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Abstract
AIM: To explore the influence of mesenchymal 
stem cell-derived molecules (MSC-CM) on cyto-
plasmic translocation of HMGB1 in hepatocytes 
in an animal model of acute live failure.

METHODS: D-galactosamine (D-GaIN) and lipo-
polysaccharide (LPS) were used to induce acute 
liver failure in Balb/c mice. BMSCs were cultured, 
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骨髓间充质干细胞分泌因子抑制急性肝衰竭肝细胞HMGB1
的胞浆移位

雷延昌, 梁 青, 罗 盼, 肖影群

®

■背景资料
髓间充质干细胞
分泌因子(mesen-
chymal stem cell-
derived molecules, 
MSC-CM)可以逆
转小鼠急性肝功
能衰竭, 后期炎症
因子高迁移率族
蛋白B1(high mo-
bility group box 1, 
HMGB1)及其肝
细胞内移位在急
性肝衰竭的发生
中有重要作用. 然
而, MSC-CM治疗
急性肝衰竭的机
制尚不十分清楚. 

purified and passaged to 2-3 generations, and the 
medium was replaced with DMEM containing 
0.05% fetal bovine serum. After further culture 
for 24 h, the medium containing MSC-CM was 
obtained. Thirty-six healthy Balb/c mice were 
randomly divided into two groups: an acute liver 
failure group (control group) and a MSC-CM treat-
ment group. The Kaplan-Meier method was used 
for survival analysis. Serum ALT/AST levels were 
measured at different time points, and liver tissue 
pathological examination was performed. Serum 
levels of HMGB1, interleukin-1β (IL-1β), tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), IL-6 and IL-10 were de-
tected by ELISA. HMGB1 expression and cytoplas-
mic translocation in hepatocytes were detected by 
immunohistochemistry.

RESULTS: The survival rate was significantly 
higher in the MSC-CM treatment group than 
in the control group (�9.9% vs 50%, P < 0.05). 
MSC-CM treatment decreased the peak levels 
of AST/ALT at 24 h compared to the control 
group (P < 0.01). Serum levels of HMGB1 at 6, 
12, and 24 h and TNF-α, IL-1β, IL-6 at 24 h were 
also decreased in the MSC-CM treatment group 
(all P < 0.01); however, IL-10 level was increased 
in MSC-CM treatment group (P < 0.01). Inflam-
mation or necrosis in liver tissue and cytoplasm 
translocation of HMGB1 in hepatocytes were 
decreased in the MSC-CM treatment group com-
pared to the control group (both P < 0.01).

CONCLUSION: MSC-CM treatment decreases 
cytoplasm translocation of HMGB1 in hepa-
tocytes and attenuates liver inflammation and 
mortality in acute liver failure.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Mesenchymal stem cell-derived mol-
ecules; High mobility group box 1; Cytoplasm trans-
location; Acute liver failure
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■研发前沿
相 关 研 究 表 明 , 
MSC-CM下调肿瘤肿瘤
坏死因子--α、白白
介素-11β(interleukin, 
I-L-1-1β)、IL-6和上
调抗炎因子IL-10
等抑制过激的炎
症反应, MSC-CM
是否影响肝细胞
HMGB1的细胞内
移位, 值得进一步
探讨.

model of acute live failure. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2013; 21(21): 2009-2015  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/21/2009.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i21.2009

摘要 
目 的 :  骨 髓 间 充 质 干 细 胞 分 泌 的 因 子
(mesenchymal stem cell-derived molecules, 
MSC-CM)对急性肝衰竭小鼠高迁移率族蛋白
B1(high mobility group box 1, HMGB1)肝细胞
胞浆移位和释放的影响. 

方法: D-氨基半乳糖(D-galactosamine, D-GaIN) 
和脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)诱导建立
Balb/c小鼠急性肝衰竭模型; 贴壁筛选法培养
纯化小鼠BMSCs, 传至第2-3代更换0.05%胎
牛血清培养液24 h获得MSC-CM. 36只健康
Balb/c小鼠随机均分为肝衰竭对照组和MSC-
CM治疗组. Kaplan-meier法进行生存分析, 生
化检测1 wk内不同时间点各实验组丙氨酸转
氨酶(alanine aminotransferase, ALT)/谷草转氨
酶(aspartate transaminase, AST), 24 h取肝脏进
行肝脏病理检测. ELISA检测血清HMGB1、
白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)、肿瘤坏死因
子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、IL-6和
IL-10水平, 免疫组织化学分析HMGB1的肝细
胞表达和胞浆移位.

结果: MSC-CM治疗组1 wk生存率为88.9%, 
显著高于对照组的16.7%(P <0.05), MSC-CM
治疗组24 h的ALT/AST峰值显著低于对照
组(P <0.01). MSC-CM治疗组在6、12和24 h 
HMGB1水平以及24 h的TNF-α、IL-1β、IL-6
水平显著低于肝衰竭对照组(P <0.01), 而抗炎
因子IL-10显著高于对照组(P <0.01). MSC-CM
治疗组肝脏炎症坏死和肝细胞HMGB1胞浆移
位较对照组明显减轻.

结论: MSC-CM治疗抑制急性肝衰竭肝细胞
HMGB1胞浆移位和释放, 减轻肝脏炎症反应, 
降低死亡率.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示� 本研究发现, 骨髓间充质干细胞分泌

因子(mesenchymal stem cell-derived molecules)
治疗抑制急性肝衰竭肝细胞高迁移率族蛋白

B-1(high mobility group box 1)胞浆移位和释放, 
减轻肝脏炎症反应, 降低死亡率. 进一步阐明骨

髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem 

cells)治疗急性肝衰竭的分子机制, 具有重要的基

础和临床应用价值.

雷延昌, 梁青, 罗盼, ���. 骨髓间充质干细胞分泌因子抑

制急性肝衰竭肝细胞H M G B1的胞浆移位. 世界华人消化

杂志  2013; 21(21): 2009-2015  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/21/2009.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v21.i21.2009

0  引言

骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BMSCs)具有高度自我更新和多向分

化潜能, 已经用于多种组织器官损伤的修复. 急
性肝衰竭是各种诱因导致肝细胞短期大量坏

死, 出现肝功能严重受损和多脏器功能衰竭的

临床综合症, 病情凶险, 目前的人工肝和抗病毒

护肝综合内科治疗有效降低病死率, 其死亡率

仍高达60%以上, 严重患者除非实施紧急肝移植

无其他特效治疗措施. 因肝移植难以普遍开展,他特效治疗措施. 因肝移植难以普遍开展,特效治疗措施. 因肝移植难以普遍开展, 
BMSCs给急性肝衰竭治疗开辟新的思路. 研究

显示, BMSCs能在特定环境下分化为类肝细胞

样细胞[1-3], 并能够抑制肝脏炎症反应和促进受

损肝脏细胞再生降低肝衰竭动物死亡率[4,5]. 后
来又发现BMSCs分泌的因子(mesenchymal stem 
cell-derived molecules, MSC-CM)可减轻肝衰竭

动物肝细胞坏死, 促进肝细胞再生, 从而提高动

物生存率[6,7], 其作用机制目前知之较少. 高迁移

率族蛋白B-1(high mobility group box 1, HMGBl)
是一种非组蛋白核内结构蛋白, 因比其他促炎他促炎促炎

因子出现相对较晚、持续时间长, 因此被称为

晚期炎症介质[8]. 临床和实验研究表明肝衰竭

时HMGB1水平显著升高, 参与急性肝衰竭的炎

症反应综合症病理生理过程[9-11]. 最近的研究发

现, 脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)刺激肝细胞

HMGB1从胞核转移至胞浆, 发生HMGB1的细

胞内移位, 肝衰竭患者和D-GaIN/LPS动物模型

同样发生HMGB1的肝细胞内移位[12]. 我们前期

的研究发现BMSCs移植降低肝衰竭动物模型血

清HMGB1水平, 提高生存率[13], 其作用机制尚

不明了. 本研究探讨MSC-CM治疗对急性肝衰

竭肝细胞HMGB1胞浆移位的影响, 进一步了解

BMSCs对急性肝衰竭HMGB1释放和参与的炎

症反应的机制, 为BMSCs对抗肝衰竭炎症反应

提供新的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2-3周龄Balb/c小鼠, 体质量10 g±2 g(清
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■相关报道
近来发现, MSC-
CM与骨髓间充质
干细胞(bone mar-
row mesenchymal 
stem cells, BM-
SCs)同样可以逆
转急性肝衰竭, 作
者前期的研究发
现BMSCs抑制急
性肝衰竭HMGB1
水平, 减轻肝脏炎
症反应, 其作用机
制待进一步研究.

洁级)用于MSCs提取和培养上清MSC-CM获取. 
6-8周龄♂Balb/c小鼠, 体质量20 g±2 g, 用于

D-GaIN/LPS诱导急性肝衰竭模型. 上述动物由

南昌大学医学院动物科学部提供, 动物饲养和

处理严格按照美国国立卫生研究院实验动物饲

养和使用指南. 主要试剂及仪器: 胎牛血清、胰

蛋白酶(GIBCO公司, 美国), DMEM低糖培养基

(Hyclone公司, 美国), 细菌脂多糖(Sigma公司, 美
国), D-氨基半乳糖(Solarbio公司, 中国), HMGB1
兔抗鼠单抗(ABGENT公司, 美国), HMGB1和白

介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、IL-6和IL-10
试剂盒(NEB公司, 美国). 
1.2 方法

1.2.1 MSCs提取纯化和MSC-CM获取: 拉颈处死

2-3周龄♂Balb/c小鼠, 放入750 mL/L的乙醇中浸

泡, 消毒5-10 min. 无菌条件下取双股骨和胫骨, 
用生理盐水冲洗, 剔除骨表面的组织, 用手术剪

从股骨或胫骨的中间剪断, 暴露骨髓腔, DMEM
培养基冲洗骨髓腔和骨骺端. 吸管将骨髓组织

吹打成细胞悬液, 离心1000 r/min×10 min, 去上

清, 用10%胎牛血清DMEM培养液重悬细胞接种

于25 cm2塑料培养瓶中. 48 h全量更换培养液, 弃
去悬浮细胞, 倒置显微镜下观察细胞生长状态. 
贴壁法培养法获得MSCs, 每2-3 d换液1次, 直至

长至80%-90%融合时, 用0.25%胰酶消化1∶2传
代. 取第二或三代MSCs弃去完全培养基, 无血

清培养基洗涤3次, 更换为含有0.05%胎牛血清

培养液培养24 h, 上清为MSC-CM用于本研究.培养24 h, 上清为MSC-CM用于本研究.24 h, 上清为MSC-CM用于本研究. 
1.2.2 小鼠MSCs的鉴定: 细胞盖玻片风干后用

4%多聚甲醛固定细胞15 min, 0.01 mol/L PBS液
洗3遍, 每次5 min; 风干后滴加1%BSA封闭抗原, 
于37 ℃下孵育30 min; 滴加CD34/CD29抗体(1∶
200), 37 ℃下孵育1.5 h后用0.01 mol/L PBS液洗

3遍, 每次5 min; 滴加FITC标记的山羊抗兔IgG(1
∶400), 37 ℃下避光孵育40 min后用0.01 mol/L 
PBS液洗3遍, 每次5 min. 用50%甘油缓冲液封

片, 置于荧光显微镜下观察. 
1.2.3 动物模型及分组: 将36只6-8周龄♂Balb/c
小鼠, 体质量20 g±2 g, 常规喂养2 d, 实验前禁

食12 h, 不禁水. 将动物随机分为2组: 急性肝衰

竭组(对照组, n  = 18)给予600 mg/kg D-氨基半乳

糖和40 μg/kg细菌脂多糖, 0.9%氯化钠稀释至0.2 
mL腹腔注射. MSC-CM治疗组(n  = 18)在腹腔注

射D-GaIN/LPS前后1 h分别尾静脉注射来源于1
×107个细胞的24 h培养上清1 mL, 对照组在相

应时间点尾静脉注射等量生理盐水. 
1.2.4 标本收集: 二组分别于腹腔注射D-GaIN/
LPS后12、24、48 h至1 wk眼眶采血分离血清置

于-80 ℃保存. 24 h处死, 肝组织用40 g/L的甲醛的甲醛

固定, 进行HE染色和免疫组织化学检测. 
1.2.5 血清生化和细胞因子检测: 全自动生化分

析仪检测丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotrans-
ferase, ALT)和天冬氨酸氨基转移酶(aspartate 
aminotransferase, AST). 血清HMGB1和细胞因子

检测按照生产厂家说明书进行, 根据标准曲线

计算结果. 
1.2.6 免疫组织化学: 肝组织切片常规脱蜡, 3%
过氧化氢室温孵育10 min, 清除内源性过氧化

氢酶, PBS洗3次, 3 min/次. 10%山羊血清封闭30, 3 min/次. 10%山羊血清封闭303 min/次. 10%山羊血清封闭30次. 10%山羊血清封闭30. 10%山羊血清封闭30 
min, PBS稀释一抗(HMGB1, 1∶100), 甩掉封闭

液, 每片滴加100 μL一抗, 4 ℃过夜, PBS洗3次, 
滴加羊抗兔辣根过氧化物酶标记二抗室温孵育

20 min, PBS振洗后滴加DAB显色剂充分显色, 
自来水洗终止反应, 苏木素复染细胞核, 再脱

水、透明、晾干中性树胶封片. 
统计学处理 所有数据用SPSS18.0软件作统

计学分析, 数据资料以mean±SD表示, SPSS18.0
绘制生存曲线, 生存率比较采用Log-rank检验, 
两组样本均数的比较应用t检验, 两个样本率的

比较采用χ2
检验, P <0.05为统计学显著性差异. 

2  结果

2.1 MSC-CM治疗提高D-GalN/LPS肝衰竭小鼠

生存率和降低血清ALT/AST水平 D-GalN/LPS腹
腔注射肝衰竭组小鼠1 wk生存率为50%, 死亡集

中发生在腹腔注射后12-24 h之间, 而MSC-CM
治疗组小鼠1 wk生存率为88.9%. Kaplan-Meier
法对小鼠生存率分析, Log-rank检验结果显示, 
MSC-CM治疗组生存率显著高于肝衰竭对照组

(P <0.05, 图1A). 肝衰竭小鼠血清ALT/AST水平, 图1A). 肝衰竭小鼠血清ALT/AST水平图1A). 肝衰竭小鼠血清ALT/AST水平

在12 h开始升高, 24 h达高峰, 48 h开始下降, 并
逐渐恢复正常, MSC-CM治疗组血清ALT/AST水
平在12 h和24 h较对照组降低, 其中24 h水平有

显著性差异(P <0.01, 图1B, C). 
2.2 MSC-CM治疗对肝衰竭小鼠血清HMGB1、
炎症因子和抗炎因子水平的影响 近年来发现

H M G B1在急性肝衰竭炎症反应中十分重要 , 
研究者前期发现B M S C移植降低肝衰竭小鼠

HMGB1水平, 提高生存率. ELISA检测不同时

间点血清HMGB1水平发现, D-GalN/LPS诱导

肝衰竭Balb/c小鼠血清HMGB1在6 h已开始升
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■创新盘点
MSC-CM抑制急
性肝衰竭炎症反
应的机制众多, 本
文从MSC-CM能
抑制HMGB1水平
入手, 探讨MSC-
C M 对 急 性 肝 衰
竭 小 鼠 肝 细 胞
HMGB1胞浆移位
的作用进行研究, 
为BMSCs治疗急
性肝衰竭提供新
的理论基础.

高, 12 h达高峰, 24 h开始下降, 48 h接近正常水

平. 为了解MSC-CM治疗对肝衰竭HMGB1的影

响, 比较6、12和24 h血清HMGB1水平, 结果显

示MSC-CM治疗组在上述3个时间点HMGB1
水平显著低于肝衰竭对照组(P <0.01)(图2A). 为
了解MSC-CM治疗对急性肝衰竭炎症因子的影

响, ELISA检测血清不同时间点炎症性细胞因子

和抗炎因子水平的结果显示, MSC-CM治疗组

TNF-α、IL-1β、IL-6水平显著低于肝衰竭对照

组(P <0.01)(图2B), 而抗炎因子IL-10显著高于对

照组(P <0.01)(图2B). 
2.3 MSC-CM治疗减轻肝衰竭小鼠肝组织炎症

坏死和肝细胞HMGB1胞浆移位 肝衰竭对照组

有大量肝细胞片状坏死, 肝索断裂, 坏死区域大

量炎细胞浸润, HMGB1不仅在胞核表达, 大量

肝细胞胞浆有明显表达(图3A, C). MSC-CM治

疗组肝小叶结构基本完整, 局灶性炎细胞浸润, 
HMGB1胞浆表达肝细胞较少(图3B, D). 图像分

析对照组HMGB1肝细胞移位率显著高于MSC-
CM治疗组(P <0.01, 图3E). 

3  讨论

本研究应用♂ Balb/c小鼠腹腔注射D-GalN/LPS
建立急性肝衰竭模型, 小鼠1 wk生存率为50%, 
动物死亡发生在给药后12-24 h, 与作者之前的

研究一致[13]. MSC-CM治疗组小鼠1 wk生存率为

88.9%显著高于肝衰竭对照组. 检测外周血ALT/
AST水平可反映肝脏损伤程度, 肝衰竭小鼠血清

ALT/AST水平在12 h开始升高, 24 h达高峰, 48 h
开始下降并逐渐恢复正常. 与国外的研究一致[6,7], 
MSC-CM治疗组血清ALT/AST水平24 h峰值较

对照组显著降低, 表明MSC-CM治疗减轻肝细

胞损伤, 对肝衰竭保护作用和BMSCs相似. 
肝衰竭大面积肝组织损伤引起局部甚至全

身炎症反应综合征, 最终导致多器官功能衰竭.征, 最终导致多器官功能衰竭., 最终导致多器官功能衰竭. 
近年来发现HMGB1在急性肝衰竭炎症反应中

十分重要, 研究者前期发现BMSC移植降低肝衰

竭小鼠HMGB1水平, 提高生存率. 肝衰竭小鼠

血清HMGB1在6 h已开始升高, 12 h达高峰, 24 h
开始下降, MSC-CM治疗组在6、12和24 h 3个时

间点HMGB1水平显著低于对照组. 与之相一致, 
MSC-CM治疗组血清TNF-α、IL-1β、IL-6水平

显著低于肝衰竭对照组, 而抗炎因子IL-10显著
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高于对照组. 此外, MSC-CM治疗组肝脏炎症坏

死程度较对照组明显减轻. 提示MSC-CM治疗

增加抗炎因子IL-10水平, 降低HMGB1和多种炎

症因子水平减轻肝脏炎症坏死. 

■应用要点
自体BMSCs移植
对急性肝衰竭患
者具有治疗作用, 
本研究显示MSC-
CM具有逆转急性
肝衰竭作用, 值得
进一步临床研究. 
由于MSC-CM可
反复大量获得, 直
接通过���脉注射
而不需移植, 具有
较好的应用前景.
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bP<0.01 vs  对照组. IL: ���; TNF: ����因子; MSC-CM: 骨髓间充质干细胞分泌的因子; HMGB1: ���率���B-1.���; TNF: ����因子; MSC-CM: 骨髓间充质干细胞分泌的因子; HMGB1: ���率���B-1.MSC-CM: 骨髓间充质干细胞分泌的因子; HMGB1: ���率���B-1..
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目前认为, 内毒素血症和巨噬细胞活化释

放的HMGB1和TNF-α等炎症因子在急性肝衰

竭发病中具有重要作用. 急性肝衰竭枯否细胞

对内毒素灭活能力降低, 内毒素血症发生率可

高达90%-100%. 研究显示, 急性肝衰竭Toll样受

体(Toll-like receptors, TLRs)在各种免疫细胞表

达增加[14]. 内毒素, 主要是革兰氏阴性菌的LPS, 
与TLR4结合, 通过活化核转录因子NF-κB, 刺
激大量炎症因子释放, 导致继发性全身性炎症

反应综合症, 导致肝衰竭发生发展[15,16]. HMGB1
被证明为是一个炎症因子[17,18], 既可以通过活

化的单核细胞/巨噬细胞, 中心粒白细胞和内皮

细胞主动释放, 也可以通过坏死的细胞被动释

放[19,20]. HMGB1可以直接促进炎症因子的释放

(TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-8等)和外周血单核细

胞释放趋化因子[20-22], 募集更多炎症细胞放大炎

症反应, 加重肝组织损伤. 动物模型和临床研究

显示, HMGB1与急性肝衰竭发生和疾病的严重

程度密切相关[23,24]. 在本研究中, MSC-CM治疗

降低HMGB1和炎症因子(TNF-α、IL-1β和IL-6)
水平, 有效抑制炎症反应和肝组织损伤, 表现为

血清ALT/AST水平下降、肝脏炎症坏死减轻和

生存率提高. 
研究证明, MSCs治疗下调肾脏和肺缺血再

灌注损伤局部炎症因子和上调抗炎因子IL-10
水平对抗组织炎症坏死[25,26]. 最近的结果显示, 
MSCs分泌的因子上调IL-10水平逆转急性肾损

伤[27]. 表明, MSC-CM有可能通过上调IL-10水平

对抗急性肝衰竭肝脏炎症反应, 发挥治疗效应. 
本研究显示, MSC-CM同时具有上调抗炎炎因子

IL-10水平和下调包括HMGB1在内的促炎因子

水平, 可能是MSC-CM治疗急性肝衰竭的机制

之一. 
最近研究显示[12], LPS刺激肝细胞HMGB1

从胞核转移至胞浆, 发生HMGB1的细胞内移位

并主动释放HMGB1, 但与肝细胞坏死被动释放

有显著差别, 该过程并不依赖肝细胞坏死. 与之

相一致, 肝衰竭患者和D-GaIN/LPS急性肝衰竭

模型都存在HMGB1的肝细胞胞浆移位. 我们前

期的研究发现BMSCs移植降低肝衰竭动物模型

血清HMGB1水平, 提高生存率[13]. 本研究发现, 
MSC-CM治疗减轻急性肝衰竭肝组织炎症坏死, 
同时伴有HMGB1的胞浆移位减少, 从而降低肝

细胞释放HMGB1. 在正常情况下, 虽然肝细胞

不是释放HMGB1的主要细胞, 但由于肝细胞数

量巨大, 在急性肝损伤情况下, LPS等刺激肝细

胞HMGB1移位和主动释放, 进一步加重肝损伤. 
MSC-CM治疗降低肝细胞HMGB1胞浆移位可

达到及早对抗急性肝衰竭炎症反应和疾病进展. 
总之, MSC-CM治疗与BMSCs移植同样可

以降低急性肝衰竭HMGB1和TNF-α、IL-1β、
IL-6等炎症因子水平, 减轻肝脏炎症坏死, 提高

生存率. 抑制急性肝衰竭肝细胞HMGB1的胞浆

移位减少HMGB1释放, 可能是MSC-CM治疗急

性肝衰竭的机制之一. 上述结果为BMSCs抗肝

衰竭炎症反应治疗提供了新的理论基础, 具有

重要的理论和应用价值. 
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■背景资料
肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, 
HCC)的发生在世
界性多发肿瘤中
排第5位, 其致死
率居致死性肿瘤
的第3位. 乙型肝
炎病毒(hepatitis B 
virus, HBV)感染
在肝癌的发生发
展过程中发挥�
要作用, 但是HBV
没有直接诱导肝
细胞恶变的功能, 
目前 ,  认为HBV
基因组�码产物
HBx蛋白与HCC
发生密切相关. 
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Abstract
AIM: To construct an eukaryotic expression vec-
tor carrying hepatitis B virus X (HBx) gene and 
enhanced green fluorescent protein gene (pHBx-
EGFP), and to express it transiently in hepato-
cellular carcinoma (HCC) Bel 7402 cells for ob-
serving the expression and cellular localization 
of HBx-EGFP fusion protein and providing an 
experimental tool for investigating the function 
of HBx gene. 

METHODS: pcDNA3.1-HBx was used to am-
plify the HBx gene fragment by polymerase 
chain reaction (PCR). Recombinant DNA tech-
nology was used to insert the HBx gene into the 
eukaryotic expression vector pEGFP to obtain 
a recombinant vector pHBx-EGFP. After the re-
combinant vector or pEGFP was transfected into 
Bel 7402 cells for 24 h, the expression and subcel-
lular location of HBx-EGFP was detected under 
an inverted fluorescence microscope, and the ex-
pression of HBx protein in total cellular proteins 
was detected by Western blot. 

RESULTS: Restriction digestion and DNA se-
quence analyses verified that the recombinant 
plasmid was constructed successfully. After the 
HBx-EGFP recombinant plasmid was transfected 
into Bel 7402 cells, it was found that HBx-EGFP 
was present in the perinuclear region, while 
EGFP was distributed throughout the cells. 
Western blot analysis demonstrated that EGFP 
and HBx were expressed efficiently. 

CONCLUSION: A recombinant eukaryotic 
fluorescent expression vector carrying the HBx 
gene (pHBx-EGFP) has been constructed suc-
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■研发前沿
HBV基因组�码
产物HBx蛋白与
HCC的发生发展
密切相关. HBx是
一种多功能蛋白, 
通过蛋白间的相
互作用或反式激
活 功 能 而 作 用
于宿主细胞的增
殖、凋亡、侵袭
� 转 移 等 .  但 其
参与HCC发生的
具体机制还有待
进一步阐明.

cessfully, which could express EGFP and HBx in 
Bel 7402 cells. 
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摘要 
目的: 构建乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)-X蛋白(hepatitis B virus x protein, HBx)�
增强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent 
protein, EGFP)真核融合蛋白表达载体(pHBx-
EGFP), 转染肝癌Bel 7402细胞, 观察其表达�
定位, 为进一步研究HBx功能提供工具. 

方法: 以pcDNA3.1-HBx为模板, 应用PCR�
DNA�组技术构建增强型绿色荧光蛋白HBx-
EGFP融合蛋白表达载体pHBx-EGFP, 经脂质
体转染Bel 7402细胞, 应用倒置荧光显微镜观
察融合蛋白表达�定位; 同时提取转染pHBx-
EGFP 24 h后的Bel 7402细胞总蛋白, 应用
Western blot技术, 鉴定HBx在细胞的表达情况. 

结果: 成功扩增HBx片段插入pEGFP载体, 经
酶切�证后测序正确; pHBx-EGFP转染Bel 
7402细胞24 h后, 荧光显微镜下观察显示HBx-
EGFP存在于细胞核周区域, 而EGFP则弥散分
布于整个细胞; Western blot得到HBx-EGFP、
EGFP�HBx目的条带. 

结论: 成功构建pHBx-EGFP真核�组蛋白表
达载体, 通过检测绿色荧光蛋白标记显示其
在Bel 7402细胞中表达及定位, 并证�pHBx-
EGFP载体能在Bel 7402细胞正确表达. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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色荧光蛋白

核心提示� 本研究成功构建pHBx-EGFP真核�组

蛋白表达载体, 通过检测绿色荧光蛋白标记显示

其在Bel 7402细胞中表达及定位, 并通过Western 
blot证�pHBx-EGFP载体能在Bel 7402细胞内正

确表达. 将为研究HBx在肝癌发生过程中的作用

机制奠定前期的工作基础.
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0  引言

慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是

导致肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)发生

的主要危险因素之一, 据统计HCC中有55%的病

例与HBV感染相关, 并且发病呈逐年上升趋势[1]. 
虽然HBV的确切致癌机制尚未完全阐明, 但目前

认为HBV-X基因及其产物X蛋白(hepatitis B virus 
X, HBx)在HCC的发生过程中起着至关重要的作

用[2,3]. 在慢性HBV感染携带者的肝细胞中经常

可检测到HBV DNA整合宿主染色体中[4], 但是

HBV没有直接诱导肝细胞恶变的功能, 其可通过

HBx转录本的积累诱导多种与肿瘤相关基因的

异常表达, 这些基因涉及细胞信号转导、细胞周

期控制以及细胞迁徙和转移等功能[5-7], 提示HBx
在肝癌发生过程中扮演重要角色. 为了简单直观

的明确HBx在肝细胞中的表达定位, 更加深入的

了解HBx在HCC发生发展中的生物学功能, 本研

究根据EGFP蛋白的特殊性质, 将HBx与EGFP构
建融合蛋白, 导入肝癌细胞中观察HBx在细胞中

的表达和定位, 为进一步研究HBx在HCC发生过

程中的作用机制提供基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系Bel 7402细胞和pcDNA3.1-
HBx质粒本实验室保存; pEGFP质粒购自长沙自长沙长沙

赢润生物技术有限公司; DH5α感受态细胞购自自

北京全式金生物技术有限公司; 限制性内切酶

Hind  Ⅲ和EcoRⅠ购自New England Biolabs公司;自New England Biolabs公司;New England Biolabs公司; 
pMD18-T Simlpe载体和PCR TaqTM购自TaKaRa自TaKaRaTaKaRa
公司; GFP单克隆抗体购自碧云天生物技术研自碧云天生物技术研碧云天生物技术研

究所; 细胞培养基DMEM为GIBCO干粉, 胎牛

血清购自索莱宝科技有限公司; 转染试剂LIPO-自索莱宝科技有限公司; 转染试剂LIPO-索莱宝科技有限公司; 转染试剂LIPO-
FECTAMINETM 2000购自Invitrogen公司; HBx单自Invitrogen公司; HBx单Invitrogen公司; HBx单
克隆抗体购自Abcom公司.自Abcom公司.Abcom公司. 
1.2 方法

1.2.1 pHBx-EGFP载体构建: 设计包含有酶切

位点的引物, 上游引物含有Hind  Ⅲ酶切位点
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■创新盘点
本文在保证不发
生移码突变的前
提下, 将HBx 基因
插 入 E G F P 的 前
端, 因HBx紧靠启
动子, 后接绿色荧
光蛋白 (enhance 
green fluorescent 
protein, EGFP), 
只要观察到绿色
荧 光 ,  说 明 插 入
EGFP前端的HBx
一定已经表达; 为
进一步�证HBx
蛋白表达正确, 我
们又应用两种抗
体 通 过 We s t e r n 
blot检测出现正确
的目的条带.

5'-AAGCTTATGGCTGCTAGGCTGTGCTG-3', 
下游引物含有EcoR Ⅰ酶切位点5'-GAATTC-
GGGCAGAGGTGAAAAAGTTG-3'. 将HBx基因

开放读码框(open read frame, ORF)中的TAA终止

密码子去除, 保持pEGFP载体中的三联密码子阅

读框不发生移位. 引物由上海生工生物工程有限

公司合成. PCR体系为50 μL, 以pcDNA3.1-HBx质
粒1 μL为模板, PCR反应条件95 ℃预变性5 min, 
循环开始于95 ℃变性30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃
延伸30 s, 共30个循环, 72 ℃延伸5 min. PCR产
物胶回收, 插入pMD18-simple载体构建TA克隆, 
PCR验证. 构建好的TA克隆和pEGFP质粒各自

以Hind  Ⅲ和EcoRⅠ双酶切, 分别将胶回收的小

片段和大片段进行连接, 连接产物转化大肠杆

菌DH5α感受态细胞. 菌落PCR验证插入片段, 挑
选3株扩增出目的片段的菌株, 摇菌扩增提取质

粒Hind  Ⅲ和EcoRⅠ双酶切, 产物电泳出现目的

片段的菌株, 扩增送上海生工生物工程有限公

司测序. 将测序结果进行BLAST比对. 将已鉴定

质粒在DH5α中扩增, 并用无内毒素质粒大提试

剂盒制备转染用重组载体. 
1.2.2 Bel 7402细胞的培养及�组载体的脂质体

转染: Bel 7402细胞在含10%FBS的DMEM培养

液(高糖)(10万U/L的青霉素和链霉素)中, 置于

37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 每2-3 d换液或传

代1次. 转染前24 h, 以3×105细胞接种6孔板. 转
染步骤参照LipofectamineTM 2000说明书进行, 
每孔DNA用量为4 μg, LipofectamineTM 2000用
10 μL. 以不转染载体细胞组为对照, 分别转染

pEGFP空载体和pHBx-EGFP融合载体, 转染后

培养24 h. 
1.2.3 倒置荧光显微镜观察: 将消化后Bel 7402

细胞悬液接种至6孔板, 待转染pEGFP或pHBx-
EGFP的Bel 7402细胞在6孔板中培养24 h, 以倒置

荧光显微镜进行细胞观察, 激发光的波长488 nm. 
将细胞产生的荧光以冷CCD成像, 并以彩色(绿
色)显示荧光.  
1.2.4 Western blot: 预冷的PBS洗细胞, 1 mL PBS
刮下收集细胞, 离心收集, 使用RIPA裂解液提取

转染24 h细胞总蛋白, Bradford法定量, 取60 μg蛋
白上样, 8%SDS-PAGE胶电泳, 40 V转膜3 h, PBS
洗膜10 min, 洗3次, 5%脱脂奶粉封闭2 h, PBST洗
膜3次, 每次10 min, HBx或GFP一抗4 ℃过夜孵

育, 同样方法洗膜, 二抗室温孵育2 h, PBST洗膜

3次, ECL发光仪成像. 

2  结果

2.1 pHBx-EGFP�组载体双酶切及测序 从转化

pHBx-EGFP的DH5α菌液中提取重组子质粒, 通
过Hind  Ⅲ+EcoRⅠ双酶切后, 0.8%琼脂糖TBE
电泳可见线性化质粒约为6.7 kb的质粒条带和

474 bp的目的条带(图1). 选取酶切鉴定出现目

的片段的转化子进行测序 ,  对测序结果进行

BLAST, 序列分析证实, 所克隆的DNA序列为已

去除TAA终止密码子的HBx基因编码区全长序

列(图2), 该基因GenBank登录号为AB210819, 结
果显示成功构建了pHBx-EGFP重组质粒. 
2.2 HBx-EGFP融合蛋白在Bel 7402中的表达及

�细胞定位 将空质粒pEGFP和重组质粒pHBx-
EGFP分别转染人肝癌Bel 7402细胞, 转染24 h后
倒置荧光显微镜观察转染情况, 并以未转染的

细胞做空白对照. 如图3E和H所示, 转染空质粒

pEGFP和重组质粒pHBx-EGFP的细胞中均出现

绿色荧光蛋白表达, 可见pEGFP空载体转染表达

的绿色荧光蛋白在Bel 7402细胞中弥散、均匀

分布(图3F), 而重组载体pHBx-EGFP表达的融和

蛋白在Bel 7402细胞中主要分布于细胞核区域, 
并在核周(膜)边缘上有不连续分布现象(图3I). 
2.3 Western blot分析HBx-EGFP融合蛋白在Bel 
7402中的表达 融合蛋白分子量约44 kDa, EGFP分
子量为27 kDa. 应用GFP抗体检测的结果如图 4A
所示, 转染HBx-EGFP融合载体的条带明显与对

照EGFP的条带大小不同, 与预期结果相同; 应用

HBx抗体结果如图4B所示, 只有转染HBx-EGFP融
合载体的细胞蛋白有条带出现, 大小与预期相同. 

3  讨论

HCC的发生在世界性多发肿瘤中排第5位, 其
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图� 1 ��������������������� 1 �������������������������������������������� M: DNA Marker; 

1: pHBx-EGFP载体用Hind  Ⅲ+EcoRⅠ消化; 2: pEGFP载体

用Hind  Ⅲ+EcoRⅠ消化. EGFP: 增强型绿色荧光蛋白; HBx: 

乙型肝炎病毒-X蛋白.

bp
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■应用要点
本研究成功构建
的融合载体, 不仅
在探索HBV诱导
肝癌发生过程中
可应用载体分析
HBx对肝细胞恶
性转化的作用, 而
且携带EGFP载体
对细胞转染效率
�表达带来很大
的 方 便 ,  成 功 构
建pHBx-EGFP融
合载体将为研究
HBx在肝癌发生
过程中的作用机
制奠定了前期的
工作基础.

致死率仅次于肺癌和胃癌, 居致死性肿瘤的第3 
位[8]. HBV感染在肝癌的发生发展过程中发挥重

要作用[9-11]. 其基因组编码产物之一HBx蛋白, 在
HCC患者血清和组织中检测到抗HBx抗体和抗

原, 表明其与HCC的发生发展密切相关[12]. HBx
直接导致HCC的实验证据较少, 只有少数实验

证实在转基因鼠研究中, 导入HBx基因可直接诱

导HCC的发生[13]. 新近研究报道, HBx与aflatoxin 
B1转基因斑马鱼模型中协同导致肝炎、脂肪样

变性和过度增生[14]. 多数研究认为, HBx是一种

多功能蛋白, 可以通过多种途径诱导肝癌形成, 
通过蛋白间的相互作用影响目的蛋白在细胞内

的正常功能[15,16], 或者通过反式激活功能影响基

因表达而作用于宿主细胞的增殖、凋亡、侵袭

和转移等[5-7]. HBx除了对蛋白功能及基因表达

的影响, 近期报道发现HBx还可以影响小RNA( 
miRNA)的表达, 进而导致其下游靶分子功能异

常, 如HBx能够介导miRNA-21的上调从而抑制

抑癌因子的功能[17], 而HBx通过表观修饰抑制

miR-132的表达介导肝癌的发生[18], 因此, 影响
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序结果进行BLAST比对. HBx: 乙型肝炎病毒-X蛋白.
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miRNA表达调控可能是HBx参与HCC发生的又

一途径. 虽然, HBx与肝癌的发生密切相关, HBV 
X基因及其产物HBx在HCC的发生过程中起着

至关重要的作用, 但是, 其具体的作用机制还不

十分明确. 因此, 进一步研究HBx的功能及在肝

癌细胞中的作用, 有助于理解HBV影响肝癌发

生发展的机制, 为HBV相关性肝癌的预防和治

疗提供线索. 
HBx蛋白不同的细胞定位可能使它具有不

同的功能[19,20]. HBx低表达时, HBx主要定位于核

内, 在核内起着辅助反式激活转录因子的作用; 
高水平表达时聚集在胞质中, 与蛋白质相互作

用激活信号传导通路. 绿色荧光蛋白(green fluo-
rescent protein, GFP)是最早发现并应用的荧光蛋

白, 其突变体荧光强度比野生型GFP强, 增强型

绿色荧光蛋白EGFP就是其突变体的一种[21], 其
荧光强度强, 表达稳定, 构建载体和检测方便, 表
达调控简单, 生物安全性好, 是目前应用最广泛

的荧光蛋白之一. HBx是一种由154氨基酸组成氨基酸组成组成

的约有17 kDa大小的小分子病毒基因产物, 在分

子检测方面存在一定的困难, 为更方便快捷的明

确HBx在细胞中的表达和定位, 在本研究中, 我
们根据EGFP的特点, 将HBx插入EGFP之前, 保
证不发生移码突变, 构建HBx-EGFP融合蛋白, 酶
切结果和测序结果显示在构建的融合表达载体

中, 确实有HBx基因序列的存在; 在Bel 7402细胞

转染pHBx-EGFP载体后, 发现转染重组质粒的细

胞中有绿色荧光, 说明质粒成功转入细胞并有蛋

白质的表达. 本研究结果显示, HBx-EGFP定位明

显与EGFP不同, 融合蛋白24 h多表达于核周, 与
彭亮等[22]的研究结果相一致, 但48 h后趋向于全

细胞不连续点状分布(结果未提供). 应用Western 
blot的方法进一步验证HBx-EGFP表达, 我们先用

可识别EGFP抗原的GFP抗体杂交, 得到分子量

不同的目的条带, 显示在EGFP的位置不仅能检

测到EGFP条带, 也能检测到融合蛋白发生断裂

■同行评价
本文思路清晰, 研
究步骤详尽, 对于
从事肝脏疾病研
究、病毒研究以
及肿瘤基础研究
具有一定的参考的参考参考
价值.
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观察的细胞; A-C: 没有转染载体的Bel 7402(空白对照); D-F: Bel 7402转染pEGFP载体; G-I: Bel 7402转染pHBx-EGFP融合

基因载体. A, B, C, D, E, G, H(×100); F, I分别是E和H的放大图像(×400), n = 3. EGFP: 增强型绿色荧光蛋白; HBx: 乙型肝

炎病毒-X蛋白.
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的EGFP条带; 但使用HBx特异性抗体识别融合

蛋白中的HBx结果中, 显示只有HBx蛋白条带出

现, 说明构建的载体不仅有融合蛋白表达, 更重

要的是HBx蛋白的表达能单独、完整的出现, 提
示构建的载体能准确的表达HBx. 

H B x对肝细胞的增殖和凋亡存在双向作 
用[23,24]. HBx可通过抑制细胞凋亡导致HCC发 
生[25,26], 但其他多项研究也表明HBx能诱导和促

进细胞凋亡[27,28], 并且凋亡率与HBx表达量呈正

相关[29]. HBx基因在肝细胞凋亡方面发挥着不同

的作用[30,31]. 在早期阶段, 可能抑制凋亡, 促进肝

细胞的增生; 在后期, 促进凋亡, 加速病毒的复

制与播散. 在本实验中我们发现, 与转染空载体

的细胞相比, 转染HBx-EGFP融合质粒的细胞折

光增强, 变圆变小, 随时间增加转入融合质粒的

细胞生长状态更差, 说明HBx-EGFP融合蛋白对

细胞存在一定的毒性作用, 但这种机制是否由

于HBx自身的作用导致并不清楚, 这是值得进一

步探讨的问题. 本研究结果显示我们构建的载

体能准确的表达HBx, 由于HBx在HBV相关性肝

癌中发挥重要作用, 而且HBV感染后通过HBx
诱导肝细胞恶性转化, 所以本研究成功构建的

融合载体, 不仅在探索HBV诱导肝癌发生过程

中可应用载体分析HBx对肝细胞恶性转化的作

用, 而且携带EGFP载体对细胞转染效率和表达

带来很大的方便和直观; 目前研究发现, 微生物

有诱导成熟体细胞自然重编程现象, 乙型肝炎

病毒也有诱导肝细胞重编程促使细胞向恶性方

向转化的可能, 所以成功构建pHBx-EGFP融合

载体将为研究HBx在肝癌发生过程中的作用机

制奠定了前期的工作基础. 
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Abstract  
AIM: To observe gastric or duodenal mucosal 
injury induced by radiotherapy in patients with 
pancreatic carcinoma and to analyze possible 
influencing factors. 

METHODS: Thirty-one patients with pancreatic 
carcinoma who underwent gastroscopy after ra-
diotherapy were included. Their clinical symp-
toms were graded according to RTOG/EORTC. 
Gastroscopic findings were graded as I-IV. All 
patients underwent endoscopic biopsy for his-
topathological examination. Factors influencing 
radiotherapy-induced gastric or duodenal mu-
cosal injury were analyzed.

RESULTS: Main clinical symptoms included 
abdominal distension, anorexia, acid reflux, nau-
sea, vomiting, and abdominal pain. Endoscopic 
analysis indicated that 4 cases were classified as 
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胰腺癌放疗对胃、十二指肠黏膜损伤的胃镜观察31例

薛安静, 周 平, 王济东, 夏廷毅

®

■背景资料
胰腺癌发病率逐
渐升高, 且手术切
除率低, 术后复发
率高, 对于失去手
术切除机会及术
后复发的中晚期
胰 腺 癌 ,  放 化 疗
是其主要治疗手
段, 近年来放疗技
术的发展, 使得越
来越多的胰腺癌
患者接受放疗, 但
由于胰腺癌本身
的解剖关系, 以及
对放疗剂量较高
的要求, 使得放疗
引起的胃, 十二指
肠黏膜损伤不可
不免, 既往由于缺
乏客观的观察指
标, 对放疗引起的
胃、十二指肠黏
膜损伤关注不足, 
因此我们期望寻
求一种客观的观
察指标以直观观
察胃、十二指肠
黏膜损伤. 

grade Ⅰ (no gastric or duodenal mucosa injury), 6 
cases as grade Ⅱ (mild gastric or duodenal muco-
sitis), 3 cases as grade Ⅲ (erosive gastritis), and 17 
cases as grade Ⅳ ( including 6 with gastric ulcer, 
1 with gastric ulcer and gastric antral deforma-
tion, 5 with duodenal ulcer, 1 with anastomotic 
ulcer, and 4 with duodenal ulcer and narrowing). 
Endoscopic biopsy and histopathological analysis 
proved that all cases had inflammatory or ulcer-
ative changes. The rates of detection of gastric or 
duodenal mucosa injury by γ-ray, 3-D, TOMO or 
gastroscopy were: γ-ray therapy vs 3-D (80.0% vs 
80.0%, P > 0.0167), γ-ray therapy vs TOMO (80.0% 
vs 72.7%, P > 0.0167), and 3-D vs TOMO (80.0% 
vs 72.7%, P > 0.0167). When γ-ray radiotheraphy 
dose was 51 Gy (10 cases), 48 Gy (3 cases) and 45 
Gy (2 cases), the rates of gastric or duodenal mu-
cosal injury were 90%, 100% and 100%, respec-
tively. The rate of gastric or duodenal mucosal in-
jury did not differ significantly between patients 
who underwent surgery (n = 16) and those who 
did not undergo (n = 15) (87.5% vs 66.7%, P > 0.05), 
between patients receiving concurrent chemora-
diotherapy (n = 9) and those not receiving (n = 22) 
(66.7% vs 91.9%, P > 0.05), between those receiv-
ing amifostine during radiotherapy (n = 10) and 
not receiving (n = 15) (85.7% vs 82.4%, P > 0.05), 
or between patients having co-morbidities (e.g., 
diabetes mellitus, hypertension, or inflammatory 
bowel disease) (n = 14) and those not having (n = 
17) (78.6% vs 76.5%, P > 0.05). In contrast, the rate 
of gastric or duodenal mucosal injury differed 
significantly between patients given gastrointesti-
nal mucosal protective agents during radiothera-
py (n = 16) and those not given (n = 15) (68.7% vs 
100%, P < 0.05).

