素和拉米夫定, 而低浓

度无明显差别; 相反得, 高浓度干扰素对病毒的

抑制作用不及低浓度, 推测可能与干扰素受体

的饱和以及下调有关, 而拉米夫定对HBV DNA
分泌的抑制作用十分显著, 各浓度抑制率均达

100%. 另外, 各浓度汗衣台对HBV DNA抑制亦

呈剂量依赖性, 中高浓度的汗衣台对HBV DNA
的抑制作用在短期内不如拉米夫定, 但强于干

扰素, 而低浓度无明显差别. 
从实验结果不难看出, 汗衣台抗病毒的主

流模式既不同于干扰素, 因为中高浓度的汗衣

台对病毒的抑制效果优于低浓度, 说明他与细

胞膜上的受体关系不大, 也不同于拉米夫定, 因
为DNA聚合酶抑制剂的效果立竿见影. 推测可

能是一种直接的干扰机制: 干扰HBV DNA的复

制; 干扰HBV各种抗原的组装以及干扰HBV颗

粒的成熟分泌等, 其具体机制有待进一步研究.
总之, 此研究首次证实汗衣台具有体外抗

H B V作用 ,  阐明了广西壮族民间流传医用治

疗慢性乙型肝炎的科学性, 提示汗衣台作为抗

HBV药物具有一定的应用前景, 值得进一步研

究、开发和利用.
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Abstract
AIM: To explore the correlation between 13C-urea 
breath test (UBT) value and severity of gastric 
mucosal lesions. 

METHODS: Seventy-four patients who under-
went the 13C-UBT and gastroscopy within 1 
week were included in the study. The severity 
of gastric mucosal lesions was graded pathologi-
cally. The correlation between 13C-UBT value 
and the score of gastric mucosal lesions was ana-
lyzed.

RESULTS: 13C- UBT value was positively corre-
lated with the severity of chronic inflammation 
(r = 0.9958, P = 0.0001), atrophy (r = 0.2498, P = 
0.0318) and intestinal metaplasia (r = 0.2784, P = 

0.02) in the gastric antrum mucosa, but not posi-
tively with that of active gastritis in the same 
site (r = 0.1979, P = 0.09). 13C-UBT value was 
positively correlated with the severity of active 
inflammation (r = 0.6223, P = 0.0001), chronic in-
flammation (r = 0.5480, P = 0.0001) and atrophy (r 
= 0.6014, P = 0.0001) in the gastric angle mucosa, 
but not positively with that of intestinal meta-
plasia in the same site (r = 0.1308, P = 0.27). 13C- 
UBT value was not positively correlated with 
the severity of active inflammation (r = 0.2039, 
P = 0.08), chronic inflammation (r = 0.0966, P = 
0.41), atrophy (r = 0.1369, P = 0.24), or intestinal 
metaplasia (r = 0.1837, P = 0.12) in the gastric 
body mucosa. 13C-UBT value was positively cor-
related with the severity of active inflammation (r 
= 0.9958, P = 0.0001), chronic inflammation (r = 
0.9843, P = 0.0001), atrophy (r = 0.9921, P = 0.0001) 
and intestinal metaplasia (r = 0.9934, P = 0.0001) 
in the whole gastric mucosa.

CONCLUSION: 13C-UBT value positively cor-
relates with severity of gastric mucosal lesions. 
13C-UBT quantitative detection may be used 
clinically to assess the severity of gastric muco-
sal lesions.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨13C-尿素呼气试验定量检测值与胃
黏膜病变程度的关系. 

方法: 74例患者于1 wk内分别测定13C-尿素呼
气试验定量检测和行胃镜检查取胃黏膜, 进
行组织病理学检查, 黏膜按标准予以评分. 将
13C-尿素呼气试验定量值和胃黏膜病理病变
评分做相关性分析. 

结果: 13C-尿素呼气试验定量值与胃窦黏膜

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
pylori )感染是慢
性胃炎的主要病
因, 其和胃癌的发
生关系密切, 临床
诊断和治疗尤为
重要, 13C-尿素呼
气试验目前应用
越来越广泛. 
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■研发前沿
1 3C - 尿 素 呼 气 试
验定量检测值与
胃黏膜病变程度
的关系的研究较
少 ,  文 献 报 道 也
较少. 目前H. py-
lori 的治疗仅靠定
性诊断就用药治
疗 ,  本 文 通 过 定
量衡量黏膜病变
程 度 ,  可 以 指 导
治疗及预后. 
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慢性炎症(r  = 0.9958, P  = 0.0001)、萎缩(r  
= 0.2498, P  = 0.0318)、肠化(r  = 0.2784, P  = 
0.02)病变程度呈正相关, 与其活动性炎症(r  
= 0.1979, P  = 0.09)病变程度不相关; 13C-尿素
呼气试验定量值与胃角黏膜活动性炎症(r  = 
0.6223, P  = 0.0001)、慢性炎症(r  = 0.5480, P  = 
0.0001)、萎缩(r  = 0.6014, P  = 0.0001)病变程
度呈正相关, 与其肠化(r  = 0.1308, P  = 0.27)病
变程度不相关; 13C-尿素呼气试验定量值与胃
体黏膜活动性炎症(r  = 0.2039, P  = 0.08)、慢
性炎症(r  = 0.0966, P  = 0.41)、萎缩(r  = 0.1369, 
P  = 0.24)、肠化(r  = 0.1837, P  = 0.12)程度均不
相关; 13C-尿素呼气试验定量值与全胃黏膜活
动性炎症(r  = 0.9958, P  = 0.0001)、慢性炎症
(r  = 0.9843, P  = 0.0001)、萎缩(r  = 0.9921, P  = 
0.0001)、肠化(r  = 0.9934, P  = 0.0001)病变程
度均呈正相关.

结论: 13C-尿素呼气试验定量值与胃黏膜病理
病变程度呈正相关, 临床上可以根据13C-尿素
呼气试验定量值高低考虑黏膜病理病变程度, 
进而更好地指导临床诊断、用药及预后. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

慢性胃炎是指由于各种因素所致的慢性黏膜炎

症改变. 幽门螺杆菌(Helicobacter Pylori , H. py-
lori )是慢性胃炎的重要病因, 与胃癌的发生有着

密切的关系. 自Marshall等[1]在1983年发现和成

功分离出H. pylori后, 国内外学者20多年来对其

进行了广泛而深入的研究, 认为H. pylori是慢性

胃炎的主要致病菌. 长期H. pylori感染所致的炎

症、免疫反应可使部分患者发生胃黏膜萎缩和

肠化[2]. 我国H. pylori的感染率较大, 在50%-70%
之间, 随年龄的增加而升高[3]. 

H. pylori的诊断方法很多, 分为侵入性和非

侵入性试验两种[4]. 其中13C-尿素呼气试验作为

非侵入性试验诊断方法, 于1996-09通过美国食

品药物管理局(FDA)的评审, 批准应用于临床, 
在临床上得到了越来越广泛的应用. 

本文试图通过对13C-尿素呼气试验定量检

测结果与胃黏膜病理检测病变评分值做相关性

分析, 探讨13C-尿素呼气试验定量检测值的意义, 
以期能更好地指导临床诊断、用药及预后. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取我院脾胃病科门诊2011-07/2012-04
收治的患者74例. 其中男35例, 女39例, 年龄

25-62岁, 中位年龄40.5岁. 排除1 mo内服用抗

生素、质子泵抑制剂、H2受体拮抗剂及铋剂的

患者. 所有患者均做13C-尿素呼气试验, 定值量

判断阳性, 且在1 mo内行胃镜检查, 且胃窦、胃

角、胃体3个部位黏膜各取至少1块组织, 做病

理组织学检查. 
中科科仪13C呼气质谱仪(型号ZHELICO-

BACTER PYLORI-2001); TB-718生物组织包

埋机; Leica RM2235组织切片机; Leica HI1220
烤片机; Leica ST5020徕卡全自动组织脱水机; 
Olympus bx51显微镜; Anymicro DSSTM图像采

集系统试剂. 尿素(13C)胶囊呼气试验药盒(深圳

市中核海得威生物科技有限公司, 规格75 mg). 
1.2 方法

1.2.1 13C-尿素呼气试验及定量值标准: (1)收集

零时呼气, 嘱受检者平静呼气至10 mL特定样品

管内; (2)口服13C-尿素试验餐(成人75 mg), 并开

始计时; (3)收集服药后30 min呼气于特定样品管

内; (4)将零时及30 min的2个样品管置于高精度

气体同位素比值质谱仪中进行分析检测. 利用
13C-尿素呼气试验诊断H. pylori感染的标准通常

以DOB值来表示. 判定标准是DOB≥4判定阳性; 
DOB<4判定阴性. 
1.2.2 病理组织学检查及评分标准: 活检取材及

组织学分级标准均参照中国慢性胃炎共识意

见[5](2006年上海). 胃窦、胃角、胃体3个部位黏

膜各取至少1块组织; 有4种组织学变化分级(慢
性炎症、活动性、萎缩和肠化)分为无、轻度、

中度和重度4级(分别计分为0、1、2、3). 慢性

炎症: 根据黏膜层慢性炎症细胞的密集程度和

浸润深度分级. 轻度: 慢性炎性细胞较少并局限

于黏膜浅层, 不超过黏膜层的1/3; 中度: 慢性炎

症细胞较密集, 不超过黏膜层的2/3; 重度: 慢性

炎症细胞密集, 占据黏膜全层. 活动性: 慢性炎

症背景上有中性粒细胞侵润. 轻度: 黏膜固有层

有少数中性粒细胞浸润; 中度: 中性粒细胞较多

存在于黏膜层, 可见于表面上皮细胞、小凹上

皮细胞或腺管上皮内; 重度: 中性粒细胞较密集, 
或除中度所见外还可见小凹脓肿. 萎缩: 胃固有

腺减少, 分为2种类型: (1)化生性萎缩; (2)非化
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生性萎缩. 轻度: 固有腺体数减少不超过原有腺

体的1/3; 中度: 固有腺体数减少介于原有腺体的

1/3-2/3之间; 重度: 固有腺体数减少超过2/3, 仅
残留少数腺体, 甚至完全消失. 肠化: 轻度: 肠化

区占腺体和表面上皮总面积1/3以下; 中度: 肠化

区占腺体和表面上皮总面积的1/3-2/3; 重度: 肠
化区占腺体和表面上皮总面积的2/3以上. 

统计学处理 计量资料采用最大值、最小

值、mean±SD, 中位数＋四分位数间距(M+QR)
进行统计学描述. 采用SAS9.2进行统计分析. 两
指标间的相关性分析采用线性相关或秩相关. 

2  结果

2.1 13C-尿素呼气试验定量值及不同部位的胃黏

膜病变评分情况 74例患者接受13C-尿素呼气试

验检查, 定量值呈非正态分布; 胃黏膜病变评分

呈非正态分布, 具体描述参见表1. 
2.2 13C-尿素呼气试验定量值与不同部位的胃黏

膜病变的相关分析 13C-尿素呼气试验定量值与

胃窦黏膜慢性炎症(r  = 0.2358, P  = 0.0001)、萎

缩(r  = 0.2498, P  = 0.0318)、肠化(r  = 0.2784, P  
= 0.02)病变程度呈正相关, 与其活动性炎症(r  = 
0.1979, P  = 0.09)病变程度不相关; 13C-尿素呼气

试验定量值与胃角黏膜活动性炎症(r  = 0.6223, 
P  = 0.0001)、慢性炎症(r  = 0.5480, P  = 0.0001)、
萎缩(r  = 0.6014, P  = 0.0001)病变程度呈正相关, 
与其肠化(r  = 0.1308, P  = 0.27)病变程度不相关; 

13C-尿素呼气试验定量值与胃体黏膜活动性炎

症(r  = 0.2039, P  = 0.08)、慢性炎症(r  = 0.0966, 
P  = 0.41)、萎缩(r  = 0.1369, P  = 0.24)、肠化(r  = 
0.1837, P  = 0.12)程度均不相关; 13C-尿素呼气试

验定量值与全胃黏膜活动性炎症(r  = 0.9938, P  = 
0.0001)、慢性炎症(r  = 0.9843, P  = 0.0001)、萎

缩(r  = 0.9921, P  = 0.0001)、肠化(r  = 0.9934, P  = 
0.0001)病变程度均呈正相关, 且相关系数均接

近于1(表2). 

3  讨论

慢性胃炎在成人中有很高的发病率, 引起腺体

的损伤, 研究证实慢性胃炎、肠上皮化生和H. 
pylori感染在胃癌的发病中至关重要[6]. 1994年
世界卫生组织/国际癌症研究机构将H. pylori定
为Ⅰ类致癌因子. 胃癌的发生是一个多因素、

多步骤的复杂过程, 目前公认的H. pylori感染

后肠型胃癌的发生模式是1995年Correa提出的

“H. pylori感染-慢性胃炎-萎缩、肠化-异性增

生-分化型腺癌”模式[7]. 即在H. pylori感染基础

上, 多次急慢性胃炎反复发作引发萎缩性胃炎, 
萎缩性胃炎没有得到有效治疗, 胃黏膜在多次

重创及修复过程中, 可造成胃黏膜的糜烂、坏

死及溃疡形成并产生多种致癌物质. 这种损伤

与修复伴炎性坏死产生的致癌物质, 导致细胞

出现异型增生及癌变[8].
目前, 胃镜检查是胃黏膜病变的最可靠的

表  1  13C-尿素呼气试验定量值及不同部位的胃黏膜病变评分情况 (M+QR)

     项 目      胃窦       胃角      胃体      全胃
13C-尿素呼气

试验定量值
                                           13.90+12.80

活动性炎症 1.00+0.00 1.00+1.00 0.00+1.00 3.00+2.00

慢性炎症 2.00+3.00 3.00+2.00 1.50+1.00 6.00+4.00

萎 缩 0.00+1.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+1.00

肠 化 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+1.00

aP<0.05, bP<0.01 vs  13C-UBT定量值.

表  2  13C-尿素呼气试验定量值与胃不同部位黏膜病变的相关分析 (r )

     项目 活动性炎症 慢性炎症 萎缩 肠化

胃窦     0.20    0.24a 0.25a 0.28a

胃角     0.62b    0.55b 0.60b 0.13

胃体     0.20    0.10 0.14 0.18

全胃     0.99b    0.98b 0.99b 0.99b

■相关报道
李冰冰等研究发
现 1 3C - 尿 素 呼 气
试验定量值可以
判断患者是否感
染H. pylori 以及
H. pylori 在胃内
的 定 植 情 况 ,  对
于指导治疗以及
判断治疗效果有
一定意义.
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诊断方法. 慢性胃炎是由于各种因素所致的慢

性黏膜炎症改变. H. pylori感染是慢性胃炎的主

要病因, 90%以上的慢性胃炎有H. pylori感染. 其
致病机制与下列因素有关: H. pylori产生多种酶

如尿素酶及其代谢产物氨、过氧化氢酶、蛋白

水解酶、磷脂酶A等, 对黏膜有破坏作用. H. py-
lori分泌的细胞毒素如含有细胞毒素相关基因和

空泡毒素基因的菌株, 可导致胃黏膜细胞空泡

样变性及坏死. H. pylori感染与慢性胃炎胃黏膜

炎症活动有关[9]. 尿素酶是H. pylori主要的毒力

致病因子, 该酶以胞质和表面蛋白2种形式存在, 
占菌体总蛋白的6%-10%. 该因子共分9部分, 包
括编码尿素酶A亚基(urease A subunit, UreA), 尿
素酶B亚基(urease B subunit, UreB)蛋白的2个结

构基因和其他7个表现尿素酶活性所必需的蛋

白因子. 尿素酶对H. pylori穿过黏液层, 定值在

上皮细胞有保护和辅助作用[10].
H. pylori在胃中呈点状分布. 如果胃内细菌

定值量较少, 或由于应用抗生素、PPI和H2受体

拮抗剂等导致细菌减少或活性下降, 因此取胃

黏膜活检有时会有假阴性结果, 然而13C-尿素呼

气试验作为一种非侵入性检测H. pylori的方法, 
由于试剂在胃内均匀分布, 结果不受细菌点状

分布的影响, 且其可靠性已经被广泛认可. 其检

测H. pylori感染的特异性达90%-99%, 敏感性达

89%-99%[11]. Maastricht共识报告认可UBT作为

H. pylori是否根除的疗后随访的最佳选择[12]. 但
对于具体检测值相关的研究, 对临床的诊断和

治疗是否有指导意义仍是临床关注的问题. 13C-
UBT优点在于: (1)采用的高精度气体同位素比

值质谱仪分析精度可达十万分之一, 准确性高; 
(2)反应是“全胃”的“实时”状态, 敏感性和

特异性均超过95%, 在中国和欧洲的H. pylori共
识意见中, 该方法被首选推荐为确诊H. pylori现
症感染及判断H. pylori根除的非侵入性方法; (3)
操作简便快速, 自动化程度高, 30 min即可得出

结果; (4)13C为稳定性同位素, 适合于各年龄的

受试者; (5)呼气样品采用特制气体收集瓶收集, 
可通过邮寄该瓶对无此设备的其他地区患者进

行H. pylori检测[13]. 13C-UBT检测的结果同样也

受很多因素的影响, 在检测时要注意把握检测

前和检测过程中的质控工作, 才能确保检测结

果的准确性和可靠性[14]. 13C-尿素呼气试验是通

过测量尿素酶活力来检测胃内实际存在的活H. 
pylori , 由于口服13C在胃内呈均匀分布, 无局灶

性影响, 且与胃黏膜接触广发, 只要13C尿素接触

部位存在H. pylori感染, 即便是很少量的H. py-
lori也可准确、灵敏的检测出来. 本研究结果显

示: 13C-尿素呼气试验定量值与胃窦黏膜慢性炎

症、萎缩、肠化病变程度呈正相关(P <0.05), 与
胃角黏膜活动性炎症、慢性炎症、萎缩病变程

度呈正相关(P <0.01), 与胃体黏膜病理病变程度

均不相关(P >0.05). H. pylori感染的程度与胃窦

和胃角黏膜病理病变的程度关系密切, 感染越

严重, 病变程度越严重; 与胃体黏膜病理病变的

程度没有相关性. 由于H. pylori主要定植于胃窦

部, 其对胃窦黏膜的病理损伤更为多见, 因此关

系更为密切. 
本文结果显示13C-尿素呼气试验定量值与

胃3个部位黏膜病变之和均呈正相关(P <0.01), 
且相关系数接近于1. 表明H. pylori感染和胃黏

膜病变程度的关系密切, H. pylori感染越严重, 
胃黏膜病理改变程度越严重. 也有研究证实, H. 
pylori感染、慢性活动性炎症和肠上皮化生之间

有着显著的联系[15].
既往报道[16], 儿童13C-尿素呼气试验定量值

与胃镜检测H. pylori比较, 发现胃黏膜活检病

理监测和H. pylori培养两项阳性者, 其13C-尿素

呼气试验的定量值明显高于仅一项阳性者, 提
示, 13C尿素呼气试验定量值可以在一定程度上

反应H. pylori在胃黏膜的定值量. 本文为国内

首次对成人进行此相关研究, 结果与既往研究

基本一致. 
胃镜及病理检查对于胃黏膜及H. pylori感

染的诊断固然是金标准. 但由于其为侵入性, 患
者耐受差, 通过本研究, 我们在临床上对于症状

较轻以及复查的患者, 可以依靠13C-尿素呼气试

验的定量值, 来判断患者是否感染H. pylori、H. 
pylori在胃内的定值情况以及胃黏膜的损伤程度

等, 进而从胃黏膜病理病变方面指导H. pylori根
除, 给予患者全面的治疗. 
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Abstract 
AIM: To study the association between inter-
leukin-28B (IL-28B) single nucleotide polymor-
phism (SNP) rs8099917 and susceptibility to 
hepatitis C virus (HCV) infection in Chinese 
patients. 