CONCLUSION: Gastroscopy is a preferred mo-
dality for the detection of gastric or duodenal 
injury induced by radiotherapy in patients with 
pancreatic carcinoma. High radiation dose is 
associated with a higher incidence of gastric or 
duodenal mucosal injury. The use of gastric or 
duodenal mucosal protective agents is a favorable 
factor for radiotherapy-induced gastric or duo-
denal mucosal injury. Radiotherapy techniques, 
amifostine, abdominal surgery or chronic com-
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■研发前沿
目前对放疗导致
的胃、十二指肠
黏膜损伤的研究
集中在对损伤的
治 疗 ,  以 改 善 患
者生活质量.

plications have no significant impact on gastric or 
duodenum injury induced by radiation.    

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨胰腺癌放疗导致胃、十二指肠黏 
膜放射性损伤及其影响因素.  

方法: 收集我院胰腺癌放疗后行胃镜检查的
31例患者, 临床症状根据RTOG/EORTC进行
分期, 胃镜观察采用内镜分级分为Ⅰ级-Ⅳ级, 
所有病例均行内镜下组织病理学活检. 对胰腺
癌放疗导致的胃、十二指肠黏膜放射性损伤
的影响因素进行统计学分析.  

结果: 临床症状观察主要以腹胀、恶心、呕
吐、腹痛、出血等急性期胃肠道反应为主. 胃
镜观察: Ⅰ级胃、十二指肠黏膜正常4例; Ⅱ
级轻度胃、十二指肠黏膜炎6例; Ⅲ级糜烂性
胃炎3例; Ⅳ级病变包括: 单纯胃溃疡6例, 胃
溃疡伴胃窦变形1例; 单纯十二指肠溃疡5例, 
吻合口溃疡1例, 十二指肠溃疡合并狭窄4例. 
所有病例均经胃镜下组织病理学活检, 符合
炎症或溃疡性改变. γ-刀、3-D、TOMO 3种
不同放疗技术对比结果显示: γ-刀对比3-D总
病变率(80.0% vs  80.0%, P >0.0167); γ-刀对比
TOMO总病变率(80.0% vs  72.7%, P >0.0167); 
3-D对比TOMO总病变率(80.0% vs  72.7%, 
P >0.0167). γ-刀不同放疗剂量对比, 总病变率
为(90% vs  100% vs  100%), 3组结果分别比较
P <0.0167. 放疗前手术组16例, 非手术组15例, 
总病变率(87.5% vs  66.7%, P >0.05). 同步GEM
化疗9例, 非同步化疗22例, 总病变率(66.7% vs  
91.9%, P >0.05). 预防应用胃肠黏膜保护药物
16例, 未预防应用胃肠黏膜保护药物15例, 总
病变率为(68.7% vs  100%, P <0.05). 放疗期间
使用氨磷汀14例, 未使用氨磷汀17例, 总病变
率为(85.7% vs  82.4%, P >0.05). 有慢性合并症
患者14例, 无慢性合并症患者17例, 总病变率
为(78.6% vs  76.5%, P >0.05).

结论: 本研究胃镜观察结果显示胰腺癌放疗

后胃、十二指肠黏膜放射性损伤发生率高, 病
变以胃黏膜糜烂、溃疡, 十二指肠黏膜溃疡、

狭窄等中重度病变为主. 对影响放射性胃、

十二指肠黏膜损伤因素分析显示: 随着放疗
剂量的增加, 胃、十二指肠黏膜损伤加重;  预
防使用胃肠黏膜保护药物可以减少放射性
胃、十二指肠黏膜损伤的病变率, 差异有统
计学意义; 但不同放疗技术、是否应用氨磷
汀、是否有腹部手术史、是否有慢性合并症
对放射性胃、十二指肠黏膜放射性损伤病变
率比较无统计学差异.  
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0  引言

胰腺癌是一种恶性程度很高的消化系肿瘤, 近
年来发病率及病死率也呈逐年上升趋势[1-3], 但
由于其位置隐匿, 缺乏早期的临床表现, 发现时

80%以上已失去手术切除机会, 而对于可切除胰

腺癌术后复发率也高达50%-86%[4]. 对于已失去

手术切除机会及术后局部复发的中晚期胰腺癌, 
放化疗无疑是重要的治疗手段. 尤其是近年来立

体定向放疗(γ-stereotactic radiotherapy, γ-SBRT)、
三维适形放射治疗(three dimensional conformal 
radiation therapy, 3D-CRT)、自适应放疗(adaptive 
radiation therapy, ART)如螺旋断层放射治疗等放

射治疗技术在我国的发展应用, 使得放疗成为中

晚期胰腺癌治疗的主要手段之一[4]. 由于胰腺癌

本身的生物学行为对放疗不敏感, 达到根治肿

瘤剂量要求>45 Gy, 但邻近胰腺的胃、十二指肠

接受>40 Gy的照射剂量就会出现不同程度的胃

肠道反应. 由于既往胰腺癌放疗应用局限, 由其

引起的胃、十二指肠黏膜放射性损伤的研究报

道较少. 再者由于缺乏客观的观察指标, 对于胰

腺癌放疗后出现的放射性胃、十二指肠黏膜病

变普遍关注不足, 常误认为胰腺癌相关症状, 直
至出现出血、梗阻、穿孔等严重的胃肠道症状
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■相关报道
Andreyev等对256
例接受盆腔放疗
后出现胃肠道症
状的患者进行肠
镜检查发现34%
的患者与放疗无
关; 12%的患者则
是由于盆腔肿瘤
复发引起的胃肠
道反应, 只有54%
的患者为放疗后
引起的胃肠道反
应, 说明了建立客
观的观察指标的
必要性,  Theis等
指出, 患者体质量
下降、合并(高血
压、糖尿病、炎
症性肠病等)并发
症、吸烟、既往
行腹部手术、放
疗的总剂量以及
联合化疗可能影
响放射性胃肠损
伤的发生, 与本文
所述的相关因素
一致, 探讨影响放
射损伤的因素对
治疗有一定的临
床意义.

表 2 胰腺癌放疗后胃镜观察结果 (n  = 31)

      n 发生率(%) 

Ⅰ级   4 12.9

Ⅱ级   6 19.4

Ⅲ级   3 9.7

Ⅳ级 18 58.1

合计病变  271 87.1

1其中1例患者胃镜下观察: 胃黏膜未见充血、水肿, 黏膜完整, 

十二指肠狭窄考虑为肿瘤侵犯十二指肠壁引�, 经组织病理学

检查证实为肿瘤浸润十二指肠, 非放疗引�的肠腔狭窄.  实际

放疗后胃、十二指肠黏膜损伤观察例数为27例.

才就诊并行胃镜检查. 胃镜在诊断和治疗胰腺

癌放疗导致的胃、十二指肠黏膜损伤中具有重

要的价值, 现就对我院胰腺癌放疗后行胃镜检

查患者的胃镜观察结果报告如下.  

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2008-01/2013-01胰腺癌放疗

后返院复查, 行胃镜检查的31例患者, 既往均无

胃、十二指肠炎症、溃疡病史. 其中男18例, 女
13例, 年龄在44-75岁之间, 平均年龄59岁, 所有

病例均经实验室检查、影像学(CT、MRI、PET
等)或病理学诊断为胰腺癌. 其中9例为胰体尾

癌, 22例为胰头癌. 分期: ⅡB期5例, Ⅲ期19例, 
Ⅳ期7例.    
1.2 方法

1.2.1 放疗: 均采用现代放疗技术: γ-刀、三维适

形放疗(3-D)、螺旋断层放射治疗(TOMO), 其
中γ-刀治疗15例, 三维适形放疗5例, TOMO治疗

10例. γ-刀处方剂量: 周边50%剂量线, GTV: 45 
Gy/15 f-51 Gy/17 f, 单次剂量GTV: 3 Gy/f; 三维

适形放疗处方剂量: 周边90%等剂量线处, CTV/
GTV: 50 Gy/60 Gy/25 f, 单次剂量CTV/GTV: 2 
Gy/2.4 Gy/f; TOMO处方剂量: 周边95%等剂量

线处, CTV/GTV: 50 Gy/60 Gy/20 f. 单次平均剂

量为CTV/GTV: 2.5 Gy/3 Gy/f. 治疗均采用常规

分割, 1 f/1 d, 5 f/1 wk.  
1.2.2 其他治疗: 31例患者中, 16例放疗前已行

Whipple手术、剖腹探查术或ERCP及支架植入

术; 9例放疗期间予吉西他滨1.0 g同步放化疗; 
15例放疗期间给予抑酸及胃肠黏膜保护剂, 主
要为质子泵抑制剂(奥美拉唑、兰索拉唑类)+胃
肠黏膜保护剂(康复新液、硫糖铝、胶体果胶

铋); 13例放疗期间给予氨磷汀防辐射治疗.  
1.2.3 评价指标 :  (1)临床观察 :  根据RT O G/

EORTC急、慢性期胃肠道反应分级标准进行

分级[4]. 急性反应多发生在放疗期间及放疗后

1-3 mo, 临床表现为不同程度的腹痛、腹胀、恶

心、呕吐、胃肠出血等. 慢性期, 起始于放疗后

3 mo以上, 除了急性期症状, 还可表现为肠腔狭

窄、肠梗阻、肠瘘等; (2)胃镜观察: 胃镜观察胰

腺癌放疗对胃、十二指肠的损伤直观改变为胃

肠黏膜损伤, 表现为黏膜充血水肿、糜烂, 溃疡

形成, 或肠腔狭窄. 评价标准: 胃、十二指肠表

现: 内镜下表现为Ⅰ级:  黏膜光滑, 无变形, 绒毛

好; Ⅱ级: 黏膜轻度充血、肿胀, 血管网显露, 绒
毛感不明显; Ⅲ级: 黏膜充血、肿胀, 伴组织脆

性增加, 接触性出血; Ⅳ级: 黏膜质脆出血、糜

烂, 溃疡形成, 肠腔狭窄. 所有病例均行内镜下

组织病理学活检.  
统计学处理 对胰腺癌放疗导致的胃、十二

指肠黏膜放射性损伤的影响因素(放疗技术、放

疗剂量、放疗前腹部手术、同步化疗、预防应

用胃肠黏膜保护药物、预防应用氨磷汀、慢性

合并症)进行表格统计, 对所得样本率用确切概

率法计算, 以P <0.05为差异具有统计学意义. 所
有统计数据均采用SPSS12.0统计软件分析.  

2  结果

2.1 临床症状观察 临床症状观察结果如表1所
示: 该组病例急性期反应发生在开始放疗后3 d
到放疗结束后50 d, 中位时间为30 d. 晚期反应

发生在放疗结束后3-18 mo, 中位时间为7 mo. 急
性期胃肠道反应发生率为71.0%, 中重度(3-4级) 
胃肠道反应发生率: 急性期为19.4%, 慢性期为

20.0%. 一般情况下1-2级胃肠道反应一般不需特

殊治疗; 3-4级胃肠道反应常需要药物治疗, 必要

时住院治疗.  
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表 1 胰腺癌放疗后胃肠道反应情况

     急性期反应(n) 发生率(%) 晚期反应(n) 发生率(%) 

0级   9 29.0   3 15.0  

1级   7 22.6   3 15.0

2级   9 29.0 10 50.0

3级   4 12.9   2 10.0

4级   2   6.5   2 10.0

合计 31  201

发病率 22 71.0 17 85.0

1晚期返院随访病例数为20例.
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■创新盘点
率先建立以胃镜
评估胰腺癌放疗
导致的胃、十二
指肠黏膜损伤情
况, 分析其影响因
素, 以指导进一步
治疗.

2.2 胃镜观察 胃镜观察结果如表2所示: 胃镜观

察时间为放疗结束至放疗后18 mo, 中位时间为

3 mo. 胃镜下表现为(图1) : Ⅰ级胃、十二指肠黏

膜正常4例; Ⅱ级轻度胃、十二指肠黏膜炎症6
例, 包括为胃、十二指肠黏膜充血、水肿, 慢性

萎缩性胃炎; Ⅲ级糜烂性胃炎3例; Ⅳ级病变包

括: 单纯胃溃疡6例, 包括胃底、胃体、胃角、

胃窦溃疡以及胃多发溃疡, 胃溃疡伴胃窦变形1
例; 单纯十二指肠溃疡5例, 包括十二指肠球部

和十二指肠降段溃疡以及多发十二指肠溃疡, 
吻合口溃疡1例, 十二指肠溃疡合并狭窄4例; 无
同时合并胃、十二指肠溃疡患者, 部分患者为

胃溃疡合并十二指肠球部炎症或十二指肠溃疡

合并胃部炎症. 所有病例均经胃镜下组织病理

学活检, 符合炎症或溃疡性改变. 胃镜下观察:  
总病变率为87.1%, Ⅱ级病变率为19.4%, Ⅲ-Ⅳ
级病变率为67.8%; Ⅱ级病变一般不需要特殊诊

治; Ⅲ-Ⅳ级病变需药物治疗, 对于十二指肠溃疡

合并狭窄的患者需行支架植入治疗.  
表3-8为可能影响放射性胃、十二指肠黏

膜损伤的因素, 在胃镜观察下的不同结果, 除外

1例为肿瘤侵犯致十二指肠狭窄. 观察指标主要

包括放疗技术、放疗总剂量(表3), 放疗前腹部

手术史(表4), 同步化疗(表5), 是否预防应用胃肠

黏膜保药物剂(表6), 应用氨磷汀(表7), 慢性合并

症(如慢性肠病、高血压、糖尿病等)(表8)对放

射性胃肠损伤的影响.  

2.3 不同放疗技术治疗后胃镜观察 结果如表

3所示, 其中γ-刀放疗剂量为G T V: 45 G y/15 
f-51 Gy/17 f, 单次剂量为3 Gy; 3-D放疗剂量为

CTV/GTV: 50 Gy/ 60 Gy/25 f, 单次平均剂量为

CTV/GTV: 2 Gy/2.4 Gy/f; TOMO放疗CTV/GTV: 
50 Gy/60 Gy/20 f, 单次平均剂量为CTV/GTV: 2.5 
Gy/3 Gy/f. 表3显示γ-刀、3-D、TOMO不同技术

治疗后胃镜观察结果: 3组结分别比较, γ-刀对比

3-D总病变率(80.0% vs  80.0%, P >0.0167), Ⅲ-Ⅳ
级病变率(66.7% vs  40.0%, P <0.0167); γ-刀对比

TOMO总病变率(80.0% vs  72.7%, P >0.0167), Ⅲ
-Ⅳ级病变率(66.7% vs  63.7%, P <0.0167); 3-D对

比TOMO总病变率(80.0% vs  72.7%, P >0.0167), 
Ⅲ-Ⅳ级病变率(40.0% vs  63.7%, P <0.0167).  

γ-刀治疗剂量51 Gy(10例), 48 Gy(3例), 45 
Gy(2例), 总病变率为(90% vs  100% vs  100%), 3
组结果分别比较P <0.0167.  
2.4 既往有手术史与非手术治疗史的患者胃镜 
观察结果对比如表4所示: 本组资料中腹部手术

史为: 胰十二指肠切除术1例(胃镜检查黏膜正

常), 剖腹探查术9例, 减黄术6例. 表4胃镜观察结

果显示: 放疗前手术组患者16例, 非手术组患者

15例, 总病变率(87.5% vs  66.7%, P >0.05).  
2.5 同步GEM化疗与非同步化疗患者胃镜观察

结果对比如表5所示: 该亚组显示同步GEM化疗显示同步GEM化疗示同步GEM化疗

方案中, GEM用量为1.0 g/m2, 最高用量1.5 g, 化
疗2个周期, 化疗前后均给予预防恶心、呕吐等

表 6 是否预防使用胃肠黏膜保护药物对比胃镜观察结
果 n (%)

     预防用药 未预防用药

Ⅰ级   5(31.3)   -

Ⅱ级   3(18.7)   2(13.3)

Ⅲ级 1(6.3)   3(20.0)

Ⅳ级   7(43.7) 10(66.7)

合计 16 15
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表 4 手术与非手术治疗的胃镜观察结果 n (%)

     手术史 无手术史       

Ⅰ级   2(12.5)   5(33.3)

Ⅱ级   3(18.7)   2(13.3)

Ⅲ级 1(6.3) 1(6.7)

Ⅳ级 10(62.5)   7(46.7)

合计 16 15

表 5 同步GEM化疗与非同步化疗的胃镜观察结果 n (%)

     同步GEM化疗 非同步化疗       

Ⅰ级 3(33.3) 2(9.1)

Ⅱ级 1(11.1)   4(18.2)

Ⅲ级 1(11.1)   3(13.6)

Ⅳ级 4(44.5) 13(59.1)

合计 9 22

表 3 不同放疗技术、剂量的胃镜观察结果 n (%)

     γ-刀 3-D TOMO      

Ⅰ级   3(20.0) 1(20.0)   3(27.3)

Ⅱ级   2(13.3) 2(40.0)   1(9.1)

Ⅲ级      - 1(20.0)   1(9.1)

Ⅳ级 10(66.7) 1(20.0)   6(54.6)

合计 15 5 11

3-D: 三维适形放疗; TOMO: 螺旋断层放射治疗.
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药物, 化疗期间出现胃肠道反应与血液学毒性

反应症状, 给予对症治疗. 如表5胃镜观察结果

所示: 同步GEM方案9例, 非同步GEM方案22例, 
总病变率(66.7% vs  91.9%, P >0.05).  
2.6 放疗期间是否预防应用胃肠黏膜保护药物

患者胃镜观察 如表6所示, 该组患者预防使用胃

肠黏膜保护药物为抑酸剂(奥美拉唑、雷贝拉唑

或泮托拉唑)+胃肠黏膜保护剂(康复新液、硫糖

铝或胶体果胶铋)的组合用药. 表6胃镜观察结果

所示: 放疗期间预防用药16例, 放疗期间未预防

用药15例, 总病变率为(68.7% vs  100%, P  = 0.04).  
2.7 使用氨磷汀与未使用氨磷汀患者胃镜观察 
如表7所示: 氨磷汀4 mg溶于100 mL 0.9%氯化

钠溶液中, 于每次放疗前30 min静滴. 表8胃镜

观察结果所示: 放疗期间使用氨磷汀14例, 放疗

期间未使用氨磷汀17例, 总病变率为(85.7% vs  
82.4%, P >0.05).  
2.8 既往是否有慢性病史(慢性腹泻、高血压、

糖尿病等)患者胃镜观察结果对比 慢性合并症

指放疗期间合并有如慢性胃、十二指肠黏膜病

变(如炎症、溃疡)、高血压、糖尿病等慢性病

史的患者, 本组资料的患者主要指高血压、糖

尿病, 无慢性胃肠病患者. 表8胃镜观察结果显

示: 有慢性合并症患者14例, 无慢性合并症患者

17例, 总病变率为(8.6% vs  76.5%, P >0.05).  

3  讨论 

伦琴于1895年发现了X射线, 为恶性肿瘤开创了

新的有效的治疗方法, 但不到2年时间就有了关

于盆腹部放射治疗后发生急性胃肠道并发症的

报道[5]. 放疗可以直接通过电子能量转换辐射损

伤DNA, 也可以通过间接作用产生氧自由基, 引
起单链或双链DNA断裂, 阻止DNA的转录和复

制, 从而导致细胞的裂解和凋亡. 放射线还可以

直接破坏细胞膜, 导致细胞的裂解死亡[6-8]. 由于

细胞对放疗的敏感性取决于所处的细胞周期, 
处在G2和M期的细胞对放疗最为敏感. 因此, 增
生较快的组织如小肠隐窝细胞和上皮细胞对放

疗尤为敏感[8]. 粟永萍等[9]动物实验研究表明, 小
鼠12 Gy全身照射后24 h, 小肠隐窝即出现大量

■应用要点
根据胃镜观察结
果对病变情况进对病变情况进病变情况进
行治疗, 同时避免
误诊; 分析其影响
因素, 进一步预防
和治疗放射性损
伤的发生发展.
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表 7 使用氨磷汀与不用氨磷汀对比胃镜观察结果 n (%)

     氨磷汀 未用氨磷汀

Ⅰ级 2(14.3)   3(17.6)

Ⅱ级 3(21.4)   2(11.8)

Ⅲ级 2(14.3)   2(11.8)

Ⅳ级 7(50.0) 10(58.8)

合计 14 17

表 8 既往是否有慢性合并症患者对比胃镜观察结果 n(%)

     有慢性合并症 无慢性合并症

Ⅰ级   3(21.4)   4(23.5)

Ⅱ级   2(14.3)   3(17.6)

Ⅲ级 1(7.1) 1(5.9)

Ⅳ级   8(57.1)   9(52.9)

合计 14 17

A

D E

B C

F

图� 1 胃镜�黏膜��情况�� 1 胃镜�黏膜��情况��胃镜�黏膜��情况���� A: 正常黏膜; B: 黏膜弥漫充血; C: 胃角溃疡; D: 胃体溃疡; E: 十二指肠溃疡; F: 十二指肠溃疡

伴狭窄.
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变性坏死和凋亡细胞, 18-26 Gy则极少或全无

再生隐窝出现. 生理情况下, 胃肠黏膜由机械屏

障、化学屏障、免疫屏障、生物屏障组成, 维
持肠道正常的消化和吸收功能, 同时阻止致病

微生物和毒素越过肠黏膜屏障侵入肠道, 持肠

道功能、保护肠道环境[10-13]. 放疗通过直接及间

接破坏各个胃肠道屏障功能[14-17], 从而引起链式

反应, 导致胃肠黏膜屏障功能障碍, 引起放射性

胃肠炎.  
放疗的病理学变化从放射治疗刚开始就

已经发生, 但发展到组织学变化和出现临床症

状可能需要几周, 几个月甚至数年[18]. 根据发病

缓急及病理组织学变化, 放射性胃肠炎可分为

2个阶段: (1)急性期, 发生于放疗辐射期间或放

疗后3 mo内, 主要病变在黏膜层, 多表现为浆细

胞和多核型粒细胞浸润、肠黏膜变薄、绒毛缩

短, 毛细血管扩张, 同时由于干细胞缺失和隐窝

有丝分裂的减少, 上皮细胞变性脱落, 形成隐窝

微脓肿和黏膜溃疡. 由于上皮细胞功能障碍, 导
致营养素和水分的缺失, 临床表现为腹痛、腹

胀、腹泻、黏液血便、胃肠出血等; (2)慢性期, 
起始于照射后3 mo以上, 也有报道放射治疗15
年之后发生放射性损伤[19]. 主要损伤黏膜下层及

其脉管, 常见的组织病理学特征为进行性闭塞

性脉管炎和间质纤维化. 闭塞性脉管炎导致组

织缺血、坏死, 淋巴管扩张, 导致小肠黏膜萎缩

变薄, 肠管长期缺血坏死, 肠蠕动减弱. 同时间

充质细胞激活和胶原沉积导致黏膜下层致密纤

维化, 小肠无规则黏连和萎缩狭窄, 肠管间正常

间隙缺失, 相邻肠管黏连、融合, 改变了小肠正

常解剖关系[20]. 临床表现为幽门变形狭窄、肠道

狭窄、肠梗阻、肠瘘等.  
由于胰腺组织对射线不敏感, 其所需治疗剂

量高达(50-70 Gy), 与胰腺周围组织如胃、十二

指肠的最小最大耐受剂量(45-55 Gy)、(50-65 
Gy)非常接近. 因此, 胰腺癌放疗后的胃肠道反应

发生率较高. 虞晓林等[21]报道行立体定向放疗的

156例患者, 出现以恶心、呕吐为主的急性消化

道反应发生率为66.67%, 少数伴腹泻. 高宏等[22]

报道的112例患者接受立体定向放疗, 其中106
例出现返酸、恶心、乏力、上腹部不适等情况, 
胃肠道反应发生率高达94.6%. 孙曙光等等[23]报道

的接受立体定向放疗的患者, 治疗过程中均有

不同程度恶心、呕吐等胃肠反应, 对症处理后

完全缓解. 3例患者于放疗后2-4 mo出现腹痛, 胃

镜检查显示存在十二指肠溃疡. 张洪珍等[24]与

杨小文等[25]也报道胃肠道反应发病率高于50%, 
本组资料统计显示急性胃肠道反应发生率为

71.0%, 晚期胃肠道反应发生率为85.0%, 急性期

胃肠道反应发生率与文献报道相符. 由于本组

资料的患者多半由于出现相应胃肠道症状来院

就诊并行胃镜检查, 因此晚期胃肠道反应发生

率要高于文献报道.    
既往由于胰腺癌放疗应用局限, 加上缺乏

对放射性胃肠损伤的客观评价指标, 人们对放

射性胃肠损伤关注较少. 因此胃镜在胰腺癌放

疗引起胃、十二指肠黏膜损伤的报道较少. An-
dreyev等[26]收集的256例接受盆腔放疗后出现胃

肠道症状的患者中, 经肠镜检查显示发现34%
的患者与放疗无关; 12%的患者则是由于盆腔

肿瘤复发引起的胃肠道反应, 只有54%的患者

为放疗后引起的胃肠道反应. Pasha等等[27]应用双

气囊内镜对放疗后引起的胃肠道出血进行了诊

治. 这也证明了胃肠镜检查在放射性胃十二指

肠黏膜病变诊断和治疗中的重要作用. 本组资

料中31例患者通过胃镜观察胰腺癌放疗后胃、

十二指肠黏膜的变化, 结果显示胃、十二指肠

黏膜总病变率为87.1%, 高于单纯临床观察的急

慢性胃肠道反应率(71.0%, 85.0%); Ⅲ-Ⅳ级病

变21例, 病变率为67.8%, 而临床实际出现中重

度(3-4级)胃肠道反应病例数及发生率: 急性期6
例, 发生率19.4%, 慢性期4例, 发生率20.0%; 1例
患者为肿瘤浸润致十二指肠狭窄, 引起恶心、

呕吐等胃肠道症状, 发生比率为3.2%. 当患者出

现胃肠道症状再行胃镜检查, 病变主要以Ⅲ-Ⅳ
病变为主, 胃镜下表现不同, 主要有胃糜烂、溃

疡(胃体、胃角、胃窦等)、出血, 十二指肠溃疡

(球部、降段)、狭窄等. 研究表明胃镜观察到的

病例数要高于临床实际就诊的患者, 部分患者

虽然已形成糜烂性或溃疡性病变等, 但由于临

床症状轻微, 缺乏客观的诊断依据, 从而延误治

疗. 部分患者虽然出现较严重的临床症状, 可能

为原发肿瘤浸润或转移所致, 但由于缺乏客观

诊断依据及病理学活检, 使得部分患者过度治

疗胃肠道症状而延误肿瘤的诊治. 因此对于胰

腺癌放疗后行胃镜检查观察胃、十二指肠病变

必要可行, 以便根据病变采取针对性治疗措施.  
胃镜检查能直接观察到胃、十二指肠黏膜的病

变情况, 同时可以通过胃镜对可疑病变部位进

行病理活检及细胞学检查, 以进一步明确诊断, 

■同行评价
本文整体质量较
高, 具有一定指导
意义.
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对于出血、梗阻也可直接进行内镜下止血、放

置支架等治疗. 通过胃镜检查可以直观的观察

放疗前后胃、十二指肠黏膜的变化, 对于放疗

前已经存在胃、十二指肠病变的患者及时治疗, 
以预防更严重的胃肠道反应发生, 使患者顺利

完成放疗. 同时通过胃镜观察放疗后胃、十二

指肠黏膜的变化, 分析影响放射性胃、十二指

肠病变的因素.  
据文献报道[28,29]放射性胃肠炎的发生、发

展与放疗的技术、剂量、放疗时程及剂量分

割、患者的营养状态、是否有手术治疗及化疗

等有关. Theis等等[30]也指出, 患者有并发症(高血

压、糖尿病、炎症性肠病等)、吸烟、既往行

腹部手术、放射治疗的总剂量以及联合化疗等

因素可能影响放射性胃肠损伤的发生. 本组资

料中, 对影响放射性胃、十二指肠黏膜损伤的

因素进行单因素分析, 结果显示放疗技术、放

疗剂量影响放射性胃、十二指肠黏膜损伤的发

生. 3种放疗技术比较, TOMO对放射性胃、十二

指肠黏膜损伤的程度最小, 而3-D引起的放射性

胃、十二指肠黏膜损伤程度最大. 本研究对比

了γ-刀不同剂量放疗后胃、十二指肠黏膜变化, 
结果显示随着放疗剂量的增加, 胃、十二指肠

黏膜损伤发生率增高, 差异有统计学意义.  根据

本资料显示, 由于腹部手术史包括胰十二指肠

切除术、剖腹探查术和胆肠吻合的减黄术, 由
于胰十二指肠切除术后, 胃肠解剖结构改变, 放
疗后胃肠黏膜损伤与剖腹探查术胃镜观察结果

可能存在差异, 但目前鲜见相关文献报道, 本资

料中胰十二指肠切除患者1例, 胃镜观察放疗后

胃、十二指肠黏膜正常, 预防使用胃肠黏膜保

护药物可以减少放射性胃、十二指肠黏膜损伤

的发生, 差异有统计学意义; 本组结果表明放疗

期间使用氨磷汀并没有减少放射性胃、十二指

肠黏膜损伤的发生, 由于本组资料为回顾性分

析, 存在一定的资料偏差, 且样本量较小, 有一

定局限性, 因此尚需要多中心、大样本量的临

床资料观察放疗引起的胃、十二指肠黏膜损伤

情况并分析影响放射性胃、十二指肠黏膜损伤

发生的因素, 为胃、十二指肠道黏膜损伤的预

防和治疗提供依据. 
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.775

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07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《世界华人消化杂志》总被引频次3871次, 影响因子0.775, 

综合评价总分65.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第5位、第7位、第5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65位、第238位、第138位; 其他指标; 即年指标0.081, 他引率0.82, 引用刊数

526种, 扩散因子13.59, 权威因子1260.02, 被引半衰期4.3, 来源文献量642, 文献选出率0.93, 地区分布数29, 机构

分布数302, 基金论文比0.45, 海外论文比0.01.

  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期

刊”(《世界华人消化杂志》编辑部).
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
verrucose gastritis and gastric cancer. 

METHODS: The expression of vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) and kinase insert 
domain-containing receptor (KDR) in chronic 
superficial gastritis, verrucose gastritis and gas-
tric cancer was detected by immunohistochem-
istry. Helicobacter pylori (H. pylori) infection was 
detected by the 13C breath test. 

RESULTS: The rates of H. pylori infection in 
patients with verrucose gastritis and gastric can-
cer were both higher than that in patients with 
chronic superficial gastritis (χ2 = 26.4, 29.697, 
both P < 0.01), but there was no significant dif-
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血管内皮生长因子及其受体KDR在疣状胃炎及胃癌组织
中的表达及意义

陈 洁, 朱海杭, 徐永居, 顾 湘, 朱 萍

®

■背景资料
疣状胃炎(verru-
cose gastritis, VG)
是临床上较为常
见的一种特殊类
型的慢性胃炎, 尽
管在第十届世界
胃 肠 病 大 会 上 , 
VG已被列为具有
高度癌变倾向的
疾病之一, 但临床
上确切观察到疣
状胃炎转化为胃
癌的病例相对较
少 ,  仅 见 个 案 报
道, 缺乏大规模的
动态随访观察, 缺
乏相关基因改变
的基础研究证据, 
其癌变诱因及分
子机制尚不明确. 

ference in the rate of H. pylori infection between 
patients with verrucose gastritis and those with 
gastric cancer (χ2 = 2.229, P > 0.05). The positive 
rates of VEGF and KDR expression in verrucose 
gastritis and gastric cancer were significantly 
higher than those in chronic superficial gastritis 
(χ2 = 20.008, 29.697; 15.428, 24.300, all P < 0.01), 
but there were no significant differences in the 
positive rates of VEGF and KDR expression be-
tween verrucose gastritis and gastric cancer (χ2 = 
3.461, 3.793, both P > 0.05). The positive rates of 
VEGF and KDR expression in mature verrucose 
gastritis were significantly higher than those 
in non-mature verrucose gastritis (χ2 = 6.084, 
10.026, both P < 0.05), but there were no signifi-
cant differences between matured verrucose gas-
tritis and gastric cancer (χ2 = 0.728, 0.080, both P 
> 0.05). The positive rates of VEGF and KDR ex-
pression were significantly higher in verrucose 
gastritis patients with H. pylori infection than in 
those without H. pylori infection (χ2 = 5.637, 5.398, 
both P < 0.05), but there were no significant dif-
ferences between verrucose gastritis patients 
with H. pylori infection and patients with gastric 
cancer (χ2 = 0.839, 1.006, both P > 0.05).

CONCLUSION: H. pylori infection is involved in 
the formation of verrucous gastritis. Expression 
of VEGF and KDR in verrucose gastritis is simi-
lar to that in gastric cancer, suggesting that both 
VEGF and KDR may be involved in the evolu-
tion of verrucose gastritis to gastric cancer. The 
observation that expression of VEGF and KDR 
in mature verrucose gastritis and patients with 
H. pylori infection was higher may imply that 
mature verrucose gastritis and H. pylori infection 
increase the risk of malignant transformation of 
verrucose gastritis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Ki-
nase insert domain-containing receptor; Verrucose 
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■研发前沿
目 前 针 对 V G 的
研究和报道主要
局限在临床治疗
方 面 ,  尽 管 已 经
有临床报道观察
到其癌变的过程, 
但由于缺乏大规
模的随访观察及
分子生物学的基
础 研 究 支 持 ,  对
于其癌变的可能
并没有引起广大
临床医师的重视.

vascular endothelial growth factor and its receptor KDR 
in verrucose gastritis and gastric cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2013; 21(21): 2031-2037  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/2031.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i21.2031

摘要
目的:  研究血管内皮生长因子 ( v a s c u l a r 
endothelial growth factor, VEGF)及其受体
2(kinase insert domain-containing receptor, 
KDR)在疣状胃炎(verrucose gastritis, VG)与胃
癌中的表达的关系. 

方法: 用免疫组织化学方法检测30例慢性浅
表性胃炎、80例VG和30例胃癌组织中VEGF
和KDR的表达; 通过13C呼气试验判断所有入
组患者有无幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori , 
H. pylori )感染. 

结果: VG、胃癌患者的H. pylori 感染率显著
高于慢性浅表性胃炎患者(χ2 = 26.4, 29.697; 
P <0.01), 而两者之间比较差异无统计学意义
(χ2 = 2.229, P >0.05). VG和胃癌组织中VEGF
和K D R的表达与慢性浅表性胃炎组比较差
异有统计学意义(χ2 = 20.008, 29.697; 15.428, 
24.300, P <0.01); VEGF和KDR在疣状胃炎及
胃癌组织中的表达差异无统计学(χ2 = 3.461, 
3.793; P >0.05); 成熟型的疣状胃炎组织中
VEGF和KDR的表达与非成熟型的疣状胃炎
比较差异有统计学意义(χ2 = 6.084, 10.026; 
P <0.05), 而与胃癌组织比较差异无统计学意
义(χ2 = 0.728, 0.080; P >0.05); H. pylori +的疣状
胃炎组织中VEGF和KDR的表达与H. pylori -
的疣状胃炎组比较差异有统计学意义(χ2 = 
5.637, 5.398; P <0.05), 而与胃癌组织比较差异
无统计学意义(χ2 = 0.839, 1.006; P >0.05). 

结论: H. pylori参与了VG的形成过程. VEGF
和KDR在疣状胃炎中的表达与在胃癌中的表
达相似, 提示VG与胃癌之间可能存在相关性, 
VEGF和KDR可能参与了疣状胃炎癌变的过
程. VEGF和KDR在成熟型和H. pylori +的疣状
胃炎中的高表达提示成熟型的VG和H. pylori
感染可能存在增加VG癌变的风险. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 血管内皮生长因子; 血管内皮生长因子受

体; 疣状胃炎; 胃癌

核心提示� 疣状胃炎(verrucose gastritis, VG)是胃

癌的癌前病变之一, 具有癌变的潜能. 成熟型的

VG更易癌变. 幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori )
感染是形成疣状胃炎的重要因素之一, 并且可

能是诱发其癌变的诱因之一. 血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor)和血管内皮

生长因子受体2(kinase insert domain-containing 
receptor)的异常表达, 新生血管的异常增生可能

是其癌变的分子机制之一.  

陈洁, 朱海杭, 徐永居, 顾湘, 朱萍. 血管内皮生长因子及其

受体K D R在疣状胃炎及胃癌组织中的表达及意义. 世界华

人消化杂志  2013; 21(21): 2031-2037  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/21/2031.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i21.2031

0  引言

疣状胃炎(verrucose gastritis, VG)又称痘疹状

胃炎(varioliform gastritis)、慢性糜烂性胃炎

(chronic erosive gastritis), 是胃炎的一种特殊类

型, 内镜下分为成熟型和未成熟型两型. 尽管在

第十届世界胃肠病大会上, VG已被列为具有高

度癌变倾向的疾病之一[1], 但临床上确切观察到

疣状胃炎转化为胃癌的病例相对较少, 缺乏相

关基因改变的基础研究证据, 其癌变的诱因及

分子机制尚不明确, 未能引起广大临床医师的

重视. 本实验通过研究血管内皮生长因子(vas-
cular endothelial growth factor, VEGF)及其受体

2(kinase insert domain-containing receptor, KDR)
在疣状胃炎和胃癌组织中的表达, 探讨疣状胃

炎和胃癌的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2012-01/2012-03我院内镜中心收

集的慢性浅表性胃炎标本30例, 成熟型和未成

熟型疣状胃炎标本各40例, 胃癌组织标本30例. 
所有病例均为首次发现, 未经过质子泵抑制剂

及抗幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )
治疗. 主要试剂为即用型血管内皮生长因子兔

抗人多克隆抗体, 购自福建迈新生物技术开发自福建迈新生物技术开发福建迈新生物技术开发

有限公司; KDR兔抗人多克隆抗体, 购自武汉博自武汉博武汉博

士德生物工程有限公司; 即用型快速免疫组织

化学MaxVisionTM试剂盒(兔)和DAB显色试剂盒

均购自福建迈新生物技术开发有限公司.自福建迈新生物技术开发有限公司.福建迈新生物技术开发有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 实验: 所有入组患者行13C呼气试验, 所有

标本均经过4%甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续

切片, 免疫组织化学法采用EliVision法. 操作步

骤严格按照试剂盒说明书进行. DAB显色, 苏木
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■创新盘点
本 实 验 通 过 研
究 幽 门 螺 旋 杆
菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
感 染 以 及 V E G F
和 K D R 在 V G 和
胃癌组织中的表
达, 对照慢性浅表
性胃炎比较, 探讨
VG、胃癌之间的
关系及其可能存
在的癌变的分子
机制 ,  为将来VG
的研究提供方向, 
为VG及胃癌的预
防与治疗提供更
多的依据.

精复染, PBS代替一抗做阴性对照. 
1.2.2 结果判定: (1)H. pylori的诊断, 通常以30 
min时样品中所测13C-CO2的δ‰减去零时的呼

气样品的δ‰值的差表示, 即检测值 = δ‰(30 
min)-δ‰(0 min). 阳性判断值≥4.0±0.4时, 可判

定受试者为H. pylori +; (2)VEGF和KDR均表达

于均表达于血管内皮细胞和腺上皮细胞的胞浆

中和细胞膜上. 免疫组织化学染色结果判定采

用Remmele和Stegner提出的免疫反应积分(im-
mune response scores, IRS)打分法, 是染色强度

(staining intensity, SI)和阳性细胞百分比(percent-
age of positive cells, PP)的乘积, 即IRS = SI×PP. 
SI可分为4级, 即0级为未见阳性细胞, 1级为弱

阳性, 2级为中等阳性, 3级为强阳性. PP可分为5
级, 即0级为阴性, 1级≤10%, 2级11%-50%; 3级
51%-80%, 4级>80%. 当SI与PP的乘积>3分才算

免疫反应(+)[2]. 
统计学处理 采用一般描述性统计分析、χ2

检验、Spearman等级相关性分析. 数据库构建

及数据分析均在SPSS17.0统计软件包上实现, 检
验标准为P <0.05有统计学意义. 

2  结果

慢性浅表性胃炎、疣状胃炎、胃癌患者H. py-
lori感染率分别为10%、65%、80%, 比例依次增

高. 疣状胃炎患者的H. pylori感染率与慢性浅表

性胃炎患者比较有显著差异(P <0.01), 与胃癌患

者相比无明显差异(P >0.05)(表1).
疣状胃炎组及胃癌组V E G F和K D R的表

达阳性率与慢性浅表性胃炎组比较差异有统

计学意义(P <0.01); 疣状胃炎组和胃癌组VEGF
和K D R的表达阳性率比较差异无统计学意义

(P >0.05)(表2).
未成熟型疣状胃炎中VEGF和KDR的表达

阳性率与成熟型疣状胃炎及胃癌组比较差异

有统计学意义(P <0.05), 而成熟型疣状胃炎中

VEGF和KDR的表达阳性率与胃癌组比较差异

无统计学意义(P >0.05), 未成熟型疣状胃炎中

VEGF和KDR的表达阳性率与胃癌组比较差异

有统计学意义(P <0.05)(表3).
H. pylori -疣状胃炎中VEGF和KDR的表达

阳性率与H. pylori +疣状胃炎及胃癌组比较差异

有统计学意义(P <0.05), 而H. pylori +疣状胃炎

中VEGF和KDR的表达阳性率与胃癌组比较差

异无统计学意义(P >0.05), H. pylori -疣状胃炎中

VEGF和KDR的表达阳性率与胃癌组比较差异

有统计学意义(P <0.05). 疣状胃炎中H. pylori的
感染与VEGF的表达呈正相关(r  = 0.265, P <0.05), 
与KDR的表达呈正相关(r  = 0.26, P <0.05)(表3).

VEGF和KDR主要表达于腺上皮细胞及血管

内皮细胞的胞浆及细胞膜中. VEGF分别在慢性

浅表性胃炎、未成熟型疣状胃炎、成熟型疣状胃

炎、胃癌中的表达阳性率依次为: 6.7%、40%、

67.5%、73.3%, 比例依次增高(图1); KDR分别在

慢性浅表性胃炎、未成熟型疣状胃炎、成熟型

疣状胃炎、胃癌中的表达阳性率依次为: 3.33%、

42.5%、60%、63.3%, 比例依次增高(图2). 
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表 1 比较3组不同组织中H. pylori 的表达

     
分组 n

 H. pylori
χ2 P 值

+ -

慢性浅表性胃炎组 30   3 27 26.4 0.000

疣状胃炎组 80 52b 28b   2.229 0.129

胃癌组 30 24b   6b 29.697 0.000

bP<0.01 vs  慢性浅表性胃炎组. H. pylori : 幽门螺杆菌.

表 2 比较3组不同组织中VEGF和KDR的表达

     
分组  n  

   VEGF
 P值

   KDR
  P值

 +  -  +  -

慢性浅表性胃炎 30   2 28 0.000   1 29 0.000

疣状胃炎 80 43b 37b 0.063 34d 46d 0.051

胃癌 30 22b   8b 0.000 19d 11d 0.000

bP<0.01, dP<0.01 vs  慢性浅表性胃炎组. VEGF: 血管内皮生长

因子; KDR: 血管内皮生长因子受体2.

表 3 比较不同类型疣状胃炎之间VEGF和KDR的表达及
与胃癌的关系

     
 n

  VEGF
  P值

   KDR
  P值

  +   -  +   -

疣状胃炎组

  未成熟型 40 16b 24b 0.014 10d 30d 0.002

  成熟型 40 27 13 24 16

  H. pylori- 28 10b 18b 0.018   7d 21d 0.020

 H. pylori+ 52 33 19 27 25

胃癌组 30 22   8 bP<0.01 19 11 dP<0.01

bP<0.01, dP<0.01 vs  胃癌组. VEGF: 血管内皮生长因子; KDR: 

血管内皮生长因子受体2.
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■应用要点
本文旨在加强临
床 医 生 对 疣 状
胃炎治疗时抗H. 
pylori治疗的意识, 
加强动态内镜随
访观察.

3  讨论

胃癌的形成和发展是多病因、多基因作用的

共同结果, 过程复杂, 至今未能完全明了. 早在

1994年世界卫生组织国际癌症研究机构(Inter-
national Agency for Research on Cancer, IARC)
已经将H. py lo r i 感染作为胃癌的Ⅰ类致病因

子, 很多研究已经证明其H. pylori感染与胃癌

的发生密切相关[3-7]. 随着对疣状胃炎关注的增

加, 陆续出现针对VG和H. pylori关系的报道. 如
周殿元等[8]报道VG患者的H. py lor i感染率为

51.7%-92.5%, 说明疣状胃炎多数伴有H. pylori
感染. 白歌等歌等等[9]观察到大部分病例经抗H. pylori
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图� 1 VEGF的表达���00�. 1 VEGF的表达���00�.VEGF的表达���00�.. A: 慢性浅表性胃炎; B: 未成熟型疣状胃炎; C: 成熟型疣状胃炎; D: 胃癌. VEGF: ��������.��������.������.