METHODS: The IL-28B rs8099917 locus was 
genotyped in 263 patients infected with HCV 
and 244 healthy controls using TaqMan SNP 
genotyping assay. The differences in rs8099917 
genotypes and allele frequencies between the 
two groups were analyzed by statistics.  

RESULTS: Among 263 patients with chronic 
HCV, 223 (84.8%) had the TT genotype, 39 

(14.8%) had the TG genotype, and 1 (0.40%) car-
ried GG genotype. The frequency of T allele was 
0.922. Of 244 healthy controls, the numbers of 
people who carried TT, TG and GG genotypes 
were 222 (91.0%), 21 (8.6%) and 1 (0.4%), respec-
tively. T allele frequency was 0.953. TG/GG 
genotype frequencies differed significantly be-
tween patients with chronic HCV and healthy 
controls (OR = 1.810, 95% CI: 1.042-3.145; P = 
0.033). Patients with HCV infection had a higher 
G allele frequency than healthy controls (OR = 
1.709, 95% CI: 1.010-2.893; P = 0.044). 

CONCLUSION: The IL-28B rs8099917 gene poly-
morphism correlates with susceptibility to HCV 
infection in Chinese patient. G allele is associ-
ated with a higher risk of HCV infection. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Interleukin-28B; Hepatitis C; Gene 
polymorphisms; Susceptibility
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摘要 
目的: 探讨白介素-28B(interleukin-28B, IL-
28B)单核苷酸多态性位点rs8099917与中国丙
型肝炎易感性的关系. 

方法: 采用TaqMan SNP基因分型的方法检测
中国天津地区263名丙型肝炎患者和244名健
康人IL-28B rs8099917基因型和等位基因分布
情况, 并统计分析rs8099917基因型和等位基
因在2组中分布的差异. 

结果: 在263名丙型肝炎患者中, TT基因型223
人(84.8%), TG基因型39人(14.8%), GG基因型
1人(0.4%). T等位基因频率为92.2%. 244名健
康对照者中, TT基因型222人(91.0%) , TG 21
人(8.60%), GG 1人(0.40%), T等位基因频率
为95.3%. 丙型肝炎患者和健康人群TG/GG
基因型频率差异有统计学意义(OR  = 1.810, 

■背景资料
丙型病毒性肝炎
是由丙型肝炎病
毒 (HCV)引起的
一种传染病, 是导
致肝硬化和肝癌
的主要原因之一, 
每年因HCV感染
而死亡者高达35
万人. HCV感染的
具体机制尚不清
楚, 除与病毒本身
有关, 更重要的是
与不同个体的遗
传易感性有关.
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■研发前沿
近 年 研 究 表 明 , 
白介素 -28B(IL-
28B) r s8099917
基 因 多 态 性 与
HCV自然清除以
及抗病毒治疗应
答密切相关 ,  TT
基因型较TG/GG
更 利 于 H C V 的
清 除 .  然 而 在 中
国 人 群 中 ,  是 否
rs8099917基因多
态性与HCV感染
存在易感性还鲜
有研究报道.

95%CI: 1.042-3.145; P  = 0.033). 丙型肝炎患
者G等位基因频率也高于健康人(OR  = 1.709, 
95%CI: 1.010-2.893; P  = 0.044). 

结论: 中国人群IL-28B rs8099917基因多态性
与丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染易
感性相关联. G为HCV感染的风险等位基因.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

丙型病毒性肝炎是由丙型肝炎病毒(hepatitis C 
virus, HCV)引起的一种传染病, 主要通过静脉

毒品注射、输血、器官移植和血液透析等途径

传播[1]. 目前全球丙型肝炎患者约有1.3至1.7亿
人, 每年因HCV感染而死亡者高达35万人[2]. 相
对乙型肝炎, 丙型肝炎更容易慢性化, 他已经成

为导致肝硬化和肝癌的主要原因之一[3], 严重危

害着人类健康, 所以对丙型肝炎进行积极预防

以及有效的治疗是十分必要的. HCV感染的具

体机制尚不清楚, 除与病毒本身有关, 更重要的

是与不同个体的遗传易感性有关. 白细胞介素

-28B(interleukin-28B, IL-28B)又称为IFN-λ3, 属于

IFN-λs干扰素家族, 亦即Ⅲ型干扰素(interferon, 
IFN)家族, 该家族另外2个成员是IL-29、IL-28A, 
分别又称为IFN-λ1、IFN-λ2. 编码人IFN-λs的基

因均位于19号染色体(19q13.13), 其中rs8099917
位于IL-28B基因上游约8 kb处[4,5]. 近年研究表明, 
IL-28B rs8099917基因多态性与HCV自然清除以

及抗病毒治疗应答密切相关, TT基因型较TG/GG
更利于HCV的清除[4-7]. 然而在中国人群中, 是否

rs8099917基因多态性与HCV感染存在易感性还

鲜有研究报道. 本研究检测了天津地区慢性丙型

肝炎患者和健康人群IL-28B rs8099917基因型和

等位基因分布情况, 以探讨IL-28B rs8099917基
因多态性与丙型肝炎易感性的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 研究选取2005-2011年于天津市第三中

心医院就诊的丙型肝炎患者263名. 参照《丙型

肝炎防治指南》诊治标准[8], 所有患者均确诊为

慢性丙型病毒性肝炎, 且抗HCV抗体(通过酶联

免疫吸附实验测定)与HCV-RNA均为阳性. 排
除有乙型病毒性肝炎、人类免疫缺陷病毒感

染、精神疾病、自身免疫性肝炎、肝移植的患

者. 其中男132人(50.2%), 女131人(49.8%), 平均

年龄54.0岁±11.7岁. 另外选取在天津市第三中

心医院预防保健科进行健康查体的健康对照者

244人. 健康对照组人群均无HCV感染史. 其中

男136人(55.7%), 女108人(44.3%), 平均年龄52.1
岁±10.7岁. 所研究对象均为天津地区汉族人

群, 一般资料来自门诊或病房的病历记录. 本研

究所有血液样本的收集、处理和rs8099917基因

型检测均经患者本人同意, 并经天津市第三中

心医院伦理委员会批准.
1.2 方法

1.2.1 HCV-RNA检测: 采用HCV核酸定量检测试

剂盒(上海科华生物工程股份有限公司)检测丙型

肝炎患者HCV-RNA, 最低检测值为500 IU/mL.
1.2.2 基因组DNA提取: 从患者和健康对照者外

周静脉血分离出血凝块, 利用酚-氯仿-异戊醇抽

提法提取基因组DNA, 并用1.5%琼脂糖凝胶电

泳检测提取结果[9].
1.2.3 IL-28B r s8099917基因型检测: 首先采

用ABI PRISM® 7000 SDS对所提取的DNA进

行PCR扩增, 扩增体系为10 µL, 含DNA模板

1.5 µL、2×TaqMan Genotyping Master Mix 
5 µL、40×TaqMan SNP Genotyping Assay 
Mix(rs8099917, C_11710096_10)0.25 µL和超纯

水3.25 µL. 每96孔板设置3个空白对照(NTC). 
反应条件为: 95 ℃热变性5 min, 92 ℃变性20 s, 
60 ℃退火1 min, 共50个循环. 在上述PCR基础

上, 利用ABI PRISM® 7000 SDS通过读取荧光信

号进行等位基因的SNP分析, 并根据散点图的分

布情况分析各样品的基因型和等位基因(图1). 
统计学处理  采用S P S S17.0软件进行统

计学分析 .  对丙型肝炎患者组和健康对照组

rs8099917基因型分布进行哈迪温伯格平衡检验. 
用Mann-Whitney U检验比较两组人群年龄的差

异. 两组人群性别的差异以及IL-28B rs8099917
基因型和等位基因在两组人群中的分布情况用

四格表χ2检验分析, 并计算比值比(odds ratio, OR)
及95%可信区间(confidential interval, CI). 检验均

为双侧, P<0.05表示差异有统计学意义.

2  结果

2.1 研究对象一般资料 在263名慢性丙型肝炎
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■相关报道
Rauch等研究了欧
洲1015名慢性丙
型肝炎患者和347
名HCV自然清除
患者 ,  发现HCV
自然清除患者TT
基因型频率高于
慢性丙型肝炎患
者, 与rs8099917 
T T 基 因 型 相 比 , 
TG和GG发展为
慢性丙型肝炎的
风险更高.

患者中, 男132人(50.2%), 女131人(49.8%), 平均

年龄54.0岁±11.7岁. 在244名健康人中, 男136
人(55.7%), 女108人(44.3%), 平均年龄52.1岁± 
10.7岁. 统计发现丙型肝炎患者组与健康对照

组在性别、年龄上的差异均无统计学意义(χ2 
=1.563, P  = 0.211; Z  = 1.842, P  = 0.065). 两组人

群之间显示良好的匹配性(表1).
2.2 哈迪温伯格平衡检验 本研究对丙型肝炎患

者组和健康对照组IL-28B rs8099917基因多态性

进行遗传平衡检验. 结果显示, 丙型肝炎患者组

和健康对照组均符合哈迪温伯格遗传平衡定律, 
χ2值分别为0.26和0.43, 均P >0.05, 具有人群代表

性(表2).
2.3 IL-28B rs8099917基因型和等位基因在丙

型肝炎患者和健康人群中的分布 丙型肝炎患

者组263人, 基因型TT 223人(84.8%), TG 39人
(14.8%), GG 1人(0.40%), T等位基因频率92.2%. 
健康对照组244人, 基因型TT 222人(91.0%), 
TG 21人(8.60%), GG 1人(0.40%), T等位基因频

率95.3%. 丙型肝炎患者TG/GG基因型频率高

于健康人(15.2% vs  9.0%; OR  = 1.810, 95%CI: 
1.042-3.145; P  = 0.033), 丙型肝炎患者G等位

基因频率比例高于健康人(7.8% vs  4.7%; OR  
= 1.709, 95%CI: 1.010-2.893; P  = 0.044), 差异

均有统计学意义(表3). 结果显示G等位基因为

HCV感染的风险等位基因.
2.4 分析中国丙型肝炎患者rs8099917基因型频

率与其他民族的差异 如表4所示, TT基因型频率

从高到低依次是台湾(89.6%)、韩国(86.2%)、
中国(84.8%)、日本(70.4%)、欧洲(58.0%). 中国

丙型肝炎患者rs8099917基因型分布与韩国相似

(P  = 0.783), 亚洲国家和地区中, 日本患者TT基
因型频率低于中国、台湾和韩国; 欧洲患者TT
基因型频率则明显低于亚洲丙型肝炎患者.

3  讨论

HCV急性感染后, 只有不到30%的人发生病毒自

然清除, 其余患者会持续感染, 大大增加了发展

为肝硬化和肝癌的风险[10]. 除了病毒因素, 宿主

因素(年龄、性别、种族、宿主基因等)与丙型

肝炎的发生发展也密切相关[11]. 近年有研究发现, 
位于人19号染色体上编码IFN-λ的基因IL-28B与
HCV自然清除以及治疗应答密切相关. rs8099917
位于IL-28B基因上游约8 kb处, 研究发现TT基因

型能够预测病毒自然清除和治疗应答[4-7]. 有关中

国人群rs8099917与HCV感染相关性的研究还较

少. 本研究检测了中国慢性丙型肝炎患者和健

康人群IL-28B rs8099917基因型、等位基因的分

布情况, 以分析rs8099917与HCV感染易感性的

关系.
IFN-λs干扰素家族亦即Ⅲ型IFN家族, 包括

IL-29、IL-28A、IL-28B, 此3种白细胞介素是由

外周血单核细胞、树突状细胞和HeLa细胞等经

病毒或双链RNA激活而产生的细胞因子[12]. 与

表  1  研究对象一般资料

     变量 健康人群(n  = 244) 丙型肝炎患者(n  = 263) χ2/Z 值  P值

性别 1.563 0.211a

  男, n (%)      136(55.7)      132(50.2)

  女, n (%)      108(44.3)      131(49.8)

年龄(mean±SD, 岁)      52.1±10.7     54.0±11.7 1.842 0.065b

a四格表χ2检验; bMann-Whitney U检验.

表  2  Hardy-Weinberg遗传平衡检验

     
分组

         Hardy-Weinberg

 χ2值         P值

丙型肝炎患者组 0.26  0.5<P<0.75

健康对照组 0.43  0.5<P<0.75
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图  1  IL-28B rs8099917基因多态性散点图. 
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IFN信号途径相似, IL-28/29与受体结合后, 启动

信号级联反应, 经过多步磷酸化反应, 激活JAK-
STAT信号通路, 导致干扰素激活基因因子3复合

物(IFN stimulated gene factor 3 complex, ISGF3)
与干扰素激活反应元件(IFN stimulated response 
element, ISRE)相互作用, 从而调节基因的转录, 
最终发挥抗病毒效应[10]. 有实验已经证明IFN-
λs在体内体外均能发挥抗病毒的作用[13-15]. 虽然

rs8099917基因多态性在抗HCV感染中的具体机

制还不明确, 有研究发现rs8099917 G等位基因

与IFN-λ的低表达相关[5,7].
本研究选取的健康对照人群与慢性丙型

肝炎患者在年龄和性别上均没有明显差异(均
P >0.05), 并且同为天津地区汉族人群, 因此可以

排除性别、年龄、民族对HCV感染易感性的干

扰. 本研究发现, rs8099917基因型在两组的分布

存在明显差异. 健康人群TT基因型频率(91.0%)
高于丙型肝炎患者(84.8%), 而TG/GG基因型频

率(9.0%)明显低于丙型肝炎患者(15.2%). 同样, 
研究还发现丙型肝炎患者G等位基因频率(7.8%)
高于健康人群(4.7%). 由此可以推测, TG/GG基因

型人群比TT更易发展为慢性HCV感染, G为HCV
持续感染的风险等位基因. IL-28B rs8099917基
因多态性与HCV感染易感性相关联.

之前的学者在研究IL-28B rs8099917基因

多态性与丙型肝炎相关性时, 多关注HCV自然

清除和基于干扰素治疗的病毒清除, 较少与健

康人群对照, 关注丙型肝炎易感性. Rauch等[4]

研究了欧洲1 015名慢性丙型肝炎患者和347名
HCV自然清除患者, 发现与rs8099917 TT基因

型相比, TG(OR  = 2.24, 95%CI: 1.63-3.07; P  = 
6.63×10-7)和GG(OR  = 6.02, 95%CI: 2.10-17.21; 
P  = 8.10×10-4)发展为慢性丙型肝炎的风险更

高. Ochi等[16]研究发现, 在1b型HCV感染的日

本丙型肝炎患者中, T等位基因频率明显低于健

康人(86.8% vs  91.7%; P  = 2.9×10-3). 然而这种

差异在日本2a型HCV感染者中却不明显(89.9% 
vs  91.7%; P  = 0.41). 与1型HCV感染者相比, 2型
HCV丙型肝炎患者保护等位基因频率较高, 风
险等位基因频率较低[16]. 由此判断, 由于亚洲

2型H C V患者与健康人群基因型分布很接近, 
rs8099917与2型HCV感染易感性的关联可能不

显著. 与本研究的发现不同, Chen等[17]在台湾人

群中的研究发现, 台湾健康男性GG基因型频率

是男性慢性丙型肝炎患者的21.5倍. 是否存在其

他作用更强的宿主基因影响HCV感染, 还需要

进一步研究.
此外, 本研究还比较了中国汉族与其他民

族慢性丙型肝炎患者rs8099917基因型分布的差

异. 本研究发现, 在亚洲一些国家或地区中, 中

■创新盘点
本研究检测了天
津 地 区 慢 性 丙
型 肝 炎 患 者 和
健康人群IL-28B 
r s 8 0 9 9 9 1 7 基 因
型和等位基因的
分 布 情 况 ,  发 现
中国人群IL-28B 
rs8099917基因多
态性与HCV感染
易感性相关联, G
为HCV感染的风
险等位基因.

表  3  rs8099917基因型、等位基因在慢性丙型肝炎患者和健康人群中的分布 n (%)

     健康人群(n  = 244) 丙型肝炎患者(n  = 263)     OR (95%CI) χ2值 P 值

rs8099917基因型

  TT       222(91.0)        223(84.8)             1

  TG          21(8.6)          39(14.8)

  GG            1(0.4)             1(0.4)

  TG/GG         22(9.0)          40(15.2) 1.810(1.042-3.145) 4.522 0.033

rs8099917等位基因

  T     465(95.3)        485(92.2)              1

  G       23(4.7)          41(7.8) 1.709(1.010-2.893) 4.065 0.044

表  4  分析中国丙型肝炎患者rs8099917基因型频率与其他民族的差异 (%)

     
民族

                      Rs8099917
χ2值  P值

  TT   TG GG

欧洲[4] 58.0 37.0 5.0 64.6 0.000

日本[19] 70.4 28.2 1.4 16.2 0.000

韩国[18] 86.2 12.3 1.5 0.08 0.783

台湾[17] 89.6 10.3 0.1 4.25 0.039

中国 84.8 14.8 0.4    -    -
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国丙型肝炎患者rs8099917基因型分布与韩国相

似(P  = 0.783), 保护基因型频率介于台湾和日本

之间[17-19]. 日本健康人群TT基因型频率(83.7%)
也低于中国健康人群(91%). 这种差异可能与遗

传基因与环境的长期相互选择有关. 然而在欧

洲丙型肝炎患者中, TT基因型频率为58%[4]. 可
见, 亚洲人群TT基因型频率高于白种人, 这种现

象也许可以在某种程度上解释亚洲丙型肝炎患

者抗病毒治疗应答效果好于白种人的原因[20].
总之, IL-28B rs8099917基因多态性与中国

慢性丙型肝炎感染的易感性相关, G等位基因

可能增加HCV持续感染的风险. 这些发现可能

有助于预测HCV感染的风险, 使部分易感人群

在一定程度上加强对HCV的预防. IL-28B在抗

HCV感染中的具体机制仍然是未来研究的重点.
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Abstract
AIM: To explore the safety and feasibility of 
endoscopy-assisted laparoscopic resection of 
gastrointestinal stromal tumors. 