A

C D

B

图� 2 KDR的表达���00�. 2 KDR的表达���00�.KDR的表达���00�.. A: 慢性浅表性胃炎; B: 未成熟型疣状胃炎; C: 成熟型疣状胃炎; D: 胃癌. KDR: �������

�受体2.
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治疗, 临床症状消失, 说明疣状胃炎治疗效果与

清除H. pylori呈正相关, 同时也进一步支持H. 
pylori与疣状胃炎关系密切的观点. 并且李庭赞

等[10]提出疣状胃炎尤其是成熟型疣状胃炎的胃

黏膜肠上皮化生的发生率及上皮内瘤变的发生

率高于对照组, 说明疣状胃炎有癌变倾向. 
基于以上基础, 本研究观察到疣状胃炎的H. 

pylori感染率为65%, 较慢性浅表性胃炎H. pylori
感染显著升高, 提示与慢性浅表性胃炎相比, H. 
pylori感染在疣状胃炎的形成过程中起重要作

用, 是其发病的一个重要致病因素. 其机制可能

是H. pylori在胃内定植后, 由于其具有螺旋状的

体形以及多根鞭毛产生动力, 穿过胃表面黏液

屏障, 定居在胃黏膜上皮细胞的表面, 通过释放

一些致病因子, 使胃黏膜发生损伤、充血、水

肿、局部隆起增生、点状坏死、片状糜烂等病

理改变, 亦可能使胃黏膜对H. pylori产生免疫反

应进一步引起糜烂处的黏膜腺管及腺体数增加

和腺颈部延长, 从而形成周边隆起中央脐样糜

烂坏死凹陷的疣状物. 但其确切的机制有待进

一步研究. 与胃癌的H. pylori感染率比较无显著

差异性, 得出两点推论: (1)是否能够因此推断疣

状胃炎具有癌变的潜能, 是癌前的一种病理形

态; (2)除了H. pylori感染, 尚有其他未知因素促

使疣状胃炎进展为胃癌. 
但作为实体瘤, 与肿瘤的血管生成关系密切

是毋庸置疑的[11]. VEGF是目前公认的最强力、

最能够直接刺激血管内皮细胞产生增殖效应及

促进新生血管生成的因子[12]. 其生物学效应的实

现主要通过与其受体KDR结合后产生[13]. 二者

结合后通过一系列的调节机制, 启动新生血管

的生成, 促使血管内皮细胞大量增殖, 诱导新生

血管的形成, 并且增加血管通透性, 导致肿瘤细

胞逐渐生长、渗出及扩散转移[14,15]. 
VEGF又称血管通透因子, 他是内皮细胞具

有显著特异性的有丝分裂源, 也是一种有效的

促进新生血管形成和通透性增加的诱导因子. 
与受体结合后, 可增加细胞内Ca2+浓度, 通过磷

酸肌醇特异性的磷脂酶C途径, 使细胞内的IP3
水平增高从而传导细胞内信号, 进而改变细胞

形态、促进细胞进行有丝分裂、进一步构建迁

移新生血管[16]. 还能增强血浆酶原活化因子的

生物学活性, 从而使血浆酶原活化因子以及血

浆酶原活化因子抑制因子的水平发生增长, 通
过这两个因子的活化, 诱导基质胶原酶、蛋白

水解酶和组织因子在血管内皮细胞中充分表

达, 从而逐步出现细胞外基质降解, 内皮细胞发

生迁移和浸润, 新生血管逐渐形成[17]. KDR是

VEGF发挥其促血管生成作用的高亲和力的特

异性膜受体, 具有明显的趋化性和促分裂活性. 
KDR主要分布在血管内皮细胞上, 起着趋化细

胞分裂、诱导内皮细胞增殖和迁移的作用. 并
能通过阻止内皮细胞的凋亡, 维持内皮细胞的

存活. VEGF/KDR对肿瘤新生血管的生成影响

极为重要, 大量研究均证实这一观点[18-23]. 其在

胃癌组织中的表达也得到了较多关注[24-27], 认为

VEGF及其受体KDR的异常表达在促使胃癌的

形成、浸润和扩散转移的过程中起重要作用. 
国外研究[28,29]甚至提出VEGF不仅能促进肿瘤的

新生血管形成, 还能通过旁分泌和胃癌细胞自

分泌两种途径来实现促进胃癌的形成和转移的

作用. 另外Boocock等[16]还发现VEGF可以通过

激活肿瘤细胞上的KDR受体, 直接促进肿瘤的

生长. 高岩等[30]研究发现KDR在维持癌细胞生

长过程中发挥重要作用. 
本研究显示: VEGF和KDR在慢性浅表性

胃炎、未成熟型疣状胃炎、成熟型疣状胃炎、

胃癌中的表达阳性率比例依次增高. VEGF和
KDR在慢性浅表性胃炎中已有表达, 在疣状胃

炎和胃癌中表达呈现递增趋势, 说明在胃癌形

成之前, 已有新生血管的形成, 随着新生血管的

增加, 细胞癌变的几率越高, 癌变与血管形成有

显著关系. 因此血管生成可以作为判断疣状胃

炎发生发展及癌变的重要因素之一. VEGF和
KDR在疣状胃炎及胃癌组织中的阳性表达率差

异无统计学意义(P >0.05), 但与慢性浅表性胃炎

比较差异有统计学意义(P <0.01). 表明疣状胃炎

中已经有VEGF和KDR的高表达, 具有发展为

胃癌的可能. 本实验还发现: VEGF及KDR在成

熟型疣状胃炎中阳性表达率显著高于未成熟型

疣状胃炎(P <0.05), 而与胃癌比较差异无统计学

意义(P >0.05). 同时, 其在伴随H. pylori感染的疣

状胃炎中阳性表达率显著高于无H. pylori感染

的疣状胃炎(P <0.05), 而与胃癌比较差异无统计

学意义(P >0.05). 提示成熟型疣状胃炎及伴随H. 
pylori感染的疣状胃炎可能更易转化为胃癌. H. 
pylori感染可能为疣状胃炎转变为胃癌的诱发因

素. 研究结果还表明, H. pylori的感染与VEGF及
KDR表达呈明显正相关(r  = 0.265, 0.26, P <0.05), 
说明在疣状胃炎的癌变过程中, 血管生成与H. 

■同行评价
本文对内镜工作
者及临床医生针
对VG的治疗有较
好的借鉴意义.
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pylori感染起协同作用, 共同促进疣状胃炎的发

生发展及癌变, 其具体机制有待进一步研究. 
总之, 通过本实验, 可以认为疣状胃炎是胃

癌的癌前病变, 具有癌变的潜能. 而成熟型及H. 
pylori的疣状胃炎可能更易转化为胃癌. H. pylori
感染可能是疣状胃炎癌变的诱因之一. VEGF和
KDR的高表达可能是其分子机制之一. 故而在

针对疣状胃炎的治疗时需要加强抗H. pylori治
疗的意识, 加强动态内镜随访观察. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of RASSF1A and 
CyclinA2 in intrahepatic cholangiocarcinoma 
(ICC) and to analyze their relationship with the 
biological behavior of ICC. 

METHODS: Thirty ICC specimens and 18 
tumor-adjacent tissue specimens were collected 
from January 2010 to September 2011 in Depart-
ment of Hepatobiliary Surgery, Union Hospital, 
Tongji Medical College, Huazhong University 
of Science and Technology. The expression of 
RASSF1A and CyclinA2 in these specimens was 
detected by immunohistochemistry. The rela-
tionship between the expression of RASSF1A 
and CyclinA2 and clinicopathologic parameters 
of ICC was then analyzed.
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RASSF1A与CyclinA2在肝内胆管细胞癌中的表达与相关性

吴军卫, 李 潼, 李锦锦, 孟元普, 柴新群

®

■背景资料
RASSF1A 是一个
新型的抑癌基因, 
是属于 R A S S F 1
家族(Ras associa-
tion domain fam-
ily 1)(RASSF1A-
RASSF1H)的一
个�型, 位于染色
体3p21.3区域, �
码由340个氨基酸
组成的蛋白质. 最
先因其在人肺癌
中常有纯合型缺
失而被发现并被
Dammann等克隆
出来. 其失活可以
导致多种恶性肿
瘤的发生, 其失活
方式有突变、杂
合性缺失、纯合
型缺失及启动子
甲基化, 其中以启
动子甲基化最为
常见 .  RASSF1A
作为抑癌基因,可
通过多种不同的
途径如促进细胞
凋亡、调节染色
体和微管的稳定
性和调控细胞周
期等发挥作用. 

RESULTS: The positive rate of expression of 
RASSF1A in ICC was significantly lower than 
that in tumor-adjacent tissue (36.67% vs 83.33%, 
P < 0.05), while the positive rate of expression of 
Cyclin A2 in ICC was significantly higher than 
that in tumor-adjacent tissue (73.33% vs 11.11%, 
P < 0.05). There was a negative correlation be-
tween the expression of RASSF1A and that of 
Cyclin A2 in ICC (P < 0.01, r = 0.54).

CONCLUSION: RASSF1A and CyclinA2 may be 
involved in the occurrence and development of 
ICC. Inactivation of RASSF1A may contribute 
to the invasion and metastasis of ICC. CyclinA2 
may play a significant role in the tumor inhibi-
tion mechanism mediated by RASSF1A.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: RASSF1A; CyclinA2; Intrahepatic cholan-
giocarcinoma; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 探讨RASSF1A与CyclinA2在肝内胆管
细胞癌(intrahepatic cholangiocarcinoma, ICC)
的表达情况、与临床生物学行为的关系及二
者的相关性. 

方法: 收集2010-01/2011-09华中科技大学同济
医学院附属协和医院肝胆外科中心手术切除
的30例ICC组织与18例癌旁组织, 利用免疫组
织化学两步法, 检测RASSF1A与CyclinA2分
别在上述组织中的表达, 并分析其表达的意义
及相关性. 

结果: RASSF1A在ICC组织中的表达明显低于
癌旁组织中的表达, 其在ICC组织中阳性表达
率为36.67%(11/30), 在癌旁组织中阳性表达率
为83.33%(15/18)(P <0.05); CyclinA2在ICC组
织中的表达明显高于癌旁组织中的表达, 其在

■同行评议者
韩天权, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
外科, 上海消化外
科研究所
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ICC组织中阳性表达率为73.33%(22/30), 在癌
旁组织中阳性表达率为11.11%(2/18)(P <0.05); 
RASSF1A失活与CyclinA2高表达在ICC的发
生过程具有相关性(P <0.01, r  = 0.54). 

结论: RASSF1A基因与CyclinA2蛋白可能参
与ICC的发生发展过程, RASSF1A基因失活可
能参与ICC的浸润转移过程, 且二者的作用机
制可能存在一定的相关性. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� RASSF1A; 细胞周期蛋白A2; 肝内胆管细

胞癌; 免疫组织化学

核心提示� 本研究表明RASSF1A的失活参与了

肝内胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocarcinoma, 
ICC)的发生, 其作用机制可能与细胞周期蛋白

A2(CyclinA2)有紧密的相关性. 而且发现RASSF1A
失活的ICC患者更易发生淋巴结的转移,  临床分期

也较晚, 可能预示着预后不良. 

吴军卫, 李潼, 李锦锦, 孟元普, 柴新群. �����1�与��clin�2

在 肝 � 胆 � � � � 中 的 � � 与 � � ���������������� .  世 界 华 人 消 化 杂

志  2013; 21(21): 2038-2044  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/21/2038.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/
wcjd.v21.i21.2038

0  引言

肝内胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocarci-
noma, ICC)是指发生于二级胆管以上的末梢侧

肝内小胆管的胆管细胞癌, 起源于肝内胆管上

皮细胞, 约占胆管细胞癌的5%-20%[1]. 与肝细胞

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)相比, ICC更
容易发生早期淋巴结转移与术后复发[2]. 但是其

与肝门胆管癌(hilar cholangiocarcinoma)相比也有

不同[3], 肝门胆管癌比ICC更容易侵犯周围神经

及淋巴结[1]. 近30年来, 在全世界范围内, 有数据

表明: ICC的发病率和死亡率呈不断上升趋势[4,5]. 
RASSF1A是一个新型的抑癌基因, 其失活可以

导致多种恶性肿瘤的发生, 其失活方式以启动

子甲基化最为常见. RASSF1A作为抑癌基因, 可
通过多种不同的途径发挥作用, 包括促进细胞

凋亡、调节染色体和微管的稳定性和调控细胞

周期等. 本文主要探讨RASSF1A基因与细胞周

期蛋白A2(CyclinA2)在ICC组织与癌旁组织中的

表达与临床意义, 并分析RASSF1A发挥抑癌作

用是否同CyclinA2具有相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集华中科技大学同济医学附属协和

医院肝胆外科2010-01/2011-09手术切除的ICC
标本30例及癌旁组织18例, 所有标本的患者术

前均未经过化疗和其他抗肿瘤治疗. 其中男性

15例, 女性15例; 有血管癌栓者5例, 无癌栓者25
例; 高、中分化胆管细胞癌20例, 低分化胆管

细胞癌10例; 有淋巴结转移者11例, 无淋巴结转

移者19例; 周围脏器转移者6例, 无转移者24例; 
Nathan分期[6]Ⅰ期、Ⅱ期17例, Ⅲ期、Ⅳ期13例. 
所有组织均经脱水、石蜡包埋、4 μm连续切

片后进行实验. RASSF1A兔抗人多克隆抗体、

CyclinA2兔抗人多克隆抗体均购自北京博奥森自北京博奥森北京博奥森

生物公司, 即用型SV两步法试剂盒、DAB显色

液均购自武汉博士德公司.自武汉博士德公司.武汉博士德公司. 
1.2 方法 采用SV(Super Vision)免疫组织化学两组织化学两两

步法的方法分别检测ICC组织和癌旁组织中的

RASSF1A和CyclinA2的表达, 具体步骤严格按

照说明书上进行. 兔抗人RASSF1A一抗及Cy-
clinA2一抗的工作浓度均为1∶100, RASSF1A
和CyclinA2均用已知的正常乳腺组织阳性切片

作为阳性对照; 用0.01 mol/L PBS(pH7.4)代替

RASSF1A和CyclinA2的一抗做阴性对照. 判断

标准: RASSF1A染色阳性主要定位于细胞质, 
CyclinA2染色阳性主要定位于细胞核. 用Mat-
tern积分法[7]染色指数评定染色结果: 阳性细胞

百分率: 每例标本中, 随机选择10个含有阳性细

胞的高倍视野(×400), 每个视野计数100个肿瘤

细胞, 取染色阳性细胞数的平均值计算阳性细

胞百分率. 无阳性细胞定为0; 阳性细胞≤25%
定为1; 阳性细胞≤50%定为2; 阳性细胞>50%定

为3. 染色强度: 阴性定为0; 浅黄色定为1; 深黄

色定为2; 棕黄色定为3. 以染色强度和阳性细胞

百分率之和为染色指数, 0为最小值, 6为最大值. 
染色阳性定为阳性表达指数>3, 染色阴性定为

阳性表达指数≤3. 
统计学处理 所有数据采用SPSS15.0进行统

计学分析, 两组组间率的比较用χ2
检验, 相关性

比较用配对χ2
检验, 看其是否具有一致性, 按α = 

0.05检验标准, P <0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 RASSF1A在ICC组织和癌旁组织中的表达

RASSF1A蛋白定位处染色呈棕黄或棕褐色, 主
要表达于细胞质中, 细胞核中也有少量表达(图
1A, B). 在18例癌旁组织中, RASSF1A阳性表达

■研发前沿
在 I C C 发 生 发 展
过程中, 有许多分
子机制参与其中, 
但分子生物学研
究并未能完全解
释其发生发展浸
润转移的过程, 故
立足于每种细胞
因子的体内或体
外的研究, 仍有助
于去揭示这些细
胞 因 子 在 I C C 发
生发展中的作用, 
并为今后临床上
基因治疗提供新
的思路.
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率为83.33%(15/18); 在30例ICC组织中, 其阳性

表达率为36.67%(11/30), 二者结果比较差异具

有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 RASSF1A在ICC组织中的表达与其临床生

物学行为的关系 在30例ICC患者中, RASSF1A
的表达与年龄、性别、CA199水平、有无血管

癌栓等无相关性(P >0.05). 而与有无周围脏器转

移、胆管癌分化程度、有无淋巴结转移、Na-
than分期有关(P <0.05, 表2).
2.3 CyclinA2在ICC中的表达 CyclinA2蛋白定位

处染色呈棕黄或棕褐色, 主要表达于细胞核中, 
细胞质也有少量分布(图1C). 在30例ICC组织中, 
CyclinA2阳性表达率为73.33%(22/30); 在18例癌

旁组织中, 其阳性率为11.11%(2/18), 二者结果比

较差异具有统计学意义(P <0.01)(表3).
2.4 RASSF1A与CyclinA2在ICC中表达的相关性 
在30例ICC组织中, RASSF1A失活与CyclinA2高
表达的有18例, RASSF1A表达阳性与CyclinA2表
达阴性有7例(表4). 经配对χ2

检验, 两者比较χ2 = 
12.139, P <0.01(表4), 表明RASSF1A失活和Cyc-
linA2高表达在ICC中表达情况一致, 其相关性有

统计学意义. 且r = 0.54, 其值>0.5, 表明RASSF1A其值>0.5, 表明RASSF1A>0.5, 表明RASSF1A
发挥抑癌作用的过程可能同紧密CyclinA2相关. 

3  讨论

2000年, Dammann等[8]利用酵母双杂交筛选方

法, 在染色体3p21.3区域克隆出一种新型的Ras
因子-RASSF1A. 他属于RASSF1家族(Ras asso-

表 1 RASSF1A在肝内胆管细胞癌组织和癌旁组织中的表达

     组织类型 n 阳性(n ) 阴性(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

肝�胆�� 30 11 19 36.67

�旁组织 18 15   3 83.33 9.869 0.002

表 2 RASSF1A的表达与肝内胆管细胞癌组织的临床病理特征的关系

     病理资料 n 阳性(n ) 阴性(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

年龄(岁) 0.287 >0.05

  ＜60 20   8 12 40.00

  ≥60 10   3   7 30.00

����������������别 1.292 >0.05

  男 15   7   8 46.67 

  女 15   4 11 26.67 

��199(U/mL) 0.578 >0.05

  ＜100 19   6 13 31.58

  ≥100 11   5   6 45.45

周围脏器转移 4.342 <0.05

  有   6   0   6   0.00

  无 24 11 13 45.83

胆��分化程度 4.593 <0.05

  高中分化 20 10 10 50.00

  低分化 10   1   9 10.00

有无淋巴结  5.687 <0.05

  有 11   1 10   9.09

  无 19 10   9 52.63

有无血��栓 0.781 >0.05

  有   5   1   4 20.00

  无 25 10 15 40.00

Nathan分期 4.474 <0.05

  Ⅰ-Ⅱ期 17   9   8 52.94

  Ⅲ-Ⅳ期 13   2 11 15.38

■相关报道
国内外对RASS-
F1A作用研究多
集中在肺癌与泌
尿 系 统 的 肿 瘤 , 
对肝外胆管细胞
癌 也 有 报 道 ,  但
对其在肝内胆管
细胞癌的表达及
作用机制则少见
报道.
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■应用要点
本 研 究 表 明 I C C
患 者 R A S S F 1 A
存在较高的失活
率 ,  RASSF1A失
活 或 低 表 达 的
I C C 组 织 多 伴 有
CyclinA2的高表
达, 二者表达可能
存在负相关, 表明
二者存在某种调
节机制, 这给以后
I C C 的 基 因 治 疗
提供了一个新的
靶点.

ciation domain family 1)(RASSF1A-RASSF1H)的
一个亚型, 其cDNA全长1873 bp, 编码由340个氨

基酸组成的蛋白质, 其表达蛋白的N'末端与一个

富含半胱氨酸的甘油二脂/佛波酯(DAG)结合区

高度同源, 即蛋白激酶C的保守域1, RASSF1A表

达多肽链的氨基酸的第125到138位可能是ATM
的磷酸化位点. 很多实验都表明RASSF1A的过

量表达可以促进细胞凋亡、细胞周期停滞和减

少癌细胞的发生. RASSF1A的减少会导致细胞

周期失去控制, 增强基因的不稳定性, 增强细胞

的移动性, 抵抗K-ras和肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)诱导的细胞凋亡[9-14]. 目
前已有研究者证实RASSF1A失活参与了多种人

类肿瘤如肺癌[15,16]、胃癌[17]、贲门癌与食管癌
[18]、膀胱癌[19]、肾癌[20]、肝细胞癌[21]、宫颈癌

与子宫内膜癌[22]等的发生, 但是目前国内外对

RASSF1A与肝内胆管细胞癌关系的研究较少. 
在人体内CyclinA2主要表达于人体的胚胎

细胞和性腺生殖细胞(如精原细胞、精母细胞

等)[23], 也常见于人类肿瘤[24,25], 在DNA合成以及

细胞周期G1-S期与G2-M期的转换过程中起重要

作用[11]. RASSF1A是否通过CyclinA2发挥抑癌

作用一直是研究的热点, 但是其机制也存在诸

多争议. Fenton等[26]研究表明RASSF1A可以通

过与转录因子p120E4F相互作用而影响G1期的

过渡. p120E4F可以通过下调CyclinA2的转录,  
导致细胞周期停滞在G1期

[27]. RASSF1A可以加

强p120E4F抑制CyclinA2的能力并与p120E4F协
同诱导细胞周期的停滞[12]. 所以若RASSF1A失

活其抑制CyclinA2的能力减弱,  则CyclinA2会
显著增多, 进而促进DNA的合成以及加速细胞

有丝分裂的进程. 但是有研究表明RASSF1A也

可以控制细胞分裂停滞在G2-M期. 2004年Song
等[28]报道了RASSF1A通过细胞周期相关蛋白

Cdc20抑制后期促进复合物(anaphase-promoting 
complex, APC),  诱导细胞停滞在G2向M期过渡

的前中期. Cdc20可以绑定和激活大分子APC的
泛素连接酶, 继而促进细胞周期蛋白CyclinA2和
B的泛素化和降解. 与RASSF1A作用后, Cdc20
激活APC泛素连接酶的作用被抑制, 因此APC不
能降解CyclinA2和B, 稳定的CyclinA2和B会阻

止细胞分裂的进行. 失活的RASSF1A导致细胞

分裂的加速. 由此可以看出RASSF1A在CyclinA2
的调节中的角色是极其复杂的, Fenton等[26]的实

验发现RASSF1A的作用是减少CyclinA2蛋白的

水平, 但是Song等[28]的实验却表明他可以稳定

乃至增加CyclinA2蛋白的水平. 这种矛盾的现象

有待于我们进一步研究去证实其发挥作用的真

表 3 CyclinA2在肝内胆管细胞癌组织和癌旁组织中的表达

     组织类型 n 阳性(n ) 阴性(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

肝�胆�� 30 22   8 73.33

�旁组织 18   2 16 11.11 17.422 0.000

表 4 RASSF1A和CyclinA2在肝内胆管细胞癌中表达比较 (n)

     
RASSF1A失活

CyclinA2高表达
  合计(n ) χ2值 P 值

是(n ) 否(n )

是(n) 18 1 19

否(n ) 4 7 11

合计(n ) 22 8 30 12.139 0.000 

CBA

图� 1 RASSF1A和CyclinA2的表达(�400)�� 1 RASSF1A和CyclinA2的表达(�400)��RASSF1A和CyclinA2的表达(�400)���� A: RASSF1A在ICC组织中的阳性表达; B: RASSF1A在癌旁组织中的阳性表达; C: 

CyclinA2在ICC组织中的阳性表达. ICC: 肝内胆管细胞癌.
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正机制,  本实验的目的之一就是探求RASSF1A
同CyclinA2是否存在关联, 亦或是二者是相互独

立的因素. 
RASSF1A蛋白还是一种微管结合蛋白, 可

以通过微管相关蛋白(microtubule-associated 
proteins, MAPs)与微管相互作用. 有研究表明

RASSF1A可以通过调控微管蛋白的动力使其

可以控制细胞的运动性和侵袭性. Dallol等[29]通

过研究非小细胞肺癌发现过量表达RASSF1A可

以抑制癌细胞的迁移,  改变癌细胞的形态. 通过

研究敲除RASSF1A基因的鼠胚胎成纤维细胞

(mouse embryonic fibroblasts, MEFs)及HeLa细
胞的特性, 发现上述类型细胞与细胞之间的粘

附力被弱化, 且细胞的变形能力增强, 这与微管

分枝扩展增多和张力纤维肌动蛋白的形成有关. 
因此, 上述实验表明RASSF1A功能的缺失可能

在肿瘤的发生、发展阶段都起作用. 
2002年Wong等[30]第一次发现13例肝外胆

管癌(extrahepatic cholangiocarcinoma, ECC)中
RASSF1A失活的概率为69%, 而且发现RASS-
F1A失活与ECC的发生、发展存在很大的相关

性. Kim等[31]发现RASSF1A启动子甲基化的概

率在E C C中高于其癌前病变胆管上皮内瘤变

(P <0.05), 在正常胆管上皮、胆管上皮内瘤变、

ECC中,  其甲基化的概率是逐渐增加的. 
国内Chen等[32]采用RT-PCR方法发现RASS-

F1A基因与ECC的淋巴结转移、TNM分期相关, 
也与其分化程度存在相关性. 他们用DNA甲基

转移酶抑制剂5-氮-2-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)对人

胆管癌细胞株QBC-939进行干预后, 发现5-Aza-
CdR能够诱导已经甲基化的RASSF1A基因启动

子区域去甲基化, 并通过该机制诱导RASSF1A
基因在人胆管癌细胞系QBC-939中重新表达, 这
也充分说明了RASSF1A基因与ECC的发生存在

很大相关性. 这也为胆管癌的基因治疗开辟一

个新的方向, 因为在胆管癌中, RASSF1A基因是

完整的, 因为甲基化而休眠, 如果通过对其启动

子进行脱甲基化使其重新表达, 这将是一个新

的肿瘤治疗方法. 
以上研究结果表明, RASSF1A作为一种新

型抑癌基因, 其失活与癌症的发生、发展有着

必然联系, 与ECC的发生、发展、治疗、预后

也息息相关. 但是RASSSF1A怎样通过相关机制

调控CyclinA2的表达来调节细胞周期的进程还

存在争议; RASSF1A失活与人非小细胞肺癌侵

袭性增强有关, 但是其与ICC的侵袭力是否相关

尚未见报道; RASSF1A失活与ECC的发生、发

展、预后相关已被国内外许多研究证实, 但是

其与ICC的关系却罕见报道. 本实验旨在通过研

究RASSF1A的失活是否与ICC的发生相关, 若存

在相关性其表达与CyclinA2的表达在ICC中是

否有关联, 且其失活是否也与ICC侵袭力增强、

分期较晚、预后较差相关. 
本实验的研究结果表明RASSF1A在ICC

和癌旁组织中的阳性表达率分别为36.67%、

83.33%, 在癌旁组织中的表达率明显高于癌组

织, 其差异具有显著性意义(P <0.05); CyclinA2在
ICC和癌旁组织的阳性表达率分别为73.33%、

11.11%, 在ICC组织中的表达强于癌旁组织, 其
差异同样具有显著性(P <0.05); 而且二者在ICC
的表达紧密相关(P <0.01, r  = 0.54). 由此可以得

出RASSF1A在ICC中的失活率为63.33%, 其在

ICC中的表达减弱或消失, 而且发现RASSF1A
失活或低表达的ICC组织中常伴有CyclinA2的
高表达, 可以推测, 二者之间可能存在抑制表达

的机制, RASSF1A发挥抑癌作用的机制可能与

CyclinA2增多有关, 这与Fenton等[26]的研究结果

相一致. 
我们还发现RASSF1A蛋白的表达水平与年

龄、性别、CA199水平及有无血管浸润无关, 与浸润无关, 与润无关, 与
肿瘤分化程度、有无周围脏器转移、有无淋巴

结转移、Nathan分期有关. 低分化、有淋巴结转

移、有周围脏器转移、Nathan分期晚的ICC患

者, 其RASSF1A的失活率较高, 提示RASSF1A的

表达失活可能与ICC的分化低、侵袭力强及预后

较差相关, 这与相关文献报道的结果相一致, 这
在以后可能会作为判断胆管癌预后的一个指标. 

总之, 在ICC患者中RASSF1A低表达与Cyc-
linA2的高表达同ICC的发生发展相关; RASSF1A的
失活可能参与了ICC的浸润转移过程. 进一步的研

究需要证实RASSF1A与CyclinA2的作用机制, 如何

利用RASSF1A启动子去甲基化的方法使RASSF1A
在人体内重新表达, 从而发挥其抑癌作用, 抑制肿

瘤的转移和复发, 并有望为ICC的基因治疗提供一

个新的研究方向或靶点. 
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Abstract
Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is 
one of most common malignant tumors in Chi-
na, and the polymorphisms of genes associated 
with susceptibility to ESCC are important fac-
tors affecting individual tumor susceptibility. 
Genes associated with susceptibility to ESCC 
in Chinese Han population mainly contain me-
tabolizing enzyme-associated genes, nucleotide 
excision repair genes, methylenetetrahydrofo-
late reductase gene, tumor suppressor genes, 
oncogenes, and cytokines. The genotypes of 
genes associated with susceptibility to ESCC 
have obvious regional distribution in Chinese 
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 文献综述 REVIEW

中国汉族人群食管癌遗传易感基因多态性的研究进展

莫赛军, 柯少瑞, 张佳彤, 杨胜利

®

■背景资料
食管鳞癌(esopha-
geal squamous cell 
carcinoma, ESCC)
是我国高发恶性
肿瘤. 遗传易感基
因多态性在ESCC
发生过程中起着
非常重要的作用. 
深入研究这些基
因的突变表型与
ESCC发生之间的
关系, 可为预防、
监测、早期筛查
乃至预后判断提
供更为合理的科
学依据. 

Han population. This review aims to summa-
rize and analyze the polymorphisms of genes 
associated with susceptibility to ESCC, includ-
ing tumor suppressor genes and genes encod-
ing oncogenes and cytokines, in Chinese Han 
population.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Inherited susceptible gene; Polymorphism; Region-
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摘要
食管鳞癌(esophageal squamous cell carcinoma, 
ESCC)是我国常见的恶性肿瘤之一, 其易感基
因的遗传多态性是影响个体食管癌易感性的
重要因素. 中国汉族人群食管癌遗传易感基因
主要包括代谢酶相关基因、DNA切除修复相
关基因、相关的抑癌基因、癌基因和细胞因
子基因等. 本文主要对近年研究的中国汉族
人群食管鳞癌易感相关的抑癌基因、癌基因
及细胞因子等进行总结和分析. 结果表明上述
ESCC遗传易感基因的多态基因型在中国汉族
人群中具有明显的地域分布, 这为食管癌的区
域诊断、监测及早期筛查提供了重要的理论
基础. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 食管鳞癌; 遗传易感基因; 多态性; 地域分

布; 中国汉族人群

核心提示� 基因的遗传多态性很大程度上影响我

国汉族人群食管癌的发病危险. 我国食管癌及其

易感基因多态基因型的分布具有显著的地域性, 
这对于食管癌的区域预防、监测、早期筛查乃

至预后判断有着非常重要的指导意义.

■同行评议者
张力为, 副教授, 新
疆医科大学第一
附属医院胸外科
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■研发前沿
食管癌易感基因
的遗传多态性很
大程度上影响我
国汉族人群食管
癌 的 发 病 危 险 . 
但由于各地科学
研究水平的差异, 
所 研 究 的 我 国
E S C C 易 感 基 因
实验数据并不完
整. 因此, 非常有
必要加强我国各
食管癌高发区食
管癌易感基因的
研究.
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0  引言

近年的分子生物学研究表明, 遗传基因的多态

性可导致某些人群在同样环境条件下, 更容易

发生某一类疾病. 通过对基因多态性与疾病易

感性的联系研究, 可阐明人体对疾病、毒物和

应激的易感性. 食管鳞癌(esophageal squamous 
cell carcinoma, ESCC)是我国常见恶性肿瘤之

一, 严重危害民众的身心健康. 越来越多的证据

表明, 与ESCC发生相关的遗传易感基因除了与

外源化合物的活化和解毒有关的代谢酶和DNA
损伤修复基因外, 还包括癌基因、抑癌基因及、抑癌基因及抑癌基因及及

细胞因子等. 目前对代谢酶和DNA修复相关的

食管癌遗传易感基因的研究和综述很多, 在此

不一一赘述. 本文主要对近年研究较多的与我

国汉族人群ESCC易感相关的癌基因和抑癌基

因、细胞因子等基因多态性进行总结和分析, 
以期为ESCC预防和治疗提供新的研究领域. 

1  相关抑癌基因和癌基因

食管癌的发生发展涉及到许多癌基因和抑癌基

因的改变. 已知与我国ESCC相关的具有多态

性的抑癌基因和癌基因包括p53、p16、p21、
Rb、第10染色体同源丢失性磷酸酶-张力蛋白

基因(phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome ten, PTEN )、cyclinD1、小鼠双微

体基因(murine double minute 2, MDM2 )等. 
p53 基因是与肿瘤关系最密切的抑癌基

因, 其72位密码子Arg/Pro突变在包括食管癌在

内的所有肿瘤中最为常见. 该密码子纯合突变

Pro/Pro为河南林州、四川盐亭及广东潮汕等地

人群ESCC易感因素[1-3], 但亦有研究表明该多态

位点并不影响江苏淮安及河北磁县、涉县等地

人群ESCC患病率[4,5]. 除72 Arg/Pro突变外, 河南

林州食管癌高发区人群p53基因1、2、4、5、
6、7、8外显子均存在突变[1], 且第5外显子突变

频率与饮食密切相关[6]. 研究发现河南林州人群

患ESCC的风险还与抑癌基因PTEN  rs2735343 
C/G多态相关, 且该位点可与P53 72Arg/Pro相互

作用, 共同影响该人群患ESCC风险[7]. Rb基因是

一个研究较早的显性抑癌基因, 其突变与食管

癌发生密切相关. 如陕西人群Rb基因第17内含

子存在2个等位基因片段即945、630加315 bp, 
二者在食管正常和癌组织中的基因型频率分布

具有显著差异[8]. 此外, 细胞周期抑制因子P21 
3'UTR 20位核苷酸在北方人群中存在突变, 且携

带T/T基因型的吸烟个体对ESCC更为易感[9]; 另
外其密码子31 Ser/Arg突变位点中, Ser/Ser纯合

基因型可以显著增加宁夏汉族患ESCC风险[10]. 
但亦有研究表明, P21 31Ser/Arg突变并不影响

江苏淮安等地人群的ESCC易感性[11]. 食管癌相

关基因1和2(esophageal cancer related gene 1 and 
2, ECRG1和ECRG2 )在体内外均可以抑制肿瘤

细胞的生长. Li等[12]对北京及周边人群的研究发

现, 携带ECRG1 290 Gln/Gln及290 Arg/Gln基因

型位点的个体ESCC发生风险显著高于携带290 
Arg/Arg基因型的个体. ECRG2外显子4存在短串

联重复序列多态性, 研究发现新疆汉族和河南

林州等地人群中携带TCA3/TCA3基因型个体食

管癌发生和转移的风险增加[13]. 
除上述抑癌基因外, 癌基因突变在很大程

度上亦影响我国汉族人群ESCC易感性, 如cy-
clinD1和MDM2等. cyclinD1是与细胞周期相关

的癌基因之一, 对该基因870G/A多态性与食管

癌的关系报道不一. Zhang等[14]对我国北方人群

的研究结果显示GG基因型ESCC患病风险显著

降低, 但Yu等[15]认为870G/A与ESCC患病风险无

关. 此外, MDM2  309T/G多态性亦可能是食管癌

重要的遗传易感因素, 其309GG基因型可增加鲁

西南汉族人群ESCC发病风险[16].

2  相关细胞因子及其受体

细胞因子(cytokine, CK)是一类能在细胞间传递

信息、具有免疫调节和效应功能的蛋白质或小

分子多肽, 包括白介素(interleukin, IL)、干扰素

(interferon, IFN)、肿瘤坏死因子超家族(tumor 
necrosis factor, TNF)、生长因子等. 

微环境中免疫相关基因水平的变化与食

管癌的发生发展密切相关 .  研究发现I L-6 、

IL-18、IL-12及IL-23R (receptor)等基因的多态性

与我国人群食管癌易感性相关. 如广西右江人

群存在IL-6基因-634C/G位点多态, 且携带G等

位基因的个体食管癌的发病风险升高[17]. 河南

人群存在IL-18启动子多态性和IL-12基因SNP位
点: IL-18启动子-137 GC和CC基因型比GG基因

型个体易患食管癌[18]; IL-12A  rs568408 G/A、

IL-12B  rs3212227 A/C以及IL-12Rβ1  378 C/G多

态位点均与该地区人群ESCC相关[19]. 此外, IL-
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■相关报道
最 近 通 过 全 基
因 组 关 联 研 究
(genome-wide as-
sociation studies)
鉴别了多个全新
的中国人群ESCC
易感位点, 进一步
表明ESCC的发生
是环境和遗传因
素共同作用的结
果. 因此通过研究
食管癌遗传易感
基因多态性及其
地域分布来揭示
导致食管癌发生
的个人遗传因素
具有重要的意义.

23R  rs6682925 TC/CC和rs1884444 TG/GG多态

基因型与江苏淮安人群食管癌的高发有关[20]. 
IFN具有抗肿瘤效应. 研究发现IFN-γ 874 

AT基因型可增加大汶河流域人群食管癌易感

性, 且T等位基因与饮酒指数、霉变食品摄入和

三餐时间不规律存在交互作用[21]; 另外, 其调节

因子3(interferon regulatory factor 3, IRF-3 )基因

427位密码子多态可增加河南安阳人群食管癌

发病风险[22]. 其他具有抗肿瘤效应的细胞因子如

人类白细胞抗原(human leukocyte antigen, HLA)
和细胞毒性T淋巴细胞相关抗原4(c y t o t o x i c 
T-lymphocyte antigen 4 gene, CTLA4)多态性亦

发现与ESCC发生有关. 如HLA-A和HLA-B、

CTLA4+49A/G和-1661A/G位点多态性分别与广

东潮汕人群、河南安阳人群ESCC易感相关[23,24]. 
生长因子突变往往导致肿瘤易感性的产生. 

如转化生长因子(transforming growth factor beta 
1, TGF-β1), 该基因915G/C和启动子-509C/T多
态性均与我国北方人群ESCC发病相关. TGF-β1 
915C和-509T等位基因可能是食管癌发病的遗

传易感基因[25,26]. 但对河南、江苏淮安等地人

群研究发现, 携带突变基因型-509CT/TT的个体

患食管癌风险显著降低[27]. 此外, TGF-β1基因

869T/C多态性在广西食管癌组和正常人群中的

分布差异无统计学意义; 但在河南人群中, 携带

TC和CC基因型的个体患食管癌的风险明显增

加[28]. 同样, TGF-β受体多态性也与食管癌发生

相关. 如转化生长因子βⅠ型受体(transforming 
growth factor-beta receptor type 1 gene, TGFβR1)
内含子7存在24G/A位点突变, 北方汉族人群中

携带A等位基因的个体食管鳞癌的发病风险升

高[29]. 江苏淮安人群中, TGF-β R2 -875G/A突变

位点可显著降低该人群ESCC发病率[27]. 此外有

研究表明, 表皮生长因子(epidermal growth fac-
tor, EGF)和胰岛素样生长因子1基因(insulin-like 
growth factor-Ⅰ, IGF-Ⅰ )多态性也与ESCC发生

相关. 如EGF 61G/A和IGF rs7965399 T/C位点突

变分别与四川人群和江苏镇江等地人群ESCC
易感相关[30,31]. 

TNF亦是与ESCC易感相关的重要因子, 研
究发现其家族成员Fas和Fas配体(Fas l igand, 
FasL)基因多态性影响ESCC发生. 如Fas -1377G/
A、Fas -670A/G和FasL -844T/C多态位点与北

京及其附近人群食管癌易感相关, 该人群中携

带Fas -1377AA、Fas -670GG和FasL -844的个体

ESCC发生危险增加[32]. 新近发现的TNF超家族

成员, 即诱骗受体3(decoy receptor 3, DcR3, 又称

肿瘤坏死因子受体6B), 其147C/T突变与重庆及

周边的人群易感相关, 携带CC基因型的个体患

ESCC的危险明显升高[33]. 

3  新近发现的食管癌易感相关基因

全基因组关联研究(genome-wide association 
studies, GWAS)是目前搜寻复杂疾病易感基因

的最新技术, 目前利用该技术已发现不少与我

国汉族人群相关的食管癌易感基因, 如磷脂酶

基因(phospholipase C epsilon 1, PLCE1 )和核

黄素转运基因C20orf54(chromosome 20 open 
reading frame 54, 又称RFT2 , human riboflavin 
transporter 2)等[34]. 进一步的研究发现PLCE1和
C20orf54基因突变与ESCC发生危险密切相关. 
不少研究表明, PLCE1 SNP rs2274223 A/G突变

与我国ESCC发生相关[35-37], 如Zhou等[36]发现河

北磁县等地PLCE1 rs2274223 G突变型可导致

ESCC危险率升高. C20orf54基因有3个SNP位
点与ESCC发生相关, 即1172C/A(rs3746803)、
1246A/G(rs3746802)和rs3746804 1139C/T位点, 
其中rs3746803和rs3746802不同基因型虽然在山

西长治地区ESCC患者和健康人群中的分布具

有显著差异, 但rs3746803突变基因型并没有表

现出与ESCC发病危险率的相关性, 而rs3746802
和rs3746804位点, 其携带突变基因型的个体其

ESCC发病危险显著降低[38,39]. 此外, 利用GWAS
技术, 还先后在染色体4q23、16q12.1、17q21、
22q12、3q27、17p13、18p11、5q11、 6p21、
10q23、12q24和21q22上鉴定了多个中国汉族

食管癌易感位点[40-43]. 
值得注意的是, 新近发现微小RNA(microRNA, 

miRNA)多态性也可影响我国汉族人群食管癌易

感性. 对重庆及周边地区人群进行ESCC易感相

关研究, 结果显示miR-146a前体G/C(rs2910164)
多态性与食管癌易感有关, 与突变基因型CC相

比, 携带基因型GG的个体患食管癌的危险升高

(OR = 2.39), 而且在吸烟人群中, 该基因型的作

用更为显著(OR = 3.17)[44]. 这一研究结果表明

miRNA在食管癌发生发展中起着非常重要作用. 

4  结论

研究表明暴露于相同环境因素的人群却只有少

数人发生食管癌, 提示个体的基因易感性因素

在食管癌的发生或发展中起着非常重要的作

用. 通过对我国汉族人群食管癌遗传易感基因
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■创新盘点
目前对代谢酶和
DNA修复相关的
食管癌遗传易感
基因的研究和综
述 很 多 .  本 文 主
要对近年研究的
与我国汉族人群
ESCC易感相关的
癌基因和抑癌基
因、细胞因子等
基因多态性进行
总结和分析, 以期
为ESCC预防和治
疗提供新的研究
领域.

的分析发现, 基因的遗传多态性很大程度上影

响我国汉族人群食管癌的发病危险. 已知我国

食管癌具有明显的地域分布[45], 本文的分析结

果显示不少ESCC易感基因多态基因型的分布

也具有显著的地域性. 如p53基因72位密码子纯

合突变Pro/Pro为河南林州、四川盐亭及广东

潮汕等地人群ESCC易感基因型, 但并不影响江

苏淮安及河北磁县、涉县等地人群ESCC患病

率[1-5]; TGF-β1启动子-509C/T位点, 其-509T等
位基因是我国北方人群ESCC发病危险因素, 但
却可降低河南、江苏淮安等地人群ESCC患病

风险[25-27]. 此外, 河南太行山和广东潮汕地区人

群具有非常相似的ESCC易感基因多态位点, 如
CYP1A1 Ile462Val、CYP2E1 DraⅠ、MGMT 
Leu84Phe、P53 Arg72pro、6个Y染色体段串联

重复序列和线粒体单倍群D5等[2,46-49]. 这一结果

进一步证实了河南太行山人群与潮汕地区人群

具有共同的遗传背景, 这亦可能是潮汕人群为

食管癌高危人群的原因之一[50,51]. 
值得注意的是, 由于各地科学研究水平的差

异, 所研究的我国ESCC易感基因实验数据并不

完整. 因此, 加强我国各食管癌高发区食管癌易

感基因的研究非常重要, 这将为食管癌的区域

预防、监测、早期筛查乃至预后判断提供更为

合理、科学的依据. 
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食管癌易感相关
癌基因、抑癌基
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进行归纳、总结
和分析, 内容相对
全面, 有一定的科
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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! (《世界华人消化杂志》编辑部). 
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Abstract
Primary liver cancer is a kind of malignant tumor 
that occurs in liver cells and bile duct epithelial 
cells. There is a great difference in the incidence of 
liver cancer among different countries and regions. 
In China, liver cancer is one of the most common 
malignant tumors and has the third highest mor-
tality rate. About 110 thousand people die of liver 
cancer in China each year, accounting for 45% 
of worldwide deaths caused by liver cancer. The 
research on the biological behavior of liver cancer 
has been widely carried out, and the relationship 
between the janus kinase-signal transducers and 
activators of transcription (JAK-STAT) signal path-
way, which is activated in many types of human 
malignant tumors and involved in the occurrence 
and development of tumors, and liver cancer has 
attracted wide attention. In this paper we will dis-
cuss the relationship between the JAK-STAT signal 
pathway and biological behavior of liver cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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 文献综述 REVIEW

JAK-STAT信号通路在肝癌发生发展中作用的研究进展

王建强, 黄 缘

®

■背景资料
原发性肝癌是一
种常见的消化系
恶性肿瘤. 临床资
料显示, 其发生率
和死亡率呈上升
趋势. 目前, 早期
肝癌尽量手术切
除, 中晚期采取综
合治疗模式虽可
以提高患者的5年
生存率, 但仍不能
有效降低肝癌的
复发. 明确原发性
肝癌发生、发展
的机制可为靶基
因治疗提供保障. 

Wang JQ, Huang Y. Role of the JAK-STAT signal pathway 
in the development and progression of liver cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(21): 2051-2056  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/2051.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i21.2051

摘要
原发性肝癌是指由肝细胞或肝内胆管上皮细
胞发生的恶性肿瘤, 简称肝癌. 其发生率在各
国和地区间差异很大, 是我国常见的恶性肿
瘤之一, 死亡率高, 在消化系恶性肿瘤中仅次
于胃、食管而居第3位. 我国每年约有11万人
死于肝癌, 占全球肝癌死亡数的45%. 于是针
对肝癌生物学行为的研究迅速开展起来, 其中
JAK酪氨酸蛋白激酶-信号传导和转录激活因
子(janus kinase-signal transducers and activators 
of transcription, JAK-STAT)信号通路与肝癌相
关性的研究逐渐受到重视. JAK-STAT信号通
路在大量人类恶性肿瘤中被激活, 参与肿瘤的
发生、发展, 成为目前肿瘤信号传导通路研究
的热点. 本文就此信号通路与肝癌生物学行为
相关性的研究进展进行简要综述. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� JAK-STAT信号通路; 肝癌

核心提示� 本文综述了J A K酪氨酸蛋白激酶-
信号传导和转录激活因子(janus k inase-s ignal 
transducers and activators of transcription, JAK-
STAT)信号通路在肝癌发生、发展及侵袭转移中

作用的研究进展, 简要阐述了针对JAK-STAT信

号传导通路的肝癌治疗策略, 为肝癌的发生发展

机制提供了理论基础, 为肝癌的治疗提供了新的

方向.
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0  引言

肝癌是常见的消化系恶性肿瘤, 可发生于任何年

■同行评议者
王蒙, 副教授,  中中
国人民解放军第第
二军医大学附属
东方肝胆外科医
院肝外综合治疗
一科
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■研发前沿
至今, JAK酪氨酸
蛋白激酶-信号传
导和转录激活因
子(janus kinase-
signal transducers 
a n d  a c t i v a t o r s 
of transcription, 
JAK-STAT)信号
通路如何促进肝
癌发生、发展的
机制尚未被完全
认 识 ,  有 待 我 们
进 一 步 去 探 索 . 
后续展望包括基
因敲除动物模型
的 建 立 ,  不 同 信
号通路相互交叉
的 研 究 ,  靶 基 因
治疗新药物的开
发等可为明确肝
癌的发生机制及
治疗奠定基础.

龄, 以40-49岁为最多, 多见于男性, 男女比例为例为为

2-5∶1. 越来越多的临床资料显示, 肝癌的发病

率呈上升趋势, 年轻化趋势. 目前, 早期肝癌尽量

手术切除, 中晚期采取综合治疗模式仍是肝癌的

主要治疗策略. 这虽然可以提高患者的5年生存

率, 但仍不能有效降低肝癌的复发. 众多的基础

和临床研究提示, 在不久的将来, 靶基因治疗将

成为肝癌的主要治疗策略. 因此, 明确肝癌的发

生发展及其相关信号通路是目前的首要任务.

1  JAK-STAT信号传导通路

JAK酪氨酸蛋白激酶-信号传导和转录激活因子

(janus kinase-signal transducers and activators of 
transcription, JAK-STAT)途径, 于1994年由Dar-
nell等[1]发现, 其为一条新的极为快速的信号通

路, 可以将细胞外信号传递到细胞核, 是通过受

体-酪氨酸激酶-信号传导和转录激活因子-靶基

因的激活来实现, 最终引发生物学效应. 
1.1 JAK-STAT信号传导通路的组成及功能 JAKs
家族属于非受体型酪氨酸激酶, 迄今为止发现4
个家族成员: JAK1、JAK2、JAK3和TYK2, 大
小各异, 分子量在120-140 kDa之间, 在进化中高

度保守. 分子结构中有7个JH结构域, 包括具有

催化功能的JH1, 与催化功能相关的JH2, 而JH3-
JH7则可能在受体与JAKs偶联过程中发挥作用. 
JAK1、JAK2和TYK2在大多数组织中都有表达, 
而JAK3仅仅在淋巴组织中表达[2-4]. 

信号传导和转录激活因子(signal transduc-
ers and activators of transcription, STATs)是一类

胞质蛋白, 于1992年首次被鉴定, 可与靶基因

结合, 是JAKs的下游底物. 迄今发现7个成员: 
STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、
STAT5b和STAT6, 一般具有750-850个氨基酸. 具
有7个结构域: 羧基末端转录活化结构域, DNA
结合结构域, 酪氨酸磷酸化位点结构域, SH2结
构域, 连接结构域, 螺旋-螺旋结构域(coiled-coil
结构域), 氨基末端结构域[2]. 其中DNA结合域和

SH2结构域的高度相似性, 有助于STATs的活化

和二聚体的形成. 不同的细胞外信号决定了氨

基酸序列和组织分布的特异性. 一般情况下, 处
于细胞质中的非活化的STATs和处于细胞核中

的活化的STATs处于动态平衡中, 一旦细胞受到

刺激, 这种平衡就被打破, 结果是STATs活化并

转入细胞核. 不同的STATs常有相同的DNA结合

活性基序, 但最佳的结合位点存在差异. 
生理情况下, JAK-STAT信号通路在细胞

生长、分化[5], 组织器官形成, 免疫防御屏障完

善等方面起着决定性作用, 其激活是短暂迅速

的. 目前, 在人类多种实体肿瘤(如乳腺癌、结肠

癌、前列腺癌等[6-8])和血液病(如淋巴瘤[9,10])的
研究中发现, JAK-STAT信号通路组成性激活, 参
与了肿瘤的发生、发展、浸润和转移. 
1.2 JAK-STAT信号传导通路的激活 经典的JAK-
STAT信号通路最初由配体与细胞膜上的受体

结合所激活. 受体与配体结合后, 可导致受体二

聚化, 从而激活与受体相结合的JAK激酶, 进而

磷酸化受体上的酪氨酸位点, 使其产生与STATs
结合的区域. 结合后的STATs最终在C端大概700
个氨基酸的位点被JAK磷酸化. 磷酸化的STATs
蛋白通过SH2结构域形成二聚体, 进而转入细胞

核, 与靶基因DNA调控区域结合, 最终发挥信号

传导作用. STATs的转录活性是由STATs的内在

性质所决定, 主要表现在共活化因子的招募和

染色质的修饰上. 常见的细胞外信号包括: 细胞

因子[如干扰素-[如干扰素-如干扰素-a(interferon-a, IFN-a)、白介素

-6(interleukin-6, IL-6)]、受体酪氨酸激酶[胰岛

素样生长因子(insulin-like growth factor, IGF)、
表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)
等]、非受体型酪氨酸激酶(Abl、Src等)[11-16].
1.3 JAK-STAT信号传导通路的调节 JAK-STAT
信号通路涉及诸多环节, 一般是指从受体和配

体结合直至靶基因的转录. 任何环节的调节异

常都会影响整条通路的传导. 
1.3.1 正性调节: JAK-STAT信号通路的正性调节

可以使该通路处于异常活化状态, 影响机体细胞

正常的生理代谢功能. 如在受体水平, 当其和相

应的配体结合并使自身活化后, 可通过交互磷酸

化作用使邻近受体活化, 进而加强通路传导; 或
通过下调非特异性抑制因子使信号通路传导加

强. 另外, 对于STATs分子, 翻译后的修饰可使其

核内转录活性得以加强, 如STAT3分子, 其第727
位丝氨酸残基的磷酸化可使得STAT3分子的核

内转录活性上调[17]. 相似报道指出, 索拉非尼可

以通过减少STAT3在727位置上的翻译后修饰而

降低其转录活性, 最终抑制癌细胞的增殖[18]. 
1.3.2 负性调节: J A K-S TAT信号通路的负性

调节对于机体细胞维持正常生理代谢是必不

可少的. 正常细胞中, 存在3类负性调节蛋白, 
即SOCS(suppressors of cytokine signaling)、
PIAS(protein inhibitors of activated stats)和
PTP(protein tyrosine phosphatases). 

SOCS家族有8个成员(SOCS1-7、CIS), 分
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■相关报道
AG490是选择性
JAK酪氨酸激酶
抑 制 剂 ,  可 通 过
阻断JAK激酶活
化 ,  影响STAT激
活 ,  进 而 抑 制 肿
瘤 细 胞 生 长 ,  诱
导 细 胞 凋 亡 .  肝
癌 小 鼠 模 型 中 , 
NSC74859(STAT3
抑制剂)可以诱导
的癌细胞凋亡, 抑
制肿瘤发生发展.

子结构中都包含一个C端SOCS盒和一个SH2结
构域. 当细胞因子信号激活JAK-STAT信号通路

的同时, 又可通过STAT依赖途径诱导SOCS蛋白

高表达, 进而使该通路受到特异性抑制, 从而构

成一负反馈调节环, 致使JAKs失活, 阻碍STATs
在受体结合位点与受体结合, 最终使该信号通

路介导的生物学效应处于动态平衡. 如SOCS1
的SH2结构域与JAKs结合后, 可抑制JAK活化, 
而SOCS3在Tyr203和221位点被JAKs激活后, 可
与活化的细胞因子受体胞浆内组分结合, 从而

抑制JAKs的募集; CIS蛋白则是通过与STATs竞
争磷酸化受体上的酪氨酸结合位点发挥抑制作

用. 在癌细胞的研究中发现, SOCS蛋白的过表

达, 可以抑制STATs的活性, 从而诱导细胞凋亡. 
相反, SOCS蛋白的缺失, 则可导致STAT3过表

达, 从而导致恶性肿瘤(如肝癌)的发生[11,19,20]. 
P I A S 家 族 有 4 个 成 员 ,  P I A S 1 、

PIAS2(PIASx)、PIAS3和PIAS4(PIASy), 一般具、PIAS3和PIAS4(PIASy), 一般具PIAS3和PIAS4(PIASy), 一般具

有507-650个氨基酸. 有4个共同的结构域: N端

SAP结构域及LXXLL调节基序,  “PINIT”结构

域, RING型锌链结构域和AD结构域. PIAS2和
PIAS3可分别与STAT4和STAT3结合, 而PIAS1和
PIAS4可与STAT1结合. PIAS1和PIAS3分别与激

活的STAT1和STAT3相互作用, 作为构架蛋白, 与
STAT1及STAT3二聚体特异性结合形成复合物, 
遮蔽他们与DNA的结合功能, 从而抑制转录. 这
种阻断转录因子与靶DNA结合的方式不依赖与

SUMO化. PIAS2和PIAS4则是通过募集抑制分子

(如组蛋白脱乙酰基酶类)来抑制STAT4及STAT1
的转录活性[21-25]. 

PTP包括SHP1、SHP2、CD45、PTP1B、
T-cell(TC-PTP)、PTPRT、PTPBL. 其中SHP-1最
具代表性, 他可与磷酸化的受体或JAK结合而使

这些活化的分子去磷酸化, 阻断信号通路的活

化. SHP2可通过对STAT1的脱磷酸化发挥对INF
诱导的JAK-STAT信号通路的负性调节作用; 同
样, SHP2的过表达可以加速STAT5的脱磷酸化

作用. 也有研究提示, SHP2可以对STAT3的活性

进行负向调节[26]. 
此外, 受体内吞作用也参与了JAK-STAT信

号传导通路的负向调节. 此作用是通过受体与

配体结合后, 受体发生一系列磷酸化而实现, 或
是直接实现[27]. 

2  JAK-STAT信号传导通路与肝癌

近来, 越来越多的研究报道发现肝癌的生物学行

为与JAK-STAT信号通路的异常激活密切相关. 
2.1 肝癌中JAK-STAT信号传导通路的异常激活 
研究者通过对大量肝癌组织样本研究发现, 其
中60%存在STAT3高表达[28]. 同样, Calvisi、有、有

研究[29-31]指出, 人肝癌组织中STAT1、STAT3、
STAT5的活化水平明显高于癌旁组织, 表达增强

的STAT3蛋白与肝癌的病理分级和临床分期正

相关, 磷酸化STAT3(p-STAT3)水平越高, 预后越

差. 相似报道指出, p-STAT3的阳性表达与肝癌

多结节的发生相关. 
2.2 JAK-STAT信号传导通路对细胞凋亡的影响 
JAK/STAT3信号通路异常激活后, p-STAT3可与

核内特异的DNA结合, 直接或间接地上调抑制

凋亡基因的表达, 从而调控细胞增殖和凋亡. 如
生存素(Survivin), 凋亡抑制蛋白家族的新成员, 
是目前发现最强的凋亡抑制因子, STAT3可通过

与其启动子结合, 介导后者的活性, 促进Survivin
的表达, 从而发挥细胞增殖和凋亡抑制作用[32-34]. 
侯静等[35]发现, STAT3抑制剂Piceatannol可以通

过阻断JAK-STAT3信号途径抑制人原发性肝癌

细胞(HepG2和Huh7)的增殖和诱导凋亡. 同样, 
NSC74859(STAT3抑制剂)可以使二乙基亚硝胺

诱导的肝癌小鼠模型中癌细胞凋亡, 从而抑制

肿瘤的发生发展[31]. 
2.3 JAK-STAT信号传导通路对细胞周期的影

响 研究发现, 在原B(proB)细胞系(BAF/B03)中, 
STAT3的缺失并不影响细胞的生长, 但可阻止细

胞从G1期进入S期, 这与c-myc不能被STAT3上调

有关[36]. 相关研究还发现STAT3可以上调细胞周

期素D2, D3以及下调P21等一系列细胞周期相关

蛋白. 
另外, 原癌基因Pim家族是促进肿瘤细胞的

增殖和浸润方面的关键调控分子, 具有加速细

胞周期进程的效应, 可能与激活STAT3信号途

径, 促进细胞G1/S周期的进程有关[37,38]. 
STAT5是IGF-1的上游基因, STAT5基因的

突变, 可导致IGF-1缺失, 从而引起肝脏脂肪变

性, 肝纤维化, 最终导致肝癌的发生, 而此过程

与STAT5缺失导致细胞周期紊乱密切相关[39,40].
2.4 JAK-STAT信号传导通路与肝癌的浸润、转

移 肿瘤细胞通过粘附、降解和移动3个过程完

成邻近侵袭和远处转移, 而此过程与JAK-STAT
信号通路密切相关. 

随着细胞外基质的降解, 肿瘤细胞开始浸

润正常组织和转移. 而此过程依赖基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinase, MMP), 尤其是

2013-07-2�|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com



2054               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2013年7月28日 第21���� 第21期月28日 第21���� 第21期28日 第21���� 第21期8日 第21���� 第21期日 第21���� 第21期   第21����   第21期期 

■创新盘点
以往的研究提示, 
JAK-STAT信号通
路与人类很多肿
瘤存在相关性, 但
与肝癌的报道较
少. 本文从肝癌的
发生、发展及治
疗等方面分析其
与JAK-STAT信号
通路之间存在的
联系. 为明确肝癌
的生物学行为提
供了较为全面的
理论依据.

MMP-2和MMP-9[41]. MMPs具有转录激活蛋白-1
结合位点, 表达主要受JAK/STAT3信号传导通路

的调节. 研究发现, 原发性肝癌中活化的STAT3
蛋白能够上调MMP-2, 从而使MMP-2处于高

表达状态[42,43]. 相反, 刘波等[44]用AG490(STAT3
抑制剂)处理肝癌细胞(SMMC-7721), 结果发

现A G490可通过抑制S TAT3蛋白的激活下调

MMP-2的表达而降低肿瘤的侵袭能力. 
细胞外基质降解后, 肿瘤细胞运动能力开始

成为影响肿瘤浸润转移的重要因素, 且两者常

常表现出正相关. 已有研究提示, JAK-STAT3信
号通路的过度激活有利于细胞伸出突起和伪足, 
从而加速细胞迁移[45]. 研究发现, STAT3参与斑

马鱼发育早期原肠运动中细胞迁移的调控[46].
肿瘤的生长需要大量的氧气和营养物质. 

随着肿瘤的生长, 如果没有新生血管长入, 肿瘤

组织将会发生退化. 血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)可刺激血管内

皮细胞增殖、迁移、诱导血管形成, 在恶性肿

瘤的浸润和转移中有重要意义 .  现已经证实 , 
STAT3可与VEGF启动子相结合, 促进VEGF的
转录表达. 邱伟华等[47]研究发现, S-腺苷甲硫氨

酸(S-adenosylmethionine, SAMe)通过抑制STAT3
的组成性活化而降低VEGF的高表达状态. 

因此, 肿瘤中组成性激活的JAK-STAT信号

通路可以通过降解细胞外基质, 增强细胞运动

能力及促进新生血管形成等方式以提高肿瘤侵

袭和转移能力. 

3  针对JAK-STAT信号传导通路的肝癌治疗策略

目前抑制JAK-STAT信号通路活化的策略主要

有: (1)酪氨酸激酶抑制剂: 研究证实, AG490是
选择性JAK酪氨酸激酶抑制剂, 可通过阻断JAK
激酶活化, 影响STAT激活, 进而抑制肿瘤细胞生

长, 诱导细胞凋亡; (2)显性负性蛋白: 如STAT3B, 
因缺乏转录激活区(transcriptional activation 
domain, TAD), 故不能促进靶基因的转录, 但可

与活化的STAT3竞争相应的反应元件[48]; (3)寡
核苷酸: 反义寡核苷酸: 含有12-25个碱基, 能与

STAT3 mRNA结合阻止STAT3的翻译; 诱饵寡

核苷酸: STAT3诱饵寡核苷酸, 是指一段双链寡

核苷酸, 能竞争性结合活化的STAT3, 从而阻断

STAT3信号途径; (4)RNA干扰: RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)是由双链RNA引发的转录后

基因沉默, 可针对信号通路的多个基因或者基

因族的共有序列来同时抑制多个基因的表达, 最

终抑制肿瘤生长. 目前RNAi技术的相关研究已

取得了良好的效果[49,50]; (5)氨基酸核酸适配体: 
一种大小为20个氨基酸的短肽, 可选择性的阻断

靶蛋白的功能区域, 如可阻断STAT3的磷酸化、

二聚化或DNA结合域从而抑制其传导功能[27]; 
(6)受体拮抗剂: 现已知多种细胞外信号是通过

与其受体结合后激活JAK-STAT信号传导通路, 
因此, 理论上应用受体拮抗剂可以阻断该信号

通路的激活. 

4  结论

JAK-STAT及其相关研究取得了重大的进展. 研
究发现, JAK-STAT信号传导通路的组成性激活

特别是其中STAT3的异常活化, 与肝癌的发生、

发展、侵袭和转移密切相关 .  所以正确认识

JAK-STAT信号通路的激活、正向和负性调节及

其对于肝癌的影响将对研究肝癌的发生、发展

机制及治疗具有重要意义. 
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Abstract
The dysfunction of cell apoptosis signaling is 
involved in carcinogenesis. P53 up-regulated 
modulator of apoptosis (PUMA), a pro-apoptosis 
gene that has been found for a decade, encodes 
a protein that is one of Bcl-2 members and can 
induce apoptosis via the mitochondrial pathway. 
It is considered that mutation of the PUMA gene 
is not involved in carcinogenesis, because muta-
tion of the PUMA gene has not been found in 
many types of tumors until now. The expression 
of PUMA protein is regulated transcription-
ally via ER stress, p53, JNK, FOXO3a and E2F1 
signaling or post-translationally by phosphory-
lation. Several studies have showed that the 
down-regulation of PUMA protein in cancer 
tissue is associated with carcinogenesis, lymph 
node metastasis and tumor prognosis, and that 
up-regulation of PUMA induces the inhibition of 
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促凋亡基因PUMA与肿瘤

彭松林, 戴朝六
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■背景资料
肿瘤细胞凋亡机机
制研究是目前肿研究是目前肿
瘤发生发展机制
研究的一个热点
之一, 而p53上调
凋亡调控因子(p53 
up-regulated modu-
lator of apoptosis, 
PUMA )是细胞凋
亡信号通路的一
个重要因子, 在组
织损伤、肿瘤发
生发展过程中具
有重要的作用.的作用.作用. 

cancer cell proliferation. Increasing new findings 
on the precise role of PUMA in the regulation of 
cancer development provide new insights into 
the potential use of PUMA as a target for the 
prevention and treatment of cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
细胞凋亡信号通路和机制的异常是肿瘤得
以发生发展的原因之一. p53上调凋亡调控
因子(p53 up-regulated modulator of apoptosis, 
PUMA )是近十多年来新发现的一个促凋亡基
因, 其�码的PUMA蛋白是Bcl-2家族成员之
一, 经线粒体途径诱导细胞凋亡. 目前在多种
肿瘤中未发现PUMA基因的突变, 提示PUMA
基因突变与肿瘤的发生并无直接关联. PUMA
蛋白的表达受到p53、内质网应激、JNK、

FOXO3a、E2F1等多个信号通路的转录调控
和翻译后的磷酸化调节. 一些研究表明PUMA
蛋白在肿瘤中的表达下降与肿瘤的形成、淋
巴结转移、及预后有关, 而增加PUMA在肿瘤
中的表达具有抑制肿瘤的作用. 随着对PUMA
在肿瘤中表达异常的机制的深入研究, PUMA
有望成为一个具有重要治疗价值的肿瘤治疗
靶点. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示� 目前研究表明p53上调凋亡调控因子

(p53 up-regulated modulator of apoptosis, PUMA )
基因突变与肿瘤的发生并无直接关联. PUMA
蛋白的表达受到p 5 3、内质网应激、 J N K、

FOXO3a、E2F1等多个信号通路的转录调控和翻
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■研发前沿
目前关于PUMA
研究的热点包括
PUMA 基因表达
和蛋白功能的调
控机制和PUMA
表达对肿瘤的影
响 ,  且 一 些 研 究
已初步阐述了其
中 机 制 ; 但 不 同机 制 ; 但 不 同;  但 不 同
肿 瘤 以 及 肿 瘤
在 不 同 环 境 中
PUMA 的调控可
能存在不同的机
制, 以及PUMA 在
肿瘤治疗中的价
值 ,  还 有 待 进 一
步研究.

译后的磷酸化调节, 而且PUMA蛋白的表达下降

与肿瘤的形成、淋巴结转移、及预后密切相关. 
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0  引言

肿瘤细胞凋亡机制的异常是导致肿瘤逃脱免疫机制的异常是导致肿瘤逃脱免疫的异常是导致肿瘤逃脱免疫

细胞的攻击, 产生免疫豁免, 使肿瘤得以生存和

发展的重要原因[1-3], 亦是导致肿瘤耐药性的重

要因素之一[4,5]. 现已阐明细胞凋亡途径有3条: 
一条是通过死亡受体和caspase8的激活, 称为外

源途径/死亡受体途径[6,7]; 一条是线粒体中细胞

色素C的释放及接头蛋白Apaf21的激活, 称为内

源性途径/线粒体途径[7], 另一条是近年来发现的

内质网途径[8-10]. 以上3种途径最后汇聚到同一通

路, 即活化的caspase8、caspase9、caspase12均
切割激活caspase3, 最终致细胞凋亡. p53上调凋

亡调控因子(p53 up-regulated modulator of apop-
tosis, PUMA)是细胞凋亡内源性途径(线粒体途

径)中的一个重要蛋白, 一些研究已经证实其在

肿瘤形成和肿瘤抑制中具有重要作用. 本文重

点对PUMA基因及其表达产物在肿瘤的作用与

调控进行综述. 

1  PUMA 基因及其表达产物

PUMA是2001年发现的一种促凋亡基因, 最早

发现于结肠癌细胞中[11,12], 该基因位于染色体

19q13.3-q13.4, 因其可以被p53快速诱导转录

及其编码的蛋白具有强大促凋亡作用而得名. 
PUMA蛋白也称为BBC3(Bcl-2 binding compo-
nent 3), 是Bcl-2相关蛋白家族中仅含一个BH3
结构域的一种蛋白, 定位于线粒体外膜[11], 通
过与Bcl-2/Bcl-xL和Bax/Bak相互作用发挥其促

凋亡作用 [13], 一是通过BH3结构域中的α螺旋

与线粒体膜上抑制凋亡的Bcl-2/Bcl-xL表面的

BH1和BH2结构域形成的大沟结合, 从而解除

Bcl-2/Bcl-xL对Bax/Bak的抑制作用; 其二是直接

和线粒体膜上的Bax/Bak作用, 使Bax/Bak发生

构象变化, 从细胞质转位至线粒体外膜并寡聚

化, 进而形成PTP或改变原有的“膜通道蛋白”. 
以上途径最终均可导致线粒体膜通透性增加

并释放细胞色素C, 激活Caspase级联效应, 启动

细胞凋亡. Nakano等[12]研究发现PUMA有4种不

同的转录本: PUMA-α、PUMA-β、PUMA-γ、
PUMA-δ. 其中PUMA-β缺少外显子2, 功能与

PUMA-α类似. PUMA-γ和PUMA-δ因缺少BH3
结构域, 不具有诱导凋亡功能. 同时, 4种转录本

在肿瘤的发生和分化过程中的作用也可能不尽

相同[14].

2  PUMA 基因及其产物的调控

2.1 PUMA的转录调控 在细胞生命过程中, 每
一种蛋白的表达都受到严格的转录调控和翻译

后修饰. PUMA是p53诱导细胞凋亡的关键靶基

因, 可以通过p53依赖途径诱导表达. PUMA上

游启动子序列中含p53的结合位点, 受到凋亡信

号刺激后, p53可以直接与其靶位点结合从而促

进PUMA转录和蛋白表达. 一些研究表明p53家
族成员p63和p73也可以通过与PUMA启动子上

的p53反应元件结合调控PUMA的转录[15-17]; 但
是p63和p73不同的亚型对PUMA的作用不同, 
TAp63和TAp73可以诱导PUMA的表达, 而且这

种诱导作用并不依赖于p53的存在, 而DeltaNp63
和DeltaNp73抑制PUMA及其他p53靶基因的激

活[16,17]. 
PUMA还可以通过p53非依赖途径诱导基

因表达. PUMA可以通过内质网应激、JNK、

FOXO3a、E2F1等途径激活[10,18-22]. CHOP(C/
EBP homologous protein, 或称为GADD153, 基
因名Ddit3)是内质网应激时诱导的一个关键转

录因子[9,23], 内质网应激诱导PUMA表达主要通

过CHOP途径. PUMA基因启动子序列中并不

存在CHOP的结合位点, 内质网应激时CHOP通
过与FOXO3a相互作用或与激活蛋白-1(activa-
tor protein 1, AP-1)结合促进PUMA的转录[24,25]. 
E2F1转录因子是抑癌基因p R B 下游的一个靶

基因, PUMA基因启动子中存在E2F1的结合位

点, E2F1转录因子可以直接与这些位点结合启

动PUMA基因的转录[26]. 还有研究表明c-Jun氨
基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, JNK)的缺

失或抑制削弱PUMA的诱导表达[18], JNK信号通

路的激活, 使c-Jun磷酸化与AP-1形成复合物直

接结合到PUMA基因启动子, 促进PUMA的表 
达[27]. 
2.2 PUMA的翻译后修饰 PUMA蛋白通过翻译后

的修饰改变蛋白构象, 使其易于与Bcl-2家族抗

凋亡蛋白结合. Fricker等等[28]研究证实PUMA通过

翻译后的磷酸化调节其蛋白功能. PUMA蛋白的
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■相关报道
已有一些文献综
述了关于PUMA
的 研 究 现 状 ,  但
综述的重点主要
是PUMA 基因结
构、在细胞凋亡
的作用机制, 以及
在肿瘤基因治疗
中的评价.

10、96、106位丝氨酸均可以被磷酸化, 而影响

蛋白功能的最主要的部位是第10位丝氨酸的磷

酸化, 10位丝氨酸的磷酸化促进PUMA蛋白的翻

折; 而IKKα/β(IκB kinase)促进了PUMA的磷酸

化, 磷酸化PUMA虽然仍保持与Bcl-2家族抗凋

亡蛋白结合的特性, 但其易被蛋白酶体降解、

从而抑制PUMA的促凋亡功能[29]. 

3  PUMA与肿瘤

3.1 PUMA在肿瘤发生中的作用 由于PUMA在

细胞凋亡中的重要作用, 其在肿瘤发生的作用

也日益受到人们的重视. 但是对头颈部肿瘤、

肺部肿瘤、头颈部鳞癌细胞株、原发性肝癌的

PUMA编码区序列进行检测发现, 所有标本中

均未见PUMA基因出现突变[30,31], 提示PUMA基

因突变与肿瘤的发生并无直接关联, 因此其功

能改变可能主要是由于转录调控和翻译后修饰

导致的蛋白表达异常. Hemann等[32]应用短发夹

RNAs(shRNAs)干扰PUMA表达并对PUMA在肿

瘤发生过程中的作用进行评价, 结果显示shR-
NAs能够抑制PUMA蛋白表达, 并可作为潜在诱

导剂使共表达E1A/ras的小鼠胚胎成纤维细胞

(mouse embryo fibroblast, MEFs)出现转化; 此外, 
PUMA丢失还可加速Eμ-Myc转基因小鼠淋巴瘤

的形成. 上述结果提示, 在E1A/ras介导的原代培

养MEFs转化实验和Myc诱导的淋巴瘤形成过程

中, 抑制PUMA的作用接近p53丢失的效应, 因
此Hemann认为PUMA是p53肿瘤抑制网络中的

重要组分之一, 而Garrison等[33]同样用Eμ-Myc小
鼠研究淋巴瘤发生机制时发现PUMA缺失加速

了淋巴瘤的形成, 而且在Eμ-Myc小鼠形成的淋

巴瘤中约75%的淋巴瘤出现PUMA蛋白低表达, 
40%的人原发性B细胞淋巴瘤PUMA表达下降到

检测不到的水平, 同时还发现淋巴瘤中PUMA表

达下降与PUMA基因外显子2的甲基化有关. 
其他的一些研究也证实PUMA在人类其他

的恶性肿瘤表达下降. 张克君等[34]发现在胰腺癌

中PUMA蛋白阳性率低于正常组织, 在PUMA阴

性肿瘤组织中肿瘤细胞凋亡低于PUMA阳性肿

瘤. 在肝细胞癌的研究中发现只有50%(10/20)肝
癌组织PUMA蛋白表达高于周围肝硬化组织[31]. 
在喉癌中, PUMA表达阳性率(62.5%)低于癌旁

组织(87.5%)[35]. 因此推测PUMA也表达下降可

能是各种恶性肿瘤发生发展的原因之一. 

3.2 PUMA在肿瘤发展中的作用及对预后的影

响 PUMA不仅在肿瘤发生过程中具有重要作用, 
而且一些研究表明其与肿瘤的侵袭转移及预后

有关. 江河等[35]发现喉鳞癌中PUMA的表达与

患者的颈淋巴结转移及预后有关. 而Coutinho-
Camillo等[36]在口腔鳞癌的研究中发现PUMA和

另一个Bcl-2家族蛋白Bim是影响口腔鳞状上皮

细胞癌预后的独立影响因素. 在表皮黑色素瘤

中PUMA表达明显减弱且转移灶中PUMA表达

比原发灶更低, PUMA表达减弱与黑色素瘤5年
生存率较低相关[37]. 在早期卵巢癌中只有43%
的卵巢癌PUMA表达强阳性, 而p53阳性同时

PUMA弱表达的卵巢癌患者具有更短的无病生

存期[38]. 在结肠癌的相关研究中也显示了类似的

结果, PUMA表达增强的结肠癌患者5年总生存

率更高, 多因素分析显示PUMA是评估结肠癌预

后的独立因子[39]. 这些实验和临床研究结果表明

PUMA不仅在肿瘤的发生中具有重要作用, 而且

对肿瘤的侵袭转移和预后具有重要影响.
3.3 PUMA与肿瘤治疗 鉴于PUMA在肿瘤的影

响和其促凋亡的功能, 一些研究也探讨了PUMA
对肿瘤的抑制作用及其在肿瘤治疗中价值. 由
于许多肿瘤中PUMA表达下降, 因此如何通过调

控PUMA表达诱导肿瘤细胞凋亡成为肿瘤治疗

的一个思路. 已知大约超过50%的人类肿瘤中发

现p53基因突变或缺失, p53基因突变或失活后失

去诱导下游凋亡基因PUMA表达的功能, 从而丧

失抑制肿瘤的作用[35,40,41], 因此通过增强p53的表

达或导入野生型p53基因可促进PUMA表达从而

诱导肿瘤细胞凋亡、达到抑制肿瘤的作用[42-44].
也有研究直接向肿瘤细胞导入PUMA基因

或恢复PUMA表达诱导肿瘤细胞的凋亡或增强

肿瘤对放化疗的敏感性. 将携带PUMA的重组脂

质体载体转染头颈部鳞癌JHU-012和JHU-013细
胞后发现, PUMA可显著抑制癌细胞克隆的形

成[30]; 用腺病毒介导或脂质体转染PUMA后促进

Bax寡聚化和转位到线粒体及线粒体膜电位降

低、细胞色素C的释放, 增加胰腺癌、肝癌、胃

癌细胞的凋亡[45-48]. 恶性肿瘤化疗耐药是肿瘤治

疗的难题之一, PUMA诱导的细胞凋亡机制在化

疗耐药中起着一个关键作用[49], 研究表明在结肠

癌、胃癌、肝癌、绒癌细胞中通过转染PUMA
基因可以增强5-氟尿嘧啶、多柔比星、紫杉醇

等化疗药物对肿瘤细胞的抑制作用[50,51]. 这些结
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■创新盘点
本文重点综述了
PUMA 基因转录
和蛋白功能的调
控机制, 以及近十
年来PUMA 在肿
瘤发生中的作用的作用作用
和对肿瘤发展及
预后的影响.

果证明PUMA很有可能成为一个潜在的具有重

要治疗价值的肿瘤治疗靶点. 

4  结论

PUMA作为Bcl-2相关蛋白家族中的成员之一, 
其蛋白表达受到严格的转录调控, 其功能也受

到翻译后修饰的调节. 在许多肿瘤中PUMA表达

异常, 可能是这些肿瘤发生发展的机制之一, 但
是不同的肿瘤处于不同的内环境中, PUMA表达

在不同的肿瘤内环境中的调控机制目前并不十

分清楚. 随着对PUMA在肿瘤中的作用及其机制

的深入研究, PUMA有望成为一个具有重要治疗

价值的肿瘤治疗靶点. 
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及对其在肿瘤治
疗中的评价, 有助
于人们对肿瘤发
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Abstract
AIM: To observe the effect of combined gene ther-
apy system pcDNA 3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK, 
which is mediated by calcium phosphate 
nanoparticles, on the proliferation of human gas-
tric cancer cells. 

METHODS: Expression plasmid vectors pcD-
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联合基因治疗体系pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK对胃
癌细胞增殖的影响

陈选民, 叶 玲, 冷爱民, 刘 霆

®

■背景资料
肿瘤的发生是复
杂的多因素、多
步骤、涉及多基
因事件发生的过
程, 针对单一环节
的转基因治疗常
常不能达到满意
的治疗效果, 大多
数学者研究认为, 
联合基因治疗都
存在协同效应, 能
够加强对肿瘤的
杀伤作用. 

NA3.1(-) NULL, pGenesil-1-hVEGF4-shRNA, 
pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK, or pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK were transfected into human 
gastric cancer cell line SGC7901. The mRNA and 
protein expression of yCDglyTK and VEGF was 
detected by RT-PCR and Western blot, respectively. 
The proliferation of transfected cells was analyzed 
by MTT assay. Apoptosis of SGC7901 cells was ana-
lyzed by flow cytometry.

RESULTS: After transfection with plasmid 
pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK, yCDglyTK 
mRNA and protein was detectable, and expres-
sion of VEGF was decreased by 30.3%. Compared 
to cells transfected with plasmid pcDNA3.1(-)-
CV-yCDglyTK, cells treated with the combined 
gene therapy system showed more significant 
proliferation inhibition (P < 0.05) and apoptosis 
(apoptosis rate: 67.9% ± 4.7�%).

CONCLUSION: The combined gene therapy 
system pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK has 
stronger killing effect on gastric cancer cells than 
RNA interference or suicide gene alone.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Combined gene therapy; Suicide gene; 
RNA interference; Vascular endothelial growth fac-
tor; Gastric carcinoma
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摘要
目的: 观察由磷酸钙纳米颗粒介导的联合基
因治疗体系pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK
对胃癌细胞增殖的影响. 

方法:  以 磷 酸 钙 纳 米 颗 粒 为 载 体 ,  介 导
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■研发前沿
本项目构建以血
管 内 皮 生 长 因
子 (vascu la r  en -
dothelial growth 
factor, VEGF)基
因为靶向的RNA
干扰质粒与肿瘤
特异性启动子调
控的融合自杀基
因y C D g l y T K相
结合的治疗体系, 
并以磷酸钙纳米
为 载 体 ,  将 该 基
因治疗体系靶向
导入胃癌细胞中, 
达到增强基因治
疗靶向性及安全
性的目的.

pcDNA3.1(-)Null, pGenesil-1-hVEGF4-shRNA, 
pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK, pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK转染胃癌细胞SGC7901, 
RT-PCR检测细胞中yCDglyTK及血管内皮
生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)mRNA的表达情况. Western blot分析
yCDglyTK及VEGF蛋白的改变. MTT法检测融
合基因对转染细胞的杀伤作用. 流式细胞术检
测转染细胞的凋亡情况. 

结果:  S G C7901细胞转染p c D N A3.1( - ) -
shVEGF/yCDglyTK质粒后有yCDglyTK 
m R N A及相关蛋白表达 ,  V E G F表达受抑
制达30.3%. 相对于转染pcDNA3.1(-)-CV-
yCDglyTK质粒组, 联合基因体系对胃癌细
胞的抑制作用更强(P <0.05). pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK组细胞凋亡率达到67.9%
±4.78%.

结论:  联合基因治疗体系p c D N A 3 . 1 ( - ) -
shVEGF/yCDglyTK较单独的RNA干扰或自杀
基因可更有效的杀伤胃癌细胞. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 联合基因; 自杀基因; RNA干扰; 血管内皮

生长因子; 胃癌

核心提示� 磷酸钙纳米颗粒介导的pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK联合基因治疗比单一的基因

治疗更有优势, 将该基因治疗体系靶向导入胃癌

细胞中, 能显著降低胃癌关键促癌基因的表达, 
促进其凋亡. 

陈选民, 叶玲, 冷爱民, 刘霆. 联合基因治疗体系pcDNA3.1(-

)-s h V E G F/y C D g l y T K对胃癌细胞增殖的影响. 世界华人

消化杂志  2013; 21(21): 2063-2069  URL: http:/ /www.
wjgnet.com/1009-3079/21/2063.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i21.2063

0  引言

胃癌是人类常见的恶性肿瘤之一, 在全球范围

内, 居恶性肿瘤的第4位, 病死率居恶性肿瘤的

第2位[1]. 目前手术治疗、化疗等治疗方式效果

有限, 胃癌的预后很差, 胃癌的5年生存率不足

20%. 从恶性转化和肿瘤发展的分子遗传学来

看, 胃癌是一种获得性的多阶段的基因病, 他的

生长、侵袭、凋亡都和基因相关. 60%的临床实

验证明, 基因治疗的最普遍的适应症是肿瘤症是肿瘤是肿瘤[2]. 
因此, 胃癌的基因治疗是当前的研究热点. 

在胃癌的基因治疗策略中, 自杀基因治疗

颇具临床应用潜力. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是近几年来发现和发展起来的一门新兴

的在转录水平上的基因阻断技术. 在联合基因

治疗肿瘤研究中, 石华等[3]的研究显示, HPV-16 
E6 siRNA与hIL-24基因分别转染宫颈癌Ca Ski
细胞后, 均能抑制CaSki细胞中HPV-16 E6癌基

因的表达, 使抑癌蛋白p53恢复活性, 诱导宫颈

癌CaSki细胞凋亡; 两者联合则具有协同效应, 
能显著提高肿瘤细胞凋亡率. 杨晓红等[4]的研究

表明: RNA干扰技术可成为有效抑制非小细胞

肺腺癌的治疗新方法, 联合抑癌基因p53可增强

其对肺癌细胞的抑制作用. 为此, 本研究利用磷

酸钙纳米颗粒为载体, 研究联合基因治疗体系

pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK对胃癌细胞增

殖的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC7901由中南大学湘

雅医院医学实验研究中心保存, 培养于含10%
小牛血清的RPMI 1640培养液中. 真核表达质粒

pcDNA3.1(-)Null, pGenesil-1-hVEGF4-shRNA, 
pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK, pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK均为本科室前期实验所构

建[5]. 磷酸钙纳米颗粒为本科室前期实验所合

成. TRIzol购自Promega公司, 逆转录试剂盒购

自TOYOBO, 鼠抗β-actin购自Sigma公司, 兔抗公司, 兔抗, 兔抗

yCDglyTK、鼠抗血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)及鼠二抗购自

Sants Cruz, 兔二抗购自Amersham. 5-氟胞嘧啶

(5-fluorocytosine, 5-FC), 二甲基亚砜(DMSO)等
购自Sigma公司; 改良型RPMI 1640、小牛血清、小牛血清小牛血清

均购自Hyclone. 
1.2 方法

1.2.1 转染: 转染共分5组: (1)未转染的SGC7901
组; (2)pcDNA3.1(-)Null组; (3)pGenesil-1-hVEGF4-
shRNA组; (4)pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK组; 
(5)pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK组. 按照磷酸

钙纳米转染法进行转染[4]. 6孔板中, 每孔接种细

胞2×105个, 待细胞生长至融合度为70%-80%
时, 按照质粒DNA: 纳米颗粒 = 1 μg∶15 μg混
合, 用0.05 mol/L CaCl2修饰, 混合20 min后, 加
入孔板中转染, 转染6 h后更换为含10%小牛血

清的完全培养基, 转染48 h后收集细胞用于RT-
PCR, 转染72 h后收集细胞用于Western blot检测. 
1.2.2 RT-PCR检测转染后5组SGC7901细胞中
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■相关报道
研究证明, 以PEG
介导VEGF siRNA
治疗体系, 能明显
抑制前列腺肿瘤
细胞中VEGF的表
达, 显示很好的抗
肿瘤活性. Schri-
jver等应用RNAi
技术, 高度特异地
沉默前列腺淋巴
腺癌细胞中FASE
的表达 ,  FASE的
沉默抑制了前列
腺淋巴腺癌细胞
的生长, 最终导致
其凋亡.yCDglyTK基因及VEGF  mRNA的水平变化:的水平变化:水平变化: 两

步法进行RT-PCR. 第一步逆转录: 提取总RNA, 
紫外分光光度仪测浓度, 取1 μg作为模板, 反
应体系为20 μL: 5×RT-buffer 4 μL, dNTP(各
10 mmol/L) 2 μL, RNase Inhibitor 1 μL, Rerertra 
Ace 1 μL, 用ddH2O补足体积至20 μL. 反应参

数为: 42 ℃ 20 min, 85 ℃ 5 min, 4 ℃ 5 min. 第
二步PCR扩增: 取cDNA 2 μL作为PCR反应模

板, 反应体系为25 μL: Master Mix 12.5 μL, 上、

下游引物(10 pmol/μL)各1 μL, ddH2O补足体积

至25 μL; 所用引物如下: yCDglyTK基因引物: 
p1 5'-GGGAGATTAGAGGGAAAGTGT-3'; p2 
5'-ACGGCGTCGGTCACGGCATAA-3', PCR产
物长度707 bp. VEGF引物: p1 5'-TCTTCAAGC-
CATCCTGTGTG-3'; p2 5'-ATCCGCATAATCT-
GCATGGT-3', 产物长度112 bp. 内参β-actin引
物: p1 5'-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3'; p2 
5'-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3', 产物长

度285 bp. 反应参数为: 95 ℃ 5 min; 98 ℃ 30 s, 
55 ℃(其中VEGF 基因退火温度为53 ℃)30 s, 
72 ℃ 60 s, 32个循环; 72 ℃ 7 min. PCR产物进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳, 使用BandScan图像分析

软件计算两个基因条带与内参条带光密度比值, 
以其表示相应基因含量的相对强度. 
1.2.3 Western blot分析转染后5组SGC7901细胞

中yCDglyTK 及VEGF 基因表达水平的变化: 分
别收集转染后72 h的SGC7901细胞裂解液, BCA
法测定蛋白浓度, 15%聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离, 电转移至PVDF膜上, 室温封闭1 h, 4 ℃孵

育一抗过夜, 二抗室温孵育1 h, 显色. 实验中以

β-actin为内参, 用BandScan图像分析软件分析 
结果. 
1.2.4 MTT法测细胞相对存活率: (1)取对数生

长期SGC7901细胞, 胰酶消化, 以每孔8×103个

细胞接种于96孔培养板, 设4个复孔; (2)待细胞

融合度达到70%-80%时, 以4种质粒转染之, 以
不转染的SGC7901为对照, 转染6 h后更换为完

全培养基; (3)24 h后更换为含5-FC终浓度为200 
μg/mL的完全培养基; (4)分别于加药后第1、2、
3、4、5和6天行MTT法检测细胞活力(每孔加入

5 mg/mL的MTT 20 μL, 继续培养4 h后移去上清, 
加DMSO 200 μL/孔, 避光振荡10 min后即在酶

联免疫检测仪上测定吸光值). 以时间为横坐标, 
吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线. 
1.2.5 流式细胞仪分析转染后5组SGC7901细胞

凋亡情况: 按2×105/孔将细胞种植于6孔板, 待
细胞融合度达90%时, 用4种质粒转染6 h, 经200 
μg/mL的5-FC作用48 h后, 收集上清及细胞, 离
心, PBS漂洗后, 75 mL/L预冷乙醇固定24 h以上, 
采用流式细胞仪检测细胞凋亡率.  

统计学处理 应用SPSS13.0软件进行处理, 
采用单因素方差分析, 对样本进行方差齐性检

验, 方差齐时组间比较采用方差分析及LSD-t检
验, 方差不齐时组间比较采用Kruskal-Wallis H检

验及Nemenyi检验, P <0.05时认为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 5组SGC7901细胞中yCDglyTK基因及VEGF  
m R N A水平变化 RT-P C R产物经琼脂糖凝胶

电泳, 发现转染pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK, 
pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK组有yCDglyTK
基因表达, 未转染SGC7901组, 转染pcDNA3.1(-
)N u l l组无表达; 转染p G e n e s i l-1-h V E G F4-
shRNA组及pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK
组VEGF mRNA水平下降, 与未转染SGC7901
组, 转染pcDNA3.1(-)Null组相比有统计学差异

(P <0.05)(表1, 图1). 
2.2 5组SGC7901细胞中yCDglyTK及VEGF基因

表达水平的变化 pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK
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表 1 5组SGC7901细胞的VEGF mRNA水平及蛋白水平与细胞凋亡率 (n  = 3, mean±SD)

     分组 VEGF/β-actin mRNA VEGF/β-actin蛋白 细胞凋亡率(%)

SGC7901  0.41±0.04a  0.66±0.05a 3.24±0.40

pcDNA3.1(-)Null  0.41±0.03a  0.60±0.03a 4.56±0.71

pGenesil-shVEGF 0.17±0.03 0.36±0.04 21.6±1.11

pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK  0.37±0.05a  0.61±0.03a 56.2±2.59

pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK 0.15±0.03 0.41±0.04  67.9±4.78a

aP<0.05 vs  pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK. VEGF: 血管内皮生长因子.
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■创新盘点
以生物纳米材料
磷酸钙纳米颗粒
为 载 体 与 带 有
特 异 性 启 动 子
的 p c D N A 3 . 1 ( -
)CVyCDglyTK/
siRNA-VEGF基
因治疗系统结合
导入胃癌的治疗, 
克服病毒载体的
安全性差及肿瘤
治疗靶向性差的
缺点, 选择性杀伤
肿瘤细胞, 达到胃
癌靶向基因治疗
的目的.