METHODS: The clinical data for 95 patients who 
underwent resection of gastrointestinal stromal 
tumors by endoscopy-assisted laparoscopic tech-
nique, pure laparoscopic technique or traditional 
open surgery in the Digestive Medical Center of 
the Second Affiliated Hospital of Nanjing Medical 
University from 2008 to 2012 were analyzed retro-
spectively. The operative time, blood loss, time to 
postoperative recovery of gastrointestinal function, 
time to ambulation and postoperative length of hos-
pital stay were compared between different groups. 

RESULTS: All surgeries were completed suc-

cessfully without death or postoperative com-
plications. None of recurrence or metastasis was 
found. The operative time was 63.0 min ± 7.8 
min, 81.6 min ± 6.0 min and 134.9 min ± 12.9 min 
in the endoscopy-assisted laparoscopy group, 
pure laparoscopy group and open surgery 
group, respectively; the blood loss was 24.5 mL 
± 4.6 mL, 27.1 mL ± 7.1 mL and 112.4 mL ± 22.5 
mL; the time to recovery of gastrointestinal func-
tion was 33.4 h ± 2.7 h, 34.6 h ± 5.2 h and 36.9 h 
± 3.2 h; the time to ambulation was 37.1 h ± 4.8 
h, 38.0 h ± 3.7 h and 48.6 h ± 4.0 h; and the post-
operative length of hospital stay was 7.8 d ± 1.4 
d, 8.1 d ± 1.2 d and 9.4 d ± 1.8 d. The operative 
time was significantly lower in the endoscopy-
assisted laparoscopy group than in the pure lap-
aroscopy group (P = 0.000). The operative time, 
blood loss, time to recovery of gastrointestinal 
function, time to ambulation and postoperative 
length of hospital stay were significantly lower 
in the endoscopy-assisted laparoscopy group 
than in the open surgery group (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Endoscopy-assisted laparos-
copy is a safe and feasible technique for treat-
ing gastrointestinal stromal tumors. It has the 
advantages of minimal invasiveness, accurate 
positioning, and rapid postoperative recovery. 
The short-term effect of endoscopy-assisted 
laparoscopy in managing gastrointestinal stro-
mal tumors is satisfactory, while the long-term 
results remain to be investigated.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Endoscopy; Laparoscopy; Gastrointesti-
nal stromal tumors; Minimally invasive
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CY. Endoscopy-assisted laparoscopic management of 
gastrointestinal stromal tumors: An analysis of 20 cases. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(2): 188-192

摘要
目的: 探讨内镜辅助腹腔镜(双镜联合)下切除
胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors, 
GISTs)的安全性、可行性.  

■背景资料
胃 肠 道 间 质 瘤
(GISTs)是消化系
起源于中胚层组
织的间叶性肿瘤, 
大部分发生于胃, 
最常见的症状为
消化道出血、腹
部隐痛、腹胀等
不适. 随着微创外
科的发展, 其治疗
方法也在不断的
更新, 双镜联合技
术则应运而生, 为
胃肠道的间质瘤
的微创治疗提供
了新的思路和治
疗手段. 
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■研发前沿
双镜联合作为一
项新兴的微创外
科 技 术 ,  能 提 高
手 术 疗 效 ,  保 证
手 术 安 全 .  具 有
安全、准确、快
速、微创等优点, 
而且有着较低的
术后并发症发生
率及复发率.

方法: 回顾性分析南京医科大学第二附属医
院消化医学中心2008-2012采用双镜联合、单
纯腹腔镜及传统开腹手术治疗GISTs共95例, 
比较3组治疗手术时间、术中出血量、术后胃
肠道功能恢复时间、术后下床活动时间及术
后住院日.  

结果: 所有手术均顺利完成, 无死亡及并发症. 
随访至今无复发. 其中双镜联合组、腹腔镜组
及开腹组手术时间分别为63.0 min±7.8 min、
81.6 min±6.0 min、134.9 min±12.9 min, 术
中出血量为24.5 mL±4.6 mL、27.1 mL±7.1 
mL、112.4 mL±22.5 mL, 术后胃肠道功能
恢复时间33.4 h±2.7 h、34.6 h±5.2 h、36.9 
h±3.2 h, 术后下床活动时间37.1 h±4.8 h、
38.0 h±3.7 h、48.6 h±4.0h, 术后住院日7.8 d
±1.4 d、8.1 d±1.2 d、9.4 d±1.8 d. 其中双镜
联合组手术时间显著低于腹腔镜(P  = 0.000), 
双镜联合组手术时间、术中出血量、术后胃
肠道功能恢复时间、术后下床时间术后住院
日显著低于开腹组(均P <0.05) .  

结论: 内镜辅助腹腔镜下的双镜联合手术治
疗GISTs是安全可行的, 具有定位准确、创伤
小, 术后恢复快等优点, 符合微创治疗思路. 近
期疗效令人满意, 远期结果有待进一步观察.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

腹腔镜与内镜联合手术(即双镜联合)是近年来

出现的微创外科技术, 该技术取长补短, 充分发

挥各自的优势, 将微创外科拓展至新的领域. 目
前腹腔镜联合胃镜或者肠镜治疗胃肠道黏膜下

病变在技术上已日趋成熟, 并取得了良好的效

果. 本文将我院2008-2012采用内镜辅助腹腔镜

下治疗胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tu-
mors, GISTs)与单纯的腹腔镜及传统的开腹手术

治疗做一比较, 探讨双镜联合治疗GISTs的安全

性与可靠性.   

1  材料和方法

1.1 材料 我院2008-2012共治疗胃肠道黏膜下隆

起性病变143例. 排除瘤体体积过大(>100 cm3)
9例, 过小者(<1 cm3)12例, 另排除脂肪瘤27例, 
GISTs共95例, 男38例, 女57例. 采用双镜联合组治

疗20例, 采用单纯腹腔镜治疗34例, 传统开腹治

疗41例. 患者一般临床资料如年龄、性别及肿块

的部位及大小等方面均具有可比性(表1, 2).  
1.2 方法腹腔镜组与开腹组术前准备相同, 手术

在全麻下进行.  
1.2.1 双镜联合: 内镜定位腹腔镜胃、肠腔外

部分切除术: 常规五孔法进镜, 气腹维持12-14 
mmHg. 术中内镜检查, 确定瘤体位置(图1), 使用

美兰沿病变外缘注射1 wk. 腹腔镜下病变周围浆

膜可见蓝色印记, 提起肿块, 以Endo-GIA沿美兰

标志处行锲行切除, 缝合加强闭合处.  
1.2.2 单纯腹腔镜手术: 采用常规腹腔镜下切除

手术.  
1.2.3 传统开腹手术: 采用传统开腹手术.  
1.2.4 观察指标: 观察(1)术中指标: 术中手术时

间、术中出血量; (2)术后恢复指标: 术后胃肠

道功能恢复时间、术后下床活动时间、术后住

院日.  
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行统

计分析, 均数检验采用t检验, 率的检验采用χ2检

验. 检验水准α = 0.05, P <0.05为差别有统计学

意义.   

2  结果  

双镜联合组、腹腔镜组及开腹组手术时间分别

为63.0 min±7.8 min、81.6 min±6.0 min、134.9 
min±12.9 min, 术中出血量为24.5 mL±4.6 
mL、27.1 mL±7.1 mL、112.4 mL±22.5 mL, 术
后胃肠道功能恢复时间33.4 h±2.7 h、34.6 h±
5.2 h、36.9 h±3.2 h, 术后下床活动时间37.1 h±
4.8 h、38.0 h±3.7 h、48.6 h±4.0 h, 术后住院日

7.8 d±1.4 d、8.1 d±1.2 d、9.4 d±1.8 d. 其中

图  1  胃镜下示瘤体位于胃底小弯侧.

■相关报道
目前已有内镜辅
助腹腔镜下行胃
腔 外 锲 形 切 除
术、经胃腔肿瘤
外翻切除术、胃
部分切除术及腹
腔镜辅助下内镜
下GISTs切除术等
病例报道. 
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双镜联合组手术时间显著低于腹腔镜(P  = 0.000, 
表3), 双镜联合组手术时间、术中出血量、术后

胃肠道功能恢复时间、术后下床时间术后住院

日显著低于开腹组(均P <0.05, 表4). 各组术后均

无死亡及并发症, 随访至今无复发.  

3  讨论 

GISTs是消化系起源于中胚层组织的间叶性肿

瘤[1], 具有非定向分化和潜在恶性的特点[2], 临床

较为少见, 可发生在食道至肛门的任何部位, 其
中60%-70%的GISTs发生于胃, 约占全部胃肿瘤

的2%[3,4]. GISTs以中老年多见, 无性别倾向[5], 起
病隐匿, 早期通常无症状, 主要与肿瘤大小和部

位有关, 最常见的症状为消化道出血、腹部隐

痛、腹胀等不适[6]等. 通过普通胃镜及影像学

检查诊断困难[7], 内镜超声(endoscopic ultraso-
nography, EUS)检查可精确地探查肿瘤的起源

层次、体积大小、边界、周围淋巴结及回声方

式, 使GSTs的诊断符合率明显提升, 并且可以为

手术方案的制定提供有力的保证[8]. EUS消化道

管壁显示为5层结构, 由内向外依次为黏膜界面

和黏膜浅层(高回声)→黏膜肌层(低回声)→黏膜

下层(高回声)→固有肌层(低回声)→浆膜层(高

回声). 胃间质瘤显示为位于第4或第2层的圆形

或椭圆形低回声团块, 内部回声均匀, 边界清楚

(图2). 内镜超声引导的细针穿刺活检术(EUS-
FNA), 进行特征性的免疫组织化学检查，其特

点是肿瘤细胞CD117和CD34染色阳性[9,10], 可提

高诊断的准确率, 并有助于术前判定危险程度

和预后. 我院行EUS检查, 术前确诊27例.  
因GISTs扩散途径主要是血行转移及直接

侵犯, 较少发生淋巴结转移[11,12], 且对放疗与化

疗均不敏感, 所以手术治疗是首选, 且一般不需

作淋巴结清扫[12]. 手术总的原则是: (1)肿瘤完

整的整块切除; (2)最大限度保留正常胃壁组织; 
(3)最少的手术污染; (4)胃腔道狭窄. 目前GISTs
的手术治疗方法包括: 内镜黏膜下剥离术(endo-
scopic submucosal dissection, ESD)、腹腔镜下

切除术、开腹手术及近年兴起的双镜联合(腹腔

镜联合胃镜或肠镜)治疗[13]. 单纯内镜或者腹腔

镜治疗均有其各自局限性, 单纯的内镜下治疗

的局限性为: (1)对于体积较大(直径>5 cm)GIST, 
内镜治疗很难进行操作; (2)由于GIST大多起源

于固有肌层, 只有少数起源于黏膜肌层, 且血管

丰富, 内镜下安全而完整切除肿瘤难度较大; (3)
内镜治疗通常依靠能量切割完成, 但很难找到

表  1  双镜联合与单纯腹腔镜组的一般资料比较

     一般情况 双镜联合组(n  = 20) 单纯腹腔镜组(n  = 34)  统计值  P值

年龄(岁)        64.4±6.4         60.9±12.2  t = 1.169 0.248

性别n(%) χ2 = 0.007 0.932

  男         8(40.0)          14(41.2)  

  女        12(60.0)          20(58.8)               

部位 χ2 = 0.002 0.964

  胃        14(70)          24(70.6)  

  肠道          6(30)          10(29.4)           

  瘤体大小(cm3)        35.6±13.4         36.8±18.4  t = -0.269 0.789      

表  2  双镜联合与传统开腹组的一般资料比较

     一般情况 双镜联合组(n  = 20) 传统开腹组(n  = 41)  统计值   P值

年龄(岁)      64.4±6.4       60.4±13.0 t  = 1.222 0.226

性别n(%) χ2 = 0.005 0.942

  男         8(60)         16(39.0)  

  女       12(40)         25(61.0) 

部位 χ2 = 0.475 0.491

  胃       14(70)         25(61.0) 

  肠道         6(30)         16(39.0)         

  瘤体大小(cm3)   35.6±13.4         37.2±18.6 t  = -0.362 0.728  

■创新盘点
本文研究发现双
镜联合技术具有
安全、准确、快
速、微创等优点, 
为GISTs的微创治
疗提供了新的思
路和治疗手段. 
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能量切割的平衡点, 易造成能量过大或过小, 所
以发生并发症如出血、穿孔等风险相对较高, 
这也是导致中转开腹手术的主要原因[13], 且内

镜直视下难以全面判断胃GIST的浸润深度, 有
切除范围不足及切缘阳性的可能. 我院因内镜

下治疗发生剥离不全而转为腹腔镜切除的1例, 
因术中瘤体侵犯较深而转腹腔镜胃部分切除的

病例3例. 单纯腹腔镜手术的主要局限性为: (1)
由于腹腔镜手术缺乏手的“触觉反馈”, 对腔

内型特别是瘤体较小胃GIST患者, 单独使用该

技术时对肿瘤的定位比较困难; (2)对于接近贲

门处的GIST行腹腔镜切除时可能会造成术后贲

门部狭窄. 本文通过我院采取的内镜辅助腹腔镜

治疗GISTs的分析显示, 双镜联合较单纯腹腔镜

手术时间显著缩短, 余无显著差异, 这与内镜辅

助腹腔镜术中定位快速、准确有关. 因此毫无疑

问, 双镜联合的优势明显, 是未来发展的趋势[14].  
双镜联合治疗可分2种形式: 腹腔镜辅助

内镜手术(laparoscopy-assisted endoscopic tech-

nique, LAET)和内镜辅助腹腔镜手术(endoscop-
ic-assisted laparo-scopictechnique, EALT). 本文

讨论内镜辅助腹腔镜手术: 即经内镜引导对肿

瘤病灶定位, 在腹腔镜下行切除术. 其中EALT又
可分为: 内镜辅助楔形切除(endoscopy-assisted 
wedge resection, EAWR)、内镜辅助经胃切除

(endoscopy-assisted transgastric resection, EATR)
和内镜辅助腹腔镜非切除性手术. (1)腹腔镜胃

腔外胃部分切除术, 主要适用于胃底近大弯侧

或胃体前壁、后壁近大弯侧的病灶, 采用楔形

胃部分切除方式; 靠近幽门管及贲门部的胃壁

肿瘤, 行肿瘤切除加胃壁切口缝合术; (2)腹腔镜

胃腔内胃部分切除术, 适用于胃后壁近小弯侧

的病灶, 特别是腔内型有亚蒂的肿瘤, 可经胃前

壁造口将肿瘤切除, 或腹腔镜下胃腔内肿瘤切

除; (3)腹腔镜下近端或远端胃部分切除术, 适用

于贲门下方或幽门管附近的肿瘤; (4)内镜辅助

腹腔镜非切除性手术: 适用于需要内镜辅助的

非切除性手术, 包括腹腔镜胃底折叠术、腹腔

镜袖状切除术、腹腔镜胃转流术等. 本文中对

于GISTs患者使用双镜联合治疗, 其突出的优点

体现在术中快速定位, 手术安全、准确, 避免出

现胃肠道的狭窄, 且患者手术时间有显著提高.  
双镜联合能提高手术疗效, 保证手术安全. 

作为一项新兴的微创外科技术, 双镜联合在治

疗胃肠道良性肿瘤中具有极高的应用价值, 带
给患者的创伤比传统开腹手术小得多 ,  安全

性、准确性比普通腹腔镜手术更高, 应用范围比

普通消化内镜更广, 具有安全、准确、快速、微

创等优点[15], 而且有着较低的术后并发症发生率

■应用要点
本文将内镜辅助
腹腔下切除GISTs
与单纯的腹腔镜
下切除 G I S Ts 进
行全面系统的比
较, 证实在保证安
全的前提下, 双镜
联合治疗具有准
确、快速等优点, 
而且有着较低的
术后并发症发生
率及复发率, 值得
推广. 

表  3  双镜联合与单纯腹腔镜组术中及术后参数比较

     分组 手术时间(min) 术中出血量(mL) 术后胃肠功能恢复时间(h) 术后下床时间(h) 术后住院日(d)

双镜联合组  63.0±7.8    24.5±4.6              33.4±2.7        37.1±4.8       7.8±1.4       

单纯腹腔镜组  81.6±6.0    27.1±7.1              34.6±5.2        38.0±3.7       8.1±1.2          

t   -9.281      -1.483               -0.930          -0.800        -1.071

P值     0.000        0.144                 0.357            0.428          0.289               

表  4  双镜联合与传统开腹组术中及术后参数比较

     分组 手术时间(min) 术中出血量(mL) 术后胃肠功能恢复时间(h) 术后下床时间(h) 术后住院日(d)

双镜联合组    63.0±7.8     24.5±4.6              33.4±2.7      37.1±4.8     7.8±1.4     

传统开腹组  134.9±12.9   112.4±22.5              36.9±3.2      48.6±4.0     9.4±1.8        

t    -22.928     -17.234                -4.212        -9.924     -3.591  

P值        0.000          0.000                   0.000          0.000       0.001             

图  2  超声内镜示瘤体位于固有肌层.
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及复发率[16]. 双镜联合技术也为胃肠道的良性疾

病的微创治疗提供了新的思路和治疗手段. 相信

随着国内外临床外科医师的不断探索和实践, 双
镜联合技术会有无比广阔的应用前景.  
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Abstract 
Combination therapy with peginterferon alfa-2a 
plus ribavirin is the most efficacious treatment 
for hepatitis C. There have been few reports on 
antiviral therapy of hepatitis C in patients with 
hemophilia patients. This paper reports two cas-
es of chronic hepatitis C with haemophilia that 
were managed by antiviral therapy. Satisfactory 
therapeutic effects were achieved in both cases.
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摘要
聚乙二醇干扰素联合利巴韦林是最有效的抗
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)治疗方

案. 对于合并血友病的慢性丙型肝炎的抗病毒
治疗鲜见国内文献报道. 本文报道2例丙型肝
炎合并血友病患者, 经给予HCV治疗疗效满
意, 现报道如下.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

血友病患者需要反复输注血制品防治出血, 因
此感染肝炎病毒的几率较大. 近年来, 随着丙型

肝炎知识的普及, 越来越多的感染丙型肝炎病

毒(hepatitis C virus, HCV)的血友病患者被发现, 
我国多位学者曾对血友病患者中HCV感染情况

进行调查, 结果显示血友病患者中抗-HCV阳性

率为8.82%-35.60%[1-4]. 国内文献对于丙型肝炎

合并血友病患者的抗病毒治疗鲜有报道, 我科

对2例慢性丙型肝炎合并血友病患者进行聚乙

二醇干扰素α-2a(Peg IFNα-2a)联合利巴韦林进

行治疗, 报道如下. 