组和pcDNA3.1(-)-shVEGF/yCDglyTK组表

达yCDglyTK蛋白, 未转染的SGC7901组, 转
染p c D N A3.1(-)N u l l组中无表达, p G e n e s i l-
1-hVEGF4-shRNA组VEGF组及pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK组VEGF蛋白的水平下降, 与
其余3组相比有统计学差异(P <0.05)(表1, 图1). 
2 .3  生长曲线(M T T法)  如图2所示 ,  5-F C对

pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK组、pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK组均有抑制作用, 但是对于

后者的作用更强, 有统计学差异(P <0.05). 其余3
组仍随时间推移而生长, 有相似的生长曲线. 
2.4 5组SGC7901细胞凋亡情况 pcDNA3.1(-)-
shVEGF/yCDglyTK组细胞凋亡率达到72.4%, 高
于其余4组, 有显著统计学差异(P<0.05)(表1, 图3). 

3  讨论

胃癌的基因治疗中 ,  自杀基因是研究较多的

一类抗肿瘤基因, 如自杀基因CD/5-FC、HSV-
TK/GCV系统具有强大的杀伤肿瘤细胞, 抑制肿

瘤生长的作用[6-9]. 融合基因yCDglyTK被转染进

入细胞, 通过靶向表达启动子CEA的作用后, 能
够将对细胞无毒性作用的前药5-FC转化为5-FU, 
通过干扰细胞D N A的形成及旁观者效应等机

制, 抑制肿瘤细胞增殖. 自Tsomoto等等[10]提出肿瘤

的生长具有血管形成依赖以来, 对实体瘤的血

管形成及其相关微循环的研究及抗肿瘤血管生

成已成为当今肿瘤研究的热点之一, VEGF是已

经被证实具有促进血管生成的作用, 研究表明, 
VEGF在包括胃癌在内的多种实体肿瘤中存在

过度表达, 并且其表达水平与肿瘤的浸润性, 微
血管的密度, 肿瘤的转移与复发等密切相关[11]. 
RNA干扰, 是近几年来发现和发展起来的一门

新兴的在转录水平上的基因阻断技术, 是一种

双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)分子在

mRNA水平上关闭相应序列基因的表达或使其

沉默的过程[12,13], 他能与一种具有dsRNA特异性

的RNA酶Ⅲ内切核酸酶Dicer结合为酶-dsRNA
复合物, 随即被切割成21-23 nt的RNA片段, 即
小干扰RNA(small interference RNA, siRNA). 研
究表明, VEGF的RNA干扰技术是一种有效的

抑制肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭和血管生成的、迁移、侵袭和血管生成的迁移、侵袭和血管生成的、侵袭和血管生成的侵袭和血管生成的

策略[14]. 为了探索更强大的胃癌治疗体系, 我们

在pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK骨架基础上, 将
来自pGenesil-1-hVEGF4-shRNA的U6-shRNA
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表达框亚克隆至该骨架载体上, 通过两种机制

的联合基因治疗体系 ,  达到我们的实验目的 . 
实验证实真核表达质粒pcDNA3.1(-)-shVEGF/
yCDglyTK能够在磷酸钙纳米颗粒的介导下, 成

功转染胃癌细胞SGC7901, 使其表达融合自杀

基因yCDglyTK , 抑制其VEGF的表达30.3%, 在
5-FC作用下, SGC7901细胞在48 h内凋亡率达到

72.4%, 相比单纯转染质粒pGenesil-1-hVEGF4-

■应用要点
研 制 磷 酸 钙 纳
米 -pcDNA3 .1( -
)CVyCDglyTK/
siRNA-VEGF复
合物, 使其能在靶
细胞中特异表达, 
选择性杀伤CEA
阳性的胃癌细胞, 
而对正常细胞无
影响, 对机体无明
显不良反应作用.
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shRNA, pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK组, 联合质

粒显示了更强的抑制作用, 证实该联合基因治

疗系统存在协同作用, 能够增强疗效. 这与国内

其他联合基因治疗的研究结果一致[3,4]. 
载体是基因治疗的关键. 目前载体可分为病

毒载体和非病毒载体. 病毒载体主要包括腺病

毒, 逆转录病毒, 腺相关病毒等, 但病毒载体在

安全性方面存在潜在的危险, 如免疫原性比较

强, 注射到机体后很快会被机体的免疫系统排

斥; 非病毒载体目前常用的有脂质体及多聚阳

离子聚合物. 但脂质体和阳离子聚合物介导基

因转移缺乏组织的特异性和靶向性, 易被网状

内皮系统吞噬, 基因表达时间短等缺点. 本研究

采用的磷酸钙纳米颗粒, 成功介导联合基因转

染, 利用了该类载体毒性低, 转染效率高, 保护

目标DNA等特点[6], 使我们的联合基因治疗体系

更有优势. 
为了增强基因治疗的靶向性, 我们构建联

合基因治疗体系时 ,  采用了具有靶向表达的

pcDNA3.1(-)-CV-yCDglyTK骨架, 其由CEA启动

子驱动, 能够使5-FC仅在CEA表达阳性的细胞

中转化为5-FU[15,16], 对于高表达CEA的胃癌细胞

来说, 这种杀伤作用具有专一性. 由于U6启动子

缺乏靶向性, 使我们的联合基因不能专一抑制

胃癌细胞VEGF的表达, 这是我们的联合基因的

局限性, 也是下一步实验要重点攻克的问题. 虽
然VEGF可以通过VEGF/VEGFR2自分泌环对肿

瘤细胞的存活产生一定影响[17], 而我们的实验也

证实转染pGenesil-1-hVEGF4-shRNA组胃癌细

胞生长曲线不同于转染pcDNA3.1(-)Null组, 流
式细胞仪也证实该组有21.5%的凋亡率. 但其主

要作用还是在肿瘤组织刺激肿瘤血管的生成, 
为肿瘤组织生长提供必要的血液供应, 从而促

进肿瘤的进展. 因为在细胞实验中不存在对血

管的抑制, 因此VEGF的RNA干扰效应有待动物

实验进一步验证. 
总之, 磷酸钙纳米颗粒介导的联合基因治疗

比单一的基因治疗更有优势, 他能通过不同的他能通过不同的能通过不同的

作用机制抑制肿瘤细胞的增殖, 促进其凋亡, 将
为胃癌的基因治疗提供新的思路. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of LPS on epitheli-
al-mesenchymal transition (EMT) of cholangio-
carcinoma ICBD cells and to explore the possible 
mechanisms involved.

METHODS: ICBD cells were randomly divided 
into four groups: a control group, a LPS (final 
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LPS通过p38/MAPK调控胆管癌细胞系ICBD的上皮间质
转化

李航宇, 李 岩, 刘 丹, 孙宏治, 刘金钢

®

■背景资料
在我国, 胆管癌是
死亡率很高的恶
性 肿 瘤 之 一 ,  导
致患者预后差、
死亡率高的重要
原因是肿瘤的侵
袭 转 移 .  上 皮 间
质转化(epithelial-
mesenchymal tran-
sition, EMT)是指
上皮细胞失去极
性和上皮表型, 通
过特定程序转化
为间质细胞的生
物学过程, 与恶性
肿瘤的浸润转移
密切相关. 因此研
究胆管癌的EMT
过程对于改善预
后、降低患者死
亡率至关重要, 并
为临床胆管癌的
治疗寻找新靶点. 

concentration, 10 μg/mL) group, a LPS + siRNA 
group, and a LPS + SB203580 group. The expres-
sion of epithelial cell surface marker E-Cadherin, 
stromal cell surface marker Vimentin, TLR4 and 
p38 was examined by real-time RT-PCR and 
Western blot. 

RESULTS: LPS promoted the initiation of EMT 
of ICBD cells. The expression of TLR4 and p38 
significantly increased in the process of EMT of 
ICBD cells. SiRNA-mediated blockage of TLR4 
inhibited the occurrence of EMT and the up-
regulation of p38 in ICBD cells. When p38 was 
blocked by SB-203580, the expression of TLR4 
was still up-regulated, but EMT of ICBD cells 
did not occur compared to the control group.  

CONCLUSION: LPS may activate TLR4 and pro-
mote EMT of cholangiocarcinoma cells via the 
p38/MAPK signaling pathway.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Epithelial-mesenchymal transition; 
Cholangiocarcinoma cells; Lipopolysacoharide; Toll-
like receptor 4; P38; P38/MAPK
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摘要
目的: 探讨脂多糖(lipopolysacoharides, LPS)对胆
管癌细胞上皮间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)的影响和可能机制.

方法: 将胆管癌ICBD细胞分为4组: 正常对
照组、LPS诱导实验组(终浓度10 μg/mL)、
LPS+siRNA转染组和LPS+SB-203580诱导
实验组. 应用Real-t ime RT-PCR与Western 
b l o t法检测上皮细胞表面标志E-钙黏蛋白
(E-cadher in)和间质细胞表面标志波形蛋白

■同行评议者
宋振顺, 教授, 西京
医院肝胆外科; 康
春博, 副主任医师, 
北京大学航天临
床医院普通外科
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■研发前沿
胆管癌的侵袭转
移机制非常复杂, 
EMT对胆管癌侵
袭转移的机制日
益引起人们的关
注 ,  对 于 胆 管 癌
EMT过程的调控
是目前研究的热
点问题.

(Vimentin)的表达变化以及Toll样受体4(Toll-
like receptors 4, TLR4)和p38的表达变化.

结果: LPS促进胆管癌细胞系ICBD的EMT发
生; ICBD细胞的EMT过程伴随TLR4、p38表
达增加; 应用siRNA阻断TLR4后, ICBD细胞
的EMT消失, LPS导致p38的上调表达作用也
消失; 应用SB-203580阻断p38后, 与正常对照
组相比, TLR4的表达增加, 与LPS诱导实验组
相比无明显变化, 但ICBD细胞的EMT消失.

结论: LPS可以激活TLR4, 并通过p38/MAPK
促进胆管癌细胞ICBD的上皮间质转化.

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 上皮间质转化; 胆管癌细胞; 脂多糖; Toll

样受体4; p38; p38/MAPK

核心提示� 本研究证实脂多糖(lipopolysacoharides)
能够通过TLR4/p38/MAPK信号通路调控胆管

癌细胞上皮间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)的发生, 这对胆管癌侵袭和转移机

制的研究及治疗具有一定的价值. 如果能够使具

有间质特性的细胞恢复上皮细胞特性, 就有可能

逆转EMT, 阻止癌细胞的侵袭和转移, 这为临床上

胆管癌的治疗提供了新的思路.
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0  引言

上皮间质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)是指上皮细胞失去极性和上皮表型, 通过

特定程序转化为间质细胞的生物学过程[1]. EMT
的主要分子特征是: 上皮细胞标记物(如细胞角

蛋白, cytokeratin; E-钙黏蛋白, E-cadherin)表达

下调, 间质表型标志物[如α-平滑肌肌动蛋白( 
α-smooth muscle actin, α-SMA)]; 波形蛋白(Vi-
mentin)表达上调, 从而获得迁移与侵袭的能力, 
这一过程与恶性肿瘤的浸润转移密切相关[2]. 近
年来研究发现在胆管癌中也存在EMT现象[3], 但
目前关于胆管癌中EMT发生的机制尚不明确.

Toll样受体家族(Toll-like receptors, TLRs)是
最重要的模式识别受体之一, 通过识别病原微

生物的病原相关分子模式(pathogen-associated 
molecular patterns, PAMPs)介导免疫反应, 另外, 
TLRs还能够识别某些内源性配体, 这些配体称

之为损伤相关分子模型(damage-associated molec-
ular patterns, DAMPs)[4]. 在肿瘤的侵袭和转移过

程中, 有大量的DAMPs和PAMPs释放. 越来越多

的证据表明, TLRs通过识别肿瘤组织中的DAMPs
和PAMPs参与多种肿瘤的发生和发展[5]. 在肿瘤

微环境中, 脂多糖(lipopolysacoharides, LPS)作为

一种PAMPs发挥作用, 最初研究认为是被免疫

细胞表面的TLRs识别, 近年来发现肿瘤细胞表

面的TLRs也能够识别LPS, 调控肿瘤的生物学

行为. 但在胆管癌中LPS如何调控胆管癌的发生

发展尚不清楚.
LPS是革兰氏阴性杆菌外膜的重要组成部

分, 作为TLR4的重要配体参与信号的跨膜转导. 
LPS激活TLRs信号转导通路, 活化下游的多种

效应蛋白, 进而激活多种信号通路, 包括MAPK
通路、PI3K通路等[6,7]. p38是丝裂素活化蛋白激

酶(mitogen activated protein kinases, MAPK)家
族的成员之一, 他能感受外界刺激信号, 并将转

导至细胞及其核内, 引起细胞的增殖、分化、

侵袭和凋亡等细胞生物学反应[8]. 我们的前期

实验已证实在胆管癌中TLR4表达水平明显高

于癌旁组织, 那么LPS能否通过激活TLR4, 活化

p38/MAPK通路, 进而介导胆管癌细胞EMT的发

生有待于进一步研究. 本研究应用LPS对胆管癌

细胞ICBD进行体外干预, 探讨其对胆管癌EMT
发生的影响及其机制, 并为临床胆管癌的治疗

寻找新的靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 人胆管癌细胞系ICBD购自上海艾研

生物科技有限公司, LPS购自Sigma公司, p38与
p-p38抗体购自Santa Cruz公司(Santa Cruz, CA, 
USA), E-cadherin、Vimentin抗体购自Abcam公、Vimentin抗体购自Abcam公Vimentin抗体购自Abcam公

司, HRP标记的羊抗鼠IgG和HRP标记的羊抗兔

IgG购自武汉博士德生物有限公司, RNA提取试自武汉博士德生物有限公司, RNA提取试武汉博士德生物有限公司, RNA提取试

剂盒购自大连宝生物工程有限公司, RNA PCR 
Kit购自Promega公司, p38抑制剂SB-203580购自

Sigma公司, siRNA由Sigma公司提供.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胆管癌细胞系ICBD于10%胎牛

血清DMEM培养液中, 37 ℃, 5%CO2培养, 2-3 d用
0.25%胰酶消化传代. 取对数生长期的细胞进行

试验.
1.2.2 实验分组: ICBD细胞培养方式同前. 细胞分

成4组: 正常对照组、LPS诱导实验组(终浓度10 
μg/mL)、LPS+siRNA转染组和LPS+SB-203580
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■相关报道
EMT与恶性肿瘤
的浸润转移密切
相 关 ,  以 往 的 研
究发现在多种肿
瘤组织存在EMT
现象. Antoon等最
新研究发现p38/
MAPK通路能够
调控多种肿瘤的
EMT过程.

诱导实验组.
1.2.3 Western blot检测E-cadherin、Vimentin、
TLR4、p38、p-p38蛋白的表达: 按分子克隆方

法提取细胞总蛋白, 经Bradford法测定蛋白浓度; 
各组取60-100 g总蛋白进行10%SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 电泳后转膜, 5%脱脂奶粉于室温封

闭1 h, 加入相应一抗, 4 ℃孵育过夜, 辣根过氧化

物酶二抗(1∶3000)于室温孵育2 h, ECL显色后

以GAPDH为内参照, 用Image J图像分析软件进

行灰度分析.
1.2.4 Real-time RT-PCR检测E-cadherin、Vimen-
tin、TLR4、p38 mRNA的表达: LPS刺激24 h
后, 分别收集各组细胞, 提取总RNA, 测定A 260/280

为1.75-1.95. 取2 μg RNA, 应用逆转录试剂盒按

20 μL逆转录体系合成cDNA. PCR引物由应用软

件Prima5.0设计(表1), 由北京鼎国合成. 荧光定

量PCR反应体系为25 μL, 内含500 ng cDNA模

板, 终浓度为250 nmol/L的上下游引物及SYBR 
Green Real-time PCR Master Mix 12.5 μL. 反应

条件为95 ℃ 60 s; 95 ℃ 15 s; 退火15 s; 72 ℃ 45 
s, 荧光收集, 40个循环. 每个样本重复3次. 以相

对Ct值(即2-∆∆Ct)表示目的基因的相对表达量, 以
空白细胞为对照.

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 对上

述检测结果进行t 检验和方差分析 ,  检验水准

P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 LPS可以促进胆管癌细胞系ICBD的EMT发

生 Western blot结果显示, 与对照组细胞相比, 经
过LPS诱导的胆管癌细胞ICBD中上皮细胞标志

物E-cadherin蛋白的表达显著降低, 而间皮细胞

的标志物Vimentin蛋白的表达显著升高(图1A). 

Real-time RT-PCR结果显示: LPS诱导实验组

E-cadherin mRNA的表达显著降低, 而间皮细胞

的标志物Vimentin mRNA的表达显著升高(图
1B). 以上结果提示: 经过LPS处理后, ICBD细胞

中上皮细胞标志物表达逐渐消失, 而间质细胞

标志物表达逐渐增加, LPS可以促进ICBD细胞

EMT的发生.
2.2 ICBD细胞EMT过程中伴随有TLR4、p-p38
表达增加 Western blot结果显示(图2A), 与对照

组细胞相比, LPS诱导发生EMT的ICBD细胞中

TLR4与p-p38蛋白表达显著增加(P <0.05), p38总
蛋白的表达无明显变化(P >0.05). Real-time PCR
结果显示(图2B), TLR4、p38 mRNA水平的表达

情况与蛋白水平一致(P <0.05).
2.3 LPS通过激活TLR4/p38/MAPK通路调控胆

管癌ICBD细胞EMT 如图3所示, 应用siRNA阻

断TLR4后, LPS刺激ICBD细胞, 与对照组相比, 
E-cadherin、Vimentin以及p-p38的表达无明显变、Vimentin以及p-p38的表达无明显变Vimentin以及p-p38的表达无明显变

化, 说明没有发生EMT. 经过SB-203580预处理

后的ICBD细胞, 与对照组相比, 在LPS的作用下

TLR4的表达仍上调, 但E-cadherin和Vimentin的
表达无明显变化, 也没有发生EMT. 此结果说明, 
LPS促进ICBD细胞EMT是通过TLR4和p38来实

现的, 而且p38位于TLR4的下游, 可以通过阻断

TLR4抑制LPS对p38表达的影响.

3  讨论

EMT是指某些生理或者病理刺激下上皮细胞失

去其上皮特征, 获得间质特性的过程, 如组织修

复, 伤口愈合和器官发育等生理过程[9,10], 而病理

刺激包括组织纤维化以及肿瘤发生发展的过程, 
是导致肿瘤发生侵袭转移的重要机制之一[11,12]. 
肿瘤细胞发生EMT后, 最重要的标志性变化是

表 1 Real-time RT-PCR引物序列

     引物名称 扩增片段(bp)

E-cadherin F: 5'-��G���T�G�TT���-3' 262

R: 5'-GG����TG����TTGT�-3'

Vimentin F: 5'-���GG�TTT�G�G�GTT�TT-3' 296

R: 5'-��G�GG�G���G�GGG-3'

Toll样受体4 F: 5'-�G�T�TG��TT���T��-3 191

R: 5'-G�TG�T����G���G��-3'

p38 F: 5'-G�TG��G�TT�TGG�TTTTG-3' 173

R: 5'-GTT�TT���GT�����G�T�-3'

G���H F: 5'-GG�TTTGGT�GT�TTGGG-3' 312

R: 5'-T�G�T��TGG��G�TGG-3'



李航宇, �. ���通过p38�������胆����系����的�����化, �. ���通过p38�������胆����系����的�����化���通过p38�������胆����系����的�����化               2073

2013-07-28|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究应用脂多
糖(lipopolysaco-
harides, LPS)对胆
管癌细胞ICBD进
行体外干预, 探讨
L P S 对胆管癌细
胞上皮间质转化
的影响和可能机
制, 旨在为将来组
织水平研究胆管
癌的浸润转移机
制提供理论基础, 
并为胆管癌的治
疗打开一个新的
思路 .  截至目前 , 
有关EMT在胆管
癌浸润转移中的
研究鲜见报道.

上皮细胞标志物E-cadherin的缺失, 这也是上皮

肿瘤细胞侵袭的前提条件, 同时也伴有间质细

胞表型Vimentin表达的上调[13], 因此可以通过检

测这两类细胞表面的特异性标志物来鉴定EMT
的发生.

胆管癌的发生发展过程极其复杂, 一般认

为对胆道的长期炎症刺激导致胆管壁慢性增生

性炎症, 继而引起胆管黏膜上皮的不典型增生,黏膜上皮的不典型增生,膜上皮的不典型增生, 
这种不典型增生是胆管癌的癌前病变, 所以胆

管癌多伴有胆道感染, 胆道感染与其解剖学位

置有关, 细菌经胆胰壶腹逆行进入胆道, 主要以

革兰阴性菌感染为主. LPS即革兰阴性菌内毒素

(endotoxin), 是革兰阴性细菌的细胞壁组成成分, 
具有广泛的生物学活性. 那么, 在胆管癌细胞的

微环境中存在LPS, 并可能对胆管癌的发生发展

起重要作用. 我们的实验发现, 在LPS的刺激下

胆管癌细胞ICBD上皮细胞标志E-cadherin消失, 
间质细胞标志Vimentin的表达上调, 使其获得间

质化表型, 也就说胆管癌细胞ICBD在LPS的诱

导下发生EMT.
LPS是通过何种方式调控胆管癌细胞EMT

发生的呢？以往的研究发现, p38/MAPK通路能
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够调控多种肿瘤的EMT发生[14]. MAPK是细胞内

重要的信号转导通路之一, 其信号转导异常可

导致恶性肿瘤快速增殖、无限生长, 并参与调

控肿瘤细胞的基因表达、分化、凋亡、侵袭和

转移等生物学效应[15]. p38是MAPK家族成员之

一, 研究发现, 在肿瘤细胞中细胞外多种应激如

低氧、一些促炎细胞因子(如肿瘤坏死因子-肿瘤坏死因子--α、
白介素-6)、脂多糖和革兰氏阳性菌的细胞壁成-6)、脂多糖和革兰氏阳性菌的细胞壁成

分等均可激活p38/MAPK通路[16,17]. TLRs属于Ⅰ

型跨膜受体, 他能够感受肿瘤微环境的改变, 将
信号转导至细胞内, 启动一系列免疫反应, 进而

促进肿瘤的增殖、侵袭等. LPS作为TLR4的一

种主要配体, 能够激活TLR4信号转导通路, 导致

下游的多种效应蛋白表达上调, 进而活化MAPK
通路, 调控肿瘤的发生发展. 我们通过Western 
blot与Real-t ime RT-PCR法证实, 在LPS诱导

ICBD细胞EMT的同时, TLR4、p38的表达明显

上调, 说明TLR4、p38可能参与了LPS诱导胆管

癌ICBD细胞 EMT的过程. 进一步的阻断实验发

现, 阻断TLR4, EMT消失, p38的表达上调消失, 
说明LPS是通过TLR4调控胆管癌细胞的EMT; 
阻断p38, EMT消失, 与对照组相比, TLR4的表

达仍增加, 说明LPS通过TLR4和p38调控胆管癌

的EMT, 而且p38位于TLR4的下游. 该结果提示

LPS诱导胆管癌细胞EMT改变是通过TLR4/p38/
MAPK发挥作用.

总之, 我们的实验证实了LPS能够诱导胆

管癌细胞EMT的发生, 这一过程是通TLR4/p38/
MAPK信号通路调控, 这对胆管癌侵袭和转移机

制的研究及治疗具有一定的价值. 如果能够使

具有间质特性的细胞恢复上皮细胞特性, 就有

可能逆转EMT, 阻止细胞的侵袭和转移, 这为临

床上胆管癌的治疗提供了新的思路.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、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, T1/2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.
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical efficacy of Jiangni 
Decoction in treatment of recurrent reflux esoph-
agitis (RE).

METHODS: Ninety patients with recurrent RE 
were randomly divided into three groups: a Ji-
angni Decoction group, an omeprazole group, 
and a Jiangni Decoction plus omeprazole group. 
Overall response and endoscopic response were 
observed 8 wk after treatment, and relapse at 6 
mo after drug withdrawal was also recorded.

RESULTS: (1) Overall response: Overall re-
sponse was significantly higher in the Jiangni 
Decoction plus omeprazole group than in the 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

降逆汤治疗复发反流性食管炎的临床疗效

陈昱倩, 杨 璐, 王光铭, 刘万里

®

■背景资料
反流性食管炎(re-
flux esophagitis, 
RE)在西方国家较
常见, 随着中国人
民生活条件的改
变 ,  RE在中国的
发病率呈上升趋
势. RE可治愈, 但
容易复发, 严重影
响患者的生活质
量 ,  且 反 复 发 作
可并发严重并发
症, 如食管溃疡出
血、食管狭窄、
Barrett食管, 甚至
食管癌. 

omeprazole group and Jiangni Decoction group 
(96.7% vs 90.0%, 86.7%, both P < 0.05), but 
showed no significant difference between the 
omeprazole group and Jiangni Decoction group 
(P > 0.05); (2) Endoscopic response: In the Jiang-
ni Decoction group, 8 patients were cured, 12 
patients showed significant response, 5 patients 
showed no response, and the total response 
rate was 83.3%. In the Jiangni Decoction plus 
omeprazole group, 12 patients were cured, 10 
patients showed significant response, 3 patients 
showed no response, and the total response 
rate was 90.0%. In the omeprazole group, 10 pa-
tients were cured, 9 patients showed significant 
response, 4 patients showed no response, and 
the total response rate was 86.7%. There was no 
significant difference in the total endoscopic re-
sponse rate among the three groups (P > 0.05); (3) 
Relapse: The number of patients developing re-
lapse at 6 mo after drug withdrawal was 4 (15.4%) 
in the Jiangni Decoction group, 4 (13.8%) in the 
Jiangni Decoction plus omeprazole group, and 
12 (44.4%) in the omeprazole group. The relapse 
rate was significantly higher in the omepra-
zole group than in the Jiangni Decoction plus 
omeprazole group and Jiangni Decoction group 
(P < 0.05), but showed no significant difference 
between the latter two groups (P > 0.05).

CONCLUSION: Jiangni Decoction has similar 
effect to omeprazole in the treatment of RE in 
terms of overall response and endoscopic re-
sponse. Jiangni Decoction plus omeprazole can 
not only improve clinical efficacy but also re-
duce relapse in patients with recurrent RE. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
目前, PPI是公认
的治疗RE的有效
药 物 ,  其 治 愈 率
可达到80%-90%, 
但停药半年后其
复发率达到80%. 
近 年 来 ,  一 些 学
者发现中医药在
改 善 R E 患 者 症
状、抑制胃食管
反流、促进食管
受损黏膜修复等
方面显示了良好
的 疗 效 ,  使 运 用
中医药治疗RE的
研究有较大进展, 
具有广阔的应用
前景.

摘要
目的:  运用降逆汤治疗复发反流性食管炎
(reflux esophagitis, RE), 评价其临床疗效及远
期疗效. 

方法: 将90例治疗后复发的RE患者随机分为3
组, A组给予降逆汤治疗, B组给予降逆汤联合
奥美拉唑治疗, 对照组给予奥美拉唑治疗. 观
察3组治疗8 wk后综合疗效、内镜疗效以及停
药6 mo后复发情况. 

结果: (1)综合疗效: A组、B组、对照组总有
效率分别为86.7%、96.7%、90.0%, A组、对
照组差异无统计学意义(P >0.05), B组与A组、

对照组差异有统计学意义(P <0.05); (2)内镜
疗效: A组治愈8例, 显效5例, 有效12例, 无效5
例, 总有效率为83.3%; B组治愈12例, 显效10
例, 有效5例, 无效3例, 总有效率为90.0%; 对
照组治愈10例, 显效9例, 有效7例, 无效4例, 总
有效率为86.7%, 3组比较无显著差异(P >0.05); 
(3)远期疗效: 停药6 mo后, A组有效病例中有
4例复发, B组有效病例中有4例复发, 对照组
有效病例中有12例复发, 3组的复发率分别为
15.4%、13.8%、44.4%, 与对照组比较, A组与
对照组有显著差异(P <0.05), B组与对照组有
显著差异(P <0.05), A、B组两组间差异性比较
无统计学意义(P >0.05) . 

结论: 降逆汤治疗复发反流性食管炎与奥美
拉唑治疗具有相似的好转率, 并具有更低的半
年复发率. 降逆汤联合奥美拉唑治疗不仅能够
提高复发反流性食管炎的临床疗效, 还能降低
复发反流性食管炎患者的再次复发率. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示� 降逆汤能够有效修复食道黏膜, 促进食

管蠕动, 增强抗反流机制, 符合中医辨证论治及治

病必求于本的要求, 明显改善了不适症状, 若联合

质子泵抑制剂(proton pump inhibitors)使用, 则具

有更好的临床疗效和远期疗效. 
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0  引言

反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)是由胃 

和/或十二指肠内容物, 特别是酸性胃液和胆汁

反流至食管, 引起食管黏膜炎症、糜烂、溃疡所

致[1]. RE在西方国家较常见, 随着中国人民生活

条件的改变, RE在中国的发病率呈上升趋势[2]. 
RE可治愈, 但容易复发, 严重影响患者的生活质

量, 且反复发作可并发严重并发症, 如食管溃疡

出血、食管狭窄、Barrett食管, 甚至食管癌. 目
前, 质子泵抑制剂(proton pump inhibitors, PPI)
是公认的治疗RE的有效药物, 其治愈率可达到

80%-90%, 但停药半年后其复发率达到80%[3]. 
若使用PPI维持治疗, 存在治疗费用高, 不良反应

多的问题. 近年来, 一些学者在中医药治疗RE方
面进行了探索、研究, 发现其在改善RE患者症

状、抑制胃食管反流、促进食管受损黏膜修复

等方面显示了良好的疗效, 使运用中医药治疗

RE的研究有较大进展[4], 具有广阔的应用前景. 
在前期研究中我们亦发现[5], 中西医结合治疗RE
不仅能改善患者的不适症状, 而且较单一使用

中药或西药具有较低的复发率. 因此, 本研究我

们将继续采用我院治疗RE协定方-降逆汤联合

奥美拉唑对复发RE的干预作用及远期疗效进行

临床观察, 并探讨其治疗机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 来源于2010-04/2012-09南京市中西医

结合医院消化内科门诊. 符合西医诊断标准反

流性食管炎诊断纳入标准, 且中医辨证属肝胃

郁热证, 经西医规范治疗8-12 wk停药后复发的

患者90例, 分为A组、B组、对照组各30例. A组

男10例, 女20例, 平均年龄52.86岁±11.37岁, 平
均病程13.12 mo±11.90 mo; B组男11例, 女19
例, 平均年龄51.28岁±12.08岁, 平均病程12.26 
mo±10.82 mo; 对照组男12例, 女18例, 平均年

龄52.82岁±12.47岁, 平均病程3.14 mo±11.91 
m o. 各组患者性别、年龄、病程无显著差异

(P >0.05), 具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 西医诊断标准: 根据中华医学会消化内镜

学分会制定的《反流性食管炎诊断及治疗指南

(2003年)》, 分级Ⅰa-Ⅲ级(0级: 正常(可有组织

学改变); Ⅰa点状或条状发红、糜烂<2处; Ⅰb点
状或条状发红、糜烂≥2处; Ⅱ级: 有条状发红、

糜烂, 并有融合, 但并非全周性, 融合<75%; Ⅲ
级: 病变广泛, 发红、糜烂融合呈全周性, 融合≥

75%). 同时具有以下反流性食管炎典型症状之
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■创新盘点
利用中药疗效单
一或联合西医治
疗RE, 提高治疗
效果, 降低复发率, 
同时降低治疗成
本, 减少长期服药
的不良反应, 提高
患者治疗依从性.

一: 烧心、反酸、胸骨后灼痛等. 
1.2.2 中医诊断标准: 参照《国家中医病证分类

与代码》和《中医内科学》(王永炎主编). 肝胃

郁热证主症为胃灼热、泛酸; 次症包括胸痛连

胁、胃脘灼痛、脘腹胀满、嗳气或反胃、心烦

易怒、饥饿感6项; 舌脉为舌红、苔黄, 脉弦数. 
主症必备, 次症具备2项以上, 结合舌脉即可诊

断. 纳入标准: 符合反流性食管炎诊断标准及中

医胃食管反流病肝胃郁热证; 经西医规范治疗

8-12 wk停药后复发; 年龄在18-75岁之间, 性别

不限; 受试者知情同意. 
1.2.3 排除标准: 妊娠和哺乳期妇女; 消化性溃

疡; 癌性溃疡和未能排除癌变可能的溃疡(中重

度异常增生者要排除); 有明确的降低胃酸手术

史或食管或胃手术史; 食管或胃底静脉曲张; 卓-
艾综合征; 有严重并发症, 如食管狭窄或Barrett's
食管; 有消化系统其他严重疾病, 如克罗恩病、

溃疡性结肠炎等; 有严重的心、肝、肺、肾、

血液、内分泌系统疾病; 入选前4 wk内服用其他

影响胃肠道功能的药物; 需长期服用降低食管

下括约肌(low esophageal sphincter, LES)张力或(low esophageal sphincter, LES)张力或low esophageal sphincter, LES)张力或

影响胃肠动力的药物. 
1.2.4 治疗方案: A组: 降逆汤(黄连3 g、吴茱萸1 
g、竹茹10 g、炒枳壳10 g、煅乌贼骨15 g、大

贝母12 g、白芨10 g)水煎服, 2次/d, 空腹服用; B
组: 降逆汤2次/d, 奥美拉唑20 mg, 2次/d, 空腹服

用; 对照组: 奥美拉唑20 mg 2次/d, 空腹服用, 疗
程为8 wk. 
1.2.5 疗效评定标准: (1)RDQ评分: 参考中国胃

食管反流病研究协作组的《反流性疾病问卷

在胃食管反流病诊断中的价值》[6]; (2)发作频

率计分: 按烧心、胸骨后疼痛、泛酸、反食等

4种为统计症状, 无症状为0分, 症状出现频度< 
1 d/wk、1、2-3、4-5以及6-7 d/wk分别记为1、
2、3、4及5分; (3)按症状程度计分: 症状不明显, 
在医师提醒下发现为1分; 症状明显, 影响日常

生活, 偶尔服药为3分; 症状非常明显, 影响日常

生活, 需长期服药治疗为5分. 症状介于1分和3
分之间为2分, 介于3分和5分之间为4分. 症状改

善率 = (治疗前积分-治疗后积分)/治疗前积分×

100%; 症状消失为痊愈; 症状改善≥80%为显效; 
50%≤症状改善<80%为有效; 症状改善<50%为

无效; 症状改善率负值时为恶化; (4)综合疗效  
根据痊愈、显效和有效病例数之和计算总有效

率; (5)内镜疗效: 痊愈: 病变完全消失; 显效: 分
级减轻2个级别; 有效: 分级有所减轻, 但未达2
个级别; 无效:  镜下无改善或分级加重. 根据痊

愈、显效和有效例数之和计算总有效率; (6)远
期疗效: RDQ评分较治疗前降低≤50%判为复

发; RDQ评分较治疗前降低>50%判为未复发. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件包进行

统计处理, 计量资料采用配对t检验或方差分析, 
等级资料采用秩和检验. 3组率比较用χ2

检验, 两
组率比较必要时选用四格表的Fisher精确概率

法; P <0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 综合疗效 A组、B组与对照组总有效率分别

为86.7%、96.7%、90.0%. 经秩和检验, A组、对

照组差异无统计学意义(P >0.05), B组与A组、对

照组差异有统计学意义(P <0.05, 图1). 
2.2 内镜疗效 A组、B组与对照组总有效率分别

为83.3%、90.0%、86.7%, 3组间差异无统计学

意义(P >0.05, 图1). 
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图� 1 ��������������������������������� 1 �������������������������������������������������������������������� A: 综合疗效; B: 内镜疗效. A组: 降逆汤; B

组: 降逆汤联合奥美拉唑; C组: 奥美拉唑.

痊愈               显效               有效               无效
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■应用要点
利用中药的疗效
单一或联合西医
治疗RE, 提高治
疗效果, 降低复发
率. 随着人民生活
水平的不断提高, 
现代生活节奏加
快, 饮食结构的改
变,  RE在中国的
发病率呈上升趋
势. 利用中药的疗
效单一或联合西
医治疗RE, 疗效
可靠 ,  复发率低 , 
应用简单, 有良好
的临床应用前景.

2.3 远期疗效 停药6 mo后A组、B组及对照组复

发率分别为15.4%、13.8%、44.4%(表1). A组与

对照组比较有统计学意义(P <0.05); B组与对照

组比较有统计学意义(P <0.05); A、B两组间比较

无统计学意义(P >0.05, 表2). 

3  讨论

反流性食管炎可归于中医学中的“胸痛”、 
“吐酸”、“胃脘痛”、“噎嗝”等病证范畴. 
目前对于本病还没有一个统一、公认的中医辨

证分型方法和标准, 临床常见证型分肝胃郁热、

肝胃不和、痰气郁阻、脾胃虚弱、脾胃湿热、

胃阴不足6型即可覆盖临床96.2%的病例[7], 其中

以肝胃郁热、肝胃不和证所占比例最大. 我们

认为, 肝胃不和及肝胃郁热两型只是疾病发展

过程中的不同阶段而已, 实属同一病理机制. 前理机制. 前机制. 前制. 前. 前
者一般认为是疾病发展的早期阶段. 两者在症

状表现及治疗上亦有相通之处, 故二者在临床

上界限不易分清. 两者共同的病机在于肝气不

疏, 横逆犯胃, 胃气不降, 上逆为病, 久则气机

郁滞, 郁而化热, 所谓“气有余便是火”, 出现

“郁热”表现, 此所谓“肝胃郁热”证. 两型都

表明肝气不疏, 横逆犯胃, 胃失和降, 胃气上逆

为RE的主要病机, 治疗当主要以疏肝和胃, 理气

通降为法治疗. 降逆汤系我院治疗反流性食管

炎的经验方. 方中黄连苦寒, 泻心清火, 又善清

胃降逆, 制酸止呕; 吴茱萸辛热, 入肝经, 调和肝

胃, 降逆止呕, 行气解郁, 又能引热下行, 以为反

佐. 一寒一热, 寒者正治, 热者从治. 竹茹清热降

逆止呕, 枳壳疏肝理气, 升降相因有助于气血运

行. 乌贼骨、大贝母制酸和胃止痛; 白芨降逆止

呕, 收敛消肿. 全方有疏肝理气、和胃降逆、辛

开苦降、抑酸止痛之功. 
反流性食管炎发病机制目前国内研究已比

较完善, 主要与抗反流屏障功能降低、食管酸

廓清能力降低、食管黏膜屏障破坏、胃十二指

肠功能异常等有关. 因此, 治疗原则以抑制胃酸

分泌、抗反流以及增强食管防御功能为主. 

现代药理研究表明, 黄连具有抗菌、抗病

毒及解痉、调整胃肠平滑肌收缩等功能[8], 吴茱

萸中所含的吴茱萸苦素为苦味质, 有苦味健胃作

用, 其所含的挥发油又具有芳香健胃作用[9,10]. 乌
贼骨所含的胶质成分可在糜烂或溃疡面形成保

护膜, 有利于食管黏膜的修复和溃疡面的愈合[11], 
白芨降逆止呕, 收敛消肿, 抑菌止血, 具有高度黏

性, 含有胶体状成分, 能在受损黏膜表面形成一

层保护膜, 可防护黏膜受损[12,13], 与乌贼骨配合, 
可使药液黏滞, 覆于黏膜, 增强屏障作用[14,15]. 说
明本方可以通过保护食道黏膜, 促进受损食道

黏膜修复, 调整胃肠功能, 防止反流等多种途径

来发挥治疗作用. 我们观察发现, 经降逆汤治疗

复发性RE肝胃郁热证的患者, 综合疗效总有效

率约86.7%, 与对照组相比, 无明显差异(P >0.05). 
若运用降逆汤联合奥美拉唑治疗, 综合疗效总

有效率可达96.7%, 与对照组相比, 有显著差

异(P <0.05), 而3组间内镜疗效比较无显著差异

(P >0.05). 停药6 mo后, 降逆汤组以及降逆汤联

合奥美拉唑组复发率均明显低于单独使用奥美

拉唑组, 经统计比较有显著差异(P <0.05), 但两

组间比较无统计学差异(P >0.05).
总之, 降逆汤能够有效修复食道黏膜, 促进

食管蠕动, 增强抗反流机制, 符合中医辨证论治

及治病必求于本的要求, 明显改善了不适症状, 
其治疗复发反流性食管炎与奥美拉唑治疗具有

相似的好转率, 并具有更低的半年复发率. 若联

合奥美拉唑使用, 不仅能够提高复发反流性食

管炎的临床疗效, 还能降低复发反流性食管炎

患者的再次复发率. 
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反流性食管炎临
床疗效及远期疗
效观察有较好的
临床指导意义.
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Abstract
AIM: To assess the correlation between the ex-
pression of secreted protein acidic and rich in 
cysteine (SPARC) and clinical characteristics of 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC).

METHODS: Ninety patients with ESCC were 
included in this study. Immunohistochemis-
try was performed to detect the expression of 
SPARC in ESCC specimens and tumor-adjacent 
tissue specimens collected from the above pa-
tients. Correlation between SPARC expression 
and clinical characteristics of patients with ESCC 
was then analyzed.

RESULTS: Of 90 ESCC specimens, 73 were posi-

tive for SPARC expression, and 17 were negative. 
In contrast, SPARC expression was not detected 
in all tumor-adjacent tissue samples. The positive 
rate of SPARC expression was significantly high-
er in ESCC than in tumor-adjacent tissue (P < 0.05). 
Positive SPARC signal was located mainly in the 
intercellular space (65 cases) and occasionally 
in the cytoplasm (8 cases). SPARC expression in 
tumor tissues was closely related to tumor stage 
and metastasis (both P < 0.05).

CONCLUSION: SPARC expression can be used 
as a predictor of ESCC stage and prognosis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Secreted protein acidic and rich in cysteine; Immu-
nohistochemistry; Survival
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摘要
目的:  观察食管鳞状细胞癌 (e s o p h a g e a l 
squamous cell carcinoma, ESCC)组织中酸性富
含半胱氨酸分泌型蛋白(secreted protein acidic 
and rich in cysteine, SPARC)的表达与患者临
床特征的关联. 

方法: 收集90例诊断为ESCC患者的肿瘤组织
及癌旁组织, 采用免疫组织化学检测肿瘤组织
及癌旁组织中SPARC的表达, 并探讨其表达
与食管癌患者临床特征的关系. 

结果: 肿瘤组织中有73例SPARC表达阳性, 阳
性率81.11%, 癌旁组织中SPARC表达均为阴性. 
肿瘤组织与癌旁组织SPARC表达阳性率差异
有统计学意义(P<0.05). 72.22%(65例)SPARC阳
性表达均位于细胞间质, 少量(8.89%, 8例)位于
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酸性富含半胱氨酸分泌型蛋白的表达与食管鳞状细胞癌
患者临床特征的关系

高 杨, 李 岩, 周海英, 闫继东, 吴爱萍

®

■背景资料
食管癌在我国的
发病率较高, 是影
响居民生命与健
康的重要疾病之
一. 目前对于食管
癌的临床治疗, 早
期多以手术为主, 
中晚期以放化疗
为主. 食管鳞状细
胞癌(esophageal 
squamous cell car-
cinoma, ESCC)是
食管癌中比较多
见的一种病理类
型. 目前认为, 引
起食管癌的相关
危险因素主要有: 
进食含�硝胺类
较多的食物(如喜
欢腌制酸菜)或霉
变食品、长期喜
进烫食(如潮汕人
食管癌发病率高
可能与长期喝功
夫茶有关)、不良
嗜好(如吸烟、饮
酒)等 .  我国是食
管癌高发地区, 位
居肿瘤死亡第4位. 

■同行评议者
王建明, 副教授,  南
京医科大学公共卫
生学院流行病与卫
生统计学系
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■研发前沿
酸性富含半胱氨
酸 分 泌 型 蛋 白
(secreted protein 
acidic and rich in 
cysteine, SPARC)
又被称为骨连接
蛋 白 ,  主 要 参 与
胚胎发育、血管
生 成 、 组 织 重
塑 、 细 胞 更 新
及 组 织 修 复 等 . 
SPARC被认为与
临床多种肿瘤的
发生、发展和预
后密切相关.

细胞质. 肿瘤组织中SPARC表达与肿瘤分期、

转移与否密切相关(P<0.05). 

结论: 对ESCC患者进行SPARC检查, 可以作
为预测食管鳞癌分期、转移的重要指标. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 食管鳞状细胞癌; 酸性富含半胱氨酸分泌

型蛋白; 免疫组织化学; 生存

核 心 提 示 �  酸 性 富 含 半 胱 氨 酸 分 泌 型 蛋 白

(secreted protein acidic and rich in cysteine, 
SPARC)在肿瘤患者肿瘤组织内存在较高的表

达, 特别在组织修复与侵袭性恶性肿瘤相关的组

织中, SPARC的表达量更高. 对食管鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)患者

进行SPARC检查, 可以作为预测食管鳞癌分期、

转移的重要指标. 可以为临床诊断、治疗ESCC
提供新的思路和方法, 同时也为食管癌的诊治提

供了特异性更高的分子标志物. 
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0  引言

食管癌在我国的发病率较高, 是影响居民生命

与健康的重要疾病之一. 目前对于食管癌的临

床治疗, 早期多以手术为主, 中晚期以放化疗为

主[1]. 食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
carcinoma, ESCC)是食管癌中比较多见的一种病

理类型[2]. 酸性富含半胱氨酸分泌型蛋白(secreted 
protein acidic and rich in cysteine, SPARC)又被称

为骨连接蛋白, 主要参与胚胎发育、血管生成、

组织重塑、细胞更新及组织修复等[3]. SPARC被
认为与临床多种肿瘤的发生、发展和预后密切

相关. 已有文献表明[4,5], 在ESCC患者的肿瘤组

织中, 能见到明显的SPARC表达, 但SPARC表达

量高低与食管癌临床特征和预后的研究较少, 
因此, 笔者进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共纳入我院2010-01/2012-12诊
断为ESCC的患者90例. 其中男58例, 女32例, 年
龄46-77岁, 平均年龄59.1岁±13.2岁. 患者均已

经手术治疗, 术后病理确诊为ESCC. 收集手术

切除的肿瘤组织标本和肿瘤组织边缘4 c m左

右处的癌旁组织, 并用甲醛溶液固定. 患者在

术前均未进行过放化疗或其他形式, 如分子靶

向治疗等治疗. 本研究在实施前已得到我院伦

理委员会的批准. 同时亦取得患者及家属充分

理解、知情, 研究实施前均已签署知情同意书. 
SPARC鼠抗人单克隆抗体(Abcam公司), 二氨基

联苯胺(DAB), 枸橼酸盐缓冲液, 赖氨酸白乳胶, 
磷酸盐缓冲液(0.01 mol/L)等. 
1.2 方法

1.2.1 检测: 分别取肿瘤组织与癌旁组织, 进行常

规固定、脱水、石蜡包埋、切片、HE染色以及

封片等工作. SPARC的阳性表达检查采用免疫

组织化学PV法检测. PV试剂盒购自北京中山金自北京中山金北京中山金

桥生物技术有限公司. SPARC抗体首先进行稀

释, 倍数为1∶50, 所有操作均按试剂盒说明书

进行.
1.2.2 结果判定: 免疫组织化学结果的判定由2位
至少工作10年以上的病理科医师进行, 使用半

定量评分系统对SPARC表达阳性的强度进行评

定. 对ESCC肿瘤组织中以及癌旁组织中细胞间

质染色的阳性颗粒进行观察. 染色评定标准如

下: (1)阴性: (-), 细胞间质无阳性颗粒表达; (2)
阳性: (+), 细胞间质有阳性颗粒表达, 阳性颗粒

<30%; (3)强阳性: (++), 细胞间质有阳性颗粒表

达, 阳性颗粒≥30%. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计分析, 计数资料用百分率表示, 组间计数资料

的比较采用χ2
检验, 全部统计方法均采用双侧检

验, 将以P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 ESCC肿瘤组织中与癌旁组织中SPARC的表

达分析 经免疫组织化学检测, SPARC阳性颗粒

的表达大多位于肿瘤组织细胞间质(图1A), 仅有

8例样本中SPARC阳性颗粒的表达位于肿瘤组

织细胞质(图1B). 肿瘤组织中大部分SPARC表达

阳性(+、++), 小部分呈阴性(-)(图1C). 癌旁组织

中, SPARC表达均为阴性(-)(图1D). ESCC肿瘤组

织中与癌旁组织中SPARC的阳性表达率差异有

统计学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 SPARC表达与临床特征的关联分析 我们

对患者的性别、年龄、肿瘤分化程度、肿瘤

分期、肿瘤转移与否、饮食喜好(饮酒 ,  腌制

食品)、家族(食管癌)病史等情况进行关联研

究. 结果显示, SPARC的表达与患者的性别、年

龄、肿瘤分化程度、饮食喜好、家族病史等因

■相关报道
有学者曾对36例
食管癌患者的肿
瘤组织进行免疫
组 织 化 学 检 测 , 
发现绝大多数组
织样本中SPARC
阳性颗粒表达均
位于癌细胞的细
胞 胞 质 中 ,  只 有
极 少 数 的 标 本
SPARC阳性颗粒
位于癌细胞的细
胞 核 内 .  国 外 的
研 究 亦 证 明 ,  在
食管癌与乳腺癌
患 者 中 ,  大 部 分
SPARC阳性颗粒
表达位于癌细胞
的 细 胞 间 质 ,  少
量表达于肿瘤细
胞 内 .  在 本 研 究
中的结果与既往
报道一致.
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■创新盘点
SPARC表达量高
低与食管癌临床
特征和预后的研
究较少, 因此, 笔
者进行了研究.

素的关联无统计学意义(P >0.05). SPARC的表达

与肿瘤分期、肿瘤转移与否等因素的关联有统

计学意义(P <0.05)(表2). 

3  讨论

随着实验研究已经证实, SPARC在肿瘤患者肿

瘤组织内存在较高的表达, 特别在组织修复与

侵袭性恶性肿瘤相关的组织中, SPARC的表达

量更高[6]. 有学者曾对36例食管癌患者的肿瘤组

织进行免疫组织化学检测, 发现绝大多数组织

样本中SPARC阳性颗粒表达均位于癌细胞的细

胞胞质中, 只有极少数的标本SPARC阳性颗粒

位于癌细胞的细胞核内[7]. 国外的研究亦证明[8], 
在食管癌与乳腺癌患者中, 大部分SPARC阳性

颗粒表达位于癌细胞的细胞间质, 少量表达于

肿瘤细胞内. 本研究中的结果与既往报道一致. 

E S C C患者的肿瘤细胞中可观察到与增

生、凋亡、分化与转移相关的多种基因的表达

发生变化[9]. SPARC是正常细胞恶变和肿瘤发生

发展过程中一个重要的分子, SPARC可以调控

多种肿瘤相关细胞因子及其受体的相互作用和

多种信号传导通路以及蛋白水解酶的表达水平, 
并且具有调节肿瘤组织内血管生成、促进上皮

间叶细胞转化(epithelial mesenchymal transtion, 
EMT)转变的作用[10,11]. 但是, SPARC对肿瘤的

影响具有组织特异性, 原因可能包括[12,13]: (1)特
定肿瘤内的蛋白水解酶对SPARC蛋白进行了特

异性的剪切, 而不同的蛋白水解片段对肿瘤产

生的影响不同; (2)不同肿瘤的细胞因子及其受

体的表达情况不同, 细胞因子的亲和力也不同; 
(3)SPARC蛋白的表达对一系列细胞因子及其受

体的表达有调控作用. 进一步研究SPARC在不
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图� 1 ����������������������������200��� 1 ����������������������������200�������������������������������200����� A: SPARC在基质中的阳性表达; B: SPARC在肿瘤细胞

及基质中的阳性表达; C: SPARC在肿瘤细胞中的阴性表达; D: SPARC在正常细胞中的阴性表达. SPARC: 酸性富含半胱氨

酸分泌型蛋白.

� 1 ����肿瘤组织���旁组织���������分析 �n  = 90, mean±�D�

     分组 阳性���n � 阴性���n � 阳性��率�%�

肿瘤组织 73 17      81.11a

癌旁组织   0 90 0

aP<0.05 vs  癌旁组织组. SPARC: 酸性富含半胱氨酸分泌型蛋白; ESCC: 食管鳞状细胞癌.
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■应用要点
对ESCC患者进行
SPARC检查, 可以
作为预测食管鳞
癌分期、转移的
重要指标. 可以为
临床诊断、治疗
ESCC提供新的思
路和方法, 同时也
为食管癌的诊治
提供了特异性更
高的分子标志物.

同肿瘤内的作用机制及调节机制将有助于深入

理解SPARC及其亚基对恶性肿瘤侵袭转移、血

管形成的病理生理过程, 并能为癌症的治疗提

供新的思路. 
研究认为[14], 与ESCC有密切联系的蛋白质

如果出现改变, 会在肿瘤组织中、血液或体液

中留下可以查找的证据, 临床上称为肿瘤标志

物. 近几年来, 关于食管癌肿瘤标志物的寻找在

持续进行, 发现了一些可能作为潜在的食管癌

肿瘤标志物的相关蛋白或基因, 如: 人体抑癌基

因53(p53 )、鳞癌细胞抗原(SCC-Ag)、细胞角

蛋白19片段(CYFR21-1)等. 但是随着研究的不

断深入, 发现真正能够应用于临床诊断、预测

食管癌发生、发展的肿瘤标志物较少. 如p53与
SCC-Ag的敏感度较差, 用于预测食管癌转移与

否的意义较小. CYFR21-1对中晚期患者, 特别是

出现肿瘤复发或转移的患者具有较高的敏感性, 
能够提示食管癌患者是否存在肿瘤的复发或转

移. 但是, 一些文献报道, CYFR21-1对于病灶较

大的肿瘤有较好的敏感性, 但是对于小肿瘤特

别在微小肿瘤, 效果不理想[15]. 
S PA R C是近年来研究的一个新热点 ,  已

有一些报道认为SPARC可能与多种肿瘤的发

生、发展、预后密切相关. 本研究对SPARC在

ESCC患者肿瘤组织内的表达进行了观察, 发现

SPARC在ESCC患者肿瘤组织内的表达率较高, 
达到了81.11%, 在癌旁组织中表达均呈阴性, 提
示SPARC可能作为临床预测食管癌的一种潜在

的生物标志物. 进一步对SPARC表达与否和食

管癌临床特征进行了关联分析, 发现SPARC的

表达与ESCC患者的肿瘤分期、肿瘤转移存在

关联, 说明SPARC有可能用来预测ESCC患者的

肿瘤分期, 并能对判断是否出现肿瘤转移提供

证据. SPARC的表达受到的影响因素较少, 能够

较为客观在反应ESCC患者的检测结果. 此外, 
SPARC在ESCC患者肿瘤组织内出现明显的上

调且又为分泌蛋白, 这就为通过检测SPARC蛋

白来预测食管癌的转移、预后指明了研究方向. 
总之, 对ESCC患者进行SPARC检查, 可以

作为预测食管鳞癌分期、转移的重要指标. 可
以为临床诊断、治疗ESCC提供新的思路和方

法, 同时也为食管癌的诊治提供了特异性更高

的分子标志物. 
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� 2 ��������临床特征�关联分析 �n �

     相关因素  n 阳性�+/++� 阴性    χ2值   � 值

性别   0.225 0.984

  男 58 47  11

  女 32 26    6

年龄(岁)   2.896 0.105

  <60 53 40  13

  ≥60 37 33    4

肿瘤分化程度   0.545 0.800

  低分化 16 14    2

  中分化 53 45    8

  高分化 21 14    7

肿瘤分期 34.12 0.002

  I   8   2    6

  II 39 31    8

  III/IV 43 40    3

肿瘤转移   7.79 0.001

  有 40 38    2

  无 50 34  16

饮食喜好    0.89 0.867

  有 25 20    5

  无 65 53  12

家族病史    0.10 0.186

  有   8   5    3

  无 82 68  14
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■同行评价
本文可以为临床
诊断、治疗ESCC
提供新的思路和
方法, 同时也为食
管癌的诊治提供
了特异性更高的
分子标志物, 值得
临床推广, 具有一
定临床实用价值.
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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2012-12-07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 
AIM: To investigate the effect of Helicobacter py-
lori (H. pylori) eradication on gastric atrophy and 
intestinal metaplasia in patients with atrophic 
gastritis. 

METHODS: Three hundred and ninety-two pa-
tients with atrophic gastritis and intestinal meta-
plasia who were treated from August 2009 to 
December 2009 at Shanghai 7th People’s Hospital 
were enrolled, of whom 300 were followed for 1 
and 3 years by narrow band imaging-magnify-
ing endoscopy (NBI-ME) and histopathological 
analysis after H. pylori eradication.  

RESULTS: In patients with successful eradica-
tion, grades of disease activity and chronic in-
flammation significantly decreased at 1 year (in 
the antrum: 1.41 ± 0.64 vs 1.21 ± 0.65, 1.83 ± 0.59 
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幽门螺杆菌根除对胃黏膜萎缩和肠上皮化生的影响

周 颖, 周忠杰, 许琦华

®

■背景资料
胃癌是严重危害
人类健康最常见
的恶性肿瘤之一. 
人群感染幽门螺
杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
可能增加罹患胃
癌 的 风 险 .  理 论
上, 根除H. pylori
作为干预预防手
段, 有可能阻断胃
黏膜萎缩和肠上
皮化生的进一步
发展, 减少胃癌发
生 的 危 险 性 .  但
迄今为止, 根除H. 
pylori 能否改善胃
黏膜萎缩和肠上
皮化生尚不确定. 

vs 1.43 ± 0.50; in the corpus: 1.36 ± 0.67 vs 1.18 ± 
0.67, 1.71 ± 0.46 vs 1.35 ± 0.48, all P < 0.005) and 3 
years (in the antrum: 1.51 ± 0.62 vs 1.31 ± 0.69, 1.97 
± 0.60 vs 1.46 ± 0.50; in the corpus: 1.48 ± 0.65 vs 
1.26 ± 0.69, 1.90 ± 0.56 vs 1.46 ± 0.50, all P < 0.005). 
The grade of corpus atrophy also significantly 
decreased at 1 year (1.54 ± 0.65 vs 1.36 ± 0.68, P 
< 0.005) and 3 years (1.68 ± 0.65 vs 1.50 ± 0.69, P 
< 0.005) after successful eradication. However, 
there was no significant change in intestinal 
metaplasia in both the antrum and corpus. 

CONCLUSION: Eradication of H. pylori results 
in the alleviation of the severity of gastritis and 
the reversion of gastric atrophy in the corpus.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Helicobacter pylori ; Eradication; Atrophic 
gastritis; Intestinal metaplasia
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摘要
目的: 探讨根除幽门螺杆菌(H e l i c o b a c t e r 
pylori , H. pylori )对胃黏膜萎缩和肠上皮化生
的影响.  

方法: 选取2009-08/2009-12上海市第七人民
医院392例萎缩性胃炎患者, 进行H. pylori 检
测及根除治疗后, 其中300例患者进行为期
1年及3年的窄带成像放大内镜(narrow band 
imaging-magnifying endoscopy, NBI-ME)和组
织病理学结果随访. 

结果: H. pylori根除成功患者第1年随访, 活动
性及慢性炎症(胃窦部分别由1.41±0.64降至
1.21±0.65, 1.83±0.59降至1.43±0.50; 胃体
部分别由1.36±0.67降至1.18±0.67, 1.71±
0.46降至1.35±0.48, P <0.005)均明显改善; 第
3年随访, 活动性及慢性炎症(胃窦部分别由

■同行评议者
陈卫昌, 教授,  苏
州大学附属第一
医院消化内科
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■研发前沿
目前关于根除H. 
pylori 是否可改善
甚至逆转胃黏膜
萎缩及肠上皮化
生 尚 无 定 论 ,  不
同的研究结果存
在 较 大 分 歧 .  可
能与不同人种、
病例数较少、取
材部位不固定、
肠化病变始于灶
性分布且由点向
面发展以及内镜
医生对病变的认
识水平的不同有
一 定 关 系 .  亟 待
制定统一随访方
案以得到详实、
确切的研究结果.

1.51±0.62降至1.31±0.69, 1.97±0.60降至
1.46±0.50; 胃体部分别由1.48±0.65降至1.26
±0.69, 1.90±0.56降至1.46±0.50, P <0.005)均
明显改善; 胃体部萎缩评分明显下降(第1年由
1.54±0.65降至1.36±0.68, 第3年由1.68±0.65
降至1.50±0.69, P <0.005). 胃窦及胃体部黏膜
肠上皮化生评分均无明显改变.

结论: 根除H. pylori 能明显改善胃黏膜炎症, 
并且减轻胃体部黏膜萎缩. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 幽门螺杆菌; 根除; 萎缩性胃炎; 肠上皮化生

核心提示� 本研究使用窄带成像放大内镜(narrow 
band imaging-magnifying endoscopy)提高肠上皮

化生的检出率, 通过3年随访来对比根除幽门螺

杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )前后不同部位

胃黏膜萎缩及肠上皮化生程度的变化. 研究提示, 
根除H. pylori 能明显改善胃黏膜炎症, 并且减轻

胃体部黏膜萎缩.

周颖, 周忠杰, 许琦华. ���������������上

�化�的������������������. 世界华�消化杂志  2013�� 21(21): 2086-2090  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/2086.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i21.2086

0  引言

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

是人类最常见、感染率最高的慢性感染之一. H. 
pylori感染后胃癌发生遵循“H. pylori感染-慢性

胃炎-胃黏膜萎缩-肠上皮化生-异型增生-肠型胃

癌”的疾病模式已被普遍接受. 萎缩性胃炎及

胃黏膜肠上皮化生是该过程中的重要环节, 是
公认的癌前状态[1]. 许多研究表明, 根除H. pylori
能改善胃黏膜炎症、减少细胞增殖, 但根除H. 
pylori能否改善黏膜萎缩及肠上皮化生尚存在争

论. 本研究通过3年随访来对比根除H. pylori前
后不同部位胃黏膜萎缩及肠上皮化生程度的变

化, 结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 根据2006年中国慢性胃炎共识意见[2]诊

断标准, 连续纳入2009-08/2009-12上海市第七

人民医院经胃镜和病理检查明确有胃窦或胃体

黏膜萎缩患者392例, 所有患者经14C尿素呼气试

验(14C-UBT)检查H. pylori感染情况. 排除标准: 
胃、十二指肠溃疡; 胃黏膜萎缩伴肠上皮化生

取自糜烂、溃疡灶者; 胃癌及胃手术史; 伴有出

血性疾病、肝硬化、肾功能衰竭者; 入选前4 wk
内服用过质子泵抑制剂(proton pump inhibitors, 
PPI)、抑酸药或抗生素者; 长期服用非甾体类抗

炎药者; 萎缩伴有上皮内瘤变者. 本研究方案通

过上海市第七人民医院伦理委员会审批, 所有

患者受检前签署知情同意书. 
1.2 方法

1.2.1 内镜诊断: 采用Olympus GIF-Q260Z放大

内镜、CV-260SL电子处理器和CLV-260SL内镜

灯光照明系统行胃镜随访检查. 检查当天患者

空腹, 检查前口服利多卡因胶浆, 所有内镜操作

均由同一名内镜医师完成. 对内镜下胃窦及胃

体显示的灰色结节型、弥漫型或鱼鳞型可疑肠

上皮化生区域、窄带成像放大内镜(narrow band 
imaging-magnifying endoscopy, NBI-ME)浅蓝色

嵴状结构(light blue crest, LBC)下活检取材2-4块. 
1.2.2 组织病理学检查: 活检标本甲醛固定, 常规

脱水、石蜡包埋, 行HE染色, 由不知内镜检查结

果的同一名病理医师行病理诊断. 诊断标准按

2006年中国慢性胃炎共识意见制定的病理诊断

和分类方法. 胃体及胃窦部标本分别进行诊断, 
慢性炎症、活动性、萎缩和肠上皮化生按无、

轻、中、重分别计分为0、1、2、3分. 若活检

组织萎缩及肠上皮化生程度不同, 则以重者作

为该部位评分值.
1.2.3 H. pylori根除方法和随访: H. pylori根除方

案为以质子泵抑制剂为主的三联疗法: 埃索美

拉唑每次20 mg, 2次/d; 克拉霉素每次500 mg, 2
次/d; 阿莫西林每次1.0 g, 2次/d; 或甲硝唑400 
mg/次, 2次/d, 疗程10 d. 治疗结束1 mo后进行
14C-UBT评价H. pylori根除情况. 分别于1年(入
组后12-13 mo)、3年(入组后36-37 mo)随访复

查, 胃镜检查依然在先前胃窦及胃体的相同部

位取2-4块组织进行病理组织学检查, 同时行14C-
UBT. 

统计学处理 应用SPSS10.0统计软件. 组织

学评分结果以mean±SD表示, 组织学评分比较

采用t检验; 计数资料的比较采用χ2检验. P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 392例患者, 第1年有300例完成随

访, 其中224例入选时H. pylori阳性, 行H. pylori
根除治疗后192例H. pylori阴性(H. pylori根除成

功), 32例根除治疗失败呈持续H. pylori感染(H. 
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■相关报道
研究表明根除H. 
pylori 能改善胃体
部萎缩, 但胃窦部
萎缩无明显改善; 
也有研究指出根
除H. pylori能减轻
胃窦部萎缩. 有研
究表明, H. pylori
根除后, 胃窦及胃
体部黏膜肠上皮
化生均无明显改
善. 相反的, 也有
研究指出, 根除H. 
pylori 能有效改善
甚至逆转肠上皮
化生. 周丽雅等研
究发现H. pylori感
染持续存在时, 明
显增加胃体部黏
膜萎缩发生率.

pylori根除失败). 第3年有190例完成随访, 其中

136例入选时H. pylori阳性,, H. pylori根除成功

108例, H. pylori根除失败28例. 
2.2 胃黏膜组织学改变 H. pylori根除成功患者第

1及第3年随访, 胃窦及胃体慢性炎症、活动性

均明显改善(P <0.05), H. pylori阴性及H. pylori根
除失败患者胃窦及胃体部慢性炎症及活动性无

明显改变. 
H. pylori根除成功患者第1及第3年随访, 胃

体部萎缩评分明显下降(P <0.05), 胃窦部萎缩评

分未见明显改变H. pylori ; H. pylori阴性及及H. py-
lori根除失败患者胃窦及胃体部萎缩评分均无明

显改变. 

H. pylori根除成功、H. pylori阴性及及H. py-
lori根除失败患者胃窦及胃体部肠上皮化生评分

均无明显改变. 
H. pylori根除治疗后第1、3年胃黏膜组织

学评分(表1, 2).

3  讨论

胃癌是严重危害人类健康最常见的恶性肿瘤之

一. 流行病学证据表明, 人群感染H. pylori可能

增加罹患胃癌的风险[3,4]. 感染H. pylori后, 可引

起胃黏膜长期慢性炎症反应, 产生氧自由基, 胃
黏膜上皮细胞增殖和凋亡程度也发生改变, 易
引发腺体萎缩和肠上皮化生, 诱导DNA发生突

aP<0.05 vs  H. pylori���功入组时. H. pylori : �����.

表 2 H. pylori 根除治疗后第3年胃黏膜组织学评分

     H. pylori 阴性(n  = 54) H. pylori 根除成功(n  = 108) H. pylori 根除失败(n  = 28)

入组时 3年 入组时 3年 入组时 3年

n 54 54 108 108 28 28

�窦部

  炎症 1.78±0.42 1.67±0.48 1.97±0.60 1.46±0.50a 1.82±0.62 1.78±0.50

  活动性 1.31±0.61 1.43±0.36 1.51±0.62 1.31±0.69a 1.54±0.65 1.60±0.68

  �� 1.50±0.61 1.63±0.39 1.72±0.60 1.74±0.59 1.71±0.60 1.74±0.59

  �化 1.39±0.66 1.46±0.56 1.73±0.56 1.68±0.62 1.81±0.50 1.84±0.61

�体部

  炎症 1.70±0.46 1.65±0.48 1.90±0.56 1.46±0.50a 1.92±0.65 1.95±0.66

  活动性 1.28±0.66 1.26±0.38 1.48±0.65 1.26±0.69a 1.58±0.62 1.50±0.50

  �� 1.43±0.29 1.48±0.64 1.68±0.65 1.50±0.69a 1.70±0.69 1.74±0.64

  �化 1.44±0.44 1.41±0.66 1.65±0.65 1.65±0.63 1.69±0.65 1.68±0.50

表 1 H. pylori 根除治疗后第1年胃黏膜组织学评分

     H. pylori 阴性 H. pylori 根除成功 H. pylori 根除失败

入组时 1年 入组时 1年 入组时 1年

n 76 76 192 192 32 32

�窦部

  炎症 1.62±0.49 1.56±0.50 1.83±0.59 1.43±0.50a 1.79±0.65 1.73±0.50

  活动性 1.05±0.61 1.03±0.71 1.41±0.64 1.21±0.65a 1.42±0.67 1.35±0.70

  �� 1.41±0.57 1.39±0.63 1.58±0.57 1.47±0.67 1.56±0.57 1.57±0.68

  �化 1.42±0.37 1.37±0.76 1.64±0.54 1.52±0.70 1.61±0.53 1.66±0.55

�体部

  炎症 1.57±0.50 1.50±0.50 1.71±0.46 1.35±0.48a 1.75±0.67 1.65±0.68

  活动性 1.07±0.70 1.04±0.66 1.36±0.67 1.18±0.67a 1.35±0.68 1.39±0.50

  �� 1.45±0.53 1.37±0.65 1.54±0.65 1.36±0.68a 1.56±0.65 1.62±0.57

  �化 1.15±0.53 1.25±0.71 1.36±0.64 1.34±0.68 1.41±0.50 1.48±0.67

aP<0.05 vs  H. pylori���功入组时. H. pylori : �����.
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■创新盘点
本研究在普通白
光内镜检查的基
础上使用窄带成
像放大内镜(nar-
row band imaging-
magnifying endos-
copy)提高肠上皮
化生的检出率, 减
少取材部位不准
确造成的试验数
据误差. 通过3年
随访来对比根除
H. pylori前后不同
部位胃黏膜萎缩
及肠上皮化生程
度的变化.

变, 最终发生癌变. H. pylori感染被认为是癌变

的起始阶段, 发挥着启动因子的作用. 因此, 理
论上, 根除H. pylori作为干预预防手段, 有可能

阻断胃黏膜萎缩和肠上皮化生的进一步发展, 
减少胃癌发生的危险性. 

研究表明[5-8], 根除H. pylori能改善胃体部萎

缩, 但胃窦部萎缩无明显改善, 而国内外也有研

究指出[9,10]根除H. pylori能减轻胃窦部萎缩. 关
于根除H. pylori是否可改善甚至逆转胃黏膜肠

上皮化生尚无定论, 不同的研究结果存在较大

分歧. 有研究表明[10-13], H. pylori根除后, 胃窦及

胃体部黏膜肠上皮化生均无明显改善. 相反的, 
也有研究指出[14-18], 根除H. pylori能有效改善甚

至逆转肠上皮化生. 不同研究得出的不同结果, 
可能与不同人种、病例数较少、取材部位不固

定、肠化病变始于灶性分布且由点向面发展以

及内镜医生对病变的认识水平不同有一定关系. 
本研究在普通白光内镜检查的基础上使用

NBI-ME提高肠上皮化生的检出率[19], 减少取

材部位不准确造成的试验数据误差. 研究结果

显示, 在根除H. pylori后第1年及第3年随访提

示胃窦及胃体部慢性炎症及活动性均明显减轻

(P <0.05), 说明根除H. pylori能有效治疗组织学

炎症. 根除H. pylori成功患者第1年及第3年胃体

部萎缩评分降低(P <0.05), 但胃窦部萎缩未见明

显改变, 胃体及胃窦部黏膜肠上皮化生评分未

见明显改变, 考虑肠上皮化生的逆转常需很长

时间, 延长随访时间是否会出现不同的结果, 尚
需进一步的随访研究. 

周丽雅等[20]对121例根除H. pylori感染后一

直未再发的患者和160例H. pylori持续感染患者

进行了为期8年的随访观察, 研究发现H. pylori
感染持续存在时, 明显增加胃体部黏膜萎缩发

生率. 本研究中, H. pylori根除失败呈持续感染

患者第1及第3年胃窦及胃体部慢性炎症、活动

性、萎缩及肠上皮化生均无明显改变, 考虑可

能与纳入患者例数较少, 且随访时间较短有关. 
总之, H. pylori已被世界卫生组织定义为一

类致癌因子, 但至今就根除H. pylori可预防胃癌

发生这一结论还未达成共识. 作为一种无益的

微生物定植于胃黏膜, H. pylori是胃炎、消化性

溃疡的最主要致病因素. 根除H. pylori能明显改

善黏膜炎症, 并且减轻胃体部黏膜萎缩, 如能在

胃黏膜炎症阶段根除H. pylori则能使病变逆转, 
因此对感染H. pylori者行根除治疗是必要的. 
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Abstract
AIM: To develop a suitable proliferative cell 
culture system for chronic gastritis-related tiny 
virus, and to identify the type of this virus. 

METHODS: The gastric adenocarcinoma cell 
line SGC-7901 was used to culture the tiny virus, 
and cells were observed by inverted microscopy 
and transmission electron microscopy (TEM). 
The primers for transfusion transmitted virus 
(TTV) and human parvovirus B19 were used to 
amplify DNA from the tiny virus. 

RESULTS: After three blind passages in 
SGC-7901 cells, the tiny virus could proliferate 
in vitro and produce obvious CPE. TEM analysis 
showed that TTV was distributed in the nucleus 
and cytoplasm. The virions were globular, ap-
proximately 20 nm in size. PCR analysis showed 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

人慢性胃炎相关TTV病毒的体外培养与鉴定 

张 娜, 刘学芳, 李建国

®

■背景资料
输 血 传 播 病
毒 ( t r a n s f u s i o n 
transmitted virus, 
TTV), 1997年, 由
日本学者首次报
道, 认为是一种与
输血后肝炎相关
的病原, 现在世界
范围内流行, 在健
康人群中具有较
高的感染率, 但发
病率较低, 临床表
现为非甲-庚型肝
炎, 近期TTV病毒
DNA也在胃肠炎
患者的血清和粪
便中相继检出, 证
实其存在粪口传
播的途径, 临床上
表现与胃肠炎的
相关性. 

that the tiny virus specimens were TTV DNA 
amplification-positive.  

CONCLUSION: SGC-7901 cells can be used as a 
proliferation system for tiny virus. The tiny vi-
rus and TTV virus belong to the same genus. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Tiny virus; Gastric adenocarcinoma 
cells; Transfusion transmitted virus
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摘要
目的: 建立适合慢性胃炎相关微小病毒增殖
的细胞培养体系, 并鉴定该病毒的类型. 

方法: 制备人胃腺癌SGC-7901传代细胞, 对微
小病毒进行传代培养, 并使用倒置显微镜和
透射�镜观察; 使用输血传播病毒(transfusion 
transmitted virus, TTV)病毒、人细小病毒B19
引物扩增微小病毒模板DNA. 

结果: 盲传3代后, 微小病毒即可在SGC-7901
细胞上传代增殖, 并产生明显的细胞病变; 透
射�镜结果显示, 微小病毒在细胞核和胞质
内均有分布, 病毒呈球形, 直径20 nm左右; 
PCR结果显示, 微小病毒标本显示为TTV病毒
DNA阳性.  

结论: SGC-7901细胞可以作为微小病毒体外
增殖培养体系, 微小病毒属于TTV病毒科成员. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 微小病毒; 胃腺癌细胞; TTV病毒

核心提示� 本试验在慢性胃炎患者的组织标本中

检测到输血传播病毒(transfusion transmitted virus, 
TTV)病毒核酸, 证实了TTV病毒可以在人胃黏膜

■同行评议者
马欣 ,  主任医师 , 
甘肃省人民医院
消化科
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■研发前沿
TTV病毒的感染
与人类疾病的联
系 ,  一 直 是 学 者
们争论的重点内
容, 尽管TTV病毒
感染在肝病中的
作用仍然存在争
论, 但是TTV病毒
最早是一种新型
肝炎病毒的候选
病毒. 自TTV在首
次在各类肝炎患
者中被确诊以来, 
之后在肝癌、传
染性胃肠炎、女
性 生 殖 系 统 疾
病、输血性传播
疾病以及结肠癌
等多种疾病患者
中均检测到TTV
病毒的高感染率, 
使其成为值得我
们关注一种病原.

层细胞进行定殖, 使用人胃腺癌SGC-7901传代细

胞成功增殖了该病毒, 建立了该病毒的体外培养

体系, 使用�子显微镜技术在受感染细胞中成功

观察到TTV子代病毒.

张娜, 刘学芳, 李建国. 人慢性胃炎相关TTV病毒的体外培养与

鉴定. 世界华人消化杂志  2013; 21(21): 2091-2095  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/2091.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i21.2091

0  引言

2008-07河南中医学院教授李建国等从慢性浅

表性胃炎、慢性萎缩性胃炎和胃腺癌患者胃

黏膜上皮细胞中观察到一种微小病毒感染(暂
名为微小病毒), 初步研究显示, 该病毒直径较

小(22.18-22.63 nm), 在细胞浆和细胞核内均可

复制, 形态学表现不同于人类非洲淋巴细胞瘤

病毒(Epstein-Barr virus, EBV)、人乳头瘤病毒

(human papilloma virus, HPV)、乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)以及人类免疫缺陷综合

症病毒(human immunodeficiency virus, HIV)病
毒[1]. 为了确定该病原, 我们采用人细小病毒B19
和输血传播病毒(transfusion transmitted virus, 
TTV)的引物进行检测, 同时将病料同步接种于

人胃腺癌细胞进行病毒培养, 为进一步的研究

提供病毒培养手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 微小病毒组织标本由河南中医学院

病理实验中心在液氮中保存 .  人胃腺癌细胞

SGC-7901, 由河南中医学院细胞培养室液氮保

存. 细胞DNA抽提试剂盒购自百泰克; PCR反应

试剂盒购自天根生物; MEM培养液购自GIBCO; 
胎牛血清购自民海血清; 胰酶购自索来宝生物; 
引物合成由Invitrogen公司完成, 引物序列如下: 
引物1(TTV病毒)上游引物: 5'-GCT ACG TCA 
CTA ACC ACG TG-3'; 下游引物: 5'-CTB CGG 
TGT GTA AAC TCA CC-3')[2]; 引物2(人细小病毒

B19)上游引物: 5'-ATA AAT CCA TAT ACT CAT 
T-3'; 下游引物: 5'-CTA AAG TAT CCT GAC CTT 
G-3')[3]. 
1.2 方法

1.2.1 样品制备: 用灭菌的磷酸盐缓冲液(PBS)
分别将病料清洗干净, 剪碎, 按1∶5(W/V)的比

例加入pH 7.4的PBS进行研磨, 充分混匀, 反复

冻融3次后, 再加入青霉素1000 U/mL, 链霉素 
1000 μg/mL. 置4 ℃冰箱过夜, 翌日5000 r/min离

心20 min, 吸取上清液, 无菌检验合格后, 备用. 
1.2.2 病毒接种与培养: 将长满单层传代细胞, 
用少量PBS液洗涤两次, 取上述病料接种细胞, 
接毒量与维持液的比例为1∶5-1∶10, 置37 ℃ 
5%CO2细胞培养箱中吸附1 h, 再加入维持液(含
2%犊牛血清的MEM营养液), 同时设正常对照

细胞. 置37 ℃培养, 逐日在镜下观察, 若无细胞

病变(cytopathic effect, CPE), 培养5 d收获进行盲

传, 若出现细胞病变, 当出现80%细胞病变时收

获, 连续传至第8代, 同时设未接毒细胞作为对

照[4]. 
1.2.3 透射�镜观察: 当CPE达80%时收集细胞

毒, 将细胞从细胞瓶中轻轻刮下, 4 ℃ 3000 r/min
离心10 min, 取出细胞团, 包埋于2%的低熔点琼

脂糖内, 按照文献方法进行电镜样品制备, 步骤

如下: (1)固定: 将细胞团浸入25 mL/L戊二醛溶

液中, 4 ℃固定2 h以上; (2)洗涤: 将细胞团取出

使用磷酸盐缓冲液洗涤3次, 每次15 min; (3)后
固定: 将细胞团浸入20 mL/L锇酸溶液中, 4 ℃固

定2 h; (4)洗涤: 将细胞团取出使用磷酸盐缓冲液

洗涤3次, 每次15 min; (5)脱水: 依次使用30%丙

酮、50%丙酮、70%(加醋酸铀)丙酮、80%丙酮

对细胞样品脱水, 每次5 min; (6)置换、浸透和

包埋: 将细胞团包埋入环氧树脂中; (7)切片和染

色: 细胞样品切片, 厚度为80 nm左右, 使用醋酸

铀和柠檬酸铅双染. 细胞样品制备完毕后, 使用

奥林巴斯透射电镜进行观察. 
1.2.4 PCR鉴定: 取制备的病毒样品, 按照DNA抽

提试剂盒的步骤提取总DNA, 分别使用2对引物

进行PCR反应, 反应体系为20 μL, 其中含上、下

游引物各0.2 μmol/L、DNA模板5 μL, PCR mix 
10 μL, 加水至20 μL, 瞬时离心. 引物1反应条件[2]: 
95 ℃预变性10 min、94 ℃变性20 s、60 ℃退火 
20 s、72 ℃延伸30 s, 共55个循环, 最后72 ℃
延伸5 m i n. 引物2反应条件 [3]:  95 ℃预变性 
10 min、94 ℃变性2 min、37 ℃退火2 min、
72 ℃延伸3 min, 共55个循环, 最后72 ℃延伸5 
min. 配制1%琼脂糖凝胶, 每孔加样5 μL, 设定标

准DNA Marker, 100V电泳30-40 min, 然后在凝

胶成像系统中记录条带. 

2  结果

2.1 病毒细胞培养结果 胃腺癌细胞首次接种病

毒后, 96 h内细胞病变不典型, 仅出现细胞圆缩, 
折光性增强、悬浮细胞增多等变化, 盲传3代
后, 细胞病变稳定, 更加典型, 接毒后24-48 h细
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■相关报道
近期关于TTV病
毒在胃肠炎患者
体内分离的文献
较多, 如2009年英
国学者Braham等
对胃肠炎患者的
粪便样品进行病
毒浓缩和纯化, 获
得TTV病毒的全
基因序列. 2011年
巴西学者Pinho-
Nascimento对135
名巴西胃肠炎患
者的粪便样品进
行TTV病毒DNA
检 测 ,  结 果 显 示
样品阳性率高达
91.1%, 本文参考
相关文献, 设计了
针对TTV病毒的
特异性引物, 对慢
性胃炎患者的组
织标本检测, 结果
呈阳性.

胞出现变圆、皱缩、脱落、形成小噬斑(图1A); 
48-72 h, 脱落细胞数量明显增多, 形成较大噬斑

(图1B); 至96 h时细胞病变比例高达80%以上(图
1C). 同时对照组细胞贴壁生长, 呈多边形外观, 
细胞胞质清亮, 细胞界限明显, 培养96 h不出现

细胞病变(图1D). 
2.2 透射�镜观察 在感染SGC-7901细胞的胞浆

和细胞核均观察到大量新生的病毒粒子, 病毒

呈现致密球形外观, 直径20 nm左右, 无囊膜, 在
胞浆内呈聚集分布, 如图2A箭头所示; 病毒也在

细胞核内复制, 并且以串珠状的形式向核外进

行扩散, 如图2B左侧箭头所示. 
2.3 PCR反应结果 如图3所示, 引物1扩增结果阳

性, 条带大小为198 bp, 与报道结果一致, 引物2
扩增结果阴性, PCR检测结果显示微小病毒标本

TTV病毒DNA检测阳性. 

3  讨论

慢性胃炎是临床较为常见的一种消化系统疾病, 
与消化性溃疡、胃癌和淋巴癌等有密切的相关

性, 根据病理表现又进一步分为慢性浅表性胃

炎和慢性萎缩性胃炎. 许多因素都与慢性胃炎

有关, 如幽门螺杆菌菌感染[5]、EB病毒感染[6]、

压力情绪、胆汁回流、酗酒甚至环境因素等. 
本次试验中检测的标本均为幽门螺杆菌、EB病
毒感染阴性[1]. 
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图� 1 �����������01������������00��� 1 �����������01������������00��������������01������������00����� A: 接毒24-48 h的SGC-7901细胞, 细胞变圆、脱落、形成小噬斑; 

B: 接毒48-72 h的SGC-7901细胞, 脱落细胞数量明显增多, 形成较大噬斑; C: 接毒96 h的SGC-7901细胞, CPE比例高达80%

以上; D: 96 h, 对照组SGC-7901细胞形态.

图� 2 ������������100000��� 2 ������������100000���������������100000����� A: 病毒粒子堆积分布在SGC-7901细胞的胞浆内(箭头); B: 病毒粒子在SGC-7901

细胞的细胞核膜附近以串珠状形式进行出芽(箭头).

A B
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■创新盘点
本试验使用PCR
检测法检测慢性
胃炎患者的组织
标 本 ,  结 果 显 示
TTV病毒核酸阳
性, 证实了TTV病
毒在感染者胃粘
膜组织内存在, 此
外 ,  本 试 验 采 用
病毒在人胃腺癌
SGC-7901传代细
胞上传代的方法, 
成功增殖了该病
毒, 获得了适应体
外培养的毒株.

TTV是细项圈病毒属(Anellovirus)主要成

员之一[7], 1997年首次报道于日本, 随后多个国

家的学者在肝炎患者体内均分离出TTV病毒, 
确定该病毒在世界范围内流行[8,9]. TTV病毒是

一种环状、单股、负链DNA病毒, 病毒基因组

全长3739-3853 bp, 无囊膜, 氯化铯中的浮密度

1.31-1.35 g/cm3, 病毒直径20 nm左右[10], 与本试

验中微小病毒大小基本一致. 由于TTV病毒本身

体积小, 在环境中的抵抗力强, 并且能够通过消

化道传播, 具有在自然界中广泛存在, 流行无明

显的季节性的特点. 在健康人群中具有较高的

感染率, 但发病率较低, 临床表现为非甲-庚型肝

炎[11,12]. 急性肝炎期, TTV弥漫分布于肝小叶内, 
慢性肝炎则主要分布于汇管附近, 所以一般认

为TTV为一种嗜肝病毒[13]. 我国学者骆抗先报道

了一种新型肠传性病毒性肝炎, 患者临床症状患者临床症状临床症状

轻微, 病理学表现为肝脏汇管区炎症, 作者使用

TTV病毒的引物成功检测到血清和粪便中的病

毒核酸[14]. 2009年英国学者Braham等[15]对胃肠

炎患者的粪便样品进行病毒浓缩和纯化, 然后

使用序列非依赖性单引物扩增法进行扩增, 结
果显示通过基因移动(genome walking)的方法可

以获得TTV病毒的全基因序列3260 bp. 2011年
巴西学者Pinho-Nascimento等[16]对135例巴西胃例巴西胃巴西胃

肠炎患者的粪便样品进行TTV病毒DNA检测, 
结果显示样品阳性率高达91.1%. 多项实验结果

显示TTV病毒可经粪-口途径进行传播, 本试试

验使用TTV病毒引物检测慢性浅表性胃炎患者

的组织标本, PCR结果显示, 组织标本为TTV病

毒DNA阳性, 证实了TTV病毒在人胃黏膜上皮

细胞内存在, 并且在临床上表现出与慢性胃炎

的相关性. 
病毒的体外培养是研究病毒相关特性的基

础, 本次试验采用的是胃腺癌细胞进行病毒增

殖, 盲传3代后, 并取得了良好的增殖效果. 在前

期试验过程中, 我们采用了人胃黏膜上皮细胞

进行病毒增殖, 但效果不理想, TTV病毒表现出

对人胃腺癌细胞的偏爱性. 我们使用电镜观察

的方法在F3代细胞毒中观察到了TTV病毒粒子, 
说明此时的病毒已经适应在胃腺癌细胞中增殖, 
此外, 我们对该病毒的病原特性实验、超微结

构观察以及基因组分析等相关工作正在进行. 
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Abstract
AIM: To compare the clinical efficacy of emer-
gency endoscopic drug spraying versus injection 
in the treatment of acute non-variceal upper gas-
trointestinal bleeding (ANVUGIB). 

METHODS: Clinical data for ANVUGIB patients 
treated at our hospital from January 2010 to Jan-
uary 2013 were retrospectively analyzed. These 
patients were randomly and equally divided 
into two groups: a control group and an obser-
vation group. The observation group underwent 
emergency endoscopic injection of adrenalin, 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

急诊胃镜下药物喷洒与药物注射治疗非静脉曲张性上消
化道出血的疗效

黄 妍, 曾 昆, 肖 政, 陈 艳

®

■背景资料
急性非���脉曲张
性上消化道出血
发生、发展较快, 
临床病死率较高. 
随着研究的深入, 
临床发现传统保
守治疗效果较差, 
而且对于出血量
较多的患者, 往往
起不到有效作用. 
随着胃镜技术的
发展, 目前止血多
采用去甲肾上腺
素喷洒. 虽然与以
往的止血药���脉
注射比较, 其止血
效率有了一定的
提高, 但是与预期
的效果相比, 还是
存在一定的差距. 

while the control group underwent emergency 
endoscopic spraying of adrenalin. The hemostat-
ic effect and side effects were compared between 
the two groups. 

RESULTS: The total hemostasis rate was signifi-
cantly higher in the observation group than in 
the control group (88.0% vs 78.0%, P < 0.05). The 
rate of adverse reactions was significantly lower 
in the observation group than in the control 
group (9.0% vs 32.0%, P < 0.05). Compared with 
pre-treatment values, hemoglobin levels rose in 
both groups, and the rise was more significant in 
the observation group (P < 0.05). 

CONCLUSION: Emergency endoscopic injection 
of adrenalin is associated with a better hemostat-
ic effect and fewer side effects in the treatment 
of ANVUGIB. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察急诊胃镜下药物喷洒与药物注射
两种不同方法在急性非���脉曲张性上消化道
出血(acute non-variceal upper gastro intestinal 
bleeding, ANVUGIB)中的作用以及临床疗效. 

方法: 2010-01/2013-01华中科技大学附属武汉
市普爱医院西院区收治入院的ANVUGIB患
者200例进行分组研究, 予以不同的治疗方式, 
其中观察组100例,采取急诊胃镜下病灶处肾
上腺素注射治疗; 对照组100例, 采用急诊胃
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■研发前沿
临 床 研 究 证 明 , 
去甲肾上腺素对
于小血管、微小
血管等引发的出
血、渗血等具有
较强的止血作用. 
但对于消化系溃
疡等一些出血较
多的患者, 去甲肾
上腺素的止血作
用甚微. 即使能够
起到止血的效果, 
但是再出血的几
率明显提升.