1  病例报告 

例1: 男, 28岁, 因“查体发现抗-HCV阳性7 mo”
入院. 出生8 mo时确诊为血友病甲, 幼年剧烈运

动后时有关节腔、皮下出血, 间断输注八因子

治疗, 7 mo前查体发现抗-HCV阳性收入院. 入
院后体格检查: 右膝关节畸形, 活动受限, 余无

异常. 查血常规正常. 凝血指标: PT: 15 s, 活化部

分凝血活酶时间(activated partial thromboplastin 
time, APTT): 47 s. 病毒分型: 抗-HCV阳性, HB-
sAg、抗-HIV、抗HAV-IgM、抗HEV-IgM均阴

性. HCVRNA定量为3.6×105 copies/mL阳性, 

■背景资料
血友病患者由于
需 要 反 复 输 注
血 制 品 ,  有 较 高
的丙型肝炎病毒
(HCV)感染率. 慢
性丙型肝炎合并
血友病患者及时
抗病毒治疗, 可延
长患者生存期, 提
高 生 活 质 量 .  目
前, 由于患者认识
不够, 医患对于干
扰素给药途径的
顾虑, 国内有关慢
性丙型肝炎合并
血友病患者抗病
毒治疗报道较少. 
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合利巴韦林是最
有效的抗病毒治
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友病患者进行抗
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HCV 2a基因型, 肝功能检查: 丙氨酸氨基转移酶

(alanine transaminase, ALT): 89 U/L, 谷草转氨酶

(aspartate aminotransferase, AST): 69 U/L, 总胆

红素(total bilirubin,TBIL): 8 μmol/L. 腹部彩超: 
肝胆脾胰未见异常. 诊断: (1)慢性丙型肝炎; (2)
甲型血友病. 给予Peg IFNα-2a(135 μg/wk)和利

巴韦林(300 mg 3次/d)抗病毒治疗. 4 wk后复查

HCVRNA<500 copies/mL, 肝功能正常, 后3 mo
检测HVCRNA均阴性, 肝功能持续正常, 继续原

方案治疗至1年停药. 停药后随访半年, HCVR-
NA阴性. 治疗期间, 曾因护士注射不当, 造成腹

部皮下血肿, 后经对症处理, 历时2 mo余完全自

行吸收. 嘱护士更换注射部位, 规范操作, 未影

响干扰素的应用. 
例2: 男, 40岁, 因“查体发现抗-HCV阳性1 

mo”入院. 2岁时确诊为血友病乙, 幼年时有关

节腔、皮下、肌肉出血, 成年后活动量大时可

有关节腔出血, 间断应用九因子治疗, 1 mo前查

体发现抗-HCV阳性入院. 入院后体格检查: 左膝

关节及右肘关节畸形, 活动受限, 余无异常. 查
血常规正常, 凝血指标PT: 18 s, APTT: 75 s, 病毒

分型: 抗-HCV阳性、HBsAg、抗-HIV、抗HAV-
IgM、抗HEV-IgM均阴性. HCVRNA定量为7.6
×107 copies/mL阳性, HCV 2a基因型, 肝功能检

查: ALT: 78 U/L, AST: 43 U/L, TBIL: 11 μmol/L. 
腹部彩超: 肝胆脾胰未见异常. 诊断: (1)慢性丙

型肝炎; (2)乙型血友病. 给予Peg IFNα-2a(180 
μg/wk)和利巴韦林(300 mg, 3次/d)抗病毒治疗. 
4 wk后复查HCVRNA<500 copies/mL, 肝功能正

常. 3 mo时复查HCVRNA仍为阴性, 其粒细胞、

血小板下降显著(白细胞最低降至2.1×109/L, 中
性粒细胞最低为0.9×109/L, 血小板最低降至6×
109/L), 予以Peg IFNα-2a调整剂量为135 μg/wk, 
利巴韦林继续原剂量. 6 mo时查HCVRNA阴性

停药. 治疗期间, 患者间断自行输注九因子治疗, 
未出现自发性出血的情况. 

2  讨论 

HCV的慢性感染, 可导致肝脏慢性炎症和纤维

化, 部分发展为肝硬化, 甚至肝癌. 因此, 对于慢

性丙型肝炎合并血友病患者, 及时进行抗病毒

治疗抑制病毒复制, 可延缓病情进展、延长患

者生存期、提高生活质量. 国外有学者报道: 干
扰素治疗丙型肝炎合并血友病患者, SVR达到

14%, 而干扰素不良反应的情况发生与普通丙型

肝炎患者反应是相似的[5,6]. 对于国内接受抗病

毒治疗的患者较少的原因, 考虑可能与患者对

于丙型肝炎的认识不足以及干扰素的给药途径

给医患都带来一定的顾虑有关. 
对于这2例患者的抗病毒治疗的最终疗效

是令人满意的. 我们临床体会如下:  (1)对于有条

件的慢性丙型肝炎合并血友病患者是可以应用

干扰素进行抗HCV治疗的, 干扰素的反应和普

通丙型肝炎患者相似, 干扰素的使用不影响血

友病; (2)进行抗病毒治疗之前须进行常规检查, 
还需结合血友病自身的特点需要详细询问出血

病史, 对于脑出血后继发癫痫者需要慎重; (3)对
医护人员, 尤其在传染科或专科医院, 需要加强

对血友病知识的宣教, 提高警惕; (4)在抗病毒治

疗进行中, 需要加强护理, 规范操作, 保证医疗

安全, 如例1属血友病病情轻微者, 平时可从事

轻体力活动而不致自发出血, 但是由于护士注

射干扰素不规范, 造成了皮下血肿; (5)抗病毒治

疗中, 除对临床情况和病毒学指进行标检测外, 
还需要定期进行凝血因子含量和凝血时间, 并
须备有一定量的凝血因子; (6)干扰素的应用能

否促进HCV基因型改变和八/九因子抗体的产生

尚无定论. 故对于干扰素的剂量和疗程的制订, 
应在保证疗效的情况下, 减小药物剂量和缩短

疗程; (7)研发抗HCV的口服药将会造福丙型肝

炎合并血友病患者. 
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Abstract
Primary biliary cirrhosis associated with sys-
temic sclerosis is a rare clinical entity. Here we 
report such a case in a 58-year-old woman. She 
was diagnosed with localized cutaneous system-
ic sclerosis seven years ago. She was admitted 
to our hospital because of abdominal distention 
and fatigue and diagnosed with primary bili-
ary cirrhosis. Our case suggests that attention 
should be paid to primary biliary cirrhosis-
systemic sclerosis overlap syndrome.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
原发性胆汁性肝硬化合并系统性硬化症, 临床

少见. 本例患者7年前诊为局限型系统性硬化
症, 现因腹胀、乏力入院后诊为原发性胆汁性
肝硬化, 现报道如下. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

原发性胆汁性肝硬化合并局限性皮肤型系统

性硬化症临床少见, 现将我科收治1例患者报

道如下.  

1  病例报告

女, 58岁, 主因“间断乏力、腹胀8 mo, 加重1 wk”
入院. 患者8 mo前出现乏力、腹胀, 入当地医院

查B超示肝硬化、脾大、腹水(图1). 服用复方

甘草酸苷片、护肝片等药物治疗, 具体不详, 症
状无缓解. 1 wk前腹胀加重, 为进一步诊治来我

院. 病程中纳差, 偶有皮肤瘙痒, 近期体质量较

前增加约3 kg. 7年前在天津医科大学总医院诊

为局限性皮肤型系统性硬化症, 间断使用外用

药物治疗, 具体成分不详, 控制可. 入院体检: 神
清, 巩膜无黄染, 心肺(-), 腹膨隆, 无腹壁静脉曲

张, 中上腹局部皮肤红白相间, 质硬, 轻压痛, 呈
带状分布. 剑突下轻压痛, 肝肋下未触及, 脾肋

下3横指, 移动性浊音阳性. 血常规: WBC: 2.46
×109/L, RBC: 3.20×1012/L, Hb: 101 g/L, PLT: 
44×109/L. 尿常规、大便常规+潜血均正常. 生
化: TBIL: 21.0 μmol/L, DBIL: 12.4 μmol/L, GLB: 
28.8 g/L, ALB: 26.4 g/L, ALT: 50 U/L, AST: 117 
U/L, ALP: 792 U/L, γ-GT: 350 U/L, ChE: 3 552 U/
L, TC: 5.55 mmol/L. CA199: 162.7 U/mL, AFP、
CEA、CA724、CA125均正常. ESR: 37 mm/h. 
hsCRP: 8.06 mg/L. 甲状腺功能: 正常. ANA: 
阳性(1∶1 000), AMA: 阳性(1∶1 000)AMA-
M2(IgG): 593.50 RU/mL. 抗着丝点抗体: 1∶

■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化、系统性硬
化症均为临床少
见自身免疫系统
疾病. 通过本病例
报道有助于临床
工作者提高对此
重叠综合征的重
视, 做到早诊断、
早治疗.
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■研发前沿
原发性胆汁性肝
硬化患者目前可
通过肝脏病理活
检或AMA-M2检
查 进 一 步 明 确 , 
但本病常伴随其
他自身免疫系统
疾 病 ,  如 干 燥 综
合征、系统性硬
化 症 等 ,  对 于 此
类重叠综合征的
早 期 诊 治 ,  值 得
临床进一步研究. 
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1 000. SMA、LKM、LSP、APCA、ANCA、

Sp100、gp210、LC1、SLA/LP、抗RNP、抗

SSA、抗SSB、抗Sm、抗Scl-70、抗dsDNA、

抗Jo-L均阴性. 巨细胞病毒、EB病毒、乙肝、

丙肝病毒学检查阴性. 肺CT: 双肺未见异常. 胃
镜: 食管静脉曲张、糜烂性胃炎、十二指肠球

炎(图2). 诊断原发性胆汁性肝硬化、脾功能亢

进、食管静脉曲张、糜烂性胃炎、十二指肠球

炎、局限性皮肤型系统性硬化症, 予熊去氧胆

酸、甘草酸二胺、还原型谷胱甘肽等药物治疗, 
同时住院期间予补充白蛋白、抽腹水等治疗. 3
周后患者肝功能: TBIL: 17.2 μmol/L, DBIL: 10.0 
μmol/L, ALB: 31.3 g/L, ALT: 24 U/L, AST: 41 U/
L, ALP: 485 U/L, γ-GT: 154 U/L, ChE: 3 619 U/L. 
患者症状好转出院. 瞩其定期复诊, 继续服用熊

去氧胆酸等药物治疗. 