镜下病灶处去甲肾上腺素喷洒治疗. 观察两组
药物的临床止血作用, 并详细记录止血的时间
以及不良反应等观察指标. 

结果: 观察组止血总有效率为88.0%, 显著高
于对照组的78.0%(P <0.05). 此外, 观察组治疗
期间不良反应比例为9.0%, 亦低于对照组的
32.0%(P <0.05). 与治疗前相比, 两组患者血红
蛋白水平均有一定程度的上升, 其中以观察组
上升更为显著, 差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 急诊胃镜下注射肾上腺素治疗ANVUGI-
B疗效确切, 止血效果好, 不良反应少, 值得临
床推广. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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张性上消化道出血

核心提示� 本研究对经急诊胃镜下药物喷洒及药

物注射两组不同治疗方案进行了临床观察. 发

现经急诊胃镜下肾上腺素止血总有效率达到了

88.0%, 较对照组的78.0%有了明显的上升. 此外, 
就平均止血时间而言, 内镜下止血亦能起到缩短

止血时间的效果.

黄妍, 曾昆, 肖政, 陈艳. 急诊������������治���

�����消化�出�的����������������. 世界华人消化杂志  2013; 21(21): 

2096-2099  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/2096.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i21.2096

0  引言

急性非静脉曲张性上消化道出血(acute non-var-(acute non-var-
iceal upper gastro intestinal bleeding, ANVUGIB)
是急诊科及消化科日常工作中较常见到的一类

急性消化系统疾病, 其中呕血、便血是本病的, 其中呕血、便血是本病的其中呕血、便血是本病的

主要临床特征[1]. 本病的发生、发展较快, 临床本病的发生、发展较快, 临床, 临床临床

病死率较高. 药物静脉止血是临床较为常用的. 药物静脉止血是临床较为常用的药物静脉止血是临床较为常用的

止血方法之一, 用于出血不大, 尚不需要物理止, 用于出血不大, 尚不需要物理止用于出血不大, 尚不需要物理止, 尚不需要物理止尚不需要物理止

血或手术止血的患者. 但随着研究的深入, 临床. 但随着研究的深入, 临床但随着研究的深入, 临床, 临床临床

发现传统保守治疗效果较差, 而且对于出血量, 而且对于出血量而且对于出血量

较多的患者, 往往起不到有效作用, 往往起不到有效作用往往起不到有效作用[2,3]. 随着胃镜随着胃镜

技术的发展, 目前已有直接胃镜下止血的报道,, 目前已有直接胃镜下止血的报道,目前已有直接胃镜下止血的报道,, 
止血多采用去甲肾上腺素喷洒[4]. 虽然与以往的虽然与以往的

止血药静脉注射比较, 其止血效率有了一定的, 其止血效率有了一定的其止血效率有了一定的

提高, 但是与预期的效果相比, 还是存在一定的, 但是与预期的效果相比, 还是存在一定的但是与预期的效果相比, 还是存在一定的, 还是存在一定的还是存在一定的

差距. 华中科技大学附属武汉市普爱医院西院. 华中科技大学附属武汉市普爱医院西院华中科技大学附属武汉市普爱医院西院

区对200例ANVUGIB患者, 采用急诊胃镜下肾200例ANVUGIB患者, 采用急诊胃镜下肾例ANVUGIB患者, 采用急诊胃镜下肾ANVUGIB患者, 采用急诊胃镜下肾患者, 采用急诊胃镜下肾, 采用急诊胃镜下肾采用急诊胃镜下肾

上腺素注射进行临床治疗, 发现药物注射的止, 发现药物注射的止发现药物注射的止

血效果明显优于药物喷洒, 现报道如下., 现报道如下.现报道如下.. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2010-01/2013-01于华中科技大学

附属武汉市普爱医院西院区行急诊内镜检查, 
确诊为ANVUGIB的患者200例. 对200例ANVU-
GIB分为观察组及对照组各100例, 对照组采用

急诊胃镜下病灶处去甲肾上腺素喷洒治疗; 观
察组采用急诊胃镜下病灶处肾上腺素注射治疗. 
对患者的一般资料进行统计, 对照组男61例、

女39例, 年龄29-63岁, 平均年龄43.2岁±12.1
岁. 观察组男59例、女41例, 年龄31-66岁, 平均

年龄42.9岁±12.3岁. 对两组患者的年龄、性别

等临床资料进行对比, 发现差异无统计学意义

(P >0.05), 具有可比性. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: 两组患者入院后均禁食, 并给予适当

的营养进行静脉补充. (1)对照组: 患者入院后即

给予40 mg奥美拉唑加入100 mL生理盐水中进行

静脉滴注. 同时, 进行急诊胃镜下去甲肾上腺素喷

洒. 治疗前, 将去甲肾上腺素配置成8.00%去甲肾

上腺素溶液. 对出血病灶进行喷洒, 最大剂量不超

过40 mL; (2)观察组: 患者入院后即给予40 mg奥美

拉唑加入100 mL生理盐水中进行静脉滴注. 同时, 
进行急诊胃镜下用注射针注射肾上腺素. 治疗前, 
将肾上腺素配置成1∶10000的肾上腺素溶液. 注
射前, 先使用金属钛夹夹住裸露的大血管进行止

血. 对于小血管引发的出血, 在病灶部周围1-3 mm
处进行肾上腺素的分点注射, 每个位置剂量约为

1-2 mL左右, 直至病灶处无活动性出血为止, 注射

总剂量不超过10 mL. 
1.2.2 疗效标准: 根据临床疗效可分为显效、有

效以及无效. 患者呕血或便血症状消失, 大便隐

血转阴, 血常规示血红蛋白未再有进行性下降, 
则临床提示消化道出血已经停止. 如患者24 h内
止血, 为显效; 如24-72 h内止血, 为有效; 如>72 h
仍未见明显止血倾向, 为无效. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 计量

资料以mean±SD表示, 均数比较采用t检验、方

差因素分析, 计数资料采用χ2
检验, 以P <0.05为

差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者药物止血情况比较 观察组在治疗

■相关报道
研究报道, 对于因
大血管出血, 常规
药物无法起到短
时间内完全止血
效果的, 金属钛夹
提供了一种新型
的治疗方案.



2098               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2013年7月28日 �21���� �21期月28日 �21���� �21期28日 �21���� �21期8日 �21���� �21期日 �21���� �21期   �21����   �21期期 

2013-07-28|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com

■应用要点
胃镜下注射肾上
腺素治疗急性非
���脉曲张性上消
化道出血疗效确
切, 能够有效提高
止血有效率, 缩短
止血时间, 降低治
疗期间各类不良
反应的发生, 值得
在临床上应用与临床上应用与上应用与应用与
进一步研究.

后, 患者24、48 h的止血率明显高于对照组, 且
平均止血时间, 观察组亦明显短于对照组. 两组

比较差异有统计学差异(P <0.05)(表1). 
2.2 两组患者不良反应比较 观察组治疗期间发

生不良反应的比例为8.33%, 较对照组的30.0%, 
有明显的下降, 差异有统计学意义(意义((P <0.05)(表2). 
2.3 两组患者治疗前后血红蛋白水平比较 两组

患者经治疗后, 血红蛋白水平均较治疗前有明

显的上升, 两组治疗后比较, 以观察组上升更为

明显, 差异有统计学差异(P <0.05)(表3). 

3  讨论

ANVUGIB的病因较多, 临床上较为常见的病因

有肿瘤、消化系溃疡等, 特别肿瘤引起的消化

系大出血, 约占出血的50%[5]. 胃镜下止血由于

能够对出血病灶进行直接处理, 因此, 逐渐被各

级医疗机构采用. 去甲肾上腺素是胃镜下最常

使用的止血药物, 研究表明[6], 其具有很强的收

缩血管的能力, 因此能够在短时间内起到止血

的目的. 但是, 临床研究亦证明[7], 去甲肾上腺素

对于小血管、微小血管等引发的出血、渗血等

具有较强的止血作用. 但对于消化系溃疡等一

些出血较多的患者, 去甲肾上腺素的止血作用

甚微. 即使能够起到止血的效果, 但是再出血的

几率明显提升. 与去甲肾上腺素喷洒不同, 肾上

腺素注射后可以使得出血病灶周围的血管发生

痉挛, 同时加强血小板凝集[8,9]. 因此, 在药物注射

后可以有助于出血血管的血栓形成[10]. 此外, 药
物注射后, 会引发病灶周围组织等出现一定的肿

胀, 而这些肿胀能够起到压迫血管的作用, 进一

步起到止血的疗效[11]. 目前的研究认为[12], 胃酸

在ANVUGIB过程中扮演了一个重要的角色, 而
抑制胃酸的分泌能够有效起到止血的效果. 其
机制在于当胃酸分泌过多时, pH值下降, 血凝块

能够被胃酸消化, 从而不能起到止血的效果. 而
当pH>6.0时, 血小板聚集才能起到止血的效果. 
但目前临床治疗而言, 药物治疗往往存在止血

时间长, 疗效不佳等缺点. 特别在一些危重患者

方面, 如不进行积极抢救, 严重时可以导致患者

出现生命危险. 而奥美拉唑有较强的抑酸护胃

作用, 能够起到一定的调节pH效果. 
胃镜下止血是当前临床上使用较多的新型

止血方案, 其可以对病灶直接干预, 因此止血时

间短, 疗效优. 在我院对ANVUGIB患者的临床

治疗中, 特别使用了金属钛夹, 因为其能够直接

夹闭出现破裂的血管, 因此可以立即起到止血

表 1 两组患者药物止血情况比较 (n  = 100, mean±SD)

     分组 24 h 48 h 72 h 治疗无效 平均止血时间(h) 总有效率(%)

观察组  41a 29 18 12  22.7±7.6a  88.0a

对照组 28 22 28 22 30.1±9.7 78.0

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 两组患者不良反应比较 (n )

     分组 不良反应 n  比例(%) 不良反应率(%)

对照组 32.0

腹部不适   8   8.0

闷气   3   3.0

大便频繁 17 17.0

�压不稳   4   4.0

观察组 腹部不适   9   9.0  9.0a

aP<0.05 vs  对照组.

表 3 两组患者治疗前后Hb水平比较 (n = 100, mean±SD)

     
分组 治疗前 治疗后

观察组 85.2±20.1    106.9±15.5ac 

对照组 85.9±19.9     96.5±14.6a

aP<0.05 vs  同组治�前; cP<0.05 vs  对照组. Hb: �红蛋白.
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■同行评价
本文针对急性非
静脉曲张性上消
化道出血患者进
行回顾性分组研
究, 发现急诊胃镜
下注射肾上腺素
疗效确切, 值得临
床推广, 具有一定
的临床实用价值.

的效果. 有研究显示[13], 金属钛夹对<3 mm直径

的血管破裂出血及局灶性出血效果最优. 研究

认为[14], 金属钛夹通过较强的物理作用力将病灶

以及周围组织紧箍, 起到夹闭血管止血的作用. 
而且, 一旦当病灶愈合, 金属钛夹可以自行脱离, 
并随粪便排出. 因此, 对于因大血管出血, 常规

药物无法起到短时间内完全止血效果的, 金属

钛夹提供了一种新型的治疗方案[15]. 
本研究对经急诊胃镜下药物喷洒及药物注

射两组不同治疗方案进行了临床观察. 可以发

现, 经急诊胃镜下肾上腺素止血总有效率达到

了88.0%, 较对照组的78.0%有了明显的上升. 此
外, 就平均止血时间而言, 内镜下止血亦能起到

缩短止血时间的效果. 此外, 我们对两组患者治

疗期间相关不良反应情况进行了临床观察. 结
果发现观察组患者治疗不良反应为9.0%, 较对

照组的32.0%有了较为明显的下降. 说明胃镜下

进行肾上腺素注射止血, 不但能够提高治疗的

有效率, 还能一定程度上减少各类不良反应的

发生. 其机制可能在于内镜下止血, 术后各类止

血药物服用较少, 从而避免此类药物相关不良

反应的出现. 另外, 我们对两组患者治疗前后的

血红蛋白水平进行了观察. 由于出血, 两组患者

治疗前血红蛋白水平均较正常水平明显的下降. 
经过治疗, 两组患者血红蛋白水平均出现一定

程度的上升. 说明两组治疗方案均有一定的提

高血红蛋白的能力. 但通过对比两组治疗后的

血红蛋白水平, 可以发现, 观察组上升的程度是

明显优于对照组的. 另一方面说明其止血的效

果是优于对照组的, 能够在操作后有效减少渗

血的可能. 
总之, 胃镜下注射肾上腺素治疗ANVUGIB

疗效确切, 能够有效提高止血有效率, 缩短止血

时间, 降低治疗期间各类不良反应的发生, 值得

临床的应用与进一步研究. 
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Abstract 
AIM: To investigate the clinical efficacy and 
safety of use of propofol and fentanyl in painless 
gastroscopy. 

METHODS: One hundred and sixty patients 
who underwent painless gastroscopy were ran-
domly and equally divided into either a control 
group or an observation group. The control 
group was intravenously injected with mid-
azolam (0.05 mg/kg) and propofol (2.5 mg/kg), 
while the observation group received fentanyl 
(1 μg/kg) and propofol (2.5 mg/kg). Mean arte-
rial pressure (MAP), venous oxygen saturation 
(SPO2) and heart rate (HR) were compared be-
tween the two groups. 

RESULTS: The rate of excellent analgesic ef-
fect was higher in the observation group than in 
the control group (100% vs 92.5%, Z = 2.14, P = 
0.03). MAP, SPO2 and HR declined significantly 
after treatment in both groups compared to pre-
treatment values (all P < 0.01). 
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异丙酚联合芬太尼在无痛胃镜麻醉中的应用

赵 峰, 庞留成, 赵彦芬, 张振华, 毛 轲

®

■背景资料
胃镜检查术时间
多在10 min以内, 
异丙酚起效快, 清
除快, 适用于胃镜
检查术. 异丙酚用
于胃镜检查术时
用量大, 患者苏醒
时间长. 由于异丙
酚镇痛作用弱, 术
中患者体动发生
率高, 不仅严重影
响手术质量, 还可
能导致消化道黏黏
膜出血或胃穿孔
等并发症的发生. 
瑞芬太尼起效快, 
清除快, 镇痛作用
较强, 用于胃镜检
查术是可行的, 但
其对呼吸和循环
系统的抑制作用
呈剂量依赖性. 

CONCLUSION: Application of fentanyl and 
propofol in painless gastroscopy is safe and ef-
fective and can alleviate the suffering of patients 
effectively.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要 
目的: 探讨芬太尼和异丙酚在无痛胃镜中的
麻醉镇痛效果和安全性.  

方法: 将进行无痛胃镜检查的患者随机分为
对照组和观察组各80例, 对照组患者先经���
脉注入芬太尼1 μg/kg, 随后缓慢推注异丙酚
2.5 mg/kg; 治疗组先���脉推注咪唑安定0.05 
mg/kg, 再缓慢注入异丙酚2.5 mg/kg, 患者意
识和睫毛反射消失后开始检查. 比较两组的
镇痛效果和检查前、中、后平均动脉压(mean 
arterial pressure, MAP)、���脉血氧饱和度
(venous oxygen saturation, SPO2)和心率(heart 
rate,  HR)的变化.  

结果: 观察组麻醉镇痛效果的优良率为100%, 
明显高于对照组(Z  = 2.14, P  = 0.03)的92.5%, 
麻醉后两组患者术中的MAP、HR和SPO2与
术前相比均有所下降, 观察组术后恢复情况
较好, 其中HR和SPO2与对照组有极显著差异
(P >0.01).  

结论: 应用芬太尼和异丙酚进行无痛胃镜检
查安全有效, 可有效减轻患者痛苦.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示� 单纯使用异丙酚对无痛胃镜检查术患
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■相关报道
徐 志 勇 等 的 随
机、双盲、多中
心研究结果表明, 
联用芬太尼, 与单
用异丙酚组比较, 
同样显示出较好
的麻醉效果.
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治疗组患者先静脉推注咪唑安定0.05 mg/kg, 再
缓慢注入异丙酚2.5 mg/kg; 于术前、静注异丙

酚2 min后(术中)和术后监测平均动脉压(mean 
arterial pressure, MAP)、静脉血氧饱和度(venous 
oxygen saturation, SPO2)和心率(heart rate, HR)的
变化, 并与麻醉前相比较, 记录不良反应. 
1.2.2 疗效评定标准: 两组患者的镇痛效果评分

为: 优, 表情安静, 患者无肢体活动, VAS视觉模

拟评分<1分; 良, 表情稍痛苦, 肢体活动幅度较

小, 患者较安静, VAS视觉模拟评分1-5分; 差, 表
情痛苦、焦虑, 肢体活动幅度大, VAS视觉模拟

评分>5分, 检查无法进行. 优+良均计入优良率[2].  
统计学处理 数据采用SPSS13.0统计学软件

进行处理. 计量资料以mean±SD表示, 组间比较

采用独立样本t检验, 等级资料采用Ridit分析, 以
P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

观察组镇痛效果评分为优的患者72例, 良8例, 
总优良率100%; 对照组优良率为92.5%, 评分差

6例, 其中体动2例, 头晕1例, 呛咳3例. 观察组镇

痛效果评分明显高于对照组, 差异有统计学意

义(Z  = 2.14, P  = 0.03, 表1).
麻醉后两组患者MAP、HR和SPO2与术前

相比均有所下降, 术后均恢复正常. 观察组术后

恢复情况较好, 其中HR和SPO2与对照组有极显

著差异(P >0.01), 表明观察组药物对患者血压和

呼吸系统的抑制较小(表2, 3).

3  讨论

常规胃镜检查时患者需忍受插镜引起的咽部不

适、恶心、呕吐等痛苦, 极大地影响了诊疗质

量[3]; 无痛胃镜检查使用镇静剂使患者于浅睡眠

状态下完成检查, 整个过程患者痛苦较少, 有效

降低了患者的应激反应, 稳定机体血液动力学

状态, 降低了危险性, 扩大了胃镜诊疗范围, 避
免胃穿孔以及减少心理阴影[4].  

异丙酚是一种非巴比妥类短效静脉麻醉

药, 具有起效迅速、苏醒快等优点, 特别适合胃

表 1 镇痛效果对比 (mean±SD)

     
分组

                 镇痛效果n (%)
优良率(%)

优 良 差

观察组 7�(9�.�)   8(1�.�) �(�) 1��

对照组  �7(71.��)  17(�1.��)   �(7.�)   9�.�

■研发前沿
胃镜检查术患者
芬太尼复合异丙
酚麻醉的效果较
好 ,  但 是 芬 太 尼
的适宜剂量有待
迸一步探讨.

者呼吸循环影响大, 胃镜刺激引起的咽部反应和

肢体活动多见, 镇���作用维持时间短, 遗忘效果

不完善, 常需与其他麻醉镇痛药物联合使用以降

低不良反应. 本文对芬太尼和异丙酚在无痛胃镜

麻醉中联用进行了临床观察, 为临床应用提供了

参考.
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0  引言

胃镜作为消化系统疾病的辅助检查手段应用广统疾病的辅助检查手段应用广疾病的辅助检查手段应用广

泛, 但检查时患者常有咽部不适、恶心、咳嗽

等不良反应, 使得一些患者术前常感焦虑不安, 
甚至拒绝检查而延误病情诊断. 因此, 选择良好

的麻醉方法可以消除患者胃镜检查过程中的痛

苦, 使患者可以在无痛状态下完成[1]. 异丙酚以

其麻醉效果好、恢复迅速、体内无蓄积的特点, 
已在各医院麻醉科广泛使用, 单纯使用异丙酚

对无痛胃镜检查术患者呼吸循环影响大, 胃镜

刺激引起的咽部反应和肢体活动多见, 镇静作

用维持时间短, 遗忘效果不完善, 常需与其他麻

醉镇痛药物联合使用以降低不良反应[2]. 本文对

芬太尼和异丙酚在无痛胃镜麻醉中联用进行了

临床观察, 为临床应用提供参考.  

1  材料和方法

1.1 材料 选取2008-06/2012-06在本院进行无痛

胃镜检查的患者160例, 均为ASA分级Ⅰ-Ⅱ级, 
采用双盲随机试验, 使用随机数字表法将入选

患者分为对照组80例和观察组80例. 其中, 对照

组患者年龄31-69岁, 平均年龄45.2岁±9.8岁, 男
52例, 女28例, 初次胃镜检查者62例, 再次检查

者18例; 观察组患者年龄34-71岁, 平均年龄47.2
岁±10.6岁, 男49例, 女31例, 初次胃镜检查者57
例, 再次检查者23例; 两组患者均排除麻醉药物

过敏史和麻醉禁忌症, 患者年龄、性别、体质

量等差异无统计学意义(P >0.05), 有可比性. 所
有患者于术前签署肠镜及经静脉药物麻醉知情

同意.
1.2 方法

1.2.1 手术: 观察组患者先建立静脉通路, 经静

脉注入芬太尼1 μg/kg, 随后缓慢推注异丙酚2.5 
mg/kg, 患者意识和睫毛反射消失后开始检查; 
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■应用要点
芬太尼和异丙酚
联用进行无痛胃
镜检查减轻了患
者的生理不适和
痛苦, 避免了心血
管呼吸骤停等意
外, 能提高诊疗准
确 性 ,  增 加 复 查
率, 给胃镜检查带
来 了 方 便 ,  是 有
效、安全的检查
方法.

镜、肠镜检查等的麻醉[5]. 但异丙酚镇痛作用较

弱, 大剂量使用时可能会对心血管功能产生抑

制. 咪哇安定可在海马区阻止信息从第一级记

忆(短时记忆)进人第二级(长时记忆), 从而产生

顺行性遗忘, 起到麻醉作用. 芬太尼是阿片类的

强效镇痛剂, 有良好的镇痛效果, 可维持心血管

功能稳定[6], 与麻醉药物联合应用, 可取长补短, 
增强异丙酚的致意识消失作用并改善麻醉效果, 
能明显的减轻患者术后的疼痛和焦虑不适, 降
低不良反应, 同时还可减少药物用量.  镇静剂量

的异丙酚或复合芬太尼能明显的抑制纤维胃镜

检查时硬质纤维镜对咽喉、食管的强烈刺激, 
可明显抑制患者血压和心率的变化[7]. 

金华等 [8]研究结果表明, 胃镜检查术中异

丙酚复合咪达哩仑、芬太尼可使人睡时间缩

短, 苏醒时间和定向力恢复时间延长, 呛咳、流

泪、肢体活动、人镜有阻力等胃镜操作反应的

发生率较低, 需要追加异丙酚率也较低, 检查术

后完全遗忘率较高, 术中血液动力学平稳, 提示

胃镜检查术中异丙酚复合咪哇安定、芬太尼麻

醉时, 不仅可以增强催眠作用, 而且可以抑制对

伤害性刺激的反应. 徐志勇等[9]的随机、双盲、

多中心研究结果表明, 联用芬太尼, 与单用异丙

酚组比较, 同样显示出较好的麻醉效果. 
本研究观察结果显示: 观察组麻醉镇痛效

果的优良率达到了100%, 明显高于对照组, 差异

有统计学意义(Z  = 2.14, P = 0.03), 表明芬太尼和

异丙酚联用能更好地减轻患者痛苦; 两组术后地减轻患者痛苦; 两组术后减轻患者痛苦; 两组术后

监测MAP、SPO2和HR的变化均低于术前, 其中

观察组术后恢复情况较好, HR和SPO2与对照组

比较, 差异有显著统计学差异(P <0.01), 表明患

者术后的心血管功能和呼吸系统稳定, 无不良

反应. 结果表明, 无痛胃镜检查安全有效, 但在

检查中仍要严格监测患者的生命体征, 静脉用

药时要缓慢, 以免引起严重的呼吸抑制. 本研究

结果与以往研究[10-15]结果一致. 
本研究结果表明, 芬太尼和异丙酚联用进

行无痛胃镜检查减轻了患者的生理不适和痛苦, 
避免了心血管呼吸骤停等意外, 能提高诊疗准

确性, 增加复查率, 给胃镜检查带来了方便, 是
有效、安全的检查方法.  
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Abstract
AIM: To analyze the epidemiological features 
of gastric cancer in a community population in 
Lhasa to provide a theoretical basis for compre-
hensive prevention and treatment of gastric can-
cer in the plateau region. 

METHODS: This survey was designed to inves-
tigate the incidence and prevalence of gastric 
cancer in a population in Naiqiong community, 
which is located in Duilongdeqing county, Lha-
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拉萨地区社区人群的胃癌流行病学特征

旦 增, 李 康, 王中华, 向巴泽西, 刚 组, 赤列旺姆, 蒋秀英, 巴 桑, 旺 加, 次仁扎西, 次旦伦珠, 德 吉

®

■背景资料
胃癌是西藏地区
最常见的恶性肿
瘤之一, 但胃癌的
发病状况并不十
分明确, 为明确胃
癌流行特征, 进一
步提高高原地区
胃癌的预防及诊
治水平, 我们开展
了以拉萨地区社
区人群为研究现
场的胃癌流行病
学调查. 

sa. A total of 9423 subjects participated in this 
survey on 1 July, 2010. All the participants had 
an age above 35 years. They selectively under-
went either sequence mass screening program 
for gastric cancer for high-risk population or se-
quence mass screening program for fecal occult 
blood test by filling out questionnaires. Disease 
and death registries were conducted. 

RESULTS: The rough incidence of gastric can-
cer was 64.8/100000 (79.1/100000 for males and 
52.0/100000 for females), the rough prevalence 
was 96.7/100000 (123.9/100000 for males and 
72.2/100000 for females), and the rough mortal-
ity rate was 31.8/100000 (44.8/100000 for males 
and 20.2/100000 for females). 

CONCLUSION: The incidence of gastric cancer 
in Lhasa community population is significantly 
higher than national average level. Effective 
measures catering to epidemiological features 
in the plateau region should be implemented to 
prevent and treat gastric cancer. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 应用流行病学的方法探讨拉萨地区社
区人群胃癌流行特征, 为高原地区胃癌的综合
防治提供科学依据. 

方法: 选择拉萨市堆龙德庆县乃琼镇社区作
为调查研究现场, 取2010-07-01时间截面的全
人口9423人, 以35岁以上人群作为调查对象, 
通过问卷调查选择“高危人群胃癌序贯筛检
方案和“大便隐血试验序贯筛检方案”, 并进
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■研发前沿
胃癌已成为严重
威胁西藏高原地
区人民群众健康
的 消 化 系 肿 瘤 , 
预 后 差 ,  病 死 率
高 .  本 文 通 过 高
原地区一个完整
社区人群进行胃
癌 筛 查 ,  从 而 了
解西藏地区胃癌
患病及发病情况.

行疾病登记和死亡登记, 从而探讨拉萨地区一
个完整社区人群胃癌的患病和发病情况. 

结果:  拉萨地区社区人群胃癌粗发病率为
64.8/10万(男性79.1/10万, 女性52.0/10万); 粗
患病率为96.7/10万(男性123.9/10万, 女性
72.2/10万); 粗死亡率为31.8/10万(男性44.8/10
万, 女性20.2/10万). 

结论: 拉萨地区社区人群胃癌发病明显高于
全国平均水平, 应结合高原地区发病特点因地
制宜积极做好综合防控工作. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示� 本文以拉萨地区社区人群为研究现场, 
通过问卷调查选择“高危人群”联合“大便隐

血试验”的胃癌序贯筛检方案. 结果显示, 拉萨

地区社区人群胃癌发病明显高于全国平均水平, 
应结合高原地区胃癌发病特点因地制宜积极做

好综合防控工作. 
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0  引言

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 病
死率高, 对人类健康和生命构成严重威胁. 据
2000年资料统计, 全球每年新发胃癌占所有新

发癌症病例的9%, 仅次于肺癌、乳腺癌和肠癌

之后, 位居第4位[1]. 尽管胃癌其发病率在全球

呈普遍下降趋势, 但在中国、日本和拉丁美洲

地区仍维持较高的发病率[2]. 据估计, 2002年全

球新发胃癌病例92.3万, 其中42%的病例发生

在中国[3,4]. 2005年统计结果显示我国胃癌发病

率在男性中达37.1/10万, 女性中为17.4/10万[5]. 
在中国, 胃癌的死亡率为男性: 40.8/10万, 女性: 
18.6/10万, 分别是欧美发达国家的4.2-7.9倍和

3.8-8.0倍, 并且有明显的地区和城乡差异, 农村

是城市的1.6倍[6,7]. 
胃癌的病因和危险因素很复杂, 是环境和遗, 是环境和遗是环境和遗

传因素综合作用的结果, 流行病学研究认为, 胃, 流行病学研究认为, 胃流行病学研究认为, 胃学研究认为, 胃
癌的发生主要与环境、饮食、幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori , H. pylori )感染、吸烟、饮酒等因

素关系密切[8,9]. 西藏地区是全国胃癌高发区之

一[10], 已严重威胁到高原人民群众的生命健康, 
对胃癌的流行病学研究已成为当前高原医学工

作的重要课题之一. 为掌握高原地区胃癌的发

病状况、明确胃癌流行特征, 进一步提高胃癌

的预防及诊治水平, 从而为各级卫生部门制定

胃癌的综合防治策略提供科学依据. 因此, 本课

题拟在以往工作的基础上, 结合国内外胃癌普

查经验, 以西藏拉萨地区社区人群为研究现场, 
开展了高原地区胃癌的流行病学研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择拉萨市堆龙德庆县乃琼镇社区作

为调查研究现场, 来探讨西藏高原地区一个完

整社区人群胃癌的患病及发病情况. 乃琼镇地

处西藏中部青藏高原腹地, 拉萨河畔, 平均海拔

3650-4000 m左右, 距拉萨市区13公里. 全镇共

有6个行政村, 当地主要以农业为主, 气候特点

呈现冬季寒冷干燥, 夏季温暖湿润, 干湿季分

明, 昼夜温差大, 无霜期较短. 农作物以青稞、

小麦、土豆、油菜花等为主, 2010年全镇人口

2880户, 共9423人. 采用整群抽样的方法选取

拉萨市堆龙德庆县乃琼镇社区6个自然行政村

35岁以上世居藏族人群作为调查对象. 符合下

列条件者为胃癌高危人群: (1)家族一级亲属中

患有胃癌病史者, 年龄≥亲属胃癌诊断年龄-10
岁; (2)有长期慢性萎缩性胃炎史, 尤其是伴肠

化、不典型增生者; (3)有胃溃疡病史; (4)胃手

术史; (5)患有胃息肉病史等. 有下列一项或一项

以上者为症状人群: (1)长期反复腹痛、腹胀、

反酸、嗳气、恶心、呕吐; (2)不明原因食欲减

退、贫血、消瘦、黑便; (3)不明原因上腹部不

适; (4)不明原因上腹部包块. 
1.2 方法

1.2.1 调查方法: 根据高原地区藏族人群人口特

征, 生活特点等设计问卷调查表, 主要内容包括

患者一般情况、消化系统症状及体征、既往疾

病史及个人史(包括消化疾病史及肿瘤家族史); 
生活方式及饮食情况等. 问卷调查采取面访的

方式亲自深入到调查人群家中调查, 结束后当

场收回调查问卷. 调查之前对社区调查员(社区

医生、乡村医生)进行培训, 了解流行病学的基

本方法和原则, 使社区医生掌握调查方法, 并能

独立完成问卷调查. 
发病率的调查采取现况调查的研究设计方

案, 随机整群抽样拉萨市堆龙德庆县乃琼镇社

区6个自然行政村进行胃癌筛查. 通过借鉴国内

■相关报道
科学的筛检方案
应该是可靠、简
便、较为实用易
于 群 众 所 接 受 . 
在胃癌筛查方面
我国林三仁教授
根 据 我 国 国 情 , 
提出以胃镜检查
为最终手段的胃
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■创新盘点
该研究课题首次
在西藏地区进行
了基于社区人群
为基础的“高危
人群胃癌序贯筛
检联合“大便隐
血 试 验 序 贯 筛
检”的胃癌流行
病学筛查方案, 对
于高原地区采取
科学的综合预防
策略有重要意义.

胃癌筛查经验[11-14], 结合西藏高原地区实际情况, 
本次普查我们同时使用两种筛检方案: (1)“高

危人群胃癌筛检方案”: 问卷调查→高危人群

和症状人群→电子胃镜检查; (2)“大便隐血试

验(FOBT)筛检方案”: FOBT检测试纸法阳性→

电子胃镜检查. 大便隐血试验现场进行, 使用的

单克隆抗体由艾博生物医药(杭州)有限公司提

供(生产批号为201006173/3). 对调查发现高危

人群、症状人群和大便隐血试验阳性者发放胃

镜检查卡, 定期安排到西藏自治区人民医院(拉
萨)消化内镜中心进行电子胃镜检查. 同时对该

5个镇进行疾病登记和死因登记, 调查该地区胃

癌的患病和死亡情况. 胃癌发病率锁定时间为

2010-01-01/2010-12-31. 6个村社区人口数锁定

时间为2010-07-01. 在调查中要求认真做好质量

控制措施, 并在规定时间内完成. 
1.2.2 操作步骤: 拉萨市堆龙德庆县乃琼镇6个自

然行政村全人口→问卷调查+大便隐血实验→

高危人群、症状人群和粪便潜血实验阳性者→

电子胃镜检查. 胃镜检查前签署知情同意书, 所
有病变诊断及转归的判定均以组织病理学检测

为依据, 病理诊断采用WHO的病理学标准. 
统计学处理 所有普查结果均由双人独立输

入计算机, 用EpiData3.1建立数据库, 并进行一

致性检验. 数据分析均在SPSS15.0统计学软件包

完成. 

2  结果

2.1 问卷调查结果 社区6个行政村常住世居藏

族人口共9423人(男性4463人, 女性4960人), 本
次调查选取35岁以上人群作为调查对象, 经统

计共约4512人. 问卷调查采取面访形式进行, 共
1843人参加调查问卷, 剔除不合格问卷调查12
份, 共1831人完成有效调查问卷, 占该社区6个
行政村常住35岁常住人口的40.6%, 涉及藏族农

户1238个家庭. 调查符合高危人群254例, 症状

人群442例, 高危人群及症状人群合计共约696
人, 检出率为38.0%(696/1831). 
2.2 大便隐血检查结果 总共完成大便隐血试验

检查1281例, 阳性36例, 阳性率2.8%. 高危人群

254例中, 阳性9例, 阳性率3.5%. 442例症状人群

中, 阳性27例, 阳性率6.1%. 
2.3 内镜检查结果 需内镜检查696人(所有免疫

法粪隐血试验阳性者+高危人群隐血试验阴性

者+症状人群隐血试验阴性者), 实际镜检447人
(男性203例, 女性244例), 镜检应答率为64.2%. 

镜检结果: 胃癌2例, 胃癌检出率0.29%(2/696), 
分别发现早期胃癌1例, 进展期胃癌1例. 同时, 
胃镜检出其他上消化道疾病包括: 复合型溃疡

2例、胃溃疡17例、幽门管溃疡1例、贲门口溃

疡2例、幽门口息肉1例、幽门口炎1例、十二

指肠球部溃疡8例、反流性食管炎10例、食管

静脉曲张2例、食管糖原沉积症1例、高山食管

胃黏膜像5例、霉菌性食管炎1例、巴雷特食管

4例、贲门口炎6例、贲门失弛缓症1例、慢性

浅表性胃炎99例、糜烂性胃炎159例、胆汁反

流性胃炎66例、慢性萎缩性胃炎30例、胃底静

脉曲张1例、胃窦痘疹5例、胃窦息肉4例、胃

窦异位胰腺1例、十二指肠痘疹1例、十二指肠

球炎14例、残胃炎1例、吻合口炎2例. 
2.4 胃癌登记结果 2010-07-01社区常住世居藏族

人口为9423人, 2010-01-01/2010-12-31 2例(男性

2例, 女性1例)在筛检时间前被诊断为胃癌, 另有

3例死于胃癌(其中男2例, 女1例). 
2.5 胃癌发病率、患病率和死亡率 本次调查乃

琼镇社区人群接受内镜检查者共447人(男性203
例, 女性244例), 检出胃癌两例(男性1例、女性1
例), 推算需内镜检查696人(男性311例, 女性385
例)中可检出胃癌男性: (1/203×311) = 1.53, 女
性: (1/244×385) = 1.58. 换言之, 样本区1831人
可检出胃癌男性1.53例, 女性1.58例, 加上2010
年1月1日-2010年12月31日登记的胃癌病例(男
性2例, 女性1例), 共计男性3.53例, 女性2.58
例. 因此, 乃琼镇社区人群男性胃癌粗发病率: 
3.53/4463×105 = 79.1/10万; 女性胃癌粗发病率: 
2.58/4960×105 = 52.0/10万. 社区人口胃癌粗发

病率为: (3.53+2.58)/9423×105 = 64.8/10万. 
问卷调查 1 8 3 1例中 ,  有胃癌病史 3例

(男性2例 ,  女性1例 ) ,  因此胃癌粗患病率为

(3.53+2.58+3)/9423×105 = 96.7/10万. 男性胃癌

粗患病率: (3.53+2)/4463×105 = 123.9/10万; 女性

胃癌粗患病率: (2.58+1)/4960×105 = 72.2/10万. 
社区全人口9423人中胃癌死亡3例(其中男性2

例, 女性1例), 胃癌粗死亡率为3/9423×105 = 31.8/10
万. 男性胃癌粗死亡率: 2/4463×105 = 44.8/10万; 女
性胃癌粗死亡率: 1/4960×105 = 20.2/10万. 

3  讨论

科学的筛检方案应该是可靠、简便、费用少, 
较为实用易于群众所接受, 通过筛查通常可以

发现早期胃癌. 目前认为早期胃癌预后好, 其5
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■应用要点
拉萨地区胃癌序
贯筛查方案的实
施, 为今后高原地
区胃癌的筛查和
监 控 ( 随 访 ) 提 供
了目标人群, 同时
也为西藏高原地
区进行更大规模
的普查奠定了基
础, 积累了宝贵的
筛查经验.

年及10年生存率均在90%以上, 而晚期胃癌的5
年生存率仅有20%左右[15]. 

由于胃癌的症状无特异性, 我国超过90%的

胃癌患者常规诊断时已是中晚期, 从而失去了

治疗疾病的最佳时机, 预后差. 因此, 加强胃癌

筛查是早期诊断与治疗的基础, 也是降低胃癌

死亡率的关键一环. 近几十年来发达国家胃癌

的发病率和死亡率在有显著下降, 其中以日本

最为显著[16,17]. 自20世纪60年代以来, 日本政府

就开展了以胃气钡双重对比造影结合内镜检查

的全民普查方法, 大大提高了早期胃癌的检出

率. 在日本, 胃癌死亡率持续下降主要归功于早

诊早治方法的改进, 并在社区水平上进行干预. 
而根据我国国情在胃癌筛查方面, 目前倾向于

对胃癌高危人群的重点筛查工作, 通过胃镜检

查从而达到早诊断、早治疗, 从而降低胃癌死

亡率[18,19]. 
拉萨市堆龙德庆县乃琼镇位于西藏自治

区青藏高原腹地, 当地常住人口均为世居藏族, 
主要以农业为主, 属于典型的高原农业居住区

生活习性及饮食结构特点, 居住地人口较为集

中, 可基本代表西藏高原农村地区社区基本状

况. 通过借鉴国内胃癌筛查经验, 结合西藏地区

实际情况, 总结我们以往本地区工作经验, 本次

普查我们采取社区人群问卷调查, 筛出高危人

群、症状人群以及大便隐血试验阳性者进一步

进行电子胃镜检查. 
本次普查的数据表明, 拉萨地区社区藏族人

群胃癌的粗发病率为64.8/10万, 明显高于全国

总体水平[5]及世界平均水平[3], 处于我国胃癌高

发地区, 成为影响本地区社区人群的最主要恶

性肿瘤. 同时我们在本次电子胃镜筛查中发现, 
内镜检出最多的胃部疾病是糜烂性胃炎, 比例

高达35.6%(159/447), 而胃癌癌前疾病包括慢性

萎缩性胃炎、胃溃疡分别达到6.7%(30/447)、
4.9%(22/447), 分别在检出各种胃部疾病位列第

四、五位. 各种类型胃炎合计占胃镜检出各种

疾病总人数高达81.4%(364/447), 表明本地区患

慢性胃炎, 消化性溃疡等消化系统疾病十分普

遍, 成为本地区最常见的上消化道疾病, 可能为

胃癌的进一步发生提供了前提条件. 
胃癌的发生是多因素、多阶段、多环节作

用的结果, 目前发病机制还不甚清楚. 国内与胃

癌相关的危险因素包括环境和饮食、不良的

生活方式、H. pylori、遗传和癌前状态等[20,21]. 

青藏高原特殊的自然环境条件下, 由于气候环

境、地理条件、生活习惯等因素的差异, 高原

藏族人群饮食中肉、动物油脂比重大, 而蔬菜

水果相对偏少, 日常饮料以茶(盐茶、酥油茶)、
和酒(青稞酒)为主. 饮食结构中食物普遍较为粗

糙、坚硬、高钠、高脂, 具有喜食生硬、辛辣

食物的特点, 人群H. pylori感染率高, 服用非甾

体类解热镇痛药物较为普遍, 患消化系统疾病

十分普遍[22]. 以往我们进行的一项有关高原地区

胃癌危险因素的病例-对照的研究中, 已经证实在

高原藏族人群经常进食坚硬食物、高钠摄入、

长期患慢性萎缩性胃炎、胃溃疡以及H. pylori
感染成为高原人群患胃癌的主要危险因素[23]. 本
次胃镜筛查人群患胃溃疡, 慢性萎缩性胃炎等

癌前疾病所占比例较高, 也印证了这一点. 在保

护因素方面, 由于高原地区属于高寒缺氧地区, 
受地理环境及气候条件影响, 广大农村地区蔬广大农村地区蔬大农村地区蔬

菜、水果生长种类及产量本身较少, 再加上生

活习惯等原因, 本地区人群较平原地区摄入量

明显不足. 另外, 有研究认为高原缺氧条件下可

造成机体胃黏膜缺血缺氧, 细胞凋亡增加[24], 以
及低氧环境人体胃动力异常, 胃腔的生理功能

发生改变, 使得胃黏膜屏障受损, 其自身修复能

力减弱, 易导致各种有害因子的侵袭, 胃部病变

长期不愈或反复发作, 从而可能造成各种胃癌

癌前疾病、癌前病变在高原地区高发.   
通过本次普查, 我们确定了样本区胃癌的

高危人群, 为今后胃癌的筛查和监控(随访)提供

了目标人群, 同时也为西藏高原地区进行更大

规模的普查奠定了基础, 积累了宝贵的筛查经

验. 通过本次调查, 针对高原地区胃癌及癌前疾

病高发的状况, 应当引起当地各级政府及医疗

卫生部门的高度重视, 通过普及胃镜检查手段, 
进一步提高上消化道疾病诊治水平, 积极开展

各种胃癌癌前疾病、癌前病变的早诊早治成为

当务之急. 与此同时, 要积极做好本地区胃癌常

见病因及相关危险因素的预防工作, 尤其在广

大农村、牧区, 对广大农牧民群众进行广泛健

康教育, 大力宣传胃癌防治知识, 提高防癌意识, 
倡导健康科学的生活方式. 我们相信, 此举将对

于降低本地区胃癌的发病, 提高西藏地区人民

群众的健康水平, 造福于高原各族人民具有重

要意义. 

志�� 本次胃癌流行病学调查得到当地拉萨市堆
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龙德庆县卫生局、拉萨市堆龙德庆县乃琼镇镇

政府、乃琼镇社区卫生所、各乡村医务室、乡

村医生、村官给予的全力支持和密切配合, 是

本项目得以顺利完成的基础和保证. 在此, 我们

表示衷心的感谢！
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■同行评价
本文对拉萨地区
社区人群的胃癌
流行病学特点进
行了初步调查, 为
高原地区胃癌的
综合防治提供了
科学依据.
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Abstract
AIM: To compare the application value of PCR-
EB qualitative analysis versus amp-lisensor 
quantitative assay in the detection of HBV-DNA 
in serum in patients with hepatitis B.

METHODS: PCR-EB qualitative analysis or amp-
lisensor quantitative assay was used to detect 
serum HBV-DNA levels in patients with hepatitis 
B who were positive for both HBsAg and anti-
HBs (group A), those positive for HBsAg alone 
(group B), those positive for anti-HBs alone (group 
C), or those negative for both HBsAg and anti-
HBs (group D). The detection rate of serum HBV-
DNA was compared between the two groups.
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

两种方法检测乙型肝炎患者血清HBV-DNA的应用价值

叶儒军, 郑培锐, 区宇洁, 魏 威

®

■背景资料
目前, 临床上用于
HBV-DNA检测的
方式方法较多, 从
曾经的HBV-DNA
的定性检测, 发展
为目前HBV-DNA
的定量检测. 曾经
常用的HBV-DNA
检测方式有夹心
斑 点 杂 交 法 、
PCR-EB定性检查
等. 但是临床资料
表明, 上述2种检
查方法存在阳性
检测率低的缺陷. 
当前 ,  对于HBV-
DNA检测灵敏度
的要求越来越高, 
正因如此 ,  Amp-
lisensor定量法检
测HBV-DNA得到
了较大的发展. 与
传统的定性检查
不同, 其能直接反
应病毒复制的程
度, 指导临床治疗. 

RESULTS: HBsAg (S/N) value was signifi-
cantly higher in group than in group A (P < 0.05), 
and anti-HBs value was significantly higher in 
group C than in group A (P < 0.05). The detec-
tion rate of serum HBV-DNA by Amp-lisensor 
quantitative assay was significantly higher than 
that by PCR-EB qualitative analysis (P < 0.05). 
For amp-lisensor quantitative assay, the positive 
rate of serum HBV-DNA was lowest in patients 
of group C (P < 0.05). Serum HBV-DNA rose 
significantly in patients with hepatitis B. HBV-
DNA levels were significantly higher in groups 
A and B than in groups C and D (all P < 0.05), 
but showed no significant differences between 
groups A and B (P > 0.05).