2  讨论

原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis, 
PBC)属于自身免疫性肝病, 多见于中年女性, 发
病隐匿, 症状期典型症状是乏力和瘙痒, 还可伴

厌食、皮肤色素沉着、脂肪泻和干燥综合征. 
本患者有胆汁淤积的生化学证据, AMA-M2阳
性, 根据2009年AASLD制定的标准诊断PBC[1]. 
系统性硬化症(systemic sclerosis, SSc)是一种

以局限性或弥漫性皮肤增厚和纤维化为特征

的结缔组织病, 可与多种自身免疫病重叠. 随
着对疾病认识的提高和早期临床检查手段出

现, 对于PBC合并SSc的报道逐渐增多. 国外关

于PBC的两项研究显示, PBC患者中合并SSc达
到7.4%-8.0%[2,3]. 所以对于PBC患者应注意检

查ACA等自身抗体, 同时仔细询问病史(雷诺现

象、消化系症状)和查体(毛细血管扩张、软组

织钙化、硬指), 以便于早期发现SSc. 同样相对

于SSc患者应注意肝功能、AMA-M2的检查, 必
要时肝穿刺活检以免漏诊无症状的早期PBC患

者. 本患者7年前诊断SSc, 现入院时已处于肝功

能失代偿期, 预后不良, 故本重叠综合征应引起

临床医师足够的重视. 
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PBC部分亦具体
阐述了本病的诊
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图  1  B超示肝硬化、脾大、腹水.

图  2  胃镜示食管静脉曲张.
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导本领域胃肠病学和肝病学实践的重要学术性期

刊, 提高消化系疾病的诊断和治疗水平.
《世界华人消化杂志》由百世登出版集团

有限公司(Baishideng Publishing Group, BPG)主
办和出版的一份印刷版, 电子版和网络版三种

版本的学术类核心期刊, 由北京百世登生物医

学科技有限公司生产制作, 所刊载的全部文章存

储在《世界华人消化杂志》网站上. OAJ最大的

优点是出版快捷, 一次性缴纳出版费, 不受版面

和彩色图片限制, 作者文章在更大的空间内得

到传播, 全球读者免费获取全文PDF版本, 网络

版本和电子期刊. 论文出版后, 作者可获得高质

量PDF, 包括封面、编委会成员名单、目次、正

文和封底, 作为稿酬, 样刊两本. BPG拥有专业的

编辑团队, 涵盖科学编辑、语言编辑和电子编

辑.目前编辑和出版42种临床医学OAJ期刊, 其中

英文版41种, 具备国际一流的编辑与出版水平.
《世界华人消化杂志》被《中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)》,  《中文核心期

刊要目总览(2011年版)》, 《Chemical Abstracts》, 
《EMBASE/Excerpta Medica》, 《Abstracts 
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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

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

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

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子

1-2
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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

病研究所.
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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 . 1 1  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
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角注码号. 如马连生[1]报告……, 潘伯荣等[2-5]认

为……; PCR方法敏感性高[6-7]. 文献序号作正文

叙述时, 用与正文同号的数字并排, 如本实验

方法见文献[8]. 所引参考文献必须以近2-3年
SCIE, PubMed,《中国科技论文统计源期刊》

和《中文核心期刊要目总览》收录的学术类期

刊为准, 通常应只引用与其观点或数据密切相

关的国内外期刊中的最新文献. 期刊: 序号, 作
者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 卷, 起页-止
页, PMID和DOI编号; 书籍: 序号, 作者(列出全

部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-
止页.
5 网络版的发表前链接 本刊即将开始实行网络

版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包
括首次提交的稿件, 同行评议人报告, 作者给审

稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者

可以针对论文、审稿意见和作者的修改情况发

表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改

完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个编

者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程.

4  写作格式实例 
4.1 述评写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/sp.asp
4.2 研究原著写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjyz.asp
4.3 焦点论坛写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/jdlt.asp
4.4 文献综述写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/wxzs.asp
4.5 研究快报写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/yjkb.asp
4.6 临床经验写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/lcjy.asp
4.7 病例报告写作格式实例

http://www.wjgnet.com/1009-3079/blbg.asp

5  投稿方式 
接受在线投稿 ,  不接受其他方式的投稿 ,  如
E-mail、打印稿. 在线投稿网址: http://www.
baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx. 无法在

线提交的通过submission@wjgnet.com, 电话: 
010-8538-1892, 传真: 010-8538-1893寻求帮助. 投

稿须知下载网址http://www.wjgnet.com/1009-3079/
tgxz.pdf. 审稿过程平均时间需要14-28天. 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. 

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

退修稿连同审稿意见、编辑意见发给作者修

改, 而作者必须于15天内将单位介绍信、作者

符合要点承诺书、版权转让信等书面材料电子

版发回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传

至在线办公系统; 逾期寄回, 所造成的问题由

作者承担责任.
6.3 版权 本论文发表后作者享有非专有权, 文
责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集

中汇编出版以及用于宣讲和交流, 但应注明发

表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起
止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂

志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

《世界华人消化杂志》编辑部

北京百世登生物医学科技有限公司

100025, 北京市朝阳区东四环中路62号
远洋国际中心D座903室
电话: 010-8538-1892
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《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、作者和读者作者和读者
利益的最大化, 努
力推进本学科的
繁荣和发展, 向专
业化、特色化和和
品牌化方向迈进.方向迈进.迈进.
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2013年国内国际会议预告

2013-01-24/26
美国临床肿瘤学会胃肠肿瘤(ASCO GI)研讨会
会议地点: 美国旧金山
联系方式: www.gicasym.org

2013-02-10/15
2013年肠道微生物组: 免疫网络效应/法规Keystone Symposia
会议
会议地点: 美国
联系方式: info@keystonesymposia.org

2013-02-09/12 
美国肠外与肠道营养学会(A.S.P.E.N.): 2013临床营养周
(CNW 2013)
会议地点: 美国亚利桑那州凤凰城
联系方式: http://www.nutritioncare.org/ClinicalNutritionW-
eek/index.aspx?id=508

2013-02-22/23 
国立压力性溃疡顾问委员会(NPUAP)全国双年会
会议地点: 美国休斯顿
联系方式: http://www.npuap.org/NPUAPnews-Spring11[1]

2013-02-22/23
迈阿密大学肝胆疾病临床实践会议
会议地点: 美国
联系方式: cme.med.miami.edu/x88.xml 

2013-03-01/31
2013年北京第七届疝和腹壁外科国际学术研讨会
会议地点: 北京
联系方式: zhshfbwkzz@yahoo.com.cn

2013-03-01/04
2013加拿大消化疾病周(CDDW) 
会议地点: 加拿大
联系方式: www.cag-acg.org/cddw 

2013-03-07/10
亚太肝脏研究协会(APASL)第23届会议 
会议地点: 新加坡 
联系方式: www.apaslconference.org

2013-03-15/17 
2013年腹腔镜胃肠外科高峰论坛
会议地点: 深圳市
联系方式: ewancool@hotmail.com

2013-03-14/16 
中部外科学会(CSA)2013年会
会议地点: 美国佛罗里达州阿米莉亚岛
联系方式: http://www.centralsurg.org/meeting/futuremtgs.
html

2013-04-12/14 
2013中国肛肠创新论坛(CICS)
会议地点: 北京市
联系方式: www.crdinnovation.com

2013-04-19/23
2013第2届国际肿瘤学论坛
会议地点: 瑞士
联系方式: cihexpo@163.com

2013-05-23/25
2013第六届世界癌症大会
会议地点: 西安市
联系方式: bithuiyi@163.com

2013-05-20/22
2013年第三届内分泌与代谢大会
会议地点: 西安市
联系方式: nancy@bitconferences.cn

2013-05-31/06-04
2013美国临床肿瘤协会年会
会议地点: 美国芝加哥
联系方式: yangxinxue999@163.com

2013-06-07/09
中国国际肿瘤营养与支持治疗研讨会暨第一届全国肿瘤
营养与支持治疗学术会议
会议地点: 武汉市
联系方式: csonsc@VIP.163.com

2013-06-21/23
 中国消化科学术论坛 
会议地点: 张家界市
联系方式: casgmail@126.com

2013-07-13/14
中华医学会2013年肝病与代谢学术研讨会
会议地点: 银川市
联系方式: lilyjia@163.com

2014-09-26/30
第39届欧洲临床肿瘤学会年会
会议地点: 西班牙
联系方式: http://www.esmo.org/events/madrid-2014-esmo-
congress.html 

2013-10-18/20 
第二十二届亚太抗癌大会
会议地点: 天津市 
联系方式: secretariat@apcc2013.com 
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质量, 在此表示衷心感谢！
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袁建业 副研究员

上海中医药大学附属龙华医院/脾胃病研究所

张志坚 ��教授

福州总医院消化内科

赵刚 ���副教授

协和医院胰腺病研究所
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