CONCLUSION: Amp-lisensor quantitative assay 
has a high sensitivity in the detection of serum 
HBV-DNA and is even able to detect HBV-DNA 
in patients who are positive for anti-HBs.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 观察两种不同方法检测乙型肝炎患
者血清中的乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)-DNA的应用价值比较. 

方法: 分别使用PCR-EB定性及Amp-lisensor定
量法对HBV患者, 乙型肝炎表面抗原(hepatitis 
B virus surface antigen, HBsAg)与抗-HBs同时
阳性、HBsAg阳性、抗-HBs阳性、HBsAg与
抗-HBs同时阴性进行血清HBV-DNA检查, 观
察2组患者阳性检测率. 

结果: B组(HBsAg阳性)患者HBSAg(S/N)
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■研发前沿
目 前 ,  临 床 上 用
于检测血清HBV 
DNA的方法较多, 
随着研究的进一
步深入以及检验
技术的迅速发展, 
新的HBV DNA检
查手段不断出现.

值高于A组(P <0.05), C组抗-HBs值高于A组
(HBsAg与抗-HBS同时阳性)(P <0.05), Amp-
lisensor定量检测下, 患者HBV-DNA阳性率明
显高于PCR-EB定性组(P <0.05). Amp-lisensor
定量检测中, C组(抗-HBS阳性)患者的阳性
检测率最低(P <0.05), 乙型肝炎患者血清中
H B V-D N A对数值均有明显的上升, 与E组
(乙型肝炎两对半全阴性)比较均有统计学意
义(P <0.05). A组与B组HBV-DNA对数值明
显高于C组与D组(HBsAg与抗-HBs同时阴
性)(P <0.05), A组与B组HBV-DNA对数值比较
差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: Amp-lisensor定量法检测血清HBV-DNA
的灵敏度较高, 在抗-HBs阳性患者中仍可以
检测到HBV-DNA. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸

核心提示� 通过对比PCR-EB定性及Amp-lisensor
定量法检查HBV患者血清中HBV-DNA的阳性率

以及含量, 阐述两种方法在临床中的应用价值. 
Amp-lisensor定量法检测血清HBV-DNA的灵敏度

较高, 而在抗-HBs阳性患者中仍可以检测到HBV-
DNA, 为HBV患者的治疗与预后提供了直接的证

据.
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0  引言

乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸(hepatitis B virus, 
HBV-DNA)是反映乙型肝炎患者是否存在HBV
复制的一个经典指标, 具有较高的准确性[1]. 目
前, 临床上用于HBV-DNA检测的方式方法较

多, 从曾经的HBV-DNA的定性检测, 发展为目前

HBV-DNA的定量检测[2]. 曾经常用的HBV-DNA
检测方式有夹心斑点杂交法、PCR-EB定性检查

等[3,4]. 但是临床资料表明, 上述两种检查方法存

在阳性检测率低的缺陷. 当前, 对于HBV-DNA
检测灵敏度的要求越来越高, 正因如此, Amp-
lisensor定量法检测HBV-DNA得到了较大的发

展. 与传统的定性检查不同, 其能直接反应病毒

复制的程度, 指导临床治疗. 笔者通过对比PCR-
EB定性及Amp-lisensor定量法检查HBV患者血

清中HBV-DNA的阳性率及含量, 阐述两种方法

在临床中的应用价值, 现报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共纳入研究对象125例, 均为我

院2012-01/2012-12门诊或住院治疗的HBV患

者或寄往曾明确诊断为HBV的患者. 根据患者

检测指标进行临床分组. 其中A组患者为乙型

肝炎表面抗原(hepatitis B virus surface antigen, 
HBsAg)与抗-HBs同时阳性; B组为HBsAg阳性; 
C组为抗-HBs阳性; D组为HBsAg与抗-HBs同时

阴性; E组为乙型肝炎两对半全阴性, 肝功能正乙型肝炎两对半全阴性, 肝功能正两对半全阴性, 肝功能正

常的健康体检者. 各组病例均为25例. HBV临床

诊断标准参考2000-2001年《病毒性肝炎防治方

案》, 中华医学会传染病与寄生虫病学分会、

中华医学会肝病学分会联合修订. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集: 清晨空腹采取肘静脉血10 mL, 
经4 ℃离心机5000 r/min离心15 min分理出血清, 
-20 ℃冰箱中保存. 
1.2.2 HBV 5M检测: 使用1 Mx自动免疫分析仪

进行, 采用微粒子酶免分析法HBV 5M试剂盒, 
仪器与试剂盒均购自Abbott公司, 实验操作按说

明书进行. 
1.2.3 PCR-EB定性检测: (1)实验步骤: 将5 μL 
25 mmol/L MgCl2加入50 μL血清中, 98 ℃变性 
15 min, 然后进行离心, 变性裂解液5 μL加入标

准反应液15 μL中, 密封94 ℃变性5 min, 进行45
个循环. 所有反应在ABI Prism 7300型荧光定量

PCR仪(Applied Biosystems, 美国)上进行. 
1.2.4 Amp-lisensor定量法检测: 使用AG-9600荧
光检测仪进行检测, 并采用HBV-DNA定量试剂

盒以及ASAP软件, 实验操作根据试剂盒说明书

进行. 实验设立阴性及阳性对照组以及最大信

号对照组, 同时严格参考Kwork等提出的预防污

染措施, 阳性截止值≥2×103 copy/mL. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计分析, 计量资料用mean±SD表示, 计数资料用

百分率表示, 组间计量资料比较采用两样本t检
验, 组间计数资料的比较采用χ2

检验, 以P <0.05
为差异具有统计学意义. 

2  结果 

2.1 各组患者HBV 5M检测结果比较 B组患者

HBsAg(S/N)值高于A组(P <0.05), C组抗-HBs值
高于A组(P <0.05)(表1). 
2.2 2种方法检测血清H B V-D N A阳性率比较 
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Amp-lisensor定量检测下, 患者HBV-DNA无论在

A、B、C、D组, 阳性率均明显高于PCR-EB定
性组(P <0.05). Amp-lisensor定量检测中, C组患

者的阳性检测率最低(P <0.05)(表2). 
2.3 Amp-lisensor定量检测各组血清HBV-DNA含

量比较 除E组(健康体检者)外, 乙型肝炎患者血清乙型肝炎患者血清患者血清

中HBV-DNA对数值均有明显的上升, 与E组比较

均有统计学意义(P<0.05). A组与B组HBV-DNA对

数值明显高于C组与D组(P<0.05), A组与B组HBV-
DNA对数值比较差异无统计学意义(P>0.05)(表3). 

3  讨论

目前, 临床上用于检测血清HBV-DNA的方法较

多, 随着研究的进一步深入以及检验技术的迅速

发展, 新的HBV-DNA检查手段不断出现[5]. Zaaijer

等[6]曾经使用斑点杂交法、分支链DNA信号扩

增、Abbott液相杂交、PCR、Amp-lisensor定量

等对HBV患者进行血清HBV-DNA灵敏度的检测. 
结果发现, 各组灵敏度分别为2.5×107 copy/mL、
2.5×106 copy/mL、2.5×107 copy/mL、2.5×102 
copy/mL、50 copy/mL. 提示Amp-lisensor定量对

于临床检查HBV患者血清HBV-DNA的灵敏度较

高. 本研究对PCR与Amp-lisensor定量两种目前临

床虫咬的检验HBV-DNA方法进行了观察, 可以

发现, 无论在HBsAg与抗-HBs同时阳性、HBsAg
阳性、抗-HBs阳性、HBsAg与抗-HBs同时阴性

的患者中, Amp-lisensor检测的阳性检测率均明显

高于PCR-EB. 这与Zaaijer等[6]的研究结果较为相

似, 说明Amp-lisensor检测在检测HBV-DNA阳性

率方面, 具有较高的检查灵敏度. 

2013-07-2�|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com

表 1 各组患者HBV 5M检测结果比较 (n  = 25, mean±SD)

     分组 HBsAg(S/N)值  抗-HBs值(IU/L) HBeAg 抗-HBe 抗-HBc

A组: HBsAg与抗-HBs同时阳性   98.3±69.0   92.9±202.4    11      8    25

B组: HBsAg阳性 104.2±73.9a    10      8    25

C组: 抗-HBs阳性 115.2±187.1a      4    11    25

D组: HBsAg与抗-HBs同时阴性      5    13    25

aP<0.05 vs  A组. HBsAg: 乙型肝炎表面抗原; HBV: 乙型肝炎病毒.

表 2 2种方法检测血清HBV-DNA阳性率比较 (n  = 25)

       
分组

PCR-EB定性       Amp-lisensor定量

阳性数(n ) 阳性率(%) 阳性数(n ) 阳性率(%)

A组: HBsAg与抗-HBs同时阳性 17 68.0 23 92.0ac

B组: HBsAg阳性 14 56.0 19 76.0ac

C组: 抗-HBs阳性   6 24.0 13 52.0a

D组: HBsAg与抗-HBs同时阴性 10 40.0 20  80.0ac

总计 47 47.0 75 75.0a

aP<0.05 vs  PCR-EB组; cP<0.05 vs  C组. HBsAg: 乙型肝炎表面抗原; HBV: 乙型肝炎病毒.

表 3 Amp-lisensor定量检测各组血清HBV-DNA含量比较 (n  = 25, mean±SD)

     
分组 HBV-DNA(对数值)

P 值

与对照组比较 与A组比较 与B组比较 与C组比较

A组: HBsAg与抗-HBs同时阳性  6.13±1.88 ＜0.05

B组: HBsAg阳性 6.09±1.79 ＜0.05 ＞0.05

C组: 抗-HBs阳性 4.09±1.38 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

D组: HBsAg与抗-HBs同时阴性 5.08±1.19 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

E组: 乙型肝炎两对半全阴性 1.99±0.55

HBsAg: 乙型肝炎表面抗原; HBV: 乙型肝炎病毒; HBV-DNA: 乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸.
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本研究显示, HBsAg与抗-HBs同时阳性的

HBV患者, 和普通的HBV患者一样, 其血清HBV-
DNA的含量均较高, 且两组之间无统计学差异. 
但是, 在抗-HBs阳性患者以及抗-HBc阳性患者

方面, 两组血清HBV-DNA含量明显低于A组与

B组. 然而, 进行Amp-lisensor检测可以发现, 两
组的HBV-DNA阳性率仍达到52.0%(13/20)、
80.0%(20/25), 并且处于阳性截止值之上. 传统的

理解认为, 如果HBV感染者血液中抗-HBs出现阳

性, 即表示患者体内的HBV病毒被清除, 意味着

HBV传染性的消失以及病情好转、康复[7-9]. 但
是, 通过本研究的结果, 发现即使抗-HBs出现阳

性, 患者血清HBV-DNA含量仍然处于较高水平. 
因此, 临床对于该类抗-HBs出现阳性的患者, 需
要进行进一步的研究, 重新认识这个问题. 随着

检测手段的丰富, 目前临床研究已经发现[10,11], 
在一些抗-HBs阳性的HBV患者中, 仍可以在血

清或肝脏组织中发现较大量的HBV-DNA. 有学

者对1355例HBV慢性携带者进行了跟踪随访检

测, 在进行为期23 mo的检查后, 发现有55例患者

HBsAg发生自然转阴, 32例患者出现抗-HBs阳
性[12]. 对抗-HBs阳性的患者进行进一步观察, 发
现有近20%的患者, 血清HBV-DNA检测阳性. 而
对55例HBsAg自然转阴的患者进行观察, 能够

发现18例患者出现肝癌、肝硬化以及亚急性重

型肝炎. 研究认为[13,14], HBsAg自然转阴, 甚至抗

-HBs出现阳性, 并不一定属于病情好转的标志, 
相反, 在一些患者中, 甚至出现病情恶化的可

能. 该情况的发生与体内仍存在一定量的HBV-
DNA有关. 因此, 临床上定性检测HBV 5M, 可
能存在较大的误差, 影响HBV患者的预后判断. 
而Amp-lisensor定量检测恰恰可以弥补各类定

性检测方法可能带来的误差, 精准得出患者血

清HBV-DNA的含量, 判断是否存在传染性或病

情恶化[15]. 该技术与PCR的主要差别在于Amp-
lisensor采用的是复合探针. 一个探针上标以荧

光报告基团, 另一个探针上标以荧光淬灭基团, 
两探针之间能因碱基互补而结合. 此时, 两基团

靠近而形成FRET结构, 报告基团的荧光信号被

淬灭基团吸收. 当两探针分开后, 其间的FRET关
系受到破坏, 淬灭基团的抑制作用解除, 报告基

团的荧光信号得到释放. 因此, Amp-lisensor的结

果较为可靠, 出现假阳性的情况相对较低.
总之, Amp-lisensor定量法检测血清HBV-

DNA的灵敏度较高, 在抗-HBs阳性患者中仍可

以检测到HBV-DNA, 为HBV患者的治疗与预后

提供了直接的证据. 
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Abstract
AIM: To observe the function of pelvic auto-
nomic nerve preservation (PANP) during lapa-
roscopic surgery for low rectal cancer. 

METHODS: Seventy-six elderly patients who 
underwent laparoscopic surgery for low rectal 
cancer were included in this study. These pa-
tients were divided into either an observation 
group (n = 40) or a control group (n = 36). The 
observation group underwent PANP, while the 
control group did not undergo PANP. After 
treatment, the short-term and long-term micturi-
tion function was observed. In addition, a three-
year follow-up was performed, and the quality 
of life was scored at the last follow-up.

RESULTS: The percentage of patients who had 
improved short-term and long-term micturition 
function was significantly higher in the observa-
tion group than in the control group (17.50% vs 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

腹腔镜下低位直肠癌手术中保留盆腔自主神经的临床价值

侯 雷, 刘志满, 张学敏, 赵明明 

®

■背景资料
伴随人们饮食习
惯以及饮食结构
的改变, 直肠癌发
病率呈逐年上升
的趋势. 对于早期
直肠癌的患者, 临
床上主要以手术
治疗为主 .  目前 , 
随着腹腔镜广泛
应用于直肠癌手
术的治疗过程中, 
关于是否保留盆
腔自主神经, 国内
外学者均有着不
同看法. 

47.22%, 0% vs 5.56%, both P < 0.05). Psychologi-
cal state (SAS, SDS) and self esteem (SES) scores 
were significantly better in the observation 
group than in the control group (36.64 ± 4.27 vs 
42.37 ± 4.35, 32.�4 ± 3.21 vs 39.43 ± 3.92, 24.45 ± 
4.20 vs 1�.54 ± 3.20, all P < 0.01). 

CONCLUSION: PANP during laparoscopic 
surgery for low rectal cancer can improve mic-
turition function and patient's quality of life.  

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: Laparoscopic; Low rectal cancer; Pelvic 
autonomic nerve 
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摘要
目的: 观察腹腔镜下低位直肠癌手术中保留
盆腔自主神经(pelvic autonomic nerve, PANP)
的作用.  

方法: 对76例腹腔镜下中低位直肠癌手术进
行回顾性临床研究, 其中40例PANP(观察组), 
36例非PANP(对照组). 观察两组近期、远期
排尿情况, 同时对患者进行了为期3年的临床
随访, 并在最后一次随访时进行生活质量评分
调查. 

结果: 观察组患者近期、远期排尿功能的恢
复均好于对照组(17.50% vs  47.22%, 0% vs  
5.56%, P <0.05). 心理状态[焦虑自评量表(self-
rating anxietyscale)、抑郁量表(self-rating 
depression scale)]、自尊评价(self esteem)等相
关生活质量评分, 观察组亦显著好于对照组
(36.64±4.27 vs  42.37±4.35, 32.84±3.21 vs 
39.43±3.92, 24.45±4.20 vs  18.54±3.20, 均
P <0.01). 

结论: 腹腔镜下中低位直肠癌手术中保留

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科

2013-07-2�|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com



2013-07-2�|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com

2114               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2013年7月28日 �21���� �21期月28日 �21���� �21期28日 �21���� �21期8日 �21���� �21期日 �21���� �21期   �21����   �21期期 

■创新盘点
本 次 结 果 发 现 , 
PANP患者近期、
远期排尿功能均
未受到明显干预, 
患者自主排尿功
能均能在较短时
间内恢复.

PANP对患者排尿功能影响较小, 提高患者的
生活质量.  

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词� 腹腔镜; 低位直肠癌; 盆腔自主神经 

核心提示� 目前, 随着腹腔镜的广泛应用, 为直肠

癌手术中保留盆腔自主神经创造了更好的条件. 
腹腔镜手术创伤小, 解剖精准, 减小副损伤, 提高

术后生存质量及远期生存率. 
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0  引言

直肠癌的发病率仅次于胃癌与食道癌, 属于恶

性程度较高消化系恶性肿瘤[1], 统计发现, 伴随

人们饮食习惯以及饮食结构的改变, 其发病率

呈逐年上升的趋势[2]. 对于早期直肠癌的患者, 
临床上主要以手术治疗为主[3]. 目前, 随着腹腔

镜广泛应用于直肠癌手术的治疗过程中, 关于

是否保留盆腔自主神经(pelvic autonomic nerve, 
PANP), 国内外学者均有着不同看法[4], 本研究

就腹腔镜下中低位直肠癌手术中是否保留盆腔

自主神经在观察组与对照组间进行了分组观察, 
探讨其与患者预后的关系. 现报告如下:  

1  材料和方法

1.1 材料 对我院2007-05/2010-05腹腔镜手术治

疗的76例中低位直肠癌患者进行回顾性研究. 
患者术前均已被病理证明为直肠癌; 术前未进

行放、化疗; 术前无前列腺增生症、神经源性

膀胱、尿道狭窄等影响排尿的疾病;肿瘤直径

≤5 cm, 肿瘤下缘距离肛门7-12 cm;不合并肠梗

阻, 为非急诊手术. 根据患者手术类型进行临床

分组, 其中观察组手术中PANP, 对照组手术中非

PANP. 观察组40例, 男性26例、女性14例, 年龄

62-81岁, 平均年龄68.7岁±11.4岁. 采用Ducks肿
瘤分期, 其中A期5例、B期26例、C期9例. 患者

平均肿瘤直径2.7 cm±0.8 cm; 对照组36例, 男性

25例、女性11例, 年龄60-79岁, 平均年龄68.2岁岁
±11.6岁. 采用Ducks肿瘤分期, 其中A期3例、

B期29例、C期4例. 患者平均肿瘤直径3.0 cm±

1.1 cm. 对两组患者的性别、年龄、肿瘤分期等

一般资料进行比较, 发现两组间差异并无统计

学意义(P >0.05), 说明两组患者具有临床可比性. 
1.2 方法 观察指标: (1)排尿功能:  排尿功能异常

可分为近期以及远期异常[5], 若患者术后1 wk还
不能进行自主排尿, 即可诊断为近期排尿异常; 
若患者术后6 wk还未能恢复自主排尿, 则可诊断

为远期排尿异常; (2)术后随访: 每位患者出院后

均进行跟踪随访, 随访每1年1次, 总期限为3年
或至患者死亡. 记录1年、3年患者的肿瘤复发

率以及死亡率; (3)生活质量评估采用抑郁量表

(self-rating depression scale, SDS), 其中轻度抑郁: 
53-62分; 中度抑郁: 63-72分; 重度抑郁: >72分; 
焦虑自评量表(self-rating anxiety scale, SAS), 其评量表(self-rating anxiety scale, SAS), 其(self-rating anxiety scale, SAS), 其
中轻度焦虑: 50-59分; 中度焦虑60-69分; 重度焦

虑≥70分; 自尊评价(self esteem, SES), 总分范围

为10-40分, 分值越高, 表明自尊程度越高. 于最

后1次随访时由患者进行评分. 
统计学处理 应用SPSS14.0软件. 计量资料

以mean±SD表示, 均数比较采用t检验、方差因

素分析, 以P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 两组患者术后排尿功能情况比较 观察组患

者近期排尿异常率为17.50%, 远期排尿异常率

为0%. 而对照组患者近期排尿异常率为47.22%, 
远期排尿异常率为5.56%. 两组患者进行统计学

分析, 发现近期、远期排尿异常率均有统计学

意义(P <0.05, 表1). 
2.2 两组患者的S A S、S D S、S E S评分比较 
SAS、SDS得分越低, 说明心理状态越好; SES
得分越高, 说明自尊水平越高. 观察组的平均

SAS、SDS、SES评分均优于对照组(P <0.01, 表
2). 

3  讨论

直肠癌的发病呈快速上升趋势, 晚期直肠癌会引

起癌细胞的广泛转移以及肠梗阻等症状的出现, 

表 1 两组患者术后排尿功能情况比较

     
分组 n

近期排尿异常 远期排尿异常

n % n %

观察组 40 7 17.50a 0 0a

对照组 36 17 47.22 2 5.56

aP<0.05 vs  对照组.
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■同行评价
本文对照研究40
例PANP和36例非
PANP的3年疗效
(包括复发率、死
亡率和生活质量
等)，有一定工作
量, 具有一定指导
意义.

影响机体的各项生理功能[6,7]. 饮食中脂肪成分

增多而粗纤维成分减少是大肠癌重要的诱因[8]. 
手术治疗是本病治疗的重要方式, 在根治肿瘤

的同时, 又要尽可能地保留盆腔脏器的功能. 目地保留盆腔脏器的功能. 目保留盆腔脏器的功能. 目
前, 随着腹腔镜的广泛应用, 为直肠癌手术中保

留PANP创造了更好的条件. 腹腔镜手术创伤小, 
解剖精准, 减小副损伤, 提高术后生存质量及远

期生存率[9]. 盆腔内的自主神经主要分为交感神

经、副交感神经两类[10-12], 在大脑皮层的控制之

下, 盆腔内的自主神经主要参与排尿功能与性

功能的调控[13,14].
本次结果发现, PANP患者近期、远期排尿

功能均未受到明显干预, 患者自主排尿功能均

能在较短时间内恢复. 当术后6 wk时, 患者的自

主排尿功能均自行恢复. 而在非PANP患者中, 有
近一半的患者(47.83%)的术后1 wk内自主排尿

功均受到了不同程度的影响, 虽然大多数患者自

主排尿功能逐渐出现好转, 但仍有5.80%的患者

长期排尿功能恢复欠佳. 本研究结果验证了保留

盆腔自主神经功能对排尿功能的重要影响[15]. 因
此, 在手术中, 如患者情况允许, 应该尽量对盆

腔自主神经进行保留, 以减少术后排尿功能等

并发症的出现. 具体注意: (1)髂前间隙以及男性

的精囊后方, 是手术操作过程中最易损伤神经

丛的部位. 因此, 在处理上述部位时, 当在盆筋

膜的浅面进行操作时注意不要将盆筋膜从骶骨

上掀起; (2)在男性患者的手术过程中, 特别需要

在分离到膀胱直肠间隙时, 保留前列腺包膜的

完整性; (3)处理直肠侧韧带时, 尽量远离骨盆的

侧壁, 防止手术对盆神经丛的损伤. 由于盆腔自

主神经主要由上腹下神经丛、腹下神经和下腹

下神经丛(即盆丛)3部分组成, 实施手术时如何

进行神经保护性处理非常关键. 具体为: 对于上

腹下神经丛主干的保护, 要于结扎处理肠系膜

下动脉时, 离开根部1 cm左右. 对于腹下神经的

保护, 在脏层筋膜和壁层筋膜的疏松间隙中实

施分离则可防止对于两侧腹下神经损伤. 而对

于下腹下神经丛(即盆丛)的保护, 应让施术者或

者其助手用力适度, 以防止过度牵拉从而将盆

丛牵离盆壁变形从而误认为是直肠侧韧带切断

或者导致神经撕裂. 
本研究对两组患者的SAS、SDS、SES得分

进行分析, 观察组患者SAS、SDS平均得分均显

著低于对照组(P <0.05), SES平均得分均显著高

于对照组(P <0.01). 充分说明观察组患者的心理

情绪明显好于对照组, 提示观察组患者的生存

质量好于对照组. 这从另一个方面说明, PANP患
者明显提高了心理满意度, 从而一定程度上改

善生活质量. 
总之, 腹腔镜下中低位直肠癌手术中PANP

能够降低患者术后排尿功能异常, 有效的改善

患者生存质量, 有广阔的临床推广前景. 
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Abstract
Vasoactive intestinal polypeptide-secreting tu-
mor (VIPoma) of the pancreas is a rare type of 
pancreatic endocrine neoplasm. The main clini-
cal features of VIPoma include large amount of 
watery diarrhea, hypokalemia and achlorhydria. 
Due to extreme rarity of this disease, it is eas-
ily misdiagnosed. Here we report such a case 
to raise the awareness of this clinical entity. We 
also performed a review of the literature to sum-
marize its clinical manifestations, diagnosis and 
treatment.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key Words: VIPoma; Watery diarrhea; Hypokale-
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 病例报告 CASE REPORT

血管活性肠肽瘤1例

张丽平, 吴会超, 罗 兰

®

■背景资料
血管活性肠肽瘤
(vasoactive-intes-
tinal polypeptide-
secreting tumor, 
VIPoma)是一种
临床上罕见的疾
病, 发病率低, 大
量水样腹泻、低
血钾、低/无胃酸
综合征为其典型
表现, 极易误诊. 

www.wjgnet.com/1009-3079/21/2117.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i21.2117 

摘要
血管活性肠肽瘤(vasoactive-intestinal polypeptide-
secreting tumors, VIPomas)是罕见的胰腺内
分泌肿瘤. 临床上以大量水样腹泻, 顽固性低
血钾, 胃酸缺乏为主要特征性表现. 此病非常
罕见, 临床上较易误诊. 本文报道血管活性肠
肽瘤1例, 通过病史及实验室、影像学、内镜
学、组织学检查结合相关文献进行分析讨论, 
提高对该病的认识. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词�� 血管活性肠肽瘤; 水样腹泻; 低钾血症; 诊断

核心提示�� 本文报道血管活性肠肽瘤1例, 通过病

史及实验室、影像学、内镜学、组织学检查结

合相关文献进行分析讨论, 提高对该病的认识.

张丽平, 吴会超, 罗兰. 血管活性肠肽瘤1例. 世界华人消化

杂志  2013; 21(21): 2117-2120  URL: http://www.wjgnet.

com/1009-3079/21/2117.asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/

wcjd.v21.i21.2117

0  引言

血管活性肠肽瘤(vasoactive-intestinal polypep-
tide-secreting tumors, VIPomas)是一组定义明确

的罕见的胰腺内分泌肿瘤, 该病每年的发病率

为千万分之一. 平均发病年龄为49岁. 该病也称

为胰性霍乱、Verner-Morrison综合征, 其典型临、Verner-Morrison综合征, 其典型临Verner-Morrison综合征, 其典型临

床表现是水样腹泻、低钾血症、低/无胃酸，因

此也称为WHDA综合症[Watery (secretory) diar-
rhea, hypokalemia, and achlorhydria]. 下面就本院

收治的1例VIPoma患者做简要的诊断分析, 旨在

提高临床医生对该病的认识.

1  病例报告

本院病例资料, 48岁女性患者, 因“反复腹泻性患者, 因“反复腹泻患者, 因“反复腹泻者, 因“反复腹泻, 因“反复腹泻

■同行评议者
肖 文 华 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军总医院第一附
属医院肿瘤科

2013-07-2�|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com



2013-07-2�|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com

2118               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2013年7月28日 �21���� �21期月28日 �21���� �21期28日 �21���� �21期8日 �21���� �21期日 �21���� �21期   �21����   �21期期 

2年”入院, 2年来无明显诱因出现腹泻, 黄稀

便, 2-3次/d, 量少, 无腹痛腹胀, 无恶心呕吐, 有/d, 量少, 无腹痛腹胀, 无恶心呕吐, 有, 量少, 无腹痛腹胀, 无恶心呕吐, 有
自愈倾向, 无关节疼痛. 于多家医院以“慢性

胃肠炎”对症治疗可好转, 期间病情间断发作. 
2012-12-30上述症状再发加重, 腹泻次数增至10上述症状再发加重, 腹泻次数增至10症状再发加重, 腹泻次数增至10
次/d, 黄稀便, 无黏液脓血便, 伴纳差, 恶心呕吐,黏液脓血便, 伴纳差, 恶心呕吐,液脓血便, 伴纳差, 恶心呕吐, 
反酸、嗳气、乏力. 无皮肤潮红、瘙痒, 无腰背

部疼痛, 无呕血, 黑便, 无胸闷胸痛, 对症治疗无

明显好转, 后以“慢性结直肠炎、慢性胃炎”

收入我院消化科. 患者精神, 饮食, 睡眠欠佳. 自患者精神, 饮食, 睡眠欠佳. 自精神, 饮食, 睡眠欠佳. 自
发病起体重减轻5 kg, 小便正常. 否认“肝炎, 结
核, 伤寒”等传染疾病史, 否认“高血压, 糖尿

病, 高血脂”等病史. 查体: 全身皮肤黏膜干燥, 
口唇脱皮. 腹软, 无压痛, 反跳痛及肌紧张, 肝脾

未触及, 未扪及包块, 肠鸣音正常. 实验室检查: 
血常规: WBC 10.27×109/L, RBC 4.34×1012/L, 
HGB 137 g/L, PLT 344×109. 电解质: 钾2.23 
mmol/L, 磷0.77 mmol/L, 血糖7.34 mmol/L; 肝
肾功能未见异常. 每日监测电解质: 钾2.28-4.16 
mmol/L(3.5-5.5 mmol/L)之间, 磷0.38-1.18 mmol/
L(0.84-1.82 mmol/L)之间. 复查空腹及餐后血

糖分别为: 4.42 mmol/L(3.89-6.11 mmol/L)和
7.00 mmol/L(3.89-7.8 mmol/L). CA199、CEA、

NSE、AFP、CA125均在正常范围. 游离三碘

甲状腺原氨酸、游离甲状腺素、促甲状腺激素

正常. 大便常规+潜血, 大便细菌培养阴性. 全段

甲状旁腺激素8.5 pmol/L(0.7-8.5 pmol/L), 昼夜

皮质醇, 醛固酮, 人生长激素, 泌乳素L均未见异

常. 24 h尿微量白蛋白: 6 mg/24 h. 放免法测得

腹泻时查血浆血管活性肠肽: 260.6 pg/mL, 腹泻

间歇期35.625 pg/mL(正常2.0-36.8 pg/mL). 影像

学检查: 胸部平片、腹部彩超未见异常. 上腹CT
平扫+增强(图1): 肝左外叶侧段见约30 mm×27 
mm稍低密度影, 增强扫描动脉期未见强化, 静

脉期边缘结节状强化, 余肝内见多个小类圆形

无强化低密度区. 胰尾后部见一大小约27 mm×

31 mm密度不均肿块, 增强扫描不均匀强化. 意
见: (1)肝左叶外侧段血管瘤, 肝内多发小囊肿; 
(2)胰尾肿瘤(胃泌素瘤?); (3)双侧少量胸腔积液. 
心电图提示ST-T改变. 心脏彩超: 左房左室饱

满; 二尖瓣, 三尖瓣轻度返流, 心包微量积液, 左
心室功能正常, 心包积液. 内镜学表现: 胃镜: 慢
性浅表性胃炎. 肠镜: 所见回肠末端、结直肠黏

膜未见明显器质性病变. 超声内镜(endoscopic 
ultrasound, EUS)(图2): 胰腺尾部可见2.55 cm×

3.32 cm类圆形低回声区, 边界清楚, 内部回声均

匀. 胰腺头体部未见异常, 胰管不扩张. 血管分

布走向清晰, CDFI低回声区内可见条点状血流

信号. 治疗: 入院后予常规蒙脱石散、复方消化

酶等止泻药物、纠正低钾血症等对症治疗, 仍
出现顽固性低钾不能纠正, 结合CT及EUS结果, 
顽固性低钾考虑血管活性肠肽瘤可能性大. 予
生长抑素类似物奥曲肽0.1 mg皮下注射Q 12 h
试验性治疗, 腹泻停止, 血钾纠正. 停用奥曲肽2 
d后, 再次出现腹泻, 3次/d, 为水样便. 待患者低

钾纠正后, 2013-01-28于我院行胰尾切除+脾切

除术+肝左外叶血管瘤切除术, 术中胰体尾部可

触及一包块, 直径约5 cm, 活动, 与周围组织无

粘连. 术后患者即停止腹泻, 查电解质未见异常. 
术后第3天查血浆血管活性肠131.7 pg/mL. 病理

结果(图3A): (1)肝海绵状血管瘤; (2)脾脏呈淤

血性改变, 部分区域被膜下淋巴管扩张; (3)胰腺

高分化内分泌肿瘤>2 cm, 行为不确定性高分化

内分泌肿瘤. 免疫组织化学CD10(-), CD56(弱+), 
CK7(-), CK8(+), CgA(个别+), NSE(+); Syn(+), 
VIP(++)(图3B). 术后患者即停止腹泻, 查电解质

未见异常. 术后第3天查血浆血管活性肠131.7 
pg/mL. 随诊: 术后2 mo因多浆膜腔(心包, 胸腔, 

图� 1 ����������� 1 ������������������������ A: 下腹CT平扫胰腺尾部占位, 箭头所示胰腺尾部边缘清晰, 与正常胰腺组织密度接近, 内部密度

不均匀的肿块; B: 下腹部增强CT动脉期胰腺占位, 箭头所示动脉期肿块不均匀增强, 明显高于正常胰腺组织; C: 下腹部增强

CT静脉期胰腺占位, 箭头所示静脉期肿瘤组织与正常胰腺组织密度接近.

A B C
■相关报道
VIPoma在全世界
已报道800多例 , 
人群中发病率为
千万分之一, 病变
主要位于胰尾部, 
50%-60%的患者
发现时已转移, 最
常见转移至肝脏.
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腹腔)积液再次就诊于我院, 查白蛋白33.3 g/L, 
血钾4.16 mmol/L. 复查胸部CT及腹部CT平扫+
增强可见多浆膜腔积液, 未见转移病灶. ECT未
见骨转移, 多浆膜腔积液原因考虑术后低蛋白

血症所致. 

2  结果

第1例VIPoma是1958年由Verner和Morrison首次

报道的, 迄今全世界已报道有800多例[1]. 血管活

性肠肽(vasoactive-intestinal polypeptide, VIP)可
促进胰液、小肠液的产生和分泌, 大量VIP分泌

解释了水样腹泻, 脱水, 低血钾, 酸中毒等症状. 
VIP亦可抑制胃酸分泌, 致低/无胃酸. 刺激肝糖

原的释放, 导致血糖增高; 舒张外周血管, 致血

压降低, 脸色潮红. 部分患者出现高血钙, 低磷患者出现高血钙, 低磷出现高血钙, 低磷

血症与VIP促进甲状旁腺激素分泌有关[2].
VIPoma术前较难诊断, 易与导致腹泻的全

身性、炎症性及器质性疾病混淆, 本院该患者即

以肠炎治疗2年之久, 但入院后查甲状腺功能, 血
糖, 胃肠镜、腹部CT及大便培养、血清CEA、

CA125等实验室检查已予排斥. 根据该病的典型

临床表现结合放免法测血浆VIP是术前最重要

的定性依据, 腹泻时超过正常值上限2倍即可诊

断, 但因VIP为非持续性分泌, 因此需多点多次检

测. 本院该患腹泻时测得血管活性肠肽260.6 pg/
mL(可能与腹泻不严重有关), 但仍高于腹泻间

隙35.625 pg/mL. 术后第3天血管活性肠肽131.7 
pg/mL, 已缓慢下降. 血浆VIP也是评价术后是否

复发、手术是否彻底的重要指标. 术后病理学及

免疫组织化学也是另一重要的定性方法, 并且

现今在病理学的基础上对评价内分泌肿瘤的性

质及预后有了重要发展. 使用免疫组织化学KIT/
CK19进行危险度分级, 低度危险(KIT-/CK19-), 
中度危险(KIT+/CK19-), 高度危险(KIT+/CK19+). 
Zhang等[3]对于97例有完整资料的胰腺内分泌肿

瘤进行病理形态学和临床结果分析; 高度危险组

中肿瘤的大小, 核分裂像, 肿瘤性坏死和肿瘤边

缘情况等参数均高于低度危险组. 该作者提出了

新的3级分级系统(1级: 0和1分、2级2分、3级3
和4分)评价胰腺内分泌肿瘤, 根据核分裂像(0分: 
0/50 HPE、1分1-3个/50 HPE、>4个/50 HPE)、
肿瘤性坏死(0分: 无坏死、1分: 有坏死)、肿瘤

边缘浸润(0分: 无浸润、1分: 有浸润). 结合KIT/
CK19免疫组织化学结果, 能更好地评价胰腺内地评价胰腺内评价胰腺内
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图� 2 ������ 2 �������������� A: 超声内镜下胰腺内分泌肿瘤; B: 肿块位于胰腺尾部, 箭头所示胰腺尾部低回声团块, 边缘清晰, 与周围

组织界线清楚; C: 胰腺肿块血流图.

A B C

BA

图� �� 病�结果�������结果�� �� 病�结果�������结果��病�结果�������结果���� A: 血管活性肠肽瘤(HE×200); B: 免疫组织化学提示VIP表达在血管活性肠肽瘤细胞

胞浆(×400).

■应用要点
对于禁食72  h腹
泻仍不能缓解的
大 量 水 样 腹 泻 , 
难 治 性 低 钾 血
症 ,  糖 耐 量 异 常
的患者应高度怀
疑 该 病 ,  同 时 结
合血浆血管活性
肠肽(vasoac t ive 
-intestinal poly-
pept ide,  VIP)水
平 ,  影 像 学、内
镜检查明确诊断, 
并予以手术治疗, 
可降低误诊率.
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■同行评议
该病例也叫胰腺
内分泌肿瘤, 发病
率较低, 其临床表
现较特殊, 应该引
起临床医师, 特别
是消化科医师的
高度重视.

分泌肿瘤的性质. 不过遗憾的是, 本患者的病理

学检查没有进一步的描述. 
B超和CT是VIPoma术前定位的主要方法, 

大部分胰腺内分泌肿瘤是高度富血管性的, 主要

位于胰尾部, 与正常组织分界清, 增强CT扫描强

化明显, 少数为少血管性; 而胰腺癌是少血管性

肿瘤, CT增强扫描密度增加不明显, 因此CT对于

两者的鉴别有重要价值. 同时CT还可了解肿块

的大小, 数量, 及周围组织浸润, 远处转移及淋巴

结侵犯等情况. B超对于<2 cm的胰腺占位诊断不

明, 该患者行B超检查即未发现胰尾部占位, 可能

与肠腔气体干扰有关. EUS对于诊断<2.5 cm的内

分泌肿瘤的敏感性为82%, 发现最小的病变为2 
mm, 是目前定位诊断最有效的手段[4]. 生长抑素

闪烁成像依赖于生长激素受体表达, 80%-90%该

受体表达阳性, 因此在大部分患者中有效. 
外科手术切除是治疗本病的根本方法. 生长

抑素类似物(奥曲肽)是缓解症状的最有效手段, 
且对于发生远处转移的患者, 也可减小肿块体

积, 改善体内激素水平和症状. 生长抑素类似物

也用于术前诊断及术前准备, 但长久应用将会

导致耐药性产生. 干扰素-α、糖皮质激素也可改

善治疗效果. 
虽然VIPoma的主要治疗方式是外科手术, 

但该病误诊率极高, 该患者从出现症状到明确

诊断长达2年. 因此, 临床医生在碰到难治性, 反
复发作性腹泻, 伴有顽固性低钾血症, 糖耐量异

常的患者应警惕该病, 早期诊断可明显提高该

病的生存率与预后. 
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Journals》和《Digital Object Identifier》收录. 《世

界华人消化杂志》于2012-12-26获得RCCSE中国

权威学术期刊(A+)称号.《世界华人消化杂志》

在中国科学技术信息研究所, 2012-12-07发布的

2011年度《中国科技期刊引证报告(核心版)》统

计显示, 总被引频次3871次(他引率0.82), 影响因

子0.775, 综合评价总分65.5分, 分别位居内科学研

究领域类52种期刊第5位、第7位和第5位, 并荣获

2011年度中国精品科技期刊.
1.2 栏目 述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文
献综述, 研究快报, 临床经验, 循证医学, 病例报告, 
会议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及

实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 
表达准确.

2  撰稿要求
2.1 总体标准 文稿撰写应遵照国家标准GB7713
科学技术报告、学位论文和学术论文的编写

格式, GB6447文摘编写规则, GB7714文后参考

文献著录规则, GB/T 3179科学技术期刊编排

格式等要求; 同时遵照国际医学期刊编辑委员

会(International Committee of Medical Journal 
Editors)制定的《生物医学期刊投稿的统一要求

(第5版)》(Uniform requirements for manuscripts 
submitted to biomedical journals). 见: Ann Intern 
Med  1997; 126: 36-47.
2.2 名词术语 应标准化, 前后统一, 如原词过长

且多次出现者, 可于首次出现时写出全称加括

号内注简称, 以后直接用简称. 医学名词以全国

自然科学名词审定委员会公布的《生理学名

词》、《生物化学名词与生物物理学名词》、

《化学名词》、《植物学名词》、《人体解

剖学名词》、《细胞生物学名词》及《医学

名词》系列为准, 药名以《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编的《药名词汇》为

准, 国家食品药品监督管理局批准的新药, 采用

批准的药名; 创新性新药, 请参照我国药典委员

会的“命名原则”, 新译名词应附外文. 公认习

用缩略语可直接应用(建议第一次也写出全称), 
如ALT, AST, mAb, WBC, RBC, Hb, T, P, R, BP, 
PU, GU, DU, ACTH, DNA, LD50, HBsAg, HCV 

《世界华人消化杂志》投稿须知

1  投稿总则
1.1 性质 《世界华人消化杂志(World Chinese Journal
of Digestology , WCJD , ISSN 1009-3079 (print) 
ISSN 2219-2859 (online), DOI: 10.11569)》是一份

同行评议和开放获取期刊(Open Access Journal, 
OAJ), 创始于1993-01-15, 旬刊, 每月8、18和28号
出版. 《世界华人消化杂志》编辑委员会成员, 
由483位专家组成, 分布在30个省市、自治区和

特别行政区.
《世界华人消化杂志》的首要任务是出版

胃肠病学, 肝病学, 消化系内镜学, 消化系外科学, 
消化系肿瘤学, 消化系影像学, 消化系介入治疗, 
消化系病理学, 消化系感染学, 消化系药理学, 消
化系病理生理学, 消化系病理学, 消化系循证医

学, 消化系管理学, 胰腺病学, 消化系检验医学, 消
化系分子生物学, 消化系免疫学, 消化系微生物

学, 消化系遗传学, 消化系转化医学, 消化系诊断

学, 消化系治疗学和糖尿病等领域的原始创新性

文章, 综述文章和评论性的文章. 最终目的是出版

高质量的文章, 提高期刊的学术质量, 使之成为指

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 

《世界华人消化
杂志》为保证期
刊的学术质量, 对
所有来稿均进行
同 行 评 议 ,  是 一
份被《中国科技
论文统计源期刊
(中国科技核心期
刊 )》 ,《中 文 核
心期刊要目总览
(2011年版)》收录
的学术期刊.
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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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起改为旬刊发行 , 
每月8、18、28日
出版. 



ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志      2013年7月28日 第21卷 第21期月28日 第21卷 第21期      第21卷       第21期期           Ⅴ

2013-07-28|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com

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: 010-5908-0035
传真: 010-8538-1893
E-mail: wcjd@wjgnet.com
http: //www.wjgnet.com

《世界华人消化
杂志》坚持开放
获取(open access, 
OA)的出版模式 , 
编辑出版高质量
文章, 努力实现编
委、作者和读者、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: 北京市
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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白雪 副主任医师

中国人民解放军北京军区总医院普通外科

陈洪 主任医师

东南大学附属中大医院消化科

陈汝福 教授

中山大学第二附属医院肝胆胰外科 

程英升 教授

同济大学附属第十人民医院影像临床医学中心

崔莲花 副教授

青岛大学医学院公共卫生系

崔云甫 教授

哈尔滨医科大学第二附属医院普外一科

杜祥 教授

上海复旦大学附属肿瘤医院

高英堂 研究员

天津市第三中心医院

顾国利 副主任医师

中国人民解放军空军总医院普通外科

郭俊明 教授

宁波大学医学院生物化学与分子生物学研究所

何敏 教授

广西医科大学医学科学实验中心

姜波健 教授

上海交通大学医学院附属第三人民医院普通外科

李华 副教授

中山大学器官移植研究所, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心

李瑜元 教授

广州市第一人民医院内科

刘长征 副教授

中国医学科学院基础医学研究所

                                                                 • 志�� • 

志谢世界华人消化杂志编委

本期文章审稿中(包括退稿), 我刊编委付出了宝贵的时间和大量的精力, 提高了《世界华人消化杂志》的学术

质量, 在此表示衷心感谢！

刘成海 研究员

上海中医药大学附属曙光医院(东部)肝病研究所

刘连新 教授

哈尔滨医科大学第一临床医学院

彭亮 副主任医师

中山大学附属第三医院感染科

任粉玉 教授

延边大学附属医院消化内科

沈薇 教授

重庆医科大学附属第二医院消化内科

石毓君 副研究员

四川大学华西医院移植工程与移植免疫实验室 

汤朝晖 副主任医师

上海交大医学院附属新华医院普外科

王德盛 副主任医师

中国人民解放军第四军医大学西京医院肝胆外科

王娅兰 教授

重庆医科大学基础医学院病理教研室

吴建兵 教授

南昌大学第二附属医院肿瘤科

徐健 副主任医师

深圳市慢性病防治中心

徐庆 教授

桂林医学院药理教研室

薛东波 教授

哈尔滨医科大学附属第一医院

殷正丰 教授

中国人民解放军第二军医大学东方肝胆外科医院

张进祥 副教授

华中科技大学同济医学院附属协和医院
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